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3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคพุ่มแจ้ (witches’   

                                            broom) ของมันส าปะหลังโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

4. ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Invsetigation of  Phytoplasma  Causing  Cassava Witches’   

                                            Broom  Disease by  Molecular  Biology 
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5. บทคัดย่อ 

โรคพุ่มแจ้ของมันส าปะหลังมีรายงานว่าเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลังที่ส าคัญของ

ประเทศไทยตั้งแต่ปี 2552  ซึ่งลักษณะอาการคล้ายคลึงกับการท าลายของเพลี้ยแป้งและพบอาการพุ่มแจ้

ระบาดทุกแหล่งปลูกมันส าปะหลังที่ส าคัญของประเทศไทย  จึงต้องเร่งส ารวจน ามาพิสูจน์เพ่ือให้ทราบว่า

อาการพุ่มแจ้เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาจริงหรือไม่  เพ่ือลดความเสี่ยงที่จะเกิดได้ขึ้นกับผลผลิตต่อไปใน

อนาคต  จากการตรวจสอบตัวอย่างมันส าปะหลังที่มีอาการแตกยอดเป็นกระจุกที่ยอดและกลางล าต้นจาก

แปลงปลูกรวม 13  จังหวัด  รวม 2 วิธีการ (1.) ด้วยวิธี Nested PCR  โดยใช้ไพร์เมอร์ 2 คู่ คือ P1 & T7 

และ R16F2n & R16R2  ใช้ ดี เอ็น เอของ  Manihot esculenta’ witches’-broom ที่ ได้ รับความ

อนุเคราะห์จากนักวิจัยของ CIAT มาเป็น positive control  และตรวจสอบด้วย restriction enzyme 

พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,200 เบส  นั้นไม่ใช่เชื้อไฟโตพลาสมา ซึ่งเกิดมาจากการเกาะที่

ผิดพลาดของต าแหน่งไพร์เมอร์เอง และเมื่อตัดพิสูจน์ดีเอ็นเอไฟโตพลาสมา restriction enzyme EcoRI  

ได้ชิ้นดีเอ็นเอ 2 ชิ้นขนาดประมาณ 522 เบส และ 726 เบส แต่ในการทดสอบใช้ restriction enzyme 

ดังกล่าว ไม่สามารถตัดชิ้นดีเอ็นเอของมันส าปะหลัง  และวิธีการ (2.) ด้วยการปักช าศึกษาการเกิดอาการ

ของท่อนพันธุ์ในโรคเรือนทดลองเป็นเวลา 2 เดือน  พบว่าใบและกิ่งที่แตกออกมาเป็นปกติ  จากผลการ

ทดลองครั้งนี้จึงสรุปว่ายังไม่พบโรคแตกพุ่มฝอย (Phyllody) ที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา แต่อาจเกิดจาก

การเข้าท าลายของศัตรูพืชชนิดอ่ืนเพราะจะสังเกตพบเพลี้ยแป้งจ านวนมากบริเวณแตกพุ่มฝอย และอาจมี

การเข้าท าลายซ้ าจากเชื้อโรคอ่ืนร่วมด้วย จึงพบบริเวณท่อน้ าท่ออาหารของพืชบริเวณที่แตกพุ่มฝอยนั้น

เป็นสีน้ าตาล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. ค าน า 

เชื้อไฟโตพลาสมามีลักษณะลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยทั่วไปจะคล้ายกับแบคทีเรียมีขนาดเล็กที่สุด แต่

ไม่มีผนังเซลล์ รูปร่างไม่แน่นอนมีขนาด 80-900 นาโนเมตร เป็นเชื้อสาเหตุโรคพืช สามารถพบเชื้ออยู่ใน

กลุ่มเซลล์ท่ออาหารของต้นพืช (Shikata et. al., 1969)  ลักษณะอาการของโรคพุ่มแจ้ (witches’ 

broom) มันส าปะหลัง ที่พบ คือ ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยมากกว่าปกติและมีขนาดเล็ก ใบมีสีเหลือง

ซีดใบที่เป็นโรคจะเริ่มแห้งตายจากใบล่างขึ้นไปถึงที่ปลายยอด ต่อมากิ่งก้านเกิดอาการแห้งตายจากยอด 

(Die back) ล าต้นแสดงอาการแคระแกรน ผลผลิตหัวลดลง (Martiez-Lopez., 1977)  Elizabeth et 

al., (2007) ได้รายงานว่าพบโรค  cassava Frogskin disease (CFSD) ที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาซึ่งจัด

อยู่ในกลุ่ม 16SrIII  ribosomal  และโรคนี้ท าลายผลผลิตถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ในพื้นที่การปลูกมันส าปะหลัง

ของประเทศโคลัมเบีย บราซิล เวเนซูเอร่า และปานามา อาการจะพบที่ระบบรากมีลักษณะยาวผิดปกติ 

และมีชั้น cortex หรือ ชั้น epidermis ที่มีความหนากว่าพืชปกติ ถ้าอาการเป็นรุนแรงมากระบบรากจะ

แห้งตายในที่สุด  ในเดือนเมษายน  ปี 2551 เกิดมีการระบาดของเพลี้ยแป้งเข้าท าลายมันส าปะหลังที่.

อ าเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา พบความเสียหายของการท าลายในพ้ืนที่ปลูกประมาณ 3000,000 ไร่  

(http://www.pandintong.com/ViewContent.php?ContentID=3971, 24 สิงหาคม 2552)   ต่อมา  

รศ.ณรงค์  2552  ได้มีรายงานว่าส ารวจพบโรคพุ่มแจ้ (Phyllody) มันส าปะหลัง ที่เกิดจากเชื้อไฟโต

พลาสมา แพร่ระบาดไปตามพ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลังจังหวัด  ได้แก่ ชลบุรี  ระยอง  จันทบุรี  ตราด  

สระแก้ว นครนายก ปราจีนบุรี เป็นต้น   ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่มีการระบาดของเพลี้ยแป้งด้วย  ขณะนี้ จึงท าให้

เกิดความสับสนขึ้นว่าอาการที่ปรากฏกับมันส าปะหลังเกิดจากเพลี้ยแป้งอย่างเดียวหรือเกิดจากเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคพุ่มแจ้ (witches’ broom) ร่วมเข้าท าลายด้วย  เพราะลักษณะอาการที่พืชแสดง

คล้ายคลึงกันมาก เช่น ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยมากกว่าปกติ ใบมีขนาดเล็ก และมีสีเหลืองซีดที่ใบ 

เป็นต้น  ส าหรับประเทศไทยยังมีผู้ศึกษาโรคนี้น้อยมากและยังไม่มีหลักฐานของข้อมูลใดยืนยันว่าพบโรค

พุ่มแจ้ (witches’ broom) มันส าปะหลังในประเทศไทย จึงต้องเร่งส ารวจเพ่ือสาเหตุที่แท้จริงว่าเกิดจาก

ศัตรูพืชชนิดใดและท าการป้องกันก าจัดให้ถูกต้องตามสาเหตุนั้นๆ เพื่อลดความเสี่ยงที่จะเกิดข้ึนกับผลผลิต

ได้ทันท่วงที  พร้อมทั้งหาวิธีการตรวจวินิจฉัยว่าที่รวดเร็ว แม่นย าสูง ควบคู่ไปด้วย เช่น ตรวจด้วย

เทคนิคทางด้านอณูชีวิทยา เป็นต้น 
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7. วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 

1.  เก็บตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการคล้ายเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนที่ปลูกที่ส าคัญของภาค

ตะวันออกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 13 จังหวัด  (ตารางท่ี 1) 

ตารางที่ 1 แสดงจ านวนพ้ืนที่เก็บตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการคล้ายเชื้อไฟโตพลาสมาของภาคตะวันออก

และภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 13 จังหวัด  รวม 47 อ าเภอ   

ภาค จังหวัด อ าเภอ ลักษณะอาการที่พบ 

ตะวันออก จันทบุร ี แก่งหางแมว, โป่งน้ าร้อน, บางละมุง, 

นายายอาม 

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 ระยอง ปลวกแดง, วังจันทร,์ บ้านฉาง,       

นิคมพัฒนา       

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก, 

ใบลดรูป, ยอดม่วง 
 ชลบุรี   บางละมุง, สัตหบี ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก, 

ใบลดรูป 
 ฉะเชิงเทรา พนมสารคาม, สนามชัยเขต,  สอยดาว, 

ท่าตะเกียบ 

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก, 

ใบลดรูป 
 ปราจีนบุร ี นาด,ี กบินทร์บุร ี ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 สระแก้ว เขาฉกรรณ,์ วังน้ าเย็น, เมือง, สระแก้ว, 

คลองหาด,วัฒนานคร 

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก, 

ใบลดรูป 
ตะวันออกเฉียงเหนือ ชัยภูม ิ จตุรัต,  เนินสง่า,  บ าเหนด็ณรงค ์ ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 มหาสารคราม     วาปีปทุม,  กมลาไสย,  กุดรัง,  โกสุม

วิสัย,  เมือง 

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 ขอนแก่น เขาสวนกวาง,  มัจจาครี,ี  บ้านไผ่     

บ้านแฮด 

ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 บุรีรัมย ์ สตึก,  บ้านด่าน,  คูเมือง ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 นครราชสมีา สี่คิ้ว,  สีดา,  สูงเนิน,  ด่านขุนทด ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก, 

ใบพลูด่าง 
 ร้อยเอ็ด โพชัย ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 กาฬสินธุ ์ หนองกรุงศรี,  ร่องค า, กุจฉินณารายณ ์ ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 

 อุดรธานี   โนนสะอาด ยอดมันส าปะหลังแตกพุ่มฝอยผิดปกติ  ใบมีขนาดเล็ก 



2.  อุปกรณ์ทางการเกษตร ได้แก่ โรงเรือน กระถาง ตระกร้า ดิน  ถุงปลูก  ปุ๋ย และป้ายชื่อ 
 

3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   

-  โกร่งบดตัวอย่าง   

-  กระติกสูญกาศ   

-  หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 

-  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส   

-  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)   

-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   

-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 

-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) 

-  ตู้ดูดควันและสารพิษ  (Hood) 

-  เครื่อง Thermal cycler    

-  เครื่อง  Gel electrophoresis 

-  เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator 

 

4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   

-  ไนโตรเจนเหลว   

-  สารประกอบ CTAB buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM     

   EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 และ 2.0% PVP-40; Na2SO3 และ PVP-40) 

-  เอ็นไซม์  Taq DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen)  

-  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)  

-  Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 

-  Ethanol   

-  TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 

-  Agarose  gel 

 

 



- วิธีการ 

1.สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ่มแจ้ของมันส าปะหลังจากข้อมูลที่เคยมีรายงานมา

เพ่ือใช้ประกอบการวิจัย 

2.ส ารวจและเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการคล้ายถูกเข้าท าลายด้วยเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนที่

ปลูกส าคัญของประเทศไทย โดยรวมตัวอย่างตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการคล้ายเชื้อไฟโตพลาสมาของทุก

อ าเภอของแต่ละจังหวัด มาเป็นตัวแทนได้ 13 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างจาก ชัยภูมิ  มหาสารคราม ขอนแก่น  บุรีรัมย์  

นครราชสีมา  ร้อยเอ็ด กาฬสินธุ์  อุดรธานี จันทบุรี  ระยอง  ชลบุรี  ฉะเชิงเทรา  และสระแก้ว  (ตารางที่ 1)   

 3.ท าการเก็บใบพืชและเก็บท่อนพันธุ์ที่แสดงอาการโรคจากที่ส ารวจมาเพ่ือใช้ทดสอบต่อไปด้วยวิธีการ  

ดังนี้ 

 3.1 ท าการเก็บใบมันส าปะหลังแบบแห้งและสดแล้วเก็บไว้ที่ - 20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช้ทดสอบต่อใน

ขั้นต่อไป 

 3.2  ท าการปลูกท่อนพันธุ์ในกระถางปลูกภายในโรงเรือนกันแมลงเพ่ือสังเกตอาการ  

4.สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างมันส าปะหลังด้วยวิธี CTAB method โดยตัดตัวอย่างมันส าปะหลังที่สุ่มมาจาก

แปลงทดสอบทั้งในส่วน ก้านใบ และใบ มาตัดให้ละเอียดเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาชั่งให้ได้น้ าหนักประมาณ 0.3-0.5 

กรัม แล้วใส่ลงในโกร่งบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว หลังจากนั้นเติมสารละลาย CTAB extraction buffer 

(2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ; 20 mM EDTA, pH 8.0; 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 หรือ 2%  2-

mercaptoethanol และ 2.0% PVP-40) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดต่อให้เป็นเนื้อเดียวกัน  แล้วย้ายใส่ไมโครทิวบ์

หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65   องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้วดูดของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ไมโครทิวบ์

หลอดใหม่  แล้วเติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให้เข้าเป็นเนื้อ

เดียวกัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสชั้นบนใส่ในไมโครทิวบ์

หลอดใหม่ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เขย่าเบาๆ 

แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง  แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 

15 นาที เทส่วนใสทิ้งเก็บตะกอนดีเอ็นเอมาล้างตะกอนด้วย 70% ethanol  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  น าไปปั่น

เหวี่ยงทีค่วามเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ตากตะกอน   ดีเอ็นเอให้แห้งและละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่น



นึ่งฆ่าเชื้อ หรือ TE buffer ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  - 20  องศาเซลเซียส  เพ่ือใช้ในขั้นตอน

ต่อไป   

 5. การตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาจากมันส าปะหลังแสดงอาการคล้ายถูกเข้าท าลายด้วยเชื้อไฟโตพลาสมา 

รวม 13 ตัวอย่างด้วยเทคนิค เทคนิค Nested polymerase chain reaction (Nested PCR)  ด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ คือ 

P1 (5’-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’) & T7  (5’-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’) และ  R16F2 (5’-

ACGACTGCTGCTAAGACTGG-3’) & R1 6 R2  (5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’)  ซึ่ ง มี

ความจ าเพาะกับยีน  ในส่วน 16S ribosomal RNA (16S rRNA)  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR จะแสดงแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 1.2 กิโลเบส    (Lee et. al.,1993 ; Marzachì,  2006) น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบ

ขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1% gel agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่ง

ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp 

DNA Ladder แล้วน า  agarose gel  มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า 

agarose gel มาย้อมด้วยสารละลาย  ethidium bromide นาน 15 นาที  และแช่น้ าเปล่า 10 นาที และน าแผ่น 

agarose gel  มาส่องดูขนาดดี เอ็น เอด้ วย เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator  ท าการ

บันทึกภาพและสรุปผลที่เกิดขึ้น 

6. โคลนแถบดีเอ็นเอใช้พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega)และวิเคราะห์ล าดับ        นิวคลีโอ
ไทด์  โดยน าดี เอ็นเอที่ สั งเคราะห์ ได้จากเทคนิค  Nested PCR  และใช้พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 
(Promega)  ท าการเพ่ิมดี เอ็นเอสายผสมโดยถ่ายฝากสู่แบคที เรีย E.  coli  โดยวิธีการ heat  shock  
transformation  

7. ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่สังเคราะห์ได้ ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the 
BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่  First BASE Laboratories Sdn Bhd 
ประเทศมาเลเซียแล้วน าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูล  
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) 

8. รวบรวม วิเคราะห์ และเขียนรายงานผลการวิจัย 

- เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา ตุลาคม 2553-กันยายน 2555 

สถานที ่ กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez


8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1.ส ารวจและเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการคล้ายถูกเข้าท าลายด้วยเชื้อไฟโตพลาสมา  

เลือกเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการที่คล้ายถูกเข้าท าลายด้วยเชื้อไฟโตพลาสมา ได้แก่  อาการ

พุ่มแจ้  ข้อปล้องสั้น และใบเหลืองหดสั้น  (ภาพที่ 1)  จากแปลงปลูก 13 จังหวัด  รวม 47 อ าเภอ  

(ตารางที่ 1)  และน าท่อนพันธุ์ที่แสดงอาการโรคจากแปลงที่ส ารวจมาปลูกภายในโรงเรือนเพ่ือสังเกต

อาการ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ผลการสังเกตอาการท่อนพันธุ์มันส าปะหลังภายในโรงเรือน  

เมื่อน าท่อนพันธุ์มันส าปะหลังมาหักดูบริเวณข้อที่แสดงอาการอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น จึงน ามา

ท่อนพันธุ์มันส าปะหลังดังกล่าวมาปลูกภายในโรงเรือนเพ่ือสังเกตอาการ พบว่าท่อน้ าท่ออาหารเป็นสี

น้ าตาล  (ภาพที่ 2ก)  และพบว่าใบมันส าปะหลังท่อนพันธุ์ที่ท่อน้ าท่ออาหารเป็นสีน้ าตาลสามารถแตกใบ

ใหม่ได้เล็กน้อย บางท่อนแห้งตาย  (ภาพที ่2ข)  และเมื่อหักดูประมาณข้อที่ 10 นับจากข้อที่แสดงอาการ

พุ่มแจ้พบว่าท่อน้ าท่ออาหารพืชปกติ  (ภาพที่ 2ค)  ซึ่งท่อนมันส าปะหลัง สามารถแตกใบใหม่ได้ปกติ  

(ภาพที่ 2ง)  จากผลการทดลองพบว่าพืชสามารถแตกใบใหม่ได้ตามปกติ  แต่ถ้าถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเข้า

ท าลายใบที่แตกใหม่ควรแสดงอาการอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น เช่นเดิม เนื่องจากเชื้อไฟโต

พลาสมามีลักษณะการเข้าท าลายแบบ Systemic ไปตามท่อน้ าท่ออาหารพืช  ซึ่งมันส าปะหลังที่แสดง

ภาพที่ 1 : แสดงอาการยอดมันส าปะหลังมีการแตกพุ่มฝอยมากกว่าปกติใบมีขนาดเล็กและมีสีเหลืองซีด  

ซ่ึงพบเพลี้ยแป้งจ านวนมาก ที่ จ.ขอนแก่น (1ก) และ จ.ระยอง (1ข) 

 

 



อาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น อาจเนื่องมาจากเพลี้ยแป้งเข้าลายเป็นจ านวนมากจึงท าให้พืชแสดง

อาการดังกล่าว (ภาพที่ 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 : ปักช าท่อนพันธุ์ของมันส าปะหลังที่พบอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้นเพ่ือสังเกตอาการใน

โรงเรือน  

2ก  :  มันส าปะหลังอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น แสดงท่อน้ าท่ออาหารเป็นสีน้ าตาล 

2ข  :  ท่อนพันธุ์มันส าปะหลังที่ท่ออาหารเป็นสีน้ าตาลสามารถแตกใบใหม่ได้แต่เล็กน้อยหลังปักช าไปแล้ว 

7-10 วัน และบางท่อนพันธุ์ตาย 

2ค  :  ท่อนพันธุ์มันส าปะหลังแสดงท่อน้ าท่ออาหารเป็นปกติตรงบริเวณประมาณข้อที่ 10 ของพืช 

2ง  :  ท่อนพันธุ์มันส าปะหลังตรงบริเวณประมาณข้อที่ 10 สามารถแตกใบใหม่ได้ตามปกติหลังปักช าไป

แล้ว 7-10 วัน 
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ภาพที่ 3 : มันส าปะหลังแสดงอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น หลังจากถูกเพลี้ยแป้งหลังเข้าท าลาย 

3ก  :  มันส าปะหลังแสดงอาการข้อปล้องถี่และหดสั้น และพบเพลี้ยแป้งเข้าท าลายเป็นจ านวนมาก (ซ้าย-ขวา) 

3ข  :  มันส าปะหลังแสดงอาการพุ่มแจ้ ใบเหลือง ใบหดสั้น (ซ้าย) และพบเพลี้ยแป้งซ่อนอยู่บริเวณใต้ใบพืช (ขวา) 



3. การตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสจากมันส าปะหลังที่แสดงอาการคล้ายถูกเข้าท าลายด้วยเชื้อไฟโตพลาสมา รวม 

13 ตัวอย่างด้วยเทคนิค nested PCR 

น าดี เอ็น เอมาตรวจหาเชื้ อ ไฟ โตพลาสมาด้ วย เทคนิ ค   nested polymerase chain reaction           

(Nested PCR)  คื อ  ก า ร ท า  PCR 2  ค รั้ ง  (ภ า พ ที่  4 )  ค รั้ ง ที่  1  ใ ช้ คู่ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  คื อ  P1 

(5’AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 3’) และ T7 (5’CGTCCTTCATCGGCTCTT 3’)  และครั้งที่ 2 ใช้คู่ไพร์

เมอร์ R16F2n (5’GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’), R16R2  (5’ TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC 

CCC G 3’) ถ้าพืชมีเชื้อไฟโตพลาสมาควรแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1 ,200 เบส เมื่อเปรียบเทียบขนาด

แถบดีเอ็นเอกับ  Manihot esculenta  witches'-broom (Positive control) ที่ ได้รับความอนุ เคราะห์จาก

นักวิจัยของ CIAT มาเป็นตัวเชื้อควบคุมผลของปฏิกิริยา PCR ผลจากการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสในมันส าปะหลัง

รวม 13 ตัวอย่าง  พบแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,200 เบสในตัวอย่างมันส าปะหลัง รวม 3 ตัวอย่าง ได้แก่

ตัวอย่างจากจาก  อ.บ าเหน็จณรงค์ จ.ชัยภูมิ  อ.บ้านแฮ จ.ขอนแก่น  และ อ.ปลวกแดง จ.ระยอง (ภาพที่ 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ภาพจ าลองการสังเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค nested polymerase chain reaction 

(แหล่งที่มา http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/BGbioch/POLY.Chp.8.11.html) 

 

 



ภาพที่ 5  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,200 เบสจากการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมา 

ในมันส าปะหลังรวม 13 ตัวอย่าง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ช่องที่  ตัวอย่าง         ผลการตรวจ 
M  marker  100 bp (fermentus)        
1  ใบมันส าปะหลัง อ.คูเมือง จ.บุรีรัมย์   - 
2  ใบมันส าปะหลัง อ.บ าเหน็จณรงค์ จ.ชัยภูมิ    + 
3  ใบมันส าปะหลัง อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา   - 
4  ใบมันส าปะหลัง อ.จังหาร จ.ร้อยเอ็ด   - 
5   ใบมันส าปะหลัง อ.กมลาไสย จ.กาฬสินธุ์   - 
6  ใบมันส าปะหลัง อ.บ้านแฮ จ.ขอนแก่น   + 
7  ใบมันส าปะหลัง อ.ร่องค า จ.กาฬสินธุ์   - 
8  ใบมันส าปะหลัง อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานี   - 
9  ใบมันส าปะหลัง อ.โป่งน้ าร้อน จ.จันทบุรี   - 
10  ใบมันส าปะหลัง อ.ปลวกแดง จ.ระยอง   + 
11  ใบมันส าปะหลัง อ.บางละมุง จ.ชลบุรี   - 
12  ใบมันส าปะหลัง อ.พนมสารคาม จ.ฉะเชิงเทรา  - 
13  ใบมันส าปะหลัง อ.วังน้ าเย็น  จ.สระแก้ว   - 
14   ดีเอ็นเอของเชื้อ Manihot esculenta   - 

witches'-broom (Positive control)   + 
15  ใบมันส าปะหลังปกติ (Negative control)   - 
16  น้ า       - 
 

 

 



4. โคลนแถบดีเอ็นเอใช้พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega)และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

เลือกน าแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,200 เบสของตัวอย่างมันส าปะหลังจาก อ.ปลวกแดง จ.ระยองท า

การโคลนแถบดีเอ็นเอโดยใช้พลาสมิดพาหะ pGEM®-T Vector Map(Promega) (ภาพที่ 6) และถ่ายฝากดีเอ็นเอ

สายผสมสู่เซลล์แบคทีเรีย E.  coli  โดยวิธีการ heat  shock  transformation และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ ด้ วย เครื่ อ ง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit 

chemistry)  ที ่First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® 
Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที ่First BASE Laboratories Sdn Bhd 
ประเทศมาเลเซีย 

ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมันส าปะหลังจาก อ.ปลวกแดง จ.ระยอง  ที่เลือกส่งแถบดีเอ็นเอที่

ขนาดประมาณ  1,200 เบส  และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของฐานข้อมูลใน  

GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  พบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างมันส าปะหลัง อ.ปลวก

แดง จ.ระยอง มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของมันส าปะหลังส่วนยีน 18S ribosomal RNA Manihot esculenta 

(GenBank : AB233568.1 และ) ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ จึงสรุปว่าแถบดีเอ็นเอที่พบขนาดประมาณ  1,200 เบส  เป็นแถบดีเอ็น

เอของพืชพืชไม่ใช่เชื้อไฟโตพลาสมา  จากการตรวจสอบคู่ไพร์เมอร์พบมีเบสของคู่สมกับดีเอ็นเอของมันส าปะหลังตรงส่วน

ปลาย 3’ ทั้ง  forword primer คือ R16F2n (5’GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’และ reverse primer คือ R16R2  

(5’ TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G 3’) จึงเกิดการเกาะแบบผิดผลาดตรงส่วนปลาย 3’ ซึ่งเป็นต าแหน่งการ

ภาพที่ 6 ภาพจ าลองพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega) 

(แหล่งที่มา 

http://www.labsource.com/Catalog/Item.aspx?ItemID=1028605) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez


เติมเบสเพ่ือให้เกิดการสังเคราะห์เส้นดีเอ็นเอต้นแบบให้เต็มสาย ซึ่งเบสของไพร์เมอร์ของ R16F2n ประกอบด้วย CTGG 3’

และ R16R2 ประกอบ CCCCG 3’ และมีเปอร์เซ็นต์ GC ค่อนข้างสูงมากจึงเกาะแบบเหนียวแน่นกับต้นแบบดีเอ็นเอของมัน

ส าปะหลัง จะเห็นได้ว่าเพียง 4-5 เบส เท่านั้นที่เป็นคูส่มก็สามารถเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของมันส าปะหลังให้เต็มสายได้

(http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/PCR_Primer_Design.html)  จากผลการทดลองดังกล่าวจึงสรุปได้ว่า

ตัวอย่างมันส าปะหลังจาก อ.ปลวกแดง จ.ระยอง  นี้ไม่มีเชื้อไฟโตพลาสมา  ซึ่งผลที่เกิดขึ้นอาจมาจากการสกัดดีเอ็นเริ่มต้น

ในบางครั้งไม่สะอาดได้ส่วน ribosomal ของพืชมาเยอะและเมื่อเกิดสภาวะเหมาะสมของสารประกอบในปฏิกิริยาท าให้ไพร์

เมอร์คู่นี้มีโอกาศการเกาะแบบผิดผลาดตรงส่วนปลาย 3’ จึงเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของมันส าปะหลังให้เต็มสายได้ใน

สภาวะเหมาะที่สม   (ภาพที่ 7  )  แต่โอกาศการเกิดไม่มากนักเพราะตามคุณสมบัติของไพร์เมอร์จะมีความสามารถในการ

ท างานได้เต็มประสิทธิภาพมากกว่าเมื่อได้เกาะกับเบสคู่สมที่ 95-100 เปอร์เซ็นต์  ไพร์เมอร์ชุดดังกล่าวที่ใช้กันอยู่ใน

ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์ออกแบบไพร์เมอร์จากส่วน Ribosomal เนื่องมาจากปัญหาที่เชื้อไฟโตพลาสมายังไม่สามารถเลี้ยง

ได้บนอาหารสังเคราะห์จึงท าให้ไม่รู้องค์ประกอบที่แท้จริงของเชื้อตัวมากนัก  นักวิทยาศาสตร์จึงเลือกออกแบบไพร์เมอร์

ส่วนยีนที่ทุกสิ่งมีชีวิตจะต้องมีเป็นองค์ประกอบในการด ารงชีวิตอยู่แล้ว ดั้งนั้น คู่ไพร์เมอร์ที่เลือกใช้นักวิทยาศาสตร์ได้ถูก

ปรับและออกแบบให้มีล าดับเบสคู่สมกับเชื้อไฟโตพลาสมาเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์แล้ว  ถ้าเป็นพืชมีเชื้อเชื้อไฟโตพลาสมาจะ

สามารถตรวจได้อย่างแน่นอนโดยเทียบผลกลับเมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์กับ Manihot 

esculenta  witches'-broom (Positive control) ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากนักวิจัยของ CIAT มาเป็นตัวเชื้อควบคุมผล

ของปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบ  และจากข้อผิดผลาดที่มีโอกาศเกิดขึ้นเนื่องจากการเกาะแบบผิดผลาดตรงส่วนปลาย 

3’ ของไพร์เมอร์คู่นี้อาจแก้ไขโดยปรับเปลี่ยนบางเบสหรือต าแหน่งการเกาะของไพร์เมอร์ใหม่หรือเพ่ิมอุณหภูมิในช่วงการ

เกาะของไพร์เมอร์ให้สูงขึ้น เพ่ือให้เกิดความจ าเพาะต่อเชื้อไฟโตพลาสมาเท่านั้น      

 จากปัญหาคู่ไพร์เมอร์ R16F2n และ R16R2  ที่สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่ประมาณ 1,200 เบสได้  ท าให้

ไม่สามารถแยกได้ว่าเป็นแถบแบบดีเอ็นเอของเชื้อหรือพืช  นอกจากท าการส่งอ่านผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

เครื่อง  ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  

ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย  ซึ่งใช้เวลาในการด าเนินตามขั้นตอนประมาณ 2-3 สัปดาห์ถึงจะ

ทราบผล  จากการทดสอบครั้งนี้ทางนักวิจัยจึงหาแนวทางการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ต าแหน่งการตัดล าดับนิวคลี

โอไทด์ด้วย restriction enzyme ที่แต่ต่างหรือเหมือนกัน โดยอาศัยโปรแกรม  Restriction Mapper - Saccharomyces 

Genome Database สามารถบอกขนาดแถบดีเอ็นเอตรงต าแหน่งที่ restriction enzyme  ต้องตัดให้ทราบก่อนเริ่มการ

ปฏิบัติงาน  โดยเลือกใช้ restriction enzyme EcroI สามารถตัดต าแหน่งล าดับนิวคลีโอไทด์เชื้อไฟโตพลาสมาได้ 1 

ต าแหน่ง เมื่อน ามาตรวจผลเจลอิเล็กโทรโพรีซีส จะพบแถบดีเอ็น 2 แถบ คือ ขนาดประมาณ 522 เบส และที่ขนาด

http://www.premierbiosoft.com/
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=yeast%20genome%20restriction%20analysis&source=web&cd=1&ved=0CGsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.yeastgenome.org%2Fcgi-bin%2FPATMATCH%2FRestrictionMapper&ei=2z-zT6fMLMvKrAektLGGBA&usg=AFQjCNHCqLJ2Vts-e4apP1rDyvk5XZTuIg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=yeast%20genome%20restriction%20analysis&source=web&cd=1&ved=0CGsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.yeastgenome.org%2Fcgi-bin%2FPATMATCH%2FRestrictionMapper&ei=2z-zT6fMLMvKrAektLGGBA&usg=AFQjCNHCqLJ2Vts-e4apP1rDyvk5XZTuIg


ประมาณ  726 เบส  ส่วนแถบดีเอ็นเอของมันส าปะหลังไม่มีต าแหน่งตัดด้วย restriction enzyme EcroI ของล าดับนิวคลี

โอไทด ์ เมื่อน ามาตรวจผลเจลอิเล็กโทรโพรีซีสจะพบแถบดีเอ็นที่ขนาดประมาณ 1,200 เบส เท่าเดิม  (ภาพที ่8 )   
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ภาพที่ 7  ภาพจ ารองการเกาะของไพร์เมอร์ (annealing) กับ DNA สายเดี่ยวแบบผิด

ผลาด  

            ตรงส่วนปลาย 3’ ของขบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 แสดงขนาดของแถบดีเอ็นเอต าแหน่งทีต่ัดด้วย restriction enzyme EcroI  

 

ช่องท่ี  ตัวอย่าง                      ผลการใช้  restriction enzyme

  

M marker  100 bp (fermentus) 

M marker  Ox174 DNA/BsuRI (HaeIII),9 (fermentus)        

1 แถบดีเอ็นเอ อ.ปลวกแดง จ.ระยอง ใช้  restriction enzyme EcroI  uncut   

2 แถบดีเอ็นเอของเชื้อ Manihot esculenta ใช้  restriction enzyme EcroI  ~521 และ ~726    

            witches'-broom (Positive control)   

3 แถบดีเอ็นเอโรคใบขาวอ้อย ใช้  restriction enzyme EcroI   ~521 และ ~726    



 

 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 จากผลการตรวจสอบที่ PCR ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1,200 เบส จ านวน 3 ตัวอย่างจาก  อ. บ าเหน็จณรงค์ จ. ชัยภูมิ 

อ. บ้านแฮ จ. ขอนแก่น และ อ. ปลวกแดง จ.ระยอง มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่เท่ากับ ดีเอ็นเอของ  Manihot esculenta’ 

witches’-broom (ภาพที่ 5) แต่เมื่อส่งชิ้น ดีเอ็นเอดังกล่าวไปวิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเครื่อง Automated DNA 

sequencer (The BigDye® Terminator V3.1 cycle sequencing kit chemistry) ที่  First BASE Labolatories Sdn Bhd 

ประเทศมาเลเซีย  พบว่า เป็นล าดับเบสของต้นมันส าปะหลังส่วนยีน 18S ribosomal RNA Manihot esculenta 

(GenBank : AB233568.1 และ FJ707524.1) ถึง 99 %  (ภาคผนวก ตารางที่ 1 และภาพที่ 1)  ซึ่งผลที่เกิด

ขึ้นมาจากการเกาะในต าแหน่งที่ผิดพลาดของคู่ pimers R16F2n และ R16R2  และใช้ restriction enzyme 

EcoRI ตัดพิสูจน์ดีเอ็นเอเชื้อไฟโตพลาสมาโดยตัดบนสายดีเอ็นที่ 1 ต าแหน่ง จะได้ดีเอ็นเอ 2 ชิ้นขนาดประมาณ 

522 เบส และ 726 เบส ส่วนดีเอ็นเอของมันส าปะหลังไม่สามารถตัดต าแหน่งใดได้  (ภาพที ่8) ข้อแนะน าเพ่ิมเติม

การใช้ต าแหน่งการตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย restriction enzyme ให้แต่ต่างหรือเหมือนกัน ควรใช้ restriction 

enzyme ที่สามารถตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ให้ครอบคลุมทั้งยีนที่ทดสอบอย่างน้อย 2-3 ต าแหน่งจะสามารถควบคุม

การแปรผลให้ผิดผลาดได้น้อยลงอีกทาง เช่น restriction enzyme AluI หรือ HpaII มี 3 ต าแหน่งตัดบนล าดับนิ

วคลีโอไทด์เชื้อไฟโตพลาสมา ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ของมันส าปะหลังไม่มีต าแหน่งใดตัดได้ เป็นต้น จากผลการ

ทดลองจึงเป็นข้อสรุปว่า ตัวอย่างมันส าปะหลังที่มีอาการแตกพุ่มฝอยที่พบทั้งหมดจาก 13 จังหวัด ไม่ใช่อาการของ

โรคที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา  

จากการศึกษาอาการจากท่อนพันธุ์ที่พบอาการแตกพุ่มฝอยน ามาปักช าและสังเกตอาการ  เป็นเวลา 2 

เดือน  พบว่าใบและและกิ่งที่แตกออกมาเป็นปกติไม่พบอาการแตกพุ่มฝอย (ภาพที่ 2)  และมีข้อสังเกตว่าหาก

ท่อนพันธุ์ติดเชื้อไฟโตพลาสมามาก่อนอาการควรจะเกิดตั้งแต่ต้นเล็กที่เริ่มแตกตา เป็นพุ่มแจ้ตั้งแต่เล็ก ต้นก็ไม่

สามารถเจริญเติบโตจนสูงใหญ่และไม่สามารถลงหัวได้  แต่ส่วนมากพบอาการพุ่มแจ้ในมันส าปะหลังอายุประมาณ 

7-10 เดือน ล าต้นที่สูงเกิน 180 เซนติเมตรจากยอดลงมา หรือเป็นกลางต้นที่สูงกว่า 180 เซนติเมตร จึงไม่ใช่

อาการที่เกิดจากไฟโตพลาสมาทีต่ิดไปกับท่อนพันธุ์มันส าปะหลัง  

สรุปผลการทดลองครั้งนี้ว่ายังไม่พบโรคแตกพุ่มฝอย (Phyllody) ที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา แต่อาจเกิด

จากการเข้าท าลายของศัตรูพืชชนิดอื่นเพราะจะสังเกตพบเพลี้ยแป้งจ านวนมากบริเวณแตกพุ่มฝอย (ภาพที่ 3)  



และอาจมีการเข้าท าลายซ้ าจากเชื้อโรคอ่ืนร่วมด้วย จึงพบบริเวณท่อน้ าท่ออาหารของพืชบริเวณท่ีแตกพุ่มฝอยนั้น

เป็นสีน้ าตาล (ภาพที่ 2ก) 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ประโยชน์  คือ 

1. เป็นประโยชน์ในด้านข้อมูลพื้นฐานการแพร่ระบาดของเชื้อหากพบการระบาดจะได้หาแนวทาง

ป้องกันและก าจัดโรคโรคได้ถูกวิธี 

กลุ่มเป้าหมาย  คือ 

1.  เกษตรกรผู้ปลูกมันส าประหลังเพ่ือการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของโรค 

2.นักวิชาการกับงานวิจัยขั้นประยุกต์ส าหรับใช้ต่อยอดเพ่ือหาวิธีการจัดการหรือก าจัดโรคได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ 

 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 

ขอขอบคุณ ผชช. วันเพ็ญ  ศรีทองชัย  ที่กรุณาตรวจแก้ไขพร้อมแนะน า และความช่วยเหลือในทุกๆ ด้าน  และ
ขอขอบบุคลากรทุกท่านที่ให้ความสะดวกในด้านต่าง ๆ เป็นอย่างดี ไว้ ณ ที่นี้ด้วย 
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13. ภาคผนวก 

 

ตารางท่ี 1 แสดงเปอร์เซ็นต์การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Manihot-Rayong  

             กับฐานข้อมูลใน Genbank          

SeqA Name Length SeqB Name Length Score 

1 Manihot-Rayong 1251 2 AB233568.1-Manihot 1251 99.0 

1 Manihot-Rayong 1251 3 FJ707524.1-Manihot 1251 99.0 

2 AB233568.1-Manihot 1251 3 FJ707524.1-Manihot 1251 99.0 

 

ภาพที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Manihot-Rayong กับฐานข้อมูลใน Genbank          
 

 

 

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 

 

 

AB233568.1-Manihot      GAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGG 60 

FJ707524.1-Manihot      GAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGG 60 

Manihot-Rayong          GAAACGACTGCTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGG 60 

                        ****** ** * ************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      GGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGTCTGGTAATTGGAATGAGTA 120 

FJ707524.1-Manihot      GGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGTCTGGTAATTGGAATGAGTA 120 

Manihot-Rayong          GGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGACTGGTAATTGGAATGAGTA 120 

                        **************************************** ******************* 

 

AB233568.1-Manihot      CAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT 180 

FJ707524.1-Manihot      CAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT 180 

Manihot-Rayong          CAATCTAAATCCCTTAACGGGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT 180 

                        ******************* **************************************** 

 

AB233568.1-Manihot      AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACC 240 

FJ707524.1-Manihot      AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACC 240 

Manihot-Rayong          AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACC 240 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      TTGGGTTGGGTCGACCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCACCTGTCGGCTCGTCCCTTCTGCCG 300 

FJ707524.1-Manihot      TTGGGTTGGGTCGACCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCACCYGTCGGCTCGTCCCTTCTGCCG 300 

Manihot-Rayong          TTGGGTTGGGTCGACCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCNCCTGTCGGCTCGTCCCTTCTGCCG 300 

                        *********************************** ** ********************* 

 

AB233568.1-Manihot      GCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAA 360 

FJ707524.1-Manihot      GCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAA 360 

Manihot-Rayong          GCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCTTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAA 360 

                        ************************************ *********************** 

 



 

AB233568.1-Manihot      ATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATAGG 420 

FJ707524.1-Manihot      ATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATAGG 420 

Manihot-Rayong          ATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATCATAGG 420 

                        ************************************************************ 

 

 

 

AB233568.1-Manihot      ATTTCGGTCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACAGTCGGG 480 

FJ707524.1-Manihot      ANTTCGGTCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACAGTCGGG 480 

Manihot-Rayong          ATTTCGGTCCTATTCTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACAGTCGGG 480 

                        * ********************************************************** 

 

AB233568.1-Manihot      GGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACAACTGC 540 

FJ707524.1-Manihot      GGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACAACTGC 540 

Manihot-Rayong          GGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACAACTGC 540 

                        ************************************************************ 

 

 

 

 

AB233568.1-Manihot      GAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACG 600 

FJ707524.1-Manihot      GAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACG 600 

Manihot-Rayong          GAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACG 600 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      ATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGC 660 

FJ707524.1-Manihot      ATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGC 660 

Manihot-Rayong          ATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGC 660 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      TTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTAT 720 

FJ707524.1-Manihot      TTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTAT 720 

Manihot-Rayong          TTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTAT 720 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      GGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGC 780 

FJ707524.1-Manihot      GGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGC 780 

Manihot-Rayong          GGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGC 780 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      GGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAG 840 

FJ707524.1-Manihot      GGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAG 840 

Manihot-Rayong          GGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAG 840 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      ACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAG 900 

FJ707524.1-Manihot      ACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAG 900 

Manihot-Rayong          ACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAG 900 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      CGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGG 960 

FJ707524.1-Manihot      CGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGG 960 

Manihot-Rayong          CGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGG 960 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      AGGTGACCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCTTTTAGGCCAAGGAAGTTT 1020 

FJ707524.1-Manihot      AGGTGACCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCTTTTAGGCCAAGGAAGTTT 1020 

Manihot-Rayong          AGGTGACCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCTTTTAGGCCAAGGAAGTTT 1020 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGA 1080 

FJ707524.1-Manihot      GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGA 1080 

Manihot-Rayong          GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGA 1080 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      TGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAGGCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCG 1140 

FJ707524.1-Manihot      TGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAGGCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCG 1140 

Manihot-Rayong          TGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAGGCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCG 1140 

                        ************************************************************ 

 

AB233568.1-Manihot      TGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAG 1200 

FJ707524.1-Manihot      TGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAG 1200 

Manihot-Rayong          TGACGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAG 1200 

                        *** ******************************************************** 

 

AB233568.1-Manihot      TCATCAGCTCGCGTTGACTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCG 1251 



FJ707524.1-Manihot      TCATCAGCTCGCGTTGACTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCG 1251 

Manihot-Rayong          TCATCAGCTCGCGTTGACTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCA 1251 

                        **************************************************  

 

 


	2.  อุปกรณ์ทางการเกษตร ได้แก่ โรงเรือน กระถาง ตระกร้า ดิน  ถุงปลูก  ปุ๋ย และป้ายชื่อ
	3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่
	-  โกร่งบดตัวอย่าง
	-  กระติกสูญกาศ
	-  หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร
	-  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส
	-  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)
	-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ตำแหน่ง
	-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge)
	-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge)
	-  ตู้ดูดควันและสารพิษ  (Hood)
	-  เครื่อง Thermal cycler
	-  เครื่อง  Gel electrophoresis
	-  เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator
	4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่
	-  ไนโตรเจนเหลว
	-  สารประกอบ CTAB buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM
	EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 และ 2.0% PVP-40; Na2SO3 และ PVP-40)
	-  เอ็นไซม์  Taq DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen)
	-  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)
	-  Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1)
	-  Ethanol
	-  TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)
	-  Agarose  gel
	6. โคลนแถบดีเอ็นเอใช้พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega)และวิเคราะห์ลำดับ        นิวคลีโอไทด์ โดยนำดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้จากเทคนิค  Nested PCR  และใช้พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega)  ทำการเพิ่มดีเอ็นเอสายผสมโดยถ่ายฝากสู่แบคทีเรีย E.  coli  โดยวิธีกา...
	7. ส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ ที่สังเคราะห์ได้ ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซียแล้วนำข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์และล...
	5. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย

