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การตรวจพบเชื้อไวรอยด์โรคเตี้ยแคระเบญจมาศจากต้นเบญจมาศในแปลงปลูก
Detection of Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) from Chrysanthemum 

Plants in the Fields
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ABSTRACT
Twenty-three chrysanthemum samples showing stunting, chlorotic leaves, small and 

abnormal flowers were collected from the field grown plants in Wang Nam Khiao district, 
Nakhon Ratchasima province and determined for the presence of Chrysanthemum stunt 
viroid (CSVd) by using reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. 
Eight samples produced DNA products of about 360 basepairs. Cloning and sequencing of 
these DNA fragments revealed 354 nucleotides in size. All of them were 100% identical, and 
were identified as Chrysanthemum stunt viroid based on criteria of 98-100% identity to 
CSVd accessions previously recorded in GenBank as AF394452, JQ685739, HQ891018, 
JX909290, JF414238, JF398538, Z68210, DQ094298, FN646407 and U82445. For bioassay, 
tomato cv. Rutgers and chrysanthemum plants were inoculated with sap from CSVd-infected  
plant. The Rutgers tomato were symptomless while chrysanthemum plants showed chlorosis,  
small leaves and leaf distortion. All these bioassayed plants were confirmed for CSVd  
infection by RT-PCR. This is the first report of CSVd natural infection of chrysanthemum in 
Thailand.

Keywords : Viroid, chrysanthemum, RT-PCR, Sequencing 

1/	 ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน จ.นครปฐม 73140 
1/	 Department of Plant Pathology, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University, 

	 Kamphaeng Saen Campus, Nakhon Pathom 73140, Thailand 
2/	 ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน จ.นครปฐม 73140 
2/	 Center for Agricultural Biotechnology, Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus, Nakhon Pathom 73140, Thailand 
3/	 ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร ์และเทคโนโลยี 

	 ส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กรุงเทพฯ 10900 
3/	 Center of Excellence on Agricultural Biotechnology: (AG-BIO/PERDO-CHE). Bangkok 10900, Thailand

*	 Corresponding author: agrknr@ku.ac.th



24	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 38 ฉบับที่ 1 มกราคม - เมษายน 2563

บทคัดย่อ
เกบ็ตวัอย่างเบญจมาศทีแ่สดงอาการเต้ีย

แคระ ใบซดีเหลือง ดอกมขีนาดเล็กและมลีกัษณะ
ผิดปกติจาก อ.วังน�้ำเขียว จ.นครราชสีมา จ�ำนวน 
23 ตวัอย่าง น�ำมาตรวจหาเช้ือ Chrysanthemum 
stunt viriod (CSVd) ด้วยเทคนิค reverse  
transcription – polymerase chain reaction 
(RT-PCR) และใช้ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ  
CSVd พบว่า มีเบญจมาศ 8 ตัวอย่าง ทีใ่ห้แถบ
ดเีอน็เอขนาดประมาณ 360 คูเ่บส ท�ำการวเิคราะห์ 
หาล�ำดับเบสของดีเอ็นเอที่ได้ พบว่า ทุกตัวอย่าง 
มีล�ำดบัเบสยาว 354 นวิคลีโอไทด์ มคีวามเหมือนกนั  
100% ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ CSVd ในฐาน
ข้อมูลของ GenBank (AF394452, JQ685739, 
HQ891018, JX909290, JF414238, JF398538, 
Z68210, DQ094298, FN646407 และ U82445) 
มีความเหมือนกัน 98-100% จึงจ�ำแนกเชื้อที่พบ
เป็น Chrysanthemum stunt viroid เมื่อปลูก 
เชือ้ CSVd ลงบนมะเขอืเทศพนัธุ ์Rutgers ไม่พบ
อาการผิดปกติ แต่เมื่อปลูกเชื้อบนต้นเบญจมาศ  
พบว่า มอีาการซีดเหลอืง ใบมขีนาดเลก็ลง และใบ 
ผดิปกต ิและตรวจพบเชือ้ CSVd ในพชืทัง้สองชนดิ
ด้วยเทคนิค RT-PCR งานวจิยันีน้บัเป็นการตรวจ 
พบเชือ้ Chrysanthemum stunt viroid ในสภาพ
แปลงปลกูเบญจมาศเป็นคร้ังแรกของประเทศไทย

ค�ำส�ำคัญ: ไวรอยด์, เบญจมาศ, อาร์ที-พีซีอาร์, 
ล�ำดับเบส

บทน�ำ
เบญจมาศเป็นไม้ตดัดอกทีม่คีวามส�ำคัญทาง

เศรษฐกิจ ดอกเบญจมาศมีลักษณะที่หลากหลาย  
และมีสีสันสวยงามมีอายุการใช้งานที่ยาวนาน 
การเพาะปลกูเบญจมาศให้ผลตอบแทนต่อพ้ืนทีส่งู 
มีมูลค่าการผลิตติดอันดับ 1 ใน 4 ของการผลิต 
ไม้ดอกทั่วโลกแต่ในปี พ.ศ. 2561 ประเทศไทย 
มีพ้ืนที่ปลูกเบญจมาศลดลงจาก 1,205.59 ไร ่ 
เหลือเพียง 390.31 ไร่ ตามทะเบียนเกษตรกร 
(ดวงกมลวรรณ, 2562) ผลผลติเฉลีย่ 4,775 กก./ปี  

(ดอกช่อ) รายได้ 169,875 บาท/ไร่/ปี รายได้สุทธิ 
124,975 บาท/ไร่/ปี ในด้านตลาดการส่งออก
เบญจมาศตัดดอกของประเทศไทยในปี 2560  
ไทยมีการส่งออกปริมาณ 151,636 กก. คดิเป็น
มูลค่า 5,523,278 ล้านบาท แต่ในปี 2561 การส่งออก 
ลดลงเหลือเพียง 47,179 กก. คิดเป็นมูลค่า 
2,086,277 ล้านบาท ประเทศที่ไทยส่งออกไปมาก
ที่สุด คือ เมียนมาร์ (ร้อยละ 97) ในขณะเดียวกัน
ไทยก็มีการน�ำเข้าเบญจมาศตัดดอกจากประเทศ
มาเลเซีย ปริมาณ 4,858,474 กก. คิดเป็นมูลค่า 
283,734,337 ล้านบาท ปัญหาและข้อจ�ำกัดของ
ประเทศไทยในการผลิตเพ่ือตัดดอกเบญจมาศ  
มาจากการที่เกษตรกรมักนิยมขยายพันธุ์จากต้น 
พ่อแม่พันธุ์เดิมอยู่เรื่อยๆ ท�ำให้ต้นอ่อนแอและมี
โรคสะสม เช่น โรคราสนมิ และโรคทีเ่กดิจากไวรสั 
ท�ำให้คุณภาพของดอกไม่ดี และไม่สม�่ำเสมอ 
(สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย, 2561) นอกจากนี้ ยังมีโรคที่มีสาเหตุ
จากเชื้อไวรอยด์ 2 ชนิด ได้แก่ Chrysanthemum 
stunt viroid (CSVd) และ Chrysanthemum 
chlorotic mottle viroid (CCMVd) (Horst and 
Nelson, 1997; Bouwen and Zaayen, 2003) 
ซึ่งเชื้อดังกล่าวจัดอยู่ในวงศ์ Pospiviroidae และ  
Avsunviroidae ตามล�ำดับ และจัดเป็นเช้ือโรค 
พืชกักกันของหลายประเทศในแถบทวีปยุโรป  
ภายใต้ค�ำสั่งของสหภาพยุโรป (Monger et al., 
2010) เชื้อ CSVd มีการแพร่ระบาดในธรรมชาติ
โดยการสัมผัส ในห้องปฏิบัติการถ่ายทอดได ้
โดยการทาน�้ำคั้นพืชที่เป็นโรคบนใบพืช การติดไป
กับอุปกรณ์ตัดแต่งติดไปกับท่อนพันธุ์ และการ
ถ่ายทอดผ่านทางเมล็ด (Hollings and stone, 
1970 ; Bachelier et al., 1976) เชื้อ CSVd  
ก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจอย่างมาก 
ท�ำให้เบญจมาศมีลักษณะอาการ ต้นแคระแกร็น 
ใบมจีดุสซีดี ใบเสยีรปูร่าง ใบและดอกมขีนาดเลก็ลง 
การเจรญิของรากลดลง ในบางสายพันธุเ์กดิอาการ
แคระแกรน็อย่างรนุแรง แต่บางสายพนัธ์ุไม่แสดง
อาการ นอกจากนี้ ยังมีเชื้อ Chrysanthemum 
chlorotic mottle viroid (CChMVd) เป็นเชือ้โรค 
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พืชที่ส�ำคัญอีกเชื้อหนึ่งที่เข้าท�ำลายเบญจมาศ 
ก่อให้เกิดความเสียหาย ซึ่งจะท�ำให้ใบเบญจมาศ 
มีลักษณะอาการด่างเหลือง จุดสีเหลืองอ่อน และ
มีขนาดเล็กลง แต่เชื้อ CChMVd พบก่อโรคกับ
เบญจมาศบางสายพันธุ์ (Cho et al., 2013)  
ในการศึกษานี้ได้ท�ำการส�ำรวจและเก็บตัวอย่าง
เพื่อตรวจหาเชื้อไวรอยด์ของเบญจมาศในแปลง
ปลูก เพื่อจะได้ศึกษาหาวิธีการป้องกันก�ำจัดต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	ตัวอย่างพืชที่เป็นโรค

เก็บตัวอย่างใบเบญจมาศจากต้นพืชใน
แปลงเขตพื้นที่ อ.วังน�้ำเขียว จ.นครราชสีมา 
จ�ำนวน 23 ตัวอย่าง ที่แสดงลักษณะอาการที ่
คาดว่าน่าจะเกดิจากเชือ้ไวรอยด์ ได้แก่ ต้นเต้ียแคระ 
ใบซดีเหลือง ใบด่าง ใบม่วง ต้นโทรม และดอกมี
ขนาดเลก็ จากนัน้ น�ำตวัอย่างใบเบญจมาศมาสกดั
กรดนิวคลอิกิด้วยวธิ ีCTAB (ปริเชษฐ์, 2548)

2.	วิธีตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรอยด์ และหาล�ำดับ
นิวคลิโอไทด์

ใช้เทคนิค reverse transcription –  
polymerase chain reaction (RT-PCR) เริม่จาก
สังเคราะห ์cDNA ของเชื้อไวรอยด์ จากตัวอย่าง 
อาร์เอน็เอทีส่กดัได้ และเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมาย 
โดยใช้ไพรเมอร์ AtropaNad2.1a:5’ GGACT 
CCTGACGTATACGAAGGATC 3’ และ  
AtropaNad2.2b:5 ’ AGCAATGAGATT 
CCCCAATATCAT 3’ (Thompson et al., 2003) 
จากนั้น ตรวจหาเชื้อ CSVd โดยใช้ไพรเมอร ์
cCS1: 5’ TTA GGA TTA CTC CTG TCT CGC 
AGG 3’และ hCS1: 5’ ACA GGG TTT TCA 
CCC TTC CTT TAG 3’ (ปริเชษฐ์, 2548) และ
ตรวจหาเชื้อ CChMVd โดยใช ้ ไพรเมอร ์ 
CChMVd_RE294: 5’TGG GAC TGG CCC 
CAT CTC CCT TCT CC 3 ’  และ  
CChMVd_FW295: 5’GTC GGT TCG CTC 
TCG TAG TCA CAG CC 3’ (Navarro and 
Flores, 1997)

ขั้นตอนแรก สังเคราะห์ cDNA ของเชือ้
ไวรอยด์ด้วยวิธีการ reverse transcription  
(RT) ปฏิกิริยาประกอบด้วยไพรเมอร์สาย C  
ความเข้มข้น 2 pmole ปริมาณ 5 ไมโครลิตร  
ตัวอย่างอาร์เอ็นเอ 1.75 ไมโครลิตร น�ำเข้าเครื่อง 
thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมการท�ำงาน  
ดังนี้ 96°oซ. นาน 5 นาที 1 รอบ น�ำมาแช่น�้ำแข็ง
ทันทีเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติม reverse  
transcriptase buffer ความเข้นข้น 1X, dNTPs 
ความเข้นข้น 1 มิลลิโมลาร์ และเอนไซม ์reverse 
transcriptase ความเข้มข้น 100 ยูนิต แล้วจึงน�ำ
เข้าเครื่อง thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมการ
ท�ำงานที่ 45oซ. นาน 1 ชม. 15 นาที

ขั้นตอนที่สอง การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
จาก cDNA ด้วยเทคนิค PCR น�ำ  cDNA  
ทีส่งัเคราะห์ได้มาเพิม่ปรมิาณปฏกิริยิาซึง่ประกอบ
ไปด้วย น�้ำกลั่นน่ึงฆ่าเชื้อ 9.4 ไมโครลิตร, 
10x PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร, 25 mM MgCI

2 

0.8 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 0.5 ไมโครลติร, 
2 pmol/ µ l  สาย C และสาย h อย ่างละ  
2.0 ไมโครลิตร, 5U/µlTaq DNA polymerase  
0.5 ไมโครลิตร และ cDNA 2.0 ไมโครลิตร  
น�ำเข้าเครื่อง thermal cycler โดยใช้อุณหภูมิ
ส�ำหรับ pre-denature ที่ 94°oซ. นาน 3 นาที  
1 รอบ, denaturing ที่ 94oซ. นาน40 วินาที, 
annealing ที่ 56oซ. นาน 40 วินาที, extension  
ที่ 72oซ. นาน 40 วินาที จ�ำนวน 35 รอบ และ
ตามด้วย extension ที่ 72oซ. นาน 7 นาที 1 รอบ 
น�ำผลผลติทีไ่ด้จากการท�ำ RT-PCR มาตรวจสอบ
ขนาดของผลผลิตด้วยวิธี gel electrophoresis 
โดยใช้ 2% agarose gel ละลายใน 0.5X TBE 
buffer และน�ำไปผ่านสนามไฟฟ้าทีค่วามต่างศกัย์ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาท ีจากนัน้น�ำ agarose gel  
ย้อมด้วย ethidium bromide เพื่อให้ดีเอ็นเอ 
ติดสี และน�ำไปดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel 
Documentation UV-transiluminator จากนั้น 
โคลนดเีอ็นเอผลผลติจาก PCR กบัพลาสมิดพาหะ
แล้วน�ำเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์  
DH 5α (ปริเชษฐ์, 2548) สกัดพลาสมิดแล้วส่ง
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ไปวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Sanger 
sequencing method (Sanger and Coulson, 
1975) กบับรษิทั Solgen (Korea) น�ำมาเปรยีบเทยีบ 
กับเชื้อไวรอยด์ในฐานข้อมูลของ GenBank ด้วย
โปรแกรม BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch)
วิเคราะห์ค่า Percent Identity Matrix ด้วย
โปรแกรม Clustal Omega และวิเคราะห์  
Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA X 
(Kumar et al., 2018)

3. การปลกูเช้ือ CSVd บนพืชทดสอบ (Bioassay)
วิธีการนี้เป็นการทดสอบทางชีวภาพของ

เช้ือไวรอยด์บนพืชอาศัย โดยเลือกพืชอาศัย 
ที่เหมาะสมและการชักน�ำให้พืชแสดงอาการ 
(Legrand, 2015) เพื่อให้ทราบถึงเชื้อสาเหตุที่
ท�ำให้พืชเกิดโรคอย่างแท้จริง โดยอาศัยหลักการ
ของ Koch’s postulate ในการศึกษานี้ใช้ RNA 
ทีส่กัดจากตวัอย่างใบเบญจมาศทีต่รวจสอบแล้วว่า
มีเชื้อ CSVd เป็นแหล่งของเชื้อ CSVd ส�ำหรบั
การปลูกเชื้อด ้วยวิธีกล เตรียมเชื้อโดยผสม 
อาร์เอ็นเอ กับ 0.1M phosphate buffer pH 9.0 
ในอัตราส่วน 1:1 (อย่างละ 25 ไมโครลิตร)  
พืชทดสอบที่ใช้ในขั้นแรก ได้แก่ ต้นมะเขือเทศ
พันธุ์ Rutgers อายุ 1 เดือน ภายหลังปลูกเช้ือ 
CSVd  CS 13-1 ให้กับมะเขือเทศแล้ว 4, 8 และ 
12 สัปดาห ์สังเกตลักษณะอาการ และตรวจสอบ
การติดเชื้อ CSVd ด้วยเทคนิค RT – PCR  
จากนั้น ปลูกเช้ือบนพืชทดสอบขั้นที่สอง ได้แก่  
ต้นเบญจมาศตัดดอก (คละสี) อายุ 1 เดือน  
เตรียมน�้ำคั้นจากใบมะเขือเทศพันธุ ์ Rutgers  
ที่ติดเชื้อ CSVd โดยบดใบมะเขือเทศ 0.1 กรัม  
ใน 0.1M phosphate buffer pH 9.0 ปริมาตร  
1 มล. ทาน�้ำคั้นลงบนใบเบญจมาศท่ีใช้ทดสอบ 
สังเกตลักษณะอาการและตรวจหาเชื้อ CSVd  
ด้วยเทคนิค RT – PCR ภายหลังปลูกเช้ือแล้ว  
4, 8 และ 12 สัปดาห์

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	ตัวอย่างเบญจมาศ และการตรวจหาเชื้อ 
CSVd ด้วยเทคนิค RT-PCR

ลักษณะอาการต้นเบญจมาศที่เก็บมา 
จากแปลง ได้แก่ ต้นเตี้ยแคระ, ใบด่าง, ขอบใบ 
สีแดง/ม่วง, ต้นโทรม, ใบซีด/เหลือง, ดอกยู่ยี ่
เป็นต้น จากการใช้เทคนิค RT-PCR และไพรเมอร์  
AtropaNad2.1a และ AtropaNad2.2b  
(Thompson et al., 2003) ตรวจสอบอาร์เอ็นเอ 
พบแถบดีเอน็เอขนาด 188 คู่เบส ซึง่แสดงว่าสกดั 
อาร์เอ็นเอได้ตามเป้าหมาย ผลการตรวจด้วยไพรเมอร์ 
มีความจ�ำเพาะต่อเช้ือ CSVd พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 360 คู่เบส จากเบญจมาศจ�ำนวน 
8 ตัวอย่าง ในขณะที่ผลการตรวจด้วยไพรเมอร์ 
ที่มีความจ�ำเพาะต่อเช้ือ CChMVd ไม่พบแถบ
ดีเอ็นเอ

2.	 การจ�ำแนกชนดิไวรอยด์และศกึษาความสมัพนัธ์
ผลผลติดีเอน็เอจาก PCR ทีส่่งไปหาล�ำดบั 

นิวคลีโอไทด ์ พบว ่า มีขนาด 354 คู ่ เบส  
ทั้ง 8 ตัวอย่าง (CS13-1, CS15-1, CS16-1, 
CS17-1, CS18-1, CS20, CS21-1 และ  
CS22-1) ซึง่ทัง้หมดมค่ีา identity 100% (Table 1)  
และจากการใช้โปรแกรม Clustal Omega พบว่า 
มีความเหมือนกัน 98.31-99.72% กับเชื้อ CSVd 
ไอโซเลต K1 (AF394452), CSVd6 (JQ685739), 
H5-1 (HQ891018), 2214-BR(JX909290), 
CSVd 37(JF414238), AF164 (JF938538), 
CSVd Ageratum (Z68201), CSVd-Vm 
(DQ094298), Petunia isolate (U82445), และ 
Palampur (FN646407) (Table 2) ซึง่โดยทัว่ไปใน
การจ�ำแนกเชือ้ไวรอยด์จะพจิารณาจากค่า identity  
หากอยู่ในระดับสูงกว่า 90% ขึ้นไป จะจัดเป็น 
ไวรอยด์ชนิดเดียวกัน จึงสรุปได้ว่าเชื้อไวรอยด ์
ทั้ ง  8  ไอ โซ เลต ที่ ศึ กษาครั้ งนี้ เ ป ็ น เชื้ อ  
Chrysanthemum stunt viroid 

ผลการศึกษา Phylogenetic tree  
โดยใช้เชื้อ CChMVd (HQ891017), CLVd 
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(AM698094) และ Citrus exocortis viroid 
(CEVd) (HQ284030) มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ร่วมกับไวรอยด์ชนิด CSVd พบว่า เชื้อ CSVd 
แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที ่1 ม ี2 กลุ่มย่อย 
กลุ่มย่อยแรกจัดว่ามีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันมาก
ที่สุดประกอบด้วยเชื้อ CSVd ทั้ง 8 ไอโซเลต 
ที่ได้จากเบญจมาศ ในการศึกษาครั้งนี ้รวมทั้งเชื้อ 
CSVd ทีพ่บในเบญจมาศ (Chrysanthemum และ 
Dendranthema) ได้แก่ ไอโซเลต K1 (เกาหลี), 
H5-1 (จีน) และ P4-1 (ญี่ปุ่น) ไอโซเลตที่ได้จาก
พืชอาศัยอื่น ได้แก่ CSVd6 (อิตาลี) และ AF164 
(ฝรั่งเศส) กลุ ่มย ่อยท่ี 2 ประกอบด้วยเชื้อ  
CSVd ไอโซเลต Palampur (อินเดีย)และ  
2214-BR (บราซลิ) ทีพ่บในเบญจมาศ และไอโซเลต  
ที่พบในพืชอาศัยอื่น ได้แก่ CSVd Ageratum 
(เยอรมนี), CSVd-Vm (แคนาดา), CSVd 37 
(ออสเตรีย) และ CSVd Petunia (สหรัฐอเมริกา)
กลุ่มที ่ 2 ส�ำหรับเชื้อไวรอยด์อีกสามชนิดที่น�ำมา

เปรียบเทียบ ได้แก่ เชื้อ CEVd (CEVd.020), เชื้อ 
CLVd (NC17), เชื้อ CChMVd (H5-10) จับกลุ่ม
กนัแยกออกจากเชือ้ CSVd (Figure 1) เชือ้ CSVd 
ที่ศึกษาพบในครั้งนี้มีความสัมพันธ์กับเชื้อ CSVd 
ที่ปรากฏในหลายประเทศ ชี้ให้เห็นว่าเชื้อ CSVd 
ตรวจพบในแปลงปลูกธรรมชาติในประเทศไทย 
ซึง่ไม่มรีายงานการตรวจพบในประเทศไทยมาก่อน 
น่าจะเป็นการติดมากับเมล็ดพันธุ์น�ำเข้าของทั้ง
เบญจมาศและไม้ดอกไม้ประดับอื่น ๆ ที่เป็นพืช
อาศัยของเชื้อ เนื่องจาก เชื้อสามารถถ่ายทอด 
ผ่านทางเมล็ดได้ (Cho et al., 2013) การศึกษา 
ในครั้งนี้ มีความส�ำคัญต่อการผลิตเบญจมาศ 
และไม้ดอกไม้ประดับอื่น ๆ เพราะเชื้อ CSVd 
สามารถแพร่ระบาดสู ่พืชเศรษฐกิจชนิดอื่น ๆ  
และก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิต เช่น  
มะเขือเทศ พริก และมันฝรั่ง เป็นต้น (Yoon  
et al., 2014; Mutsushita, 2013) ซึ่งควรมีการ
ตรวจติดตามและป้องกันก�ำจัดอย่างถูกวิธีต่อไป 

Table 1	 Viroid sequence of various isolates from GenBank used for comparison with CSVd 
isolates in this study 

Viroid 
isolate

Viroid
Species

Accession 
number

Genome 
size (nt) Host, Origin Reference

K1 CSVd AF394452 354 Dendranthema grandiflorum 
cv. Chunkwang, Korea

Chung et al., 2001

H5-1 CSVd HQ891018 354 Chrysanthemum, China Zhang et al., 2011
CSVd6 CSVd JQ685739 354 Argyranthemumfrutescens 

cv. Meteor red, Italy
Torchetti et al., 2012

CSVd-
Ageratum

CSVd Z68201 354 Ageratum, Germany Henkel and Saenger, 
1995

CSVd-Vm CSVd DQ094298 355 Vinca major, Canada Nie et al., 2005
AF164 CSVd JF938538 355 Argyranthemumfrutescens 

(cultivar Butterfly), France
Marais et al., 2011

CSVd 37 CSVd JF414238 354 Solanum jasminoides, 
Austria

Grausgruber-Groeger
and Gottsberger, 2012

Petunia 
isolate

CSVd U82445 355 Petunia X hybrida cv. Surfinia 
purple, USA

Verhoeven
et al.,1998

Palampur CSVd FN646407 355 Chrysanthemum sp., India Walia et al., 2014
P4-1 CSVd AB689033 354 Chrysanthemum x morifolium 

Ramat., Japan
Nabeshima et al., 2012

2214-BR CSVd JX909290 354 Dendranthema grandiflora, 
Brazil

Gobatto et al., 2014

NC17 CLVd AM698094 368 Tomato, Thailand Marat et al., 2007
H5-10 CChMVd HQ891017 399 Chrysanthemum, China Zhang et al., 2011

CEVd.020 CEVd HQ284030 371 Citrus tree, China Xu et al., 2012
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3.	 การปลกูเชือ้ CSVd บนพชืทดสอบ (Bioassay)
ผลจากการทดสอบ พบว่า หลังการปลูก

เชื้อนาน 3 เดือน ไม่พบลักษณะอาการที่เกิดขึ้น
บนมะเขือเทศพันธุ ์Rutgers แต่พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 360 คู่เบสของเชื้อ CSVd ใน
สัปดาห์ที่ 4 ในมะเขือเทศพันธุ ์Rutgers ส�ำหรับ
การปลกูเชือ้ CSVd โดยใช้น�ำ้คัน้จากใบมะเขอืเทศ
พนัธุ ์Rutgers ทีต่ดิเชือ้ CSVd พบว่า ต้นเบญจมาศ
ตดัดอก (คละส)ี ทีต่ดิเชือ้ CSVd แสดงลักษณะ
อาการใบมีขนาดเล็กลง ใบผิดปกติในสัปดาห์ที่ 4 
และ 8 และในสปัดาห์ท่ี 12 พบอาการใบซดีเหลอืง 
เมื่อเปรียบเทียบกับต้นปกติท่ีไม่ได้รับการปลูกเชื้อ 

(Figure 2) และผลการตรวจสอบเชื้อ CChMVd 
ในตัวอย่างเบญจมาศทีไ่ด้รบัการปลกูเชือ้ ด้วยเทคนคิ  
RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CChMVd ไม่พบแถบ
ดีเอ็นเอของเชื้อ CChMVd มรีายงานเบญจมาศ
พนัธุ ์ Mistletoe ทีต่ดิเชือ้ CSVd แสดงลกัษณะ 
chlorotic f lecking และเป็นจุด ๆ บนใบ  
(Mutsushita, 2013) และพันธุ์ Bonnie Jean  
ที่ติดเชื้อ CSVd แสดงลักษณะเตี้ยแคระ และจดุ
เหลอืงซดีขนาดใหญ่ (Yoon et al., 2012) อย่างไรกต็าม 
การแสดงอาการบนพชืของเชือ้ขึน้กบัสายพนัธุเ์ช้ือ  
สายพันธุ ์พืชที่น�ำมาทดสอบ สภาพแวดล้อม  
และความเข้มแสง (Mutsushita, 2013)

Figure 1	 Phylogenetic tree as reconstructed by MEGA X showing genetic relationship of 
Chrysanthemum stunt viroid in this study (isolate CS13-1,CS15-1,CS16-1,CS17-1,CS18-1,CS20, 
CS21-1 and CS22-1) to other isolates from Genbank database (isolate CSVdH5-1, CSVd6, 
AF164, CSVd 37, Palampur, K1, CSVd-Vm, 2214-BR, CSVd-Ageratum Petunia and P4-1)  
as well as other viroids (H5-10, NC17 and CEVd.020)
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3. การปลูกเชื้อ CSVd บนพืชทดสอบ (Bioassay) 
 ผลจากการทดสอบพบว่าหลังการปลูกเชื้อนาน 3 เดือน 
ไม่พบลักษณะอาการที่เกิดขึ้นบนมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers แต่พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 360 
คู่เบสของเชื้อ CSVdในสัปดาห์ที่ 4 ในมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers สําหรับการปลูกเชื้อ CSVdisolate RCS-1 
โดยใช้น้ําคั้นจากใบมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers ที่ติดเชื้อ CSVd พบว่าต้นเบญจมาศตัดดอก (คละส)ี ที่ติดเชื้อ 
CSVdแสดงลักษณะอาการใบมีขนาดเล็กลง ใบผิดปกติในสัปดาห์ที่ 4 และ 8 และในสัปดาห์ที่ 12 
พบอาการใบซีดเหลือง เมื่อเปรียบเทียบกับต้นปกติที่ไม่ได้รับการปลูกเชื้อ (Figure 2) 
และผลการตรวจสอบเชื้อ CChMVdในตัวอย่างเบญจมาศที่ได้รับการปลูกเชื้อ ด้วยเทคนิค RT-PCR 
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Figure 2	 CSVd-inoculated chrysanthemum plants 4 and 8 weeks showed small leaves and leaf distortion  
(B,D), 12 weeks showed chlorosis (F) post inoculation, compared with uninoculated plants, A, C, E at 4, 
8 and 12 weeks, respectively
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สรุปผลการทดลอง 
 ตัวอย่างเบญจมาศที่แสดงอาการคล้ายเกิดจากเชือ้ไวรอยด์ จํานวน 23 ตัวอย่าง จาก อ.วังน้ําเขียว จ. 
นครราชสีมาเมื่อนํามาตรวจหาเชื้อ Chrysanthemum stunt viroid(CSVd)ด้วยเทคนิค RT-

A 

สรุปผลการทดลอง
ตัวอย่างเบญจมาศที่แสดงอาการคล้าย

เกิดจากเชื้อไวรอยด์ จ�ำนวน 23 ตัวอย่าง จาก  
อ.วังน�้ำเขียว จ.นครราชสีมา เมื่อน�ำมาตรวจหา
เชือ้ Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) ด้วย
เทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CS-1 ซึ่ง
จ�ำเพาะต่อเช้ือ CSVd จากนัน้ ท�ำการโคลนยนี และ
วเิคราะห์ล�ำดับเบส พบว่า 8 ตวัอย่าง มีเชือ้ไวรอยด์ 
ที่มีขนาดจีโนมยาว 354 คู่เบส มีความเหมือนกัน 
กับเชื้อ CSVd จากฐานข้อมูลใน GenBank  
ทีร่ะดับสงูกว่า 90% แสดงให้เห็นว่าเชื้อไวรอยด์ 

ทั้ง 8 ไอโซเลต เป็นเชื้อ Chrysanthemum stunt 
viroid เมื่อตรวจสอบการก่อโรคของเชื้อ CSVd 
โดยปลูกเช้ือด้วยวิธีทาน�้ำค้ันจากใบพืชเป็นโรค 
ลงบนเบญจมาศ พบว่า เบญจมาศแสดงอาการ 
ใบเล็กลง ใบผิดปกติ และซีดเหลือง

ค�ำขอบคุณ
งานวจิยันีไ้ด้รบัการสนบัสนนุจากสถาบนัวิจัย 
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มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน 
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