
 เทคนิคการตรวจสอบสภาพปลอดดีเอ็นเอของยีสตบนผิวใบพืช เปนเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือใชในการศึกษาความหลากหลายของยีสต 
เอนโดไฟต (endophytic yeast) ซ่ึงเปนยีสตท่ีอาศัยอยูภายในสวนตางๆ ของพืชท่ีมีความสมบูรณโดยไมกอใหเกิดโรค โดยวิธีการไมเพาะเล้ียงเช้ือ 
(culture-independent method) เทคนิคนี้จะบงชี้วาวิธีการที่ใชในการทำความสะอาดผิวใบพืช สามารถชะลางและทำลายดีเอ็นเอบนผิว 
ชิ้นสวนพืชออกไปจนไมมีผลกระทบตอการศึกษาความหลากหลายของยีสตเอนโดไฟต โดยวิธีการไมเพาะเลี้ยงเชื้อ

 โดยท่ัวไปการทำความสะอาดผิวใบพืชเพ่ือชะลางจุลินทรียอีพิไฟตท่ีอยูบนผิวใบพืช นิยมใชเอทานอลลางช้ินสวนของพืช เพ่ือฆาทำลาย 
จุลินทรียและ sodium hypochlorite เพ่ือทำลายดีเอ็นเอ จากน้ันลางดวยน้ำกล่ันปลอดเช้ือหลายๆ คร้ัง และตรวจสอบสภาพปลอดเช้ือบน 
ชิ้นสวนพืชดวยการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งวิธีการนี้ไดรับการยอมรับในระยะแรกของการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย โดยวิธีการ 
ไมเพาะเล้ียงเช้ือ แตในระยะ 2-3 ปท่ีผานมาน้ี นักวิจัยสวนใหญเล็งเห็นวาวิธีน้ีไมสามารถบอกไดวาช้ินสวนพืชท่ีผานการลางน้ันปราศจาก 
ดีเอ็นเอ จึงไดพัฒนาเทคนิคเพ่ือใชตรวจสอบความสามารถในการชะลางและทำลายดีเอ็นเอ บนผิวช้ินสวนพืชดวยปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR; 
Polymerase Chain Reaction) โดยทำความสะอาดผิวใบและตรวจสอบความสามารถในการชะลางดีเอ็นเอของยีสตอิพิไฟตในแตละข้ันตอน 
ของการลางดวยปฏิกิริยาพีซีอาร

 สำหรับเทคนิคการตรวจสอบสภาพปลอดดีเอ็นเอของยีสตบนผิวใบพืชที่พัฒนาขึ้นนี้ิ  เปนเทคนิคใหมที่ทำไดงายและสามารถใชกับ 
การศึกษาความหลากหลายของยีสตเอนโดไฟตในพืชโดยเฉพาะพืชท่ียังไมเคยมีการศึกษาถึงความหลากหลายของยีสตเอนโดไฟตมากอน 
นอกจากน้ียังสามารถนำเทคนิคน้ีไปประยุกตใชกับการศึกษาจุลินทรียเอนโดไฟตชนิดอ่ืนๆ ไดเชนกัน ซ่ึงเทคนิคน้ีตางจากวิธีของ Burdorf 
และคณะ (2014) ท่ีไดเสนอแนะใหเพาะเช้ือควบคุมลงบนช้ินสวนพืชกอนทำความสะอาดผิวช้ินสวนพืช และตรวจหา PCR product ของ 
เชื้อควบคุมในดีเอ็นเอที่สกัดไดจากชิ้นสวนพืชที่ผานการทำความสะอาด แตอยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจำกัดคือ เชื้อควบคุมตองเปนเชื้อที่ 
ไมมีรายงานวาเปนเอนโดไฟตของพืชชนิดนั้น และ PCR product ของเชื้อควบคุมตองมีขนาดตางจาก PCR product 
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ผลงานวิจัยนี้เปนสวนหนึ่งของโครงการ: ความหลากหลายและนิเวศนวิทยาของยีสตเอนโดไฟตและยีสตอีพิไฟตจากใบของพืชเศรษฐกิจ 
ในประเทศไทย และการผลิตสารสงเสริมการเจริญพืชออกซินโดยสายพันธุที่คัดเลือกวามีประสิทธิภาพสูงพรอมกับการศึกษาชีววิถีการสังเคราะห 

คณะผูวิจัยขอขอบคุณสำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ที่ใหการสนับสนุนการวิจัยนี้

ขั้นตอนมีดังนี้
1. ทำความสะอาดใบพืชโดยแชใบพืชในเอทานอลเขมขน 70% นาน 2.5 
นาที และสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทเขมขน 5% นาน 2.5 นาที 
จากนั้นลางดวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 5 ครั้งๆ ละ 2 นาที 
2. นำใบพืชกอนลาง (R0) และใบพืชท่ีลางแลว (R6) มาชะลางจุลินทรีย 
และดีเอ็นเอบนผิวใบพืชดวยคล่ืนความถ่ีสูงวิธีของ Yang et al. (2001) 
โดยนำใบพืชท่ีแชอยูใน washing buffer (1X phosphate buffered saline, 
Tween 20) ไปผานคลื่นความถี่สูง นาน 7 นาที  
3. นำบัฟเฟอรที่ไดจากขอ 1 (R0 และ R6) และน้ำลางใบพืช (R1-R5) 
ไปปนเหวี่ยงและเก็บตะกอนที่ไดไวเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ
4. เพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ large subunit 
ribosomal DNA (LSU rDNA) ซึ่งเปนยีนเครื่องหมาย (gene marker) 
ที่นิยมใชในการระบุชนิดและการศึกษาเกี่ยวกับวิวัฒนาการของยีสต 
ดวยวิธี semi-nested PCR เพ่ือปองกันการเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ 
บริเวณ D1/D2 ของใบพืช โดยใชไพรเมอร 2 คู คือ ITS1-F_KYO1 (Toju 
et al., 2012) และ NL4 (outer set) เพ่ือเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ 
บริเวณ ITS - D1/D2 (~1300 bp) และ NL1/NL4 (inner set) D1/D2 
(~ 600 bp) (Kurtzman & Robnett, 1998) และใชตะกอนดีเอ็นเอท่ีได 
จากขอ 3 เปนดีเอ็นเอตนแบบ (Tantirungkij et al., 2015)

5. ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของยีสต ในแตละ 
ตัวอยางดวยวิธี agarose gel electrophoresis วัดความเขมของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน 
และคำนวณหาประสิทธิภาพสัมพัทธ (relative efficiency) ของการชะลางดีเอ็นเอ 
ในแตละข้ันตอน
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ประสิทธิภาพสัมพัทธของการชะลาง (%) = 100 -
ความเขมของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นของแตละตัวอยาง x100
 

ความเขมของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นของใบพืชกอนลาง (R0)


