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บทคัดย่อ: โรคตอแคระแกร็นของอ้อย (ratoon stunting disease of sugarcane; RSD) ท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย 
Leifsonia xyli subsp. xyli (LXX) ทำาให้ต้นอ้อยแคระแกร็น ไมย่า่งปล้อง ทำาให้ผลผลติอ้อยลดลงได้ 5-30% และ
ถงึ 50% ในอ้อยพนัธุอ์อ่นแอ อ้อยท่ีตดิเชือ้นีอ้าจไมแ่สดงอาการของโรคหรือแสดงอาการท่ีไมช่ดัเจนทำาให้เกิดความ
สบัสนกบัโรคหรือสาเหตอ่ืุน ๆ ท่ียากตอ่การวินิจฉยัโรคนีใ้นแปลงปลกู จงึต้องใช้วิธีตรวจหาเชือ้สาเหตท่ีุมีความ
แมน่ยำาและมีความไวในการตรวจสงู การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาวิธีตรวจหาเชือ้ LXX ในตวัอยา่งอ้อยด้วย
เทคนิค quantitative polymerase chain reaction ร่วมกบั high resolution melting analysis (qPCR-HRM) ซึง่ใช้
หลกัการของ qPCR ร่วมกบัการวิเคราะห์คา่ melt peak ของผลผลติจาก qPCR โดยเก็บตวัอยา่งอ้อยจากสถานีผสม
พนัธุอ้์อยบ้านทิพเุย กาญจนบรีุ และศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ จำานวนรวม 240 ตวัอยา่ง สกดัจีโนมิกส์ดีเอน็เอ 
(gDNA) จากอ้อยและนำามาใช้เปรียบเทียบการตรวจหาเชือ้ LXX ด้วยเทคนิค conventional PCR และ qPCR-HRM 
พบวา่เทคนิค conventional PCR ท่ีใช้คูไ่พรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 ท่ีจำาเพาะกบัยีน Pat1 และ CxxITSf#5/Cxx-
ITSr#5 ท่ีจำาเพาะกบับริเวณ 16S-23S DNA internal transcribed spacer (ITS)  ของเชือ้ LXX ให้ผลตรวจพบ
เชือ้ได้ 29 และ 61 ตวัอยา่งตามลำาดบั เทคนิค qPCR-HRM ท่ีใช้คูไ่พรเมอร์ LayF/LayS ท่ีจำาเพาะกบับริเวณ 
ITS ของเชือ้ในจีนสั Leifsonia ให้ผลในการตรวจพบเชือ้ LXX จำานวน 96 ตวัอยา่ง ดีกวา่วิธีข้างต้น การทวน
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สอบความถกูต้อง (verification) ของเทคนิค qPCR-HRM ในการตรวจหาเชือ้ พบวา่ผลผลติ qPCR-HRM มี
คา่ melt peak ท่ีอณุหภมิู 83.6 ºC ท่ีตรงกบัจากของเชือ้ LXX ท่ีมีรายงานไว้และตรวจสอบความใช้ได้ (validation) 
ของวธีิการโดยการวเิคราะห์ลำาดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ขนาด 606 bp พบวา่มีลำาดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมือน
กบั ITS ของเชือ้ LXX จากฐานข้อมูล GenBank ทัง้หมด (100%) ผลการศึกษาทำาให้สรุปได้ว่าเทคนิค 
qPCR-HRM เป็นวิธีการตรวจหาเชือ้ LXX ท่ีสามารถตรวจหาเชือ้ในสภาวะท่ีมีปริมาณตำ่า ๆ (sensitive) เและ
มีความแมน่ยำาสงู
คำ�สำ�คัญ: โรคตอแคระแกร็นของอ้อย, Leifsonia xyli subsp. xyli, qPCR-HRM

ABSTRACT: Ratoon stunting disease (RSD) in sugarcane causes by Leifsonia xyli subsp. xyli 
(LXX) pathogen, leading to lower yields 5-30% and up to 50% in susceptible cultivars. Its symptoms 
are stunt, short internodes which are easily confused with other diseases or shown no symptom. 
Thus, sensitive and accurate detection method is needed. This study aims to develop a reliable 
detection method for this pathogen based on quantitative polymerase chain reaction (qPCR) and 
high resolution melting analysis (HRM) of qPCR product. Sugarcane samples in a total of 240 sam-
ples were collected from Kanchanaburi Sugarcane Research Station and Suphan Buri Field Crops 
Research Center. Genomic DNA was extracted from sugarcane stem and leaf for comparison on 
LXX detection by conventional PCR and qPCR-HRM techniques. The conventional PCR technique 
with two primer pairs, Pat1-F2/Pat-R2 which targeted Pat1 gene and CxxITSf#5/CxxITSr#5 which 
targeted the 16S-23S ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) region, detected 29 and 61 
of LXX positive samples, respectively. The qPCR-HRM method using Leifsonia-generic quantitative 
PCR primers LayF/LayS to target the ITS region detected 96 of LXX positive samples and became 
more efficient method. The qPCR-HRM product was further verified by having the same melting 
peak at 83.6 ºC as LXX and validated by DNA sequencing of ITS region (606 bp) matched to the 
ITS region of LXX strains from GenBank with 100% identity. The results revealed that qPCR-HRM is 
the most highly sensitive and accurate detection method for LXX.
Keywords: ratoon stunting disease, Leifsonia xyli subsp. xyli, qPCR-HRM

บทนำ�

โรคตอแคระแกร็นของอ้อย (sugarcane ratoon 
stunting disease) เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย แกรมบวก 
ช่ือ Leifsonia xyli subsp. xyli (LXX) ช่ือเดิม 
Clavibacter xyli subsp. xyli (Evtushenko et al., 
2000) มีรายงานการพบโรคนีใ้นแหล่งปลูกอ้อย
ทัว่โลก พบในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต้ อาทิเชน่ มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลปิปินส์ รวมถงึ
ประเทศไทย (Bradbury, 1986) ต้นอ้อยท่ีมีการตดิ
เชือ้ LXX มีอาการต้นแคระแกร็น ไมย่า่งปล้อง ใบ
มกัมีสีซีด ทำาให้ผลผลติของอ้อยลดลง 5-30% และ
อาจลดลงถงึ 50% ในสายพนัธุ์ท่ีออ่นแอตอ่โรค เม่ือ
ผ่าลำาต้นอ้อยบริเวณเนือ้เย่ือท่อลำาเลียงของอ้อยใกล้
ข้อจะมีจดุสีชมพแูดง (Young, 2017) ระดบัความ

รุนแรงของอาการโรคนีข้ึน้อยู่กบัพนัธุกรรมของอ้อย 
และสภาพความเครียดตา่ง ๆ โดยเฉพาะจากการ
ขาดนำา้ เชือ้โรคนีแ้พร่ระบาดไปกบัทอ่นพนัธุ์ (seed 
borne) และโดยการติดไปกบัอปุกรณ์การเกษตร เชน่ 
มีด หรือเคร่ืองจกัรกลในการตดัอ้อย พบรายงานโรค
นีใ้นประเทศไทย โดย Bradbury (1986) ตอ่มา วีรกรณ์ 
และคณะ (2561) ได้รายงานการตรวจพบเชือ้ LXX ด้วย
วิธี PCR จากการเก็บตวัอยา่งจากแปลงปลกูอ้อย 14 
แหลง่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง พบ
เชือ้ LXX ใน 3 แหลง่ปลกู ได้แก่ แปลงปลกูในศนูย์วิจยั
พืชไร่ขอนแก่น ศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ และแปลง
ปลกูของเกษตรกรใน อ.อูท่อง จ.สพุรรณบรีุ 

การวินิฉัยโรคตอแคระแกร็นของอ้อยจากการ
ตรวจดจูากลกัษณะอาการทำาได้ยาก เน่ืองจากอ้อย
อาจไมแ่สดงอาการ หรือมีอาการท่ีไมช่ดัเจน ทำาให้
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สบัสนกบัอาการโรคท่ีเกิดจากสาเหตอ่ืุน ๆ (Pelosi 
et al., 2013 ; Young, 2017) มีการพฒันาวิธีตรวจ
หาเชือ้นีจ้ากสารพันธุกรรมของเชือ้ ด้วยพืน้ฐาน
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ได้แก่ 
multiplex-PCR (Fegan et al., 1998) nested-PCR 
(Falloon et al., 2006) quantitative PCR (qPCR) 
(Grisham et al., 2007) และนอกจากนีย้งัมีการ
พฒันาเทคนิค Taqman qPCR (Pelosi et al., 2013) 
และเทคนิค loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ในการตรวจหาเชือ้นี ้(Liu et al., 2013) พบ
ว่าแต่ละวิธีการให้ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชือ้ 
LXX ท่ีแตกตา่งกนั ผลการเปรียบเทียบวิธีการตรวจ
หาเชือ้ LXX สามวิธีการคือ เทคนิค conventional 
PCR  LAMP และ qPCR พบวา่เทคนิค LAMP มี
ประสทิธิภาพให้ความไว (sensitivity) ในการตรวจ
หาเชือ้ LXX ดีท่ีสดุ รองลงมาคือ qPCR และ conventional 
PCR (Wu et al., 2018) แม้วา่เทคนิค LAMP จะให้
ความไวในการตรวจสงู แต่มักพบให้ผลการตรวจหา
เชือ้เกิดปฏิกิริยาบวกผิดพลาด (false-positive) ท่ีสงู
กวา่เทคนิคพืน้ฐาน PCR อ่ืนๆ (Lee et al., 2017) ใน
ประเทศไทย วีรกรณ์ และคณะ (2561) ได้ใช้เทคนิค 
conventional PCR และ nested PCR ตรวจหา
เชือ้ LXX ของตวัอยา่งอ้อยจากภาคกลาง และภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ จำานวน 819 ตวัอยา่ง พบเชือ้ 
LXX จำานวนรวม 32 ตวัอยา่ง จากการตรวจด้วยวิธี 
nested PCR ในขณะท่ีวิธี conventional PCR ตรวจ
พบเชือ้เพียง 2 ตวัอยา่ง แสดงถงึการมีเชือ้ LXX ใน
ปริมาณท่ีตำา่มากจงึตรวจไมพ่บโดยวิธี conventional PCR 
ขณะท่ี Pelosi et al., (2013) ใช้เทคนิค Taqman-qPCR ใน
การตรวจหา เชือ้ LXX พบวา่มีความไวในการตรวจ
หาเชือ้ได้ไมต่า่งจากเทคนิค nested-PCR แตต่รวจ
หาได้รวดเร็ว ใช้ปฏิกิริยาเพียงขัน้ตอนเดียว ไม่ต้อง
ดูดสารเตรียมปฏิกิริยาในหลอดทดลองใหม่เช่นดงั
ในวิธี nested PCR จงึสะดวกตอ่การตรวจหาเชือ้ใน
ตวัอยา่งจำานวนมาก ตอ่มา Young (2017) ได้พฒันา
เทคนิค quantitative polymerase chain reaction-high 
resolution melting analysis (qPCR-HRM) ท่ีใช้
เทคนิค qPCR ในการตรวจหายีนเปา้หมายร่วมกบั
การวิเคราะห์ค่าอุณหภูมิท่ีเกิดการแยกจากกันของ
สายดีเอน็เอสายคู ่ (high resolution melt ; HRM) 
ของผลผลติ PCR มาใช้ตรวจหาเชือ้ LXX โดยใช้
ไพรเมอร์ LayF/LayS ท่ีออกแบบให้จำาเพาะกบับริเวณ 

16S-23S DNA internal transcribed spacer (ITS) 
ของเชือ้ในจีนสั Leifsonia เพ่ือตรวจหาเชือ้ในจีนสั 
Leifsonia ท่ีอยูใ่นต้นอ้อย และตรวจวิเคราะห์คา่
อณุหภมิูท่ีเกิดการคลายเกลียวแยกออกดีเอ็นเอสาย
คู ่ (melt peak) ของผลผลติ PCR ท่ีได้ ขนาด 128 
bp พบวา่ต้นอ้อยท่ีมีเชือ้ LXX จะให้ผลผลติ PCR 
ท่ีมี melt peak ท่ีอณุหภมิู 83.6 ºC ในขณะอ้อยท่ี
มีเชือ้ Leifsonia spp. อ่ืน ๆ จะมีผลผลติ PCR ท่ีมี 
melt peak ท่ีตา่งออกไป ด้วยเหตนีุ ้qPCR-HRM จงึ
เป็นวิธีการตรวจหาเชือ้ LXX ได้อยา่งรวดเร็ว จำาเพาะ 
และทวนสอบความถกูต้องของผล (verification) ได้
ในขัน้ตอนเดียว การศึกษานีจ้ึงมีวัตถุประสงค์ท่ีจะ
พฒันาวิธีการตรวจหาเชือ้ LXX จากอ้อยท่ีมีความไวและ
แมน่ยำาสงูในการตรวจหาด้วยเทคนิค qPCR-HRM เพ่ือ
นำามาใช้ตรวจหาเชือ้ LXX ในแปลงรวบรวมพนัธกุรรม
อ้อย ก่อนนำาไปใช้ขยายพนัธุ์ ปรับปรุงพนัธุ์ หรือการ
ควบคมุโรคนีต้อ่ไป

วิธีก�รศึกษ�

ก�รเก็บตัวอย่�งอ้อย และก�รเตรียม genomic 
DNA จ�กอ้อย

เ ก็บตัวอย่างอ้อยจากสถานีผสมพันธุ์ อ้อย
บ้านทิพุเย อ.ทองผาภมิู จ.กาญจนบรีุ และศนูย์วิจยัพืช
ไร่สพุรรณบรีุ กรมวิชาการเกษตร อ.อูท่อง จ.สพุรรณบรีุ 
จากนัน้นำาตวัอย่างอ้อยมาทำาการศกึษาตามขัน้ตอน
ตา่ง ๆ ดงันี ้

การเตรียม genomic DNA (gDNA) จากเนือ้เย่ือ
อ้อย ใช้วิธีการท่ีดดัแปลงจาก Aljanbi et al. (1999) โดย
ใช้เนือ้เย่ือลำาต้นด้านในบริเวณข้อ หรือสว่นของกาบใบ
อ้อยปริมาณ 0.3-0.5 g แชล่งในไนโตรเจนเหลว แล้วบด
ด้วยเคร่ือง Mixer mill (Restch®, Germany) เป็นเวลา 
5 นาที เติมสารละลาย CTAB 2% N-lauroyl 
sarcosine 5% และ polyvinyl pyrrolidone (PVP) 10% 
ชนิดละ 200 µl ผสมให้เข้ากนั แล้วนำาไปป่ันตกตะกอน
ท่ีความเร็วรอบ 12,396 g เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่น
ใส ปริมาตร 500 µl เติมด้วยสารละลาย phenol: 
chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 
500 µl เขยา่ให้เข้ากนั ป่ันแยกสว่นสารท่ีความเร็ว
รอบ 12,396 g เป็นเวลา 15 นาที  แยกสว่นใสใส่
หลอดใหม ่ และเตมิสาร isopropanol ปริมาตร 2.5 
เทา่ของสว่นใส เตมิสารละลาย NaCl 3% ปริมาตร 
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50 µl แล้วพลกิหลอดกลบัไปมา จากนัน้ป่ันตก
ตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12,396 g เป็นเวลา 10 นาที 
ทิง้สว่นใส ล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ปริมาตร 
500 µl ตากตะกอนให้แห้งท่ีอณุหภมิูห้อง แล้ว
ละลายตะกอนด้วยสารละลาย TE + RNaseA 2 ng/
µl ปริมาตร 20 µl บม่ท่ีอณุหภมิู 37 ºC เป็นเวลา 20 
นาที ตรวจสอบ gDNA ด้วยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis และวดัความเข้มข้น DNA ด้วย UV 
spectrophotometer และเจือจาง gDNA ให้ได้ความ
เข้มข้น 10 ng/µl เพ่ือใช้เป็นต้นแบบ DNA ในการทำา
ปฏิกิริยา PCR ตอ่ไป

การตรวจสอบคณุภาพ gDNA ท่ีสามารถนำา
ไปทำาปฏิกิริยา PCR ได้ ด้วยการนำา gDNA ไปทำา
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ Sac18s-F2 และ 
Sac18s-R ท่ีออกแบบในการทดลองนีจ้ากบริเวณ 
18S rRNA ของ Saccharum officinarum จากฐาน
ข้อมลูจาก GenBank accession no. AH001756.2 
โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา และขัน้ตอนการทำา
ปฏิกิริยาดงัแสดงใน Table 1 โดยใช้ gDNA จากอ้อย
ท่ีผา่นการทดสอบปฏิกิริยา PCR มาก่อนปริมาณ 
10 ng เป็น DNA ต้นแบบของปฏิกิริยาควบคมุบวก 
(positive control)

ก�รตรวจห�เชือ้ LXX จ�กตวัอย่�งอ้อยด้วย
เทคนิค conventional PCR

นำา gDNA ท่ีสกดัจากอ้อยปริมาณ 10 ng ไป
ตรวจหาเชือ้ LXX ด้วยเทคนิค conventional PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ CxxITSf#5 และ CxxITSr#5 ท่ีมี
ความจำาเพาะกบับริเวณ ITS ของเชือ้ LXX (Fegan 
et al.,1998) และไพรเมอร์ Pat1-F2 และ Pat1-R2 ท่ี
ออกแบบให้มีความจำาเพาะกบัยีน Pat1 ของเชือ้ LXX 
สายพนัธุ์ CTCB07 (accession no. AE016822.1) 
ท่ีทำาหน้าท่ีเก่ียวข้องต่อการเกิดอาการเห่ียวของพืช 
(Fu et al., 2016) โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา
และขัน้ตอนการทำาปฏิกิริยาดังแสดงใน Table 1 
ในการเปรียบเทียบวิธีการตรวจหาเชือ้ LXX โดย
ใช้ DNA สว่นของ ITS จากเชือ้ LXX ท่ีได้รับความ
อนเุคราะห์จาก Dr. Young-Bao Pan (USDA-ARS 
Sugarcane Research Laboratory, La, USA) และ 
DNA ของยีน Pat1 ของเชือ้ LXX ซึง่ได้จากการศกึษา
นี ้ และผ่านการทดสอบมาก่อนหน้านีเ้ป็น DNA 

ต้นแบบในปฏิกิริยาบวก (Positive control) และ
ใช้ gDNA ของเชือ้ Acidovorax citrulli เป็น DNA 
ต้นแบบของปฏิกิริยาลบ (negative control) และใช้
นำา้เป็นปฏิกิริยาควบคมุเชิงลบในการศกึษานี ้

ก�รตรวจเชือ้ LXX จ�กตวัอย่�งอ้อยด้วยเทคนิค 
qPCR-HRM

นำา gDNA ท่ีสกดัจากอ้อยปริมาณ 10 ng ไป
ตรวจหาเชือ้ LXX โดยใช้ไพรเมอร์ LayF และ LayS 
ซึง่จำาเพาะกบัเชือ้ในจีนสั Leifsonia spp. โดย
ดดัแปลงจากวิธีการของ Young (2017) ด้วยเทคนิค 
qPCR-HRM โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา และ
ขัน้ตอนการทำาปฏิกิริยาดงัแสดงใน Table 1 โดยใช้ 
DNA สว่นของ ITS จากเชือ้ LXX เป็น DNA ต้นแบบ
ในปฏิกิริยาบวก (Positive control)

ก�รยืนยันเชือ้ LXX ด้วยก�รวิเคร�ะห์ลำ�ดับ
นิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS และยีน Pat1

คดัเลือกตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกจากการตรวจด้วย 
3 วิธี มาเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยวิธีการ conventional 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบในการทดลองนีคื้อ 
Lxx16s-F และ Lxx23s-R ซึง่ครอบคลมุบริเวณ ITS 
ทัง้หมด จากนัน้นำาผลผลติ PCR ท่ีได้ไปสกดัด้วยชดุ
สกดั DNA สำาเร็จรูป GenepH lowTM Gel/PCR Kit 
(Geneaid®, Taiwan) ตามวิธีการท่ีบริษัทแนะนำา 
และนำา DNA สง่วิเคราะห์หาลำาดบันิวคลีโอไทด์กบั
บริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซีย

นำาผลการวิเคราะห์ลำาดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
ITS มาเปรียบเทียบกับ DNA จากฐานข้อมูล
ใน GenBank ตามวิธีการของ Young and Nock 
(2017) โดยใช้การจัดเรียงลำาดับนิวคลีโอไทด์
ด้วยวิธี MUSCLE วิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วย 
Tamura 3-parameter algorithm ท่ีคา่ Boostrap 
จำานวน 1,000 ครัง้ และสร้างแผนภมิูวิวฒันาการ 
(phylogenetic tree) โดยวิธี maximum likelihood 
ด้วยโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) จาก
นัน้นำาผลจากวิธีการตรวจหาเชือ้ LXX ทัง้สามวิธีมา
วิเคราะห์เปรียบเทียบกัน และแสดงการจัดเรียงลำา
ดบันิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม GeneDoc (Nicholas 
et al., 1997)
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Table 1 Primers, reagents, and profiles of conventional PCR and qPCR-HRM used in this study

Method Primer Target

region

PCR 
product 
size or  

melt peak 
(ºC)

Reagent Profile

conventional 
PCR

(Biometra®, 
Germany)

CxxITSf#5 5’-TCAACG-
CAGAGATTGTCCA-3’

CxxITSr#5 5’-TCAACG-
CAGAGATTGTCCA-3’

(Fegan et al., 1998)

ITS of LXX 305 bp Green PCR Mastermix Direct-Load 
(biotechrabbit®, Germany)      1x
Primer CxxITSf#5                0.2 µM
Primer CxxITSr#5                0.2 µM
DNA Template                    10 ng

Pre-denature    94 ºC, 5   min. 
Denature          94 ºC, 30 sec.  
Annealing         56 ºC, 1   min.       40
Extension         72 ºC, 30 sec. 
Final-extension 72 ºC, 5   min.

Pat1-F2 
5’-GGAATACTCGCTAT-
GTGTTG-3’

Pat1-R2 5’-CCAATAC-
TATGCCGTAGAAAG-3’

(Fu et al., 2016)

Pat1 of LXX 597 bp Green PCR Mastermix Direct-Load 
(biotechrabbit®, Germany)      1x
Primer Pat1-F2                 0.2 µM
Primer Pat1-R2                 0.2  µM
DNA Template                  10 ng

Pre-denature     94 ºC, 5   min. 
Denature           94 ºC, 30 sec.  
Annealing         50 ºC, 1   min.        40 
Extension          72 ºC, 40 sec. 
Final-extension  72 ºC, 5   min.

Sac18s-F2 5’-GAAACT-
TACCAGGTCCAGAC-3’

Sac18s-R 
5’-ACACTTCACCG 
GACCATTCAA-3’

(In this study)

18S rRNA of 

Saccharum 
officinarum

480 bp Green PCR Mastermix Direct-Load 
(biotechrabbit®, Germany)       1x
Primer Sac18s-F2              0.2 µM
Primer Sac18s-R                0.2 µM
DNA Template                   10 ng

Pre-denature     94 ºC, 2   min. 
Denature           94 ºC, 30 sec.  
Annealing          56 ºC, 30 sec.        35 
Extension          72 ºC, 40 sec. 
Final-extension  72 ºC, 2   min.

Lxx16s-F 5’-CAG-
GAGCTTGCTCTTG-
GGA-3’ 

Lxx23s-R 5’-GG-
TACTGAGAT-
GTTTCACTTCC-3’

(In this study)

Partial of 
16S rR-

NA-ITS-partial 
of 23S rRNA 

of LXX

2,300 bp Q5® High-fidelity DNA polymerase 
0.5 U 
Q5® High GC Enhancer          1X 
(New England Biolabs®, USA)  
dNTPs, each               200 µM       
MgCl

2
                          2.5 mM

Primer Lxx16s-F          0.2 µM
Primer Lxx23s-R          0.2 µM
DNA Template             10 ng

Pre-denature     98 ºC    30 sec.
Denature          98 ºC    10 sec. 
Annealing         62 ºC   20 sec .       30
Extension          68 ºC    90 sec. 
Final-extension   68 ºC     2 min.

qPCR-HRM

(BIO-RAD®, 
USA)

LayF 5’-AAGGAG-
CATCTGGCACCC-3’

LayS 5’-AATGTCAAT-
GTTCCACCC-3’

(Young, 2017)

ITS of Leifso-
nia generic

128 bp

83.6 °C

SsoFastTM EvaGreen® Supermix 
(BIO-RAD®, USA)        1x 
Primer  LayF              0.2 µM
Primer  LayS              0.2 µM
DNA Template            10 ng 

Pre-denature 95 ºC, 15   sec. 
Denature      95 ºC, 10   sec. 
Annealing     55 ºC, 15   sec.         40 
Extension      72 ºC, 10   sec.
HRM melting curve 65- 95 ºC, 
data detection every 0.2 sec. 

cycles

cycles

cycles

cycles

cycles
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ผลก�รศึกษ�และวิจ�รณ์

ก�รเก็บตัวอย่�งอ้อย และก�รเตรียม gDNA 
จ�กส�รสกัดอ้อย

จากการเก็บตวัอย่างจากสถานีผสมพันธุ์ อ้อย
บ้านทิพเุย อ.ทองผาภมิู จ.กาญจนบรีุ ได้จำานวน 
220 ตวัอยา่ง และศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ อ.อูท่อง 
จ.สพุรรณบรีุ ได้จำานวน 20 อยา่ง รวมทัง้หมดจำานวน 
240 ตวัอยา่ง จากการสกดั gDNA จากอ้อยทัง้หมด
จำานวน 240 ตวัอยา่ง และนำามาตรวจสอบคณุภาพ 

gDNA ในการทำาปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ 
Sac18S-F2/Sac18S-R พบวา่ gDNA จากอ้อยทกุ
ตวัอยา่งสามารถทำาปฏิกิริยา PCR ได้ โดยพบแถบ 
DNA ท่ีตรงกับปฏิกิริยาควบคุมบวก (positive 
control) ท่ีใช้การศกึษาในครัง้นี ้ โดยให้ปฏิกิริยา
ลบกบัปฏิกิริยาควบคุมลบ คือ DNA ของเชือ้      
Acidovorax citrulli และนำา้ (Figure 1) แสดงวา่วิธี
การท่ีใช้สกดัและคณุภาพของ gDNA ท่ีได้รับจากวิธี
การข้างต้นมีคณุภาพดี นำามาใช้ตรวจหาเชือ้ได้

Figure 1 Agarose gel electrophoresis of amplicon amplified by Sac18S-F2/Sac18S-R primers from 
gDNA of sugarcane samples (P = sugarcane gDNA, N = gDNA of Acidovorax citrulli, 
NTC = Non template control (dH

2
O) and Lane 1-44 = gDNA of sugarcane samples) 

ก�รตรวจเชือ้ LXX จ�กตวัอย่�งอ้อยด้วยเทคนิค 
conventional PCR 

จากการตรวจหาเชือ้ LXX ในตวัอยา่งอ้อย ท่ี
เก็บตวัอยา่งจากสถานีผสมพนัธุ์อ้อยบ้านทิพเุย และ
ศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ รวม 240 ตวัอยา่ง ด้วย
เทคนิค conventional PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
CxxITSf#5/CxxITSr#5 ท่ีจำาเพาะกบับริเวณ ITS 
ให้ผลปฏิกิริยาเป็นบวกโดยพบแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 305 bp จำานวน 61 ตวัอยา่ง คดิเป็นร้อยละ 
25.42 โดยตรวจพบจากสถานีผสมพันธุ์ อ้อยบ้าน 
ทิพเุย 51 ตวัอยา่ง และศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ 
10 ตวัอยา่ง (Figure 2A) และการตรวจหาเชือ้ LXX 
ด้วยไพรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 ท่ีจำาเพาะกบัยีน 

Pat1 พบปฏิกิริยาเป็นบวกโดยพบแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 597 bp จำานวน 29 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อย
ละ 12.08 โดยตรวจพบจากสถานีผสมพันธุ์ อ้อย
บ้านทิพเุยเทา่นัน้ (Figure 2B) จากการศึกษานีพ้บ
ว่าไพรเมอร์ CxxITSf#5/CxxITSr#5 มีประสทิธิภาพ
ในการตรวจหาเชือ้ LXX จากตัวอย่างอ้อยได้ดีกวา่
ไพรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 (Table 2) ซึง่สอดคล้อง
กบัการศกึษาของ Sun et al. (2019) ท่ีพบวา่ไพรเมอร์ 
CxxITSf#5/CxxITSr#5 ให้ความไวในการตรวจหา
เชือ้ LXX ได้ตำา่ถงึ 1 pg ของ gDNA ซึง่ดีกวา่ไพรเมอร์ 
Pat1-F2/Pat1-R2 ถงึ 10 เทา่ ซึง่ตรวจหา gDNA ของ
เชือ้ LXX ได้ตำ่าสดุเพียง 10 pg 
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Figure 2 Agarose gel electrophoresis of amplicons from sugarcane gDNA using two set primers 
of conventional PCR (A) CxxITSf#5/CxxITSr#5 primers and (B) Pat1-F2/Pat1-R2 primers 
(P1 = DNA of ITS fragment, P2 = DNA of Pat1 gene, N = gDNA of Acidovorax citrulli, 
NTC = Non template control (dH

2
O) and Lane 1-22 = gDNA of sugarcane samples)

ก�รตรวจเชือ้ LXX จ�กตวัอย่�งอ้อยด้วยเทคนิค 
qPCR-HRM

จากการศกึษาการใช้เทคนิค qPCR-HRM ตรวจ
หาเชือ้ LXX ในตวัอยา่งอ้อยในประเทศออสเตรเลีย
พบวา่ ตวัอยา่งอ้อยท่ีมีเชือ้ LXX จะมีคา่ melt peak 
ของผลผลติ qPCR ท่ีอณุหภมิู 83.6 ºC ซึง่เม่ือตรวจ
สอบลำาดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลติ qPCR พบวา่ทกุ
ตวัอยา่งท่ีให้ผลบวก จะมีลำาดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
ITS เหมือนกบัเชือ้ LXX สายพนัธุ์ DNPRC108 
(accession no. DQ232616.2) ในขณะท่ีเชือ้ท่ีให้
คา่ melt peak ท่ีตา่งไป จะเป็นเชือ้ Leifsonia spp. 
(Young, 2017)

ในการศึกษาครัง้นีใ้ห้ผลสอดคล้องกับผลการ
ตรวจเชือ้ LXX ในอ้อย ด้วยเทคนิค qPCR-HRM ท่ี
ดดัแปลงมาจากวิธีการของ Young (2017) โดยพบ
ตวัอยา่งอ้อยท่ีมีผลผลติ qPCR มีคา่ melt peak ท่ี
อณุหภมิู 83.6 ºC จำานวน 96 ตวัอยา่ง เชน่เดียวกบั
อณุหภมิู melt peak ของบริเวณ ITS ของเชือ้ LXX ท่ี
ใช้เป็นตวัอยา่งควบคมุบวก (Table 2 และ Figure 
3) ซึง่ตวัอยา่งท่ีตรวจพบคิดเป็นร้อยละ 40 โดยตรวจ
พบในตวัอยา่งจากสถานีผสมพนัธุ์อ้อยบ้านทิพเุย 91 
ตวัอยา่ง และศนูย์วิจยัพืชไร่สพุรรณบรีุ 5 ตวัอยา่ง 

Table 2 Comparison of PCR based methods and primer pairs for the detection of Leifsonia xyli 
subsp. xyli (LXX) in sugarcane samples

Method Primer pair PCR product size or 
melt peak (ºC)

Target

region

Number of LXX 
detection/total

qPCR-HRM LayF/LayS 128 bp/83.6ºC ITS of Leifsonia generic 96/240

conventional PCR
CxxITSf#5/CxxITSr#5 305 bp ITS of LXX 61/240

Pat1-F2/Pat1-R2 597 bp Pat1 of LXX 29/240
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Figure 3 Melt peak data of qPCR product amplified with LayF/LayS primers of sugarcane samples 

in this study. Binned peak corresponds to LXX at 83.6 ºC 

ก�รวิเคร�ะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์เพื่อก�รยืนยัน
เชือ้ LXX 

เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (validation) ใน
การตรวจหาเชือ้ LXX ด้วยเทคนิค qPCR-HRM จาก
ตวัอยา่งอ้อย เม่ือสุ่มตัวอย่างอ้อยท่ีให้ผลบวกกับ
วธีิการ qPCR-HRM จำานวน 5 ตวัอยา่งคือ  CP110  
CO285 F156  Phl56-266 และ YuanJeing2 มา
ศกึษาลำาดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS ขนาด 606 
bp ครอบคลมุตำาแหนง่ของไพร์เมอร์ LayF/LayS ของ
ผลผลติ qPCR-HRM และจดักลุม่ความสมัพนัธ์จากคา่
ความเหมือนของลำาดบันิวคลโีอไทด์ พบวา่ทกุตวัอยา่ง
ในการทดลองนีล้ำาดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS มีคา่
ความเหมือน 100% และจดักลุม่ความสมัพนัธ์จาก

คา่ความเหมือนของลำาดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
อยูใ่นกลุม่เดียวกนักบัเชือ้สายพนัธุอ้์างอิง LXX สาย
พนัธุ ์ CTCB07 (accession no. AE016822.1) และ
เชือ้ LXX สายพนัธุ ์ DNPRC108 (accession no. 
DQ232616.2) (Figure 4 และ Figure 5) ซึง่สอดคล้อง
กบัรายงานของ Young and Nock (2017) ท่ีศกึษา
ลำาดบันิวคลโีอไทด์ของเชือ้ LXX จำานวน 24 ตวัอยา่ง 
ท่ีให้ผลบวกกับเทคนิค qPCR-HRM พบวา่ลำาดบั 
นิวคลโีอไทด์ของทกุตวัอยา่งเหมือนกนั 100% กบัเชือ้ 
LXX สายพนัธุ ์ DNPRC108 เชน่กนั แสดงให้เหน็วา่
เทคนิค qPCR-HRM ให้ผลในการตรวจหาเชือ้ LXX ได้
อยา่งถกูต้องแมน่ยำา
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Figure 4 Aligned sequences of the ITS sequence (606 bp) of Leifsonia xyli subsp. xyli (LXX) from 
this study (CO285, CP110, F156, Phl56-266 and YuanJeing2) with the ITS reference 
sequences of LXX strain CTCB07 and DNPRC108 from GenBank by program GeneDoc 
(Nicholas et al., 1997)

Figure 5 Maximum likelihood tree based on 606 bp of 16S-23S ribosomal DNA internal transcribed 
spacer (ITS) sequence of Leifsonia spp. and their relative species. The phylogenetic tree 
was tested by 1,000 bootstrap replications, with node support greater than 50% indicated. 
Samples in this study labeled by the black circle
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ก�รเปรียบเทยีบผลวธีิก�รตรวจห�เชือ้ LXX ด้วย
เทคนิค conventional PCR qPCR และ qPCR-HRM

จากการเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชือ้ LXX 
ในตวัอย่างอ้อยท่ีเก็บจากสถานีผสมพันธุ์ อ้อยบ้าน 
ทิพเุย อ.ทองผาภมิู จ.กาญจนบรีุ และศนูย์วิจยัพืช
ไร่สพุรรณบรีุ อ.อูท่อง จ.สพุรรณบรีุ รวมทัง้หมด
จำานวน 240 ตวัอยา่ง ด้วยเทคนิค conventional 
PCR และ qPCR-HRM จากการทำาปฏิกิริยา qPCR 
ด้วยไพรเมอร์ LayS/LayF โดยยงัไมวิ่เคราะห์หาคา่ melt 
peak ของผลผลติ PCR พบตวัอยา่งท่ีให้ผลเป็นบวก 
197/240 ตวัอยา่ง ซึ่งเป็นการทำาปฏิกิริยากับเชือ้
ในจีนสั Leifsonia ท่ีไมไ่ด้จำาเพาะกบัเชือ้ LXX เทา่นัน้ 
แตเ่ม่ือใช้ทคนิค qPCR ร่วมกบั HRM (qPCR-HRM) 
โดยการวิเคราะห์คา่อณุหภมิูของผลผลติ PCR หรือ
คา่ melt peak ตามการทดลองของ Young (2017) พบ
วา่ตวัอยา่งท่ีมีเชือ้ LXX จะมีคา่ melt peak ท่ีอณุหภมิู 
83.6 ºC ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีมีเชือ้ Leifsonia spp. ชนิด
อ่ืน ๆ จะมี melt peak ท่ีต่างออกไป โดยเทคนิค 
qPCR-HRM นีส้ามารถตรวจพบเชือ้ LXX ได้มากกวา่
วิธีการ conventional PCR ด้วยไพรเมอร์ CxxITSf#5/
CxxITSr#5 (61/240) และไพรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 
(29/240) ดงันัน้จากผลการศกึษานีจ้งึทำาให้สรุปได้วา่
วิธีการตรวจด้วยเทคนิค qPCR-HRM มีประสทิธิภาพ
ดีกวา่การตรวจด้วยเทคนิค conventional PCR 
เน่ืองจากสามารถตรวจตวัอย่างท่ีให้ผลบวกมากกวา่
วธีิการอ่ืน ๆ โดยยืนยนัความถกูต้องของผลการตรวจ
ด้วยผลการวิเคราะห์ลำาดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลิต            
qPCR-HRM ตรงกบัเชือ้อ้างอิง วิธีการตรวจด้วย
เทคนิค qPCR-HRM สามารถตรวจตวัอยา่งอ้อย 
และยืนยนัผลการตรวจผ่านการวิเคราะห์อุณหภูมิ
ของ melt peak ได้เสร็จในการทำางานในหลอดระบบ
ปิดเพียงขัน้ตอนเดียว นอกจากนี ้ เน่ืองจากไพรเมอร์ 
LayF/LayS ไมไ่ด้จำาเพาะกบัเชือ้ LXX เทา่นัน้ ดงันัน้
อาจมีการพฒันาไพรเมอร์ให้จำาเพาะ โดยพฒันาจาก
คูไ่พรเมอร์ Cxx1/Cxx2 และ CxxITSf#5/ CxxITSr#5 
(Fegan et al., 1998) ซึง่พบวา่มีความจำาเพาะท่ีสงู
กวา่ และมีความไวในการตรวจหาเชือ้ LXX ท่ีดีกวา่
ไพรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 (Sun et al., 2019) มา
ใช้ร่วมกนัเทคนิค qPCR-HRM ซึง่คาดวา่จะให้ความ
ไวในการตรวจหาเชือ้ท่ีดีขึน้และตรวจสอบความถูก
ต้องของผลผลติ PCR ได้

สรุป

การตรวจหาเชือ้ LXX ในตวัอยา่งอ้อยด้วย
เทคนิคบนพืน้ฐาน PCR พบวา่การตรวจด้วยเทคนิค 
qPCR-HRM ด้วยไพรเมอร์ LayS/LayF มีความไว
สงู สามารถตรวจหาเชือ้ LXX ได้ถงึ 96 ตวัอยา่งจาก
ทัง้หมด 240 ตวัอยา่ง รองลงมาคือตรวจด้วยเทคนิค 
conventional PCR ด้วยไพรเมอร์ CxxITSf#5/ 
CxxITSr#5 ท่ีมีความจำาเพาะกบับริเวณ ITS ตรวจ
พบ 61 ตวัอยา่ง และด้วยไพรเมอร์ Pat1-F2/Pat1-R2 
ท่ีมีความจำาเพาะกบัยีน Pat1 ตรวจพบ 29 ตวัอยา่ง 
เทคนิค qPCR-HRM ให้ความแมน่ยำาสงูในการตรวจ
หาเชือ้ LXX นอกจากให้ผลผลติ PCR ท่ีคาดไว้ ยงัใช้
การวิเคราะห์อณุหภมิู melt peak ของผลผลติ PCR 
ท่ีมีคา่อณุหภมิูจำาเพาะท่ี 83.6 ºC เป็นการยืนยนั
ความถกูต้องของการตรวจ และใช้ปฏิกิริยาในหลอด
ทดลองปิดเพียงขัน้ตอนเดียวของการตรวจ และใช้
ปฏิกิริยาในหลอดทดลองปิดเพียงขัน้ตอนเดียว

คำ�ขอบคุณ

งานวิจยันีไ้ด้รับการสนบัสนนุสถานท่ี อปุกรณ์
เคร่ืองมือวิจยั และงบประมาณประจำาปี 2560 ภาย
ใต้โครงการ “การสำารวจเฝา้ระวงัโรคตอแคระแกร็น
ของอ้อย” รหสัโครงการ AG-BIO/60-006-003 จาก
ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
สำานกัพฒันาบณัฑิตศกึษาและวิจยัด้านวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี สำานกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา 
กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร์ วิจยัและ
นวตักรรม และ ได้รับทนุสนบัสนนุการวิจยัภายใต้แผน
งานเสริมสร้างศกัยภาพและพฒันานกัวิจยัรุ่นใหม ่ ตาม
ทิศทางยทุธศาสตร์การวิจัยและนวัตกรรม ประเภท
บณัฑิตศกึษา จากสำานกังานคณะกรรมการวิจยัแหง่
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Sugarcane Research Laboratory, Louisiana, USA 
ท่ีให้ความอนเุคราะห์ DNA จากผลผลติ PCR ท่ีใช้
เป็นตวัควบคมุบวกในการศกึษานี ้
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