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ABSTRACT

	 To export pomelo (Citrus maxima Merr.) to the European Union (EU), exporter 

is obliged to follow the International Standards for Phytosanitary Measures No.6 and 

No.10 (ISPM No. 6 and ISPM No.10)  Beside, Guidelines for Surveillance Requirements 

for the Establishment of Pest Free Places of Production and Pest Free Production 

Sites must be followed. Canker disease of pomelo caused by Xanthomonas citri 

subsp. citri is a quarantine pest of the EU. Therefore, Pomelo orchards certification for 

canker free is necessary and the effective detection method for X. citri subsp. citri 

needs to be developed. This work was to utilize the Real time PCR, the rapid and 

high accuracy technique, to detect X. citri subsp. citri for the canker-free certification 

of pomelo orchards. The primers 2/3 and D1/D2 were designed from avirulence/ 

pathogenicity gene (pthA gene) of X. citri subsp. citri which had high specificity and 

could detect as minimum as 5 picrograms of DNA or 81 CFU/ml of the bacterial cells. 

The method showed high accuracy of detection of X. citri subsp. citri in both 

symptom and symptomless samples. In 2014, this Real time PCR method was used 

for the establishment of canker-free production sites in pomelo orchards at Wiang 

Kaen Districts, Chiang Rai Province. From 130 orchards, 84 canker-free production 
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orchards were successfully established. 

The Real time PCR method developed 

in this study was eventually accepted by 

the EU for the pomelo production in 

Thailand for export to the EU and 

representing as a model for the canker-

free certification of others crops for 

countries where X. citri subsp. citri is a 

quarantine pests





Key words : Canker disease, Xanthomonas 

axonopodis pv. citri, detection, Real time PCR





บทคัดย่อ

	 การตรวจรับรองแปลงปลูกส้มโอจำเป็น

ต้องมีวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการตรวจหา

แบคทีเรีย Xanthomonas citri subsp. citri 

สาเหตุโรคแคงเคอร์ การวิจัยนี้จึงมีจุดมุ่งหมายที่

จะนำเทคนิค Real time PCR ใช้ primer 
 

D1/D2 และ primer 2/3 ที่ออกแบบมาจากยีน 

avirulence/ pathogenicity (pthA gene) ที่มี

ความเฉพาะเจาะจงกบัแบคทเีรยี X. citri subsp. 

citri มคีวามไวในการตรวจแบคทเีรยีทีค่วามเขม้ขน้ 

ตำ่สดุของ DNA ทีร่ะดบั 5 พโิคกรมั และความ

เข้มข้นต่ำสุดของเซลล์แบคทีเรียที่ตรวจได้คือ 81 

CFU/ml วิธีการนี้สามารถตรวจพบแบคทีเรีย X. 

citri subsp. citri ได้อย่างแม่นยำทั้งในตัวอย่าง

ที่แสดงอาการของโรคแคงเคอร์ชัดเจน และ

ตัวอย่างที่ยังไม่แสดงอาการ จากการนำวิธีการ

ดังกล่าว ไปใช้ตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลา

ผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพ การปลอดโรค
 

แคงเคอร์ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยังสหภาพ

ยุโรป ในปี พ.ศ. 2557 ที่แปลงปลูกส้มโอ 

อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย จำนวน 103 แปลง 

ผลการตรวจ พบว่า มีแปลงปลูกส้มโอปลอดโรค
 

แคงเคอร์ผ่านการตรวจรับรอง เพื่อส่งไปยัง

สหภาพยุโรป จำนวน 84 แปลง เทคนิค Real 

time PCR เป็นที่ยอมรับสำหรับใช้ตรวจรับรอง

การปลอดจากโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูกส้มโอ

เพื่อส่งออกไปสหภาพยุโรป จึงทำให้สามารถเปิด

ตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกต้อง ตามกฎข้อ

บังคับของสหภาพยุโรป และวิธีการยังใช้เป็นต้น

แบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อการส่งออกไป

ประเทศอื่นที่กำหนดให้โรคแคงเคอร์เป็นศัตรูพืช

กักกันได้





คำหลัก: โรคแคงเคอร์ , Xanthomonas 

axonopodic PV. citri, ส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์


การตรวจรับรอง





คำนำ

	 ส้มโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] 

เป็นผลไม้ที่สำคัญทางเศรษฐกิจที่มีศักยภาพมาก

ในการส่งออก ประเทศไทยมีนโยบายการส่งออก

ส้มโอไปขายต่างประเทศ แต่ปัญหาและอุปสรรค

ที่สำคัญในการส่งออกส้มโอ คือ ปัญหาเรื่องโรค

และแมลง โดยเฉพาะโรคแคงเคอร์ เป็นโรคที่

สำคัญของพืชตระกูลส้มที่ก่อให้เกิดความเสียหาย

ให้กับแหล่งปลูก (Civerolo, 1984; Schubert 

and Miller, 1999) เชื้อสาเหตุโรคแคงเคอร์เกิด
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จากแบคทีเรีย Xanthomonas citri subsp. 

citri ซึ่งเป็นศัตรูพืชกักกันที่ร้ายแรงในหลาย

ประเทศ เช่น อเมริกา ญี่ปุ่น ออสเตรเลีย และ

สหภาพยุโรป (EPPO/CABI, 2005) ดังนั้น

การนำเข้าพืชตระกูลส้ม จึงมีกฎหมายและ

ระเบียบควบคุมการนำเข้าอย่างเข้มงวด สหภาพ

ยุโรปเป็นตลาดใหญ่แห่งหนึ่งของโลกมีความ

ต้องการนำเข้าส้มโอ มีกฎระเบียบที่เข้มงวดต้อง

ปฏิบัติตามข้อกำหนดและเงื่อนไขการนำเข้าผล

ส้มโอของสหภาพยุโรปตาม Council Directive 

2000/29/EU โดยต้องมีการรับรองอย่างเป็น

ทางการว่าไม่พบโรคแคงเคอร ์ ที่ เกิดจากเชื้อ 

Xanthomonas citri subsp. citri ทุกสายพันธุ์

ที่ทำให้เกิดโรคกับพืชตระกูลส้ม ในแปลงผลิต

และพื้นที่ติดต่อใกล้เคียงตั้งแต่เริ่มฤดูกาลผลิตที่

แล้วจนถึงฤดูกาลผลิตปัจจุบัน ผลส้มที่เก็บเกี่ยว

จากแปลงผลติตอ้งไมแ่สดงอาการของโรคแคงเคอร ์

ผลส้มก่อนส่งออกต้องชุบด้วยสาร sodium 

orthophenylphenates หรือสารอื่นที่ เป็นที่

ยอมรับ ต้องแสดงไว้ในใบรับรองตามเงื่อนไข 

และผลส้มบรรจุกล่องในสถานที่หรือศูนย์การ

ขนส่งที่ลงทะเบียนเพื่อใช้ในการนี้โดยเฉพาะ 

หรือผ่านระบบที่ยอมรับได้ว่าเท่าเทียมกันกับ

เงื่อนไขที่ได้กำหนดไว้ 


	 จากการสำรวจและติดตามการเกิดโรค

แคงเคอร์ของสำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

กรมวิชาการเกษตร พบว่า แหล่งปลูกส้มโอที่ 

อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย เป็นแหล่งปลูกส้มโอ

ขนาดใหญ่ ไม่พบการระบาดของโรคแคงเคอร์

บนพันธุ์ทองดี ซึ่งเป็นพันธุ์ที่ต้องการของตลาด

ยุโรป จึงได้ดำเนินตรวจเพื่อการรับรองแหล่ง

ผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ตามข้อกำหนดของ

สหภาพยุโรป โดยปฏิบัติตามข้อกำหนดของ

มาตรฐานระหว่างประเทศว่าด้วยมาตรการ
 

สุขอนามัยพืช (International Standards for 

Phytosanitary Measures; ISPM) ฉบับที่ 6 

(ISPM NO. 6) เรื่อง การเฝ้าระวังและติดตาม

ศัตรูพืช และฉบับที่ 10 (ISPM NO. 10) เรื่อง 

ข้อกำหนดในการจัดตั้งแหล่งผลิตและแปลงผลิต

ปลอดศัตรูพืช พัฒนาระบบการตรวจสอบรับรอง

แหล่งผลิตปลอดโรคแคงเคอร์ที่เป็นที่ยอมรับของ

ประเทศผู้นำเข้า ต้องมีการตรวจรับรองแปลง

ตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอ มีการติดตามเฝ้า

ระวังการเกิดโรคในแหล่งผลิตเพื่อคงสถานภาพ

การปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูก ทำให้

ประเทศไทยจะสามารถส่งออกส้มโอไปจำหน่าย

ยังสหภาพยุโรปได้ โดยมีการระบุข้อความเพิ่ม

เติมในใบรับรองปลอดศัตรูพืช “Pomelo in 

this consignment has been inspected 

and treated under control of DOA 

Thailand according to EU 2000/29/EC 

annex 4A1 articles 16.2 c1, 16.3 A, 16.4 

A, 16.5 C” ซึ่งหัวใจสำคัญ คือวิธีการตรวจ

วินิจฉัยเชื้อสาเหตุโรคแคงเคอร์ที่ถูกต้องแม่นยำ 

รวดเร็ว และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณ

น้อยได้ เทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) เป็นเทคนิคที่มีความเฉพาะเจาะจง 

ตรวจสอบได้อย่างรวดเร็ว และสามารถตรวจ

สอบเชื้อในปริมาณน้อยในตัวอย่างพืชได้ มี

รายงานการนำเทคนิค PCR มาใช้ในการ
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ตรวจสอบเชื้อ X. citri subsp. citri (Hartung 

et. al, 1993, Hartung et. al, 1996, ณัฏฐิมา 

และคณะ, 2548) และมีการนำเทคนิค PCR 

มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อสาเหตุโรคแคงเคอร์

ในแปลงผลิตส้มโอ เพื่อตรวจสอบรับรองแหล่ง

ผลิตปลอดโรคแคงเคอร์และเฝ้าระวัง ติดตาม

โรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต แต่เนื่องจากการ

ตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ต้องนำผลผลิต 

PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel 

eletrophoresis แล้วย้อมด้วยสาร ethidium 

bromide ตรวจภายใต้แสง UV ซึ่งไม่สามารถ

วิเคราะห์ตามเวลาจริงที่เกิดขึ้นในหลอด PCR 

และสาร ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง

ที่มีอันตราย Mavrodieva et al. (2004) ได้

พัฒนาเทคนิค Real t ime PCR ในการ
 

ตรวจสอบโรคแคงเคอร์ ที่มีความไว รวดเร็ว 

และวิเคราะห์ตามเวลาจริงที่เกิดขึ้นในหลอด 

PCR โดยสามารถตรวจสอบจากใบส้มเป็นโรคที่

มีจุดแผลขนาดเล็ก โดยมีความไวในการตรวจจับ

ความเข้มข้นต่ำสุดของเชื้อ X. citri subsp. 

citri 10 CFU/แผล และเป็นการรายงานผลครั้ง

แรกในการใช้วิธีนี้ ไปตรวจหาเชื้อ X. citr i 

subsp. citri บนตวัอยา่งแหง้โรคพชื ทีเ่กบ็ไวต้ัง้แต ่

ปี ค.ศ. 1912 ในพิพิธภัณฑ์เก็บตัวอย่างโรคพืช 


	 การศึกษานี้เป็นการนำเอาเทคนิค Real 

time PCR มาใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อสาเหตุโรค
 

แคงเคอร์ในแปลงผลิตส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง

แหล่งผลิตปลอดโรคแคงเคอร์ และเฝ้าระวัง 

ติดตามโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต 





อุปกรณ์และวิธีการ
1. การเตรียม DNA ของแบคทีเรีย X. citri 

subsp. citri 


	 การสกัด genomic DNA ของ

แบคทีเรีย ใช้วิธีของ Pitcher et al. (1989) 

โดยแตะแบคทีเรีย X. citri subsp. citri อายุ 

48 ชม. ด้วยลูป จำนวนหนึ่งลูป ละลายใน 
 

1 ไมโครลิตร (μl) ของ resuspension buffer 
(0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) 

นำไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่

ความเร็วรอบ 14,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที 

ทิ้งส่วนน้ำใสข้างบน เติมด้วย TE buffer pH 

8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 

8.0) จำนวน 100 μl ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 

เครื่องปั่น เติม 500 μl ของ Guanidine 

thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution 

ผสมให้เข้ากัน เติม 250 u l ของ 7.5 M 

ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oซ 

ผสมให้เข้ากัน วางบนน้ำแข็ง 5 นาที เติม 

chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) จำนวน 

500 μl ผสมให้เข้ากัน นำไปปั่นตกตะกอนด้วย
เครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 14,000 

รอบ/นาที นาน 10 นาที เก็บส่วนน้ำใสข้างบน 

ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุ สาร isopropanol ที่แช่

เย็นในตู้เย็น -20 oซ จำนวน 378 µl ผสมให้
เข้ากัน จากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอน 

genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบ/

นาที นาน 10 นาที ล้างตะกอน DNA ด้วย 

150 μl ของ 70 % ethanol จำนวน 2 ครั้ง 

ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ละลายตะกอน DNA 

ด้วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 μl 
 

วัดปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของ
 

ดีเอนเอ ที่ช่วงคลื่น A260/A280 ด้วยเครื่อง
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spectrophotometer และปรับความเข้มข้น 

DNA ให้ได้ 50, 5, 1 (ng)/ul  500, 50, 5, 1 

(pg)/ul และ 100 (fg)/ul เพื่อนำไปทดสอบ

ปฏิกิริยา Real time PCR





2. การเตรยีมสารละลายเชือ้ (cell suspension) 

ของแบคทีเรีย X. citri subsp. citri 


	 นำแบคทีเรีย X. citri subsp. citri 

อายุ 48 ชม. มาละลายในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
 

วัดความขุ่นของสารละลายเชื้อด้วย เครื่อง 

spectrophotometer ให้มีค่าดูดซับคลื่นแสง 

optical density (O.D.) เทา่กบั 0.1 ที ่600 nm 

สารละลายเชื้อที่ได้นำไปทำ serial dilution 
 

ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 ทุกความเข้มข้นของ 

dilution นำไปตรวจหาปริมาณเชื้อบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ โดยใช้ 50 ul เกลี่ยให้ทั่วหน้าอาหาร 

Semi-selective for Xanthomonas (SX 

medium) (Schaad, 1988) เกบ็ไวท้ี ่30 ซํ เปน็

เวลา 2 วัน ตรวจนับจำนวนโคโลนีที่เจริญบน

อาหาร





3. การตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ด้วยเทคนิค Real time PCR 


	 สืบค้นข้อมูล primer ที่มีรายงานว่า 

สามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคแคงเคอร์ของ

พืชตระกูลส้มได้ผลดี และมีความเฉพาะเจาะจง

ต่อแบคทีเรีย X. citri subsp. citri คัดเลือก 

primer จากนั้นนำลำดับเบสของ primer ไป

สังเคราะห ์ ที่หน่วยบริการชีวภาพ ศูนย์พันธุ

วศิวกรรมแหง่ชาต ิ เพือ่ใชใ้นการตรวจวนิจิฉยัโรค
 

แคงเคอร ์โดยเทคนิค Real time PCR ต่อไป 


	 3.1 การทดสอบปฏิกิริยา Real time 

PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citr i สาเหตุโรคแคงเคอร์กับพืชตระกูลส้ม 

ทดสอบกับเครื่อง LightCycler 480 โดยใช้ 

LightCycler 480 SYBR green I master ซึ่ง

เป็นสารละลายผสม (Master mix) ที่มี SYBR 

green มีสี fluorescent dye เป็นตัวตรวจ

ปฏิกิริยา Real time PCR ตัวอย่างจะทำ

ปฏิกิริยาในถาดพลาสติกหลุมขนาด 96 หลุม 

(LightCycler 480 Mutiwell plate 96) ใน

การทำปฏกิริยิาจะตอ้งม ี ตวัควบคมุลบ (negative 

control) ใช้น้ำกลั่นแทน DNA ของแบคทีเรีย 

X. citri subsp. citri และตัวควบคุมบวก 

(positive control) ใช้ DNA ของแบคทีเรีย X. 

citri subsp. citri ทุกครั้ง ในการทดสอบใช้

ปริมาณรวมของปฏิกิริยา จำนวน 20 ศนูยพ์นัธุ

วิศวกรรมแห่งชาต ิ ul ประกอบไปด้วย 1X 

LightCycler 480 SYBR Green I Master 

(Faststart Taq DNA polymerase, Reaction 

buffer, dNTP mix, SYBR green dye และ 

MgCl
2
), 0.25 uM primer และ 1 ul DNA 

ของ แบคทีเรีย X. citri subsp. citri โดยมี

โปรแกรม สำหรับปฏิกิริยา Real time PCR 

ดังแสดงใน Table 1


	 ในขณะทีท่ำปฏกิริยิา เครือ่ง LightCycler® 

480 จะตรวจจับ SYBR green fluorescence 

ที่จะแทรกเข้าไปในสาย DNA ที่มีการเพิ่ม

ปริมาณผลผลิต PCR ในแต่ละรอบ โดยเครื่อง

จะตรวจติดตามการเพิ่มปริมาณ DNA ที่เกิดขึ้น

จริง ณ เวลานั้น และแสดงผลเป็นกราฟเส้น

โค้ง (semilog curve) ของ SYBR green 

fluorescence ที่เกิดสะสมในแต่ละรอบของ

ปฏิกิริยา ซึ่ง crossing point (Cp) ของแต่ละ

กราฟเส้นโค้งจะแสดงจำนวนรอบถึงระดับการ
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สะสมของ SYBR green fluorescence ใน

ผลผลิต PCR เป้าหมาย ที่ เพิ่มขึ้นสูงกว่า 

background ค่า Cp ซึ่งใช้เป็นเกณฑ์ในการ

ตรวจสอบปริมาณของผลผลิต PCR เป้าหมาย 

ถ้ามีผลผลิต PCR เป้าหมายมาก ค่า Cp จะต่ำ 

และใช้ค่า melting curve เป็นเกณฑ์ตัวที่สอง

ในการตรวจสอบผลผลิต PCR เป้าหมาย โดย

ผลผลิต PCR ที่ได้จากปฏิกิริยา Real time 

PCR ของแบคทีเรียแต่ละชนิด มีลักษณะ 

peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย (melting 

temperature (Tm)) เฉพาะตัวแตกต่างกัน การ

รายงานผลทั้งหมดจะขึ้นอยู่กับค่า Cp และ การ

วิเคราะห์ melting curve





3.2 ทดสอบความจำเพาะ (specificity) และ

ความไว (sensitivity) ของ primer 


	 ทำการทดสอบความจำ เพาะของ 

primer ทั้ง 3 คู่ ใช้ DNA และเซลล์ของ

แบคทีเรีย X citri subsp. citri ที่แยกได้จาก

พืชตระกูลส้มชนิดต่าง ๆ ในประเทศไทยจำนวน 

50 ไอโซเลท และ เชื้อในกลุ่ม Xanthomonas 

ได้แก่ แบคที เ รี ย X c i t r i subsp . 

ma lvacearum, X . axonopod is pv . 

glycines, X. axonopodis pv. vesicatoria, 

X. axonopodis pv. diffenbachiae, X. 

axonopodis pv. manihotis, X campestris 

pv. campestris และ X. oryzae pv. oryzae  

โดยความเขม้ขน้ของ DNA ที ่50 ng และความ

เข้มข้นของเซลล์ที่ 108 CFU/ml ใช้สภาวะของ

ปฏิกิริยา Real time PCR ตามที่กล่าวมาแล้ว

ข้างต้น


	 การทดสอบความไวในการตรวจจับเชื้อ

แคงเคอร์ ของ primer โดยใช้ DNA ของ

แบคทเีรยี X. citri subsp. citri ทีม่คีวามเขม้ขน้ 

8 ระดับ ตั้งแต่ 50 ng ถึง 100 fg และ
 

ใช้เซลล์แบคทีเรีย X. citri subsp. citri ที่

Program cycles Target 
(oC)

Hold time 
(hh:mm:ss)

Ramp Rate 
(oC/s)

Acquisition 
mode

Pre-incubation 1 94 00:04:00 4.40 none

Amplification 40 94 00:00:15 4.40 none

58 00:00:15 2.20 none

72 00:00:15 4.40 none

72 00:05:00 4.40 single

Melting curve 1 95 00:00:05 4.40 none

72 00:01:00 2.20 none

97 00:00:00 0.11 continuous

Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none

Table 1 Programs for Real time PCR reaction




80	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 35 ฉบับที่ 1  มกราคม - เมษายน 2560

ความเข้มข้น ตั้งแต่ 10-108 CFU/ml ใช้

สภาวะของปฏิกิริยา Real time PCR ตามที่

กล่าวมาแล้วข้างต้น





4. ทดสอบเทคนิค Real time PCR ในการ

ตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. citri จาก

ตัวอย่างโรคแคงเคอร์ 


	 เก็บตัวอย่างโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จาก

แปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย 

จำนวน 10 ตัวอย่าง ตัดแผลโรคแคงเคอร์จาก

ตัวอย่างใบส้มโอ โดย cork borer ขนาดเส้นผ่า

ศูนย์กลาง 6 mm. นำตัวอย่างใส่ หลอด 

mic ro tube ที่ เ ติ มด้ วย 100 μ l ของ 

phosphate buffer saline pH 7.0 บด

ตัวอย่างให้ละเอียดนำไปตกตะกอนด้วยเครื่อง 

centrifuge ที ่5,000 รอบ/นาท ีเปน็เวลา 5 นาท ี

เก็บส่วนบนที่เป็นน้ำใสใส่หลอด microtube นำ

ส่วนน้ำใส 2 μl ของตัวอย่าง เป็นต้นแบบใน

การทำปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยา

ที่กล่าวมาแล้วข้างต้น เปรียบเทียบกับการใช้วิธี 

standard PCR ด้วย primer D1/D2 (ณัฏฐิมา 

และคณะ 2548) และ primer 2/3 (Hartung 

et. al, 1993) นำทุกตัวอย่างมาแยกเชื้อบน

อาหาร semi-selective for Xanthomonas (SX 

medium) โดยนำตัวอย่างโรคแคงเคอร์ตัวอย่างละ 

50 μl ไปเกลี่ยให้ทั่วบนอาหาร SX medium 

ด้วยแท่งแก้วรูปตัวแอล บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 ํซ 

นาน 72 ชม. ตรวจนับปริมาณเชื้อที่ขึ้นบนอาหาร





5. การทดสอบเทคนิค Real time PCR ใน

การตรวจหาเชื้อ X. citri subsp. citri จาก

แปลงปลูกส้มโอ 


	 เก็บตัวอย่างโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จาก

แปลงปลูกของเกษตรกร ที่มีการระบาดของโรค

แคงเคอร์ โดยเก็บตัวอย่างใบของส้มโอ ที่แสดง

อาการของโรค และตัวอย่างใบที่ไม่แสดงอาการ

ของโรค รวมทั้งสิ้น 50 ตัวอย่าง นำมาตรวจหา

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri ขั้นละเอียดใน

ห้องปฏิบัติการ โดยนำตัวอย่างใส่ขวดรูปชมพู่

ขนาด 250 มล. เติมด้วยสารละลาย PBS 
 

25 มล. นำไปเขยา่บนเครือ่งเขยา่ ทีค่วามเรว็รอบ 

200 รอบ/นาที นาน 1 ชม. จากนั้นตกตะกอน

ด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 3,000 g เป็นเวลา 

5 นาที เก็บเฉพาะส่วนของตะกอน ละลาย

ตะกอนด้วยสารละลาย PBS จำนวน 500 μl 

นำ 2 μl ของตัวอย่างเป็นต้นแบบในการทำ

ปฏิกิริยา Real time PCR โดยใช้primer 2/3 

ตามปฏิกิริยาที่กล่าวมาแล้วข้างต้น และนำทุก

ตัวอย่างทำการตรวจเชื้อบนอาหาร SX medium 




6. การตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง

แหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ 


	 การตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอด

โรคแคงเคอร ์ ตามประกาศของกรมวชิาการเกษตร 

เรื่อง หลักเกณฑ์ วิธีการ และเงื่อนไขการขอ 

และการออกใบรับรองสุขอนามัยพืชสําหรับการ

ส่งออกผลส้มโอไปสหภาพยุโรป พ.ศ. 2556 

(กลุ่มวิจัยโรคพืช, 2550) การตรวจรับรองแหล่ง
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ผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ เพื่อส่งไปสหภาพ

ยุโรป ในปี 2557 มีเกษตรกรผู้ประสงค์จะขอใบ

สําคัญแสดงการรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรค

แคงเคอร์ สําหรับการส่งออกไปสหภาพยุโรป มี

จำนวน 93 ราย รวม 103 แปลง เจ้าหน้าที่

จากศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรที่สูงเชียงราย 

ได้สุ่มเก็บตัวอย่างกิ่งส้มโอ จำนวน 2 ครั้ง คือ

ในเดือนมีนาคม และเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 

โดยสุม่เกบ็จำนวน 3 กิง่/ตน้ จำนวน 25 ตน้/สวน 

แล้วนำตัวอย่างมาตรวจหาแบคทีเรีย X. citri 

subsp. citri ขั้นละเอียดในห้องปฏิบัติการ ที่

กลุม่วจิยัโรคพชื สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  

ดำเนินการโดยนำตัวอย่างใบส้มโอ ใส่ขวดรูป

ชมพู่ขนาด 1,000 มล เติมด้วยสารละลาย 

PBS buffer ปริมาณ 250 มล. นำไปเขย่าบน

เครื่องเขย่า ที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที 

นาน 1 ชม.เพื่อให้แบคทีเรียที่ติดอยู่ภายนอกใบ

ส้มโอถูกล้างออกมา และทำการตรวจตามขั้นตอน

เช่นเดียวกับข้อ 5





ผลการทดลองและวิจารณ์

1. ตรวจหาแบคทีเรียโดย X. citri subsp. 

citri ด้วยเทคนิค Real time PCR 


	 จากการสืบค้นข้อมูลพบ primer ที่มี

รายงานว่าสามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค
 

แคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มได้ผลดี และมีความ

เฉพาะเจาะจงตอ่แบคทเีรยี X. ตรวจหาแบคทเีรยี 

X. citri subsp. citri จึงคัดเลือก primer ที่ 

ออกแบบมาจาก ยีน pathogenicity gene 

(pthA gene) ของแบคทีเรีย X. ตรวจหา

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri ซึ่งมี pthA 

gene พบเฉพาะในแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ที่ชักนำให้เกิดโรคแคงเคอร์ในพืชตระกูลส้ม 

(Swarup et al., 1991) โดยยีนนี้จะทำให้เกิด

ลักษณะอาการของโรคแคงเคอร์เฉพาะในพืช

ตระกลูสม้เทา่นัน้ (Duan et al. 1999) ลำดบัเบส 

ของ pthA gene จะถา่ยทอดไปยงัรุน่ตอ่ ๆ ไป 

การเลือก pr imer ที่ออกแบบจาก pthA 
 

gene ทำให้ได้ primer ที่เฉพาะเจาะจงกับ

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri สาเหตุโรค
 

แคงเคอร์กับพืชตระกูลส้ม ในการทดลองจึงได้

เลือก primer จำนวน 3 ชุด ดังนี้


	 1.	pr imer D1(GGCCTTGATCA 

AAAGAACCA) และD2(TTGAAGTAGGGG 

AC GGTTTA) จากรายงานของ ณัฏฐิมา และ

คณะ (2548) ที่ออกแบบจาก pthA gene ของ

เชื้อ X. citri subsp. citri strain 306 และ 

GenBank accession number XCU28802 

มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X citri 

subsp. citri สายพันธุ์ canker A 


	 2.	primer 2 (CACGGGTGCAAAAA 

ATCT) และ 3 (TGGTGTCGTCGCTTGTAT) 

จากรายงานของ Hartung et al. (1993) 


	 3.	primer VM3 (GCATTTGATGAC 

GCCATGAC0 VM4 (TCCCTGATGCCT 

GGAG GATA) จากรายงานของ Mavrodieva 

et al. (2004)


	 1.1 การทดสอบ primer จากการ

ทดสอบ primer ทั้ง 3 คู่ โดยใช้อุณหภูมิใน
 

การจับคู่ primer กับ DNA ของแบคทีเรีย 
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X. citri subsp. citri ต้นแบบ (annealing) ที่ 

58 ํซ พบว่า primer ทั้ง 3 คู่ สามารถเพิ่ม

ปริมาณ DNA ได้จาก DNA ต้นแบบ โดยมีการ

วิเคราะห์ melting curve ของผลผลิต PCR ที่

ได้จากทั้ง 3 คู่ พบว่า มีค่า Tm ที่แตกต่างกัน 

โดย Tm ของคู่ primer D1/D2 primer 2/3 

และ primer VM3/VM4 คอื 89.03 ซํ, 87.73 ซํ 

และ 88.1 ํซ ตามลำดับ (Figure 1)


	 1.2 ความจำเพาะ (specificity) และ

ความไว (sensitivity) ของ primer 


	 ผลการทดสอบความจำเพาะของ primer 

พบว่า primer ทั้ง 3 คู่ สามารถเพิ่มปริมาณ 

DNA จาก DNA ต้นแบบ และเซลล์แบคทีเรีย 

X. citri subsp. citri ที่พบในประเทศไทยทั้ง 

50 ไอโซเลท (Table 2) โดย primer 2/3 ให้

ค่า Cp ต่ำที่สุดที่ 18.54 และตรวจค่าสี SYBR 

green fluorescence สูง ถึง 36.343 (Figure 

2a) ส่วน primer D1/D2 ให้ค่า Cp ต่ำรองลง

มาที่ 19.61 และตรวจค่าสี SYBR green 

fluorescence สูงเท่ากับ primer 2/3 (Figure 

2b) ในขณะที่ primer VM3/VM4 ให้ค่า Cp 

สู งที่ 23 .33 และให้ค่ า SYBR green 
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manihotis, X campestris pv. campestris 
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และ X. oryzae pv. oryzae โดยให้ค่า Cp 

สูงกว่า 35 รอบ (Figure 3)  


	 จากผลการทดสอบความจำเพาะของ 

primer พบว่า primer D1/D2, primer 2/3 

และ primer VM3/VM4 มีความจำเพาะกับ

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri สาเหตุโรค
 

แคงเคอร์ โดยสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ได้

จากต้นแบบของแบคทีเรีย X. citri subsp. citri 

ที่พบในประเทศไทย ทั้ง 50 ไอโซเลท แต่ไม่

สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จากแบคทีเรียกลุ่ม 

Xanthomonas อื่น ๆ และแบคทีเรีย X. 

axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทย 

เป็นสายพันธุ์ canker A (ณัฎฐิมาและวงศ์, 

2546) ผลการทดสอบได้ผลเช่นเดียวกับรายงาน

ของ Hartung et al., 1993; ณัฏฐิมา และ

คณะ, 2548 และ Mavrodieva et al., 2004 


	 ผลการทดสอบความไวในการตรวจ

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri ของ primer 

ทั้ง 3 คู่ พบว่า primer D1/D2 และ primer 

2/3 สามารถตรวจเชื้อ X. citri subsp. citri ที่

ความเข้มข้นต่ำสุดของ DNA คือ 5 pg และ

ความไวในการตรวจของ primer VM3/VM4 

ความเข้มข้นต่ำสุดของ DNA คือ 500 pg 

(Table 3) ขณะที ่primer D1/D2, primer 2/3 

และ primer VM3/VM4 มีความเข้มข้นของ 

เซลลแ์บคทเีรยีตำ่สดุคอื 81 81 และ 8.1x106 

CFU/ml ตามลำดับ (Table 4) จากการทดสอบ

พบว่า primer D1/D2 และprimer 2/3 มี

ความไวในการตรวจการตรวจแบคทีเรีย X. citri 

subsp. citri ได้ดีกว่า primer VM3/VM4 โดย

สามารถตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ได้ในปริมาณที่ต่ำกว่า นอกจากนี้ primer 

VM3/VM4 ยังเกิด primer dimers ที่เกิดจาก

การจับกันเองของ primer ในหลุมที่มีปริมาณ

ความเข้มข้นของแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citr i ต่ำ ๆ โดยทำให้เกิด peak ในการ

วิเคราะห์ melting curve จำนวน 2 peak 

อาจเนื่องจากขนาดของผลผลิต PCR มีขนาด

Table 2 The specificity of primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4 for detection 

of Xanthomonas citri subsp. citri. using Real time PCR


Bacterial name
Cp Value by Real time PCR

Primer
D1/D2

Primer
2/3

Primer
VM3/VM4

X. axonopodis citri subsp. citri (50) 1/ 19.61 18.56 23.33
X. axonopodis pv. malvacearum >35 >35 >35
X. axonopodis pv. glycines >35 >35 >35
X. axonopodis pv. vesicatoria >35 >35 >35
X. axonopodis pv. differenbachiae >35 >35 >35
X. campestris pv. campestris >35 >35 >35
X. oryzae pv. oryzae >35 >35 >35
X. axonopodis pv. manihotis >35 >35 >35
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Figure 2 The sensitivity of primer D1/

D2(a), primer 2/3(b) and primer VM3/

VM4(c) for detection of Xanthomonas 

citri pv. citri suspension using Real time 

PCR.
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เล็ก primer มีโอกาสจับกันเองสูง ทำให้ไม่

สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายได้ดี 

(Chou et al. 1992) จากผลการทดลองการใช้

เทคนิค Real time PCR สามารถใช้ primer 

D1/D2 และ primer 2/3 ที่ให้ผลการทดสอบ

เหมือนกัน ทั้งความเฉพาะเจาะจงและความไว 





2. ทดสอบเทคนิค Real time PCR ในการ

ตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. citri จาก

ตัวอย่างโรคแคงเคอร์ 


	 ผลการทดสอบปฏิกิริยา Real time 

PCR ในการตรวจแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri จากตัวอย่างใบส้มโอที่เป็นโรคแคงเคอร์ 

ด้วย primer D1/D2 และ primer 2/3 พบว่า

เทคนิค Real time PCR สามารถตรวจพบ
 

Table 3 The specificity of primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4 for DNA 

detection on Xanthomonas citri subsp. citri. using Real time PCR


DNA concentration
primers
D1/D2

primers 
2/3

Primers
VM3/VM4

Cp Cp Cp
	 50	ng 20.92 22.22 28.46
	 5	ng 23.08 26.00 31.65
	 1	ng 25.58 29.67 32.75
	 500	pg 26.76 30.67 33.19
	 50	pg 29.02 32.36 >35
	 5	pg 33.06 33.88 >35
	 1	pg >35 >35 -
	 100	fg - - -

Table 4 The sensitivity of primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4 for detection of 

suspension of Xanthomonas citri subsp. citri. using Real time PCR 


Bacterial cells CFU/ ml
primers
D1/D2

primers
2/3

Primers
VM3/VM4

Cp Cp Cp
O.D. 0.1 

600 nm.
8.1x108 19.25 18.73 23.33

10-1 8.1x107 23.47 22.31 25.02
10-2 8.1x106 25.15 26.09 28.17
10-3 8.1x105 25.68 26.73 >35
10-4 8.1x104 26.72 29.71 >35
10-5 8.1x103 30.09 30.15 >35
10-6 8.1x102 30.18 32.19 >35
10-7 81 31.61 33.63 >35
10-8 8 35 35 -
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โรคแคงเคอร์ทั้ง 10 ตัวอย่าง (Table 5) 
 

เชน่เดยีวกบัการตรวจหาดว้ยวธิ ี standard PCR 

ที่ตรวจพบโรคแคงเคอร์ได้ 10 ตัวอย่างเช่นกัน 

และการแยกเชื้อด้วยอาหาร SX พบว่า โคโลนี

ของแบคทีเรีย X. citri subsp. citri เจริญใน

อาหาร ได้ทั้ง 10 ตัวอย่าง แต่การตรวจสอบ

โดยเทคนิค Real time PCR ด้วย primer 

D1/D2 และ primer 2/3 สามารถตรวจสอบ 

และทราบผลภายใน 2-3 ชม. โดยสามารถดูผล

การตรวจสอบตามเวลาที่แท้จริง จากหน้าจอ

ของเครื่อง Real time โดยไม่ต้องรอเสร็จสิ้น

ปฏิกิริยา และการตรวจดว้ยอาหาร SX medium 

ตอ้งใชเ้วลา 3-4 วนั จงึจะทราบผลวา่ตวัอยา่งใด

ปนเปื้อนด้วยแบคทีเรีย X. citri subsp. citri 
 

ดังนั้นการใช้เทคนิค Real time PCR จึงเป็น

เทคนคิทีม่ปีระสทิธภิาพ แมน่ยำ รวดเรว็ ปลอดภยั 

และประหยดัเวลา 





3. การทดสอบเทคนิค Real time PCR ใน

การตรวจหาเชื้อ X. citri subsp. citri จาก

แปลงปลูกส้มโอ


	 จากตัวอย่าง ส้มโอที่แสดงอาการของ

โรคแคงเคอร์ จำนวน 24 ตัวอย่าง และ

ตัวอย่างที่ยังไม่แสดงอาการจำนวน 26 ตัวอย่าง 

นำมาตรวจหาเชื้อ X. citri subsp. citri พบว่า 

เทคนิค Real time PCR โดยใช้ primer 2/3 

สามารถตรวจพบเชื้อ X. citri subsp. citri 

จำนวน 44 จาก 50 ตัวอย่าง คิดเป็น 88% 

โดยเทคนิค Real time PCR สามารถตรวจพบ

เชื้อ X. citri subsp. citri ในตัวอย่างที่ยังไม่

แสดงอาการ จำนวน 20 ตัวอย่างได้ เมื่อนำ

ตัวอย่างทั้งหมดแยกหาเชื้อ X. citri subsp. 

citri บนอาหาร SX medium สามารถแยกเชื้อ

ได้ 38 ตัวอย่าง (Table 6) และพบว่า 

ตัวอย่างที่แยกเชื้อได้ทั้ งหมด เป็นตัวอย่าง

Table 5 The detection of Xanthomonas citri subsp. citri in pomelo canker disease 

using Real time PCR compared to Standard PCR with primers D1/D2 and primer 2/3 

and selective media for Xanthomonas (SX medium)


Sample
Real time PCR Standard PCR

SX mediumPrimer D1/D2
Cp

Primer 2/3
Cp

Primer D1/D2 Primer 2/3

1 	 29	(+) 	 28	(+) + + +
2 	 21.65	(+) 	 20.65	(+) + + +
3 	 29	(+) 	 28	(+) + + +
4 	 27.08	(+) 	 26.60	(+) + + +
5 	 33	(+) 	 32.04	(+) + + +
6 	 34	(+) 	 33.65	(+) + + +
7 	 20.4	(+) 	 19.56	(+) + + +
8 	 30	(+) 	 28	(+) + + +
9 	 29.5	(+) 	 28	(+) + + +
10 	 28.6	(+) 	 27	(+) + + +
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เดียวกันกับที่ตรวจพบจากเทคนิค Real time 

PCR และตัวอย่างที่ตรวจด้วยเทคนิค Real 

time PCR แล้วไม่พบก็ไม่สามารถแยกเชื้อบน

อาหาร SX medium ได้เช่นกัน 


	 จากผลทดลองพบว่าการแยกหาเชื้อ X. 

citri subsp. citri บนอาหาร SX medium 

สามารถแยกเชื้อได้จำนวนน้อยกว่าการตรวจหา

เชื้อโดยเทคนิค Real time PCR เนื่องมาจาก

อาหาร SX medium เป็นอาหารเฉพาะ มีส่วน

ประกอบที่เป็นสารยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียหลายชนิดที่ไปลดการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri โดยพบว่า

ความสามารถในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

X. citri subsp. citri บนอาหาร SX medium 

(plating efficiency) อยู่ที่ 54.4 % แต่เทคนิค 

Real time PCR นั้นมีประสิทธิภาพในการ

ตรวจเซลล์ของเชื้อที่อยู่ในระยะ VBNC และ

เซลล์ที่ตายได้ (Wolf et al., 2000) จากผลการ

ทดลองจะเห็นได้ว่า การใช้เทคนิค Real time 

PCR เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ มีความไว

และความเฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเชื้อ X. 

citri subsp. citri สูง สามารถตรวจหาเชื้อที่มี

ปริมาณต่ำ





4. การตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง

แหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์


	 ผลการตรวจตัวอย่างส้มโอทั้ง 103 

แปลง พบแบคทีเรีย X. citri subsp. citri 

สาเหตุโรคแคงเคอร์ จำนวน 19 แปลง โดย

ตรวจพบในเดือน มีนาคม ปี พ.ศ. 2557 

จำนวน 11 แปลง และตรวจพบเพิ่มในเดือน 

มิถุนายน ปี พ.ศ. 2557 จำนวน 8 แปลง 

(Table 7) ทุกตัวอย่างที่ตรวจพบสามารถแยก

หาเชื้อ X. citri subsp. citri บนอาหาร SX 

medium ได้ ยกเว้นตัวอย่างที่มีค่า Cp 35 ซึ่ง

มีปริมาณเชื้อน้อยมาก ทำให้เชื้อไม่สามารถ

เจริญบนอาหารได้ แปลงปลูกส้มโอที่มีการตรวจ

Table 6 The efficacy of using Real time PCR methods for the detection of 

Xanthomonas citri subsp. citri from Pomelo in the Orchards.


Sample Total sample tested
(number)

Real time 
PCR1/ Isolation SX media2/

1. Sample with disease 
symptoms 

24 24 3/ 24

2. Sample without 
disease symptoms

26 20 14

Total 50 44 38
1/ Detection by Real time PCR 


2/ Detection of X. axonopodis citri subsp. citri on SX medium

3/ Detected X. axonopodis pv. citri samples
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พบเชื้อ X. citri subsp. citri ตั้งแต่ครั้งแรกใน

เดือนมีนาคม พ.ศ. 2557 จะถูกตัดออกไป ไม่มี

การตรวจแปลง และสุม่ตวัอยา่งมาตรวจละเอยีด 

ในห้องปฏิบัติการอีก ครั้งที่ 2 เดือนมิถุนายน 

ผลจากการตรวจหาแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง

แหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ ร่วมกับการ

สำรวจโรคในแปลง ทำให้ในปี พ.ศ. 2557 

สามารถรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรค
 

แคงเคอร์ได้จำนวน 84 แปลง ออกใบรับรอง
 

สขุอนามยัพชืไปยงัสหภาพยโุรป จำนวน 19 ฉบบั 

ปริมาณ 208,440 กก. รวมเป็นรายได้ของ

เกษตรกรผู้ปลูกส้มโอใน อ.เวียงแก่น คิดเป็น

มูลค่า 3,126,600 บาท และไม่พบการแจ้งเตือน

กลับจากประเทศปลายทาง (ข้อมูลจากด่านตรวจ

พืชเชียงของ) จากการดำเนินงานจะเห็นได้ว่า 

วิธีการนี้เป็นที่ยอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อการส่ง

ออกไปสหภาพยุโรป ทำให้ประเทศไทยสามารถ

เปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกต้อง ตามกฎ

Table 7 Result of Detection of Xanthomonas citri subsp. citri, causal agent of citrus 

canker for certification of canker free orchards 


Location
No. of 

Orchards

Detection in

March 2014

Detection in

June 2014

pass not pass pass not pass

Laikgown Weingkhen district 

Chiang Rai Province 

43 40 3 36 7

Muangyai Weingkhen district 

Chiang Rai Province

60 52 8 48 12

Total 103 92 11 84 19

ข้อบังคับของสหภาพยุโรป และสามารถใช้

เป็นต้นแบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออก

ไปประเทศอื่นที่กำหนดให้โรคแคงเคอร์เป็นศัตรู

พืชกักกันได้ 





สรุปผลการทดลอง

	 การตรวจสอบแบคทเีรยี Xanthomomnas 

citri subsp. citri ด้วยเทคนิค Real time 

PCR โดยใช้ primer D1/D2 และ primer 2/3 

ทีอ่อกแบบมาจาก ยนี avirulence/ pathogenicity  

(p thA gene) มีความเฉพาะเจาะจงกับ

แบคทีเรีย X. citri subsp. citri สายพันธุ์ 

canker A โดยสามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก 

DNA ต้นแบบและเซลล์แบคทีเรีย X. citri 

subsp. citri ทีพ่บในประเทศไทยทัง้ 50 ไอโซเลท 

มีความไวในการตรวจ ซึ่งที่ความเข้มข้นต่ำสุด

ของ DNA ในระดับ 5 pg และความเข้มข้นต่ำ

สดุของเซลลแ์บคทเีรยีทีต่รวจไดค้อื 81 CFU/ml 

นำไปทดสอบการตรวจหาแบคทีเรีย X. citri 
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subsp. citri จากตัวอย่างใบส้มโอที่เป็นโรค
 

แคงเคอร์จากแปลงปลูกที่ อ . เวี ยงแก่น 
 

จ. เชยีงราย จำนวน 10 ตวัอยา่ง สามารถตรวจ 

พบแบคทีเรียทุกตัวอย่าง วิธีการนี้สามารถตรวจ

พบแบคทีเรีย X. citri subsp. citri ได้อย่าง

แม่นยำทั้งในตัวอย่างที่แสดงอาการของโรค
 

แคงเคอรช์ดัเจน และตวัอยา่งทีย่งัไมแ่สดงอาการ 

วิธีการตรวจสอบแบคทีเรีย X. citri subsp. 

citri สาเหตุโรคแคงเคอร์ โดยเทคนิค Real 

time PCR เป็นวิธีตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพ 

มีความไว และความเฉพาะเจาะจง สามารถนำ

ไปใช้จริงในการตรวจรับรองแปลงตลอดระยะ

เวลาผลิตส้มโอของแปลงปลูกเพื่อการส่งออกไป

ยังสหภาพยุโรป ในปี พ.ศ. 2557 สามารถนำ
 

วิธีการไปใช้ตรวจรับรองแปลงปลูกส้มโอทั้งหมด 

84 แปลง โดยผลผลิตส้มโอที่ส่งไปไม่มีพบการ

แจ้งเตือนกลับจากประเทศปลายทาง ซึ่งวิธีการนี้

เป็นที่ยอมรับ ทำให้ประเทศไทยสามารถเปิด

ตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกต้อง ตามกฎข้อ

บังคับของสหภาพยุโรปและวิธีการนี้สามารถใช้

เป็นต้นแบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออก

ไปประเทศอื่นที่กำหนดให้โรคแคงเคอร์เป็นศัตรู

พืชกักกันได้
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