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ABSTRACT 
Sugarcane white leaf disease is the important disease that causes significant loss to 

sugarcane production in Thailand.  No effective illimination method available so far.  The disease 
spreads among plants by leafhoppers, but the most damaging incident is caused by spreading of the 
infected seed canes.  Healthy canes and tissue culture plantlets have been employed to control the 
disease.  Thus, an effective detection method is essential for disease screening prior to producing 
healthy plantlets.  A diagnostic method based on nested-PCR targeted 16S-23S intergenic spacer 
region (ISR) of the phytoplasma rRNA gene, is being employed widely.  Despite highly sensitive, it 
often shows false positive from contamination and primers non-specificity that leads to 
misdiagnosis.  Moreover, it is time consuming and costly due to the requirement of double PCRs.  
This is the first report to develop a detection technique specified secA gene of sugarcane white leaf 
disease.  The new markers set proved to be more effective by showing highly specific, faster and 
better resolution.  Data validation by genotyping and sequencing of the resulting 275 bp PCR 
product showed highly specificity to sugarcane white leaf phytoplasma.  Banding intensity of the 
product correlated with whiteleaf symptom which implicating different phytoplasma levels.   The 
amplification condition enables detection of target DNA at the lowest concentration of 10-7 ng/ μl 
which is better than the 700 bp but not as sensitive as the 210 bp locus of the nested-PCR.  
However, a higher sensitivity of secA detection can be achieved by performing two PCR rounds.  
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The secA sequences provide better resolution than ISR’s by exhibiting 3-31 base mutations among 3 
symptoms: whiteleaf, grassy shoot and green grassy shoot, while only 1-4 base mutations revealed 
from ISR. SecA sequences of sugarcane white leaf and green grassy shoot phytoplasmas were first 
reported as the result of this finding. 
Key words: sugarcane whiteleaf disease, phytoplasma, secA, nested-PCR 

 

บทคัดยอ 
โรคใบขาวของออยเปนปญหาสําคัญมากในการปลูกออย เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาและยัง

ไมมีวิธีการกําจัดเช้ือนี้อยางไดผล แมแมลงจะเปนพาหะในการถายเช้ือ แตการแพรกระจายอยาง
รวดเร็วเกิดจากการใชทอนพันธุติดเช้ือ การใชทอนพันธุสะอาดหรือตนจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเปน
สวนหนึ่งของการจัดการโรคนี้ท่ีไดผลดี ดังนั้นวิธีการตรวจโรคท่ีดีจึงเปนข้ันตอนสําคัญในการคัด
พันธุสะอาดหรือปลอดเช้ือเพื่อขยายพันธุ การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาโดยท่ัวไปใชเทคนิค  nested  PCR 
ท่ีตรวจเช้ือในตําแหนง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR) นับเปนวิธีท่ีมีความไวสูง  แต
ตองใชเวลาและคาใชจายมากเพราะใชปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง และมักมีปญหาผลบวกปลอมจากการ
ปนเปอนและความไมจําเพาะของไพรเมอร ทําใหแปลผลยาก รายงานนี้เปนรายงานแรกท่ีมีการนํา 
secA gene มาพัฒนาเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความจําเพาะกับโรคใบขาวในออย สําหรับตรวจคัด
กรองโรค มีประสิทธิภาพดีกวาวิธีการเดิมท่ีใชอยู ใชเวลาตรวจเร็วกวา และใหขอมูลไดมากกวา โดย
พัฒนาไพรเมอรใหจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออยเทานั้น ขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ี
ไดประมาณ 275 bp  ใชสภาวะในการตรวจชนิด direct-PCR จึงลดปญหาผลบวกปลอม ความเขมแสง
ของแถบดีเอ็นเอท่ีไดสามารถใชระบุระดับปริมาณเช้ืออยางคราวๆ ได การตรวจพิสูจนความถูกตอง
ของวิธีการดวย genotyping และลําดับเบส พบวาวิธีการนีมีความจําเพาะสูงกวาวิธี nested-PCR โดยไม
ตรวจจับเช้ือไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนรวมท้ังแบคทีเรีย มีความไวในการตรวจดีเอ็นเอเปาหมายดีกวา
ตําแหนง 700 bp ของวิธี nested-PCR  โดยไดประมาณ 10-7 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แตนอยกวา
ตําแหนง 200 bp มีความสามารถในการจําแนกความแตกตางระหวางเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาว ใบ
ขาวกอฝอย และกอตะไครดวยการวิเคราะหลําดับเบสไดสูงกวา โดยพบเบสที่แตกตางกันต้ังแต 3-31 
เบส ซ่ึงตําแหนง ISR มีความแตกตางกันเพียง 1-4 เบสเทานั้น แมจะมีความไวตํ่ากวาวิธี nested-PCR 
เล็กนอย แตสามารถเพ่ิมความไวใหสูงข้ึนไดดวยทําปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง วิธีใหมนี้เหมาะสําหรับ
การนําไปใชตรวจพิสูจนโรคใบขาวของออย และการจําแนกความแตกตางของเช้ือไฟโตพลาสมาชนิด
นี้ ผลจากการพัฒนาน้ีทําใหสามารถตรวจพบลําดับเบส secA gene ของเช้ือใบขาว และกอตะไครได
เปนคร้ังแรก 
คําหลัก: ออยใบขาว, ไฟโตพลาสมา 
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คํานํา 
 ออยเปนพืชสําคัญอันดับตนๆ ของไทย มีการขยายพ้ืนท่ีปลูกเพิ่มข้ึนทุกป จากการสํารวจของ
สํานักคณะกรรมการออยและนํ้าตาลพบวาในปการผลิต 2554/55 มีพื้นท่ีปลูกออยรวมประมาณ 9 ลานไร 
สวนใหญอยูในภาคอีสานและภาคกลาง มีการขยายพื้นท่ีปลูกเพิ่มข้ึนจากปกอนเฉล่ียประมาณ            
6 เปอรเซนต (กลุมงานสารสนเทศอุตสาหกรรมออยและนํ้าตาล, 2555) ผลกระทบตอผลผลิตและ
คุณภาพของออยข้ึนกับสภาพแวดลอม ท้ังความอุดมสมบูรณของดินและน้ํา รวมท้ังปญหาดานโรค
และแมลงศัตรู โรคใบขาวนับเปนโรคท่ีสรางความเสียหายอยางมากตอการปลูกออยเปนเวลานาน
มาแลว โดยเฉพาะในภาคอีสาน มีการระบาดของโรคอยางรุนแรงเปนชวงๆ ในหลายพื้นท่ี สาเหตุ
ใหญเกิดจากขาดความตอเนื่องและการบูรณาการในการแกปญหาอยางจริงจัง และท่ีสําคัญขาดความรู
และความเขาใจโรคและเช้ือนี้อีกดวย 

โรคใบขาวของออยเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาซ่ึงเปนแบคทีเรียขนาดเล็ก ในกลุมแกรมบวก 
ไมมีผนังเซลล มีจีโนมขนาดเล็กท่ีมีปริมาณ AT สูง (ประมาณ 70-80%; Oshima  et al., 2004) ถูกจัด
อยูในช้ันมอลลิคิวเตส (Class Mollicutes) ภายในวงศไมโคพลาสมา (Family Mycoplasmataceae) 
ชนิด Candidatus phytoplasma กลุม 16SrXI : Rice yellow dwarf group (Zhao, et al., 2010) เช้ือนี้
อาศัยอยูในเซลลทออาหารของพืช ถายทอดไดดวยเพล้ียจั๊กจั่นสีน้ําตาล (Weintraub and Beanland, 
2006; Hanboonsong et al., 2005) เนื่องจากเช้ือนี้ไมสามารถเล้ียงในอาหารสังเคราะหได ทําให
การศึกษาทําไดจํากัด หลายชนิดยังไมมีรายละเอียดและไมสามารถจัดกลุมได เช้ือนี้มีขบวนการเมตา
บอลิสมท่ีทําไดเองเพียงเล็กนอย เกือบท้ังหมดใชขบวนการจากเจาบานท่ีมันอาศัยอยู เช้ือสามารถเขา
ทําลายขบวนการตางๆ ภายในเซลลของเจาบานดวยวิธีการท่ีซับซอน เชน ใชโปรตีนเกาะผนังเซลล 
(membrane bound protein) และโปรตีนคัดหล่ัง (secreted protein) ท่ีเปนโปรตีนชักนําใหเกิดโรค 
(virulence protein) (Sugio et al., 2011) ในออยเช้ือสามารถเขาทําลายตนไดทุกชวงอายุ อาการเดนชัด
เม่ือออยถูกเขาทําลาย ไดแก ขอส้ัน ใบแคบลง มีการแตกกอมาก ใบมีสีขาวหรือขาวสลับเขียว บางคร้ัง
จะพบหนอใหมเปนสีขาว จากนั้นเร่ิมแหงและตายในท่ีสุด ทําใหผลผลิตลดลง ไวตอไดนอยหรือ
ไมไดเลย แมเช้ือจะถายทอดจากตนสูตนโดยแมลง แตการแพรกระจายท่ีรวดเร็วเกิดจากการใชทอน
พันธุติดเช้ือ ในพื้นท่ีดินทรายเชนในภาคอีสาน มักพบการระบาดรุนแรง การใชทอนพันธุท่ีแข็งแรง
รวมกับการปรับปรุงดินและการใหน้ําอยางเพียงพอพบวาชวยลดความเสียหายจากโรคใบขาวได 
(กอบเกียรติ และคณะ, 2554) ดังนั้นจึงมีคําแนะนําใหมีการสรางแปลงแมพันธุสะอาด เพื่อผลิตทอน
พันธุท่ีแข็งแรงสําหรับนําไปขยายตอ แตตนท่ีมีอาการแฝงจะไมมีอาการใบขาว และอาการใบขาว
อาจจะสับสนกับการขาดธาตุบางชนิด แยกความแตกตางยาก จึงมีการผลิตชุดตรวจสอบข้ึนเพื่อใชคัด
กรองโรคในแปลงแมพันธุ แตไมประสบความสําเร็จเนื่องจากเกิดผลลบปลอมเปนสวนใหญ ซ่ึง
สาเหตุหลักเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยมีหลายไอโซเลต (ศุจิรัตน และคณะ, 2555ก; 
Sakuanrungsirikul et al., 2012) และแอนติบอดี้ท่ีไดไมไดสรางข้ึนจากโปรตีนท่ีเปนบริเวณอนุรักษ 
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(conserved region) (ศุจิรัตน และคณะ, 2552) อีกท้ังเทคนิคท่ีใชไมสามารถตรวจจับเช้ือในปริมาณตํ่า
ได (Viswanathan et al., 2011) ปจจุบันยังไมมีวิธีการที่มีความไวและแมนยําสําหรับใชตรวจเช้ือนี้ได
ในภาคสนาม 

การตรวจโรคใบขาวในออยนิยมใชวิธี nested-PCR ซ่ึงเปนวิธีท่ีมีความไวสูง โดยใชชุด
ไพรเมอรสําหรับตรวจจับดีเอ็นเอท่ีตําแหนง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR)  
(Srivastava et al., 2006, Hanboonsong  et al., 2005) แตจากประสบการณการใชเทคนิคนี้พบวาเกิด
การปนเปอนไดงาย ซ่ึงเกิดจากความไมจําเพาะของไพรเมอรและการทําปฏิกิริยาพีซีอารสองชุด ทําให
ตองมีการตรวจสอบซํ้าหลายคร้ัง อีกท้ังยังมักเกิดผลบวกปลอมจากความไมจําเพาะของชุดไพรเมอร
และตําแหนงท่ีตรวจสอบ โดยพบวาตรวจจับไฟโตพลาสมาชนิดอ่ืนในพืชอ่ืน รวมท้ังแบคทีเรียกลุม
ตางๆ ภายในตนไดอีกดวย เชน Bacillus spp., Staphyllococcus spp. และ Bacteriodes spp. (ศุจิรัตน 
และคณะ, 2555ข; Harrison et al., 2002) ทําใหสับสน แปลผลยาก การจัดกลุมเช้ือโดยใชความ
แตกตางลําดับเบสของยีนดังกลาวพบวามีความจํากัด เพราะเปนบริเวณแปรปรวนตํ่า อีกท้ังยังมีจํานวน 
2 ชุดภายในจีโนม ซ่ึงบางกลุมพบวาเปน heterozygous อีก ทําใหมีปญหาในการจัดกลุมและวิเคราะห
ความเสถียรของการแบงกลุม (De La Rue et al., 2001) จากปญหาดังกลาว จึงทําใหมีการใชยีนอ่ืน
เพิ่มเติมเพื่อใหไดวิธีท่ีดียิ่งข้ึนและเชื่อถือได ในระยะเวลาท่ีผานมามีการนํา secA gene ซ่ึงเปนยีน
สําคัญตอการดํารงชีวิตของแบคทีเรีย (Tjalma et al., 2000) มาใชในการจําแนกชนิดเช้ือไฟโตพลาสมา 
(Hodgettes et al., 2008)  secA เปน membrane protein หนึ่งท่ีทําหนาท่ีสงถาย preprotein-secB 
complex ใหกับ secYEG membrane-imbedded tanslocon เพื่อขับโปรตีนออกสูดานนอกเซลล และถูก
ควบคุมดวย secM signal peptide (Lycklama, et al., 2012) การศึกษา secA gene ในเช้ืออ่ืนเร่ิมจากการ
ใชลําดับเบสจากโครงการวิจัยจีโนมของ Onion yellow phytoplasma (OY) ซ่ึงมีความยาว 2505 bp 
สามารถแปลเปนสายเปปไทดความยาว 835 หนวยกรดอะมิโน (Kakizawa  et al.,  2001) มีการโคลน
ยีนนี้และสรางโปรตีนสําหรับผลิตแอนติบอดี้เพื่อตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาบางชนิด เชน apple 
proliferation, onion yellow เปนตน  (Wei  et al., 2004) ตอมา Hodgetts et al. (2008) ไดนําลําดับเบส 
OY secA gene จัดเรียงกับ AY witches’-broom รวมกับตําแหนงยีนท่ีสัมพันธกันใน coconut lethal 
yellowing phytoplasma ท่ีอยูในกลุม 16SrIV และสรางชุดไพรเมอรเพื่อใหสามารถตรวจไฟโต
พลาสมาครอบคลุมกลุมตางๆ ได แตไมสําเร็จ เพราะมีขอมูลลําดับเบสท่ีจํากัด แตจากงานวิจัยของ
ศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน ไดมีการสํารวจและรวบรวมเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยและหญา
บางชนิด จากหลายแหลงท่ัวประเทศ ทําใหมีฐานขอมูลเช้ือโรคใบขาวโดยเฉพาะในออยท่ีกวางมาก 
จึงมีศักยภาพท่ีจะนํามาพัฒนาวธีการตรวจนี้ได ซ่ึงจะทําใหไดเคร่ืองหมายโมเลกุลสําหรับตรวจและ
จําแนกชนิดเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยท่ีมีความจําเพาะเจาะจง ท่ีจะทําใหไดขอมูลท่ีถูกตอง 
แมนยํา และเช่ือถือได มากกวาการตรวจดวยตําแหนง ISR ท่ีใชในปจจุบัน 
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อุปกรณและวิธีการ 
ตัวอยางท่ีศึกษา : ออยท่ีเปนโรคใบขาว ไดแก อาการใบขาว อาการใบขาวรวมกับกอฝอย อาการกอ

ตะไคร จากแหลงปลูกตางๆ และหญาท่ีมีอาการใบขาว จํานวน 90 ตัวอยาง ตัวอยางสุมสํารวจจาก

แปลงเกษตรกรในภาคอีสานและตะวันตกจํานวน 300 ตัวอยาง และตัวอยางจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ

จํานวน 20 ตัวอยาง เก็บรักษาตัวอยางใบ ตามวิธีของ Wongwarat et al. (2011) 

การสกัดดีเอ็นเอ : สกัดดีเอ็นเอจากใบโดยวิธี Li and Midmore (1999) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
โดยวิธีอิเลคโตรโฟริซิส บนอะการโรสเจลความเขมขน 1% ใน 0.5X TBE ยอมผลดวยสาร SYBR 
gold (invitrogen, USA) ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ประมาณ 40 นาที ตรวจสอบผลแถบ
ดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต บันทึกผลโดยการถายภาพดวยเคร่ืองบันทึกภาพดีเอ็นเอ 
การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาตําแหนง 16S-23S ISR ดวย nested-PCR : ทําตามวิธีของ ศุจิรัตน และคณะ 

(2555ก) ใชไพรเมอร (MLO-X/ MLO-Y และ P1/P2) ตามรายงานของ Hanboonsong et al. (2005) 

การออกแบบไพรเมอร secA gene : ใชลําดับเบสจากฐานขอมูล NCBI ซ่ึงมีเพียงรายงานของเช้ือ 

Sugarcane grassy shoot (accession AM261835.1, AM261834.1, DQ459440) เทียบกับลําดับเบสของ

ช้ินสวน secA gene ของออยพันธุขอนแกน 3 ท่ีเปนโรคใบขาว และหญาท่ีมีอาการใบขาว ท่ีไดจาก

การเพิ่มปริมาณตามวิธีของ Hodgetts et al. (2008) ทําการจัดเรียงโดยใช Clustal W (Thompson et al., 

1994) ออกแบบไพรเมอรในบริเวณอนุรักษท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางหญากับออย ตรวจสอบ

คุณภาพไพรเมอรท่ีไดดวยโปรแกรมสําเร็จรูป “Oligo Calc” ไดลําดับเบสของไพรเมอร ดังนี้ secA 

forward :  5’GTT TTA TAT GGA TGC TAA TCG TTT T 3’ ;  secA reverse : 5’ CTA YTG TTC 

TTC CTG TAA ATT GAT C  โดย Y คือ C หรือ T 

การตรวจเชื้อดวยไพรเมอร secA : เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยเคร่ือง Thermocycler (Geneamp 

9700, Perkin Elmer, USA) ปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย  1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 

dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA),  3 μl  DNA template (100 ng/μl) และ 0.5 μM 

forward และ reverse primers ในปริมาตรรวม 15 μl มีโปรแกรมการเพ่ิมปริมาณดังนี้  94 ๐C / 2 นาที  

ตามดวย 25 รอบของ 94 ๐C / 30 วินาที,  60 ๐C / 30 วินาที และ 72 ๐C / 45 วินาที ตามดวย 72 ๐C / 10 

นาที และเก็บรักษาท่ี 25 ๐C ตรวจผลดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาดังอธิบายขางตน 

การศึกษาลําดับเบส : เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาพีซีอาร สกัดช้ินดีเอ็นเอจากเจลโดยใช

ชุดน้ํายาสําเร็จรูป (RBC Bioscience, Taiwan) สงวิเคราะหลําดับเบส (Firstbase, Malaysia) เทียบผล

กับฐานขอมูลใน NCBI   จัดเรียงขอมูลดวยโปรแกรม Clustal W  
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การศึกษา Genotyping  :  ทําการวิเคราะหดวยเคร่ือง LightCycler 480 (Roche, Germany) โดยตรวจ
ตําแหนง 210 bp ของ 16S-23S ISR ปฏิกิริยาประกอบดวย 0.25 μM P1/ P2 (Hanboonsong et al., 
2005), 1x SYBR Green I master (LightCycler 480, Roche, Germany), 25 ng/ μl  DNA template (5 
μl) ปริมาตรรวม 20 μl ทําการเพ่ิมปริมาณดังนี้ 95๐C/ 10  นาที, ตามดวย 95๐C / 20 วินาที, 62๐C / 20 
วินาที, 72๐C / 30 วินาที จํานวน 45 รอบ วิเคราะห melting curve ประกอบดวย 95๐C / 5วินาที, 68๐C / 
10 วินาที, 77๐C / 10 วินาที,  cooling  40๐C / 30 วินาที 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 
ขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายและความแมนยําของไพรเมอร : ในการพัฒนาวิธีการ เบ้ืองตนใช

ชุดไพรเมอร secA gene ตามรายงานของ Hodgetts et al. (2008) ซ่ึงใชวิธี semi-nested-PCR และไพร
เมอรเปน degenerate base ในหลายตําแหนง ท่ีรายงานวาเปน universal primer สามารถตรวจเช้ือไฟ
โตพลาสมาไดหลายชนิด แตเม่ือทดสอบกับตัวอยางออยท่ีเปนโรคใบขาว  พบวาไมประสบ
ความสําเร็จ ตรวจไดเพียงบางตัวอยางเทานั้นและไมสามารถทําซํ้าเดิมได แมทําการปรับเปล่ียนสภาวะ
ในการตรวจใหม รวมท้ังเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ ดังนั้นจึงคัดเลือกและสกัดช้ินดีเอ็นเอท่ีปรากฏ
ชัดเจนในตัวอยางท่ีเกิดแถบได นําไปศึกษาลําดับเบส และเปรียบเทียบกับขอมูลอ่ืนในฐานขอมูล
สากลซ่ึงมีเพียงรายงานอาการใบขาวกอฝอย (sugarcane grassy shoot)ในออยเทานั้น ไพรเมอรท่ีได
เกิดจากการเลือกบริเวณอนุรักษใน secA gene ท่ีจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออย
เทานั้นเพื่อขจัดปญหาความสับสนจากเช้ืออ่ืนท่ีอาจไมใชเช้ือกอโรคในออย จากการตรวจในตัวอยาง
ออยใบขาว พบวาดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดประมาณ 275 bp (Fig.1) และสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอนี้ได
ทุกตัวอยางท่ีมาจากแหลงปลูกตางๆ แสดงถึงความแมนยําของไพรเมอรท่ีสามารถตรวจไดทุกไอโซ
เลตท่ีรวบรวมได จากการสํารวจออยท่ีเปนโรคใบขาวในแหลงตางๆ ท่ัวประเทศ พบอาการหลัก 3 
อาการ ไดแก อาการใบขาว (white leaf) ใบขาวรวมกับกอฝอย (grassy shoot) และกอตะไคร (green 
grassy shoot) ซ่ึงไมมีใบขาวแตมีแตกกอฝอยคลายกอตะไคร (อัปสร และคณะ, 2540) สําหรับอาการ
ใบขาว และใบขาวรวมกับกอฝอย สวนใหญพบไดในภาคอีสานและภาคกลาง สวนอาการกอตะไคร
มักพบไดท่ีภาคกลางตอนบนตอกับภาคเหนือตอนลาง (ศุจิรัตน และคณะ 2555ก) 

ปญหาของการใช 16S-23S ISR:  แมชุดไพรเมอร MLO-X/MLO-Y และ P1/P2 ท่ีใชตรวจเช้ือ
ไฟโตพลาสมาในตําแหนง 16S-23S ISR จะถูกระบุวามีความจําเพาะเจาะจงตอเช้ือไฟโตพลาสมาโรค
ใบขาวในออย (ชนานัฐ และคณะ, 2555) แตจากการทดลองพบวาเกิดแถบดีเอ็นเอไดกับตัวอยางพืช
อ่ืนท่ีทดลองนํามาตรวจสอบหลายชนิดท้ังมีและไมมีอาการโรค เชน มันสําปะหลัง กลวย หญา เฟรน 
มะขาม แพงพวย ซ่ึงสวนใหญใหขนาดดีเอ็นเอใกลเคียงกับท่ีพบในออย ทําใหเกิดขอสงสัยถึงความ
ถูกตองของผลท่ีได และความไมจําเพาะของไพรเมอร (Fig. 2a)  การเพิ่มอุณหภูมิชวง annealing ให
สูงข้ึนแมจะทําใหวิธีการมีความจําเพาะมากข้ึน แตพบวาเกิดผลลบปลอม ทําใหตัวอยางท่ีตรวจไมพบ
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เช้ือดวยวิธีดังกลาวแสดงอาการใบขาวใหเห็นในภายหลัง ท้ังในโรงเรือนและแปลงปลูก สงผลกระทบ
ตองานทดลองและเกษตรกรท่ีนําออยเหลานี้ไปปลูกขยาย การตรวจตัวอยางท่ีมีการติดเช้ือซํ้าซอน
หลายชนิด พบแถบดีเอ็นเอหลายแถบ ทําใหเกิดความสับสน และแปลผลยาก (Fig. 2b,c)   

การตรวจพิสูจนความจําเพาะของไพรเมอร secA: การทดสอบไพรเมอรและวิธีการที่ใชตรวจ 
secA gene พบวามีความจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยสูง จากการตรวจพิสูจนใน
ตัวอยางออยท่ีสํารวจจากแปลงเกษตรกรท่ีพบวาติดเช้ือโรคราสนิมรวมดวย เม่ือตรวจดวยชุดไพรเมอร
สําหรับ 16S-23S ISR พบเกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนหลายแถบ (Fig. 2b) แตเม่ือตรวจพิสูจนดวย secA 
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 275 bp ในบางตัวอยางเทานั้น (ไมไดแสดงผล) เชนเดียวกันกับผลการตรวจ
ตัวอยางออยท่ีไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนรวมดวย พบดีเอ็นเอเกิดข้ึน
จํานวนหลายแถบนอกเหนือจากตําแหนง 700 bp และ 210 bp ทําใหไมสามารถรายงานไดวามีการติด
เช้ือไฟโตพลาสมาหรือไม หรือเปนเช้ืออ่ืนท่ีอยูภายในพืชเอง เม่ือตรวจพิสูจนดวยชุดไพรเมอร secA 
พบวามีเพียงตัวอยางเดียว (#49) เทานั้นท่ีเกิดแถบได (Fig. 2c, d) ผลการวิเคราะห genotype ของ
ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 210 bp ในตําแหนง 16S-23S ISR ท่ีมีการรายงานวาจําเพาะกับเช้ือไฟโต
พลาสมาโรคใบขาวน้ัน สอดคลองกับผลการตรวจดวยไพรเมอร secA โดยพบวามีบางตัวอยางจาก
แปลงท่ีติดโรคราสนิม และตัวอยางหมายเลข 49 จากเนื้อเยื่อเทานั้นท่ีแสดงคา melting curve ตรงกับ 
positive control ท่ีเปนเช้ือใบขาวของออย (Fig. 3a, b)  

ความจําเพาะของไพรเมอรชุด secA เทียบกับ ชุดไพรเมอร MLO-X / MLO-Y และ P1/P2 
โดยการตรวจเช้ือใบขาวในออยและหญา 2 ชนิด พบวาไพรเมอรชุดหลังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
จากตัวอยางท้ังออยและหญาได ในขณะท่ี secA เกิดแถบดีเอ็นเอเฉพาะในออยเทานั้น (Fig. 4a, b) เม่ือ
ทําการวิเคราะหลําดับเบสของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจากการตรวจหญาพบวามีลําดับเบสตรงกับ Golden 
beard grass white leaf phytoplasma (AB642601.1)  และ Malaysia Bermuda grass  white leaf 
phytoplasma  (EU294011.1) ในฐานขอมูลของ NCBI สวนช้ินดีเอ็นเอที่ตรวจไดจากออย พบวาตรง
กับ Sugarcane white leaf phytoplasma (AB646271.1 และ HQ917068.1) ) ขอมูลท่ีไดนี้จึงยืนยันถึง
ความถูกตองและความจําเพาะของชุดไพรเมอร secA ท่ีสรางข้ึนตอเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออย  

ขอมูลเชิงปริมาณและความไวในการตรวจดีเอ็นเอเปาหมาย : จากการสังเกตุพบวาความเขม
ของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตรวจดวย secA แปรเปล่ียนตามความรุนแรงของอาการใบขาว ซ่ึงจาก
การศึกษาของ ศุจิรัตน และคณะ (2554) พบวาปริมาณเช้ือในกลุมตัวอยางท่ีมีอาการใบขาว ใบขาว
เขียว และใบเขียว มีมากไปนอยตามลําดับ และแถบดีเอ็นเอท่ีไดมีความเขมแสงจากมากไปนอย
เชนกัน เม่ือเปรียบเทียบกับความเขมแสงของแถบดีเอ็นเอขนาด 700 bp ท่ีไดจากการตรวจดวย 16S-
23S ISR ท่ีสามารถใชในการประเมินปริมาณเช้ือได (ศุจิรัตน และคณะ, 2554) รวมกับแถบของ secA 
พบวามีแนวโนมไปในทางเดียวกัน และสามารถเกิดแถบดีเอ็นเอในกลุมใบเขียวซ่ึงเปนกลุมท่ีมีเช้ือ
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นอยได (Fig. 4) เชนเดียวกับการใช nested-PCR ตรวจท่ีตําแหนง 16S-23S ISR แตในกรณีปริมาณเช้ือ
ตํ่ามาก secA จะไมสามารถตรวจได ตองใชการทําพีซีอารสองคร้ัง    

การทดสอบความไว (sensitivity) โดยการเจือจางผลผลิตพีซีอารเปาหมาย พบวาสามารถ
ตรวจปริมาณ secA ไดตํ่าสุดประมาณ 10-7 ng/μl ซ่ึงตํ่ากวาตําแหนง 700 bp ของวิธี nested-PCR ท่ี
ตรวจไดตํ่าสุดประมาณ 10-3 ng/μl ในขณะท่ีตําแหนง 210 bp ท่ีเกิดจากการนําผลผลิตจากพีซีอารชุดท่ี
หนึ่งมาใชในชุดท่ีสองในการทํา nested-PCR นั้นพบวาสามารถตรวจไดตํ่าถึงระดับ  10-10 ng/μl (Fig.5) 
การศึกษาเบ้ืองตนเพื่อคาดคะเนจํานวนเซลลไฟโตพลาสมาดวย 700 bpโดยใชพลาสมิดท่ีมีช้ินยีน
เปาหมาย (ตําแหนง 700 bp ของ ISR) ท่ีทราบความเขมขนเปนตัวเปรียบเทียบในปฏิกิริยา สามารถ
คาดคะเนไดวามีเช้ืออยูประมาณ 500 cells/μl ดังนั้น secA สามารถตรวจไดจํานวนตํ่ากวานี้อีกเล็กนอย 
ท้ังนี้จากการทดลองวิเคราะหเพิ่มเติมดวย Realtime PCR และใชพลาสมิดท่ีมีช้ิน ISR ดังกลาวเปนตัว
ตรวจสอบ รวมกับการวิเคราะหตัวควบคุม (18S rRNA gene) เพื่อศึกษาถึงจํานวนเช้ือในกลุมตัวอยาง
อาการตางๆ ท่ีอยูในดีเอ็นเอพืชในปริมาณท่ีเทากันพบวาตัวอยางกลุมใบเขียวมีเช้ือไฟโตพลาสมา
ประมาณ 10-100 เซลลในดีเอ็นเอพืชปริมาณ 1 นาโนกรัม กลุมใบขาวเขียว มีประมาณ 1,000-10,000 
เซลล และในกลุมใบขาวมีประมาณมากกวา 100,000 เซลล แตในขณะน้ียังไมสามารถระบุชวงรอยตอ
ท่ีชัดเจนไดเนื่องจากอยูระหวางดําเนินการ เม่ือนําขอมูลดังกลาวมาเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีไดจากการ
ตรวจสอบปริมาณตํ่าสุดทําใหคาดคะเนไดวาวิธี secA นี้ นาจะตรวจเช้ือไดปริมาณตํ่าสุดในชวง
ปริมาณ 100-1000 เซลลตอดีเอ็นเอพืช 1 นาโนกรัม หากใชการตรวจดวยเคร่ืองพีซีอารท่ัวไป  

ความละเอียดของขอมูลลําดบัเบส 
จากรายงานของ ศุจิรัตน และคณะ (2555ก) ท่ีใชลําดับเบสตําแหนง 16S-23S ISR จําแนกกลุม

เช้ือไฟโตพลาสมาในออย พบวาโรคใบขาวท้ังสามอาการดังกลาวเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาที่ตางกัน 
โดยกลุมอาการใบขาวมีลําดับเบสตรงกับ SCWL phytoplasma (HQ917068.1) ในฐานขอมูล NCBI 
กลุมอาการใบขาวรวมกับกอฝอยตรงกับ SCGS phytoplasma (AB243298.1) สวนกลุมอาการกอ
ตะไครเปนชนิดใหมยังไมมีรายงาน และคณะวิจัยนี้ไดรายงานลําดับนิวคลิโอไทดท้ังสองตําแหนงนี้นี้
ไปยัง NCBI (JX987239.1 และ JX987242.1) โดยใชช่ือวา sugarcane green grassy shoot (SCGGS) 
phytoplasma ตาม อัปสร และคณะ (2540) ซ่ึงไดรายงานอาการดังกลาวไว การเปรียบเทียบจํานวน
ความแตกตางของลําดับเบสของไฟโตพลาสมาท้ัง 3 ชนิดนี้ รวมท้ังไอโซเลต SCWL ท่ีมีความ
แปรปรวน (KAL001-2) ดวยตําแหนง 16S-23S ISR พบความแปรปรวนเพียง 4 จุดเทานั้นจากสายดี
เอ็นเอความยาว 209-212 bp ระหวาง SCWL และ SCGS พบการขาดหายไปของเบส (deletion) สวน 
SCGGS ไมพบ deletion แตมีการแทนท่ีเบสชนิด Transversion (A/T) (Table 1)  แตลําดับเบสของ 
secA ในตัวอยางดังกลาวพบวามีความแปรปรวนสูงถึง 31 จุดจากความยาวสาย 275 bp ซ่ึงท้ัง 31 จุดนี้
ทําให SCGGS แตกตางจาก SCWL และ SCGS โดยเปนการแทนท่ีเบสชนิด Transition (G/A, C/T) 
จํานวน 24 จุด และชนิด Transversion (C/A, T/A) จํานวน 7 จุด สวนความแตกตางระหวาง SCWL 
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และ SCGS มีความแตกตางกันท้ังส้ิน 3 จุด เปนชนิด Transition ท้ังส้ิน ในธรรมชาติการแทนท่ีเบส
ชนิด Transition พบไดถ่ีกวาชนิด Transversion ความแตกตางเหลานี้อาจมีสวนสัมพันธกับยีนท่ี
ควบคุม Effector protein ของไฟโตพลาสมา (Sugio, et al., 2011) และความรุนแรงในการกอโรคของ
เช้ือท้ัง 3 ชนิดนี้ ผลจากการศึกษาลําดับเบสดังกลาวนี้จึงแสดงใหเห็นวาตําแหนง secA gene สามารถ
นํามาใชเปนขอมูลเพิ่มเติมในการจัดจําแนกกลุมเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออยไดละเอียด
ยิ่งข้ึน 

สรุปผลการทดลอง 
การพัฒนาวิธีตรวจโรคใบขาวของออยวิธีใหมในตําแหนง secA gene พบวาไดไพรเมอรชุด

ใหมท่ีไดช้ินยีนขนาด 275 bp ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยโดยไม
จับกับไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนหรือเช้ือจุลินทรียชนิดอ่ืน การวิเคราะหช้ินยีนท่ีเพิ่มปริมาณไดดวย
เทคนิค  genotyping พบวาใหผลสอดคลองกัน และการตรวจขอมูลลําดับเบสของช้ินดีเอ็นเอที่ไดเทียบ
กับลําดับเบสในฐานขอมูลสากลพบวาถูกตอง วิธีการใหมนี้ใชระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยพีซีอารประมาณ 1 ช่ัวโมงคร่ึง ทําใหสามารถรูผลการตรวจไดภายใน 2-3 ช่ัวโมง และไมมีปญหา
ปนเปอนในปฏิกิริยาควบคุม ดังนั้นจึงเปนวิธีการท่ีสามารถใชในการตรวจโรคใบขาวในออยไดอยาง
แมนยํา  ถูกตอง และรวดเร็ว เม่ือเทียบกับวิธีการเดิมท่ีตรวจเช้ือท่ีตําแหนง 16S-23S ISR ท่ีพบวาเกิด
แถบดีเอ็นเอไดกับเช้ือจุลินทรียอ่ืนๆ ที่อยูภายในพืชได ซ่ึงอาจไมใชเช้ือกอโรค ไมจําเพาะกับชนิดพืช 
และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาพีซีอารรวมประมาณ 6-7 ช่ัวโมง ใชเวลารวมในการรายงานผลท้ังส้ิน
ประมาณ 1-2 วัน หากไมมีปญหาเร่ืองผลลบปลอมในหลอดควบคุมซ่ึงมักเกิดข้ึนไดบอยคร้ัง อยางไรก็
ตามความไวของวิธีการใหมท่ีไดนี้ตํ่ากวาวิธีเดิมท่ีใชเทคนิค nested-PCR เล็กนอยซ่ึงสามารถเพิ่มความ
ไวไดดวยการใชปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง หรือใชการตรวจดวย Realtime PCR  
การนําไปใชประโยชน 
1.  ใชในการตรวจเช้ือเพื่อการขยายพันธุและการวจิัยท่ีเกี่ยวของ 

(1.1) ใชตรวจเช้ือโรคใบขาวของออยในตัวอยางออยจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อเพื่อขยายพันธุ
ออยปลอดโรค  (1.2) ใชตรวจประเมินการติดเช้ือในแปลงทดสอบ ผลการกําจัดเช้ือในทอนพันธุออย
ดวยวิธีตางๆ และการฟนฟูตนออยติดเช้ือดวยธาตุอาหารชนิดตางๆ  (1.3) ใชประเมินปริมาณเช้ือ
สําหรับคัดเลือกแปลงแมพันธุสะอาดในการขยายพันธุออย  (1.4) ใชตรวจพิสูจนยืนยันผลในตัวอยาง
ท่ีมีการติดเช้ือซํ้าซอน 
 ในระหวางเดือน มีนาคม 2555-กุมภาพันธ 2556 มีการสงตัวอยางออยเพื่อตรวจเช้ือไฟโต
พลาสมาตามจุดประสงคดังกลาวจํานวน 1197 ตัวอยาง โดยมีการหนวยงานท่ีนําผลการตรวจไปขยาย
ผลตอจํานวน 15 หนวยงาน ในระหวาง มีนาคม-กันยายน ป 2556 มีการติดตอขอตรวจเช้ืออีกประมาณ 
860 ตัวอยาง จาก 16 หนวยงาน 
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2. ใชในการจําแนกความแตกตางของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวจากแหลงตางๆ ดวยลําดับเบส โดย
ตรวจแลวจํานวน 90 ตัวอยางจาก 220 ตัวอยาง เพื่อการพัฒนาวิธีการตรวจเช้ือวิธีใหมดวยการพฒันา
ชุดไพรเมอรท่ีจําเพาะตอเช้ือไอโซเลตตางๆ 
3.  มีการเผยแพรผลงานในงานประชุมของสถาบันวิจัยพชืไรในป 2555 งานประชุม The International 
Conference on Tropical and Sub-tropical Plant Diseases 2012 ท่ีจังหวัดเชียงใหมในป 2555 และงาน
ประชุมแถลงผลงานวิจัยรวมระหวางศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน และ JIRCAS ในป 2555 ผลงานไดรับ
การตอบรับใหนําเสนอในงานประชุม ISSCT Congress ท่ีประเทศบราซิลป 2556 
4. ไดเผยแพรลําดับเบสของ secA ของไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออยในประเทศไทยในฐานขอมูล
สากล (NCBI) สําหรับการอางอิงในระดับนานาชาติ ไดแก JX987247.1; JX987245.1; JX987243.1; 
JX987241.1; JX987244.1; JX987248.1;  X987246.1 ; JX987242.1; JX987240.1 

 

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณเจาหนาท่ีโรงงานน้ําตาลไทยเอกลักษณท่ีเอ้ือเฟอตัวอยางออยเพ่ือการศึกษา และ

นําสํารวจตัวอยางท่ีเปนโรคในเขตท่ีโรงงานรับผิดชอบ ขอขอบคุณคุณรังษี เจริญสถาพร และคณะ ท่ี
สํารวจตัวอยางออยจากแปลงเกษตรกร และนํามาใหตรวจวิเคราะหรวมท้ังใหขอมูลท่ีเปนประโยชน 
และขอขอบคุณ ดร.กษิดิษ ดิษฐบรรจง ท่ีเอ้ือเฟอตัวอยางออยจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อการตรวจ
วิเคราะหและศึกษา 

 

เอกสารอางอิง 
กลุมงานสารสนเทศอุตสาหกรรมออยและนํ้าตาล. 2555. สํานักนโยบายอุตสาหกรรมการออยและ

น้ําตาล สํานักคณะกรรมการออยและน้ําตาล รายงานพื้นท่ีปลูกออยปการผลิต 2554/55. 
แหลงท่ีมา http://www.ocsb.go.th/upload/journal/fileupload/923-3963.pdf 

กอบเกียรติ ไพศาลเจริญ  ศุภกาญจน ลวนมณี  ศุจิรัตน สงวนรังศิริกุล  และเกษม ชูสอน.  2554.  ปจจัย
ทางการเกษตรที่เส่ียงตอการเกิดโรคใบขาวของออย. หนา 63-68. ใน: เอกสารประกอบการประชุม
เสวนาวิชาการออย “วิกฤติและโอกาสออยไทยในเวทีโลก” 30-31 สิงหาคม 2554 ณ ศูนยวิจัยและ
พัฒนาการเกษตรสุพรรณบุรี สํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 5 กรมวิชาการเกษตร. 

ชนาณัฐ แกวมณี  ยุพา หาญบุญทรง และ ทัศนีย แจมจรรยา.  2555.  ผลของอุณหภูมิตอแมลงพาหะ 
Matsumuratettix hiroglyphicus นําโรคใบขาวออย.  ว. แกนเกษตร 40 ฉบับพิเศษ 3: 274-280. 

ศุจิรัตน  สงวนรังศิริกุล ชัชชัย  ตะยาภิวัฒนา  วันเพ็ญ  ศรีทองชัย  ทักษิณา ศันสยะวิชัย  สุนี  ศรีสิงห 
และ มัทนา  วานิชย.  2552.  การโคลนอิมมูโนโกลบูลินยีนสจากบีเซลลท่ีสรางแอนติบอดีตอ
เช้ือไฟโตพลาสมาเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบโรคใบขาวในออย. รายงานผลงานวิจัยป 2552 ฉบับ
ท่ี 1 ศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน กรมวิชาการเกษตร หนา 349-360.  
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ศุจิรัตน สงวนรังศิริกุล  ธีรวุฒิ วงศวรัตน  ปยะดา ธีรกุลพิสุทธ์ิ  ทักษิณา ศันสยะวิชัย  สุนี ศรีสิงห  
นิลุบล ทวีกุล  นฤทัย วรสถิตย  และรังสี เจริญสถาพร. 2554.  วิธีประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวในออยดวยเทคนิคพีซีอาร.  หนา 74-80. ใน: เอกสารประกอบการประชุมเสวนา
วิชาการออย “วิกฤติและโอกาสออยไทยในเวทีโลก” 30-31 สิงหาคม 2554 ณ ศูนยวิจัยและ
พัฒนาการเกษตรสุพรรณบุรี สํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 5 กรมวิชาการเกษตร. 

ศุจิรัตน สงวนรังศิริกุล  ธีรวุฒิ วงศวรัตน  สุนี ศรีสิงห  และ ปยะดา ธีรกุล พิสุทธ์ิ.  2555ก.  ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาที่กอโรคในออยและหญาบางชนิดของ
ประเทศไทย จากลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 16S-23S rRNA intergenic spacer region. ว. แกน
เกษตร 40 ฉบับพิเศษ 3: 231-240.  

ศุจิรัตน  สงวนรังศิริกุล ธีรวุฒิ วงศวรัตน ทักษิณา ศันสยะวิชัย วีระพล พลภักดี และ สุนี ศรีสิงห. 2555
ข . การตรวจสอบแตกตางทางพันธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคในออยในแหลง
ระบาดตาง ๆ ดวย Membrane protein translocation system genes (Sec protein genes) และการ
พัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีระบุความแตกตางของ sec gene ของเช้ือสายพันธุตางๆ. ยังไมตีพิมพ. 

อัปสร เปล่ียนสินไชย,  นงลักษณ ศรินทุ,  สิริภัทร พรามณีย,  ฐิติกานต ธนวรรณ และ มนตรี ยิ้ม
สะอาด.  2540.  ศึกษาอาการเกิดโรค สาเหตุของอาการกอตะไครของออย การถายทอด และ
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Table 1. Nucleotide mutation position (Nt. pos.) of 16S-23S ISR and secA gene.  
               SCWL : Sugarcane white leaf phytoplasma; SCGS : Sugarcane grassy shoot phytoplasma ;    
               SCGGS : Sugarcane green grassy shoot phytoplasma; Alphabetical code : phytoplasma isolate  
 

 
 
 
 

 

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 
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Figure 1. Fragment size of secA gene derived from the PCR amplification of sugarcane with   
                whiteleaf symptom using the presented secA primer pairs 

 

Figure 2. Nested- PCR amplification products at 16S-23S ISR of phytoplasma in (a) grass with   
                whiteleaf symptom, cassava, periwinkle with phylloidy and sugarcane with whiteleaf   
                symptom. (b) Sugarcane tissue culture samples with bacterial contamination. (c) Field  
                samples of sugarcane co-infection with rust. (d) Detection of samples in (b) with secA  
                 gene.  700: amplification fragment derived first PCR that indicates phytoplasma dosage  
                 in the sample.  210: amplification fragment of second PCR that indicates phytoplasma   
                 infection. Far left lane : molecular weight (bp) PTC: positive control using sugarcane     
                 with whiteleaf symptom NC : negative control using water to replace DNA  
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Figure 4. Detection of phytoplasma in sugarcane showing various level of whieleaf symptom   
               i.e. green leaf partial chlorosis and complete chlorosis, tissue culture and grass with   
               white leaf by  (a) 16S-23S ISR using nested-PCR   and  ( b) secA gene  

Figure 3. Melting curve genotype of fragment 210 bp in 16S-23S ISR of phytoplasma using  
                primer sets MLO-X/MLO-Y and P1/P2  to amplify (a) sugarcane samples collected   
                from field that showed coinfection with rust (b) sugarcane tissue culture samples  
                with bacterial contamination.  Positive control is sugarcane with whiteleaf   
               symptom. Negative control used water to replace DNA  
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Figure 5.  Sensitivity of phytoplasma detection by  (a) Nested-PCR using serial dilution 700 bp   
                 fragment  and ( b) secA using serial dilution of secA fragment   
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