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ABSTRACT 

With a high mutation rate and fast replication, a population of mutated viroid 

progenies is generated and co-exists in the same host plant as a population of variants (so-

called quasi-species), showing a huge level of genetic diversity. In our work, we report the 

evidence of the quasi-species in CLVd in several solanaceous plants; tomato (Rutgers and 

Seda 50), bolo maka and eggplant. An infectious dsDNA CLVd was synthesized from the 

recombinant plasmid containing the full-length genome of CLVd isolate Solanum-1 

(JF742632) and then inoculated on the plants under specific conditions. The initial 

inoculation only successfully infected tomato cv. Rutgers. This CLVd-infected Rutgers was 

used for subsequent inoculation of the above-mentioned host plants. When all host plants 

proved to be systemically infected, RNA extraction and RT-PCR were performed. To study 

the CLVd population in individual host plants, the specific CLVd primers linked with an eight 

base sample-tagging sequence were used for amplifying libraries. The average 20,237 CLVd 

reads per PCR-replicate and 22 progeny variants in total from the first infected tomato plant 

were obtained. Among these 22 of CLVd variants, we found 22 total number of single- 

nucleotide polymorphisms in which average three point-mutations per CLVd genome mainly 

in Terminal Right and Pathogenic domains were observed. In addition, the estimated 

mutation rate of CLVd was calculated at 8.15 X10-3. Our data demonstrate that CLVd 
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in a host plant exists as a population of 

quasi-species while showing host specificity 

of the dominant variants as host-driven in 

planta evolution. 
 
Keywords: columnea latent viroid; quasi-species; 

population study; mutations; high-throughput 

sequencing 

 
บทคัดยอ 

ไวรอยดมีอัตราการกลายพันธุสูงและมีการ

จําลองตัวรวดเร็วมาก สงผลใหเกิดการสรางกลุม 

variant ของไวรอยดที่มีลําดับสารพันธุกรรมคลายกัน

จํานวนมากอยูรวมกันในพืชอาศัยตนเดียวกัน หรือ 

quasi-species สงผลทําใหเกิดความหลากหลาย 

ทางพันธุกรรมอยางมหาศาล งานวิจัยน้ีไดศึกษา 

quasi-species ของ CLVd ในมะเ ขือเทศพัน ธุ 

Rutgers และสีดา50 รวมทั้งมะอึก และมะเขือเปราะ 

โดยเริ่มจากการสังเคราะห infectious dsDNA 

clone ของ CLVd จาก recombinant plasmid 

ที่ มี ช้ิ น  full-length จี โ น มขอ ง  CLVd isolate 

Solanum-1 (JF745632) บรรจุอยู จากน้ัน ปลูกเช้ือ

ลงบนพืชทดสอบ พบวา มีเพียงมะเขือเทศพันธุ 

Rutgers เทาน้ันที่ติดเช้ือและแสดงอาการโรค จึงนํา

มะเขือเทศดังกลาวมาใชปลูกเช้ือใหกับพืชทดสอบ

ชนิดอื่น ๆ หลังจากที่พืชทดสอบทั้งหมดแสดงอาการ

ติดเช้ือแลว จึงทําการสกัดอารเอ็นเอ RT-PCR และ 

amplicon library สําหรับการศึกษาประชากรของ

เช้ือ CLVd ที่แตกตางกันในพืชทดสอบแตละชนิด 

โดย ใช เ ทคนิค  amplicon sequencing และ ใช 

ไพรเมอรที่จําเพาะกับเช้ือ CLVd ที่ เ ช่ือมตอกับ 

sample-tagging sequence เพื่อใชในการจําแนก

ชนิด variant ของ CLVd ใน library ผลการศึกษา 

พบวา ในพันธุ Rutgers ไดขอมูลจํานวน CLVd เฉลี่ย 

20,237 read ตอ PCR-replicate โดยพบจํานวน 

variant ทั้งสิ้น 22 variant และมี single-nucleotide 

polymorphisms เฉลี่ย 3 ตําแหนงตอจีโนม อยูใน

บริเวณ Terminal Right และ Pathogenic domain 

นอกจากน้ี พบอัตราการกลายพันธุเฉลี่ยของ CLVd 

Solanum-1 ที่ 8.15 X 10-3 ผลจากงานวิจัยน้ีเปน

การพิสูจนการเกิด quasi-species ของ CLVd และ

พบวา ชนิดของ dominant variant มีความเกี่ยวของ

กับชนิดพืชอาศัย 
 

คําสําคัญ: columnea latent viroid; quasi-species; 

การศึกษาประชากร; การกลายพันธุ; high throughput 

sequencing 
 

บทนํา 

Columnea latent viroid (CLVd) เปน

เช้ือไวรอยดในสกุล Pospiviroid ที่เปนเช้ือสาเหตุ

โรคมะเ ขือเทศและพริกที่ มีขนาดเล็กที่ สุด  มี

องคประกอบเปนอารเอ็นเอสายเด่ียววงปดที่ไมมี

โปรตีนหอหุมอนุภาค และไมสามารถอานรหัส

พันธุกรรมหรือสังเคราะหโปรตีนใด ๆ ได มีขนาด

จีโนมต้ังแต  367-374 นิวคลีโอไทด  (Ding and 

Itaya, 2007; Gago-Zachert, 2016; Navarro et al., 

2012) โ ด ยทั่ ว ไ ป จี โ น มข อ ง เ ช้ื อ ไ ว ร อย ด ใ น 

สกุล Pospiviroid อยูในรูปโครงสรางทุ ติยภูมิที่ 

มี ลั ก ษณ ะ คล า ย ไม เ ท า  ( rod-like secondary 

structure เน่ืองจาก ลําดับเบสมีลักษณะเปน self 

complementary base-pair (Dingley et al., 

2003; Palukaitis, 2014) โดยโครงสรางดังกลาว 

มีความสําคัญตอวงจรการกอโรคในพืชอาศัยของ 

เช้ือ CLVd และสามารถจําแนกออกเปน 5 domain 

คือ terminal left (TL), pathogenic (P), central (C), 
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variable (V) และ terminal right (TR) domain โดย 

TL domain และ C domain มีบทบาทเกี่ยวของกับ

กลไกการจําลองตัวของเช้ือไวรอยด (Flores et al., 

2012) เปนบริเวณที่มีลําดับเบสอนุรักษจํานวนมาก 

มีลักษณะเปน lethal mutations ซึ่งจะสงผลกระทบ

รายแรงตอการกอโรคในพืชอาศัย (Tangkanchanapas 

et al., 2020; 2021) ขณะที่ P domain เกี่ยวของ

กับการพัฒนาอาการของโรคบนพืชอาศัย และ 

V domain เปนบริเวณตําแหนงที่มีลําดับเบส 

ผันแปรมากที่สุด (Keese and Symons, 1985) และ

อาจมีสวนเกี่ยวของกับการควบคุมลักษณะอาการ

และความรุ นแรงของโรค (Tangkanchanapas 

et al., 2021) และในบริเวณ TR domain ทําหนาที่

เกี่ยวของกับการเคลื่อนยายของอนุภาคไวรอยด

ภายใน เซ ล ลพื ช ไป ยั งบ ริ เ วณนิ ว เคลี ยส พื ช 

( nucleus-specific trafficking)  โดยอ าจอ า ศั ย 

Virp1 โปรตีนพืชที่มีคุณสมบัติในการจับกับ TR 

domain ของไวรอยดและพาอนุภาคไวรอยดไปยัง

นิวเคลียสพืช เปนบริเวณที่ไวรอยดเกิดการจําลอง

ตัวและเปนจุดเริ่มตนของกลไกการติดเช้ือ รวมถึง

การกระจายตัวของเช้ือไปตามระบบทอลําเลียงใน

พืชอาศัย (Kalantidis et al., 2007; Steger, 2017; 

Zhong et al., 2008)  

เ ช้ือ  CLVd พบครั้ งแรกในตนลิปส ติก 

(Columnea erythrophea) ที่ ไม แส ดง อากา ร

ผิดปกติ ในรัฐแมริแลนด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

(Owens et al., 1978) เ ช้ือชนิด น้ีมีพืชอาศัยที่

คอนขางจํากัด เชน มะเขือเทศ มันฝรั่ง มะเขือเปราะ 

พริก พิทูเนีย มะอึก Gynura เกกฮวย และแตงกวา 

เปนพืชอาศัยหลัก (กนกมณี และ คนึงนิตย, 2561; 

ปริเชษฐ และคณะ, 2556; Matsushita and Tsuda, 

2016; Owens et al., 1978; Verhoeven et al., 

2004) เช้ือ CLVd สามารถถายทอดผานทางเมล็ด

พันธุในมะเขือเทศ พิทูเนีย แตงกวา และ พริก 

(กนกมณี และคนึงนิตย, 2561; ศศิประภา, 2551; 

Constable et al., 2019; Hammond et al., 

1989; Matsushita and Tsuda, 2016) ใน

ประเทศไทย พบเช้ือชนิดน้ีเปนครั้งแรกในแปลง

ผลิตเมล็ดพันธุมะเขือเทศลกูผสม ที่ จ. ขอนแกน ใน

ป พ.ศ. 2547 ซึ่งเปนเมล็ดพอแมพันธุที่นําเขาจาก

ตางประเทศ เพื่อนํามาใชในการผลิตเมล็ดพันธุ

ลูกผสม (ปริเชษฐ, 2548) และในป พ.ศ. 2554 พบ

เช้ือ CLVd variant ครั้งแรกในมะอึก คือ CLVd 

isolate Solanum-1 (GenBank accession No. 

JF742632) ซึ่งเช้ือกอใหเกิดอาการรุนแรงในมะอึก 

และมะเขือเทศ (ปริเชษฐ และคณะ, 2556) 

 ไวรอยด ในวงศ  Pospiviroidae อา ศัย

เอนไซม DNA-dependent RNA polymerase II 

(Pol II) ในนิวเคลียสของเซลลพืชในการเพิ่มปริมาณ 

(Flores et al., 2011) เมื่อเอนไซม polymerases 

ของพืชตองใช RNA ของไวรอยดเปน template 

แทนที่จะใช DNA ตามปกติ ผลที่ตามมาจึงทําให 

ไวรอยดที่จําลองตัวออกมาใหมมีอัตราการกลายพันธุ

ที่สูงมากข้ึน โดย ในวงศ Pospiviroidae จะมีอัตรา

การกลายพันธุ 5x10-3 (Brass et al., 2017) และ 

1.43-2.63x10-4 ใน potato spindle tuber viroid 

(PSTVd) (López-Carrasco et al., 2017) ซึ่งการ

เกิดอัตราการกลายพันธุที่สูงในข้ันตอนการจําลอง

ตัวของเช้ือไวรอยดน้ี สงผลใหเกิดกลุม variant ของ

อนุภาคไวรอยด (อนุภาคไวรอยดที่มีจีโนมที่มีลําดับ

เบสที่แตกตางกัน) ปะปนอยูรวมกันในเซลลพืชเซลล

เดียวกัน ซึ่งเรียกปรากฎการณดังกลาววา “quasi-

species” (Brass et al., 2017; Domingo et al., 

2012) การเกิดการจําลองตัวซ้ํา ๆ ของ variant 

อนุภาคไวรอยด ทําให เกิดการสะสมของกลุม 

variant ไวรอยดรุนลูกหลานที่มีการกลายพันธุ
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สะสม ซึ่งเรียกลักษณะดังกลาววา “swarms” หรือ 

“clouds” ซึ่งแตละ variant จะมีปริมาณสะสมที่

แตกต างกัน ไป ข้ึนกับชนิดของพื ชอาศัยหรื อ

สิ่ ง แวดล อม  (Domingo et al., 2012; Lauring 

and Andino, 2010) งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อ

ศึกษาวิวัฒนาการของประชากร CLVd variant 

ในพืชอาศัยหลายชนิด อัตราการกลายพันธุของ 

เช้ือ CLVd ความผันแปรของลําดับเบสของ quasi-

species ที่ เปลี่ยนแปลงตามชนิดพืชอาศัย และ

ศึกษาผลของ hotspot mutation บนจีโนมของ

เช้ือ CLVd Solanum-1 ที่มีตอความเสถียรของ

โครงสรางทุติยภูมิของ variant ของเช้ือ CLVd เพื่อ

เปนขอมูลในการหาแนวทางปองกันกําจัดและลด

ความรุนแรงของโรคตอไป 

 

อุปกรณและวิธีการ 

1. การเตรียม infectious dsDNA ของเชื้อ CLVd 

isolate Solanum-1 

 ในงานวิจัยน้ีเลือกใชวิ ธีการสังเคราะห 

infectious dsDNA CLVd clone จาก recombinant 

plasmid ที่มีสาย full-length genome ของเช้ือ 

CLVd isolate Solanum-1 บรรจุอยู (Figure 1) 

เพื่อใชเปน CLVd variant เดียว (single unique 

sequence) โดยสังเคราะหสาย linear full-length 

CLVd dsDNA จาก recombinant plasmid 

(Figure1A) ที่มีสาย full-length genome ของ  

ของเช้ือ CLVd isolate Solanum-1 ขนาด 369 

bp (ตําแหนง 178-177) บรรจุอยู (Figure 1B) โดย

อาศัยคูไพรเมอร PC-2 (Table 1) ตามวิธีการของ

ปริเชษฐ และคณะ (2548) โดยมีองคประกอบของ

ปฏิกิริยาดังน้ี; 10X Pfu buffer 5 µl, 0.2 mM 

dNTPs, 2 mM MgSO4, 0.16 mM คูไพรเมอร,  

 

Pfu DNA polymerase with proofreading 

activity 1.5 U (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA) และ purified recombinant 

plasmid 120 ng โดยปฏิกิริยามีปริมาตรรวมทั้งสิ้น 

50 µl จากน้ันนํา blunt-end CLVd amplicon 

ที่สังเคราะหไดไปทําใหบริสุทธ์ิดวย SmartPure 

PCR kit (Kaneka Eurogentec S.A., Seraing, 

Belgium) ตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธ์ิ

ดวย NanoDrop ND1000 spectrophotometer 

(Isogen Life Science, De Meern, The Netherlands) 

และ 2% agarose gel electrophoresis ข้ันถัดมา 

นํา blunt-end CLVd amplicon ที่ไดไปเช่ือมตอ

แบบ self-circularization และ multimeric linear 

form เพื่อสังเคราะห CLVd infectious clone 

(Figure 1A) โดยมีองคประกอบของปฏิกิริยาดังน้ี; 

polyethylene glycol MW 6000 5% (w/v), T4 

DNA ligase 5 U (New England BioLabs Inc., 

Ipswich, MA, USA) และ blunt-end CLVd 

amplicon 10 ng/µl จากน้ันบมปฏิกิริยาที่ 16 ºซ. 

ขามคืน และหยุดปฏิกิริยาดวยการบมที่  65 ºซ. 

นาน 10 นาที (Tangkanchanapas et al., 2020) 

ตรวจสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยา ligation 

(Figure 1A) ดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร 

CLVd-infect (Table 1) ตําแหนง 23-68 (Figure 

1B) สวนประกอบของปฏิกิริยา PCR มีดังตอไปน้ี; 

10X PCR buffer 2 µl, 0.2 mM dNTPs, 2 mM 

MgCl2, 0.2 mM คูไพรเมอร, FastStart™ Taq 

DNA Polymerase 1 U (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, USA) และ ligated product 1 µl 

ปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 20 µl ดําเนินปฏิกิริยา 

PCR ตามวิธีการของ Tangkanchanapas et al. 

(2020) ตรวจสอบผล PCR ดวย 2% agarose 

gel electrophoresis 
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2. การปลูกเชื้อไวรอยดบนพืชทดสอบและการ

เก็บรักษา 

 นํา infectious dsDNA CLVd มาปลูกเช้ือ

บนมะเขือเทศพันธุ Rutgers อายุ 3 สัปดาห ดวย 

วิธีกล (slashing) จํานวน 10 ตน โดยการใชมีดกรีด

บนบริเวณลําตนสรางแผลรูปปากฉลาม จากน้ัน 

จึงไปเปตสารละลาย infectious dsDNA CLVd 

ปริมาณ 5-10 µl หยดลงบนแผล และปดแผลดวย

พาราฟลม จากน้ันนําไปดูแลในโรงเรือนภายใต

ระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ โดยควบคุมอุณภูมิ

ที่ 27 ºซ. ตรวจสอบอาการโรคทุก 3-4 วัน เมื่อ

มะเขือเทศพันธุ Rutgers แสดงอาการโรคหลังปลูก

เช้ือ 6 สัปดาห และตรวจพบเช้ือ CLVd ดวยวิธีการ 

RT-PCR จึงนําตนมะเขือเทศที่ติดเช้ือตนดังกลาว 

มาใชปลูกเช้ือใหกับพืชทดสอบชนิดตาง ๆ ไดแก 

มะเขือเทศพันธุสีดา50 มะอึก และมะเขือเปราะ 

ดวยวิธีกล จํานวน 5-6 ซ้ําตอชนิดพืชอาศัย โดยพืช

ทั้งหมดถูกเก็บรักษาในโรงเรือนภายใตสภาวะ

เดียวกัน เพื่อรอใหพืชทดสอบแสดงอาการที่จําเพาะ

ของโรคอยางชัดเจน จากน้ันจึงยืนยันการติดเช้ือ 

CLVd ดวยเทคนิค RT-PCR  

 

 
Figure 1 (A) scheme of infectious dsDNA CLVd construction: start from blunt-end linear 

dsDNA CLVd synthesis with PC-2 primers and Pfu DNA polymerase, then ligated the 
blunt-end amplicon which resulted in several ligation product forms (self-
circularization, multimeric linear, multimeric linear with wrong orientation and non-
ligation) and examine the efficiency of the ligation reaction by PCR with CLVd-infect 
primers; (B) The position of specific CLVd primers: PC-2 and CLVd-infect 

 

Table 1 Details of primers used in this work 
Primers Sequences (5’-3’) Positions Tmº 

c-PC-2 TGTTTCWRCDGGGATTACTCCTG 153-177 56.5 
h-PC-2 GGGTTTTCACCCTTCCTTTC 178-197 56.2 
c-CLVd-infect TGCAGGGTCAGGTGTGAACCAC 23-39 63.2 
h-CLVd-infect GCCATGCAAAGRAAAAAGAAYGGG 40-68 63.0 
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3. การสกัดอารเอ็นเอ การเตรียม library และ

การทํา amplicon sequencing 

 สกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางใบพืชทดสอบ 

ที่ ติดเ ช้ือ CLVd ตัวอยางละ 100 มก. ดวยชุด 

Spectrum™ plant total RNA kit (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA) ตามวิธีการของ

ผูผลิต และนําอารเอ็นเอที่ไดมาสังเคราะหสาย 

complementary DNA ( cDNA)  ด วย  iScript™ 

cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) จ าก น้ันทําป ฏิกิ ริ ยา  PCR โดยการ ใช คู 

ไพรเมอร CLVd-infect (Table 1) ที่มีการเช่ือมตอ 

tagging sequence จํานวน 8 นิวคลีโอไทดตอทาย

ที่ปลาย 5’-end ของคูไพรเมอร เพื่อใชเปนดัชนีใน

การจําแนกและติดตามช้ิน DNA amplicon จาก

พืชทดสอบแตละตัวอยาง  สวนประกอบของ

ปฏิกิริยา PCR มีดังตอไปน้ี; BIO-X-ACT short mix 

10 µl, 0.2 mM คูไพรเมอรที่เช่ือมตอ tagging 

sequence และ cDNA 1 µl ปฏิกิริยามีปริมาตร

รวม 20 µl ดําเนินปฏิกิริยา PCR ตามข้ันตอนดังน้ี; 

94 ºซ. นาน 3 นาที จากน้ันตามดวยข้ันตอน PCR 

40 รอบ (94 ºซ. นาน 40 วินาที, 59 ºซ. นาน 40 

วินาที และ 72 ºซ. นาน 40 วินาที) และ 72 ºซ. 

นาน 10 นาที (Tangkanchanapas et al., 2020) 

ตัวอยางละ 4 ซ้ํา โดยใช tagging sequence ที่

แตกตางกันเพื่อระบุแยกชนิดแหลงที่มาของตัวอยาง

พืชอาศัย  

ในข้ันตอนตอมานํา amplicon product 

ทั้งหมดที่สังเคราะหไดมาผานการทําใหบริสุทธ์ิ 

ดวยวิ ธี Sera-Mag™ SpeedBead carboxylate-

modified magnetic particles (Thermo Fisher 

Scientific Inc.,Waltham, MA, USA) ตรวจสอบ

ป ร ิม าณขอ ง  amplicon product ที ่ไ ด ด ว ย 

QuantiFluor® dsDNA system (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA) จากน้ัน ปรับ

ความเขมขนของแตละตัวอยางใหได 80 นาโนกรัม 

และรวมตัวอยางที่ไดเปน library (2 ซ้ํา/pooled 

library) นําแตละ amplicon pool library เช่ือมตอ

เขากับ Illumina adapter โดยผูใหบริการวิเคราะห

ลําดับเบส (Admera Health, South Plainfield, 

NJ, USA) ดวยการใชชุด KAPA Hyper Prep PCR-

free ligation kit (F. Homann-La Roche AG, 

Basel, Switzerland) นํา ligated library ทั้งหมด

ไปวิเคราะหหาลําดับเบสโดยเครื่อง MiSeq v3 

instrument (2 X 300 bp) (Illumina, San Diego, 

CA, USA)  
 

4. ขั้นตอนการจัดการอานขอมูล และการวิเคราะห

ในสวนทาย 

จัดการขอมูลที่ ไดหลังจากวิเคราะหหา

ลําดับเบสจาก high-throughput sequencing (HTS) 

library ตามวิธีการของ Tangkanchanapas et al. 

(2020) จากน้ันนําขอมูล read sequence ทั้งหมด

ของ CLVd variant ที่ไดและ CLVd Solanum-1 

isolate (master sequence) มาวิเคราะห multiple 

sequence alignment ดวยโปรแกรม MUSCLE 

(MEGA7) (default parameter) (Kumar et al., 

2016) และสราง phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 

MEGA7 โ ด ย เ ลื อ ก วิ ธี ก า ร  neighbor-joining 

(bootstrap 1000 replicates) ทําการวิเคราะหหา 

major SNPs (single nucleotide polymorphisms) 

ที ่เ ก ิด ขึ ้น ทั ้ง ห ม ด  แ ล ะ โ คร ง ส ร า ง ท ุต ิย ภ ูมิ 

(thermodynamic secondary structure) ของ 

variant CLVd Solanum-1 ทั้ ง หมดที่ ต รวจพบ 

ด ว ย โ ป ร แ ก ร ม  RNA folding form program 

(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/R

NA-Folding-Form) โดยเลือกโครงสรางทุติยภูมิที่ 

มีค า  Gibbs free energy ตํ่าที่ สุดมาใช ในการ
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วิเคราะห และเปรียบเทียบโครงสรางทุติยภูมิของ

เช้ือ CLVd isolate อื่นไดแก Chaipayon-1 LP1-15c4 

และ 93007481  (14A) (GenBank accession 

KM214216 JF446920 และ AY372392 ตามลําดับ) 

รวมถึง progeny variant ตาง ๆ ของเช้ือ CLVd 

ทั้ง 3 isolates ดวย 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1.  ความสามารถในการกอให เ กิดโรคของ 

infectious dsDNA CLVd Solanum-1 

 ผลการตรวจสอบการสังเคราะห infectious 

dsDNA CLVd isolate Solanum-1 ดวยเทคนิค 

RT-PCR พบวา infectious CLVd clone ที่สังเคราะห

ไดประกอบไปดวย dsDNA CLVd ที่อยูในรูปแบบ 

self-circularized และ multimeric form (Figure 2) 

ซึ่งทั้ง 2 รูปแบบดังกลาวมีคุณสมบัติกอใหเกิดการ 

ติดเช้ือและเพิ่มปริมาณในพืชอาศัยได โดยหลังจาก 

 

การปลูกเช้ือดวย infectious dsDNA CLVd เปน

ระยะเวลา 6 สัปดาห มีเพียงมะเขือเทศพันธุ Rutgers 

จํานวน 1 จาก 10 ตน เทาน้ัน ที่แสดงอาการผิดปกติ

ตามลักษณะอาการของเช้ือ CLVd และสามารถ

ยืนยันผลดวยการตรวจ RT-PCR จึงใชมะเขือเทศ 

พัน ธุ  Rutgers ที่ ติด เ ช้ือจาก  infectious CLVd 

clone ตนดังกลาวเปน inoculum ในการปลูกเช้ือ

บนพืชทดสอบ 3 ชนิด ไดแก มะเขือเทศพันธุสีดา50 

มะอึก และมะเขือเปราะ (Figure 2) โดยหลังจาก

ปลูกเช้ือ 1-2 เดือน พืชทดสอบทั้งหมดแสดงอาการ

โรคที่เฉพาะของเช้ือ CLVd และสามารถยืนยัน 

ผลการติดเ ช้ือไวรอยดไดด วยเทคนิค RT-PCR 

(ขอมูลไมไดแสดง) จากผลการทดลองปลูกเช้ือดวย 

infectious dsDNA CLVd Solanum-1 เห็นไดวา 

infectious clone ดังกลาวมีอัตราการติดเช้ือที่

คอนขางตํ่า (1/10 ตน)  

   
Figure 2 Infectious dsDNA CLVd Solanum-1 products. The mixture of infectious dsDNA CLVd 

products; self-circularization and multimeric dsDNA CLVd forms. Monomeric sized bands 
indicate the full-length genome of CLVd. Dimeric-sized bands indicate the double full-
length genome size of CLVd. Solanum-1 indicates ligation products from CLVd GenBank 
accession JF742632, buffer indicates non-DNA target and lanes M: 100 bp DNA ladder 
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2.  ประชากร  quasi-specie ของเชื้ อ  CLVd 

Solanum-1 ในมะเขือเทศพันธุ Rutgers  

 ในการศึกษา quasi-species sequence 

variation ของกลุมประชากร CLVd variant ดวย

เ ทค นิค  indexed amplicon sequencing พ บ

จํานวน CLVd sequence read เฉลี่ย 20,237 ตอ 

PCR replicate ในมะเขือเทศพันธุ Rutgers (Table 2) 

โดยลักษณะประชากร ของ CLVd progeny variant 

ทั้งหมดที่พบมีความแตกตางจากลําดับนิวคลีโอไทด

ของ Solanum-1 master sequence (GenBank 

Accession No. JF742632) อยางชัดเจน กลาวคือ 

progeny variant ทั้งหมดที่ตรวจพบมีจํานวนทั้งสิ้น 

2 2  variants ซึ่ ง มี ลํ า ดั บ เ บ ส ต า ง จ าก  CLVd 

Solanum-1 (Table 2) โดยทั้ง 22 CLVd progeny 

variants น้ัน สามารถจําแนกเปน major progeny 

variant (≥1% prevalence) จํานวน 7 variants 

ไดแก variant9_Run2 (60.7%) variant23_Run2 

(19.8%) variant207_Run2 (2.8%) variant472_Run2 

(1.5%) variant514_Run2 (1.4%) variant698_Run2 

(1.1%) และ variant718_Run2 (1.0%) ในขณะที่

ตรวจไมพบ CLVd Solanum-1 sequence เริ่มตน 

( Figure 3)  ซึ ่ง ส อ ด ค ล อ ง ก ับ ร า ย ง า น ข อ ง 

angkanchanapas et al. (2020) ที่พบวา หลั ง

กลไกการติดเช้ือไวรอยดในพืชอาศัยจะกอใหเกิดการ

สรางและสะสมกลุมของ variant ใหมที่มีความ

แตกตางจากไวรอยดเริ่มแรก นอกจากน้ี จากการ

ตรวจสอบประชากร ของ CLVd Solanum-1 variant 

ในพืชทดสอบทั้งหมด ไมพบ CLVd Solanum-1 

master sequence ที่ไดทําการปลูกเช้ือต้ังแตใน

ข้ันตอนแรก 

สําหรับการวิเคราะหตําแหนงที่ เกิดการ

กลายพันธุ (single-nucleotide polymorphisms, 

SNPs) พบวา  CLVd progeny variant ทั้ งหมด 

มี SNPs 22 ตําแหนง (Table 2) ปรากฏอยู 2-5 

ตําแหนงตอจีโนม โดยมี SNPs หลัก 2 ตําแหนง คือ 

SNPC169A และ SNPA172U อยูในบริเวณ TR domain 

ซึ่งปรากฎอยูในทุก CLVd progeny variant (100%) 

ในขณะที่ในบริเวณ P domain พบ SNPs จํานวน 

6 ตําแหนง ไดแก SNPA74G SNPA290G SNPA297G  

SNPU298A  SNPU311A และ SNPA313U โดยมีความถ่ี

ในการตรวจพบเทากับ 1.0 1.0 21.4 22.4 1.5 

และ 2.2% ตามลําดับ (Figure 4) นอกจากน้ียัง 

พบ SNPs ในบริเวณอื่น ๆ ของเช้ือ CLVd ดัง น้ี 

SNPU22G (1.4%) ใน TL domain, SNPA97C (3.6%) 

ใน C domain และ SNPC143U (2.7%) ใน V domain 

(Figure 4) การวิเคราะหและคํานวนอัตราการกลาย

พันธุของเช้ือ CLVd Solanum-1 โดยไมรวมลําดับ

เบสบริเวณไพรเมอรทั้ง 2 ดาน พบวา อัตราการ

กลายพันธุเฉลี่ยของเช้ืออยูในระดับสูง คือ 8.15 X 

10-3 (Table 2) ซึ่งใกลเคียงกับรายงานของเช้ือ 

PSTVd ซึ่งเปนไวรอยดในสกุลเดียวกัน ที่มีอัตรา

การกลายพันธุ เฉลี่ยอ ยูที่  1.5 X 10-4 (López-

Carrasco et al., 2017) 

สําหรับการวิเคราะหโครงสรางทุติยภูมิ 

ของ  progeny variant เ ช้ือ  CLVd Solanum-1 

พบวา  SNPs หลัก 2 ตําแหน ง คือ SNPC169A และ 

SNPA172U ส งผลโดยตรงตอ โครงสร างทุ ติยภูมิ 

โดยพื้นฟูใหโครงสรางทุติยภูมิที่ไมสมบูรณของ CLVd 

Solanum-1 กลับมาอยูในสภาพ rod-like secondary 

structure ที่สมบูรณได (Figure 4) และในการทดลอง

น้ี ไ ม พ บ  CLVd Solanum-1 master sequence  

ที่ไดปลูกเช้ือไวในข้ันตอนแรกกับพืชทดสอบทุกชนิด 

แสดงใหเห็นวา โครงสราง rod-like structure ที่

สมบูรณมีความจําเปนอยางย่ิงตอกระบวนการติด

เช้ือและกอใหเกิดโรค จึงอาจเปนสาเหตุให CLVd 

progeny ทุก variant ที่ตรวจพบในมะเขือเทศ 
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พันธุ Rutgers เกิดการกลายพันธุที่ตําแหนง SNPC169A 

และ SNPA172U ซึ่งอยูบริเวณ TR domain สอดคลอง

กับรายงานของ Tangkanchanapas et al. (2020) 

ที่พบวา variant9_Run2 ซึ่งเปน progeny variant 

ที่ตรวจพบไดมากที่สุด (60.7%) มี SNPs ปรากฏ

เพียง 2 ตําแหนงเทาน้ัน คือ SNPC169A และ SNPA172U 

จึงมีความเปนไปไดวา CLVd variant9 Run2 อาจเปน 

variant แรกที่เกิดการกลายพันธุหลังการปลูกเช้ือ

ในมะเขือเทศพันธุ Rutgers ซึ่งงานวิจัยน้ีไดพิสูจน

การปรากฎและมีอยูของ quasi-species evolution 

ของเช้ือ CLVd Solanum-1 

Table 2 Summary of the data obtained for CLVd Solanum-1 in the first tomato cv. Rutgers 

Data obtained CLVd Solanum-1 in tomato CV. Rutgers 
Total bases read (4 replicates) 2,606,469,600 
Mean depth 20,237 
Unique mutations1/ 22 
Average mutation per genome 3 
Total mutation count2/ (4 replicates) 21,238,300 
Mutation frequency3/ (x 103) 8.15 

1/ Number of different mutations found (presence/absence) 
2/ Number of mutation reads 
3/ Total mutation count divided by total bases read 
 

 
Figure 3 Pie chart displays major variants of the first tomato cv. Rutgers plant infected with 

CLVd Solanum-1 
 

 
Figure 4 Position of major SNPs on the CLVd Solanum-1 secondary structure. The blue bar 

shows the % prevalence of major SNPs and the position on CLVd Solanum-1 
secondary structure 
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3. วิวัฒนาการของประชากร quasi-species ของ 

infectious CLVd Solanum-1  

 จากการศึกษาวิวัฒนาการของ quasi-

species ของ CLVd Solanum-1 พบวา variant 

หลักทั้งหมดของ CLVd Solanum-1 สามารถจัด

กลุมได 2 กลุมหลัก คือ กลุมหลักที่ประกอบดวย 

variant เกือบทั้งหมดที่พบในมะเขือเทศ และมะอึก 

(tomato and bolo maka group) และ กลุมรอง

ที่ประกอบไปดวย variant ทั้งหมดที่พบในมะเขือ

เปราะ (eggplant group) (Figure 5) โดยในกลุม

หลักประกอบไปดวย variant สวนใหญที่พบใน

มะเขือเทศพันธุ Rutgers โดยมี variant9_Run2 

เปน variant หลัก (60.7%) ซึ่งแสดงอยูตรงกลางของ 

clade นอกจากน้ีแลวยังมี variant หลักทั้งหมดที่

พบในมะอึก รวมอยูในกลุมหลักน้ีดวย (Figure 5) 

โดยกลุมหลักดังกลาวเช่ือมตอโดยตรงกับ CLVd 

Solanum-1 sequence เริ่มตน ในขณะที่กลุมที่ 2 

(minor clade) มีความสัมพันธที่คอนขางหางกัน

กับกลุมหลักกลุมแรกพอสมควร โดยในกลุม น้ี

ประกอบไปดวย variant หลักทั้ งหมดที่พบใน

มะเขือเปราะรวมกับ variant ลําดับรองที่พบใน

มะเขือเทศพันธุ Rutgers จํานวน 2 variant (แสดง

ดวยวงกลมสีแดง) และ variant ลําดับรองที่พบใน

มะอึกจํานวน 2 variant (แสดงดวยวงกลมสีชมพู) 

แสดงใหเห็นวา กลุมหลักดังกลาว (tomato and 

bolo maka group) นาจะเปน progeny variant 

กลุมแรกที่เกิดการกลายพันธุจาก CLVd Solanum-1 

infectious sequence เริ่มตน เพื่อเปนการปรับตัว

ใหเหมาะสมกับการเพิ่มปริมาณตัวเองในมะเขือเทศ

กอน รวมถึงการฟนฟูโครงสรางทุติยภูมิที่ไมสมบูรณ

ใหกลับมาอยูในสภาพ rod-like secondary structure 

ตามปกติกอน จากน้ันเปนไปไดวา มีบาง variant 

ในมะเขือเทศพันธุ Rutgers ถูกนํามาใชเปนตนแบบ 

ในการสราง variant ใหมที่มีความเหมาะสมกับ

มะเขือเปราะ (หรือพืชอาศัยชนิดอื่น ๆ) ซึ่งเปนการ

แสดงใหเห็นถึงความจําเพาะของ progeny variant 

ที่มีตอชนิดพืชโดยอาศัยกลไก quasi-species  

จากผลการวิเคราะห radiation phylogenetic 

tree พบวา CLVd Solanum-1 sequence เริ่มตน 

(แสดงดวยเครื่ องหมายสี่ เ หลี่ ยมสี นํ้ า เ งิ น ) มี

โครงสรางทุติยภูมิที่ไมสมบูรณบริเวณปลาย TR 

domain เช่ือมตอโดยตรงกับ CLVd variant9_Run2 

(ต้ังอยูตรงตําแหนงจุดกึ่งกลางของกลุมหลกั) ซึ่งเปน 

progeny variant ที่มีปริมาณมากที่สุด และมี SNPs 

จํานวนนอยที่สุดเพียง 2 ตําแหนง (SNPC169A และ 

SNPA172U) แตตรวจไมพบ CLVd Solanum-1 master 

sequence ในพืชทดสอบอื่น ๆ เน่ืองมาจากใน

ระยะเริ่มตนของการติดเช้ือ CLVd Solanum-1 

clone ในมะเขือเทศพันธุ Rutgers เกิดการกลายพันธุ

ที่ตําแหนง SNPC169A และ SNPA172U กอน เพื่อฟนฟู

โครงสรางทุติยภูมิที่ไมสมบูรณของ CLVd Solanum-1 

ซึ่งไมเหมาะสมตอการติดเช้ือและเพิ่มปริมาณตัวเอง

ใหกลับมาอยูในลักษณะโครงสรางปกติของไวรอยด 

คือกลายพันธุมาเปน CLVd variant9_Run2 จากน้ัน

จึงอาศัย CLVdvariant9_Run2 เปน template ใน

การเพิ่มปริมาณในพืชอาศัย หลังจากน้ัน progeny 

variant ที่มีความเหมาะสมกับชนิดพืชอาศัยและ

เน้ือเย่ือพืชจะถูกสรางข้ึนมา และจากการวิเคราะห 

radiation phylogenetic analysis แสดงใหเห็นวา 

การติดเ ช้ือ CLVd Solanum-1 ในมะเขือเปราะ 

(รวมถึงมะอึก) จําเปนตองอาศัย CLVd progeny 

variant ที่จําเพาะจากตนมะเขือเทศพันธุ Rutgers 

ตนแรก กอนการสราง progeny variant ที่เหมาะสม

สําหรับมะเขือเปราะ ซึ่งผลสอดคลองกับรายงานของ 

(Tangkanchanapas et al., 2020) 
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Figure 5 Evolution of CLVd Solanum-1 quasi-species within different host species from the 

neighbor-joining phylogenetic tree analysis. The major and minor variants from the 
first tomato cv. Rutgers are indicated with red dots and circles, respectively. 
Progeny variants from tomato cv. Seeda50, bolo maka and Thai round eggplant are 
indicated with yellow, purple, green and light blue dots, respectively. The blue 
diamond shape indicated the CLVd Solanum-1 original sequence. A tree was 
constructed using MEGA version 7.0.21 with 1,000 bootstrap replicates and 50% 
cut-off value 
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4. ลักษณะโครงสรางของ CLVd Solanum-1 

progeny variant  

 จากการวิเคราะห SNPs ที่ปรากฏบน CLVd 

Solanum-1 progeny หลั ก  (≥1% prevalence) 

ทั้ง 41 variant พบ SNPs หลักจํานวน 11 ตําแหนง 

โดยอยูที่บริเวณ TR domain จํานวน 2 SNPs ที่ 

P domain พบ  6 SNPs แล ะ  base deletion 

2 ตําแหนง และ บริเวณ TL domain พบ 1 SNPs 

โดยแตละ SNPs มีความถ่ีในการปรากฎที่แตกตาง

กัน ข้ึนอยูกับชนิดพืชทดสอบ นอกจากน้ี SNPs บาง

ตําแหนงยังสงผลตอโครงสรางทุติยภูมิของเช้ือ 

CLVd Solanum-1 ดวย (Figure 6) SNPC21A เปน

การกลายพันธุหลักตําแหนงเ ดียวที่พบบน TL 

domain โดย SNPs น้ีจะพบเฉพาะในเน้ือเย่ือใบแก

ของมะอึกตนที่ 1 มีความถ่ีอยูที่ 11.7% สงผลทําให 

loop ที่บริเวณ TL domain ขยายขนาดใหญข้ึน 

(Figure 6) ขณะที่ บริ เ วณ P domain พบการ 

กลายพันธุหลักทั้งสิ้น 8 ตําแหนง ไดแก SNPA73G  

SNP-73A  SNPA81G  SNPA297U  SNPA297G  SNPU298A  

SNPU305C และ SNP-309C ซึ่งการกลายพันธุทั้งหมดที่

เกิดข้ึนใน domain น้ีไมสงผลกับโครงสรางทุติยภูมิ

ของเช้ือ CLVd Solanum-1 นอกจากน้ียังไมพบ

ความเกี่ยวของระหวาง SNPs ทั้ง 8 ตําแหนงน้ีกับ

ชนิดของพืชอาศัยดวย (Figure 6) ที่บริเวณ TR 

domain พบการกลายพันธุหลัก 2 ตําแหนง คือ 

SNPC169A และ SNPA172U ซึ่ง SNPs ทั้ง 2 ตําแหนง 

เปนการกลายพันธุที่ตรวจพบในทุก ๆ progeny 

variant ของ CLVd Solanum-1 (Figure 6) โดย 

SNPC169A เปนตําแหนงการกลายพันธุที่สําคัญใน

การฟนฟูสภาพโครงสรางทุติยภูมิที่ไมสมบูรณของ

เช้ือ CLVd Solanum-1 ใหกลับมาอยูในโครงสราง

ปกติของไวรอยด อยางไรก็ตามไมพบความสัมพันธ

ระหวางโครงสรางทุติยภูมิของไวรอยดและชนิดพืช

อาศัย เน่ืองจาก progeny variant ทั้งหมดของเช้ือ 

CLVd Solanum-1 ที่ตรวจพบ (≥0.1% prevalence) 

จะมีลักษณะโครงสรางทติุยภูมิที่บรเิวณปลายดานขวา 

(TR end) คลายกัน คือ ประกอบไปดวย 3 loops 

ซึ่งคลายคลึงกันกับโครงสรางทุติยภูมิของเช้ือ CLVd 

หลาย isolate ที่ตรวจพบในมะเขือเทศ ไดแก 

Chaipayon-1 variant 1 2 10 11 12 15 17 18 

19 20 และ 22 ที่พบในมะเขือเทศ และมะอึก 

(GenBank accession no. MN921165 MN921166 

MN921172 MN921173  MN921174 MN921175 

MN921177 MN921178  MN921179  MN921180 

และ MN921181 ตามลําดับ) (Tangkanchanapas 

et al., 2020) รวมถึง CLVd isolate LP1-15c4 

(GenBank accession no. JF446920) ที่ตรวจพบ

กับมะเขือเทศที่ปลูกในประเทศไทย และ CLVd 

isolate 93007481 (14A) (GenBank accession 

no. AY372392) (Figure 7) ที่มีรายงานการตรวจพบ

ในมะเขือเทศที่ปลูกในประเทศเนเธอรแลนด 

(Verhoeven et al., 2004)จึงมีความเปนไปไดวา 

ลักษณะโครงสรางที่บริ เวณปลาย TR end ซึ่ ง

ประกอบไปดวย 3 loops อาจเปนโครงสรางที่มี

ความเสถียรและเหมาะสมตอการจับกับโปรตีน 

Virp1 ของมะเขือเทศ จึงทําให variant เหลาน้ันมี

ความเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณและการกอโรคใน

มะเขือเทศ  
 

สรุปผลการทดลอง 

 ในงาน วิจั ย น้ี  ได แสดงให เ ห็ น ถึ งการ

วิวัฒนาการและพลวัตของ quasi-species ของเช้ือ 

CLVd ในแงมุมดานปฏิสัมพันธระหวางชนิดพืช

อาศัยและเช้ือ CLVd โดยไดพิสูจนใหเห็นถึงการ

พัฒนาของ host-specific variant spectra ของ

เช้ือ CLVd Solanum-1 ที่เกิดข้ึนจําเพาะในพืชอาศัย
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แตละชนิดรวมถึงชนิดของเน้ือเย่ือพืช ซึ่งแสดงให

เห็นวาเช้ือ CLVd มีวิวัฒนาการแบบไมสิ้นสุด โดยเช้ือ

มีแนวโนมเปลี่ยนแปลง variant ไปตามสิ่งแวดลอม 

โดยเฉพาะอยางย่ิงกับชนิดพืชอาศัย นอกจากน้ี ผล

จากงานวิจัยน้ียังเปนการยืนยันความสําคัญของ

โครงสรางทุติยภูมิ rod-like structure ตอกลไกและ

วงจรการกอโรคของเช้ือ CLVd อีกดวย 

 

 
Figure 6 Structural consequences of major single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of 

dominant variants and mutation frequency (in percentage) per individual plant and 
plant tissues of CLVd Solanum-1. The table shows the positions and domains where 
mutations occurred with mutation frequency in percentage and the secondary 
structures. The color scale represents a mutation frequency ranging from grey (0%) 
over green and brown to red (100%). 0.0 = <0.1% prevalence, - = not present 

 

 
Figure 7 Rod-like secondary structures of four CLVd isolates: (1) Chaipayon-1, Chaipayon-1 

variant 1 and Chaipayon-1 variant 3 (GenBank accession KM214216, MN921165 and 
MN921167, respectively); (2) Solanum-1 (GenBank accession no. JF742632) and 
all variants; (3) LP1-15c4 (GenBank accession no. JF446920); and 93007481 (14A) 
(GenBank accession no. AY372392) 
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