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ABSTRACT

	 In many countries phytosanitary regulations were applied to pospiviroid, Potato 

spindle tuber viroid (PSTVd) because it can cause economically important diseases on 

Solanaceous plants and seeds. Consequently, there is a need for a reliable and cost-

effective generic testing method. PSTVd infected tomato seeds from North Carolina, USA 

were used for evaluation the PSTVd detection method in U.S. vegetable laboratory, South 

Carolina. Total seed RNA was prepared using Trizol reagent and SDS- potassium acetate 

methods. PSTVd can be detected by RT-PCR and Real time RT-PCR from single infected 

seed. Real time RT-PCR was highly sensitive and effective. It can be detected from 

mixture of a single infected seed and healthy seeds in various ratios of tomato and 

Solanaceous seeds with two extraction methods. An initial investigation of PSTVd in 

tomato breeder stock seed srevealed the presence of the viroid at greenhouse in the 

North Carolina area. PSTVd infection in solanaceous plants that were inoculated with sap 

from tomato infected seeds displayed severe symptoms in tomato plants, very mild 

symptoms in pepper plants and symptomless in petunias plants at eight weeks after 

inoculation.
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บทคัดย่อ

	 ปัจจุบันหลายประเทศใช้กฎระเบียบด้าน

สุขอนามัยพืชสำหรับเชื้อพอสพิไวรอยด์โดย

เฉพาะ Potato spindle tuber viroid (PSTVd) 

สาเหตุโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในพืชวงศ์ 

Solanaceae และเมล็ดพันธุ์ จำเป็นต้องหาวิธี

ตรวจสอบที่เชื่อถือได้ และเหมาะสมต่อค่าใช้จ่าย 

ได้นำเมล็ดมะเขือเทศที่ติดเชื้อไวรอยด์ PSTVd 

มาจากมลรัฐนอร์ทแคโรไลนา มาใช้ศึกษาวิธี

วินิจฉัยเพื่อตรวจสอบเชื้อ PSTVd ในเมล็ดพืช

วงศ์ Solanaceae ณ ห้องปฏิบัติการพืชผักของ 

มลรัฐเซาท์แคโรไลนา สหรัฐอเมริกา จากการ

สกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี Trizol reagent และ 

SDS-potassium acetate พบว่าหนึ่งเมล็ด

มะเขือเทศที่ติดเชื้อ PSTVd สามารถตรวจสอบ

ด้วยสองวิธีวินิจฉัย Reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) และ 

Real time RT-PCR โดยเฉพาะวิธีวินิจฉัย Real 

t ime RT-PCR มีความไวและแม่นยำสูง 

สามารถตรวจสอบเชื้อ PSTVd จากเมล็ดติดเชื้อ

หนึ่งเมล็ดที่ผสมอยู่ในเมล็ดปกติที่ระดับต่างๆ 

ของพืชวงศ์ Solanaceae ได้ทั้งสองวิธีการสกัด

นอกจากนี้การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี

วินิจฉัย Real t ime RT-PCR ในเบื้องต้น

สามารถค้นพบเชื้อ PSTVd ติดมากับเมล็ดพันธุ์

มะเขือเทศที่ใช้เพื่อปรับปรุงพันธุ์ในโรงเรือนมลรัฐ

นอร์ทแคโรไลนา ผลการปลูกเชื้อด้วยน้ำคั้นจาก

เมล็ดมะเขือเทศที่ติดเชื้อ PSTVd บนพืชวงศ์

Solanaceae ที่ระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าต้น

พืชติดเชื้อโดยแสดงอาการรุนแรงในมะเขือเทศ 

แสดงอาการเล็กน้อยในพริกหวาน แต่ไม่แสดง

อาการในพิทูเนีย





คำหลัก: การตรวจสอบ เชื้อพอสพิไวรอยด์ พืช

วงศ์ Solanaceae เชื้อไวรอยด์ Potato spindle 

tuber viroid





คำนำ

	 ประเทศไทยมีการนำเข้าพืชในวงศ์

Solanaceae ปริมาณมาก เช่น มันฝรั่ง พริก 

และมะเขือเทศ เป็นต้น โดยเฉพาะหัวพันธุ์และ

เมล็ดพันธุ์เพื่อใช้การเพาะปลูก หรือปรับปรุงพันธุ์ 

และผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสมเพื่อส่งออกไปขายยัง

ต่างประเทศทั่วโลก สร้างรายได้ให้เกษตรกร

จำนวนมาก แต่ปัญหาที่พบเกิดจากศัตรูพืชร้าย

แรงจากต่างประเทศมีโอกาสติดเข้ามากับเมล็ด

พันธุ์นำเข้า รวมถึงเมล็ดเพื่อการส่งออกเนื่องจาก

การปนเปื้อน และถ่ายทอดโรคผ่านเมล็ดสูง 
 

และยากต่อการตรวจสอบ ต้องใช้เทคนิคทาง
 

ชีวโมเลกุล โดยเฉพาะเชื้อพอสพิไวรอยด์ เช่น 

Potato spindle tuber viroid (PSTVd) ซึ่งเป็น

ศัตรูพืชกักกันร้ายแรงที่ไม่มีรายงานในประเทศ

ไทย จากผลการประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช 
 

พบว่ าสามารถติดมากับ เมล็ดพันธุ์พืชวงศ์

Solanaceae นำเขา้จากตา่งประเทศ และมคีวาม

เสีย่งอยูใ่นระดบัสงู เนื่องจากมีการนำเข้ามาจาก

แหล่งที่มีการรายงานพบไวรอยด์ดังกล่าว (EFSA 

Panel on Plant Health, 2011; MPI, 2012; 

สุคนธ์ทิพย์และคณะ, 2554) ทำให้ปัจจุบันใน

หลายประเทศ ได้แก่ เครือรัฐออสเตรเลีย 



166	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 32 ฉบับที่ 2  พฤษภาคม - สิงหาคม 2557

นิวซีแลนด์ ญี่ปุ่น และสาธารณรัฐเกาหลี ได้มีข้อ

กำหนดสำหรับการนำเข้าอย่างเข้มงวด เพื่อ

ป้องกันการเข้ามาของไวรอยด์ดังกล่าว (MPI, 

2012; DAFF, 2013; MAFF, 2013) ซึ่ ง

มาตรการจัดการความเสี่ยง ได้แก่ เมล็ดต้องมา

จากพื้นที่หรือแหล่งผลิตที่ปลอดจากเชื้อไวรอยด์

ด้วยวิธีการจัดการอย่างเป็นระบบ (system 

approach) หรือต้องตรวจสอบเมล็ดด้วยเทคนิค

ทางชีวโมเลกุล ทำให้เสียทั้งเวลาและค่าใช้จ่าย

เพิ่มขึ้น ส่งผลกระทบการค้าเมล็ดพันธุ์ระหว่าง

ประเทศ 


	 สำหรับมาตรการทางกักกันพืชของ

ประเทศไทยได้จัดให้พืชในวงศ์ Solanaceae นี้

เป็นพืชสิ่งต้องห้ามตามประกาศกระทรวงเกษตร

และสหกรณ์ เรื่องกำหนดพืชและพาหะจาก

แหล่งที่กำหนดเป็นสิ่งต้องห้าม ข้อยกเว้น และ

เงื่อนไข ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 

(ฉบับที่ 5) พ.ศ. 2550 ซึ่งการนำเข้ามีเพียงใบรับ

รองสุขอนามัยพืช แต่มิได้ระบุชนิดศัตรูพืชกักกัน

และมาตรการจัดการความเสี่ยง ดงันัน้การศึกษา

วิธีตรวจสอบไวรอยด์จีนัส Pospiviroid จาก

เมล็ดพันธุ์พืชวงศ์ Solanaceae จึงมีความสำคัญ

อย่างยิ่งในการป้องกันการเข้ามาของไวรอยด์

เหล่านี้ ซึ่งจะทำความเสียหายต่อพื้นที่ปลูกพืชที่

สำคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย และได้วิธี

วินิจฉัยที่รวดเร็ว แม่นยำ และมีประสิทธิภาพ

มากขึ้นเพื่อตรวจสอบไวรอยด์จากเมล็ดพันธุ์นำ

เขา้ทีเ่หมาะสม และเปน็ทีย่อมรบัของสากล นำไป

ใช้ในการจัดการความเสี่ยงสำหรับไวรอยด์ เพื่อ

กำหนดมาตรการสุขอนามัยพืชสำหรับการนำเข้า

เมล็ดพันธุ์พืชในวงศ์ Solanaceae จากต่าง

ประเทศได้อย่างรัดกุม และสอดคล้องตาม

มาตรฐานระหว่างประเทศว่าด้วยมาตรการ
 

สุขอนามัยพืช (ISPM) 





อุปกรณ์และวิธีการ

1. แหล่งพืช และเมล็ดที่ติดเชื้อไวรอยด์


	 ตัวอย่างใบพืช และเมล็ดมะเขือเทศที่ติด

เชื้อ Potato spindle tuber viroid (PSTVd) 

ซึง่รวบรวมมาจากโรงเรอืน มลรฐันอรท์แคโรไลนา 

สหรัฐอเมริกา ที่มีรายงานแพร่ระบาดครั้งแรกใน

ช่วงฤดูใบไม้ผลิ ปี พ.ศ. 2555 นำมาใช้ศกึษาวธิี

วนิจิฉยัเพือ่ตรวจสอบเชือ้ PSTVd ในเมลด็พชืวงศ ์

Solanaceae ณ หอ้งปฏบิตักิารไวรสัของ USDA-

ARS มลรฐัเซาทแ์คโรไลนา สหรฐัอเมรกิา





2. เตรียมตัวอย่างอาร์เอ็นเอ เพื่อใช้ทดสอบ 3 

วิธีดังนี้


	 2.1	การใช้สารละลาย Trizol reagent 

(Invitrogen,Carlsbad, CA) ตามวิธีการของห้อง

ปฏิบัติการ USDA-ARS รัฐเซาท์แคโรไลนา 

สหรัฐอเมริกา ซึ่งปรับให้เหมาะสมกับจำนวน

เมล็ด   โดยบดตัวอย่างที่ทดสอบด้วยสารสะลาย 

Trizol reagent ในถุงสกัด จากนั้นดูดของเหลว

ใส่หลอด micro centrifuge ปริมาตร 1.5-2.0 

มล. บ่มไว้บนน้ำแข็งนาน 30 นาที และเขย่าด้วย 

vortex บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที ปั่น

เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 

นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ํซ. ดูดของเหลวส่วน

บนใส่หลอด micro centrifuge ใหม่ 1 มล. เติม 
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Chloroform 260 ไมโครลิตร เขย่าแรงๆ 15 

วินาที บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที ปั่น

เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 

นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ํซ. ดูดของเหลวใส

ส่วนบนใส่หลอด micro centrifuge ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร เติม isopropanol แช่เย็น 700 

ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดขึ้น-

ลงบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที ปั่นเหวี่ยงตก

ตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 10 

นาที ที่อุณหภูมิ 4 ํซ. ค่อย ๆ เทสารละลายส่วน

บนออก แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จำนวน 2 ครั้ง ละลาย

ตะกอนนิวคลีอิกด้วย Nuclease free water 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร


	 2.2	 การใช ้SDS- potassium acetated 

ตามวิธีการ Hoshino et al. (2006) ที่ปรับให้

เหมาะสมกับจำนวนเมล็ดซึ่ งประกอบด้วย
 

บัฟเฟอร์ 1 (0.2 M Tris HCL pH 8.0, 1.0 M 

NaCl และ 2% 2- mercaptoethanol ซึ่งใส่

ตอนบดตัวอย่าง) บัฟเฟอร์ 2 (0.1 M EDTA pH 

8.0, 2.5% sodium laurethsulphate, 6.6% 

PVP M.W. 40000) และบัฟเฟอร์สกัด (ผสม
 

บัฟเฟอร์ 1 และ 2 ในอัตราส่วนที่ เท่ากัน) 

สำหรับใช้บดตัวอย่างที่ทดสอบในถุงสกัด จากนั้น

ดูดของเหลวใส่หลอด micro centr i fuge 

ปริมาตร 1 มล. บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65 ํซ. นาน 10 

นาที เติม 5M potassium acetate ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร เขย่าด้วย vortex และแช่บน
 

น้ำแข็ง นาน 30 นาที ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดูด

สารละลายส่วนบนใส่หลอด micro centrifuge 

ใหม่ ปริมาตร 900 ไมโครลิตร เติม isopropyl 

alcohol ปริมาตร 540 ไมโครลิตร แล้วผสมให้

เข้ากัน โดยพลิกหลอดขึ้น-ลง จากนั้นแช่บนน้ำ

แข็ง นาน 30 นาที ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
 

ค่อย ๆ เทสารละลายส่วนบนออก แล้วล้างด้วย 

70% ethanol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ปั่น

เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 

นาน 2 นาที แล้วค่อย ๆ ดูดเอา ethanol ออก 

และทิ้งตะกอนไว้ให้แห้งบน heat block ที่

อุณหภูมิ 70 ํซ. นาน 10 นาที ละลายตะกอน
 

นิวคลีอิกด้วย Nuclease free water ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร แล้วเขย่าด้วย votex


	 2.3	การใช้น้ำคั้น (Crude sap assay) 

ตามวิธีการของห้องปฏิบัติการ USDA-ARS รัฐ

เซาทแ์คโรไลนา สหรฐัอเมรกิา ทีป่รบัใหเ้หมาะสม 

กับเมล็ด โดยใช้น้ำคั้นพืชอัตรา 1:1,000 w/v 
 

บดตัวอย่างที่ทดสอบในถุงสกัดด้วยบัฟเฟอร์ Tris 

HCL ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 8.0 จากนั้น

ดูดน้ำคั้นพืชใส่หลอด micro centr i fuge 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงใน Nuclease free 

water ปริมาตร 100 ไมโครลิตร





3. วิธีวินิจฉัยเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ จำนวน 

2 วิธี ดังนี้


	 3.1	Reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 


	 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อ PSTVd 

(Shamloul et al., 1997) ได้แก่ PSTVd-F:5’ 
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ATCCCCGGGGAAACCTGGAGCGAAC 3’ 

และ PSTVd-R: 5’ CCCTGAAGCGC 

TCCTCCGAG 3’ ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อ
 

พอสพิไวรอยด์ (Verhoeven et al., 2004) 

ได้แก่ Pospi 1-RE: 5’ AGCTTCAGTTGT (T/

A) TC CACCGGGT 3’และ pospi 1-FW: 5’ 

GGGATCCCCGGGGAAAC ไพรเมอร์ชุด

ควบคุม internal control gene ได้แก่ NADH 

2.1 a: 5’ GGACTCCTGACGTATACGAA 

GGATC 3’ และ NADH 2.2 b: 5’ AGCAAT 

GAGATTCCCCAATATCAT 3’ จากนั้นนำไป

เพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ โดยใช้ One step 

Ex Tag qRT-PCR Kit (Takara, Japan) ซึ่งมี

ขั้นตอนของปฏิกิริยาประกอบไปด้วย Nuclease 

free water 4.25 ไมโครลิตร 10 uM ไพรเมอร์ 

สาย F 0.25 ไมโครลิตร 10 uM ไพรเมอร์ สาย 

R 0.25 ไมโครลิตร 2x one step buffer 4.75 

ไมโครลิตร one step EX Tag HS Mix 0.25 

ไมโครลิตร Enzyme Mix 0.25 ไมโครลิตร อาร์

เอน็เอตวัอยา่ง (ไมท่ำการเจอืจาง) 0.5 ไมโครลติร 

รวม 10.50 ไมโครลิตร และนำเข้าเครื่อง MJ 

Research PCR (Peltier Thermal Cycle; 

PTC-200) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 1) 50 ํซ. นาน 

30 นาที 1 รอบ 2) 95 ํซ. นาน 2 นาที 1 รอบ 

3) denaturation temperature 95 ํซ. นาน 30 

วนิาท ี1 รอบ 4) annealing temperature 50 ซํ. 

นาน 1 นาท ี1 รอบ 5) extension temperature 

72 ํซ. นาน 2 นาที 1 รอบโดยขั้นตอนที่ 3 ถึง 5 

จำนวน 40 รอบ 6) extension temperature 

สุดท้าย 72 ํซ. นาน 10 นาที 1 รอบ และ 7) 
 

4 ํซ. นาน 15 นาที 1 รอบ นำผลปฏิกิริยา RT-

PCR ที่ได้ 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบแถบผล

ปฏิกิริยาด้วยวิธีการอีเล็กโตรโฟริซิส ความ
 

แตกต่างศักย์ ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 
 

40 นาที โดยใช้ agarose gel เข้มข้น 1.5% 
 

ในสารละลาย 0.5X TBE buffer ที่ผสมด้วย

ethidium bromide และนำไปดแูถบของดเีอน็เอ 

ด้วยเครื่อง Gel documentat ion UV-

transilluminator โดยผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR 

ได้จากไพรเมอร์ NAD มีขนาด 188 base pair 

เชื้อไวรอยด์ PSTVd ขนาดประมาณ 359 base 

pair ส่วนเชื้อไวรอยด์ MPVd และ TCDVd 

ขนาดประมาณ 360 base pair


	 3.2 Real time reverse transcription 

polymerase chain reaction (Real time RT-

PCR)


	 โดยใช้ไพรเมอร์ และโพรบที่จำเพาะต่อ

เชื้อ PSTVd (Boonham et al., 2004) ได้แก่ 

PSTVd-F:5’GCCCCCTTTGCGCTG T 

3’PSTVd-R:5’AAG CGG TTCTCG GGA 

GCTT 3’ และ PSTVd-p: Cy5- CAGTTGT 

TTCCACCGGGTAGTAGCCGA-BH02 
 

ไพรเมอร์ชุดควบคุม internal control gene 

ได้แก่ Actin F: 5’ TCA GCA CCT TCC AGC 

AGA T 3’ , Actin-R: 5’ CCT TTC ACC 

AAC ATT GTC 3’ และ Actin-p: FAM-

GGATT GCAAAGGCAGAGTATGACGAATCT 

- TAMRA จากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณของชิ้นดี

เอ็นเอ โดยใช้ One step Ex Tag qRT-PCR 

Kit (Takara, Japan) ซึ่งมีขั้นตอนของปฏิกิริยา
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ประกอบไปด้วย Nuclease free water 4.00 

ไมโครลิตร 20 uM ไพรเมอร์ สาย F 0.25 

ไมโครลิตร 20 uM ไพรเมอร์ สาย R 0.25 

ไมโครลิตร 2x one step buffer 4.69 

ไมโครลิตร one step EX Tag HS Mix 0.25 

ไมโครลิตร Enzyme Mix 0.25 ไมโครลิตร 10 

uM โพรบ 0.25 ไมโครลิตร Diluted Reference 

Dye (ROX) 0.19 ไมโครลิตรอาร์เอ็นเอตัวอย่าง 

(เจือจางอัตราส่วน 1:10) 0.5 ไมโครลิตร รวม 

10.20 ไมโครลิตร และนำเข้าเครื่อง MX3000P 

Real time PCR (Stratagene, La Jolla, CA) 

โดยตั้งโปรแกรมการดังนี้ 1) 50   ํซ. นาน 30 

นาที 1 รอบ 2) 95  ํซ. นาน 2 นาที 1 รอบ 3) 

denaturation temperature 95 ํซ. นาน 10 

วินาที 1 รอบ 4) annealing temperature 
 

55 ํซ. นาน 30 วินาที 1 รอบ โดยขั้นตอน 3 ถึง 

4 จำนวน 40 รอบ ผลการทดสอบจะแปลผลได้

เมื่อ posit ive control มีค่า Ct value 

(threshold cycle) ต่ำกว่า 32 cycle และไม่มี

การปนเปื้อนในตัวอย่าง NTC (No template 

control) ค่า Ct value ระหว่าง 32-37 cycle 

ถือว่า weak positive   (ต้องตรวจยืนยันซ้ำอีก

ครั้ง) ค่า Ct มากกว่า 37 cycle หรือ No Ct 

ถือว่า negative control





4. ศึกษาความเป็นไปได้ของเมล็ดที่ปนเปื้อนเชื้อ

ไวรอยด์


	 4.1	ตรวจสอบไวรอยด์ PSTV จากเมล็ด

มะเขือเทศ โดยนำเมล็ดที่ติดเชื้อ 1 เมล็ด 5 

เมล็ด และ 10 เมล็ด มาทำการสกัดอาร์เอ็นเอ

ด้วยวิธี Trizol reagent ดังแสดงรายละเอียดใน

ข้อ 2.1 เปรียบเทียบกับใบพืชที่ติดเชื้อ และใบพืช

ปกติ และตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธี RT-

PCR และ Real time RT-PCR ดังแสดง
 

รายละเอียดในข้อ 3.1 และ 3.2


	 4.2	ตรวจสอบไวรอยด์ PSTVd จาก

หนึ่งเมล็ด โดยทำการสกัดอาร์เอ็นเอจากหนึ่ง

เมล็ด จำนวนทั้งสิ้น 10 เมล็ดด้วยวิธี Trizol 

reagent ดังแสดงรายละเอียดในข้อ 2.1 และ
 

คัดเลือกจำนวน 2 ตัวอย่าง ที่ให้ผลชัดเจนที่สุด

มาเจือจางอาร์เอ็นเอ ที่อัตราส่วนระดับต่างๆ 

ได้แก่ 1:10 1:100 1:1,000 และ 1:10,000 ตาม

ลำดับ แล้วนำมาตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธี 

Real time RT-PCR ดังแสดงรายละเอียด
 

ในข้อ 3.2





5. ศึกษาวิธีวินิจฉัยเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรอยด์

จากพืช และเมล็ดวงศ์ Solanaceae


	 5.1	ประสิทธิภาพของสองวิธีวินิจฉัยเพื่อ

ตรวจสอบเชือ้ PSTVd โดยทำการสกดัอารเ์อน็เอ 

จากการผสมกันของหนึ่งเมล็ดติดเชื้อ และเมล็ด

ปกติของมะเขือเทศที่ระดับต่างๆ ได้แก่ 1:100 

เมล็ด 1:200 เมล็ด 1:400 เมล็ด และ 1:800 

เมล็ด สกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี Trizol reagent 
 

ดังแสดงรายละเอียดในข้อ 2.1 โดยเปรียบเทียบ

เมล็ดที่ติดเชื้อ 1 เมล็ด และเมล็ดปกติ 800 

เมล็ด แล้วตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธีวินิจฉัย 

2 วิธีดังแสดงรายละเอียดในข้อ 3.1 และ 3.2 


	 5.2	ประสิทธิภาพของสองวิธีการสกัด

เพือ่ตรวจสอบเชือ้ PSTVd โดยนำเมลด็มะเขอืเทศ
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ติดเชื้อ จำนวน 1 เมล็ด 5 เมล็ด และ 10 เมล็ด

ผสมกับเมล็ดปกติ 400 เมล็ด มาสกัดอาร์เอ็นเอ

ด้วยวิธี SDS potassium acetate ดังแสดงราย

ละเอียดในข้อ 2.2 แล้วตรวจสอบเชื้อไวรอยด์

ด้วยสองวิธีวินิจฉัย ดังแสดงรายละเอียดในข้อ 

3.1 และ 3.2 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

internal control gene


	 5.3	ประสิทธิภาพของสองวิธีการสกัด

เพื่อตรวจสอบเชื้อ PSTVd จากเมล็ดพืชวงศ์

Solanaceae โดยนำเมล็ดติดเชื้อหนึ่งเมล็ดผสม

กบัเมลด็ปกต ิ400 เมลด็ ของพชืวงศ ์Solanaceae 

ได้แก่ มะเขือเทศ พริกหวาน มะเขือม่วง มา

ทำการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยสองวิธีการ ดังแสดง

รายละเอียดในข้อ 2.1 และ 2.2 และตรวจสอบ

เชื้อไวรอยด์ด้วยวิธี Real time RT-PCR ดัง

แสดงรายละเอียดในข้อ 3.1


	 5.4	ตรวจสอบเชื้อพอสพิไวรอยด์จาก

เมล็ดมะเขือเทศด้วยสองวิธีการสกัด จำนวน 2 

ตัวอย่าง ซึ่งได้มาจากบริษัทเมล็ดพันธุ์ โดยนำ

เมล็ด 400 เมล็ด มาสกัดด้วยสองวิธีการสกัด ดัง

แสดงรายละเอียดในข้อ 2.1 และ 2.2 แล้วนำตัว

อย่างอาร์เอ็นเอมาตรวจสอบไวรอยด์ด้วยวิธี RT-

PCR ซึ่ งใช้ ไพรเมอร์ชุดควบคุม internal 

control gene และไพรเมอร์จำเพาะสำหรับ
 

พอสพิไวรอยด์ เปรียบเทียบกับตัวอย่างอ้างอิง

ของเชื้อ PSTVd, Tomato chlorotic dwarf 

viroid (TCDVd) และ Maxicanpapita viroid 

(MPVd) 





6. ทดสอบประสิทธิภาพของวิธีวินิจฉัยเพื่อ

ตรวจสอบไวรอยด์จากเมล็ดมะเขือเทศ


	 นำเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศที่ใช้ปรับปรุง

พันธุ์ (tomato breeder stock seeds) ตั้งแต่ 

ป ี พ.ศ. 2533-2555 จำนวน 22 ตัวอย่างใน
 

โรงเรอืน มลรัฐนอร์ทแคโรไลนา มาตรวจสอบหา

เชื้อไวรอยด์ PSTVd เนื่องจากมีรายงานพบครั้ง

แรกใน ปี พ.ศ. 2555 จำนวนตัวอย่างแต่ละ

ตัวอย่างมีจำนวนเมล็ดตั้งแต่ 50-450 เมล็ด จาก

นั้นทำการแบ่งครึ่งจากจำนวนเมล็ดทั้งหมดใน

แต่ละตัวอย่าง แล้วนำมาสกัดอาร์เอ็นด้วยวิธี 

Trizol reagent ดังแสดงรายละเอียดในข้อ 2.1 

ซึ่งใช้สารละลาย Trizol 4 และ 5 มล./เมล็ด 

25-75 และ 100-255 ตามลำดับ แล้วตรวจสอบ

เชื้อ PSTVd เปรียบเทียบกับเมล็ดที่ติดเชื้อ และ

เมลด็ปกต ิดว้ยวธิ ีReal time RT-PCR ดงัแสดง 

รายละเอียดในข้อ 3.2





7. ศึกษาลักษณะอาการและการถ่ายทอดโรค

ของไวรอยด์บนพืชอาศัย


	 นำเมล็ดที่ติดเชื้อ PSTVd จากมลรัฐ

นอร์ทแคโรไลนา จำนวน 10 เมล็ด บดด้วย
 

บัฟเฟอร์แช่ เย็น (137 mMNacl , 8 mM 

Na
2
HP0

4
, 5 mM KH

2
PO

4
, 2.7 mM KCl, 7.9 

mM Na
2
SO

3
, pH 7.0) ปริมาตร 2 มล. ปลูก

เชื้อลงบนต้นกล้ามะเขือเทศ (CV. Rutgers และ 

Moneymaker) พริกหวาน (พันธุ์ลูกผสม) และ
 

พิทูเนีย (Petunia hybrida) ระยะเริ่มปรากฏ
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ใบจริง โดยโรยผงคาร์บอรันดัมเพียงเล็กน้อยตรง

บริเวณด้านบนของใบให้ทั่ว แล้วทาน้ำคั้นจาก

เมล็ดที่ติดเชื้อจำนวน 3-5 ต้น/พืช เปรียบเทียบ

การปลูกเชื้อด้วยน้ำคั้นจากใบมะเขือเทศติดเชื้อ 

PSTVd และบัฟเฟอร์ (Mock) และบ่มเชื้อไว้ใน

โรงเรือนของหน่วยงาน USDA-ARS มลรัฐเซาท์

แคโรไลนา สหรัฐอเมริกา ซึ่งควบคุมอุณหภูมิ ±
 

25 ํซ. และอยู่ภายใต้การควบคุมด้านกักกันพืช

ของสหรัฐอเมริกา จากนั้นตรวจสอบไวรอยด์จาก

ใบพืชที่อายุ 4 และ 8 สัปดาห์ หลังการปลูกเชื้อ 

โดยเปรียบเทียบกับการตรวจสอบไวรอยด์จาก

เมล็ดซึ่งเก็บรวบรวมจากต้นพืชที่ติดเชื้อ โดย

การนำผลสุกมาทำให้แตก แยกเมล็ดออกแล้วนำ

มาล้างด้วยน้ำ และผึ่งไว้ให้แห้ง จากการสกัด

ด้วยวิธีน้ำคั้น ดังแสดงรายละเอียดในข้อ 2.3 

และวิธีวินิจฉัย Real time RT-PCR ดังแสดง

รายละเอียดในข้อ 3.2





ผลการทดลองและวิจารณ์

1. ศึกษาความเป็นไปได้ของเมล็ดที่ปนเปื้อนเชื้อ

ไวรอยด์


	 1.1 การตรวจสอบเชื้อ PSTVd จาก

เมล็ดมะเขือเทศที่ติดเชื้อ PSTVd ที่ระดับต่างๆ 

ได้แก่ 1 เมล็ด 5 เมล็ด และ 10 เมล็ด เปรียบ

เทียบกับใบพืชที่ติดเชื้อ และใบพืชปกติด้วยวิธี

การสกัด Trizol reagent ผลปรากฏว่าวิธีการ

สกัดนี้สามารถตรวจสอบไวรอยด์ได้ทั้งจากเมล็ด

และใบพืช และทั้งสองวิธีวินิจฉัยสามารถตรวจ

สอบเชือ้ไวรอยดไ์ดท้กุตวัอยา่งทีท่ดสอบ (Table 1)  

	 1.2 การตรวจสอบเชื้อ PSTVd ด้วยวิธี 

Real time RT-PCR จากเมล็ดติดเชื้อ 1 เมล็ด

จำนวน 10 เมล็ด ซึ่งสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี 

Trizol reagent ผลปรากฏว่าพบเมล็ดติดเชื้อ

เพียง 7 เมล็ด เมื่อเจือจางอาร์เอ็นเอจากหนึ่ง

เมล็ดที่ระดับต่างๆ สามารถตรวจพบไวรอยด์ที่

ระดับ 1:10 1:100 และ 1:1,000 แสดงให้เห็นว่า

ระดับต่ำสุดเพียงหนึ่งเมล็ดที่ปนเปื้อนเชื้อไวรอยด์
 

วิธีการ Real Home RT-PCR ก็สามารถตรวจ

สอบได้ (Figure 1) จึงนำไปใช้ในการศึกษาต่อใน 

ข้อ 2 อย่างไรก็ตามการติดเชื้อไวรอยด์ในเมล็ดมี

ความแตกต่างกันและปริมาณของเชื้อน้อยมาก

ซึ่งสอดคล้องกับ Singh et al. (2003) รายงาน

ว่าเมล็ดติดเชื้อที่เวลาต่างกัน ขึ้นอยู่กับสภาพ

แวดลอ้ม เชน่ อณุหภมู ิและแสง





2. ศึกษาวิธีวินิจฉัยเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรอยด์

จากพืช และเมล็ดวงศ์ Solanaceae


	 2.1	ประสิทธิภาพของสองวิธีวินิจฉัยเพื่อ

ตรวจสอบเชื้อ PSTVd จากการผสมกันของหนึ่ง

เมล็ดติดเชื้อ และเมล็ดปกติของมะเขือเทศระดับ

ต่างๆ แล้วสกัดอาร์เอ็นเอวิธี Trizol reagent 

ผลปรากฏว่าวิธีวินิจฉัย RT-PCR สามารถตรวจ

พบเชื้อไวรอยด์ที่ระดับ 1:100 1:200 และ 

1:800 แต่ที่ระดับ 1:400 ไม่สามารถตรวจพบได้ 

ขณะที่วิธีวินิจฉัย Real time RT PCR สามารถ

ตรวจพบไวรอยด์ได้ทุกระดับ (Table 1 and 

Figure 2) เมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดปกติ 800 

และเมล็ดติดเชื้อ 1 เมล็ด ซึ่งสอดคล้องกับ
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Figure 2Real time RT-PCR analysis of PSTVd levels infected seed from 
mixture of infection seed and healthy seed. (a) one infected seed (b) mixed 
1:100 (c) mixed 1:200 (d) mixed 1:400 (e) mixed 1:800 (f)healthy seed  

b

a

d e

f

c

Table 1. PSTVd detection from infected tomato seed in various ratios


Diagnostic  

Method/ RNA 

extraction 

method

Infected tomato seed
(No.)

Ratio of PSTVd infected seed to healthy seeds

1 5 10 1:100 1:200 1:400 1:800

RT-PCR	 M1*

	 M2

+a

-

+

+

+

+

+

ntb

+

nt

-

nt

+

nt

Real time	M1

RT-PCR	 M2

+

+

+

+

+

+

 +

nt

+

nt

+

nt

+

nt
*M1: Trizol reagent method, M2: SDS-potassium acetate

a +: detected, - : not detected, bnt: not test


Figure 1 Real time RT-PCR analysis of PSTVd levels from dilution of one infected seed in 

two samples per ratro. (a) PSTVd from leaf tissue (b) dilution of 1:10 (c) dilution of 1:100 

(d) dilution of 1:1,000 (e) dilution of 1:10,000 (f) healthy leaf.


Table 1.PSTVddetectionfrom infected tomato seed in various ratios 

Diagnostic   
Method/ RNA 
extraction method 

Infected tomato seed Ratio of PSTVd infected seed to healthy seeds 

1  5  10 1:100 1:200 1:400 1:800 

RT-PCRM1* 
M2 

+a 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
ntb 

+ 
nt 

- 
nt 

+ 
nt 

Real timeM1 
RT-PCRM2 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 + 
nt 

+ 
nt 

+ 
nt 

+ 
nt 

*M1: Trizol reagent method, M2: SDS-potassium acetate 
a +: detected, - : not detected, bnt:not test 
 
 
Table 2.Detection of PSTVd in solanaceous seedsby Real time RT-PCR 

Diagnostic method/ 
RNA extraction method 

Single infected tomato seed to 400 healthy seeds  in various plants 

Tomato seeds Pepper seeds Eggplant seeds 

Real time  RT-PCR      M1* 
M2 

5/5a 
5/5 

3/3 
3/3 

5/5 
5/5 

* M1: Trizol reagent method, M2: SDS-potassium acetate 
a: No. of samples detected/No. of samples tested 
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Figure 2 Real time RT-PCR analysis of PSTVd levels Infected seed from mixture of 
infection seed and healthy seed.	(a)	one infected seed	(b)	mixed	1:100	(c)	mixed	1:200 



รายงานการตรวจสอบเชื้อนี้ในเมล็ดมะเขือเทศ

จากการผสมกันของเมล็ดติดเชื้อและเมล็ดปกติ

ด้วยวิธี RT-PCR (Hoshino et al., 2006)


2.2 ประสิทธิภาพของสองวิธีวินิจฉัยเพื่อ

ตรวจสอบเชื้อ PSTVd จากเมล็ดมะเขือเทศที่

สกัดด้วยวิธี SDS-potassium acetate ผล

ปรากฏว่าวิธีการสกัดนี้สามารถตรวจสอบไว

รอยด์ได้ทั้งจากเมล็ดและใบพืช และทั้งสองวิธี

วินิจฉัยสามารถตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ได้ เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม internal control 

gene โดยเฉพาะหนึ่งเมล็ดที่ติดเชื้อไม่สามารถ

ตรวจสอบด้วยวิธี RT-PCR แต่ตรวจสอบพบ

ด้วยวิธี Real time RT-PCR ซึ่งผลเช่นนี้แสดง

ให้เห็นว่าวิธี Real time RT-PCR สามารถตรวจ

สอบเชื้อจากเมล็ดที่ระดับต่ำสุดหนึ่งเมล็ดได้ถูก

ต้อง แม่นยำ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 

Boonham et al. (2004) และ Botermans et al. 

(2013) สามารถตรวจสอบเชื้อนี้ ได้จากพืช 

นอกจากนี้มีความไว และจำเพาะสูง สามารถ

ตรวจสอบเชื้อพอสพิไวรอยด์จากพืชในเบื้องต้น

ระดับ large-scale ในขณะที่การรายงานของ 

Hoshino et al. (2006) ด้วยวิธี RT-PCR และ

วธิ ีRT-LAMP (Tsutsumi et al., 2010) สามารถ

ตรวจสอบเชือ้นีจ้ากหนึง่เมลด็มะเขอืเทศไดเ้ชน่กนั


Figure 2Real time RT-PCR analysis of PSTVd levels infected seed from 
mixture of infection seed and healthy seed. (a) one infected seed (b) mixed
1:100 (c) mixed 1:200 (d) mixed 1:400 (e) mixed 1:800 (f)healthy seed

b

a

d e

f

c
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	 2.3 ประสิทธิภาพของสองวิธีการสกัด

เพื่อตรวจสอบไวรอยด์ PSTVd จากการผสมกัน

ของเมล็ดระดับ 1 : 400 ของเมล็ดพืชวงศ์

Solanaceae ได้แก่ มะเขือเทศ พริกหวาน และ

มะเขือม่วง ผลปรากฏว่าการตรวจสอบด้วยวิธี 

Real time RT-PCR พบว่าทั้งสองวิธีการสกัด

สามารถตรวจเชื้อไวรอยด์ได้ทุกชนิดพืชที่ทดสอบ 

(Table 2) อย่างไรก็ตามการใช้เมล็ดมะเขือเทศที่

ติดเชื้อในการทดสอบกับเมล็ดพืชชนิดอื่น ซึ่ง

ขนาดเมล็ดใกล้เคียงกันจึงน่าสามารถปรับใช้เพื่อ

การตรวจสอบเชื้อไวรอยด์จากเมล็ดพืชชนิดอื่น

ได้เช่นกัน


	 2.4 วธิวีนิจิฉยั RT-PCR เพือ่ตรวจสอบ

เชือ้พอสพไิวรอยดจ์ากเมลด็มะเขอืเทศดว้ยสองวธิี

การสกดั ซึง่ใชไ้พรเมอรจ์ำเพาะสำหรบัเชือ้พอสพไิว

รอยด ์ 6 ชนดิ เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ internal 

control gene ผลปรากฏวา่ทัง้สองตวัอยา่งตรวจ

พบอารเ์อน็เอดว้ยสองวธิกีารสกดัแตไ่มพ่บไวรอยด์

จากเมลด็มะเขอืเทศเมือ่เปรยีบเทยีบตวัอยา่งอา้งองิ

ของเชือ้ PSTVd TCDVd และ MPVd





3. ทดสอบประสิทธิภาพของวิธีวินิจฉัยเพื่อ

ตรวจสอบไวรอยด์จากเมล็ดมะเขือเทศ


	 วิธีวินิจฉัย Real time RT-PCR เพื่อ

ตรวจสอบเชื้อ PSTVd จากเมล็ดมะเขือเทศจาก

โรงเรือนนอร์ทแคโรไลนา สหรัฐอเมริกา ตั้งแต่ 

ปี พ.ศ. 2533-2555 จำนวน 22 ตัวอย่าง ด้วย

วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ Trizol reagent ผล

ปรากฏว่าพบเชื้อไวรอยด์ จำนวน 6 ตัวอย่าง 

ได้แก่ ตัวอย่างจาก Greenhouse 2009-2010 

จำนวน 1 ตัวอย่าง จาก Greenhouse 2010-

2011 จำนวน 2 ตัวอย่าง Accessions 1 

ตัวอย่าง จาก Bac speck introgression, 

viroid exposed จำนวน 1 ตัวอย่าง จาก TMV 

introgression, viroid exposed จำนวน 1 

ตัวอย่าง ซึ่งคาดว่าเมล็ดที่เก็บรวบรวมไว้เพื่อ

เพาะปลูกอาจเป็นสาเหตุหนึ่งทำให้เกิดการแพร่

ระบาดของเชื้อนี้ในโรงเรือน นอร์ทแคโรไลนา ปี 

พ.ศ. 2555 (Ling et al., 2012) จึงต้องทำการ

สำรวจติดตามในแหล่งที่ระบาดอย่างต่อเนื่องเพื่อ

การกำจัดโรค





4. ศึกษาลักษณะอาการและการถ่ายทอดโรค

ของไวรอยด์บนพืชอาศัย


	 เมื่อปลูกเชื้อด้วยน้ำคั้นจากเมล็ดมะเขือ

เทศที่ติดเชื้อ PSTVd ลงบนต้นพืชอาศัยในวงศ์

Solanaceae ได้แก่ มะเขือเทศ พริกหวาน และ
 

พิทูเนีย โดยเปรียบเทียบกับการปลูกเชื้อด้วยใบ

มะเขือเทศที่ติดเชื้อ และสารละลายบัฟเฟอร์ 

(Mock) แล้วตรวจสอบด้วยวิธีวินิจฉัย Real 

time RT-PCR จากการสกัดด้วยวิธีน้ำคั้นจากใบ

และเมล็ดผล ปรากฏว่ามะเขือเทศที่ติดเชื้อ

สามารถถ่ายทอดโรคสู่ต้นพืชอาศัยทุกชนิดที่

ทดสอบโดยต้นมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers แสดง

อาการรุนแรง มากกว่าพันธุ์ Moneymaker 

(Figure 3) พริกหวานแสดงอาการเพียงเล็กน้อย 

จากการตรวจสอบด้วยน้ำคั้นจากใบที่ระยะเวลา 

8 สัปดาห์ หลังการปลูกเชื้อ ผลยังสอดคล้องกับ

การตรวจพบเชื้อจากเมล็ดมะเขือเทศ และพริก

หวานจากต้นที่ติดเชื้อ ในขณะที่ต้นพืชพิทูเนียติด

เชื้อแต่ไม่แสดงอาการ
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สรุปผลการทดลอง

	 จากผลการทดลองพบว่าทั้งสามวิธีการ

สกัดและสองวิธีวินิจฉัยสามารถใช้ตรวจสอบเชื้อ

ไวรอยด์ศัตรูพืชกักกัน Potato spindle tuber 

viroid จากพืชวงศ์ Solanaceae และเมล็ดพันธุ์ 

ไดแ้ก ่มะเขอืเทศ พรกิหวานมะเขอืมว่งและพทิเูนยี 

โดยเฉพาะวิธีวินิจฉัย Real time RT-PCR มี

ประสิทธิภาพ แม่นยำ สามารถตรวจตัวอย่าง

ปริมาณมากได้อย่างรวดเร็ว ผลงานวิจัยนี้จึงเป็น

องค์ความรู้ที่ใหม่ยังไม่มีรายงานในประเทศไทย

สามารถใช้ประโยชน์ได้จริงในการจัดการความ

เสี่ยงสำหรับไวรอยด์จากต่างประเทศมิให้เข้ามา 

แพร่ระบาด





คำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณสำนักงานวิจัยพัฒนาการ

การเกษตร (องค์การมหาชน) ที่ให้ทุนสนับสนุน

การปฏิบัติงานวิจัย ณ ประเทศสหรัฐอเมริกา 

และขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และน้องๆ กลุ่มวิจัย

การกักกันพืช สำหรับกำลังใจและความช่วย

เหลือต่างๆ และขอขอบคุณบิดา-มารดาผู้เป็น

กำลังใจสำคัญให้ลูกเสมอมา





เอกสารอ้างอิง

สคุนธท์พิย ์สมบตั ิอลงกต โพธิด์ ีวาสนา ฤทธิไ์ธสง 

และคมศร แสงจินดา. 2554. การศึกษา

วิเคราะห์และประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช

สำหรับเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศนำเข้าจาก

สหรัฐอเมริกา. รายงานวิจัยเรื่องเต็ม
 

กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพฯ. 10 หน้า.


Figure 3 Symptoms appearing on tomato 

cv. Rutgers after 8 weeks inoculation with  

PSTVd infected seeds. Left : PSTVd 

infected leaf inoculation; middle: PSTVd 

infected seeds inoculation; Right: non-

inoculation.


 
 

Figure 3Symptoms appearing on tomato cv. Rutgersafter PSTVd infected 
seedsinoculated at 8 weeks. Left;PSTVd infected leaf inoculated; middle: PSTVd 
infected seeds inoculated; right:non-inoculated.

 Tom Pep, Egg 

(a)

 Tom Pep, Egg 

(a)

Table 2. Detection of PSTVd in Solanaceous seeds by Real time RT-PCR


Diagnostic method/

RNA extraction method

Single infected tomato seed to 

400 healthy seeds  in various plants

Tomato seeds Pepper seeds Eggplant seeds

Real time  RT-PCR	 M1*

			   M2

5/5a

5/5

3/3

3/3

5/5

5/5

* M1: Trizol reagent method, M2: SDS-potassium acetate

a: No. of samples detected/No. of samples tested
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