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 พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา 
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รายงานความก้าวหน้า 
อ้อยเป็นพืชอุตสาหกรรมหลักอีกชนิดหนึ่งของประเทศไทยที่น ารายได้เข้าประเทศ ในปี

หนึ ่งๆ  มากกว ่าหมื ่นล ้านบาท และในป ัจจ ุบ ัน อ ้อยย ัง เป ็นว ัตถ ุด ิบที ่ส าค ัญอย ่า งหนึ ่ง ใน
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล  จากศักยภาพดังกล่าวจึงต้องมีการขยายพื้นที่ปลูกให้เพิ่มมาก
ขึ ้นซึ ่งส่วนใหญ่อยู ่ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ แต่ผลผลิตที ่ได้ต่อหน่วยพื้นที ่ปลูกกลับมี
แนวโน้มลดลง ปัญหาที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่ท าให้อ้อยสูญเสียผลผลิตไปมาก  คือ  ปัญหาของโรค 
ใบขาวที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ในปัจจุบันยังไม่มีเทคโนโลยีใดที่สามารถแก้ไขปัญหานี้ได้  ดังนั้น
วิธีการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคที่ดีที่สุด คือ การปลูกอ้อยโดยใช้ท่อนพันธุ์ที่ปราศจากโรค  ควบคู่
กับการจัดการในแปลงผลิต ดังนั้น วิธีการตรวจสอบที่มีความแม่นย าจึงสามารถตรวจการปนเปื้อนโรค 
โดยท าการออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  คือ 
ยีนในส่วน Sec A  gene  โดยออกแบบไพร์เมอร์ 2 คู่  คือ  SecA-F  &  SecA-R  และ SecAfor1 &  
SecArev3 ที่ให้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 เบส และ 800 เบส ตามล าดับ เมื่อน าไปเปรียบเทียบ
กับข้อมูลใน genbank พบว่าเหมือนมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ จึงท าการออกแบบไพร์เมอร์ใหม่ให้ได้
ขนาดยีนของ Sec A ที่ยาวขึ้น เพ่ือประโยชน์ส าหรับการหาต าแหน่งที่เหมาะสมของการสร้างกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจ และหายีนต าแหน่งอ่ืนๆ เพ่ิมเติม พร้อมหายีนใหม่มาเพ่ือประโยชน์ส าหรับการหา
ต าแหน่งที่เหมาะสมของการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจและน าเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจในส่วน 16 SDNA ต่อไปในปีงบประมาณ 2556 
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ค าน า 
โรคใบขาวอ้อยเกิดจากเชื้อไฟโตรพลาสมามีลักษณะคล้ายกับแบคทีเรียขนาดเล็กที่สุด แต่ไม่มี

ผนังเซลล์  รูปร่างไม่แน่นอนมีขนาด 80-900 นาโนเมตร  มีแมลงพาหะคือเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
สามารถพบเชื้ออยู่ในกลุ่มเซลล์ท่ออาหารของต้นอ้อย   อ้อยที่ถูกเชื้อเข้าท าลายจะมีใบสีขาว ต้นแคระ
แกรน ใบแคบ  เรียวเล็กกว่าปกติ  แตกหน่อเร็ว ส่วนหน่อที่แตกใหม่จะมีสีขาวมีลักษณะคล้ายกอ
ตะไคร้ หากเป็นมากอ้อยจะตายภายใน 2-4 เดือน  โรคใบขาวอ้อยสามารถติดไปได้กับท่อนพันธุ์ จึง
เป็นปัญหาอย่างมากถ้าอ้อยมีอาการแฝงของโรคอยู่ หากเกษตรกรน าอ้อยที่มีอาการแฝงไปขยายพันธุ์
จะท าให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคอย่างกว้างขวางและรวดเร็วมากขึ้นหากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาลช่วย
ถ่ายทอดโรคในสภาพแปลงปลูก ซึ่งในขณะนี้วิธีการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคที่ดีที่สุด คือ การใช้
ท่อนพันธุ์ที่สะอาดปราศจากโรค จึงเป็นที่มาของวิจัยเพ่ือพัฒนากรดนิวคลีอิกตัวตรวจโรคใบขาวใน
อ้อยขึ้น เรียกว่าเทคนิคนิวคลีอิกไฮบริไดเซชั่น (nucleic acid hybridization) ซึ่งเทคนิคนี้สามารถ
ตรวจหาดีเอ็นเอเป้าหมายได้ถึงระดับยีนโดยอาศัยหลักการจับคู่กันของล าดับเบสคู่สม โดยทั่วไป
วิธีการนี้มีไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจจับกรดนิวคลีอิกของไฟโตรพลาสมาถึงแม้ว่าเชื้อจะมี
ปริมาณน้อยกรดนิวคลีอิกตัวตรวจก็มีประสิทธิภาพในการตรวจจับได้ดี เ มื ่อท าการผลิตกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจมาแล้วยังสามารถเก็บไว้ได้นานและสามารถเพ่ิมปริมาณได้ง่ายเมื่อต้องการใช้งาน 
และที่ส าคัญกรดนิวคลีอิกตัวตรวจนี้สามารถใช้จ าแนกเชื้อสาเหตุได้ถึงระดับสายพันธุ์ (พรทิพย์ และ
คณะ 2541) (Klinkong et. al., 1993)  แต่อย่างไรก็ตามก่อนการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจที่มี
ประสิทธิภาพสูงนั้นต้องหายีนที่เหมาะสมก่อนเพ่ือให้สามารถตรวจจับเชื้อสาเหตุโรคได้อย่างแม่นย า 
จึงต้องท าการออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะสูงกับเชื้อ เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย
แล้วน ามาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR  แล้วน าไปผลิตเป็นกรดนิวคลีอิกตัวตรวจที่มีความจ าเพาะ
สูงเป็นล าดับต่อไป  

 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1.  ตัวอย่างโรคอ้อยใบขาว   
2.  อุปกรณ์ทางการเกษตร ได้แก่ โรงเรือน กระถาง ตระกร้า ดิน  ถุงปลูก  ปุ๋ย และป้ายชื่อ 

3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่  ตู้แช่แข็ง -20C  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath 

shaker)  เครื่องชั่งละเอียด  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ  (Centrifuge)            
เครื่อง Thermal cycler   และเครื่อง  Gel electrophoresis   

4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ เช่น  ไนโตรเจนเหลว  สารประกอบ CTAB buffer  เอ็มไซด์ (Roch)  
Chlorofrom  และ Ethanol   
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วิธีการ 
 1.ท าการออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงสูงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
อ้อยโดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของส่วนยีนที่มีศักยภาพเหมาะสมจาก GenBank 
 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือน ามาออกแบบไพร์เมอร์โดยอาศัยโปรแกรม  
GeneFisher (http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/) 
 2.  ท าการสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเทคนิค  Polymerase Chain Reaction (PCR)   ใน
ส่วน 16s ribosomal RNA โดย universal primer 2 คู่ คือ P1/P7 และ R16F2/R2 ที่ขนาด และ ใน
ส่วน Sec A  โดย primer 1 คู ่คือ SecA-F/ SecA-R 

3. ตรวจสอบผล PCR  ด้วยเทคนิค  Gel electrophoresis 
   4.โคลนยีนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย เข้าพาหะ pGEM-T Easy 
(Promega) และฝากแบคทีเรีย E.  coli  ด้วย heat  shock  transformation 

5. ท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ แล้วน าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับ
ฐานข้อมูลGenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือยืนยันว่าไพร์เมอร์ที่ออกแบบไว้
มีความเฉพาะเจาะจงต่อเชื้อสาเหตุจริง 

6. รวบรวม วิเคราะห์ และรายงานผลการทดสอบ 
7. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจัย 

 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2554-กันยายน 2555 
สถานที ่ กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของส่วนยีนที่มีศักยภาพเหมาะสมจาก GenBank ส าหรับน ามา

ออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย คือ ยีนในส่วน 
Sec A  โดยออกแบบไพร์เมอร์ 2 คู่  คือ SecA-F/ SecA-R และ SecAfor1 / SecArev3 ที่ให้แถบดี
เอ็นเอขนาด 400 เบส และ 800 เบส  ตามล าดับ ซึ่งคู่ไพร์เมอร์นี้สามารถตรวจเชื้อใบขาวอ้อยได้  

 

ท าการเลือกโคลน Sec A ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อย ขนาดประมาณ  400 
เบส และ 800 เบส  ด้วยพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega) เพ่ือน าเพ่ือน าไปส่งวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป  

 

เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลใน genbank พบว่าเหมือนมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ จึงท าการ
ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่ให้ได้ขนาดยีนของ Sec A ที่ยาวขึ้น เพ่ือประโยชน์ส าหรับการหาต าแหน่งที่

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
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เหมาะสมของการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจ และหายีนต าแหน่งอ่ืนๆ เพ่ิมเติม พร้อมหายีนใหม่มาเพ่ือ
ประโยชน์ส าหรับการหาต าแหน่งที่เหมาะสมของการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจและน าเปรียบเทียบกับ
ประสิทธิภาพของกรดนิวคลีอิกตัวตรวจในส่วน 16 SDNA ต่อไปในปีงบประมาณ 2556 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
สามารถน ามาสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเทคนิค  Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ด้วยไพร์เมอร์ 2 คู่ ในส่วน Sec A  ไพร์เมอร์คู่ที่ 1  คือ  SecA-F/ SecA-R ที่ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 400 
เบส  และ ไพร์เมอร์คู่ที่  2  คือ SecAfor1/SecArev3  ทีใ่ห้แถบดีเอ็นเอขนาด 800 เบส และท าการโคลน 
Sec A ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อย ด้วยพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega) 
เพ่ือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลใน genbank พบว่าเหมือน
มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้น ไพร์เมอร์ทั้ง 2 คู่นี้สามารถตรวจเชื้อใบขาวอ้อยได้เหมือนไพร์เมอร์ ใน
ส่วน 16s ribosomal RNA คือ P1/P7 และ R16F2/R2 ที่ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 เบส  จึงท าการ
ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่ให้ได้ขนาดยีนของ Sec A ที่ยาวขึ้น เพ่ือประโยชน์ส าหรับการหาต าแหน่งที่
เหมาะสมของการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจ และหายีนต าแหน่งอ่ืนๆ เพ่ิมเติม พร้อมหายีนใหม่มาเพ่ือ
ประโยชน์ส าหรับการหาต าแหน่งที่เหมาะสมของการสร้างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจและน าเปรียบเทียบกับ
ประสิทธิภาพของกรดนิวคลีอิกตัวตรวจในส่วน 16 SDNA ต่อไปในปีงบประมาณ 2556 
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