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ABSTRACT 
 Quantification of a plant pathogen is essential to study its population dynamic in various 
conditions and to relate symptom expression with pathogen concentration. So far very few methods 
to quantify phytoplasma in plant tissues were published and no report on white leaf disease 
phytoplasmas quantification in sugarcane. We report here the first efficient detection and diagnosis 
methods of sugarcane white leaf disease by PCR that are simple to use and to interpret.  These 
techniques were developed to enable the detection, quantification, differentiation of phytoplasmas 
including result assimilation that integrated information from the relevant researches. Detection of 
the phytoplasmas was targeted at two genes for enhancing precisions. The detection at 16S-23S 
rDNA by nested-PCR produces 700 bp fragment from the first PCR set and 210 bp from a nested-
PCR. By these means however, contamination with other bacteria can also be observed due to the 
non-specificity of the primers. Confirmation of sugarcane white leaf phytoplasma infection was 
done by highly specific primers to the secretory membrane protein translocation gene A (secA) 
using direct PCR that resulted in 277 bp.  Estimation of phytoplasma concentration of both 
techniques was achieved by comparing banding intensities of the samples against the standard 
samples. A precise quantification of phytoplasmas (copy number) is done by real-time PCR 
amplification of the secA gene using cloned plasmids with secA fragments as standard curves. The 
lowest concentration that set in accepting range is 100 copies/l (25 ng plant DNA).  Discrimination 
of the three phytoplasmas related to white leaf disease including sugarcane white leaf (SCWL), 
sugarcane grassy shoot (SCGS)and sugarcane green grassy shoot (SCGGS)was performed by High 
Resolution Melting (HRM) technique with primers designated to detect single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in 16S-23S rDNA region by nested-PCR manner. 
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Five color codes designed by incorporating detection result, elements obtained from research 
pertinent and suggestion were integrated to ease users’ understanding and success utilizing. This 
work was conveyed at Khon Kaen Field Crops Research Center during 2011-2013.Over 1260 
sugarcane samples were subjected for phytoplasma detection and diagnosis in 2014 by these new 
techniques. White leaf incidents followed up in 10 research centers that submitted samples for 
investigation conformed to the incident possibility predicted by the designed color codes.  
Key-words :sugarcane, white leaf disease, phytoplasma, detection, genetic variation, color code, 
quantification, realtime PCR, High resolution melting, HRM, SCWL, SCGS, SCGGS, secA, 
nested-PCR,16S-23S rDNA, SNPs, color codes 

 

บทคดัย่อ 
 ปริมาณเช้ือในเน้ือเยื่อพืชเป็นข้อมูลท่ีจ  าเป็นต่อการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงจ านวน
ประชากรของเช้ือในสภาวะต่างๆในงานวิจยั และการแสดงอาการของโรค ยงัไม่มีรายงานการ
ตรวจวดัปริมาณเช้ือโรคใบขาวในออ้ยมาก่อนงานท่ีน าเสนอน้ีไดป้รับ ประยุกต์ต่อยอดผลงานวิจยั
หลายงาน และพฒันาวิธีการเพิ่มเติม เพื่อให้สามารถตรวจและวินิจฉัยโรคใบขาวในออ้ยได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แม่นย  า แปลผลง่าย และใช้งานไดจ้ริง สามารถใช้ตรวจการติดเช้ือ ปริมาณเช้ือ แยก
ชนิดของเช้ือในออ้ย รวมทั้งวินิจฉยัโรคได ้วิธีการตรวจท่ีกล่าวมาน้ีประกอบดว้ยการตรวจหาดีเอ็นเอ
ของเช้ือไฟโตพลาสมาจากยนีเป้าหมายสองยีนเพื่อความแม่นย  าของวิธีการ ไดแ้ก่ ยีน 16S-23S rDNA
ท่ีตรวจดว้ยวิธี nested-PCR ไดผ้ลเป็นช้ินดีเอ็นเอขนาด 700 bp และ 210 bp ซ่ึงใชร้ะบุการติดเช้ือและ
ประเมินปริมาณเช้ืออยา่งคร่าวๆ ไดโ้ดยการเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอ วิธีน้ียงัใช้บ่งช้ีการ
ปนเป้ือนเช้ืออ่ืนไดด้ว้ยซ่ึงเกิดจากความไม่จ  าเพาะของชุดไพร์เมอร์ ในการตรวจเพื่อยืนยนัการติดเช้ือ
ไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออ้ยนั้น ไดพ้ฒันาวิธีการข้ึนเพื่อตรวจดีเอ็นเอของเช้ือบนยีน 
secretory membrane protein translocation gene A (secA) มีขนาดช้ินยีน 277bp การประเมินปริมาณ
เช้ือท าไดเ้ช่นเดียวกบัวธีิแรก การระบุจ านวนเช้ืออยา่งละเอียด (จ านวนซ ้ า) ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจท่ียีน 
secA ดว้ยเคร่ือง Realtime PCR โดยใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ินยนีน้ีสร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานสามารถ
ตรวจไดต้ ่าท่ีสุดคือ 100 copies/µlในดีเอน็เอพืช 25 นาโนกรัม ในการแยกชนิดของเช้ือไฟโตพลาสมา
นั้น ไดพ้ฒันาเทคนิค High Resolution Melting (HRM) ท่ีออกแบบไพร์เมอร์ให้ตรวจจบัต าแหน่ง
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) บนสายของยีน 16S-23S rDNA ใชก้ารเพิ่มปริมาณดว้ยวิธี 
nested-PCR สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ยทั้ง 3 ชนิดได ้คือ 
sugarcane white leaf (SCWL), sugarcane grassy shoot (SCGS)และ sugarcane green grassy shoot 
(SCGGS) โดยไม่ตอ้งใชก้ารตรวจล าดบัเบส การแปลผลการตรวจไดมี้พฒันาใหม่โดยใชร้หสัสีข้ึนห้า
รหสัพร้อมค าอธิบายผลและขอ้แนะน าซ่ึงไดจ้ากประมวลผลการตรวจเช้ือและขอ้มูลจากการศึกษาใน
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งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อให้ผูใ้ช้เขา้ใจง่ายข้ึนและใช้งานไดจ้ริง การพฒันาวิธีทั้งหมดท่ีกล่าวมาน้ี
ด าเนินการท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่นระหวา่งปี 2554-2557ไดมี้การทดสอบกบักลุ่มตวัอยา่งออ้ยปี 2557 
กวา่ 1,260 ตวัอยา่ง การติดตามการเกิดใบขาวในออ้ยตอในกลุ่มตวัอยา่งในศูนยว์ิจยัและ ศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตร 10 ศูนย ์พบวา่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการคาดการณ์ดว้ยรหสัสี  
ค าหลัก: ออ้ย โรคใบขาว โรคกอตะไคร้ ไฟโตพลาสมา วิธีตรวจ ความแตกต่างของเช้ือ ปริมาณเช้ือ 
รหสัสี HRM Realtime PCR, nested-PCR, SNPs, รหสัสี 

 

ค าน า 
 เช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อให้เกิดโรคใบขาวในออ้ยเป็นแบคทีเรียขนาดเล็ก ในกลุ่มแกรมบวก 
ไม่มีผนงัเซลล์ มีจีโนมขนาดเล็กท่ีมีปริมาณ AT สูง (ประมาณ 70-80%; Oshima  et al., 2004) ถูกจดั
อยู่ในชั้นมอลลิคิวเตส (ClassMollicutes) ภายในวงศ์ไมโคพลาสมา (Family Mycoplasmataceae) 
ชนิด Candidatus phytoplasma กลุ่ม 16SrXI : Rice yellow dwarf group (Zhao, et al., 2010) อาศยัอยู่
ในเซลล์ท่ออาหารของพืช ถ่ายทอดไดด้ว้ยเพล้ียจัก๊จัน่สีน ้ าตาล (Weintraub and Beanland, 2006; 
Hanboonsong et al., 2005,Matsumotoet al., 1968) เช้ือน้ีไม่สามารถเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ได ้ท า
ใหย้งัไม่มีวธีิก าจดัเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ ตน้ท่ีไม่แสดงอาการอาจมีเช้ือมีเช้ือในปริมาณสูงหรือค่อนขา้ง
ต ่าและกระจายตวัไม่สม ่าเสมอ ตอ้งใชเ้ทคนิคท่ีมีความไวสูง เช่น เทคนิคพีซีอาร์ ในการตรวจ ซ่ึงอาจ
เป็นการใช้เทคนิคแบบดั้งเดิม (conventional PCR) หรือเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม         
ในสภาพจริง (real-time PCR) การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมามีการรายงานค่อนขา้งนอ้ย และ
ทั้งหมดตรวจดว้ยการใชเ้คร่ือง Realtime PCR (Aldaghi et al., 2006, Torres et al. , 2005, Jarausch, et 
al., 2004) แต่ยงัไม่มีรายงานในออ้ย 

โรคใบขาวของออ้ยเป็นปัญหาส าคญัต่อผลผลิตออ้ยของไทย การระบาดท่ีรุนแรงเป็นวงกวา้ง
เกิดจากการน าท่อนพนัธ์ุติดเช้ือไปขยายพนัธ์ุต่อ แหล่งระบาดท่ีแสดงอาการรุนแรงมกัอยู่ในแหล่ง
ปลูกท่ีเป็นทรายจัด  หรือมีชั้ นดานเทียมสูง  เ ช่น  ในเขตอีสาน  หรือบางแหล่งในภาคกลาง      
สถาบนัวิจยัพืชไร่ฯได้ด าเนินการศึกษาวิจยัเพื่อหาแนวทางและวิธีการในการแก้ปัญหาโรคใบขาว
อยา่งจริงจงัในหลายสาขาวชิา ส่วนใหญ่ยงัอยูใ่นระหวา่งศึกษา และทดสอบเทคโนโลยี มีการศึกษาถึง
สาเหตุในการเกิดโรคและการแสดงอาการวิธีป้องกนัก าจดั และการลดความเสียหายท่ีเกิดจากโรคน้ี
โดยเป้าหมายคือออ้ยไม่มีอาการใบขาว หรืออุบติัการณ์ใบขาวลดลง ซ่ึงอาจเกิดไดจ้ากหลายแนวคิด 
และวิธีการ เช่นท าให้อ้อยมีความแข็งแรงจากการปรับสภาพแวดล้อมและสมดุลธาตุอาหารให้
เหมาะสมกบัการเจริญเติบโต การจดัการเพื่อป้องกนัหรือลดภาวะเครียดในระหว่างการเจริญเติบโต 
การคัดเลือกต้นท่ีมีปริมาณเช้ือน้อยหรือใช้ต้นปลอดโรค ส าหรับขยายพันธ์ุ การควบคุมการ
แพร่กระจายของเช้ือเพื่อลดพื้นท่ีระบาด หรือการปรับปรุงพนัธ์ุให้ได้ตน้ท่ีมีคุณลกัษณะพิเศษทาง
พนัธุกรรมท่ีท าให้ทนโรคและควบคุมปริมาณเช้ือได ้งานวิจยัทั้งหมดน้ีลว้นตอ้งการขอ้มูลการตรวจ
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เช้ือ ปริมาณเช้ือ การเปล่ียนแปลงของปริมาณเช้ือ (dynamics) หรือชนิดของเช้ือ ในการประกอบผล
และวเิคราะห์ถึงความส าเร็จของวธีิการทั้งส้ินรวมไปถึงการพยากรณ์การเกิดโรค หรือการศึกษาแมลง
พาหะชนิดใหม่เพิ่มอีกดว้ย 
 วิธีตรวจโรคใบขาวโดยทัว่ไปในออ้ยนิยมใช้วิธี nested-PCR ซ่ึงมีความไวสูง ใช้ไพร์เมอร์
สองชุดส าหรับตรวจจบัดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR)(Srivastava 
et al., 2006, Hanboonsonget al., 2005)นอกจากน้ียงัมีวิธีอ่ืนอีก เช่น ใช ้probe หรือวิธีทางอิมมูนโน
วิทยา แต่ละวิธีมีขอ้ดีและเสียแตกต่างกนั แต่วิธีการเหล่าน้ีเป็นเพียงการตรวจว่าพบหรือไม่พบเช้ือ
เท่านั้น ท่ีผูใ้ชน้ าผลตรวจท่ีไดไ้ปใชไ้ดอ้ยา่งจ ากดั ยงัไม่มีรายงานการตรวจปริมาณเช้ือท่ีใชเ้ช้ือใบขาว
เป็นค่าอ้างอิงอย่างแท้จริง ท าให้ผลการตรวจเป็นเพียงการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอของพืชท่ีมีเช้ือ
รวมอยูด่ว้ยเท่านั้น ไม่ใช่เทียบกบัเช้ือใบขาวโดยตรงส่วนในการตรวจจ าแนกชนิดของเช้ือนั้น ยงัคงใช้
วิธีการตรวจล าดบัเบสท่ีซับซ้อน มีค่าใชจ่้ายสูง ใชเ้วลานาน และใช้ผูมี้ความช านาญในการวิเคราะห์
ขอ้มูล ซ่ึงเป็นปัญหาในกรณีท่ีมีตวัอย่างจ านวนมาก ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันา
วิธีการท่ีนอกจากใชต้รวจวา่มีเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยหรือไม่แลว้ ยงัสามารถตรวจวดั
ปริมาณเช้ือ จ าแนกชนิดของเช้ือท่ีไดผ้ลทนัทีและอ่านผลง่าย มีการวินิจฉยัโรคท่ีมีค าอธิบายผลท่ีผูใ้ช้
สามารถน าไปขยายผลต่อไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ลดอุบติัการณ์ของโรคใบขาว 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
ตัวอย่างทีศึ่กษา: ออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาวอาการต่างๆ  ไดแ้ก่ อาการใบขาว อาการใบขาวร่วมกบักอฝอย 
อาการกอตะไคร้ จากแหล่งปลูกต่างๆ และหญา้ท่ีมีอาการใบขาว การเก็บรักษาตวัอยา่งใบ ตามวิธีของ 
Wongwaratet al. (2011) 
การสกัดดีเอ็นเอ: สกดัดีเอ็นเอจากใบโดยวิธี Li and Midmore (1999) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
โดยวิธีอิเลคโตรโฟริซิส บนอะการ์โรสเจลความเขม้ขน้ 1% ใน 0.5X TBE ยอ้มผลดว้ยสาร SYBR 
gold (Invitrogen, USA) ตรวจผลแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต บนัทึกผลโดยการถ่ายภาพ
ด้วยเคร่ืองบนัทึกภาพดีเอ็นเอตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer 
(NanoMaestrogen, USA) 
การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่ง 16S-23S ISR ด้วย nested-PCR : ท าตามวิธีของ ศุจิรัตน์ และ
คณะ (2554)ใชไ้พร์เมอร์ (MLO-X/ MLO-Y และ P1/P2) ตามรายงานของ Hanboonsong et al. (2005) 
การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่ง  secA ด้วย direct-PCR : ท าตามวิธีของ ศุจิรัตน์ และคณะ 
(2556; Sakuanrungsirikul et al., 2013) 
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วย Conventional PCR :สร้างพลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอของยีน 
16S-23S ISR และ secAโดยเพิ่มปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาท่ียีนทั้งสองชนิดน้ี สกดัดีเอ็นเอขนาด 700 bp 
จาก16S-23S ISR และ277 bp จาก secAในagarose gel ท าให้บริสุทธ์ิดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป GEL/PCR 
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DNA Fragment Extraction Kit (RBCBioscience, Taiwan) สร้างโคลนแบคทีเรียท่ีมี  พลาสมิดของช้ิน
ยีนทั้งสองชนิดดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป RBC TA cloning kit (RBC Bioscience, Taiwan)สกดัพลาสมิด
ท่ีมีช้ินยีนดว้ยชุดน ้ ายาGF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia)หาความเขม้ขน้ของ 
พลาสมิดมีหน่วยเป็น copy number ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง nanodrop spectrophotometer 
แลว้น ามาค านวณตามสูตรของWhelan et al. (2003) สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานดว้ยการเจือจาง 
พลาสมิดท่ีมีช้ินยนีใหมี้ปริมาณเช้ือต่างกนั10 เท่าระหวา่ง 1-1010 copies ใน ดีเอ็นเอออ้ยปกติ 25 ng/µl 
ใชเ้ป็นตน้แบบเพิ่มปริมาณบริเวณยีนทั้งสองดว้ย Conventional PCR ตามวิธีดงักล่าวขา้งตน้ ประเมิน
ปริมาณเช้ือดว้ยการเปรียบเทียบความเขม้ของแถบดีเอน็เอท่ีได ้
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่งยีน secA ด้วย Realtime PCR :สร้างกราฟความ
เขม้ขน้มาตรฐานของ secAโดยใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ิน secA ท่ีมีปริมาณเช้ือต่างกนั 10 เท่า ดงักล่าวขา้งตน้
น ามาเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณ โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัน้ี 1X PCR buffer, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA), ดีเอ็นเอตน้แบบ (25 ng/µl) 4 µl,  
0.5 µM SecAfor/SecArev และ 0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, CA,USA) ในปริมาตรรวม 15 µl
น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง Realtime PCR (LightCycler®480 Real-time PCR, Roche, Germany) ตาม
ขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 94°C/1 นาที, 60°C/30 วินาที, 72°C/45 วินาทีจ านวน 40 รอบและ
72°C/7 นาที วิเคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายจากค่า melting temperature (Tm) 
ดว้ยโปรแกรม Tm calling โดยเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 72°C ถึง 95°C เพิ่ม 0.1°C/ วินาที แลว้ลดอุณหภูมิลง
ท่ี  40°C/30 วินาที ค านวณปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยโปรแกรมAbs Quant/2nd Derivative Max
สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานโดยให้ค่า PCR amplification efficiency (E) เท่ากบั 2 (E = 10 (-1/slope) 
เพื่อบ่งช้ีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ี 100% efficiency (เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 เท่าในแต่ละรอบ)
ตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาในตวัอยา่งดว้ยวธีิดงักล่าวขา้งตน้ 
การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค High Resolution Melting (HRM) : ใช้
การตรวจความแตกต่างล าดบัเบสของเช้ือดว้ย SNPs บนยีน 16S-23S rDNA ท่ีมีการขยายความยาว
ของสายดีเอน็เอจาก 210 bp ซ่ึงครอบคลุมบางส่วนของ 16S-ISR ให้มีความยาวข้ึนดว้ยเทคนิค Primer 
walking ใชC้andidatus Phytoplasma cynodontis (AB741630.1) จากฐานขอ้มูล NCBI เป็นต าแหน่ง
ในการสร้างไพร์เมอร์ตั้งตน้ ออกแบบไพร์เมอร์ไดจ้  านวน 4 คู่ดงัน้ี 
16S-23S F1 : AGTTTGATCCTGGCTCAGGATA 16S-23S R1: CATAGTTTGCCGGGGCTTA 
16S-23S F2 GAACGATGAAGTATTTCGGTA 16S-23S R2 GCTCGTTTTAGGACTTAACCTAAC 
16S-23S F3 GCACAAGCGGTGGATCATG 16S-23S R3 TGTGTACAAACCCCGAGAACG 
16S-23S F4 GCAGTCTCAGTTCGGATTGA 16S-23S R4 CCGTTAATTGCGTCCTTCA 

ใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอของออ้ยและหญา้ท่ีมีอาการใบขาวท่ีมีการศึกษาแลว้ในการวิจยัความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ยและหญา้ จากล าดบันิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S-
23S ISR (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2555; Sakuanrungsirikul, et al., 2013) จ  านวน 7 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ SCWL, 
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SCGS และ SCGGS ชนิดละ 2 ตวัอยา่ง และหญา้ 1 ตวัอย่างเป็นตน้แบบในการขยายความยาวสาย 
ดว้ยเทคนิค Primer walking โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 
0.33 µM Primer (Forward/Reverse mix), 0.1 U Taq polymerase and 100 ng/µl DNA template          
3 l ในปริมาตรรวม 15 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Perkin Elmer PE 9700 
Thermo Cycler, USA) มีขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที, ตามดว้ย 35 รอบของ  94°C/40 วินาที,  52๐C/    
40 วินาที และ 72๐C/1 นาที ตามดว้ย 72°C/7 นาทีตรวจผลดว้ย Electrophoresis สกดัช้ินดีเอ็นเอให้
บริสุทธ์ิดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป HiYieldTM Gel/PCR Fragments Extraction Kit และส่งวิเคราะห์ล าดบั
เบส (Firstbase, Malaysia) จดัเรียงขอ้มูลล าดบัเบส16S-23S rDNA ของ SCWL, SCGS, SCGGS และ
หญา้ท่ียาวข้ึนน้ีดว้ยโปรแกรม Clustal W วเิคราะห์หาต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างเพียงหน่ึงเบส (SNPs) 
ออกแบบไพรเมอร์ใหม่ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย nested-PCR ดงัน้ี ชุดท่ี 1 (16S-23S F1:  
AGTTTGATCCTGGCTCAGGATA / 16S-23S R1 CATAGTTTGCCGGGGCTTA) ครอบคลุม
ต าแหน่งท่ี 1 ถึง 498 (ขนาดผลผลิต 498 bp) ชุดท่ี 2 (Phyto7F:GGCTTGCGTCACATTAGTTAG / 
Phyto7R: CAACCTCTCAGTCCAGCTACAC)  ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 220 ถึง 294 (ขนาดผลผลิต 75 
bp) มีขบวนการในการเพิ่มปริมาณ 2 ขั้นตอน คือ (1) Direct PCR ประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.33 µM Primer (16S-23S F1/R1), 0.1 U Taq polymerase และ 100 ng/µl 
DNA template 3 ulในปริมาตรรวม 15 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Perkin 
Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) ดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 30 รอบของ94°C/1 นาที,  60°C/ 
30 วนิาที และ722°C/45 วนิาที ตามดว้ย 72°C/7 นาที (2) nested-PCR:ใชผ้ลผลิตจากขั้นท่ี 1 เจือจาง 1:200 
เป็นตน้แบบ ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 15 µl ท่ีประกอบดว้ย 1x buffer, 2mM MgCl2,        
1.2 mM dNTP,  0.2 µM Primer (Phyto7F/R),  0.1 U Taq polymerase และ DNA template 3 µl,  
0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, CA,USA) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองRealtime PCR 
(LightCycler® 480 Real-time PCR, Roche, Germany) มีขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 35 รอบ
ของ 94°C/30 วนิาที, 64°C/30 วนิาที และ72°C /40 วนิาที แลว้วเิคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินส่วนดีเอ็น
เอเป้าหมายจากค่า melting temperature (Tm) โดยเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 72°C ถึง 95°C : 0.03°C/ วินาที 
แลว้ลดอุณหภูมิลงท่ี  40°C/30 วินาที วิเคราะห์ความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยโปรแกรม 
Gene Scanning (LightCycler®480 instrument with software version 1.5) การจ าแนกชนิดของเช้ือใน
ตวัอยา่งทดสอบด าเนินการเช่นเดียวกนั 
สถานทีด่ าเนินการด าเนินการทดลองท่ี ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น ระหวา่งปี 2554-2557  

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 การตรวจปริมาณของเช้ือไฟโตพลาสมาอย่างง่ายด้วย Conventional PCR : ใชก้ารตรวจยีน
เป้าหมายสองชนิดเพื่อความแม่นย  าของวธีิการ ไดแ้ก่ ยนี 16S-23S rDNA ซ่ึงตรวจดว้ยวิธี nested-PCR  
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และ ยีน secA ตรวจดว้ยวิธี direct PCR ทั้งสองวิธีมีขอ้ดีและเสียแตกต่างกนั nested-PCR มีขอ้ดีคือ 
สามารถตรวจดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีมีปริมาณต ่ามากได ้เพราะดีเอ็นเอเป้าหมายถูกน ามาเพิ่มปริมาณซ ้ า
ใหม่ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์สองชุด แต่มีขอ้เสียคือเกิดการปนเป้ือนไดง่้ายและเกิดผลบวกปลอมไดง่้าย 
จึงตอ้งตรวจควบคู่ไปกบัปฏิกิริยาควบคุมท่ีไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยทุกคร้ัง ความแม่นย  าของวิธีการ
ข้ึนกบัความจ าเพาะของไพร์เมอร์ท่ีใช้ ต  าแหน่งดีเอ็นเอเป้าหมาย และสภาวะในท า PCR หากใช้
อุณหภูมิในการเกาะจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอน็เอเป้าหมายสูงเกินไปจะท าให้ไพร์เมอร์เกาะไดไ้ม่เต็มท่ี
เกิดผลลบปลอมท่ีส่งผลเสียหายอยา่งมากเม่ือน าผลตรวจไปขยายหรือปลูกในปริมาณมาก การตรวจ
ยีน secA นั้นใชว้ิธี direct PCR คือใช ้PCR เพียงชุดเดียว การปนเป้ือนเกิดไดน้อ้ย แต่มีขอ้เสียคือมี
ความไว (sensitivity) ต ่ากวา่วิธี nested-PCR ความแม่นย  า (precision) ข้ึนกบัความจ าเพาะของไพร์เมอร์
ท่ีใช้ การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยยีน 16S-23S rDNA ใช้ไพร์เมอร์ตามรายงานของ 
Hanboonsong (2005)และประยุกตว์ิธีการโดยปรับองคป์ระกอบของปฏิกิริยาและสภาวะ PCR ใหม่
เพื่อลดการเกิดผลลบปลอมและพฒันาใหม่ให้สามารถตรวจวดัปริมาณเช้ือไดส้ามารถแสดงผลผลิต
ของปฏิกิริยาชุดแรก (direct PCR) ขนาด 700 bp ไดที้่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ
ส่วนกลางของ 16S ผ่าน ISR จนถึงส่วนตน้ของ 23S ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีนิยมใช้สร้างไพร์เมอร์ชนิด 
universal primer ส าหรับตรวจและจ าแนกเช้ือไฟโตพลาสมาโดยทัว่ไป (Deng and Hiruki,  1991; 
Ahrens and Seemuller, 1992; Lee, et al., 1993) เม่ือน าดีเอ็นเอขนาด 700 bp น้ี มาเจือจางให้ความ
เขม้ขน้ต่างกนัแลว้เพิ่มปริมาณ พบว่าระดบัความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ท่ีได้
สอดคลอ้งกบัความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอตั้งตน้ สามารถเห็นแถบจากการใช้พลาสมิดตั้งตน้ท่ีมีความ
เขม้ขน้ตั้งแต่ 10 copies จนถึง  104copies/l (ใน 25 ng DNA) ซ่ึงเป็นจุดคงท่ีของความเขม้แสง เม่ือน า
ส่วนผลผลิต PCR ขนาด 210 bp ท่ีไดจ้ากขบวนการ nested-PCR ของดีเอ็นเอตั้งตน้ตั้งแต่ 1-104copies/l  
นั้นมีความเขม้แสงเท่ากนั (Fig. 1A) อยา่งไรก็ตามความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอขนาด 210 bp น้ีจะ
จางลงหากมีดีเอน็เอตั้งตน้มีนอ้ยกวา่ 1 copy/l  (Fig. 1B) ในตวัอยา่งท่ีมีการติดเช้ืออ่ืนซ ้ าซ้อน จะเกิด
แถบอ่ืนๆ ท่ีรบกวนการแปลผล เกิดจากความไม่จ  าเพาะของไพร์เมอร์ดงักล่าวมาแลว้  ท่ีจบักบัดีเอ็นเอ
ของไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนๆ ได ้เช่น หญา้ พง เลา มนัส าปะหลงั รวมทั้งแบคทีเรียบางชนิดภายใน
ตน้เช่น Bacillus spp., Staphyllococcus spp. และ Bacteriodes spp. (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Harrison 
et al., 2002) มกัพบในตวัอย่างจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรีย หรือตวัอย่างจาก
แปลงท่ีมีอาการของโรคอ่ืนดว้ย เช่น ใบลวก ราสนิม เป็นตน้ (Fig. 1C)ในการตรวจเพื่อยืนยนัผลการ
ติดเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออ้ยควบคู่ไปด้วยนั้น ใช้ไพร์เมอร์ท่ีถูกออกแบบให้มี
ความจ าเพาะต่อเช้ือน้ีท่ีต าแหน่งยีน secA ไดผ้ลเป็นช้ินยีนขนาด 277 bp (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; 
Sakuanrungsirikul et al., 2012)สามารถใชป้ระเมินปริมาณเช้ือจากความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอได้
เช่นเดียวกนั (Fig. 1D) แต่เน่ืองจากเป็นการท าปฏิกิริยา direct PCR จึงท าให้เห็นแถบดีเอ็นเอไดต้ ่าสุดท่ี 
102copies/l เท่านั้น ในกรณีท่ีมีตวัอย่างเป็นจ านวนมาก และไม่ตอ้งใช้รายละเอียดของจ านวนเช้ือ
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มาก สามารถใชว้ธีิก าหนดระดบัความเขม้ของแถบเป็นระดบัได ้ตั้งแต่ระดบัต ่า 1+ ถึงสูง 4+ คือ มีเช้ือ
ตั้งแต่ 101 ถึง 104copies/l พบวา่ระดบัเช้ือ 103copies/l เห็นอาการใบขาวแลว้ (Table 1) 
 การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยยีน secA โดย absolute quantification realtime 
PCR :  งานวิจยัน้ีเป็นรายงานแรกท่ีพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวใน
ออ้ยดว้ย Real time PCR ท่ีมีการใชช้ิ้นยนีของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวเป็นมาตรฐานเปรียบเทียบ
ความเขม้ขน้ของเช้ือ  Soufi (2012) รวมทั้งรายงานอ่ืนท่ีตรวจเช้ือน้ีออ้ยดว้ย Real time PCR ใชว้ิธี
ตรวจ 16S-23S rDNA ท่ีเป็นบริเวณท่ีพบไดท้ัว่ไปในแบคทีเรียหลายชนิดดงักล่าวแลว้ขา้งตน้ และใช้
วิธีเจือจางดีเอ็นเอของออ้ยท่ีมีอาการใบขาว หรือใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัจากตน้แพงพวยท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา
มาเปรียบเทียบแทน ดงันั้นปริมาณท่ีตรวจไดจึ้งไม่ใช่ปริมาณของเช้ือใบขาวท่ีแทจ้ริง การใช้วิธีน้ีใน
การเปรียบเทียบความเขม้ขน้ค่อนขา้งซบัซ้อน เพราะจ านวนซ ้ าของยีนในจีโนมของเช้ือแต่ละชนิดมี
ไม่ต ่ากว่า 2 ชุด หากใช้ตอ้งท าการโคลนช้ินยีนให้ไดเ้พียงชุดเดียวในพลาสมิด จึงใช้เปรียบเทียบได ้
แต่ในรายงานน้ีใช้วิธีการท่ีพฒันาข้ึนใหม่มาใชต้รวจ ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของ
ออ้ยท่ีต าแหน่งยีน secA ซ่ึงมีเพียงชุดเดียวในจีโนม (Bekele, et al., 2011) และใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ินส่วน
ของยีน secA สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานเพื่อค านวณความเขม้ขน้จึงเป็นปริมาณท่ีแทจ้ริงของ
เช้ือน้ีในเน้ือเยือ่พืช (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) 
 Real-Time PCR หรือ Quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิคที่สามารถค านวณหาค่า
ประสิทธิภาพ ค่าความเข้มข้น หรือปริมาณสารพนัธุกรรมเร่ิมต้นได้โดยใช้สารเรืองแสงเป็นตัว
แสดงผล (reporter) สามารถแสดงผลให้เห็นไดท้นัทีในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยา ค่าส าคญัท่ีเก่ียวขอ้ง
ในเทคนิคน้ี ไดแ้ก่ ค่า Threshold Cycle (Ct) ซ่ึงหมายถึงรอบของการเพิ่มปริมาณท่ีเคร่ืองสามารถ
ตรวจหาดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึนจากปฏิกิริยาได ้หากดีเอน็เอตั้งตน้มีนอ้ยตอ้งใชร้อบในการเพิ่มปริมาณหลาย
รอบกวา่จะตรวจพบสัญญาณเรืองแสง ท าให้มีค่า Ct สูง การค านวณหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน้ ท าโดย
ใชดี้เอ็นเอท่ีทราบความเขม้ขน้แลว้มาเพิ่มปริมาณและสร้างเป็นกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานส าหรับ
เทียบ และอีกค่าหน่ึง คือ melting temperature (Tm) เป็นอุณหภูมิท่ีท าให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกจากกนั 
ความแตกต่างของค่า Tm จะแปรผนัโดยตรงกบั % GC content และความยาวของสายดีเอ็นเอคู่นั้นๆ 
ดงันั้นค่า Tm จึงถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการแยกความแตกต่างของผลผลิต PCR ซ่ึงใช้งานไดง่้าย      
ไม่ซบัซอ้น แต่ประสิทธิภาพอาจไม่มากเท่ากบัการตรวจล าดบัเบส 
 กราฟความเข้มข้นมาตรฐานและค่า PCR amplification efficiency (E) :การประเมินปริมาณ
เช้ือไฟโตพลาสมา ท าโดยเทียบค่า Ct กบักราฟความเขม้ขน้มาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ของพลาสมิด 
ต่างกนั 10 เท่า ระหวา่ง 1-1010copies/l ค่า Ct ของพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้สูงสุด (1010) จะมีค่าต ่า 
โดยกราฟแสดงการเพิ่มปริมาณตั้งแต่รอบท่ี 8 ขณะท่ีพลาสมิดท่ีมีต ่า (1-10 copies) พบกราฟในรอบท่ี 40
และมีการโคง้ท่ีไม่สูงมาก (Fig.2A) ผลการวเิคราะห์ค่า Tm พบวา่พลาสมิดความเขม้ขน้102-1010copies 
ให้ค่าเฉล่ียประมาณ 77.10 °C เพียงค่าเดียวเท่านั้น จึงถูกใชเ้ป็นค่า Tm ของช้ินดีเอ็นเอเป้าหมาย ส่วน 
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พลาสมิดท่ี 1และ 10 copies มีค่า Tm ท่ี 73.22°C  และ 77.10°C  ตามล าดบั ซ่ึงค่า Tm ท่ี 73.22°C คาดวา่
เกิดการจบักนัเองของไพรเมอร์ (primer-dimer) (Fig. 2B) การค านวณค่า efficiency (E) พบวา่พลาสมิด 
ช่วงความเขม้ขน้102-1010copies นั้นตกอยูใ่นช่วงท่ีกราฟมีความลาดเอียง (slope) ท่ีมีค่าเท่ากบั -3.524 
หมายถึงตอ้งใช ้3.524 รอบในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอใกลเ้คียง 10 เท่าตามความเขม้ขน้ตั้งตน้ท่ีเจือจาง
ต่างกนั 10 เท่าหรือมีค่า Ct ต่างกนัเท่ากบั 3.524 รอบ (23.524= 11.5) เม่ือน าค่าความลาดเอียงมาหาค่า E ได้
ค่าเท่ากับ 1.922 แสดงให้เห็นว่ามีการเพิ่มข้ึนของช้ินดีเอ็นเอได้จ  านวน 1.922 เท่าซ่ึงใกล้เคียงกับ 
100% efficiencyในแต่ละรอบของการท าปฏิกิริยา ดงันั้นช่วงความเขม้ขน้ของพลาสมิด สูงสุดและ
ต ่าสุดท่ีน ามาใช้ในการประเมินไดคื้อ 102-1010copies ส่วนช่วง 1- 10copies นั้นตกอยู่นอกส่วนท่ีมี
ความลาดเอียง จึงเป็นช่วงค่าท่ีไม่น่าเช่ือถือ และไม่ควรน ามาใช้ (Figure 2C) ผลการทดสอบหา
ปริมาณเช้ือในตวัอย่างท่ีมีความรุนแรงของโรคใบขาวออ้ยต่างกนั 3 ระดบั คือใบขาว ใบขาวปนเขียว 
และใบเขียว (ไม่มีอาการ) พบวา่ปริมาณเช้ือเก่ียวพนักบัระดบัอาการ ออ้ยใบขาวมีปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมา
มากท่ีสุด คืออยู่ในระดับ 105copies ในใบขาวปนเขียวมีเช้ือในระดับ103-104copies ส่วนใบเขียว      
ไม่สามารถตรวจได ้(Table 1) ซ่ึงคาดวา่มีเช้ือนอ้ยกวา่ 102copies  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีมีนอ้ย
เช่นน้ี เช่น 4-340 cells/ g ตอ้งใชเ้ทคนิค nested PCR มาตรวจสอบ (Berges et al., 2000) 

การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค HRM : การใช ้HRM ในการแยก
ความแตกต่างของช้ินดีเอ็นเอเร่ิมมีการใช้งานมากข้ึนส่วนใหญ่เป็นรายงานท่ีใช้ในทางการแพทย์
(Zianni et al., 2013, Areekit et al., 2009) เป็นวิธีการท่ีรวดเร็ว ให้ผลทนัที ใชง่้ายแปลผลง่าย ไม่ตอ้ง
ตรวจล าดบัเบสซ่ึงใชค้่าใชจ่้ายสูง ใชเ้คร่ืองมือราคาแพง มีความซบัซ้อน ใชเ้วลาและใชค้วามช านาญ
ในการตรวจวเิคราะห์และแปลผล เทคนิค HRMใชค้่า Tm เป็นหลกัในการแยกผลผลิต PCR ท่ีต่างกนั
ซ่ึงท าโดยออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลุมต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างนั้น โดยมีขนาดของผลผลิต 
PCRไม่เกิน 100 bp เพื่อประสิทธิภาพการแยกความแตกต่างเบสท่ีชดัเจน การพฒันางานในส่วนน้ี    
ต่อยอดงานวิจยัจากเร่ืองการศึกษาความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยและหญา้
ใบขาวจากแหล่งปลูกต่างๆ ทัว่ประเทศไทย (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) 
โดยใช้ข้อมูลล าดับเบสท่ีได้มาพฒันาต่อให้สามารถตรวจความแตกต่างของชนิดเช้ือได้ ซ่ึงจาก
รายงานดงักล่าวน้ีไดศึ้กษาล าดบัเบสของยีน16S- ISR ความยาว 210 bp และ secA ความยาว 277 bp 
ของกลุ่มตวัอย่าง 3 กลุ่มใหญ่ คือ SCWL, SCGS และ SCGGS และพบวา่มีเบสต่างกนัค่อนขา้งนอ้ย 
แยกกนัไดไ้ม่ชดัเจน โดยเฉพาะอยา่งยิ่งระหวา่ง SCWL และ SCGS เพราะขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดข้อง
ทั้งสองยนีนั้นสั้นเกินไป การพฒันาวธีิแยกความแตกต่างดว้ย HRM นั้นตอ้งท าการขยายความยาวของ
ช้ินยนีท่ีไดใ้หย้าวข้ึน เพื่อใหมี้ต าแหน่งแตกต่างมากข้ึน ส าหรับส ารวจหาต าแหน่งท่ีมีเบสต่างกนัท่ีใช้
แยกชนิดของเช้ือไดอ้ยา่งชดัเจน ผลจากการใชเ้ทคนิค Primer walking ท าใหไ้ดล้ าดบัเบสของ
ต าแหน่ง 16S-23S rDNA ของ SCWL, SCGS, SCGGS และหญา้ท่ีมีอาการใบขาวยาวข้ึนครอบคลุม 
16S-ISR-23Sบางส่วนโดยไดข้นาดใหม่เท่ากบั 1770, 1771, 1772 และ 1780 bp ตามล าดบั มีต าแหน่ง
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แปรปรวน (SNPs) จ านวนรวม 71 ต  าแหน่ง กระจายอยู่ทัว่ทั้งสายท่ีเป็นทั้งชนิดแทรก (Insertion)   
ขาดหาย (Deletion) และแทนท่ี (Substitution) ของเบสในจ านวนน้ีมี SNPs 3 ต  าแหน่ง ท่ีคดัเลือกเพื่อ
ใช้แยกเช้ือทั้ง 4 ชนิดได ้ไดแ้ก่ ต  าแหน่งที่ 245 แยก SCGGS ออกจาก SCWL และ SCGS 
(SCGGS/GRASS (T) :  (C) SCWL/SCGS )  ต าแหน่งท่ี 254 แยก SCGS ออกจากเช้ือ SCWL (SCGGS/ 
SCGS (G) : (A) SCWL, GRASS ) ต าแหน่ง 267 แยกเช้ือของออ้ยออกจากหญา้ใบขาว  ( SCGGS/ 
SCWL/ SCGS (T) : GRASS ( C) ไพร์เมอร์ท่ีพฒันาข้ึนส าหรับการแยกชนิดของเช้ือน้ี  ไพร์เมอร์ชุดท่ี 
1 ใหข้นาดของผลผลิต 498 bp ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 1 ถึง 498 ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 2 ไดผ้ลผลิตขนาด 
75 bp ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 220 ถึง 294 ท่ีมีต าแหน่ง SNPs ท่ีตอ้งการอยู ่ผลการทดสอบกบัตวัอยา่ง 
SCWL, SCGS, SCGGS และหญา้ท่ีแสดงอาการใบขาว พบวา่ melting curves แสดงกราฟแยกกนั      
4 กราฟ มีค่า Tm ของเช้ือทั้ง 4 ชนิด คือ  80.30๐C, 80.75๐C, 79.92๐C และ 80.63๐C ตามล าดบั (Fig. 
3A) แต่ละชนิดมีลกัษณะเป็น peak เด่ียวชดัเจนไม่ปรากฏ peak อ่ืนๆ หรือ primer dimer แสดงถึง
ความจ าเพาะของไพรเมอร์สูง และความเหมาะสมของสภาวะท่ีใช้ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ การวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม Gene scanning ท่ีแสดงผลเป็นmelting curves จะเห็นการแยกไดช้ดัเจนกวา่การใชค้่า 
Tm (Fig.3B) จากตรวจสอบความถูกตอ้งและแม่นย  าของไพรเมอร์และวิธีการของ HRM  ท่ีไดน้ี้ดว้ย
ออ้ยใบขาวอีก 38 ตวัอยา่งไดแ้ก่ SCWL 15 ตวัอยา่ง SCGS 19 ตวัอยา่ง SCGGS 4 ตวัอยา่งซ่ึงมีการตรวจ
ล าดบัเบสและจ าแนกกลุ่มดว้ย phylogenetic tree แลว้นั้น (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2555) พบว่าให้ผล
สอดคลอ้งกนั (Fig. 3C) การทดสอบวิธีการน้ีเพิ่มเติมโดยใชเ้ช้ือไฟโตพลาสมาในพืชชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ 
Erianthus spp และลูกผสมระหวา่ง Erianthus กบัออ้ย จ านวน 200 ตวัอยา่ง พบวา่มีค่า Tm แตกต่าง
กนั แสดงวา่เช้ือในตวัอยา่ง Erianthus spp. นั้นไม่ตรงกบัเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย ส่วน
เช้ือท่ีพบในลูกผสมระหวา่ง Erianthus spp. กบัออ้ย พบว่าเกือบทั้งหมดตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมา
ของออ้ยชนิด SCWL หรือ SCGS ดว้ยวิธีน้ีได ้(ไม่ไดแ้สดงผล) แสดงถึงความแม่นย  าของวิธีการท่ี
พฒันาใหม่น้ีในการจ าแนกชนิดของเช้ือได ้ส่วนการเพิ่มความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ secA เป็น 
377 bp ดว้ยเทคนิค Primer walking พบความแปรปรวนระหวา่งล าดบัเบสของไฟโตพลาสมาทั้ง 3 ชนิด
น้ีจ านวน31 ต าแหน่ง กระจายในภายในสายดีเอ็นเอและเป็นชนิด substitution แต่การกระจายตวัยาก
ต่อการคดัเลือกต าแหน่งส าหรับน ามาใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์ จึงไม่ได้น ามาใช้ในการพฒันา
วธีิการ 

ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาและการแสดงอาการใบขาว : การแสดงอาการใบขาวของออ้ยข้ึนอยู่
กบัหลายปัจจยั ทั้งปริมาณเช้ือภายในตน้ ความแข็งแรงของตน้  และสภาพแวดล้อมท่ีกระตุน้ออ้ย
เครียด ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาภายในตน้อาจไม่สัมพนัธ์โดยตรงกบัการเกิดอาการใบขาว แมจ้ะมี
เช้ือภายในตน้ปริมาณมากแต่อาจจะยงัไม่แสดงอาการใบขาวได ้Soufi (2012) ตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมา
จ านวนมากภายใน sieve element ของใบออ้ยท่ีติดเช้ือใบขาวท่ีมีอาการตั้งแต่ใบขาว ใบขาวเขียว และ
ใบเขียว เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่พบเช้ือ กอบเกียรติ และคณะ (2554) พบวา่กลุ่มออ้ยท่ีมีการ
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ให้น ้ าเสริมมีการแสดงอาการใบขาวน้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ให้น ้ า แมจ้ะตรวจพบเช้ือไฟโพลาสมาใน
ปริมาณสูง (มากกวา่ 102copies/l) จากการส ารวจออ้ยในแหล่งปลูกภาคกลางท่ีมีสภาพดินน ้ าดี เหมาะ
ต่อการปลูกออ้ย หลายตวัอย่างตรวจพบเช้ือในปริมาณสูงแต่ยงัไม่มีอาการใบขาว แต่เม่ือน ามาปลูก
ขยายต่อในแหล่งดินทราย จะแสดงอาการใบขาวได ้ซ่ึงมกัเกิดหลงัจากออ้ยผา่นช่วงแลง้จดัและมีฝน 
เม่ือออ้ยเร่ิมงอกและพบใบขาว ซ่ึงเป็นเหตุการณ์ท่ีมกัพบไดทุ้กปีในภาคอีสาน และแหล่งดินทรายจดั 
แต่ความรุนแรงของอาการใบขาวหลงัจากออ้ยแสดงอาการแล้วนั้นข้ึนกับปริมาณเช้ือ (Table 1) 
Martini et al. (2011) ท าการศึกษาใน Prunus spp. ท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา พบวา่ความรุนแรงของโรค
ข้ึนกบัระดบัปริมาณเช้ือในตน้นั้นๆโดยทัว่ไปเม่ือพืชถูกเช้ือโรคเขา้ท าลาย ขบวนการหน่ึงท่ีเกิดข้ึนคือ
พืชจะสร้าง Reactive oxygen species (ROS) ข้ึนอย่างมากเพื่อใช้ก าจดัเช้ือโรค ท าให้พืชเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชัน่ (oxidation stress) จาก ROS น้ีดว้ยเพราะเกิดความเสียหายกบัสภาวะทางสรีระ
บางอย่างภายในตน้พืชเอง (Jones, 2006) มีรายงานการเกิดภาวะเครียดน้ีในพืชหลายชนิดท่ีติดเช้ือ   
ไฟโตพลาสมา การลดความเสียหายจากเช้ือดว้ยการใชส้ารบางชนิดพบวา่ท าให้มีปริมาณ H2O2 และ 
ascorbic acid ท่ีมีบทบาทส าคญัภาวะออกซิเดชัน่น้ีมากข้ึน แต่มีกิจกรรมเอ็นไซม ์peroxidase ท่ีลดลง 
(Sánchez-Rojo, et al., 2010) จากรายงานของศุจิรัตน์และคณะ (2557) พบว่า ออ้ยท่ีติดเช้ือไฟโต
พลาสมามีภาวะเครียดออกซิเดชัน่เช่นกนั ในออ้ยท่ีมีอาการใบขาวมีกิจกรรมเอ็นไซม ์APX (ascorbate 
peroxidase) และมีปริมาณ H2O2 สูงกวา่ปกติประมาณ 2 เท่า พบสาร Proline ท่ีสร้างเม่ือพืชอยูส่ภาวะ
แลง้หรือขาดน ้ าสูงกวา่ปกติประมาณ 2-3 เท่า แสดงวา่มีภาวะเครียดออสโมติก (osmotic stress) ร่วมดว้ย
กอบเกียรติ และคณะ (2553) รายงานวา่ปริมาณน ้ าในใบออ้ยท่ีแสดงอาการขาวมีนอ้ยกวา่ในใบท่ีไม่มี
อาการประมาณ 2 เท่า ตรวจพบสาร Malondialdehyde (MDA) สูงข้ึนกวา่ 1 เท่าในออ้ยท่ีมีอาการใบขาว
แสดงถึงสภาวะท่ีเซลลถู์กท าลาย ภาวะเครียดน้ีเหล่าน้ีท าใหอ้อ้ยอ่อนแอลง การทดลองโดยใชอ้อ้ยอาย ุ
2 เดือน ท่ีมีปริมาณเช้ือสูงตรวจดว้ยวิธี PCR แต่ยงัไม่แสดงอาการใบขาว ซ่ึงไดจ้ากการเพาะขอ้ออ้ยท่ี
มียอดขาวในกระบะทราย สร้างภาวะเครียดจากแลง้และความร้อน (39C, 20,000 LUX :12/12 สวา่ง/
มืด, 55% RH) ในตูค้วบคุมเป็นเวลา 3 วนั แลว้ให้น ้ าหลงัการทดสอบอีกประมาณ 14 วนั พบวา่เกือบ
ทั้งหมดแสดงอาการใบขาวหลงัจากใบคล่ีแลว้ แต่ต่อมาใบท่ีขาวแลว้นั้นจะกลบัเป็นใบเขียวได้อีก 
แสดงให้เห็นวา่สภาพแวดลอ้มมีผลต่อการกระตุน้ให้เกิดอาการใบขาว แต่การทดสอบในออ้ยท่ีมีเช้ือ
ในปริมาณต ่า (นอ้ยกวา่ 102copies/l) จะยงัไม่แสดงอาการใบขาวในสภาพดงักล่าวแมจ้ะแสดงอาการ
ขาดน ้าและมีการสร้าง Proline ในปริมาณท่ีสูงมากกวา่ 3 เท่าหลงัการทดสอบเทียบกบัออ้ยชุดควบคุม 
(ศุจิรัตน์และคณะ (2557) ดงันั้นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการเกิดใบขาวในออ้ยจึงประกอบดว้ยปริมาณ
เช้ือไฟโตพลาสมาภายในตน้และสภาวะแวดล้อมท่ีมากระตุน้ จึงมกัพบอุบติัการณ์ใบขาวในปีท่ีมี
สภาวะแลง้ยาวนาน แลว้ตามดว้ยฝนหลงัจากออ้ยฟ้ืนตวัจากการรับน ้ า Martini et al. (2011) รายงานวา่
ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาใน Prunus spp. จะมีการเพิ่มจ านวนข้ึนในช่วงท่ีพืชมีการเจริญเติบโต 
(vegetative season) ในกลุ่มดินเน้ือหยาบ (ทรายจดั) ท่ีไม่อุดมสมบูรณ์ รวมถึงดินท่ีมีชั้นดานเทียมสูง
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กวา่ปกติ หรือการมีน ้าท่วมขงั เป็นปัจจยัท่ีสร้างภาวะเครียดให้ออ้ยไดเ้ช่นกนั นอกจากน้ีอาการใบขาว
มกัพบได้มากในออ้ยตอท่ีมีประสิทธิภาพการดูดใช้น ้ าและอาหารไดล้ดลง (กอบเกียรติ และคณะ, 
2553) ดงันั้นค าแนะน าในการลดความเสียหายจากโรคใบขาวจึงประกอบดว้ย การเลือกใชท้่อนพนัธ์ุท่ี
ปราศจากโรค การบริหารจดัการท่ีเหมาะสมกบัสภาพพื้นท่ี การปรับปรุงดิน การจดัการธาตุอาหาร
และน ้าท่ีเหมาะสมเพื่อหลีกเล่ียงการเกิดสภาวะเครียดในออ้ย 

การวินิจฉัยผลการตรวจโรคใบขาวและการรายงานผลด้วยรหัสสี: การรายงานผลการตรวจ
เช้ือไฟโตพลาสมาดว้ย Conventional PCR ใชก้ารดูผลจากการตรวจทั้งสองยีน คือ 16S-23S rDNA ซ่ึง
ไดผ้ลเป็นดีเอน็เอขนาด 700 bp และ210 bp และ secA ท่ีมีขนาด 277 bp ประกอบกนัจากขอ้ดีและ
ขอ้เสียของทั้งสองวิธีดงักล่าวมา วิธีก าหนดปริมาณเช้ือใชก้ารเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอ ท่ี
ก าหนดความเขม้ของแถบจากนอ้ยไปมากเป็น 1+ ถึง 4+ โดยเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมท่ีเป็นใบขาว ซ่ึง
ง่าย และรวดเร็ว แต่จากประสบการณ์การรายงานด้วยวิธีดังกล่าวประสบปัญหาว่าผูใ้ช้ไม่เข้าใจ
ความหมายของขอ้มูลท่ีแบ่งเป็นระดบับวกของยีนทั้ง 3 ต าแหน่งท่ีใช ้ไม่เขา้ใจถึงความสัมพนัธ์ของ
ระดับเช้ือท่ีได้จากรายงานและพฒันาการของเช้ือและอาการในสภาพแวดล้อมท่ีปลูกเพราะขาด
ค าแนะน าจากผลตรวจส าหรับน าไปปรับหรือขยายผลต่อในแปลงได ้ท าให้งานดา้นการแกไ้ขปัญหา
โรคใบขาวไม่กา้วหน้าเท่าท่ีควร ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดป้รับพฒันาวิธีการรายงานผลใหม่ นอกจากมี
ผลของระดบัปริมาณเช้ือแลว้ ยงัก าหนดระดบัความปลอดภยัในการน าไปใชต่้อและค าแนะน าในการ
ดูแลรักษาในแปลง รวมถึงการคาดการณ์การแสดงอาการใบขาวในรุ่นออ้ยตอดว้ย จากระดบัอาการ 
ใบขาว 3 ระดบั คือ ขาว ขาวเขียว และเขียวนั้น มีช่วงของของปริมาณเช้ือตรวจดว้ย q-Realtime PCR 
คือ 105, 103-104 และ 102 copies/µl หรือต ่ากวา่ ตามล าดบั (Table 1)ในจ านวนน้ีกลุ่มใบเขียวเป็นกลุ่ม
ท่ีมีความส าคญัท่ีสุดเพราะมีกลุ่มอาการแฝงท่ีไม่สามารถแยกไดด้ว้ยตาเปล่าท่ีมีผลต่อการแพร่กระจาย
โรคใบขาวในแหล่งต่างๆ กลุ่มน้ีสามารถแสดงใบขาวไดห้ากมีเช้ือมากในระดบัรอยต่อระหว่างใบ
เขียวและขาวเขียวเม่ือมีภาวะเครียดมากระตุน้ดงักล่าวมาแลว้ จากการศึกษาพบวา่ออ้ยท่ีเพาะจากล า
ยอดขาว ตน้อ่อนท่ีงอกจากโคนจนถึงกลางล า จะมีอาการใบขาวระดบัมากไปนอ้ย ส่วนตน้ท่ีงอกจาก
ขอ้ท่ีสูงข้ึนไปนั้นยงัมีใบสีเขียว การตรวจดว้ย 16S-23S rDNA พบดีเอ็นเอขนาด 700 bp ระดบั 1+ ถึง 
4+ ในกลุ่มตน้อ่อนท่ีเป็นใบขาวและใบเขียวท่ีอยูใ่กลก้นั และพบดีเอ็นเอขนาด 210 bp ระดบั 4+ ทุก
ตน้ของทั้งล า (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2554) สาเหตุเพราะเช้ือไฟโตพลาสมาจะมีการสะสมมากท่ีบริเวณ
โคนตน้ เม่ือน ากลุ่มตน้ใบเขียวเหล่าน้ีมาทดสอบดว้ยภาวะเครียดจากแลง้และขาดน ้ าดงักล่าวพบว่า
กลุ่มใบเขียวระหวา่งช่วงต่อน้ีจะแสดงใบขาว ส่วนกลุ่มใบเขียวส่วนบนจะยงัไม่มีอาการใบขาวให้เห็น 
ดงันั้นในกลุ่มใบเขียวท่ีไม่มีอาการน้ี จึงสามารถแยกไดป็้น 3 กลุ่มใหญ่ คือ 1) กลุ่มท่ีมีเช้ือสูงท่ีไม่ควร
น าไปใช้ขยายพนัธ์ุต่อเพราะถูกกระตุน้ให้แสดงใบขาวไดท้นัทีดว้ยภาวะเครียด เป็นกลุ่มท่ีอยู่ช่วง
รอยต่อระหว่างใบขาวและเขียว ตรวจพบ 700 bp และ secA ประมาณ 1-2+ และ 210 bp ระดบั 4+ 
หรือมีเช้ือประมาณ 10-100 copies/µl 2) กลุ่มเฝ้าระวงัมีเช้ือต ่ากว่ากลุ่มแรก ตรวจพบเฉพาะ 210 bp 
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ระดบั 2-4+ หรือมีเช้ือประมาณ 1-นอ้ยกวา่ 1copies/µlไดแ้ก่ กลุ่มใบเขียวส่วนบนของล ายอดขาว ซ่ึงมี
โอกาสเกิดใบขาวได้หากมีช่วงเวลาสะสมปริมาณเช้ือให้มากพอ และออ้ยเกิดอ่อนแอลงจากภาวะ
เครียด  3) กลุ่มปลอดภยั มาจากล า กอและแปลงท่ีสะอาด ไม่มีอาการใบขาว หรือจากการเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อ สามารถน าไปขยายพนัธุ์ได ้กลุ่มน้ีมีเช้ือปริมาณต ่ามากน้อยกว่า 1 copies/µl แบ่งไดเ้ป็น         
2 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มยอ่ยแรกพบเฉพาะ 210 bp ระดบั 1+ หรือนอ้ยกวา่ กลุ่มยอ่ยท่ี 2 ตรวจไม่พบแถบ    
ดีเอน็เอของเช้ือเลย เน่ืองจากความส าคญัอยูใ่นกลุ่มใบเขียวท่ีมีเช้ือระดบัต่างๆ ดงันั้นการแบ่งช่วงรหสั
สีจึงให้ความส าคญักับระดับปริมาณเช้ือท่ีตรวจด้วยพีซีอาร์ และโอกาสในการเกิดอาการใบขาว
มากกว่าระดบัอาการใบขาว รหัสสีท่ีคดัเลือกมาใช้ในการรายงานผลประกอบด้วย กลุ่มท่ีมีเช้ือสูง 
ก าหนดเป็นสีแดง ท่ีไม่ควรน าไปใชข้ยายพนัธ์ุต่อ กลุ่มเฝ้าระวงั ก าหนดเป็นสีส้ม เป็นกลุ่มท่ีมีเช้ือต ่า
กว่ากลุ่มสีแดงแต่อยู่ระหว่างสะสมเช้ือ และเกิดใบขาวได้ในรุ่นตอ 1 และกลุ่มสุดท้ายเป็นกลุ่ม
ปลอดภยั แบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ 1. กลุ่มสีเขียว ตรวจพบเช้ือในระดบัต ่า อาจใช้ระยะเวลาในการ
สะสมเช้ือท่ีนานข้ึน อาจอยู่ไดถึ้งตอ 2 หรือมากกวา่หากมีการดูแลรักษาแปลงท่ีดี และ 2. กลุ่มสีขาว 
ตรวจไม่พบดีเอ็นเอของเช้ือในตวัอย่างท่ีส่งตรวจ เป็นกลุ่มปลอดภยั สามารถน าไปขยายพนัธ์ุต่อได ้
นอกจากน้ี สีเหลือง ถูกน ามาใช้เพิ่มเติม ให้หมายถึงมีการตรวจพบเช้ืออ่ืน เพราะการตรวจ 16S-23S 
rDNA ดว้ยวิธีน้ี สามารถพบดีเอ็นเอของแบคทีเรียอ่ืนไดด้้วย ซ่ึงเป็นการน าขอ้เสียของวิธีการมาใช้
ประโยชน์ได้การรายละเอียดการก าหนดช่วงปริมาณเช้ือและรหัสสีแสดงในตารางท่ี1 ตวัอย่างการ
รายงานผลเฉพาะส่วนของการประเมินปริมาณเช้ือดว้ยรหสัสี (Fig. 4) และตวัอยา่งการรายงานผลท่ีมี
ทั้งการก าหนดรหสัสีและการตรวจชนิดของเช้ือ  (Fig. 5) 

การรายงานผลดว้ยรหัสสีไดเ้ร่ิมน ามาทดสอบในกลุ่มตวัอยา่งออ้ยท่ีส่งตรวจในปี 2557 ช่วง
อายุออ้ยประมาณ 5-7 เดือน จากการตรวจตวัอย่างออ้ยจากโครงการตน้แบบการจดัการโรคใบขาว 
จากศูนยว์จิยัและพฒันาจงัหวดัภายใต ้สวพ.3 และ 4 จ  านวน 10 ศูนย ์ท่ีน าไปปลูกทั้งในศูนยแ์ละในไร่
เกษตรกร พบวา่ส่วนใหญ่มีเช้ือระดบัสีส้ม (Table 2) จากการติดตามผลออ้ยตอในปี 2558 พบวา่บาง
แปลงท่ีมีการส ารวจ เร่ิมพบใบขาวแลว้ เช่น ล าดบัท่ี 1, 5 และ 11 เป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีสัดส่วนรหสัสี
ส้มสูง ในกลุ่มท่ีมีเปอร์เซ็นตร์หสัสีเขียวสูงมากกวา่ส้ม เช่น ล าดบัท่ี 13 เร่ิมพบหน่อขาวในกอ ส่วน
กลุ่มท่ีพบรหัสสีขาวสูง เช่น ล าดบัท่ี 8, 10 และ 12 ยงัไม่พบใบขาว จะเห็นไดว้่าการรายงานผลดว้ย
รหัสสีน้ีนอกจากท าให้การอ่านผลการตรวจง่ายข้ึนแลว้การคาดการณ์ยงัสอดคลอ้งกบัอุบติัการณ์ใบ
ขาวท่ีเกิดข้ึน ทั้งน้ีในการประเมินระดบัความรุนแรงของโรคในระดบัแปลงนั้น ตอ้งมีจ านวนตวัอยา่ง
มากพอในการเป็นตวัแทนของทั้งแปลง เช่น จ านวนตวัอยา่งของศูนยล์  าดบัท่ี 9 มีจ  านวนนอ้ยเกินไป 
ไม่สามารถน ามาประเมินได ้การสุ่มเก็บตวัอยา่งควรครอบคลุมสภาพดินของทั้งแปลง เพราะสภาพดิน
มีผลอยา่งมากต่อความแข็งแรงของพืช ภายในแปลงเดียวกนัมกัพบว่ามีสภาพดินต่างกนั นอกจากน้ี
ออ้ยเป็นพืชท่ีแตกกอ ดงันั้นจะตอ้งคดัเลือกล าท่ีใช้ตวัแทนท่ีดีของกอนั้นๆ เช่น อาจใชล้ าหลกั ท่ีเป็น
แหล่งสะสมเช้ือหลกั และหน่อรุ่นหลงัๆ ประกอบการตรวจดว้ย จากการส ารวจพบวา่ล าท่ีมียอดขาว 
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มกัจะมีหน่อขาวดว้ยเน่ืองจากมีเช้ือสะสมมากท่ีโคน ส่วนล าท่ีไม่มีอาการใบขาว อาจมีหน่อขาวไดใ้น
หน่อรุ่นหลงั เพื่อให้ไดผ้ลการตรวจและการคาดการณ์การแสดงใบขาวท่ีแม่นย  า สามารถจดัการได้
เหมาะสมมากข้ึน จากการด าเนินงานตรวจโรคท่ีผา่นมา ยงัไม่ให้ความส าคญักบัรายละเอียดน้ี จึงท า
ใหก้ารด าเนินงานจดัการใบขาวไม่มีประสิทธิภาพเท่าท่ีควร 

 

สรุปผลการทดลอง 
ผลงานวิจยัท่ีน าเสนอน้ีนบัเป็นรายงานแรกในการพฒันาวิธีการตรวจและวินิจฉยัโรคใบขาว

ของออ้ยด้วยเทคนิค PCR ซ่ึงสามารถใช้ในการตรวจเช้ือ วดัปริมาณเช้ือ จ าแนกชนิดของเช้ือใน
เน้ือเยื่อออ้ยได ้มีการออกแบบวิธีการรายงานผล พร้อมค าอธิบายผล และค าแนะน า  เพื่อให้เขา้ใจได้
ง่ายข้ึน สามารถใช้เป็นขอ้มูลประกอบการตดัสินใจ และน าไปใช้ประโยชน์ต่อได ้การพฒันาวิธีการ
ตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาอยา่งง่ายโดยใช ้ Conventional PCRโดยตรวจท่ียีน 16S-23S rDNA 
ดว้ยเทคนิค nested-PCR ซ่ึงไดผ้ลเป็นช้ินดีเอ็นเอขนาด 700 bp ท่ีใชเ้ป็นต าแหน่งในการระบุปริมาณ
เช้ือมาก ท่ีสามารถก่อเกิดอาการใบขาวได ้ และช้ินดีเอ็นเอขนาด 210 bp ท่ีระบุถึงปริมาณเช้ือระดบัท่ี
ต ่ากว่าน้ี การระบุปริมาณเช้ือของวิธีการน้ี ใช้การเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานท่ีได้จากการโคลนช้ินของยีนเข้าสู่พลาสมิด ซ่ึงจัดเป็น ‚เทคนิคก่ึงปริมาณ  (Semi-
Quantitative Analysis)‛ ความไม่จ าเพาะของไพร์เมอร์ท่ีใช้ท าให้ตรวจพบเช้ืออ่ืนได้ดว้ย และถูก
น ามาใช้เป็นขอ้มูลประกอบผลการตรวจด้วย การยืนยนัผลการติดเช้ือโรคใบขาวใช้การตรวจด้วย  
ไพร์เมอร์ท่ีได้พฒันาให้จ  าเพาะต่อยีน secA ของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย การใช้วิธี 
direct PCR ในการตรวจเพื่อลดการปนเป้ือน ท าให้มีขอ้เสียคือมีความไวต ่า ปริมาณเช้ือต ่าสุดท่ีตรวจ
ไดด้ว้ยวธีิการน้ีจึงเทียบเท่ากบัผลการตรวจดว้ย 700 bp ท่ีไดจ้ากยีน 16S-23S rDNA การตรวจปริมาณ
เช้ือท่ีไดข้อ้มูลท่ีละเอียดมากข้ึนใชเ้ทคนิค Realtime PCR ซ่ึงไดพ้ฒันาวธีิการตรวจโดยใชย้ีน secAโดย
มีช่วงความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีเช่ือมัน่ไดอ้ยูร่ะหวา่ง 102-1010copies/l  (20 ng plant DNA) การจ าแนก
ชนิดของเช้ือไดท้  าการพฒันาวิธีการตรวจความแตกต่างของล าดบัเบสต าแหน่ง SNPs ท่ีสามารถแยก
เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยทั้ง 3 ชนิดออกจากกันได้ โดยใช้เทคนิค HRM แทนการ
วิเคราะห์ล าดบัเบส ท าให้ได้ผลในเวลารวดเร็ว แม่นย  า และแปลผลง่าย ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการ
พฒันางานดา้นพาหะน าโรค หรือการติดเช้ือขา้มชนิด ในการรายงานผล ใชร้หัสสีท่ีส่ือความหมายท่ี
ผูใ้ชเ้ขา้ใจไดท้นัที ซ่ึงพฒันาจากการประมวลปริมาณเช้ือ ระดบัความเครียดในออ้ย และโอกาสในการ
แสดงอาการใบขาว โดยก าหนดเป็น 4 สีท่ีสามารถแสดงถึงระดบัอนัตรายท่ีไม่ควรน าไปขยายพนัธ์ุต่อ 
จนถึงระดบัปลอดภยัท่ีขยายพนัธ์ุต่อได ้รวมถึงคาดการณ์การเกิดใบขาวในรุ่นต่อมา นอกจากน้ียงัมี
การก าหนดสีท่ีหมายถึงการติดเช้ืออ่ืนร่วมดว้ย จากการติดตามผลการตรวจโรคใบขาวดว้ยวิธีใหม่น้ี
ในตวัอย่างที่ส่งตรวจในปี 2557 พบว่าผลการตรวจและการคาดการณ์ดว้ยรหัสสีสอดคลอ้งกบั
อุบติัการณ์ใบขาวในออ้ย 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
วิธีการใหม่ที่พฒันาข้ึนน้ีได้มีการน ามาใช้ตรวจตวัอย่างออ้ยที่ส่งตรวจในปี 2557 แล้ว

ประมาณ 1535 ตวัอย่างโดยกลุ่มเป้าหมายท่ีน าไปใช้ประโยชน์ เป็นนกัวิจยัของกรมวิชาการเกษตร
และจากหน่วยงานอ่ืน มีการน าไปใชใ้นโครงการผลิตออ้ยสะอาดเพื่อปลูกทดแทนพื้นท่ีปลูกขา้วท่ีไม่
เหมาะสม โครงการความร่วมมือระหว่างหน่วยงานภาครัฐและเอกชนในการก าจดัโรคใบขาว 
โครงการแปลงตน้แบบส าหรับขยายพนัธ์ุออ้ยสะอาดของ สวพ.3 โครงการวิจยัร่วมระหวา่ง JIRCAS 
และศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น เพื่องานปรับปรุงพนัธ์ุออ้ย และการวิจยัดา้นโรคใบขาวในเขตภาคอีสาน 
งานวิจยัจากหน่วยงานอ่ืนนอกกรมวิชาการเกษตร มีการเผยแพร่ผลงานในส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
พฒันาวิธีการใหม่ในการประชุมน าเสนอผลงานประจ าปีของศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่น  งานประชุม 
TSP 2012 ท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ งานประชุมแถลงผลงานวิจยัร่วมระหวา่งศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่นและ 
JIRCAS งานประชุม ISSCT Congress ท่ีประเทศบราซิลปี 2556 งานประชุมออ้ยแห่งชาติ ปี 2554 ท่ี
สุพรรณบุรี และ 2555 ท่ีขอนแก่น มีการถ่ายทอดวิธีการตรวจโรค และแลกเปล่ียนขอ้มูลกบันกัวิจยั
จากYunnan Sugarcane Research Instituteประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน และตีพิมพผ์ลงานร่วมกบั
นกัวิจยัจาก 2 สถาบนั ได้แก่ Pflanzenphysiologie, Universität Bayreuth ประเทศเยอรมนันีและ 
Department of Plant Biology, University of Aleppo ประเทศซีเรีย 

 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณผูอ้  านวยการศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่นท่ีสนบัสนุนและอ านวยความสะดวกในการ

ด าเนินงานวิจยั ขอบคุณนักวิจยัจากหน่วยงานเครือข่าย สวพ. 3 และ 4 จ านวน 10 แห่ง ท่ีร่วมใน
โครงการขยายพนัธ์ุออ้ยสะอาด ท่ีด าเนินการส ารวจและส่งตวัอย่างมาวิเคราะห์ ขอบคุณผูเ้ช่ียวชาญ 
นฤทยั วรสถิตย ์ท่ีด าเนินงานโครงการแปลงตน้แบบเพื่อขยายพนัธ์ุสะอาด คณะนกัวิจยัจากศูนยว์ิจยั
พืชไร่ขอนแก่นและสถาบนัวิจยัพืชไร่ฯ ท่ีส่งตวัอยา่งมาเพื่อวิเคราะห์ Mr. Ando Shataro,  Dr. Tsuruta 
Shinichi และ Mr. Yoshifumi Terajima นกัวิจยัจาก JIRCAS ท่ีสนบัสนุนงบประมาณส าหรับการ
ตรวจวิเคราะห์ในส่วนท่ีเก่ียวขอ้ง ขอขอบคุณ คุณดารารัตน์ มณีจนัทร์ จากสถาบนัวิจยัพืชไร่ฯ ท่ี
ช่วยเหลือดา้นเอกสาร และท่ีส าคญัขอบคุณผูช่้วยนกัวิจยัในห้องปฏิบติัการชีวโมเลกุลของศูนยว์ิจยัพืชไร่
ขอนแก่น ท่ีช่วยใหง้านวจิยัด าเนินการไดแ้ละประสบผลส าเร็จเป็นอยา่งดี 

 

เอกสารอ้างองิ 
กอบเกียรติ ไพศาลเจริญ  ศุภกาญจน์ ล้วนมณี  ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล  และเกษม ชูสอน.  2554.  ปัจจัยทาง

การเกษตรท่ีเส่ียงต่อการเกิดโรคใบขาวของออ้ย. หนา้ 63-68. ใน: เอกสารประกอบการประชุมเสวนาวิชาการ
ออ้ย ‚วกิฤติและโอกาสออ้ยไทยในเวทีโลก‛ 30-31 สิงหาคม 2554 ณ ศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรสุพรรณบุรี 
ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 5 กรมวชิาการเกษตร. 
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กอบเกียรติ ไพศาลเจริญ  ธงชยั ตั้งเปรมศรี ศุภกาญจน์ ลว้นมณี  ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล วนัทนา ตั้งเปรมศรี นิลุบล 
ทวกีลุ ทกัษิณา สนัสยะวชิยั  และเกษม ชูสอน.  2553.  การจดัการสมดุลธาตุอาหารพืชเพื่อความทนทานของออ้ย
ท่ีมีต่อโรคใบขาวในเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ. รายงานผลงานวิจัยปี 2553 ศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น 
สถาบนัวจิยัพืชไร่ กรมวชิาการเกษตร หนา้ 295-303. 

ศุจิรัตน์  สงวนรังศิริกุล  ทกัษิณา  ศนัสยะวิชยั  สุนี  ศรีสิงห์   .2557    .การศึกษาการเปล่ียนแปลงของสารชีวเคมีบาง
ชนิดในออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาว .เอกสารรายงาน ตป.1 รอบ 12 เดือน ประจ าปี 2557 . กรมวชิาการเกษตร. 

ศุจิรัตน์  สงวนรังศิริกุล  ธีรวุฒิ  วงศ์วรัตน์  สุรศักด์ิ แสนโคตร  ทักษิณา  ศันสยะวิชัย  สุนี  ศรีสิงห์  SecA 
เคร่ืองหมายโมเลกุลใหม่ในการตรวจโรคใบขาวของออ้ยท่ีแม่นย  าสูง   .2556   .ผลงานวิจัยดีเด่นกรมวิชาการ

เกษตร ประจ าปี 2555  . กรมวชิาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์   .หนา้ 1-15 .  
ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล  ธีรวุฒิ วงศ์วรัตน์  ปิยะดา ธีรกุลพิสุทธ์ิ  ทกัษิณา ศนัสยะวิชยัสุนี ศรีสิงห์  นิลุบล ทวีกุล  

นฤทยั วรสถิตย ์ และรังสี เจริญสถาพร. 2554.  วิธีประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออ้ย
ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์.  หนา้ 74-80. ใน: เอกสารประกอบการประชุมเสวนาวิชาการออ้ย ‚วิกฤติและโอกาสออ้ย
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Table 1 Comparison of sugarcane white leaf phytoplasma concentration estimated by three different 
approaches including absolute quantification Real time PCR (RT-PCR) of secA gene, banding intensity levels 
generated by conventional PCR at 16S-23S rDNA and at secA gene and color code ranges. Not detected: out of 
acceptable range. * Leaf from 3 individual samples collected from different source. ** Concentration in 25 ng 
plant DNA. 
 

Leaf 
symptom* 

Detection techniques 
Color 
code 

RT-PCR-secA Conventional PCR DNA banding intensity 
Concentration range 

(copies/µl)**  
Plasmid Concentration 

(copies/µl)** 
16S-23S rDNA  secA 

 (277 bp) 700 bp 210 bp 
Fully White 1.54x105- 7.91 x105 105 4+ 4+ 4+ red 

Partial white 1.2x103 - 1.74x104 
104 4+ 4+ 3+ to 4+ red 
103 3+ 4+ 2+ to 3+ red 

green No detected 102 2+ 4+ <2+ red 
green No detected 101 1+ 4+ < 1+ red 
green No detected 1 0 4+ 0 orange 
green No detected <1 0 2+ to 3+ 0 orange 
green No detected <1 0 1+ 0 green 
green No detected <1 0 0 0 white 
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Table 2 Estimation of sugarcane white leaf phytoplasma concentrations indicate by color codes in sugarcane leaf 
samples collected from different planting fields. Red and orange indicate high concentration. Green and white 
indicate low concentration. Yellow indicates multiple infections. 
RDC: Research and Development Center,  RC: Research Center. NS: no survey 

Sender 
 amount  

Phytolasma Concentration 
(Sample percentage) 

White leaf in 
ratoon by visual 

observation red orange green white yellow 

1.RDC. Kalasin 24 0.0 66.0 34.0 0.0 16.0 
Some emerged in 
plant cane   

2.RDC. Khon Kaen 10 0.0 70.0 0.0 30.0 90.0 NS  
3. RDC. Chaiyaphum 14 0.0 100.0 0.0 0.0 43.0 NS 
4.RDC. Nakorn ratchasima 16 0.0 87.5 12.5 0.0 0.0 NS 
5.RDC. Nonsong (1) 74 5.4 56.8 16.2 24.3 45.9 Ratoon 2: white 
6. RDC. Nonsong (2) 32 0.0 21.9 0.0 78.1 0.0 NS 
7.RDC. Mukdahan 22 31.8 68.2 0.0 0.0 22.7 NS 
8.RDC. Roi et 7 0.0 14.3 14.3 71.4 28.6 none 
9.RDC. Sakon nakorn 2 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0 None/ irrigate 
10.RDC. Makasarakham 22 0.0 27.2 4.5 68.1 13.6 White 0.01% app 
11.RDC. Udonthani 17 0.0 76.5 0.0 23.5 100.0 White over 50%  
12.RC. Khon Kaen (Chayan) 22 0.0 4.5 4.5 90.9 0.0 None 
13.RC. Khon Kaen (Pakphum1) 10 0.0 30.0 70.0 0.0 0.0 White shoot 1% 
14. RC. Khon Kaen (Pakphum2) 10 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 NS 
15. RC. Khon Kaen (Pakphum3) 16 0.0 12.5 0.0 87.5 0.0 NS 
 

 

 

 

 

Figure 1  Nested-PCR amplification of sugarcane white leaf phytoplasma using primers targeted 16S-23S rDNA  
gene by nested-PCR with first set PCR product of 700 bp and second set product of 210 bp.  A. PCR products of 
different plasmid concentrations containing 700 bp fragments ranging from 100-1010 copies/l (25 ng plant 
DNA).  B. Banding intensities of 700 bp and 210 bp amplified from serial dilution of DNA extracted from white 
leaf samples.  C. Banding patterns obtained from DNA extracted from field samples with multiple infections.  D. 
Banding results obtained from samples amplified by 16S-23S rDNA Nested-PCR amplification (left) and secA 
(right) showing banding intensities of corresponding samples.     
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Figure 3 Gene typing of 3 different sugarcane phytoplasmas.  (A) Melting peak (Tm) of 75 bp PCR products 
obtained from SCWL, SCGS, SCGGS and grass with white leaf showing different Tm. (B) Normalized melting 
curves showing segregration patterns of PCR products amplified from SCWL, SCGS, SCGGS and grass with 
white leaf. (C) Normalized melting curves showing segregation patterns of PCR products amplified from 15 
SCWL samples, 19 SCGS and 4 SCGGS samples.  Red, green and blue represent melting curves of SCWL, SCGS 
and SCGGS respectively. 

 

 

Figure 2  Amplification curves obtained from 
realtime PCR detection of different concentration 
of  plasmid containing secA gene fragment.  A. 
Curves showing threshold cycle (Ct) of 
amplification plasmid pUC1318-secA with 1-
1010copies/l (25 ng plant DNA).  B. Curves 
showing melting temperature (Tm) peak of target 
DNA at 77.10 ๐C.  C. Standard curve generated 
from Ct and log10pUC1318-secA concentration 
ranging from 1-1010copies/l (25 ng plant DNA) 
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Figure 4  Example of a phytoplasma detection and diagnosis report sheet partial scale.  Features includes sender’s 
name, date, sample number, result of 700 bp and 210 bp from 16S-23S gene, 277 bp from secA illustrating in 
scale <1-4+.  Color codes represent diagnosis assimilates from detection results.    

 

Figure 5  Example of  a phytoplasma detection and diagnosis report sheet full scale.  Features includes sender’s 
name, date, sample number, result of  700 bp and 210 bp from 16S-23S gene, 277 bp from secA , realtime PCR 
quantification of secA fragment and gene typing by HRM.  Color codes represent diagnosis assimilates from 
detection results.  


