
 
 

บทท่ี 2 
 
 

ตรวจเอกสาร 
 
 

พืชตระกูลสมท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจไดแก สมเขียวหวาน สมโอ มะนาว สมเกล้ียง และ    
สมตรา  (นิด, 2544) พันธุสมท่ีมีการปลูกมากกวาคร่ึงหนึ่งของพื้นท่ีปลูกสมท้ังหมด คือ
สมเขียวหวาน สวนพันธุสมท่ีมีความสําคัญตอการสงออกมากที่สุดคือ สมโอ (Citrus grandis) 
(จุฑามาศ, 2547)  

 
สมโอ 
 

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

ชื่อสามัญ  Pomelo 
ชื่ออ่ืนๆ ไทย  สมโอ มะโอ หมากโอ ชาดอก 
วงศ   Rutaceae      

 
Scora (1975) กลาววา สมโอ หรือ shaddock (Citrus grandis (L.) Osbeck,  คําเหมือน Citrus 
maxima   (J. Burm.) Merr. C. decumna L., จัดอยูใน 

Family   Rutaceae 
sub-family          Aurantioidae 

tribe  Citreae 
sub-tribe         Citrinae 

genus   Citrus 
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Purseglove (1968) ต้ังขอสันนิษฐานวา สมโอนาจะเปนพืชพื้นเมืองของประเทศไทยและ
มาเลเซีย ถึงแมวา Ye (1997) จะกลาววา สมโอนั้นมีถ่ินกําเนิดอยูทางตอนใตของประเทศจีน แลวจึง
แพรกระจายไปสูประเทศอ่ืนๆ ไดแก ประเทศไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และญ่ีปุน แต
นักวิทยาศาสตรหลายทานไดลงความเห็นและยอมรับตรงกันวา สมโอนั้นมีแหลงกําเนิดอยูใน     
เอเชียตะวันออกเฉียงใตแลวจึงแพรกระจายไปยังประเทศจีน อินเดีย และอิหราน ในคริสตวรรษท่ี 
17 ไดมี Captain Shaddock เปนผูนําเอาสมโอจาก Dutch East Indies (Indonesia) เขาสู West Indies 
(Barbados) ซ่ึงตอมาก็มีการเรียกสมโอวา Shaddock ตามชื่อของ Captain Shaddock จากน้ันจึงได
แพรขยายไปยังประเทศอ่ืนๆ ในเขตรอนช้ืน 

สมโอ (Citrus grandis) เปนไมผลเศรษฐกิจท่ีทุกคนรูจัก สามารถปลูกไดทุกภาคของ       
ประเทศไทย มีผลผลิตตลอดท้ังป เนื่องจากสมโอเปนผลไมท่ีมีรสชาติดี มีรสหวานหรือหวานอม
เปร้ียวข้ึนอยูกับพันธุและมีคุณคาทางโภชนาการสูง  เปนท่ีตองการของตลาดตางประเทศ  อีกท้ัง     
สมโอเปนผลไมท่ีมี เปลือกหนาทําใหสามารถเก็บรักษาไดนานโดยไมเสียคุณภาพ ทนทานตอการ
กระทบกระเทือนระหวางขนสงไดในระยะทางไกลโดยเฉพาะการสงออกไปยังตลาดตางประเทศ  
ซ่ึงจัดวาเปนพืชเศรษฐกิจสําคัญของไทยท่ีมีศักยภาพในการสงออกและมีแนวโนมตลาดคอนขาง
สดใส ตลาดตางประเทศในแถบเอเชีย ไดแก ไตหวัน ฮองกง สิงคโปร มาเลเซีย และในแถบยุโรป 
ไดแก ฝร่ังเศส อังกฤษ เยอรมนี  นับต้ังแตป พ.ศ. 2521 เปนตนมา รัฐบาลไดใหการสงเสริมการ
สงออกผลไมชนิดตางๆ ออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศ สมโอเปนผลไมอีกชนิดหนึ่งท่ีไดรับ
การสนับสนุนในป 2544 ประเทศไทยสงออกสมโอ  7,517 ตัน  มูลคา 131.38 ลานบาท ซ่ึงปริมาณ  
ท่ีสงออกเพ่ิมข้ึนจากป 2543  ถึง 1,000 ตัน (กรมวิชาการเกษตร, 2550) 

การผลิตสมโอภายในประเทศไทยมีแหลงปลูกกระจายไปท่ัวทุกภาคของประเทศ จังหวัดท่ี
มีพื้นท่ีปลูกมากท่ีสุด คือ  จังหวัดชุมพร  นครศรีธรรมราช  เชียงใหม  เชียงราย  และนครปฐม ในป 
2543  มีพื้นท่ีปลูกสมโอท่ัวประเทศ 242,628 ไร  ใหผลผลิตแลว 145,886 ไร ผลผลิตรวม 183,930 
ตัน  ผลผลิตเฉล่ีย 1,261 กก./ไร  มีมูลคารวม 2,663 ลานบาท  ชวงท่ีใหผลผลิตมากอยูระหวางเดือน
สิงหาคม-ตุลาคม  สมโอท่ีปลูกในแตละแหลงมีความแตกตางกันไปในเร่ืองของพันธุ  พันธุท่ีตลาด
ตางประเทศตองการ คือ พันธุทองดี และพันธุขาวนํ้าผ้ึง  ซ่ึงมีผลผลิตในป 2543 เทากับ 86,243    
และ 10,831 ตัน คิดเปน 46.89 และ 5.89 % ของผลผลิตรวม ตามลําดับ (กรมสงเสริมการเกษตร, 
2545)  
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พื้นท่ีภาคเหนือตอนบนเปนแหลงผลิตสมโอที่สําคัญแหงหนึ่งของประเทศไทย โดยเฉพาะ  
อยางยิ่งในเขตจังหวัดเชียงใหม เชียงราย และลําปาง ผลผลิตสมโอที่ไดจากพื้นท่ีภาคเหนือสวน  
ใหญ ใชบริโภคภายในประเทศและมีบางสวนมีการสงออกไปยังตางประเทศโดยเฉพาะประเทศจีน
ผานทางสามเหล่ียมเศรษฐกิจ การปลูกสมโอเพื่อการคาของเกษตรกรในอําเภอเวียงแกน จังหวัด
เชียงราย เร่ิมมาต้ังแตป พ.ศ. 2532 หลังจากสมโอใหผลผลิตและจําหนายไดราคาดีในป 2536 จึงมี
การขยายพ้ืนท่ีปลูกเพิ่มมากข้ึนจํานวนเกษตรกรผูปลูกสมโอท่ีอําเภอเวียงแกนมีประมาณ 2,000 ราย 
โดยมีแหลงปลูกครอบคลุมพื้นท่ี 4 ตําบล ไดแก ตําบล หลายงาว  มวงยาย ทาขาม และปอ  พื้นท่ี
ปลูกสมโอท้ังหมดรวม 7,395 ไร  เก็บเกี่ยวผลผลิตไดแลวประมาณ 3,827 ไร (สํานักงานเกษตร
อําเภอเวียงแกน, 2549)  

การผลิตสมโอเพื่อการสงออกพบปญหาและอุปสรรคสําคัญดานโรคหลายชนิด เชน       
โรคจุดดํา โรคแคงเกอร โรคผลเนา  ซ่ึงสงผลตอคุณภาพและราคาของผลผลิตสมโอ (อรพรรณ    
และจุมพล, 2550) โรคฮวงลองบิงและโรคทริสเตซาถือเปนโรคท่ีสําคัญตอพืชตระกูลสม โดยทําให
เกิดอาการตนโทรม ผลผลิตนอยลง ผลเล็ก คุณภาพลดลง ไมสามารถใหการผลิตดอกออกผลได 
เนื่องจากอาการทรุดโทรม (อําไพวรรณ และคณะ, 2527) 

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

(yellow shoot disease) (Timmer et al., 2003) ในประเทศฟลิปปนส เรียก leaf mottling ประเทศ
อินเดีย เรียก decline ประเทศจีน เรียก huanglongbing ประเทศไตหวัน เรียก likubin ประเทศ 
อินโดนีเซีย เรียก phloem degeneration ประเทศสเปน เรียก enverdecimiento (CABI and EPPO, 
2003) อยางไรก็ตามจากการประชุมสัมมนา คร้ังท่ี 13 Conference of International Organization of 
Citrus Virologists ไดเปล่ียนช่ือเรียก citrus greening เปน huanglongbing (Ohtsu et al., 2002) โรค 
HLB เปนโรคท่ีทําใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงมาก (Garnsey, 1989) เปนเช้ือท่ีเขาทําลายสวน   
สีเขียวของพืช (จรัญ, 2545) Timmer et al. (2003) กลาววาโรค HLB นี้ทําใหเกิดความเสียหายกับ  
ตนสมประมาณ 60 ลานตนในแถบแอฟริกาและเอเชีย มีรายงานวาพบโรคนี้คร้ังแรกท่ีประเทศ
แอฟริกาใต เม่ือ พ.ศ. 2516 (อําไพวรรณและคณะ, 2527) ประเทศไตหวันพบโรคนี้เขาทําลายต้ังแต  
ป 1951 (Hong-Ji, 2001) นอกจากนี้ Weinert et al., (2004) พบโรคนี้เปนคร้ังแรกใน Timor-Leate 
(ติมอรตะวันออก) และประเทศปาปวนิวกินีในป 2004 
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โรคฮวงลองบิงมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) ท่ีอยูใน subdivision                      
α-Proteobacteria โดยจะพบเช้ือนี้เจริญอยูเฉพาะในทอลําเลียงอาหาร (phloem limited bacteria) และ
ไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเล้ียงเชื้อได ถูกจัดอยูในกลุม “Candidatus” generic name Liberobacter 
(Jagoueix et al, 1994)  ตอมาไดเปล่ียนช่ือเปน Liberibacter (Garnier et al, 2000) โดยพบวาเช้ือ
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
สมบูรณของตนสม มีรายงานวาพบโรคฮวงลองบิงและแมลงพาหะในประเทศไทยเมื่อป พ.ศ. 2516  
(อําไพวรรณและปราณี, 2542) การแพรระบาดของโรคมีหลายวิธี คือติดไปกับสวนขยายพันธุ        
กิ่งตอนหรือกิ่งพันธุ หรือจากการติดตาทาบกิ่ง นอกจากน้ียังสามารถถายทอดโดยแมลงท่ีเปนพาหะ 
คือ เพล้ียกระโดดสม หรือเพล้ียไกแจสม (asian citrus psyllid) อาการของโรค HLB ใบจะมีสีเหลือง
ซีด หรือมีดางสีเขียว บางใบพบวาเสนกลางใบยังคงมีสีเขียว ในตนท่ีเปนโรครุนแรง ใบจะมีขนาด
เล็กลง เรียวยาว ใบมีสีเหลืองซีด ใบหนากวาปกติ ใบอาจรวงกอนแก อาจมีอาการเล็กนอยเพียงบาง
กิ่ง หรือเปนท้ังตน นอกจากน้ีกิ่งอาจแหงตายจากยอดลงมา ผลมีขนาดเล็กลง มีรสเปร้ียวเปลือกผล  
มีสีซีดจางและอาจรวงกอนสุก เมล็ดลีบ ไมสมบูรณ เม่ืออาการลุกลามไปท่ัวตนในที่สุดตนจะ   
โทรมและตาย นอกจากน้ีบางคร้ังอาจพบวามีอาการเกิดรวมกับอาการของโรคทริสเตซา (Garnsey, 
1989) และอาการของโรคพบวามีอาการคลายกับอาการใบแกวท่ีเกิดจากการขาดธาตุสังกะสี           
จึงทําใหเกิดความสับสนได (Timmer et al., 2003) 

Hocquellet et  al. (1999) ไดทําการตรวจสอบเช้ือสาเหตุและความแตกตางระหวาง
แบคทีเรียเช้ือสาเหตุ Liberibacter species โดยการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในสวนของ ribosomal 
protein gene ของ   β–operon ดวยวิธีพีซีอาร ซ่ึงในการสกัดดีเอ็นเอใช 2 วิธี คือ สกัดดีเอ็นเอ  ดวยวิธี 
CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) method โดยใชเสนกลางใบสม 2 กรัม และสกัด
โดยใช wizard extracts 50 ไมโครลิตร ใชเสนกลางใบสม 0.1-0.3 กรัม สวนในข้ันตอนการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ ดวยวิธีพีซีอารใช primer A2 และ  primer J5 ซ่ึง primer A2 เขาไปจับกับดีเอ็นเอ
บริเวณ  3’-end ของ  rplA gene สวน primer J5 เขาไปจับกับดีเอ็นเอบริเวณ  3’-end ของ rplJ gene 
ในสวนของ ribosomal protein gene ของเช้ือสาเหตุพบวา primer ท้ังสองนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับ
เช้ือสาเหตุและสามารถแยกความแตกตางระหวาง  2 species ท่ีเปนเช้ือสาเหตุได โดยพบวา  
Candidatus Liberibacter africanus เกิดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 669 bp และ Candidatus Liberibacter 
asiaticus เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 703 bp บน 2% agarose gel นอกจากน้ียังไดทํา  Southern 
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hybridization เพื่อเปนการยืนยันผลอีกคร้ังกับแถบดีเอ็นเอที่ไดดวย oligonucleotide probe DJ โดย 
oligonucleotide probe DJ จะเขาไปจับระหวาง  rplA-rplJ genes ของเช้ือสาเหตุท้ังสองสปชีสได 
นอกจากนี้ไดทดลองถึงความไวของ primer พบวายังสามารถตรวจสอบหาเช้ือสาเหตุท้ังสองสปชีส
ไดแมมีปริมาณดีเอ็นเอเพียง 0.01 นาโนกรัม 

Hung et al. (1999) ทําการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคกรีนนิ่งโดยใชวิธีพีซีอาร พบวาใชเวลา
ภายใน 6 ช่ัวโมง โดยแบงเปน 3 ข้ันตอน ไดแก ข้ันตอนท่ี 1 การสกัด nucleic acids ใชเวลา 2 ช่ัวโมง 
โดยนําเสนกลางใบสมประมาณ 250 มิลลิกรัม มาบดดวยไนโตรเจนเหลว แลวละลายใน DNA 
extraction buffer บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นสกัดดวย CTAB 
แลวบมไวท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จึงสกัดดวย chloroform/isoamyl alcohol ตาม
ดวย phenol/chloroform/isoamyl alcohol ข้ันตอนท่ี 2 การทําพีซีอาร ใชเวลา 3 ช่ัวโมง ดวย primer 
226  primer pair และข้ันตอนท่ี 3 การวิเคราะห  PCR product ใชเวลา 1 ช่ัวโมง  โดยวิเคราะห            
ดีเอ็นเอดวย eletrophoresis บน 1.4 % agarose gel, 100 V นาน 30-40 นาที ในการทดลองไดใช
ตัวอยางสมท่ีไดจากแหลงตางๆ ในแถบเอเชีย ซ่ึงวิธีดังกลาวใชเวลาในการวินิจฉัยโรคไดอยาง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 

Teixeira et al. (2005) รายงานวา พบเชื้อสายพันธุใหมในมลรัฐ Sao Paulo ในประเทศ
บราซิล โดยการตรวจสอบไดใชวิธี PCR ที่ศึกษาในบริเวณ 16S rDNA การเพิ่มปริมาณ                    
ดีเอ็นเอบริเวณดังกลาวใช primer GB1 (5’-AAGTCGAGTACGCAAGTACT-3’) และ GB                                     
(5’-CTATATTTGCCATCATTAAGTTG-3’) และแถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 1027 bp ซ่ึงขนาดท่ีไดมี
ความแตกตางจากเช้ือสาเหตุท้ังสองสายพันธุท่ีเคยมีรายงาน จึงไดใหช่ือเช้ือท่ีพบนี้วา Candidatus 
Liberibacter americanus และพบวามีแมลงพาหะ คือ    Diaphorina citri. 

Ruangwong and Akarapisan (2006) ทําการศึกษาโรคฮวงลองบิงของสมในพื้นท่ีปลูก                
3  จังหวัด ไดแก จังหวัดเชียงใหม เชียงราย และแพร เม่ือตรวจสอบโรคโดยใชเทคนิค PCR          
จากการใช คูไพรเมอร OI1/OI2c และ A2/J5 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1160  bp และ 730 bp จากใบสม
ท่ีเปนโรค แตไมพบในใบปกติ สําหรับการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรค HLB โดยปรับปรุงวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอจากใบพืชท่ีเปนโรคท้ังหมด 5 วิธี แลวนําไปตรวจสอบดวยวิธี PCR พบวา วิธีท่ี 3 
(ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hung et al., 1999) และวิธีท่ี 4 (ดัดแปลงมาจากวิธีของ Dellaporta et al., 
1983) เปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการตรวจสอบโรค HLB ในข้ันตอนการจําแนกชนิด
ของเช้ือสาเหตุท่ีพบดวยการใชคูไพรเมอร A2/J5 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 703 bp ในทุกตัวอยางท่ี
แสดงอาการของโรคและจากการหาลําดับเบสบริเวณ ribosomal protein gene ของเช้ือสาเหตุท่ีได
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จากเชียงใหม (HLB-CM) เชียงราย (HLB-CR)  และแพร (HLB-P) ผลท่ีไดพบวาเช้ือสาเหตุท่ีทําให
เกิดโรค HLB คือเช้ือ  Candidatus Liberibacter asiaticus. 

Deng et al. (2008) ไดทําการตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคฮวงลองบิงของสมโอ ท่ีจังหวัด 
Guangdong ประเทศจีน โดยศึกษาจากยีนในบริเวณ 16S rDNA , rplAJ (β-operon of ribosomal 
protein) ของเช้ือสาเหตุท่ีแยกไดพบวาเปนเช้ือ  Candidatus Liberibacter asiaticus และเม่ือศึกษา
สวน omp sequence  โดยวิธี single-nucleotide polymorphisms พบวาเปนเช้ือ  Candidatus  
Liberibacter asiaticus กลุมเดียวกับสายพันธุจากประเทศไทย เนปาล และจากแหลงท่ียังไมสามารถ
ระบุไดจากจีน แตตางจากสายพันธุจากฟลิปปนส และ China-Behai 

 
โรคทริสเตซา 
 
โรคทริสเตซา พบแพรระบาดรุนแรงเปนคร้ังแรกในประเทศแอฟริกาใต และตอมาสราง

ปญหาใหกับทุกประเทศท่ัวโลกท่ีปลูกสม โดยในป 1981 มีรายงานวาสมท่ัวโลกเกิดความเสียหาย
จากโรคนี้ท้ังหมดกวา 50 ลานตัน (Mooney and Harta, 1992) สําหรับโรคทริสเตซานี้มีรายงานวา
นาจะพบคร้ังแรกในประเทศจีน (Meisaku, 2002) ในอดีตปญหาของการปลูกสมเกิดจากเช้ือรา 
Phytophthora ที่ทําใหเกิดโรครากและโคนเนา ซ่ึงตอมาไดมีการนําเอาสมท่ีติดตาบนตนสม sour 
orange ท่ีตานทานตอโรคดังกลาวมาปลูกแทน แตหลังจากนั้นไมนานไดเกิดการระบาดของโรค  
ทริสเตซาในสมท่ีติดตาบนตนสม sour orange และทําความเสียหายกับตนสมอยางมากในประเทศ
อารเจนตินา บราซิล และอุรุกวัย โดยมีรายงานถึงความเสียหายของสมท่ีเกิดจากโรคนี้เปนคร้ังแรก
ในประเทศอารเจนตินาในป 1930 ซ่ึงสมท่ีปลูกในประเทศอารเจนตินาประมาณ  90 เปอรเซ็นต เปน
สมท่ีติดตาบนตนสม sour orange สําหรับประเทศไทยมีรายงานเปนคร้ังแรกเม่ือป พ.ศ.  2515 
(ไมตรี, 2540) 

เช้ือไวรัส (Citrus tristeza virus, CTV) เปนไวรัสกลุม closterovirus มีรูปรางเปนแบบ 
flexuous threadlike particle ยาวประมาณ 2,000 นาโนเมตร กวางประมาณ 10-12 นาโนเมตร 
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 13.3 x 106 ดาลตัน มีสารพันธุกรรมเปนแบบ RNA (Lee and Bar-Joseph, 
2000) ถายทอดโดยเพล้ียออนหลายชนิด เชน Toxoptera citricidus, Aphis spiraecola และ              
A. gossypii  ลักษณะการถายทอดเปนแบบ semi-persistent (Yoshida, 1996) 

โรคน้ีสามารถเกิดไดกับสมทุกพันธุ มักทําใหเกิดอาการเหลือง (seedling yellow) อาการ         
ตนโทรม (decline) หรืออาการรองบุม (stem pitting) ซ่ึงอาการเหลานี้อาจจะเกิดอยางใดอยางหน่ึง
หรือเกิดรวมกัน  ตนท่ีมีอาการเหลือง ตนจะแคระแกรนและตายภายในระยะเวลาไมนาน สวน



10 

 

อาการตนโทรม เกิดจากการแหงตายของเซลลทอลําเลียงอาหาร ตนสมจะแคระแกรน ใบเหลือง 
เหี่ยว กิ่งแหงตาย ผลมีขนาดเล็ก และตายในท่ีสุด (Brlansky et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบอาการเสน
ใบโปรงแสง (vein clearing) ใบเหลืองซีดคลายอาการขาดธาตุอาหาร ใบมีขนาดเล็ก และหนา
ผิดปกติ ขอบใบมวนเขาคลายรูปถวย ใบแกเสนใบนูนแข็งหรือแตก (corky vein) การแตกยอดใหม
หรือกิ่งกานลดลง กิ่งแหงตาย ติดผลมากแตมีขนาดเล็ก และมักหลุดรวงงาย ตนสมอาจแสดงอาการ
ของโรคอยางชัดเจนหรือไมชัดเจนและบางคร้ังอาจไมแสดงอาการของโรคเลย โรคทริสเตซา
สามารถถายทอดและแพรระบาดไดโดยติดไปกับกิ่งพันธุหรือตาพันธุและแมลงพาหะนําโรค 
โดยเฉพาะอยางยิ่งเพล้ียออน Toxoptera citricidus ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการถายทอดเชื้อจากตน
หนึ่งไปยังอีกตนหนึ่ง (อําไพวรรณและปราณี, 2542) 

ในการวินิจฉัยและตรวจหาเช้ือสาเหตุโรคนั้น เนื่องจากเช้ือสาเหตุเปนเช้ือท่ีเจริญอยูเฉพาะ
ในทอลําเลียงอาหารและไมสามารถเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได ดังนั้นในการวินิจฉัยและตรวจหา             
เช้ือสาเหตุโรคจึงตองอาศัยวิธีการทางชีวโมเลกุลในการตรวจสอบไดมีการพัฒนาเทคนิคตางๆ     
เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกความแตกตางของเช้ือไวรัสทริสเตซาแตละไอโซเลท เชน การ
ใชพืชทดสอบ การใชเทคนิคทางเซรุมวิทยา คือ เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) และเทคนิค direct tissue blot immunoassay (DTBIA) นอกจากนี้ยังไดมีการประยุกตใชวิธี  
polymerase chain reaction (PCR) เพื่อชวยตรวจสอบเช้ือ CTV เชน 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) เปนเทคนิคทางดานภูมิคุมกันวิทยา อาศัย
หลักการการจับกันอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซ่ึงจะทําการติดฉลาก (label) 
แอนติเจนและแอนติบอดีดวยเอนไซม โดยเอนไซมนี้เม่ือทําปฏิกิริยากับ substrate แลวจะทําใหเกิด
สี    วิธีนี้ทําไดงาย รวดเร็วและปลอดภัย แบงเปน 2 ประเภทไดแก competitive ELISA ใชในการ
วิเคราะหโดยชุดตรวจสําเร็จรูป (ELISA test kit) และ non-competitive ELISA ซ่ึงแบงยอยได 2 วิธี 
คือ  Direct ELISA หรือ Sandwich ELISA และ Indirect ELISA สวนใหญนิยมใชในทางการแพทย 
แตปจจุบันเร่ิมมีการนํามาใชในการตรวจหาเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคพืชมากข้ึน (นภาธร, 2536; 
รัตนา, 2537) 

Roberts et al. (2001) ศึกษาเทคนิคทางเซรุมวิทยาไดแก Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) พบวาเปนวิธีการตรวจสอบเช้ือไวรัสทริสเตซาท่ีรวดเร็ว โดยใชแอนติบอดีไปจับกับ
เช้ือไวรัส ซ่ึงแอนติบอดีท่ีใชมี 2 ชนิด ไดแก polyclonal antibody ใชตรวจหาเช้ือไวรัสท้ังสายพันธุ
รุนแรงและไมรุนแรง สวน monoclonal antibody (MLA-13) ใชตรวจหาเฉพาะเช้ือไวรัสสายพันธุ 
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Florida ท่ีทําใหเกิดอาการตนโทรมบนสม sour orange และสายพันธุท่ีทําใหเกิดอาการรองบุม
เทานั้น ไมสามารถตรวจหาสายพันธุ mild strain ได 

Das et  al. (2003) ไดทําการศึกษาโรคกรีนนิ่งของสมในประเทศอินเดีย โดยนําเอาสวนใบ
พืชท่ีเปนโรคมาทําการพิสูจนทาง biological และทางเซรุมวิทยา พบวาพืชท่ีนํามาทดสอบนั้นมีการ
เขาทําลายรวมกันระหวางเช้ือ CTV และแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus และเม่ือทําการ
ปลูกเช้ือโดยวิธีการทาบกิ่งแลว พบวา อาการของโรคกรีนนิ่งจะแสดงออกมากอนแตอาการที่เห็น
นั้นจะมีเช้ือ CTV แทรกซอนอยูดวย แตเม่ือนําไปตรวจหาเช้ือสาเหตุของโรคโดยวิธี ELISA พบ
เพียงเช้ือ CTV อยางเดียว แสดงวาการตรวจโดยวิธี ELISA เหมาะสมตอการตรวจหาเช้ือสาเหตุ
โรคทริสเตซา 

อยางไรก็ตาม เช้ือไวรัสมีมากมายหลายสายพันธุท่ียากตอการตรวจสอบเน่ืองมาจากปริมาณ
ของเช้ือท่ีมีนอยหรือยังไมพบการแพรระบาด วิธี PCR ถือวาเปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ จําเพาะ
เจาะจงและแมนยําสูงท่ีใชในการตรวจหาเช้ือไวรัสในสม โดย Hung et al. (2000) ไดพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบเช้ือ Citrus tristeza virus (CTV) ในสม โดยวิธีนี้ใชเทคนิค Reverse Transcription (RT)  
และ Polymerase Chain Reaction (PCR) รวมกัน และเปรียบเทียบผลการทดสอบกับวิธี  Two-step 
RT-PCR และ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) โดยพบวา วิธี one-step RT-PCR 
นั้นมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจสอบเช้ือ CTV สูงกวา แมวาจะมีปริมาณของเชื้อในพืชอาศัย
นอยก็ตาม 

Zhipeng et al. (2004) ศึกษาวิธีการตรวจสอบเช้ือ Citrus tristeza virus (CTV) ในตนตอ  
sweet orange และ grapefruit จาก 21 แหลงท่ีแตกตางกันในเขต Florida นํามาตรวจสอบเช้ือ CTV 
ดวยวิธี Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  เปรียบเทียบกับวิธี Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) และวิธี Direct Tissue Blot Immunoassay (DTBIA) โดย
แบงตัวอยางเปน 3 กลุม ไดแก กลุม decline-inducing จํานวน 7 ไอโซเลท กลุม  non-decline-
inducing จํานวน   6  ไอโซเลท และ กลุมท่ีเปนทั้ง decline-inducing และ non-decline-inducing 
จํานวน 8 ไอโซเลท   ผลการตรวจสอบพบวาวิธี RT-PCR ไมเพียงแตจะสามารถตรวจสอบและระบุ
ความแตกตางระหวางเช้ือ CTV ระหวางกลุม  decline inducing กับ non-decline-inducing ไดเทานั้น 
แตยังสามารถตรวจสอบพบเช้ือไดในตน sweet orange หรือ grapefruit ท่ีมีเช้ือท้ังสองไอโซเลท
รวมกันในตนเดียวไดอีกดวย สําหรับตัวอยางท่ีมีปริมาณมาก วิธี RT-PCR,  ELISA และ DTBIA 
ใหผลท่ีเหมือนกัน แตอยางไรก็ตามเม่ือนําตน sweet orange จํานวน 2 ตัวอยาง และ  grapefruit 
จํานวน 2 ตัวอยาง ซ่ึงจัดอยูในกลุม decline inducing เม่ือนํามาตรวจสอบเช้ือสาเหตุดวย CTV-
specific monoclonal antibody MCA13 วิธี ELISA หรือ DTBIA พบวาไมเกิดปฏิกิริยา  แตเม่ือนํา
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ตัวอยางเดียวกันมาตรวจสอบดวยวิธี  RT-PCR สามารถตรวจพบ fragments ท่ีมีขนาด 320 bp     ใน
ตัวอยางท่ีทดสอบ นั่นแสดงใหเห็นวาวิธี  RT-PCR นั้นมีความจําเพาะเจาะจงสูงกวาวิธีการ
ตรวจสอบทางเซรุมวิทยา 

Roy et al. (2005) ไดทําการศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจสอบเช้ือไวรัสสม 7 สายพันธุ  จาก
สวน RNA ของเช้ือไวรัส  6 สายพันธุ และจากสวน  DNA ของเช้ือไวรัส 1 สายพันธุ ไดแก 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) ดวยวิธี  multiplex polymerase chain reaction (mPCR)  
เปรียบเทียบกับวิธี simplex PCR พบวา วิธี mPCR สามารถใชในการตรวจสอบเช้ือไดเปนอยางดี 
เปนวิธีการท่ีรวดเร็ว  ลดความเส่ียงตอการปนเปอน ประหยัดเวลาและลดคาใชจายเม่ือเทียบกับวิธี
ท่ัวไปที่ใชในการตรวจสอบเช้ือไวรัสในสม 

Ghosh et al. (2008) ตรวจสอบเช้ือไวรัสในสม ดวยวิธี Duplex PCR เม่ือทําการเพ่ิมปริมาณ
เช้ือสาเหตุดวย specific primers พบวา สามารถตรวจสอบเช้ือไวรัสไดถึงสองสายพันธุท่ีเขาทําลาย
รวมกันในสมตนเดียว คือ  Citrus tristeza clostero virus (CTV) ชนิด RNA ท่ีมีขนาด 511 bp  และ 
Citrus mosaic badna virus (CMBV) ชนิด DNA ท่ีมีขนาด 245 bp โดยเช้ือท้ังสองสงผลรวมกันทํา
ใหเกิดอาการตนโทรม 
 

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือท่ีเรียกอีกช่ือหนึ่งวา In vitro enzyme gene 

amplification เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีน (gene) หรือช้ินสวนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณท่ีตองการ
ศึกษาใหมีจํานวนมากข้ึนกวาเดิมหลายลานเทาในหลอดทดลองโดยใชระยะเวลาอันส้ัน ซ่ึง
กระบวนการตางๆ เลียนแบบจากการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอในสภาพธรรมชาติ (In vitro DNA 
replication) (อังสนา, 2546) 

หลักการของเทคนิค PCR โดยใชหลักเลียนแบบธรรมชาติของดีเอ็นเอท่ีวา โดยท่ัวไปสาย        
ดีเอ็นเอสามารถจับคูกันไดเพราะมีเบสคูสมกัน (complementary) ดังนั้นการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ     
ช้ินใหมในหลอดทดลองจึงใชหลักการเดียวกัน โดยอาศัยดีเอ็นเอเดิมเปนตนแบบ (template) และ
อาศัยดีเอ็นเอสายส้ันๆ  (primer) ท่ีสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบเปนจุดเร่ิมตน และมีเอนไซมพวก 
DNA polymerase  ชวยทําใหสายดีเอ็นเอยาวออกไป โดยเลือกจับนิวคลีโอไทดตัวใดตัวหนึ่งใน       
4 ชนิด (dNTPs) คือ dATP, dCTP, dTTP และ dGTP เขามาตอใหเปนเบสคูสมกับดีเอ็นเอสายตน
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แบบเดิม ดังนั้นก็จะไดดีเอ็นเอสายใหมเกิดข้ึน โดย PCR สามารถสังเคราะหดีเอ็นเอไดคราวละ        
2 สายพรอมกัน โดยใช primer 1 คู ปฏิกิริยา PCR มี 3 ข้ันตอนและหมุนเวียนตอเนื่องกันไป ภายใต
สภาวะท่ีเหมาะสมของแตละข้ันตอน ข้ันแรกเรียกวา denaturation เปนการแยกสายดีเอ็นเอที่เปน
ตนแบบจากสภาพท่ีเปนเสนคูใหเปนเสนเดี่ยวโดยใชอุณหภูมิ 92-95 องศาเซลเซียส ข้ันท่ีสอง
เรียกวา annealing เปนข้ันตอนท่ีลดอุณหภูมิลงและจัดให primer สายส้ันๆ (14-30 mers) ท่ีมีลําดับ
เบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบจับคูกัน ซ่ึงนิยมใชชวงอุณหภูมิ 37-60 องศาเซลเซียส ข้ันท่ี
สามเรียกวา extension เปนข้ันตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยสังเคราะหตอจากสวนปลาย 
5’ ของ primer ตามขอมูลของตนแบบ    ดีอ็นเอที่เปนตนแบบแตละสาย โดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซม DNA polymerase  ท่ีอุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส เอนไซม  DNA polymerase ท่ีใช
จะตองมีคุณสมบัติอยูไดภายใตสภาวะของปฏิกิริยาตลอดสามข้ันตอน จากข้ันตอนท่ี 1-3 รวมกัน
เปนหนึ่งรอบ (one cycle)  ซ่ึงจะใหผลผลิตเปนดีเอ็นเอสายคูจํานวนท่ีมีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็น
เอท่ีเปนตนแบบ เม่ือจัดใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซจากข้ันท่ีหนึ่งถึงข้ันท่ีสามหมุนเวียนไปอีกหลายๆ รอบ 
จะเพิ่มปริมาณ (amplify) ดีเอ็นเอไดมากมาย (พิสวรรณ, 2540) 

ในการทํา PCR ตองใชสารเคมีตางๆ ดังนี้ บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยาดีออกซีนิวคลีโอไทด   
ไตรฟอสเฟต (Deoxynucleotide triphosphate: dNTPs) ประกอบดวย dATP dCTP dTTP และ dGTP 
สวน primer ท่ีนิยมใชคือ โอลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 20-24  นิวคลีโอไทด ดีเอ็นเอเปาหมายใชไดท้ัง      
ดี เ อ็นเอ ท่ี มี คุณภาพดีและท่ี มี คุณภาพไมดีนัก  แตถ าใช คุณภาพดีจะไดผลผลิตมากกว า                    
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) เปนสวนสําคัญในการเรงปฏิกิริยาและมีรายงานวาความเขมขนของ
แมกนีเซียมมีผลตอปฏิกิริยาและเอ็นไซม เลือกใชเอ็นไซมท่ีทนความรอนได (Thermostable DNA 
polymerase) ชนิดท่ีใชกันมาก คือ Taq polymerase (สุรินทร, 2545) 

การแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอีเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis)  เปนเทคนิคท่ีใชแยก
โมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกันโดยใชกระแสไฟฟา โดยใหสารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผาน
ตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารท่ีมีประจุตางกันจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงขาม นอกจาก
ตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารท่ีมีประจุตางกันจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงขาม นอกจาก
ประจุแลวอัตราการเคล่ือนท่ียังข้ึนกับขนาด รูปรางโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟา และตัวกลางท่ีใชดวย 
(สุรินทร, 2545) 

อะกาโรสเจล (agarose gel) เปนโพลีเมอรของ D-glucose สลับกับ 3,6 anhydrogalactose 
แยกไดจากวุน (agar) เนื่องจากอะกาโรสจับตัวกับสารละลายตางๆ ไดนอยมาก จึงนิยมใชเปน
ตัวกลางในการทําอิเล็กโทรโฟรีซิส การแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยทั่วไปจะใชอิเลกโทรโฟรีซิส
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เปนสวนใหญเพราะมีชวงท่ีใชไดมากกวา การเตรียมทําไดงายและไมมีอันตรายเม่ือเทียบกับ          
โพลีอะคริลาไมด การทํา อิเล็กโทรไฟรีซิสมักทําในแนวราบ (horizontal gel) (สุรินทร, 2545) 

 
 
 
 
 

 


