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รายงานความกา้วหนา้ 
 

จากรายงานต่างประเทศอ้างอิงว่า imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาสามารถตรวจพบได้ง่าย
ภายใน cytoplasm พืชหลังถูกเชื้อสาเหตุเข้าท าลาย ซึ่ง imp gene เป็นยีนชนิดหนึ่งของ 
immunodominant membrane protein genes (IDPs) ที่สามารถน ามาใช้ในการหาสาเหตุ
ดังกล่าวได้ด้วยเทคนิค PCR ปี 2560 ได้ออกแบบไพร์เมอร์จ านวน 2 คู่ โดยอาศัยฐานข้อมูล GenBank 
ของ ACCESSION : AB469007, GenBank: FN658503 เมื่อทดสอบความเหมาะสมด้วยเทคนิค PCR 
กับตัวอย่างอ้อยใบขาว พบว่า ไพร์เมอร์ได้ท้ัง 2 คู่ ไม่เหมาะสมน ามาใช้ตรวจหา imp gene  

ค าหลัก : อ้อย, immunodominant membrane protein genes (IDPs), IMP, Double  
  Antibody-sandwich Enzyme-linked Immunosorbent (DAS-ELISA), RT-PCR,  
  nucleocapsid protein และ nonstructural protein 
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ค าน า 

 

ผลผลิตพืชไร่เศรษฐกิจของปนะเทศไทยที่สามารถน ารายได้เข้าประเทศในปีหนึ ่งๆ 
มากกว่าหมื่นล้านบาท แต่ผลผลิตที่ได้ต่อหน่วยพื้นที่ปลูกกลับมีแนวโน้มลดลง ทั้งปัญหาการ
ระบาดของโรคเป็นหนึ่งสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผลผลิตอ้อยในประเทศไทยตกต่ า โดยเฉพาะปัญหาจาก
โรคใบขาวสาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมาได้แพร่กระจายไปสู่พื้นที่ปลูกอ้อยทุกภาคของประเทศไทย
อย่างต่อเนื่องในหลายพ้ืนที่ตั้งแต่ปี 2497 จนถึงปัจจุบัน เมื่อคิดพ้ืนที่พ้ืนที่การระบาดของปีการผลิต 
2554/55 พบว่ามากกว่า 170,000 ไร่ ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลของ
ประเทศไทยไม่ต่ ากว่า 1,000 ล้านบาท (นายธวัช หะหมาน, (ม.ป.ป.) ซึ่งถือว่าเป็นโรคอุบัติซ้ าซากที่ท า
ให้คุณภาพผลผลิตอ้อยลดลงและต้นทุนการผลิตของเกษตรกรเพ่ิมสูงขึ้นจากการที่ต้องรื้อแปลงอ้อย
เพ่ือปลูกใหม่  และในปัจจุบันยังไม่มีเทคโนโลยีใดๆ ที่สามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดจากโรคใบขาวได้ร้อย
เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้ วิธีการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคที่ดีที่สุด ณ ขณะนี้ คือ การใช้ท่อนพันธุ์อ้อยที่
สะอาดปราศจากโรคควบคู่กับการจัดการที่ดีในแปลงผลิตเพ่ือเฝ้าระวังแมลงพาหะน าโรค วัตถุประสงค์
ของงานวิจัยครั้งนี้ คือ หาวิธีการตรวจสอบที่มีความแม่นย าสูงเข้ามาเข้าช่วยแก้ปัญหาข้างต้น ซึ่งใน
ปัจจุบันพบว่า imp gene เป็นยีนชนิดหนึ่งของ immunodominant membrane protein genes 
(IDPs) ที่สามารถตรวจพบได้ง่ายภายใน cytoplasm พืชหลังถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเข้าท าลาย 
(Morton et al., 2003) ดังนั้น นักวิจัยจึงได้พยายามพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือน ามาใช้
ตรวจหา imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย ซึ่งนับว่าเป็นยีนทางเลือกใหม่ที่มี
ศักยภาพสูงส าหรับพัฒนางานวิจัยทางด้านการตรวจสอบ และสามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยทางด้าน
อินโมโนวิทยาได้ในอนาคต 
 

วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ์ 
 

 1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 
 2.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์ ได้แก่  
   -  โกร่งบดตัวอย่าง   
   -  หลอด microcentrifuge tube ขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 
   -  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียล    

   

-  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)   

   

-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   

   

-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
   -  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ  
   -  ตู้ดูดควันและสารพิษ  (Hood) 

   
-  เครื่อง Thermal cycler   
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   -  เครื่อง  Gel electrophoresis 
   -  เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator 
 3. สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่ 
   -  ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany)   
   -  สารประกอบ 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) 
   -  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) 
   - Agarose  gel (SeaKem) 
   - ชุดสกัด agarose gel: QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) 
   - ชุดสกัด Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany)  
   - DNA Purification System (Promega, USA)  
   - ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูปของ Wizard PlusSV Minipreps DNA  
                       Purification System (Promega, USA) 
   -  เอ็นไซม์  platinum Taqmix  (Invitrogen)  
   - เอ็นไซม์ PLATINUM Taq polymeras High quality (Invitrogen,USA) 
   - β-mercaptoethanol (Sigma, USA) 
   - ชุดไพรเมอร์ 
   - GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas), GeneRuler 1kb DNA  
                       Ladder (Fermentas) 
   - พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega,USA), pBAD/His A, B, and  
                       C vector (Invitrogen,USA) 
   - T4 DNA Ligase (Promega,USA) 
   - competent cell  (E. coli สายพันธุ์  
   - Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 
   - Ethanol   
   - TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)  
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วธิกีาร 

 

1. ท าการสืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับ immunodominant membrane protein genes (IDPs) คือ imp gene 
ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย จาก GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) และจาก
เอกสารที่เคยได้รายงานไว้ เพ่ือใช้ประกอบการวิจัย 

2. ออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยใช้ข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ imp gene ที่มีศักยภาพเหมาะสมจาก GenBank และค้นหาข้อมูลไพร์เมอร์ที่เคยมีรายงาน
มาแล้วมาหาความจ าเพาะของไพร์เมอร์ด้วย BLASTN programs (http://biotools.nubic.northwestern.edu 
/OligoCalc.html)  เพ่ือน าผลข้อมูลที่ได้มาใช้เป็นแนวทางในการออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อสาเหตุดังกล่าว
ข้างต้น 

3. เก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ปลูก จ.นครราชสีมา จ.ขอนแก่น  
4. สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) 

(ด าเนินการปี 2560-2561) ชั่งตัวอย่างพืช ประมาณ 0.1 กรัม บดให้เป็นผงละเอียด และเติม AP1 buffer 
ปริมาตร 400 ไมโคลิตรที่เติม RNase A ปริมาตร 4 ไมโคลิตร น าใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 
65 ºซ นาน 10 นาที จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโคลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column 
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนน้ าใส มาเติม absolute ethanol 
ปริมาตร 1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโคลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column หมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 500 
ไมโคลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโคลิตร หมุนเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ท าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไว้ที่ -  20 องศาเซลเซียล เพ่ือตรวจสอบด้วย
เทคนิค PCR ในขั้นต่อไป  

5. ท าการบันทึกข้อมูลและจัดท ารายงาน 
 
เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา ตุลาคม 2559-กันยายน 2560 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
กรมวิชาการเกษตร 
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ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

1. ได้ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยว imp gene เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย ซึ่งเป็นยีนชนิด
หนึ่งของ immunodominant membrane protein genes (IDPs) ที่สามารถตรวจพบได้ง่ายภายใน 
cytoplasm พืชหลังถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเข้าท าลาย (Morton et al., 2003) เพื่อใช้ประกอบการวิจัย  

2. ได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จาก GenBank ของ ACCESSION : AB469007, GenBank: 
FN658503 น ามาเข้า Clustal Omega programs  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 
เปรียบเทียบความแตกต่างส่วนยีนและเลือกต าแหน่งไพร์เมอร์ ด้วย Primer3 programs 
(http://simgene.com/Primer3) และหาความจ าเพาะของไพร์เมอร์และคุณสมบัติที่เหมาะสมของ
ไพร์เมอร์ด้วยBLASTN programs และ Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator 
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) สรุปในปี 2560 ได้ออกแบบไพร์เมอร์ได้
จ านวน 2 คู ่เพ่ือน ามาใช้ทดสอบความเหมาะสมด้วยเทคนิค PCR ต่อไป 

3. ได้ตัวอย่างกออ้อยที่แสดงอาการใบแคบสีขาว เรียวเล็กกว่าปกติ ต้นแคระแกร็น แตกหน่อ
เร็ว จากแปลงปลูกที่จังหวัดนครราชสีมา (ภาพที่ 1) มาปลูกไว้ในกระถางภายในโรงเรือนของกลุ่มงาน
ไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช เพื่อใช้เป็นแหล่งเชื้อส าหรับทดสอบต่อไป 

4. ปี 2560 ได้ออกแบบไพร์เมอร์ได้จ านวน 2 คู่ เพ่ือน ามาใช้ทดสอบความเหมาะสมด้วยเทคนิค PCR 
สรุปผล ไพร์เมอร์ได้ทั้ง 2 คู่ ไม่เหมาะสมน ามาใช้ตรวจหา imp gene ดังนั้น ในปี 2561 จ าเป็นต้องสืบค้นข้อมูล
เกี่ยวกับ imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาจาก GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) หรือจาก
เอกสารต่างประเทศที่ได้รายงานไว้เพ่ือน ามาออกแบบไพร์เมอร์คู่ใหม่ เพ่ือน ามาใช้ทดสอบความเหมาะสมด้วย
เทคนิค PCR ต่อไป 
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ภาพที ่1 แสดงอาการโรคอ้อยใบขาวสาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมาจากแปลงปลูกอ้อย จ.นครราชสีมา 
 

สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

ได้ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยว imp gene เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย ซึ่งเป็นยีนชนิด
หนึ่งของ immunodominant membrane protein genes (IDPs) ที่สามารถตรวจพบได้ง่ายภายใน 
cytoplasm พืชหลังถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเข้าท าลาย (Morton et al., 2003) ปี 2560 ได้ออกแบบ
ไพร์เมอร์ได้จ านวน 2 คู่ โดยอาศัยฐานข้อมูล GenBank ของ ACCESSION : AB469007, GenBank: 
FN658503 เมื่อทดสอบความเหมาะสมด้วยเทคนิค PCR กับตัวอย่างอ้อยใบขาว สรุปผล ไพร์เมอร์ได้
ทั้ง 2 คู่ ที่ออกแบบไว้เมื่อปี 2560 ไม่เหมาะสมน ามาใช้ตรวจหา imp gene ดังนั้น ในปี 2561 
จ าเป็นต้องสืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับ imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาจาก GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/genbank/) หรือจากเอกสารต่างประเทศที่ได้รายงานไว้เพ่ิมเติมเพ่ือน ามาออกแบบไพร์เมอร์คู่ใหม่
เพ่ือน ามาใช้ทดสอบความเหมาะสมด้วยเทคนิค PCR ต่อไป 
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