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บทคัดย่อ 
โรคกรีน น่ิงหรือโรคใบเหลืองต้นโทรมเป็นโรคที่สํ าคัญของพืชตระกูลส้ม  ไ ด้แก่ 

ส้มเขียวหวาน  ส้มโชกุน  ส้มโอ  และ มะนาว ต้นส้มที่ได้รับเช้ือแสดงอาการใบเล็กเหลือง  ช้ีต้ัง  คล้าย
กับอาการขาดธาตุอาหาร  ซึ่งการวินิจฉัยโรคด้วยสายตาไม่สามารถยืนยันการเป็นโรคได้ แต่เมื่อนํา
เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาโดยเฉพาะ PCR นอกจากจะใช้ในการตรวจสอบโรคแล้วยังสามารถใช้ใน
การจําแนกชนิดของเช้ือโรคกรีนน่ิงได้อีกด้วย  การสํารวจและจําแนกเช้ือโรคกรีนน่ิงจากแหล่งปลูกส้ม
ตามภาคต่างๆในประเทศไทย โดยการสํารวจและเก็บตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง 
ส้มจุก  ส้มมือ มะนาว มะนาวสี มะนาวตาฮิติ และ มะกรูด ที่แสดงอาการโรคกรีนน่ิง จํานวน 98 
ตัวอย่าง นํามาตรวจสอบหาเช้ือโรคกรีนน่ิงด้วยเทคนิค PCR ผลปรากฏว่าตรวจพบเช้ือโรคกรีนน่ิงจาก
ตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และมะนาว จํานวน 62 ตัวอย่าง จากน้ันคัดเลือกตัวอย่าง
ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูลมะนาว จํานวน 12 ตัวอย่าง   เพ่ือเป็นตัวแทนของพืช
ตระกูลส้มมาทําการโคลนนิ่ง และวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์และหาความสัมพันธ์ของเช้ือโรคกรีนน่ิง
ของพืชตระกูลส้มด้วยโปรแกรม Clustalw ตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูลมะนาว 
ทั้งหมดอยู่ในกลุ่ม Candidatus Liberibacter asiaticus   
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง   09-02-49-01-02-01-33-51 
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คํานาํ 
 

โรคกรีนน่ิงหรือโรคใบเหลืองต้นโทรมเป็นโรคที่สําคัญที่สุดของพืชตระกูลส้ม กําลังสร้างปัญหา
และความเสียหายให้กับหลาย ๆ ประเทศที่ปลูกส้มอย่างมากมาย  โดยเฉพาะอย่างย่ิงประเทศท่ีอยู่ใน
แถบทวีปเอเชียมากถึง 16 ประเทศด้วยกัน  เช่น จีน  ไต้หวัน  พม่า  ลาว  เวียดนาม  กัมพูชา  
มาเลเซีย  อินโดนีเชีย  ฟิลิปปินส์  อินเดีย  เนปาล  ศรีลังกา  บังคลาเทศ  ปากีสถาน  ซาอุดิอาระเบีย 
และรวมถึงประเทศไทยด้วย (Garnier and Bove, 1995) เช้ือสาเหตุของโรเกิดจากเช้ือแบคทีเรียที่
อาศัยอยู่ในท่ออาหาร  ซึ่งมีแมลงเพลี้ยไก่แจ้ส้มเป็นพาหะนําโรค เป็นโรคที่มีความสําคัญของพืชตระกูล
ส้ม เช่น ส้มเขียวหวาน ส้มสายนํ้าผึ้ง ส้มโอ ส้มเช้ง ส้มตรา มะนาว และ มะกรูด ต้นส้มที่ได้รับเช้ือ
แสดงอาการใบเล็กเหลือง  ช้ีต้ัง คล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร  ผลผลิตลดลงไม่มีคุณภาพ และมักจะ
ร่วงก่อนอายุการ เก็บเก่ียว ต้นส้มจะแสดงอาการทรงกับทรุดอยู่ หลายปีสุดท้ายก็จะตายไปในที่สุด 
(ไมตรี 2534, 2544)  เน่ืองจากอาการของโรคคล้ายอาการ   ขาดธาตุอาหารทําให้การวินิจฉัยโรคด้วย
สายตาไม่สามารถยืนยันการเป็นโรคได้  ดังน้ันการนําเทคนิคทางด้านอนูชีววิทยาโดยเฉพาะ PCR 
นอกจากจะใช้ในการตรวจสอบโรคแล้วยังสามารถใช้ในการจําแนกชนิดของเชื้อโรคกรีนน่ิงโดยเฉพาะ 
primer ส่วน 16S rDNA และ 16S/23S intergenic region (Jagoueix et al,1994)   ปัจจุบัน 
พบว่า เช้ือโรคกรีนน่ิงแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ Candidatus Liberibacter asiaticus  Candidatus 
Liberibacter africanum  และ Candidatus Liberibacter americanus (Coletta-Filho et 
al,2004) สําหรับประเทศไทยเช้ือโรค กรีนน่ิงอยู่ในกลุ่ม Candidatus Liberibacter asiaticus 
(Ohtsu,1998) แต่เน่ืองจากพืชตระกูลส้มในประเทศไทยมีความหลากหลาย  ดังน้ันจึงจําเป็นต้อง
สํารวจและจําแนกเช้ือโรคกรีนน่ิงภายในประเทศไทยว่าอยู่ในกลุ่ม asiaticus เพียงกลุ่มเดียวหรือไม่ 
และเพ่ือหา strain ของเช้ือโรคกรีนน่ิงในประเทศไทย  เพ่ือนําไปใช้ประโยชน์ในการหาพันธ์ุต้านทาน
โรคต่อไป 

 

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

1.      สืบค้นการจัดจําแนกเช้ือโรคกรีนน่ิง ซึ่งพบว่า ไพร์เมอร์ในช่วง 16S rDNA และ 16S / 
23S rDNA ซึ่งเป็นไพร์เมอร์ที่เหมาะสมท่ีสามารถจําแนกเชื้อโรคกรีนน่ิง จาก strain  asiaticus  
africanum และ americanus จากน้ันสังเคราะห์ไพร์เมอร์จํานวน  2  เส้น   

2.     สํารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มชนิดต่าง เช่น ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง 
ส้มจุก ส้มมือ มะนาว มะนาวสี มะนาวตาฮิติ และมะกรูด ที่แสดงอาการโรคกรีนน่ิงจากจังหวัด 
เชียงราย เชียงใหม่ ลําปาง ตาก แพร่ ชัยนาท กาญจนบุรี  เพชรบุรี สมุทรสงคราม ปราจีนบุรี ตราด 
จันทบุรี เลย สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และ กระบ่ี จํานวน  98 ตัวอย่าง 

3.     สกัดดีเอ็นเอ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Jagoueix et al. (1994) และ Nakashima et al. 
(1996)   โดยนําเส้นกลางใบของส้มโอ 0.5 กรัม บดในโกร่งกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด  

จากน้ันเติมสารละลาย 2% CTAB buffer 1 มิลลิลิตร (2% CTAB,1.4M NaCl, 20mM EDTA, 1% 
Polyvinylpyrrolidone (40,000))  ดูดสารละลายใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วนําไปป่ัน
เหว่ียงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที  นาน 5 นาที  ดูดของเหลวส่วนบนปริมาณ 500 ไมโครลิตรใส่
ในหลอดใหม่ แล้วเติมสารละลาย Chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 1 เท่าตัวเขย่าเบาๆ ให้เข้า
กัน แล้วนําไปป่ันเหว่ียงที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที   จากน้ันดูดเอาสารละลายส่วนบนที่เป็น
ของเหลวใสและไม่มีสีเขียวปริมาณ  100 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่เติมสารละลาย isopropanol 1 
เท่า เขย่าให้เข้ากันแล้ว แช่ในตู้เย็น  -20 oC  นาน 15-30 นาที  จากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที  นาน 5 นาที  ที่อุณหภูมิ  4 oC เก็บตะกอนที่ได้ คือ ตะกอนดีเอ็นเอ  ทําการล้าง
ตะกอน   ดีเอ็นเอด้วยแอลกอฮอล์   70 % นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 3 
นาที   เทสารละลายแอลกอฮอล์ทิ้งนําไป ทําให้แห้งและละลายตะกอนดีเอ็นเอ ด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ 
จํานวน 30 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC 
 4.     ตรวจหาเช้ือโรคกรีนน่ิงและเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR  และหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การตรวจสอบและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ถูกนํามาวิเคราะห์   โดยใช้ 1.5 % 
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 

5.     นํา PCR product ที่ได้ไป clone ด้วย pGEM-T easy vector  
6.     วิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ และหาความสัมพันธ์ของเช้ือโรคกรีนน่ิงในพืชตระกูลส้ม 
 

เวลาและสถานท่ี 
ระยะเวลา ตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 
สถานที่   กลุ่มวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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สวนส้มของเกษตรกร จากจังหวัดต่างๆใน ภาคเหนือ  ภาคกลาง             
ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉลียงเหนือ ภาคตะวันตก และภาคใต้ 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 จากการสํารวจและสุ่มเก็บตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง ส้มจุก  ส้มมือ 
มะนาว มะนาวสี มะนาวตาฮิติ และ มะกรูด ที่แสดงอาการของโรคกรีนน่ิง จากจังหวัดต่างๆ ใน
ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต้ ได้แก่ เชียงราย เชียงใหม่ ลําปาง ตาก 
แพร่ ชัยนาท กาญจนบุรี  เพชรบุรี สมุทรสงคราม ปราจีนบุรี ตราด จันทบุรี เลย สุราษฎร์ธานี 
นครศรีธรรมราช และ กระบ่ี จํานวน  98 ตัวอย่าง แล้วนํามาตรวจสอบหาเชื้อโรคกรีนน่ิงด้วยเทคนิค 
PCR  ผลปรากฏว่า ตรวจพบเช้ือโรคกรีนน่ิง จากตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ ส้มเช้ง  และ
ตระกูลมะนาว จํานวน  62 ตัวอย่าง คัดเลือกตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูล
มะนาว ที่ตรวจพบเช้ือโรคกรีนน่ิง นํามาโคลนน่ิง ด้วย pGEM-T easy vector เพ่ือนําไปวิเคราะห์หา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ และหาความสัมพันธ์ของเช้ือโรคกรีนน่ิงของพืชตระกูลส้มด้วยโปรแกรม Clustalw 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
  จากการสํารวจและจําแนกเช้ือโรคกรีนน่ิงของพืชตระกูลส้ม โดยการสํารวจและเก็บ
ตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่แสดงอาการโรคกรีนน่ิง จากจังหวัดต่างๆ ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต้ จํานวน 98 ตัวอย่าง ตรวจพบเช้ือโรคกรีนน่ิง จํานวน          62 
ตัวอย่าง   จากน้ันคัดเลือกตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูลมะนาว ที่ตรวจพบเช้ือ
โรคกรีนน่ิง จํานวน 12 ตัวอย่าง เพ่ือเป็นตัวแทนของพืชตระกูลส้มมาทําการโคลนน่ิง และวิเคราะห์
ลําดับนิวคลีโอไทด์และหาความสัมพันธ์ของเช้ือโรคกรีนน่ิงของพืชตระกูลส้มด้วยโปรแกรม Clustalw 
ตัวอย่างส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูลมะนาว ทั้งหมดอยู่ในกลุ่ม Candidatus 
Liberibacter asiaticus   
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