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บทคัดย่อ: เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ถูกนำมาใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและย่นระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์โดยเฉพาะกับ
ลักษณะเชิงปริมาณที่ควบคุมด้วยยีนหลายคู่ ดังนั้นวัตถุประสงค์นี้เพื่อประเมินลักษณะต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองสายพันธุ์ไทย 
(TYLCTHV-NP) ในเชื้อพันธุกรรมมะเขือเทศ และศึกษาประสิทธิภาพของการใช้เครื่องหมายโมเลกุล SCAR-P1-16 และ SCAR-P6-25 ที่
วางอยู่ใกล้ตำแหน่งยีน Ty-2 และ Ty-3 ตามลำดับ ประเมินในมะเขือเทศ 32 สายพันธุ์ ด้วยวิธีการปลูกเชื้อแบบเสียบยอด (grafting) 
ประเมินการเกิดโรคทุกสัปดาห์ที่ 7 ถึง 42 วันหลังเสียบยอด (DAI) และให้คะแนนการเกิดโรค 5 ระดับ (0-4) ผลการประเมินพบว่า
มะเขือเทศ 32 สายพันธ์ุตอบสนองต่อเช้ือ TYLCTHV-NP แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติตั้งแต่ 7,14, 21, 28, 35 และ 42 DAI 
ผลการเกิดโรคที่ 42 DAI พบมะเขือเทศ 4 สายพันธ์ุ ที่แสดงระดับความต้านทาน (R) ได้แก่พันธุ์ AVTO1008  AVTO1314  AVTO1422 
และ KKU-T14009 แสดงค่าดัชนีความรุนแรง 1.00 1.13 1.25 และ 1.33 ตามลำดับ ผลการคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุล SCAR-
P1-16 พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 300 bp (ตำแหน่งอ้างอิงของยีน Ty-2) ในมะเขือเทศ 11 สายพันธุ์ และ SCAR-P6-25 พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ี
ขนาด 450 bp (ตำแหน่งอ้างอิงของยีน Ty-3) จำนวน 12 สายพันธุ์ และตำแหน่งอ้างอิงทั้งสองนี้สัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานต่อ
เชื้อ TYLCTHV-NP 81.25% และ 84.38% ตามลำดับ ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 2 ชนดิมีประสิทธิภาพช่วยคัดเลือกในงานปรับปรุง
พันธุ์มะเขือเทศ  
คำสำคัญ:  บีโกโมไวรัส; ปรับปรุงพันธุ์พืช; Solanaceae; SCAR marker  
 
ABSTRACT: DNA marker has been applied to increase the efficiency and shorten the breeding program, especially 
in quantitative traits. The objective of this experiment was to evaluate the resistance of tomato germplasms to 
Tomato yellow leaf curl virus disease (TYLCTHV-NP) and investigate the efficacy selection of DNA marker; SCAR-P1-
16 and SCAR-P6-25 located nearby Ty-2 and Ty-3 genes, respectively. Thirty-two tomato germplasms were 
inoculated TYLCTHV-NP disease by grafting method, the disease symptoms were evaluated every week at the 7 to 
42 days after inoculation (DAI) as scored 5 rates (0-4). All tomato germplasms showed significantly different responses 
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to TYLCTHV-NP at 7,14, 21, 28, 35 and 42 DAI. The results showed that at 42 DAI, four tomato accessions showed 
resistance to TYLCTHV-NP, i.e., AVTO1008, AVTO1314, AVTO1422 and KKU-T14009, as disease severity of 1.00, 1.13, 
1.25 and 1.33, respectively. For molecular assisted selection, SCAR-P1-16 amplified DNA banding size 300 bp 
(referenced to Ty-2 gene) was found in 11 tomato germplasms, while SCAR-P6-25 amplified at 450 bp ( referenced 
to Ty-3 gene)  was found in 12 tomato germplasms. Additionally, both DNA bands were associated with resistance 
to TYLCTHV-NP 81.25% and 84.38%, respectively. Therefore, these DNA markers have the potential for selection in 
tomato breeding programs.          
Keywords: Begomovirus; breeding plant; Solanaceae; SCAR marker 
 

บทนำ  
มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum L.) เป็นพืชผักที ่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจและอุตสาหกรรมของประเทศไทย 

โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ นอกจากนี้ยังเป็นแหล่งผลิตเมล็ดพันธุ์ขนาดใหญ่ที่สำคัญในเอเชียเนื่องจากมีความเหมาะสม
ทางด้านสภาพภูมิอากาศ แรงงานในการผลิต และมีตลาดรองรับ ปัจจุบันการผลิตมะเขือเทศมกัประสบปัญหาการเข้าทำลายของโรคและ
แมลง โดยเฉพาะโรคไวรัสใบหงิกเหลืองมะเขือเทศ (Tomato Yellow Leaf Curl Virus : TYLCV) โดยแพร่ระบาดอย่างมากในเขตร้อน 
และเขตกึ่งร้อน (Sahu et al., 2012; Singh, 2014) โรคไวรัสดังกล่าวเกิดจากเชื้อในจีนัส Begomovirus เชื้อจะเข้าทำลายต้นพืชผ่าน
ทางท่อน้ำเลี้ยง (xylem และ phloem) โดยมีแมลงหวี่ขาวเป็นพาหะนำโรค (Hanley et al., 2013) ดังนั้นโรคจะแพร่ระบาดไปกับ
แมลงหวี่ขาวโดยเฉพาะฤดูแล้งซึ่งเป็นช่วงทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโตและขยายพันธุ์ของแมลงหวี่ขาว (พัชราภรณ์, 2560) จึงส่งผลให้
เชื้อไวรัสดังกล่าวสามารถเพิ่มปริมาณและแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็ว ในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของโรคไวรัสใบหงิกเหลือง 3 
ชนิด คือ Pepper leaf curl virus (PepLCV) Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) และ Tomato yellow leaf 
curl Kanchanaburi virus (TYLCKaV) (Chomdej et al., 2012; Kenyon et al., 2014) โรคไวรัสใบหงิกเหลืองสร้างความเสียหาย
ให้แก่พืชปลูกได้ทุกระยะการเจริญเติบโตตั้งแต่ในระยะต้นกล้าจนถึงระยะเก็บเกี่ยว  เมื่อพืชได้รับเชื้อ Begomovirus จะแสดงลักษณะ
อาการใบเหลือง หรือใบเหลืองร่วมกับใบด่าง ใบม้วนหยัก และลำต้นแคระแกร็น ส่งผลให้การติดดอกลดลง และเมื่อเกิดในระยะติดผลจะ
แสดงอาการด่างทั้งผล ขนาดผลเล็กลง จึงส่งผลต่อการลดลงของผลผลิตและคุณภาพผลผลิตถึง  100% (Prasad et al., 2020; พัชรา
ภรณ์ และคณะ, 2561) และยังพบว่าสามารถถ่ายทอดไปกับเมล็ดได้ (Kil et al., 2015) ปัจจุบันการปรับปรุงพันธุ์ต้านทานต่อโรคไวรัส
ใบหงิกเหลืองได้มีการนำเครื่องหมายโมเลกุลเข้ามาช่วยในการคัดเลือกเพื่อย่นระยะเวลาและเพิ่มประสิทธิภาพมากขึ้น โดยแหล่งความ
ต้านทานส่วนใหญ่อยู่ในมะเขือเทศพันธุ ์ป่า S. habrochaites และ S. chilense และได้ถูกจำแนกยีนต้านทานต่อ Begomovirus 
จำนวน 6 ยีนที่วางอยู่คนละตำแหน่งบนโครโมโซม ยีน Ty-1 และ Ty-3 เป็น allelic (ยีนที่เกี่ยวข้องกัน) วางอยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 6 
พบในมะเขือเทศพันธุ์ LA1969 (S. chilense) และ LA2779 (S. chilense) แสดงออกแบบยีนเด่น (dominant) (Zamir et al., 1994; 
Ji et al., 2007a; Verlaan et al., 2013) ยีน Ty-2 วางอยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 11 พบในมะเขือเทศสายพันธุ์ H24 (S. habrochaites) 
accession B6013 แสดงออกแบบยีนเด่น (Hanson et al., 2006) ยีน Ty-4 อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 3 พบในมะเขือเทศพันธุ์ LA1932 
(S. Chilense) แสดงออกแบบยีนเด่นแบบข่มไม่สมบูรณ์ (incomplete dominant) และมีรายงานว่าเพิ่มระดับการต้านทานโรคมากขึ้น
เมื่อรวมยีนกับ Ty-3 (Ji et al., 2009; Kadirvel et al., 2012) สำหรับยีน ty-5 ถูกค้นพบในมะเขือเทศพันธุ ์TY172 (S. peruvianum) 
พบยีนอยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 4 แสดงออกแบบยีนด้อย (recessive) (Lapidot et al., 2015) และยีน Ty-6 พบในมะเขือเทศสายพันธุ์ 
LA2779 (S. Chilense) พบยีนอยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 10 แสดงออกแบบยีนเด่นแบบข่มไม่สมบูรณ์ (Hutton and Scott, 2014) 
อย่างไรก็ตามการแสดงออกของความต้านทานของยีนแต่ละตำแหน่งขึ้นอยู่กับสายพันธุ ์ของเชื ้อโรค และพันธุ์มะเขือเทศ ดังนั้นนัก
ปรับปรุงพันธุ์จำเป็นต้องประเมินความต้านทานโรคก่อนนำไปพัฒนาพันธุ์ต้านทาน ในประเทศไทยได้มีรายงานว่ายีน Ty-2 และ Ty-3 
สัมพันธ์กับการเกิดโรคไวรัสใบหงิกเหลืองที่ระบาดในไทย (บุญส่ง และกรุง, 2557) และพบว่าพันธุ์มะเขือเทศท่ีมียีน Ty-2 Ty-3 และ ty-
5 ที่ผ่านการพัฒนาพันธุ์มาจาก WorldVeg แสดงความสามารถต้านทานต่อการเกิดโรคไวรัสใบหงิกเหลืองในสภาพธรรมชาติ (natural 
infection) จากรายงานการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับความต้านทานไวรัสใบหงิกหลืองพบว่าเครื่องหมายโมเลกุล SCAR-
Marker P1-16 และ P6-25 พบว่าวางอยู่ใกล้ตำแหน่งยีน Ty-2 (Yang et al., 2014) และ Ty-3 (Ty-3a) (Ty-3b) (Ji et al., 2007b; 
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Nevame et al., 2020) ตามลำดับ นอกจากน้ันยังพบว่า SCAR-marker P1-16 และ P6-25 มีความสัมพันธ์ทางบวกกับระดับของความ
ต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองที่ระบาดในไทย (TYLCTHV) ในมะเขือเทศกลุ่มรับประทานสดผลเล็ก (พัชราภรณ์ และคณะ , 2561) 
ดังนั้นงานทดลองนี้จึงประเมินลักษณะต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองสายพันธุ์ไทย และศึกษาประสิทธิภาพของการใช้เครื่องหมาย
โมเลกุล SCAR marker P1-16 และ P6-25 ตรวจสอบยีนต้านทาน Ty-2 และ Ty-3 ในเชื้อพันธุกรรมมะเขือเทศอุตสาหกรรม   
 
วิธีการศึกษา 
พันธุ์มะเขือเทศ 
 นำมะเขือเทศจำนวน 32 พันธุ ์จากแหล่งจัดเก็บและรวบรวมเชื้อพันธุกรรม 5 แหล่ง คือ World Vegetable Center ประเทศ
ไต้หวัน (WorldVeg) จำนวน 10 สายพันธุ์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จำนวน 9 สายพันธุ์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง 3 สายพันธ์ุ ศูนย์วิจัยและพัฒนาพืชผักเขตร้อนจำนวน 1 สายพันธ์ุ และพันธุ์จากบริษัท ที เค อาร์แอนดี จำนวน 9 สายพันธุ์ 
ใช้มะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 3 เป็นพันธุ์อ่อนแอเปรียบเทียบ (Table 1) มาเพาะกล้าในวัสดุเพาะพีทมอส ระยะต้นกล้าอายุ 35 วัน
หลังจากเพาะเมล็ดจึงนำมาปลูกเชื้อและประเมินความต้านทานต่อโรคใบหงิกเหลืองในโรงเรือนโดยใช้พันธุ์ทดสอบเป็น root stock 
ในช่วงเดือน กรกฎาคม-ตุลาคม 2562 ที่คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง    
การปลูกเชื้อ 

นำเชื้อไวรัสใบหงิกเหลือง Tomato yellow leaf curl Thailand virus- Nakhon Pathom (TYLCTHV-NP) ที่ได้รับความ
อนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการไวรัสพืชและแบคทีรีโอฟาจ-ศช. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน มาเพิ่มปริมาณในต้น
กล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 3 เมื่อต้นกล้าอายุ 21 วัน ย้ายต้นกล้าลงวัสดุปลูกที่ประกอบด้วย ขุยมะพร้าว และมะพร้าวสับ ให้ปุ๋ย
ออสโมโค้ทสูตร 13-13-13 ต้นกล้าทดสอบอายุได้ 35 วัน จึงทำการปลูกเชื้อ TYLCTHV-NP ด้วยวิธีการเสียบยอด โดยใช้พันธุ์ทดสอบ
เป็น root stock และใช้ต้น inoculum เชื้อไวรัสใบหงิกเหลืองเป็น scion (Akhtar et al., 2019) วางแผนการทดลองแบบสุ่มบล็อก
สมบูรณ์ (RCBD) จำนวน 4 ซ้ำ ๆ ละ 5 ต้น จากนั้นสังเกตอาการของโรค ทำการประเมินโรคทุก ๆ สัปดาห์ หลังจากย้ายปลูกเชื้อเป็น
เวลา 6 สัปดาห์ (7 14 21 28 35 และ 42 วันหลังปลูกเช้ือ) ตามระดับอาการตอบสนองต่อการเกิดโรค 5 ระดับ (Table 2) คือ 0 = ไม่
ปรากฏอาการ (highly resistant), 1 = เริ่มปรากฏอาการใบด่างเล็กน้อย 1-2 จุด (resistant), 2 = ปรากฏอาการใบด่างร่วมกับใบหงิก
ชัดเจนมากกว่า 2 จุด (moderate resistant), 3 = เริ ่มปรากฏอาการใบด่างร่วมกับใบหงิก 25-50% ของต้น (susceptible) และ        
4 = เริ่มปรากฏอาการใบด่างร่วมกับใบหงิก 50-100% ของต้น ลำต้นแคระแกร็น หยุดการเจริญเติบโต (highly susceptible) ดัดแปลง
ตามวิธีการของ (Akhtar et al., 2019) และนำค่าเฉลี่ยระดับการตอบสนองต่อการเกิดโรค 5 ระดับในสัปดาห์ที่ 6 มาจัดกลุ่มมะเขือเทศ
ตามการตอบสนองต่อโรค โดยการจัดกลุ่มความต้านทานโรคใช้ค่าดัชนีความรุนแรงในการแบ่งกลุ่มออกเป็น 5 กลุ่มคือ กลุ่มที ่1 ค่าดัชนี
ความรุนแรงเท่ากับ 0 ต้านทานมาก (highly resistant; HR) กลุ่มที่ 2 ค่าดัชนีความรุนแรงเท่ากับ 0.1-1.4 = ต้านทาน (resistant; R), 
กลุ่มที่ 3 ค่าดัชนีความรุนแรงเท่ากับ 1.5-2.4 = ต้านทานปานกลาง (moderate resistant; MR), กลุ่มที่ 4 ค่าดัชนีความรุนแรงเทา่กับ 
2.5-3.4 = อ่อนแอ (susceptible; S), และกลุ่มที่ 5 ค่าดัชนีความรุนแรงเท่ากับ 3.5-4.0 = อ่อนแอมาก (highly susceptible; HS) 
(Figure 1) และเปรียบเทียบข้อมูลดัชนีความรุนแรงการเกิดโรคในแต่ละสัปดาห์ โดยวิธ ีLeast Significant Difference (LSD) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 0.01 ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติสำเร็จรูป statistic version 8  
การใช้เครื่องหมายโมเลกุลตรวจสอบยีนต้านทานโรค (detection of assistant gene)  

ตรวจสอบยีน Ty-2 และ Ty-3 โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SCAR markers P1-6 และ P6-25 ตามลำดับ (Yang et al., 
2014; Ji et al., 2007b) (Table 3) ทดสอบกับมะเขือเทศจำนวน 32 สายพันธุ์ โดยนำใบอ่อนของมะเขือเทศอายุ 20 วัน จำนวน 2-3 
ใบมาสกัดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค CTAB method (Doyle and Doyle., 1987) เพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) ปริมาตร 25 µl แต่ละปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย genomic DNA 1 µl primer ความเข้มข้น 10 µ dNTP ความ
เข้มข้น 50 µM Mg2+ เข้มข้น 2.5 µM และ Taq DNA polymerase 1 unit และปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย dH2O นำ PCR products 
ปริมาตร 5 µl มาแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยเทคนิค electrophoresis ด้วย 1.5 % agarose gel ใน 0.5 X TBE buffer ด้วยเครื่อง   
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gel electrophoresis (BIO-RAD, DNA SUB CELL Tm และ BIO-RAD, PROTEIN ®II Xi CELL) กระแสไฟ 100 โวลต ์  (BIO-RAD 
Modell 1000/500 power supply) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และถ่ายภาพภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตบันทึกภาพด้วยกล้อง รุ่น Alpha 
Imager 3300 system และให้บันทึกผลตามขนาดของดีเอ็นเอที่ปรากฏ นำแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในมะเขือเทศแต่ละสายพันธุ์หา
ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคไวรัสใบหงิกเหลือง (TYLCTHV-NP) (validation) คือ SCAR-P1-6 ที่ตำแหน่ง 300 bp (Ty-2) เป็นตำแหน่ง
ต้านทาน และ 600 bp (ty-2) เป็นตำแหน่งอ่อนแอ และ SCAR-P6-25 ที่ตำแหน่ง 450 bp และ 320 bp เป็นตำแหน่งต้านทานและ
อ่อนแอตามลำดับ (Table 3)  
 
Table 1 List of 32 tomato germplasms used for screening to Tomato yellow leaf curl Thailand virus-Nakhon 

Pathom (TYLCTHV-NP)  
No. Code Name/Pedigree Original resource  No. Code Name/Pedigree Original resource 

1 AVTO1418 CLN3669A WorldVeg  17 TP005 - TKR&D  

2 AVTO1420 CLN3670B WorldVeg  18 TP007 - TKR&D  

3 AVTO1422 CLN3670F WorldVeg  19 TP008 - TKR&D  

4 AVTO1424 CLN3682C WorldVeg  20 KKU-T44064 - TGRC 

5 AVTO9801 CLN1621L WorldVeg  21 KKU-T24141 PI269140 WorldVeg 

6 AVTO1003 CLN3125L WorldVeg  22 KKU-T34145 PI370072-73AISD USDA 

7 AVTO1008 CLN3078C WorldVeg  23 KKU-T24060 L01251 WorldVeg 

8 AVTO0102 CLN2366B WorldVeg  24 KKU-T24063 L01321-A WorldVeg 

9 AVTO1219 CLN3241H-27 WorldVeg  25 KKU-T24065 L01346 WorldVeg 

10 AVTO1314 CLN3212C WorldVeg  26 KKU-T24064 L01321-B WorldVeg 

11 T1 - TKR&D   27 KKU-T24127 NAN TZU Hsin Ho Seed Co. Chia I 

12 T2 - TKR&D   28 KKU-T14009 CLN3022F2-154-44-14-3-15 TGRC 

13 T3 - TKR&D.  29 KM-T10018-3-5 Pettcure Japan 

14 TP001 - TKR&D   30 KM-T10018-3-6 Pettcure Japan 

15 TP003 - TKR&D   31 KM-T10018-3-2 Pettcure Japan 

16 TP004 - TKR&D   32 Seedathip 3 Seedathip 3 TVRC 

 Remark: WorldVeg = The World Vegetable Center; TGRC = Tomato Genetics Resource Center; USDA = The United States Department 
of Agriculture; TVRC = Tropical Vegetable Research Center; TKR&D = Seed company 

 

Table 2 Disease scale for rating of tomato leaf curl disease caused by TYLCTHV-NP  
Disease Symptoms Severity Disease 
rating  index  response  

0 No visible symptom 0 highly resistant  
1 Very slight yellowing and minor curling of leaflet margins on apical leaf 0.1-1.4 resistant  
2 Obviously yellowing and curling of leaflet ends 1.5-2.4 moderate resistant  

3 
A wide range of leaf yellowing, curling and cupping, with some reduction in size, yet 
plants continue to develop 

2.5-3.4 susceptible  

4 Very severe plant stunting and yellowing, and pronounced cupping and curling 3.5-4 highly susceptible  
adapted from Akhtar et al. (2019) 
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Table 3 SCAR markers P1-6 and P6-25 with their primer sequences and targeted resistance genes 

Remark: R = resistant band, S = susceptible band 

 

 
 
Figure 1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus-Nakhon Pathom (TYLCTHV-NP) scores in tomato seedling stage, 0: 

HR; highly resistant; 1:  R; resistant; 2: MR; moderate resistant; 3: S; susceptible and 4: S; highly susceptible        

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์  

จากการประเมินความต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลือง (TYLCTHV-NP) ในมะเขือเทศในระยะต้นกล้าโดยใช้เทคนิควิธีการ
เสียบยอดจำนวน 32 สายพันธุ์ พบว่าพันธุ์มะเขือเทศแสดงการตอบสนองต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทาง
สถิติตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 ถึง 6 หลังปลูกเชื้อ (DAI) (Table 4) ในสัปดาห์ที่ 1 มะเขือเทศเริ่มแสดงอาการเกิดโรคคล้ายในพันธุ์อ่อนแอ
เปรียบเทียบ (สีดาทิพย์ 3) จนถึงสัปดาห์ที่ 6 หลังจากปลูกเช้ือพบว่าอาการเกิดโรคหยุดพัฒนาและสามารถจัดกลุม่ตามการตอบสนองต่อ
โรคได้ 4 กลุ่ม คือกลุ่มที่ 1 แสดงระดับต้านทาน (R) 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ AVTO1008 AVTO1314 AVTO1422 และ KKU-T14009 แสดง
ค่าดัชนีความรุนแรงอยู่ระหว่าง 1.00-1.33  กลุ่มที่ 2 ระดับต้านทานปานกลาง (MR) 9 สายพันธุ์ ได้แก่ AVTO1003 AVTO1420 
AVTO1424 KM-T10018-3-2 KM-T10018-3-5 KM-T10018-3-6 TP003 TP004 และ TP007 แสดงค่าดัชนีความรุนแรงอยู่ระหว่าง 
1.48-2.38 กลุ่มที่ 3 ระดับอ่อนแอ (S) 16 สายพันธุ์ ได้แก่ AVTO9801 AVTO0102 AVTO1418 AVTO1219 KKU-T24127 KKU-
T24141 KKU-T24060 KKU-T24063 KKU-T24064 KKU-T24065 KKU-T44064 TP001 TP005 TP008 T1 และ T2 แสดงค่าดัชนี
ความรุนแรงอยู่ระหว่าง 2.45-3.40 และกลุ่มที่ 4 ระดับอ่อนแอมาก (HS) ได้แก่ KKU-T34145 T3 และสีดาทิพย์ 3 

การใช้เครื่องหมายโมเลกุล SCAR-P1-16 และ SCAR-P6-25 ช่วยคัดเลือกพันธุ์ที่มียีนต้านทาน Ty-2 และ Ty-3 ตามลำดับ 
พบว่า SCAR-P1-16 สามารถแยกความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอได้ 2 ขนาดคือ 300 bp (Ty-2) จำนวน 11 สายพันธ์ุ คือ AVTO1008 

 
Resistant gene 
(Chromosome) 

 
Primer 

 
Primer sequence 

 
Product size 
and sources 

Reference 

Ty-2 
(Ch 11) 

P1-16 
F1/: CACACATATCCTCTATCCTATTAGCTG 
R2/: CGGAGCTGAATTGTATAAAACACG 

R3/: 300 bp 
S4/: 600 bp 

Yang et al.,2014 

Ty-3 
(Ch 6) 

P6-25 
F1/: GGTAGTGGAAATGATGCTGC C 
R2/: GCTCTGCCTATTGTCCCATATATAACC 

R3/: 450 bp 
S4/: 320 bp 

Ji et al., 2007b 
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AVTO1418 AVTO1420 AVTO1422 AVTO1424 KKU-T14009 KM-T10018-3-2 KM-T10018-3-5 KM-T10018-3-6 TP004 และ 
TP008 ส่วนในมะเขือเทศสายพันธ์ุอื่น ๆ รวมทั้งมะเขือเทศพันธุ์อ่อนแอเปรียบเทียบ สีดาทิพย์ 3 ไม่พบยีนต้านทานโดยพบช้ินส่วนดีเอ็น
เอขนาด 600 bp (ty-2) ที่ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 300 bp เป็นตำแหน่งท่ีรายงานว่าวางอยู่ใกล้ยีน Ty-2 ดังนั้นมะเขือเทศกลุ่มนี้จึงน่าจะมี
ยีน Ty-2 ในขณะทีเ่ครื่องหมายโมเลกุล SCAR-P6-25 สามารถแยกความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอได้ 2 ขนาด คือ 450 bp (Ty-3) และ 
320 bp (ty-3) ผลจากการจำแนกพบว่าขนาดดีเอ็นเอ 450 bp เป็นตำแหน่งท่ีอยู่ใกล้ยีน Ty-3 (Ji et al., 2007b) พบในมะเขือเทศ 12 
สายพันธ์ุ ได้แก่ AVTO1003 AVTO1008 AVTO1219 AVTO1418 AVTO1420 AVTO1422 AVTO1424 KKU-T14009 KM-T10018-
3-2 KM-T10018-3-5 KM-T10018-3-6 และTP003 ส่วนในมะเขือเทศสายพันธุ์อื่น ๆ รวมทั้งมะเขือเทศพันธุ์อ่อนแอเปรียบเทียบ สีดา
ทิพย์ 3 พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 320 bp (ty-3) กล่าวคือไม่พบยีนต้านทานโรคไวรัสใบหงิกเหลืองและนอกจากนี้ยังพบมะเขือเทศที่
ตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่อยู่ใกล้ยีน Ty-2 และ Ty-3 ได้แก่ AVTO1008 AVTO1418 AVTO1420 AVTO1422 AVTO1424 KKU-T14009 
KM-T10018-3-2 KM-T10018-3-5 และ KM-T10018-3-6 (Table 4, Figure 2)  

จากการศึกษาความเชื ่อมโยงของการใช้ใช้เครื ่องหมายโมเลกุลและลักษณะความต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลือง 
(TYLCTHV-NP) พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล SCAR-P1-16 ใช้ตรวจสอบยีน Ty-2 มีความสัมพันธ์ทางบวกกับลักษณะต้านทานโรคไวรัสใบ
หงิกเหลืองสายพันธุ์ไทย (TYLCTHV-NP) แสดงประสิทธิภาพของการใช้เครื่องหมายโมเลกุล 81.25% และเครื่องหมายโมเลกุล SCAR-
P6-25 ใช้ตรวจสอบยีน Ty-3 มีความสัมพันธ์ทางบวกกับลักษณะต้านทานโรคไวรัสใบหงิกเหลืองสายพันธุ์ไทย  (TYLCTHV-NP) แสดง
ประสิทธิภาพของการใช้เครื่องหมายโมเลกุล 84.38% (Table 4) และเมื่อวิเคราะห์ความรุนแรงการเกิดโรคพบว่ากลุ่มที่ไม่มียีน Ty-2 
และ Ty-3 แสดงความรุนแรงของโรครุนแรงมากที่สุด คือ 73.50% กลุ่มที่มียีน Ty-2 แสดงความรุนแรงของโรค 57.25% กลุ่มที่มียีน  
Ty-3 แสดงความรุนแรงของโรค 51.50% และกลุ่มที่มียีน Ty-2 และ Ty-3 แสดงความรุนแรงของโรค 43.50% และมะเขือเทศในกลุ่มนี้
แสดงการตอบสนองต่อโรคช้ากว่ากลุ่มที่มีเพียงยีนใดยีนหนึ่ง (Figure 3) ดังนั ้นจะเห็นได้ว่ามะเขือเทศที่มียีนทั้งสองยีนจะแสดง
ประสิทธิภาพความต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองได้สูง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้ว่ายีน Ty-2 และ Ty-3 สัมพันธ์กับการ
เกิดโรคไวรัสใบหงิกเหลืองที่ระบาดในไทยและสามารถส่งเสริมความต้านทานต่อไวรัสใบหงิกเหลืองได้ (บุญส่ง และกรุง, 2557) อย่างไรก็
ตามจากงานทดลองนี้พบว่ามะเขือเทศพันธุ์ AVTO1314 ไม่พบยีน Ty-2 และ Ty-3 อาจเนื่องมากจากพันธุ์ดังกล่าวมียีนต้านทาน ty-5 
ซึ่งควบคุมด้วยยีนด้อย (บุญส่ง และ กรุง, 2557; ชัชวาล และคณะ, 2559) จึงเป็นไปได้ว่าพันธุ์ดังกล่าวสามารถแสดงความต้านทานต่อ
เชื้อ TYLCTHV-NP ได้ 
 นอกจากน้ีวิธีการปลูกเช้ือเพื่อคัดเลือกพันธุ์ต้านทานโดยทั่วไปมักนิยมประเมินในสภาพแปลงปลูกแต่มีข้อจำกัดเนื่องจากความ
รุนแรงของเชื้อ สภาพแวดล้อม ความชอบของพาหะนำโรค ความต้านทานของพืชอาศัยต่อพาหะ อายุของพืช และสภาพดิน  และ
นอกจากนี้เทคนิค whitefly-mediated inoculation โดยใช้แมลงหวี่ขาวเป็นพาหะนำโรคก็เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่นิยมแต่ยังพบปัญหา
เนื่องจากพันธุ์ทดสอบที่แสดงความต้านทานนั้นอาจมีความต้านทานต่อเชื้อไวรัสหรือปริมาณเชื้อไวรัสไม่เพียงพอ (Akhtar et al.,2010) 
และมีกลไกทางกายภาพที่ขัดขวางการเข้าทำลายของแมลง เช่น ใบมีชั้น cuticles ทีห่นาหรือมี trichomes เฉพาะที่ยับยั้งไม่ให้แมลงหวี่
ขาวไม่สามารถเกาะและดูดกินน้ำเลี้ยง (Bellotti and Arias, 2001; Lapidot, 2007) ในทางกลับกันเทคนิคการเสียบยอดสามารถ
เอาชนะปัญหาเหล่านั้นได้และเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชื้อสูง (Abou Jawdah et al., 1995; Fargette et al., 
1996; Kasrawi et al., 1988) ข้อดีของการเสียบยอดคือช่วยให้พืชทดสอบได้รับเชื้อในระดับสูงอย่างต่อเนื่อง (Friedmann et al., 
1998) ทำให้สามารถแยกลักษณะต้านทานและอ่อนแอได้อย่างชัดเจน ซึ่งกลไกความต้านทานของพืชที่แสดงในสายพันธุ์ที่ต้านทานนั้น
พบว่าอัตราการสะสมดีเอ็นเอของไวรัสในพันธุ์ต้านทานสะสมช้ากว่าในพันธุ์อ่อนแอ เมื่อศึกษาการเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอของไวรัสจากใบท่ี
ปลูกเชื้อ (ใบที่อายุน้อยที่สุดของแต่ละต้น) พบว่าในพันธุ์อ่อนแอนั้นดีเอ็นเอของไวรัสได้เคลื่อนย้ายไปยังใบบนและรากเป็นทางเดียวกัน
กับการเคลื่อนย้าย photoassimilates ไปยังส่วนต่าง ๆ ของพืช ในทางตรงกันข้ามการเคลื่อนย้ายของดีเอ็นเอไวรัสนั้นจำกัดอยู่ที่ใบที่
สองและบริเวณปลายยอดในพันธุ์ต้านทาน ซึ่งการยับยั้งอาการของโรคพบได้ 2 กลไก คือ ลดการสะสมดีเอ็นเอไวรัสในเนื้อเยื่อเมื่อได้รับ
เชื้อที่มีปริมาณไวรัสต่ำ และเมื่อได้รับปริมาณเชื้อไวรัสที่สูงขึ้นพืชจะจำกัดการเคลื่อนย้ายเชื้อไวรัสในพืชไปยังส่วนต่าง ๆ ของลำต้น 
(long-distance movement) (Michelson et al. 1994; Lapidot and Polston, 2006) ด ังน ั ้นการใช้เทคนิคการเสียบยอดเพื่อ
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คัดเลือกพันธุ์ท่ีต้านทาน TYLCV จึงเป็นวิธีการหนึ่งที่ดแีละประเมินความต้านทานไวรัสได้โดยตรง และพันธุ์ท่ีผ่านการประเมินโดยวิธีการ
เสียบยอดน่าจะเป็นพันธุ์ท่ีมีกลไกต้านทานต่อไวรัสอย่างแท้จริง 
 

Table 4 Disease severity of 32 tomato germplasms to Tomato yellow leaf curl Thailand virus-Nakhon Pathom 
(TYLCTHV-NP) inoculation by grafting method and molecular marker identification   

Code Name/Pedigree Severity index Phenotype SCAR- P1-16 SCAR-P6-25 
  

7DAI 14DAI 21DAI 28DAI 35DAI 42DAI 
Disease1/ Genotype  Validation  Genotype  Validation  

    response Ty-22/ Ty-22/ Ty-32/ Ty-32/ 

KKU-T14009 
CLN3022F2-154-
44-14-3-15 

0.00c 0.00k 0.00n 0.25m 0.85g 1.00k R + + +/- + 

AVTO1314 CLN3212C 0.00c 0.08k 0.33l-n 0.45k-m 1.13e-g 1.25i-k R - - - - 
AVTO1422 CLN3670F 0.00c 0.00k 0.13mn 0.25m 0.78g 1.33h-k R + + +/- + 
TP003 - 0.05c 0.33f-k 0.70i-n 0.75i-m 1.10fg 1.48g-k MR - - +/- + 
TP004 - 0.00c 0.00k 0.00n 0.53k-m 1.13e-g 1.58f-k MR + + - - 
KM-T10018-3-6 PETTCURE 0.00c 0.68c-k 0.80h-n 1.10g-m 1.48c-g 1.73e-k MR + + +/- + 
AVTO1424 CLN3682C 0.00c 0.00k 0.10mn 0.70j-m 1.33d-g 1.75e-k MR + + +/- + 
KM-T10018-3-2 PETTCURE 0.00c 0.43e-k 0.88g-m 1.23f-m 1.65b-g 1.90d-k MR + + +/- + 
KM-T10018-3-5 PETTCURE 0.00c 0.83b-j 1.10e-l 1.38e-k 1.53c-g 1.95d-k MR +/- + +/- + 
AVTO1003 CLN3125L 0.05c 0.18i-k 0.33l-n 0.93h-m 1.50c-g 2.20c-k MR - - +/- + 
TP007 - 0.10bc 0.20h-k 0.33l-n 0.73i-m 1.38d-g 2.28b-j MR - - - - 
AVTO1420 CLN3670B 0.05c 0.15jk 0.38l-n 0.68j-m 1.75b-g 2.38a-i MR + + +/- + 
KKU-T24060 L01251 0.00c 0.35f-k 0.90g-m 1.45d-k 2.00a-g 2.45a-i S - + - + 
AVTO1219 CLN3241H-27 0.10bc 0.40e-k 0.68j-n 1.35e-l 1.80b-g 2.50a-h S - + +/- - 
AVTO1418 CLN3669A 0.00c 0.33f-k 1.00f-l 1.58c-j 1.88a-g 2.50a-h S + - +/- - 
KKU-T24063 L01321-A 0.00c 0.85b-j 1.60a-h 1.75b-i 2.20a-f 2.65a-g S - + - + 
T1 - 0.00c 0.50d-k 1.25d-k 1.85b-h 2.35a-e 2.70a-g S - + - + 
AVTO0102 CLN2366B 0.00c 0.08k 0.53k-n 1.03g-m 1.95a-g 2.78a-f S - + - + 
T2 - 0.05c 0.70c-k 1.35c-j 1.60c-j 2.00a-g 2.95a-e S - + - + 
AVTO9801 CLN1621L 0.00c 0.25g-k 0.48k-n 1.03g-m 2.43a-d 2.95a-e S - + - + 
TP008 - 0.10bc 1.10a-e 1.95a-d 2.20a-f 2.70a-c 3.00a-d S + - - + 
TP001 - 0.05c 0.90a-h 1.50b-i 2.03a-g 2.53a-d 3.10a-d S - + - + 
KKU-T24064 L01321-B 0.00c 0.95a-g 1.60a-h 2.05a-g 2.25a-f 3.10a-d S - + - + 
KKU-T24065 L01346 0.05c 1.23a-c 1.75a-f 2.35a-e 2.65a-c 3.13a-d S - + - + 
KKU-T44064 - 0.30ab 1.15a-d 1.60a-h 1.80b-h 2.50a-d 3.25a-c S - + - + 
TP005 - 0.00c 1.20a-d 2.30ab 2.60a-c 2.70a-c 3.35a-c S - + - + 
KKU-T24127 Non TZU 0.00c 0.88b-i 1.65a-g 2.25a-f 2.83ab 3.40a-c S - + - + 
KKU-T24141 PI269140 0.20a-c 1.60a 2.15a-c 2.90a 3.05a 3.40a-c S - + - + 
T3 - 0.40a 1.00a-f 1.88a-e 2.43a-d 2.85ab 3.45ab HS - + - + 

KKU-T34145 
PI370072-
73AISD 

0.00c 1.5ab 2.38a 2.68ab 2.83ab 3.48ab HS - + - + 

Seedathip33/ - 0.10bc 1.10a-e 1.95a-d 2.25a-f 2.70a-c 3.60a HS - + - + 
AVTO10084/ CLN3078C 0.00c 0.05k 0.15mn 0.33lm 1.03fg 1.13jk R + + + + 
Mean   0.05 0.59 1.05 1.45 1.96 2.49           
F-test5/  ** ** ** ** ** **   81.25%  84.38% 
C.V.%   256.59 65.4 41.28 38.7 34.16 26.97           

1/Disease response 0 = highly resistant (HR), 0.1-1.4 = resistant (R), 1.5-2.4 = moderate resistant (MR), 2.5-3.4 = susceptible (S), 3.5-4.0= 
highly susceptible (HS), 2/Ty-2 and Ty-3 genes condition TYLCD resistance and presence (+) or absence (−) was determined by molecular 
markers P1-16 (Ty-2) and P6-25 (Ty-3), 3/susceptible check, 4/resistant check,  5/mean with different letters indicate statistically significant 
different at P-value <0.01 (**) by Least Significant Difference (LSD) 
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Figure 2 DNA fragments amplified by SCAR-P1-16 (A) and SCAR-P6-25 (B); lane 1: 1 kb marker; lane 2: Seedathip 3 
(susceptible check); lane 3-32: other genotypes for detection of an assistant gene; last Lane: AVTO1008 
(resistant check) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 The relationship between disease severity and days after inoculation in four tomato groups responses to 

TYLCTHV-NP 

 
สรุป  
 ได้เช้ือพันธุกรรมมะเขือเทศท่ีแสดงระดับความต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองสายพันธ์ุไทย (TYLCTHV-NP) จำนวน 4 สาย
พันธุ์ คือ AVTO1008  AVTO1314  AVTO1422 และ KKU-T14009 และพันธุ์ดังกล่าวนี้พบขนาดแถบดีเอ็นเอที่ amplified ด้วย SCAR 
marker-P1-16 และ SCAR marker-P6-25 ที่ใกล้กับยีน Ty-2 และ Ty-3 ยกเว้นพันธุ์ AVTO1314 และเครื่องหมายโมเลกุลดังกล่าวยัง
แสดงประสิทธิภาพของการใช้เครื่องหมายโมเลกุลได้ถึง 81.25% และ 84.38% ตามลำดับ นอกจากนี้ยังพบว่าในมะเขือเทศที่ผ่านการ
คัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลนี้แสดงความรุนแรงในการเกิดโรคไวรัสใบหงิกเหลืองน้อยที่สุด ดังนั้นนักปรับปรุงพันธุ์ สามารถใช้
เครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 2 ชนิดมีประสิทธิภาพช่วยในการคัดเลือกความต้านทานต่อโรคไวรัสใบหงิกเหลืองในมะเขือเทศอุตสาหกรรมได้  
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