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บทคัดย่อ 
 

  คัดเลือกต้นส้มโอพันธุ์ทับทิมสยามในแปลงปลูกท่ีสมบูรณ์ และไม่มี

อาการของโรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบิง จากสวนส้มท่ีมีอายตุ้น 4 ปี และสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี 

ในเขต ต าบลคลองน้อย อ าเออปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช แบง่ต้นท่ีคดัเลือกได้ในแตล่ะสวน

เป็น 2 กลุม่กลุม่แรกตรวจหาเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบงิ โดยใช้เทคนิคอีไลซ่า และ 

พีซีอาร์ ตามล าดบั กลุ่มสองไม่มีการตรวจเชือ้ ผลการตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัสในต้นส้มโอใน

แปลงปลกูของกลุ่มตรวจโรคจากสวนอาย ุ4 ปี และสวนอาย ุ8 ปี คิดเป็น 35% (7/20 ต้น) และ 

25% (5/20 ต้น) ตามล าดบั และพบเชือ้ฮวงลองบิงของต้นส้มในแปลงปลกูกลุ่มตรวจโรคจากสวน

อาย ุ4 ปี คิดเป็น 5% (1/20 ต้น) แตต่รวจไม่พบเชือ้ชนิดนีใ้นต้นส้มท่ีคดัเลือกเป็นกลุ่มตรวจโรค

จากสวนอาย ุ8  ปี ตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลูกกลุ่มผ่านการตรวจแล้วไม่พบเชือ้ และจากต้นใน

กลุ่มไม่ผ่านการตรวจเชือ้จากสวนท่ีมีอายตุ้นแตกตา่งกันคือ 4 และ 8 ปี เม่ือก่ิงตอนมีอายุ 45 วนั 

ย้ายลงถุงและปลกูเลีย้งให้เป็นต้นแม่พนัธุ์ในโรงเรือนตาข่ายกนัแมลง ผลการตรวจโรคบ่งชีว้่าต้น

แม่พนัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิงตอนปลอดจากโรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบิงจ านวนทัง้สิน้  253/254 ต้น 

และพบต้นแมพ่นัธุ์ตดิเชือ้ฮวงลองบงิเพียงชนิดเดียวจ านวน 1/44 ต้น จากต้นแม่พนัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิง

ตอนของต้นในแปลงปลกูกลุ่มท่ีไม่ตรวจเชือ้ท่ีมีอาย ุ8 ปี ส าหรับอตัรารอดของก่ิงตอนท่ีใช้ผลิตต้น

แม่พนัธุ์จากต้นในแปลงปลกูอายุ   4 ปี สงูกว่าการตอนจากต้นท่ีมีอาย ุ8 ปี คือ 77% และ 50% 

ตามล าดบั เม่ือน าตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่เจริญมาจากก่ิงตอนมาผลิตก่ิงพนัธุ์โดยวิธีการติดตา พบว่า

การใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ซึ่งตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ซึ่งผ่านการตรวจโรคและติดบน

ต้นตอทองดี ให้ผลผลิตสงูสดุ คือ 25 ต้นตอ่ 25 ตา แตไ่มมี่ความแตกตา่งทางสถิติกบัการใช้ตาจาก
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ต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอาย ุ4 ปี นอกจากนีพ้บว่าการใช้ต้นตอทบัทิมสยามและต้นตอทองดีใน

การผลิตก่ิงพนัธุ์มีผลต่ออตัราการรอดของตาไม่แตกตา่งกนั รวมก่ิงพนัธุ์ ท่ีผลิตได้จากการทดลอง

ครัง้นี ้163 ต้น ทัง้หมดปลอดจากเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา และเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง 100% 

เม่ือตรวจเชือ้ด้วยเทคนิคอีไลซา และพีซีอาร์ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(7) 
 
Thesis Title Production of Disease-Free Planting Materials of Pomelo 
 [Citrus maxima  (Burm.) Merr.] cv. Tuptim Siam  
Author  Miss Pimpa Pongpattanabut 
Major Program  Plant Pathology 
Academic Year     2012 
 

Abstract 
 

 Field trees of pomelo [Citrus maxima  (Burm.) Merr.] cv. Tup Tim Siam 
were selected from two orchards of planting age, 4 and 8 years, at Tumbon Klong Noi, 
Amphoe Phagphanang, Changwat Nakornsrithammarat. Selections were based on the 
trees free from citrus tristeza virus (CTV) and huanglongbing (HLB) diseased symptoms. 
Selected trees from each orchard were divided into two groups. The first group was 
assayed for CTV and HLB causal pathogens by ELISA and PCR, respectively and the 
second group was not tested. CTV was detected in the 4 and 8 year field trees at 35% 
(7/20 trees) and 25% (5/20 trees), respectively. In contrast, HLB pathogen was only 
found in the 4 year trees at 5% (1/20 trees) but not in the 8 year trees. Later, marcotts 
were propagated from the pathogen-free tested field trees and the untested trees. 
Rooted marcotts of 45 day old were transplanted and cultivated under insect proved net 
house in order to produce mother plants. Results from pathogen detection indicated that 
the total of 253/254 mother plants were free from CTV and HLB diseases. However, 1/44 
of mother plant propagated from the untested 8 year field tree became infected with 
HLB. In addition, marcott survival rate produced from the 4 year trees (77%) was higher 
than of which from 8 year trees (50%). When nursery trees (planting material) were 
propagated by budding on rootstock, the highest production rate, 25 trees per 25 
budwoods, was obtained from a treatment of budwood from mother trees produced 
from 8 year disease free field trees budded on Tong Dee rootstock. However, it was not 
statistically different from treatments using budwood collected from mother trees 
produced from 4 year field trees. Moreover, survival rates of budwood budded on Tup 
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Tim Siam or Tong Dee rootstock were not different. Total of 163 nursery trees were 
propagated and they were 100% free from tristeza and huanglongbing disease as 
tested by ELISA and PCR, respectively.  
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บทที่ 1 
 

บทน ำ 
 

1. บทน ำต้นเร่ือง 
 
 

 ส้มโอ [Citrus maxima (Burm.) Merr.] จดัเป็นไม้ผลท่ีมีความส าคญัของประเทศ
ไทย จงัหวดัท่ีมีการผลิตส้มโอมากท่ีสดุ ได้แก่ สมทุรสงคราม พิจิตร ชุมพร  นครศรีธรรมราช และ
กาญจนบุรี  ทัง้ประเทศมีพืน้ท่ีปลูกส้มโอท่ีให้ผลผลิตแล้วประมาณ 200,987 ไร่ ให้ผลผลิต 
305,500 ตัน คิดเป็นผลผลิตประมาณ 1,578 กิโลกรัมต่อไร่ มีการส่งออกส้มโอสดประมาณ 
12,000 ตนั ซึ่งคิดเป็นเงินมูลค่า 100 ล้านบาท เป็นส่วนแบ่งตลาดโลก 1.08% ส่วนการค้าโลก 
(World Trade Atlas) มีการซือ้ขายประมาณ 1,110 ล้านตนั คูค้่าท่ีส าคญัของส้มโอ ได้แก่ ฮ่องกง 
แคนาดา จีน และสิงคโปร์ ตลาดต่างประเทศท่ีส าคญั ได้แก่ ประเทศมาเลเซีย พม่า อินโดนีเซีย 
สิงคโปร์ ฟิลิปปินส์ อเมริกา ฮ่องกง แคนาดา และยโุรป ปัจจบุนัตลาดตา่งประเทศเร่ิมขยายไปทาง
ตะวันออกกลาง เช่น บาร์เรน ซาอุดิอาราเบีย คูเวต และโอมาน  ซึ่งส้มโอเป็นท่ีนิยมของตลาด
ต่างประเทศนัน้มีอยู่ 3 สายพันธุ์ ด้วยกัน คือ พันธุ์ขาวหอม ขาวน า้ผึง้ และขาวทองดี  (ส านกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2552) จงัหวดันครศรีธรรมราช มีพืน้ท่ีปลกูส้มโอทัง้หมด 4,604 ไร่ ให้ผลผลิต
โดยรวมประมาณ 2.7 ล้านผล  โดยปลกูส้มโอพนัธุ์ขาวทองดีเป็นหลกัและก าลงัขยายพืน้ท่ีปลกูส้ม
โอพันธุ์ทับทิมสยามเพ่ือการส่งออก  ส้มโอพันธุ์ทับทิมสยามมีพืน้ท่ีปลูกอยู่เฉพาะในจังหวัด
นครศรีธรรมราชเขตลุ่มน า้ปากพนังอันเน่ืองมาจากพระราชด าริ แต่การผลิตส้มในประเทศไทย
ประสบปัญหาเก่ียวกบัต้นโทรมหลงัจากปลกูไปแล้ว 4-5 ปี หรือหลงัจากให้ผลผลิตไปแล้ว 1-2 ปี 
ท าให้ต้นส้มมีผลผลิตลดลง ซึ่งสาเหตุอาการโทรมของส้มโอนัน้เกิดจากเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
และ ฮวงลองบิงแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่ (สดุาวรรณ มีเจริญ และคณะ, 2550) ปัจจบุนัพบว่าการ
แพร่ระบาดของโรคทัง้สองรุนแรงขึน้ในแปลงปลกูส้มโอหลายจงัหวดัของประเทศไทย (รัตนา สดดีุ 
และคณะ, 2552; ขวญัดาว ผิวขาว และองัสนา อคัรพิศาล, 2552) เน่ืองจากโรคทัง้สองมีเพลีย้อ่อน
และเพลีย้ไก่แจ้เป็นแมลงพาหะในการแพร่กระจายเชือ้ การควบคุมและการก าจัดพาหะ โดยใช้
สารเคมีจะท าให้ต้นทนุในการผลิตสงูขึน้ และเป็นอนัตรายตอ่สิ่งแวดล้อม นอกจากนีโ้รคทัง้สองยงั
สามารถถ่ายทอดได้โดยวิธีการขยายพนัธุ์ เช่น การติดตาหรือทาบก่ิง และสามารถติดไปกบัก่ิงพนัธุ์
ส้ม (ลดัดาวลัย์ สมเพาะ และคณะ, 2550)  



2 

  ดงันัน้การผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มปลอดโรคของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามเพ่ือปลูกทดแทน
ต้นท่ีเป็นโรคในแปลงเป็นการหลีกเล่ียงการน าโรคทัง้สองชนิดเข้าสู่แปลงปลูกและลดการ
แพร่กระจายของโรค การใช้ก่ิงพนัธุ์ปลอดโรคจงึเป็นวิธีการท่ีส าคญัในการจดัการโรคทริสเตซา และ
โรคฮวงลองบงิของพืชตระกลูส้ม  
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2. กำรตรวจเอกสำร 
 
 โรคทริสเตซำ 
  โรคทริสเตซาเป็นโรคท่ีมีผลกระทบตอ่การผลติส้ม มีต้นก าเนิดอยู่ในเอเชีย และได้
แพร่กระจายไปยงัประเทศอ่ืนๆ  โดยการตดิไปกบัส่วนขยายพนัธุ์ และมีเพลีย้อ่อนเป็นพาหะในการ
แพร่กระจาย โรคนีเ้ป็นสาเหตกุารตายของส้ม 10 ล้านต้นในอาร์เจนตินาในปี ค.ศ. 1945 และ
เพิ่มขึน้เป็น 18 ล้านต้น ในปี ค.ศ. 1959  ในบราซิลมีรายงานการตายมากกว่า 10 ล้านต้นในปี 
ค.ศ. 1958 ส่วนในสเปน และเวเนซูเอลา มีรายงานการเข้าท าลายประมาณ 16 ล้านต้น      
(Rocha-Pena et al., 1995) และโรคยงัท าลายต้นส้มท่ีใช้ต้นตอจาก sour orange หลายล้านต้น 
ส่วนในประเทศไทยมีรายงานโรคทริสเตซาเกิดขึน้กบัส้มเขียวหวาน ส้มโอ ส้มตรา และมะนาว ซึ่ง
อาการของโรคจะขึน้อยูก่บัสายพนัธุ์ของไวรัส และชนิดของส้ม (รัตนา สดดีุ, 2537) 

 โรคทริสเตซามีสาเหตมุาจากเชือ้ Citrus tristeza Closterovirus (CTV) ซึ่งจะ
อาศยัอยู่เฉพาะในเซลล์ท่ออาหารของพืช จดัอยู่ใน genus Closterovirus มีรูปร่างเป็นแบบท่อน
ยาวคด (long flexuous rod) ขนาดประมาณ 11× 2000 นาโนเมตร มีอนุภาคเป็นอนภุาคเด่ียว 
สารพนัธุกรรมเป็นแบบ single-stranded RNA (ssRNA) จีโนมมีความยาวประมาณ 20 กิโลเบส 
(Bekolo et al., 2007)  สามารถถ่ายทอดได้โดยมีเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (brown citrus aphid: 
Toxoptera citricida Kirkaldy)  ซึ่งเป็นพาหะหลกัในการแพร่กระจายไวรัส แมลงพาหะเพลีย้อ่อน
ส้ม มีกลไกในการถ่ายทอดเชือ้ไวรัสทริสเตซาเป็นแบบ semi-persistent คือเพลีย้อ่อนส้มจะ
สามารถดดูรับเชือ้ไวรัสจากอาหารซึ่งเป็นน า้เลีย้งของพืชท่ีติดเชือ้ไวรัส โดยใช้ระยะเวลานาน 30 
นาที และใช้เวลาในการดูดกินเพ่ือถ่ายทอดเชือ้ไวรัสไปยังพืชปกตินาน 30 นาทีเช่นกัน 
(Komazaki, 1993) และมีรายงานว่าเชือ้ทริสเตซาไวรัสสามารถถ่ายทอดโดยวิธีการ graft ใน 
Maxican lime และ Grape fruit  ซึ่งจะแสดงอาการภายใน 3 สปัดาห์ ถึงแม้ว่าการ graft จะไม่
ประสบผลส าเร็จ (Rocha-pena et al., 1993) 

 ลกัษณะอาการของโรคทริสเตซาในส้มจะแตกต่างกันขึน้อยู่กับสายพนัธุ์ของเชือ้
ไวรัส และสายพนัธุ์ของส้ม (รัตนา สดดีุ, 2537) ในเอเชียพบสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
ได้แก่ สายพนัธุ์ต้นกล้าเหลือง seeding yellows, (CTV-SY) สายพนัธุ์ต้นโทรม tristeza decline     
(CTV-TD) หรือ quick decline, (CTV-QD) สายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ stem pitting, (CTV-SP) และสาย
พนัธุ์อ่อน mild strain (NPPO, 2009) โดยทัว่ไปเชือ้ไวรัสสาเหตโุรคทริสเตซาท าให้เกิดอาการของ
โรคท่ีเด่นชดั เช่น อาการเส้นใบใสเม่ือส่องดดู้วยแสงจะเห็นเป็นขีด โปร่งใสสัน้ๆ ใบโค้งงอเป็นรูป
ถ้วย แคระแกรน  ใบเหลือง ก่ิงแห้งตายจากส่วนปลาย  เม่ือลอกเปลือกดจูะเห็นอาการล าต้นบุ๋ม 
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อาการต้นกล้าเหลือง มะนาว และส้มเขียวหวานจะแสดงอาการโทรม เห่ียว และยืนต้นตาย      
(อ าไพวรรณ ภราดร์นวุตัน์ และสพุฒัน์ อรรถธรรม, 2528; Niblett et al., 2000) ส่วนในส้มโอนัน้
จะแสดงอาการใบเป็นจ า้ๆ สีเขียว เส้นใบแตกนนู ก่ิงแห้งตายจากปลายยอด รัตนา สดดีุ และคณะ 
(2552) ศกึษาผลกระทบของเชือ้ทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ของพืชตระกลูส้ม โดยได้ส ารวจ
โรคของส้มระหว่างปี พ.ศ. 2547-2552 พบการระบาดของโรคทริสเตซาไวรัสทัว่ประเทศไทย และ
พบการติดเชือ้ทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ (CTV-SP) ในส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน ส้มโอเชียน 
ส้มโอ และมะนาว ซึง่ท าให้เกิดอาการร่องบุม๋ท่ีล าต้นหลกั  ก่ิง ต้นส้มแคระแกรน  โทรมและก่ิงแห้ง
ตายจากปลายยอด  
 

 
โรคฮวงลองบิง 

  โรคฮวงลองบิง (Huanglongbing, HLB) หรือโรคยอดเหลือง (yellow shoot 
disease) หรือในอดีตเป็นท่ีรู้จกักนัในช่ือโรคกรีนนิ่ง (greening disease) ในประเทศจีนมีช่ือว่า 
“yellow dragon disease” แปลเป็นภาษาไทยวา่โรคมงักรเหลือง (Bove, 2006) มีรายงานครัง้แรก
จากทางใต้ของประเทศจีนในช่วงปลายศตวรรษท่ี 19 โรคนีไ้ด้กระจายอยู่ในสามภูมิภาคใหญ่ ๆ 
ของโลก ได้แก่ ภูมิภาคเอเชีย แถบแอฟริกาตะวันออก และคาเมรูนในแอฟริกาตะวนัตกตลอด
จนถึงมาดากสัการ์ รูเนียน และหมู่เกาะมอริเชียส และแถบตะวนัตกเฉียงใต้ของคาบสมทุรอาหรับ 
โรคฮวงลองบิงมีรายงานในรัฐเซาเปาโลของประเทศบราซิลในปี ค.ศ. 2004 และรัฐฟลอริดาของ
สหรัฐอเมริกาในปี ค.ศ. 2005 (Hansen et al., 2008; Teixeira et al., 2008) ฮวงลองบิงเป็นโรคท่ี
ส าคญัและท าความเสียหายกับพืชตระกูลส้มเป็นท่ีรู้จักกันนานหลายปีในเอเชีย และแอฟริกา        
(da Graca et al., 2008) ส่วนในประเทศไทยมีรายงานการส ารวจพบครัง้แรกในปี พ.ศ. 2516     
(ขวญัดาว ผิวขาว และองัสนา อคัรพิศาล, 2552) 

 โรคฮวงลองบิงเกิดจากแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative) ท่ีอาศัยอยู่ในท่อ
อาหาร (phloem sieve tubes) ของพืช จัดอยู่ในจีนสั Candidatus Liberibacter ใน alpha 
subdivision ของ Proteobacteria มี 3 สายพนัธุ์ คือ Ca. L. asiaticus พบในเอเชีย รัฐเซาเปาโล
ของประเทศบราซิล และรัฐฟลอริดาของสหรัฐอเมริกา Ca. L. africanus พบในแอฟริกา และ Ca. 
L. americanus เป็นสายพนัธุ์ท่ีพบในรัฐเซาเปาโลของประเทศบราซิล ซึ่งมีลกัษณะคล้ายกบัท่ีพบ
ในเอเชีย (Teixeira et al., 2008) ในธรรมชาติ เชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลองบิงสามารถ
ถ่ายทอดได้โดยมีเพลีย้ไก่แจ้ส้ม (psyllids) ท่ีส าคัญมีอยู่ 2 ชนิด คือ Diaphorina citri 
(Kuwayama) เป็นพาหะของเชือ้ Ca. L. asiaticus พบในเอเชียและอเมริกา และ Trioza erytreae 
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(Del Guercio) ซึ่งเป็นพาหะของ Ca. L. africanus พบในแอฟริกา (Lin et al., 2010) แมลงใน
กลุ่มนีจ้ดัอยู่ในวงศ์ Psyllidae อนัดบั Homoptera (Sdoodee and Garnett, 1994) เชือ้สาเหตุ
โรคฮวงลองบงิยงัสามารถถ่ายทอดได้โดยฝอยทอง (dodder) และวิธีการขยายพนัธุ์พืชโดยการติด
ตา หรือ การทาบก่ิง (Lin et al., 2010) แตไ่ม่ติดไปกบัเมล็ด (ไมตรี พรหมมินทร์, 2548) มีรายงาน
ว่าวิธีการเสียบข้าง โดยการใช้ก่ิงท่ีแสดงอาการของโรคฮวงลองบิง สามารถถ่ายทอดเชือ้สาเหตุ
โรคฮวงลองบงิได้ โดยจะแสดงอาการของโรคภายใน 3-9 เดือน (Shokrollah et al., 2011) 
  ลักษณะอาการของโรคฮวงลองบิงเร่ิมแรกจะสังเกตเห็นอาการยอดเหลือง           
เกิดเฉพาะบางสว่นของต้น ขณะท่ีสว่นอ่ืนของต้นไม่มีอาการ การกระจายของเชือ้ในต้นเดียวกนัไม่
สม ่าเสมอ และเม่ือเชือ้เคล่ือนท่ีผ่านระบบท่อล าเลียของพืช เข้าไปอยู่ในท่ออาหารอาการจะเกิด
เดน่ชดัขึน้ โดยทัง้ต้นจะกลายเป็นสีเหลือง ตอ่มาก็จะเกิดการเน่าตายของเนือ้เย่ือก่ิงหรือแห้งตาย 
อาการส าคญัท่ีเกิดขึน้บริเวณใบ คือ อาการด่างเป็นจ า้ๆ ลักษณะสีเขียวเข้มหรือเขียวอ่อนเป็น
หย่อมๆ  เม่ือใบติดเชือ้รุนแรงพืน้ท่ีสีเขียวจะเหลือเป็นจุดเล็กลงจนพืน้ใบกลายเป็นสีเหลืองอ่อน 
หรือเขียวอ่อนเป็นอาการท่ีรู้จกั “green islands” และอาการของก่ิงท่ีติดเชือ้รุนแรงจะท าให้ใบร่วง 
ยอดท่ีแตกใหม่ใบลีบเล็กไม่พฒันา สีเหลือง ลกัษณะเรียวแหลมตัง้ชีข้ึน้คล้ายหูกระต่าย (rabbit 
ears) จะแสดงอาการเดน่ชดัในส้ม Sweet orange (C. sinensis), ส้มโอ (C. maxima) และส้ม
แมนดาริน (C. reticulata) อาการท่ีเกิดขึน้กบัผลจะท าให้ผลมีขนาดเล็กและผิดรูปร่างอาจร่วงก่อน
ก าหนด และเม่ือผา่ผลดใูนลกัษณะแนวตัง้พบวา่แกนผลจะโค้งงอ เมล็ดลีบ ซึ่งอาการเหล่านีจ้ะพบ
ในผลส้มโอ และส้ม Sour orange (C. aurantium) (Gemez, 2008) ผลส้มท่ีแก่จะไม่เปล่ียนเป็นสี
เหลืองตามปกติจะมีสีเขียวเหลืออยู่ ต้นส้มโทรม ก่ิงแห้งตายจากปลายยอดลุกลามไปทัว่ทัง้ต้น 
(ไมตรี พรหมมินทร์, 2548) 
 
 

กำรตรวจวินิจฉัยเชือ้สำเหตุโรคทริสเตซำ 
 

 เทคนิคอิไลซา (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) เป็นเทคนิค
ทางเซรุ่มวิทยาท่ีอาศยัการติดฉลากแอนตบิอดีด้้วยเอนไซม์ ซึ่งน ามาใช้ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัส ซึง่เป็นวิธีการท่ีน ามาใช้กนัอยา่งกว้างขวาง เน่ืองจากมีความถกูต้องแม่นย า และมีความไวสงู 
ใช้ระยะเวลาไม่นาน (รัตนา สดดีุ, 2537) Bar-Joseph และคณะ (1979) น าเทคนิค ELISA มาใช้
จ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสของส้มในประเทศอิสราเอล 5 ไอโซเลท และไอโซเลทจาก
รัฐฟลอริด้าท่ีแสดงอาการโทรมไม่รุนแรง (mild quick decline) อาการต้นกล้าเหลืองและแสดง
ลกัษณะอาการไมแ่นน่อน จากต้นในแปลงปลกู โดยตรวจหาเชือ้ไวรัสในน า้คัน้จากเนือ้เย่ือของเส้น
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กลางใบและน า้คัน้จากเนือ้เย่ือเปลือก ผลการทดลองพบว่าคา่การดดูกลืนแสง (OD) ท่ี 405 นาโน
เมตร จากเนือ้เย่ือเปลือกสงูกว่าคา่อ่านจากเนือ้เย่ือของเส้นกลางใบ แสดงว่ามีการปรากฏของเชือ้
ในเนือ้เย่ือเปลือกสูงกว่าในเส้นกลางใบ รัตนา สดุดี (2537) น าเทคนิค double antibody 
sandwich ELISA มาใช้ตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากเส้นกลางใบของส้มจกุท่ีเป็นโรคโทรม 
โดยใช้ polyclonal antibody ผลการตรวจพบว่าตวัอย่างส้มจุกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 25 
ตวัอย่างจาก 28 ตวัอย่าง รัตนา สดดีุ และคณะ (2551) น าเทคนิค plate trapped ELISA มาใช้
ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากเส้นกลางใบหรือเปลือกเขียวของส้ม  ผลการตรวจพบว่า
ตัวอย่างส้มจากทางภาคเหนือ และภาคใต้ ของประเทศไทย ติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 25 
ตวัอยา่งจาก 28 ตวัอยา่ง และ 63 ตวัอยา่งจาก 74 ตวัอยา่ง ตามล าดบั 
 

กำรตรวจวินิจฉัยเชือ้สำเหตุโรคฮวงลองบิง 
 

 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (polymerase chain reaction: PCR) เป็น
เทคนิคท่ีน ามาใช้ตรวจดีเอ็นเอของเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง ในหลายๆ ประเทศรวมทัง้ประเทศ
ไทย มีข้อดี คือ ให้ผลถกูต้องแม่นย าสงู (Sdoodee et al., 1999) และยงัเป็นวิธีท่ีได้รับการยอมรับ
ในการวินิจฉยัโรคในปัจจบุนั (Gemez, 2008) โดยการใช้ไพรเมอร์ (primer) ท่ีมีความจ าเพาะกบัดี
เอ็นเอของเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ แสดงในตารางท่ี 1 

 
ตารางท่ี 1  ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชือ้ฮวงลองบิง Candidatus 

Liberibacter asiaticus 
Primer set Primer sequence (5′–3′) (forward/reverse) DNA 

เป้าหมาย 
ขนาดผลผลติ 
 PCR (bp) 

อ้างอิง 

OI1 /OI2 
 

GCG CGT ATG CAA TAC GAG CGG CA/ 
GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T 

16S rDNA 1,160 Jagoueix และคณะ (1994) 

A2/J5 TAT AAA GGT TGA CCT TTC GAG TTT/ 
ACA AAA GCA GAA ATA GCA CGA ACA A 

rplA/J 703 ลดัดาวลัย์ สมเพาะ และคณะ 
(2550); ขวญัดาว ผิวขาว และ
องัสนา อคัรพิศาล (2552)  

Omp1218f/ 
Omp2026r 

TAT CAT GGC CAC GGG TTA TT/ 
CAC GCG GAC CTA TAC CCT TA 

omp 809 Deng และคณะ  (2008) 
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  ไพรเมอร์ OI1และ OI2c น าไปใช้ในการตรวจหาเชือ้ฮวงลองบิงในพืชตระกลูส้ม
ทัง้ในและตา่งประเทศ (Jagoueix et al., 1996; Sdoodee et al., 1999; Teixeira et al., 2005)   

 ลดัดาวลัย์ สมเพาะ และคณะ (2550) น าเทคนิค PCR มาใช้ตรวจวินิจฉัยโรคฮวง
ลองบงิท่ีเกิดจากเชือ้ Ca. L. asiaticus ในมะนาว โดยใช้ไพรเมอร์ A2 และ J5 ท่ีจ าเพาะกบัการยีน 
rplJ ให้ผลผลิตชิน้ดีเอ็นเอขนาด 703 bp ผลปรากฏว่าสามารถตรวจพบเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง 
285 ตวัอยา่งจาก 471 ตวัอยา่งคดิเป็นร้อยละ 60.51  

 อารมณ์ จนัทะสอน และคณะ (2550) ใช้เทคนิค PCR วินิจฉัยโรคฮวงลองบิงใน
พืชตระกลูส้มของประเทศไทย ท่ีเกิดจากเชือ้ Ca. L. asiaticus โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด ท่ีจ าเพาะ
กบัการยีน rplJ ผลปรากฏว่าสามารถใช้เทคนิค PCR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ตรวจพบเชือ้สาเหตุ
โรคฮวงลองบงิทัง้ 68 ตวัอยา่งจาก 68 ตวัอยา่ง จากส้ม 5 ชนิด  

 

  ขวญัดาว ผิวขาว และองัสนา อคัรพิศาล (2552) น าเทคนิค PCR มาใช้ตรวจเชือ้
สาเหตโุรคฮวงลองบิง Ca. L. asiaticus ในสวนส้มโอท่ีผลิตเพ่ือการส่งออกในอ าเภอเวียงแก่น 
จงัหวดัเชียงราย โดย ใช้ไพรเมอร์ A2 และ J5 ท่ีจ าเพาะกบัการยีน rplKAJL-rproBC operon ให้
ผลผลิตชิน้ดีเอ็นเอขนาด 703 bp สามารถตรวจพบเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงประมาณร้อยละ     
5-10 ของจ านวนต้นทัง้หมดในแต่ละสวนท่ีท าการสุ่มตรวจจ านวน 40 ตวัอย่าง จากสวนเกษตรกร
จ านวน 5 สวน 
 

กำรจัดกำรโรคทริสเตซำ และโรคฮวงลองบิง 
 

 เชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาและโรคฮวงลองบิงสามารถแพร่กระจายไปยงัส้มปกติโดย
การติดไปกบัส่วนขยายพนัธุ์  เช่น การติดตา ตอนก่ิง เสียบยอด และเชือ้ทัง้สองชนิดมีแมลงพาหะ
ในการถ่ายทอด การป้องกนัและควบคมุเชือ้ทัง้สองไม่ให้ท าความเสียหายตอ่การผลิตส้ม ต้องเร่ิม
จากใช้ก่ิงพนัธุ์ท่ีปลอดจากเชือ้ทัง้สอง  เพ่ือป้องกนัไม่ให้มีเชือ้สาเหตโุรคในต้นส้มท่ีจะเจริญเติบโต
ตอ่ไป เน่ืองจากพบวา่หากส้มตดิเชือ้ขณะท่ีอายยุงัน้อยจะส่งผลรุนแรงกว่าส้มท่ีเจริญเต็มท่ีแล้ว จึง
ต้องมีการควบคมุและป้องกนัไมใ่ห้แมลงน าเชือ้สาเหตโุรคเข้าสู่แปลงปลกู ก าจดัส้มท่ีเป็นโรค และ
การใช้ก่ิงพนัธุ์ปลอดโรคปลูกในแปลงเพ่ือหลีกเล่ียงการน าเชือ้สาเหตทุัง้สองชนิดเข้าสู่แปลงปลูก 
(รัตนา สดดีุ, 2537) 
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ผลิตกิ่งพันธ์ุส้มโอปลอดโรค 
 

 สดุาวรรณ มีเจริญ และคณะ (2550) รายงานว่าการผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มโอปลอดโรค
เป็นการผลิตก่ิงพนัธุ์ท่ีปลอดจากเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส และแบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลองบิง ท่ี
อาศยัอยู่ภายในเนือ้เย่ือของต้นหรือก่ิงพนัธุ์ เม่ือน าต้นพนัธุ์ส้มโอปลอดโรคไปปลูกและมีการดแูล
รักษาท่ีถกูต้องจะท าให้ต้นส้มโอมีอายยืุนยาวและให้ผลผลิตสงูกว่าก่ิงพนัธุ์ท่ีได้จากวิธีการตอนก่ิง
โดยศูนย์วิจัยพืชสวนจังหวัดพิจิตร กรมวิชาการเกษตร ได้จัดท าโครงการผลิตก่ิงพันธุ์ ต้นส้มโอ
ปลอดโรค ระหวา่งปี 2543-2550 จ านวน 19,000 ต้น ใช้ตาพนัธุ์ดีปลอดโรคจากต้นแม่พนัธุ์ 4 ชนิด 
คือส้มโอพนัธุ์ทองดี ขาวน า้ผึง้ ขาวแตงกวา และท่าข่อย ติดลงบนต้นตอส้มทรอยเยอร์ และต้นตอ
ส้มพนัธุ์โวลคาเมอริน่า ซึ่งเป็นพนัธุ์ ท่ีต้านทานโรครากเน่าโคนเน่า สามารถเช่ือมกับยอดพนัธุ์ได้ดี 
ส่งผลให้มีการเจริญเติบโตดี ก่ิงพันธุ์ ท่ีผลิตได้มีอัตราการรอดของตาสูงถึง 70% นอกจากนีมี้
รายงานว่าศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ได้ท าการผลิตก่ิงพันธุ์ ส้มโอปลอดโรคด้วย
วิธีการตดิตา ปีละประมาณ 1 พนัก่ิง โดยใช้ส้มพนัธุ์โวลคาเมอริน่าเป็นต้นตอ ติดตาด้วยส้มโอพนัธุ์
ดี เช่น ส้มโอพนัธุ์ทองดี และพันธุ์ขาวน า้ผึง้ โดยต้นแม่พันธุ์จะปลูกไว้ในโรงเรือนตาข่าย เพ่ือ
ป้องกนัโรคและแมลงท าลาย (สารคดีเกษตร, 2010) 

 
 

 Abbas และคณะ (2006) ขยายพนัธุ์ส้ม Sweet orange ให้ปราศจากเชือ้ซิตรัส- 
ทริสเตซาไวรัส โดยใช้วิธีการติดตาไมโคร budding โดยใช้ตาของส้มติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
และส้มปกต ิSahiwal และ Fasisalabad ตามล าดบั ใช้ตาขยายพนัธุ์ท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร และ 4 
มิลลิเมตร ติดลงบนต้นตอส้ม Rough lemon อาย ุ4-6 เดือน ท่ีระดบัความสงู 15 เซนติเมตร และ 
23 เซนตเิมตร ผลปรากฏวา่การใช้ตาขยายพนัธุ์ขนาด 4 มิลลิเมตร ท่ีระดบัความสงู 23 เซนติเมตร 
มีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุโดยมีอตัรารอด 50% ในการขยายพนัธุ์ส้ม Sweet orange  
 

 Sdoodee และคณะ (2008) ผลิตก่ิงพันธุ์สัมจุกปลอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
และเชือ้กรีนนิ่งโดยวิธีการติดตา จากการใช้ต้นแม่พนัธุ์ส้มจกุท่ีได้จากการปักช า ผ่านการตรวจเชือ้
ซิตรัสทริสเตซาไวรัส และเชือ้กรีนนิ่งแล้วไม่พบ และได้น ามาเพาะเลีย้งไว้ในโรงเรือนตาข่ายกัน
แมลง ผลปรากฏวา่ก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้มีอตัรารอดสงูถึง 80% 
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 กำรขยำยพันธ์ุพืชโดยวิธีกำรตอนกิ่ง และวิธีกำรตดิตำ 
การตอนก่ิง (marcotting หรือ air-layering)  

  เป็นการขายพนัธุ์พืช โดยการใช้ส่วนของล าต้น ซึ่งสามารถเกิดราก และเจริญเป็น
พืชต้นใหมไ่ด้ขณะท่ียงัอยูบ่นต้นแม ่ซึง่ต้นใหม่จะมีอาหารจากต้นแม่มาเลีย้งในช่วงท่ีรอให้เกิดราก 
นิยมท าการตอนในช่วงฤดฝูน เพราะไม่ต้องดแูลเร่ืองความชืน้ ก่ิงพนัธุ์ท่ีดีควรมีลกัษณะท่ีแข็งแรง 
ตรงตามพนัธุ์ และปราศจากโรค โดยจะท าการตอนก่ิงต้องมีล าต้นตัง้ตรง มีจ านวนใบท่ีเสมอกนั 

(ประดบั กลดัเข็มเพชร, 2552) เพราะก่ิงท่ีตัง้ตรงจะออกรากง่ายกว่าก่ิงท่ีอยู่ในแนวนอน ก่ิงตอนท่ี
เลือกต้องมีความสมบรูณ์แข็งแรงไม่มีอาการของโรคและแมลง ก่ิงไม่อ่อนหรือแก่เกินไป ขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลางของก่ิงตัง้แต ่0.5 เซนติเมตร มีความยาวประมาณ 50 เซนติเมตร ไม่มีดอก และ
ไม่มีผล (สรรเสริญ วันจนัทร์, 2555) วิธีการเร่ิมจากควัน่เปลือกออกจากก่ิงและขูดเอาเนือ้เยือ้
ระหว่างเปลือกกับเนือ้ไม้ออก น าขุยมะพร้าวท าให้ชืน้ไปหุ้มรอบๆ แผล และใช้พลาสติกหุ้มเพ่ือ
ไม่ให้แห้ง รากจะออกมาจากส่วนเหนือของแผลหลงัจาก 2-6 เดือน ขึน้อยู่กบัชนิดของของพืช ซึ่ง
เม่ือรากงอกแล้วสามารถตดัก่ิงตอนได้ แต่จะไม่ตัดก่ิงตอนเม่ือมียอดอ่อน (ภาพท่ี 1) (Verheij, 
2004) นิยมตอนก่ิงในไม้ผล เช่น ฝร่ัง ลิน้จ่ี ส้มตา่งๆ และมะนาว ในพืชตระกลูส้มจะตดัก่ิงตอนลง
ปลูกในกระถางหรือถุงเพาะช าหลังจากตอนก่ิงประมาณ 35-40 วัน หรือมีรากมากพอ ซึ่งราก
จะต้องเป็นสีเหลืองแก่หรือสีน า้ตาล และจะต้องตดัแตง่ก่ิง และใบ เพ่ือลดการคายน า้ การตอนก่ิงมี
ข้อดี คือ เพิ่มจ านวนต้นพืชได้เร็ว ทรงพุ่มขนาดกลาง ไม่กลายพนัธุ์ ให้ผลเร็ว ท าได้ง่าย สะดวก 
รวดเร็ว และต้นทุนต ่า แต่ก็มีข้อเสีย คือ ไม่มีระบบรากแก้ว โค่นล้มง่าย อายุไม่ยืน (สรรเสริญ      
วนัจนัทร์, 2555) 
 

 
 
ภำพท่ี 1 ขัน้ตอนการตอนก่ิงพืชโดยทัว่ไป 
ท่ีมา:  Verheij (2004) 
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 การตดิตา 
 การติดตาเป็นการน าเอาแผ่นตาจากก่ิงพันธุ์ ดีท่ีปราศจากโรคและแมลง มี
ลกัษณะตรงตามพันธุ์  ไปติดบนต้นตอเพ่ือให้ได้พืชพันธุ์ ดีตามท่ีต้องการ (สรรเสริญ วนัจันทร์, 
2555) เป็นการเช่ือมประสานส่วนของต้นพืชเข้าด้วยกนั ให้เจริญเป็นต้นเดียวกนั ซึ่งต้นตอมาจาก
การเพาะเมล็ดมีระบบรากแก้วท่ีแข็งแรง ท าหน้าท่ีหาอาหารและยึดล าต้น  ต้นตัง้ตรง ต้านทานโรค
รากและโคนเน่า อายปุระมาณ 4-12 เดือน เส้นผ่าศนูย์กลางของล าต้นประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร 
การติดตาจะมีวิธีการท า 2 วิธี คือ วิธีการติดตาแบบลอกเนือ้ไม้และไม่ลอกเนือ้ไม้ (ประดบั       
กลดัเข็มเพชร, 2552) ซึ่งมีข้อดี คือ ประหยดัการใช้ก่ิงพนัธุ์   ไม่กลายพนัธุ์ พืชมีรากแก้ว ไม่ล้มง่าย 
ทรงพุม่เตีย้ให้ผลเร็ว ในการตดิตาถ้าแผน่ตายงัเขียวอยูแ่สดงวา่การตดิตาประสบความส าเร็จใช้มีด
กรีดพลาสตกิด้านหลงัแผน่ตาออก เพ่ือให้ตาเจริญเตบิโต แตถ้่าแผน่ตาเป็นสีด าหรือสีน า้ตาลแสดง
ว่าการติดตาเสีย (สรรเสริญ วนัจนัทร์, 2555) การท่ีจะประสบความส าเร็จในการติดตา ต้องมีการ
พฒันาของระบบล าเลียง และมีการเช่ือมต่อกันระหว่างเนือ้เย่ือตาและต้นตออย่างสมบูรณ์และ
ปล่อยให้ระบบท่อล าเลียงของรากเป็นตวัส่งน า้และอาหารไปยงัตา จากนัน้ก็จะมีการเจริญของ
ยอด ท่ีจะไปส่งเสริมการสงัเคราะห์แสงไปยงัต้นตอ (Bar-Joseph et al., 2011) การใช้ตาและต้น
ตอต้องท่ีมีความเหมาะสมกนั ขณะท่ีติดตาอากาศจะต้องไม่ร้อนจดั ไม่เปียกชืน้ วสัดแุละอปุกรณ์
จะต้องสะอาด ระวงัไมใ่ห้สิ่งสกปรกเข้าบริเวณแผล พนัพลาสตกิให้แน่นเพ่ือไม่ให้น า้เข้า แผ่นตาไม่
ช า้หรือน า้เลีย้งแห้ง ต้นตอและตาท่ีใช้จะต้องสมบรูณ์ท่ีสดุ (สรรเสริญ วนัจนัทร์, 2555) ในการติด
ตาส้มโอมีรายงานว่า สุดาวรรณ มีเจริญ และคณะ (2550) ใช้เทคนิคการติดตาเพ่ือผลิตส้มโอ
ปลอดโรคโดยใช้ตาพนัธุ์ดีจากต้นแม่พนัธุ์ส้มโอปลอดโรคท่ีเลีย้งในโรงเรือนกนัแมลง โดยเลือกก่ิงท่ี
มีลกัษณะคอ่นข้างกลม สีเขียว  มีความสมบรูณ์ไม่มีโรคและแมลง ติดตาบนต้นตออาย ุ6-8 เดือน 
เส้นผ่านศนูย์กลางขนาด 0.5 เซนติเมตร (ขนาดแท่งดินสอด า) ท่ีระดบัความสูง 30 เซนติเมตร 
หลงัจากติดตา 3 สปัดาห์  ตดัยอดต้นตอเหนือรอยติดตาสงู 5-10 เซนติเมตร เพ่ือชกัน าการเกิดตา 
จากนัน้ดแูลให้ปุ๋ ยเคมีสตูร 15-15-15  5 เม็ดทกุๆ 15 วนั รดน า้วนัละครัง้ พบว่าก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้มี
อตัรารอด 70% 
 

 3. วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือผลิตต้นแมพ่นัธุ์ปลอดโรคของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามจากต้นส้มโอในแปลง 
 ปลกูโดยวิธีการตอนก่ิง 

 2. เพ่ือผลิตก่ิงพนัธุ์ปลอดโรค (nursery tree) ของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามโดยใช้
ตาจากต้นแมท่ี่เป็นก่ิงตอน 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการ 
 

1. วัสดุและอุปกรณ์ 
1.1 วสัดปุลกู 

- กระถางพลาสติกสีด าขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 30 เซนตเิมตร 
- ดนิผสม 
- ปุ๋ ยคอก 
- ปุ๋ ยออสโมโค้ทสตูร 15-15-15 

1.2 สารเคมี 
- Ethanol absolute 
-    Isoamyl alcohol 
- Isopropanol 
- Chloroform 
- Ethidium bromide 
- สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม Grinding buffer (รายละเอียดการเตรียม 

  อยูใ่นภาคผนวก) 
   -  K2HPO4-3H2O 
   -  KH2PO4 
   -  Sucrose 
  -  Polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
  -  Ascorbic acid 
  -  Bovine serum albumin 
  -   สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม CTAB buffer (รายละเอียดการเตรียม 
  อยูใ่นภาคผนวก) 
   -  NaCl 
  -  Tris base  
  -  EDTA 



12 
 
  -   Polyvinylpyrrolidone Mr 40,000 
  -   Mercaptoethanol 

  - สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม TBE buffer pH 8.0 (รายละเอียดการ 
   เตรียมอยูใ่นภาคผนวก) 

-  Tris-HCl 
-  Boric acid 
-  EDTA 

   - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Loading dye (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น 
   ภาคผนวก) 

-  glyceral 
-  EDTA 
-  Bromophenal 
-  Xylene cyanol 

  - สารเคมีส าหรับปฎิกิริยาพีซีอาร์ (PCR reagent mixture) 
- Sterile deionized water 
-Taq polymerase buffer 

  - Mg Cl2 
- dNTP mixture (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

  - Primer (C9-C10) 
  -Taq polymerase 
   - Mineral oil 
 - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Agarose gel (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น    
 ภาคผนวก) 
  - Agarose (DNA grade) 

- 0.5 เทา่ TBE buffer 
  - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Coating buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น 
   ภาคผนวก) 
   -Na2 CO3 

   - NaHCO3 
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   - NaN3 

  - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Phosphate buffer saline (PBS) (รายละเอียด 
   การเตรียมอยู่ในภาคผนวก) 
    - NaCl 
    - KH2PO4 

    - Na2H2PO412H2O 
    - KCl 
   - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Washing buffer (PBS-T) (รายละเอียดการเตรียม 
    อยูใ่นภาคผนวก) 
   - PBS 
   - Tween 20 
  - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Conjugate buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น 
   ภาคผนวก) 
   - PBS-T 
   - Polyvinylpyrrolidone Mr 40,000 
  - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Substrate buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น 
   ภาคผนวก) 
   - Diethanalamine 
   - NaN3   
  - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Reaction stopping solution (รายละเอียดการ 
   เตรียมอยูใ่นภาคผนวก) 
     - NaOH  
  1.3 พืชท่ีใช้ในการทดลอง 
   1.3.1 ต้นตอส้มโอ (rootstock) 

   เตรียมต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม และต้นตอส้มโอพนัธุ์ทองดีเพ่ือใช้ใน
การผลิตก่ิงพันธุ์ปลอดโรค โดยเพาะเมล็ดส้มโอทัง้สองพันธุ์ในกะบะทรายแล้วเพาะเลีย้งไว้ใน
โรงเรือนตาข่ายกันแมลง เม่ือต้นกล้ามีอายุ 1 เดือน ย้ายปลูกในถุงพลาสติกขนาด 12x16 
เซนตเิมตร บรรจดุินผสมปริมาตร 1 ลิตร และเลีย้งดตู้นตอในโรงเรือนตาข่ายกนัแมลง เม่ือต้นตอ
มีอาย ุ6 เดือนขึน้ไป (ภาพท่ี 2 และภาพท่ี 3) จงึน ามาใช้ในงานทดลองตอ่ไป 
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  1.3.2 แหลง่ของตา (budwood) 
  ในการผลิตก่ิงพนัธุ์ ส้มโอปลอดโรค ใช้ตาจากต้นแม่พันธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิม

สยามซึง่ผลิตจากก่ิงตอน ซึง่ตอนมาจากต้นส้มโอในแปลงปลกูของสวนส้มจ านวน 2 สวน คือสวน
ท่ีมีอายตุ้น 4 ปี ของนายวิรัช สขุแสง (รหสัต้น DAT) และสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ของนางสมพร ณ 
นคร (รหสัต้น SPT) หมูบ้่านแสงวิมาน ต.คลองน้อย อ.ปากพนงั จ. นครศรีธรรมราช 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 2  ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทองดีท่ีใช้ในการผลิตก่ิงพนัธุ์ปลอดโรค 

(ก) ต้นส้มโอพนัธุ์ทองดีอาย ุ1 เดือน ก่อนย้ายปลกูในถงุพลาสตกิสีด า 
(ข) ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทองดีอาย ุ6 เดือน 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 3  ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามท่ีใช้ในการผลิตก่ิงพนัธุ์ปลอดโรค 
  (ก) ต้นส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามอาย ุ1 เดือน ก่อนย้ายปลกูในถงุพลาสตกิสีด า 
  (ข) ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามอาย ุ7 เดือน 
 
 
 
 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ก) 

(ข) 
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1.4 อปุกรณ์ในห้องปฏิบตักิาร  
- ไมโครปิเปตต์ ขนาด 2, 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

 - ปิเปตต์ทิป ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
 - Pasteur pipette 
 - Graduate pipette 
 - หลอดพลาสติกขนาด 0.5, 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร 
 - หลอดส าหรับพีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 500 ไมโครลิตร 
 - โกร่งบดตวัอยา่งพืช  

 - เคร่ืองแก้วส าหรับเตรียมสารเคมี 
 - หม้อนึง่ความดนั 
 - ตู้แชเ่ย็น 4 องศาเซลเซียส 
 - เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave) 

  - ตู้แชแ่ข็ง – 20 องศาเซลเซียส 
 - เคร่ือง PCR thermal cycler 

 - เคร่ือง Electrophoresis 
 - เคร่ือง Gel document 
 - เคร่ือง ELISA Reader 
 - เคร่ือง incubator 
 - เคร่ืองชัง่ทศนิยม 3 ต าแหน่ง 
 - เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) 
 - เคร่ืองต้มน า้ควบคมุอณุหภูมิ (water bath) 
 - เคร่ืองหมนุเหว่ียง (microfuge) 
 - เคร่ืองหมนุเหว่ียง (MSE coolspin 2) 
 

  1.5 อปุกรณ์นอกห้องปฏิบตัิการ 
 - โรงเรือนตาข่ายกนัแมลง 
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2. เทคนิคที่ใช้ในการทดลอง 
 
  2.1 เทคนิคการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดย Plate Trapped ELISA  

 การตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค ELISA จากใบส้มโอโดยวิธีการ
ดดัแปลงมาจาก Roistacher (1991) น าตวัอย่างใบส้มมาท าความสะอาดตดัเอาเพพาะเส้นกลาง
ใบหัน่เป็นชิน้บดเส้นกลางใบใน coating buffer อตัราส่วน 1:10 (เนือ้เย่ือ: บฟัเฟอร์) ด้วยครกบด
ซึ่งผ่านการแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส น าของเหลวท่ีได้จากการบดใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 7000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที ดดูของเหลวใสส่วนบนใส่ใน
ไมโครเพลตหลุมละ 200 ไมโครลิตร ตวัอย่างละ 2 หลุม จากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เทของเหลวทิง้ ล้างด้วย PBS-T 5 ครัง้ๆ ละ 3 นาที  ใส่ BSA 2% (blocking 
solution) หลมุละ 200 ไมโครลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง ครบเวลา
ล้างเหมือนขัน้ตอนแรก จากนัน้ใส่ CTV-antiserum (IgG) เข้มข้น 2 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร หลุม
ละ 200 ไมโครลิตร น าไปบม่ และล้างเหมือนขัน้ตอนแรก ขัน้ตอ่ไปใส่ GAR-AP (goat antirabbit-
alkaline phosphatase conjugate) เข้มข้น 1:4000 ลงในไมโครเพลต หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
บ่มและล้างเหมือนขัน้ตอนท่ีผ่านมา  จากนัน้เติม substrate (p-nitrophenyl phosphate) ท่ี
ละลายใน substrate buffer อตัรา 1 มิลลิกรัมตอ่บบัเฟอร์ 1 มิลลิลิตร หลมุละ 200 ไมโครลิตร บม่
ไว้ 1 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย 3 M NaOH 
(stopping reaction solution) น าผลไปอา่นคา่ของสีท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ือง ELISA reader รุ่น Power 
Wavex ท่ีผลิตโดยบริษัท Bio-Tek โดยใช้คล่ืนแสง 405 นาโนเมตร  

 
 2.2 เทคนิคการสกดัดีเอ็นเอของเชือ้ Ca.  L. asiaticus จากตวัอยา่งส้มโอ 

 สกัดดีเอ็นเอจากเส้นกลางใบของส้มโอตามวิธีการท่ีดดัแปลงมาจาก Dellaporta 
และคณะ (1983) โดยน าตวัอย่างพืชมาตดัเอาเพพาะเส้นกลางใบ จากนัน้หัน่ให้เป็นชิน้ขนาดเล็ก 
ใส่ตวัอย่างเส้นกลางใบหนกั 1-2 กรัม ลงในครกบดท่ีแช่เย็น เติมสารละลาย grinding buffer ท่ีมี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 7 มิลลิลิตร แช่ไว้ในน า้แข็งนาน 20 นาที  บดตวัอย่างให้
ละเอียด จากนัน้เติมสารละลาย grinding buffer ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อีก 6 มิลลิลิตร บด
ตวัอย่างซ า้อีกครัง้ ดดูน า้คัน้น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที นาน 7 นาที จากนัน้
ดดูของเหลวใสตอนบนใสห่ลอดใหมน่ าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว  6,000 รอบตอ่นาที นาน 45 นาที 
เทของเหลวทิง้แล้วละลายตะกอนด้วย CTAB buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วบรรจุใส่หลอด
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ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 นาทีเขย่าเป็นระยะๆ จากนัน้เติม 
chloroform/isoamyl อตัรา 1:1 เท่าของสารท่ีมีอยู่ เขย่าให้เข้ากนั 3 นาที แล้วน าไปหมนุเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ของเหลวจะแยกเป็น 2 ชัน้ ดดูของเหลวส่วนบนมาใส่
หลอดขนาด 2 มิลลิลิตรจากนัน้เติม isopropanol ในอตัรา 1:1 ของของเหลวท่ีดดูได้ เขย่าให้เข้า
กนั น าไปบ่มในน า้แข็งนาน 5 นาที จากนัน้น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบต่อนาที 
นาน 30 นาที เทเอาของเหลวทิง้แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol 2 ครัง้ โดยน าไป centrifuge 
ครัง้ละ 5 นาที ท าให้ตะกอนแห้งโดยใส่ในโถดูดความชืน้เป็นเวลา 20 นาที ละลายตะกอนด้วย 
sterile deionized water ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือ
น าไปใช้ในการทดลองตอ่ไป  

 
2.3 ตรวจเชือ้ Ca. L. asiaticus โดยการเพิ่มปริมาณ 16S rRNA gene ด้วย
เทคนิค PCR  

 ท าการผสม PCR reagent ซึ่งประกอบด้วย Taq polymerase bufferเข้มข้น 10 
เทา่, MgCl2 50 mM, dNTP mixture 10 mM และ primers 0.5 µM (forward primer 5’ GCGCG 
TATGCAATACGAGCGGCA 3’ และ reverse primer 5’ GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT 
3’) ตามวิธีการท่ีรายงานโดย (Jagoueix et al., 1994) ไพรเมอร์ท่ีใช้มีความจ าเพาะตอ่ชิน้ส่วนดี
เอ็นเอ (16S rRNA gene) ของเชือ้ Ca. L. asiaticus ท่ีมีขนาด 1,160 bp Taq polymerase 
ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตรกบัดีเอ็นเอซึง่สกดัได้จากส้มโอ 2 ไมโครลิตรรวมทัง้สิน้ 50 ไมโครลิตรลงใน
หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปิดทบัด้วยน า้มนั (mineral oil) 10 ไมโครลิตร น าส่วนผสมเข้า
เคร่ือง PCR thermal cycler โดยมีอณุหภูมิเร่ิมต้น (Hot start) 94 องศาเซลเซียส   5 นาที เพ่ือ
แยกสายดีเอ็นเอก่อนเร่ิมต้นสงัเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยอณุหภมูิรอบ 35 รอบ ซึง่มีอณุหภมูิดงันี ้

 1-34 cycle 94C 1  นาที 

  55C 30  วินาที 

  72C 1  นาที     30 วินาที 

 35 cycle 94C 1  นาที 

  55C 30  วินาที 

  72C 10  นาที 
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  2.4 ตรวจผลผลิตดีเอ็นเอของเชือ้ Ca. L. asiaticus จากปฏิกิริยา PCR โดย 
  เทคนิค Electrophoresis 

 ท าการตรวจหาผลผลิตดีเอ็นเอของเชือ้ Ca. L. asiaticus ซึ่งได้จากปฏิกิริยา PCR
ในอากาโรสเจลเข้มข้น 1.5% โดยใช้ agarose 1.5 กรัม ละลายใน TBE buffer เข้มข้น 0.5 เท่า 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร หลอมละลายด้วยความร้อนโดยใช้เตาไมโครเวฟนาน 2 นาที โดยใช้ความ
ร้อนในระดบัปานกลาง จากนัน้เติม ethidium bromide ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัตัง้
ไว้ 5 นาที เทเจลลงในเบ้าพิมพ์ท่ีเตรียมไว้นาน 1 ชัว่โมง เพ่ือให้เจลแข็งตวั น าเจลใส่ในเคร่ือง 
Electrophoresis เติม TBE buffer เข้มข้น 0.5 เท่า ปริมาตร 700 มิลลิลิตร หลงัจากผสม loading 
buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตรเข้ากบัผลผลิตดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงใน microtube แล้ว
น าไปหมนุเหว่ียงนาน 5 วินาที จากนัน้น าไปหยดในช่องเจลตามล าดบั เปิดความตา่งศกัย์ไฟฟ้าท่ี 
90 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที จากนัน้ตรวจผลผลิตดีเอ็นเอและถ่ายภาพด้วยเคร่ือง Gel document- 
tation โดยใช้ความยาวคล่ืนแสง 300 นาโนเมตร  
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3. วิธีการด าเนินการ 
 

3.1 การผลิตต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอทบัทิมสยามโดยใช้ก่ิงตอน 
  3.1.1 คดัเลือกต้นส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามในแปลงปลกู 
  คดัเลือกต้นส้มโอพันธุ์ทับทิมสยาม จากสวนของเกษตรกรในเขตลุ่มน า้
ปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช จ านวน 2 สวน คือ สวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี และสวนท่ีมีอายุต้น 8 ปี 
ในแตล่ะสวนจะแบง่ออกเป็น 2 กลุ่มๆ ท่ี 1 เลือกต้นส้มโอจ านวน 20 ต้น ตรวจโรคทริสเตซา และ
โรคฮวงลองบงิโดยเทคนิค ELISA และ PCR ตามล าดบั ต้นท่ีตรวจไม่พบคดัเลือกมาใช้ในการผลิต
ต้นแม่พนัธุ์จ านวน 10 ต้น กลุ่มท่ี 2 ไม่มีการตรวจโรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบิง คดัเลือกโดยดู
ลกัษณะความสมบรูณ์ แข็งแรง มีคณุสมบตัติรงตามสายพนัธุ์จ านวน 10 ต้น 
 

3.1.2 ผลิตต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอจากต้นในแปลงปลกูโดยการตอนก่ิง  
  ท าการทดลองโดยการตอนก่ิงส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามท่ีมีอายก่ิุงประมาณ 
6-12 เดือน มีเส้นผ่านศนูย์กลางไม่เกิน 2 เซนติเมตร จากต้นแปลงในแปลงปลกูของสวนท่ีมีอายุ
ต้นส้ม 4 ปี และ 8 ปี ท่ีคดัเลือกไว้ทัง้สองกลุ่ม โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ factorial design 
ซึง่มีสองปัจจยั คือ 
 ปัจจยัท่ี 1 คือ อายขุองส้มโอมี 2 ระดบัคือ    
       A1 = ต้นส้มโอจากสวนอาย ุ4 ปี    
        A2 = ต้นส้มโอจากสวนอาย ุ8 ปี   

 ปัจจยัท่ี 2 คือ การตรวจโรคมี 2 ระดบัคือ    
  B1 = ผา่นการตรวจโรค และไมต่ดิเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา และเชือ้
    สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 

       B2 = ไมมี่การตรวจโรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบงิ 
โดยมีหนว่ยการทดลองดงันี ้
A1B1     ต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 4 ปี ผา่นการ 
 ตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
A1B2     ต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 4 ปี ไมมี่การ 
 ตรวจโรค 
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A2B1     ต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 8 ปี ผา่นการ 
 ตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
A2B2     ต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 8 ปี ไมมี่การ 
 ตรวจโรค 

 ใช้ต้นส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามในแปลงปลกู 10 ต้น ตอ่หน่วยการทดลอง และตอน
ก่ิง 10 ก่ิงตอ่ต้น เม่ือก่ิงตอนมีการเจริญของรากเต็มท่ี ตดัก่ิงตอนมาปลูกในกระถางพลาสติกสีด า
ขนาด 15 นิว้ ซึง่บรรจดุนิผสม (ดนิ 1 ส่วน ทราย 2 ส่วน และปุ๋ ยคอก 1 ส่วน) ปริมาตร 7 ลิตร ปลกู
เลีย้งก่ิงตอนในเรือนตาขา่ยกนัแมลง จากนัน้ประเมินผลการรอดชีวิต และตรวจหาเชือ้ในก่ิงตอนซ า้
อีกครัง้เม่ือก่ิงตอนมีอาย ุ6 เดือน ด้วยเทคนิค PCR และ ELISA ตามวิธีการของ Sdoodee และ
คณะ (2008) ประเมินจ านวนต้นส้มโอปลอดโรคท่ีได้จากแตล่ะแบบการทดลอง ต้นแม่พนัธุ์ส้มโอท่ี
เจริญจากก่ิงตอนในแต่ละสิ่งทดลองจะใช้เป็นงานทดลองการผลิตก่ิงพันธุ์ ส้มโอปลอดโรคต่อไป 
เปรียบเทียบกนัโดยใช้แบบแผนการทดลองข้างต้น 

 
 3.2 ผลิตก่ิงพนัธุ์ปลอดโรคของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 
    3.2.1 การผลิตก่ิงพนัธุ์ปลอดโรค 

 น าตาขยายพันธุ์จากต้นแม่พันธุ์  (ก่ิงตอน) ท่ีมาจากการทดลองในข้อ 
3.1.2 คือ ต้นในแปลงปลกูท่ีมีอายตุ้น 4 ปี และ 8 ปี ในกลุ่มท่ีมีการตรวจ และไม่มีการตรวจโรค 
เลีย้งดใูนเรือนตาขา่ยกนัแมลง ซึง่จะใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์กลุม่ๆ ละ 5 ต้น โดยต้นแม่พนัธุ์  1 ต้น จะ
ใช้ 10 ตา ติดบนต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 5 ตา และติดบนต้นตอส้มโอทองดี 5 ตา (1 ตาตอ่
ต้นตอ) ใช้ต้นตออายุ 6-7 เดือน โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ factorial design ซึ่งมีสาม
ปัจจยั ดงันี ้ 
 ปัจจยัท่ี 1 คือ อายตุ้นมี 2 ระดบั คือ 
  A1 = ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ผลิตจากสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี  
                   A2 = ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ผลิตจากสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี  
 ปัจจยัท่ี 2 คือ การตรวจเชือ้มี 2 ระดบั คือ 
 B1 = ต้นแมพ่นัธุ์กลุม่ท่ีตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูผา่นการตรวจเชือ้ 
                  B2 = ต้นแมพ่นัธุ์กลุม่ท่ีตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูไมมี่การตรวจเชือ้ 
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   ปัจจยัท่ี 3 คือ ชนิดของต้นตอมี 2 ระดบั คือ   
 C1 = ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทองดี 
 C2 = ต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 
 โดยมีหนว่ยการทดลองดงันี ้

A1B1C1   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ผา่นการ 
 ตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอส้มโอทองดี 
A1B2C1   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ไมมี่การ 
 ตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอส้มโอทองดี 
A1B1C2   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ผา่นการ

ตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
                     A1B2C2   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ไมมี่การ 
     ตรวจเชือ้ตดิตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม   

A2B1C1   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผา่นการ 
 ตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอส้มโอทองดี 

  A2B2C1  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไมมี่การ
ตรวจโรคตดิตาบนต้นตอส้มโอทองดี 

   A2B1C2   ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผา่นการ 
   ตรวจโรคตดิตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
   A2B2C2 ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไมมี่การ 
    ตรวจโรคตดิตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม  

ท าการตรวจนบัอตัราการรอดของการติดตา และตรวจหาเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา 
และเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้เม่ือมีอาย ุ3 เดือน โดยเทคนิค ELISA และ PCR 
เปรียบเทียบกนัโดยใช้แบบแผนการทดลองข้างต้น  
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
    
1. การผลิตต้นแม่พันธ์ุส้มโอพันธ์ุทับทมิสยามโดยใช้กิ่งตอน 
 

 1.1 คัดเลือกต้นส้มโอพันธ์ุทับทมิสยามในแปลงปลูก 
 ผลการคดัเลือกต้นส้มโอพันธุ์ทบัทิมสยามจากแปลงปลูกท่ีมีอายุ  4 ปี จ านวน   
20  ต้น ตรวจพบเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาจ านวน 7 ต้นจาก 20 ต้น (ตารางท่ี 2 และ 3) โดยตวัอย่าง
ท่ีตดิเชือ้มีคา่ปฏิกิริยา ELISA อยู่ระหว่าง (x̄ ± SD = 0.222 ± 0.042 - 0.600 ± 0.025) และพบส้ม
โอจ านวน 2 ต้น จาก 20 ต้น ท่ีมีปฏิกิริยา ELISA ต ่า ผลการตรวจเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในส้ม
โอโดยเทคนิค PCR พบเชือ้สาเหตโุรค 1 ต้น จาก 20 ต้น (ภาพท่ี 4 และ 5) ในกลุ่มท่ี 1 คดัเลือกต้น
ส้มโอท่ีตรวจไม่พบเชือ้ทัง้สองชนิดจ านวน 10 ต้น ซึ่งได้แก่ DAT1-3, DAT1-5, DAT5-1, DAT6-5, 
DAT8-2, DAT9-2, DAT9-3, DAT9-5, DAT10-4, และได้คดัเลือกต้น DAT4-1 ซึ่งมีปฏิกิริยาต ่า 
(ภาพท่ี 10ก) กลุ่มท่ี 2 ไม่มีการตรวจโรคจ านวน 10 ต้น ได้แก่ DAT1-1, DAT2-2, DAT2-4,  
DAT3-3, DAT3-5, DAT4-3, DAT5-2, DAT6-1, DAT8-4, และ DAT10-5 เพ่ือผลิตต้นแม่พนัธุ์ส้ม
โอจากต้นในแปลงปลกูโดยการตอนก่ิง 
 ผลการคดัเลือกต้นส้มโอพันธุ์ทับทิมสยามจากแปลงปลูกท่ีมีอายุ 8 ปี จ านวน    
20 ต้น ตรวจพบเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา 5 ต้น จาก 20 ต้น (ตารางท่ี 4) คิดเป็น 25% ของตวัอย่าง
ทัง้หมด โดยตวัอย่างท่ีติดเชือ้มีค่าปฏิกิริยา ELISA อยู่ระหว่าง (x̄ ± SD = 0.273 ± 0.004 -    
1.447 ± 0.046)  และผลการตรวจเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในส้มโอโดยเทคนิค PCR ไม่พบเชือ้
สาเหตโุรคทัง้ 20 ต้น (ภาพท่ี 6, 7, 8 และ 9) คดัเลือกต้นส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามท่ีตรวจไม่พบเชือ้  
จ านวน 10 ต้นในกลุ่มท่ี 1 ซึ่งได้แก่ SPT1-3, SPT2-3, SPT3-3, SPT4-5, SPT6-3, SPT7-3, 
SPT10-2, SPT12-4, SPT12-5 และ SPT14-4 (ภาพท่ี 10ข) กลุ่มท่ี 2 ไม่มีการตรวจเชือ้ จ านวน 10 
ต้น ได้แก่ SPT2-2, SPT3-4, SPT5-3, SPT5-5, SPT6-4, SPT8-3, SPT8-5, SPT9-2, SPT9-4 และ 
SPT13-5 เพ่ือผลิตต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอจากต้นในแปลงปลกูโดยการตอนก่ิง 
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ตารางท่ี 2    ผลการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากต้นส้มโอในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี ล าดบัต้น
ท่ี 1-15 

ล าดบัต้นในแปลงปลกู1/ 
                             ELISA 
                   OD 405 (x̄  ± SD)2/ 

DAT1-4 0.600 ± 0.025 
DAT1-5 0.137 ± 0.025 
DAT2-3 0.157 ± 0.059 
DAT3-1 0.222 ± 0.042 
DAT4-1 0.187 ± 0.066 
DAT4-2 0.206 ± 0.008 
DAT4-5 0.393 ± 0.020 
DAT5-3 0.252 ± 0.030 
DAT6-5 0.132 ± 0.035 
DAT8-1 0.331 ± 0.033 
DAT8-2 0.099 ± 0.016 
DAT8-3 0.257 ± 0.021 
DAT9-2 0.080 ± 0.006 
DAT9-5 0.136 ± 0.022 

  DAT10-4 0.155 ± 0.124 
1/ DAT = ต้นในแปลงปลกูที่มีอาย ุ4 ปี, ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้น, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถว  
 2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄  ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA จากมะนาวปกติ (x̄ ± SD = 0.038 ± 0.000) เมื่อคา่ 
     ปฏิกิริยาสงูกวา่ 0.169 ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) ตามวิธีการของ Bioreba (2011)   
    ดงัภาพภาคผนวก ค. ที่ 1 
 

  ตารางท่ี 3   ผลการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากต้นส้มโอในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี ล าดบัต้น 
 ท่ี 16-20 

ล าดบัต้นในแปลงปลกู1/  
 

                             ELISA 
               OD 405 (x̄  ± SD)2/ 

DAT1-3 0.130 ± 0.023 
DAT3-4 0.169 ± 0.025 
DAT5-1 0.165 ± 0.016 
DAT7-1 0.283 ± 0.005 
DAT9-3 0.108 ± 0.000 

1/ DAT = ต้นในแปลงปลกูที่มีอาย ุ4 ปี, ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้น, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถว  
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄  ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของ ปฏิกิริยา ELISA  
    จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.270 ± 0.037) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
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850 bp 
 

850 bp 
 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง- 
 บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ล าดบัต้นท่ี 1-15 

 ช่อง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ช่องที ่ 1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 3-1    
 ช่องที ่ 2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 4-1      
 ช่องที ่ 3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 8-1      
 ช่องที ่ 4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 4-2   
 ช่องที ่ 5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 8-2      
 ช่องที ่ 6  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 9-2      
 ช่องที ่ 7  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 2-3      
 ช่องที ่ 8  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 5-3      
 ช่องที ่ 9  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 8-3      
 ช่องที ่ 10  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 1-4       
 ช่องที ่ 11 ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 4-4        
 ช่องที ่ 12 ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 10-4   
 ช่องที ่ 13 ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 1-5   
 ช่องที ่ 14  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 6-5 
  ช่องที ่ 15  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 9-5 
 ช่องที ่ 16 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
 ช่องที ่ 17 Deionized water 
 ช่องที ่ 18 ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง  
 
 
 
  
 
 
ภาพท่ี 5 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง- 
 บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ล าดบัต้นท่ี 16-20 

 ช่อง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ช่องที ่ 1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 5-1   
 ช่องที ่ 2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 7-1     
 ช่องที ่ 3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 1-3  
 ช่องที ่ 4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 9-3    
 ช่องที ่ 5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ DAT 3-4    
 ช่องที ่ 6 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
 ช่องที ่ 7 ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง 
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ตารางท่ี 4  ผลการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสตเตซาไวรัสจากต้นส้มโอในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ8 ปี  
 ล าดบัต้นท่ี 1-20 

1/ SPT = ต้นในแปลงปลกูที่มีอาย ุ8 ปี, ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้น, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถว  
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄  ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA  
   จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.270 ± 0.037) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบัต้นในแปลงปลกู1/                       ELISA 
          OD 405 (x̄ ± SD)2/ 

            SPT 1-2 0.320 ± 0.006 
SPT 1-3 0.203 ± 0.001 
SPT 2-3 0.117 ± 0.011 
SPT 2-5 0.302 ± 0.021 
SPT 3-3 0.156 ± 0.051 
SPT 3-5 0.266 ± 0.035 
SPT4-5 0.190 ± 0.011 
SPT5-2 0.236 ± 0.008 
SPT5-4 0.273 ± 0.004 
SPT6-3 0.196 ± 0.004 
SPT7-3 0.162 ± 0.016 
SPT7-4 0.256 ± 0.005 
SPT8-4 0.227 ± 0.027 
SPT10-2 0.180 ± 0.005 
SPT11-5 1.447 ± 0.046 
SPT12-4 0.176 ± 0.009 
SPT12-5 0.219 ± 0.001 
SPT13-2 0.266 ± 0.016 
SPT13-3 0.284 ± 0.001 
SPT14-4 0.187 ± 0.006 
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ภาพท่ี 6  ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง-
บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ล าดบัต้นท่ี 1-5 

 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 1-2 

 ชอ่งท่ี  2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 5-2   
 ชอ่งท่ี  3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 10-2    
 ชอ่งท่ี  4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 13-2  
 ชอ่งท่ี  5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 1-3 
 ชอ่งท่ี  6 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  7 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง-

บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ล าดบัต้นท่ี 6-10 
 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 

 ชอ่งท่ี  1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 2-3 
 ชอ่งท่ี  2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 3-3    
 ชอ่งท่ี  3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 6-3    
 ชอ่งท่ี  4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 7-3    

 ชอ่งท่ี  5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 13-3   
 ชอ่งท่ี  6 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  7 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 
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ภาพท่ี 8 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง-

บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ล าดบัต้นท่ี 11-15 
 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 

 ชอ่งท่ี  1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 5-4 
 ชอ่งท่ี  2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 7-4    
 ชอ่งท่ี  3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 8-4    
 ชอ่งท่ี  4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 12-4    

 ชอ่งท่ี  5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 14-4   
 ชอ่งท่ี  6 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  7 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลอง-

บงิโดยเทคนิคพีซีอาร์จากต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ล าดบัต้นท่ี 16-20 
 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 

 ชอ่งท่ี  1  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 2-5 
 ชอ่งท่ี  2  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 3-5    
 ชอ่งท่ี  3  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 4-5    
 ชอ่งท่ี  4  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 11-5    

 ชอ่งท่ี  5  ดีเอ็นเอจากส้มโอ SPT 12-5   
 ชอ่งท่ี  6 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  7 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 
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ภาพท่ี 10  ต้นส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามในแปลงปลกูท่ีได้รับคดัเลือกเพ่ือใช้ในการผลิตต้นแมพ่นัธุ์ 
 โดยวิธีการตอนก่ิง 

(ก) ต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี  
(ข) ต้นส้มโอในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี  

 
 

 (ก) 

 (ข) 
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 1.2 ผลิตต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอจากต้นในแปลงปลกูโดยการตอนก่ิง 
  ผลการผลิตต้นแม่พันธุ์ จากต้นในแปลงปลูกโดยการตอนก่ิง ดังสรุปไว้ใน     
ตารางท่ี 5  พบว่าการตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูสวนท่ีมีอายุ 4 ปี กลุ่มท่ีผ่านการตรวจเชือ้ และ
กลุ่มท่ีไม่มีการตรวจเชือ้ A1B1 และ A1B2 มีอตัราการรอดสงูสดุ คือ 77% (77 ก่ิงจาก 100 ก่ิง) 
รองลงมาคือการตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูท่ีมีอายุ 8 ปี กลุ่มท่ีผ่านการตรวจเชือ้ A2B1 มีอตัรา
รอดคดิเป็น  56% (56 ก่ิงจาก 100 ก่ิง) และการตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูท่ีมีอายุ 8 ปี กลุ่มท่ีไม่
มีการตรวจเชือ้ A2B2 มีอตัรารอดต ่าท่ีสดุ คือ 44% (44 ก่ิงจาก 100 ก่ิง) ผลการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบสุ่มตลอด พบว่าหน่วยการทดลอง A1B1 และ A1B2 ผลิตก่ิงตอนได้สงูสดุ มีความ
แตกตา่งกบั หน่วยการทดลอง A2B1 และ A2B2 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และหน่วยการทดลอง 
A2B1 มีความแตกตา่งกบัหน่วยการทดลอง A2B2 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 5) และใน
การวิเคราะห์ปัจจยัร่วมโดยมีปัจจยัท่ี 1 เป็นอายุของต้นในแปลงปลูกท่ีใช้ตอนก่ิงผลิตเป็นต้นแม่
พนัธุ์ ปัจจยัท่ี 2 เป็นการตรวจเชือ้ และไมต่รวจเชือ้ต้นในแปลงปลกู ไม่พบปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหว่าง
ปัจจยัทัง้สอง แตเ่ม่ือวิเคราะห์ปัจจยัท่ี 1 ซึ่งเป็นอายขุองต้นในแปลงปลกู 4 ปี และอายขุองต้นใน
แปลงปลกู 8 ปี ใช้ตอนก่ิงผลิตเป็นต้นแมพ่นัธุ์พบวา่มีปฏิกิริยาสมัพนัธ์กนั (ตารางภาคผนวกท่ี 5)  

ก่ิงตอนท่ีใช้ผลิตเป็นต้นแม่พันธุ์มีอายุครบ 6 เดือน (ภาพท่ี 11) ตรวจหาเชือ้
สาเหตโุรคทริสเตซาและโรคฮวงลองบิงซ า้อีกครัง้ ผลการตรวจเชือ้พบว่าต้นแม่พนัธุ์ เจริญจากก่ิง
ตอนของต้นในแปลงปลกูสวนท่ีมีอายุต้น 4 ปี จากกลุ่มตรวจโรคและไม่ตรวจโรครวมจ านวน 154 
ต้น ปลอดจากเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบิง เน่ืองจากคา่ OD 405 ของปฏิกิริยา 
ELISA ของต้นแม่พนัธุ์เหล่านีอ้ยู่ระหว่าง (x̄ ± SD = 0.182 ± 0.002 – 0.311 ± 0.024) ใกล้เคียง
กบัปฏิกิริยาท่ีได้จากต้นส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.232 ± 0.016) (ตารางภาคผนวก ข. ท่ี 1 และ 2) 
และไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) จากดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากต้นแม่พันธุ์ทัง้ 154 ต้น          
(ภาพภาคผนวก ค. ท่ี  2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8) ส่วนผลการตรวจเชือ้ในต้นแม่พนัธุ์ท่ีเจริญจากก่ิง
ตอนของต้นในแปลงปลูกสวนท่ีมีอายุ 8 ปี กลุ่มท่ีผ่านการตรวจเชือ้ 56 ต้น ของกลุ่มท่ีไม่มีการ
ตรวจเชือ้ 44 ต้น ปลอดจากเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา เน่ืองจากคา่ OD 405 ของปฏิกิริยา ELISA 
ของต้นแมพ่นัธุ์อยู่ระหว่าง (x̄ ± SD = 0.054 ± 0.003 – 0.107 ± 0.021) ใกล้เคียงกบัปฏิกิริยาท่ีได้
จากต้นส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.059 ± 0.009) (ตารางภาคผนวก ข. ท่ี 3 และ 4) และต้นแม่พนัธุ์ท่ี
เจริญจากก่ิงตอนของต้นในแปลงปลกูท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ปลอดจากเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง 99 ต้น 
(ภาพภาคผนวก ค. ท่ี  9, 10, 11, 12, 13, 14,15 และ 16) และตรวจพบเชือ้สาเหตโุรคดงักล่าว    
1/ 44 ต้น จากกลุม่ท่ีไมมี่การตรวจเชือ้ (ภาพภาคผนวก ค. ท่ี 14)  



31 

ตารางท่ี 5 ผลการผลิตต้นแม่พนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามโดยวิธีการตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกู 

หนว่ยการ
ทดลอง 1/ 

     จ านวนก่ิงตอนท่ีผลิตได้ในแตล่ะซ า้2/  รวม
(ต้น) 

คา่เฉลีย่ก่ิงตอนที ่

ผลติได้ (ต้น) ± SE3/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
A1B1 8 8 8 7 7 7 8 8 8 8 77 7.7 ± 0.15a 

A1B2 8 7 8 8 8 8 8 7 7 8 77 7.7 ± 0.15a 

A2B1 6 6 6 6 5 6 6 6 5 4 56 5.6 ± 0.22b 

A2B2 5 3 6 6 5 5 3 0 5 6 44 4.4 ± 0.60c 

C.V. (%)                                          16.80 
1/ A1B1 =  ตอนกิ่งจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 4 ปีผ่านการตรวจเชือ้แล้วไม่พบ 
   A1B2 =  ตอนกิ่งจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 4 ปีไม่มีการตรวจโรค 
   A2B1 =  ตอนกิ่งจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 8 ปีผ่านการตรวจเชือ้แล้วไม่พบ 
   A2B2 =  ตอนกิ่งจากต้นส้มโอในแปลงปลกูอายตุ้น 8 ปีไม่มีการตรวจโรค 
2/ ต้นแม่พนัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนโดยท าการตอน 10 กิ่งตอ่ต้นในแปลงปลกูหนึง่ต้นตอ่ซ า้  
3/ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรแตกต่างกนัในแนวคอลมัน์ แสดงว่ามีความแตกตา่งทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p ≤ 0.05 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         
ภาพท่ี 11  ต้นแมพ่นัธุ์ของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามอาย ุ6 เดือน เจริญจากก่ิงตอนจากต้นในแปลง 
 ปลกูอาย ุ4 ปี ผา่นการตรวจเชือ้และไมมี่การตรวจเชือ้ (ซ้าย) และจากต้นในแปลง 
 ปลกูอาย ุ8 ปี ผา่นการตรวจเชือ้และไมมี่การตรวจเชือ้ (ขวา) ปลกูเลีย้งในโรงเรือนตา 
 ขา่ยกนัแมลง 
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2. ผลิตกิ่งพันธ์ุปลอดโรคของส้มโอพันธ์ุทับทมิสยาม 
  ผลการผลิตก่ิงพนัธุ์ ส้มโอโดยการติดตาบนต้นตอดงัสรุปในตารางท่ี 6 พบว่าการ
ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ซึ่งผ่านการตรวจโรคและติดบนต้น
ตอส้มโอพนัธุ์ทองดี (A2B1C1) ผลิตก่ิงพนัธุ์ได้สงูสดุ คือ 25 ต้นตอ่ 25 ตา รองลงมาคือการใช้ตา
จากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอายุ 8 ปี แต่ไม่มีการตรวจโรคและติดบนต้นตอส้มโอพนัธุ์ทองดี 
(A2B2C1) และการใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอาย ุ4 ปี ผ่านการตรวจเชือ้และติดบนต้น
ตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม (A1B1C2) ผลิตได้ 24 ต้นต่อ 25 ตาเท่ากัน และหน่วยการทดลองท่ี
ผลิตก่ิงพนัธุ์ได้ต ่าสดุ คือการใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผ่านการ
ตรวจโรค (A2B1C2) และไม่มีการตรวจเชือ้ติดบนต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม (A2B2C2) คือ 15 
ต้นตอ่ 25 ตาเท่ากนั (ตารางท่ี 6) ผลการวิเคราะห์ทางเดียว (one-way analysis) แบบสุ่มตลอด 
(completely randomize design) พบว่าหน่วยการทดลอง A2B1C1 ซึ่งผลิตก่ิงพนัธุ์ได้สงูสดุ แต่
ไม่มีความแตกตา่งจากหน่วยการทดลอง A1B1C1, A1B2C1, A1B1C2 และ A1B2C2 อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ แตพ่บว่ามีความแตกตา่งจากหน่วยการทดลอง A2B1C2 และ A2B2C2 อย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 6) และในการวิเคราะห์ปัจจยัร่วม (factorial design) โดยมีปัจจยัท่ี 
1 เป็นอายขุองต้นในแปลงปลกูท่ีใช้ตอนก่ิงเป็นต้นแม่พนัธุ์ซึ่งเป็นแหล่งของตา ปัจจยัท่ี 2 เป็นการ
ตรวจเชือ้ และไม่ตรวจเชือ้ต้นในแปลงปลกูท่ีใช้ผลิตเป็นต้นแม่พนัธุ์ และปัจจยัท่ี 3 เป็นต้นตอ (ส้ม
โอพนัธุ์ทองดี และส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม) ไม่พบปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยัทัง้สาม (ตาราง
ภาคผนวก ข. ท่ี 6)  

 จากการ                                 ท่ีผลิตได้         จาก   ปลาย
           ประมาณ 5 เซนติเมตร เหนือรอยติดตาในสปัดาห์ท่ี 6 (ภาพท่ี 12ก) จะมีการเจริญ
ของตาโดยเฉล่ียภายใน 1-3 สปัดาห์ (ภาพท่ี 12ข และ 12ค) และก่ิงพนัธุ์จะเจริญเติบโตเต็มท่ี
ภายในระยะเวลา 2-3        ภาพท่ี 12ง) จากนัน้ท าการตรวจเชือ้ในก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้ทัง้หมด 163 
ต้น ผลปรากฏว่าก่ิงพนัธุ์ ท่ีผลิตได้ปลอดจาก     สาเหตโุรคทริสเตซา 163 ต้น เน่ืองจากมีค่า OD 
405 ของปฏิกิริยา ELISA ของก่ิงพนัธุ์อยู่ระหว่าง (x̄ ± SD = 0.086 ± 0.021 - 0.156 ± 0.002) 
ใกล้เคียงกบัปฏิกิริยาท่ีได้จากต้นส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.127 ± 0.048) (ตารางท่ี 7 และ 8) และ
ไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ของเชือ้ฮวงลองบิงจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้ทัง้ 163 
ต้น (ภาพท่ี 13 และ 14)  
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ตารางท่ี 6 ผลการผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามโดยวิธีการติดตา 

หนว่ยการทดลอง 1/ จ านวนก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้ในแตล่ะซ า้2/  รวม 
(ต้น) 

คา่เฉล่ียก่ิงพนัธุ์ท่ี
ผลิตได้ (ต้น) ± SE3/ 1 2 3 4 5 

A1B1C1 0 4 4 5 4 17  3.4 ± 0.87ab 

A1B2C1 4 5 2 5 5 21  4.2 ± 0.58ab 

A1B1C2 5 4 5 5 5 24 4.8 ± 0.2ab 

A1B2C2 5 5 5 2 5 22 4.4 ± 0.6ab 

A2B1C1 5 5 5 5 5 25        5.0 ± 0.0a 

A2B2C1 4 5 5 5 5 24 4.8 ± 0.2ab 

A2B1C2 2 5 2 5 1 15 3.0 ± 0.84b 

A2B2C2 3 4 3 1 4 15 3.0 ± 0.55b 

C.V. (%)       30.92 
1/ A1B1C1 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ผา่นการตรวจเชือ้  

 ติดตาบนต้นตอส้มโอทองด ี
   A1B2C1 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทองด ี
   A1B1C2 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ผา่นการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
   A1B2C2 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
   A2B1C1 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผา่นการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทองด ี
   A2B2C1 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทองด ี
   A2B1C2 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผา่นการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
   A2B2C2 =  ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
  ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม 
2/ ใช้ตาจ านวน 5 ตา จากต้นแมพ่นัธุ์หนึง่ต้น และต้นแมพ่นัธุ์หนึง่ต้นตอ่ซ า้ 
3/ คา่เฉลีย่ที่มีอกัษรแตกตา่งกนัในแนวคอลมัน์ แสดงวา่มีความแตกตา่งทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ p ≤ 0.05 
 
 
 
 

(ก) 



34 

            (ก)                                                             (ข) 

             (ค)                                                             (ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 12  การเจริญเติบโตของก่ิงพนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามปลอดโรคหลงัจากตดิตาบนต้นตอ 
  เป็นระยะเวลาตา่งๆ 
 (ก)  ตดัปลายยอดต้นตอเหนือรอยติดตา 5 เซนตเิมตร 
 (ข)   ยอดออ่นเจริญจากตาหลงัจากตดัปลายยอดต้นตอ 1 สปัดาห์ 
 (ค)  ยอดอ่อนเจริญจากตาหลงัจากตดัปลายยอดต้นตอ 3 สปัดาห์  
 (ง)   ก่ิงพนัธุ์ (ตดิตา) ส้มโอทบัทิมสยามอาย ุ3 เดือน หลงัจากตดัปลายยอดต้นตอ 
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ตารางท่ี 7  ผลการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในก่ิงพนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามผลิตโดยการติด 
 ตาบนต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ์  1/ 

(แหลง่ของตา) 
จ านวนก่ิงพนัธุ์ 
ท่ีผลิตได้ 

ผลการตรวจเชือ้ CTV  

       ELISA2/ OD 405 (x̄ ± SD) 
A1B1   

DAT 1-3-1 5 0.049 ± 0.000 
DAT 4-1-3 5 0.050 ± 0.006 
DAT 9-2-3 4 0.050 ± 0.000 
DAT 9-3-1 5 0.051 ± 0.003 

  DAT 10-4-1 5 0.046 ± 0.002 
A1B2   

DAT 2-4-3 2 0.049 ± 0.001 
DAT 3-5-2 5 0.048 ± 0.001 
DAT 4-3-1 5 0.076 ± 0.001 
DAT 5-2-4 5 0.047 ± 0.000 
DAT 6-1-1 5 0.059 ± 0.002 

A2B1   
SPT 1-3-1 2 0.043 ± 0.001 
SPT 3-3-1 5 0.049 ± 0.000 
SPT 7-3-1 2 0.045 ± 0.001 

  SPT 12-4-2 5 0.049 ± 0.000 
  SPT 12-5-1 1 0.049 ± 0.001 

A2B2   
SPT 3-4-2 3 0.044 ± 0.001 
SPT 5-3-4 4 0.053 ± 0.005 
SPT 6-4-4 1 0.046 ± 0.002 
SPT 9-2-1 3 0.052 ± 0.000 

  SPT 13-5-2 4 0.046 ± 0.001 
  1/ A1B1 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 4 ปี ผา่นการตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
    A1B2 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 4 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
    A2B1 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 8 ปี ผา่นการตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
    A2B2 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 8 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
   ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้น, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถว, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
 2/คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA  
    จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.132 ± 0.013) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางท่ี 8  ผลการตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในก่ิงพนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามผลิตโดย 
 การติดตาบนต้นตอส้มโอทองดี 

ต้นแมพ่นัธุ์ 1/    
(แหลง่ของตา) 

จ านวนก่ิงพนัธุ์ 
ที่ผลติได้ 

             ผลการตรวจเชือ้ CTV  
ELIS2/ OD 405 (x̄ ± SD) 

A1B1   
                  DAT1-3-1 4 0.089 ± 0.013 

DAT 4-1-3 0 0 
DAT 9-2-3 4 0.089 ± 0.013 
DAT 9-3-1 2 0.089 ± 0.013 
DAT 9-3-1 3 0.109 ± 0.016 

 DAT10-4-1 4 0.109 ± 0.016 
A1B2   

DAT 2-4-3 2 0.078 ± 0.059 
DAT 2-4-3 3 0.108 ± 0.009 
DAT 3-5-2 5 0.108 ± 0.009 
DAT 4-3-1 2 0.078 ± 0.059 
DAT 5-2-4 5 0.078 ± 0.059 
DAT 6-1-1 3 0.109 ± 0.016 
DAT 6-1-1 1 0.078 ± 0.059 

A2B1   
SPT 1-3-1 2 0.108 ± 0.009 
SPT 1-3-1 3 0.105 ± 0.001 
SPT 3-3-1 5 0.105 ± 0.001 
SPT 7-3-1 2 0.105 ± 0.001 
SPT 7-3-1 3 0.075 ± 0.008 

  SPT 12-4-2 5 0.075 ± 0.008 
  SPT 12-5-1 2 0.075 ± 0.008 
  SPT 12-5-1 3 0.073 ± 0.013 

A2B2   
SPT 3-4-2 5 0.033 ± 0.042 
SPT 5-3-4 3 0.073 ± 0.013 
SPT 5-3-4 2 0.033 ± 0.042 
SPT 6-4-4 3 0.033 ± 0.042 
SPT 6-4-4 2 0.025 ± 0.017 
SPT 9-2-1 4 0.073 ± 0.013 
 SPT13-5-2 5 0.025 ± 0.017 

1/ A1B1 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 4 ปี ผา่นการตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
    A1B2 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 4 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
    A2B1 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 8 ปี ผา่นการตรวจเชือ้แล้วไมพ่บ 
    A2B2 =  ต้นแมพ่นัธุ์ มาจากต้นในแปลงที่มีอายตุ้น 8 ปี ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
   ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้น, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถว, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA จากมะนาวปกติ (x̄ ± SD = 0.020 ± 0.030) วิเคราะห์    
  คา่เป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริเตซาไวรัส) เมื่อคา่ปฏิกิริยาสงูกวา่ 0.184 ตามวิธีการของ Bioreba  
  (2011) ดงัภาพภาคผนวก ค ที่ 17 
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ภาพท่ี 13  ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลองบิง 
                โดยเทคนิคพีซีอาร์จากก่ิงติดตาส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามบนต้นตอส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ช่อง  M  ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ช่องที ่ 1  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT1-3-1  
 ช่องที ่ 2  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 4-1-3 
 ช่องที ่ 3  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 9-2-3 
 ช่องที ่ 4  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 9-3-1 
 ช่องที ่ 5   ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT10-4-1 
 ช่องที ่ 6  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 2-4-3 
 ช่องที ่ 7  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 3-5-2 
 ช่องที ่ 8  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 4-3-1 
 ช่องที ่ 9  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 5-2-4 
 ช่องที ่ 10  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 6-1-1 
 ช่องที ่ 11 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 1-3-1 
 ช่องที ่ 12 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 3-3-1 
 ช่องที ่ 13 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 7-3-1 
 ช่องที ่ 14 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 12-4-2 
 ช่องที ่ 15  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 12-5-1 
 ช่องที ่ 16 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 3-4-2 
 ช่องที ่ 17 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 5-3-4 
 ช่องที ่ 18 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 6-4-4 
 ช่องที ่ 19 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 9-2-1 
 ช่องที ่ 20 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 13-5-2 

  ช่องที ่ 21     ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
  ช่องที ่ 22     Deionized water 
  ช่องที ่ 23     ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบิง 
 
 

M   1    2   3   4    5   6    7   8    9  10  11 12  13  14  15  16  17  18  19  20 21  22  23 

1,160 bp 
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ภาพท่ี 14  ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคฮวงลองบิง 
 โดยเทคนิคพีซีอาร์จากก่ิงตดิตาส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามบนต้นตอส้มโอทองดี  

 ช่อง  M  ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ช่องที ่ 1  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT1-3-1  
 ช่องที ่ 2  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 9-2-3 
 ช่องที ่ 3  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 9-3-1 
 ช่องที ่ 4   ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT10-4-1 
 ช่องที ่ 5  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 2-4-3 
 ช่องที ่ 6  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 3-5-2 
 ช่องที ่ 7  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 4-3-1 
 ช่องที ่ 8  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 5-2-4 
 ช่องที ่ 9   ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ DAT 6-1-1 
 ช่องที ่ 10 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 1-3-1 
 ช่องที ่ 11 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 3-3-1 
 ช่องที ่ 12 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 7-3-1 
 ช่องที ่ 13 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 12-4-2 
 ช่องที ่ 14  ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 12-5-1 
 ช่องที ่ 15 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 3-4-2 
 ช่องที ่ 16 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 5-3-4 
 ช่องที ่ 17 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 6-4-4 
 ช่องที ่ 18 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 9-2-1 
 ช่องที ่ 19 ดีเอ็นเอของก่ิงพนัธุ์ใช้ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ SPT 13-5-2 

  ช่องที ่ 20     ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
  ช่องที ่ 21     Deionized water 
  ช่องที ่ 22     ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบิง 

  M   1    2    3   4    5    6   7    8    9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22 

1,160 bp 
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บทที่ 4 
 

วิจารณ์ 
 

1. คัดเลือกต้นส้มโอพันธ์ุทับทมิสยามในแปลงปลูก 
 ผลการตรวจเชือ้ในส้มโอจากแปลงปลกูท่ีมีอายตุ้น 4 ปี และ 8 ปี พบเชือ้ทริสเตซา
ไวรัส 35% และ 25% ตามล าดบั และพบเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงคิดเป็น 5% ในส้มโอของแปลง
ปลกูอาย ุ4 ปี เท่านัน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานของรัตนา สดดีุ และคณะ (2551) ซึ่งตรวจพบ
เชือ้ทริสเตซาไวรัส 85% ของตวัอย่างส้มโชกนุ ส้มจกุ ส้มเขียวหวาน และมะนาว ท่ีเก็บจากพืน้ท่ี
ปลกูส้มในภาคใต้ คือ นครศรีธรรมราช พทัลงุ สงขลา ตรัง และยะลา พบว่าเชือ้ทริสเตซาไวรัสแพร่
ระบาดในส้มโอทบัทิมสยามต ่ากว่าส้มชนิดอ่ืน ในขณะท่ีพบการแพร่ระบาดของโรคฮวงลองบิงใน
ส้มโอทบัทิมสยามใกล้เคียงกบัท่ีเกิดขึน้กบัส้มโอในจงัหวดัเชียงราย คือ 5-10% (ขวญัดาว ผิวขาว 
และองัสนา อคัรพิศาล, 2552) 
 การตรวจหาเชือ้ทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค ELISA พบตวัอย่างส้มโอพนัธุ์ทบัทิม
สยามให้ค่า OD 405 ของปฏิกิริยา ELISA สูงกว่าสองเท่าของค่า OD 405 มะนาวปกติเพียง
เล็กน้อยจ านวนหลายตวัอย่าง (ตารางท่ี 2) ดงันัน้จึงใช้วิธีประเมินการติดเชือ้ไวรัสโดยวิธีของ 
Bioreba (2011) ดงัแสดงไว้ในตารางภาคผนวก ค ท่ี 1 เพ่ือหลีกเล่ียงปัญหาตวัอย่างติดเชือ้ไม่แท้ 
(false positive) ซึ่งเกิดจากการประเมินผลด้วยการเปรียบเทียบกับค่า OD 405 ของพืชปกต ิ
นอกจากนัน้ Yokomi และ Polek (2011) รายงานการเก็บตวัอย่างส้มแมนดารินในเดือนมีนาคมถึง 
พฤษภาคม เม่ือตรวจหาเชือ้ทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค ELISA พบว่าตวัอย่างส้มแมนดารินให้ค่า 
OD 405 สงูกว่าคา่ของ Sweet orange ปกติ ซึ่งแปลผลได้ว่าตวัอย่างเหล่านัน้ติดเชือ้ไวรัส แตเ่ม่ือ
น าตวัอยา่งดงักล่าวไปตรวจหาเชือ้ทริสเตซาไวรัสซ า้อีกครัง้โดยวิธีการ immunocapture RT- PCR 
ผลการตรวจเชือ้ระบุว่าไม่พบเชือ้ทริสเตซาไวรัส ดงันัน้เขาจึงสรุปว่าในบางฤดกูาลส้มแมนดาริน
ตอบสนองตอ่แอนตบิอดีข้องเชือ้ทริสเตซาไวรัส โดยท่ีไมมี่การปรากฏของเชือ้ไวรัสแตอ่ย่างใด  
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2. ผลิตต้นแม่พันธ์ุจากส้มโอในแปลงปลูกโดยการตอนกิ่ง 
 จากการผลิตต้นแม่พนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามจากต้นในแปลงปลกูโดยการตอน
ก่ิง พบเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในต้นแม่พนัธุ์ 1 ต้นในกลุ่มท่ีไม่มีการตรวจเชือ้ การไม่ตรวจโรคมี
ความเส่ียงตอ่การได้ก่ิงตอนท่ีติดเชือ้ แตท่ี่เกิดขึน้น้อยเพราะผลการทดลองท่ี 1 แสดงให้เห็นว่ามี
การแพร่กระจายของเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในปริมาณท่ีต ่าทัง้สองสวน และพบว่าก่ิงตอนจาก
ต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี มีอตัราการรอดสงูกว่าก่ิงตอนจากสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี เน่ืองจากว่าก่ิง
ตอนส่วนใหญ่อายุก่ิงไม่เกิน 1 ปี และเป็นก่ิงท่ีอยู่ในแนวตัง้ ซึ่งสอดคล้องกบัหลกัการขายพนัธุ์พืช
ของ สรรเสริญ วนัจนัทร์ (2555) ต้นแม่พนัธุ์จากก่ิงตอนสามารถผลิตตาเพ่ือใช้ในการผลิตก่ิงพนัธุ์
ได้ภายใน 6 เดือน หลงัจากย้ายปลกู สอดคล้องกบัรายงานวิจยัของ Sdoodee และคณะ (2008) ท่ี
ท าการผลิตต้นแมพ่นัธุ์ปลอดโรคของส้มจกุซึง่เจริญมาจากก่ิงช า  
    

3. ผลิตกิ่งพันธ์ุปลอดโรคของส้มโอพันธ์ุทับทมิสยาม 
 การใช้ต้นตอส้มโอทบัทิมสยามและต้นตอส้มโอทองดีในการผลิตก่ิงพนัธุ์ มีผลตอ
อตัราการรอดของตาไม่แตกตา่งกนัทางสถิติ ซึ่งอตัรารอดของการใช้ตาติดบนตอส้มโอทองดีในแต่
ละหนว่ยการทดลองอยูร่ะหวา่ง 67-100% และบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยามอยู่ระหว่าง 60-96% ซึ่ง
งานวิจยัของ Sdoodee และคณะ (2008) ท าการผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มจุกปลอดโรคโดยวิธีการติดตาบน
ต้นตอทรอยเยอร์ (Troyer) มีอัตราการรอดของก่ิงติดตา 80% และการทดลองของสุดาวรรณ        
มีเจริญ และคณะ (2550) ท าการผลิตก่ิงพนัธุ์โดยการติดตาบนต้นตอส้มพนัธุ์โวลคาเมอริน่าและ
ต้นตอทรอยเยอร์มีอตัรารอด 70%  และพบว่าการติดตาบนต้นตอสามารถติดได้ทุกๆ เดือน ไม่มี
ความแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัความพร้อมของก่ิงตาและต้นตอท่ีใช้ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองครัง้นี ้
เม่ือพิจารณาผลการทดลองครัง้นีใ้นแต่ละหน่วยการทดลองพบว่ามีอัตราการรอดใกล้เคียงกัน 
ยกเว้นหน่วยการทดลองท่ีใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ซึ่งตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผ่านการ
ตรวจเชือ้ตดิตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม และหนว่ยการทดลองท่ีใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ซึ่งตอนก่ิง
จากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไม่มีการตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยามมีอตัรารอดของ
ตาต ่าอาจเกิดจากความผิดพลาดในการพนัรัดตาเข้ากบัต้นตอไม่แน่นพอท าให้ไม่เกิดการเช่ือมตอ่
ของเนือ้เยือ้ระหวา่งตาและต้นตอ เป็นผลให้ตาเนา่เสียไมเ่จริญเป็นต้น   
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บทที่ 5 

 
สรุป 

 
การตรวจเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา และโรคฮวงลองบิงของส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม

ในแปลงปลกูท่ีมีอายุ 4 ปี จ านวน 20 ต้น พบเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา 7 ต้น และพบเชือ้สาเหตุ

โรคฮวงลองบิง 1 ต้น ส้มโอในแปลงปลูกท่ีมีอายุต้น 8 ปี จ านวน 20 ต้น พบเชือ้สาเหตโุรค    

ทริสเตซา 5 ต้น และไม่พบเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง จึงสามารถคดัเลือกต้นท่ีผ่านการตรวจเชือ้

แล้วไม่พบได้จ านวน 10 ต้น และคดัเลือกต้นในแปลงปลกูท่ีไม่มีการตรวจเชือ้จ านวน 10 ต้น จาก

ทัง้สองแปลงปลกูเพ่ือใช้ตอนก่ิงในการผลิตต้นแมพ่นัธุ์  

  การผลิตต้นแม่พนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามจากต้นในแปลงปลูกโดยการตอนก่ิง

รวมทัง้หมดจ านวน 254 ต้น ต้นส้มโอจากแปลงปลกูท่ีมีอายตุ้น 4 ปี มีอตัราการรอดของก่ิงตอน 

77% เท่ากนัทัง้สองกลุ่ม และส้มโอจากแปลงปลกูท่ีมีอายตุ้น 8 ปี กลุ่ม 1 มีอตัราการรอดของก่ิง

ตอน 56% และกลุ่ม 2 มีอตัราการรอดของก่ิงตอน 44% การตอนก่ิงจากต้นส้มโอในแปลงปลกูท่ีมี

อาย ุ4 ปี มีอตัรารอดสงูท่ีสดุแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัการตอนก่ิงจากต้นส้มในแปลง

ปลกูท่ีมีอายุ 8 ปี ต้นแม่พนัธุ์ท่ีเจริญจากก่ิงตอนจ านวน 253 ต้นจาก 254 ต้น ปลอดจากโรคทัง้

สองชนิด แต่พบการติดเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิงในต้นแม่พันธุ์  1 ต้นจาก 254 ต้น ซึ่งเป็นต้นท่ี

เจริญมาจากก่ิงตอนของต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไมมี่การตรวจโรค 

  การผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามโดยการติดตาบนต้นตอ พบว่าการใช้ตา

จากต้นแม่พนัธุ์ซึ่งตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ซึ่งผ่านการตรวจเชือ้ และติดบนต้นตอ

ส้มโอทองดี (A2B1C1) ให้ผลผลิตสูงสุดคือ 25 ต้นต่อ 25 ตา แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับ

การใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอาย ุ4 ปี ผ่านการตรวจเชือ้และติดบนต้นตอส้มโอทองดี 

(A1B1C1) การใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอายุ 4 ปี ไม่ผ่านการตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอ

ส้มโอทองดี (A1B2C1) การใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอาย ุ4 ปี ผ่านการตรวจเชือ้ติดตา

บนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม (A1B1C2) การใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ตอนก่ิงจากต้นอาย ุ4 ปี ไม่ผ่าน

การตรวจเชือ้ตดิตาบนต้นตอส้มโอทบัทิมสยาม (A1B2C2) และการใช้ตาจากต้นแม่พนัธุ์ซึ่งตอนก่ิง
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มาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ซึง่ไม่มีการตรวจเชือ้ และติดบนต้นตอส้มโอทองดี (A2B2C1) แต่

การใช้ตาจากต้นแม่พันธุ์ตอนมาจากต้นอายุ 8 ปี ผ่านการตรวจเชือ้ติดตาบนต้นตอทองดี 

(A2B1C1) มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกับการใช้ตาจากต้นแม่พันธุ์ซึ่งตอนก่ิงมา

จากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ผ่านการตรวจเชือ้ติดบนต้นตอทบัทิมสยาม (A2B1C2) และการใช้

ตาจากต้นแมพ่นัธุ์ซึง่ตอนก่ิงมาจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี ไม่ผ่านการตรวจเชือ้ติดบนต้นตอส้ม

โอพนัธุ์ทบัทิมสยาม (A2B1C2) และก่ิงพนัธุ์ท่ีผลิตได้ทัง้หมดจ านวน 163 ต้น ปลอดจากการติด

เชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาและเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบิง 100% เม่ือตรวจเชือ้ด้วยเทคนิค ELISA และ

เทคนิค PCR ตามล าดบั 
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ภาคผนวก ก 
 

สารเคมีในการสกัด DNA 
 1.  สตูรการเตรียม grinding buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
 K2HPO4-3H2O    21.7   กรัม (anhydrous = 16.7 กรัม) 
 KH2 PO4      4.1    กรัม 
 Sucrose    100    กรัม 
 Polyvinylpyrrolidone (Mr 10,000)  20     กรัม  
 ก่อนน าไปใช้เติม ascorbic acid เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ (0.20 มิลลิลิตรตอ่ 20 
มิลลิลิตรgrinding buffer) และBSA (Bovine serum albumin) ในอตัรา 0.03 กรัมต่อ 20 
มิลลิลิตรgrinding buffer แล้วปรับ pH 7.6 
 2.  สตูรการเตรียม CTAB buffer 
 CTAB (Hexadecyl – trimethyl – ammonium bromide) 2% 
 NaCl     1.4 M 

Tris base    100 mM 
 EDTA     20 mM 
 Polyvinylpyrrolidone (Mr 40,000) 1% 
 Mercaptoethanol   0.2% 
 
สารเคมีในการท า PCR 
 3.   สว่นผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR reagent mixture) 50 ไมโครลิตร 

 PCR water    311 ไมโครลิตร 
 10 x buffer    50 ไมโครลิตร 
 MgCl2 (25 mM)    30 ไมโครลิตร 
 dNTP mixture (2.5 mM)   50 ไมโครลิตร 
 Primers     14 ไมโครลิตร 
 I-Taq      5 ไมโครลิตร 
    Aliquot     48 ไมโครลิตร 
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สารเคมีในการท า Electrophoresis 
 4.   สตูรการเตรียม 5x TBE pH 8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
 Tris base (0.45 M)   54 กรัม 
 Boric acid (0.45 M)   27.5 กรัม 
 EDTA Ph 8.0 (0.01 M)   20 มิลลิลิตร (ของ 0.5 M EDTA) 
 5.  สตูรการเตรียม Loading dye (10 มิลลิลิตร) 
  Glyceral    5 มิลลิลิตร 
 EDTA (1 mM)    40 ไมโครลิตร (ของ 0.2 M EDTA) 
 Bromophenol (0.25%)   0.04 กรัม 
 Xylene cyanol (0.25%)   0.04 กรัม 
 6.  สตูรการเตรียม Agarose gel 1% 
  Agarose (DNA grade)   0.3 กรัม 
 0.5x TBE buffer    30 มิลลิลิตร 
 ก่อนน าไปใช้น าไปหลอมละลายในเตาไมโครเวฟจนเจลละลาย เติม Ethidium 
bromide ลงไป 3 ไมโครลิตรคนให้เข้ากันแล้วเทลงแผ่นรองรับเจล ทิง้ไว้ประมาณ1 ชัว่โมงท่ี
อณุหภมูิห้อง 
 
สารเคมีในการตรวจเชือ้ CTV โดยเทคนิค ELISAในน า้กล่ัน ปริมาตร1 ลิตร 
 7.  สตูรการเตรียม Coating buffer 
 Na2 CO3     1.59 กรัม 
 NaHCO3    2.93 กรัม 
 NaN3     0.02 กรัม 
 8.  สตูรการเตรียม Phosphate buffer saline, PBS 
 NaCl     8.03 กรัม 
 KH2 PO4    0.20 กรัม 
 NaHPO4 .12H2O 1.15 กรัม (anhydrous) 2.90 กรัม 
 KCl     0.02 กรัม 
 9.  สตูรการเตรียม Washing buffer     
 PBS-T     1.0 กรัม 
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 Tween-20    0.50 มิลลิกรัม 
 10.  สตูรการเตรียม Conjugated buffer 
 PBS-T     1.0 ลิตร 
 PVP     20.0 กรัม 
 Ovalbumin    2.0 กรัม 
 NaN3     0.2 กรัม 
 11.  สตูรการเตรียม Supstrate buffer 
 Diethanolamine    9.7 มิลลิกรัม 
 NaN3     0.2 กรัม 
 ปรับสารละลายเป็น pH 9.68 
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ภาคผนวก ข 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิงตอนของ 
  ต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี กลุม่ท่ีผา่นการตรวจโรค 

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA  
    จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.292 ± 0.028) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ1/    
 ผผลการตรวจเชือ้ CTV ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

      ELISA2/   OD 405 ( x̄ ± SD) 
 

DAT 1-3-1  0.166 ± 0.013  
DAT 1-3-2  0.161 ± 0.008  
DAT 1-3-3  0.177 ± 0.008  
DAT 1-3-4  0.173 ± 0.015  
DAT 1-3-5  0.170 ± 0.016  
DAT 1-3-6  0.186 ± 0.006  
DAT 1-3-7  0.178 ± 0.004  
DAT 4-1-1  0.155 ± 0.010  
DAT 4-1-2  0.155 ± 0.005  
DAT 4-1-3  0.159 ± 0.011  
DAT 4-1-4  0.149 ± 0.000  
DAT 4-1-5  0.171 ± 0.013  
DAT 4-1-6  0.152 ± 0.001  
DAT 4-1-7  0.177 ± 0.013  
DAT 4-1-8  0.167 ± 0.004  
DAT 5-1-1      0.152 ± 0.018  
DAT 5-1-2  0.170 ± 0.008  
DAT 5-1-3  0.152 ± 0.010  
DAT 5-1-4  0.157 ± 0.001  
DAT 5-1-5  0.159 ± 0.020  
DAT 5-1-6  0.169 ± 0.000  
DAT 5-1-7  0.201 ± 0.026  
DAT 5-1-8  0.154 ± 0.012  
DAT 8-2-1      0.147 ± 0.002  
DAT 8-2-2  0.186 ± 0.004  
DAT 8-2-3  0.174 ± 0.010  
DAT 8-2-4  0.176 ± 0.004  
DAT 8-2-5  0.159 ± 0.001  
DAT 8-2-6  0.168 ± 0.012  
DAT 8-2-7  0.163 ± 0.006  
DAT 8-2-8  0.182 ± 0.002  
DAT 9-2-1  0.175 ± 0.008  
DAT 9-2-2  0.140 ± 0.001  
DAT 9-2-3  0.166 ± 0.009  
DAT 9-2-4  0.183 ± 0.004  
DAT 9-2-5  0.168 ± 0.006  
DAT 9-2-6  0.155 ± 0.004  
DAT 9-2-7  0.176 ± 0.008  
DAT 9-3-1      0.183 ± 0.011  
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่) ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิงตอน 

       ของต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี กลุม่ท่ีผ่านการตรวจโรค 

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ์1/ 
             ผลการตรวจเชือ้ CTV ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

                         ELISA2/ OD 405 (x̄ ± SD)  

DAT 1-5-1  0.163 ± 0.016  
DAT 1-5-2  0.161 ± 0.016  
DAT 1-5-3  0.177 ± 0.006  
DAT 1-5-4  0.188 ± 0.013  
DAT 1-5-5  0.153 ± 0.016  
DAT 1-5-6  0.180 ± 0.000  
DAT 1-5-7  0.158 ± 0.008  
DAT 1-5-8  0.166 ± 0.007  
DAT 6-5-1  0.175 ± 0.011  
DAT 6-5-2  0.188 ± 0.027  
DAT 6-5-3  0.182 ± 0.008  
DAT 6-5-4  0.128 ± 0.002  
DAT 6-5-5  0.155 ± 0.001  
DAT 6-5-6  0.144 ± 0.024  
DAT 6-5-7  0.152 ± 0.007  
DAT 6-5-8  0.163 ± 0.035  
DAT 9-3-2  0.196 ± 0.008  
DAT 9-3-3  0.221 ± 0.016  
DAT 9-3-4  0.209 ± 0.009  
DAT 9-3-5  0.234 ± 0.007  
DAT 9-3-6  0.206 ± 0.001  
DAT 9-3-7  0.185 ± 0.011  
DAT 9-5-1  0.170 ± 0.025  
DAT 9-5-2  0.142 ± 0.008  
DAT 9-5-3  0.135 ± 0.000  
DAT 9-5-4  0.149 ± 0.004  
DAT 9-5-5  0.129 ± 0.008  
DAT 9-5-6  0.176 ± 0.031  
DAT 9-5-7  0.167 ± 0.004  
DAT 9-5-8  0.186 ± 0.011  

  DAT 10-4-1  0.184 ± 0.001  
  DAT 10-4-2  0.191 ± 0.004  
  DAT 10-4-3  0.201 ± 0.001  
  DAT 10-4-4  0.183 ± 0.006  
  DAT 10-4-5  0.178 ± 0.006  
  DAT 10-4-6  0.150 ± 0.001  
  DAT 10-4-7  0.165 ± 0.013  
  DAT 10-4-8  0.179 ± 0.010  

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA  
   จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.314 ± 0.021) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิงตอนของ 
   ต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี กลุม่ท่ีไมมี่การตรวจโรค         

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ์ 1/          ผลการตรวจเชือ้ CTV ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

                        ELISA2/   OD 405 (x̄ ± SD) 
DAT 1-1-1 0.322 ±0.000 
DAT 1-1-2 0.332 ±0.002 
DAT 1-1-3 0.377 ±0.027 
DAT 1-1-4 0.394 ±0.006 
DAT 1-1-5 0.352 ±0.003 
DAT 1-1-6 0.500 ±0.011 
DAT 1-1-7 0.330 ±0.048 
DAT 1-1-8 0.283 ±0.001 
DAT 2-2-1 0.278 ±0.009 
DAT 2-2-2 0.256 ±0.006 
DAT 2-2-3 0.290 ±0.008 
DAT 2-2-4 0.313 ±0.013 
DAT 2-2-5 0.349 ±0.006 
DAT 2-2-6 0.294 ±0.004 
DAT 2-2-7 0.294 ±0.006 
DAT 2-2-8 0.315 ±0.037 
DAT 3-3-1 0.285 ±0.004 
DAT 3-3-2 0.258 ±0.016 
DAT 3-3-3 0.275 ±0.004 
DAT 3-3-4 0.317 ±0.005 
DAT 3-3-5 0.365 ±0.026 
DAT 3-3-6 0.298 ±0.003 
DAT 3-3-7 0.284 ±0.035 
DAT 3-3-8 0.286 ±0.004 
DAT 4-3-1 0.283 ±0.016 
DAT 4-3-2 0.274 ±0.009 
DAT 4-3-3 0.281 ±0.021 
DAT 5-2-1 0.301 ±0.009 
DAT 5-2-2 0.264 ±0.030 
DAT 5-2-3 0.335 ±0.010 
DAT 5-2-4 0.304 ±0.018 
DAT 5-2-5 0.301 ±0.009 
DAT 5-2-6 0.341 ±0.017 
DAT 5-2-7 0.269 ±0.032 
DAT 5-2-8 0.326 ±0.025 
DAT 6-1-1 0.261 ±0.003 
DAT 6-1-2 0.324 ±0.006 
DAT 6-1-3 0.401±0.028 
DAT 6-1-4 0.331 ±0.043 
DAT 6-1-5 0.312±0.000 
DAT 6-1-6 0.450 ±0.023 
DAT 6-1-7 0.369 ±0.025 

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA    
   จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.397 ± 0.017) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
 
 
 



56 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 2 (ตอ่) ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากก่ิงตอน 
 ของต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ4 ปี กลุม่ท่ีไมมี่การตรวจโรค        

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ์ 1/ 
ผลการตรวจเชือ้ CTV ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

                     ELISA2/   OD 405 (x̄ ± SD) 
DAT 2-4-1 0.259 ±0.023 
DAT 2-4-2 0.225 ±0.004 
DAT 2-4-3 0.248 ±0.018 
DAT 2-4-4 0.220 ±0.008 
DAT 2-4-5 0.284 ±0.012 
DAT 2-4-6 0.220 ±0.008 
DAT 2-4-7 0.217 ±0.006 
DAT 2-4-8 0.207 ±0.001 
DAT 4-3-4 0.211 ±0.028 
DAT 4-3-5 0.293 ±0.045 
DAT 4-3-6 0.235 ±0.000 
DAT 4-3-7 0.204 ±0.006 
DAT 4-3-8 0.231 ±0.062 
DAT 3-5-1 0.233 ±0.011 
DAT 3-5-2 0.249 ±0.013 
DAT 3-5-3 0.266 ±0.022 
DAT 3-5-4 0.235 ±0.004 
DAT 3-5-5 0.251 ±0.001 
DAT 3-5-6 0.236 ±0.018 
DAT 3-5-7 0.270 ±0.027 
DAT 8-4-1 0.219 ±0.013 
DAT 8-4-2 0.311 ±0.054 
DAT 8-4-3 0.290 ±0.015 
DAT 8-4-4 0.218 ±0.018 
DAT 8-4-5 0.238 ±0.025 
DAT 8-4-6 0.219 ±0.006 
DAT 8-4-7 0.248 ±0.005 

  DAT 10-5-1 0.224 ±0.005 
  DAT 10-5-2 0.233 ±0.003 
  DAT 10-5-3 0.254 ±0.016 
  DAT 10-5-4 0.288 ±0.088 
  DAT 10-5-5 0.230 ±0.004 
  DAT 10-5-6 0.270 ±0.005 
  DAT 10-5-7 0.241 ±0.004 
  DAT 10-5-8 0.267 ±0.006 

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA   
   จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.456 ± 0.001) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3 ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากการตอนก่ิง 
  ของต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ8 ปี กลุม่ท่ีผา่นการตรวจโรค 

ล าดบัต้นแมพ่นัธุ์ 1/ ผลการตรวจเชือ้ CTV ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 
ELISA2/   OD 405 (x̄ ± SD) 

SPT 1-3-1 0.086 ± 0.005 
SPT 1-3-2 0.102 ± 0.017 
SPT 1-3-3 0.104 ± 0.003 
SPT 1-3-4 0.084 ± 0.008 
SPT 1-3-5 0.081 ± 0.002 
SPT 1-3-6 0.087 ± 0.005 
SPT 2-3-1 0.069 ± 0.007 
SPT 2-3-2 0.090 ± 0.000 
SPT 2-3-3 0.108 ± 0.004 
SPT 2-3-4 0.097 ± 0.007 
SPT 2-3-5 0.097 ± 0.000 
SPT 2-3-6 0.089 ± 0.005 
SPT 3-3-1 0.088 ± 0.004 
SPT 3-3-2 0.077 ± 0.006 
SPT 3-3-3 0.073 ± 0.005 
SPT 3-3-4 0.092 ± 0.003 
SPT 3-3-5 0.078 ± 0.012 
SPT 3-3-6 0.094 ± 0.004 
SPT 6-3-1 0.100 ± 0.001 
SPT 6-3-2 0.105 ± 0.001 
SPT 6-3-3 0.104 ± 0.001 
SPT 6-3-4 0.089 ± 0.004 
SPT 6-3-5 0.078 ± 0.001 
SPT 7-3-1 0.076 ± 0.001 
SPT 7-3-2 0.087 ± 0.006 
SPT 7-3-3 0.101 ± 0.001 
SPT 7-3-4 0.094 ± 0.002 
SPT 7-3-5 0.081 ± 0.010 
SPT 7-3-6 0.092 ± 0.010 

  SPT 10-2-1 0.115 ± 0.027 
  SPT 10-2-2 0.123 ± 0.020 
  SPT 10-2-3 0.120 ± 0.015 
  SPT 10-2-4 0.089 ± 0.004 
  SPT 10-2-5 0.084 ± 0.008 
  SPT 10-2-6 0.078 ± 0.001 
  SPT 12-4-1 0.068 ± 0.006 
  SPT 12-4-2 0.091 ± 0.012 
  SPT 12-4-3 0.084 ± 0.001 
  SPT 12-4-4 0.090 ± 0.007 
  SPT 12-4-5 0.094 ± 0.011 
  SPT 12-4-6 0.076 ± 0.016 
  SPT 12-5-1 0.053 ± 0.001 
  SPT 12-5-2 0.076 ± 0.013 
  SPT 12-5-3 0.057 ± 0.011 
  SPT 12-5-4 0.055 ± 0.003 
  SPT 14-4-1 0.095 ± 0.002 
  SPT 14-4-2 0.079 ± 0.001 
  SPT 14-4-3 0.070 ± 0.002 
  SPT 14-4-4 0.061 ± 0.008 
  SPT 14-4-5 0.063 ± 0.008 
  SPT 14-4-6 0.054 ± 0.000 
  SPT 14-5-1 0.113 ± 0.033 
  SPT 14-5-2 0.061 ± 0.009 
  SPT 14-5-3 0.060 ± 0.010 
  SPT 14-5-4 0.060 ± 0.000 
  SPT 14-5-5 0.067 ± 0.011 

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA    
   จากส้มโอปกติ  (x̄ ± SD = 0.126 ± 0.013) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 4 ผลการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตจากการตอนก่ิง 
  ของต้นในแปลงปลกูท่ีมีอาย ุ8 ปี กลุม่ท่ีไมมี่การตรวจโรค     

ล าดบัต้นแม่พนัธุ์ 1/  ผลการตรวจเชือ้ CTV และเชือ้ HLB ในส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

                       ELISA2/   OD 405 (x̄ ± SD) 
SPT 2-2-1 0.055 ± 0.008 
SPT 2-2-2 0.059 ± 0.006 
SPT 2-2-3 0.066 ± 0.010 
SPT 2-2-4 0.073 ±0.003 
SPT 2-2-5 0.077 ±0.011 
SPT 3-4-1 0.079 ±0.004 
SPT 3-4-2 0.068 ±0.003 
SPT 3-4-3 0.072 ±0.005 
SPT 3-4-4 0.100 ±0.039 
SPT 3-4-5 0.066 ±0.006 
SPT 5-3-1 0.072 ±0.001 
SPT 5-3-2 0.058 ±0.002 
SPT 5-3-3 0.075 ±0.006 
SPT 5-3-4 0.069 ±0.005 
SPT 5-3-5 0.070 ±0.015 
SPT 5-3-6 0.070 ±0.013 

                       SPT 5-5-0 0 

SPT 6-4-1 0.056 ±0.007 
SPT 6-4-2 0.059 ±0.002 
SPT 6-4-3 0.062 ±0.004 
SPT 6-4-4 0.053 ±0.001 
SPT 6-4-5 0.061 ±0.007 
SPT 8-3-1 0.069 ±0.005 
SPT 8-3-2 0.099 ±0.018 
SPT 8-3-3 0.101 ±0.032 
SPT 8-3-4 0.059 ±0.010 
SPT 8-3-5 0.066 ±0.004 
SPT 8-3-6 0.066 ±0.010 
SPT 8-5-1 0.063 ±0.009 
SPT 8-5-2 0.058 ±0.002 
SPT 8-5-3 0.055 ±0.004 
SPT 8-5-4 0.045 ±0.003 
SPT 8-5-5 0.042 ±0.008 
SPT 9-2-1 0.074 ±0.003 
SPT 9-2-2 0.078 ±0.002 
SPT 9-2-3 0.070 ±0.011 
SPT 9-4-1 0.056 ±0.004 
SPT 9-4-2 0.063 ±0.006 
SPT 9-4-3 0.058 ±0.009 

  SPT 13-5-1 0.043 ±0.006 
  SPT 13-5-2 0.068 ±0.016 
  SPT 13-5-3 0.060 ±0.001 
  SPT 13-5-4 0.059 ±0.006 
  SPT 13-5-5 0.052 ±0.007 
  SPT 13-5-6 0.047 ±0.001 

1/ ตวัเลขตวัแรก = ล าดบัต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 2 = ล าดบัแถวของต้นในแปลง, ตวัเลขตวัที่ 3 = ล าดบัก่ิงตอน 
2/ คา่ดดูกลนืแสง OD 405 (x̄ ± SD) ของปฏิกิริยา ELISA ของตวัอยา่งส้มโอสงูเป็น 2 เทา่ ของปฏิกิริยา ELISA   
   จากส้มโอปกติ (x̄ ± SD = 0.104 ± 0.007) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 ANOVA (Analysis of variance) ปัจจยัการตอนก่ิงส้มโอทบัทิมสยาม 

ปัจจยั1/ df SS MS F Pr>F2/ 
ปัจจยั A 1 7.29 7.29 6.401 < .0001*** 

ปัจจยั B 1 3.6 3.6 3.16 0.0839ns 

ปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหวา่ง A กบั B 1 3.6 3.6 3.16 0.0839ns 

ความคลาดเคลือ่น 36 41 1.1389   
รวม 39 121.1    
1/ ปัจจยั A ต้นส้มโอในแปลงปลกู A1= อายตุ้น 4 ปี   A2= อายตุ้น 8 ปี    
     ปัจจยั B ต้นส้มโอในแปลงปลกู B1= ผา่นการตรวจเชือ้   B2= ไมม่ีการตรวจเชือ้ 
2/ ns = ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ    *** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 0.001 
 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 6 ANOVA (Analysis of variance) ปัจจยัการผลิตก่ิงพนัธุ์ส้มโอทบัทิมสยาม 
ปัจจยั1/ df SS MS F Pr>F2/ 

ปัจจยั A 1 0.625 0.625 0.39 0.5348ns 

ปัจจยั B 1 3.025 3.025 1.91 0.1770 ns 

ปัจจยั C 1 0.025 0.025 0.02 0.9009 ns 
ปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหวา่ง A กบั B 1 18.225 18.225 11.48 0.0019** 

ปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหวา่ง A กบั C 1 0.225 0.225 0.14 0.7090 ns 
ปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหวา่ง B กบั C 1 0.625 0.625 0.39 0.5348 ns 
ปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหวา่ง A กบั B กบั C 1 1.225 1.225 0.77 0.3863 ns 
ความคลาดเคลือ่น 32 50.8 1.5875   
รวม 39 74.775    
1/ ปัจจยั A ตาจากต้นแมพ่นัธ์ 
  A1= ต้นแมพ่นัธุ์ตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ4 ปี 
  A2= ต้นแมพ่นัธุ์ตอนก่ิงจากต้นในแปลงปลกูอาย ุ8 ปี    
     ปัจจยั B ต้นแมพ่นัธุ์  
  B1= ต้นแมพ่นัธุ์ผลติจากต้นในแปลงปลกูผา่นการตรวจเชือ้, 
  B2= ต้นแมพ่นัธุ์ผลติจากต้นในแปลงปลกูไมม่ีการตรวจเชือ้ 
    ปัจจยั C ชนิดของต้นตอ  
 C1= ส้มโอพนัธุ์ทองดี   C2= ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

2/ ns = ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ    ** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 0.01 
 
 



60 
 

OD
 (4

05
 nm

) 

M  1   2   3  4   5   6   7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29  

ภาคผนวก ค 
 

 

ภาพภาคผนวกท่ี 1 ค านวณคา่ cut-off ตามวิธีการของ Bioreba, (2011) วิเคราะห์ผลการ 

 ตดิเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาของตน้ส้มโอในแปลงปลูก  

Cut-off = (mean + 3s) X 10% 

 Mean: mean of the mean values up to step (mean values 1-12) = 0.151            
 S: Standard deviation of mean values 1-12 = 0.044 
 Cut-off = (0.151+ (3 x 0.044)) x 0.6 = 0.169 

 

 
 

 
 

 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 2 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์โอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M    DNA Maker 1 kb                             
 ชอ่งท่ี  1-26  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี     
    ผา่นการตรวจเชือ้  

 ชอ่งท่ี  27   ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  28    Deionized water 
 ชอ่งท่ี  29  ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบงิ 

ค่าเฉล่ียของตวัอยา่ง 

OD
 (4

05
 nm

) 

1,160 bp 
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 M  1  2   3  4   5   6  7   8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29   
 
 

 M   1  2  3   4   5  6   7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19  20 21 22 23 24 25 26 27 28  
 
 

 
   

 
  
   
 
ภาพภาคผนวกท่ี 3 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M     ดีเอ็นเอ Maker 1 kb                             
 ชอ่งท่ี  1-26  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี    
    ผา่นการตรวจเชือ้ 

 ชอ่งท่ี  27   ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  28    Deionized water 
 ชอ่งท่ี  29  ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบงิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 4 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M  ดีเอ็นเอ Maker 1 kb                             
 ชอ่งท่ี  1-25  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี 

ผา่นการตรวจเชือ้   
 ชอ่งท่ี  26   ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 

 ชอ่งท่ี  27    Deionized water 
 ชอ่งท่ี  28  ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบิง 
 

 

1,160 bp 

1,160 bp 
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 M    1    2    3   4    5    6    7    8    9   10  11  12   13  14  15  16   17  18  19   20  21   

 M  1  2  3   4  5  6   7   8  9 10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29   

 
 
 
 
 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 5 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M         ดีเอ็นเอ Maker 1 kb                 
 ชอ่งท่ี  1-18      ดีเอ็นเอจากต้นแม่พนัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี  
       ไมมี่การตรวจเชือ้          

 ชอ่งท่ี  19    ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  20       Deionized water    
 ชอ่งท่ี  21       ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้ฮวงลองบิง 

 
 

 
 
 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 6 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแม่พนัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M    ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-26   ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี ไม่

มีการตรวจเชือ้               
 ชอ่งท่ี  27  ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  28  Deionized water 
 ชอ่งท่ี  29  ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       

1,160 bp 

1,160 bp 
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 M  1  2   3  4  5  6   7  8   9 10 11 12 1314 1516 1718 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29    
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 7 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M    ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-26    ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี ไม่ 
    มีการตรวจเชือ้    
 ชอ่งท่ี  27    ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  28    Deionized water 
 ชอ่งท่ี  29  ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ     

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 8 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

ชอ่ง  M DNA เปรียบเทียบขนาด 1 kb              
   ชอ่งท่ี  1-7    ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 4 ปี ไมมี่ 
         การตรวจเชือ้       
   ชอ่งท่ี  8       ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
   ชอ่งท่ี  9       ดีเอ็นเอจากส้มโอติดเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ 

M         1         2         3        4         5         6        7        8         9                 

1,160 bp 
 

1,160 bp 
 



64 
 

 
 
 
 
 

           
ภาพภาคผนวกท่ี 9 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 
 ชอ่ง  M  ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 

 ชอ่งท่ี  1-12    ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี      
    ผา่นการตรวจเชือ้      

 ชอ่งท่ี  13  ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี 14  ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 
 

 
 
 

 

 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 10 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-12   ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี  
   ผา่นการตรวจเชือ้    
 ชอ่งท่ี  13 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี  14 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 

 
 
            

M       1       2     3      4      5     6        7      8     9    10    11    12     13     14       

1,160 bp 
 

M       1       2      3     4      5     6      7       8     9   10    11    12      13      14       

1,160 bp 
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ภาพภาคผนวกท่ี 11 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M    ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี   1-12      ดีเอ็นเอจากต้นแม่พนัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี  
            ผ่านการตรวจเชือ้  
 ชอ่งท่ี  13    ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี  14    ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 

 
 

           
   
 
           
           
        
  
ภาพภาคผนวกท่ี 12 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง   M   ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-12     ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์จากสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ผา่นการตรวจโรค 
 ชอ่งท่ี  13    ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี  14    ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 
 

 
 

M       1       2       3      4       5      6      7      8       9    10     11     12   13   14        

1,160 bp 
 

1,000 bp 
 

1,650 bp 
 850 bp 

 

2,000 bp 
 

M      1       2      3       4     5      6       7      8      9     10    11    12     13     14       

1,160 bp 
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ภาพภาคผนวกท่ี 13 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-8     ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี   
    ผา่นการตรวจเชือ้       

 ชอ่งท่ี   9 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี  10 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
 

 

 

 
   
  
 
 
ภาพภาคผนวกท่ี 14 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง   M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
  ชอ่งท่ี   1-11  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ไม ่
     มีการตรวจเชือ้    
  ชอ่งท่ี   12     ดีเอ็นเอจากส้มโอปกต ิ
  ชอ่งท่ี   13     ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
   
 

 M        1        2         3        4        5        6         7         8         9       10           

M       1         2      3       4      5        6       7       8      9      10     11     12     13        

1,160 bp 
 

1,160 bp 
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ภาพภาคผนวกท่ี 15 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-12  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ไม ่
   มีการตรวจเชือ้     
 ชอ่งท่ี  13 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้สาเหตโุรคฮวงลองบงิ       
 ชอ่งท่ี  14 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี 16 ผลการตรวจสารพนัธุกรรม (16S rRNA gene) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 
 ฮวงลองบงิโดยเทคนิคพีซีอาร์ในต้นแมพ่นัธุ์ส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยาม 

 ชอ่ง  M ดีเอ็นเอ Maker 1 kb 
 ชอ่งท่ี  1-20  ดีเอ็นเอจากต้นแมพ่นัธุ์ท่ีผลิตได้จากก่ิงตอนสวนท่ีมีอายตุ้น 8 ปี ไม ่
    มีการตรวจเชือ้     

 ชอ่งท่ี  21 ดีเอ็นเอจากส้มโอปกติ 
 ชอ่งท่ี  22 Deionized water 
 ชอ่งท่ี  23 ดีเอ็นเอจากส้มโอตดิเชือ้ฮวงลองบงิ 

M   1   2    3   4    5    6   7    8   9   10  11  12  13  14  15  16 17  18   19  20  21  22 23 

M       1       2      3      4      5      6       7      8      9     10     11    12    13     14     

1,160 bp 
 

1,160 bp 
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ภาพภาคผนวกท่ี 17 ค านวณคา่ cut-off ตามวิธีการของ Bioreba, (2011) ในการวิเคราะห์ผล 

การติดเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาของก่ิงพนัธ์ุส้มโอท่ีผลิตได ้ 
Cut-off = (mean + 3s) X 10% 

Mean: mean of the mean values up to step (mean values 1-10) = 0.073 
S: Standard deviation of mean values 1-10 = 0.0314 
Cut-off = (0.073 + (3 x 0.0314)) x 1.1 = 0.184 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

คา่เฉลีย่ของตวัอยา่ง 
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 -ทนุสนบัสนนุโครงการวิจยัวิทยานิพนธ์บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  
 
กำรตีพมิพ์เผยแพร่ผลงำน 
พิมพา พงศ์พฒันบตุร และรัตนา สดดีุ. 2555. การผลิตต้นแมพ่นัธุ์ปลอดโรคของส้มโอ [Citrus  

maxima (Burm.) Merr.] พนัธุ์ทบัทิมสยามจากต้นในแปลงปลกู. ว. วิทยาศาสตร์เกษตร
43(2)(พิเศษ) : 225-228.   

 

 

 


