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5. บทคัดย่อ 
จากผลการศึกษาอาการใบหงิกในพืชตะกูลส้มที่ปลูกในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยพบว่า

ตัวอย่างส้มโอและมะนาวที่แสดงอาการลักษณะใบหงิกงอ บิด ด่างเป็นจุดจ้ าตามด้านหลังตามแนวเส้น
ใบและมีลักษณะเป็นรอยบาก (notch) เว้าเข้ามาด้านใดด้านหนึ่งของใบ ซึ่งอาการจะเห็นได้ชัดเจน
ในช่วงแตกใบอ่อน เกิดจากเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDav) จัดอยู่ใน
วงศ์ Gemiviridae ปัจจุบันมีรายงานในประเทศตุรกี (2012) และประเทศจีน (2015) เชื้อไวรัส 
CCDaV แพร่ระบาดจากการใช้ส่วนขยายพันธุ์ เช่น ตา, กิ่ง, การตอนกิ่ง ไม่พบการถ่ายทอดโรคทาง
เมล็ดพันธุ์และการถ่ายทอดโรคจากการกรีดสร้างบาดแผล พบระบาดใสสวนส้มโอและมะนาวในแหล่ง
ปลูกส าคัญของประเทศไทย 
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ABSTRACT 
From the study of the crinkly leaf symptoms in the pummelo orchards in different areas 

of Thailand, it was confirmed that samples of pummelos, lime and lemons showing crinkly 

leaves, twisting, blotches along midrib. Concave into one side of the leaf (notch) is noticeable. 

Symptoms is more observable during the young leaves stage. Based on symptoms, transmission 

through budding and PCR detection revealed that Citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDav) 

belonging to Geminiviridae is the causal agent of disease. Currently CCDav reported in Turkey 

(2012) and China (2015). Virus spread primarily due to the use of vegetative propagation (bud, 

shoot, marcotting). There is no evidence of disease spread by seeds or mechanical methods. 

The disease mainly found in pummelo and lime orchards across Thailand. 

Key words : Pummelo, pomelo, Crinkly leaves,CCDav, Citrus chlorotic dwarf association virus, 

Gemminivirus 

 

6. ค าน า                     
จากผลการศึกษาและส ารวจโรคกรีนนิ่งของส้มโอ อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายปี 

2555 ในโครงการศึกษาการจัดการปุ๋ยและการระบาดของโรคกรีนนิ่งของส้มโอในแหล่งปลูกพ้ืนที่
อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายนอกจากจะพบความเสียหายที่เกิดจากโรคกรีนนิ่งซึ่งมีผลกระทบ
ท าให้ผลส้มโอร่วงก่อนอายุการเก็บเกี่ยวและผลผลิตไม่มีคุณภาพ สร้างปัญหาอย่างให้กับ
เกษตรกรชาวสวนส้มในพ้ืนที่อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายแล้ว ยังพบโรคของส้มโออีกโรค
หนึ่งคือโรคใบหงิก (crinkly leaf disease) และเกษตรกรชาวสวนส้มได้กล่าวว่าเมื่อ 2 – 3 ปี ที่
ผ่านมาพบโรคระบาดเพียงเล็กน้อยประมาณ 5 – 10 เปอร์เซ็นต์ แต่ปัจจุบันโรคระบาดมากถึง 70 
– 80 เปอร์เซ็นต์และนับวันยิ่งจะเพ่ิมมากขึ้นทุก ๆ ปี บางสวนพบโรคเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ท า
ให้ผลผลิตลดลงและต้นที่แสดงอาการใบหงิกรุนแรง ผลส้มโอจะเกิดอาการแข็งด้าน ไม่มีคุณภาพ
และไม่เป็นที่ต้องการของตลาด ทางกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช ได้ท าการพิสูจน์เบื้องต้น ตามกรรมวิธีทางไวรัสวิทยา พบเพียงบางตัวอย่างประมาณ 
5 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นที่เป็นโรคไวรัสทริสเทซ่า แสดงว่าอาการใบหงิกของส้มโอไม่ได้มีสาเหตุเกิด
จากเชื้อไวรัสทริสเทซ่า แต่อาจเกิดจากเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน แม้ว่าไมตรีและคณะ (2529) ได้รายงาน
ว่าอาการใบหงิกที่เกิดบนมะนาวเป็นอาการชนิดหนึ่ง(strain) ของโรคทริสเทซ่า อาจจะเป็นเพราะ
มะนาวเป็นพืชตระกูลส้มที่อ่อนแอ (susceptible) ต่อไวรัสทริสเทซ่าโดยการน าโรคของแมลง



พาหะเพลี้ยอ่อน จึงตรวจพบเชื้อไวรัสเทริสเทซ่าทุกครั้ง ซึ่งตรงกันข้ามกับส้มโอที่ค่อนข้างทนทาน 
(tolerant) ต่อเชื้อไวรัสทริสเทซ่า (mixed infection) ในธรรมชาติ และอาการโรคใบหงิก
ดังกล่าวมีอาการคล้ ายกับโรค Citrus variegation ที่มีสาเหตุ เกิดจากเชื้ อไวรัส Citrus 
variegation virus (CVV) ที่ เ กิ ด กั บ พัน ธุ์ ส้ ม  Pleatine sweet lime ป ร ะ เทศ  Costarica 
( Moreira et al., 2011) ท าให้ส้มเกิดอาการใบหงิก ( Crinkly leaf ) บิดเบี้ยวและด่าง ( 
Chlorotic mottle ) ผลผลิตลดลงและไม่มีคุณภาพ ส าหรับประเทศไทยโรคนี้ยังไม่มีรายงานมา
ก่อน นอกจากจะพบเป็นกับส้มโอในพ้ืนที่อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายแล้ว ยังพบเกิดกับส้ม
โอในจังหวัดนครปฐม ราชบุรี พิจิตร สุโขทัย นครนายกและปราจีนบุรี และคงจะแพร่ระบาดไปยัง
จังหวัดอ่ืน ๆ อีก โดยน ากิ่งพันธุ์เป็นโรคขยายปลูก ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องท าการศึกษา
และพิสูจน์ว่าอาการใบหงิกที่เกิดบนส้มโอโดยเฉพาะอย่างยิ่งพันธุ์ทองดีว่ามีสาเหตุจากเชื้ออะไร
และสามารถถ่ายทอดแพร่ระบาดได้อย่างไร เพ่ือจะได้หาแนวทางอย่างมีประสิทธิภาพในการ
ป้องกันและควบคุมโรคต่อไปในอนาคต  

 



7. วิธีด าเนินการ                          
อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 
- ส้มโอ ส้มเขียวหวาน ส้มโชกนุ และมะนาว ที่มีอาการใหงิกหรือบิดเบี้ยวและต้นกล้าส้มโอพันธ์
ทองดี ส้มโอพันธุ์ขาวแตงกวา ส้มโอพันธุ์ทับทิมสยาม ส้มเขียวหวาน มะนาว และมะกรูด 
- ดินปลูกพืช ถุงเพาะช า ปุ๋ยเคมี 16-16-16 สารป้องกันก าจัดแมลง 
- มีดติดตา, กรรไกรตัดกิ่ง, เทปพันกิ่ง 
 
2. อุปกรณ์ห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
- เครื่องชั่งละเอียด (precision balance) 2 ต าแหน่ง 
- ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส (freezer) 
- ตู้ดูดควัน / ตู้ดูดไอสารเคมี (Fume Hood) 
- อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (water bath shaker) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
- เครือ่งเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) 
- เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 
- เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   
- หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 0.5, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
- ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
- ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป GeneJET Plant DNA Purification Mini Kit 
- GoTaq® Green Master mix (Promega, USA)  
- ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 1kb /100 bp DNA Ladder (Fermentas®)  
- Agarose  gel (SeaKem®) 
- ชุดไพรเมอร์ (Primer set) 
- พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega) 
 
 
 
 
 
 



- วิธีการ  
1. เก็บตัวอย่างใบและกิ่งส้มโอ 

เก็บตัวอย่างในแหล่งปลูกส้มโอที่มีอาการใบหงิกหรือบิดเบี้ยวคล้ายอาการจากเชื้อไวรัสเข้า
ท าลายจากแหล่งปลูกในภาคเหนือ กลาง อีสาน และ ภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย 
พิจิตร ชัยนาท ชัยภูมิ ปทุมธานี นนทบุรี นครปฐมชัยภูมิ สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช ภูเก็ต น า
ตัวอย่างกิ่งพันธุ์ที่เก็บมาท าการเสียบยอดหรือติดตาไว้บนต้นกล้าส้มโอทองดีที่ใช้เป็นต้นตออายุ
ประมาณ 6 – 8 เดือน ซึ่งเพาะจากเมล็ดส้มโอทองดีซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชสวน
เชียงราย ท าการเพาะเมล็ดโดยใช้วัสดุปลูกสูตรไทย-เยอรมัน เพ่ือป้องกันปัญหาโรครากเน่าโคนเน่า
เมื่อต้นกล้าอายุประมาณ  2 - 3 เดือน ท าการย้ายต้นกล้าใส่ในถุงพลาสติกขนาด 6 x 12 นิ้ว แล้วเก็บ
รักษาไว้ในโรงเรือนกันแมลงของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช ให้น้ าและปุ๋ย
อย่างสม่ าเสมอ และตัวอย่างใบไปสกัดสารพันธุกรรมเพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกและ
ระบุชนิดเชื้อไวรัสต่อไป 

 

2. การตรวจสอบและระบุเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 

 2.1 ท าการสกัดสารพันธุกรรม  
น าตัวอย่างใบส้มโอที่เก็บมาท าการสกัดดีเอ็นเอโดยชั่งตัวอย่างใบส้มโอ ประมาณ 0.2 กรัม น า

ใส่โกร่งแล้วเติมไนโตรเจนเหลวบดให้เป็นผงละเอียด สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป 

DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) และเติม AP1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรที่เติม 

RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น าใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 65 ºซ นาน 10 นาที 

จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column หมุนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  เก็บส่วนน้ าใส มาเติม absolute ethanol ปริมาตร 

1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column หมุน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

หมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ท าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไว้ที่  -  20  องศาเซลเซียส  

เพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ในขั้นต่อไป 

 

 



2.2 การตรวจสอบสาเหตุโรคไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR 

น าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ด้วยไพร์เมอร์ 

3202fw/6rev (Loconsole et al., 2012) เป็นตัวเริ่มต้นในการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมาย  จาก

ปฏิกิริยา PCR จะแสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 เบส  

ล าดับเบสคู่ไพรเมอร์  3202fw  และ 6rev  ดังนี้ 

 3202fw :  5’-GTTCTGTGTTTCGACCCGTT-3’ 

 6rev :  5’-GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA-3’ 

 ส่วนประกอบส าคัญท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)                7.0  ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ forward (3202fw) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ reverse (6rev) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 

- Green master mix            10.0   ไมโครลิตร 

- ดีเอ็นเอต้นแบบ         1.0 ไมโครลิตร 

     รวม    20.0   ไมโครลิตร 

น าส่วนประกอบการท าปฏิกิริยา PCR มาผสมกันแล้วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมาย ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 5 นาที  1 รอบ 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 30 วินาที  

ขั้นที่ 3: 54C  นาน 30 วินาที 

ขั้นที่ 4: 72C  นาน 30 วินาที (ข้ันที่ 2 - 4) 30 รอบ 

ขั้นที่ 5: 72C  นาน 7 นาที  1 รอบ  

น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1%  
gel agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 10 ไมโครลิตร  โดย
เปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน า  agarose gel  มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่าง



ศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย  ethidium 
bromide นาน 15 นาที  และแช่น้ าเปล่า 10 นาที และน าแผ่น agarose gel  มาส่องดูขนาดดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) ท าการบันทึกภาพและ
สรุปผลที่เกิดข้ึน 

2.3 การโคลนยีนเพื่อระบุเชื้อสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 

โคลน insert DNA จากข้อ 2.2  เข้าในพลาสมิดพาหะ pGEM–T easy vector (Figure 1 ) 

ตามระบบของ TA cloning system ที่แสดงไว้ในคู่มือโดยผสมส่วนประกอบต่างๆ ในหลอดปฏิกิริยา 

PCR ขนาด 0.5 ml ดังนี้ Ligation buffer (2x) 5 µl, pGEM-T easy vector 1 µl, PCR product 

(template) 2 µl, DEPC treated water  1 µl, T4 DNA ligase 1 µl ปริมาตรรวมเท่ากับ 10 µl 

โดยในระหว่างการเติมสารต่างๆ ต้องท าในกระติกน้ าแข็ง หลังจากนั้นน าไปเข้าเครื่อง thermal 

cycle โดยตั้งโปรแกรมคงที่ 4 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง การส่งถ่าย recombinant plasmid เข้าสู่

เซลล์เจ้าบ้าน ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ท าการเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ ปริมาตร10 µl ใส่ลง

ในหลอด ขนาด 1.5 มล.  จากนั้นจึงเติม competent cell ปริมาตร  50 µl  ผสมให้เข้ากันโดยใช้ไม

โครปิเปตกวนเบาๆ น าไปวางบนน้ าแข็ง 30 นาที จากนั้นย้ายลงในน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 42 C นาน 45 

วินาที และน าไปวางบนน้ าแข็งทันทีนาน 2 นาที จากนั้นจึงเติม  SOC medium ปริมาตร 950 มล.

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C พร้อมทั้งเขย่าด้วยความเร็วประมาณ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง

, น าสารละลายมา spread บนอาหาร LB+ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มที่อุณหภูมิ 37 C 

เป็นเวลา 14 – 17 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนี E. coli บนอาหาร LB+ampicillin ลักษณะโคโลนี กลม, 

ใส, ขนาดเล็ก ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะโคโลนีที่คัดเลือกมาแตะบนจานอาหาร LB+ampicillin ที่มี

ช่องตารางหมายเลขก ากับ น าไม้จิ้มฟันที่แตะเชื้อหย่อนลงบนอาหาร LB ปริมาตร 4 ml + 

ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm (เพ่ือสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ)  เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 37 C  ข้ามคืน ใช้ลูปเขี่ยเชื้อ E. coli โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกอยู่บนอาหาร LB + 

ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มไว้ 37 oC ข้ามคืน จากนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในหลอด 

ขนาด 1.5 ml ที่มีอาหาร LB + ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm เอียง บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 oC 

ข้ามคืนจากนั้นจึงส่งไปท าการหาล าดับเบสที ่First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

แล้วน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์เชื้อไวรัสที่มี

รายงานใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) 

 



3. การถ่ายทอดเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus  

3.1 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสโดยวิธีกรีดแผลบนต้นกล้า 
น าตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าส้มโอทองดีที่ได้รับการตรวจยืนยันว่าเป็นโรคใบหงิกแล้วด้วย

เทคนิคพีซีอาร์และแสดงอาการใบหงิก บิดงอ และด้านหลังใบมีอาการจุดซ้ าตามแนวเส้นใบมาบดให้
ละเอียดใน Phosphate buffer pH 7.2 และแช่สารละลายไว้ในกระติกน้ าแข็ง หลังจากนั้นใช้มีดติด
ตาจุ่มในสารละลายแล้วน าไปกรีดบนต้นกล้าส้ม 7 ชนิด ได้แก่ ส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้ม
ทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด จ านวน ชนิดละ 3 ต้น จากนั้นน าไปเก็บรักษาไว้
ในเรือนเพ่ือสังเกตอาการและน ามาตรวจหาใช้ไวรัสในระ 3 เดือน และ 6 เดือน ต่อไป 
3.2 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสทางเมล็ดพันธุ์ 

เพาะเมล็ดจากผลส้มโอจากต้นส้มโอทองดีที่เป็นโรคใบหงิก (Figure 7) ท าการย้ายต้นกล้า

จ านวน 200 ต้น หลังจากเพาะเมล็ด 60 วัน แล้วเก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง เพ่ือสังเกตอาการโรคและ

น าตัวอย่างใบไปสกัดดีเอ็นตามวิธีการในข้อ 2.1ส าหรับการตรวจด้วยเทคนิค PCR เพ่ือยืนยันการเกิด

โรคใบหงิกในต้นกล้าส้มโอทองดี จ านวน 2 ครั้ง ครั้งที่ 1 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดีอายุ 6 เดือน และ 

ครั้งที่ 2 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดี 12 เดือน ตามล าดับ 

- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2560-กันยายน 2562 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยา และ สวนส้มโอเกษตรกร   

ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. เก็บตัวอย่างใบและกิ่งส้มโอที่มีอาการใหงิก 
เก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการใบหงิก บิดเบี้ยว ม้วนงอ รูปร่างผิดปกติคล้ายกับอาการที่

เกิดจากการถูกเชื้อไวรัสเข้าท าลายในแปลงปลูกส้มโอ , มะนาวและส้มเขียวหวาน (Figure 2) ใน
ภาคเหนือ กลาง อีสาน และ ภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย จ านวน 5 ตัวอย่าง  
สุโขทัย 3 ตัวอย่าง จังหวัดชัยนาท 7 จังหวัดนนทบุรี 1 ตัวอย่าง นครปฐมชัยภูมิ 3 ตัวอย่าง จังหวัด
ชุมพร 1 ตัวอย่าง จังหวัดนครศรีธรรมราช 4 ตัวอย่าง จังหวัดภูเก็ต 2 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 35 
ตัวอย่าง (Table 1) น าตัวอย่างกิ่งพันธุ์ที่เก็บมาท าการเสียบยอดไว้บนต้นกล้าส้มส้มโอ (Figure 3) และ
ตัวอย่างในน าไปสกัดสารพันธุกรรมเพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิก 

 
2. การตรวจสอบและระบุเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 

2.1 การเชื้อสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอและมะนาว 
 ตัวอย่างส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มโอทับทิมสยาม มะนาวแป้น และ มะนาว

ตาฮิติ ที่เก็บมาจากแปลงเกษตรกร (ตารางที่ 1) รวม จ านวน 35  ตัวอย่าง น ามาสกัดดีเอ็นเอ

และท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเชื้อไวรัสด้วยไพรเมอร์ 3202 fw/6rev (Loconsole et 

al., 2012) ด้วยเทคนิค PCR พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอได้ขนาดประมาณ 444 bp 

(Figure 4)  

2.2 การระบุสาเหตุสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอ 
สกัดดีเอ็นเอจากต้นส้มโอที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อโรคใบหงิก (Figure 3) ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ

ส าเร็จรูป GenUP™ Plant DNA kit ด้วย Lysis buffer จะได้สารละลายดีเอ็นเอของโรคใบหงิกไว้ส าหรับ
ตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามาการตรวจสอบอาการใบหงิกใน
ส้มโอด้วยเทคนิค PCR โดยคู่ใช้ไพร์เมอร์ 3202fw/6rev (Loconsole et al., 2012) และตรวจสอบผลด้วย
เทคนิค Gel electrophoresis พบว่า ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 bp (Figure 4) ท าการโคลนยีนน า
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 bp มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส าเร็จรูป QIAquickGel Extraction Kit 
(Qiagen, Germany) และน ามาเชื่อมเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega)  (Figure 
1)  ด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase และท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสมสอดแทรกด้วย
เทคนิค colony PCR แล้วท าการสกัดพลาสมิดลูกผสมด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Plasmid Mini Kit QIAGEN 
(QIAGEN, Germany) และตรวจสอบผลด้วยเทคนิค Gel electrophoresis พบว่า แสดงแถบดีเอ็นเอของพ
ลาสมิดสายผสมของชิ้นดีเอ็นจากคู่ไพรเมอร์3202fw/6rev มีขนาดประมาณ 400 bp (Figure 4)  แล้ว
น าส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จ านวน 2 โคลน ด้วยเครื่องวิเคระห์  automated DNA sequencer 



(the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn 
Bhd ประเทศมาเลเซีย หลังจากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ซึ่งมีความความยาว 444 เบส (Figure 5) มา
วิ เคราะห์ เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลี โอไทด์ที่ มี รายงานในฐานข้อมูลฐานข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) ด้ วย โปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
BLAST) พบว่ามีความเหมือนกับ Citrus chlorotic dwarf associated virus isolate YN-EL4 (Sequence 
ID: KX840470.1) ที่ระดับความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสที่มีรายงานจากประเทศจีน (Zhou 
et al, 2017) 

 
3. การถ่ายทอดสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอ 

3.1 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสโดยวิธีกล 
ต้นกล้าส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว 

มะกรูด จ านวน ชนิดละ 3 ต้น ที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated 

virus  สาเหตุของโรคใบหงิกส้มโอ โดยวิธีกลด้วยการกรีดสร้างแผลบนต้นกล้า (Figure 6) พบว่าหลัง

การถ่ายทอดเชื้อไวรัสนาน  3 เดือน และ 6 เดือน ไม่พบต้นกล้าส้มทั้ง 7 ชนิดแสดงอาการของโรคใบ

หงิกส้มโอและเมื่อน าตัวอย่างใบมาสกัดดีเอ็นเอและตรวจด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าไม่ปรากฎแถบดี

เอ็นของเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกในทุกตัวอย่าง  

3.2 การถ่ายทอดทางเมล็ดพันธุ์ 
ต้นกล้าส้มโอทองดีจ านวน 200 ต้น ซึ่งเพาะเมล็ดจากผลส้มโอของต้นส้มโอทองดีที่เป็นโรคใบ

หงิก ที่เก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง พบต้นกล้าส้มโอแสดงอาการใบบิดเล็กน้อยในบางตัวอย่าง ลักษณะ
คล้ายอาการรอยบาก(notch) ซึ่งเป็นอาการอย่างหนึ่งที่พบในต้นส้มโอหรือมะนาวที่เป็นโรคใบหงิก 
แต่เมื่อน ามาตรวจยืนยันด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 2 ครั้ง เมื่อกล้าส้มโอ อายุ 6 เดือน และ 12 เดือน ไม่พบ
แถบดีเอ็นเป้าหมายของเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus  สาเหตุของโรคใบหงิก
ส้มโอ (Figure 8) 

 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

อาการใบหงิกในพืชตะกูลส้มที่ปลูกในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยพบว่าตัวอย่างส้มโอและ

มะนาวที่แสดงอาการลักษณะใบหงิกงอ บิด ด่างเป็นจุดจ้ าตามด้านหลังตามแนวเส้นใบและมีลักษณะ

เป็นรอยบาก (notch) เว้าเข้ามาด้านใดด้านหนึ่งของใบ ซึ่งอาการจะเห็นได้ชัดเจนในช่วงแตกใบอ่อน 

ส่วนในใบที่โตเต็มที่แล้วไปจนถึงใบแก่สังเกตเห็นอาการโรคได้ยาก เกิดจากเชื้อไวรัส Citrus chlorotic 



dwarf associated virus (CCDaV) ปัจจุบันมีรายงานในประเทศตุรกี (2012) และประเทศจีน (2015) 

เชื้อไวรัส CCDaV สันนิษฐานว่ามีแมลงหวีขาว 2 ชนิด คือ ในประเทศตุรกี Parabemisia myricae 

Kuwana (Bayberry whitefly) ส่วนในประเทศจีนตรวจพบเชื้อไวรัสในแมลงหวี่ขาว Dialeurodes 

citris Ashmead (Citrus whitefly) แต่ปัจจัยหลักท่ีท าให้เกิดจากแพร่ระบาดคือการใช้ส่วนขยายพันธุ์ 

เช่น ตา, กิ่ง, การตอนกิ่ง จากต้นที่มีเชื้อไวรัสแล้วน าไปขยายพันธุ์ ในสวนหรือแหล่งปลูกใหม่ ๆ 

โดยเฉพาะการซื้อกิ่งตอนครั้งละมาก ๆ ท าให้มีโอกาสสูงที่เชื้อไวรัสจะติดไปกับกิ่งตอนเนื่องจากไม่

ปรากฎอาการหรือสับสนกับอาการที่เกิดจากแมลงเข้าท าลาย และจากการตรวจต้นกล้าส้มโอทองดี 

200 ต้น ที่เพาะจากต้นส้มโอที่เป็นโรคใบหงิกเมื่อ อายุ 6 เดือน และ 12 เดือน ไม่พบแถบดีเอ็น

เป้าหมายของเชื้อไวรัส CCDaV สาเหตุของโรคใบหงิกส้มโอ และไม่พบการเกิดโรคใบหงิกส้มโอ จาก

ต้นกล้าส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มโอทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด ที่

ได้รับการถ่ายทอดโรคโดยการกรีดสร้างบาดแผล ดังนั้นเกษตรกรที่จะท าการสร้างสวนใหม่หรือน ากิ่ง

พันธ์ส้มโอและมะนาวไปปลูกในพ้ืนที่ใหม่ควรจะต้องท าการเลือกกิ่งพันธุ์จากต้นแม่พันธุ์ที่ไม่มีอาการ

ใบหงิก ใบด่าง ข้อหดสั้น ของเชื้อไวรัส CCDaV โดยการเดินสังเกตอาการรอบ ๆ ต้นแม่พันธุ์ในช่วงที่มี

การแตกยอดอ่อนจะเห็นอาการได้ชัดเจน และเมื่อน าไปปลูกแล้วให้หมั่นตรวจสอบเมื่อต้นกล้าส้มโอ

หรือมะนาวมีการแตกยอดใหม่ หากพบอาการอาการใบหงิก ใบด่างให้ท าการก าจัดทิ้งทันที่โดยการ

ถอนแล้วฝังกลบและเนื่องจากเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสจึงไม่มีสารเคมีในการป้องกันก าจัดในปัจจุบัน



การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

- สามารถใช้เป็นค าแนะน าในการเลือกต้นกล้าส้ม กิ่งตอน หรือ ตาพันธุ์ส้มชนิดต่าง ๆ เพ่ือ
ป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัส 

- เป็นประโยชน์กับเกษตรกรผู้ปลูกพืชตระกลูส้มทุกชนิด เช่น ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้ม
โอ มะนาว มะกรูด  หากเกษตรกรมีต้นกล้าส้ม กิ่ง ตา พันธุ์ที่สะอาดเพ่ือน าไปปลูกจะ
เป็นการลดความเสียหายที่จะเกิดข้ึนกับผลผลิต  และเป็นการลดแหล่งสะสมของโรคและ
แมลงพาหะ 

กลุ่มเป้าหมาย    
  - หน่วยงานและนักวิชาการที่เก่ียวข้องทั้งภาคภาครัฐและภาคเอกชน 
  - เกษตรกร 
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13. ภาคผนวก 
 

Table 1 Crinkly leaf samples from pummelo and lime 
Provinces Plant No. 

Chiang rai Pummelo (Thong Dee cultivar) 5 
Sukhothai Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 

Chainat Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 

Chainat Pummelo (Khao Tang Kwa cultivar) 4 
Chainat Tahiti lime 2 

Pathum Thani Lime (Manao pan cultivar) 1 

Nakhon Pathom Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 
Nonthaburi Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 

Chaiyaphum Pummelo (Thong Dee cultivar) 5 

Chumphon Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 
Nakhon Si Thammarat Pummelo (Tubtim Siam cultivar) 3 

Nakhon Si Thammarat Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 
Nakhon Si Thammarat Lime (Manao pan cultivar) 1 

Phuket Pummelo (Tubtim Siam cultivar) 1 

Phuket Lime (Manao pan cultivar) 1 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 pGEM® - T easy vector map 
 

 
 
Figure 2 Crinkly leaf disease symptoms on pummelo and lime orchards (A-B) 
symptoms on lime form Chainat and Nakhon Si Thammarat provinces, (C-D) 
Symptoms on Pummelo (Thab Tim Saim cultivar) and Pummelo (Thong Dee cultivar) 
from Nakhon Si Thammarat and Chaiyaphum provinces. 

 



 
Figure 3 Pummelo seedlings show crinkly disease symptoms (A), Symptoms on 
young leaves is noticeable (B), Concave into one side of the leaf (C), Blotchy 
symptoms along midrib on lower surface of the leaf 
 

 
 
Figure 4 Gel electrophoresis of crinkly leaf samples show PCR product about  444 bp 
Electrophoresis is on 1.5% agarose gel of DNA amplified using 3202fw/6rev primers 
 
 
 
 
 
 
 



 
Figure 5 Nucleotide sequence (444 bp) of crinkly leaf pummelo from Chinat province 

is most similar to Citrus chlorotic dwarf associated virus from China  

 

 

 

 

 

 

Figure 6  The incision wound on the seedlings to transmit the crinkly leaf disease (A) 
Seedlings keep in the greenhouse to observe symptoms and transmission. 
 
 

 

 

 

 

Figure 7 Pummelo (Thong Dee cultivar) seeds and seedlings from infected tree (A) 

Vigor seeds (left), abortion seed (right); (B) Pummelo seedlings 
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Figure 8 Pummelo seedings (Thong Dee cultivar) from infected trees uninfected with 
crinkly leaf disease 

 

 


