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สัญญาเลขท่ี RDG5750035 

โครงการ “นวัตกรรมการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาและการควบคุมโรคใบขาวออยโดยชีววิธี” 

รายงานฉบับสมบูรณ 
 

สวนท่ี 1. รายละเอียดเกี่ยวกับโครงการวิจัย 

ช่ือเรื่อง    (ภาษาไทย)  นวัตกรรมการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาและการควบคุมโรคใบขาว

ออยโดยชีววิธี 

 (ภาษาอังกฤษ) Innovative detection of phytoplasma and biocontrol for  

  sugarcane white leaf disease  
        ช่ือผูวิจัย   นางสุภาพร กลิ่นคง 
 หนวยงานท่ีสังกัด  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 73140 
หมายเลขโทรศัพท/โทรสาร 034-351890/034-351890 E-mail agrsup@ku.ac.th 
ไดรับอนุมัติงบประมาณ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2557 
งบประมาณท่ีไดรับ 1,430,000 บาท ระยะเวลาทําการวิจัย 12 เดือน 
เริ่มทําการวิจัยเม่ือ  เดือนสิงหาคม 2557 ถึง เดือนกรกฎาคม 2558 
รายงานความกาวหนาครั้งท่ี 3 ในชวงตั้งแตวันท่ี 1 กุมภาพันธ ถึงวันท่ี 31 กรกฎาคม 2558 

 
สวนท่ี 2 รายละเอียดเกี่ยวกับผลงานความกาวหนาของการวิจัย 
 2.1 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  

 2.1.1 เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในออยและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชนจากออย 
 

2.2 Gantt Chart เปรียบเทียบกิจกรรมท่ีเสนอในขอเสนอโครงการ และกิจกรรมท่ีทําจริง 
 

วัตถุประสงค กิจกรรม ชวงระยะเวลา
ตามแผน 

ชวงระยะเวลา 
ท่ีทําจริง 

ขอช้ีแจง 

โครงการวิจัยท่ี 
1 

    

1. เพ่ือใหไดองค
ความรู/ขอมูล
พ้ืนฐานของ Imp 
gene 

1.1 ออกแบบไพรเมอร 
สําหรับสังเคราะห Imp 
gene ดวยเทคนิค PCR 
 

ส.ค.57-ต.ค.57 ส.ค.57-ต.ค.57  
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1.2 สังเคราะหและโคลน 
Imp gene 

พ.ย.57-ม.ค.58 พ.ย.57-ม.ค.58 สังเคราะห Imp 
gene จากขอมูล
ยีนของเชื้อใน
กลุมเดียวกับออย
ใบขาว คือ 
Candidatus 
Phytoplasma 
oryzae 

1.3 วิเคราะหขอมูลลําดับ 
นิวคลีโอไทด Imp gene 

ก.พ.58-ก.ค.58 ก.พ.58-ก.ค.58  

2. เพ่ือใหได
วิธีการตรวจเชื้อ
ไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาว
ออยดวยเทคนิค 
LAMP โดยการ
ตรวจยีน 16S 
rRNA และ secA 

2.1 ออกแบบไพรเมอรท่ี
สําหรับการตรวจยีน 16S 
rRNA และ secA สําหรับ
เทคนิค LAMP  

ส.ค.57-ต.ค.57 ส.ค.57-ต.ค.57  

2.2 ทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมของปฏิกิริยา 
LAMP  

พ.ย.57-ม.ค.58 พ.ย.57-ม.ค.58  

2.3 ทดสอบวิธีท่ีเหมาะสม
ในการตรวจวัดยีนท่ีเพ่ิม
ขยายข้ึนดวยเทคนิค 
visual LAMP 

ก.พ.58-ก.ค.58 ก.พ.58-ก.ค.58  

3. ถายทอด
เทคโนโลยีใหแก
หนวยงานภาครัฐ
และเอกชนท่ี
เก่ียวของกับ
อุตสาหกรรม
ออย 

3.1 จัดฝกอบรมวิธีการ
ตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวออยดวย
เทคนิค LAMP 

มิ.ย.58-ก.ค.58 มิ.ย.58-ก.ค.58  

โครงการวิจัยท่ี 
2 

    

1. เพ่ือแยก 
แบคทีเรียออย  
ท่ีเปนแบคทีเรีย
ครอบครอง 
บริเวณรากและ
ภายในออย 

1.1 เก็บดินและตนออย 
จากแหลงปลูกออย 
ภาคกลาง ภาคเหนือ และ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
1.2 แยกแบคทีเรียจากดิน
และตนออย 

ส.ค.57-ก.ค.58 
 
 
 
ส.ค.57-ก.ค.58 

ส.ค.57-ก.ค.58 
 
 
 
ส.ค.57-ก.ค.58 
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2. ประเมิน
ประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรีย
ออยในการ
สงเสริมการ
เจริญของพืช 
ในระดับ 
หองปฏิบัติการ 

2.1 ทดสอบคุณสมบัติของ
แบคทีเรียออย ดังนี้ 
- การผลิต IAA  
(indole 3-acetic acid)  
- การละลายโพแทสเซียม  
และฟอสเฟต 
- การตรึงไนโตรเจน 

ก.ย.57-ก.ค.58 ก.ย.57-ก.ค.58  

3. ประเมิน 
ประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรีย
ออยในการผลิต
สารท่ีสามารถ
ยับยั้งหรือ
ทําลายเชื้อ 
ไฟโตพลาสมา 
ในระดับ 
หองปฏิบัติการ 

3.1 คัดเลือกเชื้อท่ีจะใช
เปนเชื้อทดสอบการผลิต
สารปฏิชีวนะในกลุมท่ีออก
ฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห
โปรตีน เชน tetracycline 
3.2 ทดสอบคุณสมบัติ 
แบคทีเรียออยในการสราง
สารท่ีสามารถยับยั้ง 
หรือทําลายเชื้อไฟโต
พลาสมา 

ก.ย.57-ก.ค.58 ก.ย.57-ก.ค.58  

 
2.3 ตารางเปรียบเทียบ Output ท่ีเสนอในขอเสนอโครงการ และท่ีไดจริง 

Output ในกรณีลาชา (ผลสําเร็จไมถึง 
100% ใหระบุสาเหตุและการแกไข

ท่ีทานดําเนินการ 
กิจกรรมในขอเสนอโครงการ ผลสําเร็จ (%) 

1. ไดชุดไพรเมอรสําหรับยีน Imp gene 100% - 
2. สังเคราะห Imp gene และไดโคลน Imp 
gene  

100%  

3. ไดชุดไพรเมอรสําหรับสําหรับยีน 16S rRNA 
และ secA สําหรับเทคนิค LAMP 

100% - 

4. ไดสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP ใน
การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในออยใบขาว 

100% - 

5. จัดฝกอบรมวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 

100%  

6. ไดตัวอยางดินและตนออยจาก 11 จังหวัด  
    รวมแลวจํานวน 220 ตัวอยาง       

100 
 

- 

7. ไดแบคทีเรียจากดินและตนออย 
     ไมนอยกวา 660 ไอโซเลต  

100 - 

8. ทดสอบและรวบรวมแบคทีเรียท่ีมี 
     คุณสมบัติสงเสริมการเจริญของพืช  

100 - 
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     ไมนอยกวา 15 ไอโซเลต  
9. ทดสอบและรวบรวมแบคทีเรียท่ีมี 
     คุณสมบัติผลิตสารในกลุมท่ีมีฤทธิ์  
     ยับยั้งหรือทําลายเชื้อไฟโตพลาสมา   
     ไมนอยกวา 2 ไอโซเลต 

100 - 

 
2.4 ระบุรายละเอียดท่ีไดแกไขปรับปรุงตามขอเสนอแนะของผูประเมิน (ถามี) -  
2.5 งบประมาณของโครงการท่ีไดจายไปแลวนับตั้งแตเริ่มทําการวิจัยเปนเงินท้ังสิ้น   
      1,280,500.00 บาท 
 

หมวด รายจายงวด 1 รายจายงวด 2 รวมรายจาย งบประมาณตาม
สัญญา 

ก.สวนท่ีโครงการบริหาร     
1. คาตอบแทน 39,000.00 19,500 58,500.00 78,000.00 
2. คาจาง - - - - 
3. คาใชสอย 317,767.06 380,524.45 698,291.51 718,400.00 
4. คาวัสดุ 217,738.71 305,969.78 523,708.49 503,600.00 
รวม 574,505.77 705,994.23 1,280,500.00 1,300,000.00 

 
 
2.6 งานตามแผนโครงการวิจัยท่ีจะทําตอไป - 
2.7 คําชี้แจงเก่ียวกับปญหา/อุปสรรค และวิธีการแกไข -  
 
ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะอ่ืนๆ ตอ สกว. - 
 
 
    (ลงนาม) ..................................................................... 
        (รองศาสตราจารยสุภาพร กลิ่นคง) 
            ผูอํานวยการแผนวิจัย     
           วันท่ี 30 กันยายน 2558 
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รายละเอียดของผลการดําเนินงาน 
 

 

นวัตกรรมการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาและการควบคุมโรคใบขาวออยโดยชีววิธี 
  Innovative detection of phytoplasma and biocontrol for   

 sugarcane white leaf disease 
1สุภาพร กลิ่นคง และ ชลิดา เล็กสมบูรณ 

Supaporn Klinkong and Chalida Leksomboon 
 

บทสรุปผูบริหาร 
โรคใบขาวของออยสาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมามีการระบาดอยางตอเนื่องในพ้ืนท่ีปลูกออยของ

ประเทศไทย ในปจจุบันมีรายงานการระบาดปละไมนอยกวา 200,000 ไร ความเสียหายคิดเปนมูลคาไม
นอยกวา 2,000 ลานบาท โรคนี้แพรระบาด โดยเชื้อติดไปกับทอนพันธุจากตนท่ีเปนโรค และยังสามารถ
ถายทอดเชื้อไดโดยมีเพลี้ยจักจั่นเปนแมลงพาหะ  ในการดําเนินการปองกันกําจัดโรคใบขาวออยใหไดผล
แบบยั่งยืนในการะยะยาวและเปนท่ียอมรับโดยท่ัวไปในปจจุบันคือ การใชตนพันธุออยปลอดโรค จากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  และการพัฒนาการสรางความตานทานใหกับพืช โดยการใชแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีมี
ความสัมพันธกับพืชตามธรรมชาติ โดยแบคทีเรียเหลานี้อาศัยครอบครองอยูบริเวณรากพืช หรือภายในตน
พืช และสามารถสงเสริมการเจริญของพืช ผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง หรือทําลายเชื้อโรค  กระตุนใหพืชผลิตสาร
ท่ียับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในออยเพ่ือ
รับรองทอนพันธุปลอดโรค และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีประโยชนจากออย 
 ผลการวิจัยการพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อสามารถพัฒนาเทคนิค LAMP เพ่ือใหสามารถตรวจหาเชื้อ

ไดอยางงาย รวดเร็ว และมีราคาถูก โดยใชชุดไพรเมอรท่ีออกแบบให จําเพาะกับยีน 16S rRNA สามารถ

ประยุกตใชในการประเมินโรคในแปลงเบื้องตนและหองปฏิบัติการขนาดเล็กได ใชเครื่องมืองายๆ เพียง

เครื่อง Heat box และตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยตาเปลาดวยการเติมสาร SYBR Green รวมท้ัง

ออกแบบและทดสอบชุดไพรเมอรใหจําเพาะกับยีนอ่ืนเชน secA เพ่ือใชเปนทางเลือกในการตรวจเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิคนี้ นอกจากนี้การพัฒนา Imp antibody เพ่ือใชตรวจเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย โดยการสังเคราะห Imp gene จากขอมูลยีนของ Candidatus 

Phytoplasma oryzae strain: RYD ไดโคลนของ Imp gene (RYD-IMP) ท่ีตรวจสอบความถูกตองของ

ลําดับนิวคลีโอไทดแลว และจะนําเขาสู E. coli BL21 เพ่ือชักนําการผลิต RYD-IMP protein ตอไป 

ผลการคัดเลือกและตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียท่ีอยูภายในตนออยและบริเวณรากออย
ท่ีสามารถสงเสริมการเจริญของพืช เพ่ือใชในการควบคุมโรคใบขาวออย  โดยเก็บตัวอยางในพ้ืนท่ีปลูกออย
ท่ีสําคัญ  11 จังหวัด รวมท้ังหมด 220 ตัวอยาง แยกไดเชื้อแบคทีเรียภายในออย จํานวน 401 ไอโซเลท 
และแบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากออย เปนจํานวน 558 ไอโซเลท โดยเปนเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติ
ในการตรึงไนโตรเจน มีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟต  และมีคุณสมบัติในการละลายโพแทสเซียม จํานวน 
503, 480 และ 230 ไอโซเลท ตามลําดับ เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแสดงผลเปนบวกมาทดสอบพบวา 43 
ไอโซเลต สามารถผลิตฮอรโมนพืช IAA และเม่ือทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารปฏิชีวนะเตตรา
ซัยคลิน ดวยวิธี paper disc agar diffusion โดยใชเชื้อท่ีไวตอสารเตตราซัยคลินเปนเชื้อทดสอบแทนเชื้อ
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ไฟโตพลาสมาซ่ึงไมสามารถเพาะเลี้ยงได จากแบคทีเรียท้ังหมด 959 ไอโซเลท พบวามีเพียง 18 ไอโซเลต 
ท่ีแยกจากดินบริเวณรากพืช แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อทดสอบสายพันธุท่ีไวตอสารเตตราซัยคลิน และ
ไมมีแบคทีเรียจากตนท่ีแสดงการยับยั้งเชื้อทดสอบ เม่ือนําแบคทีเรีย 12 ไอโซเลต ไปตรวจสอบการผลิตสาร
เตตราซัยคลินโดยวิธี high performance liquid chromatography พบวาแบคทีเรียท้ัง 12 ไอโซเลต ไม
สามารถผลิตสารเตตราซัยคลิน จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีเหมือนแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis ทําการตรวจสอบการสรางสาร surfactin ซ่ึงเปนสารท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย B. subtilis และเปนชีว
ภัณฑลดแรงตึงผิวท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไฟโตพลาสมา จากการตรวจสอบ เบื้องตนกับแบคทีเรียจํานวน 25 
ไอโซเลท โดยใชเทคนิค drop-collapse พบวามีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิตสาร surfactin ท้ังนี้ 
จะตองนําไอโซเลตท่ีแสดงศักยภาพไปทดสอบตอกับออย เพ่ือทราบประสิทธิภาพในการนําไปใชควบคุม
โรคใบขาวของออยตอไป 
 

 
บทนํา 

 ออยเปนพืชเศรษฐกิจสําคัญของประเทศไทย มีพ้ืนท่ีปลูกอยูในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง และภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมีพ้ืนท่ีปลูกมากท่ีสุดอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอมูลจากสํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร พบวาในป 2555 มีเนื้อท่ีเก็บเก่ียวท้ังประเทศประมาณ 8 ลานไร ผลผลิตมากกวา 95 
ลานตัน ( http://www.oae.go.th/) ประเทศไทยมีการสงออกน้ําตาลดิบคิดเปนมูลคา 20,000-30,000 
ลานบาทตอป ปจจุบันการผลิตออยนอกจากใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมน้ําตาล ยังมีการนําไปใชผลิตเอ
ทานอลเพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน การเพ่ิมผลผลิตโดยไมเพ่ิมพ้ืนท่ีปลูก ทําไดโดยการจัดการระบบการ
ปลูกและการใชพันธุออยท่ีใหผลผลิตสูง ปญหาดานโรคท่ีเกิดกับออยเปนปญหาสําคัญในการผลิต 
เนื่องจากออยมีโรคมากกวา 30 โรค (ธนาคร และคณะ, 2526) โรคหลายชนิดมีความสําคัญและทําให
สูญเสียผลผลิต ดังนั้น จะตองเฝาระวังการระบาดของโรคประเภทนี้ โดยโรคใบขาวออย เปนโรคหนึ่งท่ีมี
ความสําคัญทําใหสูญเสียผลผลิต โรคใบขาวออย ปรากฏข้ึนและกระจายไปในหลายพ้ืนท่ี โดยเฉพาะใน
พ้ืนท่ีปลูกทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
 โรคใบขาวออยมีการระบาดอยางตอเนื่องในพ้ืนท่ีปลูกออยของประเทศไทย มีสาเหตุมาจากเชื้อไฟ
โตพลาสมา ปจจุบัน กอใหเกิดความเสียหายเพ่ิมข้ึน โดยในป 2554 มีพ้ืนท่ีโรคระบาดกวา 200,000 ไร 
ผลผลิตเสียหายกวา 1,700 ลานบาท ซ่ึงมีการแพรกระจายของเชื้อสาเหตุโดยจากการถายทอดติดไปกับ
ทอนพันธุจากตนหรือตอท่ีเปนโรค และยังสามารถถายทอดเชื้อไดโดยมีแมลงปากดูดพวกเพลี้ยจักจั่นเปน
แมลงพาหะ 2 ชนิด  ไดแกเพลี้ยจักจั่นปกลาย (Matsumuratettix hiroglyphicus Matsumura) และ
เพลี้ยจักจั่นหลังขาว ชนิด  Yamatotettix flavovittatus Matsumura) แนวทางการควบคุมโรคใบขาว
ออยท่ีแนะนํากันโดยท่ัวไป ไดแก การใชพันธุทอนพันธุสะอาดจากแหลงท่ีไมมีการระบาด  การใชออย
ปลอดเชื้อท่ีไดจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  การ ควบคุมแมลงพาหะ การเปลี่ยนเวลาปลูกเพ่ือเลี่ยงการติดเชื้อ
จากแมลงพาหะ การตัดวงจรการระบาดของโรคโดยปลูกพืชหมุนเวียนท่ีไมใชพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุโรค
และแมลงพาหะ การทําลายกอออยเปนโรค เปนตน วิธีการปองกันกําจัดโรคท่ีใหผลแบบยั่งยืน คือการใช
พันธุตานทานโรค อยางไรก็ตามแมวาจะมีความพยายามในการปรับปรุงพันธุออยใหตานทานโรคใบขาว 
แตยังไมมีรายงานถึงความสําเร็จ ฉะนั้นการปองกันกําจัดโรคใบขาวออยใหไดผลเปนท่ียอมรับในขณะนี้ คือ
การใชตนพันธุออยปลอดโรคจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  แมวาวิธีนี้ออยอาจจะติดโรคในแปลงจากการ

http://www.oae.go.th/
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ถายทอดเชื้อโดยแมลงพาหะ และอีกแนวทางหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการแกปญหาโรคใบขาว คือแนวความคิด
ในการสรางความตานทานใหกับพืช  

การตรวจวินิจฉัยโรคเปนเครื่องมือท่ีจําเปนในการดําเนินการปองกันกําจัดโรคใบขาวออยท่ีกลาว
ขางตน จึงเปนท่ีมาของโครงการท่ี 1 ท่ีจะมีการพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อดวยเทคโนโลยีใหมท่ีมีประสิทธิภาพ 
มีความแมนยํา รวดเร็ว มีความไวสูง และใชงานไดสะดวก เพ่ือใหมีความหลากหลายรองรับการตรวจสอบ
ในทุกระดับ และเพ่ือการตัดสินใจการบริหารจัดการโรคใหเหมาะสม ปจจุบันมีหลายเทคนิคท่ีนิยมใช 
ไดแก การตรวจดีเอ็นเอของเชื้อดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) และเทคนิค Nested 
PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีใชตรวจยีน 16S rRNA , 16S-23S ITS และ 23S rRNA ของเชื้อในระดับ
หองปฏิบัติการ เทคนิค PCR ท่ีใชเปนพ้ืนฐานท่ัวไป จะใชเวลาในการตรวจสอบนานประมาณ 3-4 ชั่วโมง
ข้ึนไป ตองใชเครื่องมือเฉพาะท่ีมีความแมนยําสูงเชน เครื่อง PCR เครื่อง real time PCR ซ่ึงมีราคาแพง 
ทําใหไมสามารถนําเทคโนโลยีนี้ไปใชในหองปฏิบัติการขนาดเล็กได ในป ค.ศ. 2010 ไดมีรายงานการ
พัฒนาวิธีการเพ่ิมขยายยีนเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ชี้น ซ่ึงไดชวยแกปญหาท่ีสําคัญของเทคนิค PCR คือไมตองใชเครื่อง PCR เนื่องจากปฏิกิริยาการ
เพ่ิมขยายยีนสามารถเกิดท่ีอุณหภูมิเดียวคือประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส และตรวจสอบยีนท่ีเพ่ิม
จํานวนไดในข้ันตอนเดียวกัน เทคนิคนี้จึงเหมาะกับหองปฏิบัติการเล็กๆ ในภูมิภาคในการตรวจเชื้อใน
ระดับแปลงขยายพันธุ  
 นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาการตรวจ เชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคเซรัมวิทยา ซ่ึงปนเทคนิคท่ีใช
ตรวจโปรตีนของเชื้อโดยใชแอนติบอดี โดยในระยะแรกการผลิตแอนติบอดีท้ังแบบโพลีโคลนอล และโมโน
โคลนอล ท่ีผลิตจากสวนของเยื่อหุมเซลลของเชื้อท่ีสกัดจากพืชเปนโรค ซ่ึงมักพบปญหาการปะปนของ
โปรตีนพืช เม่ือนําโปรตีนของเชื้อท่ีสกัดไดไปฉีดกระตุนสัตวทดลอง จะมี anti-plant antibodies ในแอน
ติซีรัมดวยเสมอ ทําใหปฏิกิริยาการตรวจเชื้อในพืชไมชัดเจน   จึงมีการพัฒนาการสังเคราะหโปรตีนของเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในหลอดทดลองดวยกระบวนการ protein expression ในแบคทีเรีย Escherichia coli 
เพ่ือใชเปนแอนติเจนกระตุนสัตวทดลองเพ่ือแกปญหาการปะปนของโปรตีนพืช จากขอมูลการศึกษาลําดับ
นิวคลีโอไทดของท้ังจีโนมของเชื้อไฟโตพลาสมาบางชนิด พบวาเชื้อไฟโตพลาสมามีหลายยีนท่ีเก่ียวของกับ
การสรางโปรตีนท่ีจําเปนตอการดํารงชีพของเชื้อท้ังในพืชอาศัยและแมลงพาหะ โปรตีนท่ีพบบนเยื่อหุม
เซลลมีหลายชนิด เชน Sec protein (SecA, SecE, SecY), Arginine transporter (ArtI) และ 
Immunodominant membrane proteins (Imps) โดยเฉพาะ Imps เปนโปรตีนท่ีมีปริมาณมากบนเยื่อ
หุมเซลล และอยูดานนอกเซลลไฟโตพลาสมา และพบวาแอนติบอดีตอ Imps ของเชื้อหลายกลุม
โดยเฉพาะในกลุม aster yellows และ rice yellow dwarf มีศักยภาพในการใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมา
ไดดีเพราะมีปริมาณมากกวาโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีพบในเชื้อไฟโตพลาสมา คณะผูวิจัยจึงมีความเห็นวา
การศึกษาขอมูล Imp genes ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออยซ่ึงเปนเชื้อในกลุมเดียวกับ 
rice yellow dwarf การสังเคราะหโปรตีน Imps โดยกระบวนการ protein expression และผลิต
แอนติบอดีตอโปรตีน Imps เพ่ือใชตรวจเชื้อ จะเปนประโยชนในการพัฒนาศักยภาพการตรวจเชื้อท้ังใน
ออยและแมลง เพ่ือใชเปนแนวทางในการควบคุมโรคและการพัฒนาพันธุออยตานทานโรคในอนาคต และ
การพัฒนาเทคนิค LAMP เพ่ือนํามาใชกับหองปฏิบัติการขนาดเล็กในระดับภูมิภาคเพ่ือตรวจเชื้อในแปลง
ขยายพันธุ จะเปนประโยชนในกระบวนการผลิตและรับรองพันธุออยปลอดโรค 
 การปองกันกําจัดโรคพืชท่ีใหผลดีและยั่งยืนวิธีหนึ่งคือการใชพันธุตานทานโรค แตในกรณีของโรค
ใบชาวออย ยังไมมีรายงานถึงพันธุออยตานทานโรคใบขาว จึงเปนท่ีมาของโครงการท่ี  2 คือการสรางความ
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ตานทานใหกับพืช ซ่ึงเปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการนํามาใชควบคุมและปองกันโรค วิธีการสราง
ความตานทานใหกับพืชท่ีมีรายงานไวนั้น มีหลายวิธี เชน การใชสารเคมีในการกระตุน การเพ่ิมธาตุอาหาร
บางชนิดใหแกพืช และอีกวิธีการหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการนําไปใช ไดแก การใชแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีมี
ความสัมพันธกับพืชตามธรรมชาติ โดยแบคทีเรียเหลานี้อาศัยครอบครองอยูบริเวณรากพืช หรือภายในตน
พืช และสามารถสงเสริมการเจริญของพืช ผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค  กระตุนใหพืชผลิต
สารท่ียับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การใชแบคทีเรียในการสรางความตานทานใหกับพืชเปนวิธีการท่ียั่งยืน
ตั้งแตการเพาะปลูกจนเก็บเก่ียว และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงทําการแยกและคัดเลือก
แบคทีเรียท่ีสามารถนํามาใชควบคุมและปองกันโรคใบ ขาวออย โดยการประเมินประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียท่ีแยกไดในดานการสงเสริมการเจริญของพืช การควบคุมโรค และการสรางความตานทานใหกับ
ออย  

คุณลักษณะของแบคทีเรียท่ีอยูอาศัยกับพืช และเปนประโยชนในระบบการผลิตพืชมีมากมาย เชน 
การผลิตสารปฏิชีวนะ หรือสารท่ีสามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรค การผลิตสารท่ีเปนประโยชนตอการ
เจริญเติบโตของพืช เชน ออกซิน และ siderophore การเปลี่ยนรูปสารหรือธาตุอาหารใหพืชสามารถ
นําไปใชในการเจริญเติบโต แบคทีเรียท่ีมีการนํามาใชประโยชนในการปลูกพืชและเปนท่ีรูจักกันดี ไดแก ไร
โซเบียมซ่ึงชวยตรึงไนโตรเจนใหแกพืชตระกูลถ่ัว ขอจํากัดของเชื้อแบคทีเรียพวก Rhizobia ไดแก ความ
เฉพาะเจาะจงกับชนิดของพืชอาศัย เชื้อแบคทีเรียอีกกลุมท่ีเปนประโยชนและมีศักยภาพในการนําไปใช 
ไดแก แบคทีเรียท่ีครอบครองบริเวณรากพืช (root colonizing bacteria) ซ่ึงมีหลายประเภท ท่ีมี
การศึกษากันมาก ไดแก แบคทีเรีย PGPR (plant growth- promoting rhizobacteria) โดยแบคทีเรีย 
PGPR เปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากบริเวณเขตรากพืช พบวาแบคทีเรียกลุมนี้สามารถชักนําใหพืชตานทาน
โรค หรือทําใหเกิด ISR (Induced systemic resistance)  เนื่องจากแบคทีเรีย PGPR มีคุณสมบัติท่ีเปน
ประโยชนหลายดาน นักโรคพืชจึงทําการศึกษาวิจัยเพ่ือนํามาใชในการชักนําพืชใหตานทานโรค ซ่ึงเปนท่ี
ทราบกันดีวา การจัดการโรคพืชท่ีดีท่ีสุดคือการใชพืชท่ีตานทานโรค ขอดีของแบคทีเรีย PGPR คือ เปนเชื้อ
ท่ีไมมีความเฉพาะเจาะจงตอพืชอาศัย และสามารถชักนําใหพืชตานทานโรคไดอยางกวางขวาง ท้ังโรคท่ี
เกิดจากเชื้อสาเหตุหลายๆชนิด เชนโรคท่ีเกิดจากเชื้อรา (Wei และคณะ,1991; Liu และคณะ, 1995a; 
Vidhyasekaran และ Muthamilan, 1999; Berg และคณะ, 2001; Pal และคณะ, 2001; Srivastava 
และคณะ, 2001; Viswanathan และ Samiyappan, 2002; Walker และคณะ, 2002; Zhang และ
คณะ, 2002) แบคทีเรีย(Alstrom, 1991; Liu และคณะ, 1995b; Wei และคณะ,1996; Park และ 
Kloepper, 2000) ไวรัส (Maurhofer และคณะ, 1994; Raupach และคณะ, 1996; Murphy และคณะ, 
2000) และไสเดือนฝอย(Siddiqui และ Mahmood, 1999) การศึกษากลไกท่ี PGPRs สามารถชักนํา
ความตานทานโรคในพืชตางๆ โดยเฉพาะกับ PGPR พวก Pseudomonas fluorescens พบวา เกิดจาก
การสะสมสาร phenolic compounds การเพ่ิมข้ึนของกิจกรรมของเอนไซม phenylalanine ammonia 
lyase (PAL) และ PR-proteins  

นอกจากนี้ ยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆท่ีไมไดอยูบริเวณเขตรากพืช ท่ีสามารถชักนําใหพืชตานทาน
โรคและนํามาใชในการควบคุมโรค โดย Bashan และ Holguin (1998) เสนอใหใชคําวา PGPB (plant 
growth promoting bacteria) และ biocontrol-PGPB (biocontrol plant growth-promoting 
bacteria) ซ่ึงแบคทีเรียในกลุมนี้มีการศึกษากันมากกับพวกแบคทีเรียท่ีอยูภายในพืช (endophytic 
bacteria) การศึกษา endophytic bacteria โดย Hollis (1951) พบวามีแบคทีเรียท่ีอยูภายในพืชและ
ไมไดทําใหพืชเปนโรค มีการศึกษา endophytic bacteria ในพืชชนิดตางๆมากมาย ไดแก พืชไรตางๆ 
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เชน พืชอาหารสัตว clover (Philipson and Blair, 1957) และ alfalfa (Gagne และคณะ, 1987) พืชไร
อุตสาหกรรม เชน sugar beet (Jacobsและคณะ,1985), ฝาย (Misaghi และ Donndelinger, 1990) 
พืชผัก เชน Brassica spp. (Agarwhal และ Shende, 1987), มะเขือเทศ (van Peer และคณะ, 1990)  
และไมผล เชน cherry trees (Cameron, 1970), สม (Gardner และคณะ, 1982), pear trees 
(Whitesides และ Spotts, 1991), องุน (Bell และคณะ, 1995) การศึกษา endophytic bacteria 
ไดรับความสนใจมากข้ึนเม่ือพบวา แบคทีเรียพวก  endophytic bacteria สามารถสงเสริมการเจริญของ
พืชและกระตุนกลไกความตานทานในพืช (Hallmann, 2001)   

การศึกษา PGPR ในออยโดย Villegas (2001) ไดทําการแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียท่ีสงเสริม
การเจริญเติบโตของออย และศึกษากลไกการสงเสริมการเจริญของออยโดยการติดตามเชื้อดวยวิธีการติด
ฉลากดวยยีน gusA พบวา Pseudomonas fluorescens ไอโซเลท LV7 ซ่ึงสามารถสงเสริมใหความสูง 
น้ําหนักมวลรวมของยอดและราก และความยาวรากเพ่ิมข้ึน โดยเชื้อครอบครองอยูบริเวณเนื้อเยื่อรากออย   
Viswanathan และ Samiyappan (2002) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียกลุม fluorescent 
pseudomonads จากบริเวณเขตรากออย พบวา PGPR ท่ีแยกไดและนํามาทดสอบสามารถชักนําใหออย
ตานทานโรคเนาแดง โดยทําใหการเกิดโรคลดลง และเห็นผลชัดเจนในออยพันธุออนแอโรค  

ในประเทศไทยไดมีการคัดเลือกไรโซแบคทีเรียจากออย ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินบริเวณราก
ออยและศึกษาการนําไปใชควบคุมโรคเหี่ยวเนาแดงของออย (วรางคณา และคณะ , 2549) และเม่ือทําการ
ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง พบวา ไรโซแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพันธุ E7-17 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีแยก
ไดจากดินบริเวณรากออย สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของออยไดดี (ชลิดา และ นัฐพร , 2550) และ
แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเนาแดง โดยเม่ือทําการแชทอนพันธุท่ีติดเชื้ออยางรุนแรงใน
เซลลแขวนลอยของแบคทีเรียสายพันธุ E7-17 พบวา สามารถควบคุมโรคไดดี (อัจฉราวรรณ และคณะ , 
2553) 

มีการศึกษาแบคทีเรียท่ีอยูอาศัยกับพืชกับโรคท่ีเกิดจากไฟโตพลาสมา มีรายงานในองุน โดยพบวา  
endophytic bacteria ลดการเกิดโรคเหลือง (grapevine yellows) ขององุน และทําใหองุนมีอาการดี
ข้ึน (Bulgari et al., 2010) 

 
สรุปผลการดําเนินงาน 

 
โครงการวิจัยท่ี 1  

พัฒนา Imp antibody เพ่ือใชตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย 
 ทําการสังเคราะห Imp gene จากขอมูลยีนของ Candidatus Phytoplasma oryzae strain: 
RYD ไดโคลนของ Imp gene (RYD-IMP) ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 501 bp ซ่ึงแปลรหัสของกรดอมิ
โนได 164 aa ชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP ไดถูก clone เขา pJET และสงหาลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยัน
ความถูกตอง เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับยีน RYD-IMP ท่ีสั่งสังเคราะหพบวามีความ
เหมือนกัน 100% เตรียม expression plasmid vector pET200 ท่ีเปดดวย NheI และ SacI เพ่ือนําชิ้น 
pJET-RYD-IMP จาก pJET เขาเชื่อมตอ และตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดอีกครั้ง กอน
นําเขาสู E. coli BL21 เพ่ือชักนําการผลิต RYD-IMP protein ตอไป  
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 การ เพ่ิมปริมาณยีน Imp gene จากตัวอยางออยใบขาวดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร Rnc-
1/PssA-1 พบวายังไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากออยใบขาว และอยูระหวางดําเนินการทดสอบไพร
เมอรคูอ่ืนและสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมปริมาณยีน Imp จากตัวอยางออยใบขาว
เพ่ิมเติม 

พัฒนาวิธีการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 
 การตรวจยีน 16S rRNA ออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมา

สาเหตุโรคใบขาวออย ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด 1247 bp ไดชุดไพรเมอร ดังนี้ 

 ชุดท่ี1 คือไพรเมอร R16-SCBR (BIP-16S rDNA-SCBR-ST, FIP-16S rDNA-SCBR-ST, B3-16S 

rDNA-SCBR-ST และ F3-16S rDNA-SCBR-ST) ออกแบบจากไอโซเลทบุรีรัมย 

 ชุดท่ี 2 คือไพรเมอร R16-SCLP (BIP-16S rDNA-SCLP-HCh, FIP-16S rDNA-SCLP-HCh, B3-

16S rDNA-SCLP-HCh และ F3-16S rDNA-SCLP-HCh) ออกแบบจากไอโซเลทลําปาง 

 ทดสอบไดสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจยีน 16S rRNA ของเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย โดยการปรับความเขมขนขององคประกอบในการทําปฏิกิริยา และความ

เขมขนของไพรเมอรใหเหมาะสม ผลการทดสอบพบวาไพรเมอรท่ีออกแบบท้ังสองชุดและองคประกอบใน

การทําปฏิกิริยามีความเหมาะสมในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย ท้ังการตรวจดวย

เครื่อง Thermocycler และ Heat box สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดโดยการเรืองแสงเม่ือเติมสาร 

SYBR Green  และยืนยันการตรวจพบเชื้อดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ซ่ึงใหผลิตภัณฑดีเอ็นเอหลาย

ขนาดมีลักษณะคลายข้ันบรรได และผลการตรวจสอดคลองกับการตรวจเชื้อดวยเทคนิค Nested PCR  

 การตรวจยีน secA เพ่ิมปริมาณยีน secA โคลนยีน และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือนํา
ขอมูลมาออกแบบไพรเมอรสําหรับเทคนิค LAMP ไดโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด 1,230 และ 1,237 bp 
ของเชื้อไฟโตพลาสมา 2 ไอโซเลท  ไดแก SCWL_KB-secA จากจ.กาญจนบุรี และ  SCWL_NP-secA 
จากจ.นครปฐม ตามลําดับ  ออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน secA ไดชุดไพรเมอร secA-SCWL-KB 
(FIP-secA-SCWL-KB, BIP-secA-SCWL-KB, F3-secA-SCWL-KB, B3-secA-SCWL-KB) และอยูระหวาง
การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจยีน secA ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวออยเชนเดียวกับการทดสอบยีน 16S rRNA 
 
โครงการวิจัยท่ี 2 

 การคัดเลือก และตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียบริเวณรากท่ีสามารถสงเสริมการเจริญ

ของพืช และแบคทีเรียภายในพืชเพ่ือใชในการควบคุมโรคใบขาวออย โดยทําการแยกแบคทีเรียไดจํานวน 

558 และ 401 จากดินบริเวณราก และจากตนออยใน 11 จังหวัด ไดแก ลพบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม 

ราชบุรี กาญจนบุรี นครสวรรค กําแพงเพชร นครราชสีมา อุดรธานี ขอนแกน และชัยภูมิ นําแบคทีเรียทุก

ไอโซเลตทดสอบความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน และการสงเสริมการเจริญของพืช 

จากแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ังหมด 959 ไอโซเลต พบวา 503 ไอโซเลต สามารถเจริญบนอาหารท่ีไมมี

ไนโตรเจนได แบคทีเรียจํานวน 480 และ 230 ไอโซเลต สามารถละลายฟอสเฟต และโพแทสเซียม เม่ือ

นําแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแสดงผลเปนบวกมาทดสอบพบวา 43 ไอโซเลต สามารถผลิตฮอรโมนพืช IAA ใน
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การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารปฏิชีวนะใชวิธี paper disc agar diffusion พบวามีเพียง 18 ไอโซเลตท่ี

แยกจากดินบริเวณรากพืช แสดงการเปนปฏิปกษตอเชื้อทดสอบสายพันธุท่ีไวตอสาร เตตราซัยคลิน และไม

มีแบคทีเรียจากตนท่ีแสดงการยับยั้งเชื้อทดสอบ เม่ือนําแบคทีเรีย  12 ไอโซเลต ไปตรวจสอบการผลิตสาร

เตตราซัยคลินโดยวิธี high performance liquid chromatography พบวาแบคทีเรียท้ัง 12 ไอโซเลต ไม

สามารถผลิตสารเตตราซัยคลิน จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีเหมือนแบคทีเรีย Bacillus 

subtilis ทําการตรวจสอบการสรางสาร surfactin ซ่ึงเปนสารท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย B. subtilis เปนชีว

ภัณฑลดแรงตึงผิวท่ีสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียรวมท้ังเชื้อไฟโตพลาสมา จากการตรวจสอบโดยใชเทคนิค 

drop-collapse พบวามีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิตสาร  surfactin อยางไรก็ตาม จะตองนําไอ

โซเลตท่ีแสดงศักยภาพไปทดสอบตอกับพืชเพ่ือทราบประสิทธิภาพในการนําไปใชควบคุมโรคใบขาวออย  
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