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บทคััดย่่อ

ความเป็็นมาและวััตถุุประสงค์์: Cymbidium mosaic virus (CymMV) คืือเชื้้�อไวรััสที่่�เป็็นปััญหาสำคััญในการ
ปลูกูและส่่งออกกล้้วยไม้้สกุลุหวายของไทย ต้น้ที่่�ติดเชื้้�อมีกีารเจริิญเติบิโตและออกดอกลดลง การใช้ต้้น้พันัธุ์์�ปลอด
เชื้้�อไวรัสัเพื่่�อปลูกูทดแทนจึึงเป็น็แนวทางในการแก้ไ้ขปััญหาที่่�เกิดิขึ้้�น การศึึกษานี้้�มีวีัตัถุปุระสงค์เ์พื่่�อกำจัดัเชื้้�อไวรัสั 
CymMV ใน protocorm-likes bodies (PLBs) ของกล้้วยไม้้สกุุลหวายพัันธุ์์�ขาวสนานด้้วยความร้้อนบำบััด 

วิิธีีดำเนิินการวิิจััย: คััดเลืือก PLBs ขนาด 5 มิิลลิิเมตร ที่่�ได้้จากหน่่ออ่่อนของต้้นที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส CymMV ซึ่่�งเลี้้�ยง
ในอาหารกึ่่�งแข็ง็สููตร Vacin and Went ดัดัแปลง ที่่�เติิมน้้ำมะพร้าว 15 เปอร์์เซ็น็ต์์ และน้้ำตาลทราย 2 เปอร์์เซ็น็ต์์ 
แผนแบบการทดลองสุ่่�มสมบููรณ์์ แบ่่งเป็็น 2 การทดลอง คืือ 1) ให้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 37 ± 2 องศาเซลเซีียส 
นาน 5 7 และ 10 วััน และ 2) ให้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส นาน 10 20 และ 30 นาทีี เปรีียบเทีียบ
กัับชุุดควบคุุมที่่�ไม่่ได้้ผ่่านความร้้อน (เลี้้�ยงในสภาพอุุณหภููมิิ 25 ± 2 องศาเซลเซีียส) หลัังได้้รัับความร้้อนทั้้�ง 2 วิิธีี 
ย้้าย PLBs ไปเลี้้�ยงในอาหารเหลวสููตร VW ดััดแปลง เป็็นเวลา 6 สััปดาห์์ 

ผลการวิิจััย: PLBs ทนต่่ออุุณหภููมิิที่่� 37 ± 2 องศาเซลเซีียส ได้้ไม่่เกิิน 7 วััน มีีการรอดชีีวิิต 70 เปอร์์เซ็็นต์์ มีี
จำนวนเฉลี่่�ย 16.40 ชิ้้�น และน้้ำหนัักสดเฉลี่่�ย 2.00 กรััม ซึ่่�งไม่่แตกต่่างกัับชุุดควบคุุม (P > 0.05) ส่่วนความร้้อน
ที่่�อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส ทนได้้นาน 20 นาทีี มีีการรอดชีีวิิต 100 เปอร์์เซ็็นต์์ มีีจำนวน PLBs เฉลี่่�ย 22.50 
ชิ้้�น ซึ่่�งไม่่แตกต่่างจากชุุดควบคุุม (P > 0.05) แต่่มีีน้้ำหนัักสดเฉลี่่�ย (2.23 กรััม) น้้อยกว่่าชุุดควบคุุม (4.81 กรััม) 
อย่่างมีีนััยสำคััญ (P < 0.01) ทั้้�ง 2 วิิธีี ไม่่สามารถกำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ใน PLBs ได้้ หลัังจากการตรวจสอบ
ด้้วยวิิธีี RT-PCR
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สรุุป: การใช้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 37 ± 2 องศาเซลเซีียส และ 70 องศาเซลเซีียส ไม่่สามารถกำจััดเชื้้�อไวรััส 
CymMV ใน PLBs ได้้ ต้้องศึึกษาเพิ่่�มเติิมหรืือใช้้ร่่วมกัับวิิธีีอื่่�นเพื่่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพให้้ดีียิ่่�งขึ้้�น

คำสำคััญ: กล้้วยไม้้ตััดดอก, ความร้้อนบำบััด, ปลอดเชื้้�อไวรััส, วิิธีีกำจััดเชื้้�อไวรััส, สภาพปลอดเชื้้�อ 

ABSTRACT

Background and Objectives: Cymbidium mosaic virus (CymMV) poses a significant threat to 
Dendrobium orchid cultivation and export in Thailand. Virus infection leads to a reduction in 
plant growth, flower quantity, and the overall quality of Dendrobium hybrids. Virus-free plant 
material is essential for ensuring sustainable production. Therefore, this research aims to 
investigate the elimination of CymMV from infected protocorm-like bodies (PLBs) of the 
Dendrobium hybrid in vitro using heat treatments. 

Methodology: This study utilized PLBs measuring 5 mm, induced from CymMV-infected young 
shoots and cultured on a modified semi-solid Vacin and Went (VW) medium supplemented 
with 15% coconut water and 2% table sugar. The experiment was designed using a completely 
randomized approach and comprised two main experiments: 1) the PLBs were treated for 5, 7, 
and 10 days at 37 ± 2°C, and 2) for 10, 20, and 30 min at 70°C, in comparison to 25 ± 2°C 
(Control). Subsequently, the PLBs were transfered to culture in a liquid VW medium for 6 weeks 
after the treatments.

Main Results: The PLBs showed resistance to the heat treatment at 37 ± 2°C for 7 days. This 
treatment resulted in a 70% survival PLBs with the number of PLBs at 16.40 and 2.00 g fresh 
weight, which were not significantly different from the control (P > 0.05). The PLBs were able 
to withstand the heat treatment at 70°C for 20 min, resulting in 100% survival of PLBs and a 
total of 22.50 PLBs, which did not substantially differ from the control (P > 0.05). Although the 
fresh weight of the treated PLBs was 2.23 g compared to the control’s 4.81 g, the difference 
was significant (P < 0.01). After virus detection in PLBs using reverse transcription-PCR amplification 
(RT-PCR) technique. Both heat treatments failed to remove CymMV from PLBs. 

Conclusions: Heat treatment at 37 ± 2°C and 70°C were ineffective in eradicating the CymMV 
virus in PLBs. To enhance the efficiency of virus elimination, additional improvements are 
necessary, such as combining heat treatment with antiviral agents, cryotherapy, or electrotherapy.

Keywords: Orchid cut flower, in vitro culture, thermotherapy, virus eradication, virus-free
Agric. Sci. Innov. J. (2024)  Vol. 55(1): 63–78                       	  ว. วิิทย. นวััต. กษ. (2567) 55(1): 63–78



ส.วก.ท.

65วารสารวิิทยาศาสตร์์และนวััตกรรมการเกษตร ปีีที่่� 55 ฉบัับที่่� 1 มกราคม-เมษายน 2567

บทนำ

กล้้วยไม้้สกุุลหวายลููกผสม (Dendrobium 
hybrid) เป็็นไม้้ดอกไม้้ประดัับที่่�มีความสำคััญทาง
เศรษฐกิิจของประเทศไทย มีีการส่่งออกในรููปแบบไม้้
ตััดดอกและไม้้กระถางไปยัังหลายประเทศทั่่�วโลก 
เนื่่�องจากมีีความหลากหลายของสีี ขนาด และรููปทรง
ดอก ทำให้้เป็็นที่่�ต้้องการของตลาด แต่่ปััญหาที่่�สำคััญ
ในการผลิติ คือื ต้้นพันัธุ์์�กล้้วยไม้้ติดิเชื้้�อไวรัส Cymbidium 
mosaic virus (CymMV) โดยเฉพาะแปลงที่่�ขยายพันัธุ์์�
ด้้วยวิิธีีตััดชำจากลำต้้นเดิิมที่่�มีอายุุมาก (Saepaisal  
et al., 2018) โดยต้้นกล้้วยไม้้ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส CymMV 
มัักแสดงอาการใบด่่างเขีียวเข้้มสลัับเขีียวอ่่อน หรืือ 
ด่่างเหลืือง พื้้�นใบไม่่เรีียบ ยอดมีีอาการบิิดเบี้้�ยว ส่่งผล
ให้้มีีอััตราเมแทบอลิิซึึม และการเจริิญเติิบโตของต้้น
ลดลง สภาพต้นทรุุดโทรมจนต้้องเปลี่่�ยนต้้นใหม่ 
ในระยะเวลาอันัสั้้�นกว่่าปกติ ิดอกแสดงอาการด่่าง ขนาด
เล็็กไม่่สมบููรณ์์ สีีของดอกผิิดปกติิ และมีีปริิมาณลดลง 
(Chung et al., 2010; Paradornuwat, 2010; Saepaisal 
et al., 2022) ซึ่่�งเป็็นปััญหาต่่อการส่่งออก เนื่่�องจาก 
ยังัไม่่มีีสารเคมีีที่่�ใช้้ในการป้้องกัันและกำจััดได้้ 

เชื้้�อไวรัสั CymMV จัดัอยู่่�ในสกุุล Potexvirus 
มีรีูปูร่างเป็น็ท่อ่นยาวคด (Flexuous rod) อนุภุาคไวรัส
มีีขนาดประมาณ (18–20) x (450–550) นาโนเมตร 
ประกอบด้้วยสารพัันธุุกรรมชนิิดอาร์์เอ็็นเอสายบวก 
(Positive sense genomic RNA) เชื้้�อไวรััสมีีความ
สามารถอยู่่�ในน้้ำคั้้�น (Cell sap) ได้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็น
เวลา 32 วััน และคงทนในความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 67–70 
องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 10 นาทีี ความเจืือจางสููงสุุด
ของน้้ำคั้้�นที่่�ทำให้้พืืชเกิิดโรคได้้อยู่่่��ระหว่่าง 1:10,000 
ถึึึ�ง 1:100,000 (Saepaisal and Kiratiyaangul, 2017; 
Saepaisal et al., 2022) การแพร่่กระจายของเชื้้�อ
ไวรัสผ่า่นทางน้้ำคั้้�นจากต้้นที่่�เป็น็โรคไปยังต้้นปกติ ิโดย
ติดิไปกับเครื่่�องมือืและอุปุกรณ์ต์่า่ง ๆ  ที่่�ใช้ใ้นการตัดัแต่ง่ 
เช่่น มีีด และกรรไกร เป็็นต้้น โดยเชื้้�อไวรัสจะเข้้าทาง

บาดแผล จากนั้้�น เพิ่่�มปริมาณอนุุภาคของเชื้้�อภายใน
เซลล์์พืืช และมีีการแพร่กระจายไปยังส่่วนต่่าง ๆ ของ
ต้้น โดยผ่่านระบบท่่อลำเลีียงน้้ำและอาหาร แต่่ยัังไม่่มีี
การรายงานการถ่่ายทอดผ่า่นทางเมล็็ดและแมลงพาหะ 
(Piasai, 2002; Saepaisal et al., 2018) ด้้วยเหตุนี้้� 
การใช้้ต้้นพัันธุ์์�ปลอดเชื้้�อไวรััส จึึงเป็็นวิิธีีการหนึ่่�งที่่�
ควบคุุมการระบาดของโรคได้้ 

การผลิิตต้้นกล้้วยไม้้ปลอดเชื้้�อไวรััส นิิยมใช้้
เทคนิคเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อ โดยใช้เ้นื้้�อเยื่่�อเจริิญที่่�บริเวณ
ปลายยอด (Shoot apical meristem) เป็็นชิ้้�นส่่วน
เริ่่�มต้้น (Explant) แต่่ปััญหาที่่�พบ คืือ ชิ้้�นส่่วนเนื้้�อเยื่่�อ
เจริิญเติิบโตได้้ช้้า มีีอััตราการรอดต่่ำ การตััดชิ้้�นส่่วน
ต้้องใช้้ผู้้�มีีความชำนาญ และมีีประสบการณ์์จึึงจะ
ประสบความสำเร็็จได้้ อย่่างไรก็็ตาม Kang et al. 
(2011) รายงานว่่า การเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อเจริิญปลาย
ยอดต้้นกล้้วยไม้้สกุุลฟาแลนนอปซิิส เป็็นเรื่่�องที่่�ยาก
มากในห้้องปฏิิบััติิการหลายแห่่ง เนื่่�องจากพบปััญหา
การเจริิญเติิบโตช้้า และเกิิดสีีน้้ำตาลที่่�ปลายยอดสููง 
โดยเชื้้�อไวรััสมีีแนวโน้้มจะเคลื่่�อนที่่�ไปอยู่่�บริิเวณปลาย
ยอด ทำให้้เกิิดความยากลำบากในการตััดชิ้้�นส่่วน
เนื้้�อเยื่่�อเพื่่�อใช้้ในการเพาะเลี้้�ยง ในขณะที่่� Saepaisal 
et al. (2018) ได้้รายงานว่่า การเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อ
กล้ว้ยไม้ส้กุลุหวายโดยใช้ต้าข้า้งหรือืปลายยอดจากหน่อ่
อ่่อนซึ่่�งต้้นแม่่พัันธุ์์�ติิดเชื้้�อไวรััส CymMV เป็็นชิ้้�นส่่วน
เริ่่�มต้้น จากนั้้�นชัักนำให้้เกิิด protocorm-like bodies 
(PLBs) และใช้ว้ิธิีเีพิ่่�มจำนวน PLBs ในอาหารเหลวอย่่าง
รวดเร็็ว สามารถพบต้นที่่�ปลอดจากเชื้้�อไวรััสได้้ ดัังนั้้�น 
การใช้้ PLBs เป็็นชิ้้�นส่่วนเริ่่�มต้้น อาจเป็็นวิิธีีการหนึ่่�งที่่�
ช่่วยให้้ประสบความสำเร็็จในการผลิตต้้นพัันธุ์์�ปลอด
ไวรััส และลดปััญหาต่่าง ๆ  ในระหว่่างการเพาะเลี้้�ยงได้้

นอกจากนี้้� ยัังมีีวิิธีีการอื่่�นที่่�นิยมนำมาใช้้
สำหรัับผลิิตพืืชปลอดไวรััสร่่วมกัับการเพาะเลี้้�ยง
เนื้้�อเยื่่�อด้้วย เช่่น การใช้้สารเคมี (Chemotherapy) 
การใช้้ความเย็็นเยืือกแข็็ง (Cryotherapy) และการใช้้
ความร้้อนบำบััด (Heat  t reatment  หรืือ 
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thermotherapy) ทั้้�งนี้้� มีีรายงานความสำเร็็จของการ

ใช้้ความร้้อนบำบััดกัับพืืชเศรษฐกิิจหลายชนิิด เช่่น  

บีีโกเนีีย (Verma et al., 2005) แอปเปิ้้�ล (Hu et al., 
2018) แกลดิโิอลัสั (Kaur et al., 2019) และองุ่่�น (Hu 
et al., 2020) โดยนำต้้นอ่อ่นในสภาพปลอดเชื้้�อไปเลี้้�ยง
ที่่�อุุณหภููมิิประมาณ 35–42 องศาเซลเซีียส จากนั้้�น จึึง
ตััดชิ้้�นเนื้้�อเยื่่�อเจริิญปลายยอดมาเพาะเลี้้�ยง เนื่่�องจาก
การได้้รัับอุุณหภููมิิที่่�สููงขึ้้�นในช่่วงระยะเวลาที่่�เหมาะสม 
จะมีีผลไปยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ mRNA ของเชื้้�อไวรััส 
และลดการเคลื่่�อนที่่�ของอนุุภาคไวรัส ส่่งผลให้้อนุุภาค
ไวรัสไม่ส่ามารถแพร่ก่ระจายไปยังับริเิวณปลายยอดได้้ 
ทำให้้สามารถผลิตพืืชปลอดไวรััสได้้ (Valero et al., 
2003) แต่่วิิธีีนี้้�มีีข้้อเสีีย คืือ พืืชมีีอััตราการเจริิญเติิบโต
ลดลง ซึ่่�งเกิิดจากสภาวะเครีียดจากอุุณหภูมิิสููง (Heat 
stress) เนื่่�องจากพืชืได้ร้ับัความร้อ้นเป็น็ระยะเวลานาน 
อาจจะส่่งผลเสีียอย่่างรุุนแรงต่่อการเจริิญเติิบโตและ
การรอดชีีวิิต (Hu et al., 2015) 

ดัังนั้้�น การวิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษา
การใช้้ความร้้อนในการกำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ใน
ระยะ PLBs ของกล้้วยไม้้สกุุลหวายพันธุ์์�ลูกผสม เพื่่�อใช้้
เป็็นแนวทางในการผลิติต้น้พันัธุ์์�กล้ว้ยไม้ป้ลอดเชื้้�อไวรัสั
ไปใช้้ปลููกทดแทนต้้นเดิิมที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส ซึ่่�งเป็็นการเพิ่่�ม
มาตรฐานของผลผลิตกล้้วยไม้้ในการส่่งออก ลดข้้อ
กีดีกัันทางการค้้า และยกระดัับคุณุภาพของกล้้วยไม้้ใน
ประเทศไทย

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

พืืชทดลอง
PLBs กล้้วยไม้้สกุุลหวายลููกผสมพัันธุ์์�ขาว

สนาน (Dendrobium Khao Jiranand ‘Khao 
Sanan’) ที่่�ได้้จากการเพาะเลี้้�ยงตาข้้างและปลาย
ยอดจากหน่่ออ่่อนของต้้นที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส CymMV โดย
เลี้้�ยงในอาหารเหลวสูตร Vacin and Went (1949) 
(VW) ที่่�ดัดัแปลง โดยการเติมิน้้ำมะพร้า้ว 15 เปอร์เ์ซ็น็ต์์ 

น้้ำตาลทราย 2 เปอร์์เซ็็นต์์ วางบนเครื่่�องเขย่่าอััตโนมััติิ 
(Automatic shaker) ความเร็็ว 120 รอบต่่อนาทีี ใน
ห้้องควบคุุมอุุณหภููมิิ 25 ± 2 องศาเซลเซีียส ภายใต้้
แสงจากหลอด LEDs สีีขาว (400–780 นาโนเมตร) 
ความเข้้มแสง 40 µmol m-2s-1 เป็็นเวลา 12 ชั่่�วโมงต่อ่
วััน โดยก่่อนทำการทดลองสุ่่�ม PLBs ไปตรวจสอบการ
ติิดเชื้้� อ ไวรััส CymMV ด้้วยเทคนิิค reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) จากนั้้�น คััดเลืือกกลุ่่�ม PLBs ขนาดประมาณ 5 
มิิลลิิเมตร มาปรับสภาพบนอาหารกึ่่�งแข็็ง สููตร VW 
ดัดัแปลง โดยการเติมิน้้ำมะพร้า้ว 15 เปอร์เ์ซ็น็ต์ ์น้้ำตาล
ทราย 2 เปอร์์เซ็็นต์์ และ gellan gum 0.2 เปอร์์เซ็็นต์์ 
เป็็นเวลา 7 วััน ก่่อนนำไปทดลอง

การใช้ค้วามร้อ้นในการกำจัดัเชื้้�อไวรัสั CymMV และ
การวางแผนการทดลอง
	 การทดลองที่่� 1 การใช้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 

37 ± 2 องศาเซลเซีียส 
นำ PLBs ที่่�คััดเลืือกไว้้ไปรับความร้้อนที่่�

อุณุหภูมูิ ิ37 ± 2 องศาเซลเซียีส โดยใช้ตู้้้� hot air oven 
(Wisd Digital Incubator WIG–32, Korea) ที่่�ระยะ
เวลาต่่างกััน 3 ระดัับ คืือ 5 7 และ 10 วััน เปรีียบเทีียบ
กัับชุุดควบคุุมที่่�ไม่่ได้้ผ่่านการให้้ความร้้อน (เลี้้�ยงใน
สภาพอุณหภูมิิ 25 ± 2 องศาเซลเซีียส) เมื่่�อครบ 
ระยะเวลา นำ PLBs มาปรัับสภาพที่่�อุุณหภููมิิ 30  
องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 วััน จากนั้้�น ย้้ายลงอาหาร
เหลวสูตร VW ดััดแปลง โดยการเติิมน้้ำมะพร้าว  
15 เปอร์์เซ็็นต์์ น้้ำตาลทราย 2 เปอร์์เซ็็นต์์ ขวดละ 1 
ชิ้้�น เลี้้�ยงบนเครื่่�องเขย่่าอััตโนมััติิ ความเร็็ว 120 รอบ
ต่่อนาทีี ได้้รัับแสงจากหลอด LEDs สีีขาว (400–780 
นาโนเมตร) ความเข้้มแสง 40 µmol m-2s-1 เป็็นเวลา 
12 ชั่่�วโมงต่่อวััน ในห้้องควบคุุมอุุณหภููมิิ 25 ± 2 องศา
เซลเซีียส วางแผนแบบการทดลองสุ่่�มสมบููรณ์์ 
(Completely Randomized Design; CRD) แบ่่งออก
เป็็น 4 ทรีีตเมนต์์ ทรีีตเมนต์์ละ 5 ซ้้ำ ซ้้ำละ 2 ขวด 
เปลี่่�ยนอาหารทุุก 2 สััปดาห์์ เป็็นระยะเวลา 6 สััปดาห์์ 
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การทดลองที่่� 2 การใช้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 
70 องศาเซลเซีียส 
นำ PLBs ที่่�คัดเลืือกไว้้ไปรับความร้้อนที่่�

อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส โดยใช้้ตู้้� hot air oven 
(Wisd Digital Incubator WIG–32, Korea) ที่่�ระยะ
เวลาต่่างกััน 3 ระดัับ คืือ 10 20 และ 30 นาทีี เมื่่�อครบ
ระยะเวลา นำ PLBs มาปรับสภาพที่่�อุณหภูมิ ิ30 องศา
เซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�น ย้้ายไปเลี้้�ยงใน
สูตูรอาหาร และสภาพแวดล้อ้ม เช่น่เดียีวกับัการทดลอง
ที่่� 1 ขวดละ 1 ชิ้้�น เปรีียบเทีียบกัับชุุดควบคุุมที่่�ไม่่ได้้
ผ่่านการให้้ความร้้อน (เลี้้�ยงในสภาพอุุณหภููมิิ 25 ± 2 
องศาเซลเซีียส) วางแผนแบบการทดลองสุ่่�มสมบููรณ์์ 
แบ่่งออกเป็็น 4 ทรีีตเมนต์์ ทรีีตเมนต์์ละ 5 ซ้้ำ ซ้้ำละ 2 
ขวด เปลี่่�ยนอาหารทุุก 2 สััปดาห์์ เป็็นระยะเวลา 6 
สััปดาห์์ 

ทำการทดลองระหว่่างเดืือนมีีนาคมถึึงเดืือน
ธัันวาคม พ.ศ. 2565 ณ ห้้องปฏิบััติิการเพาะเลี้้�ยง
เนื้้�อเยื่่�อ สวนกล้้วยไม้้ระพีี สาคริิก ภาควิิชาพืืชสวน 
คณะเกษตร มหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์ และห้้อง
ปฏิิบััติิการกลุ่่�มงานไวรััสวิิทยา สำนัักงานวิิจััยพัฒนา
อารัักขาพืืช กรมวิิชาการเกษตร

เปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิต
	หลั งจากได้้รับัความร้้อนที่่�อุณุหภูมูิ ิและระยะ
เวลาต่่าง ๆ บัันทึึกเปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตของ PLBs 
ทุุก 1 สััปดาห์์ จนครบ 6 สััปดาห์์ โดยคำนวณจาก 

เปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิต  =  จำนวน PLBs ที่่�รอดชีีวิิต  × 100

                                    จำนวน PLBs เริ่่�มต้้น

ลัักษณะและการเจริิญเติิบโตของ PLBs
	 บัันทึึกลัักษณะของ PLBs ที่่�เกิิดขึ้้�นหลัังได้้
รัับความร้้อน ได้้แก่่ การเปลี่่�ยนแปลงของสีี และการ
ตายของเซลล์์ โดยการถ่่ายภาพ จากนั้้�น เมื่่�อเลี้้�ยงใน
อาหารเหลวครบ 6 สัปัดาห์ ์ติดิตามการเจริญิเติิบโตของ 
PLBs ได้้แก่่ จำนวน PLBs ทั้้�งหมด ขนาดเส้้นผ่่าน
ศูนูย์ก์ลางของ PLBs วัดัจากส่ว่นที่่�กว้า้งที่่�สุดุของ PLBs 

โดยใช้้กระดาษกราฟ (Graph paper sheet) ขนาด
ช่่อง 2 มิิลลิิเมตร และไม้้บรรทััด แบ่่งเป็็น 3 ขนาด คืือ 
1) ขนาด S มีีเส้้นผ่่านศููนย์์กลางน้้อยกว่่า 3 มิิลลิิเมตร 
2) ขนาด M มีีเส้้นผ่่านศููนย์์กลางตั้้�งแต่่ 3–5 มิิลลิิเมตร 
และ 3) ขนาด L มีีเส้้นผ่่านศููนย์์กลางมากกว่่า 5 
มิลิลิเิมตร และน้้ำหนักสดของ PLBs โดยการชั่่�งน้้ำหนัก
สดรวมทั้้�งหมด 

 การตรวจสอบเชื้้�อไวรััส CymMV ด้้วยวิิธีี RT-PCR 
เมื่่�อครบ 6 สััปดาห์์ หลัังการให้้ความร้้อน นำ 

PLBs ไปตรวจสอบเชื้้�อไวรััส CymMV ด้้วยวิิธีี RT-PCR 
โดยนำ PLBs ทรีีตเมนต์์ละ 30 ชิ้้�น (n = 30) มาสกััด
อาร์์เอ็็นเอต้้นแบบ (RNA template) ด้้วยชุุดสกััด 
FavorPrepTM Plant Total RNA Purification Mini 
Kit (Favorgen Biotech, Taiwan) ตามวิิธีีการที่่�ระบุุ
ไว้้ในคู่่�มืือของบริิษััท จากนั้้�น ใส่่อาร์์เอ็็นเอต้้นแบบ 
จำนวน 2 ไมโครลิิตร และ PCR master mix 18 
ไมโครลิิตร ที่่�ได้้จากชุุด One Step RT–PCR Kit 
(Biotechrabbit, Germany) ประกอบด้ว้ย One Step 
Mix (Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs), 
DNA polymerase และ PCR buffer) จำนวน 10 
ไมโครลิิตร RT–RI blend 1 ไมโครลิิตร น้้ำกลั่่�น 5 
ไมโครลิิตร ร่่วมกัับไพรเมอร์์ (Primer) CymMV2(F): 
ATG CCA GGC TTA GTT CC และ CymMV2(R): TCA 
GGG GTG GTG ATA TG (Kiratiyaangul et al., 1997) 
อย่า่งละ 1 ไมโครลิติร ทำปฏิกิิริิยิา RT-PCR ด้ว้ยเครื่่�อง 
MiniAmp Plus Thermal Cycler จากนั้้�น นำผลผลิิต
ที่่�ได้้ตรวจวิิเคราะห์์การเพิ่่�มปริิมาณ PCR products 
ด้้วยเทคนิิค electrophoresis บน 1.2 เปอร์์เซ็็นต์์ 
agarose gels โดยใช้้ PCR products จำนวน 5 
ไมโครลิติร ผสมกับั loading dye จำนวน 2 ไมโครลิติร 
(ปริมิาตรรวม 7 ไมโครลิิตร) ภายใต้้ความต่่างศัักย์ไ์ฟฟ้้า 
100 โวลต์์ เป็็นเวลา 30 นาทีี แล้้วนำแผ่่นเจลไปสัังเกต
และถ่่ายภาพภายใต้้เครื่่�องกำเนิิดแสงอััลตราไวโอเลต 
(UV–Transilluminator) โดยเปรียบเทีียบผลกัับ 
positive control ที่่�มีีขนาดแถบดีเอ็็นเอ 339  
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คู่่�เบส จากนั้้�น วิิเคราะห์์หาเปอร์์เซ็็นต์์ปลอดเชื้้�อไวรัส 
(Elimination percentage) โดยคำนวณจาก

         
เปอร์์เซ็น็ต์์การปลอดเชื้้�อไวรัสั = จำนวน PLBs ที่่�ปลอดเชื้้�อไวรัสั 

× 100
		              จำนวน PLBs ที่่�รอดชีีวิติ

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ
วิิเคราะห์์ความแตกต่่างทางสถิิติิของค่่าเฉลี่่�ย

โดยวิธีี Duncan’s new multiple range test 
(DMRT) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95 เปอร์์เซ็็นต์์ และ 99 
เปอร์์เซ็็นต์์ โดยใช้้โปรแกรม R Studio

ผลการทดลองและวิิจารณ์์

เปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตและลัักษณะของ PLBs หลััง
ได้้รัับความร้้อน

การทดลองที่่� 1 หลัังการใช้้ความร้้อนที่่�
อุุณหภููมิิ 37 ± 2 องศาเซลเซีียส นาน 5 7 และ 10 วััน 
พบว่่า PLBs มีีเปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตแตกต่่างกัันทาง
สถิติิอิย่่างมีนัีัยสำคััญ (P < 0.01) โดย PLBs ชุดุควบคุมุ 
(Control) และที่่�ได้้รัับความร้้อนที่่�อุณหภูมิิ 37 ± 2 
องศาเซลเซีียส นาน 5 วััน มีีเปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตสููง
ที่่�สุุด (100 เปอร์์เซ็็นต์์) ส่่วนที่่�ได้้รัับความร้้อนนาน 7 
วันั มีเีปอร์์เซ็น็ต์ก์ารรอดชีวีิติลดลงเหลือื 80 เปอร์เ์ซ็น็ต์์ 
หลัังจากได้้รัับความร้้อนนาน 1 วััน หลัังจากนั้้�นลดลง
เหลือ 70 เปอร์์เซ็็นต์์ หลังได้้รัับความร้้อนนาน 1 
สััปดาห์์ และเมื่่�อได้้รัับความร้้อนนาน 10 วััน พบว่่า 
PLBs ตายทั้้�งหมด (0 เปอร์์เซ็็นต์์) (Figure 1A) ทั้้�งนี้้� 
เมื่่�อสัังเกตลัักษณะ PLBs หลัังได้้รัับความร้้อนนาน 5 
วััน พบว่่า PLBs เปลี่่�ยนเป็็นสีีเหลืืองอมเขีียว (Figure 
2B) และจะคืืนสภาพเป็็นสีีเขีียวปกติิภายใน 2–3 
สััปดาห์์ (Figure 2A) ส่่วนที่่�ได้้รัับความร้้อนนาน 7 วััน 
พบว่่า มีี PLBs บางส่่วนเปลี่่�ยนเป็็นสีีเหลืืองอมเขีียว  
จะกลัับมาเป็็นสีีเขีียวปกติิภายใน 2 –3 สััปดาห์์ แต่่บาง
ส่่วนเปลี่่�ยนเป็็นสีีขาวซีีด และเกิิดการตายในที่่�สุุด 

(Figure 2C) ในขณะที่่�เมื่่�อได้้รัับความร้้อนนาน 10 วััน 
PLBs มีีสีีขาวซีีด และตายทั้้�งหมด (Figure 2C) 

การทดลองที่่� 2 สำหรับ PLBs หลัังการใช้้
ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส นาน 10 20 
และ 30 นาทีี พบว่่า หลัังได้้รัับความร้้อนนาน 10 และ 
20 นาทีี บางส่่วนของ PLBs เกิิดความเสีียหายจาก
ความร้อ้นเช่น่เดียีวกับการทดลองที่่� 1 (Figure 2B) และ
จะกลับัมาเป็น็สีเีขียีวปกติภิายใน 2–3 สัปัดาห์ ์(Figure 
2A) ซึ่่�งมีีการรอดชีีวิิต 100 เปอร์์เซ็็นต์์ ไม่่แตกต่่างจาก
ชุุดควบคุุม ในขณะที่่�เมื่่�อได้้รัับความร้้อนนาน 30 นาทีี 
พบว่่า PLBs เปลี่่�ยนเป็็นสีีขาวซีด และตายทั้้�งหมด  
หลัังจากการทดลองเพีียง 1 วััน ซึ่่�งแตกต่่างจาก 
ชุุดควบคุุมและที่่�ได้้รัับความร้้อน 10 และ 20 นาทีี 
อย่่างมีีนััยสำคััญ (P < 0.01) (Figure 1B)

จากทั้้�งสองการทดลองจะเห็็นได้้ว่า่ ระยะเวลา

ที่่�ได้ร้ับัความร้้อนส่่งผลต่่ออัตัราการรอดชีีวิติของ PLBs 

ของกล้้วยไม้้สกุุลหวายพัันธุ์์�ขาวสนาน สอดคล้้องกัับ

รายงานของ Thongutai (1996) ที่่�พบว่่า การใช้้ที่่�

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส กัับ PLBs ของกล้้วยไม้้

สกุุลหวายพันธุ์์� BOM 17 นาน 7 วััน ส่่งผลให้้มีีอััตรา

การรอดชีีวิิตเพีียง 16.67 เปอร์์เซ็็นต์์ และหากได้้รัับ

นาน 14 วััน ทำให้้ PLBs ตายทั้้�งหมด และรายงานใน

พืืชชนิิดอื่่�น ๆ ในสภาพปลอดเชื้้�อ เมื่่�อได้้รัับความร้้อน

ที่่�อุุณหภูมิิ 38 องศาเซลเซีียส นาน 7 วััน มีีชิ้้�นส่่วนที่่�

รอดชีีวิิตเฉลี่่�ย 2.93 ชิ้้�น ในขณะที่่�เมื่่�อได้้รัับความร้้อน

นาน 14 วััน จะมีีชิ้้�นส่่วนที่่�รอดชีีวิิตเฉลี่่�ย 1.23 ชิ้้�น 

(Kazemi et al., 2020) นอกจากนี้้� อุุณหภููมิิยัังมีีผล

ให้ ้PLBs ของกล้ว้ยไม้เ้กิิดความผิิดปกติิด้ว้ย สอดคล้อ้ง

กัับ Zhao et al. (2018) ซึ่่�งรายงานว่่า หลัังเลี้้�ยงยอด

ของแอปเปิ้้�ลพัันธุ์์�กาลาในสภาพปลอดเชื้้�อ ที่่�อุุณหภูมิิ

ในเวลากลางวััน 36 องศาเซลเซีียส และอุุณหภูมิิใน

เวลากลางคืืน 32 องศาเซลเซีียส นาน 4 สััปดาห์์ ทำให้้

ใบมีสีีค่่อนข้้างเหลือง (Yellowish) เมื่่�อเทีียบกับชุด
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ควบคุุม และ Hu et al. (2020) รายงานว่่า การเลี้้�ยง

ต้้นองุ่่�นที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน 20 วััน มีีผล

ทำให้้ต้้นเกิิดอาการใบเหลืือง (Yellowing) หรืือเกิิดสีี

น้้ำตาล (Browning) และใบเหี่่�ยว (Wizened) หรืือใบ

ตาย (Necrotic) ทัันทีีหลัังทำการทดลอง ทั้้�งนี้้�  

น่่าจะเกิิดจากอุุณหภูมิิที่่�สููงเกิินกว่่าที่่�เซลล์์พืืชจะรัับได้้ 

ทำให้พ้ืชืเกิดิความเครียีดจากความร้อ้น (Heat stress) 

ส่ง่ผลให้้ระบบการทำงานภายในเซลล์ผ์ิดิปกติ ิผนังัเซลล์์

ถููกทำลาย และเกิิดการรั่่�วไหลของสารภายในเซลล์์ 

(Suwanwong, 2020) ซึ่่�งอาการจะรุุนแรงขึ้้�นตาม

อุุณหภููมิิและระยะเวลาในการรัับความร้้อนที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 

จนทำให้้เซลล์์หรืือชิ้้�นส่่วนของพืืชตายในที่่�สุุด (Wahid 

et al., 2007)

Figure 1	 The percentage of protocorm-like bodies that survived each week after being treated  
at 37 ± 2°C (A) and 70°C (B). This means that each column followed by different letters 
is significantly different by Duncan’s new multiple range test at P < 0.01.
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Figure 2	 Protocorm-like bodies of Dendrobium Khao Jiranand ‘Khao Sanan’ after treats various 
temperatures and durations: (A) normal PLBs, (B) yellowing, and (C) cell death.

การเจริิญเติิบโตของ PLBs หลัังได้้รัับความร้้อน
	 การทดลองที่่� 1 การเจริิญเติิบโตของ PLBs 
หลังัจากได้้รับัความร้้อนที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 ± 2 องศาเซลเซียีส 
ที่่�ระยะเวลาต่่าง ๆ เมื่่�อเลี้้�ยงในอาหารเหลวนาน 6 
สััปดาห์์ (Table 1) พบว่่า ทุุกทรีีตเมนต์์ PLBs เพิ่่�ม
จำนวนได้้มากขึ้้�น ยกเว้้นหลัังได้้รัับความร้้อนนาน  
10 วััน PLBs ตายทั้้�งหมด (Figure 3A) เมื่่�อนัับจำนวน 
แยกขนาด และชั่่�งน้้ำหนััก PLBs ซึ่่�งแสดงใน Table 1 
จะเห็็นได้้ว่่า มีีจำนวนเฉลี่่�ยของ PLBs ไม่่แตกต่่างกััน
ทางสถิิติ ิ(P > 0.05) มีคี่า่อยู่่�ระหว่า่ง 16.40–27.90 ชิ้้�น 

ซึ่่�งเมื่่�อพิิจารณาแยกตามขนาดของ PLBs พบว่่า PLBs 
ขนาด S (น้้อยกว่่า 3 มิิลลิิเมตร) และขนาด M (3–5 
มิลิลิเิมตร) มีจีำนวนไม่่แตกต่า่งกันัทางสถิติิ ิ(P > 0.05) 
ในขณะที่่�ขนาด L (มากกว่า่ 5 มิลิลิเิมตร) มีจีำนวนเฉลี่่�ย
แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ (P < 0.01) โดยหลัังได้้รัับ
ความร้้อนนาน 7 วััน พบว่่ามีีจำนวนน้้อยที่่�สุด  
เฉลี่่�ย 4.40 ± 0.32 ชิ้้�น และส่่งผลให้้น้้ำหนักสดมีี 
ค่่าน้้อยที่่�สุดด้้วย (2.00 ± 0.18 กรััม) ซึ่่�งแตกต่่าง 
จากชุุดควบคุุม และหลัังได้้รัับความร้้อนนาน 5 วััน  
(P < 0.01)

Table 1	 The average number, size, and fresh weight of protocorm-like bodies (PLBs) at 6 weeks 
after thermotherapy (37 ± 2°C)

Duration (day) Number of PLBs
Size of PLBs (mm) Fresh

weight (g)Size S (< 3) Size M (3–5) Size L (>5)

0 (Control)
5
7
10

27.90 ± 2.52
23.40 ± 1.63
16.40 ± 1.83

nd

6.00 ± 1.04
5.80 ± 0.55
9.60 ± 1.49

nd

4.60 ± 0.69
5.10 ± 0.58
2.50 ± 0.23

nd

17.30 ± 1.49a

12.20 ± 0.98a

4.40 ± 0.32b

nd

4.81 ± 0.24a

4.36 ± 0.28a

2.00 ± 0.18b

nd

P-value
CV (%)

0.24
52.05

0.49
77.30

0.30
66.55

<0.001
46.56

0.001
32.00

 This means that each column followed by different letters is significantly different by Duncan’s 
new multiple rang test. nd = no data, CV = coefficient of variation.
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การทดลองที่่� 2 สำหรับ PLBs หลัังการใช้้
ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส นาน 10 20 
และ 30 นาทีี หลัังเลี้้�ยงในอาหารเหลวนาน 6 สััปดาห์์ 
(Table 2) พบว่า่ ชุดุควบคุุม และที่่�ได้ร้ับัความร้อ้นนาน 
10 และ 20 นาทีี มีีจำนวนเพิ่่�มมากขึ้้�น ส่่วนที่่�ได้้รัับ
ความร้อ้นนาน 30 นาที ีPLBs ตายทั้้�งหมด (Figure 3B) 
ทั้้�งนี้้�พบว่่า จำนวน PLBs เฉลี่่�ย ไม่่แตกต่่างกัันทางสถิิติิ 
มีีค่่าเฉลี่่�ย 22.00 ± 2.54 ชิ้้�น (P > 0.05) แต่่มีีน้้ำหนััก
สดเฉลี่่�ยแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ (P < 0.05) โดย
ชุุดควบคุุมมีีค่่าเฉลี่่�ยสูงที่่�สุุด (4.81 ± 0.22 กรััม)  
รองลงมาคืือ เมื่่�อได้้รัับความร้้อนนาน 10 นาทีี (3.43 

± 0.34 กรััม) ส่่วนที่่�ได้้รัับความร้้อนนาน 20 นาทีี มีีค่่า
น้้อยที่่�สุุด (2.23 ± 0.24 กรััม) ทั้้�งนี้้� เมื่่�อพิิจารณาจาก
ขนาดของ PLBs จะเห็็นได้้ว่่า PLBs ขนาด S และ L  
มีีค่่าแตกต่่างกัันทางสถิิติิ (P < 0.05) โดยเมื่่�อได้้รัับ
ความร้อ้นนาน 20 นาที ีพบ PLBs ขนาด S มีคี่า่สูงูที่่�สุด 
(14.50 ± 1.63 ชิ้้�น) ซึ่่�งมีีจำนวนมากกว่่าชุุดควบคุุม
เกือืบ 3 เท่่า ในขณะที่่�ชุดควบคุมุและที่่�ได้ร้ับัความร้้อน
นาน 10 นาทีี มีี PLBs ขนาด L สููงที่่�สุุด (13.50 ± 0.89 
และ 10.80 ± 1.27 ชิ้้�น ตามลำดัับ) ส่่วน PLBs ที่่�ได้้รัับ
ความร้้อนนาน 20 นาทีี มีีจำนวนน้้อยที่่�สุุด (5.80 ± 
0.84 ชิ้้�น) 

Table 2  The average number, size, and fresh weight of protocorm-like bodies (PLBs) at 6 weeks 
after thermotherapy (70°C)

Duration (min) Number of PLBs
Size of PLBs (mm) Fresh

weight (g)Size S (< 3) Size M (3–5) Size L (>5)

0 (Control)
10
20
30

22.30 ± 1.68
22.70 ± 3.79
22.50 ± 2.55

nd

4.55 ± 0.62b

5.20 ± 1.05b

14.50 ± 1.63a

nd

4.20 ± 0.47
6.70 ± 1.53
2.20 ± 0.18

nd

13.50 ± 0.89a

10.80 ± 1.27ab

5.80 ± 0.84b

nd

4.81 ± 0.22a

3.43 ± 0.34ab

2.23 ± 0.24b

nd

P-value
CV (%)

0.100
62.40

0.035
73.02

0.340
106.70

0.041
50.75

0.038
39.81

This means that each column followed by different letters is significantly different by Duncan’s 
new multiple rang test. nd = no data, CV = coefficient of variation.

จากผลการทดลองการให้้ความร้้อนที่่�อุณหภูมิิ 
37 ± 2 องศาเซลเซีียส PLBs สามารถเจริิญเติิบโตได้้ 
หลัังได้้รัับความร้้อนนานที่่�สุุด 7 วััน หากได้้รัับนาน 10 
วััน ทำให้้ PLBs ตายทั้้�งหมด ซึ่่�งต่่างจากการศึึกษาของ 
Kaur et al. (2019) ที่่�รายงานว่่า การกำจััดเชื้้�อไวรััส 
Bean yellow mosaic virus (BYMV) ในแกลดิิโอลััส 
3 พัันธุ์์� ได้้แก่่ Aldebaran, Tiger Flame และ Vink’s 
Glory โดยนำหััวย่่อย (Cormels) ในสภาพปลอดเชื้้�อ 
ไปให้้ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 37 ± 2 องศาเซลเซีียส นาน 
30 วััน ส่่งผลทำให้้ค่่า regeneration efficiency ของ
ทั้้�ง 3 พัันธุ์์� มีีค่่าลดลง แต่่ไม่่ทำให้้พืืชตาย ทั้้�งนี้้� น่่าจะ

เนื่่�องมาจากชิ้้�นส่่วนที่่�นำมาได้้รับัความร้้อนนั้้�นแตกต่่าง
กััน รวมทั้้�ง PLBs เป็็นกลุ่่�มเซลล์์ที่่�อ่่อนกว่่า จึึงทนต่่อ
ความร้อ้นได้ส้ั้้�นกว่า่ สำหรับัการให้ค้วามร้อ้นที่่�อุณุหภูมูิิ 
70 องศาเซลเซียีสนั้้�น พบว่า่ PLBs สามารถเจริิญเติิบโต
ได้้หลัังได้้รัับความร้้อนนานที่่�สุด 20 นาทีี โดย PLBs 
สามารถเพิ่่�มจำนวนได้ไ้ม่แ่ตกต่า่งจากชุดุควบคุมุ แต่ส่่ง่
ผลต่่อขนาดของ PLBs โดยเมื่่�อได้้รัับความร้้อนที่่�ระยะ
เวลานาน จะทำให้้ได้้ PLBs มีีขนาดค่่อนข้้างเล็็ก ทั้้�งนี้้� 
น่่าจะเนื่่�องมาจาก PLBs เป็็นกลุ่่�มเซลล์์ ซึ่่�งแบ่่งได้้เป็็น 
2 ส่่วน คืือ ผนัังเซลล์์ (Cell wall) และโปรโตพลาสต์์ 
(Protoplast) โดยผนัังเซลล์์ซึ่่�งอยู่่�ชั้้�นนอกนั้้�นประกอบ
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ด้้วยคาร์์โบไฮเดรตจำนวนมาก ซึ่่�งยึดึเกาะกันัด้้วยพันธะ 
β–1,4 glycosidic bone เมื่่�อได้้รัับความร้้อนจาก
อุณุหภูมูิทิี่่�สูงูขึ้้�น ส่่งผลทำให้้พัันธะระหว่่างเซลล์์เสีียหาย 
ความเสถียีรของเยื่่�อหุ้้�ม (Membrane) ลดลง และทำให้้
โปรตีีนเสื่่�อมสภาพ (Denaturation) (Suwanwong, 
2020) ส่่งผลให้้ชิ้้�นส่่วนของ PLBs ไม่่เกาะตััวกันัเป็็นก้้อน 
จึงึมีชีิ้้�นส่่วนของ PLBs ขนาด S (น้้อยกว่่า 3 มิลิลิเิมตร) 
มากขึ้้�น นอกจากนี้้� ที่่�อุณหภูมิสิูงูยังัส่่งผลต่่อกระบวนการ
เมแทบอลิิซึึม ซึ่่�งทำให้้การเจริิญเติิบโตของพืืชลดลง 

(Udomprasert, 2015) สอดคล้องกับัการรายงานของ 
Tan et al. (2010) พบว่่า การเพิ่่�มจำนวนยอดของต้้น
สาลี่่�ลดลงหลังัได้้รับัอุณุหภูมูิทิี่่� 37 องศาเซลเซียีส และ 
42/34 องศาเซลเซียีส (กลางวััน/กลางคืนื) เมื่่�อเทีียบกับั
ต้้นที่่�ไม่่ได้้รับัความร้้อน ทั้้�งนี้้� หาก PLBs ได้้รับัความร้้อน
เป็็นระยะเวลาที่่�นานเกิินไป (อุุณหภููมิิ 37 ± 2  
องศาเซลเซียีส นาน 10 วััน หรืืออุุณหภููมิิ 70 องศา
เซลเซียีส นาน 30 นาที)ี จะส่่งผลเสียีอย่่างรุุนแรงต่่อการ
เจริญิเติบิโตและการรอดชีวีิติของพืชื (Hu et al., 2015) 

Figure 3  Growth of in vitro Dendrobium Khao Jiranand ‘Khao Sanan’ protocorm-like bodies 
after cultured for 6 weeks: (A) the thermotherapy at 37 ± 2 °C and (B) the thermotherapy 
at 70 °C.

การตรวจสอบเชื้้�อไวรััส CymMV 
	ผ ลการตรวจสอบเชื้้�อไวรััส CymMV ด้้วย
เทคนิค RT-PCR พบว่่า ตััวอย่่าง PLBs ในทุุกทรีีต
เมนต์์ พบแถบดีีเอ็็นเอขนาด 339 คู่่�เบส ซึ่่�งมีีความ
จำเพาะเจาะจงต่่อเชื้้�อไวรัส CymMV (Figure 4)  
ดังันั้้�น การใช้้ความร้้อนที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 ± 2 องศาเซลเซียีส 

ระยะเวลา 5 7 และ 10 วััน และการใช้้ความร้้อนที่่�
อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส ระยะเวลา 10 20 และ 
30 นาทีี ไม่่สามารถกำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ใน 
PLBs กล้้วยไม้้สกุุลหวายพัันธุ์์�ขาวสนานได้้ โดยพบ
การติิดเชื้้�อไวรััส CymMV 100 เปอร์์เซ็็นต์์ ในทุุก
ทรีีตเมนต� 



ส.วก.ท.

73วารสารวิิทยาศาสตร์์และนวััตกรรมการเกษตร ปีีที่่� 55 ฉบัับที่่� 1 มกราคม-เมษายน 2567

Wang et al. (2018) รายงานว่่า อุุณหภููมิิสููง
ที่่�เพิ่่�มสููงขึ้้�นและได้้รัับความร้้อนในระยะเวลาที่่�นานขึ้้�น 
ส่่งผลให้้มีีโอกาสในการกำจััดไวรัสเพิ่่�มขึ้้�น โดยความ
ร้้อนจะยัับยั้้� งการเพิ่่�มจำนวนของไวรััส (V i ral 
replication) (Chalak et al., 2015) ทำให้้สาร
พันัธุุกรรมของไวรัสั (RNA) เสื่่�อมสภาพ และป้้องกัันการ
เคลื่่�อนที่่�ของไวรัสไปยังัเซลล์เ์นื้้�อเยื่่�อเจริญิ (Tan et al., 
2010) ส่่งผลให้้ปริิมาณเชื้้�อไวรััสบริิเวณเนื้้�อเยื่่�อเจริิญ
ปลายยอดลดลง (Wang et al., 2008; Zhao et al., 
2018) ซึ่่�งอุุณหภููมิิที่่�ใช้้จะอยู่่�ที่่� 35–42 องศาเซลเซีียส 
ระยะเวลา 2 0–60 วััน สำหรัับในการทดลองนี้้� การใช้้
ความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 37 ± 2 องศาเซลเซีียส นาน 5 
และ 7 วััน และ อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส นาน 10 
และ 20 วััน ยัังไม่่สามารถทำให้้ PLBs ปลอดจากเชื้้�อ
ไวรััส CymMV ได้้ อาจเป็็นเพราะชิ้้�นส่่วนพืืชทดลอง
เป็็นเพีียงกลุ่่�มเซลล์์ ที่่�ประกอบด้้วยน้้ำ 80–95 
เปอร์์เซ็็นต์์ ทำให้้ไม่่สามารถทนต่่อความร้้อนได้้นาน 
ทำให้้ระยะเวลาการได้้รัับความร้้อนไม่่เพีียงพอต่่อการ
กำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ได้้ ซึ่่�งแตกต่่างกัับการกำจััด
เชื้้�อไวรัสัในพืืชชนิดิอื่่�นที่่�ใช้ต้้้นอ่อ่น หรือืชิ้้�นส่ว่นเนื้้�อเยื่่�อ
เจริิญในสภาพปลอดเชื้้�อ (Dĩaz-Barrita et al., 2008) 
มาทำการบำบัดัด้้วยความร้้อน ซึ่่�งสามารถทนต่่อความ
ร้อ้นได้น้านกว่า่ ทำให้ป้ระสิทิธิภิาพในการกำจัดัไวรัสัดีี
กว่่าด้้วย ทั้้�งนี้้� ความสำเร็็จในการกำจััดเชื้้�อไวรััสยัังขึ้้�น
อยู่่�กับัชนิดิของเชื้้�อ พืชือาศัยั (Maliogka et al., 2009; 
Panattoni et al., 2013; Barba et al., 2015) และ
ขนาดชิ้้�นส่่วนของพืืชที่่�ใช้้ ยิ่่�งชิ้้�นส่่วนพืืชมีีขนาดเล็็ก 
จะทำให้้โอกาสในการปลอดเชื้้�อไวรััสเพิ่่�มมากขึ้้�น 
(Vivek and Modgil, 2018) นอกจากนี้้� การใช้้ความ
ร้อ้นเพีียงอย่่างเดีียวไม่่สามารถกำจััดเชื้้�อไวรัสั CymMV 
ได้้ ทำได้้เพีียงลดปริมาณของเชื้้�อไวรััสลงในช่่วงเวลา
หนึ่่�งหลัังได้้รัับความร้้อน อาจจะต้้องใช้้ร่่วมกัับการ

กำจััดไวรััสวิิธีีอื่่�น ๆ จึึงจะเห็็นผลมากขึ้้�น ดัังเช่่นในการ
รายงานในพืืชชนิิดอื่่�น ๆ เช่่น ต้้นราสเบอร์์รีี โดยพบว่่า 
การกำจััดเชื้้�อไวรััส Raspberry bushy dwarf virus 
(RBDV) ในชิ้้�นส่่วนเนื้้�อเยื่่�อเจริิญปลายยอดด้้วย 
ความร้อ้นบำบัดั (กลางวันั 39 องศาเซลเซียีส/กลางคืนื 
24 องศาเซลเซีียส ระยะเวลา 14 วััน) เพีียงอย่่างเดีียว 
ไม่ส่ามารถกำจััดเชื้้�อไวรัสัได้้ แต่่ถ้า้ใช้ร้่ว่มกัับวิธีกีารเคมี
บำบััด (Chemotherapy) จะทำให้้มีีประสิิทธิิภาพใน
การกำจััดไวรััสเพิ่่�มขึ้้�น 44.4 เปอร์์เซ็็นต์์ หรืือใช้้ร่่วมกัับ
วิิธีีการความเย็็นเยืือกแข็็งบำบััด (Cryotherapy) จะ
ทำให้้มีีประสิิทธิิภาพในการกำจััดไวรััสเพิ่่�มขึ้้�น 48.6 
เปอร์์เซ็็นต์์ และถ้้าใช้้ร่่วมกัันทั้้�ง 3 วิิธีี จะทำให้้มีี
ประสิิทธิิภาพในการกำจััดไวรััสเพิ่่�มขึ้้�นถึึง 78.8 
เปอร์์เซ็็นต์์ (Mathew et al., 2021) ดัังนั้้�น หาก
ต้อ้งการกำจัดัเชื้้�อไวรัส CymMV ใน PLBs ของกล้ว้ยไม้้
สกุุลหวายโดยการใช้้ความร้้อนจำเป็็นต้้องมีีการศึึกษา
เพิ่่�มเติิม เพื่่�อให้้เทคนิคนี้้�มีีประสิิทธิิภาพมากขึ้้�น จน
สามารถกำจัดัเชื้้�อไวรัสัได้ ้หรือือาจใช้ร้่ว่มกับัการกำจัดั
เชื้้�อไวรัสด้ว้ยวิธิีอีื่่�น ๆ  เช่น่ การใช้ร้่ว่มกับัสารเคมีในกลุ่่�ม
ต้้านทานเชื้้�อไวรััส (Anti-viral) การใช้้ความเย็็นเยืือก
แข็็งที่่� –196 องศาเซลเซีียส (Cryotherapy) หรืือการ
ใช้้กระแสไฟฟ้้า (Electrotherapy) อาจทำให้้มีี
ประสิิทธิิภาพในการกำจััดเชื้้�อไวรััสใน PLBs ของ
กล้้วยไม้้สกุุลหวายได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น

ดัังนั้้�น จากการศึึกษานี้้�ถึึงแม้้ว่่าการใช้้ความ

ร้อ้นในการกำจัดัเชื้้�อไวรัสั CymMV ในระยะ PLBs ของ

กล้ว้ยไม้้สกุุลหวายลูกูผสมพันัธุ์์�ขาวสนาน ยังัไม่่สามารถ

กำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ใน PLBs ได้้ แต่่ได้้ทราบถึง

ระยะเวลาความทนทานของ PLBs (กลุ่่�มเซลล์ท์ี่่�มีคีวาม

บอบบาง) ต่่อความร้้อน 2 ระดัับ ซึ่่�งมีีประโยชน์์อย่่าง

มากต่่อการศึึกษาต่่อไป 
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Figure 4  Representative electrophoretic analysis of reverse transcription-PCR (RT-PCR) products 
of Cymbidium mosaic virus (CymMV) after thermotherapy at 37 ± 2°C (A) and 70°C  
(B). Molecular marker (M); the infected PLBs that were tested (1–18, 1–21); positive 
control (Pos); negative control (H) and H

2
O (B).

สรุุป

การศึึกษาการกำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ด้้วย
ความร้้อนในระยะ PLBs ของกล้้วยไม้้สกุุลหวายพันธุ์์�
ขาวสนาน พบว่่า PLBs สามารถทนต่่ออุุณหภููมิิ 37 ± 
2 องศาเซลเซีียส ได้้ไม่่เกิิน 7 วััน มีีอััตราการรอดชีีวิิต 

70 เปอร์์เซ็็นต์์ มีีจำนวน PLBs เฉลี่่�ย 16.40 ± 1.83 
ชิ้้�น และน้้ำหนัักสดเฉลี่่�ย 2.00 ± 0.18 กรััม ซึ่่�งไม่่แตก
ต่า่งทางสถิติิกิับัชุดุควบคุมุ (P > 0.05) ส่ว่นการให้ค้วาม
ร้อ้นที่่�อุณุหภูมูิ ิ70 องศาเซลเซียีส PLBs สามารถทนได้้
นาน 20 นาทีี มีีอััตราการรอดชีีวิิต 100 เปอร์์เซ็็นต์์ มีี
จำนวน PLBs เฉลี่่�ย (22.50 ± 2.55 ชิ้้�น) ซึ่่�งไม่่แตกต่่าง
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จากชุุดควบคุมุ แต่่น้้ำหนักสดเฉลี่่�ย (2.23 ± 0.24 กรััม) 
น้้อยกว่่าชุุดควบคุุม (4.81 ± 0.22 กรััม) อย่่าง 
มีีนััยสำคััญ (P < 0.01) ทั้้�งนี้้� การใช้้ความร้้อนบำบััด 
(Heat treatment หรืือ thermotherapy) ที่่�อุุณหภููมิิ 
37 ± 2 องศาเซลเซีียส และ 70 องศาเซลเซีียส ยัังไม่่
สามารถกำจััดเชื้้�อไวรััส CymMV ใน PLBs ได้้ 
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