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จุดประสงคของงานวิจยันี้คือการพัฒนาวธีิการตรวจสอบโรคใบขาวออยใหรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ โดยการพัฒนาตัวตรวจท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออย โคลน PCR product จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) ใช primer ท่ีออกแบบจากยนี 16S rRNA ท่ีจําเพาะกับเช้ือไฟโตพลาสมาใบขาวออย 
จํานวน 4 ชุด และคัดเลือกโคลนท่ีมีความเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ โดยการทดสอบกับ
ตัวอยางใบออย และตัวอยางแมลง ดวยวิธีการตัดเฉพาะสวน inserted DNA จาก recombinant 
clone ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Not I ติดฉลากดวยสาร dioxigenin นํามาตรวจวนิิจฉัยดวยวิธี dot 
blot hybridization พบวา โคลนจาก primer A1A2 ใหสัญญาณท่ีชัดเจนมากท่ีสุด และพบสัญญาณ
บนตัวอยางออยท่ีเปนโรคแตไมพบบนออยปกติ อยางไรกต็ามการวินจิฉัยท่ีรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ การสกัดดีเอ็นเอท่ีใชเวลาส้ันข้ึนมีความจําเปน การทดลองนี้จึงไดดัดแปลงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอแบบลดข้ันตอนดวยสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) วิธีของ Kang et al. 
(1998) และวิธี Kristi et al. (2002) เปรียบเทียบการบดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลวและผงซิลิกา 
พบวาการใชสารเคมีตามวิธีของ Dellaporta et al. (1983) และการใชไนโตรเจนเหลวในการบด
ตัวอยางใหผลท่ีมีประสิทธิภาพ และในการลดข้ันตอน การทดลองโดยการใชสวนน้ําใสบมท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล นาน 1 ช่ัวโมง เปนวิธีท่ีใหสัญญาณในการตรวจสอบท่ีมีความเขม
มากกวาการใชสวนน้ําใสบมท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที และการใชสวนน้ําใส (crude extract ) ดี
เอ็นเอท่ีสกัดไดนี้สามารถใชทําปฏิกิริยา PCR และให PCR product กับตัวอยางออยท่ีแสดงอาการ
ใบขาวเทานั้น 
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