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บทคัดย่อ:โรคใบขาว กอฝอย และโรคกอตะไคร้ เป็นโรคอ้อยที่เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาที่ต่างกันสามชนิด สร้างความ
เสียหายอย่างมากต่ออุตสาหกรรมอ้อยของไทย งานวิจัยนี้มีเป้าหมายเพื่อพัฒนาวิธีพีซีอาร์ในการตรวจเป้าหมายยีน IMP 
ของเชื้อไฟโตพลาสมา ซึ่งเป็นหนึ่งยีนอนุรักษ์สำคัญที่ทำหน้าที่ในส่วน host-phytoplasma interaction ตรวจพบได้ในเช้ือ
ไฟโตพลาสมาหลายชนิด จากการทดลองพบว่า สามารถพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจจับยีนชนิดนี้ได้ มี
ความจำเพาะต่อเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตโุรคอ้อย สามารถตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาของอ้อยได้ทั้ง 3  ชนิด แต่ไม่จับกับเชื้อไฟ
โตพลาสมาในตัวอย่างจากหญ้าและมันสำปะหลัง แสดงถึงไพรเมอร์ที่ได้มีถูกต้อง แม่นยำ และจำเพาะต่อเช้ือในอ้อย สภาวะ
ในการทำปฏิกิริยาที่ได้ทำให้สามารถตรวจพบเช้ือได้ต่ำถึง 4.26 X 101copy/μl 25 นาโนกรัมในดีเอ็นพืช ซึ่งสามารถ
นำมาใช้ในการตรวจคัดกรองโรคไฟโตพลาสมาในอ้อยก่อนการขยายพันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
คำสำคัญ: โรคใบขาว โรคกอฝอย โรคกอตะไคร้ การตรวจคัดกรองโรค 
 

ABSTRACT: Sugarcane white leaf (SCWL), sugarcane grassy shoot (SCGS) and sugarcane green grassy 
shoot (SCGGS) diseases are the most devastating diseases that impact great lost in sugarcane industries 
in Thailand. The objective of this study was to develop IMP of the phytoplasm This is one of the 
important conservative genes responsible for the host-phytoplasma interaction detected in a wide 
range of phytoplasma strains. The result revealed that The primers showed specificity in detection of 
the 3 types phytoplasmas in sugarcane but not phytoplasmas in grass and cassava. and the lowest 
detectable concentration of phytoplasma was equivalence to 4.26 X 101copy/μl 25 ng plant DNA. This 
method can be used as an effective screening of the sugarcane prior to propagation.  
Keywords: Sugarcane white leaf, sugarcane grassy shoot, sugarcane green grassy shoot, disease 
screening 
 
บทนำ  

โรคใบขาวอ้อยมีการระบาดอย่างต่อเนื่องของพื้นท่ีปลูกอ้อยในประเทศไทยและส่งผลเสียหายอย่างมากต่อผลผลิต
อ้อย เป็นสาเหตุมาจากเชื้อไฟโตพลาสมา ซึ่งเช้ือไฟโตพลาสมา เป็นจุลินทรีย์ขนาดเล็กท่ีไม่มีผนังเซลล์ มีขนาดเล็ก ประมาณ 
200-800 นาโนเมตร จีโนม 530-1350 กิโลเบส( Marcone  et al., 1999 ) เซลล์มีองค์ประกอบของ G+C ของดีเอ็นเอต่ำ 
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คือประมาณ 23-29 mol% (Kollar and Seemüller, 1989) ยังพบอาศัยอยู่เฉพาะในส่วนของ sieve element ของเซลล์
ท่ออาหารพืช และมีการแพร่กระจายของเช้ือจากการถ่ายทอดติดไปกับท่อนพันธุ์จากต้นที่เป็นโรค ซึ่งโรคใบขาวอ้อยแบ่ง
ออกตามอาการที่พบเป็น 3 ชนิดได้แก่ โรคใบขาว (sugarcane white leaf: SCWL) โรคใบขาวร่วมกับอาการกอฝอย 
(sugarcane grassy shoot : SCGS)  และโรคกอตะไคร้ (sugarcane green grassy shoot : SCGGS)  โรคทั้งสามชนิดนี้
เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาที่ต่างกัน การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในอ้อยถูกพัฒนาเพิ่มมากขึ้นเพื่อควบคุม
การแพร่ระบาดของโรค ซึ่งมีการประยุกต์ใช้เครื่องหมายโมเลกุล (genetic marker) โดยมีการพัฒนาเทคนิคต่างๆ เช่น 
เทคนิค conventional PCR (cPCR) หรือ Nested-PCR ตรวจจับเช้ือไฟโตพลาสมาในส่วนของยีน 16s-23s rDNA 
intergenic spacer regionและเทคนิคนิวคลีอิกไฮบริไดเซช่ัน (nucleic acid hybridization)เป็นการตรวจจับเช้ือบริเวณ
ยีนในส่วน Sec A (กาญจนา และคณะ 2555) และเทคนิค quantification real-time PCR (qPCR) ตรวจจับเช้ือไฟโต
พลาสมา บริเวณยีน Sec A (ศุจิรัตน์ และคณะ , 2556; 2558)  

ในปัจจุบันยังไม่มีเทคโนโลยีใด ๆ ที่สามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดจากโรคใบขาวได้ร้อยเปอร์เซ็นต์ ท้ังนี้ วิธีการควบคุม
การแพร่ระบาดของโรคที่ ดีที่สุด ณ ขณะนี้   คือ การใช้ท่อนพันธุ์อ้อยที่สะอาดปราศจากโรคควบคู่กับการจัดการที่ดีใน
แปลงผลิตเพื่อเฝ้าระวังแมลงพาหะนำโรค วัตถุประสงค์ของงานวิจัยครั้งนี้ คือ หาวิธีการตรวจสอบที่มีความแม่นยำสูงเข้ามา
ช่วยแก้ปัญหา ข้างต้น ซึ่งในปัจจุบันพบว่า imp  gene เป็นยีนชนิดหนึ่งของ immunodominant  membrane  protein  
genes (IDPs)  ที่ สามารถตรวจพบได้ง่ายภายใน  cytoplasm พืชหลังถูกเชื้อไฟโตพลาสมา เข้าทำลาย (Morton  et  al.,  
2003)  ดังนั้น นักวิจัยจึงได้พยายามพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพื่อนำมาใช้ตรวจหา  imp  gene ของเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวอ้อย  ซึ่งนับว่าเป็นยีนทางเลือกใหม่ที่มีศักยภาพสูงสำหรับพัฒนางานวิจัยทางด้านการตรวจสอบ  และ
สามารถนำไปต่อยอดงานวิจัยทางด้านอินโมโนวิทยาได้ในอนาคต 
 
วิธีการศึกษา 
ตัวอย่างพืชและการสกัดดีเอ็นเอ : เก็บตัวอย่างอ้อยที่มีระดับความรุนแรงของอาการของโรคใบขาวอ้อยต่างกันคือ white 
leaf: SCWL, grassy shoot : SCGS และ green grassy shoot : SCGGS (Figure 1) ที่สำรวจได้จากแหล่งระบาดของโรค 
3 จังหวัด คือ จังหวัดกาญจนบุรี บุรีรัมย์ และจังหวัดศรสีะเกษ จำนวนอาการละ 10 ตัวอย่าง นำตัวอย่างเนื้อเยื่อใบอ้อย 3 
กรัม ใส่ลงแล้วเตมิไนโตเจนเหลวจากนั้นบดให้ละเอียดเป็นผงใสล่งในสารละลายบัพแฟอร์ แล้วสกัดดีเอ็นเอโดยดดัแปลง
วิธีการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Li and Midmore (1999) จากนั้นตรวจสอบปริมาณและคณุภาพ ดีเอ็นเอด้วยเครื่องวัดค่า
การดูดกลืนแสง Nanodrop (NanoDrop Lite Spectrophotometer, ThermoScientific, USA) 

 
Figure  1  Sugarcane white leaf symptom expression from A) white leaf: SCWL, B) grassy shoot : SCGS 
and C) green grassy shoot : SCGGS 
 
การออกแบบไพรเมอร์ IMP  

ได้ใช้ลำดับเบสจากงานวิจัยของ Kakizawa et al., 2009  ซึ่งมีขนาดที่ 1250 เบส  และนำดีเอ็นเอที่มี 3 เช้ือ 
ได้แก่  SCWL,SCGS,SCGGS มาสังเคราะห์เพื่อเพิ่มปริมาณหาลำดับนิวคลีโอไทค์ด้วยวิธี Sequencing ออกแบบไพรเมอร์ที่
มีความจำเพาะเพื่อใช้ในการตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมา ด้วยโปรแกรม  Clustalx2 MEGA-X, Tm calculator ซึ่งมีตำแหน่ง
ที่ 262 เบส เพื่อใช้ในงานวิจัยครั้งนี ้
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TTTTTTAAAAAATAAATAATTTGTKTAATGTTTTTTTATTGAATTGCTAAATTATGTTATAATTATGGTATTGAATCTTT
ATAAAAAAAGATTTAATAATAAAATAAATACAAAAAGATTAATATAGGAGGAAAAATAAAAAATATATTATGCAAAATG
AAAATTTTTGGTACACAAAAAAAGGTAAAATAGCTATTATTACATCTTCAGTTGTTGGTTTTTTAGCAATTTTACTAAC
TATAGCTTATTATTTAAAAKGGTGGCCTTTTTCAAAAACACTAAACGAAAAGACAATAAAAAAATTTGAAAAAGAAATA
GTACTTAAAAGTATAACAGAAGAAGAAGTTTCAGATGCAGATAAAGCTGAAAAAGCTTTAAAAGAATTAAAAGGAAAA
AAGTCTCAAATAGAGAAATTGTTAGGAATAGTTGAAAAACATAATAAAAAAAGCCCAGCTGACAAAAAAGTAAAAGAC
GCAACAATTGAAACATTTAATTCAATTGTAAAATCAATAGATGAACTAAAAGTAGATAAATCTAATTATACTAAATCTG
ATTTTAAAGACAAATACAATTTAGCAGCTGATTCATCTAAATTATCCACTGCTTTTTCAAACTTAAAAAGTGATTTAGA
AATTAAATAAATAATTTAAAAATTAATTTATTTTATTATTTAAAATTTATTTCTTTTTTTTTAAAAAAAAAAGTAAAAAA
ATATGCAAAAGCATATTTTTTTTTTATTTACTATTAAAACTTTTTTTTATAGCAARAAAAATATAAAACCTTTAAATAAA
GGGATGAGGGTTAAAAGGGCC  
การเพ่ิมปริมาณยีน IMP 

นำสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาเป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นบริเวณยีน IMP โดยทำปฏิกิริยาพีซีอาร์
ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและส่วนประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 15 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหน่วยตัวอย่าง โดยใช้ไพรเมอร์ 
IMPfor (GGTAAAATAGCTATTATTACAT) และ IMPfor (ATGTTTCAATTGTTGCGTCTTTT) มีดังนี้  1x PCR buffer A 
(500mM KCl, 100mM Tris-HCl (pH 9.1 at 20°C) and 0.1% Triton™ X-100.;; Vivantis), 0.2 ไมโครโมลาร์ dNTP 
Taq DNA polymerase (Vivantis) ความเข้มข้น 0.1 หน่วยต่อหนึ่งหน่วยปฏิกิริยา ไพรเมอร์ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโม
ลาร์ ผสมสารละลายให้เข้ากัน โดยนำไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 วินาที สังเคราะห์ ดีเอ็นเอในเครื่องพีซีอาร์ กำหนดการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตามเวลาดังต่อไปนี้  ขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที และ ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที โดยทำซ้ำขั้นตอนที่ 2 จำนวน 35 รอบ ขั้นท่ี 3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
และที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
การโคลนยีน IMP เชื้อไฟโตพลาสมา 

นำดีเอ็นเอของยีน IMP ทำให้บริสุทธิ์ด้วยชุดนํ้ายาสำเร็จรูป GF-1 AmbiClean Kit (Gel & PCR) (Vivantis) 
จากนั้นนำมาเช่ือมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์ pTG19-T PCR Cloning Vector (PCR Cloning Vector, Vivantis) นำพลาส
มิดดั งกล่ าวเข้ าสู่  Escherichia coli DH5α completent cells (HIT Competent Cells, RBCBiosience) จากนั้ น
คัดเลือกโคโลนีบนอาหารแข็ง blue/white selection (X-Gal) ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินทำการสกัดพลาสมิดด้วยนํ้ายา
สำเร็จรูป GF1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis) วัดความเข้มข้นพลาสมิดด้วยเครื่อง Nanodrop (NanoDrop 
Lite Spectrophotometer, ThermoScientific, USA)จากนั้นคำนวณจำนวน copies ตามสูตรของWhelan et al. 
(2003) ดังนี ้
Number of copies = [6.02x 1023 (copies mol-1)] x [DNA amount (g)] 
                                      [(DNA length (bp) x 650 (g mol-1 bp-1)]  
ทำการเจือจางความเข้มข้นดเีอ็นเอ 10 เท่า ตั้งแต่ 1010 ถึง 10-1 DNA copiesจากนั้นทำการเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม 
การสร้างกราฟมาตรฐาน  

ทําการเจือจางพลาสมิด pTG19-T-IMP ให้มีปริมาณเชื้อ ต่างกัน 10 เท่า ระหว่าง 1010ถึง 10-1copies จากนั้นทํา
การสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ซอฟแวร์ Abs Quant/2nd Derivative Max โดยตั้งค่า PCR amplification efficiency (E) 
เท่ากับ 2 ซึ่งทำให้มีค่า100%efficiency ซึ่งบ่งบอกถึงความมีประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้จำนวน 2 เท่า ใน
แต่ละรอบ 

 
ผลการศึกษา  

ความไว (sensitivity) ของวิธีการ IMP-PCR : จากการโคลนยีน IMP ของเชื้อไฟโตพลาสมา ขนาด 262 เบส
ด้วย พลาสมคิ pTG19-T PCR Cloning Vector (PCR Cloning Vector, Vivantis) เมื่อนำพลาสมิค pTG19-T-IMP ที่มี
ความเข้มข้นต่างกัน 10 เท่า จากเริ่มต้นท่ี 100 ถึง 10 10-copies มาสรา้งกราฟมาตรฐาน) (Figure 2) พบว่า ค่า  PCR 
amplification efficiency (E) มีค่าเท่ากับ 1.868 (Error = 0.0942) ซึ่งเป็นค่าใกล้เคียงกับค่าทฤษฎ ี(E = 2.000) แสดงถึง
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ความมีประสิทธิภาพสูงในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้จำนวน 2 เท่า ในแต่ละรอบของสร้างกราฟมาตรฐาน และยีนเป้าหมาย
มีค่าTm เท่ากับ 75.76 ๐C จากกราฟมาตรฐานสามารถตรวจสอบคา่ความลาดเอียง (slope) ซึง่บ่งบอกถึงความสามารถใน
การเจือจางปรมิาณดีเอ็นเอโดยเมือ่ดีเอ็นเอมีความเจือจาง 10 เท่า และ ค่า E เท่ากับ 100 % จะใช้จำนวน 42 รอบ การ
วิเคราะห์ในครั้งนี้พบค่าความลาดเอียงเท่ากับ 3.362 แสดงให้เห็นว่าแต่ละความเข้มข้นท่ีตา่งกัน 10 เท่า  ผลการตรวจสอบ 
amplification curve พบค่าที่เหมาะสมสำหรับการหาปริมาณเชือ้จากกราฟมาตรฐานของยีน IMP ที่ผลผลิตขนาด 262 
เบส สามารถตรวจได้ระดับต่ำถึง 4.26 X 101copy/μl  

 
 Figure 2  A. Melting temperature of dilution recombination plasmid (Insert IMP gene), 
                          B. Standard curve of dilution recombination plasmid (Insert IMP gene) 
 
ความถูกต้อง (accuracy)  และความครอบคลุม (broad spectrum) ในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในอ้อยของชุด
ไพร์เมอร์ IMP gene  
 ความถูกต้องและความแม่นยำของไพรเมอร์ : ในการพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาด้วยไพรเมอร์ยีน IMP 
พบว่า สามารถตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาได้ดีในอ้อย และไม่สามารถตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในพืชชนิดอื่น จากงานวิจัยนี้ได้ใช้ 
อ้อยป่า (Saccharum spontaneum L.) มาศึกษาและใช้ยีน Actin ศึกษาเปรียบเทียบเพื่อเป็นยีนอ้างอิงจากตัวอย่างอ้อย
ป่าทั้ง 4 ตัวอย่าง โดยใช้ ยีน Actin พบว่าเกิดแถบดีเอ็นได้ และใช้ ไพรเมอร์ยีน IMP ไม่สามารถเกิดแถบดีเอ็นดังกล่าวได้ 
(Figure 3)  นอกจากน้ันไพรเมอร์ยีน  IMP ยังระบุความจำเพาะเจาะจงตอ่เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อยได้ด ีเมื่อเทียบกับ 
ยีน 16s-23s rDNA ด้วยชุดไพรเมอร์ MLO-X/MLO-Y และ P1/P2 พบว่า การเกิดแถบ ดีเอ็นเอของไพรเมอร์ยีน IMP มี
แถบเดียว ส่วนไพรมอร์ยีน 16s-23s rDNA มีการเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ (Figure 4) 
 เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  IMP ไปเปรียบเทียบลำดบันิวคลีโอไทด์แบบ multiple sequence alignment 
ด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน  IMP จำนวน 262 เบส (base) มีความแตกต่างกัน 22 
ตำแหน่ง และนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้ไปสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 7.0 
จะได้ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.0037 – 0.0199 distance จากนั้นสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม 4 วิธี โดยทดสอบวิธีการจัดกลุ่มทุกวิธี คือ maximum likelihood, maximum parsimony, neighbor 
joining และ UPGMA แล้วเลือกวิธีการจัดกลุ่มที่ให้ผลการจำแนกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มที่ 1 อาการโรคใบขาวเชื้อไฟโต
พลาสมา ได้แก่  โรคใบขาว (sugarcane white leaf: SCWL) โรคใบขาวร่วมกับอาการแตกกอฝอย )sugarcane grassy 
shoot : SCGS)  ทั้งสองโรคนี้มีอาการใบอ้อยมีสีขาว กับ ขาวปนเขียว กลุ่มที่ 2 โรคกอตะไคร้ )sugarcane green grassy 
shoot : SCGGS) โรคนี้อาการใบอ้อยจะไม่มีสีขาวแต่แสดงอาการโดยแตกฝอยคล้ายกอตะไคร้  (Figure 5) 

 
Figure 3 PCR products illustrating detection sensitivity in the diluted DNA samples extracted from 

leaves Saccharum spontaneum L. Lane 1: 1 kb DNA molecular weight. Lanes 2-5: samples 
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with DNA Saccharum spontaneum L. A: Actin gene PCR products.  B: IMP gene PCR products 
(PC = Positive control RC = reaction control) 

 
Figure 4 PCR products illustrating detection sensitivity in the diluted DNA samples extracted from 

leaves sugarcane. Lane 1: 1 kb DNA molecular weight. Lanes 2-10: samples with DNA SCWL 
SCGS and SCGGS  A: 16S-23S rDNA gene PCR products.  B: IMP gene PCR products  

 

 
Figure 5 Alignment and Phylogeny sequencing phytoplasma of sugarcane infected with SCWL, SCGS and 

SCGGS  
 
วิจารณ์  
 การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาในอ้อยปัจจุบันใช้เทคนิค PCR-based ซึ่งรวมถึง quantitative polymerase chain 
reaction (qPCR)  โดยยีนเป้าหมายที่ใช้ในการตรวจ ได้แก่ 16S rRNA gene และ secA gene (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; 
Cai et al., 2008, Lee et al., 2012, Bertaccini et al. 2014, Sakuanrungsirikul et al, 2013, Hanboonsong et al, 
2006, Hodgetts et al., 2008) โดยที่ secA gene เป็น single-copy gene ในจีโนมของเช้ือไฟโตพลาสมา และ rRNA 
นั้นมีรายงานว่ามี 2 copies วิธีการตรวจแต่ละวิธีท่ีใช้ในปัจจุบันมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกันไป การวิเคราะห์จำนวน copy 
number ต่ำสุดของเชื้อไฟโตพลาสมาที่สามารถตรวจจับได ้ทดสอบโดยใช้พลาสมิดลูกผสม pUC1318 ที่มีช้ินยีนขนาด 262 
bp นำมาเจือจาง ตรวจวัดความเข้มข้นของ พลาสมิดที่ได้ และคำนวณจำนวน copy number และเปรียบเทียบกับ 
Nested-PCR ผลการทดลองพบว่า ยีน IMP มีความไวกว่า nested-PCR ที่ผลผลิตขนาด 700 เบส ตรวจได้ที่ 2.66X102 
copies/μl ซึ่ง nested-PCR ที่ผลผลิตขนาด 210 เบส สามารถตรวจได้ระดับต่ำถึง 1.27X10-1 copy/μl  
 ความจำเพาะของไพรเมอร์ชุด IMP ยีน เทียบกับ ยีน 16s-23s rDNA ชุดไพรเมอร์ MLO-X/MLO-y และ P1/P2 
โดยการตรวจเช้ือใบขาวอ้อย พบว่า ไพรเมอร์ชุดหลังเกิดแถบดีเอ็นเอหลายขนาด ในขณะเมื่อยีน IMP เกิดแถบดีเอ็นเอ
ขนาดเดียว ถึงแม้ยีน 16s-23s rDNA จะถูกระบุว่ามีความจำเพาะเจาะจงต่อเช้ือ ไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อย (ชนานัฐ และ
คณะ, 2555) การจำแนกกลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาในอ้อย จากรายงานของ ศุจิรัตน์ และคณะ (2555ก) ที่ใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์
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ตำแหน่ง 16s-23s rDNA พบว่า โรคใบขาวท้ังสามอาการดังกล่าวเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาต่างกัน โดยกลุ่มอาการใบขาวมี
ลำดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับ SCWL phytoplasma (HQ917068.1) ในฐานข้อมูล NCBI กลุ่มอาการใบขาวร่วมกับกอตะไคร้
ตรงกับ SCGS phytoplasma (AB243298.1) ในฐานข้อมูล NCBI ซึ่งได้ผลสอดคล้องกับในงานวิจัยในครั้งนี้  ตาม (อัปสร 
และคณะ, 2540) ได้รายงานอาการดังกล่าวไว้ การเปรียบเทียบจำนวนความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของไฟโต
พลาสมาทั้ง 3 ชนิดนี ้รวมทั้งไอโซเลต SCWL ที่มีความแปรปรวนด้วยตำแหน่ง  16s-23s rDNA พบความแปรปรวนเพียง 4 
จุดเท่าน้ัน จากสายดีเอ็นเอยาว 209-212 เบส และจากรายงาน ศุจิรัตน์ และคณะ (2556) พบความแปรปรวนด้วยตำแหน่ง 
SecA สูงถึง 31 จุด จากความยาวสาย  275 เบส แต่ลำดับนิวคลีโอไทด์ IMP gene ในตัวอย่างดังกล่าว พบว่ามีความ
แปรปรวนอยู่ที ่22 จุด ที่มีความยาวสาย 262 เบส จากผลการศึกษาลำดับนิวคลโีอไทด์ดังกล่าวนี้จงึแสดงให้เห็นว่าตำแหน่ง 
IMP gene สามารถนำไปใช้เป็นข้อมูลเพิ่มเติมในการจัดจำแนกกลุ่มเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อยได้ละเอียดยิ่งข้ึน 

 
สรุป 

การพัฒนาวิธีตรวจโรคใบขาวของอ้อยวิธีใหม่ในตำแหน่ง IMP gene พบว่าได้ไพรเมอร์ชุดใหม่ที่ได้ช้ินยีนขนาด 
262 เบส ที่มีความจำเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อยโดยไม่จับไฟโตพลาสมาในพืชอื่นหรือเช้ือจุลินทรีย์
ชนิดอื่น การวิเคราะห์ชิ้นยีนที่เพ่ิมปริมาณได้ด้วยเทคนิค genotyping พบว่า ให้ผลสอดคล้องกัน และการตรวจข้อมูลลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอได้เทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลสากลพบว่าถูกต้อง วิธีการใหม่นี้ใช้ระยะเวลาในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยพีซีอาร์ประมาณ 1 ช่ัวโมง 30 นาที ทำให้สามารถรู้ผลการตรวจได้รวดเร็ว และไม่มีการปนเปื้อนใน
ปฏิกิริยาควบคุม ดังนั้นจึงเป็นวิธีการที่สามารถใช้ในการตรวจโรคใบขาวอ้อยได้อย่างแม่นยำ ถูกต้อง และรวดเร็ว เมื่อเทียบ
กับวิธี nested-PCR ตรวจเช้ือบริเวณตำแหน่ง 16s-23s rDNA พบว่าเกิดแถบดีเอ็นเอได้กับเช้ือจุลินทรีย์อื่นๆ ที่อยู่ภายใน
พืชได้ ซึ่งอาจไม่ใช่ก่อโรคได้ และไม่จำเพาะต้องชนิดพืช และใช้เวลาในการทำปฏิกิริยาพีซีอาร์รวมประมาณ 5 ช่ัวโมง 
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