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จุดประสงคของงานวิจยันี้คือการพัฒนาวธีิการตรวจสอบโรคใบขาวออยใหรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ โดยการพัฒนาตัวตรวจท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออย โคลน PCR product จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) ใช primer ท่ีออกแบบจากยนี 16S rRNA ท่ีจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาใบขาวออย 
จํานวน 4 ชุด และคัดเลือกโคลนท่ีมีความเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ โดยการทดสอบกับ
ตัวอยางใบออย และตัวอยางแมลง ดวยวิธีการตัดเฉพาะสวน inserted DNA จาก recombinant 
clone ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I ติดฉลากดวยสาร dioxigenin นํามาตรวจวนิิจฉัยดวยวิธี dot 
blot hybridization พบวา โคลนจาก primer A1A2 ใหสัญญาณท่ีชัดเจนมากท่ีสุด และพบสัญญาณ
บนตัวอยางออยท่ีเปนโรคแตไมพบบนออยปกติ อยางไรกต็ามการวินจิฉัยท่ีรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ การสกัดดีเอ็นเอท่ีใชเวลาส้ันข้ึนมีความจําเปน การทดลองนี้จึงไดดัดแปลงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดข้ันตอนดวยสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) วิธีของ Kang et al. 
(1998) และวิธี Kristi et al. (2002) เปรียบเทียบการบดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกา 
พบวาการใชสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) และการใชไนโตรเจนเหลวในการบด
ตัวอยางใหผลท่ีมีประสิทธิภาพ และในการลดข้ันตอน การทดลองโดยการใชสวนน้ําใสบมท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง เปนวิธีท่ีใหสัญญาณในการตรวจสอบท่ีมีความเขม
มากกวาการใชสวนน้ําใสบมท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการใชสวนน้ําใส (crude extract ) ดี
เอ็นเอท่ีสกัดไดนี้สามารถใชทําปฏิกิริยา PCR และให PCR product กับตัวอยางออยท่ีแสดงอาการ
ใบขาวเทานั้น 
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