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 การขยายพนัธ์ุอ้อยปลอดโรคด้วยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อส่วนยอดท่ียงัไม่มีท่อน ้ าท่ออาหาร ยงั

ประสบปัญหาการติดโรคใบขาวในเน้ือเยื่อ ดงันั้นการพฒันาวิธีการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อก่อน

การขยายเพิ่มปริมาณ จะท าให้ได้ออ้ยปลอดเช้ือใบขาว ท่ีน าไปใช้ในการลดปัญหาการระบาดของโรคน้ี

ต่อไป     

 ผลการทดลองก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยดว้ยสารตา้นจุลินทรียบ์างชนิด ทั้งยาปฏิชีวนะ

ในกลุ่มยบัย ั้งการสร้างโปรตีนของเช้ือ ไดแ้ก่ Tetracycline, Macrolodes กลุ่มยบัย ั้งการสร้างเซลล์เมมเบรน 

และผนงัเซลล์ ไดแ้ก่   β –lactam, Cephalosporin, Quinolone กลุ่มยบัย ั้งการสร้างโฟเลทของเช้ือท่ีส่งผลต่อ

การสร้างกรดอะมิโนของเช้ือ ไดแ้ก่ Sulfonamide และ Trimethoprim และกลุ่มยบัย ั้งการสร้าง DNA ของเช้ือ 

ได้แก่ Quinolone และสารก าจดัแบคทีเรียกลุ่ม Biocide และสารสกัดธรรมชาติ รวมทั้งส้ิน 17 ชนิด โดย

ทดสอบในระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ พบวา่ แต่ละชนิดสารมีผลต่อการลดปริมาณของเช้ือไฟ

โตพลาสมาในเน้ือเยือ่ออ้ยในระดบัท่ีแตกต่างกนัไป สารบางชนิดท าให้พืชมีการเจริญเติบโตชา้ บางชนิดท า



ให้พืชมีอาการเน้ือเยื่อตาย หลงัจากไดรั้บสารปฏิชีวนะ 3 วนั ผลการตรวจปริมาณเช้ือท่ียีน 16S-23S rDNA 

และ secA ในตวัอย่างท่ีทดสอบสารแล้ว 12 วนั พบว่าไม่สามารถก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาได้ บางชนิด

สามารถลดปริมาณเช้ือลงได ้พบว่า Amoxicilin และ Tetracyclin ในปริมาณ 250 มิลลิกรัม ไม่สามารถลด

ปริมาณเช้ือได ้แต่ลดไดท่ี้ 500 มิลลิกรัม ส่วน Clarithomycin, Azithomycin และ Ofloxacin ไม่สามารถลด

ปริมาณเช้ือได ้

 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยดว้ย Cryotherapy พบวา่การ

แช่แข็งแคลลัสออ้ยด้วยขบวนการEncapsulation-vitrification ท่ีไม่ใส่ Glycerol และ DMSO มีเปอร์เซ็นต์

รอดเพียง 18-26 % ส่วนการแช่แข็งด้วยวิธี Encapsulation-dehydration พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต

ประมาณ 80% แต่แคลลสัท่ีผ่านการแช่แข็งแลว้ พบว่าไม่สามารถชักน าให้เกิดตน้ได ้การตรวจเช้ือไฟโต

พลาสมาในแคลลสัท่ีเพาะเล้ียงจากส่วนยอดของออ้ยใบขาว พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือใบขาวได ้ การตรวจ

พิสูจน์ล าดบัเบสของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตรวจเช้ือใบขาวในแคลลสัยืนยนัวา่เป็นเช้ือไฟโตพลาสมาโรค

ใบขาว (SCWL) การตรวจเช้ือใบขาวในแคลลสัท่ีผ่านการแช่แข็งแลว้ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์พบว่าการแช่แข็ง

ดว้ยความเยน็ต ่ากวา่จุดเยอืกแขง็ มีแนวโนม้วา่สามารถลดหรือก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยือ่ออ้ยได ้

ABSTRACT 

 Shoot apical meristem culture of sugarcane was believed to provide the best material for disease 

free tissue propagation based on its undifferentiated tissue stage.  Practically however, sugarcane white 

leaf phytoplasma was still detectable in the tissue despites employing this approach.  A new method to 

eliminate phytoplasma in plant tissue is needed for mass propagation of phytoplasma free sugarcane that 

was found to reduce severity of sugarcane white leaf disease eruption.        

 Experiment on the  elimination of phytoplasma in sugarcane tissue using antibiotics processing  

different modes of actions, including protein synthesis inhibition ; i.e., Tetracycline, Macrolodes, cell wall 

and cell membrane synthesis inhibition; i.e.,  β –lactam, Cephalosporin, Quinolone, folate synthesis 

inhibition that affect amino acid synthesis, i.e.,  Sulfonamide,  Trimethoprim,  DNA synthesis inhibition, 

i.e., Quinolone, Bactericidal compounds, i.e., biocide and  plant natural extract, altogether 17 types were 

investigated with varied antibiotic concentrations and exposure times.  It was found that each compound 

revealed different affectivity to plant tissues.   Some compounds affected plant growth while some 

resulted in tissue necrosis after 3 days exposures.  The detection of phytoplasma concentration in leaf 

tissues after 12 days exposures, targeting 16S-23S rDNA and secA genes in phytoplasma showed 



detectable phytoplasma DNA bandings with reduction banding intensity in some treatments.  Amoxicilin 

and Tetracyclin at 2 5 0  miiligram showed no change in phytoplasma concentration but reduction was 

noticeable at 500 milligram.  Clarithomycin, Azithomycin and Ofloxacin showed no affectivity on 

phytoplasma concentration. 

 Investigation on the efficiency of cryotherapy on the elimination of phytoplasma in plant tissue 

showed 18-26 % callus viability employing encapsulation-vitrification approach excluded the addition of 

glycerol and DMSO.   Encapsulation-dehydration, on the other hand, showed 80% callus viability.  

However, cryo-treated calli were not germinate-able into plantlet.   White leaf phytoplasma were 

detectable in calli cultured from shoot tip of sugarcane with white leaf symptom.  Sequencing of the PCR 

product obtained from this detection revealed complete similarity to sugarcane white leaf phytoplasma 

(SCWL) in the database.   Investigation of phytoplasma in cryo-treated calli by PCR methods indicated 

possibility of this technique in the reduction of phytoplasma in plant tissues.    

1 ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น  2 ศูนยว์จิยัพืชไร่สุพรรณบุรี 

6. ค าน า 

 ในการขยายพนัธ์ุออ้ยปลอดโรคดว้ยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมกัประสบปัญหาการติดโรคใบขาวใน

ช้ินส่วนท่ีน าใชใ้นการขยายพนัธ์ุ แมจ้ะเป็นในส่วนเน้ือเยื่อท่ีมีการรายงานศึกษาแลว้วา่เป็นต าแหน่งท่ีปลอด

จากเช้ือชนิดน้ีแล้ว แต่พบว่าตน้ออ้ยท่ีไดส่้วนใหญ่ยงัตรวจพบเช้ือใบขาวได ้และบางตน้แสดงอาการของ

โรคใบขาวในแปลง แมจ้ะไดท้  าการสุ่มตรวจโรคดว้ยวิธี nested-PCR แลว้ก่อนท าการขยายพนัธ์ุ ทั้งน้ีเน่ือง

เช้ือไฟโตพลาสมามีการกระจายตวัไม่สม ่าเสมอภายในตน้ออ้ยโดยเฉพาะอยา่งยิ่งในระยะท่ีเช้ือมีปริมาณต ่า

มาก ท าให้ตรวจไม่พบเช้ือในตวัอย่างท่ีสุ่มตรวจ นอกจากน้ีแล้วการหาตน้พนัธ์ุท่ีปลอดเช้ือมาใช้ในการ

ขยายพนัธ์ุ ยงัเป็นส่ิงท่ีกระท าไดย้ากมาก เน่ืองจากตน้ออ้ยส่วนใหญ่มีการติดเช้ือแลว้ทั้งนั้น ดงันั้นหากมีวธีิท่ี

สามารถก าจดัเช้ือโรคใบขาวในช้ินส่วนท่ีจะน ามาใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ จะท าให้การขยายพนัธ์ุออ้ย

ปลอดโรคดว้ยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน และไดต้น้ท่ีปลอดเช้ืออยา่งแทจ้ริงส าหรับการ

ขยายพนัธ์ุ 

 ปัจจุบนัไดมี้รายงานการน าเทคนิคการบ าบดัดว้ยความเยน็ต ่ากวา่จุดเยือกแข็ง (Cryotherapy) มาใช้

ในการรักษาโรคเน่ืองจากอุณหภูมิท่ีเยน็จดัท าให้เกิดการตกผลึกของน ้ าภายในเซลล์ ในทางการแพทยไ์ดมี้

การน ามาใช้ท าลายเน้ือเยื่อท่ีผิดปรกติ เช่น หูด ไฝ และโรคผิวหนังบางชนิด เช่นโรคสะเก็ดเงิน 



(http://www.radiologyinfo.org/en/info.cfm?pg=cryo 1 9  มิ .ย . 5 4 )  มี ก า รน า เท ค นิ ค  Cryotherapy ม า

ประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคในพืชด้วยเช่นกัน โดยพบว่าสามารถก าจดัเช้ือไวรัส ไฟโตพลาสมา และ

แบคทีเรียจากพืชได ้โดยใชต้วัอยา่ง shoot tips ในการท า ซ่ึงท าใหส้ามารถท าไดห้ลายตวัอยา่งพร้อมๆกนั ท า

ให้การขยายพนัธ์ุต้นปลอดเช้ือมีประสิทธิภาพมาก (Wang and Valkonen, 2009) ในปี 1997 Briston และ

คณะใช้เทคนิค cryotherapy ในการก าจดัเช้ือไวรัส (Plum pox virus) จากต้นตอของพืชสกุล Prunus  ได้

ส าเร็จโดยการใช้วิธี vitrification กบัช้ินส่วนปลายยอด (shoot tips) นอกจากน้ียงัมีการใช้วิธี encapsulation 

vitrification ในการก าจดัเช้ือ Grapevine virus A  จาก grapevine ไดส้ าเร็จเช่นกนั ซ่ึงพบว่ามีเปอร์เซนต์ตน้

ปลอดเช้ือถึง 97% เทียบกบัวิธีการขยายพนัธ์ุดว้ยปลายยอดโดยไม่ผา่น cryotherapy ท่ีไดต้น้ปลอดเช้ือเพียง 

12% เท่านั้ น  (Engelmann, 2004) Wang และ Valkonen (2009)ได้รายงานการใช้วิธีการน้ีก าจัดไวรัสใน

เน้ือเยื่อพืชอีกหลายชนิด รวมถึงการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาจากเน้ือเยื่อของพืชด้วย โดย ใช้เทคนิค 

cryotherapy ก า จั ด เ ช้ื อ  sweet potato little leaf phytoplasma (SPLL) แ ล ะ   Candidatus Phytoplasma 

aurantifolia ในเน้ือเยื่อปลายยอด (shoot tips) ของมันเทศได้ถึง 100% เม่ือเทียบกับวิธี เดิมท่ีไม่ผ่าน 

cryotherapy และใช้การขยายพนัธ์ุด้วยเน้ือเยื่อ meristem พบว่ามีเพียง 10% เท่านั้นท่ีไม่มีเช้ือ (Wang and 

Valkonen, 2008) 

 ส าหรับรายงานการทดสอบประสิทธิภาพในการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยสารตา้นจุลินทรีย ์

(antimicrobial) และยาป ฏิ ชีวนะ  (antibiotic) บ างช นิดนั้ น   Aldaghi และคณะ (2008) ได้ทดสอบ

ประสิทธิภาพของสารต้านจุลินทรีย์บางชนิด ได้แ ก่ nisin, esculentin, pyrithione และ chloramphenicol 

รวมทั้ง essential oil บางชนิด ไดแ้ก่ carvacrol, eugenol, terpineol, alpha-pinener  ซ่ึงมีฤทธิตา้นเช้ือราและ

แบคทีเรีย เปรียบเทียบกบัยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแ้ก่ tetracycline และ enrofloxacin และวดัหาปริมาณเช้ือไฟ

โตพลาสมาดว้ย real time PCR หลงัจากการเล้ียงเน้ือเยือ่ในอาหารสังเคราะห์ท่ีมีสารดงักล่าวเป็นเวลา 1 ถึง 2 

เดือน พบว่า ในเน้ือเยื่อท่ีเล้ียงในอาหารท่ีมี pyrithion ระดับ 10 และ 100 ppm  ตรวจไม่พบเช้ือไฟโต

พลาสมา รวมทั้งยงัพบว่าสารบางชนิดยงัท าให้ปริมาณเช้ือต ่าลงได้อีกด้วย ส่วน Askari และคณะ (2011) 

รายงานวา่สารผสมระหวา่ง surfactin และ tetracycline อตัราส่วน 1: 1 สามารถยบัย ั้งการเพิ่มปริมาณของเช้ือ

ไฟโตพลาสมา  Candidatus  P. aurantifolia  ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 การขยายพนัธ์ุอ้อยปลอดโรคด้วยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมกัใช้ส่วนของ apical meristem ซ่ึงเป็น

ส่วนท่ีมีรายงานวา่ปลอดเช้ือไฟโตพลาสมาเน่ืองจากยงัไม่มีการพฒันาของท่อน ้ า ท่ออาหารซ่ึงเป็นท่ีอยูข่อง

เช้ือน้ี แต่ในทางปฏิบติัพบว่าการตดัให้ได้ช้ินส่วนเฉพาะต าแหน่งดงักล่าวกระท าไดค้่อนขา้งยาก เพราะมี

ขนาดเล็กมาก และเม่ือน าไปผา่นขบวนการฟอกฆ่าเช้ืออีก เน้ือเยื่อเหล่านั้นส่วนใหญ่มีเปอร์เซ็นตค์วามงอก

http://www.radiologyinfo.org/en/info.cfm?pg=cryo


ต ่ามาก แต่หากตดัช้ินส่วนให้มีขนาดใหญ่ข้ึนก็จะไดต้น้ท่ีติดเช้ือท าให้การขยายพนัธ์ุมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

อยา่งไรก็ตามออ้ยท่ีมีการปลูกในแหล่งปลูกต่างๆ เกือบทั้งหมดมีการติดเช้ือโรคใบขาวแลว้ ในระดบัท่ีต่างๆ 

กนัไป จากผลการวจิยัของศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่นพบวา่การแช่ท่อนพนัธ์ุดว้ยน ้ าร้อนไม่สามารถก าจดัเช้ือได ้

ตน้ท่ีมีเช้ือสามารถแสดงอาการใบขาวไดอี้กเม่ือมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการเกิดโรค หากแช่น ้าร้อนนานข้ึน ก็

ท าให้ตน้ตายได ้เน่ืองจากไฟโตพลาสมาเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่มีผนงัเซลล์ ท่ีอาศยัอยูภ่ายใน sieve cell ของ

ท่ออาหาร จึงเป็นเซลลท่ี์ค่อนขา้งอ่อนแอ การแช่แขง็ในอุณหภูมิต ่ามากๆ จะส่งผลใหโ้มเลกุลน ้าภายในเซลล์

เกิดการแขง็ตวัและตกผลึกในสภาวะท่ีเหมาะสม อาจจะท าให้เซลล์น้ีตายได ้นอกจากน้ีต าแหน่งท่ีเช้ือชนิดน้ี

อาศยัอยู่เป็นต าแหน่งท่ียาปฏิชีวนะหรือสารตา้นจุลชีพเขา้ถึงได้ง่าย ดงันั้นหากใช้ยาปฏิชีวนะหรือสารท่ี

เหมาะสมท่ีไม่มีผลต่อเมตาโบลิสมของพืชก็อาจจะก าจดัเช้ือชนิดน้ีไดเ้ช่นกนั ในงานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน่ือเยื่อออ้ยดว้ยวิธี Cryotherapy และประสิทธิภาพ

การก าจดัเช้ือไฟโตลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยด้วยยาปฏิชีวนะบางชนิด เพื่อหาแนวทางในการก าจดัเช้ือไฟโต

พลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยท่ีมีประสิทธิภาพ ส าหรับน ามาใชใ้นการขยายพนัธ์ุออ้ยปลอดเช้ือเพื่อลดปัญหาการ

ระบาดของโรคใบขาวในประเทศไทย 

7. วธีิด ำเนินกำร  

การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยือ่ออ้ยดว้ยวิธี cryotherapy และการตรวจ

เช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR มีขั้นตอนดงัน้ี 

 1. การฟอกฆ่าเช้ือและชักน าแคลลสั 

เพาะตาออ้ยในกระบะทรายท่ีผ่านการอบฆ่าเช้ือ ประมาณ 1 เดือน เม่ือได้ตน้ออ้ยประมาณ 20 ซม. 

แลว้เก็บตน้ออ้ยมาลา้งดว้ยน ้ ายาลา้งจาน ก่อนน าไปฟอกฆ่าเช้ือดว้ย Clorox (ส่วนประกอบหลกั คือ sodium 

hypochlorite 6% w/w) ความเขม้ขน้ 30% ท่ีเติม Tween20 ประมาณ 2-3 หยดเป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งดว้ย

น ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 3-4 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที หลงัจากนั้นลอกเปลือกหุ้มออกประมาณ 2-3ชั้น และหัน่เป็นช้ินเล็ก

ก่อนน าไปเล้ียงในอาหารสูตรMurashige and Skoog’s (MS) ท่ีเติมฮอร์โมน2,4-D ความเขม้ขน้ 2 mg/l และ 

kinetin ความเข้มข้น 0.5 mg/l เพื่อชักน าให้เจริญไปเป็นแคลลสัโดยเพาะเล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นการศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในขั้นตอนต่อไป 

 2.การศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเย่ืออ้อยด้วยวธีิ cryotherapy 

การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อแคลลัสอ้อย ด้วยวิธี cryotherapy

ร่วมกบัเทคนิค encapsulation-vitrification และ encapsulation-dehydration มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 



 2.1 การแช่แข็งโดยวธีิ encapsulation-vitrification  

encapsulation-vitrificationคือ การใช้สารเคมีร่วมกบัการสร้างเมล็ดเทียม(artificial seed)เพื่อห่อหุ้ม

และปกป้องเน้ือเยื่อจากการถูกท าลายดว้ยผลึกน ้ าแขง็ เร่ิมจากการน าเน้ือเยื่อออ้ยแต่ละชนิดมาเล้ียงในอาหาร

เหลว MS ท่ีมี sucrose ท่ีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 1-2 วนั สร้างเมล็ดเทียมดว้ย 2% sodium-alginate 

ในอาหารเหลว MS ท่ีมี sucrose 0.4 M และท าให้ปลอดเช้ือด้วยหม้อน่ึงความดันไอน ้ า (autoclave) ท่ี

อุณหภูมิเหมาะสมคือ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ซ่ึงอุณหภูมิดงักล่าวมีผลต่อการฟอร์มตวัของ

เมล็ดเทียมและประสิทธิภาพในการปกป้องเน้ือเยื่อจากการถูกท าลายดว้ยผลึกน ้ าแข็ง (ภาพท่ี 1)และหยดลง

ใน calcium chloride 0.1 M แช่ไวป้ระมาณ 30 นาที และยา้ยลงบนเพลท (plate) ทิ้งไวใ้น laminar flow เป็น

เวลา 2 ชัว่โมง แลว้จึงยา้ยลงใน LS (2 M glycerol และ 0.4 M sucrose)เป็นเวลา 20นาที จากนั้นยา้ยลงหลอด 

vial cryoท่ีมี PVS1, PVS2 และ PVS3 (ตารางท่ี 1)แลว้แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง 1) น าเมล็ดเทียมดงักล่าว

แช่ในสารละลาย PVS ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที ก่อนน าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 12 

นาที2) น าเมล็ดเทียมแช่ในสารละลาย PVS ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 50 นาที แลว้น าไปแช่ในถงั

ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 12 นาที จากนั้นละลายผลึกน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส แลว้ยา้ย

ลงในสารละลาย LS1 (2 M glycerol และ 1.2 M sucrose) เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นยา้ยเน้ือเยื่อท่ีผ่าน

กระบวนการดงักล่าวลงในอาหารเหลวสูตร MS หรืออาหารสูตร MS ท่ีมีการเติมฮอร์โมนเพื่อชกัน าให้เจริญ

เป็นแคลลสัเขย่าขา้มคืน แลว้ผ่าเมล็ดเทียมท่ีหุ้มแคลลสัออกก่อนน าไปเล้ียงในอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 2 

mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l kinetin ประมาณ 1 เดือนเพื่อพกัฟ้ืน (ตรวจสอบเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตในวนัท่ี 2 

หลงัจากการแช่แข็ง โดยสังเกตจากสีของแคลลสั เปรียบเทียบกบัแคลลสัชุดควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่แข็ง) 

ก่อนยา้ยไปเล้ียงในอาหาร MS ท่ีมี 0.5 mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l kinetin เพื่อชกัน าใหเ้กิดตน้ต่อไป 

Table 1.  Key chemical components in PVS medium. 

PVS 
Key chemical components  (%w/v) 

Glycerol Ethylene glycol DMSO Sucrose 

PVS1 - - 10 10.3 

PVS2 30 15 15 13.7 

PVS3 50 - - 50 

 



2.2 การแช่แข็งโดยวธีิ encapsulation-dehydration  

encapsulation-dehydration คือ การสร้างเมล็ดเทียมเพื่อห่อหุ้มเน้ือเยื่อจากการถูกท าลายด้วยผลึก

น ้าแข็งร่วมกบัดึงน ้ าออกจากเน้ือเยือ่ดว้ยการเล้ียงเน้ือเยื่อในอาหารMS ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลสูงเพื่อให้

เหลือน ้ าประมาณ 20% ของน ้ าหนกัสด ก่อนน าเน้ือเยือ่ไปแช่เยน็ในไนโตรเจนเหลว โดยสร้างเมล็ดเทียมหุ้ม

เน้ือเยือ่ออ้ยแต่ละชนิดดว้ย 2% sodium-alginate ในอาหารเหลว MS ท่ีมี sucrose ความเขม้ขน้ 0.4 M จากนั้น

หยดลงใน calcium chloride ความเขม้ขน้ 0.1 M แช่ไวป้ระมาณ 30 นาที แลว้ยา้ยลงในอาหารเหลว MS ท่ีมี 

sucrose ความเขม้ขน้ 0.75 Mเป็นเวลา 1วนั หลงัจากนั้นยา้ยลงบนเพลท (plate) ทิ้งไวใ้น laminar flow เป็น

เวลา 1ชั่วโมง ก่อนยา้ยลงหลอด vial cryoแล้วน าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 12 นาที จากนั้น

ละลายน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ผ่าเมล็ดเทียมท่ีหุ้มแคลลสัออก แลว้น าไปเล้ียง

ในอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 2 mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l kinetin ประมาณ 1 เดือนเพื่อพกัฟ้ืน (ตรวจสอบ

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตหลงัจากนั้น 1 สัปดาห์ โดยสังเกตจากสีของแคลลสั เปรียบเทียบกับแคลลัสชุด

ควบคุมท่ีไม่ได้ผ่านการแช่แข็ง) ก่อนยา้ยไปเล้ียงในอาหาร MS ท่ีมี 0.5 mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l kinetin 

เพื่อชกัน าใหเ้กิดตน้ต่อไป 

2.3 การพฒันาการแช่แข็งโดยวธีิ encapsulation-dehydration  

encapsulation-dehydration คือ การสร้างเมล็ดเทียมเพื่อห่อหุ้มเน้ือเยื่อจากการถูกท าลายด้วยผลึก

น ้าแข็งร่วมกบัดึงน ้ าออกจากเน้ือเยือ่ดว้ยการเล้ียงเน้ือเยื่อในอาหารMS ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลสูงเพื่อให้

เหลือน ้ าประมาณ 20% ของน ้ าหนกัสด ก่อนน าเน้ือเยือ่ไปแช่เยน็ในไนโตรเจนเหลว โดยสร้างเมล็ดเทียมหุ้ม

เน้ือเยือ่ออ้ยแต่ละชนิดดว้ย 3% sodium-alginate ในอาหารเหลว MS ท่ีมี sucrose ความเขม้ขน้ 0.4 M จากนั้น

หยดลงใน calcium chloride ความเขม้ขน้ 0.1 M แช่ไวป้ระมาณ 30 นาที แลว้ยา้ยลงในอาหารเหลว MS ท่ีมี 

sucrose ความเขม้ขน้ 0.75 Mเป็นเวลา 1, 2 และ 3 วนั หลงัจากนั้นยา้ยลงบนเพลท (plate) ทิ้งไวใ้น laminar 

flow เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนยา้ยลงหลอด vial cryoแล้วน าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 12นาที 

จากนั้นละลายน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ผ่าเมล็ดเทียมท่ีหุ้มแคลลสัออก แล้ว

น าไปเล้ียงในอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 2 mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l kinetin ประมาณ 1 เดือนเพื่อพักฟ้ืน 

(ตรวจสอบเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตในวนัท่ี 2 หลงัจากการแช่แข็ง โดยสังเกตจากสีของแคลลสั เปรียบเทียบ

กบัแคลลสัชุดควบคุมท่ีไม่ได้ผ่านการแช่แข็ง) ก่อนยา้ยไปเล้ียงในอาหาร MS ท่ีมี 0.5 mg/l 2,4-D และ 0.5 

mg/l kinetin เพื่อชกัน าใหเ้กิดตน้ต่อไป 

3. กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำในเน้ือเย่ืออ้อยด้วยยำปฏิชีวนะบำงชนิด 



3.1  กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำโดยใช้สำร Myco-1&2 

การศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่ออ้อยด้วยสาร Myco-1&2 

(AppliChem) โดย Myco-1 มียาปฏิชีวนะ Tiamulin และ Myco-2 มียาปฏิชีวนะ minocycline ท่ีเป็นอนุพนัธ์

ของ tetracycline เป็นส่วนประกอบหลกั ซ่ึงการศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือดว้ยการน าตน้ออ้ยจากการ

เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมามาตดัเป็นท่อนขนาด 1 เซนติเมตร น าไปเล้ียงในอาหารเหลว

สูตร MS ท่ีเติม Myco-1 10 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหาร และน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่า (rotary 

shaker) ท่ีความเร็วรอบประมาณ 150 รอบต่อนาที ภายใต้สภาวะท่ีมีแสง 12 ชั่วโมงต่อวนั ท่ีอุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั แล้วยา้ยลงอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม Myco-2 10 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร

ของอาหาร เป็นเวลา 3 วนั โดยท าซ ้ าทั้งหมด 4 รอบ จากนั้นยา้ยลงบนอาหารแข็งสูตร MS เพื่อให้ออ้ยเจริญ

เป็นตน้และน าไปตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR และศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพใน

การก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาโดยน าออ้ยท่ีผา่นการทดสอบมาทดลองซ ้ าดว้ยวธีิดงักล่าวขา้งตน้ 2-3 คร้ัง   

 3.2  กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำโดยใช้สำร Cotrimoxazole 

  การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยด้วยสาร Cotrimoxazole 

หรือ Sulfamethoxazole/ Trimethoprim (40/ 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ซ่ึงเป็นยาในกลุ่มซัลฟา (sulfonamide) 

มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรีย การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือดว้ยการน าตน้ออ้ยจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ี

ตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมามาตดัเป็นท่อนขนาด 1 เซนติเมตร น าไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 

Cotrimoxazole โดยแปรผนัความเข้มข้นท่ี 25, 50 และ 100 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหาร น าไป

เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่า ยา้ยทุกๆ 4 และ 3 วนั เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงบนอาหารแข็งสูตร 

MS เพื่อให้ออ้ยเจริญเป็นตน้และน าไปตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR และศึกษาการ

เพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาโดยน าออ้ยท่ีผา่นการทดสอบมาทดลองซ ้ าดว้ยวิธีดงักล่าว

ขา้งตน้ 2-3 คร้ัง 

 3.3 กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำโดยใช้สำร Preservative for Plant Tissue 

Culture Media 

  การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยดว้ยสาร Preservative for 

Plant Tissue Culture Media (PPM) (Plant Cell Technology) เป็นสารในกลุ่ม biocide ซ่ึงมีส่วนประกอบ

หลกัคือ 5-Chloro-2-methyl-3(2H)-isothiazolone และ 2-Methyl-3(2H)-isothiazolone มีประสิทธิภาพในการ

ป้องกนัและลดการปนเป้ือนของแบคทีเรียและเช้ือรา รวมถึงเช้ือท่ีอาศยัอยูภ่ายในพืช (endophyte) การศึกษา



ประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือดว้ยการน าตน้ออ้ยจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมามาตดั

เป็นท่อนขนาด 1 เซนติเมตร น าไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ¼ MS ท่ีเติม PPM 10 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร

ของอาหาร เป็นเวลา 5, 7 หรือ 14 วนั โดยเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่า และยา้ยลงอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 

PPM 0.5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหาร ยา้ยลงอาหารใหม่ท่ีเติม PPM ทุกสัปดาห์ เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงบนอาหารแข็งสูตร MS เพื่อให้อ้อยเจริญเป็นต้นและน าไปตรวจสอบเช้ือไฟโต

พลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR  

  3.4 กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำโดยใช้สำร active natural extracts 

  การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยดว้ยสาร active natural 

extracts 14 ชนิด ใน herbapeutic oral rinse; DENTISTE’ ซ่ึงมีคุณสมบติัในการป้องกนัและยบัย ั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียและเช้ือรา การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือดว้ยการน าตน้ออ้ยจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ี

ตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมามาตดัเป็นท่อนขนาด 1 เซนติเมตร น าไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 

DENTISTE’ โดยแปรผนัความเข้มข้นท่ี 10, 25 และ 50% (v/v) น าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 3 

และ 6 ชัว่โมง หรือ 2 และ 4 วนั (ยา้ยตน้ออ้ยลงอาหารใหม่ท่ีเติมสารทุกวนัจนครบระยะเวลาท่ีก าหนด) ยา้ย

ลงบนอาหารเหลวสูตร MS เป็นเวลา 5 วนั ทดลองซ ้ า 3-4 คร้ัง แลว้ยา้ยลงบนอาหารสูตร MS เพื่อให้ออ้ย

เจริญเป็นตน้และน าไปตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR 

3.5 .กำรเตรียมต้นกล้ำอ้อยเพ่ือน ำเน้ือเย่ือยอดอ่อนมำเพำะเลีย้ง 
 คดัเลือกตน้ออ้ยท่ีไม่ปรากฏอาการและปรากฏอาการของโรคใบขาว โดยเลือกล าท่ีสมบูรณ์ 

มีจ  านวนปลอ้งมาก และมีอายรุะหวา่ง 8-10 เดือน น าออ้ยแต่ละล ามาตดัเป็นท่อนๆละ 1 ตา หลงัจากนั้นน า
ท่อนพนัธ์ุท่ีไม่ตอ้งการใหมี้เช้ือไฟโตพลาสมามาแช่น ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
แลว้น าท่อนพนัธ์ุดงักล่าวไปเพาะในกระบะทราย โดยใชท้รายท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ 

3.6  กำรเตรียมอำหำรสูตรดัดแปลงเอม็เอส 
 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เจริญออ้ย ในการทดลองน้ีใชอ้าหารเหลว  สูตรอาหาร (ดงัท่ีแสดง

ตาราง)  แลว้จึงมาใชต้ามปริมาตรของสูตรอาหารเอม็เอสต่างๆ โดยสูตรอาหารเอม็เอส1 เป็นสูตรท่ีช่วยยดื
เน้ือเยือ่ยอดอ่อนใหย้าวข้ึน เตรียมจากสูตรเอม็เอสมาตรฐาน แลว้เพิ่มสารจิบเบอร์เรลลิค แอสิดหรือสารจีเอ 
(giberellic acid หรือ GA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตรและ Indole-3 butyric acid หริ IBA 0.01 มิลลิกรัม/ลิตร สูตรเอม็
เอส2 เป็นสูตรเอม็เอส2 เป็นสูตรอาหารเพื่อการแตกหน่อ เตรียมจากสูตรเอม็มาตรฐานแลว้เติมสารเบน
ซิลอะมิโนพิวรีน หรือบีเอ (benzyl aminopurine (BAP)) อตัรา 2 มิลลิกรัม/ลิตรและสูตรเอม็เอส3 เป็น
สูตรเอม็เอสมาตรฐาน ท่ีไม่ตอ้งเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เติมน ้าตาล 20 กรัม/ลิตรใน
อาหารเอม็เอส1 และเอม็เอส2 และ 10 กรัม/ลิตร ในสูตรเอม็เอส3 ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ของ
อาหารทุกสูตรให้อยูท่ี่ 5.6-5.8 หลงัจากนั้นจึงแบ่งอาหารใส่ขวด ส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ น าไปน่ึงเพื่อฆ่า



เช้ือในหมอ้น่ึงความดนัท่ี อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั  15 ปอนด/์ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
ปล่อยไวใ้หเ้ยน็ก่อนน าไปใชเ้พาะเล้ียงเน้ือเยื่อ 

 การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวผลิตหน่อออ้ยไดม้ากกวา่และเจริญเติบโตรวดเร็วกวา่  
3.7 กำรย้ำยหน่ออ่อนลงอำหำรทีม่ียำปฏิชีวนะ 
 ในการทดลองน้ีจะท่ีเติมสารปฏิชีวนะในอาหารใหมี้ปริมาณ 250 และ 500 มิลลิกรัม ใน

อาหาร 20 มิลลิลิตร (ตารางท่ี21) และเปล่ียนอาหารใหม่ทุก 3 วนั ในขั้นตอนน้ีตอ้งปฏิบติัดว้ยความ
ระมดัระวงัไม่ให้เกิดการปนเป้ือนท าการทดสอบทั้งหมด 12 วนั 

4.กำรตรวจเช้ือโรคใบขำว 
    4.1 การสกดัดีเอน็เอ 

 สกดัดีเอ็นเอจากใบออ้ยหรือเน้ือเยื่อแคลลสัจากหลอดทดลองในสภาพปลอดเช้ือ โดยดดัแปลงวิธี

ของ Li and Midmore  (1999)  เร่ิมดว้ยบดตวัอย่างใบออ้ยหรือเน้ือเยื่อจากหลอดทดลองในสภาพปลอดเช้ือ 

0.2 กรัม ใน extraction buffer  ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พลิกหลอดไปมาทุก 10 นาที ป่ันเหวีย่งท่ี 12000 rpm  เป็น

เวลา 5 นาที  ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่เติม Chloroform : Isoamyl(24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรแลว้เขยา่ให้

เข้ากัน ป่ันเหวี่ยงท่ี 12000 rpm  เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสชั้นบนใส่หลอดใหม่แล้วเติม Isopropanol 

ปริมาตร 600 ไมโครลิตรกลบัหลอดไปมาเบาๆ จนกระทัง่เห็นสายดีเอ็นเอ น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12000 rpm  

เป็นเวลา 5 นาที  เทสารละลายทิ้ง ล้างตะกอนจ านวน 2 รอบด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500

ไมโครลิตร ดีดให้ตะกอนลอย น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12000 rpm  เป็นเวลา 1 นาทีแลว้ตากตะกอนดีเอ็นเอให้

แหง้ เติม TE buffer ท่ีมี RNase A  ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 

   4.2 กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิคพซีีอำร์  
  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาทีย่นี 16S rDNA ด้วย nested-PCR : น าดีเอ็นเอท่ีสกดัมาไดม้า
ใชเ้ป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested PCR  ขั้นตอนแรกใช้
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาจากบริเวณ 16S - 23S rDNA(MLO-X, MLO-Y, P1, P2)  ตามรายงานของพรทิพย ์
และคณะ (2542)  และใชส้ภาวะในการเพิ่มปริมาณตามรายงานของศุจิรัตน์และคณะ (2542)  มีรายละเอียด 
ดงัน้ี ขั้นท่ี 1 ในหลอดทดลองปริมาตร 15 ไมโครลิตร  ประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM  Mg2Cl, 0.2 
mMdNTP, 0.5 uM Primer MLO-X, 0.5 uM Primer MLO-Y,0.1 U  Taq polymerase and DNA template 
ความเขม้ขน้ 100 ng/ulปริมาตร 3 ulตั้งโปรแกรมการท า PCR คร้ังท่ี1 ดงัน้ี95 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที, 55 
องศาเซลเซียสนาน 30 วนิาที  และ 72 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที จ  านวนรอบ 24 รอบ แลว้น าผลผลิตพีซีอาร์
ท่ีไดม้าเจือจางสัดส่วน 1:100  (1st-PCR product)ส าหรับใชใ้นขั้นตอนท่ี 2  ในหลอดทดลองปฏิกิริยาสุทธิ 
15 ulประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM  Mg2Cl, 0.2 mMdNTP, 0.5 uM Primer P1, 0.5 uM MLO-X, 0.5 uM 
Primer P2, 0.1 U  Taq polymerase and DNA template (1st-PCR product) 3 ul และโปรแกรมท่ีใชใ้นการ
ทดลองน้ีประกอบดว้ย 95 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที, 60 องศาเซลเซียสนาน 30 วนิาที  และ 72 องศา



เซลเซียสนาน 1 นาที จ  านวนรอบ 25 รอบ  น าผลผลิตท่ีไดจ้ากทั้ง 2 ขั้นตอน มาผสมกบั loading dye ท่ีมี 
SYBER GREEN จ านวน 1.5 ulแลว้ตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเล็กโตโฟริซิส บนวุน้อะกาโรส1.5% ภายใต้
กระแสไฟฟ้า ความต่างศกัย ์100 โวลต ์ใน0.5 x TEB เป็นเวลา40 นาที  แลว้ตรวจวดัแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลต 
  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาทีย่นี secA ด้วย direct PCR : ท าปฏิกิริยา PCR 15 ไมโครลิตร  
มีส่วนประกอบดงัน้ี template DNA  100 ng 3 ไมโครลิตร,10x Tag reaction buffer 1.5 ไมโครลิตร, 
MgCl21.5 ไมโครลิตร, 2.5 µM dNTP 1.2 ไมโครลิตร, 10 µM  F/R primer SecA 0.75 ไมโครลิตร ddH2O 
น่ึงฆ่าเช้ือ 5.35  ไมโครลิตร น ามาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส  2 นาที ตั้งโปรแกรมจ านวน 35 รอบ ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 วนิาที, 57 องศาเซลเซียส 30 
วนิาที , 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 

 
Table 2.   Details of antibiotics used in elimination of phytoplasma in sugarcane tissues. 
Active components Commercial names Active groups Modes of action 

Tetracycline  Heromycin Tetracycline Protein synthesis inhibitors via 

blocking of bacterial ribosome 30s 

subunit . 

Oxytetracycline Oxycline soluble 

Erythomycin Erycon 

Macrolides 

Protein synthesis inhibitors via 

blocking at  50 s ribosomal RNA of 

bacteria. 

Azithomycin Azithro 

clarithromycin clarithromycin 

Penicillin Penicillin V 500,000 I.U. B-lactam Bacterial cell wall synthesis 

inhibitor.   

 

Cephalexin Farmalax-500 Cephalosporin 

Amoxicillin Moxilin-500 B-lactam 

Ciprofloxacin Microflox-500 Quinolone DNA gyrase and  topoisomerase IV 

inhibitors. Ofloxacin Oflocee 200 Quinolone 

Levofloxacin  Olfovel-500 Quinolone 

Sulfamethoxazole+

Trimethoprim 

 

Plocanmad-M600 

 

Sulfonamide 

 

Bacterial cell membrane and cell 

wall synthesis inhibitor.  

Dihydropteroate synthase inhibitor 

reduce cell growth. 

Plasmocin Plasmocin Treatment Macrolid+ Protein synthesis inhibitors via 



  quinolone 

 

blocking  30s and 50s subunit of  

bacterial ribosome. 

DNA gyrase and topoisomerase IV 

inhibitor. 

Clavulanic acid  

(rINN) 

 β-lactam β-lactamase inhibitor 
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8. ผลการทดลองและวจิารณ์ 

8.1. กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำในเน้ือเย่ืออ้อยด้วยสำรต้ำนจุลินทรีย์บำง

ชนิด 

การทดลองการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยยาปฏิชีวนะ myco-1 and 2 ซ่ึงเป็นยาปฏิชีววนะในกลุ่ม

Tiamulin และ Minocycline โดยใช้ 2-step treatment และมีการทดสอบจ านวน 3 รอบ โดยใช้ทดสอบใน

เน้ือเยื่อออ้ยท่ีมีปริมาณเช้ือมาก (700 bp) เม่ือท าการตรวจปริมาณเช้ือดว้ย nested-PCR  พบวา่สามารถตรวจ

พบดีเอ็นเอต าแหน่ง 700 bp ในกลุ่มตน้ควบคุมท่ีไม่ไดรั้บยา และไม่พบดีเอ็นเอต าแหน่งน้ีในตน้ท่ีมีการใชย้า 

แต่ยงัพบดีเอ็นเอขนาด 210 bp ในทุกตวัอย่าง เม่ือตรวจพิสูจน์ดว้ย secA สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอได้

เช่นกนั แสดงวา่การใชย้าน้ีสามารถลดปริมาณเช้ือลงไดแ้ต่ไม่สามารถฆ่าเช้ือให้หมดไปได ้ทั้งน้ียงัไม่มีการ

ตรวจปริมาณเช้ือดว้ย RT-PCR เพื่อดูความมีชีวติของเช้ือ 

การศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยดว้ยยาปฏิชิวนะCotrimoxazole 

หรือ Sulfamethoxazole ร่วมกับ Trimethoprim (40 : 8 mg/ml)โดยแปรผนัความเข้มข้นท่ี 25, 50 และ 100 

ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหาร พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 50 และ 100 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหาร มี

ผลต่อการเจริญเติบโตของออ้ย ส่วนการใชค้วามเขม้ขน้ 25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรของอาหารเป็นเวลาท่ี 5, 

7 และ 14 วนั จากนั้นยา้ยลงอาหารเหลว MS เปล่ียนอาหารใหม่ทุกสัปดาห์ จนครบ 1 เดือน รวมทั้งการ

ท ดลอ งโด ย ใช้ ส าร  Preservative for Plant Tissue Culture Media (PPM)ซ่ึ ง เป็ น ส ารก ลุ่ ม  biocide มี

ส่วนประกอบหลกั คือ 5-Chloro-2-methyl-3(2H)-isothiazoloneและ 2-Methyl-3(2H)-isothiazoloneเป็นเวลา

ท่ี 5, 7 และ 14 วนัจากนั้นยา้ยลงอาหารเหลว MS ท่ีเติม PPM 0.5µl/ml และเปล่ียนอาหารใหม่ทุกสัปดาห์ จน

ครบ 1 เดือน ใหผ้ลในการลดเช้ือลงไดเ้ช่นเดียวกนั แต่ไม่สามารถก าจดัเช้ือได ้ 

https://en.wikipedia.org/wiki/International_Nonproprietary_Name
https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%92-lactam_antibiotic
https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%92-lactamase_inhibitor


ผลการตรวจพิสูจน์เช้ือดว้ยการวิเคราะห์ล าดบัเบสของดีเอ็นเอขนาด 210bp ท่ีตรวจพบในตวัอยา่งท่ี

ผ่านการก าจดัเช้ือดว้ยสารตา้นจุลชีพชนิดต่าง พบว่ายืนยนัว่าเป็นเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย ( 

SCWL) 

การทดลองก าจดัเช้ือดว้ยActive natural extract (DENTISTE’)ท่ีความเขน้ขน้ 10, 25 และ 50% เป็น

เวลา 2 และ 4 วนั รวมทั้งการใช้ท่ีความเขม้ขน้ 10% ก าจดัเช้ือในระยะเวลา 3 และ 6 ชม.พบว่าต้นออ้ยมี

ลกัษณะซีดและตายในท่ีสุด 

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะในการก าจดัเช้ือโรคใบขาวในตน้ออ้ยท่ีเพาะเล้ียงใน

สภาพ เน้ื อ เยื่อจ านวน  14 ช นิด  ได้แ ก่  Sulfamethoxazole +Trimethoprim, Oxytetracycline, Plasmocin, 

Ciprofloxacin, Levofloxacin, Cephalexin, Amoxicillin+Clavulanic acid, Amoxilcillin , Penicillin , 

Clarithomycin, Erythomycin, Azithomycin ,Ofloxacin และTetracycline  ท่ีมีกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกต่าง

กนัต่อเช้ือแบคทีเรีย ดงัแสดงในตารางท่ี 1 ท่ีปริมาณต่อตวัอยา่งพืช 250 และ 500 มิลลิกรัม พบวา่ แต่ละชนิด

สารมีผลต่อการลดปริมาณของเช้ือไฟโตพลาสมาในเน้ือเยื่อออ้ยในระดบัท่ีแตกต่างกนัไป เม่ือเปรียบเทียบ

กบัตวัอยา่งควบคุมท่ีท่ีไม่ไดรั้บสารปฏิชีวนะ  สารบางตวัท่ีมีผลกระทบต่อพืช ท าให้พืชมีการเจริญเติบโตชา้ 

เช่น Sulfamethoxazole+Trimethoprim บางชนิดท าให้พืชมีอาการเน้ือเยื่อตายและซีด หลังจากได้รับสาร

ป ฏิ ชี ว น ะ  3 ว ั น  เ ช่ น  Clarithomycin, Tetracycline, Penicillin, Oxytetracycline, Cephalexin แ ล ะ 

Ciprofloxacin  

 ผลการตรวจปริมาณเช้ือในตวัอยา่งเน้ือเยื่อออ้ยท่ีทดสอบดว้ยสารปฏิชีวนะชนิดต่างๆ โดยการเติม

สารปฏิชีวนะลงในอาหารให้มีปริมาณ 250 และ 500 มิลลิกรัม ท าการทดสอบทั้งหมด 12 วนั โดยเปล่ียน

อาหารพร้อมสารปฏิชีวนะใหม่ทุก 3 วนั พบวา่ สารปฏิชีวนะและปริมาณท่ีใชย้งัไม่สามารถก าจดัเช้ือไฟโต

พลาสมาได ้แต่สามารถลดปริมาณไดใ้นระดบัหน่ึงเม่ือเทียบกบัตวัอย่างท่ีไม่ไดรั้บสารปฏิชีวนะ จากการ

ตรวจปริมาณเช้ือท่ีต าแหน่ง 16S-23S rDNA ดว้ยเทคนิค Nested PCR และตรวจ secA ดว้ย Direct PCR โดย

พบวา่ Amoxicilin และ Tetracyclin ในปริมาณ 250 มิลลิกรัม ไม่สามารถลดปริมาณเช้ือได ้แต่ลดไดท่ี้ 500 

มิลลิกรัม ส่วน Clarithomycin, Azithomycin และ Ofloxacin ไม่สามารถลดปริมาณเช้ือได ้(ภาพท่ี 1) 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.  Sugarcane white leaf phytoplasma concentration in leaf of sugarcane platelets cultivated in 250 

and 500 milligram of various antibiotics supplemented in MS medium for 12 days exposure.  Phytoplasma 

was estimated by (A)  Nested-PCR targeted  16S-23S rDNA gene.  Detectable DNA fragment at 700 bp 

indicates high phytoplasma concentration (1 0 3  copies/ l 25 ng plant DNA and over).  (B)  Direct PCR 

targeted partial secA gene.  Observable DNA banding at 275 bp indicates phytoplasma concentration at 

1 0 2  copies/ l 25 ng plant DNA and over.  Tested antibiotics were Ofloxacin,  Tetracycline, 

Amoxicillin+Clavulanic acid, Amoxicilin and Pennicilin. Control: No antibiotic supplement.   +  : white 

leaf  

 

8.1.2 กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรก ำจัดเช้ือไฟโตพลำสมำในเน้ือเย่ืออ้อยด้วย Cryotherapy 

ทดสอบเทคนิคการแช่แข็งโดยใช้แคลลัสอ้อย ท าการพัฒนาวิธีการแช่แข็งด้วยขบวนการ

Encapsulation-vitrification และ encapsulation-dehydration 

8.1.2.1  ผลการสร้างเมลด็เทยีม (encapsulation)  
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การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมสารละลาย 2% และ 3% sodium-alginate ส าหรับการ

เตรียมเมล็ดเทียม พบวา่อุณหภูมิในการฆ่าเช้ือ (autoclave) sodium-alginate มีผลต่อการฟอร์มตวัของเมล็ด

เทียม โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 110 องศาเซลเซียส 15 นาที ท าให้ได้เมล็ดเทียมท่ีมีรูปทรงกลมและ

สามารถห่อหุม้เน้ือเยือ่ไดดี้เม่ือเปรียบเทียบกบัการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 20 นาที ดงัภาพท่ี 2 

 

(A) 

   

   (B)      (C) 

Figure 2.  Sugarcane calli in artificial seeds made from 2% sodium-alginate with different sterilizing 

temperatures.  (A) 121C 20 min. (B) and (C) 110C 15 min. 

8.1.2.2. ผลการแช่แข็งโดยวธีิ encapsulation-vitrification 

การท า cryotherapy ด้วยวิธี  encapsulation-vitrificationแล้วน ามาเล้ียงในอาหารชักน าแคลลัส

ประมาณ 1สัปดาห์ มีเปอร์เซ็นตร์อด ประมาณ 18-26 % เม่ือสังเกตจากสีของแคลลสัท่ียงัมีชีวิตจะมีสีเหลือง 

(ดงัลูกศรช้ีในภาพท่ี 2) เม่ือเปรียบเทียบกบัแคลลสัชุดควบคุมท่ีไม่ผ่านการท าcryotherapyส าหรับแคลลสัท่ี

ไม่มีชีวติมีลกัษณะสีขาวซีด (ภาพท่ี 3) โดยจะพบวา่สาร PVS1 และ PVS3 ใหผ้ลการรอดชีวิตของแคลลสัได้

ดีตามล าดบั และไม่พบการรอดชีวติของแคลลสัเม่ือใชส้าร PVS2  



 

Figure 3. Viability of sugarcane cryo-treated calli via encapsulation-vitrification, cultivated in callus 

induction medium after 1 week.  C: control callus.   1, 2 and 3 : cryo-treated calli via vitrification 

using PVS1, PVS2 and PVS3 respectively.  Arrow : survived calli. 

8.1.2.3. ผลการแช่แข็งโดยวธีิ encapsulation-dehydration 

การท า cryotherapyด้วยวิธี encapsulation-dehydration ในข้อ 2.2 แล้วน ามาเล้ียงในอาหารชักน า

แคลลสัประมาณ 1 สัปดาห์ มีเปอร์เซ็นตร์อดชีวติ ประมาณ 72 % เม่ือสังเกตจากสีของแคลลสัท่ียงัมีชีวติจะมี

สีเหลือง (ดงัลูกศรช้ีในภาพท่ี 4) เม่ือเปรียบเทียบกบัแคลลสัชุดควบคุมท่ีไม่ผา่นการท า cryotherapyส าหรับ

แคลลสัท่ีไม่มีชีวิตมีลกัษณะสีขาวซีด (ภาพท่ี 4) โดยการท า encapsulation-dehydration น้ีพบวา่มีเปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตท่ีสูงกวา่ encapsulation-vitrificationดงันั้นจึงตอ้งการพฒันาวิธีการแช่ดว้ยวิธีการดงักล่าวไวใ้น

ข้อ 2.3 โดยเพิ่มความเข้มข้น sodium-alginate ข้ึนจากเดิม 2 % เป็น 3 % และเพิ่มระยะเวลาการเล้ียงใน

อาหารสูตร MS ท่ีมี 0.75 M sucrose เพื่อดึงน ้ าออกจากเซลลข์องแคลลสัจากเดิม 1 วนั เป็น 2 และ 3 วนั ก่อน

น าไปแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวผลท่ีไดพ้บวา่แคลลสัมีอตัราการรอดชีวติ ประมาณ 100% ตามล าดบั (ภาพท่ี 

5) ดงันั้นส าหรับการศึกษาต่อไปจึงเลือกใช้การแช่แข็งโดยวิธี encapsulation-dehydration โดยใช้sodium-

alginate ความเขม้ขน้3 %และเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีมี 0.75 sucrose เป็นเวลา 2 วนั ซ่ึงเป็นวิธีท าให้ได้

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติดีไม่แตกต่างจากการเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีมี 0.75 sucrose เป็นเวลา 2 วนั 

 

Figure 4. Cryo-treated calli via encapsulation-dehydration after 1 week cultured in callus induction 

medium.  C : control, E-D : cryo-treated calli.  Arrow: survived calli. 



 

 

Figure 5.  Cryo-treated calli via encapsulation-dehydration using 3% sodium-alginate after 1 week 

cultured in cullus induction medium.  Calli were pre- cultured in 0.75 M sucrose supplemented 

MS medium for 2-3 days before cryo-treatment.  C: control calli.  E-D: cryo-treated calli.  1-4: 

repeating plates.  

หลงัจากพกัพื้นแคลลสัท่ีผ่านการแช่แข็งเป็นเวลา 1 เดือน แลว้ยา้ยแคลลสัท่ีผา่นการแช่แข็งดว้ยวิธี 

encapsulation-dehydrationไปเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีมี 0.5 mg/l 2,4-D และ 2 mg/l kinetin เพื่อชักน าให้

เกิดตน้ อยา่งไรก็ตามยงัไม่สามารถชกัน าให้แคลลสัเกิดเป็นตน้ได ้แมก้ระทั้งแคลลสัชุดควบคุม ซ่ึงน่าจะมี

สาเหตุมาจากแคลลสัท่ีน ามาใชมี้อายุมากเกินไป ดงันั้นขณะน้ีก าลงัอยูใ่นระหวา่งการน าแคลลสัใหม่ท่ีมีอาย ุ

1-2 เดือน ซ่ึงสามารถน ามาชักน าให้เป็นต้นได้ มาแช่แข็งด้วยวิธีencapsulation-dehydration โดยใช้ 3% 

sodium-alginate และเล้ียงใน MS ท่ีมี 0.75 M sucrose เป็นเวลา 2 วนั ก่อนน าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว  

 8.1.2.4.  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค nested-PCR 

 8.1.2.4.1.  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาจากเน้ือเย่ือแคลลสัและต้นอ้อยในหลอดทดลอง 

การตรวจสอบเช้ือไฟโรพลาสมาในแคลลสั โดยสุ่มมา 2 ตวัอยา่ง พบวา่ตรวจพบช้ินยนีเฉพาะขนาด 

210 bp (ภาพท่ี 6) และเม่ือน าแถบขนาดดงักล่าววิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี

ตรวจสอบในแคลลสันั้นมีความเหมือน “Sugarcane white leaf phytoplasma genes” ถึง 99% (ภาพท่ี 7) อาจ

กล่าวไดว้่าสามารถตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมาในแคลลสัในปริมาณต ่า เน่ืองจากพบผลผลิต PCR เฉพาะ

ขนาด 210 bp 

C C C C 

C C 
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Figure 6.  Calli of sugarcane var. KK3 and phytoplasma detection using nested- PCR targeting 16S-23S 

rDNA gene.  Callus 1 and Callus 2 : KK3 calli repeated test samples.  White leaf : positive 

control.  (-) : negative control.      

 

ภาพที ่7 แสดงตวัอยา่งโครมาโตแกรมของล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินยีนขนาด 210 bpจากแคลลสัออ้ยพนัธ์ุ 

KK3 และล าดบันิวคลีโอไทด์มีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน 99% กบั Sugarcane white leaf phytoplasma 

genes เม่ือblast ในฐานขอ้มูล NCBI  

ส าหรับผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาของต้นอ้อยท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ีสาร PPM 

ความเขม้ขน้ 10 ul/ml เป็นเวลา 5, 7 และ 14  วนั ดว้ยเทคนิค nested-PCR พบวา่ชุดควบคุมสามารถตรวจพบ

เช้ือไฟโตรพลาสมาซ่ึงพบแถบขนาด 700 และ 210 bpเม่ือ treat ดว้ย PPM เป็นเวลา 5 วนั เพิ่มแถบ 700 และ 



210 bp 1ใน2ตวัอย่างท่ีศึกษา ส าหรับการ treat ด้วย PPM เป็นเวลา 7 และ 14 วนั พบว่าน่าจะสามารถลด

ปริมาณเช้ือไฟโตรพลาสมาได ้เน่ืองจากวา่พบเฉพาะขนาด 210 bp (ภาพท่ี 8) นอกจากน้ีเม่ือน าแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 210 bpไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีตรวจสอบไดมี้ความเหมือนกบั

“Sugarcane white leaf phytoplasma genes” ถึง 99% (ภาพท่ี 9) เช่นเดียวกบัท่ีตรวจพบในแคลลสั 

 

ภาพที ่8 แสดงการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested- PCR จากตน้ออ้ยพนัธ์ุ KK3 ท่ีเพาะเล้ียง

ในอาหารท่ีสาร PPM ความเขม้ขน้ 10 ul/ml เป็นเวลา 5, 7 และ 14  วนัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งออ้ย

ใบขาวท่ีเป็น positive control (white leaf) 

 

 

Figure 9.  Nucleotide sequences chromatogram of 210 bp DNA fragment of partial 16S-23S rDNA gene 

of phytoplasma detected in culture of sugarcane var. KK3 and sequence alignment to Sugarcane 

white leaf phytoplasma genes in NCBI database showing 99% similarity. 



8.1.2.4.2. การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาจากเน้ือเย่ือแคลลัสที่ผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี encapsulation-

vitrification และ encapsulation-dehydration  

 จากการศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัเช้ือไฟโตรพลาสมาจากเน้ือเยื่อแคลลสัท่ีผา่นการแช่แข็งดว้ย

วิธีencapsulation-vitrificationและ encapsulation-dehydration แล้วน ามาตรวจสอบปริมาณเช้ือด้วยเทคนิค 

nested-PCR พบวา่ทั้งสองวธีิมีแนวโนม้ท่ีสามารถจ ากดัเช้ือได ้(ภาพท่ี 10 ซ ้ าท่ี 1) โดยสามารถตรวจพบเช้ือท่ี

ขนาด 210 bpในแคลลสัออ้ยพนัธ์ุ KK3 (KK3 control) แต่ไม่พบเช้ือในตวัอยา่งออ้ยพนัธ์ุ KK3 ท่ีไดจ้ากการ

เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีผ่านการตรวจสอบว่าปลอดเช้ือและแคลลัสท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธีencapsulation-

vitrificationและ encapsulation-dehydration เลย คาดว่าวิธีการแช่แข็งทั้ ง 2 วิธีมีแนวโน้มท่ีสามารถลด

ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาได ้

 อยา่งไรก็ตามเป็นท่ีน่าสังเกตวา่เม่ือท าการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค nested-PCR อีก 

3 ซ ้ า พบวา่การปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 210 bpไม่คงท่ี (ภาพท่ี 9 ซ ้ าท่ี 2-4) ซ่ึงอาจเกิดจากปริมาณเช้ือไฟโต

รพลาสมาท่ีมีในตวัอยา่งนอ้ยมาก จึงท าให้ผลการตรวจสอบไม่คงท่ี ดงันั้นหากเพิ่มระยะเวลาในการแช่แข็ง

ในไนโตรเจนจาก 12 นาที เป็น 15, 20 และ 30 นาที คาดวา่น่าจะสามารถก าจดัเช้ือไฟโตรพลาสมาไดดี้ข้ึน

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าแคลลสัท่ีผ่านการแช่แข็งดว้ยวิธีดงักล่าวขา้งตน้ ไม่สามารถชกัน าให้เกิดตน้ได ้เม่ือ

เทียบกบัแคลลสัท่ีไม่ผา่นการแช่แขง็ 
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Figure 10.  Sugarcane white leaf phytoplasma detection in KK3 calli using nested- PCR.   KK3 (G) : leaf 

of no phytoplasma detectable KK3 plantlet propagated by tissue culture.  KK3 control : KK3 

calli.  E-D :  KK3 calli derived fromcryo-treated via encapsulation-dehydration.   PVS1, PVS2, 

PVS3 : KK3 calli derived from encapsulation-vitrification.  positive control : white leaf.   

 

การทดลองดว้ยการเพิ่มขั้นตอนในการเตรียมตวัอยา่งก่อนเขา้สู่การแช่แข็ง โดยการคดัเลือกแคลลสั
ท่ีมีลักษณะไม่ฉ ่ าน ้ า และมีแบ่งเซลล์ออกมาประมาณ 2-3 อาทิตย์ มาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ี
มี Mannitol ความเขม้ขน้ 0, 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 3 วนั เม่ือครบก าหนดน า
แคลลสัมา ผึ่งทิ้งไวน้าน 1 ชัว่โมง แลว้น าน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปอุ่นท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที แลว้น าไปเล้ียงในอาหารแขง็สูตร MS ประมาณ 1 เดือน เพื่อ
พกัฟ้ืน ก่อนยา้ยไปเล้ียงในอาหารชกัน าให้เกิดตน้ พบว่าตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการแช่แข็ง สามารถชกัน าให้เกิด
ตน้ไดท้ั้งหมด แต่ตวัอยา่งท่ีผา่นการแช่แขง็ดว้ยไนโตรเจนเหลว ไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดตน้ได ้(ภาพท่ี 11)  
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Figure 11.  Cryo-treated callus pre-treatment with various manitol concentration.  Calli were pretreated 

with (A) 0% manitol  and (B) 3% manitol before 1 hour cryo-treatment, then subjected in shoot  induction 

medium. T : cryo-treated calli.  C:  control with no cryo-treatment.     

9. สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ  

  การก าจดัเช้ือไฟโพลาสมาดว้ยยาปฏิชีวนะต่างๆ รวมทั้งการใชส้ารสกดัธรรมชาติ หรือสารฆ่าเช้ือ

ชนิดต่างๆ พบวา่ลดปริมาณเช้ือลงได ้แต่ไม่สามารถฆ่าเช้ือได ้สารเหล่าน้ีบางชนิดท าใหอ้อ้ยตายดว้ย ส่วน

การแช่แขง็เน้ือเยือ่ออ้ยดว้ยความเยน็ยิง่ยวดนั้นพบวา่การหุม้ดว้ยเมล็ดเทียมมีผลอยา่งมากต่อความมีชีวิตของ

เน้ือเยือ่หลงัการแช่แขง็ และพบวา่เน้ือเยือ่ท่ีงอกใหม่หลงัการแช่แขง็แลว้ มีปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาลดลง

ค่อนขา้งมาก เม่ือเทียบกบัการใชส้ารต่างๆ ในการก าจดั แต่มีปัญหาวา่เน้ือเยือ่ท่ีผา่นการแช่แขง็แลว้ไม่สามาร

ชกัน าใหเ้ป็นตน้ได ้

10. กำรน ำผลงำนวจัิยไปใช้ประโยชน์   

 10.1  เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวิชาการ สวพ. 3 เร่ืองการจดัท าแปลงพนัธ์ุ

ออ้ยสะอาด วนัท่ี 11 มีนาคม 2558 

 10.2   เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการบรรยายในการฝึกอบรมนกัวิชาการและเกษตรกร หลกัสูตร การเพิ่ม

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

ขอนแก่น และ วนัท่ี 23-25 มิถุนายน 2558 ท่ีศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรสุพรรณบุรี 

 10.3 เผยแพร่ขอ้มูลดว้ยการแสดงโปสเตอร์ความรู้เร่ืองโรคใบขาวในออ้ย ใหแ้ก่เกษตรจากแหล่ง

ต่างๆ ท่ีมาดูงานท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น ปีงบประมาณ 2558 
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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  

12.  เอกสารอ้างองิ 

Aldaghi M, Massart S, Druart P, Bertaccini A, Jijakli MH, Lepoivre P. 2008. Preliminary evaluation of 

antimicrobial activity of some chemicals on in vitro apple shoots infected by 'Candidatus 

Phytoplasma mali'. Commun Agric Appl Biol Sci. 73(2):335-41. 

Askari N, Salehi Jouzani G, Mousivand M, Foroutan A, Hagh Nazari A, Abbasalizadeh S, Soheilivand  S, 
Mardi M. 2011. Evaluation of anti-phytoplasma properties of surfactin and tetracycline towards 
lime witches' broom disease using real-time PCR. J Microbiol Biotechnol. 21(1):81-8.  

Brison M, de Boucaud M. T., Pieronnet A.  1997. Effect of cryopreservation on the sanitary state of a cv. 

Prunus rootstock experimentally contaminated with Plum pox potyvirus. Plant Sci. 123, 189–196. 

Engelmann, F. 2004.  Plant cryopreservation: progress and prospects. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 40, 

27–433.  

Wang, Q.C. and Valkonen, J.P.T. 2008. radication of two synegistically interacting viruses from 

sweetpotato using shoot tip culture and cryotherapy of shoot tips. J. Virol. Methods 154, 135–145 

Wang, Qiaochun andValkonen , Jari P.T. 2009. Cryotherapy of shoot tips: novel pathogen 

eradication method. Trends in Plant Science, 14 (3),  pp :  119-122. 

 

a.in.th 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aldaghi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Massart%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Druart%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bertaccini%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jijakli%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lepoivre%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19226772##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Askari%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salehi%20Jouzani%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mousivand%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Foroutan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hagh%20Nazari%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abbasalizadeh%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soheilivand%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mardi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21301196##
http://www.cell.com/trends/plant-science/issue?pii=S1360-1385(09)X0004-X

	Aldaghi M, Massart S, Druart P, Bertaccini A, Jijakli MH, Lepoivre P. 2008. Preliminary evaluation of antimicrobial activity of some chemicals on in vitro apple shoots infected by 'Candidatus Phytoplasma mali'. Commun Agric Appl Biol Sci. 73(2):335-41.
	Brison M, de Boucaud M. T., Pieronnet A.  1997. Effect of cryopreservation on the sanitary state of a cv. Prunus rootstock experimentally contaminated with Plum pox potyvirus. Plant Sci. 123, 189–196.
	Engelmann, F. 2004.  Plant cryopreservation: progress and prospects. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 40, 27–433.
	Wang, Q.C. and Valkonen, J.P.T. 2008. radication of two synegistically interacting viruses from sweetpotato using shoot tip culture and cryotherapy of shoot tips. J. Virol. Methods 154, 135–145

