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5. บทคัดย่อ   (ภาษาไทย และภาษาองักฤษ)  

 งานวจิยัน้ีท าการพฒันาวธีิการตรวจวินิจฉยัปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออ้ย 2 วธีิ ไดแ้ก่ 

(1)  real time PCR quantification ท่ีต าแหน่งยนี secretory membrane protein A ( secA ) และ 16S rDNA 

และ (2) Reverse transcriptase real time PCR เพื่อใชไ้ดว้ธีิการตรวจเช้ือใบขาวท่ีแม่นย  าข้ึน  การพฒันา

วธีิการตรวจปริมาณเช้ือชนิด Absolute quantification ใชดี้เอน็เอตน้แบบ (secA) เทียบกบักราฟมาตรฐาน

และ Relative quantificationใชย้นีของพืช (18S rRNA) เป็นต าแหน่งอา้งอิง และใชย้นี secA เป็นยนีเป้าหมาย 

(target gene) พบวา่ทั้งสองวิธีใหค้่าปริมาณเช้ือท่ีใกลเ้คียงกนั  ผลการวเิคราะห์ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือได ้

(PCR Efficiency) ของวธีิ Realtime PCR พบวา่ การตรวจ 16S rDNAท่ีไดผ้ลผลิตดีเอ็นเอขนาด 700 bp มี

ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือไดร้ะหวา่ง 107- 104   copy/µl และ ดีเอน็เอขนาด 275 bp ของ secA มีช่วงความ

เขม้ขน้ท่ีเช่ือถือไดร้ะหวา่ง 1010- 102   copy/µl ผลการตรวจการแสดงออกของยีนของเช้ือไฟโตพลาสมา

ภายในออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาว พบการแสดงออกของยนี secA ไดอ้ยา่งชดัเจนในตวัอยา่งใบท่ีมีการติดเช้ือ



ปริมาณสูง มีระดบัการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัตามอาการและล าดบัใบ ผลการตรวจการแสดงออกของยนี

ของออ้ยท่ีตอบสนองต่อการติดเช้ือไฟโตพลาสมา พบวา่ยนีท่ีมีการแสดงออกมากข้ึนในตน้ท่ีมีอาการยอด

ขาว ไดแ้ก่ Sucrose synthase (SuSy), Alcohol dehydrogenase I (AdhI)  และ Callose synthase (CaSy) และ

พบวา่สภาวะแลง้จากความร้อนและขาดน ้า ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยนี AdhI  และ CaSy การศึกษา

ระดบัการแสดงออกของยนี Adh I, และ CaSy ดว้ย quantitative Realtime PCR พบวา่ ยนี Adh I มีการ

แสดงออกในตวัอยา่งอาการใบขาว ใบขาวเขียว และ ใบเขียว ในระดบัประมาณ 7.5, 5.4 และ 1.5 เท่าของยนี

อา้งอิง (Actin) ตามล าดบั ส่วนยนี CaSy มีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัเล็กนอ้ยระหวา่งตวัอยา่งอาการใบขาว 

ใบขาวเขียว และ ใบเขียว ในระดบัประมาณ 0.56, 0.47 และ 0.43 เท่าของยนีอา้งอิงตามล าดบั  

 

ABSTRACT 

 Two sugarcane white leaf phytoplasma detection methods were developed in this research for 

improving sugarcane white leaf disease diagnosis.  The techniques are including (1)  real time PCR 

quantification of phytoplasma targeting secretory membrane protein A ( secA ) and 16S rDNA genes, and 

(2) reverse transcription real time PCR targeting secA gene.  The absolute quantification of phytoplasma 

concentration employed standard curve with known secA gene copy  for evaluation while relative 

quantification employed plant 18S rRNA as reference gene.  Result showed that both techniques gave rise 

similar phytoplasma concentrations.  The detection of 16S rDNA of the 700 bp DNA fragment revealed 

PCR efficiency in the range of 104to 107 copy/µl  and 275 bp of  secA gene were in the range of 102  to 

1010 copy/µl.  Expression of the phytoplasma secA gene was noticeable in leaf with white symptom.  

Differential expression levels of secA gene were found in relation to symptom severity and leaf order.   

Some plant genes including Sucrose synthase (SuSy), Alcohol dehydrogenase I (AdhI) and Callose 

synthase (CaSy) were up-regulated in leaf of sugarcane with white leaf symptom.  It was found that the 

expression of  AdhI  and CaSy were not affected by drought stress caused by heat and water deficit.  The 

quantitation of Adh I and CaSy by quantitative Realtime PCR revealed Adh I expression level at 7.5, 5.4 

and 1.5 times higher than that of the reference gene (Actin) in leaf with fully white, partial white and green 

color respectively.  While those of CaSy revealed low differences among each other i.e., 0.56, 0.47 and 

0.43 times in leaves with the same order symptoms respectively.   

 
1 ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น  2 ศูนยว์จิยัพืชไร่สุพรรณบุรี 



6. ค าน า 

 ในการตรวจวินิจฉยัโรคใบขาวของออ้ยท่ีนิยมในปัจจุบนัเป็นการตรวจวนิิจฉยัโดยใชเ้ทคนิค 

nested-PCR ซ่ึงตรวจ โดยการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของเช้ือตรงช่วงบริเวณ 16S rRNA gene หรือส่วนของ 

16S-23S rRNA intergenic spacer region ซ่ึงเป็นส่วนท่ีระบุวธีิการท่ีใชใ้นการจดักลุ่มของเช้ือไฟโตพลาสมา

ท่ีท าใหเ้กิดโรคกบัพืช ดงันั้นการน าเทคนิคน้ี มาใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว

ในออ้ยนั้น จึงเป็นเทคนิคท่ีมีความไว และมีความเฉพาะเจาะจงสูง แต่เทคนิคน้ีตอ้งท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็

เอสองคร้ัง โดยการน าผลผลิตจากคร้ังท่ีหน่ึงมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ท าใหม้กัประสบปัญหาการเกิดผลบวก

ปลอม (false positive) โดยมกัพบจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอคร้ังท่ีสอง สาเหตุอาจเกิดจากการปนเป้ือนของ

ผลผลิตพีซีอาร์คร้ังก่อน (carry over contamination) ซ่ึงการปนเป้ือนน้ีพบบ่อยในการตรวจวินิจฉยั (Tasaka 

et al., 1997; Llop et al., 2000) หรือการใชช้นิดของไพรเมอร์ไม่เหมาะสมกบัตวัอยา่ง (Wally et al., 2008) 

ซ่ึงไดเ้คยมีรายงานวา่ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีออกแบบจากบริเวณ 16S rRNA gene  

นั้นสามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอน้ีของแบคทีเรียบางชนิดได ้(Lee et al., 2002; Gundersen et al., 1996) 

นอกจากน้ีแลว้การกระจายของเช้ือท่ีไม่สม ่าเสมอภายในตน้ท าใหย้ากต่อการสุ่มตวัอยา่ง โดยเฉพาะอยา่งยิง่

ในตวัอยา่งท่ีมีปริมาณเช้ือต ่า เม่ือน ามาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจึงท าใหไ้ดผ้ลเป็นผลลบปลอมได ้(false negative) 

(Tasaka et al., 1997) ส่งผลต่อความแม่นย  าของวธีิการ และท าใหเ้กิดความแปรปรวนของเทคนิค 

 แต่การตรวจวินิจฉัยโรคโดยใช้ mRNA นั้ นอาศัยหลักการแสดงออกของยีนโดยเฉพาะ 

ribosomal gene ซ่ึงมีการแสดงออกของยีนสูง (highly expressed ribosomal gene) หรือยีนอ่ืน เช่น sec gene 

family หรือ immune dominant protein gene (imp)  จึงน่าจะเป็นเป้าหมายในการตรวจวินิจฉัยโรคท่ีดีกว่า

การตรวจด้วย DNA นอกจากน้ีการใช้เคร่ือง Real time PCR ซ่ึงอาศยัการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีถูก

ปลดปล่อยออกมาตามการเพิ่มข้ึนของผลผลิตพีซีอาร์ และปริมาณ DNA ของเช้ือเร่ิมตน้ จึงเป็นวิธีการท่ี

ไดผ้ลดีกว่า รวดเร็ว และมีความไวสูงกว่าการใช้ Conventional PCR โดยเฉพาะในกรณีท่ีตอ้งการผลิตตน้

ปลอดโรคท่ีแทจ้ริง หรือ ตรวจการเพิ่มปริมาณของเชือภายในตน้ในระยะเวลาต่างๆ  โดยเคร่ืองสามารถ

รายงานผลตรวจวดัปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้น รวมทั้งขอ้มูลในเชิงคุณภาพและปริมาณ

ของเช้ือ เหมาะส าหรับการตรวจท่ีตอ้งการผลท่ีรวดเร็ว และตวัอย่างจ านวนมาก ดงันั้นวตัถุประสงค์ ของ

งานวิจยัน้ี คือการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือด้วย Reverse transcriptase real time PCR และหาปริมาณ

เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออ้ยดว้ย real time PCR quantification 

7. วธีิด าเนินการ 

การสกดัดีเอน็เอ 



สกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งโดยวธีิดดัแปลงเทคนิค Lid and Midmore, 1999 บดตวัอยา่ง 0.2 กรัมใน 

extraction buffer 800 ul ในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5  มล. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60๐C นาน 30 นาที 

โดยทุกๆ 10 นาทีใหพ้ลิกหลอดไปมา น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่แลว้

เติม Chloroform : Isoamyl (24 : 1) 500 ul ผสมใหเ้ขา้กนั น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 10 นาที ดูดส่วนใส

ใส่หลอดใหม่แลว้เติม Isopropanol 500 ul พลิกไปมาเบาๆ จนกระทัง่เห็นสายดีเอ็นเอ น ามาหมุนเหวีย่ง 

12,000 rpm 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 95% ethanol 500 ul ดีดให้ตะกอนลอย น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 

rpm 1-2 นาที เติม 95% ethanol 500 ul อีกคร้ังหน่ึง ตากตะกอนใหแ้หง้ เติมน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 180 ul  5M 

Nacl  20 ul  และ 95% ethanol 200 ul พลิกไปมาจนกระทัง่เห็นตะกอนดีเอน็เอ น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 

1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 70% ethanol 500 ul ดีดตะกอนใหล้อย น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 1-2 นาที 

ท าซ ้ า ตากตะกอนจนแหง้ เติม TE buffer ท่ีมี RNase A 40 ul จากนั้นตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ

ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง nanodrop spectrophotometer (Maestrogen, Taiwan) 

การเพิม่ปริมาณยนี secA 
 น าสารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณช้ินเอน็เอบริเวณยนี secA โดยท า
ปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ SecAfor (5 ǴTTTTATATGGATGCTAATCGTTTT-3 )́ และ SecArev 
(5 ĆTAYTGTTCTTCCTGTAA ATTGATC-3 )́ (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) 
โดยมีปริมาตรรวม 15 µl มีส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัน้ี 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 
U Taq polymerase (Fermentas, USA); สารตน้แบบดีเอน็เอ (100 ng/µl) ปริมาตร 3 µl และ 0.5 µM SecAfor/ 
SecArev น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) มี
ขั้นตอนดงัน้ี Pre-denaturing 94 °C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 1 นาที, annealing 60°C นาน 30 
วนิาที, extension 72°C นาน 45 วนิาที  (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 30 รอบ) และ 
final extension 72°C นาน 7 นาที โดยมีขนาดช้ินดีเอ็นเอบางส่วนของยนี secA เป็น 275 bp 
การโคลนช้ินยนี 
 น าช้ินดีเอ็นเอของยีน secA มาท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป GEL/PCR DNA Fragment 
Extraction Kit (RBCBioscience, Taiwan) จากนั้นน าช้ินดีเอ็นเอมาเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pUC1318 (RBC TA 
cloning kit, RBCBioscience, Taiwan) ได้เป็น pUC1318-secA และน าพลาสมิดน้ี เข้าสู่  Escherichia coli 
DH5α completent cells (HIT Competent Cells, RBC TA cloning kit, RBCBiosience, Taiwan) คัด เลื อ ก
โคโลนีบนอาหารแข็ง blue/white selection ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน น าโคลนท่ีคดัเลือกได้เล้ียงใน
อาหารเหลว LB ขา้มคืน แล้วน ามาสกดัพลาสมิด pUC1318-secA ดว้ยน ้ ายาส าเร็จรูป GF-1 plasmid DNA 
extraction kit (Vivantis, Malaysia) จากนั้ นน ามาหาความเข้มข้นพลาสมิด  pUC1318-secA มีหน่วยเป็น 
copy number ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง nanodrop spectrophotometer แล้วน ามาค านวณตามสูตร 
(Whelan et al., 2003)  
                  Number of copies (copy/µl)   =   [6.02 X 1023 (copy.mol-1)][DNA amount (g/µl)] 

 [DNA length (bp)][650 (g.mol-1.bp-1) 



 
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาในตัวอย่างอ้อยวธีิ Absolute quantification 
 น าสารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัจากใบออ้ยไดม้าเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณช้ินเอน็เอบริเวณยนี 
secA การท าปฏิกิริยา PCR ใชไ้พรเมอร์ SecAfor/SecArev การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซ่ึงส่วนผสมของปฏิกิริยา 
และขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเดียวกนั ดงัน้ี ปริมาตรของปฏิกิริยารวม 15 µl มีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ดงัน้ี 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA), ดีเอ็นเอ
ตน้แบบ (25 ng/µl) ปริมาตร 4 µl,  0.5 µM SecAfor/SecArev และ 0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, 
CA,USA) น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง (LightCycler®480 Real-time 
PCR, Roche, Germany) มีขั้นตอนดงัน้ี initial-denaturing 94 °C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 1 นาที, 
annealing 60°C นาน 30 วนิาที, extension 72°C นาน 45 วนิาที  (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension 
จ านวน 40 รอบ) และ final extension 72°C นาน 7 นาที จากนั้นท าการวเิคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินส่วนดี
เอน็เอเป้าหมายจากค่า melting temperature (Tm) ดว้ยการเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 72°C ถึง 95°C โดยเพิ่ม 0.1°C/ 
วนิาที เม่ือส้ินสุดใหล้ดอุณหภูมิลงท่ี  40°C นาน 30 วนิาที วเิคราะห์และค านวณปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมา
ดว้ยโปรแกรม Abs Quant/2nd Derivative Max และวเิคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินดีเอน็เอดว้ยโปรแกรม Tm 
calling จากเคร่ือง LightCycler®480 instrument with software version 1.5 (Roche Diagnostic GmbH, 
Germany) 
วธีิ Relative quantification 
 ใช้บริเวณต าแหน่ง 18s rRNA ของออ้ยเป็นยีนอา้งอิง (reference gene) โดยท าการออกแบบไพร
เมอร์จากล าดับ นิวคลีโอไทด์  18s rRNA ของ Saccharum officinarum (AY116284), S. hybrid cultivar 
(AB24987 0) แ ล ะ  S. officinarum (AJ876760) โ ด ย ไ ด้ เ ป็ น ไ พ ร เ ม อ ร์ 18S SGCf1 
(CCTTAGGCGTCAAGGAACAC) และ 18S SGCr1 (GCGTTCAAAAACTCGATGGT) และใช้ยีน secA 
เป็นยีนเป้าหมาย (target gene) ส่วน ผสมส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และโปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ใชส้ภาวะเดียวกนักบัวธีิ absolute quantification 
 
การสร้างกราฟมาตรฐาน 
 ท าการเจือจางพลาสมิด pUC1318-secA ให้มีปริมาณเช้ือต่างกนั 10 เท่าระหว่าง 1010-1 copies ในดี

เอ็นเอออ้ยปกติ 25 ng (1010-1 copies /25 ng plant DNA) ส่วนผสมในการท าปฏิกิริยาและขั้นตอนการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอท าเช่นเดียวกับการประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่ออ้อย ท าการสร้างกราฟ

มาตรฐานโดยใช้ด้วยโปรแกรม Abs Quant/2nd Derivative Max ต้องให้ค่า PCR amplification efficiency 

(E) เท่ากบั 2 ซ่ึงมีความส าคญัส าหรับการบ่งช้ีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ เป็น 100% efficiency คือ

การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดจ้  านวน 2 เท่า ในแต่ละรอบ 

การตรวจการแสดงออกของยนี  



 สกดัอาร์เอนเอจากใบออ้ยโดยใชชุ้ด Total RNA isolation (vivantis, Malaysia) สร้างสาย cDNA 

โดยใชชุ้ด First stand cDNA (Fermentas) และตรวจการแสดงออกของยีน  Adh I, LOX, CaSy โดยใชย้นี

อา้งอิง ไดแ้ก่ Actin และ TPI 

 

เวลาและสถานที ่:  ระยะเวลา 2557-2558  สถานท่ีด าเนินการ : ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น 

 

8. ผลการทดลองและวจิารณ์   

1. การสร้างโคลนดีเอน็เอมาตรฐาน 

มีการสร้างโคลนดีเอน็เอมาตรฐานด าเนินการโดยใช ้Cloning Vector (pUC1318)  เพิ่มปริมาณช้ินดี

เอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการ ไดแ้ก่ 1) ต าแหน่ง 16S-23S rDNA ซ่ึงเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของไฟโตพลาสมาดว้ยชุด

ไพร์เมอร์ MLO-X และ MLO-Y  ไดช้ิ้นดีเอ็นเอ  ขนาด 700 bp  2) ) ต าแหน่ง secA gene ซ่ึงเพิ่มปริมาณดี

เอน็เอของไฟโตพลาสมาดว้ยชุดไพร์เมอร์ในการเพิ่มปริมาณ secA gene ไดช้ิ้นดีเอน็เอ  ขนาด 275 bp  

ส่วนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 210 bp ซ่ึงเป็นต าแหน่ง 16S-tRNA gene นั้น ไม่ไดด้ าเนินการ 

เน่ืองจากการตรวจดีเอน็เอต าแหน่งน้ีเกิดจากการท า nested-PCR ในต าแหน่ง 700 bp ซ่ึงเป็นการท าปฏิกิริยา 

PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา PCR ชุดแรก ท าใหผ้ลท่ีไดไ้ม่สัมพนัธ์กบัดีเอ็นเอตั้งตน้ 

2. การพฒันาวธีิการตรวจเช้ือโรคใบขาวด้วย Realtime PCR 
การเจือจางดีเอ็นแอมาตรฐานทั้งสองชนิด ในระดบั 1010 -1 copy/µl แลว้น ามาทดสอบสภาวะท่ี

เหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค semi-quantitative PCR และตรวจผลโดย Agarose gel 

electrophoresis เพื่อใชเ้ปรียบเทียบกบัผลของ Realtime PCR พบวา่ ดีเอน็เอมาตรฐาน 16S-23S rDNA ขนาด 

700 bp นั้นสามารถมองเห็นแถบไดต้ั้งแต่ 1010-102 copy/µl โดยมีช่วงท่ีแยกความแตกต่างของความเขม้แสง

ได ้คือ 106-102 copy/µl  แต่พบ primer dimers ตั้งแต่ 106 copy/µl ลงมา ซ่ึงจะส่งผลต่อการตรวจปริมาณดว้ย 

Realtime PCR ส่วนการทดสอบดีเอน็เอมาตรฐาน secA นั้น สามารถมองเห็นแถบไดต้ั้งแต่ 1010-103 copy/µl 

โดยมีช่วงท่ีแยกความแตกต่างของความเขม้แสงได ้คือ 104-103 copy/µl และไม่พบ primer dimer (ภาพท่ี 1) 
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Figure 1.  Amplification product of serial dilution of sugarcane white leaf phytoplasma DNA of 1010-1 

copy/µl with semi-quantitative PCR using (A) 700 bp fragment of 16S-23S rDNA  and (B)  275 bp 

fragment of secA gene as templates.  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค absolute quantitative PCR โดย

การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอขนาด 700 bp ดว้ยไพรเมอร์ MLO-X/Y และ ขนาด 210 bp ดว้ยไพร์เมอร์ P1/P2 

พบวา่ การตรวจ 700 bp มกัพบ primer dimers แสดงถึงความไม่จ  าเพาะของไพร์เมอร์ ส่วนการตรวจ 210 bp 

ตอ้งใชผ้ลของ PCR ชุดแรกจาก 700 bp จึงไม่เหมาะกบัการตรวจดว้ย Realtime PCR และหากท าการตรวจ

โดยตรงพบวา่ต าแหน่งจะตรวจพบไดใ้นกลุ่มออ้ยท่ีมีอาการใบขาวแลว้เท่านั้น จึงไม่เป็นประโยชน์ในการใช้

ตรวจวเิคราะห์ (ภาพท่ี 2) ดงันั้นจึงใชเ้ฉพาะ 700 bp และ 275 bp ของ secA ในการทดลองต่อ  

 

 
Figure 2.  Melting peak profile of 700 bp product amplified by primer set : MLO-X/Y, 210 bp product 

amplified by P1/P2 primer set and 2 7 5  bp product amplified by secA primer using Realtime PCR 

(LightCycler480).  

 

 ผลการวเิคราะห์ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือได ้(PCR Efficiency) หลงัการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ย 

Realtime PCR แลว้ พบวา่ ดีเอน็เอขนาด 700 bp มีช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือไดร้ะหวา่ง 107- 104   copy/µl 

และ ดีเอน็เอขนาด 275 bp ของ secA มีช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือไดร้ะหวา่ง 1010- 102   copy/µl ซ่ึงดีกวา่

ขนาด 700 bp และดีกวา่การใช ้semi-quantitative PCR 

การพฒันาวธีิการตรวจปริมาณเช้ือชนิด Absolute quantification และ Relative quantification 

 การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยวธีิ Absolute quantification เป็นการประเมินเช้ือโดยการ

น าเอาค่า Ct ของแต่ละตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐาน ในขณะท่ี Relative quantification เป็นการหา

สัดส่วนของปริมาณเช้ือ (ยีนเป้าหมาย) เทียบกบัยีนอา้งอิง ในการตรวจแบบ Absolute quantification นั้นใช้

ดีเอ็นเอท่ีสกดัจากใบออ้ยไดม้าเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณช้ินเอ็นเอบริเวณยีน secA โดยวิธีการดงักล่าว

ขา้งตน้ แลว้จึงท าการวเิคราะห์และค านวณปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาโดยเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีไดส้ร้าง



ไวจ้ากการใช้ดีเอ็นเอท่ีมาจากการโคลนช้ินส่วน secA ในพลาสมิด ท าให้สามารถค านวณหาปริมาณ copy 

number ของยนีน้ีของเช้ือไฟโตพลาสมาได ้ทั้งน้ียนีน้ีมีเพียงหน่ึงซ ้ าเท่านั้นในดีเอน็เอ 

 ส่วนการตรวจแบบ Relative quantification นั้น เป็นการตรวจโดยใชย้ีนของพืชเป็นต าแหน่งอา้งอิง 

ซ่ึงใชบ้ริเวณต าแหน่ง 18s rRNA ของออ้ยเป็นยีนอา้งอิง (reference gene) โดยท าการออกแบบไพรเมอร์จาก

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 18s rRNA ของ Saccharum officinarum (AY116284), S. hybrid cultivar (AB24987 0) 

และ S. officinarum (AJ876760) และใชย้นี secA เป็นยีนเป้าหมาย (target gene) แลว้จึงการเพิ่มปริมาณดีเอ็น

เอเช่นเดียวกบัวธีิ absolute quantification  

 ผลการทดสอบปริมาณเช้ือในตวัอยา่งออ้ยท่ีแสดงลกัษณะความรุนแรงของโรคใบขาวออ้ยต่างกนั 3 

ระดับคือใบขาว ใบเขียวปนขาว และใบเขียวปกติ (ไม่แสดงอาการ) ด้วยเทคนิค Absolute quantification 

และ Relative quantification พบวา่ทั้งสองวิธีให้ค่าปริมาณเช้ือท่ีใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 1) ทั้งน้ีในงานวจิยัท่ีมี

การสร้างกราฟมาตรฐานแล้วโดยใช้พลาสมิด pUC-1318-secA การใช้วิธี Absolute quantification ซ่ึงเป็น

การประเมินปริมาณเช้ือในตวัอยา่งท่ีมีอยูจ่ริงจึงง่ายกวา่ในการปฏิบติัมากกวา่ 

Table 1.  Sugarcane white leaf phytoplasma estimation by absolute quantification and relative 

quantification using secA as target gene and plant 18s rDNA as reference gene.    

 
Detection method 

Leaf symptom Absolute quantification Relative quantification 

 

(copies/25 ng plant DNA) (copies/25 ng plant DNA) 

102 copies/25 ng plant DNA - 100 

Fully white* 1.54x105- 7.91 x105 1.83x105- 8.75 x106 

Partial white* 1.2x103 - 1.74x104 1.77x103 - 1.74x104 
Green* No detected 20-30 

*3 leaves samples collected from different hill and planting locations.  

3. การพฒันาตรวจโรคด้วยการตรวจการแสดงออกของยนี 
 แบ่งไดเ้ป็น 2 ส่วน คือ การแสดงออกของยนีของออ้ยท่ีตอบสนองต่อการติดเช้ือไฟโตพลาสมา 

และ การแสดงออกของยนีของไฟโตพลาสมาในออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาว  

3.1 การแสดงออกของยนี secA ของเช้ือไฟโตพลาสมาภายในอ้อยทีเ่ป็นโรคใบขาว 



จากการทดลองปรับสภาวะในการเพิ่มปริมาณเป็น 35 รอบ และใช้ตวัอย่างล าท่ีมีอาการใบขาวท่ี

ยอดจ านวน 3 ตน้และล าท่ีไม่มีอาการใบขาวมาทดสอบ โดยแยกเก็บตามอาการของใบและล าดบัของใบ คือ 

ใบขาว ใบขาวเขียว และใบเขียว และใบท่ี 1, 2 และ 3 จากยอด พบว่าสามารถตรวจพบดีเอ็นเอและการ

แสดงออกของ secA ได้อย่างชัดเจนในตวัอย่างใบจากทั้ง 3 ล าท่ีมียอดขาว ทั้งใบขาว ใบขาวเขียวและใบ

เขียว (ภาพท่ี 3ข และค) ส่วนตวัอย่างใบจากล าท่ีไม่มีอาการใบขาว สามารถตรวจพบดีเอ็นเอของ secA ได้

อย่างชัดเจนเช่นกนั และสามารถตรวจพบการแสดงออกของ secA ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่ในปริมาณท่ีต ่ากว่า

กลุ่มตวัอยา่งใบขาว ทั้งยงัพบวา่กลุ่มใบเขียวน้ีมีระดบัการแสดงออกของ secA แตกต่างกนัตามล าดบัใบดว้ย 

(ภาพท่ี 3ก) ทั้งน้ีตอ้งท าการทดสอบเพิ่มเติมในตวัอยา่งท่ีไม่มีอาการใบขาว 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 3.  secA genes and theirs expression detected as cDNA in asymptomatic sugarcane  (A),  leaf 1, 2, 

3 from top (G1-3) and 3 sugarcane stalks with white leaf symptom (1-3) expressed full white leaf  (WL), 

partial white (WG) and green (G) in order from shoot.   Neg : negative control with water to replace DNA;  

MW: molecular marker 

 

 3.2 การแสดงออกของยนีของอ้อยทีต่อบสนองต่อการติดเช้ือไฟโตพลาสมา 

 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารตา้นการถูกท าลายโดยเช้ือ  

ได้แก่ Lipoxygenases (LOXs) ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการเมตาบอลิสมของคาร์โบไฮเดรต ได้แก่ Sucrose synthase 

(SuSy) และ Invertase (Inv) ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัภาวะขาดออกซิเจน (hypoxia) ไดแ้ก่ Alcohol dehydrogenase I 

(AdhI) พบวา่ยนีดงักล่าวมีการแสดงออกมากข้ึนในตน้ท่ีมีอาการใบขาว ภายใตก้ารแสดงออกของยีนควบคุม 

(TPI) ท่ีเท่ากนั  (ภาพท่ี 4) อยา่งไรก็ตามยีนดงักล่าวน้ีบางยนีสามารถถูกกระตุน้ให้แสดงออกมากข้ึนไดเ้ม่ือ

อยูใ่นภาวะเครียดอ่ืน เช่น แลง้ น ้าท่วม หรือ ภาวะขาดออกซิเจนชัว่คราวจากการสังเคราะห์แสง 
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Figure 4.  Gene expression in leaves of sugarcane var. KK3 of 1 month old.  TPI: Topoisomerase  (control 

gene),  SuSy :  Sucrose synthase, Inv : Invertase, AdhI : Alcohol dehydrogenase I, Lox : Lipoxygenase, 

Healthy : sugarcane propagated by tissue culture.  White leaf : sugarcane with white leaf symptom. 

การวิเคราะห์ยีนอ่ืนท่ีเก่ียวข้องกับการท าลายของเช้ือไฟโตพลาสมาเพิ่มเติมได้แก่  Cytokinin 

oxidase (Cko) ท่ีสลายไซโตไคนินเพื่อรักษาระดบัฮอร์โมนน้ีในพืช ซ่ึงคาดวา่ไฟโตพลาสมาอาจจะยบัย ั้งการ

ท างานของเอ็นไซม์น้ีเพื่อให้พืชไม่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตได ้จากการพฒันาวิธีการสามารถตรวจ

พบการแสดงออกไดใ้นออ้ย โดยมีขนาดประมาณ 600 bp การทดสอบในออ้ยพนัธ์ุขอนแก่น 3 อาย ุ1-2 เดือน

ท่ีไม่มีอาการใบขาวและมีเช้ือต ่า พบวา่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนน้ีไดใ้นบางตวัอยา่ง  และอยู่

ระหวา่งการตรวจการแสดงออกในตวัอยา่งใบขาว  ส่วนการศึกษายีนท่ีสร้างสาร flavonoid ซ่ึงพืชใชใ้นการ

ก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมา ไดแ้ก่ Flavanone -3-hydroxylase (F3h) นั้น ไม่สามารถตรวจพบไดใ้นออ้ย ส าหรับ

ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัสร้างสารทุติยภูมิในการจ ากดัการเคล่ือนท่ีของเช้ือไฟโตพลาสมา ไดแ้ก่ Callose synthase 

(CaSy) นั้น สามารถตรวจพบได้ในออ้ยท่ีมีอาการใบขาวท่ียอด โดยจากการทดสอบใบจากล าท่ีมียอดขาว 

โดยมีอาการใบขาวระดบัต่างกนัจากใบยอดท่ีมีอาการขาวซีดทั้งใบ จนถึงใบล าดบัท่ี 5-6 ท่ีใบยงัเขียวอยูน่ั้น 

สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน CaSy ได้ทั้ งหมด แต่ในระดับท่ีแตกต่างกันหรือไม่ ยงัคงต้อง

ท าการศึกษาต่อ ในการทดลองน้ีสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน SuSy, AdhI และ TPI  ได้อย่าง

ชดัเจน ในขณะท่ีไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน Lox และ Inv ได้ (ภาพท่ี 5) ซ่ึงการแสดงออก

ของยนีเหล่าน้ียงัตอ้งท าการศึกษาเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่มีอาการ และมีอาการระดบัต่างกนั รวมถึงอายุของ

ตน้ดว้ยอีกในขั้นต่อไป โดยจะท าการพฒันาการตรวจเพิ่มดว้ย Realtime PCR 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.  Expression of genes in 5 months old sugarcane with top white leaf.  Different level of 

white leaf symptom severity express from top (1-fully white) to bottom (6-green) leaves (A).  Expression 

of genes  Lox : Lipoxygenase, SuSy :  Sucrose synthase, AdhI : Alcohol dehydrogenase I, TPI: 

Topoisomerase  (control), Inv : Invertase, and CaSy: Callose Synthase were detected in leaves order 1-6 

(B)  

 

จากตรวจการแสดงออกของยีน 5 ชนิด ในออ้ยพนัธ์ุขอนแก่น 3 อาย ุ1-2 เดือน ท่ีไม่มีอาการใบขาว 

และมีปริมาณเช้ือต ่าด้วยสภาวะแล้งในตู้ควบคุมการเจริญเติบโต (39C; 20,000 LUX; 55% RH; 14:10 

Light/dark) เวลานาน 4 วนั และตรวจวดัผลหลังการทดสอบทันที  พบการแสดงออกของยีน Callose 

synthase (CaSy), AdhI และยีนควบคุม TPI ไม่แตกต่างกนัระหวา่งชุดทดลองควบคุมและชุดทดสอบ (ภาพท่ี 

6) แต่มีการแสดงออกของยีน Lox สูงข้ึนชดัเจน ซ่ึงตรวจพบไดใ้นการทดสอบ 2 วนัดว้ยเช่นกนั ส่วน SuSy 

ผลการทดลองไม่ชดัเจน  

ดงันั้นเม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในตวัอยา่งออ้ยท่ีมีการติดเช้ือไฟโตพลาสมาและออ้ยท่ี

ไม่มีอาการและมีปริมาณเช้ือต ่า แต่อยู่ในสภาวะเครียดจากแล้ง พบว่ายีน SuSy, CaSy และ AdhI มีการ

แสดงออกของยีนท่ีเพิ่มข้ึน เม่ือออ้ยมีอาการใบขาว เปรียบเทียบกบัออ้ยท่ีอยูใ่นสภาวะเครียดจากสภาพแลง้ 

ส่วนการแสดงออกของยนี Lox นั้นสามารถเพิ่มข้ึนไดท้ั้งสองสภาวะ  

 การศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีดว้ย quantitative Realtime PCR ของยนี Adh I, และ CaSy 

โดยใชย้นีอา้งอิง  Actin พบวา่ยนี Adh I มีการแสดงออกในตวัอยา่งอาการใบขาว ใบขาวเขียว และ ใบเขียว 

ในระดบัประมาณ 7.5, 5.4 และ 1.5 เท่าของยนีอา้งอิงตามล าดบั ส่วนยนี CaSy มีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั

 

A 
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เล็กนอ้ยระหวา่งตวัอยา่งอาการใบขาว ใบขาวเขียว และ ใบเขียว ในระดบัประมาณ 0.56, 0.47 และ 0.43 เท่า

ของยนีอา้งอิงตามล าดบั ดงันั้นอาจใชก้ารตรวจวดัการแสดงออกของยีน Adh I ร่วมกบัการแสดงออกของยนี 

secA  ในการวนิิจฉยัการติดเช้ือน้ีได ้

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure 6.   Gene expressions in leaves of 10 (1-10) asymptomatic 1-2 month old sugarcane var.  KK3. 

Cultivated in sand experimenting in two conditions.  (A) Non treatment set (Control): Irrigation according 

to soil moisture.  (B) Drought tests in growth chamber programmed with growing condition (39C; 

20,000 LUX; 55% RH; 14:10 Light/dark, non irrigation) for 4 days.   SuSy :  Sucrose synthase, Lox : 

Lipoxygenase, CaSy: Callose Synthase, AdhI : Alcohol dehydrogenase I, TPI: Topoisomerase ใชเ้ป็นยนี

ควบคุม  

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 ผลการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉยัปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในออ้ยดว้ย real time PCR 

quantification ท่ีต าแหน่งยีน secA พบว่าวิธีตรวจแบบ Absolute quantification ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ (secA) 

เทียบกบักราฟมาตรฐานและแบบ Relative quantificationใช้ยีนของพืช (18S rRNA) เป็นต าแหน่งอา้งอิง 

และใชย้นี secA เป็นยนีเป้าหมาย (target gene) พบวา่ทั้งสองวธีิใหค้่าปริมาณเช้ือท่ีใกลเ้คียงกนั ในทางปฏิบติั

สามารถใชว้ิธีแรกในการตรวจเพื่อความสะดวกและรวดเร็ว โดยช่วงท่ีไดจ้ากการตรวจ 16S rDNA ท่ีไดผ้ล
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ผลิตดีเอ็นเอขนาด 700 bp มีช่วงความเขม้ขน้ท่ีเช่ือถือไดร้ะหวา่ง 107- 104   copy/µl และ ดีเอ็นเอขนาด 275 

bp ของ secA มีช่วงความเข้มข้นท่ีเช่ือถือได้ระหว่าง 1010- 102   copy/µl ทั้ งน้ียงัต้องท าการพฒันาให้ได้

วธีิการท่ีสามารถตรวจวดัปริมาณเช้ือท่ีต ่ากวา่น้ี เพื่อเพิ่มความไวของวธีิการ 

 การตรวจดว้ย Reverse transcriptase real time PCR สามารถน ามาใช้ในกรณีตรวจเช็คความมีชีวิต

ของเช้ือ เน่ืองจากการตรวจดว้ยดีเอน็เอ ยงัสามารถตรวจพบดีเอ็นเอของเช้ือไดแ้มใ้บออ้ยท่ีแห้งตายแลว้ การ

ตรวจการแสดงออกของเช้ือสามารถตรวจได้จากการแสดงออกของยีน secA อย่างไรก็ตามความไวของ

วธีิการอาจไม่ไวมาก เน่ืองจากเป็นชนิด direct PCR เช่นเดียวกบัยนีของออ้ยท่ีมีอาการแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือ

ออ้ยถูกเช้ือไฟโตพลาสมาเขา้ท าลาย ในการทดลองน้ียงัไม่ได้มีการตรวจวดัความไวของวิธีการตรวจดว้ย 

reverse transcriptase การพฒันาวธีิการเหล่าน้ี จะท าให้ไดว้ธีิการตรวจโรคใบขาวท่ีถูกตอ้ง แม่นย  ามากยิ่งข้ึน 

ลดปัญหาผลลบปลอมจากความไวของวธีิการ รวมทั้งปัญหาผลบวกปลอมจากการปนเป้ือนส่ิงอ่ืนในตวัอยา่ง

ท่ีตรวจสอบ ซ่ึงส่งผลต่อการตรวจ คดัเลือก แปลงแม่พนัธ์ุ การแลกเปล่ียนพนัธุกรรมระหวา่งประเทศ และ

งานวจิยัอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้ง      

10. การน าผลงานวจัิยไปใช้ประโยชน์ : ใหร้ะบุผลงานท่ีส้ินสุด ไดน้ าไปใชป้ระโยชน์อยา่งไร พฒันาต่อ

หรือถ่ายทอด หรือเผยแพร่ หรือน าไปใชป้ระโยชน์กบักลุ่มเป้าหมาย (ระบุเป็นขอ้ๆ) 

 10.1 เป็นขอ้มูลประกอบในผลงานวจิยัดีเด่นของกรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2558 

 10.2 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวชิาการ สวพ. 3 เร่ืองการจดัท าแปลงพนัธ์ุ

ออ้ยสะอาด วนัท่ี 11 มีนาคม 2558 

 10.3   เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวิชาการและเกษตรกร หลกัสูตร การเพิ่ม

ประสิทธิภาพการผลิตออ้ยโรงงาน จ านวน 2 รุ่น ระหวา่งวนัท่ี 9-11 มิถุนายน 2558 ท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่

ขอนแก่น และ วนัท่ี 23-25 มิถุนายน 2558 ท่ีศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรสุพรรณบุรี 

 10.4  เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการแสดงโปสเตอร์ความรู้เร่ืองโรคใบขาวในออ้ย ในงานเปิดบา้นกรม

วชิาการเกษตร ปีงบประมาณ 2558  

 10.5  เผยแพร่ขอ้มูลในงานประชุมวชิาการเกษตรแห่งชาติ ปี 2558 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 10.6 ขยายผลโยการน ามาใชต้รวจจ าแนกชนิดเช้ือใบขาว ในการตรวจตวัอยา่งออ้ยใบขาวโครงการ
ร่วมกบัหน่วยงานภายในกรมวชิาการเกษตร (สวพ. 3, ศวร. ขก. และ สวร.) และ โครงการความร่วมมือกบั 
JIRCAS ในปี 2557, 2558 



 10.8 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการประชุม JIRCAS-KKU-KKFCRC Collaborative 

Workshop on Sugarcane IPM Project,  16 กนัยายน 2558    

 

11. ค าขอบคุณ : ขอขอบคุณเพื่อนร่วมงานกลุ่มวจิยัโรคใบขาว จากสถาบนัวจิยัพืชไร่ กรมวชิาการเกษตร  

ดร. ประพนัธ์ ประเสริฐศกัด์ิ ผชช. กอบเกียรติ ไพศาลเจริญ อาจารยรั์งสี เจริญสถาพร ท่ีใหข้อ้มูล และ

ค าปรึกษา ขอขอบคุณผูช่้วยนกัวจิยัทุกท่าน ท่ีร่วมกนัด าเนินงานอยา่งจริงจงั ท าใหง้านวจิยัลุล่วงไปดว้ยดี 

และส าเร็จตามเป้าหมายเป็นอยา่งดี  
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