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สัญญาเลขท่ี RDG5750035 

โครงการยอยท่ี 1 “นวัตกรรมการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเพ่ือการปรับปรุง

พันธุออย” 

 
รายงานฉบับสมบูรณ 

 

สวนท่ี 1. รายละเอียดเกี่ยวกับโครงการวิจัย 

ช่ือเรื่อง    (ภาษาไทย)  นวัตกรรมการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเพ่ือ

ปรับปรุงพันธุออย 
     (ภาษาอังกฤษ) Innovative detection of sugarcane white leaf   

    phytoplasma for sugarcane breeding  
        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 990,000 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 พัฒนา Imp antibody เพ่ือใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย  
  2.1.2 พัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 

2.2 Gantt Chart เปรียบเทียบกิจกรรมท่ีเสนอในขอเสนอโครงการ และกิจกรรมท่ีทําจริง 
 

วัตถุประสงค กิจกรรม ชวงระยะเวลา
ตามแผน 

ชวงระยะเวลา 
ท่ีทําจริง 

ขอช้ีแจง 

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
สาเหตุโรคใบ
ขาวออยดวย
เทคนิค LAMP 
โดยการตรวจ
ยีน 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วยงาน
ภาครัฐและ
เอกชนท่ี
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  

 
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%  
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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%  

 
2.4 ระบุรายละเอียดท่ีไดแกไขปรับปรุงตามขอเสนอแนะของผูประเมิน (ถามี) -  
2.5 งบประมาณท่ีไดจายไปแลวนับตั้งแตเริ่มทําการวิจัยเปนเงินท้ังสิ้น 885,000 บาท 

หมวดงบประมาณ งบประมาณ (งวดท่ี 1) 
งบประมาณท่ีไดรับ (บาท) งบประมาณท่ีไดจาย (บาท) 

หมวดคาตอบแทน 30,000.00 30,000.00 
หมวดคาจาง 0 0 
หมวดคาใชสอย 206,000.00 187,186.06 
หมวดคาวัสดุ 235,000.00 167,031.31 

รวมท้ังสิ้น 471,000.00 384,217.37 
เงินคงเหลือ 471,000– 384,217.37 = 86,782.63 บาท (ขอกันไปใชรวมงวดท่ี 2) 

หมวดงบประมาณ งบประมาณ (งวดท่ี 2) 
งบประมาณท่ีไดรับ (บาท) งบประมาณท่ีไดจาย (บาท) 

หมวดคาตอบแทน 15,000.00 15,000.00 
หมวดคาจาง 0 0 
หมวดคาใชสอย 214,000.00 228,491.45 
หมวดคาวัสดุ 185,000.00 257,291.18 

รวมท้ังสิ้น 414,000.00 - 
ยอดยกมาจากงวดท่ี 1 86,782.63 - 

รวมท้ังสิ้น 500,782.63 500,782.63 
 
2.6 งานตามแผนโครงการวิจัยท่ีจะทําตอไป - 
2.7 คําชี้แจงเก่ียวกับปญหา/อุปสรรค และวิธีการแกไข -  
 
ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะอ่ืนๆ ตอ สกว. - 
 
 
    (ลงนาม) ..................................................................... 
        (รองศาสตราจารยสุภาพร กลิ่นคง) 
            หัวหนาโครงการวิจัย    
           วันท่ี 30 กันยายน 2558 
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รายละเอียดของผลการดําเนินงาน 
 

 
สารบัญเรื่อง 

 

 หนา 
  
สารบัญเรื่อง 4 
สารบัญตาราง 5 
สารบัญภาพ 6 
บทสรุปผูบริหาร 8 
บทคัดยอ 9 
ABSTRACT 10 
บทนํา 11 
วัตถุประสงค 12 
การตรวจเอกสาร 12 
อุปกรณและวิธีการ 14 
ผลและวิจารณ 23 
สรุปและขอเสนอแนะ 43 
เอกสารอางอิง 44 
ภาคผนวก 47 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี 
 

 หนา 

1 รายละเอียดของตัวอยางท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA  
โดยใชเครื่อง Thermocycler 
 

18 

2 องคประกอบของสารสําหรับการทําปฏิกิริยา LAMP  
 

19 

3 รายละเอียดของตัวอยางออยท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA  
โดยใชเครื่อง Dry bath incubator (Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง 
Thermocycler 
 

21 

4 เปรียบผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค LAMP โดยวิธีเจลอิเล็กโตร
โฟรีซีส และโดยการเติมสารเรืองแสง 
 

31 

5 รายละเอียดของตัวอยางออยท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA 
โดยใชเครื่อง Dry bath incubator (Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง 
Thermocycler 
 

32 

6 ผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค Directed-PCR และ Nested-PCR 
 

33 

7 สรุปผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคแลมป โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรี
ซีส 
 

34 

8 สรุปผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคแลมป โดยการเติมสารเรืองแสง 
(SYBR® Green I nucleic acid gel strain) 

35 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี 
 

 หนา 

1 แสดงรายละเอียดของ pET200 expression vector  
 

16 

2 ลําดับนิวคลโอไทดของยีน RYD-IMP ใน pJET vector จากการใชไพรเมอร RYD-
Nhe-F และ RYD- Sac-R ในการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

24 

3 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีไทดท่ีไดจากการ subclone เขา pJET vector เพ่ือ
เปรียบเทียบกับท่ีสังเคราะห RYD-IMP  
 

25 

4 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนจากชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP กับกรดอะมิโนท่ีแปล
รหัสจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากภาพท่ี 3  
 

26 

5 การตัดชิ้น Vector PET200 และ pJET-RYD-IMP ดวย enzyme NheI และ SacI 
เพ่ือเตรียม Vector pET200  
 

26 

6 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการ
เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค Directed PCR และ Nested PCR  

28 
 

   
7 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค 

LAMP โดยใชไพรเมอรออกแบบจากยีน 16S rRNA ไอโซเลทบุรีรัมย (16S-SCBR 
primers) และไอโซเลทลําปาง (16S- SCLP primers) 
 

29 

8 ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเทคนิค LAMP โดยการเติมสาร
เรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel stain) ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตอ
ผลิตภัณฑดีเอ็นเอ 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาของไอโซเลทบุรีรัมย (16S-SCBR 
primers) และไอโซเลทลําปาง (16S-SCLP primers) 
 

30 

9 gel electrophoresis ตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดตัวอยางออยท่ีนํามา
ทดสอบ  

36 

   
10 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการ

เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค Directed PCR  
 

36 

11 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการ
เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค Nested PCR  

37 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี 
 

 หนา 

12 ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใช 
การดําเนินปฏิกิริยาดวย เครื่องพีซีอาร (Thermalcycler) โดยชุดไพรเมอร 
16S-SCBR ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง  
(SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
 

38 

13 ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการ 
ดําเนินปฏิกิริยาดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat box) โดยชุดไพรเมอร 16S- 
SCBR ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง 
(SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
 

38 

14 ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใช 
การดําเนินปฏิกิริยาดวย เครื่องพีซีอาร (Thermalcycler) โดยชุดไพรเมอร 
16S-SCLP ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง  
(SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
 

39 

15 ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการ 
ดําเนินปฏิกิริยาดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat box) โดยชุดไพรเมอร 16S- 
SCLP ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง 
(SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
 

39 
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Innovative detection of sugarcane white leaf phytoplasma for sugarcane breeding 

 
5สุภาพร กลิ่นคง คนึงนิตย เหรียญวรากร และ สุจินต ภัทรภูวดล 

Supaporn Klinkong Kanungnit Reanwarakorn and Sujin Patarapuwadol 
 

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จจุบันคือการใชตนพันธุออยปลอดโรคจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และไดมีการนําเทคนิคท่ีมีความไวสูง (sensitivity) มาใชตรวจเชื้อในตาออยท่ีจะนํามา
เพาะเลี้ยงและจากตนเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในระดับหองปฏิบัติการ ไดแก การตรวจดีเอ็นเอของเชื้อดวยเทคนิค 
Nested polymerase chain reaction (Nested PCR) งานวิจัยนี้เปนการพัฒนาเทคนิคการตรวจเชื้อไฟ
โตพลาสมาดวยเทคนิคเซรัมวิทยา และเทคนิค Loop mediated DNA amplification ( LAMP) ซ่ึงเปน
เทคนิคท่ีมีความถูกตองแมนยํา มีความไวในการตรวจเทียบเทาเทคนิค Nested PCR และตรวจตัวอยาง
จํานวนมากไดอยางรวดเร็ว สามารถปฏิบัติงานไดในหองปฏิบัติการดานพืชท่ัวไปท่ีไมจําเปนตองมีเครื่องมือ
ราคาแพง เปนการวิจัยท่ีจะเปนประโยชนในการพัฒนาศักยภาพการตรวจเชื้อท้ังในออยและแมลง เพ่ือใช
เปนแนวทางในการควบคุมโรคและการพัฒนาพันธุออยตานทานโรคในอนาคต  
 จากผลการวิจัยการพัฒนาเทคนิค LAMP ไดชุดไพรเมอรท่ีออกแบบใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA 

ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยจํานวน 2 ชุด และทดสอบได องคประกอบในการทําปฏิกิริยา

และสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย ท้ังการตรวจดวยเครื่อง 

Thermocycler และ Heat box โดยตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยการเติมสาร SYBR Green  และยืนยัน

การตรวจพบเชื้อดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ซ่ึงใหผลิตภัณฑดีเอ็นเอหลายขนาดมีลักษณะคลายข้ัน

บรรได ใหผลการตรวจสอดคลองและมีความไวเทียบเทากับการตรวจเชื้อดวยเทคนิค Nested PCR และอยู

ในข้ันตอนพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเออยางงายเพ่ือสะดวกและประหยัดเวลาในการตรวจยิ่งข้ึน รวมท้ัง

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

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิคนี้ 

การพัฒนา Imp antibody เพ่ือใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย โดยการ
สังเคราะห Imp gene จากขอมูลยีนของ Candidatus Phytoplasma oryzae strain: RYD ไดโคลนของ 
Imp gene (RYD-IMP) ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 501 bp ซ่ึงแปลรหัสของกรดอมิโนได 164 aa ชิ้นยีน
สังเคราะห RYD-IMP ไดถูก clone เขา pJET และสงหาลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยันความถูกตอง เม่ือนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับยีน RYD-IMP ท่ีสั่งสังเคราะหพบวามีความเหมือนกัน 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อนนําเขาสู E. coli BL21 เพ่ือชัก
นําการผลิต RYD-IMP protein ตอไป 
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บทคัดยอ 

 การพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยซ่ึงเปนโรคท่ีสําคัญท่ีสุดของออยใน

ประเทศไทย เพ่ือใหสามารถตรวจหาเชื้อไดอยางงาย รวดเร็ว และมีราคาถูก สามารถประยุกตใชในการ

ประเมินโรคในแปลงเบื้องตนและหองปฏิบัติการขนาดเล็กได งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาการตรวจ

เชื้อดวยเทคนิค Loop mediated DNA amplification ( LAMP) และการพัฒนา Immunodiminant 

membrane protein (Imp) antibody  

 จากผลการวิจัยการพัฒนาเทคนิค LAMP ไดชุดไพรเมอรจํานวน 2 ชุด คือไพรเมอร R16-SCBR 

(BIP-16S rDNA-SCBR-ST, FIP-16S rDNA-SCBR-ST, B3-16S rDNA-SCBR-ST และ F3-16S rDNA-

SCBR-ST) และ ไพรเมอร R16-SCLP (BIP-16S rDNA-SCLP-HCh, FIP-16S rDNA-SCLP-HCh, B3-16S 

rDNA-SCLP-HCh และ F3-16S rDNA-SCLP-HCh) ท่ีออกแบบใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA ของเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยไอโซเลทบุรีรัมย และลําปาง ตามลําดับ  และทดสอบได องคประกอบในการ

ทําปฏิกิริยาและสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย ท้ังการตรวจ

ดวยเครื่อง Thermocycler และ Dry bath incubator เพ่ือปรับอุณหภูมิคงท่ี ท่ี 65 องศาเซลเซียส ใช

เวลา 1 ชั่วโมง โดยตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยการเติมสาร SYBR GreenI  และยืนยันผลการตรวจพบเชื้อ

ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ให ผลการตรวจสอดคลองและมีความไวเทียบเทากับการตรวจเชื้อดวย

เทคนิค Nested PCR 

 การสังเคราะห  Imp protein  เพ่ือใชผลิต Imp antibody โดยการสังเคราะห Imp gene จาก

ขอมูลยีนของ Candidatus Phytoplasma oryzae strain: RYD ไดโคลนของ Imp gene (RYD-IMP) ท่ีมี

ลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 501 bp ซ่ึงแปลรหัสของกรดอมิโนได 164 aa ชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP ไดถูก 

clone เขา pJET vector และสงหาลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยันความถูกตอง เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดมา

เปรียบเทียบกับยีน RYD-IMP ท่ีสั่งสังเคราะหพบวามีความเหมือนกัน 100% เตรียม expression plasmid 

vector pET200 ท่ีเปดดวย NheI และ SacI เพ่ือนําชิ้น pJET-RYD-IMP จาก pJET เขาเชื่อมตอ และ

ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดอีกครั้ง กอนนําเขาสู E. coli strain BL21 เพ่ือชักนําการผลิต 

RYD-IMP protein ตอไป 

 คําสําคัญ: เทคนิคแลมป, ยีน 16S rRNA, แอนติบอดี Imp, โปรตีน Imp 
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ABSTRACT 
 

 Loop mediated DNA amplification ( LAMP) technique and antibody against 
Immunodiminant membrane protein (Imp)  were developed for detection of sugarcane 
white leaf phytoplasma which is one of the most important diseases of sugarcane in 
Thailand. These techniques were simplicity, less time-consuming and low cost providing 
major advantages. They have the potential to be used as a simple assay in small 
laboratories. 
 LAMP is a rapid method that can amplify 16S rRNA gene with two sets of primers , 
R16-SCBR (BIP-16S rDNA-SCBR-ST, FIP-16S rDNA-SCBR-ST, B3-16S rDNA-SCBR-ST and F3-16S 
rDNA-SCBR-ST) and R16-SCLP (BIP-16S rDNA-SCLP-HCh, FIP-16S rDNA-SCLP-HCh, B3-16S 
rDNA-SCLP-HCh and F3-16S rDNA-SCLP-HCh), designed from Burirum and Lumpang isolates 
respectively. The reaction was carried out at a constant temperature at 65oC for 1 h in 
thermocycler or simple equipment such as a regular dry bath incubator. The amplified 
product can be visual directly through the SYBR GreenI colorimetric assay and confirmed 
by agarose gel electrophoresis. Base on this work, the LAMP technique was a good 
technique of sensitivity and specificity by using the sets of conventional 16S rDNA 
phytoplasma-specific primers the same as nested PCR technique.  
  Imp protein was developed from the clone containing the Imp gene of 
Candidatus Phytoplasma oryzae strain: RYD (RYD-IMP). The RYD-IMP gene 501 bp was 
cloned into the pJET vector and sequenced. The entire predicted RYD-IMP gene encoded 

RYD-IMP  protein composed of 164 amino acids . The RYD-IMP gene was subcloned into the 

NheI and SacI sites or pET200 bacterial expression vector and the new construct was 
designated pET200-IMP and transformed to E. coli strain BL21 for further recombinant 
protein production.  
 
Keywords: LAMP assay, 16S rRNA gene, Imp antibody, Imp protein 
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บทนํา 
 โรคใบขาวออยมีการระบาดอยางตอเนื่องในพ้ืนท่ีปลูกออยของประเทศไทย มีสาเหตุมาจากเชื้อไฟ
โตพลาสมา ซ่ึงมีการแพรกระจายของเชื้อสาเหตุโดยจากการถายทอดติดไปกับทอนพันธุจากตนหรือตอท่ี
เปนโรค และยังสามารถถายทอดเชื้อไดโดยมีแมลงปากดูดพวกเพลี้ยจักจั่นเปนแมลงพาหะ 2 ชนิด  ไดแก
เพลี้ยจักจั่นปกลาย (Matsumuratettix hiroglyphicus Matsumura) (Wongkaew, et al. 1997; 
Hanboonsong, et al. 2002)  และเพลี้ยจักจั่นหลังขาว ชนิด  Yamatotettix flavovittatus 
Matsumura  (Hanboonsong, et al. 2006) ในการดําเนินการปองกันกําจัดโรคใบขาวออยใหไดผลแบบ
ยั่งยืนในการะยะยาวและเปนท่ียอมรับโดยท่ัวไปนั้นคือการใชตนพันธุออยปลอดโรคจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ  และมีการนําเทคนิคท่ีมีความไวสูง (sensitivity) มาใชตรวจเชื้อปริมาณนอยๆ ไดแก การตรวจดี
เอ็นเอของเชื้อดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) และเทคนิค Nested PCR ซ่ึงเปนเทคนิค
ท่ีใชตรวจยีน 16S rRNA , 16S-23S ITS และ 23S rRNA ของเชื้อในตาออยท่ีจะนํามาเพาะเลี้ยงและจาก
ตนเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในระดับหองปฏิบัติการ เทคนิค PCR ท่ีใชเปนพ้ืนฐานท่ัวไป จะใชเวลาในการ
ตรวจสอบนานประมาณ 3-4 ชั่วโมงข้ึนไป ตองใชเครื่องมือเฉพาะท่ีมีความแมนยําสูงเชน เครื่อง PCR 
เครื่อง real time PCR ซ่ึงมีราคาแพง นอกจากนี้แลวในการตรวจผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ ยัง
จําเปนตองอาศัยเครื่องมืออีกชนิดหนึ่งคือ UV Transilluminator ทําใหยังไมสามารถนําไปใชไดการ
ตรวจสอบในจุดท่ีตองการตรวจ (Point of care) ท่ียังขาดความพรอมในอุปกรณเครื่องมือราคาแพง 
ขอจํากัดดังกลาวสามารถแกไขไดโดยการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิคแลมป  หรือ 
LAMP ( Loop mediated DNA amplification ) ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัย
การทํางานของเอ็นไซม Bst DNA polymerase ท่ีอุณหภูมิคงท่ีเพียงอุณหภูมิเดียว 60 oC ถึง 65 oC และ
ใชไพรเมอร ท่ีออกแบบอยางจําเพาะตอลําดับเบสท่ีตองการถึง 4 ตัว ซ่ึงประกอบดวย 6 ตําแหนงของลําดับ
เบสท่ีตองการเพ่ิมปริมาณนั้น ทําใหวิธีนี้เปนวิธีท่ีจําเพาะอยางยิ่ง (Notomi et al. 2000) โดยเทคนิคแลมป 
ใชเพียงตูบมเชื้อ และสามารถตรวจผลไดดวยตาเปลา ไมตองการผูเชี่ยวชาญในการทดสอบ ข้ันตอนในการ
ทดสอบไมยุงยาก และใหผลทดสอบภายในเวลา 1-2 ชั่วโมง  โดยตรวจผลการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอได
จากตัวปฏิกิริยาเอง โดยดูจาก ความขุน ( turbidity) ท่ีเกิดโดยปฏิกิริยาเคมีในขณะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ คือ
การจับกันของ pyrophosphate ions กับ magnesium ions เกิดเปนตะกอนสีขาวของ magnesium 
pyrophosphate ข้ึน จึงสังเกตผลไดดวยตาเปลา แทนการตรวจแถบดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
เทคนิคนี้จึงเหมาะกับการตรวจตัวอยางจํานวนมากไดอยารวดเร็วและสามารถทํางานไดในหองปฏิบัติการ
ดานพืชท่ัวไปท่ีไมจําเปนตองมีเครื่องมือราคาแพง 

นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคเซรัมวิทยา ซ่ึงปนเทคนิคท่ีใช
ตรวจโปรตีนของเชื้อโดยใชแอนติบอดี โดยในระยะแรกการผลิตแอนติบอดีท้ังแบบโพลีโคลนอล และโมโน
โคลนอล ท่ีผลิตจากสวนของเยื่อหุมเซลลของเชื้อท่ีสกัดจากพืชเปนโรค ซ่ึงมักพบปญหาการปะปนของ
โปรตีนพืช เม่ือนําโปรตีนของเชื้อท่ีสกัดไดไปฉีดกระตุนสัตวทดลอง จะมี anti-plant antibodies ในแอนติ
ซีรัมดวยเสมอ ทําใหปฏิกิริยาการตรวจเชื้อในพืชไมชัดเจน   จึงมีการพัฒนาการสังเคราะหโปรตีนของเชื้อไฟ
โตพลาสมาในหลอดทดลองดวยกระบวนการ protein expression ในแบคทีเรีย Escherichia coli เพ่ือใช
เปนแอนติเจนกระตุนสัตวทดลองเพ่ือแกปญหาการปะปนของโปรตีนพืช จากขอมูลการศึกษาลําดับนิวคลีโอ
ไทดของท้ังจีโนมของเชื้อไฟโตพลาสมาบางชนิด ไดแก Candidatus Phytoplasma asteris 2 สายพันธุ 
(OY-M และ AY-WB) (Oshima et al., 2004) Candidatus Phytoplasma australiense (Tran-
Nguyen et al., 2008) และ Candidatus Phytoplasma mali (Kube et al., 2008) พบวาเชื้อไฟโต
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พลาสมามีหลายยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางโปรตีนท่ีจําเปนตอการดํารงชีพของเชื้อท้ังในพืชอาศัยและแมลง
พาหะ โปรตีนท่ีพบบนเยื่อหุมเซลลมีหลายชนิด เชน Sec protein (SecA, SecE, SecY), Arginine 
transporter (ArtI) และ Immunodominant membrane proteins (Imps) โดยเฉพาะ Imps เปน
โปรตีนท่ีมีปริมาณมากบนเยื่อหุมเซลล และอยูดานนอกเซลลไฟโตพลาสมา (Kakizawa et al, 2006) และ
พบวาแอนติบอดีตอ Imps ของเชื้อหลายกลุมโดยเฉพาะในกลุม aster yellows และ rice yellow dwarf 
มีศักยภาพในการใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาไดดีเพราะมีปริมาณมากกวาโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีพบในเชื้อไฟโต
พลาสมา (Kakizawa et al., 2009) แมวายังไมมีขอสรุปท่ีชัดเจนถึงหนาท่ีของโปรตีนชนิดนี้ แตสันนิษฐาน
วานาจะมีสวนเก่ียวของกับความจําเพาะของเชื้อและแมลงพาหะในการถายทอดโรคเพราะตรวจพบโปรตีน
นี้ในแมลงพาหะดวย (Suzuki et al, 2006)  

คณะผูวิจัยจึงมีความเห็นวาการศึกษาขอมูล Imp genes ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
ของออยซ่ึงเปนเชื้อในกลุมเดียวกับ rice yellow dwarf การสังเคราะหโปรตีน Imps โดยกระบวนการ 
protein expression และผลิตแอนติบอดีตอโปรตีน Imps เพ่ือใชตรวจเชื้อ จะเปนประโยชนในการพัฒนา
ศักยภาพการตรวจเชื้อท้ังในออยและแมลง เพ่ือใชเปนแนวทางในการควบคุมโรคและการพัฒนาพันธุออย
ตานทานโรคในอนาคต และการพัฒนาเทคนิค LAMP เพ่ือนํามาใชกับหองปฏิบัติการขนาดเล็กในระดับ
ภูมิภาคเพ่ือตรวจเชื้อในแปลงขยายพันธุ จะเปนประโยชนในกระบวนการผลิตและรับรองพันธุออยปลอด
โรค 

 
วัตถุประสงค 

1. พัฒนา Imp antibody เพ่ือใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย  
 2. พัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 
 

การตรวจเอกสาร 
เชื้อไฟโตพลาสมาเปนจุลินทรียท่ีไมมีผนังเซลลรูปรางไมแนนอน มีขนาดเล็กประมาณ 200-800 นา

โนเมตร จีโนมมีขนาดเล็กตั้งแต 530-1350 กิโลเบส  (Marcone et al., 1999) จัดอยูใน class 
Mollicutes, order Acholeplasmatales, family Acholeplasmataceae, genus Candidatus 
Phytoplasma เซลลมีองคประกอบของ G+C ของดีเอ็นเอต่ําคือ ประมาณ 23-29 mol% (Kollar and 
Seemüller, 1989) และยังพบวาอาศัยอยูเฉพาะในสวนของ  sieve element ของเซลลทออาหารพืช  และ
พบในกระเพาะอาหาร น้ําเลือด ตอมน้ําลาย และสวนอ่ืนๆ ท่ีใชในการเจาะดูดของแมลงพาหะ และอาจเปน
สาเหตุใหแมลงตายกอนระยะเต็มวัย สวนในพืช อาจกอใหเกิดกลุมอาการท่ีซับซอนดวยลักษณะอาการท่ี
เฉพาะ เชน ดอกเขียว แตกพุมฝอย ดอกเปนหมัน การแตกพุมของยอด การยืดยาวของปลองท่ีผิดปกติ 
อาการเหลือง แคระแกร็น รวมท้ังพบอาการใบขาวในออยและหญา (Lee et al., 2000) 
 การตรวจวินิจฉัยโรคพืชท่ีเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา เดิมจะใชสมบัติทางชีววิทยา เชน การศึกษา
ลักษณะอาการของโรคท่ีเกิดบนพืช แมลงพาหะ การตอบสนองตอสารปฏิชีวนะเตตราซัยคลินของพืชอาศัย 
เชน ถาพบพืชท่ีสงสัยวาถูกเชื้อโรคเขาทําลายมีอาการดีข้ึนเม่ือใหเตตราซัยคลินเชื้อโรคนั้นอาจเปนไฟโต
พลาสมาได อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวใหผลไมแนนอนและใชเวลานานในการหาขอสรุป  ตอมาไดมีการพัฒนา
เทคนิคทางดานกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนสามารถนํามาใชในการตรวจหาเชื้อในเนื้อเยื่อพืชและเนื้อเยื่อ
แมลงพาหะ และใชวิธีตรวจการเรืองแสงอัลตราไวโอเลตของดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา เม่ือยอมเนื้อเยื่อ
พืชดวยสารเรืองแสงบางชนิด เชน 4-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Seemüller, 1976) แตท้ัง
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สองวิธีจะใหผลชัดเจนเม่ือเนื้อเยื่อพืชมีเชื้อในปริมาณมาก จึงเปนขอจํากัดประการหนึ่งสําหรับเชื้อไฟโต
พลาสมาท่ีพบในทออาหารของพืชเทานั้น สงผลใหพบปริมาณของเชื้อไดนอยเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อสาเหตุ
โรคพืชชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถเขาทําลายพืชไดทุกสวน และท้ังสองวิธีไมเฉพาะเจาะจงไมสามารถบอกชนิดของ
เชื้อไฟโตพลาสมาได  เพราะเม่ือดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนเห็นเพียงรูปรางภายนอก ซ่ึงเชื้อไฟโต
พลาสมาแตละชนิดท่ีเขาทําลายพืชตางชนิดกันเม่ือดูรูปรางภายนอกจะพบวาเหมือนกัน สวนการใชวิธี DAPI 
จะพบเพียงวาท่ีบริเวณทออาหารของพืชมีการเรืองแสงเนื่องจากมีดีเอ็นเอ  ซ่ึงนาจะเปนของเชื้อไฟโต
พลาสมาแตไมสามารถบอกไดวาเปนเชื้อไฟโตพลาสมาชนิดใด ในปจจุบันนิยมใชเทคนิคอณูชีววิทยาในการ
ตรวจเชื้อ เนื่องจากไมสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อ และสามารถตรวจเชื้อไดรวดเร็ว แมนยํา เชื่อถือได โดยเทคนิค 
PCR ใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอเชื้อไฟโตพลาสมา โดยใชยีน 16S rRNA, 16S-23S ITS และ 23S rRNA เปน
ยีนเปาหมาย ซ่ึงเปนวิธีท่ีนิยมใชในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาทุกชนิด  (Lee et al., 1993) และมีการนํา
ผลิตภัณฑจาก PCR มาผลิต DNA probeเพ่ือใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออย ดวย
เทคนิค Hybridization (Klinkong and Seemuller, 1993 ; Nakashima et al, 1994) ในป ค.ศ. 2000 
Notomi และคณะ ไดพัฒนาวิธีเพ่ิมขยายยีนดวยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) เทคนิคนี้ไดชวยแกปญหาท่ีสําคัญของเทคนิค PCR คือไมตองใชเครื่อง PCR เนื่องจากปฏิกิริยาการ
เพ่ิมขยายยีนสามารถเกิดท่ีอุณหภูมิเดียวคือประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส และในป ค.ศ. 2010 ไดมี
รายงานการนําเทคนิค LAMP มาใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในกลุม 16SrI (aster yellows group), 
16SrXXII (Cape St Paul wilt group) โดยการขยายยีน 16-23S intergenic spacer region 
(Tomlinson et al., 2010) นอกจากนี้ในไดมีการพัฒนา real-time LAMP เพ่ือตรวจเชื้อไฟโตพลสามาใน
กลุม116SrII (peanut witches’ broom group) และ 16SrXII (stolbur group) โดยการขยายยีน 
16SrRNA และ secA (Bekele et al., 2011a) และ ตอมาไดพัฒนาการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาท่ีพบในพืช
ตระกลูหญารวมท้ังโรคใบขาวในออยไดสําเร็จดวยการตรวจยีน Sec A ( Bekele et al., 2011b)  
นอกจากนี้ยังมีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาหลายชนิดดวยเทคนิค LAMP โดยอาศัยการเพ่ิมปริมาณของยีน 
groEL และ 16S rDNA โดยพบวาการตรวจเชื้อดวยเทคนิค LAMP มีประสิทธิภาพในการตรวจดีเอ็นเอของ
เชื้อไฟโตพลาสมาไดดีกวาเทคนิค PCR ถึง 10 เทาจึงเปนวิธีท่ีเปนทางเลือกใหมในการตรวจเชื้อไดอยาง
จําเพาะ รวดเร็วและตรวจเชื้อท่ีมีปริมาณนอยๆได (Sugawara et al .,2012) 

การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคเซรัมวิทยา เปนอีกเทคนิคหนึ่งท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือใชตรวจ
โปรตีนของเชื้อโดยใชแอนติบอดี โดยในระยะแรกการผลิตแอนติบอดีท้ังแบบโพลีโคลนอล และโมโน
โคลนอล ท่ีผลิตจากสวนของเยื่อหุมเซลลของเชื้อท่ีสกัดจากพืชเปนโรค (Sarindu and Clark, 1993) ซ่ึงพบ
ปญหาการปะปนของโปรตีนพืช เม่ือนําโปรตีนของเชื้อท่ีสกัดไดไปฉีดกระตุนสัตวทดลอง จะมี anti-plant 
antibodies ในแอนติซีรัมดวยเสมอ ทําใหปฏิกิริยาการตรวจเชื้อในพืชไมชัดเจน  จึงมีการพัฒนาการ
สังเคราะหโปรตีนของเชื้อไฟโตพลาสมาในหลอดทดลองดวยกระบวนการ protein expression ใน
แบคทีเรีย Escherichia coli เพ่ือใชเปนแอนติเจนกระตุนสัตวทดลองเพ่ือแกปญหาการปะปนของโปรตีน
พืช จากขอมูลการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของท้ังจีโนมของเชื้อไฟโตพลาสมาบางชนิด ไดแก Candidatus 
Phytoplasma asteris 2 สายพันธุ (OY-M และ AY-WB) (Oshima et al., 2004) Candidatus 
Phytoplasma australiense (Tran-Nguyen et al., 2008) และ Candidatus Phytoplasma mali 
(Kube et al., 2008) พบวาเชื้อไฟโตพลาสมามีหลายยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางโปรตีนท่ีจําเปนตอการ
ดํารงชีพของเชื้อท้ังในพืชอาศัยและแมลงพาหะ โปรตีนท่ีพบบนเยื่อหุมเซลลมีหลายชนิด เชน Sec protein 
(SecA, SecE, SecY), Arginine transporter (ArtI) และ Immunodominant membrane proteins 
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(Imps) (Kakizawa et al, 2006) การศึกษา Protein translocation gene ของ Onion yellow 
phytoplasma พบวายีน secA gene สามารถ Express protein ในเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli  ซ่ึง
โปรตีนท่ีไดมีคุณสมบัติเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีเพ่ือใชตรวจเชื้อ Onion yellow 
phytoplasma ในบริเวณเซลลทออาหารของลําตนเบญจมาศท่ีเปนโรคได ดวยวิธี 
Immunohistochemical analysis (Kakizawa et al, 2001) 

Imps protein เปนโปรตีนท่ีมีปริมาณมากบนเยื่อหุมเซลล และอยูดานนอกเซลลไฟโตพลาสมา 
Imps protein จัดไดเปน 3 ประเภท คือ Immunodominant membrane protein (Imp), 
Immunodominant membrane protein A (IdpA) และ antigenic membrane protein (Amp)   
และพบวาแอนติบอดีตอ Imps ของเชื้อหลายกลุมโดยเฉพาะในกลุม 16SrI (aster yellows groups) และ 
16SrXI (rice yellow dwarf group) มีศักยภาพในการใชตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาไดดีเพราะมีปริมาณ
มากกวาโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีพบในเชื้อไฟโตพลาสมา (Kakizawa et al., 2009) และถึงแมวายังไมมีขอสรุปท่ี
ชัดเจนถึงหนาท่ีของโปรตีนชนิดนี้ แตสันนิษฐานวานาจะมีสวนเก่ียวของกับความจําเพาะของเชื้อและแมลง
พาหะในการถายทอดโรคเพราะตรวจพบโปรตีนนี้ในแมลงพาหะดวย (Suzuki et al, 2006)  

 

อุปกรณและวิธีการ 
1. พัฒนา Imp  antibody เพ่ือใชตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย 

1.1 การสังเคราะห Imp gene 
1.1.1 การสังเคราะห Imp gene จากออยใบขาว 

 สกัดดีเอ็นเอจากใบออยเปนโรตใบขาวดวยวิธี CTAB ( Dellaporta et al., 1983) บดใบออย
ปริมาณ 0.3 กรัม ดวยโกรงและใสไนโตรเจนเหลว ตักตัวอยางใบออยท่ีบดละเอียดแลวใสลงใน extraction 
buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM EDTA, pH 8.0, 500 mM NaCl, 2% PVP-40) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  ในหลอดไมโครทิวป  ผสมใหเขากันกับบัฟเฟอรดวย vortex นําไปปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอ
นาที ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  ดูดสวนใสใสหลอดใหม เติม 20% SDS (sodium dodecyl sulfate) 
ปริมาตร 38.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที เติม 5M CH3COOK (potassium acetate) ปริมาตร 186.2 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวย vortex  
จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  เก็บสวนใสใสหลอดใหม  
เติม chloroform : isoamyl ( 24:1 ) ปริมาตร 1 เทาของสวนใส ผสมใหเขากันดวย vortex  นําไปปน
เหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม 
isopropanol (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 0.5 เทาของสวนใส  ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดข้ึนลงเบาๆ 
10 ครั้ง  และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส บมไวขามคืน  นําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที  
ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสท้ิง เก็บตะกอน ลางตะกอนโดยเติม 70% 
ethanol (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสท้ิง เก็บตะกอน (ลางตะกอนอีกครั้ง) ตากตะกอนใหแหงท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอน DNA ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวย
วิธี electrophoresis บน 0.8% agarose gel ใน 0.5X TBE ดวยกระแสไฟฟาท่ีมีความตางศักย 100 
โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนํา agarose gel มายอมดวย ethidium bromide solution ตรวจสอบ
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene®) และเก็บดีเอ็น
เอไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอนตอไป 
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 เพ่ิมปริมาณยีน  Imp gene ดวยเทคนิค PCR โดยใชชุดไพรเมอร Rnc-1/PssA-1 (Kakizawa et 
al., 2009) นําดีเอ็นเอท่ีไดมาวิเคราะหดวย 1% agarose gel electrophoresis  
 Rnc-1: 5’-GGCATTATGACTAAAAAAAGAGCTCAAGC-3’)  

 PssA-1: 5’-ATATCAGGCGTTTGTGATATGTTTGATGG-3’)  

มีองคประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X Dream Taq buffer 1.0 

ไมโครลิตร ( Fermentas, Ontario, Canada) 25 mM MgCl2 0.8 ไมโครลิตร 10 mM dNTP 0.2 

ไมโครลิตร ไพรเมอร forward และ reverse (10 pmol/µl) อยางละ 0.2 ไมโครลิตร Dream Taq DNA 

polymerase (0.1 unit/µl) 0.2 ไมโครลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 6.4 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอตนแบบ (10 

ng/µl) 1 ไมโครลิตรโดยใชเครื่อง DNA thermal cycler (MJ Research-PT100) ปฏิกิริยาสังเคราะหดี

เอ็นเอประกอบดวย initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นทําปฏิกิริยา

จํานวน 30 รอบ แตละรอบประกอบดวย denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing 

ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ตามดวย final 

extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที หยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ในรอบ

สุดทายเปนเวลา 10 นาที นําดีเอ็นเอท่ีไดมาวิเคราะหดวย 1% agarose gel electrophoresis และนําไป

ยอมแถบดีเอ็นเอดวย  ethidium bromide  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ต  ( UV)  

เทียบขนาดของ  PCR  product  กับ  100  bp  Plus  DNA  ladder  (Fermentas)  โดยขนาดของดี

เอ็นเอเปาหมายท่ีตองการจะมีขนาดประมาณ  500  bp             

 

 1.1.2 การสังเคราะห Imp gene จากขอมูลยีนของเช้ือในกลุม 16SrXI group ซ่ึงเปนเชื้อท่ีอยู

ในกลุมเดียวกับออยใบขาว นําขอมูลนิวคลีโอไทดของ Rice yellow dwarf ท่ีรายงานใน GenBank 

(gi|224613134:1179-1667 Candidatus Phytoplasma oryzae strain: RYD_489 bp) สงสังเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทด  

 นําโคลนท่ีสังเคราะหไดมา subcloning เขา pJET vector โดยการใช restriction enzyme NheI 

และ SacI ทางดาน 5’และ 3’ transform เขา E. coli BL21 (DE3) และสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

จากนั้นนํามาโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดถูกตองมาโคลนเขา expression plasmid vector pET200 โดย

วิธีการดังนี้ 

 - เตรียมชิ้นสวน RYD-IMP gene และ expression plasmid vector pET200 (ภาพท่ี 1) โดยนํา

พลาสมิดท่ีสกัดได มาตัดชิ้นสวน  RYD-IMP gene ออกจากพลาสมิดพาหะ และตัด pET200 ดวยวิธี

Double digestion โดยใช restriction enzyme NheI และ SacI ซ่ึงมีองคประกอบของปฏิกิริยาปริมาตร

รวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X buffer NheI with BSA 2 ไมโครลิตร Imp gene หรือ 

expression plasmid vector pET200 7 ไมโครลิตร NheI หรือ SacI 10u/ul 2 ไมโครลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆา

เชื้อ 5 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตรวจสอบการตัดของเอนไซม
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ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% agarose gel จากนั้นทําชิ้นสวน RYD-IMP gene และ pET200 ให

บริสุทธิ์ ดวย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ตามวิธีการของผูผลิต 

  

ภาพท่ี 1 แสดงรายละเอียดของ pET200 expression vector  

 

 - การเชื่อมตอชิ้นสวน RYD-IMP gene เขากับ expression plamid vector pET200 โดยนํา
ชิ้นสวน expression plamid vector pET200 ท่ีถูกตัดดวย restriction enzyme Nhe I และ SacI มา
เชื่อมตอเขาดวยกัน ซ่ึงมีองคประกอบของปฏิกิริยาปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย RYD-IMP 
gene (purified) 3 ไมโครลิตร 2X ligation buffer 10 ไมโครลิตร T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร 
expression plamid vector pET200 1 ไมโครลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 5 ไมโครลิตร และนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

  - การโยกยายดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย (tranformation) โดยนําสารละลาย ligation 

เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 (DE3) ดวยวิธีการ heat shock transformation (Sambrook และ 

Russell, 2001) นําสารละลาย ligation มาผสมกับ ( E.coli), CaCl2 treated competent cell ผสม

รวมกันท้ังหมด 6  µl กับปริมาตรเซลล 50  µl แชน้ําแข็ง 30 นาที และทําการ transform โดยแชน้ําท่ี

อุณหภูมิ 42 °Cนาน 90 นาที และแชน้ําแข็ง 3 นาที หลังจากนั้นเติม SOC medium 250 µl และเขยาท่ี 

37 °C นาน 1 ชั่วโมง นําหลอดมาหมุนเหวี่ยงตะกอน เก็บตะกอนเซลล 12 ,000 rpm 1นาที และเท SOC 

medium ออกใหเหลือ 50 µl  ผสมตะกอนเซลลกับอาหารท่ีเหลือ และ spread บนอาหาร 2X-YT agar ท่ี

เติม Kanamycin 50 mg/L บมอาหารแข็งท่ี 37   °C ขามคืน (18-22  hr) และทําการคัดเลือกโคโลนีของ

เซลลแบคทีเรียท่ีไดรับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมโดยคัดเลือกโคโลนีสีขาวมาตรวจสอบชิ้นสวนของยีน RYD-

IMP ดวยเทคนิค PCR และยืนยันความถูกตองโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  

 - นําโคลนท่ีไดมามาผลิต recombinant protein IMP ในข้ันตอนตอไป  
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2. พัฒนาวิธีการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 

 2.1 ออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA  

 ออกแบบไพรเมอรสําหรับเทคนิค LAMP ท้ัง external primers, internal primers และ loop 
primers ตามวิธีของ Notomi et al. (2000) โดยใชโปรแกรม PrimerExplorer V3 ใหจําเพาะกับยีน 16S 
rRNA ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย ไอโซเลท SCBR-ST (FM208259, 1247 bp) และ 
SCLP-HCh (FM208260, 1247 bp) จากจังหวัดบุรีรัมย และลําปาง ตามลําดับ 
 
 2.2 การทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA โดยใชเครื่อง Thermocycler 
 2.2.1 การคัดเลือกเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ  

สกัดดีเอ็นเอจากใบออยเปนโรตใบขาวเก็บจากจังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 12 ตัวอยาง (ตารางท่ี 1) 
ดวยวิธ ีCTAB (Dellaporta et al., 1983) เชนเดียวกับการทดลองในขอ 1.1.1 และตรวจสอบสารละลายดี
เอ็นเอเบื้องตนดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ใน 1% อะกาโรลเจล ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 30-
40 นาที จากนั้นนําเจลไปแชในสารละลาย ethidium bromine เปนเวลา 15 นาที และแชน้ํา 10 นาที 
แลวนําเจลไปตรวจดูภายใตแสง UV 
 ตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในตัวอยางออยเพ่ือนําตัวอยางมาใชในการเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ
สําหรับทดสอบการตรวจเชื้อดวยเทคนิค LAMP โดยการตรวจดวยเทคนิค Directed PCR โดยใชคูไพรเมอร 
R16F2/R16R2 ตามวิธีของ Lee et al (1993) และ Nested PCR โดยใชคูไพรเมอร R16mF2/R16mR1 
ในการทําปฏิกิริยาครั้งท่ี 1 และ R16F2/R16R2 ในการทําปฏิกิริยาครั้งท่ี 2 ตามวิธีของ Gundersen et al 
(1996) 
 เตรียมสารสําหรับทําปฏิกิริยาของ Directed-PCR ดังนี้ ปริมาตรรวมของแตละปฏิกิริยาเทากับ 25 
ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 1X DreamTaq Buffer, 2mM MgCl2, 0.8mM dNTPs, 0.2uM forward 
primer, 0.2uM reverse primer, 1.25U DreamTaq DNA Polymerase (Thermo®) และสารละลายดี
เอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร โดยใชไพรเมอร R16F2 (5’-ACGACTGCTGCTAAGACTGG-3’) และ R16R2 
(5’-TGACGGGCGGTGTGTACA AACCCCG-3’) และดําเนินปฏิกิริยาดังนี้ ข้ันตอนท่ี 1 Pre-denature ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 นาที ข้ันตอนท่ี 3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ข้ันตอนท่ี 4 
Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 34 รอบ และ
ข้ันตอนท่ี 5 Post-extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑดี
เอ็นเอไปตรวจสอบดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
 เตรียมสารสําหรับทําปฏิกิริยาของ Nested-PCR ดังนี้ ทําพีซีอารครั้งท่ี 1 โดยใชไพรเมอรคูแรกคือ 
R16mF2 ( 5’-CATGCAAGTCGAACGGA-3’) และ R16mR1 ( 5’-CTTAACCCCAATCATCGAC-3’) ดวย
องคประกอบของแตละปฏิกิริยาดังนี้ ปริมาตรรวมเทากับ 25 ไมโครลิตร 1X GoTaq Buffer, 2mM 
MgCl2, 0.2mM dNTPs, 0.2uM forward primer, 0.2uM reverse primer, 1.25U GoTaq DNA 
Polymerase (Promega®) และสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร และดําเนินปฏิกิริยาดังนี้ 
ข้ันตอนท่ี 1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation ท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ข้ันตอนท่ี 3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 นาที ข้ันตอนท่ี 4 Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2-4 
จํานวน 34 รอบ และ ข้ันตอนท่ี 5 Post-extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
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หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําพีซีอารครั้งท่ี 1 มาเจือจางเพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ
สําหรับการทําพีซีอารครั้งท่ี 2 ดวยน้ํากลั่นนึ่งท่ีอัตราสวน 1:40 V/V จากนั้นเตรียมสารสําหรับทําปฏิกิริยา
พีซีอารครั้งท่ี 2 ดังนี้ ปริมาตรรวมของแตละปฏิกิริยาเทากับ 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 1X 
DreamTaq Buffer, 2mM MgCl2, 0.8mM dNTPs, 0.2uM forward primer, 0.2uM reverse primer, 
1.25U DreamTaq DNA Polymerase (Thermo®) และดีเอ็นเอตนแบบ (ผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากการทํา
พีซีอารครั้งท่ี 1) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร โดยใชไพรเมอร R16F2 และ R16R2 และดําเนินปฏิกิริยา
เชนเดียวกับการทําปฏิกิริยาครั้งท่ี 1 จากนั้นนําผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําพีซีอารครั้งท่ี 2 ไป
ตรวจสอบดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
  
  ตารางท่ี 1 รายละเอียดของตัวอยางท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA  
                โดยใชเครื่อง Thermocycler 

หมายเลข ตัวอยาง รายละเอียดของตัวอยาง หมายเหตุ 

H1 ออยปกติ ออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  (doae#4-no.70=611-2) 

H2 ออยปกติ ออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  (doae#4-no.88=859-3) 

1 SCWL-KB_1-1/1 สวนยอด-อาการใบขาว 

กอท่ี 1 ตนท่ี 1 2 SCWL-KB_1-1/2 ใบแก-อาการปกติ 

3 SCWL-KB_1-1/3 หนอใหม-อาการใบขาว 

4 SCWL-KB_2-1/1 สวนยอด-อาการใบขาว 

กอท่ี 2 ตนท่ี 1 5 SCWL-KB_2-1/2 ใบแก-อาการปกติ 

6 SCWL-KB_2-1/3 ตาขาง-อาการปกติ 

7 SCWL-KB_3-1/1 สวนยอด-อาการใบขาว 

กอท่ี 3 ตนท่ี 1 8 SCWL-KB_3-1/2 ใบแก-อาการปกติ 

9 SCWL-KB_3-1/3 ตาขาง-อาการปกติ 

10 SCWL-KB_4-1/1 สวนยอด-อาการใบขาว 

กอท่ี 4 ตนท่ี 1 11 SCWL-KB_4-1/2 ใบแก-อาการปกติ 

12 SCWL-KB_4-1/3 หนอใหม-อาการใบขาว 

 

 2.2.2 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออย 

- ทดสอบไพรเมอรท่ีออกแบบไดจํานวน 2 ชุด  ไดแก 
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) 
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) 
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 - เตรียมสารสําหรับปฏิกิริยาดังนี้ 
 

ตารางท่ี 2 องคประกอบของสารสําหรับการทําปฏิกิริยา LAMP 
Reagents [stock for use] Volume (µl) /reaction 

1. dH2O - 9.1 
2. 10X Thermo polymerase buffer 10X 2.5 
3. FIP primer 50µM 3.2 
4. BIP primer 50µM 3.2 
5. F3 primer 50µM 0.2 
6. B3 primer 50µM 0.2 
7.  MgSO4 1M 0.1 
8. dNTPs 35mM 1.0 
9. Betaine 10M 2.5 
10. Bst DNA polymerase 8U/µl 1.0 
11. DNA template - 2.0 

Total volume 25 µl 
 

- เตรียม reaction mix สําหรับทุกตัวอยางของแตละชุดไพรเมอร จากนั้นแบงใสหลอดสําหรับแต
ละตัวอยางแลวจึงเติม DNA template และนําไปใสเครื่องพีซีอารโดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 
 Step 1: อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 Step 2: อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 - ตรวจสอบดีเอ็นเอดวย2% agarose gel electrophoresis ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
40-60 นาที แชสารละลาย  ethidium bromide 15 นาทีและแชน้ํา 2 0 นาที จากนั้นตรวจดูภายใตแสง 
UV 
 - ตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค LAMP ดวยสารเรืองแสง (SYBR® Green 
I nucleic acid gel stain) โดยการเติมสารเรืองแสงลงไปในผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเทคนิค 
LAMP ในอัตราสวนของสารเรืองแสงตอสารละลายดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดเทากับ 1:25 (V/V) 
 
 
 2.3 การทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA โดยใชเครื่อง Dry bath incubator 
(Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง Thermocycler 
 2.3.1 การเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ 
 เก็บตัวอยางออยท่ีแสดงอาการใบขาวจากจังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 2 กอ และเก็บตัวอยางจาก
สวนตาง ๆ ของออยแตละกอดังนี้  
  1. ใบออยท่ีแสดงอาการใบขาว จํานวน 3 ใบ  
  2. ใบออยท่ีไมแสดงอาการ จํานวน 3 ใบ  
  3. หนอออยท่ีแสดงอาการใบขาว จํานวน 3 หนอ  



 20 

ซ่ึงตัวอยางออยของแตละกอจะประกอบดวยตัวอยางท่ีนํามาสกัดดีเอ็นเอ จํานวน 13 ตัวอยาง โดยท่ี
ตัวอยางหมายเลข 1-13 คือตัวอยางออยกอท่ี 1 และตัวอยางหมายเลข 14-26 คือตัวอยางออยกอท่ี 2 ดัง
แสดงรายละเอียดของตัวอยางในตารางท่ี 3 
 สกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในตัวอยางออยเพ่ือนําตัวอยางมาใชในการเตรียมดี
เอ็นเอตนแบบสําหรับทดสอบการตรวจเชื้อดวยเทคนิค LAMP โดยการตรวจดวยเทคนิค Directed PCR 
และ Nested PCR ตามวิธีทดลองในขอ 2.2.1  
 2.3.2 ดําเนินการทดสอบเปรียบเทียบการทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermocycler กับ Heat box 
โดยการทําปฏิกริยา LAMP ดวยชุดไพรเมอร สภาวะของปฏิกิริยา และตรวจสอบผลิตภัณฑดวยวิธีการ
เชนเดียวกับการทดลองในขอ 2.2.2  

ไพรเมอร ชุดท่ี 1 R16-SCBR (BIP-16S rDNA-SCBR-ST, FIP-16S rDNA-SCBR-ST, B3-16S 
rDNA-SCBR-ST และ F3-16S rDNA-SCBR-ST) 

ไพรเมอรชุดท่ี 2 R16-SCLP (BIP-16S rDNA-SCLP-HCh, FIP-16S rDNA-SCLP-HCh, B3-16S 
rDNA-SCLP-HCh และ F3-16S rDNA-SCLP-HCh) 

ชุดทดสอบท่ี A คือ การดําเนินปฏิกิริยาดวยเครื่อง Thermalcycler โดยกําหนดโปรแกรมดังนี้ ข้ัน
ท่ี 1 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง และข้ันท่ี 2 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที จากนั้นใสหลอดของปฏิกิริยาลงในเครื่องและทําปฏิกิริยาตามโปรแกรมท่ีตั้งไว 
 ชุดทดสอบท่ี B คือ การดําเนินปฏิกิริยาดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat box) โดยตั้งอุณหภูมิท่ี 
65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง และเม่ือครบเวลาจึงปรับอุณหภูมิใหเปลี่ยนเปน 90 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 

ตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอของแลมป (LAMP product) ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส โดยใช
ปริมาตร 2 ไมโครลิตรผสมรวมกับ 6x loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใน 2% อะกาโรสเจล ท่ี
กระแสไฟฟา 80 โวลต เปนเวลา 70 นาที จากนั้นแชในสารละลายเอทธิเดียม 15 นาทีและแชน้ํา 10 นาที 
แลวจึงตรวจดูภายใตแสง UV และตรวจสอบดวยการเติมสารเรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel 
strain) โดยการเติมสารเรืองแสง (ท่ีมีความเขมขน 1:10 เจือจางดวยน้ํา) ลงไปในผลิตภัณฑดีเอ็นเอ 
ปริมาตร 1-2 ไมโครลิตรในสารละลายผลิตภัณฑดีเอ็นเอปริมาตร 20-25 ไมโครลิตร 
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  ตารางท่ี 3  รายละเอียดของตัวอยางออยท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA  
                 โดยใชเครื่อง Dry bath incubator (Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง Thermocycler 

หมายเลข กอท่ี รายละเอียดตัวอยาง 

N1 - ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
N2 - ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเมล็ด 
1 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ 
2 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ 
3 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ 
4 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 
5 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 
6 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ 
7 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ 
8 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ 
9 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 
10 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 
11 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 
12 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 
13 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 
14 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ 
15 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ 
16 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ 
17 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 
18 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 
19 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ 
20 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ 
21 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ 
22 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 
23 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 
24 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 
25 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 
26 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 
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 2.4 ออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน secA 
 2.4.1 เพ่ิมปริมาณยีน secA และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือนําขอมูลมาออกแบบไพรเมอร
สําหรับเทคนิค LAMP 

เพ่ิมปริมาณยีน secA ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเชนเดียวกับขอ 1.1  ดวยวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอจากออยใบขาวไอโซเลทกาญจนบุรี และเทคนิค  PCR โดยใชชุดไพรเมอร 
UnisecAF/UnisecAR ซ่ึงออกแบบจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อสาเหตุโรค Palm lethal 
yellowing ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank ใหดีเอ็นเอเปาหมายประมาณ 1,240 bp นํามาโคลน และ
สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

UnisecAF : 5' ATG AAA ACA GGA GAA GGA AAA ACT TTA ACT TC 3' 
 UnisecAR : 5' TGT ACC TAA AAC AGC TAA TCC TCCTAA TTC 3' 
 2.4.2 นําขอมูลยีน secA ท่ีสังเคราะหไดมาออกแบบไพรเมอรสําหรับเทคนิค LAMP ท้ัง external 
primers, internal primers และ loop primers ตามวิธีของ Notomi et al. (2000) โดยใชโปรแกรม 
PrimerExplorer V3 
 
3. การถายทอดเทคโนโลยีนวัตกรรมการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย 

3.1 นําเสนอผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับเทคนิคการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาเรื่อง “การใชเทคนิค 
Nested PCR และ LAMP ในการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย” ภายใตโครงการ “การ
ฝกอบรมการจัดทําแปลงพันธุออยสะอาดป 2558” จัดโดยกลุมสงเสริมพันธุพืชปลอดโรค กองสงเสริมการ
อารักขาพืขและจัดการดินปุย กรมสงเสริมการเกษตร เม่ือวันท่ี 20-22 พฤษภาคม 2558 ณ จังหวัดอุดรธานี 

3.2 นําเสนอเผยแพรงานวิจัยท้ังภาคบรรยายและโปสเตอรเรื่อง “นวัตกรรมการตรวจสอบเชื้อไฟโต
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเพ่ือการปรับปรุงพันธุออย” ในการประชุมและพัฒนาเครือขายงานวิจัยดาน
ออยและน้ําตาลเรื่อง “การถายทอดเทคโนโลยีสูภาคเอกชน” จัดโดยโครงการ การติดตามและประเมินผล
โครงการวิจัยดานออยและน้ําตาล และสํานักประสานงานชุดโครงการดานออยและน้ําตาล สํานักงาน
กองทุนสนับสนุนการวิจัย เม่ือวันท่ี 2 มิถุนายน 2558 ณ โรงแรมเซ็นทาราแกรนดเซ็นทรัลพลาซา 
ลาดพราว กรุงเทพฯ 

3.3 จัดฝกอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง “การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค 
LAMP” เพ่ือถายทอดเทคโนโลยีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค LAMP ใหหนวยงานท่ีเก่ียวของกับ
การผลิตพันธุออย เม่ือวันท่ี 24 กรกฎาคม 2558 ณ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ297677.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ297677.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ297677.1
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ผลการทดลองและวิจารณ 
1. พัฒนา Imp  antibody เพ่ือใชตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย 

1.1 การสังเคราะห Imp gene 
 1.1.1 การเพ่ิมปริมาณยีน Imp gene จากตัวอยางออยใบขาวดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร 

Rnc-1/PssA-1 พบวายังไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากออยใบขาว และไดดําเนินการทดสอบสภาวะท่ี

เหมาะสมของปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมปริมาณยีน Imp จากตัวอยางออยใบขาวเพ่ิมเติม 

 1.1.2 การสังเคราะห Imp gene จากขอมูลยีนของ Candidatus Phytoplasma oryzae strain: 

RYD ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 489 bp ซ่ึงแปลรหัสของกรดอมิโนได 162 aa ดังนี้ 

ATGCAAAATGAAAATTTTTTGTACACAAAAAAAGGTAAGATGATTATTGTTGGATCTTCGATCGCAGCAG 
CATTAATATTGTTAGGAATATTAGCTTATTTTTTTAAATGGTGGCCTTTTAATCAAATTGTTTTTGATAA 
AGAATCTATAAATAAATATGCAGAAGATTTAAAATTTGTAGCTGCTGATGCAACAAACGCAGCTGATAGT 
AATAAAGCTAAAAAAATGCGTGATGATACTGTTAAAAAAATAGATGATTTTGTTAAAAATATTGAAAAAT 
TTAATGATAAAACTAAAGACGATTCAAAAATAAAAGCAGAAACAATAAAAAAATTTAGTGATTTAAGTGG 
TAAAATCAAAAATGTTGAAGTTAAAGAAGGATCATCATATGCAGCAAGTGACTTTGTAACAAGTTTCAAT 
GACGCTGCAAAACAAAACGATTTAGACTCGGCTTTTACTGCATTAAAAGCAGATCGTAAAATTGCTTAA 
 
Imp protein 162 aa 
MQNENFLYTKKGKMIIVGSSIAAALILLGILAYFFKWWPFNQIVFDKESINKYAEDLKFVAADATNAADS 
NKAKKMRDDTVKKIDDFVKNIEKFNDKTKDDSKIKAETIKKFSDLSGKIKNVEVKEGSSYAASDFVTSFN 
DAAKQNDLDSAFTALKADRKIA  

 ชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP ไดถูกโคลนเขา pJET vector และสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดย
ใชไพรเมอร RYD-Nhe-F และ RYD-Sac-R ผลท่ีไดจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน chromatogram 
(.abi) (ภาคผนวกท่ี 1) จากท้ังสองไพรเมอรไดนํามา assembly (หาจุดซอนทับ) และตัด vector 
sequence ออกไป (ภาพท่ี 2) แสดงผลท่ีไดจากการนําลําดับนิวคลีโอไทดท้ังสองสายมา assembly แลว 
ตัวอักษร lower case เปนสวนของ vector สวนอักษรตัว upper case เปนลําดับนิวคลีโอไทดของ RYD-
IMP ลําดับเบสท่ีอยูในกรอบสี่เหลี่ยมคือ ไพรเมอรท่ีใชหา ลําดับนิวคลีโอไทด รวมท้ังไดแปลรหัสเปนกรดอะ
มิโน ในสวนของยีนสังเคราะห RYD-IMP ขนาด 501 คูเบส ถอดรหัสเปนกรดอะมิโนได 164 หนวย จะมี
กรดอะมิโน alanine และ serine เพ่ิมข้ึนจากจุดจดจําของ  restriction enzyme NheI จุดจดจําของ 
SacI นั้นอยูในตําแหนงหลังจาก stop codon (TAA) ไดขนาดดีเอ็นเอของยีน RYD-IMP เทากับ 501 คูเบส  
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1   catatccatccggcgtaatacgactcactatagggagagcggccaccagatcttccggatg 

62  gctcgagtttttcagcaagatGCTAGCATGCAGAACGAAAACTTTCTGTATACCAAAAAA 

A  S  M  Q  N  E  N  F  L  Y  T  K  K  

123 GGCAAAATGATTATTGTGGGCAGCAGCATTGCGGCGGCGCTGATTCTGCTGGGCATTCTG 

G  K  M  I  I  V  G  S  S  I  A  A  A  L  I  L  L  G  I  L  

184 GCGTATTTTTTTAAATGGTGGCCGTTTAACCAGATTGTGTTTGATAAAGAAAGCATTAAC 

A  Y  F  F  K  W  W  P  F  N  Q  I  V  F  D  K  E  S  I  N  

245 AAATATGCGGAAGATCTGAAATTTGTGGCGGCGGATGCGACCAACGCGGCGGATAGCAAC 

K  Y  A  E  D  L  K  F  V  A  A  D  A  T  N  A  A  D  S  N  

306 AAAGCGAAAAAAATGCGCGATGATACCGTGAAAAAAATTGATGATTTTGTGAAAAACATT 

K  A  K  K  M  R  D  D  T  V  K  K  I  D  D  F  V  K  N  I  

367 GAAAAATTTAACGATAAAACCAAAGATGATAGCAAAATTAAAGCGGAAACCATTAAAAAA 

E  K  F  N  D  K  T  K  D  D  S  K  I  K  A  E  T  I  K  K  

428 TTTAGCGATCTGAGCGGCAAAATTAAAAACGTGGAAGTGAAAGAAGGCAGCAGCTATGCG 

F  S  D  L  S  G  K  I  K  N  V  E  V  K  E  G  S  S  Y  A  

489 GCGAGCGATTTTGTGACCAGCTTTAACGATGCGGCGAAACAGAACGATCTGGATAGCGCG 

A  S  D  F  V  T  S  F  N  D  A  A  K  Q  N  D  L  D  S  A  

550 TTTACCGCGCTGAAAGCGGATCGCAAAATTGCGTAAGAGCTCatctttctagaagatctc 

F  T  A  L  K  A  D  R  K  I  A  -   

ctacaatattctcagctgccatggaaaatcgatgttcttcttttattctctcaagatttt 

caggctgtatattaaaacttatattaagaactatgctaaccacctcatcaggaaccgttg 

taggtggcgtg 

ภาพท่ี 2 ลําดับนิวคลโอไทดของยีน RYD-IMP ใน pJET vector จากการใชไพรเมอร RYD-Nhe-F และ 
RYD- Sac-R ในการหาลําดับนิวคลีโอไทด นํามา assembly ใหหาจุดเหลื่อมซอน อักษรตัวเขียนเล็ก 
(lower case) เปนลําดับนิวคลีโอไทดของ pJET vector และอักษรตัวพิมพใหญ (upper case) เปนลําดับ
นิวคลีโอไทดของ RYD-IMP และแปลรหัสไดตอเนื่องจากจุดจดจําของ NheI จนถึง SacI ตัวอักษรในกรอบ
สี่เหลี่ยมคือ ไพรเมอรท่ีใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 
 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับยีน RYD-IMP ท่ีสั่งสังเคราะหเหมือนกัน 100% (ภาพ
ท่ี 3) เชนเดียวกับกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน 100% ในสวนของ RYD-IMP ไมรวมสวนท่ีเปน NheI และ SacI 
ท่ีใชเปน linker ในการทํา directional cloning (ภาพท่ี4) สําหรับในภาพท่ี 5 เปนการเตรียมตัดพลาสมิด 
pET200 ท่ีเปน expression vector และตัด pJET-RYD-IMP ท่ีมีชิ้นยีน RYD-IMP อยูดวย โดยใชเอนไซม 
NheI และ SacIเพ่ือแยกเอา pET200 Vector ( lane 1 แถบบน ) และ RYD-IMP ( lane 2 แถบลาง ) 
เพ่ือจะนํามา Ligate ตอไป 
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                       1                                               50 
        Ryd-syn    (1) ------ATGCAGAACGAAAACTTTCTGTATACCAAAAAAGGCAAAATGAT 
Ryd-syn-pJETseq    (1) GCTAGCATGCAGAACGAAAACTTTCTGTATACCAAAAAAGGCAAAATGAT 
      Consensus    (1)       ATGCAGAACGAAAACTTTCTGTATACCAAAAAAGGCAAAATGAT 
                       51                                             100 
        Ryd-syn   (45) TATTGTGGGCAGCAGCATTGCGGCGGCGCTGATTCTGCTGGGCATTCTGG 
Ryd-syn-pJETseq   (51) TATTGTGGGCAGCAGCATTGCGGCGGCGCTGATTCTGCTGGGCATTCTGG 
      Consensus   (51) TATTGTGGGCAGCAGCATTGCGGCGGCGCTGATTCTGCTGGGCATTCTGG 
                       101                                            150 
        Ryd-syn   (95) CGTATTTTTTTAAATGGTGGCCGTTTAACCAGATTGTGTTTGATAAAGAA 
Ryd-syn-pJETseq  (101) CGTATTTTTTTAAATGGTGGCCGTTTAACCAGATTGTGTTTGATAAAGAA 
      Consensus  (101) CGTATTTTTTTAAATGGTGGCCGTTTAACCAGATTGTGTTTGATAAAGAA 
                       151                                            200 
        Ryd-syn  (145) AGCATTAACAAATATGCGGAAGATCTGAAATTTGTGGCGGCGGATGCGAC 
Ryd-syn-pJETseq  (151) AGCATTAACAAATATGCGGAAGATCTGAAATTTGTGGCGGCGGATGCGAC 
      Consensus  (151) AGCATTAACAAATATGCGGAAGATCTGAAATTTGTGGCGGCGGATGCGAC 
                       201                                            250 
        Ryd-syn  (195) CAACGCGGCGGATAGCAACAAAGCGAAAAAAATGCGCGATGATACCGTGA 
Ryd-syn-pJETseq  (201) CAACGCGGCGGATAGCAACAAAGCGAAAAAAATGCGCGATGATACCGTGA 
      Consensus  (201) CAACGCGGCGGATAGCAACAAAGCGAAAAAAATGCGCGATGATACCGTGA 
                       251                                            300 
        Ryd-syn  (245) AAAAAATTGATGATTTTGTGAAAAACATTGAAAAATTTAACGATAAAACC 
Ryd-syn-pJETseq  (251) AAAAAATTGATGATTTTGTGAAAAACATTGAAAAATTTAACGATAAAACC 
      Consensus  (251) AAAAAATTGATGATTTTGTGAAAAACATTGAAAAATTTAACGATAAAACC 
                       301                                            350 
        Ryd-syn  (295) AAAGATGATAGCAAAATTAAAGCGGAAACCATTAAAAAATTTAGCGATCT 
Ryd-syn-pJETseq  (301) AAAGATGATAGCAAAATTAAAGCGGAAACCATTAAAAAATTTAGCGATCT 
      Consensus  (301) AAAGATGATAGCAAAATTAAAGCGGAAACCATTAAAAAATTTAGCGATCT 
                       351                                            400 
        Ryd-syn  (345) GAGCGGCAAAATTAAAAACGTGGAAGTGAAAGAAGGCAGCAGCTATGCGG 
Ryd-syn-pJETseq  (351) GAGCGGCAAAATTAAAAACGTGGAAGTGAAAGAAGGCAGCAGCTATGCGG 
      Consensus  (351) GAGCGGCAAAATTAAAAACGTGGAAGTGAAAGAAGGCAGCAGCTATGCGG 
                       401                                            450 
        Ryd-syn  (395) CGAGCGATTTTGTGACCAGCTTTAACGATGCGGCGAAACAGAACGATCTG 
Ryd-syn-pJETseq  (401) CGAGCGATTTTGTGACCAGCTTTAACGATGCGGCGAAACAGAACGATCTG 
      Consensus  (401) CGAGCGATTTTGTGACCAGCTTTAACGATGCGGCGAAACAGAACGATCTG 
                       451                                            500 
        Ryd-syn  (445) GATAGCGCGTTTACCGCGCTGAAAGCGGATCGCAAAATTGCGTAA----- 
Ryd-syn-pJETseq  (451) GATAGCGCGTTTACCGCGCTGAAAGCGGATCGCAAAATTGCGTAAGAGCT 
      Consensus  (451) GATAGCGCGTTTACCGCGCTGAAAGCGGATCGCAAAATTGCGTAA      
                       501 
        Ryd-syn  (490) - 
Ryd-syn-pJETseq  (501) C 
      Consensus  (501)   

 

ภาพท่ี 3 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีไทดท่ีไดจากการ subclone เขา pJET vector เพ่ือเปรียบเทียบกับท่ี   
           สังเคราะห RYD-IMP  
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                     1                                               50 
   Ryd-JETSeq    (1) ASMQNENFLYTKKGKMIIVGSSIAAALILLGILAYFFKWWPFNQIVFDKE 
Ryd-synthetic    (1) --MQNENFLYTKKGKMIIVGSSIAAALILLGILAYFFKWWPFNQIVFDKE 
    Consensus    (1)   MQNENFLYTKKGKMIIVGSSIAAALILLGILAYFFKWWPFNQIVFDKE 
                     51                                             100 
   Ryd-JETSeq   (51) SINKYAEDLKFVAADATNAADSNKAKKMRDDTVKKIDDFVKNIEKFNDKT 
Ryd-synthetic   (49) SINKYAEDLKFVAADATNAADSNKAKKMRDDTVKKIDDFVKNIEKFNDKT 
    Consensus   (51) SINKYAEDLKFVAADATNAADSNKAKKMRDDTVKKIDDFVKNIEKFNDKT 
                     101                                            150 
   Ryd-JETSeq  (101) KDDSKIKAETIKKFSDLSGKIKNVEVKEGSSYAASDFVTSFNDAAKQNDL 
Ryd-synthetic   (99) KDDSKIKAETIKKFSDLSGKIKNVEVKEGSSYAASDFVTSFNDAAKQNDL 
    Consensus  (101) KDDSKIKAETIKKFSDLSGKIKNVEVKEGSSYAASDFVTSFNDAAKQNDL 
                     151        164 
   Ryd-JETSeq  (151) DSAFTALKADRKIA 
Ryd-synthetic  (149) DSAFTALKADRKIA 
    Consensus  (151) DSAFTALKADRKIA 

 

ภาพท่ี 4 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนจากชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP กับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสจาก 
            ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากภาพท่ี 3  
 

 
ภาพท่ี 5 การตัดชิ้น Vector PET200 และ pJET-RYD-IMP ดวย enzyme NheI และ SacI เพ่ือเตรียม  

          Vector pET200 (lane1 แถบบน) ขนาด ∼5700 bpและชิ้น RYD-IMP (lane 2 แถบลาง)  

          ขนาด ∼501bp; M, 1 kb DNA standard marker 

M        pET200    pJET-RYD      

 

pET200 vector 

∼5700bp 

RYD-IMP fragment 

∼501bp 

 

6000 bp 

 

3000 bp 

 

 

1000 bp 
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2. พัฒนาวิธีการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค LAMP 

 2.1 ออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA 

 จากการออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะกับยีน 16S rRNA สําหรับเทคนิค LAMP โดยใชโปรแกรม 

PrimerExplorer V3 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) 

 
ชื่อไพรเมอร นิวคลีโอไทด (5’-->3’) 

BIP-16S rDNA-SCBR-ST AGC AAT ATA GTG GAG GTT ATC AGG GAA CAT CTC ACG ACA CGA G 

FIP-16S rDNA-SCBR-ST 
GCA GAG TAT GTC AAG ACC TGG TAA GGT GGA TCA TGT TGT TTA ATT 
CG 

B3-16S rDNA-SCBR-ST TAA TGA CAA GGG TTG CGC 
F3-16S rDNA-SCBR-ST AGG AAT TGA CGG GAC TCC 

 
 
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) 
 
ชื่อไพรเมอร นิวคลีโอไทด (5’-->3’) 

BIP-16S rDNA-SCLP-HCh AGC AAT ATA GTG GAG GTT ATC AGG GTA ACA TCT CAC GAC ACG 
AG 

FIP-16S rDNA-SCLP-HCh GCA GAG TAT GTC AAG ACC TGG TAA GGC GGT GGA TCA TGT TGT T 
B3-16S rDNA-SCLP-HCh TAA TGA CAA GGG TTG CGC 
F3-16S rDNA-SCLP-HCh AGG AAT TGA CGG GAC TCC 

 
 2.2 การทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA โดยใชเครื่อง Thermocycler 
 2.2.1 การคัดเลือกเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยและเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ 

การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในตัวอยางออยท่ีเปนโรคใบขาวในจังหวัดกาญจนบุรีพบวาเทคนิค 
Directed PCR โดยใชคูไพรเมอร R16F2/R16R2 สามารถตรวจพบเชื้อสาเหตุโรคไดจํานวน 9 ตัวอยางจาก
ตัวอยางท้ังหมด 12 ตัวอยาง  ในขณะท่ีเทคนิค Nested PCR โดยใชคูไพรเมอร R16mF2/R16mR1 ในการ
ทําปฏิกิริยาครั้งท่ี 1 และใชคูไพรเมอร R16F2/R16R2 ในการทําปฏิกิริยาครั้งท่ี 2 สามารถตรวจพบเชื้อ
สาเหตุโรคไดจํานวน 12 ตัวอยางจากตัวอยางท้ังหมด 12 ตัวอยาง (ภาพท่ี 6) นําตัวอยางดีเอ็นเอตนแบบท่ี
ตรวจพบและไมพบเชื้อจากตัวอยางท่ีไดจากออยเพาะเลี้ยงเนื่อเยื่อ H1 และ H2 ดวยเทคนิคนี้ไปใชเปนดี
เอ็นเอตนแบบในการตรวจเชื้อดวยเทคนิค LAMP 



 28 

 

 
 

ภาพท่ี 6 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการเพ่ิมปริมาณ 
  ดวยเทคนิค Directed PCR และ Nested PCR  
  แถบ M   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
  แถบ W  น้ํากลนนึ่งฆาเชื้อ 
  แถบ H1,H2   ออยปกติจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
  แถบ 1-12  ตัวอยางออยจากจังหวัดกาญจนบุรี 
 
 2.2.2 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจเช้ือไฟโตพลาสมา 

จากการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยโดยออกแบบไพรเมอรสวนของชุดท่ี 1 คือ
ไพรเมอร R16-SCBR (BIP-16s rDNA-SCBR-ST, FIP-16s rDNA-SCBR-ST, B3-16s rDNA-SCBR-ST และ 
F3-16s rDNA-SCBR-ST) และ 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)  ทดสอบการปรับความ
เขมขนขององคประกอบในการทําปฏิกิริยา และปรับความเขมขนของไพรเมอรใหเหมาะสม (ตารางท่ี 3) ทํา
ปฏิกิริยาท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที ในเครื่อง Thermal cycler  
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- การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวย 2%agarose gel electrophoresis 
พบวาไพรเมอรท่ีออกแบบท้ังสองชุดและองคประกอบในการทําปฏิกิริยานี้มีความเหมาะสมในการตรวจเชื้อ
ไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออย โดยตรวจพบเชื้อดวยเทคนิคแลมปใหผลิตภัณฑดีเอ็นเอหลายขนาด
มีลักษณะคลายข้ันบรรได (ภาพท่ี 7) โดยใหผลการตรวจสอดคลองกับการตรวจเชื้อดวยเทคนิค Nested 
PCR (ภาพท่ี 6)  ซ่ึงผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดจะนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดตอไป และใน
ข้ันตอนตอไปจะทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค
ใบขาวออยโดยใชเครื่อง water batch ท่ีตั้งอุณหภูมิคงท่ี ท่ี 65 องศาเซลเซียส 
  

         

       
 
ภาพท่ี 7 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค LAMP 
  โดยใชไพรเมอรออกแบบจากยีน 16S rRNA ไอโซเลทบุรีรัมย (16S-SCBR primers)  
  และไอโซเลทลําปาง (16S- SCLP primers) 
  แถบ M   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
  แถบ W  น้ํากลนนึ่งฆาเชื้อ 
  แถบ H1,H2   ออยปกติจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
  แถบ 1-12  ตัวอยางออยจากจังหวัดกาญจนบุรี 
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 - การตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค LAMP ดวยสารเรืองแสง 
จากการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาขางตนดวยเทคนิคแลมปตองอาศัยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟเล

ซิสในการตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดหลังการทําปฏิกิริยาสิ้นสุด ซ่ึงตองใชเครื่องมือและอุปกรณในการ
ตรวจสอบและตองใชเวลาในการตรวจสอบผลิตภัณฑดังกลาวอีกประมาณ 1 ชั่วโมง ซ่ึงนับวาไมมีความ
แตกตางจากเทคนิค PCR แตเทคนิค  LAMP นั้นมีขอไดเปรียบนอกเหนือจากความไว ความจําเพาะ และ
ความรวดเร็วกวาเทคนิค PCR ปกติแลวนั้น เราสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดจากการสังเกตความขุน 
(turbidity) ท่ีเกิดข้ึนเนื่องจากการจับกันของ pyrophosphate ions กับ magnesium ions เกิดเปน
ตะกอน magnesium pyrophosphate สีขาวข้ึนในสารละลาย ซ่ึงเปนขอไดเปรียบของเทคนิคนี้ เม่ือ
เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR โดยผลความขุนท่ีปรากฏนั้นสามารถแปลผลไดโดยตรงจากหลอดทดลอง ซ่ึง
ความขุนท่ีเกิดข้ึนเปนตัวชี้วัดใหเห็นวามีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง โดยเปรียบเทียบผลความ
ขุนกับหลอดทดลองควบคุมลบ (non-DNA template) แตอยางไรก็ตามการสังเกตความขุนดวยตาเปลามัก
เกิดความลําเอียงในการรายงานผล จึงจําเปนตองอาศัยสารเคมีอ่ืนชวยใหการแสดงผลชัดเจนยิ่งข้ึนโดยการ
เติมสารเรืองแสง SYBR GreenI 1:25 ภายหลังปฏิกิริยา LAMP เสร็จสิ้น การตรวจสอบการเรืองแสงของ
ผลิตภัณฑดีเอ็นเอในหลอดปฎิกิริยา LAMP ท่ีเพ่ิมไดของไพรเมอรท้ังสองชุดพบวาใหผลตรวจท่ีไมสอดคลอง
กันในตัวอยางท่ี 4 ,5 และ 6  และไมสอดคลองกับผลตรวจผลิตภัณฑ LAMP ดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริ
ซิสและผลตรวจดวยเทคนิค nested PCR ซ่ึงอาจเกิดข้ึนจากปริมาณดีเอ็นเอท่ีไมมากพอจะทําใหเกิดการ
เรืองแสงดวยสาร SYBR Green  สังเกตไดจากภาพท่ี 7 จากตัวอยางท่ี 3 ท่ีพบดีเอ็นเอนอยกวาตัวอยาง
อ่ืนๆท้ังสองไพรเมอร เม่ือนําดีเอ็นเอมาตรวจการเรืองแสงจึงใหผลลบคือไมพบการเรืองแสง  ข้ันตอนการ
แกไขตอไปคือดวยการเติม SYBR Green เพ่ิมข้ึนหรือทดสอบสารเรืองแสงชนิดอ่ืนๆ ตอไป (ภาพท่ี 8 และ
ตารางท่ี 4) 
 

 

 
 
ภาพท่ี 8  ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเทคนิค LAMP โดยการเติมสารเรืองแสง         
            (SYBR® Green I nucleic acid gel stain) ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตอผลิตภัณฑดีเอ็นเอ  
            25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาของไอโซเลทบุรีรัมย (16S-SCBR primers) และไอโซเลทลําปาง 
            (16S-SCLP primers) 
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ตารางท่ี 4 เปรียบผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค LAMP โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส และ
โดยการเติมสารเรืองแสง  

 

หมายเลข 
ชุดไพรเมอร R16-SCBR ชุดไพรเมอร R16SCLP 

วิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส การเติมสารเรืองแสง วิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
การเติมสารเรือง

แสง 
W - - - - 
H1 - - - - 
H2 - - - - 
1 + + + + 
2 + + + + 
3 + - + - 
4 + - + + 
5 + + + - 
6 + + + - 
7 + + + + 
8 + + + + 
9 + + + + 
10 + + + + 
11 + + + + 
12 + + + + 

 
 2.3 การทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA โดยใชเครื่อง Dry bath incubator 
(Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง Thermocycler 

ตัวอยางออยท่ีนํามาสกัดดีเอ็นเอมีจํานวนท้ังหมด 28 ตัวอยาง ประกอบดวยสวนตาง ๆ ของออย
แตละกอ จํานวน 2 กอ กอละ 13 ตัวอยาง และตัวอยางของออยท่ีไมเปนโรค (negative control) จํานวน 
2 ตัวอยาง (ตารางท่ี 5) เม่ือนําสารละลายดีเอ็นเอ (total DNA) มาตรวจสอบเบื้องตนดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส พบวา ทุกตัวอยางมีดีเอ็นเอท่ีไดจากการดําเนินการสกัดในครั้งนี้ (ภาพท่ี 9) และเม่ือ
นําไปตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค Directed-PCR และ Nested-PCR ก็พบวา ตัวอยางออยท่ีไม
เปนโรค (N1 และ N2) ไมปรากฏแถบแบนดีเอ็นเอเปาหมาย ในขณะท่ีท้ัง 26 ตัวอยางท่ีเปนสวนตาง ๆ ของ
ออยกอท่ีแสดงอาการใบขาว (หมายเลข 1-26) ปรากฏแถบแบนดีเอ็นเอเปาหมายท่ีขนาด ~1,250 bp เม่ือ
เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp plus Ladder DNA marker, Fermentus®) (ตารางท่ี 6, ภาพท่ี 10 
และ 11) 

การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคแลมป เม่ือตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟเลซิส พบวาในตัวอยางของออยท่ีไมเปนโรค (N1 และ N2) ไมปรากฏแถบแบนของดีเอ็นเอ
ใด ๆ ในขณะท่ีตัวอยางจากสวนตาง ๆ ของออยกอท่ีแสดงอาการใบขาว (หมายเลข 1-26) ปรากฏแถบแบน
ดีเอ็นเอหลาย ๆ ขนาดในลักษณะของค้ันบันได (Ladder) ในทุกตัวอยาง (ตารางท่ี 7, ภาพท่ี 12, 13, 14 
และ 15) และจากการตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอดวยการเติมสารเรืองแสง SYBR Green I 1:25 พบวา



 32 

หลังการเติมสารเรืองแสงตัวอยางของออยท่ีไมเปนโรค (N1 และ N2) จะเกิดเปนสารละลายท่ีมีสีสม ซ่ึงเปน
สีเดิมของสารเรืองแสงท่ีใช สวนตัวอยางจากสวนตาง ๆ ของออยกอท่ีแสดงอาการใบขาว (หมายเลข 1-26) 
จะเกิดเปนสารละลายท่ีมีสีเหลือง (เปลี่ยนจากสีสมท่ีเปนสีเดิมของตัวสารเรืองแสง กลายเปนสีเหลือง) ใน
ทุกตัวอยาง (ตารางท่ี 8,ภาพท่ี 12, 13, 14 และ 15) 

 
   ตารางท่ี 5  รายละเอียดของตัวอยางออยท่ีนํามาทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน 16S rRNA 
                  โดยใชเครื่อง Dry bath incubator (Heat box) เปรียบเทียบกับเครื่อง Thermocycler 

หมายเลข กอท่ี รายละเอียดตัวอยาง 

N1 - ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
N2 - ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเมล็ด 
1 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ 
2 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ 
3 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ 
4 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 
5 1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 
6 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ 
7 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ 
8 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ 
9 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 
10 1 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 
11 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 
12 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 
13 1 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 
14 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ 
15 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ 
16 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ 
17 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 
18 2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 
19 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ 
20 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ 
21 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ 
22 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 
23 2 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 
24 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 
25 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 
26 2 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 
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ตารางท่ี 6 ผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค Directed-PCR และ Nested-PCR 

หมายเลข ตัวอยาง 
เทคนิคการตรวจสอบ 

Directed PCR Nested PCR 
N น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ - - 
N1 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ - - 
N2 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเมล็ด - - 
1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ + + 
2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ + + 
3 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ + + 
4 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 + + 
5 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 + + 
6 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ + + 
7 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ + + 
8 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ + + 
9 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 + + 
10 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 + + 
11 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 + + 
12 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 + + 
13 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 + + 
14 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ + + 
15 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ + + 
16 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ + + 
17 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 + + 
18 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 + + 
19 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ + + 
20 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ + + 
21 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ + + 
22 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 + + 
23 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 + + 
24 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 + + 
25 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 + + 
26 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 + + 

หมายเหตุ:  เครื่องหมาย + หมายถึง ตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมา                                                      
เครื่องหมาย - หมายถึง ตรวจไมพบเชื้อไฟโตพลาสมา                                                  
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ตารางท่ี 7  สรุปผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคแลมป โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

รหัส ตัวอยาง 
ชุดไพรเมอร 16S-SCBR ชุดไพรเมอร 16S-SCLP 

เคร่ืองพีซีอาร 
เคร่ือง heat 

box 
เคร่ืองพีซีอาร 

เคร่ือง heat 
box 

N น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ - - - - 
N1 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ - - - - 
N2 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเมล็ด - - - - 
1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ + + + + 
2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ + + + + 
3 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ + + + + 
4 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 + + + + 
5 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 + + + + 
6 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ + + + + 
7 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ + + + + 
8 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ + + + + 
9 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 + + + + 
10 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 + + + + 
11 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 + + + + 
12 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 + + + + 
13 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 + + + + 
14 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ + + + + 
15 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ + + + + 
16 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ + + + + 
17 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 + + + + 
18 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 + + + + 
19 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ + + + + 
20 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ + + + + 
21 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ + + + + 
22 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 + + + + 
23 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 + + + + 
24 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 + + + + 
25 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 + + + + 
26 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 + + + + 

หมายเหตุ:  เครื่องหมาย + หมายถึง ตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมา                                                      
เครื่องหมาย - หมายถึง ตรวจไมพบเชื้อไฟโตพลาสมา                                                  
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ตารางท่ี 8  สรุปผลการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคแลมป โดยการเติมสารเรืองแสง (SYBR® 
Green I nucleic acid gel strain) 

รหัส ตัวอยาง 
ชุดไพรเมอร 16S-SCBR ชุดไพรเมอร 16S-SCLP 

เคร่ืองพีซีอาร เคร่ือง heat box เคร่ืองพีซีอาร 
เคร่ือง heat 

box 

N น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ O O O O 
N1 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ O O O O 
N2 ออยไมเปนโรคท่ีเปนออยเพาะเมล็ด O O O O 
1 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ Y Y Y Y 
2 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ Y Y Y Y 
3 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ Y Y Y Y 
4 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 Y Y Y Y 
5 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 Y Y Y Y 
6 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ Y Y Y Y 
7 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ Y Y Y Y 
8 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ Y Y Y Y 
9 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 Y Y Y Y 
10 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 Y Y Y Y 
11 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 Y Y Y Y 
12 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 Y Y Y Y 
13 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 Y Y Y Y 
14 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 ปลายสุดของใบ Y Y Y Y 
15 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 กลางใบ Y Y Y Y 
16 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-1 โคนใบ Y Y Y Y 
17 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-2 Y Y Y Y 
18 ใบท่ีแสดงอาการใบขาว-3 Y Y Y Y 
19 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 ปลายสุดของใบ Y Y Y Y 
20 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 กลางใบ Y Y Y Y 
21 ใบท่ีไมแสดงอาการ-1 โคนใบ Y Y Y Y 
22 ใบท่ีไมแสดงอาการ-2 Y Y Y Y 
23 ใบท่ีไมแสดงอาการ-3 Y Y Y Y 
24 หนอท่ีแสดงอาการขาว-1 Y Y Y Y 
25 หนอท่ีแสดงอาการขาว-2 Y Y Y Y 
26 หนอท่ีแสดงอาการขาว-3 Y Y Y Y 

 
หมายเหต:ุ  Y (Yellow) คือ หลังการเติมสารเรืองแสงสารเปลี่ยนจากสีสมเปนสีเหลือง บงช้ีวาตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมา                                              
              O (Orange) คือ หลังการเติมสารเรืองแสงสารไมเปลี่ยนสี บงช้ีวาตรวจไมพบเช้ือไฟโตพลาสมา     
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ภาพท่ี 9  gel electrophoresis ตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดตัวอยางออยท่ีนํามาทดสอบ  
  แถบ M   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
  แถบ N1,N2   ออยปกติจากเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
  แถบ 1-26  ตัวอยางออยจากจังหวัดกาญจนบุร ี
  

 

  
ภาพท่ี 10 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค    
             Directed PCR  
             แถบ M   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
  แถบ N  นํ้ากลั่นน่ึงฆาเช้ือ           แถบ N1,N2   ออยปกติจากเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
  แถบ 1-26  ตัวอยางออยจากจังหวัดกาญจนบุร ี
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ภาพท่ี 11 gel electrophoresis แสดงผลิตภัณฑดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,250 bp จากการเพ่ิมปริมาณ    
             ดวยเทคนิค Nested PCR  
             แถบ M   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
   แถบ N น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ              
             แถบ N1,N2   ออยปกติจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
   แถบ 1-26  ตัวอยางออยจากจังหวัดกาญจนบุรี 
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ภาพท่ี 12  ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการดําเนินปฏิกิริยาดวย  
             เครื่องพีซีอาร (Thermalcycler) โดยชุดไพรเมอร 16S-SCBR ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.)   
  และ การเติมสารเรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
 
 

 
ภาพท่ี 13  ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการดําเนินปฏิกิริยาดวย    
             เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat box) โดยชุดไพรเมอร 16S-SCBR ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  
             (ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
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ภาพท่ี 14  ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการดําเนินปฏิกิริยาดวย

เครื่องพีซีอาร (Thermalcycler) โดยชุดไพรเมอร 16S-SCLP ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (ก. และ ข.) 
และการเติมสารเรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 

 
 

       
ภาพท่ี 15  ผลตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคแลมป ซ่ึงใชการดําเนินปฏิกิริยาดวย   

เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat box) โดยชุดไพรเมอร 16S-SCLP ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส             
(ก. และ ข.) และการเติมสารเรืองแสง (SYBR® Green I nucleic acid gel strain) (ค. และ ง.) 
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2.4 เพ่ิมปริมาณยีน secA และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือนําขอมูลมาออกแบบไพรเมอรสําหรับ
เทคนิค LAMP 
 2.4.1 ผลจากการเพ่ิมปริมาณยีน secA ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย โดยใชชุดไพร

เมอร UnisecAF/UnisecAR  สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 2 ไอโซเลท  SCWL_KB-secA จากจ.กาญจนบุรี 

และ SCWL_NP-secA จากจ.นครปฐม ไดโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด 1,230 และ 1,237 bp ตามลําดับ  

>SCWL_KB-secA (1230 bp) 
ATGAAAACAGGAGAAGGAAAAACTTTAACTTCTGTTATGCCAGCTTATTTAAATGCATTAAGTGGCGAAAGTGTTCATATT
GTAACTGTGAATGAATATTTAGCTCAAAGAGAAGCTAAAGGTATTATTAGCGAAATTTTTATTTTTTTAGGACTTACAGTA
GGTTTAAATATTAAAGAATATAATATAGAAGAAAAACAAAAAGCTTATAATTGCGATATTCTTTATACTACAAACAGTGAA
ATAGGATTTGATTATTTGAGAGATAATATCGAAAAAAAAGAATCTAATTTATTAATGAAGAGAGATTATAATTATGTTATT
ATTGATGAAGTAGATTCAGTATTAATTGATGAAGCTAGAACTCCTTTAATAATTTCAAGTTATGCTAAAAAAGAAAAAAAG
TTTTATATGGATGCTAATCGTTTTGCTAAAATTTTAAAACCTCATCATTATATTATTGATTTAGAAGCTAATAGTATTGAAT
TGACAGAAGAAGGGATAAAGAAAGGTGAAAACTTTTTCAAAATTCCTAATTTATATGATAGCAATAATATTGTTTTATTGC
ATTGTATAAAAAATGCTTTAAAAGCTCATTTTATTATGAATAAAAATAAAGATTATTTGGTATATAAAAATAATGTTTTGAT
AATAGATCAATTTACAGGAAGAACATTAGAAGGAAGACAGTTTAGTGATGGATTACATCAAGCCTTAGAAGCTAAAGAAG
GTTGTATTATCAAAGAAGAAACAGAAATTGCTGCAACTATAACTTATCAAAATTTTTTAGAAATTATAAAAAAATTTCAGG
GATGACTGGGACAGCTAAAACCGAAGAAAAAGAATTTAAAGACCTTTTTAAAATAAAAGTTATTGAAATTCCTACTAATAA
ACCCATGGTTTAGAAAAGATGAACCAAATTTTGTTTTTTCTACTCTTAAAGAAAAATGGAATGGTTTAATCCAAGAAATAG
AAACAAGACTTGAAAAAGGCCACCTATTTTAATTGGTACAATTACTGTAAAAGTATCTGAACAAATATCTAAAATTTTAAA
AAAAAAAAAATCCCCGGAAGTTCTAAAGGTTAAAAAATTTCAAAGAAGCAGAAATAATTTCAAAAGCTGGCCAAAAAGGT
TCTATAACTATAGCCACTAATATGGCTGGTCGTGGTACAGATATTAAATTAGGCGAGGGAGTTATAGAATTAGGAGGATT
AGCTGTTTTAGGTACA 
 

>SCWL_NP-secA (1237 bp) 
ATGAAAACAGGAGAAGGAAAAACTTTAACTTCTGTTATGCCAGCTTATTTAAATGCATTAAGTGGCGAAAGTGTTCATATT
GTAACTGTGAATGAATATTTAGCTCAAAGAGAAGCTAAAGGTATTATTAGCGAAATTTTTATTTTTTTAGGACTTACAGTA
GGTTTAAATATTAAAGAATATAATATAGAAGAAAAACAAAAAGCTTATAATTGCGATATTCTTTATACTACAAACAGTGAA
ATAGGATTTGATTATTTGAGAGATAATATTGAAAAAAAAGAATCTAATTTATTAATGAAGAGAGATTATAATTATGTTATT
ATTGATGAAGTAGATTCAGTATTAATTGATGAAGCTAGAACTCCTTTAATAATTTCAAGTTATGCTAAAAAAGAAAAAAAA
GTTTTATATGGATGCTAATCGTTTTGCTAAAATTTTAAAACCTCATCATTATATTATTGATTTAGAAGCTAATAGTATTGAA
TTGACAGAAGAAGGGATAAAGAAAGGTGAAAACTTTTTCAAAATTCCTAATTTATATGATAGCAATAATATTGTTTTATTG
CATTGTATAAAAAATGCTTTAAAAGCTCATTTTATTATGAATAAAAATAAAGATTATTTGGTATATAAAAATAATGTTTTGA
TAATAGATCAATTTACAGGAAGAACATTAGAAGGAAGACAGTTTAGTGATGGATTACATCAAGCCTTAGAAGCTAAAGAA
GGTTGTATTATCAAAGAAGAAACAGAAATTGCTGCAACTATAACTTATCAAAATTTTTTTAGAATTTATAAAAAAATTTCA
GGTATGACTGGTACAGCTAAAACCGAAGAAAAAGAATTTAAAGACATATATAAAATAAAAGTTATTGAAATTCCTACTAAT
AAACCAATGATTAGAAAAGATGAACCAGATTTCGTTTTTTCTACTCTTAAAGAAAAATGGAATGCTTTAATCCAAGATATA
GAAACAAGACATGAAAAAGGTCAACCTATTTTAATTGGTACAATTACTGTAGAAGTATCTGAACAAATATCTAAAATTTTA
AAAAAAAAAAGAATATCGCATGAAGTTCTAAATGCTAAAAATAATTACAAAGAAGCAGAAATAATTTCAAAAGCTGGCCA
AAAAGGTTCTATGACTATAGCCACTAATATGGCTGGTCGTGGTACAGATATTAAATTAGGCGAGGGAGTTATAGAATTAG
GAGGATTAGCTGTTTTAGGTACA 
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 2.4.2 นําขอมูลยีน secA ท่ีสังเคราะหไดมาออกแบบไพรเมอรสําหรับเทคนิค LAMP ท้ัง external 
primers, internal primers และ loop primers ตามวิธีของ Notomi et al. (2000) โดยใชโปรแกรม 
PrimerExplorer V3 ไดชุดไพรเมอร secA-SCWL-KB (FIP-secA-SCWL-KB, BIP-secA-SCWL-KB, F3-secA-
SCWL-KB, B3-secA-SCWL-KB) 
 

ชื่อไพรเมอร นิวคลีโอไทด (5’-->3’) 
จํานวนเบส 

(bp) 

BIP-secA-SCWL-KB 
AAC TAT AGC CAC TAA TAT GGC TGG TAT TCT ATA ACT 
CCC TCG CCT AA 

47 

FIP-secA-SCWL-KB 
GGC CAG CTT TTG AAA TTA TTT CTG CAA AAA GAA TAT 
CGC ATG AAG TTC 

48 

B3-secA-SCWL-KB CCT AAA ACA GCT AAT CCT CCT A 22 

F3-secA-SCWL-KB ACG GTA GAA GTT TTT GAA CAA 21 

 

 
3. การถายทอดเทคโนโลยีนวัตกรรมการตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย 

3.1 นําเสนอผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับเทคนิคการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาเรื่อง “การใชเทคนิค 
Nested PCR และ LAMP ในการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย” ภายใตโครงการ “การ
ฝกอบรมการจัดทําแปลงพันธุออยสะอาดป 2558” จัดโดยกลุมสงเสริมพันธุพืชปลอดโรค กองสงเสริมการ
อารักขาพืขและจัดการดินปุย กรมสงเสริมการเกษตร เม่ือวันท่ี 20-22 พฤษภาคม 2558 ณ จังหวัดอุดรธานี  
(ภาคผนวกท่ี 2) มีผูเขารวมอบรมจํานวน 80 คน จากหนวยงานท่ีเก่ียวของไดแก  

กรมสงเสริมการเกษตร (กองสงเสริมการอารักขาพืชและจัดการดินปุย, ศูนยสงเสริมและพัฒนาอาชีพ
การเกษตร, ศูนยสงเสริมเทคโนโลยีการเกษตรดานอารักขาพืช, สํานักสงเสริมและจัดการสินคาเกษตร, สํานัก
สงเสริมและพัฒนาการเกษตร, สํานักงานเกษตรจังหวัดอุดรธานี นครราชสีมา หนองบัวลําภู ขอนแกน 
มหาสารคาม บุรีรัมย สุพรรณบุรี กาญจนบุรี ชลบุรี สระแกว พิษณุโลก อุตรดิตถ กําแพงเพชร)  

สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย (ศูนยสงเสริมอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทรายภาคที 
1 กาญจนบุรี, ภาคที 2 กําแพงเพชร, ภาคท่ี 3 ชลบุรี และภาคท่ี 4 อุดรธานี) 

โรงงานน้ําตาล (โรงงานน้ําตาลเอราวัณ, โรงงานน้ําตาลพิษณุโลก, โรงงานน้ําตาลบุรีรัมย, โรงงาน
น้ําตาลมหาวัง, บริษัทอุตสาหกรรมอางเวียน, บริษัทไรดานชาง) 

  
3.2 นําเสนอเผยแพรงานวิจัยท้ังภาคบรรยายและโปสเตอรเรื่อง “นวัตกรรมการตรวจสอบเชื้อไฟโต

พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเพ่ือการปรับปรุงพันธุออย” ใหแกภาคเอกชนและผูมีสวนเก่ียวของไดรับทราบ 
ในการประชุมและพัฒนาเครือขายงานวิจัยดานออยและน้ําตาลเรื่อง “การถายทอดเทคโนโลยีสูภาคเอกชน” 
จัดโดยโครงการ การติดตามและประเมินผลโครงการวิจัยดานออยและน้ําตาล และสํานักประสานงานชุด
โครงการดานออยและน้ําตาล สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย เม่ือวันท่ี 2 มิถุนายน 2558 ณ โรงแรมเซ็น
ทาราแกรนดเซ็นทรัลพลาซา ลาดพราว กรุงเทพฯ (ภาคผนวกท่ี 3)  
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3.3 จัดฝกอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง “การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค 
LAMP” เพ่ือถายทอดเทคโนโลยีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค LAMP ใหแกหนวยงานท่ีเก่ียวของกับ
การผลิตพันธุออยท้ังภาครัฐและภาคเอกชน นําไปปรับใชในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในกระบวนการผลิต
ออยปลอดโรค   จัดเม่ือวันท่ี 24 กรกฎาคม 2558 ณ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม  (ภาคผนวกท่ี 4) มีผูเขารวมอบรมจํานวน 23 คน จาก
หนวยงานท่ีเก่ียวของไดแก  

กองสงเสริมการอารักขาพืชและจัดการดินปุย กรมสงเสริมการเกษตร  
ศูนยสงเสริมอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทราย สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย  
สํานักงานเกษตรจังหวัดกาญจนบุรี 
บริษัทอีเอสวิจัยและพัฒนา จํากัด 
บริษัทน้ําตาลบานโปง จํากัด 
บริษัทไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม จํากัด 
บจม.เกษตรไทย อินเตอรเนชั่นแนล ซูการ คอรปอเรชั่น 
โรงงานน้ําตาลราชบุรี 
โรงงานน้ําตาลเอราวัณ 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

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 ซ่ึงแปลรหัสของกรดอมิโนได 164 
aa ชิ้นยีนสังเคราะห RYD-IMP ไดถูก clone เขา pJET และสงหาลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือยืนยันความถูกตอง 
เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับยีน RYD-IMP ท่ีสั่งสังเคราะหพบวามีความเหมือนกัน 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อนนําเขาสู E. coli BL21 เพ่ือ
ชักนําการผลิต RYD-IMP protein ตอไป  
 การ เพ่ิมปริมาณยีน Imp gene จากตัวอยางออยใบขาวดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร Rnc-
1/PssA-1 พบวายังไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากออยใบขาว และอยูระหวางดําเนินการทดสอบไพรเมอรคู
อ่ืนและสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมปริมาณยีน Imp จากตัวอยางออยใบขาวเพ่ิมเติม 
  

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 ของเชื้อไฟโตพลาสมา

สาเหตุโรคใบขาวออย โดยการปรับความเขมขนขององคประกอบในการทําปฏิกิริยา และความเขมขนของไพร

เมอรใหเหมาะสม ผลการทดสอบพบวาไพรเมอรท่ีออกแบบท้ังสองชุดและองคประกอบในการทําปฏิกิริยามี

ความเหมาะสมในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย ท้ังการตรวจดวยเครื่อง Thermocycler 

และ Heat box สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดโดยการเรืองแสงเม่ือเติมสาร SYBR Green  และยืนยันการ

ตรวจพบเชื้อดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ซ่ึงใหผลิตภัณฑดีเอ็นเอหลายขนาดมีลักษณะคลายข้ันบรรได และ

ผลการตรวจสอดคลองกับการตรวจเชื้อดวยเทคนิค Nested PCR  

 การตรวจยีน secA เพ่ิมปริมาณยีน secA โคลนยีน และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือนําขอมูลมา
ออกแบบไพรเมอรสําหรับเทคนิค LAMP ไดโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด 1,230 และ 1,237 bp ของเชื้อไฟโต
พลาสมา 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างการทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมของปฏิกริยา LAMP สําหรับตรวจยีน secA ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเชนเดียวกับ
การทดสอบยีน 16S rRNA 
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ภาคผนวก 
 
ภาคผนวกท่ี 1  
 Chromatogram จากผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชไพรเมอร RYD-Nhe-F และ RYD-Sac-R ท่ี 
cloned ใน pJETบริเวณ highlight สีเหลืองเปนตําแหนงของไพรเมอร forward และ reverse และมีการแปร
รหัสเปนกรดอมิโน (แบบสามตัวอักษร) 
 
ภาคผนวกท่ี 2 
  นําเสนอผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับเทคนิคการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาเรื่อง “การใชเทคนิค Nested 
PCR และ LAMP ในการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออย” ภายใตโครงการ “การฝกอบรมการ
จัดทําแปลงพันธุออยสะอาดป 2558” จัดโดยกลุมสงเสริมพันธุพืชปลอดโรค กองสงเสริมการอารักขาพื
ขและจัดการดินปุย กรมสงเสริมการเกษตร เม่ือวันท่ี 20-22 พฤษภาคม 2558 ณ จังหวัดอุดรธานี 
 
ภาคผนวกท่ี 3 
 นําเสนอเผยแพรงานวิจัยท้ังภาคบรรยายและโปสเตอรเรื่อง “นวัตกรรมการตรวจสอบเชื้อไฟโต
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยเพ่ือการปรับปรุงพันธุออย” ใหแกภาคเอกชนและผูมีสวนเก่ียวของไดรับทราบ 
ในการประชุมและพัฒนาเครือขายงานวิจัยดานออยและน้ําตาลเรื่อง “การถายทอดเทคโนโลยีสูภาคเอกชน” 
จัดโดยโครงการ การติดตามและประเมินผลโครงการวิจัยดานออยและน้ําตาล และสํานักประสานงานชุด
โครงการดานออยและน้ําตาล สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย เม่ือวันท่ี 2 มิถุนายน 2558 ณ โรงแรมเซ็น
ทาราแกรนดเซ็นทรัลพลาซา ลาดพราว กรุงเทพฯ 
 
ภาคผนวกท่ี 4 
 จัดฝกอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง “การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยดวยเทคนิค 
LAMP” เพ่ือถายทอดเทคโนโลยีการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิค LAMP ใหแกหนวยงานท่ีเก่ียวของกับ
การผลิตพันธุออยท้ังภาครัฐและภาคเอกชน นําไปปรับใชในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในกระบวนการผลิต
ออยปลอดโรค   จัดเม่ือวันท่ี 24 กรกฎาคม 2558 ณ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
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ภาคผนวกท่ี 1 
 Chromatogram จากผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชไพรเมอร RYD-Nhe-F และ RYD-Sac-R ท่ี 
cloned ใน pJETบริเวณ highlight สีเหลืองเปนตําแหนงของไพรเมอร forward และ reverse และมีการแปร
รหัสเปนกรดอมิโน (แบบสามตัวอักษร) 
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