
 
 

บทท่ี 3 
 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
 

1. การศึกษาลักษณะอาการของโรคฮวงลองบิง (HLB) และโรคทริสเตซา (Tristeza) 
ทําการศึกษาลักษณะอาการของโรคฮวงลองบิงและทริสเตซาในสวนสมโอท่ีปลูกเพื่อการ

สงออกในพื้นท่ีจังหวดัเชียงราย โดยสุมเลือกสวนเกษตรกรจํานวน 5 ราย ไดแก สวนนายวรศกัดิ์ 
เรียงยาย   บานเลขที่ 183 หมู 1 ตําบลหลายงาว อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย สวนนายวัลลภ     
ใจกลา บานเลขท่ี 16/1 ม. 5 ตําบลมวงยาย อําเภอเวยีงแกน จังหวดัเชียงราย สวนนายประคอง บุดด ี
บานเลขท่ี 18/1 ม. 2 ตําบลมวงยาย อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย สวนนายสมบัติ  บุดดี บานเลขที่  
31/1ม. 1 ตําบลมวงยาย อําเภอเวียงแกนจังหวดัเชียงราย และ สวนด.ต. วุฒิพงษ คําลือ บานเลขท่ี 
18/1 ม. 2 ตําบลมวงยาย อําเภอเวียงแกน จังหวดัเชียงราย สุมเลือกตัวอยางตนสมโอจากแตละสวน 
สวนละ 8 ตัวอยาง รวม 40 ตัวอยาง เก็บตัวอยางใบสมโอจากแตละตนโดยสุมเก็บตัวอยางใบรอบตน 
ท้ัง 4 ทิศ มาประมาณ 50 ใบตอตน รวมถึงกิ่งพันธุสมโอและพืชตระกูลสมท่ีปลูกขางสวนปลูก      
สมโอของเกษตรกร จากนัน้นํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ันและเช็ดใหแหง เก็บรักษาไวท่ีอุณหภมิู 
4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาถึงเช้ือสาเหตุโรคตอไป 
 
2. การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคฮวงลองบงิ 
 

2.1 การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคฮวงลองบิงดวยวิธี PCR 
การแยกสกัดดเีอ็นเอ (ดัดแปลงจาก Dellaporta, 1983)                        
นําใบสมโอท่ีแสดงอาการของโรคฮวงลองบิงมาตัดเอาเฉพาะเสนกลางใบ ช่ังใหไดน้ําหนกั 

0.5 กรัม แลวตัดใหเปนช้ินเล็กๆ ดวยกรรไกรท่ีสะอาด นําไปใสในโกรงท่ีแชเย็นแลวเติม grinding 
buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวท่ีอุณหภมิู 4  องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที แลวจงึ
บดใหละเอียด เทน้ําค้ันท่ีไดใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว 
10,000 g นาน 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายท่ีไดใสในหลอดใหมแลวนําไปปน
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เหวีย่งท่ีความเร็ว 14,000 g นาน 25 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเทสารละลายท้ิง เกบ็
ตะกอนแลวเติมสารละลาย CTAB (ภาคผนวก) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ละลายตะกอนใหหมดโดย
นําไป vortex แลวจึงนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้เติมสารละลาย 
chloroform / isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปปน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 7,000 g นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง ไดสารละลายแยกเปน 2 ช้ัน ใหเก็บ
สารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม เติม isopropanol ปริมาตรท่ีเทากัน ผสมใหเขากัน นําไปปน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 14,000 g นาน  15 นาที จากน้ันเทสารละลายท้ิง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย   70%  
ethanol โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 g นาน 5 นาที ดูดเอา ethanol ออก และทําตะกอนให
แหงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นละลายตะกอนดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

การทําปฏิกิริยา PCR  
 ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย specific primers  
forward primer A2 (5’-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3’) และ 
reverse primer J5 (5’-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3’) ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
บริเวณยีน rplKAJL-rproBC operon ของเช้ือ Candidatus Liberibacter asiaticus การเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอดวยวิธี PCR ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ดังนี้  

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ํากล่ันฆาเช้ือ 16.65 

5 mM dNTPs 1.00 

10X PCR buffer 2.50 

50mM MgCl2 1.25 

20 μM primer A2 1.25 

20 μM primer J5 1.25 

0.5 unit Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.10 

ดีเอ็นเอตนแบบ 
Undiluted extracted DNA 

1.00 
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ผสมสวนประกอบใหเขากันจากนั้นนําเขาเคร่ือง Programable Thermal Controller PTC-100TM    
(MJ Research) ซ่ึงมีเง่ือนไขในการทําปฏิกริิยา ดังนี้      
  
1. initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   นาน    3    นาที                 
2. denaturation       ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส  นาน  45  วินาที 
    annealing    ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเเซียส   นาน  45  วินาที         จํานวน 35 รอบ 
    extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  นาน  90  วินาที 
3. final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  นาน   5     นาที 
        

การตรวจวิเคราะหผลผลิตจากการทํา PCR (PCR product) 
ทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวธีิ  Gel electrophoresis โดยนําผลผลิตจากการทํา PCR  มา 10 

ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาดของดีเอ็นเอบน 1% agarose gel 
electrophoresis ใน 1X TBE buffer ความตางศักยไฟฟา 100 โวลท นาน 40 นาที จากนั้นยอมแถบ   
ดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 5 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต     
แสงอุลตราไวโอเลตและบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio 
Imagine System)  
 

2.2 การหาลําดบันิวคลีโอไทด (Sequencing) 
ทําการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ribosomal protein gene  ของ  

β-operon ของเช้ือสาเหตุ โดยนํา PCR product มาวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Sanger 
method โดยใชความเขมขนของ PCR product ประมาณ 200-500 นาโนกรัมตอ 50 ไมโครลิตร และ
ใชความเขมขนของ primer A2/J5 อยางละ 10 พิโคโมลตอ 20 ไมโครลิตร โดยใช PRISM Ready 
Dye Termimation Cycle Sequencing kit และใชเคร่ือง ABI Model 3100 version 3.7 automated 
DNA sequencer (Perkin Elmer) เปนตัวชวยอานลําดับนิวคลีโอไทด 
 

2.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาทํา sequence aligment เพื่อเปรียบเทียบความเหมือน

ของลําดับ นิวคลีโอไทดท่ีมีรายงานไวในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI ดวยโปรแกรม BLAST 
เขาไปในสวนของ Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) หรือใชโปรแกรม Clustal W นอกจากนี้
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนดวยโปรแกรม ORF Finder 
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(Open Reading Frame Finder) (http://www.ncbi.nlm.nih/gov/gorf/gorf.html) และนําขอมูลลําดับ
กรดอะมิโนท่ีทําการแปลรหัสไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลของลําดับกรดอะมิโนท่ีมีรายงานไวใน
ฐานขอมูล GenBank ของ NCBI ดวยโปรแกรม BLAST หรือโปรแกรม Clustal W 

 
3. การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซา 
 

3.1 การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาดวยเทคนิค  Double Antibody Sandwich 
ELISA (DAS-ELISA) 

3.1.1 การเคลือบ antibody บนเพลท  
เจือจางแอนติบอดี (Anti CTV IgG; บริษัท BIOREBA, Switzerland) 1:1000 ดวย  

coating buffer (20 มิลลิลิตรตอเพลท) จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลายท่ีไดใสในหลุมเพลท 
เพลทละ 200ไมโครลิตร เก็บเพลทไวในกลองความชื้น เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 
เม่ือครบเวลาเทของเหลวท้ิงแลวทําการลางเพลทดวย washing buffer  

3.1.2 การลางเพลท 
ใช micropipette ดูด washing buffer เติมลงไปในหลุมๆ ละ 240 ไมโครลิตร เขยา 

เพลทเบาๆ นาน  2- 3 นาที ระวังอยาใหของเหลวกระเด็นออกจากหลุม จากนั้นเทของเหลวในเพลท
ท้ิงแลวลางซํ้าดวยวิธีเดิมจนครบ 3 คร้ัง 

3.1.3 การสกัดน้ําคั้นจากตัวอยางใบสมโอ 
เช็ดตัวอยางใบสมโอใหสะอาด ใชกรรไกรตัดเอาเฉพาะเสนกลางใบ ตัดเปนช้ิน 

เล็กๆ ช่ังใหได 0.5 กรัม นําไปใสในโกรงเย็นท่ีอบฆาเช้ือแลวเติม extraction  buffer 2 มิลลิลิตร บด
ใหละเอียด เทน้ําค้ันท่ีไดใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนแยก (centrifuge) ดวยความเร็ว 
7,000 g นาน 5 นาที ดูดน้ําใสดานบนใสในหลุมเพลท ท่ีผานการเคลือบ antibody  แลวจากขอ 1  
หลุมละ 200 ไมโครลิตร ตัวอยางละ 2 หลุม จากนั้นเติม extraction buffer ในหลุมเปรียบเทียบ 
(blank) ตามดวย positive check และ negative check ตามลําดับ เสร็จแลวเก็บไวในตูเย็น 1 คืน เม่ือ
ครบเวลาเทของเหลวท้ิงแลวลางเพลทดวย washing buffer ทําเหมือนในขอ 2 จากนั้นเติมแอนติบอดี
ท่ีติดเอ็นไซม (enzyme-labeled antibody) 
 
 
 
 



19 
 

3.1.4 การเติม enzyme-labeled antibody 
เจือจางแอนติบอดีท่ีติดเอ็นไซม (Anti CTV conjugate; บริษัท BIOREBA,  

Switzerland)  1:1000 ดวย conjugate buffer  ดูดสารละลายท่ีไดใสในหลุม ๆ ละ 200  ไมโครลิตร 
เก็บไวในกลองความช้ืนท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 5 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา เทของเหลวท้ิงแลวทําการ
ลางเพลทดวย washing buffer  ทําเหมือนในขอ 2 จากนั้นเติม substrate 

3.1.5 การเติม substrate 
ละลาย p-nitrophenyle phosphate (PNPP) ใน substrate buffer อัตรา 1 มิลลิกรัมตอ  

1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน จากนั้นดูดสารละลายท่ีไดใสหลุมๆ ละ 200 ไมโครลิตร เก็บไวในกลอง
ความช้ืนในท่ีมืดอุณหภูมิหอง (18-25 องศาเซลเซียส) นาน 60 นาที เม่ือครบเวลานําไปอาน            
คาดูดกลืนแสง (optical density) ดวยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืน 405   นาโนเมตร 
 

3.2 การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาดวยวิธี RT-PCR 
การแยกสกัด dsRNA ใชวิธีการซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีการของ  Jordan  and  Dodds (1985) 

และ Valverde  et al. (1990)  
นําเสนกลางใบพืชท่ีแสดงอาการโรค 1.5  กรัม  บดดวยโกรงแชเยน็ (-20 องศาเซลเซียส) ท่ี

มี extraction buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 2  มิลลิลิตร  เม่ือบดละเอียดแลวเทของเหลวท่ีไดใสใน
หลอดทดลอง  (centrifuge  tube)  ขนาด  1.5  มิลลิลิตร จํานวน  400 ไมโครลิตรตอหลอด แลวเติม  
phenol 400 ไมโครลิตร  และ  chloroform : pentanol (24:1)  200 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ  ใหเขากนั
ประมาณ    20-30 นาที  ท่ีอุณหภูมิหอง  นําไปใสเคร่ืองหมุนเหวีย่งท่ี  4,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  
30  นาที  แยกของเหลวใสท่ีอยูดานบนถายลงในหลอดทดลองใหม เก็บสวนของเหลวใส แลวปรับ
ใหของเหลวใสมีความเขมขนเทากับ 16 เปอรเซ็นต ethanol  จากนัน้เติม  cellulose CF-11  จํานวน  
0.1 กรัม  แลวนําหลอดทดลองไปทําการผสมใหเขากันโดย  vortex  จํานวน  3  คร้ังในเวลา  30  
นาที  นําไปหมุนเหวีย่งท่ี 4,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเกบ็สวนของตะกอน 
cellulose CF-11 แลวทําการลางตะกอนดวย 1X STE  ท่ีมี 16 เปอรเซ็นต ethanol ปริมาตร 800 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการ  vortex แลวนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที ทําข้ันตอนนี้อีกคร้ัง หลังจากลางตะกอนคร้ังสุดทายแลว ทําการชะ dsRNA  ดวยการเติม  1X 
STE  ปริมาตร  500  ไมโครลิตร  ลงในตะกอน  cellulose  แลว  vortex  ใหเขากัน  นําไปหมุนเหวีย่ง
ท่ี  4,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  15  นาที  ถายสวนของเหลวใสทีมี่  dsRNA  ลงในหลอดใหม  
จากนั้นตกตะกอน  dsRNA  ดวยการปรับใหสารละลายมีความเขมขนเทากับ 67 เปอรเซ็นต ethanol 
(v/v) และปรับใหของเหลวใสมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50mM  sodium acetate แลวนําไปเกบ็ท่ี
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อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส อยางนอยท่ีสุดเปนเวลา  4  ช่ัวโมง  ตอจากนั้นจึงนําไปหมุนเหวีย่งท่ี 
4,000  รอบตอนาที เปนเวลา  30  นาที  จะไดตะกอน  dsRNA  แลวละลายตะกอนที่ไดในน้ํากล่ัน
ปริมาตร  30  ไมโครลิตร  เก็บไวท่ีอุณหภมิู  -80  องศาเซลเซียส  จนกวาจะนําไปใช   

 
การทําปฏิกิริยา RT- PCR  

 ทําการเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลีอิกดวยวิธี RT-PCR  ดวย                                              
forward primer AR18F (5’-ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATT-3’) และ  
reverse primer AR18R (5’-TTCGTGTCTAAGTCRCGCTAAACA-3’), (Roy et al., 2005)   
การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกดวยวิธี RT-PCR  ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 12.5 
ไมโครลิตร ดังนี้  
 

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
น้ํากล่ันฆาเช้ือ 1.25 
2x Reaction Mix 
(a buffer containing 0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM MgSO4) 

6.25 

5 mM MgSO4 0.50 
50 μM primer AR18F 1.00 
50 μM primer AR18R 1.00 
Super script TM III RT/ Platinum ® Tag Mix  
 (1 ไมโครลิตร/ 1 unit ) 

0.50 

dsRNA ตนแบบ 
( 0.01 พิโคกรัม – 1 ไมโครกรัม) 

2.00 

 
 เร่ิมจากการนําไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด ชนิดละ  1 ไมโครลิตร และ dsRNA ปริมาตร  2 
ไมโครลิตร ใสรวมกันใน PCR tube นําไปบมไวท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 2-5 นาที จากนั้น
ยายมาวางบนน้ําแข็งอยางรวดเร็ว นาน 10 นาที หลังจากนั้นจึงใส master mix ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร  
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ผสมสวนประกอบใหเขากันจากนั้นนําเขาเคร่ือง Programable Thermal Controller PTC-
100TM (MJ Research) ซ่ึงมีเง่ือนไขในการทําปฏิกิริยา ดังนี้   

  
1.reverse transcription ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส   นาน   30   นาที                 
2.initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   นาน    2    นาที                 
3.denaturation       ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  นาน  15  วินาที 
   annealing    ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส   นาน  30  วินาที         จํานวน 40 รอบ   
   extension  ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  นาน    1    นาที 
4.final extension  ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  นาน    5    นาที 
                   

การตรวจวิเคราะหผลผลิตจากการทํา RT-PCR (RT-PCR product) 
ทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี  Gel electrophoresis โดยนําผลผลิตจากการทํา RT-PCR มา  

10 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาดของดีเอ็นเอบน 1% agarose gel 
electrophoresis ใน 1X TBE buffer ความตางศักยไฟฟา 50 โวลท นาน 90 นาที จากน้ันยอมแถบ     
ดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 5 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต
แสงอัลตราไวโอเลตและบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio 
Imagine System) 
 
สถานท่ีท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 

1. สวนเกษตรกรผูปลูกสมโอ อําเภอเวียงแกน จังหวดัเชียงราย 
2. หองปฏิบัติการวิจัยและเทคโนโลยีชีวภาพ สาขาวิชาโรคพืช ภาควิชากฏีวิทยาและ 

โรคพืชคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
3. หองปฏิบัติการกลาง ศูนยดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและ

วิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 


