
 
 

บทท่ี 2 
 
 

ตรวจเอกสาร 
 
 

พืชตระกูลสมท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจไดแก สมเขียวหวาน สมโอ มะนาว สมเกล้ียง และ    
สมตรา  (นิด, 2544) พันธุสมท่ีมีการปลูกมากกวาคร่ึงหนึ่งของพื้นท่ีปลูกสมท้ังหมด คือ
สมเขียวหวาน สวนพันธุสมท่ีมีความสําคัญตอการสงออกมากที่สุดคือ สมโอ (Citrus grandis) 
(จุฑามาศ, 2547)  

 
สมโอ 
 

ชื่อวิทยาศาสตร   Citrus grandis Osb. 
Syn. C. maxima C. aurantium L. var grandis L. C. decumana L. 

ชื่อสามัญ  Pomelo 
ชื่ออ่ืนๆ ไทย  สมโอ มะโอ หมากโอ ชาดอก 
วงศ   Rutaceae      

 
Scora (1975) กลาววา สมโอ หรือ shaddock (Citrus grandis (L.) Osbeck,  คําเหมือน Citrus 
maxima   (J. Burm.) Merr. C. decumna L., จัดอยูใน 

Family   Rutaceae 
sub-family          Aurantioidae 

tribe  Citreae 
sub-tribe         Citrinae 

genus   Citrus 
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Purseglove (1968) ต้ังขอสันนิษฐานวา สมโอนาจะเปนพืชพื้นเมืองของประเทศไทยและ
มาเลเซีย ถึงแมวา Ye (1997) จะกลาววา สมโอนั้นมีถ่ินกําเนิดอยูทางตอนใตของประเทศจีน แลวจึง
แพรกระจายไปสูประเทศอ่ืนๆ ไดแก ประเทศไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และญ่ีปุน แต
นักวิทยาศาสตรหลายทานไดลงความเห็นและยอมรับตรงกันวา สมโอนั้นมีแหลงกําเนิดอยูใน     
เอเชียตะวันออกเฉียงใตแลวจึงแพรกระจายไปยังประเทศจีน อินเดีย และอิหราน ในคริสตวรรษท่ี 
17 ไดมี Captain Shaddock เปนผูนําเอาสมโอจาก Dutch East Indies (Indonesia) เขาสู West Indies 
(Barbados) ซ่ึงตอมาก็มีการเรียกสมโอวา Shaddock ตามชื่อของ Captain Shaddock จากน้ันจึงได
แพรขยายไปยังประเทศอ่ืนๆ ในเขตรอนช้ืน 

สมโอ (Citrus grandis) เปนไมผลเศรษฐกิจท่ีทุกคนรูจัก สามารถปลูกไดทุกภาคของ       
ประเทศไทย มีผลผลิตตลอดท้ังป เนื่องจากสมโอเปนผลไมท่ีมีรสชาติดี มีรสหวานหรือหวานอม
เปร้ียวข้ึนอยูกับพันธุและมีคุณคาทางโภชนาการสูง  เปนท่ีตองการของตลาดตางประเทศ  อีกท้ัง     
สมโอเปนผลไมท่ีมี เปลือกหนาทําใหสามารถเก็บรักษาไดนานโดยไมเสียคุณภาพ ทนทานตอการ
กระทบกระเทือนระหวางขนสงไดในระยะทางไกลโดยเฉพาะการสงออกไปยังตลาดตางประเทศ  
ซ่ึงจัดวาเปนพืชเศรษฐกิจสําคัญของไทยท่ีมีศักยภาพในการสงออกและมีแนวโนมตลาดคอนขาง
สดใส ตลาดตางประเทศในแถบเอเชีย ไดแก ไตหวัน ฮองกง สิงคโปร มาเลเซีย และในแถบยุโรป 
ไดแก ฝร่ังเศส อังกฤษ เยอรมนี  นับต้ังแตป พ.ศ. 2521 เปนตนมา รัฐบาลไดใหการสงเสริมการ
สงออกผลไมชนิดตางๆ ออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศ สมโอเปนผลไมอีกชนิดหนึ่งท่ีไดรับ
การสนับสนุนในป 2544 ประเทศไทยสงออกสมโอ  7,517 ตัน  มูลคา 131.38 ลานบาท ซ่ึงปริมาณ  
ท่ีสงออกเพ่ิมข้ึนจากป 2543  ถึง 1,000 ตัน (กรมวิชาการเกษตร, 2550) 

การผลิตสมโอภายในประเทศไทยมีแหลงปลูกกระจายไปท่ัวทุกภาคของประเทศ จังหวัดท่ี
มีพื้นท่ีปลูกมากท่ีสุด คือ  จังหวัดชุมพร  นครศรีธรรมราช  เชียงใหม  เชียงราย  และนครปฐม ในป 
2543  มีพื้นท่ีปลูกสมโอท่ัวประเทศ 242,628 ไร  ใหผลผลิตแลว 145,886 ไร ผลผลิตรวม 183,930 
ตัน  ผลผลิตเฉล่ีย 1,261 กก./ไร  มีมูลคารวม 2,663 ลานบาท  ชวงท่ีใหผลผลิตมากอยูระหวางเดือน
สิงหาคม-ตุลาคม  สมโอท่ีปลูกในแตละแหลงมีความแตกตางกันไปในเร่ืองของพันธุ  พันธุท่ีตลาด
ตางประเทศตองการ คือ พันธุทองดี และพันธุขาวนํ้าผ้ึง  ซ่ึงมีผลผลิตในป 2543 เทากับ 86,243    
และ 10,831 ตัน คิดเปน 46.89 และ 5.89 % ของผลผลิตรวม ตามลําดับ (กรมสงเสริมการเกษตร, 
2545)  
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พื้นท่ีภาคเหนือตอนบนเปนแหลงผลิตสมโอที่สําคัญแหงหนึ่งของประเทศไทย โดยเฉพาะ  
อยางยิ่งในเขตจังหวัดเชียงใหม เชียงราย และลําปาง ผลผลิตสมโอที่ไดจากพื้นท่ีภาคเหนือสวน  
ใหญ ใชบริโภคภายในประเทศและมีบางสวนมีการสงออกไปยังตางประเทศโดยเฉพาะประเทศจีน
ผานทางสามเหล่ียมเศรษฐกิจ การปลูกสมโอเพื่อการคาของเกษตรกรในอําเภอเวียงแกน จังหวัด
เชียงราย เร่ิมมาต้ังแตป พ.ศ. 2532 หลังจากสมโอใหผลผลิตและจําหนายไดราคาดีในป 2536 จึงมี
การขยายพ้ืนท่ีปลูกเพิ่มมากข้ึนจํานวนเกษตรกรผูปลูกสมโอท่ีอําเภอเวียงแกนมีประมาณ 2,000 ราย 
โดยมีแหลงปลูกครอบคลุมพื้นท่ี 4 ตําบล ไดแก ตําบล หลายงาว  มวงยาย ทาขาม และปอ  พื้นท่ี
ปลูกสมโอท้ังหมดรวม 7,395 ไร  เก็บเกี่ยวผลผลิตไดแลวประมาณ 3,827 ไร (สํานักงานเกษตร
อําเภอเวียงแกน, 2549)  

การผลิตสมโอเพื่อการสงออกพบปญหาและอุปสรรคสําคัญดานโรคหลายชนิด เชน       
โรคจุดดํา โรคแคงเกอร โรคผลเนา  ซ่ึงสงผลตอคุณภาพและราคาของผลผลิตสมโอ (อรพรรณ    
และจุมพล, 2550) โรคฮวงลองบิงและโรคทริสเตซาถือเปนโรคท่ีสําคัญตอพืชตระกูลสม โดยทําให
เกิดอาการตนโทรม ผลผลิตนอยลง ผลเล็ก คุณภาพลดลง ไมสามารถใหการผลิตดอกออกผลได 
เนื่องจากอาการทรุดโทรม (อําไพวรรณ และคณะ, 2527) 

 
โรคฮวงลองบิง 
 
โรคฮวงลองบิง (Huanglongbing: HLB) หรือกรีนนิ่ง (greening) หมายถึง โรคยอดเหลือง 

(yellow shoot disease) (Timmer et al., 2003) ในประเทศฟลิปปนส เรียก leaf mottling ประเทศ
อินเดีย เรียก decline ประเทศจีน เรียก huanglongbing ประเทศไตหวัน เรียก likubin ประเทศ 
อินโดนีเซีย เรียก phloem degeneration ประเทศสเปน เรียก enverdecimiento (CABI and EPPO, 
2003) อยางไรก็ตามจากการประชุมสัมมนา คร้ังท่ี 13 Conference of International Organization of 
Citrus Virologists ไดเปล่ียนช่ือเรียก citrus greening เปน huanglongbing (Ohtsu et al., 2002) โรค 
HLB เปนโรคท่ีทําใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงมาก (Garnsey, 1989) เปนเช้ือท่ีเขาทําลายสวน   
สีเขียวของพืช (จรัญ, 2545) Timmer et al. (2003) กลาววาโรค HLB นี้ทําใหเกิดความเสียหายกับ  
ตนสมประมาณ 60 ลานตนในแถบแอฟริกาและเอเชีย มีรายงานวาพบโรคนี้คร้ังแรกท่ีประเทศ
แอฟริกาใต เม่ือ พ.ศ. 2516 (อําไพวรรณและคณะ, 2527) ประเทศไตหวันพบโรคนี้เขาทําลายต้ังแต  
ป 1951 (Hong-Ji, 2001) นอกจากนี้ Weinert et al., (2004) พบโรคนี้เปนคร้ังแรกใน Timor-Leate 
(ติมอรตะวันออก) และประเทศปาปวนิวกินีในป 2004 
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โรคฮวงลองบิงมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) ท่ีอยูใน subdivision                      
α-Proteobacteria โดยจะพบเช้ือนี้เจริญอยูเฉพาะในทอลําเลียงอาหาร (phloem limited bacteria) และ
ไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเล้ียงเชื้อได ถูกจัดอยูในกลุม “Candidatus” generic name Liberobacter 
(Jagoueix et al, 1994)  ตอมาไดเปล่ียนช่ือเปน Liberibacter (Garnier et al, 2000) โดยพบวาเช้ือ
สาเหตุมี   3 สายพันธุ คือ Candidatus Liberibacter asiaticus พบในแถบเอเชียและท่ัวไป Candidatus 
Liberibacter africanus พบในแถบแอฟริกาใต (Jagoueix et al, 1994) และ Candidatus Liberibacter 
americanus พบในบราซิล (Teixeira et al, 2005) 

โรคฮวงลองบิง (huanglongbing: HLB) หรือโรคกรีนนิ่ง (greening) มีผลกระทบกับความ
สมบูรณของตนสม มีรายงานวาพบโรคฮวงลองบิงและแมลงพาหะในประเทศไทยเมื่อป พ.ศ. 2516  
(อําไพวรรณและปราณี, 2542) การแพรระบาดของโรคมีหลายวิธี คือติดไปกับสวนขยายพันธุ        
กิ่งตอนหรือกิ่งพันธุ หรือจากการติดตาทาบกิ่ง นอกจากน้ียังสามารถถายทอดโดยแมลงท่ีเปนพาหะ 
คือ เพล้ียกระโดดสม หรือเพล้ียไกแจสม (asian citrus psyllid) อาการของโรค HLB ใบจะมีสีเหลือง
ซีด หรือมีดางสีเขียว บางใบพบวาเสนกลางใบยังคงมีสีเขียว ในตนท่ีเปนโรครุนแรง ใบจะมีขนาด
เล็กลง เรียวยาว ใบมีสีเหลืองซีด ใบหนากวาปกติ ใบอาจรวงกอนแก อาจมีอาการเล็กนอยเพียงบาง
กิ่ง หรือเปนท้ังตน นอกจากน้ีกิ่งอาจแหงตายจากยอดลงมา ผลมีขนาดเล็กลง มีรสเปร้ียวเปลือกผล  
มีสีซีดจางและอาจรวงกอนสุก เมล็ดลีบ ไมสมบูรณ เม่ืออาการลุกลามไปท่ัวตนในที่สุดตนจะ   
โทรมและตาย นอกจากน้ีบางคร้ังอาจพบวามีอาการเกิดรวมกับอาการของโรคทริสเตซา (Garnsey, 
1989) และอาการของโรคพบวามีอาการคลายกับอาการใบแกวท่ีเกิดจากการขาดธาตุสังกะสี           
จึงทําใหเกิดความสับสนได (Timmer et al., 2003) 

Hocquellet et  al. (1999) ไดทําการตรวจสอบเช้ือสาเหตุและความแตกตางระหวาง
แบคทีเรียเช้ือสาเหตุ Liberibacter species โดยการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในสวนของ ribosomal 
protein gene ของ   β–operon ดวยวิธีพีซีอาร ซ่ึงในการสกัดดีเอ็นเอใช 2 วิธี คือ สกัดดีเอ็นเอ  ดวยวิธี 
CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) method โดยใชเสนกลางใบสม 2 กรัม และสกัด
โดยใช wizard extracts 50 ไมโครลิตร ใชเสนกลางใบสม 0.1-0.3 กรัม สวนในข้ันตอนการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ ดวยวิธีพีซีอารใช primer A2 และ  primer J5 ซ่ึง primer A2 เขาไปจับกับดีเอ็นเอ
บริเวณ  3’-end ของ  rplA gene สวน primer J5 เขาไปจับกับดีเอ็นเอบริเวณ  3’-end ของ rplJ gene 
ในสวนของ ribosomal protein gene ของเช้ือสาเหตุพบวา primer ท้ังสองนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับ
เช้ือสาเหตุและสามารถแยกความแตกตางระหวาง  2 species ท่ีเปนเช้ือสาเหตุได โดยพบวา  
Candidatus Liberibacter africanus เกิดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 669 bp และ Candidatus Liberibacter 
asiaticus เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 703 bp บน 2% agarose gel นอกจากน้ียังไดทํา  Southern 



8 

 

hybridization เพื่อเปนการยืนยันผลอีกคร้ังกับแถบดีเอ็นเอที่ไดดวย oligonucleotide probe DJ โดย 
oligonucleotide probe DJ จะเขาไปจับระหวาง  rplA-rplJ genes ของเช้ือสาเหตุท้ังสองสปชีสได 
นอกจากนี้ไดทดลองถึงความไวของ primer พบวายังสามารถตรวจสอบหาเช้ือสาเหตุท้ังสองสปชีส
ไดแมมีปริมาณดีเอ็นเอเพียง 0.01 นาโนกรัม 

Hung et al. (1999) ทําการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคกรีนนิ่งโดยใชวิธีพีซีอาร พบวาใชเวลา
ภายใน 6 ช่ัวโมง โดยแบงเปน 3 ข้ันตอน ไดแก ข้ันตอนท่ี 1 การสกัด nucleic acids ใชเวลา 2 ช่ัวโมง 
โดยนําเสนกลางใบสมประมาณ 250 มิลลิกรัม มาบดดวยไนโตรเจนเหลว แลวละลายใน DNA 
extraction buffer บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นสกัดดวย CTAB 
แลวบมไวท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จึงสกัดดวย chloroform/isoamyl alcohol ตาม
ดวย phenol/chloroform/isoamyl alcohol ข้ันตอนท่ี 2 การทําพีซีอาร ใชเวลา 3 ช่ัวโมง ดวย primer 
226  primer pair และข้ันตอนท่ี 3 การวิเคราะห  PCR product ใชเวลา 1 ช่ัวโมง  โดยวิเคราะห            
ดีเอ็นเอดวย eletrophoresis บน 1.4 % agarose gel, 100 V นาน 30-40 นาที ในการทดลองไดใช
ตัวอยางสมท่ีไดจากแหลงตางๆ ในแถบเอเชีย ซ่ึงวิธีดังกลาวใชเวลาในการวินิจฉัยโรคไดอยาง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 

Teixeira et al. (2005) รายงานวา พบเชื้อสายพันธุใหมในมลรัฐ Sao Paulo ในประเทศ
บราซิล โดยการตรวจสอบไดใชวิธี PCR ที่ศึกษาในบริเวณ 16S rDNA การเพิ่มปริมาณ                    
ดีเอ็นเอบริเวณดังกลาวใช primer GB1 (5’-AAGTCGAGTACGCAAGTACT-3’) และ GB                                     
(5’-CTATATTTGCCATCATTAAGTTG-3’) และแถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 1027 bp ซ่ึงขนาดท่ีไดมี
ความแตกตางจากเช้ือสาเหตุท้ังสองสายพันธุท่ีเคยมีรายงาน จึงไดใหช่ือเช้ือท่ีพบนี้วา Candidatus 
Liberibacter americanus และพบวามีแมลงพาหะ คือ    Diaphorina citri. 

Ruangwong and Akarapisan (2006) ทําการศึกษาโรคฮวงลองบิงของสมในพื้นท่ีปลูก                
3  จังหวัด ไดแก จังหวัดเชียงใหม เชียงราย และแพร เม่ือตรวจสอบโรคโดยใชเทคนิค PCR          
จากการใช คูไพรเมอร OI1/OI2c และ A2/J5 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1160  bp และ 730 bp จากใบสม
ท่ีเปนโรค แตไมพบในใบปกติ สําหรับการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรค HLB โดยปรับปรุงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอจากใบพืชท่ีเปนโรคท้ังหมด 5 วิธี แลวนําไปตรวจสอบดวยวิธี PCR พบวา วิธีท่ี 3 
(ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hung et al., 1999) และวิธีท่ี 4 (ดัดแปลงมาจากวิธีของ Dellaporta et al., 
1983) เปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการตรวจสอบโรค HLB ในข้ันตอนการจําแนกชนิด
ของเช้ือสาเหตุท่ีพบดวยการใชคูไพรเมอร A2/J5 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 703 bp ในทุกตัวอยางท่ี
แสดงอาการของโรคและจากการหาลําดับเบสบริเวณ ribosomal protein gene ของเช้ือสาเหตุท่ีได



9 

 

จากเชียงใหม (HLB-CM) เชียงราย (HLB-CR)  และแพร (HLB-P) ผลท่ีไดพบวาเช้ือสาเหตุท่ีทําให
เกิดโรค HLB คือเช้ือ  Candidatus Liberibacter asiaticus. 

Deng et al. (2008) ไดทําการตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคฮวงลองบิงของสมโอ ท่ีจังหวัด 
Guangdong ประเทศจีน โดยศึกษาจากยีนในบริเวณ 16S rDNA , rplAJ (β-operon of ribosomal 
protein) ของเช้ือสาเหตุท่ีแยกไดพบวาเปนเช้ือ  Candidatus Liberibacter asiaticus และเม่ือศึกษา
สวน omp sequence  โดยวิธี single-nucleotide polymorphisms พบวาเปนเช้ือ  Candidatus  
Liberibacter asiaticus กลุมเดียวกับสายพันธุจากประเทศไทย เนปาล และจากแหลงท่ียังไมสามารถ
ระบุไดจากจีน แตตางจากสายพันธุจากฟลิปปนส และ China-Behai 

 
โรคทริสเตซา 
 
โรคทริสเตซา พบแพรระบาดรุนแรงเปนคร้ังแรกในประเทศแอฟริกาใต และตอมาสราง

ปญหาใหกับทุกประเทศท่ัวโลกท่ีปลูกสม โดยในป 1981 มีรายงานวาสมท่ัวโลกเกิดความเสียหาย
จากโรคนี้ท้ังหมดกวา 50 ลานตัน (Mooney and Harta, 1992) สําหรับโรคทริสเตซานี้มีรายงานวา
นาจะพบคร้ังแรกในประเทศจีน (Meisaku, 2002) ในอดีตปญหาของการปลูกสมเกิดจากเช้ือรา 
Phytophthora ที่ทําใหเกิดโรครากและโคนเนา ซ่ึงตอมาไดมีการนําเอาสมท่ีติดตาบนตนสม sour 
orange ท่ีตานทานตอโรคดังกลาวมาปลูกแทน แตหลังจากนั้นไมนานไดเกิดการระบาดของโรค  
ทริสเตซาในสมท่ีติดตาบนตนสม sour orange และทําความเสียหายกับตนสมอยางมากในประเทศ
อารเจนตินา บราซิล และอุรุกวัย โดยมีรายงานถึงความเสียหายของสมท่ีเกิดจากโรคนี้เปนคร้ังแรก
ในประเทศอารเจนตินาในป 1930 ซ่ึงสมท่ีปลูกในประเทศอารเจนตินาประมาณ  90 เปอรเซ็นต เปน
สมท่ีติดตาบนตนสม sour orange สําหรับประเทศไทยมีรายงานเปนคร้ังแรกเม่ือป พ.ศ.  2515 
(ไมตรี, 2540) 

เช้ือไวรัส (Citrus tristeza virus, CTV) เปนไวรัสกลุม closterovirus มีรูปรางเปนแบบ 
flexuous threadlike particle ยาวประมาณ 2,000 นาโนเมตร กวางประมาณ 10-12 นาโนเมตร 
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 13.3 x 106 ดาลตัน มีสารพันธุกรรมเปนแบบ RNA (Lee and Bar-Joseph, 
2000) ถายทอดโดยเพล้ียออนหลายชนิด เชน Toxoptera citricidus, Aphis spiraecola และ              
A. gossypii  ลักษณะการถายทอดเปนแบบ semi-persistent (Yoshida, 1996) 

โรคน้ีสามารถเกิดไดกับสมทุกพันธุ มักทําใหเกิดอาการเหลือง (seedling yellow) อาการ         
ตนโทรม (decline) หรืออาการรองบุม (stem pitting) ซ่ึงอาการเหลานี้อาจจะเกิดอยางใดอยางหน่ึง
หรือเกิดรวมกัน  ตนท่ีมีอาการเหลือง ตนจะแคระแกรนและตายภายในระยะเวลาไมนาน สวน



10 

 

อาการตนโทรม เกิดจากการแหงตายของเซลลทอลําเลียงอาหาร ตนสมจะแคระแกรน ใบเหลือง 
เหี่ยว กิ่งแหงตาย ผลมีขนาดเล็ก และตายในท่ีสุด (Brlansky et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบอาการเสน
ใบโปรงแสง (vein clearing) ใบเหลืองซีดคลายอาการขาดธาตุอาหาร ใบมีขนาดเล็ก และหนา
ผิดปกติ ขอบใบมวนเขาคลายรูปถวย ใบแกเสนใบนูนแข็งหรือแตก (corky vein) การแตกยอดใหม
หรือกิ่งกานลดลง กิ่งแหงตาย ติดผลมากแตมีขนาดเล็ก และมักหลุดรวงงาย ตนสมอาจแสดงอาการ
ของโรคอยางชัดเจนหรือไมชัดเจนและบางคร้ังอาจไมแสดงอาการของโรคเลย โรคทริสเตซา
สามารถถายทอดและแพรระบาดไดโดยติดไปกับกิ่งพันธุหรือตาพันธุและแมลงพาหะนําโรค 
โดยเฉพาะอยางยิ่งเพล้ียออน Toxoptera citricidus ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการถายทอดเชื้อจากตน
หนึ่งไปยังอีกตนหนึ่ง (อําไพวรรณและปราณี, 2542) 

ในการวินิจฉัยและตรวจหาเช้ือสาเหตุโรคนั้น เนื่องจากเช้ือสาเหตุเปนเช้ือท่ีเจริญอยูเฉพาะ
ในทอลําเลียงอาหารและไมสามารถเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได ดังนั้นในการวินิจฉัยและตรวจหา             
เช้ือสาเหตุโรคจึงตองอาศัยวิธีการทางชีวโมเลกุลในการตรวจสอบไดมีการพัฒนาเทคนิคตางๆ     
เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกความแตกตางของเช้ือไวรัสทริสเตซาแตละไอโซเลท เชน การ
ใชพืชทดสอบ การใชเทคนิคทางเซรุมวิทยา คือ เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) และเทคนิค direct tissue blot immunoassay (DTBIA) นอกจากนี้ยังไดมีการประยุกตใชวิธี  
polymerase chain reaction (PCR) เพื่อชวยตรวจสอบเช้ือ CTV เชน เทคนิค two-step reverse-
transcription (RT-PCR) (Huang et al., 2004); one-step RT-PCR (Hung et al., 2000); 
immunocapture (IC)-RT-PCR (Cambra et al., 2002) และ multiplex RT-PCR (Roy et al., 2005) 

Enzyme linked immonosorbent assay (ELISA) เปนเทคนิคทางดานภูมิคุมกันวิทยา อาศัย
หลักการการจับกันอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซ่ึงจะทําการติดฉลาก (label) 
แอนติเจนและแอนติบอดีดวยเอนไซม โดยเอนไซมนี้เม่ือทําปฏิกิริยากับ substrate แลวจะทําใหเกิด
สี    วิธีนี้ทําไดงาย รวดเร็วและปลอดภัย แบงเปน 2 ประเภทไดแก competitive ELISA ใชในการ
วิเคราะหโดยชุดตรวจสําเร็จรูป (ELISA test kit) และ non-competitive ELISA ซ่ึงแบงยอยได 2 วิธี 
คือ  Direct ELISA หรือ Sandwich ELISA และ Indirect ELISA สวนใหญนิยมใชในทางการแพทย 
แตปจจุบันเร่ิมมีการนํามาใชในการตรวจหาเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคพืชมากข้ึน (นภาธร, 2536; 
รัตนา, 2537) 

Roberts et al. (2001) ศึกษาเทคนิคทางเซรุมวิทยาไดแก Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) พบวาเปนวิธีการตรวจสอบเช้ือไวรัสทริสเตซาท่ีรวดเร็ว โดยใชแอนติบอดีไปจับกับ
เช้ือไวรัส ซ่ึงแอนติบอดีท่ีใชมี 2 ชนิด ไดแก polyclonal antibody ใชตรวจหาเช้ือไวรัสท้ังสายพันธุ
รุนแรงและไมรุนแรง สวน monoclonal antibody (MLA-13) ใชตรวจหาเฉพาะเช้ือไวรัสสายพันธุ 
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Florida ท่ีทําใหเกิดอาการตนโทรมบนสม sour orange และสายพันธุท่ีทําใหเกิดอาการรองบุม
เทานั้น ไมสามารถตรวจหาสายพันธุ mild strain ได 

Das et  al. (2003) ไดทําการศึกษาโรคกรีนนิ่งของสมในประเทศอินเดีย โดยนําเอาสวนใบ
พืชท่ีเปนโรคมาทําการพิสูจนทาง biological และทางเซรุมวิทยา พบวาพืชท่ีนํามาทดสอบนั้นมีการ
เขาทําลายรวมกันระหวางเช้ือ CTV และแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus และเม่ือทําการ
ปลูกเช้ือโดยวิธีการทาบกิ่งแลว พบวา อาการของโรคกรีนนิ่งจะแสดงออกมากอนแตอาการที่เห็น
นั้นจะมีเช้ือ CTV แทรกซอนอยูดวย แตเม่ือนําไปตรวจหาเช้ือสาเหตุของโรคโดยวิธี ELISA พบ
เพียงเช้ือ CTV อยางเดียว แสดงวาการตรวจโดยวิธี ELISA เหมาะสมตอการตรวจหาเช้ือสาเหตุ
โรคทริสเตซา 

อยางไรก็ตาม เช้ือไวรัสมีมากมายหลายสายพันธุท่ียากตอการตรวจสอบเน่ืองมาจากปริมาณ
ของเช้ือท่ีมีนอยหรือยังไมพบการแพรระบาด วิธี PCR ถือวาเปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ จําเพาะ
เจาะจงและแมนยําสูงท่ีใชในการตรวจหาเช้ือไวรัสในสม โดย Hung et al. (2000) ไดพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบเช้ือ Citrus tristeza virus (CTV) ในสม โดยวิธีนี้ใชเทคนิค Reverse Transcription (RT)  
และ Polymerase Chain Reaction (PCR) รวมกัน และเปรียบเทียบผลการทดสอบกับวิธี  Two-step 
RT-PCR และ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) โดยพบวา วิธี one-step RT-PCR 
นั้นมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจสอบเช้ือ CTV สูงกวา แมวาจะมีปริมาณของเชื้อในพืชอาศัย
นอยก็ตาม 

Zhipeng et al. (2004) ศึกษาวิธีการตรวจสอบเช้ือ Citrus tristeza virus (CTV) ในตนตอ  
sweet orange และ grapefruit จาก 21 แหลงท่ีแตกตางกันในเขต Florida นํามาตรวจสอบเช้ือ CTV 
ดวยวิธี Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  เปรียบเทียบกับวิธี Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) และวิธี Direct Tissue Blot Immunoassay (DTBIA) โดย
แบงตัวอยางเปน 3 กลุม ไดแก กลุม decline-inducing จํานวน 7 ไอโซเลท กลุม  non-decline-
inducing จํานวน   6  ไอโซเลท และ กลุมท่ีเปนทั้ง decline-inducing และ non-decline-inducing 
จํานวน 8 ไอโซเลท   ผลการตรวจสอบพบวาวิธี RT-PCR ไมเพียงแตจะสามารถตรวจสอบและระบุ
ความแตกตางระหวางเช้ือ CTV ระหวางกลุม  decline inducing กับ non-decline-inducing ไดเทานั้น 
แตยังสามารถตรวจสอบพบเช้ือไดในตน sweet orange หรือ grapefruit ท่ีมีเช้ือท้ังสองไอโซเลท
รวมกันในตนเดียวไดอีกดวย สําหรับตัวอยางท่ีมีปริมาณมาก วิธี RT-PCR,  ELISA และ DTBIA 
ใหผลท่ีเหมือนกัน แตอยางไรก็ตามเม่ือนําตน sweet orange จํานวน 2 ตัวอยาง และ  grapefruit 
จํานวน 2 ตัวอยาง ซ่ึงจัดอยูในกลุม decline inducing เม่ือนํามาตรวจสอบเช้ือสาเหตุดวย CTV-
specific monoclonal antibody MCA13 วิธี ELISA หรือ DTBIA พบวาไมเกิดปฏิกิริยา  แตเม่ือนํา



12 

 

ตัวอยางเดียวกันมาตรวจสอบดวยวิธี  RT-PCR สามารถตรวจพบ fragments ท่ีมีขนาด 320 bp     ใน
ตัวอยางท่ีทดสอบ นั่นแสดงใหเห็นวาวิธี  RT-PCR นั้นมีความจําเพาะเจาะจงสูงกวาวิธีการ
ตรวจสอบทางเซรุมวิทยา 

Roy et al. (2005) ไดทําการศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจสอบเช้ือไวรัสสม 7 สายพันธุ  จาก
สวน RNA ของเช้ือไวรัส  6 สายพันธุ และจากสวน  DNA ของเช้ือไวรัส 1 สายพันธุ ไดแก Citrus 
leaf  rugose virus (CLRV), Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus tatter leaf virus (CTLV), Citrus 
tristeza virus (CTV), Citrus variegation virus (CVV), Citrus yellow mosaic virus (CYMV) และ 
Indian citrus ringspot virus (ICRSV) ดวยวิธี  multiplex polymerase chain reaction (mPCR)  
เปรียบเทียบกับวิธี simplex PCR พบวา วิธี mPCR สามารถใชในการตรวจสอบเช้ือไดเปนอยางดี 
เปนวิธีการท่ีรวดเร็ว  ลดความเส่ียงตอการปนเปอน ประหยัดเวลาและลดคาใชจายเม่ือเทียบกับวิธี
ท่ัวไปที่ใชในการตรวจสอบเช้ือไวรัสในสม 

Ghosh et al. (2008) ตรวจสอบเช้ือไวรัสในสม ดวยวิธี Duplex PCR เม่ือทําการเพ่ิมปริมาณ
เช้ือสาเหตุดวย specific primers พบวา สามารถตรวจสอบเช้ือไวรัสไดถึงสองสายพันธุท่ีเขาทําลาย
รวมกันในสมตนเดียว คือ  Citrus tristeza clostero virus (CTV) ชนิด RNA ท่ีมีขนาด 511 bp  และ 
Citrus mosaic badna virus (CMBV) ชนิด DNA ท่ีมีขนาด 245 bp โดยเช้ือท้ังสองสงผลรวมกันทํา
ใหเกิดอาการตนโทรม 
 

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือท่ีเรียกอีกช่ือหนึ่งวา In vitro enzyme gene 

amplification เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีน (gene) หรือช้ินสวนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณท่ีตองการ
ศึกษาใหมีจํานวนมากข้ึนกวาเดิมหลายลานเทาในหลอดทดลองโดยใชระยะเวลาอันส้ัน ซ่ึง
กระบวนการตางๆ เลียนแบบจากการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอในสภาพธรรมชาติ (In vitro DNA 
replication) (อังสนา, 2546) 

หลักการของเทคนิค PCR โดยใชหลักเลียนแบบธรรมชาติของดีเอ็นเอท่ีวา โดยท่ัวไปสาย        
ดีเอ็นเอสามารถจับคูกันไดเพราะมีเบสคูสมกัน (complementary) ดังนั้นการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ     
ช้ินใหมในหลอดทดลองจึงใชหลักการเดียวกัน โดยอาศัยดีเอ็นเอเดิมเปนตนแบบ (template) และ
อาศัยดีเอ็นเอสายส้ันๆ  (primer) ท่ีสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบเปนจุดเร่ิมตน และมีเอนไซมพวก 
DNA polymerase  ชวยทําใหสายดีเอ็นเอยาวออกไป โดยเลือกจับนิวคลีโอไทดตัวใดตัวหนึ่งใน       
4 ชนิด (dNTPs) คือ dATP, dCTP, dTTP และ dGTP เขามาตอใหเปนเบสคูสมกับดีเอ็นเอสายตน
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แบบเดิม ดังนั้นก็จะไดดีเอ็นเอสายใหมเกิดข้ึน โดย PCR สามารถสังเคราะหดีเอ็นเอไดคราวละ        
2 สายพรอมกัน โดยใช primer 1 คู ปฏิกิริยา PCR มี 3 ข้ันตอนและหมุนเวียนตอเนื่องกันไป ภายใต
สภาวะท่ีเหมาะสมของแตละข้ันตอน ข้ันแรกเรียกวา denaturation เปนการแยกสายดีเอ็นเอที่เปน
ตนแบบจากสภาพท่ีเปนเสนคูใหเปนเสนเดี่ยวโดยใชอุณหภูมิ 92-95 องศาเซลเซียส ข้ันท่ีสอง
เรียกวา annealing เปนข้ันตอนท่ีลดอุณหภูมิลงและจัดให primer สายส้ันๆ (14-30 mers) ท่ีมีลําดับ
เบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบจับคูกัน ซ่ึงนิยมใชชวงอุณหภูมิ 37-60 องศาเซลเซียส ข้ันท่ี
สามเรียกวา extension เปนข้ันตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยสังเคราะหตอจากสวนปลาย 
5’ ของ primer ตามขอมูลของตนแบบ    ดีอ็นเอที่เปนตนแบบแตละสาย โดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซม DNA polymerase  ท่ีอุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส เอนไซม  DNA polymerase ท่ีใช
จะตองมีคุณสมบัติอยูไดภายใตสภาวะของปฏิกิริยาตลอดสามข้ันตอน จากข้ันตอนท่ี 1-3 รวมกัน
เปนหนึ่งรอบ (one cycle)  ซ่ึงจะใหผลผลิตเปนดีเอ็นเอสายคูจํานวนท่ีมีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็น
เอท่ีเปนตนแบบ เม่ือจัดใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซจากข้ันท่ีหนึ่งถึงข้ันท่ีสามหมุนเวียนไปอีกหลายๆ รอบ 
จะเพิ่มปริมาณ (amplify) ดีเอ็นเอไดมากมาย (พิสวรรณ, 2540) 

ในการทํา PCR ตองใชสารเคมีตางๆ ดังนี้ บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยาดีออกซีนิวคลีโอไทด   
ไตรฟอสเฟต (Deoxynucleotide triphosphate: dNTPs) ประกอบดวย dATP dCTP dTTP และ dGTP 
สวน primer ท่ีนิยมใชคือ โอลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 20-24  นิวคลีโอไทด ดีเอ็นเอเปาหมายใชไดท้ัง      
ดี เ อ็นเอ ท่ี มี คุณภาพดีและท่ี มี คุณภาพไมดีนัก  แตถ าใช คุณภาพดีจะไดผลผลิตมากกว า                    
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) เปนสวนสําคัญในการเรงปฏิกิริยาและมีรายงานวาความเขมขนของ
แมกนีเซียมมีผลตอปฏิกิริยาและเอ็นไซม เลือกใชเอ็นไซมท่ีทนความรอนได (Thermostable DNA 
polymerase) ชนิดท่ีใชกันมาก คือ Taq polymerase (สุรินทร, 2545) 

การแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอีเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis)  เปนเทคนิคท่ีใชแยก
โมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกันโดยใชกระแสไฟฟา โดยใหสารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผาน
ตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารท่ีมีประจุตางกันจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงขาม นอกจาก
ตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารท่ีมีประจุตางกันจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงขาม นอกจาก
ประจุแลวอัตราการเคล่ือนท่ียังข้ึนกับขนาด รูปรางโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟา และตัวกลางท่ีใชดวย 
(สุรินทร, 2545) 

อะกาโรสเจล (agarose gel) เปนโพลีเมอรของ D-glucose สลับกับ 3,6 anhydrogalactose 
แยกไดจากวุน (agar) เนื่องจากอะกาโรสจับตัวกับสารละลายตางๆ ไดนอยมาก จึงนิยมใชเปน
ตัวกลางในการทําอิเล็กโทรโฟรีซิส การแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยทั่วไปจะใชอิเลกโทรโฟรีซิส
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เปนสวนใหญเพราะมีชวงท่ีใชไดมากกวา การเตรียมทําไดงายและไมมีอันตรายเม่ือเทียบกับ          
โพลีอะคริลาไมด การทํา อิเล็กโทรไฟรีซิสมักทําในแนวราบ (horizontal gel) (สุรินทร, 2545) 

 
 
 
 
 

 


