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การตรวจสอบเชื้อการตรวจสอบเชื้อการตรวจสอบเชื้อการตรวจสอบเชื้อ    CandidatusCandidatusCandidatusCandidatus    Liberibacter speciesLiberibacter speciesLiberibacter speciesLiberibacter species        สาเหตโุรคฮวงลองบิง สาเหตโุรคฮวงลองบิง สาเหตโุรคฮวงลองบิง สาเหตโุรคฮวงลองบิง         ((((กรนีนิง่กรนีนิง่กรนีนิง่กรนีนิง่))))    
ดว้ยเทคนคิดว้ยเทคนคิดว้ยเทคนคิดว้ยเทคนคิ        RealRealRealReal----timetimetimetime    PCPCPCPCRRRR    

DetectionDetectionDetectionDetection        CandidatusCandidatusCandidatusCandidatus    Liberibacter species cause of  Huanglongbing Liberibacter species cause of  Huanglongbing Liberibacter species cause of  Huanglongbing Liberibacter species cause of  Huanglongbing                 (Greening)(Greening)(Greening)(Greening)    
disease by  Realdisease by  Realdisease by  Realdisease by  Real----time PCRtime PCRtime PCRtime PCR    
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รายงานก้าวหนา้รายงานก้าวหนา้รายงานก้าวหนา้รายงานก้าวหนา้    
        โรคฮวงลองบิง (Citrus Huanglongbing, HLB) หรือ ท่ีประเทศไทยนิยม เรียกว่า        
โรคกรีนนิ่ง (Citrus greening) เป็นโรคท่ีสําคัญท่ีสุดของพืชตระกูลส้ม โรคนี้เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย     
ท่ีอาศัยอยู่ในท่ออาหาร Fastidious phloem-limited bacteria (FLB) หรือ Bacteria-like 
organism (BLO) ท่ีมีชื่อว่า Candidatus Liberibacter species เม่ือส้มถูกเชื้อ Ca. Liberibacter  
เข้าทําลายจะแสดงอาการใบเล็กเหลืองคล้ายอาการโรคใบแก้วซ่ึงเกิดจากการขาดธาตุสังกะสี ใบด่าง 
ใบด่างเส้น  ใบเขียว  ใบแก่หนา และหยาบโค้งเส้นใบแตก  ก่ิงแห้ง  ผลร่วง  ต้นส้มแสดงอาการทรุด
โทรม เนื่องจากอาการของโรคมีความหลากหลาย และ มีอาการคล้ายขาดธาตุอาหารทําให้การวินิจฉัย 
โรคทางสายตาไม่สามารถยืนยันการเป็นโรคได้ การตรวจสอบโรคฮวงลองบิง  มีหลายวิธี เช่น การ
ตรวจสอบด้วยพืชอาศัย  วีธี ELISA วิธี IF และวิธี PCR แต่วิธีการท้ังหมดท่ีกล่าวมาต้องใช้ระยะเวลา 
นานกว่าจะทราบผลการตรวจสอบ  อีกท้ังเชื้อต้องมีปริมาณมากจึงจะสามารถตรวจสอบได้ ดังนั้นจึงได้
นําเทคนิค Real-time PCR ซ่ึงเป็นวิธีท่ีได้พัฒนามาจากวิธี PCR สามารถตรวจสอบโรคได้อย่างรวดเร็ว 
ถูกต้องแม่นยํา แม้ว่าจะมีปริมาณเชื้อเพียงเล็กน้อย หรือ แม้กระท่ังต้นส้มไม่แสดงอาการของโรค แต่ซึ
จาการการทดลอง พบว่าผลการทดสอบด้วยเทคนิค Real-time PCR ท่ีได้ในแต่ละครั้งท่ีทําการทดลอง
ยังไม่แน่นอน และไม่ชัดเจน คาดว่าต้องทําการออกแบบไพรเมอร์ใหม่และปรับสภาพอุณหภูมิ  
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

    
โรคฮวงลองบิง (Citrus Huanglongbing, HLB)    หรือ ท่ีประเทศไทยนิยม เรียกว่า            

โรคกรีนนิ่ง (Citrus greening)    เป็นโรคท่ีสําคัญท่ีสุดของพืชตระกูลส้ม เนื่องจากโรคนี้สามารถเข้า
ทําลายส้มทุกพ้ืนท่ีท่ีมีการปลูกส้มท่ัวโลก เช่น ประเทศในทวีปเอเชีย  อนุทวีปอินเดีย  แอฟริกา      
เอมริกาเหนือ และอเมริกาใต้ โรคนี้เกิดจากเชื้อแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ในท่ออาหาร Fastidious 
phloem-limited bacteria (FLB) หรือ Bacteria-like organism (BLO) ท่ีมีชื่อว่า Candidatus 
Liberibacter species    ซ่ึงมีแมลงเพลี้ยไก่แจ้ส้มเป็นพาหะนําโรค (Bove////, 2006; Li et al.,, 2007; 
Tatineni et al., 2008)  สําหรับประเทศไทยมีรายงานว่า พบโรคฮวงลองบินเม่ือ พ.ศ. 2516 โดยกลุ่ม
งานไวรัสวิทยา กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร สัณนิษฐานว่าน่าจะถูกนําเข้าจาก
ประเทศจีน โดยการลักลอบนําเข้าพันธุ์ส้มต่างๆ จากประเทศจีน (ไมตรี, 2548)   เม่ือส้มถูกเชื้อ      
Ca. Liberibacter  เข้าทําลายจะแสดงอาการใบเล็กเหลืองคล้ายอาการโรคใบแก้วซ่ึงเกิดจากการขาด
ธาตุสังกะสี ใบด่าง ใบด่างเส้น  ใบเขียว  ใบแก่หนาและหยาบโค้งเส้นใบแตก  ก่ิงแห้ง  ผลร่วง  ต้นส้ม
แสดงอาการทรุดโทรม (ไมตรี, 2548; Nakashima et al.,1998;Ohutsu et at., 1998; Bove, 2006; 
Li et al., 2007)  เนื่องจากอาการของโรคมีความหลากหลาย และ มีอาการคล้ายขาดธาตุอาหารทําให้
การวินิจฉัยโรคทางสายตาไม่สามารถยืนยันการเป็นโรคได้ การตรวจสอบโรคฮวงลองบิง  มีหลายวิธี 
เช่น การตรวจสอบด้วยพืชอาศัย  วีธ ี ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)                
วิธี IF (Immuno fluorescence test) และวิธี PCR (Polymerase chain reaction)   แต่วิธีการ
ท้ังหมดท่ีกล่าวมาต้องใช้ระยะเวลานานกว่าจะทราบผลการตรวจสอบ  อีกท้ังเชื้อต้องมีปริมาณมากจึง
จะสามารถตรวจสอบได้ ส่วนวิธี Real-time PCR เป็นวิธีท่ีได้พัฒนามาจากวิธี PCR สามารถตรวจสอบ
โรคได้อย่างรวดเร็ว ถูกต้องแม่นยํา แม้ว่าจะมีปริมาณเชื้อเพียงเล็กน้อย หรือ แม้กระท่ังต้นส้มไม่แสดง
อาการของโรค  ทําให้สามารถกําจัดต้นส้มท่ีเป็นโรคได้อย่างรวดเร็วและลดการแพร่ระบาดของโรค  

    
วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์    
1. เครื่อง  Real-time PCR 
2. เครื่องป่ันเหวี่ยงความเร็วสูง 
3. สารเคมีทีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
4. เอ็นไซม์ต่างๆ ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
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วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร 
1.  สืบค้นข้อมูลเก่ียวกับการตรวจสอบเชื้อ Ca. Liberibacter species  ด้วยเทคนิค  Real-

time PC R  เตรียมสารเคมีและอุปกรณ์สําหรับใช้ในการสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบเชื้อ Ca. 
Liberibacter species 

2.  เตรียมสารเคมีและอุปกรณ์สําหรับใช้ในการสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบเชื้อ Ca. 
Liberibacter species จากนั้นทําการออกแบบ probe และ primer ให้มีความเฉพาะเจาะจง ต่อเชื้อ 
Ca. Liberibacter species 
          
          2. สกัดดีเอ็นเอจากเส้นกลางใบส้มด้วย  CTAB buffer   
          3. ทดสอบหาสภาพท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR โดยการหา Tm ท่ีเหมาะสม
ของไพรเมอร์ เพ่ือนํามาทําการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR  จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์
กับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ท่ีเหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมใน
การทําปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา 
      4. ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing point และ วิเคราะห์
หา melting curve    

     5. ทดสอบความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time 
PCR ในการตรวจเชื้อ Ca. Liberibacter species   

    6. ทดสอบเทคนิค  Real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ Ca. Liberibacter species จาก
ตัวอย่างโรคฮวงลองบิง  ท่ีเก็บจากแปลงปลูก  โดยสุ่มเก็บตัวอย่างท่ีแสดงอาการโรคฮวงลองบิงจํานวน 
10 %  จากตัวอย่างส้มท้ังหมดในแปลงปลูก 

    7. การใช้วิธี Real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยโรคฮวงลองบิง ในแปลงปลูก 
 

ระยะเวลา ตุลาคม 2553 – กันยายน 2556 
สถานท่ี   กลุ่มวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

สวนส้มของเกษตรกร จากจังหวัดต่างๆใน ภาคเหนือ  ภาคกลาง             
ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉลียงเหนือ ภาคตะวันตก และภาคใต้ 
    

ผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลอง    
    สืบค้นข้อมูลเก่ียวกับการตรวจสอบเชื้อ Ca. Liberibacter species  ด้วยเทคนิค   

Real-time PCR  พบว่าไพรเมอร์จากลําดับเบสในช่วง 16S rDNA ของเชื้อ Ca. Liberibacter 
species  มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ Ca. Liberibacter species  จึงได้ทําการออกแบบ probe 
และ primer ให้มีความเฉพาะเจาะจง ต่อเชื้อ Ca. Liberibacter species ในช่วงนี้ พร้อมท้ังเตรียม
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สารเคมีและอุปกรณ์สําหรับใช้ในการสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบเชื้อ Ca.Liberibacter species 
จากนั้นทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างส้ม นําตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาทดสอบหาสภาพท่ีเหมาะสม
ของปฏิกิริยา Real-time PCR และทดสอบความจําเพาะ และความไวของปฏิกิริยา Real-time PCR 
ซ่ึงจากการทดลองพบว่าผล Real-time PCR ท่ีได้ในแต่ละครั้งท่ีทําการทดลองยังไม่แน่นอน และไม่
ชัดเจน คาดว่าต้องทําการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ และปรับสภาพอุณหภูมิ เพ่ือให้การตรวจสอบมีความ
ชัดเจนและแม่นยํามากยิ่งข้ึน 

    
สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    

     จากการการใช้เทคนิค Real-time PCR นํามาตรวจสอบโรคฮวงลองบิง ซ่ึงเชื้อ
สาเหตุคือ Ca. Liberibacter species  โดยทําการออกแบบ probe และ primerให้มีความ
เฉพาะเจาะจง ต่อเชื้อ Ca. Liberibacter species และทดสอบหาสภาพท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา 
Real-time PCR และทดสอบความจําเพาะ และความไวของปฏิกิริยา Real-time PCR พบว่าผล 
Real-time PCR ท่ีได้ในแต่ละครั้งท่ีทําการทดลองยังไม่แน่นอน และไม่ชัดเจน คาดว่าต้องทําการ
ออกแบบไพรเมอร์ใหม่และปรับสภาพอุณหภูมิ ดังนั้นเพ่ือให้การตรวจสอบมีความชัดเจนและแม่นยํา
มากยิ่งข้ึน 
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