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บทคัดย่อ 
 

โรคทริสเตซาสร้างความเสียหายตอ่พืชตระกูลส้มในแหล่งปลูกส้มทัว่โลกรวมทัง้
ประเทศไทย ความรุนแรงของโรคทริสเตซาขึน้อยู่กับชนิดของส้ม และสายพันธุ์ของเชือ้สาเหตุ       
ซิตรัสทริสเตซาไวรัส (Citrus tristeza Closterovirus, CTV) จดุประสงค์ของการทดลองครัง้นีเ้พ่ือ
แยก เชือ้ไวรัสสายพนัธุ์อ่อน ซึ่งจะน าไปใช้ในการป้องกันโรคทริสเตซาท่ีรุนแรงต่อไป โดยแยกเชือ้
จากแหล่งเชือ้มะนาว SM4 ซึ่งมีอาการเส้นใบใส และจากแหล่งเชือ้ส้มโอ DAT4-5  มีอาการ
ใบเหลือง เตีย้แคระ และทรุดโทรม น าเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (Toxoptera citricida) ซึ่งเป็นพาหะ
ของ      เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสมาดดูกินมะนาว SM4 และส้มโอ DAT4-5 เพ่ือรับไวรัสเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนัน้ย้ายแมลงพาหะไปดูดกินเพ่ือถ่ายไวรัสไปยังพืชทดสอบ คือต้นกล้ามะนาว 
[Citrus aurantifolia (Christm.) Swing.] เป็นเวลา 24 ชัว่โมงโดยใช้แมลง 1 ตวัตอ่พืชทดสอบ ผล
การตรวจเชือ้ไวรัสในพืชทดสอบท่ีรับเชือ้จากแมลงพาหะโดยเทคนิค ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) พบว่าแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส ได้รวมทัง้สิน้ 12 ไอโซเลท โดยแยก
ได้จากแหล่งเชือ้มะนาว SM4 และส้มโอ DAT4-5 จ านวน 7 และ 5 ไอโซเลท ตามล าดบั จาก
อาการบนพืชทดสอบพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ ซึ่งมีแนวโน้มเป็นเชือ้สายพนัธุ์อ่อน 4/12        
ไอโซเลท แล้วคดัเลือก 3/4 ไอโซเลท คือ SM4-P5 SM4-P9 และ SM4-P10 มาจ าแนกสายพนัธุ์โดย
ใช้ลกัษณะอาการท่ีเชือ้แต่ละไอโซเลทชักน าให้เกิดขึน้กับพืชทดสอบ  3 ชนิด คือ มะนาว (C. 
aurantifolia) ส้มโอ      (C. grandis L.) และเกรฟรุท (C. paradisi Macfad.) พบว่าเชือ้ทัง้สาม  
ไอโซเลทท าให้เกิดอาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อย (ระดบั 1) บนพืชทดสอบมะนาวเท่านัน้ ท าให้สรุป
ได้ว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้ 3 ไอโซเลทเ   เ   อ      ธุ์อ่อน ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ 
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยแบบแผน RFLP ซึ่งได้จากการตดัรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของ
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I      ทัง้ 3 ไอโซเลทมีแบบแผน RFLP ท่ี
แตกตา่งกนัและพบแบบแผนร่วมมากกว่า 1 แบบแผน โดยเปรียบเทียบกับแบบแผน RFLP ของ
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส ซึ่งรายงานไว้โดย Gillings และคณะ (1993) ไอโซเลท SM4-P5 พบแบบ
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แผน RFLP ของเชือ้กลุม่สายพนัธุ์รุนแรง ปานกลาง และอ่อนร่วมกนั  ไอโซเลท SM4-P10 พบแบบ
แผนของเชือ้กลุ่มสายพนัธุ์ รุนแรง และปานกลาง และไอโซเลท SM4-P9 พบแบบแผนท่ีไม่มีใน
รายงานของ Gillings และคณะ (1993) และพบว่าไอโซเลท SM4-P5 มีอตัราการถ่ายทอดเชือ้โดย
แมลงพาหะ 75 เ อ  เซ     ขณะท่ีไอโซเลท SM4-P9 และไอโซเลท SM4-P10 มีอตัราการถ่ายทอด
เชือ้โดยแมลงพาหะเท่ากัน คือ    เ อ  เซ     และตรวจพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส ไอโซเลท 
SM4-P5, SM4-P10 และ SM4-P9 ในน า้คัน้จากเนือ้เย่ือ (เปลือกเขียวของก่ิงมะนาว) ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0.064, 0.081, และ 0.350 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรของน า้คัน้ของเนือ้เย่ือ ซึ่งไอโซเลท SM4-
P9 มีแนวโน้มในการขยายพนัธุ์ในเนือ้เย่ือมะนาวสงูกว่าไอโซเลท SM4-P5 และ SM4-P10  
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Abstract 
 

Tristeza disease is one of the most destructive disease to citrus growing 
area worldwide including Thailand. Severity of tristeza disease depends on citrus 
species and strains of Citrus tristeza Closterovirus (CTV), a causal pathogen. The 
purpose of this experiment is to isolate citrus tristeza virus mild strain that will be used in 
cross protection. Citrus tristeza virus was isolated by a brown citrus aphid (Toxoptera 
citricida), the virus vector, from naturally infected West Indian lime SM4 showing  vein 
clearing symptom and from pomelo DAT 4-5 showing yellow leaf, stunting, and declining 
symptoms. The aphids were allowed to feed on SM4 and DAT 4-5 to acquire the virus 
for 24 hr. Then they were transferred to feed on an index plant seedling [Citrus 
aurantifolia (Christm.) Swing.] for another 24 hr. in order to transmit the virus to the 
seedlings. A single aphid was used per seedling. Results from ELISA (Enzyme-Linked  
Immunosorbent Assay) showed that 12 isolates of citrus tristeza virus were recovered, 7 
from SM4 and 5 from DAT 4-5. Among these, 4/12 isolates were likely to be mild strain 
according to induction of mild symptom on the index seedling. Further, severity 
evaluation was made on 3/4 isolates of mild symptom induction group including, SM4-
P5, SM4-P9, and SM4-P10. Each isolate was inoculated into 3 species of citrus tristeza 
virus biological index plants, West Indain lime (C. aurantifolia), pomelo (C.grandis L.) 
and grapefruit (C. paradisi Macfad.). Only mild vein clearing symptom (level 1) was 
induced by the three isolates on C. aurantifolia. Results from biological indexing 
concluded that these three isolates are mild strains. The identification of citrus tristeza 
virus strain based on RFLP profile of coat protein gene (P25) cut with Hinf I. Results 
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indicated that the RFLP profiles found in citrus tristeza virus isolate SM4-P5, SM4-P9 and 
SM4-P10 were different. RFLP profiles belonging to severe, moderate and mild strains of 
citrus tristeza virus were recovered in SM4-P5 isolate while profile of severe and 
moderate strain were found in SM4-P10. However, profiles found in SM4-P9 were not 
recognized according to Gillings et al (1993). Aphid transmission of citrus tristeza virus 
was determined and resulted in SM4-P5 gave transmission rate of 75%. SM4-P9 and 
SM4-P10 were transmitted at the rate of 70%. In addition, detection of citrus tristeza 
virus by ELISA indicated that 0.064, 0.081 and 0.350 µgml-1 were recovered in sap 
extract from green bark of West Indian lime infected by SM4-P5, SM4-P10 and SM4-P9, 
respectively. This could mean that SM4-P9 multiplied better than SM4-P5 and SM4-P10.  
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ของเชือ้ CTV เม่ือตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I 

42 
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11 
 

12 

แสดงแบบแผน RFLP ท่ีได้จากการตดัดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือก
โปรตีน P25 ด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I ของเชือ้ CTV สายพนัธุ์ตา่งประเทศ 
รายงานโดย Gillings และคณะ (1993) 
การจดักลุม่แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของเชือ้ 
CTV ไอโซเลทซึ่งแยกโดยแมลงพาหะและแยกโดยวิธี leaf grafting เม่ือตดั
ด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I  
แสดงผลการตรวจพบเชือ้ CTV           ELISA ในต้นกล้ามะนาวท่ีได้รับ
การถ่ายทอดเชือ้ CTV สายพนัธุ์อ่อนโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล 
(T. citricida) 
อตัราการถ่ายทอดเชือ้ CTV สายพันธุ์อ่อนโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้ม      
สีน า้ตาล (T. citricida) 
ปริมานความเข้มข้นของเชือ้ CTV                       ในเนือ้เย่ือพืช 
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รายการภาพประกอบ  
 

ภาพท่ี  หน้า 

1 แสดงแผนภมูิจีโนมบนสายอาร์เอ็นเอของเชือ้ CTV ท่ีประกอบด้วย Open 
Reading Frame 12 ต าแหน่ง 

4 

2 ตวัเตม็วยัของแมลง Toxoptera citricida (Kirkaldy) จบัจากต้นส้มตาม
ธรรมชาตแิล้วน ามาเลีย้งบนต้นกล้าส้มจ๊ีด (Citrus mitis) ปลอดโรคซึง่ 
ปลกูจากเมล็ด 

21 

3  มลง  หะ Toxoptera citricida (Kirkaldy) ดดูกินมะนาว SM4 ตดิเชือ้ CTV 
ในแปลงปลกูเพ่ือรับเชือ้ CTV 

21 

4  มลง  หะ Toxoptera citricida (Kirkaldy) ดดูกินพืชทดสอบมะนาว 
เพ่ือถ่ายเชือ้ CTV 

22 

5 การปลกูเชือ้ CTV ลงในพืชทดสอบ โดยใช้เทคนิค leaf grafting 24 
6 แสดงแบบแผน RFLP ท่ีได้จากการตดัดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน 

P25          ม       ะ Hinf I ของเชือ้ CTV สายพนัธุ์ตา่งประเทศ รายงาน
โดย Gillings และคณะ (1993)  

26 

7 อาการเส้นใบใสบนพืชทดสอบมะนาว 32 
8 อาการร่องบุม๋บนพืชทดสอบมะนาว  33 
9 อาการเส้นใบใสบนพืชทดสอบมะนาว 35 
10 ลกัษณะอาการเส้นใบแตก (corky vein)  ละ    รใ  หล  ง          

          มะ   เม่ือตดิเชือ้ CTV ไอโซเลท CmO2-1 
36 
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14 

ผลผลิตดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของเชือ้ CTV ท่ีเพิ่ม
ปริมาณ โดย RT-PCR และใช้ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ P25 gene  
แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ 
Hinf I ของเชือ้ CTV ไอโซเลทท่ีแยกโดยแมลงพาหะ 
แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ 
Hinf I ของเชือ้ CTV สายเชือ้ในธรรมชาต ิและไอโซเลทท่ีแยกโดยวิธี leaf 
grafting 
กราฟความเข้มข้นมาตรฐาน (standard curve) ของเชือ้ CTV บริสทุธ์ิ (SM4) 
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 บทที่ 1  
 

บทน ำ 
 

บทน ำต้นเร่ือง    
 

ส้มเป็นพืชเศษฐกิจ และมีการเพาะปลกูกนัแพร่หลายในประเทศไทย ชนิดของส้ม
ท่ีปลกู ได้แก่ ส้มโอ (Citrus grandis (L.) Osbeck) ส้มโชกนุ (Citrus reticulata  Blanco) ส้มจกุ 
(Citrus reticulata Blanco) ส้มเขียวหวาน (Citrus reticulata  Blanco)  และมะนาว (Citrus 
aurantifolia (Christm.) Swing.) เป็นต้น ผลผลิตท่ีได้บริโภคภายในประเทศเป็นหลกั แตใ่นการ
ผลิตส้มประสบปัญหาและอปุสรรคเก่ียวกบัโรคและแมลงศตัรูส้ม ท าให้ปริมาณและคณุภาพของ
ผลผลิตลดลง เพิ่มต้นทนุในการผลิต โรคทริสเตซาเป็นโรคหนึง่ท่ีส าคญัและสร้างความเสียหายตอ่
พืชตระกลูส้มในแหลง่ปลกูส้มทัว่โลก ประเทศไทยมีรายงานโรคทริสเตซาเกิดขึน้กบัพืชตระกลูส้ม 
และระดบัความรุนแรงของโรคขึน้อยูก่บัชนิดของส้ม และสายพนัธุ์ของเชือ้ท่ีเข้าท าลาย (รัตนา สดดีุ
, 2537) สายพนัธุ์ซิตรัสทริสเตซาไวรัส (Citrus tristeza Closterovirus) ท่ีพบในธรรมชาตมีิ 2 กลุม่ 
คือกลุม่สายพนัธุ์อ่อน (mild strain) ท่ีก่อให้เกิดอาการท่ีไมรุ่นแรง และกลุม่สายพนัธุ์รุนแรง 
(severe strain) ซึง่ประกอบด้วยสายพนัธุ์เชือ้ท่ีท าให้เกิดอาการต้นกล้าเหลือง (seedling yellow) 
ต้นแคระแกรน (stunt) อาการทรุดโทรม (decline) สายพนัธุ์เชือ้ท่ีท าให้เกิดอาการล าต้นบุม๋ (stem 
pitting) และมีรายงานพบการตดิเชือ้ร่วมของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสหลายสายพนัธุ์ในต้นส้ม 
(Koizumi et al., 2001) การจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสามารถท าได้หลายวิธี 
เชน่ การจ าแนกโดยใช้ลกัษณะอาการท่ีเกิดกบัพืชทดสอบ (biological index) (ไมตรี พรหมมินทร์ 
และคณะ, 2529; Ochoa et al., 1993; Figueroa et al., 2009 และ Bekolo et al., 2007) การ
จ าแนกโดยวิธีการทางเซรุ่มวิทยา (serology) (รัตนา สดดีุ และคณะ, 2551 และ Nikolaeva and 
Karasev et al., 1995) และการจ าแนกโดยใช้วิธีการทางชีวโมเลกลุ (molecular biology) 
(Gillings et al., 1993)  

เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสแพร่กระจายโดยติดไปกับท่อนขยายพันธุ์  และแมลง
พาหะจ าพวกเพลีย้ออ่น ซึง่มีเพลีย้ออ่น 4 ชนิด ท่ีเป็นพาหะในการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
คือ เพลีย้อ่อส้มสีน า้ตาล (Toxoptera citricida), เพลีย้อ่อนส้ม (T. aurantii), เพลีย้อ่อนฝ้าย 
(Aphis gossypii ) และ เพลีย้อ่อนส้มเขียวหวาน (A. spiraecola) และพบว่าเพลีย้อ่อนส้มสี
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น า้ตาล (T. citricida) มีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้สงูกว่าเพลีย้อ่อนฝ้าย (A. gossypii )  
(Yokomi et al.,1994) แตอ่ตัราการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยเพลีย้อ่อน T. citricida ไม่
เท่ากันขึน้อยู่กับสายพนัธุ์ไวรัส นอกจากนีย้งัมีรายงานการใช้แมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้ม (single 
aphid transmission) แยกสายพนัธุ์ไวรัสท่ีติดเชือ้ร่วมกันในต้นส้มออกเป็นเชือ้สายพนัธุ์ เด่ียว 
(Broadbent et al., 1996 และ ปรีชา สง่เสริม, 2548)  

การควบคุมโรคทริสเตซาโดยใช้สารเคมีควบคุมแมลงพาหะจะท าให้ต้นทุนการ
ผลิตส้มเพิ่มสงูขึน้ และเป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม ทัง้นีมี้รายงานการป้องกนัโรคชนิดนีด้้วยวิธีการปลกู
เชือ้สายพนัธุ์อ่อนให้กบัต้นส้มเพ่ือป้องกันการติดเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง (cross protection) ท่ีมีอยู่
ทัว่ไปตามธรรมชาตแิละถกูแพร่กระจายไปโดยแมลงพาหะ ซึง่เป็นวิธีหนึง่ท่ีใช้ได้ผลดีในการป้องกนั 
และลดความเสียหายจากโรคทริสเตซาและประสบผลส าเร็จในหลายประเทศ เช่น สหรัฐอเมริกา 
บราซิล อิสราเอล อินเดีย เป็นต้น (Costa and Muller ,1980) 

ดงันัน้การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสและจ าแนกสายพนัธุ์ไวรัสเพ่ือให้ได้ไวรัส
สายพนัธุ์ออ่นจะเป็นประโยชน์ตอ่การน าไปใช้ควบคมุโรคทริสเตซาของพืชตระกลูส้มตอ่ไป 
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กำรตรวจเอกสำร 
 
โรคทริสเตซำ 
 

โรคทริสเตซาเป็นโรคท่ีส าคญั และสร้างความเสียหายกับพืชตระกลูส้มมากกว่า 
80  ล้านต้นทัว่โลก (Davino et al., 2005) มีแหลง่ก าเนิดในแถบทวีปเอเชีย และได้แพร่กระจายไป
ยงัพืน้ท่ีปลกูส้มทัว่โลก โดยติดไปกับส่วนขยายพนัธุ์ต่อมาแพร่กระจายโดยแมลงพาหะ (Rocha-
Pena, 1995) ในปี ค.ศ. 1930 ได้แพร่กระจายและท าความเสียหายไปยงัพืน้ท่ีปลูกส้มในเขต
บราซิล อาร์เจนตินาพืน้ท่ีตา่งๆ ในอเมริกาใต้ สหรัฐอเมริกา อิสราเอล และสเปนกว่า (Korkmaz, 
2002) โรคทริสเตซาเกิดขึน้กบัพืชตระกลูส้ม ระดบัความรุนแรงของโรคขึน้อยู่กบัชนิดของส้ม และ
สายพันธุ์ของเชือ้ท่ีเข้าท าลาย ท าให้ลักษณะอาการของโรคแตกต่างกัน (รัตนา สดุดี, 2537) 
โดยเฉพาะมะนาวจะแสดงอาการของโรคเด่นชัด เร่ิมจากใบอ่อนพบอาการเส้นใบใส (vein 
clearing), เส้นใบแตก (corky vein), อาการใบถ้วย (leaf cupping), ต้นกล้าเหลือง (seedling 
yellow), ปลายก่ิงแห้งตาย (decline), ต้นแคระแกรน (stunt) และอาการร่องบุม๋ในเนือ้ไม้ (stem 
pitting) ส่งผลให้ผลผลิตลดลง และตายในท่ีสดุ (สิริภทัร์ พงษ์เสฐ, 2526) นอกจากนีย้งัพบว่าใน
สภาพแวดล้อมท่ีต่างกันท าให้อาการของโรคทริสเตซาท่ีปรากฏแตกต่างกัน (Garnsey et al., 
2005)   

สิริภัทร์ พงษ์เสฐ (2526) พบอาการของโรคทริสเตซาของส้มเขียวหวานในสภาพ
แปลงปลูกของเกษตรกรบริเวณรังสิต มีความสมัพนัธ์กับอายุของต้นพืช สวนส้มท่ีมีอายุ 1-5    
พบอาการแคระแกรนและสีเหลืองซีดของใบ ต้นส้มท่ีมีอาย ุ6   ขึน้ไป แสดงอาการต้นโทรม ผลมี
ขนาดเล็กลง ใบเหลืองซีด ร่วง ก่ิงแห้งตาย จนถึงต้นตาย  
  
ซิตรัสทริสเตซำไวรัส 
 

โรคทริสเตซามีสาเหตมุาจากเชือ้ Citrus tristeza Closterovirus ซึง่เป็นไวรัสท่ีมี
อนภุาคขนาดยาว อาศยัอยู่ในเซลล์ทอ่อาหารเท่านัน้ มีรูปร่างเป็นทอ่นยาวคด (Flexuous rod) 
ยาวประมาณ 2,000 นาโนเมตร น า้หนกัโมเลกลุประมาณ 13.3 × 106 ดาลตนั อนภุาคไวรัส
ประกอบด้วยอนภุาคเด่ียว มีสารพนัธุกรรมเป็นแบบ single stranded RNA (Bar-Joseph et al., 
1989) RNA ของ Closterovirus จะมีความยาวตัง้แต ่15.5 ถึง 20 กิโลเบส จีโนมของเชือ้ซิตรัสทริส
เตซาไวรัสประกอบด้วย ORF (Open Reading Frame) 12 ต าแหนง่ และ ORF ท่ีเป็นรหสั
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พนัธุกรรมของเปลือกโปรตีนมี 2 รหสั คือ CP หรือ P25 และ P27 ซึง่อยูท่ี่ปลายด้าน 3’ ดงัภาพท่ี 1 
(Hilf et al., 2005)  

 
 

 
 
 
 

 
ภำพท่ี 1 แสดงแผนภมูิจีโนมบนสายอาร์เอ็นเอของเชือ้ CTV ท่ีประกอบด้วย Open Reading 

Frame 12 ต าแหนง่ (ท่ีมา: Hilf et al., 2005) 
 

ในธรรมชาติพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสหลายสายพันธุ์  แยกออกเป็น 2 กลุ่ม  
สายพนัธุ์ ตามลกัษณะอาการ คือ กลุ่มสายพนัธุ์อ่อน หรือสายพนัธุ์ไม่รุนแรง (mild strain) ซึ่งท า
ให้เกิดอาการไม่รุนแรง และกลุ่มสายพนัธุ์รุนแรง (severe strain) ประกอบด้วยสายพนัธุ์ทรุดโทรม
เม่ือใช้ต้นตอซาร์วออเรนจ์ (decline, CTV-D)  สายพนัธุ์ต้นกล้าเหลือง (seedling yellow, CTV-
SY) และสายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ (stem pitting, CTV-SP) ในกลุ่มสายพนัธุ์รุนแรงนีจ้ะส่งผลกระทบ
อยา่งมากตอ่พืชตระกลูส้มท่ีติดเชือ้ ท าให้ต้นตายหรืออายสุัน้ลง (Bar-Joseph  et al., 1985) และ
มีรายงานการพบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสมากกว่าหนึ่งสายพนัธุ์อยู่ร่วมกันในต้นส้ม (Koizumi et 
al., 2001)   

Rocha-Pena และคณะ (1995) ได้ท าการศกึษาพืชอาศยัของเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสและอาการต่างๆ ท่ีเกิดกับพืชอาศยัแต่ละชนิด พบว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจะมีพืชอาศยั
จ ากัดในพืชตระกูลส้มซึ่งอยู่ในวงศ์ Rutaceae และ Passiflora gracilis ซึ่งเป็นพืชนอกวงศ์ 
Rutaceae เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสเกือบทุกสายพนัธุ์ท าให้เกิดอาการเส้นใบใส (vein clearing) 
บนมะนาว (Mexican Lime, Citrus auratifolia) ใบโค้งงอเป็นรูปถ้วย (cupping) ต้นแคระแกรน
และล าต้นบุม๋ ในส้มเกลีย้ง (sweet orange, C. sinensis (L.) Osbeck) หากเสียบยอดบนต้นตอ
ซาร์วออเรนจ์ เม่ือตดิเชือ้กลุ่มสายพนัธุ์รุนแรง CTV-D แสดงอาการทรุดโทรมอย่างรวดเร็วและตาย
เน่ืองจากเกิดการตายของ เซลล์ท่ออาหาร (phloem) ท่ีบริเวณรอยตอ่ของต้นตอ (root stock) และ
ส่วนยอด (scion) Senan และคณะ (1997) ได้ปลูกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสลงบน Duncan 
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grapefruit พบว่าท าให้เกิดอาการต้นกล้าเหลือง (seedling yellow) ภายใน 2 สปัดาห์หลงัจาก
การปลกูเชือ้ 

รัตนา สดดีุ และคณะ (2551) พบเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ใน
ส้มแมนดาริน  (Citrus reticulata  Blanco)  3   ชนิด   คือ   ส้มเขียวหวาน,   ส้มโชกนุ  ส้มโอเช่ียน 
และยงัพบในส้มโอและมะนาว ซึ่งเป็นการติดเชือ้ตามธรรมชาติ ส้มโชกนุและส้มโอเช่ียนท่ีติดเชือ้
สายพนัธุ์ล าต้นบุม๋ แสดงอาการร่องบุม๋ขนาดใหญ่บนก่ิงและล าต้นซึ่งมองเห็นจากภายนอก ขณะท่ี
ส้มโอและมะนาวมีอาการร่องบุม๋ขนาดเล็กในเนือ้ไม้ต้องตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ และมีอาการ
ต้นแคระแกรน Broadbent และคณะ (1996) รายงานการพบสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
ในควีนแลนด์ ซึ่งเป็นสายพันธุ์ ท่ีท าให้เกิดอาการล าต้นบุ๋ม (stem pitting) ในส้มนาเวล (C. 
sinensis) 

 
กำรถ่ำยทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซำไวรัสโดยแมลงพำหะ 

 
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสามารถถ่ายทอดโดยแมลงพาหะ เพลีย้อ่อนเป็นแมลง

พาหะท่ีถ่ายทอดเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซา ท าให้เกิดการแพร่กระจายของโรคไปอย่างกว้างขวาง 
และ รวดเร็ว เพลีย้ออ่น (Homoptera: Aphidae) เป็นแมลงปากดดู (sucking type) ขนาดเล็กผนงั
ล าตวันิ่ม ขยายพนัธุ์โดยไม่ต้องผสมพนัธุ์ และออกลกูเป็นตวั มีทัง้พวกท่ีมีปีก (wing type) และไม่
มีปีก (wingless type) เพลีย้อ่อนมีกลไกการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสแบบ semi-
persistent โดยไวรัสจะถกูดดูกินเข้าไปพร้อมกบัน า้เลีย้งจากพืชไปอยู่ท่ีบริเวณกระเพาะส่วนหน้า 
(foregut) ของแมลง โดยใช้เวลาในการดดูกินเพ่ือรับเชือ้ (acquisition feed) นาน 30 นาที และใช้
เวลาในการดูดกินเพ่ือถ่ายทอดเชือ้ (inoculation feed) 30 นาที บนพืชปกติ การเพิ่มเวลาใน    
การถ่ายทอดเชือ้จนถึง 24 ชัว่โมง จะเพิ่มประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้ ส าหรับเพลีย้อ่อนท่ีเป็น
พาหะถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสมี 4 ชนิด คือ เพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล, เพลีย้อ่อนส้ม,    
เพลีย้อ่อนฝ้าย และ เพลีย้อ่อนส้มเขียวหวาน (Broughton, 2007) เน่ืองจากเพลีย้อ่อนส้ม T. 
citricida กบั T. aurantii มีลกัษณะคล้ายคลึงกนัแตส่ามารถจ าแนกได้จากลกัษณะของหนวด 
(antenna) และปีก T. citricida หนวดปล้องท่ี 3, 4 และ ส่วนมากของปล้องท่ี 5 ไม่มีสี (pale) ใน
พวกท่ีมีปีกหนวดปล้องท่ี 3 มีสีด าทัง้ปล้อง ปีกมีแขนงแตกออกเป็น 2 แขนง และมี pterostigma 
เป็นสีเทา ส่วน T. aurantii ตรงส่วนปลายของหนวดปล้องท่ี 3, 4 และ 5 มีสีด าทัง้พวกท่ีมีปีกและ
ไมมี่ปีก ปีกมีแขนงเดียว และ pterostigma เป็นสีด า (Bänziger, 1977) 
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 เพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (T. citricida) ท่ีเป็นพาหะหลกัในการแพร่กระจายเชือ้    
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสมีวงจรชีวิต 8-21 วนั ขึน้อยู่กบัอณุหภูมิและพืชอาศยั ตวัอ่อนมีรูปร่างแบบผล
แพร์ (pear shape) มีสีน า้ตาลแดง สีน า้ตาลถึงด า ยาว 1-2 มิลลิเมตร เจริญเป็นตวัเต็มวยัภาย ใน 
6-8 วนั ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หรือสูงกว่า ตวัเต็มวยัมีสีด าเป็นมนัวาว ยาวประมาณ 2 
มิลลิเมตร มีทัง้พวกท่ีมีปีกและไมมี่ปีก ตวัออ่น 1 ตวั สามารถออกลกูได้มากกว่า 4,400 ตวั ภายใน 
3 สปัดาห์ ถ้าไม่มีแมลงศตัรูรบกวน มี 25-30 รุ่นตอ่ปี (Broughton, 2007) ส าหรับพืชอาศยัหลกั
ของเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (T. citricida) จ ากดัอยู่ในพืชวงศ์ Rutaceae (Bänziger, 1977 และ  
Komazaki, 1993) แต่มีรายงานการพบเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (T. citricida) บนพืชอาศยัตาม
ธรรมชาติท่ีอยู่นอกเหนือจากวงศ์ Rutaceae เช่นพืชในวงศ์ Anacardiaceae, Fabaceae, 
Rosaceae เป็นต้น แต่ไม่สามารถยืนยันได้ว่าเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (T. citricida) สามารถ
เจริญเติบโตออกลกูออกหลานบนพืชเหล่านัน้ได้ (Halbert and Brown, 2003) Yokomi และคณะ 
(1994) ศึกษาประสิทธิภาพในถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส พบว่าเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาลมี
ประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 4 สายพันธุ์  ท่ีได้มาจากพืน้ท่ีต่างๆ คือ 
บราซิล (B13), อิสราเอล (B23), สเปน (B53) และสหรัฐอเมริกา (B11) เฉล่ีย 41 เปอร์เซ็นต์ 
เปรียบเทียบกบัอตัราการถ่ายทอดเชือ้โดยเพลีย้อ่อนฝ้าย (A.  gossypii) เฉล่ีย 13 เปอร์เซ็นต์ ใน
การทดลองใช้จ านวนเพลีย้ 1,5, 10 และ 15 ตวัตอ่พืชทดสอบ Mexican lime 

 
กำรถ่ำยทอดเพื่อแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซำไวรัส 
 

การถ่ายทอดเพ่ือแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากส้มท่ีติดเชือ้ในธรรมชาติโดย
การเช่ือมตอ่เนือ้เย่ือ (graft transmission) เช่น การเสียบยอด (top graft), การติดตา (budding) 
หรือการเช่ือมเนือ้เย่ือใบ (leaf grafting) และสามารถแยกได้โดยใช้แมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้ม 
(aphid transmission) (รัตนา สดดีุ และคณะ, 2543) โดยประสิทธิภาพและอตัราในการถ่ายเชือ้
จะขึน้อยูก่บัสภาพแวดล้อม ชนิดของพืชอาศยั สายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส แ ะ น   อ  
พ  ท สอบ (Corazza-Nunes et al., 2006)  

Broadbent และคณะ (1996) ใช้แมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล 1 ตวัตอ่พืช
ทดสอบ (single aphid transmission) แยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสหลายสายพนัธุ์ท่ีติดเชือ้ร่วมใน
ต้นส้มในสภาพแปลงปลูก พบประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลง
พาหะเพลีย้ออ่นส้ม (T. citricida) อยูใ่นชว่ง 0-55 เปอร์เซ็นต์ เม่ือถ่ายเชือ้จากส้มแมนดารินมีอตัรา
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การถ่ายทอดเชือ้ 20.7 เปอร์เซ็นต์ และถ่ายเชือ้จากเกรฟรุท 5 เปอร์เซ็นต์ แ ะ    อ  า เ   อ าก 
ส  ท         อ   ร สทร สเ  า  ร สท่ีชกัน าอาการร อ บ    (              พบ  า  อ  ราการ  า ทอ  
    อส  ส  ค อ      เปอร์เซ็นต์ จากการศึกษาชีใ้ห้เห็นว่าประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้             
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงขึน้อยู่กับชนิดของพืชอาศัยในสภาพแปลงปลูกและท่ีตัง้ทาง
ภูมิศาสตร์ และยงัพบว่าจากการแยกเพ่ือถ่ายเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 
(single aphid transmission) เพียงรอบเดยีวไมส่ามารถแยกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
ออก   นสา พ น                อ ท าอ  า น อ    รอบ 
 
กำรจ ำแนกสำยพันธ์ุเชือ้ซิตรัสทริสเตซำไวรัส 
 
  กำรจ ำแนกด้วยพืชทดสอบ (Biological index) 
    

การจ าแนกด้วยพืชทดสอบเป็นการจ าแนกความแตกตา่งทางด้านอาการ
ท่ีเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสแต่ละสายพนัธุ์ชกัน าให้เกิดขึน้บนพืชทดสอบ พืชทดสอบท่ีนิยมใช้คือ 
มะนาว Citrus aurantifolia (Mexican lime) Broadbent และคณะ (1996) รายงานการน าพืช
ทดสอบ 3 ชนิดมาใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส คือ น าสวีทออร์เรนจ์มาใช้
ในการจ าแนกอาการร่องบุ๋มในเนือ้ไม้ (stem pitting) ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มท่ีให้อาการรุนแรง             
น ายเูรกาเลมอน และดลัแคนเกรฟรุทมาใช้ในการจ าแนกอาการต้นกล้าเหลือง (seedling yellow) 
และน ามะนาวมาใช้ในการจ าแนกอาการเส้นใบใส 
   Ochoa และคณะ (1993) จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
ด้วยพืชทดสอบ โดยท าการปลกูเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 10 ไอโซเลท ด้วยการติดตาลงพืชทดสอบ 
4 ชนิด คือ มะนาว (Mexican lime), ยูรีกาเลมมอน (Eureka lemon), ซาร์วออเรนจ์ (sour 
orange) และ มาชเกรฟรุท (Marsh grapefruit) จากการทดลองพบว่าสามารถจ าแนกสายพนัธุ์
ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซไวรัสได้ออกเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่มสายพนัธุ์ท่ีแสดงอาการอ่อนมาก (mildest)   
กลุ่มสายพนัธุ์ท่ีแสดงอาการปานกลางถึงรุนแรง   (moderate to severe)   และกลุ่มสายพนัธุ์ ท่ี
แสดงอาการรุนแรงมาก  (very severe) ในการประเมินอาการทางใบแบง่ระดบัความรุนแรงของ
อาการออกเป็น 5 ระดบัตามความมากน้อยของอาการ ระหว่าง 0 (ไม่แสดงอาการ) ถึง 4 (แสดง
อาการรุนแรงมาก) Bekolo และคณะ (2007) จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส โดยใช้
พืชทดสอบในการประเมินระดบัความรุนแรงของอาการท่ีเกิดกับพืชทดสอบ คือ อาการร่องบุ๋ม 
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(stem pitting) ท่ีปรากฏบนเนือ้ไม้โดยท าการแบง่พืชทดสอบออกเป็น 8 ส่วน ประเมินอาการ stem 
pitting 8 ก่ิงตอ่ต้น 

Figueroa และคณะ (2009) จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสโดยใช้ลกัษณะอาการบนพืชทดสอบ คือ อาการเส้นใบใส, อาการเส้นใบแตก, อาการใบถ้วย, 
เตีย้แคระ และอาการล าต้นบุม๋ บนพืชทดสอบ 5 ชนิด คือ มะนาว (Mexican lime), ยเูรกาเลมมอน 
(Eureka   lemon),    ดลัแคนเกรฟรุท    (Duncan   grapefruit),     พายแอปเปิล้    สวีทออร์เรนจ์ 
(pineapple sweet orange) และซาร์วออร์เรนจ์ (sour orange) โดยให้ระดบัอาการท่ีปรากฏบน
พืชทดสอบแต่ละชนิดเร่ิมจาก 0 ไม่แสดงอาการ ถึง 5 แสดงอาการรุนแรงมาก แล้วน าผลรวมของ
ทกุอาการท่ีเกิดกบัพืชทดสอบแตล่ะชนิดมาสรุปหาระดบัความรุนแรงของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
ท่ีเกิดกบัพืชทดสอบแตล่ะชนิด   

ไมตรี พรหมมินทร์ และคณะ (2529) ได้รวบรวมตัวอย่างเชือ้                 
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสตามแหล่งปลกูส้มทัว่ไปในประเทศไทย ระหว่างปี 2523-2528 มีทัง้หมด 137 
ไอโซเลท มาทดลองโดยวิธีเสียบก่ิงแบบเสียบข้างกบัต้นกล้ามะนาวอาย ุ2 ปี ซึ่งใช้เป็นพืชทดสอบ
จากนัน้จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้โดยดจูากลกัษณะอาการท่ีเชือ้ชกัน าให้เกิดบนพืชทดสอบมะนาว 
ภายในเวลา 2-8 เดือน จากการทดลองพบว่าสามารถแบง่อาการออกได้เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม T1 
ต้นกล้ามะนาวแสดงอาการเกือบปกติ ใบมีอาการคล้ายถ้วย และเส้นใบมีขีดประโปร่งแสง 
เล็กน้อย กลุ่ม T2 ต้นกล้ามะนาวแสดงอาการผิดปกติ ใบมีอาการบิดงอ, เส้นใบใส กลุ่ม T3 ต้น
กล้ามะนาวแสดงอาการแคระแกรนเล็กน้อย ใบแสดงอาการขาดธาตอุาหาร, ใบมีอาการบิดงอ, ขีด
ประโปร่งแสงคอ่นข้างรุนแรง และกลุ่ม T4  ต้นกล้ามะนาวแสดงอาการแคระแกรน ใบแสดงอาการ
ขาดธาตอุาหาร, ใบมีอาการบดิงอ, ขีดประโปร่งแสง และเส้นใบแตกรุนแรง  
 

กำรจ ำแนกด้วยวิธีกำรทำงเซรุ่มวิทยำ 
 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) เป็นเทคนิคทาง
เซรุ่มวิทยาท่ีถกูน ามาใช้อยา่งกว้างขวางในการตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส เน่ืองจากให้ผลใน
การตรวจท่ีถกูต้องแม่นย า และมีความไวสงู (รัตนา สดดีุ, 2537 และ Roistacher, 1991) ตอ่มามี
การน า ELISA มาใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ซิตรัสทริสเตซไวรัส  

Senan และคณะ (1997) น าเทคนิค ELISA ใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์
ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสเพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการก าจดัการแพร่ระบาดของโรคทริสเตซา จาก
การทดสอบเม่ือน าแอนติบอดีต่อเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 2 ชนิด คือ MCA13 (โมโนโคลนอล
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แอนติบอดี) และ 11B1+3E10 (โพลีโคลนอลแอนติบอดี) มาใช้ตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA 
พบว่าการใช้แอนติบอดี MCA13 สามารถตรวจพบเชือ้ 4/19 ตวัอย่าง ซึ่งเป็นเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง 
(severe strain) และเม่ือใช้แอนติบอดี 11B1+3E10 สามารถตรวจพบเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง 7/19 
ตวัอยา่ง  

Nikolaeva และ Karasev (1998) น าวิธีการทางเซรุ่มวิทยา 
(Serological) มาใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยใช้เทคนิค I-DAS-
ELISA (Indirect Double-Antibody Sandwich (I-DAS) Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (ELISA)) โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดี และ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3E10 มาใช้ในการ
ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในในตวัอย่างท่ีติดเชือ้จ านวน 76 ไอโซเลท จาก 20 ประเทศ จาก
การทดลองพบว่าสามารถจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสไอโซเลทท่ีท าให้เกิดอาการล าต้นบุม๋ใน      
สวีทออร์เรนจ์ได้ 
 

กำรจ ำแนกด้วยวิธีกำรทำงชีวโมเลกุล 
 

Gillings และคณะ, 1993 น าเทคนิค Restriction fragment length 
polymorphism (RFLP)  มาใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตสัทริสเตซาไวรัสโดยการน ารหสั
พนัธุกรรมเปลือกโปรตีนหุ้มอนภุาคไวรัส (Coat protein gene, CP gene) ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสมาเพิ่มขยายโดยเทคนิคอาร์ทีพีซีอาร์ แล้วน าผลผลิตอาร์ทีพีซีอาร์มาตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ 
Hinf I จากการทดลองน ารหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีนหุ้มอนภุาคไวรัสของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
51 ไอโซเลท มาตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ พบว่าสามารถจ าแนกออกเป็น 7 กลุ่ม คือแบบแผน RFLP 
ก    ท        แ ะ 6 อาการรุนแรง (Severe) กลุม่ท่ี 2 และ 7  จดัเป็นเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในกลุ่ม
ท่ีให้อาการปานกลาง (Moderate) แ ะก    ท     แ ะ 5 จดัเป็นเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในกลุ่มท่ีให้
อาการออ่น (Mild)  

Barzegar และคณะ, 2005 ใช้เทคนิค RFLP ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของ
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในประเทศอิหร่านและจากต่างประเทศพบว่าแบบแผน RFLP ท      
  ค า แ ก  า ก น จากการศึกษาบ่งชีว้่าสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีมาจากพืน้ท่ีท่ีมี
ความแตกตา่งทางภมูิศาสตร์จะมีคณุสมบตัทิางชีววิทยาและพนัธุกรรมท่ีแตกตา่งกนั 

 Kano และคณะ (2006) น าเทคนิค RFLP มาใช้ในการจ าแนกเชือ้        
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในประเทศญ่ีปุ่ นท่ีติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจ านวน 32/40 ไอโซเลท โดยน า
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ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้มาตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ BstE II จากการทดลองพบว่า 21 ไอโซเลท พบ
เฉพาะแบบแผนท่ี 2 และอีก 11 ไอโซเลทพบแบบแผนร่วมระหวา่งแบบแผนท่ี 1 และแบบแผนท่ี 2 

Zhou และคณะ, 2007 จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
จ านวน 72 ตวัอย่างในประเทศจีน ด้วยเทคนิค RFLP โดยน าผลผลิตอาร์ทีพีซีอาร์ของ P25 gene 
มาตดัด้วยเอมไซม์จ าเพาะ Hinf I พบว่าแบบแผน RFLP ของเปลือกโปรตีน (P25 gene) สามารถ
น ามาจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีพบในประเทศจีนได้ ส่วนใหญ่จะเป็นเชือ้ท่ีอยู่ใน
กลุ่มท่ี 1 และ 3 ซึ่งรายงานโดย Gillings และคณะ (1993) และจากแบบแผน RFLP ท าให้พบโรค 
ทริสเตซาท่ีเกิดขึน้ในประเทศจีนประมาณ 38 เปอร์เซ็นต์ เป็นการตดิเชือ้ร่วมมากกวา่ 1 สายพนัธุ์ 

Atta และคณะ, 2011 น ารหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีนหุ้มอนภุาคไวรัส 
(P25 gene) มาวิเคราะห์เพ่ือศึกษาถึงคณุสมบตัิของเชือ้สาเหตโุรคทริสเตซาไวรัสจ านวน 85       
ไอโซเลท จาก 6 อ าเภอ ในจงัหวดัปัญจาบ ประเทศปากีสถาน ซึ่งชกัน าให้เกิดอาการท่ีแตกตา่งกนั
ด้วยเทคนิค RFLP และใช้เอนไซม์ Hinf I พบการติดเชือ้ร่วมส่วนใหญ่ในกลุ่มท่ี 1, 3 และ 6 ตาม
รายงานของ Gillings และคณะ (1993) 

Ayazpour และคณะ, 2011 จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสโดยเปรียบเทียบระหว่างเทคนิค Bi-Directional  Polymerase Chain Reaction (BD-PCR) 
กบั RFLP พบวา่การใช้เทคนิค BD-PCR ไม่สามารถจ าแนกสายพนัธุ์อ่อนออกจากสายพนัธุ์รุนแรง
ได้ แต่เทคนิค RFLP เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสามารถแยกสายพนัธุ์อ่อนออกจากสายพนัธุ์
รุนแรงได้ จากการใช้เทคนิค RFLP พบการติดเชือ้ร่วมในกลุ่ม 1 แ ะ 4 แ ะการ       อร    นก     
6 แ ะ 7 ตามรายงานของ Gillings และคณะ (1993) นอกจากนีย้งัพบกลุ่มใหม่ 2 ก     จากผล
ชีใ้ห้เห็นว่าสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในประเทศมาเลเซียเป็นสายพนัธุ์ ท่ีแตกต่างจาก
รายงานของ Gillings และคณะ (1993) 

Jiang และคณะ, 2008 จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
จ านวน 30  อโ   ท พบว่า 21  อโ   ท        อร    นก       แ ะ          น    อ   ร สทร ส   า 
  ร ส นก    สา พ น   ร นแร  แ ะสา พ นธุ์อ่อน ตามล าดบั (Gillings et al., 1993) และพบว่า     
ไอโซเลท S4 มีการปรากฏของชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 298 และ 299 bp ซึ่งเป็นการรายงานเป็น    
ครัง้แรก ผลท่ีได้ชีใ้ห้เห็นการพบพนัธุกรรมใหมข่องเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในประเทศจีน  
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คุณสมบัตขิองซิตรัสทริสเตซำไวรัสสำยพันธ์ุอ่อนในกำรป้องกันเชือ้สำยพันธ์ุรุนแรง 
 

การควบคมุโรคด้วยวิธี cross protection เป็นการป้องกนัการเกิดโรคของพืชท่ีมี
สาเหตมุาจากการเข้าท าลายของเชือ้ไวรัสสายพนัธุ์ รุนแรง (severe strain) โดยใช้เชือ้ไวรัสสาย
พนัธุ์อ่อน (mild strain) ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีน ามาใช้ในการจดัการโรคพืชท่ีเกิดจากเชือ้ไวรัสใน
พืชปลกูหลายชนิด (Muller and Rezende, 2004) กลไกการป้องกนัและควบคมุโรคไวรัสด้วยวิธี 
cross protection เป็นการใช้เชือ้ไวรัสป้องกนัการติดเชือ้ซ า้ด้วยไวรัสชนิดเดียวกนัแตต่า่งสายพนัธุ์  
โดยการปลูกเชือ้ไวรัสสายพนัธุ์อ่อน ซึ่งไม่มีผลกระทบมากนกัต่อพืชอาศยัลงในพืชแล้วเชือ้ไวรัส
ดงักล่าวก็จะไปเพิ่มปริมาณโดยการสร้างเปลือกโปรตีนในเนือ้เย่ือพืชซึ่งมีอาร์เอ็นเอของเชือ้ไวรัส
เป็นเบ้าพิมพ์ท าให้พืชติดเชือ้สายพนัธุ์อ่อน เม่ือปลกูเชือ้ซ า้ด้วยเชือ้ชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพนัธุ์
ท าให้เชือ้ดงักล่าวไม่สามารถขยายพนัธุ์ได้ (Mooney et al., 1994) ซึ่งเทคนิค cross protection 
ได้น ามาใช้อย่างกว้างขวางในการควบคุมโรคทริสเตซาของพืชตระกูลส้มในออสเตรเลีย บราซิล 
อาฟริกาใต้ และญ่ีปุ่ น (Zhou et al., 2002) 

คณุสมบตัิของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อนท่ีจะน ามาใช้ในการป้องกัน
เชือ้สายพนัธุ์รุนแรงจะต้องมีคณุสมบตัิทางชีววิทยา (biology) ท่ีท าให้เกิดอาการท่ีไม่รุนแรง มีการ
เคล่ือนท่ีอยู่ภายในพืชอย่างสม ่าเสมอและสามารถแพร่กระจายไปยังยอดอ่อนของพืชท่ีแตก 
ออกมาใหม่ได้อย่างรวดเร็ว และในการคดัเลือกสายพันธุ์ ท่ีเหมาะสมกับสภาวะแวดล้อมท่ีจะ
น ามาใช้ในการป้องกนั เพราะเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสบางสายพนัธุ์เจริญได้ดีในเขตอบอุ่น แตบ่าง
สายพนัธุ์ชอบอณุหภูมิต ่า และควรเลือกสายพนัธุ์อ่อนท่ีมีอตัราการถ่ายทอดหรือแพร่กระจายเชือ้
สงูโดยแมลงพาหะเพลีย้ออ่น (Mooney et al., 1994) 

  
วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส (CTV) ให้ได้เชือ้สายพนัธุ์เดี่ยว โดยใช้แมลงพาหะเพลีย้
ออ่นส้มสีน า้ตาล (T. citricida)  
 2. เพ่ือจ าแนกเชือ้สายพนัธุ์อ่อนโดยประเมินจากอาการท่ีเชือ้ชกัน าให้เกิดขึน้บนพืชทดสอบ 

3. เพ่ือจ าแนกเชือ้สายพนัธุ์อ่อนโดยประเมินจากแบบแผนอาร์เอฟแอลพี (RFLP profile) 
ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีนของเชือ้  

4. เพ่ือทดสอบคณุสมบตัใินการเพิ่มขยายพนัธุ์ในพืชอาศยั และอตัราการถ่ายทอดโดย
แมลงพาหะของเชือ้ไวรัสสายพนัธุ์ออ่น 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1. วัสดุ อุปกรณ์ 
  

1.1 วสัดปุลกู 
 - กระถางปลกูต้นไม้ 

- ดนิผสม 
- ปุ๋ ยคอก 
- ปุ๋ ยออสโมโค้ท 

1.2 กรงเลีย้งแมลง 
1.3 สารเคมี 

   -  Absolute Ethanol  
   -  Chloroform 
   -  Ethidium bromide 
   -  Isopropanol 
   -  Isoamyl alcohol 
   -  Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
   -  CF11 cellulose powder 
   -  Sodium acetate  
 -  สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม TBE Buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น 
ภาคผนวก) 
   - สารเคมีในการเตรียม Loading dye (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก) 
   -  สารเคมีส าหรับปฏิกิริยาอาร์ทีพีซีอาร์ (RT-PCR reagent mixture) 
    Sterile deionized water 
    Primer จ าเพาะตอ่ยีน P25 
    Primer จ าเพาะตอ่ยีน P27 
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    Reverse transcriptase (Super script III) 
Taq polymerase 
Taq polymerase buffer 
Magnesium chloride (MgCl2) 
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
Mineral oil 

   -  สารเคมีส าหรับปฏิกิริยา RFLP (RFLP reagent mix) 
    Sterile deionized water 
    10×Buffer B 
    Bovine serum albumin (BSA) 
    Enzyme Hin f I 
   - สารเคมีท่ีใช้เตรียม Polyacrylamide gel (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก) 
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Agarose gel (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก) 
   - สารเคมีท่ีใช้เตรียม STE (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่นภาคผนวก) 
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Phenol  
    Hydroxyquinoline 
    Tris-Cl 
    Mercaptoethanol 
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Coating buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก)  
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Phosphate buffer saline (PBS) (รายละเอียดการ
เตรียมอยูใ่นภาคผนวก) 
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Washing buffer  (PBS-T) (รายละเอียดการเตรียม
อยูใ่นภาคผนวก)   
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Conjugate buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก) 
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   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Substrate buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูใ่น
ภาคผนวก) 
   -  สารเคมีท่ีใช้เตรียม Reaction stopping solution (รายละเอียดการ
เตรียมอยูใ่นภาคผนวก) 
 

1.4 พืชท่ีใช้ในการทดลอง 
   1.4.1 พืชทดสอบ  
    พืชทดสอบของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีใช้ในงานทดลอง    
ประกอบด้วย มะนาว (Citrus aurantifolia (Christm.) Swing.) ส้มโอ (Citrus grandis (L.) 
Osbeck) และเกรฟรุท (Citrus paradisi Macfad.) น าเมล็ดพนัธุ์ของพืชทดสอบแต่ละชนิดมา
เพาะในกระบะเพาะจนได้ต้นกล้าอาย ุ2 เดือน แล้วย้ายปลกูในกระถางเป็นต้นเด่ียวๆ แล้วน าไป
เลีย้งในโรงเรือนตาขา่ยป้องกนัแมลง ให้ปุ๋ ยออสโมโค้ท (15-15-15) ประมาณ 10-15 กรัม ทกุเดือน 
และให้น า้อย่างสม ่าเสมอ เม่ือต้นกล้าอายุประมาณ 4 เดือน หลังจากย้ายปลูกลงในกระถาง 
สามารถน ามาใช้ในการทดลองตอ่ไป 
   1.4.2 พืชท่ีใช้เลีย้งแมลงพาหะ 
    ใช้ต้นกล้าส้มจ๊ีด (Citrus mitis) ปลอดโรคอาย ุ6-12 เดือนซึ่งได้
จากการเพาะเมล็ด และย้ายปลกูในกระถางเป็นต้นเด่ียว และปลกูเลีย้งในโรงเรือนตาข่ายป้องกัน
แมลง ซึง่บ ารุงดแูลรักษาเชน่ เดียวกบัพืชทดสอบ 

1.5 พืชตดิเชือ้ท่ีใช้เป็นแหลง่ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
   ในการทดลองใช้มะนาว SM4 และ ส้มโอ DAT4-5 ซึ่งติดเชือ้ CTV ใน
แปลงปลกู โดยมะนาว SM4 ได้รับความอนเุคราะห์จากโครงการวิจยัการพฒันาวิธีการทางเซรุ่ม
วิทยาเพ่ือวินิจฉัยโรคทริสเตซาของส้มในประเทศไทย และส้มโอ DAT4-5 จากสวนของนายส าเร็จ  
กลุคง ตัง้อยู่เลขท่ี 65 ม. 15 ต. คลองน้อย ในเขตลุ่มน า้ปากพนงั จงัหวดันครศรีธรรมราช  มะนาว 
SM4 มีอาการเส้นใบใสระดบัปานกลางเพียงอย่างเดียว ขณะท่ีส้มโอ DAT4-5 มีอาการใบเหลือง 
ก่ิงแห้งจากปลายยอด แคระแกรนและทรุดโทรม   

1.6 แมลงท่ีใช้ในการทดลอง 
   จับเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล Toxoptera citricida (Kirkaldy) จาก
ธรรมชาติบริเวณแปลงทดลองภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัย    
สงขลานครินทร์ แล้วน ามาเลีย้งบนต้นกล้าส้มจ๊ีด (C. mitis) ปลอดโรคซึ่งปลูกจากเมล็ดท่ีมี     

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%A1
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ยอดอ่อน โดยเลีย้งตวัเต็มวยัของเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาลท่ีจบัจากธรรมชาติเม่ือได้ตวัอ่อนระยะท่ี 1 
รุ่นท่ี 1 ย้ายไปเลีย้งบนต้นกล้าปลอดโรคต้นใหมต้่นท่ี 2 เม่ือได้ตวัอ่อนระยะท่ี 1 รุ่นท่ี 2 ย้ายไปเลีย้ง
บนต้นกล้าปลอดโรคต้นใหมต้่นท่ี 3  จนได้ตวัออ่นรุ่นท่ี 3 ถือเป็นเพลีย้อ่อนส้มท่ีปลอดโรค หลงัจาก
นัน้เลีย้งเพลีย้ออ่นบนต้นกล้าส้มจ๊ีดเพ่ือเพิ่มปริมาณไปเร่ือยๆ ให้ได้จ านวนตวัเต็มวยัตามท่ีต้องการ 
เพ่ือน าไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

1.7 อปุกรณ์ในห้องปฏิบตัิการ 
   - เคร่ืองหมนุเหว่ียง (microfuge) 
   - เคร่ือง ELISA Reader 
   - เคร่ือง incubator 
   - เคร่ือง electrophoresis 
   - เคร่ือง power generator 
   - เคร่ือง Gel Document 
   - ไมโครปิเปตต์ 
   - ครกบด 

- Microtube 
   - Pasture pipette 
   - Pipettes tip  
     - Graduate pipette 
 
2. เทคนิคที่ใช้ในการทดลอง 
 

2.1 เทคนิคการท าบริสทุธ์ิซิตรัสทริสเตซาไวรัส 
 การท าบริสทุธ์ิทริสเตซาไวรัส ได้ดดัแปลงจาก  Bar – Joseph  และคณะ  

(1985) โดยมีขัน้ตอนดังนี  ้น า  40  กรัม ของเปลือกเขียวของล าต้นส้มมาบดในครกท่ีมี
ไนโตรเจนเหลว (Liquid N2) จนเป็นผงละเอียด แล้วน าผงท่ีบดได้ไปละลาย (thaw) ใน 0.1 M Tris-
HCl buffer pH 7.8 (อตัราส่วนของผงเปลือกตอ่บฟัเฟอร์ เป็น 1 กรัม : 5 มิลลิลิตร) จากนัน้บดใน
ครกนาน 5 นาที น าของเหลวท่ีได้มากรองผ่านผ้ากรอง 4 ชัน้ และชัน้บนปิดทับด้วยกระดาษ 
Kimwipe แล้วน ากากท่ีค้างอยู่บนผ้ากรองมาละลายใน 0.1 M Tris-HCl ซ า้อีกครัง้ น าของเหลวท่ี
กรองได้ทัง้สองครัง้รวมกนั จากนัน้น าไปหมุนเหว่ียงท่ี 5,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บ 
ของเหลวท่ีผ่านการหมนุเหว่ียง (Supernatant) มาหมนุเหว่ียง ท่ี 6,000 รอบตอ่นาที นาน  8 นาที 
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ทิง้ตะกอน (pellet) เก็บของเหลวมากรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 เติม 20 มิลลิลิตร ของ 30 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) Polyethylene glycol (PEG Mw 6000) ซึ่งละลายอยู่ใน 0.6 N NaCl และ 2 
มิลลิลิตร ของ 20 เปอร์เซ็นต์ (w/v) NaCl ต่อทุก 100 มิลลิลิตร ของเหลวท่ีกรองได้ กวนให้
ส่วนผสมเข้ากนั บ่มไว้ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที หมุนเหว่ียงท่ี 6,000 รอบต่อนาที 
นาน 45 นาที (ใช้ Beckman UC rotor 50.2 Ti ท่ี 14,500 รอบตอ่นาที 15 นาที) เก็บตะกอนแล้ว
น ามาละลาย (resuspend) ใน 0.04 M sodium phosphate buffer pH 8.2 ปริมาตร 8 หรือ 25 
มิลลิลิตร คนให้ละลายอยา่งเบาๆ ท่ี 4องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วเก็บไว้ในตู้ เย็นค้างคืน 
(4 องศาเซลเซียส) น า suspension มาหมนุเหว่ียงท่ี 5,700 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ท่ี 4 องศา
เซลเซียส (angle head , Cool Spin Centrifuge) เก็บของเหลวซึ่งถือเป็น partially purified viral 
extract เติม PEG 6000 และ NaCl ให้มีความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ และ 2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(0.08 กรัม PEG กบั 200 ไมโครลิตร 20 เปอร์เซ็นต์ NaCl เม่ือใช้ supernatant 2 มิลลิลิตร) คนท่ี 4 
องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง แล้วหมนุเหว่ียงท่ี 6,000 รอบตอ่นาที นาน 45 นาที เก็บตะกอนมาละลาย
ด้วย 0.015 M Sodium phosphate pH 8.2 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร คนประมาณ 15 นาที แล้ว 
หมนุเหว่ียงท่ี 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บของเหลวไปอ่านคา่ดดูกลืนแสงท่ี 280 และ 
260    นาโนเมตร 
 

2.2 เทคนิคการสกดัอาร์เอ็นเอสายคู ่(double stranded RNA) 
 การสกดัอาร์เอ็นเอสายคูด่ดัแปลงจาก Dodd (1993) โดยมีขัน้ตอนดงันี ้

บดเปลือกท่ีลอกจากก่ิงของส้มหนกั 5 กรัม ด้วยไนโตรเจนเหลวจนละเอียดเป็นผง เติมบฟัเฟอร์ 
(STE 20 มิลลิลิตร, Phenol  10 มิลลิลิตร, Chloroform 10 มิลลิลิตร และ SDS 5 เปอร์เซ็นต์  10 
มิลลิลิตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วคนให้เข้ากนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
น าส่วนผสมมาหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 6,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เก็บของเหลว ทิง้ตะกอน เติม Ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์ จนได้ความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล์ 16.5 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ใส่ CF 11 หนกั 2.5 กรัม น าไปคนนาน 15 นาที ท่ี
อณุหภูมิห้อง จากนัน้น าส่วนผสมบรรจุลงในกระบอกฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 5 นาที 
จนกระทัง่ CF 11 ตกลงมาและจบัตวัเป็นคอลมัน์ ล้างคอลมัน์ด้วยบฟัเฟอร์ (STE ท่ีมีส่วนผสมของ
แอลกอฮอล์ 16.5 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ชะเอา ds RNA ซึ่งจบัอยู่บนเม็ด CF 11 
ด้วยบฟัเฟอร์ (STE) ท่ีปราศจากแอลกอฮอล์ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เก็บบฟัเฟอร์ท่ีใช้ชะ ds RNA 
ออกจาก CF11 คราวละ 5 มิลลิลิตร 3 ครัง้ จากนัน้น าบพัเฟอร์ท่ีเก็บได้แตล่ะครัง้ไปอ่านคา่ดดูกลืน
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แสงท่ีคล่ืนแสง 254 นาโนเมตร (OD 254) เพ่ือตรวจหา ds RNA น าบฟัเฟอร์ท่ีตรวจพบ ds RNA 
(10 มิลลิลิตร) ไปตกตะกอนด้วย Ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์  (25 มิลลิลิตร) และ Sodium 
acetate เข้มข้น 3 M pH 5.5 (1.75 มิลลิลิตร) แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชัว่โมง จากนัน้น าไปหมนุเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบตอ่นาที  นาน 30 นาที เก็บตะกอนของ 
ds RNA เทของเหลวทิง้ ล้าง ds RNA ด้วย Ethyl  alcohol 70 เปอร์เซ็นต์ โดยเติมแอลกอฮอล์ 0.5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดแล้วหมนุเหว่ียง 5 นาที ท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบตอ่นาที  เทแอลกอฮอล์ทิง้ 
แล้วน า ds RNA ท่ีได้ไปท าให้แห้งในโถแห้ง (dessicator) ท าการดดูความชืน้ออกในสภาพ
สญุญากาศนาน 15-20 นาที ละลาย ds RNA ด้วยน า้ (sterile deionized water) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร น าไปแชแ่ข็งท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2.3 การเพิ่มขยายรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25gene) ของเชิอ้ซิตรัสทริสเต
ซาไวรัส ด้วยเทคนิค RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

 น าอาร์เอ็นเอสายคูท่ี่สกดัได้มาเป็นเบ้าพิมพ์ในการเพิ่มขยาย P25 gene 
โดยเทคนิค RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) โดยใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะตอ่ P25 gene (forward 5’- ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG- 3’ และ (reverse 
5’-CATCAACGTGTGTTGAATTTCCCA-3’) ตามขัน้ตอนท่ีดดัแปลงจาก van der Vyver และ
คณะ (2002) โดยมีขัน้ตอนดงันี ้เตมิ ds RNA ซึง่สกดัได้จากตวัอย่างโรคปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลง
ในสว่นผสมของไพรเมอร์ (P25 gene) 0.4 ไมโครโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน า้ (sterile 
deionized water) 1 ไมโครลิตร บม่สว่นผสมท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือ
แยกสาย RNA (denature) ครบเวลาแชส่ว่นผสมในน า้แข็งนาน 5 นาที จากนัน้บม่ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง 30 นาที น าส่วนผสมของ RNA และไพรเมอร์ผสมเข้ากบัสว่นผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
(PCR reaction mixture) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร รวมเป็นปริมาตรทัง้สิน้ 25 ไมโครลิตร น า
สว่นผสมดงักลา่วเข้าเคร่ือง PCR thermal cycler ซึง่มีอณุหภมูิรอบ ดงันี ้

Reverse transcription step   50C 30 min. 

Amplification               1 cycle  94C   2 min. 

   50C 40 sec. 

   68C   1 min. 

 35 cycle  95C 30 sec. 

   50C 40 sec. 
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   68C   1 min. 

 1 cycle  94C 30 sec. 

   50C  40 min. 

   68C 5 min.     
 

ตรวจหาผลผลิตดีเอ็นเอของสารพันธุกรรม P25 ซึ่งได้จากปฏิกิริยา    
อาร์ทีพีซีอาร์         อิเลคโตรโฟรีซีสในเจล (Agarose gel) 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ Agarose 
0.45 กรัม ละลายใน                                          แล้วหลอมละลายด้วยความร้อน
โดยใช้เตาไมโครเวฟ           )                                           
                et                                                                
ประกอบแล้ว ตัง้ทิง้ไว้                                                                           
                                 หลังจากนัน้ผสมผลผลิตดีเอ็นเอ (RT-PCR product) 5 
ไมโครลิตร เข้ากับบฟัเฟอร์ (loading buffer) 1 ไมโครลิตร แล้วน าไปหมนุเหว่ียง             
                       ลงในเจล ตามล าดบั โดยช่องแรกของเจลจะใส่ 1 kb DNA Ladd   
          )                     ฐ   ท าการ               ความตา่งศกัย์ไฟฟ้าท่ี          
ในการผลกัให้โมเลกลุของดีเอ็นเอเคล่ือนท่ี                     หลงัจากนัน้ตรวจดผูลผลิตดีเอ็น
เอด้วยเคร่ือง Transilluminator โดยใช้คล่ืนแสง 300 นาโนเมตร แล้วถ่ายภาพการเรืองแสงของ
ผลผลิตดีเอ็นเอ 

 
2.4 การตดัรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน   5                    

น าผลผลิตอาร์ทีพีซีอาร์ คือดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรม P25 ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร มาตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I (Promega, USA) โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์
ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น าดีเอ็น
เอท่ีถูกตดัไปตรวจด้วยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซีส โดยใช้เจล (ultra pure agarose) เข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ ก าลงัไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที แล้วย้อมด้วย ethidium bromide 
เข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้วตรวจดแูบบแผนอาร์เอฟแอลพีท่ีได้จากการตดัด้วยเคร่ือง 
Transilluminator โดยใช้คล่ืนแสง 300 นาโนเมตร และถ่ายภาพแบบแผนอาร์เอฟแอลพีของเชือ้แต่
ละสายพนัธุ์ด้วยเคร่ือง Gel Documentation 
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2.5 การตรวจหาเชือ้ CTV โดยเทคนิค ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) 

การตรวจหาเชือ้ CTV ด้วยเทคนิค ELISA ได้ดดัแปลงจาก Roistacher 
(1991) มีขัน้ตอนดงันี ้ น าเส้นกลางใบของพืชทดสอบ  พืชปกต ิ (healthy control) และพืชท่ีเป็น
โรคทริสเตซา (positive control) มาหัน่เป็นชิน้เล็กๆ แล้วน ามาบดใน coating buffer ในอตัรา 
เนือ้เย่ือพืช : บฟัเฟอร์ เทา่กบั 1:10 จนได้น า้คัน้ (sap extract) น าน า้คัน้ท่ีได้บรรจใุสห่ลอดแล้ว
น าไปหมนุเหว่ียงด้วยเคร่ือง microfuge ท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที จากนัน้
ดดูของเหลวสว่นบนใสใ่นไมโครไตเตอร์เพลต (microtiterplate) ตวัอยา่งละ 2 หลมุๆ ละ 200 
ไมโครลิตร ใช้พาราฟิล์มปิดด้านบนของไมโครเพลต แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 คืน เม่ือครบก าหนดเวลาเทน า้คัน้ทิง้แล้วล้างด้วย washing buffer (PBS-T) 5 ครัง้ โดยแช่
ทิง้ไว้ครัง้ละ 3 นาที จากนัน้ใส ่ Blocking solution (bovine serum albumin, BSA) เข้มข้น 2
เปอร์เซ็นต์ หลมุละ 200 ไมโครลิตร ปิดด้วยพาราฟิล์ม แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเทของเหลวทิง้แล้วล้างด้วย washing buffer 5 ครัง้ๆ ละ 3 นาที 
จากนัน้ใสแ่อนตเิซรัมของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีเจือจางด้วย conjugate buffer ท่ีมีความ
เข้มข้น  2 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร หลมุละ 200 ไมโครลิตร ปิดด้วยพาราฟิล์ม แล้วน าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเทของเหลวทิง้แล้วล้างด้วย washing 
buffer 5 ครัง้ๆ ละ 3 นาที จากนัน้ใสเ่อนไซม์ GAR-AP (goat antirabbit conjugate with alkaline 
phosphatase, Sigma-Aldrich Pte Ltd.) ท่ีเจือจางด้วย conjugate buffer ในอตัรา 1:4,000   
หลมุละ 200 ไมโครลิตร ปิดด้วยพาราฟิล์ม แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเทของเหลวทิง้แล้วล้างด้วย washing buffer ครัง้ๆ ละ 3 นาที จากนัน้ใส่ 
substrate (p-nitrophenyl phosphate) ท่ีมีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ท่ีเจือจางด้วย 
substrate buffer หลมุละ 200 ไมโครลิตร ปิดด้วยพาราฟิล์ม แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37       
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน ามาใสโ่ซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 3 โม
ลาร์ ซึง่เป็นตวัหยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ (stopping reagent) หลมุละ 50 ไมโครลิตร แล้วน าไปอา่นคา่
ดดูกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร (OD 405) ด้วยเคร่ือง ELISA Reader การตรวจ
เชือ้ในแตล่ะตวัอยา่งท า 2 ซ า้ และมีมะนาวปกติ (healthy control) และมะนาวติดเชือ้                 
ซิตรัสทริสเตซาไวรัส (positive control) เป็นชดุควบคมุ  
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3. วิธีการด าเนินการ 
 

3.1 การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 
น าแมลงพาหะเพลีย้อ่อน T. citricida ท่ีเลีย้งจนเป็นโคโลนีปลอดเชือ้

ไวรัส (virus-free aphid) (ภาพท่ี 2)  โดยใช้จ านวนแมลงให้มากเกินพอท่ีจะใช้ในการถ่ายทอด
ประมาณ 2 เท่า  แล้วน าแมลงไปปล่อยให้ดดูกินมะนาว SM4 และส้มโอ DAT4-5 ท่ีติดเชือ้           
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในแปลงปลกู เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 3) จากนัน้ย้ายแมลงไปดดูกินพืช
ทดสอบมะนาวปลอดเชือ้ท่ีได้จากการเพาะเมล็ดแล้วน าถุงพลาสติกใสมาครอบพืชทดสอบแตล่ะ
ต้นเพ่ือไมใ่ห้เกิดการเคล่ือนย้ายของเพลีย้อ่อนไปยงัพืชทดสอบต้นอ่ืนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือถ่าย
เชือ้ (ภาพท่ี 4) เม่ือครบ 24 ชัว่โมงฉีดพน่สารเคมีท าลายเพลีย้อ่อน (คาราเต้ อตัรา 0.75 ซีซี. ตอ่น า้ 
0.5 ลิตร) ในการทดลองใช้ตวัเต็มวยัของเพลีย้อ่อน 1 ตวัต่อต้นพืชทดสอบมะนาวปกติ (single 
aphid transmission) โดยท า 20 ซ า้ต่อไอโซเลทของเชือ้ ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดย
เทคนิค ELISA ในพืชทดสอบมะนาว 8 สปัดาห์ ภายหลงัการแยกเชือ้โดยแมลง ตามวิธีการของ 
Roistacher (1991) โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส ซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์จากโครงการวิจยัการพฒันาวิธีการทางเซรุ่มวิทยาเพ่ือวินิจฉัยโรคทริสเตซาของส้มใน
ประเทศไทย และประเมินความรุนแรงของอาการบนพืชทดสอบท่ีติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดย
การตดิตามลกัษณะอาการ และวดัความสงูของล าต้นบนพืชทดสอบภายหลงัการปลกูเชือ้ทกุเดือน
เป็นเวลา           
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ภาพท่ี 2 ตวัเตม็วยัของแมลง Toxoptera citricida (Kirkaldy) จบัจากต้นส้มตามธรรมชาตแิล้ว

น ามาเลีย้งบนต้นกล้าส้มจ๊ีด (Citrus mitis) ปลอดโรคซึง่ปลกูจากเมล็ด 
 
 
  
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3          Toxoptera citricida (Kirkaldy) ดดูกินมะนาว SM4 ตดิเชือ้ CTV ในแปลง

ปลกู (ลกูศร) เพ่ือรับเชือ้ CTV 
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ก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4          Toxoptera citricida (Kirkaldy) ดดูกินพืชทดสอบมะนาว เพ่ือถ่ายเชือ้ CTV 
 ก. แมลงพาหะหนึง่ตวัตอ่พืชทดสอบ (ลกูศร) 
 ข. แมลงพาหะดดูกินพืชทดสอบเพ่ือถ่ายเชือ้ 24 ชัว่โมง ในกรงเลีย้งแมลง 

ข 
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3.2 การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนโดยใช้ลักษณะ
อาการบนพืชทดสอบ 

น าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้โดยแมลงพาหะมาจ าแนกสายพนัธุ์
โดยการปลูกเชือ้ลงในต้นกล้าของพืชทดสอบ 3 ชนิด คือ มะนาว (C.aurantifolia) ส้มโอ (C. 
grandis (L.) Osbeck) และเกรฟรุท (C. paradisi) โดยวิธี Leaf grafting (Roistacher, 1991) 
(ภาพท่ี 5) โดยการน าท่ีเจาะกระดาษมาเจาะใบพืชต้นสอบต้นท่ีรับเชือ้ให้มีเส้นกลางใบอยู่ตรง
กลางเพ่ือเอาเนือ้เย่ือท่ีเจาะทิง้แล้วน าเทปกาวใสมาปิดทบับริเวณด้านล่างของใบรับเชือ้ จากนัน้
เจาะต้นท่ีให้เชือ้ให้มีเส้นกลางใบอยู่ตรงกลาง จากนัน้น าเนือ้เย่ือจากต้นท่ีให้เชือ้ไปทาบลงบนใบท่ี
รับเชือ้โดยให้เส้นกลางใบเช่ือมติดกนั แล้ใช้เทปกาวใสปิดทบับริเวณด้านบน ท าการปลกูเชือ้ 5 ใบ
ตอ่ต้น และท าซ า้ 4 ต้นตอ่ชนิดพืชทดสอบ และมีต้นกล้าของพืชทดสอบท่ีไม่รับการปลกูเชือ้แตล่ะ
ชนิดๆ ละ 4 ต้น เป็นชดุควบคมุ ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค ELISA ภายกลงัการ
ปลกูเชือ้ 2 และ 6 เดือน ติดตามลกัษณะอาการบนพืชทดสอบภายหลงัการปลกูเชือ้ทกุเดือนเป็น
เวลา 12 เดือน วัดความสูงของล าต้นของพืชทดสอบท่ีได้รับการปลูกเชือ้ โดยวัดจากระดบั 5 
เซนติเมตร เหนือผิวดินถึงปลายยอดสุดของล าต้นหลกั ท าการวดัความสูงทุกเดือนภายหลงัการ
ปลกูเชือ้เป็นเวลา 12 เดือน แล้วน าลกัษณะอาการและการเจริญเติบโตทางด้านความสูงของพืช
ทดสอบท่ีตดิเชือ้แตล่ะไอโซเลทมาใช้จ าแนกสายพนัธุ์   
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ภาพท่ี 5 การปลกูเชือ้ CTV ลงในพืชทดสอบ โดยใช้เทคนิค leaf grafting 
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โดยการประเมินอาการทางใบซึ่งประกอบด้วยอาการเส้นใบใส (Vein 
clearing), อาการเส้นใบแตก (Vein corking) และอาการใบถ้วย (Leaf cupping) โดยการสุ่มใบ
ของพืชทดสอบเอาใบเพสลาดใบท่ี 4-7 โดยนบัจากปลายยอด จ านวน 4 ใบตอ่ต้น นบัจ านวนขีดใส
ท่ีปรากฏบนใบทัง้ 4 ใบ แล้วให้ระดบัความรุนแรงของอาการ 6 ระดบั ตามอาการท่ีปรากฏ 
(Figueroa et al., 2009) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 การให้คะแนนระดบัความรุนแรงของอาการทางใบ 
 

ระดับ อาการ คะแนน 
0 
1 
2 
3 
4 
5 

ไมพ่บอาการ (no reaction) 
พบอาการน้อยมาก (very mild) พบขีดใส 1-20 ขีด 
พบอาการน้อย (mild) พบขีดใส 21-40 ขีด 
พบอาการปานกลาง (moderate) พบขีดใส 41-60 ขีด 
พบอาการรุนแรง (severe) พบขีดใส 61-80 ขีด 
พบอาการรุนแรงมาก (very severe) พบขีดใส 81 ขีดขึน้ไป 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

 
การประเมินอาการทางล า ต้นอาการล า ต้นบุ๋ม               ) 

                          )      ากฏบนก่ิงท่ีมีความยาว 5 เซนติเมตร โดยสุ่มเก็บมา 4 ก่ิง รอบ
ทรงพุม่                                                   ตามจ านวนร่องท่ีปรากฏบนก่ิง 
(Corazza-Nunes et al., 2006) ดงัแสดงในตารางท่ี 2   

 
ตารางท่ี 2 การให้คะแนนระดบัความรุนแรงของอาการทางล าต้น 
 

ระดับ อาการ คะแนน 
0 
1 
2 
3 
4 
5 

ไมพ่บร่องบุ๋ม (no reaction) 
พบร่องบุ๋ม  -        
 พบร่องบุ๋ม   -        
พบร่องบุ๋ม   -        
พบร่องบุ๋ม   -        
พบร่องบุ๋มทัว่ทัง้ก่ิง 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
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จากนัน้รวมระดบัความรุนแรงของอาการทกุประเภทในพืชทดสอบแตล่ะชนิด ประเมินผลโดยรวม
ของระดบัความรุนแรงของเชือ้แตล่ะสายพนัธุ์ ผลรวมของระดบัความรุนแรงท่ีต ่ากวา่ 20 คะแนน 
จดัเป็นสายพนัธุ์อ่อน (Figueroa et al., 2009) 
 

3.3 การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนด้วยแบบแผนอาร์
เอฟแอลพี (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) ของรหัสพันธุกรรม
เปลือกโปรตีน P25  

วิเคราะห์แบบแผน RFLP โดยน าแบบแผน RFLP ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสท่ีแยกได้จ านวน 7         แบง่เป็นไอโซเลทท่ีแยกโดยแมลงพาหะซึง่เป็นผลของการทดลอง
ในข้อ 1 จ านวน 3 ไอโซเลท โดยวิธี leaf grafting 3 ไอโซเลท                             
                                                                                   และ
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีปรากฏในมะนาวเป็นโรคทริสเตซาในแปลงปลกู     )            มา
จ าแนกสายพนัธุ์โดยเปรียบเทียบกบัแบบแผน RFLP ท่ีรายงานโดย                      ) 
            ภาพ    6 ดงันี ้คือแบบแผน RFLP ของกลุม่ท่ี 1, 3 และ 6 เป็นแบบแผนของสายพนัธุ์ 
severe (T36, T3, Bla) กลุม่ท่ี 2 และ 7 เป็นแบบแผนของสายพนัธุ์ moderate (PB14, B6) และ
กลุม่ท่ี 4 และ 5 เป็นแบบแผนของสายพนัธุ์ mild (T4, PB5) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 แสดงแบบแผน RFLP ท่ีได้จากการตดัดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน   5 
                   Hinf I ของเชือ้ CTV สายพนัธุ์ตา่งประเทศ รายงานโดย Gillings 
        1993) 
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3.4 การทดสอบคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส    
สายพันธ์ุอ่อน 

 
3.4.1 คุณสมบัตใินการแพร่กระจายโดยแมลงพาหะ 

  ท าการทดลองถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อนท่ี
จ าแนกได้จากข้อ 9.2 และ 9.3 โดยน าแมลงพาหะเพลีย้อ่อน T. citricida ท่ีเลีย้งจนเป็นโคโลนี
ปลอดเชือ้ไวรัส (virus-free aphid) ไปดดูกินต้นมะนาวท่ีติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อน
ดงักล่าวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ย้ายแมลงไปดดูกินพืชทดสอบมะนาวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
แล้วฉีดพ่นสารเคมีท าลายเพลีย้อ่อน ในการทดลองใช้เพลีย้อ่อน 1 ตวัต่อต้น (single aphid 
transmission) โดยท า 20 ซ า้ตอ่สายพนัธุ์ของเชือ้ โดยมีชดุควบคมุเป็นพืชทดสอบท่ีถกูดดูกินด้วย
แมลงพาหะปลอดเชือ้ไวรัส ตรวจหาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค ELISA ในพืชทดสอบ 8 
สปัดาห์ หลงัการถ่ายทอดเชือ้โดยแมลง ประเมินประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสสายพนัธุ์ออ่นจากอตัราการถ่ายทอดเชือ้ (Broadbent et al., 1996) 

 
           อตัราการถ่ายทอดเชือ้    =                  จ านวนพืชท่ีตดิเชือ้                       × 100 
                                                   จ านวนพืชทัง้หมดท่ีถกูดดูกินโดยแมลงพาหะ 
 

3.4.2 คุณสมบัตใินการเพิ่มปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
ในพืชทดสอบ 
 แยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสให้บริสุทธ์ิ (Purification) จาก
เปลือกเขียว (bark) ของมะนาวท่ีติดเชือ้ไอโซเลท SM4 โดยวิธีการของ Bar-Joseph และคณะ 
(1985) โดยใช้เนือ้เย่ือ 10 กรัม น าเชือ้บริสทุธ์ิท่ีได้ไปอ่านค่าดดูกลืนแสงท่ี 280 และ 260 นาโน
เมตร แล้วน าคา่ดดูกลืนแสงมาค านวณหาความเข้มข้นของไวรัสบริสุทธ์ิท่ีเตรียมได้ (Bar-Joseph 
et al., 1985)  จากนัน้เจือจางไวรัสบริสทุธ์ิให้มีความเข้มข้น 0.001, 0.01, 0.1 และ 1 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร น าเชือ้บริสทุธ์ิในแตล่ะความเข้มข้นไปตรวจหาเชือ้ด้วยเทคนิค ELISA น าคา่ OD 405 ท่ี
ได้ในแตล่ะความเข้มข้นมาสร้างกราฟความเข้มข้นมาตรฐานของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส  
    ท าการตรวจหาปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
สายพนัธุ์อ่อนท่ีจ าแนกได้จากข้อ 9.2 และ 9.3 ในน า้คัน้จากเนือ้เย่ือของพืชทดสอบมะนาวโดย
เทคนิค ELISA ใช้เนือ้เย่ือ (bark) ท่ีติดเชือ้จากยอดท่ีแตกใหม่อาย ุ1 เดือน จ านวน 3 ยอดตอ่ต้น
มาหัน่เป็นชิน้เล็กๆ แล้วน ามาบดใน coating buffer ในอตัรา เนือ้เย่ือพืช : บฟัเฟอร์ เท่ากบั 1 : 10 
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จนได้น า้คัน้ (sap extract) โดยตรวจ 3 ต้นตอ่สายพนัธุ์เชือ้ จากนัน้น าคา่ปฏิกิริยา ELISA ของเชือ้ 
(OD 405) ไปเทียบหาความเข้มข้นจากกราฟมาตรฐาน เพ่ือประเมินความสามารถในการเพิ่ม
ขยายปริมาณของเชือ้ในเนือ้เย่ือของพืชทดสอบจากค่าความเข้มข้นของไวรัสท่ีตรวจวัดได้จาก
ปฏิกิริยา ELISA 
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บทที่ 3 
 

ผลการศึกษา 
 
1. การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 

 
ผลการแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส                                  

                                  ากแมลงโดยมีแหล่งเชือ้จากมะนาว SM4  ละส้มโอ DAT4-5 
ตดิเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส                                                                      
                                                                        ชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัส                                                                                    
(ตารางท่ี 4)         SM -P4, SM4-P5, SM4-P9, SM4-P10 และ DAT4-5-P15 ท าให้เกิด
อาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อยถึงปานกลาง (ภาพท่ี 7) และท าให้ความสูงเฉล่ียต่อเดือนของพืช
ทดสอบลดลง 17-20 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบกับพืชปกติ ขณะท่ีไอโซเลท SM4-P15     
SM4-P19 ให้อาการเส้นใบใสระดบัปานกลางถึงรุนแรง ความสูงของพืชทดสอบลดลง 10-20 
เปอร์เซ็นต์ และ SM4-P19 ให้อาการล าต้นบุม๋ระดบัเล็กน้อย กลุ่ม    ไอโซเลทท่ีให้อาการระดบั
รุนแรงคือ SM4-P2, DAT4-5-P2, DAT4-5-P5, DAT4-5-P8         - -             
                      งรุนแรง นอกจากนีพ้บอาการล าต้นบุ๋ม (ภาพท่ี 8)          
                                     SM4-P2, SM4-  9         -5-P8 ตามล าดบั 
ส าหรับเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ในกลุ่มนีท้ าให้ความสงูของพืชลดต ่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
                               จากความแตกตา่งของลกัษณะอาการท่ีเกิดขึน้บนพืชทดสอบท า
ให้ประเมินในเบือ้งต้นว่าอาจแยกสายพันธุ์ เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีติดเชือ้ร่วมกันออกเป็น      
สายพันธุ์เด่ียว และพบว่าไอโซเลท SM4-P4, SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10           
                                       เส้น                                        7) 
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ตารางท่ี 3 แสดงผลการตรวจพบเชือ้ CTV           ELIS   นพืชทดสอบมะนาวซึ่งรับการถ่าย
เชือ้จากแมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้มสีน า้ตาล (T. citricida) 

 

แหล่งเชือ้ ล าดับพชืทดสอบ 
ELISA1/ 

OD405 ( X ±SD) 
มะนาว SM4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ส้มโอ DAT4-5 
 

SM4-1 
SM4-2 
SM4-3 
SM4-4 
SM4-5 
SM4-6 
SM4-7 
SM4-8 
SM4-9 
SM4-10 
SM4-11 
SM4-12 
SM4-13 
SM4-14 
SM4-15 
SM4-16 
SM4-17 
SM4-18 
SM4-19 
SM4-20 
DAT4-5-1 
DAT4-5-2 
DAT4-5-3 
DAT4-5-4 
DAT4-5-5 
DAT4-5-6 
DAT4-5-7 
DAT4-5-8 
DAT4-5-9 
DAT4-5-10 
DAT4-5-11 
DAT4-5-12 
DAT4-5-13 
DAT4-5-14 
DAT4-5-15 
DAT4-5-16 
DAT4-5-17 
DAT4-5-18 
DAT4-5-19 
DAT4-5-20 

0.037±0.030 
0.155±0.067 
0.014±0.003 
0.127±0.012 
0.148±0.012 
0.007±0.001 
0.016±0.003 
0.021±0.004 
0.146±0.019 
0.112±0.028 
0.026±0.052 
0.062±0.018 
0.025±0.018 
0.047±0.009 
2.660±0.013 
0.062±0.071 
0.052±0.018 
0.048±0.014 
3.523±0.002 
0.155±0.007 
0.057±0.011 
4.000±0.000 
0.041±0.006 
0.045±0.003 
3.461±0.032 
0.043±0.205 
0.041±0.019 
3.598±0.006 
0.030±0.016 
1.937±0.024 
0.040±0.000 
0.060±0.011 
0.049±0.035 
0.019±0.014 
2.785±0.141 
0.033±0.012 
0.053±0.018 
0.059±0.040 
0.027±0.008 
0.032±0.021 

1/   ค่า OD405 ( X SD) ของต้นกล้ามะนาวท่ีได้รับการถ่ายเชือ้สงูเป็น 2 เท่าของค่าดดูกลืนแสงของปฏิกิริยา ELISA จากใบมะนาวปกติ 

( X SD=0.0340.011) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางท่ี 4 ลกัษณะอาการของพืชทดสอบมะนาวซึง่เกิดจากการติดเชือ้ CTV ไอโซเลทท่ีแยกได้
โดยใช้แมลงพาหะเพลีย้ออ่นส้มสีน า้ตาล 

 

ไอโซเลท 
อาการของพืชทดสอบมะนาว1/ ความสูงเฉล่ีย/     2/ 

(ซม) 
ความสูงลดลง3/ 

(%) VC Y SP 
SM4-P2 
SM4-P4 
SM4-P5 
SM4-P9 
SM4-P10 
SM4-P15 
SM4-P19 
DAT4-5-P2 
DAT4-5-P5 
DAT4-5-P8 
DAT4-5-P10 
DAT4-5-P15 

3 
1 
1 
1 
2 
3 
2 
3 
3 
2 
2 
2 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
1 
0 
0 

1 
0 
0 
0 
0 
0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 

1.9 
2.4 
2.3 
2.4 
2.3 
2.3 
2.7 
1.5 
1.5 
1.6 
1.7 
2.4 

34.5 
17.2 
20.7 
17.2 
20.7 
20.7 
6.9 

48.3 
48.3 
44.8 
41.4 
17.2 

 

1/  คะแนนความรุนแรงของอาการ VC = Vein Clearing 0=ไม่พบอาการ, 1=อาการน้อยมาก (1-
20 ขีด), 2=อาการน้อย (21-40 ขีด), 3=ปานกลาง (41-60 ขีด), 4=รุนแรง (61-80 ขีด), 5= 
รุนแรงมาก (>80 ขีด), Y = Yellow Leaf 0=ไม่พบอาการ, 1=อาการน้อยมาก ,SP = Stem 
Pitting 0=ไมพ่บอาการ, 1= พบร่องบุม๋ 1-15 ร่อง 

2/  ความสงูเฉล่ียพืชทดสอบมะนาวตดิเชือ้ CTV เฉล่ียจาก 6 เดือนหลงัการตดิเชือ้ 
3/  เปอร์เซ็นความสงูท่ีลดลงของพืชทดสอบมะนาวติดเชือ้ CTV เม่ือเปรียบเทียบกบัความสงูของ 

มะนาวปกต ิ(ความสงูเฉล่ียของมะนาวปกต ิ3 ต้น คือ 2.9 ซมตอ่เดือน) 
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ภาพท่ี 7 อาการเส้นใบใสบนพืชทดสอบมะนาว  

ก) มะนาวปกต ิ 
ข) มะนาวไอโซเลท SM4-P4  
 

ข 

ก 
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ภาพท่ี 8 อาการร่องบุม๋บนพืชทดสอบมะนาว (ลกูศร)  

ก. ไอโซเลท SM4-P19 
ข. มะนาวปกติ 

ก 

ข 
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2. การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนโดยใช้ลักษณะอาการบนพืชทดสอบ 
จากการคดัเลือกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ในข้อ 1 และมีแนวโน้มเป็น 

สายพนัธุ์อ่อนมาจ านวน 3             SM4-P5, SM4- 9     SM -P10 มาจ าแนกสายพนัธุ์
โดยใช้ลกัษณะอาการท่ีเชือ้แต่ละไอโซเลทชกัน าให้เกิดขึน้กบัพืชทดสอบ 3          มะนาว (C. 
aurantifolia) ส้มโอ (C. grandis) และเกรฟรุท (C. paradisi) ผลประเมินลกัษณะอาการทางใบ 
ซึ่งประกอบด้วยอาการเส้นใบใส (Vein Clearing, VC), อาการเส้นใบแตก (Corky Vein, CV), 
                 L      L                           L                             
ตามเกณฑ์        ท่ีให้ไว้               พบวา่เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส       ไอโซเลทท าให้เกิด
อาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อย (         บนพืชทดสอบมะนาวเท่านัน้ (ภาพท่ี 8) แตไ่ม่ก่อให้เกิด
อาการเส้นใบแตก (ภาพท่ี 10),                   ท่ีพบในไอโซเลท CmO2-1                
                                                                                       
     ศ    (ภาพท่ี 10)                       

ในการประเมินอาการทางล าต้น อาการล าต้นบุ๋ม (Stem Pitting, SP)        
                                                      พบว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้ 3     
ไอโซเลทไม่ท าให้เกิดอาการล าต้นบุม๋บนพืชทดสอบทัง้ 3 ชนิด (ตารางท่ี 5) และเม่ือวดัความสูง
เฉล่ียท่ีลดลงตอ่เดือนของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสบนพืชทดสอบมะนาว เกรฟรุท และส้มโอ พบว่า
ไอโซเลท SM4-P5 ลดลง 46.30 เปอร์เซ็นต์, 33.75 เปอร์เซ็นต์ และ 35.48 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
ไอโซเลท SM4-P9 ลดลง 35.93 เปอร์เซ็นต์, 21.67 เปอร์เซ็นต์ และ 33.87 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
และไอโซเลท SM4-P10 ลดลง 30.74 เปอร์เซ็นต์, 23.75 เปอร์เซ็นต์ และ 24.19 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั    (ตารางท่ี 6)   

เม่ือรวมคะแนนระดบัความรุนแรงของอาการทกุประเภทในพืชทดสอบแตล่ะชนิด
ผลรวมของระดบัความรุนแรงต ่ากว่า 20 คะแนน (ตารางท่ี 5) ท าให้สรุปได้ว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสทัง้ 3             SM -    SM - 9     SM -                   ธุ์ออ่น 
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ภาพท่ี 9 อาการเส้นใบใสบนพืชทดสอบมะนาว  

ก. ไอโซเลท SM4-P5 
ข. ไอโซเลท SM4-P9 

ก ข 

ค ง 
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ค. ไอโซเลท SM4-P10 
ง. มะนาวปกติ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10 ลกัษณะอาการเส้นใบแตก (corky vein)                  (yellow)            

     เม่ือติดเชือ้ CTV ไอโซเลท CmO2-1 
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ตารางท่ี 5 ระดบัความรุนแรงของอาการทางใบและอาการทางล าต้นท่ีเชือ้ CTV ท่ีแยกได้ชกัน าให้

เกิดบนพืชทดสอบ 

 

ไอโซเลท พืชทดสอบ 
ความรุนแรงของอาการ 1/ 

คะแนนรวม ระดับอาการ2/ 
VC CV CL Y SP 

SM4-P5 
 

 
SM4-P9 

 
 

SM4-P10 
 

มะนาว  
เกรฟรุท 
 ส้มโอ 
มะนาว  
เกรฟรุท  
ส้มโอ  
มะนาว  
เกรฟรุท  
ส้มโอ 

3 
2 
2 
2 
3 
2 
1 
2 
3 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

3 
2 
2 
2 
3 
2 
1 
2 
3 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

 
1/   คะแนนความรุนแรงของอาการ VC = Vein Clearing 0=ไมพ่บอาการ, 1=อาการน้อยมาก (1-20 
ขีด), 2=อาการน้อย (21-40 ขีด), 3=ปานกลาง (41-60 ขีด), 4=รุนแรง (61-80 ขีด), 5= รุนแรงมาก 
(>80 ขีด), CV = Corky Vein, CL = Cup Leaf, SP = Stem Pitting คะแนน 0=ไมพ่บอาการ 

2/   1= >20 คะแนน (mild strain), 2= 21-40 คะแนน (moderate strain), 3=<40 คะแนน (severe strain)  
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ตารางท่ี 6 อตัราการเจริญเตบิโต (ความสงู) ของพืชทดสอบหลงัปลกูเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส  

สายพนัธุ์ท่ีแยกได้ 
 

ไอโซเลท พืชทดสอบ ความสูงเฉล่ียต่อ 1 เดือน (ซม) 1/ ความสูงลดลง (%)2/ 

SM4-P5 
SM4-P9 
SM4-P10 
SM4-P5 
SM4-P9 
SM4- P10 
SM4-P5 
SM4-P9 
SM4- P10 

มะนาว 
มะนาว 
มะนาว 
เกรฟรุท 
เกรฟรุท 
เกรฟรุท 
ส้มโอ 
ส้มโอ 
ส้มโอ 

1.45 
1.73 
1.87 
1.59 
1.88 
1.83 
1.60 
1.64 
1.88 

46.30 
35.93 
30.74 
33.75 
21.67 
23.75 
35.48 
33.87 
24.19 

1/    ความสงูเฉล่ียพืชทดสอบตดิชือ้ CTV   ล่ียจาก 6                      
2/   เปอร์เซ็นต์ความสงูท่ีลดลงของพืชทดสอบติดเชือ้ CTV เม่ือเปรียบเทียบกบัความสงูของของ
มะนาว, เกรฟรุท และส้มโอปกต ิจ านวน 4 ต้น คือ 2.70, 2.40 และ 2.48 ซม./เดือน ตามล าดบั 

 
3. การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนด้วยแบบแผนอาร์เอฟแอลพี (RFLP, 
Restriction Fragment Length Polymorphism) ของรหัสพันธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 
 

ผลการเพิ่มขยายรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
โดยใช้ ds RNA (double stranded RNA) ท่ีสกดัได้จากเนือ้เย่ือส้มติดเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสเป็น
เบ้าพิมพ์โดย RT-PCR                          bp (ภาพท่ี 11) เม่ือน าผลผลิตดงักล่าวมา
ตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I ได้แบบแผน RFLP ท่ีแตกตา่งกนัดงัแสดงในภาพท่ี 12 และ 13 
จ านวนของชิน้ดีเอ็นเอท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์มีตัง้แต ่ 5 ชิน้ จนถึง 10 ชิน้ และมีขนาด 37, 42, 49, 
74, 91, 170, 261, 300, 337 และ 386 bp ดงัสรุปไว้ใน ตารางท่ี 7  

ผลการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส 3          ท่ี   ได้    
      SM                    ด้วยแมลงพาหะและ                                         
(mild) คือ SM4-P5, SM4-P9     SM -P10              RFLP เปรียบเทียบกบัแบบแผนของ 
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RFLP ซึง่รายงานโดย Gillings และคณะ (1993) ดงัแสดงไว้ในตารางท่ี 8      ทัง้ 3ไอโซเลทให้
แบบแผน RFLP ท่ีแตกตา่งกนั (ตารางท่ี 9) คือไอโซเลท SM4-P5 ให้แบบแผน RFLP เหมือนกบั
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในมะนาว SM4 คือมีแบบแผนร่วม  6 แบบแผน คือกลุม่แบบแผนท่ี I 
(รุนแรง), II (ปานกลาง), III (รุนแรง), IV (ออ่น), VI (รุนแรง) และ VII (ปานกลาง) ไอโซเลท     
SM4-P9 ได้แบบแผนท่ีไม่ปรากฏในแบบแผน RFLP ของ Gillings และคณะ (1993)   
           SM -                                       I (        และ II (         
นอกจากนีไ้ด้มีการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสไอโซเลทท่ีแยกได้โดยวิธี leaf 
grafting จ านวน 3 ไอโซเลท พบวา่ไอโซเลท KS7-3 และ SM1-2 ให้แบบแผนท่ีเหมือนกนั คือ พบ
แบบแผนร่วม 2 แบบแผน ระหวา่งแบบแผนท่ี 2 (ปานกลาง) และ 7 (ปานกลาง) ไอโซเลท SM4-3 
มีแบบแผนร่วม 3 แบบแผน คือ แบบแผนท่ี I (รุนแรง), II (ปานกลาง) และ VII (ปานกลาง)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11 ผลผลิตดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของเชือ้ CTV ท่ีเพิม่ปริมาณ 

โดย RT-PCR และใช้ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ P25 gene  
ชอ่ง M ดีเอ็นเอเปรียบเทียบ (ขนาด 1 kb) 
ชอ่ง 1 ไอโซเลท SM4-P5 
ชอ่ง 2 ไอโซเลท SM4-P9 
ชอ่ง 3 ไอโซเลท SM4-P10 

 

850 bp 
1000 bp 

650 bp P25 (672 bp) 

M       1      2      3 
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ภาพท่ี 12 แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I 

ของเชือ้ CTV ไอโซเลทท่ีแยกโดยแมลงพาหะ  
ชอ่ง M ดีเอ็นเอเปรียบเทียบ (ขนาด 1 kb) 
ชอ่ง 1 ไอโซเลท SM4-P5 ชกัน าอาการออ่น      
ชอ่ง 2 ไอโซเลท SM4-P9 ชกัน าอาการออ่น      
ชอ่ง 3 ไอโซเลท SM4-P10 ชกัน าอาการอ่อน        

 
 
 
 
 
 
 
 
 

650 bp 
400 bp 

M      1      2      3 

500 bp 

200 bp 

300 bp 

100 bp 
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ภาพท่ี 13 แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I 

ของเชือ้ CTV สายเชือ้ในธรรมชาต ิ(ช่องท่ี 1) และไอโซเลทท่ีแยกโดยวิธี leaf grafting 
(ชอ่งท่ี 2-4)  

ชอ่ง M ดีเอ็นเอเปรียบเทียบ (ขนาด 1 kb) 
ชอ่ง 1 เชือ้ CTV ท่ีก่อให้เกิดโรคในมะนาว SM4         
ชอ่ง 2 ไอโซเลท SM4-3 ชกัน าอาการออ่น         
ชอ่ง 3 ไอโซเลท KS7-3 ชกัน าอาการรุนแรง           
ชอ่ง 4 ไอโซเลท SM1-2 ชกัน าอาการรุนแรง 
 
 

 
 
 
 
 
 

100 bp 

200 bp 

300 bp 
400 bp 
500 bp 
650 bp 

M    1     2    3    4             
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ตารางท่ี 7 จ านวนชิน้และขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของเชือ้ 
CTV เม่ือตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I  

 

ไอโซเลท1/ จ านวนชิน้
ดีเอ็นเอ 

ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ (bp)  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

SM4 NI 
SM4-3 LG 
SM4-P5 A 
SM4-P9 A 
SM4-P10 A 
KS7-3 LG 
SM1-2 LG 

10 
9 
10 
5 
7 
7 
7 

386 
386
386 
337 
386 
337 
337 

337 
337
337 
261 
337 
261 
261 

300 
300
300 
170 
170 
170 
170 

261 
261
261 
91 
91 
91 
91 

170 
170
170 
42 
74 
74 
74 

91 
91 
91 

 
49 
49 
49 

74 
74 
74 

 
42 
42 
42 

49 
49
49 
 

 
 
 

42 
42
42 

37 
 

37 

 
1/  A = ไอโซเลทแยกโดยแมลงพาหะเพลีย้ออ่นส้มสีน า้ตาลจกางานทดลองในข้อ 1 

NI = เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส                                     (Natural infected CTV) 
LG = ไอโซเลทท่ีแยกโดยวิธี leaf grafting 
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ตารางท่ี 8 แสดงแบบแผน RFLP ท่ีได้จากการตดัดีเอ็นเอของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 
ด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I ของเชือ้ CTV สายพนัธุ์ตา่งประเทศ รายงานโดย Gillings 
และคณะ (1993) 

 
สายพันธ์ุ1/ 

CTV 
ระดับความ
รุนแรง 

แบบแผน 
RFLP 

จ านวนชิน้
ดีเอ็นเอ 

ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ (bp) 
1 2 3 4 5 6 

T36 
PB14 

T3 
T4 

PB5 
Bla 
B6 

Severe 
Moderate 

Severe 
Mild 
Mild 

Severe 
Moderate 

I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 

4 
5 
6 
5 
3 
4 
3 

386 
337 
300 
300 
428
300 
337 

170 
170 
170 
170 
170 
261 
261 

74 
74 
74 
91 
74 
74 
74 

42 
49 
49 
74 

 
37 

 
42 
42 
37 

 
 

37 

 
1/  T36  สายพนัธุ์จากฟลอริดา 
 PB14  สายพนัธุ์จากออสเตรเลีย 
 T3  สายพนัธุ์จากฟลอริดา 
 T4  สายพนัธุ์จากฟลอริดา 
 PB5  สายพนัธุ์จากออสเตรเลีย 
 Bla  สายพนัธุ์จากเกาะรียเูนียน 
 B6  สายพนัธุ์จากแคลิฟอร์เนีย 
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ตารางท่ี 9 การจดักลุม่แบบแผน RFLP ของรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน (P25) ของเชือ้ CTV ไอ
โซเลทซึง่แยกโดยแมลงพาหะและแยกโดยวิธี leaf grafting เม่ือตดัด้วยเอนไซม์
จ าเพาะ Hinf I 

 

ไอโซเลท1/ ระดับอาการ 
กลุ่มแบบแผน RFLP 2/ 

I II III IV V VI VII 
SM4 NI 
SM4-3 LG 
SM4-P5 A 
SM4-P9 A 
SM4-P10 A 
KS7-3 LG 
SM1-2 LG 

Mild 
Mild 
Mild 
Mild 
Mild 

Severe 
Severe 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

1/  A = ไอโซเลทแยกโดยแมลงพาหะเพลีย้ออ่นส้มสีน า้ตาลจากงานทดลองในข้อ 1 
NI = เชือ้ CTV           มะนาว SM4                       
LG = ไอโซเลทท่ีแยกโดยวิธี leaf grafting 

2/ กลุม่แบบแผน RFLP แยกตามรายงานของ Gillings และคณะ (1993) ดงัแสดงไว้ในตารางท่ี 8 ;    
+ = พบแบบแผน, - = ไมพ่บแบบแผน 

 
4. การทดสอบคุณสมบัตขิองเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อน 
 
 4.1 คุณสมบัตใินการแพร่กระจายโดยแมลงพาหะ 
 

จากการน าไอโซเลทของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้และเป็นสายพนัธุ์อ่อน 
คือ ไอโซเลท SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 มาถ่ายเชือ้ลงบนต้นกล้ามะนาวโดยแมลงพาหะ
เพลีย้ออ่นแล้วตรวจเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในต้นมะนาวท่ีได้รับการถ่ายเชือ้ (ตารางท่ี 10) เพ่ือหา
อตัราการถ่ายเชือ้แตล่ะไอโซเลทโดยแมลงพาหะ พบว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสไอโซเลท SM4-P5 
มีอตัราการถ่ายทอดเชือ้โดยแมลงพาหะ 75             ขณะท่ีไอโซเลท SM4-P9 และไอโซเลท 
SM4-P10 มีอตัราการถ่ายทอดเชือ้โดยแมลงพาหะเทา่กนัคือ 70             (ตารางท่ี 11)  
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ตารางที่  10 แสดงผลการตรวจพบเชือ้ CTV           ELISA  นต้นกล้ามะนาวท่ีได้รับการ 
ถ่ายทอดเชือ้ CTV สายพนัธุ์ออ่นโดยแมลงพาหะเพลีย้ออ่นส้มสีน า้ตาล (T. citricida) 

ไอโซเลท ล าดับพืชทดสอบ 
ELISA 

OD4051/( X ±SD) 
SM4-P5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

SM4-P9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SM4-P10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SM4-P5-3 
SM4-P5-4 
SM4-P5-5 
SM4-P5-6 
SM4-P5-8 

SM4-P5-10 
SM4-P5-11 
SM4-P5-12 
SM4-P5-13 
SM4-P5-14 
SM4-P5-15 
SM4-P5-16 
SM4-P5-17 
SM4-P5-18 
SM4-P5-20 
SM4-P9-2 
SM4-P9-3 
SM4-P9-4 
SM4-P9-5 
SM4-P9-6 
SM4-P9-9 

SM4-P9-11 
SM4-P9-12 
SM4-P9-13 
SM4-P9-14 
SM4-P9-15 
SM4-P9-17 
SM4-P9-18 
SM4-P9-20 
SM4-P10-1 
SM4-P10-3 
SM4-P10-5 
SM4-P10-6 
SM4-P10-7 
SM4-P10-8 
SM4-P10-10 
SM4-P10-12 
SM4-P10-13 
SM4-P10-15 
SM4-P10-16 
SM4-P10-17 
SM4-P10-19 
SM4-P10-20 

0.254±0.054 
0.244±0.044 
0.275±0.018 
0.678±0.030 
0.249±0.006 
0.613±0.015 
0.422±0.107 
0.274±0.014 
0.292±0.001 
0.214±0.008 
0.932±0.052 
0.557±0.030 
0.177±0.057 
0.781±0.042 
0.238±0.016 
0.248±0.002 
1.331±0.112 
0.203±0.003 
0.202±0.007 
0.735±0.059 
0.596±0.018 
0.210±0.014 
0.707±0.008 
0.200±0.014 
0.241±0.003 
0.749±0.090 
0.237±0.021 
0.260±0.017 
0.261±0.034 
0.241±0.058 
0.259±0.007 
0.245±0.044 
0.081±0.003 
0.215±0.037 
0.187±0.014 
0.848±0.011 
0.627±0.074 
0.216±0.011 
0.580±0.028 
0.991±0.021 
0.236±0.088 
0.068±0.004 
0.233±0.031 

1/   คา่ OD405( X SD)ของต้นกล้ามะนาวที่ได้รับการถ่ายเชือ้สงูเป็น 2 เทา่ของคา่ดดูกลนืแสงของปฏิกิริยา ELISA จากใบ
มะนาวปกติ ( X SD=0.0220.012) ถือเป็นปฏิกิริยาบวก (ตรวจพบเชือ้ทริสเตซาไวรัส) 
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ตารางท่ี 11 อตัราการถ่ายทอดเชือ้ CTV สายพนัธุ์อ่อนโดยแมลงพาหะเพลีย้ออ่นส้มสีน า้ตาล             
(T. citricida)1/ 

 
ไอโซเลท มะนาวตดิเชือ้/มะนาวที่รับการถ่ายเชือ้2/ อัตราการถ่ายทอดเชือ้ (%) 

SM4-P5 
SM4-P9 
SM4-P10 

15/20 
14/20 
14/20 

75 
70 
70 

 
1/  น าแมลงพาหะไปดดูกินต้นมะนาวซึง่ติดเชือ้แตล่ะไอโซเลทนาน 24 ชัว่โมง เพ่ือรับเชือ้ ย้ายแมลง

พาหะไปดดูกินต้นกล้ามะนาวนาน 24 ชัว่โมงเพ่ือถ่ายเชือ้โดยใช้แมลงพาหะถ่ายเชือ้1 ตวัตอ่ต้น
กล้ามะนาว ใช้ต้นกล้ามะนาว 20 ต้นตอ่การถ่ายเชือ้หนึง่ไอโซเลท  

2/  ตรวจการติดเชือ้ของต้นกล้ามะนาวท่ีรับการถ่ายเชือ้ CTV แตล่ะไอโซเลทจากแมลงพาหะโดย
เทคนิค ELISA 

 
4.2 คุณสมบัตใินการเพิ่มปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในพืชทดสอบ 

 
จากการท าบริสุทธ์ิเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสจากต้นมะนาว SM4 น าเชือ้บริสุทธ์ิท่ี

ได้มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 0.00016, 0.0008, 0.004, 0.02 และ 0.1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้ว
น าเชือ้บริสธ์ิุในแตล่ะความเข้มข้นไปตรวจหาเชือ้ด้วยเทคนิค ELISA น าคา่ OD 405 ท่ีได้ในแตล่ะ
ความเข้มข้นมาสร้างกราฟความเข้มข้นมาตรฐานของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสดงัผลใน ภาพท่ี 14 
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ภาพท่ี 14 กราฟความเข้มข้นมาตรฐาน (standard curve) ของเชือ้ CTV บริสทุธ์ิ (SM4) 
 

เม่ือท าการตรวจหาปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธุ์
อ่อนท่ีจ าแนกได้ คือ SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10  ในเนือ้เย่ือของพืชทดสอบมะนาวโดย
เทคนิค ELISA ใช้เนือ้เย่ือ (bark) ท่ีติดเชือ้หนกั 0.1 กรัม จากยอดท่ีแตกใหม่อาย ุ1 เดือน จ านวน 
3 ยอดตอ่ต้น จากนัน้น าคา่ปฏิกิริยา ELISA ของเชือ้ (OD 405) ไปเทียบหาความเข้มข้นจากกราฟ
มาตรฐาน พบว่าไอโซเลท SM4-P5, SM4-P9, SM4-P10  และเชือ้ CTV จากมะนาว SM4 ให้
ปฏิกิริยา OD 405                   1.788 และ 3.729 ตามล าดบั เม่ือน าปฏิกิริยา OD 405 ไป
เทียบหาความเข้มข้นของเชือ้ไวรัสจากกราฟความเข้มข้นมาตรฐาน พบว่าไอโซเลท SM4-P5, 
SM4-P9, SM4-P10 และ SM4 มีความเข้มข้น 0. 64, 3.50, 0.81 และ 60.00 ไมโครกรัมของ
เนือ้เย่ือหนึ่งกรัม ตามล าดบั (ตารางท่ี 12) ซึ่งหมายถึงไอโซเลท SM4-P9 ขยายพนัธุ์ในเนือ้เย่ือ
สงูสดุเม่ือเทียบกบัไอโซเลท SM4-P5     SM -                    ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีพบใน
มะนาว SM4 ซึง่ตดิเชือ้           

 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของเชือ้ CTV บริสุทธ์ิ (µgml-1) 
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ตารางท่ี 12 ปริมานความเข้มข้นของเชือ้ CTV                       ในเนือ้เย่ือพืช  
 
ไอโซเลท ELISA OD405 ( X ±SD) ระดับความเข้มข้น (µgml-1)1/ 
SM4-P5 
SM4-P9 
SM4-P10 
SM4 

1.524±0.066 
2.211±0.068 
1.778±0.092 
3.764±0.049 

0.064 
0.350 
0.081 
6.000 

 
1/  ความเข้มข้นของเชือ้ CTV ท่ีปรากฏในเนือ้เย่ือพืช ซึง่ได้จากการน าคา่ปฏิกิริยา ELISA OD405 
    เทียบหาความเข้มข้นของเชือ้ CTV จากคา่กราฟความเข้มข้นมาตรฐาน (ภาพท่ี 14)  
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บทที่ 4 
 

วิจารณ์ 
 
1. การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 
 

การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยเพลีย้อ่อน (single aphid transmission)  
ลงบนพืชทดสอบมะนาวสามารถแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสได้ 12 ไอโซเลท โดยแยกมาจาก 
แ ล   อ เ   อซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีติดเชือ้ในแปลงปลูก 2 แ ล     อม  า        ซ      อากา  
เ         ด   า กลา เ  ย อย า เด ย  แล   มโอ DAT4-5    อากา   เ ล อ  ก   แ    
จาก ลายยอด แ   แก  แล ท  ดโท ม จากกา    เม  อากา บน   ทด อ ม  า  พบว่าแยก
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสออกมาได้   กล  ม   อ กล  มไอโซเลทท     อากา อ อ  (mild symptom) กลุ่ม
ไอโซเลทท่ีให้อาการปานกลาง (moderate symptom) และกลุ่มไอโซเลทท่ีให้อาการรุนแรง 
(severe symptom) เม่ือพิจารณาอาการของมะนาว SM4 และส้มโอ DAT4-5 ซึ่งเป็นแหล่งของ
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสดงักล่าวแล้วข้างต้นร่วมกบัอาการท่ีไอโซเลทของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
ซึ่งแยกได้จากแหล่งเชือ้ทัง้สองชกัน าให้เกิดขึน้         าแ ล   อ เ   อซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้สอง    
ม กา   ดเ   อ   มมากก  า    าย       เน่ืองจากไอโซเลทของไวรัสท่ีแยกได้ชกัน าให้เกิดอาการของ
โรคท่ีมีระดบัความรุนแรงท่ีแตกตา่งกนั (ตารางท่ี 4) 

จากความแตกต่างของลกัษณะอาการท่ีเกิดขึน้บนพืชทดสอบท าให้ประเมินใน
เบือ้งต้นวา่อาจแยกสายพนัธุ์เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีติดเชือ้ร่วมในแหล่งเชือ้ SM4 และแหล่งเชือ้ 
DAT4-5 ออกจากกนัได้  

 
2. การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนโดยใช้ลักษณะอาการบนพืชทดสอบ 
 

ผลการประเมินอาการทางใบบนพืชทดสอบทัง้ 3 ชนิด บง่ชีว้่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซา
ไวรัสทัง้ 3 ไอโซเลท คือ SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 เป็นเชือ้สายพนัธุ์อ่อน เน่ืองจากเชือ้    
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้ 3 ไอโซเลทนัน้ท าให้เกิดอาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อย (ระดบั 1) บนพืช
ทดสอบมะนาวเท่านัน้ ไม่พบอาการเส้นใบแตก ใบถ้วย และอาการร่องบุม๋บนเนือ้ไม้ ดงัรายงาน
ของ Ochoa และคณะ (1993) ท่ีพบว่าไอโซเลทท่ีจัดอยู่ในกลุ่มสายพันธุ์อ่อนจะเกิดอาการ       
เส้นใบใสเพียงเล็กน้อยบนพืชทดสอบ กลุ่มปานกลาง และกลุ่มรุนแรงแสดงอาการปานกลาง      
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ถึงรุนแรงของอาการเตีย้แคระ เส้นใบใส เส้นใบแตก และใบถ้วย บนพืชทดสอบมะนาว อาการ  
เตีย้แคระ และใบบิดบนมาชเกรฟรุท และรายงานของ Corazza-Nunes และคณะ (2006) ระบวุ่า
พืชทดสอบมะนาวมีความไวในการก่อให้เกิดอาการเส้นใบใส (vein clearing), ใบม้วน (leaf 
curling), ต้นเตีย้แคระ (dwarfism) และร่องบุม๋ในเนือ้ไม้ (stem pitting)  

 
3. การจ าแนกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อนด้วยแบบแผนอาร์เอฟแอลพี (RFLP, 
Restriction Fragment Length Polymorphism) ของรหัสพันธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 
 

ในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยแบบแผน RFLP โดย
เปรียบเทียบกบัแบบแผน RFLP ท่ีรายงานโดย Gillings และคณะ (1993)   เพ่ือยืนยนัหรือพิสจูน์
สายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสร่วมกับลักษณะอาการท่ีชักน าให้เกิดบนพืชทดสอบของ      
ไอโซเลทท่ีแยกโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อนส้ม 3 ไอโซเลท คือ SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 
การทดลองครัง้นีพ้บว่าไอโซเลท SM4-P5 และ SM4-P10 มีแบบแผน RFLP มากกว่าหนึ่งแบบ
แผนอยู่ร่วมกัน โดย SM4-P5 มี 6 แบบแผน (ตารางท่ี 9) ซึ่งเป็นแบบแผนของเชือ้สายพนัธุ์อ่อน 
สายพนัธุ์ปานกลาง และสายพนัธุ์รุนแรง (ตารางท่ี 9) สรุปคือไอโซเลท SM4-P5 มีสายพนัธุ์ไวรัส 6 
สายพนัธุ์ร่วมกนั ส าหรับไอโซเลท SM4-P10 ปรากฏแบบแผน RFLP 2 แบบแผนคือแบบแผนของ
สายพนัธุ์รุนแรงและสายพนัธุ์ปานกลาง (ตารางท่ี 9) แสดงว่าไอโซเลท SM4-P10 ประกอบด้วย
ไวรัส 2 สายพนัธุ์ นอกจากนีพ้บว่าไอโซเลท SM4-P9 มีแบบแผน RFLP ท่ีไม่พบในรายงานของ 
Gillings และคณะ (1993) ซึ่งปรากฏการณ์ดงักล่าวนีมี้ความคล้ายคลึงกบังานทดลองของ Zhou 
และคณะ (2007) ท่ีพบว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ในประเทศจีนส่วนใหญ่มีแบบแผน 
RFLP ร่วมกันมากกว่าหนึ่งแบบแผน และพบแบบแผนท่ีแตกต่างจากของ Gillings และคณะ 
(1993) เช่นกนั ส าหรับแบบแผน RFLP ท่ีพบในไอโซเลทของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้โดย
วิธี leaf grafting พบแบบแผนร่วมเช่นเดียวกบัท่ีพบในไอโซเลทจากแมลงพาหะ ไอโซเลท SM4-3 
พบ 3 แบบแผน ประกอบด้วยแบบแผนของเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง 1 แบบแผน และของสายพนัธุ์ปาน
กลาง 2 แบบแผน ขณะท่ีไอโซเลท KS7-3 และ SM1-2 พบแบบแผน RFLP 2 แบบแผนของ     
สายพนัธุ์ปานกลาง  

เม่ือจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยใช้ลักษณะอาการบน       
พืชทดสอบสรุปได้วา่เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้   ไอโซเลท   อ    -       -   แล     -    
เ   เ   อ าย   ธุ์อ่อน แต่เม่ือจ าแนกด้วยแบบแผน RFLP พบ  าเ   อซิตรัสทริสเตซาไวรัสมีการ    
ติดเชือ้ร่วมมากกว่า    าย   ธุ์ ดงันัน้การแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 
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(single aphid transmission) เพียงรอบเดียวไม่สามารถแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสออกมาเป็น
เชือ้สายพันธุ์ เด่ียวๆ ได้ ดังการทดลองของ Broadbent และคณะ (1996) ได้ท าการแยกเชือ้          
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน (single aphid transmission) เพ่ือแยกสายพนัธุ์
ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีติดเชือ้ร่วมในแปลงปลูก  แต่จากการทดลองพบว่าในการแยก      
สายพันธุ์ ท่ีท าให้เกิดอาการต้นกล้าเหลือง (seedling yellow) ไม่สามารถแยกได้ในรอบแรก 
บางครัง้พบสายพันธุ์นีใ้นรอบท่ีสอง ดังนัน้ในการแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสโดยแมลงพาหะ     
เพลีย้อ่อนเพ่ือให้ได้เชือ้ไวรัสสายพนัธุ์เด่ียวต้องท าการแยกเชือ้โดยแมลงพาหะอย่างน้อย 3 รอบ 
และอีกทัง้ในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยแบบแผน RFLP ในครัง้นีไ้ด้
ด าเนินการทดลองเพียงครัง้เดียวท าให้แบบแผน RFLP ท่ีได้อาจยงัขาดความชดัเจน และปริมาณ
ความเข้มข้นของเอนไซม์จ าเพาะ Hinf I ท่ีใช้อาจไม่เพียงพอในการตดัดีเอ็นเอได้ทัง้หมด ดงัจะเห็น
ได้จากในบางไอโซเลท ยงัพบการปรากฏของชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 672 bp ซึ่งเป็นผลผลิตจากการ
เพิ่มขยายรหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 โดย RT-PCR (ภาพท่ี 12) อาจสรุปได้ว่าอาการท่ี
เกิดขึน้บนพืชทดสอบท่ีเกิดจากการปลูกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสไอโซเลทซึ่งแยกโดยแมลงพาหะ
และแยกโดย leaf grafting อาจเกิดจากปฏิสมัพนัธ์ของสายพนัธุ์ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีอยู่ร่วมกนั 
ซึง่เสนอแนะให้มีการทดลองซ า้เพ่ือยืนยนัสมมตุฐิานข้อนี ้ 
 
4. การทดสอบคุณสมบัตขิองเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธ์ุอ่อน 
 

4.1 คุณสมบัตใินการแพร่กระจายโดยแมลงพาหะ 
 

คณุสมบตัิของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อนท่ีจะน ามาใช้ในการ
ป้องกันการติดเชือ้สายพนัธุ์ รุนแรงจะต้องมีคณุสมบตัิทางชีววิทยา (biological characteristics)  
ท่ีท าให้เกิดอาการท่ีไมรุ่นแรง มีการเคล่ือนท่ีอยูภ่ายในพืชอย่างสม ่าเสมอและสามารถแพร่กระจาย
ไปยงัยอดอ่อนของพืชท่ีแตกออกมาใหม่ได้อย่างรวดเร็ว และควรเลือกสายพนัธุ์อ่อนท่ีมีอตัราการ
ถ่ายทอดหรือแพร่กระจายเชือ้สงูโดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน (Mooney et al., 1994) จากการศกึษา
คุณสมบัติในการแพร่กระจายโดยแมลงพาหะโดยใช้เพลีย้อ่อนส้ม (T. citricida) โดยใช้         
แมลงพาหะถ่ายเชือ้ลงบนพืชทดสอบมะนาว พบว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อนไอโซเลท  
SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 ถ่ายทอดโดยแมลงพาหะในอตัรา 70-75 เปอร์เซ็นต์  (ตารางท่ี 
11) ซึ่งสงูกว่าอตัราการถ่ายทอดท่ีรายงานโดย Broadbent แล  ณ   1996) ซึ่งระบวุ่าเพลีย้อ่อน
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ส้ม T. citricida มีอตัราการถ่ายทอดเชือ้ไอโซเลทท่ีให้อาการ  te    tt n   อากา    แ    ท        
เปอร์เซ็นต ์

4.2 คุณสมบัตใินการเพิ่มปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในพืช
ทดสอบ 

 
ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อน

ไอโซเลท SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 ในน า้คัน้จากพืชทดสอบท่ีติดเชือ้ พบว่าไอโซเลท 
SM4-P9 มีปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสูงสุดแต่ต ่ากว่าปริมาณเชือ้              
ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในแหล่งเชือ้มะนาว SM4 ทัง้นีเ้น่ืองจากโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีน ามาใช้    
ในการทดลองผลิตจากสายพันธุ์ เชือ้ SM4 และอีกทัง้สายพันธุ์ เชือ้ SM4 เป็นสายเชือ้ท่ีมีการ       
ติดเชือ้ร่วมหลายสายพันธุ์  (รัตนา สดุดี และคณะ, 2552) จึงส่งผลให้มีปริมาณความเข้มข้น     
ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีสงูสดุ สว่นไอโซเลท SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 เป็นไอโซเลท
ท่ีแยกมาจากแหล่งเชือ้ SM4 ท าให้มีจ านวนสายพันธุ์ลดน้อยลงท าให้ปริมาณความเข้มข้นของ  
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีลดลงด้วย 

ดังนัน้คุณสมบัติในการเพิ่มปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส        
สายพันธุ์อ่อนในเนือ้เย่ือพืชท่ีดี จะส่งผลต่อประสิทธิภาพท่ีจะน าไปใช้ประโยชน์ในการควบคุม
ป้องกนัหรือชะลอการตดิเชือ้หรือการแสดงออกของอาการท่ีมีสาเหตมุาจาเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส
สายพนัธุ์รุนแรง (Powell et al., 1999) ตอ่ไป 
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บทที่ 5 
 

สรุป 
 

การทดลองครัง้นีส้ามารถแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสได้รวมทัง้สิน้ 12 ไอโซเลท 
โดยแยกได้จากแหล่งเชือ้มะนาว SM4 และส้มโอ DAT4-5 จ านวน 7 และ 5 ไอโซเลท ตามล าดบั 
โดยจดักลุม่เชือ้ท่ีแยกได้ตามลกัษณะอาการท่ีชกัน าให้เกิดขึน้ 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีให้อาการเส้นใบใส
ระดับเล็กน้อยถึงปานกลางและท าให้ความสูงเฉล่ียต่อเดือนของพืชทดสอบลดลง 17-20 
เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ไอโซเลท SM4-P4, SM4-P5, SM4-P9, SM4-P10 และ DAT4-5-P15 กลุ่มท่ีให้
อาการเส้นใบใสระดบัปานกลางถึงรุนแรง และท าให้ความสูงเฉล่ียต่อเดือนของพืชทดสอบลดลง 
10-20 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ไอโซเลท SM4-P15 และ SM4-P19 และในไอโซเลท SM4-P19 ยงัพบ
อาการล าต้นบุ๋มระดับเล็กน้อย และกลุ่มท่ีให้อาการรุนแรงเน่ืองจากให้อาการเส้นใบใสระดับ    
ปานกลางถึงรุนแรง และความสูงเฉล่ียต่อเดือนของพืชทดสอบลดต ่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่     
ไอโซเลท  SM4-P2, DAT4-5-P2, DAT4-5-P5, DAT4-5-P8 และ DAT4-5-P10 นอกจากนีย้งัพบ
อาการล าต้นบุ๋มและอาการใบเหลืองในพืชทดสอบท่ีติดเชือ้ไอโซเลท SM4-P2, SM4-P19 และ       
DAT4-5-P8 ผลการประเมินเบือ้งต้นพบว่าไอโซเลท SM4-P4, SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 
มีแนวโน้มเป็นเชือ้สายพนัธุ์ออ่นเน่ืองจากให้อาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อย 
  จากการคดัเลือกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสไอโซเลทท่ีมีแนวโน้มเป็นสายพนัธุ์อ่อน
มาจ านวน 3 ไอโซเลท คือ SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 มาจ าแนกสายพนัธุ์โดยใช้ลกัษณะ
อาการท่ีเชือ้แต่ละไอโซเลทชกัน าให้เกิดขึน้กับพืชทดสอบ 3 ชนิด คือ มะนาว (C. aurantifolia)   
ส้มโอ (C. grandis L.) และเกรฟรุท (C. paradisi Macfad.) พบว่าเชือ้ทัง้ 3 ไอโซเลทท าให้เกิด
อาการเส้นใบใสเพียงเล็กน้อย (ระดบั 1) บนพืชทดสอบมะนาวเท่านัน้ โดยมีระดบัอาการต ่ากว่า 
20 คะแนน ท าให้สรุปได้วา่เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัส ทัง้ 3 ไอโซเลทท่ีแยกได้เป็นเชือ้สายพนัธุ์ออ่น  
  การจ าแนกสายพนัธุ์ซิตรัสทริสเตซาไวรัส โดยการวิเคราะห์แบบแผน RFLP โดย
การน ารหสัพนัธุกรรมเปลือกโปรตีน P25 มาตดัด้วยเอนไซม์จ าเพาะ Hin f I พบว่าได้แบบแผน 
RFLP ท่ีแตกตา่งกนั โดยจ านวนชิน้ดีเอ็นเอท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์มีตัง้แต ่5-10 ชิน้ และมีขนาด 37, 
42, 49, 74, 91, 170, 261, 300, 337 และ 386 bp ผลการวิเคราะห์แบบแผน RFLP ของ         
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์อ่อน 3 ไอโซเลท คือ SM4-P5, SM4-P9 และ SM4-P10 พบว่าทัง้ 
3 ไอโซเลท มีแบบแผน RFLP ท่ีแตกต่างกัน โดยพบแบบแผนร่วมมากกว่า 1 แบบแผน เม่ือ
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เปรียบเทียบกบัแบบแผน RFLP ซึ่งรายงานไว้โดย Gillings และคณะ (1993) โดยไอโซเลท SM4-
P5 พบแบบแผน RFLP ของเชือ้กลุ่มสายพนัธุ์ รุนแรง ปานกลาง และอ่อนร่วมกัน ไอโซเลท SM4-
P10 พบแบบแผนของเชือ้กลุ่มสายพนัธุ์รุนแรงและปานกลาง และไอโซเลท SM4-P9 พบแบบแผน
ท่ีไม่ปรากฏในรายงานของ Gillings และคณะ (1993) แต่จากการจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้           
ซิตรัสทริสเตซาไวรัส โดยใช้ลกัษณะอาการบนพืชทดสอบสรุปได้ว่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสทัง้ 3 
ไอโซเลทเป็นเชือ้ในกลุ่มสายพนัธุ์อ่อน บ่งชีว้่าเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ด้วยแมลงพาหะ
ประกอบด้วยสายพันธุ์มากว่า 1 สายพันธุ์  และปฏิกิริยาสัมพันธ์ของสายพันธุ์ไวรัสท่ีอยู่ร่วมกัน  
อาจชกัน าให้เกิดอาการออ่น  

การทดสอบคณุสมบตัิของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสสายพันธุ์อ่อนทัง้ 3 ไอโซเลท   
ท่ีแยกได้ในการแพร่กระจายโดยแมลงพาหะ (T. citricida) พบว่าพบว่าไอโซเลท SM4-P5 มีอตัรา
การถ่ายทอดเชือ้โดยแมลงพาหะ 75             ขณะท่ีไอโซเลท SM4-P9 และไอโซเลท SM4-P10 
มีอตัราการถ่ายทอดเชือ้โดยแมลงพาหะเท่ากนั คือ                และจากการทดสอบคณุสมบตัิ
ในการเพิ่มปริมาณของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในพืชทดสอบมะนาวไอโซเลท SM4-P5, SM4-P9 
และ SM4-P10  เปรียบเทียบกับเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีท าให้เกิดการติดเชือ้ในมะนาว SM4     
ได้ความเข้มข้น 0.064, 0.350, 0.081 และ 6.000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรของน า้คัน้ของเนือ้เย่ือ 
พบว่าไอโซเลท SM4-P9 มีแนวโน้มในการขยายพนัธุ์ในเนือ้เย่ือมะนาวสูงกว่าไอโซเลท SM4-P5 
และ SM4-P10 แตต่ ่ากวา่เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสในแหลง่เชือ้มะนาว SM4 

จากการแยกเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยแมลงพาหะเพลีย้อ่อนลงบนพืชทดสอบ
มะนาวแล้วจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสด้วยพืชทดสอบ (biological ind    
       การจ าแนกด้วยวิธีการทางชีวโมเลกลุ             การแยกเชือ้โดยแมลงพาหะเพลีย้อ่อน 
                 (single aphid transmission) เพียงรอบเดียวไม่สามารถแยกสายพนัธุ์ของ 
เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสออกเป็นสายพนัธุ์อ่อนเด่ียวๆ ได้ แตจ่ากการประเมินอาการบนพืชทดสอบ
พบวา่เชือ้ซิตรัสทริสเตซาไวรัสท่ีแยกได้ท าให้เกิดอาการออ่น 
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1. สตูรการเตรียม                             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 (0.5 M EDTA) 
 
2. สตูรการเตรียม Loading dye ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 Glycerol 5  มิลลิลิตร 
 EDTA (1 mM) 40  ไมโครลิตร (0.2 M EDTA) 
 Bromophenol (0.25%) 0.04  กรัม 
 Xylene cyanol (0.25%) 0.04  กรัม 
 
3. สตูรการเตรียม Polyacrylamide gel 8% 
 TBE buffer (5×stock) 9  มิลลิลิตร 
 Acrylamide:Bis (30% stock) 12  มิลลิลิตร 
 Tetramethylethylenediamine (TEMED) 25  ไมโครลิตร 
 Ammonium persulfate (10% stock) 286  ไมโครลิตร 
 Sterile deionized water 24  ไมโครลิตร 
 
4. สตูรการเตรียม Agarose gel 1.5% 
 Agarose (Molecular grade) 0.45  กรัม 
 0.5 เทา่ TBE buffer 30  มิลลิลิตร 
 
5. สตูรการเตรียม STE buffer 1 เทา่ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 Tris-Cl (0.5 M) 50            
 NaCl (5 M) 10            
 EDTA (0.5 M) 1  มิลลิลิตร 
 
6. สตูรการเตรียม Coating buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
 Na2CO3 1.59  กรัม 
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NaHCO3 2.93  กรัม 
NaN3 0.20  กรัม 
(pH 9.6) 

 
7. สตูรการเตรียม Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 1 ลิตร 

NaCl 8.00  กรัม 
KH2PO4 0.20  กรัม 
Na2HPO412H2O 2.90  กรัม 
KCl 0.20  กรัม 
(pH 7.2 – 7.4) 

 
8. สตูรการเตรียม Washing buffer  (PBS-T) ปริมาตร 1 ลิตร 

PBS 1.0  ลิตร 
Tween 20 0.5  มิลลิลิตร 

 
9. สตูรการเตรียม Conjugate buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

PBS-T 1.0  ลิตร 
Polyvinylpyrrolidone Mr 40,000 20  กรัม 

 
10. สตูรการเตรียม Substrate buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

Diethanolamine 97  มิลลิลิตร 
NaN3 0.2  มิลลิลิตร 

  (ปรับ pH ให้ได้ 9.8 ด้วย HCl) 
 
11. สตูรการเตรียม Stopping reaction solution ปริมาตร 1 ลิตร 

NaOH 120  กรัม 
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