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การเข้าท าลายและการถ่ายทอดทางเมล็ดของ Columnea latent viroid ในพริก 
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Abstract: Columnea latent viroid (CLVd) could infect into six varieties of pepper plants in this study with               
67-100% infection, detected by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. The 
infected pepper plants showed symptomless or delayed expression in bird chili (Capsicum frutescens) which 
expressed apical leaf distortion, epinasty and small leaves, abnormal flowers with light green petals, less fruit 
setting and seedless at 6 months post inoculation. For the sweet pepper 2, displayed 100% infected plants and 
seeds. The 100 seeds of the sweet pepper 2 variety were sown for grow-out test under plant nursery condition. 
The 26 seedlings germinated from 100 seeds (26% germination) and showed 16 of 26 pepper seedlings of 
CLVd infection (61.5% seed transmission) by RT-PCR technique at 10 weeks post sowing. Base on this work, 
the CLVd was seed transmission in sweet pepper. Its infection and transmission would be the risk of disease 
spreading in planting areas due to difficulty to eradicate the symptomless plants. Thus, control of pepper viroid 
disease should be using disease free seeds. 
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ค าน า 
 

พ ริก  (Capsicum annuum) เป็ นพื ช ในวงศ์
เดียวกับ มะเขือเทศ มะเขือ ยาสูบ และมันฝร่ัง มี ถ่ิน
ก าเนิดจากอเมริกาใต้และแพร่กระจายพนัธุ์ปลกูไปทัว่โลก 
จากข้อมูลปริมาณการน าเข้าเมล็ดพันธุ์ ควบคุมของ
ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2558 จ านวน 4,272 ตนั มีปริมาณ
การน าเข้าเมล็ดมะเขือเทศ พริก และมะเขือยาว จ านวน 
2.6, 1.8 และ 2.8 ตัน ตามล าดับ และปริมาณการน าเข้า
เมล็ดพันธุ์ควบคุมในปี พ.ศ. 2559 จ านวน 7,600 ตัน มี
ปริมาณการน าเข้าเมล็ดมะเขือเทศ พริก มะเขือยาว 
จ านวน 2.9, 21.6 และ 0.7 ตนั ตามล าดบั (สมาคมการค้า
เมล็ดพันธุ์ ไทย, 2560) เป็นที่ทราบกันดีว่าการน าเข้า
ชิน้ส่วนและเมล็ดพันธุ์พืชจากต่างประเทศต้องมีการ
ตรวจสอบเพื่อให้ปราศจากศัตรูพืชเป็นสิ่งต้องห้ามตาม
พระราชบญัญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับท่ี 6) พ.ศ. 2550 
ซึ่งได้ระบุเชือ้ไวรอยด์ไว้ทัง้หมด 15 ชนิด และหลายชนิด
ก่อให้เกิดความเสียหายกบัพืชเศรษฐกิจ เช่น พริก มะเขือ
เทศ มนัฝร่ัง และพืชผกัวงศ์แตงที่มีรายงานแล้วมี 12 ชนิด 
ไ ด้ แ ก่  Potato spindle tuber viroid (PSTVd) (Diener, 
1987), Citrus exocortis viroid (CEVd) (Fagoaga and 
Duran-Vila, 1996), Columnea latent viroid (CLVd) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(Hammond et al., 1989), Chrysanthemum stunt 
viroid (CSVd) (Lawson, 1987), Tomato apical stunt 
viroid (TASVd) (Walter, 1987), Pepper chat fruit 
viroid (PCFVd) (Verhoeven et al., 2009), Tomato 
planta macho viroid (TPMVd) (Galindo et al., 1982), 
Maxican papita viroid (MPVd) (Verhoeven et al., 
2011), Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) (Singh 
et al., 1999), Tomato bunchy top viroid (TBTVd) 
(Mishra et al., 1991), Hop stunt viroid (HSVd) 
(Shikata, 1987) แ ล ะ  Cucumber pale fruit viroid 
(CPFVd) (Sano et al., 1984)  

เชือ้ไวรอยด์จัดเป็นสาเหตุโรคพืชที่มีขนาดเล็ก
ที่สดุ ลกัษณะโครงสร้างเป็นเส้นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยววงปิด 
ไม่มีโปรตีนห่อหุ้มและไม่สามารถสงัเคราะห์โปรตีนเองได้ 
เพิ่มปริมาณภายในเซลล์ของพืชอาศัยและส่งเสริมให้
แสดงอาการโรคอย่างรุนแรงในพืชที่มีความอ่อนแอ เช่น 
มันฝร่ัง และมะเขือเทศ เชือ้ไวรอยด์ชนิดแรกที่พบ คือ 
Potato spindle tuber viroid (PSTVd) ซึ่ งรายงาน เข้ า
ท าลายในมนัฝร่ัง (Diener, 1987) นอกจากนีม้ีรายงานพบ
เชือ้ไวรอยด์หลายชนิดในพริก เช่น CLVd, CSVd, CEVd, 
HSVd และ PSTVd ปริเชษฐ์ และคณะ (2548) รายงาน
การส ารวจพบเชือ้ CLVd จากตวัอย่างมะเขือเทศที่แสดง

บทคัดย่อ: Columnea latent viroid (CLVd) สามารถเข้าท าลายพริก 6 พนัธุ์ ที่น ามาศกึษาในครัง้นีแ้ละเมื่อตรวจสอบด้วย
เทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) พบวา่มีอตัราการเข้าท าลาย 67-100% โดยต้นพริก
ที่ติดเชือ้จะไม่แสดงอาการ หรือแสดงอาการหลังการติดเชือ้อย่างช้ า ๆ ได้แก่  พริกขีห้นู (Capsicum frutescens) มี
ลกัษณะอาการใบยอดผิดปกติ ปลายใบม้วนพับไปด้านหลงัและมีขนาดลดลง ดอกผิดปกติและกลีบดอกมีสีเขียวอ่อน            
ติดผลน้อยและไม่มีการพฒันาของเมล็ดภายในผลหลงัได้รับการปลกูเชือ้นาน 6 เดือน เมื่อศึกษาการถ่ายทอดทางเมล็ด
ของเชือ้ไวรอยด์ในพริกหวาน 2 (Sweet pepper 2) ที่ตรวจพบการติดเชือ้ของต้น 100% และมีการติดเมล็ด พบว่าเมื่อน า
เมล็ดที่ได้ไปปลกูในสภาพโรงเรือน มีต้นพริกที่งอกจ านวนทัง้หมด 26 ต้นจากเมล็ดที่น ามาทดสอบ 100 เมล็ด (ความงอก 
26%) เมื่อต้นพริกอายคุรบ 10 สปัดาห์ น าใบมาตรวจหาเชือ้ CLVd ด้วยเทคนิค RT-PCR เพื่อยืนยนัการถ่ายทอดผา่นทาง
เมลด็สูต้่นออ่น ผลการตรวจพบ 16 ต้น จาก 26 ต้น ตรวจพบเชือ้ CLVd ซึง่คิดเป็นอตัราการถ่ายทอดผา่นทางเมล็ดของเชือ้ 
CLVd ในพริกหวาน 2 ดงักลา่วเทา่กบั 61.5% จากงานทดลองนีส้ามารถยืนยนัได้วา่เชือ้ CLVd สามารถถ่ายทอดทางเมล็ด
พริกหวานได้ สง่ผลให้เกิดความเสี่ยงในการแพร่ระบาดของเชือ้ CLVd ในแปลงปลกูพริก เนื่องจากพริกสว่นใหญ่ไม่แสดง
อาการท าให้ยากที่จะขจดัต้นติดเชือ้ออกไปจากพืน้ที่ปลกู ดงันัน้การใช้เมล็ดพนัธุ์พริกที่ปลอดโรคจะสามารถควบคมุโรคที่
เกิดจากเชือ้ไวรอยด์ได้ดีที่สดุ 
 
ค าส าคัญ: ไวรอยด์  พริก  การถ่ายทอดทางเมลด็ 

วารสารเกษตร 35(1): 101 - 111 (2562) 

Duran-Vila, 1996), Columnea latent viroid (CLVd)              
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อาการต้นเตีย้ แคระแกร็น ยอดแตกเป็นพุ่ม ใบหดลดรูป 
ยน่ และมีอาการเซลล์ตายที่บริเวณเส้นใบ ก้านใบ ก่ิงและ
ล าต้น  และได้ติดตามการกักกันพืชหลงัการเข้ามาในปี 
พ.ศ. 2550 รายงานการส ารวจเชือ้ไวรอยด์ในพืน้ที่จังหวดั
สกลนคร ขอนแก่น อุดรธานี มุกดาหาร กาฬสินธุ์  และ
มหาสารคาม ตรวจพบเชือ้ไวรอยด์ดังกล่าว 11 ตัวอย่าง 
จากแปลงผลิตเมล็ดพันธุ์ ที่ ใช้ เมล็ดพันธุ์ พ่อแม่จาก
ต่างประเทศ เพื่อผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม (ปริเชษฐ์ และ
คณะ, 2554)  และในปี พ.ศ. 2554-2555 ท าการส ารวจ
เชือ้ไวรอยด์ในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศที่ใช้เมล็ด
พันธุ์พ่อแม่จากต่างประเทศ ตรวจพบการติดเชือ้ CLVd 
ในมะเขือเทศ จ านวน 4 ตัวอย่าง และมะอึก 1 ตัวอย่าง 
(ปริเชษฐ์  และคณะ, 2555)  ต่อมามีการส ารวจพบ 
PCFVd ในมะเขือเทศของประเทศไทย (Reanwarakorn  
et al., 2011) ซึง่เป็นเชือ้ที่มีรายงานการถ่ายทอดทางเมล็ด
พนัธุ์พริกได้ โดยความเสียหายจากเชือ้ไวรอยด์ชนิดนีใ้น
ประเทศเนเธอแลนด์ท าให้ผลผลิตลดลงมากกว่า 50% 
(Verhoeven et al., 2009) รา ย งาน ค ว าม เสี ย ห า ย
เนื่องจากเชือ้ CLVd ในหลายประเทศทัว่โลก ได้แก่ ปี ค.ศ. 
2007 พบเชือ้ไวรอยด์เข้าท าลายมะเขือเทศพนัธุ์  Angelle 
และ Santazian ในประเทศอังกฤษอัตรา 50-60% และ
คาดว่าความเสียหายของผลผลิตที่เกิดขึน้มีมากกว่าการ
เข้ าท าลายจาก  PSTVd ( Nixon et al., 2010; Singh, 
1983) และรายงานความเสียหายของมะเขือเทศใน
ประเทศแคนาดา (Singh et al., 1992) เยอรมนี (Spieker, 
1996) และฝร่ังเศส (Steyer et al., 2009) นอกจากนี ้
ผลผลิตมันฝร่ังในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลองมีความ
เสียหายถึง 82% จากการเข้าท าลายจากเชือ้ไวรอยด์
ดั งกล่ า วอี ก ด้ วย  (Hadidi et al., 2003; Sano, 1984; 
Singh et al., 1992; Spieker, 1996 ; Verhoeven et al., 
2004) 

จากรายงานการถ่ายทอดผา่นทางเมลด็พนัธุ์ของ
เชื อ้  CLVd ในมะเขื อเทศ  และพริก (Matsushita and 
Tsuda, 2016) วัตถุประสงค์ของการวิจัยในครัง้นี จ้ึ ง
มุ่ ง เน้ นศึ กษ าการถ่ ายทอดผ่ านทางเมล็ ด  (seed 
transmission) ของเชือ้ไวรอยด์ดงักลา่วในพริกเพื่อใช้เป็น
ข้อมลูที่ส าคญัในการหาแนวทางในการปอ้งกนัการระบาด
และก าจดัเชือ้ไวรอยด์ที่ติดมากบัเมล็ด พฒันาเทคโนโลยี

การตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ์ เพื่อการน าเข้าและ
ส่งออก เนื่องจากยังไม่มีมาตรการก าจัดเชือ้ไวรอยด์ที่
ถ่ายทอดผา่นทางเมลด็ที่มีประสทิธิภาพ 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1. การเตรียมพืชทดสอบ 

พันธุ์พริกที่ใช้ในการทดสอบจ านวนทัง้หมด 6 
พนัธุ์  ได้แก่ พริกขีห้นู (Capsicum frutescens) จ านวน 1 
พันธุ์  และ C. annuum L. เป็นพริกลูกผสมชั่วที่  1 (F1 
hybrid) จ านวน 4 พันธุ์ ได้ แก่  พ ริกขี ห้นูพันธุ์ เทวี  60 
(Tevee 60) พริกหยวกพันธุ์ ก่ิงเพชร (Kingpetch) พริก
หวาน 1 (Sweet pepper 1) และ พริกหวาน 2 (Sweet 
pepper 2) และพริกพนัธุ์ผสมเปิด (OP) ได้แก่ พริกมนัด า 
(PBC365) 

เพาะเมล็ดพริกทัง้หมดลงในกระบะเพาะและ
ย้ายปลกูเมื่อมีอายุ 21 วัน หรือมีใบจริง 2-3 ใบ ลงในถุง
ปลกูขนาด 15 นิว้ ใช้พีทมอสและดินอบฆ่าเชือ้เป็นวัสดุ
ปลูก ใส่ปุ๋ ยสูตร 15-15-15 ทุก 2 สัปดาห์ และใช้มะเขือ
เทศพนัธุ์ Rutgers เป็นพนัธุ์อ่อนแอควบคุม (susceptible 
check) จ านวนพืชทดสอบอย่างน้อย 6 ต้นต่อพันธุ์  พืช
ปกติจ านวน 2 ต้นต่อพนัธุ์ อายพุืชที่ใช้ในการปลกูเชือ้ คือ 
อายปุระมาณ 30 วนัหลงังอกหรือมีใบจริง 3-4 ใบ 

 
2. การเตรียมเชือ้เพื่ อทดสอบโรค (inoculum) และ
ปลูกเชือ้ 

การเตรียมเชือ้ CLVd ในการปลูกเชือ้ให้พืช
ทดสอบ  ใช้เชือ้ CLVd ไอโซเลท NK-KUKPS1 accession 
no. KY235369 โดยใช้ใบสดของมะเขือเทศพนัธุ์  Rutgers 
ที่ ติ ดเชื อ้  CLVd น า้หนัก 1 กรัม ต่อบัฟ เฟอร์ (0.1M 
phosphate buffer, pH 9.0 ที่ เติ ม  0.1%(w/v) Na2SO3

ก่อนการใช้งาน) 5 มิลลิลิตร บดใบพืชในบัฟเฟอร์จน
ละเอียด กรองเอาเศษพืชออก และเติมผงคาร์โบรันดัม
อตัรา 0.1%(w/v) ปลูกเชือ้ด้วยวิธีกลโดยทาน า้คัน้ลงบน
ใบของพืชทดสอบ และทาบัฟเฟอร์ที่เติมผงคาร์โบรันดัม
ลงบนใบของพืชปกติ (negative control) ทิง้ไว้ประมาณ 
1-2 นาที และล้างใบด้วยน า้สะอาดจากนัน้น าพืชที่ได้รับ
การปลกูเชือ้และพืชปกติไปปลกูในโรงเรือนกันแมลง ที่มี

การเข้าท าลายและการถ่ายทอดทางเมล็ดของ Columnea latent viroid ในพริก 
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อุณหภูมิ ระหว่าง 30-35 องศาเซลเซียส (Hammond           
et al., 1989) รับแสงอย่างน้อย 12 ชั่วโมงต่อวัน ท าการ
ปลูกเชือ้ 2 ครัง้ โดยครัง้ที่ 2 ห่างจากครัง้แรก 1 สัปดาห์  
ปล่อยให้พริกทุกต้นติดเมล็ดตามธรรมชาติ และน าใบมา
ตรวจสอบการติดเชือ้ CLVd หลงัปลกูเชือ้ 8 สปัดาห์ 

 
3. การสกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างพืช 

ท าการสกัดแยกอาร์เอ็นเอจากตวัอย่างใบ และ
เมล็ด ด้วยวิธี CTAB (Reanwarakorn et al., 2011) โดย
บดตวัอย่างพืชน า้หนกั 0.05-0.1 กรัม กับไนโตรเจนเหลว
จนตวัอย่างพืชละเอียด และเติม CTAB extraction buffer 
(2%  w/v CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8 .0 , 20  mM 
EDTA, 1.4 M NaCl และเติ ม  1.0%  w/v Na2SO3 และ  
2.0% w/v PVP-40 ก่อนใช้งาน) และละลายตะกอน
สุดท้ายด้วยน า้กลั่นนึ่ งฆ่ าเชื อ้ที่ ปราศจาก RNase 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บที่ อุณหภูมิ  -20 องศา
เซลเซียส 

 
4. การตรวจสอบการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd ด้วย
เ ท ค นิ ค  reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) 

ตรวจสอบการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd ด้วย
เทคนิค RT-PCR จากตวัอย่างอาร์เอ็นเอที่สกดัได้ ด้วยชุด
ไพรเมอร์ CL-P2 ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเชือ้ CLVd 
(ส า ย  cCL-P2 ล า ดั บ เบ ส ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  5’-
CTGCAGCCATGCAAAGA- 3’ จ านวน 17 เบส และสาย 
hCL-P2 ล า ดั บ เ บ ส ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  5’- 
GGTCAGGTGTGAACCAC-3’ จ านวน 17 เบส) ดีเอ็นเอ
ผลผลิตแบบครบจีโนมของเชือ้ CLVd ขนาด 370 นิวคลี-
โอไทด์ (ศศิประภา, 2551) แบง่ออกเป็น 2 ขัน้ตอนดงันี ้

ขัน้ตอนแรก เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ cDNA 
ของเชือ้ไวรอยด์ด้วยวิธีการ reverse transcription (RT) 
ปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลติร ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์
สายลบ (cCL-P2) ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ และ
ตวัอย่างอาร์เอ็นเอ 3.5 ไมโครลิตร น าเข้าเคร่ือง thermal 
cycler  ยี่ห้อ Biometra รุ่น T1 (Biometra GmbH)  โดยตัง้
โปรแกรมการท างานดังนีค้ือ 96 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที 1 รอบ จากนัน้น ามาแช่น า้แข็งทันที 2 นาที และ

น าเข้าเคร่ือง thermal cycler อีกครัง้ โดยตัง้โปรแกรมการ
ท างานท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 1 รอบ จากนัน้
น ามาเติม  reverse transcriptase buffer ความเข้มข้น 
1X, dNTPs ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ และเอ็นไซม์ 
reverse transcriptase ความเข้มข้น 100 ยูนิต แล้วจึง
น าเข้าเคร่ือง thermal cycler โดยตัง้โปรแกรมการท างาน
ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 1 รอบ 

ขัน้ตอนที่สอง เป็นขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอจาก cDNA ที่ ได้จากขัน้ตอนแรกด้วยเทคนิค PCR 
เพื่ อให้มีป ริมาณของผลผลิตดี เอ็นเอมากพอที่ จะ
ตรวจสอบในขัน้ตอนต่อไปได้  ปฏิกิ ริยาปริมาตร 20 
ไม โค รลิ ต ร ป ระกอบ ด้ วย  1x PCR buffer (Thermo 
ScientificTM) MgCI2 ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์  dNTPs 
ความเข้มข้น 0.25 มิลลิโมลาร์ ไพรเมอร์ cCL-P2 และ 
hCL-P2 ความ เข้ ม ข้น  0.1 ไม โครโมลาร์  Taq. DNA 
polymerase (Thermo ScientificTM) ความเข้มข้น 1 ยูนิต  
cDNA ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรสดุท้าย
ด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ที่ปราศจาก RNase  จากนัน้น าเข้า
เคร่ือง thermal cycler  โดยโปรแกรมการท างานดังนีค้ือ 
ขัน้ท่ี1 อณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 
รอบ ขัน้ที่ 2 อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียสนาน 40 วินาที ขัน้
ที่  3 อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียสนาน 40 วินาที ขัน้ที่  4 
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียสนาน 40 วินาที โดยท าซ า้ขัน้ท่ี 
2-4 จ านวน 39 รอบ และขัน้ที่  5 อุณหภูมิ  72 องศา
เซลเซียสนาน 7 นาที จ านวน 1 รอบ 

ตรวจสอบขนาดของดี เอ็น เอผลผลิตจาก
ป ฏิ กิ ริ ย า  RT-PCR ที่ ไ ด้ ข้ า ง ต้ น  ด้ ว ย วิ ธี  gel 
electrophoresis  โดยใช้ 2% agarose gel ละลายใน 0.5 
X TBE buffer แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศกัย์ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที  จากนัน้น า agarose gel 
ย้อมด้วย ethidium bromide นาน 15 นาที  แช่ในน า้ 5 
นาที และน าไปตรวจดูแถบของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV- 
transilluminator และบนัทกึภาพ 

 
5. การตรวจสอบการเข้าท าลายและการถ่ายทอด
เชือ้ทางเมล็ด 

สงัเกตและบนัทึกลกัษณะอาการผิดปกติของพืช
ทดสอบที่ได้รับการปลูกเชือ้ CLVd เปรียบเทียบกับพืช
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ปกติ และเก็บตวัอย่างใบพืชทดสอบที่ได้รับการปลกูเชือ้
นาน 8 สัปดาห์ และต้นปกติ  มาสกัดอาร์เอ็นเอและ
ตรวจสอบหาเชื อ้  CLVd ด้ วยเทคนิ ค  RT-PCR ตาม
ขัน้ตอนในข้อ 3 และ 4 จากนัน้น าผลการตรวจสอบด้วย
เทคนิค RT-PCR มาหาเปอร์เซ็นต์การเข้าท าลายของเชือ้ 
CLVd ในพริกทกุพนัธุ์ที่น ามาทดสอบ 

เก็บเมล็ดพริกจากต้นที่ได้รับการปลูกเชือ้นาน            
8 สปัดาห์ และต้นปกติ มาท าการนบัจ านวนเมลด็ จากนัน้
น าเมล็ดที่ ได้มาสกัดอาร์เอ็นเอและตรวจสอบหาเชือ้ 
CLVd ด้วยเทคนิค RT-PCR เพื่อหาสายพนัธุ์พริกที่มีเมล็ด
ติดเชือ้ไวรอยด์ จากนัน้เมล็ดที่เหลือจากการตรวจพบเชือ้
ไวรอยด์ในขัน้ต้นนีจ้ะถกูน าไปทดสอบหาการถ่ายทอดทาง
เมล็ดพันธุ์  โดยการปลูกลงในกระถางขนาด 6 นิว้ เพื่อ
สังเกตอาการของโรคในสภาพโรงเรือน (grow-out test, 
GOT) เปรียบเทียบกับต้นที่ปลูกจากเมล็ดที่ได้จากต้น
ปกติเป็นเวลา 10 สัปดาห์ และยืนยันผลการถ่ายทอด          
ไวรอยด์ผ่านทางเมล็ดด้วยการตรวจสอบหาเชือ้ CLVd 
จากใบพืชทดสอบอายุ 10 สปัดาห์หลงัปลกู ด้วยเทคนิค 
RT-PCR ตามวิธีการข้างต้น 

 
ผลการทดลอง 

 
การตรวจสอบการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd ในพริก 
6 พันธ์ุ 

จากการทดลองพบว่าพันธุ์ พริกที่ ใช้ ในการ
ทดสอบจ านวนทัง้หมด 6 พันธุ์  ถูกเข้าท าลายโดยเชือ้ 
CLVd ได้ และมีเพียงพริกขีห้นู (C. frutescens)  ที่แสดง
อาการของโรคที่เกิดจากการเข้าท าลายของเชือ้ไวรอยด์ 
โดยมีอาการใบยอดผิดปกติ ปลายใบม้วนพบัไปด้านหลงั 
และมีขนาดลดลง ดอกผิดปกติและกลบีดอกมีสีเขียวอ่อน 
ติดผลน้อยและไม่มีการพฒันาของเมล็ดภายในผล (ภาพ
ที่ 1) เมื่อตรวจสอบอาร์เอ็นเอจากใบของพริกทัง้หมดด้วย
เทคนิค RT-PCR คิดเป็นอัตราการเข้าท าลายของเชือ้ 
CLVd ในพริกขี ห้นู  (C. frutescens) ที่  83% พริกขี ห้นู
พนัธุ์ เทวี 60 ที่ 67% พริกหยวกพันธุ์ ก่ิงเพชร พริกหวาน 1 
และ พริกหวาน 2  และพริกมันด า (PBC365) ที่  100% 
ตามล าดบั (ตารางที่ 1 และ ภาพที่ 1) 

 

การตรวจสอบการถ่ายทอดเชือ้ CLVd ทางเมล็ด 
จากการทดลองพริกจ านวน 3 พนัธุ์ จาก 6 พนัธุ์  

มีการติดผลและเมล็ดหลงัจากได้รับการปลูกเชือ้ CLVd 
ได้แก่ พริกขีห้นูพนัธุ์ เทวี 60 พริกหยวกพันธุ์ ก่ิงเพชร และ
พริกหวาน 2 (ตารางที่  1) เมื่อท าการตรวจสอบหาเชือ้ 
CLVd จากอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากเมล็ดพริกทัง้ 3 สาย
พนัธุ์ด้วยเทคนิค RT-PCR ปรากฏว่าตรวจไม่พบเมล็ดติด
เชือ้ CLVd จากพริกขีห้นพูนัธุ์เทวี 60 และพริกหยวกพนัธุ์
ก่ิงเพชร จากจ านวนเมล็ดที่น ามาตรวจสอบทัง้หมด 516 
และ 140 เมล็ด ตามล าดบั อย่างไรก็ตามพบว่าเมล็ดพริก
หวาน 2 ที่สุ่มมาตรวจสอบจ านวน 10 เมล็ด พบ 5 เมล็ด
ติดเชือ้ CLVd จึงน าเมล็ดที่เหลือไปปลกูทดสอบในสภาพ
โรงเรือน เพื่อยืนยนัการถ่ายทอดเชือ้สู่ต้นอ่อน (embryo) 
(ภาพที่ 2) 

ผลการตรวจสอบยืนยนัการถ่ายทอดเชือ้ CLVd 
ทางเมล็ดในพริกหวาน 2 ซึ่งตรวจพบเชือ้ไวรอยด์จาก
เมล็ดที่สุ่มตรวจในเบือ้งต้นพบเมล็ดที่ติดเชือ้ 50% (ติด
เชือ้ 5 เมล็ดจาก 10 เมล็ด) ด้วยเทคนิค RT-PCR นัน้ หลงั
น าเมล็ดที่ เหลือจ านวน 100 เมล็ดมาปลูกทดสอบใน
สภาพโรงเรือน เปรียบเทียบกบัเมล็ดที่ได้จากพริกหวาน 2 
ต้นปกติ พบว่ามีจ านวนต้นที่งอกทัง้หมด 26 ต้น (ความ
งอก 26%) ในขณะที่เมล็ดจากพริกหวาน 2 ต้นปกติ มี
จ านวนต้นที่งอกทัง้หมด 89 ต้นจากจ านวน 100 เมล็ด 
(ความงอก 89%) โดยต้นพริกที่งอกจากเมล็ดที่ได้จากต้น
ติดเชือ้ไวรอยด์ไม่พบอาการผิดปกติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
ต้นพริกที่งอกจากเมล็ดที่ ได้จากต้นปกติที่มีอายุ 10 
สปัดาห์เท่ากนั และเมื่อตรวจสอบยืนยนัการถ่ายทอดเชือ้ 
CLVd สู่ต้นอ่อนด้วยเทคนิค RT-PCR  พบว่าพริกหวาน 2 
ที่งอกทัง้หมด 26 ต้น มีต้นพริกที่ติดเชือ้ไวรอยด์จ านวน 
16 ต้น คิดเป็นการถ่ายทอดเชือ้ CLVd ทางเมล็ด เท่ากับ 
61.5% ดังแสดงผลในตารางที่ 1 และภาพที่ 3 แต่ไม่พบ
ต้นติดเชือ้ CLVd จากพริกหวาน 2 ซึ่งปลกูจากเมล็ดที่ได้
จากต้นปกติเมื่อตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค RT-PCR 
(ไมไ่ด้แสดงผล) 
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Table 1. Detection of Columnea latent viroid infection in six pepper cultivars by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) 

Pepper cultivar Symptom Total 
seed2 

RT-PCR 

% Plant 
infection 

Infected 
seed /total 
seed test 

Grow-out test 
(infected/ total 

germinated 
plant) 

% seed 
transmission3 

C. frutescens + (L-dist)1 0 83 (5/6) NT NT NT 

Tevee 60 - 516 67 (4/6) 0/516 NT NT 

Kingpetch - 140 100 (6/6) 0/140 NT NT 

Sweet pepper 1 - 0 100 (6/6) NT NT NT 

Sweet pepper 2 - 110 100 (6/6) 5/10 16/26 61.5 

PBC365 - 0 100 (6/6) NT NT NT 
1 L-dist = abnormal apical, leaf epinasty and reducing leaf size, 2 total seed from CLVd infected plant, 
3 % seed transmission = (CLVd infected plant /total germinated plants) x 100, NT= No test 

Figure 1. Symptoms of Columnea latent viroid infected on chili pepper (C. frutescens) at 6 months post 
inoculation; (A) healthy (B) abnormal apical, reducing of leaf size, abnormal flowers with light 
green petals 

วารสารเกษตร 35(1): 101 - 111 (2562) 



 

 107 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิจารณ์ 
 

ลกัษณะอาการโรคที่เกิดจากเชือ้ CLVd จากการ
ปลูกเชือ้ด้วยวิธีกลบนพริกทุกสายพันธุ์ที่น ามาศึกษา 
พบว่าพริกทุกสายพันธุ์มีการแสดงความต้านทานแบบ
ทนทาน (tolerance) ต่อการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd 
เนื่องจากไมแ่สดงอาการโรค หรือแสดงอาการภายหลงัการ
ติดเชือ้อย่างช้า ๆ เนื่องจากเชือ้ไวรอยด์มีลกัษณะแฝงอยู่
ภายในต้นพืช และเมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR 
อตัราการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd บนพริกทัง้ 6 พนัธุ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อยู่ในระดับสูง คือ 67-100% ซึ่งผลที่ได้แสดงให้เห็นถึง
ความเสี่ยงในการแพร่ระบาดของเชือ้ CLVd ไปกบัต้นพริก
ที่ติดเชือ้แต่ไม่แสดงอาการ ซึ่งท าให้ยากต่อการก าจัดเชือ้
ไวรอยด์ให้หมดไปจากแปลงปลูก และจะเป็นแหล่งของ
เชือ้ที่สามารถเข้าท าลายพืชผกัและไม้ดอกซึ่งเป็นพืชปลกู
เศรษฐกิจที่มีรายงานแล้วว่ามีความอ่อนแอต่อการเข้า
ท าลายของเชือ้ CLVd เช่น มะเขือเทศ มะเขือ แตงกวา พิทู
เนีย และ gloxinea (Hammond et al., 1989; Matsushita 
and Tsuda, 2015; Nielsen and Nicolaisen, 2010; 
Yanagisawa and Matsushita, 2017) เป็นต้น 

Figure 2. RT-PCR results of Columnea latent viroid detection of seed from Sweet pepper 2 plant, the 
target size of DNA product was 370 bp;  M= 100 bp. molecular weight markers, P= CLVd 
infected Rutgers tomato, 1-10 = seed no. 1 to no. 10, C1 and C2 = healthy pepper seed, D= 
CLVd infected pepper leaf, bf= buffer 

Figure 3. RT-PCR results of seedling at 10 weeks post sowing on grow-out test of Columnea latent 
viroid infected seed lot Sweet pepper 2, the target size of DNA product was 370 bp; M= 100 
bp. molecular weight marker, P= CLVd infected Rutgers tomato, 1-24 = plant no. 1 to 24, C1= 
healthy pepper, bf= buffer 

อัตราการเข้าท าลายของเชือ้ CLVd บนพริกทัง้ 6 พันธุ์            
. 
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ผลการทดลองการตรวจสอบการถ่ายทอดเชือ้ 
CLVd ทางเมล็ดข้างต้นแสดงให้เห็นว่าการเข้าท าลายของ
เชือ้ CLVd มีผลต่อการพฒันาดอก ผล และการติดเมล็ด
ของพริกทัง้ 6 สายพนัธุ์แตกต่างกนั ได้แก่ แบบแรก เชือ้ไว
รอยด์ท าให้พริก 3 พันธุ์ได้แก่ พริกขีห้นู (C. frutescens)  
พริกหวาน 1  และพริกมันด า (PBC365) ได้รับผลกระทบ
จากการเข้าท าลายค่อนข้างมาก  เนื่ องจากบางต้น
สามารถติดผลได้แต่ไม่มีการพฒันาของเมล็ด และบางต้น
ไมม่ีการติดผลหลงัจากได้รับการปลกูเชือ้ เมื่อเปรียบเทียบ
กบัต้นปกติที่ปลกูเชือ้ด้วยบัฟเฟอร์ยงัคงติดผลและเมล็ด
ได้ อาจเนื่องมาจากการเข้าท าลายของเชือ้ไวรอยด์มีผลท า
ให้ละอองเกสร (pollen) มีความผิดปกติ  เมื่อเกิดการ
ปฏิสนธิจึงไม่เกิดการพฒันาเปลือกหุ้มเมล็ด (seed coat) 
และต้นอ่อนภายในเมล็ด แบบที่สอง คือ พริกพนัธุ์ที่ได้รับ
การปลูกเชือ้ไวรอยด์สามารถออกดอก ติดผลและมีการ
พฒันาของเมลด็เช่นเดียวกบัต้นปกติ ได้แก่ พริกขีห้นพูนัธุ์
เทวี 60 พริกหยวกพนัธุ์ ก่ิงเพชร และพริกหวาน 2 แสดงว่า
เชือ้ไวรอยด์ดังกล่าวอาจส่งผลกระทบต่อการพัฒนา
ละอองเกสรและการปฏิสนธิน้อยกว่าของพริก 3 พนัธุ์แรก
ที่ไม่ติดเมล็ดดงักลา่ว หรือกลา่วได้ว่าพริกแต่ละสายพนัธุ์
มีความทนทานต่อการเข้าท าลายของเชือ้ไวรอยด์ได้
แตกตา่งกนั 

อย่างไรก็ตามการศึกษาการถ่ายทอดของเชือ้ 
CLVd ผ่านเมล็ดพริกในครัง้นี ้สามารถยืนยนัเป็นครัง้แรก
ได้ว่าเชือ้ CLVd สามารถถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดของพริก
หวานได้  ซึง่จากการทดลองก่อนหน้านีพ้บวา่เชือ้ CLVd มี
รายงานการถ่ายทอดผา่นเมล็ดพนัธุ์มะเขือเทศ 5.5-100% 
แต่ไม่มีรายงานการถ่ายทอดผ่านเมล็ดพริกและมะเขือ 
(Matsushita and Tsuda, 2016)  รายงานการศึกษาเชือ้ 
PSTVd ก็พบว่าเชือ้ไวรอยด์สามารถถ่ายทอดผ่านเมล็ด
พันธุ์พริก 2 สายพันธุ์  คือ C. annuum var. grossum4 
และ C. annuum var. angulosum3 ที่  0.3% และ 0.5% 
ตามล าดับ  ถ่ายทอดผ่านเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศที่ 90% 
(Matsushita and Tsuda, 2016) การถ่ายทอดผา่นเมลด็พิ
ทูเนียที่ 97% (Verhoeven et al., 2009)  และรายงานการ
ถ่ายทอดทางเมลด็ของเชือ้ PCFVd ในพริกหวานสายพนัธุ์ 
Jaguar ที่ 19% ซึ่งท าให้ผลพริกมีขนาดลดลงอย่างมาก 
สามารถเข้าท าลายมะเขือเทศและมนัฝร่ัง ท าให้มีลกัษณะ

อาการโรคคล้ายกับการเข้าท าลายโดย PSTVd (Owens  
et al., 1978)  นอกจากนีก้ารศกึษาตรวจติดตามการสะสม
ของ PSTVd ในเนือ้เยื่อส่วนต่าง ๆ ของเมล็ดมะเขือเทศที่
ได้จากต้นที่ติดเชือ้และมีการถ่ายทอดทางเมล็ดด้วยวิธี in 
situ hybridization พบว่าการที่เชือ้ PSTVd มีเปอร์เซ็นต์
การถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดสูงถึง 90% เนื่องจากเชือ้         
ไวรอยด์ดงักลา่วสะสมอยู่ในต้นอ่อน  ปลายราก (radical)  
เอ็นโดสเปิร์ม (endosperm) และเปลือกหุ้มเมล็ด  ดงันัน้
เมื่องอกเป็นต้นอ่อนเชือ้จึงสามารถเจริญเพิ่มปริมาณใน
ต้นอ่อนได้ และสามารถถ่ายทอดผ่านทางวิธีกลหากมีการ
สัมผัสกัน  (Matsushita and Tsuda, 2016) เนื่ อ งจาก 
PSTVd และ PCFVd จัดอยู่ในสกุล (genus) Pospiviroid 
เช่นเดียวกันกับ CLVd (Matsushita and Tsuda, 2016; 
Owens et al., 1978; Verhoeven et al., 2009) จึงเป็นที่
น่าสนใจว่าเชือ้ไวรอยด์ในสกุลนี ้มีความสามารถในการ
เข้าท าลายและถ่ายทอดทางเมล็ดพนัธุ์พืชเศรษฐกิจ เช่น 
มะเขือเทศ และพริกได้  ซึ่งก่อให้เกิดความเสยีหายต่อการ
ผลิตผลสดและการผลิตเมล็ดพันธุ์ เพื่อการส่งออกและ
น าเข้า ถูกจัดให้เป็นเชือ้กักกันเนื่องจากก่อให้เกิดความ
เสียหายรุนแรงในหลายประเทศทัว่โลก นอกจากนีก้ารน า
เมล็ดพริกมาฆ่าเชือ้ที่ผิวด้วยสารบางชนิด เช่น sodium 
hypochlorite (สวิตา และคณะ, 2560) ยงัไม่มีรายงานว่า
สามารถใช้ฆ่ าเชื อ้ไวรอยด์ ในเมล็ดได้  ดังนั น้จึ งมี
ความส าคัญอย่างมากในการตรวจสอบเชือ้ CLVd ใน
เมล็ดพนัธุ์พริกก่อนการน าเข้าและส่งออกไปต่างประเทศ
ด้วยเทคนิคที่มีความแมน่ย าสงู นอกจากนีก้ารสุม่ตวัอยา่ง
เมล็ดเพื่อใช้ในการตรวจสอบควรมีจ านวนที่เพียงพอใน
การตรวจสอบ 
 

สรุป 
 

เชือ้ CLVd สายพันธุ์  NK-KUKPS1 ที่น ามาใช้
ทดสอบเพื่อศึกษาการเข้าท าลายและการถ่ายทอดทาง
เมล็ดในพริก มีความสามารถในการเข้าท าลายพริกทุก
พนัธุ์ที่น ามาศึกษา โดยพริกเกือบทุกพนัธุ์ไม่แสดงอาการ
ของโรค เมื่อตรวจสอบยืนยันผลด้วยเทคนิค RT-PCR 
ร่วมกบัไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงสงูต่อเชือ้ CLVd  
พบว่าเชือ้ไวรอยด์สายพันธุ์ดังกล่าวนี ้สามารถถ่ายทอด
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ผา่นเมล็ดพริกหวาน 1 พนัธุ์ จากพริกทัง้หมด 6 พนัธุ์ และ
พบว่าต้นพริกที่ ได้จากเมล็ดติดเชือ้  ไวรอยด์ไม่แสดง
อาการของโรค ท าให้ยากต่อการตรวจหาเชือ้ในเบือ้งต้น
ด้วยสายตาและท าลายต้นเป็นโรค หากเกิดการหลดุรอด
ของต้นติดเชือ้จะท าให้เกิดการแพร่ระบาดของเชือ้ได้อยา่ง
กว้างขวาง อย่างไรก็ตามการถ่ายทอดทางเมล็ดของ เชือ้ 
CLVd จะมีเปอร์เซ็นต์สูงหรือไม่ ขึน้อยู่กับหลายปัจจัย 
ได้แก่ ชนิดและสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรอยด์ ความรุนแรงของ
เชื อ้  ชนิ ดและพันธุ์ พื ช  ความอ่อนแอของพื ช และ
สภาพแวดล้อม 
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