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การถ่ายทอดเชื้อ Columnea latent viroid ผ่านทางเมล็ดของแตงกวา
Seed Transmission of Columnea latent viroid in cucumber
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ABSTRACT

Columnea latent viroid	(CLVd)	seed	transmission	was	studied	in	6	cucumber	varieties	 

by	inoculating	CLVd	on	5	seedlings	of	each	variety.	Inoculated	plants	were	confirmed	the	

CLVd-infection	by	Reverse	transcription	–	polymerase	chain	reaction	(RT	–	PCR)	technique.	

Cucurbit	seeds	were	harvested	from	30-35	days	mature	fruits	after	cross	pollination	of	the	

infected	 plants.	 The	 cucurbit	 seeds	were	 determined	 for	 the	 presence	 of	 370	 bp	 DNA	 

fragment	of	CLVd		to	confirm	seed	transmission.	The	results	showed	that	7	samples	of	 

3	varieties	were	0.19	–	1.77%	seed	transmission.	All	PCR	products	of	the	CLVd	positive	 

samples	were	sequenced	and	aligned	with	GenBank	database	for	sequence	homology.	They	

were	367-369	nucleotides	in	size	and	97-99%	sequence	similarity	with	CLVd	isolates.	The	

results	indicate	that	CLVd	was	seed	transmission	in	cucumber	plants.
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บทคัดย่อ
การศึกษาลักษณะการถ ่ายทอดเชื้อ	

Columnea latent viroid	(CLVd)	ผ่านทางเมล็ด

ของแตงกวาและแตงร้านรวม	 6	 สายพันธุ์	 โดย

ปลูกเชื้อ	CLVd	ลงบนแตงกวาและแตงร้านสาย

พันธุ์ละ	5	ต้น	ตรวจยืนยันการติดเชื้อด้วยเทคนิค	

Reverse	 transcription	–	polymerase	chain	

reaction	(RT	–	PCR)	จากนั้น	เก็บเมล็ดจากผล

แตงที่มีอายุประมาณ	30	–	35	วัน	ภายหลังจาก

การผสมเกสรแบบข้าม	(cross	pollination)	แล้ว

นำาเมล็ดที่ได้จากต้นที่ติดเชื้อมาเพิ่มปริมาณ	DNA	

ขนาด	370	bp	ของเชื้อ	CLVd	เพื่อประเมินการ

ถ่ายทอดผ่านทางเมลด็ของไวรอยด์ในแตงกวาและ

แตงร้าน	 จากการตรวจ	 พบว่า	 มีเมล็ดท่ีติดเชื้อ

จำานวน	7	ตัวอย่าง	จากแตงกวาและแตงร้านรวม	

3	สายพนัธุ	์คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชือ้	คอื	

0.19	 –	 1.77%	 นำาผลผลิต	 PCR	 ของตัวอย่าง 

ท่ีตรวจพบเชือ้ทัง้	7	ตวัอย่าง	ไปวเิคราะห์หาลำาดบั

นิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยันการติดเชื้อ	 พบว่า	 เชื้อมี

ความยาว	367	-	369	นิวคลีโอไทด์	และนำาผลมา

เปรยีบเทียบกบัข้อมลูใน	GenBank	มคีวามเหมอืน

กับเชื้อ	 CLVd	 ที่	 97	 –	 99%	 จากการทดลอง 

ในครั้งนี้สรุปว่าเชื้อ	CLVd	สามารถถ่ายทอดผ่าน

ทางเมล็ดในแตงกวาได้

ค�าส�าคญั :	 ไวรอยด์,	พืชตระกลูแตง,	การถ่ายทอด 

ทางเมล็ด

บทน�า
แตงกวา	 (Cucumber)	 หรือ Cucumis 

sativus	L.	จัดให้อยู่ในวงศ์ Cucurbitaceae	ซึ่ง

เป็นตระกูลเดียวกับ	 แตงโม	 ฟักทอง	 แคนตาลูป	

มะระ	และบวบต่าง	ๆ 	(กมล,	2536)	ปี	พ.ศ.	2559	

ประเทศไทยมกีารนำาเข้าเมลด็พนัธุแ์ตงกวาปรมิาณ	

10,563.29	 กก.	 คิดเป็นมลูค่า	 26,328,511.75	บาท	 

และมีการส่งออกแตงกวาปริมาณ	64,917.87	กก.	

คิดเป็นมูลค่า	 298,199,457.89	 บาท นอกจากนี ้

มีการนำาเข้าเมล็ดพันธุ ์ควบคุมของแตงร้านใน

ปริมาณ	 18 ,507 .98	 กก .  คิด เป ็นมูลค ่ า	

43,689,631.26	 บาท	 และมีปริมาณการส่งออก	

22,543.33	กก.	คดิเป็นมูลค่า	83,473,427.20	บาท 

ประเทศไทยส่งออกเมล็ดแตงกวาและแตงร้านไป

ยงัประเทศ	อนิเดีย	บังคลาเทศ	เวยีดนาม	ศรลีงักา	

กมัพชูา	เนเธอร์แลนด์	ญีปุ่น่	พม่า	และจนี (สมาคม

การค้าเมล็ดพันธุ์ไทย,	 2559)	 แตงกวาเป็นผักที่

นิยมปลูกกันแพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ	

มีอายุเก็บเกี่ยวสั้น	จึงทำารายได้ให้กับผู้ปลูกในช่วง

ระยะเวลาที่สั้น	ได้ดีกว่าพืชอีกหลายชนิด	เป็นผัก

ที่ปลูกได้ตลอดทั้งปี	 แต่เกษตรกรนิยมปลูกในช่วง

ฤดูฝน	เนื่องจากเจริญเติบโตเร็วกว่าฤดูอื่น	ดังนั้น	

ในการปลูกแตงกวามักจะพบปัญหาเกี่ยวกับโรค 

ที่เกิดจากเชื้อรา	เช่น	โรครากเน่าโคนเน่า	โรครา

นำ้าค้าง	(ภูมิปัญญาเกษตรไทย,	2560)	นอกจากนี้	

ยังพบเชื้อแบคทีเรีย	 เช้ือไวรัส	 และเช้ือไวรอยด	์ 

ซึง่เชือ้ไวรอยด์ทีเ่ป็นสาเหตสุำาคญั	ก่อให้เกิดโรคใน

แตงกวา	 ได้แก่	 Hop stunt viroid	 (HSVd)	 

Cucumber pale fruit viroid (CPFVd) และ	

Columnea latent viroid	(CLVd)	

เชื้อ	CLVd	จัดอยู่ในวงศ์	Pospiviroidae 

สกุล Pospiviroid ตรวจพบใน	 Columnea  

erythrophea	 ที่ไม่แสดงอาการ	 ซึ่งปลูกในเชิง 

การค้าในรัฐแมรี่แลนด์	 เมื่อเชื้อถ่ายทอดสู่มะเขือ

เทศสายพันธุ์	Rutgers	จะแสดงอาการใบม้วนงอ	

ต้นเต้ียแคระเหมือนกับที่ได ้รับเชื้อ	 Potato  

spindle tuber viroid (PSTVd)	แต่อาการรุนแรง

น้อยกว่า	 (Owens	 et al.,	 1978)	 Hammond	 

et al.,	(1989)	ได้ศกึษาพชือาศยั	ได้แก่	มะเขอืเทศ	

Gynura	ยาสูบ	และแตงกวา	พบว่า	เชื้อ	CLVd	
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สามารถทำาให้มะเขอืเทศ	และแตงกวา	แสดงอาการ 

ใบม้วนงอ	ลดรูป	และต้นเตี้ยแคระ	ซึ่งคล้ายคลึง

กับอาการที่พบในมันฝรั่ง	 นอกจากนี้ยังพบอาการ

เซลล์ตายเฉพาะจุด	 (Singh,	1973;	Singh	and	

Clark,	1973;	Walter,	1981)	สำาหรบัการถ่ายทอด

เชือ้ไวรอยด์มรีายงาน	พบว่า	เชือ้	PSTVd	สามารถ

ถ่ายทอดด้วยวิธีกล	ทางละอองเรณู	(pollen)	และ

ผ่านทางเมลด็	(seed	transmission)	ในมะเขอืเทศ	 

และมันฝรั่ง	(Benson	and	Singh,	1964;	Singh,	

1970;	 Gross	 et al.,	 1978)	 และพบว่า	 เชื้อ	 

Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd)	

สามารถตดิไปกับเมล็ด	(seed	borne)	ในมะเขอืเทศ	

และสามารถตรวจพบเชือ้ท้ังในเมล็ด	 และต้นกล้า

ของมะเขือเทศในเปอร์เซ็นต์ที่สูง	 (Singh	 and	

Dilworth,	2009)	ศศิประภา	(2551)	รายงานว่า	

เชื้อ	 CLVd	 สามารถถ่ายทอดได้โดยวิธีกลใน 

มะเขือเทศและมันฝรั่ง	 และพบว่า	 ถ่ายทอดทาง

เมล็ดของมะเขือเทศได	้Matsushita	and	Tsuda	

(2016) ได้ทำาการศึกษาการถ่ายทอดผ่านเมล็ด	 

ของเชือ้	CLVd	โดยทดสอบในมะเขอืเทศ	(Solanum 

lycopersicum) มะเขือ	 (Solanum melongena)	

และเก๊กฮวย	(Glebionis coronaria)	พบว่า	พืช

ท่ีมีการถ่ายทอดเชื้อผ่านทางเมล็ดคือ	 มะเขือเทศ	

ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อที	่ 5.3	 –	 100%	

สำาหรับการทดลองในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศึกษาการถ่ายทอดของเชื้อ	CLVd	ผ่านทางเมล็ด

แตงกวาและแตงร้าน

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การเพิ่มปริมาณเชื้อ CLVd ส�าหรับใช้ในงาน

ทดลอง

นำาเชื้อ	CLVd isolate	NK	–	KUKPS1	

(370	 nt , 	 accession	 no.	 KY235369,	 

Reanwarakorn et al.,	 2017)	 ไปเพิ่มปริมาณ	 

บนมะเขอืเทศพนัธุส์ดีาทพิย์	4	โดยนำาใบมะเขอืเทศ 

ที่ติดเชื้อไปบดใน	0.1	M	phosphate	buffer	pH	

9.0	 (เติม	 0.1%	Na
2
SO

3	
ก่อนใช้)	 ในอัตราส่วน	

ใบพืช	 0.1	 ก.	 ต่อ	 phosphate	 buffer	 1	 มล.	 

จากนั้นเติมผงคาร์โบรันดัม	 ปริมาณ	 0.05%	 

ในนำ้าคั้นพืช	 เพื่อเป ็นตัวทำาให ้เกิดบาดแผล	 

นำานำ้าค้ันที่ได้ไปปลูกเชื้อลงบนใบมะเขือเทศท่ี

เตรียมไว้	หลังจากปลูกเชื้อแล้วประมาณ	5	นาที	

ล้างใบด้วยนำา้กลัน่	สงัเกตลกัษณะอาการประมาณ	

7-14	วนั	หลงัจากปลกูเชือ้	และนำาใบมาตรวจด้วย

เทคนิค	RT-PCR	เพื่อยืนยันการติดเชื้อ

2. การปลูกเชื้อ CLVd บนแตงกวาพันธุ์การค้า

ปลูกเชื้อ	CLVd	บนแตงกวาพันธุ์การค้า	

ที่ใช้ในการทดสอบจำานวน	 6	 สายพันธุ์	 แบ่งเป็น

แตงกวาผลสั้น	จำานวน	4	สายพันธุ์	ได้แก่	แม่วัง	

(Maewang)	บงกช	(Bongkot)	ภูฏาณ	(Poothan)	

และพุ่มชบา	 (Pumchaba) แตงกวาผลยาวหรือ

แตงร้าน	จำานวน	2	สายพันธุ์	คือ	นาโต้	 (Nato)	

และ	โอพ	ี(OP)	โดยปลกูเชือ้	CLVd	ให้กบัแตงกวา

ที่มีอายุประมาณ	14	วัน	คือ	มีใบจริง	1	–	2	ใบ	

สายพันธุ์ละ	5	ต้น	และทำาการผสมเกสรแบบข้าม	

(cross	 pollination)	 ภายในพันธุ์เดียวกันให้กับ

แตงกวาเมื่อออกดอกเพศเมียชุดแรก	 เพื่อเก็บ

ผลผลิตสำาหรับใช้ในการทดสอบการถ่ายทอดผ่าน

ทางเมล็ดของแตงกวาและแตงร้าน	 หลังจากนั้น

ตรวจสอบการติดเชื้อด ้วยเทคนิค	 Reverse	 

transcription	–	polymerase	chain	 reaction	

(RT	–	PCR)	ภายหลงัจากปลกูเชือ้แล้วในสปัดาห์ที	่6	

3. การทดสอบการตดิเชือ้ไปกบัเมลด็ (seed borne) 

และการถ่ายทอดเชื้อ (seed transmission)  

ของเชื้อ CLVd

สุม่เมลด็จากต้นทีต่ดิเชือ้จากทกุสายพนัธุ์
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เพาะลงในกล่องพลาสตกิใส	 ท่ีมกีระดาษกรองเปียก 

เพือ่ให้ความชืน้	เป็นเวลาประมาณ	3	วัน	ให้เมลด็งอก  

นำาต้นกล้าแตงกวามาแยกออกเป็น	 2	 ส่วน	 คือ	 

ต้นอ่อน	 (seedling)	และเปลือกหุ้มเมล็ด	 (seed	

coat) จากนั้นนำาทั้ง	2	ส่วนไปแยกสกัดอาร์เอ็นเอ	

โดยรวมตัวอย่างก่อนทำาการสกดัจำานวน	5	ต้นอ่อน	

หรือเปลือกหุ้มเมล็ด	เป็น	1	ตัวอย่าง	เพื่อใช้ตรวจ

หาเชื้อ	CLVd	ด้วยเทคนิค	RT-PCR

4. การตรวจหาเชือ้ CLVd ด้วยเทคนคิ Reverse 

transcription – polymerase chain  

reaction (RT – PCR)

นำาอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มาตรวจสอบโดย

เทคนิค	 RT–PCR	 ด้วยเครื่อง	 Thermal	 cycler	

เพื่อเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิก	 โดยใช้ไพรเมอร์	

CL-P2	 (ศศิประภา,	 2551)	 คู่ไพรเมอร์	 คือ	

cCL-P2	 :	 5’	 CTG	 CAG	 CCA	 TGC	 AAA	 

GA	3’	และ	hCL-P2	:	5’	GGT	CAG	GTG	TGA	

ACC	AC	3’ จากนั้นตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ

ด้วยวิธี	Agarose	gel	electrophoresis ใช้	2%	

agarose	gel	ใน	0.5X	TBE	buffer	ในสนามไฟฟ้า

ที่ความต่างศักย์	 100	 โวลต์	 และนำาไปตรวจดู 

แถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง	 Gel	 documentation	 

UV-transiluminator

5. การวิเคราะห์หาล�าดับนิวคลีโอไทด์

นำาดีเอ็นเอผลผลิตของ	PCR	ที่ได้มาแยก

ขนาด	โดยใช้	2%	agarose	gel	ใน	0.5X	TBE	

buffer	ก่อนเทเจล	เติม	SYBR®	Safe	DNA	Gel	

Stain	(ใช้ปริมาตร	1	ไมโคลิตร	ใน	2%	agarose	

gel	ละลายใน	0.5X	TBE	buffer	ปริมาตร	10	มล.)	

เพื่อย้อมเจลให้สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอภาย

ใต้เคร่ือง	LED	illuminator	ตดัเฉพาะแถบดเีอน็เอ

ขนาดประมาณ	 370	 นิวคลีโอไทด์	 ใส่หลอด	 

micro	centrifuge	ขนาด	1.5	มล.	ชั่งนำ้าหนักเจล	

ไม่เกิน	 400	 มก.	 นำามาแยกดีเอ็นเอโดยใช้	 The	

FavorPrepTM	 Gel/PCR	 Puri fication	 Kit	 

(FAVORGEN®)	ตามคำาแนะนำาของบริษัทผู้ผลิต	

ตรวจสอบขนาดและปริมาณของดีเอ็นเอ	 ที่ได ้

อีกครั้งด้วยวิธี	 Agarose	 gel	 electrophoresis	

โดยนำาดีเอ็นเอของเชื้อไวรอยด์ที่ ได ้ทั้งหมด	 

7	 ตัวอย ่าง	 คือ	 EBK1-15,	 ShOP4-136,	 

EOP3-239 , 	 ShPT5-23 , 	 ShPT5-29 ,	 

RPT5-19	 และ	 RPT5-20	 ส่งไปวิเคราะห์หา 

ลำาดับนิวคลีโอไทด์	 แล้ววิเคราะห์เปรียบเทียบกับ

ฐานข ้อมูลของเชื้ อ ไวรอยด ์ที่ มี รายงานใน	 

GenBank	ด้วยโปรแกรม	Blastn	(https://blast.

ncb i .n lm .n ih .gov/B las t .cg i?PAGE_

TYPE=BlastSearch)

6. การตรวจสอบเชื้อ CLVd โดยใช้พืชทดสอบ 

(Bioassay)

นำา	RNA	ของตัวอย่างทีส่่งไปวเิคราะห์หา

ลำาดบันวิคลโีอไทด์ จำานวน	7	ตวัอย่าง	(EBK1-15,	

ShOP4-136 , 	 EOP3-239 , 	 ShPT5-23 ,	 

ShPT5-29,	RPT5-19	และ	RPT5-20) มาละลาย

ใน	Phosphate	buffer	pH	9.0	ในอตัราส่วน RNA 

10	 ไมโครลิตร	 ต ่อ	 Phosphate	 buffer	 

pH	9.0 40	ไมโครลิตร มาปลูกเชื้อลงบนต้นกล้า

มะเขือเทศพันธุ์	Rutgers	ที่มี	1-2	ใบจริง	โดยใช้

ผงคาร์โบรนัดมัในการทำาแผลทีใ่บพชืก่อนการปลกู

เชือ้	หลงัการปลกูเชือ้สงัเกตลกัษณะอาการผดิปกติ

ของมะเขือเทศ	 มีลักษณะอาการเส้นใบไหม้	 

ใบหงิกผิดรูป	ต้นเตี้ยแคระ ยืนยันการติดเชื้อด้วย

เทคนิค	RT	–	PCR ในสัปดาห์ที่	4,	8	และ	12
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ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การติดเชื้อ (seed borne) และการถ่ายทอด

เชื้อทางเมล็ด (seed transmission) ของเชื้อ 

CLVd

การตรวจเชือ้	CLVd	ในต้นอ่อน	(seedling)	 

และ	เปลือกหุ้มเมล็ด	(seed	coat)	ของแตงกวา	

แตงร้านทุกสายพนัธุท์ีท่ดสอบ	พบว่า	ตรวจพบเชือ้	

CLVd	 เฉพาะบริเวณต้นอ่อน	 แต่ไม่พบเช้ือ 

ที่เปลือกหุ้มเมล็ด	 (Table	 1)	 แตงกวาสายพันธุ์

บงกช	ตรวจพบเชื้อที่ต้นอ่อนจำานวน	 1	ตัวอย่าง 

(Figure	1)	จาก	60	ตัวอย่าง	(bulked	sample)	

ที่ตรวจ	ซึ่งเท่ากับ	300	(60	x5)	เมล็ดที่ถูกนำามา

ตรวจ	แสดงว่า	ต้นอ่อนอย่างน้อย	1/300	(0.33%)	

หรืออย่างมาก	5/300	 (1.67%)	ที่ติดเชื้อ	CLVd 

ขณะที่ แตงกวาพันธุ ์ ภู ฏาณ	 ตรวจพบเชื้ อ	 

จำานวน	4	ตัวอย่าง	(Figure	2)	จาก	226	ตัวอย่าง	

ซึ่งเท่ากับ	1,130	(226	x	5)	เมล็ดที่ถูกนำามาตรวจ	

แสดงว่า	 มีต้นอ่อนอย่างน้อย 4/1,130	 (0.35%)	

หรอือย่างมาก	20/1,130	(1.77%)	ทีต่ดิเชือ้	CLVd 

ดังนั้น	 ในแตงกวาพันธุ์ภูฏาณจึงพบการติดเชื้อ 

ทีต้่นอ่อนคิดเป็น	0.35	-	1.77% และพบว่า	แตงร้าน 

พันธุ ์โอพี	 ตรวจพบเชื้อจำานวน	 2	 ตัวอย่าง	 

(Figure	3)	จาก	214	ตัวอย่าง	ซึ่งเท่ากับ	1,070	

(214	x	5)	 เมล็ดที่ถูกนำามาตรวจ	พบการติดเชื้อ	

CLVd	คิดเป็น	0.19	-	0.93% การตรวจด้วยวิธีนี้

ทำาให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อที่ตรวจพบอยู่ในส่วน

ต้นอ่อน	 ซึง่มีความสอดคล้องกบัการรายงานของ	

Matsushita	 and	 Tsuda	 (2016)	 ที่พบเชื้อ	 

PSTVd	ที่บริเวณคัพภะ	(embryo)	ในมะเขือเทศ	

และรายงานว่าเช้ือ	CLVd มกีารถ่ายทอดทางเมลด็	

(seed	 transmiss ion)	 ในมะเขือเทศได ้	 

5.3	 –	 100% แต่ไม่พบในมะเขือ	 (Solanum  

melongena ) 	 และเก ๊กฮวย	 (Glebion is  

coronaria)

Table 1 RT	–	PCR	results	of	seed	coats	and	seedlings	of	germinated	cucumber	seeds	from	

CLVd	infected	cucumber	plants

Variety

No. of bulked 

samplea

CLVd detected 

sampleb

% 

Infection

Seed coat Seedling Seed coat Seedling
Maewang 88 88 0/88 0/88
Bongkot 60 60 0/60 1/60 1.67

Pumchaba 20 20 0/20 0/20
Poothan 226 226 0/226 4/226 1.77	

OP 214 214 0/214 2/214 0.93	

Nato 49 49 0/49 0/49

a	 total	number	of	tested	samples	with	5	bulked	seedlings	or	seed	coats	for	a	tested	sample	
b	 CLVd	detected	bulked-samples	/	total	number	of	tested	bulked-samples
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Figure 2  RT – PCR results of CLVd detection with CL-P2 primers of cucumber seedling cultivar 

Poothan: M = molecular weight markers, 1 = buffer,  2 = healthy cucumber seedling cultivar Poothan, 3 – 
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Figure 2 RT	–	PCR	results	of	CLVd	detection	with	CL-P2	primers	of	cucumber	seedling	

cultivar	Poothan:	M	=	molecular	weight	markers,	1	=	buffer, 2	=	healthy	cucumber	seedling	

cultivar	Poothan,	3	–	21	(A),	26	–	30	(B)	and	3-10	(C) =	germinated	seedlings	of	seeds	from	

CLVd	infected	cucumber	plants,	22	(A),	31(B)	and	11	(C)	=	CLVd	infected	cucumber	leaves	

(positive	control)	and	23	(A),	32	(B)	and	12	(C)	=	CLVd	infected	tomato	leaves	(positive	control)
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Figure 3  RT – PCR results of CLVd detection with CL-P2 primers of cucumber seedling cultivar OP: M 

= molecular weight markers, 1(B) = buffer, 2-5 (B) = healthy cucumber seedling cultivar OP, 1 (A) and 6 

– 13 (B) = germinated seedlings of seeds from CLVd infected cucumber plants, 2 (A) and 14 (B) = CLVd 

infected cucumber leaves (positive control) and 3 (A) and 15 (B) = CLVd infected tomato leaves (positive 

control) 
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Figure 3 RT	–	PCR	results	of	CLVd	detection	with	CL-P2	primers	of	cucumber	seedling	

cultivar	OP:	M	=	molecular	weight	markers,	1(B)	=	buffer,	2-5	(B)	=	healthy	cucumber	seed-

ling	cultivar	OP,	1	(A)	and	6	–	13	(B)	=	germinated	seedlings	of	seeds	from	CLVd	infected	

cucumber	plants,	2	(A)	and	14	(B)	=	CLVd	infected	cucumber	leaves	(positive	control)	and	

3	(A)	and	15	(B)	=	CLVd	infected	tomato	leaves	(positive	control)

2. การวิเคราะห์หาล�าดับนิวคลีโอไทด์

จาการนำาตวัอย่างดเีอน็เอของเชือ้ไวรอยด์ 

ท่ีเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค	 RT	 –	 PCR	 ทั้งหมด	 

7	 ตัวอย ่าง	 คือ	 EBK1-15,	 ShOP4-136,	 

EOP3-239,	ShPT5-23,	ShPT5-29,	RPT5-19	

และ	RPT5-20 ไปวิเคราะห์หาลำาดับนิวคลีโอไทด์	

พบว่า มีขนาด	367,	368	และ	369	นิวคลีโอไทด์	

นำาข้อมูลลำาดับนิวคลีโอไทด์	 มาวิเคราะห์เปรียบ

เทียบหาเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของเชื้อ	 CLVd	

กับฐานข้อมลูของลำาดบันวิคลโีอไทด์ใน	GenBank	 

(Figure	 4)	 โดยใช้โปรแกรม	 Blastn	 (https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_

TYPE=BlastSearch)	 พบว่า	 มีความเหมือนกับ

เช้ือ	CLVd	ไอโซเลต	Rutgers	3	(Accession	No.	

JF742635),	 Solanum	 4	 (Accession	 No.	

JF742633),	 Prayong-16	 (Accession	 No.	

KC143294),	 Solanum	 1	 (Accession	 No.	

JF742632),	 LP4-7c4	 (Accession	 No.	

JF446928),	 Chaipayon-16	 (Accession	 No.	

KM214217),	 Solanum	 16	 (Accession	 No.	

JF742634)	และ	Rutgers	9	 (Accession	No.	

JF742636)	ระหว่าง	97	–	99%	จากการพิจารณา

ความเหมือน	 โดยทั่วไปจะพิจารณาค่า	 identity	

เป็นหลัก	มีเกณฑ์ว่า	ถ้าค่า	 identity	อยู่ในระดับ

สูงกว่า	90%	ขึ้นไปจะถือว่าเชื้อไวรอยด์ดังกล่าว

เป็นชนิดเดียวกันกับเชื้อไวรอยด์ที่นำามาเปรียบ

เทียบ	 แต่ถ้าตำ่ากว่า	 90%	 ลงมา	 จะถือว่าเป็น 

ไวรอยด์ต่างชนิดกัน	 (ปริเชษฐ์,	 2548)	 ซึ่งการ

เปรียบเทียบในครั้งนี้ได้ค่า	 identity	 ของเชื้อทั้ง	 

7	 โคลน	 กบัเชือ้	 CLVd	 ในฐานข้อมูล	GenBank	 

ที	่97	–	99% (Table	2)	จงึสรปุได้ว่า	เชือ้ไวรอยด์

ทั้ง	7	ตัวอย่าง	ที่พบในต้นอ่อนแตงกวา	เป็นเชื้อ	

CLVd	 ซึ่งมีลำาดับนิวคลีโอไทด์อยู่ที่	 367-	 369	 

นิวคลีโอไทด์
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GenBank ท่ี 97 – 99%  (Table 2) จึงสรุปไดว้า่ เช้ือไวรอยดท์ั้ง 7 ตวัอยา่ง ท่ีพบในตน้อ่อนแตงกวา เป็นเช้ือ 

CLVd ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอไทดอ์ยูท่ี่ 367- 369 นิวคลีโอไทด ์

EBK1-15 CGGAACTAAACTCGTGGTTCCTGTGGTTCACACCTGACCCTGCAGCCATGCAAAGAAAAA 60
Rutgers3 CGGAACTAAACTCGTGGTTCCTGTGGTTCACACCTGACCCTGCAGCCATGCAAAGAAAAA 60

************************************************************

EBK1-15 AAGAACGGGAGGAAGAGCGCAAAGAGCGGTCTCAGGAGCCCCGGGGCAACTCAGACCGAG 120
Rutgers3 AAGAACGGGAGGAAGAGCGCAAAGAGCGGTCTCAGGAGCCCCGGGGCAACTCAGACCGAG 120

************************************************************

EBK1-15 CGGGGTCTTGACCAGTGGCGAGCGCCCTGTTCAGACAGGAGTAATCCCAGCTGAAACAGG 180
Rutgers3 CGGGGTCTTGACCAGTGGCGAGCGCCCTGTTCAGACAGGAGTAATCCCCGCTGAAACAGG 180

************************************************ ***********

EBK1-15 GTTTTCACCCTTCCTTTCTTCTGGTTTCCTTCCTCTGCTTCAGCGGCCTCGCCCGGAGTC 240
Rutgers3 GTTTTCACCCTTCCTTTCTTCTGGTTTCCTTCCTCTGCTTCAGCGGCCTCGCCCGGAGTC 240

************************************************************

EBK1-15 TTGACCAGCGCAGGTTCTGACGCGACCGGTGGCATCACCGAGTTCGCTCAAGCCTCATCC 300
Rutgers3 TTGACCAGCGCAGGTTCTGACGCGACCGGTGGCATCACCGAGTTCGCTCAAGCCTCATCC 300

************************************************************

EBK1-15 TCCTTTTTCTTCATTCTAGCTTGGTCTCCGGGCGAGGGTGTTTAGCCCTTGGAACCGCAG 360
Rutgers3 TCCTTTTTCTTCATTCTAGCTTGGTCTCCGGGCGAGGGTGTTTAGCCCTTGGAACCGCAG 360

************************************************************

EBK1-15 TTGGTTCCT 369
Rutgers3 TTGGTTCCT 369

*********

Figure 4   Nucleotide sequence alignment between a sequence sample of seedling EBK1-15 and  CLVd 

isolate Rutgers3 in GenBank (Accession No. JF742635) 

 

3 การตรวจสอบเช้ือ CLVd โดยใช้พืชทดสอบ (Bioassay) 

           การใชพ้ืชทดสอบ (Bioassay) (Nie and Singh, 2017) เป็นการทดสอบทางชีวภาพโดยนาํพืชท่ีติดเช้ือ

มาทดสอบอาการบนพืชอาศยัซ่ึงมีความจาํเพาะต่อเช้ือ (Legrand, 2015) เพื่อยนืยนัการติดเช้ือเพิ่มเติมจากการ

ตรวจดว้ยเทคนิค RT – PCR พบวา่ หลงัจากปลูกเช้ือ 4, 8 และ 12 สัปดาห์ ตน้มะเขือเทศ Rutgers เร่ิมแสดง

อาการท่ี 12 สัปดาห์ 1 ตวัอยา่ง (ShOP4-136) และสัปดาห์ท่ี 17 จาํนวน 3 ตวัอยา่ง คือ RPT5-23, RPT5-29 

และ EBK1-15 (Figure 5) จากตวัอยา่งท่ีส่งไปวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ โดยนาํ RNA มาปลูกเช้ือลง

บนตน้มะเขือเทศพนัธ์ุ Rutgers จาํนวน 7 ตวัอยา่ง พบวา่ มีตวัอยา่งท่ีติดเช้ือรวมทั้งส้ิน 4 ตวัอยา่ง การท่ีนาํ 

RNA จากตวัอยา่งท่ีมีการส่งไปวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้ นาํมาปลูกเช้ือลงบนพืชอาศยั เพื่อยนืยนั

ผลซํ้ า หลงัจากการปลูกเช้ือแลว้ ทิ้งระยะเวลาใหเ้ช้ือเขา้ไปเพิ่มปริมาณในพืช เม่ือพืชอาศยัแสดงอาการของ

โรคนาํมาตรวจยนืยนัดว้ยเทคนิค RT – PCR พบวา่ ในบางตวัอยา่งสามารถตรวจพบเช้ือในสัปดาห์ท่ี 12 และ 

17 ซ่ึงพืชมีการแสดงอาการโรค     Singh and Ready (2003) ไดก้ล่าวถึงสภาพแวดลอ้มทั้งอุณหภูมิ ความเขม้

แสง ช่วงวนั รวมถึงธาตุอาหาร มีผลต่อการเพิ่มปริมาณเช้ือในการทาํ bioassay ไดส้าํเร็จ โดยทัว่ไปเช้ือไว

รอยดม์กัจะชอบอุณหภูมิท่ีสูง (≥ 28ºซ) และความเขม้แสงสูง  จะทาํใหมี้ผลต่อการแสดงอาการของเช้ือมาก

Figure 4 Nucleotide	sequence	alignment	between	a	sequence	sample	of	seedling	EBK1-15	

and CLVd	isolate	Rutgers3	in	GenBank	(Accession	No.	JF742635)

3. การตรวจสอบเชื้อ CLVd โดยใช้พืชทดสอบ 

(Bioassay)

การใช้พืชทดสอบ	(Bioassay)	(Nie	and	

Singh,	2017)	เป็นการทดสอบทางชีวภาพโดยนำา

พืชที่ติดเชื้อมาทดสอบอาการบนพืชอาศัยซึ่งมี

ความจำาเพาะต่อเชือ้	(Legrand,	2015)	เพือ่ยนืยนั

การติดเชื้อเพิ่มเติมจากการตรวจด้วยเทคนิค	 

RT–PCR	จากการทดสอบครัง้นี	้ พบว่า	 หลังจาก

ปลูกเชื้อ	 4,	 8	 และ	 12	 สัปดาห	์ ต้นมะเขือเทศ	

Rutgers	 เริ่มแสดงอาการในสัปดาห์ที่ 	 12	 

1	 ตัวอย่าง	 (ShOP4-136)	 และสัปดาห์ที่	 17	

จำานวน	3	ตัวอย่าง	คือ	RPT5-23,	RPT5-29	และ	

EBK1-15	 แสดงว่าการที่นำา	 RNA	 จากตัวอย่าง 

ท่ีมีการส่งไปวิเคราะห์หาลำาดับนิวคลีโอไทด์แล้ว	

มาปลูกเชื้อลงบนพืชอาศัย	 เพ่ือยืนยันผลซำ้า	 

หลังจากการปลูกเชื้อแล้ว	เชื้อสามารถเข้าไปเพิ่ม

ปริมาณในพืชอาศัยและแสดงอาการของโรคได	้

Singh	 and	 Ready	 (2003)	 ได้กล่าวถึงสภาพ

แวดล้อมทัง้อณุหภมู	ิความเข้มแสง	ช่วงวนั	รวมถงึ 

ธาตุอาหาร	มีผลต่อการเพิ่มปริมาณเชื้อในการทำา	

bioassay	 ได้สำาเร็จ	 โดยทั่วไปเชื้อไวรอยด์มักจะ

ชอบอณุหภมูทิีส่งู	( ³ 	28	ºoซ.)	และความเข้มแสงสูง	

จะทำาให้มีผลต่อการแสดงอาการของเชื้อมากขึ้น	

(Semancik	 et al.,	 1988)	 จากการทดลอง 

ในครั้งนี้	 อาจเน่ืองมาจากเชื้อมีปริมาณที่น้อย 

รวมถึงการปลูกพืชในสภาพโรงเรือนที่มีความเข้ม

แสงน้อยกว่าข้างนอก	 เน่ืองจากมีการพรางแสง

ด้วยแสลนสีดำาเพื่อลดความร้อนในโรงเรือน	และ

ยังอาจมีปัจจัยหลาย	 ๆ	 อย่างท่ีส่งผลต่อการ 

เข้าทำาลาย	จึงทำาให้เชื้อเพิ่มปริมาณในพืชทดสอบ

และแสดงอาการของโรคช้า	 เมื่อเปรียบเทียบ 

กับตัวอย่าง	 positive	 control	 ที่มีปริมาณเชื้อ

จำานวนมาก	ทำาให้แสดงอาการได้เร็วกว่า
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สรุปผลการทดลอง
การถ่ายทอดเชื้อ	 CLVd	 ผ่านทางเมล็ด	 

ในแตงกวา	และแตงร้านรวมทั้งหมด	6	สายพันธุ์	

คือ	แม่วัง	บงกช	พุ่มชบา	ภูฏาณ	โอพี	และนาโต้	

โดยการปลูกเชื้อ	 CLVd	 ลงบนแตงกวาและ 

แตงร้านที่ระยะต้นกล้า	 และผสมเกสรแบบข้าม	

พบว่า	เมล็ดทีเ่กบ็จากต้นทีต่ดิเชือ้สามารถถ่ายทอด

เช้ือผ่านทางเมล็ดได้	 โดยตรวจด้วยเทคนิค	 

RT	–	PCR	พบเชื้อ	CLVd	ที่ต้นอ่อนของแตงกวา

พันธุ์บงกช	ภูฏาณ	และแตงร้านพันธุ์โอพี	คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ	0.33	–	1.67,	0.35	–	1.77	

และ	0.19	–	0.93%	ตามลำาดบั	และผลผลติ	PCR	

ของตัวอย่างท่ีพบเชื้อมีลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่	 

367	–	369	นิวคลีโอไทด์	เช่นเดียวกับเชื้อ	CLVd	

และมีความเหมือนกับเชื้อ	 CLVd	 ในฐานข้อมูล	

GenBank	 ที่เปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่าง	 

97	 –	 99%	 จึงสรุปได้ว่าเชื้อ	 CLVd	 สามารถ

ถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดสู่ต้นอ่อนในแตงกวาได้
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งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากศูนย์

เ ทค โนโลยี ชี วภาพ เกษตร 	 มหาวิ ทยาลั ย

เกษตรศาสตร์	วิทยาเขตกำาแพงแสน	จ.นครปฐม	

ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร

สำ า นั กพัฒนาบัณฑิ ตศึ กษ าและวิ จั ย ด ้ า น

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี	 สำานักงานคณะ

กรรมการการอุดมศึกษา	 กรุงเทพฯ	 สถาบันวิจัย

และพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร	์

สำานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

แห่งชาติ	 (สวทช.)	 และสำานักงานคณะกรรมการ

วิจัยแห่งชาติ

เอกสารอ้างอิง
กมล เลศิรตัน์. 2536. การผลติเมลด็พันธุแ์ตงกวา, 

หน้า.189-213. ใน	การผลิตเมล็ดพันธุ์ผัก	

กองขยายพันธุพ์ชื.	กรมส่งเสรมิการเกษตร.	 

กรุงเทพฯ. 

ปริเชษฐ์ ตั้งกาญจนภาสน์.	2548.	การตรวจสอบ

เชื้อไวรอยด์ในแปลงผลิตเมล็ดพันธุ ์

มะเขือเทศในเขตภาคตะวันออกเฉียง

เหนือของประเทศไทย. วิทยานิพนธ์

ปริญญาโท.	มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.	

ภูมิปัญญาเกษตรไทย.	2560.	การจัดการโรคและ

แมลงศัตรูแตงกวา.	 แหล่งที่มา:	 http://

tom.ji42.com/?p=21763	 (สืบค้น:	 

8	กุมภาพันธ์	2561)	

สมาคมการค้าเมล็ดพันธุ์ไทย.	2559.	ปริมาณและ

มูลค่าการส่งออกเมล็ดพันธุ ์ควบคุม.	

แหล่งที่มา: http://www.thasta.com/

web/index.php/2016-05-29-01-47-

24/2016-05-29-01-48-39	 (สืบค้น:	 

10	มีนาคม	2560).

ศศิประภา มาราช.	 2551.	 โคลนก่อโรคของเช้ือ 

Columnea latent viroid และผลกระทบ

ต่อมะเขือเทศพันธุ์การค้า วิทยานิพนธ์

ปริญญาโท.	มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.

Hammond,	R.,	D.R.	Smith	and	T.O.	Diener.	

1989. Nucleotide	 sequence	 and	

proposed	 secondary	 structure	 of 

Columnea latent viroid:	 A	 natural	

mosaic	of	viroid	sequences.	Nucleic  

Acids Research	17:	10083–10094.

Benson,	A.	P.	and	R.	P.	Singh.	1964.	Seed	

transmission	of	Potato spindle tuber 

virus	in	tomato.	Am. Potato J	41:	294.



140 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 36 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2561

Gross,	H.J.,	H.Domdey,	C.	Lossow,	P.Jank,	

M.Raba,	H.	Alberty	and	H.L.Stinger.	

1978.	 Nucleotide	 sequence	 and	

secondary	structure	of	Potato spindle 

tuber viroid. Nature 273:	203-208.

Legrand,	P.	2015.	Biological	assays	for	plant	

viruses	and	other	graft	–	transmissible	 

pathogens diagnosis	:	a	new.	EPPO 

Bulletin 45:	240	–	251.

Nie	X.	and	R.P.	Singh.	2017.	Viroid	detection	

and	identification	by	bioassay.	page.	

347	–	356.	In Viroids and satellites. 

Sara	Tenney	Publisher.		

Matsushita,	 Y.	 and	 S.Tsuda.	 2016.	 Seed	

transmission	of	Potato spindle tuber 

viroid, Tomato chlorotic dwarf viroid, 

Tomato apical stunt viroid	 and	

Columnea latent viroid in horticulture 

plants.	 Eur J Plant Pathol.	 145:	 

1007-1011.

Owens,	 R.A.,	 D.R	 Smith	 and	 T.O.	 Diener.	

1978.	 Measurement	 of	 viroid	 

sequence	homology	by	hybridization	

with	complementary	DNA	prepared	

in	vitro.	Virology	89: 388-394.

Reanwarakorn,	 K.,	 S.	 Bhuvitrakorn	 and	 

J.	 Porsoongnurn.	 2017.	Columnea  

latent viroid	 in	 tomato.	 Journal	 

Unpubl ished.	 (Accession	 No.	

KY235369)

Singh,	 R.	 P.	 1970.	 Seed	 transmission	 of	

Potato spindle tuber virus	in	tomato	

and	potato.	Am Potato J. 47:	225–227.

Singh,	R.P.	1973.	Experimental	host	range	

of	the	potato	spindle	tuber	“virus”.	

Am Potato J.	50:	111	-	123. 

Singh,	 R.P.	 and	 A.D.	 Dilworth.	 2009.	 

Tomato chlorotic dwarf viroid in 

ornamental	 plant	Vinca minor	 and	

its	 transmission	 through	 tomato	

seed.	 Eur J Plant Pathol.	 123:	 

111	–	116.

Singh,	R.P.	and	M.C.	Clark.	1973.	Similarity	

of	 host	 response	 to	 both	 Potato 

spindle tuber	 and	Citrus exocortis 

viruses. FA0 Plant Prot Bull.	 21:	 

121-125.

Semancik,	J.S.,	C.N.	Roistacher,	R.	Rivera	

–	Bustamante	and	N.Duran	–	Vila.	

1988.	Citrus cachexia viroid	a	new	

viroid	of	citrus:	relationship	to	viroid	

of	 the	exocortis	disease,	complex.	

J Gen virol.	69:	3059	–	3068.	

Singh,	 R.P.	 and	 K.F.M.	 Ready.	 2003.	 

Biological	indexing.	page.	89	–	94.	

In Viroids .	 CSIRO	 Publishing,	 

Collingwood,	VIC,	

Walter,	B.	1981.	Un	viroide	de	la	tomate	en	

Afrique	de	I’Ouest:	Identit6	avec	le	

viroide	du	 “Potato	Spindle	Tuber”	

C.R. Acad. Sc., Paris	292:537-542.


