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โรคไวรัสเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าใหผ้ลผลิตของมะเขือเทศลดลง การใชม้ะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรมตา้นทานโรคไวรัสจึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีอาจน ามาใชใ้นการควบคุมโรค   
ไวรัสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ อยา่งไรก็ดีมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุหน่ึงจะสามารถ
ตา้นทานต่อเช้ือไวรัสไดเ้พียงหน่ึงชนิดเท่านั้น มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมตา้นทานไวรัสท่ี
ไดรั้บยนีมากกวา่หน่ึงยนีข้ึนไปสามารถตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสมากกวา่หน่ึงชนิด 
การวจิยัคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาแนวทางการรวมยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานโรคไวรัส
ในมะเขือเทศ  โดยการผสมสลบัพอ่แม่ระหวา่งมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี      
เรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ของไวรัสใบด่างแตง (Cucumber mosaic virus-CMV) กบัมะเขือเทศพนัธ์ุ  
สีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนของไวรัสสาเหตุโรคยอดไหม ้(Capsicum 
chlorosis virus-CaCV)  ผลการตรวจสอบยนีดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจงต่อยนีทั้งสอง พบวา่ จากมะเขือเทศลูกผสม 685 ตน้ มียนีทั้งสองอยูด่ว้ยกนั 247 ตน้ 
(36.06%)  ตรวจพบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์หรือยีนนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนอยา่งใดอยา่งหน่ึง  
172 ตน้ (25.11%) และไม่พบยนีดงักล่าว 266 ตน้ (38.83%) แสดงใหเ้ห็นวา่การผสมสลบัพอ่แม่
สามารถรวมยนีท่ีถ่ายใหม้ะเขือเทศในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมได ้ ตน้มะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมมีลกัษณะไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติจากมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมชนิดยนีเดียวและมะเขือเทศสายพนัธ์ุเดิม 
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Virus diseases are one of the important limiting factors in tomato production. 
Genetically modified tomatoes can be used to effectively control viral infections. However 
resistance in transgenic tomato is shown to be virus specific. Gene stacking is an alternative 
approach to develop tomato lines with multiple viral resistance. This study was aimed to stack  
two genes, the CMV replicase and CaCV nucleocapsid protein conferring resistance to CMV 
and CaCV, respectively,  into cultivated tomato. These two genes were previously transformed 
to Seedathip 3 and Seedathip 4 varieties, respectively, by Agrobacterium.  Reciprocal crossing 
between transgenic Seedathip 3 and Seedathip 4 tomatoes resulted in transgenic segregation in 
progeny seedlings as detected by polymerase chain reaction (PCR) using specific primers for 
both genes. Out of 685 tomato lines (F1) derived from crossing, 247 lines (36.06%) contained 
both transgenes, 172 lines (25.11%) contained single transgene and 266 lines (38.83%) were 
without transgene. This study showed that stacking of transgenes in tomatoes can be 
successfully accomplished by reciprocal crossing. Tomato lines with stacking genes showed no 
significance difference on horticultural characters as compared with singly transformed lines 
and original parental lines. 
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โปรตีน 
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มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 ดว้ยเทคนิค ELISA                                              75 
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ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
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12 ตน้มะเขือเทศปกติและมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
CaCV สายพนัธ์ุ  KK เป็นเวลา 14 วนั                                         45 

 

         (3) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 ภาพที ่ หน้า 

  
13 ตน้มะเขือเทศปกติและมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูก

เช้ือ CMV สายพนัธ์ุ  30RS เป็นเวลา 21 วนั                                                                                   46 
14 ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนใน 

มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (bulk) บางตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบ
ลกัษณะประจ าพนัธ์ุดว้ยเทคนิค PCR 49 

15 รูปร่างผลของมะเขือเทศแบบต่างๆ ท่ีพบในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3, 4   
และในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 51 

16 เปรียบเทียบสีผลของมะเขือเทศท่ีพบในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3, 4    
และในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 52 

   
ภาพผนวกที่      

   
1 ตวัอยา่ง parameter file ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์น ้าหนกัผลเฉล่ีย (กรัม) และขนาด

ผล(shape index; Z) ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 79 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

         (4) 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และอกัษรย่อ 
 
aa                           =       amino acid 
anti-CMV              =       antibody ต่อเช้ือ Cucumber mosaic virus 
bp                           =       base pair 
CaCV                   = Capsicum chlorosis virus 
CaCV L 3-9     = มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 9 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                         ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-3 ท่ีไดรั้บการ 
                                         ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CaCV L 6-1     = มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 1 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                         ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-6 ท่ีไดรั้บการ 
                                         ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CaCV L 6-4     = มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 4 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                        ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-6 ท่ีไดรั้บการ 
                                        ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CaCV L 6-6     =      มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 6 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                       ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-6 ท่ีไดรั้บการ 
                                       ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CaCV L 7-2           =     มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 2 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                      ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-7 ท่ีไดรั้บการ 
                                       ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CaCV L 7-6           =     มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ตน้ท่ี 6 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                      ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L-7 ท่ีไดรั้บการ 
                                      ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน  
CMV                    =    Cucumber mosaic virus 
CMV L 13-x-47-6   =    มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R4 ตน้ท่ี 6 ท่ีเกิดจาการเก็บเมล็ด 
                                       ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L 13-x-47 ท่ีได ้  
                                       รับการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ 
 
 
 

(5) 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และอกัษรย่อ (ต่อ) 
 

CMV L 13-x-47-22 =    มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R4 ตน้ท่ี 22 ท่ีเกิดจาการเก็บ 
                                       เมล็ดท่ีไดจ้ากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ L 13-x-47    
                                       ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ 
CTAB         =  cetyl trimethylammonium bromide 
ELISA                     =  enzyme-linked immunosorbent assay 
F1        =  the first filial generation from a cross mating of different  
                                        parental types 
kb                             =     kilobase  
MYSV 6                   =    antibody ต่อเช้ือ Melon yellow spot virus 
N gene                     =  nucleocapsid protein gene  
nm                             =    nanometer     
rep gene                     = replicase gene 
OD 405nm        = optical density at 405 nanometer wavelength 
PCR         =  polymerase chain reaction   
R1         =  the first filial generation from self-pollination 
R2         = the second filial generation from self-pollination 
R3         = the third filial generation from self-pollination 
R4         = the fourth filial generation from self-pollination 
SD3         = มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 
SD4         = มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 
TBE             =  Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer solution 

         = Chi-square test 
 

 

 

(6) 



  

การรวมยนีต้านทานโรคไวรัสในมะเขอืเทศดัดแปลงพนัธุกรรม 
Gene Stacking for Virus Resistance in Transgenic Tomatoes  

 

 ค าน า 
  

 มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) เป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึงของ
ประเทศไทย  นอกจากน ามาใชใ้นการประกอบอาหารแลว้มะเขือเทศยงัถูกน ามาแปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑต่์างๆไดอี้กหลากหลายชนิด  มีการปรับปรุงมะเขือเทศพนัธ์ุรับประทานสดใหเ้ป็นพนัธ์ุ
ทนร้อนสามารถปลูกไดต้ลอดทั้งปี   มีลกัษณะผลตรงตามความตอ้งการของตลาด  ไดแ้ก่  มะเขือ
เทศพนัธ์ุ      สีดาทิพย ์1-4 และพนัธ์ุลูกผสมสีดาทิพย ์91 (กรุง และคณะ, 2537)  
 
  ปัญหาส าคญัของการปลูกมะเขือเทศ  คือ โรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสท่ีสร้างความเสียหายอยา่ง
มาก  โดยท าใหผ้ลิตลดลงหรือคุณภาพของผลผลิตไม่ไดม้าตรฐาน  และการป้องกนัก าจดัท าไดย้าก 
โรคไวรัสส าคญัท่ีพบในประเทศไทย ไดแ้ก่ โรคใบหงิกเหลืองมะเขือเทศท่ีเกิดจาก Tomato yellow 
leaf curl virus (TYLCV) (Attathom et al.,1990; Attathom et al., 1994; Rochester et al.,1994)   
โรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตงท่ีเกิดจาก Cucumber mosaic virus (CMV) (สุพฒัน์ และ
คณะ, 2548)  โรคใบด่างท่ีเกิดจาก Tobacco mosaic virus หรือ Tomato mosaic virus  (ธีระ, 2532)  
และโรคยอดไหมท่ี้เกิดจาก Capsicum chlorosis virus (CaCV)  ซ่ึงพบแพร่ระบาดอยา่งมากใน
มะเขือเทศท่ีปลูกในสภาพโรงเรือนและแปลงปลูก (พิสสวรรณ และคณะ, 2549; Chiemsombat   
and Adkins, 2008 ; Hanssen et al., 2010;  Seepiban et al., 2011 ) 
 
 การควบคุมและป้องกนัก าจดัโรคไวรัสมีหลายวธีิดว้ยกนั วธีิการหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
คือ  การสร้างพืชตา้นทานไวรัสโดยใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมหรือการถ่ายยนี (Powell-Abel et 
al., 1986; Slater et al., 2003) เน่ืองจากการปรับปรุงพนัธ์ุพืชตา้นทานไวรัสแบบดั้งเดิมมีขอ้จ ากดั  
คือ แหล่งพนัธุกรรมของยนีตา้นทานไวรัสในพืชเองนั้นมีนอ้ยมากหรือไม่มีเลย และยนีตา้นทาน
ส่วนใหญ่มกัไม่แสดงออกในกรณีท่ีพืชถูกเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุรุนแรงเขา้ท าลาย (Khetarpal et  al., 
1998)  การปรับปรุงพนัธ์ุมะเขือเทศโดยใชเ้ทคนิคพนัธุวิศวกรรมมีการน ายนีหรือสารพนัธุกรรมท่ี
ไดจ้ากจีโนมของเช้ือไวรัสมาสร้างความตา้นทานใหแ้ก่พืช (pathogen-derived resistance) เช่น ยนี
โปรตีนห่อหุม้อนุภาค (coat protein) แซทเทลไลท ์อาร์เอ็นเอ (satellite RNA)  ยนีโปรตีนเคล่ือน 
ยา้ยอนุภาค (movement protein)  ยนีเรพลิเคส (replicase) หรือยีนอ่ืนๆ ของไวรัส เป็นตน้ (สุพฒัน์, 
2552; Walsh, 2000)   
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 ในประเทศไทยมีรายงานการปรับปรุงพนัธ์ุมะเขือเทศโดยใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมเพื่อ
สร้างมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมใหต้า้นทานต่อเช้ือ TYLCV  เป็นคร้ังแรกโดยใชโ้ปรตีนห่อหุม้
อนุภาค (สุพฒัน์ และคณะ, 2535)  พบการแสดงออกของยีนและสามารถถ่ายทอดสู่รุ่นลูกได ้
(Piamjit, 2000)  หรือการใชย้นีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (วรพงศ,์ 2547; ภทัรพร, 2549)  ท่ีสามารถ
ถ่ายทอดยนีไดถึ้งรุ่นท่ี 6 และตา้นทานต่อโรคไดดี้ (ทศพล, 2552)  ส าหรับเช้ือ CMV มีการถ่ายยนี  
เรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์เขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 (อญัจนา, 2544; วรพงศ,์ 2547)  สามารถ
ถ่ายทอดยนีสู่รุ่นลูกไดจ้นถึงรุ่นท่ี 3 และสามารถตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสไดดี้เช่นกนั 
(อญัญรัตน์, 2553)  
 
 แมว้า่การปรับปรุงพนัธ์ุโดยใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมจะมีประสิทธิภาพสูงในการ
ป้องกนัและควบคุมโรคไวรัส  แต่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีจะสามารถตา้นทานต่อเช้ือไวรัสเพียงชนิด
เดียวท่ีจ าเพาะต่อยนีนั้นๆ  (Yie and Tien, 1998)  ขณะท่ีในแปลงปลูกมกัพบการระบาดของเช้ือ
ไวรัสแตกต่างกนัไปตามแต่ละพื้นท่ี หรือมีการระบาดของเช้ือไวรัสมากกวา่หน่ึงชนิดข้ึนไป (mixed 
viral infection)  การใชพ้ืชตา้นทานไวรัสท่ีไดรั้บยนีมากกวา่หน่ึงยนีข้ึนไป (gene stacking) จะท าให้
พืชตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสมากชนิดข้ึน (Halpin, 2005)  
 
 การรวมยนี (gene stacking)  คือ การเพิ่มยนี (transgenes) ท่ีถ่ายใหก้บัพืชตั้งแต่สองยนีข้ึน
ไปเขา้สู่จีโนมของพืช เพื่อให้พืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดมี้การแสดงออกของหลายลกัษณะตามท่ี
ตอ้งการ  การรวมยนีถูกน าไปใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อเพิ่มผลผลิตใหสู้งข้ึน ควบคุมแมลง
ศตัรูพืช วชัพืช  และเช้ือสาเหตุโรคพืช รวมไปถึงเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพืชดว้ยการผลิตพืชใหมี้ยนี
ตา้นทานไวรัสมากกวา่หน่ึงยีนไดจ้าก  การผสมขา้มระหวา่งพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีแลว้  การถ่ายยนี
ซ ้ า (re-transformation)  หรือการถ่ายยนีท่ีมียนีมากกวา่หน่ึงยนีในคร้ังเดียว (co-transformation) 
(Francois et al., 2002; Taverniers et al., 2008; Douglas and Halpin, 2010) 

 
 การวจิยัคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาแนวทางการรวมยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทาน
โรคไวรัสในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ของไวรัสใบด่าง
แตงท่ีเกิดจากเช้ือ CMV (วรพงศ,์ 2547) และผา่นการประเมินความตา้นทานต่อเช้ือ CMV ในมะเขือ
เทศรุ่นท่ี  R1-R3 (อญัญรัตน์, 2553) โดยวธีิการผสมขา้มกบัมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนของโรคยอดไหมท่ี้เกิดจากเช้ือ CaCV 
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วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
  

 1.  ศึกษาแนวทางการรวมยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานโรคไวรัสในมะเขือเทศโดยวธีิการ
ผสมขา้มของมะเขือเทศสองสายพนัธ์ุจากรุ่นพอ่-แม่สู่มะเขือเทศรุ่นลูก 
 
 2.  ประเมินความตา้นทานของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการรวมยนีต่อโรคใบ
ด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ CMV และโรคยอดไหมท่ี้เกิดจากเช้ือ CaCV   
  
 3.  ประเมินผลของการรวมยนีท่ีมีต่อลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศเปรียบเทียบกบั 
มะเขือเทศท่ีไม่มียนีทั้งสอง 
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การตรวจเอกสาร  
 

ลกัษณะของมะเขือเทศ  
  
 มะเขือเทศ  เป็นพืชในวงศ ์ Solanaceae  มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Solanum  lycopersicon  เป็น     
พชืลม้ลุกอาย ุ1 ปี เติบโตเร็ว รากเป็นระบบรากแกว้ ล าตน้มีขนปกคลุม มีกล่ินเฉพาะตวั ใบหยกัเวา้
ลึกลกัษณะเป็นใบรวมประกอบดว้ยใบอ่อน 7-9 ใบ ดอกสีเหลือง รูปดาว ผลเป็นแบบเบอร์ร่ี  ผล
อาจมีรูปร่างกลมหรือรี สีเหลือง ส้ม หรือแดงซ่ึงเกิดจากเม็ดสีจ าพวก  lycopene และ carotene (ส่วน
วจิยัเกษตรกรรม ฝ่ายวชิาการ ธนาคารกสิกรไทย, 2531; สมภพ, 2530)  มะเขือเทศเป็นพืชท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึงของประเทศไทย แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ มะเขือเทศผลส่ง
โรงงานอุตสาหกรรม และมะเขือเทศผลรับประทานสด (ศุภลกัษณ์, 2536; กรุง, 2543)  พนัธ์ุมะเขือ
เทศผลส่งโรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่มกัจะเป็นพนัธ์ุท่ีสั่งเขา้มาจากต่างประเทศ ส่วนพนัธ์ุ
มะเขือเทศผลเล็ก สีชมพมูกันิยมในการบริโภคสด พนัธ์ุมะเขือเทศท่ีมีแพร่หลายท่ีเป็นชนิดผลเล็ก  
สีชมพ ูไดแ้ก่ พนัธ์ุสีดา สีดาทิพย ์ สีดาหา้งฉตัร  และสีดาหว้ยทราย เป็นตน้  
  
 ส าหรับมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพยน์ั้นเป็นมะเขือเทศท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุโดยศูนยว์ิจยั
และพฒันาพืชผกัเขตร้อนมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน ใหมี้ลกัษณะทนต่อ
อากาศร้อนในประเทศไทยเพื่อแกไ้ขปัญหาการไม่ติดผลของมะเขือเทศ  พนัธ์ุมะเขือเทศทนร้อนท่ีมี
ลกัษณะผลสีชมพคูลา้ยพนัธ์ุสีดามีทั้งพนัธ์ุแท ้คือ สีดาทิพย ์1, สีดาทิพย ์2, สีดาทิพย ์3, สีดาทิพย ์4 
และพนัธ์ุลูกผสมสีดาทิพย ์92  ซ่ึงมีลกัษณะประจ าพนัธ์ุแตกต่างกนั (มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์, 
2551) 
  
 มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 เป็นมะเขือเทศพนัธ์ุผสมเปิด ลกัษณะการเจริญเติบโตแบบก่ึง
เล้ือย ผลรูปไข่ สีชมพ ูผลไม่แตก ขนาดผลโดยเฉล่ียประมาณ  20-22 กรัม ทนอากาศร้อนไดดี้มาก 
ส าหรับมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  เป็นมะเขือเทศพนัธ์ุแทเ้ช่นกนั ลกัษณะการเจริญเติบโตแบบก่ึง
เล้ือย ผลรูปไข่ใหผ้ลขนาดใหญ่กวา่พนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และผลสวยกวา่พนัธ์ุสีดาทิพย ์2 สีชมพ ูขนาด
ผลโดยเฉล่ียประมาณ 25 กรัม ทนอากาศร้อนไดดี้กวา่พนัธ์ุสีดาทิพย ์2  (กรุง และคณะ, 2537)  
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โรคไวรัสทีส่ าคัญบางชนิดของมะเขือเทศ 
 
 การปลูกมะเขือเทศยงัคงพบปัญหาการรบกวนจากโรคและแมลงศตัรูมะเขือเทศ โดย 
เฉพาะโรคไวรัส  โรคมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสเป็นโรคท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อการปลูก
และการผลิตมะเขือเทศมากหากเปรียบเทียบกบัโรคท่ีเกิดจากเช้ือสาเหตุอ่ืนๆ  ทั้งน้ีเน่ืองจากมะเขือ
เทศเป็นพืชท่ีค่อนขา้งอ่อนแอ  ง่ายต่อการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสท่ีเขา้ท าลายพืชไดเ้กือบทุกชนิด 
(ศกัด์ิ, 2537)  โรคมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสป้องกนัและรักษาไดย้ากเน่ืองจากมีการถ่ายทอดของ
โรคผา่นแมลงพาหะ โรคไวรัสท่ีส าคญัของมะเขือเทศท่ีพบในประเทศไทย เช่น โรคใบหงิกเหลือง
ของมะเขือเทศท่ีเกิดจาก Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)  โรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบ
ด่างแตงท่ีเกิดจาก Cucumber mosaic virus (CMV) และโรคยอดไหมท่ี้เกิดจาก Tospovirus 
serogroup IV เป็นตน้ 
 
1.  โรคใบด่างเรียวเลก็หรือโรคใบด่างแตง 
  
 1.1  ลกัษณะอาการของโรค 
 
        โรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตงท่ีเกิดจาก Cucumber mosaic virus (CMV) เป็น 
โรคส าคญัของมะเขือเทศท่ีปลูกในเขตร้อนทัว่ไป  การเกิดโรคน้ีเกิดข้ึนกบัมะเขือเทศทุกระยะการ
เจริญเติบโตโดยเฉพาะระยะตน้กลา้ซ่ึงเป็นระยะท่ีอ่อนแอท่ีสุด (ศกัด์ิ, 2537)  มะเขือเทศท่ีปลูกเป็น
การคา้ทัว่ไปมกัถูก CMV เขา้ท าลาย โดยเฉพาะมะเขือเทศพนัธ์ุสีดา พนัธ์ุ L22 และพนัธ์ุวเีอฟ 145  
(ธีระ, 2532) 
  
         โรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตง ลกัษณะอาการท่ีพบโดยทัว่ไป มะเขือเทศจะ
แสดงอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัสีเขียวอ่อน ใบลดขนาดกวา่ปกติ  ถา้พืชแสดงอาการรุนแรงใบจะ
มีลกัษณะเรียวยาว เหลือแต่เส้นกลางใบท าใหมี้ลกัษณะคลา้ยเส้นดา้ยหรือเชือกผกูรองเทา้ (fern leaf 
หรือ shoe string) (ธีระ, 2532; ศุภลกัษณ์, 2536)  ส่วนในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 จะเกิดอาการ
ด่างท่ีใบยอดใบยอ่ยจะแสดงอาการลดรูปบิดเบ้ียวจนมีลกัษณะเรียวยาวเช่นกนั  ต่อมาตน้จะแคระ
แกร็นท าใหล้กัษณะของตน้เป็นพุม่เต้ีย (สุพฒัน์ และคณะ, 2548)  ในตน้แก่อาการจะไม่รุนแรงเท่าท่ี
เกิดในตน้อ่อนและตน้ท่ีอยูใ่นช่วงก าลงัเจริญเติบโต โดยตน้ท่ีแสดงอาการของโรคยงัคงออกดอก  
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แต่ช่อดอกมีขนาดเล็ก   กลีบดอกลดขนาดกวา่ปกติ นอกจากน้ียงัส่งผลใหผ้ลผลิตลดลงกวา่ปกติ 2.4 
ถึง 3.4 เท่าเม่ือคิดน ้าหนกัผลต่อตน้ (ศกัด์ิ, 2537; สุพฒัน์ และคณะ, 2548) 
 

 1.2  เช้ือไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตง 
  
         Cucumber mosaic virus (CMV)  จดัอยูใ่นวงศ ์ Bromoviridae  สกุล Cucumovirus   
เช้ือไวรัสชนิดน้ีมีพืชอาศยัท่ีกวา้งมาก พบวา่ มีพืชมากกวา่ 9 วงศ ์รวมกวา่ 800 ชนิดท่ีอ่อนแอต่อ  
เช้ือสาเหตุน้ี เช่น พืชในวงศ ์Amaranthaceae , Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, 
Leguminosae-Papilionoideae และ Solanaceae เป็นตน้ (plant  viruses online, 2008) อนุภาคไวรัส        
มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 29 นาโนเมตร รูปร่างทรงกลม ไม่มีเยือ่หุม้ (no envelope)  มีสาร
พนัธุกรรมเป็นแบบ single-stranded RNA สายบวก ขนาดจีโนมประมาณ 8,621 นิวคลีโอไทด ์  
ประกอบดว้ย 3 ส่วน  คือ ช้ินส่วน RNA 1 ขนาด 3,389 นิวคลีโอไทด ์ ช้ินส่วน RNA 2 ขนาด 3,035 
นิวคลีโอไทด ์และช้ิน ส่วน RNA 3 ขนาด  2,197 นิวคลีโอไทด ์นอกจากน้ียงัประกอบดว้ย 
subgenomic RNA ไดแ้ก่ RNA 4 และ RNA 4A  จีโนมไวรัสสามารถแปลรหสัใหท้ั้งโปรตีน
โครงสร้างท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างโปรตีนหุม้อนุภาคและโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนท่ีกบั
โปรตีนท่ีไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง (Brunt et al., 1990; International Committee on Taxonomy of 
Viruses, 2008)  ช้ินส่วน RNA1  แปลรหสัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอนไซมเ์รพลิเคส  ช้ินส่วน RNA2 
แปลรหสัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอนไซมเ์รพลิเคสและโปรตีน 2b ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของ 
subgenomic RNA 4A และกระบวนการยบัย ั้งการเกิด gene silencing ของพืช และช้ินส่วน RNA3 
แปลรหสัโปรตีน 3a ท่ีเก่ียวขอ้งการเคล่ือนท่ีและโปรตีนหุ้มอนุภาค (coat protein) รวมถึงการ
แสดงออกของ subgenomic RNA 4  (Brunt et al., 1990; Brunt et al., 1996; Morroni et al.,2008) 
นอกจากน้ีจากการศึกษาโดยอาศยัความรู้ดา้นชีววทิยา ซีร่ัมวทิยา และคุณสมบติัดา้นชีวโมเลกุล 
สามารถแบ่ง CMV ออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ subgroup I และ subgroup II (Morroni et al., 2008) 
 
        CMV สามารถถ่ายทอดโรคไดด้ว้ยวธีิกลหรือการสัมผสั  เมล็ดพนัธ์ุ และแมลงพาหะ      
ในวงศ ์ Aphididae  มากกวา่ 60 ซบัสปีชีส์  รวมไปถึง เพล้ียอ่อน (Myzus persicae) และเพล้ียอ่อน
ถัว่ (Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora) โดยความสัมพนัธ์ของเช้ือกบัแมลงพาหะเป็นแบบ 
non-persistent (ธีระ, 2532; Brunt et al., 1996) 
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2.  โรคยอดไหม้  
 
 2.1  ลกัษณะอาการของโรค 
  
        โรคยอดไหมท่ี้เกิดจากเช้ือทอสโพไวรัสเป็นสาเหตุโรคพืชท่ีส าคญักลุ่มหน่ึงซ่ึงสร้าง
ความเสียหายอยา่งมากต่อผลผลิตพืชหลายชนิด เช้ือไวรัสกลุ่มน้ีมีพืชอาศยัท่ีค่อนขา้งกวา้งและส่วน
ใหญ่เป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ ในปัจจุบนัเช้ือทอสโพไวรัสส่วนใหญ่ท่ีพบในประเทศ
ไทยจดัอยูใ่น  serogroup IV  โดยเช้ือ Capsicum chlorosis virus (CaCV) พบทั้งในพริก มะเขือเทศ 
และถัว่ลิสง (สุรศกัด์ิ, 2550) 
 
        มะเขือเทศท่ีเป็นโรคจะแสดงอาการทั้งท่ีใบและช่วงท่ีดอกบานรวมทั้งท าใหใ้บและ
ดอกเจริญผดิรูปร่างไป พืชจะแสดงอาการไหม ้(necrosis) ใบซีดเหลือง (chlorosis) หรือเห่ียว 
(wilting)    อาการท่ีเกิดบนใบพืชสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ใบพืชแสดงอาการใบไหม ้
(necrosis) ใบซีดเหลือง (chlorosis) และจุดแผล (local lesion)  เส้นใบใส (vein clearing) นอกจากน้ี
ยงัแสดงอาการใบด่าง (mosaic หรือ mottle) เส้นสีซีดหรือสีน ้าตาลเฉพาะบริเวณ (streak) หรือเป็น
วงซอ้นกนั (ring spot)  ดอกจะแสดงอาการสีดอกไม่สม ่าเสมอ (color breaking) และสีดอกเปล่ียนสี
ไป (ICTV, 2008)  จากการศึกษาความหลากหลายของเช้ือทอสโพไวรัสในประเทศไทยพบเช้ือ  
tospovirus serogroup IV  จ าแนกได ้3 สปีชีส์ดว้ยกนั ไดแ้ก่  Tomato necrotic spot virus (TNSV), 
Watermelon  silver mottle virus (WSMoV) และ Capsicum chlorosis virus (CaCV) (พิสสวรรณ 
และคณะ, 2549)  โดยในปัจจุบนัพบเช้ือทอสโพไวรัสใหม่ในประเทศไทยอีกหน่ึงสปีชีส์  คือ เช้ือ 
Tomato necrotic ringspot virus (TNRV) (Seepiban et al., 2011)  ส าหรับเช้ือ Capsicum chlorosis 
virus (CaCV) ท่ีเขา้ท าลายมะเขือเทศจะแสดงอาการใบจุดวงแหวนสีซีดหรือเป็นจุดสีน ้ าตาล ใบ
ไหม ้ ส่วนยอดพบแผลสีน ้าตาล  และแคระแกร็น  ผลเป็นจุดสีซีด หรือมีบริเวณสีแดงหรือเขียวลอ้ม 
รอบดว้ยวงแหวนสีเหลือง มีแผลเป็นจ ้าสีน ้าตาลหรือมีลกัษณะเป็นวงซอ้นกนั (Green and Kim, 
1991) 

 
2.2  เช้ือไวรัสสาเหตุโรคยอดไหม ้
 
        Capsicum chlorosis virus (CaCV)  จดัอยูใ่นวงศ ์Bunyaviridae  สกุล  Tospovirus 
อนุภาคไวรัสมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 80-110 นาโนเมตร รูปร่างทรงกลม มีเยือ่หุม้ (envelope) 
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สารพนัธุกรรมเป็นแบบ  tripartite single-stranded RNA (L, M และ S RNAs) ชนิดสายลบ (Chen et 
al., 2007)   L RNA มีขนาด 8,912 นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัใหโ้ปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอนไซม ์RNA-
dependent RNA-polymerase (2,877 amino acid)  M RNA มีขนาด 4,823 นิวคลีโอไทด ์
ประกอบดว้ย open reading frames 2 ส่วน  แปลรหสัให้โปรตีนท่ีไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง (NSm) 
(308 aa) และ viral glycoprotein precursors (Gn/Gc) (1,121 aa)  ถูกแยกดว้ยส่วนท่ีไม่ใช่ยนีขนาด  
433  นิวคลีโอไทด ์  และ S RNA มีขนาด 3,477 นิวคลีโอไทด ์ประกอบดว้ย open reading frames  2  
ส่วน  แปลรหสัใหโ้ปรตีนท่ีไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง (NSm) (439 aa) และ Nucleocapsid (N) 
protein (275 aa)  ถูกแยกดว้ยส่วนท่ีไม่ใช่ยนีขนาด 1,202 นิวคลีโอไทด์ (Knierim et al., 2006)  
  
        ทอสโพไวรัสสามารถสามารถถ่ายทอดโรคไดด้ว้ยวธีิกลโดยการปลูกเช้ือ (inoculation) 
แต่จะไม่ถ่ายทอดจาการสัมผสักนัระหวา่งพืช  ผา่นเมล็ด  และผา่นละอองเกสรตวัผู ้(Brunt et al., 
1990)  นอกจากน้ียงัสามารถถ่ายทอดโรคผา่นแมลงพาหะในออเดอร์  Thysanoptera วงศ ์ Thripidae 
ไดแ้ก่ สกุล Thrips, Frankliniella, Scirtothrips และสปีชีส์ Ceratotripoides  ส าหรับเช้ือ CaCV 
พบวา่ Thrips palmi, Frankliniella schultzei และ Frankliniella occidentalis เป็นแมลงพาหะของ
เช้ือไวรัสชนิดน้ีในแปลงปลูกของเกษตรกรในประเทศออสเตรเลีย (Jones, 2005)  แต่ในประเทศ
ไทยพบวา่เช้ือ CaCV  ถ่ายทอดโรคผา่นเพล้ียไฟ Ceratotripoides claratris ในมะเขือเทศ (Knierim 
et al., 2006; Premachandra et al., 2005)  
 
การควบคุมและป้องกนัก าจัดโรคไวรัส 
 
 การควบคุมโรคไวรัสพืชมีความแตกต่างจากโรคพืชซ่ึงเกิดจากเช้ือชนิดอ่ืนๆ หลายประการ 
เช่น ไม่สามารถท าลายเช้ือไวรัสท่ีอยูใ่นตน้พืชไดโ้ดยตรง  โดยเฉพาะการใชส้ารเคมีจดัเป็นสาเหตุ
ส าคญัท่ีท าใหไ้ม่ประสบความส าเร็จในการควบคุมโรคไวรัส ในปัจจุบนัการฉีดพน่ยาฆ่าแมลง
พาหะมกัจะไดรั้บการต่อตา้นจากผูบ้ริโภคซ่ึงมีความตอ้งการสินคา้เกษตรท่ีปลอดภยั ปราศจาก
สารพิษตกคา้ง หรือการปนเป้ือนของสารเคมี อีกทั้งยงัเป็นการเพิ่มตน้ทุนการผลิต และลด
ความสามารถในการแข่งขนักบัผูค้า้รายอ่ืนๆ ปัจจยัเหล่าน้ีลว้นส่งผลใหมี้การปรับปรุงและพฒันา
วธีิการควบคุมโรคไวรัสพืชใหมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน โดยการป้องกนัก าจดัโรคไวรัสมีหลกัท่ี
ส าคญั  3  ประการ ไดแ้ก่ การใชพ้ืชหรือท่อนพนัธ์ุพืชท่ีปราศจากเช้ือไวรัส การป้องกนัการแพร่
ระบาดของไวรัส และการใชพ้นัธ์ุพืชท่ีตา้นทานต่อเช้ือไวรัส  (สุพฒัน์, 2552) 
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 การป้องกนัโรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ CMV  ไม่ใหแ้พร่ระบาด
ในแปลงปลูกมะเขือเทศนั้นในอดีตท าไดโ้ดยการท าลายตน้ท่ีเป็นโรคทิ้ง (ศกัด์ิ, 2537) ก าจดัวชัพืชท่ี
เป็นพืชอาศยัทั้งในและนอกแปลงปลูก หรือปลูกมะเขือเทศใหห่้างจากพืชอาศยัชนิดอ่ืน เช่น พริก  
หรือพืชตระกลูแตง เป็นตน้ (ศุภลกัษณ์, 2536)  การฉีดพน่สารเคมีก าจดัเพล้ียอ่อนท่ีเป็นแมลงพาหะ
สามารถควบคุมการแพร่ระบาดของโรคไดร้ะดบัหน่ึง แต่มกัไม่ประสบความส าเร็จเท่าท่ีควรเน่ือง 
จากควบคุมไดเ้ฉพาะแมลงพาหะท่ีอยูใ่นแปลงปลูกเท่านั้น และไม่สามารถป้องกนัการถ่ายทอด
ไวรัสในลกัษณะ stylet borne ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  การควบคุมการแพร่ระบาดของโรคดว้ยวธีิ 
cross protection สามารถควบคุมการแพร่ระบาดของโรคได ้แต่มีขอ้จ ากดัในการใชอ้ยูม่าก 
 
 การป้องกนัโรคจากการเขา้ท าลายของเช้ือทอสโพไวรัสสามารถท าไดโ้ดยการควบคุมเพล้ีย
ไฟซ่ึงเป็นแมลงพาหะ การก าจดัพืชอาศยัอ่ืนๆ เช่น หญา้ หรือวชัพืช ภายในแปลงปลูกรวมถึงการ
เขตกรรม  การท าระบบการจดัการแบบผสมผสานวธีิการเหล่าน้ีจะสามารถควบคุมการแพร่ระบาด
ของโรคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีการใชพ้นัธ์ุพืชตา้นทานทั้งจากพืชท่ีไดรั้บการปรับปรุง
พนัธ์ุแบบดั้งเดิม (conventional breeding) และพืชท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุโดยเทคนิคทางพนัธุ
วศิวกรรม (transgenic resistance) ร่วมกนัก็สามารถป้องกนัการเกิดโรคได ้(Adkins et al., 2005) 
  
 การใชพ้นัธ์ุพืชตา้นทานไวรัสท่ีไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุ (crop improvement) เป็นวธีิการ
หน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสพืช  อีกทั้งยงัเป็นวธีิการท่ีมีขอ้
ไดเ้ปรียบหลายประการ เช่น เกษตรกรสามารถเลือกพนัธ์ุท่ีตา้นทานต่อเช้ือไวรัสพืชชนิดหน่ึงๆ ท่ี
ระบาดในพื้นท่ีนั้นๆ ได ้ไม่จ  าเป็นตอ้งใชส้ารเคมีปริมาณมากในการควบคุมแมลงพาหะ ปลอดภยั
ต่อสภาพแวดลอ้ม เป็นตน้ (Khetarpal et  al., 1998)  
 
 การปรับปรุงพนัธ์ุพืชตา้นทานไวรัสในปัจจุบนัไดท้ั้งจากการปรับปรุงพนัธ์ุแบบดั้งเดิม 
(conventional breeding) และการปรับปรุงพนัธ์ุโดยเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม (genetic 
engineering) อยา่งไรก็ดีการปรับปรุงพนัธ์ุพืชตา้นทานไวรัสแบบดั้งเดิมนั้นมีขอ้จ ากดั คือ แหล่ง
พนัธุกรรมของยีนตา้นทานไวรัสของพืชเองมีนอ้ยมากหรือไม่มีเลย และยนีตา้นทานส่วนใหญ่มกั
ไม่แสดงออกในกรณีท่ีพืชถูกเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุรุนแรงเขา้ท าลาย (Khetarpal et  al., 1998) แต่ดว้ย
ความกา้วหนา้ดา้นชีววทิยาโมเลกุล (molecular biology) ท าใหก้ารปรับปรุงพนัธ์ุโดยเทคนิคทาง
พนัธุวศิวกรรมสามารถหลีกเล่ียงขอ้จ ากดัเหล่าน้ีได ้
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การถ่ายยนีให้กบัมะเขือเทศเพือ่สร้างความต้านทานต่อเช้ือไวรัส 
 
 การถ่ายยนี (transformation) ตา้นทานไวรัสใหก้บัพืชสามารถท าไดท้ั้งการถ่ายยนีเขา้สู่พืช
โดยตรงดว้ยการใชเ้คร่ืองยงิอนุภาค (biolistic หรือ particle bombardment) และทางออ้มโดยการใช้
เช้ือ Agrobacterium (Agrobacterium-mediated gene transfer)  ดว้ยการใช ้ Ti plasmid  ซ่ึงมีอยูใ่น
เช้ือ Agrobacterium  (Slater et al., 2003)  ส าหรับยนีตา้นทานไวรัสส่วนใหญ่มาจากสารพนัธุกรรม
ของไวรัสอาจไดจ้าก satellite RNA ของไวรัส หรือ coat protein ของไวรัส (Chawla, 2002) อยา่งไร
ก็ดีจากการศึกษาพบวา่ การใชย้นีห่อหุม้อนุภาค  (coat protein)  ป้องกนัการเขา้ท าลายของไวรัสได้
ดีกวา่การใชย้นี satellite RNA (Baulcombe et al., 1987)  การถ่ายยนี coat protein ของไวรัสเขา้สู่พืช
ถูกรายงานคร้ังแรกในปี 1985 โดย  Beven และคณะ ท าการถ่ายยนีเขา้สู่ตน้ยาสูบเป็นพืชชนิดแรก 
และในปี 2532  พบวา่มีการถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาค (coat protein) ท่ีไดจ้าก Tomato yellow leaf curl 
virus ใหก้บัมะเขือเทศเพื่อให้ตา้นทานต่อโรคใบหงิกเหลืองเป็นคร้ังแรกในประเทศไทย (สุพฒัน์ 
และคณะ, 2535) 
  
 อญัจนา (2544) ท าการถ่ายยนีเขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุการคา้ 2 พนัธ์ุ คือ สีดาทิพย ์3 และวเีอฟ  
134-1-2  ดว้ยการใชเ้ช้ือ Agrobacterium  สายพนัธ์ุ AGL 1 คดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุมะเขือเทศให้
มีความตา้นทานต่อไวรัส โดยใชย้นีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (defective replicase gene, rep gene) ของ 
Cucumber mosaic virus (CMV) เป็นกลไกในการสร้างความตา้นทานโรคใบด่างท่ีเกิดจาก CMV 
พบวา่ ไม่สามารถเพาะเล้ียงช้ินส่วนใบมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์ 3 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีแลว้ในอาหาร
คดัเลือกได ้ จากการตรวจสอบยนี rep ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction และ Southern 
hybridization ในโครโมโซมของมะเขือเทศพนัธ์ุวเีอฟ 134-1-2  ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี แสดงใหเ้ห็นวา่
มียนี rep จ านวน 1-2 ชุดในโครโมโซมของมะเขือเทศจ าลองพนัธ์ุ  line ต่างๆ ท าการทดสอบความ
ตา้นทานโรคโดยการปลูกเช้ือ CMV  ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ การถ่ายยนี rep เขา้สู่มะเขือเทศ
สามารถปรับปรุงพนัธ์ุวีเอฟ 134-1-2 ใหต้า้นทานต่อ CMV ได ้
  
 Numome et al. (2002) ท าการถ่ายยนีเรพลิเคสบนช้ินส่วน RNA 2 ท่ีถูกตดัใหส้ั้นลงจากเช้ือ 
Cucumber mosaic virus (CMV)  สายพนัธ์ุ GT กลุ่มยอ่ยท่ี II  โดยยนีเรพลิเคสน้ีจะไม่มีส่วนบริเวณ   
C-terminal ซ่ึงประกอบไปดว้ยชุดกรดอะมิโน GDD และ NTP  ท่ีเก่ียวขอ้งกบัต าแหน่งจดจ าและ
กระตุน้การท างานของ RNA-dependent RNA polymerase  ถ่ายยนีโดยใชเ้ช้ือ Agrobacterium 
tumefaciens  คดัเลือกมะเขือเทศท่ีไดรั้บยนีจ านวน 137 สายพนัธ์ุ แต่ละสายพนัธ์ุน าไปประเมิน



 

 

 

11 

ความตา้นทานต่อเช้ือ CMV  พบวา่ ประมาณ 10% ของมะเขือเทศท่ีคดัเลือกไวมี้ความตา้นทานสูง 
ในขณะท่ีอีก 90%ท่ีเหลือมีความตา้นทานปานกลางและอ่อนแอต่อโรค คดัเลือก 15 สายพนัธ์ุท่ีมี
ความตา้นทานสูงน ามาทดสอบการเพิ่มปริมาณของเช้ือ CMV พบมะเขือเทศท่ีไม่แสดงอาการของ
โรคทั้งในใบท่ีท าการปลูกเช้ือ และใบใหม่ท่ีเกิดข้ึน จ านวน 3 สายพนัธ์ุ ท าการตรวจสอบยนีและ
ประเมินความตา้นทานต่อในรุ่น T1 ต่อ ไดม้ะเขือเทศท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CMV หลายสายพนัธ์ุซ่ึง
สามารถน ามาใชใ้นการปรับปรุงสายพนัธ์ุมะเขือใหต้า้นทานต่อเช้ือ CMV ไดใ้นอนาคต 
 
 De Haan et al. (1996)  ท าการถ่ายยนีนิวคลีโอโปรตีน (Nucleoprotein gene)  ท่ีไดจ้ากเช้ือ 
Tomato spotted wilt virus (TSWV)  ลงในมะเขือเทศสายพนัธ์ุ ATV847  พบวา่มะเขือเทศท่ีไดรั้บ
การถ่ายยนี 45% มีการแสดงออกของยีนนิวคลีโอโปรตีนซ่ึงไดรั้บการทดสอบดว้ยวธีิ ELISA และ 
Western blot analysis จากนั้นหาจ านวนชุดของโครโมโซมดว้ย flow cytometry โดยมะเขือเทศท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนีกวา่ 60% มีชุดโครโมโซมเป็น diploid เม่ือน ามาผสมตวัเองแลว้จึงน ารุ่นลูกท่ีได ้
(S1) มาทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ TSWV และตรวจสอบจ านวนชุดของยนีโดยวธีี Southern blot 
analysis น ามาผสมตวัเองอีกคร้ังแลว้น ารุ่นลูก (S2) ท่ีพบจ านวนชุดของยนีนอ้ยมาผสมขา้มกบั
มะเขือเทศสายพนัธ์ุอ่ืนเพื่อใหไ้ดม้ะเขือเทศลูกผสมเพื่อรับประทานผลสด รวมไปถึงผสมตวัเอง
เพื่อใหไ้ดรุ่้นลูกท่ีมีความน่ิงของสายพนัธ์ุ (S3) น าทั้งลูกผสมและรุ่นลูก (S3) ท่ีไดไ้ปทดสอบความ
ตา้นทานอีกคร้ัง พบมะเขือเทศรุ่นลูกท่ีตา้นทานต่อเช้ือ TSWV ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ โดยมีจ านวนชุด
ของยนีเพียง 2 ชุดเท่านั้น (สายพนัธ์ุ 815 และ 888) ในขณะท่ีมะเขือเทศลูกผสมมีความตา้นทานใน
ระดบัปานกลาง คดัเลือกมะเขือเทศลูกผสม 6 สายพนัธ์ุ มาทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ TSWV ใน
ระดบัแปลงปลูก พบวา่ลูกผสมท่ีไดจ้ากสายพนัธ์ุ 815 และ 888 นั้นมีความตา้นทานในระดบัสูง 
ในขณะท่ีลูกผสมอ่ืนๆมีความตา้นทานในระดบัปานกลางเท่านั้น จากผลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ยนีนิ
วคลีโอโปรตีนสามารถน ามาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุมะเขือเทศใหต้า้นทานต่อเช้ือ TSWV ได ้
 
 Fedorowicz et al. (2005)  ท าการถ่ายยนีนิวคลีโอโปรตีน (Nucleoprotein gene) ท่ีไดจ้าก
เช้ือ Tomato spotted wilt virus (TSWV) ลงในมะเขือเทศและยาสูบดว้ยการใชเ้ช้ือ Agrobacterium 
สายพนัธ์ุ GV3101:MP90 ตรวจสอบช้ินส่วนยนีในมะเขือเทศทั้ง 12 ตน้ และยาสูบ 141 ตน้ ท่ีไดรั้บ
การถ่ายยนีดว้ย Southern blot analysis พบมะเขือเทศ 8 ตน้ และยาสูบ 103 ตน้ ท่ีมีการแทรกของยนี
แบบถูกทิศทาง เก็บเมล็ดรุ่น R1 และ R2 ท่ีไดน้ ามาทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ TSWV 2  สายพนัธ์ุ 
พบทั้งพืชท่ีแสดงความตา้นทานสูงไม่พบอาการของโรคเลย แสดงอาการเฉพาะจุด แสดงอาการใน
ช่วงแรกแลว้กลบัไปเป็นปกติ แสดงอาการล่าชา้ และแสดงอาการของโรคอยา่งชดัเจน  น าตน้พืช
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ส่วนหน่ึงมาทดสอบการแสดงออกของยีนในระดบั RNA และโปรตีนดว้ยเทคนิค Northern blot 
analysis และ Double-antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) พบทั้งท่ีไม่มีการแสดงออกใน
ระดบั RNA และโปรตีน และมีการแสดงออกทั้งในระดบั RNA และโปรตีน ในตน้พืชท่ีแสดง
ลกัษณะตา้นทานท่ีแตกต่างกนั โดยคาดวา่ความตา้นทานท่ีไดเ้กิดจากทั้งความตา้นทานท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัโปรตีน (protein-mediated resistance) และความตา้นทานท่ีเก่ียวขอ้งกบั RNA (post-
transcriptional gene silencing) 
 
การผลติพชืดัดแปลงพนัธุกรรมต้านทานโรคไวรัสโดยวธีิการรวมยีน 
  
 แมว้า่การปรับปรุงพนัธ์ุโดยใชเ้ทคนิคพนัธุวศิวกรรมจะมีประสิทธิภาพสูงในการป้องกนั
และควบคุมโรคไวรัส แต่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเพียงยนีเดียวจะสามารถตา้นทานต่อเช้ือไวรัสเพียง
หน่ึงชนิดท่ีจ าเพาะต่อยนีนั้น (Yie and Tien, 1998)  ในขณะท่ีในสภาพแปลงปลูกจริงมกัพบการ
ระบาดของเช้ือไวรัสแตกต่างกนัไปตามแต่ละพื้นท่ี  หรือในพื้นท่ีนั้นอาจพบการระบาดของเช้ือ
ไวรัสมากกวา่หน่ึงชนิดข้ึนไป (mixed viral infection) การใชพ้ืชตา้นทานไวรัสท่ีไดรั้บยนีมากกวา่
หน่ึงยนี (gene stacking หรือ gene pyramiding)  ท าใหพ้ืชมีโอกาสตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของ
ไวรัสมากกวา่หน่ึงชนิด การผลิตพืชใหมี้ยนีตา้นทานไวรัสมากกวา่หน่ึงยนีอาจท าไดจ้ากการผสม
ขา้มระหวา่งพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีแลว้ การถ่ายยนีซ ้ า (re-transformation) ในพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี
แลว้ หรือการถ่ายยนีท่ีมียนีมากกวา่หน่ึงยนีในคร้ังเดียว (co-transformation) (Francois et al., 2002; 
Halpin, 2005) 
 
 การรวมยนี (gene stacking)  คือ การเพิ่มยนี (transgenes) ตั้งแต่สองยนีข้ึนไป เขา้สู่สาร
พนัธุกรรมหรือจีโนมของพืชดดัแปลงพนัธุกรรม (Transgenic plant หรือ Genetically modified 
plant) เพื่อใหพ้ืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดมี้การแสดงออกของหลายลกัษณะตามท่ีตอ้งการ  โดย
ความหมายแลว้คลา้ยกบัการรวบรวมยนี “gene pyramiding” ท่ีถูกน าไปใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุโดย
วธีิดั้งเดิมช่วยใหพ้ืชมีลกัษณะพิเศษเพิ่มข้ึน เช่น ตา้นทานแมลงศตัรูพืช  เช้ือสาเหตุโรคพืช วชัพืช 
และการเพิ่มผลผลิตใหสู้งข้ึน รวมไปถึงการควบคุมลกัษณะใดลกัษณะหน่ึงแต่มีหลายกลไกหรือ
หลายยนีท่ีเก่ียวขอ้ง (Douglas and Halpin, 2010) 
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 วรพงศ ์(2547)  ท าการถ่ายยนีเขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3   เพื่อสร้างความตา้นทานต่อ 
ไวรัส 2 ชนิด คือ ยนีเรพลิเคส (replicase gene) ท่ีควบคุมการจ าลองตวัของจีโนมไวรัสใบหงิก
เหลืองมะเขือเทศ (TYLCV) และยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ของไวรัสใบด่างแตง (CMV) โดยการใช้
เช้ือ Agrobacterium  สายพนัธ์ุ AGL1 ท่ีบรรจุพลาสมิดพาหะส าหรับถ่ายยนีเรพลิเคสของไวรัสแต่
ละชนิดและน ามาถ่ายยนีพร้อมกนัในคราวเดียว ตรวจสอบมะเขือเทศรุ่น R0 ดว้ยเทคนิค PCR พบ
ยนีเรพลิเคสของ TYLCV และ CMV ในมะเขือเทศตน้เดียวกนัในอตัรา 32.26% ของมะเขือเทศ
ทั้งหมดท่ีไดรั้บการถ่ายยนี พบยนีเรพลิเคสของ TYLCV ชนิดเดียว 3.22% และพบยนีเรพลิเคสของ 
CMV ชนิดเดียว 16.13% เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค Southern hybridization พบวา่มียนีเรพลิเคสของ 
CMV เช่ือมต่อในโครโมโซมมะเขือเทศจ านวน 2 ชุด ตรวจพบยนีเรพลิเคสของ TYLCV และ CMV 
ในมะเขือเทศรุ่น R1  line 9 และ 11 ดว้ยเทคนิค PCR ในอตัรา 13.3% และ 16.6% ของตน้มะเขือเทศ
ท่ีน ามาทดสอบ แสดงให้เห็นวา่สามารถถ่ายยนี 2 ยนีเขา้สู่โครโมโซมของมะเขือเทศในคราวเดียว 
กนัไดเ้ป็นผลส าเร็จ  ยนีทั้งสองสามารถด ารงอยูแ่ละถ่ายทอดจากมะเขือเทศรุ่น  R0 ไปสู่รุ่น R1 ได ้
 
 Tricoll et al. (1995)  ท าการถ่ายยนีเขา้สู่สควอช (squash) ดว้ยการใชเ้ช้ือ  Agrobacterium 
ถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาค (coat protein) ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic 
virus 2 (WMV 2) หรือ Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)  แลว้ทดสอบความตา้นทานโรคใน
สภาพแปลงปลูก พบวา่ พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีส่วนใหญ่ไม่แสดงอาการของโรค บางส่วนแสดง
อาการเพียงเล็กนอ้ย มีเพียงส่วนนอ้ยท่ีไม่แสดงลกัษณะตา้นทาน พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเพียงยนีเดียว 
จ านวน 40-95% ของพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีทั้งหมดแสดงลกัษณะตา้นทาน  แต่พืชท่ีไดรั้บการถ่าย
ยนีจ านวน 2 ยนี แสดงลกัษณะตา้นทานในสควอช   line  ZW-20 และพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีทั้ง 3 
ยนี แสดงลกัษณะตา้นทานต่อไวรัสทั้งสามชนิดในสควอช  line CZW-3  ซ่ึงทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถ
น ามาพฒันาเพื่อผลิตพืชตา้นทานไวรัสหลายชนิดในเชิงการคา้ได้ 
  
 Gonsalves et al. (1996)  ท าการถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาค (nucleocapsid protein) ท่ีไดจ้ากเช้ือ 
Tomato spotted wilt virus (TSWV-BL) สายพนัธ์ุท่ีพบในผกักาดหอมลงในมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อเช้ือ Tobacco mosaic virus (TMV)  สายพนัธ์ุ Geneva 80 ดว้ยการใชเ้ช้ือ 
Agrobacterium tumefaciens   ผสมตวัเองในรุ่น R0  แลว้น าเมล็ดท่ีไดไ้ปเพาะเพื่อท าการทดสอบ
ความตา้นทานต่อเช้ือ TSWV-BL พบวา่มะเขือเทศ  line T13-1 ตา้นทานต่อเช้ือ TSWV-BL ทั้งหมด 
(100%) ผสมตวัเองอีกคร้ังและน ามะเขือเทศรุ่นลูกท่ีไดไ้ปทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ TSWV-BL 
พร้อมกบั เช้ือทอสโพไวรัสสายพนัธ์ุ TSWV-91 และ GRSV-BR พบวา่ มะเขือเทศรุ่น R2 ท่ีไดย้งัคง
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ตา้นทานต่อเช้ือ TSWV-BL ทั้งหมด  ตา้นทานต่อเช้ือทอสโพไวรัสสายพนัธ์ุ TSWV-91 และ 
GRSV-BR คิดเป็น 84% และ 52%  คดัเลือกมะเขือเทศรุ่น R2 ท่ีไดจ้ากตน้ท่ีตา้นทานต่อเช้ือ TSWV-
BL ไปผสมขา้มกบัมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาค (coat protein) ท่ี
ไดจ้ากเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV-China) โดยรุ่นลูกท่ีไดต้า้นทานทั้งต่อเช้ือ TSWV-BL 
และ CMV-China  
 
 Scorza et al. (1998) ท าการศึกษาการถ่ายทอดของยนีห่อหุ้มอนุภาค  (coat protein) ในตน้
พลมัดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากการผสมขา้มใหต้า้นทานต่อเช้ือ Plum pox virus (PPV) ซ่ึงเป็น
สาเหตุท่ีท าใหเ้กิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอยา่งมากในทวปียโุรป ผสมพลมัดดัแปลงพนัธุกรรมท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาคท่ีไดจ้ากเช้ือ  Plum pox virus (PPV)  กบัตน้พลมัดดัแปลงพนัธุกรรม
ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีห่อหุม้อนุภาคท่ีไดจ้ากเช้ือ Papaya ring spot virus (PRSV) ตรวจสอบยนีดว้ย
เทคนิค PCR  ปลูกเช้ือ PPV โดยวธีิต่อยอดกบัตน้ตอท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ PRSV  ดว้ยเพล้ียอ่อน
แมลงพาหะ และวดัผลการเขา้ท าลายของเช้ือดว้ยเทคนิค ELISA  จากผลท่ีได ้ลูกผสมท่ีไดท้ั้ง 7 ตน้
นั้น มีอยา่งละ 2 ตน้ท่ีมียนี PPV-CP และ PRV-CP เพียงยนีเดียว อีก 3 ตน้ท่ีเหลือนั้นตรวจพบทั้ง
สองยนี และเม่ือตรวจสอบความตา้นทานต่อเช้ือ PPV แลว้ พบวา่ ตน้พลมัท่ีมียนี PPV-CP เท่านั้นท่ี
ตา้นทานต่อเช้ือ PPV  ทั้งจากพลมัลูกผสมดดัแปลงพนัธุกรรม และพลมัท่ีไดจ้าการผสมตวัเองเพื่อ
ใชเ้ป็นตวัอยา่งควบคุม  จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ ยนี PPV-CP จากพลมัดดัแปลง
พนัธุกรรมสามารถถ่ายทอดสู่รุ่นลูกโดยการผสมขา้มไดโ้ดยบางตน้พบไดท้ั้งสองยนี อีกทั้งสามารถ
ถ่ายทอดความตา้นทานสู่ตน้ลูกไดโ้ดยจ านวนยนีในตน้พลมันั้นไม่มีผลต่อความตา้นทานท่ีเกิดข้ึน 
  
 Yie  and Tien (1998) ทดสอบการควบคุมโรคไวรัสภายใตส้ภาพแปลงปลูกของพืชท่ีไดรั้บ
การถ่ายยนีมากกวา่หน่ึงยนีข้ึนไป  คือ ยนีห่อหุม้อนุภาค  (coat protein)  และ satellite RNA ของเช้ือ 
Cucumber mosaic virus (CMV)  กบัยนีห่อหุม้อนุภาคของเช้ือ Potato virus Y (PVY) หรือยีน 54K  
ของเช้ือ Tobacco mosaic virus (TMV)  ท าการสร้างสายพนัธ์ุแทเ้พื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในการผลิต
พืช น าพืชท่ีไดไ้ปทดสอบความตา้นทานโรค พบวา่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี CMV CP, CMV Sat 
RNA และ PVY CP   กบัพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี CMV CP, CMV Sat RNA และ TMV 54K  ใหผ้ล
การทดลองเหมือนกนั คือ ตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของไวรัสหลายชนิด (mixed viral infection) 
ในระดบัสูง ในขณะท่ีพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี PVY CP หรือ TMV 54K เพียงยนีเดียวอ่อนแอต่อการ
เขา้ท าลายของไวรัสหลายชนิดพร้อมกนั 
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 ผลการศึกษาดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นถึงความส าเร็จในการรวมทรานส์ยนีแบบยนีเดียว 
(combining individual transgenes) เขา้สู่ตน้พืชตน้เดียวกนั โดยสามารถรวมทรานส์ยนีไดด้ว้ย
วธีิการผสมขา้ม (cross-breeding) ในพืชหลายชนิดรวมไปถึงมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม นบั 
เป็นแนวทางในการรวมยนีตา้นทานโรคไวรัสของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมในการทดลองน้ี 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1.  มะเขือเทศรวมยนีดัดแปลงพนัธุกรรมทีต้่านทานต่อโรคใบด่างเรียวเลก็ทีเ่กดิจากเช้ือ  CMV   
     และโรคยอดไหม้ที่เกดิจากเช้ือ CaCV 
 
 1.1  มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
         มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีน ามาใชใ้นการทดลองประกอบดว้ยมะเขือเทศพนัธ์ุ      
สีดาทิพย ์3 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (rep gene) ของไวรัสใบด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ 
CMV  และไดรั้บการประเมินความตา้นทานต่อเช้ือ CMV (วรพงศ,์ 2547; อญัญรัตน์, 2553) และ 
มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน (N gene) ของโรคยอดไหม้
ท่ีเกิดจากเช้ือ CaCV  ท่ีไดรั้บจากหอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของโครงการการผลิตมะเขือเทศ
ในสภาพโรงเรือนในประเทศไทย ภายใตโ้ครงการความร่วมมือระหวา่งไทย-เยอรมนั (NRCT-
DFG)  น าเมล็ดมะเขือเทศแต่ละสายพนัธ์ุมาเพาะในกระบะเพาะกลา้ เม่ือตน้กลา้มีอาย ุ14 วนั ยา้ย
ปลูกในกระถางขนาด 6 น้ิว  เก็บไวใ้นโรงเรือนปลูกพืชทดลอง ศูนยข์อ้มูลเทคโนโลยชีีวภาพและ
ความปลอดภยัทางชีวภาพ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน 
 
 1.2  การสร้างมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
  
        คดัเลือกพนัธ์ุพอ่และแม่จากมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์
และไดรั้บการประเมินความตา้นทานต่อโรคใบด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ CMV แลว้กบัมะเขือเทศพนัธ์ุ
สีดาทิพย ์4  ท่ีมียนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนท่ีไดจ้ากเช้ือ CaCV   ผสมขา้มโดยใชท้ั้งสองสายพนัธ์ุ
เป็นทั้งพนัธ์ุพอ่และแม่ (reciprocal full-sib selection) เพื่อหาสมรรถนะการผสมของพนัธ์ุพอ่และแม่  
คดัเลือกใหไ้ดอ้ยา่งนอ้ย 20-25 คู่ผสม  โดยในแต่ละคู่ผสมมีจ านวนตน้ท่ีใชใ้นการทดสอบอยูใ่นช่วง 
25-30 ตน้ ต่อคู่ผสมหน่ึง  เพาะเมล็ดมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดใ้นกระบะเพาะช า  
ยา้ยกลา้ลงในกระถางพลาสติก กระถางละ 1 ตน้ ไปเพาะเล้ียงในโรงเรือนกระจก เม่ืออายคุรบ 14 
วนั  ตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนดว้ยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) ในรุ่นลูกของทุกๆคู่ผสม 
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 1.2  การผสมเกสรและเก็บเก่ียวผลผลิต 
 
         ก าจดัเกสรเพศผูด้ว้ยมือ (emasculation) ในตน้แม่พนัธ์ุ  คลุมดอกไวด้ว้ยส าลีเพื่อ
ป้องกนัการผสมจากละอองเกสรท่ีไม่ตอ้งการ ผสมเกสรในดอกมะเขือเทศท่ีตอ้งการใหเ้ป็นแม่พนัธ์ุ
ตน้ในวนัถดัไป  โดยใชล้ะอองเกสรจากตน้พอ่พนัธ์ุสัมผสัใหติ้ดกบัเกสรตวัเมียมากท่ีสุด คลุมดอก
ไวด้ว้ยส าลีอีกคร้ัง เม่ือผสมเสร็จติดป้ายช่ือของพ่อพนัธ์ุและแม่พนัธ์ุเพื่อทราบประวติั  ยืนยนัการ
ผสมพร้อมวนัท่ีท าการผสม  เก็บมะเขือเทศท่ีติดผลและเร่ิมสุกแดง ผา่ขวางผล บีบเมล็ดออก หมกั
ทิ้งไวใ้นถุงพลาสติกประมาณ 1 คืน น าไปลา้งดว้ยน ้าสะอาดจนกระทัง่ไม่มีเศษเน้ือติดอยูก่บัเมล็ด 
น าไปผึ่งลม 2-3 วนั จนเมล็ดแหง้สนิท (กรุง, 2543) น าเมล็ดไปปลูกเพื่อตรวจสอบยนีต่อไป 
 
2. ตรวจสอบยนีบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมโดยวธีิ Polymerase Chain Reaction   
 
              2.1 วธีิการสกดัดีเอ็นเอจากโครโมโซมของมะเขือเทศ 
 
 สกดัดีเอน็เอจากใบมะเขือเทศ  ดว้ยวธีิการ CTAB method (Fulton et al., 1995) น า
ปลายใบมะเขือเทศใส่ลงในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มล. เตรียมสารละลาย  CTAB extraction 
buffer (2% CTAB, 1M Tris-HCl pH 8.0, 0.5M EDTA pH 8.0, 5M NaCl)   700  มล. ท่ีผสมกบั 
0.9% sodium sulfite anhydrous  ต่อมะเขือเทศ 1 ตวัอยา่ง เติมสารละลายท่ีเตรียมไว ้350 มล. ลงใน
หลอดไมโครทิวป์  บดใบพืชใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองบดตวัอยา่งพืช (JANKE & KUNKEL KIKA-
WERK RW20)  เติมสารละลายท่ีเหลืออีก 350 มล.  เติม chloroform: isoamylalcohol (24:1) 700 
มล. พลิกหลอดกลบัไปมาเบาๆ   น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาที เก็บ
ส่วนใสชั้นบนใส่หลอดไมโครทิวป์อนัใหม่  เติม isopropanol ท่ีเยน็จดั ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใสท่ี
เก็บได ้ พลิกหลอดกลบัไปมาเบาๆ แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 5 นาที     
เทส่วนใสทิ้ง เติม 70% ethanol เพื่อลา้งตะกอนดีเอน็เอ เท 70% ethanol ทิ้ง ผึ่งตะกอนดีเอน็เอให้
แหง้ใน chamber เป็นเวลาขา้มคืน ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ยน ้ากลัน่ เก็บดีเอน็เอไวท่ี้ -20 องศา
เซลเซียส 
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              2.2  การตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์บนโครโมโซมมะเขือเทศดว้ยเทคนิค  PCR 
 
 น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดป้ริมาณ 100 นาโนกรัม มาเป็นตน้แบบ (template)ในปฏิกิริยา 
PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (ตารางท่ี 1)  ปฏิกิริยา PCR 20 
ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10x PCR buffer (500 mM KCl ,100 mM Tris-HCl pH 9.0, 15 mM 
MgCl2 และ 1% Triton X-100) 2 ไมโครลิตร,  MgCl2 0.5 mM, dNTPs 0.8 mM,  RepCMV-F และ 
RepCMV-R primers อยา่งละ 0.3 µM และ Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 units อุณหภูมิท่ี
ใชส้ าหรับ initial denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 
30 วนิาที annealing  60 องศาเซลเซียส นาน 60 วนิาที extention 72 องศาเซลเซียส  นาน 90 วนิาที 
จ านวน 30 รอบ และ final extention 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดม้า
วเิคราะห์ดว้ย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE buffer  ยอ้มสีดีเอ็นเอดว้ย ethydium 
bromide นาน 15 นาที น าไปตรวจ สอบภายใตแ้สง UV บนัทึกผลท่ีได ้
 
              2.3  การตรวจหายนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนบนโครโมโซมมะเขือเทศดว้ยเทคนิค  PCR 
 
 น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดป้ริมาณ 100 นาโนกรัม มาเป็นตน้แบบ (template) ในปฏิกิริยา 
PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน (ตารางท่ี 1) ปฏิกิริยา PCR 20 
ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10x PCR buffer (500 mM KCl ,100 mM Tris-HCl pH 9.0, 15 mM 
MgCl2 และ 1% Triton X-100) 2 ไมโครลิตร, MgCl2 0.375 mM, dNTPs 0.533 mM, N-CaCV-F 
และ N-CaCV -R  primers อยา่งละ 0.2  µM และ Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 units 
อุณหภูมิท่ีใชส้ าหรับ initial denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที denaturation 94 องศา
เซลเซียส นาน 60 วนิาที annealing 60 องศาเซลเซียส นาน 60 วนิาที extention 72 องศาเซลเซียส  
นาน 90 วนิาที จ  านวน 30 รอบ และ final extention 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าดีเอ็นเอท่ี
เพิ่มปริมาณไดม้าวิเคราะห์ดว้ย 2.0% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE buffer ยอ้มสีดีเอ็น
เอดว้ย ethydium bromide นาน 15 นาที น าไปตรวจสอบภายใตแ้สง UV บนัทึกผลท่ีได ้
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ตารางที ่1 ไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน 
 

   primer                                           primer sequence (5’     3’)                          product size 
CMV-replicase gene specific primers                                                                    
     RepCMV-F            5’-TATCGGATCCATGGCTTTCCCTG CCC-3’ 
     RepCMV-R            5’-ACGAGGATCCTCAGACTGGGTAAC-3’               2.48 kb 

CaCV-nucleocapsid protein gene specific primers                                                
     N-CaCV-F              5’-CACTGACGTA AGGGATGACGCAC-3’ 
     N-CaCV-R              5’-GG CCCTCCAATGCATAGC ATCAT-3’                  422 bp    
             
               2.4  ตรวจสอบผลการรวมยนีในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค PCR 
 
 สกดัดีเอน็เอจากโครโมโซมของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม   ตรวจสอบยนี     
เรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนดว้ยเทคนิค  PCR น าดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได้
จากทั้งสองปฏิกิริยาน ามาวเิคราะห์รวมกนัดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE 
buffer  ยอ้มสีดีเอ็นเอดว้ย ethydium bromide นาน 15 นาที น าไปตรวจสอบภายใตแ้สง UV บนัทึก
ผลท่ีได ้
 
         อตัราการถ่ายทอดยนีของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากการผสมทั้งหมดใน
รุ่นลูกค านวณไดจ้ากสมการขา้งล่างน้ี (วรพงศ,์ 2547) 
 

อตัราการถ่ายทอดยนี (%)  =  จ  านวนตน้ท่ีตรวจพบยนี × 100 
                                   จ  านวนตน้ทั้งหมด 

 
              2.5  การเปรียบเทียบอตัราการถ่ายทอดยนีระหวา่งแม่พนัธ์ุมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
        ทดสอบทางสถิติโดยวธีิ T-test ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น F1 ระหวา่ง
กลุ่มท่ีใชม้ะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 เป็นตน้แม่พนัธ์ุ และกลุ่มท่ีใชม้ะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 เป็นตน้แม่พนัธ์ุ เพื่อเปรียบเทียบอตัราการถ่ายทอดยนีทั้งสอง
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เม่ือใชต้น้แม่พนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป  R-program version 2.10.1 (Veneble et al., 
2009) 
 
 2.6  การวเิคราะห์การกระจายตวัของยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิด
โปรตีนในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
        ค  านวณหาค่าความถ่ีของยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนจาก
อตัราการถ่ายทอดยนีท่ีไดใ้นมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีใชเ้ป็นพอ่และแม่พนัธ์ุจากสมการดงัน้ี 
(กฤษฎา, 2546) 
 

p2(AA)+2pq(Aa)+q2(aa)=1 
 
         จากค่าความถ่ีท่ีไดน้ ามาค านวณหาอตัราส่วนของพนัธุกรรมหรือค่าคาดหมาย 
(expectation data)  เปรียบเทียบค่าคาดหมายกบัค่าสังเกต (observation data) ซ่ึงไดม้าจากผลการ
ตรวจสอบยนีทั้งสองในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น F1  ดว้ยวธีิการทดสอบทางสถิติ   
Chi-square ( –test) ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป R-program version 2.10.1 (Veneble et al., 2009) 
 
3.  ทดสอบความต้านทานต่อโรคไวรัสในมะเขือเทศรวมยีนดัดแปลงพนัธุกรรม 
 
 จากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีน ามาใชใ้นการทดลองประกอบดว้ยมะเขือเทศพนัธ์ุ 
สีดาทิพย ์3  ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (rep gene) ของไวรัสใบด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ 
CMV และไดรั้บการประเมินความตา้นทานต่อเช้ือ CMV (วรพงศ,์ 2547; อญัญรัตน์, 2553)  และ 
มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน (N gene) ของโรคยอดไหม ้      
ท่ีเกิดจากเช้ือ CaCV แต่ยงัไม่มีการประเมินความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  ดงันั้นท าการทดสอบความ
ตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม  line CaCV  L6  ท่ีเป็นตน้แม่พนัธ์ุของ
มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีใชใ้นการทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้งสองชนิด  
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 3.1  ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6  
 
         ตรวจสอบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค 
PCR   ด าเนินการตามขอ้ 2.1 และ 2.3 
 
        ปลูกเช้ือไวรัส CaCV สายพนัธ์ุ KK เพื่อทดสอบความตา้นทานต่อโรค โดยน ามะเขือ
เทศดดัแปลงพนัธุกรรม  line CaCV  L6 ไปปลูกในเรือนกระจก นาน 1 สัปดาห์เม่ือมีใบจริงแผ่
เตม็ท่ีประมาณ 3-5 ใบ  ปลูกเช้ือโดยเตรียมน ้าคั้นพืชท่ีแสดงอาการยอดไหมจ้ากถูกเขา้ท าลายจาก
เช้ือ CaCV ใชใ้บมะเขือเทศ 1 กรัม บดใน 0.05M Phosphate buffer  และ 0.2% Mercaptoethanol  
จากนั้นเติม 1% Celite  เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปทาลงบนใบของตน้กลา้มะเขือเทศอีกคร้ังหน่ึง 
หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 10 วนั ยา้ยตน้กลา้ลงในกระถางปลูก บนัทึกภาพและอาการท่ีเกิดข้ึนบนตน้
มะเขือเทศเม่ือเวลาผา่นไป 14 วนัหลงัการปลูกเช้ือโดยเทียบกบัมะเขือเทศท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี    
 
          ตรวจหาปริมาณของเช้ือ CaCV  ดว้ยเทคนิค ELISA โดยบดตวัอยา่งใบพืชกบั 
coating buffer  ท่ีเติม  0.2% sodium DIECA  ในอตัราส่วน 1 : 5    เติมลงใน ELISA plate  หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST (1x PBS ท่ี
เติม  0.05% Tween 20)  100 ไมโครลิตร   3 คร้ังๆละ 5 นาที  เติม primary  antibody หลุมละ 100 
ไมโครลิตร โดยใช ้ MYSV-6  กบั blocking buffer ในอตัราส่วน 1 : 5000  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน   90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST 100 ไมโครลิตร 3 คร้ังๆละ 5 นาที เติม secondary  
antibody  กบั 1x PBS ในอตัราส่วน 1 : 10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST 100 ไมโครลิตร 3 คร้ังๆละ 5 นาที เติม substrate 
solution หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที จากนั้น
หยดุปฏิกิริยาดว้ย 3 N NaOH 50 ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  405 นา
โนเมตร ดว้ย  ELISA reader โดยก าหนดค่าการดูดกลืนแสงท่ีเป็นบวกคือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ี
มากกวา่ค่าท่ีอ่านไดจ้ากพืชปกติ (negative control) 2 เท่า (สุรศกัด์ิ, 2550) 
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              3.2  ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV และ CaCV  ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV  L6-6 และ line CMV L13-x-47-22 

 
        ตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศรวม
ยนีดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค PCR   ด าเนินการตามขอ้ 2.1 และ 2.4 
 
                     ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV และ CaCV  โดยน ามะเขือเทศรวมยีนดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV  L6-6 และ line CMV L13-x-47-22 ไปปลูกในเรือน
กระจก นาน 1 สัปดาห์เม่ือมีใบจริงแผเ่ตม็ท่ีประมาณ 3-5 ใบ ปลูกเช้ือไวรัส CMV สายพนัธ์ุ  30RS  
โดยเตรียมน ้าคั้นพืชท่ีแสดงอาการใบด่างจากถูกเขา้ท าลายจากเช้ือ CMV โดยใชใ้บมะเขือเทศ 1 
กรัม บดใน 0.1M Phosphate buffer  และ 0.2% Mercaptoethanol  จากนั้นเติม 1% Celite  เขยา่ให้
เขา้กนั แลว้น าไปทาลงบนใบของตน้กลา้มะเขือเทศ หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วนั  ปลูกเช้ือไวรัส 
CaCV สายพนัธ์ุ KK ซ ้ าในตน้เดิม หลงัจากปลูกเช้ือ CMV เป็นเวลา 21 วนั (ปลูกเช้ือ CaCV เป็น
เวลา 14 วนั) บนัทึกภาพและอาการท่ีเกิดข้ึน 
     
                      ตรวจหาปริมาณของเช้ือ CMV ดว้ยเทคนิค ELISA โดยบดตวัอยา่งใบพืชกบั coating 
buffer   ท่ีเติม  0.2% sodium DIECA   ในอตัราส่วน 1 : 2 เติมลงใน ELISA plate  หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST (1x PBS ท่ีเติม 
0.05% Tween 20)  100 ไมโครลิตร  3 คร้ังๆละ 5 นาที  เติม primary  antibody  หลุมละ 100 
ไมโครลิตร โดยใช ้anti-CMV กบั blocking buffer ในอตัราส่วน 1 : 1000 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST 100 ไมโครลิตร 3 คร้ังๆละ 5 นาที  เติม secondary  
antibody  กบั 1x PBS ในอตัราส่วน 1 : 10,000  หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที ลา้งออกดว้ย 1x PBST 100 ไมโครลิตร 3 คร้ังๆละ 5 นาที เติม substrate 
solution หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที จากนั้น
หยดุปฏิกิริยาดว้ย 3 N NaOH 50 ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโน
เมตร ดว้ย  ELISA reader โดยก าหนดค่าการดูดกลืนแสงท่ีเป็นบวกคือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีมากกวา่
ค่าท่ีอ่านไดจ้ากพืชปกติ (negative control) 2 เท่า (Jianxiang and Zhou, 2004) 
 
          ตรวจหาปริมาณของเช้ือ CaCV  ดว้ยเทคนิค ELISA  ด าเนินการตามขอ้ 3.1 
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4. ทดสอบลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมหลงัการรวมยนี 
 
 4.1  การเตรียมตวัอยา่งมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
  
        รวบรวมเมล็ดมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดใ้นทุกๆคู่ผสมเขา้ดว้ยกนั 
(bulk) เพาะเมล็ดมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีได ้ในกระบะเพาะช า ยา้ยกลา้ลงใน
กระถางพลาสติก กระถางละ 1 ตน้ ไปเพาะเล้ียงในโรงเรือนกระจก เม่ืออายคุรบ 14 วนั ตรวจสอบ
ยนีดว้ยเทคนิค PCR  เพื่อแบ่งกลุ่มมะเขือเทศรวมดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไม่มียนี มีเพียงยนีเดียว และ
มีทั้งสองยนีในตน้เดียวกนั 
 
 4.2  การประเมินลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
        เก็บขอ้มูลลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมเพื่อเปรียบ 
เทียบระหวา่งมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไม่มียนี มีเพียงยนีเดียว และมีทั้งสองยนีในตน้
เดียวกนั โดยพิจารณาจาก 
 
                     1.  ลกัษณะการเจริญเติบโต (growth habit) 
  
             จ าแนกลกัษณะการเจริญเติบโตของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมทั้งสาม
กลุ่มทดลอง โดยพิจารณาตามการจดัแบ่งลกัษณะการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ (จานุลกัษณ์, 
2541) ไดแ้ก่ 
               1.1  การเจริญแบบเล้ือย หรือแบบทอดยอด (indeterminate type) ประกอบดว้ยช่อ
ดอกขา้งเท่านั้น ส่วนปลายยอดยงัเจริญทางก่ิงกา้นและใบ มีการเจริญของดอกสลบัการเจริญของใบ
ทุก 2-3 ใบหรือมากกวา่ การเจริญของดอกและการติดผลชา้ ทรงตน้โปร่งและไม่เป็นพุ่ม 
 
                1.2  การเจริญแบบพุม่หรือแบบไม่ทอดยอด (determinate type) ประกอบดว้ยช่อ
ดอกขา้ง และช่อดอกปลายยอด มีการเจริญของดอกสลบัการเจริญของใบทุกใบ แตกแขนงมาก     
ล าตน้เป็นพุม่แน่น 
                 1.3  การเจริญแบบก่ึงเล้ือย (semi-determinate type) มีการเจริญของดอกสลบัการ
เจริญของใบทุก 1-2 ใบ ล าตน้สูงกวา่การเจริญแบบพุม่ 
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                     2. รูปร่างผล (fruit shape)  
 
             จ  าแนกลกัษณะรูปร่างผลของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมทั้งสามกลุ่มทดลอง 
โดยพิจารณาตามการจดัแบ่งลกัษณะรูปร่างผลของมะเขือเทศ (Rodrıguez, 2011) ไดแ้ก่ 
 
              2.1  กลมแป้น (flattened)                        2.5  รูปผลแพร์ (obovoid or pear shape) 
              2.2  กลม (rounded)                                 2.6  รูปทรงรี (ellipsoid or plum shape) 
              2.3  รูปหวัใจ (heart –shape)                    2.7  รูปทรงยาว (long) 
              2.4  รูปทรงส่ีเหล่ียม (rectangular)           2.8  รูปหวัใจขนาดใหญ่ (Oxheart)  
                     
                    3.  สีของผล (fruit colour) 
  
               3.1  สีเขียว (green)                                 3.4  สีชมพ ู(pink) 
               3.2  สีเหลือง (yellow)                            3.5  สีแดง (red) 
               3.3  สีส้ม (orange)             
                  
        4.  ขนาดผล  (fruit size) ท่ีระยะสุกแก่ (at maturity)  
 
              เปรียบเทียบขนาดผลของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมทั้งสามกลุ่มทดลอง โดย
พิจารณาจากค่าดชันีรูปร่างผลท่ีค านวณไดจ้ากสมการขา้งล่างน้ี (กรุง และคณะ, 2537) 
 

Shape index (Z) = fruit length / fruit width 
   
  น าค่าท่ีไดท้ั้งสามกลุ่มทดลองมาทดสอบทางสถิติแบบสุ่มตลอด (Completely 
Randomizied Design, CRD) แบบท่ีมีจ านวนซ ้ าไม่เท่าดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป R-program version 
2.10.1 (Veneble et al., 2009) 
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                      5.  น ้าหนกัผลเฉล่ีย (fruit weight) 
 
               เปรียบเทียบน ้าหนกัผลเฉล่ียของมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมทั้งสามกลุ่ม
ทดลอง โดยพิจารณาจากน ้าหนกัผลท่ีวดัได ้ น าค่าท่ีไดท้ั้งสามกลุ่มทดลองมาทดสอบทางสถิติแบบ
สุ่มตลอดแบบท่ีมีจ านวนซ ้ าไม่เท่าดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป R-program version 2.10.1 (Veneble et 
al., 2009) 
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ผลและวจิารณ์ 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การคัดเลอืกต้นพ่อและแม่พนัธ์ุในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทพิย์ 3 และ 4 เพือ่ใช้ในการสร้างมะเขือ
เทศลูกผสมดัดแปลงพันธุกรรมโดยวธีิการผสมข้าม 

 
 1.1  การคดัเลือกมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ท่ีไดจ้ากเช้ือ 
CMV 
  
        ผลการตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดา
ทิพย ์3 รุ่น R4 พบวา่ มะเขือเทศ line CMV L13-x-47 จ านวนทั้งหมด 23 ตน้ ตรวจพบแถบดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 2.48 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดเท่ากบัยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมรุ่น R3 (positive control) ทั้งหมด 14  ตน้ (ภาพท่ี 1)  คิดเป็นอตัราการถ่ายทอดยนีจากรุ่น
พอ่-แม่สู่รุ่นลูก 60.87% น ามะเขือเทศ 2 สายพนัธ์ุ คือ CMV L 13-x-47-6 และ CMV L 13-x-47-22  
มาใชเ้ป็นพอ่และแม่พนัธ์ุ 
 
 1.2  การคดัเลือกมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีมียนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนท่ีไดจ้ากเช้ือ 
CaCV 
 
        ผลการตรวจสอบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุ         
สีดาทิพย ์4  พบวา่ จากการปลูกมะเขือเทศท่ีท าการทดสอบทั้งหมดทั้งหมด 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ CaCV    
L 2, 3, 6, 7 และ 8 จ านวน 14, 18, 16, 21 และ 23 ตน้ ตามล าดบั ตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาด
ประมาณ 450 เบส ซ่ึงมีขนาดเท่ากบัยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม
รุ่น R1 (positive control) แตกต่างกนัไปตามสายพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบ (ภาพท่ี 2) โดย  line CaCV L 
3, 6 และ 7 ตรวจพบแถบดีเอ็นเอจ านวน 8, 14 และ 14 ตน้ มีอตัราการถ่ายทอดยนีจากรุ่นพอ่-แม่ สู่
รุ่นลูก คือ 44.4% , 87.5% และ 66.6% ตามล าดบั ในขณะท่ี line CaCV L2 และ L8 ตรวจพบแถบดี
เอน็เอจ านวน 5 และ6 ตน้ มีอตัราการถ่ายทอดยนีสู่รุ่นลูกเพียง 35.71% และ 26.09%เท่านั้น คดัเลือก
มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line L3-9 (จากL3) L6-1, L6-4, L6-6 (จากL6) และ L7-2, L7-6  (จาก
L7) มาใชเ้ป็นพอ่แม่พนัธ์ุ 
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3.0 kb
2.0 kb 2.48 kb

M P N P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

3.0 kb
2.0 kb 2.48 kb

M P N P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

 
 

          ภาพที ่1  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุ 
                        สีดาทิพย ์3 รุ่น R4 ดว้ยเทคนิค PCR 
                        M         : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb ladder marker (Fermentas) 
                        P          : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R3 (positive control) 
                        N         : มะเขือเทศปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
                        P1-13  : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L13-x-47  ตน้ท่ี 1-13 
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M P P16 P17 P18 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

ก.

ข.

ค.

750 bp

750 bp

750 bp

250 bp

250 bp

250 bp

450 bp

450 bp

450 bp

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

M P P16 P17 P18 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

ก.

ข.

ค.

750 bp

750 bp

750 bp

250 bp

250 bp

250 bp

450 bp

450 bp

450 bp

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

M P P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

 
 

    ภาพที ่2  ผลการตรวจหายีนนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม 
                                พนัธ์ุสีดาทิพย ์4 รุ่น R2 บางสายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค PCR  
                                ก. line CaCV L 3 ตน้ท่ี 1-11 
                    ข. line CaCV L 6 ตน้ท่ี 1-11 
       ค. line CaCV L 7 ตน้ท่ี 1-11 
 
                                M : ดีเอ็นเอมาตรฐาน  1 kb ladder marker (Fermentas) 
                                 P  : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R1 
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2.  การตรวจสอบยนีเรพลเิคสทีไ่ม่สมบูรณ์ และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศรวมยนี 
     ดัดแปลงพนัธุกรรม 
 
 ผลการน ามะเขือเทศท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ของเช้ือ CMV จ านวน 2 สายพนัธ์ุ และ
มะเขือเทศท่ีมียนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนของเช้ือ CaCV จ านวน 6 สายพนัธ์ุ มาผสมสลบัพอ่แม่ได้
มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรวมยนีทั้งหมด 24  คู่ผสม จากการตรวจสอบยนีมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมในคู่ผสมต่างๆ พบวา่ มีการถ่ายทอดยนีแตกต่างกนัไป โดยพบทั้งตน้ท่ีไม่มียนี มีเพียงยนี
เดียว และมีทั้งสองยนี (ภาพท่ี 3) 
 
 เม่ือตรวจสอบผลของการรวมยนีโดยวธีิการผสมขา้มในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง   
พนัธุกรรมจ านวน 685 ตน้ ท่ีไดจ้ากทุกคู่ผสม พบวา่ มีตน้มะเขือเทศท่ีตรวจไม่พบทรานส์ยนี 
(transgene) จ านวน 266 ตน้ คิดเป็น 38.83% ตรวจพบเพียงยนีเดียว เป็นยีนเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์
จ านวน 14 ตน้ คิดเป็น 2.04% และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน จ านวน 158 ตน้ คิดเป็น 23.07% 
รวมเป็นเปอร์เซ็นตก์ารตรวจพบยนีเดียว 25.11%  และพบทั้งสองยนีจ านวน 247 ตน้ คิดเป็น 
36.06%  (ตารางท่ี 2)  

 
 ในการผสมสลบัพอ่แม่นั้น เม่ือใชม้ะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 (replicase gene) เป็นตน้แม่
พนัธ์ุ เปรียบเทียบทางสถิติกบัมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 (nucleocapsid protein gene) ท่ีใชเ้ป็นตน้
แม่พนัธ์ุท่ีระดบัความเป็นอิสระเท่ากบั 22  ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05  พบวา่ ไม่วา่จะใชต้น้ใดเป็นตน้
แม่พนัธ์ุต่างใหอ้ตัราการรวมยนีไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 3)  ยกเวน้อตัรา
การถ่ายทอดยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ท่ีปฏิเสธสมมติฐาน แสดงใหเ้ห็นวา่การเลือกมะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีใชเ้ป็นตน้แม่พนัธ์ุต่างกนั  ส่งผลใหก้ารถ่ายทอดยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์
แตกต่างกนัทางสถิติ 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

30 

M P1 N1 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 N2 P2

3.0 Kb

400 bp

2.48 kb

450 bp

M P1 N1 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 N2 P2

3.0 Kb

400 bp

2.48 kb

450 bp

 
 

ภาพที ่3  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนใน           
                          มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม รุ่น F1 ดว้ยเทคนิค PCR  
                          M       : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus DNA ladder marker (Fermentas)                  
                          P1      : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์รุ่นพอ่-แม่  
                          N1      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
                          P2       : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนรุ่นพอ่-แม่  
                          N2      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  
              L1-10 : มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line 
                                        CMV L 13-x-47-22  กบั CaCV L7-2  ตน้ท่ี 1-10 
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ตารางที ่2  ผลการตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ (rep gene) และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน    
                  (N gene) ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค PCR 
 

 
        Crosses 

No. of 
tested plant 

No. of plant 
without transgene 

No. of plant with transgene 
     rep gene             N gene         rep+N 

L3-9 × L13-x-47-6 24 17 1 6 0 

L3-9 ×L13-x-47-22 29 10 4 10 5 

L6-1 × L13-x-47-6 29 29 0 0 0 

L6-1 × L13-x-47-22 30 0 0 6 24 

L6-4 × L13-x-47-6 21 20 0 1 0 

L6-4 × L13-x-47-22 28 1 0 3 24 

L6-6 × L13-x-47-6 25 24 0 1 0 

L6-6 × L13-x-47-22 30 0 0 2 28 

L7-2 × L13-x-47-6 27 0 0 13 14 

L7-2 × L13-x-47-22 28 28 0 0 0 

L7-6 × L13-x-47-6 30 5 0 11 14 

L7-6 × L13-x-47-22 29 29 0 0 0 

L13-x-47-6 × L3-9 29 12 2 12 3 

L13-x-47-6 × L6-1 30 0 0 3 27 

L13-x-47-6 × L6-4 29 0 0 8 21 

L13-x-47-6 × L6-6 30 19 0 10 1 

L13-x-47-6 × L7-2 30 0 0 17 13 

L13-x-47-6 × L7-6 30 1 1 17 11 

L13-x-47-22 × L3-9 30 13 5 11 1 

L13-x-47-22 × L6-1 30 1 1 7 21 

L13-x-47-22 × L6-4 28 28 0 0 0 

L13-x-47-22 × L6-6 30 25 0 5 0 

L13-x-47-22 × L7-2 30 3 0 4 23 

L13-x-47-22 × L7-6 29 1 0 11 17 
รวม 685 266 (38.83%)                  14 (2.04%)          158 (23.07%)        247 (36.06%) 
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ตารางที ่3  ผลการเปรียบเทียบอตัราการถ่ายทอดยนีระหวา่งการใชม้ะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม   
                  พนัธ์ุสีดาทิพย ์3 เป็นแม่พนัธ์ุและมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 เป็น 
                  แม่พนัธ์ุ 
 

  Crosses 
No. of tested 

plant 
No.of plant without 

transgene 
No. of plant with transgene 

rep N rep + N 
SD4 × SD3 
mean 
variable 

330 
27.5 

  

163 
13.58 
149.35 

5 
0.42 
1.35 

53 
4.42 
22.08 

109 
9.08 
123.9 

SD3 × SD4 
mean 
variable 

355 
29.58 

  

103 
8.58 

110.08 

9 
0.75 
2.2 

105 
8.75 
28.02 

138 
11.5 
103.9 

t- test   0.5547NS 2.1206* 0.6119NS -1.0753NS 
 

SD3 = มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 
SD4 = มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 
 

 จากผลการตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดา
ทิพย ์3 รุ่น R4 ใน line CMV L 13-x-47 ท่ีมีอตัราการถ่ายทอดยนีจากรุ่นพอ่-แม่สู่รุ่นลูก 60.87% 
หรือร้อยละ 0.6087  และการตรวจสอบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลง         
พนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 รุ่น R2ใน line CaCV L 3, 6 และ 7  ท่ีมีอตัราการถ่ายทอดยนีจากรุ่นพ่อ-
แม่ สู่รุ่นลูก คือ 44.4% , 87.5% และ 66.6% หรือร้อยละ 0.444, 0.875 และ 0.666  ตามล าดบั  น า
อตัราการถ่ายทอดยนีท่ีไดม้าค านวณหาค่าความถ่ีของยนีทั้งสองไดด้งัตารางท่ี 4 และจากค่าความถ่ีท่ี
ไดน้ ามาค านวณหาอตัราการกระจายตวัของยีนไดด้งัตารางท่ี 5 (expectation data) 
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ตารางที ่4  แสดงความถ่ีของการถ่ายทอดยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน   
                  ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีใชเ้ป็นพ่อและแม่พนัธ์ุ 
 

      Line 
 

Frequency of gene transmission 

CACV*nucleocapsid protein gene    CMV**replicase gene 

A a  B b 

CMV L13-x-47 - -  0.375 0.635 

CaCV L6 0.647 0.353  - - 

CaCV L7 0.423 0.577  - - 

CaCV L3 0.262 0.738  - - 
 

*   A = with target CACV band,  a = without target CACV band 
** B = with target CMV band, b = without target CMV band 
 

 จากค่าคาดหมายท่ีค านวณไดเ้ปรียบเทียบกบัค่าสังเกตท่ีไดจ้ากผลของการตรวจสอบยนีทั้ง
สองในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น F1 (ตารางท่ี 5) พบวา่ ค่า Chi-square ท่ีไดจ้าก
คู่ผสมทั้งสามแบบมีค่านอ้ยกวา่ 7.82 ท่ีระดบัความเป็นอิสระเท่ากบั 3 ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 แสดง
วา่การกระจายตวัของยนีทั้งสองเป็นไปตามสมมติฐาน กล่าวคือ ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง
พนัธุกรรมรุ่น F1 ท่ีไดจ้ากคู่ผสมทั้งสามแบบมีการกระจายตวัของยนีทั้งสองไม่แตกต่างจากอตัรา
การกระจายตวัของยนีท่ีค านวณไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  ดงันั้น  ไม่วา่จะใชม้ะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  สายพนัธ์ุใดก็ตามเป็นคู่ผสมต่างใหผ้ลของการกระจายตวัของยนีตาม
อตัราการกระจายตวัของยีนท่ีถ่ายทอดจากรุ่นพ่อแม่นัน่เอง 
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ตารางที ่5 แสดงการกระจายตวัของยนีทั้งสองในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น F1  
 

Crosses 
(line) 

Frequency of F1 type* ob(ex)** Chi-
square P-value AB Ab aB ab 

47×6 and 6×47 0.429 (0.243) 0.003 (0.132) 0.135 (0.404) 0.433 (0.221) 0.651 0.885 
47×7 and 7×47 0.395 (0.159) 0.004 (0.216) 0.313 (0.264) 0.288 (0.361) 0.582 0.901 
47×3 and 3×47 0.081 (0.098) 0.107 (0.277) 0.348 (0.164) 0.464 (0.461) 0.314 0.957 

 

*   A= with target CACV band, a = without target CACV band,  
     B=with target CMV band, b=without target CMV  band 
**ob= observation data, ex= expectation data 
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3.  ผลการทดสอบความต้านทานต่อโรคในมะเขือเทศรวมยนีดัดแปลงพนัธุกรรม 
 
 3.1  ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 
 
        ผลการตรวจสอบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุ     
สีดาทิพย ์4  line CaCV  L6  จ านวนทั้งหมด 20 ตน้ ตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 450 เบส  
ซ่ึงมีขนาดเท่ากบัยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R0 (positive 
control) จ  านวน 20  ตน้ คิดเป็นอตัราการถ่ายทอดยนีจากรุ่นพอ่-แม่ สู่รุ่นลูก 100% (ภาพท่ี 4)  

 

M           P     N         L1        L2        L3         L4        L5         L6 L7        L8       L9 L10

600 bp

300 bp
450 bp

M           P     N         L1        L2        L3         L4        L5         L6 L7        L8       L9 L10

600 bp

300 bp
450 bp

 
 

           ภาพที ่4  ผลการตรวจหายนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม 
                          พนัธ์ุสีดาทิพย ์4   line CaCV  L6  ดว้ยเทคนิค PCR 
                           M         : ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp plus DNA ladder marker (Fermentas)                    
                           P          : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R0 (positive control) 
                           N         : มะเขือเทศปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
                           L1-10  : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 ตน้ท่ี 1-10 

 

        ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  พบตน้มะเขือเทศปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดง
อาการของโรคทั้งหมด 10 ตน้ โดยในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพบทั้งตน้ท่ีแสดงลกัษณะ
อาการของโรคและตน้ท่ีไม่แสดงลกัษณะอาการของโรค  ยนืยนัผลการปลูกเช้ือ CaCV ดว้ยเทคนิค 
ELISA (ภาพท่ี 5) โดยพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  405 นาโนเมตร ตน้มะเขือ
เทศปกติ (ตน้ท่ี 1) เปรียบเทียบกบัตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2-11)  พบวา่ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรคนั้นสูงกวา่ตน้มะเขือเทศปกติอยา่งนอ้ย 2 เท่า เม่ือน า
ค่าท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัตน้มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม (ตน้ท่ี 12-31) พบตน้ท่ีมีค่าการการ
ดูดกลืนแสงมากกวา่ตน้มะเขือเทศปกติ 2 เท่า จ  านวน 1 ตน้  ไดแ้ก่ ตน้ท่ี  28 ในขณะท่ีตน้มะเขือเทศ
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ท่ีเหลือมีค่าการดูดกลืนแสงนอ้ยกวา่ค่าการดูดกลืนแสง 2 เท่าของมะเขือเทศปกตินบัเป็นมะเขือเทศ
ท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CaCV 
 

 

 

 
 

               
                 ภาพที ่5  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
                             405 nm หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนั ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม  
                             line CaCV  L6 ดว้ยเทคนิค ELISA 
    ตน้ท่ี 1        มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
    ตน้ท่ี 2-11   มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ       
                 ตน้ท่ี 12-31 มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 ท่ีไดรั้บการ 
                                                  ปลูกเช้ือ  
                                                      

        จากผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 ท่ีน ามาใช้
เป็นแม่พนัธ์ุในการสร้างมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีใชใ้นการทดสอบความตา้นทานต่อ
เช้ือไวรัสทั้งสองชนิดมีตน้ท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CaCV จ านวน 19 ตน้ จากมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรม line CaCV  L6 ทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 95% 
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 3.2  ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือทั้งสองชนิดในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
        จากผลการตรวจสอบการถ่ายทอดยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และนิวคลีโอแคปซิด
โปรตีนในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมในรุ่นท่ี 1 ทั้งหมด 24 คู่ผสม เลือกสายพนัธ์ุท่ีไดจ้ากคู่ ผสม
ท่ีมีอตัราการถ่ายทอดยนีสูง ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV  L6-6 และ  line 
CMV L13-x-47-22  เพื่อน ามาใชใ้นการทดสอบความตา้นทานต่อโรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบ
ด่างแตงท่ีเกิดจากเช้ือ CMV  และโรคยอดไหมท่ี้เกิดจากเช้ือ CaCV โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มทดลอง 
ไดแ้ก่  กลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV กลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CMV และกลุ่มท่ีปลูกทั้งเช้ือ CaCV และ CMV พร้อม
กนั ตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนดว้ยเทคนิค PCR ไดผ้ลดงัภาพ
ท่ี 6 
 
        ตน้มะเขือเทศปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CaCV เป็นเวลา 14 วนั ใบมะเขือเทศท่ีไดรั้บ
การปลูกเช้ือและใบยอดท่ีเกิดข้ึนใหม่จะแสดงอาการจุดวงแหวนสีเหลืองหรือสีน ้าตาล  ส่วนล าตน้
และบริเวณยอดพบแผลสีน ้าตาล (ภาพท่ี 7) ในบางคร้ังอาจพบอาการใบและยอดไหมอ้ยา่งรุนแรง
ท าใหต้น้มะเขือเขือเทศตายได ้ ในส่วนของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CMV เป็นเวลา 21 
วนั พบวา่ ใบมะเขือเทศเกิดอาการลดรูป บิดเบ้ียว ใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ล าตน้เร่ิมแคระ
แกร็น (ภาพท่ี 8) 
 
        เม่ือปลูกเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดเพื่อทดสอบตา้นทานในตน้มะเขือเทศปกติ (พนัธ์ุสีดา
ทิพย ์4)  และมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV  L6-6 และ 
line CMV L13-x-47-22 แลว้ พบวา่ ในชุดท่ีท าการปลูกเช้ือ CaCV เพียงอยา่งเดียว พบตน้มะเขือเทศ
ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงอาการของโรคทั้งหมด 7 ตน้  ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง
พนัธุกรรมพบทั้งตน้ท่ีแสดงลกัษณะอาการของโรคและตน้ท่ีไม่แสดงลกัษณะอาการของโรค 
สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้มะเขือเทศปกติกบัตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรคไดด้งัภาพท่ี 12 
ยนืยนัผลการปลูกเช้ือ CaCV ดว้ยเทคนิค ELISA (ภาพท่ี 9) โดยพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  ตน้มะเขือเทศปกติ (ตน้ท่ี 1) เปรียบเทียบกบัตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บ
การปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2-8) พบวา่ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรคสูงกวา่ตน้มะเขือ
เทศปกติอยา่งนอ้ย 2 เท่า เม่ือน าค่าท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัตน้มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
(ตน้ท่ี 9-20) พบตน้ท่ีมีค่าการการดูดกลืนแสงมากกวา่ตน้มะเขือเทศปกติ 2 เท่า จ  านวน 8 ตน้ ไดแ้ก่ 
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ตน้ท่ี 9, 10, 11, 12, 14, 15, 18 และ 20 ในขณะท่ีตน้มะเขือเทศท่ีเหลือมีค่าการดูดกลืนแสงนอ้ยกวา่
ค่าการดูดกลืนแสง 2 เท่าของมะเขือเทศปกติ ให้นบัเป็นมะเขือเทศท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CaCV 
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   ภาพที ่6  ผลการตรวจหายีนเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนในมะเขือเทศ  
                  รวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม รุ่น F1 ท่ีท  าการทดสอบความตา้นทานโดยการปลูกเช้ือ   
                  CaCV (ก), CMV (ข) และทั้งสองชนิดพร้อมกนั (ค) ดว้ย PCR  
                  M      : ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp plus DNA ladder marker (Fermentas)                   
                  P1      : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียีนเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์รุ่นพอ่-แม่ 
                  N1      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
                  P2      : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนรุ่นพ่อ-แม่  
                  N2      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  
                  L1-12 : มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง 
                               line CaCV  L6-6 และ line CMV L13-x-47-22  ตน้ท่ี 1-12 
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                       ภาพที ่7  อาการของตน้มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
                                   CaCV สายพนัธ์ุ  KK เป็นเวลา 14 วนั 
                       ก. ตน้มะเขือเทศปกติ (ซา้ย) เปรียบเทียบกบัตน้ท่ีเป็นโรค (ขวา) 
                                    ข. ใบมะเขือเทศปกติ 
                                    ค. ใบมะเขือเทศท่ีเป็นโรค 
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                       ภาพที ่8  อาการของตน้มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
                                   CMV สายพนัธ์ุ  30RS เป็นเวลา 21 วนั 
                       ก. ตน้มะเขือเทศปกติ (ซา้ย) เปรียบเทียบกบัตน้ท่ีเป็นโรค (ขวา) 
                                    ข. ใบมะเขือเทศปกติ 
                                 ค. ใบมะเขือเทศท่ีเป็นโรค 
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           ในชุดท่ีท าการปลูกเช้ือ CMV เพียงอยา่งเดียว  ตน้มะเขือเทศปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ
แสดงอาการของโรคในทุกๆตน้ จากจ านวนมะเขือเทศทั้งหมด 7 ตน้ ในขณะท่ีในมะเขือเทศชุดรวม
ยนี พบตน้ท่ีแสดงลกัษณะอาการของโรคและตน้ท่ีไม่แสดงลกัษณะอาการของโรค สามารถแยก
ความแตกต่างระหวา่งตน้มะเขือเทศปกติกบัตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรคไดด้งัภาพท่ี 13 ยนืยนัผลการ
ปลูกเช้ือ CMV จากการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสดว้ยเทคนิค ELISA (ภาพท่ี 10) ท่ีค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตรเช่นกนั ตน้มะเขือเทศปกติ (ตน้ท่ี 1) เปรียบเทียบกบัตน้มะเขือ
เทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2-8) พบวา่  ค่าท่ีไดจ้ากตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรคมีค่าการดูดกลืนแสง
มากกวา่ตน้มะเขือเทศปกติอยา่งนอ้ย 2 เท่า เม่ือน าค่าท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัตน้มะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรม (ตน้ท่ี 9-20) แลว้ พบตน้ท่ีมีค่าการการดูดกลืนแสงมากกวา่ตน้มะเขือเทศปกติ  
2 เท่า จ  านวน 4 ตน้ ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 11, 12, 13 และ 15  ในขณะท่ีตน้มะเขือเทศท่ีเหลือมีค่าการดูดกลืน
แสงนอ้ยกวา่ค่าการดูดกลืนแสง 2 เท่าของมะเขือเทศปกติ ใหน้บัเป็นมะเขือเทศท่ีตา้นทานต่อเช้ือ 
CMV 
 
          ในชุดสุดทา้ยท่ีท าการปลูกเช้ือ CMV และ CaCV พร้อมกนั พบวา่ ในช่วง 14 วนั 
มะเขือเทศปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือทั้งสอง แสดงอาการจุดวงแหวนสีน ้าตาลท่ีเกิดจากเช้ือ CaCV  
ทั้ง 7 ตน้ ต่อมาในช่วงระหวา่งวนัท่ี 14-21  มะเขือเทศท่ีเกิดอาการยอดไหมอ้ยา่งรุนแรงจนตายลง
จ านวน 4  ตน้ เหลือมะเขือเทศปกติไดรั้บการปลูกเช้ือทั้งสองเพียง 3 ตน้ แสดงอาการใบด่างท่ีเกิด
จากเช้ือ CMV เม่ือเวลาผา่นไป 21 วนั ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมมีทั้งตน้ท่ีแสดง
อาการของโรคและไม่แสดงอาการของโรค ทั้งท่ีเกิดจากเช้ือ CMV และ CaCV  ยนืยนัผลท่ีไดด้ว้ย
เทคนิค ELISA (ภาพท่ี 11) โดยตน้มะเขือเทศปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2-8) มีค่าการดูดกลืน
แสงมากกวา่ 2 เท่าของตน้ท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ ในการตรวจสอบเช้ือ CMV นั้น ตน้มะเขือเทศ
รวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (ตน้ท่ี 9-20) พบตน้ท่ีมีค่าการการดูดกลืนแสงมากกวา่ตน้มะเขือเทศ
ปกติ 2 เท่า จ  านวน 5 ตน้  ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 9, 16, 17, 19 และ 20 ในขณะท่ีเช้ือ CaCV นั้น พบตน้ท่ีมีค่า
การดูดกลืนแสงมากกวา่ตน้มะเขือเทศปกติ 2 เท่าทุกตน้ ยกเวน้ตน้ท่ี 16  ท่ีมีค่าการการดูดกลืนแสง
ใกลเ้คียงกบัตน้มะเขือเทศปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ จากผลท่ีไดแ้สดงวา่ มีตน้มะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CMV จ านวน 7 ตน้ ตา้นทานต่อเช้ือ CaCV จ านวน 1 ตน้ ไม่
ตา้นทานต่อเช้ือใดๆ จ านวน 4 ตน้ และไม่พบตน้มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมตท่ี้ตา้นทาน
ทั้งต่อเช้ือ CMV และ CaCV  ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 6 
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                   ภาพที ่9  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
                                405 nm หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนั ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง   
                                พนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง  line CaCV  L6-6 และ line CMV  
                                L13-x-47-22  ดว้ยเทคนิค ELISA 
       ตน้ท่ี 1      มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
       ตน้ท่ี 2-8   มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ   
                                ตน้ท่ี 9-20 มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
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              ภาพที ่10  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CMV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
                               405 nm หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 21 วนั ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง  
                               พนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง  line CaCV  L6-6 และ line CMV  
                               L13-x-47-22   ดว้ยเทคนิค ELISA 
      ตน้ท่ี 1      มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
      ตน้ท่ี 2-8   มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
      ตน้ท่ี 9-20 มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
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              ภาพที ่11  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV และ CMV โดยวดัจากค่าการดูด 
                             กลืนแสงท่ี 405 nm    หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนัและ 21 วนัใน                           
                             มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV   
                             L6-6 และ line CMV L13-x-47-22   ดว้ยเทคนิค ELISA 
    ตน้ท่ี 1      มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
    ตน้ท่ี 2-8   มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
                                                 CaCV และCMV 
    ตน้ท่ี 9-20 มะเขือเทศรวมยีนดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
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            ภาพที ่12  ตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CaCV สายพนัธ์ุ  KK เป็นเวลา 14 วนั 
      ก. ตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรค (ตน้ท่ี 2 และ 4) เปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่เป็น 
                                    โรค (ตน้ท่ี 1 และ 3) 
      ข. ใบมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 1) 
                   ค. ใบมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2) 
                               ง. ใบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (CaCV L6-6 × CMV L13-x-47-22)  
                                   ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงลกัษณะตา้นทานต่อโรค (ตน้ท่ี 3) 
                               จ.ใบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (CaCV L6-6 × CMV L13-x-47-22)  
                                   ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงลกัษณะอ่อนแอต่อโรค (ตน้ท่ี 4) 
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             ภาพที ่13  ตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CMV สายพนัธ์ุ  30RS เป็นเวลา 21 วนั 
                   ก. ตน้มะเขือเทศท่ีเป็นโรค (ตน้ท่ี 2 และ 4) เปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่เป็นโรค 
                                    (ตน้ท่ี 1 และ 3) 
      ข. ใบมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 1) 
                    ค. ใบมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (ตน้ท่ี 2) 
                               ง. ใบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (CaCV L6-6 ×CMV L13-x-47-22)  
                                    ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงลกัษณะตา้นทานต่อโรค (ตน้ท่ี 3) 
                               จ. ใบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (CaCV L6-6 ×CMV L13-x-47-22)  
                                    ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงลกัษณะอ่อนแอต่อโรค (ตน้ท่ี 4) 
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ตารางที ่6  ผลการทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV และCaCV ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง 
                  พนัธุกรรม รุ่น F1 
   

No.             CaCV                CMV                CaCV+CMV 
N + rep          R/S N + rep            R/S      N + rep                  R/S 

Seedathip 4 (control) 
1                  -                     S                       -                    S                     -                            -* 
2                  -                     S                       -                    S                     -                            -* 
3                  -                     S                       -                    S                     -                            S 
4                  -                     S                       -                    S                     -                            S 
5                  -                     S                       -                    S                     -                            -* 
6                  -                     S                       -                    S                     -                            S 
7                  -                     S                       -                    S                     -                            -* 
CaCV L6-6 × CMV L13-x-47-22  
1               +/+                   S                     +/+                  R                    +/+                      S/S 
2               +/+                   S                     +/+                  R                    +/+                      S/R 
3               +/+                   S                     +/-                   S                    +/+                      S/R 
4               +/+                   S                     +/+                  S                     +/-                       S/R 
5               +/+                   R                     -/-                    S                    +/+                      S/R 
6               +/+                   S                      -/-                    R                   +/+                      S/R 
7               +/+                   S                      +/+                  S                    +/+                      S/R 
8               +/+                   R                      +/+                  R                   +/+                      R/S 
9               +/-                    R                      +/+                  R                   +/-                       S/S 
10             +/+                   S                       +/+                  R                   +/+                      S/R 
11             +/+                   R                       +/+                  R                   +/+                      S/S     
12             +/+                   S                       +/+                   R                  +/+                       S/R 
 

* ตน้มะเขือเทศตาย 
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           จากผลท่ีไดส้ังเกตวา่ ในการทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV หรือ CaCV  เพียง
เช้ือเดียว พบวา่มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมบางตน้แมจ้ะตรวจสอบพบช้ินส่วนยนี แต่เม่ือ
ปลูกเช้ือไวรัสเพื่อทดสอบพบตน้ท่ีไม่ตา้นทาน โดยในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV  มะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมตรวจพบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนทั้งหมด แต่พบตน้ท่ีตา้นทานเพียง 4 ตน้
เท่านั้น คิดเป็น 33.33% และในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CMV ตรวจพบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ จ  านวน 9 
ตน้ จากทั้งหมด 12 ตน้ และเม่ือทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV พบตน้ท่ีตา้นทานจ านวน 7 ตน้ 
คิดเป็น 77.77 % ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือทั้งสองชนิดพร้อมกนั ตรวจพบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน
ทั้งหมด พบตน้ท่ีตา้นทานเพียงตน้เดียว คิดเป็น 8.33% และตรวจพบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ 
จ านวน 10 ตน้ จากทั้งหมด 12 ตน้ พบตน้ท่ีตา้นทานจ านวน 7 ตน้ คิดเป็น 70 % 
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4. ผลการทดสอบลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมหลงัการรวมยนี 
 
 จากผลการตรวจสอบยนีในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมในทุกๆคู่ผสม (bulk)       
(ภาพท่ี 14)  จ  านวนทั้งหมด 54 ตน้ ตรวจพบตน้มะเขือเทศท่ีไม่มียนีจ านวน 16 ตน้ ตน้มะเขือเทศท่ี
มีเพียงยนีเดียวจ านวน 31 ตน้ และตน้มะเขือเทศท่ีมีทั้งสองยนีจ านวน 7 ตน้ รวมกบัมะเขือเทศพนัธ์ุ
สีดาทิพย ์3 จ านวน 7 ตน้ และมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  จ  านวน 8  ตน้ รวมมะเขือเทศท่ีใชใ้นการ
ทดสอบทั้งหมดจ านวน 69 ตน้ 
 

M P1 N1 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 N2 P2
2.48 kb

450 bp

3.0 Kb

400 bp

M P1 N1 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 N2 P2
2.48 kb

450 bp

3.0 Kb

400 bp

 
 

           ภาพที ่14  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์และยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนใน 
                           มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (bulk) บางตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบ 
                           ลกัษณะประจ าพนัธ์ุดว้ยเทคนิค PCR  
                           M      : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus DNA ladder marker (Fermentas)                   
                           P1      : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์รุ่นพอ่-แม่ 
                           N1      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
                           P2      : มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนรุ่นพอ่-แม่  
                           N2      : มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  
                           L1-10 : มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 

 

 

 มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมไดม้าจากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดา
ทิพย ์3 ท่ีมีลกัษณะการเจริญเติบโตแบบก่ึงเล้ือย (semi-determinate type) ผสมขา้มดอกกบัมะเขือ
เทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีมีลกัษณะการเจริญเติบโตแบบก่ึงเล้ือยเช่นกนั ผลท่ีได้
พบวา่มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม รุ่นท่ี F1 ทั้งหมด 54 ตน้มีลกัษณะการเจริญเติบโตแบบ
ก่ึงเล้ือยทั้งหมด 
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 เก็บผลมะเขือเทศท่ีไดจ้ากทั้งสามกลุ่มทดลองและมะเขือเทศชุดควบคุม ไดแ้ก่ มะเขือเทศ
พนัธ์ุสีดาทิพย ์ 3  และ 4  ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี เม่ือมะเขือเทศผลแรกเร่ิมสุก เก็บผลผลิตท่ีได้
ทั้งหมด เป็นระยะเวลา 40 วนั พบวา่ ผลมะเขือเทศท่ีไดจ้ากทั้งสามกลุ่มทดลองและมะเขือเทศพนัธ์ุ
สีดาทิพย ์ 3  และ 4   มีรูปร่างผลเป็นแบบรูปทรงรี (ellipsoid or plum shape)  ค่อนไปทางกลม 
(rounded) พบรูปผลแบบแพร์ (obovoid or pear shape) พบผลแบบทรงกลม (rounded) และรูปทรง
ส่ีเหล่ียม (rectangular) บา้งเล็กนอ้ย 
 
 จากผลมะเขือเทศท่ีเก็บเก่ียวไดท้ั้งหมด พบวา่ผลมะเขือเทศมีสีผลท่ีอยูร่ะหวา่งสีชมพถึูงสี
ชมพอูมแดงเขม้ โดยมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์ 4 มีผลสีชมพอูมแดงเป็นส่วนใหญ่ ในขณะท่ีมะเขือ
เทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมพบผลเป็นสีชมพูอมแดงเขม้เกือบ
ทั้งหมด และพบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมบางสายพนัธ์ุมีผลสีชมพแูดงอมส้มบา้ง
เล็กนอ้ย  

 
 จากผลมะเขือเทศทั้งหมด  2007 ผล ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศปกติและมะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมรวมทั้งหมด 5 กลุ่มการทดลอง น ามาหาน ้าหนกัเฉล่ียแลว้พบวา่ ค่าท่ีไดมี้ความ
แตกต่างกนัในแต่ละกลุ่มการทดลองอยา่งชดัเจน แต่เม่ือน ามาเปรียบเทียบทางสถิติระหวา่งกลุ่มการ
ทดลองแลว้กลบัไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั ผลท่ีไดค้าดวา่เกิดจากจ านวนตวัอยา่งท่ีมี
ปริมาณมาก อีกทั้งยงัมีความแปรปรวนสูงในกลุ่มการทดลองเอง  จึงก าหนดใหค้ดัเลือกผลมะเขือ
เทศท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุด 10 ล าดบัแรกของแต่ละตน้ และตน้ท่ีมีผลผลิตไม่ถึง  10 ผลใหต้ดัออก ไม่
น ามาวเิคราะห์ทางสถิติดว้ย รวมทั้งขนาดผล (shape index; Z) ซ่ึงใชข้อ้ก าหนดเดียวกนัน้ีในการ
วเิคราะห์ทางสถิติ 
 

 ผลท่ีไดพ้บวา่น ้าหนกัเฉล่ียของแต่ละกลุ่มนั้นมีค่าแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดย
มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 มีน ้าหนกัผลเฉล่ียสูงสุด (ตารางท่ี 7) ในขณะท่ีมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์
3    มีน ้าหนกัผลเฉล่ียต ่าท่ีสุด และมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากการผสมขา้ม
ระหวา่งมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์ 3 และ 4  มีน ้าหนกัผลเฉล่ียอยูร่ะหวา่งมะเขือ
เทศพนัธ์ุปกติทั้งสองสายพนัธ์ุ ยกเวน้มะเขือเทศรวมยนีในกลุ่มท่ีพบเพียงยนีเดียวท่ีมีน ้าหนกัผล
เฉล่ียไม่แตกต่างกบัน ้าหนกัผลเฉล่ียของมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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ภาพที ่14  รูปร่างผลของมะเขือเทศแบบต่างๆ ท่ีพบในมะเขือเทศ 
                                             พนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  
                                              ก. ผลแบบแพร์ (obovoid or pear shape) 
                                              ข. ผลแบบทรงกลม (rounded) 
        ค. ผลเแบบรูปทรงรี (ellipsoid or plum shape) 
                                              ง. ผลแบบรูปทรงส่ีเหล่ียม (rectangular) 
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ภาพที ่15  เปรียบเทียบสีผลของมะเขือเทศท่ีพบในมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3, 4    
                                 และในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
        ก.  ผลสีชมพ ู
                                 ข.  ผลสีชมพอูมแดง 
        ค.  ผลสีชมพอูมแดงเขม้ 
 
 ขนาดผลท่ีไดเ้ม่ือน ามาเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มการทดลอง พบวา่ ค่า Z ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศ
พนัธ์ุปกตินั้นไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติเช่นเดียวกบัค่าค่า Z ท่ีไดจ้ากมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง
พนัธุกรรมทั้งสามกลุ่ม แต่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่มมะเขือเทศพนัธ์ุ
ปกติกบักลุ่มมะเขือเทศรวมยีน 
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ตารางที ่7  แสดงลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศปกติและมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
 

         ลกัษณะ               การเจริญ      รูปร่างผล              สีผล                น ้าหนกั          ขนาดผล*                                                                          
                                      เติบโต                                                              ผลเฉล่ีย*            (Z)        
                                                                                                                (กรัม) 
สีดาทิพย ์3 
สีดาทิพย ์4 
กลุ่มไม่มียนี 
กลุ่มยนีเดียว 
กลุ่มสองยนี 

 ก่ึงเล้ือย 
 ก่ึงเล้ือย 
 ก่ึงเล้ือย 
 ก่ึงเล้ือย 
 ก่ึงเล้ือย 

รูปทรงรี 
รูปทรงรี 
รูปทรงรี 
รูปทรงรี 
รูปทรงรี 

 ชมพอูมแดงเขม้ 
ชมพอูมแดง 

ชมพอูมแดงเขม้ 
ชมพอูมแดงเขม้ 
ชมพอูมแดงเขม้ 

  16.22c 
  21.12a 
  17.53b 
  16.78c 
  17.48b 

      1.25b 
      1.28b 
      1.32a 
      1.35a 
      1.33a 

 

     

 * ค่าเฉล่ียท่ีตามหลงัดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัในคอลมันเ์ดียวกนั คือ ไม่แตกต่างกนัทางสถิติเม่ือ 
     วเิคราะห์ดว้ยวธีิการแบบ CRD ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 
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วจิารณ์ผลการทดลอง 
 

 อญัญรัตน์ (2553) ไดท้  าการประเมินความตา้นทานมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมต่อเช้ือ 
CMV ถึงรุ่นท่ี R3 โดยพบวา่ มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L13 ตรวจพบยีนเรพลิเคสท่ี
ไม่สมบูรณ์ดว้ย PCR ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมทุกตน้ คิดเป็น 100% และคดัเลือกตน้ท่ีตรวจ
พบยนีไดถึ้งรุ่นท่ี R3  คาดวา่มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดเ้ป็นสายพนัธ์ุแท ้ แต่ในการทดลองน้ี
ไดน้ ามะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L 13-x-47  มาใชเ้ป็นพอ่แม่พนัธ์ุพบยนีเรพลิเคสท่ี
ไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่นท่ี R4  60.87%  จึงไม่อาจยนืยนัไดว้า่  line CMV L 
13-x-47  เป็นสายพนัธ์ุแทโ้ดยสมบูรณ์เน่ืองจากการตรวจสอบยนีดว้ย PCR ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหวา่งตน้ท่ีเป็นสายพนัธ์ุแท ้(homozygous genotype) กบัตน้ท่ียงัมีการกระจายตวัของยนี 
(hemizygous genotype) ไดเ้หมือนเคร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืนๆ  เช่น  restriction fragment length 
polymorphism (RFLP)  ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายท่ีมีการข่มร่วมกนั (codominant marker) สามารถแยก
ตน้ท่ีเป็นสายพนัธ์ุแทก้บัตน้ท่ียงัมีการกระจายตวัของยนีออกจากกนัได ้ อยา่งไรก็ดีเคร่ืองหมาย
โมเลกุลชนิดน้ีตอ้งใชดี้เอ็นเอคุณภาพดีและมีปริมาณมากพอ อีกทั้งมีกระบวนการยุง่ยากและใช้
เวลานาน (สุรินทร์, 2552) จึงไม่เหมาะสมกบัการน ามาใชใ้นตวัอยา่งพืชท่ีมีปริมาณมากเช่นการ
ทดลองน้ี 
 
 การตรวจสอบพบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L 
13-x-47 รุ่นท่ี R4 ท่ีพบเพียง 60.87%  คาดวา่เกิดจากการคดัเลือกในรุ่นท่ี  R1  ท่ีเป็นการคดัเลือกแบบ
กลุ่ม (family selection) โดยเก็บผลผลิตท่ีไดใ้นรุ่นแรกแบบไม่แยกตน้จึงอาจท าใหเ้กิดการปะปน
ระหวา่งเมล็ดท่ีเป็นสายพนัธ์ุแท ้เมล็ดท่ียงัมีการกระจายตวัของยนี และเมล็ดท่ีไม่มียนี เม่ือคดัตน้ท่ี
ตรวจไม่พบทิ้งไปดว้ยเทคนิค PCR  มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น R2 ท่ีเหลือเพื่อใชเ้ป็นตน้แม่
พนัธ์ุจึงเป็นทั้งแบบ homozygous และ hemizygous  แมก้ารผสมตวัเองในรุ่นถดัไปจะสามารถแยก
ความแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุท่ีเป็น homozygous และ hemizygous ไดก้็ตามการคดัเลือกในคร้ังน้ี
เกิดจากการผสมตวัเองตามธรรมชาติ ไม่มีการก าจดัเกสรเพศผู ้แมม้ะเขือเทศจะเป็นพืชผสมตวัเอง
โดยธรรมชาติ  แต่สามารถเกิดการผสมขา้มได ้หากมะเขือเทศท่ีเป็นสายพนัธ์ุแทผ้สมกบัมะเขือเทศ
ท่ีไม่ใช่สายพนัธ์ุแทจ้ะสามารถตรวจพบยนีไดท้ั้งหมดในมะเขือเทศรุ่นถดัไป แต่ในรุ่นต่อมาก็จะเกิด
การกระจายตวัของยนีอีกคร้ัง  ดงัผลท่ีแสดงใหเ้ห็นในการตรวจสอบยนีในรุ่นท่ี R4 การคดัเลือก
แบบแยกตน้ (line selection) โดยคดัเลือกแต่ละตน้แยกจากกนัในแต่ละรุ่น (กฤษฎา, 2546) และมี
ขั้นตอนการก าจดัเกสรเพศผูร่้วมดว้ยจะเพิ่มค่าความถ่ีของตน้ท่ีเป็นชนิดพนัธ์ุแทม้ากข้ึนและเขา้สู่
สายพนัธ์ุแทใ้นท่ีสุด 
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 การรวมยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะตา้นทานโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสในตน้มะเขือเทศสามารถ
ด าเนินการไดห้ลายวธีิ แต่การทดลองในคร้ังน้ีเลือกวธีิการรวมยนีแบบผสมขา้มเน่ืองจากเป็นวธีิท่ี
ง่ายและไม่จ  าเป็นตอ้งออกแบบพลาสมิดท่ีมีหลายยนีข้ึนมาใหม่ (Francois et al., 2002) การถ่ายยนี
ซ ้ า (re-transformation) หรือการถ่ายยนีหลายๆยนีพร้อมกนัเพียงคร้ังเดียว (co-transformation)  อาจ
ไม่จ  าเป็นในกรณีท่ีมีพอ่และแม่พนัธ์ุเป็นพืชดดัแปลงพนัธุกรรมอยูแ่ลว้  อีกทั้งในบางกรณีพบวา่ผล
ท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนัมากนกั  ดงัท่ีพบในการรวมยนีเรพลิเคสของไวรัสใบหงิกเหลืองมะเขือเทศและ
ไวรัสใบด่างแตงในคราวเดียวแบบหลายพลาสมิด (multiple-plasmid co-transformation) ในมะเขือ
เทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์ 3  ซ่ึงมีมะเขือเทศรวมยนีในอตัรา 32.26% (วรพงศ,์ 2547)   
 
 อยา่งไรก็ตาม  การผสมขา้มเพื่อรวมยนีหากพอ่แม่พนัธ์ุมีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างกนัมาก 
ลูกผสมท่ีไดแ้มจ้ะมียนีท่ีตอ้งการซ่ึงไดจ้ากทั้งตน้พ่อและตน้แม่  แต่ผลท่ีเกิดจาก linkage effect จะ
ท าใหลู้กผสมไดย้นีท่ีมีลกัษณะท่ีไม่ตอ้งการติดมาดว้ย และถา้หากจ านวนยนีท่ีตอ้งการรวบรวมมี
มากข้ึนและพอ่แม่พนัธ์ุท่ีใชแ้ตกต่างกนั ลูกผสมท่ีไดก้็จะมีลกัษณะท่ีไม่ตอ้งการติดมามากข้ึนดว้ย
เช่นกนั (Halpin, 2005; Douglas and  Halpin, 2010)  แต่ในการรวมยนีแบบผสมขา้มระหวา่งมะเขือ
เทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และ 4 นั้น  เน่ืองจากไดรั้บการพฒันาพนัธ์ุจากพอ่และแม่
พนัธ์ุกลุ่มเดียวกนั จึงไม่มีปัญหาในเร่ืองของการผสมติด  การพฒันาของผลและเมล็ด และการ
เจริญเติบโตเป็นตน้ใหม่  อีกทั้งเป็นมะเขือเทศพนัธ์ุการคา้ท่ีไดรั้บการพฒันาสายพนัธ์ุมาเป็น
เวลานาน  ลกัษณะท่ีผูบ้ริโภคไม่ตอ้งการจึงถูกคดัทิ้งตั้งแต่เร่ิมมีการพฒันาสายพนัธ์ุ (กรุง และคณะ, 
2537) หากสามารถรวมยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานต่อเช้ือไวรัสไดม้ากข้ึนกวา่เดิมจะไดส้าย
พนัธ์ุมะเขือเทศท่ีเป็นประโยชน์ตรงตามความตอ้งการของตลาด 
 

ผลการรวมยนีมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตวั
ของยนีดว้ยวธีิทางสถิติพบวา่เป็นไปตามค่าคาดหมาย  การกระจายตวัของยีนทั้งสองในรุ่นลูก (F1) 
เป็นไปตามค่าความถ่ีของการถ่ายทอดยนีในรุ่นพ่อแม่  อยา่งไรก็ดีการกระจายตวัของยีนท่ีไดน้ั้นไม่
ตรงตามอตัราส่วนของเมนเดล (ตารางท่ี 5) โดยหากพ่อและแม่พนัธ์ุเป็นสายพนัธ์ุแท ้ลูก (F1) ท่ีได้
จะมีจีโนไทป์เพียงแบบเดียว คือ AaBb เม่ือตรวจสอบยนีทั้งสองดว้ย PCR จะตรวจพบแถบดีเอน็เอ
ในรุ่นลูกทุกๆตน้ (Datta et al., 2002) แต่จีโนไทป์ท่ีไดจ้ากการผสมขา้มในคร้ังน้ีมีถึงส่ีแบบ คือ 
AaBb, Aabb, aaBb และ aabb ทั้งน้ีเน่ืองจากมะเขือเทศท่ีใชเ้ป็นทั้งพอ่และแม่พนัธ์ุไม่ไดเ้ป็นสาย
พนัธ์ุแทแ้ต่มีลกัษณะเป็นแบบ hemizygous ซ่ึงในพืชดดัแปลงพนัธุกรรมหลายชนิด พบการกระจาย
ตวัของยนีทั้งท่ีเป็นไปตามกฎและไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล โดยมีหลายปัจจยัเก่ียวขอ้งทั้งปัจจยั
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หลกั คือ ต าแหน่งท่ีช้ินส่วนยีนแทรกอยู ่และปัจจยัอ่ืนๆ เช่น จ านวนชุดของยีน (copy number) 
วธีิการถ่ายยนี รวมไปถึงความไม่คงตวัของช้ินส่วนยนีเอง (Yin et al.,2004) 
 
 มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดน้ ามาทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้งสอง
ชนิด พบความตา้นทานต่อโรคท่ีแตกต่างกนัไป  ยนีตา้นทานเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมไดม้าจากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L 13-x-47-22 ท่ีใชเ้ป็นตน้
พอ่พนัธ์ุ   โดยมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุน้ีไดท้ดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CMV 
ตั้งแต่รุ่น R1-R3 พบความตา้นทานในระดบัสูงโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในรุ่น R3 ท่ีมีจ  านวนตน้ทานทาน
คิดเป็น 100% (อญัญรัตน์, 2553)  ในขณะท่ียนีตา้นทานเช้ือไวรัส CaCV ไดม้าจากมะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV L 6-6 ท่ีใชเ้ป็นตน้แม่พนัธ์ุ โดยมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมสาย
พนัธ์ุน้ียงัไม่ไดท้ดสอบความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  จึงท าการทดสอบความตา้นทานในมะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV L 6  พบตน้ท่ีตา้นทานต่อเช้ือไวรัสสูงถึง 95% 
 
 เม่ือพิจารณาถึงปริมาณของเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดท่ีทดสอบดว้ยดว้ยเทคนิค ELISA เปรียบ 
เทียบกนัในสามกลุ่มการทดลองแลว้ พบวา่ ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CMV เพียงอยา่งเดียว และกลุ่มท่ีปลูก
เช้ือ CMV ร่วมกบัเช้ือ CaCV  มีปริมาณของเช้ือไวรัส CMV ไม่แตกต่างกนัมากนกั (ค่า O.D.405nm 
เฉล่ียเท่ากบั 0.485 และ 0.817 ตามล าดบั)  และความตา้นทานต่อเช้ือ CMV  ในมะเขือเทศรวมยนี
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนั คือ 70%-77.77%   โดยทัว่ไปแลว้การตรวจหาปริมาณเช้ือ
ไวรัส CMV สายพนัธ์ุ 30RS ดว้ย anti-CMV antibody ในตน้มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีไดรั้บการ
ปลูกเช้ือ  พบวา่มีค่า O.D.405nm เฉล่ียอยูท่ี่ 0.8 (มณีรัตน์, 2547) มีค่าใกลเ้คียงกบัผลท่ีไดจ้ากการ
ทดลอง  แต่ในการประเมินความตา้นทานต่อเช้ือ CMV ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดา
ทิพย ์3  ของอญัญรัตน์(2553)  ตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสพบค่า O.D.405nm ท่ีมากกวา่ 1 ข้ึนไป เม่ือ
ปลูกเช้ือ CMV เป็นเวลา 21 วนั ความแตกต่างท่ีเกิดข้ึนอาจเป็นผลมาจากเช้ือไวรัสเอง พบรายงานวา่  
ในการทดสอบปริมาณเช้ือไวรัส CMV สายพนัธ์ุ KPS10 ในทุกๆช่วงสัปดาห์ มีค่า O.D.405nm ท่ี
แตกต่างกนั  โดยหลงัปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนั ปริมาณเช้ือจะลดลง (วภิาว,ี 2550) โดยปริมาณเช้ือ 
CMV ท่ีมากนอ้ยแตกต่างกนัในแต่ละช่วงเวลาสามารถพบไดบ้่อยคร้ัง 
 
 ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV เพียงอยา่งเดียว และกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV ร่วมกบัเช้ือ CMV 
พบวา่ ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV ร่วมกบัเช้ือ CMV มีปริมาณของเช้ือ CaCV  (ค่า O.D.405nm เฉล่ีย
เท่ากบั 3.202)  มากกวา่ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV เพียงอยา่งเดียว (ค่า O.D.405nm เฉล่ียเท่ากบั 1.276)  
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ต่างจากรายงานการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV สายพนัธ์ุ KK ดว้ย MYSV6  antibody ในตน้
มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  ท่ีพบวา่มีค่า O.D.405nm เฉล่ียอยูท่ี่ 1.781 เท่านั้น (Sripiban, 2011) แต่
มีค่าใกลเ้คียงกบักลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CaCV เพียงอยา่งเดียว  ปริมาณของเช้ือไวรัส  CaCV  ท่ีมากกวา่ใน
กลุ่มท่ีปลูกเช้ือไวรัสร่วมกนั  ส่งผลต่อระดบัความรุนแรงของโรคซ่ึงเห็นไดจ้ากมะเขือเทศปกติท่ีท า
การปลูกเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดมีอาการใบและล าตน้ไหมอ้ยา่งรุนแรง ท าใหม้ะเขือเทศท่ีท าการ
ทดสอบตายไปถึง 4 ตน้จากมะเขือเทศทั้งหมด 7 ตน้ (ตารางท่ี6) ซ่ึงปริมาณของเช้ือไวรัสท่ีมากน้ี
อาจส่งผลต่อความตา้นทานของมะเขือเทศรวมยีนดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีพบวา่มีความตา้นทานลดลง
ในกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ CMV ร่วมกบัเช้ือ CaCV   
 
 การเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสหลายชนิดในพืชเพียงตน้เดียวสามารถพบไดโ้ดยทัว่ไป 
โดยเฉพาะในมะเขือเทศซ่ึงเป็นพืชท่ีพบการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสมากมายหลายชนิด และจาก
การศึกษาพบวา่มะเขือเทศจะแสดงอาการของโรคอยา่งรุนแรงเม่ือมีการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัส
มากกวา่ 2 ชนิดข้ึนไป (Balogun et al., 2002; Balogun, 2008; Mascia et al., 2010; Mohamed, 
2010) เช่นในมะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ Tomato chrolosis virus (ToCV) และ Tomato spotted 
wilt virus (TSWV) จะแสดงอาการของโรคอยา่งรุนแรงและตายลงอยา่งรวดเร็ว นอกจากน้ียงัพบวา่
มะเขือเทศพนัธ์ุตา้นทานท่ีมียีน Sw-5  ท่ีตา้นทานต่อเช้ือ TSWV นั้น เม่ือปลูกเช้ือ ToCV แลว้ตาม
ดว้ยเช้ือ TSWV  จะท าใหเ้กิดการลดหรือยบัย ั้งระดบัของความตา้นทานลง (Glacía-Cano et al., 
2006) อยา่งไรก็ดี ในบางกรณีการเขา้ท าลายร่วมกนัของเช้ือไวรัสสองชนิดอาจไม่พบปฏิสัมพนัธ์
ระหวา่งกนั เช่น ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อเช้ือ TSWV และ CMV   
พบวา่ตน้มะเขือเทศรวมยนีมีระดบัความตา้นทานท่ี คงตวัเม่ือปลูกเช้ือทั้งสองชนิดพร้อมกนั  เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีปลูกเช้ือไวรัสเพียงชนิดเดียว  (Gonsalaves et al., 1996)  
 
 ความตา้นทานต่อเช้ือ CMV  เกิดจากการแสดงออกของยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์   
(replicase-mediated  resistance) ท่ีถูกถ่ายเขา้สู่ตน้มะเขือเทศ โดยกลไกน้ีอาจเกิดข้ึนในระดบัอาร์
เอน็เอ (Hellwald and Palukaitis, 1995) หรือในระดบัโปรตีน (Wintermantel and Zaitlin, 2000) 
ในขณะท่ีความตา้นทานต่อเช้ือทอสโพไวรัสในตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอโปรตีน 
(nucleoprotein gene) เกิดข้ึนจากการแสดงออกของยนีในระดบัโปรตีน (N protein –mediated 
protection) (Gonsalaves et al., 1996) และในระดบัอาร์เอ็นเอ (RNA-mediated resistance) โดย
กระบวนการท่ีเรียกวา่ post-transcriptional  gene silencing (PTGS)  และพบวา่การใชย้นีนิวคลีโอ
โปรตีนท่ีมีขนาดมากกวา่ 387 เบสข้ึนไป  จึงท าใหต้น้พืชเกิดความตา้นทาน (Pang et al.,1997; Jan 
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et al.,2000)  อยา่งไรก็ดียนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนท่ีถ่ายเขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  มีขนาด
มากกวา่ 1200 เบส คาดวา่ไม่มีผลต่อความตา้นทานท่ีลดลงเม่ือช้ินส่วนยีนมีขนาดเล็กกวา่ 200 เบส 
 
 นอกจากขนาดของช้ินส่วนยนีแลว้ พบวา่ความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดเช้ือไวรัสมีผลต่อ
ความตา้นทานต่อโรคดว้ยเช่นกนั เน่ืองจากมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์3  ไดรั้บ
การถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ท่ีไดจ้ากเช้ือไวรัส CMV  Subgroup IA สายพนัธ์ุ Fny ในขณะท่ี
เช้ือไวรัสท่ี ใชใ้นการทดลองนั้นเป็นเช้ือไวรัส CMV SubgroupIB  สายพนัธ์ุ 30RS อยา่งไรก็ดี มี
รายงานถึงความตา้นทานต่อเช้ือ CMV สายพนัธ์ุ 30RS เม่ือใชย้นีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ท่ีไดจ้ากเช้ือ
ไวรัส CMV  สายพนัธ์ุ Fny ได ้(อญัญรัตน์, 2553; Zhang, 2005) และในมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  ไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนท่ีไดจ้ากเช้ือไวรัส CaCV สาย
พนัธ์ุ AIT แต่เช้ือไวรัสท่ีใชใ้นการทดสอบเป็นเช้ือไวรัส CaCV สายพนัธ์ุ KK (Seepiban, 2011) ซ่ึง
พบรายงานเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน (identity) ของล าดบักรดอะมิโนของยนีนิวคลีโอแคปซิด
โปรตีนระหวา่งเช้ือไวรัส CaCV ทั้งสองสายพนัธ์ุ ท่ีระดบัความเหมือน 93% (Chiemsombat et al., 
2008) และเม่ือพิจารณาร่วมกบัความตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  ในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line 
CaCV L 6 แลว้ คาดวา่ความแตกต่างระหวา่งยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนของเช้ือไวรัส CaCV ทั้ง
สองสายพนัธ์ุมีผลกระทบเพียงเล็กนอ้ยหรือไม่มีผลกระทบต่อความตา้นทานในมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 เลย 
 
 ความตา้นทานท่ีลดลงของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมแสดงให้เห็นถึงความผนั
แปรของการแสดงออกของยนีซ่ึงเกิดข้ึนไดบ้่อยคร้ังในพืชดดัแปลงพนัธุกรรม ปัจจยัท่ีมีผลต่อการ
แสดงออกของทรานส์ยนีอาจเกิดจากจ านวนชุดของช้ินส่วนยนี การเกิด RNA silencing  ต าแหน่ง
แทรกสอดของช้ินส่วนยนี รวมไปถึงส่วนท่ีเก่ียวขอ้งการแสดงออกของยนี (regulatory sequence) 
(Butaye et al., 2005) 
 
 โดยทฤษฎีแลว้จ านวนชุดของยนีมากน่าจะเกิดการแสดงออกของยนีมากเช่นกนั แต่กลบั
พบวา่จ านวนชุดของยนีท่ีมากนั้นก่อใหเ้กิดการรวมกนัเป็นรูปแบบเชิงซอ้นท่ีส่งผลท าใหเ้กิดการ
แสดงออกของยนีต ่าโดยเฉพาะรูปแบบท่ีเกิดจากการเรียงตวัซ ้ ากนัของล าดบัเบสเป็นช่วงยาว 
(tandem repeat) และล าดบัเบสท่ีกลบัทิศทางกนั (inverted repeat) (Wang and Waterhouse, 2000; 
Muskens et al., 2000)  การเขา้คู่กนัของเบสคู่สมเป็นรูปแบบเชิงซอ้นน้ีจะท าใหเ้กิด homology-
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dependent gene silencing (HDGS) ข้ึน และส่งผลต่อการสังเคราะห์โปรตีนหรือการแสดงออกของ
ยนีได ้(Meyer and Saedler, 1996)  
 
 ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมพบความตา้นทานท่ีลดลงจากการเขา้ท าลายของ
เช้ือ CMV และ CaCV  เม่ือกลบัไปพิจารณาถึงความตา้นทานท่ีเกิดข้ึนทั้งในมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรม line CMV L 13-x-47 และ line CaCV L 6 ซ่ึงเป็นตน้สายพนัธ์ุของพอ่และแม่พนัธ์ุท่ีใช้
ในการสร้างมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมพบวา่มีความตา้นทานสูง โดยมะเขือเทศดดัแปลง
พนัธุกรรม line CMV L 13-x-47 มีการตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ดว้ยเทคนิค genomic 
Southern hybridization  ทั้งในรุ่น R1 และ R2 พบจ านวนชุดของยนีเพียง 2 ชุดเท่านั้น ท าใหม้ะเขือ
เทศดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุน้ีคงความตา้นทานในระดบัสูง (อญัญรัตน์, 2553) ในขณะท่ีมะเขือ
เทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV L 6  ยงัไม่มีการตรวจสอบยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนดว้ย
เทคนิค genomic Southern hybridization ท าใหไ้ม่ทราบจ านวนชุดของยนีท่ีแน่นอน อยา่งไรก็ดี
มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  ไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนดว้ยการ
ใชเ้ช้ือ Agrobacterium  ซ่ึงเกิดการแทรกสอดของช้ินส่วนยนีในจ านวนชุดท่ีต ่ากวา่การถ่ายยนี
โดยตรง (ตวัอยา่งเช่น particle bombardment หรือ electroporation เป็นตน้)  ซ่ึงจะไดช้ิ้นส่วนของ
ยนีในจ านวนชุดท่ีมากและหลาก หลายต าแหน่ง (Gelvin,2003) เม่ือพิจารณาร่วมกบัความตา้นทาน
ต่อเช้ือ CaCV ท่ีค่อนขา้งสูงในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV L 6 คาดวา่ ในมะเขือเทศ
ดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV L 6 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนนั้นมีจ านวนชุดของ
ยนีต ่า และไม่ส่งผลต่อระดบัการแสดงออกของยนีเช่นเดียวกบัมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line 
CMV L 13-x-47 
 
 จากความตา้นทานต่อโรคสูงในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CMV L 13-x-47 และ 
line CaCV L 6   และเม่ือทดสอบตา้นทานในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีรวมยนีทั้งสองเขา้
ดว้ยกนัพบวา่ มีความตา้นทานต่อโรคท่ีลดลง  คาดวา่อาจเกิดจากปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งส่วนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของยนี โดยพบวา่การรวมทรานส์ยนีแบบยนีเดียว (combining 
individual transgenes) โดยใช ้ promoter ชนิดเดียวกนัจะกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ HDGS ยบัย ั้ง
การแสดงออกของยนี (Matzke and Matzke, 1995; Kooter et al.,1999)  แมจ้ะท าการรวมยนีแบบ 
พลาสมิดเดียว (single-plasmid co-transformation) แต่หากช้ินส่วนยนีใช ้ promoter แยกกนัและเป็น 
promoter ชนิดเดียวกนัแลว้ พบวา่ยงัคงมีความแปรปรวนของระดบัความตา้นทานท่ีเป็นผลมาจาก
การใช ้promoter ชนิดเดียวกนัอยู ่(Prins et al., 1995)  และเน่ืองจากการถ่ายยนีเรพลิเคสท่ีไม่
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สมบูรณ์ของเช้ือ CMV เขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3  ใชพ้ลาสมิด pCMV N/B-23 (Anderson et 
al., 1992) ท่ีมี CaMV 35S promoter  เช่นเดียวกบัการถ่ายยนีนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนของเช้ือ CaCV 
เขา้สู่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ท่ีใชพ้ลาสมิด p1355 CaCV-AIT  ทีมี CaMV  35S promoter ดว้ย
เช่นกนั  การใช ้promoter  ชนิดเดียวกนัน้ีอาจท าใหเ้กิดกระบวนการ HDGS มีการแสดงออกของยนี
ท่ีลดลงและส่งผลกระทบต่อระดบัความตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดไดเ้ช่นกนั 
 
 เม่ือพิจารณาถึงผลของช้ินส่วนทรานส์ยนีท่ีเพิ่มข้ึนในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม
ต่อลกัษณะประจ าพนัธ์ุ   เปรียบเทียบกบัมะเขือเทศรวมยนีท่ีพบยนีเพียงยนีเดียว และไม่พบช้ินส่วน
ยนีเลย  พบวา่จ านวนของทรานส์ยนีท่ีเพิ่มข้ึนไม่มีผลต่อลกัษณะประจ าพนัธ์ุ  ทั้งลกัษณะการเจริญ 
เติบโตแบบก่ิงเล้ือย, รูปร่างผลแบบรี, ผลสีชมพอูมแดงเขม้ และรูปร่างผล (Z)   มีเพียงน ้าหนกัผล
เฉล่ียเท่านั้นท่ีมีค่าแตกต่างกนัทางสถิติ  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของรัตนา (2554)  ท่ีรวมลกัษณะ
ตา้นทานต่อโรคพืชถึง 4 ยนีเขา้ดว้ยกนัแลว้คดัเลือกลูกผสมท่ีไดด้ว้ยดีเอน็เอเคร่ืองหมาย พบวา่  
มะเขือเทศสายพนัธ์ุคู่แฝดพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ท่ีมียนีตา้นทานโรค 4 ยนี ยงัคงผลแบบรีและสีผลแดง
ชมพใูกลเ้คียงกบัพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 ปกติ  รายงานน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่จ านวนของช้ินส่วนยนีไม่มีผลต่อ
ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศ 
 
 อยา่งไรก็ดีลกัษณะประจ าพนัธ์ุบางลกัษณะมีความแตกต่างจากมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 
และ 4  ท่ีเป็นมะเขือเทศปกติ  ไดแ้ก่  สีผล, รูปร่างผล (Z) และน ้าหนกัผลเฉล่ีย  ทั้งน้ีเน่ืองจากมะเขือ
เทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมไดม้าจากการผสมขา้มระหวา่งมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรมพนัธ์ุ  
สีดาทิพย ์3 และ 4  ดงันั้น อาจมีบางลกัษณะท่ีเกิดจากผลของการผสมขา้มกนั เช่น น ้าหนกัเฉล่ียผล
ของมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีพบวา่มีค่าอยูร่ะหวา่งน ้าหนกัเฉล่ียผลของมะเขือเทศ
พนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และ 4  ซ่ึงตรงตามรายงานของกรุง และคณะ (2537)  ท่ีวา่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์
4  มีน ้าหนกัผลเฉล่ียท่ีสูงกวา่มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3  รวมไปถึงรูปร่างผล (Z) ท่ีพบวา่มีความ
แตกต่างทางสถิติเช่นกนั โดยค่า Z ท่ีไดจ้ากการทดลองมีค่าอยูร่ะหวา่ง 1.25-1.35  แตกต่างจากใน
รายงานท่ีพบวา่ ค่า Z ของมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 และ 4  มีค่าอยูร่ะหวา่ง 1.51-1.53  แสดงให้
เห็นถึงผลของมะเขือเทศท่ีได ้จาการทดลองท่ีมีลกัษณะรูปร่างแบบรีค่อนไปทางกลมมากกวา่ 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
  

สรุปผลการทดลอง 
 

 การทดลองในคร้ังน้ีสามารถรวมยนีเรพลิเคสท่ีไม่สมบูรณ์ท่ีไดจ้ากเช้ือ CMV กบัยนี         
นิวคลีโอแคปซิดโปรตีนท่ีไดจ้ากเช้ือ CaCV โดยวธีิการผสมขา้มของมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3 
และ 4 จากรุ่นพอ่-แม่สู่มะเขือเทศรุ่นลูกไดใ้นอตัราการถ่ายทอดทั้งสองยนีท่ี 36.06% โดยไม่พบ
ความแตกต่างของอตัราการถ่ายทอดทั้งสองยนีเม่ือผสมสลบัพอ่และแม่พนัธ์ุ  และจากอตัราการ
ถ่ายทอดยนีท่ีไดเ้ม่ือน ามาวเิคราะห์ทางสถิติพบการกระจายตวัของยนีทั้งสองในรุ่นลูกเป็นไปตาม
ค่าความถ่ีของการถ่ายทอดยีนในรุ่นพ่อแม่ 
 
 เม่ือน ามะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่ง line CaCV  L6-6 และ 
line CMV L13-x-47-22  มาใชท้ดสอบความตา้นทานต่อโรคใบด่างเรียวเล็กหรือโรคใบด่างแตงท่ี
เกิดจากเช้ือ CMV  และโรคยอดไหมท่ี้เกิดจากเช้ือ CaCV พบวา่มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลง
พนัธุกรรมมีความตา้นทานต่อเช้ือ CMV  77.77% จากการปลูกเช้ือ CMV เพียงอยา่งเดียว มีความ
ตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  33.33% ในปลูกเช้ือ CaCV เพียงอยา่งเดียว และในการปลูกเช้ือ CaCV
ร่วมกบัเช้ือ CMV มีความตา้น ทานต่อเช้ือ CMV  70%,  ตา้นทานต่อเช้ือ CaCV  8.33% และคิดเป็น
ตน้ท่ีตา้นทานทั้งต่อเช้ือ CMV และเช้ือ CaCV 0% 
 
 จ  านวนช้ินส่วนของทรานส์ยีนท่ีเพิ่มข้ึนในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมไม่มีผลต่อ
ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของมะเขือเทศลูกผสม แต่ยงัมีบางลกัษณะแตกต่างจากมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์
3 และ 4 ท่ีเป็นมะเขือเทศปกติ 
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ข้อเสนอแนะ 
 

 การรวมยนีในคร้ังน้ี ไดท้ดสอบเพียงมะเขือเทศรวมยีนดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่นท่ี F1 เท่านั้น 
การคดัเลือกแบบตน้เด่ียวในรุ่นถดัไปพร้อมทั้งการก าจดัเกสรเพศผูทุ้กคร้ังของการผสมจะช่วย
ป้องกนัการปะปนกนัระหวา่งมะเขือเทศสายพนัธ์ุแทก้บัมะเขือเทศท่ีไม่ใชส้ายพนัธ์ุแท ้และท าใหไ้ด้
มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีเขา้สู่สายพนัธ์ุแทใ้นท่ีสุด 
 
 การทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้งสองชนิด ท าการทดสอบเพียงคู่ผสมเดียว และใช้
ตวัอยา่งตน้มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมเพียง 12 ตน้ต่อกลุ่มการทดลองเท่านั้น เพื่อ
ทดสอบหาแนวโนม้มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดส้ามารถตา้นทานต่อโรคไดจ้ริง    
การตรวจสอบยนีและทดสอบความตา้นทานเพื่อคดัเลือกมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ี
ตอ้งการใชใ้นรุ่นถดัไปจะตอ้งใชจ้  านวนตน้มะเขือเทศในกลุ่มตวัอยา่งปริมาณมาก เน่ืองจากมะเขือ
เทศรวมยนีท่ีไดจ้ะเกิดการกระจายตวัของยนีมาก และจากการทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือไวรัส
ทั้งสองชนิดในขา้งตน้ ยงัไม่พบมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้ง
สองชนิดเลย  ตน้มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีขนาดของประชากรท่ีกวา้งพอจะสามารถ
คดัเลือกตน้มะเขือเทศท่ีตา้นทานต่อเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดได ้
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ตารางผนวกที ่1  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส  CaCV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm    
                           หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนัในมะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6  
                           ดว้ยเทคนิค ELISA 
 

   ปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจสอบในใบมะเขือเทศหลงัการปลูกเช้ือ    
           ตน้ท่ี                  O.D.405nm              ตน้ท่ี                      O.D.405nm 

1                  0.375 
2                  1.124 
3                  2.380 
4                  1.015 
5                  1.812 
6                  2.000 
7                  2.123             
8                  1.866 
9                  2.217 
10                  1.975 
11                  0.387 
12                  0.402 
13                  0.418 
14                  0.406 
15                  0.398 

16                      0.417 
17                      0.411 
18                      0.417 
19                      0.408 
20                      0.401 
21                      0.304 
22                      0.394 
23                      0.393 
24                      0.394 
25                      0.430 
26                      0.432 
27                      3.009 
28                      0.410 
29                      0.419 
30                      0.339 

                    
ตน้ท่ี 1          มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
ตน้ท่ี 2-11     มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ                     
ตน้ท่ี 12-31   มะเขือเทศดดัแปลงพนัธุกรรม line CaCV  L6 ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
ค่า O.D.405nm ของ negative control (coating buffer) เท่ากบั 0.185 
ค่า O.D.405nm เฉล่ียของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (positive control) เท่ากบั 1.674                 
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ตารางผนวกที ่2  ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือไวรัส CaCV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm    
                            ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม รุ่น F1 ภายหลงัการปลูกเช้ือ CaCV        
                             สายพนัธ์ุ KK เป็นเวลา 14 วนั ดว้ยเทคนิค ELISA 
 

ปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจสอบในใบมะเขือเทศหลงัการปลูกเช้ือ      
            ตน้ท่ี                    OD405nm              ตน้ท่ี                        OD405nm 

1      0.202 
2      0.792 
3      0.85 
4      1.338 
5      1.547 
6      1.798 
7      1.151 
8      1.459 
9      1.768 
10      0.671 

11          2.724 
12          1.189 
13          0.339 
14          1.906 
15          2.905 
16          0.261 
17          0.213 
18          0.81 
19          0.258 
20          1.981 

                     
ตน้ท่ี 1         มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
ตน้ท่ี 2-8      มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ                                    
ตน้ท่ี 9-20    มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
ค่า O.D.405nm ของ negative control (coating buffer) เท่ากบั 0.194 
ค่า O.D.405nm เฉล่ียของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (positive control) เท่ากบั 1.276 
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ตารางผนวกที ่3  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CMV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm         
                            ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม รุ่น F1 ภายหลงัการปลูกเช้ือ CMV   
                             สายพนัธ์ุ 30RS เป็นเวลา 21 วนั ดว้ยเทคนิค ELISA 
 

ปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจสอบในใบมะเขือเทศหลงัการปลูกเช้ือ    
           ตน้ท่ี                    OD405nm              ตน้ท่ี                       OD405nm 

1                   0.24 
2                   0.326 
3                   0.53 
4                   0.568 
5                   0.53 
6                   0.376 
7                   0.331 
8                   0.737 
9                   0.273 
10                   0.263 

11                       0.318 
12                       0.346 
13                       0.319 
14                       0.254 
15                       0.296 
16                       0.236 
17                       0.242 
18                       0.21 
19                       0.269 
20                       0.22 

                   
ตน้ท่ี 1         มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
ตน้ท่ี 2-8      มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ                                    
ตน้ท่ี 9-20    มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
ค่า O.D.405nm ของ negative control (coating buffer) เท่ากบั 0.19 
ค่า O.D.405nm เฉล่ียของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ (positive control) เท่ากบั 0.485 
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ตารางผนวกที ่4  ผลการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CaCV และ CMV โดยวดัจากค่าการดูดกลืนแสง 
                            ท่ี 405 nm  หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 วนั และ 21 วนั ในมะเขือเทศรวมยนี 
                            ดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค ELISA 
 

ปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจสอบในใบมะเขือเทศหลงัการปลูกเช้ือ    

 CaCV  CMV    
ตน้ท่ี        O.D.405nm            ตน้ท่ี         O.D.405nm ตน้ท่ี        O.D.405nm         ตน้ท่ี     O.D.405nm 

  1           0.432                 11           3.57               
     2           3.473                 12           2.036 
     3           3.472                 13           3.627 
     4           3.992                 14           3.019 
     5            2.342                15           2.781 
     6            3.591                16           0.471 
     7            2.804                17           3.173 
     8            2.743                18           3.635 
     9            2.51                  19           2.236 
    10           2.679                20           2.909 

    1             0.243               11           0.241 
    2             0.205               12           0.283 
    3             0.204               13           0.214 
    4             0.731               14           0.246 
    5             0.402               15           0.248 
    6             0.201               16           0.399 
    7             1.317               17           0.387 
    8             0.210               18           0.253 
    9             0.351               19           1.338 
   10            0.234               20           0.334 

 

ตน้ท่ี 1          มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
ตน้ท่ี 2-8       มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ปกติท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ                                    
ตน้ท่ี 9-20     มะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ  
ค่า O.D.405nm ของ CaCV ท่ีเป็น negative control (coating buffer) เท่ากบั 0.202 
ค่า O.D.405nm ของ CMV ท่ีเป็น negative control (coating buffer) เท่ากบั 0.204 
ค่า O.D.405nm เฉล่ียของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CaCV (positive control) เท่ากบั 3.202 
ค่า O.D.405nm เฉล่ียของตน้มะเขือเทศท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ CMV (positive control) เท่ากบั 0.817 
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ภาพผนวกที ่1  ตวัอยา่ง parameter file ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์น ้าหนกัผลเฉล่ีย (กรัม) และขนาดผล 
                        (shape index; Z) ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
> d<-read.table('clipboard', header= T) 
> d 
    trt rep sam    SI     MW 
1     A   1   1 1.213 20.900 
2     A   1   2 1.224 18.725 
3     A   1   3 1.385 18.023 
4     A   1   4 1.119 16.938 
  : 
656   E   6   6 1.161 19.588 
657   E   6   7 1.250 19.204 
658   E   6   8 1.429 19.108 
659   E   6   9 1.429 18.600 
660   E   6  10 1.382 17.420 
> attach(d) 
> names(d) 
[1] "trt" "rep" "sam" "SI"  "MW"  
> trt<-factor(trt) 
> rep<-factor(rep) 
> sam<-factor(sam) 
> md<-aov(SI~trt+rep:trt) 
> anova(md) 
Analysis of Variance Table 
 
Response: SI 
           Df Sum Sq  Mean Sq F value    Pr(>F)     
trt         4 0.7823 0.195579 11.9894 2.229e-09 *** 
trt:rep    57 4.6414 0.081429  4.9918 < 2.2e-16 *** 
Residuals 598 9.7549 0.016313                       
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1  
> load("E:\\Thailand befor July 2012\\From pastpost\\R stat and R biometrix\\R_Course3\\Choo_Function\\multicomp.test.RData") 
> multicomp.test(SI,trt,598,0.016313,alpha=0.01,type='LSD') 
 
Test for SI  
                             ...... 
Alpha                      0.010000 
Error Degrees of Freedom 598.000000 
Error Mean Square          0.016313 
    fitted nis 
A 1.253975  80 
B 1.283113  80 
C 1.327719 160 
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ภาพผนวกที ่1  ตวัอยา่ง parameter file ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์น ้าหนกัผลเฉล่ีย (กรัม) และขนาดผล   
                         (shape index; Z) ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (ต่อ) 
 

D 1.353989 280 
E 1.330667  60 
$`Means with the same letter are not significantly different.` 
     means test 
D 1.353989    a 
E 1.330667    a 
C 1.327719    a 
B 1.283113    b 
A 1.253975    b 
 
$Critical.Differences 
           [,1]       [,2]       [,3]       [,4]       [,5] 
[1,] 0.05218458 0.05218458 0.04519317 0.04184074 0.05636578 
[2,] 0.05218458 0.05218458 0.04519317 0.04184074 0.05636578 
[3,] 0.04519317 0.04519317 0.03690007 0.03270841 0.04996293 
[4,] 0.04184074 0.04184074 0.03270841 0.02789383 0.04695231 
[5,] 0.05636578 0.05636578 0.04996293 0.04695231 0.06025756 
 
$`Mean diffs` 
           [,1]         [,2]         [,3]        [,4]        [,5] 
[1,] 0.00000000 -0.023322619 -0.026270536 -0.07087679 -0.10001429 
[2,] 0.02332262  0.000000000 -0.002947917 -0.04755417 -0.07669167 
[3,] 0.02627054  0.002947917  0.000000000 -0.04460625 -0.07374375 
[4,] 0.07087679  0.047554167  0.044606250  0.00000000 -0.02913750 
[5,] 0.10001429  0.076691667  0.073743750  0.02913750  0.00000000 
 
> md1<-aov(MW~trt+rep:trt) 
> anova(md1) 
Analysis of Variance Table 
 
Response: MW 
           Df Sum Sq Mean Sq F value    Pr(>F)     
trt         4 1326.7  331.66 62.3624 < 2.2e-16 *** 
trt:rep    57 2829.8   49.65  9.3348 < 2.2e-16 *** 
Residuals 598 3180.4    5.32                       
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1  
> multicomp.test(MW,trt,598,5.32,alpha=0.01,type='LSD') 
 
Test for MW  
                         ...... 
Alpha                      0.01 
Error Degrees of Freedom 598.00 
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ภาพผนวกที ่1  ตวัอยา่ง parameter file ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์น ้าหนกัผลเฉล่ีย (กรัม) และขนาดผล 
                        (shape index; Z) ในมะเขือเทศรวมยนีดดัแปลงพนัธุกรรม (ต่อ) 
 

 

Error Mean Square          5.32 
    fitted nis 
A 16.22824  80 
B 21.12653  80 
C 17.53691 160 
D 16.78039 280 
E 17.48308  60 
$`Means with the same letter are not significantly different.` 
     means test 
B 21.12653    a 
C 17.53691    b 
E 17.48308    b 
D 16.78039    c 
A 16.22824    c 
 
$Critical.Differences 
          [,1]      [,2]      [,3]      [,4]      [,5] 
[1,] 0.9423908 0.9423908 0.8161344 0.7555936 1.0178984 
[2,] 0.9423908 0.9423908 0.8161344 0.7555936 1.0178984 
[3,] 0.8161344 0.8161344 0.6663710 0.5906747 0.9022705 
[4,] 0.7555936 0.7555936 0.5906747 0.5037291 0.8479024 
[5,] 1.0178984 1.0178984 0.9022705 0.8479024 1.0881792 
 
$`Mean diffs` 
         [,1]        [,2]        [,3]       [,4]       [,5] 
[1,] 0.000000 -3.58961875 -3.64344167 -4.3461321 -4.8982875 
[2,] 3.589619  0.00000000 -0.05382292 -0.7565134 -1.3086688 
[3,] 3.643442  0.05382292  0.00000000 -0.7026905 -1.2548458 
[4,] 4.346132  0.75651339  0.70269048  0.0000000 -0.5521554 
[5,] 4.898288  1.30866875  1.25484583  0.5521554  0.0000000 
 
> 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ-นามสกุล  นายปณิธิ   ผลบงัเกิด 
วนั เดือน ปี ท่ีเกิด 2 ตุลาคม 2527 
สถานท่ีเกิด                       พิษณุโลก 
ประวติัการศึกษา  พ.ศ. 2546  มธัยมศึกษาตอนปลาย 
         โรงเรียนพิจิตรพิทยาคม 
   พ.ศ. 2550  วทิยาศาสตรบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร) 
         มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน 
         จงัหวดันครปฐม 
ประวติัการท างาน             - 
ผลงานทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรั้บ ทุนบณัฑิตศึกษา ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร ส านกั  
                                         พฒันาบณัฑิตศึกษาและวจิยัดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีส านกังาน 
                                          คณะกรรมการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ (AG-BIO/PERDO-   
                                          CHE) 
    
   ทุนสนบัสนุนงานวิจยัจาก International Service for the Acquisition for   
                                         Agri-biotec Applications (ISAAA) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 




