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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 

 

บทคัดยอ 
โรคใบขาวของออยเปนปญหาสําคัญมากในการปลูกออย เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาและยัง

ไมมีวิธีการกําจัดเช้ือนี้อยางไดผล แมแมลงจะเปนพาหะในการถายเช้ือ แตการแพรกระจายอยาง
รวดเร็วเกิดจากการใชทอนพันธุติดเช้ือ การใชทอนพันธุสะอาดหรือตนจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเปน
สวนหนึ่งของการจัดการโรคนี้ท่ีไดผลดี ดังนั้นวิธีการตรวจโรคท่ีดีจึงเปนข้ันตอนสําคัญในการคัด
พันธุสะอาดหรือปลอดเช้ือเพื่อขยายพันธุ การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาโดยท่ัวไปใชเทคนิค  nested  PCR 
ท่ีตรวจเช้ือในตําแหนง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR) นับเปนวิธีท่ีมีความไวสูง  แต
ตองใชเวลาและคาใชจายมากเพราะใชปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง และมักมีปญหาผลบวกปลอมจากการ
ปนเปอนและความไมจําเพาะของไพรเมอร ทําใหแปลผลยาก รายงานนี้เปนรายงานแรกท่ีมีการนํา 
secA gene มาพัฒนาเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความจําเพาะกับโรคใบขาวในออย สําหรับตรวจคัด
กรองโรค มีประสิทธิภาพดีกวาวิธีการเดิมท่ีใชอยู ใชเวลาตรวจเร็วกวา และใหขอมูลไดมากกวา โดย
พัฒนาไพรเมอรใหจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออยเทานั้น ขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ี
ไดประมาณ 275 bp  ใชสภาวะในการตรวจชนิด direct-PCR จึงลดปญหาผลบวกปลอม ความเขมแสง
ของแถบดีเอ็นเอท่ีไดสามารถใชระบุระดับปริมาณเช้ืออยางคราวๆ ได การตรวจพิสูจนความถูกตอง
ของวิธีการดวย genotyping และลําดับเบส พบวาวิธีการนีมีความจําเพาะสูงกวาวิธี nested-PCR โดยไม
ตรวจจับเช้ือไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนรวมท้ังแบคทีเรีย มีความไวในการตรวจดีเอ็นเอเปาหมายดีกวา
ตําแหนง 700 bp ของวิธี nested-PCR  โดยไดประมาณ 10-7 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แตนอยกวา
ตําแหนง 200 bp มีความสามารถในการจําแนกความแตกตางระหวางเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาว ใบ
ขาวกอฝอย และกอตะไครดวยการวิเคราะหลําดับเบสไดสูงกวา โดยพบเบสที่แตกตางกันต้ังแต 3-31 
เบส ซ่ึงตําแหนง ISR มีความแตกตางกันเพียง 1-4 เบสเทานั้น แมจะมีความไวตํ่ากวาวิธี nested-PCR 
เล็กนอย แตสามารถเพ่ิมความไวใหสูงข้ึนไดดวยทําปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง วิธีใหมนี้เหมาะสําหรับ
การนําไปใชตรวจพิสูจนโรคใบขาวของออย และการจําแนกความแตกตางของเช้ือไฟโตพลาสมาชนิด
นี้ ผลจากการพัฒนาน้ีทําใหสามารถตรวจพบลําดับเบส secA gene ของเช้ือใบขาว และกอตะไครได
เปนคร้ังแรก 
คําหลัก: ออยใบขาว, ไฟโตพลาสมา 
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คํานํา 
 ออยเปนพืชสําคัญอันดับตนๆ ของไทย มีการขยายพ้ืนท่ีปลูกเพิ่มข้ึนทุกป จากการสํารวจของ
สํานักคณะกรรมการออยและนํ้าตาลพบวาในปการผลิต 2554/55 มีพื้นท่ีปลูกออยรวมประมาณ 9 ลานไร 
สวนใหญอยูในภาคอีสานและภาคกลาง มีการขยายพื้นท่ีปลูกเพิ่มข้ึนจากปกอนเฉล่ียประมาณ            
6 เปอรเซนต (กลุมงานสารสนเทศอุตสาหกรรมออยและนํ้าตาล, 2555) ผลกระทบตอผลผลิตและ
คุณภาพของออยข้ึนกับสภาพแวดลอม ท้ังความอุดมสมบูรณของดินและน้ํา รวมท้ังปญหาดานโรค
และแมลงศัตรู โรคใบขาวนับเปนโรคท่ีสรางความเสียหายอยางมากตอการปลูกออยเปนเวลานาน
มาแลว โดยเฉพาะในภาคอีสาน มีการระบาดของโรคอยางรุนแรงเปนชวงๆ ในหลายพื้นท่ี สาเหตุ
ใหญเกิดจากขาดความตอเนื่องและการบูรณาการในการแกปญหาอยางจริงจัง และท่ีสําคัญขาดความรู
และความเขาใจโรคและเช้ือนี้อีกดวย 

โรคใบขาวของออยเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาซ่ึงเปนแบคทีเรียขนาดเล็ก ในกลุมแกรมบวก 
ไมมีผนังเซลล มีจีโนมขนาดเล็กท่ีมีปริมาณ AT สูง (ประมาณ 70-80%; Oshima  et al., 2004) ถูกจัด
อยูในช้ันมอลลิคิวเตส (Class Mollicutes) ภายในวงศไมโคพลาสมา (Family Mycoplasmataceae) 
ชนิด Candidatus phytoplasma กลุม 16SrXI : Rice yellow dwarf group (Zhao, et al., 2010) เช้ือนี้
อาศัยอยูในเซลลทออาหารของพืช ถายทอดไดดวยเพล้ียจั๊กจั่นสีน้ําตาล (Weintraub and Beanland, 
2006; Hanboonsong et al., 2005) เนื่องจากเช้ือนี้ไมสามารถเล้ียงในอาหารสังเคราะหได ทําให
การศึกษาทําไดจํากัด หลายชนิดยังไมมีรายละเอียดและไมสามารถจัดกลุมได เช้ือนี้มีขบวนการเมตา
บอลิสมท่ีทําไดเองเพียงเล็กนอย เกือบท้ังหมดใชขบวนการจากเจาบานท่ีมันอาศัยอยู เช้ือสามารถเขา
ทําลายขบวนการตางๆ ภายในเซลลของเจาบานดวยวิธีการท่ีซับซอน เชน ใชโปรตีนเกาะผนังเซลล 
(membrane bound protein) และโปรตีนคัดหล่ัง (secreted protein) ท่ีเปนโปรตีนชักนําใหเกิดโรค 
(virulence protein) (Sugio et al., 2011) ในออยเช้ือสามารถเขาทําลายตนไดทุกชวงอายุ อาการเดนชัด
เม่ือออยถูกเขาทําลาย ไดแก ขอส้ัน ใบแคบลง มีการแตกกอมาก ใบมีสีขาวหรือขาวสลับเขียว บางคร้ัง
จะพบหนอใหมเปนสีขาว จากนั้นเร่ิมแหงและตายในท่ีสุด ทําใหผลผลิตลดลง ไวตอไดนอยหรือ
ไมไดเลย แมเช้ือจะถายทอดจากตนสูตนโดยแมลง แตการแพรกระจายท่ีรวดเร็วเกิดจากการใชทอน
พันธุติดเช้ือ ในพื้นท่ีดินทรายเชนในภาคอีสาน มักพบการระบาดรุนแรง การใชทอนพันธุท่ีแข็งแรง
รวมกับการปรับปรุงดินและการใหน้ําอยางเพียงพอพบวาชวยลดความเสียหายจากโรคใบขาวได 
(กอบเกียรติ และคณะ, 2554) ดังนั้นจึงมีคําแนะนําใหมีการสรางแปลงแมพันธุสะอาด เพื่อผลิตทอน
พันธุท่ีแข็งแรงสําหรับนําไปขยายตอ แตตนท่ีมีอาการแฝงจะไมมีอาการใบขาว และอาการใบขาว
อาจจะสับสนกับการขาดธาตุบางชนิด แยกความแตกตางยาก จึงมีการผลิตชุดตรวจสอบข้ึนเพื่อใชคัด
กรองโรคในแปลงแมพันธุ แตไมประสบความสําเร็จเนื่องจากเกิดผลลบปลอมเปนสวนใหญ ซ่ึง
สาเหตุหลักเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยมีหลายไอโซเลต (ศุจิรัตน และคณะ, 2555ก; 
Sakuanrungsirikul et al., 2012) และแอนติบอดี้ท่ีไดไมไดสรางข้ึนจากโปรตีนท่ีเปนบริเวณอนุรักษ 



 
4

(conserved region) (ศุจิรัตน และคณะ, 2552) อีกท้ังเทคนิคท่ีใชไมสามารถตรวจจับเช้ือในปริมาณตํ่า
ได (Viswanathan et al., 2011) ปจจุบันยังไมมีวิธีการที่มีความไวและแมนยําสําหรับใชตรวจเช้ือนี้ได
ในภาคสนาม 

การตรวจโรคใบขาวในออยนิยมใชวิธี nested-PCR ซ่ึงเปนวิธีท่ีมีความไวสูง โดยใชชุด
ไพรเมอรสําหรับตรวจจับดีเอ็นเอท่ีตําแหนง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR)  
(Srivastava et al., 2006, Hanboonsong  et al., 2005) แตจากประสบการณการใชเทคนิคนี้พบวาเกิด
การปนเปอนไดงาย ซ่ึงเกิดจากความไมจําเพาะของไพรเมอรและการทําปฏิกิริยาพีซีอารสองชุด ทําให
ตองมีการตรวจสอบซํ้าหลายคร้ัง อีกท้ังยังมักเกิดผลบวกปลอมจากความไมจําเพาะของชุดไพรเมอร
และตําแหนงท่ีตรวจสอบ โดยพบวาตรวจจับไฟโตพลาสมาชนิดอ่ืนในพืชอ่ืน รวมท้ังแบคทีเรียกลุม
ตางๆ ภายในตนไดอีกดวย เชน Bacillus spp., Staphyllococcus spp. และ Bacteriodes spp. (ศุจิรัตน 
และคณะ, 2555ข; Harrison et al., 2002) ทําใหสับสน แปลผลยาก การจัดกลุมเช้ือโดยใชความ
แตกตางลําดับเบสของยีนดังกลาวพบวามีความจํากัด เพราะเปนบริเวณแปรปรวนตํ่า อีกท้ังยังมีจํานวน 
2 ชุดภายในจีโนม ซ่ึงบางกลุมพบวาเปน heterozygous อีก ทําใหมีปญหาในการจัดกลุมและวิเคราะห
ความเสถียรของการแบงกลุม (De La Rue et al., 2001) จากปญหาดังกลาว จึงทําใหมีการใชยีนอ่ืน
เพิ่มเติมเพื่อใหไดวิธีท่ีดียิ่งข้ึนและเชื่อถือได ในระยะเวลาท่ีผานมามีการนํา secA gene ซ่ึงเปนยีน
สําคัญตอการดํารงชีวิตของแบคทีเรีย (Tjalma et al., 2000) มาใชในการจําแนกชนิดเช้ือไฟโตพลาสมา 
(Hodgettes et al., 2008)  secA เปน membrane protein หนึ่งท่ีทําหนาท่ีสงถาย preprotein-secB 
complex ใหกับ secYEG membrane-imbedded tanslocon เพื่อขับโปรตีนออกสูดานนอกเซลล และถูก
ควบคุมดวย secM signal peptide (Lycklama, et al., 2012) การศึกษา secA gene ในเช้ืออ่ืนเร่ิมจากการ
ใชลําดับเบสจากโครงการวิจัยจีโนมของ Onion yellow phytoplasma (OY) ซ่ึงมีความยาว 2505 bp 
สามารถแปลเปนสายเปปไทดความยาว 835 หนวยกรดอะมิโน (Kakizawa  et al.,  2001) มีการโคลน
ยีนนี้และสรางโปรตีนสําหรับผลิตแอนติบอดี้เพื่อตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาบางชนิด เชน apple 
proliferation, onion yellow เปนตน  (Wei  et al., 2004) ตอมา Hodgetts et al. (2008) ไดนําลําดับเบส 
OY secA gene จัดเรียงกับ AY witches’-broom รวมกับตําแหนงยีนท่ีสัมพันธกันใน coconut lethal 
yellowing phytoplasma ท่ีอยูในกลุม 16SrIV และสรางชุดไพรเมอรเพื่อใหสามารถตรวจไฟโต
พลาสมาครอบคลุมกลุมตางๆ ได แตไมสําเร็จ เพราะมีขอมูลลําดับเบสท่ีจํากัด แตจากงานวิจัยของ
ศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน ไดมีการสํารวจและรวบรวมเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยและหญา
บางชนิด จากหลายแหลงท่ัวประเทศ ทําใหมีฐานขอมูลเช้ือโรคใบขาวโดยเฉพาะในออยท่ีกวางมาก 
จึงมีศักยภาพท่ีจะนํามาพัฒนาวธีการตรวจนี้ได ซ่ึงจะทําใหไดเคร่ืองหมายโมเลกุลสําหรับตรวจและ
จําแนกชนิดเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยท่ีมีความจําเพาะเจาะจง ท่ีจะทําใหไดขอมูลท่ีถูกตอง 
แมนยํา และเช่ือถือได มากกวาการตรวจดวยตําแหนง ISR ท่ีใชในปจจุบัน 
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อุปกรณและวิธีการ 
ตัวอยางท่ีศึกษา : ออยท่ีเปนโรคใบขาว ไดแก อาการใบขาว อาการใบขาวรวมกับกอฝอย อาการกอ

ตะไคร จากแหลงปลูกตางๆ และหญาท่ีมีอาการใบขาว จํานวน 90 ตัวอยาง ตัวอยางสุมสํารวจจาก

แปลงเกษตรกรในภาคอีสานและตะวันตกจํานวน 300 ตัวอยาง และตัวอยางจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ

จํานวน 20 ตัวอยาง เก็บรักษาตัวอยางใบ ตามวิธีของ Wongwarat et al. (2011) 

การสกัดดีเอ็นเอ : สกัดดีเอ็นเอจากใบโดยวิธี Li and Midmore (1999) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
โดยวิธีอิเลคโตรโฟริซิส บนอะการโรสเจลความเขมขน 1% ใน 0.5X TBE ยอมผลดวยสาร SYBR 
gold (invitrogen, USA) ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ประมาณ 40 นาที ตรวจสอบผลแถบ
ดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต บันทึกผลโดยการถายภาพดวยเคร่ืองบันทึกภาพดีเอ็นเอ 
การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาตําแหนง 16S-23S ISR ดวย nested-PCR : ทําตามวิธีของ ศุจิรัตน และคณะ 

(2555ก) ใชไพรเมอร (MLO-X/ MLO-Y และ P1/P2) ตามรายงานของ Hanboonsong et al. (2005) 

การออกแบบไพรเมอร secA gene : ใชลําดับเบสจากฐานขอมูล NCBI ซ่ึงมีเพียงรายงานของเช้ือ 

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

ช้ินสวน secA gene ของออยพันธุขอนแกน 3 ท่ีเปนโรคใบขาว และหญาท่ีมีอาการใบขาว ท่ีไดจาก

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

1994) ออกแบบไพรเมอรในบริเวณอนุรักษท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางหญากับออย ตรวจสอบ

คุณภาพไพรเมอรท่ีไดดวยโปรแกรมสําเร็จรูป “Oligo Calc” ไดลําดับเบสของไพรเมอร 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 

การตรวจเชื้อดวยไพรเมอร secA : เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยเคร่ือง Thermocycler (Geneamp 

9700, Perkin Elmer, USA) ปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย  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  

ตามดวย 25 รอบของ 94 ๐C / 30 วินาที,  60 ๐C / 30 วินาที และ 72 ๐C / 45 วินาที ตามดวย 72 ๐C / 10 

นาที และเก็บรักษาท่ี 25 ๐C ตรวจผลดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาดังอธิบายขางตน 

การศึกษาลําดับเบส : เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาพีซีอาร สกัดช้ินดีเอ็นเอจากเจลโดยใช

ชุดน้ํายาสําเร็จรูป (RBC Bioscience, Taiwan) สงวิเคราะหลําดับเบส (Firstbase, Malaysia) เทียบผล

กับฐานขอมูลใน NCBI   จัดเรียงขอมูลดวยโปรแกรม Clustal W  
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การศึกษา Genotyping  :  ทําการวิเคราะหดวยเคร่ือง LightCycler 480 (Roche, Germany) โดยตรวจ
ตําแหนง 210 bp ของ 16S-23S ISR ปฏิกิริยาประกอบดวย 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, ตามดวย 95๐C / 20 วินาที, 62๐C / 20 
วินาที, 72๐C / 30 วินาที จํานวน 45 รอบ วิเคราะห melting curve ประกอบดวย 95๐C / 5วินาที, 68๐C / 
10 วินาที, 77๐C / 10 วินาที,  cooling  40๐C / 30 วินาที 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 
ขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายและความแมนยําของไพรเมอร : ในการพัฒนาวิธีการ เบ้ืองตนใช

ชุดไพรเมอร secA gene ตามรายงานของ Hodgetts et al. (2008) ซ่ึงใชวิธี semi-nested-PCR และไพร
เมอรเปน degenerate base ในหลายตําแหนง ท่ีรายงานวาเปน universal primer สามารถตรวจเช้ือไฟ
โตพลาสมาไดหลายชนิด แตเม่ือทดสอบกับตัวอยางออยท่ีเปนโรคใบขาว  พบวาไมประสบ
ความสําเร็จ ตรวจไดเพียงบางตัวอยางเทานั้นและไมสามารถทําซํ้าเดิมได แมทําการปรับเปล่ียนสภาวะ
ในการตรวจใหม รวมท้ังเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ ดังนั้นจึงคัดเลือกและสกัดช้ินดีเอ็นเอท่ีปรากฏ
ชัดเจนในตัวอยางท่ีเกิดแถบได นําไปศึกษาลําดับเบส และเปรียบเทียบกับขอมูลอ่ืนในฐานขอมูล
สากลซ่ึงมีเพียงรายงานอาการใบขาวกอฝอย (sugarcane grassy shoot)ในออยเทานั้น ไพรเมอรท่ีได
เกิดจากการเลือกบริเวณอนุรักษใน secA gene ท่ีจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออย
เทานั้นเพื่อขจัดปญหาความสับสนจากเช้ืออ่ืนท่ีอาจไมใชเช้ือกอโรคในออย จากการตรวจในตัวอยาง
ออยใบขาว พบวาดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดประมาณ 275 bp (Fig.1) และสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอนี้ได
ทุกตัวอยางท่ีมาจากแหลงปลูกตางๆ แสดงถึงความแมนยําของไพรเมอรท่ีสามารถตรวจไดทุกไอโซ
เลตท่ีรวบรวมได จากการสํารวจออยท่ีเปนโรคใบขาวในแหลงตางๆ ท่ัวประเทศ พบอาการหลัก 3 
อาการ ไดแก อาการใบขาว (white leaf) ใบขาวรวมกับกอฝอย (grassy shoot) และกอตะไคร (green 
grassy shoot) ซ่ึงไมมีใบขาวแตมีแตกกอฝอยคลายกอตะไคร (อัปสร และคณะ, 2540) สําหรับอาการ
ใบขาว และใบขาวรวมกับกอฝอย สวนใหญพบไดในภาคอีสานและภาคกลาง สวนอาการกอตะไคร
มักพบไดท่ีภาคกลางตอนบนตอกับภาคเหนือตอนลาง (ศุจิรัตน และคณะ 2555ก) 

ปญหาของการใช 16S-23S ISR:  แมชุดไพรเมอร MLO-X/MLO-Y และ P1/P2 ท่ีใชตรวจเช้ือ
ไฟโตพลาสมาในตําแหนง 16S-23S ISR จะถูกระบุวามีความจําเพาะเจาะจงตอเช้ือไฟโตพลาสมาโรค
ใบขาวในออย (ชนานัฐ และคณะ, 2555) แตจากการทดลองพบวาเกิดแถบดีเอ็นเอไดกับตัวอยางพืช
อ่ืนท่ีทดลองนํามาตรวจสอบหลายชนิดท้ังมีและไมมีอาการโรค เชน มันสําปะหลัง กลวย หญา เฟรน 
มะขาม แพงพวย ซ่ึงสวนใหญใหขนาดดีเอ็นเอใกลเคียงกับท่ีพบในออย ทําใหเกิดขอสงสัยถึงความ
ถูกตองของผลท่ีได และความไมจําเพาะของไพรเมอร (Fig. 2a)  การเพิ่มอุณหภูมิชวง annealing ให
สูงข้ึนแมจะทําใหวิธีการมีความจําเพาะมากข้ึน แตพบวาเกิดผลลบปลอม ทําใหตัวอยางท่ีตรวจไมพบ
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เช้ือดวยวิธีดังกลาวแสดงอาการใบขาวใหเห็นในภายหลัง ท้ังในโรงเรือนและแปลงปลูก สงผลกระทบ
ตองานทดลองและเกษตรกรท่ีนําออยเหลานี้ไปปลูกขยาย การตรวจตัวอยางท่ีมีการติดเช้ือซํ้าซอน
หลายชนิด พบแถบดีเอ็นเอหลายแถบ ทําใหเกิดความสับสน และแปลผลยาก (Fig. 2b,c)   

การตรวจพิสูจนความจําเพาะของไพรเมอร secA: การทดสอบไพรเมอรและวิธีการที่ใชตรวจ 
secA gene พบวามีความจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยสูง จากการตรวจพิสูจนใน
ตัวอยางออยท่ีสํารวจจากแปลงเกษตรกรท่ีพบวาติดเช้ือโรคราสนิมรวมดวย เม่ือตรวจดวยชุดไพรเมอร
สําหรับ 16S-23S ISR พบเกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนหลายแถบ (Fig. 2b) แตเม่ือตรวจพิสูจนดวย secA 
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 275 bp ในบางตัวอยางเทานั้น (ไมไดแสดงผล) เชนเดียวกันกับผลการตรวจ
ตัวอยางออยท่ีไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนรวมดวย พบดีเอ็นเอเกิดข้ึน
จํานวนหลายแถบนอกเหนือจากตําแหนง 700 bp และ 210 bp ทําใหไมสามารถรายงานไดวามีการติด
เช้ือไฟโตพลาสมาหรือไม หรือเปนเช้ืออ่ืนท่ีอยูภายในพืชเอง เม่ือตรวจพิสูจนดวยชุดไพรเมอร secA 
พบวามีเพียงตัวอยางเดียว (#49) เทานั้นท่ีเกิดแถบได (Fig. 2c, d) ผลการวิเคราะห genotype ของ
ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 210 bp ในตําแหนง 16S-23S ISR ท่ีมีการรายงานวาจําเพาะกับเช้ือไฟโต
พลาสมาโรคใบขาวน้ัน สอดคลองกับผลการตรวจดวยไพรเมอร secA โดยพบวามีบางตัวอยางจาก
แปลงท่ีติดโรคราสนิม และตัวอยางหมายเลข 49 จากเนื้อเยื่อเทานั้นท่ีแสดงคา melting curve ตรงกับ 
positive control ท่ีเปนเช้ือใบขาวของออย (Fig. 3a, b)  

ความจําเพาะของไพรเมอรชุด secA เทียบกับ ชุดไพรเมอร MLO-X / MLO-Y และ P1/P2 
โดยการตรวจเช้ือใบขาวในออยและหญา 2 ชนิด พบวาไพรเมอรชุดหลังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
จากตัวอยางท้ังออยและหญาได ในขณะท่ี secA เกิดแถบดีเอ็นเอเฉพาะในออยเทานั้น (Fig. 4a, b) เม่ือ
ทําการวิเคราะหลําดับเบสของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจากการตรวจหญาพบวามีลําดับเบสตรงกับ Golden 
beard grass white leaf phytoplasma (AB642601.1)  และ Malaysia Bermuda grass  white leaf 
phytoplasma  (EU294011.1) ในฐานขอมูลของ NCBI สวนช้ินดีเอ็นเอที่ตรวจไดจากออย พบวาตรง
กับ Sugarcane white leaf phytoplasma (AB646271.1 และ HQ917068.1) ) ขอมูลท่ีไดนี้จึงยืนยันถึง
ความถูกตองและความจําเพาะของชุดไพรเมอร secA ท่ีสรางข้ึนตอเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออย  

ขอมูลเชิงปริมาณและความไวในการตรวจดีเอ็นเอเปาหมาย : จากการสังเกตุพบวาความเขม
ของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตรวจดวย secA แปรเปล่ียนตามความรุนแรงของอาการใบขาว ซ่ึงจาก
การศึกษาของ ศุจิรัตน และคณะ (2554) พบวาปริมาณเช้ือในกลุมตัวอยางท่ีมีอาการใบขาว ใบขาว
เขียว และใบเขียว มีมากไปนอยตามลําดับ และแถบดีเอ็นเอท่ีไดมีความเขมแสงจากมากไปนอย
เชนกัน เม่ือเปรียบเทียบกับความเขมแสงของแถบดีเอ็นเอขนาด 700 bp ท่ีไดจากการตรวจดวย 16S-
23S ISR ท่ีสามารถใชในการประเมินปริมาณเช้ือได (ศุจิรัตน และคณะ, 2554) รวมกับแถบของ secA 
พบวามีแนวโนมไปในทางเดียวกัน และสามารถเกิดแถบดีเอ็นเอในกลุมใบเขียวซ่ึงเปนกลุมท่ีมีเช้ือ
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นอยได (Fig. 4) เชนเดียวกับการใช nested-PCR ตรวจท่ีตําแหนง 16S-23S ISR แตในกรณีปริมาณเช้ือ
ตํ่ามาก secA จะไมสามารถตรวจได ตองใชการทําพีซีอารสองคร้ัง    

การทดสอบความไว (sensitivity) โดยการเจือจางผลผลิตพีซีอารเปาหมาย พบวาสามารถ
ตรวจปริมาณ secA ไดตํ่าสุดประมาณ 10-7 ng/μl ซ่ึงตํ่ากวาตําแหนง 700 bp ของวิธี nested-PCR ท่ี
ตรวจไดตํ่าสุดประมาณ 10-3 ng/μl ในขณะท่ีตําแหนง 210 bp ท่ีเกิดจากการนําผลผลิตจากพีซีอารชุดท่ี
หนึ่งมาใชในชุดท่ีสองในการทํา nested-PCR นั้นพบวาสามารถตรวจไดตํ่าถึงระดับ  10-10 ng/μl (Fig.5) 
การศึกษาเบ้ืองตนเพื่อคาดคะเนจํานวนเซลลไฟโตพลาสมาดวย 700 bpโดยใชพลาสมิดท่ีมีช้ินยีน
เปาหมาย (ตําแหนง 700 bp ของ ISR) ท่ีทราบความเขมขนเปนตัวเปรียบเทียบในปฏิกิริยา สามารถ
คาดคะเนไดวามีเช้ืออยูประมาณ 500 cells/μl ดังนั้น secA สามารถตรวจไดจํานวนตํ่ากวานี้อีกเล็กนอย 
ท้ังนี้จากการทดลองวิเคราะหเพิ่มเติมดวย Realtime PCR และใชพลาสมิดท่ีมีช้ิน ISR ดังกลาวเปนตัว
ตรวจสอบ รวมกับการวิเคราะหตัวควบคุม (18S rRNA gene) เพื่อศึกษาถึงจํานวนเช้ือในกลุมตัวอยาง
อาการตางๆ ท่ีอยูในดีเอ็นเอพืชในปริมาณท่ีเทากันพบวาตัวอยางกลุมใบเขียวมีเช้ือไฟโตพลาสมา
ประมาณ 10-100 เซลลในดีเอ็นเอพืชปริมาณ 1 นาโนกรัม กลุมใบขาวเขียว มีประมาณ 1,000-10,000 
เซลล และในกลุมใบขาวมีประมาณมากกวา 100,000 เซลล แตในขณะน้ียังไมสามารถระบุชวงรอยตอ
ท่ีชัดเจนไดเนื่องจากอยูระหวางดําเนินการ เม่ือนําขอมูลดังกลาวมาเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีไดจากการ
ตรวจสอบปริมาณตํ่าสุดทําใหคาดคะเนไดวาวิธี secA นี้ นาจะตรวจเช้ือไดปริมาณตํ่าสุดในชวง
ปริมาณ 100-1000 เซลลตอดีเอ็นเอพืช 1 นาโนกรัม หากใชการตรวจดวยเคร่ืองพีซีอารท่ัวไป  

ความละเอียดของขอมูลลําดบัเบส 
จากรายงานของ ศุจิรัตน และคณะ (2555ก) ท่ีใชลําดับเบสตําแหนง 16S-23S ISR จําแนกกลุม

เช้ือไฟโตพลาสมาในออย พบวาโรคใบขาวท้ังสามอาการดังกลาวเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาที่ตางกัน 
โดยกลุมอาการใบขาวมีลําดับเบสตรงกับ SCWL phytoplasma (HQ917068.1) ในฐานขอมูล NCBI 
กลุมอาการใบขาวรวมกับกอฝอยตรงกับ SCGS phytoplasma (AB243298.1) สวนกลุมอาการกอ
ตะไครเปนชนิดใหมยังไมมีรายงาน และคณะวิจัยนี้ไดรายงานลําดับนิวคลิโอไทดท้ังสองตําแหนงนี้นี้
ไปยัง NCBI (JX987239.1 และ JX987242.1) โดยใชช่ือวา sugarcane green grassy shoot (SCGGS) 
phytoplasma ตาม อัปสร และคณะ (2540) ซ่ึงไดรายงานอาการดังกลาวไว การเปรียบเทียบจํานวน
ความแตกตางของลําดับเบสของไฟโตพลาสมาท้ัง 3 ชนิดนี้ รวมท้ังไอโซเลต SCWL ท่ีมีความ
แปรปรวน (KAL001-2) ดวยตําแหนง 16S-23S ISR พบความแปรปรวนเพียง 4 จุดเทานั้นจากสายดี
เอ็นเอความยาว 209-212 bp ระหวาง SCWL และ SCGS พบการขาดหายไปของเบส (deletion) สวน 
SCGGS ไมพบ deletion แตมีการแทนท่ีเบสชนิด Transversion (A/T) (Table 1)  แตลําดับเบสของ 
secA ในตัวอยางดังกลาวพบวามีความแปรปรวนสูงถึง 31 จุดจากความยาวสาย 275 bp ซ่ึงท้ัง 31 จุดนี้
ทําให SCGGS แตกตางจาก SCWL และ SCGS โดยเปนการแทนท่ีเบสชนิด Transition (G/A, C/T) 
จํานวน 24 จุด และชนิด Transversion (C/A, T/A) จํานวน 7 จุด สวนความแตกตางระหวาง SCWL 
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และ SCGS มีความแตกตางกันท้ังส้ิน 3 จุด เปนชนิด Transition ท้ังส้ิน ในธรรมชาติการแทนท่ีเบส
ชนิด Transition พบไดถ่ีกวาชนิด Transversion ความแตกตางเหลานี้อาจมีสวนสัมพันธกับยีนท่ี
ควบคุม Effector protein ของไฟโตพลาสมา (Sugio, et al., 2011) และความรุนแรงในการกอโรคของ
เช้ือท้ัง 3 ชนิดนี้ ผลจากการศึกษาลําดับเบสดังกลาวนี้จึงแสดงใหเห็นวาตําแหนง secA gene สามารถ
นํามาใชเปนขอมูลเพิ่มเติมในการจัดจําแนกกลุมเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออยไดละเอียด
ยิ่งข้ึน 

สรุปผลการทดลอง 
การพัฒนาวิธีตรวจโรคใบขาวของออยวิธีใหมในตําแหนง secA gene พบวาไดไพรเมอรชุด

ใหมท่ีไดช้ินยีนขนาด 275 bp ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออยโดยไม
จับกับไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนหรือเช้ือจุลินทรียชนิดอ่ืน การวิเคราะหช้ินยีนท่ีเพิ่มปริมาณไดดวย
เทคนิค  genotyping พบวาใหผลสอดคลองกัน และการตรวจขอมูลลําดับเบสของช้ินดีเอ็นเอที่ไดเทียบ
กับลําดับเบสในฐานขอมูลสากลพบวาถูกตอง วิธีการใหมนี้ใชระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยพีซีอารประมาณ 1 ช่ัวโมงคร่ึง ทําใหสามารถรูผลการตรวจไดภายใน 2-3 ช่ัวโมง และไมมีปญหา
ปนเปอนในปฏิกิริยาควบคุม ดังนั้นจึงเปนวิธีการท่ีสามารถใชในการตรวจโรคใบขาวในออยไดอยาง
แมนยํา  ถูกตอง และรวดเร็ว เม่ือเทียบกับวิธีการเดิมท่ีตรวจเช้ือท่ีตําแหนง 16S-23S ISR ท่ีพบวาเกิด
แถบดีเอ็นเอไดกับเช้ือจุลินทรียอ่ืนๆ ที่อยูภายในพืชได ซ่ึงอาจไมใชเช้ือกอโรค ไมจําเพาะกับชนิดพืช 
และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาพีซีอารรวมประมาณ 6-7 ช่ัวโมง ใชเวลารวมในการรายงานผลท้ังส้ิน
ประมาณ 1-2 วัน หากไมมีปญหาเร่ืองผลลบปลอมในหลอดควบคุมซ่ึงมักเกิดข้ึนไดบอยคร้ัง อยางไรก็
ตามความไวของวิธีการใหมท่ีไดนี้ตํ่ากวาวิธีเดิมท่ีใชเทคนิค nested-PCR เล็กนอยซ่ึงสามารถเพิ่มความ
ไวไดดวยการใชปฏิกิริยาพีซีอารสองคร้ัง หรือใชการตรวจดวย Realtime PCR  
การนําไปใชประโยชน 
1.  ใชในการตรวจเช้ือเพื่อการขยายพันธุและการวจิัยท่ีเกี่ยวของ 

(1.1) ใชตรวจเช้ือโรคใบขาวของออยในตัวอยางออยจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อเพื่อขยายพันธุ
ออยปลอดโรค  (1.2) ใชตรวจประเมินการติดเช้ือในแปลงทดสอบ ผลการกําจัดเช้ือในทอนพันธุออย
ดวยวิธีตางๆ และการฟนฟูตนออยติดเช้ือดวยธาตุอาหารชนิดตางๆ  (1.3) ใชประเมินปริมาณเช้ือ
สําหรับคัดเลือกแปลงแมพันธุสะอาดในการขยายพันธุออย  (1.4) ใชตรวจพิสูจนยืนยันผลในตัวอยาง
ท่ีมีการติดเช้ือซํ้าซอน 
 ในระหวางเดือน มีนาคม 2555-กุมภาพันธ 2556 มีการสงตัวอยางออยเพื่อตรวจเช้ือไฟโต
พลาสมาตามจุดประสงคดังกลาวจํานวน 1197 ตัวอยาง โดยมีการหนวยงานท่ีนําผลการตรวจไปขยาย
ผลตอจํานวน 15 หนวยงาน ในระหวาง มีนาคม-กันยายน ป 2556 มีการติดตอขอตรวจเช้ืออีกประมาณ 
860 ตัวอยาง จาก 16 หนวยงาน 
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2. ใชในการจําแนกความแตกตางของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวจากแหลงตางๆ ดวยลําดับเบส โดย
ตรวจแลวจํานวน 90 ตัวอยางจาก 220 ตัวอยาง เพื่อการพัฒนาวิธีการตรวจเช้ือวิธีใหมดวยการพฒันา
ชุดไพรเมอรท่ีจําเพาะตอเช้ือไอโซเลตตางๆ 
3.  มีการเผยแพรผลงานในงานประชุมของสถาบันวิจัยพชืไรในป 2555 งานประชุม The International 
Conference on Tropical and Sub-tropical Plant Diseases 2012 ท่ีจังหวัดเชียงใหมในป 2555 และงาน
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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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