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จุดประสงคของงานวิจยันี้คอืการพัฒนาวธีิการตรวจสอบโรคใบขาวออยใหรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ โดยการพัฒนาตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออย โคลน PCR product จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) ใช primer ที่ออกแบบจากยนี 16S rRNA ที่จําเพาะกับเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวออย 
จํานวน 4 ชุด และคัดเลือกโคลนที่มีความเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ โดยการทดสอบกับ
ตัวอยางใบออย และตวัอยางแมลง ดวยวิธีการตัดเฉพาะสวน inserted DNA จาก recombinant 
clone ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I ติดฉลากดวยสาร dioxigenin นํามาตรวจวนิิจฉยัดวยวิธี dot 
blot hybridization พบวา โคลนจาก primer A1A2 ใหสัญญาณที่ชัดเจนมากที่สุด และพบสัญญาณ
บนตัวอยางออยที่เปนโรคแตไมพบบนออยปกติ อยางไรกต็ามการวินจิฉยัที่รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ การสกัดดีเอน็เอที่ใชเวลาสั้นขึ้นมีความจําเปน การทดลองนี้จึงไดดัดแปลงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) วิธีของ Kang et al. 
(1998) และวิธี Kristi et al. (2002) เปรียบเทียบการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกา 
พบวาการใชสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) และการใชไนโตรเจนเหลวในการบด
ตัวอยางใหผลที่มีประสิทธิภาพ และในการลดขั้นตอน การทดลองโดยการใชสวนน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง เปนวิธีที่ใหสัญญาณในการตรวจสอบที่มคีวามเขม
มากกวาการใชสวนน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการใชสวนน้ําใส (crude extract ) ดี
เอ็นเอที่สกัดไดนี้สามารถใชทําปฏิกิริยา PCR และให PCR product กับตัวอยางออยที่แสดงอาการ
ใบขาวเทานั้น 
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            The aim of this research is developing the rapid and efficient method for sugarcane white 
leaf disease detection. The specific probe for sugarcane phytoplasma white leaf disease was 
screened. PCR products from polymerase chain reaction (PCR) using four primer sets design 
from 16S rRNA which specific to phytoplasma of sugarcane white leaf disease were cloned. 
These clones were selected by testing on sugarcane leaf and insects samples. The inserted DNA 
of recombinant clones were cut by restriction enzyme NotI and labelled with dioxigenin. The 
samples were detected by dot blot hybridization method. The result showed that clone from 
primer A1A2 gave the best signal and the signal present only on the white leaf disease but 
absent on the healthy samples. However, the rapid and efficient detection, the shorter procedure 
of sample extraction are required. The modified DNA extraction using the extraction buffer 
following by Dellaporta et al.(1983), Kang et al.(1998) and  Kristi et a.(2002) were used. The 
comparison between liquid nitrogen and silica powder to grind the tissue samples were studied. 
The efficient result was the method using extraction buffer following by Dellaporta et al.(1983) 
and grinding the sample by liquid nitrogen. In the short procedure experiment of crude extract 
which was incubated at -80    C for 1 hour showed stronger signal detection than incubated at 
room temperature for 10 minute and crude extract without incubation. DNA extraction by this 
method could be able to amplify by PCR reaction and the result showed PCR product only in 
white leaf disease sample. 
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คํานํา 
 

โรคใบขาวออย (Sugarcane White leaf disease) เกิดจากเชื้อสาเหตุไฟโตพลาสมา 
(phytoplasma) เดิมเรียก มายโคพลาสมา (mycoplasma) หรือ mycoplasma like organism (MLOs) 
ซ่ึงปจจุบันไดเปลี่ยนชื่อเปนไฟโตพลาสมาเปนจุลินทรียในกลุมโปรคารีโอท (Prokaryote) ซ่ึงถูก
จัดระบบจําแนกอยูในชั้นโมลิคูเตส (Class Mollicutes) พบวาเชื้อนี้เปนสาเหตุของโรคในพืชมาก 
กวา 600 ชนดิ ทําใหเกิดความเสียหายทางดานเศรษฐกิจอยางสูง โรคใบขาวออยเปนโรคที่มีความ 
สําคัญทําใหผลผลิตออยลดลงหรือถามีการระบาดของโรคอยางรุนแรง จะไมสามารถเก็บผลผลิตได   
ซ่ึงโรคใบขาวออยพบไดทกุระยะการเจริญเติบโตของออย  โรคใบขาวในออยเปนโรคที่พบครั้งแรก
ในประเทศไทยตั้งแต พ.ศ. 2498 ที่จังหวดัลําปาง โรคใบขาวออยระบาดรุนแรงมากในป พ.ศ.2505 
จนกระทั่งไมมีออยเขาหีบ และยังคงระบาดสรางความเสียหายในหลายชวงป เชน ป พ.ศ. 2517, 
2525, 2534 จนกระทั่งป พ.ศ. 2551 การระบาดของโรคใบขาวออยก็กลับทวีความรนุแรง กระจาย
แพรไปในทุกพื้นที่ทั่วประเทศ โดยเฉพาะอยางยิ่งโรคใบขาวออย ไดสรางความเสียหายและแพร
ระบาดอยางรนุแรงในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงพบเห็นไดในเกือบทกุแปลงออย สรางความ
เสียหายมากนอยแตกตางกันไป  
 

ในการวิจัยคร้ังนี้ตองการที่จะโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจทีม่คีวามจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่
เปนสาเหตุของโรคใบขาวออย และพัฒนาวิธีการสกัดตวัอยางดีเอ็นเอทีง่าย รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออย ใหสามารถตรวจสอบไดงายและ
รวดเร็ว ตรวจสอบตัวอยางในปริมาณที่มาก โดยใชเทคนคิ dot blot hybridization ซ่ึงเปนวิธีที่
สามารถใชกับพืช และสัตวหลาย ๆ ชนิดที่ใชไดผลดี  

 



วัตถุประสงค 

 
1.  โคลนดีเอ็นเอตัวตรวจทีม่ีความจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เปนสาเหตุของโรค 

ใบขาวออย 
 

2.  พัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอที่งาย รวดเร็วและมปีระสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลาใน
การตรวจสอบโรคใบขาวออย 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความสําคญัของออย 

 
ออย (Saccharum officinarum L.) เปนพืชเขตรอนที่มีถ่ินกําเนิดทางแถบหมูเกาะนวิกนีี 

เหนือของทวปีออสเตรเลีย โดยมีลําดับอนุกรมวิธานทางวิทยาศาสตรดังนี้  
 

   Kingdom  Plantae 
   Division  Magnoliophyta 
   Class   Liliopsida 
   Order   Poales 
   Family   Poaceae  
   Genus   Saccharum   
 

และแยกออกเปน 6 ชนิด คือ Saccharum barberi, Saccharum edule, Saccharum  
officinarum, Saccharum robustum, Saccharum sinense และ Saccharum spontaneum (Barnes, 
1964) 

 
ออยเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัชนิดหนึ่งของโลก เปนพืชที่ใหน้ําตาลมากที่สุดในกลุมของ

พืชที่ใหน้าํตาลดวยกัน เชน ตาลโตนด จาก มะพราว ขาวโพดหวาน และหัวบีท (ผักกาดหวาน)  
โดยเปนพืชที่ใหน้ําตาลตอไรตอปมากที่สุด รองลงไปคือหัวบีท ออยปลูกกันมากในประเทศบราซิล 
คิวบา อินเดยี แอฟริกาใต ออสเตรเลีย อินโดนีเซีย ไตหวันและประเทศไทย (เกษมและคณะ, 2521; 
สุรชัย, 2535) จากการดําเนินการศึกษาสํารวจพืน้ที่ปลูกออยในปการผลิต 2550 - 2551 โดยอาศัย 
ขอมลูจากดาวเทียมประกอบกับการเก็บรายละเอียดขอมลูทางภาคพื้นดิน เพื่อใหไดมาซึ่งขอมูลวา 
ดวยพื้นที่ปลูกออยโดยรวมทัง้ประเทศ จํานวน 6,516,376 ไร พื้นที่ออยสงโรงงาน 6,228,498 ไร 
สวนใหญปลูกมากในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือและภาคกลาง ออยนับเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนดิ
หนึ่งของประเทศไทย สามารถนํามาแปรรูปเปนน้ําตาลดบิและน้ําตาลทรายสงเปนสินคาออกเปน
อันดับสองรองจากขาว ประเทศไทยสงออกน้ําตาลมากเปนอันดับ 2 ของโลก การสงออกน้ําตาลดบิ
ในป 2552 สงออก 2,338,103 ตัน มีมูลคา 26,082 ลานบาท และการสงออกน้ําตาลทราย ในป 2552 
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สงออก 2,694,467 ตัน มีมูลคา 35,503 ลานบาท (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 
2552) สวนเหลือใชและผลผลิตจากออยยังสามารถนํามาใชทําประโยชนอ่ืนๆ อีก เชน การทําเยื่อ
กระดาษจากกากออย และการทําอุตสาหกรรมเครื่องสําอางคโดยใชตะกอนน้ําตาล เปนตน และ
ปจจุบันมีการนํากากออยมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลที่ใชในการผลิตน้ํามันรถยนตชนิด
แกสโซฮอลล (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต,ิ 2548) 
 

ออยเปนพืชทีม่ีโรคและศัตรูพืชหลายชนดิ ที่ทําใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตที่ลดลง  
โรคพืชในออยที่สําคัญชนิดหนึ่งในประเทศไทย คือ เชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงจะทําใหออยแสดงอาการ
การเปนโรคใบขาวและโรคกอตะไคร (ธีระ, 2532) สองโรคนี้จะมีความคลายคลึงกัน แตโรคกอ
ตะไครมีอาการที่แตกตางและหลากหลายกวาโรคใบขาวของออย คือ ออยจะแสดงอาการแคระ 
แกร ็น ใบขนาดเล็กแตกเปนฝอยคลายตะไคร และมีอาการแตกกอดานขางจํานวนมาก (Chona et al., 
1960; อัปสร และคณะ, 2538) อาการใบขาวจะเกิดกับออยทุกชวงอายุ ใบจะมีสีขาวซดีหรือแถบขาว
สลับเขียว แตกกอมากผิดปกติ และดูเปนพุมเตี้ยคลายกอหญา ออยอาจแหงตายทั้งกอหรือแคระ
แกร็น หนอออยจะโตเปนลําบาง แตจํานวนลําจะนอยกวากอปกติ ผลผลิตลดลงมากจนอาจเก็บเกี่ยว
ไมได (อนุสรณ, 2523) 
 
2.  เชื้อมอลลิคิวทท่ีทําใหเกิดโรคในพชื  
 

เชื้อมอลลิคิวทที่จัดวาเปนสาเหตุที่ทําใหพืชแสดงอาการผิดปกติหรือเกิดเปนโรคเมื่อเชื้อเขา
ไปอยูอาศัยและแพรพนัธภายในตนพืชไดแก เชื้อจําพวกสไปโรพลาสมา และไฟโตพลาสมา ซ่ึงเดิม 
เรียกวา mycoplasma like organism (MLOs) เนื่องจากยังไมสามารถแยกเชื้อออกมาเพาะเลี้ยงได 
และยังไมสามารถทราบถึงคุณสมบัติทางชวีวิทยาที่แนนอน จากรายงานการเกดิโรคจนถึงปจจุบัน 
พบวาพืชจํานวนหลายรอยชนิดแสดงอาการเปนโรคขึ้น โดยมีสาเหตจุากเชื้อสไปโรพลาสมาและ 
ไฟโตพลาสมา และในจํานวนนี้มีมากกวา 300 ชนิด ที่ไดรับการพิสูจนและยนืยันการแสดงผลแลว 
(Seemuller et al., 1998)  
 
        Bove and Garnier (1998) ไดจัดจําแนกเชือ้มอลลิควิทเปน 5 กลุม จากการวิเคราะหยนี 16S 
rRNA และยีนกํากับการสราง tryptophan (Trp) ไดแก 
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         กลุมที่ 1 กลุมของเชื้อ Spiroplasma, mesoplasma, Entomoplasma และ Mycoplasma 
mycoides 
         กลุมที่ 2 กลุมของเชื้อ Ureaplasma และ Mycoplasma pnemoniae 
         กลุมที่ 3 กลุมของเชื้อ Mycoplasma hominis และ Mycoplasma sualvi 
         กลุมที่ 4 กลุมของเชื้อ Phytoplasma, Acholeplasma และ Anaeroplasma 
         กลุมที่ 5 กลุมของเชื้อ Asteroleplasma  
 

เชื้อ MLOs ในปจจุบันไดเปล่ียนชื่อเชื้อเปนไฟโตพลาสมา โดย International Committee of 
Systematic Bacteriology (ICSB, 1995) เปนจุลินทรียในกลุมโปรคารีโอท (prokaryote) จากการ 
ศึกษาในดานกรดนิวคลีอิกและเซรุมวิทยา เชื้อไฟโตพลาสมาไมมีผนังเซลลและมีคุณสมบัติที่แตก 
ตางไปจากแบคทีเรียที่ไมมีผนังเซลลชนิดอื่น (ประสาทพร, 2527; Freundt, 1981) เชือ้ไฟโต-
พลาสมาไดรับการจัดใหอยูในกลุมเชื้อจําพวกมอลลิคิวทโดยใชลักษณะและคณุสมบตัิเทาที่จําเปน
ที่สุดสําหรับการจัดหมวดหมูของเชื้อในอาณาจักรโปรคารีโอท มีการกําหนดสถานะการเรียกชื่อ
ขั้นตนเปน Candidatus แลวตามดวยคําที่เสนอเปนชื่อสกุลและชนิดของเชื้อที่คนพบ เนื่องจากไม
สามารถศึกษาลักษณะและคณุสมบัติไดอยางครบถวนนอกจากขอมูลการวิเคราะหสารพันธุกรรม 
(Murray and Stackebrandt, 1995) มีการจดัอนุกรมวิธานของเชื้อไฟโตพลาสมาดังนี้  
 

   Kingdom  Bacteria 
   Division  Tenericutes 
   Class   Molicutes 
   Order   Acholeplasmatales 
   Family   Acholeplasmataceae 
   Genus   Candidatus Phytoplasma 

 
เชื้อไฟโตพลาสมาสวนใหญมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกับเชื้อไมโครพลาสมาและ

สําหรับคุณสมบัติทางชีวโมเลกุลมีความใกลเคียงมากกับ Acholeplasma โดยมีลําดับการเรียงตัวของ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA คลายกันมากกวาเชื้อมอลลิคิวทกลุมอื่นๆ และยังมคีุณสมบัติการ 
ใช UGA เปน stop codon ไมใช Tryptophane codon เชนเดียวกัน ซ่ึงตางจากมอลลิคิวทกลุมอื่นๆ
ลักษณะของเชือ้พบวาเปนเซลลที่ไมมีผนังเซลล (cell  wall) และไมสามารถสังเคราะหสารที่จําเปน
สําหรับสรางผนังเซลล องคประกอบของเซลลถูกหอหุมดวยเยื่อหุมเซลล (cell membrane) เพียง
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อยางเดยีว องคประกอบหลกัที่มีอยูภายในเซลล ไดแก ไซโตพลาสซึม ไรโบโซม และดีเอ็นเอ ทําให
เซลลมีรูปรางที่ไมแนนอน (polymorphic) เชน กลม รี เปนแทงยาว เปนเกลียว เปนเสนยาวๆ หรือ
อาจมีรูปรางคลายผลฝรั่ง มีขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 0.2 – 1.0 ไมโครเมตร จนกระทั่งเปน
เสนสายยาวมขีนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 3 ไมโครเมตร ขยายพันธุโดยการแตกหนอ (budding)  
และการแบงตวัจากหนึ่งเปนสอง (Binary fission) (McCoy, 1984; สุวณ,ี 2532; พรทิพย, 2533) เปน
จุลินทรียที่มีความสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะพวกเพนนิซิลลิน แตไวตอเตตราซัยคลิน  
(พรทิพย, 2533; Basu and Giri, 1993) เชื้อไฟโตพลาสมาสวนใหญไมสามารถแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ใน
อาหารสังเคราะหได ยกเวน Spiroplasma citri สาเหตุโรค citrus stubborn ลักษณะของโคโลนีบน
อาหารสังเคราะหมีรูปรางคลายไขดาวหรือเปนเกล็ด (granular) เซลลเคลื่อนที่ไดโดยการหมุนเปน
เกลียว (สุพัฒน, 2528)  

 
โครงสรางพนัธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมามีคุณสมบัติเฉพาะตวั คือ จีโนม (genome) มี

สวนประกอบของ guanine และ cytosine (G + C content) คอนขางต่ํา อยูระหวาง 23 - 41 % ขนาด
จีโนมที่เล็กทีสุ่ดจนถึงใหญที่สุดอยูระหวาง 600 - 2200 กิโลเบส สวนการเรียงตัวของยีนที่ทําหนาที่
สังเคราะหโปรตีน คือ ribosomal RNA (rRNA) เปนลําดับเชนเดียวกบัเชื้อแบคทีเรียทั่วไปคือ 70S 
ribosomal มีการจัดเรียงตวัเปน 16S - 23S - 5S และเชื้อไฟโตพลาสมามียีน transfer RNA (tRNA) 
อยูระหวาง 16S - 23S (Razin, 1985; Kirkpatrick et al., 1994) 
 

Lee et al. (1994) ไดศึกษาเกี่ยวกับลักษณะสัณฐานวิทยา กลไกการเกดิโรคและปฏิสัมพันธ 
ระหวางเชื้อตอพืชอาศัย การตรวจสอบโรคโดยเทคนิคดานซีร่ัมวิทยา ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่น และ 
การตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR เพื่อจัดจําแนกและแบงกลุมของเชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงแบงไดเปน 
14 กลุม จากการวิเคราะหรูปแบบของ RFLP ของ 16S rRNA และลําดับโปรตีนของ Ribosomal จาก
พืชที่เปนโรค 
 

ลักษณะอาการของพืชที่เปนโรคเนื่องจากเชื้อไฟโตพลาสมาเขาทําลาย  จะแสดงอาการให
เห็นในพืชอาศยัที่แตกตางกันไป โดยที่เชื้อไฟโตพลาสมาจะอาศัยอยูในทอลําเลียง โดยเฉพาะที่
เซลลทออาหารของพืช (phloem) มีการถายทอดเชื้อไปยงัพืชตนใหมโดยการตอกิ่ง พืชกาฝากและ
แมลงจําพวกปากดูด ทําใหเกดิโรคกับพืชทีแ่สดงอาการใบเหลืองหรือใบซีดขาว (yellow type) 
อาการแตกยอดและใบออนแทนที่การผลิดอกออกผลตามปกติ (phyllody) และอาการเฝอกิ่งกาน
และใบรวมกบัการแตกกอฝอยและตนเตี้ยแคระ (witches’-broom) หรือตายจากยอดลงมา (decline) 
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(Doi et al., 1967) การตั้งชื่อและการเรียกชือ่ สวนใหญประกอบไปดวยช่ือสามัญของพืชอาศัยและ
ลักษณะอาการที่ถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเขาทําลาย เชน grassy shoot disease (Rishi and Chen, 1989) 
periwinkle little leaf, chrysanthemum yellowa, tomato big bud, western aster yellows (Lee et al., 
1992) sugarcane white leaf, faba bean phyllody, bermuda grass white leaf, sunhemp witches’- 
broom และ vaccinium witches’- broom (Marcone et al., 1997a) 
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ตารางที่ 1  การจัดจําแนกไฟโตพลาสมาโดยอาศัยเทคนิค Restriction Fragment Length  
    Polymorphism (RFLP) จากสวนยีน 16S rRNA และลําดับโปรตีนของ Ribosomal  

 
Phytoplasma group 

and subgroup 
Disease (s) 

Geographical 
distribution 

Aster yellow group (16SrI) 
16SrI-B, 16SrI-B (rp-B) 
 
 
 
 
16SrI-B, 16SrI-B (rp-B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16SrI-B, 16Sr-B (rp-K) 
16SrI-B, 16Sr-B (rp-L) 
 
 
16SrI-C 
 
 

 
Aster yellow (in China aster), lettuce yellow, 
periwinkle little leaf, tomato big bud 
(Arkansas), gladiolus virescence (Italy), purple 
coneflower yellows (Winsconsin), erigeron 
yellows (USA), and dogwood stunt (USA) 
Aster yellows (in celery, carrot, potato, clover), 
cabbage witches’-broom, onion virescenc 
(yellow), lettuce yellows (Italy), hydrangea 
phyllody (Italy, France), chrysanthemum 
yellows (Italy), marguerite yellows 
(Japan),broccoli phyllody (Italy), kale phyllody 
(Italy), tomato big bud (Italy), cyclamen 
virescence (Germany), mulberry dwarf, poplar 
witches’-broom (france), eggplant dwarf, , 
turnip virescence (Italy), oenothera virescence 
(Michigan), cactus virescence (UK), primula 
yellows (UK) and dogfennel yellows (Florida) 
Hydrangea phyllody 
Maize bushy stunt 
 
 
Clover phyllody, strawberry green petal, 
ranunculus phyllody, anemone virescence and 
olive witches’-broom 

 
North America, 
Europe 
 
 
 
Worldwide 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Italy 
North, Central 
and South 
America 
North America, 
Erope, Italy 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

Phytoplasma group 
and subgroup 

Disease (s) 
Geographical 
distribution 

16SrI-D 
16SrI-E 
16SrI-F 
16SrI-K 
Peanut witches’-broom 
group (16SrIII) 
16SrII-A 
 
 
16SrII-B (Candidatus 
Phytoplasma aurantifolia) 
16SrII-C 
 
16SrII-D 
16SrII-E (Candidatus 
Phytoplasma aurantifolia) 
X-disease group (16SrIII) 
16SrIII-A 
16SrIII-B 
 
 
16SrIII-C 
16SrIII-D 
16SrIII-E  
16SrIII-F 
16SrIII-G 

Paulownia witches’-broom 
Blueberry stunt 
Apricot chlorotic leaf roll 
Strawberry multiplier 
 
 
Peanut witches’-broom, sweet potato witches’-
broom (Taiwan) and Sunn hemp witches’-
broom 
Lime witches’-broom 
 
Faba bean phyllody, soybean phyllody, cotton 
phyllody 
Sweet potato little leaf 
Papaya yellow crinkle, papaya masaic, tomato 
big bud 
 
Peach, cherry X-disease 
Clover yellow edge (Canada), gentian witches’-
broom (Japan), tsuwabuki witches’-broom 
(Japan) and Italian clover phyllody 
Pecan bunch 
Golden rod yellows 
Spirea stunt 
Milkweed yellows (USA, Canada) 
Walnut witches’-broom 

Asia 
North America 
Spain 
North America 
 
 
Asia 
 
 
Arabian 
peninsula 
Africa, Asia 
 
Australia 
Australia 
 
 
North America 
America, Asia, 
Europe 
 
USA 
USA 
USA 
North America 
USA 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

Phytoplasma group 
and subgroup 

Disease (s) 
Geographical 
distribution 

16SrIII-H 
Coconut lethal yellows 
group (16SrIV) 
16SrIV-A 
 
 
16SrIV-B 
Elm yellows group (16SrV) 
16SrV-A, 16SrV-A (rp-A) 
 
16SrV-B, 16SrV-B (rp-B) 
16SrV-B, 16SrV-B (rp-C) 
16SrV-B, 16SrV-B (rp-D) 
Clover proliferation group 
(16SrVI) 
16SrVI-A 
 
16SrVI-B 
Unclassified 
 
Ash yellows group 
(16SrVII) 
16SrVII-A (Canditatus 
Phytoplasma fraxini) 
Loofah witches’-broom 
group (16SrVIII) 

Poinsettia branching inducing 
 
 
Coconut lethal yellows 
 
 
Tanzanian coconut lethal decline 
 
Elm yellows, elm witches’-broom, rubus stunt, 
alder yellows 
Cherry lethal yellows 
Jujube witches’-broom 
Flavescence doree (grapevine) 
 
 
Clover proliferation, tomato big bud (Califonia), 
potato witches’-broom, alfalfa witches’-broom 
Straberry multiplier (Canada, Florida) 
Willow witches’-broom (USA), brinjal little 
leaf (India) 
 
 
Ash yellows, lilac witchs’-broom 

Worldwide 
 
 
Florida, 
Caribbean 
region 
Africa 
 
North America, 
Europe 
China 
Asia 
Europe 
 
 
North America 
 
North America 
North America, 
India 
 
 
North America 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

Phytoplasma group 
and subgroup 

Disease (s) 
Geographical 
distribution 

16SrVIIIA 
Pigeon pea witches’-broom 
group (16SrIX) 
16SrIX-A 
 
16SrIX-B 
Apple proliferation group 
(16SrX) 
16SrX-A 
 
16SrX-B 
 
16SrX-C 
 
Rice yellow dwarf group 
(16SrXI) 
16SrXI-A 
Unclassified 
Stolbur group (16SrXII) 
16SrXII-A 
 
16SrXII-B (Candidatus 
Phytoplasma australiense) 
Candidatus Phytoplasma 
japonicum 

SrXI-BLoofah witchs’-broom 
 
 
Pigeon pea witches’-broom 
Echium vulgare yellows, crepis phyllody, picris 
phyllody, knaunia phyllody, gliricidia little leaf 
 
 
Apple proliferation, hazel decline, bindweed 
yellows 
Apricot leptonecrosis, European stone fruit 
yellows 
Pear decline, peach yellow leaf roll 
 
 
Rice yellow dwarf 
Sugarcane white leaf, grassy shoot 
Leafhopper-bone (BVK) 
 
Stolbur (pepper, tomato), celery yellow (Italy), 
grapevine yellow (bois noir), carrot (Spain) 
Australian grapevine yellows, phormium yellow 
leaf, papaya dieback 
Japanese hydrangea phyllody 

Taiwan 
 
 
North America 
Italy, Central 
America 
 
 
Europe 
 
Europe 
 
Europe, North 
America 
 
Asia 
Asia 
Germany 
 
Europe, Italy, 
Spain 
Australia,  
New Zealand 
Japan 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

Phytoplasma group 
and subgroup 

Disease (s) 
Geographical 
distribution 

Mexican periwinkle 
virescence group (16SrXIII) 
16SrXIII-A 
16SrXIII-B 
Bermuda grass white leaf 
group (16SrXIV) 
16SrXIV-A 
 
Other undesignated groups 
Italian bindweed stolbur 
group 
Buckthorn witches’-broom 
group 
Spartium witches’-broom 
group 
Italian alfafa witches’-
broom group 
Cirsium phyllody group 

 
 
Mexican periwinkle virescence 
Strawberry green petal 
 
 
Bermuda grass white leaf, annual blue grass 
white leaf (Italy) 
 
Italian bindweed stolbur 
 
Buckthorn witches’-broom  
 
Spartium witches’-broom  
 
Ialian alfafa witches’-broom  
 
Cirsium phyllody 

 
 
Mexico 
Florida 
 
 
Asia, Italy 
 
 
Italy 
 
Germany 
 
Italy 
 
Italy 
 
Germany 

 
ท่ีมา: Lee et al. (1994) 
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3.  โรคใบขาว ออย 
 

โรคใบขาวออย (Sugarcane White leaf) เปนโรคที่ทําความเสียหายและมีการแพรระบาดทั่ว 
ไปในแหลงปลูกออย ไดแก ประเทศตาง ๆ แถบเอเชียตะวันออกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ใน
ประเทศไทยโรคใบขาวออยเปนโรคที่มีความสําคัญทําใหผลผลิตลดลงหรือถามีการระบาดของโรค
อยางรุนแรง เมื่อเปนโรคจะไมสามารถเก็บผลผลิตได พบครั้งแรกในป พ.ศ. 2497 ที่อําเภอเกาะคา 
จังหวดัลําปาง เกิดกับออยพนัธุ Co421 โดยเฉพาะอยางยิง่จังหวดัประจวบคีรีขันธ ชลบุรี ระยอง 
อุดรธานี อุตรดิตถ และลําปาง ซ่ึงความเสียหายที่เกดิขึ้นอยูกับการแพรระบาดรุนแรงของโรคในแต
ละปและพนัธุออยที่กสิกรใชปลูกในแตละทองถ่ิน (มณเฑียร และคณะ, 2519) และในปจจุบันการ
ระบาดของโรคใบขาวออยกพ็บอยูทุกภูมิภาคของประเทศไทย โดยพบไดทุกระยะการเจริญเติบโต
ของออย โดยออยที่เปนโรคจะแสดงอาการใบขาวหรือใบขาวปนเหลือง เร่ิมสังเกตอาการไดตั้งแต
ออยงอกโผลพนดิน ใบออยทีแ่ตกออกมาจะแคบเรียวเล็กกวาปกติ ออยทีไ่มเปนโรครุนแรงจะสราง
หนอสีเขียวหรือขาวที่มีขนาดคอนขางใหญ ซ่ึงหนอเหลานี้จะเจริญเปนลําตอได แตลําจะเล็กกวาตน
ปกติ และสรางหนอสีขาวเลก็ๆ มากมาย ดเูปนพุมคลายกอตะไคร ซ่ึงกอจะแหงและตายในที่สุด 
(วันทนีย และคณะ, 2522) ออยจะแสดงอาการใบขาวชดัเจนถาสภาพแวดลอมมีอุณหภมูิอยูในชวง 
23 – 35 องศาเซลเซียล ออยที่ปลูกในดนิทีม่ีความอุดมสมบูรณสูงจะมกีารเจริญเติบโตและมีความ
แข็งแรงจึงทําใหการแสดงอาการโรคใบขาวออยที่ปลูกในดินที่มีความอุดมสมบูรณสูงมีการแสดง
อาการนอยกวาออยที่ปลูกในดินที่มีความอุดมสมบูรณต่าํ (Leu, 1974) ในปการผลิต 2550/2551 
ประเทศไทยมพีื้นที่ปลูกออยประมาณ 6.5 ลานไร โดยมผีลผลิตออยเขาหีบประมาณ 73.23 ลานตัน 
โดยมีผลผลิตตอไรไมเกิน 10 ตัน/ไร ซ่ึงจัดอยูในระดับต่ํามากเมื่อเทยีบกับประเทศอื่นๆ ที่มีการผลิต
ออยเชนเดียวกนั ท้ังนี้ปญหาผลผลิตออยตกต่ําเกดิมาจากหลายสาเหตุ ในจํานวนนี้มพีืน้ที่ปลูก
มากกวา 2 แสนไร ที่ประสบปญหาออยเปนโรคใบขาว คิดเปนมูลคาความเสียหายไมต่ํากวา 1,000 
ลานบาท (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2552) 
 

โรคใบขาวออยมีสาเหตุมาจากเชื้อไฟโตพลาสมา โดยทัว่ไปเปนพวกที่มีรูปรางคอนขางกลม
รีมีขนาด 60 – 1000 นาโนเมตร ภายในประกอบดวยสายของกรดนิวคลีอิคและไรโบโซม เชื้อไฟ-
โตพลาสมานี้สามารถพบไดในทอลําเลียงอาหาร (sieve tube member และ companion cell) ของ
ออยที่เปนโรค โดยจะเขาไปเจริญในเซลลของทอลําเลียงอาหารของออยตลอดทั้งตน (ธีระ, 2519) 
โดยพบการระบาดในทวีปเอเชียในพ ื้นที่ที่มีการปลูกออย และมีพืชตระกูลหญาหลายชนิด เชน  
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หญาขอ หญาปากควาย และหญาแพรกทีแ่สดงอาการใบขาว คาดวาพืชเหลานี้อาจจะเปนแหลง
อาศัยของเชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงออยจะสามารถกลับมาติดเชื้อไดอีกครั้ง (Sarindu and Clark, 1993)  
 

  
 
ภาพที่ 1  ออยแสดงอาการใบขาวที่พบในแปลงปลูกออย 
 
และเชื้อไฟโตพลาสมาสามารถถายทอดไดโดยติดไปกับทอนพันธุจากตนหรือตอที่เปนโรค และ
สามารถถายทอดไดโดยมีแมลงปากดูดจําพวกเพลี้ยจัก๊จัน่ Matsumura (Matsumuratetrix 
hiroglyphicus) เปนพาหะ (Rishi and Chen, 1989) และการจัดจําแนกแบบแผน RFLP ของ  
16S rRNA พบวาเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบขาวออยจดัอยูในกลุม 16SrXI (Rice yellow 
dwarf) กลุมยอย 16SrXI-B ที่ทําใหพืชแสดงอาการใบขาวซีด เนื่องจากสูญเสียคลอโรฟลดและ 
ใบพืชมีขนาดเล็กสั้นแตกเปนกอ ซ่ึงกอใหเกิดโรคใบขาวออยและโรคกอตะไคร (Lee et al., 1994) 
 

โรคใบขาวออยมีแนวทางปองกันกําจดัและควบคุมไดหลายวิธี เชน การใชมาตรการทาง 
กฏหมายควบคุมการนําเขาออยจากตางประเทศที่มีประวตัิการแพรระบาดของโรคใบขาวออย การ
เผยแพรความรูเร่ืองโรคใบขาวออยใหกับชาวไรออย การสงเสริมใหชาวไรออยปลูกออยดวยทอน 
พันธุที่ปราศจากโรค เชน การแชทอนพันธุในสารละลายเตตราซัยคลินไฮโดรคลอไรด 250 สวน 
ในน้ําลานสวน ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียล เปนเวลา 30 - 60 นาท ีใหผลในการปองกนัโรคใบขาว- 
ออยไดถึงออยตอสอง แตวิธีนี้อาจจะไมเหมาะกับชาวไร เนื่องจากมีคาใชจายสูง วิธีการที่ชาวไรออย 
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สามารถทําไดคือ การปลูกออยไวทําพันธุเอง โดยมีการคดัเลือกออยที่มลัีกษณะดีไมเปนโรคใบขาว 
ออยไวทําพันธุออย เตรียมทอนพันธุโดยคัดเลือกจากพื้นที่ที่ไมมีการระบาด โดยการปองกันและ 
การกําจัดโรคใบขาวออย แบงเปนระยะดงันี้ ระยะที่ 1 เมื่อพบการระบาด ใหทําลายตนที่เปนโรค
โดยการขุดออกแลว เผาทิ้งหรือฉีดพนดวยยาฆาหญา (ไกลโฟเสท 1%) เตรียมคัดหาพนัธุที่ทนทาน 
ตอโรค เตรียมแปลงพันธุที่จะมาขยายปลูกโดยใชพนัธุที่ทนทานและแชทอนพันธุในน้ํารอน 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล นาน 2 ชั่วโมง กอนปลูก ใชเตรียมเปนแปลงพันธุ และเมือ่เก็บเกีย่วแลว 
ควรรื้อแปลงทิ้ง เพื่อปลูกใหม ระยะที่ 2 ระยะหลังการเกบ็เกี่ยว ใหทําการไถดินคราดตอเกาออก 
ทําลายใหหมด และปรับปรุงดินโดยใชพืชบํารุงดิน จัดฤดูปลูกใหเหมาะสม (เดือนมนีาคม – 
สิงหาคม ในภาคตะวนัตก และเดือนตุลาคม - ธันวาคม ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) เพื่อลดการติด
เชื้อโดยแมลงพาหะ และการเตรียมทอนพนัธุโดยคัดจากพื้นที่ที่ไมมีการระบาด เชน พื้นที่ในเขต
ชลประทานที่เปนดินเหนยีวหรือพื้นที่ปลอดโรค ใชทอนพันธุที่มีคุณภาพปราศจากโรคจากแปลง 
พันธุที่ไดเตรยีมไว (ธนาคร และคณะ, 2524) 
 
 โรคใบขาวออยเปนโรคที่ทําใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจสูง นักวิจยัไดอาศัยเทคนคิ 
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ พันธุวิศวกรรม และวิทยาการดานอื่นๆ เพือ่ศึกษาและพฒันาวิธีการ 
ตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา การพิสูจนคุณสมบัติที่แทจริงของเชื้อไฟโตพลาสมา เพื่อหาวิธีปองกนัหรือ
กําจัดเชื้อไฟโตพลาสมาไมใหเกิดการระบาด ปจจุบันมีงานวิจยัที่เกีย่วของกับการตรวจและศึกษา
โรคใบขาวออย ไดแก   
 
 Prammanee et al. (1996) ไดศึกษาเกี่ยวกับโรคกอตะไครและใบขาว ดวยปฏิกิริยา PCR 
เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เขาทําลายถ่ัว faba ดวย universal primer จากสวนยนี 16S 
rRNA และใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจในการทาํ dot blot hybridization พบวามีความสัมพันธกับเชื้อ 
สาเหตุของโรคกอตะไคร 
 
 สุภาพร และคณะ (2540) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมา 
ที่พบในโรคพชื 8 ชนิด คือโรคใบขาวออย หญาแพรก หญา Brachiaria โรคเหลืองเตี้ยของขาว โรค
แตกพุมฝอยของงา ปอเทือง ผักเสี้ยนผีและโรคดอกเขียวของแพงพวย โดยปฏิกิริยา PCR ในการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงสําหรับเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA บางสวนของเชือ้
ไฟโตพลาสมา และใชดีเอ็นเอที่สกัดจากใบพืชที่เปนโรคเปนดีเอ็นเอตนแบบ พบวาสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดจากตัวอยางโรคแตกพุมฝอยของงา นํา PCR product ที่ไดติดฉลากดวย
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สารไดกอกซิเจนินเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจสําหรับการวินิจฉัยโรคดวยเทคนิค dot blot 
hybridization และ southern blot hybridization พบวาเกิดสัญญาณกับดีเอ็นเอที่สกัดจากใบพืชที่เปน
โรคทุกชนิดและ PCR product ขนาด 1.2 กิโลเบส ที่เพิ่มปริมาณจากทุกตัวอยางโรค เปรียบเทียบ
ลักษณะแบบแผนของ RFLP ของดีเอ็นเอขนาด 1.2 กิโลเบสจากทุกโรค พบวาแบบแผน RFLP ของ
ดีเอ็นเอที่มีความคลายคลึงกัน ไดแก กลุมโรคใบขาวของหญาแพรก และหญา Brachiaria กลุมโรค
แตกพุมฝอยของงาและปอเทือง กลุมโรคใบขาวออยและโรคเหลืองเตีย้ของขาว สวนโรคแตกพุม
ฝอยของผักเสี้ยนผี และโรคดอกเขียวของแพงพวยมแีบบแผน RFLP ที่เฉพาะตวั 
 
 รุงโรจน (2543) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหต ุ
โรคใบขาวออยและหญาบางชนิดในประเทศไทย โดยทําการเก็บตวัอยางออยและหญาที่พบใน
แปลงออยที่มอีาการใบขาวจากแหลงปลูกที่สําคัญของประเทศ มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา 
PCR ใชไพรเมอรที่จําเพาะจาะจงตอยีน 16S rRNA บางสวนของเชื้อไฟโตพลาสมา พบวาสามารถ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอขนาด 1.2 กิโลเบส เมื่อทําใหบริสุทธแลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 9 ชนิด 
เพื่อเปรียบเทยีบลักษณะแบบแผนของ RFLP และพบวาแบบแผนของ RFLP ของดีเอน็เอมีความ
คลายคลึงกันมากในแตละชนิดของเอ็นไซมตัดจําเพาะทัง้ในออยและหญา เมื่อนําขอมูลแบบแผน 
ดีเอ็นเอมาวิเคราะหดวยโปรแกรม UPGMA (Dice’s coefficient) และสรางเปน dendrogram พบวา
เชื้อไฟโตพลาสมาที่เขาทําลายออยและหญาบางชนิดในประเทศไทยมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่ํา หากใชคา similarity 0.85 ไมสามารถแบงกลุมเชื้อไฟโตพลาสมาที่พบในออยและ
หญา และที่คา similarity 0.95 สามารถแบงเชื้อไฟโตพลาสมาออกเปน 4 กลุม 
 
 เธนศ (2545) ไดศึกษาการจําแนกเชื้อสาเหตุของโรคกอตะไครออยเปรยีบเทียบกับโรค 
ใบขาวออย และโรคพืชที่เกดิจากเชื้อไฟโตพลาสมาอื่นๆ ดวยปฏิกิริยา PCR  โดยใช universal 
primer ที่สรางขึ้นจากยีน 16S rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมา พบวาเชื้อสาเหตุโรคกอตะไคร 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายและรปูแบบดีเอ็นเอที่ไดแตกตางจากเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวออยและโรคอื่นๆ ใหดีเอน็เอ 3 ขนาด คือ ดีเอน็เอ GGS1 มีขนาดนวิคลีโอไทด 1,174 
เบส ดีเอ็นเอ GGS2 มีขนาดนิวคลีโอไทด 827 เบส และดีเอ็นเอ GGS3 มีขนาดนวิคลีโอไทด 556 
เบส การตรวจวินิจฉยัดวยเทคนิค Southern blot hybridization พบวาดเีอ็นเอ GGS1 มีความสัมพันธ 
ใกลชิดกับดีเอน็เอขนาด 1,174 เบส ของใบขาว faba bean phyllody และ clover proliferation  
การโคลนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากโรคกอตะไคร GGS1 GGS2 และ GGS3 การหาลําดับเบสของ 
ดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบกบัฐานขอมูล (GenBank database) พบวาลําดับเบสของ GGS1 มีความ 
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เหมือนกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว เทากับ 93.8% และมีความสัมพันธกบัเชื้อไฟโต- 
พลาสมาอื่นๆ 78.6 - 100% สวน GGS2 และ GGS3 มีความสัมพันธ 7.3% และ 59.6 - 81.5% ตาม 
ลําดับ ผลการทดลองนี้ สรุปวาเชื้อสาเหตุของโรคกอตะไคร คือ เชื้อไฟโตพลาสมาและมีพันธุกรรม 
ใกลเคียงกับเชือ้สาเหตุของโรคใบขาว 
 
 วรรณภา และคณะ (2548) ไดสํารวจชนดิและปริมาณของเพลี้ยจักจั่นในพื้นที่ปลูกออย  
อ.กุมภวาป จ.อุดรธานี ตั้งแตเดือนธันวาคม พ.ศ. 2545 ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยใชกับดักแสงไฟ 
พบแมลงเพลี้ยจักจั่นจํานวน 69 ชนิด จัดอยูในวงศ Cicadellidae โดยสวนใหญมีปริมาณมากในชวง
ฤดูฝน แตชวงเวลาของการพบปริมาณประชากรแมลงมากที่สุดของเพลี้ยจักจั่นแตละชนิดจะ
แตกตางกัน เมือ่นํามาตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยในตัวเพล้ียจกัจั่นดวย
ปฏิกิริยา Nested Polymerase Chain Reaction (Nested PCR) สามารถตรวจพบ PCR product ของ
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยมขีนาดนวิคลีโอไทด 210 คูเบส ในเพลี้ยจกัจั่นจํานวน 12 
ชนดิ โดยเพลีย้จักจั่น Xestocephalus sp. ตรวจพบเชื้อสูงที่สุด 34.62% ผลการสํารวจออยที่พบโรค
ใบขาวออยในแปลงปลูกออยและพบเปอรเซ็นตกอออยที่แสดงอาการโรคใบขาวมีมากในระยะยาง
ปลองมากกวาระยะออกดอกและระยะเก็บเกี่ยว และเมื่อศึกษาประสิทธภิาพการถายทอดเชื้อจากตน
ออยที่มีเชื้อไฟโตพลาสมาไปสูตนออยที่มีอาการปกติโดยเพล้ียจักจั่น Exitianus indicus และ 
Matsumuratettix hiroglyphicus พบวามีเพยีง M. hiroglyphicus ที่สามาถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา
ไปสูตนออยปกติได โดยตรวจพบ PCR product ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย มี
ขนาดนวิคลีโอไทด 210 คูเบส ในตนออยปกติที่รับเชื้อจากการถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาเปนระยะ 
เวลา 3, 24 และ 168 ชั่วโมง โดยมีเปอรเซน็ตการถายทอดเชื้อ 10, 20  และ 55 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
 ยุพา และคณะ (2548) ไดศึกษาการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยใน
เพล้ียจักจั่นชนดิตางๆ ที่เก็บมาจากแปลงปลูกออย ในจังหวัดอดุรธานี ดวยปฏิกิริยา Nested PCR 
สามารถตรวจพบแถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยขนาดนวิคลีโอ-
ไทด 210 คูเบส (base pair) ในเพลี้ยจักจั่นจํานวน 12 ชนดิ ไดแก เพล้ียจักจั่น Matsumuratettix 
hiroglyphicus, Exitianus indicus, Yamatotettix flavovittatus, Recilia sp., Recilia distinctus, 
Balclutha sp., Xestocephalus sp., Bhatia olivacea, Recilia dorsalis, Macrosteles striifrons, Thaia 
oryzivora และ Balclutha rubrostriata เมื่อทําการตรวจสอบการเปนแมลงพาหะและประสิทธิภาพ
การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติโดยเพล้ียจักจั่น จํานวน 3 
ชนิด ไดแก เพล้ียจักจัน่ M. hiroglyphicus, E. indicus และ Y. flavovittatus พบวามีเพยีงเพล้ียจักจัน่ 
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M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus เปนแมลงพาหะสามารถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติได สวน เพลี้ยจักจั่น E. indicus ไมสามารถถายทอดเชื้อไฟโต-
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติได โดย เพล้ียจักจั่น M. hiroglyphicus ระยะเวลา
อยางนอย 3 ชัว่โมง ที่ดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวและแสดงการถายทอดเชื้อสูตนปกติได  
10 - 55 เปอรเซ็นต สวนเพลีย้จักจั่น Y. flavovittatus ใชเวลาดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค 
ใบขาวออยจากตนออยทีแ่สดงอาการใบขาวที่ระยะเวลาอยางนอย 24 ช่ัวโมง โดยมีเปอรเซ็นตการ
ถายทอดเชื้อตัง้แต 5 - 45 เปอรเซ็นต 
 
 รงรอง และคณะ (2548) ไดศึกษาและผลิตตนกลาออยปลอดโรคใบขาวออยโดยวิธีการ 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชของออย 5 สายพันธุ คือ K84 - 200, K92 - 213, K92 - 80, กพส94 - 13 และ 
กพส 98 – 2 - 009 แคลลัสที่ไดในแตละสายพันธุ ผานการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค
ใบขาวออยดวยวิธี dot blot hybridization คัดเลือกแคลลัสที่ปลอดโรคใบขาวออยมาขยายเพิ่ม
ปริมาณและชกันําใหเกดิจุดกําเนิดยอดสีเขียว เพื่อการผลิตตนกลาปลอดโรคจํานวนมากขึ้น ตนกลา
ออยปลอดโรคที่เตรียมไดสามารถยายปลูกในแปลงผลิตทอนพันธุออยปลอดโรคตอไปได 
 
 ขนิษฐา และคณะ (2551) ไดพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ- 
ขาวออย โดยนําแอนติซีรัมที่ผลิตไดมา Cross-absorbed กับน้ําคั้นพืชปกติ จากนั้นนํามาแยกเฉพาะ 
Immunoglobin G (IgG) และเตรียม F(ab’)2 แลวทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีร่ัมดวยวิธี 
F(ab’)2 indirect ELISA กับน้ําคั้นของออยใบขาวและออยปกติ ปรากฏวาแอนติบอดีจากการเจาะ 
เลือดกระตายครั้งที่ 1-3 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจสอบโรคใบขาวออย และพบวาเอ็นไซม 
horseradish peroxidase-labelled protein A มีประสิทธิภาพสูงกวาเอ็นไซม alkaline phosphatase 
antirabbit IgG และพบวา polysorp plate ของ Nunc เหมาะสําหรับนํามาใชชุดตรวจสอบ จากการ 
ทดสอบโดยวธีิ ELISA พบวาบัฟเฟอรที่นาํมาใชเปน coating buffer คือ 0.05 M Sodium carbonate 
pH 9.6 และ conjugate buffer คือ phosphate buffer saline-tween 20 + 2% polyvinylpyrrolidone + 
0.2% ovabumin  ผลการตรวจสอบตัวอยางโรคใบขาวออย ดวยชุดตรวจสอบไดผลดี โดยคา 
absorbance ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของออยเปนโรคมีคาแตกตางจากออยปกติอยางชัดเจน 
แตถาออยแสดงอาการใบขาวปนเขียวหรือสีเขียวออน คาทีอ่านไดคอนขางต่ํา แตยังสูงกวาคาของ
ใบออยปกต ิ
 
 Clark et al. (1989) มีการผลิตโพลีโคลนอล แอนติเซรั่ม (polyclonal antiserum) และ 
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โมโนโคลนอล แอนติเซรั่ม (monoclonal antiserum) สําหรับใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อใน 
พืชที่เปนโรคโดยประสบผลสําเร็จในการผลิตแอนติเซรั่มเจาะจงกับแอนติเจนทีเ่ปนเชื้อไฟโต- 
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและโรคใบขาวของหญาแพรก ซ่ึงแอนตเิซรั่มที่ผลิตไดจากหญา 
แพรกที่เปนโรคใบขาว สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชื้อไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในหญาแพรกที่เปนโรค 
ใบขาว แตไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับพืชอ่ืนที่นํามาทดสอบ รวมทั้งกับออยที่แสดงอาการใบขาว 
และอาการกอตะไคร ในทํานองเดียวกนัแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากออยที่เปนโรคใบขาว สามารถ 
เกิดปฏิกิริยากบัเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยในออยที่เปนโรคใบขาวและออยที่เปนโรค 
กอตะไครเทานั้น 
 
 Nakashima et al. (1994) ไดมีการคนพบ extrachromosomal DNA ของเชื้อไฟโต- 
พลาสมาสายพันธุที่กอใหเกิดโรคใบขาวออย ซ่ึงชิ้นสวนดเีอ็นเอของเชื้อนี้ที่ถูกโคลนแลว สามารถ 
เกิดปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นกบัเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหออยเกิดโรคใบขาว และเชื้อไฟโตพลาสมา 
อ่ืนๆ ที่ทําใหพืชตระกูล gramineae แสดงอาการใบขาว ซ่ึงดีเอ็นเอตัวตรวจนี้สามารถทําปฏิกิริยา 
ไฮบริไดเซชั่นกับเชื้อไฟโตพลาสมาที่พบในสวนใบ ลําตน และรากของออยเปนโรค และพืช
ตระกูล gramineae ที่แสดงอาการใบขาว 
 
 Klinkong and Seemuller (1997) ไดสกัดดีเอ็นจากออยทีเ่ปนโรคใบขาวออยโดยวิธี CsCl - 
bisbenzimide density gradient พบเกิดแถบ extrachosomal DNA (E-DNA) จํานวน 6 แถบ เหมือน 
กับการทํา gel electrophoresis ซ่ึงมีแถบจํานวน 3 แถบ โดยแถบที่ 1 มีขนาด 2.5 กิโลเบส เมื่อยอย 
ดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ HindIII ไดดีเอน็เอที่เปนเสนตรงและทดลองโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเขา
สู Escherichia coli ดีเอ็นเอตวัตรวจทีไ่ดจากชิ้นสวนทีแ่ทรกสอดดวยวิธีถายยีนที่เกิดจากแถบ 
ดีเอ็นเอ 2 แถบ ของดีเอ็นเอโรคใบขาวออยที่ไมไดตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ เปน homologous กับ
ช้ินสวนที่เปน nick และ supercoil ของ Recombinant plasmid ที่ไดจากโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย 
การตรวจตวัอยางดวยวิธีไฮบริไดเซชั่นจํานวน 8 ตัวอยาง ที่เก็บตัวอยางจากพื้นที่ทีแ่ตกตางกันของ
ประเทศไทย พบวาใหผลเปนโรคใบขาวกบัตัวอยาง E-DNA ของ หญาแพรกและหญา brachiaria 
และไมเกิดผลเปนโรคใบขาวกับตัวอยางพืชอีก 18 ชนิด  
 
 Wongkaew et al. (1997) ศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปน
สาเหตุโรคใบขาวออย โรคกอตะไครออย และโรคใบขาวในหญาบางชนิด ซ่ึงพบในแปลงที่ปลูก
ออยโดยใชเทคนิค RFLP และการหาลําดบัเบส ซ่ึงไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนยนี 16S rRNA 
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ดวยปฏิกิริยา PCR ได PCR product ขนาด 1.35 กิโลเบส แลวนํามายอยดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 9 
ชนิด ในสวนของการหาลําดับเบสใช PCR product ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ซ่ึงเปนสวน 3’ 
ของ 16S rRNA และสวนชองวาง (spacer region) ระหวาง 16S rRNA และ tRNA จากการวิเคราะห
แบบแผน RFLP และการหาลําดับเบสแสดงใหเห็นวาโรคใบขาวออยและโรคกอตะไครของออยมี
สาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมาตางชนิดกนั สําหรับการหาลําดับเบสดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใน
วัชพืชทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงแสดงอาการใบขาวนัน้ไมประสบความสําเร็จ แตอยางไรก็ตามเชื้อไฟโต-
พลาสมาที่พบในหญาทั้ง 3 ชนิด มีความใกลชิดกันมากจนเกือบไมตางกัน 
 
 Morcone et al. (1997b) ไดทําการศึกษาหญาแพรกใบขาวในอิตาลีและลักษณะสําคัญ 
ที่เกี่ยวของกับเชื้อไฟโตพลาสมา โดยใชเทคนิค RFLP หญาแพรกที่แสดงอาการของโรคใบขาวจะ 
สังเกตไดในแปลงซึ่งปลูกผักและผลไมตลอดจนพื้นที่ทีไ่มไดเพาะปลกูในตอนกลางและตอนใต 
ของอิตาลี โดยใชเทคนิคทางดาน PCR เพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาดวย 
ไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงจากสวนยีน 16S rRNA พบในหญาที่แสดงอาการใบขาวทีน่ํามาทดสอบ
ทั้งหมดใหผลบวก สวนหญาปกติไมไดแถบดีเอ็นเอจากการทําปฏิกิริยา PCR จากนัน้ไดนําเทคนิค 
RFLP มาใชในการวิเคราะหบางสวนของ rRNA ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR รูปแบบทีไ่ดแสดงใหเหน็
วาเปนแบบเดยีวกัน ซ่ึงคลายกับไฟโตพลาสมาในโรคใบขาวออย จากการศึกษาทําใหบอกไดวาสาย
สัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาในหญาแพรกใบขาวมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ
เชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบขาวออย 
 
 Seneviratne et al. (2004) ไดศึกษาโรคใบขาวออยในประเทศศรีลังกาดวยปฏิกิริยา PCR 
โดยใชไพรเมอร SPP1/SPP2 ขนาด 18 bp และ PCR product ที่ไดมีขนาดนิวคลีโอไทด 321 คูเบส 
ที่ออกแบบจากจากสวนยนี 16S rRNA เพื่อตรวจสอบการเกิดโรคในออยที่ไดจากวิธีการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืช พบวาสามารถตรวจสอบผลไดแมนยําและเชื่อถือได แมความเขมขนของ template DNA 
มีคาความเขมขนเพียง 0.04 นาโนกรัม 
 
4.  การตรวจวินิจฉัยและการจําแนกเชื้อของไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพชื 
 
 การศึกษาในดานตาง ๆ ตลอดจนการจัดจําแนกและแยกชนิดเกีย่วกับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมานี้คอนขางเปนเรื่องยาก เนื่องจากยังไมประสบผลสําเร็จในการ
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เล้ียงเชื้อไฟโตพลาสมาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มีเพียงกลุมเชือ้สกุล spiroplasma ที่สามารถเพาะเลี้ยงใน
อาหารเทียมได และมีขนาดใหญกวาเชื้อมอลลิคิวทชนิดอื่นๆ ทําใหสามารถจําแนกไดโดยกาตรวจ 
รูปรางลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Nakashima et al., 1995; Nakashima and 
Hayashi, 1995) ปจจุบันการตรวจและศึกษาเชื้อไฟโตพลาสมานั้น มีหลายวิธี ไดแก   
 

4.1  การตรวจโดยอาศัยลักษณะทางชวีวิทยา มีวิธีตรวจสอบไดหลายวิธี คือ  
 
       4.1.1  การตรวจและจําแนกเชื้อไฟโตพลาสมาโดยอาศัยความเฉพาะเจาะจงของแมลง

ในการเปนพาหะถายทอดเชือ้โรคของพืช  มีตัวอยางเชน  แมลงเพลี้ยจกัจั่นเขียวขาว Nephotettix 
cincticeps Uhler., Nephotettix virescens Distant. และ Nephotettix nigropictus Stal.  สามารถ
ถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบสีแสดของขาวได  (Nasu et al., 1967; Ou, 1985) สวน
เชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกดิโรคฝอยของงา (phyllody) ที่พบในประเทศอินเดีย สามารถถายทอด
ไดโดยเพลี้ยจกัจั่น Orocius albicinctus (Prasad and Sahambi, 1982; Nakashima et al., 1995) 
ในขณะที่ประเทศอิหราน พบวาโรคยอดฝอยของงาสามารถถายทอดเชื้อไฟโพลาสมา ไดโดยเพล้ีย-
จักจั่น Neoaliturus baematoceps (Nakashima et al., 1995) นอกจากนี้ Shiomi and Sugiura (1984) 
ไดอาศัยจาํนวนชนิดของพืชอาศัยที่ตางกัน เปนเครื่องมือที่ใชในการแยกกลุมยอยของเชื้อไฟโต-
พลาสมาสายพันธุที่มีการถายทอดไดโดยแมลงเพลี้ยจักจัน่ Macrosteles orientalis Virvaste 

 
4.1.2  การจําแนกโดยดูลักษณะอาการตามธรรมชาติที่พบในพืชนัน้ ดไูดจากอาการที่

ปรากฏในพืชที่เปนโรค (Shiomi, 1988) เชน อาการของพืชที่มีสาเหตมุาจากเชื้อไฟโตพลาสมา
มักจะแสดงอาการใบขาวหรืออาการแตกพุมฝอย สวนพืชที่เปนโรคแสดงอาการใบดาง มักจะมี
สาเหตุมาจากเชื้อไวรัส (ธีระ, 2532) ซ่ึงการวินิจฉยัโดยดูจากลักษณะอาการของพืชที่เปนโรคและ
การถายทอดเชื้อโดยแมลงพาหะ มีขอจํากัดเนื่องจากระยะเวลาของการบมเชื้อไฟโตพลาสมาในตัว 
แมลงพาหะและในตนพืชใชเวลานานมาก จึงไมนยิมใชวิธีนี้ในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา 
(Nakashima et al., 1991) 

 
4.2  การตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron microscope) 
 

มีการตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมาครั้งแรกโดยการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนในป 
ค.ศ.1967 โดย Doi et al. (1967) พบวาความผิดปกติของพืช เชน อาการเหลือง เตี้ย แคระและการ
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แตกกอ ไมไดมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส แตเกิดจากเชื้อจุลินทรียทีม่ีรูปรางคลายกับเชื้อมายโค-
พลาสมาที่เปนสาเหตุโรคปอดอักเสบในคนและสัตว โดยสามารถตรวจพบเชื้อภายในบริเวณทอ
ลําเลียงอาหารของพืชที่เปนโรคและมีอาการดังกลาว  

 
Joseph et al. (1975) ไดทําการตรวจหญาแพรกที่เปนโรคใบเหลืองดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอน พบเชื้อไฟโตพลาสมาในเนื้อเยื่อทอลําเลียงอาหารของหญาแพรกที่แสดง
อาการใบเหลอืง แตไมพบเชื้อนี้ในเนื้อเยือ่ของหญาแพรกปกติ โดยเชือ้ไฟโตพลาสมาที่พบไมมีผนัง
เซลล มีผนังชั้นเดียวเปนเยื่อบางลอมรอบไซโตพลาสซึมและองคประกอบภายในเซลล ซ่ึง
ประกอบดวยเม็ดที่คลายไรโบโซม และมีสายที่คาดวาเปนกรดนวิคลีอิค มีทั้งรูปรางทรงกระบอก 
วงกลม และรูปรางยาว ซ่ึงชนิดที่มีรูปรางทรงกลมมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 200 ถึง 500  
นาโนเมตร สวนชนิดที่มีรูปรางยาว มีความกวางประมาณ 80 ถึง 150 นาโนเมตร และชนิดที่มี
รูปรางทรงกระบอกมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 100 ถึง 150 นาโนเมตร  
 

      พรทิพย (2544) พบวาการตรวจสอบเชื้อมอลลิคิวทดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนมี
ขั้นตอนที่ยุงยากและมีคาใชจายสูง อีกทั้งตองการทักษะหรือความเชี่ยวชาญสูงในการตรวจสอบ 
และแมสามารถตรวจพบการมีเชื้อมอลลิคิวทอยูภายในเนือ้เยื่อที่ติดเชื้อ แตกย็ังไมสามารถชวยใน
การระบุชนิดของเชื้อมอลลิคิวทไดทนัที เนือ่งจากเชื้อมอลลิคิวททุกชนดิมีรูปรางลักษณะที่คลายกัน 
แตสามารถใชประกอบเพื่อยนืยันการเปนสาเหตุของการเกิดโรคได มีงานวิจยัที่ทําการตรวจสอบ 
เชื้อไฟโตพลาสมาดวยกลองจุลทรรศนในออย เชน การตรวจสอบโรค primula yellow, tomato big 
bud และโรค bermuda grass white leaf โดยการทํา pre - embed  immunogold labeling และ post -
embed immunogold labeling แลวตรวจสอบบริเวณเนื้อเยือ่ที่เกิดโรคดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน (Milne et al., 1995) และม ีการตรวจสอบบริเวณเนื้อเยื่อทีต่ิดเชื้อไฟโตพลาสมาในพืช
จําพวก periwinkle  เพื่อดูการกระจายตัวของเชื้อ  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ transmission 
(Lherminier et al., 1999)  เปนตน 
 

4.3  การตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Fluorescent microscope) 
 
       การตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต เปนอีกวีธีหนึ่งทีง่ายและมีความ

รวดเร็วในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในเนื้อเยื่อของพืช แตวิธีนีไ้มสามาถบอกไดถึงชนิดของเชื้อ
ไฟโตพลาสมา (Dale, 1988) จากหลักการที่พบวาเชื้อมอลลิคิวทเกือบทั้งหมดมีการเจริญและอยู
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อาศัยแพรพนัธุภายในทอลําเลียงอาหารของพืช คือ sieve tube member และ companion cell ซ่ึงเปน
เซลลกลวงที่ปราศจากนวิเคลียสหรือแทบไมมีดีเอ็นเอของพืชอยูเลย และหากจะมกี็มีเพียงบางเซลล
และมีเพยีงจํานวนนอยมาก ดังนั้นหากมีการติดสีเรืองแสงเกิดขึ้นภายในทอลําเลียงดังกลาว จึงนาจะ
เปนดีเอ็นเอจากแหลงอื่น Wongkaew et al. (1995) ไดทําการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในออยที่แสดง
อาการใบขาว โดยยอมเนื้อเยือ่ของสวนทอลําเลียงน้ําและอาหารของออยปกตแิละออยที่แสดง
อาการใบขาวดวยสารละลาย 4, 6 – diamidino - 2 – phenylindole (DAPI) และตรวจภายใตกลอง- 
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบความแตกตางของสวนทอลําเลียงน้ําของออยปกติ มีการเรืองแสงของ
ฟลูออเรสเซนตเปนจุดเล็กๆ กระจายอยูทัว่ไป ในขณะทีอ่อยที่แสดงอาการใบขาวจะพบการเรือง
แสงของฟลูออเรสเซนตเปนสีน้ําตาลทั้งภายในและภายนอกของสวนทอลําเลียงอาหาร ซ่ึงแสดงวา
ออยที่แสดงอาการใบขาวเปนการติดเชื้อโดยคาดนาจะเปนเชื้อไฟโตพลาสมา แตไมสามารถบอกได 
วาเปนเชื้อไฟโตพลาสมาชนิดใด (Harison et al., 1996) 
 

4.4  การตรวจโดยใชวิธี ELISA (Enzyme - linked Immunosorbent Assay) 
 
       การตรวจและวนิิจฉัยทางโมเลกุลโดยวิธีทางเซรุมวทิยา เชนโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

(Monoclonal antibodies) หรือโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibodies) มีประโยชนมาก
สําหรับการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา (Kirkpatrick et al., 1987) ดังเชนการศึกษาของ Clark et al. 
(1989) ที่มีการผลิตโพลีโคลนอล แอนติเซรั่ม (Polyclonal antiserum) และโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (Monoclonal antibody) สําหรับใชตรวจเชือ้ไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในพืชที่เปนโรค 
โดยประสบผลสําเร็จในการผลิตแอนติเซรั่มที่เฉพาะเจาะจงกับแอนติเจนที่เปนเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวของออยและโรคใบขาวของหญาแพรก ซ่ึงแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากหญาแพรกที่
เปนโรคใบขาว สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชือ้ไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในหญาแพรกที่เปนโรคใบขาว 
แตไมสามารถเกิดปฏิกิริยากบัพืชอ่ืนที่นํามาทดสอบ รวมทั้งกับออยที่แสดงอาการใบขาวและอาการ
กอตะไคร ในทํานองเดียวกนัแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากออยที่เปนโรคใบขาวสามารถเกิดปฏิกิริยากบั
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออยที่เปนโรคใบขาวและออยทีเ่ปนโรคกอตะไคร  

 
สวนวิธี ELISA ซ่ึงเปนที่นิยมคือ วิธีแบบออม (indirect -  ELISA)  เนื่องจากมีความไว

และใหระดับความเชื่อถือไดสูงกวาวิธี ELISA แบบตรง (direct – ELISA) ซ่ึงแอนติบอดี้ตัวตรวจมี
การจับเขากับเอนไซมติดฉลากโดยตรง โดยมีขั้นตอนการตรวจเชื้อซ่ึงไมยุงยากและสามารถทราบ
ผลในเวลา 2 - 3 วัน (พรทิพย, 2542) มีงานวิจัยทีท่ําการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยวิธี  ELISA 
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ในออย เชน Loi et al. (2002) ไดการศกึษาเกี่ยวกับการผลติ Monoclonal antibody เพื่อตรวจสอบ
การเกิดโรค apple proliferate ในทวีปยุโรป โดยเทคนิค ELISA และเทคนิค Immunofluorescence 
โดยตรวจสอบการติดเชื้อใน periwinkle และตน apple ในประเทศอิตาลีและสโลวาเนยี เปรียบเทยีบ
ผลที่ไดจากวิธี direct - ELISA และเทคนิค Immunofluorescence กับวิธีการยอมดวยสี DAPI และ
ปฏิกิริยา PCR ผลการทดลองพบวาเทคนิค ELISA มีความไวของการทาํปฏิกิริยาเทากบัผลที่ไดจาก
การทําปฏิกิริยา PCR แตเทคนิค ELISA มีความรวดเร็วและการปฏิบัติงานสะดวกมากกวาปฏิกิริยา 
PCR โดยสามารถตรวจสอบผลของโรค apple  proliferate phytoplasma ทั้งในสวนของราก ลําตน
และใบของแอปเปลได  

 
                     นงลักษณ และคลาค (2536) ไดทดลองนําทอนพันธุที่เปนโรคใบขาวและหญาแพรก
ใบขาวในธรรมชาติ ไปปลูกในโรงตนไมทดลอง และใชออยและหญาแพรกที่เปนโรคดังกลาว 
เปนแหลงของโรคใชแยกโปรตีนของมายโคพลาสมาหรือแอนติเจน เพือ่ผลิตแอนติซีรัมของเชื้อ
มายโคพลาสมาสาเหตุของโรคแตละชนิด เมื่อทดสอบปฏิกิริยากับแอนติเจนหรือน้ําคั้นจากใบออย
ที่เปนโรคดวยวิธี F(ab’)2 Indirect Enzyme - linked  Immunosorbent  Assay ปรากฏวาแอนติซีรัม
ของเชื้อมายโคพลาสมาที่แยกจากโรคใบขาวออยจะทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับน้ําคั้นจากออยที่
เปนโรคใบขาว และแอนติซีรัมของเชื้อมายโคพลาสมาที่แยกจากโรคใบขาวหญาแพรกจะทํา
ปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับน้ําคั้นจากหญาแพรกที่เปนโรคใบขาว แอนตซีิรัมทั้งสองชนิดไมทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจนตางชนิด เมื่อใชโปรตีนของมายโคพลาสมาจากออยใบขาวและจากหญา-
แพรกใบขาวมาแยกโดยวิธี Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS -
PAGE) และ western blot  ปรากฏวามายโคพลาสมาแตละชนิดจะมีโปรตีนที่สําคัญหนึ่งชนดิ ซ่ึงมี
น้ําหนกัโมเลกลุตางกัน คือ 21 kd สําหรบัออยใบขาว และ 19 kd สําหรับหญาแพรกใบขาว โปรตีน
ของมายโคพลาสมาแตละชนดิจะทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับแอนติบอดขีองโปรตีนนั้นๆ เทานั้น 
จากปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงของวิธี ELISA, western blot และจากระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
ใน SDS - PAGE  แสดงวาเชื้อมายโคพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและโรคใบขาวของหญาแพรก
เปนเชื้อตางชนิด  
  

4.5 การตรวจโดยวิธีดีเอ็นเอตวัตรวจ (DNA probe) 
 

การตรวจสอบโดยวิธีดเีอ็นเอตัวตรวจจะดูผลจากปฏิกิริยา DNA hybridization คือ  
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การจับคูชิ้นสวนดเีอ็นเอที่เปนตัวตรวจกบัดีเอ็นเอของเชื้อเปาหมายทีม่ีลําดับเบสเปนคูสมกัน เปน
วิธีที่มีความจําเพาะสูงกวาวิธี ELISA (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) การคัดเลือกชิ้นสวน 
ดีเอ็นเอที่ใชเปนตัวตรวจ อาจทําไดหลายวธีิ เชน วิธี random cloned DNA, ribosomal RNA gene 
ในสวนของ 16S rRNA gene หรือ 16S - 23S rRNA gene หรือวิธี specific - specific DNA probe 
(พรทิพย, 2542) ซ่ึงวิธีการตรวจสอบเชื้อแบงเปน 2 วิธี คอื dot blot hybridization และ southern blot 
hybridization ตามลักษณะการใชประโยชน คือ  

 
4.5.1  วิธี dot blot hybridization เหมาะสมกับการตรวจตวัอยางเปนจํานวนมากและมี

ขั้นตอนการปฏิบัติที่ไมยุงยาก (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) ซ่ึงสามารถนําน้ําคั้นที่ไดจากการ
บดเนื้อเยื่อของพืชที่ติดเชื้อและไมมีการปนเปอนจากสิ่งปนเปอนอื่นๆ หรือใชน้ําที่ไหลจากรอยตดั
สดของกิ่งกานหรือเสนใยพืชโดยตรง นํามาหยดลงบนแผน nylon หรือ nitrocellulose ทันที แลวทํา
ปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่นตามขัน้ตอนปกติ กส็ามารถที่จะตรวจสอบการตดิเชื้อไฟโตพลาสมาได ซ่ึง
เปนการลดขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยผลที่ไดมีประสิทธิภาพเทียบไดกับการตรวจดวยการสกัด 
ดีเอ็นเอได (พรทิพย และคณะ, 2541) 

 
4.5.2  วิธี southern blot hybridization ตรวจสอบปฏิกิริยาไฮบริไดเซชัน่ ดวยการตดั 

ดีเอ็นเอเปาหมายดวย restriction enzyme ยายดีเอ็นเอเปาหมายจากแผน agarose gel ไปสูแผน nylon 
หรือ nitrocellulose และตรึงดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตหรือความรอน แลวทําการตรวจสอบ
ดวยปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) 

 
การเพิ่มความชัดเจนของปฏกิิริยาไฮบริไดเซชั่น โดยการติดฉลากดเีอ็นเอ อาจ

ทําไดทั้งวิธีติดฉลากสารรังสี (radioactive) และสารปกตทิี่ไมมีรังสี (nonradioactive) แตเปน เอ็นไซม
หรือสารใหสีหรือสารเรืองแสงธรรมดา เชน 32P autoradiography หรือเอ็นไซม alkaline phosphatase 
และ horse radish peroxidase หรือสารเรืองแสง digoxigenin และ biotin ซ่ึงมีความปลอดภัยตอการ
ปฏิบัติงาน ไดมีการนําเทคนคิดีเอ็นเอตวัตรวจมาใชในการตรวจสอบพชืที่ติดเชื้อไฟโตพลาสมาใน
พืชตางๆ เชน Nakashima et al. (1993) ไดตรวจสอบการเกิดโรค Rice Yellow Dwarf จากเชื้อไฟโต-
พลาสมาจํานวน 10 สายพันธุ จากประเทศญี่ปุน ฟลิปปนส และประเทศไทย โดยการใชดีเอ็นเอตัว-
ตรวจที่ไดจากโครโมโซมจํานวน 4 probe และดีเอน็เอตวัตรวจทีไ่ดจาก Extrachromosomal DNA 
จํานวน 6 probe ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรค Rice Yellow Dwarf โดยเปรียบเทียบระหวาง
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เทคนิค dot blot hybridization และ southern blot hybridization พบวาใหผลที่ไมแตกตางกัน ซ่ึง
เทคนิค dot blot hybridization จะใชเวลาที่ส้ันและไมตองใชเครื่องมือที่ยุงยากและมีราคาแพง  
 

Lherninier et al. (1999) ไดใชเทคนิค Oligodeoxynucleotides เปนดีเอน็เอตัว-
ตรวจในการทาํปฏิกิริยา in situ hybridization (ISH) เพื่อตรวจสอบบริเวณที่มกีารแพรกระจายของ
เชื้อไฟโตพลาสมาใน Periwinkle ดวย Transmision electron microscopy โดยการติดฉลาก 
ดีเอ็นเอตวัตรวจดวยสารไดกอกซิเจนินหรือสารไบโอติน พบวาสามารถตรวจสอบบริเวณที่มกีาร
แพรกระจายของเชื้อไฟโตพลาสมาไดในระดับเนื้อเยื่อ 
 

    Webb et al. (1999) ไดตรวจสอบโรค Italian clover phyllody (ICPh) ในพืชชนิด 
Chrysanthemum carinatum และเพลี้ยจักจัน่ชนิด Euscelidius variegates ดวยเทคนิค ISH ดวย 
ดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ที่ติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจดวยสารไดกอกซิเจนิน
หรือสารไบโอติน พบวาสามารถตรวจสอบผลไดทั้งในเนือ้เยื่อพืชและเนื้อเยื่อของเพลี้ยจักจัน่  

 
4.6 การตรวจโดยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

         เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายใหมปีริมาณมากขึน้โดยวิธีปฏิกิริยา PCR 
เพื่อตรวจสอบเชื้อสาเหตุของโรคในคน สัตวและพืช ซ่ึงเปนวิธีที่ไมยุงยาก ใชเวลาสัน้และผลที่ไดมี
ความจําเพาะสงู เหมาะสมกบัเชื้อที่ไมสามารถทําการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณไดในอาหารเทียม
กอนที่จะนําไปทําการทดสอบกับวิธีตรวจสอบอื่นๆ โดยเฉพาะการตรวจสอบเชื้อมายโคพลาสมา
ในตนพืชและแมลงที่เกี่ยวของ (พรทิพย, 2544) ปฏิกิริยาที่ใชตรวจสอบเชื้อมายโคพลาสมาที่ไดรับ
การดัดแปลงและพัฒนาใหเหมาะสมในการตรวจเชื้อในปจจุบัน คือ  

 
         4.6.1  วิธีปฏิกริิยา PCR แบบมาตรฐาน คือ การใช DNA primer คูเดียว ซ่ึงอาจจะเปน
ไพรเมอร ที่ออกแบบมาจากสวนของ 16S rRNA gene หรือ 16S – 23S rRNA gene  

 
         4.6.2  วิธีปฏิกิริยา PCR แบบ Nested PCR ซ่ึงดัดแปลงใหเหมาะสมกับการตรวจเชื้อที่
มีปริมาณนอยโดยการใชชดุไพรเมอร 2 ชุด ในการทําปฏิกิริยา PCR จํานวน 2 คร้ัง ซ่ึงไพรเมอรชุด
แรกจะมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายอยางกวาง เรียกวา outer primer หรือ universal 
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primer และไพรเมอรชุดที่ 2 ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอดีเอ็นเอเปาหมายสูง เรียกวา inner primer 
หรือ specific primer จะชวยเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในสวนของ 16S -23S rRNA gene 

 
        มีงานวิจยัที่ทําการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยกริิยา PCR ในออย เชน การจําแนก
ระดับชีววิทยาโมเลกุล เพื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรมระหวางเชื้อสาเหตุโรคกอตะไครและ
โรคใบขาวของออย โดยการทําปฎิกิริยา PCR และการนาํขอมูลที่ไดเปรียบเทียบกับดเีอ็นเอบน
ฐานขอมูล (GenBank database) มีความคลายคลึงทางพันธุกรรมระหวางชิ้นสวนทีไ่ดจากการโคลน
ชิ้นสวนปฏิกิริยา PCR และใบขาว (Accession no. X76432) 93.8% (ธเนศ, 2545) การตรวจสอบเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในออยที่ทําใหเกิดโรค grassy shoot disease ที่ประเทศศรีลังกา โดยการออกแบบ 
ไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีน 16S rRNA (Seneviratne et al., 2004) หรือการนําปฎิกริิยา PCR มา
ศึกษาจีโนมของเชื้อไฟโตพลาสมาและการทําแผนที่ยีนเพื่อเปรียบเทียบความแตกตางทาง
พันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมา (Gaicia - Chapa et al., 2004) เปนตน 
 
5.  การพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากพืชท่ีมีประสิทธิภาพ 
   

การตรวจสอบโรคในพืชทั่วๆ ไป มีวัตถุประสงคเพื่อปองกันกอนทําการปลูกพืชหรือการ
กําจัดโรคระหวางการปลูกพชื สามารถสังเกตจากอาการของพืชที่เปนโรค ซ่ึงบางโรคมีอาการที่
ใกลเคียงกัน เชน การเกดิใบขาวในออยอาจเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา การเขาทําลายของเชื้อไวรัส   
หรือการขาดธาตุอาหารที่จําเปน เปนตน ทาํใหยากในการวินิจฉัย ซ่ึงหากมีการนําวิธีการใชดีเอ็นเอ
ตัวตรวจ (DNA probe) ซ่ึงมีขอดี คือ มีความนาเชื่อถือมากและตรวจไดในปริมาณที่มาก เปนวิธี
ตรวจที่สามารถบอกไดถึงอาการของโรคในระดับเนื้อเยือ่ (พรทิพย, 2544) และปจจัยที่สําคัญในการ
ตรวจสอบโรคพืชโดยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น คือ ดีเอ็นเอตวัตรวจทีเ่ฉพาะเจาะจงและดเีอ็นเอที่มี
ปริมาณและคณุภาพดีเพื่อนาํมาตรวจสอบโรค ซ่ึงวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ใชในปจจุบัน มีผูพัฒนาและ
คิดคนวิธีการในการสกัดขึ้นมากมาย แตละวิธีมีความแตกตางกันในการใชสารเคมี และขั้นตอนการ
สกัดที่แตกตางกันโดยใหมคีวามเหมาะสมกับตัวอยางและชนิดของพชืที่ตองการศึกษา และการนํา
ตัวอยางไปทดลองในขั้นตอไป เชน การทาํ genomic library construction, southern analysis, long -  
PCR และการทดลองอื่น ๆ  

 
 ตัวอยางวิธีการสกัดดีเอ็นเอพืช 
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Wagner et al. (1987) รายงานวาวิธีการสกดัแบบ CTAB ของ Murray and Thompson 
(1980) วิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Dellaporta et al. (1983) เปนวิธีที่นยิมใชกันอยางแพรหลายแตใช
เวลาในการสกดัดีเอ็นเอทีน่านและไมเหมาะกับตวัอยางพชืที่มี polysaccharide หรือ polyphenol ใน
ปริมาณที่สูง เนื่องจากสารเคมีที่ใชเปน extraction buffer จากวิธีสกดัทั้ง 2 วิธี มีความสามารถใน 
การกําจัดสารกลุม polysaccharide หรือ polyphenol ในปริมาณที่ต่ํา 

 
Lodhi et al. (1994) ไดพัฒนาวิธีการสกัดดเีอ็นเอจากองุน โดยดัดแปลงมาจากวิธีการสกัด 

ดีเอ็นเอของ Doyly and Doyly (1990) เปนการสกัดแบบใช CTAB และดัดแปลงใช NaCl เพื่อกําจดั
สารกลุม Polysaccharide และใช PVP เพื่อกําจัดสาร polyphenol ซ่ึงสารทั้งสองมีมากในองุน วิธีนี้
ใหคุณภาพดีเอน็เอในปริมาณที่สูงคือ มีปริมาณมากกวา 1 mg/1 g  ของใบพืช และสามารถนํา 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ และนําไปทําปฏิกิริยา PCR ซ่ึงใหผลดีเทากับการ 
สกัดดีเอ็นเอขององุนดวยวิธีของ Bourquin et al. (1991) (5 - 20 μg/nuclear DNA/1 g) ซ่ึงเปน 
วิธีที่นิยมใชในการใชสกัดองุน 
 

Kang et al. (1998) ไดทดลองสกัดเมล็ดพืชหลาย ๆ ชนิด เชน เมล็ดขาว เมล็ดถ่ัว  เมล็ด
ฟกทอง  เมล็ดแตงกวา เมล็ดพริกไทย เปนตน ซ่ึงเปนพืชที่ไดรับการถายยีน bar ซ่ึงสามารถ
ตานทาน herbicide bialaphos ใช extraction buffer ที่ประกอบดวย 200 mM Tris - HCl (pH 8.0), 
200 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS (v/v), 1% PVP (v/v) และ 2% CTAB (w/v) ไดปริมาณ 
ดีเอ็นเอ 1.5 - 2 μg/ 1 endosperm โดยการตรวจสอบผลการสกัดดวยปฏิกิริยา PCR ใชไพรเมอรแบบ 
random primer และ RFLP ที่ออกแบบไพรเมอรมาจาก bar gene พบวาผลที่ไดเหมือนกับการสกัด
ตัวอยางจากใบพืช โดยวิธีนีส้ามารถที่จะคัดแยก genotype ในตัวอยางทีม่ี 200 ตัวอยาง ใหเสร็จใน
หนึ่งวนัได  
 

Chen and Ronald (1999) ไดพัฒนาวิธีในการสกัดดีเอ็นเอจากขาวและพืชอีกหลายๆ ชนิด 
โดยการสกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใช trip ชวยในการบดตัวอยาง ในระยะเวลา  
1 วัน สามารถที่จะสกัดตวัอยางพืชไดมากกวา 120 ตัวอยาง ปริมาณดเีอ็นเอที่สกัดไดมีความเขมขน
ตั้งแต 2.3 - 5.2 μg / 25 - 50 mg ใบพืชสด นําดีเอ็นเอที่สกัดไดตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ 
EcoRI, EcoRV, HindIII, MseI และ PstI แลวนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิค RFLP และปฏิกิริยา 
PCR พบวาใหผลที่ไมแตกตางจากการสกดัดีเอ็นเอดวยวธีิปกติทั่วไป 
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Dilworth and Frey (2000) มีการนํา glass bead ซ่ึงเปนซิลิกาชนิดหนึ่งชวยในการสกดั 
ดีเอ็นเอจากใบแอปเปลไดอยางรวดเร็ว เพื่อตรวจสอบการเปนโรคที่เกิดจากเชื้อรา Venturia 
inaequalis ที่ทําใหเกิดโรค scab และเชื้อ Podosphaera leucotricha ที่ทําใหเกิดโรค powder mildew 
โดยการทําปฏิกิริยา PCR 
 

Kristi et al. (2002) ไดทดลองใช extraction buffer ที่ประกอบดวย 0.25 M NaOH และ 
0.1M Tris - HCl, pH 8.0 สกัดดีเอ็นเอในเมล็ดขาวสาลีที่กําลังงอก ไดปริมาณดีเอน็เอ 1 μg/10 mg 
ของพืชสด ใชในการทําปฏิกริิยา PCR และการตรวจสอบผลดวยเทคนิค Microsatellite เพื่อตรวจ 
สอบยีนตางๆ ของขาว ซ่ึงใหผลที่ไมแตกตางกับการสกัดดวยวิธีอ่ืนและสามารถสกัดดีเอ็นเอได
เกือบ 1,000 ตวัอยางในหนึ่งวัน และสามารถเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล 
นาน 1 เดิอน 
 

Rogstad (2003) มีการนําผงซิลิกาชวยสกดัพืชที่มีขนาดมวลโมเลกุลของจีโนมสูง โดยการ
สกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และสารสกัดประกอบดวย 10 g CTAB, 140 ml. NaCl, 25 
ml. 1 M Tris - HCl pH8.0, 20 ml. 0.5 M EDTA  pH8.0  และปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่จนครบ 500 
มิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความเขมขน 2 - 4 μg / 250 mg ใบพืชสด และขั้นตอนการ
สกัดแบบลดขัน้ตอน โดยใชสวนของน้ําใสบมรวมกับ 0.6 เทา ของ Isopropanol ที่อุณหภูมิหองนาน 
1 นาที นําไปปนเหวี่ยงและลางตะกอนที่ไดดวย 70% Ethanol  เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทํา
ปฏิกิริยา PCR พบวาผลการทดลองที่ไดไมแตกตางจากการใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางพืชและ
เปนวิธีการที่ลดการใช CTAB และ guanidine thiocyanate ซ่ึงเปนสารเคมีที่มีราคาแพง 

 
Kasajima et al. (2004) ไดนําสารสกัดจากวธีิของ Edwards et al. (1991) ไดแก 200 mM 

Tris - HCl pH7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA  และ 0.5% SDS บดตวัอยาง Arabidopsis thalina
ในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใชแทงพลาสติกชวยในการบดตัวอยางปริมาณ 3 – 5 mg 
ในสารสกัดปริมาตร 200 μl  นําตัวอยางทีบ่ดปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูง ดดูสวนใสและ
นํามาเจือจาง 10 เทา ใน TE buffer ทดลองตัวอยางที่สกดัไดกับปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอรจํานวน 
23 ชุด พบวาไดผล 96% เมื่อเทียบกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ โดยใชเวลาในการบดตัวอยาง  
1 นาที/ตัวอยาง และใหปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 120 μg/ 1 mg ตัวอยาง สามารถเก็บตัวอยาง
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล ไวไดนาน 1 เดือน โดยยังมีประสิทธิภาพดีเมื่อนําทดสอบดวย
ปฏิกิริยา PCR 
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 ในแตละงานวจิัยตองการทีจ่ะพัฒนาวิธีในการสกัดดีเอน็ที่ใชระยะเวลานอยและลดการใช
สารเคมีที่อันตรายหรือมีราคาแพง โดยการลดขั้นตอนเพือ่ลดระยะเวลาที่ใชในการทําการทดลองขั้น
ตอไป แตคุณภาพของดีเอน็เอที่ไดตองมีคณุภาพดี คือ เมือ่นําไปทําการทดลอง เชน การทําปฏิกิริยา 
PCR, เทคนิค RFLP, เทคนิคไฮบริไดเซชั่น เปนตน ผลที่ไดตองไมมีความแตกตางกับการสกัดดวย
วิธีมาตรฐานทัว่ไป



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 

1.  ตัวอยางพืช 
 
    ออยพันธุอูทอง 2 ตัวอยาง คือ ออยปกต ิออยเปนโรคใบขาว ไดรับตัวอยางจากศูนยวิจยั

พืชไร จังหวัดสุพรรณบุรี นําตัวอยางมาทําความสะอาดโดยการลางน้ํา ผ่ึงใหแหงและเก็บตัวอยางไว
ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล เพื่อไวใชในการทดลอง 
 

2. เครื่องมือและอุปกรณ 
 

-  Centrifuge J2 – MC (Beckman) 
-  Centrifuge GS – 15R (Beckman) 
-  Water bath (Memmert) 
-  Fume Hood (Crumair) 
-  Laminar air flow (Holten) 
-  Thermal cycle Model 2400 (Perkin Elmer) 
-  Horizontal electrophoresis GNA 100 (Phamacia Biotech) 
-  Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia Biotech) 
-  Power supply Power pac 300 (BIO-RAD) 
-  Spectrophotometer Ultrospec 2000 (Phamacia Biotech) 
-  Fluor – STM Multilmager (BIO - RAD) 
-  Incubator (EHRET) 
-  Midi – pump suction Model 1132E (Thomas) 
-  Minitron Incubator Shaker (Infors) 
-  Hybridization oven / Shaker SI 20H (Stuart scientific) 
-  Gel box mini UV transluminator (BIO - RAD) 
-  UV crossinker stratalinker® 1800 (Stratalinker gene) 
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-  pH meter 50 pH Mete (Beckman) 
-  Balance 40SM - 200A (Precise) 
-  Balance BL610 (Sartorius) 
-  Water bath RTE - 100 (endocal) 
-  Magnetic stirrer (Bec Thai) 
-  Vortex (Vibromix) 
-  Automatic pipette (Gilson) 

 
3.  สารเคมี 
 
     3.1   สารเคมีทั่วไป  

 
-  Ethylenediamine - tetraacetic acid (EDTA) (Merck) 
-  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Merck) 
-  Sodium Chloride (NaCl) (Merck) 
-  Sodium hydroxide (NaOH) (Merck) 
-  2 – Mercaptoethanol (SIGMA) 
-  Disodium Salt, dehydrate (Bio Basic Inc.) 
-  Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris-base) (Merck) 
-   Polyvinylpyrolidone (PVP) (Merck) 
-  Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (Merck) 
-  Potassium acetate (KCH3CO2) (Ajax) 
-  Bromophenol blue (J.T Baker) 
-  Xylene cyanol (J.T Baker) 
-  Glycerol (Phamacia Biotech) 
-  Sodium acetate (C2H3NaO2) (Ajax) 
-  Isopropanol (BDH) 
-  Ethanol (BDH) 
-  Agarose (Vivantis) 
-  DEPC – treated water (Bio 101) 
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-  Amplicilin 
          -  X - Gal (5 - bromo - 4 – chloro – 3 – indolyl – β – D – galactoside) (Bio 101) 

                 -  IPTG (Isopropyl β – D – 1 - thiogalactopyranoside) (Bio 101) 
                 -  Yeast extract powder (Himidia)  
                 -  Bacto ™ tryptone (Himidia)  
                 -   Agar (Ajax) 

 
3.2  เอ็นไซมและอ่ืนๆ 

 
   -  DynAzyme II DNA Polymerase (FINNZYMES) 
   -  Rnase A (Promega) 
   -  JM 109 Competent Cells (Promega) 
   - 100 bp DNA marker (Bio 101) 
   -  Lambda HindIII (Bio 101) 
   -  X174 DNA Hae III (Bio 101) 

        -  pGEM – T® Easy Vector (Promega) 
   -  Not I (BioLabs) 

-  Geneclean® Kit II (Bio 101) 
        -  DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche) 

         -  Nylon Membranes, positively charged (Roche) 
 

3.3  ไพรเมอร 
 

- ไพรเมอร A1 5’GGTGCGTAGGCGGTTTAATA 3’ 
- ไพรเมอร A2 5’GCCTGTGGTGTTCCTCCATA 3’ 
- ไพรเมอร A3 5’AATAAGCCCCGGCAAACTA 3’ 
- ไพรเมอร AF2 5’TTGCTCGGTCAGAGTTTCCT 3’ 
-  ไพรเมอร AR2 5’GGGCTTGCGTCACATTAGTT 3’ 
-  ไพรเมอร AF3 5’TACAGGTGGTGCATGGTTGT 3’ 
-  ไพรเมอร AR3 5’GTGATCCTCACCTTCCTCCA 3’ 
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-  ไพรเมอร AF4 5’GCAAATAGCGACAAGGTTTG 3’ 
-  ไพรเมอร AR4 5’TGCATGACCGTTGATGATCT 3’ 

   
3.4  โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการประมวลผล 

 
  - โปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 (http//:www.Frodo.ri.mit.edu.) 

 
วิธีการ 

 
1. โคลนดีเอ็นเอตัวตรวจสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรคใบ
ขาวออย 

 
1.1  การสกัดดเีอ็นเอจากตวัอยาง   
 
       สกัดดีเอ็นเอจากตวัอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวดวยวิธีการของ Dellaporta  

et al. (1983) บดตัวอยางพืช 0.1 กรัม ในไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด นําตัวอยางที่บดไดใสใน 
หลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่เติม Extraction buffer (100 mM Tris - HCl pH 8.0, 50 mM 
EDTA, 500 mM NaCl และ 10 mM 2 - mercaptoethanol) และ 100 μl ของ 20% SDS (Sodium 
Dodecyl Sulfate) ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที เติม 50 μl 
ของ 5 M Potassium acetate บมในน้ําแข็งนาน 20 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยง
ความเร็วสูง (GS – 15R, Beckman) ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 
นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Isopropanol 
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง และนําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว 
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที ลางตะกอนดวย 75 % 
Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดวย TE buffer (50 mM 
Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM EDTA) ปริมาตร 50 μl เมื่อตะกอนละลายใหนําตวัอยางไปปนใน 
เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ3 องศาเซลเซียล นาน 5 นาท ี
ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดีเอน็เอดวย 3M Sodium acetate 
และ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง นําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุน-
เหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที ลางตะกอน 
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ดวย 75 % Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงทีค่วามเร็วรอบ 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดวย TE buffer 
(50 mM Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM EDTA) ปริมาตร 50 μl แยกดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอบม
ดวย 1 mg / ml RNase A (Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที 
 

1.2  การวัดความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 
    วัดความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอจากตัวอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว 

โดยการวัดคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer 
Ultrospec 2000 (Phamacia Biotech) และวิเคราะหคุณภาพดีเอ็นเอบน 1% Agarose gel ดวยเครื่อง 
Horizontal electrophoresis GNA 100 (Phamacia Biotech) ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 
นาที 
 

1.3  การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

       การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจาก
ฐานขอมูลใน GenBank โดยใชขอมูลลําดับเบสของดีเอน็เอที่เกีย่วของกับโรคใบขาวออยสวน  
16S rRNA (small subunit) ของโรคใบขาว strain SCWL ขนาด 1518 bp ( Seemuller et al., 1994) 
Accession No.X76432 ไดแก ไพรเมอร A1, A2, A3, AF2, AR2, AF และ AR3 และ Phytoplasma 
sp. Strain Khon Kaen Plasmid pPSE, complete sequence ขนาด 2645 bp (Nakashima and Hayashi, 
1997) Accession No.Nc_002100 ไดแก ไพรเมอร AF4 และ AR4 ดวยชุด DynAzyme II DNA 
Polymerase (FINNZYMES) โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 50 μl ซ่ึงประกอบดวย 
10X PCR buffer (10 mM Tris - HCl pH 8.8, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl และ 0.1% Triton X -
100), 25 mM MgCl2, 200 μM Deoxynucleotide triphosphate, 10 pmol/μl forward primer, 10 
pmol/μl reverse primer, 2.5 U Taq DNA polymerase (5 U/μl)  เติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนครบ
ปริมาตรตามที่ตองการใชดีเอน็เอตนแบบทีส่กัดจากตวัอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวความ
เขมขน 500 นาโนกรัม นํามาเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเครือ่ง Thermal cycle Model 2400 (Perkin 
Elmer) ดังนี้ Pre - Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที 1 รอบ และ Denature ที่
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อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาท ีAnnealing ที่อุณหภูมิแตกตางกันตามชนดิของไพรเมอร
ที่ใช (ไพรเมอร A1A2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล, ไพรเมอร A2A3 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล, 
ไพรเมอร AF2/AR2 อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียล, ไพรเมอร AF3/AR3 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล 
และไพรเมอร AF4/AR4 อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียล) นาน 45 วินาที และ Extention ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียล นาน 45 วินาที จํานวน 35 รอบ ตามดวย Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 
10 นาที วิเคราะหผลที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 100 
(Phamacia Biotech) โดยการทํา gel electrophoresis บน 1.5% Agarose gel กระแสไฟฟา 80 
Voltage นาน 50 นาที 
 

 1.4  การโคลนชิ้น PCR product 
 

 1.4.1  การเตรียมช้ินดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR 
 

         เตรียมช้ินดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR จากการทดลองที่ 1.3 โดยตัด
แถบของดีเอ็นเอเปาหมายทีต่องการศึกษาจากเจล นํามาแยกดเีอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® 
Kit II (Bio 101) ตามขั้นตอนดังนี้ ช่ังแถบของดีเอ็นเอเปาหมาย เติม 2.5 เทาของ NaI นําไปบมที ่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที เติม 15 μl ของ grassmilk บมในน้ําแข็งนาน 5 นาที แลว 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา- 
เซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย NEW buffer ปริมาตร 500 μl โดยนําตวัอยางไปปนในเครื่อง 
หมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ดูดสวน 
ใสทิ้ง ละลายตะกอนดวย TE buffer บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที นําตัวอยางไปปน
ในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที 
ดูดสวนในใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

1.4.2  การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับพลาสมิด 
 
          การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) โดย

นําตัวอยาง จากการทดลองที ่1.4.1 ปริมาตร 3 μl เติม 2X Rapid Ligation Buffer 5 μl, T4 DNA 
ligase 1 μl และ pGEM – T® Easy Vector 1 μl ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียล 
ขามคืน หยดุปฏิกิริยาดวยการบมที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที  
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1.4.3  การถาย Recombinant plasmid เขาสูเซลลแบคทีเรีย 
  

         ใชเทคนคิ heat shock transformation (Sambrook et al., 1989) เพือ่สงถาย 
recombinant plasmid เขาสู competent cell ของ E. coli สายพันธุ JM 109 (Promega) โดยนําสวน 
ผสมจากปฏิกิริยาจากการทดลอง 1.4.2 ปริมาตร 5 μl บมรวมกับ competent cell ปริมาตร 50 μl ใน
หลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็ง นาน 30 นาที นําไปบมที่อุณหภูมิ 42 องศา-
เซลเซียล นาน 45 วินาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็งทันทนีาน 2 นาที นําอาหารเลี้ยงเซลลเติม 
อาหารเหลว SOC (Tryptone 2% (W/V), Yeast extract 0.5% (W/V), NaCl 10 mM, KCl  2.5 mM, 
MgSo4 10 mM และ Glucose 20 mM) ปริมาตร 800 μl นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล บน
เครื่อง Minitron Incubator Shaker (Infors, Switzerland) ที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที นาน 1 
ชั่วโมง นําเชื้อไปเลี้ยงโดย spread plate บนอาหารแข็ง LB (Tryptone 10  กรัม Yeast extract 5 กรัม 
NaCl 5 กรัม และ Agar 15 กรัม) ที่เติมแอมพิซิลิน 100 μg/μl, 2% X-gal (v/v) (5 - bromo - 4 – 
chloro – 3 – indolyl – β – D – galactoside) ใน dimethylformamide 40 μl  และ 100 mM IPTG 
(Isopropyl β – D – 1 - thiogalactopyranoside) ปริมาตร 20 μl นําไปบมใน Incubator (EHRET) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน 16 ชั่วโมง และคัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวไวตรวจสอบดีเอ็นเอ
เปาหมายตอไป 
 

1.5  การคัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเปาหมาย 
 
     คัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเปาหมาย คือ โคโลนีสีขาวที่สามารถเจริญไดในอาหารแข็ง 

LB ที่เติมแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดที่ไดจากการโคลนดีเอ็นเอดวยวิธี Mini – prep (Alkaline lysis, 
Birnboim and Doly, 1979) ตามขั้นตอนดังนี้ เล้ียงโคโลนีที่ตองการในอาหารเหลว LB (Tryptone 
10 กรัม Yeast extract 5 กรัม และ NaCl 5 กรัม) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ผสมแอมพิซิลิน 1 μl/ml  
นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล บนเครื่อง Minitron Incubator Shaker (Infors, switzerland) 
ที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที นาน 16 - 18 ชั่วโมง ดูดสารละลายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส
ในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรโดยนําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาท ีเทสวนใสทิ้งและนํามาละลาย
ตะกอนดวยการเติม Solution I (0.4% Lysozyme (w/v), 50 mM Glucose, 25 mM tris – HCl pH 8.0 
และ 10 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 100 μl บมที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที เติม Solution II (0.2 M 
NaOH และ 1% SDS) ปริมาตร 200 μl แชในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที แลวเติม Solution III (3 M 
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Potassium acetate และ 0.2 M Glacial acetic acid) ปริมาตร 150 μl  แชในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ดูดสวนใสใสในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตกตะกอนดเีอ็นเอดวย 
Ethanol ปริมาตร 2 เทาของสวนใส บมทีอุ่ณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุน
เหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอน
ดวย 1 มิลลิลิตร ของ 75% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอน
ของพลาสมิดดวย TE buffer ปริมาตร 50 μl แยกดเีอ็นเอออกจากอารเอนเอโดยเตมิ 1 mg/ml ของ 
Rnase A (Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียลย นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจดขูนาดของพลาสมิดที่สกัดได โดยการวิเคราะหบน gel 
electrophoresis  และตรวจสอบวา recombinant plasmid มีช้ินสวนของดีเอ็นเอเปาหมายสอดแทรก
อยู โดยตดัดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I (Bio Labs) ในสารละลายประกอบดวยพลาสมิดที่ตองการ
ศึกษาในปริมาตร 0.5 - 1 μg, 10X buffer 3 Not I ปริมาตร 1 μl และเอ็นไซม Not I ปริมาตร 0.125 μl 
และปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อใหไดปริมาตร 10 μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน  
1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจดูขนาดของพลาสมิดที่
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I โดยการวิเคราะหบน gel electrophoresis   
 
2. การคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออย  

 
2.1  การเตรียมดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product 

 
ตัดชิ้น PCR product ที่เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR จากขอ 1.3 จากเจล นํามาแยก 

ดีเอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® Kit II (Bio 101) ตามการทดลองที่ 1.4.1 นําดีเอ็นเอที่ไดมา
ติดฉลากเพื่อสรางดีเอ็นเอตวัตรวจ ดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I (Roche) โดยเติม 12 μl Template DNA และน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย 16 μl นํามาตมใน
น้ําเดือดนาน 10 นาที และบมในน้ําแข็งทนัที แลวผสม DIG - High Prime 4 μl และบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียล นาน 20 ชั่วโมง หยดุปฏิกิริยาดวย 0.2 M EDTA และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซล-
เซียล นาน 10 นาที 
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2.2  การทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 
 
       นําตัวอยาง recombinant plasmid จากขอ 1.5 ความเขมขน 2 μg/μl  มาหยดบนกระดาษ 

nylon membrane ที่แชใน 10X SSC กอนที่จะหยดตวัอยาง เมื่อแหงแลวบมใน UV stratalinker® 
1800 (Stratalinker gene) ที่คาพลังงาน 1200 KJ นาน 10 นาที แลวนาํ membrane ใสในถุงรอนเติม 
Pre - hybridization ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมในเครื่อง Hybridization oven / Shaker SI 20H (Stuart 
scientific) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที เมือ่ใกลครบเวลา นําดีเอ็นเอตวัตรวจจากขอ 
2.1 ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทันที ดูดสารละลายใสใน 10 มิลลิลิตร ของ 
Hybridization granule แลวเติมใสในถุงรอนแทน Pre – hybridization ที่เทออก บมในเครื่อง  
Hybridization oven / Shaker SI 20H (Stuart scientific) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 20 
ชั่วโมง แลวลางแผน membrane ดวยสารละลาย Post – hybridization solution I (2X SSC  และ 
0.1% SDS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทํา 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล และ
สารละลาย Post – hybridization solution II (0.5X SSC และ 0.1% SDS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทํา  
2 คร้ังๆ ละ 15 นาที ที่อุณหภมูิ 68 องศาเซลเซียล ลางแผน membrane ดวย Washing buffer (0.1 M 
Maleic acid, 0.15 M NaCl pH 7.5 และ 0.3% (v/v) Tween 20) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที เติมสารละลาย Blocking solution (10 X bloking solution : Maleic acid 
buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl pH 7.5) = 1: 10)  ปริมาณ 3.5 มิลลิลิตรตอ membrane 
ขนาด 100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที เท Blocking solution 
ออก แลวเติม Antibody solution (Anti – Digoxigenin – AP (150 mU/ml) : blocking solution = 
1:5000) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที ลางแผน membrane 
ดวย Washing buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล ทํา 2 คร้ังๆ ละ 15 นาที
และเติม Detection solution (0.1 M tris – HCl และ 0.1 M NaCl pH 9.5) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจสอบผลไฮบริไดเซชั่นดวย Color - substrate solution 
(NBT/BCIP stock solution : Detection buffer = 200 μl:10 ml)  เก็บไวในที่มืดจนกวาสีจะปรากฏที่
อุณหภูมิหองนาน 3 ชั่วโมง ตรวจผลโดยการสังเกตปฏิกิริยาการเกิดสญัญาณแถบสีมวงน้ําเงนิ หยดุ
ปฏิกิริยา โดยแชแผน membrane ในน้ํากล่ันนาน 5 นาที ที่อุณหภูมหิองและผึ่งใหแหงบนกระดาษ
กรอง บันทึกผลโดยการ scan ภาพ  
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2.3 การคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงโรคใบขาวออยโดยการตรวจสอบกับ 
ตัวอยางออย 

 
      นําตัวอยางดีเอ็นเอของออยปกติและออยเปนโรคใบขาว มาทดสอบดวยวิธีไฮบรไิด-

เซชั่น โดยการเตรียมดีเอน็เอตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 
ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอออยปกติและออยเปนโรคใบขาวมีความ
เขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  

 
 2.4  การทดสอบตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับตวัอยางแมลง  
 

       นําตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ Matsumuratettix hiroglyphicus และ 
Yamatotettix flavovittatus ที่สกัดดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริได-
เซชั่น โดยการเตรียมดีเอน็เอตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 
ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น มีความเขมขน 2 μg/μl  
มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  
 
3.  พัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอโดยการลดขั้นตอน เพื่อนํามาทําปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่น เพื่อ
ลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออยท่ีมีประสิทธิภาพ 
 

3.1  เปรียบเทยีบวิธีการที่มปีระสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอตัวอยางออยแบบลดขัน้ตอน 
 
       เปรียบเทยีบวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากตัวอยางออยปกตแิละออยเปนโรคใบขาว 
        
       ก)  เปรียบเทียบการบดตัวอยางโดยใชไนโตรเจนเหลวและใชผงซิลิกา คือ การทดลอง

ที่ 1 ชั่งตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 
คร้ัง บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดใสตวัอยางในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
และการทดลองที่ 2 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวตัวอยางละ 0.1 
กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยผงซิลิกาใหละเอยีดใสตัวอยางในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร 
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        ข)  เปรียบเทียบการใชสารสกัดตามวธีิการสกัด 3 วธีิ คือ สารสกัดตามวิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) ประกอบดวย 100 mM Tris - HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl 
และ 10 mM 2 - mercaptoethanol สารสกัดตามวิธีของ Kang et al. (1998) ประกอบดวย 200 mM 
Tris - HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5%SDS, 1% PVP และ 2% CTAB (w/v) 
และสารสกัดตามวิธีของ Kristi et al. (2002) ประกอบดวย 0.25 M NaOH และ 0.1 M Tris - HCl, 
pH 8.0 
 
        ค)  เปรียบเทียบวิธีการลดขั้นตอน 3 วิธี คือ วิธีที่ 1 ดูดสวนใสที่บดตัวอยางมาใช 
(crude extract) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และวิธีที่ 3 ใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
 
        ในการทดลองนี้ใชวิธีการสกัดของ Dellaporta et al. (1983) วิธีปกตเิปนตัวเปรียบเทียบ 
(Control ) 

 
 การทดลองที่ 1 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว

ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดใสตัวอยางในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารสกัด 3 แบบ คือ สารสกัดตามวธีิของ Dellaporta et al. 
(1983) สารสกัดตามวิธีของ Kang et al. (1998) และสารสกัดตามวิธีของ Kristi et al. (2002) 
ปริมาตร 100 μl นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดที ่
1 ใชสวนของน้ําใส (crude extract) นํามาใชทดลองในขัน้ตอไป หลอดที่ 2 ใชสวนของน้ําใส เติม 1 
เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความ 
เร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียล เปนเวลา 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% 
Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดีเอน็เอดวย TE buffer และหลอด
ที่ 3 ใชสวนของน้ําใส เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและ ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  
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การทดลองที่ 2 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว
ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยผงซิลิกาใหละเอียดใสตัวอยางในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารสกัด 3 แบบ คือ สารสกัดตามวธีิของ Dellaporta et al.(1983) 
สารสกัดตามวธีิของ Kang et al. (1998) และสารสกัดตามวิธีของ Kristi et al. (2002) ปริมาตร 100  
μl นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 2 นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดที่ 1 ใชสวนของ 
น้ําใส (crude extract) นํามาใชทดลองในขัน้ตอไป หลอดที่ 2 ใชสวนของน้ําใสเติม 1 เทาของ 
Isopropanol บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นํา
ตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  และหลอดที่ 3 
ใชสวนของน้ําใส เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง นํา
ตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและ ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  
 

3.2 การวิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดได 
 
      วิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดไดจากชุดการทดลองที่ 3.1 บน 1% Agarose gel 

กระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia 
Biotech)  
  

3.3 การเปรียบเทยีบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอจากการสกัดดวยวิธีตางๆ โดยการใชตรวจ 
สอบโรคใบขาวออยดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
       นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากจากชุดการทดลองที่ 3.1 ทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นโดยใชชุด 
Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I และใชดีเอ็นเอตัวตรวจโรคใบขาวออย
ที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 2.3 ตามขั้นตอนจาการทดลองที่ 2.2 
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับวิธีสกัดแบบ 
ลดขั้นตอน โดยใชตัวอยางออยท่ีเก็บจากสถานที่ตางๆ 

 
4.1  ตัวอยางออยที่ใชในการตรวจสอบ 

 
เก็บตัวอยางออยจํานวน 18 ตัวอยาง จาก 3 จังหวัด คือ จังหวัดชัยภูมิจํานวน 9 ตัวอยาง 

จังหวัดนครราชสีมาจํานวน 6 ตัวอยาง และจังหวัดขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง นาํมาทดสอบวิธีการ
ในการสกัดดีเอ็นเอออยแบบลดขั้นตอน ที่เลือกไดจากการทดลองที่ 3 
 
ภาพที่ 2  ตัวอยางออยที่เก็บจากสถานที่ตางๆ ลําดับ 
ที่ 1-5 เก็บตวัอยางออยจาก อ.เมือง จ.ชัยภูมิ แสดง
อาการ (1) ใบสีเขียว (2) ใบสีเขียวเหลือง เปนริ้วเหลือง
ที่ขอบใบ (3) ใบสีเขียวเหลือง ขนาดใบแคบเรียว (4) 
ใบสีเขียว ขนาดใหญ (5) ใบมีสีเขียวปนเหลือง ขนาด
ใบแคบและเรยีวยาว ลําดับที ่6 -11 เก็บตวัอยางออย
จาก อ.แกงสนามนาง จ.นครราชสีมา แสดงอาการ (6) 
ใบมีสีเขียว (7) ใบมีสีเขียว ขอบใบเปนสีเหลืองขนาด
ใบแคบและเรยีวยาว (8) ใบมีสีเขียวและมจีุดสีน้ําตาล
กระจายเปนหยอมๆขนาดใบแคบและเรยีวยาว (9) ใบ
ออยที่แตกออกมาจะแคบเรยีวเล็กกวาปกติ และสราง
หนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก (10) ใบสีขาวปน
เหลือง ขนาดใบเรียวเล็ก (11) ใบมีน้ําตาล มีสีเขียวปน
เล็กนอย ลําดับที่ 12 - 14 เกบ็ตัวอยางออยจาก กิ่ง อ.
โคกโพธิ์ชัย จ.ขอนแกน แสดงอาการ (12) ใบมีสีเขียว 
ขนาดใบเรยีวเล็กเปนพุม (13) ใบมีสีเขียว (14) ใบมีสี
เขียว จํานวนใบตอกอนอย ลําดับที่ 15 - 18 เก็บ
ตัวอยางออยจาก อ.คอนสวรรค จ.ชัยภูมิ แสดงอาการ 
(15) ใบมีสีเขียว (16) ใบมีสีเขียวปนเหลือง (17) ใบสี
เขียวปนเหลืองเล็กนอย ขนาดใบเรียวเล็กเปนพุม (18) 
ใบมีสีเขียว แตกเปนพุม 

 (1) 

 (2) 

 (3) 
 



      (4) 

      (6) 

      (8) 

      (10) 

      (12) 

           (5) 

           (7) 

           (9) 

           (11) 

           (13) 
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      (14) 

      (16) 

      (18) 

           (15)  

           (17)    
     
      

 
4.2  วิธีการสกดัดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอน 

 
  4.2.1  วิธีที่ 1 ดูดสวนของน้าํใสที่บดตัวอยางมาใช (crude extract)  

4.2.2  วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิหองนาน 10 นาที  
4.2.3  วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 

 
      วิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดไดจากทุกวิธี บน 1% Agarose gel กระแส 

ไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาทีดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia 
Biotech)  
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4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตวัตรวจกับตวัอยางออยที่สกัดดเีอ็นเอแบบลด 
ขั้นตอนดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
        นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากจากชดุการทดลองที่ 4.2 ทั้ง 3 วิธี ทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น
โดยใชชุด Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I และใชดีเอ็นเอตัวตรวจ 
โรคใบขาวออยที่คัดเลือกจากการทดลองที ่2.3 ตามขั้นตอนจากการทดลองที่ 2.2 
 

4.3 การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆที่สกัด 
ดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
        การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากตวัอยางออยที่สกัดดีเอน็เอ
แบบลดขั้นตอน โดยใชไพรเมอร A1 และไพรเมอร A2 โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ใน
ปริมาตร 50 μl ซ่ึงประกอบดวย 10X PCR buffer (10 mM Tris - HCl pH 8.8, 1.5 mM MgCl2, 50 
mM KCl และ 0.1% Triton X-100), 25 mM MgCl2, 200 μM Deoxynucleotide triphosphate, 10 
pmol/μl forward primer, 10 pmol/μl reverse primer, 2.5 U Taq DNA polymerase (5 U/μl)  เติมน้ํา
กล่ันนึ่งฆาเชื้อจนครบปริมาตรตามที่ตองการใชดีเอ็นเอตนแบบความเขมขน 500 นาโนกรัม นํามา
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเครื่อง Thermal cycle Model 2400 (Perkin Elmer) ดังนี้ Pre - Denature ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที 1 รอบ และ Denature ที่อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียล นาน 30 
วินาที Annealing ที่อุณหภูม5ิ0 องศาเซลเซียล นาน 45 วินาที  และ Extention ที่อุณหภมูิ 72 องศา-
เซลเซียล นาน 45 วินาที จํานวน 35 รอบ ตามดวย Extention ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียล นาน 10 
นาที วิเคราะหผลที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 
(Phamacia Biotech) โดยการทํา gel electrophoresis บน 1.5% Agarose gel กระแสไฟฟา 80 
Voltage นาน 90 นาที 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
ผลการทดลอง 

 
1. การโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรคใบ
ขาวออย 

 

1.1  การสกัดดีเอน็เอ   
 
      สกัดดีเอ็นเอของออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว  ดวยวิธีการของ Dellaporta et al. 

(1983) ดังอธิบายวิธีการในการทดลองขอ 1.1 สามารถสกัดดีเอน็เอที่มคีวามเขมขนและมีคุณภาพใน
ระดับที่ดี โดยการวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis (ภาพที่ 3) และวดัคาAbsorbance ที่ความ
ยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer ใหคาอัตราสวนระหวางคา A260 
และ A280 ของออยปกติและออยเปนโรคใบขาวเทากับ 1.776 และ 1.794 ตามลําดับ มีคาใกลเคียง
กับคุณภาพและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่เหมาะสม คอื 1.8 - 2.0 (สุรินทร, 2539) และนําคา 
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร มาคํานวณปริมาณดีเอ็นเอไดความเขมขนของออย 
ปกติและออยเปนโรคใบขาวเทากับ 3.0 μg/μl และ 3.2 μg/μl ตามลําดับ  
 
       พบวาดีเอน็เอจากตวัอยางออยทั้ง 2 ตัวอยาง มีคุณภาพดีมีความบรสุิทธิ์ และไมเกิดการ
แตกหกัของดีเอ็นเอมาก ซ่ึงเปนดีเอ็นเอที่สามารถนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป ไดแกการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา PCR ไดเปนอยางดี ดังแสดงในภาพที่ 4  
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 M    1     2 

    
 

ภาพที่ 3  วิเคราะหดเีอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางออย บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาที ดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M =  

     Standard Mix of Lamda Hind III and X174DNA Hae III, 1 = ออยปกต,ิ 2 = ออยเปน 
    โรคใบขาว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

23,130 bp  

2,322 bp 

1,353 bp 

603 bp 
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1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา PCR 
 

     การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ดังที่อธิบายตามวิธีการในการ 
ทดลองขอ 1.3 โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากยนีสวน 16S rRNA (small subunit) ของโรคใบขาว 
strain SCWL ขนาด 1518 bp (Seemuller et al., 1994) Accession No.X76432 ไดแก ไพรเมอร A1, 
A2, A3, AF2, AR2, AF และ AR3 และ Phytoplasma sp. Strain Khon Kaen Plasmid pPSE, 
complete sequence ขนาด 2645 bp (Nakashima and Hayashi, 1997) Accession No.Nc_002100 
ไดแก ไพรเมอร AF4 และ AR4 ดวยชุด DynAzyme II DNA Polymerase (FINNZYMES)  
 

       จากการทาํปฏิกิริยา PCR สามาถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใหแถบดีเอ็นเอกับออยที่แสดง
อาการใบขาว แตไมพบแถบดีเอ็นเอจากออยปกติ ซ่ึงจะไดแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นดังนี้ ไพรเมอร 
A1A2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 150 เบส (ภาพที่ 4ก) ไพรเมอร A2A3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 231 เบส 
(ภาพที ่4ก) ไพรเมอร AF2/AR2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 168 เบส (ภาพที ่4ค) และไพรเมอรAF4/AR4 
แถบดีเอ็นเอขนาด 228 เบส (ภาพที ่4ข) สวนไพรเมอร AF3/AR3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 151 เบส และ 
500 เบส (ภาพที่ 4ข) สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอจากทั้งออยอาการปกติและออยอาการ 
ใบขาว 
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M1 M2 1  2    3   4           M1 M2  1  2  3   4      M1  M2   1    2 

                           
 (ก)        (ข)    (ค) 
 

ภาพที่ 4  วิเคราะห PCR product บน 1.5% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาที ดวยเครื่อง Electrophoresis (ก) PCR  

     product ที่เกิดจากไพรเมอร A1A2 (1=  ออยปกต,ิ 2= ออยเปนโรคใบขาว) และ 
    ไพรเมอร A2A3 (3= ออยปกต,ิ 4= ออยเปนโรคใบขาว) (ข) PCR product ที่เกิดจาก 
    ไพรเมอรAF3/AR3 (1= ออยปกต,ิ 2= ออยเปนโรคใบขาว) และไพรเมอร AF4/AR4  
    (3= ออยปกติ, 4= ออยเปนโรคใบขาว) (ค) PCR product ที่เกิดจากไพรเมอรAF2/AR2  
    (1= ออยปกติ, 2= ออยเปนโรคใบขาว) โดยที่ M1 = Lamda Hind III, M2 = 100 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

23,130 bp  

2,322 bp 

1,000 bp 

500 bp 

23,130 bp  

2,322 bp 

1,000 bp 

500 bp 

23,130 bp  

2,322 bp 

1,000 bp 

500 bp  

150 bp 
231 bp 151 bp 

228 bp 

168 bp 

500 bp 
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1.2  การโคลนดีเอ็นเอจาก PCR product และการคัดเลือก positive clone ที่มีดีเอ็นเอเปา- 
หมาย 
 

     นําชิ้น PCR product ที่บริสุทธิ์ที่นํามาแยกดีเอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® Kit II 
(Bio 101) มาทําการเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกบัพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) สงถาย 
Recombinant plasmid เขาสู competent cell ของ E. coli สายพันธุ JM 109 (Promega) โดยใชเทคนคิ 
heat shock transformation (Sambrook et al., 1989) และสกัดพลาสมดิที่ไดจากการโคลดีเอ็นเอ 
เปาหมายดวยวิธี Mini–prep (Alkaline lysis) และนําจีโนมที่สกัดไดตดัดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 
(BioLabs)  
 

วิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลนดีเอ็นเอเปาหมายดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Not I (BioLabs) ซ่ึงแสดงโดยการวเิคราะหบน 1% Agarose gel พบวาโคลน A1A2 มีจํานวน 7
โคลน (ภาพที่ 5) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาดใกลเคียงกับ PCR product ที่เกดิจาก 
ไพรเมอร A1A2 โดยสามารถตัดพลาสมิดลําดับไดหมดทุกลําดับ A2A3 มีจํานวน 15โคลน (ภาพที่ 
6) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาดใกลเคียงกับ PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร A2A3โดย
สามารถตัดพลาสมิดลําดับที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 และ 15 แตไมสามารถตัดพลาสมิด
ลําดับที่ 9 และ 12 โคลน AF2/AR2 มีจํานวน 7โคลน (ภาพที่ 7) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมี
ขนาดใกลเคยีง PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร AF2/AR2 โดยสามารถตัดพลาสมิดไดหมดทุก
ลําดับ โคลน AF4/AR4 มีจํานวน 10 โคลน (ภาพที่ 8) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาด
ใกลเคียงกับ PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร AF4/AR4 โดยสามารถตัดพลาสมิดลําดับที่ 1, 2, 3, 5, 
6, 7 และ 8 สวนพลาสมิดลําดับที่ 4, 9 และ10 สามารถตัดพลาสมิดได แตปริมาณมีความเขมขนนอย  
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     M    P     1     2    3     4    5    6    7      

     
       
 
ภาพที่ 5  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน A1A2 ตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M = X174  
       DNA Hae III, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร A1A2 และ 1 - 7  

     Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 7 ที่ตําแหนงลูกศรชี ้คือ ดีเอ็นเอทีส่อดใสในการ 
     โคลน (Inserted DNA)  

 
   
   

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

500 bp 
Inserted DNA 



 

53 

 
                M    P  BC   1    2    3     4    5     6   7     8    9   10   11  12  13  14   15 

           
 
 

ภาพที่ 6  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน A2A3 ตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I 
 บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M =  

   X174DNA Hae III, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร A2A3,  
   BC = Blue colony และ 1 - 15 = Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 15 ที่ตําแหนงลูกศรชี้  
   คือ ดีเอ็นเอที่สอดใสในการโคลน (Inserted DNA)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

500 bp 
Inserted DNA 
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M    P    BC   1     2     3     4     5    6     7 

 
    
 
ภาพที่ 7  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน AF2/AR2 ตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาท ีโดยที่ M = X174 DNA HaeIII, P = PCR  

     product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร AF2/AR2, BC = Blue colony และ 1 -7 =  
     Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 7 ที่ตําแหนงลูกศรชี ้คือ ดีเอ็นเอทีส่อดใสในการ 
    โคลน (Inserted DNA)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

500 bp 
Inserted DNA 
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         M    P    BC   1     2     3     4     5     6     7     8     9    10  

                                   
    
    
ภาพที่ 8  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน AF4/AR4 ตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M = X174  

    DNA HaeIII, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร AF4/AR4, BC =  
    Blue colony และ 1 - 10 = Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 10 ที่ตําแหนงลูกศรชี้ คือ  
    ดีเอ็นเอที่สอดใสในการโคลน (Inserted DNA)  

 
    
 
    

 
 
 
 

   
 
   
 
 
 
 
   

1,000 bp 

500 bp Inserted DNA 
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2.  การคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออย  
 

2.1  การคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product 
 

       นําพลาสมิดที่สกัดไดจากแตละโคลนมาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น ดวยการติด
ฉลาก PCR product ของออยที่เปนโรคใบขาวจากแตละไพรเมอรดวย DIG - High Prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit I ตามวธีิการในการทดลองขอ 2.1 - 2.2 นําพลาสมิดที่สกัดได
ตามวิธี Mini – prep (Alkaline lysis) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane 
และตรวจสอบโดยการไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอตวัตรวจที่เปน PCR product ที่ใชในการโคลน 
เพื่อคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอทีเ่ฉพาะเจาะจงตอตัวตรวจ เพือ่นําไปใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจที่เฉพาะ 
เจาะจงตอโรคใบขาวออย 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจาก PCR product ของไพรเมอร A1A2 พบวา

สามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid แตมีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกัน โดย 
Recombinant plasmid ลําดับที่ 4 เกิดสัญญาณนอยที่สุด และไดคดัเลือก Recombinant plasmid 
ลําดับที่ 2 ใชเปนโคลนดีเอน็เอตัวตรวจ (ภาพที ่9ก) ใชดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product ของ  
ไพรเมอร A2A3 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid แตมีความเขมของสัญญาณที่
แตกตางกัน โดย Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 เกิดสญัญาณความเขมนอยที่สุดและไดคัดเลือก 
Recombinant plasmid ลําดับที่ 7 ใชเปนโคลนดีเอ็นเอตวัตรวจ (ภาพที่ 9ข) ใชดีเอน็เอตัวตรวจจาก 
PCR product ของไพรเมอร AF2/AR2 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid และได
คัดเลือก Recombinant plasmid ลําดับที่ 7 ใชเปนโคลนดเีอ็นเอตัวตรวจ (ภาพที่ 9ค) ใชดีเอ็นเอตวั-
ตรวจจาก PCR product ของไพรเมอร AF4/AR4 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant 
plasmid ในทุกลําดับ แตมีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกัน ได คัดเลือก Recombinant plasmid 
ลําดับที่ 8 ใชเปนโคลนดีเอน็เอตัวตรวจ (ภาพที่ 9ง) โดยผลการไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอตัวตรวจ
จากไพรเมอรทุกไพรเมอรไมเกิดสัญญาณกับน้ํากลั่นทีใ่ชเปน negative control  แตเกิดสัญญาณกบั 
PCR product ของออยที่เปนโรคใบขาวจากแตละไพรเมอรที่ใชเปน positive control 
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    (ก)           (ข) 

 
 

      
  

    (ค)                (ง)      

 
ภาพที่ 9  ผลการไฮบริไดเซชั่นที่ใช PCR product จากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR เปน 

ดีเอ็นเอตวัตรวจ ติดฉลากดวย DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  
 
หมายเหตุ  (ก) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากไพรเมอร A1A2 เปนดีเอ็นเอตวัตรวจ โดยท่ี 1 = PCR  

    product ของไพรเมอร A1A2, 2 = น้ํากลั่น, 3 – 9 = โคลนลําดับที่ 1 – 7 (ข) ผลการไฮบริ-  
   ไดเซชั่นจากไพรเมอร A2A3 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ โดยที่ 1 = PCR product ของไพรเมอร  
   A2A3, 2 = น้ํากลั่น, 3 = น้าํกลั่น, 4 – 18 = โคลนลําดับที่ 1 – 15 (ค) ผลการไฮบริไดเซชั่น 
   จากไพรเมอร AF2/AR2 เปนดีเอ็นเอตวัตรวจ โดยท่ี 1 = PCR product ของไพรเมอร   
   AF2/AR2, 2 = น้ํากลั่น, 3 - 9 = โคลนลําดับที่ 1 – 7 (ง) ผลการไฮบริไดเซชั่นจาก 
  ไพรเมอร AF4/AR4 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ โดยที่ 1 = PCR product ของไพรเมอร  
  AF4/AR4, 2 = น้ํากลั่น, 3 – 12 = โคลนลําดับที่ 1 – 10  

 
 
 

1        2        3        4          5            

6        7         8        9        10              

11       12       13      14       15    

1         2         3        4          5           

6         7         8        9         10 

16        17    

11       12       

6        7         8        9        

1        2        3        4          5            

1        2        3        4          5            

6        7         8        9        
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1.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงโรคใบขาวออยโดยการตรวจสอบกับ 
ตัวอยางออย 

 
       นําโคลนที่คัดเลือกจากแตละไพรเมอรขางตน ตรวจสอบกับตัวอยางออยดวยวิธีไฮบริ- 

ไดเซชั่นนํามาติดฉลากโคลนแตละโคลนดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I นาํตัวอยางของดีเอ็นเอจากออยปกตแิละออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดดวยวิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตาม
วิธีการในการทดลองขอ 2.1 - 2.2 เพื่อคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจทีเ่ฉพาะเจาะจงกับโรคใบขาวออย 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจากโคลน A1A2 (ภาพที ่10ก) โคลน A2A3 

(ภาพที่ 10ข) โคลน AF2/AR2 (ภาพที่ 10ค) และโคลน AF4/AR4 (ภาพที่ 10ง) โดยที่ 1 = น้ํากลั่น, 
2 = โคลน, 3 = ตัวอยางออยปกติ และ 4 = ออยเปนโรคใบขาว พบวาผลการไฮบริไดเซชั่นกับ 
ดีเอ็นเอตวัตรวจจากโคลนทุกโคลนเกิดสัญญาณกับออยทีเ่ปนโรคใบขาวและเกิดสัญญาณกับแตละ
โคลนที่ใชเปน positive control แตไมเกิดสญัญาณกับออยปกตแิละน้ํากลั่นที่ใชเปน negative 
control สัญญาณของดีเอ็นเอตัวตรวจจากโคลน A1A2, A2A3 และโคลน AF2/AR2  มีสัญญาณ
ความเขมของการไฮบริไดซเทากัน แตระยะเวลาที่ดเีอ็นเอตัวตรวจจากโคลน A2A3 และโคลน 
AF2/AR2  ใชในขั้นตอน Color development ใชระยะเวลาที่นานกวาดีเอ็นเอตัวตรวจจากโคลน 
A1A2 ทําใหเกิด background  มาก และดเีอ็นเอตัวตรวจจากโคลน AF4/AR4 ที่ใชเปนดีเอ็นเอตวั
ตรวจเมื่อนํามาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอโรคใบขาวออยใหสัญญาณความเขมนอยที่สุด 

 
จากขั้นตอนการโคลนพบวา เมื่อนําแถบดีเอน็เอของออยที่เปนโรคใบขาวจากแต 

ละไพรเมอรเชื่อมตอเขากับเวคเตอร แลวถาย Recombinant plasmid เขาสู E.Coli (JM109) เพื่อให 
เพิ่มปริมาณ Recombinant DNA และตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ NotI พบวาพลาสมิดที่ถูกตัดม ี
ขนาดชิ้นดเีอ็นเอที่แตกตางกนัหรือบางพลาสมิดไมสามารถตัดดวยเอ็นไซมได เนื่องจากลําดับของ 
แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากแตละไพรเมอรอาจมีตําแหนงจดจาํของเอ็นไซม NotI หลายตําแหนง  

 
ผลการคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจที่เฉพาะเจาะจงกับโรคใบขาวออย คือ ดีเอ็นเอตวั

ตรวจที่ไดจากโคลน A1A2 (ภาพที่ 10ก) เพราะเกดิสัญญาณกับออยทีเ่ปนโรคใบขาวและ 
Recombinant plasmid ของโคลนที่ใชเปน positive control แตไมเกิดสญัญาณกับ negative control 
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และระยะเวลาที่ใชในขั้นตอน Color development ใชเวลานอยที่สุดและทําใหเกิด background 
นอยที่สุดเม่ือเปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจากโคลนอื่นๆ 
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  1         2         3         4    

  (ก)   

   (ข)   

   (ค)   

   (ง) 
 
 

ภาพที่ 10  ผลการไฮบริไดเซชั่นที่ใชดีเอน็เอจากโคลน 4 โคลน เปนดเีอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย  
   DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  

 
หมายเหตุ  (ก) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากโคลน A1A2 1 (ข) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากโคลน A2A3  

(ค) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากโคลน AF2/AR2 (ง) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากโคลน  
AF4/AR4 โดยที่ 1 = น้ํากลัน่, 2 = โคลน, 3 = Healthy (ออยปกติ), 4 = Disease (ออยเปน
โรคใบขาว) 
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2.3  การทดสอบตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับตวัอยางแมลง 
  

นําตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus ที่
สกัดดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น โดยการเตรียมดีเอ็นเอ 
ตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการ
ทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon 
membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  
 

ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจากโคลน A1A2 (ภาพที่ 11) โดยที่ 1 = โคลน 
A1A2, 2 = Healthy (ออยปกติ) และ 3 = Disease (ออยเปนโรคใบขาว) พบวาผลการไฮบริไดเซชั่น
เกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นในลําดบัที่ 11 คือ เพล้ียจักจัน่ตัวเมยี 
Y. flavovittatus (สุโขทัย) ดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่นในลําดบัที่ 12 คือ เพล้ียจักจัน่ตัวผู M. 
hiroglyphicus (สุโขทัย) และ ดเีอ็นเอของเพลี้ยจักจั่นในลําดับที่ 13 คือ เพล้ียจักจั่นตวัเมีย M. 
hiroglyphicus (สุโขทัย)โดยที่โคลน A1A2 และดีเอน็เอจากออยที่เปนโรคใบขาว ที่ใชเปน Positive 
control เกิดสญัญาณการไฮบริไดซ แตไมเกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัดีเอ็นเอของออยปกติ  
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ภาพที่ 11  ผลการไฮบริไดเซชั่นตัวอยางแมลงที่ใชดีเอ็นเอจากโคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติด 

   ฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  
 
หมายเหตุ  โดยท่ี 1 = โคลน A1A2, 2 = Healthy (ออยปกติ), 3 = Disease (ออยเปนโรคใบขาว), 4 =  

     เพล้ียจักจั่นตัวผู Y. flavovittatus (ราชบุรี), 5 = เพล้ียจักจั่นตัวเมีย Y. flavovittatus  
    (ราชบุรี), 6 = เพล้ียจักจัน่ ตัวผู M. hiroglyphicus (ราชบุรี), 7 = เพล้ียจักจั่นตัวเมยี  
    M. hiroglyphicus (ราชบุรี), 8 = เพล้ียจักจั่นตัวผู Y. flavovittatus (นครสวรรค), 9 = 
    เพล้ียจักจั่นตัวเมีย Y. flavovittatus (นครสวรรค), 10 = เพล้ียจักจัน่ตัวผู Y. flavovittatus  
    (สุโขทัย), 11 = เพล้ียจักจัน่ตัวเมยี Y. flavovittatus (สุโขทัย), 12 = เพล้ียจักจัน่ตัวผู M. 
   hiroglyphicus (สุโขทัย), 13 = เพล้ียจักจัน่ตัวเมยี M. hiroglyphicus (สุโขทัย), 14 = เพล้ีย- 
   จักจั่นตัวผู Y. flavovittatus (อุดรธานี), 15 = เพล้ียจักจัน่ตัวผู M. hiroglyphicus (อุดรธานี),    
   16 = เพล้ียจกัจั่นตวัเมยี M. hiroglyphicus (อุดรธานี) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

1            2           3 

4            5           6             7           8            9 

10        11          12           13         14           

16 
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3.1  หาวิธีการในการสกัดดีเอ็นเอพืชอยางงายและรวดเรว็ (แบบลดขั้นตอน) 
 

จากการทดลองเพื่อหาวิธีการในการสกัดดเีอ็นเอพืชอยางงายและรวดเรว็โดยเลือก 
วิธีการบดตวัอยางพืช 2 วิธี คอื ใชไนโตรเจนเหลว และใชผงซิลิกา เลือกสารสกัดที่ใชในการสกัด 
3 วิธี คือ สารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983), สารสกัดตามวธีิของ Kang et al. (1998) และ
สารสกัดตามวธีิของ Kristi et al. (2002) อุณหภูมิและเวลาที่ใชบมตัวอยาง 3 วิธี คือ ดูดสวนของน้าํ
ใสที่บดตัวอยางมาใช (crude extract) บมสวนของน้ําใสที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ีและบม
สวนของน้ําใสที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทกุวิธีมา
ตรวจสอบผลโดยการวิเคราะหคณุภาพของดีเอ็นเอดวยวธีิการอิเล็กโตรฟอเรซิส (รูปที่ 12) โดย
เปรียบเทียบผลการสกัดแบบลดขั้นตอนกบัการสกัดดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) พบวา
วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยาง (รูปที่ 12ก) ใหคุณภาพของ 
ดีเอ็นเอดกีวาการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชผงซลิิกาบดตัวอยาง (รูปที่ 12ข) และวิธีการ
สกัดแบบลดขัน้ตอนที่ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ในทุกเงื่อนไขของอุณหภูมิ
และเวลาที่ใชบมตัวอยางทั้ง 3 วิธี ใหดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและปริมาณทีด่ีกวาการใชสารสกัดตามวิธี
ของ Kang et al. (1998) และวิธีของ Kristi et al. (2002) 
 

เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทุกวิธีมาการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธี 
Spectrophotometer โดยเปรยีบเทียบผลกับการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาดีเอน็เอจากวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.721 และ 1.717 (ออยปกติ
และออยใบขาวตามลําดับ) และดีเอ็นเอทีไ่ดจากวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใช
ไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางและใชสารสกดัตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.257 - 1.829 และมีปริมาณ
ความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.35 - 2.2 μg/μl  ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลด
ขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางและใชสารสกัดตามวิธีของ Kang et al. (1998) มีคา
อัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.064 - 1.684 
และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.3 - 1.8 μg/μl ดีเอ็นเอทีไ่ดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอ
แบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยางและใชสารสกัดตามวิธีของ Kristi et al. 
(2002) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.003 
- 1.551 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.78 - 3.4 μg/μl  
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ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตัวอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความ
ยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 0.982 - 1.889 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากบั 
0.21 - 2.8 μg/μl ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตัวอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Kang et al. (1998) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา1.075 - 2.000 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.20 
- 3.1 μg/μl และดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตวัอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Kristi et al. (2002) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.061 - 1.364 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 
0.73 - 4.8 μg/μl 
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 (ก) 
 

 (ข) 
 

ภาพที่ 12  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางใบออยโดยวิธีลดขั้นตอน 3 วิธี และการใชสารสกัดที่ 
แตกตางกัน 3 วิธี โดยใชไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกาบดตัวอยางใบออย ซ่ึงแสดงโดย 
การทํา gel electrophoresis บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90  นาที (ก) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว (ข) บด 

    ตัวอยางดวยผงซิลิกา โดยที่ M = Lambda hind III, 1 =Dellaportta-H (positive control),  
   2 = Dellaportta-D (negative control), 3 = Dellaportta-H/crude, 4 = Dellaportta-D  
   /crude, 5 = Dellaportta-H /RT, 6 = Dellaportta-D /RT, 7 = Dellaportta-H /-80 OC, 8 =  
   Dellaportta-D /-80 OC, 9 = Kang-H / crude, 10 = Kang-D / crude, 11 = Kang-H / RT,  
  12 = Kang-D / RT, 13 = Kang-H / -80 OC, 14 = Kang-D / -80 OC, 15 = Kristi –H / crude,  
  16  = Kristi – D / crude, 17 = Kristi –H / RT, 18 = Kristi – D / RT, 19 = Kristi –H/-80  
  OC, 20 = Kristi –D /-80 OC 

 
 
 
 

M  1   2    3    4   5   6   7    8   9  10  11 12 13  14  15 16 17 18  19   20 
23,130 bp 

2,322 bp 

564 bp 

M  1   2    3    4   5   6   7    8   9  10  11 12 13  14  15 16 17 18  19 20 
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 3.2  การเปรียบเทียบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอจากการสกัดดวยวิธีตางๆ โดยการใชตรวจ 
โรคใบขาวออยดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 
 

        ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทกุวิธี (ภาพที่ 13) โดยใชโคลน A1A2 เปน
ดีเอ็นเอตวัตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I นํา
ตัวอยางของดเีอ็นเอจากออยปกติและออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดไดจากวิธีปกติของ Dellaporta  
et al. (1983) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl เปน positive และ negative control มาหยดบนกระดาษ nylon 
membrane และทําตามขั้นตอนการทดลอง 2.2 ดีเอ็นเอลําดับที่ 1 – 18 คือ ตัวอยางที่บดดวย
ไนโตรเจนเหลว (ดีเอน็เอลําดับที่ 1 – 6 ใชสารสกัดตามวธีิของ Dellaportta et al. (1983) ดีเอ็นเอ
ลําดับที่ 7 - 12 ใชสารสกัดตามวิธีของ  Kang et al. (1998) และดเีอ็นเอลําดับที่ 13 - 18 ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Kristi et al. (2002))  ดีเอน็เอลําดับที่ 19 - 36 คือ ตัวอยางทีบ่ดดวยผงซิลิกา (ดีเอน็เอ
ลําดับที่ 19 - 24 ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaportta et al. (1983) ดีเอน็เอลําดับที่ 25 - 30 ใชสาร
สกัดตามวิธีของ  Kang et al. (1998) และดเีอ็นเอลําดับที่ 31 - 36 ใชสารสกัดตามวิธีของ Kristi  
et al. (2002)) โดยที ่C =โคลน A1A2,  H = ตัวอยางดีเอ็นเอของออยปกติที่สกัดดวยวธีิปกติของ 
Dellaportta et al. (1983) และ D  = ตัวอยางดีเอ็นเอของออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดดวยวิธีปกติของ 
Dellaportta et al. (1983) จากการทดลองพบวา C และ D ใหสัญญาณชดัเจน แสดงผลเปนบวก 
(positive result) และ 2, 4, 6, 10, 12,14, 16, 18, 24, 26, 28, 30, 34 และ 36  ตัวอยางโรคใบขาวให
สัญญาณชัดเจน ผลเปนบวก แตไมมีสัญญาณในตัวอยางออยปกติคือ 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 และ 35 และพบวาวิธีที่สามารถตรวจสอบผลไดชัดเจน คือ วิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนที่ใชสารสกัดตามวิธี Dellaporta et al..(1983) และ Kang et al. (1998) 
โดยเปรียบเทยีบจากสัญญาณจากการไฮบรไิดเซชั่นที่มีความเขมของสัญญาณจากมากไปหานอย คอื 
ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract) ตามลําดับ 
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ภาพที่ 13  ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางใบออยโดยวิธีลดขั้นตอน 3 วิธี และ 

   การใชสารสกัดที่แตกตางกนั 3 วิธี โดยใชไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกาบดตัวอยางใบ 
  ออยใชโคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling  
  and Detection Starter Kit I  

 
หมายเหตุ  โดยท่ีลําดับที่ 1 – 18 = บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ลําดับที่ 19  - 36 บดตัวอยางดวย 

     ผงซิลิกา C =โคลน, H =Dellaportta / H, D = Dellaportta / D, 1 = Dellaportta-H /crude,  
     2 = Dellaportta-D /crude, 3 = Dellaportta-H/RT, 4 = Dellaportta-D/RT, 5 =  
     Dellaportta-H/-80 OC, 6 = Dellaportta-D/-80 OC, 7 = Kang-H/ crude, 8 = Kang-D/  
    crude, 9 = Kang-H/ RT, 10 = Kang-D/ RT, 11 = Kang-H/ -80 OC, 12 = Kang-D/ -80  
    OC, 13 = Kristi –H/ crude, 14 = Kristi – D/ crude, 15 = Kristi –H/ RT, 16 = Kristi – D/  
    RT, 17 = Kristi –H/-80 OC, 18= Kristi –D/-80 OC, 19 = Dellaportta-H/crude, 20 =  
    Dellaportta-D/crude, 21 = Dellaportta-H/RT, 22 = Dellaportta-D/RT, 23 = Dellaportta- 

                  H/-80 OC, 24 = Dellaportta-D/-80 OC,  25 = Kang-H/ crude, 26 = Kang-D/ crude, 27 =  
                  Kang-H/ RT, 28 = Kang-D/ RT, 29 = Kang-H/ -80 OC, 30 = Kang-D/ -80 OC, 31 =  
                  Kristi  –H/ crude, 32 = Kristi – D/ crude, 33 = Kristi –H/ RT, 34 = Kristi – D/ RT, 34  
                  = Kristi –H/-80 OC, 36 = Kristi –D/-80 OC 
 

C       H       D 

 1         2        3        4       5       6 

  7         8        9       10     11     12 

13       14       15      16     17     18 

19        20       21      22      23     24 

25        26      27      28      29     30 
31       32      33       34     35      36 
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4.  การทดสอบประสิทธิภาพของตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับวิธีสกัดแบบลดขัน้ 
ตอน โดยใชตวัอยางออยท่ีเก็บจากสถานที่ตางๆ 

 
4.1 วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน 

 
จากการทดลองที่ 3.1 พบวาวธีิลดขั้นตอนที่ใชสารสกัดตามวิธี Dellaporta et al. (1983) 

และบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว เมื่อนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น พบวาเกิด
สัญญาณกับดีเอ็นเอตัวตรวจโรคใบขาวออยที่มีความเขม ตามลําดับ คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง ใชสวนของน้ําใสบมตัวอยางที่อุณหภูมหิองนาน 10 
นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract) ดังนั้นจึงนําวิธีการดังกลาวมาตรวจสอบผลกับตัวอยางออย
ที่เก็บจากสถานที่ตางๆ จํานวน 18 ตวัอยาง จาก 3 จังหวดั คือ จังหวัดชยัภูมิจาํนวน 9 ตัวอยาง 
จังหวดันครราชสีมาจํานวน 6 ตัวอยาง และจังหวัดขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง เมื่อนาํดีเอ็นเอที่สกดั
ไดจากทกุวิธีมาตรวจสอบผลโดยการวิเคราะหคณุภาพของดีเอ็นเอดวยวธีิการอิเล็กโตรฟอเรซิส 
(ภาพที่ 14) โดยเปรียบเทยีบผลกับการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาคุณภาพของดีเอ็นเอทีส่กัดแบบลดขัน้ตอนมีคุณภาพดีที่สุด
ตามลําดับ คือ วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80 องศาเซล-
เซียล นาน 1 ช่ัวโมง (ภาพที่ 14ก) วิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนโดยใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที (ภาพที่ 14ข) และ สวนของน้าํใส (crude extract) (ภาพที่ 14ค) 
 

 เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทุกวิธีมาการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธี 
Spectrophotometer โดยเปรยีบเทียบผลกับการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาดีเอน็เอจากวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.721 และ 1.717 (ออยปกติ
และออยใบขาวตามลําดับ) และดีเอ็นเอทีไ่ดจากการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลวที่ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ที่ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 
ชั่วโมง มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.059 
- 1.207 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 1.2 - 2.5 μg/μl  ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  
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นาโนเมตร มคีา 1.073 - 1.467 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.36 - 9.8 μg/μl  และ 
สวนของน้ําใส (crude extract) มีอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร ทีค่า 1.085 - 1.736 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.10 - 2.0 μg/μl 
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   (ก) 
 

   (ข) 

 

   (ค) 
 
ภาพที่ 14  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางใบออยตามสถานที่ตางๆ แบบลดขั้นตอน 3 วธีิ ดวยสาร 

   สกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ซ่ึงแสดง   
 โดยการทํา gel electrophoresis บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาที (ก) สวนของน้ําใส (crude extraction)  

    (ข) สวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที  (ค) สวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80  
    องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง โดยที่ M = Lambda hind III,1 = Dellaportta / Healthy, 2 =  
   Dellaportta / Disease, 3 = ตัวอยาง 1, 4 = ตัวอยาง 2, 5 = ตัวอยาง 3,6 = ตัวอยาง 4 , 7 =  
   ตัวอยาง 5, 8 = ตัวอยาง 6, 9 = ตัวอยาง 7, 10 = ตัวอยาง 8, 11 = ตัวอยาง 9, 12 = ตัวอยาง  
   10, 13 = ตัวอยาง 11, 14 = ตัวอยาง 12, 15 = ตัวอยาง 13, 16 = ตัวอยาง 14, 17 = ตัวอยาง  
   15, 18 = ตัวอยาง 16, 19 = ตัวอยาง 17, 20 =  ตัวอยาง 18 

 

M  1   2    3    4   5   6   7    8   9  10  11 12 13  14  15 16 17 18 19 20 
23,130 bp 

2,322 bp 

564 bp 

M  1   2   3    4   5   6   7   8   9  10  11 12 13  14  15 16 17 18 19  20 
23,130 bp 

2,322 bp 

564 bp 

M  1   2    3   4   5   6   7    8   9  10  11 12 13  14  15 16 17 18  19  20 
23,130 bp 

2,322 bp 

564 bp 
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4.2  การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตัวตรวจกับตัวอยางออยทีส่กัดดีเอ็นเอแบบลด 
ขั้นตอนดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอที่สกัดไดไดจากการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว และ

ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ที่โคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ (ภาพที่ 15) ตดิ
ฉลากดวย DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  โดยนําตัวอยางของดีเอ็นเอ
จากการสกัดออยจากสถานทีต่างๆ ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane 
และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2 โดยที่ดีเอ็นเอลําดบัที่ 1 – 18 คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง ดีเอ็นเอลําดบัที่ 19 – 36 คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และดีเอน็เอลําดับที่ 37 - 54 คือ สวนของน้าํใส (crude extract) พบวา  
C และ D ใหสัญญาณชัดเจนแสดงผลเปนบวก (positive result) แตไมเกิดสัญญาณกบั H (negative 
control) และไมเกิดสัญญาณกับออยตวัอยางที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ของ อ.เมือง จังหวดัชัยภูมิ  ออย
ตัวอยางที่ 1, 2, 3 และ 6 ของ อ.แกงสนามนาง จังหวัดนครราชสีมา ออยตัวอยางที่ 1, 2 และ 3 ของ 
กิ่ง อ.โคกโพธิ์ชัย จังหวัดขอนแกนเและออยตัวอยางที่ 1, 2, 3 และ 4 ของ อ.คอนสวรรค จังหวดั
ชัยภูมิ แตเกดิสัญญาณกับออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวดันครราชสีมา 
(ตัวอยางที่ 4 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวัดนคราชสีมา มีอาการใบออยที่แตกออกมาจะมีใบแคบ
เรียวเล็กกวาปกติ และสรางหนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก ตัวอยางที่ 5 จาก อ.แกงสนามนาง 
จังหวดันคราชสีมา มีใบแคบเรียวเล็กและใบมีสีขาวหรือสีใบขาวปนเหลือง) โดยใหสัญญาณตัว-
ตรวจมีความเขมมากตามลําดับดังนี้ วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 
1 ชั่วโมง (ตัวอยางลําดับที่ 45 และ 46) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
(ตัวอยางลําดบัที่ 27 และ 28) และวิธีที่ 1 สวนของน้ําใส (ตัวอยางลําดับที่ 9 และ 10)  
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ภาพที่ 15  ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางใบออย แบบลดขั้นตอน 3 วิธี ดวยสาร 

 สกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ใชโคลน  
 A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and   
 Detection Starter Kit I  
 

หมายเหตุ  วิธีที่ 1 สวนของน้ําใส (crude extract) (ลําดับที่ 1 - 18), วิธีที่ 2 สวนของน้ําใสบมที ่
    อุณหภูมิหองนาน 10 นาที (ลําดับที่ 19 - 36) และวิธีที่ 3 สวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ  
    -80 องศาเซลเซียลนาน 1 ช่ัวโมง (ลําดับที่ 36 - 54) โดยที่ C =โคลน, H =Dellaportta /  
    Healthy, D = Dellaportta / Disease 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C        H        D 

   1        2         3        4        5         6         7         8        9 
   10      11       12      13      14       15       16        17     18 

   19      20       21      22      23       24       25       26      27 

 28      29       30      31      32       33       34       35      36 

 37      38      39       40      41       42       43       44      45 

 46      47      48       49      50       51       52       53      54 
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4.4 การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆ ที่สกัด 
ดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
        การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากตวัอยางออยจากสถานที่
ตางๆ ที่สกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน โดยใชไพรเมอร A1 และไพรเมอร A2 วิเคราะหผลที่ไดจาก
ปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia Biotech) โดยการทํา gel 
electrophoresis สามาถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใหแถบดีเอ็นเอกับ ตวัอยางออยที่แสดงอาการใบขาว 
คือ ออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวัดนครราชสีมา (ตัวอยางที่ 4 จาก อ.แกง-
สนามนาง จังหวัดนคราชสีมา มีอาการใบออยที่แตกออกมาจะมใีบแคบเรียวเล็กกวาปกติ และสราง
หนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก ตัวอยางที่ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวดันคราชสีมา มีใบแคบ
เรียวเล็กและใบมีสีขาวหรือสีใบขาวปนเหลือง) แตไมพบแถบดีเอน็เอจากตัวอยางออยปกติ โดยใช 
ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยางออยที่เปนโรคใบขาวและออยปกติ สกัดดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. 
(1983) ซ่ึงแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นมีขนาด 150 เบส (ภาพที่ 16) เกิด PCR product กับตัวอยางออยที่
แสดงอาการใบขาว ที่สกัดแบบลดขั้นตอนทั้ง 3 วิธี คือ วธีิที่ 1 ดูดสวนของน้ําใสที่บดตัวอยางมาใช 
(crude extract) (ภาพที่ 16ก) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี(ภาพที่ 16ข) 
และวิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง (ภาพที่ 16ค) 
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   M   + PCR   -PCR   1       2      3       4       5        6       7        8      9      10      11     12     13     14     15      16     17      18 

   (ก) 
 
   M   + PCR   -PCR   1        2      3       4       5        6       7        8      9      10      11     12     13     14     15      16     17      18 

   (ข) 
 
   M   + PCR   -PCR   1       2      3       4       5        6       7        8      9      10      11     12     13     14     15      16     17      18 

   (ค) 
 
 
ภาพที่ 16  วิเคราะห PCR product ของตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆ บน 1.5% Agarose gel  
    
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาที โดยท่ี M = 100 bp, +PCR = PCR product ที่ 
      เกิดออยเปนโรคใบขาว, -PCR = PCR product ที่เกิดจากออยปกติ และ 1 – 18 = ตัวอยาง 
      ออยตัวอยางที่ 1 – 18 (ก) วิธีที่ 1 ดูดสวนใสที่บดตวัอยางมาใช (crude extract) (ข) วิธีที่   
                  2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิหองนาน 10 นาที (ค) วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที ่

     อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 
500 bp 

500 bp 

1,000 bp 



 

75 

วิจารณผลการทดลอง 
 
การศึกษาในครั้งนี้ ไดคัดเลือกดีเอ็นเอเปาหมายที่สนใจจะศึกษาในสวนของยีนอนุรักษ คือ 

16S rRNA ซ่ึงมีรายงานลําดบันิวคลีโอไทดของยีนสําคญัตางๆ ของเชื้อไฟโตพลาสมา ไวในฐาน 
ขอมูลของ GenBank ไพรเมอรที่ใชออกแบบมาจากสวนยีน 16S rRNA ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอ
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวออย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการดวยปฏิกิริยา 
PCR พบแถบดีเอ็นเอของโรคใบขาวออยจาก 4ไพรเมอร คือ ไพรเมอร A1A2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
150 เบส ไพรเมอร A2A3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 231 เบส ไพรเมอร AF2/AR2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
168 เบส และไพรเมอร AF4/AR4 แถบดีเอ็นเอขนาด 228 เบส แตไพรเมอร AF3/AR3 พบวาเกดิ
แถบดีเอ็นเอจากทั้งดีเอ็นเอของออยปกติและออยที่เปนโรคใบขาว เกดิแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 
500 เบส และ 151 เบส ซ่ึงอาจเกิดจากการที่ไพรเมอรที่ออกแบบไมเฉพาะเจาะจงตอสวนยีน 16S 
rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมา  ในการตรวจสอบโรคพืชทั่ว ๆ สามารถที่จะคัดเลือกดีเอ็นเอที่สนใจ
ไดจากสวนยีนอื่น ๆนอกเหนอืจากยนี 16S rRNA  เชน ยีน rRNA ในสวนอื่นที่ตอเนื่องกัน คือ สวน 
5S หรือ 23S จากการศึกษาพบวายนี rRNA  แบงสวนไดเปน 5S - 16S - 23S โดยที่ 5S มีขนาด 104 - 
112 คูเบส สวน 16S มีขนาด 1,550 คูเบส และ 23S มีขนาด 2,900 คูเบส และสวนตอระหวาง 16S 
และ 23S มีขนาด 300 คูเบส ซ่ึง 5S  มีขนาดสั้นไปและ 23S มีขนาดยาวไป ขนาดที่พอเหมาะทีน่ํามา
ศึกษาจึงเปนสวนของ 16S ที่ไมยาวเกินไปและสามารถปฏิบัติงานวิเคราะหไดไมยาก (Schneider  
et al., 1995) มีงานวิจยัที่นํายนีสวน 16S rRNA เพื่อใชศึกษาและตรวจสอบคุณสมบัติดานตางๆของ
เชื้อไฟโตพลาสมา เชน วรรณภา และยพุา (2545) นําแมลงเพลี้ยจักจัน่จํานวน 23 ชนดิ มาทดสอบ
การเปนแมลงพาหะนําโรคใบขาวออย โดยวิธี Nested PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงที่สวน
ยีน 16S rRNA และ Intergenic spacer region ของสวนยนี 23S rRNA พบเชื้อไฟโตพลาสมาในเพลี้ย
จักจั่นจํานวน 16 ชนิด โดยพบวาเพลี้ยจักจัน่ M.hiroglyphicus มีเปอรเซ็นตการพบเชือ้มากที่สุด คือ 
45.7% Seemuller et al. (1994) ไดศึกษาความสัมพันธระวางเชื้อ MLOs 17 ชนิด ดวยเทคนิค RFLP 
ในสวนยีน 16S rRNA สามารถแบงกลุมของ MLOs เปน 5 กลุมคือ กลุมที่ 1 aster yellow กลุมที่ 2 
apple proliferation กลุมที่ 3 western - X disease กลุมที่ 4 sugarcane white leaf และกลุมที่ 5 aim 
yellow 
 

โคลนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากแถบดีเอ็นเอของออยที่เปนโรคใบขาวทั้ง 4 ไพรเมอร เพื่อใช
เปนดีเอ็นเอตัวตรวจสําหรับโรคใบขาวออย ตรวจสอบดวยปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่นกับตวัอยางออย
ปกติและออยที่เปนโรคใบขาว ซ่ึงการโคลนยีนเปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการใหได
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ปริมาณมากเพือ่นําไปศึกษาหรือวิเคราะหในขั้นตอนตอไป เชน การหาลําดับนิวคลีโอไทด การ
สรางตัวตรวจดีเอ็นเอ เปนตน แตชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการโคลนนั้นจะไมสามารถเพิ่มจํานวนโดย
จําลองตัวไดในเซลลผูรับ จึงตองนําชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวมาตอเขากับดีเอ็นเออื่นที่สามารถจําลองตัว
ได ในเซลลผูรับ คือ ดีเอ็นเอที่เปนพาหะหรือเวคเตอร (สุรินทร, 2539)  ในการผลิตดีเอ็นเอตัวตรวจ
เพื่อใชเปนตวัตรวจในปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา 
PCR แลวทําการโคลนแถบดีเอ็นเอกับการใชแถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR เปนตัวตั้งตนผลิต 
ดีเอ็นเอตวัตรวจ พบวาวิธีที่ไดรับความนยิมมากที่สุดคือ การใชโคลนในการผลิตดีเอน็เอตัวตรวจ 
เนื่องจากมีปริมาณของดีเอ็นเอตั้งตนที่จะใชเปนดีเอ็นเอตัวตรวจในปรมิาณที่มาก และมีงานวิจัยที่
ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตดีเอ็นเอตัวตรวจที่คดัเลือกไดโดยใชโคลนแถบดีเอ็นเอเปนตัวตั้งตนผลิต เชน 
Nakashima et al. (1993) ไดศึกษาการพัฒนาดีเอ็นเอตวัตรวจของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรค 
Rice yelloe dwarf ในขาว จาํนวน 10 สายพันธุจากประเทศญี่ปุน ประเทศฟลิปปนสและประเทศ
ไทย โดยเปรียบเทียบการใชดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจาก Extrachromosomal DNA กับ Chromosome 
DNA พบวามปีระสิทธิภาพดีเทากันในการใชเปนตัวตรวจโรค Rice yelloe dwarf ในขาว Chen and 
Lee (1997) ไดผลิตดีเอ็นเอตวัตรวจจากการโคลนยีนของเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรค 
peanut witchs’-broom (PNWB) ดวยการโคลนยีนที่ไดใน pGEM-3Zf(+) นําโคลนที่ไดตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI ติดฉลากดวยสารไดกอกซิเจนนิ และใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจสําหรับโรค 
peanut witchs’-broom (PNWB) ในพืชหลายๆชนิด  
  

วิธีการสกัดดเีอ็นเอที่นิยมใชทั่วไป เชน วิธีใช CTAB ตามวิธีของ Murray and Thompson 
(1980) และการสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) เปนตน เปนวิธีการสกดัดีเอน็เอซึ่งให
คุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอในปริมาณที่สูง แตใชระยะเวลาและขัน้ตอนการสกดันาน จึงมี
นักวจิัยหลายๆ กลุมพยายามที่จะพัฒนาวิธีการสกัดดีเอน็เอที่ใชสารเคมีที่ไมเปนอันตรายตอผู 
ปฏิบัติงานและสิ่งแวดลอม ลดระยะเวลาในการสกัดตวัอยาง โดยยังคงคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ
ที่เหมาะสมเพือ่การนําไปใชในการทดลองทางชีวโมเลกลุในขั้นตอไป ซ่ึงผลการทดลองที่ไดตองไม
มีความแตกตางกับการใชวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบปกติทัว่ไป เชน Kasajima et al. (2004) ไดนําสาร
สกัดจากวิธีของ Edwards et al. (1991) เปนสารสกัดใชบดตัวอยาง Arabidopsis thalina ในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใชแทงพลาสติดชวยในการบดตัวอยาง  และสามารถเก็บตัวอยางที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล ไวไดนาน 1 เดือน โดยยังมปีระสิทธิภาพดีเมื่อนําทดสอบดวยปฏิกิริยา 
PCR ดวยไพรเมอรจํานวน 23 ชุด พบวาไดผล 96% เมื่อเทยีบกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ โดย
ใชเวลาในการบดตัวอยาง 1 นาที/ตัวอยาง  Chen and Ronald  (1999) ไดพัฒนาวิธีในการสกัด 
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ดีเอ็นเอจากขาวและพืชอีกหลายๆชนิด โดยการสกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใช 
trip ชวยในการบดตัวอยาง ในระยะเวลา 1 วัน สามารถที่จะสกัดตวัอยางพืชไดมากกวา 120 ตัวอยาง 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ EcoRI, EcoR V, HindIII, MseI และ PstI  
แลวนํามาตรวจสอบผลดวย เทคนิค RFLP และปฏิกิริยา PCR พบวาใหผลที่ไมแตกตางจากการสกดั
ดีเอ็นเอดวยวิธีปกติทั่วไป 
 

 จากการทดลองการเพื่อพัฒนาวิธีการสกัดตวัอยางดเีอ็นเอที่งาย รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ   
เพื่อลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอน
ทั้ง 3 วิธี โดยใชสารสกัดของ Dellaportta et al. (1983) และบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว ม ี
ความเหมาะสมเมื่อนํามาใชสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางออยเพื่อใชตรวจสอบโรคใบขาวออยดวย 
เทคนิคไฮบริไดเซชั่น และเปรียบเทียบผลกบัวิธีปกตขิอง Dellaportta et al. (1983) พบวาใหผลการ 
ทดลองที่ไมแตกตางกัน แตเวลาที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนจะใชเวลานอยกวาการ 
สกัดดีเอ็นเอแบบปกติ โดยในการลดขั้นตอนการสกัดดเีอ็นเอดวยการใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง จะใชเวลานอยกวา 2 ชั่วโมงตอตัวอยาง การใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที จะใชเวลานอยกวา 1 ชั่วโมงตอตวัอยาง และการใชสวนของ 
น้ําใส (crude extract) จะใชเวลานอยกวา 30 นาทีตอตัวอยาง โดยเปรียบเทียบขั้นตอนการสกัดดัง
ตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  ตารางเปรียบเทียบขั้นตอนสกัดตัวอยางออยแบบลดขั้นตอนและการสกัดแบบวิธีปกต ิ
 

วิธีการสกัดแบบลดขั้นตอน 
ขั้นตอน 

/วิธีการสกัด 
Dellaporta et al. 1983 Dellaporta  

et al. (1983) 
Kang  

et al. (1998) 
Kristi   

et al. (2002) 
1. ขั้นตอน
การสกัด 

1.  เติมสารสกัด บมที่อุณหภมูิ 65 
องศาเซลเซียล นาน 10 นาที 
2.  เติม 50 μl ของ 5 M 
KCH3CO2 บมในน้ําแข็งนาน 20 
นาที 
3.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่ง
ความเร็วสูง ทีค่วามเร็วรอบ 
12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 5 นาที 
4.  ดูดสวนใสใสหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

1.  เติมสารสกัด 100 μl บมที่อุณหภูมิหองนาน 
5 นาที 
2.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียล  นาน 5 นาท ี
3.  ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร 

2. การ
ตกตะกอน 
ดีเอ็นเอ 

1.  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย 1 เทา
ของIsopropanol ที่อุณหภูมิ -20  
องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 
2.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่ง
ความเร็วสูงทีค่วามเร็วรอบ 
12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 10 นาที 
3.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  
ปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียล 
5 นาที 
4.  ตากตะกอนใหแหงและ
ละลายตะกอนดวย TE 50 μl 

1.  หลอดที่ 1 สวนใส (crude extract) ปริมาตร 
80 μl นํามาใชทดลองในขั้นตอไป 
2.  หลอดที่ 2 เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และหลอดที่ 3 เติม 
1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ –80 
องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 
3.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ12,000 rpm อุณหภูม4ิ องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

วิธีการสกัดแบบลดขั้นตอน 
ขั้นตอน 

/วิธีการสกัด 
Dellaporta et al,1983 Dellaporta  

et al. (1983) 
Kang  

et al. (1998) 
Kristi   

et al. (2002) 
2. การ
ตกตะกอนดี
เอ็นเอ 

5.  เมื่อตะกอนละลาย ปนในเครื่อง
หมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm  อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 5 นาที 
6.  ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดี
เอ็นเอดวย 3M C2H3NaO2 
7.  เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่
อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียล นาน 1 
ช่ัวโมง 
8.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็ว
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm  
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 10 นาที 
9.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  
ปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาท ี

4.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  ปนใน
เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 
นาน 5 นาที 

 

3. การ
ละลาย
ตะกอนดี
เอ็นเอ 

1.  ตากตะกอนใหแหงและละลาย
ตะกอนดวย TE buffer ปริมาตร 50 μl 
2.  แยกดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอบม
ดวย 1 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร RNase A 
(Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซล-
เซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
3.  หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศา-
เซลเซียล นาน 10 นาที 

ตากตะกอนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดวย TE buffer ปริมาตร 40 μl 
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มีงานวิจยัหลายชิ้นที่มีความพยายามในการพัฒนาและลดขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ เพื่อ
นํามาใชในการวินิจฉัยหรือตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR, RFLP หรือเทคนิค hybridization เชน จาก
การศึกษาเพื่อหาวิธีในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาสามารถลดขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง
สําหรับการตรวจ คือ ขั้นตอนการสกัดดเีอน็เอออกไปได หากน้ําคั้นที่ไดจากการบดเนื้อเยื่อพืชตดิ
เชื้อมีความสะอาดปราศจากสิ่งปนเปอนอืน่ๆ หรือใชน้ําที่ไหลออกมาจากรอยตัดลงบนแผน nylon 
หรือแผน nitrocellulose ทันที แลวจงึนํามาทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นตามขั้นตอนปกติตอไป แต
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น มีโอกาสเกิด flase positive เนื่องจากมกีารปนเปอนของน้ําคั้นหรือน้ําที่ไหลจาก 
รอยตัดของพชืที่ใชตรวจสอบ และการใช crude extract เมื่อตรวจสอบผลการ hybridization พบวา
เกิด background (พรทิพย และคณะ 2541) ดังนั้นวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยการใช 
สวนของน้ําใสบมที่อุนหภมูิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง หรือการใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการลางตะกอนดวย 75% Ethanol จะชวยกําจัดสิ่งปนเปอน ลดการ
เกิด background และ flase positive 
 
 มีการนําเทคนคิวิธีการดานเซรุมวิทยาทั้งโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Errampalli and 
Fletcher, 1993) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Shen and Lin, 1993) ถูกนํามาใชในการศึกษาเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในรูปแบบของ ELISA แตมักประสบปญหาในการแยกเชื้อไฟโตพลาสมาใหบริสุทธ
และมีปริมาณมากเพียงพอทีจ่ะนํามาใชในการฉีดสัตวทดลองสรางแอนติบอดี และมงีานวิจยัที่
พัฒนาการตรวจโรคพืชดวยชุดตรวจสอบการใชแอนติบอดีตรวจโปรตนีของโรค แตขอเสียคือ  
ถาใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบจะมีความจําเพาะตอแอนติบอดีต่ํา เนื่องจาก
ประกอบดวยแอนติบอดหีลายชนิดที่ทําปฏิกิริยาตอ epitope ที่แตกตางกันบนโมเลกลุของแอนติเจน 
แตการตรวจสอบดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น เปนการจับคูของดีเอ็นเอทีม่ีเบสคูสมกันจึงมีความ 
จําเพาะสูงกวาวิธีอ่ืนๆ 
  



  สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 การหาดีเอน็เอตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เปนสาเหตุของโรค
ใบขาวออย โดยการใชปฏิกิริยา PCR เพิ่มปริมาณยีนดวยไพรเมอรที่ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดใน
สวน 16S rRNA จํานวน 4 คูไพรเมอร คือ A1A2, A2A3, AF2/AR2 และไพรเมอร AF4/AR4 พบวา
ปฏิกิริยา PCR ของทั้ง 4 คูไพรเมอร สามารถเกิดแถบดีเอน็เอกับตวัอยางออยที่เปนโรคใบขาว แตไม
เกิดแถบดีเอ็นเอกับตัวอยางออยปกติ นําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ของทั้ง 4 ไพรเมอร 
โคลนดีเอ็นเอเปาหายดวยเทคนิค heat shock transformation ซ่ึงโคลน A1A2 มีจํานวน 7 โคลน 
โคลน A2A3 มีจํานวน 15 โคลน โคลน AF2/AR2 มีจํานวน 7 โคลน และโคลน AF4/AR4 มีจํานวน 
10 โคลน นํามาตัดพลาสมิดที่ไดดวยเอน็ไซม Not I  เพื่อการคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เหมาะสมตอ
การตรวจโรคใบขาวออย โดยการติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจโคลนตางๆจากพลาสมิดที่ไดจากทั้ง 4 คู
ไพรเมอร ดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  พบวาพลาสมิดลําดบั
ที่ 2 ของโคลน A1A2 มีความเหมาะสมตอการใชเปนดีเอน็เอตัวตรวจโรคใบขาวออย ดวยเทคนิค 
dot blot hybridization 
 

นําตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus ที่สกัด
ดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น พบวาผลการไฮบริไดเซชั่น
เกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นตัวเมยี Y. flavovittatus (สุโขทัย)  
ดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจัน่ตัวผู M. hiroglyphicus (สุโขทัย) และดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นตัวเมีย  
M. hiroglyphicus (สุโขทัย) โดยที่โคลน A1A2 และดีเอน็เอจากออยที่เปนโรคใบขาว ที่ใชเปน 
Positive control เกิดสัญญาณการไฮบริไดซ แตไมเกดิสัญญาณการไฮบริไดซกับดีเอน็เอของออย
ปกติ  
 

การพัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอที่งาย รวดเรว็และมีประสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลา
ในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลว
บดตัวอยางใหคณุภาพของดีเอ็นเอดีกวาการใชผงซิลิกาบดตัวอยาง และวิธีลดขั้นตอนที่ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ทุกวิธีใหดีเอน็เอที่มคีุณภาพและปริมาณที่ดีกวาการใชสาร 
สกัดจากวิธีอ่ืนๆ เมื่อนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่นกบัตัวอยางออยที่เปนโรคใบขาว 
พบวาเกิดสัญญาณกับตวัตรวจดเีอ็นเอโรคใบขาวออยที่มคีวามเขม ตามลําดับ คือ การใชสวนของ 
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น้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง การใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 
10 นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract)  
 

นําวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยางและใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาตรวจสอบผลกับตัวอยางออยทีเ่ก็บจากสถานที่ตางๆ ที่มี
อาการแตกตางกัน จํานวน 18 ตัวอยาง จาก 3 จังหวดั คือ จังหวดัชัยภูมิจาํนวน 9 ตวัอยาง จังหวดั
นครราชสีมาจํานวน 6 ตวัอยาง และจังหวดัขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง พบวาตวัเปรียบเทียบ 
control ที่ใชในการทดลอง คือ โคลน A1A2 และดีเอ็นเอที่สกัดไดจากโรคใบขาวออย ใหสัญญาณ
ชัดเจนแสดงผลเปนบวก (positive result) และเกิดสัญญาณกับออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จากจังหวดั
นครราชสีมา ใหสัญญาณตวัตรวจมีความเขมขนมากตามลําดับดังนี้ วธีิที่ 3 การใชสวนของน้ําใสบม
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง (ตัวอยางลําดับที่ 45 และ 46) วิธีที่ 2 การใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที (ตัวอยางลําดับที่ 27 และ 28) และวิธีที่ 1 สวนของน้ําใส 
(crude extract) (ตัวอยางลําดบัที่ 9 และ 10) ซ่ึงออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จากจังหวดันครราชสีมา มี
การแสดงอาการใบขาว และนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากวิธีลดขั้นตอนทําปฏิกิริยา PCR ได PCR 
product มีขนาด 150 bp โดยสามารถทําปฏิกิริยา PCR ไดกับดีเอ็นเอของตัวอยางออยที่แสดงอาการ
ใบขาว จากการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนทั้ง 3 วิธี 
 

วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยการบดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวและใชสาร
สกัดจากวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีความเหมาะสมตอการสกัดตัวอยางออย โดยใหผลการ
ทดลองที่ชัดเจนไมแตกตางจากการสกัดดเีอ็นเอดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) ซ่ึงการ
เตรียมตัวอยางดีเอ็นเอโดย การพัฒนาวิธีการลดขั้นตอนนีจ้ะเปนประโยชนตอการตรวจโรคใบขาว
ออยดวยเทคนคิ dot blot hybridization ซ่ึงมีประสิทธิภาพและใหผลรวดเรว็มากขึ้น และเปนวิธีที่ไม
ยุงยาก ลดการใชสารเคมีที่ไมจําเปน สามารถเตรียมดีเอ็นเอจากตวัอยางจํานวนมากไดพรอมกัน 
และระยะเวลาในการสกัดตอหนึ่งตวัอยางไมเกิน 2 ช่ัวโมง 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวสุปราณี  บุญโนนแต 
วัน เดือน ป ที่เกิด 6 มีนาคม พ.ศ. 2519 
สถานที่เกิด  ตําบลบานโสก  อําเภอเกษตรสมบูรณ  จังหวัดชยัภูม ิ
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา)  มหาวิทยาลยัเชียงใหม 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน  
สถานที่ทํางานปจจุบัน  
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ   
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจิัยระดับบัณฑติศึกษา 

เพื่อการตีพิมพในวารสารระดับชาติและนานาชาติ 
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