
 
 

 
 

บทท่ี 4 
 
 

ผลการทดลอง 

 
 
1. การศึกษาลักษณะอาการของโรคฮวงลองบิง (HLB) และโรคทริสเตซา (Tristeza) ในสวนสมโอ 

จากการสํารวจศึกษาสภาพและการจัดการสวนสมโอจากสวนเกษตรกรท่ีอําเภอเวียงแกน 
จังหวัดเชียงราย จํานวน 5 สวน พบวา สภาพแปลงปลูกและการจัดการของแตละสวนแตกตางกัน 
คือ  

สวนท่ี 1 สวนนายวรศักดิ์ เรียงยาย เลขท่ี 183 ม. 1 ต. มวงยาย อ. เวียงแกน จ. เชียงราย พื้นท่ี
ปลูก 18 ไร ปลูกสมโอพันธุทองดี อายุตน 8 ป รวม 200 ตน สภาพสวนโดยท่ัวไปถูกปลอยขาดการ
ดูแล ตนสมโอไมไดรับการตัดแตงกิ่งจึงมีการแตกยอดใหมนอยมาก สภาพตนคอนขางโทรม       
บางตนแสดงอาการใบเหลืองเกือบท้ังตน (ตาราง 1, ภาพ 1)  

สวนท่ี 2 สวนนายวัลลภ ใจกลา เลขท่ี 16/1 ม. 5    ต. มวงยาย อ.เวียงแกน จ. เชียงราย พื้นท่ี
ปลูก 14 ไร ปลูกสมโอพันธุ ทองดี พันธุขาวใหญ และ พันธุ chandler อายุตน 1-6 ป รวม 120 ตน 
สภาพสวนมีการจัดการคอนขางดี มีการตัดแตงกิ่งเปนประจํา สภาพสวนคอนขางโปรง  ตนสมโอ
คอนขางสูง (ตาราง 1, ภาพ 2)   

สวนท่ี 3 สวนนายประคอง บุดดี 18/1 ม. 2  ต. มวงยาย  อ.เวียงแกน จ. เชียงราย พื้นท่ีปลูก 
16 ไร ปลูกพันธุทองดี และ chandler อายุตน 7-16 ป รวม 480 ตน สภาพโดยท่ัวไปมีการจัดการสวน
ท่ีคอนขางดี ตนไมสูงมากนัก มีการปลูกยางพารางแซมภายในสวน  (ตาราง 1, ภาพ 3)  

สวนท่ี 4 สวนนายสมบัติ  บุดดี เลขท่ี 31/1 ม. 1 ต. มวงยาย อ.เวียงแกน จ. เชียงราย พื้นท่ี
ปลูก 2 ไร  ปลูกพันธุทองดี และพันธุ  chandler  รวม  70 ตน สภาพสวนมีการจัดการท่ีดี ตัดแตงกิ่ง
เปนประจํา พบการแตกยอดใหมมาก สภาพสวนสะอาด โปรง (ตาราง 1, ภาพ 4)  

สวนท่ี 5 สวน ด.ต. วุฒิพงษ คําลือ เลขท่ี 18/1 ม. 2 ต. มวงยาย อ.เวียงแกน จ. เชียงราย พื้นท่ี
ปลูก 10 ไร ปลูกพันธุทองดี รวม 300 ตน สภาพสวนสภาพโดยท่ัวไปมีการจัดการท่ีดี พบตนสมโอ
บริเวณยอดท่ีแตกใบออนของตนท่ีแสดงอาการคลายอาการที่เกิดจากเช้ือไวรัสชัดเจน โดยมีอาการ
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ใบหงิก งอ ขนาดเล็กกวาปกติ ใบดางโปรงแสง ซีด  สภาพโดยท่ัวไปมีการจัดการท่ีดี ตัดแตงกิ่งเปน
ประจํา สภาพสวนสะอาด คอนขางช้ืน ตนมีขนาดคอนขางใหญ (ตาราง 1, ภาพ 5) 

จากการศึกษาและเก็บตัวอยางใบสมโอจากสวนเกษตรกรสมโอท่ีถูกเ ช้ือสาเหตุ              
โรคฮวงลองบิงเขาทําลายพบวาตนมีอาการตายกิ่งแหงตายจากปลายเขามา อาจเปนบางกิ่งหรือ
ลุกลามไปกิ่งอ่ืนท่ัวตน ใบเหลืองรวงงาย (ภาพ 6 ก) นอกจากนี้ผลผลิตท่ีไดจากตนท่ีเปนโรค ยังมี
ขนาดเล็กลงกวาปกติ ผลรวงงายและรวงกอนสุก นอกจากนี้ยังพบวาท่ีข้ัวผลมีสีแดงชัดเจน         
(ภาพ 6 ข) ในขณะท่ีผลผลิตจากตนไมเปนโรคยังคงสภาพปกติ นอกจากนี้ผลผลิตยังมีขนาดเล็กกวา
ปกติ รูปรางบิดเบ้ียวผิดรูป เมล็ดลีบ (ภาพ 6 ค) ท่ีใบยอดแสดงอาการผิดปกติ ใบเหลือง เล็ก ดาน
หนา เสนกลางใบเขียวชัดเจน (ภาพ 7 ก) และใบอาการเหลืองลักษณะเปนจ้ําๆ แตมสีเขียวกระจาย
ท่ัวใบ (ภาพ 7 ข) นอกจากนี้ยังพบวา มีพืชตระกูลสมอ่ืนๆ ท่ีปลูกบริเวณรอบสวนสมโอของ
เกษตรกรแสดงอาการคลายท่ีเกิดจากการเขาทําลายของโรคฮวงลองบิง ไดแก สม และมะนาว    
(ภาพ 8)  และยังไดทําการตรวจสอบโรคจากตัวอยางของกิ่งพันธุสมโอท่ีเกษตรกรนํามาใชปลูกโดย
เกษตรกรใชกิ่งพันธุท่ีไดจากการตอนกิ่งตนสมโอภายในสวนของตนเองเพ่ือนํามาปลูกหมุนเวียนอยู
ภายในสวนของตน (ภาพ 9)  

และยังพบวาตนสมโอเกือบทุกตนจากทุกสวน แสดงอาการคลายกับอาการท่ีเกิดจากเช้ือ
ไวรัสเขาทําลาย คือ ท่ีใบออนเห็นเสนใบเปนขีดโปรงแสงส้ันๆ เม่ือสองดูยอนแสงพบเห็นไดชัด ใบ
โคงงอ บิด เบ้ียว โคงเขาคลายรูปถวย ใบหนาดานและช้ีต้ังข้ึน ใบออนมีขนาดเล็กสีเหลืองซีด ขอส้ัน 
บางคร้ังยอดและใบออนท่ีแตกออกมาจะเปนกระจุกโดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือตนท่ีไดรับการตัดแตงกิ่ง 
เกิดการแตกยอดใหมจะสังเกตเห็นอาการไดอยางชัดเจน (ภาพ 10 ก) คือ พบอาการใบยอดดาง (leaf 
mottling) เสนใบโปรงแสง (vein clearing) ขอบใบมวนเขาคลายรูปถวย (leaf cupping) (ภาพ 10 ข) 
นอกจากนี้ยังพบอาการใบดานหนา หงิก  ยน  ใบมัน  ใบเรียวยาวและมีสีเขียวเขมกวาปกติ            
(ภาพ 10 ค)  
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ตาราง 1 การสํารวจสภาพแปลงปลูกและการจัดการดแูลสวนสมโอของเกษตรกรจํานวน 5 สวน จาก 
          อําเภอเวยีงแกน จังหวดัเชียงราย 
 

ชื่อสวน พื้นท่ี สภาพสวน 

1. นายวรศกัดิ์ เรียงยาย 
183 ม. 1 ต. มวงยาย 
อ.เวียงแกน จ. เชียงราย 

18 ไร 
ปลูกพันธุทองดี 
อายุตน 8 ป 
จํานวน 200 ตน 
 

หลังเก็บเกีย่วผลผลิตแลว สภาพสวนถูกปลอย
ขาดการดูแล ไมไดรับการตัดแตงกิ่ง การแตก
ยอดใหมนอยมาก สภาพตนสมโอคอนขาง
โทรม บางตนแสดงอาการใบเหลืองเกือบท้ังตน 
พบอาการคลายอาการที่เกดิจากเช้ือไวรัสเกอืบ
ทุกตน 
 

2. นายวัลลภ ใจกลา 
16/1 ม. 5 ต. มวงยาย 
อ.เวียงแกน จ. เชียงราย 

14 ไร 
ปลูกพันธุ ทองดี 
ขาวใหญ และ 
chandler 
อายุตน 1-6 ป
จํานวน 120 ตน 
 

การจัดการสวนคอนขางด ี พบตนสมโอแสดง
อาการของโรค HLB  เล็กนอย บางตนพบ
อาการโรค HLB รวมกับเช้ือไวรัส ทําใหตน
แสดงอาการใบเหลือง ดาง ซีด โทรมเกอืบท้ัง
ตน  

3. นายประคอง บุดด ี
18/1 ม. 2 ต. มวงยาย 
อ.เวียงแกน จ. เชียงราย 
 
 
 
 
4. นายสมบัติ  บุดด ี
31/1 ม. 1 ต. มวงยาย 
อ.เวียงแกน จ. เชียงราย 

16 ไร 
ปลูกพันธุ ทองดี 
และ chandler 
อายุตน 7-16 ป 
จํานวน 480 ตน 
 
 
2 ไร 
ปลูกพันธุทองดี 
และ  chandler  
จํานวน  70 ตน 

สภาพสวนจัดการคอนขางด ี พบตนสมโอแสดง
อาการคลายอาการที่เกิดจากเชื้อไวรัส
คอนขางมากเกือบท้ังสวนโดยตนท่ีแตกยอดใบ
ใหมจะแสดงอาการใหเห็นอยางชัดเจน ใบมี
ขนาดเล็ก หงิก งอ ใบมัน ซีดดาง และพบอาการ
โรค HLB เล็กนอย  
 
สภาพสวนมีการจัดการท่ีคอนขางดี มีการตัด
แตงกิ่งอยางไรก็ตามพบวาตนท่ีแสดงอาการ
คลายอาการที่เกิดจากเช้ือไวรัสเม่ือไดรับการตัด
แตงกิ่ง ยอดที่แตกใหมกย็งัคงแสดงอาการของ
โรคอยางชัดเจน โรค HLB พบไมมากนัก  
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ภาพ  1  สภาพสวนสมโอของนาย วรศักดิ์ เรียงยาย ตนสมโอคอนขางโทรม บางตนแสดง 

อาการใบเหลืองเกือบท้ังตน 

ชื่อสวน พื้นท่ี สภาพสวน 

 
5. ด.ต. วุฒิพงษ คําลือ 
18/1 ม. 2 ต. มวงยาย 
อ.เวียงแกน จ. เชียงราย 

 
10 ไร 
ปลูกพันธุทองดี 
จํานวน 300 ตน 

 

 
สภาพโดยท่ัวไปมีการจัดการที่ดี พบตนสมโอ
บริเวณยอดท่ีแตกใบออนของตนท่ีแสดง
อาการคลายอาการที่เกิดจากเชื้อไวรัสชัดเจน 
โดยมีอาการใบหงิก งอ ขนาดเล็กกวาปกติ ใบ
ดางโปรงแสง ซีด  
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ภาพ  2  สภาพสวนสมโอของนาย วัลลภ ใจกลา สวนมีการจัดการคอนขางดี มีการตัดแตง 
กิ่งเปนประจําสภาพสวนคอนขางโปรง  ตนสมโอคอนขางสูง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 3   สภาพสวนสมโอ นายประคอง บุดดี โดยท่ัวไปมกีารจัดการสวนท่ีคอนขางดี ตนไม 

สูงมากนัก มีปลูกยางพารางแซมภายในสวน 
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ภาพ 4  สภาพสวน นายสมบัติ  บุดดี สวนมีการจดัการท่ีดี ตัดแตงกิ่งเปนประจาํ พบการ
แตกยอดใหมมาก สภาพสวนสะอาด โปรง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 5 สภาพสวน ด.ต. วุฒิพงษ คําลือ สวนโดยท่ัวไปมีการจดัการท่ีดี มีการตดัแตงกิ่งเปน 
ประจํา สภาพสะอาด คอนขางช้ืน ตนมีขนาดคอนขางใหญ
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ภาพ  6 ตนสมโอแสดงอาการของโรคฮวงลองบิง  

ก. ลักษณะก่ิงแหงตายจากปลายใบเหลืองรวงงาย  
ข. ผลรวงกอนสุก ท่ีข้ัวผลมีสีแดงชัดเจน  (ศรช้ี) 
ค. ผลมีขนาดเล็กกวาปกติ รูปรางบิดเบ้ียวผิดรูป เมล็ดลีบ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ  7 ใบสมโอแสดงอาการของโรคฮวงลองบิง  
ก. อาการใบมีสีเหลือง เล็ก เสนกลางใบเขียวชัดเจน  
ข. ใบดางเหลือง ลักษณะจํ้าสีเขียวกระจายท่ัวใบ  

ข 

ก ค 

ก ข 
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ภาพ  8 อาการของพืชตระกูลสมท่ีแสดงอาการผิดปกติ 
ก. ใบสมสายน้ําผ้ึงอาการเหลืองซีด เสนกลางใบและเสนแขนงมีสีเขียว  
ข. ใบมะนาวอาการซีด หงิกงอ ดางเหลืองเเปนจ้ําๆ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 9  ลักษณะก่ิงพนัธุสมโอสวนนายสมบัติ บุดด ีท่ีไดจากการตอนก่ิงตนภายในสวน  
เพื่อนํามาใชปลูกหมุนเวียนภายในสวน 

 

ก. ข. 

ก ข 
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ภาพ  10 ตนสมโอแสดงอาการคลายกับอาการท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสเขาทําลาย 
ก. ตนสมโอหลังจากไดรับการตัดแตงกิ่ง พบใบยอดท่ีแตกใหมยังคงแสดงอาการ 
    คลายกับอาการท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสเขาทําลายเชนเดิม 

  ข. อาการใบยอดดาง (leaf mottling) เสนใบโปรงแสง (vein clearing) ขอบใบมวน 
    เขาคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบหงิก ยน  

  ค. อาการใบหงิก ยน ดานหนากวาปกติ ใบมัน เรียวยาว ใบมีสีเขียวเขมกวาปกติ   

ก 

ข ค 
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2. การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคฮวงลองบิงดวยวิธี PCR  
 

2.1 การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคฮวงลองบิงดวยวิธี PCR  
เม่ือทําการตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคโดยนําสวนเสนกลางใบพืชท่ีแสดงอาการมาตรวจสอบ

ดวยวิธี PCR ดวยคู primer A2/J5 พบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 703 bp จากตัวอยางใบสมโอ 
สมสายน้ําผ้ึงและมะนาว ท่ีแสดงอาการของโรค แตไมพบแถบดีเอ็นเอดังกลาวในตัวอยางท่ีไดจาก
ใบปกติ (ปลอดโรค) และจากน้ํากล่ันฆาเช้ือในชุดควบคุม (ภาพ 11)  

เม่ือสุมเก็บตัวอยางตนสมโอจากสวนเกษตรกรจํานวน 5 สวน สวนละ 8 ตน รวม  40 
ตัวอยาง เม่ือนํามาตรวจสอบดวยวธีิ PCR พบวา ตัวอยางใบสมโอจากสวนนายวรศักดิ์ เรียงยาย  
ตรวจพบเช้ือสาเหตุโรคเพียง 1 ตัวอยาง  ใน 8 ตัวอยาง และยังตรวจพบเช้ือสาเหตุโรคในใบสม    
สายนํ้าผ้ึงท่ีปลูกบริเวณสวนสมโออีก 2 ตัวอยาง ตัวอยางจากสวนนายวัลลภ ใจกลา ตรวจพบเชื้อ
สาเหตุโรค 1 ตัวอยาง  ใน 8 ตัวอยาง ตัวอยางจากสวนนาย ประคอง บุดดี ตรวจพบเชื้อสาเหตุโรค 1 
ตัวอยาง  ใน 8 ตัวอยาง ตัวอยางจากสวนนายสมบัติ  บุดดี ตรวจพบเช้ือสาเหตุโรค 1 ตัวอยาง  ใน 8 
ตัวอยาง และตรวจพบเช้ือสาเหตุโรคในมะนาวจํานวน 2 ตัวอยาง ท่ีปลูกในบริเวณสวน และไมพบ
เช้ือสาเหตุโรคในทุกตัวอยาง จากสวนนายวุฒิพงษ คําลือ (ตาราง 2) 

นอกจากนี้ไดทําการสุมเก็บตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการผิดปกติท้ังหมด 9 ตัวอยาง จากสวน
นายสมบัติ บุดด ี  มาทําการตรวจโรค HLB ดวยวิธี PCR พบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 703 bp 
จากตัวอยางพชืท่ีแสดงอาการผิดปกติ ไดแก ตัวอยางใบสมโอท่ีแสดงอาการใบเหลือง เล็ก ดานหนา 
เสนกลางใบเขียวและเสนแขนงยังมีสีเขียว (ภาพ 12 ข-ค, ภาพ 13 แถว 4-5) ตัวอยางใบสมโอใบเล็ก 
เหลือง ดางเขียว ดานหนา เปนจ้ําๆ สีเขียวกระจาย (ภาพ 12 ง และ ฌ, ภาพ 13 แถว 6 และแถว 11) 
รวมท้ังตรวจพบจากตัวอยางใบมะนาวท่ีแสดงอาการใบเหลือง ดางเขียว  เปนจ้ําสีเขียวกระจาย (ภาพ 
12 ช, ภาพ 13 แถว 9) แตไมพบในตัวอยางใบสมโอท่ีแสดงอาการใบหดและดาง เสนใบโปรงแสง 
หงิก ขอบใบมวนเขา (ภาพ 12 ก, ภาพ 13 แถว 3) จากตัวอยางใบสมโอท่ีมีเพล้ียออนสีดําเกาะอยูใต
ใบ (ภาพ 12 จ, ภาพ 13 แถว 7) จากตัวอยางใบมะนาวอาการใบเขียวปกติ (ภาพ 12 ฉ, ภาพ 13 แถว 
8) และไมพบเชื้อสาเหตุโรค HLB จากตัวอยางใบสมโอท่ีแสดงอาการดาง ใบดานหนา เสนกลางใบ
และเสนแขนงเหลืองเขมอมสมเขม (ภาพ 12 ซ, ภาพ 13 แถว 10) 

และเม่ือทําการสุมเลือกกิ่งพันธุจากสวนเกษตรกรจํานวน 3 ราย คือจากสวนนายวรศักดิ ์
เรียงยาย จํานวน 6 ตัวอยาง จากสวนนายสมบัติ บุดดี จํานวน 12 ตัวอยางและจากสวนนาย วัลลภ ใจ
กลา จํานวน 3 ตัวอยาง รวม 21 ตัวอยาง มาทําการตรวจโรค HLB ดวยวิธี PCR พบวาไมสามารถ
ตรวจพบเช้ือสาเหตุจากตัวอยางกิ่งพนัธุสมโอจากทุกสวนได (ตาราง 3) 
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ภาพ  11 Gel electrophoresis บน 1% agarose gel ของดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณดวย specific  
 primers A2/J5 จากตัวอยางใบพืชท่ีแสดงอาการโรค HLB 
แถว   M 
แถวท่ี 1 
แถวท่ี 2 
แถวท่ี 3 
แถวท่ี 4 
แถวท่ี 5 
แถวท่ี 6 
 

= ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
= ชุดควบคุม น้ํากล่ัน (Negative control) 
= ใบสมสายน้ําผ้ึงเปนโรค (Positive control) 
= ใบสมโอปลอดโรคจากกรมวิชาการเกษตร 
= ใบสมโอ 
= ใบสมสายน้ําผ้ึง 
= ใบมะนาว 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 M       1        2        3        4        5        6        

2000 bp 
1500 bp 

1000 bp 

500 bp 
703 bp 
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ภาพ 12 ใบพืชจากสวนนายสมบัติ บุดดี จํานวน 9 ตัวอยาง ท่ีแสดงอาการผิดปกติ 
ก 
ข 
ค 
ง 
จ 
ฉ 
ช 
ซ 
ฌ 
 

= ใบสมโอ อาการใบหดและดาง เสนใบโปรงแสง 
= ใบสมโอ ใบเหลือง เล็ก ดานหนา เสนกลางใบเขียว 
= ใบสมโอ  ใบเล็ก เหลือง เสนกลางใบและเสนแขนงยังมีสีเขียว 
= ใบสมโอ อาการใบเล็ก เหลือง ดานหนา เปนจ้ําๆ สีเขียวกระจาย 

= ใบสมโอท่ีมีเพล้ียออนสีดําเกาะอยู 
= ใบมะนาว อาการใบเขียวปกติ 
= ใบมะนาว อาการใบเหลือง ดางเขียว  เปนจ้ําสีเขียวกระจาย 
= ใบสมโอ อาการดาง ใบดานหนา เสนกลางใบและเสนแขนงเหลืองเขมอมสม  
= ใบสมโอ อาการใบเหลือง ดางเขียว เปนจ้ําๆ สีเขียวกระจาย 
 

 
 

ช ซ ฌ 

ข ค ก 

จ ง ฉ 
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ภาพ  13 Gel electrophoresis บน 1% agarose gel ของดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณดวย specific  
primers A2/J5 จากตัวอยางใบสม     
 

แถว  M 
แถวท่ี 1 
แถวท่ี 2 
แถวท่ี 3 
แถวท่ี 4 
แถวท่ี 5 
แถวท่ี 6 
แถวท่ี 7 
แถวท่ี 8 
แถวท่ี 9 
แถวท่ี 10 
แถวท่ี 11 
 

= ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
= ชุดควบคุม น้ํากล่ัน (Negative control) 
= ใบสมสายน้ําผ้ึงเปนโรค (Positive control) 
= ใบสมโอ อาการใบหดและดาง เสนใบโปรงแสง (ภาพ 12 ก) 
= ใบสมโอ ใบเหลือง เล็ก ดานหนา เสนกลางใบเขียว (ภาพ 12 ข) 
= ใบสมโอ  ใบเล็กเหลือง เสนใบยังมีสีเขียว (ภาพ 12 ค) 
= ใบสมโอ  ใบเล็ก เหลือง ดานหนา เปนจ้ําๆ สีเขียวกระจาย (ภาพ 12 ง) 
= ใบสมโอ ท่ีมีเพล้ียออนสีดําเกาะอยู (ภาพ 12 จ) 
= ใบมะนาว อาการใบเขียวปกติ (ภาพ 12 ฉ) 
= ใบมะนาว อาการใบเหลือง ดางเขียว  เปนจ้ําสีเขียวกระจาย (ภาพ 12 ช) 
= ใบสมโอ ใบดานหนา เสนกลางใบและเสนแขนงเหลืองเขม (ภาพ 12 ซ) 
= ใบสมโอ อาการใบเหลือง ดางเขียว เปนจ้ําๆ สีเขียวกระจาย (ภาพ 12 ฌ) 
 

 
 

 
 
 
 
 

703 bp 

 M      1      2       3       4      5      6       7       8      9     10     11 

2000 bp 
1500 bp 
1000 bp 

500 bp 703 bp 

 M      1      2       3       4      5      6       7       8      9     10     11 

2000 bp 
1500 bp 
1000 bp 

500 bp 
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ตาราง 2 ผลการตรวจสอบโรคฮวงลองบิง ดวยวิธี PCR โดยการใช specific primers A2/J5 จาก 
ตัวอยางสมโอในสวนของเกษตรกรอําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย จํานวน 5 สวน สวนละ 
8 ตัวอยาง 

แหลงท่ีมา จํานวนตัวอยาง 
ผลการตรวจดวย

วิธี PCR 
1. สวนนาย วรศักดิ์ เรียงยาย 
 

 
สมโอ 

 
7 ตัวอยาง 

 
- 

สมโอ 1 ตัวอยาง + 

สมสายน้ําผ้ึง 2 ตัวอยาง + 

   
2. สวนนาย วลัลภ ใจกลา 
 

สมโอ 7 ตัวอยาง - 

สมโอ 1 ตัวอยาง + 

    
3. สวนนาย ประคอง บุดด ี
 

สมโอ 7 ตัวอยาง - 

สมโอ 1 ตัวอยาง + 

    
4. สวนนายสมบัติ  บุดด ี
 

 
สมโอ 7 ตัวอยาง - 

 สมโอ 1 ตัวอยาง + 

มะนาว 2 ตัวอยาง + 

    
5. สวนนาย วฒิุพงษ คําลือ 
 

สมโอ 8 ตัวอยาง - 

+ : ตรวจพบเช้ือสาเหตุ 
- : ตรวจไมพบเชื้อสาเหตุ 
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ตาราง 3 ผลการตรวจสอบโรคฮวงลองบิงดวยวิธี PCR โดยการใช specific primers A2/J5 จาก 
ตัวอยางกิ่งพันธุสมโอในสวนของเกษตรกรอําเภอเวยีงแกน จังหวดัเชียงราย จํานวน 3 สวน  

 

แหลงท่ีมา จํานวนตัวอยาง 
ผลการตรวจดวยวิธี 

PCR 
1. สวนนาย วรศักดิ์ เรียงยาย 
 

 
6 ตัวอยาง 

 
- 

   
2. สวนนาย สมบัติ บุดด ี
 

12 ตัวอยาง - 

   
3. สวนนาย วลัลภ ใจกลา 
 

3 ตัวอยาง - 

   
 
+ : ตรวจพบเช้ือสาเหตุ 
- : ตรวจไมพบเชื้อสาเหตุ 
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2.2 การหาลําดบันิวคลีโอไทด (Sequencing) 
จากการวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนในบริเวณยีน ribosomal protein 

(rplKAJL-rproBC operon) ของเช้ือสาเหตุจาก 3 ตัวอยาง ไดแก สมโอ  สมสายน้ําผ้ึง และมะนาว 
จากแหลงปลูกสมโอสวนนายสมบัติ บุดดี โดยไดเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดท่ีขนาด 550 bp ดัง
ภาพ 14 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 
 
 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 
 
 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

 
HLB-pomelo 
HLB-citrus 
HLB-lime 

AAGGACGCCCTTCTCTACAACCCCACCAAGAACTCTAAATTCATTATTGTCATTTGAAAA 
AAGGACGCCCTTCTCTACAACCCCACCAAGAACTCTAAATTCATTATTGTCATTTGAAAA 
AAGGACGCCCTTCTCTACAACCCCACCAAGAACTCTAAATTCATTATTGTCATTTGAAAA 
************************************************************ 
 
GCTAACCGAAATTTTAGGAGCAATAACAGGACTATCCGAATAGACAATTAGAGACTGCCC 
GCTAACCGAAATTTTAGGAGCAATAACAGGACTATCCGAATAGACAATTAGAGACTGCCC 
GCTAACCGAAATTTTAGGAGCAATAACAGGACTATCCGAATAGACAATTAGAGACTGCCC 
************************************************************ 
 
AACGAAAAGATCAGATATTCCTCTAATACTAGTATCACGGATAGCAATCTTGACGAGACG 
AACGAAAAGATCAGATATTCCTCTAATACTAGTATCACGGATAGCAATCTTGACGAGACG 
AACGAAAAGATCAGATATTCCTCTAATACTAGTATCACGGATAGCAATCTTGACGAGACG 
************************************************************ 
 
ATTTTTGGCAACTTTTACACCTCCACCAGCTTCCCGCATCTTTTTCCGAAGATCTTTAAT 
ATTTTTGGCAACTTTTACACCTCCACCAGCTTCCCGCATCTTTTTCCGAAGATCTTTAAT 
ATTTTTGGCAACTTTTACACCTCCACCAGCTTCCCGCATCTTTTTCCGAAGATCTTTAAT 
************************************************************ 
 
TTGCGCAACACTAATTCCCTTATAATGTGCAACAACAATTGATCCAGAAGAAGAAAAAAT 
TTGCGCAACACTAATTCCCTTATAATGTGCAACAACAATTGATCCAGAAGAAGAAAAAAT 
TTGCGCAACACTAATTCCCTTATAATGTGCAACAACAATTGATCCAGAAGAAGAAAAAAT 
************************************************************ 
 
CTTACTTAATTCAGAAATTTCTACGCTCTTTCCTTGTCTATTCAACTTTCATCTCCAGAT 
CTTACTTAATTCAGAAATTTCTACGCTCTTTCCTTGTCTATTCAACTTTCATCTCCAGAT 
CTTACTTAATTCAGAAATTTCTACGCTCTTTCCTTGTCTATTCAACTTTCATCTCCAGAT 
************************************************************ 
 
GACAAATATACCCATTCCTTTTCCTATATCTATACCAAGAAAATATTTTCATATCTTGAT 
GACAAATATACCCATTCCTTTTCCTATATCTATACCAAGAAAATATTTTCATATCTTGAT 
GACAAATATACCCATTCCTTTTCCTATATCTATACCAAGAAAATATTTTCATATCTTGAT 
************************************************************ 
 
TTCGAAGAAGAACAAAAATCCTAACGCATCCCTTACAAAAAAGAAGCGATCCGATAGCGA 
TTCGAAGAAGAACAAAAATCCTAACGCATCCCTTACAAAAAAGAAGCGATCCGATAGCGA 
TTCGAAGAAGAACAAAAATCCTAACGCATCCCTTACAAAAAAGAAGCGATCCGATAGCGA 
************************************************************ 
 
AAAAGGAATCCACACAAAAAACAACCTAACAAGAGTATTAAACAGAGAAACTCGAAGGGT 
AAAAGGAATCCACACAAAAAACAACCTAACAAGAGTATTAAACAGAGAAACTCGAAGGGT 
AAAAGGAATCCACACAAAAAACAACCTAACAAGAGTATTAAACAGAGAAACTCGAAGGGT 
************************************************************ 
 
CAACCTTTAT  550 
CAACCTTTAT  550 
CAACCTTTAT  550 
********** 

60 
60 
60 

 
120 
120 
120 

 
180 
180 
180 

 
240 
240 
240 

 
300 
300 
300 

 
360 
360 
360 

 
420 
420 
420 
 
 

480 
480 
480 
 
 
520 
520 
520 

 
 
 

 

ภาพ 14 การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน ribosomal protein  
(rplJ) ระหวางเช้ือ Candidatus Liberibacter spp. สาเหตุโรค จากตัวอยาง HLB-pomelo    
(สมโอ) HLB-citrus (สมสายน้ําผ้ึง) และ HLB-lime (มะนาว)              

  *  คือ ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
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2.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 

เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดท่ีมี
รายงานในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI จากการทํา sequence alignment ดวยโปรแกรม BLAST 
หรือดวยโปรแกรม Clustal W พบวามีความเหมือนกับเช้ือ Candidatus Liberibacter spp. ท่ีมีรายงาน
ไว   (ภาพ 15) ดังนี ้

มีความเหมือนกับเช้ือ Candidatus Liberibacter asiaticus โดยพบวามีความเหมือนถึง 96 % 
กับเช้ือ Candidatus Liberibacter asiaticus ribosomal protein gene (Accession number FJ557239) ท่ี
มีการศึกษาในหองทดลองประเทศจีน 
 มีความเหมือนถึง  96 % กับ Candidatus Liberibacter asiaticus NusG (nusG) gene, partial 
cds; 50S ribosomal subunit protein L11 (rplK), 50S ribosomal subunit  protein L1 (rplA), 50S 
ribosomal subunit protein L10 (rplJ), and 50S ribosomal subunit protein L12 (rplL) genes, 
complete cds; and  RpoB (rpoB) gene, partial cds. (Accession number EU078703) ท่ีมีการศึกษา
ในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส  

มีความเหมือนถึง  96 % กับ Candidatus Liberibacter asiaticus from Brazil 50S ribosomal 
subunit protein L1 (rplA) gene, partial cds; 50S ribosomal subunit protein L10 (rplJ) and 50S 
ribosomal subunit protein L12 (rplL) genes, complete cds; and RNA polymerase beta subunit 
(rpoB) gene, partial cds. (Accession number DQ471904) ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศ
ฝร่ังเศส  

และมีความเหมือนถึง 96 % กับเช้ือ Candidatus Liberibacter asiaticus isolate Cu-c 50S 
ribosomal subunit protein L1 (rplA) and 50S ribosomal subunit protein L10   (rplJ) genes, partial 
cds. (Accession number FJ394022) ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศคิวบา 

นอกจากนี้พบวามีความเหมือนกับเช้ือ Candidatus Liberibacter africanus ถึง 80 % กับ 
Liberibacter africanus Nelspruit ribosomal protein L10 (rplJ) and ribosomal protein L12 (rplL) 
genes, complete cds, and RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial cds. (Accession 
number  U09675) ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส  
 
 
 
 
 



39 
 

HLB-pomelo        -------------------------------------------ATAAAGGTTGACCCTTC 17 
HLB-citrus        -------------------------------------------ATAAAGGTTGACCCTTC 17 
HLB-lime          -------------------------------------------ATAAAGGTTGACCCTTC 17 
FJ557239          ------------------------------------------TATAAAGGTTGACCTTTC 18 
DQ471904          ------------------------------------------TATAAAGGTTGACCTTTC 18 
EU078703          TTACGTAAAGCGTGTTACTTTGTCATCGCATATGGGATGTGGTATAAAGGTTGACCTTTC 1353 
FJ394022          ------------------------------------------TATAAAGGTTGACCTTTC 18 
U09675            ----------------------------ACTATGGGATGTGGTATAAAGGTTGACCTTTC 32 
                         ************* *** 
                                                                             
HLB-pomelo        GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTAGGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 77 
HLB-citrus        GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTAGGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 77 
HLB-lime          GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTAGGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 77 
FJ557239          GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTTAGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 78 
DQ471904          GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTTAGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 78 
EU078703          GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTTAGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 1413 
FJ394022          GAGTTTCTCTGTTTAATACTCTTGTTTAGTTGTTTTTTGTGTGGATTCCTTTTTCGCTAT 78 
U09675            GAGTTTTGCTGTTTAATAATCTTATTGGGTTATTGTTTATG--AATTTCTT-------AG 83 
                  ******  ********** **** **  *** ** *** **   *** ***       * 
 
HLB-pomelo        CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 137 
HLB-citrus        CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 137 
HLB-lime          CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 137 
FJ557239          CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 138 
DQ471904          CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 138 
EU078703          CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 1473 
FJ394022          CGGATCGCTTCTTTTTTGTAAGGGATGCGTTAGGATTTTTGTTCTTCTTCGAAATCAAGA 138 
U09675            CGA-------------TGT--------CTCTATGATTTTTGTTTTT-----AGAGGTATT 117 

          **              ***        *  ** ********** **     * *   * 
 
HLB-pomelo        TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 196 
HLB-citrus        TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 196 
HLB-lime          TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 196 
FJ557239          TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 197 
DQ471904          TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 197 
EU078703          TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 1532 
FJ394022          TATGAAAATATTTTCTTGGTATAGATATAGGA-AAAGGAATGGGTATATTTGTCATCTGG 197 
U09675            CGTAGAAATGTTTTTTTTGTGTAGATGTAGAAGAACGGTTTAATTGTATTTATCATCGGG 177 

     *  **** **** ** ** ***** *** * ** **  *   * ***** ***** ** 
 
HLB-pomelo        AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 256 
HLB-citrus        AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 256 
HLB-lime          AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 256 
FJ557239          AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 257 
DQ471904          AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 257 
EU078703          AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 1592 
FJ394022          AGATGAAAGTTGAATAGACAAGGAAAGAGCGTAGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 257 
U09675            AGATGAAAGTTGAATAGGCAAGAAAAGAGTGTGGAAATTTCTGAATTAAGTAAGATTTTT 237 
                  ***************** ** ** ****** ** *************************** 
 
HLB-pomelo        TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 316 
HLB-citrus        TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 316 
HLB-lime          TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 316 
FJ557239          TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 317 
DQ471904          TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 317 
EU078703          TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 1652 
FJ394022          TCTTCTTCTGGATCAATTGTTGTTGCACATTATAAGGGAATTAGTGTTGCGCAAATTAAA 317 
U09675            TCTTCTTCTGGATCAGTTGTTGTTGCGCACTATAAGGGAATTAGTGTAGCGCAGATAAAA 297 

          *************** ********** ** *********************** ** *** 
 
HLB-pomelo        GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 376 
HLB-citrus        GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 376 
HLB-lime          GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 376 
FJ557239          GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 377 
DQ471904          GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 377 
EU078703          GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 1712 
FJ394022          GATCTTCGGAAAAAGATGCGGGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAAGTTGCCAAAAATCGTCTC 377 
U09675            GATCTTCGAAAGAAAGTGCGAGAAGCTGGTGGAGGTGTAAAGGTTGCGAAAAATCGTCTT 357 
                  ******** ** **  **** ********************    ***** ***********      
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HLB-pomelo        GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 436 
HLB-citrus        GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 436 
HLB-lime          GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 436 
FJ557239          GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 437 
DQ471904          GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 437 
EU078703          GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 1772 
FJ394022          GTCAAGATTGCTATCCGTGATACTAGTATTAGAGGAATATCTGATCTTTTCGTTGGGCAG 437 
U09675            GTTAAGATTGCCGTCAGCGATACTAGTTTGAAGGGTGTTTCAGATCTTTTTGTTGGGCAA 417 
                  ** ********  ** * ********* * *  **  * ** ******** ******** 
 
HLB-pomelo        TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 496 
HLB-citrus        TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 496 
HLB-lime          TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 496 
FJ557239          TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 497 
DQ471904          TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 497 
EU078703          TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 1832 
FJ394022          TCTCTAATTGTCTATTCGGATAGTCCTGTTATTGCTCCTAAAATTTCGGTTAGCTTTTCA 497 
U09675            TCATTGATTGTTTATTCGGTTGACCCTATTGTTGCTCCTAAGATTTCTGTGAGCTTTGCG 477 
                  **  * ***** ******* *   *** ** ********** ***** ** ****** *      
 
HLB-pomelo        AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTT------ 550 
HLB-citrus        AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTT------ 550 
HLB-lime          AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTT------ 550 
FJ557239          AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTTAATCAA 551 
DQ471904          AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTTAATCAA 551 
EU078703          AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTTAATCAA 1892 
FJ394022          AATGACAATAATGAATTTAGAGTTCTTGGTGGGGTTGTAGAGAAGGGCGTCCTTAATCAA 551 
U09675            AATGATAATAAACAGTTTGTGGTTCTTGGCGGTATTTTGGAGAAAGATATTCTTGACCAA 537 
                  ***** *****  * ***   ******** **  ** * ***** *   * *** 

 
ภาพ 15 การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน ribosomal protein  

(rplJ) ระหวางเช้ือ Candidatus Liberibacter spp. สาเหตุโรค จากตัวอยาง HLB-pomelo   
(สมโอ)  HLB-citrus (สมสายน้ําผ้ึง) และ HLB-lime (มะนาว)    กับท่ีมีรายงานไวใน
ฐานขอมูล GenBank  

 
Accession No. FJ557239 คือ  Candidatus Liberibacter asiaticus  ribosomal protein 

gene  
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศจีน 
มีความเหมือน 96 % 

Accession No.EU078703 คือ   Candidatus Liberibacter asiaticus NusG (nusG) gene 
partial cds; 50S ribosomal subunit protein L11 (rplK), 
50S ribosomal subunit  protein L1 (rplA), 50S 
ribosomal subunit protein L10 (rplJ), and 50S 
ribosomal subunit protein L12 (rplL) genes, complete 
cds; and  RpoB (rpoB) gene, partial cds.  
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส  
มีความเหมือน 96 % 
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Accession No.DQ471904 คือ  Candidatus Liberibacter asiaticus 50S  
ribosomal subunit protein L1 (rplA) gene, partial cds; 
50S ribosomal subunit protein L10 (rplJ) and 50S 
ribosomal subunit protein L12 (rplL) genes, complete 
cds; and RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, 
partial cds. 
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส  
มีความเหมือน  96 % 

Accession No. FJ394022  คือ   Candidatus Liberibacter asiaticus isolate Cuc  
50S ribosomal subunit protein L1 (rplA) and 50S 
ribosomal subunit protein L10   (rplJ) genes, partial 
cds.  
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศคิวบา  
มีความเหมือน 96% 

Accession No. U09675    คือ Liberibacter africanus Nelspruit ribosomal  
protein L10 (rplJ) and ribosomal protein L12 (rplL) 
genes complete cds; and RNA polymerase beta subunit 
(rpoB) gene, partial cds. 
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส  
มีความเหมือน 80 % 

 
*  คือ ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 



42 
 

นอกจากนี้เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาแปลเปนลําดับกรดอะมิโน พบวา ลําดับ
นิวคลีโอไทดท่ีไดสามารถแปลออกมาเปนลําดับของกรดอะมิโนจํานวน 115 amino acid (ภาพ 16) 
และเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนท่ีไดไปทําการเปรียบเทียบความเหมือนกบัลําดับกรดอะมิโนท่ีมี
รายงานใน GenBank พบวามีความเหมือน 100% กับลําดับของกรดอะมิโนของเช้ือ Candidatus 
Liberibacter asiaticus (Accession Number AAP22421) (ภาพ 17) 
 
 
  2      taaaggttgacccttcgagtttctctgtttaatactcttgttagg 

                 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
  47   ttgttttttgtgtggattcctttttcgctatcggatcgcttcttt 
                      -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -       
  92   tttgtaagggatgcgttaggatttttgttcttcttcgaaatcaag 
                             -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

137  atatgaaaatattttcttggtatagatataggaaaaggaatgggt 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

182  atatttgtcatctggagatgaaagttgaatagacaaggaaagagc 
-  -  -  -  -  -  -  -  M  N  R  Q  G  K  S    

227  gtagaaatttctgaattaagtaagattttttcttcttctggatca 
V  E  I  S  E  L  S  K  I  F  S  S  S  G  S     

272  attgttgttgcacattataagggaattagtgttgcgcaaattaaa 
I  V  V  A  H  Y  K  G  I  S  V  A  Q  I  K 

317  gatcttcggaaaaagatgcgggaagctggtggaggtgtaaaagtt 
D  L  R  K  K  M  R  E  A  G  G  G  V  K  V 

362  gccaaaaatcgtctcgtcaagattgctatccgtgatactagtatt 
A  K  N  R  L  V  K  I  A  I  R  D  T  S  I 

407  agaggaatatctgatcttttcgttgggcagtctctaattgtctat 
R  G  I  S  D  L  F  V  G  Q  S  L  I  V  Y 

452  tcggatagtcctgttattgctcctaaaatttcggttagcttttca 
S  D  S  P  V  I  A  P  K  I  S  V  S  F  S 

497  aatgacaataatgaatttagagttcttggtggggttgtagagaag 
N  D  N  N  E  F  R  V  L  G  G  V  V  E  K 

542  ggcgtcctt 
G  V  L   

   
ภาพ 16  ลําดับนิวคลีโอไทด (ตัวอักษรปกติ) และการแปลเปนลําดับกรดอะมิโน (ตัวอักษรหนา)  

บางสวนของยนี ribosomal protein (rplJ) ของ HLB-pomelo (สมโอ) HLB-citrus (สมสาย
น้ําผ้ึง) HLB-lime (มะนาว) 
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AAR13469        ------------------------------------------MREAGGGVKVAKNRLVKI 18  
2002224D     LNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
AAP22421     MNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
ABY25857     MNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
HLB-pomelo      MNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
HLB-citrus      MNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
HLB-lime        MNRQGKSVEISELSKIFSSSGSIVVAHYKGISVAQIKDLRKKMREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
AAA19555     MNRQEKSVEISELSKIFSSSGSVVVAHYKGISVAQIKDLRKKVREAGGGVKVAKNRLVKI 60 
AAF68452     MNRQEKSVEISELSKILSSSGSVVVAHYKGISVAQIRTSKEGXREAGGGVKVXXNRLVKI 60 
ABO40218     MKRQEKILEVAELGKIFSSYNSVVVAHYKGINVAQIGSLRKKMKEAGGFAKVVKNRLVKV 60 
                                                           :**** . ** *****:                            
 
AAR13469     AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVLNQDSI 78 
2002224D     AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVLNQDSI 120 
AAP22421     AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVLNQDSI 120 
ABY25857     AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVLNQDSI 120 
HLB-pomelo   AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVL----- 120 
HLB-citrus   AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVL----- 120 
HLB-lime     AIRDTSIRGISDLFVGQSLIVYSDSPVIAPKISVSFSNDNNEFRVLGGVVEKGVL----- 120 
AAA19555     AVSDTSLKGVSDLFVGQSLIVYSVDPIVAPKISVSFANDNKQFVVLGGILEKDILDQDSI 120 
AAF68452     AVRDTSVKEVSDLFVGQSLIVYSVDPIVAPKISVNFANDNKQFVVLGGVLENDVLDQCSI 120 
ABO40218     AIKDTDFQGMSDFFSGQSLIVCSKDPVAAPQISVDFAKENDQFKIIGGILDKGILDNDAI 120 
             *: **..: :**:* ****** * .*: **:***.*:::*.:* ::**::::.:*       

 
ภาพ 17 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนบางสวนของยนี ribosomal protein (rplJ) ของ HLB-pomelo  

(สมโอ) HLB-citrus (สมสายน้ําผ้ึง) HLB-lime (มะนาว) กับกรดอะมิโนท่ีมีความคลายกัน 
 

Accession No. AAR13469 คือ  50S ribosomal subunit protein L10 
(Candidatus Liberibacter asiaticus  

      ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศญ่ีปุน  
      มีความเหมือนถึง 100% 

Accession No. AAP22421  คือ ribosomal protein (Candidatus Liberibacter 
asiaticus)   
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศอินเดยี 
มีความเหมือนถึง 100% 

Accession No. ABY25857  คือ  ribosomal protein L10 [Candidatus 
Liberibacter asiaticus] 
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศอเมริกา 
มีความเหมือนถึง 100% 

Accession No. 2002224D    คือ  ribosomal protein L10  
ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส 
มีความเหมือนถึง 99% 

Accession No. AAA19555  คือ  ribosomal protein L10 (Candidatus 
Liberibacter africanus)  
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ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศสมี
ความเหมือน 81% 

Accession No. AAF68452  คือ RplJ (Candidatus Liberibacter africanus subsp. 
capensis)  

      ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส 
      มีความเหมือน 73% 

Accession No.  ABO40218 คือ  50S ribosomal subunit protein L10 
(Candidatus  Liberibacter americanus) 

      ท่ีมีการศึกษาในหองทดลองประเทศฝร่ังเศส 
      มีความเหมือน 61 % 
 

*  คือ ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
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3. การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซา 

 
3.1 การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาดวยเทคนคิ ELISA  
เม่ือทําการตรวจสอบเช้ือไวรัสทริสเตซาดวยเทคนิค ELISA โดยเปรียบเทียบกับตัวอยาง

มาตรฐานของเช้ือ CTV (บริษัท BIOREBA)  โดยอาศัยหลักการการเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับ 
substrate แลวทําใหเกดิการเปล่ียนสีของสารละลายในหลุมทดสอบและตรวจวดัคาดูดกลืนแสง 
(optical density)  ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร แลวมีคาใกลเคียงกบั positive แสดงวาตัวอยางใบ
พืชท่ีนํามาตรวจสอบนั้นมีเช้ือ CTV (Citrus tristeza virus) อยู และจากการนําตัวอยางไปอานคา
ดูดกลืนแสง (optical density) ดวย ELISA plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร พบวาใบ
สมโอท่ีแสดงอาการคลายอาการที่เกิดจากการเขาทําลายของเช้ือไวรัส คือ ใบยอดดาง (leaf 
mottling) เสนใบโปรงใส (vein clearing) ขอบใบมวนเขาคลายรูปถวย (leaf cupping) ใบดานหนา 
หงิก ยน ใบมัน ใบเรียวยาวและมีสีเขียวเขมกวาปกติ  จากสวนของเกษตรกรจํานวน 2 สวน เม่ือ
นํามาตรวจหาเช้ือ CTV วัดคา O.D. แลวพบวา ปฏิกิริยาท่ีเกดิข้ึนนอยมากโดยคาท่ีอานไดตํ่ากวาการ
ยอมรับใหเปนปฏิกิริยาแบบบวก (positive) คือไดคา O.D. อยูระหวาง 0.138 ถึง 1.781 เม่ือเทียบกบั 
positive ซ่ึงตองมีคา 2.240 ถึง 2.969 เหมือนกับปฏิกิริยาท่ีเกดิในสมสายนํ้าผ้ึงท่ีแสดงคา O.D. อยู
ระหวาง 2.889 ถึง 3.414 (ภาพ 18 , ตาราง 4) 
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ภาพ 18 ผลการตรวจหาเช้ือไวรัสทริสเตซาในใบสมโดยวิธี ELISA 
แถว  A1-A2 
แถว  A3-A4 
แถว  A5-A6 
แถว  C1-C12 
แถว D1-D2 
แถว D3-D6 
แถว D7-D8 
แถว D9-D12 
แถว E1-E12 
แถว F1-F12 
แถว      G1-G12 
แถว      H1-H4 
แถว      H5-H6 
แถว      H7-H12 
 

=   Blank;    extraction buffer 
=   Positive control   CTV (infected citrus) 
=   Negative control   (Healthy citrus) 
=   ตัวอยางสมโอ (สวนนายสมบัติ) 
=   ตัวอยางสมโอ (สวนนายสมบัติ) 
=   ตัวอยางมะนาว (สวนนายสมบัติ) 
=   เพล้ียออน (สวนนายสมบัติ) 
=   ตัวอยางสมโอ (สวน ด.ต. วุฒิพงษ) 
=  ตัวอยางสมโอ (สวนด.ต.วุฒิพงษ) 
=   ตัวอยางสมสายนํ้าผ้ึง จากอําเภอฝาง 
=   ตัวอยางสมสายนํ้าผ้ึง จากอําเภอฝาง 
=   ตัวอยางสมสายนํ้าผ้ึง จากอําเภอฝาง 
=   ตัวอยางสมโอ จากอําเภอฝาง 
=   ตัวอยางสมสายนํ้าผ้ึง จากอําเภอฝาง 
 

  
 
 
 
 

       1      2      3      4      5      6      7      8      9    10    11     12 
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ตาราง 4  ผลการอานคาดูดกลืนแสง (O.D.) ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง ELISA  
               reader  
 
     1      2      3    4      5     6 

A 0.034 0.034 2.969 2.240 -0.218 -0.216 
B 0.485 0.474 0.119 0.133 3.514 3.346 
C 0.214 0.175 0.266 0.254 0.630 0.195 
D 0.180 0.173 0.219 0.222 0.420 0.420 
E 0.612 0.309 0.197 0.211 0.283 0.296 
F 3.189 3.414 3.327 3.414 3.164 3.148 
G 3.224 3.224 3.369 3.224 3.369 3.166 
H 2.889 3.134 3.134 3.110 0.147 0.200 

 
    7     8     9   10    11    12 

A 3.114 3.114 3.084 2.969 0.384 0.199 
B 3.346 3.395 3.451 3.514 -0.104 -0.210 
C 0.215 0.288 0.220 0.267 0.251 0.180 
D -0.178 -0.115 1.873 1.781 0.197 0.138 
E 0.290 0.207 0.248 0.149 0.292 0.221 
F 3.189 3.387 3.189 3.062 3.207 3.189 
G 2.901 3.036 3.140 3.140 3.166 3.140 
H 0.453 0.445 0.542 0.466 0.462 0.435 
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3.2 การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาดวยวิธี RT-PCR 
 
จากการตรวจสอบเช้ือไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาในพืชตระกูลสม โดยทําการเลือกตัวอยาง

ใบพืช ไดแก สมโอ สม และ มะนาวท่ีแสดงอาการคลายอาการที่เกิดจากการเขาทําลายของเช้ือไวรัส 
โดยวิธีการสกดั double-strand RNA และเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกดวยวิธี RT-PCR  พบวาเม่ือใช 
forward primer AR18F  และ reverse primer  AR18R สามารถพบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ   
511 bp จากตัวอยางใบสมสายน้ําผ้ึงและมะนาวท่ีแสดงอาการใบเล็ก เรียว ดาง เปนแตมสีเขียว
กระจายท่ัวใบ (ภาพ 19 ฉ, ภาพ 20 แถว 7 และ ภาพ 19 ช, ภาพ 20 แถว 8 ตามลําดับ)  แตไมพบแถบ
ดีเอ็นเอดังกลาว ในตัวอยางใบสมโอจากกิ่งตอนสวนนายวรศักดิ ์ เรียงยาย ท่ีแสดงอาการใบหงิก ยน 
ดาน  หนา ขอบใบมวนเขา เสนกลางใบแตก (ภาพ 19 ข, ภาพ 20 แถว 3) ตัวอยางใบสมโอจากสวน
นายสมบัติ บุดดี อาการใบหงิก ดาง โปรงแสง ของใบมวนเขา (ภาพ 19 ค, ภาพ 20 แถว 4) ตัวอยาง
ใบสมโอจากโรงเรือนภาควชิาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม อาการดาง เปน
แตมเหลืองๆ กระจายท่ัวใบ (ภาพ 19 ง, ภาพ 20 แถว 5) และจากตัวอยางใบสมเขียวหวานและ
มะนาว ใบปกติ จากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม (ภาพ 19 จ, 
ภาพ 20 แถว 6 และ ภาพ 19 ซ, ภาพ 20 แถว 9 ตามลําดับ) 
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ภาพ 19  ใบพืชท่ีนํามาตรวจสอบเช้ือไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซาดวยวิธี RT-PCR  

ก   = ใบสมโอปกติ จากตนของกรมวิชาการเกษตร 
ข  =  ใบสมโอจากกิ่งตอนสวนนายวรศักดิ์ เรียงยาย จังหวดัเชียงราย อาการหงิก เสนกลางใบแตก 
ค  =  ใบสมโอจากสวนนายสมบัติ บุดดี ใบหงิก เสนใบโปรงแสง ขอบใบมวน    
ง   =  ใบสมโอจากโรงเรือนภาควิชาโรคพชื คณะเกษตรศาสตร  มหาวทิยาลัยเชียงใหม อาการดาง   
          เปนแตมเหลืองๆ กระจายท่ัวใบ 
จ   =  ใบสมเขียวหวานปกติจากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตรมหาวิทยาลัยเชียงใหม  
ฉ  =  ใบสมสายน้ําผ้ึงจากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
          อาการใบเล็ก เรียว ดาง  
ช  =  ใบมะนาวจากโรงเรือนภาควิชาโรคพชื คณะเกษตรศาสตร         
         มหาวิทยาลัยเชียงใหม  อาการใบดาง เหลือง เปนจ้ําๆ แตมสีเหลืองกระจาย 
ซ  =  ใบมะนาวปกติจากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

ก.    ข. 
 
 
 
 

ค.    ง. 
 
 
 
 
จ.    ฉ. 
 
     

 
ช.      ซ. 
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ภาพ  20  Gel electrophoresis บน 1% agarose gel ของกรดนิวคลีอิกท่ีเพิ่มปริมาณดวย specific  

 primers AR18F/AR18R โดยวิธี RT-PCR 
 

แถว  M        =   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
แถวท่ี 1        =   น้ํากล่ัน 
แถวท่ี 2        =   ใบสมโอจากตนของกรมวิชาการเกษตร  (ภาพ 19 ก) 
แถวท่ี 3        =   ใบสมโอจากกิ่งตอนสวนนายวรศักดิ์ เรียงยาย จังหวัดเชียงราย อาการหงิก  
                          เสนกลางใบแตก (ภาพ 19 ข) 
แถวท่ี 4        =  ใบสมโอจากสวนนายสมบัติ บุดดี อาการใบหงิก ดาง โปรงแสง  
                          (ภาพ 19 ค) 
แถวท่ี 5        =  ใบสมโอจากโรงเรือนภาควชิาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร   
                          มหาวิทยาลัยเชียงใหม อาการดาง เปนแตมเหลืองๆ กระจายท่ัวใบ 
                          (ภาพ 19 ง) 
แถวท่ี 6        =  ใบสมเขียวหวานปกติจากโรงเรือนภาควชิาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร      
                          มหาวิทยาลัยเชียงใหม (ภาพ 19 จ) 
แถวท่ี 7        =  ใบสมสายน้ําผ้ึงจากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร   
                         มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ใบเล็ก ดาง แตมสีเหลืองกระจายท่ัวใบ (ภาพ 19 ฉ) 
แถวท่ี 8        =  ใบมะนาว จากโรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร      
                          มหาวิทยาลัยเชียงใหม ใบเหลือง แตมสีเหลืองกระจายท่ัวใบ (ภาพ 19 ช) 
แถวท่ี 9        =  ใบมะนาวปกติจากโรงเรือนภาควิชาโรคพชื คณะเกษตรศาสตร  
                          มหาวิทยาลัยเชียงใหม (ภาพ 19 ซ) 
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