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ABSTRACT 

Pepper chat fruit viroid (PCFVd) can cause disease in pepper. This disease can be 

transmitted via seeds and mechanical means. The global pepper seed trade is an important 

channel for PCFVd dissemination from country to country. The effectiveness of seed 

disinfection methods for PCFVd ranging from chemical to physical ones was evaluated. The 

methods using sodium hypochlorite 3%, sodium bicarbonate 10%, hydrochloric acid 0.5 N, 

trisodium phosphate 10%, hot water and dry heat treatment in combinations at different 

temperatures and time periods were tested in pepper seed varieties P-74 and P-TV infected 

with PCFVd 100%. After treatment, the infection rate was inspected by the reverse 

transcription-polymerase chain reaction technique on the whole seeds, seed coats and 

seedlings and the germination rates were determined. The results showed that soaking 

pepper seeds in 50°C hot water for 25 min followed by 72°C dry heat for 24 hours was the 

best treatment regime. It could get rid of 100% PCFVd while the germination rates remained 

at 96-99%. This result can be used as a recommendation for seed disinfection for PCFVd. 
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บทคัดยอ 

Pepper chat fruit viroid (PCFVd) เปน

ไวรอยดที่ทําใหเกิดโรคในพริกและสามารถถายทอด

เช้ือทางเมล็ดโดยวิธีกล เช้ือน้ีสามารถแพรกระจาย

จากประเทศหน่ึงไปอีกประเทศหน่ึงผานทางการคา

เมล็ดพันธุ จึงทําการทดสอบเพื่อหาวิธีการใชสารเคมี

และความรอนในการกําจัดเช้ือ PCFVd ในเมล็ด

พันธุพริกที่มีประสิทธิภาพ โดยการใชสาร sodium 

hypochlorite 3% sodium bicarbonate 10%  

hydrochloric acid 0.5 N trisodium phosphate 

10% นํ้ารอน และลมรอน รวมกันที่อุณหภูมิและ

ชวงเวลาตางกันในการกําจัดเช้ือ PCFVd ในเมล็ด

พันธุพริกพันธุ P-74 และ P-TV ที่มีการติดเช้ือ 

ไวรอยด PCFVd 100% หลังการทดสอบตรวจ

ยืนยันอัตราการติดเช้ือในเมล็ดพริกดวยเทคนิค 

reverse transcription-polymerase chain reaction 

ในแบบทั้งเมล็ด เปลือกหุมเมล็ด และตนออนรวมทั้ง

ผลตออัตราการงอก ผลการทดสอบพบวา กรรมวิธี

ที่ดีที่สุด คือ การแชเมล็ดพริกในนํ้ารอนที่อุณหภูมิ 

50°ซ. เปนเวลา 25 นาที ตามดวยการอบดวยลมรอน

ที่ 72°ซ. เปนเวลา 24 ชม. สามารถกําจัดเช้ือ PCFVd 

ได 100% โดยเมล็ดพริกมีอัตราการงอกที่ 96 - 99% 

ผลจากการศึกษาน้ีสามารถนําไปใชเปนคําแนะนํา

เพื่อลดการติดเช้ือ PCFVd ในเมล็ดพันธุพริกได 
 

คําสําคัญ: การฆาเช้ือดวยนํ้ารอน; การฆาเช้ือดวย

ลมรอน; การตรวจเช้ือไวรอยดในเมล็ด; การถายทอด

ทางเมล็ด  
 

บทนํา 

ประเทศไทยมีการสงออกและนําเขาเมล็ด

พันธุพริกควบคุมคอนขางมาก ในป พ.ศ. 2565 มี

ปริมาณการสงออกเมล็ดพันธุพริกควบคุม 60,459 กก. 

มูลคา 856.1 ลานบาท และนําเขาเมล็ดพันธุพริก

ควบ คุม  26,064 กก .  มู ลค า  140.3 ล านบาท 

(สํานักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2566) มี

รายงานเช้ือ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) 

ติดไปกับเมล็ดพันธุมะเขือเทศและพริกสงออก 

(Chambers et al., 2013; Verhoeven et al., 2021) 

ทําใหเกิดการแพรกระจายของเช้ือ PCFVd ที่ติดไป

กับเมล็ดไปยังประเทศตาง ๆ ได หากไมไดผาน

กระบวนการกําจัดเช้ือที่มีประสิทธิภาพ ไวรอยด

เปนเช้ือสาเหตุโรคพืชที่มีขนาดเลก็ที่สุด มีโครงสราง

เปนอารเอ็นเอสายเด่ียววงปด กอใหเกิดโรคกับพืช

ปลูกหลายชนิด ทั้งพืชผัก ไมผล และไมประดับ  

สงผลใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Hammond 

and Owens, 2006) ไวรอยดจําแนกไดเปน 2 วงศ 

คือ Pospiviroidae และ Avsunviroidae (Serio 

et al., 2014) ไวรอยดในวงศ Pospiviroidae 

เขาทําลายพืชในวงศ Solanaceae เปนหลัก เชน 

มะเขือเทศ พริก มันฝรั่ง และมะเขือ ไวรอยดใน

สกุล Pospiviroid หลายชนิดมีรายงานการถายทอด

เช้ือผานเมล็ด (Matsushita and Tsuda, 2016) 

ละอองเกสร (Card et al., 2007) หรือแมลงบางชนิด 

(Hammond, 2017)  

เชื้อ PCFVd เปนไวรอยดที่จัดอยูในสกุล 

Pospiviroid มีขนาดจีโนมประมาณ 348 นิวคลีโอไทด 

พบครั้งแรกในพริกหวาน (Capsicum annuum L.) 

ที่ปลูกในโรงเรือนในประเทศเนเธอรแลนด ทําให

การเจริญเติบโตของพืชลดลง ขนาดของผลพริกลดลง

ถึง 50% และมีอาการเสนใบไหม (Verhoeven et 

al., 2009) นอกจากน้ี ผลมะเขือเทศและหัวมันฝรั่ง

ที่ เ ช้ือ PCFVd เขาทําลายมีขนาดลดลงเชนกัน 

(Verhoeven et al., 2020) ประเทศไทยมีรายงานการ

พบเช้ือ PCFVd ครั้งแรกในมะเขือเทศที่ จ.ลําปาง 

(Reanwarakorn et al., 2011) ทําใหพืชมีลักษณะ
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อาการเต้ียแคระ เสนใบไหม ใบผิดปกติ และใบ

เปลี่ยนสี ตอมาเครือรัฐออสเตรเลียไดรายงานการ

ตรวจพบเช้ือ PCFVd ในเมล็ดพันธุมะเขือเทศที่

สงออกโดยประเทศไทย (Chambers et al., 2013) 

และรายงานการตรวจพบเช้ือ PCFVd ติดไปกับ

เมล็ดพันธุมะเขือเทศและพริกจากหลายประเทศ 

(Verhoeven et al., 2021)  

การควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเช้ือไวรอยด 

สามารถดําเนินการไดหลายวิธี เชน การปองกันการ

นําเมล็ดหรือสวนตาง ๆ ของพืชที่ติดเช้ือเขาสูแปลง

หรือโรงเรือนปลูกพืช การปฏิบัติดานสุขอนามัยที่

เขมงวดและการตรวจติดตามอาการผิดปกติ 

ของพืช จะชวยใหการควบคุมโรคเปนไปอยางมี

ประสิทธิภาพ ซึ่งมีรายงานวิธีการกําจัดเช้ือไวรอยด

และไวรัสชนิดอื่น ๆ ไดแก การกําจัดเช้ือ Potato 

spindle tuber viroid (PSTVd) ที่ปนเปอนบนมีด

และอุปกรณตาง ๆ  ดวยการแชในสารละลาย sodium 

hypochlorite (NaOCl) (Garnsey and Whidden, 

1971; Singh et al., 1989; Matsuura et al., 2010) 

การใชสารละลาย 2% sodium hydroxide และ 2% 

formaldehyde ในการกําจัดเช้ือ Tomato chlorotic 

dwarf viroid (TCDVd), Citrus exocortis viroid 

(CEVd) และ Hop stunt viroid (HSVd) (Garnsey 

and Whidden, 1971) การแชเมล็ดใน 10% 

trisodium phosphate เปนเวลา 3 ชม. หรือ 

การอบเมล็ดดวยลมรอนที่อณุหภูมิ 80° ซ. เปนเวลา 

24 ชม. และ 74° ซ. นาน 48 ชม. เพื่อกําจัดเช้ือ 

Pepino mosaic virus (PepMV) ในเมล็ดมะเขือเทศ 

(Córdoba-Sellés et al, 2007) นอกจากน้ี Olivier 

et al. (2015) ไดทดสอบสารหลายชนิดพบวา ใหผล

ไมแตกตางกับการใช 0.8% NaOCl ในการกําจัดเช้ือ 

PSTVd ตอมา Sombat (2019) รายงานการใช 3% 

NaOCl ในนํ้ารอนที่อุณหภูมิ 50° ซ. เปนเวลา 25 นาท ี

กับเมล็ดมะเขือเทศ ซึ่งพบวา สามารถกําจัดเช้ือ 

PCFVd และ Columnea latent viroid (CLVd) 

ไดโดยไมสงผลกระทบตออัตราการงอกของเมล็ด 

จากรายงานที่กลาวมาจะพบวา ขอมูลการกําจัดเช้ือ 

PCFVd ยังมีอยางจํากัดนอกจากน้ี การกําจัดเช้ือ 

ที่ติดมากับเมล็ดพันธุมีปจจัยที่เกี่ยวของหลายอยาง 

ทั้งชนิดพืช พันธุพืช ชนิดของเชื้อ กรรมวิธีและ

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการกําจัดเช้ือ ที่สงผลตอ

ประสิทธิผลในการกําจัดเช้ือ ดังน้ันการวิจัยน้ีจึงได

นําขอมูลการใชสารเคมีและความรอนที่มีรายงาน 

ในการใชกําจัดเช้ือไวรอยดและไวรัสมาทดสอบ และ

พัฒนาวิธีกําจัดเช้ือ PCFVd ที่ติดมากับเมล็ดพริก 

เพื่อเปนขอมูลและแนวทางในการกําจัดเช้ือ PCFVd 

ในการผลิตเมล็ดพันธุพริกอยางมีประสิทธิภาพ 
  

อุปกรณและวิธีการ 

1. การตรวจสอบเมล็ดพริกติดเชื้อ PCFVd  

ใชเมล็ดพันธุพริกติดเช้ือ PCFVd สองพันธุ 

ไดแก P-74 และ P-TV โดยเปนพริกที่มีลักษณะผล

ยาว (elongated) ตามการจัดจําแนกของ IPGRI 

(1995) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก อ.ดร.ษมาภร 

สิงหพันธุ (งานวิจัยเรื่อง การศึกษาความตานทาน

และลักษณะอาการโรคที่เกิดจากเช้ือ PCFVd บน

มะเขือเทศ พริก และมะเขือสายพันธุตาง ๆ ภายใต

โครงการศูนยเ ช้ือพันธุกรรมพืชแหงประเทศไทย 

ปงบประมาณ 2561 - 2563) เมล็ดที่นํามาใชไมได

ผานการแชสารเคมีใด ๆ มากอน นําเมล็ดพริกพันธุละ 

100 เมล็ด/กรรมวิธี มาสกัดอารเอ็นเอดวยวิธี CTAB 

(Jeffries and Tina, 2004) จากน้ันนําอารเอ็นเอ 

ที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค 

RT-PCR โดยการสังเคราะห complementary DNA 

(cDNA) และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค 
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PCR ดวย GoTaq® Green Master Mix (Promega 

Corporation, USA) ทําปฏิกิริยา PCR ตามวิธีการของ 

Kungwon et al. (2022) ดวยไพรเมอร PCF-seq-F 

(5' CCG TCT TCT GAC AGG AGT AAT CCC 3') 

และ PCF-seq-R (5' ACC CGC ACG GCG CTT CTC 3') 

(Yanagisawa et al., 2017) ที่มีความจําเพาะตอเช้ือ 

PCFVd   

ปฏิกิริยา Reverse transcription (RT) 

ประกอบดวย 2 pmole PCF-seq-R 5.0 ไมโครลิตร 

RNA sample 1.75 ไมโครลิตร นําเขาเครื่อง thermal 

cycler โดยต้ังโปรแกรมการทํางาน 96º ซ. นาน 

5 นาที จากน้ัน นํามาแชในนํ้าแข็งทันที เปนเวลา 

5 นาที หลังจากน้ันใส RT buffer 2.0 ไมโครลิตร 

10 mM dNTPs 1.0 ไมโครลิตร 200 U/reverse 

transcriptase 0.25 ไมโครลิตร  นํ า เข า เครื่ อ ง 

thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมการทํางานที ่50º ซ. 

เปนเวลา นาน 1 ชม. และ 70° ซ. นาน 10 นาที ซึ่ง

ข้ันตอนน้ีจะได cDNA ที่สามารถนําไปเพิ่มปริมาณ

ดวยเทคนิค PCR ตอไป 

ปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ cDNA ใน

ปฏิกิริยารวม 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยนํ้ากลั่นที่

ปราศจาก nuclease 3.0 ไมโครลิตร PCR master 

mix buffer 5 ไมโครลิตร 2 pmol/µl ไพรเมอร 

PCF-seq-F 0.5 ไมโครลิตร 2 pmol/µl ไพรเมอร 

PCF-seq-R 0.5 ไมโครลิตร cDNA 1.0 ไมโครลิตร 

จากน้ัน นําเขาเครื่อง Thermal cycler โดยต้ัง

โปรแกรมปฏิกิริยา PCR ดังน้ี อุณหภูมิ 94° ซ. นาน 

3 นาที จํานวน 1 รอบ, denaturation temperature 

94° ซ. นาน 40 วินาที annealing temperature 

60o ซ. นาน 40 วินาที extension temperature 

72° ซ. นาน 40 วินาท ีจํานวน 34 รอบ และ extension 

temperature สุดทาย 72° ซ. นาน 7 นาที จํานวน 

1 รอบ จากน้ันตรวจสอบขนาดของผลผลิตจาก

ปฏิกิริยา PCR ดวยเทคนิค gel electrophoresis 

เพื่ อ ดูแถบดีเ อ็นเอ เป าหมายขนาดประมาณ 

348 นิวคลีโอไทด ภายใตแสง UV ดวยเครื่อง gel 

documentation UV-transilluminator (SYNCENE 

U: Genius3) 
 

2. การทดสอบกรรมวิธีการกําจัดเชื้อ PCFVd ใน

เมล็ดพันธุพริก 

ทําการทดลองเเบบสุมสมบรูณ 11 กรรมวิธี 

4 ซ้ํา มีขนาดหนวยทดลอง 200 เมล็ด ใชเมล็ดพริก

ที่ติดเช้ือ PCFVd (เมล็ดพริกที่ตรวจสอบแลววามีเช้ือ) 

ทํา 2 พันธุ คือ P-74 และ P-TV ตามกรรมวิธีตาง ๆ 

ดังน้ี  

กรรมวิธี T1 แชเมล็ดใน 3% sodium hypochlorite 

(NaOCl) เปนเวลา 25 นาที ที่อุณหภูมิ 

หองที่ 25+2° ซ. 

กรรมวิธี T2 แชเมล็ดใน 10% sodium bicarbonate  

(NaHCO3) เปนเวลา 25 นาที ที่อุณหภูมิ 

หองที่ 25+2° ซ. 

กรรมวิธี T3 แชเมล็ดใน 3% NaOCl ในนํ้ารอนที่ 

50° ซ. เปนเวลา 25 นาที   

กรรมวิธี T4 แชเมล็ดใน 3% NaOCl ในนํ้ารอนที่ 

50° ซ. เปนเวลา 60 นาที   

กรรมวิธี T5 แชเมล็ดในนํ้ารอนที่ 50° ซ. เปนเวลา 

25 นาที ตามดวยอบลมรอน ที่ 72° ซ. 

เปนเวลา 24 ชม. 

กรรมวิธี T6 แชเมล็ดในนํ้ารอนที่ 50° ซ. เปนเวลา 

25 นาที ตามดวยอบลมรอน ที่ 72° ซ. 

เปนเวลา 48 ชม. 

กรรมวิธี T7 แชเมล็ดใน 0.5 N hydrochloric acid 

(HCl) เปนเวลา 15 นาที ตามดวย 10% 

trisodium phosphate (TSP) เปนเวลา 

1 ชม. ที่อุณหภูมิหอง 25+2° ซ. และ อบ

ลมรอนที่ 80° ซ. เปนเวลา 24 ชม.  
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กรรมวิธี T8 วางเมล็ดบนกระดาษเพาะเมล็ดที่

ผานการอบฆา เ ช้ือ ที่อุณหภูมิหองที่ 

25+2° ซ. 

กรรมวิธี T9 แชเมล็ดในนํ้าที่อบฆาเช้ือแลวนาน 

25 นาที ที่อุณหภูมิหองที่ 25+2° ซ. 

กรรมวิธี T10 วางเมล็ดปกติ (เมล็ดพริกจากตนที่

ไมไดรับการปลูกเช้ือ PCFVd) บนกระดาษ

เพาะเมล็ดที่ผานการอบฆาเช้ือ ที่อุณหภูมิ 

หองที่ 25+2° ซ. 

กรรมวิธี T11 แชเมล็ดปกติ (เมล็ดพริกจากตนที่

ไมไดรับการปลูกเช้ือ PCFVd) ในนํ้าที่อบ

ฆาเช้ือแลว นาน 25 นาที ที่อุณหภูมิหอง

ที่ 25+2° ซ. 

ในกรรมวิธี T1 T2 T7 T9 และ T11 นําเมล็ด

บรรจุใสถุงตาขาย (ถุงกรองชาทํามาจากกระดาษ

เย่ือไม) ขนาด  9 X 10 ซม. แชถุงในนํ้าหรือสาร 

ละลายของแตละกรรมวิธี ทั้งน้ีภาชนะที่ใสนํ้าหรือ

สารละลายจะต้ังบนเครื่องกวนสารแบบปรับอุณหภูมิ

ได (magnetic stirrer hotplate) ที่อุณหภูมิหอง 

(25+2° ซ.) สําหรับเมล็ดที่ทดสอบในกรรมวิธี T3  

T4 T5 และ T6 นําเมล็ดใสหลอดที่มีฝาปดที่ภายใน

บรรจุนํ้าหรือสารละลายของแตละกรรมวิธี นําไปเเช

ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (water-bath 

shaker) เมื่อครบกําหนดเวลาของแตละกรรมวิธี 

นําเมล็ดมาตากแหงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปอบ 

ดวยลมรอนตอไป สําหรับกรรมวิธี T5 T6 และ T7 

ตามลําดับ หลังจากน้ัน นําเมล็ดจากตนติดเช้ือ 

และตนที่ไมไดรับการปลูกเ ช้ือมาตากใหแหงที่

อุณหภูมิหองที่ 25+2° ซ. เพื่อนําไปตรวจสอบหา

เช้ือ PCFVd ในเมล็ดและอัตราการงอก วิเคราะหผล

ทางส ถิ ติด วย วิ ธี  least significant difference 

(LSD) ดวยโปรแกรม R (R Core Team, 2021) 
 

3. การประเมินประสิทธิผลของกรรมวิธีการกําจัด

เชื้อ PCFVd ในเมล็ดพริก 

  นําเมล็ดที่ผานการทดสอบในแตละกรรมวิธี

การกําจัดเช้ือ PCFVd ในเมล็ดพันธุพริกในขอที่ 2 

มาตรวจหาเช้ือ PCFVd โดยแบงเมล็ดเปน 2 สวน 

คือ สวนที ่ 1 ตรวจหาเชื้อไวรอยดจากทั ้งเมล็ด 

(whole seed) จํ านวน 100 เมล็ด (จํ านวน 25 

เมล็ด/ซ้ํา) เพื่อตรวจสอบวายังมีเช้ือ PCFVd อยูที่

เมล็ดพริกหรือไมหลังผานกรรมวิธีการกําจัดเช้ือ 

และสวนที่ 2 แยกตรวจหาเช้ือไวรอยดจากสวน 

ของเปลือกหุมเมล็ด (seed coat) และตนออน 

(seedling) เพื่อตรวจสอบวา เช้ือ PCFVd อยูที่ 

สวนไหนของเมล็ดพริก และอัตราการงอกของเมล็ด 

โดยนําเมล็ดมาเพาะดวยวิธี top of paper (TOP) 

(ISTA, 2016) ในจานเพาะเช้ือที่มีกระดาษช้ืนน่ึงฆา

เช้ือวางรองกนจาน (จํานวน 25 เมล็ด/จาน) จํานวน 

4 ซ้ํา นาน 14 วัน จดบันทึกจํานวนเมล็ดที่งอก หา

อัตราความงอก โดยนับรวมตนที่งอกเห็นใบเลี้ยงจาก 

4 ซ้ํา (100 เมล็ด) นํามาคํานวณเปนรอยละของอัตรา

ความงอก จากน้ันใชปากคีบ (forceps) แยกเก็บเปลือก

หุมเมล็ด และตนออน (จํานวน 25 เปลือกหุมเมล็ด 

หรือ 25 ตนออน รวมเปน 1 ตัวอยาง) ปองกันการ

ปนเปอนระหวางตัวอยาง โดยทําความสะอาดปากคีบ

ดวยแอลกอฮอลและเผาไฟกอนใชคีบตัวอยางใหม 

แลวนําแตละตัวอยางมาแยกสกัดอารเอ็นเอดวยวิธี 

CTAB และตรวจสอบหาเช้ือ PCFVd ดวยเทคนิค 

RT-PCR ตามวิธีที่ไดกลาวไวในขอ 1 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. เชื้อ PCFVd ในเมล็ดพันธุพริกท่ีติดเชื้อ 

 พบวา เมล็ดพริกทั้ง 2 พันธุ ที่นํามาใชใน

การทดสอบครั้งน้ีติดเช้ือ PCFVd 100% โดยตรวจ 

 



  

Thai Agricultural Research Journal Vol. 42 No. 2 May - August 2024 197 

พบแถบดีเอ็นเอขนาด 348 นิวคลีโอไทด ซึ่งเปน

ขนาดของเช้ือ PCFVd จากการตรวจทั้งเมล็ด (whole 

seed) ทั้ง 4 ซ้ํา ของทั้งพันธุ P-74 (เลนชองที่ 1 - 4) 

and P-TV (เลนชองที่ 5 - 8) (Figure 1A)  
 

2. ประสิทธิผลของวิธีการกําจัดเชื้อ PCFVd ใน

เมล็ดพริก 

    2.1 วิธีการกําจัดเชื้อดวยสารเคมี 

พบวา เมล็ดที่นํามากําจัดเช้ือ PCFVd ใน

กรรมวิธี T1 และ กรรมวิธี T2 สามารถกําจัดเช้ือ 

PCFVd ได แตวิธีการของ T1 ทําใหอัตราการงอก

ของเมล็ดพัน ธุ  P-74 และ P-TV ลดลงอยางมี

นัยสําคัญ มีอัตราการงอกเหลือ 49 เเละ 71% 

ตามลําดับ สวน T2 มีผลตออัตราการงอกเล็กนอย 

พบวา อัตราการงอกของพันธุ P-74 และ P-TV คิด

เปน 91 เเละ 94% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

วิธีควบคุมที่เมล็ดติดเช้ือแชในนํ้านาน 25 นาที 

ในกรรมวิธี T9 ที่มีอัตราการงอก 95% และวิธี

ควบคุมที่เมล็ดไมติดเช้ือแชในนํ้านาน 25 นาที ใน

กรรมวิธี T11 มีอัตราการงอก 100% (คํานวณรวม

จาก 4 ซ้ํา = 100 เมล็ด) (Table 1) สอดคลองกับ

งานทดสอบในเมล็ดมะ เขือเทศของ Sombat 

(2019) และยังสอดคลองกับรายงานที่ใช NaOCl 

ในการกําจัดเช้ือ Pospiviroids ได  (Singh et al., 

1989; Wang, 2022) ทั้งน้ีผลที่ไดข้ึนกับสายพันธุ

ของพริกที่นํามาทดสอบดวย (Wang, 2022) กรณี

กรรมวิธีการกําจัดเช้ือดวยสารเคมีจะใชไดผลดี 

กับเ ช้ือที่อยูที่ เซลลผิวของเมล็ด และไมคอยมี

ประสิทธิภาพกับเช้ือที่อยูภายในเมล็ด (Nakamura, 

1982) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่รายงานวา 

NaOCl สามารถใชกําจัดเช้ือไวรอยดที่ปนเปอนบน

เครื่องมือตาง ๆ ได (Singh et al., 1989) Matsuura 

et al. (2010) พบวา NaOCl ที่ความเขมขน 0.5% 

หรือมากกว า ใชกํ าจัด เ ช้ือ  TCDVd ไดอย างมี

ประสิทธิภาพโดยที่สารเคมีดังกลาวจะยอยสลาย

อารเอ็นเอของไวรอยด และยังพบอีกวา ความเขมขน

และคาความเปนกรดดาง (pH) ของสารละลายมีผล

ในการยอยสลายอารเอ็นเอของไวรอยด โดยถา

สารละลาย NaOCl ที่ ใชมี pH ตํ่าจะกําจัดเ ช้ือ 

ไวรอยดไดอยางมีประสิทธิภาพมากกวา (Matsuura 

et al., 2010)  

    2.2 วิธีการกําจัดเชื้อดวยสารเคมีรวมกับ

ความรอน  

การทดสอบการกําจัดเช้ือในเมล็ดดวย

สารเคมีรวมกับการแชนํ้ารอนในกรรมวิธี T3 และ

กรรมวิธี T4 พบวา ทั้งสองวิธีมีประสิทธิภาพในการ

กําจัดเช้ือ PCFVd ได จากการตรวจแบบทั้งเมล็ดไม

พบเ ช้ือ PCFVd (Table 1) แตสงผลกระทบตอ

อัตราการงอกในเมล็ดพริกทั้งสองสายพันธุอยาง 

มาก ทําใหอัตราการงอกเปน 0% (Table 1) จึงไม

สามารถใชวิธีการดังกลาวน้ีในการกําจัดเช้ือ PCFVd 

ในเมล็ดพริกได ซึ่งใหผลแตกตางจากรายงานของ 

Sombat (2019) ที่พบวา การใช 3% NaOCl ในนํ้า

อุณหภูมิ 50° ซ. นาน 25 นาที ในการกําจัดเช้ือ 

PCFVd หรือ CLVd ในเมล็ดมะเขือเทศติดเช้ือ จะ

ไมสงผลกระทบตออัตราการงอกของเมล็ด ทั้งน้ีใน

การทดสอบการฆาเช้ือในเมล็ดดวยวิธีการตาง ๆ 

อาจใหผลที่เหมือนหรือแตกตางกันได ข้ึนกับชนิด

ของพืช พันธุพืช และเช้ือสาเหตุ (Wang, 2022) 

นอกจากน้ัน ความช้ืนในเมล็ด อุณหภูมิ  และ

ระยะเวลาในการกําจัดเช้ือ ตลอดจนการทําใหเมล็ด

ลดอุณหภูมิไดอยางรวดเร็วหลังกรรมวิธีการกําจัด 

มีผลกระทบต ออัตร าการ งอกของเมล็ดดวย 

(Nakamura, 1982) 

    2.3 วิธีการกําจัดเชื้อดวยความรอน  

เมล็ดพริกที่ไดรับการทดสอบการกําจัดเช้ือ 

PCFVd ดวยการแชนํ้ารอนและการอบดวยลมรอน 
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ในกรรมวิธี T5 มีประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือ 

PCFVd และไมสงผลกระทบตออัตราการงอกของ

เมล็ดพริกทั้งสองพันธุ โดยตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 348 นิวคลีโอไทด ของเช้ือ PCFVd ในทั้ง 

2 พันธุ ในสวนของทั้งเมล็ด เปลือกหุมเมล็ด และ

ตนออน (Figure 1B) และมีอัตราการงอกที ่99 และ 

96% ของพันธุ  P-74 และ P-TV ตามลําดับ ซึ่ ง

ใหผลไมตางจากกรรมวิธีควบคุมในเมล็ดติดเช้ือ 

(T9) และในเมล็ดไมติดเช้ือ (T11) ที่มีอัตราการงอก

ที่ 95% และ 100% ตามลําดับ (Table 1) ทั้งน้ีการ

ใชความรอนมีประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือโรคพืช

ไดหลายชนิด และยังเหมาะสมกับการผลิตเมล็ด

พันธุในแบบเกษตรอินทรีย (Nakamura, 1982) 

อยางไรก็ตาม เมื่อเพิ่มเวลาการอบเปน 48 ชม. ใน

กรรมวิธี T6 พบวาเวลาการอบที่เพิ่มข้ึนมีผลกระทบ

ตอความงอกของเมล็ดอยางมาก (ความงอกเปน 

0% ทั้ง 2 พันธุ) (Table 1) จากรายงานที่ผานมา

พบวา การแชนํ้ารอนเมล็ดที่ 50° ซ. นาน  20 - 30 

นาที เปนที่นิยมใช อยางไรก็ตาม กรรมวิธีการแชใน

นํ้ารอนน้ันจะตองควบคุมใหเมล็ด แหงอยางรวดเร็ว

หลังการแชในนํ้ารอน เน่ืองจากมีผลกับความงอก

ของเมล็ด ซึ่งเปนขอที่ผูผลิตเมล็ดพันธุตองพึงระวัง 

นอกจากน้ันการเลือกใชการอบดวยลมรอนที่

อุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมจะสงผลใหไม

เกิดอันตรายกับเมล็ด เน่ืองจากความช้ืนในเมล็ดมี

ผลตอความงอกของเมล็ด (Nakamura, 1982) 

    2.4 วิธีการกําจัดเชื้อดวยสารเคมีแลวตาม

ดวยความรอน  

สําหรับกรรมวิธี T7 ยังไมสามารถกําจัดเช้ือ 

PCFVd ได  เ น่ืองจากยังสามารถตรวจพบเช้ือ 

PCFVd ในทั้ง 2 พันธุ ในสวนของทั้งเมล็ด (whole 

seed) โดยตรวจพบเช้ือในเมล็ดพริกพันธุ P-74 

และ P-TV ในอัตรา 25% และ 50% ตามลําดับ 

อีกทั้งยังสงผลกระทบตออัตราการงอกของเมล็ด

อยางมาก ทําใหมีความงอกเปน 0% ทั้ง 2 พันธุ 

(Table 1) ในขณะที่ Antignus et al. (2007) พบวา 

10% TSP หรือ 2% sodium hypochlorite สามารถ

ใชในการกําจัดเช้ือ Tomato apical stunt viroid 

(TASVd) ที่ปนเปอนที่เซลลผิวของเมล็ดมะเขือเทศได  

จากรายงานการศึกษาของ Nakamura 

(1982) พบวาความช้ืนของเมล็ดกอนเริ่มกรรมวิธีใน

การกําจัดเช้ือเปนปจจัยที่ตองคํานึงถึงในการเลือก

การกําจัดเ ช้ือที่ ติดมากับเมล็ดดวยความรอน 

เน่ืองจากสงผลตอความงอกของเมล็ด เชน การอบ

ดวยลมรอนจะสงผลใหเปนอันตรายกับเมล็ด โดย

ความงอกจะลดลงในกรณีที่เมล็ดมีความช้ืนสูง 

พบวาถาเมล็ดมีความช้ืน 10% ใชการอบดวยลม

รอนที่ 75° ซ. แมเพียงไมกี่นาทีสามารถทําใหเมล็ด

ตายหรือไมงอกทั้งหมด ในทางตรงกันขามถาเมล็ดมี

ความช้ืนนอยกวา 5% สามารถใชการอบดวยลม

รอนที่อุณหภูมิสูงไดโดยไมเปนอันตรายตอความมี

ชีวิตของเมล็ด (Nakamura, 1982) 

เน่ืองจากในการทดลองครั้งน้ีไมไดเก็บ

ขอมูลความช้ืนของเมล็ดกอนที่จะนํามาทดสอบ ทํา

ใหไมสามารถวิเคราะหขอมูลในสวนน้ีได อยางไรก็

ตามจากกรรมวิธีควบคุมในเมล็ดติดเช้ือ (T8) และ

ในเมล็ดไมติดเช้ือ (T10) ที่เมล็ดไมผานการแชนํ้า 

จะเห็นไดวาอัตราการงอกในทั้ง 2 พันธุมีความ

แตกตางกันในทั้ง 2 กรรมวิธีควบคุม เชน ใน T8 มี

อัตราการงอกที่ 77 และ 98% และใน T10 มีอัตรา

การงอกที่ 86 และ 95% ของพันธุ P-74 และ P-TV 

ตามลําดับ (Table 1) ช้ีใหเห็นวาความช้ืนในเมล็ด

เริ่มตนของทั้งสองพันธุมีความแตกตางกัน จึงสงผล

ใหอัตราการงอกของทั้งสองพันธุมีความแตกตางกัน

หลังเมล็ดผานกรรมวิธีในการกําจัดเช้ือ 
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Table 1 Evaluation of seed treatments for control of PCFVd in pepper seeds of variety P-74 
and P-TV 

Treatment 
Seed 

variety 
Viroid detection rate * (%) Seed 

germination 
rate (%) 

Whole 
seed  

Seed coat  Seedling  

T1: 3% NaOCl 25 min P-74  
P-TV 

0 
0 

0 
0 

0  
 0  

49 f  
    71 cde 

T2: 10% NaHCO3 25 min P-74  
P-TV 

0 
0 

0 
0 

 0      
 0  

    91 bcd 
    94 abc 

T3: 3% NaOCl + 50° C HWT 25 
min 

P-74  
P-TV 

0 
0 

NT 
NT 

NT  
NT 

0 
0 

T4: 3% NaOCl + 50° C HWT 60 
min 

P-74  
P-TV 

0 
0 

NT 
NT 

NT 
 NT 

0 
0 

T5: 50° C HWT 25 min + 72° C 
DHT 24 hr 

P-74  
P-TV 

0 
0 

0 
0 

0   
0  

 99 a 
   96 ab 

T6: 50° C HWT 25 min + 72° C 
DHT 48 hr 

P-74  
P-TV 

0 
0 

NT 
NT 

NT  
NT 

0 
0 

T7: 0.5 N HCI 15 min + 10% TSP 1 
hr + 80° C DHT 24 hr 

P-74  
P-TV 

25 
50 

NT 
NT 

NT  
NT 

0 
0 

T8: No treatment P-74  
P-TV 

100 
100 

100 
100 

100  
100 

 77 e 
 98 a                     

T9: H2O 25 min P-74  
P-TV 

100 
100 

100 
100 

100 
100 

   95 ab 
   95 ab 

T10: healthy seed, no treatment P-74 
P-TV 

0 
0 

0 
0 

0  
0  

   86 de 
   95 ab                    

T11: healthy seed, H2O 25 min P-74 
P-TV 

0 
0 

0 
0 

0     
0 

 100 a  
 100 a                    

CV (%)     5.21 
Means in the same column followed by the different letters are significantly different at P<0.05 by LSD, CV = coefficient of 
variation,  *100 seeds test (25 seeds/sample);  HWT: hot water treatment; DHT: dry heat treatment, HCI: hydrochloric acid; 
TSP: trisodium phosphate; NaOCl: sodium hypochlorite; NaHCO3: sodium bicarbonate; NT: no test   
 

นอกจากน้ันการอบดวยลมรอนกับเมล็ดที่มี

ความช้ืนสูงในขณะเริ่มกรรมวิธีการกําจัดเช้ือและใช

เวลาการกําจัดเ ช้ือที่ยาว ยังสงผลให เกิดความ

ผิดปกติกับตนกลาที่งอกได เน่ืองจากอุณหภูมิสงผล

ตอกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล อยางไรก็ตามการอบ

ดวยลมรอนที่เหมาะสมในเมล็ดพืชบางชนิดยังมี

ประโยชนชวยในการกระตุนการงอกของเมล็ด 

ดังน้ัน การเลือกใชการกําจัดเช้ือดวยความรอนควร

มีการตรวจวัดความช้ืนของเมล็ดกอนเริ่มตนกรรมวิธี

การกําจัดเช้ือ เพื่อปองกันอันตรายที่จะเกิดกับเมล็ด 

(Nakamura, 1982) 
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Figure 1 PCFVd detection by RT-PCR technique and the PCR products were analyzed by 2% 
agarose gel electrophoresis; A = whole seed test of PCFVd-infected pepper seeds of 
P-74 (lane 1 - 4) and P-TV (lane 5 - 8); B =  seed treatment no. 5 (T5) of PCFVd-
infected pepper seeds of P-74 (lane 1 - 4 are whole seeds, lane 5 - 8 are seed coats 
and lane 9 - 12 are seedlings) and seed treatment no. 5 (T5) of PCFVd-infected 
pepper seeds of P-TV (lane 13 - 16 are whole seeds, lane 17 - 20 are seed coats 
and lane 21 - 24 are seedlings); H = healthy seeds; RT = rt reaction products; BF = 
buffer; and PCF = pepper chat fruit viroid used as control; M = 100 bp DNA ladder 
markers 

 

สรุปผลการทดลอง 

 การทดสอบวิธีการกํ าจัดเ ช้ือไวรอยด 

PCFVd ที่มีการถายทอดมากับเมล็ดพันธุพริก โดย

ใชสารเคมี หรือการใชสารเคมีรวมกับการแชนํ้ารอน

และ/หรืออบดวยลมรอน ที่อุณหภูมิและชวงเวลาที่

แตกตางกัน กับเมล็ดพริกพันธุ P-74 และ P-TV ที่มี

การติดเช้ือไวรอยด PCFVd 100% โดยในการทดลอง

ทําการตรวจผลการติดเช้ือ PCFVd ดวยเทคนิค RT-

PCR และตรวจอัตราการงอกของเมล็ดหลังผาน

กรรมวิธีการกําจัดเช้ือในแบบตาง ๆ พบวา การแช

เมล็ดพันธุพริกในนํ้ารอนอุณหภูมิ 50° ซ. นาน 25 

นาที ตามดวยการอบลมรอนที่อุณหภูมิ 72° ซ. เปน

เวลา 24 ชม. มีประสิทธิภาพดีที่สุด สามารถกําจัด

เช้ือ PCFVd จากเมล็ดได 100% ตรวจไมพบการติด 

เช้ือ PCFVd จากเมล็ดทั้งบริเวณเปลือกหุมเมล็ด 

และตนออน ทั้งน้ีไมสงผลกระทบตออัตราการงอก

ของเมล็ดพริกในทั้งสองพันธุ ผลจากการศึกษาน้ี

สามารถนําไปใชเปนคําแนะนําเพื่อลดการติดเช้ือ 

PCFVd ในเมล็ดพันธุพริกได 
 

คําขอบคณุ 

งานวิจัยน้ีไดรับทุนอุดหนุนเพื่อสงเสริมและ

การผลิตนิสิตระดับบัณฑิตศึกษาจากภาควิชาโรคพืช 

คณะเกษตรกําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาเขตกําแพงแสน ขอขอบคุณบุคลากรภาควิชา

โรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน และศูนยเทคโนโลยี 

ชีวภาพเกษตร ที่ใหความอนุเคราะหสนับสนุนสถานที ่

และเครื่องมือตาง ๆ เพื่อใชในงานวิจัยน้ี 
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