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การเพิ่มประสิทธิภาพการใช้เทคนิค Co-PCR ในการตรวจหาเชื้อ Acidovorax citrulli 

สาเหตุโรคผลเน่าในเมล็ดแตงโม

Enhancement of a Co-PCR Technology for Detection of Bacterial Fruit 

Blotch Pathogen, Acidovorax citrulli, in Watermelon Seed
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ABSTRACT

	 Enhancement of Co-PCR technology for the detection of Acidovorax citrulli (Ac) using 

the 521 primer set was developed in this study. The four primers comprised AC-ORF12F 

and AC-ORF1F4 at 0.4 µM, and primers AC-ORF13R and AC-ORF3F3 at 0.2 µM with the 

specificity of annealing temperature at 72 
o
C were employed. Results revealed that detection 

limit of the target DNA detection was 1 pg. The detection limit of this method in the 0.01% 

contamination seed lot was 37 colony forming unit (CFU).  By comparison, the standard  

ISHI-Veg protocol was unable to detect Ac at the same level of contamination.
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บทคัดย่อ

	 การตรวจหาเช้ือ Acidovorax citrulli 

(Ac) ด้วยเทคนิค Co-PCR โดยใช้ชุดไพรเมอร ์

521 ที่พัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการศึกษานี้ 

ประกอบด้วยไพรเมอร์ 4 เส้น ได้แก่ AC-ORF12F 

และ AC-ORF1F4 ที่ความเข้มข้น 0.4 µM และ

ไพรเมอร์ AC-ORF13R และ AC-ORF3F3 ที่

ความเข้มข้น 0.2 µM ที่อุณหภูมิ annealing 

72
o
ซ. ท�ำให้มีความจ�ำเพาะ และความไวในการ

ตรวจดเีอน็เอของเช้ือเป้าหมายได้ต�ำ่สุด 1 pg การ

ตรวจหาเชื้อในกองเมล็ดพันธุ์ พบว่า มีความไวใน

การตรวจเชื้อในกองเมล็ดที่อัตราปนเปื้อน 0.01% 

มกีารปนเป้ือนเช้ือเร่ิมต้น 37 colony forming unit 

(CFU) โดยทีอ่ตัราการปนเป้ือนเดยีวกันนี ้ตรวจหา 

เช้ือ Ac ไม่พบตามวิธีการมาตรฐานสากลของ 

ISHI-Veg 

ค�ำส�ำคัญ: การรับรองเมล็ดพันธุ ์แตงโม, พืช

ตระกูลแตง, ผลเน่าแตงโม

บทน�ำ

	 เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเน่าในพืช

ตระกูลแตง Acidovorax citrulli (Ac) สามารถ

ถ่ายทอดและแพร่กระจายผ่านทางเมล็ดพันธุ์ได้

ในอัตราสูง จากรายงานของ Dutta et al. (2012)  

พบเมล็ดแตงโมที่ได้จากการปลูกเช้ือ 10 CFU 

จากการเพาะเลีย้งบนอาหารสามารถถ่ายทอดโรคสู่ 

ต้นกล้าทีป่ลกูในสภาพโรงเรือนอตัราสูงถึง 16.7% 

และเช้ือ Ac จดัเป็นศัตรูพืชกักกัน (quarantine pest) 

ระหว่างประเทศในพืชตระกูลแตง โดย European  

and Mediterranean Plant Protection Organization 

(EPPO) จัดเชื้อนี้อยู่ในกลุ่ม A1 ที่มีความเสี่ยงสูง 

(EPPO, 2021) การพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อ Ac 

ที่มีความแม่นย�ำ  และมีความไวในการตรวจสูง  

จึงเป็นวิธีการช่วยคัดกรองเมล็ดพันธุ์ที่ปลอดเช้ือ 

เพื่อควบคุมป้องกันการแพร่กระจายของโรคนี้

	 เทคนคิ Co-operational PCR (Co-PCR) 

พัฒนาขึ้นโดย Olmos et al. (2002) เป็นเทคนิค

ทีม่หีลักการการใช้ไพรเมอร์ 3-4 เส้น โดยไพรเมอร์

คูท่ี ่1 จะสังเคราะห์ดเีอน็เอขนาดใหญ่และไพรเมอร์ 

คู่ที่ 2 จะจับกับดีเอ็นเอต้นแบบในต�ำแหน่งด้านใน 

ของผลผลิต PCR ของคู่ที่ 1 คล้ายหลักการ

ท�ำงานของเทคนคิ nested-PCR ทีไ่พรเมอร์คูแ่รก 

และคู่ที่สองจะท�ำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิแตกต่างกัน 

(Kositcharoenkul et al., 2011) แต่อณุหภมูทิีเ่หมาะสม 

ของการจบัของไพรเมอร์ (annealing temperature) 

ของเทคนิค Co-PCR ทุกเส้นจะเป็นอุณหภูม ิ

เดียวกัน อยู ่ภายในปฏิกิ ริยาหลอดเดียวกัน  

ซ่ึงในกรณีที่ใช้ไพรเมอร์ 3 เส้น จะเป็นการใช้ 

ไพรเมอร์เส้น forward หรือ reverse ร่วมกัน  

ดังนั้นในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ในแต่ละ

รอบด้วยเทคนิค Co-PCR จะมีจ�ำนวนผลผลิต 

ของดีเอ็นเอเป้าหมายที่มากกว่าการท�ำปฏิกิริยา 

ด้วยเทคนิค จึงท�ำให้มีความไวในการตรวจหาเชื้อ

ได้ดีกว่า ลดโอกาสการปนเปื้อนจากการเปิดปิด

หลอดปฏิกิริยา และการดูดดีเอ็นเอจากหลอด

ปฏิกิริยาแรกไปสู ่หลอดปฏิกิริยาที่สองในการ 

ท�ำปฏกิิริยา 2 รอบของเทคนคิ nested-PCR และ

ยังใช้เครื่อง PCR แบบดั้งเดิม จึงมีค่าใช้จ่ายต่อ

ตัวอย่างต�่ำกว่าเทคนิค real-time PCR (qPCR)

	 Korakngam et al. (2018) ได้พัฒนา

เทคนิค Co-PCR มาใช้ตรวจหาเชื้อ Ac ในเมล็ด

แตงโมด้วยชุดไพรเมอร์ Ac-ORF12F, Ac-ORF13R  

และ Ac-ORF21R ที่ใช้ตรวจเชื้อ Ac จากเทคนิค 

nested-PCR (Kim et al., 2015) ซ่ึงเทคนิค  

Co-PCR มคีวามจ�ำเพาะต่อเช้ือ Ac มปีระสิทธภิาพ

การตรวจหาเช้ือในเมล็ดที่มีปริมาณเช้ือได้ต�่ำสุด 

10
3
 CFU/เมล็ด ที่อัตราการติดเชื้อ 0.05% ขนาด

กองเมล็ดพันธุ์ 2,000 เมล็ด/กอง และอัตราการ

ติดเช้ือ 0.01% (1/10,000) ที่แบ่งเป็นกองย่อย  

2,000 เมล็ด/กอง และสามารถตรวจได้ 3/3 ซ�้ำ 

(100%) การตรวจหาเช้ือ Ac โดยวิธกีารมาตรฐาน
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สากล พัฒนาโดย International Seed Federation  

Initiative Crops for Vegetable (ISHI-Veg)  

ใช้เทคนคิ Seed extract qPCR (SE-qPCR) โดย

การน�ำเมลด็ขนาดกองย่อยสูงสุด 5,000 เมลด็/กอง 

แช่ในสารละลาย PBS อัตรา 2 มล./ก. เมล็ด ที่มี

การใส่เชื้อ Ac ลงไป 3,000 เซลล์ และเขย่าเมล็ด

ด้วยความเร็วรอบ 120 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 1-2 ชม. 

น�ำสารเขย่าเมล็ดบางส่วน (45 มล.) ไปปั ่น 

ตกตะกอน และน�ำตะกอนที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอ  

แล้วน�ำไปตรวจด้วยเทคนคิ TaqMan qPCR พบว่า 

มีประสิทธิภาพในการตรวจได้ 100% จาก 3 ซ�้ำ 

(ISHI-Veg, 2021)

	 ในการศึกษานี้มีจุดประสงค์เพื่อเพ่ิม

ประสิทธิภาพของการตรวจหาเช้ือ Ac ด้วยเทคนคิ 

Co-PCR โดยมกีารพฒันาชุดไพรเมอร์ใหม่ส�ำหรับ

เทคนคิ Co-PCR ร่วมกับกระบวนการเพิม่ปริมาณ

เช้ือจากน�้ำกรองเมล็ดแตงโมก่อนน�ำไปสกัด

ดีเอ็นเอและตรวจหาเช้ือด้วยเทคนิค Co-PCR 

โดยเปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือ Ac กับวิธี

ตรวจตามมาตรฐานสากล ISHI-Veg (2021)

อุปกรณ์และวิธีการ

1.	 เชื้อแบคทีเรียทดสอบและการสกัดดีเอ็นเอ

ของเชื้อ

	 แหล่งของเช้ือแบคทีเรียในการทดลองนี้  

ประกอบด้วย เช้ือ Ac จ�ำนวน 36 ไอโซเลท  

เช้ือไม่ก่อโรค 7 ไอโซเลท ทีแ่ยกได้จากใบแตงโม และ 

เชื้อที่มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับเชื้อ Ac อีก  

3 ไอโซเลท ได้แก่ A. cattaleyae Pseudomonas sp. 

และ Burkhoderia gladiol i รวมทั้งหมด  

46 ไอโซเลท (Korakngam et al., 2018) น�ำมา 

สกัดดเีอน็เอจากเช้ือ โดยการเลีย้งเช้ือ Ac บนอาหาร 

nutrient broth (NB) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 

24 ชม. และน�ำเช้ือแบคทีเรียมาสกัดดีเอ็นเอ 

ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป Presto™ Mini 

gDNA Bacteria Kit (Geneaid, Taiwan) ตาม

วิธีการที่บริษัทแนะน�ำ  วัดความเข้มข้นดีเอ็นเอ 

ด้วยเคร่ือง spectrophotometer Nanodrop
TM
 8000 

(Thermo scientific, USA) และตรวจดีเอ็นเอ 

ด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% 

agarose gel ที่ละลายใน 0.5 % TBE buffer ใช้ 

ความต่างศักย์คงที ่100 V. เป็นเวลา 40 นาท ีย้อมด้วย 

สารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ 0.5 ไมโครกรัม/มล. 

และตรวจดแูถบดเีอน็เอภายใต้แสงอลุตร้าไวโอเลต

2.	 การออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรบัเทคนิค Co-PCR 

ให้มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ Ac 

	 ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ�ำเพาะต่อ

เช้ือ Ac โดยใช้ล�ำดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล 

NCBI Accession no. CP000512.1 ช่วงต�ำแหน่ง

ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 3609100-3609900 

เป็นต้นแบบ และออกแบบเพ่ิมเตมิจากชุดไพรเมอร์ 

ของ Korakngam et al. (2018) ได้แก่ AC-ORF12F 

(5’-GCATCTTGTTCAGCCACGAC-3’), AC-ORF13R 

(5’-ATTGGCAATCACCAAGACGC-3’) ขนาด 569 bp 

และ AC-ORF21R (5’-TTATTCTGGGCGTCACCGTC-3’) 

ขนาด 357 bp ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูปในการ

ออกแบบไพรเมอร์ Primer3Plus (http://www. 

bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ 

primer3plus.cgi) โดยก�ำหนดพารามิเตอร์ ดังนี ้

ขนาดของผลิตภัณฑ์ (product size ranges) 

อยู่ระหว่าง 100 – 600 bp ขนาดของไพรเมอร์ 

(primer size) 18 – 30 คู่เบส primer Tm 

(melting temperature) ก�ำหนดให้อยู่ระหว่าง  

60-72 °ซ. และเบส GC อยู่ระหว่าง 45-60%  

เมื่อออกแบบไพรเมอร์ได้แล้วจะน�ำล�ำดับเบส

ของไพรเมอร์ที่ได้ไปวิเคราะห์ความเหมือนกับ 

นิวคลีโอไทด์ของเชื้อ Ac ด้วยโปรแกรม BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  

เพื่อยืนยันความถูกต้องอีกครั้งหนึ่ง
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3.	 การทดสอบสภาพท่ีเหมาะสมของการท�ำ

ปฏิกิริยาด้วยชุดไพรเมอร์

	 น�ำไพรเมอร์มาทดสอบการเข้าคูท่ีเ่หมาะสม 

ของแต่ละชุดไพรเมอร์ โดยส่วนประกอบของ 

ปฏกิิริยา PCR ได้แก่ 1x Phire plant direct PCR 

master mix (Thermo Scientific, USA), ทดสอบ

หาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมดังแสดง

ใน Table 1 และดีเอ็นเอต้นแบบ 1 นาโนกรัม 

ปริมาตรรวมเป็น 10 ไมโครลติร/ปฏกิิริยา ท�ำปฏกิิริยา 

ด้วยโปรแกรมการท�ำปฏิกิริยาดังนี้ ใช้อุณหภูม ิ

98°ซ. เป็นเวลา 5 นาท ีในการเร่ิมปฏกิิริยา ตามด้วย 

ขั้นตอน Denaturing ที่ 98°ซ. เป็นเวลา 10 วนิาที 

annealing 64°ซ. เป็นเวลา 15 วินาที และ 

extension ที่ 72°ซ. เป็นเวลา 15 วินาที ท�ำซ�้ำ 

จากขั้น Denaturing จนถึงขั้น extension จ�ำนวน 

35 รอบ และ final extension ที่ 72°ซ. เป็นเวลา 

2 นาที ตรวจสอบผลผลิต Co-PCR ด้วยเทคนิค 

Gel electrophoresis เช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 1 

Table 1 Concentration of each primer used in each treatment

Treatment

Concentration (µM)

AC-ORF12F AC-ORF13R AC-ORF3F3 AC-ORF1F4

1 0.4 0.2 0.2 0.4 

2 0.4 0.2 0.2 0.3 

3 0.4 0.2 0.2 0.2 

4 0.3 0.2 0.2 0.4 

5 0.3 0.2 0.2 0.3 

6 0.3 0.2 0.2 0.2

7 0.4 0.2 0.2 -

8 0.4 0.2 0.3 -

4.	 ทดสอบอุณหภมูท่ีิเหมาะสมของชดุไพรเมอร์

	 ทดสอบหาอุณหภูมิข้ันตอน annealing  

ทีเ่หมาะสมของชุดไพรเมอร์ ท�ำปฏกิิริยา Co-PCR 

โดยมอีงค์ประกอบของปฏกิิริยา และโปรแกรมการ

ท�ำปฏิกิริยาตามวิธีการในข้อ 3 ทดสอบอุณหภูมิ 

ขั้นตอน annealing ในช่วง 64 -75
o
ซ. ตรวจสอบ

ผลผลติ Co-PCR ด้วยเทคนคิ Gel electrophoresis 

เช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 1

5.	 ทดสอบความจ�ำเพาะของชุดไพรเมอร ์

ต่อเชื้อ Ac

	 น�ำดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียจากข้อ 1  

มาทดสอบการตรวจหาเชื้อ Ac ด้วยชุดไพรเมอร์  

ใช้องค์ประกอบปฏกิิริยาทีเ่หมาะสมจากข้อ 3 และ 4  

และตรวจสอบผลผลิต Co-PCR ด้วยเทคนิค  

Gel electrophoresis เช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 1

6.	 การเตรียมเมล็ดติดเชื้อ

	 ปลูกเชื้อแบคทีเรีย Ac ลงในเมล็ด โดย

การตัดปลายเมล็ดแตงโมด้านป้านเล็กน้อยฉีด

เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียเข้าไปในเมล็ดแต่ละ

เมล็ดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร/เมล็ด และตากเมล็ดให้แห้งที่อุณหภูมิ

ห้องเป็นเวลา 30 นาที โดยการตรวจสอบความไว

ในการตรวจหาเช้ือในกองเมล็ดพันธุ์ใช้ความเข้ม

ข้นเชื้อ 10
4
-10

5
 หน่วยโคโลนี/มล. ในปริมาตร 2 

ไมโครลิตร/เมล็ด
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	 น�ำเมลด็ปลอดเช้ือจ�ำนวน 10,000 เมลด็/ 

กองเมล็ด เตมิเมลด็ทีป่ลกูเช้ือทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ  กัน  

จ�ำนวน 1 เมล็ด คิดเป็นอัตราติดเช้ือ 0.01%  

(1/10,000 เมล็ด) ต่อซ�้ำ  แบ่งเมล็ดเป็นกอง

ย่อย (sub-sample) จ�ำนวน 5 กองย่อย ๆ ละ 

2,000 เมล็ด ส�ำหรับทดสอบด้วยวิธีการ Co-PCR  

(Korakngam et al., 2018) และ 2 กองย่อย ๆ  ละ 

5,000 เมลด็ ส�ำหรับทดสอบด้วยเทคนคิ TaqMan 

qPCR (ISHI-Veg, 2021) ทดสอบจ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ใน

แต่ละความเข้มข้น

7.	 ทดสอบความไวของการตรวจหาเชื้อ Ac ใน

เมล็ดด้วยเทคนิค Co-PCR

	 ตรวจสอบเมล็ดแตงโมปลอดเ ช้ือ 

ดัดแปลงวิธีการของ Korakngam et al. (2018)  

โดยเมล็ดแตงโมได ้ รับความอนุเคราะห์จาก  

บริษัท เอชเอ็ม.โคลส (ประเทศไทย) จ�ำกัด ใช้

เมล็ดแตงโมทดสอบ (sampling size) จ�ำนวน 

10,000 เมล็ด แบ่งเมล็ดเป็น 5 กองย่อย ๆ ละ 

2,000 เมล็ด น�ำตัวอย่างเมล็ดที่ติดเช้ือไปแช่ใน

อาหาร nutrient broth (NB) ปริมาตร 150 มล.  

ที่มี benomyl 1.5 มก./มล. และ ampicillin  

15 ไมโครกรัม/มล. ดัดแปลงวิธีการในข้ันตอนนี้

โดยการแช่เมล็ดในสภาพสุญญากาศ เป็นเวลา 

10 นาท ีแทนวิธกีารเดมิทีเ่ขย่าเมลด็ที ่150 รอบ/นาท ี

เป็นเวลา 1 ชม. หลังจากนั้นกรองเมล็ดออกและ

น�ำน�ำ้กรองเมลด็ไปเขย่าต่อทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 

5 - 8 ชม. เพ่ือเพ่ิมปริมาณเช้ือ กรองน�้ำเขย่า

เมล็ดผ่านกระดาษกรอง (Whatman
TM
#1, USA) 

ที่มีขนาดรูกรอง 11 ไมโครเมตร น�ำมาปั่นเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบ/นาที เวลา 20 นาที 

ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง Refrigerated high speed 

centrifuge model 7930 (Kubota Co., Japan) 

เทส่วนใสทิ้ง น�ำตะกอนไปสกัดดีเอ็นเอด้วย 

ชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป Presto
TM
 Mini gDNA 

Bacteria Kit (Geneaid, Taiwan) ตามวิธีการ

ที่บริษัทแนะน�ำ  วัดความเข ้มข ้นด้วยเคร่ือง  

spectrophotometer Nanodrop
TM
 8000  

(Thermo scientific, USA) และน�ำไปทดสอบด้วย

ปฏิกิริยา Co-PCR

	 ชุดควบคุมการทดลองประกอบด้วย  

1). เมล็ดปลอดเชื้อ 2,000 เมล็ด + 1 เมล็ดที่ฉีด

เชื้อ Ac ที่มีค่า O.D. = 0.2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

2). เมล็ดปลอดเช้ือ 2,000 เมล็ด + เซลล์

แขวนลอยเชื้อ Ac ที่มีค่า O.D. = 0.2 ปริมาตร  

1 มล. 3). เมลด็ปลอดเช้ือ 2,000 เมลด็ + 1 เมลด็ที่ 

ฉีดเชื้อ A. cattleyae ที่มีค่า O.D. = 0.2 ปริมาตร 

2 ไมโครลิตร 4). เมล็ดปลอดเชื้อ 2,000 เมล็ด + 

เซลล์แขวนลอยของเช้ือ A. cattleyae ทีม่ค่ีา O.D. 

= 0.2 ปริมาตร 1 มล.

	 ตรวจสอบหาเช้ือ Ac ในกองเมล็ดพันธุ์

ทดสอบ โดยการสกัดดีเอ็นเอจากกองเมล็ดพันธุ์

ตามวิธีการข้างต้น และตรวจหาเช้ือด้วยเทคนิค 

Co-PCR ด้วยคู่ไพรเมอร์และสภาพที่เหมาะสม

ของการท�ำปฏกิิริยาทีพั่ฒนาข้ึนในการศกึษานี ้และ

ใช้การท�ำปฏิกิริยา PCR ด้วยคู่ไพรเมอร์ส�ำหรับ

ส่วน 16S rDNA Fd2/rP1 (Weisburg et al., 

1991) เป็นชุดควบคุมภายใน เปรียบเทียบกับ

ชุดไพรเมอร์ 53 ตามวิธีการ Korakngam et al. 

(2018) 

 

8. การตรวจหาเชื้อ Ac ด้วยวิธีตามมาตรฐาน

สากล

	 ตวัอย่างทดสอบเป็นตวัอย่างเมลด็แตงโม

ที่ได้จากการปลูกเชื้อจากข้อ 6 โดยแบ่งกองเมล็ด

ตรวจออกเป็น 2 กองย่อย ๆ ละ 5,000 เมล็ด 

การเตรียมเมล็ด การสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ด และ

การท�ำปฏิกิริยา real-time PCR โดยการน�ำเมล็ด

แต่ละกองย่อยแช่ในสารละลาย PBS อัตรา 2 

มล./เมล็ด 1 ก. บ่มเมล็ดโดยการเขย่าเมล็ดอัตรา 
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150 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 2 ชม. น�ำส่วนสารละลาย

แช่เมล็ดปริมาตร 45 มล. ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 1,000 g เป็นเวลา 5 นาท ีและย้ายสารละลาย

ลงไปในขวดใหม่และปั่นเหว่ียงที่ 3,200 g เป็น

เวลา 15 นาที น�ำตะกอนที่ได้ไปสกัดดีเอ็นเอด้วย 

ชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป Macherey-Nagel  

Nucleospin® Plant II ด้วยการเตมิสารละลาย PL1  

ที่เติม proteinase K 0.8 มก./มล. บ่มที่อุณหภูมิ

ห้องเป็นเวลา 3 ชม. ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 g เป็น

เวลา 5 นาที ย้ายส่วนใสไปใส่ใน DNA binding 

column ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 g เป็นเวลา 1 นาที 

และล้าง column ด้วยสารละลาย PW1 ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร จ�ำนวน 2 คร้ัง และปั่นเหว่ียง 

DNA binding column ให้แห้ง และละลาย

ดเีอน็เอ ด้วยสารละลาย PE ทีบ่่มทีอ่ณุหภมู ิ70°ซ. 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

	 น�ำดเีอน็เอทีไ่ด้ไปท�ำปฏกิิริยา single-plex 

TaqMan qPCR ด้วยชุดไพรเมอร์และโพรบ

ส�ำหรับ Contig 21 และ Contig 22 ส�ำหรับตรวจ

หาเช้ือ Ac องค์ประกอบของปฏกิิริยา และรอบการ

ท�ำปฏกิิริยาตามวิธกีารของ ISHI-Veg (2021) ด้วย

ชุด Multiplex qPCR ToughMix (Quantabio, 

USA) ด้วยเครื่อง Real-time Model PCRCFX-

96
TM
, C1000 Touch

TM
 (Biorad, USA)

	 ชุดปฏกิิริยาควบคมุประกอบด้วย ปฏกิิริยา

ทีใ่ช้น�ำ้แทนดเีอน็เอในปฏกิิริยา (NTC), ปฏกิิริยาที่

เตมิดเีอน็เอของเช้ือ Ac (10 pg) (PAC), ปฏกิิริยา

ที่เติมดีเอ็นเอของเช้ือ A. cattleyae (10 pg) 

(IAC), ปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอสกัดจากเมล็ดไม่มีเชื้อ 

Ac (NPC), ปฏกิิริยาทีส่กัดจากเมลด็ทีป่ลกูเช้ือ Ac 

ทีม่ค่ีา O.D.600 = 0.1 เจอืจาง 1,000 เท่า ปริมาตร 

4 มล./1,000 มล. extraction buffer (คาดว่ามี

ปริมาณเซลล์แบคทีเรียประมาณ 12,000 เซลล์) 

(PEC), ปฏิกิริยาที่สกัดจากเมล็ดที่ปลูกเช้ือ A. 

cattleyae ทีม่ค่ีา O.D. 600 = 0.1 เจอืจาง 50 เท่า 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร/1,000 มล. extraction 

buffer (PPC)

	

ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	 การออกแบบไพรเมอร์ Co-PCR และการ

หาสภาพที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา

	 จากการออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้ร่วมกับ 

ไพรเมอร์บางส่วนจากชุดไพรเมอร์ของ Korakngam 

et al. (2018) ประกอบด้วยชุดไพรเมอร์ 52  

ได้แก่ AC-ORF12F, AC-ORF13R และ AC-ORF3F3  

ให้ผลผลิต Co-PCR ขนาด 569 และ 256 bp 

และ 521 ประกอบด้วยไพรเมอร์ AC-ORF12F, 

AC-ORF13R AC-ORF3F3 และ AC-ORF1F4 

ให้ผลผลิต Co-PCR ขนาด 569, 256 bp และ 

137 bp โดยมีต�ำแหน่งของไพรเมอร์ดังแสดงใน 

Figure 1 และรายละเอียดดังใน Table 2

	 เมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 

แต่ละไพรเมอร์ไปเปรียบเทยีบกับล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 

ในฐานข้อมลู GenBank พบว่า มคีวามเหมอืนของ

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ Ac ที่ค่า max score 

42.1 ค่า total score 42.1 ค่า E value 0.18  

ค่า percent identity 100% ในทั้งสองไพรเมอร์

ที่ออกแบบเพิ่มในการศึกษานี้

2.	 สภาพท่ีเหมาะสมของการท�ำปฏกิิรยิาด้วยชดุ

ไพรเมอร์

	 การหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ทีเ่หมาะสม 

ในการเกิดปฏิกิริยา พบว่า ส�ำหรับชุดไพรเมอร ์ 

521 ในทรีตเมนต ์ที่ ไพรเมอร ์  forward  

(AC-ORF12F) ความเข้มข้น 0.4 µM (ทรีตเมนต์ 1  

2 และ 3) ให้ผลการเกิดปฏิกิริยาดีกว่าเมื่อเปรียบ

เทียบกับทรีตเมนต์ที่ความเข้มข้นไพรเมอร์เป็น 

0.3 µM (ทรีตเมนต์ 4 5 และ 6) และจากการ

เปรียบเทียบในทุกทรีตเมนต์ พบว่า ทรีตเมนต์

ที่ 1 ที่มีความเข้มข้นของไพรเมอร์ AC-ORF12F 
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และ AC-ORF1F4 เป็น 0.4 µM และไพรเมอร์ 

AC-ORF13R AC-ORF3F3 มีความเข้มข้นของ

ไพรเมอร์ เป็น 0.2 µM ให้แถบดีเอ็นเอเป้าหมาย

ทั้งสามแถบชัดเจนที่สุด และทรีตเมนต์ที่ 2 เป็น

ล�ำดบัรองลงมา และชุดไพรเมอร์ 52 ความเข้มข้น

ของไพรเมอร์ AC-ORF12F AC-ORF13R และ 

AC-ORF3F3 เป็น 0.4 0.2 และ 0.3 ตามล�ำดับ  

ให ้ประสิทธิภาพผล Co-PCR ดีที่สุดของ 

ชุดไพรเมอร์นี้ อย่างไรก็ตาม พบว่า ในปฏิกิริยา

ควบคุมที่ไม ่เติมดีเอ็นเอต้นแบบของทั้งสอง 

ชุดไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกับแถบ

ดีเอ็นเอเป้าหมาย ขนาด 256 bp และ 137 bp 

เช่นกัน ได้แก่ ทรีตเมนต์ที่ 2 3 และ 5 (Figure 2)  

Table 2 List of primer name, type of primer and primer sequences 

Primer name
Type of 

primer
Primer sequence (5’-3’) Source

AC-ORF12F forward GCATCTTGTTCAGCCACGAC-3’ Korakngam et al. (2018), 

Kim et al., (2015)
AC-ORF13R reverse ATTGGCAATCACCAAGACGC

AC-ORF21R reverse TTATTCTGGGCGTCACCGTC

AC-ORF3F3 reverse GCTGTCAAGGGAGGATTAGGT This study

AC-ORF1F4 reverse CGCAGGCTTGAATTATGCTGA This study

และจากการทดสอบซ�้ำ  ของทั้งสองชุดไพรเมอร์ 

พบว่า พบชุดปฏิกิริยาควบคุมลบที่ไม่เติมดีเอ็นเอ

ต้นแบบให้ผลบวกปลอม (false positive) แบบ

มีความไม่สม�่ำเสมอ (ไม่ได้แสดงผล) จึงได้น�ำไป

ทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา

ต่อไป

3.	 อุณหภูมิที่เหมาะสมของชุดไพรเมอร์

	 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมใน

การเกิดปฏิกิริยา โดยไม่ท�ำให้เกิดผลบวกปลอม

ในปฏิกิริยาที่ไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ (no template 

control) โดยการปรับอุณหภูมิขั้นตอน annealing 

พบว่า ไม่พบแถบดีเอ็นเอของผลบวกปลอม เมื่อ

Figure 1 Position of primer (the character with bold and underline) in DNA of Acidovorax citrulli 

accession no. CP000512.1 at the position of 3609100-3609900, primer name is above the primer 

position, primer type with --> is a forward primer and with <-- is reverse primer. The yellow highlight 

primers were designed in this study
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มีอุณหภูมิ annealing ตั้งแต่ 72
o
ซ. ขึ้นไปส�ำหรับ

ชุดไพรเมอร์ 521 และ 73
o
ซ. ขึ้นไป ส�ำหรับชุด 

ไพรเมอร์ 52 อย่างไรก็ตามพบว่า เมื่ออุณหภูมิ

สูงข้ึนการเกิดปฏิกิริยาก็ลดลงเช่นกัน แสดงให้

เห็นจากแถบดีเอ็นเอเป้าหมายที่จางลงของชุด 

ไพรเมอร์ 521 ที่อุณหภูมิ 74
o
ซ. และ 75

o
ซ. และ

ชุดไพรเมอร์ 52 ที่อุณหภูมิ 75
o
ซ. (Figure 3) ซึ่ง 

ในการทดสอบนี้จะใช้อุณหภูมิ 72
o
ซ. ส�ำหรับ 

ไพรเมอร์ชุด 521 และ 73
o
ซ. ส�ำหรับชุดไพรเมอร์ 52  

ไปใช้ในการทดสอบต่อไป

4. ความไวของชุดไพรเมอร์

	 ความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบ

ดีเอ็นเอของชุดไพรเมอร์ 52 และ 521 เปรียบ

เทียบกับชุดไพรเมอร์ 53 ของ Korakngam et al. 

(2018) พบว่า ไพรเมอร์ชุด 521 มีความไวในการ

ตรวจดีเอ็นเอของเชือ้ Ac มากที่สุด สามารถตรวจ

ดีเอ็นเอของเชื้อได้ต�่ำสุดที่ 1 pg ในขณะที่ความ

ไวของการตรวจด้วยชุดไพรเมอร์ 52 และ 53  

ที่ระดับ 10 pg แต่พบว่า ชุดไพรเมอร์ 52 มีความ

เข้มของแถบดีเอ็นเอมากกว่า (Figure 4) จากผล

การทดลองนี้จึงได้น�ำชุดไพรเมอร์ 521 ไปทดสอบ

ในขั้นตอนต่อไป

5.	 ความจ�ำเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ต่อเชือ้ Ac 

ด้วยชุดไพรเมอร์ 521

	 เมื่อทดสอบความจ�ำเพาะของไพรเมอร ์

ชุด 521 โดยการท�ำปฏิกิริยา Co-PCR พบว่า  

ให้ผลเป็นบวกที่สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ

ทั้งสามขนาด ได้แก่ 137 bp และหรือขนาด  

256 bp และ 569 bp กับเช้ือแบคทีเรีย Ac  

ทั้ง 36 ไอโซเลท และให้ผลเป็นลบ ซ่ึงไม่พบ

แถบดีเอ็นเอที่ต�ำแหน่งดังกล่าวกับเช้ือแบคทีเรีย

ใกล้เคียง A. cattleyae, Pseudomonas sp. 

และ Burkhoderia gladioli และดีเอ็นเอของ

เชื้อแบคทีเรียไม่ก่อโรค 7 ไอโซเลท โดยดีเอ็นเอ

ทดสอบทุกตัวอย่างสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

ขนาด 1,500 bp ของส่วน 16S rDNA จากการ

Figure 2 Co-PCR optimization of primer concentration variation results of primer set 521 and 52 

amplified with DNA of Acidovorax citrulli. Treatments 1-8 are set of primer concentration variations 

related to Table 1, M = DNA Marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), 

N = no template control A = DNA of Acidovorax citrulli
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ท�ำปฏิกิริยา PCR เพ่ือเป็นชุดควบคุมปฏิกิริยา

ภายใน (Figure 5) แสดงว่าชุดไพรเมอร์ 521  

มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ Ac

6.	 ผลการทดสอบหาเชื้อ Ac ในกองเมล็ดพันธุ์ 

และเปรียบเทียบความไวของการตรวจเปรียบ

เทียบกับชุดไพรเมอร์ 53

	 การทดสอบความปลอดเชื้อ Ac ในเมล็ด

ก่อนน�ำมาท�ำการทดลอง ด้วยการตรวจหาเช้ือตาม

วิธีการของ Korakngam et al. (2018) พบว่า 

เมลด็ทีน่�ำมาใช้ไม่พบเช้ือ Ac (ไม่ได้แสดงผล) และ 

เมื่อน�ำการตรวจสอบการหาเช้ือในกองเมล็ด 

พบว่า ทีอ่ตัราการตดิเช้ือในเมลด็ 0.01% (1/10,000 เมลด็) 

ปลกูเช้ือทีค่วามเข้มข้น 1.87 x 10
5
 หน่วยโคโลน/ีมล. 

และ 1.87 x 10
4
 CFU/มล. มีปริมาณเช้ือ 

เมื่อฉีดเชื้อเข้าในเมล็ด 2 ไมโครลิตร เท่ากับ 374 

และ 37 หน่วยโคโลน/ีกองเมลด็ ตามล�ำดบั เมือ่ตรวจ

สอบต่อส่วน 16S rDNA พบว่า ให้ผลเป็นบวกในทกุ

ตัวอย่าง ซึ่งปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 1,500 bp 

ทัง้สองความเข้มข้นทดสอบ (Figure 6 C, F ) และ

ที่การปนเปื้อนเช้ือ 374 หน่วยโคโลนี/กองเมล็ด 

ให้ผลเป็นบวกเมื่อทดสอบกับทั้งสองชุดไพรเมอร์ 

521 และ 53 ในตวัอย่างทัง้ 3 ซ�ำ้ โดยพบเป็นแถบ

ดีเอ็นเอขนาด 137 bp (Figure 6B) และ 357 bp  

(Figure 6C) ในขณะทีป่ริมาณเช้ือทีต่ดิเมลด็ลดลง เป็น  

37 หน่วยโคโลน/ีกองเมลด็ ในอตัราตดิเมลด็ที ่0.01% 

เท่าเดมิ พบว่า ให้ผลบวกเฉพาะเมื่อทดสอบกับ 

ไพรเมอร์ชุด 521 (Figure 6D และ E) แสดงให้

Figure 3 Co-PCR optimization of annealing temperature results of primer sets 521 and 52 amplified  

with DNA of Acidovorax citrulli with various annealing temperature from 64 
O
C to 75 

O
C. M = DNA 

Marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), N = no template control  

A = DNA of Acidovorax citrulli

Figure 4 Co-PCR Sensitivity results of primer sets 53, 52 and 521 amplified with DNA of Acidovorax 

citrulli with various amounts of DNA from 1 ng – 1 fg. M = DNA Marker GeneRuler 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), NTC = no template control, black triangle is indicated faint 

DNA band
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เห็นว่า ชุดไพรเมอร์ 521 มีความไวในการตรวจ

เช้ือได้มากกว่าชุดไพรเมอร์ 53 ซ่ึงโดยหลกัการชุด 

ไพรเมอร์ 521 มีไพรเมอร์ forward 1 เส้น 

แต่มีไพรเมอร์ reverse 3 เส้น ส่งผลให้การ

เกิดผลผลิต PCR ในแต่ละรอบมากกว่าชุด 

ไพรเมอร์ 53 ทีม่ไีพรเมอร์ reverse 2 เส้น จงึส่งผล 

กระทบโดยตรงต่อความไวของปฏิกิริยาที่เพ่ิมข้ึน 

และในการทดสอบนี้มีข้ันตอนในการเพิ่มปริมาณ

เซลล์ของแบคทีเรียจากข้ันตอนการแช่เมล็ด 

และเขย่าน�้ำกรองเมล็ดเป็นเวลา 5 – 8 ชม.  

ก่อนที่จะน�ำมาสกัดดีเอ็นเอ ท�ำให้ความไวในการ

ตรวจหาเชื้อจากเมล็ดมีมากขึ้น 

7.	 การตรวจหาเชื้อ Ac ด้วยเทคนิค TaqMan 

qPCR ตามวิธีการของ ISHI-Veg (2021)

	 จากการท�ำปฏกิิริยา real-time PCR ตาม

วิธีการของ ISHI-Veg (2021) ด้วยชุดไพรเมอร์

ส�ำหรับ contig 21 และ Contig 22 โดยในชุด

ควบคุมตัวอย่างที่มีการเติมดีเอ็นเอ ของเช้ือ Ac 

(PAC) พบว่า ชุดไพรเมอร์ทัง้สองชุดสามารถตรวจ

หาเช้ือ Ac ได้ แต่ความไวในการตรวจแตกต่างกัน 

พบว่า ชุดไพรเมอร์ Contig 21 ตรวจได้ที่ค่า Ct 

28.81 ในขณะทีไ่พรเมอร์ Contig 22 ตรวจได้ทีค่่า 

Ct 35.18 ในการทดสอบนี้ตัวอย่างควบคุมเมล็ดที่

ผสมกับเซลล์แขวนลอยเช้ือ Ac (PPC) ไม่สามารถ

ตรวจหาเชื้อได้ และตัวอย่างเมล็ดทดสอบที่ความ

เข้มข้นเดียวกับการตรวจหาด้วยเทคนิค Co-PCR 

พบว่า ไม่สามารถตรวจหาเช้ือได้ในทกุความเข้มข้น 

ทั้ง 3 ซ�้ำ (Figure 7)

	 จากการทดสอบการตรวจหาเชื้อ Ac ด้วย

วิธีที่แตกต่างกัน พบว่า เทคนิค Co-PCR ด้วย

ไพรเมอร์ชุด 521 ที่พัฒนาข้ึนในการทดลองนี้

มีประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเช้ือได้ดี 

ที่สุด (Table 3) ซึ่งประสิทธิภาพที่ด้อยกว่า เนื่อง

มาจากปัจจัยขนาดกองเมล็ดที่ใช้เมล็ดมากกว่าที ่

5,000 เมล็ด/กองย่อย การแช่เมล็ดแต่ไม่มีการ

Figure 5 Specificity test of primer set 521 for Co-PCR amplified DNA of Acidovorax citrulli (Ac)

(1-36) and related species A. cattleyae (37) Burkhoderia gladioli (38) Pseudomonas sp. (39) and 

non-pathogenic bacteria isolated from watermelon leave (40-46) showing Co-PCR product size 137 

bp and/or 256 and /or 569 bp (A) and PCR amplified of 16S rDNA with primer fd1 and rd2 as an 

internal control showing PCR product size 1500 bp (B). M = DNA Marker GeneRuler 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), Pos = DNA of Ac and NTC = no template control
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เลี้ยงเพิม่ปรมิาณเชื้อ น�ำตัวแทนของสารแช่เมล็ด 

สกัดเพยีง 45 มล. จากสารแช่เมลด็ทัง้หมด 1,000 มล. 

ท�ำให ้เ ช้ือที่มีอยู ่ ไม ่ได ้น�ำมาใช ้ตรวจทั้งหมด 

นอกจากนี ้วิธกีารมาตรฐานสากล ISHI-Veg ตรวจ

หาเช้ือ Ac ไม่พบในชุดควบคมุบวกทีเ่ตมิเช้ือลงใน

กองเมล็ด (PEC) ปริมาณเซลล์ทั้งหมดประมาณ 

12,000 เซลล์/กองย่อย ในปริมาตรสารแช่เมล็ด

ทั้งหมด 1,000 มล. เมื่อสุ่มสารแช่เมล็ดมาเพียง 

45 มล. คาดว่าจะได้เซลล์มาเพียง 550 เซลล์ 

ซ่ึงมีปริมาณเพียงพอในการตรวจหาด้วยเทคนิค  

Realtime PCR ได้ ซึ่งขัดแย้งกับผลที่ไม่สามารถ

ตรวจเช้ือได้ แสดงให้เห็นว่า อาจมีการสูญ

เสียเช้ือที่เติมลงไปในกองเมล็ดพันธุ์ในระหว่าง

กระบวนการแยกเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ หรือกองเมล็ด

พันธุ์ขนาดใหญ่จะส่งผลให้มีสารยับยั้งปฏิกิริยา 

PCR จากเมลด็ทีเ่พ่ิมมากข้ึน ในแต่ละชุดปฏกิิริยา

ที่ตรวจ

Figure 6 Sensitivity test of Acidovorax citrulli (Ac) detection in 0.01% (1/10,000 seed) contaminated 

seed with 100 (A, B) and 10 (D, E) CFU/seed lot by Co-PCR with 521 primers set (569, 256, 137 bp) 

(A, D) comparing with 53 primers set (569, 357 bp) (B, E) and PCR amplified of 16S rDNA as an 

internal control (1500 bp) (A, D), M = O’GeneRuler Express DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), 

Pos = DNA of Ac, Neg = DNA of A. cattleyae (A.cat), NTC = no template control, P = 2,000 healthy 

watermelon seed + Ac cell suspension 1 ml, PS = 2,000 healthy watermelon seed +1 Ac infected  

seed, N = 2,000 healthy watermelon seed + A.cat cell suspension 1 ml, NS = 2,000 healthy  

watermelon seed +1 A.cat infected seed, NB = 2,000 healthy watermelon seed, 1-5 = subsample of 

tested seed lot. The white triangle indicated the target band
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	 จากรายงานของ Öztürk and Basim 
(2022) ตรวจเช้ือ Ac ด้วยเทคนคิ real-time PCR 

ด้วย locked nucleic acid probe มีความไวใน

การตรวจเช้ือจากเมลด็ทีป่ลกูเช้ือแบคทเีรียในกอง

เมลด็พันธุ ์ขนาด 100 เมลด็ และเพ่ิมปริมาณเซลล์

จากตะกอนเขย่าเมล็ดในภายหลัง พบว่า สามารถ

ตรวจเช้ือแบคทเีรียได้ต�ำ่สุด 8 × 10
6
 CFU ส�ำหรับ 

hrpB2 primer–probe set และ 5 × 10
6
 CFU 

ส�ำหรับ ITS primer–probe set และรายงานของ 

Lu et al. (2020) ตรวจเชื้อ Ac ในเมล็ดแตงโม

ด้วยเทคนิค droplet digital PCR ที่มีการติดเชื้อ 

2.6 X10
5
 CFU ในเมล็ดที่มีอัตราติดเช้ือต่าง ๆ 

พบว่า ที่อัตราติดเชื้อ 1/500 เมล็ด สามารถตรวจ

เชื้อได้ 4 ใน 5 ซ�้ำ และที่อัตราติดเชื้อ 1/1,000 

เมล็ด ตรวจได้ 2 ใน 5 ซ�้ำ จากสารละลายตะกอน

เขย่าเมลด็ ซ่ึงเปรียบเทยีบวิธกีาร real-time PCR 

และวิธี droplet digital PCR ในการตรวจหาเชื้อ 

Ac จากเซลล์ดีเอ็นเอของเช้ือ และเมล็ดติดเช้ือ

ที่ความไวสูงกว่าวิธีการ PCR (Lu et al., 2020) 

อย่างไรก็ตามเคร่ืองมอืทีใ่ช้ในการตรวจด้วยวิธกีาร 

real-time PCR และ droplet digital PCR มี 

ราคาสูงกว่าเคร่ือง PCR และจากผลการทดลองนี้

แสดงให้เห็นว่า วิธีการ Co-PCR มีประสิทธิภาพ

ความไว ความจ�ำเพาะสูง ค่าใช้จ่ายของสารเคมี

และเคร่ืองมือต�่ำกว่า ส่งผลให้มีค่าใช้จ่ายในการ

ตรวจต่อตัวอย่างที่ต�่ำกว่า

	 วิธีการสกัดเช้ือจากเมล็ดเป็นปัจจัยหนึ่งที่

ส่งผลต่อความส�ำเร็จในการตรวจหาเช้ือจากเมล็ด 

จากรายงานของ Giovanardi et al. (2018) ได้

น�ำเมล็ดแตงโมที่ติดเช้ือในคัพพะจากการติดเช้ือ

ในธรรมชาติ และน�ำมาฆ่าเชื้อที่ผิวภายนอก เพื่อ

ใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาเช้ือ Ac 

Figure 7 TaqMan qPCR amplification results with contig 21 and contig 22 primer sets 

Table 3 Sensitivity of Acidovorax citrulli detection in watermelon seed with different methods

Techniques/primer set

Ac contaminated in 0.01% infection seed lot

Reference

374 CFU/seed lot 37 CFU/seed lot

Co-PCR/53 + - Korakngam et al., 2018

Co-PCR/521 + + This study

TaqMan qPCR/contig 21 - - ISHI-Veg, 2021

TaqMan qPCR/contig 22 - - ISHI-Veg, 2021

Note: + = positive result, - = negative results
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ด้วยวิธกีารสกัดเช้ือออกจากเมลด็โดยการบดเมลด็

และแช่เมลด็ พบว่า วิธีการแช่เมลด็มปีระสิทธภิาพ

ในการตรวจหาเช้ือด้วยวิธีการ real-time PCR ทัง้

ระบบโพรบ และ double-stranded DNA binding 

dye ได้ดกีว่าวิธีการบดเมลด็ และมคีวามไวในการ

ตรวจหาเชื้อที่มีเมล็ดติดเชื้อ 10
4
 เซลล์/ตัวอย่าง 

เนื่องจากวิธีการบดเมล็ดจะท�ำให้ปล่อยสารยับยั้ง

ปฏิกิริยา PCR ออกมามากกว่าวิธีการแช่เมล็ด 

สอดคล้องกับการทดลองนี้ที่มีวิธีการแยกเชื้อออก

จากเมลด็ด้วยการแช่เมลด็และหรือการน�ำเช้ือออก

จากเมล็ด ด้วยวิธีการแทนที่อากาศในเมล็ดด้วย

สารแช่เมล็ดในสภาพสุญญากาศส่งผลให้ลดการ

ปลดปล่อยสารยับย้ังปฏิกิริยาจากเมล็ดได้ และ

ด้วยวิธีการใช้สุญญากาศแทนที่อากาศด้วยอาหาร

เลี้ยงเช้ือเพ่ือชะล้างเซลล์ออกมาจากเมล็ดนี้ส่ง

ผลต่อการลดปริมาณสารเมือก (mucilaginous 

substance) ทีขั่บออกจากเมลด็ ซ่ึงมกัเกิดในเมลด็

พืชวงศ์แตงหลายชนิดในช่วงที่แช่เมล็ดในอาหาร 

ส่งผลต่อเนื่องไปยังกระบวนการสกัดดีเอ็นเอและ

คุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้รับ จึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่

ท�ำให้เพิ่มความไวในการตรวจหาเชื้อนี้จากเมล็ด

สรุปผลการทดลอง

	 การพัฒนาไพรเมอร์ชุด 521 ในการตรวจ

หาเช้ือ Ac ประกอบด้วยไพรเมอร์ 4 เส้น เป็น

ชนิด forward 3 เส้น ได้แก่ AC-ORF12F และ 

AC-ORF1F4 และ AC-ORF3F3 และ reverse 

1 เส้น ได้แก่ AC-ORF13R ที่สภาพเหมาะสมใน

การท�ำปฏิกิริยาที่มีความจ�ำเพาะ ที่ความเข้มข้น

ของไพรเมอร์ เป็น 0.4, 0.4, 0.2 และ 0.2 µM 
ตามล�ำดับ ท�ำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ annealing และ 

extension ที่ 72
o
ซ. ไม่พบผลบวกปลอม มีความ

ไวในการตรวจดีเอ็นเอของเช้ือเป้าหมายได้ต�่ำสุด 

1 pg การตรวจเช้ือในกองเมล็ดพันธุ์มาตรฐานที่

มีอัตราการปนเปื้อน 0.01% (1/10,000) โดยแบ่ง

เป็น 5 กองย่อย กองย่อยละ 2,000 เมล็ด พบว่า 

มคีวามไวในการตรวจเช้ือได้ต�ำ่สุดเมือ่มเีช้ือเร่ิมต้น 

37 CFU ในขณะที่วิธีการตรวจหาเชื้อตามวิธีการ 

ของ ISHI-Veg ครอบคลุมการใช้กองย่อยที่มี

ปริมาณเมลด็มากกว่า (5,000 เมล็ด) การแยกสกัด

เช้ือออกจากเมลด็ การสกัดดเีอน็เอ และการตรวจ

หาดีเอ็นเอของเช้ือด้วยเทคนิค TaqMan qPCR 

ด้วยชุดไพรเมอร์ Contig 21 และ 22 ตรวจไม่พบ 

เช้ือ Ac ในอตัราการปนเป้ือนข้างต้น ดงันัน้ เทคนคิ  

Co-PCR ด้วยไพรเมอร์ชุด 521 นี้ จึงมีความไว 

ความจ�ำเพาะในการตรวจเช้ือ Ac ทีส่งู ใช้เคร่ืองมอื 

ทีร่าคาไม่สูง ส่งผลต่อค่าใช้จ่ายต�ำ่กว่าในการตรวจ

ตัวอย่างเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค qPCR 

ค�ำขอบคุณ

	 ง าน วิจั ยนี้ ไ ด ้ รั บการสนั บสนุ นจาก  

ศูนย ์ความเป ็นเลิศด ้านเทคโนโลยี ชีวภาพ

เกษตร สํานักงานปลัดกระทรวง กระทรวงการ

อุดมศึกษา วิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม  

ในโครงการการศึกษาวิธีการมาตรฐานตรวจเช้ือ  

Acidovorax citrulli ในเมล็ดพันธุ์พืชตระกูลแตง

เพ่ือการส่งออก รหสัโครงการ AG-BIO/63-003-005 
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