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การตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคพุ�มแจ� การตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคพุ�มแจ� การตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคพุ�มแจ� การตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคพุ�มแจ� ((((witches’ broom)witches’ broom)witches’ broom)witches’ broom)    ของมนัของมนัของมนัของมนั
สําปะหลังโดยเทคนคิทางอณชูวีวทิยาสําปะหลังโดยเทคนคิทางอณชูวีวทิยาสําปะหลังโดยเทคนคิทางอณชูวีวทิยาสําปะหลังโดยเทคนคิทางอณชูวีวทิยา    

Invsetigation of  Phytoplasma   Causing  Cassava Witches’ Broom  Disease Invsetigation of  Phytoplasma   Causing  Cassava Witches’ Broom  Disease Invsetigation of  Phytoplasma   Causing  Cassava Witches’ Broom  Disease Invsetigation of  Phytoplasma   Causing  Cassava Witches’ Broom  Disease 
by  Molecular  Biologyby  Molecular  Biologyby  Molecular  Biologyby  Molecular  Biology    

กาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนี                        ปรเิชษฐJปรเิชษฐJปรเิชษฐJปรเิชษฐJ        ตั้งกาญจนภาสนJตั้งกาญจนภาสนJตั้งกาญจนภาสนJตั้งกาญจนภาสนJ                                วนัเพ็วนัเพ็วนัเพ็วนัเพ็ญ   ศรีทองชยัญ   ศรีทองชยัญ   ศรีทองชยัญ   ศรีทองชยั    
กลุ�มงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุ�มงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุ�มงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุ�มงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชื    

    
    
    

รายรายรายรายงานงานงานงานความความความความก�าวหน�าก�าวหน�าก�าวหน�าก�าวหน�า    
    

มันสําปะหลังเปOนพืชท่ีใช�ประโยชนJท้ังการแปรรูปเพ่ือการบริโภค และใช�เปOนอาหารสัตวJ ใน
ปRจจุบันแผนยุทธศาสตรJของประเทศได�กําหนดให�มันสําปะหลังเปOนพืชทดแทนพลังงานเพ่ือใช�
ประโยชนJในการผลิตเอทานอล  จึงต�องมีการเพ่ิมพ้ืนท่ีในการปลูกมากข้ึน ในเดือนเมษายน ปV  2551 
เกิดมีการระบาดของเพลี้ยแปZงเข�าทําลายมันสําปะหลังท่ี.อําเภอปากช�อง จังหวัดนครราชสีมา   ต�อมา  
รศ.ณรงคJ  2552  ได�มีรายงานว�าสํารวจพบโรคพุ�มแจ� (Phyllody) มันสําปะหลัง ท่ีเกิดจากเชื้อไฟโต
พลาสมา แพร�ระบาดไปตามพ้ืนท่ีปลูกมันสําปะหลังจังหวัด ได�แก� ชลบุรี  ระยอง  จันทบุรี  ตราด  
สระแก�ว นครนายก ปราจีนบุรี เปOนต�น   สําหรับประเทศไทยยังมีผู�ศึกษาโรคนี้น�อยมากและยังไม�มี
หลักฐานของข�อมูลใดปรากฏว�าพบโรคพุ�มแจ� (witches’ broom) มันสําปะหลังในประเทศไทย  ในปV 
2554 ตรวจตัวอย�างสําปะหลังท่ีแสดงอาการคล�ายเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนท่ีปลูกของประเทศไทยทาง
ภาคตะวันออก ได�แก� จังหวัดจันทบุรี ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และปราจีน และอีสานได�แก�  จังหวัด 
บุรีรัมยJ นครราชสีมา ชัยภูมิ ร�อยเอ็ด มหาสารคาม ขอนแก�น กาฬสินธุJ และอุดรธานี ด�วยuniversal 
ในส�วน 16s ribosomal RNA ด�วย primer 2 คู� คือ P1/P7 และ R16F2/R2  จากการตรวจสอบยังไม�
พบการปนเปhiอนของเชื้อไฟโตพลาสมาในทุกตัวอย�าง 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
    

เชื้อไฟโตรพลาสมามีลักษณะลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยท่ัวไปจะคล�ายกับแบคทีเรียมีขนาด
เล็กท่ีสุด แต�ไม�มีผนังเซลลJ รูปร�างไม�แน�นอนมีขนาด 80-900 นาโนเมตร เปOนเชื้อสาเหตุโรคพืช 
สามารถพบเชื้ออยู�ในกลุ�มเซลลJท�ออาหารของต�นพืช (Shikata et. al., 1969)  ลักษณะอาการของ
โรคพุ�มแจ� (witches’ broom) มันสําปะหลัง ท่ีพบ คือ ยอดมันสําปะหลังแตกพุ�มฝอยมากกว�าปกติ
และมีขนาดเล็ก ใบมีสีเหลืองซีดใบท่ีเปOนโรคจะเริ่มแห�งตายจากใบล�างข้ึนไปถึงท่ีปลายยอด ต�อมาก่ิง
ก�านเกิดอาการแห�งตายจากยอด (Die back) ลําต�นแสดงอาการแคระแกรน ผลผลิตหัวลดลง 
(Martiez-Lopez., 1977)  Elizabeth et al., (2007) ได�รายงานว�าพบโรค  cassava Frogskin 
disease (CFSD) ท่ีเกิดจากเชื้อไฟโตรพลาสมาซ่ึงจัดอยู�ในกลุ�ม 16SrIII  ribosomal  และโรคนี้ทําลาย
ผลผลิตถึง 90 เปอรJเซ็นตJ ในพ้ืนท่ีการปลูกมันสําปะหลังของประเทศโคลัมเบีย บราซิล เวเนซูเอร�า 
และปานามา อาการจะพบท่ีระบบรากมีลักษณะยาวผิดปกติ และมีชั้น cortex หรือ ชั้น epidermis 
ท่ี มี ค ว ามห นากว� า พื ช ปก ติ  ถ� า อ า ก า ร เ ปO น รุ น แ ร งม า ก ร ะบบร า กจะแห� ง ต า ย ใน ท่ี สุ ด                        
ในเดือนเมษายน  ปV 2551 เกิดมีการระบาดของเพลี้ยแปZงเข�าทําลายมันสําปะหลังท่ี.อําเภอปากช�อง 
จังหวัดนครราชสีมา พบความเสียหายของการทําลายในพ้ืนท่ีปลูกประมาณ 3000,000 ไร�  
(http://www.pandintong.com/ViewContent.php?ContentID=3971, 24 สิงหาคม 2552)   
ต�อมา  รศ.ณรงคJ  2552  ได�มีรายงานว�าสํารวจพบโรคพุ�มแจ� (Phyllody) มันสําปะหลัง ท่ีเกิดจากเชื้อ
ไฟโตพลาสมา แพร�ระบาดไปตามพ้ืนท่ีปลูกมันสําปะหลังจังหวัด ได�แก� ชลบุรี  ระยอง  จันทบุรี  ตราด  
สระแก�ว นครนายก ปราจีนบุรี เปOนต�น   ซ่ึงเปOนพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดของเพลี้ยแปZงด�วย  ขณะนี้จึงทําให�
เกิดความสับสนข้ึนว�าอาการท่ีปรากฏกับมันสําปะหลังเกิดจากเพลี้ยแปZงอย�างเดียวหรือเกิดจากเชื้อไฟ
โตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ� (witches’ broom) ร�วมเข�าทําลายด�วย  เพราะลักษณะอาการท่ีพืช
แสดงคล�ายคลึงกันมาก เช�น ยอดมันสําปะหลังแตกพุ�มฝอยมากกว�าปกติ ใบมีขนาดเล็ก และมีสีเหลือง
ซีดท่ีใบ เปOนต�น   สําหรับประเทศไทยยังมีผู�ศึกษาโรคนี้น�อยมากและยังไม�มีหลักฐานของข�อมูลใด
ปรากฏว�าพบโรคพุ�มแจ� (witches’ broom) มันสําปะหลังในประเทศไทย จึงต�องเร�งสํารวจเพ่ือสาเหตุ
ท่ีแท�จริงว�าเกิดจากศัตรูพืชชนิดใดและทําการปZองกันกําจัดให�ถูกต�องตามสาเหตุนั้นๆ เพ่ือลดความ
เสี่ยงท่ีจะเกิดข้ึนกับผลผลิตได�ทันท�วงที  พร�อมท้ังหาวิธีการตรวจวินิจฉัยว�าที่รวดเร็ว แม�นยําสูง 
ควบคู�ไปด�วย เช�น ตรวจด�วยเทคนิคทางด�านอณูชีวิทยา เปOนต�น 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณJอุปกรณJอุปกรณJอุปกรณJ    

1.  ตัวอย�างมันสําปะหลังท่ีแสดงอาการคล�ายเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนท่ีปลูกของประเทศไทย
ทางภาคตะวันออก ได�แก� จังหวัดจันทบุรี ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และปราจีน และอีสาน  ได�แก�  
จังหวัด บุรีรัมยJ นครราชสีมา ชัยภูมิ ร�อยเอ็ด มหาสารคาม ขอนแก�น กาฬสินธุJ และอุดรธานี 

2.  อุปกรณJทางการเกษตร ได�แก� โรงเรือน กระถาง ตระกร�า ดิน  ถุงปลูก  ปุ~ย และปZายชื่อ 

3.  อุปกรณJด�านวิทยาศาสตรJ  ได�แก�  ตู�แช�แข็ง -20°C  อ�างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath 

shaker)  เครื่องชั่งละเอียด  เครื่องปR�นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge)            
เครื่อง Thermal cycler   และเครื่อง  Gel electrophoresis   

4.  สารเคมีวิทยาศาสตรJ ไนโตรเจนเหลวสารประกอบ 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), เอ็นไซมJ  Taq DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen), GeneRuler 100 
bp DNA Ladder (Fermentas), Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) และ Ethanol   
    
วิธีการวิธีการวิธีการวิธีการ    
 1. สืบค�นข�อมูลเก่ียวกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ� (witches’ broom) ของมัน
สําปะหลังจากข�อมูลท่ีเคยมีรายงานมาเพ่ือใช�ประกอบการวิจัย 

2. สํารวจและเก็บตัวอย�างเชื้อไฟโตพลาสมามันสําปะหลังท่ีแสดงอาการคล�ายเชื้อไฟในพ้ืนท่ี
ปลูกสําคัญของประเทศไทยตัวอย�างาในพ้ืนท่ีปลูกของประเทศไทยทางภาคตะวันออก ได�แก� จังหวัด
จันทบุรี ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และปราจีน และอีสาน  ได�แก�  จังหวัด บุรีรัมยJ นครราชสีมา 
ชัยภูมิ ร�อยเอ็ด มหาสารคาม ขอนแก�น กาฬสินธุJ และอุดรธานี 
 3. ทําการเก็บใบพืชและเก็บท�อนพันธุJท่ีแสดงอาการโรคจากท่ีสํารวจมาเพ่ือใช�ทดสอบต�อไป
ด�วยวิธีการ  ดังนี้ 
 3.1  ทําการเก็บใบมันสําปะหลังแบบแห�งแล�วเก็บไว�ท่ี - 20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช�ทดสอบ
ต�อในข้ันต�อไป 
 3.2  ทําการเก็บใบใบมันสําปะหลังแบบสดแล�วเก็บไว�ท่ี - 20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช�ทดสอบ
ต�อในข้ันต�อไป 
 3.3 ทําการปลูกท�อนพันธุJในกระถางปลูกภายในโรงเรือนกันแมลงเพ่ือใช�ทดสอบต�อในข้ัน
ต�อไป 
 4. สกัดดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ� (witches’ broom) ของมันสําปะหลัง
ด�วยวิธีท่ีเหมาะสม CTAB method (Doyle and Doyle, 1990) เปOนต�น แล�วเก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดแล�ว
ไว�ท่ี  -  20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช�ทดสอบต�อในข้ันต�อไป 



 

 

รายงานผลงานวิจัยประจาํป� 2554 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                  กรมวิชาการเกษตร 

2075 

 5. เลือกไพรJเมอรJท่ีมีรายงานไว�ในส�วน 16s ribosomal RNA คือ P1/P7 และ R16F2n  & 
R16R2  ท่ีขนาดประมาณ 1,200 เบส  ท่ีมีความเฉพาะต�อกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ� 
(witches’ broom) ของมันสําปะหลัง  โดยใช�ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทดJของส�วนยีนท่ีมีศักยภาพ
เหมาะสมจาก GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) และนํามาออกแบบไพรJเมอรJโดย
อาศัยโปรแกรม  GeneFisher 

6. รวบรวม วิเคราะหJ และรายงานผลการทดสอบ 
7. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจัย 

    
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
ระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลา    ตุลาคม 2553-กันยายน 2554    
สถานที่สถานที่สถานที่สถานที่        กลุ�มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
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ผลและวจิารณJผลการทดลองผลและวจิารณJผลการทดลองผลและวจิารณJผลการทดลองผลและวจิารณJผลการทดลอง    
    

ผลการตรวจดีเอ็นเอตัวอย�างสําปะหลังท่ีแสดงอาการคล�ายเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนท่ีปลูกของ
ประเทศไทยทางภาคตะวันออก ได�แก� จังหวัดจันทบุรี ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และปราจีน และอีสาน
ได�แก�  จังหวัด บุรีรัมยJ นครราชสีมา ชัยภูมิ ร�อยเอ็ด มหาสารคาม ขอนแก�น กาฬสินธุJ และอุดรธานี  
ด�วยเทคนิค PCR เลือกใช�ไพรเมอรJท่ีมีรายงานไว�แล�ว 2 คู� ได�แก� P1 & P7 และ R16F2n  & R16R2   
ผลการตรวจสอบในปV 2554 ไม�พบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ�ของมันสําปะหลัง 

    
    

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    

    
นําดีเอ็นเอของมันสําปะหลังท่ีสกัดด�วยวิธี CTAB buffer (จากพ้ืนท่ีปลูกทางภาคตะวันออก

และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) มาทําการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ�ของมันสําปะหลัง
ด�วยเทคนิค PCR เลือกใช�ไพรเมอรJท่ีมีรายงานไว�แล�ว 2 คู� ได�แก� P1 & P7 และ R16F2n  & R16R2 ผล
การทดสอบในปV 2554 ไม�พบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ�มแจ�ของมันสําปะหลังในทุกตัวอย�างท่ีทํา
การตรวจสอบ 
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