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Surveying and identification of Viroid in Citrus  group 
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บทคัดย่อ 
 การสํารวจและรวบรวมเช้ือไวรอยด์ของพืชตระกูลส้ม โดยการสํารวจและเก็บตัวอย่างพืช
ตระกูลส้ม ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง ส้มจุก  ส้มมือ มะนาว มะนาวสี           
มะนาวตาฮิติ และ มะกรูด ที่แสดงอาการ ใบบิดเบ้ียว ต้นโทรม ต้นแคระแกรน จากสวนเกษตรกรตาม
จังหวัดต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศ จํานวน 93 ตัวอย่างแล้วนํามาตรวจวินิจฉัยหาเช้ือไวรอยด์ด้วย
เทคนิค RT-PCR  โดยการใช้ไพร์เมอร์ จํานวน 8 คู่ ผลปรากฏว่าตรวจพบเช้ือไวรอยด์ จํานวน 20 
ตัวอย่าง จากน้ันคัดเลือกตัวอย่างพืชตระกูลส้ม จํานวน 3 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบเช้ือไวรอยด์มาโคลนน่ิง 
เพ่ือนําไปวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์ และหาความสัมพันธ์ของเช้ือไวรอยด์ของพืชตระกูลส้มด้วย
โปรแกรม Clustalw ผลปรากฏว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไม่มีความสัมพันธ์กับเช้ือไวรอยด์ของส้มที่มี 
อยู่ใน Genbank ซึ่งแสดงว่าไม่พบเช้ือไวรอยด์ในพืชตระกูลส้มในประเทศไทย 
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คํานาํ 
ส้มหรือพืชตระกูลส้ม (Citrus spp.)  เป็นไม้ผลที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึง

ที่มีศักยภาพในการผลิตและการส่งออก  รวมทั้งการบริโภคภายในประเทศ คาดการณ์กันว่าพ้ืนที่ปลูก
ส้มในปี 2547 มีมากกว่า 500,000 ไร่  และมีมูลค่าการซื้อขายผลิตประมาณ 3 หมื่นล้านบาท (กรม
วิชาการเกษตร, 2547) โรคและแมลงเป็นปัญหาสําคัญในการปลูกส้ม  แมลงที่สําคัญ ได้แก่ เพลี้ยไก่
แจ้ส้ม  เพลี้ยอ่อน และ เพลี้ยไฟ  โรคที่สําคัญ ได้แก่ โรคกรีนน่ิง  ทริสเทซ่า และแคงเคอร์ และ      
ในต่างประเทศยังมีรายงานโรคเกิดจากเช้ือไวรอยด์ซึ่งเป็น low molecular weight  RNAs ที่มีขนาด
เล็ก ไม่มีโปรตีนห่อหุ้ม เช่น โรค Citrus exocortis  โรค Cachexia และโรค Citrus bent leaf viroid  
ลักษณะอาการของโรค  ใบบิดเบ้ียว ต้นแคระแกรน  ต้นตอมีอาการเปลือกแตก รอยต่อระหว่างยอด
พันธ์ุกับต้นตอไม่สามารถเช่ือมต่อกันได้  (สมบูรณ์,2545)  โรคที่เกิดจากเช้ือไวรอยด์แพร่ระบาดไป
เกือบทั่วทุกประเทศทั่วโลกที่ปลูกส้มเพ่ือการค้า  เช่น สหรัฐอเมริกา  บราซิล สเปน อิสราเอล 
ออสเตรเลีย ญี่ ปุ่น อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และสามารถเป็นได้กับส้มทุกพันธ์ุ (ไมตรี,2540 ; 
Diener,1987; Singh and Dhar, 1998 ; Hull, 2002)  การแพร่ระบาดและการถ่ายทอดโรคไวรอยด์
ส่วนใหญ่ปนเป้ือนไปกับท่อนพันธ์ุ ทําให้การแพร่ระบาดของโรคเป็นไปอย่างรวดเร็ว (ดารุณี,2547)  
เน่ืองจากการขยายพันธ์ุส้มในประเทศไทยใช้การติดตา ตอนก่ิง ทาบก่ิง หากมีเช้ือไวรอยด์ติดไปกับ
ท่อนพันธ์ุจะเป็นการแพร่ระบาดของเช้ือไวรอยด์ได้เป็นอย่างดี  นอกจากน้ีมีการนําพันธ์ุส้มจาก
ต่างประเทศเข้ามาปลูกเพ่ือการค้าอาจเป็นอีกสาเหตุหน่ึงที่ทําให้มีการเกิดโรคไวรอยด์ในประเทศไทย 
(ไมตรี, 2540)  การศึกษาไวรอยด์ในพืชตระกูลส้มในประเทศไทยสามารถนํามาใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานใน
การป้องกันกําจัดโรค และ ใช้เป็นดัชนีการของโรคในประเทศไทยต่อไป 

 
 

วิธีดําเนนิการ 
อุปกรณ ์
1. เครื่อง  Thermal cycler 
2. Gel Documentation UV-transilluminator 
3. Gel electrophoresis 
4. เครื่องป่ันเหว่ียงความเร็วสูง 
5. สารเคมีทใีช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
6. เอ็นไซม์ต่างๆ ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
 
วิธีการ 

1.    สืบค้นข้อมูลลักษณะอาการผิดปกติของต้นส้มเมื่อถูกเช้ือไวรอยด์ เข้าทําลายและทาํการ
ออกแบบไพร์เที่มีความจําเพาะเจาะจงต่อเช้ือไวรอยด์ที่เข้าทําลายพืชตระกูลส้ม 
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2.    สํารวจและเก็บตัวอย่างส้มโชกุน  ส้มโอ มะนาว ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง    
ส้มจุก  ส้มมือ มะนาว มะนาวสี มะนาวตาฮิติ และ มะกรูด จากสวนเกษตรกรในจังหวัด เชียงราย 
เชียงใหม่ ลําปาง ตาก แพร่ ชัยนาท กาญจนบุรี  เพชรบุรี สมุทรสงคราม ปราจีนบุรี ตราด จันทบุรี 
เลย  สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และ กระบ่ี จํานวน  93 ตัวอย่าง          

3.    ทดสอบวิธีการสกัด อาร์เอ็นเอ ของเช้ือไวรอยด์ จากใบส้ม ซึ่งการสกัดอาร์เอ็นเอจากใบส้ม
ใช้ High Pure RNA Tissue Kit (Roche Applied Science)  
         4.    ตรวจสอบหาเช้ือไวรอยด์ด้วยเทคนิค Reverse  Transcription Polymerase  Chain 
Reaction (RT-PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์ จํานวน 8 คู่ พร้อมทัง้หาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห์
และเพ่ิมปริมาณอาร์เอ็นเอ  
         5.   ผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ถูกนํามาวิเคราะห์  โดยใช้ 2% agarose gel ใน 0.5X TAE 
buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ นาน 30 นาที นํามาย้อมด้วย 0.1% ethidium bromide 5 นาที 
แล้วตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation  UV-transilluminator 
         6.   นํา PCR product ที่ได้ไป clone ด้วย pGEM-T easy vector  
         7.    วิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ และ หาความสมัพันธ์ของเช้ือโรคกรีน่ิงในพืชตระกูลส้ม 
 
เวลาและสถานท่ี 

ระยะเวลา ตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 
สถานที่   กลุ่มวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

                          สวนส้มของเกษตรกร ใน ภาคเหนือ  ภาคกลาง  ภาคตะวันออก 
ภาคตะวันออกเฉลียงเหนือ  ภาคตะวันตก และภาคใต้ 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากการสืบค้นข้อมูลของเช้ือไวรอยด์ที่เข้าทําลายพืชตระกูลส้มพบว่าเมื่อส้มถูกเช้ือไวรอยด์
เข้าทําลายจะมีลักษณะใบบิดเบ้ียว ต้นแคระแกรน  ต้นโทรม  ต้นตอมีอาการเปลือกแตก รอยต่อ
ระหว่างยอดพันธ์ุกับต้นตอไม่สามารถเช่ือมต่อกันได้  จากน้ันทําการสํารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระส้ม
จากจังหวัดต่างๆ ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต้  ได้แก่ เชียงราย 
เชียงใหม่ ลําปาง ตาก แพร่ ชัยนาท กาญจนบุรี  เพชรบุรี สมุทรสงคราม ปราจีนบุรี ตราด จันทบุรี 
เลย สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และ กระบ่ี จํานวน  93 ตัวอย่าง  แล้วนํามาตรวจสอบหา        
เช้ือไวรอยด์ด้วยเทคนิค RT-PCR  จํานวนตัวอย่าง 8 คู่ ผลปรากฏว่าตรวจพบเช้ือไวรอยด์ จํานวน 20 
ตัวอย่าง จากน้ันคัดเลือกตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่ตรวจพบเช้ือไวรอยด์ มาโคลนน่ิงด้วย pGEM-T easy 
vector จํานวน 3 ตัวอย่าง เพ่ือนําไปวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์ และหาความสัมพันธ์ของ      
เช้ือไวรอยด์ของพืชตระกูลส้มด้วยโปรแกรม Clustalw 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
  จากการสํารวจ และรวบรวมเช้ือไวรอยด์ของพืชตระกูลส้ม  โดยการสํารวจและเก็บตัวอย่าง
พืชตระกูลส้มที่แสดงอาการคล้ายโรคที่เกิดจากเช้ือไวรอยด์ จากจังหวัดต่างๆ ในภาคเหนือ ภาคกลาง 
ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และ ภาคใต้  สามารถเก็บตัวอย่างได้ จํานวน 93  ตัวอย่าง และ        
เมื่อนํามาตรวจสอบหาเช้ือไวรอยด์ด้วยไพร์เมอร์จํานวน 8  คู่ ผลปรากฎว่ายังตรวจพบเช้ือไวรอยด์ 
จํานวน 20 ตัวอย่าง  จากน้ันคัดเลือกตัวอย่างพืชตระกูลส้ม จํานวน 3 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบเช้ือไวรอยด์ 
มาโคลนน่ิงด้วย pGEM-T easy vector  เพ่ือนําไปวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์และ                
หาความสัมพันธ์ของเช้ือไวรอยด์ของพืชตระกูลส้มด้วยโปรแกรม Clustalw ผลปรากฏว่าลําดับ         
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ไม่มีความสัมพันธ์กับเช้ือไวรอยด์ของส้มที่มีอยุ่ใน Genbank ซึ่งแสดงว่าไม่พบ       
เช้ือไวรอยด์ในพืชตระกุลส้มในประเทศไทย 
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