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บทคัดย่อ 

 การประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อยด้วยการพัฒนาวิธี Absolute และ Relative 

quantification real-time PCR โดยใช้ชุดไพรเมอร์ secA ท่ีจําเพาะเจาะจงต่อเชือ้โรคใบขาวอ้อยพบว่า วิธี 

absolute quantification มีกราฟมาตรฐานที่ช่วงความน่าเชื่อถือของความเข้มข้น pUC1318-secA ตัง้แต่ 1010-

102 copies/25 ng plant DNA มีคา่ efficiency (E ) เท่ากบั 1.922 การใช้วิธี relative quantification โดยใช้ 

ความเข้มข้น pUC1318-secA ท่ี 102 copies/25 ng plant DNA เป็นเป้าหมายอ้างอิง พบว่าทัง้สองวิธีให้ผล

ใกล้เคียงกนั การทดสอบตวัอยา่งใบขาวและใบขาวเขียว ด้วยวิธี Absolute quantification พบปริมาณเชือ้เทา่กบั 

1.54x105- 7.91 x105และ1.2x103-1.74x104 copies/25 ng plant DNA ตามลําดับ ด้วยวิธี Relative 

quantification พบปริมาณเชือ้เท่ากบั 1.83x105- 8.75 x106 , 1.77x103-1.74x104 copies/25 ng plant DNA 

ตามลาํดบั แตใ่นตวัอยา่งใบเขียวได้ปริมาณเชือ้ต่ํากว่า 102 copies/25 ng plant DNA ซึง่ต่ํากว่าช่วงท่ียอมรับได้ 

ทัง้นีห้ากมีกราฟมาตรฐานแล้ววิธี Absolute quantification สามารถปฏิบติัได้ง่ายกวา่และไมซ่บัซ้อน 

 

ABSTRACT 

 Absolute and relative quantification real-time PCR assays for the specific detection 

quantification of sugarcane white leaf phytoplasma were established by the aid of secA primer set. 

The reliability of standard curves for absolute quantification ranging from 1010-102 copies/25 ng plant 

DNA and a efficiency (E) was 1.922. The pUC1318-secA with 102 copies/25 ng plant DNA was used 

as target/reference calibrator for relative quantification. It was found that the concentration obtained 

from both assays were not difference. The phytoplasma concentration of white and white-green 

leaves were estimated at 1.54x105- 7.91 x105 and 1.2x103 - 1.74x104 copies/25 ng plant DNA, 

respectively by absolute quantification and 1.83x105- 8.75 x106 and 1.77x103 - 1.74x104 copies/25 ng 

plant DNA, respectively by relative quantification. While, very low phytoplasma concentration, of less 

than 102 copies/25 ng plant DNA, were measured in green leaves. The absolute quantification was 

more easily applied and accurately measured the white leaf pathogen concentration than absolute 

quantification if standard curve is available. 
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คาํนํา 

 โรคใบขาวอ้อย (sugarcane white leaf disease)มีสาเหตจุากเชือ้ไฟโตพลาสมาซึง่เป็นแบคทีเรียที่ไม่มี

ผนงัเซลล์ อาศยัอยู่ในท่อลําเลียงอาหารของพืช มีเพลีย้จกัจัน่  Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura) 

(Chen, 1978) และ Yamatotettix flavovitatus (ยุพา และคณะ, 2548) เป็นแมลงพาหะ ลกัษณะการแสดง

อาการของโรคใบขาวอ้อยเกิดขึน้ได้กับทุกระยะของการเจริญเติบโต ความรุนแรงของอาการของโรคเกิดจาก

ปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมา ความแข็งแรงของต้น อายุท่ีเร่ิมติดเชือ้ และสภาพอากาศ (Marzachì et al., 2004)

อาการของโรคจะเห็นเด่นชดัในระยะการแตกหน่อ หน่อจะไม่เจริญเป็นลําอ้อย มีใบเป็นสีขาว หากอาการรุนแรง

มากก็จะมีการแตกหน่อใบขาวจํานวนมาก และแห้งตายทัง้กอ กรณีอ้อยที่มีเชือ้แฝง จะไม่แสดงอาการและ

สามารถพฒันาเป็นลําได้ มีใบสีเขียวปกติ หากนําลําอ้อยเหล่านีไ้ปขยายพนัธุ์จะมีการแพร่ระบาดของโรคใบขาว

อ้อยอย่างกว้างขวาง ซึง่ถ้าหากท่อนพนัธุ์มีปริมาณเชือ้อยู่มาก จะแสดงอาการใบขาวหลงัการปลกูใหม่ ส่วนต้นที่

มีเชือ้ในปริมาณน้อย อาจจะเกบ็ผลผลผลิตได้ถงึตอสอง (ศจิุรัตน์ และคณะ, 2554)  

 การประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาสามารถทําได้ด้วยเทคนิค conventional PCR (cPCR) โดยใช้ไพร

เมอร์ที่มีความจําเพาะเจาะจงต่อเชือ้ไฟโตพลาสมาในส่วนของยีน 16s-23s rRNA intergenic spacer region

เทคนิคนีคํ้านวณหาปริมาณเชือ้จากตัวอย่างโดยการเปรียบเทียบกันระหว่างความเข้มแสงของแถบดีเอ็นเอ

ตวัอย่างกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน แต่พบปัญหาที่สําคญัคือการเกิดผลลบปลอม (false negative)และให้แถบดี

เอน็เอหลายแถบทําให้ไมส่ามารถประเมินปริมาณเชือ้ได้ (ศจิุรัตน์, 2556) การใช้ไพรเมอร์ท่ีจบักบับริเวณสว่นหนึง่

ของยีน secA ที่ถูกพัฒนาขึน้ให้มีความจําเพาะเจาะจงกับเชือ้ไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อยเท่านัน้ สามารถ

นํามาใช้ในการประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาอยา่งคร่าวๆได้เชน่กนั (ศจิุรัตน์ และคณะ, 2556) การนําเทคนิค

quantitative real-time PCR (qPCR) มาใช้ในการประเมินปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายมี 2 วิธีได้แก่ 1) absolute 

quantification และ 2) relative quantification ทัง้สองวิธีอาศยัการตรวจจบัสารเรืองแสงที่แทรกเข้าจบั minor 

groove ของดีเอน็เอสายคู ่ด้วยตวัรับสญัญาณแสงท่ีติดตัง้อยู่กบัเคร่ือง real-time PCR ซึ่งสามารถแยกสญัญาณ

การเรืองแสงที่เกิดจากดีเอ็นเอเป้าหมาย, primer-dimer และ non-specificได้โดยการเปรียบเทียบค่า Tm และ

สามารถหาปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้นได้จากค่า Ct (threshold cycler) ซึง่วิธีการนีนํ้ามาใช้ในการตรวจปริมาณเชือ้ 

ไฟโตพลาสมาในพืชหลายชนิดเช่น  มนัฝร่ัง, องุ่น, บ๊วย, (Crosslin and Vademark., 2006; Hren et al., 2007; 

Jarusch et al., 2010) งานวิจยันีไ้ด้ทําการพฒันาวิธีการประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค qPCR

โดยใช้ไพรเมอร์ secA เพื่อให้ได้ข้อมลูปริมาณเชือ้ที่ถูกต้องและแม่นยําสําหรับใช้ประโยชน์ในการคดัเลือกท่อน

พนัธุ์ และการจดัการควบคมุการระบาดของโรคได้ 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

การสกัดดีเอน็เอจากเนือ้เยื่ออ้อย 

 เก็บตวัอย่างอ้อยที่มีระดบัความรุนแรงของอาการของโรคใบขาวอ้อยต่างกนัคือใบขาว ใบเขียวปนขาว 

ใบเขียว จํานวนอาการละ 10 ตวัอย่าง และในการทดลองนีใ้ช้ตวัอย่างที่ไม่แสดงอาการของโรคใบขาวอ้อยซึง่ได้

จากการเพาะเลี ย้งเนือ้เยื ่อเป็นตัวอย่างควบคุม นําตัวอย่างเนือ้เยื ่อใบอ้อย 3 กรัมใส่ลงโกร่งแล้วเติม

ไนโตรเจนเหลวจากนัน้บดให้ละเอียดเป็นผงใส่ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ แล้วสกัดดีเอ็นเอโดยดดัแปลงวิธีการ
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สกดัดีเอ็นเอของ Li and Midmore (1999) จากนัน้ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองวดัค่าการ

ดดูกลืนแสง nanodrop spectrophotometer (Maestrogen, Taiwan) 

การเพิ่มปริมาณยีน secA 

 นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณชิน้เอ็นเอบริเวณยีน secA โดยทํา

ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ SecAfor (5´GTTTTATATGGATGCTAATCGTTTT-3´) และ SecArev 

(5´CTAYTGTTCTTCCTGTAAATTGATC-3´) (ศจิุรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) โดย

มีปริมาตรรวม 15 µl มีความเข้มข้นสดุท้ายของส่วนผสมดงันี ้ 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 

0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA); สารต้นแบบดีเอน็เอ (100 ng/µl) และ 0.5 µM SecAfor/ SecArev 

และนําไปทําปฏิกิริยาในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) มีขัน้ตอน

ดงันี ้Pre-denaturing 94 °C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 1 นาที, annealing 60°C นาน 30 วินาที, 

extension 72°C นาน 45 วินาที  (ทําซํา้ denaturing, annealing และ extension จํานวน 30 รอบ) และ final 

extension 72°C นาน 7 นาที โดยมีขนาดชิน้ดีเอน็เอเป้าหมายบางสว่นของยีน secA เป็น 275 bp 

การโคลนชิน้ยนี และการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 นําชิน้ดีเอ็นเอของยีน secA มาทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุดนํา้ยาสําเร็จรูป GEL/PCR DNA Fragment 

Extraction Kit (RBCBioscience, Taiwan) จากนัน้นําชิน้ดีเอ็นเอมาเชื่อมต่อกบัพลาสมิดเวคเตอร์ pUC1318 

(RBC TA cloning kit, RBCBioscience, Taiwan) ได้เป็น pUC1318-secA และนําพลาสมิดนีเ้ข้าสู ่

Escherichia coli DH5α completent cells (HIT Competent Cells, RBC TA cloning kit, RBCBiosience, 

Taiwan) คัดเลือกโคโลนีบนอาหารแข็ง blue/white selection ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิด 

pUC1318-secA ด้วยนํา้ยาสาํเร็จรูป GF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) จากนัน้นํามาหา

ความเข้มข้นพลาสมิด  pUC1318-secA มีหน่วยเป็น copy number ด้วยเคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง nanodrop 

spectrophotometer แล้วนํามาคํานวณตามสตูร (Whelan et al., 2003)  

                 Number of copies = [6.022 x 1023 (copy mol-1)] x [DNA amount (g)] 

 
การประเมนิปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาในตัวอย่างอ้อย 
วธิี Absolute quantification 

 นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดจากใบอ้อยมาเป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณชิน้เอ็นเอบริเวณยีน secA 

โดยการทําปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ SecAfor/SecArev ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยา และขัน้ตอนการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอดงันี ้ปริมาตรของปฏิกิริยารวม 15 µl มีความเข้มข้นสดุท้ายของส่วนผสมได้แก่ 1X PCR buffer, 

1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA), ดีเอ็นเอต้นแบบ (25 ng/µl), 0.5 

µM SecAfor/SecArev และ 0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, CA,USA) นําไปทําปฏิกิริยาในเคร่ืองเพ่ิม

ปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง (LightCycler®480 Real-time PCR, Roche, Germany) มีขัน้ตอนดงันี ้

initial-denaturing 94°C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 1 นาที, annealing 60°C นาน 30 วินาที, 

extension 72°C นาน 45 วินาที  (ทําซํา้ denaturing, annealing และ extension จํานวน 40 รอบ) และ final 

extension 72°C นาน 7 นาที จากนัน้ทําการวิเคราะห์ความถูกต้องของชิน้ส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายจากค่า melting 

[(DNA length (bp) x 650 (g mol-1 bp-1)] 
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temperature (Tm) ด้วยการเพ่ิมอณุหภมิูตัง้แต ่72°C ถงึ 95°C โดยเพ่ิม 0.1°C/ วินาที เมื่อสิน้สดุให้ลดอณุหภมิูลง

ท่ี  40°C นาน 30 วินาที วิเคราะห์และคํานวณปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาด้วยโปรแกรมจากเครื่อง 

LightCycler®480 instrument with software version 1.5 (Roche Diagnostic GmbH, Germany) 

วธิี Relative quantification 

 ใช้บริเวณตําแหน่ง 18s rRNA ของอ้อยเป็นยีนอ้างอิง (reference gene) โดยทําการออกแบบไพรเมอร์

จากลําดบันิวคลีโอไทด์ 18s rRNA ของ Saccharum officinarum (AY116284), S. hybrid cultivar (AB24987 

0) และ S. officinarum (AJ876760) โดยได้เป็นไพรเมอร์18S SGCf1 (CCTTAGGCGTCAAGGAACAC) และ 

18S SGCr1 (GCGTTCAAAAACTCGATGGT) ใช้ยีน secA เป็นยีนเป้าหมาย (target gene) ส่วนผสมสําหรับ

ทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ และโปรแกรมการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอใช้สภาวะเดียวกนักบัวิธี absolute quantification 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

 ทําการเจือจางพลาสมิด pUC1318-secA ให้มีปริมาณเชือ้ต่างกนั 10 เท่าระหว่าง 109-1 copies ใน      

ดีเอ็นเอของอ้อยจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 25 ng/µl ส่วนผสมในการทําปฏิกิริยาและขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอทําเช่นเดียวกับการประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาในเนือ้เย่ืออ้อย ทําการสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้

ซอฟแวร์ Abs Quant/2nd Derivative Max ต้องให้ค่า PCR amplification efficiency (E) เท่ากับ 2 ซึ่งมี

ความสําคญัสําหรับการบ่งชีป้ระสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ เป็น 100% efficiency คือการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ได้จํานวน 2 เทา่ ในแตล่ะรอบ 

การวเิคราะห์ผลทางสถติ ิ

 ทําการวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติโดยใช้ Analysis of Variance (ANOVA) ด้วยโปรแกรม Statistix 

8.0 และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี LSD All-Pairwise Comparisons Test ท่ีระดบัความ

เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05) สําหรับปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาในเนือ้เย่ือใบอ้อยที่ระดบัความรุนแรงของอาการ

ต่างกัน และการเปรียบเทียบวิธีการประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาด้วยวิธี Absolute quantification และ 

Relative quantification 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

กราฟมาตรฐานและค่า PCR amplification efficiency (E)  

 การประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาในงานวิจัยนี ้ทําโดยการเทียบปริมาณเชือ้ในตัวอย่างอ้อยกับ

กราฟมาตรฐานที่มีความเข้มข้นพลาสมิด pUC1318-secA ต่างกัน 10 เท่าระหว่าง 1010-1 copies ในดีเอ็นเอ

ของอ้อยจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 25 ng/µl (1010-1 copies /25 ng plant DNA)  พบว่าเส้นกราฟของความ

เข้มข้นพลาสมิด 1010 copies/25 plant DNA แสดงเส้นกราฟได้เร็วกวา่ความเข้มข้นข้นอ่ืนๆ มีค่า Threshold 

cycles (Ct) น้อยกว่าความเข้มข้นอื่นๆ และมีค่า Ct เพ่ิมขึน้ผกผันกบัความเข้มข้นพลาสมิด pUC1318-secA 

(Figure 1A) ขณะท่ีความเข้มข้น พลาสมิด pUC1318-secA ต่ํา (10 - 1 copies/25 ng plant DNA) สามารถเพ่ิม

ปริมาณชิน้ดีเอ็นเอได้แต่กราฟขึน้ไม่ชดัเจน เมื่อพิจารณาค่า Tm ของแต่ละความเข้มข้นให้ค่าเฉลี่ยท่ีประมาณ 

77.10 °C  เพียงค่าเดียวเท่านัน้จึงน่าจะเป็นค่า Tm ของชิน้ดีเอ็นดีเป้าหมาย ยกเว้นความเข้มข้นของพลาสมิดที่ 

10 - 1 copies/25 ng plant DNA มีคา่ Tm ท่ี 73.22°C  และ 77.10°C  ตามลําดบัซึง่ค่า Tm ท่ี 73.22°C  น่าจะ

ได้มาจากการจบักนัเองของไพรเมอร์ (primer-dimer) (Figure 1B) 
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Figure 1  (A) Amplification curve of serial dilution; pUC1318-secA plasmid concentration ranging from  

   1010-1 copies/25 ng plant DNA, (B) The melting temperature (Tm) peak at 77.10°C, indicate  

   specific  amplification of target DNA, (C) Standard curve of serial dilution mixes obtained  

   by the threshold cycler (Ct) versus log of starting quantity (copies/25 ng plant DNA)    

 

 คา่ PCR amplification efficiency (E) จากการคํานวณด้วยซอฟแวร์ Abs Quant/2nd Derivative Max 

พบว่าระหว่างช่วงความเข้มข้นพลาสมิด pUC1318-secA 1010 - 102 copies/25 ng plant DNA สามารถมาใช้

หาความลาดเอียงของกราฟมาตรฐานได้ ส่วนความเข้มข้นพลาสมิด pUC1318-secA 10 - 1 copies/25 ng 

plant DNA เป็นคา่ท่ีตกอยู่ในช่วงไมน่่าเชื่อถือ จากกราฟนีพ้บวา่ ได้ค่าความลาดเอียงของกราฟมาตรฐานเท่ากบั 

-3.524  ความหมายคือแต่ละความเข้มข้นที่ต่างกัน 10 เท่า ให้ค่า Ct ต่างกัน 3.524 รอบ หรือกล่าวได้ว่าเม่ือ

จํานวนรอบเพ่ิมขึน้ 3.524 สามารถการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใกล้เคียง 10 เท่า (23.524= 11.5) เมื่อนําค่าความลาด

เอียงมาหาคา่ E จากสมการ E = 10 (-1/slope)  ได้คา่ E เทา่กบั 1.922 (Figure 1C) แสดงให้เห็นวา่มีการเพ่ิมขึน้ของ

ชิน้ดีเอน็เอได้จํานวน 1.922 เทา่ ในแตล่ะรอบของการทําพีซีอาร์  

การประเมนิปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาในเนือ้เยื่ออ้อยด้วยวิธี absolute และ relative quantification 

 การประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาด้วยวิธี Absolute quantification เป็นการประเมินเชือ้โดยการ

นําเอาค่า Ct ของแต่ละตวัอย่างเทียบกบักราฟมาตรฐาน ในขณะที่ Relative quantification เป็นการหาสดัส่วน

ของปริมาณเชือ้ (ยีนเป้าหมาย) เทียบกบัยีนอ้างอิง    

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2  sugarcane white leaf symptom expression from A) white leaves, B) white-green leaves and  

              c) green leaves (healthy leaves) 
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    ผลการทดสอบกับตวัอย่างเนือ้เย่ืออ้อยที่แสดงลกัษณะความรุนแรงของโรคใบขาวอ้อยต่างกนั 3 ระดบั

คือใบขาว ใบเขียวปนขาว และใบเขียวปกติ (ไม่แสดงอาการ) (Figure 2) นํามาสกดัดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดี

เอ็นเอบริเวณบางส่วนของยีน secA ด้วยเทคนิค Absolute quantification และ Relative quantification เพ่ือ

ประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมา จาก Table 1 พบวา่ปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาท่ีวดัได้จากทัง้สองวิธีไม่มีความ

แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั (p<0.05)    

Table 1   Quantitative of sugarcane white leaf phytoplasma by absolute and relative   

      quantification in leaf tissue expressed different levels of symptom expression 

Samples 
Quantification assay 

Absolute quantification 

(copies/25 ng plant DNA) 

Relative quantification 

(copies/25 ng plant DNA) 

 range mean range mean 

102 copies/25 ng plant 

DNA 
- - 100 - 

White leaves* 1.54x105- 7.91 x105 5.69x105 aA 1.83x105- 8.75 x106 5.81x105 aA 

White-green leaves* 1.2x103 - 1.74x104 9.37 x103 bB 1.77x103 - 1.74x104 9.32 x103 bB 

Green leaves (healthy)* No detected - 20-30 22.10 c 

*n = 10 

 Different lower-case letters in each column indicate the significant differences in the observed values 

at p<0.05 

Different capital letters in each line indicate the significant differences in the observed values at 

p<0.05 

 จากกราฟมาตรฐานและการประเมินปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาด้วยวิธี Absolute quantification จึงใช้

ความเข้มข้นพลาสมิด pUC1318-secA 102 copies/25 ng plant DNA เป็น target/reference calibrator ใน

การประเมินปริมาณเชือ้ด้วยวิธี Relative quantification เนื่องจากเป็นบริเวณเชือ้ที่น้อยที่สุดที่อยู่ในช่วงของ

กราฟมาตรฐาน โดยพบว่าปริมาณเชือ้ในตัวอย่างใบขาวมากที่สุดด้วยการประเมินจากทัง้ Absolute และ 

Relative quantification วิธีคือ 1.54x105- 7.91 x105 และ 1.83x105- 8.75 x106 copies/25 ng plant DNA 

ตามลําดับ และรองลงมาคือปริมาณเชือ้ในตัวอย่างใบเขียวปนขาวคือ 1.2x103- 1.74x104 และ 1.77x103-

1.74x104 copies/25 ng plant DNA ตามลาํดบั แม้วา่จะสามารถประเมินปริมาณเชือ้ในตวัอย่างใบเขียวได้ด้วย

วิธี Relative quantification เม่ือพิจารณาท่ีคา่ Ct พบวา่ได้มากกวา่ 40 รอบ (ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) ทําให้ผลท่ีได้ไมมี่

ความนา่เช่ือถือ มีรายงานวา่ปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาท่ีมีน้อยในตวัอยา่งประมาณ 4-340 cells/ g of tissue นัน้

จะตรวจพบและสามารถประเมินได้ด้วย nested PCR เท่านัน้ (Berges et al., 2000) อย่างไรก็ตามจาก table 1 

พบว่าปริมาณเชือ้ในตัวอย่างใบขาวมากกว่าใบเขียวปนขาว และใบเขียวอย่างมีนัยสําคัญ แสดงให้เห็นว่า

ปริมาณเชือ้ที่เพ่ิมขึน้มีผลต่อระดบัความรุนแรงของโรคใบขาว สอดคล้องกบัปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมาของดอก 
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ไฮเดรนเยียที่ติดเชือ้ (Japanese hydrangea phyllody phytoplasma) และมีลกัษณะแสดงอาการของโรคซึ่ง

ตรวจพบปริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมามากกว่าต้นที่ติดเชือ้แต่ไม่แสดงอาการ (Kesumawati, et al., 2006) 

นอกจากนีป้ริมาณเชือ้ไฟโตพลาสมามีความสมัพนัธ์โดยตรงกบัการแสดงออกของอาการดอกเขียว (virescence) 

ในแพงพวยด้วย (Kuske and Kirkpatric, 1992)  

 

สรุป 

 การประเมินเชือ้ไฟโตพลาสมาโดยใช้ยีน secA เป็นยีนเป้าหมายท่ีมีจําเพาะเจาะจงตอ่เชือ้ไฟโตพลาสมา

โรคใบขาวอ้อย การประเมินปริมาณเชือ้ด้วยวิธี Absolute และ Relative quantification พบว่าให้ค่าปริมาณเชือ้

ที่ใกล้เคียงกนัโดยจากวิธี Absolute quantification ได้ปริมาณเชือ้ในใบขาวและใบเขียวปนขาวเป็น 1.54x105- 

7.91 x105 และ 1.2x103 - 1.74x104 copies/25 ng plant DNA ตามลําดบั สว่นใบเขียวปกติ ไมส่ามารถประเมิน

ปริมาณได้ด้วยวิธีนี ้และด้วยวิธี Relative quantification พบปริมาณเชือ้ในใบขาว, ใบเขียวปนขาว และใบเขียว

ปกติเป็น 1.83x105- 8.75 x106 , 1.77x103 - 1.74x104 และ 20-30 copies/25 ng plant DNA ตามลําดบั แต่ใบ

เขียวปกติมี Ct มากกวา่ 40 รอบซึง่เป็นคา่ท่ีไม่น่าเช่ือถือ จากการทดลองเห็นได้ว่าทัง้ 2 วิธีให้ผลปริมาณเชือ้ที่ไม่

มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ทัง้นีใ้นงานวิจยัที่มีการสร้างกราฟมาตรฐานแล้วโดยใช้พลาสมิด pUC-1318-secA 

การใช้วิธี Absolute quantification เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนของยีน secA เพียงบริเวณเดียวและใช้

การเทียบคา่ท่ีได้กบักราฟมาตรฐานได้โดยตรง ในขณะท่ีวิธีการ Relative quantification ต้องเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ

ทัง้ในส่วนของยีนเป้าหมาย (SecA) และยีนอ้างอิง (18S rDNA) ทัง้ของตวัอย่างที่ต้องการประเมินปริมาณเชือ้

และตวัเทียบ (calibrator) จากนัน้จึงนํามาคํานวณซึง่ยุ่งยากกว่า ดงันัน้วิธี Absolute quantification ซึ่งเป็นการ

ประเมินปริมาณเชือ้ในตวัอย่างท่ีมีอยู่จริงจงึง่ายกวา่และประหยดักวา่ในการปฏิบติั 
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