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บทคัดย่อ
	 ประเทศไทยมีรายงานการส�ำรวจพบเชื้อ Columnea latent viroid (CLVd) ซึ่งไวรอยด์ชนิดนี้เป็นเชื้อสาเหตุ
โรคท่ีส�ำคัญของมะเขือเทศท่ีคาดว่าน่าจะติดมากับเมล็ดพันธุ์น�ำเข้าท่ีเป็นพืชอาศัยของเชื้อ CLVd จากการตรวจพบ
เชือ้ CLVd ในแปลงมะเขอืเทศในเขตภาคตะวันออกเฉยีงเหนือและภาคเหนือ งานวิจยันีมุ้ง่ศกึษาการเคลือ่นทีข่องเชือ้ 
CLVd และการถ่ายทอดโดยวิธีกลโดยใช้ใบมีดท�ำแผล“razor slashing method”ในมะเขือเทศพันธุ์ท่ีนิยมปลูกกัน 
ทั่วไป “เชอร์รี่และสีดาทิพย์ 4” โดยติดตามและตรวจสอบอาการของโรคในต้นมะเขือเทศท่ีได้รับการปลูกเชื้อ CLVd 
และยืนยันผลด้วยเทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction ผลการศกึษาพบว่ารปูแบบการเคลือ่นท่ี
ของเชื้อ CLVd ในต้นมะเขือเทศทั้งสองสายพันธุ์มีลักษณะการเคลื่อนท่ีไปส่วนยอดบนสุด จากนั้นเคลื่อนที่ลงมาสู่ใบ
อื่นๆที่อยู่ถัดลงมา และพบว่าเชื้อ CLVd จากมะเขือเทศสีดาทิพย์ 4 ต้นที่เป็นโรคสามารถแพร่ไปยังต้นมะเขือเทศที่ไม่
เป็นโรคโดยวิธีกล โดยสามารถถ่ายทอดไปจนถึงต้นที่ 10 ได้ จากการค้นพบในครั้งนี้ชี้แนะว่า การแพร่ระบาดของเชื้อ
ไวรอยด์ CLVd ในสภาพแปลงปลูกมะเขือเทศน่าจะมาจากวิธีกลผ่านการใช้มีดตัดแต่งหรืออุปกรณ์อื่นๆโดยไม่มี 
การท�ำความสะอาดเมื่อท�ำงานกับต้นมะเขือเทศจ�ำนวนมาก

ค�ำส�ำคัญ: Pospiviroid  การถ่ายทอด การเคลื่อนที่ การปนเปื้อน การแพร่กระจาย  

Abstract
	 Columnea latent viroid (CLVd) is a causative agent of an important disease in tomato. There was 
reported of CLVd infection in the Northeastern and Northern tomato fields in Thailand which might be come 
from imported seed of CLVd hosts. In this study, the movement and horizontal transmission by “razor 
slashing method” of CLVd in two commonly grown tomato varieties, “Cherry” and “Seedathip 4”, were 
investigated by symptom observation and reverse transcription-polymerase chain reaction technique 
confirmation on inoculated tomato plants. The results indicated that the CLVd moved to the apical shoots 
before migrating downward. The viroid could effectively be transmitted horizontally through mechanical 
mode until plant number 10 from a single CLVd infected Seedathip 4 tomato plant. This suggested that 
mechanical route via contaminated cutters or other tools were likely caused CLVd transmission in field 
condition.
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ค�ำน�ำ
Columnea latent viroid (CLVd) มีลักษณะเป็น RNA สายเดี่ยววงปิด ไม่มีโปรตีนห่อหุ้ม ชื่อของเชื้อนี้ได้มา

จากไอโซเลทแรกท่ีพบจากต้น Columnea erythropae (ต้นลปิสตกิ) พบครัง้แรกในรฐั Maryland ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
บนต้นลปิสตกิเช้ือไม่ก่อให้เกิดอาการของโรค แต่เมือ่ถ่ายทอดไปยังมะเขอืเทศสายพันธ์ุ Rutgers พบว่าอาการของโรค
ทีแ่สดงออกในมะเขอืเทศสายพันธ์ุ Rutgers จะมคีวามคล้ายคลงึกับ Potato spindle tuber viroid (PSTVd) แต่อาการ
จะไม่รุนแรงเท่า PSTVd สายพันธุ์รุนแรง (Owens et al., 1978) และจากการส�ำรวจแปลงผลิตเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ
ใน 4 จังหวัดคือ ในจังหวัด สกลนคร ขอนแก่น เลย มหาสารคาม ปี 2548 พบเชื้อ CLVd เป็นครั้งแรกในประเทศไทย 
พบลักษณะอาการผิดปกติบนมะเขือเทศคือเกิดอาการเซลล์ตาย (necrosis) ที่บริเวณใบ ก้านใบและกิ่ง ยอดหดสั้น 
ใบหดลดรูป ใบเป็นสีม่วง (ปริเชษฐ์, 2548) เมื่อทดสอบความเสียหายของผลผลิตของมะเขือเทศพันธุ์เชอร์รี่ 
และ สีดาทิพย์ 3 ในโรงเรือนทดลองพบว่าต้นมะเขือเทศที่ได้รับการปลูกเชื้อ CLVd พบความเสียหายของผลผลิตของ
ทั้ง 2 พันธุ์คิดเป็น 46.68 และ 44.04 เปอร์เซ็นต์ตามล�ำดับ และสามารถถ่ายทอดเชื้อผ่านทางเมล็ดพันธุ์ได้  
(ศศิประภา, 2551)  นอกจากนี้เชื้อ CLVd ยังมีพืชอาศัยท่ีส�ำคัญโดยการทดลองของ Hammond et al. (1989)  
พบว่า ไอโซเลทของเชื้อ CLVd จากต้นลิปสติกสามารถถ่ายทอดโรคไปยังต้น Gynura แตงกวา มะเขือเทศ และมันฝรั่ง 
การถ่ายทอดของเชื้อไวรอยด์ไปสู่ต้นใหม่น้ันสามารถแบ่งออกได้ 2 รูปแบบคือ 1. Horizontal transmission   
เป็นรูปแบบส�ำคัญของการแพร่กระจายของเชื้อไวรอยด์โดยส่วนใหญ่จะเกิดจากการปนเปื ้อนทางเครื่องมือ 
ทางการเกษตร เครื่องจักร อุปกรณ์ (เช่น กรรไกตัดกิ่ง ใบมีดตอนกิ่ง) หรือแม้กระทั้งมือ ถุงมือ และ เสื้อผ้าเครื่องแต่ง
กาย สามารถเป็นตวักลางให้เชือ้ไวรอยด์ถ่ายทอดได้โดยวิธีกล การเกษตรในปัจจบุนัมกัท�ำการเกษตรแบบพืชเชงิเด่ียว
ในพ้ืนที่น้ันๆจะมีความหนาแน่นของพันธุกรรมของพืชท่ีมีความสม�่ำเสมอสูง ส่งเสริมให้เกิดการถ่ายทอดเชื้อ 
ในสภาพแปลงปลูกได้ดีและเชื้อสามารถถ่ายทอดไปกับเมล็ดพันธุ์ ด้วยเหตุน้ีท�ำให้มีการแพร่ระบาดของเชื้อ 
ในระยะไกลได้โดยติดไปกับเมล็ดผ่านทางการค้าระหว่างประเทศ (Hadidi et al., 2017) รูปแบบท่ี 2 คือ Vertical 
transmission เป็นรปูแบบการถ่ายทอดของเชือ้ผ่านทางเมลด็และละอองเกสร ซึง่มรีายงานในไวรอยด์ทัง้สองวงศ์ โดย
ในวงศ์ Avsunviroidae พบใน 2 เชื้อคือ Avocado sunblotch viroid (ASBVd) และ Peach latent mosaic viroid 
(PLMVd) ที่สามารถถ่ายทอดผ่านทางละอองเกสร (Flores et al., 2011) ในเชื้อ CLVd มีรายงานการถ่ายทอดทาง
เมล็ดโดยตรวจจากต้นกล้าที่มาจากเมล็ดท่ีได้จากต้นติดเชื้อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดสูงถึง 5.3-100 % 
ในมะเขือเทศ (Matsushita and Tsuda, 2016) ด้วยเหตุนี้จึงให้ความส�ำคัญในการศึกษาระยะเวลาแพร่กระจายเชื้อ
ภายในต้นมะเขือเทศของเชื้อ CLVd และการถ่ายทอดเชื้อ CLVd โดยวิธีกลผ่านการใช้ใบมีดในมะเขือเทศ 
พันธุ์สีดาทิพย์ 4 และพันธุ์เชอร์ร่ี เพ่ือให้ทราบระยะเวลาการเข้าท�ำลายของเชื้อ หากเกิดการถ่ายทอดโดยวิธีกล  
จะได้ก�ำจัดแหล่งของเชื้อได้ทันเวลา

วิธีการศึกษา
ศึกษาระยะเวลาการแพร่กระจายของเชื้อ Columnea latent viroid ในต้นมะเขือเทศ
	 การทดลองนี้ต้องการทราบถึงระยะเวลาการแพร่กระจายของเชื้อท่ัวท้ังต้นในต้นมะเขือเทศโดยท�ำการปลูก
เชื้อ CLVdลงบนต้นมะเขือเทศ 2 พันธุ์คือ สีดาทิพย์ 4 และ เชอร์รี่ พันธุ์ละ 5 ต้น ที่ระยะหลังย้ายกล้า 30 วัน ท�ำการ
ตดิป้ายท่ีใบโดยนับใบทีถั่ดจากใบเลีย้งข้ึนมาเป็นใบที ่1 ตดิป้ายจนถึงใบที ่16 และใบสดุท้ายเป็นใบยอด จากน้ันสงัเกต
อาการและจดบนัทกึลกัษณะอาการท่ีเกิดขึน้ทุกสัปดาห์ โดยสงัเกตลักษณะอาการต่างๆ เช่น ยอดหดสัน้ ใบลดรปู และ
อาการเซลล์ตาย (necrosis) ที่บริเวณเส้นใบ ให้ระดับเป็นระดับความรุนแรง 3 ระดับ ดังนี้ (-) คือ ไม่แสดงอาการ (+) 
คือ พบอาการเซลล์ตายท่ีเส้นใบบนใบย่อยเล็กน้อย (++) คือ พบอาการเซลล์ตายแพร่กระจายท่ัวท้ังใบย่อย (+++)  
คือ พบอาการเซลล์ตายแพร่กระจายไปทั่วทั้งใบ 
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ตรวจติดตามการแพร่กระจายของเชื้อทั่วต้นหลังจากการปลูกเชื้อทุกสัปดาห์ด้วยเทคนิค reverse transcription 
- polymerase chain reaction (RT-PCR) ที่ใบบนและใบล่างนับจากใบที่ถูกปลูกเชื้อและในสัปดาห์ต่อๆ มาตรวจใบ
เหนือและล่างลงไป ถัดไปจากใบเดิม (Figure 1)
	 การสกัดกรดนิวคลิอิคจากใบ

	 การสกัดอาร์เอน็เอจากใบมะเขอืเทศ โดยวธีิ CTAB method ตามวธีิการของ Scottish Agricultural Science 
Agency โดยเติมไนโตรเจนเหลวในตัวอย่างพืช 100 มิลลิกรัม บดจนกระทั่งตัวอย่างละเอียดเติม CTAB extraction 
buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na

2
SO

3
และ 2.0% PVP-40 

(Na
2
SO

3
 และ PVP-40 เติมก่อนใช้งานเท่านั้น) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จากนั้นน�ำไปบ่มที่ 65 ºC เป็นเวลา 30 นาที 

(พลิกหลอดไปมาทุก 10-15นาที) ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น เติม phenol 350 ไมโครลิตร และเติม chloroform : isoamyl alcohol 
(24:1) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น�ำไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 ºC 
เป็นเวลา 15 นาที ดูดของเหลวส่วนใสส่วนบนปริมาตร 550 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม chloroform :  
isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น�ำไปปั่นตกตะกอน ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
ทีอ่ณุหภมู ิ4 ºC เป็นเวลา 15 นาท ีดดูของเหลวใสส่วนบน 400 ไมโครลติร ใส่หลอดใหม่จากนัน้เตมิ 5M NaCl ปรมิาตร 
0.5 เท่าของปริมาตรสารละลาย และ เติม isopropanol ท่ีแช่เย็น ปริมาตรเท่ากับสารละลาย พลิกหลอดเพ่ือให้
สารละลายเข้ากันและบ่มที่ -20ºC ข้ามคืน น�ำไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 ºC เทของเหลวส่วนใสทิ้งระวังไม่ให้ตะกอนไหลตก ละลายตะกอนด้วย TE buffer ที่ประกอบด้วย 1% SDS 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ isopropanol ที่แช่เย็น 300 ไมโครลิตร  พลิก
หลอดไปมาเพื่อผสมให้สารเข้ากันจากนั้นน�ำไปบ่มที่ -20ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนนิวคลิอิค ล้างตะกอนกรดนิวคลิอิคด้วย 70% ethanol ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร เพื่อก�ำจัดเกลือต่างๆ และ isopropanol ออก น�ำไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที เท ethanol และตากตะกอนนิวคลิอิคให้แห้ง ละลายตะกอนด้วยน�้ำบริสุทธ์ิท่ีไม่มี nuclease ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC (Jeffries and Tina, 2004)

	 ตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
	 สังเคราะห์ cDNA ของเชื้อไวรอยด์จากตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่สกัดได้โดยการใช้ ไพร์เมอร์ที่มีความจ�ำเพาะต่อ

บริเวณเบสอนุรักษ์ของเชื้อไวรอยด์ ในการทดลองนี้ใช้ไพร์เมอร์ CL-P2 (cCL-P2 : 5’ CTG CAG CCA TGC AAA GA 
(17) 3’, hCL-P2 : 5’ GGT CAG GTG TGA ACC AC (17) 3’)(ศศิประภา, 2551) ที่มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ CLVd ที่
ก่อให้เกิดโรคในมะเขือเทศซึ่งให้แถบดีเอ็นเอเป้าหมาย ขนาด 368 คู่เบส
	 ขั้นตอนการท�ำ RT-PCR
	 เพื่อสร้างสาย cDNA จากเชื้อไวรอยด์ ปฏิกิริยาประกอบด้วยไพรเมอร์สาย cCL-P2 ความเข้มข้น 2 pmole 
ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ตัวอย่างอาร์เอ็นเอ 1.75 ไมโครลิตร น�ำเข้าเครื่อง thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมการท�ำงาน 
ที่  96 ºC นาน 5 นาที จากนั้นน�ำมาแช่น�้ำแข็งทันที นาน 5 นาที แล้วน�ำเข้าเครื่อง 37 ºC นาน 15 นาที จากนั้นน�ำออก
มาเติมสารดังนี้ reverse transcription buffer 2.0 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 1.0 ไมโครลิตร, 200 U/µl reverse 
transcriptase 0.25 ไมโครลิตรน�ำเข้าเครื่อง thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมการท�ำงาน 42 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น�ำ 
cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาเพิ่มปริมาณปฏิกิริยาประกอบไปด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 9.4 ไมโครลิตร,10X PCR buffer 2.0 
ไมโครลิตร, 25 mM MgCl

2 
1.6 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 0.5 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ cCL-P2 และ hCL-P2 ความ

เข้มข้น 2 pmole/µl ปริมาณสายละ 2.0 ไมโครลิตร, 2 U/µl Taq DNA polymerase 0.5 ไมโครลิตร และ cDNA 2.0 
ไมโครลิตร น�ำเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยใช้อุณหภูมิส�ำหรับ pre-denature ที่ 92 ºC นาน 3 นาที denature ที่ 92 
ºC เป็นเวลา 40 วินาที annealing ที่ 60 ºC เป็นเวลา 40 วินาที และ extention ที่ 72 ºC เป็นเวลา 40 วินาที จ�ำนวน 



35วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

35 รอบ และตามด้วย extention ที่ 72 ºC เป็นเวลา 7 นาที 1 รอบตรวจสอบขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR  
ที่ได้ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis โดยการใช้ 2% agarose gel ที่ย้อมด้วย ethidium bromide และน�ำไปดูแถบ
ของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation UV-transilluminator ซึ่งจะแสดงผลให้เห็นแถบของดีเอ็นเอที่ขนาด
ประมาณ 370 คู่เบส
ศึกษาการถ่ายทอดโดยวิธีกลของเชื้อ CLVd ด้วยวิธี razor blade contamination

	 หลงัจากการส�ำรวจในแปลงเกษตรกรพบว่าหากพบอาการท่ีสงสยัว่าเป็นอาการของ CLVd ก็จะพบในต้นถัด
ไปอีกเช่นกันซึ่งมีความเป็นไปได้ที่การแพร่ระบาดจะเกิดจากการตัดแต่งใบจากต้นเป็นโรคของเกษตรกร จึงต้องการ
ศึกษาว่าการตัดแต่งใบจากต้นติดเชื้อนั้น เชื้อ CLVd จะสามารถถ่ายทอดโรคไปได้อีกกี่ต้น (Figure 2)
	 เตรียมต้นมะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 4 ที่มีการติดเชื้อ CLVd จ�ำนวน 1 ต้น ที่ได้มีการตรวจยืนยันด้วยเทคนิค 
RT-PCR ท�ำการระบตุ�ำแหน่งทีจ่ะท�ำให้เกิดแผลในช่วงกลางล�ำต้นขึน้ไปประมาณ 30 เซนตเิมตร เพ่ือใช้เป็นแหล่งของ
เชื้อในการถ่ายทอดโรค และเตรียมต้นมะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 4 จ�ำนวน 30 ต้น (ซ�้ำละ 10 ต้น) เพื่อจ�ำลองการติด
เชื้อจากการตัดแต่งใบมะเขือเทศ
	 ระบตุ�ำแหน่งบนใบมดีทีบ่รเิวณปลายใบมดีระยะ 1 เซนตเิมตร ทีจ่ะให้มกีารปนเป้ือนเชือ้จากนัน้ท�ำให้มดีปน
เปื้อนเชื้อ CLVd ด้วยการใช้มีดปาดบนต้นที่ติดเชื้อ จ�ำนวน 10 ครั้ง และตัดที่ใบย่อยอีก 5 ครั้ง จากนั้นน�ำไปท�ำแผล
บนต้นมะเขือเทศปกติที่เตรียมไว้ ท�ำแผลให้กับต้นที่ 1 จนถึงต้นที่ 10 ท�ำเช่นนี้อีก 2 ซ�้ำ ด้วยใบมีดคนละชุด (ท�ำแผล
บนต้นปกติบริเวณกลางล�ำต้นตรงบริเวณที่แตกกิ่งแขนงและตัดที่ใบที่ 8)
	 บันทึกอาการและตรวจติดตามเชื้อ CLVd ด้วยเทคนิค RT-PCR ทุกต้นหลังจากท�ำแผลให้กับต้นมะเขือเทศ 
ทุกสัปดาห์เป็นเวลา 8 สัปดาห์

Figure 1 Diagram of collected tomato leave at post inoculation in CLVd movement test. (WPI) = weeks post  
	 inoculation, (IL) = inoculated leaf, (AS) = apical shoot and Arrows = collected leaves.

A
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Figure 2 Horizontal transmission test on Seedathip 4 tomato plant. (A) 30 cm long location on CLVd  
	 infected tomato plant for performing of contaminated blade, (B) 1 cm long at on the CLVd  
	 contaminated tip blade and (C) mechanical inoculation on healthy tomato plant.

ผลการศึกษาและวิจารณ์
ศึกษาระยะเวลาการแพร่กระจายของเชื้อ Columnea latent viroid ในต้นมะเขือเทศ

หลังจากปลูกเชื้อ CLVd ลงบนใบที่ 8 และ 9 ของมะเขือเทศทั้งสองพันธุ์ พันธุ์ละ 5 ต้นหลังจากนั้น 2 สัปดาห์ 
มะเขือเทศท้ัง 2 พันธุ์เริ่มแสดงอาการที่ใบยอด ท�ำการบันทึกผลการแสดงอาการท่ีใบทุกใบนับจากใบที่ 1 นับจาก 
ใบล่างขึ้นไปสู่ใบบนที่ 16 และใบยอด ตาม Table 1 และ 2 จะพบว่าการเดินทางของเชื้อ CLVd จะไปแพร่กระจายใน
เนื้อเยื่อที่ก�ำลังเจริญเติบโตก่อนคือใบยอดที่แตกออกมาใหม่ภายในระยะเวลา 2 สัปดาห์ โดยยอดที่แตกออกมาใหม่
มีอาการแผลไหม้ท่ีเส้นใบเป็นจุดเล็กๆ ใบยอดที่แตกออกมาใหม่มีขนาดเล็กลง และใบบิดม้วน (Figure 3A, 3B)  
ในขณะที่ใบล่างถัดจากใบที่ปลูกเชื้อนั้นไม่แสดงอาการใดๆ ในทั้ง 2 พันธุ์ เก็บใบไปตรวจยืนยันการติดเชื้อด้วยเทคนิค 
RT-PCR หลังจากน้ัน สัปดาห์ถัดมาเชื้อจะกระจายตัวจากใบบนสุดลงสู่ใบล่างถัดๆไป (Figure 3C, 3D) เมื่อเก็บ 
ใบล่างจากใบที่ปลูกเชื้อไปตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR ก็ยังให้ผลเป็นลบ หลังจากนั้นสัปดาห์ที่ 4 หลังการปลูกเชื้อพบ
อาการไหม้บริเวณล�ำต้น และพบใบที่แตกออกมาใหม่ตามซอกใบของใบที่ 5 และ 6 มีลักษณะใบเหลืองและมีอาการ
ไหม้ที่เส้นกลางใบ จึงเก็บใบอ่อนที่ซอกใบที่ 5 และ 6 ของมะเขือเทศของทั้งสองพันธุ์ไปตรวจ ปรากฏว่าพบเชื้อ CLVd 
เมื่อเปรียบเทียบใบที่ 10 และ ใบที่ 11 ของทั้ง 2 พันธุ์ ในสัปดาห์ที่ 7 8 และ 9 พบว่าพันธุ์สีดาทิพย์ 4 แสดงอาการช้า
กว่าพันธุ์เชอร์รี่
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Figure 3 Symptoms caused by CLVd on Seedathip 4 and Cherry tomato: necrotic spot on leaf veins,  
	 epinasty leaves and apical shoot abnormality on (A) Seedathip 4 as well as (B) Cherry and  
	 lateral shoot distortion on (C) Seedathip 4 as well as (D) Cherry.

	 จากการทดลองพบว่าในระยะเวลา 2 สัปดาห์หลังการปลูกเชื้อมะเขือเทศแสดงอาการท่ียอดในท้ัง 2 พันธุ์  
แต่ใบที่ต�่ำกว่าใบที่ 8 และ 9 กลับยังไม่แสดงอาการซึ่งเมื่อตรวจยืนยันผลด้วยเทคนิค RT-PCR ตรวจไม่พบเชื้อเช่น
เดยีวกัน การเคลือ่นท่ีของเชือ้ไวรอยด์จะมกีารแพร่กระจายของเชือ้แบบ Systemic คอืการแพร่กระจายไปทัว่ท้ังต้นโดย
เคลือ่นท่ีจากเซลล์หนึง่ไปยังเซลล์ข้างเคยีงหลงัจากนัน้จงึแพร่กระจายไปตามส่วนต่างๆ ท่ัวท้ังต้น (Hadidi, 2003) เช่น
ในการเคลื่อนที่ของเชื้อ PSTVd จะพบว่าเคลื่อนที่จากใบล่างขึ้นสู่ใบยอดโดยผ่าน phloem (Palukaitis, 1987) และ
การศกึษาของ Zhu et al. (2001) พบว่าเชือ้ PSTVd จะเคลือ่นทีไ่ปยังใบทีก่�ำลงัมกีารเจรญิเตบิโตแต่ไม่พบทีใ่บท่ีพัฒนา
เตม็ท่ีแล้ว ซึง่สอดคล้องกับการทดลองนีท้ีต่รวจไม่พบเชือ้ CLVd ในใบล่างซึง่มกีารพัฒนาของใบเตม็ทีแ่ล้วขณะท่ียอด
ที่แตกออกมาใหม่ตามข้อใบของใบที่ 5 และ 6 นั้นกลับตรวจพบเชื้อเนื่องจากเป็นใบที่ก�ำลังมีการเจริญเติบโตหรือยัง
พัฒนาไม่เต็มท่ีและจากการทดลองในคร้ังนี้ท�ำให้ทราบว่าเชื้อ CLVd สามารถแพร่กระจายเชื้อไปท่ัวท้ังต้นได้ภายใน
ระยะเวลา 4 สัปดาห์
		  หลังจากการปลูกเชื้อที่ใบยอดในมะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 4 เมื่ออายุ 30 วันหลังจากการย้ายกล้า ซึ่งเป็นที่
สังเกตว่าหลังการปลูกเชื้อ 2 สัปดาห์ใบที่อยู่เหนือใบท่ีท�ำการปลูกเชื้อยังไม่แสดงอาการและตรวจไม่พบเชื้อขณะท่ี
ตรวจพบเชื้อ CLVd ที่ใบยอด 4 ใน 5 ต้นในมะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 4 และ 2 ใน 5 ต้นในมะเขือเทศพันธุ์เชอร์รี่และ
ตรวจพบเชื้อ CLVd ที่ใบยอดครบทั้ง 5 ต้นในสัปดาห์ที่ 3 หลังการปลูกเชื้อ ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของเชื้อ CEVd 
ที่ศึกษาการเคลื่อนที่และการเพิ่มปริมาณเชื้อในต้นอ่อนอายุ 4 สัปดาห์ตรวจสอบด้วย วิธี RT-qPCR assay เป็นระยะ
เวลา 5 วันหลงัการปลกูเชือ้ทีบ่รเิวณโคนต้น โดยตรวจตดิตามเชือ้ที ่3 ส่วนคือ ส่วนล�ำต้น รากและใบ พบว่า มกีารตรวจ
พบเชื้อที่บริเวณต้นโดยปริมาณของเชื้อ CEVd เพิ่มปริมาณสูงขึ้นเรื่อยๆ ตั้งแต่วันที่ 1 จนถึงวันที่ 5 แต่ตรวจพบเชื้อที่
รากในวันที่ 3 และตรวจพบท่ีใบได้ในวันท่ี 5 จึงท�ำให้ทราบว่าเชื้อ CEVd เคลื่อนท่ีลงไปเพ่ิมปริมาณท่ีรากก่อนท่ีจะ
เคลื่อนที่สู่ใบยอด (Hajeri et al., 2011) และสอดคล้องกับการทดลองของ Bani Hashemian et al. (2010) ที่ศึกษา
เชื้อไวรอยด์ 6 ชนิดท่ีเป็นเชื้อส�ำคัญในพืชตระกูลส้ม พบว่าการเคลื่อนท่ีของเชื้อไวรอยด์สามารถเคลื่อนที่แบบ  
Long-distance movement ได้จากจดุท่ีท�ำการปลกูเชือ้ผ่านการเสยีบยอด หลงัจากการปลกูเชือ้ 4 เดอืน ตรวจพบเชือ้ 
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CEVd มีการเคลื่อนที่ลงไปที่ต้นตอ (rootstock) และเคลื่อนที่สู่ส่วนบนที่เป็นยอดพันธุ์ดี (scion: Etrog citron) โดย
ทั้งหมดมีการเคลื่อนที่ผ่าน interstock ซึ่งเป็นส่วนที่ไม่มีการตรวจพบเชื้อหรือตรวจพบเชื้อน้อยมากโดยวิธี Northern  
hybridization ซึ่ง interstock  เป็นพันธุ์ที่ไม่มีประสิทธิภาพในการที่เชื้อไวรอยด์จะสามารถสะสมและเพิ่มปริมาณของ
เชื้อได้แต่ยอมให้เชื้อมีการเคลื่อนที่ผ่านได้ ซึ่งการเคลื่อนที่ขึ้น และลงของเชื้อนั้น เป็นการเคลื่อนที่ผ่าน phloem และ
มีความเกี่ยวข้องกับการท�ำปฏิกิริยาร่วมกันของเชื้อกับพืชโดยจากการศึกษาของ Gómez and Pallás (2004) ศึกษา
ในเชื้อ Hop stunt viroid พบความเก่ียวข้องของโปรตีน CsPP2 (Ribonucleoprotein Complex) จากแตงกวา  
ที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ผ่านการเสียบยอดได้ 

Table 1 Intensity of leave’s symptoms on Seedathip 4 and RT-PCR results of CLVd at 8 weeks post  
		  inoculation.

WPI
Intensity of leaf’s symptoms and RT-PCR results

1 2 3 4 5 6 7 IL 10 11 12 13 14 15 16 AS

2 - - - - - -
-

(0/5)
-

-
(0/5)

- - - - - -
+

(4/5)

3 - - - - -
-

(0/5)
- + - -(0/5) + + ++ ++ ++

+++
(5/5)

4 - - - -
-

(0/5)
- - + - -

+
(1/5)

++ +++ +++ +++
+++
(5/5)

5 - - -
-

(0/5)
- - - + - - ++

+++
(5/5)

+++ +++ +++ +++

6 - -
-

(0/5)
- - - - + - - +++ +++

+++
(5/5)

+++ +++ +++

7 -
-

(0/5)
- - - - - + - - +++ +++ +++ +++ +++ +++

8 N - - - - - - + - - +++ +++ +++ +++ +++ +++

9 N - - - - - - + - + +++ +++ +++ +++ +++ +++
(- ) = no symptoms, (+) = slight necrosis on leaflet vein, (++) = necrosis on over leaflet, (+++) = necrosis on over the entire 
leaf, 0/5-5/5 = number of CLVd positive tomato plant /number of tested plant, (N) = no recording because of leaf droping, 
(WPI) = weeks post inoculation, (IL) = inoculated leaf, (AS) = apical shoot.
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Table 2 Intensity of leave’s symptoms on Cherry and RT-PCR results of CLVd at 8 weeks post inoculation.

WPI
Intensity of leaf’s symptoms and RT-PCR result

1 2 3 4 5 6 7 IL 10 11 12 13 14 15 16 AS

2 - - - - - -
-

(0/5)
-

-
(0/5)

- - - - - -
++

(2/5)

3 - - - - -
-

(0/5)
- + -

-
(0/5)

+ + +++ +++ +++
+++
(5/5)

4 - - - -
-

(0/5)
- - + - -

+
(2/5)

++ +++ +++ +++
+++
(5/5)

5 - - -
-

(0/5)
- - - + - - ++

++
(5/5)

+++ +++ +++ +++

6 - -
-

(0/5)
- - - - + - - ++ ++

+++
(5/5)

+++ +++ +++

7 -
-

(0/5)
- - - - + + ++ + ++ ++ +++ +++ +++ +++

8 N N - - - - + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

9 N N - - - - + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
(-) = no symptoms, (+) = slight necrosis on leaflet vein, (++) = necrosis on over leaflet, (+++) = necrosis 
on over the entire leaf, 0/5-5/5 = number of CLVd positive tomato plant /number of tested plants,  
(N) = no recording because of leaf dropping, (WPI) = weeks post inoculation, (IL) = inoculated leaf, 
(AS) = apical shoot.

2. ศึกษาการถ่ายทอดโดยวิธีกลของเชื้อ CLVd ด้วยวิธี razor blade contamination
		  จากการเก็บตัวอย่างตรวจทุกสัปดาห์จนถึงสปัดาห์ท่ี 8 ปรากฏว่า จากการปลกูเชือ้โดยการใช้ใบมดีท�ำแผล
บรเิวณก่ึงกลางของล�ำต้นและการตดัใบซึง่เป็นการเลยีนแบบการตดัแต่งใบของเกษตรกรหากมกีารปนเป้ือนเชือ้ CLVd 
ไปกับอุปกรณ์ตัดแต่งกิ่ง แล้วไปท�ำบาดแผลให้กับต้นปกติไปเรื่อยๆ จากต้นที่ 1 ไปจนถึงต้นที่ 10 ทั้ง 3 ซ�้ำให้ผลแตก
ต่างกันไปในแต่ละซ�้ำ โดยในซ�้ำที่ 1 ตรวจพบเชื้อ CLVd เพียงแค่ 3 ต้น (คิดเป็น 30%) คือต้นที่ 3 ในสัปดาห์ที่ 2 หลัง
การท�ำบาดแผล และต้นที่ 4 และ 5 พบในสัปดาห์ที่ 5 และ 6 ตามล�ำดับ หลังการท�ำบาดแผล ส่วนในซ�้ำที่ 2 ตรวจพบ
เชื้อ CLVd ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 หลังจากการท�ำบาดแผลในต้นที่ 1, 2, 3, 6, 9 และ 10 ส่วนต้นที่ 5 ตรวจพบในสัปดาห์ 
ที่ 6 คิดเป็น 70% ของการติดเชื้อและสุดท้ายในซ�้ำที่ 3 ตรวจพบจ�ำนวน 5 ต้น คิดเป็น 50% ของการติดเชื้อจากใบมีด 
โดย ต้นท่ี 1, 2 และ 3 ตรวจพบในสัปดาห์ท่ี 6 ต้นท่ี 8 และ 9 ตรวจพบในสัปดาห์ที่ 3 จากผลการศึกษาในครั้งนี้ 
สรปุได้ว่าหากเชือ้มปีรมิาณมากพอก็จะสามารถท�ำให้ต้นปกตติดิเชือ้ได้จนถึงต้นที ่10 และต้นท่ีตรวจพบเชือ้ในสปัดาห์ 
ที่ 3, 5 และ 6 (Table 3) นั้นอาจข้ึนกับปริมาณเชื้อท่ีน้อยมากท�ำให้การเพ่ิมปริมาณเชื้อในต้นที่แข็งแรง ท่ีมีความ
ต้านทานต่อเชื้อในแต่ละต้นต่างกัน จึงท�ำให้ตรวจพบเชื้อช้า และต้นท่ีตรวจไม่พบเชื้อ CLVd เลยน้ันอาจข้ึนอยู่กับ 
การท�ำบาดแผลให้กับต้นปกติอาจจะไม่สัมผัสเชื้อท่ีปนเปื้อนท่ีใบมีดหรือเชื้อเข้าไปในบาดแผลของต้นปกติได้แต่ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณบนต้นปกติได้
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Table 3 RT-PCR results of CLVd mechanical transmission by razor slashing method.

Rep1/
Weeks2/

No.13/ No. 2 No. 3 No. 4 No. 5 No. 6 No. 7 No. 8 No. 9 No.10

I - - 2 5 6 - - - - -

II 2 2 2 - 6 2 - - 2 2

III 6 6 6 - - - - 3 3 -
1/ I = first replication, II = second replication, III = third replication.
2/ CLVd detection by RT-PCR technique every week for 8 weeks post inoculation.
3/ inoculated plant no. 1-10 by razor slashing method. 

	จากการท�ำให้ใบมีดปนเปื้อนเชื้อ CLVd เพ่ือเป็นการจ�ำลองการถ่ายทอดโดยวิธีกลโดยใช้ใบมีดพบว่าการ
ทดลองท้ัง 3 ซ�ำ้ให้ผลการทดลองท่ีแตกต่างกันแต่โดยรวมแล้วการถ่ายทอดเชือ้สามารถตรวจเชือ้ได้ในระยะเวลาเพียง 
2 สัปดาห์หลังจากการท�ำบาดแผล(พืชได้รับเชื้อแล้ว) โดยสังเกตอาการที่ใบยอดเริ่มม้วนหงิก และมีอาการไหม้ที่เส้น
ใบ และตรวจพบช้าสุดในสัปดาห์ที่ 5 และ 6 ถึงแม้ว่าจะมีต้นที่ไม่ติดเชื้อเลยก็ตาม นอกจากนั้นผลในซ�้ำที่ 2 ยังแสดง
ให้เห็นว่าเชื้อสามารถถ่ายทอดไปได้โดยง่ายจากการท�ำบาดแผลเพียง 3 ครั้งลงบนต้นที่ไม่เป็นโรคจากต้นที่ 1 จนถึง
ต้นท่ี 10 ซึง่เชือ้ CLVd สามารถถ่ายทอดและตรวจพบเชือ้ได้จนถึงต้นที ่10 ซึง่คดิเป็นเปอร์เซน็การถ่ายทอดได้ในระดบั 
30-70% สอดคล้องกับการศึกษาเชื้อไวรอยด์ที่เข้าท�ำลายต้น citron เช่นเชื้อ Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus 
bent leaf viroid (CBLVd) และ Citrus viroid IV (CVd-IV) จะพบว่าการถ่ายทอดโดยใช้ใบมีดผ่าตัดในการทดลองใน
โรงเรือนขั้นต้นจากการท�ำให้ต้น citron ติดเชื้อจากการเฉือนเพียง 1 ครั้ง ในการถ่ายทอดเชื้อพบการติดเชื้อในอัตรา 
25-50% ซึ่งแตกต่างจากการทดลองในสภาพแปลงทดลองโดยการทาบกิ่ง ซึ่งมีประสิทธภิาพในการถ่ายทอดแตกต่าง
กันขึน้กับสายพันธ์ุโดยมอีตัราการถ่ายทอดที ่4-21% ซึง่ค่อนข้างต�ำ่ สาเหตอุาจเกิดจาก สภาพอากาศและปรมิาณเชือ้
ที่มีปริมาณน้อย (Barbosa et al., 2005) และการศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ PSTVd โดยวิธีกลผ่านทางการใช้นิ้วถูภาย
ใต้การควบคมุอณุหภูมทิีแ่ตกต่างกนัท่ี 15๐C และ ท่ี 25๐C ในมะเขือเทศพบว่ามคีวามสามารถในการถ่ายทอดได้อย่าง
มีประสิทธิภาพภายใต้อุณหภูมิ 25 ๐C โดยมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอด 100% (Verhoeven et al., 2010) แสดงให้เห็น
ว่าการถ่ายทอดเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธีกลเป็นวิธีถ่ายทอดเชื้อได้ง่ายดังน้ันเกษตรกรผู้ปลูกต้องระมัดระวังอุปกรณ์ท่ีใช้ใน
การตัดแต่งที่ควรมีการฆ่าเชื้อเพ่ือลดการแพร่ระบาดในสภาพแปลงปลูก ส�ำหรับการทดลองในครั้งน้ีเน่ืองจากยัง
สามารถตรวจพบเชื้อ CLVd ได้จนถึงต้นที่ 10 ซึ่งอาจยังมีโอกาสที่เชื้อจะสามารถถ่ายทอดเชื้อไปได้มากกว่านั้น หาก
มีการศึกษาต่อควรเพ่ิมปริมาณต้นมะเขือเทศในแต่ละซ�้ำให้มากกว่า 10 ต้น เพ่ือให้ทราบว่าเชื้อ CLVd จะสามารถ
ถ่ายทอดเชือ้ในสภาพจรงิไปได้จ�ำนวนต้นมากเท่าใดและเพ่ิมจ�ำนวนพันธ์ุทีใ่ช้ทดสอบ เนือ่งจากความต้านทานต่อเชือ้
ในแต่ละพันธุ์มีความแตกต่างกัน

	เน่ืองจากการตัดแต่งก่ิงเพ่ือให้ได้ผลผลิตท่ีมีคุณภาพในมะเขือเทศโดยช่อดอกช่อแรกจะเกิดที่ต�ำแหน่งใบ 
ที่ 8-9 ส�ำหรับในประเทศไทยมักจะเป็นพันธุ์ท่ีมีการเก็บเก่ียวเร็วมักจะตัดแต่งก่ิงแขนงให้มี 2-3 แขนงต่อต้น  
ส่วนก่ิงแขนงอื่นๆท่ีอยู่ใต้ช่อดอกแรกมักจะตัดทิ้งต้ังแต่ระยะเป็นก่ิงอ่อน (จานุลักษณ์, 2541) นอกจากน้ันการศึกษา
การตัดแต่งช่อดอกเพ่ือเพ่ิมปริมาณผลผลิตมะเขือเทศภายใต้สภาพโรงเรือน พบว่าการตัดแต่งช่อดอก ให้มีจ�ำนวน 
ช่อดอก 4-5 และ 6-7 ช่อต่อกิ่งจะให้ผลผลิตต่อต้นสูงสุด (สุทธินี และ สุชีลา, 2552) จากที่กล่าวมาจะเห็นว่าลักษณะ
การตดัแต่งก่ิงจะสอดคล้องกับการทดลองการแพร่กระจายของเชือ้ CLVd ภายในต้นทีพ่บเชือ้ CLVd ท่ีพบอยู่ในบรเิวณ
ส่วนเจริญภายในต้นเช่นในใบที่ 7 จนถึงใบยอดและยอดท่ีแตกตามซอกใบต�่ำกว่าใบท่ี 7 ลงมา ซึ่งหากเกษตรกร 
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มีการตัดแต่งกิ่ง หรือ ตัดแต่งช่อในต�ำแหน่งดังกล่าวที่มีเชื้ออยู่จะเป็นการส่งเสริมการแพร่ระบาดภายในแปลงปลูกได้
มากยิ่งขึ้น โดยความรุนแรงของโรคจะขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อที่เข้าท�ำลาย สายพันธุ์ของมะเขือเทศ และสภาพ
แวดล้อมที่ปลูกพืช ซึ่งป้องกันได้โดยท�ำการฆ่าเชื้อที่ติดมากับอุปกรณ์ที่ใช้ในการตัดแต่งก่ิงจากการศึกษาในเชื้อ  
PSTVd ซึ่งเป็นเชื้อในสกุลเดียวกับเชื้อ CLVd สามารถใช้ 3% sodium hypochlorite (น�้ำยาซักผ้าขาว) ในการฆ่าเชื้อ
นี้ได้ (Singh et al., 1989)

สรุปผลการศึกษา
	เชื้อไวรอยด์ Columnea latent viroid (CLVd) สามารถเคลื่อนที่และแพร่กระจายภายในต้นมะเขือเทศใน

ระยะเวลา 4 สัปดาห์ โดยมีรูปแบบการเคลื่อนท่ีจากจุดท่ีได้รับเชื้อไปยังยอดและเคล่ือนท่ีลงมาในใบถัดลงมา  
เชือ้ CLVd สามารถแพร่ กระจายจากต้นท่ีเป็นโรคไปยังต้นข้างเคยีงจ�ำนวนมากโดยวิธีกล ซึง่คาดว่าเป็นลกัษณะท่ีพบ
จริงในสภาพการปลูกเพ่ือการค้า ดังนั้นเกษตรกรจึงควรตรวจแปลงก�ำจัดต้นเป็นโรคและท�ำความสะอาดอุปกรณ ์
ที่ใช้ในแปลงอย่างสม�่ำเสมอ เพื่อลดโอกาสการแพร่กระจายของโรค

					    กิตติกรรมประกาศ
		  งานวิจัยน้ีได้รับการสนับสนุนจาก ศูนย์วิทยาการข้ันสูงเพ่ือเกษตรและอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์
ภายใต้โครงการส่งเสริมการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ ส�ำนักงานคณะกรรมการการ
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ศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กรุงเทพฯ และส�ำนักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.)
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