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อาการโรคและการถ่ายทอดเชื้อ Pepper chat fruit viroid ด้วยวิธีกล

ในมะเขือเทศ Rutgers

Disease Symptoms and Mechanical Transmission of Pepper chat fruit viroid 

in Rutgers Tomato
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ABSTRACT

Pepper chat fruit viroid (PCFVd) is a mechanical and seed transmissible viroid. This 

work was to study mechanical inoculation methods and symptoms of PCFVd on Rutgers  

tomato. Seven mechanical inoculation methods were used, 1) PCFVd crude sap inoculation on  

leaves, 2) pressing on a leaf with PCFVd contaminated glove, 3) leaving contaminated glove 

24 hrs under greenhouse condition before inoculation, 4) cutting an apical healthy stem with 

a PCFVd contaminated razor blade then take the cut-stem to plant, 5) cutting off an apical 

healthy stem with a PCFVd contaminated razor blade, 6) dipping a razor blade into PCFVd 

crude sap and doing a single slash in healthy plant stem, and 7) slashing the healthy plant 

stem 3-times  with a PCFVd contaminated razor blade, uninoculated plants were used as 

control. The infected Rutgers tomato expressed apical shoot and plant stunt, necrosis of leaf 

vein, petiole and stem, yellow leaf tissue next to vein necrosis, leaf malformation, distorted  

petiole, small apical leave and some leaf-tip necrosis. Reverse transcription-polymerase  

chain reaction (RT-PCR) technique was used to confirm PCFVd infection at 4 and 8 weeks 

post-inoculation. Results showed that the transmission percentage of the 1
st
 to 7

th
 methods 

were 100, 100, 90, 20, 20, 20 and 70%, respectively. From this work, the 1
st
 and 2

nd
 inoculation 

methods were the best ones.
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บทคัดย่อ

เชื้อ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) 

สามารถถ่ายทอดด้วยวิธีกลและผ่านทางเมล็ด  

การศกึษานีม้วัีตถุประสงค์เพ่ือศึกษาอาการโรคและ

การถ่ายทอดเช้ือ PCFVd ด้วยวธิกีลในมะเขือเทศ

พันธุ ์“Rutgers” เพื่อใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนให้นัก

โรคพืช นักปรับปรุงพันธุ์พืช และผู้สนใจ สามารถ

น�ำข้อมลูเหล่านีไ้ปประยุกต์ใช้ต่อไป ท�ำการทดลอง

ถ่ายทอดเช้ือ PCFVd ผ่านทาง 7 วิธีการปลูก

เชื้อ คือ 1) ทาใบด้วยน�้ำคั้นใบพืชติดเชื้อ PCFVd  

2) กดใบด้วยถงุมอืปนเป้ือนเช้ือ PCFVd 3) กดใบ

ด้วยถุงมือปนเปื้อนเชื้อ PCFVd หลังวางไว้ในโรง

เรือนปลูกพืชนาน 24 ชม. 4) ตัดล�ำต้นบริเวณ

ยอดด้วยใบมีดปนเปื้อนเชื้อ PCFVd
 
และน�ำยอด

ท่ีตัดออกไปปักช�ำ  5) ตัดล�ำต้นบริเวณยอดทิ้ง

ด้วยใบมีดปนเปื้อนเช้ือ PCFVd 6) กรีดล�ำต้น  

1 ครั้ง ด้วยใบมีดจุ่มน�้ำคั้นใบพืชติดเชื้อ PCFVd  

7) กรดีล�ำต้น 3 ครัง้ ด้วยใบมดีปนเป้ือนเช้ือ PCFVd

โดยวิธีการควบคุม คือ มะเขือเทศไม่ปลูกเช้ือ  

ผลการทดลองพบว่า มะเขือเทศพันธุ์ “Rutgers” 

แสดงอาการโรคโดยรวมคอื ต้นเตีย้แคระ ข้อปล้อง

ส่วนยอดหดสั้น มีเนื้อเย่ือเซลล์ตายบริเวณเส้น 

ใบ ก้านใบ และล�ำต้น มีอาการเหลืองของเนื้อใบ 

รอบ ๆ  เส้นใบ ทีแ่สดงอาการเซลล์ตาย ใบหดหงกิงอ 

เสียรูปร่าง ก้านใบคดงอ บางต้นแสดงอาการใบ

ยอดลดรูปและอาการปลายใบยอดไหม้ร่วมด้วย 

การตรวจสอบการติดเช้ือด้วยเทคนิค reverse 

transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) ที ่4 และ 8 สัปดาห์หลังการปลูกเชื้อ 

พบว่า วิธีการปลูกเช้ือ 7 วิธีการ มีเปอร์เซ็นต์ 

การถ่ายทอดเช้ือ PCFVd คือ 100, 100, 90, 

20, 20, 20 และ 70% ตามล�ำดับ จากการ 

ทดสอบในครั้งนี้ การปลูกเชื้อด้วยวิธีการที ่1 และ

วิธีการที ่2 เป็นวิธีที่ดีที่สุด 

ค�ำส�ำคัญ: เชือ้ Pepper chat fruit viroid, มะเขือ

เทศ, ไวรอยด์, การถ่ายทอดเชื้อด้วยวิธีกล 

บทน�ำ

มะเขือเทศ (tomato) มีชื่อวิทยาศาสตร์ 

Lycopersicon esculentum Mill. จัดอยู่ในวงศ์ 

Solanaceae เป็นพชืทีม่คีวามส�ำคญัทางเศรษฐกิจ

และอตุสาหกรรมชนดิหนึง่ ในปี พ.ศ. 2564 มพ้ืีนที่

เพาะปลูก 39,050 ไร่ ผลผลิตรวม 134,084 ตัน 

เป็นมะเขอืเทศส่งโรงงานอตุสาหกรรม 90,324 ตนั  

และรับประทานผลสด 43,760 ตัน (ส�ำนักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร, 2564) ท�ำให้มีการใช้เมล็ด

พันธุ์อย่างกว้างขวางทั้งภายในประเทศและการ

ส่งออก ส�ำหรับการผลติเมลด็พันธุเ์พ่ือการส่งออก 

กรมวิชาการเกษตรได้ก�ำหนดการด�ำเนินงานไว้

หลายข้ันตอน รวมถึงการตรวจสอบโรคและศัตรู

พืชในช่วงทีม่กีารเจริญเตบิโตในแปลงปลกู 2 ระยะ 

คอื ระยะตอนดอกผสมเกสรและระยะโตเตม็ทีก่่อน

เก็บเกี่ยว (ศรีวิเศษ และคณะ, 2553) นอกจากนี้

มะเขือเทศยังอ่อนแอต่อเชื้อโรคพืชที่ส�ำคัญหลาย

ชนิด เช่น เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา เชื้อไวรัส และ 

เชือ้ไวรอยด์ โดยพบว่า มอีาการหลายอย่างทีค่ล้าย

อาการจากเช้ือไวรอยด์ เช่น เตีย้แคระ ดอกและผล

ผดิรูปร่าง ใบยอดหย่นและมขีนาดเลก็ เส้นใบและ

ก้านใบมีสีน�้ำตาล เป็นต้น (Hadidi et al., 2003)

เช้ือไวรอยด์สาเหตุโรคพืช มีโครงสร้าง

เป็น อาร์เอน็เอสายเดีย่ววงปิด (a single-stranded 

circular RNA molecule) ไม่มีโปรตีนห่อหุ้มและ

ไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนเองได้ เพิ่มปริมาณ

ภายในเซลล์ของพืชอาศัย อาการโรคที่เกิดจาก

เช้ือไวรอยด์พบได้ตั้งแต่ไม่มีอาการโรคจนถึง

แสดงอาการโรคอย่างรุนแรงข้ึนกับชนิดของเช้ือ

ไวรอยด์และชนิดของพืชอาศัย เชื้อไวรอยด์ที่มี

รายงานในมะเขือเทศ ได้แก่ PSTVd (Diener, 

1987) Tomato apical stunt viroid (TASVd) 
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(Diener, 1987) Tomato chlorotic dwarf viroid 

(TCDVd) (Singh et al., 1999) Tomato planta 

macho viroid (TPMVd) (Galindo et al., 1982) 

Columnea latent viroid (CLVd) (Hammond 

et al.1989) Pepper chat fruit viroid (PCFVd) 

(Reanwarakorn et al., 2011; Verhoeven et al., 

2009; Yanagisawa and Matsushita, 2017) 

Citrus exocortis viroid (CEVd) (Mishra et al., 

1991; Fagoaga and Duran-Vila, 1996;  

Verhoeven et al., 2004) Chrysanthemum 

stunt viroid (CSVd) (Diener, 1987) Hop stunt 

viroid (HSVd) (Diener, 1987) และ Tomato 

bunchy top viroid (TBTVd) (Mishra et al., 

1991) การแพร่กระจายของเชื้อไวรอยด์พบได้

หลากหลายวิธี เช่น การถ่ายทอดผ่านทางละออง

เกสร เมล็ด ส่วนขยายพันธุ์อื่น ๆ ผ่านทางวิธีกล 

และการปฏบิตักิารทางเขตกรรมต่าง ๆ  (Hadidi et al., 

2003; Flores et al., 2005) ผ่านทางพาหะ เช่น 

แมลง พืชกาฝาก และเช้ือราบางชนดิ (Cohen et al., 

2005; Antignus et al., 2007; Matsuura et al., 

2010; Walia et al., 2015; Wei et al., 2019; 

Leichtfried et al., 2020; Serra et al., 2020; 

Hadidi et al., 2022)

เช้ือ PCFVd มีรายงานคร้ังแรกในป ี 

ค.ศ. 2006 ประเทศเนเธอร์แลนด์ ในพริกหวาน 

(sweet pepper: Capsicum annuum L.)  

ที่ปลูกในโรงเรือน โดยท�ำให้พริกหวานมีการเจริญ

เติบโตลดลงและมีขนาดของผลลดลงถึง 50%  

มีการถ่ายทอดเช้ือทางวิธีกล และผ่านทางเมล็ด

พริก ในพืชกลุ ่ม Solanaceous หลายชนิด  

เช้ือ PCFVd ท�ำให้มะเขือเทศมอีาการเส้นใบไหม้ 

(vein necrosis) และขนาดผลลดลง ในมันฝร่ัง

ท�ำให้ขนาดของหัวลดลง และการทดลองใน

มะเขือเทศ ประมาณ 2-3 สัปดาห์หลังปลูก เชื้อ 

ใบอ ่อนของมะเขือเทศแสดงอาการจุดไหม ้  

(necrotic spots) และขีดไหม้ (necrotic streaks) 

ตามบรเิวณเส้นใบและก้านใบ (Verhoeven et al., 

2009) และในฤดูร้อน ปี ค.ศ. 2009 ตรวจพบ

เชื้อนี้ในพริกหวานที่ประเทศแคนาดา โดยท�ำให้

พริกหวานมีการเจริญเติบโตลดลงเล็กน้อยและ

ผลมขีนาดเล็กผิดปกต ิ(Verhoeven et al., 2011) 

เชื้อ PCFVd มีจีโนมเป็นชนิดอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว

วงปิด (single-stranded circular RNA) ขนาด 

348 นิวคลิโอไทด์ อยู่ในสกุล Pospiviroid วงศ์ 

Posipiviroidea (Verhoeven et al., 2009; Di 

Serio et al., 2021) ในประเทศไทย คนึงนติย์และ

คณะ (2554) ได้รายงานว่า พบเชื้อ PCFVd ใน

แปลงปลูกมะเขือเทศของเกษตรกรใน จ. ล�ำปาง

ในช่วงปลายปี พ.ศ. 2552 โดยมะเขือเทศแสดง

อาการต้นเตี้ย ใบแสดงอาการเนื้อเยื่อตาย ใบ

และสีใบผิดปกติ (Reanwarakorn et al., 2011) 

และท�ำให้ผลมขีนาดลดลงและไม่มเีมลด็ (ปริเชษฐ์ 

และคณะ, 2556) ปี พ.ศ. 2553 ตรวจพบในแปลง

ผลิตเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศใน จ. ขอนแก่น และ 

ต่อมาพบในหลายพืน้ทีข่องภาคเหนอื และภาคกลาง 

(ปรเิชษฐ์ และคณะ, 2555; Reanwarakorn et al., 

2011) นอกจากนี ้ประเทศออสเตรเลยีได้ตรวจพบ

เช้ือ PCFVd จากเมล็ดที่น�ำเข้าจากประเทศไทย 

(Chambers et al., 2013; Constable et al., 2019) 

งานวิจยันีม้วัีตถุประสงค์เพ่ือศกึษาอาการ

โรคและการถ่ายทอดเชื้อ PCFVd ด้วยวิธีกล ใน

มะเขือเทศ เพื่อเป็นการเพ่ิมความเข้าใจและการ

ตระหนักถึงความส�ำคัญในแง่ของลักษณะอาการ

โรคและการถ่ายทอดเช้ือด้วยวิธีกลผ่านทางเคร่ือง

มอือปุกรณ์ทางการเกษตรและการจบัสัมผสัต้นพืช

ทีม่เีช้ือไวรอยด์นี ้ผูเ้ก่ียวข้องสามารถน�ำข้อมลูทีไ่ด้

ไปประยุกต์ใช้ ในการตรวจสอบโรคในแปลงปลูก

และการระมัดระวังการปนเปื้อนเช้ือจากภายนอก

เข้ามาสู่แปลงผลิต
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อุปกรณ์และวิธีการ

1. มะเขือเทศทดสอบ

เพาะเมล็ดมะเขือเทศสายพันธุ์ Rutgers 

ในถาดเพาะและย้ายกล้าอายุ 3 สัปดาห์ ลง

กระถางขนาด 6 นิ้ว ดูแลรดน�้ำวันละ 1 ครั้ง ใน

โรงเรือนกันแมลง และน�ำไปใช้ทดสอบเมื่ออายุ

ครบ 5 สัปดาห์ 

2. เชื้อ PCFVd ทดสอบ

เช้ือ PCFVd ไอโซเลต LPng20-11c1 ซึง่

เก็บรักษาไว้ที่ห้องปฏิบัติการโรคพืชระดับโมเลกุล 

ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก�ำแพงแสน ใน

ลกัษณะใบมะเขือเทศตดิเช้ือ PCFVd ทีท่�ำให้แห้ง 

ก่อนการทดสอบน�ำตัวอย่างแห้งไปเพ่ิมปริมาณใน

มะเขือเทศสายพันธุ์ Rutgers จากนั้นตรวจยืนยัน

ชนิดของเช้ืออีกคร้ัง ดูแลรักษาไว้ในโรงเรือนกัน

แมลง และน�ำไปใช้ส�ำหรับทดสอบเมื่ออายุครบ  

1 เดือนหลังการปลูกเชื้อ 

การเตรียมน�้ำคั้นใบพืชติดเช้ือ PCFVd 

ส�ำหรับทดสอบ โดยใช้อัตราส่วนใบพืชสดติดเช้ือ

จ�ำนวน 1 ก. ต่อสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความ 

เข้มข้น 0.1 M ความเป็นกรดด่าง 9.0 (ประกอบ

ด้วยสาร NaH
2
PO

4
.2H

2
O และสาร Na

2
H-

PO
4
.12H

2
O) ผสมด้วยสาร Na

2
SO

3
 ปริมาณ 0.2% 

ของสารละลาย ปริมาตร 20 มล. แช่เย็น บดจน

ละเอียดเป็นเนื้อเดียวด้วยโกร่งและส่วนที่ใช้บด

แช่เย็น กรองแยกกาก เติมผงคาร์โบรันดัม 1% 

ของปริมาตรน�ำ้คัน้ น�ำไปปลกูเช้ือลงในพชืทดสอบ

ด้วยการจุม่ส�ำลีก้านลงในน�ำ้คัน้ทาลงบนใบยอดบน

สุด 2-3 ใบให้ทั่ว ทิ้งไว้สักครู่และล้างออกด้วยน�ำ้

สะอาด 

3. การทดสอบวิธีการปลูกเชื้อ PCFVd

เมือ่มะเขือเทศทดสอบอายคุรบ 5 สปัดาห์

หลังเพาะเมล็ด ซึ่งมีใบจริง 4-5 ใบ ทดสอบ 

จ�ำนวน 10 ต้นต่อวิธกีาร โดยมกีารปลกูเช้ือทดสอบ

ด้วยวิธีการ ดังนี้

วิธีการที่ 1 ทาใบด้วยน�ำ้คั้นใบพืชติดเชื้อ 

PCFVd 

วิธีการที่ 2 กดใบด้วยถุงมือปนเปื้อนเชื้อ 

PCFVd 

วิธีการที่ 3 กดใบด้วยถุงมือปนเปื้อนเชื้อ 

PCFVd หลงัวางไว้ในโรงเรือนปลกูพืชนาน 24 ชม. 

วิธีการที่ 4 ตัดล�ำต้นบริเวณยอดด้วยใบ

มีดปนเปื้อนเชื้อ PCFVd
 
และน�ำยอดที่ตัดออกไป

ปักช�ำ 

	 วิธีการที่ 5 ตัดล�ำต้นบริเวณยอดทิ้งด้วย

ใบมีดปนเปื้อนเชื้อ PCFVd 

วิธีการที่ 6 กรีดล�ำต้น 1 ครั้ง ด้วยใบมีด

จุ่มน�้ำคั้นใบพืชติดเชื้อ PCFVd

วิธีการที่ 7 กรีดล�ำต้น 3 ครั้ง ด้วยใบมีด

ปนเปื้อนเชื้อ PCFVd

วิธีการที ่8 มะเขือเทศไม่ปลูกเชื้อ 

โดยวิธีการที่ 1 ท�ำตามข้อ 2 วิธีการที ่ 

2 และ 3 ใช้ปลายนิ้วหัวแม่มือและนิ้วช้ีที่สวม

ถุงมือปนเปื้อนเช้ือ PCFVd ที่เกิดจากการขยี้ใบ

พืชติดเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1 ซม.  

กดใบพืชนาน 2 วินาที ให้เกิดแผลขนาดเล็ก ๆ  

บนใบยอดนับจากบนสุดล�ำดับที ่2 หรือ 3 จ�ำนวน 

1 ครัง้/ต้น ต่อเน่ืองกันจนครบทัง้ 10 ต้น วิธีการที ่ 

4 และ 5 ใช้ใบมีดสะอาดตัดที่ยอดของมะเขือเทศ

ติดเชื้อ PCFVd จ�ำนวน 1 ครั้ง แล้วน�ำใบมีดปน

เป้ือนเช้ือดงักล่าวตดัยอดของต้นพืชปกต ิส่วนยอด

ที่ตัดออกน�ำไปปักช�ำในกระถางใหม่ ส่วนของต้นที่

ถูกตัดยอดออกไปเก็บและดูแลไว้ในกระถางเดิม 

โดยตัดยอดพืชทดสอบต่อเนื่องจนครบ 10 ต้น  

วธีิการที ่6 ใช้ใบมดีสะอาดจุม่ในน�ำ้คัน้ใบพืชตดิเช้ือ 

PCFVd จ�ำนวน 1 ครั้งและกรีดท�ำแผลบนล�ำต้น

พืชปกติบริเวณใกล้ยอด 1 ครั้ง ท�ำแบบเดียวกันนี้

จนครบ 10 ต้น และวิธกีารที ่7 ใช้ใบมดีสะอาดตดั
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ล�ำต้นส่วนยอดของต้นพืชติดเชื้อ PCFVd จ�ำนวน 

1 ครั้ง และกรีดท�ำแผล จ�ำนวน 3 ครั้ง บนล�ำต้น

พืชปกติบริเวณใกล้ยอดบนต้นเดียวกัน ท�ำแบบ

เดียวกันนี้จนครบ 10 ต้น 

4. การสังเกตอาการโรค เก็บตัวอย่างใบ และ

การสกัดอาร์เอ็นเอ

สังเกตอาการโรคทุกสัปดาห์หลังปลูกเชื้อ 

และเก็บตวัอย่างใบมะเขือเทศทดสอบที ่8 สปัดาห์

หลังการปลูกเชื้อทุกต้น ๆ  ละ 2 ใบ ในต�ำแหน่งใบ

ย่อยสุดท้ายของใบประกอบล�ำดับที ่2 และ 3 นับ

จากใบยอดบนสดุ โดยการตัดช้ินเนือ้ใบผ่านเส้นใบ

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 ซม. จ�ำนวน

ใบละ 1 ชิ้น ท�ำตัวอย่างใบพืชทดสอบให้แห้งสนิท

ด้วยซิลิกาเจล หลังจากนั้นบดตัวอย่างใบแห้งจน

ละเอียดเป็นผง สกัดอาร์เอ็นเอโดยน�ำตัวอย่าง

ใบแห้งที่บดละเอียดแล้วใส่หลอด เติม CTAB 

extraction buffer (2% CTAB, 0.1M Tris-HCl, 

0.02M EDTA, 1.4M NaCl, 1% Na
2
SO

3
 และ 

2% PVP-40) 1 มล. ผสมให้เข้ากัน บ่มในอ่างน�้ำ 

ร้อนอุณหภูมิ 65 ºซ. นาน 30 นาที และสกัด 

อาร์เอน็เอตามวิธกีารของปริเชษฐ์ และคณะ (2548)

5. การตรวจสอบยืนยันเช้ือ PCFVd ด้วยเทคนิค

reverse transcription-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ PCFVd 

ชนิดอาร์เอ็นเอ ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยการ

สังเคราะห ์complementary DNA (cDNA) และ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ด้วย 

GoTaq
®
 Green Master Mix (Promega Corporation,  

USA) โดยท�ำปฏกิิริยา PCR ตามวธิกีารของ Kungwon  

et al. (2022) ด้วยไพรเมอร์ส�ำหรับตรวจสอบ 

เช้ือ PCFVd แบบครบจีโนม มี reverse  

primer คือ PCF-seq_R ล�ำดับเบสประกอบด้วย 

 5’ ACCCGCACGGCGCTTCTC 3’ และ forward  

primer คือ PCF-seq_F ล�ำดับเบสประกอบ

ด้วย 5’ CCGTCTTCTGACAGGAGTAATCCC 3’  

(Yanagisawa and Matsushita, 2017) 

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. อาการโรคท่ีเกิดจากเชือ้ PCFVd ในมะเขือเทศ

มะเขือเทศพันธุ์ “Rutgers” ที่ได้รับการ 

ปลกูเช้ือทีร่ะยะกล้าเร่ิมแสดงอาการผดิปกตทิี ่11 วนั 

หลังการปลูกเช้ือ โดยแสดงอาการใบหดย่น  

ม้วนเข้าหาเส้นกลางใบและก้านใบ หรือมีเนื้อเยื่อ

ตายเล็กน้อยบริเวณเส้นใบเร่ิมสังเกตได้จากใต้ใบ 

ที ่14 วนัหลงัการปลกูเช้ือ มะเขือเทศแสดงอาการ

โรคชัดเจนมากข้ึน โดยมอีาการเนือ้เย่ือตายบริเวณ 

เส้นใบเพ่ิมมากข้ึน ข้อปล้องส่วนยอดหดส้ัน ท่ี 21 วนั 

หลังการปลูกเช้ือ อาการของโรคแสดงชัดเจน 

และรุนแรงมากขึ้น ยอดชะงักการเจริญ ข้อปล้อง

ส่วนยอดหดสั้นลง เนื้อเยื่อตาย บริเวณเส้นใบ 

ก้านใบ และล�ำต้นมากข้ึน ที ่28 วนัหลงัการปลกูเช้ือ 

มะเขือเทศแสดงอาการต้นเตี้ยแคระเด่นชัดกว่า

ต้นไม่ปลูกเช้ือ มีอาการเหลืองของเนื้อใบรอบ ๆ 

เส้นใบท่ีแสดงอาการเนื้อเยื่อตาย ก้านใบคดงอ  

ใบยอดลดรปูและมอีาการปลายใบยอดไหม้ร่วมด้วย 

(Figure 1) นอกจากนี ้พบว่า มะเขือเทศทดสอบ 

จะมีจ�ำนวนต้นที่แสดงอาการโรคและระยะเวลา

การพัฒนาอาการโรคได้แตกต่างกันในแต่ละวิธกีาร 

(Table 1) แต่มีการพัฒนาลักษณะอาการโรคและ

ความรุนแรงของโรคไปในแนวทางเดียวกัน ท้ังนี้

เนื่องจากเป็นเช้ือทดสอบและพืชทดสอบชนิด

เดียวกัน
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Figure 1 Symptom expression of PCFVd-infected Rutgers tomato, A = distorted petiole, 

B = small and necrotic apical leaves, C, D, F = necrosis of leaf vein, petiole and stem, 

E = leaf malformation, G = yellow leaf tissue next to vein necrosis, H = apical shoot and plant stunt 

Table 1 Symptomatic express plant number in each week post inoculation, PCFVd detection by 

RT-PCR technique and infected plant percentage at 8 weeks post inoculation of Rutgers tomato

Method
1/

symptomatic express plant number 

(infected plants/tested plants) at wpi
2/

RT-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 8 wpi. % infection

1 0/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 100

2 0/10 4/10 8/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 100

3 0/10 2/10 7/10 9/10 9/10 9/10 9/10 9/10 9/10 90

4 0/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 20

5 0/10 0/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 20

6 0/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 2/10 20

7 0/10 7/10 7/10 7/10 7/10 7/10 7/10 7/10 7/10 70

8 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0

1/	
1) PCFVd crude sap inoculation on leaves, 2) pressing on a leaf with PCFVd contaminated grove, 3) leaving contaminated  

grove 24 hr. under greenhouse condition before pressing on a leaf, 4) cutting an apical healthy stem with 

a PCFVd contaminated razor blade then take the cut-stem to plant, 5) cutting off an apical healthy stem with a PCFVd 

contaminated razor blade, 6) dipping a razor blade into PCFVd crude sap and doing a single slash in healthy plant stem,  

7) slashing in healthy plant stem 3-times with a PCFVd contaminated razor blade, and 8) uninoculated plants used as control,

2/	
wpi = week post inoculation
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ลกัษณะอาการโรคทีแ่สดงออกของมะเขือ

เทศ สอดคล้องกบัรายงานของ ปรเิชษฐ์ และคณะ 

(2556) Kungwon et al. (2022) และ Reanwara-

korn et al. (2011) พบว่า ระยะเวลาการแสดง

อาการโรค จะเริ่มสังเกตได้ตั้งแต ่11 วันหลังการ

ปลูกเชื้อ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น สายพันธุ์

เช้ือไวรอยด์ ระยะการเจริญเติบโตของพืช สาย

พันธุ์พืช สภาพอากาศและส่ิงแวดล้อมในขณะที่

เช้ือเข้าท�ำลาย (Vazquez Prol et al., 2021) และ

สุดท้ายคือ ประสบการณ์และความเชี่ยวชาญของ

ผูสั้งเกตอาการโรค โดยเฉพาะในช่วงแรกของการ

แสดงอาการโรคของต้นพืช ซึ่งถ้าตรวจพบอาการ

พชืผดิปกตไิด้รวดเร็วก็สามารถก�ำจดัแหล่งของโรค

ออกจากแปลงปลูกพืชจะช่วยลดการแพร่กระจาย

ของเชื้อได้

2. ตรวจสอบยืนยันเช้ือ PCFVd ด้วยเทคนิค

RT-PCR

หลังการปลูกเชื้อด้วยวิธีกลทั้ง 7 วิธี และ

ตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อ PCFVd ด้วยเทคนิค 

RT-PCR ที ่8 สัปดาห์หลังการปลูกเชื้อ สามารถ

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 350 คู ่เบส ของ

เช้ือ PCFVd ในตัวอย่างใบมะเขือเทศจากแต่ละ

กรรมวิธีทดลองได้อย่างชัดเจน โดยพบว่า วิธกีารที ่

1) ทาใบด้วยน�้ำคั้นใบพืชติดเชื้อ PCFVd สามารถ

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอของเช้ือ PCFVd ทั้ง 10 

ตัวอย่าง (แถบ/ตัวอย่าง) แสดงว่า มีการติดเชื้อ

ทุกตัวอย่างที่ทดสอบ (Figure 2A) และวิธีการที่ 

2) กดใบด้วยถุงมือปนเปื้อนเชื้อ PCFVd สามารถ

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอทุกตัวอย่าง เช่นกัน (Figure 

2B) รองลงมาคือ วิธีการที่ 3) กดใบด้วยถุงมือปน

เปื้อนเชื้อ PCFVd หลังวางไว้ในโรงเรือนปลูกพืช 

นาน 24 ชม. พบแถบดีเอน็เอ จ�ำนวน 9 แถบ แสดง

ว่าเกิดการติดเชื้อ 90% (Figure 2C) วิธีการที่ 7) 

กรีดล�ำต้น 3 ครั้งด้วยใบมีดปนเปื้อนเชื้อ PCFVd 

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอ 7 แถบ เป็นโรค 70 % 

(Figure 2G) และมีจ�ำนวนต้นพืชทดสอบเป็นโรค 

20 % เท่ากัน 3 วิธีการ ได้แก่ วิธีการที ่ 4 ตัด

ล�ำต้นบริเวณยอดด้วยใบมีดปนเปื้อนเชื้อ PCFVd

และน�ำยอดทีต่ดัออกไปปักช�ำ วิธีการที ่5 ตดัล�ำต้น

บริเวณยอดทิ้งด้วยใบมีดปนเปื้อนเช้ือ PCFVd  

และวิธีการที่ 6 กรีดล�ำต้น 1 ครั้ง ด้วยใบมีดจุ่มน�้ำ 

คั้นใบพืชติดเช้ือ PCFVd โดยเปรียบเทียบกับ 

วิธกีารที ่8 มะเขอืเทศไม่ปลกูเช้ือ จากผลการตรวจ

สอบทัง้การสังเกตอาการโรคและเทคนคิ RT-PCR 

จะให้ผลสอดคล้องกัน (Table 1 และ Figure 2 )

จากผลการทดลองพบว่า พืชทดสอบมี

เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือที่แตกต่างกัน การปลูกเช้ือ

ด้วยการทาใบด้วยน�้ำคั้นใบพืชติดเช้ือซ่ึงเป็นวิธี

ที่นิยมใช้ในการปลูกเช้ือทั้งไวรัสและไวรอยด์ที่

สามารถถ่ายทอดเช้ือได้โดยวิธกีล ส�ำหรับวิธกีดใบ

ด้วยถุงมอืปนเป้ือนเช้ือซ่ึงเลยีนแบบการสมัผสัต้น

มะเขือเทศแบบทีเ่กษตรกรท�ำขณะปฏบิตังิานต่าง ๆ  

เช่น การตอนดอก การผสมเกสร และการเกิด

บาดแผลจากเคร่ืองมอืทีใ่ช้ในแปลงต่าง ๆ  ทัง้ 2 วธินีี ้

เหมาะสมส�ำหรับการปลกูเช้ือในงานทดลองต่าง ๆ  

เนื่องจากท�ำให้ต้นมะเขือเทศทดสอบเป็นโรค 

100% โดยเฉพาะวธิกีารกดใบให้เกิดแผลแม้เพียง

เล็กน้อยบนพืชทดสอบสามารถท�ำให้พืชทดสอบ 

เกิดโรคได้ครบทั้ง 10 ต้น อีกทั้งวิธีการปลูกเช้ือ 

ท�ำได้สะดวกและรวดเร็ว โดยใช้เช้ือต้นตอจากใบพืช 

ติดเชื้อ PCFVd ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 ซม. 

จ�ำนวน 1 ชิ้น สามารถปลูกเช้ือได้ถึง 10 ต้น 

และได้ผลดีเท่ากับวิธีการทาใบพืชที่ต้องมีข้ันตอน 

การเตรียมน�้ำคั้นพืชติดเช้ือก่อนการปลูกเช้ือ 

สอดคล้องกับการศึกษาของเช้ือ PSTVd ใน 

มะเขือเทศพันธุ ์ “Sheyenne” โดยการใช้นิ้ว 

ปนเปื้อนเชื้อ 3 นิ้ว คือ นิ้วหัวแม่มือ นิ้วชี้ และ 

นิ้วกลาง ทาเบา ๆ ที่ใบของพืชทดสอบโดยไม่มีสิ่ง

ที่ช่วยท�ำแผล (non-carborundum-dust) พบว่า 

มะเขือเทศทีไ่ด้รับการปลกูเช้ือ PSTVd ทีไ่ด้มาจาก

พืช Solanum jasminoides แสดงการเป็นโรค

ครบทุกต้น (Verhoeven et al., 2010) นอกจากนี้
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Figure 2  2% agarose gel electrophoresis of reverse transcription-polymerase chain reaction products 

of PCFVd detection at 8 week post inoculation. A = 1
st
 method, PCFVd crude sap inoculation on 

leaves, B =2
nd
 method, pressing on a leaf with PCFVd contaminated grove, C = 3

rd
method, leaving 

contaminated grove 24 hrs under greenhouse condition before pressing on a leaf, D = 4
th
method, 

cutting an apical healthy stem with a PCFVd contaminated razor blade then take the cut-stem to plant,  

E = 5
th
method, cutting off an apical healthy stem with a PCFVd contaminated razor blade,  

F = 6
th
method, dipping a razor blade into PCFVd crude sap and doing a single slash in healthy 

plant stem, G = 7
th
method, slashing in healthy plant stem 3-times with a PCFVd contaminated razor 

blade, and H = 8
th
method, uninoculated plants used as control
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วิธีกดใบด้วยถุงมอืปนเป้ือนเช้ือหลงัเก็บไว้ 24 ชม.  

ในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง พบเป็นโรค 90 %  

ก็สอดคล้องกับ Mackie et al. (2015) ที่ทดลอง

เก็บเช้ือ PSTVd ไว้บนวัสดุต่าง ๆ เช่น ยาง  

(rubber - inner tube) นาน 24 ชม. ยังคงท�ำให้

มะเขือเทศ “Grosse Lisse” เป็นโรคได้ ส�ำหรับ

การกรีดท�ำแผลบนต้นพืชทดสอบด้วยใบมีดปน

เป้ือนเช้ือ ซึง่เลยีนแบบจากการตดัแต่งต้นพืชหรือ

การตัดขณะเก็บเกี่ยวผลผลิตของเกษตรกร ซึ่งก่อ

ให้เกิดบาดแผลได้ แม้ว่าวิธีการเหล่านี้จะได้ผลดี

ในระดับหนึ่ง โดยเป็นโรค 20-70% ทั้งนี้ชนิดของ

วัสดุที่เช้ือปนเปื้อน มีส่วนท�ำให้การคงสภาพของ 

เช้ือแตกต่างกัน เช่นเดียวกับการทดลองในเช้ือ 

CLVd ท่ีใช้ใบมดีปนเป้ือนเช้ือกรีดตามยาวท�ำแผล

บนต้นมะเขือเทศท�ำให้มะเขือเทศเป็นโรค 30-70% 

(สุวิมล และคนึงนิตย์, 2562) ส�ำหรับเชื้อไวรอยด ์

ที่ท�ำให้เกิดโรคในส้ม ได้แก่ Citrus exocortis  

viroid (CEVd), Citrus bent leaf viroid (CBLVd), 

Hop stunt viroid (HSVd), Citrus viroid III  

(CVd-III), and Citrus viroid IV (CVd-IV) พบว่า  

ใบมีดสามารถช่วยแพร่กระจายเช้ือไวรอยด ์

ดังกล่าวไปยังพืชต้นใหม่ได้เช่นกันโดยมีอัตราการ

ติดเช้ือแตกต่างกันไป (Barbosa et al. 2005) 

การศึกษาประสิทธิภาพการถ่ายทอดเช้ือ CSVd 

โดยการใช้ใบมีดปนเปื ้อนเช้ือตัดต้นเบญจมาศ  

พบการถ่ายทอดเชื้ออยู่ระหว่าง 29.4-58.8% 

ขึน้อยูกั่บจ�ำนวนคร้ังของการตดั (Chung et al., 2009) 

จากการทดลองข้างต้นนอกจากจะได้วิธีการปลูก

เช้ือ PCFVd ท่ีเหมาะสม ยังช้ีให้เห็นว่าการปนเป้ือน 

ของเช้ือบนอุปกรณ์ที่เกษตรกรใช้สามารถเป็น

เคร่ืองมอืในการแพร่กระจายเช้ือในระบบการผลติ

พืชได้ 

สรุปผลการทดลอง

มะเขือเทศพันธุ์ “Rutgers” หลังได้รับ

การปลูกเช้ือ PCFVd 8 สัปดาห์ แสดงอาการ

ต้นเตี้ย แคระ ข้อปล้องส่วนยอดหดสั้น เนื้อเยื่อ

ตายบริเวณเส้นใบ ก้านใบ และล�ำต้น ส่วนใบ 

มอีาการเหลอืงของเนือ้ใบรอบ ๆ  เส้นใบทีแ่สดงอาการ 

เนื้อเยื่อตาย ใบหดหงิกงอ ก้านใบคดงอ ใบยอด

ลดรูปและอาการปลายใบยอดไหม้ การทดสอบ

การถ่ายทอดเช้ือด้วยวิธกีล 7 วิธีการปลกูเช้ือ และ 

ตรวจสอบผลการติดเช้ือด้วยการสังเกตอาการ

โรคด้วยสายตา และตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค 

RT-PCR พบว่า การถ่ายทอดเชื้อด้วยวิธีการที ่1 

คือทาใบด้วยน�้ำคั้นใบพืชติดเช้ือ PCFVd และ  

วิธีการที่ 2 กดใบด้วยถุงมือปนเปื้อนเชื้อ PCFVd 

ท�ำให้การเกิดโรคสูงที่สุด คือ 100% รองลงมา 

คือ วิธีการที่ 3 และวิธีการที่ 7 สามารถท�ำให้เกิด

โรค 90 และ 70% ตามล�ำดับ ดังนั้น ผู้เกี่ยวข้อง

สามารถน�ำวิธีการดังกล่าวไปใช้ในการตรวจสอบ

เมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ เพื่อสามารถน�ำไปใช้กับงาน

ปรับปรุงพันธ์ุพืชต้านทานโรค และเป็นแนวทางใน

การป้องกันก�ำจัดโรคในแปลงผลิตพืชด้วย 

ค�ำขอบคุณ 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ ภาควิชาโรคพืช 
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