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5. บทคัดย่อ   (ภาษาไทย และภาษาองักฤษ)   

 การส ารวจและศึกษาความหลากหลายของเช้ือสาเหตุของโรคใบขาวในออ้ยเป็นขอ้มูลท่ีมีความ
จ าเป็นอยา่งยิ่งต่อการพฒันาวิธีการตรวจการติดเช้ือเพื่อคดักรองโรค ท่ีสามารถตรวจพบเช้ือหรือจ าแนกชนิด
ของเช้ือได ้ในงานวิจยัน้ีไดท้  าการส ารวจตวัอยา่งออ้ยท่ีติดเช้ือใบขาวจากหลายแหล่งปลูกทัว่ประเทศ จาก 
190 ตวัอย่างท่ีส ารวจได้ พบอาการหลักของโรคใบขาว 3 อาการ ได้แก่ อาการใบขาวแต่ไม่แตกกอฝอย 
(SCWL: Sugarcane white leaf)) ใบขาวร่วมกบัอาการแตกกอฝอย (SCGS: Sugarcane grassy shoot)) และใบ
เขียวแต่มีอาการแตกกอฝอย (SCGGS: Sugarcane green grassy shoot) พบเป็น  SCWL 59.47% SCGS 



35.27% และ SCGGS 5.26% โดยตวัอยา่งจากภาคเหนือและตะวนัออกพบไดท้ั้ง 3 อาการ ส่วนภาคอ่ืนพบ
เพียง SCWL และ SCGS  
 การศึกษาความแตกต่างของเช้ือจากการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี 16S-23S rDNA ในบริเวณ 16S-
ITS ขนาดความยาวดีเอน็เอ  210-219 bp  ใน 99 ตวัอยา่งประกอบดว้ยตวัอยา่งหญา้และออ้ย เปรียบเทียบกบั
ล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูล NCBI แบ่งเช้ือไฟโตพลาสมาออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ (1) กลุ่มไฟโต
พลาสมาท่ีก่อโรคหญา้ใบขาว และ (2) กลุ่มไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ย  มีความแตกต่างระหวา่ 2 กลุ่ม 8-
9 เบส ในกลุ่มท่ี 2 ประกอบดว้ยกลุ่มยอ่ย SCWL, SCGS ท่ีมีความใกลชิ้ดกนัมาก และ SCGGS ท่ีแยกกลุ่ม
จาก 2 ชนิดแรก ความแปรปรวนท่ีเกิดข้ึนภายในกลุ่มท่ี 2 น้ี พบว่าเป็นชนิด substitution และ insertion 
mutation การขยายความยาวสาย 16S-23S rDNA เป็น 1770-1772 bp ครอบคลุมตั้งแต่ 16Sไปยงับางส่วน
ของ 23S พบวา่ยงัคงแบ่งกลุ่มเช่นเดิม โดย SCWL และ SCGS ยงัคงใกลชิ้ดกนัมากเช่นเดิม 
 การศึกษาความแตกต่างของเช้ือจากการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี secA  ใน 170 ตวัอยา่ง พบวา่ให้
เช่นเดียวกนักบัการตรวจดว้ย 16S-23S rDNA สามารถตรวจพบความแปรปรวนในล าดบัเบสของยีน secA  
ไดท้ั้งใน SCWL และ SCGS ตั้งแต่ 1-5 เบส แสดงให้เห็นวา่ secA gene มีความละเอียดในการจ าแนกความ
แตกต่างมากกว่า ต าแหน่ง 16S-23S ITS ท่ีนิยมใช้เดิม การเพิ่มความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ secA จาก 
275 bp เป็น 377 bp พบความแปรปรวนระหว่างล าดบันิว คลีโอไทด์ของไฟโตพลาสมาทั้ง 3 ชนิดน้ีเป็น
จ านวน 31 ต าแหน่ง กระจายในล าดบันิวคลีโอไทด์ เป็นความแปรปรวนชนิด substitution mutation แต่ผล
จากการแบ่งกลุ่มพบวา่ SCWL และSCGS อยูค่งอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัเช่นเดียวกนัเช่นเดิม  

การศึกษาความแตกต่างของเช้ือจากการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน secY, Tuf gene ( elongation 

factor-tu) และ GroEL  gene  พบว่ายงัไม่ประสบผลส าเร็จ ส่วนการพัฒนาวิธีการตรวจยีน imp พบว่า

สามารถเพิ่มปริมาณยีนน้ีไดส้ าเร็จ มีขนาดยีนท่ีไดป้ระมาณ 700 bp แต่ยงัไม่ไดท้  าการศึกษาล าดบัเบสของ

ยีนน้ีในตวัอยา่งท่ีรวบรวมจากแหล่งต่างๆ ซ่ึงจะด าเนินการในล าดบัต่อไป เน่ืองจากเป็นยีนท่ีมีความส าคญั

ต่อการศึกษาชนิดของแมลงท่ีเป็นพาหะน าโรคใบขาวทั้ง 3 ชนิด  

ABSTRACT 

 The surveying and studying of sugarcane white leaf phytoplasma diversity is essential 
information in developing detection tools for disease screening and identifying. 190 symptomatic 
sugarcane samples were collected from the surveying of this disease in different planting areas throughout 
the country.    Majority 3 symptoms were found in relation to phytoplasma in sugarcane including (1) 
white leaf with no grassy shoot ( SCWL: Sugarcane white leaf), (2) white leaf with white grassy shoot 
(SCGS: Sugarcane grassy shoot) and (3) grassy green leaves with no white leaf (SCGGS: Sugarcane green 
grassy shoot).  The incident of each type were SCWL 59.47%,  SCGS 35.27% and SCGGS 5.26%. All 3 
types were found in samples collected from northern and eastern regions while SCWL and SCGS were 
found in other region.    



 Identification of genetic variations of phytoplasma by nucleotide sequencing of 16S-23S rDNA in 
the region 16S-ITS with 210-219 bp DNA fragment length in 99 samples including infected grasses and 
sugarcanes in comparison with nucleotide sequence in NCBI database revealed 2 major groupings : ( 1) 
white leaf disease phytoplasma in grass and (2) phytoplasma in sugarcane, with 8-9 bases differences 
among these two groups.  Group 2 comprised of closely related SCWL and SCGS subgroup and the 
distinctive SCGGS subgroup. Nucleotide variations in these two subgroups were substitution and insertion 
mutation.  The extension of 16S-23S rDNA length to 1770-1772 bp that cover the region of 16S to partial 
23S did not affect the grouping, yet SCWL and SCGS were still closely related.    
 Identification of genetic variations by nucleotide sequencing of partial secA genes in 170 samples 
showed the same grouping structures as by 16S-23S rDNA.  1-5 bases variation of secA gene in SCWL 
and SCGS were detected indicates better base resolution of secA gene for genetic identification than the   
16S-23S ITS.  The length extension of secA from 275 bp to 377 bp showed 31 bases variation among the 
3 phytoplasmas.  The mutations were substitution mutation.  Grouping of the three phytoplasma were not 
affected by these bases extension.   
 The attempts to study other genes including secY, Tuf gene ( elongation factor-tu) and GroEL  

genes were not success.  The development of imp gene detection protocol revealed 7 0 0  bp fragments.  

However, sequencing of this fragment need to be done as this gene is important in studying transmission 

vector of the three phytoplasmas.   

 

 

 

 

 

  

 
1 ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น  2 ศูนยว์จิยัพืชไร่สุพรรณบุรี 

 

6. ค าน า                                  



การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือสาเหตุของโรคต่างๆ นั้นนบัวา่เป็นขอ้มูลท่ีมีความจ าเป็นอยา่ง

ยิ่งต่อการพฒันาวิธีการตรวจการติดเช้ือเพื่อคดักรองโรค  จากผลการทดลองผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด้ี

ต่อเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของคณะวิจยัน้ี โดยใช้สารสกดัจากออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาวท่ีมาจากแหล่ง

ระบาดในจงัหวดัขอนแก่น พบวา่เม่ือน ามาตรวจสอบกบัตวัอยา่งใหม่กลบัใหผ้ลการทดลองท่ีแปรปรวนเม่ือ

เปรียบเทียบกบัผลการตรวจดว้ยการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ สาเหตุเน่ืองมาจากโมโนโคลนอลแอนติบอด้ีเป็นตวั

ตรวจสอบท่ีมีความจ าเพาะสูงมาก จึงท าให้เกิดปัญหาเม่ือน ามาใช้ตรวจตวัอย่างท่ีมาจากแหล่งอ่ืน (ศุจิรัตน์ 

และคณะ, 2552ก) นอกจากน้ีจากการทดลองน าชุดตรวจสอบโรคใบขาวของออ้ยท่ีผลิตขายในทอ้งตลาดแลว้ 

ซ่ึงผลิตโดยการใชเ้ช้ือจากแหล่งระบาดในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ก็ใหผ้ลการตรวจเช่นเดียวกนั โดยพบวา่

ชุดตรวจสอบให้ผลบวกเพียง 2 ตวัอย่างจากตวัอย่างออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาวซ่ึงส ารวจในแหล่งปลูกทางภาค

ตะวนัออกทั้งส้ิน 29 ตวัอยา่ง เช่นเดียวกนักบัการทดลองตรวจสอบกบัตวัอยา่งใบขาวในแหล่งปลูกภาคกลาง 

แต่ชุดตรวจสอบน้ีใช้ได้ผลดีกับตวัอย่างท่ีมาจากแหล่งปลูกบางแหล่งในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เช่น 

อุดรธานี ขอนแก่น ข้อมูลดังกล่าวน้ีนอกจากจะแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาท่ี

ระบาดในแหล่งต่างๆ ท่ีมีการปลูกออ้ยแล้วยงัแสดงให้เห็นว่าความแตกต่างของเช้ือส่งผลต่อการพฒันา

วธีิการตรวจสอบท่ีให้ผลแม่นย  า เช่ือถือได ้นอกจากขอ้มูลการตรวจพบความแตกต่างของเช้ือท่ีตรวจพบได้

ดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอด้ีแลว้ จากการทดลองตรวจหาเช้ือโรคใบขาวจากตวัอยา่งออ้ยท่ีส ารวจมาจาก

แหล่งปลูกหลายแหล่งในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ดว้ยวิธี PCR 2 วิธีการ โดยวิธีท่ี 1 ใชไ้พร์เมอร์ชุด MLO 

X และ MLO Y ตรวจใน ช่วง 16S rDNA ถึง 23S rDNA และวิ ธี ท่ี  2  เป็น  nested-PCR ใช้ไพ ร์เมอร์

เช่นเดียวกบัวิธีท่ี 1ใน PCR รอบท่ี 1 และรอบท่ี 2 ใช้ไพร์เมอร์ชุด MLO P1-P2  ซ่ึงตรวจในช่วง intergenic 

spacer region (tRNA) (พรทิพย ์, 2542)  พบวา่บางตวัอยา่งใหผ้ลบวกทั้ง 2 วิธีการ แต่บางตวัอยา่งให้ผลบวก

ดว้ยวิธีการท่ี 1 แต่ตรวจไม่พบดว้ยวิธีการท่ี 2 ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความไวสูงมาก (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2552ข) จาก

การสังเกตผลการตรวจตวัอยา่งออ้ยท่ีส่งมาตรวจเพื่อคดักรองโรคใบขาวจากโครงการการป้องกนัก าจดัโรค

ใบขาวท่ีมาจากแหล่งปลุกต่างๆ กวา่ 500 ตวัอยา่ง ในระหวา่งปี 2551-2252 ดว้ยสองวิธีการดงักล่าวขา้งตน้ 

ส่วนใหญ่พบแถบดีเอน็เอโดยการตรวจดว้ยวิธีท่ี 1 มากกวา่วธีิท่ี 2 แสดงใหเ้ห็นวา่มีไฟโตพลาสมามากกวา่ 1 

ชนิด ในตวัอยา่งท่ีไดต้รวจสอบ หรือเช้ือมีการเปล่ียนแปลงไป ท าให้ไม่สามารถตรวจไดด้ว้ยไพร์เมอร์ชุด

เดิม นอกจากน้ีจากการส ารวจติดตามผลการขยายพนัธ์ุออ้ยของศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่น ท่ีน าไปปลูกใน

แหล่งปลูกต่างๆ ของประเทศ พบวา่อาการใบขาวท่ีมาจากเช้ือจากปลูกต่างแหล่ง มีอาการแตกต่างกนั บาง

แหล่งในภาคอีสานพบว่ามีอาการใบขาวอย่างชัดเจน แต่บางแหล่งในภาคกลางและภาคตะวนัออกมกัพบ

อาการใบขาวปนเขียว และเหลือง เม่ือน าพนัธ์ุออ้ยท่ีติดเช้ือจากภาคอีสานไปปลูกในภาคกลาง พบวา่ยงัคง



แสดงอาการใบขาวท่ีชัดเจน แสดงให้เห็นว่าอาการท่ีแตกต่างกันน้ี น่าจะมาจากความแตกต่างของเช้ือ 

มากกวา่เกิดจากสภาพแวดลอ้มในการปลูก 

การจดัจ าแนกกลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาเดิมใชต้รวจความแตกต่างภายใน 16S rRNA และ 16S-23S 

rRNA spacer region เน่ืองจากเป็นต าแหน่งอนุรักษ์และมี universal primer ส าหรับตรวจสอบบริเวณน้ี แต่

ต่อมาพบวา่การใชย้ีนเพียงต าแหน่งเดียวในการจดัจ าแนกความแตกต่างนั้นมีขอ้จ ากดั ไม่สามารถระบุความ

แตกต่างของ subgroup รวมทั้ง strain ท่ีแตกต่างกนัได้ จึงได้มีการศึกษายีนอ่ืนเพิ่มเติม เพื่อใช้ร่วมในการ

วิเคราะห์ความแตกต่าง มีการน ายีนในกลุ่ม Secretory (Sec) system มาใช้ ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีมียีนท างานร่วมกนั

อยา่งเป็นขบวนการและมีความส าคญัต่อการด ารงชีวติของแบคทีเรีย (Tjalma et al., 2000)   ในยนีกลุ่มน้ีไดมี้

การน า secA gene มาใชใ้นการจ าแนกชนิดเช้ือไฟโตพลาสมา (Hodgettes et al., 2008)  secA เป็น membrane 

protein หน่ึงท่ีท าหน้าท่ี  มีหน้าท่ีเป็น ATPase activity ส่งถ่าย preprotein-secB complex ให้กับ secYEG 

membrane-imbedded tanslocon เพื่อขับโปรตีนออกสู่ด้านนอกเซลล์ และถูกควบคุมด้วย secM signal 

peptide (Lycklama, et al., 2012 , Economou, 1999) พบว่าล าดับกรดอะมิโนของช่วง SecA protein ใน

แบคทีเรียหลายกลุ่ม มีลักษณะเป็น conserved sequence (Kakizawa, 2001) มีการโคลนยีนน้ีและสร้าง

โปรตีนส าหรับผลิตแอนติบอด้ีเพื่อตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาบางชนิด เช่น apple proliferation, onion 

yellow เป็นตน้ (Wei, 2004) ดงันั้นหากมีการน าวิธีการเหล่าน้ีน้ีมาใชใ้นการตรวจสอบและจดัจ าแนกเช้ือไฟ

โตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออ้ย โรคกอตะไคร้ และตวัอยา่งใบขาวท่ีพบในวชัพืชต่างๆ ในไร่ออ้ย น่าจะ

ท าใหไ้ดข้อ้มูลการจดักลุ่มและระบุความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาจากตวัอยา่งต่างๆ ไดล้ะเอียดมากข้ึน

กวา่วิธีการท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั จะท าใหมี้ความรู้และเขา้ใจเช้ือชนิดน้ีมากข้ึน ส่งผลต่อการหาแนวทางป้องกนั

และก าจดัการแพร่ระบาดของเช้ือน้ีไดดี้ยิ่งข้ึน ดงันั้นวตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นท่ี การตรวจสอบ

แตกต่างทางพนัธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคในออ้ยในแหล่งระบาดต่างๆ ดว้ย Membrane 

protein translocation system genes (Sec protein genes) ร่วมกบัยีนต าแหน่งอ่ืน และการพฒันาเคร่ืองหมาย

โมเลกุลท่ีระบุความแตกต่างของเช้ือสายพนัธ์ุต่างๆได ้

 

7. วธีิด ำเนินกำร 
กำรเกบ็ตัวอย่ำงพืชส ำหรับใช้ในงำนวจัิย 

    ส ารวจและเก็บตวัอยา่งออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาวจากแหล่งปลูกออ้ยท่ีส าคญั รวมทั้งหญา้ชนิดต่างๆ ท่ี

แสดงอาการของโรคใบขาวจากแปลงปลูกออ้ย หรือบริเวณใกลเ้คียง บนัทึกรายละเอียดต่างๆ จ านวน

ตวัอยา่งออ้ย และหญา้ท่ีเก็บมาไดใ้นแต่ละพื้นท่ี  



กำรสกดัดีเอน็เอ 

สกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งใบออ้ยและหญา้โดยวิธีดดัแปลงเทคนิค Li and Midmore, 1999 บดตวัอยา่ง 

0.2 กรัมใน extraction buffer 800 ul ในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5  มล. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60๐C 

นาน 30 นาที โดยทุกๆ 10 นาทีให้พลิกหลอดไปมา น ามาหมุนเหวี่ยง 12,000 rpm 10 นาที ดูดส่วนใสใส่

หลอดใหม่แล้วเติม Chloroform : Isoamyl (24 : 1) 500 ul ผสมให้เข้ากนั น ามาหมุนเหวี่ยง 12,000 rpm 10 

นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่แลว้เติม Isopropanol 500 ul พลิกไปมาเบาๆ จนเห็นสายดีเอ็นเอ น ามาหมุน

เหวี่ยง 12,000 rpm 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 95% ethanol 500 ul ดีดให้ตะกอนลอย น ามาหมุนเหวี่ยง 

12,000 rpm 1-2 นาที เติม 95% ethanol 500 ul อีกคร้ังหน่ึง ตากตะกอนใหแ้หง้ เติมน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 180 ul  

5M Nacl  20 ul  และ 95% ethanol 200 ul พลิกไปมาจนกระทัง่เห็นตะกอนดีเอ็นเอ น ามาหมุนเหวี่ยง 12,000 

rpm 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 70% ethanol 500 ul ดีดตะกอนใหล้อย น ามาหมุนเหวี่ยง 12,000 rpm 1-2 

นาที ท าซ ้ า ตากตะกอนจนแหง้ เติม TE buffer ท่ีมี RNase A 40 ul  

กำรออกแบบไพรเมอร์  

ค้ น ห าล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง  SecA gene จ าก ฐ าน ข้ อ มู ล ใน  NCBI จ าก เว ป ไ ซ ต ์ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้งหมดท่ีไดม้าเรียงล าดบั (multiple alignment) 

ซ่ึงเป็นโปรแกรมส าเร็จรูปในเวปไซด์  http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ จากนั้นออกแบบไพร

เมอร์ดว้ยเลือกล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริเวณอนุรักษ ์(conserve region)   

              secY gene ใชไ้พรเมอร์จากรายงานของ Lee et al.  (2010) ดงัน้ี 

L15F1/MapR1 CCTGGTAGTGGYAMTGGWAAAAC / ATTARRAATATARGGYTCTTCRTG 

L15F1A-a/MapR1A-a TGGWAAAACTKCBGGWAARGG / AAGMTKYACCRATDCCATG 

L15F1A-b/MapR1A-b: GGWAAAACYTSHGGYMRVGGHCATAAAGG / 

CCWATMCCRTGWCCDGWAAAA 

  

 ออกแบบไพรเมอร์ secY โดยเลือกล าดบันิวคลีโอไทดข์อง secY จากฐานขอ้มูล NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ไดแ้ก่   >GU004341.1-Maize,   >GU004337.1-Paulownia, >GU004357.1-

Blueberry และ  >GU004345.1-aster จดัเรียงล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม clustalW  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 3. เลือกบริเวณล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณอนุรักษส์ายละ 20-

25 bp น าแต่ละสายมาหาค่าจ านวนนิวคลีโอไทดท์ั้งหมด, ค่าเปอร์เซนตข์อง GC content, และตรวจสอบ 

Self-Complementarity สังเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ ดงัน้ี  

  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/


SecY-x    GCACGTTCAGGAAAAACTTTGCG 

SecY-y    CCAATACCATGTCCGGTAAATTCTTC 

Y1        CTCCAAACAAGCTCAAGCAGCCA 

Y2  GATGTACCAATACCATGTCCGG 

  

 ออกแบบไพร์เมอร์ส ำหรับ Imp gene โดยคน้หาล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Imp gene จากฐานขอ้มูลใน 

NCBI จากเวปไซต ์http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดท่ีไดม้าเรียงล าดบั 

(multiple alignments) ซ่ึงเป็นโปรแกรมส าเร็จรูปในเวปไซด ์http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

จากนั้นออกแบบไพรเมอร์ดว้ยเลือกล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริเวณอนุรักษ ์(conserve region) 

กำรวเิครำะห์ล ำดับนิคลีโอไทด์ 

               ตดัช้ินดีเอ็นเอขนาด 200 ul ออกจาก agarose gel ใส่ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml ท่ิเติม 

capture buffer 200 ul น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 ๐C จนกระทัง่เจลละลาย แลว้ดูดใส่ลงใน spin column น าไป

ป่ันเหวีย่ง 10,000 rpm นาน 1 นาที เทส่วนใสออก เติม capture buffer 200 ul บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 1 นาที 

น าไปป่ันเหวีย่ง 10,000 rpm นาน 1 นาที เทส่วนใสออก เติม washing buffer 500 ul น าไปป่ันเหวีย่ง 10,000 

rpm นาน 1 นาที เทส่วนใสออก (ท าซ ้ า) เติมน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ 40 ul บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 1 นาที น าไปป่ัน

เหวีย่ง 10,000 rpm นาน 1 นาที น าผลผลิตท่ีได ้2 ul เติมน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 8 ul มาผสมกบั loading dye ท่ีมี 

SYBER GREEN จ านวน 1.5 ul ใชไ้ฟฟ้ากระแสตรง ความต่างศกัย ์100 โวลต ์ใช ้0.5X TBE เป็น buffer ใน

เวลาประมาณ 40 นาที แลว้น ามาผา่น agarose gel ตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต จากนั้นท า

การหาล าดบันิวคลีโอไทด ์แลว้เทียบผลกบัฐานขอ้มูลใน NCBI   น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากตวัอยา่ง

ทั้งหมด มาหาความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการโดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 5.1 

 กำรเพิม่ผลผลติ Sec A gene ด้วยเทคนิค direct  PCR  

 ส่วนประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณพีซีอาร์ปริมาณ 15 ul ไดแ้ก่ 10X buffer  1.5 ul,  25 

mM MgCl2  1.5 ul, 2.5 mM dNTP  1.2  ul, 10 uM SecA Primer Forward/Reverse  0.75 ul,  5 U Taq 

polymerase  0.3  ul และ DNA template 4 ul (25 ng/ul)  

 สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม ดงัน้ี Pre-denaturation 94๐C นาน 2  นาที ตามดว้ย Denaturation 94๐C    

นาน 30 วนิาที, Annealing 60๐C นาน 30 วนิาที Extension 72๐C นาน 45 วนิาที จ านวน 28 รอบ ตามดว้ย 

Final-extension 72๐C นาน 15 นาที 

กำรเพิม่ปริมำณผลผลติ 16S-23S rDNA ด้วย nested-PCR 



              การตรวจสอบยนีต าแหน่ง 16S-23S rRNA ใชไ้พร์เมอร์ตามรายงานของ พรทิพย ์และคณะ (2542)  

ส่วนประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณพีซีอาร์ในรอบท่ี  1 (direct-PCR) ปริมาณ 15 ul  ไดแ้ก่ 10X 

buffer  1.5 ul,  25 mM MgCl2  1.2 ul, 2.5 mM dNTP  0.9  ul, 10 uM Primer MLO-X, MLO-Y   0.75 ul,  5 

U Taq polymerase  0.3  ul และ DNA template 3 ul   สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม ดงัน้ี Pre-denaturation 94๐C 

นาน 5นาที, ตามดว้ย Denaturation  94๐C นาน 1 นาที, Annealing 55๐C นาน  30    วนิาที, Extension 72๐C 

นาน  1 นาที จ านวน 24 รอบ ตามดว้ย Final-extension 72๐C นาน 7 นาที  

                  ส่วนประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณพีซีอาร์ในรอบท่ี  2 (nested-PCR) ปริมาณ 15 ul  

ไดแ้ก่ 10X buffer  1.5 ul,  25 mM MgCl2  1.2 ul, 2.5 mM dNTP  0.6  ul, 10 uM Primer P1 / P2  0.75 ul,  5 

U Taq polymerase  0.3  ul และ DNA template 3 ul  สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมดงัน้ี Pre-denaturation  94๐C 

นาน 5 นาที ตามดว้ย Denaturation 94๐C นาน 1 นาที, Annealing 60๐C นาน 30 วนิาที Extension 72๐C นาน 

1 นาที  จ  านวน 25 รอบ ตามดว้ย Final-extension 72๐C  นาน  7 นาที 

กำรเพิม่ปริมำณผลผลติ SecY ด้วย เทคนิค direct  PCR  

  สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใช ้SecY-x และ SecY-y สารละลายใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 15 µl ประกอบดว้ยดีเอ็นเอตน้แบบความเขม้ขน้ 100 ng/ µl จ  านวน 4 µl, 1x 
buffer, 2.17 mM MgCl2, 012 mM dNTP, 0.5 µM primer แต่ละสายของ Forward และ reverse, 0.1 U Taq 
DNA polymerase สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมดงัน้ี Pre-denaturation  94๐C นาน 5 นาที ตามดว้ย Denaturation 
94๐C นาน 30 วนิาที,  Annealing 55๐C นาน 30 วนิาที, Extension 72๐C นาน 45วินาที จ  านวน 35 รอบ ตาม
ดว้ย Final-extension 72๐C นาน 10 นาที 
 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใช ้SecY-x และ SecY-y สารละลายใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม15 µl ประกอบดว้ยดีเอ็นเอตน้แบบความเขม้ขน้ 100 ng/ µl จ  านวน 4 µl, 1x 
buffer, 1.5 mM MgCl2, 012 mM dNTP, 0.5 µM primer แต่ละสายของ Forward และ reverse, 0.1 U Taq 
DNA polymerase สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมดงัน้ี Pre-denaturation  94๐C นาน 5 นาที ตามดว้ย Denaturation 
94๐C นาน 30 วนิาที,  Annealing 55๐C นาน 30 วนิาที, Extension 72๐C นาน 45 วินาที จ  านวน 35 รอบ ตาม
ดว้ย Final-extension 72๐C นาน 10 นาที 
กำรเพิม่ปริมำณผลผลติ Imp gene ด้วย เทคนิค nested-  PCR 
 ใชไ้พร์เมอร์ SCWL-Imp ท่ีไดรั้บการอนุเคราะห์จาก Dr. Shigeyuki KAKIZAWA (National 
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST), Bioproduction Research Institute, 
Japan) มีล าดบัเบสของไพร์เมอร์และผลผลิต PCR  ดงัน้ี  
 
    

 ช่ือไพร์เมอร์ ล าดบัเบส ความยาวสาย ผลผลิต PCR 
(bp) 



SCWL-Imp_F1 CCTAAAGATTTGCAAACTGATGAAA 25 922 
SCWL-Imp_R1 AGAAGAATTTGTTGAAATTATAGAG 25 
SCWL-Imp_F2 TTTTTATTGAATTGCTAAATTATGT  691 
SCWL-Imp_R2 ATATGCAAAAGCATATTTTTTTACT 25 
 
 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใช ้Imp-F1 และ Imp-R1 คือ สารละลายใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 15 µl ประกอบดว้ยดีเอ็นเอตน้แบบความเขม้ขน้ 100 ng/ µl จ  านวน 3 µl, 1x 
buffer 1.5 ul, 25  mM MgCl2   1.2 µ|,  2.5 mM dNTP mix 1.2 µ, 10 µM F-R Primer mix  0.3 µ|, Taq  
polymerase 5U/µ| 0.3 µ|, DNA template 100 ng 3   µ|, น ้า 7.5 µ| ใชส้ภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมดงัน้ี Pre-
denaturation  94๐C นาน 5 นาที ตามดว้ย Denaturation 94๐C นาน 1 นาที,  Annealing 50๐C นาน 1 นาที, 
Extension 72๐C นาน 40วนิาที จ  านวน 35 รอบ ตามดว้ย Final-extension 72๐C นาน 7 นาที 
 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใช ้Imp-F2 และ Imp-R2 คือ สารละลายใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 15 µl ประกอบดว้ยดีเอ็นเอตน้แบบความเขม้ขน้ 100 ng/ µl จ  านวน 3 µl, 1x 
buffer 1.5 ul, 25  mM MgCl2   1.2 µ|,  2.5 mM dNTP mix 1.2 µ, 10 µM F-R Primer mix  0.3 µ|, Taq  
polymerase 5U/µ| 0.3 µ|, DNA  PCR template dilute 1:100, 1:200, 1:500 และ 1:1,000 , 3   µ|, น ้า 7.5 µ| ใช้
สภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมดงัน้ี Pre-denaturation  94๐C นาน 5 นาที ตามดว้ย Denaturation 94๐C นาน 1 นาที
,  Annealing 50๐C นาน 1 นาที, Extension 72๐C นาน 40วนิาที จ  านวน 35 รอบ ตามดว้ย Final-extension 72๐

C นาน 7 นาที  ตรวจผลการทดลองดว้ย 1% agarose gel electrophoresis  ใชสี้ SYBR Gold ในการยอ้ม 
DNA บนัทึกภาพดว้ย Gel Documentation 
 
กำรขยำยควำมยำวสำยดีเอน็เอต ำแหน่ง 16S-23S rDNA  
 ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จากล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Candidatus Phytoplasma cynodontis 
(AB741630.1) จากฐานขอ้มูล NCBIไดไ้พรเมอร์จ านวน 4 คู่ มีต าแหน่งของไพร์เมอร์ดงัแสดงในภาพท่ี 1 
และ ล าดบัเบสไพร์เมอร์ดงัน้ี 

 

16S-23S F1 : AGTTTGATCCTGGCTCAGGATA 16S-23S R1: CATAGTTTGCCGGGGCTTA 

16S-23S F2 GAACGATGAAGTATTTCGGTA 16S-23S R2 GCTCGTTTTAGGACTTAACCTAAC 

16S-23S F3 GCACAAGCGGTGGATCATG 16S-23S R3 TGTGTACAAACCCCGAGAACG 

16S-23S F4 GCAGTCTCAGTTCGGATTGA 16S-23S R4 CCGTTAATTGCGTCCTTCA 

 

    



 

 

 

  
ภาพที ่1 ต าแหน่งการเกาะจบัของไพร์เมอร์บนสายดีเอน็เอ 16S-23S rDNA ท่ีไดจ้ากการออกแบบเพื่อขยาย
ขนาดความยาวใหม่เป็น 1770 bp 
 
เวลาและสถานที่ :  ระยะเวลา 2554-2558  สถานท่ีด าเนินการ : ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น 
 

8. ผลการทดลองและวจิารณ์ 

1. กำรส ำรวจอำกำรโรคใบขำวจำกแหล่งปลูกในประเทศ 
จากตวัอยา่ง 190 ตวัอยา่งท่ีส ารวจจากแหล่งปลูกต่างๆ ในประเทศ พบอาการหลกัของโรคใบขาว 3 

อาการ ได้แก่ ใบขาวไม่แตกกอฝอย (SCWL: Sugarcane white leaf)) ใบขาวและแตกกอฝอย (SCGS: 

Sugarcane grassy shoot)) และใบ เขียวและแตกกอฝอย (SCGGS: Sugarcane green grassy shoot)โดย

ตวัอย่างท่ีส ารวจไดพ้บ SCWL 59.47% SCGS 35.27% และ SCGGS 5.26% โดยตวัอยา่งจากภาคเหนือและ

ตะวนัออกพบไดท้ั้ง 3 อาการ ส่วนภาคอ่ืนพบเพียง SCWL และ SCGSอาการSCGGS ตรวจพบยาก เน่ืองจาก

ไม่แสดงใบขาว (ภาพท่ี 2)  

 

ภำพที่ 2 เปอร์เซนต์ชนิดของโรคใบขาวส ารวจจากอาการในตวัอย่าง 190 ตวัอย่างท่ีไดจ้ากแหล่ง

ปลูกอ้อยในไทยตามภาคต่างๆ SCGS : Sugarcane grassy shoot,  SCWL: sugarcane white leaf, SCGGS : 

sugarcane green grassy shoot  
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2. กำรตรวจล ำดับเบสเพ่ือศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพนัธุกรรมของเช้ือโรคใบขำว 

ควำมแตกต่ำงของเช้ือจำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์16S-23S rDNA : เป็นยีนท่ีนิยมน ามา

ศึกษาหาความแตกต่างทางล าดบัเบสของเช้ือไฟโตพลาสมา และแบคทีเรียอ่ืนๆ อีกหลายชนิด โดยมีรายงาน

การศึกษายีนน้ีจ านวนมาก นอกจากน้ีในการจดัจ าแนกไฟโตพลาสมาด้วยล าดบัเบส ใช้ล าดบัเบสของยีน

ต าแหน่งดงักล่าวเป็นหลกัในการจดัแยกกลุ่ม ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงท าการศึกษาขอ้มูลของยนีน้ีประกอบดว้ย 

เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบกับรายงานอ่ืน จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือไฟโต

พลาสมาทั้ ง 99 ตัวอย่างใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S-23S rDNA ซ่ึงเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 210 bp ดว้ยเทคนิค nested-PCR แลว้น าล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้งหมดมาจดัเรียงและเปรียบเทียบกบั

ล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูล NCBI โดยกบัขอ้มูลล าดบัเบสของเช้ือไฟโตพลาสมาในออ้ยและหญา้ใน

การ เป รียบ เที ยบ  ได้แ ก่  HQ917068.1 (sugarcane white leaf; SCWL),  AB243298.1 (sugarcane grassy 

shoot; SCGS),  AB642601.1 (Bermuda grass white leaf; BGWL) และใช้ K00637 (Bacillus subtilis) เป็น 

out group นั้น พบว่า Phylogenetic tree ท่ีถูกสร้างข้ึนแบ่งเช้ือไฟโตพลาสมาออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ (1) 

กลุ่มไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคหญ้าใบขาว และ (2) กลุ่มไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ย  (ภาพท่ี 3)   โดยมี

ความแตกต่างกนัประมาณ 8-9 เบส และมีขนาดสายดีเอน็เอในต าแหน่งท่ีเพิ่มปริมาณยาวกวา่ของเช้ือในออ้ย

โดยมีขนาด 219 เบส การจ าแนกเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ยดว้ยต าแหน่งดีเอ็นเอท่ีท าการทดสอบน้ี 

พบวา่มีความใกลชิ้ดกนัมาก โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง SCWL และ SCGS ส่วน SCGGS แยกกลุ่มออกจาก SCWL 

และ SCGS ชดัเจน สอดคลอ้งกบัอาการท่ีไม่แสดงอาการใบขาว  

จากการจดักลุ่ม พบวา่ในกลุ่มท่ี 1 ซ่ึงเป็นกลุ่มของเช้ือไฟโตพลาสมาจากออ้ย มีการแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ กลุ่มยอ่ยท่ี 1 ประกอบดว้ย SCWL มีขนาด 210 เบส และ SCGS มีขนาด 211 เบส และกลุ่ม

ยอ่ยท่ี 2 ประกอบดว้ย SCGGS ซ่ึงออ้ยท่ีติดเช้ือน้ีจะไม่มีอาการใบขาวแต่มีลกัษณะกอฝอยและใบมีสีเขียว  

ส าหรับตวัอย่างเช้ือไฟโตพลาสมาในหญ้าท่ีเก็บรวบรวมได้จาก ขอนแก่น สุโขทยั ชลบุรี และ

กาฬสินธ์ุ ถูกจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนั และมีล าดบันิวคลิโอไทด์เหมือนกนั 100% สอดคลอ้งกบัรายงานของ 

Wongkaew et al., (1997) ซ่ึงศึกษาไฟโตพลาสมาจากหญา้ 3 ชนิดพบว่าเช้ือมีความใกลชิ้ดกนัสูงมาก จาก

รายงานของ รุ่งโรจน์ (2543) ซ่ึงท าการศึกษาความหลากหลายของไฟโตพลาสมาจากภูมิภาคต่างๆ ของ

ประเทศไทย ดว้ยเทคนิค RFLP พบวา่เช้ือไฟโตพลาสมามีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า ตอ้งใชค้่าสัม

ประสิทธิความเหมือน (Similarity coefficient) ระดบั 0.90 จึงจะสามารถแบ่งกลุ่มออ้ยและหญา้กบัออ้ยได ้

แสดงให้เห็นว่าเช้ือทั้งสองชนิดน้ีมีความใกล้ชิดกันมาก อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการถ่ายทอดเช้ือ

ระหวา่งหญา้กบัออ้ย (Wongkaew et. al., 1997)  
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ภำพที ่3  Phylogenic tree สร้างจาก Neighbor –joining ท่ีไดจ้าก

การจ าแนกความแตกต่างล าดบันิวคลิโอไทดข์องยนี 16S-23S 

rDNA ในบริเวณต าแหน่ง16S- ITS ของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบ

ขาวของออ้ยและหญา้ ขนาดช้ินดีเอน็เอ 210 bp  จากออ้ย 99 

ตวัอยา่ง หญา้ 15 ตวัอยา่ง เทียบกบัขอ้มูลล าดบัเบสใน NCBI :  

HQ917068.1 (sugarcane white leaf; SCWL),      AB243298.1 

(sugarcane grassy shoot; SCGS),  AB642601.1 (Bermuda grass 

white leaf; BGWL) and K00637 (Bacillus subtilis W168)                                                                                                                     

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                                                                                                                      
 



นอกจากน้ีแลว้ ผลการทดลองท่ีไดย้งัสอดคล้องกบัรายงานอ่ืนท่ีศึกษา  Wongkaew  et al., (1997) 

ได้ใช้เทคนิค RFLP  และเอนไซม์ Hpa II แยกไฟโตพลาสมาออกเป็นกลุ่มของ SCWL ,SCGS และกลุ่ม 

gramineous weed ได ้ Lee et. al., (1997) รายงานวา่จากการตดัดว้ยเอนไซม ์Alu I ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีแสดง

ความแตกต่างกันของไฟโตพลาสมา SCGS-In1, RYD-In1, SCWL, BGWL และ ABGWL รายงานของ 

Sdoodee et. al., (1999) พบว่า SCWL และ SCGS มีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมสูงและเรียกกลุ่มน้ีว่า white 

leaf cluster และ Rao, et al., (2008) รายงานผลของการสร้าง Phylogenetic tree โดยใชย้ีน 16S และ 16S-23S 

ITS ของไฟโตพลาสมา SCGS แหล่งต่างๆจากประเทศอินเดีย ไตห้วนั และไทย ว่ามีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ด

กนัสูงมาก แต่พบความแปรปรวนของไฟโตพลาสมา SCGS-T จากประเทศไทย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัในรายงาน

วิจยัน้ีท่ีพบความแปรปรวนของไฟโตพลาสมาจาก 7 ตวัอย่างในจ านวนไฟโตพลาสมาท่ีส ารวจไดท้ั้งหมด 

โดยเป็นตวัอยา่งท่ีส ารวจไดจ้ากแหล่งปลูกบริเวณเดียวกนัในจงัหวดักาฬสินธ์ุ ซ่ึงความแปรปรวนท่ีพบน้ีเกิด

จาก deletion mutation ในต าแหน่งท่ี 12 ท่ีไม่พบนิวคลีโอไทด ์G ในล าดบันิวคลีโอไทด์จากตวัอยา่งดงักล่าว 

(ภาพท่ี 4) ส าหรับไฟโตพลาสมา SCWL และ SCGS นั้น ถูกจดัให้อยูใ่นกลุ่ม rice yellow dwarf (RYD) หรือ 

16SXI (Lee et al., 1997)  แต่ขณะน้ียงัไม่มีรายงานล าดับเบสของเช้ือ SCGGS ในฐานข้อมูล NCBI จาก

การศึกษาในรายงานน้ีพบว่าไฟโตพลาสมา SCGGS ถูกจดัออกมาเป็นอีกหน่ึงกลุ่มย่อย  และเม่ือน าไฟโต

พลาสมา SCWL, SCGS และ SCGGS มาจดัเรียงกนัพบว่ามีความแปรปรวนแบบ substitution mutation ใน

ต าแหน่งท่ี 72 โดยท่ีไฟโตพลาสมา SCWL, SCGS เป็นนิวคลีโอไทด์ A แต่ SCGGS เป็น T นอกจากน้ีในยงั

เกิด insertion mutation คือพบนิวคลีโอไทด์ A เฉพาะในไฟโตพลาสมา SCGGS เท่านั้นในต าแหน่งท่ี 134 

ดงันั้นรายงานวิจยัน้ีจึงถือไดว้่าเป็นงานวิจยัแรกท่ีมีรายงานล าดบันิวคลีโอไทด์ของไฟโตพลาสมา SCGGS 

(ภาพท่ี 5) ทั้งน้ีความแตกต่างของนิวคลิโอไทด์เหล่าน้ีอาจจะมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงและการแสดง

อาการโรคท่ีแตกต่างกนัได ้



 

ภำพที่ 4 การจดัเรียงล าดบัเบสของยีน 16S-23S rDNA บริเวณ 16S-ITS ขนาดช้ินดีเอ็นเอ 210 bp แสดงจุดท่ีเกิด   

deletion mutation ของเบส G ท่ีต าแหน่ง 12 ในตวัอยา่งหมายเลข  KAL001, 002, 004, 009 เทียบกบัล าดบัเบสของตวัอยา่ง

หมายเลข CHO91 ท่ีเป็น SCWL และ  SAK12 ท่ีเป็น SGCS    

 

ภำพที่ 5 การจัดเรียงล าดบัเบสของยีน 16S-23S rDNA บริเวณ 16S-ITS ขนาดช้ินดีเอ็นเอ 210 bp ของตวัอย่าง 

SCGS, SCWL และ  SCGGS แสดงต าแหน่ง substitution mutation ของเบสe A และ T ท่ีต าแหน่ง 72 และinsertion 

mutation ของเบส A ท่ีต าแหน่ง 134 ในตวัอย่าง SCGS (PJ002) และตวัอย่าง SCWL (KH0001) เปรียบเทียบกับ SCGGS 

(SUK262) .   

 การขยายความยาวสายดีเอน็เอต าแหน่ง 16S-23S rDNA ดว้ยการออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จ  านวน 4 คู่  
ให้มีความยาวข้ึนจากเดิม 210 bp ท่ีครอบคลุมเพียงบางส่วนของ 16S ถึงบางส่วนของ ITS ให้เป็น 1770-
1772 bp ท่ีครอบคลุมตั้งแต่ 16S ส่วนตน้ ผ่าน ITS ไปยงับางส่วนของ 23S เม่ือท าการทดสอบในตวัอย่าง
อาการ SCWL, SCGS, SCGGS และหญา้อาการใบขาวบางตวัอยา่งจ านวน 7 ตวัอยา่ง และศึกษาล าดบันิวคลิ



โอไทด์ พบว่ายงัคงแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มเช่นเดิม คือ 1) กลุ่มอ้อยอาการ SCWL และ SCGS  2) กลุ่มอ้อย
อาการ SCGGS และ 3) กลุ่มหญา้อาการใบขาว โดยกลุ่มท่ี 1 พบความแตกต่างระหว่างSCWL และ SCGS 
ไดเ้ช่นกนั แต่ค่อนขา้งใกล้ชิดกนัมากเช่นเดิม (ภาพท่ี 6) แสดงว่าเช้ือทั้งสองชนิดน้ีมีความใกล้ชิดกนัมาก 
ส่วน SCGGS อาจจดัให้เป็นเช้ือชนิดใหม่ได้ เน่ืองจากล าดับนิวคลิโอไทด์แตกต่างจากทั้ง 2 ชนิดน้ีอย่าง
ชดัเจน รวมทั้งอาการของออ้ยท่ีแตกต่างกนั ทั้งน้ียงัขาดการตรวจแมลงพาหะดงักล่าวแลว้ขา้งตน้ 

 

 

 

 

ภาพที่ 6  Phylogenic treeแสดงความสัมพนัธ์จากค่าความแตกต่างของล าดบันิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S -23S 

rDNA  ขอ งไฟ โตพ ลาสม าช นิ ด  Sugarcane white leaf (SCWL), sugarcane grassy shoot (SCGS) แล ะ 

Sugarcane green grassy shoot (SCGGS) ขนาดความยาว 1770-1772 bp ด้วยวธี Neighbor-joining โดยใช้

โปรแกรม MEGA version 5.1  และใช ้ K00637 (Bacillus subtilis W168) เป็น out group ในการเปรียบเทียบ

ตวัเลขท่ีต าแหน่งแยกก่ิงแสดงถึงเปอร์เซนตค์วามซ ้ าจากการทดสอบ Bootstrap จ านวน 1000 ซ ้ า 

 ควำมแตกต่ำงของเช้ือจำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ secA gene : ผลจากการวิเคราะห์ล าดบั
เบสของ secA gene ใน 170 ตวัอย่างท่ีส ารวจได้จากแหล่งปลูกต่างๆ 15 จงัหวดั  และน ามาจดัเรียงแสดง
ความแตกต่าง พบว่า SCWL และ SCGS ยงัอยู่ในกลุ่มใหญ่เดียวกัน แสดงถึงความใกล้ชิดกัน ในขณะท่ี 
SCGGS แยกกลุ่มชดัเจน สอดคลอ้งกบัผลการตรวจดว้ย 16S-23S rDNA (ภาพท่ี 7) การแยกกลุ่มดว้ย secA 
พบวา่มีการจดักลุ่มตามอาการท่ีแสดงออก ในกลุ่มตวัอยา่งท่ีพบอาการใบขาว และกอตะไคร้ใบขาวมกัพบ
ในบริเวณภาคอีสานและเหนือตอนล่าง ส่วนตวัอยา่งกอตะไคร้พบในตวัอยา่งจากสุโขทยั ในกลุ่มใบขาวพบ
ความแปรปรวนของ secA ระดบัต ่า (1-3 เบส) ในกลุ่มใบขาวกอฝอยพบ (1-5 เบส) ส่วนกอตะไคร้นั้นพบวา่
มีล าดบัเบสแตกต่างจากทั้งใบขาวและใบขาวกอฝอย มากจึงท าให้แยกกลุ่มอยา่งชดัเจน การตรวจล าดบัเบส
ของ secA gene ในตวัอยา่งท่ีเก็บจากจงัหวดัชลบุรีและสระแกว้ พบวา่มีความแตกต่างกนั โดยบางตวัอยา่งท่ี
แตกต่างกนัดว้ย secA น้ี พบวา่ในต าแหน่ง 16S-23S ITS ไม่แตกต่างกนั แสดงวา่ secA gene มีความละเอียด
มากกวา่ สามารถจ าแนกความแตกต่างไดม้ากกวา่ต าแหน่ง 16S-23S ITS ท่ีนิยมใชเ้ดิม (ตารางท่ี 1) 
 
 
 
 
 

 



 

ภำพที ่7  Phylogenic tree สร้างจาก Neighbor –joining ท่ีไดจ้าก

การจ าแนกความแตกต่างล าดบันิวคลิโอไทดข์องยนี secA ของ

เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย ขนาดช้ินดีเอน็เอ 275 bp  

จากออ้ย 170 ตวัอยา่ง เทียบกบัขอ้มูลล าดบัเบสใน NCBI :  

JX987240-SCGS (sugarcane grassy shoot),  JX987247-SCWL 

(sugarcane white leaf),  JX987242-SCGGS (sugarcane green 

grassy shoot) และ D10279 (Bacillus subtilis W168)                                                                                                                     

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                                                                                                                      
 

SCGS 

SCWL 

SCGGS 



ตำรำงที ่1  ต าแหน่งเบส (Nt. pos.) ของยนี 16S-23S ITS และ  secA gene ท่ีแสดงความแปรปรวน  
SCWL : Sugarcane white leaf phytoplasma; SCGS : Sugarcane grassy shoot phytoplasma ; SCGGS : 
Sugarcane green grassy shoot phytoplasma  
 
 

 

 

 การเพิ่มความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ secA จาก 275 bp เป็น 377 bp พบความแปรปรวนระหวา่ง

ล าดบันิว คลีโอไทด์ของไฟโตพลาสมาทั้ง 3 ชนิดน้ีเป็นจ านวน 31 ต าแหน่ง กระจายในล าดบันิวคลีโอไทด ์

ซ่ึงเป็นความแปรปรวนชนิด substitution mutationในขณะท่ีระหวา่ง SCWL กบั SCGS พบต าแหน่งท่ีมีความ

แปรปรวน 5 ต าแหน่ง ผลจากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า SCWL และSCGS อยู่ในกลุ่ม

เดียวกนัเช่นเดียวกบัการเปรียบเทียบดว้ย 16S-23S rDNA (ภาพท่ี 2)  

 

16S-23S ISR  (Nt. pos.) 12 58 70 134 

CHO91-1   SCWL G A A - 

KAL001-2   SCWL  - A A - 

SAK12-1  SCGS  G - A - 

CHO83-1  SCGGS G A T A 

secA  
Nt. pos. 

126 128 142 147 150 152 163 169 187 204 223 227 229 230 237 247 

CHO91-1 
SCWL 

T C A T T T G T A A G T T A A A 

KAL001-2 
SCWL 

T C A T T T G T A A G T T A A A 

SAK12-1 
SCGS 

T C A T T T G T G A A T T A A A 

CHO83-1 
SCGGS 

C T G A C C A C A G A A A G G T 

secA  
Nt. pos. 

12 30 32 68 69 70 73 79 82 85 97 103 109 115 121 

CHO91-1 
SCWL 

G A A G C T T T A G G G T C C 

KAL001-2 
SCWL 

A A A G C T T T A G G G T C C 

SAK12-1 
SCGS 

A A A G C T T T A G G A T C C 

CHO83-1 
SCGGS 

A G G A A C C C G A A A A A T 



 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ์จากค่าความแตกต่างของล าดบันิวคลิโอไทดบ์ริเวณ secA gene  

ของไฟโตพลาสมาชนิด sugarcane white leaf (SCWL), sugarcane grassy shoot (SCGS) และ Sugarcane 

green grassy shoot (SCGGS) ขนาดความยาว 377 bp ด้วยวธี Neighbor-joining โดยใช้โปรแกรม MEGA 

version 5.1  และใช้  D10279 (Bacillus spp.) เป็น out group ในการเปรียบเทียบ ตัวเลขท่ีต าแหน่งแยกก่ิง

แสดงถึงเปอร์เซนตค์วามซ ้ าจากการทดสอบ Bootstrap จ านวน 1000 ซ ้ า 

ควำมแตกต่ำงของเช้ือจำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์  secY  และ imp genes  : secY เป็น

โปรตีนท่ีท างานร่วมกบั secA และโปรตีนกลุ่ม sec system อ่ืนอีก (secYEG) ท่ีท าหน้าท่ีในการส่งออกสาร

คดัหลัง่จากไฟโตพลาสมาสู่เซลล์เจา้บา้น  ส่วน imp เป็นโปรตีนท่ีพบวา่มีความจ าเพาะต่อแมลงน าโรค  แต่

จากผลของความพยายามในการตรวจวเิคราะห์ secY โดยการทดลองใชไ้พร์เมอร์หลายคู่พบวา่ยงัไม่ประสบ

ผลส าเร็จ  โดยช้ินของดี เอ็น เอ ท่ีได้ตรงกับ ส่ วนของอ้อย (Saccharum hybrid cultivar BAC clone sh 

197G04,cv R570) อีกทั้งไม่มีรายงานยีนทั้งสองชนิดน้ีในออ้ย ท าให้ตอ้งใชฐ้านขอ้มูลยีนจากพืชชนิดอ่ืน จึง

ท าให้ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบไวไ้ม่มีความจ าเพาะต่อพืช ส่วนการพฒันาเทคนิคการตรวจ imp gene นั้น พบว่า

ไพร์เมอร์ชุดจาก Dr. Kawizawa สามารถเพิ่มปริมาณยีนน้ีไดส้ าเร็จในช่วงปี 2558 ตวัอยา่งออ้ยใบขาวชนิด 

SCWL ดว้ย nested-PCR โดยมีขนาดยนีท่ีไดป้ระมาณ 700 bp (ภาพท่ี 9) ทั้งน้ียงัไม่ไดท้  าการศึกษาล าดบัเบส

ของยีนน้ีในตัวอย่างท่ีรวบรวมจากแหล่งต่างๆ ซ่ึงจะด าเนินการในล าดับต่อไป เน่ืองจากเป็นยีนท่ีมี

ความส าคญัต่อการศึกษาชนิดของแมลงท่ีเป็นพาหะน าโรคใบขาวทั้ง 3 ชนิด   

 

 

 

ภำพที ่8 ขนำดของชิน้ดเีอน็เอทีไ่ด้จำกกำรเพิม่ปริมำณ imp gene 

ในตวัอย่ำง SCWL ในใบอ้อย   

                                                                                                                      

                                                                                                                      

                                                                                                                      
 



 กำรพฒันำเคร่ืองหมำยส ำหรับยนีอ่ืน : นอกจากกลุ่ม sec gene และ imp gene แลว้ ในงานวจิยัน้ี
ไดท้ดลองวธีิการตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคในออ้ยใน
แหล่งระบาดต่างๆ ดว้ยยนีในกลุ่มอ่ืน ไดแ้ก่ Tuf gene ( elongation factor-tu)  ท่ีพบในแบคทีเรียหลายชนิด 
และ GroEL  gene  ซ่ึงเป็นยนีในกลุ่ม chaperonin จากการสืบคน้ขอ้มูล พบวา่ยงัไม่มีรายงานล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องยนีเหล่าน้ีในเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ย การทดลองออกแบบไพร์เมอร์จากล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องเช้ือไฟโตพลาสมาอ่ืนๆ เป็นตน้แบบ พบวา่ยงัไม่ประสบผลส าเร็จ  

 

9.  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

การจดักลุ่มโรคใบขาวดว้ย 16S-23S rDNA และ secA gene ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกนั โดยแบ่งไดเ้ป็น 2 

กลุ่มใหญ่สอดคลอ้งกบัชนิดของเช้ือในพืช และอาการหลกั คือ กลุ่มเช้ือในออ้ย และกลุ่มเช้ือในหญา้ เช้ือไฟ

โตพลาสมาโรคใบขาวชนิด SCWL และ SCGS พบวา่มีความใกลชิ้ดกนัมาก ไม่วา่จะแยกดว้ยวธีิการใด 

ในขณะท่ีเช้ือไฟโตพลาสมาของออ้ยชนิด SCGGS มีความแตกต่างจาก 2 ชนิดน้ีอยา่งชดัเจน ทั้งน้ีสามารถ

จดัป็นกลุ่มใหม่ไดเ้น่ืองจากอาการของโรคท่ีไม่แสดงอาการใบขาว เช้ือไฟโตพลาสมาท่ีพบในพืชอาศยัเช่น

หญา้ซ่ึงถูกจดัเป็นเช้ือท่ีแตกต่างออกไป อาจไม่สามารถถ่ายทอดสู่ออ้ยได ้ แต่ทั้งน้ียงัไม่มีการศึกษาถึงแมลง

พาหะ อยา่งไรก็ตามในงานวิจยัน้ี สามารถตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมาชนิด SCWL ในหญา้ได ้ แต่มีเพียง 2 

ตวัอยา่งเท่านั้น ซ่ึงไม่ไดมี้การแสดงผลในรายงานน้ี เน่ืองจากตอ้งท าการศึกษาซ ้ าและส ารวจตวัอยา่งเพิ่มเพื่อ

ยนืยนัผล 

การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือด้วยยืน secA มีความละเอียด (resolution) ท่ีสูงกว่าการแยกด้วย 

16S-23S rDNA เน่ืองจากสามารถตรวจพบความแปรปรวนของเบสมากกว่า แต่อย่างไรก็ตามจุดท่ีแสดง

ความแปรปรวนของเบสภายในยนี secA ค่อนขา้งกระจดักระจายทัว่ทั้งสาย ซ่ึงจะส่งผลต่อการออกแบบไพร์

เมอร์เพื่อหาต าแหน่งในการสร้างเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใชใ้นการตรวจจบัยนีน้ี  

การตรวจหายนี secY, GroEL  และ Tuf gene ยงัไม่ประสบความส าเร็จเน่ืองจากยงัไม่มีรายงานใน

ฐานขอ้มูล การตรวจยีนในกลุ่ม secYEB มีความส าคญัต่อการตรวจแยกชนิดของเช้ือในออ้ย ซ่ึงอาจจะ

น าไปใชต้รวจชนิดของเช้ือในพืชอาศยัได ้ ในขณะท่ียนี imp จะท าใหส้ามารถขยายผลไปยงัการหาแมลง

พาหะของเช้ือไฟโตพลาสมาก่อโรคในออ้ยได ้ 

 

 



10. การน าผลงานวจัิยไปใช้ประโยชน์ : ใหร้ะบุผลงานท่ีส้ินสุด ไดน้ าไปใชป้ระโยชน์อยา่งไร พฒันาต่อ

หรือถ่ายทอด หรือเผยแพร่ หรือน าไปใชป้ระโยชน์กบักลุ่มเป้าหมาย (ระบุเป็นขอ้ๆ) 

 10.1 เป็นขอ้มูลประกอบในผลงานวจิยัดีเด่นของกรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2558 

 10.2 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวชิาการ สวพ. 3 เร่ืองการจดัท าแปลงพนัธ์ุ

ออ้ยสะอาด วนัท่ี 11 มีนาคม 2558 

 10.3   เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวิชาการและเกษตรกร หลกัสูตร การเพิ่ม

ประสิทธิภาพการผลิตออ้ยโรงงาน จ านวน 2 รุ่น ระหวา่งวนัท่ี 9-11 มิถุนายน 2558 ท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่

ขอนแก่น และ วนัท่ี 23-25 มิถุนายน 2558 ท่ีศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรสุพรรณบุรี 

 10.4 ถ่ายทอดขอ้มูลบางส่วนในรายการ กา้วไกลกบักรมวิชาการเกษตร เร่ืองโรคใบขาวของออ้ย 

ออกอากาศทางโทรทศัน์ ปีงบประมาณ 2558 

 10.5 ถ่ายทอดขอ้มูลบางส่วน เร่ืองโรคใบขาวของออ้ย ออกอากาศทางวทิย ุปีงบประมาณ 2558 

 10.6 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการแสดงโปสเตอร์ความรู้เร่ืองโรคใบขาวในออ้ย ในงานเปิดบา้นกรม

วชิาการเกษตร ปีงบประมาณ 2558  

 10.7 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการแสดงโปสเตอร์ความรู้เร่ืองโรคใบขาวในออ้ย ใหแ้ก่เกษตรจากแหล่ง

ต่างๆ ท่ีมาดูงานท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น ปีงบประมาณ 2558 

 10.8 แถลงผลงานในงานประชุมออ้ยแห่งชาติ ประจ าปี 2555 ณ โรงแรมเซนทารา จ. ขอนแก่น และ

ตีพิมพผ์ลงานในวารสารแก่นเกษตร (Khon Kaen Agr.J. 40 Supplement 3 : 231-240 (2012)) 

10.9 แถลงผลงานในการประชุมร่วมระหวา่ง JIRCAS-KKU-KKFCRC ในวนัท่ี 19 ธนัวาคม 2556 

เร่ือง development of quantitative method of SCWL by realtime PCR ณ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

10.10 แถลงผลงานและตีพิมพใ์นงานประชุม International Society of Sugarcane technology 

(ISSCT) 2013 ใน Congress Proceeding : BP27 Sugarcane white leaf and Sugarcane Grassy Shoot 

Diseases in Thailand and Their Detection Methods. ณ ประเทศบราซิล 

10.11 เผลแพร่ล าดบัเบสของ SCWL, SCGS และ SCGGS ของยนีต าแหน่ง 16S-23S rDNA และ 

secA ในฐานขอ้มูล NCBI 

 

 



11. ค าขอบคุณ : ขอขอบคุณผูช่้วยนกัวิจยัทุกคนท่ีช่วยใหก้ารด าเนินงานประสบความส าเร็จดว้ยดี 

ขอขอบคุณ JIRCAS : Mr. Ando Shataro, Dr. Kawabe, Dr. Kobori Youishi, Mr. Yoshifumi Terajima ท่ีให้

การสนบัสนุน และขอขอบคุณ Dr.  Shigeyuki Kakizawa จาก National Institute of Advanced Industrial 

Science and Technology (AIST), Bioproduction Research Institute ประเทศญ่ีปุ่น ท่ีใหค้  าปรึกษาและ

ออกแบบไพร์เมอร์ imp gene ในการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมา 
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