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มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 5 สายพันธุคือ L-1 L-6-3 L-13 L-25 และ L-29-3 ไดจาก
การถายยีนเรพพลิเคสที่ไมสมบูรณ (defective replicase gene) ของเชื้อไวรัสใบดางแตง 
(Cucumber mosaic virus, CMV) ใหกับมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3  ตนกลาที่ไดจากเมล็ดรุน R1   
3 สายพันธุ ประกอบดวย L-1 L-6-3 และ L-13 สามารถตานทานตอการปลูกเชื้อ CMV ไดใน
เปอรเซ็นตที่สูง ลักษณะการตานทานเทยีบไดกับ immunity คือ พืชไมแสดงอาการของโรคและ
ตรวจไมพบเชือ้ CMV ในขณะที่ตนออนแอแสดงอาการของโรคและตรวจพบไวรัสในปริมาณสูง 
การถายทอดลักษณะความตานทานโรคของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมจากรุน R0 ไปยัง R1 เมื่อ

วิเคราะหโดยอาศัยวิธี chi-square test (χ2-test) พบวามอัีตราการกระจายตวั <3:1 แตกตางจากกฎ
ของเมนเดล  อัตราสวนตนตานทานโรคตอตนออนแอแตกตางกันไปในรุน R2 และ R3 แตยังคง
ตรวจพบยีนเรพพริเคสที่ไมสมบูรณถายทอดไปสูรุนลูก มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ 
L-13-47  L-13-76 และ L-13-90 ในรุน R3 มีความตานทานตอเชื้อไวรัสสูงสุดถึง 100% มะเขือเทศ
ดัดแปลงพันธกุรรมทั้ง 3 สายพันธุ จึงเปนสายพันธุที่เหมาะสมตอการนําไปพัฒนาใหเปนพนัธุ
ตานทานตอเชือ้ไวรัสใบดางแตงในอนาคต 
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Five lines of transgenic tomato namely L-1, L-6-3, L-13, L-25 and L-29-3 were 
obtained by genetic transformation of Seedathip 3 tomato with defective replicase gene of 
Cucumber mosaic virus (CMV). Seedlings derived from R1 seeds of L-1, L-6-3 and L-13 lines 
showed high percentages of resistance to CMV infection. The resistance was equivalent to 
immunity by which inoculated seedlings showed no symptom and no virus was detected. 
Susceptible seedlings showed severe disease symptoms with high virus concentration. Non-
Mendelian inheritance of transgene from R0 to R1 populations was revealed by chi-square test 

(χ2-test) as indicated by the segregation ratio of <3:1. The ratio of resistance versus susceptible 
varied in R2 and R3 populations although the transgene was consistently detected. The R3 
seedlings of L-13-47 L-13-76 and L-13-90 line exhibited 100% resistance. It is concluded that 
these 3 lines of transgenic tomatoes can serve as good germplasms for future development of 
tomato variety resistant to CMV. 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี    หนา 
 
 1  แสดงพืชดดัแปลงพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนเรพลิเคสของ CMV  
  (ประกอบดวย RNA1, RNA2 หรือท้ังคู)         11 

2   อัตราสวนของการกระจายตัวของ transgene ท่ีมีการสอดแทรกของยนี  
1 ถึง 4 ตําแหนง            14 

3  เปอรเซ็นตตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตานทานตอโรค และคา χ2-test  
ของการกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ท่ีไดจากการตรวจสอบ 
ความตานทานโรคของตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1      26 

4  ความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R2  
และ R3             33 

5 จํานวนผลและน้ําหนกัผล (กรัม) ของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R2 ท่ีมียีน  
เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และแสดงความตานทานในสภาพโรงเรือน      35 

6 ผลผลิตของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R3 ในสภาพโรงเรือน แสดง 
จํานวนผลและน้ําหนกัผล (กรัม) ของแตละชวงเวลาปลูก       41 

7 ผลผลิตของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R3 ในสภาพโรงเรือน แสดง 
จํานวนผลและน้ําหนกัผล (กรัม) ท่ีทําการทดลองท้ังหมด       43 

8 การกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม 
รุน R2 และ R3           48 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกท่ี    หนา 
 
ก1 ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1  

    ในการทดลองคร้ังท่ี 1 จํานวน 5 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV 
    สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 วันโดยใชเทคนิค ELISA       70 

ก2 ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1  
    ในการทดลองคร้ังท่ี 2 จํานวน 3 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV  
    สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 วันโดยใชเทคนิค ELISA       72 

ก3    ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2  
    ในการทดลองคร้ังท่ี 1-3 จํานวน 3 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV  
    สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 และ 60 วนัโดยใชเทคนิค ELISA      74 

ก4    ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R3  
    ในการทดลองคร้ังท่ี 1-3 จํานวน 9 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV  
    สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 และ 40 วนัโดยใชเทคนิค ELISA      81 
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สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี    หนา 
 

1 แผนท่ีพลาสมิดสายผสม pCMV N/B-23 ขนาด 13.8 กิโลเบส ท่ีใชสําหรับ 
ถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณใหกับมะเขือเทศ แสดงโครงสรางของ  
Chimeric construct ของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณใน plant vector pROK2     18 

2 ข้ันตอนการคดัเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV  
รุน R1 นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ี 
จะนําไปเพาะในกระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV  
เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนา 
ข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบัการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนคิ ELISA  
และตรวจสอบความสามารถในการถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ  
Southern blot สุดทายคัดเลือกตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่แสดง 
ความตานทานตอโรคและปลอยใหผสมตัวเอง เพื่อเก็บเมล็ดมาทดสอบ 
ความตานทานและความคงตัวของยีนตอในรุนถัดไป           25 

3 ลักษณะอาการของโรคบนตนมะเขือเทศภายหลังการปลูกเช้ือ CMV  
สายพันธุ 30RS 10 วัน           28 

4 เปรียบเทียบลักษณะอาการของโรคท่ีเกิดกบัสวนตางๆ บนตนมะเขือเทศ  
ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV (จากซาย มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีไดรับ 
การปลูกเช้ือ มะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ และมะเขือเทศปกติท่ีไดรับ 
การปลูกเช้ือ)            29 

5 การเกิดโรคจากเช้ือ CMV ในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1 หลังจาก 
ปลูกเช้ือ 10 วนั            30 
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 5 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา 
 

6 ข้ันตอนการคดัเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV  
รุน R2 นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ี 
จะนําไปเพาะในกระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV  
เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนา 
ข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบัการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนคิ ELISA  
และตรวจสอบความสามารถในการถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ  
Southern blot ทําการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA ซํ้า  
มะเขือเทศมีอายุ 40 และ 60 วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส สุดทายคัดเลือกตน 
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีแสดงความตานทานตอโรคและปลอยให 
ผสมตัวเอง เพือ่เก็บเมล็ดมาทดสอบความตานทานและความคงตัวของยีนตอ 
ในรุนถัดไป           32 

7 มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R2 ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV  
เปนเวลา 45 วนั           36 

8 ปริมาณผลผลิตจากมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2 5 ตน ตอ 1 สายพันธุ  
ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 70 วัน       37 

9 คาเฉล่ียผลผลิตมะเขือเทศสายพันธุตางๆ ในรุน R2 เม่ือเก็บเกี่ยวตนมะเขือเทศ  
70 วัน หลังการปลูกเช้ือ (คาเฉล่ียท่ีตามหลังดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกนั  
คือไมแตกตางกันทางสถิติ เม่ือวิเคราะหดวยวิธีการ LSD ท่ีระดับความเช่ือม่ัน  
99 เปอรเซ็นต)           38 

10 ผลมะเขือเทศขนาดตางๆ ท่ีเก็บจากตนมะเขือเทศ 1 ตน ภายหลังการปลูกเช้ือ 
ไวรัส CMV เปนเวลา 70 วนั         39 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา 
 

11 ข้ันตอนการคดัเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV  
รุน R3 นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ี 
จะนําไปเพาะในกระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV  
เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนา 
ข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบัการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนคิ ELISA  
และตรวจสอบความสามารถในการถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ  
Southern blot ทําการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA ซํ้า  
มะเขือเทศมีอายุ 40 วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส สุดทายคัดเลือกตนมะเขือเทศ 
ดัดแปลงพนัธุกรรมที่แสดงความตานทานตอโรคและปลอยใหผสมตัวเอง  
เพื่อเก็บเมล็ดมาทดสอบความตานทานและความคงตัวของยีนตอในรุนถัดไป     42 

12 มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R3 ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา  
25 วัน             44 

13 ปริมาณผลผลิตจากมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R3 5 ตน ตอ 1 สายพันธุ  
ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 70 วัน        45 

14 ผลการตรวจหายีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดัดแปลง 
พันธุกรรม รุน R1 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนคิ PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย  
0.8% agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอ 
จากมะเขือเทศปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีน 
เปนโรค และ P: พลาสมิด pCMV N/B-23)         49 

15 ผลการตรวจหายีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดัดแปลง 
พันธุกรรม รุน R2 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนคิ PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย  
0.8% agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอ 
จากมะเขือเทศปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีน 
เปนโรค และ P: พลาสมิด pCMV N/B-23)         50 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา 
 

16 ผลการตรวจหายีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดัดแปลง 
พันธุกรรม รุน R3 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนคิ PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย  
0.8% agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอ 
จากมะเขือเทศปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีน 
เปนโรค P: พลาสมิด pCMV N/B-23 และ L-13-76: มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 
สายพันธุ L-13-76 ตนท่ี 75-91)          51 

17 ผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลง 
พันธุกรรมรุน R1 ดวยเทคนิค genomic Southern hybridization โดยการยอยดีเอ็นเอ 
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI จากนั้นใช replicase gene probe ท่ีติดฉลากดวยสาร  
Digoxigenin ตรวจผลไฮบริไดเซชัน ดวยเทคนิค chemiluminescence โดยใช  
CDP starTM substrate           53 

18 ผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลง 
พันธุกรรมรุน R2 ดวยเทคนิค genomic Southern hybridization โดยการยอยดีเอ็นเอ 
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI จากนั้นใช replicase gene probe ท่ีติดฉลากดวยสาร  
Digoxigenin ตรวจผลไฮบริไดเซชัน ดวยเทคนิค chemiluminescence โดยใช  
CDP starTM substrate (H: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีน และ P: พลาสมิด  
pCMV N/B-23)            54 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
CDPstarTM = Disodium-2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dixetane-3,2’-(5’-chloro)  

tricycle[3.3.1.1.3,7]-decan}-4-yl)phenyl phosphate 
CMV  = Cucumber mosaic virus 
CTAB  = Cetyl trimethylammonium bromide 
Na.DIECA = sodium diethyldithiocarbamate 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
EDTA   =  ethylenediamine tetraacetic acid 
ELISA  = Enzyme-linked immunosorbent assay 
LSD  = Least Significant Difference 
L-1-22  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 

แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-1 ตนท่ี 22 
จากการทดลองคร้ังท่ี 1 ในรุน R2 

L-1-46  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-1 ตนท่ี 46 
จากการทดลองคร้ังท่ี 1 ในรุน R2 

L-6-3-23 = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-6-3 ตนท่ี 23 
จากการทดลองคร้ังท่ี 1 ในรุน R2 

L-6-3-34 = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-6-3 ตนท่ี 34 
จากการทดลองคร้ังท่ี 1 ในรุน R2 

L-13-3  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 3 
จากการทดลองคร้ังท่ี 3 ในรุน R2 

L-13-10  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 10 
จากการทดลองคร้ังท่ี 3 ในรุน R2 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

L-13-47  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 47 
จากการทดลองคร้ังท่ี 2 ในรุน R2 

L-13-76  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 76 
จากการทดลองคร้ังท่ี 2 ในรุน R2 

L-13-90  = สายพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ท่ีเกิดจากการเก็บเมล็ดแบบ 
แยกตนเดีย่ว ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 90 
จากการทดลองคร้ังท่ี 2 ในรุน R2 

mRNA  = messenger ribonucleic acid 
μg   =  microgram 
nptII  = neomycin phosphotransferase II  
O.D.405  = Optical density at 405 nanometer wavelength 
PAb  = polyclonal antibody 
PBS  = Phosphate buffer saline 
PBST  = Phosphate buffer saline with Tween-20 
PCR  = Polymerase chain reaction 
R1  = the first filial generation 
R2  = the second filial generation 
R3  = the third filial generation 
TBE  = Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer solution 

χ2  = chi-square test 

(9) 
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การประเมินความตานทานตอเชื้อ Cucumber mosaic virus ของมะเขือเทศ 
ดัดแปลงพันธุกรรม 

 

Evaluation of Transgenic Tomato for Cucumber Mosaic Virus Resistance 
 

คํานํา 
 

มะเขือเทศจดัเปนผักท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย มีการใชประโยชน 2 
ประเภท คือ เพื่อการบริโภคสด และเพื่อสงโรงงานอุตสาหกรรม (กรุง, 2543) อีกท้ังเปนการปลูก
เพื่อผลิตเมล็ดพันธุมะเขือเทศลูกผสมของบริษัทเมล็ดพนัธุตางชาติ (Rosset et al., 1999) จากสถิติ
การปลูกพืชเศรษฐกิจ พ.ศ. 2549 จําแนกตามชนิดพืช ของ สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวง
เกษตรและสหกรณ แสดงใหเห็นวา ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกมะเขือเทศท้ังหมด 50,000 ไร ผลผลิต
ท้ังหมด 201,000 ตัน และมีแหลงผลิตมะเขือเทศแหลงใหญอยูท่ีภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ศนูย
สารสนเทศการผลิตทางการเกษตร กรมสงเสริมการเกษตร, 2550) แตการปลูกมะเขือเทศใน
ประเทศไทยประสบปญหาดานโรคและแมลงจํานวนมาก โรคท่ีสําคัญไดแก โรคใบหงิกเหลืองท่ี
เกิดจาก Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) โรคใบดางเรียวเล็กท่ีเกิดจาก Cucumber mosaic 
virus (CMV) และโรคใบดางท่ีเกิดจาก Tomato mosaic virus (ToMV) และ Tobacco mosaic virus 
(TMV) (ธีระ, 2532) และ โรคยอดไหมท่ีเกดิจาก Tospovirus serogroup IV (Pongsapich and 
Chiemsombat, 2002) 

 
โรคใบดางเรียวเล็กท่ีเกิดจาก Cucumber mosaic virus หรือ CMV เปนโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือ

ไวรัสชนิดหนึง่ท่ีทําความเสียหายใหกับมะเขือเทศพันธุการคาในแหลงปลูกท่ีสําคัญ เช้ือนี้สามารถ
ถายทอดโรคและแพรระบาดไดดีโดยวิธีสัมผัสและโดยอาศัยแมลงพาหะจําพวกเพล้ียออน 
(Roossinck, 2001) มะเขือเทศท่ีเปนโรค จะแสดงอาการใบดางสีเขียวเขมสลับกับสีเขียวออนและลด
รูป ในตนท่ีแสดงอาการโรครุนแรงใบจะมีขนาดเล็กและเรียวยาวเปนเสนคลายเชือกผูกรองเทา     
(ธีระ, 2532) และมีผลโดยตรงตอการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ โดยพบวามะเขือเทศท่ีปลูกใน
โรงเรือนปลูกพืชทดสอบ หลังจากถูกเช้ือไวรัสใบดางแตงเขาทําลาย จะมีอาการแคระแกร็นและ
ปริมาณผลผลิตลดลงมากกวา 1.4 เทา (สุพฒัน และคณะ, 2548)  
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 การปองกันกําจัดโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส ในอดีตนยิมใชสารเคมีในการปองกันกําจดัแมลง
พาหะและการปรับปรุงพันธุพืชใหตานทานตอโรค แตการใชสารเคมีเปนจํานวนมากมีผลกระทบ
ตอส่ิงแวดลอม สวนการปรับปรุงพันธุพืชนั้นมีขอจํากดัท่ีใชเวลานานและแหลงของความตานทาน
มีจํากัด (Agrios, 2005) ตอมาจึงไดมีการนําเทคนิคพันธุวิศวกรรม (Genetic engineering) โดยเฉพาะ
อยางยิ่งเทคนคิการถายยีนใหกับพืช (Plant transformation) มาใชในการสรางพืชดัดแปลง
พันธุกรรม (transgenic plant) ใหมีความตานทานตอโรคไวรัสโดยการตัดตอยีนของไวรัสเขาไปใน
โครโมโซมของพืช สงผลใหพืชมีความตานทานตอไวรัสชนิดนั้นและไวรัสชนิดอ่ืนท่ีใกลเคียง 
(สุพัฒน และคณะ, 2535) มีการสรางพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีตานทานตอเช้ือ CMV ดวยการถาย
ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ (defective replicase gene) ของเช้ือ CMV เขาไปในยาสูบแลวทําใหยาสูบ
ตานทานตอการเขาทําลายของเช้ือ CMV ได (Anderson et al., 1992) อัญจนา (2544) ทําการถาย
ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือไวรัส CMV เขาสูมะเขือเทศพันธุการคา 2 พันธุ คือ สีดาทิพย 3 
และวเีอฟ 134-1-2 ดวยวิธีการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรีย พบวามะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมทุกสาย
พันธุท่ีนํามาทดสอบมีความตานทานตอเช้ือ CMV 
 
 อยางไรก็ตาม มีรายงานท่ีพบวาการแสดงออกของ transgene ในพืชดัดแปลงพันธุกรรม 
มักจะหายไปในพืชรุนหลังๆ ตัวอยางเชน ยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่มีความตานทานสูงมากตอเช้ือ 
Pea early browning virus ในรุน R2 และ R3 แตความตานทานกลับหายไปในรุน R4 และ R5 

(Boogaart et al., 2001) เชนเดียวกับ Liu et al. (2003) พบวายาสูบดดัแปลงพันธุกรรมรุนแรกท่ีผาน
การคัดเลือกความตานทานตอเช้ือ Tomato spotted wilt virus เม่ือนํามาผสมตัวเองหลายๆ รุน เพื่อ
พัฒนาสายพนัธุตานทาน จะไดท้ังสายพันธุท่ีมีความเสถียรของความตานทานไปยังรุน R9 ในขณะที่
อีกหลายสายพนัธุ พบวาการแสดงออกของความตานทานเร่ิมลดลงต้ังแตรุน R2  
 

เนื่องจากความเสถียรของการแสดงออกของความตานทานมีความจําเปนอยางมากในพชื
ดัดแปลงพนัธุกรรม และเพื่อใหสามารถคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานโรคจาก
เช้ือ CMV ไดสมบูรณ จึงนําตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R0 มาปลูกและผสมตัวเองเพื่อเกบ็
เมล็ด แลวนําเมล็ดท่ีไดมาปลูกขยายเปนตนพืชดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 - R3 เพื่อตรวจสอบ            
ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของ CMV บนโครโมโซมของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรม ติดตามการ
กระจายตัวและความคงตวัของยีนบนโครโมโซม ตลอดจนประเมินความตานทานโรคเพ่ือ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. ประเมินความตานทานของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตอเช้ือ Cucumber mosaic  
virus (CMV) 
 

2. ศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของ transgeneไปยังรุนลูกในมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรม 
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะท่ัวไปของมะเขือเทศ 
  
 มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum Mill.) เปนพืชในสกุล Lycopersicon วงศ Solanaceae 
เช่ือวามีถ่ินกําเนิดมาจากทวปีอเมริกาใต และถูกนํามาปลูกเพื่อบริโภคเปนคร้ังแรกในประเทศ
เม็กซิโก จากนัน้จึงกระจายไปยังประเทศสหรัฐอเมริกา สเปน และ ฟลิปปนส มะเขือเทศพันธุท่ี
ปลูกในปจจุบันเปนพนัธุท่ีพัฒนามาจากมะเขือเทศพันธุปา (cherry tomato) ชนิด Lycopersicon 
esculentum var. cerasiforme ท่ีพบไดท่ัวไปในเขตรอนและเขตอบอุน  เพื่อใหมีลักษณะตรงกับ
ความตองการของผูบริโภค (Jones, 1999) สําหรับพันธุมะเขือเทศท่ีนยิมปลูกในประเทศไทยแบง
ออกเปน 2 ประเภทคือ การปลูกเพื่อสงตลาดสําหรับบริโภคสดและเพื่อสงโรงงานอุตสาหกรรม 
พันธุมะเขือเทศท่ีสงโรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญเปนพันธุท่ีนําเขาจากตางประเทศ  โดยท่ีโรงงาน
ท่ีรับซ้ือผลผลิตเปนผูจัดหามาใหเกษตรกร สําหรับพันธุมะเขือเทศท่ีปลูกเพื่อบริโภคสดสวนใหญ
พัฒนาและสงเสริมแกเกษตรกรโดยศูนยวจิยัพืชผักเขตรอน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร มีลักษณะ
ผลเล็ก สีชมพู ไดแก พันธุสีดาทิพย 1 สีดาทิพย 2 และสีดาทิพย 3 ซ่ึงเปนพันธุแท และมะเขือเทศ
ลูกผสมสีดาทิพย 92 (กรุง, 2543) การปลูกมะเขือเทศเพื่อบริโภคสด มีแหลงปลูกท่ีสําคัญอยูใน
จังหวดัเพชรบรีุ ราชบุรี และนครพนม สวนมะเขือเทศท่ีปลูกสงโรงงานอุตสาหกรรม มีแหลงปลูกท่ี
สําคัญอยูในจังหวัดหนองคาย นครพนม และเชียงราย เปนตน (ศนูยสารสนเทศการผลิตทาง
การเกษตร กรมสงเสริมการเกษตร, 2550)  
 

ลักษณะการเจริญเติบโตของมะเขือเทศแบงออกเปน 3 ประเภท คือ แบบเล้ือย สามารถ
เจริญเติบโตสูงข้ึนเร่ือย ๆ ไมมีส้ินสุด แบบพุม ท่ีเม่ือตายอดเกดิชอดอกแลวจะหยุดการเจริญเติบโต 
และแบบกึ่งเล้ือยท่ีแมวาตายอดเกิดชอดอกแลวก็สามารถสรางกิ่งแขนงที่ขอใตชอดอกเจริญเติบโต
ตอไปได (กรุง, 2543) ดอกมะเขือเทศเปนดอกสมบูรณเพศ ประกอบดวยสวนของเกสรตัวเมีย คือ 
รังไข (ovary) กานชูเกสรตัวเมีย (style) สวนเกสรตัวผูประกอบดวยอับละอองเกสรตัวผู (anther)   
5-10 อัน ซ่ึงมีลักษณะเปนแทงเช่ือมติดกันเปนรูปกรวย เรียกวา anther cap หรือ anther cone ซ่ึงอยู
ลอมรอบสวนของเกสรตัวเมีย โดยปกติกานชูเกสรตัวเมียส้ันกวาอับละอองเกสรตัวผู ดังนั้นเม่ือ
ละอองเกสรตัวผูพรอมท่ีจะผสมเกสร จะฟุงกระจายอยูภายใน anther cap และตกลงบนยอดเกสรตัว
เมีย (จานุลักษณ, 2535) ทําใหมีการผสมตัวเองสูงประมาณ 98% (มณฉัีตร, 2538) 
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มะเขือเทศสีดาทิพย 3 
 
 เปนพันธุมะเขือเทศท่ีเกิดจากการปรับปรุงพันธุมะเขือเทศสีดาทิพย 1 (ท่ีไดมาจากคูผสมท่ี 
26 ของคูผสมพันธุ Cl 1131-0-0-13-0-6 มีลักษณะดีเดนคือทนรอนกับพันธุสีดาท่ีมีผลสีชมพู รูปไข 
เปนท่ีตองการของตลาด แตไมทนรอน) ท่ีมีลักษณะทนรอนไดดี ใหผลผลิตสูงกวาพันธุสีดา แตสี
ผลสุกเปนสีชมพูอมสม ไมเปนท่ีตองการของตลาด จึงทําการผสมกลับไปหาพันธุสีดา แลวทําการ
คัดเลือกจนไดเปนพันธุสีดาทิพย 3 ท่ีมีผลสีชมพู รูปไข และทนรอนไดดี (กรุง, 2537) 

 
ลักษณะประจาํพันธุของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 เปนมะเขือเทศพันธุแท มีการ

เจริญเติบโตแบบก่ึงเล้ือย ทนรอนไดดีมาก ผลรูปไข มีสีชมพู ผลไมแตก น้ําหนักเฉล่ียตอผล 22 กรัม 
(กรุง, 2543) 
 
โรคใบดางเรียวเล็กท่ีเกิดจากเชื้อ Cucumber mosaic virus (CMV) 
 
 โรคใบดางเรียวเล็กท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) พบ
ระบาดและทําความเสียหายใหกับมะเขือเทศท่ีปลูกเปนการคา โดยเฉพาะมะเขือเทศพันธุสีดา พันธุ 
L22 และพันธุ VF 145 พบแพรระบาดในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือท่ีเปนแหลงปลูก
ขนาดใหญ เชน เชียงใหม ลําปาง และหนองคาย เปนตน  มะเขือเทศท่ีปลูกเปนการคาโดยท่ัวไปเม่ือ
ถูก CMV เขาทําลาย จะแสดงอาการใบดางสีเขียวเขมสลับสีเขียวออน ใบลดขนาดกวาปกติ ถาพืช
แสดงอาการรุนแรง ใบมะเขือเทศจะมีลักษณะเรียวยาวเปนเสนเหลือแตเสนใบ มีลักษณะคลาย
เสนดายหรือเชือกผูกรองเทา เรียกอาการแบบน้ีวา fern leaf หรือ shoe string (ธีระ, 2532) เม่ือถึง
ระยะสืบพนัธุชอดอกท่ีไดจะมีขนาดเล็ก กลีบดอกลดขนาดลง ดอกรวงหรือติดอยูกบัชอดอกเพียง 
1-2 ดอก (สุพฒัน และคณะ, 2548) ตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการใบเรียวเล็กนี้จะไมติดผล หรือผลมี
ขนาดเล็ก (ศุภลักษณ, 2536) และมีผลโดยตรงตอการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ ตนมะเขือเทศพันธุ
สีดาทิพย 3 ท่ีปลูกในโรงเรือนปลูกพืชทดลองแบบระเหยน้ํา หลังจากถูกเช้ือ CMV สายพันธุ 30RS 
เขาทําลาย จะแสดงอาการแคระแกร็นและปริมาณผลผลิตลดลงมากกวา 1.4 เทา และมีน้ําหนกัผล
ตอตนลดลงมากกวา 2.4 เทา (สุพัฒน และคณะ, 2548) เช้ือไวรัสชนิดนี้มีรายงานวาสามารถถายทอด
เช้ือผานเมล็ดมะเขือเทศไดในอัตราท่ีต่ํา (Cerkauskas, 2004)  
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ลักษณะของเชือ้ Cucumber mosaic virus (CMV) 
 
 Cucumber mosaic virus (CMV) จัดอยูในสกุล (Genus) Cucumovirus วงศ (Family) 
Bromoviridae (Gallitelli, 2000; Roossinck, 2001; ICTVdB Management, 2006) สามารถพบไดท่ัว
โลก มีพืชอาศัยมากถึง 1000 ชนิดใน 85 วงศ (Roossinck, 2001) เชน พชืในวงศ Amaranthaceae, 
Apocynaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Convolvulaceae, Cruciferae, 
Cucurbitaceae, Leguminosae-Papilionoideae, Malvaceae, Phytolaccaceae, Polygonaceae, 
Scrophulariaceae, Solanaceae, Tetragoniaceae, Tropaeolaceae และ Umbelliferae เปนตน 
(ICTVdB Management, 2006) พืชอาศัยจะแสดงอาการแบบรอยแผลเฉพาะแหง (local lesions) 
และอาการแพรกระจายไปตามสวนตาง ๆ ของพืช (systemic infection) (ธีระ, 2532) เช้ือ CMV 
สามารถถายทอดไดโดยวิธีกล (mechanical inoculation) โดยอาศัยแมลงพาหะ (insect transmission) 
คือ เพล้ียออน มากกวา 60 ชนิด เชน Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora และ Myzus persicae 
ซ่ึงจะถายทอดในลักษณะ non-persistent ถายทอดผานทางเมล็ด (seed transmission) ในพืช 19 ชนิด 
(ICTVdB Management, 2006) และถายทอดผานทางตนฝอยทอง (dodder transmission) 
(Roossinck, 2001) 
 
 เช้ือ CMV สามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญ คือ subgroup I และ II ซ่ึง subgroup I 
ประกอบดวยกลุมยอยอีก 2 กลุมคือ subgroup IA และ IB subgroup IA  เชน สายพันธุ Fny, Sny, 
117F, M, E5, D8, O, L, Y, N, CS, KM, SO, Pepo, Kor, MY17 และ Mf subgroup IB  เชน สาย
พันธุ Ly2, HL, M48, SD, K, As, PE, B2, IA, Ix, NT9, T-fn และ C7-2  สวน subgroup II เชน สาย
พันธุ S, Trk7, Ly, Ls, Kin, Q, M2, R, Xb, GT และ Ta-8 (Masuta et al., 2002; Nunome et al., 
2002; Roossinck, 2002) โดยที่ subgroup IB จะพบแตในแถบเอเชีย ในขณะท่ี subgroup IA  และ 
subgroup II พบแพรกระจายอยูท่ัวโลก (Roossinck, 2001) แตละสายพนัธุมีความแตกตางกันใน
ดานของพืชอาศัย อาการของโรค และความสัมพันธในการถายทอดโรคโดยแมลงพาหะ (Gallitelli, 
2000) 
 
 เช้ือ CMV มีอนุภาครูปทรงกลม (icosahedral) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 29 นาโนเมตร ไมมี 
envelope หอหุม ประกอบดวย กรดนิวคลิอิก 18 เปอรเซ็นต และโปรตีน 82 เปอรเซ็นต มีจีโนมเปน
แบบแยกสวน (multipartite) ประกอบดวย RNA สายเดีย่วแบบ sense (+) จํานวน 3 ชิน้ คือ RNA1, 
RNA2 และ RNA3 ขนาด 3389, 3035 และ 2197 นิวคลีโอไทด ตามลําดบั ซ่ึง RNA ท้ัง 3 ชิ้น เม่ือ
ประกอบเปนอนุภาค จะอยูชิ้นละอนุภาคไดเปน 3 อนภุาคท่ีมีขนาดแตกตางกัน  เม่ือเซลลพืชท่ีถูก
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เช้ือ CMV เขาทําลาย RNA3 จะสราง subgenomic RNA หรือ RNA4 ท่ีมีขนาด 1027 นิวคลีโอไทด 
(ICTVdB Management, 2006) RNA ท้ัง 3 ชิ้น แปลรหสัใหโปรตีน 5 ชนิด (Roossinck, 2001) 
ไดแก โปรตีน 1a และ 2a ขนาด 110 และ 98 กิโลดาลตัน ท่ีไดจาก RNA ขนาดใหญ 2 ช้ินคือ RNA1 
และ RNA2 ตามลําดับ เปนโปรตีนท่ีมีความเกี่ยวของในกระบวนการเพิ่มปริมาณของไวรัส 
(Gallitelli, 2000) สวน RNA3 แปลรหัสใหโปรตีน 3a ขนาด 30 กิโลดาลตัน และ capsid protein 
ขนาด 24 กิโลดาลตัน ท่ีไดจาก RNA4 โปรตีนท้ังสองชนิดนี้เกี่ยวของกับการเคล่ือนท่ีของไวรัส
ภายในตนพืชและการหอหุมอนุภาคไวรัส ตามลําดับ (Roossinck, 2001) 
 
การควบคุมปองกันกําจัดโรคพืชท่ีเกิดจากเชื้อไวรัส 
 
 วิธีการที่นิยมใชในการควบคุมปองกันกําจดัโรค คือ การใชพันธุตานทานตอเช้ือไวรัสซ่ึง
เปนวิธีการที่ดท่ีีสุด  คาใชจายตํ่าสุด ปลอดภัย และไมทําลายส่ิงแวดลอม แตมีขอจํากดัท่ีใชเวลานาน
ในการพัฒนาพันธุตานทาน และแหลงของความตานทานมีอยูอยางจํากดั (Agrios, 2005) อีกท้ังใน
ปจจุบันยังไมมีพันธุมะเขือเทศท่ีตานทานตอเช้ือ CMV (Cornell Plant Pathology Vegetable 
Disease Web Page, 2006) ทําใหไมมีแหลงของเช้ือพันธุกรรมท่ีจะนํามาใชในการปรับปรุงพันธุ
มะเขือเทศใหตานทานตอเช้ือ CMV ได การใชเมล็ดพันธุ หัว หรือทอนพันธุท่ีปลอดโรค (Agrios, 
2005) การทําลายตนพืชท่ีเปนโรคเพ่ือไมใหเปนแหลงของเช้ือไวรัส การใชสารเคมีกําจัดแมลง
ศัตรูพืชในการปองกันกําจดัแมลงพาหะท่ีนาํเช้ือมาสูตนพชื แตไมใชวิธีการที่ไดผลดีเพราะแมลง
พาหะมักมาจากนอกพ้ืนท่ีเพาะปลูก และสามารถถายทอดเช้ือไวรัสในระยะเวลาส้ัน ๆ เชน เพล้ีย
ออนท่ีใชเวลาเพียง 5-10 วินาที (Blancard et al., 1994) อีกท้ังการใชสารเคมีเปนจํานวนมากเปนการ
ทําลายส่ิงแวดลอม และยังไมมีสารเคมีชนิดใดท่ีสามารถควบคุมโรคท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสได (Agrios, 
2005)  
  
การปรับปรุงพันธุพืชใหมีความตานทานตอการเขาทําลายของไวรัสดวยเทคนิคพันธุวิศวกรรม 
 

Abel et al. (1986) ประสบความสําเร็จในการสรางพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอ
โรคไวรัสเปนคร้ังแรก โดยการถายยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางโปรตีนหอหุมอนุภาค (CP gene) ของ
เช้ือ Tobacco mosaic virus (TMV) เขาไปในตนยาสูบแลวทําใหตนยาสูบท่ีไดตานทานตอเช้ือ TMV 
แสดงใหเห็นวายีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางโปรตีนของไวรัสสามารถนํามาถายใหกับพชืแลวทําให
พืชตานทานตอเช้ือไวรัสชนดินั้นได 
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สุพัฒน และคณะ (2535) ถายยีนท่ีเกีย่วของกับความตานทานโรคใหกบัมะเขือเทศไดสําเร็จ
เปนคร้ังแรกในประเทศไทย โดยใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียในการชักนํายนีควบคุมการสรางโปรตีน
หอหุมอนภุาค (CP gene) ของเช้ือไวรัส TYLCV เขาสูใบเลี้ยงของมะเขือเทศพันธุ VF134-1-2 เพื่อ
สรางมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมใหตานทานตอโรคไวรัสใบหงิกเหลือง พบวาเนื้อเยื่อมะเขือเทศ
ท่ีไดรับการถายยีนสามารถพฒันาเปนตนได เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารคัดเลือกท่ีมีสารปฏิชีวนะ 
kanamycin 100 มก./ล. และตรวจพบยีนดงักลาวในตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่ผลิตได  
 
การสรางพชืดดัแปลงพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ (defective replicase 
gene) ของ CMV และกลไกการสรางความตานทาน 
 
 Anderson et al. (1992) ศึกษาพบวาการใชยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ (defective replicase 
gene) ของ CMV สามารถทําใหยาสูบท่ีไดรับการถายยนีดังกลาวมีความตานทานตอ CMV โดยนํา
ยีนบน RNA-2 ท่ีกําหนดการสังเคราะหโปรตีน replicase (replicase gene) ของ CMV Subgroup I 
สายพันธุ Fny (Roossinck and Palukaitis, 1990) มาตัดนวิคลีโอไทดตําแหนงท่ี 1857-1950 รวม 94 
คูเบสออก ทําใหเกิดการขยบัลําดับการแปลรหัส (frameshift) และเกดิมี stop codon ข้ึนภายในยีน 
ทําใหโปรตีนท่ีไดจากยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณนี้ มีความยาวประมาณ 75 เปอรเซ็นตของโปรตีน
ดั้งเดิม หลังจากถายยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณเขาไปในยาสูบ N. tabacum cv. Turkish Samsun NN 
แลวพบวายาสูบท่ีไดรับการถายยีนท้ังหมด 18 ตน มีอยู 7 ตน ท่ีตานทานตอการเขาทําลายของ CMV 
เมื่อทําใหตนยาสูบเหลานี้ผสมตัวเอง แลวเก็บเมล็ดรุนลูก R1 มาทําการทดสอบความตานทาน พบวา
พืชดัดแปลงพนัธุกรรมบางสายพันธุสามารถตานทานตอการเขาทําลายของ CMV ท้ังอนุภาค ท่ี
ความเขมขนสูงถึง 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หรือ RNA ของ CMV ท่ีความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กลไกของความตานทานน้ันอาจเกิดจากยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณไปยับยั้ง
การเพิ่มปริมาณของไวรัส หรือเกิดจากการผลิตเอมไซน replicase ท่ีผิดปกติไปจากเดมิและใน
ปริมาณมากจนสามารถท่ีจะยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม replicase ได  
 
 Wintermantel and Zaitlin (2000) ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ
ของ Fny-CMV โดยสรางยาสูบดัดแปลงพนัธุกรรมที่มี transgene เปนแบบท่ีแปลรหัสเปนโปรตีน
ได หรือแปลรหัสไมได เพื่อศึกษาบทบาทของ transgene mRNA และ/หรือโปรตีนท่ีสรางข้ึนจาก 
transgene ในการสรางความตานทานของยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมดังกลาว ผลการปลูกเช้ือทดสอบ
โดยวิธีกลและการใชแมลงพาหะ พบวามียาสูบดัดแปลงพันธุกรรมจํานวนมากท่ีมียนีแบบแปลรหสั
เปนโปรตีนไดแสดงลักษณะตานทานตอ CMV โดยเช้ือเขาทําลายพืชไดชาลงและตรวจพบวาตน
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ยาสูบดังกลาวมีการสรางโปรตีน replicase ท้ังแบบท่ีสมบูรณและแบบท่ีไมสมบูรณ ในทางกลับกนั
ตนยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่มีโครงสรางของ transgene เปนแบบท่ีไมแปลรหัสมีเพียง 1 ใน 61 
สายพันธุเทานัน้ท่ีแสดงความตานทานโรค เม่ือตรวจสอบจํานวนชุดของยีน ปริมาณของ mRNA 
และ โปรตีนท่ีสรางจาก transgene ในยาสูบดัดแปลงพนัธุกรรรมท่ีตานทานโรคระดับตางๆ ไมพบ
ความสัมพันธระหวางจํานวนชุดของ transgene กับระดับความตานทานโรค ในยาสูบดัดแปลง
พันธุกรรมสายพันธุท่ีตานทานตอโรค ตรวจพบ mRNA ในระดบัตํ่ามาก แตมี steady-state 
transgene mRNA มากกวาในสายพันธุท่ีออนแอตอโรค นอกจากนี้ยังพบวาระดับความตานทานที่
เกิดข้ึนไมเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของโปรตีนท่ีสรางข้ึนจาก transgene ความตานทานโรคท่ี
เกิดข้ึนจากการใชยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ อาจเปนผลของกลไกอันซับซอนท่ีเกี่ยวของกับ 
transgene mRNA และโปรตีนท่ีสรางข้ึน โดยอาจตางชวยกันสงเสริมใหเกิดความตานทาน 

 
อัญจนา (2544) ทําการถายยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือไวรัส CMV เขาสูมะเขือเทศ

พันธุการคา 2 พันธุ คือ สีดาทิพย 3 และวีเอฟ 134-1-2 ดวยวิธีการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรีย ภายหลัง
การถายยีนมีเพียงช้ินใบของมะเขือเทศพนัธุวีเอฟ 134-1-2  ท่ีสามารถเพาะเล้ียงในอาหารคัดเลือกจน
เจริญเปนตนสมบูรณได เม่ือตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือไวรัส CMV พบแถบดีเอ็น
เอของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ขนาดตางกันจํานวน 1-2 ชุด ในโครโมโซมของมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรม และทดสอบความตานทานในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมโดยปลูกเช้ือ CMV ดวยวธีิ
กล  พบวามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมทุกสายพันธุท่ีนาํมาทดสอบมีความตานทานตอเช้ือ CMV 
โดยตรวจพบปริมาณ CMV ในระดบัตํ่าหรือไมพบเลย รวมทั้งมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม
สามารถเจริญเติบโตออกดอกและติดผลภายหลังยายปลูกแลว 70 วนั ไดเชนเดยีวกับมะเขือเทศท่ี
ไมไดถายยีน 

 
วรพงศ (2547) ทําการถายยีนของเช้ือไวรัส 2 ชนิด ไดแก ยีนเรพลิเคสของเช้ือไวรัส 

TYLCV กับยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือไวรัส CMV เขาสูมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 โดย
เช้ืออะโกรแบคทีเรียท่ีบรรจุพลาสมิดพาหะสําหรับถายยนีของแตละชนิดไว มาถายยนีพรอมกันใน
คราวเดียวโดยการบมรวมกบัช้ินใบเล้ียงมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 แลวนําช้ินใบมะเขือเทศท่ีไดไป
เพาะเล้ียงบนอาหารคัดเลือกพบวาสามารถชักนําเปนตนท่ีสมบูรณได เม่ือตรวจสอบมะเขือเทศ ดวย
เทคนิค PCR พบการปรากฏอยูของยีนเรพลิเคสของ TYLCV และ CMV ในมะเขือเทศตนเดยีวกัน 
ยีนเรพลิเคสของ TYLCV ชนิดเดยีว และยนีเรพลิเคสของ CMV ชนิดเดียว ในรุน R 0ในอัตรา 
32.26% 3.22% และ16.13% ตามลําดับ และตรวจพบยีนเรพลิเคสของ TYLCV และ CMV ในรุน R1 
ในอัตรา 13.3% และ16.6% ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาสามารถถายยีน 2 ยีนเขาสูโครโมโซมของ 
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มะเขือเทศไดในคราวเดยีวโดยท่ียนีท้ังสองสามารถดํารงอยูและถายทอดจากรุน R0 ไปสูรุน R1 ได  
 
 และมีอีกหลายงานวิจยัท่ีมีการถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ (defective replicaes gene) ของ 
CMV เพื่อสรางพืชดัดแปลงพันธุกรรมใหตานทานตอเช้ือ CMV ดังท่ีแสดงในตารางที่ 1 (Morroni 
et al., 2008) 
 
การกระจายตัวของ transgene และการถายทอดความตานทานไวรัสของพืชดัดแปลงพันธุกรรมไป
ยังรุนลูก 
 
 พืชท่ีเพาะเล้ียงไดจากการถายยีนแตละคร้ังจะเปนพืชดัดแปลงพันธุกรรมหน่ึงสายพันธุ 
และจะตองไดรับการขยายพนัธุใหมีจํานวนมากพอที่จะทดสอบลักษณะทางพันธุกรรมที่ตองการให
เปล่ียนแปลงไป เชน ความตานทานโรค แมลง ความคงทนตอสภาพแวดลอม ในกรณีความ
ตานทานโรคหรือแมลง ยังไมควรทดสอบความตานทานดังกลาวกับพืชท่ีเพิ่งไดรับการชักนําใหเกิด
เปนตนพืช เนือ่งจากการไดรับฮอรโมนพืชในระหวางการเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อ พืชอาจเกิดความเครียด
และแสดงลักษณะท่ีไมไดมาจากพันธุกรรม (epigenetic effects) นอกจากนั้น การทดสอบความ
ตานทานโรคกบัพืชตนเดยีวหรือมีจํานวนนอย เม่ือพืชแสดงอาการไมตานทานตอไวรัสอาจทําให
การวเิคราะหผลการทดลองผิดพลาดได (Kaniewski and Lawson, 1997) 
 

วิธีการที่ใชคัดเลือกพืชดัดแปลงพันธุกรรมโดยท่ัวไปจะเปนการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนท่ีถายเขาสูพืช ลักษณะความตานทานโรคและแมลง ตลอดจนความทนทานตอ
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม นอกจากนี้จาํเปนจะตองมีการตรวจสอบยีน selectable marker หรือ 
screenable marker เพื่อประโยชนสําหรับวเิคราะหการแสดงออกของยีนและความสําเร็จในการถาย
ยีนเขาสูพืช (Kaniewski and Lawson, 1997) 
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ตารางท่ี 1  แสดงพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดรับการถายยีนเรพลิเคสของ CMV (ประกอบดวย 
    RNA1, RNA2 หรือท้ังคู) 

 
สายพันธุไวรัส 

(subgroup) ผูให 
พืชทดสอบ สายพันธุไวรัส

(subgroup) ท่ีใช
ทดสอบความ
ตานทาน 

Inoculum ระดับความ

ตานทาน (%)ก 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2aข 

ยาสูบ Fny (IA) Virions 500 μg/ml 
RNA 50 μg/ml 

0 ถึง 56 
64 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ 11 สายพันธุ (IA) นํ้าคั้นพืช 
Virions ≤ 500 μg/ml 
RNA 50 μg/mlค 

100 
100 
100 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ 3 สายพันธุ (IB) นํ้าคั้นพืช 
Virions 200 μg/ml 
RNA 200 μg/ml 

0 ถึง 100 
90 ถึง 100 

100 
Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ 4 สายพันธุ (II) นํ้าคั้นพืช 
Virions ≤ 100 μg/ml 

0 
0 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ PSV, TAVง นํ้าคั้นพืช 
 

0 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ K (IB) RNA 0 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ Fny (IA) RNA 100 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ F1K2F3จ RNA 0 ถึง 13 

Y (IA) RNA1 ยาสูบ Y (I) Virions ≤ 5 μg/ml 
RNA 0.5 μg/ml 
RNA 200 μg/ml 

0 
14 
0 

Y (IA) RNA2 ยาสูบ Y (I) Virions ≤ 5 μg/ml 
RNA 0.5 μg/ml 

0 
14 

   RNA 200 μg/ml 0 
Y (IA) RNAs 1 และ 2 ยาสูบ Y (I) Virions ≤ 5 μg/ml 

RNA 200 μg/ml 
0 ถึง 40 
0 ถึง 77 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
 

สายพันธุไวรัส 
(subgroup) ผูให 

พืชทดสอบ สายพันธุไวรัส
(subgroup) ท่ีใช
ทดสอบความ
ตานทาน 

Inoculum ระดับความ

ตานทาน (%)ก 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

มะเขือเทศ Fny (IA), K (IB) Virions ≤ 1 mg/ml, 
เพลี้ยออน 

100 
 

Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

มะเขือเทศ LS (II) Virions ≤ 1 mg/ml 
เพลี้ยออน 

7 ถึง 67 
27 ถึง 71 

Fny (IA) RNA1 ยาสูบ Fny (IA) Virions 500 μg/ml 50 
Fny (IA) RNA1 ยาสูบ F1F2M3ฉ นํ้าคั้นพืช 0 ถึง 100 
Fny (IA) RNA2 with 
truncated 2a 

ยาสูบ Fny (IA) นํ้าคั้นพืช,  
Virions 50 μg/ml 

ND 

Fny (IA) RNA2 with 
restored 2a 

ยาสูบ Fny (IA) นํ้าคั้นพืช,  
Virions 50 μg/ml 

ND 

Fny (IA) RNA2 with 
nontranslatable 2a 

ยาสูบ Fny (IA) นํ้าคั้นพืช,  
Virions 50 μg/ml 

ND 

     
 

ก เปอรเซ็นตของตนพืชท่ีไมถูกเช้ือไวรัสเขาทําลายตอจํานวนตนพืชท่ีไดรับการปลูกเช้ือท้ังหมด   
  ND คือ ไมมีขอมูล 
ข ขอมูลแสดงสายพันธุ 1-2 และ 1-8 ท่ีเปนสายพันธุตนแบบใหกับรุนหลัง (Anderson et al., 1992) 
ค บางสายพันธุปลูกเช้ือดวยน้าํค้ันพืช หรือ อนุภาคไวรัส หรือ RNA 
ง Peanut stunt virus และ Tomato aspermy virus 
จ Pseudorecombinant ท่ีประกอบดวย RNAs 1 และ 3 จาก Fny-CMV (I) และ RNA2 จาก  
  K-CMV (I) 
ฉ Pseudorecombinant ท่ีประกอบดวย RNAs 1 และ 2 จาก Fny-CMV (I) และ RNA3 จาก  
  M-CMV (II) 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Morroni et al. (2008) 
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 การวิเคราะหทางพันธุกรรม (genetic analysis) ของการถายทอด transgene และอัตราสวน
ของการกระจายตัว (segregation ratios) ของ transgene ท่ีสอดแทรกในจีโนมพืชของประชากรรุน
ลูกของพืชดัดแปลงพันธุกรรม ใชวิธีวิเคราะหทางสถิติแบบ chi-square analysis โดยนําเมล็ดจากตน
ท่ีไดรับการถายยีนรุนแรก (R0) ไปปลูกแลวเก็บเมล็ดรุนตอมา (R1) เพือ่นําไปวิเคราะหการกระจาย
ตัวของยีน อัตราสวนของการกระจายตัวของยีนในรุน R1 ท่ีมีอัตราสวนระหวางตนท่ีมี transgene 
ตอ ตนท่ีไมมี transgene เทากบั 3:1 ตามลักษณะการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของเมนเดล 
(Mendelian manner) จะถือวามีการสอดแทรกของยีนเขาสูโครโมโซมพืช 1 ตําแหนง ซ่ึงเปน
ลักษณะท่ีตองการ ตน R1 ท่ีผานการทดสอบแลว จะปลอยใหผสมตัวเองเพ่ือท่ีจะเกบ็เมล็ดในรุน R1 
แลวนํามาทดสอบการกระจายตัวอีกคร้ังหนึ่ง เพื่อคัดเลือกสายพันธุท่ีมยีีนท่ีเปนโฮโมไซกัส 
(homozygous) (Kaniewski and Lawson, 1997) 
 
 ลักษณะความเปนไปไดของการกระจายตัวของ transgene ในประชากรรุนลูกของพืช
ดัดแปลงพนัธุกรรมมีดังนี้คือ อัตราสวนของการกระจายตัวในประชากรรุนลูก ท่ีเกิดจากการผสม
ตัวเองและผสมกลับ ซ่ึงเปนผลมาจากการสอดแทรกของ transgene 1 ตําแหนง จะเทากับ 3:1 และ 
1:1 ตามลําดับ แตถาจากการสอดแทรกของ transgene ในจีโนมพืชมีมากกวา 1 ตําแหนง อัตราสวน
ของการกระจายตัวของยีนในประชากรรุนลูกท่ีเกิดจากการผสมตัวเอง และการผสมกลับของพืช
ดัดแปลงพนัธุกรรมจะแตกตางกันไป โดยถามีการสอดแทรกของยีน 2 ตําแหนง อัตราสวนของการ
กระจายตัวจะเทากับ 15:1 และ 3:1 หรือถามีการสอดแทรกของยีน 3 ตาํแหนง อัตราสวนของการ
กระจายตัวจะเทากับ 63:1 และ 7:1 หรือถามีการสอดแทรกของยีนถึง 4 ตําแหนง อัตราสวนของการ
กระจายตัวจะเทากับ 255:1 และ 15:1 ตามลําดับ (Topping and Lindsey, 1997) ดังท่ีแสดงในตาราง
ท่ี 2 (Ellis, 1993) 
 
 Meixner et al. (1995, 1996) ศึกษาการแสดงออกและความเสถียรของการถายทอดยีนในถ่ัว 
Vicia narbonensis โดยการถายยีน pGV3850 Hygro ซ่ึงมียีนตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 
(hygromycin) และยนีท่ีเกีย่วของกับการสังเคราะหโนปาลีน (nopaline) เขาสูพืชโดยใชอะโกร
แบคทีเรียสายพันธุ C58 C1 นําตนออนท่ีไดจากการถายยนีจํานวน 3 ตนมาตรวจสอบการกระจายตัว
ของยีนในบริเวณ T-DNA โดยเทคนิค Southern blot hybridization พบวามีการสอดแทรกของยีน
เขาสูโครโมโซมถ่ัวเพียง 1 ตําแหนง จากนั้นนําตนออนไปทาบสวนบนของตนถ่ัวปกติเพื่อใหไดปน
ตนท่ีสมบูรณ แตละตนใหมกีารผสมตัวเองแลวเก็บเมล็ดนําไปปลูกในเรือนกระจก (greenhouse) 
ประชากรรุนลูกรุนท่ี 1 (R1) นําไปทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน โดยนําสวน
ของใบไปเพาะเล้ียงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน และทดสอบ nopaline assay พบวามี
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อัตราสวนของการกระจายตัวของยีนเทากบั 3:1 จากนัน้ตรวจดกูารคงอยูและการถายทอดยนีท้ัง 2 
ชนิดไปยังประชากรรุนลูกจนถึงรุนท่ี 4 (R4) พบวาในประชากรรุนลูกตัง้แตรุนท่ี 2 (R2) เปนตนไปมี
การกระจายตัวของยีนเปนท้ังแบบ homozygous และ hemizygous สรุปวาการคงอยูและการกระจาย
ตัวของยีนไปสูประชากรรุนลูกเปนไปตามกฏของเมนเดล อยางไรก็ตาม ยังมีประชากรรุนลูก
บางสวนท่ีไมมีการคงตัวของยีนและมีกระจายตัวของยีนไมเปนไปตามกฎของเมนเดล ซ่ึงมักพบ
ลักษณะเชนนีใ้นประชากรรุนลูกท่ีมีการกระจายตัวเปนแบบ hemizygous 
 
ตารางท่ี 2  อัตราสวนของการกระจายตัวของ transgene ท่ีมีการสอดแทรกของยีน 1 ถึง 4 ตําแหนง 

 
อัตราสวนของการกระจายตัวของยีน 

จํานวนการสอดแทรกของยนี 
ผสมขาม ผสมตัวเอง 

1 1:1 3:1 
2 3:1 15:1 
3 7:1 63:1 
4 15:1 255:1 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Ellis (1993) 
 
 Piamjit (2000) ศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไปยังรุนลูก ในมะเขือเทศสีดา
ดัดแปลงพนัธุกรรมจํานวน 4 สายพันธุ ประกอบดวย B17, B18, B20 และ E10 และมะเขือเทศ 
TN#3 ดัดแปลงพันธุกรรมจํานวน 2 สายพันธุ ประกอบดวย TN#3-1 และ TN#3-2 ท่ีไดรับการถาย
ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสใบหงิกเหลืองมะเขือเทศ (ยีน TYLCV-CP) ของเช้ือไวรัส TYLCV 
และยนีตานยาปฏิชีวนะ Kanamysin (ยีน nptII) เขาสูพืชโดยอะโกรแบคทีเรีย นําท้ัง 6 สายพันธุมา
วิเคราะหความตานทานตอยาปฏิชีวนะ Kanamysin ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือทดสอบ
การกระจายตัวของยีน nptII ดวยเทคนิค Kanamysin resistance assay พบวายนี nptII มีการถายทอด
และการกระจายตัวเปนไปตามกฎของเมนเดลในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 ในสายพันธุ 
TN#3-1 และ TN#3-2 แตไมถายทอดในสายพันธุ B17, B18, B20 และ E10 เม่ือนําสายพันธุ B17, 
B18, B20 และ E10 มาตรวจสอบยีน TYLCV-CP ดวยเทคนิค PCR แสดงใหเห็นวายนี TYLCV-CP 
มีการถายทอดในทุกสายพันธุ มีสายพันธุ B17, B18 และ E10 ท่ีมีการกระจายตัวของยีนใน
อัตราสวน 3:1 เปนไปตามกฎของเมนเดล และสายพนัธุ B20 มีอัตราสวนของการกระจายตัวของยนี
ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล คือ <3:1 การท่ียีน TYLCV-CP ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน 
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R1 มีการกระจายตัวในอัตราสวนเทากับ 3:1 แสดงวามีการสอดแทรกของยีนเขาสูโครโมโซมพืช 1 
ตําแหนง 
 
 สุภาภรณ (2544) ศึกษาและคัดเลือกพริกบางชาง (C. annuum L.), CA 365 ดัดแปลง
พันธุกรรมที่ไดรับการถายยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสเสนใบดางประของพริก (ยนี CVbMV-
CP) ของเช้ือไวรัส CVbMV สายพันธุกําแพงแสน ดวยเชื้ออะโกรแบคทีเรีย พริกบางชางดัดแปลง
พันธุกรรมรุน R1 ท่ีเก็บเมล็ดจากพริกดัดแปลงพันธุกรรมรุน R0 ท่ีผานการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน CP ท้ังหมด 20 สายพันธุ มาปลูกเช้ือไวรัส CVbMV ดวยวิธีกล เพื่อทดสอบความตานทาน 
พบวามีพริกดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1 จํานวน 497 ตน จากท้ังหมด 1,992 ตน ท่ีตานทานตอเช้ือ

ไวรัส เม่ือนํามาวิเคราะหการถายทอดลักษณะความตานทานโดยวิธี chi-square test (χ2-test) พบวา
มีเพียง 9 สายพันธุท่ีมีลักษณะความตานทานโรคเปนอัตราสวน 3:1  ตามกฎของเมนเดล และไมพบ
พริกบางชางดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1 ใดท่ีมีอัตราสวนดังกลาวเปน 15:1 ทําการคัดเลือกพริกบาง
ชางดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 สายพันธุ #161 มาศึกษาความตานทานตอในรุน R2 เชนเดียวกับใน
รุน R1 พบวามีอัตราสวนตนตานทานโรคในสัดสวนแตกตางกัน รวมทัง้พบวา R2 สายพันธุ #161-
1/5-3, 161-1/13-3, 161-1/13-4, 161-1/13-5 และ 161-1/14-3  มีอัตราสวนตนตานทานโรค 30:0 
หรือ 100 เปอรเซ็นต 
 

Boogaart et al. (2001) พัฒนาตนยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีความตานทานตอเช้ือ Pea 
early browning virus (PEBV) โดยถายยีนเรพลิเคส (replicase gene) บริเวณนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ี 
4,013-5,425 ท่ีสามารถแปลรหัสใหโปรตีนขนาด 54 kDa ของเช้ือไวรัส PEBV เขาไปในตนยาสูบ 
ไดยาสูบดดัแปลงพันธุกรรมที่มีจํานวนชุดยีนหลายชุดในโครโมโซมพืชซ่ึงสามารถแบงออกไดเปน 
2 loci คือ loci A และ B เม่ือตรวจสอบยีนเรพลิเคส ทดสอบความตานทานตอเช้ือ PEBV และ
ตรวจสอบการแปลรหัส (transcript) ของยนีเรพลิเคส พบวายนีเรพลิเคสท่ีอยูบน loci B จําเปนใน
การชักนําใหเกิดความตานทานใหกับพืช โดยความตานทานท่ีเกดิข้ึนมีความสัมพนัธตรงกันขามกับ
ปริมาณ RNA หลังจากปลูกเช้ือโดยใช recombinant Potato virus X ท่ีแปลรหัสใหโปรตีนขนาด 54 
kDa ของ PEBV ทําใหทราบวาความตานทานท่ีเกิดข้ึนเปนแบบ post-transcriptional gene silencing 
และเม่ือทดสอบความตานทานไปยังรุนลูก พบวามีความตานทานสูงมากในรุน R2 และ R3 แตความ
ตานทานกลับหายไปในรุน R4 และ R5  แสดงใหเห็นวาความตานทานที่ไดไมคงทนในพืชดดัแปลง
พันธุกรรมรุนหลัง 
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Nunome et al. (2002) ทําการถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณท่ีอยูบน RNA-2 ของเช้ือไวรัส 
CMV สายพันธุ GT ท่ีอยูใน Subgroup II เขาสูมะเขือเทศสายพันธุ Shugyoku โดยการใชเช้ืออะโกร
แบคทีเรียสายพันธุ LBA4404 ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณจะไมมีสวน GDD amino acid motif และ 
NTP binding motif ท่ีดาน C-terminal ซ่ึง motif นี้เกี่ยวของกับการตอบสนองตอการกระตุนและ
เปนท่ีจดจําของเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ไดมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม
ท้ังหมด 137 สายพันธุ  แตละสายพันธุนํามาประเมินความตานทานตอเช้ือ CMV สายพันธุ Ta-8 ท่ี
อยูใน Subgroup II เชนเดียวกับสายพันธุ GT พบวามี 15 สายพันธุใน 137 สายพันธุ หรือประมาณ 
10 เปอรเซ็นต ของตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่มีความตานทานสูง และอีก 90 เปอรเซ็นต มี
ความตานทานปานกลางหรือออนแอตอเช้ือ CMV นําตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีมีความ
ตานทานสูง 15 สายพันธุ มาตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสโดยการปลูกเช้ือลงบนตน Chenopodium 
amaranticolor พบวามีเพยีง 3 สายพันธุท่ีไมแสดงการสะสมของเช้ือ CMV ท้ังจากใบท่ีไดรับและ
ไมไดรับการปลูกเช้ือ คัดเลือก 6 สายพันธุมาวิเคราะหการถายทอด transgene และลักษณะความ

ตานทานตอเช้ือ CMV ในรุน T1 ดวยวิธี χ2-test พบวามี 4 สายพันธุท่ีมีการกระจายตัวของ 
transgene ในอัตราสวน 3:1 ตามทฤษฎีของเมนเดล ดังนัน้มีการสอดแทรกของ transgene 1 
ตําแหนง ในขณะท่ีอีก 2 สายพันธุ มีการกระจายตัวของ transgene ในอัตราสวนท่ีตางออกไป อัน
เกิดจากการสอดแทรกของ transgene มากกวา 1 ตําแหนงในโครโมโซมมะเขือเทศ สวนลักษณะ
ความตานทานตอเช้ือ CMV พบวามี 4 สายพันธุใน 9 สายพันธุ ท่ีมีอัตราสวนของลักษณะความ
ตานทานเปนไปตามคาคาดหมายคือ 3:1 จากผลการทดลองสามารถสรางมะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมใหตานทานตอเช้ือ CMV สายพันธุ Ta-8 โดยที่ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณสามารถคงอยู
และถายทอดไปสูรุนลูกได 
 

Liu et al. (2003) ทําการถายยีน nucleocapsid gene ของเช้ือ Tomato spotted wilt virus 
(TSWV) isolate Hawaiian L เขาไปในตนยาสูบโดยอะโกรแบคทีเรียสายพันธุ LBA4404 ซ่ึง
ชิ้นสวนใบท่ีใชในการถายยนีจะมีโครโมโซมแบบ haploid จากนัน้นําแคลลัสท่ีไดจากคัดเลือกบน
อาหารที่มียาปฏิชีวนะ Kanamysin เขมขน 100 mg/l มาชักนําใหเปนตนยาสูบรุน R0 เพื่อทดสอบ
ความตานทานตอเช้ือ TSWV isolate Hawaiian L นําตนยาสูบรุน R0 ท่ีแสดงความตานทานสูงมาทํา
การเพิ่มปริมาณโครโมโซมเปน 2 เทา ไดเปนตนยาสูบดดัแปลงพันธุกรรมรุนR0 ท่ีมีโครโมโซม
แบบ  Doubled-haploid (DH- R0) จากนัน้นํามาทดสอบความตานทานตอเช้ือไวรัสและคัดเลือกตน
ท่ีมีความตานทานสูงมาปลูกใหเจริญเติบโตเพื่อใหยาสูบมีการผสมตัวเองไดเมล็ดรุน R1 นําตนยาสูบ
รุน R1 ของแตละสายพันธุมาอยางละ 6 ตน มาทดสอบความตานทานตอ isolate Hawaiian L และ 
isolate อ่ืนท่ีมีความสามารถในการกอโรครุนแรงอีก 4 isolate พบวามีหลายสายพันธุท่ีแสดงระดบั
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ความตานทานสูงมากและไมแสดงอาการหลังการปลูกเช้ือ และมีการสะสม RNA และโปรตีนใน
ระดับตํ่า ในสายพันธุท่ีแสดงระดับความตานทานสูง พบวามีความตานทานสูงตอเช้ือ TSWV อีก
หลาย isolate สวนสายพันธุท่ีแสดงระดับความตานทานตอเช้ือ TSWV isolate Hawaiian L                
ปานกลาง จะออนแอตอ TSWV isolate อ่ืน ๆ  เม่ือนําสายพันธุท่ีตานทานสูงมาทดสอบในรุนลูก
โดยการผสมตัวเอง พบวายาสูบดัดแปลงพนัธุกรรมรุนแรกท่ีผานการคัดเลือกความตานทานตอเช้ือ 
TSWV เม่ือนํามาผสมตัวเองหลายๆ รุน เพือ่พัฒนาสายพนัธุตานทาน จะไดท้ังสายพนัธุท่ีมีความ
เสถียรของความตานทานไปถึงรุน R9 ในขณะท่ีอีกหลายสายพันธุการแสดงออกของความตานทาน
ลดลงตั้งแตรุน R2 แสดงวาความตานทานที่ไดไมมีความเสถียร  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 
 
 มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1 ท่ีใชทดลอง เปนเมล็ดมะเขือเทศสีดาทิพย 3 ท่ีไดรับ
ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือ CMV ท้ังหมด 5 สายพันธุ คือ L-1 L-6-3 L-13 L-25 และ L-29-3 
ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาโรคพชื คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน (วรพงศ, 2547) มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดเกดิจากการนําพลาสมิด
สายผสม pCMV N/B-23 ขนาด 13.8 กิโลเบส ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Dr. M. Zaitlin, 
Cornell University, U.S.A. ท่ีประกอบดวยพลาสมิด pROK2 ซ่ึงเปน plant vector ขนาดประมาณ 
10 กิโลเบส และ cDNA ของยีนเรพลิเคส (replicase gene) ของ CMV ขนาด 2,962 คูเบส cDNA 
ของยีนดังกลาวไดจากการนาํ cDNA ของ RNA-2 หรือยนีเรพลิเคสท่ีสมบูรณขนาด 3,050 คูเบส มา
ยอยนวิคลีโอไทดออก 94 คูเบส จากตําแหนงท่ี 1,857 ถึง 1,950 และเพิม่ start codon (AUG) บริเวณ 
นิวคลีโอไทดท่ี -4 ดานปลาย 5’ ของยีนเรพลิเคสท่ีสมบูรณ ทําใหไดยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ หรือ 
defective replicase gene ตัดดีเอ็นเอสวนนีด้วยเอนไซมตดัจําเพาะ BamH1 และเช่ือมตอเขาไปใน 
พลาสมิด pROK2 plant vector ตรงบริเวณที่ขนาบขางดวย CaMV 35S promoter และ nopaline 
synthase terminator (nos terminator) ยีนคัดเลือก (selectable marker) บนพลาสมิด pCMV N/B-23 
คือยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) ควบคุมการทํางานโดยใช CaMV 35S promoter และ 
nos terminator (ภาพท่ี 1) มาบรรจุเขาสูอะโกรแบคทีเรียสายพันธุ AgL1 โดยวิธี electroporation 
แลวนําอะโกรแบคทีเรียท่ีไดมาเพิ่มปริมาณเพื่อถายยีนเขาสูมะเขือเทศสีดาทิพย 3 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  แผนที่พลาสมิดสายผสม pCMV N/B-23 ขนาด 13.8 กิโลเบส ท่ีใชสําหรับถายยีนเรพลิเคส 

 ท่ีไมสมบูรณของ CMV ใหกับมะเขือเทศ แสดงโครงสรางของ Chimeric construct ของ 
 ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณใน plant vector pROK2 
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2. การเตรียมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2- R3 
 
 มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R2 เตรียมจากการคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม
รุน R1 ท่ีมีความตานทานตอเชื้อ CMV และตรวจพบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณสอดแทรกอยูบน
โครโมโซม นํามาปลูกใหเจริญเติบโตในโรงเรือนปลูกพืชทดลองแบบระเหยนํ้า (evaporative 
greenhouse) ท่ีควบคุมอุณหภูมิระหวาง 26-28 องศาเซลเซียส ปลอยใหมะเขือเทศรุน R1 มีการผสม
ตัวเอง แลวเกบ็ผลมะเขือเทศท่ีสุกแดงท้ังหมดใน 1 ตน เม่ือตนมะเขือเทศมีอายุ 70 วนัหลังจากการ
ปลูกเช้ือ ใชมีดผาผลมะเขือเทศแยกเมล็ดออกมาใสในถุงพลาสติกหมักเมล็ดไว 1 คืน จากนั้นนํา
เมล็ดท่ีหมักไวไปลางน้ําผานตะแกรงขนาดเล็กจนไมมีเนือ้ติดอยูกับเมล็ด นําเมล็ดมาผ่ึงลมใหแหง
ประมาณ 3-5 วัน  เม่ือเมล็ดแหงดแีลวนํามาใสในถุงพลาสติกเก็บไวในตูเยน็อุณหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส นําเมล็ดท่ีไดจากผลมะเขือเทศท้ังหมดใน 1 สายพันธุมารวมกันเปนประชากรของ           
มะเขือเทศสายพันธุนั้นๆ  นําเมล็ดแหงจากแตละสายพันธุมาเพาะในดนิผสมอบฆาเช้ือท่ี
ประกอบดวย ดินรวน 1 สวน ผสมทราย 1 สวน และข้ีเถาแกลบ 1 สวน โดยเพาะเมล็ด 100 เมล็ด
จาก 1 สายพันธุ ในกระบะเพาะกลาหลุมละ 1 เมล็ด เม่ือตนกลาอายุ 2 สัปดาห จึงนาํมาทดสอบ
ความตานทานตอเช้ือ CMV และวเิคราะหคุณสมบัติอ่ืนๆ เตรียมตนกลาเพื่อทําการตรวจสอบและ
คัดเลือกในลักษณะเดียวกันนี้ในมะเขือเทศรุน R2 และ R3 
 
3. การปลูกเชื้อ CMV ใหกับมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1- R3 เพื่อทดสอบความตานไวรัส 
 
 CMV สายพันธุ 30RS ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน และโพลีโคนอลแอนติบอดี้ตอเช้ือไวรัสไดรับ
ความอนุเคราะหจาก ผศ. ดร. รัชนี ฮงประยูร ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
 
 เตรียมน้ําค้ันสําหรับปลูกเช้ือโดยใชใบมะเขือเทศท่ีไดรับเช้ือ CMV เปนแหลงไวรัส บดใบ
มะเขือเทศ 1 กรัม กับ 0.1 M phosphate buffer pH, 7.0 ท่ีเติม 0.2% mercaptoethanol กรองแยก
เฉพาะสวนน้ําค้ัน จากนัน้ผสมผงซีไลท (celite) อัตรา 1% กวนใหเขากนั ทาน้ําค้ันลงบนใบของ
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีมีอายุ 2 สัปดาห หลังจากปลูกเช้ือแลว 10 วัน ยายตนกลาจาก
กระบะเพาะเมล็ดลงปลูกในกระถางขนาด 6 นิ้ว ปลูกพืชกระถางละ 1 ตน เก็บตนพืชท่ีปลูกเช้ือแลว
ในโรงเรือนปลูกพืชทดลองแบบระเหยน้ํา (evaporative greenhouse) 
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4. การตรวจหาปริมาณเชื้อไวรัส CMV ในใบพืชดัดแปลงพันธุกรรมภายหลังการปลูกเชื้อดวย
เทคนิค ELISA 
 
 เก็บตัวอยางใบพืชภายหลังการปลูกเช้ือ 20 วัน มาตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในใบ
พืชดวยเทคนคิ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) ดัดแปลงจากวิธีการท่ีรายงานโดย 
Clark และ Adam (1977) เตรียม sample extraction buffer ซ่ึงประกอบดวย coating buffer 
(ภาคผนวก ข) ท่ีเติม 0.2% Na.DIECA บดใบยาสูบใน sample extraction buffer อัตราสวน 1:2 ของ
น้ําหนกัตอปริมาตร ใสน้ําค้ันพืชท่ีไดลงในแตละหลุมของ microwell plate ในปริมาตร 50 
ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1.30 ชั่วโมง เทน้ําค้ันออกแลวลางหลุมดวย 
PBST (ภาคผนวก ข) 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที จากน้ันเติม anti-CMV PAb ท่ีเจือจางใน blocking buffer 
(ภาคผนวก ข) อัตราสวน 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง ลางดวย PBST 3 
คร้ัง ใสแอนติบอดี้ชนิดท่ี 2 คือ goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase ท่ีเจือจาง
ใน PBS (ภาคผนวก ข) ในอัตราสวน 1:10,000 หลุมละ 50ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1.30 ชั่วโมง เทแอนติซีรัมออกแลวลางดวย PBST 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที เตรียม 
substrate solution ทันทีกอนใช โดยละลาย p-nitrophenyl phosphate เขมขน 1 มก./มล. ใน 
substrate buffer (ภาคผนวก ข) ใสในหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 3 N NaOH ปริมาตร 50ไมโครลิตร นําไปอานคาการดดูกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร (O.D.405)  
 
5. การสกัดดีเอ็นเอจากโครโมโซมของมะเขือเทศ (genomic DNA)  
 
 สกัด genomic DNA (chromosomal DNA) จากใบมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ไดรับ
การถายยีน และจากตนปกติท่ีไมไดรับการถายยีน ตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Fulton et al. (1995) 
เตรียม extraction buffer โดยผสม CTAB extraction buffer (2% CTAB, 1M Tris-HCl pH 8.0, 0.5M 
EDTA pH 8.0, 5M NaCl) กบั 0.8% Na2SO3  ตัดใบยอดของมะเขือเทศมา 1-2 ใบ ชัง่น้ําหนกั
ประมาณ 50-100 มก. ใสในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มล. ใส extraction buffer ปริมาตร 350 
ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองและบดใบพืชใหละเอียดมากท่ีสุด เติม extraction buffer อีก 400 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) จนครบ 1.5 มล. ผสมใหเขากนั
โดยพลิกหลอดกลับหวั-ทายประมาณ 200 คร้ัง แลวหมุนเหวีย่งท่ี 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 
นาที ดูดสวนใสช้ันบน (ประมาณ 400 ไมโครลิตร) ใสหลอดใหม เติม isopropanol ท่ีเย็นจดั
ปริมาตร 1 เทาของสวนใสท่ีได ผสมโดยพลิกหลอดกลับหัว-ทายจนกวาดีเอ็นเอจะตกตะกอนให
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เห็น หมุนเหวีย่งท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวเท isopropanol ออก ลางตะกอน                     
ดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยหมุนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
2 นาที เท 70% ethanol ออก ทําตะกอนดเีอ็นเอใหแหง และละลายดีเอ็นเอดวยน้ํากล่ันปริมาตร 30 
ไมโครลิตร เกบ็ดีเอ็นเอไวไดนานท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 
6. การตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมพืชดวยเทคนคิ PCR (Polymerase chain 
reaction) 
 
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากมะเขือเทศในขอท่ี 5. มาเปนตนแบบ (template) ในปฏิกิริยา PCR 
โดยใชไพรเมอรท่ีเฉพาะเจาะจงกับยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของพลาสมิด pCMV N/B-23                
(Carr et al., 1994) คือ RepCMV-F (5'-TATCGGATCCATGGCTTTCCCTGCCC-3') และ 
RepCMV-R (5'-ACGAGGATCCTCAGACTGGGTAAC-3') สวนผสมของปฏิกิริยา PCR 100 
ไมโครลิตร ประกอบดวย 10x PCR buffer (500mM KCl, 100mM Tris-HCl pH 9.0, 15mM MgCl2, 
1% Triton X-100) 10 ไมโครลิตร, MgCl2 0.5 มิลลิโมลาร, dNTP 0.8 มิลลิโมลาร, RepCMV-F 
primer และ RepCMV-R primer อยางละ 0.3 ไมโครโมลาร และ Taq DNA polymerase 2.5 Units 
เติมดีเอ็นเอตนแบบปริมาณ 100 นาโนกรัม ทําปฏิกิริยา PCR จํานวน 30 รอบ อุณหภูมิท่ีใชสําหรับ 
denature, annealing และ extension คือ 94, 60 และ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลาข้ันตอนละ 1, 1 และ 
2 นาที ตามลําดับ เม่ือปฏิกิริยา PCR ส้ินสุดลง นําดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดมาวิเคราะหขนาดดวย 
0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE buffer ยอมเจลดวย ethidium bromide และตรวจดู
ขนาดดีเอ็นเอดวยแสงอุลตราไวโอเลต 
 
7. การตรวจหายีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมพชืดวยเทคนิค Genomic Southern 
hybridization 
 
 นํา genomic DNA จากมะเขือเทศท่ีเตรียมไดจากขอ 5. มายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI ซ่ึงจะยอยลําดับเบสภายในของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และบริเวณปลายดาน 3’ ของ nos 
terminator ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส (ภาพท่ี 1) โดยปฏิกิริยายอยดีเอ็นเอของ
มะเขือเทศดวยเอนไซมตัดจาํเพาะประกอบดวย genomic DNA 5-10 ไมโครกรัม 10x EcoRI buffer 
2 ไมโครลิตร เอนไซม EcoRI 20 units  และเติมน้ําใหไดปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภมิู 
37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชั่วโมง แยกขนาดดีเอ็นเอดวย 0.8% agarose gel ใน 0.5x TBE buffer 
ใชความตางศักย 50 โวลท ยอมเจลดวย ethidium bromide และตรวจดดูีเอ็นเอทีย่อยแลวดวยแสง 
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อุลตราไวโอเลต ตรวจสอบยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณท่ีไดจากการยอยดเีอ็นเอดวยเทคนิค Southern 
hybridization โดยแชแผนเจลในสารละลาย 0.25M HCl เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอให
เปนสายเด่ียว ปรับดีเอ็นเอสูสภาพเปนกลางโดยแชในสารละลาย 0.4N NaOH เปนเวลา 20 นาที ยาย
ดีเอ็นเอจากเจลไปสูแผนไนลอนโดยใชสารละลาย 0.4N NaOH เปนบัฟเฟอรสําหรับการเคล่ือนยาย
ดีเอ็นเอเปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง จากนัน้ แยกแผนไนลอนมาลางดวยสารละลาย 2x SSC เปนเวลา 10 
นาที แลวผ่ึงพอหมาดบนกระดาษกรอง นาํแผนไนลอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอไวกับแผนไนลอน แลวนําไปทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชันกับ replicase 
gene probe ท่ีติดฉลากโดยใช PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) นําตัวตรวจมาทําปฏิกิริยา
ไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอจากโครโมโซมท่ีเตรียมไวบนแผนไนลอน ตรวจผลไฮบริไดเซชันดวย
เทคนิค chemiluminescence detection โดยใชสับสเตรท CDP starTM (Boehringer Mannheim) ตาม
วิธีท่ีระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 
8. การประเมินความตานทานตอเชื้อ CMV 
 
 การประเมินความตานทานตอไวรัสทําภายหลังการปลูกเช้ือ CMV 20 วนั โดยการสังเกต
อาการบนใบพชื มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีไมตานทานตอไวรัสจะแสดงอาการใบดาง ลดรูป
และบิดเบ้ียวจนถึงมีลักษณะเปนเสนเรียวยาว ลําตนแคระแกร็น เชนเดยีวกับในมะเขือเทศปกติท่ี
เปนโรค ตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่ตานทานโรค จะไมแสดงอาการดังกลาวเชนเดียวกับใน
มะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ CMV ยืนยนัผลโดยการตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัส CMV ดวย
เทคนิค ELISA โดยกําหนดคาการดูดกลืนแสงท่ีเปนบวกคือ คา O.D.405 ท่ีมากกวาคาท่ีอานไดจาก
พืชปกติ (negative control) 2 เทา (Jianxiang and Zhou, 2004) ทําการตรวจสอบซํ้าอีกคร้ังเม่ือ
มะเขือเทศมีอายุ 40 วันภายหลังการปลูกเช้ือ 
 
9. การวิเคราะหการกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และการถายทอดลักษณะความ
ตานทานโรคในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 
 

 ทดสอบทางสถิติโดยวิธี chi-square test (χ2-test) ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 
ถึง R3 โดยต้ังคาการกระจายตัวตามทฤษฏี Mendalian manner กลาวคือ ถามียีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณสอดแทรกเขาสูโครโมโซมของมะเขือเทศเพยีง 1 ตําแหนง จะมีอัตราสวนเปน 3:1 ซ่ึงคา 

χ2-test สามารถคํานวณไดจากสมการ 
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   χ2  = [(O-E)-1/2]2 
        E 
 
เม่ือ O = คาสังเกต (observed number) 
       E = คาคาดหมาย (expected number) 

 
โดยมีอัตราความเปนอิสระของเหตุการณ (degree of freedom, df) = n-1 เม่ือ n คือจํานวน

เหตุการณ 
 
10. การเก็บเก่ียวผลผลิตมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 
 
 ทําการเก็บเกี่ยวผลผลิตมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมทุกสายพันธุพรอมกันท้ังหมด เม่ือ
มะเขือเทศมีอายุ 70 วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV โดยเก็บเกี่ยวผลผลิตท่ีไดท้ังหมด แลวนํา
ผลผลิตท่ีไดมาบันทึกจํานวนผลผลิตและนํ้าหนกัท่ีไดตอตน 
 
11. การเก็บเมล็ดพันธุมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม 
 
 เก็บเมล็ดพันธุโดยเก็บเกี่ยวผลท่ีสุกแดงมาผาตามขวางแลวบีบเอาเมล็ดออก มาหมักท้ิงไว
ในถุงพลาสติกนาน 1-2 วัน หลังจากนัน้นาํไปลางน้ําใหสะอาด เพื่อใหเนื้อท่ีติดอยูกับเมล็ดหลุด
ออกไป นําเมล็ดท่ีไดไปผ่ึงลมใหแหง 3-5 วัน เม่ือเมล็ดแหงสนิทดแีลวนํามาบรรจุในถุงพลาสติกท่ี
ปดสนิท แลวนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (กรุง, 2543) 
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ผลและวิจารณ 
 

1. ความตานทานไวรัส CMV ของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณ รุน R1 ถึง R3 

 

 1.1 ความตานทานของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 
 
 จากข้ันตอนการคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 ในภาพท่ี 2 พบวา
ลักษณะอาการท่ีเกิดจากการปลูกเช้ือไวรัส CMV สายพันธุ 30RS บนมะเขือเทศปกติและมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมที่ออนแอตอโรค เร่ิมปรากฏใหเหน็ภายใน 10 วัน ในระยะแรกจะแสดงอาการ
ดางและลดรูปของใบยอด ตอมาใบยอยจะแสดงอาการลดรูป บิดเบ้ียว (ภาพท่ี 3) จนถึงมีลักษณะ
เปนเสนเรียวยาว คลายใบเฟรน (fern leaf) หรือเชือกผูกรองเทา (shoe string) การเจริญเติบโตของ
ลําตนลดลง แคระแกร็นทําใหลักษณะของตนเปนพุมเต้ีย ตนท่ีแสดงอาการของโรคยังคงออกดอก 
แตดอกท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะไมสมบูรณชอดอกมีขนาดเล็ก กลีบดอกท่ีเปนโรคลดขนาดกวากลีบดอก
ปกติมาก ในขณะท่ีมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอเช้ือไวรัส จะไมแสดงอาการของ
โรค และมีการเจริญเติบโตเชนเดียวกับตนมะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (ภาพท่ี 4) มะเขือ
เทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 ท่ีนํามาทดสอบจํานวน 5 สายพันธุ พบวามี 2 สายพันธุ คือ L-25 และ 
L-29-3 ท่ีจํานวนตนมะเขือเทศท้ังหมดแสดงอาการโรครุนแรงเหมือนตนปกติท่ีไดรับเช้ือไวรัส 
อยางไรก็ตามมี 3 สายพันธุ คือ L-1, L-6-3 และ L-13 ท่ีมีจํานวนตนมะเขือเทศท่ีไมแสดงอาการของ
โรค มีลักษณะเหมือนตนปกติท่ีไมไดปลูกเช้ือไวรัส (ภาพท่ี 5) เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA 
พบวาไมมกีารสะสมของเช้ือไวรัส CMV (ตารางผนวกท่ี 1-2ก) หลังการปลูกเช้ือเชนกัน แสดงวา
ตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมดังกลาวมีความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV 

 
เม่ือตรวจสอบจํานวนตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานและออนแอตอโรค 

ดวยลักษณะอาการของโรคควบคูไปกับเทคนิค ELISA เม่ือมะเขือเทศมีอายุครบ 20 วัน ภายหลัง
การปลูกเช้ือไวรัส CMV นําผลการตรวจสอบท้ังหมดท่ีไดมาคิดเปนเปอรเซ็นตตนมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอการเขาทําลายของเช้ือไวรัส CMV ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 3 พบวา 
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีแสดงความตานทานดีท่ีสุด คือ สายพันธุ L-13 L-1 และL-6-3 มี
เปอรเซ็นตความตานทานเฉลี่ย 46.57% 46.41% และ 30.34% ตามลําดบั ในขณะท่ีสายพันธุ L-25 
และ L-29-3 มีเปอรเซ็นตความตานทานเฉลี่ย 0.00% และ 0.55% ตามลําดับ และมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรมตนใดในแตละสายพันธุ ท่ีแสดงความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV พบวายงัคงความ
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ตานทานไปจนส้ินสุดการทดลองคือ ไมพบลักษณะอาการของโรคท่ีพัฒนาข้ึนมาภายหลังจนมะเขือ
เทศดัดแปลงพนัธุกรรมมีอาย ุ70 วัน ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV 

 
ภาพท่ี 2  ข้ันตอนการคัดเลือกมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV รุน R1  

นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ีจะนําไปเพาะใน
กระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 
สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนาข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบัการ
ตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA และตรวจสอบความสามารถในการ
ถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ Southern blot สุดทายคัดเลือกตนมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมที่แสดงความตานทานตอโรคและปลอยใหผสมตัวเอง เพื่อเก็บเมล็ดมา
ทดสอบความตานทานและความคงตัวของยีนตอในรุนถัดไป 

 
ลักษณะความตานทานท่ีมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมแสดงออก เปนลักษณะความ

ตานทานท่ีเทียบไดกับ immunity คือ ตรวจไมพบอาการของโรคและปริมาณของเช้ือไวรัส ในขณะ
ท่ีตนมะเขือเทศปกติและตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีออนแอตอโรค จะแสดงอาการของโรค
อยางรุนแรงภายใน 20 วัน หลังการปลูกเช้ือ และตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในปริมาณท่ีสูง 
การที่เช้ือไวรัสไมสามารถเพิ่มปริมาณภายในตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรคได 
เปนกลไกความตานทานแบบการใชยนี replicase เปนส่ือกลาง หรือท่ีเรียกวา Replicase-mediated 
resistance (Morroni et al.,2008) เกิดจากยนี replicase ไปยับยั้งการเพิม่ปริมาณของเชื้อไวรัส ใน
ระดับ RNA และโปรตีน (Anderson et al., 1992; Wintermantel and Zaitlin, 2000; Morroni et al., 
2008) แตลักษณะความตานทานท่ีแสดงออกของพืชดัดแปลงพันธุกรรม บางคร้ังพบวาไมตานทาน
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อยางสมบูรณเสมอไป มีรายงานวามะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอเช้ือไวรัส TSWV 
แสดงลักษณะความตานทานแบบตานทานโดยสมบูรณ และแบบแสดงอาการแผลจุด (local lesion) 
เฉพาะใบท่ีไดรับการปลูกเช้ือ แตไมแสดงอาการของโรคท่ัวท้ังตนเหมือนกับตนมะเขือเทศปกติ
และมะเขือทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ออนแอตอโรค (Liu et al., 2003)  
 

ตารางท่ี 3  เปอรเซ็นตตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตานทานตอโรค และคา χ2-test ของการ 
    กระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ท่ีไดจากการตรวจสอบความตานทานโรคของ 
    ตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 

 
Viral resistance 

Line Replication 
R/Sa Total % Resistant Average χ2 (3:1)b 

SD3 1 0/95 95 0.00 - 
 2 0/100 100 0.00 

0.00 
- 

L-25 1 0/90 90 0.00 270.00 
 2 0/100 100 0.00 

0.00 
300.00 

L-13 1 26/57 83 31.33 84.44 
 2 55/34 89 61.80 

46.57 
8.27 

L-29-3 1 1/90 91 1.10 265.05 
 2 0/100 100 0.00 

0.55 
300.00 

L-1 1 32/48 80 40.00 52.27 
 2 47/42 89 52.81 

46.41 
23.37 

L-6-3 1 9/71 80 11.25 173.40 
 2 35/50 85 49.42 

30.34 
51.87 

      
a  R/S  คือ จํานวนตนท่ีตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ตอ จํานวนตนท่ีออนแอตอเช้ือไวรัส CMV 
b คา χ2 ท่ี P > 0.05 (3.841), df = 1 
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มีรายงานไววาลักษณะความตานทานท่ีเกิดจากการใชยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือ
ไวรัส CMV มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของเช้ือไวรัส โดยท่ียาสูบดดัแปลงพันธุกรรมท่ีไดรับการ
ถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณของเช้ือไวรัส CMV Subgroup IA สายพันธุ Fny นอกจากจะตานทาน
ตอเช้ือไวรัส CMV สายพันธุ Fny แลว ยังสามารถตานทานตอเช้ือไวรัส CMV สายพันธุอ่ืนๆ ท่ีอยู
ใน Subgroup IA และ IB ได แตไมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV Subgroup II และเช้ือไวรัสชนิด
อ่ืนๆ ไดแก Potato virus X (PVX) Tobacco mosaic virus (TMV) Tomato aspermy virus (TAV) 
Tobacco etch virus (TEV) และ Peanut stunt virus (PSV) (Zaitlin et al., 1994; Morroni et al., 
2008) และมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมท่ีใชในการทดลองนี้ ไดรับการถายยีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณของเช้ือไวรัส CMV Subgroup IA สายพันธุ Fny เชนเดยีวกนั และแสดงความตานทานตอ
เช้ือไวรัส CMV สายพันธุ 30RS ท่ีอยูใน Subgroup IB (Zhang, 2005) จึงมีความเปนไปไดวา          
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมจะตานทานตอเช้ือไวรัส CMV สายพันธุอ่ืนๆ ในประเทศไทยท่ีสวน
ใหญอยูใน Subgroup IB (ภูวนารถ และคณะ, 2552) เชนเดียวกนั 

 
วิเคราะหการกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ จากมะเขือเทศดดัแปลง

พันธุกรรมรุน R0 ไปสูรุน R1 ของแตละสายพันธุ ทางสถิติโดยวิธี chi-square test (χ2-test) โดยใช
ขอมูลจากการตรวจสอบความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ซ่ึงมีคาคาดหมายของอัตราสวนตน
ตานทานตอโรค : ตนออนแอตอโรค เทากับ 3:1 หากมียีนสอดแทรกอยูบนโครโมโซม 1 ตําแหนง 

โดยท่ีคา χ2 ท่ีคํานวณได ตองมีคานอยกวาคา χ2 ในตาราง ท่ีความนาจะเปน 0.05 ท่ีระดับความเปน

อิสระเทากับ 1 ซ่ึงมีคาเทากับ 3.841 แตจากคา χ2 ท่ีคํานวณไดในตารางท่ี 3 พบวามะเขือเทศ

ดัดแปลงพนัธุกรรมทั้ง 5 สายพันธุ คือ สายพันธุ L-1 L-6-3 L-13 L-25 และ L-29-3 ใหคา χ2 ท่ี
คํานวณได มากกวา 3.841 แสดงวาผลการทดลองท่ีไดแตกตางจากอัตราสวนทางทฤษฎีอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ คือมีอัตราสวนของตนตานทานตอโรค : ตนออนแอตอโรค ไมเทากับ 3:1   

 
การที่มะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมมีการกระจายตัวของยีนไมเปนไปตามลักษณะการ

ถายทอดทางพนัธุกรรมของเมนเดล แตมีอัตราสวนเปน 1:1 ในสายพันธุ L-1 L-6-3 และ L-13 อาจ
เกิดจากมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมท่ีไดในรุน R0  มีลักษณะตนเปนแบบ chimera ท่ีเกิดจากเซลล
มากกวา 1 เซลล พัฒนารวมกนัจนเปนยอดและตนท่ีสมบูรณโดยมีเซลลเร่ิมตนแตกตางกัน 
(Schmülling and Schell, 1993) ทําใหมะเขือเทศแตละผลมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางกันต้ังแต
แรก คือตนมะเขือเทศท่ีไดมท้ัีงผลที่มีหรือไมมี transgene สอดแทรกอยู เม่ือเก็บเมล็ดท่ีไดท้ังหมด
ในหนึ่งตนมารวมกัน จะทําใหไดสัดสวนของตนท่ีไมมยีีนเพิ่มข้ึน ดังนั้นเมล็ดท่ีนํามาเพาะปลูกและ
ทดสอบความตานทานตอในรุนลูก จึงมีอัตราสวนตนตานทานตอโรค : ตนออนแอตอโรคนอยกวา 
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3:1 อยางไรก็ตาม การศึกษาในรุน R1 นี้ ไมไดนํามะเขือเทศท่ีออนแอตอโรคมาวิเคราะหยีนเรพลิ
เคสท่ีไมสมบูรณ ดวยเทคนคิ PCR ทุกตน จึงมีความเปนไปไดวาตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม
ออนแอตอโรคท่ีถูกคัดท้ิงไปบางตน อาจจะมียนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณสอดแทรกอยู แตไมมีการ
แสดงออกของลักษณะความตานทาน ทําใหสัดสวนของตนท่ีมียีนลดลง การกระจายตัวของยีนจึง
ไมเปนไปในอัตราสวน 3:1 ดังนั้นการวิเคราะหการกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณควรจะ
ใชขอมูลจากการตรวจสอบยนีดวยเทคนิค PCR โดยตรงจะมีความแนนอนกวา 

 
คัดเลือกตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 สายพันธุ L-13 L-1 และL-6-3 ท่ีแสดง

ลักษณะตานทานตอโรคดีท่ีสุดจากท้ังหมด 5 สายพันธุ (family or line selection) เพื่อเก็บเมล็ดจาก
ผลมะเขือเทศท่ีไดจากการผสมตัวเอง มาศึกษาความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ตอในรุน R2 โดย
เมล็ดมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2 ท่ีนํามาทดลองเกิดจากการรวมเมล็ดจากตนมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมทุกตนท่ีแสดงความตานทานของสายพันธุนั้นๆ เขาดวยกันเปน 1 สายพันธุ 
(bulk seed) แลวทําการสุมเลือกข้ึนมาจํานวน 100 เมล็ด ตอการทดสอบความตานทาน 1 คร้ัง โดย
ทําการทดลองท้ังหมด 3 คร้ัง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  ลักษณะอาการของโรคบนตนมะเขือเทศภายหลังการปลูกเช้ือ CMV สายพันธุ 30RS  

 10 วัน 
ก. ตนมะเขือเทศอายุ 2 สัปดาห กอนการปลูกเช้ือ 
ข. อาการที่เกิดข้ึนบนตนมะเขือเทศ ภายหลังการปลูกเช้ือเปนเวลา 10 วนั 

 

ก ข 
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ภาพท่ี 4  เปรียบเทียบลักษณะอาการของโรคท่ีเกิดกับสวนตางๆ บนตนมะเขือเทศ ภายหลังการปลูก 

 เช้ือไวรัส CMV (จากซาย มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่ไดรับการปลูกเช้ือ มะเขือเทศ 
 ปกติท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ และมะเขือเทศปกติท่ีไดรับการปลูกเช้ือ) 
ก. ใบมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรค ใบมะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการ

ปลูกเช้ือ และใบลักษณะผิดปกติ ดาง ลดรูป บิดเบ้ียว ท่ีเกดิจากมะเขือเทศปกติท่ี
ออนแอตอโรค 

ข. ดอกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรค ดอกมะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับ
การปลูกเช้ือ และดอกลักษณะผิดปกติ ชอดอกมีขนาดเล็กและกลีบดอกลดขนาดลง ท่ี
เกิดจากมะเขือเทศปกติท่ีออนแอตอโรค 

ค. การเจริญเติบโตของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรค การเจริญเติบโต
ของมะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ และลักษณะการเจริญเติบโตผิดปกติ แคระ
แกร็น ท่ีเกิดจากมะเขือเทศปกติท่ีออนแอตอโรค 

ง. จากบน ผลมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอโรค ผลมะเขือเทศท่ีไมไดรับ
การปลูกเช้ือ และลักษณะรูปทรงของผลที่ผิดปกติ มีขนาดเล็ก ของมะเขือเทศปกติท่ี
ออนแอตอโรค 

 

ก ข 

ค ง 
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ภาพท่ี 5  การเกิดโรคจากเช้ือ CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 หลังจากปลูกเช้ือ 10  

 วัน 
ก. มะเขือเทศปกติ แสดงความออนแอตอโรค 
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 แสดงความตานทานตอโรค 
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 แสดงความตานทานตอโรค 
ง. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13 แสดงความตานทานตอโรค 
จ. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-25 แสดงความออนแอตอโรค 
ฉ. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-29-3 แสดงความออนแอตอโรค 
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1.2 ความตานทานของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R2 
 

ใน รุน R2 นี้ จะทําการคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส 
CMV เหมือนกับในรุน R1 แตเพิ่มข้ันตอนการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA ซํ้าอีก 
2 คร้ัง (ภาพท่ี 6) เพื่อใหแนใจวาอาการของโรคจะไมพัฒนาข้ึนมาในภายหลัง จากผลการทดสอบ
ความตานทานของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2  ท้ังหมด 3 สายพันธุ พบวามะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-1 L-6-3 และ L-13 ยังคงมีตนท่ีแสดงลักษณะออนแอและตานทาน
โรค (ภาพท่ี 7) ในตนท่ีตานทานตอโรค ตรวจไมพบลักษณะอาการของโรคและปริมาณของเช้ือ
ไวรัสดวยเทคนิค ELISA (ตารางผนวกท่ี 3ก) เม่ือมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมมีอาย ุ20 40 และ 60 
วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV โดยท่ีแตละสายพันธุมีเปอรเซ็นตตนตานทานโรคเพ่ิมข้ึน จากการ
ทดลองซํ้าจํานวน 3 ซํ้า สายพันธุท่ีมเีปอรเซ็นตตนตานทานโรคเฉล่ียดีท่ีสุดคือ L-13 รองลงมาคือ 
L-1 และL-6-3 โดยมีเปอรเซ็นตการตานทานโรคเฉล่ียเทากับ 63.55% 62.94% และ 49.99% 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 4)  

 
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุท่ีทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า ทุกการ

ทดลองจะทําการเก็บผลผลิตเม่ือตนมะเขือเทศมีอายุครบ 70 วันภายหลังการปลูกเช้ือ พบวาผลผลิต
ท่ีไดมีความแตกตางกันมาก โดยท่ีสายพันธุตานทาน L-1 L-6-3 และ L-13 จะใหผลผลิตท่ีมีขนาด
ของผลและปริมาณที่เก็บไดมากกวาตนปกติท่ีเปนโรคอยางชัดเจน (ภาพท่ี 8) คาเฉล่ียจํานวนผลตอ
ตนและคาเฉล่ียน้ําหนักผลตอตนของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมจากการทดลองท้ังหมดจํานวน 
3 คร้ัง จะแตกตางกันตามชวงเวลาปลูกดังท่ีแสดงในตารางท่ี 5 จากผลผลิตมะเขือเทศท่ีเก็บได
ท้ังหมดพบวา การทดลองคร้ังท่ี 1 อยูในชวงเดือน พฤษภาคม-สิงหาคม 2548 สายพันธุ L-1 L-6-3 
และ L-13 ใหจํานวนผลเฉล่ียตอตนเทากับ 12 20 และ 25 ผล ตามลําดับ และมีคาเฉลี่ยน้ําหนกัผลตอ
ตนเทากับ 100 151 และ 181 กรัม ตามลําดับ  การทดลองคร้ังท่ี 2 อยูในชวงเดือน มกราคม-เมษายน 
2549 สายพันธุ L-1 L-6-3 และ L-13 ใหจํานวนผลเฉล่ียตอตนเทากับ 10 20 และ 15 ผล ตามลําดับ 
และมีคาเฉล่ียน้ําหนกัผลตอตนเทากับ 79 154 และ 97 กรัม ตามลําดับ และการทดลองคร้ังท่ี 3 อยู
ในชวงเดือนเมษายน-กรกฎาคม 2549 สายพันธุ L-1 L-6-3 และ L-13 ใหจํานวนผลเฉล่ียตอตน
เทากับ 4 6 และ 7 ผล ตามลําดับ และมีคาเฉล่ียน้ําหนกัผลตอตนเทากับ 25 43 และ 54 กรัม 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 9) การที่ผลผลิตท่ีไดจาก 3 ชวงฤดูปลูก มีความแตกตางกัน นาจะเปนผลมาจาก
ชวงเดือนท่ีทําการทดลองท้ัง 3 คร้ัง มีอุณหภูมิและความช้ืนแตกตางกัน ซ่ึงการติดผลของมะเขือเทศ
ตองการสภาพอากาศท่ีคอนขางเย็น อุณหภูมิกลางวนัท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส 
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และอุณหภูมกิลางคืนอยูระหวาง 16-20 องศาเซลเซียส ถาอุณหภูมิกลางคืนสูงกวา 22 องศา
เซลเซียส จะทําใหมะเขือเทศไมติดผลหรือติดผลนอยมาก (กรุง, 2543) 

 
ภาพท่ี 6  ข้ันตอนการคัดเลือกมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV รุน R2  

นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ีจะนําไปเพาะใน
กระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 
สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนาข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบัการ
ตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA และตรวจสอบความสามารถในการ
ถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ Southern blot ทําการตรวจสอบปริมาณเช้ือ
ไวรัสดวยเทคนิค ELISA ซํ้า มะเขือเทศมีอายุ 40 และ 60 วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส 
สุดทายคัดเลือกตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่แสดงความตานทานตอโรคและปลอย
ใหผสมตัวเอง เพื่อเก็บเมล็ดมาทดสอบความตานทานและความคงตัวของยีนตอในรุน
ถัดไป 

 
นําผลผลิตท่ีเก็บไดจากตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอโรค ในการ

ทดลองแตละคร้ัง มาวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี Post ANOVA analysis โดยใชวิธี Least 
Significant Difference (LSD)  (ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 9) จากการวิเคราะหพบวา ผลผลิตท่ีไดจาก
การทดลองคร้ังท่ี 1 มะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมทั้ง 3 สายพันธุ มี 2 สายพันธุคือ L-6-3 และ L-13 
ท่ีใหคาเฉล่ียจาํนวนผลและน้ําหนกัผลไมแตกตางจากมะเขือเทศปกติปลอดโรค และใหคาเฉล่ีย
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จํานวนผลและน้ําหนกัผลดีกวาสายพันธุ L-1 และมะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค โดยท่ีสายพันธุ L-1 ให
คาเฉล่ียจํานวนผลไมแตกตางจากมะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค แตใหคาเฉล่ียน้ําหนกัผลดีกวามะเขือ
เทศปกติท่ีเปนโรค อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99%  
 
ตารางท่ี 4  ความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2 และ R3  
 

 R2 R3 

Line Rep R/S Total % R Ave  Line R/S Total % R 
L-1 1 44/12 56 78.57  L-1-22 1/81 82 
 2 30/51 81 37.04  L-1-46 47/37 84 
 3 41/15 56 73.21 

 
62.94 

    

1.22 
55.95 

 

L-6-3 1 60/12 72 83.33  L-6-3-23 0/97 97 
 2 5/64 69 7.81  L-6-3-34 7/76 83 
 3 50/35 85 58.82 

 
49.99 

    

0.00 
8.43 

 

L-13 1 43/14 57 75.44  L-13-3 89/1 90 
 2 26/51 77 33.77  L-13-10 87/1 88 
 3 57/13 70 81.43 

 
63.55 

 L-13-47 
L-13-76 
L-13-90 

96/0 
91/0 
92/0 

96 
91 
92 

98.89 
98.86 

100.00 
100.00 
100.00 

NT 1 0/34 34 0.00  NT 0/44 44 
 2 0/40 40 0.00  NT 0/50 50 

 3 0/44 44 0.00 

 
0.00 

 NT 0/50 50 

0.00 
0.00 
0.00 

 
R คือ จํานวนตนมะเขือเทศท่ีตานทานตอเช้ือไวรัส CMV    
S คือ จํานวนตนมะเขือเทศท่ีออนแอตอเช้ือไวรัส CMV  
Rep คือ จํานวนการทดลองท่ีทําซํ้า 
% R  คือ เปอรเซ็นตตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรค   
Ave คือ คาเฉล่ียเปอรเซ็นตตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอโรค 
NT คือ ตนมะเขือเทศท่ีไมไดรับการถายยีน 
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ในการทดลองครั้งท่ี 2 พบวามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 และ L-13 
ใหคาเฉล่ียจํานวนผลไมแตกตางจากมะเขือเทศปกติปลอดโรค สวนสายพันธุ L-1 ใหคาเฉล่ียจํานวน
ผลนอยกวาสายพันธุ L-6-3 L-13 และมะเขือเทศปกติปลอดโรค แตใหคาเฉล่ียจํานวนผลดีกวา
มะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค ในขณะท่ีผลการวิเคราะหคาเฉล่ียน้ําหนกัผลพบวา มีเพยีงสายพันธุ L-6-3 
ท่ีใหคาเฉล่ียน้าํหนักผลดีกวาสายพันธุ L-1 และ L-13 ท่ีใหคาเฉล่ียน้ําหนักผลไมแตกตางจากมะเขือ
เทศปกติปลอดโรค และทุกสายพันธุใหคาเฉล่ียผลผลิตและนํ้าหนกัผลผลิตดีกวามะเขือเทศปกติท่ี
เปนโรค อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99%  

 
และการทดลองคร้ังท่ี 3 พบวามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 และ L-13 

ใหคาเฉล่ียจํานวนผลและน้าํหนักผลไมแตกตางจากมะเขือเทศปกติปลอดโรค ในขณะท่ีสายพันธุ 
L-1 ใหคาเฉล่ียจํานวนผลและนํ้าหนักผลนอยกวาสายพันธุ L-6-3 L-13 และมะเขือเทศปกติปลอด
โรค แตดีกวามะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99% แสดง
วามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ ตางก็ใหคาเฉล่ียจํานวนผลและนํ้าหนักผลดีกวา
มะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค และมีเพียงสายพันธุ L-1 ท่ีใหคาเฉล่ียจํานวนผลและนํ้าหนักผลนอยกวา
มะเขือเทศปกติปลอดโรค แสดงวาชุดของ transgene ท่ีสอดแทรกเขาสูมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 
นอกจากจะทําใหมะเขือเทศมีความตานทานตอเช้ือไวรัสแลวยังสามารถใหผลผลิตเทียบเทากับ
มะเขือเทศปกติท่ีปลอดโรค การที่มะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมใหผลวเิคราะหทางสถิติแลวพบวา
ใหคาเฉล่ียผลผลิตไมแตกตางจากมะเขือเทศปกติปลอดโรค แตกลับใหคาเฉล่ียน้ําหนกัผลผลิต
แตกตางจากมะเขือเทศปกติปลอดโรค อาจเกิดจากการเก็บเกีย่วผลผลิตมะเขือเทศท้ังหมดภายใน
คร้ังเดียวเม่ือมะเขือเทศมีอาย ุ70 วันภายหลังการปลูกเช้ือ ไมไดทยอยเกบ็เม่ือผลมะเขือเทศสุกแดง 
ทําใหมะเขือเทศท่ีเก็บไดมขีนาดของผลหลายขนาด (ภาพท่ี 10) ดังนัน้ถึงจะมีคาเฉลี่ยผลผลิต
ใกลเคียงกัน กท็ําใหคาเฉล่ียของน้ําหนักผลแตกตางกนัได  
 

ทําการเก็บเมล็ดมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ จากตนท่ีแสดงความ
ตานทานในรุน R2 การคัดเลือกในชัว่อายนุี ้เปนการเปล่ียนจากการคัดเลือกเปนกลุม (family or line 
selection) เปนการคัดเลือกตนเดี่ยว (single plant selection) โดยการเก็บผลผลิตรวมตอตนท้ังหมด
เม่ือมะเขือเทศมีอายุครบ 70 วันภายหลังการปลูกเช้ือ แลวรวมเมล็ดท้ังหมดที่ไดจาก 1 ตน เปน 1 
สายพันธุ เพื่อนําไปศึกษาความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV โดยการสุมเลือกตนท่ีตานทานจากท้ัง 3 
สายพันธุเพื่อนําเมล็ดมาทําการทดลองในรุน R3 
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ตารางท่ี 5  จํานวนผลและน้าํหนักผล (กรัม) ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2 ท่ีมียีน  
    เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และแสดงความตานทานในสภาพโรงเรือน 

 
ชวงเวลาปลูก สายพันธุ จํานวนผล

ท้ังหมด/
จํานวนตน 

จํานวนผล
เฉล่ียตอตน1) 

น้ําหนักผล
ท้ังหมด 
(กรัม) 

น้ําหนักผล
เฉล่ีย (กรัม) 
ตอตน1) 

พฤษภาคม-
สิงหาคม 2548 

L-1 
L-6-3 
L-13 
Healthy 
Diseased 

513/44 
1,218/60 
1,095/43 
656/30 
293/34 

12   b 
20   a 
25   a 
22   a 
9    b 

4,400 
9,090 
7,780 
5,050 
1,540 

100.00   b 
151.50   a 
180.93   a 
168.33   a 
45.29     c 

มกราคม-
เมษายน 2549 

L-1 
L-6-3 
L-13 
Healthy 
Diseased 

302/29 
98/5 

375/25 
721/40 
203/40 

10   c 
20   a 
15   b 
18  ab 
5    d 

2,305 
770 

2,435 
4,270 
845 

79.48     b 
154.00   a 
97.40     b 
106.75   b 
21.12     c 

เมษายน-
กรกฎาคม 2549 

L-1 
L-6-3 
L-13 
Healthy 
Diseased 

144/40 
295/50 
379/57 
291/34 
33/44 

4    b 
6    a 
7    a 
7    a 
1    c 

1,020 
2,135 
3,085 
2,675 
205 

25.50     c 
42.70     b 
54.12    ab 
62.20     a 
4.65      d 

 
1) คาเฉล่ียท่ีตามหลังดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในคอลัมนเดียวกนั คือไมแตกตางกันทางสถิติ  
   เม่ือวิเคราะหคาทางสถิติดวยวิธี Post ANOVA analysis ใชวิธีการ LSD ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99  
   เปอรเซ็นต 
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ภาพท่ี 7  มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R2 ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 45 วัน 

ก. มะเขือเทศปกติ ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
ข. มะเขือเทศปกติท่ีไดรับการปลูกเช้ือ แสดงลักษณะออนแอตอโรค 
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 แสดงลักษณะตานทานตอโรค 
ง. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 แสดงลักษณะตานทานตอโรค 
จ. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13 แสดงลักษณะตานทานตอโรค 
ฉ. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของมะเขือเทศสายพันธุตางๆ 
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ภาพท่ี 8  ปริมาณผลผลิตจากมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R2 5 ตน ตอ 1 สายพันธุ ภายหลังการ 
 ปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 70 วัน  
ก. มะเขือเทศปกติ ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13  
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3  
ง. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1  
จ. มะเขือเทศปกติ ท่ีไดรับการปลูกเช้ือ 
ฉ. เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตของมะเขือเทศสายพันธุตางๆ 
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ภาพท่ี 9  คาเฉลี่ยผลผลิตมะเขือเทศสายพันธุตางๆ ในรุน R2 เม่ือเก็บเกี่ยวจากตนมะเขือเทศ 70 วัน 

หลังการปลูกเช้ือ (คาเฉล่ียท่ีตามหลังดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกัน คือไมแตกตางกันทางสถิติ  
เม่ือวิเคราะหดวยวิธีการ LSD ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต) 
ก. คาเฉล่ียจํานวนผลตอตนของมะเขือเทศสายพันธุตางๆ 
ข. คาเฉล่ียน้ําหนกัผลตอตนของผลมะเขือเทศสายพันธุตางๆ 
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ภาพท่ี 10  ผลมะเขือเทศขนาดตางๆ ท่ีเก็บจากตนมะเขือเทศ 1 ตน ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV  

เปนเวลา 70 วนั  
ก. มะเขือเทศปกติปลอดโรค 
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรม 
ค. มะเขือเทศปกติเปนโรค 
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1.3 ความตานทานของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 
 

จากการทดลองในรุน R2 พบวา ตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตนใดท่ีแสดงความ
ตานทานตอโรค จะคงความตานทานไปจนกระท่ังส้ินสุดการทดลอง ดังนั้น จึงทําการลดข้ันตอน
การตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA เม่ือมะเขือเทศมีอาย ุ60 วัน หลังการปลูกเช้ือ
ไวรัส ออกจากข้ันตอนการคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 (ภาพท่ี 11) ภายหลังการ
ปลูกเช้ือไวรัส CMV ในการทดสอบความตานทานคร้ังท่ี 1 พบวามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสาย
พันธุ L-13-3 มีความตานทานตอเช้ือไวรัสสูงสุดถึง 98.89% รองลงมาคือสายพันธุ  L-1-22  ท่ี
ตานทานเพียง 1.22% ในขณะท่ีสายพันธุ L-6-3-23 ไมมีความตานทานเลย (ภาพท่ี 12) เม่ือทดสอบ
ความตานทานคร้ังท่ี 2 พบวามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13-10 มีความตานทานตอ
เช้ือไวรัสสูงสุดถึง 98.86% รองลงมาคือสายพันธุ  L-1-46  ตานทาน 55.95% และสายพันธุ L-6-3-
34 ตานทาน 8.43% จากการทดลองท้ัง 2 คร้ัง จะเหน็ไดวามีเพียงกลุมสายพันธุ L-13 ท่ีมีลักษณะ
ความตานทานเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีกลุมสายพันธุ L-1 และ L-6-3 มีลักษณะความตานทานลดลงหรือ
หายไปในรุน R3 เลยทําการทดลองเพิ่มในกลุมสายพันธุ L-13 ท่ีแสดงความตานทานตอเช้ือไวรัสดี
ท่ีสุด โดยสุมเลือกสายพันธุท่ีตานทานในกลุมสายพันธุ L-13 จากรุน R2 เพื่อนําเมล็ดมาทดสอบเพิ่ม 
3 สายพันธุ คือ สายพันธุ L-13-47  L-13-76 และ L-13-90 พบวาภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV 
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ มีความตานทานตอเช้ือไวรัสสูงถึง 100% (ตารางท่ี 4) 

 
ลักษณะความตานทานโรคของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม มีความตานทานเพ่ิมข้ึน

ในรุน R2 แตลักษณะความตานทานท่ีไดกลับมีความผันแปรเกิดข้ึนเม่ือเขาสูรุน R3 โดยท่ีสายพันธุ 
L-13 แสดงความตานทานเพ่ิมมากข้ึนถึง 100% ในขณะที่สายพันธุ L-1 และ L-6-3 แสดงความ
ตานทานลดลงหรือไมแสดงความตานทานเลย เห็นไดชัดเจนวาการแสดงออกของยีนมีความ
แตกตางกันมาก ความผันแปรของลักษณะการแสดงออกของ transgene เกิดข้ึนไดบอยคร้ังภายใน
ประชากรพืชดัดแปลงพนัธุกรรม แมวาจะไดรับการถายยีนจากชุดยีนเดิม สภาพแวดลอม และ
วิธีการเดยีวกนั ผลท่ีไดกลับพบลักษณะการแสดงออกท่ีไมเปนท่ีตองการในอัตราที่สูง และไม
สามารถคาดเดาลักษณะการแสดงออกของ transgene ได มรีายงานวาปจจัยท่ีทําใหเกดิความผันแปร
ท่ีเกิดจากการแสดงออกของ transgene มีอยูหลายปจจัย อันไดแก จํานวนชุดของ transgene 
(transgene copy number) การเกิด RNA silencing และ ตาํแหนงท่ี transgene สอดแทรกบน
โครโมโซม (transgene insertion site) เปนตน (Andow et al., 2004; Butaye et al., 2004; Butaye et 
al., 2005) 
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ตารางท่ี 6  ผลผลิตของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ในสภาพโรงเรือน แสดงจํานวน 
    ผลและนํ้าหนักผล (กรัม) ของแตละชวงเวลาปลูก 

 
ชวงเวลาปลูก สายพันธุ จํานวนผล

ท้ังหมด/
จํานวนตน 

จํานวนผล
เฉล่ียตอตน 

น้ําหนักผล
ท้ังหมด 
(กรัม) 

น้ําหนักผล
เฉล่ีย (กรัม) 
ตอตน 

พฤศจิกายน 
2549-กุมภาพนัธ 
2550 

L-1-22R 
L-1-22S 
L-6-3-23S 
L-13-3R 
L-13-3S 
Healthy 
Diseased 

47/1 
984/81 
505/97 

2,794/89 
0/1 

1,208/47 
450/44 

47  
12  
5  

31  
0  

26  
10  

270 
3,760 
1,720 

16,990 
0 

5,140 
1,470 

270.00  
46.42  
17.73  

190.90  
0.00  

109.36  
33.41  

มีนาคม-
มิถุนายน 2550 

L-1-46R 
L-1-46S 
L-6-3-34R 
L-6-3-34S 
L-13-10R 
L-13-10S 
Healthy 
Diseased 

840/46 
60/37 
270/7 

266/76 
1,541/87 

0/1 
495/37 
164/50 

18  
2  

39  
3  

18  
0  

13  
3  

7,070 
355 

1,310 
1,275 

13,130 
0 

5,035 
990 

153.70  
9.59  

187.14  
16.78  

150.92  
0.00  

136.08  
19.80  

พฤษภาคม-
กรกฎาคม 2552 

L-13-47R 
L-13-76R 
L-13-90R 
Healthy 
Diseased 

1,209/96 
1,170/91 
1,375/92 
569/47 
222/50 

13  
13  
15  
12  
4  

10,960 
11,320 
13,740 
4,860 
1,215 

114.17  
124.40  
149.35  
103.40  
24.30  

 
R ผลผลิตของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีมียีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และตานทานตอโรค 
S ผลผลิตของมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีมียีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และออนแอตอโรค 
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ภาพท่ี 11  ข้ันตอนการคัดเลือกมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมตานทานตอเช้ือไวรัส CMV รุน R3  

นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีไดมาฆาเช้ือดวย 0.6% sodium hypochlorite กอนท่ีจะนําไปเพาะใน
กระบะเพาะ ทดสอบความตานทานโดยการปลูกเช้ือไวรัส CMV เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 2 
สัปดาห หลังจากนั้น 20 วันสังเกตอาการของโรคท่ีพัฒนาข้ึนบนตนมะเขือเทศ รวมกบั
การตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA และตรวจสอบความสามารถในการ
ถายทอด transgene ดวยเทคนิค PCR และ Southern blot ทําการตรวจสอบปริมาณเช้ือ
ไวรัสดวยเทคนิค ELISA ซํ้า มะเขือเทศมีอายุ 40 วัน หลังการปลูกเช้ือไวรัส สุดทาย
คัดเลือกตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมที่แสดงความตานทานตอโรคและปลอยให
ผสมตัวเอง เพือ่เก็บเมล็ดมาทดสอบความตานทานและความคงตัวของยีนตอในรุนถัดไป 

 
ทําการเก็บผลผลิตจากตนมะเขือเทศ 70 วนัภายหลังการปลูกเช้ือ พบวาผลผลิตท่ีเก็บได

จากมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13-47 L-13-76 และ L-13-90 ซ่ึงมีลักษณะความ
ตานทานเพ่ิมข้ึนสูงสุดถึง 100 เปอรเซ็นต ในรุน R3 ตางก็ใหผลผลิตท่ีมีขนาดและปริมาณของผลท่ี
เก็บไดมากกวาตนปกติท่ีเปนโรคอยางชัดเจน (ภาพท่ี 13) เม่ือนําผลผลิตท่ีเก็บไดจากมะเขือเทศทุก
สายพันธุท่ีทําการทดลองมาหาคาเฉล่ีย พบวาคาเฉล่ียจํานวนผลตอตนและคาเฉล่ียน้าํหนักผลตอตน
ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมแตละสายพันธุมีความแตกตางกันตามชวงเวลาปลูก (ตารางท่ี 6) 
โดยท่ี สายพันธุ L-1-22 L-6-3-23 และ L-13-3 ทดลองอยูในชวงเดือนพฤศจิกายน-กุมภาพันธ 2549 
สายพันธุ L-1-46 L-6-3-34 และ L-13-10 ทดลองอยูในชวงเดือนมีนาคม-มิถุนายน 2550 และสาย
พันธุ L-13-47 L-13-76 และ L-13-90 ทดลองอยูในชวงเดือนพฤษภาคม-กรกฎาคม 2552 และพบวา
ตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่ตานทานตอโรคจะใหคาเฉล่ียจํานวนผลตอตนและคาเฉล่ีย
น้ําหนกัผลตอตน ดีกวาตนมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมที่เปนโรค และตนมะเขือเทศปกติท่ีเปน
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โรค อยางชัดเจน ในขณะท่ีตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่เปนโรคจะใหคาเฉล่ียจํานวนผลตอ
ตนและคาเฉล่ียน้ําหนักผลตอตนไมแตกตางจากตนมะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค ท้ัง 3 ชวงฤดูปลูก 
 
ตารางท่ี 7  ผลผลิตของมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ในสภาพโรงเรือน แสดงจํานวน 
         ผลและนํ้าหนักผล (กรัม) ท่ีทําการทดลองท้ังหมด 
 

จํานวนผล  น้ําหนักผล (กรัม)  
สายพันธุ 

จํานวนตนมะเขือเทศ
ท้ังหมด ท้ังหมด เฉล่ียตอตน  ท้ังหมด เฉล่ียตอตน 

L-1 165 1,931 12  11,455 69 
L-6-3 180 1,041 6  4,305 24 
L-13 457 8,089 18  66,140 145 
Healthy 131 2,272 17  15,035 115 
Diseased 144 836 6  3,675 26 

 
เม่ือนําผลผลิตของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมทุกสายพันธุในรุน R3 ท่ีเก็บไดจากการ

ทดลองท้ัง 3 ชวงเวลาปลูก มารวมเขาดวยกนัภายในกลุมสายพันธุเดยีวกัน เพื่อหาคาเฉล่ียจํานวนผล
ตอตนและคาเฉล่ียน้ําหนกัผลตอตนท่ีทําการทดลองท้ังหมด (ตารางท่ี 7) พบวามีเพียงกลุมสายพันธุ 
L-13 ท่ีใหคาเฉล่ียผลผลิตดีท่ีสุด คือใหคาเฉล่ียจํานวนผลและคาเฉล่ียน้ําหนกัผลมากกวาตนปกติท่ี
เปนโรคถึง 3 เทา และ 6 เทา ตามลําดับ รองลงมาคือกลุมสายพันธุ L-1 ท่ีใหคาเฉล่ียจาํนวนผลและ
คาเฉล่ียน้ําหนกัผลมากกวาตนปกติท่ีเปนโรคถึง 2 เทา และ 3 เทา ตามลําดับ ในขณะที่กลุมสายพันธุ 
L-6-3 ท่ีเคยใหคาเฉล่ียผลผลิตดีเหมือนกับกลุมสายพันธุ L-13 ในรุน R2 กลับมีความตานทานลดลง
จนถึงไมมีความตานทานเลย ทําใหคาเฉล่ียจํานวนผลและคาเฉล่ียน้ําหนกัผลที่ไดเทากบัตนปกติท่ี
เปนโรค  

 
ทําการเก็บเมล็ดมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ จากตนท่ีแสดงความตานทาน

ในรุน R3 การคัดเลือกในชัว่อายุนี้ เปนการคัดเลือกตน (single plant selection) เชนเดียวกับในรุน R2 

คือเก็บผลผลิตรวมตอตนท้ังหมดเมื่อมะเขือเทศมีอายุครบ 70 วันภายหลังการปลูกเช้ือ แลวรวม
เมล็ดท้ังหมดท่ีไดจาก 1 ตน เปน 1 สายพันธุ เพื่อนําไปศึกษาความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ใน
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R4 ตอไป 
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ภาพท่ี 12  มะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R3 ภายหลังการปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 25 วนั 

ก. มะเขือเทศปกติ ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
ข. มะเขือเทศปกติท่ีไดรับการปลูกเช้ือ แสดงลักษณะออนแอตอโรค 
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1-22 แสดงลักษณะออนแอตอโรค 
ง. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3-23 แสดงลักษณะออนแอตอโรค 
จ. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13-3 แสดงลักษณะตานทานตอโรค 
ฉ. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของมะเขือเทศสายพันธุตางๆ ภายหลังการปลูกเช้ือ 40 

วัน 

Healthy L-13 L-6-3 L-1 Diseased
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ค 

จ 

ข 

ง 

ฉ 
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ภาพท่ี 13  ปริมาณผลผลิตจากมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R3 5 ตน ตอ 1 สายพันธุ ภายหลัง 

การปลูกเช้ือไวรัส CMV เปนเวลา 70 วนั 
ก. มะเขือเทศปกติ ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13-47  
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13-76  
ง. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13-90 
จ. มะเขือเทศปกติ ท่ีไดรับการปลูกเช้ือ 
ฉ. เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตของมะเขือเทศสายพันธุตางๆ 

H      L-13-47   L-13-76   L-13-60     D 

ก 

ค 

จ 
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ง 
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2. การตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 ถึง 
R3 

 
 2.1 การตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม
ดวยเทคนิค PCR 
 

ผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรม ดวยเทคนิค PCR ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1 ท่ีแสดงความตานทานจํานวน 
3 สายพันธุ คือ L-1 L-6-3 และ L-13 ในการทดสอบคร้ังท่ี 1 พบวา มีจํานวนตนตานทานท้ังหมด 
40.00% 11.25% และ 31.33% ตามลําดับ สวนการทดสอบคร้ังท่ี 2 มีจํานวนตนตานทานท้ังหมด 
52.81% 49.42% และ 61.80% ตามลําดับ (ตารางท่ี 3) ท้ังหมดสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 
2.48 กิโลเบส (ภาพท่ี 14) 
 

เม่ือตรวจสอบการถายทอดยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณไปยงัมะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมในรุน R2 และรุน R3 ดวยเทคนคิ PCR พบวา ยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณสามารถถายทอด
จากตนพอแมสูลูกได โดยตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 2.48 กิโลเบส ในมะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมรุน R2 ท้ัง 3 สายพันธุ (ภาพท่ี 15) ตนท่ีมียนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณในรุน R2 เพิ่มข้ึนจาก
รุน R1 คือ สายพันธุ L-1 L-6-3 และ L-13 คิดเปน 70.00% 98.63% และ 78.08% ตามลําดับ ในการ
ทดสอบคร้ังท่ี 1 สวนการทดสอบคร้ังท่ี 2 คิดเปน 86.17% 98.57% และ 96.59% ตามลําดับ และการ
ทดสอบคร้ังท่ี 3 คิดเปน 78.08% 83.70% และ 77.78% ตามลําดับ นําผลการตรวจสอบยีนในรุน R2  
ท่ีไดจากการทดสอบจํานวน 3 คร้ัง มาวิเคราะหการกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณทาง

สถิติโดยวิธี chi-square test (χ2-test) ซ่ึงมีคาคาดหมายของอัตราสวนตนมียีน : ตนไมมียีน เทากับ 
3:1 และ 15:1 หากมียนี เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณสอดแทรกอยูบนโครโมโซม 1 และ 2 ตําแหนง 

ตามลําดับ โดยท่ีคา χ2 ท่ีคํานวณได ตองมีคานอยกวาคา χ2 ในตาราง ท่ีความนาจะเปน 0.05 ท่ี
ระดับความเปนอิสระเทากับ 1 ซ่ึงมีคาเทากับ 3.841  

 
จากผลการวิเคราะห (ตารางท่ี 8) พบวามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 ใน

การทดลองคร้ังท่ี 1 และ L-13 ใหคา χ2 ท่ีคํานวณได นอยกวา 3.841 ท่ีคาคาดหมายของอัตราสวน
ตนมียีน : ตนไมมียีน เทากับ 3:1 แสดงวาผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับอัตราสวนทางทฤษฎี คือ
มีอัตราการกระจายตัวของยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณเปนอัตราสวน 3:1 ในขณะท่ีสายพันธุ L-1 ใน

การทดลองคร้ังท่ี 1 และ 2 ใหคา χ2 ท่ีคํานวณไดเทากับ 6.255 และ 6.481 ตามลําดับ ซ่ึงมีคา
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มากกวาคา χ2 ในตารางความนาจะเปน 0.05 (3.841) แตนอยกวาคา χ2 ในตารางความนาจะเปน 
0.01 (6.635) ท่ีระดับความเปนอิสระเทากบั 1 แสดงวาสายพันธุ L-1 ในการทดลองคร้ังท่ี 1 และ 2 
ใหผลการทดลองแตกตางจากอัตราสวนทางทฤษฎี อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือมีอัตราการกระจาย

ตัวของยีน เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณไมเทากบั 3:1 สวนสายพันธุ L-6-3 ใหคา χ2 ท่ีคํานวณได นอยกวา 
3.841 ท่ีคาคาดหมายของอัตราสวนตนมียนี : ตนไมมยีีน เทากับ 15:1 แสดงวาผลการทดลองท่ีได
สอดคลองกับอัตราสวนทางทฤษฎี คือ มีอัตราการกระจายตัวของยีน เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณเปน
อัตราสวน 15:1  แสดงวามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 L-13 และ L-6-3 มีการ
กระจายตัวของยีนเปนไปตามกฎการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของเมนเดล ท่ีเปนผลมาจาก
การสอดแทรกของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณเขาสูโครโมโซม 1 และ 2 ตําแหนง (locus) เนื่องจาก
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R2 นี้ มลัีกษณะการกระจายตัวของยีน 3 แบบ คือ homozygous 
dominant heterozygous และ homozygous recessive ซ่ึงเปนลักษณะท่ีพบไดในประชากรรุนลูกท่ี
เกิดจากการผสมตัวเองของตนแมท่ีมีลักษณะทางพนัธุกรรม (genotype) แบบ heterozygous (อัญชลี, 
2550) ตนมะเขือเทศท่ีตรวจไมพบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณมียีนแบบ homozygous recessive สวน
ตนมะเขือเทศท่ีตรวจพบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณมียีนแบบ homozygous dominant และ 
heterozygous และไมสามารถจําแนกไดวามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมตนใดมียีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณแบบใด แตสามารถคัดแยกความแตกตางไดจากการกระจายตัวในรุนถัดไป คือ รุน R3 
 

การที่สายพันธุ L-1 ในการทดลองคร้ังท่ี 1 และ 2 มีอัตราการกระจายตัวของยีนไม
เทากับ 3:1 อาจเกิดจากการที่สายพันธุ L-1  มีตนมะเขือเทศท่ีมีจํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณแตกตางกันในรุน R1 คือ 2 และ 3 copies (ภาพท่ี 17) ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีตนมะเขือเทศท่ี
มีจํานวนชุดของยีน 2 และ 3 copies จะมีการสอดแทรกของ transgene บนโครโมโซมแตกตางกัน 
คือ มีการสอดแทรกของ transgene 1 และมากกวา 1 ตําแหนง เม่ือทําการเก็บรวบรวมเมล็ดแบบ 
bulk seed  ทําใหประชากรตนมะเขือเทศท่ีไดมีการสอดแทรกของ transgene บนโครโมโซม 1 และ
มากกวา 1 ตําแหนงปนกัน ทําใหไดอัตราสวนระหวางตนมียีน : ตนไมมียีน มากกวา 3:1 และพบตน
มะเขือเทศท่ีมจีํานวนชุดของยีน 2 และ 3 copies  เม่ือทําการสุมเมล็ดมะเขือเทศมาเพาะปลูกเพื่อ
ทดสอบตอในรุน R2 (ภาพท่ี 18) 

 
จากการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R3 

จํานวน 7 สายพันธุ คือ L-1-22  L-1-46  L-6-3-23  L-6-3-34  L13-3  L-13-10  L-13-47  L-13-76 
และ L-13-90 สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณขนาด 2.48 กิโลเบส (ภาพ
ท่ี 16) ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมทุกตน หรือคิดเปน 100% ของตนมะเขือเทศดดัแปลง
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พันธุกรรมที่ทําการทดสอบท้ังหมดใน 7 สายพันธุ (ตารางท่ี 8) แสดงวามะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมตนแมรุน R2 ทุกสายพันธุท่ีนํามาทดสอบมียนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณแบบ homozygous 
dominant ซ่ึงเปนลักษณะท่ีเหมาะสมในการเปนแหลงของ transgene ในการปรับปรุงพันธุใหกับพืช
ปกติ เพราะลูกผสมท่ีไดในรุน R1 จะมี transgene ทุกตน (Johnston et al., 2004) 
 
ตารางท่ี 8  การกระจายตัวของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2  

    และ R3    
                             

R2 R3 

Line Replication +/-1) Total χ2 Line +/-1) Total 

    3:1 15:1    
L-1 1 56/24 80 0.467a - L-1-22 82/0 82 
 2 81/13 94 6.255b - L-1-46 84/0 84 
 3 56/7 63 6.481b -  - - 
L-6-3 1 72/1 73 21.740 2.963a L-6-3-23 97/0 97 
 2 69/1 70 20.743 2.386a L-6-3-34 83/0 83 
 3 85/3 88 21.879 1.212a  - - 
L-13 1 57/16 73 0.369a - L-13-3 90/0 90 
 2 77/15 92 3.710a - L-13-10 88/0 88 
 3 70/20 90 

 
0.370a - L-13-47 

L-13-76 
L-13-90 

96/0 
91/0 
92/0 

96 
91 
92 

NT2) 1 0/34 34 - - NT 0/44 44 
 2 0/40 40 - - NT 0/50 50 
 3 0/44 44 - - NT 0/50 50 

 

1) +/- คือ จํานวนตนท่ีมียีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ตอ จํานวนตนท่ีไมมียนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ 
2) NT คือ มะเขือเทศท่ีไมไดรับการถายยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ และไดรับการปลูกเช้ือไวรัส 
a  คา χ2 ท่ี P < 0.05 (3.841), df = 1 
b  คา χ2 ท่ี P > 0.05 (3.841) < 0.01 (6.635), df = 1 
 



 49 

 
    ก. 
   
 
 
 
 
 
     
    ข. 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดดัแปลง 

   พันธุกรรม รุน R1 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนิค PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย 0.8%  
   agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศ 
   ปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีนเปนโรค และ P:  
   พลาสมิด pCMV N/B-23) 
ก. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 ตนท่ี 12-14 และ 40-42  และ สาย

พันธุ L-13 ตนท่ี 49-55 
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 ตนท่ี 33-45 

 
 
 
 
 
 

 M    H    D                  L-6-3                  P                    L-13           

2.48 kb 2.5 kb 

12  13   14   40   41   42         49   50   51  52   53   54   55 

M                                                 L-1                                        P    H   D     

2.48 kb 2.5 kb 

33   34   35   36   37   38   39   40   41   42   43   44   45   
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      ก. 
 
 
 
 
 
     ข. 
 
 
 
 
 
     ค. 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดดัแปลง 

   พันธุกรรม รุน R2 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนิค PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย 0.8%  
   agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศ 
   ปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีนเปนโรค และ P:  
   พลาสมิด pCMV N/B-23) 
ก. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 ตนท่ี 42-55   
ข. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 ตนท่ี 1-14 
ค. มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13 ตนท่ี 1-14 

 
 
 

2.48 kb 

M   H                                       L-1                                           P         

2.5 kb 

42  43  44  45  46  47  48  49  50  51  52   53  54  55 

2.48 kb 

M   D                                       L-6-3                                        P       

2.5 kb 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13  14 

2.48 kb 

M   H                                        L-13                                    D   P      

2.5 kb 

1   2    3    4    5   6    7    8    9  10  11  12  13  14 
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ภาพท่ี 16  ผลการตรวจหายนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมของมะเขือเทศดดัแปลง 

   พันธุกรรม รุน R3 ท่ีเพาะเล้ียงไดดวย เทคนิค PCR วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย 0.8%  
   agarose gel electrophoresis (M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb H: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศ 
   ปกติไมถายยีนปลอดโรค D: ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีนเปนโรค P: พลาสมิด  
   pCMV N/B-23 และ L-13-76: มะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13-76 ตนท่ี  
   75-91) 

 
 
 
 
 
 
 
 

2.5 kb 
2.48 kb 

 M     H                                         L-13-76                                       P            

 M     D                           L-13-76                           P         

2.48 kb 2.5 kb 

75    76     77     78     79    80     81     82    83     84 

85    86     87     88    89     90     91     
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2.2 การตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม
ดวยเทคนิค genomic Southern hybridization 
 

ทําการสุมเลือกตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม รุน R1 ท่ีตรวจพบยีนเรพลิเคสท่ีไม
สมบูรณดวยเทคนิค PCR และตนมะเขือเทศปกติท่ีไมไดรับการถายยนี มาสกัด genomic DNA เพื่อ
ตรวจสอบจํานวนชุดของยีนท่ีสอดแทรกอยูบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม หลังจาก
นั้นนํา genomic DNA ท่ีไดมายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI โดยท่ีตาํแหนงตัดจําเพาะของ 
EcoRI บนพลาสมิด pCMV N/B-23 มีตําแหนงยอยดีเอ็นเอบริเวณนิวคลีโอไทดท่ี 2,039 ของยีน          
เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณและท่ีปลายดาน 3' ของ nos terminator ทําใหไดช้ินสวนดเีอ็นเอขนาด
ประมาณ 1.1 กิโลเบสดวย ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค genomic Southern hybridization พบแถบ 
ดีเอ็นเอขนาดแตกตางกัน ในสายพันธุ L-1 พบจํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ 2-3 copies 
สายพันธุ L-6-3 พบจํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ 4-5 copies และ สายพันธุ L-13 พบ
จํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ 2 copies ในขณะท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศท่ี
ไมไดรับการถายยีน (ภาพท่ี 17) 

 
เม่ือทําการตรวจสอบจํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ ในมะเขือเทศดัดแปลง

พันธุกรรมรุน R2 ใหผลการตรวจสอบเหมือนกับรุน R1 คือพบแถบดีเอ็นเอขนาดแตกตางกัน โดยท่ี
มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 พบจํานวนชุดของยีน 2-3 copies สายพันธุ L-6-3 พบ
จํานวนชุดของยีน 4-5 copies และ สายพันธุ L-13 พบจํานวนชุดของยีน 2 copies ขณะที่ไมพบแถบ
ดีเอ็นเอของมะเขือเทศท่ีไมไดรับการถายยีน (ภาพท่ี 18) 

 
จากผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลง

พันธุกรรมรุน R1 และ R2 ดวยเทคนิค PCR และเทคนิค genomic Southern hybridization ใหผล         
การตรวจสอบท่ีสอดคลองกันคือ แสดงใหเห็นวามีการสอดแทรกของยนีเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ        
เขาสูโครโมโซมมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม และสามารถถายทอดไปยังมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรมรุนถัดไปได แตเม่ือนําผลการตรวจสอบจํานวนชุดของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณดวย
เทคนิค genomic Southern hybridization ท่ีไดไปเปรียบเทียบกับผลการทดสอบความตานทานตอ
เช้ือไวรัส CMV แสดงใหเหน็วาลักษณะความตานทานที่ไดไมสัมพันธกับจํานวนชุดของยีน สังเกต
ไดจากมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมในกลุมสายพันธุ L-13 ท่ีมีจํานวนชุดของยีน 2 copies มี
ลักษณะความตานทานสูงสุดถึง 100% เม่ือเขาสูรุน R3 ในขณะท่ีกลุมสายพันธุ L-1 มีจํานวนชุดของ
ยีน 2-3 copies เชนกัน แตกลับมีความตานทานลดลงเม่ือเขาสูรุน R3 เปนดน 
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ภาพท่ี 17  ผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรม 

   รุน R1 ดวยเทคนิค genomic Southern hybridization โดยการยอยดเีอ็นเอดวยเอนไซมตัด 
   จําเพาะ EcoRI จากนั้นใช replicase gene probe ท่ีติดฉลากดวยสาร Digoxigenin ตรวจผล 
   ไฮบริไดเซชันดวยเทคนิค chemiluminescence โดยใช CDP starTM substrate 
    H : ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศปกติไมถายยีน 
    L-1 : ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 มี 2-3 copies  
    L-6-3 : ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 มี 4-5 copies 
    L-13 : ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13 มี 2 copies  
    P : พลาสมิด pCMV N/B-23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  H                   L-1                              L-6-3                             L-13                           P    

12.7 kb 

1.1 kb 
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  30    31   32   33    34  35    36    37    38   39   41    42   43   44   45        P 
     ก. 
 

 
 
 
 

 30  31   32    33   34   35   36    37   38   39   41   42   43   44   45     H       P 
     ข. 

 
 

 
 
 

               21    22   31   32    34    35   36   37    38   40    41   43    45   46   42          P 
     ค. 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  ผลการตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซมมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรม 

   รุน R2 ดวยเทคนิค genomic Southern hybridization โดยการยอยดเีอ็นเอดวยเอนไซมตัด 
   จําเพาะ EcoRI จากนั้นใช replicase gene probe ท่ีติดฉลากดวยสาร Digoxigenin ตรวจผล 
   ไฮบริไดเซชันดวยเทคนิค chemiluminescence โดยใช CDP starTM substrate (H: ดีเอ็นเอ 
   จากมะเขือเทศปกติไมถายยีน และ P: พลาสมิด pCMV N/B-23) 
ก. ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-1 มี 2-3 copies  
ข. ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-6-3 มี 4-5 copies 
ค. ดีเอ็นเอจากมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ L-13 มี 2 copies  

 

12.7 kb 

1.1 kb 

12.7 kb 

1.1 kb 

12.7 kb 

1.1 kb 
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มีรายงานวา ความผันแปรของลักษณะการแสดงออกของ transgene เกิดจากความไม
แนนอนของจาํนวนชุดของ transgene ท่ีสอดแทรกบนโครโมโซม บอยคร้ังพบวาพืชดัดแปลง
พันธุกรรมที่มีการสอดแทรกจํานวนชุดของยีนเปนจํานวนมาก มักจะมีการแสดงออกของ transgene 
ในระดบัตํ่า โดยเฉพาะอยางยิ่ง รูปแบบการสอดแทรกท่ีซับซอนอยางการท่ี transgene มีการเรียงตัว
ซํ้ากันของลําดับเบสตอเนื่องกันเปนชวงยาว (tandem repeat) หรือ โครงสรางท่ีมีลําดับเบสท่ีกลับ
ทิศทางกัน (inverted repeat (IR) structures) การลดการแสดงออกของ transgene ท่ีมีจํานวนชุดมาก 
เปนผลมาจากการเกิดปฏิสัมพันธระหวาง homologous sequences (homology-dependent gene 
silencing: HDGS) คือ เกิดการเขาคูกันเองของ transgene ทําใหไปลดการแสดงออกของ transgene 
ท่ีมีจํานวนชุดของยีนเปนจํานวนมากในกระบวนการ transcriptional ทําใหเกิด transcriptional gene 
silencing (TGS) คือ เกิดการเขาคูกันเองของ transgene จนทําใหไมสามารถสังเคราะห RNA ได 
หรือในกระบวนการ post-transcriptional ทําใหเกิด post-transcriptional gene silencing (PTGS) คือ 
เกิดการเขาคูกนัเองของ transgene ในระดบั RNA ทําใหไมสามารถสังเคราะหโปรตีนได (Jana et 
al., 2004; Butaye et al., 2005) เชนในรายงานของ Liu et al. (2003) พบวามะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมสายพันธุ F-DH-13 ท่ีมีจํานวนชุดของ transgene 5 ชุด มีความตานทานตอเช้ือไวรัส 
TSWV ลดลงในรุน R2 และมีตนเปนโรคมากถึง 91% ในรุน R6ในขณะท่ีสายพันธุ F-DH-02 ท่ีมี
จํานวนชุดของ transgene เพียง 2 ชุด มีความตานทานตอโรคลดลงเล็กนอยในรุน R3 และมีตนเปน
โรคเพียง 1 % ในรุน R6 เม่ือนําสายพันธุ F-DH-13 รุน R1 –R3 มาวิเคราะหดวยเทคนิค Northern blot  
พบวาตนมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมในรุน R1 และ R2 ท่ีตานทานตอโรค มีการสะสมของ RNA 
ในระดบัตํ่า สวนตนท่ีออนแอตอโรครุน R3 พบวามีการสะสมของ RNA ในระดับสูง แสดงใหเห็น
วาจํานวนชุดของ transgene ท่ีสอดแทรกเขาไปเปนสาเหตุของความไมเสถียรของลักษณะความ
ตานทานในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุนหลัง เนื่องจากการมีจํานวนชุดของยนีเปนจํานวนมาก 
เปนการสนับสนุนใหเกิด TGS ได สามารถอธิบายการศึกษาจํานวนชุด (copy number) ของยีน              
เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมรุน R1 และ R2 ถึงสาเหตุท่ีสายพันธุ L-6-3  
ท่ีพบจํานวนชุดของยีน 4-5 copies แสดงความตานทานตอโรคลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุท่ี
มีความตานทานสูงสุดถึง 100% อยางสายพันธุ L-13 ท่ีพบ 2 copies ท้ังท่ี 2 สายพันธุนี้สามารถ
ถายทอดยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณจนเขาสู homozygous ในรุน R3 ไดเหมือนกนั หรือในบางกรณี
อาจไมเปนไปตามน้ี เชนในกรณีท่ีจํานวนชุดของยีนเทากันอยางในสายพันธุ L-1 ท่ีมี 2-3 copies 
และ L-13 ท่ีมี 2 copies  
 

การที่มะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-1 กับสายพันธุ L-13 ท่ีมีจํานวนชุดของ
ยีนเทากัน แตสายพันธุ L-1 กลับแสดงความตานทานตอโรคลดลง ในขณะท่ีสายพันธุ L-13 แสดง
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ความตานทานตอโรคสูงข้ึนถึง 100% ในรุน R3 พบวาตําแหนงบนโครโมโซมท่ี transgene มีการ
สอดแทรกเขาไปเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอระดับการแสดงออกของยีน แมวาจะมีจํานวนชุดของ 
transgene เทากัน ถามีการสอดแทรก transgene บนโครโมโซมท่ีตําแหนงเดียวกนัระดับการ
แสดงออกของ transgene ท่ีไดจะเหมือนกนั ในขณะเดียวกันถามีการสอดแทรกในตําแหนงท่ีตาง
ออกไป สงผลใหการแสดงออกของ transgene เกิด silencing ไดเชนกัน (Christopher et al., 2000) 

 
จากรายงานการใชเทคนิค Fluorescence in situ Hybridization (FISH) ในการศึกษา

ตําแหนงของ transgene บนโครโมโซมในระยะ metaphase ท่ีปรายรากของพืช พบวาไมวาจะเปน
การถายยีนโดยใช Agrobacterium เขาสูตนขาว (Jin et al., 2002) หรือใช microprojectile 
bombardment เขาสูตนโอต (Svitashev et al., 2000; Svitashev and Somers, 2002) ตางก็ใหผลการ
ทดลองท่ีเหมือนกันคือ ตําแหนงท่ี transgene สอดแทรกเขาไปพบไดท้ังบริเวณแขนส้ันและแขนยาว
แตกตางกันไปตามความยาวของโครโมโซม แตพบวา transgene มักจะสอดแทรกเขาไปในบริเวณ
สวนปลายของโครโมโซม ในขณะท่ีไมคอยพบ transgene สอดแทรกใกลกับบริเวณ centromeres 
ซ่ึงสัมพันธกับความจริงท่ีวาบริเวณสวนปลายของโครโมโซมเปนบริเวณท่ีมยีีนของพชือยูเปน
จํานวนมาก ในขณะท่ีบริเวณ heterochromatin สวนใหญจะอยูใกลกบั centromeres ดังนั้น 
transgene ท่ีมีการสอดแทรกเขาไปในบริเวณ heterochromatin ผลท่ีไดคาดวา จะมีการแสดงออก
ของ transgene ในระดบัท่ีต่ําหรือเกิด silencing (Svitashev et al., 2000; Jin et al., 2002; Svitashev 
and Somers, 2002) 
 

นอกจากปจจยัท่ีเกิดจากตําแหนงบนโครโมโซมแลว ยังพบวา DNA methylation เปน
อีกปจจยัหนึ่งท่ีสําคัญเชนกัน มีรายงานวา ยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดรับการถายยีน Cp-gus ดวย
วิธีการเดยีวกนั ถูกนํามาตรวจสอบจนแนใจวามีจํานวนชุดของยีน Cp-gus เพียง 1 ชดุ เพื่อศึกษา
ปจจัยท่ีสงผลกระทบตอลักษณะการแสดงออกท่ีผันแปรของ transgene พบวายาสูบดัดแปลง
พันธุกรรมที่ได มีระดับการแสดงออกของยีน Cp-gus ตางกัน เม่ือนํามาทดสอบดวยเทคนิค 
Southern blot โดยนําจีโนมมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกับตําแหนงบน ยีน Cp-gus แลวตรวจสอบ
ดวย probe ท่ีจําเพาะตอยนี gus พบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดจากยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่มีการ
แสดงออกของ GUS มีขนาดของช้ินดีเอ็นเอตรงตามท่ีคาดการณไว ตรงขามกับตนยาสูบท่ีไมมีการ
แสดงออกของ GUS พบช้ินดเีอ็นเอมีขนาดไมตรงตามท่ีคาดการณไว เนือ่งมาจากมีความปกติเกดิ
ข้ึนกับลําดับเบสตรงตําแหนงตัดจําเพาะทําใหเอนไซมตัดจําเพาะไมสามารถตัดได และความ
ผิดปกตินี้ไมไดเกิดจากการเปล่ียนแปลงลําดับเบส แตเกดิจาก DNA methylation (Christopher               
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et al., 2000) ท่ีมีการเติมหมู methyl ท่ีตําแหนงท่ี 5 ของเบส cytosine  เปน 5-methylcytosine 
(cytosine methylation) (Matzke and Matzke, 1998) 

 
จากปจจยัท้ังหมดท่ีกลาวมาเบื้องตน พบวาลักษณะการแสดงออกของ transgene 

สามารถถูกควบคุมดวยปจจยัอ่ืนๆ เชน MARs (Allen et al., 2000, 2005) และ การจัดเรียงตัวใหม
ของโครงสรางโครโมโซม (Svitashev et al.,2000; Svitashev and Somers, 2002) ลําดับดีเอ็นเอบน
โครมาตินท่ีมีตําแหนงจับอยางจําเพาะเจาะจงกับ nuclear matrix ในระยะท่ีมีการจัดเรียงตัวเปน
โครโมโซม ทําใหโครมาตินมีลักษณะคลายหวง (loop domains) หรือท่ีเรียกวา Matrix attachment 
regions (MARs) เม่ือนํา MARs มาเช่ือมติดกับบริเวณปลายดาน 3’ และ 5’ ของ transgene พบวา 
MARs ชวยเพิม่ความคงตัวของการแสดงออกของ transgene และมีบทบาทในการลดการเกิด 
silencing ของ transgene แตยงัไมทราบเปนท่ีแนชัดวากลไกของ MARs ไปเพิ่มความคงตัวของการ
แสดงออกของ transgene ไดอยางไร (Allen et al., 2005) แตจากแบบจาํลองของ Allen et al. (2000) 
แสดงการคาดเดาวา การมีอยูของ MARs ท่ีปลาย 3’ และ 5’ ของ transgene สงผลใหโครมาตินไปยดึ
เกาะกับ nuclear matrix ถ่ีเพยีงพอท่ีจะชวยปองกันการเขาคูกันระหวาง transgene ดวยกัน อันเปน
สาเหตุหนึ่งของการเกิด gene silencing ตรงตําแหนงของ transgene  

 
เนื่องจากการแสดงออกของ transgene ในพชืดัดแปลงพันธุกรรมมีความผันแปรเกิดข้ึน

ไดบอยคร้ังภายในประชากรพืชดัดแปลงพนัธุกรรม และไมสามารถคาดเดาลักษณะการแสดงออก
ได (Butaye et al., 2005) เพราะฉะน้ัน ถึงแมวาในการทดลองน้ีจะไดมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม
สายพันธุ L-13-47 L-13-76 และ L-13-90 ท่ีแสดงลักษณะความตานทานถึง 100 เปอรเซ็นต ในรุน 
R3 แตไมสามารถบอกไดวาลักษณะความตานทานท่ีไดจะยังคงอยูและถายทอดไปสูรุนลูกไดถึงช่ัวท่ี
เทาไร ลักษณะความตานทานท่ีไดอาจจะคงอยูไปจนถึงรุน R9 เหมือนกบัมะเขือเทศดดัแปลง
พันธุกรรมที่ตานทานตอเช้ือ TSWV ในงานวิจยัของ Liu et al. (2003) หรือผันแปรไปต้ังแตรุน
แรกๆ ก็เปนได จึงไดนํามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมทั้ง 3 สายพันธุ มาขยายพันธุโดยการ
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เพื่อผลิตตนมะเขือเทศท่ียังคงลักษณะความตานทานที่ดีไวใชประโยชนตอไป 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การศึกษาความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ของมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรม 5 สายพันธุ
รุน R1 ท่ีมาจากรุน R0 พบวาตนกลาท่ีไดจากเมล็ดรุน R1 3 สายพันธุ ประกอบดวย L-1 L-6-3 และ 
L-13 สามารถตานทานตอการปลูกเช้ือ CMV ไดในเปอรเซ็นตท่ีสูง ลักษณะการตานทานเทียบได
กับ immunity คือ พืชไมแสดงอาการของโรคและตรวจไมพบเช้ือ CMV ดวยเทคนิค ELISA 
ในขณะท่ีตนออนแอแสดงอาการของโรคและตรวจพบไวรัสในปริมาณสูง เม่ือนําขอมูลจากการ
ตรวจสอบความตานทานโรค มาวิเคราะหการถายทอดลักษณะความตานทานโรคของมะเขือเทศ

ดัดแปลงพนัธุกรรมจากรุน R0 ไปยัง R1 ทางสถิติโดยวิธี χ2-test พบวาทุกสายพันธุมอัีตราการ
กระจายตัว <3:1 แตกตางจากกฎของเมนเดล 

 
เม่ือคัดเลือกมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1 ท่ีมีความตานทานโรคจากสายพันธุ L-1 

L-6-3 และ L-13 มาทดสอบความตานทานตอในรุน R2 และ R3 พบวาลักษณะความตานทาน
สามารถถายทอดไปอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะกลุมสายพันธุ L-13 ท่ีประกอบดวยสายพันธุ L-13-47 
L-13-76 และ L-13-90 มีความตานทานตอเช้ือไวรัสสูงสุดถึง 100% รองลงมาคือ L-13-3 และ L-13-
10 มีความตานทาน 98.89% และ 98.86% ในรุน R3 ในขณะท่ีกลุมสายพันธุ L-1 และ L-6-3 คือ L-1-
22 L-1-46 และ L-6-3-34 ตานทานเพียง 1.22% 55.95% และ 8.43% ตามลําดับ ในขณะท่ี L-6-3-23 
ไมมีความตานทาน 

 
จากการวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี Post ANOVA analysis โดยใชวิธี Least Significant 

Difference (LSD) พบวามะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอเช้ือไวรัส CMV สามารถให
คาเฉล่ียจํานวนผลและคาเฉล่ียน้ําหนกัผลไดไมแตกตางจากตนมะเขือเทศปกติปลอดโรค และดีกวา
ตนมะเขือเทศปกติท่ีเปนโรค ท้ังดานปริมาณและน้ําหนกัของผลผลิต 

  
การตรวจสอบยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมรุน R1-R3 ดวย

เทคนิค PCR สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 2.48 กโิลเบส ซ่ึงเปนขนาดของดีเอ็นเอบางสวน
ของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณท่ีสอดแทรกเขาสูโครโมโซมมะเขือเทศ เม่ือนําคาการตรวจสอบยีนท่ี

ไดจากเทคนิค PCR ในรุน R2  มาวิเคราะหทางสถิติโดยวิธี χ2-test เพื่อศึกษาการกระจายตัวของยีน  
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เรพลิเคสท่ีไมสมบูรณ พบวามะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมมีอัตราการกระจายตัวของยีนเปน
อัตราสวน 3:1 จํานวน 2 สายพันธุคือ L-1 และ L-13 และมีอัตราสวน 15:1 จํานวน 1 สายพันธุคือ    
L-6-3 และสามารถตรวจพบยีนในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมทุกตนในทุกสายพนัธุท่ีทําการ
ทดสอบในรุน R3  

 
การใชเทคนิค genomic Southern hybridization ตรวจสอบจํานวนชุดของยีนบน

โครโมโซมมะเขือเทศ พบวามีจํานวนชุดของยีนแตกตางกันไปในแตละสายพันธุ โดยท่ีสายพันธุ  
L-1 มีจํานวนชุดของยีน 2-3 copies สายพันธุ L-6-3 มีจํานวนชดุของยนี 4-5 copies และ สายพันธุ 
L-13 มีจํานวนชุดของยีน 2 copies 

 
จากผลการทดลองท้ังหมดแสดงใหเห็นวา มะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรมท่ีพัฒนาใหมี

ความตานทานตอโรค สามารถถายทอด transgene จากรุนพอแมไปยงัรุนลูก และมีลักษณะทาง
พันธุกรรมเปนแบบ homozygous ในรุน R2 ในขณะท่ีลักษณะของความตานทานท่ีไดมีความผัน
แปรแตกตางกนัในแตละสายพันธุ โดยท่ีสายพันธุ L-13 ในรุน R3 มีความตานทานตอเช้ือไวรัส
สูงสุดเหมาะสมตอการนําไปพัฒนาใหเปนพันธุตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ในอนาคต 

 
ขอเสนอแนะ 

     
 การศึกษาในคร้ังตอไปควรทดสอบความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศ
ดัดแปลงพนัธุกรรมสายพันธุ L-13 เพิ่มเติมในรุน R4 และ R5 เพื่อดูความคงตัวของลักษณะการ
แสดงออกของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณบนโครโมโซม (phenotype) และทดสอบความตานทานตอ
เช้ือไวรัส CMV ท่ีมีสายพันธุใกลเคียงกนัในประเทศไทย และเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนๆ ท่ีเขาทําลาย
มะเขือเทศ เพือ่ดูความจําเพาะเจาะจงของลักษณะความตานทานตอชนดิของไวรัส รวมไปถึงศึกษา
กลไกความตานทานตอเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดดัแปลงพันธุกรรม โดยตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนเรพลิเคสท่ีไมสมบูรณในระดับอารเอ็นเอหรือโปรตีน ตลอดจนทดสอบความ
ปลอดภัยทางชีวภาพ เพื่อตรวจสอบความสามารถในการสงผาน transgene ไปยังส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ 
(horizontal transfer) วาไมสงผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตท่ีไดรับ transgene และส่ิงแวดลอม กอนมีการ
นําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุมะเขือเทศตอไป 
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ภาคผนวก ก 
ตารางแสดงผลการตรวจสอบปริมาณเช้ือไวรัสดวยเทคนคิ ELISA 
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ตารางผนวกท่ี 1  ผลการตรวจวัดปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1  
ในการทดลองครั้งท่ี 1 จํานวน 5 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV สายพันธุ 
30RS เปนเวลา 20 วันโดยใชเทคนิค ELISA 

 
ปริมาณเช้ือไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเช้ือ 20 วัน 

L-1  L-6-3  L-13  L-25  L-29-3 
ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405 
1* 0.448  2 0.124  2 0.118  3* 1.117  4* 2.393 
2 0.053  3* 0.947  3 0.116  14* 0.874  20* 1.584 
6 0.032  13 0.105  4 0.090  21* 1.905  43* 0.900 
9 0.034  18* 1.294  5* 0.920  39* 1.247  45 0.063 
10 0.042  21* 0.479  6 0.101  50* 1.665  67* 0.672 
12 0.042  22 0.099  10 0.069     91* 0.522 
15 0.030  35* 1.199  15 0.069       
17* 0.300  38 0.121  18 0.115       
20 0.042  43 0.116  19 0.064       
21 0.055  49 0.093  21 0.075       
22 0.044  54* 0.927  22 0.063       
28 0.038  56 0.108  24* 0.889       
30 0.054  76 0.171  25 0.097       
32 0.047  80 0.107  27 0.052       
34 0.033     28 0.084       
38 0.052     30 0.074       
39* 0.348     36 0.082       
41 0.049     43 0.096       
42 0.038     45 0.096       
49 0.060     46 0.089       
52 0.041     47 0.150       
53 0.044     51* 0.729       
54 0.078     55 0.162       
57 0.036     56 0.090       
59 0.030     60 0.086       
60* 0.376     63* 0.842       
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ตารางผนวกท่ี 1  (ตอ) 
 

ปริมาณเช้ือไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเช้ือ 20 วัน 
L-1  L-6-3  L-13  L-25  L-29-3 

ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405  ตนที่ O.D.405 
62 0.035     78 0.146       
64 0.032     80 0.124       
67 0.039     81 0.214       
69 0.041     82* 0.520       
71 0.038     83 0.003       
72 0.041             
76 0.045             
78 0.068             
79 0.071             
80 0.057             
81* 0.598             

 
* ตนมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมที่แสดงอาการของโรค ท่ีถูกสุมมาทดสอบ เพื่อเปน positive  
   control สายพันธุละ 5 ตน 
คาเฉล่ียของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือไวรัส (negative control) เทากับ 
0.094 
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ตารางผนวกท่ี 2  ผลการตรวจวัดปริมาณเช้ือไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R1  
ในการทดลองครั้งท่ี 2 จํานวน 3 สายพันธุภายหลังการปลูกเช้ือ CMV สายพันธุ 
30RS เปนเวลา 20 วันโดยใชเทคนิค ELISA 

   
ปริมาณเช้ือไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเช้ือ 20 วัน ตนมะเขือเทศที่

นํามาทดสอบ L-1  L-6-3  L-13 
1 0.117  0.105  0.107 
2 0.100  0.109  0.088 
3 0.101  0.097  0.085 
4 0.095  0.095  0.089 
5 0.093  0.095  0.082 
6 0.100  0.092  0.104 
7 0.095  -  0.088 
8 0.093  0.091  0.090 
9 0.102  0.095  0.086 

10 0.104  -  0.091 
11 0.109  0.107  0.092 
12 0.130  0.115  0.104 
13 0.107  0.102  0.105 
14 0090  0.107  0.094 
15 0.083  0.087  0.092 
16 0.085  -  0.091 
17 0.092  -  0.094 
18 0.086  0.089  0.086 
19 0.087  0.104  0.088 
20 0.089  -  0.092 
21 0.085  0.087  0.093 
22 0.084  -  0.095 
23 0.092  0.105  0.100 
24 0.099  0.133  0.110 
25 0.098  0.112  0.107 
26 0.092  0.099  0.090 
27 0.090  0.098  0.086 
28 0.087  0.089  0.087 
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ตารางผนวกท่ี 2  (ตอ) 
 

ปริมาณเช้ือไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเช้ือ 20 วัน ตนมะเขือเทศที่
นํามาทดสอบ L-1  L-6-3  L-13 

29 0.082  0.096  0.080 
30 0.087  0.099  0.089 
31 0.086  0.105  0.082 
32 0.085  0.097  0.085 
33 0.083  0.100  0.086 
34 0.086  0.099  0.098 
35 0.084  0.121  0.090 
36 0.101  0.125  0.124 
37 0.097  0.102  0.126 
38 0.081  0.096  0.110 
39 0.083  -  0.098 
40 0.076  0.098  0.094 
41 0.084  0.089  0.087 
42 0.081  0.099  0.093 
43 0.081  -  0.137 
44 0.083  -  0.107 
45 0.078  -  0.113 
46 0.080  -  0.109 
47 0.084  -  0.115 
48 -  -  0.099 
49 -  -  0.113 
50 -  -  0.105 
51 -  -  0.109 
52 -  -  0.100 
53 -  -  0.103 
54 -  -  0.123 
55 -  -  0.132 

 
คาเฉล่ียของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศท่ีไดรับการปลูกเช้ือ (positive control) เทากบั 0.514 
คาเฉล่ียของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (negative control) เทากับ 0.118 



 

ตารางผนวกที่ 3  ผลการตรวจวัดปริมาณเชือ้ไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R2 ในการทดลองครั้งที่ 1-3 จํานวน 3 สายพันธุภายหลังการ 
ปลูกเชื้อ CMV สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 และ 60 วนัโดยใชเทคนิค ELISA 

 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
1 0.102 0.820 1.147  0.144 1.304 1.574  1.368 1.238 1.519  1.463 0.930 0.583  0.597 0.163 0.266  1.113 0.121 0.129 
2 0.095 0.152 0.128  0.135 0.161 0.222  0.587 1.656 1.284  1.368 0.892 1.479  0.135 1.498 0.987  0.126 0.398 1.355 
3 0.107 0.138 0.114  0.154 0.115 0.139  1.157 1.225 0.091  0.747 1.582 0.193  0.212 0.127 0.137  0.148 0.153 0.193 
4 0.099 0.127 1.237  0.199 0.153 1.819  0.108 2.653 0.637  0.204 1.507 1.423  0.205 1.003 0.137  0.139 1.277 0.124 
5 0.115 0.128 0.731  0.174 0.132 1.305  0.110 1.946 1.261  0.148 0.957 1.069  0.158 1.562 0.199  0.193 1.173 0.220 
6 0.113 0.127 0.741  0.104 0.187 1.446  0.105 1.183 0.084  0.138 0.702 0.143  0.201 0.930 0.142  0.211 1.692 0.135 
7 0.105 0.128 1.557  0.156 0.139 1.236  0.109 2.639 1.045  0.133 1.135 1.379  0.216 0.142 0.174  0.209 0.178 0.132 
8 0.104 0.129 0.125  0.191 0.166 0.162  0.116 0.881 1.203  0.130 1.222 1.213  0.195 0.153 0.204  0.208 0.210 0.163 
9 0.116 0.140 0.128  0.142 0.126 1.864  0.105 0.989 0.083  0.207 0.887 0.145  1.295 0.136 0.156  1.266 0.136 0.146 
10 0.124 0.141 1.234  0.105 0.127 1.641  0.100 2.204 1.154  0.201 1.478 0.439  0.245 1.142 0.142  0.188 0.400 0.137 
11 0.127 0.546 0.162  0.127 1.438 0.105  1.954 1.203 1.275  1.049 1.561 1.045  0.123 0.214 0.117  0.106 0.819 0.128 
12 0.139 0.167 1.815  0.188 0.105 0.522  1.485 2.226 0.937  1.354 1.083 0.956  1.143 0.187 0.211  1.594 0.137 0.122 
13 0.106 0.863 0.136  0.199 1.305 0.183  0.742 1.482 1.311  0.825 0.948 0.507  0.225 0.138 0.263  0.123 0.149 0.139 
14 1.096 0.989 0.124  1.413 1.742 0.220  1.436 2.819 1.228  0.627 1.838 1.426  0.902 1.549 0.203  0.454 1.093 0.188 
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ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
15 0.088 0.118 0.121  0.137 0.155 0.131  0.836 1.781 0.096  0.500 1.584 0.112  0.267 1.252 0.219  0.152 1.316 0.198 
16 0.100 0.104 0.130  0.146 0.182 0.136  1.091 2.399 1.382  0.618 1.345 1.206  0.185 0.201 0.195  0.191 0.166 0.122 
17 0.089 0.107 0.131  1.043 0.134 0.171  1.285 0.201 1.181  1.396 0.137 1.422  0.173 1.624 0.496  0.129 1.203 0.434 
18 0.104 0.109 0.121  0.101 0.139 0.204  0.112 2.841 0.571  0.135 1.424 0.648  1.066 1.442 1.495  1.236 1.299 1.141 
19 0.098 0.112 0.977  0.119 0.187 1.430  0.101 1.332 1.118  0.203 1.369 1.163  0.144 0.119 0.143  0.194 0.156 0.131 
20 0.102 0.111 1.120  0.114 0.169 1.221  1.099 2.173 1.647  0.834 0.685 1.005  1.509 0.143 0.129  1.343 0.124 0.208 
21 0.101 0.118 0.123  0.102 0.192 0.102  0.111 2.802 0.084  0.177 0.607 0.141  1.559 0.125 0.691  1.301 0.119 0.443 
22 0.097 0.121 1.149  0.151 0.133 1.217  2.213 2.626 1.309  1.262 1.227 1.567  1.917 1.521 0.151  1.269 1.156 0.128 
23 0.099 0.120 0.133  0.134 0.144 1.739  0.103 1.843 0.090  0.130 1.416 0.138  1.415 1.086 1.346  0.396 1.365 0.375 
24 1.222 0.135 0.156  1.295 0.141 0.196  0.112 2.665 2.255  0.209 1.675 0.749  0.138 0.200 1.632  0.176 0.125 0.398 
25 0.100 0.140 0.126  0.117 0.174 0.838  0.099 2.226 0.942  0.139 0.945 1.486  1.267 0.503 0.149  0.812 1.336 0.212 
26 1.165 0.125 0.129  1.395 0.183 0.162  1.626 2.677 0.112  0.627 0.651 0.171  0.144 0.817 0.213  0.132 1.475 0.187 
27 0.090 0.115 0.866  0.137 0.183 0.352  2.915 0.182 1.228  1.402 0.201 1.121  1.311 0.110 1.519  1.743 0.196 0.943 
28 0.088 0.099 0.126  0.136 0.183 0.166  2.904 1.697 1.059  0.541 1.039 1.342  0.194 0.198 0.204  0.149 0.195 0.124 
29 1.125 0.106 0.117  1.367 0.133 0.157  0.138 1.547 2.195  0.145 0.838 1.377  0.202 1.662 0.151  0.129 1.401 0.220 
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ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
30 0.091 0.104 0.114  0.102 0.193 0.134  2.584 0.538 0.745  1.060 0.806 1.086  0.897 1.709 0.117  1.383 1.553 0.131 
31 0.094 0.106 0.113  0.199 0.167 0.115  1.865 1.472 0.638  1.331 1.282 1.359  0.167 1.494 0.133  0.195 0.538 0.121 
32 1.095 0.106 0.112  0.467 0.163 0.139  1.665 2.615 1.087  1.113 1.352 0.695  0.630 0.150 1.841  1.327 0.134 1.248 
33 1.318 0.112 2.101  1.184 0.117 1.393  1.674 0.172 0.084  1.294 0.134 0.138  0.206 0.118 1.251  0.139 0.146 0.762 
34 0.097 0.113 0.129  0.178 0.134 0.182  1.264 2.388 1.194  0.636 0.564 1.025  0.187 0.125 0.178  0.123 0.117 0.123 
35 0.109 0.121 0.135  0.176 0.128 0.109  0.108 0.226 1.328  0.132 0.193 1.137  1.822 1.644 0.176  0.941 1.364 0.117 
36 0.110 1.562 0.133  0.179 1.181 0.199  0.123 1.573 0.097  0.131 1.405 0.148  0.877 1.504 1.579  1.144 1.729 1.218 
37 0.090 0.138 0.422  0.151 1.124 1.273  2.100 2.162 1.336  0.912 0.619 1.063  0.128 0.135 1.712  0.134 0.187 1.211 
38 0.089 1.165 0.129  0.142 0.995 0.197  1.825 2.684 1.379  1.058 1.445 0.494  0.115 0.104 0.867  0.133 0.163 1.191 
39 0.085 0.105 0.121  0.119 0.184 0.159  1.793 2.209 1.141  1.409 0.945 0.621  0.201 0.767 1.204  0.107 1.239 1.197 
40 0.097 1.226 1.131  0.159 0.346 1.345  1.678 1.724 0.112  1.447 0.776 0.196  0.158 0.441 0.204  0.148 0.456 0.180 
41 0.094 0.102 0.555  0.139 0.187 1.492  0.561 1.695 1.163  1.021 0.521 1.385  1.794 0.107 0.168  1.328 0.124 0.139 
42 0.953 1.349 0.167  2.005 1.476 0.152  2.647 2.205 1.226  0.743 0.780 0.777  0.178 0.133 0.116  0.147 0.209 0.184 
43 0.102 0.104 0.113  0.137 0.195 0.143  2.683 1.414 0.116  0.664 1.333 0.114  0.155 0.125 1.259  0.142 0.133 0.994 
44 1.122 0.106 0.111  0.133 0.185 0.153  0.114 2.616 0.120  0.132 1.309 0.157  0.629 0.137 1.432  0.573 0.141 1.201 

76 



 

ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
45 1.275 0.105 0.124  0.859 0.199 0.143  1.481 2.752 0.108  1.271 0.656 0.159  0.271 0.126 0.203  0.138 0.118 0.158 
46 0.107 0.106 0.118  0.143 0.161 0.210  0.538 2.456 0.922  1.315 0.885 1.361  0.199 0.972 0.596  0.156 0.457 0.397 
47 0.890 0.108 0.127  1.108 0.125 0.116  1.516 0.956 0.082  1.239 0.968 0.138  0.245 1.943 0.108  0.132 1.478 0.118 
48 0.118 0.128 2.191  0.177 0.196 1.026  0.133 1.754 1.835  0.133 1.574 1.537  0.122 0.163 1.695  0.103 0.215 1.429 
49 0.096 0.124 0.128  0.168 1.274 0.181  2.368 2.201 1.466  1.446 1.013 0.763  0.135 0.138 0.205  0.106 0.119 0.107 
50 0.094 0.115 0.119  0.166 0.179 0.130  0.100 2.677 1.282  0.133 0.661 0.636  0.141 0.111 0.216  0.139 0.155 0.197 
51 0.087 0.108 1.111  0.195 0.168 0.613  0.096 2.158 1.176  0.204 1.390 1.037  0.218 0.101 1.287  0.142 0.143 1.208 
52 0.090 0.106 0.114  0.117 0.183 0.165  0.107 2.879 0.122  0.164 0.500 0.135  1.857 0.267 0.545  1.063 0.133 1.910 
53 0.098 0.103 0.121  0.132 0.112 0.138  1.631 1.450 1.954  1.398 1.023 1.387  1.449 0.126 1.241  1.386 0.138 1.586 
54 1.303 0.096 0.125  1.532 0.153 0.142  1.399 2.166 1.290  1.683 1.400 1.457  0.178 0.128 0.198  0.137 0.216 0.165 
55 0.089 0.103 1.200  0.156 0.159 0.683  2.477 2.224 0.109  0.753 1.471 0.138  0.159 0.138 1.073  0.148 0.109 0.993 
56 0.095 0.594 0.117  0.136 0.575 0.122  0.100 2.073 0.122  0.138 1.433 0.144  0.177 0.163 0.153  0.189 0.167 0.163 
57 0.101 0.104 0.135  0.122 0.108 0.183  1.775 1.900 1.123  1.697 1.216 1.694  0.177 1.644 0.154  0.132 1.488 0.135 
58 0.993 0.112 0.870  1.914 0.133 1.288  1.499 0.188 1.397  1.541 0.147 1.374  1.391 1.803 0.210  1.333 0.992 0.147 
59 0.097 0.120 0.137  0.138 0.175 0.217  0.117 0.963 0.945  0.131 1.431 1.246  0.888 1.496 0.138  1.405 1.023 0.146 
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ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
60 0.109 0.118 0.982  0.156 0.149 1.358  1.114 2.480 1.532  0.747 1.241 0.849  0.234 2.165 0.156  0.105 1.294 0.121 
61 0.123 0.123 0.125  0.135 0.121 0.148  2.186 1.981 1.218  0.953 1.504 1.290  0.128 0.151 0.177  0.128 0.135 0.114 
62 0.103 1.333 1.750  0.163 0.681 1.356  0.937 0.536 1.401  1.245 0.676 1.599  0.119 0.109 0.149  0.133 0.115 0.191 
63 0.111 0.110 0.127  0.159 0.106 0.143  1.700 1.637 1.469  1.302 1.124 0.812  1.414 0.200 1.047  1.233 0.169 1.201 
64 0.101 0.102 0.118  0.138 0.147 0.199  1.257 0.714 1.305  0.844 0.507 1.173  - 0.225 0.185  - 0.119 0.129 
65 0.097 0.100 1.056  0.153 0.154 1.525  1.522 1.771 1.382  1.099 1.174 0.948  - 0.123 0.184  - 0.106 0.198 
66 0.113 0.101 0.143  0.134 0.128 0.214  0.107 2.440 1.301  0.145 0.522 1.479  - 1.339 0.483  - 0.983 1.317 
67 0.733 0.104 0.136  1.703 0.117 0.198  1.907 1.068 0.118  1.242 0.736 0.159  - 0.164 0.643  - 0.197 1.247 
68 0.098 0.111 0.126  1.646 0.127 0.156  1.169 2.177 1.046  0.505 0.528 1.502  - 1.395 0.177  - 1.439 0.157 
69 0.099 0.112 1.356  0.145 0.118 0.837  2.505 1.714 0.780  0.918 1.348 1.675  - 1.041 0.216  - 1.283 0.138 
70 0.102 0.113 1.087  0.131 0.116 1.326  0.121 1.763 1.086  0.142 0.677 1.037  - 0.169 1.405  - 0.138 1.179 
71 1.543 1.749 0.145  1.445 1.342 0.215  1.260 - 1.604  0.919 - 1.573  - 1.638 0.145  - 0.353 0.129 
72 0.118 0.135 0.137  0.158 0.114 0.151  1.388 - 0.106  2.069 - 0.166  - 0.136 0.158  - 0.134 0.118 
73 0.120 0.131 0.122  0.177 0.123 0.152  1.150 - 1.367  1.383 - 0.689  - 0.116 0.164  - 0.199 0.114 
74 0.087 - -  0.149 - -  1.511 - 0.124  1.038 - 0.144  - 0.114 1.454  - 0.176 0.729 
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ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
75 0.092 - -  0.127 - -  0.109 - 1.531  0.174 - 0.696  - 0.195 0.159  - 0.161 0.126 
76 0.096 - -  0.140 - -  2.162 - 0.632  1.168 - 1.471  - 1.441 0.101  - 1.433 0.126 
77 1.098 - -  0.977 - -  2.011 - 0.564  0.554 - 1.092  - 1.500 0.106  - 1.531 0.229 
78 1.087 - -  1.389 - -  0.975 - 0.100  1.038 - 0.139  - 0.135 0.195  - 0.122 0.229 
79 0.093 - -  0.154 - -  0.991 - 1.115  1.684 - 1.575  - 0.122 0.185  - 0.138 0.117 
80 0.090 - -  0.139 - -  1.397 - 1.187  1.171 - 1.381  - 1.411 1.861  - 1.328 1.482 
81 - - -  - - -  0.125 - 0.113  0.154 - 0.167  - 1.479 0.155  - 0.352 0.223 
82 - - -  - - -  1.253 - 0.106  1.093 - 0.153  - 0.222 0.639  - 0.177 1.297 
83 - - -  - - -  1.284 - 1.686  0.999 - 1.114  - 0.180 0.317  - 0.187 1.818 
84 - - -  - - -  1.174 - 1.593  0.968 - 1.022  - 0.143 0.109  - 0.148 0.173 
85 - - -  - - -  1.055 - 0.545  1.381 - 0.579  - 1.253 1.599  - 1.065 1.227 
86 - - -  - - -  0.101 - 2.017  0.128 - 0.498  - 1.418 0.122  - 1.242 0.210 
87 - - -  - - -  1.514 - 1.712  1.041 - 1.054  - 0.199 0.981  - 0.146 2.218 
88 - - -  - - -  0.128 - 2.001  0.152 - 1.431  - 1.429 1.712  - 1.276 1.357 
89 - - -  - - -  2.259 - 0.888  1.223 - 1.199  - - 0.171  - - 0.207 
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ตารางผนวกที่ 3  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 

20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน  20 วัน  60 วัน 
ตนที่ 

L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13  L-1 L-6-3 L-13 
90 - - -  - - -  2.174 - 0.097  1.593 - 0.140  - - 1.714  - - 0.732 
91 - - -  - - -  1.846 - 0.090  1.502 - 0.142  - - -  - - - 
92 - - -  - - -  1.587 - 0.101  1.146 - 0.136  - - -  - - - 
93 - - -  - - -  0.128 - -  0.139 - -  - - -  - - - 
94 - - -  - - -  1.784 - -  1.083 - -  - - -  - - - 

 

1) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 1.139 และ negative control เทากับ 0.109 
   หลังการปลูกเชื้อ 60 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 1.191 และ negative control เทากับ 0.162 
2) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 2.014 และ negative control เทากับ 0.147 
   หลังการปลูกเชื้อ 60 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 1.162 และ negative control เทากับ 0.153 
3) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 1.232 และ negative control เทากับ 0.178 
   หลังการปลูกเชื้อ 60 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของ positive control เทากับ 1.054 และ negative control เทากับ 0.145 
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ตารางผนวกที่ 4  ผลการตรวจวัดปริมาณเชือ้ไวรัส CMV ในมะเขือเทศดัดแปลงพนัธุกรรมรุน R3 ในการทดลองครั้งที่ 1-3 จํานวน 9 สายพันธุภายหลังการ 
ปลูกเชื้อ CMV สายพันธุ 30RS เปนเวลา 20 และ 40 วนัโดยใชเทคนิค ELISA 

 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

1 0.499 1.306 0.092 2.267 0.776 0.175  1.293 2.976 0.084 0.792 1.751 0.211  0.185 0.187 0.157 0.396 0.275 0.292 
2 0.647 1.515 0.091 1.470 2.190 0.136  0.103 3.242 0.079 0.153 0.942 0.172  0.144 0.162 0.127 0.251 0.273 0.249 
3 0.786 1.512 0.090 1.479 2.082 0.196  1.245 3.055 0.075 0.936 1.212 0.154  0.136 0.170 0.143 0.306 0.241 0.263 
4 1.801 0.994 0.091 1.545 1.422 0.174  0.092 3.126 0.084 0.136 1.410 0.139  0.149 0.171 0.144 0.241 0.237 0.252 
5 1.503 0.974 0.093 2.136 0.574 0.154  0.091 2.733 0.080 0.128 0.434 0.132  0.139 0.168 0.150 0.231 0.400 0.229 
6 1.631 1.264 0.089 1.511 1.111 0.194  0.094 3.101 0.079 0.136 1.068 0.137  0.146 0.166 0.178 0.267 0.239 0.240 
7 1.753 1.527 0.089 1.714 1.867 0.156  0.093 3.034 0.081 0.130 1.865 0.126  0.158 0.144 0.141 0.402 0.247 0.236 
8 1.398 1.514 0.089 1.165 1.725 0.144  0.092 2.894 0.079 0.131 1.499 0.136  0.130 0.156 0.145 0.262 0.300 0.316 
9 0.689 1.448 0.090 1.147 1.244 0.192  1.236 0.203 0.076 1.180 0.135 0.131  0.140 0.152 0.149 0.248 0.282 0.234 
10 1.539 1.353 0.622 1.162 1.297 0.810  1.226 3.126 0.080 1.272 1.438 0.132  0.144 0.154 0.147 0.270 0.244 0.385 
11 1.599 0.819 0.090 1.218 1.912 0.150  0.088 3.152 0.084 0.141 2.085 0.144  0.152 0.144 0.159 0.252 0.423 0.257 
12 1.534 1.370 0.095 1.151 1.687 0.178  0.901 2.902 0.092 1.221 2.171 0.160  0.156 0.159 0.155 0.316 0.310 0.310 
13 2.073 1.328 0.090 1.159 1.163 0.194  0.093 3.029 0.084 0.144 0.774 0.171  0.188 0.159 0.132 0.226 0.231 0.261 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

14 1.272 1.380 0.086 1.421 1.821 0.172  0.082 3.161 0.077 0.133 1.800 0.142  0.119 0.140 0.125 0.373 0.205 0.220 
15 1.283 1.482 0.088 1.981 1.613 0.154  1.103 3.090 0.073 1.237 0.328 0.139  0.118 0.140 0.119 0.245 0.200 0.300 
16 2.077 1.274 0.088 1.253 1.468 0.156  0.350 3.245 0.075 0.556 1.588 0.116  0.116 0.127 0.121 0.232 0.190 0.212 
17 1.461 1.349 0.094 1.923 1.050 0.122  0.807 0.196 0.075 0.481 0.120 0.124  0.120 0.131 0.129 0.208 0.337 0.207 
18 1.534 1.469 0.088 2.280 0.886 0.170  1.075 3.048 0.735 0.346 1.171 0.683  0.118 0.125 0.133 0.260 0.332 0.203 
19 1.421 1.465 0.087 0.867 1.457 0.135  1.000 3.112 0.082 1.498 1.249 0.109  0.119 0.141 0.132 0.207 0.326 0.200 
20 1.002 1.570 0.088 0.910 1.643 0.116  0.090 3.011 0.071 0.120 1.464 0.106  0.130 0.172 0.133 0.274 0.179 0.203 
21 1.324 0.844 0.090 0.556 1.453 0.140  1.080 3.090 0.072 1.772 1.946 0.109  0.124 0.135 0.131 0.297 0.237 0.226 
22 1.557 1.233 0.087 1.944 1.606 0.261  0.091 3.048 0.078 0.124 0.448 0.118  0.128 0.163 0.139 0.226 0.349 0.206 
23 0.990 0.521 0.087 1.647 1.876 0.150  1.063 3.187 0.079 0.814 2.013 0.133  0.142 0.142 0.143 0.336 0.252 0.203 
24 1.639 1.690 0.090 0.631 1.295 0.175  0.093 3.029 0.081 0.143 0.452 0.143  0.144 0.148 0.149 0.289 0.369 0.229 
25 1.294 1.045 0.090 1.163 1.131 0.195  0.932 2.905 0.086 1.428 1.425 0.175  0.146 0.157 0.136 0.248 0.232 0.275 
26 0.851 1.668 0.091 1.361 1.510 0.166  1.033 3.006 0.079 0.813 0.990 0.128  0.138 0.145 0.140 0.217 0.203 0.223 
27 1.561 1.797 0.091 1.116 1.648 0.194  0.085 3.163 0.089 0.121 1.786 0.120  0.162 0.136 0.155 0.210 0.267 0.202 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

28 1.007 1.087 0.092 1.347 1.233 0.134  1.023 3.045 0.076 0.585 1.884 0.116  0.118 0.143 0.121 0.256 0.179 0.252 
29 1.322 1.032 0.097 1.529 1.108 0.146  0.939 2.876 0.082 1.475 1.218 0.116  0.119 0.137 0.124 0.277 0.192 0.207 
30 1.334 1.178 0.094 1.158 1.856 0.137  0.090 0.180 0.072 0.135 0.117 0.125  0.119 0.129 0.132 0.333 0.209 0.199 
31 1.441 1.567 0.094 1.128 1.576 0.135  0.082 3.025 0.085 0.118 1.157 0.108  0.122 0.125 0.117 0.210 0.294 0.202 
32 1.495 1.166 0.093 1.726 1.509 0.136  0.799 3.067 0.080 2.360 0.633 0.116  0.114 0.136 0.124 0.279 0.213 0.217 
33 1.245 1.399 0.092 1.050 1.198 0.142  1.016 3.067 0.081 0.838 0.926 0.122  0.123 0.132 0.133 0.214 0.192 0.203 
34 1.289 1.403 0.092 1.431 1.273 0.142  0.088 3.192 0.079 0.115 0.845 0.129  0.120 0.128 0.120 0.213 0.207 0.192 
35 1.163 1.189 0.090 2.110 1.261 0.161  0.086 3.112 0.074 0.122 0.568 0.123  0.118 0.135 0.132 0.127 0.222 0.222 
36 1.317 0.688 0.095 1.292 1.453 0.138  0.094 3.067 0.085 0.144 1.764 0.142  0.140 0.172 0.152 0.274 0.423 0.244 
37 0.941 0.869 0.090 1.226 1.361 0.150  0.093 2.772 0.081 0.153 1.185 0.167  0.187 0.162 0.141 0.340 0.248 0.263 
38 0.973 1.374 0.087 1.546 0.527 0.180  0.085 0.160 0.077 0.134 0.120 0.131  0.142 0.126 0.114 0.225 0.209 0.224 
39 1.070 1.162 0.085 1.117 1.299 0.152  0.071 3.095 0.078 0.137 1.466 0.113  0.114 0.120 0.126 0.280 0.199 0.218 
40 1.531 1.563 0.086 1.684 1.611 0.147  0.068 3.117 0.073 0.124 0.625 0.113  0.130 0.127 0.128 0.302 0.191 0.208 
41 1.333 1.018 0.090 1.254 1.108 0.145  0.085 0.151 0.069 0.102 0.119 0.117  0.132 0.132 0.124 0.209 0.239 0.303 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

42 1.500 0.715 0.086 1.152 1.865 0.138  0.739 3.117 0.073 1.255 1.394 0.115  0.130 0.121 0.127 0.214 0.312 0.221 
43 1.869 0.960 0.091 0.777 0.924 0.130  0.903 3.015 0.072 1.425 0.928 0.100  0.118 0.119 0.123 0.296 0.207 0.208 
44 1.208 1.675 0.088 1.540 2.165 0.160  0.077 3.095 0.069 0.108 0.657 0.109  0.124 0.121 0.118 0.199 0.335 0.205 
45 0.520 1.004 0.089 1.156 0.438 0.142  0.085 3.053 0.077 0.120 0.893 0.112  0.132 0.115 0.126 0.300 0.233 0.209 
46 1.310 1.487 0.090 1.311 0.798 0.146  0.979 3.095 0.071 1.259 1.382 0.120  0.127 0.122 0.109 0.284 0.332 0.223 
47 0.623 1.008 0.087 1.941 1.748 0.170  0.078 3.140 0.075 0.102 1.059 0.113  0.122 0.128 0.113 0.303 0.406 0.221 
48 1.052 0.886 0.089 1.138 0.791 0.210  0.750 3.073 0.077 0.643 1.720 0.131  0.140 0.159 0.163 0.340 0.240 0.232 
49 1.305 0.873 0.092 1.344 1.331 0.202  0.925 2.956 0.080 1.225 1.191 0.179  0.167 0.147 0.134 0.272 0.234 0.275 
50 1.599 1.299 0.089 2.304 1.611 0.190  0.856 2.882 0.078 1.589 1.155 0.127  0.137 0.127 0.126 0.223 0.218 0.214 
51 1.252 0.522 0.091 2.406 1.207 0.166  0.102 3.308 0.081 2.213 1.013 0.120  0.126 0.136 0.134 0.248 0.185 0.217 
52 1.438 1.383 0.090 1.363 1.214 0.128  0.080 3.086 0.075 0.134 1.975 0.119  0.122 0.136 0.115 0.253 0.184 0.227 
53 1.310 0.949 0.093 1.350 1.476 0.162  0.895 2.940 0.076 1.683 1.401 0.120  0.116 0.140 0.122 0.243 0.214 0.249 
54 0.444 0.923 0.089 1.126 1.616 0.130  0.892 3.045 0.067 0.510 0.490 0.114  0.115 0.137 0.121 0.215 0.194 0.218 
55 0.155 1.693 0.095 0.240 1.599 0.174  0.079 2.989 0.072 0.118 1.554 0.113  0.124 0.130 0.116 0.248 0.217 0.205 

84 



 

ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

56 1.457 1.660 0.094 1.245 0.922 0.163  0.518 3.007 0.077 1.955 1.564 0.114  0.121 0.134 0.115 0.235 0.185 0.192 
57 1.312 1.481 0.097 0.914 1.374 0.161  0.901 3.273 0.077 1.447 1.090 0.118  0.119 0.132 0.121 0.403 0.215 0.204 
58 1.359 1.122 0.093 1.372 1.584 0.134  0.934 3.025 0.079 1.691 2.042 0.129  0.136 0.150 0.126 0.301 0.191 0.192 
59 1.225 1.525 0.093 1.811 1.295 0.127  0.091 3.387 0.081 0.119 1.977 0.135  0.130 0.185 0.125 0.232 0.192 0.192 
60 0.714 0.919 0.092 0.968 1.194 0.150  0.095 3.065 0.089 0.130 1.494 0.143  0.162 0.164 0.156 0.311 0.238 0.364 
61 1.447 1.711 0.093 1.174 1.547 0.160  0.079 2.932 0.078 0.144 1.724 0.162  0.175 0.153 0.132 0.276 0.252 0.253 
62 1.579 0.886 0.092 1.311 1.543 0.157  0.080 2.997 0.075 0.135 0.433 0.117  0.124 0.144 0.117 0.221 0.213 0.244 
63 1.234 0.792 0.091 1.238 1.135 0.166  0.074 2.908 0.087 0.124 0.760 0.140  0.122 0.134 0.117 0.258 0.213 0.211 
64 1.419 1.281 0.093 1.885 0.841 0.162  0.078 3.014 0.074 0.136 1.784 0.117  0.135 0.130 0.119 0.225 0.231 0.234 
65 1.449 0.703 0.094 1.271 0.662 0.196  0.072 2.772 0.073 0.129 1.587 0.103  0.117 0.128 0.115 0.278 0.187 0.211 
66 0.869 1.449 0.091 1.021 1.473 0.165  0.080 3.072 0.071 0.127 0.961 0.124  0.118 0.120 0.119 0.300 0.296 0.209 
67 1.665 1.260 0.091 2.189 1.363 0.153  0.076 0.131 0.074 0.125 0.128 0.111  0.124 0.134 0.126 0.304 0.182 0.198 
68 1.347 1.543 0.091 1.813 1.708 0.154  0.073 0.141 0.075 0.118 0.117 0.118  0.121 0.125 0.126 0.236 0.268 0.249 
69 0.751 1.216 0.089 1.830 0.874 0.176  0.085 3.164 0.075 1.225 1.491 0.130  0.128 0.134 0.132 0.212 0.195 0.202 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

70 1.231 1.493 0.091 1.614 1.653 0.182  0.078 3.094 0.076 0.127 1.150 0.122  0.125 0.133 0.122 0.252 0.228 0.202 
71 0.711 1.093 0.093 2.411 1.298 0.144  0.855 3.139 0.079 0.349 0.818 0.132  0.132 0.159 0.135 0.257 0.201 0.218 
72 0.961 1.388 0.091 0.651 1.446 0.197  0.086 3.116 0.084 0.144 0.578 0.147  0.139 0.183 0.161 0.281 0.256 0.239 
73 1.331 1.557 0.091 1.370 1.311 0.156  0.084 2.934 0.075 0.150 1.266 0.141  0.210 0.168 0.141 0.319 0.423 0.258 
74 1.321 1.752 0.089 1.144 1.441 0.189  0.794 2.767 0.074 1.307 0.843 0.127  0.134 0.145 0.124 0.255 0.277 0.197 
75 1.297 1.711 0.090 1.001 1.441 0.155  0.077 2.919 0.072 0.118 1.136 0.121  0.135 0.123 0.129 0.307 0.341 0.272 
76 1.335 0.847 0.089 1.661 1.515 0.155  0.070 2.979 0.069 0.131 1.664 0.114  0.115 0.133 0.117 0.259 0.215 0.209 
77 1.209 1.447 0.088 1.441 1.012 0.159  0.830 2.996 0.071 0.469 0.818 0.120  0.123 0.132 0.124 0.304 0.238 0.206 
78 0.807 1.732 0.090 1.697 1.541 0.163  0.080 3.132 0.073 0.126 1.371 0.113  0.127 0.125 0.123 0.305 0.358 0.203 
79 1.271 1.766 0.090 1.119 1.935 0.155  0.080 3.049 0.076 0.465 0.637 0.105  0.129 0.128 0.130 0.219 0.175 0.204 
80 1.371 0.802 0.088 1.355 1.587 0.143  0.880 2.996 0.083 0.747 0.933 0.117  0.135 0.127 0.126 0.236 0.194 0.200 
81 1.199 1.015 0.088 2.158 0.641 0.145  0.078 3.206 0.077 0.168 0.889 0.107  0.131 0.131 0.138 0.264 0.195 0.264 
82 1.518 2.180 0.087 1.653 1.309 0.166  0.075 3.088 0.075 0.121 0.982 0.119  0.144 0.128 0.126 0.294 0.213 0.222 
83 - 1.596 0.087 - 1.893 0.131  0.857 3.013 0.078 0.435 1.336 0.132  0.135 0.135 0.131 0.227 0.192 0.249 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจสอบในใบมะเขือเทศ (O.D.405) หลังการปลูกเชื้อ 

การทดลองครั้งที่ 11)  การทดลองครั้งที่ 22)  การทดลองครั้งที่ 33) 
20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน  20 วัน 40 วัน 

ตนที่ 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

L-1-
22 

L-6-
3-23 

L-
13-3 

 L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

L-1-
46 

L-6-
3-34 

L-13-
10 

 L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

L-13-
47 

L-13-
76 

L-13-
90 

84 - 1.394 0.091 - 2.194 0.129  0.092 - 0.083 0.131 - 0.152  0.161 0.169 0.151 0.279 0.239 0.237 
85 - 1.136 0.090 - 1.365 0.162  - - 0.085 - - 0.152  0.189 0.185 0.155 0.332 0.274 0.279 
86 - 1.161 0.092 - 1.161 0.121  - - 0.084 - - 0.141  0.144 0.149 0.153 0.374 0.244 0.219 
87 - 1.144 0.090 - 0.944 0.140  - - 0.108 - - 0.138  0.124 0.145 0.163 0.380 0.346 0.259 
88 - 0.953 0.089 - 1.532 0.165  - - 0.079 - - 0.114  0.188 0.141 0.152 0.225 0.224 0.244 
89 - 1.077 0.091 - 1.771 0.186  - - - - - -  0.174 0.168 0.139 0.254 0.224 0.231 
90 - 1.177 0.089 - 1.717 0.190  - - - - - -  0.174 0.166 0.135 0.214 0.242 0.274 
91 - 1.464 - - 1.808 -  - - - - - -  0.150 0.155 0.132 0.337 0.245 0.308 
92 - 1.573 - - 1.051 -  - - - - - -  0.119 - 0.141 0.301 - 0.285 
93 - 1.256 - - 0.504 -  - - - - - -  0.129 - - 0.290 - - 
94 - 1.243 - - 1.163 -  - - - - - -  0.152 - - 0.277 - - 
95 - 1.305 - - 1.147 -  - - - - - -  0.159 - - 0.301 - - 
96 - 1.254 - - 0.891 -  - - - - - -  0.161 - - 0.290 - - 
97 - 1.269 - - 1.385 -  - - - - - -  - - - - - - 87 



 

1) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.105 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 1.280 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.128 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 2.387 
   หลังการปลูกเชื้อ 40 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.170 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 1.544 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.148 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 2.674 

2) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.139 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 2.419 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.120 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 1.892       
   หลังการปลูกเชื้อ 40 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.137 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 1.214 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.179 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 2.352 
3) หลังการปลูกเชื้อ 20 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.141 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 1.808 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.139 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 2.766 
   หลังการปลูกเชื้อ 40 วัน คาเฉลี่ยของคา O.D.405 ของตนมะเขือเทศทีไ่มไดรับการปลูกเชื้อไวรัส เทากับ 0.244 ของตนมะเขือเทศที่ไดรับการปลูกเชื้อไวรัส  
   เทากับ 2.337 ของ negative control (coating buffer) เทากับ 0.202 และ positive control (purify CMV 20 μg/ml) เทากับ 2.784    
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 
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การเตรียมสารเคมีในการทดสอบ ELISA 
 

1.  Phosphate buffer saline (PBS, pH7.4) 
 
NaCl    8.0   กรัม 
Na2HPO412H2O   2.9   กรัม 
KH2PO 4   0.2   กรัม 
KCl    0.2   กรัม 
ปรับ pH ใหได 7.4  
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได  1,000   มิลลิลิตร 
 

2.  Carbonate coating buffer , pH 9.6 
 
NaHCO3   2.93   กรัม 
Na2 CO3   1.59   กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน  800   มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.6  
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000   มิลลิลิตร 
 

3.  Blocking buffer  
 

3% Skim milk 
PBS    100   มิลลิลิตร 
Skim milk       3   กรัม 

 
4.  Washing buffer (PBST) 

 
PBS    100   มิลลิลิตร 
Tween-20   0.5   มิลลิลิตร 
สามารถเตรียมเปนความเขมขน 10XPBST และ autoclave กอนเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียลได 
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5.  Substrate buffer; pH 9.8 
 
Diethanolamine  97   มิลลิลิตร 
Sodium azide   0.2   กรัม 
MgCl2 .6H2O   100   มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน   800   มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.8  1,000   มิลลิลิตร 
เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียล ในท่ีมืด 

 
การเตรียมสารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ 

 
Extraction buffer ประกอบดวย 
 

a. DNA extraction buffer : 0.1M Tris-HCl, 0.005M EDTA  
b. Sodium sulfite 

เติม Sodium sulfite 1 กรัม ตอ DNA extraction buffer 100 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ชื่อ-นามสกุล    นางสาวอัญญรัตน ฤทธ์ิพิทักษพงศ 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด   19 พฤศจิกายน 2524 
สถานท่ีเกิด    จังหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา    พ.ศ. 2544 มัธยมศึกษาตอนปลาย 
             โรงเรียนราชประชาสมาสัย ฝายมัธยม  

    รัชดาภิเษก ในพระบรมราชูปถัมภ 
     พ.ศ. 2548 วิทยาศาสตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 
          มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
          วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 

พ.ศ. 2552 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 
          มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
          วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน  - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน   - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ พ.ศ. 2552 รางวัลผลงานวิจยัระดับชมเชย สาขาวิชาโรค 

พืชและจุลชีววิทยา เร่ือง มะเขือเทศเทคโน
ชีวภาพตานทานเช้ือไวรัสใบดางแตง การ
ประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติ คร้ังท่ี 9 

ทุนการศึกษาท่ีไดรับ   พ.ศ. 2548 ทุนอุดหนุนบางสวนจากสภาวิจยัแหงชาติ  
    ภายใตโครงการ “การประเมินความตานทาน 
    ของมะเขือเทศจําลองพันธุตอเช้ือ Cucumber  
    mosaic virus” 

 
 




