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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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โรคไหมของขาวเปนโรคที่มีความสําคัญดานเศรษฐกิจในพื้นที่ที่มีการเพาะปลูกขาวใน

ประเทศตางๆ ทั่วโลก และสามารถพบโรคนี้ไดทุกป ในประเทศไทยมีพันธุขาวที่มีคุณสมบัติตานทาน

ตอเชื้อราสาเหตุโรคไหม เชน หางยี 71 เหลืองทอง และผาเลือด เปนตน ไดนําขาวพันธุดังกลาวมา

ทดสอบยืนยันความตานทานการเกิดโรคดวยวิธีการปลูกเชื้อดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

Magnaporthe grisea (Herbert) Barr พบวา ขาวพันธุหางยี 71 และผาเลือดมีความตานทานอยาง

สูงตอเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพันธุราชบุรีและปทุมธานี สวนขาวพันธุเหลืองทองแสดงความ

ตานทานตอเชื้อราทั้งสองสายพันธุที่ระดับปานกลาง จากนั้น ไดสกัดดีเอ็นเอจากขาวพันธุตานทาน

ทั้งสามสายพันธุ รวมทั้งเชื้อราทั้งสองสายพันธุเพื่อสรางจีโนมิกดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาว และเพื่อ

สกัดแยกยีนตานทานจากขาว (Disease Resistant Genes) โดยอาศัยบริเวณของยีนที่มี

ความจําเพาะ (conserved motif) และมีความเหมือนทางโครงสรางยีนตานทานอยางสูงจากยีน

ตานทานที่โคลนไดในพืชตางๆ ไดแก NBS-LRR (Nucleotide Binding Site plus Leucine Rich 

Repeat) และ Protein Kinase analog มาใชในการทําโคลนยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

(PCR-based approach)  อีกทั้ง ไดทําการโคลนยีนของเชื้อราที่คาดวามีสวนเกี่ยวของกับกลไกการ

เกิดโรคพืช (pathogenicity genes) ดวยวิธีเดียวกันโดยใชโอลิโกนิวคลิโอไทดไพรเมอรที่มีความ

เหมือนกับยีนกอโรคจากเชื้อราตางๆ ไดแก Adenylate cyclase (MAC1) และ cAMP regulatory 

subunit A (SUM1) เปนตน พบวา แอมพลิคอนที่โคลนไดจากขาวและเชื้อราดังกลาวมีความ

เหมือนกับยีนตานทานและยีนที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืช ภายหลังการวิเคราะหเปรียบเทียบ

ลําดับเบส และกรดอะมิโนกับฐานขอมูล (NCBI) ตามลําดับ ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอการ

ปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไปในอนาคต 

  
คํานําคํานํา  

 
   ขาวเปนธัญพืชที่สําคัญที่สุดของประเทศไทยและของโลก ประชากรโลก 1 ใน 3 หรือ 

จํานวนประชากร 2,000 ลานคนโดยประมาณบริโภคขาวเปนอาหารหลัก พื้นที่เพาะปลูกขาว

ครอบคลุมพื้นที่มากกวา 360 ลานเอเคอรทั่วโลกและมีปริมาณการผลิต 560 ลานตันตอป ใน

ประเทศไทยนิยมปลูกขาวทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ทวา เกษตรกรทั่วโลกรวมทั้งเกษตรกรไทย 

ตองเผชิญปญหาเรื่องโรคพืชที่สําคัญของขาว เชน แมลง แบคทีเรีย ไวรัส และเชื้อรา โดยเฉพาะ

อยางยิ่ง เชื้อราที่จัดวาเปนศัตรูหมายเลขหนึ่งของขาวไดแก เชื้อราโรคไหม หรือ “rice blast fungus” 

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



 

ในประเทศไทย โรคไหมของขาวเปนโรคที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอการปลูกขาวในประเทศ และพบ

มีการระบาดของโรคอยูเปนประจําทางภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

นักวิจัยทั่วโลกและในประเทศไทยไดพยายามปรับปรุงพันธุขาวตางๆ ใหมีความตานทานตอ

เชื้อราโรคไหมดวยวิธีการปรับปรุงพันธุพืชแบบปกติ แตประสบปญหาเกี่ยวกับข้ันตอนที่ซับซอน และ

ใชเวลานานกวาจะคัดเลือกไดพันธุตานทานที่ตองการ ตลอดจนปญหาเรื่องความไมถาวร (durable) 

ของความตานทานตอเชื้อราโรคไหมดังกลาวที่ตัวเชื้อราเองมีความแปรปรวนเพื่อเอาชนะความ

ตานทานของพันธุขาวที่ผานการปรับปรุงพันธุอยูเสมอ ที่ผานมาไดมีการวิจัยเพื่อสํารวจหาสายพันธุ 

(pathotypes) ของเชื้อราโรคไหมตางๆ ที่มีความสามารถในการกอโรคในขาวพันธุตางๆ ทั้งในและ

ตางประเทศ (Yamada, 1985; Kiyosawa, 1984; พูนศักดิ์ และคณะ, 2546) พบวา เชื้อราโรคไหมมี

ระดับการกอโรคในขาวพันธุตางๆ ที่แตกตางกัน เนื่องจากพันธุขาวมีพื้นฐานทางพันธุกรรมตอการ

ตอบสนองตอเชื้อราที่แตกตางกัน ขาวบางพันธุอาจแสดงคุณสมบัติที่มีความตานทาน (resistance) 

ตอเชื้อราโรคไหมบางสายพันธุ ในขณะที่ขาวบางพันธุมีความออนแอ (susceptibility) ตอการเขา

ทําลายของเชื้อราบางสายพันธุ ความสัมพันธระหวางขาวและเชื้อราในลักษณะที่ เกิดโรค 

(compatible interaction)  และ ไมเกิดโรค (incompatible interaction) เปนไปตามทฤษฏี    

“gene-for-gene concept” (Flor, 1971) ที่ซึ่ง ยีนตานทาน R แตละตัวแสดงความตานทานตอเมือ่มี

การตอบสนองตอสายพันธุที่ไมกอโรคพืชที่มียีน Avr ประกอบอยูดวยเทานั้น 

 Song et al. (1995) ไดคนพบยีนตานทานโรคในขาว โดยสกัดแยกยีน Xa21 ที่มีรหัสเปน 

receptor kinase-like protein ที่ทําหนาที่ในความตานทานตอแบคทีเรียโรคขอบใบแหง 

(Xanthomonas oryzae pv. Oryzae) Wang et al. (1999) สกัดแยกและวิเคราะหยีน Pib ที่จัดอยู

ใน nucleotide binding และ leucine–rich repeat สําหรับความตานทานโรคไหม ที่ผานมาไดมีการ

โคลนยีนตานทานจากพืชหลายๆ ชนิด หนึ่งในจํานวนนั้น ไดแก NBS-LRR ที่ประกอบดวย 

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

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

เหมือนอยางสูง (conserved motifs) ภายในยีนตานทานตางๆ มาใชออกแบบไพรเมอรในปฏิกิริยา

ลูกโซโพลิเมอเรส (PCR-based strategies) เพื่อสกัดแยกลําดับเบสยีนตานทาน (resistance gene 

analogs, RGAs)  จากพืชหลายๆ ชนิด โดย RGAs มีศักยภาพในการเปนเครื่องหมายโมเลกุลที่

ใกลชิดกับตําแหนงของยีน เพื่อใชในการปรับปรุงพันธุพืชแบบใชเครื่องหมายโมเลกุล หรือแมแต

นํามาใชเปนยีนตานทานตัวเลือก (resistance gene candidate) ดังกลาว  ไดนําเทคนิคนี้มาใชใน

ถั่วเหลือง ขาวและขาวโพด (Collins et al., 1998, Kanazin et al., 1996, Mago et al., 1999) 



 

Dodds และคณะ (2001) กลาวถึง ยีนตานทานแอนนาลอกมีศักยภาพในการทําหนาที่เปนโมเลกุล

เครื่องหมายเพื่อการปรับปรุงพันธุพืชโดยโมเลกุลเครื่องหมายได   

 ที่ผานมา ไดมีการศึกษาสกัดแยกยีนที่คาดวาเกี่ยวของกับการกอโรคในพืชในเชื้อราหลาย

ชนิด รวมทั้งในเชื้อราสาเหตุโรคไหม (Magnaporthe grisea) เพื่อทําความเขาใจเพิ่มเติมในเรื่องของ

วิถีการสงสัญญาณภายในเซลล (เชน cAMP signaling pathway) ซึ่งมีบทบาทตอกระบวนการตางๆ

ในเชื้อรา เชน การเจริญเติบโต การพัฒนาโดยอาศัยและไมอาศัยเพศ และการสรางโครงสรางในการ

กอโรคในพืชหรือแอพเพรสซอเรียม เปนตน Choi and Dean (1997) ไดแสดงใหเห็นวาทรานส

ฟอรแมนตที่ไมไดประกอบดวยยีน MAC1 (adenylate cyclase) ในจีโนมซึ่งมีความจําเปนตอการ

สรางโมเลกุล cAMP ภายในเซลลไมสามารถสรางโครงสรางที่ใชในการกอโรคหรือที่เรียกวาโครงสราง

แอพเพรสซอเรียมไดและเชื้อราไมมีความสามารถเจาะเขาสูใบขาวที่ออนแอตอโรคตามปกติได 

Adachi and Hamer (1998)  ไดรายงานวา การเกิดมิวเตชั่นที่หนึ่งตําแหนงเบส (point mutation) 

ของ PKA regulatory subunit (SUM1) สามารถนําหนาที่บางสวนกลับคืนในยีน mac1 ไดเพียง

บางสวน  

 การไดพันธุตานทานและยีนตานทานตอเชื้อราโรคไหมดังกลาว ที่ผานมาตองอาศัยเทคนิคที่

ซับซอน และใชเวลานาน เชน การโคลนยีนตานทานเชื้อราโรคไหม และแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบ   

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

เปาหมายเพื่อนําพันธุขาวตานทานตอโรคไหมหรือพันธุขาวตานทานจากสายพันธุพอแมพื้นเมือง

ของประเทศไทยมาใชเปนแหลงพันธุกรรมเพื่อการโคลนยีนตานทานโรคไหม เพื่อการปรับปรุงพันธุ

ขาวใหไดมาซึ่งพันธุขาวที่ประกอบดวยยีนตานทาน (R) ตอเชื้อราโรคไหมและคงคุณสมบัติตางๆ 

ตามตองการ คาดวาการศึกษาดังกลาวจะยนระยะเวลาในการหายีนตานทาน (R) จากขาวที่ใช

ศึกษา ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุขาวใหมีคุณสมบัติตานทานโรคไหมดวยวธิกีาร

ปรับปรุงพันธุโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายเปนตัวชวย (molecular marker-aided selection 

breeding) ตอไป  

  



 

อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  
 

อุปกรณอุปกรณ  

1. อาหารเลี้ยงเชือ้ Potato Dextrose Agar (PDA) 
2. เชื้อรา Magnaporthe grisea สายพนัธุราชบุรีและปทมุธาน ี

3. พันธุขาวหางย ี71 เหลืองทอง ขาวตาแหง 17  กข23 และ TN1 

4. เครื่องชั่งสาร 
5. เครื่องเขยาสาร (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. เครื่องสองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) GelDoc transluminator 

 

วิธีวิธีการการ  

การทดลองยอยการทดลองยอยที่ที่  11    การการโคลนยีน หาลาํดับเบส โคลนยีน หาลาํดับเบส และและวิเคราะหลําดับเบสยีนวิเคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว  ตานทานจากขาว    
                                                      nnuucclleeoottiiddee    bbiinnddiinngg  ssiittee--lleeuucciinnee--rriicchh  rreeppeeaatt  ((NNBBSS--LLRRRR))    
                                                        และไคเนสแอนนาลอกและไคเนสแอนนาลอก  ((KKAA) )   
  

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 11..   การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค   

11..11    การเตรยีมการเตรยีมสายพันธุเชื้อราสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษาที่ใชศึกษา และสภาพการ และสภาพการเลีย้งเชื้อเลีย้งเชื้อ  
 เชื้อรา Magnaporthe grisea ที่ใชในการศึกษานี้ มีจํานวนสองสายพันธุ ไดแก      

สายพันธุจากจังหวัดราชบุรี และสายพันธุจากจังหวัดปทุมธานี เก็บรักษาเชื้อไวบนวุนอาหารเลี้ยง

เชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ที่ 25 องศาเซลเซียส ภายใตแสงไฟฟลูออเรสเซนต เพื่อชักนํา

การสรางสปอร  



 

 สกัดสารแขวนลอยสปอรที่ไดโดยการเลี้ยงเสนใยบน PDA นาน 7 วัน ที่ 22 องศา

เซลเซียส แยกสปอรจากเสนใยเชื้อราดวยการกรองโดยน้ํากลั่นปลอดเชื้อบนผากรองปลอดเชื้อ 

(Miracloth) เหวี่ยงสปอรที่แยกไดดวยการใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, 

National) ที่ 14,000g ลางสปอรดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง และปรับความเขมขนเปน 1 x 106 สปอรตอ

มิลลิลิตร 

 

11..2 2   การทดสอบความสามารถการทดสอบความสามารถการทาํใหเกิดโรคการทาํใหเกิดโรค  
 พันธุขาวที่ใชในการศึกษามีจํานวนทั้งสิ้น 5 สายพันธุ ไดแก หางยี71 (ไดรับความ

อนุเคราะหจากธนาคารเชื้อพันธุพืช อาคารพันธุกรรมพืชสิรินธร สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

กรมวิชาการเกษตร) และเหลืองทอง (ไดรับความอนุเคราะหจากฝายอารักขาพืช ศูนยวิจัยขาว

อุบลราชธานี) ขาวสามสายพันธุใชทดสอบความสามารถในการเกิดโรคดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

และขาวพันธุขาวตาแหง17 กข23 และ TN1 (ไดรับความอนุเคราะหจากฝายวิชาการ สถาบันวิจัย

ขาว กรมวิชาการเกษตร) ใชสําหรับเปนตัวควบคุมการทดลอง เนื่องจากขาวทั้งสามสายพันธุเปน

พันธุออนแอตอเชื้อราสาเหตุโรคไหมที่ใชศึกษาทั้งสองสายพันธุ เพาะเมล็ดขาวจํานวน 6 ถึง 10 

เมล็ด ในกระถางปลูกขนาดประมาณ 4 นิ้ว ที่บรรจุดวยสวนผสมของดิน ณ โรงเรือนปฏิบัติการ 

สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เปนเวลา 10 วัน กอนปลูกเชื้อดวยการสเปรย

สารแขวนลอยสปอรเชื้อราที่ความเขมขน 1 x 106 สปอร/มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 0.25 เปอรเซ็นต 

Tween 80 ใหทั่วใบขาวทุกใบ เก็บไวเปนเวลานาน 3 สัปดาห พรอมใหน้ําหลอเลี้ยงไวในกระถาง

เพาะปลูกทุกใบ สวนการทดลองควบคุม เพาะปลูกขาวในลักษณะเดียวกัน แตไมปลูกเชื้อดวยสปอร

เชื้อรา เมื่อครบ 3 สัปดาหแลว สังเกตและบันทึกลักษณะอาการการเกิดโรคของขาวแตละตน ใช

สเกลการใหคะแนนตามลักษณะอาการของโรคตั้งแต 0 - 4 ดังตอไปนี้ 0 = ไมปรากฏอาการ 1 = มี

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

พรอมดวย chlorotic lesions ขนาดใหญ และ 4 = ปรากฏรอยโรคแบบ coalescing necrotic 

lesions ครอบคลุมทั่วใบ (Mitchell and Dean, 1995) 

 

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 22..    การสกัดกรดนิวคลิอิกการสกัดกรดนิวคลิอิก  
    

ตัดใบขาวโดยใชกรรไกรจากขาวอายุ 20 วัน มาเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส กอนการสกัด

กรดนิวคลิอิก ใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบขาว 2 วีธี ไดแก CTAB method (วิธีการที่ 1) และใชชุด

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



 

วิธีการที ่วิธีการที ่11  
 

บดใบขาวที่แชแข็งไวที่ตูปรับอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ใหมีขนาดเล็กเปนผงละเอียดใน

โกรงดวยไนโตรเจนเหลว เติมบัฟเฟอร (DNA extraction buffer) ที่ประกอบดวย 2% CTAB, 2% 

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

เอธานอล (เติมกอนใช) เขยาดวยเครื่องเขยาสาร (FINEVORTEX, FINEPCR, Korea) บมตัวอยางที่

ตองการสกัดในอางปรับอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอ

มิลอัลกอฮอล (อัตราสวน 24:1 v/v) เขยาหลอดนาน 5 นาที และเหวี่ยงดวยความเร็วสูงที่ 14,000g 

นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนลงในหลอดทดลองใหมขนาด 1.7 มิลลิลิตร ตกตะกอนกรด

นิวคลิอิกดวยไอโซโพรพานอลเย็นจัด (2/3 ของปริมาตร) นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เหวี่ยงหลอด

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 10 นาที ขจัดสารละลายใสสวนบน และลางตะกอนที่ได 2 คร้ัง 

ดวยสารละลาย wash buffer (75% เอธานอล 10 mM แอมโมเนียมอะซิเตท) เติมสารละลาย 

RNase 3 ไมโครลิตร (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) บมนาน 30 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส กอนสกัดซ้ํา

ดวยฟนอลคลอโรฟอรม (25:4) สองครั้ง ตกตะกอนซ้ําดวย 100% เอธานอล ปริมาตร 2 เทาของ

สารละลาย บมที่ -20 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที ลางตะกอนตะกอนดวย 70% เปอรเซ็นต

เอธานอล 500 ไมโครลิตร ทิ้งตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที และละลายในสารละลาย TE 

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

 

วิธีการที ่วิธีการที ่22  
 

สกัดกรดนิวคลิอิกโดยใชชุดสกัดกรดนิวคลิอิก (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH, 

Palo Alto, CA) บดใบขาวแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียดดวยการใชโกรงกอนเติม

บัฟเฟอร (C1) 1.25 มิลลิลิตร ตอ 250 มิลลิกรัม ของตัวอยางพืช ถายลงในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 

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

ไมโครลิตร บมสารละลายนาน 30 นาที ที่ 60 องศาเซลเซียส เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 5 นาที ที่ 

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

เอธานอล ดวยปริมาตรเดียวกันกับปริมาตรสารละลายใส  เขยาหลอดทันทีนาน 30 วินาที เตรียม

หลอดทดลองโพลิโพรพิลีนใหมขนาด 15 มิลลิลิตร บรรจุดวยคอลัมน หยอดสารละลายผานคอลัมน

ดังกลาว เหวี่ยงคอลัมนดวยความเร็วสูงนาน 2 นาที ที่ 4,500g ขจัดสารละลายที่ไหลผานทิ้ง ดูด

สารละลาย (CQW) 1 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 2 นาที ที่ 4,500 g ขจัด

สารละลายใส ดูดบัฟเฟอร (C5) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน      



 

3 นาที 4,500g ขจัดสารละลายใสทิ้ง จึงเหวี่ยงดวยความเร็วสูงอีกครั้งนาน 10 นาที ที่ 4,500g เพื่อ

ขจัดบัฟเฟอร (C5) ใหแหง วางคอลัมนลงในหลอดโพลิโพรพิลีนใหม ดูดสารละลาย CE ลงใน

คอลัมน เหวี่ยงดวยความเร็วสูงนาน 3 นาที ที่ 4,500g เพื่อเก็บดีเอ็นเอที่ได นําดีเอ็นเอที่ไดไป

วิเคราะหบน 1.0% อะกาโลสเจล และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร 

 

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 33..    การสังเคราะหจีโนมกิดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาวการสังเคราะหจีโนมกิดีเอ็นเอไลบราลี่จากขาว  
 

นําจีโนมิกดีเอ็นเอขาวที่สกัดไดดวยวิธีการขางตน มาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะแบบไม

สมบูรณอยางตอเนื่อง (serial partial digestion) ดวยการใชเอ็นไซม BamHI เขมขน 0U, 0.15U, 

0.075U, 0.035 U, 0.4U, 1U, 2U ตามลําดับ กอนบมที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที, 30 นาที, 45 นาที, 1 ชม. และ นานกวา 1.5 ชั่วโมง จากนั้น นําไปวิเคราะหดวย 1.0%          

อะกาโลส เจล อิเลกโตรฟอเรซิส ในการทดลองครั้งนี้ พบวาดวยเอ็นไซม BamHI ที่ความเขมขน 

0.4U บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที สามารถทําใหเกิดการตัดจําเพาะแบบไมสมบูรณ หยุด

ปฏิกิริยาดวยการใช 0.5M EDTA (pH) 8.0 นําดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอ็นไซมแบบตัดจําเพาะ

แบบไมสมบูรณไปทําใหบริสุทธิ์อีกครั้งดวยฟนอล/คลอโรฟอรม ตกตะกอนดวยเอธานอล และ

ละลายลงในสารละลาย TE (1mM TrisHCl, pH 8.0, 0.1 Mm EDTA, pH 8.0) เพื่อนํามาใชใน

ปฏิกิริยาไลเกชั่น ตอไป 

นําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาขางตนที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมโดยประมาณ มาทํา
ปฏิกิริยา “partial fill-in” ตามคําแนะนําจากคูมือบริษัทผูผลิต (STRATAGENE,  La Jolla, USA) 
(ปฏิกิริยา partial fill-in เปนปฏิกิริยาที่ใชเตรียมจีโนมิกดีเอ็นเอเพื่อการสอดแทรกเขาสู Lambda 
FIX®II vector ซึ่งเวกเตอรไดผานการ “partial fill-in” ใหประกอบดวย 5-overhang เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพและความถูกตองของไลบราลี่ที่ได อีกทั้ง partial fill-in จะชวยปองกันการเกิด self-
ligation ซึ่งจะลดจํานวนรีคอมบิแนนตโมเลกุลที่ประกอบดวยหลายอินเสิรทไดอยางดียิ่ง) ในปริมาตร
ของปฏิกิริยาทั้งหมด 300 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม, 30 ไมโครลิตร 10x fill-in 
buffer, 10 mM dGTP, 10 mM dATP และ 15U Klenow บมที่อุณหภูมิหองนาน 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) สกัดสารละลายสองครั้งดวยฟนอล/
คลอโรฟอรม ตกตะกอนดวยเอธานอล ทิ้งตะกอนใหแหง และละลายดวยสารละลาย Tris-EDTA 25 
ไมโครลิตร  

เพื่อทําปฏิกิริยาไลเกชั่น ไลเกตดีเอ็นเอเขาสูเวกเตอรที่ชื่อวา Lambda FIX®II vector 
(STRATAGENE,  La Jolla, USA) ในปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร       



 

ที่ประกอบดวย 2U T4 DNA ligase (STRATAGENE,  La Jolla, USA), 1 ไมโครลิตร Lambda    
FIX® II , 0.8 ไมโครลิตรของดีเอ็นเอในสารละลาย Tris-EDTA ขางตน (0.4 ไมโครกรัม)                
0.5 ไมโครลิตร 10x Ligase buffer และ 0.5 ไมโครลิตรของ 10 mM rATP (pH 7.5) สวนตัวควบคุม
ใช DNA test insert ที่ไดจากผูผลิต (STRATAGENE, La Jolla, USA) แทนดีเอ็นเอที่ไดจาก
ปฏิกิริยา “partial fill-in reaction”  บมปฏิกิริยาไวที่ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน เวกเตอรชนิดนี้
สามารถบรรจุดีเอ็นเอสอดแทรกที่มีขนาดตั้งแต 9 ถึง 23 kb จากนั้น ดูดสารละลายจากปฏิกิริยา   
ไลเกชั่นปริมาตร 1 ไมโครลิตรมาผสมกับสารละลาย “packaging extract” ที่เพิ่งนําออกมาจาก      
-80 องศาเซลเซียส ดวยการทําใหละลายเพียงเล็กนอยบนน้ําแข็ง (ประมาณ 2-3 นาที) ผสม
สารละลายทั้งสองใหเขากันดวยการใชปเปต และเหวี่ยงหลอดทดลองดวยความเร็วสูงเปนระยะเวลา
ส้ันๆ (3 - 5 วินาที) บมที่อุณหภูมิหองนาน 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% (น้ําหนักตอปริมาตร) เจลาติน ตอปริมาตรทั้งสิ้น 1 ลิตร) เติม
คลอโรฟอรม 20 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันเบาๆ ดวยการใชปเปต เหวี่ยงดวยความเร็วสูง
ประมาณ 5 วินาที เพื่อดึงคลอโรฟอรมลงมาที่กนหลอด เติมสารละลายที่ไดจากปฏิกิริยาที่ผสมกับ 
packaging extract  จํานวน 1 ไมโครลิตร (ที่เหลือเก็บรักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส) ลงในเซลลเจา
บาน XL1-Blue MRA strain (P2) และ VCS257 (ที่เตรียมไวกอนหนานี้ตามคูมือแนะนําจากผูผลิตที่
ละลายอยูใน 10 mM MgSO4 และมีคาการดูดกลืนแสง (OD600) ที่ 0.4-0.6 ) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร สําหรับจีโนมิกดีเอ็นเอที่ตองการไลเกต และ DNA test insert (STRATAGENE, La 
Jolla, USA) ตามลําดับ บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน   15 นาที ถายสารละลายลงในหลอดทดลอง
พลาสติกปลอดเชื้อขนาด 20 x 110 มิลลิเมตร จึงเติมวุนอาหารชนิดแข็ง LB top agar (10 กรัม 
NaCl, 10 กรัม tryptone, 5 กรัม yeast extract, 20 กรัม วุน ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่ทําใหอุน
ลวงหนาที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส เขยาเบาๆ นาน 2-3 วินาที และเพลทลงในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อ NZY agar (5 ก NaCl, 2 กรัม MgSO4.7H2O, 10 กรัม NZ amine (casein 
hydrolysate), 5 กรัม yeast extract, 15 กรัม วุน ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.5)  บมที่ตูบมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง นับจํานวนพลากคที่ไดในแตละเพลทเปนคาไตเตอรในรูป pfu 
หรือ (plaque-forming units / ml) จากนั้น เก็บรักษาไลบราลี่ไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
 
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 44..  การการโคลนยีนโคลนยีนและวิเคราะหและวิเคราะหดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเิมอเรสดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเิมอเรสยนีตานทานจากขาวยนีตานทานจากขาว  

ทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยเทมเพลทจีโนมิกดีเอ็นเอขาวพันธุหางยี 71 และเหลือง
ทองดวย Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) ตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ใชไพร
เมอรที่ออกแบบไดจากบริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีน NBS-LRR และโปรตีนไคเนส 



 

(Leister, et al., 1998; Kanazin et al., 1996) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด 50 μl ประกอบดวย 
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 ไดแก : 2 นาที 30 วินาที/90 องศาเซลเซียส ตามดวย 30 รอบ
ของแตละโปรแกรมดังนี้ 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 ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว เก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียส และนําแอมพลิคอนที่ได
จํานวน 20 ไมโครลิตรมาวิเคราะหบน 1.5% อะกาโลสเจล  

 

44..1 1   การการเตรยีมดีเอ็นเอเพื่เตรยีมดีเอ็นเอเพื่อการอการโคลนยนีโคลนยนี  
                    สกัดดีเอ็นเอแฟรกเมนตออกจากอะกาโลสเจล ดวยการใชใบมีดที่เช็ดดวย 75% 

เอธานอลตัดแถบดีเอ็นเอออกภายใตการสองดูดวยแสงยูวี ใสชิ้นเจลที่ตัดไดลงใน 1.7 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็ก (Eppendorf tube)  และสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลดวยการใชชุดสกัด 

QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) ตามคําแนะนําจากคูมือ

บริษัทผูผลิต เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่ -80 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที ตามดวยการเหวี่ยงดวย

ความเร็วสูงนาน 3 - 5 วินาที และเก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
  

44..2 2   การทาํไลเกชั่นการทาํไลเกชั่น  

                   นําดีเอ็นเอที่ตัดออกจากเจลมาตรวจสอบความเขมขนคราวๆ โดยใช 1% อะกาโลสเจล 

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

ตามคําแนะนําจากคูมือบริษัทผูผลิตในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย pDrive® Cloning 

vector (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร แอมพลิคอนหรือดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจล 1 - 4 

ไมโครลิตร, 2x Ligation master mix 5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น (sterile distilled water) ผสมใหเขา

กันเบาๆ ดวยการใชปเปตขนาด P200 บมที่ 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือเก็บรักษาไวที่ -20 

องศาเซลเซียส กอนนําไปใชในการทดลองขั้นตอนถัดไป 

 ทําปฏิกิ ริยาไลเกชั่นตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต  ในปริมาตรปฏิกิ ริยารวม               

5 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 1.5 ไมโครลิตร 2x ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร เวกเตอร 

(pDrive® cloning vector kit, Qiagen, Valencia, USA) 1 ไมโครลิตร บมนานอยางนอย 24 ชั่วโมง

ที่ 4 องศาเซลเซียส หรือที่ 16 องศาเซลเซียสนาน 16 ชั่วโมง  

 



 

44..3 3   การเตรยีมคอมพิเทนตการเตรยีมคอมพิเทนตเซลลเซลล  
  เล้ียงเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli  JM109 (Promega, Madison, WI, USA) 

และDH5α (Epicentre, Madison, WI, USA) ในรูปแชแข็ง ตามวิธีการเตรียมคอมพิเทนตเซลลจาก

ชุดน้ํายาเตรียมคอมพิเทนตเซลลชุดสําเร็จ (Transformation & Storage Solution, TSS) จากบริษัท

คูมือผูผลิต (Epicentre, Madison, WI, USA) เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดวยการเขี่ยเชื้อลงใน LB 2 

มิลลิลิตร (10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) 

บรรจุอยูในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) เขยาที่ตูบม

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานขามคืน ดวยความเร็ว 200 rpm จากนั้นเจือจางเชื้อแบคทีเรียทีไ่ดใน 

LB เหลว ในอัตราสวน 1:100 และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอนานประมาณ 4 ชั่วโมงที่ตูบมอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 rpm วัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ใหอยูที่ประมาณ 0.25-

0.4 ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียมาใสลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 1.7 มิลลิลิตร หลอดละ   

1 มิลลิลิตร มาตกตะกอนดวยการเหวี่ยงโดยอาศัยความเร็วสูง 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อให

ไดตะกอนที่กนหลอด ขจัดสารละลายใสทิ้ง ในขณะเดียวกัน นําสารละลาย 2x TSS ออกจาก -20 

องศาเซลเซียส มาละลายอยางสมบูรณ จึงผสมกับน้ํากลั่นบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1:1 เติมสารละลาย 

TSS 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ประกอบดวยตะกอนแบคทีเรียในแตละหลอด นําคอมพิเทนต

เซลลที่อยูในสารละลาย TSS ไปใชในขั้นตอนการฝากถาย (transformation) ไดในทันที หรือ

สามารถเก็บรักษาระยะยาวไดที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

44..4 4   การฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใชการฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใช
ระบบ ระบบ ““บลูบลู--ไวทไวท””    

  เพื่อนําดีเอ็นเอเขาสูระบบแบคทีเรีย นําไลเกชั่นปริมาตร 1-4 ไมโครลิตรมาผสมกับ

คอมพิเทนตเซลล 100 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางชาๆ ดวย

การใชปเปต วางไวบนน้ําแข็งนาน 5 นาที กอนนําหลอดทดลองไปบมที่อางน้ําปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ

ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที (ไมตองเขยา) บมหลอดไวบนน้ําแข็งตออีก 2 นาที กอนเติม

อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ที่ทําใหอุนไวกอนหนานี้ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีดวยการใชปเปต 

นําไปบมที่ตูปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการเขยาที่ 200 rpm นาน 1 ชั่วโมง กอนทําการ

เพลท (100 และ 200 ไมโครลิตร) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 

x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง  (10 กรัม NaCl, 

10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 20 กรัม วุนอะการ ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่

ประกอบดวยสารปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 1 มิลลิลิตร เขมขน 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร), 



 

100 mM IPTG เขมขน 0.5 มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) และ X-Gal 2 มิลลิลิตร เขมขน 40 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) บมเพลทในตูบมเชื้อ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน นําเพลทที่บมขามคืน

แลวไปไวในตูปรับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสอยางนอย 1 ชั่วโมง หรือขามคืน ในขั้นตอนนี้จะ

สังเกตเห็นโคโลนีสีขาวและสีฟาชัดเจน กอนเขี่ยโคโลนีสีขาวที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไป

สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยวิธีการที่เรียกวา พลาสมิดดีเอ็นเอมินิเพรพ (plasmid DNA miniprep) 

ตอไป เก็บแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกในหลอดไครโอ (Greiner Bio-One Inc, USA) 

ที่ประกอบดวยสารละลายกลีเซอรอล 80% (กลีเซอรอล 80 มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ใน

อัตราสวนเซลล 650 ไมโครลิตร ตอกลีเซอรอล 350 ไมโครลิตร และหาลําดับเบสดีเอ็นเอสอดแทรก

ในขั้นตอนถัดไป 

 

44..5 5   การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ  
 เข่ียโคโลนีสีขาวจากเพลทที่บมขามคืนไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB (10 กรัม NaCl, 

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

ขามคืน ที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยการเขยาที่ 200 rpm ดูดสารละลาย 1.5 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอไดจากเซลล E. coli ดวย

การใชชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)  ทําการเหวี่ยง

เซลลแบคทีเรียใหตกตะกอนโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที ขจัด

สารละลายใสสวนบนทิ้ง ละลายตะกอนดวยการใชบัฟเฟอร P1 (ที่ประกอบดวยสารละลาย RNase 

100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 250 ไมโครลิตร เขยาใหใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร เติมสารละลาย P2  

250 ไมโครลิตร และเขยาหลอดกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง เติมบัฟเฟอร P3 350 ไมโครลิตร 

และเขยาหลอดทดลองกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง (ทันทีที่เติมบัฟเฟอร P3) นําหลอดไปเหวี่ยง

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 5 นาที ในขั้นตอนนี้จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวขุนอยูที่ภายใตกน

หลอด ดูดสารละลายใสลงในหลอดทดลองที่ประกอบดวยคอลัมนเสียบอยูดานบน นําคอลัมนไป

เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัดสารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง ซับหลอดใหแหง 

เติมบัฟเฟอร PB 0.5 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัด

สารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง นําคอลัมนไปไวในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ใหม กอนเติม

บัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นําคอลัมนไปเหวี่ยงโดย

ใชความเร็วสูง ที่ 14,000g นาน 1 นาที นําพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหบน 1% อะกาโลสเจล        

อิเลกโตรฟอเรซิส  เก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียส สําหรับเก็บระยะสั้น หรือ ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ไดเปนระยะเวลานาน  



 

44..6 6   การเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยดีเอ็นเอการเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  
 เพื่อเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไวเปนระยะนาน ดูด

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เล้ียงไวนานขามคืน ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในหลอดไครโอขนาด 12.5 x 

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

80มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการใชปเปต นําไปเก็บ

รักษาไวที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

44..7 7   การหาลาํดับเบสของดีเอ็นเอการหาลาํดับเบสของดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  ((DDNNAA  sseeqquueenncciinngg))    
 ไพรเมอรที่ใชในปฎิกิริยาหาลําดับเบส ไดแก SP6 (5’-CATTTAGGTGACACTATAG-

3’) และ T7 (5’-GTAATACGACTCACTATAG-3’) นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมไดมาใชเปนเทมเพลทใน

ปฎิกิริยาหาลําดับเบสปริมาตร 10 ไมโครลิตรที่ประกอบดวย BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Perkin-Elmer, CA, USA) และ 3.2 pmole ของแตละไพรเมอร ปฏิกิริยาการ

สังเคราะหไดแก 30 รอบของ 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที 50 องศาเซลเซียส/5วินาที 60 องศา

เซลเซียส/4นาที ข้ึนตนดวย 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที ใน Gene Amp PCR system 9700 

(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว นําตัวอยางมาตกตะกอน

ดวยการเติม 50 ไมโครลิตรของ เอธานอล/โซเดียมอะซิเตท (10/1) ผสมใหเขากันบนน้ําแข็งนาน 20 

นาที และเหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 20 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปลางสองครั้ง

ดวย 70% เอธานอล และทิ้งไวใหแหง กอนเติม 1.5 ไมโครลิตร sequencing loading dye (80% 

deionized formamide, 5 mM EDTA pH8.0 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บลูเด็กซแตรน)   

ภายหลังการทําใหเสียสภาพ denaturation นาน 3 นาที ที่ 90 องศาเซลเซียส นําตัวอยางทั้งหมดไป

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

CA, USA) ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 

analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 

(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู

ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ

นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล  

 

 

 



 

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 55..   การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร  การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร ((BBiiooiinnffoorrmmaattiiccss))  
 

ลําดับเบสที่ไดจากข้ันตอนการหาลําดับเบสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติแลว สามารถ

วิเคราะหดวยการใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสโดยการใชฐานขอมูลชีวภาพจากอินเทอรเน็ต (NCBI 

database, Altschul, et al. 1997) ExPASy Proteomics Servers และโปรแกรมสําหรับวิเคราะหดี

เอ็นเอ (DNA star expert sequence analysis software, DNAstar) ตามคําแนะนําบริษัทคูมือคู

ผลิต ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 

analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 

(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู

ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ

นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 
 
การทดลองยอยการทดลองยอยที่ ที่ 22    การการโคลนยีน หาลําดับเบส วิเคราะหลาํดับเบสยีนโคลนยีน หาลําดับเบส วิเคราะหลาํดับเบสยีน  MMAACC11  และ และ SSUUMM11  

จากจากเเชื้อราชื้อราสาเหตุโรคสาเหตุโรคไหมไหม  
  
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 11..    การเตรยีมการเตรยีมสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษา และสภาพการเลีย้งเชื้อสายพันธุเชื้อราที่ใชศึกษา และสภาพการเลีย้งเชื้อ  

 

เชื้อรา M. grisea ที่ใชในการศึกษานี ้ มจีํานวนสองสายพนัธุ ไดแก สายพนัธุจากจังหวัด

ราชบุรี และสายพนัธุจากปทุมธาน ี เก็บรักษาเชื้อไวบนวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar 

(PDA) ที ่25 องศาเซลเซยีส ภายใตแสงไฟฟลูออเรสเซนต เพื่อชักนําการสรางสปอร  

สกัดสารแขวนลอยสปอรที่ไดโดยการเลี้ยงเสนใยบน PDA นาน 7 วัน ที่ 22 องศาเซลเซียส 
แยกสปอรจากเสนใยเชื้อราดวยการกรองโดยน้ํากลั่นปลอดเชื้อบนผากรองปลอดเชื้อ (Miracloth) 
เหวี่ยงสปอรที่แยกไดดวยการใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, National) ที่ 
14,000g ลางสปอรดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง และปรับความเขมขนเปน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร 

 
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 22..    การสกัดกรดนิวคลิอิกจากเชื้อราการสกัดกรดนิวคลิอิกจากเชื้อรา  

 

เลี้ยงเสนใยในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (PDA) 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และตัดชิ้นเสนใยขนาด 5 x 5 มลิลิเมตร จํานวน 5 ชิ้น เขี่ยลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวดงักลาว เขยาฟลาสกที่ 250 rpm นาน 3 วัน กอนเกบ็กลุมเสนใยดวยเครื่องสูญญากาศ 
(vacuum apparatus) ที่ประกอบดวยกระดาษกรองเซลลูโลสรูปทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 
110 มิลลิเมตร (Whatman, NJ, USA) บดเสนใยทีก่รองไดดวยไนโตรเจนเหลวภายในโกรง ใชวิธี



 

สกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอน็เอ  (NucleoSpin Plant L Kits, CLONTECH, Palo Alto, CA) และ
วิธีการแบบเดียวกนั (วิธีการที่ 1 และ 2) ดงักลาวขางตน  
 

ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 33..   การโคลน การโคลนยนีที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชในเชื้อรายนีที่เกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชในเชื้อรา    
 

ทําปฏิกิริยาลูกโซเมอเรสดวยเทมเพลทจีโนมิกดีเอ็นเอเชื้อราสายพันธุปทุมธานีและราชบุรี 
ดวยการใช Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) ตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ใช
ไพรเมอรที่ออกแบบไดจากบริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีน MAC1 และ SUM1 ในปริมาตร
ของปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย 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) สภาพการทําปฏิกิริยาไดแก: 2 นาที 30 วินาที/90 
องศาเซลเซียส ตามดวย 30 รอบของแตละโปรแกรมดังนี้ 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 ตามดวยขั้นตอนสุดทายที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว เก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียส กอนวิเคราะหบนอะกาโลสเจล ดัง
อธิบายขางตน  

นําแอมพลิคอนจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจํานวน 20 ไมโครลิตรมาวิเคราะหบน 1.5% 
อะกาโลสเจล นาน 3-6 ชั่วโมง ที่ความตางศักย 60 โวลท สองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอ
เลต (UV) ดวยเครื่อง GelDoc transluminator และเปรียบเทียบขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอดวย 1kb 
DNA ladder (New England Biolabs, MA, USA) 

 
33..1 1   การการเตรยีมดีเอ็นเอเพื่อเตรยีมดีเอ็นเอเพื่อการโคลนยนีการโคลนยนี  
 สกัดดีเอ็นเอแฟรกเมนตออกจากอะกาโลสเจล ดวยการใชใบมีดที่เช็ดดวย 75% 

เอธานอลตัดแถบดีเอ็นเอออกภายใตการสองดูดวยแสงยูวี ใสชิ้นเจลที่ตัดไดลงใน 1.7 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็ก (Eppendorf tube)  และสกัดดีเอ็นเอดวยออกจากเจลดวยการใชชุดสกัด 

QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) ตามคําแนะนําจากคูมือ

บริษัทผูผลิต เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดที่ -80 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที ตามดวยการเหวี่ยงดวย

ความเร็วสูงนาน 3 ถึง 5 วินาที และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

 

  



 

33..2 2   การทาํไลเกชั่นการทาํไลเกชั่น  
 นําดีเอน็เอที่ตดัออกจากเจลมาตรวจสอบความเขมขนคราวๆ โดยใช 1%อะกาโลสเจล 

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

ตามคําแนะนาํจากคูมือบริษัทผูผลิตในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย pDrive® Cloning 

vector (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร แอมพลิคอนหรือดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจล 1-4 

ไมโครลิตร, 2x Ligation master mix 5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น (sterile distilled water) ผสมใหเขา

กันเบาๆ ดวยการใชปเปตขนาด P200 บมที ่ 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือเกบ็รักษาไวที่ -20 

องศาเซลเซยีส กอนนําไปใชในการทดลองขั้นตอนถัดไป 

 ทําปฏิกิริยาไลเกชั่นตามคําแนะนําจากคูมือผูผลิต ในปริมาตรปฏิกิริยารวม 5 

ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 1.5 ไมโครลิตร 2x ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร เวกเตอร 

(pDrive® cloning vector kit, Qiagen, Valencia, USA) 1 ไมโครลิตร บมนานอยางนอย 24 ชั่วโมง

ที่ 4 องศาเซลเซียส หรือที่ 16 องศาเซลเซียสนาน 16 ชั่วโมง  

  
33..3 3   การเตรยีมคอมพิเทนตเซลลการเตรยีมคอมพิเทนตเซลล  

 เลี้ยงเซลลแบคทีเรีย E. coli  JM109 (Promega, Madison, WI, USA) และ DH5α 

(Epicentre, Madison, WI, USA) ในรูปแชแข็ง ตามวิธีการเตรียมคอมพิเทนตเซลลจากชุดน้ํายา

เตรียมคอมพิเทนตเซลลชุดสําเร็จ (Transformation & Storage Solution, TSS) จากบริษัทคูมือผูผลิต 

(Epicentre, Madison, WI, USA) เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดวยการเขี่ยเชื้อลงใน LB 2 มิลลิลิตร (10 กรัม 

NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) บรรจุอยูในหลอดโพลิ

โพรพิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) เขยาที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นานขามคืน ดวยความเร็ว 200 rpm จากนั้นเจือจางเชื้อแบคทีเรียที่ไดใน LB เหลว ในอัตราสวน 

1:100 และเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอนานประมาณ 4 ชั่วโมงที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวย

ความเร็ว 200 rpm วัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ใหอยูที่ประมาณ 0.25-0.4 ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียมาใสลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 1.7 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร มาตกตะกอน

ดวยการเหวี่ยงโดยอาศัยความเร็วสูง 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใหไดตะกอนที่กนหลอด     

ขจัดสารละลายใสทิ้ง ในขณะเดียวกัน นําสารละลาย 2x TSS ออกจาก -20 องศาเซลเซียสมาละลาย

อยางสมบูรณ จึงผสมกับน้ํากลั่นบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1:1 เติมสารละลาย TSS 100 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดที่ประกอบดวยตะกอนแบคทีเรียในแตละหลอด นําคอมพิเทนตเซลลที่อยูในสารละลาย TSS ไป

ใชในขั้นตอนการฝากถาย (transformation) ไดในทันที หรือสามารถเก็บรักษาระยะยาวไดที่ -80 

องศาเซลเซียส  



 

33..4 4   การฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรียการฝากถายดีเอ็นเอเขาสูแบคทีเรีย   และการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใชและการคัดเลือกหาโคโลนีดวยการใช
ระบระบบบ  ““บลูไวทบลูไวท””  

 เพื่อนําดีเอ็นเอเขาสูระบบแบคทีเรีย นําไลเกชั่นปริมาตร 1 - 4 ไมโครลิตรมาผสมกับ
คอมพิเทนตเซลล 100 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางชาๆ ดวย
การใชปเปต วางไวบนน้ําแข็งนาน 5 นาที กอนนําหลอดทดลองไปบมที่อางน้ําปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ
ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที (ไมตองเขยา) บมหลอดไวบนน้ําแข็งตออีก 2 นาที กอนเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ที่ทําใหอุนไวกอนหนานี้ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีดวยการใชปเปต 
นําไปบมที่ตูปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการเขยาที่ 200 rpm นาน 1 ชั่วโมง กอนทําการ
เพลท (100 และ 200 ไมโครลิตร) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกใสโพลิสไตรเพตริดิสกขนาด 70 
x 9 มิลลิเมตร (Biobasic, Thailand) ที่ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง  (10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 20 กรัม Agar ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ที่
ประกอบดวยสารปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 1 มิลลิลิตร เขมขน 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร), 
100 mM IPTG เขมขน 0.5 มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) และ X-Gal 2 มิลลิลิตร เขมขน 40 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (ตอ LB 1 ลิตร) บมเพลทในตูบมเชื้อ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน นําเพลทที่บมขามคืน
แลวไปไวในตูปรับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสอยางนอย 1 ชั่วโมง หรือขามคืน ในขั้นตอนนี้จะ
สังเกตเห็นโคโลนีสีขาวและสีฟาชัดเจน กอนเขี่ยโคโลนีสีขาวที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไป
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยวิธีการที่เรียกวา พลาสมิดดีเอ็นเอมินิเพรพ (plasmid DNA miniprep) 
ตอไป เก็บแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกในหลอดไครโอ (Greiner Bio-One Inc, USA) 
ที่ประกอบดวยสารละลายกลีเซอรอล 80% (กลีเซอรอล 80 มิลลิลิตร ตอ น้ํา 20 มิลลิลิตร) ใน
อัตราสวนเซลล 650 ไมโครลิตร ตอกลีเซอรอล 350 ไมโครลิตร  

 
33..55    การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ  

 เข่ียโคโลนีสีขาวจากเพลทที่บมขามคืนไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB (10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, ตอปริมาตร 1 ลิตร, pH 7.0) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นาน
ขามคืน ที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยการเขยาที่ 200 rpm ดูดสารละลาย 1.5 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอไดจากเซลล E. coli ดวย
การใชชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ทําการเหวี่ยง
เซลลแบคทีเรียใหตกตะกอนโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที ขจัด
สารละลายใสสวนบนทิ้ง ละลายตะกอนดวยการใชบัฟเฟอร P1 (ที่ประกอบดวยสารละลาย RNase 
100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 250 ไมโครลิตร เขยาใหใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร เติมสารละลาย P2 
250 ไมโครลิตร และเขยาหลอดกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง เติมบัฟเฟอร P3 350  ไมโครลิตร 
และเขยาหลอดทดลองกลับไปกลับมาชาๆ 4 ถึง 6 คร้ัง (ทันทีที่เติมบัฟเฟอร P3) นําหลอดไปเหวี่ยง



 

โดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 5 นาที ในขั้นตอนนี้จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวขุนอยูที่ภายใตกน
หลอด ดูดสารละลายใสลงในหลอดทดลองที่ประกอบดวยคอลัมนเสียบอยูดานบน นําคอลัมนไป
เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัดสารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง ซับหลอดใหแหง 
เติมบัฟเฟอร PB 0.5 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน เหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 1 นาที ขจัด
สารละลายที่อยูกนหลอดทิ้ง นําคอลัมนไปไวในหลอดทดลองขนาด 1.7 มิลลิลิตร ใหม กอนเติม
บัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นําคอลัมนไปเหวี่ยงโดย
ใชความเร็วสูง ที่ 14,000g นาน 1 นาที นําพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหบน 1.0% อะกาโลสเจล     
อิเลกโตรฟอเรซิส  เก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียสสําหรับเก็บระยะสั้น หรือ ที่ -20 องศาเซลเซียสได
เปนระยะเวลานาน  

 
33..66    การเก็การเก็บรักษาแบคทีเรียทีป่ระบรักษาแบคทีเรียทีป่ระกอบดวยกอบดวยดีเอ็นเอดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  
 เพื่อเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียที่ประกอบดวยดีเอ็นเอสอดแทรกไวเปนระยะนาน ดูด

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เล้ียงไวนานขามคืน ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในหลอดไครโอขนาด 12.5 x 

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

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการใชปเปต นําไปเก็บรักษาไวที่ -80 องศาเซลเซียส  

 

33..7 7   การหาลาํดับเบสการหาลาํดับเบสดีเอ็นเอดีเอ็นเอสอดแทรกสอดแทรก  

 ไพรเมอรที่ใชในปฎิกิริยาหาลําดับเบส ไดแก SP6 (5’-CATTTAGGTGACACTATAG-
3’) และ T7 (5’-GTAATACGACTCACTATAG-3’) นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมไดมาใชเปนเทมเพลทใน
ปฎิกิริยาหาลําดับเบสปริมาตร 10 ไมโครลิตรที่ประกอบดวย BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing (Perkin-Elmer, CA, USA) และ 3.2 pmole ของแตละไพรเมอร ปฏิกิริยาการ
สังเคราะหไดแก 30 รอบของ 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที 50 องศาเซลเซียส/5วินาที 60 องศา
เซลเซียส/4นาที ข้ึนตนดวย 96 องศาเซลเซียส/10 วินาที ใน Gene Amp PCR system 9700 
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) ภายหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาแลว นําตัวอยางมาตกตะกอน
ดวยการเติม 50 ไมโครลิตรของ เอธานอล/โซเดียมอะซิเตต (10/1) ผสมใหเขากันบนน้ําแข็งนาน 20 
นาที และเหวี่ยงโดยใชความเร็วสูงที่ 14,000g นาน 20 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปลางสองหน
ดวย 70% เอธานอล และทิ้งไวใหแหง กอนเติม 1.5 ไมโครลิตร sequencing loading dye (80% 
deionized formamide, 5 mM EDTA pH8.0 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บลูเด็กซแตรน) ภายหลัง
การทําใหเสียสภาพ denaturation นาน 3 นาที ที่ 90 องศาเซลเซียส นําตัวอยางทั้งหมดไปหยอดลง
ในโพลิอะคริลาไมด เจลในเครื่อง ABI PRISM® 377 DNA sequencer (Perkin-Elmer, CA, USA)
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software analysis 
(DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล GenBank 



 

nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 (Altschul et al., 
1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยูในฐานขอมูล 
Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของนิวคลิโอไทด
ที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 
  
ขั้นตอนขั้นตอนที่ ที่ 44..   การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร  การวิเคราะหลําดับเบสดวยชวีสารสนเทศศาสตร ((BBiiooiinnffoorrmmaattiiccss))    

 

ลําดับเบสที่ไดจากข้ันตอนการหาลําดับเบสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติแลว สามารถ
วิเคราะหดวยการใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสโดยการใชฐานขอมูลชีวภาพจากอินเทอรเน็ต (NCBI 
database, Altschul, et al. 1997) ExPASy Proteomics Servers และโปรแกรมสําหรับวิเคราะห     
ดีเอ็นเอ (DNA star expert sequence analysis software, DNAstar) ตามคําแนะนําบริษัทคูมือคู
ผลิต ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยการใช DNAStar software 
analysis (DNASTAR, Inc, USA) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดในฐานขอมูล 
GenBank nonredundant sequence database ดวยการใช gapped BLAST VERSION 2.0 
(Altschul et al., 1997) Blastn เปรียบเทียบนิวคลิโอไทดที่ตองการเปรียบเทียบกับนิวคลิโอไทดที่อยู
ในฐานขอมูล Blastx เปรียบเทียบการแปรรหัสเปนโปรตีน (six-frame conceptual translation) ของ
นิวคลิโอไทดที่ตองการศึกษากับลําดับโปรตีนที่อยูในฐานขอมูล 

  
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

  

ระยะเวลาระยะเวลาทาํการทดลองทาํการทดลอง     2  ป    เร่ิมตน ตุลาคม 2546   ส้ินสุด กันยายน 2548 
 

สถานที่สถานที่ทําการทําการทดลองทดลอง  หองปฏิบัติการจุลชีววทิยาโมเลกุล สํานกัวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 และ โรงเรือนปฏิบัติการ สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพชื 

  
ผลผลการทดลองการทดลองและวิจารณและวิจารณ  

 
การทดสอบความสามารถทําใหเกิดโรคไหมดวยเชื้อราทั้งสองสายพันธุ ไดแก สายพันธุจาก

จังหวัดราชบุรีและสายพันธุจากจังหวัดปทุมธานี (ภาพที่ 3) สามารถทําใหเกิดโรคไหมในขาวขาวตา

แหง 17  กข23 และ TN1 ซึ่งเปนพันธุออนแอตอโรค (susceptible) มากที่สุด รองลงมาไดแก พันธุ

เหลืองทอง ซึ่งเปนพันธุที่มีคุณสมบัติตานทานปานกลาง (moderate resistant) ตอเชื้อราทั้งสอง



 

สายพันธุ แตเชื้อราทั้งสองสายพันธุไมสามารถทําใหเกิดโรคไดในขาวพันธุหางยี 71 ซึ่งเปนพันธุ

ตานทาน (resistant) (ตารางที่ 1; ภาพที่ 4)  

ดีเอ็นเอไลบราลี่ที่สังเคราะหไดสําหรับขาวพันธุหางยี 71  และเหลืองทองมีขนาดประมาณ  

9-23 kb  เมื่อทําปฏิกิริยา  “fill-in”  และไลเกตเขาสูแลมดดาเวกเตอร  (Lambda FIX®II/XhoI partial 

fill-in Vector, (Stratagene, La Jolla, CA) ทําปฏิกิริยาแพกเกจดวยการใช  Gigapack III Gold 

packaging extract (Stratagene, La Jolla, CA) ไลบราลี่ที่ยังไมไดแอมพลิไฟลประกอบดวย

จํานวนพลากคมากกวา 1x106 plaque forming units สําหรับขาวเหลืองทอง สวนขาวพนัธุหางย ี71 

มีจํานวนพลากคนอยกวา 1x102 plaque forming units แอมพลิไฟลไลบราล่ีจากเหลืองทองและ

เก็บรักษาไวที่ตูปรับอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 

 แอมพลิคอนที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมีขนาดตั้งแต 450-600 bp ซึ่งสอดคลองกับ

บริเวณที่มีความเหมือนอยางสูงของยีนตานทาน (NBS-LRR) จากการออกแบบไพรเมอร 6 คู และ

ยีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคโดยเชื้อรา MAC1 และ SUM1 จากการออกแบบไพรเมอร 3 คู 

ตามลําดับ (ตารางที่ 2; ภาพที่ 1)  

ไลเกตแอมพลิคอนที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเขาสู pDRIVE® cloning vector  

(Qiagen, Valencia, USA) เขี่ยโคโลนทีรานสฟอรแมนตจํานวน 2 โคโลน ี สําหรับแตละยีน ทํา

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยการใช  nested primers ของแตละยนี (ไมไดแสดงผล) สวนลาํดับ

กรดอะมิโน (deduced amino acids) ของแอมพลคิอนที่ไดจากดีเอ็นเอแฟรกเมนตเหลานี้มคีวาม

เหมือนอยางสงูกับยนี Adenylate cyclase ของเชื้อราที่ 80% ของความเหมือนลาํดับเบสเทยีบกับ

ลําดับที่ปรากฎอยูในฐานขอมูล และกับ NBS-LRR จากพชืชนิดตางๆ ทีช่วงตั้งแต 40-60% ความ

เหมือนของลําดับเบส ไดกําหนดชื่อโคลนที่ประกอบดวยแอมพลิคอนของยนีตางๆ และผลการหา

ลําดับเบสไวในตารางที ่3 และภาพที่ 2 

การศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางพืชอาศัยและเชื้อราในแงของการเกิดโรค (plant-

pathogen interactions) ที่มีความสําคัญตอการควบคุมโรคและการปรับปรุงพันธุ ไดมีรายงานการ

โคลนยีนที่คาดวามีความเกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืชจากเชื้อราหลายชนิด เชน จากเชื้อรา

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

Colletotrichum lagenarium (เชื้อรากอโรคแอนแทรกโนส, Takano et al. 2001),C. gloeosporioides 

(Kim et al. 2000) เปนตน การศึกษานี้มุงศึกษายีนที่คาดวาเกี่ยวของกับกลไกการกอโรคพืช ไดแก 

MAC1 และ SUM1 ซึ่งเปนยีนที่สกัดแยกไดจากเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพันธุในประเทศไทย ทั้งนี้ 

ไดมีการโคลนยีน MAC1 จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมโดย Choi and Dean (1997) แตใชสายพันธุเชื้อ

ราสาเหตุโรคไหมในตางประเทศ (Mg 70-15) พบวา มิวแตนทของเชื้อราที่มีความบกพรองของยีน 



 

MAC1 มีความผิดปกติในเร่ืองของการเจริญเติบโต การสรางสปอร การสืบพันธุและการสราง

โครงสรางที่ใชในการกอโรคหรือแอพเพรสซอเรียม อีกทั้ง ยีน SUM1 สามารถนําหนาที่กลับคืนของ

มิวแตนท MAC1 ไดบางสวน  ในเชื้อราสาเหตุโรคไหม มิวเตชั่นใน SUM1 ยับยั้งการเกิดความ

ผิดปกติทางดานการเจริญเติบโตและการสรางสปอรของ mac1 มิวแตนทที่ปราศจากอะดินิเลต     

ไซเคลส (Adachi and Hamer, 1998) อยางไรก็ตามยีนที่โคลนไดเปนเพียงบางสวนของยีนเทานั้น 

สามารถตอยอดเพื่อศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการไดยีนที่สมบูรณ ปริมาณกรดอะมิโนที่เชื้อราสาเหตุ

โรคไหมสายพันธุไทยสามารถกําหนดรหัสไดโดยยีน MAC1 และ SUM1 จํานวนอินทรอนที่ปรากฏ 

การเจริญเติบโต ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมทั้งหนาที่ของยีนทั้งสองในการเกิดโรคในขาว เปน

ตน ซึ่งอยูในระหวางเตรียมการศึกษาเพื่อทดสอบหนาที่ของยีนที่โคลนได โดยออกแบบไพรเมอรเพื่อ

ทําลายการแสดงออกของยีนที่โคลนไดจากเชื้อราดวยวิธีทางเลือกที่หนึ่ง ไดแก “site-directed 

mutagenesis” และดวยวิธีทางเลือกที่สอง ไดแก “ทรานสโพซอนมิวตาเจเนซิส” (transposon 

mutagenesis) เตรียมการสกัดโปรโตพลาสตที่จําเปนใชในการฝากถายยีนของเชื้อราทั้งสองสาย

พันธุ และเตรียมการทดสอบเพื่อหาการแสดงออกของยีนและการทดสอบการกลับคืนของลักษณะ

ทางฟโนไทปของเชื้อรา (complementation analysis)  

แมวามีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับกลไกการกอโรคพืชอยูกอนหนานี้ แตการความเขาใจใน

เร่ืองดังกลาวโดยเฉพาะในเรื่อง cAMP-PKA ยังไมเปนที่เขาใจดีนัก การศึกษามุงเพิ่มความรูความ

เขาใจวาเชื้อรามีสวนเกี่ยวของกับการเกิดโรคไหมในขาวไดอยางไร ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

ออกแบบโมเลกุลเปาหมายใหมที่ใชตานเชื้อรา (Anti-fungal molecules) เพื่อควบคุมโรคไหมตอไป

ในอนาคต 

  
สรุปสรุปผลการทดลองผลการทดลอง  

 
11..  การโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิการโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว เคราะหลําดับเบสยีนตานทานจากขาว   
          nnuucclleeoottiiddee  bbiinnddiinngg  ssiittee--  lleeuucciinnee--rriicchh--rreeppeeaatt  ((NNBBSS--LLRRRR)) และไคเนสแอนนาลอก  และไคเนสแอนนาลอก ((KKAA))  

 

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

และไคเนสแอนนาลอก (KA) จากขาวพันธุพื้นเมืองของประเทศไทย ไดแก ขาวพันธุหางยี 71 และ 

ขาวพันธุเหลืองทอง สามารถใชวิธีการเพิ่มจํานวนแอมพลิคอนหรือช้ินสวนของยีนไดดวยปฏิกิริยา

ลูกโซโพลิเมอเรส แอมพลิคอนที่โคลนไดมีขนาด 450 - 500 bp โดยประมาณจากการตรวจสอบ

ดวยอะกาโลสเจลอิเลกโตรฟอเรซิส  เมื่อวิเคราะหลําดับเบสแอมพลิคอนยีน NBS-LRR สองแอมพลิ

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



 

2e-57 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับฐานขอมูล GenBank สวนแอมพลิคอนยีนโปรตีนไคเนส สองแอมพลิ

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

70 ตามลําดับ ทั้งนี้ ขาวพันธุพื้นเมืองของประเทศไทยสามารถนํามาใชเปนแหลงพันธุกรรมในการ

โคลนยีนตานทานโรคไหม เพื่อการปรับปรุงพันธุขาวใหไดมาซึ่งพันธุขาวที่ประกอบดวยยีนตานทาน 

(R) ตอเชื้อราโรคไหม คาดวาการศึกษาดังกลาวจะยนระยะเวลาในการหายีนตานทาน (R) ในขาว 

ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุขาวใหมีคุณสมบัติตานทานโรคไหมดวยวิธีการ

ปรับปรุงพันธุโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายเปนตัวชวย (molecular marker-aided selection 

breeding) ตอไป 
 

22..  การโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราการโคลนยีน หาลาํดับเบส และวิเคราะหลําดับเบสยีนะหลําดับเบสยีน    MMAACC11  และ และ SSUUMM11    
          จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมจากเชื้อราสาเหตุโรคไหม  

 

จากการศึกษาการโคลนยีน MAC1 และ SUM1 จากเชื้อราสาเหตุโรคไหมจากสายพันธุ

ปทุมธานี สามารถใชวิธีการเพิ่มจํานวนแอมพลิคอนหรือช้ินสวนของยีนไดดวยปฏิกริิยาลกูโซโพลเิมอ

เรส แอมพลิคอนที่โคลนไดมีขนาด 600 bp โดยประมาณ จากการตรวจสอบดวยอะกาโลสเจลอิเลก

โตรฟอเรซิส  เมื่อวิเคราะหลําดับเบสแอมพลิคอนยีน MAC1 สองแอมพลิคอนที่โคลนได พบมีความ

เหมือนอยางสูงกับยีน adecylate cyclase (Magnaporthe grisea) ที่ 2e-120 และ 4e-17 

ตามลําดับ เมื่อเทียบกับฐานขอมูล GenBank สวนแอมพลิคอนยีนโปรตีน SUM1 สองแอมพลิคอนที่

โคลนได พบมีความเหมือนกับยีนที่โคลนไดจาก M. grisea 70-15 Accession หมายเลข 

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

Avirulence gene จากเชื้อราอยูในแผนการทดลองในขั้นตอนถัดไปดวยเชนกัน การศึกษาความ

ตานทานและความสามารถการทําใหเกิดโรคของเชื้อรา ชวยเพิ่มความเขาใจปฏิสัมพันธระหวางพืช

อาศัยและเชื้อราในระดับชีววิทยาโมเลกุล เพื่อการปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไป 

 

33..  แนวทางการกําหนดแผนงานวจิัยและพัฒนาในอนาคตแนวทางการกําหนดแผนงานวจิัยและพัฒนาในอนาคต  

การศึกษานี้ นับวาเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาการปรากฏของยีนตานทานในขาวพันธุ

พื้นเมืองของประเทศไทย  เนื่องจากขาวพันธุตานทานมีจํานวนอยูคอนขางมาก และความ

หลากหลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหมมีอยูสูง ทําใหสามารถทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไปในอนาคตได 

อีกทั้ง การนําพันธุขาวปามาใชเพื่อคัดเลือกพันธุตานทานโดยใชวิธีดังกลาว นับวาจะเปนประโยชน

อยางยิ่งตอการคัดเลือกแหลงพันธุกรรมที่มีคุณสมบัติตานทานเชื้อราสาเหตุโรคไหม เพื่อประโยชน

ตอการปรับปรุงพันธุขาวและควบคุมโรคไหมตอไปในอนาคต 



 

คําขอบคุณคําขอบคุณ  
 

 การวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากกรมวิชาการเกษตร ตามทะเบียนวิจัยเลขที่        

05-01-47-0203 ขอขอบคุณคุณดารา เจตนะจิตร สําหรับความชวยเหลือดานวิชาการ คุณวิลาวรรณ 

จั่นแกว คุณสุนิสา คงสมโอษฐ และคุณสุภาวดี ฤทธิ์สน สําหรับความชวยเหลือการทดสอบ

ความสามารถทําใหเกิดโรค ขอแสดงความขอบคุณอยางยิ่งตอคุณวรรณภา เอ่ียมพอคา และคุณ

ณาตยา นุมนวล สําหรับจัดเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และอุปกรณการทดลอง อีกทั้ง สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพที่อนุเคราะหเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ อุปกรณและสารเคมีที่จําเปนอื่นๆ 
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ตารางที่ตารางที่  11   ผลการทดสอบความสามารถในการทาํใหเกิดโรคโดยเชือ้ราสาเหตุโรคไหม M. grisea 
 

สายพันธุเชื้อรา  
พันธุขาว ปทุมธาน ี ราชบุร ี

เหลืองทอง ตานทานปานกลาง ตานทานปานกลาง 

หางยี 71 ตานทาน ตานทาน 

TN1 ออนแอ ออนแอ 

ขาวตาแหง 17 ออนแอ ออนแอ 

กข23 ออนแอ ออนแอ 

 

ตารางที่ ตารางที่ 22   ไพรเมอรสังเคราะหที่ใชในปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

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   แสดงแอนนาลอกยีนตานทาน Nucleotide binding site-leucine rice repeat  MAC1 

  และ SUM1 ทีส่กัดไดจากขาวและเชื้อราสาเหตุโรคไหม ตามลําดับ เปรียบเทียบลาํดบั 

  กรดอะมิโนกับ GenBank และแสดงผลลัพธที่ไดสูงสุด 
 

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 ขาวหางยี 71 (AF087521) resistance 

protein (Triticum astivum) 

9e-32 

pMR016 SUM1 เชื้อราปทุมธานี (XM 365053.1) 

Magnaporthe grisea 70-

15 

2e-120 

pSPP001 NBS-LRR ขาวหางยี 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 แสดงจโีนมิกดีเอน็เอที่สกัดไดจากขาว  

   (ข)  L1 และ L2 แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้อรา 

   (ค)  L1-L5 แสดงดีเอ็นเอขาวที่ตดัดวยเอ็นไซมตัดเฉพาะที่ความเขมขนตางๆ กัน  

    (ง)  L1 แสดงเวกเตอร Lambda FIX®II vector และ L2 แสดงการไลเกชัน่ดีเอ็นเอขาว 

          เขาสูแลมปดาเวกเตอร Lambda FIX®II vector 
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ภาพที่ ภาพที่ 22  (ก)  L1 และ L2 แสดงแอมพลิคอนยนี MAC1 จากเชื้อราบน 0.8% อะกาโลส 

   (ข)  L2 แสดงแอมพลิคอนยนีโปรตีนไคเนสจากขาวบน 0.8% อะกาโลส 

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

    (ง)   L1 และL2 แสดงแอมพลิคอนยนี SUM1 จากเชื้อราบน 0.8% อะกาโลส 
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ภาพที่ ภาพที่ 33  (ก)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมสายพนัธุราชบุรีบนวุนอาหารเลี้ยงชนิดแข็ง PDA 

   (ข)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมสายพนัธุปทุมธานีบนวุนอาหารเลีย้งเชื้อชนิดแข็ง PDA 

   (ค)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDA 

   (ง)  แสดงการเติบโตของเชื้อราโรคไหมทั้งสองสายพนัธุราชบุรีและปทุมธานีบนอาหาร 

         ล้ียงเชื้อ PDA  

 

ก ข

ค ง

ก ข

ค ง

ก ข

ค ง

 
 

 

 

 



 

ภาพที่ ภาพที่ 44  (ก)  ภาพแสดงการปลูกขาวกอนปลูกเชื้อดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหม 

   (ข)  ใบขาวหางยี 71 หลังปลกูเชือ้ดวยเชื้อราสาเหตุโรคไหมสายพนัธุปทุมธาน ี

   (ค)  ขาวพนัธุเหลืองทองที่ปลูกเชือ้ดวยเชื้อราโรคไหมสายพันธุจากปทุมธาน ี

               (ง)  อาการโรคไหมของขาวขาวตาแหงที่ปลูกเชื้อดวยเชื้อราโรคไหมสายพนัธุจากปทุมธาน ี

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


