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 5. บทคัดย่อ  
 เช้ือไฟโตพลาสมาเป็นสาเหตุท่ีส าคญัของโรคในออ้ย ผลของการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือ             
ไฟโตพลาสมา และการสร้าง Phylogenetic tree พบว่าเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีไดจ้ากการส ารวจแหล่งปลูกต่างๆ ใน
ประเทศไทยมีความสัมพันธ์กับความแตกต่างอาการของโรคท่ีปรากฏ เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคใบขาวและ                       
โรคกอฝอย มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกนัท่ีระดับ 99 % ในขณะท่ีเช้ือสาเหตุของโรคกอตะไคร้ มีค่าความ
เหมือนกบัโรคใบขาวและกอฝอยท่ีระดบั 85-86% ซ่ึงอาจจดัเป็น subgroup ชนิดใหม่ของกลุ่ม 16SrXI group หรือ
อาจเป็นกลุ่มใหม่ซ่ึงตอ้งพิสูจน์ต่อไป การพฒันาไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อการตรวจจบัความแตกต่างของจีโนไทป์ของ 
SNP จ านวน 2 ต าแหน่งคือ A254G, T245C ดว้ยวิธี HRM พบวา่สามารถแยกเช้ือได ้3 กลุ่มตามลกัษณะอาการอยา่ง
ชดัเจน เทคนิคน้ีจึงสามารถน าไปใชใ้นการตรวจหาและระบุชนิดของเช้ือไฟโตพลาสมาไดใ้นตวัอย่างท่ีไม่แสดง
อาการ ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่องานวิจยัดา้นการติดเช้ือขา้มชนิด และการศึกษาแมลงน าโรค เพ่ือหาแนวทางลดการ
ระบาดของโรคออ้ยท่ีมีสาเหตุจากเช้ือไฟโตพลาสมา 

ABSTRACT 
 Phytoplasma is the causative agent of sugarcane diseases. The study of 16S rDNA gene 
nucleotide sequences and phylogenetic analysis of infected sugarcane samples collected from various 
planting areas throughout Thailand revealed correlation with different symptoms. The nucleotide 



sequences of sugarcane white leaf disease (SCWL) and sugarcane grassy shoot disease (SCGS) showed 
99% similarity, while the sugarcane green grassy shoot disease (SCGGS) had 85-86% similarity. That 
can probably be classified as new subgroup of 16SrXI or new 16S rDNA group; which remains one topic 
for future research. In this study, a specific primer set is developed for a HRM-based method for 
sugarcane phytoplasma genotyping. Two Single nucleotide polymorphisms (SNPs), A254G, T245C, 
were used and SCWL, SCGS and SCGGS disease were clearly separated. The asymptomatic samples of 
infected sugarcane were also detectable by this approach. The HRM technique provides great advantage 
for the studying of the cross species infection, transmission vectors and relevant areas that lead to the 
reduction of the devastation cause by phytoplasma infection.   
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6. ค าน า 
 เช้ือไฟโตพลาสมาเป็นแบคทีเรียชนิดท่ีไม่มีผนงัเซลล ์ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัของโรคพืชมากกวา่ 300 
ชนิดท่ีไดรั้บการพิสูจน์และยืนยนัการตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมาแลว้ (SeemÜller et al., 1994) รวมทั้งโรค
พืชท่ีส าคญัของออ้ย คือโรคใบขาว (Sugarcane white leaf; SCWL) เช้ือไฟโตพลาสมาท่ีเป็นสาเหตุของโรค
ออ้ย จดัอยู่ในกลุ่ม 16SrXI group, subgroup B อาศยัอยู่ในท่อน ้ าลายของแมลงปากดูด หรือในท่อล าเลียง
อาหารของพืช ท่ี ติด เช้ือ  การระบาดของเช้ือจากต้น สู่ต้น เกิดจากมี เพ ล้ียจักจั่น   Matsumuratettix 
hiroglyphicus (Matsumura) (Chen, 1978) และ Yamatotettix flavovitatus (ยุพา และคณะ, 2548) เป็นแมลง
พาหะ แต่ปัญหาส่วนใหญ่เกิดจากการปลูกหรือการขยายตน้ออ้ยโดยใชท้่อนพนัธ์ุท่ีมีปริมาณเช้ือในปริมาณ
สูง 
 ในประเทศไทย โรคออ้ยท่ีมีสาเหตุจากการติดเช้ือท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา ไดแ้ก่ 1) โรคใบขาวใน
อ้อย (Sugarcane white leaf; SCWL) มีลักษณะอาการท่ีพบได้แก่ อาการใบขาว (white leaf; WL) และ
อาการกอฝอย (grassy shoot; GS) 2) โรคกอตะไคร้ ซ่ึงออ้ยจะแสดงอาการคล้ายกอตะไคร้ (green grassy 
shoot; SCGGS) (Wongwarat, 2012) จากการส ารวจโรคใบขาวของออ้ยตามพื้นท่ีต่างๆ และน าแต่ละไอโซ
เลทมาหาขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบว่าแต่ละไอโซเลทมีความเหมือนกนั 99-100% 
(สุภาพร และ คะนึงนิตย,์ 2551) ในขณะท่ีมีการศึกษาขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S-23S intergenic 
spacer region (ITS) ระหว่างดีเอ็นเอของ SCWL และ SCGS พบว่ามีความแปรปรวนชนิดการแทนท่ีเบส 
(Base substitution) ของล าดับ           นิวคลีโอไทด์  (Sakuanrungsirikul et al., 2012) แต่จากการสร้าง
แผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) ด้วยใช้ข้อมูล ITS นั้ นพบว่าดีเอ็นเอจาก SCWL และ SCGS มีความ
เหมือนกนั จนไม่สามารถแยกออกเป็นกลุ่มได ้ตรงขา้มกบั SCGGS ถูกแยกออกมาเป็นอีกกลุ่มอยา่งชดัเจน 
(Wongwarat, 2012, Sakuanrungsirikul et al., 2012) งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาข้อมูลล าดับนิ



วคลีโอไทด์ของยนี 16S-23S rDNA ทั้งสาย และน าขอ้มูลความหลากหลายทางพนัธุกรรมน้ีท่ีอาจมีต าแหน่ง
นิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างกันเพียงนิวคลีโอไทด์เดียว แต่มีผลต่อฟีโนไทด์ หรือ สนิป (single nucleotide 
polymorphism, SNP) มาพฒันาเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอสนิป ร่วมกับการใช้เทคนิคการวิเคราะห์ค่าการ
คลายเกลียวของสายดี เอ็น เอ (high-resolution melting analysis; HRM) ซ่ึ งเป็น เทคนิคท่ีสามารถใช้
ตรวจสอบความผิดปกติของยีน และใชห้าจีโนไทป์ของยนีของเช้ือไฟโตพลาสมา ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการ
จ าแนกกลุ่มอาการของโรค ในตน้ออ้ยท่ีไม่แสดงอาการ และเพื่อหาแนวทางลดการระบาดของโรคออ้ยท่ีมี
สาเหตุจากเช้ือไฟโตพลาสมา 
 
7.  วธีิด ำเนินกำร 
 1. การสกดัดีเอน็เอจากเน้ือเย่ืออ้อย 
 1.1 เก็บตวัอย่างออ้ยส าหรับใช้เป็นตวัอย่างมาตรฐาน ไดแ้ก่ออ้ยท่ีแสดงอาการใบขาว, ใบขาวกอ
ฝอย และกอตะไคร้ จากพื้นท่ีปลูกออ้ยจ านวนอาการละ 10 ตวัอยา่ง จากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย 
 1.2 เก็บตวัอยา่งออ้ยส าหรับการทดสอบ ไดแ้ก่ออ้ยท่ีไม่แสดงอาการโรคออ้ยจ านวน 30 ตวัอย่าง 
จากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย 
 น าตัวอย่างเน้ือเยื่อใบอ้อยจาก 1.1 และ 1.2 จ  านวนตัวอย่างละ 3 กรัมใส่ลงโกร่งแล้วเติม
ไนโตรเจนเหลวจากนั้นบดให้ละเอียดเป็นผงใส่ลงในสารละลายบฟัเฟอร์ แลว้สกดัดีเอ็นเอโดยดดัแปลง
วิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Li and Midmore (1999) จากนั้ นตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอด้วย
เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง nanodrop spectrophotometer (Maestrogen, Taiwan) 
 2. การสร้าง Phylogenetic tree 
   2.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณ 16S-23S rDNA 
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือไฟโตพลาสมา Acc. No. AB741630 จากฐานข้อมูล NCBI 
เป็นตน้แบบส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ ไดไ้พรเมอร์จ านวน 4 คู่ไดแ้ก่ 16S-23S F1/R1, 16S-23S F2/R2, 
16S-23S F3/R3, 16S-23S F4/R4 ไดค้วามยาวของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 498, 676, 381, 575 bp ตามล าดบั 
   2.2 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ และการส่งหาล าดับนิวคลโีอไทด์ 
 ท าการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR โดยแต่ละปฏิกิริยามีปริมาตรสุทธิ15 µl มีความ
เขม้ขน้สุดทา้ยของส่วนผสมดงัน้ี  1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase 
(Fermentas, USA), 0.34 µM Primer และ 20 ng/µl สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ แล้วน าไปท าปฏิกิริยาใน
เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) มีขั้นตอนดงัน้ี Pre-denaturing 94 
°C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 40 วินาที, annealing 52°C นาน 40 วินาที, extension 72°C นาน 1 
นาที  (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 35 รอบ) และ final extension 72°C นาน 7 นาที 
น าผลผลิต PCR มาตรวจสอบดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis และน ามาท าให้ผลผลิต PCR บริสุทธ์ิดว้ย
ชุดน ้ ายาส าเร็จรูป HiYield TM Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBCBioscience, Taiwan) ส่งผล
ผลิต PCR บริสุทธ์ิไปหาล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดย Solegent (Korea) 



   2.3 การสร้าง Phylogenetic tree 
 ท าการจดัล าดบันิวคลีโอไทด์ให้ถูกตอ้งดว้ยโปรแกรม BioEdit และ Clustal W จากนั้นท าการสร้าง 
phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA ver. 5.05 ด้วยวิธี  Neighbor-Joining โดยใช้โมเดล Kimura 2-
parameter ดว้ยการสุ่มขอ้มูล (bootstrap) จ านวน 1,000 คร้ัง 
 3. การวเิคราะห์ SNP ด้วยวธีิ High- resolution melting (HRM) 
   3.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการตรวจหา SNP 
 น าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์จากตวัอย่างแต่ละอาการนั้น มาจดัเรียงดว้ยโปรแกรม Clustal W ท า
การออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุมบริเวณต าแหน่ง SNP ไดเ้ป็นชุดไพรเมอร์ Phyto7-1 F/R 
   3.2 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยวธีิ PCR และการวเิคราะห์ HRM 
 น าสารละลายดีเอ็นเอ (20 ng/µl) ท่ีสกดัได ้มาเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณช้ินเอน็เอ โดยใชไ้พร
เมอร์ 16S-23S F1/R1 ท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามข้อ 2.2 จากนั้ น น าผลผลิตท่ีได้มาเจือจาง
อตัราส่วน 1:200 ส าหรับเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในท า nested-PCR ปริมาตรสุทธิ 15 µl ซ่ึงมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาดังน้ี  1X PCR buffer, 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA) 
0.2 µM Phyto7 F/R และ 3.34 µM Syto9 dye  
 วิเคราะห์ค่าการคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอ (melting temperature; Tm) ท่ีติดตั้งอยู่ในเคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง (LightCycler®480 Real-time PCR, Roche, Germany) มีขั้นตอนดงัน้ี 
initial-denaturing 94°C นาน 5 นาที , denaturing 94°C นาน  30 วินาที , annealing 64°C นาน  30 วินาที , 
extension 72°C นาน 40 วนิาที (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 40 รอบ) จากนั้นท าการ
เพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 65°C ถึง 95°C โดยเพิ่ม 0.03°C/ วนิาที เม่ือส้ินสุดให้ลดอุณหภูมิลงท่ี 40°C นาน 30 วนิาที 
วิเคราะห์ melting peak ด้วยโปรแกรม Tm calling และสร้าง Normalized melting curves โดยโปรแกรม 
Gene Scanning 1.5.0 (Roche Diagnostics, Germany) 
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8. ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 1. การจัดกลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคในอ้อย 
  สกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งออ้ยท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา และแสดงอาการของโรคไดแ้ก่ 1) อาการใบ
ขาว ลกัษณะเด่นคือใบออ้ยมีสีขาว, ขาวปนเหลือง, เหลืองอ่อน หรือเขียวปนขาว พบไดท้ั้งจากออ้ยท่ีเจริญ
เป็นล าแลว้ และหน่อออ้ยท่ีเพิ่งแตกออกมาใหม่ 2) อาการกอฝอย ลกัษณะเด่นคือมีการแตกหน่อเร็ว และ
มากกวา่ปกติ ใบแคบเรียว ใบมีสีขาว, ขาวปนเหลือง, เหลืองอ่อน 3) อาการกอตะไคร้ ลกัษณะเด่นคือมีการ
แตกหน่อเร็ว และแตกมากกวา่ปกติ หน่อไม่เจริญเป็นล า ใบแคบเรียว ใบมีสีเขียวปกติ 



  จากการท าปฏิกิริยา PCR และการหาล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่ามีขนาดความยาวของเช้ือไฟโต
พลาสมาจากตวัอย่างโรคใบขาว, กอฝอย และกอตะไคร้ เท่ากบั 1770, 1771 และ 1772 bp ตามล าดบั เม่ือ
น ามาสร้าง Phylogenetic tree (Ficture 1) พบว่าสามารถจัดกลุ่มตัวอย่างได้เป็น 2 กลุ่ม  คือ กลุ่มท่ี  1 
ประกอบดว้ยเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว และกอฝอย  กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มของเช้ือไฟโตพลาสมา
โรคกอตะไคร้ เม่ือพิจารณาค่าความเหมือน (% similarity) พบวา่เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวและโรคกอ
ฝอย มีระดบัความเหมือนกนั 99% ในขณะท่ีเช้ือไฟโตพลาสมาโรคกอตะไคร้ มีความเหมือนกนักบัเช้ือไฟ
โตพลาสมาโรคใบขาวและกอฝอย ท่ีระดบั  
85-86% ตามล าดบั จึงมีความเป็นไปไดว้า่เช้ือไฟโตพลาสมาโรคกอตะไคร้อาจเป็น subgroup ใหม่ของกลุ่ม 
16SrXI group (Candidatus Phytoplasma oryzae; Rice yellow dwarf group) หรืออาจเป็นกลุ่มใหม่ของ 
16Sr group ซ่ึงตอ้งท าการพิสูจน์ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Phylogenetic tree constructed by the Neighbor-Joining method of 16S-23S rDNA sequences  
               from phytoplasma in sugarcane leaf samples showing symptoms of white leaf (WL), grassy  
   shoot (GS) and green grassy shoot (GGS). Bacillus sp. (K00367) used as the outgroup.  
               Numbers on the branches are confidence values obtained for 1,000 replication. The bar  
              represents a phylogenetic distance of 1%.  
 
2. การจ าแนกเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยวธีิ HRM 
  จากการตรวจสอบความแปรปรวนของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S-23S rDNA ของเช้ือไฟโต
พลาสมาโรคใบขาวและกอฝอย พบต าแหน่ง SNP คือ A254G ซ่ึงมีผลท าให้การแปลรหัสพนัธุกรรมเป็น
กรดอะมิโนเปล่ียนจากไลซีนเป็นอาร์จีนีน ในขณะท่ีเช้ือไฟโตพลาสมาโรคกอตะไคร้มีล าดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีต่างจากเช้ือใบขาวกบักอฝอย ท่ีต าแหน่ง T245C ซ่ึงมีผลท าให้กรดอะมิโนต าแหน่งน้ีเปล่ียนจากแวลีน
เป็นอะลานีน การเปล่ียนแปลงดังกล่าวน้ีเป็นผลมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ี เปล่ียนไป ซ่ึงเป็นการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนมีผลท าให้ล าดบัและชนิดของกรดอะมิโนเปล่ียนไป ส่งผลต่อสมบติัของโปรตีนท่ี
สังเคราะห์ข้ึนแตกต่างไปจากเดิม 
  ผลการท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาให้คร่อมกบัต าแหน่ง SNP จากตวัอยา่งจ านวน 
38 ตวัอย่าง มีทั้งแสดงและไม่แสดงอาการจากการติดเช้ือ น าผลผลิต PCR มาวิเคราะห์ค่าการคลายเกลียว



ของสายดีเอน็เอ (melting temperature; Tm) ดว้ยโปรแกรม Tm calling (Figure 2 a)ไดค้่าเฉล่ีย Tm ของกลุ่ม
เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาว, กอฝอย และกอตะไคร้ เป็น 80.30, 80.75 และ 79.92๐C ตามล าดบั ซ่ึงเป็น
ค่าท่ีใกลเ้คียงกนัมากจนแยกไม่ออก 
  
 

 
 
 
 
 

Figure 2 (A) Melting curve analysis of real-time PCR amplification products. The sugarcane white leaf      
               (WL), sugarcane grassy shoot (GS) and sugarcane green grassy shoot (GGS) peaks             
               showed 80.30°C, 80.75°C and  79.98°C, respectively. (B) Normalized Melting curve analysis   
               of PCR amplicon of the 16S-23S rRNA from different symptomatic and asymptomatic  
               samples. The melting curve in red and blue line are sugarcane green grassy shoot (GGS)      
               and sugarcane grassy shoot (GS), respectively. The sugarcane white leaf (WL) and  
               asymptomatic (AS) are shown by green line.  
 
  การจ าแนกความแตกต่างของจีโนไทป์ จากการสร้างกราฟ Normalized melting curve ด้วย
โปรแกรม Gene Scanning (รูปท่ี 2 b) พบว่าสามารถแยกตวัอย่างออกเป็น 3 กลุ่ม อย่างชดัเจนดงัน้ี 1) กลุ่ม
เช้ือไฟโตพลาสมาโรค กอฝอย 2) กลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาโรคกอตะไคร้ และ 3) กลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาโรค
ใบขาวและตวัอยา่งท่ีไม่แสดงอาการ แสดงให้เห็นวา่ตวัอยา่งท่ีไม่แสดงอาการนั้นติดเช้ือไฟโตพลาสมาโรค
ใบขาวแลว้ และจากการทดลองจะเห็นไดว้า่การแสดงลกัษณะอาการของโรคออ้ยท่ีแตกต่างกนันั้นเกิดจาก
เช้ือไฟโตพลาสมาท่ีแตกต่างกนั  
  การใชว้ิธี HRM สามารถตรวจและจ าแนกเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของลกัษณะอาการ ท าให้แกปั้ญหาเร่ือง
การจ าแนกอาการโรคออ้ยโดยเฉพาะโรคใบขาวและกอฝอย ซ่ึงมีลกัษณะท่ีคลา้ยกนัมากออกจากกนัได ้มี
รายงานการวิจยัใช้เทคนิค PCR และวิเคราะห์ผลผลิตด้วย HRM ท าให้สามารถแยกจีโนไทป์ของเช้ือ 
Mycoplasma gallisepticum 30 ไอโซเลทได้อย่างรวดเร็ว (Seyed et al., 2010) การศึกษาจีโนไทป์ของยีน 
SNRPN จากตวัอย่างเลือด ดว้ยเทคนิค real-time PCR ร่วมกบัการวิเคราะห์ผลดว้ยวิธี melting curve พบว่า
เทคนิคน้ีเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ทั้งคุณภาพและปริมาณ (Chia-Cheng et al., 2011) 
การคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีกลายพนัธ์ุระดบัยีน (point mutation) ดว้ยวิธี qPCR-HRM สามารถน ามา
ประยุกตใ์ชส้ร้างวิธีการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุระดบัยีนสาเหตุของมะเร็งไดอ้ย่างแม่นย  า (Etienne et al, 
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2009) การวิเคราะห์ผลผลิตจาก PCR ดว้ยวิธี HRM ไม่จ  าเป็นรู้ล าดบันิวคลีโอไทด์ และเป็นวิธีท่ีให้ผลการ
ทดลองเร็ว สามารถท าไดง่้าย มีความไวของปฏิกิริยาสูง เหมาะส าหรับการวเิคราะห์ตวัอยา่งจ านวนมากใน
แต่ละคร้ัง (Chia-Cheng et al., 2011; Etienne et al, 2009) มีค่าใชจ่้ายท่ีประหยดักวา่การจ าแนกเช้ือไฟโพลา
สมาดว้ยหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องแต่ละตวัอยา่ง และน ามาสร้าง phylogenetic tree  
  การใชว้ิธี HRM มีประโยชน์ในการตรวจสอบและจ าแนกเช้ือในตวัอยา่งท่ีไม่แสดงอาการของโรค
ออ้ย และงานวิจยัดา้นการติดเช้ือขา้มชนิด การศึกษาแมลงน าโรค เพื่อหาแนวทางลดการระบาดของโรค
ออ้ยท่ีมีสาเหตุจากเช้ือไฟโตพลาสมา 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

  เช้ือไฟโตพลาสมาเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้เกิดโรคในออ้ย จากการสร้างกราฟ Phylogenetic tree 
ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S-23S rDNA พบว่าสามารถจดักลุ่มเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 1) เช้ือไฟโต
พลาสมาโรคใบขาวและกอฝอย ซ่ึงระดบัความเหมือนกนัท่ี 99% 2) เช้ือไฟโตพลาสมาโรคกอตะไคร้ มี
ระดบัระดบัความเหมือนกนักบัเช้ือโรคใบขาวและกอฝอยท่ี 85-86% ซ่ึงเป็นไปไดว้า่จะเป็น subgroup ของ 
16SrXI group หรืออาจเป็นกลุ่มใหม่ใน 16Sr group 
 การจดัเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์ท าให้พบต าแหน่ง SNP ของเช้ือโรคใบขาวกบักอฝอยคือ A254G 
และเช้ือโรคกอตะไคร้กบัใบขาวและกอฝอยคือต าแหน่ง T245C ความแปรปรวนน้ีมีผลท าให้การแปลเป็น
กรดอะมิโนเปล่ียนไป ส่งผลต่อการสร้างโปรตีนให้เปล่ียนไปด้วย และการแสดงออกของโรคมีความ
แตกต่างกนั 
 ผลการจ าแนกความแตกต่างของจีโนไทป์ของเช้ือไฟโตพลาสมา ดว้ยวธีิ HRM ท าให้สามารถแยก
เช้ือไฟโตพลาสมาตามอาการของโรคท่ีปรากฏไดอ้ย่างชดัเจน นอกจากจะใชต้รวจหาเช้ือแลว้ยงัระบุชนิด
ของเช้ือในตวัอย่างท่ียงัไม่แสดงอาการไดอี้กด้วย วิธีการน้ีเป็นวิธีการท่ีง่าย รวดเร็ว แม่นย  า ท าไดค้ร้ังละ
จ านวนมาก (high-throughput)  
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