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การตรวจหาเชื้อ Acidovorax citrulli ด้วยเทคนิค Co-operational polymerase 
chain reaction เพื่อตรวจรับรองสุขอนามัยของเมล็ดพันธุ์แตงโม

Detection of Acidovorax citrulli by Co-operational Polymerase Chain  
Reaction for Seed Health Testing of Watermelon Seed
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ABSTRACT
The bacterial fruit blotch (BFB) caused by Acidovorax citrulli is a serious pathogen 

for cucurbits seed production. This bacterium is a seed-borne and seed-transmitted  

pathogen with long-term survival in seeds. Contaminated seeds are an important source of 

primary inoculum for the spreading of BFB disease in seed beds.  Detection technique for 

the pathogen which is reliable, effective, sensitive and specific is an important tool for  

controlling seed quality  in both  local and international seed trade. The Co-PCR was  shown 

to be effective in detecting A. citrulli in the artificially inoculated watermelon seeds by seed 

soaking. The samples were prepared by filtering the seed soaking liquid using bacterial  

filtration system then extracted the bacterium DNA from the filtered remain and used as 

the target DNA. Results indicated that this procedure could detect A. citrulli presented at 

the level of 103 CFU/seed in an artificially inoculated watermelon seed stocks which had 

0.05% and 0.01% infestation rates.  It could also detect the bacterium in naturally infected  

watermelon seeds. 
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บทคัดย่อ
โรคผลเน่าของแตงทีเ่กดิจากเชือ้แบคทเีรยี  

(Bacterial fruit blotch of cucurbits) มีสาเหตุ

จากเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax citrulli เป็นเชื้อ

โรคที่ส�ำคัญต่อการผลิตเมล็ดพันธุ์พืชตระกูลแตง 

เนื่องจากเชื้อสามารถติดไปกับเมล็ดพันธุ์ (seed 

borne) และถ่ายทอดโรคผ่านเมล็ดได้ เป็นต้นเหตุ

การแพร่ระบาดโรคไปยังแหล่งปลูกอื่น ๆ   เทคนิค

ที่มีมาตรฐาน มีความจ�ำเพาะ และความไวในการ

ตรวจหาเชื้อนี้ จึงมีความส�ำคัญในการใช้เป็น 

เครือ่งมอืในระบบรบัรองสขุอนามยัของเมลด็พนัธุ์ 

เพือ่ลดแหล่งปฐมภมูขิองเชือ้ A. citrulli ที่จะไป 

แพร่กระจายในแหล่งปลูก และให้เป็นไปตาม

มาตรฐานการส่งออก การศึกษานี้เพื่อประเมิน 

ถึงประสิทธิภาพของเทคนิค Co-operational 

polymerase chain reaction (Co-PCR) ในการ

ตรวจหาเช้ือ A. citrulli ในเมล็ดพันธุ ์แตงโม  

โดยน�ำน�้ ำแช ่ เมล็ดมากรองด ้วยแผ ่นกรอง

แบคทีเรียร่วมกับการสกัดดีเอ็นเอ และตรวจหา

เชือ้ด้วยเทคนคิ Co-PCR พบว่า สามารถตรวจหา

เชื้อ A. citrulli ในเมล็ดพันธุ์ท่ีมีการปลูกเชื้อไว้  

ในอัตราเมลด็ตดิเชือ้ 0.05% และ 0.01% ทีมี่การ

ปลูกเชื้อในเมล็ดด้วยอัตราต�่ำสุดที่ประมาณ 103 

CFU/เมล็ด และวิธีนี้สามารถใช้ตรวจหาเชื้อ  

A. citrulli จากเมล็ดแตงโมท่ีติดเชื้อในสภาพ

ธรรมชาติได้

ค�ำส�ำคัญ: Acidovorax citrulli, bacterial  

fruit blotch, Co-PCR, โรคผลเน่าในแตงโม

บทน�ำ
โรคผลเน่าของแตงโม (bacterial fruit 

blotch of watermelon) สาเหตุเกิดจากเชื้อ

แบคทีเรยี Acidovorax citrulli (ชือ่เดมิ A. avenae 

subsp. citrulli) (Schaad et al., 2008) ท�ำความ

เสยีหายทีร่นุแรงต่อการผลติแตงโมและพืชตระกลู

แตงทั่วโลก ท�ำให้ผลผลิตลดลงถึง 80-100% 

(CABI, 2018) และมีความส�ำคญัต่อการผลติเมลด็

พันธุ์แตงโม เน่ืองจากเชื้อนี้ถ่ายทอดไปกับเมล็ด

พันธุ์ มีชีวิตในเมล็ดพันธุ์ได้ยาวนาน (Walcott  

et al., 2003) ในสภาพแวดล้อมที่มีฝนตกหนัก 

และอุณหภูมิสูงจะท�ำให้เชื้อนี้พัฒนาและแพร่

กระจายได้ดี (Schaad et al., 2008) เมล็ดพันธุ์ที่

ปนเปื ้อนเชื้อเป็นแหล่งเชื้อปฐมภูมิ (primary  

inoculum) ในการแพร่กระจายเชื้อโรค ปัจจุบัน

ยังไม่มีกรรมวิธีที่มีประสิทธิภาพในการจัดการกับ

เชื้อนี้ในเมล็ด (seed treatment)  และไม่พบสาย

พันธุ์แตงโมที่ต้านทานต่อเชื้อ A. citrulli ด้วย 

(Giovanarid et al., 2018) ดงันัน้ การตรวจรบัรอง

สุขอนามัยของเมล็ดพันธุ์ (seed health testing) 

เพื่อรับรองว่าเมล็ดพันธุ์ปราศจากเชื้อสาเหตุโรค

จึงมีความส�ำคัญในขั้นต้น ที่จะลดความเสียหาย

และป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อนี้ออกไปใน

วงกว้าง 

มีการศึกษาพบว่า เมล็ดพันธุ์แตงโมที่มี

อัตราติดเชื้อ 0.01% จากหน่ึงเมล็ดที่มีเชื้อเพียง 

10 หน่วยโคโลนทีีเ่จรญิบนอาหาร (colony forming  

unit, CFU) สามารถถ่ายทอดโรคจากเมล็ดสู่ต้น

กล้าที่ปลูกภายใต้สภาวะโรงเรือนได้ถึง 16.7%  

ดงันัน้ แนวทางในการจดัการโรคทีมี่ประสทิธภิาพ

คือ การใช้เมล็ดพันธุ์ที่ปลอดจากเชื้อ A. citrulli 

(zero tolerance) (Dutta et al., 2012) ปัจจุบัน

วิธีตรวจหาเชื้อโดยการเพาะกล้า (Sweat box 

grow-out test, SGO) (Koenraadt et al., 2005) 

เป็นวิธีการที่ใช้อย่างแพร่หลาย และใช้เป็นวิธี

มาตรฐานโดยหน่วยงาน United  State Department  

of Agriculture, National Seed Health System 

(USDA-NSHS) ในการตรวจหาเชื้อนี้ (Walcott 
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et al., 2006) โดยมาตรฐานของ The International  

Seed Federation (ISHI-Veg, ISF) ให้สุ่มจาก

กองเมลด็พนัธุ ์(seed lot) อย่างน้อย 10,000 เมลด็

ต ่อกองเมล็ดพันธุ ์  ส�ำหรับการตรวจหาเชื้อ  

A. citrulli ต่อมา Gitaitis and Walcott (2007) 

เสนอให้ใช้การสุ่มตรวจเมล็ดถึง 30,000 เมล็ด/

ตัวอย่าง จึงจะให้ผลที่เชื่อมั่นทางสถิติที่ 95%  

(P = 0.05) แม้ว่า SGO เป็นวิธีการที่ง่าย สะดวก 

แต่ต้องเพาะเมล็ดท่ีอุณหภูมิ 28 oซ. ในสภาพ 

ที่ให้แสง 16 ชม./วัน เป็นเวลานาน 14-21 วัน  

ในการตรวจ ซึ่งต้องใช้แรงงานและผู้ประเมินที่มี

ประสบการณ์ในการตรวจ   จึงเป็นข้อจ�ำกัดของ 

วิธีการ SGO นอกจากนี้ ได้มีการพัฒนาวิธีตรวจ 

บนพื้นฐานเทคนิค polymerase chain reaction 

(PCR) อกีหลายวธิ ีเพือ่ใช้ตรวจหาเชือ้ A. citrulli  

แต่ประสิทธิภาพของการตรวจยังไม่เป็นที่ยอมรับ

ของอุตสาหกรรมผลิตเมล็ดพันธุ ์(Walcott et al., 

2006) เนื่องจากพบว่า ในเมล็ดมีสารยับยั้ง

ปฏกิริยิา PCR (inhibitor) ส่งผลให้การตรวจเมลด็

ที่ติดเชื้อให้ปฏิกิริยาเป็นลบ (false negative) 

(Walcott and Gitaitis, 2000) จึงมีการพัฒนา 

วิธีการต่าง ๆ เพื่อก้าวข้ามข้อจ�ำกัดดังกล่าว เช่น 

เทคนิค   immunomagnetic separation and 

PCR (IMS-PCR) ทีส่ามารถตรวจสอบเมลด็พันธุ์

จากการชักตัวอย่าง (sampling) ขนาด 1,000 

เมล็ด ที่มีความไว (sensitive) กว่าเทคนิค PCR 

ปกติถึง 100 เท่า (Walcott and Gitaitis, 2000) 

และนอกจากนี้ประสิทธิภาพของการตรวจ 

สุขอนามัยเมล็ดพันธุ์ยังได้รับผลกระทบจากปัจจัย 

อ่ืน ๆ เช่น ขนาดของตัวอย่าง (sample size)  

วิธีการสุ่มตัวอย่าง (sampling method) และ

ประสทิธภิาพการสกดัเชือ้สาเหตโุรคออกจากเมลด็ 

(Dutta et al., 2012)  พบว่า การตรวจหาเชือ้ที่

สกดัออกจากเมลด็ด้วยวธิกีารแช่เมลด็ในสารละลาย  

(seed soaking) มีประสิทธิภาพที่ดีกว่าการสกัด

เชื้อโดยบดเมล็ดพันธุ์ เนือ่งจากการแช่เมลด็จะมี

ปรมิาณสารยบัยัง้ปฏกิริยิา PCR ทีป่ลดปล่อยออกมา 

น้อยกว่าจากการบดเมลด็ (Giovanaridi et at., 2018)

เทค นิค Co-ope ra t i ona l  PCR  

(Co-PCR) พฒันาเป็นครัง้แรก โดย Olmos et al.  

(2002) ในการตรวจเชื้อไวรัส ปฏิกิริยาเกิดจาก 

ไพร์เมอร์สามเส้น โดยไพร์เมอร์หลักสองเส้นท�ำ

หน้าทีเ่หมอืนไพร์เมอร์ของ PCR ทัว่ไปในการเพิม่

ปริมาณผลิตภัณฑ์เส้นที่ยาว จากนั้นใช้ไพร์เมอร์

เสรมิอกีหนึง่เส้น ทีจ่ะใช้ผลติภณัฑ์เส้นยาวเป็นต้น

แบบในการเพิม่ปรมิาณผลติภณัฑ์เส้นทีส่ัน้กว่าเดมิ  

ซึ่งทั้งหมดเกิดในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน ท�ำให้

ผลติภณัฑ์ PCR ทีไ่ด้มีปรมิาณมากกว่า PCR ปกต ิ

ต่อมา Caruso et al., (2003) น�ำเทคนิคนี้มา

พัฒนาในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 

solanacearum และพบว่า มีความไวและจ�ำเพาะ

ในการตรวจสงู โดยตรวจหาเชือ้ R. solanacearum  

ทีม่ปีรมิาณต�ำ่กว่า 1 CFU/ml ทีเ่ตมิลงในน�ำ้ โดยที่

มีเชื้ออื่น ๆ ปะปนอยู่ในระดับถึง 105 CFU/ml ได้  

นอกจากนี้ Capote et al. (2009) พบว่า เทคนิค 

Co-PCR ยังสามารถให้ปฏิกิริยาได้แม้จะมีสาร

ยับยั้งปฏิกิริยา (inhibitor) ปะปนอยู่บ้าง โดยการ

เจอืจางตัวอย่างก่อนการท�ำปฏกิริยิา การศกึษาใน

ครัง้นีจ้งึมวีตัถปุระสงค์ เพือ่ประเมนิประสทิธภิาพ

ของการใช้เทคนิค Co-PCR ร่วมกับวิธีการสกัด

เชื้อ A. citrulli ออกจากเมล็ดโดยการแช่เมล็ด 

ในสารละลายเพ่ือตรวจหาเชือ้ A. citrulli ในเมล็ด

พันธุ์แตงโม

อุปกรณ์และวิธีการ
1. แหล่งที่มาของเชื้อแบคทีเรีย

เชื้อ A. citrulli สายพันธุ์ Ac-1228 และ 

Ac-1246 ที่แยกเชื้อได้จากแตงโมที่แสดงอาการ
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ของโรคในป ี  พ.ศ. 2539 จากแปลงปลูก  

จ.นครราชสีมา   และ จ.สกลนคร ตามล�ำดับ  

ใช้เป็นเชือ้อ้างองิมาตรฐาน ได้รับความอนเุคราะห์

จากกลุ ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ ่มวิจัยโรคพืช  

กรมวิชาการเกษตร และ เชื้อ A. citrulli สายพันธุ์

อื่น ๆ ได้ จากการเก็บรวบรวมในป ี พ.ศ. 2550 

และ พ.ศ. 2559 จ�ำนวน 36 สายพันธุ์ เชื้อ

แบคทีเรียที่ใช้เป็นกรรมวิธีควบคุมลบ (negative 

control) จ�ำนวน 8 ชนดิ ได้แก่ เชือ้แบคทเีรยีแซบ

โปร์ไฟต์ (saprophytic bacteria) ที่แยกเชื้อจาก

ส่วนต่าง ๆ  ของแตงโม 5 ชนิด เชื้อ A. cattleyae, 

Burkholderia gladioli และ Pseudomonas sp. 

ดังแสดงใน Table 1

2. ความจ�ำเพาะของเทคนิค Co-PCR ในการ

ตรวจหาเซลล์แขวนลอยเชื้อ A. citrulli 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (Table 1) ในอาหาร 

nutrient broth ที่อุณหภูมิ 30๐ซ.   เป็นเวลา  

48 ชม. เตรียมเซลล์แขวนลอยเชื้อแบคทีเรียด้วย

น�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีค่า optical density (OD)  

ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1  

(ความเข้มข้นเชื้อประมาณ 107CFU/ml) เจือจาง

เซลล์แขวนลอยเป็นล�ำดบัขัน้ 10 เท่า แล้วน�ำเซลล์

แขวนลอยเชื้อที่ล�ำดับขั้น 10-1 ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร ไปต้มในน�้ำเดือด 5 นาท ีและใช้เป็น

ดีเอ็นเอต้นแบบในการท�ำปฏิกิริยา Co-PCR ด้วย

ไพร์เมอร์ Ac-ORF12F (5’-GCATCTTGTTCAG-

CCACGAC-3’), Ac-ORF13R (5’-ATTGG-

CAATCACCAAGACGC-3’) และ Ac-ORF21R 

(5 ’-TTATTCTGGGCGTCACCGTC-3’ )  

(Kim et al., 2015) โดยเตรยีมสารส�ำหรบัปฏกิริยิา  

ดังนี้ 1x Phire plant direct PCR master mix 

(Thermo Scientific, USA) 5 µ µl, ไพร์เมอร์  
Ac-ORF12F 0.2 µµM , Ac-ORF13R และ  

Ac-ORF21R อย่างละ 0.1 µµM และดเีอน็เอ 2 µµl  

ปริมาตรรวมเป็น 10 µµl ต่อปฏิกิริยา โปรแกรม 

ท�ำปฏิกิริยา PCR ดังนี้ ขั้นที่ 1 อุณหภูมิ 98oซ. 

เป็นเวลา 5 นาที ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 98oซ.  

เป็นเวลา 10 วินาที และอุณหภูมิ 72oซ. เป็นเวลา 

30 วนิาที จ�ำนวน 35 รอบ และขัน้ที่ 3 ที่ อุณหภมูิ 

72oซ. เป็นเวลา 1 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ ์ 

Co-PCR ด้วยเทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟริซิส และ

ย้อมด้วยสารละลายเอธเิดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น 

0.5 µµg/ml ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง 

อุลตร้าไวโอเลต ยืนยันความถูกต้องโดยส่งแถบ

ดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ผลิตภัณฑ์ Co-PCR (First BaseLaboratories 

Sdn.Bhd.,Selangor, Malaysia) และวิเคราะห์

ผลของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ได้กับฐาน

ข้อมูลด้วยโปรแกรม BLAST ผ่านเครือข่ายทาง

อินเตอร์เน็ต (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi) 

Table 1  Bacterial strains used in this study  

No. Bacterial strain     Host Location Year
1. Acidovorax citrulli    Ac-1228 Watermelon Nakhon Ratchasima Province 1996
2. Acidovorax citrulli    Ac-1246 Watermelon Nakon Nakhon Province 1996
3. Acidovorax citrulli    Ac-BF1-1 Watermelon Khon Kaen Province 2007
4. Acidovorax citrulli    Ac-BF2-1 Watermelon Khon Kaen Province 2007
5. Acidovorax citrulli    Ac-BF4-2 Watermelon Khon Kaen Province 2007
6. Acidovorax citrulli    Ac-BF7-1 Watermelon Khon Kaen Province 2007
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No. Bacterial strain     Host Location Year
7. Acidovorax citrulli    Ac-NKK1 Watermelon Khon Kaen Province 2007
8. Acidovorax citrulli    Ac-NKK3 Watermelon Khon Kaen Province 2007
9. Acidovorax citrulli    Ac-NKK4 Watermelon Khon Kaen Province 2007
10. Acidovorax citrulli    Ac-NKK6 Watermelon Khon Kaen Province 2007
11. Acidovorax citrulli    Ac-NKK9 Watermelon Khon Kaen Province 2007
12. Acidovorax citrulli    Ac-NKK13 Watermelon Khon Kaen Province 2007
13. Acidovorax citrulli    Ac-LA Watermelon Nakhon Pathom Province 2007
14. Acidovorax citrulli    Ac-LAA-k Watermelon Nakhon Pathom Province 2007
15. Acidovorax citrulli    Ac-LAA-S Watermelon Nakhon Pathom Province 2007
16. Acidovorax citrulli    Ac-CA Watermelon Ratchaburi Province 2007
17. Acidovorax citrulli    Ac-CU Watermelon Ratchaburi Province 2007
18. Acidovorax citrulli    Ac-WA Watermelon Unrecorded 2007
19. Acidovorax citrulli    Ac-WR Watermelon Unrecorded 2007
20. Acidovorax citrulli    Ac-WS Watermelon Unrecorded 2007
21. Acidovorax citrulli    Ac-KB3-2 Watermelon Kanchanaburi Province 2016
22. Acidovorax citrulli    Ac-KB6-1 Watermelon Kanchanaburi Province 2016
23. Acidovorax citrulli    Ac-KB6-2 Watermelon Kanchanaburi Province 2016
24. Acidovorax citrulli    Ac-KB7 Watermelon Kanchanaburi Province 2016
25. Acidovorax citrulli    Ac-AT1/1-1 Watermelon Ang Thong Province 2016
26. Acidovorax citrulli    Ac-AT4/2-1 Watermelon Ang Thong Province 2016
27. Acidovorax citrulli    Ac-AT5/2 Watermelon Ang Thong Province 2016
28. Acidovorax citrulli    Ac-AT4/1-2 Watermelon Ang Thong Province 2016
29. Acidovorax citrulli    Ac-AT5/1 Watermelon Ang Thong Province 2016
30. Acidovorax citrulli    Ac-AT2/1 Watermelon Ang Thong Province 2016
31. Acidovorax citrulli    Ac-AT4/1-1 Watermelon Ang Thong Province 2016
32. Acidovorax citrulli    Ac- KKML1/2 Watermelon Khon Kaen Province 2016
33. Acidovorax citrulli    Ac-KKML3/1 Watermelon Khon Kaen Province 2016
34. Acidovorax citrulli    Ac-KKML3/2 Watermelon Khon Kaen Province 2016
35. Acidovorax citrulli    Ac-KKMF5/1 Watermelon Khon Kaen Province 2016
36. Acidovorax citrulli    Ac-KKMF5/2 Watermelon Khon Kaen Province 2016
37. SAP1 (saprophyte) Watermelon Nakhon Pathom Province 2016
38. SAP2 (saprophyte) Watermelon Nakhon Pathom Province 2016
39. SAP3 (saprophyte) Watermelon Nakhon Pathom Province 2016
40. SAP4 (saprophyte) Watermelon Nakhon Pathom Province 2016
41. SAP5 (saprophyte) Watermelon Nakhon Pathom Province 2016
42. Acidovorax cattleyae Orchid Department of Agriculture 2016
43. Burkholderia gladioli Rice Wanwisa(2559) 2016
44. Pseudomonas sp. Sugarcane 

soils

Office of Cane and 

Sugar, Ministry of Industry

Sugar, Ministry ofฆSฆ Industry

2016

Table 1 : (continue)
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3. การเตรียมเมล็ดแตงโมที่ปลูกเชื้อ A. citrulli 

เพื่อใช้ในการทดสอบ

แช่เมล็ดแตงโม 1 กก. ในสารละลาย 

20% HCl ปริมาณ 1.5 ล. ร่วมกับการใช้ปั๊มดูด

อากาศเป็นเวลา 1 ชม. จากนั้น น�ำมาล้างน�้ำ

สะอาดจนกระทั่งน�้ำล้างเมล็ดมีค่า pH 7.0 แล้ว

จึงน�ำเมล็ดมาผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากน้ัน 

ตรวจสอบเมลด็ปลอดเชือ้โดยการสุม่เมล็ดเป็นกอง 

ขนาดกองละ 1,000 เมล็ด (~28 กรมั), 2,000 เมลด็  

(~56 กรัม) และ 3,000 เมล็ด (~84 กรมั) แช่เมล็ด

ในสารละลาย 1X PBST อัตราเมล็ด 25 กรัม/ 

100 มล. เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาท ี 

เป็นเวลา 1 ชม. แยกเมล็ดออกโดยกรองผ่าน

ตะแกรง น�ำน�ำ้ท่ีกรองผ่านตะแกรงไปเขย่าต่อเป็น

เวลา 5 ชม. จากนัน้ กรองน�ำ้แช่เมล็ดด้วยกระดาษ

กรอง (Whatman®, USA) ทีม่รูีกรอง (pore size) 

ขนาด 11 µµm, 6 µµm และ 2.5 µµm ตามล�ำดับ 

สุดท้ายกรองด้วยแผ่นกรองแบคทีเรีย Supor® 

PES Membrane Disc Filters (Pall Life  

Science, USA) ที่มีขนาดรูกรอง 0.45 µµm และ

ล้างแผ่นกรองแบคทีเรียด้วยน�้ำน่ึงฆ่าเชื้อ 2 มล. 

น�ำน�้ำล้างที่ได้ไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ

ส�ำเร็จรูป Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit 

(Geneaid, Taiwan) ตามวิธีการท่ีบริษัทผู้ผลิต

แนะน�ำ  และใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท�ำ

ปฏิกิริยา Co-PCR ตามวิธีการข้างต้น น�ำเมล็ดที่

ผ่านกรรมวิธีที่ได้ตรวจแล้วว่าปราศจากเชื้อมาใช้

ปลูกเชื้อ A. citrulli โดยฉีดเชื้อปริมาณ 10-104 

CFU/เมลด็ ด้วยการใช้ pipet tip หยอดเช้ือเข้าไป

ในเมล็ดท่ีตัดปลายเล็กน้อยและเจาะรูด้วยเข็ม  

ผึง่แห้งจากนัน้สุม่เมล็ดมาตรวจสอบปรมิาณเชือ้ที่

ติดอยู่ในเมล็ดด้วยเทคนิค plate count ก่อนน�ำ

เมล็ดไปใช้ในการประเมินการตรวจหาเชื้อ

4. ประสิทธิภาพของเทคนิค Co-PCR ในการ

ตรวจหาเชื้อในตัวอย่างเมล็ดพันธุ์

เตรยีมตวัอย่างเมลด็พนัธุต์ดิเชือ้โดยผสม

เมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ 1 เมล็ด ลงในกองเมล็ด

พันธุ์ปลอดเชื้อเพื่อจ�ำลองตัวอย่างกองเมล็ดที่ติด

เชื้อในอัตรา 0.05% (1/2,000) และ 0.01% 

(1/10,000) โดยแต่ละตัวอย่างของอัตราการติด

เชือ้จะทดสอบจ�ำนวน 3 ซ�ำ้ (replicate) การตรวจ

หาเชือ้ในตวัอย่างเมลด็พนัธุจ์�ำนวน 10,000 เมลด็ 

จะแบ่งตัวอย่างเมล็ดเป็นกองย่อยกองละ 2,000 

เมล็ด จ�ำนวน 5 กองย่อย น�ำตัวอย่างเมล็ดพันธุ์

ติดเชื้อไปแช่ใน nutrient broth (NB) ที่ผสมสาร 

benomyl 1.5 มก./มล. และ ampicillin 15 

ไมโครกรมั/มล. เขย่าทีค่วามเรว็รอบ 150 รอบ/นาที  

เป็นเวลา 1 ชม. กรองเมล็ดออกและน�ำน�้ำกรอง

เมล็ดไปเขย่าต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชม. 

เพือ่เพิม่ปรมิาณเชือ้ กรองน�ำ้แช่เมลด็ด้วยกระดาษ

กรอง และสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการในข้อ 3 น�ำ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วยการ 

ท�ำปฏิกิริยา PCR ต่อส่วนยีน 16s rDNA ด้วย  

ไพร์เมอร์ fd2 (5’CCGAATTCGT CGACAACA 

GAGTTTGATCATGGCTCAG 3’) และ rp1 

(5’CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACC 

TTGTTACG ACTT3’) (Weisburg et al., 1991) 

โดยใช้ปฏิกิริยาดังนี้ 1x Phire Plant Direct PCR 

Master Mix (Thermo Scienti fic, USA)  

ไพร์เมอร์ fd2 และ rp1 ชนิดละ 0.2 µµM, ดีเอ็นเอ 

2 µµl (10-50 ng) ปริมาตรรวมเป็น 10 µµl  

ต่อปฏกิริยิา และท�ำปฏกิริยิาด้วยโปรแกรมการท�ำ

ปฏิกิริยาดังนี้ ขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิ 98 oซ. เป็นเวลา 

5 นาที ขั้นที่ 2-4 ที่อุณหภูมิ 98 oซ. เป็นเวลา  

10 วินาที, อุณหภูมิ 58 oซ. เป็นเวลา 10 วินาที 

และที่อุณหภูมิ 72 oซ. เป็นเวลา 30 วินาที  
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จ�ำนวน 25 รอบ และ ขัน้ท่ี 5 ท�ำปฏกิริยิาท่ีอณุหภมิู 

72 oซ. เป็นเวลา 1 นาที และน�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้

อกีส่วนหนึง่ไปตรวจหาเชือ้ A. citrulli  ด้วยเทคนิค 

Co-PCR ตามวิธีการในข้อ 2 ตรวจผลิตภัณฑ์

ดเีอ็นเอด้วยเทคนคิเจลอเิลค็โตรโฟรซิสิ  ย้อมด้วย

สารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครกรัม/มล. และตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต ้

แสงอุลตร้าไวโอเลต 

5. การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ A. citrulli ของ

เมล็ดแตงโมที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ

ใช้เมล็ดพันธุ ์แตงโมผสมเปิด (open  

poll inated seeds) ที่มีการปนเป ื ้อนเชื้อ  

A. citrulli จากสภาพแปลงปลูกในธรรมชาติซึ่งมี

อตัราการติดเชือ้ 5% (ประเมนิโดยสุม่ตรวจหาเชือ้ 

A. citrulli ด้วยเทคนิค Co-PCR มาก่อน) น�ำมา

ทดสอบการตรวจหาเชื้อ สุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธุ์

ตามมาตรฐานการสุ ่มตรวจเพื่อการรับรอง 

สุขอนามัยเมล็ดพันธุ์ดังกล่าวข้างต้น ตัวอย่างละ 

10,000 เมล็ด จ�ำนวน 3 ซ�้ำ  ตรวจหาเชื้อ  

A. citrulli จากแต่ละตัวอย่างโดยแบ่งเมล็ด 

ออกเป็น 5 กองย่อย (sub-sample) กองละ  

2,000 เมล็ด และตรวจหาเชื้อตามวิธีการข้อ 4.

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ความจ�ำเพาะของเทคนิค Co-PCR ในการ

ตรวจเซลล์แขวนลอยเชื้อ A. citrulli

การทดสอบความจ�ำเพาะของเทคนิค  

Co-PCR ต่อเชือ้แบคทีเรยีสายพนัธุต่์าง ๆ (Table 1)  

ด้วยไพร์เมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ A. citrulli พบว่า 

เชื้อ A. citrulli ทั้ง 36 สายพันธุ์ ให้ผลปฏิกิริยา 

Co-PCR เป็นบวก และให้ผลเป็นลบ เมือ่ตรวจเชือ้  

A. catt leyae ,  Burkholder ia gladiol i ,  

Pseudomonas sp. และเชือ้แบคทเีรยีแซบโปร์ไฟต์ 

ทีแ่ยกได้จากส่วนต่าง ๆ ของแตงโมอกี 5 ชนดิ 

ไพร์เมอร์ที่ใช้ศึกษานี้คัดเลือกจากชุด 

ไพร์เมอร์ที่รายงานโดย Kim et al. (2015) ในการ

ตรวจหาเช้ือ A. citrulli ด้วยเทคนคิ nested-PCR 

ซึ่งออกแบบจากข้อมูลจีโนมของเชื้อ A. citrulli 

KACC10651 โดยเลอืกไพร์เมอร์ 3 เส้นทีเ่หมาะสม 

จากไพร์เมอร์ทั้งหมด 4 เส้น ไพร์เมอร์ทั้งสามเส้น 

(Ac-OFR12F, Ac-ORF13R และ Ac-ORF21R) 

จะท�ำปฏกิริยิาร่วมกนัในการเพิม่ปรมิาณผลติภณัฑ์ 

PCR ที่เฉพาะเจาะจง 2 ขนาด จากไพร์เมอร ์

Ac-OFR12F และ Ac-ORF13R (569 bp) และ 

ผลิตภัณฑ์ จากไพร์เมอร์ Ac-ORF12F และ 

Ac-ORF21R ที่เป็นไพร์เมอร์เสริม (additional 

primer) ทีม่ขีนาดสัน้กว่า (357 bp) ตามทีก่�ำหนด

ไว้ (Figure 1 and 2) จากการวิเคราะห์ล�ำดับ 

นวิคลโีอไทด์ผลติภณัฑ์ทีไ่ด้ทัง้ 2 ผลติภณัฑ์ มคีวาม

เหมือนกัน (100%) กบัล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของเชือ้  

A. citrulli   accession CP00512.1 ที่รายงาน 

ในฐานข้อมูล NCBI โดยผลิตภัณฑ์ที่มีขนาด  

357 bp และ 569 bp ตรงกับต�ำแหน่งที ่

3609332-3609689 และต�ำแหน่งที่ 3609121-

3609689 ของฐานข้อมูลดงักล่าว เป็นการยนืยนั

ความถูกต้องของผลิตภัณฑ์ที่ ได ้จากปฏิกิริยา  

Co-PCR ว่าไพร์เมอร์ชุดนี้มีความจ�ำเพาะกับเชื้อ 

A. citrulli ที่เป็นเป้าหมายในการตรวจ   

การตรวจหาเช้ือ A. citrulli ในการศึกษานี้  

ใช้อณุหภมูขิองปฏกิริยิา Co-PCR โดยใช้อณุหภมู ิ

98 oซ. นาน 5 นาที ในการเร่ิมปฏกิริยิา(hot start) 

ตามด้วยขั้นตอน denaturing step ที่ 98 oซ.  

นาน 10 วนิาท ีและใช้ annealing และ extension 

step ที่อุณหภูมิเดียวกัน คือ 72oซ. เป็นเวลา  

30 วินาที จ�ำนวน 35 รอบ และ final extension 
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step ทีอุณหภูม ิ72oซ. เป็นเวลา 1 นาท ีซึ่งหาก

ใช้อุณหภูม ิannealing ตามข้อแนะน�ำของผู้ผลิต

โดยใช้ที่อุณหภูม ิmelting temperature, Tm + 

3oซ. (ในกรณีนี้ 63-65oซ.) ในการตรวจหาเชื้อนี้

ในเมลด็พนัธุ ์พบว่า จะให้ผลิตภณัฑ์ PCR มากกว่า 

2 แถบ เมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ไป

ตรวจด้วยโปรแกรม BLAST กับฐานข้อมูลจีโนม

ของ A. citrulli accession CP00512.1 ไม่พบ

บริเวณอืน่บนจโีนมท่ีไพร์เมอร์นีจ้ะจบัคูไ่ด้ แต่หาก

น�ำไปใช้ตรวจหาเชื้อ A. citrulli บริสุทธิ์ในสาร

แขวนลอยเชื้อ ยังคงให้ผลเป็นไปตามที่ก�ำหนดไว้ 

อาจเป็นผลจากสารยับยั้งปฏิกิริยา (inhibitor) 

ท�ำให้ได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มีขนาดอื่น ๆ  ที่สั้นกว่า

ที่ก�ำหนดไว้ (ไม่ได้แสดงผล) แต่เม่ือยกระดับ

อุณหภูมิ annealing เพิ่มขึ้นไปจากค่า Tm + 3oซ. 

เป็นที่อุณหภูมิ 72oซ. เท่ากับอุณหภูมิที่เหมาะสม

ของ extension step คาดว่าอาจท�ำให้สารยับยั้ง

ปฏิกิริยาของเอ็นไซม์ Taq polymerase เสีย

คณุสมบตัไิป  เป็นผลให้ได้ผลติภณัฑ์ PCR จ�ำนวน 

2 แถบ เป็นไปตามทีก่�ำหนดไว้ ดงันัน้ ในการศกึษา

ตรวจหาเชื้อ A. citrulli จึงใช้ขั้นตอนในปฏิกิริยา 

Co-PCR ดังก�ำหนดข้างต้นตลอดการศึกษานี้

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 1  Co-PCR technique for specificity detection evaluation of Acidovorax citrulli cell 
suspension. M: 100 bp DNA size ladder (New England Biolabs); lane 1,18 and 35: positive 
control (A.citrulli Ac-1228); lane 2,19 and 36: negative control (A. cattleyae); lane 3, 20 and 37: 
water as negative control; lane 4-17, 21 -34 and 38-44: strains of A. citrulli; lane 45: 
Burkholderia gladioli; lane 46: Pseudomonas sp.; and lane 47-51: saprophytic bacteria.   
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Figure 2  Co-PCR technique for Acidovorax citrulli detection. (A) Positions of Co-PCR primers, 
Ac-ORF12F, Ac-ORF13R and additional primer Ac-ORF21R for Acidovorax citrulli detection; (B). 
Diagram of the Co-operational amplification (Co-PCR), (1) Annealing positions of the three 
different primers; (2) first cycle of the reaction; (3) synthesis of amplicons by co-operational 
polymerase chain reaction . 
  
 

 

2. ประสิทธิภาพของเทคนิค Co-PCR ในการตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ติดเชื้อ 
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2.	ประสิทธิภาพของเทคนิค Co-PCR ในการ

ตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ติดเชื้อ

การตรวจสอบเมล็ดพันธุ ์ปนเปื ้อนเชื้อ 

0.05% ในตัวอย่างกองเมล็ดพนัธุข์นาด 2,000 เมลด็  

ด้วยเทคนิค Co-PCR โดยการตรวจสอบคุณภาพ

ของดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ที่จ�ำเพาะต่อส่วน 16s 

rDNA ของเชื้อแบคทีเรีย พบว่า ทุกตัวอย่างเมล็ด

พันธุ์ท่ีน�ำมาตรวจหาเชื้อ ให้ผลปฏิกิริยาเป็นบวก 

โดยปรากฏแถบแบนดีเอ็นเอที่มีขนาด 1,500 bp 

(Figure 3A) การตรวจสอบเชื้อ A. citrulli ในกอง

เมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ 0.05% ด้วยไพร์เมอร์ 

Ac-ORF12F, Ac-ORF13R และ Ac-ORF21R 

ให้ผลตรวจหาเชื้อ A. citrulli ได้ในระดับที่มี 

การติดเชื้อประมาณ 104 และ 103 CFU/เมล็ด 

จากตัวอย่างทั้ง 3 ซ�้ำการทดลอง แต่ตรวจไม่พบ

เชือ้จากตวัอย่างทีม่รีะดบัการตดิเชือ้ทีต่�ำ่กว่า 103 

CFU/เมล็ด   (Figure 3B) การตรวจเมล็ดพันธุ์ 

ที่ปนเปื ้อนเชื้อ 0.01% ของกองเมล็ดพันธุ ์ 

ขนาด 10,000 เมล็ด ที่แบ่งเป็นตัวอย่างกองย่อย 

2,000 เมล็ด จ�ำนวน 5 กอง พบว่า สามารถตรวจ

หาเชือ้ทีร่ะดบัการตดิเชือ้ 103 CFU ใน 3 ตวัอย่าง 

ของการทดลองเช่นกัน (Figure 4B) และให้ผล

ปฏิกิริยาบวกส�ำหรับการตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 

และคุณภาพของดีเอ็นของทุกตัวอย่างที่ท�ำการ

ตรวจสอบ (Figure 4A)

 การตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ปนเปื้อนเชื้อ 0.05% ในตัวอย่างกองเมล็ดพันธุ์ขนาด 2,000 เมล็ด 
ด้วยเทคนิค Co-PCR โดยการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่จําเพาะต่อส่วน 16s rDNA 
ของเชื้อแบคทีเรีย พบว่าทุกตัวอย่างเมล็ดพันธุ์ที่นํามาตรวจหาเชื้อ ให้ผลปฏิกิริยาเป็นบวก 
โดยปรากฏแถบแบนดีเอ็นเอที่มีขนาด 1,500 bp (Figure 3A) การตรวจสอบเชื้อ A. citrulli 
ในกองเมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ 0.05% ด้วยไพรเมอร์ Ac-ORF12F, Ac-ORF13R และ Ac-ORF21R 
ให้ผลตรวจหาเชื้อ A. citrulli ได้ในระดับที่มีการติดเชื้อประมาณ 104 และ 103 CFU/เมล็ด จากตัวอย่างทั้ง 3 
ซ้ําการทดลอง แต่ตรวจหาไม่พบเชื้อจากตัวอย่างที่มีระดับการติดเชื้อที่ต่ํากว่า 103 CFU/เมล็ด  (Figure 3B) 
การตรวจเมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ 0.01% ของกองเมล็ดพันธุ์ขนาด 10,000 เมล็ด ที่แบ่งเป็นตัวอย่างกองย่อย 
2,000 เมล็ด จํานวน 5 กอง พบว่า สามารถตรวจหาเชื้อที่ระดับการติดเชื้อ 103 CFU ใน 3 ตัวอย่าง 
ของการทดลองเช่นกัน (Figure 4B) และให้ผลปฏิกิริยาบวกสําหรับการตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
และคุณภาพของดีเอ็นของทุกตัวอย่างที่ทําการตรวจสอบ (Figure 4A) 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

Figure 3  Detection of A. citrulli with Co-PCR technique in seed samples (2,000) and spiked 
with artificially inoculated seeds at the rate of 0.05 % in difference amount of bacterial 
CFU/seed in 3 replications. (A) Amplification of 16s rDNA and, (B) Amplification with A. citrulli 
primer set. M: 100 bp DNA size ladder; Positive: genomic DNA of A. citrulli; Negative: genomic 
DNA of  A. cattleyae; NTC: non-template; S+Ac: artificially inoculated seeds with A. citrulli; 
S+SAc: clean seed stock spiked with cell suspension of  A. citrulli; S+Acat: clean seed stock 
spiked with cell suspension of A. cattleyae; NI: Non template, water; S+NB: clean seed stock 
spiked with nutrient broth; and white arrow is indicated an ambiguous band of target. 
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water; S+NB: clean seed stock spiked with nutrient broth; and white arrow is indicated an 

ambiguous band of target



Thai Agricultural Research Journal Vol. 36 No. 3  September - December 2018	 289

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  Detection of A. citrulli with Co-PCR technique in seed samples (10,000) and spiked 
with artificially inoculated seeds at the rate of 0.01 % with 103 CFU/seed. Sample seeds, 
contained 1 infected seed in 10,000 seeds, were randomly devised into 5 sub-sample for 
testing. (A) Amplification of 16s rDNA and, (B) Amplification with A. citrulli primer set. M: 100 bp 
DNA size ladder; Positive: genomic DNA of A. citrulli; Negative: genomic DNA of  A. cattleyae; 
NTC: non-template; S+Ac: artificially inoculated seeds with A. citrulli; S+SAc: clean seed stock 
spiked with cell suspension of  A. citrulli; S+Acat: clean seed stock spiked with cell suspension 
of A. cattleyae; NI: Non template, water; S+NB: clean seed stock spiked with nutrient broth; and 
white arrow is indicated an ambiguous band of target. 
 

วิธีการสกัดเชื้อออกจากเมล็ดมีความสําคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบ 
ในการศึกษานี้ใช้แช่เมล็ดในอาหาร nutrient broth ร่วมกับการเขย่าเป็นเวลา 1 ชม.  กรองเมล็ดออก 
นําน้ําแช่เมล็ดไปเขย่าต่อเพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ เป็นเวลา 5 ชม. ก่อนการกรองด้วยแผ่นกรองแบคทีเรีย 
และนําไปสกัดดีเอ็นเอ พบว่า มีประสิทธิภาพดีในการตรวจหาเชื้อจากเมล็ด 
จากผลการทดลองสามารถตรวจหาเชื้อ A. citrulli ในตัวอย่างกองเมล็ดพันธุ์มาตรฐาน (10,000 เมล็ด) 
ที่มีการติดเชื้อ 0.01% ที่มีปริมาณเชื้อต่ําสุดที่ 103 CFU ในการตรวจ 3 ซ้ําได้ 100% (3/3) (Figure 4B) 
และเมื่อเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิค SGO ที่สามารถตรวจสอบกองเมล็ดพันธุ์ที่ติดเชื้อ 0.01% ได้ต่ําสุด 104 
CFU โดยสามารถตรวจได้เพียง 15% (1/8) (Walcott et al., 2006) 
แสดงให้เห็นว่าวิธีการสกัดเชื้อออกจากเมล็ดที่พัฒนาขึ้นร่วมกับการตรวจหาเชื้อด้วยเทคนิค Co-PCR 
ใหป้ระสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อ A. citrulli ในตัวอย่างเมล็ดพันธุม์ีประสิทธิภาพดีกว่าเทคนิค SGO 
ในด้านของความรวดเร็ว ใช้แรงงานต่ํา และให้ผลการตรวจหาเชื้อที่เชื่อถือได้ 
สามารถนําไปใช้คัดกรองเบื้องต้นเพื่อการตรวจสุขอนามัยเมล็ดพันธุ์พืชได้ดีก่อนที่จะตรวจสอบยืนยันด้วยวิธีอื่นเ
ช่น Grow-out testing 

3. การตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ A. citrulli ในสภาพธรรมชาต ิ

วิธีการสกัดเชื้อออกจากเมล็ดมีความ

ส�ำคัญในการเพ่ิมประสิทธิภาพของวิธีการตรวจ

สอบ ในการศกึษานีใ้ช้แช่เมล็ดในอาหาร nutrient 

broth ร่วมกับการเขย่าเป็นเวลา 1 ชม.   กรอง

เมล็ดออก น�ำน�้ำแช่เมล็ดไปเขย่าต่อเพื่อเพิ่ม

ปริมาณเชื้อ เป็นเวลา 5 ชม. ก่อนการกรองด้วย

แผ่นกรองแบคทเีรยี และน�ำไปสกดัดเีอน็เอ พบว่า 

มปีระสทิธภิาพดใีนการตรวจหาเชือ้จากเมลด็ จาก

ผลการทดลองสามารถตรวจหาเชื้อ A. citrulli ใน

ตัวอย่างกองเมล็ดพันธุ์มาตรฐาน (10,000 เมล็ด) 

ทีมี่การติดเชือ้ 0.01% ทีม่ปีรมิาณเชือ้ต�ำ่สดุที ่103 

CFU ในการตรวจ 3 ซ�ำ้ได้ 100% (3/3) (Figure 4B)  

และเมื่อเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิค SGO ที่

สามารถตรวจสอบกองเมลด็พนัธุท์ีต่ดิเชือ้ 0.01% 

ได้ต�ำ่สดุ 104 CFU โดยสามารถตรวจได้เพยีง 15% 

(1/8) (Walcott et al., 2006) แสดงให้เห็นว่า 

วธิกีารสกดัเชือ้ออกจากเมลด็ทีพ่ฒันาขึน้ร่วมกบัการ

ตรวจหาเชือ้ด้วยเทคนคิ Co-PCR ให้ประสทิธภิาพ 

ในการตรวจสอบเชื้อ A. citrulli ในตัวอย่างเมล็ด

พนัธุม์ปีระสทิธภิาพดกีว่าเทคนคิ SGO ในด้านของ

ความรวดเร็ว ใช้แรงงานต�่ำ และให้ผลการตรวจ

หาเชื้อที่เชื่อถือได้ สามารถน�ำไปใช้คัดกรองเบือ้งต้น

เพือ่การตรวจสขุอนามยัเมลด็พนัธุพ์ชืได้ดก่ีอนทีจ่ะ

ตรวจสอบยนืยนัด้วยวธิอีืน่เช่น Grow-out testing

Figure 4  Detection of A. citrulli with Co-PCR technique in seed samples (10,000) and spiked 

with artificially inoculated seeds at the rate of 0.01 % with 103 CFU/seed. Sample seeds, 

contained 1 infected seed in 10,000 seeds, were randomly devised into 5 sub-sample for 

testing. (A) Amplification of 16s rDNA and, (B) Amplification with A. citrulli primer set. M: 100 

bp DNA size ladder; Positive: genomic DNA of A. citrulli; Negative: genomic DNA of   

A. cattleyae; NTC: non-template; S+Ac: artificially inoculated seeds with A. citrulli; S+SAc: 

clean seed stock spiked with cell suspension of  A. citrulli; S+Acat: clean seed stock spiked 

with cell suspension of A. cattleyae; NI: Non template, water; S+NB: clean seed stock spiked 

with nutrient broth; and white arrow is indicated an ambiguous band of target
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3.	การตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ที่ปนเปื้อนเชื้อ  

A. citrulli ในสภาพธรรมชาติ

การประเมินความสามารถของเทคนิค 

Co-PCR ในการตรวจสอบเชื้อ A. citrulli  

ในตัวอย่างกองเมล็ดพันธุ ์ที่ปนเปื ้อนในสภาพ

ธรรมชาติ (naturally infected seed) ที่มีอัตรา

การติดเชื้อประมาณ 5% พบว่า ทุกตัวอย่างเมล็ด

พันธุ์ที่น�ำมาตรวจสอบ ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มี

ขนาด 1,500 bp ของ 16s rDNA ของเชื้อ

แบคทีเรียท่ีปนเปื้อนมากับเมล็ดได้ แสดงให้เห็น

ว่าดเีอน็เอทีส่กดัได้มคีณุสมบตัทิีด่ ีและสารทีใ่ช้ใน

ปฏิกิริยา Co-PCR มีคุณสมบัติที่ดี ถูกต้อง และ

ให้ผลในการตรวจหาเชื้อ A. citrulli ด้วยเทคนิค 

Co-PCR ด้วยไพร์เมอร์จ�ำเพาะได ้100% (3/3) 

โดยตรวจหาเชื้อไม่พบในตัวอย่างที่ปราศจากเชื้อ 

0% (0/3) ดังแสดงใน Table 2 เน่ืองจากใน

ประเทศผู้น�ำเข้าเมล็ดพันธุ์แตงโม หลายประเทศ 

ก�ำหนดให้เชื้อ  A. citrulli จดัอยูใ่นกลุม่ศัตรพืูช

ควบคมุ (regulated pest) และในมาตรฐานการ

ตรวจรับรองสุขอนามัยของเมล็ดพันธุ ์แตงโม

ก�ำหนดว่าจะต้องปราศจากเชื้อ A. citrulli การใช้

เทคนิค Co-PCR ในการตรวจหาเชื้อ A. citrulli 

ในเมลด็พนัธุแ์ตงโม พบว่า วธิกีารนีม้คีวามไวในการ

ตรวจหาเชือ้ในระดบั 103 CFU/เมลด็ และตรวจหา

เชื้อได้ในระดับ 1 เมล็ดที่ติดเชื้อในตัวอย่าง

มาตรฐาน (10,000 เมล็ด) ได้  ไม่มีผลกระทบจาก

สารยับยั้งต่อปฏิกิริยา Co-PCR ท�ำให้ผลที่ได้จาก

การตรวจเชื่อถือได้  ตรวจได้รวดเร็ว จึงเป็นวิธีที่

สามารถใช้ตรวจคดักรองเพือ่ก�ำจดั กองเมลด็พนัธุ์

ที่ติดเชื้อออกไป ก่อนน�ำไปทดสอบอื่น ๆ ซึ่งจะ 

สูญเสียเวลาและทรัพยากร และใช้ร ่วมกับ 

วิธีอื่น ๆ ในการตรวจออกใบรับรองสุขอนามัย 

เมลด็พนัธุพ์ชื (phytosanitary certificate) ที่รวดเร็ว

และมีประสิทธิภาพได้

สรุปผลการทดลอง

เทคนิค Co-PCR มีความเฉพาะเจาะจง

ต่อการตรวจหาเชื้อ A. citrulli บริสุทธิ์ในสาร

แขวนลอยเชือ้ และสามารถตรวจหาเช้ือ A. citrulli  

ที่ มีอัตราการติดเชื้อ 0 .05% (1 เมล็ดใน  

2,000 เมล็ด) และ 0.01% (1 เมล็ดใน 10,000 

เมลด็) ตามล�ำดบั โดยมคีวามไวในการตรวจหาเชือ้ 

A. citrulli จากกองเมล็ดพันธุ์ตัวอย่างมาตรฐาน 

(10,000 เมล็ด) ที่มีการปนเปื้อนเชื้อต�่ำสุด คือ  

1 เมล็ดที่มีเชื้อจ�ำนวน 103 CFU/เมล็ด  ได้ วิธีที่

พัฒนาขึ้นไม่มีผลกระทบจากสารยับยั้งปฏิกิริยา 

PCR และให้ผลดีในการตรวจเมล็ดติดเชื้อจาก

สภาพธรรมชาติ ที่มีอัตราการถ่ายทอดเชื้อผ่าน

เมล็ด 5% ได้อย่างรวดเร็ว มีประสิทธิภาพสูง  

ดงันัน้ ผูเ้กีย่วข้องสามารถน�ำวธิกีารตรวจหาเชือ้นี้

ไปใช ้ร ่วมกับวิธีการอื่น ๆ เพื่อตรวจรับรอง 

สุขอนามัยเมล็ดพันธุ ์พืช (phytosanitary  

certification) ที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพได้
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