
 

 

 
 
  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 

   

ปริญญา 
   

สาขา  ภาควชิา 
  
เร่ือง การพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคใบขาวออยอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 

  

 Development of the Rapid and Efficient Method for Sugarcane White Leaf 
 Disease Detection 

  
  

  

  
นามผูวิจัย นางสาวสุปราณี  บุญโนนแต 

ไดพิจารณาเหน็ชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
                   หัวหนาสายวชิา  

 (  ) 
  

 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 
 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พฤกษเศรษฐกิจ) 

พฤกษเศรษฐกจิ สายวิชาวิทยาศาสตร 

 รองศาสตราจารยสิริภัทร  พราหมณยี, Ph.D. 

 

ผูชวยศาสตราจารยธนวรรณ  พาณิชพัฒน, Ph.D. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคใบขาวออยอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 
 

Development of the Rapid and Efficient Method for Sugarcane White Leaf Disease Detection 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวสุปราณี  บุญโนนแต 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พฤกษเศรษฐกจิ) 

พ.ศ. 2553 
 



 

 สุปราณี  บุญโนนแต  2553: การพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคใบขาวออยอยางรวดเร็วและ
มีประสิทธิภาพ  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พฤกษเศรษฐกิจ) สาขาพฤกษ
เศรษฐกิจ สายวิชาวิทยาศาสตร  อาจารยทีป่รึกษาวิทยานพินธหลัก: รองศาสตราจารย 
สิริภัทร  พราหมณยี, Ph.D.  95 หนา 

 
 

จุดประสงคของงานวิจยันี้คอืการพัฒนาวธีิการตรวจสอบโรคใบขาวออยใหรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ โดยการพัฒนาตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออย โคลน PCR product จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) ใช primer ที่ออกแบบจากยนี 16S rRNA ที่จําเพาะกับเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวออย 
จํานวน 4 ชุด และคัดเลือกโคลนที่มีความเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ โดยการทดสอบกับ
ตัวอยางใบออย และตวัอยางแมลง ดวยวิธีการตัดเฉพาะสวน inserted DNA จาก recombinant 
clone ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I ติดฉลากดวยสาร dioxigenin นํามาตรวจวนิิจฉยัดวยวิธี dot 
blot hybridization พบวา โคลนจาก primer A1A2 ใหสัญญาณที่ชัดเจนมากที่สุด และพบสัญญาณ
บนตัวอยางออยที่เปนโรคแตไมพบบนออยปกติ อยางไรกต็ามการวินจิฉยัที่รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ การสกัดดีเอน็เอที่ใชเวลาสั้นขึ้นมีความจําเปน การทดลองนี้จึงไดดัดแปลงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) วิธีของ Kang et al. 
(1998) และวิธี Kristi et al. (2002) เปรียบเทียบการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกา 
พบวาการใชสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) และการใชไนโตรเจนเหลวในการบด
ตัวอยางใหผลที่มีประสิทธิภาพ และในการลดขั้นตอน การทดลองโดยการใชสวนน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง เปนวิธีที่ใหสัญญาณในการตรวจสอบที่มคีวามเขม
มากกวาการใชสวนน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการใชสวนน้ําใส (crude extract ) ดี
เอ็นเอที่สกัดไดนี้สามารถใชทําปฏิกิริยา PCR และให PCR product กับตัวอยางออยที่แสดงอาการ
ใบขาวเทานั้น 
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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 
 

โรคใบขาวออย (Sugarcane White leaf disease) เกิดจากเชื้อสาเหตุไฟโตพลาสมา 
(phytoplasma) เดิมเรียก มายโคพลาสมา (mycoplasma) หรือ mycoplasma like organism (MLOs) 
ซ่ึงปจจุบันไดเปลี่ยนชื่อเปนไฟโตพลาสมาเปนจุลินทรียในกลุมโปรคารีโอท (Prokaryote) ซ่ึงถูก
จัดระบบจําแนกอยูในชั้นโมลิคูเตส (Class Mollicutes) พบวาเชื้อนี้เปนสาเหตุของโรคในพืชมาก 
กวา 600 ชนดิ ทําใหเกิดความเสียหายทางดานเศรษฐกิจอยางสูง โรคใบขาวออยเปนโรคที่มีความ 
สําคัญทําใหผลผลิตออยลดลงหรือถามีการระบาดของโรคอยางรุนแรง จะไมสามารถเก็บผลผลิตได   
ซ่ึงโรคใบขาวออยพบไดทกุระยะการเจริญเติบโตของออย  โรคใบขาวในออยเปนโรคที่พบครั้งแรก
ในประเทศไทยตั้งแต พ.ศ. 2498 ที่จังหวดัลําปาง โรคใบขาวออยระบาดรุนแรงมากในป พ.ศ.2505 
จนกระทั่งไมมีออยเขาหีบ และยังคงระบาดสรางความเสียหายในหลายชวงป เชน ป พ.ศ. 2517, 
2525, 2534 จนกระทั่งป พ.ศ. 2551 การระบาดของโรคใบขาวออยก็กลับทวีความรนุแรง กระจาย
แพรไปในทุกพื้นที่ทั่วประเทศ โดยเฉพาะอยางยิ่งโรคใบขาวออย ไดสรางความเสียหายและแพร
ระบาดอยางรนุแรงในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงพบเห็นไดในเกือบทกุแปลงออย สรางความ
เสียหายมากนอยแตกตางกันไป  
 

ในการวิจัยคร้ังนี้ตองการที่จะโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจทีม่คีวามจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่
เปนสาเหตุของโรคใบขาวออย และพัฒนาวิธีการสกัดตวัอยางดีเอ็นเอทีง่าย รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออย ใหสามารถตรวจสอบไดงายและ
รวดเร็ว ตรวจสอบตัวอยางในปริมาณที่มาก โดยใชเทคนคิ dot blot hybridization ซ่ึงเปนวิธีที่
สามารถใชกับพืช และสัตวหลาย ๆ ชนิดที่ใชไดผลดี  

 



วัตถุประสงค 

 
1.  โคลนดีเอ็นเอตัวตรวจทีม่ีความจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เปนสาเหตุของโรค 

ใบขาวออย 
 

2.  พัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอที่งาย รวดเร็วและมปีระสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลาใน
การตรวจสอบโรคใบขาวออย 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความสําคญัของออย 

 
ออย (Saccharum officinarum L.) เปนพืชเขตรอนที่มีถ่ินกําเนิดทางแถบหมูเกาะนวิกนีี 

เหนือของทวปีออสเตรเลีย โดยมีลําดับอนุกรมวิธานทางวิทยาศาสตรดังนี้  
 

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

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

 
ออยเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัชนิดหนึ่งของโลก เปนพืชที่ใหน้ําตาลมากที่สุดในกลุมของ

พืชที่ใหน้าํตาลดวยกัน เชน ตาลโตนด จาก มะพราว ขาวโพดหวาน และหัวบีท (ผักกาดหวาน)  
โดยเปนพืชที่ใหน้ําตาลตอไรตอปมากที่สุด รองลงไปคือหัวบีท ออยปลูกกันมากในประเทศบราซิล 
คิวบา อินเดยี แอฟริกาใต ออสเตรเลีย อินโดนีเซีย ไตหวันและประเทศไทย (เกษมและคณะ, 2521; 
สุรชัย, 2535) จากการดําเนินการศึกษาสํารวจพืน้ที่ปลูกออยในปการผลิต 2550 - 2551 โดยอาศัย 
ขอมลูจากดาวเทียมประกอบกับการเก็บรายละเอียดขอมลูทางภาคพื้นดิน เพื่อใหไดมาซึ่งขอมูลวา 
ดวยพื้นที่ปลูกออยโดยรวมทัง้ประเทศ จํานวน 6,516,376 ไร พื้นที่ออยสงโรงงาน 6,228,498 ไร 
สวนใหญปลูกมากในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือและภาคกลาง ออยนับเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนดิ
หนึ่งของประเทศไทย สามารถนํามาแปรรูปเปนน้ําตาลดบิและน้ําตาลทรายสงเปนสินคาออกเปน
อันดับสองรองจากขาว ประเทศไทยสงออกน้ําตาลมากเปนอันดับ 2 ของโลก การสงออกน้ําตาลดบิ
ในป 2552 สงออก 2,338,103 ตัน มีมูลคา 26,082 ลานบาท และการสงออกน้ําตาลทราย ในป 2552 
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สงออก 2,694,467 ตัน มีมูลคา 35,503 ลานบาท (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 
2552) สวนเหลือใชและผลผลิตจากออยยังสามารถนํามาใชทําประโยชนอ่ืนๆ อีก เชน การทําเยื่อ
กระดาษจากกากออย และการทําอุตสาหกรรมเครื่องสําอางคโดยใชตะกอนน้ําตาล เปนตน และ
ปจจุบันมีการนํากากออยมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลที่ใชในการผลิตน้ํามันรถยนตชนิด
แกสโซฮอลล (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต,ิ 2548) 
 

ออยเปนพืชทีม่ีโรคและศัตรูพืชหลายชนดิ ที่ทําใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตที่ลดลง  
โรคพืชในออยที่สําคัญชนิดหนึ่งในประเทศไทย คือ เชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงจะทําใหออยแสดงอาการ
การเปนโรคใบขาวและโรคกอตะไคร (ธีระ, 2532) สองโรคนี้จะมีความคลายคลึงกัน แตโรคกอ
ตะไครมีอาการที่แตกตางและหลากหลายกวาโรคใบขาวของออย คือ ออยจะแสดงอาการแคระ 
แกร ็น ใบขนาดเล็กแตกเปนฝอยคลายตะไคร และมีอาการแตกกอดานขางจํานวนมาก (Chona et al., 
1960; อัปสร และคณะ, 2538) อาการใบขาวจะเกิดกับออยทุกชวงอายุ ใบจะมีสีขาวซดีหรือแถบขาว
สลับเขียว แตกกอมากผิดปกติ และดูเปนพุมเตี้ยคลายกอหญา ออยอาจแหงตายทั้งกอหรือแคระ
แกร็น หนอออยจะโตเปนลําบาง แตจํานวนลําจะนอยกวากอปกติ ผลผลิตลดลงมากจนอาจเก็บเกี่ยว
ไมได (อนุสรณ, 2523) 
 
2.  เชื้อมอลลิคิวทท่ีทําใหเกิดโรคในพชื  
 

เชื้อมอลลิคิวทที่จัดวาเปนสาเหตุที่ทําใหพืชแสดงอาการผิดปกติหรือเกิดเปนโรคเมื่อเชื้อเขา
ไปอยูอาศัยและแพรพนัธภายในตนพืชไดแก เชื้อจําพวกสไปโรพลาสมา และไฟโตพลาสมา ซ่ึงเดิม 
เรียกวา mycoplasma like organism (MLOs) เนื่องจากยังไมสามารถแยกเชื้อออกมาเพาะเลี้ยงได 
และยังไมสามารถทราบถึงคุณสมบัติทางชวีวิทยาที่แนนอน จากรายงานการเกดิโรคจนถึงปจจุบัน 
พบวาพืชจํานวนหลายรอยชนิดแสดงอาการเปนโรคขึ้น โดยมีสาเหตจุากเชื้อสไปโรพลาสมาและ 
ไฟโตพลาสมา และในจํานวนนี้มีมากกวา 300 ชนิด ที่ไดรับการพิสูจนและยนืยันการแสดงผลแลว 
(Seemuller et al., 1998)  
 
        Bove and Garnier (1998) ไดจัดจําแนกเชือ้มอลลิควิทเปน 5 กลุม จากการวิเคราะหยนี 16S 
rRNA และยีนกํากับการสราง tryptophan (Trp) ไดแก 
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         กลุมที่ 1 กลุมของเชื้อ Spiroplasma, mesoplasma, Entomoplasma และ Mycoplasma 
mycoides 
         กลุมที่ 2 กลุมของเชื้อ Ureaplasma และ Mycoplasma pnemoniae 
         กลุมที่ 3 กลุมของเชื้อ Mycoplasma hominis และ Mycoplasma sualvi 
         กลุมที่ 4 กลุมของเชื้อ Phytoplasma, Acholeplasma และ Anaeroplasma 
         กลุมที่ 5 กลุมของเชื้อ Asteroleplasma  
 

เชื้อ MLOs ในปจจุบันไดเปล่ียนชื่อเชื้อเปนไฟโตพลาสมา โดย International Committee of 
Systematic Bacteriology (ICSB, 1995) เปนจุลินทรียในกลุมโปรคารีโอท (prokaryote) จากการ 
ศึกษาในดานกรดนิวคลีอิกและเซรุมวิทยา เชื้อไฟโตพลาสมาไมมีผนังเซลลและมีคุณสมบัติที่แตก 
ตางไปจากแบคทีเรียที่ไมมีผนังเซลลชนิดอื่น (ประสาทพร, 2527; Freundt, 1981) เชือ้ไฟโต-
พลาสมาไดรับการจัดใหอยูในกลุมเชื้อจําพวกมอลลิคิวทโดยใชลักษณะและคณุสมบตัิเทาที่จําเปน
ที่สุดสําหรับการจัดหมวดหมูของเชื้อในอาณาจักรโปรคารีโอท มีการกําหนดสถานะการเรียกชื่อ
ขั้นตนเปน Candidatus แลวตามดวยคําที่เสนอเปนชื่อสกุลและชนิดของเชื้อที่คนพบ เนื่องจากไม
สามารถศึกษาลักษณะและคณุสมบัติไดอยางครบถวนนอกจากขอมูลการวิเคราะหสารพันธุกรรม 
(Murray and Stackebrandt, 1995) มีการจดัอนุกรมวิธานของเชื้อไฟโตพลาสมาดังนี้  
 

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

 
เชื้อไฟโตพลาสมาสวนใหญมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกับเชื้อไมโครพลาสมาและ

สําหรับคุณสมบัติทางชีวโมเลกุลมีความใกลเคียงมากกับ Acholeplasma โดยมีลําดับการเรียงตัวของ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA คลายกันมากกวาเชื้อมอลลิคิวทกลุมอื่นๆ และยังมคีุณสมบัติการ 
ใช UGA เปน stop codon ไมใช Tryptophane codon เชนเดียวกัน ซ่ึงตางจากมอลลิคิวทกลุมอื่นๆ
ลักษณะของเชือ้พบวาเปนเซลลที่ไมมีผนังเซลล (cell  wall) และไมสามารถสังเคราะหสารที่จําเปน
สําหรับสรางผนังเซลล องคประกอบของเซลลถูกหอหุมดวยเยื่อหุมเซลล (cell membrane) เพียง
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อยางเดยีว องคประกอบหลกัที่มีอยูภายในเซลล ไดแก ไซโตพลาสซึม ไรโบโซม และดีเอ็นเอ ทําให
เซลลมีรูปรางที่ไมแนนอน (polymorphic) เชน กลม รี เปนแทงยาว เปนเกลียว เปนเสนยาวๆ หรือ
อาจมีรูปรางคลายผลฝรั่ง มีขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 0.2 – 1.0 ไมโครเมตร จนกระทั่งเปน
เสนสายยาวมขีนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 3 ไมโครเมตร ขยายพันธุโดยการแตกหนอ (budding)  
และการแบงตวัจากหนึ่งเปนสอง (Binary fission) (McCoy, 1984; สุวณ,ี 2532; พรทิพย, 2533) เปน
จุลินทรียที่มีความสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะพวกเพนนิซิลลิน แตไวตอเตตราซัยคลิน  
(พรทิพย, 2533; Basu and Giri, 1993) เชื้อไฟโตพลาสมาสวนใหญไมสามารถแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ใน
อาหารสังเคราะหได ยกเวน Spiroplasma citri สาเหตุโรค citrus stubborn ลักษณะของโคโลนีบน
อาหารสังเคราะหมีรูปรางคลายไขดาวหรือเปนเกล็ด (granular) เซลลเคลื่อนที่ไดโดยการหมุนเปน
เกลียว (สุพัฒน, 2528)  

 
โครงสรางพนัธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมามีคุณสมบัติเฉพาะตวั คือ จีโนม (genome) มี

สวนประกอบของ guanine และ cytosine (G + C content) คอนขางต่ํา อยูระหวาง 23 - 41 % ขนาด
จีโนมที่เล็กทีสุ่ดจนถึงใหญที่สุดอยูระหวาง 600 - 2200 กิโลเบส สวนการเรียงตัวของยีนที่ทําหนาที่
สังเคราะหโปรตีน คือ ribosomal RNA (rRNA) เปนลําดับเชนเดียวกบัเชื้อแบคทีเรียทั่วไปคือ 70S 
ribosomal มีการจัดเรียงตวัเปน 16S - 23S - 5S และเชื้อไฟโตพลาสมามียีน transfer RNA (tRNA) 
อยูระหวาง 16S - 23S (Razin, 1985; Kirkpatrick et al., 1994) 
 

Lee et al. (1994) ไดศึกษาเกี่ยวกับลักษณะสัณฐานวิทยา กลไกการเกดิโรคและปฏิสัมพันธ 
ระหวางเชื้อตอพืชอาศัย การตรวจสอบโรคโดยเทคนิคดานซีร่ัมวิทยา ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่น และ 
การตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR เพื่อจัดจําแนกและแบงกลุมของเชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงแบงไดเปน 
14 กลุม จากการวิเคราะหรูปแบบของ RFLP ของ 16S rRNA และลําดับโปรตีนของ Ribosomal จาก
พืชที่เปนโรค 
 

ลักษณะอาการของพืชที่เปนโรคเนื่องจากเชื้อไฟโตพลาสมาเขาทําลาย  จะแสดงอาการให
เห็นในพืชอาศยัที่แตกตางกันไป โดยที่เชื้อไฟโตพลาสมาจะอาศัยอยูในทอลําเลียง โดยเฉพาะที่
เซลลทออาหารของพืช (phloem) มีการถายทอดเชื้อไปยงัพืชตนใหมโดยการตอกิ่ง พืชกาฝากและ
แมลงจําพวกปากดูด ทําใหเกดิโรคกับพืชทีแ่สดงอาการใบเหลืองหรือใบซีดขาว (yellow type) 
อาการแตกยอดและใบออนแทนที่การผลิดอกออกผลตามปกติ (phyllody) และอาการเฝอกิ่งกาน
และใบรวมกบัการแตกกอฝอยและตนเตี้ยแคระ (witches’-broom) หรือตายจากยอดลงมา (decline) 
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(Doi et al., 1967) การตั้งชื่อและการเรียกชือ่ สวนใหญประกอบไปดวยช่ือสามัญของพืชอาศัยและ
ลักษณะอาการที่ถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเขาทําลาย เชน 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) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

8 

ตารางที่ 1  การจัดจําแนกไฟโตพลาสมาโดยอาศัยเทคนิค Restriction Fragment Length  
    Polymorphism (RFLP) จากสวนยีน 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  (ตอ) 
 

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  (ตอ) 
 

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  (ตอ) 
 

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  (ตอ) 
 

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 ออย 
 

โรคใบขาวออย (Sugarcane White leaf) เปนโรคที่ทําความเสียหายและมีการแพรระบาดทั่ว 
ไปในแหลงปลูกออย ไดแก ประเทศตาง ๆ แถบเอเชียตะวันออกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ใน
ประเทศไทยโรคใบขาวออยเปนโรคที่มีความสําคัญทําใหผลผลิตลดลงหรือถามีการระบาดของโรค
อยางรุนแรง เมื่อเปนโรคจะไมสามารถเก็บผลผลิตได พบครั้งแรกในป พ.ศ. 2497 ที่อําเภอเกาะคา 
จังหวดัลําปาง เกิดกับออยพนัธุ Co421 โดยเฉพาะอยางยิง่จังหวดัประจวบคีรีขันธ ชลบุรี ระยอง 
อุดรธานี อุตรดิตถ และลําปาง ซ่ึงความเสียหายที่เกดิขึ้นอยูกับการแพรระบาดรุนแรงของโรคในแต
ละปและพนัธุออยที่กสิกรใชปลูกในแตละทองถ่ิน (มณเฑียร และคณะ, 2519) และในปจจุบันการ
ระบาดของโรคใบขาวออยกพ็บอยูทุกภูมิภาคของประเทศไทย โดยพบไดทุกระยะการเจริญเติบโต
ของออย โดยออยที่เปนโรคจะแสดงอาการใบขาวหรือใบขาวปนเหลือง เร่ิมสังเกตอาการไดตั้งแต
ออยงอกโผลพนดิน ใบออยทีแ่ตกออกมาจะแคบเรียวเล็กกวาปกติ ออยทีไ่มเปนโรครุนแรงจะสราง
หนอสีเขียวหรือขาวที่มีขนาดคอนขางใหญ ซ่ึงหนอเหลานี้จะเจริญเปนลําตอได แตลําจะเล็กกวาตน
ปกติ และสรางหนอสีขาวเลก็ๆ มากมาย ดเูปนพุมคลายกอตะไคร ซ่ึงกอจะแหงและตายในที่สุด 
(วันทนีย และคณะ, 2522) ออยจะแสดงอาการใบขาวชดัเจนถาสภาพแวดลอมมีอุณหภมูิอยูในชวง 
23 – 35 องศาเซลเซียล ออยที่ปลูกในดนิทีม่ีความอุดมสมบูรณสูงจะมกีารเจริญเติบโตและมีความ
แข็งแรงจึงทําใหการแสดงอาการโรคใบขาวออยที่ปลูกในดินที่มีความอุดมสมบูรณสูงมีการแสดง
อาการนอยกวาออยที่ปลูกในดินที่มีความอุดมสมบูรณต่าํ (Leu, 1974) ในปการผลิต 2550/2551 
ประเทศไทยมพีื้นที่ปลูกออยประมาณ 6.5 ลานไร โดยมผีลผลิตออยเขาหีบประมาณ 73.23 ลานตัน 
โดยมีผลผลิตตอไรไมเกิน 10 ตัน/ไร ซ่ึงจัดอยูในระดับต่ํามากเมื่อเทยีบกับประเทศอื่นๆ ที่มีการผลิต
ออยเชนเดียวกนั ท้ังนี้ปญหาผลผลิตออยตกต่ําเกดิมาจากหลายสาเหตุ ในจํานวนนี้มพีืน้ที่ปลูก
มากกวา 2 แสนไร ที่ประสบปญหาออยเปนโรคใบขาว คิดเปนมูลคาความเสียหายไมต่ํากวา 1,000 
ลานบาท (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2552) 
 

โรคใบขาวออยมีสาเหตุมาจากเชื้อไฟโตพลาสมา โดยทัว่ไปเปนพวกที่มีรูปรางคอนขางกลม
รีมีขนาด 60 – 1000 นาโนเมตร ภายในประกอบดวยสายของกรดนิวคลีอิคและไรโบโซม เชื้อไฟ-
โตพลาสมานี้สามารถพบไดในทอลําเลียงอาหาร (sieve tube member และ companion cell) ของ
ออยที่เปนโรค โดยจะเขาไปเจริญในเซลลของทอลําเลียงอาหารของออยตลอดทั้งตน (ธีระ, 2519) 
โดยพบการระบาดในทวีปเอเชียในพ ื้นที่ที่มีการปลูกออย และมีพืชตระกูลหญาหลายชนิด เชน  
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หญาขอ หญาปากควาย และหญาแพรกทีแ่สดงอาการใบขาว คาดวาพืชเหลานี้อาจจะเปนแหลง
อาศัยของเชื้อไฟโตพลาสมา ซ่ึงออยจะสามารถกลับมาติดเชื้อไดอีกครั้ง (Sarindu and Clark, 1993)  
 

  
 
ภาพที่ 1  ออยแสดงอาการใบขาวที่พบในแปลงปลูกออย 
 
และเชื้อไฟโตพลาสมาสามารถถายทอดไดโดยติดไปกับทอนพันธุจากตนหรือตอที่เปนโรค และ
สามารถถายทอดไดโดยมีแมลงปากดูดจําพวกเพลี้ยจัก๊จัน่ Matsumura (Matsumuratetrix 
hiroglyphicus) เปนพาหะ (Rishi and Chen, 1989) และการจัดจําแนกแบบแผน RFLP ของ  
16S rRNA พบวาเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบขาวออยจดัอยูในกลุม 16SrXI (Rice yellow 
dwarf) กลุมยอย 16SrXI-B ที่ทําใหพืชแสดงอาการใบขาวซีด เนื่องจากสูญเสียคลอโรฟลดและ 
ใบพืชมีขนาดเล็กสั้นแตกเปนกอ ซ่ึงกอใหเกิดโรคใบขาวออยและโรคกอตะไคร (Lee et al., 1994) 
 

โรคใบขาวออยมีแนวทางปองกันกําจดัและควบคุมไดหลายวิธี เชน การใชมาตรการทาง 
กฏหมายควบคุมการนําเขาออยจากตางประเทศที่มีประวตัิการแพรระบาดของโรคใบขาวออย การ
เผยแพรความรูเร่ืองโรคใบขาวออยใหกับชาวไรออย การสงเสริมใหชาวไรออยปลูกออยดวยทอน 
พันธุที่ปราศจากโรค เชน การแชทอนพันธุในสารละลายเตตราซัยคลินไฮโดรคลอไรด 250 สวน 
ในน้ําลานสวน ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียล เปนเวลา 30 - 60 นาท ีใหผลในการปองกนัโรคใบขาว- 
ออยไดถึงออยตอสอง แตวิธีนี้อาจจะไมเหมาะกับชาวไร เนื่องจากมีคาใชจายสูง วิธีการที่ชาวไรออย 
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สามารถทําไดคือ การปลูกออยไวทําพันธุเอง โดยมีการคดัเลือกออยที่มลัีกษณะดีไมเปนโรคใบขาว 
ออยไวทําพันธุออย เตรียมทอนพันธุโดยคัดเลือกจากพื้นที่ที่ไมมีการระบาด โดยการปองกันและ 
การกําจัดโรคใบขาวออย แบงเปนระยะดงันี้ ระยะที่ 1 เมื่อพบการระบาด ใหทําลายตนที่เปนโรค
โดยการขุดออกแลว เผาทิ้งหรือฉีดพนดวยยาฆาหญา (ไกลโฟเสท 1%) เตรียมคัดหาพนัธุที่ทนทาน 
ตอโรค เตรียมแปลงพันธุที่จะมาขยายปลูกโดยใชพนัธุที่ทนทานและแชทอนพันธุในน้ํารอน 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล นาน 2 ชั่วโมง กอนปลูก ใชเตรียมเปนแปลงพันธุ และเมือ่เก็บเกีย่วแลว 
ควรรื้อแปลงทิ้ง เพื่อปลูกใหม ระยะที่ 2 ระยะหลังการเกบ็เกี่ยว ใหทําการไถดินคราดตอเกาออก 
ทําลายใหหมด และปรับปรุงดินโดยใชพืชบํารุงดิน จัดฤดูปลูกใหเหมาะสม (เดือนมนีาคม – 
สิงหาคม ในภาคตะวนัตก และเดือนตุลาคม - ธันวาคม ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) เพื่อลดการติด
เชื้อโดยแมลงพาหะ และการเตรียมทอนพนัธุโดยคัดจากพื้นที่ที่ไมมีการระบาด เชน พื้นที่ในเขต
ชลประทานที่เปนดินเหนยีวหรือพื้นที่ปลอดโรค ใชทอนพันธุที่มีคุณภาพปราศจากโรคจากแปลง 
พันธุที่ไดเตรยีมไว (ธนาคร และคณะ, 2524) 
 
 โรคใบขาวออยเปนโรคที่ทําใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจสูง นักวิจยัไดอาศัยเทคนคิ 
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ พันธุวิศวกรรม และวิทยาการดานอื่นๆ เพือ่ศึกษาและพฒันาวิธีการ 
ตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา การพิสูจนคุณสมบัติที่แทจริงของเชื้อไฟโตพลาสมา เพื่อหาวิธีปองกนัหรือ
กําจัดเชื้อไฟโตพลาสมาไมใหเกิดการระบาด ปจจุบันมีงานวิจยัที่เกีย่วของกับการตรวจและศึกษา
โรคใบขาวออย ไดแก   
 
 Prammanee et al. (1996) ไดศึกษาเกี่ยวกับโรคกอตะไครและใบขาว ดวยปฏิกิริยา PCR 
เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เขาทําลายถ่ัว faba ดวย universal primer จากสวนยนี 16S 
rRNA และใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจในการทาํ dot blot hybridization พบวามีความสัมพันธกับเชื้อ 
สาเหตุของโรคกอตะไคร 
 
 สุภาพร และคณะ (2540) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมา 
ที่พบในโรคพชื 8 ชนิด คือโรคใบขาวออย หญาแพรก หญา Brachiaria โรคเหลืองเตี้ยของขาว โรค
แตกพุมฝอยของงา ปอเทือง ผักเสี้ยนผีและโรคดอกเขียวของแพงพวย โดยปฏิกิริยา PCR ในการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงสําหรับเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA บางสวนของเชือ้
ไฟโตพลาสมา และใชดีเอ็นเอที่สกัดจากใบพืชที่เปนโรคเปนดีเอ็นเอตนแบบ พบวาสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดจากตัวอยางโรคแตกพุมฝอยของงา นํา PCR product ที่ไดติดฉลากดวย
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สารไดกอกซิเจนินเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจสําหรับการวินิจฉัยโรคดวยเทคนิค dot blot 
hybridization และ southern blot hybridization พบวาเกิดสัญญาณกับดีเอ็นเอที่สกัดจากใบพืชที่เปน
โรคทุกชนิดและ PCR product ขนาด 1.2 กิโลเบส ที่เพิ่มปริมาณจากทุกตัวอยางโรค เปรียบเทียบ
ลักษณะแบบแผนของ RFLP ของดีเอ็นเอขนาด 1.2 กิโลเบสจากทุกโรค พบวาแบบแผน RFLP ของ
ดีเอ็นเอที่มีความคลายคลึงกัน ไดแก กลุมโรคใบขาวของหญาแพรก และหญา Brachiaria กลุมโรค
แตกพุมฝอยของงาและปอเทือง กลุมโรคใบขาวออยและโรคเหลืองเตีย้ของขาว สวนโรคแตกพุม
ฝอยของผักเสี้ยนผี และโรคดอกเขียวของแพงพวยมแีบบแผน RFLP ที่เฉพาะตวั 
 
 รุงโรจน (2543) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหต ุ
โรคใบขาวออยและหญาบางชนิดในประเทศไทย โดยทําการเก็บตวัอยางออยและหญาที่พบใน
แปลงออยที่มอีาการใบขาวจากแหลงปลูกที่สําคัญของประเทศ มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา 
PCR ใชไพรเมอรที่จําเพาะจาะจงตอยีน 16S rRNA บางสวนของเชื้อไฟโตพลาสมา พบวาสามารถ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอขนาด 1.2 กิโลเบส เมื่อทําใหบริสุทธแลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 9 ชนิด 
เพื่อเปรียบเทยีบลักษณะแบบแผนของ RFLP และพบวาแบบแผนของ RFLP ของดีเอน็เอมีความ
คลายคลึงกันมากในแตละชนิดของเอ็นไซมตัดจําเพาะทัง้ในออยและหญา เมื่อนําขอมูลแบบแผน 
ดีเอ็นเอมาวิเคราะหดวยโปรแกรม UPGMA (Dice’s coefficient) และสรางเปน dendrogram พบวา
เชื้อไฟโตพลาสมาที่เขาทําลายออยและหญาบางชนิดในประเทศไทยมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมต่ํา หากใชคา similarity 0.85 ไมสามารถแบงกลุมเชื้อไฟโตพลาสมาที่พบในออยและ
หญา และที่คา similarity 0.95 สามารถแบงเชื้อไฟโตพลาสมาออกเปน 4 กลุม 
 
 เธนศ (2545) ไดศึกษาการจําแนกเชื้อสาเหตุของโรคกอตะไครออยเปรยีบเทียบกับโรค 
ใบขาวออย และโรคพืชที่เกดิจากเชื้อไฟโตพลาสมาอื่นๆ ดวยปฏิกิริยา PCR  โดยใช universal 
primer ที่สรางขึ้นจากยีน 16S rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมา พบวาเชื้อสาเหตุโรคกอตะไคร 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายและรปูแบบดีเอ็นเอที่ไดแตกตางจากเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวออยและโรคอื่นๆ ใหดีเอน็เอ 3 ขนาด คือ ดีเอน็เอ GGS1 มีขนาดนวิคลีโอไทด 1,174 
เบส ดีเอ็นเอ GGS2 มีขนาดนิวคลีโอไทด 827 เบส และดีเอ็นเอ GGS3 มีขนาดนวิคลีโอไทด 556 
เบส การตรวจวินิจฉยัดวยเทคนิค Southern blot hybridization พบวาดเีอ็นเอ GGS1 มีความสัมพันธ 
ใกลชิดกับดีเอน็เอขนาด 1,174 เบส ของใบขาว faba bean phyllody และ clover proliferation  
การโคลนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากโรคกอตะไคร GGS1 GGS2 และ GGS3 การหาลําดับเบสของ 
ดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบกบัฐานขอมูล (GenBank database) พบวาลําดับเบสของ GGS1 มีความ 
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เหมือนกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว เทากับ 93.8% และมีความสัมพันธกบัเชื้อไฟโต- 
พลาสมาอื่นๆ 78.6 - 100% สวน GGS2 และ GGS3 มีความสัมพันธ 7.3% และ 59.6 - 81.5% ตาม 
ลําดับ ผลการทดลองนี้ สรุปวาเชื้อสาเหตุของโรคกอตะไคร คือ เชื้อไฟโตพลาสมาและมีพันธุกรรม 
ใกลเคียงกับเชือ้สาเหตุของโรคใบขาว 
 
 วรรณภา และคณะ (2548) ไดสํารวจชนดิและปริมาณของเพลี้ยจักจั่นในพื้นที่ปลูกออย  
อ.กุมภวาป จ.อุดรธานี ตั้งแตเดือนธันวาคม พ.ศ. 2545 ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยใชกับดักแสงไฟ 
พบแมลงเพลี้ยจักจั่นจํานวน 69 ชนิด จัดอยูในวงศ Cicadellidae โดยสวนใหญมีปริมาณมากในชวง
ฤดูฝน แตชวงเวลาของการพบปริมาณประชากรแมลงมากที่สุดของเพลี้ยจักจั่นแตละชนิดจะ
แตกตางกัน เมือ่นํามาตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยในตัวเพล้ียจกัจั่นดวย
ปฏิกิริยา Nested Polymerase Chain Reaction (Nested PCR) สามารถตรวจพบ PCR product ของ
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยมขีนาดนวิคลีโอไทด 210 คูเบส ในเพลี้ยจกัจั่นจํานวน 12 
ชนดิ โดยเพลีย้จักจั่น Xestocephalus sp. ตรวจพบเชื้อสูงที่สุด 34.62% ผลการสํารวจออยที่พบโรค
ใบขาวออยในแปลงปลูกออยและพบเปอรเซ็นตกอออยที่แสดงอาการโรคใบขาวมีมากในระยะยาง
ปลองมากกวาระยะออกดอกและระยะเก็บเกี่ยว และเมื่อศึกษาประสิทธภิาพการถายทอดเชื้อจากตน
ออยที่มีเชื้อไฟโตพลาสมาไปสูตนออยที่มีอาการปกติโดยเพล้ียจักจั่น Exitianus indicus และ 
Matsumuratettix hiroglyphicus พบวามีเพยีง M. hiroglyphicus ที่สามาถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา
ไปสูตนออยปกติได โดยตรวจพบ PCR product ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย มี
ขนาดนวิคลีโอไทด 210 คูเบส ในตนออยปกติที่รับเชื้อจากการถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาเปนระยะ 
เวลา 3, 24 และ 168 ชั่วโมง โดยมีเปอรเซน็ตการถายทอดเชื้อ 10, 20  และ 55 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
 ยุพา และคณะ (2548) ไดศึกษาการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยใน
เพล้ียจักจั่นชนดิตางๆ ที่เก็บมาจากแปลงปลูกออย ในจังหวัดอดุรธานี ดวยปฏิกิริยา Nested PCR 
สามารถตรวจพบแถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยขนาดนวิคลีโอ-
ไทด 210 คูเบส (base pair) ในเพลี้ยจักจั่นจํานวน 12 ชนดิ ไดแก 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 เมื่อทําการตรวจสอบการเปนแมลงพาหะและประสิทธิภาพ
การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติโดยเพล้ียจักจั่น จํานวน 3 
ชนิด ไดแก เพล้ียจักจัน่ M. hiroglyphicus, E. indicus และ Y. flavovittatus พบวามีเพยีงเพล้ียจักจัน่ 
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M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus เปนแมลงพาหะสามารถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติได สวน เพลี้ยจักจั่น E. indicus ไมสามารถถายทอดเชื้อไฟโต-
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยไปสูตนออยปกติได โดย เพล้ียจักจั่น M. hiroglyphicus ระยะเวลา
อยางนอย 3 ชัว่โมง ที่ดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวและแสดงการถายทอดเชื้อสูตนปกติได  
10 - 55 เปอรเซ็นต สวนเพลีย้จักจั่น Y. flavovittatus ใชเวลาดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค 
ใบขาวออยจากตนออยทีแ่สดงอาการใบขาวที่ระยะเวลาอยางนอย 24 ช่ัวโมง โดยมีเปอรเซ็นตการ
ถายทอดเชื้อตัง้แต 5 - 45 เปอรเซ็นต 
 
 รงรอง และคณะ (2548) ไดศึกษาและผลิตตนกลาออยปลอดโรคใบขาวออยโดยวิธีการ 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชของออย 5 สายพันธุ คือ K84 - 200, K92 - 213, K92 - 80, กพส94 - 13 และ 
กพส 98 – 2 - 009 แคลลัสที่ไดในแตละสายพันธุ ผานการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค
ใบขาวออยดวยวิธี dot blot hybridization คัดเลือกแคลลัสที่ปลอดโรคใบขาวออยมาขยายเพิ่ม
ปริมาณและชกันําใหเกดิจุดกําเนิดยอดสีเขียว เพื่อการผลิตตนกลาปลอดโรคจํานวนมากขึ้น ตนกลา
ออยปลอดโรคที่เตรียมไดสามารถยายปลูกในแปลงผลิตทอนพันธุออยปลอดโรคตอไปได 
 
 ขนิษฐา และคณะ (2551) ไดพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ- 
ขาวออย โดยนําแอนติซีรัมที่ผลิตไดมา Cross-absorbed กับน้ําคั้นพืชปกติ จากนั้นนํามาแยกเฉพาะ 
Immunoglobin G (IgG) และเตรียม F(ab’)2 แลวทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีร่ัมดวยวิธี 
F(ab’)2 indirect ELISA กับน้ําคั้นของออยใบขาวและออยปกติ ปรากฏวาแอนติบอดีจากการเจาะ 
เลือดกระตายครั้งที่ 1-3 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจสอบโรคใบขาวออย และพบวาเอ็นไซม 
horseradish peroxidase-labelled protein A มีประสิทธิภาพสูงกวาเอ็นไซม alkaline phosphatase 
antirabbit IgG และพบวา polysorp plate ของ Nunc เหมาะสําหรับนํามาใชชุดตรวจสอบ จากการ 
ทดสอบโดยวธีิ ELISA พบวาบัฟเฟอรที่นาํมาใชเปน 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  ผลการตรวจสอบตัวอยางโรคใบขาวออย ดวยชุดตรวจสอบไดผลดี โดยคา 
absorbance ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของออยเปนโรคมีคาแตกตางจากออยปกติอยางชัดเจน 
แตถาออยแสดงอาการใบขาวปนเขียวหรือสีเขียวออน คาทีอ่านไดคอนขางต่ํา แตยังสูงกวาคาของ
ใบออยปกต ิ
 
 Clark et al. (1989) มีการผลิตโพลีโคลนอล แอนติเซรั่ม (polyclonal antiserum) และ 
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โมโนโคลนอล แอนติเซรั่ม (monoclonal antiserum) สําหรับใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อใน 
พืชที่เปนโรคโดยประสบผลสําเร็จในการผลิตแอนติเซรั่มเจาะจงกับแอนติเจนทีเ่ปนเชื้อไฟโต- 
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและโรคใบขาวของหญาแพรก ซ่ึงแอนตเิซรั่มที่ผลิตไดจากหญา 
แพรกที่เปนโรคใบขาว สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชื้อไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในหญาแพรกที่เปนโรค 
ใบขาว แตไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับพืชอ่ืนที่นํามาทดสอบ รวมทั้งกับออยที่แสดงอาการใบขาว 
และอาการกอตะไคร ในทํานองเดียวกนัแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากออยที่เปนโรคใบขาว สามารถ 
เกิดปฏิกิริยากบัเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยในออยที่เปนโรคใบขาวและออยที่เปนโรค 
กอตะไครเทานั้น 
 
 Nakashima et al. (1994) ไดมีการคนพบ extrachromosomal DNA ของเชื้อไฟโต- 
พลาสมาสายพันธุที่กอใหเกิดโรคใบขาวออย ซ่ึงชิ้นสวนดเีอ็นเอของเชื้อนี้ที่ถูกโคลนแลว สามารถ 
เกิดปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นกบัเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหออยเกิดโรคใบขาว และเชื้อไฟโตพลาสมา 
อ่ืนๆ ที่ทําใหพืชตระกูล gramineae แสดงอาการใบขาว ซ่ึงดีเอ็นเอตัวตรวจนี้สามารถทําปฏิกิริยา 
ไฮบริไดเซชั่นกับเชื้อไฟโตพลาสมาที่พบในสวนใบ ลําตน และรากของออยเปนโรค และพืช
ตระกูล gramineae ที่แสดงอาการใบขาว 
 
 Klinkong and Seemuller (1997) ไดสกัดดีเอ็นจากออยทีเ่ปนโรคใบขาวออยโดยวิธี 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 เมื่อยอย 
ดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ HindIII ไดดีเอน็เอที่เปนเสนตรงและทดลองโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเขา
สู Escherichia coli ดีเอ็นเอตวัตรวจทีไ่ดจากชิ้นสวนทีแ่ทรกสอดดวยวิธีถายยีนที่เกิดจากแถบ 
ดีเอ็นเอ 2 แถบ ของดีเอ็นเอโรคใบขาวออยที่ไมไดตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ เปน homologous กับ
ช้ินสวนที่เปน nick และ supercoil ของ Recombinant plasmid ที่ไดจากโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย 
การตรวจตวัอยางดวยวิธีไฮบริไดเซชั่นจํานวน 8 ตัวอยาง ที่เก็บตัวอยางจากพื้นที่ทีแ่ตกตางกันของ
ประเทศไทย พบวาใหผลเปนโรคใบขาวกบัตัวอยาง E-DNA ของ หญาแพรกและหญา brachiaria 
และไมเกิดผลเปนโรคใบขาวกับตัวอยางพืชอีก 18 ชนิด  
 
 Wongkaew et al. (1997) ศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปน
สาเหตุโรคใบขาวออย โรคกอตะไครออย และโรคใบขาวในหญาบางชนิด ซ่ึงพบในแปลงที่ปลูก
ออยโดยใชเทคนิค RFLP และการหาลําดบัเบส ซ่ึงไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนยนี 16S rRNA 
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ดวยปฏิกิริยา PCR ได PCR product ขนาด 1.35 กิโลเบส แลวนํามายอยดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 9 
ชนิด ในสวนของการหาลําดับเบสใช PCR product ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ซ่ึงเปนสวน 3’ 
ของ 16S rRNA และสวนชองวาง (spacer region) ระหวาง 16S rRNA และ tRNA จากการวิเคราะห
แบบแผน RFLP และการหาลําดับเบสแสดงใหเห็นวาโรคใบขาวออยและโรคกอตะไครของออยมี
สาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมาตางชนิดกนั สําหรับการหาลําดับเบสดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใน
วัชพืชทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงแสดงอาการใบขาวนัน้ไมประสบความสําเร็จ แตอยางไรก็ตามเชื้อไฟโต-
พลาสมาที่พบในหญาทั้ง 3 ชนิด มีความใกลชิดกันมากจนเกือบไมตางกัน 
 
 Morcone et al. (1997b) ไดทําการศึกษาหญาแพรกใบขาวในอิตาลีและลักษณะสําคัญ 
ที่เกี่ยวของกับเชื้อไฟโตพลาสมา โดยใชเทคนิค RFLP หญาแพรกที่แสดงอาการของโรคใบขาวจะ 
สังเกตไดในแปลงซึ่งปลูกผักและผลไมตลอดจนพื้นที่ทีไ่มไดเพาะปลกูในตอนกลางและตอนใต 
ของอิตาลี โดยใชเทคนิคทางดาน PCR เพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาดวย 
ไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงจากสวนยีน 16S rRNA พบในหญาที่แสดงอาการใบขาวทีน่ํามาทดสอบ
ทั้งหมดใหผลบวก สวนหญาปกติไมไดแถบดีเอ็นเอจากการทําปฏิกิริยา PCR จากนัน้ไดนําเทคนิค 
RFLP มาใชในการวิเคราะหบางสวนของ rRNA ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR รูปแบบทีไ่ดแสดงใหเหน็
วาเปนแบบเดยีวกัน ซ่ึงคลายกับไฟโตพลาสมาในโรคใบขาวออย จากการศึกษาทําใหบอกไดวาสาย
สัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาในหญาแพรกใบขาวมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ
เชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบขาวออย 
 
 Seneviratne et al. (2004) ไดศึกษาโรคใบขาวออยในประเทศศรีลังกาดวยปฏิกิริยา PCR 
โดยใชไพรเมอร SPP1/SPP2 ขนาด 18 bp และ PCR product ที่ไดมีขนาดนิวคลีโอไทด 321 คูเบส 
ที่ออกแบบจากจากสวนยนี 16S rRNA เพื่อตรวจสอบการเกิดโรคในออยที่ไดจากวิธีการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืช พบวาสามารถตรวจสอบผลไดแมนยําและเชื่อถือได แมความเขมขนของ template DNA 
มีคาความเขมขนเพียง 0.04 นาโนกรัม 
 
4.  การตรวจวินิจฉัยและการจําแนกเชื้อของไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพชื 
 
 การศึกษาในดานตาง ๆ ตลอดจนการจัดจําแนกและแยกชนิดเกีย่วกับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมานี้คอนขางเปนเรื่องยาก เนื่องจากยังไมประสบผลสําเร็จในการ
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เล้ียงเชื้อไฟโตพลาสมาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มีเพียงกลุมเชือ้สกุล spiroplasma ที่สามารถเพาะเลี้ยงใน
อาหารเทียมได และมีขนาดใหญกวาเชื้อมอลลิคิวทชนิดอื่นๆ ทําใหสามารถจําแนกไดโดยกาตรวจ 
รูปรางลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Nakashima et al., 1995; Nakashima and 
Hayashi, 1995) ปจจุบันการตรวจและศึกษาเชื้อไฟโตพลาสมานั้น มีหลายวิธี ไดแก   
 

4.1  การตรวจโดยอาศัยลักษณะทางชวีวิทยา มีวิธีตรวจสอบไดหลายวิธี คือ  
 
       4.1.1  การตรวจและจําแนกเชื้อไฟโตพลาสมาโดยอาศัยความเฉพาะเจาะจงของแมลง

ในการเปนพาหะถายทอดเชือ้โรคของพืช  มีตัวอยางเชน  แมลงเพลี้ยจกัจั่นเขียวขาว Nephotettix 
cincticeps Uhler., Nephotettix virescens Distant. และ Nephotettix nigropictus Stal.  สามารถ
ถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคใบสีแสดของขาวได  (Nasu et al., 1967; Ou, 1985) สวน
เชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกดิโรคฝอยของงา (phyllody) ที่พบในประเทศอินเดีย สามารถถายทอด
ไดโดยเพลี้ยจกัจั่น Orocius albicinctus (Prasad and Sahambi, 1982; Nakashima et al., 1995) 
ในขณะที่ประเทศอิหราน พบวาโรคยอดฝอยของงาสามารถถายทอดเชื้อไฟโพลาสมา ไดโดยเพล้ีย-
จักจั่น Neoaliturus baematoceps (Nakashima et al., 1995) นอกจากนี้ Shiomi and Sugiura (1984) 
ไดอาศัยจาํนวนชนิดของพืชอาศัยที่ตางกัน เปนเครื่องมือที่ใชในการแยกกลุมยอยของเชื้อไฟโต-
พลาสมาสายพันธุที่มีการถายทอดไดโดยแมลงเพลี้ยจักจัน่ Macrosteles orientalis Virvaste 

 
4.1.2  การจําแนกโดยดูลักษณะอาการตามธรรมชาติที่พบในพืชนัน้ ดไูดจากอาการที่

ปรากฏในพืชที่เปนโรค (Shiomi, 1988) เชน อาการของพืชที่มีสาเหตมุาจากเชื้อไฟโตพลาสมา
มักจะแสดงอาการใบขาวหรืออาการแตกพุมฝอย สวนพืชที่เปนโรคแสดงอาการใบดาง มักจะมี
สาเหตุมาจากเชื้อไวรัส (ธีระ, 2532) ซ่ึงการวินิจฉยัโดยดูจากลักษณะอาการของพืชที่เปนโรคและ
การถายทอดเชื้อโดยแมลงพาหะ มีขอจํากัดเนื่องจากระยะเวลาของการบมเชื้อไฟโตพลาสมาในตัว 
แมลงพาหะและในตนพืชใชเวลานานมาก จึงไมนยิมใชวิธีนี้ในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา 
(Nakashima et al., 1991) 

 
4.2  การตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron microscope) 
 

มีการตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมาครั้งแรกโดยการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนในป 
ค.ศ.1967 โดย Doi et al. (1967) พบวาความผิดปกติของพืช เชน อาการเหลือง เตี้ย แคระและการ
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แตกกอ ไมไดมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส แตเกิดจากเชื้อจุลินทรียทีม่ีรูปรางคลายกับเชื้อมายโค-
พลาสมาที่เปนสาเหตุโรคปอดอักเสบในคนและสัตว โดยสามารถตรวจพบเชื้อภายในบริเวณทอ
ลําเลียงอาหารของพืชที่เปนโรคและมีอาการดังกลาว  

 
Joseph et al. (1975) ไดทําการตรวจหญาแพรกที่เปนโรคใบเหลืองดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอน พบเชื้อไฟโตพลาสมาในเนื้อเยื่อทอลําเลียงอาหารของหญาแพรกที่แสดง
อาการใบเหลอืง แตไมพบเชื้อนี้ในเนื้อเยือ่ของหญาแพรกปกติ โดยเชือ้ไฟโตพลาสมาที่พบไมมีผนัง
เซลล มีผนังชั้นเดียวเปนเยื่อบางลอมรอบไซโตพลาสซึมและองคประกอบภายในเซลล ซ่ึง
ประกอบดวยเม็ดที่คลายไรโบโซม และมีสายที่คาดวาเปนกรดนวิคลีอิค มีทั้งรูปรางทรงกระบอก 
วงกลม และรูปรางยาว ซ่ึงชนิดที่มีรูปรางทรงกลมมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 200 ถึง 500  
นาโนเมตร สวนชนิดที่มีรูปรางยาว มีความกวางประมาณ 80 ถึง 150 นาโนเมตร และชนิดที่มี
รูปรางทรงกระบอกมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 100 ถึง 150 นาโนเมตร  
 

      พรทิพย (2544) พบวาการตรวจสอบเชื้อมอลลิคิวทดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนมี
ขั้นตอนที่ยุงยากและมีคาใชจายสูง อีกทั้งตองการทักษะหรือความเชี่ยวชาญสูงในการตรวจสอบ 
และแมสามารถตรวจพบการมีเชื้อมอลลิคิวทอยูภายในเนือ้เยื่อที่ติดเชื้อ แตกย็ังไมสามารถชวยใน
การระบุชนิดของเชื้อมอลลิคิวทไดทนัที เนือ่งจากเชื้อมอลลิคิวททุกชนดิมีรูปรางลักษณะที่คลายกัน 
แตสามารถใชประกอบเพื่อยนืยันการเปนสาเหตุของการเกิดโรคได มีงานวิจยัที่ทําการตรวจสอบ 
เชื้อไฟโตพลาสมาดวยกลองจุลทรรศนในออย เชน การตรวจสอบโรค primula yellow, tomato big 
bud และโรค bermuda grass white leaf โดยการทํา pre - embed  immunogold labeling และ post -
embed immunogold labeling แลวตรวจสอบบริเวณเนื้อเยือ่ที่เกิดโรคดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน (Milne et al., 1995) และม ีการตรวจสอบบริเวณเนื้อเยื่อทีต่ิดเชื้อไฟโตพลาสมาในพืช
จําพวก periwinkle  เพื่อดูการกระจายตัวของเชื้อ  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ transmission 
(Lherminier et al., 1999)  เปนตน 
 

4.3  การตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Fluorescent microscope) 
 
       การตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต เปนอีกวีธีหนึ่งทีง่ายและมีความ

รวดเร็วในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในเนื้อเยื่อของพืช แตวิธีนีไ้มสามาถบอกไดถึงชนิดของเชื้อ
ไฟโตพลาสมา (Dale, 1988) จากหลักการที่พบวาเชื้อมอลลิคิวทเกือบทั้งหมดมีการเจริญและอยู
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อาศัยแพรพนัธุภายในทอลําเลียงอาหารของพืช คือ sieve tube member และ companion cell ซ่ึงเปน
เซลลกลวงที่ปราศจากนวิเคลียสหรือแทบไมมีดีเอ็นเอของพืชอยูเลย และหากจะมกี็มีเพียงบางเซลล
และมีเพยีงจํานวนนอยมาก ดังนั้นหากมีการติดสีเรืองแสงเกิดขึ้นภายในทอลําเลียงดังกลาว จึงนาจะ
เปนดีเอ็นเอจากแหลงอื่น Wongkaew et al. (1995) ไดทําการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในออยที่แสดง
อาการใบขาว โดยยอมเนื้อเยือ่ของสวนทอลําเลียงน้ําและอาหารของออยปกตแิละออยที่แสดง
อาการใบขาวดวยสารละลาย 4, 6 – diamidino - 2 – phenylindole (DAPI) และตรวจภายใตกลอง- 
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบความแตกตางของสวนทอลําเลียงน้ําของออยปกติ มีการเรืองแสงของ
ฟลูออเรสเซนตเปนจุดเล็กๆ กระจายอยูทัว่ไป ในขณะทีอ่อยที่แสดงอาการใบขาวจะพบการเรือง
แสงของฟลูออเรสเซนตเปนสีน้ําตาลทั้งภายในและภายนอกของสวนทอลําเลียงอาหาร ซ่ึงแสดงวา
ออยที่แสดงอาการใบขาวเปนการติดเชื้อโดยคาดนาจะเปนเชื้อไฟโตพลาสมา แตไมสามารถบอกได 
วาเปนเชื้อไฟโตพลาสมาชนิดใด (Harison et al., 1996) 
 

4.4  การตรวจโดยใชวิธี ELISA (Enzyme - linked Immunosorbent Assay) 
 
       การตรวจและวนิิจฉัยทางโมเลกุลโดยวิธีทางเซรุมวทิยา เชนโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

(Monoclonal antibodies) หรือโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibodies) มีประโยชนมาก
สําหรับการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา (Kirkpatrick et al., 1987) ดังเชนการศึกษาของ Clark et al. 
(1989) ที่มีการผลิตโพลีโคลนอล แอนติเซรั่ม (Polyclonal antiserum) และโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (Monoclonal antibody) สําหรับใชตรวจเชือ้ไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในพืชที่เปนโรค 
โดยประสบผลสําเร็จในการผลิตแอนติเซรั่มที่เฉพาะเจาะจงกับแอนติเจนที่เปนเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวของออยและโรคใบขาวของหญาแพรก ซ่ึงแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากหญาแพรกที่
เปนโรคใบขาว สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชือ้ไฟโตพลาสมาที่ติดเชื้อในหญาแพรกที่เปนโรคใบขาว 
แตไมสามารถเกิดปฏิกิริยากบัพืชอ่ืนที่นํามาทดสอบ รวมทั้งกับออยที่แสดงอาการใบขาวและอาการ
กอตะไคร ในทํานองเดียวกนัแอนติเซรั่มที่ผลิตไดจากออยที่เปนโรคใบขาวสามารถเกิดปฏิกิริยากบั
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในออยที่เปนโรคใบขาวและออยทีเ่ปนโรคกอตะไคร  

 
สวนวิธี ELISA ซ่ึงเปนที่นิยมคือ วิธีแบบออม (indirect -  ELISA)  เนื่องจากมีความไว

และใหระดับความเชื่อถือไดสูงกวาวิธี ELISA แบบตรง (direct – ELISA) ซ่ึงแอนติบอดี้ตัวตรวจมี
การจับเขากับเอนไซมติดฉลากโดยตรง โดยมีขั้นตอนการตรวจเชื้อซ่ึงไมยุงยากและสามารถทราบ
ผลในเวลา 2 - 3 วัน (พรทิพย, 2542) มีงานวิจัยทีท่ําการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยวิธี  ELISA 
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ในออย เชน Loi et al. (2002) ไดการศกึษาเกี่ยวกับการผลติ Monoclonal antibody เพื่อตรวจสอบ
การเกิดโรค apple proliferate ในทวีปยุโรป โดยเทคนิค ELISA และเทคนิค Immunofluorescence 
โดยตรวจสอบการติดเชื้อใน periwinkle และตน apple ในประเทศอิตาลีและสโลวาเนยี เปรียบเทยีบ
ผลที่ไดจากวิธี direct - ELISA และเทคนิค Immunofluorescence กับวิธีการยอมดวยสี DAPI และ
ปฏิกิริยา PCR ผลการทดลองพบวาเทคนิค ELISA มีความไวของการทาํปฏิกิริยาเทากบัผลที่ไดจาก
การทําปฏิกิริยา PCR แตเทคนิค ELISA มีความรวดเร็วและการปฏิบัติงานสะดวกมากกวาปฏิกิริยา 
PCR โดยสามารถตรวจสอบผลของโรค apple  proliferate phytoplasma ทั้งในสวนของราก ลําตน
และใบของแอปเปลได  

 
                     นงลักษณ และคลาค (2536) ไดทดลองนําทอนพันธุที่เปนโรคใบขาวและหญาแพรก
ใบขาวในธรรมชาติ ไปปลูกในโรงตนไมทดลอง และใชออยและหญาแพรกที่เปนโรคดังกลาว 
เปนแหลงของโรคใชแยกโปรตีนของมายโคพลาสมาหรือแอนติเจน เพือ่ผลิตแอนติซีรัมของเชื้อ
มายโคพลาสมาสาเหตุของโรคแตละชนิด เมื่อทดสอบปฏิกิริยากับแอนติเจนหรือน้ําคั้นจากใบออย
ที่เปนโรคดวยวิธี F(ab’)2 Indirect Enzyme - linked  Immunosorbent  Assay ปรากฏวาแอนติซีรัม
ของเชื้อมายโคพลาสมาที่แยกจากโรคใบขาวออยจะทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับน้ําคั้นจากออยที่
เปนโรคใบขาว และแอนติซีรัมของเชื้อมายโคพลาสมาที่แยกจากโรคใบขาวหญาแพรกจะทํา
ปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับน้ําคั้นจากหญาแพรกที่เปนโรคใบขาว แอนตซีิรัมทั้งสองชนิดไมทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจนตางชนิด เมื่อใชโปรตีนของมายโคพลาสมาจากออยใบขาวและจากหญา-
แพรกใบขาวมาแยกโดยวิธี Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS -
PAGE) และ western blot  ปรากฏวามายโคพลาสมาแตละชนิดจะมีโปรตีนที่สําคัญหนึ่งชนดิ ซ่ึงมี
น้ําหนกัโมเลกลุตางกัน คือ 21 kd สําหรบัออยใบขาว และ 19 kd สําหรับหญาแพรกใบขาว โปรตีน
ของมายโคพลาสมาแตละชนดิจะทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับแอนติบอดขีองโปรตีนนั้นๆ เทานั้น 
จากปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงของวิธี ELISA, western blot และจากระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
ใน SDS - PAGE  แสดงวาเชื้อมายโคพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและโรคใบขาวของหญาแพรก
เปนเชื้อตางชนิด  
  

4.5 การตรวจโดยวิธีดีเอ็นเอตวัตรวจ (DNA probe) 
 

การตรวจสอบโดยวิธีดเีอ็นเอตัวตรวจจะดูผลจากปฏิกิริยา DNA hybridization คือ  
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การจับคูชิ้นสวนดเีอ็นเอที่เปนตัวตรวจกบัดีเอ็นเอของเชื้อเปาหมายทีม่ีลําดับเบสเปนคูสมกัน เปน
วิธีที่มีความจําเพาะสูงกวาวิธี ELISA (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) การคัดเลือกชิ้นสวน 
ดีเอ็นเอที่ใชเปนตัวตรวจ อาจทําไดหลายวธีิ เชน วิธี random cloned DNA, ribosomal RNA gene 
ในสวนของ 16S rRNA gene หรือ 16S - 23S rRNA gene หรือวิธี specific - specific DNA probe 
(พรทิพย, 2542) ซ่ึงวิธีการตรวจสอบเชื้อแบงเปน 2 วิธี คอื dot blot hybridization และ southern blot 
hybridization ตามลักษณะการใชประโยชน คือ  

 
4.5.1  วิธี dot blot hybridization เหมาะสมกับการตรวจตวัอยางเปนจํานวนมากและมี

ขั้นตอนการปฏิบัติที่ไมยุงยาก (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) ซ่ึงสามารถนําน้ําคั้นที่ไดจากการ
บดเนื้อเยื่อของพืชที่ติดเชื้อและไมมีการปนเปอนจากสิ่งปนเปอนอื่นๆ หรือใชน้ําที่ไหลจากรอยตดั
สดของกิ่งกานหรือเสนใยพืชโดยตรง นํามาหยดลงบนแผน nylon หรือ nitrocellulose ทันที แลวทํา
ปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่นตามขัน้ตอนปกติ กส็ามารถที่จะตรวจสอบการตดิเชื้อไฟโตพลาสมาได ซ่ึง
เปนการลดขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยผลที่ไดมีประสิทธิภาพเทียบไดกับการตรวจดวยการสกัด 
ดีเอ็นเอได (พรทิพย และคณะ, 2541) 

 
4.5.2  วิธี southern blot hybridization ตรวจสอบปฏิกิริยาไฮบริไดเซชัน่ ดวยการตดั 

ดีเอ็นเอเปาหมายดวย restriction enzyme ยายดีเอ็นเอเปาหมายจากแผน agarose gel ไปสูแผน nylon 
หรือ nitrocellulose และตรึงดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตหรือความรอน แลวทําการตรวจสอบ
ดวยปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น (Seemuller and Kirkpatrick, 1996) 

 
การเพิ่มความชัดเจนของปฏกิิริยาไฮบริไดเซชั่น โดยการติดฉลากดเีอ็นเอ อาจ

ทําไดทั้งวิธีติดฉลากสารรังสี (radioactive) และสารปกตทิี่ไมมีรังสี (nonradioactive) แตเปน เอ็นไซม
หรือสารใหสีหรือสารเรืองแสงธรรมดา เชน 32P autoradiography หรือเอ็นไซม alkaline phosphatase 
และ horse radish peroxidase หรือสารเรืองแสง digoxigenin และ biotin ซ่ึงมีความปลอดภัยตอการ
ปฏิบัติงาน ไดมีการนําเทคนคิดีเอ็นเอตวัตรวจมาใชในการตรวจสอบพชืที่ติดเชื้อไฟโตพลาสมาใน
พืชตางๆ เชน Nakashima et al. (1993) ไดตรวจสอบการเกิดโรค Rice Yellow Dwarf จากเชื้อไฟโต-
พลาสมาจํานวน 10 สายพันธุ จากประเทศญี่ปุน ฟลิปปนส และประเทศไทย โดยการใชดีเอ็นเอตัว-
ตรวจที่ไดจากโครโมโซมจํานวน 4 probe และดีเอน็เอตวัตรวจทีไ่ดจาก Extrachromosomal DNA 
จํานวน 6 probe ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรค Rice Yellow Dwarf โดยเปรียบเทียบระหวาง
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เทคนิค dot blot hybridization และ southern blot hybridization พบวาใหผลที่ไมแตกตางกัน ซ่ึง
เทคนิค dot blot hybridization จะใชเวลาที่ส้ันและไมตองใชเครื่องมือที่ยุงยากและมีราคาแพง  
 

Lherninier et al. (1999) ไดใชเทคนิค Oligodeoxynucleotides เปนดีเอน็เอตัว-
ตรวจในการทาํปฏิกิริยา in situ hybridization (ISH) เพื่อตรวจสอบบริเวณที่มกีารแพรกระจายของ
เชื้อไฟโตพลาสมาใน Periwinkle ดวย Transmision electron microscopy โดยการติดฉลาก 
ดีเอ็นเอตวัตรวจดวยสารไดกอกซิเจนินหรือสารไบโอติน พบวาสามารถตรวจสอบบริเวณที่มกีาร
แพรกระจายของเชื้อไฟโตพลาสมาไดในระดับเนื้อเยื่อ 
 

    Webb et al. (1999) ไดตรวจสอบโรค Italian clover phyllody (ICPh) ในพืชชนิด 
Chrysanthemum carinatum และเพลี้ยจักจัน่ชนิด Euscelidius variegates ดวยเทคนิค ISH ดวย 
ดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ที่ติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจดวยสารไดกอกซิเจนิน
หรือสารไบโอติน พบวาสามารถตรวจสอบผลไดทั้งในเนือ้เยื่อพืชและเนื้อเยื่อของเพลี้ยจักจัน่  

 
4.6 การตรวจโดยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

         เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายใหมปีริมาณมากขึน้โดยวิธีปฏิกิริยา PCR 
เพื่อตรวจสอบเชื้อสาเหตุของโรคในคน สัตวและพืช ซ่ึงเปนวิธีที่ไมยุงยาก ใชเวลาสัน้และผลที่ไดมี
ความจําเพาะสงู เหมาะสมกบัเชื้อที่ไมสามารถทําการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณไดในอาหารเทียม
กอนที่จะนําไปทําการทดสอบกับวิธีตรวจสอบอื่นๆ โดยเฉพาะการตรวจสอบเชื้อมายโคพลาสมา
ในตนพืชและแมลงที่เกี่ยวของ (พรทิพย, 2544) ปฏิกิริยาที่ใชตรวจสอบเชื้อมายโคพลาสมาที่ไดรับ
การดัดแปลงและพัฒนาใหเหมาะสมในการตรวจเชื้อในปจจุบัน คือ  

 
         4.6.1  วิธีปฏิกริิยา PCR แบบมาตรฐาน คือ การใช DNA primer คูเดียว ซ่ึงอาจจะเปน
ไพรเมอร ที่ออกแบบมาจากสวนของ 16S rRNA gene หรือ 16S – 23S rRNA gene  

 
         4.6.2  วิธีปฏิกิริยา PCR แบบ Nested PCR ซ่ึงดัดแปลงใหเหมาะสมกับการตรวจเชื้อที่
มีปริมาณนอยโดยการใชชดุไพรเมอร 2 ชุด ในการทําปฏิกิริยา PCR จํานวน 2 คร้ัง ซ่ึงไพรเมอรชุด
แรกจะมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายอยางกวาง เรียกวา outer primer หรือ universal 
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primer และไพรเมอรชุดที่ 2 ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอดีเอ็นเอเปาหมายสูง เรียกวา inner primer 
หรือ specific primer จะชวยเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในสวนของ 16S -23S rRNA gene 

 
        มีงานวิจยัที่ทําการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยกริิยา PCR ในออย เชน การจําแนก
ระดับชีววิทยาโมเลกุล เพื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรมระหวางเชื้อสาเหตุโรคกอตะไครและ
โรคใบขาวของออย โดยการทําปฎิกิริยา PCR และการนาํขอมูลที่ไดเปรียบเทียบกับดเีอ็นเอบน
ฐานขอมูล (GenBank database) มีความคลายคลึงทางพันธุกรรมระหวางชิ้นสวนทีไ่ดจากการโคลน
ชิ้นสวนปฏิกิริยา PCR และใบขาว (Accession no. X76432) 93.8% (ธเนศ, 2545) การตรวจสอบเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในออยที่ทําใหเกิดโรค grassy shoot disease ที่ประเทศศรีลังกา โดยการออกแบบ 
ไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีน 16S rRNA (Seneviratne et al., 2004) หรือการนําปฎิกริิยา PCR มา
ศึกษาจีโนมของเชื้อไฟโตพลาสมาและการทําแผนที่ยีนเพื่อเปรียบเทียบความแตกตางทาง
พันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมา (Gaicia - Chapa et al., 2004) เปนตน 
 
5.  การพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากพืชท่ีมีประสิทธิภาพ 
   

การตรวจสอบโรคในพืชทั่วๆ ไป มีวัตถุประสงคเพื่อปองกันกอนทําการปลูกพืชหรือการ
กําจัดโรคระหวางการปลูกพชื สามารถสังเกตจากอาการของพืชที่เปนโรค ซ่ึงบางโรคมีอาการที่
ใกลเคียงกัน เชน การเกดิใบขาวในออยอาจเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา การเขาทําลายของเชื้อไวรัส   
หรือการขาดธาตุอาหารที่จําเปน เปนตน ทาํใหยากในการวินิจฉัย ซ่ึงหากมีการนําวิธีการใชดีเอ็นเอ
ตัวตรวจ (DNA probe) ซ่ึงมีขอดี คือ มีความนาเชื่อถือมากและตรวจไดในปริมาณที่มาก เปนวิธี
ตรวจที่สามารถบอกไดถึงอาการของโรคในระดับเนื้อเยือ่ (พรทิพย, 2544) และปจจัยที่สําคัญในการ
ตรวจสอบโรคพืชโดยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น คือ ดีเอ็นเอตวัตรวจทีเ่ฉพาะเจาะจงและดเีอ็นเอที่มี
ปริมาณและคณุภาพดีเพื่อนาํมาตรวจสอบโรค ซ่ึงวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ใชในปจจุบัน มีผูพัฒนาและ
คิดคนวิธีการในการสกัดขึ้นมากมาย แตละวิธีมีความแตกตางกันในการใชสารเคมี และขั้นตอนการ
สกัดที่แตกตางกันโดยใหมคีวามเหมาะสมกับตัวอยางและชนิดของพชืที่ตองการศึกษา และการนํา
ตัวอยางไปทดลองในขั้นตอไป เชน การทาํ genomic library construction, southern analysis, long -  
PCR และการทดลองอื่น ๆ  

 
 ตัวอยางวิธีการสกัดดีเอ็นเอพืช 
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Wagner et al. (1987) รายงานวาวิธีการสกดัแบบ CTAB ของ Murray and Thompson 
(1980) วิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Dellaporta et al. (1983) เปนวิธีที่นยิมใชกันอยางแพรหลายแตใช
เวลาในการสกดัดีเอ็นเอทีน่านและไมเหมาะกับตวัอยางพชืที่มี polysaccharide หรือ polyphenol ใน
ปริมาณที่สูง เนื่องจากสารเคมีที่ใชเปน extraction buffer จากวิธีสกดัทั้ง 2 วิธี มีความสามารถใน 
การกําจัดสารกลุม polysaccharide หรือ polyphenol ในปริมาณที่ต่ํา 

 
Lodhi et al. (1994) ไดพัฒนาวิธีการสกัดดเีอ็นเอจากองุน โดยดัดแปลงมาจากวิธีการสกัด 

ดีเอ็นเอของ Doyly and Doyly (1990) เปนการสกัดแบบใช CTAB และดัดแปลงใช NaCl เพื่อกําจดั
สารกลุม Polysaccharide และใช PVP เพื่อกําจัดสาร polyphenol ซ่ึงสารทั้งสองมีมากในองุน วิธีนี้
ใหคุณภาพดีเอน็เอในปริมาณที่สูงคือ มีปริมาณมากกวา 1 mg/1 g  ของใบพืช และสามารถนํา 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ และนําไปทําปฏิกิริยา PCR ซ่ึงใหผลดีเทากับการ 
สกัดดีเอ็นเอขององุนดวยวิธีของ Bourquin et al. (1991) (5 - 20 μg/nuclear DNA/1 g) ซ่ึงเปน 
วิธีที่นิยมใชในการใชสกัดองุน 
 

Kang et al. (1998) ไดทดลองสกัดเมล็ดพืชหลาย ๆ ชนิด เชน เมล็ดขาว เมล็ดถ่ัว  เมล็ด
ฟกทอง  เมล็ดแตงกวา เมล็ดพริกไทย เปนตน ซ่ึงเปนพืชที่ไดรับการถายยีน bar ซ่ึงสามารถ
ตานทาน herbicide bialaphos ใช extraction buffer ที่ประกอบดวย 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) ไดปริมาณ 
ดีเอ็นเอ 1.5 - 2 μg/ 1 endosperm โดยการตรวจสอบผลการสกัดดวยปฏิกิริยา PCR ใชไพรเมอรแบบ 
random primer และ RFLP ที่ออกแบบไพรเมอรมาจาก bar gene พบวาผลที่ไดเหมือนกับการสกัด
ตัวอยางจากใบพืช โดยวิธีนีส้ามารถที่จะคัดแยก genotype ในตัวอยางทีม่ี 200 ตัวอยาง ใหเสร็จใน
หนึ่งวนัได  
 

Chen and Ronald (1999) ไดพัฒนาวิธีในการสกัดดีเอ็นเอจากขาวและพืชอีกหลายๆ ชนิด 
โดยการสกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใช trip ชวยในการบดตัวอยาง ในระยะเวลา  
1 วัน สามารถที่จะสกัดตวัอยางพืชไดมากกวา 120 ตัวอยาง ปริมาณดเีอ็นเอที่สกัดไดมีความเขมขน
ตั้งแต 2.3 - 5.2 μg / 25 - 50 mg ใบพืชสด นําดีเอ็นเอที่สกัดไดตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ 
EcoRI, EcoRV, HindIII, MseI และ PstI แลวนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิค RFLP และปฏิกิริยา 
PCR พบวาใหผลที่ไมแตกตางจากการสกดัดีเอ็นเอดวยวธีิปกติทั่วไป 
 



 

29 

Dilworth and Frey (2000) มีการนํา glass bead ซ่ึงเปนซิลิกาชนิดหนึ่งชวยในการสกดั 
ดีเอ็นเอจากใบแอปเปลไดอยางรวดเร็ว เพื่อตรวจสอบการเปนโรคที่เกิดจากเชื้อรา Venturia 
inaequalis ที่ทําใหเกิดโรค scab และเชื้อ Podosphaera leucotricha ที่ทําใหเกิดโรค powder mildew 
โดยการทําปฏิกิริยา PCR 
 

Kristi et al. (2002) ไดทดลองใช extraction buffer ที่ประกอบดวย 0.25 M NaOH และ 
0.1M Tris - HCl, pH 8.0 สกัดดีเอ็นเอในเมล็ดขาวสาลีที่กําลังงอก ไดปริมาณดีเอน็เอ 1 μg/10 mg 
ของพืชสด ใชในการทําปฏิกริิยา PCR และการตรวจสอบผลดวยเทคนิค Microsatellite เพื่อตรวจ 
สอบยีนตางๆ ของขาว ซ่ึงใหผลที่ไมแตกตางกับการสกัดดวยวิธีอ่ืนและสามารถสกัดดีเอ็นเอได
เกือบ 1,000 ตวัอยางในหนึ่งวัน และสามารถเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล 
นาน 1 เดิอน 
 

Rogstad (2003) มีการนําผงซิลิกาชวยสกดัพืชที่มีขนาดมวลโมเลกุลของจีโนมสูง โดยการ
สกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และสารสกัดประกอบดวย 10 g CTAB, 140 ml. NaCl, 25 
ml. 1 M Tris - HCl pH8.0, 20 ml. 0.5 M EDTA  pH8.0  และปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่จนครบ 500 
มิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความเขมขน 2 - 4 μg / 250 mg ใบพืชสด และขั้นตอนการ
สกัดแบบลดขัน้ตอน โดยใชสวนของน้ําใสบมรวมกับ 0.6 เทา ของ Isopropanol ที่อุณหภูมิหองนาน 
1 นาที นําไปปนเหวี่ยงและลางตะกอนที่ไดดวย 70% Ethanol  เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทํา
ปฏิกิริยา PCR พบวาผลการทดลองที่ไดไมแตกตางจากการใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางพืชและ
เปนวิธีการที่ลดการใช CTAB และ guanidine thiocyanate ซ่ึงเปนสารเคมีที่มีราคาแพง 

 
Kasajima et al. (2004) ไดนําสารสกัดจากวธีิของ Edwards et al. (1991) ไดแก 200 mM 

Tris - HCl pH7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA  และ 0.5% SDS บดตวัอยาง Arabidopsis thalina
ในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใชแทงพลาสติกชวยในการบดตัวอยางปริมาณ 3 – 5 mg 
ในสารสกัดปริมาตร 200 μl  นําตัวอยางทีบ่ดปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูง ดดูสวนใสและ
นํามาเจือจาง 10 เทา ใน TE buffer ทดลองตัวอยางที่สกดัไดกับปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอรจํานวน 
23 ชุด พบวาไดผล 96% เมื่อเทียบกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ โดยใชเวลาในการบดตัวอยาง  
1 นาที/ตัวอยาง และใหปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 120 μg/ 1 mg ตัวอยาง สามารถเก็บตัวอยาง
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล ไวไดนาน 1 เดือน โดยยังมีประสิทธิภาพดีเมื่อนําทดสอบดวย
ปฏิกิริยา PCR 
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 ในแตละงานวจิัยตองการทีจ่ะพัฒนาวิธีในการสกัดดีเอน็ที่ใชระยะเวลานอยและลดการใช
สารเคมีที่อันตรายหรือมีราคาแพง โดยการลดขั้นตอนเพือ่ลดระยะเวลาที่ใชในการทําการทดลองขั้น
ตอไป แตคุณภาพของดีเอน็เอที่ไดตองมีคณุภาพดี คือ เมือ่นําไปทําการทดลอง เชน การทําปฏิกิริยา 
PCR, เทคนิค RFLP, เทคนิคไฮบริไดเซชั่น เปนตน ผลที่ไดตองไมมีความแตกตางกับการสกัดดวย
วิธีมาตรฐานทัว่ไป



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 

1.  ตัวอยางพืช 
 
    ออยพันธุอูทอง 2 ตัวอยาง คือ ออยปกต ิออยเปนโรคใบขาว ไดรับตัวอยางจากศูนยวิจยั

พืชไร จังหวัดสุพรรณบุรี นําตัวอยางมาทําความสะอาดโดยการลางน้ํา ผ่ึงใหแหงและเก็บตัวอยางไว
ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล เพื่อไวใชในการทดลอง 
 

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  เอ็นไซมและอ่ืนๆ 

 
   -  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  โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการประมวลผล 

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

 
วิธีการ 

 
1. โคลนดีเอ็นเอตัวตรวจสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรคใบ
ขาวออย 

 
1.1  การสกัดดเีอ็นเอจากตวัอยาง   
 
       สกัดดีเอ็นเอจากตวัอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวดวยวิธีการของ Dellaporta  

et al. (1983) บดตัวอยางพืช 0.1 กรัม ในไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด นําตัวอยางที่บดไดใสใน 
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) ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที เติม 50 μl 
ของ 5 M Potassium acetate บมในน้ําแข็งนาน 20 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยง
ความเร็วสูง (GS – 15R, Beckman) ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 
นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Isopropanol 
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง และนําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว 
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที ลางตะกอนดวย 75 % 
Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดวย TE buffer (50 mM 
Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM EDTA) ปริมาตร 50 μl เมื่อตะกอนละลายใหนําตวัอยางไปปนใน 
เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ3 องศาเซลเซียล นาน 5 นาท ี
ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดีเอน็เอดวย 3M Sodium acetate 
และ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง นําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุน-
เหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที ลางตะกอน 
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ดวย 75 % Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงทีค่วามเร็วรอบ 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดวย TE buffer 
(50 mM Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM EDTA) ปริมาตร 50 μl แยกดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอบม
ดวย 1 mg / ml RNase A (Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที 
 

1.2  การวัดความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 
    วัดความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอจากตัวอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว 

โดยการวัดคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer 
Ultrospec 2000 (Phamacia Biotech) และวิเคราะหคุณภาพดีเอ็นเอบน 1% Agarose gel ดวยเครื่อง 
Horizontal electrophoresis GNA 100 (Phamacia Biotech) ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 
นาที 
 

1.3  การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

       การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจาก
ฐานขอมูลใน GenBank โดยใชขอมูลลําดับเบสของดีเอน็เอที่เกีย่วของกับโรคใบขาวออยสวน  
16S rRNA (small subunit) ของโรคใบขาว strain SCWL ขนาด 1518 bp ( Seemuller et al., 1994) 
Accession No.X76432 ไดแก 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 ไดแก ไพรเมอร AF4 และ AR4 ดวยชุด DynAzyme II DNA 
Polymerase (FINNZYMES) โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 50 μl ซ่ึงประกอบดวย 
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)  เติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนครบ
ปริมาตรตามที่ตองการใชดีเอน็เอตนแบบทีส่กัดจากตวัอยางออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวความ
เขมขน 500 นาโนกรัม นํามาเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเครือ่ง 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 ที่อุณหภูมิแตกตางกันตามชนดิของไพรเมอร
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 ตามดวย Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 
10 นาที วิเคราะหผลที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 100 
(Phamacia Biotech) โดยการทํา gel electrophoresis บน 1.5% Agarose gel กระแสไฟฟา 80 
Voltage นาน 50 นาที 
 

 1.4  การโคลนชิ้น PCR product 
 

 1.4.1  การเตรียมช้ินดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR 
 

         เตรียมช้ินดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR จากการทดลองที่ 1.3 โดยตัด
แถบของดีเอ็นเอเปาหมายทีต่องการศึกษาจากเจล นํามาแยกดเีอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® 
Kit II (Bio 101) ตามขั้นตอนดังนี้ ช่ังแถบของดีเอ็นเอเปาหมาย เติม 2.5 เทาของ NaI นําไปบมที ่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที เติม 15 μl ของ grassmilk บมในน้ําแข็งนาน 5 นาที แลว 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา- 
เซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย NEW buffer ปริมาตร 500 μl โดยนําตวัอยางไปปนในเครื่อง 
หมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ดูดสวน 
ใสทิ้ง ละลายตะกอนดวย TE buffer บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที นําตัวอยางไปปน
ในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที 
ดูดสวนในใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

1.4.2  การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับพลาสมิด 
 
          การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) โดย

นําตัวอยาง 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 ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียล 
ขามคืน หยดุปฏิกิริยาดวยการบมที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที  



 

37 

1.4.3  การถาย Recombinant plasmid เขาสูเซลลแบคทีเรีย 
  

         ใชเทคนคิ heat shock transformation (Sambrook et al., 1989) เพือ่สงถาย 
recombinant plasmid เขาสู competent cell ของ E. coli สายพันธุ JM 109 (Promega) โดยนําสวน 
ผสมจากปฏิกิริยาจากการทดลอง 1.4.2 ปริมาตร 5 μl บมรวมกับ competent cell ปริมาตร 50 μl ใน
หลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็ง นาน 30 นาที นําไปบมที่อุณหภูมิ 42 องศา-
เซลเซียล นาน 45 วินาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็งทันทนีาน 2 นาที นําอาหารเลี้ยงเซลลเติม 
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 นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล บน
เครื่อง Minitron Incubator Shaker (Infors, Switzerland) ที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที 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 นําไปบมใน Incubator (EHRET) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน 16 ชั่วโมง และคัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวไวตรวจสอบดีเอ็นเอ
เปาหมายตอไป 
 

1.5  การคัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเปาหมาย 
 
     คัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเปาหมาย คือ โคโลนีสีขาวที่สามารถเจริญไดในอาหารแข็ง 

LB ที่เติมแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดที่ไดจากการโคลนดีเอ็นเอดวยวิธี Mini – prep (Alkaline lysis, 
Birnboim and Doly, 1979) ตามขั้นตอนดังนี้ เล้ียงโคโลนีที่ตองการในอาหารเหลว LB (Tryptone 
10 กรัม Yeast extract 5 กรัม และ NaCl 5 กรัม) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ผสมแอมพิซิลิน 1 μl/ml  
นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล บนเครื่อง Minitron Incubator Shaker (Infors, switzerland) 
ที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที นาน 16 - 18 ชั่วโมง ดูดสารละลายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส
ในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรโดยนําตวัอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาท ีเทสวนใสทิ้งและนํามาละลาย
ตะกอนดวยการเติม 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 บมที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที เติม Solution II (0.2 M 
NaOH และ 1% SDS) ปริมาตร 200 μl แชในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที แลวเติม Solution III (3 M 
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Potassium acetate และ 0.2 M Glacial acetic acid) ปริมาตร 150 μl  แชในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ดูดสวนใสใสในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตกตะกอนดเีอ็นเอดวย 
Ethanol ปริมาตร 2 เทาของสวนใส บมทีอุ่ณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุน
เหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอน
ดวย 1 มิลลิลิตร ของ 75% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอน
ของพลาสมิดดวย TE buffer ปริมาตร 50 μl แยกดเีอ็นเอออกจากอารเอนเอโดยเตมิ 1 mg/ml ของ 
Rnase A (Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียลย นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจดขูนาดของพลาสมิดที่สกัดได โดยการวิเคราะหบน gel 
electrophoresis  และตรวจสอบวา recombinant plasmid มีช้ินสวนของดีเอ็นเอเปาหมายสอดแทรก
อยู โดยตดัดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I (Bio Labs) ในสารละลายประกอบดวยพลาสมิดที่ตองการ
ศึกษาในปริมาตร 0.5 - 1 μg, 10X buffer 3 Not I ปริมาตร 1 μl และเอ็นไซม Not I ปริมาตร 0.125 μl 
และปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อใหไดปริมาตร 10 μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล นาน  
1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจดูขนาดของพลาสมิดที่
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I โดยการวิเคราะหบน gel electrophoresis   
 
2. การคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออย  

 
2.1  การเตรียมดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product 

 
ตัดชิ้น PCR product ที่เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR จากขอ 1.3 จากเจล นํามาแยก 

ดีเอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® Kit II (Bio 101) ตามการทดลองที่ 1.4.1 นําดีเอ็นเอที่ไดมา
ติดฉลากเพื่อสรางดีเอ็นเอตวัตรวจ ดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I (Roche) โดยเติม 12 μl Template DNA และน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย 16 μl นํามาตมใน
น้ําเดือดนาน 10 นาที และบมในน้ําแข็งทนัที แลวผสม DIG - High Prime 4 μl และบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียล นาน 20 ชั่วโมง หยดุปฏิกิริยาดวย 0.2 M EDTA และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซล-
เซียล นาน 10 นาที 
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2.2  การทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 
 
       นําตัวอยาง recombinant plasmid จากขอ 1.5 ความเขมขน 2 μg/μl  มาหยดบนกระดาษ 

nylon membrane ที่แชใน 10X SSC กอนที่จะหยดตวัอยาง เมื่อแหงแลวบมใน UV stratalinker® 
1800 (Stratalinker gene) ที่คาพลังงาน 1200 KJ นาน 10 นาที แลวนาํ membrane ใสในถุงรอนเติม 
Pre - hybridization ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมในเครื่อง Hybridization oven / Shaker SI 20H (Stuart 
scientific) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที เมือ่ใกลครบเวลา นําดีเอ็นเอตวัตรวจจากขอ 
2.1 ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทันที ดูดสารละลายใสใน 10 มิลลิลิตร ของ 
Hybridization granule แลวเติมใสในถุงรอนแทน Pre – hybridization ที่เทออก บมในเครื่อง  
Hybridization oven / Shaker SI 20H (Stuart scientific) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 20 
ชั่วโมง แลวลางแผน membrane ดวยสารละลาย 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 ลางแผน membrane ดวย 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 มิลลิลิตรตอ membrane 
ขนาด 100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที เท Blocking solution 
ออก แลวเติม Antibody solution (Anti – Digoxigenin – AP (150 mU/ml) : blocking solution = 
1:5000) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียล นาน 30 นาที ลางแผน membrane 
ดวย 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 บมที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตรวจสอบผลไฮบริไดเซชั่นดวย Color - substrate solution 
(NBT/BCIP stock solution : Detection buffer = 200 μl:10 ml)  เก็บไวในที่มืดจนกวาสีจะปรากฏที่
อุณหภูมิหองนาน 3 ชั่วโมง ตรวจผลโดยการสังเกตปฏิกิริยาการเกิดสญัญาณแถบสีมวงน้ําเงนิ หยดุ
ปฏิกิริยา โดยแชแผน membrane ในน้ํากล่ันนาน 5 นาที ที่อุณหภูมหิองและผึ่งใหแหงบนกระดาษ
กรอง บันทึกผลโดยการ scan ภาพ  
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2.3 การคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงโรคใบขาวออยโดยการตรวจสอบกับ 
ตัวอยางออย 

 
      นําตัวอยางดีเอ็นเอของออยปกติและออยเปนโรคใบขาว มาทดสอบดวยวิธีไฮบรไิด-

เซชั่น โดยการเตรียมดีเอน็เอตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 
ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอออยปกติและออยเปนโรคใบขาวมีความ
เขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  

 
 2.4  การทดสอบตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับตวัอยางแมลง  
 

       นําตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ Matsumuratettix hiroglyphicus และ 
Yamatotettix flavovittatus ที่สกัดดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริได-
เซชั่น โดยการเตรียมดีเอน็เอตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 
ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น มีความเขมขน 2 μg/μl  
มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  
 
3.  พัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอโดยการลดขั้นตอน เพื่อนํามาทําปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่น เพื่อ
ลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออยท่ีมีประสิทธิภาพ 
 

3.1  เปรียบเทยีบวิธีการที่มปีระสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอตัวอยางออยแบบลดขัน้ตอน 
 
       เปรียบเทยีบวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากตัวอยางออยปกตแิละออยเปนโรคใบขาว 
        
       ก)  เปรียบเทียบการบดตัวอยางโดยใชไนโตรเจนเหลวและใชผงซิลิกา คือ การทดลอง

ที่ 1 ชั่งตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 
คร้ัง บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดใสตวัอยางในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
และการทดลองที่ 2 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาวตัวอยางละ 0.1 
กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยผงซิลิกาใหละเอยีดใสตัวอยางในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร 
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        ข)  เปรียบเทียบการใชสารสกัดตามวธีิการสกัด 3 วธีิ คือ สารสกัดตามวิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) ประกอบดวย 100 mM Tris - HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl 
และ 10 mM 2 - mercaptoethanol สารสกัดตามวิธีของ Kang et al. (1998) ประกอบดวย 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) ประกอบดวย 0.25 M NaOH และ 0.1 M Tris - HCl, 
pH 8.0 
 
        ค)  เปรียบเทียบวิธีการลดขั้นตอน 3 วิธี คือ วิธีที่ 1 ดูดสวนใสที่บดตัวอยางมาใช 
(crude extract) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และวิธีที่ 3 ใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
 
        ในการทดลองนี้ใชวิธีการสกัดของ Dellaporta et al. (1983) วิธีปกตเิปนตัวเปรียบเทียบ 
(Control ) 

 
 การทดลองที่ 1 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว

ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดใสตัวอยางในหลอด 
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 นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดที ่
1 ใชสวนของน้ําใส (crude extract) นํามาใชทดลองในขัน้ตอไป หลอดที่ 2 ใชสวนของน้ําใส เติม 1 
เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความ 
เร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียล เปนเวลา 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% 
Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและละลายตะกอนดีเอน็เอดวย TE buffer และหลอด
ที่ 3 ใชสวนของน้ําใส เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและ ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  
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การทดลองที่ 2 ช่ังตัวอยางออย 2 ตัวอยางคือ ออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว
ตัวอยางละ 0.1 กรัม จํานวน 3 คร้ัง บดตัวอยางดวยผงซิลิกาใหละเอียดใสตัวอยางในหลอด 
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 นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 2 นาที ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดที่ 1 ใชสวนของ 
น้ําใส (crude extract) นํามาใชทดลองในขัน้ตอไป หลอดที่ 2 ใชสวนของน้ําใสเติม 1 เทาของ 
Isopropanol บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นํา
ตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  และหลอดที่ 3 
ใชสวนของน้ําใส เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง นํา
ตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเรว็รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70% Ethanol นําตัวอยางไปปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเรว็สูง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ตากตะกอนใหแหงและ ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer  
 

3.2 การวิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดได 
 
      วิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดไดจากชุดการทดลองที่ 3.1 บน 1% Agarose gel 

กระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia 
Biotech)  
  

3.3 การเปรียบเทยีบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอจากการสกัดดวยวิธีตางๆ โดยการใชตรวจ 
สอบโรคใบขาวออยดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
       นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากจากชุดการทดลองที่ 3.1 ทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นโดยใชชุด 
Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I และใชดีเอ็นเอตัวตรวจโรคใบขาวออย
ที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 2.3 ตามขั้นตอนจาการทดลองที่ 2.2 
 



 

43 

4.  การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับวิธีสกัดแบบ 
ลดขั้นตอน โดยใชตัวอยางออยท่ีเก็บจากสถานที่ตางๆ 

 
4.1  ตัวอยางออยที่ใชในการตรวจสอบ 

 
เก็บตัวอยางออยจํานวน 18 ตัวอยาง จาก 3 จังหวัด คือ จังหวัดชัยภูมิจํานวน 9 ตัวอยาง 

จังหวัดนครราชสีมาจํานวน 6 ตัวอยาง และจังหวัดขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง นาํมาทดสอบวิธีการ
ในการสกัดดีเอ็นเอออยแบบลดขั้นตอน ที่เลือกไดจากการทดลองที่ 3 
 
ภาพที่ 2  ตัวอยางออยที่เก็บจากสถานที่ตางๆ ลําดับ 
ที่ 1-5 เก็บตวัอยางออยจาก อ.เมือง จ.ชัยภูมิ แสดง
อาการ (1) ใบสีเขียว (2) ใบสีเขียวเหลือง เปนริ้วเหลือง
ที่ขอบใบ (3) ใบสีเขียวเหลือง ขนาดใบแคบเรียว (4) 
ใบสีเขียว ขนาดใหญ (5) ใบมีสีเขียวปนเหลือง ขนาด
ใบแคบและเรยีวยาว ลําดับที ่6 -11 เก็บตวัอยางออย
จาก อ.แกงสนามนาง จ.นครราชสีมา แสดงอาการ (6) 
ใบมีสีเขียว (7) ใบมีสีเขียว ขอบใบเปนสีเหลืองขนาด
ใบแคบและเรยีวยาว (8) ใบมีสีเขียวและมจีุดสีน้ําตาล
กระจายเปนหยอมๆขนาดใบแคบและเรยีวยาว (9) ใบ
ออยที่แตกออกมาจะแคบเรยีวเล็กกวาปกติ และสราง
หนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก (10) ใบสีขาวปน
เหลือง ขนาดใบเรียวเล็ก (11) ใบมีน้ําตาล มีสีเขียวปน
เล็กนอย ลําดับที่ 12 - 14 เกบ็ตัวอยางออยจาก กิ่ง อ.
โคกโพธิ์ชัย จ.ขอนแกน แสดงอาการ (12) ใบมีสีเขียว 
ขนาดใบเรยีวเล็กเปนพุม (13) ใบมีสีเขียว (14) ใบมีสี
เขียว จํานวนใบตอกอนอย ลําดับที่ 15 - 18 เก็บ
ตัวอยางออยจาก อ.คอนสวรรค จ.ชัยภูมิ แสดงอาการ 
(15) ใบมีสีเขียว (16) ใบมีสีเขียวปนเหลือง (17) ใบสี
เขียวปนเหลืองเล็กนอย ขนาดใบเรียวเล็กเปนพุม (18) 
ใบมีสีเขียว แตกเปนพุม 

 (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 ดูดสวนของน้าํใสที่บดตัวอยางมาใช (crude extract)  

4.2.2  วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิหองนาน 10 นาที  
4.2.3  วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 

 
      วิเคราะหคณุภาพของดีเอน็เอที่สกัดไดจากทุกวิธี บน 1% Agarose gel กระแส 

ไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาทีดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia 
Biotech)  
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4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตวัตรวจกับตวัอยางออยที่สกัดดเีอ็นเอแบบลด 
ขั้นตอนดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
        นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากจากชดุการทดลองที่ 4.2 ทั้ง 3 วิธี ทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น
โดยใชชุด Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I และใชดีเอ็นเอตัวตรวจ 
โรคใบขาวออยที่คัดเลือกจากการทดลองที ่2.3 ตามขั้นตอนจากการทดลองที่ 2.2 
 

4.3 การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆที่สกัด 
ดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
        การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากตวัอยางออยที่สกัดดีเอน็เอ
แบบลดขั้นตอน โดยใชไพรเมอร A1 และไพรเมอร A2 โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ใน
ปริมาตร 50 μl ซ่ึงประกอบดวย 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
กล่ันนึ่งฆาเชื้อจนครบปริมาตรตามที่ตองการใชดีเอ็นเอตนแบบความเขมขน 500 นาโนกรัม นํามา
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเครื่อง 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 ตามดวย Extention ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียล นาน 10 
นาที วิเคราะหผลที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 
(Phamacia Biotech) โดยการทํา gel electrophoresis บน 1.5% Agarose gel กระแสไฟฟา 80 
Voltage นาน 90 นาที 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
ผลการทดลอง 

 
1. การโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรคใบ
ขาวออย 

 

1.1  การสกัดดีเอน็เอ   
 
      สกัดดีเอ็นเอของออยปกติ และออยเปนโรคใบขาว  ดวยวิธีการของ Dellaporta et al. 

(1983) ดังอธิบายวิธีการในการทดลองขอ 1.1 สามารถสกัดดีเอน็เอที่มคีวามเขมขนและมีคุณภาพใน
ระดับที่ดี โดยการวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis (ภาพที่ 3) และวดัคาAbsorbance ที่ความ
ยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer ใหคาอัตราสวนระหวางคา A260 
และ A280 ของออยปกติและออยเปนโรคใบขาวเทากับ 1.776 และ 1.794 ตามลําดับ มีคาใกลเคียง
กับคุณภาพและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่เหมาะสม คอื 1.8 - 2.0 (สุรินทร, 2539) และนําคา 
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร มาคํานวณปริมาณดีเอ็นเอไดความเขมขนของออย 
ปกติและออยเปนโรคใบขาวเทากับ 3.0 μg/μl และ 3.2 μg/μl ตามลําดับ  
 
       พบวาดีเอน็เอจากตวัอยางออยทั้ง 2 ตัวอยาง มีคุณภาพดีมีความบรสุิทธิ์ และไมเกิดการ
แตกหกัของดีเอ็นเอมาก ซ่ึงเปนดีเอ็นเอที่สามารถนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป ไดแกการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา PCR ไดเปนอยางดี ดังแสดงในภาพที่ 4  
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 M    1     2 

    
 

ภาพที่ 3  วิเคราะหดเีอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางออย บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาที ดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M =  

     Standard Mix of Lamda Hind III and X174DNA Hae III, 1 = ออยปกต,ิ 2 = ออยเปน 
    โรคใบขาว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

23,130 bp  

2,322 bp 

1,353 bp 

603 bp 
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1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา PCR 
 

     การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ดังที่อธิบายตามวิธีการในการ 
ทดลองขอ 1.3 โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากยนีสวน 16S rRNA (small subunit) ของโรคใบขาว 
strain SCWL ขนาด 1518 bp (Seemuller et al., 1994) Accession No.X76432 ไดแก 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 
ไดแก ไพรเมอร AF4 และ AR4 ดวยชุด DynAzyme II DNA Polymerase (FINNZYMES)  
 

       จากการทาํปฏิกิริยา PCR สามาถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใหแถบดีเอ็นเอกับออยที่แสดง
อาการใบขาว แตไมพบแถบดีเอ็นเอจากออยปกติ ซ่ึงจะไดแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นดังนี้ ไพรเมอร 
A1A2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 150 เบส (ภาพที่ 4ก) ไพรเมอร A2A3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 231 เบส 
(ภาพที ่4ก) ไพรเมอร AF2/AR2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 168 เบส (ภาพที ่4ค) และไพรเมอรAF4/AR4 
แถบดีเอ็นเอขนาด 228 เบส (ภาพที ่4ข) สวนไพรเมอร AF3/AR3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 151 เบส และ 
500 เบส (ภาพที่ 4ข) สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอจากทั้งออยอาการปกติและออยอาการ 
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  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาที ดวยเครื่อง Electrophoresis (ก) PCR  

     product ที่เกิดจากไพรเมอร A1A2 (1=  ออยปกต,ิ 2= ออยเปนโรคใบขาว) และ 
    ไพรเมอร A2A3 (3= ออยปกต,ิ 4= ออยเปนโรคใบขาว) (ข) PCR product ที่เกิดจาก 
    ไพรเมอรAF3/AR3 (1= ออยปกต,ิ 2= ออยเปนโรคใบขาว) และไพรเมอร AF4/AR4  
    (3= ออยปกติ, 4= ออยเปนโรคใบขาว) (ค) PCR product ที่เกิดจากไพรเมอรAF2/AR2  
    (1= ออยปกติ, 2= ออยเปนโรคใบขาว) 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 ที่มีดีเอ็นเอเปา- 
หมาย 
 

     นําชิ้น PCR product ที่บริสุทธิ์ที่นํามาแยกดีเอ็นเอออกจากเจลดวยชุด Geneclean® Kit II 
(Bio 101) มาทําการเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกบัพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) สงถาย 
Recombinant plasmid เขาสู competent cell ของ E. coli สายพันธุ JM 109 (Promega) โดยใชเทคนคิ 
heat shock transformation (Sambrook et al., 1989) และสกัดพลาสมดิที่ไดจากการโคลดีเอ็นเอ 
เปาหมายดวยวิธี Mini–prep (Alkaline lysis) และนําจีโนมที่สกัดไดตดัดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 
(BioLabs)  
 

วิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลนดีเอ็นเอเปาหมายดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Not I (BioLabs) ซ่ึงแสดงโดยการวเิคราะหบน 1% Agarose gel พบวาโคลน A1A2 มีจํานวน 7
โคลน (ภาพที่ 5) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาดใกลเคียงกับ PCR product ที่เกดิจาก 
ไพรเมอร A1A2 โดยสามารถตัดพลาสมิดลําดับไดหมดทุกลําดับ A2A3 มีจํานวน 15โคลน (ภาพที่ 
6) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาดใกลเคียงกับ PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร A2A3โดย
สามารถตัดพลาสมิดลําดับที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 และ 15 แตไมสามารถตัดพลาสมิด
ลําดับที่ 9 และ 12 โคลน AF2/AR2 มีจํานวน 7โคลน (ภาพที่ 7) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมี
ขนาดใกลเคยีง PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร AF2/AR2 โดยสามารถตัดพลาสมิดไดหมดทุก
ลําดับ โคลน AF4/AR4 มีจํานวน 10 โคลน (ภาพที่ 8) และขนาดของพลาสมิดที่ตัดไดมีขนาด
ใกลเคียงกับ PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร AF4/AR4 โดยสามารถตัดพลาสมิดลําดับที่ 1, 2, 3, 5, 
6, 7 และ 8 สวนพลาสมิดลําดับที่ 4, 9 และ10 สามารถตัดพลาสมิดได แตปริมาณมีความเขมขนนอย  
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     M    P     1     2    3     4    5    6    7      

     
       
 
ภาพที่ 5  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน A1A2 ตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M = X174  
       DNA Hae III, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร A1A2 และ 1 - 7  

     Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 7 ที่ตําแหนงลูกศรชี ้คือ ดีเอ็นเอทีส่อดใสในการ 
     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   11  12  13  14   15 

           
 
 

ภาพที่ 6  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน A2A3 ตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Not I 
 บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M =  

   X174DNA Hae III, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร A2A3,  
   BC = Blue colony และ 1 - 15 = Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 15 ที่ตําแหนงลูกศรชี้  
   คือ ดีเอ็นเอที่สอดใสในการโคลน (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  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน AF2/AR2 ตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 50 นาท ีโดยที่ M = X174 DNA HaeIII, P = PCR  

     product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร AF2/AR2, BC = Blue colony และ 1 -7 =  
     Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 7 ที่ตําแหนงลูกศรชี ้คือ ดีเอ็นเอทีส่อดใสในการ 
    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  การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากโคลน AF4/AR4 ตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Not I 

 บน 1% Agarose gel  
 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาท ีดวยเครื่อง Electrophoresis โดยที่ M = X174  

    DNA HaeIII, P = PCR product ของออยเปนโรคใบขาวจากไพรเมอร AF4/AR4, BC =  
    Blue colony และ 1 - 10 = Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 - 10 ที่ตําแหนงลูกศรชี้ คือ  
    ดีเอ็นเอที่สอดใสในการโคลน (Inserted DNA)  

 
    
 
    

 
 
 
 

   
 
   
 
 
 
 
   

1,000 bp 

500 bp Inserted DNA 
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2.  การคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออย  
 

2.1  การคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product 
 

       นําพลาสมิดที่สกัดไดจากแตละโคลนมาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น ดวยการติด
ฉลาก PCR product ของออยที่เปนโรคใบขาวจากแตละไพรเมอรดวย DIG - High Prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit I ตามวธีิการในการทดลองขอ 2.1 - 2.2 นําพลาสมิดที่สกัดได
ตามวิธี Mini – prep (Alkaline lysis) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane 
และตรวจสอบโดยการไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอตวัตรวจที่เปน PCR product ที่ใชในการโคลน 
เพื่อคัดเลือกโคลนดีเอ็นเอทีเ่ฉพาะเจาะจงตอตัวตรวจ เพือ่นําไปใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจที่เฉพาะ 
เจาะจงตอโรคใบขาวออย 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจาก PCR product ของไพรเมอร A1A2 พบวา

สามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid แตมีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกัน โดย 
Recombinant plasmid ลําดับที่ 4 เกิดสัญญาณนอยที่สุด และไดคดัเลือก Recombinant plasmid 
ลําดับที่ 2 ใชเปนโคลนดีเอน็เอตัวตรวจ (ภาพที ่9ก) ใชดีเอ็นเอตวัตรวจจาก PCR product ของ  
ไพรเมอร A2A3 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid แตมีความเขมของสัญญาณที่
แตกตางกัน โดย Recombinant plasmid ลําดับที่ 1 เกิดสญัญาณความเขมนอยที่สุดและไดคัดเลือก 
Recombinant plasmid ลําดับที่ 7 ใชเปนโคลนดีเอ็นเอตวัตรวจ (ภาพที่ 9ข) ใชดีเอน็เอตัวตรวจจาก 
PCR product ของไพรเมอร AF2/AR2 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant plasmid และได
คัดเลือก Recombinant plasmid ลําดับที่ 7 ใชเปนโคลนดเีอ็นเอตัวตรวจ (ภาพที่ 9ค) ใชดีเอ็นเอตวั-
ตรวจจาก PCR product ของไพรเมอร AF4/AR4 พบวาสามารถเกิดสัญญาณกับ Recombinant 
plasmid ในทุกลําดับ แตมีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกัน ได คัดเลือก Recombinant plasmid 
ลําดับที่ 8 ใชเปนโคลนดีเอน็เอตัวตรวจ (ภาพที่ 9ง) โดยผลการไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอตัวตรวจ
จากไพรเมอรทุกไพรเมอรไมเกิดสัญญาณกับน้ํากลั่นทีใ่ชเปน negative control  แตเกิดสัญญาณกบั 
PCR product ของออยที่เปนโรคใบขาวจากแตละไพรเมอรที่ใชเปน positive control 
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    (ก)           (ข) 

 
 

      
  

    (ค)                (ง)      

 
ภาพที่ 9  ผลการไฮบริไดเซชั่นที่ใช PCR product จากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR เปน 

ดีเอ็นเอตวัตรวจ ติดฉลากดวย DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  
 
หมายเหตุ  (ก) ผลการไฮบริไดเซชั่นจากไพรเมอร A1A2 เปนดีเอ็นเอตวัตรวจ โดยท่ี 1 = PCR  

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



 

58 

1.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงโรคใบขาวออยโดยการตรวจสอบกับ 
ตัวอยางออย 

 
       นําโคลนที่คัดเลือกจากแตละไพรเมอรขางตน ตรวจสอบกับตัวอยางออยดวยวิธีไฮบริ- 

ไดเซชั่นนํามาติดฉลากโคลนแตละโคลนดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I นาํตัวอยางของดีเอ็นเอจากออยปกตแิละออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดดวยวิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane และทําตาม
วิธีการในการทดลองขอ 2.1 - 2.2 เพื่อคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจทีเ่ฉพาะเจาะจงกับโรคใบขาวออย 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจากโคลน A1A2 (ภาพที ่10ก) โคลน A2A3 

(ภาพที่ 10ข) โคลน AF2/AR2 (ภาพที่ 10ค) และโคลน AF4/AR4 (ภาพที่ 10ง) โดยที่ 1 = น้ํากลั่น, 
2 = โคลน, 3 = ตัวอยางออยปกติ และ 4 = ออยเปนโรคใบขาว พบวาผลการไฮบริไดเซชั่นกับ 
ดีเอ็นเอตวัตรวจจากโคลนทุกโคลนเกิดสัญญาณกับออยทีเ่ปนโรคใบขาวและเกิดสัญญาณกับแตละ
โคลนที่ใชเปน positive control แตไมเกิดสญัญาณกับออยปกตแิละน้ํากลั่นที่ใชเปน negative 
control สัญญาณของดีเอ็นเอตัวตรวจจากโคลน A1A2, A2A3 และโคลน AF2/AR2  มีสัญญาณ
ความเขมของการไฮบริไดซเทากัน แตระยะเวลาที่ดเีอ็นเอตัวตรวจจากโคลน A2A3 และโคลน 
AF2/AR2  ใชในขั้นตอน Color development ใชระยะเวลาที่นานกวาดีเอ็นเอตัวตรวจจากโคลน 
A1A2 ทําใหเกิด background  มาก และดเีอ็นเอตัวตรวจจากโคลน AF4/AR4 ที่ใชเปนดีเอ็นเอตวั
ตรวจเมื่อนํามาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอโรคใบขาวออยใหสัญญาณความเขมนอยที่สุด 

 
จากขั้นตอนการโคลนพบวา เมื่อนําแถบดีเอน็เอของออยที่เปนโรคใบขาวจากแต 

ละไพรเมอรเชื่อมตอเขากับเวคเตอร แลวถาย Recombinant plasmid เขาสู E.Coli (JM109) เพื่อให 
เพิ่มปริมาณ Recombinant DNA และตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ NotI พบวาพลาสมิดที่ถูกตัดม ี
ขนาดชิ้นดเีอ็นเอที่แตกตางกนัหรือบางพลาสมิดไมสามารถตัดดวยเอ็นไซมได เนื่องจากลําดับของ 
แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากแตละไพรเมอรอาจมีตําแหนงจดจาํของเอ็นไซม NotI หลายตําแหนง  

 
ผลการคัดเลือกดีเอ็นเอตวัตรวจที่เฉพาะเจาะจงกับโรคใบขาวออย คือ ดีเอ็นเอตวั

ตรวจที่ไดจากโคลน A1A2 (ภาพที่ 10ก) เพราะเกดิสัญญาณกับออยทีเ่ปนโรคใบขาวและ 
Recombinant plasmid ของโคลนที่ใชเปน positive control แตไมเกิดสญัญาณกับ negative control 
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และระยะเวลาที่ใชในขั้นตอน Color development ใชเวลานอยที่สุดและทําใหเกิด background 
นอยที่สุดเม่ือเปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจากโคลนอื่นๆ 
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  1         2         3         4    

  (ก)   

   (ข)   

   (ค)   

   (ง) 
 
 

ภาพที่ 10  ผลการไฮบริไดเซชั่นที่ใชดีเอน็เอจากโคลน 4 โคลน เปนดเีอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย  
   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 (ออยปกติ), 4 = Disease (ออยเปน
โรคใบขาว) 
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2.3  การทดสอบตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับตวัอยางแมลง 
  

นําตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus ที่
สกัดดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น โดยการเตรียมดีเอ็นเอ 
ตัวตรวจ (DNA probe) จากโคลนที่คัดเลือกได จากการทดลองที่ 2.2 ติดฉลากตัวตรวจตามวิธีการ
ทดลองที่ 2.1 ตัวอยางดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon 
membrane และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2  
 

ผลการไฮบริไดเซชั่นกับดเีอน็เอตัวตรวจจากโคลน A1A2 (ภาพที่ 11) โดยที่ 1 = โคลน 
A1A2, 2 = Healthy (ออยปกติ) และ 3 = Disease (ออยเปนโรคใบขาว) พบวาผลการไฮบริไดเซชั่น
เกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นในลําดบัที่ 11 คือ เพล้ียจักจัน่ตัวเมยี 
Y. flavovittatus (สุโขทัย) ดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่นในลําดบัที่ 12 คือ เพล้ียจักจัน่ตัวผู M. 
hiroglyphicus (สุโขทัย) และ ดเีอ็นเอของเพลี้ยจักจั่นในลําดับที่ 13 คือ เพล้ียจักจั่นตวัเมีย M. 
hiroglyphicus (สุโขทัย)โดยที่โคลน A1A2 และดีเอน็เอจากออยที่เปนโรคใบขาว ที่ใชเปน Positive 
control เกิดสญัญาณการไฮบริไดซ แตไมเกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัดีเอ็นเอของออยปกติ  
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ภาพที่ 11  ผลการไฮบริไดเซชั่นตัวอยางแมลงที่ใชดีเอ็นเอจากโคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติด 

   ฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  
 
หมายเหตุ  โดยท่ี 1 = โคลน A1A2, 2 = Healthy (ออยปกติ), 3 = Disease (ออยเปนโรคใบขาว), 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  หาวิธีการในการสกัดดีเอ็นเอพืชอยางงายและรวดเรว็ (แบบลดขั้นตอน) 
 

จากการทดลองเพื่อหาวิธีการในการสกัดดเีอ็นเอพืชอยางงายและรวดเรว็โดยเลือก 
วิธีการบดตวัอยางพืช 2 วิธี คอื ใชไนโตรเจนเหลว และใชผงซิลิกา เลือกสารสกัดที่ใชในการสกัด 
3 วิธี คือ สารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983), สารสกัดตามวธีิของ Kang et al. (1998) และ
สารสกัดตามวธีิของ Kristi et al. (2002) อุณหภูมิและเวลาที่ใชบมตัวอยาง 3 วิธี คือ ดูดสวนของน้าํ
ใสที่บดตัวอยางมาใช (crude extract) บมสวนของน้ําใสที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ีและบม
สวนของน้ําใสที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทกุวิธีมา
ตรวจสอบผลโดยการวิเคราะหคณุภาพของดีเอ็นเอดวยวธีิการอิเล็กโตรฟอเรซิส (รูปที่ 12) โดย
เปรียบเทียบผลการสกัดแบบลดขั้นตอนกบัการสกัดดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) พบวา
วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยาง (รูปที่ 12ก) ใหคุณภาพของ 
ดีเอ็นเอดกีวาการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชผงซลิิกาบดตัวอยาง (รูปที่ 12ข) และวิธีการ
สกัดแบบลดขัน้ตอนที่ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ในทุกเงื่อนไขของอุณหภูมิ
และเวลาที่ใชบมตัวอยางทั้ง 3 วิธี ใหดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและปริมาณทีด่ีกวาการใชสารสกัดตามวิธี
ของ Kang et al. (1998) และวิธีของ Kristi et al. (2002) 
 

เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทุกวิธีมาการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธี 
Spectrophotometer โดยเปรยีบเทียบผลกับการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาดีเอน็เอจากวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.721 และ 1.717 (ออยปกติ
และออยใบขาวตามลําดับ) และดีเอ็นเอทีไ่ดจากวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใช
ไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางและใชสารสกดัตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.257 - 1.829 และมีปริมาณ
ความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.35 - 2.2 μg/μl  ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลด
ขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางและใชสารสกัดตามวิธีของ Kang et al. (1998) มีคา
อัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.064 - 1.684 
และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.3 - 1.8 μg/μl ดีเอ็นเอทีไ่ดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอ
แบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยางและใชสารสกัดตามวิธีของ Kristi et al. 
(2002) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.003 
- 1.551 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.78 - 3.4 μg/μl  
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ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตัวอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความ
ยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 0.982 - 1.889 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากบั 
0.21 - 2.8 μg/μl ดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตัวอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Kang et al. (1998) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา1.075 - 2.000 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.20 
- 3.1 μg/μl และดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอน 3 วิธี ที่ใชผงซิลิกาบดตวัอยาง
และใชสารสกดัตามวิธีของ Kristi et al. (2002) มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.061 - 1.364 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 
0.73 - 4.8 μg/μl 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

65 

 
  

 (ก) 
 

 (ข) 
 

ภาพที่ 12  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางใบออยโดยวิธีลดขั้นตอน 3 วิธี และการใชสารสกัดที่ 
แตกตางกัน 3 วิธี โดยใชไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกาบดตัวอยางใบออย ซ่ึงแสดงโดย 
การทํา gel electrophoresis บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90  นาที (ก) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว (ข) บด 

    ตัวอยางดวยผงซิลิกา 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 
23,130 bp 

2,322 bp 

564 bp 
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 3.2  การเปรียบเทียบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอจากการสกัดดวยวิธีตางๆ โดยการใชตรวจ 
โรคใบขาวออยดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 
 

        ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทกุวิธี (ภาพที่ 13) โดยใชโคลน A1A2 เปน
ดีเอ็นเอตวัตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I นํา
ตัวอยางของดเีอ็นเอจากออยปกติและออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดไดจากวิธีปกติของ Dellaporta  
et al. (1983) ที่มีความเขมขน 2 μg/μl เปน positive และ negative control มาหยดบนกระดาษ nylon 
membrane และทําตามขั้นตอนการทดลอง 2.2 ดีเอ็นเอลําดับที่ 1 – 18 คือ ตัวอยางที่บดดวย
ไนโตรเจนเหลว (ดีเอน็เอลําดับที่ 1 – 6 ใชสารสกัดตามวธีิของ Dellaportta et al. (1983) ดีเอ็นเอ
ลําดับที่ 7 - 12 ใชสารสกัดตามวิธีของ  Kang et al. (1998) และดเีอ็นเอลําดับที่ 13 - 18 ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Kristi et al. (2002))  ดีเอน็เอลําดับที่ 19 - 36 คือ ตัวอยางทีบ่ดดวยผงซิลิกา (ดีเอน็เอ
ลําดับที่ 19 - 24 ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaportta et al. (1983) ดีเอน็เอลําดับที่ 25 - 30 ใชสาร
สกัดตามวิธีของ  Kang et al. (1998) และดเีอ็นเอลําดับที่ 31 - 36 ใชสารสกัดตามวิธีของ Kristi  
et al. (2002)) โดยที ่C =โคลน A1A2,  H = ตัวอยางดีเอ็นเอของออยปกติที่สกัดดวยวธีิปกติของ 
Dellaportta et al. (1983) และ D  = ตัวอยางดีเอ็นเอของออยที่เปนโรคใบขาวที่สกัดดวยวิธีปกติของ 
Dellaportta et al. (1983) จากการทดลองพบวา C และ D ใหสัญญาณชดัเจน แสดงผลเปนบวก 
(positive result) และ 2, 4, 6, 10, 12,14, 16, 18, 24, 26, 28, 30, 34 และ 36  ตัวอยางโรคใบขาวให
สัญญาณชัดเจน ผลเปนบวก แตไมมีสัญญาณในตัวอยางออยปกติคือ 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 และ 35 และพบวาวิธีที่สามารถตรวจสอบผลไดชัดเจน คือ วิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนที่ใชสารสกัดตามวิธี Dellaporta et al..(1983) และ Kang et al. (1998) 
โดยเปรียบเทยีบจากสัญญาณจากการไฮบรไิดเซชั่นที่มีความเขมของสัญญาณจากมากไปหานอย คอื 
ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract) ตามลําดับ 
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ภาพที่ 13  ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางใบออยโดยวิธีลดขั้นตอน 3 วิธี และ 

   การใชสารสกัดที่แตกตางกนั 3 วิธี โดยใชไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกาบดตัวอยางใบ 
  ออยใชโคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling  
  and Detection Starter Kit I  

 
หมายเหตุ  โดยท่ีลําดับที่ 1 – 18 = บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ลําดับที่ 19  - 36 บดตัวอยางดวย 

     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.  การทดสอบประสิทธิภาพของตัวตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโรคใบขาวออยกับวิธีสกัดแบบลดขัน้ 
ตอน โดยใชตวัอยางออยท่ีเก็บจากสถานที่ตางๆ 

 
4.1 วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน 

 
จากการทดลองที่ 3.1 พบวาวธีิลดขั้นตอนที่ใชสารสกัดตามวิธี Dellaporta et al. (1983) 

และบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว เมื่อนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น พบวาเกิด
สัญญาณกับดีเอ็นเอตัวตรวจโรคใบขาวออยที่มีความเขม ตามลําดับ คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง ใชสวนของน้ําใสบมตัวอยางที่อุณหภูมหิองนาน 10 
นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract) ดังนั้นจึงนําวิธีการดังกลาวมาตรวจสอบผลกับตัวอยางออย
ที่เก็บจากสถานที่ตางๆ จํานวน 18 ตวัอยาง จาก 3 จังหวดั คือ จังหวัดชยัภูมิจาํนวน 9 ตัวอยาง 
จังหวดันครราชสีมาจํานวน 6 ตัวอยาง และจังหวัดขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง เมื่อนาํดีเอ็นเอที่สกดั
ไดจากทกุวิธีมาตรวจสอบผลโดยการวิเคราะหคณุภาพของดีเอ็นเอดวยวธีิการอิเล็กโตรฟอเรซิส 
(ภาพที่ 14) โดยเปรียบเทยีบผลกับการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาคุณภาพของดีเอ็นเอทีส่กัดแบบลดขัน้ตอนมีคุณภาพดีที่สุด
ตามลําดับ คือ วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80 องศาเซล-
เซียล นาน 1 ช่ัวโมง (ภาพที่ 14ก) วิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนโดยใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที (ภาพที่ 14ข) และ สวนของน้าํใส (crude extract) (ภาพที่ 14ค) 
 

 เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทุกวิธีมาการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธี 
Spectrophotometer โดยเปรยีบเทียบผลกับการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนกับการสกัดดวยวิธีปกติ
ของ Dellaporta et al. (1983) พบวาดีเอน็เอจากวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) มีคาอัตราสวน
ระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.721 และ 1.717 (ออยปกติ
และออยใบขาวตามลําดับ) และดีเอ็นเอทีไ่ดจากการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลวที่ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ที่ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 
ชั่วโมง มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ที่คา 1.059 
- 1.207 และมปีริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 1.2 - 2.5 μg/μl  ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที มีคาอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  
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นาโนเมตร มคีา 1.073 - 1.467 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.36 - 9.8 μg/μl  และ 
สวนของน้ําใส (crude extract) มีอัตราสวนระหวางคา Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร ทีค่า 1.085 - 1.736 และมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 0.10 - 2.0 μg/μl 
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   (ก) 
 

   (ข) 

 

   (ค) 
 
ภาพที่ 14  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางใบออยตามสถานที่ตางๆ แบบลดขั้นตอน 3 วธีิ ดวยสาร 

   สกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ซ่ึงแสดง   
 โดยการทํา gel electrophoresis บน 1% Agarose gel  

 
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาที (ก) สวนของน้ําใส (crude extraction)  

    (ข) สวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที  (ค) สวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ -80  
    องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง โดยที่ M = Lambda hind III,1 = Dellaportta / Healthy, 2 =  
   Dellaportta / Disease, 3 = ตัวอยาง 1, 4 = ตัวอยาง 2, 5 = ตัวอยาง 3,6 = ตัวอยาง 4 , 7 =  
   ตัวอยาง 5, 8 = ตัวอยาง 6, 9 = ตัวอยาง 7, 10 = ตัวอยาง 8, 11 = ตัวอยาง 9, 12 = ตัวอยาง  
   10, 13 = ตัวอยาง 11, 14 = ตัวอยาง 12, 15 = ตัวอยาง 13, 16 = ตัวอยาง 14, 17 = ตัวอยาง  
   15, 18 = ตัวอยาง 16, 19 = ตัวอยาง 17, 20 =  ตัวอยาง 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  การทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตัวตรวจกับตัวอยางออยทีส่กัดดีเอ็นเอแบบลด 
ขั้นตอนดวยการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น 

 
ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอที่สกัดไดไดจากการบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว และ

ใชสารสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ที่โคลน A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ (ภาพที่ 15) ตดิ
ฉลากดวย DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  โดยนําตัวอยางของดีเอ็นเอ
จากการสกัดออยจากสถานทีต่างๆ ที่มีความเขมขน 2 μg/μl มาหยดบนกระดาษ nylon membrane 
และทําตามขั้นตอนการทดลองที่ 2.2 โดยที่ดีเอ็นเอลําดบัที่ 1 – 18 คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง ดีเอ็นเอลําดบัที่ 19 – 36 คือ ใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และดีเอน็เอลําดับที่ 37 - 54 คือ สวนของน้าํใส (crude extract) พบวา  
C และ D ใหสัญญาณชัดเจนแสดงผลเปนบวก (positive result) แตไมเกิดสัญญาณกบั H (negative 
control) และไมเกิดสัญญาณกับออยตวัอยางที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ของ อ.เมือง จังหวดัชัยภูมิ  ออย
ตัวอยางที่ 1, 2, 3 และ 6 ของ อ.แกงสนามนาง จังหวัดนครราชสีมา ออยตัวอยางที่ 1, 2 และ 3 ของ 
กิ่ง อ.โคกโพธิ์ชัย จังหวัดขอนแกนเและออยตัวอยางที่ 1, 2, 3 และ 4 ของ อ.คอนสวรรค จังหวดั
ชัยภูมิ แตเกดิสัญญาณกับออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวดันครราชสีมา 
(ตัวอยางที่ 4 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวัดนคราชสีมา มีอาการใบออยที่แตกออกมาจะมีใบแคบ
เรียวเล็กกวาปกติ และสรางหนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก ตัวอยางที่ 5 จาก อ.แกงสนามนาง 
จังหวดันคราชสีมา มีใบแคบเรียวเล็กและใบมีสีขาวหรือสีใบขาวปนเหลือง) โดยใหสัญญาณตัว-
ตรวจมีความเขมมากตามลําดับดังนี้ วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 
1 ชั่วโมง (ตัวอยางลําดับที่ 45 และ 46) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
(ตัวอยางลําดบัที่ 27 และ 28) และวิธีที่ 1 สวนของน้ําใส (ตัวอยางลําดับที่ 9 และ 10)  
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ภาพที่ 15  ผลการไฮบริไดเซชั่นดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางใบออย แบบลดขั้นตอน 3 วิธี ดวยสาร 

 สกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) บดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว ใชโคลน  
 A1A2 เปนดีเอ็นเอตัวตรวจ ติดฉลากดวย DIG - High Prime DNA Labeling and   
 Detection Starter Kit I  
 

หมายเหตุ  วิธีที่ 1 สวนของน้ําใส (crude extract) (ลําดับที่ 1 - 18), วิธีที่ 2 สวนของน้ําใสบมที ่
    อุณหภูมิหองนาน 10 นาที (ลําดับที่ 19 - 36) และวิธีที่ 3 สวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิ  
    -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 การทําปฏิกิริยาและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆ ที่สกัด 
ดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
        การทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจากตวัอยางออยจากสถานที่
ตางๆ ที่สกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอน โดยใชไพรเมอร A1 และไพรเมอร A2 วิเคราะหผลที่ไดจาก
ปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง Horizontal electrophoresis GNA 200 (Phamacia Biotech) โดยการทํา gel 
electrophoresis สามาถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใหแถบดีเอ็นเอกับ ตวัอยางออยที่แสดงอาการใบขาว 
คือ ออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวัดนครราชสีมา (ตัวอยางที่ 4 จาก อ.แกง-
สนามนาง จังหวัดนคราชสีมา มีอาการใบออยที่แตกออกมาจะมใีบแคบเรียวเล็กกวาปกติ และสราง
หนอสีขาวเล็ก ๆ ลําตนมีขนาดเล็ก ตัวอยางที่ 5 จาก อ.แกงสนามนาง จังหวดันคราชสีมา มีใบแคบ
เรียวเล็กและใบมีสีขาวหรือสีใบขาวปนเหลือง) แตไมพบแถบดีเอน็เอจากตัวอยางออยปกติ โดยใช 
ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยางออยที่เปนโรคใบขาวและออยปกติ สกัดดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. 
(1983) ซ่ึงแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นมีขนาด 150 เบส (ภาพที่ 16) เกิด PCR product กับตัวอยางออยที่
แสดงอาการใบขาว ที่สกัดแบบลดขั้นตอนทั้ง 3 วิธี คือ วธีิที่ 1 ดูดสวนของน้ําใสที่บดตัวอยางมาใช 
(crude extract) (ภาพที่ 16ก) วิธีที่ 2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี(ภาพที่ 16ข) 
และวิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิ – 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 ของตัวอยางออยจากสถานที่ตางๆ บน 1.5% Agarose gel  
    
หมายเหตุ  ใชกระแสไฟฟา 80 Voltage นาน 90 นาที โดยท่ี M = 100 bp, +PCR = PCR product ที่ 
      เกิดออยเปนโรคใบขาว, -PCR = PCR product ที่เกิดจากออยปกติ และ 1 – 18 = ตัวอยาง 
      ออยตัวอยางที่ 1 – 18 (ก) วิธีที่ 1 ดูดสวนใสที่บดตวัอยางมาใช (crude extract) (ข) วิธีที่   
                  2 ใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภมูิหองนาน 10 นาที (ค) วิธีที่ 3 ใชสวนของน้ําใสบมที ่

     อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 
500 bp 

500 bp 

1,000 bp 
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วิจารณผลการทดลอง 
 
การศึกษาในครั้งนี้ ไดคัดเลือกดีเอ็นเอเปาหมายที่สนใจจะศึกษาในสวนของยีนอนุรักษ คือ 

16S rRNA ซ่ึงมีรายงานลําดบันิวคลีโอไทดของยีนสําคญัตางๆ ของเชื้อไฟโตพลาสมา ไวในฐาน 
ขอมูลของ GenBank ไพรเมอรที่ใชออกแบบมาจากสวนยีน 16S rRNA ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอ
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวออย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการดวยปฏิกิริยา 
PCR พบแถบดีเอ็นเอของโรคใบขาวออยจาก 4ไพรเมอร คือ ไพรเมอร A1A2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
150 เบส ไพรเมอร A2A3 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 231 เบส ไพรเมอร AF2/AR2 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
168 เบส และไพรเมอร AF4/AR4 แถบดีเอ็นเอขนาด 228 เบส แตไพรเมอร AF3/AR3 พบวาเกดิ
แถบดีเอ็นเอจากทั้งดีเอ็นเอของออยปกติและออยที่เปนโรคใบขาว เกดิแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 
500 เบส และ 151 เบส ซ่ึงอาจเกิดจากการที่ไพรเมอรที่ออกแบบไมเฉพาะเจาะจงตอสวนยีน 16S 
rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมา  ในการตรวจสอบโรคพืชทั่ว ๆ สามารถที่จะคัดเลือกดีเอ็นเอที่สนใจ
ไดจากสวนยีนอื่น ๆนอกเหนอืจากยนี 16S rRNA  เชน ยีน rRNA ในสวนอื่นที่ตอเนื่องกัน คือ สวน 
5S หรือ 23S จากการศึกษาพบวายนี rRNA  แบงสวนไดเปน 5S - 16S - 23S โดยที่ 5S มีขนาด 104 - 
112 คูเบส สวน 16S มีขนาด 1,550 คูเบส และ 23S มีขนาด 2,900 คูเบส และสวนตอระหวาง 16S 
และ 23S มีขนาด 300 คูเบส ซ่ึง 5S  มีขนาดสั้นไปและ 23S มีขนาดยาวไป ขนาดที่พอเหมาะทีน่ํามา
ศึกษาจึงเปนสวนของ 16S ที่ไมยาวเกินไปและสามารถปฏิบัติงานวิเคราะหไดไมยาก (Schneider  
et al., 1995) มีงานวิจยัที่นํายนีสวน 16S rRNA เพื่อใชศึกษาและตรวจสอบคุณสมบัติดานตางๆของ
เชื้อไฟโตพลาสมา เชน วรรณภา และยพุา (2545) นําแมลงเพลี้ยจักจัน่จํานวน 23 ชนดิ มาทดสอบ
การเปนแมลงพาหะนําโรคใบขาวออย โดยวิธี Nested PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงที่สวน
ยีน 16S rRNA และ Intergenic spacer region ของสวนยนี 23S rRNA พบเชื้อไฟโตพลาสมาในเพลี้ย
จักจั่นจํานวน 16 ชนิด โดยพบวาเพลี้ยจักจัน่ M.hiroglyphicus มีเปอรเซ็นตการพบเชือ้มากที่สุด คือ 
45.7% Seemuller et al. (1994) ไดศึกษาความสัมพันธระวางเชื้อ MLOs 17 ชนิด ดวยเทคนิค RFLP 
ในสวนยีน 16S rRNA สามารถแบงกลุมของ MLOs เปน 5 กลุมคือ กลุมที่ 1 aster yellow กลุมที่ 2 
apple proliferation กลุมที่ 3 western - X disease กลุมที่ 4 sugarcane white leaf และกลุมที่ 5 aim 
yellow 
 

โคลนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากแถบดีเอ็นเอของออยที่เปนโรคใบขาวทั้ง 4 ไพรเมอร เพื่อใช
เปนดีเอ็นเอตัวตรวจสําหรับโรคใบขาวออย ตรวจสอบดวยปฏิกิริยาไฮบรไิดเซชั่นกับตวัอยางออย
ปกติและออยที่เปนโรคใบขาว ซ่ึงการโคลนยีนเปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการใหได
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ปริมาณมากเพือ่นําไปศึกษาหรือวิเคราะหในขั้นตอนตอไป เชน การหาลําดับนิวคลีโอไทด การ
สรางตัวตรวจดีเอ็นเอ เปนตน แตชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการโคลนนั้นจะไมสามารถเพิ่มจํานวนโดย
จําลองตัวไดในเซลลผูรับ จึงตองนําชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวมาตอเขากับดีเอ็นเออื่นที่สามารถจําลองตัว
ได ในเซลลผูรับ คือ ดีเอ็นเอที่เปนพาหะหรือเวคเตอร (สุรินทร, 2539)  ในการผลิตดีเอ็นเอตัวตรวจ
เพื่อใชเปนตวัตรวจในปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่น การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา 
PCR แลวทําการโคลนแถบดีเอ็นเอกับการใชแถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR เปนตัวตั้งตนผลิต 
ดีเอ็นเอตวัตรวจ พบวาวิธีที่ไดรับความนยิมมากที่สุดคือ การใชโคลนในการผลิตดีเอน็เอตัวตรวจ 
เนื่องจากมีปริมาณของดีเอ็นเอตั้งตนที่จะใชเปนดีเอ็นเอตัวตรวจในปรมิาณที่มาก และมีงานวิจัยที่
ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตดีเอ็นเอตัวตรวจที่คดัเลือกไดโดยใชโคลนแถบดีเอ็นเอเปนตัวตั้งตนผลิต เชน 
Nakashima et al. (1993) ไดศึกษาการพัฒนาดีเอ็นเอตวัตรวจของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรค 
Rice yelloe dwarf ในขาว จาํนวน 10 สายพันธุจากประเทศญี่ปุน ประเทศฟลิปปนสและประเทศ
ไทย โดยเปรียบเทียบการใชดีเอ็นเอตวัตรวจที่ไดจาก Extrachromosomal DNA กับ Chromosome 
DNA พบวามปีระสิทธิภาพดีเทากันในการใชเปนตัวตรวจโรค Rice yelloe dwarf ในขาว Chen and 
Lee (1997) ไดผลิตดีเอ็นเอตวัตรวจจากการโคลนยีนของเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของโรค 
peanut witchs’-broom (PNWB) ดวยการโคลนยีนที่ไดใน pGEM-3Zf(+) นําโคลนที่ไดตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI ติดฉลากดวยสารไดกอกซิเจนนิ และใชเปนดีเอ็นเอตวัตรวจสําหรับโรค 
peanut witchs’-broom (PNWB) ในพืชหลายๆชนิด  
  

วิธีการสกัดดเีอ็นเอที่นิยมใชทั่วไป เชน วิธีใช CTAB ตามวิธีของ Murray and Thompson 
(1980) และการสกัดตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) เปนตน เปนวิธีการสกดัดีเอน็เอซึ่งให
คุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอในปริมาณที่สูง แตใชระยะเวลาและขัน้ตอนการสกดันาน จึงมี
นักวจิัยหลายๆ กลุมพยายามที่จะพัฒนาวิธีการสกัดดีเอน็เอที่ใชสารเคมีที่ไมเปนอันตรายตอผู 
ปฏิบัติงานและสิ่งแวดลอม ลดระยะเวลาในการสกัดตวัอยาง โดยยังคงคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ
ที่เหมาะสมเพือ่การนําไปใชในการทดลองทางชีวโมเลกลุในขั้นตอไป ซ่ึงผลการทดลองที่ไดตองไม
มีความแตกตางกับการใชวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบปกติทัว่ไป เชน Kasajima et al. (2004) ไดนําสาร
สกัดจากวิธีของ Edwards et al. (1991) เปนสารสกัดใชบดตัวอยาง Arabidopsis thalina ในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใชแทงพลาสติดชวยในการบดตัวอยาง  และสามารถเก็บตัวอยางที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล ไวไดนาน 1 เดือน โดยยังมปีระสิทธิภาพดีเมื่อนําทดสอบดวยปฏิกิริยา 
PCR ดวยไพรเมอรจํานวน 23 ชุด พบวาไดผล 96% เมื่อเทยีบกับการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีปกติ โดย
ใชเวลาในการบดตัวอยาง 1 นาที/ตัวอยาง  Chen and Ronald  (1999) ไดพัฒนาวิธีในการสกัด 
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ดีเอ็นเอจากขาวและพืชอีกหลายๆชนิด โดยการสกัดในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใช 
trip ชวยในการบดตัวอยาง ในระยะเวลา 1 วัน สามารถที่จะสกัดตวัอยางพืชไดมากกวา 120 ตัวอยาง 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ EcoRI, EcoR V, HindIII, MseI และ PstI  
แลวนํามาตรวจสอบผลดวย เทคนิค RFLP และปฏิกิริยา PCR พบวาใหผลที่ไมแตกตางจากการสกดั
ดีเอ็นเอดวยวิธีปกติทั่วไป 
 

 จากการทดลองการเพื่อพัฒนาวิธีการสกัดตวัอยางดเีอ็นเอที่งาย รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ   
เพื่อลดระยะเวลาในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอน
ทั้ง 3 วิธี โดยใชสารสกัดของ Dellaportta et al. (1983) และบดตวัอยางดวยไนโตรเจนเหลว ม ี
ความเหมาะสมเมื่อนํามาใชสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางออยเพื่อใชตรวจสอบโรคใบขาวออยดวย 
เทคนิคไฮบริไดเซชั่น และเปรียบเทียบผลกบัวิธีปกตขิอง Dellaportta et al. (1983) พบวาใหผลการ 
ทดลองที่ไมแตกตางกัน แตเวลาที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนจะใชเวลานอยกวาการ 
สกัดดีเอ็นเอแบบปกติ โดยในการลดขั้นตอนการสกัดดเีอ็นเอดวยการใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง จะใชเวลานอยกวา 2 ชั่วโมงตอตัวอยาง การใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที จะใชเวลานอยกวา 1 ชั่วโมงตอตวัอยาง และการใชสวนของ 
น้ําใส (crude extract) จะใชเวลานอยกวา 30 นาทีตอตัวอยาง โดยเปรียบเทียบขั้นตอนการสกัดดัง
ตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  ตารางเปรียบเทียบขั้นตอนสกัดตัวอยางออยแบบลดขั้นตอนและการสกัดแบบวิธีปกต ิ
 

วิธีการสกัดแบบลดขั้นตอน 
ขั้นตอน 

/วิธีการสกัด 
Dellaporta et al. 1983 Dellaporta  

et al. (1983) 
Kang  

et al. (1998) 
Kristi   

et al. (2002) 
1. ขั้นตอน
การสกัด 

1.  เติมสารสกัด บมที่อุณหภมูิ 65 
องศาเซลเซียล นาน 10 นาที 
2.  เติม 50 μl ของ 5 M 
KCH3CO2 บมในน้ําแข็งนาน 20 
นาที 
3.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่ง
ความเร็วสูง ทีค่วามเร็วรอบ 
12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 5 นาที 
4.  ดูดสวนใสใสหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

1.  เติมสารสกัด 100 μl บมที่อุณหภูมิหองนาน 
5 นาที 
2.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียล  นาน 5 นาท ี
3.  ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร 

2. การ
ตกตะกอน 
ดีเอ็นเอ 

1.  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย 1 เทา
ของIsopropanol ที่อุณหภูมิ -20  
องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 
2.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่ง
ความเร็วสูงทีค่วามเร็วรอบ 
12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 10 นาที 
3.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  
ปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียล 
5 นาที 
4.  ตากตะกอนใหแหงและ
ละลายตะกอนดวย TE 50 μl 

1.  หลอดที่ 1 สวนใส (crude extract) ปริมาตร 
80 μl นํามาใชทดลองในขั้นตอไป 
2.  หลอดที่ 2 เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และหลอดที่ 3 เติม 
1 เทาของ Isopropanol บมที่อุณหภูมิ –80 
องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง 
3.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่
ความเร็วรอบ12,000 rpm อุณหภูม4ิ องศาเซล-
เซียล นาน 5 นาที 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

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 ปนในเครื่อง
หมุนเหวีย่งความเร็วสูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm  อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล นาน 5 นาที 
6.  ดูดสวนใสใสหลอด centrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และตกตะกอนดี
เอ็นเอดวย 3M C2H3NaO2 
7.  เติม 1 เทาของ Isopropanol บมที่
อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียล นาน 1 
ช่ัวโมง 
8.  ปนในเครื่องหมุนเหวีย่งความเร็ว
สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm  
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 10 นาที 
9.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  
ปนในเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 
ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียล นาน 5 นาท ี

4.  ลางตะกอนดวย 75 % Ethanol  ปนใน
เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 
นาน 5 นาที 

 

3. การ
ละลาย
ตะกอนดี
เอ็นเอ 

1.  ตากตะกอนใหแหงและละลาย
ตะกอนดวย TE buffer ปริมาตร 50 μl 
2.  แยกดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอบม
ดวย 1 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร RNase A 
(Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซล-
เซียล นาน 1 ช่ัวโมง 
3.  หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศา-
เซลเซียล นาน 10 นาที 

ตากตะกอนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดวย TE buffer ปริมาตร 40 μl 
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มีงานวิจยัหลายชิ้นที่มีความพยายามในการพัฒนาและลดขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ เพื่อ
นํามาใชในการวินิจฉัยหรือตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR, RFLP หรือเทคนิค hybridization เชน จาก
การศึกษาเพื่อหาวิธีในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาสามารถลดขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง
สําหรับการตรวจ คือ ขั้นตอนการสกัดดเีอน็เอออกไปได หากน้ําคั้นที่ไดจากการบดเนื้อเยื่อพืชตดิ
เชื้อมีความสะอาดปราศจากสิ่งปนเปอนอืน่ๆ หรือใชน้ําที่ไหลออกมาจากรอยตัดลงบนแผน nylon 
หรือแผน nitrocellulose ทันที แลวจงึนํามาทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นตามขั้นตอนปกติตอไป แต
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น มีโอกาสเกิด flase positive เนื่องจากมกีารปนเปอนของน้ําคั้นหรือน้ําที่ไหลจาก 
รอยตัดของพชืที่ใชตรวจสอบ และการใช crude extract เมื่อตรวจสอบผลการ hybridization พบวา
เกิด background (พรทิพย และคณะ 2541) ดังนั้นวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยการใช 
สวนของน้ําใสบมที่อุนหภมูิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง หรือการใชสวนของน้ําใสบมที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการลางตะกอนดวย 75% Ethanol จะชวยกําจัดสิ่งปนเปอน ลดการ
เกิด background และ flase positive 
 
 มีการนําเทคนคิวิธีการดานเซรุมวิทยาทั้งโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Errampalli and 
Fletcher, 1993) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Shen and Lin, 1993) ถูกนํามาใชในการศึกษาเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในรูปแบบของ ELISA แตมักประสบปญหาในการแยกเชื้อไฟโตพลาสมาใหบริสุทธ
และมีปริมาณมากเพียงพอทีจ่ะนํามาใชในการฉีดสัตวทดลองสรางแอนติบอดี และมงีานวิจยัที่
พัฒนาการตรวจโรคพืชดวยชุดตรวจสอบการใชแอนติบอดีตรวจโปรตนีของโรค แตขอเสียคือ  
ถาใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบจะมีความจําเพาะตอแอนติบอดีต่ํา เนื่องจาก
ประกอบดวยแอนติบอดหีลายชนิดที่ทําปฏิกิริยาตอ epitope ที่แตกตางกันบนโมเลกลุของแอนติเจน 
แตการตรวจสอบดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น เปนการจับคูของดีเอ็นเอทีม่ีเบสคูสมกันจึงมีความ 
จําเพาะสูงกวาวิธีอ่ืนๆ 
  



  สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 การหาดีเอน็เอตัวตรวจที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อไฟโตพลาสมา ที่เปนสาเหตุของโรค
ใบขาวออย โดยการใชปฏิกิริยา PCR เพิ่มปริมาณยีนดวยไพรเมอรที่ไดจากลําดับนิวคลีโอไทดใน
สวน 16S rRNA จํานวน 4 คูไพรเมอร คือ A1A2, A2A3, AF2/AR2 และไพรเมอร AF4/AR4 พบวา
ปฏิกิริยา PCR ของทั้ง 4 คูไพรเมอร สามารถเกิดแถบดีเอน็เอกับตวัอยางออยที่เปนโรคใบขาว แตไม
เกิดแถบดีเอ็นเอกับตัวอยางออยปกติ นําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ของทั้ง 4 ไพรเมอร 
โคลนดีเอ็นเอเปาหายดวยเทคนิค 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 นํามาตัดพลาสมิดที่ไดดวยเอน็ไซม Not I  เพื่อการคัดเลือกดีเอ็นเอตัวตรวจที่เหมาะสมตอ
การตรวจโรคใบขาวออย โดยการติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจโคลนตางๆจากพลาสมิดที่ไดจากทั้ง 4 คู
ไพรเมอร ดวย DIG - High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  พบวาพลาสมิดลําดบั
ที่ 2 ของโคลน A1A2 มีความเหมาะสมตอการใชเปนดีเอน็เอตัวตรวจโรคใบขาวออย ดวยเทคนิค 
dot blot hybridization 
 

นําตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด คือ M. hiroglyphicus และ Y. flavovittatus ที่สกัด
ดวยวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาทดสอบดวยวิธีไฮบริไดเซชั่น พบวาผลการไฮบริไดเซชั่น
เกิดสัญญาณการไฮบริไดซกบัตัวอยางดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นตัวเมยี Y. flavovittatus (สุโขทัย)  
ดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจัน่ตัวผู M. hiroglyphicus (สุโขทัย) และดีเอน็เอของเพลี้ยจักจั่นตัวเมีย  
M. hiroglyphicus (สุโขทัย) โดยที่โคลน A1A2 และดีเอน็เอจากออยที่เปนโรคใบขาว ที่ใชเปน 
Positive control เกิดสัญญาณการไฮบริไดซ แตไมเกดิสัญญาณการไฮบริไดซกับดีเอน็เอของออย
ปกติ  
 

การพัฒนาวิธีการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอที่งาย รวดเรว็และมีประสิทธิภาพ เพื่อลดระยะเวลา
ในการตรวจสอบโรคใบขาวออย พบวาวิธีการสกัดดีเอน็เอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลว
บดตัวอยางใหคณุภาพของดีเอ็นเอดีกวาการใชผงซิลิกาบดตัวอยาง และวิธีลดขั้นตอนที่ใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) ทุกวิธีใหดีเอน็เอที่มคีุณภาพและปริมาณที่ดีกวาการใชสาร 
สกัดจากวิธีอ่ืนๆ เมื่อนํามาตรวจสอบผลดวยเทคนิคไฮบริไดเซชั่นกบัตัวอยางออยที่เปนโรคใบขาว 
พบวาเกิดสัญญาณกับตวัตรวจดเีอ็นเอโรคใบขาวออยที่มคีวามเขม ตามลําดับ คือ การใชสวนของ 
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น้ําใสบมที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง การใชสวนของน้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 
10 นาที และ สวนของน้ําใส (crude extract)  
 

นําวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตวัอยางและใชสารสกัด
ตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มาตรวจสอบผลกับตัวอยางออยทีเ่ก็บจากสถานที่ตางๆ ที่มี
อาการแตกตางกัน จํานวน 18 ตัวอยาง จาก 3 จังหวดั คือ จังหวดัชัยภูมิจาํนวน 9 ตวัอยาง จังหวดั
นครราชสีมาจํานวน 6 ตวัอยาง และจังหวดัขอนแกนจํานวน 3 ตัวอยาง พบวาตวัเปรียบเทียบ 
control ที่ใชในการทดลอง คือ โคลน A1A2 และดีเอ็นเอที่สกัดไดจากโรคใบขาวออย ใหสัญญาณ
ชัดเจนแสดงผลเปนบวก (positive result) และเกิดสัญญาณกับออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จากจังหวดั
นครราชสีมา ใหสัญญาณตวัตรวจมีความเขมขนมากตามลําดับดังนี้ วธีิที่ 3 การใชสวนของน้ําใสบม
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง (ตัวอยางลําดับที่ 45 และ 46) วิธีที่ 2 การใชสวนของ 
น้ําใสบมที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที (ตัวอยางลําดับที่ 27 และ 28) และวิธีที่ 1 สวนของน้ําใส 
(crude extract) (ตัวอยางลําดบัที่ 9 และ 10) ซ่ึงออยตัวอยางที่ 4 และ 5 จากจังหวดันครราชสีมา มี
การแสดงอาการใบขาว และนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากวิธีลดขั้นตอนทําปฏิกิริยา PCR ได PCR 
product มีขนาด 150 bp โดยสามารถทําปฏิกิริยา PCR ไดกับดีเอ็นเอของตัวอยางออยที่แสดงอาการ
ใบขาว จากการสกัดดีเอ็นเอแบบลดขั้นตอนทั้ง 3 วิธี 
 

วิธีการสกัดดเีอ็นเอแบบลดขั้นตอนโดยการบดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวและใชสาร
สกัดจากวิธีของ Dellaporta et al. (1983) มีความเหมาะสมตอการสกัดตัวอยางออย โดยใหผลการ
ทดลองที่ชัดเจนไมแตกตางจากการสกัดดเีอ็นเอดวยวิธีปกติของ Dellaporta et al. (1983) ซ่ึงการ
เตรียมตัวอยางดีเอ็นเอโดย การพัฒนาวิธีการลดขั้นตอนนีจ้ะเปนประโยชนตอการตรวจโรคใบขาว
ออยดวยเทคนคิ dot blot hybridization ซ่ึงมีประสิทธิภาพและใหผลรวดเรว็มากขึ้น และเปนวิธีที่ไม
ยุงยาก ลดการใชสารเคมีที่ไมจําเปน สามารถเตรียมดีเอ็นเอจากตวัอยางจํานวนมากไดพรอมกัน 
และระยะเวลาในการสกัดตอหนึ่งตวัอยางไมเกิน 2 ช่ัวโมง 
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