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พฒันาเทคนคิการตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคใบขาวอ�อยพฒันาเทคนคิการตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคใบขาวอ�อยพฒันาเทคนคิการตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคใบขาวอ�อยพฒันาเทคนคิการตรวจสอบเชือ้ไฟโตพลาสมา สาเหตโุรคใบขาวอ�อย    
ด�วยกรดนวิคลอีกิตวัตรวจด�วยกรดนวิคลอีกิตวัตรวจด�วยกรดนวิคลอีกิตวัตรวจด�วยกรดนวิคลอีกิตวัตรวจ    

Development of   the Detection  Phytoplasma   of  Sugarcane White  Leaf  Development of   the Detection  Phytoplasma   of  Sugarcane White  Leaf  Development of   the Detection  Phytoplasma   of  Sugarcane White  Leaf  Development of   the Detection  Phytoplasma   of  Sugarcane White  Leaf  
Disease  by  Nucleic Acid ProbeDisease  by  Nucleic Acid ProbeDisease  by  Nucleic Acid ProbeDisease  by  Nucleic Acid Probe    

กาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนีกาญจนา   วาระวชิะนี                    วนัเพญ็   ศรีทองชยัวนัเพญ็   ศรีทองชยัวนัเพญ็   ศรีทองชยัวนัเพญ็   ศรีทองชยั                            ปรเิชษฐFปรเิชษฐFปรเิชษฐFปรเิชษฐF        ตัง้กาญจนภาตัง้กาญจนภาตัง้กาญจนภาตัง้กาญจนภาสนFสนFสนFสนF    
กลุHมงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุHมงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุHมงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุHมงานไวรสัวิทยา   สํานักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชื    

    
    
    

รายงานความก�าวหน�ารายงานความก�าวหน�ารายงานความก�าวหน�ารายงานความก�าวหน�า    
    

อ�อยเปJนพืชอุตสาหกรรมหลักอีกชนิดหนึ่งของประเทศไทยที่นํารายได�เข�าประเทศในปM
หนึ ่ง ๆ  มากกว Hาห มื ่นล �านบาท และ ในป Pจจ ุบ ันอ �อยย ัง เป Jนว ัตถ ุด ิบ ที ่สําค ัญอย Hา งหนึ ่ง ใ น
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล  จากศักยภาพดังกลHาวจึงต�องมีการขยายพื้นที่ปลูกให�เพิ่มมาก
ขึ้นซึ ่งส HวนใหญHอยู Hทางภาคตะวันออกเฉียง เหนือ แตHผลผลิต ที่ได�ต HอหนHวยพื้น ที่ปลูกกลับ มี
แนวโน�มลดลง ปPญหาที่สําคัญอยHางหนึ่งที่ทําให�อ�อยสูญเสียผลผลิตไปมาก  คือ  ปPญหาของโรค 
ใบขาวที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ในปPจจุบันยังไมHมีเทคโนโลยีใดท่ีสามารถแก�ไขปPญหานี้ได�  ดังนั้น
วิธีการควบคุมการแพรHระบาดของโรคท่ีดีท่ีสุด คือ การปลูกอ�อยโดยใช�ทHอนพันธุFท่ีปราศจากโรค  ควบคูH
กับการจัดการในแปลงผลิต ดังนั้น วิธีการตรวจสอบท่ีมีความแมHนยําจึงสามารถตรวจการปนเปWXอนโรค 
โดยทําการออกแบบไพรFเมอรF 1 คูH ในสHวนของ Sec A gene คือ SecA-F/ SecA-R ท่ีให�แถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 400 เบส นํามาใช�เทียบกับ universal primer 2 คูH ในสHวน 16s ribosomal RNA คือ 
P1/P7 และ R16F2/R2 ท่ีให�แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 เบส  แล�วนําผลผลิตท่ีให�แถบดีเอ็นเอ 
ไปสร�างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจท่ีมีความจําเพาะตHอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อยตHอไป 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

โรคใบขาวอ�อยเกิดจากเชื้อไฟโตรพลาสมามีลักษณะคล�ายกับแบคทีเรียขนาดเล็กท่ีสุด แตHไมHมี
ผนังเซลลF  รูปรHางไมHแนHนอนมีขนาด 80-900 นาโนเมตร  มีแมลงพาหะคือเพลี้ยจักจั่นสีน้ําตาล 
สามารถพบเชื้ออยูHในกลุHมเซลลFทHออาหารของต�นอ�อย   อ�อยท่ีถูกเชื้อเข�าทําลายจะมีใบสีขาว ต�นแคระ
แกรน ใบแคบ  เรียวเล็กกวHาปกติ  แตกหนHอเร็ว สHวนหนHอท่ีแตกใหมHจะมีสีขาวมีลักษณะคล�ายกอ
ตะไคร� หากเปJนมากอ�อยจะตายภายใน 2-4 เดือน  โรคใบขาวอ�อยสามารถติดไปได�กับทHอนพันธุF จึง
เปJนปPญหาอยHางมากถ�าอ�อยมีอาการแฝงของโรคอยูH หากเกษตรกรนําอ�อยท่ีมีอาการแฝงไปขยายพันธุF
จะทําให�เกิดการแพรHระบาดของโรคอยHางกว�างขวางและรวดเร็วมากข้ึนหากเพลี้ยจักจั่นสีน้ําตาลชHวย
ถHายทอดโรคในสภาพแปลงปลูก ซ่ึงในขณะนี้วิธีการควบคุมการแพรHระบาดของโรคท่ีดีท่ีสุด คือ การใช�
ทHอนพันธุFท่ีสะอาดปราศจากโรค จึงเปJนท่ีมาของวิจัยเพ่ือพัฒนากรดนิวคลีอิกตัวตรวจโรคใบขาวใน
อ�อยข้ึน เรียกวHาเทคนิคนิวคลีอิกไฮบริไดเซชั่น (nucleic acid hybridization) ซ่ึงเทคนิคนี้สามารถ
ตรวจหาดีเอ็นเอเปnาหมายได�ถึงระดับยีนโดยอาศัยหลักการจับคูHกันของลําดับเบสคูHสม โดยทั่วไป
วิธีการนี้มีไวและความจําเพาะสูงในการตรวจจับกรดนิวคลีอิกของไฟโตรพลาสมาถึงแม�วHาเชื้อจะมี
ปริมาณน�อยกรดนิวคลีอิกตัวตรวจก็มีประสิทธิภาพในการตรวจจับได�ดี เมื ่อทําการผลิตกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจมาแล�วยังสามารถเก็บไว�ได�นานและสามารถเพ่ิมปริมาณได�งHายเม่ือต�องการใช�งาน 
และท่ีสําคัญกรดนิวคลีอิกตัวตรวจนี้สามารถใช�จําแนกเชื้อสาเหตุได�ถึงระดับสายพันธุF (พรทิพยF และ
คณะ 2541) (Klinkong et. al., 1993)  แตHอยHางไรก็ตามกHอนการสร�างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงนั้นต�องหายีนท่ีเหมาะสมกHอนเพ่ือให�สามารถตรวจจับเชื้อสาเหตุโรคได�อยHางแมHนยํา 
จึงต�องทําการออกแบบไพรFเมอรFที่มีความจําเพาะสูงกับเชื้อเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อย
แล�วนํามาเพิ่มปริมาณด�วยเทคนิค PCR  แล�วนําไปผลิตเปJนกรดนิวคลีอิกตัวตรวจที่มีความจําเพาะ
สูงเปJนลําดับตHอไป  
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณFอุปกรณFอุปกรณFอุปกรณF    

1.  ตัวอยHางโรคอ�อยใบขาว   
2.  อุปกรณFทางการเกษตร ได�แกH โรงเรือน กระถาง ตระกร�า ดิน  ถุงปลูก  ปุsย และปnายชื่อ 

3.  อุปกรณFด�านวิทยาศาสตรF  ได�แกH  ตู�แชHแข็ง -20°C  อHางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath 

shaker)  เครื่องชั่งละเอียด  เครื่องปPtนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge)            
เครื่อง Thermal cycler   และเครื่อง  Gel electrophoresis   

4.  สารเคมีวิทยาศาสตรF เชHน  ไนโตรเจนเหลว  สารประกอบ CTAB buffer  เอ็มไซดF (Roch)  
Chlorofrom  และ Ethanol   
    
วิธีการวิธีการวิธีการวิธีการ    
 1. เก็บตัวอยHางโรคอ�อยใบขาว  จากแปลงปลูกอ�อยจังหวัดกาญจนบุรี  แล�วนําทHอนพันธุFจาก
แปลงท่ีไปสํารวจมาเก็บไว�ในเรือนทดลองเพ่ือใช�เปJนแหลHงเชื้อตHอไป 
 2.สืบค�นข�อมูลสHวนยีนของเชื้อไฟโตพลาสมาท่ีมีศักยภาพเหมาะสมเพ่ือนํามาสร�างเปJนกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจท่ีมีประสิทธิภาพสูง ด�วยการสืบค�นข�อมูลจากรายงานตHาง ๆ ท่ีเก่ียวข�องกับเชื้อใน
กลุHมไฟโตรพลาสมา  หรือกลุHมใกล�เคียง เชHน  เชื้อในกลุHมไมโครพลาสมา  เปJนต�น 
 3.ทําการออกแบบไพรFเมอรFท่ีมีความจําเพาะเจาะจงสูงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
อ�อยโดยใช�ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทดFของสHวนยีนท่ีมีศักยภาพเหมาะสมจาก GenBank 
 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือนํามาออกแบบไพรFเมอรFโดยอาศัยโปรแกรม  
GeneFisher (http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/) 
 4. หาวิธีการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อย 
 5.  ทําการสังเคราะหFลําดับนิวคลีโอไทดF ด�วยเทคนิค  Polymerase Chain Reaction (PCR)   ใน
สHวน 16s ribosomal RNA โดย universal primer 2 คูH คือ P1/P7 และ R16F2/R2 ท่ีขนาด และ ใน
สHวน Sec A  โดย primer 1 คูH คือ SecA-F/ SecA-R 

7. ตรวจสอบผล PCR  ด�วยเทคนิค  Gel electrophoresis      
8. รวบรวม วิเคราะหF และรายงานผลการทดสอบ 
9. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจัย 

    
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
ระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลา    ตุลาคม 2553-กันยายน 2554    
สถานที่สถานที่สถานที่สถานที่        กลุHมงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
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ผลและวจิารณFผลการทดลองผลและวจิารณFผลการทดลองผลและวจิารณFผลการทดลองผลและวจิารณFผลการทดลอง    
    

ได�ตัวอยHางโรคอ�อยใบขาวจากแปลงปลูกอ�อย จ.กาญจนบุรี  เปJนแหลHงเชื้อใช�ทดสอบตHอไป  
ได�วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะนําไปใช�สกัดเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อย คือ CTAB 

buffer (Doyle and Doyle, 1990) ซ่ึงมีสHวนประกอบ  ดังนี้  สารละลาย 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) 

ได�ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทดFของสHวนยีนท่ีมีศักยภาพเหมาะสมจาก GenBank สําหรับนํามา
ออกแบบไพรFเมอรFท่ีมีความจําเพาะเจาะจงสูงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อยคือยีนในสHวน 
Sec A  โดยออกแบบไพรFเมอรF 1 คูH  คือ SecA-F/ SecA-R ท่ีให�แถบดีเอ็นเอขนาด 400 เบส เพ่ือนํามาใช�
เทียบกับ universal primer 1 คูH ในสHวน 16s ribosomal RNA คือ P1/P7 และ R16F2/R2 ท่ีให�แถบดี
เอ็นเอขนาด 1,200 เบส แล�วนําผลผลิตท่ีให�แถบดีเอ็นเอไปสร�างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจท่ีมีความจําเพาะ
ตHอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อยตHอไป 

    
    

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    

    
ตัวอยHางโรคอ�อยใบขาวจากแปลงปลูกอ�อย จ.กาญจนบุรี  สามารถสกัดเชื้อไฟโตรพลาสมา

สาเหตุโรคใบขาวอ�อย คือ CTAB buffer (Doyle and Doyle, 1990) โดยสามารถนํามาสังเคราะหF
ลําดับนิวคลีโอไทดF ด�วยเทคนิค  Polymerase Chain Reaction (PCR) ด�วยไพรFเมอรFในสHวน Sec A  โดย 
primer 1 คูH คือ SecA-F/ SecA-R ท่ีให�แถบดีเอ็นเอขนาด 400 เบส ซ่ึงคูHไพรFเมอรFนี้สามารถตรวจเชื้อ
ใบขาวอ�อยได�เหมือนไพรFเมอรFในสHวน ในสHวน 16s ribosomal RNA คือ P1/P7 และ R16F2/R2 ท่ีให�
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 เบส แล�วนําผลผลิตท่ีให�แถบดีเอ็นเอไปสร�างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจท่ีมี
ความจําเพาะตHอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ�อยตHอไป 
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