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การตรวจตดิตามเชือ้ การตรวจตดิตามเชือ้ การตรวจตดิตามเชือ้ การตรวจตดิตามเชือ้ Columnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroid    (CLVd) (CLVd) (CLVd) (CLVd) ที่ตดิเข%ามากับเมลด็พนัธุ.มะเขอืที่ตดิเข%ามากับเมลด็พนัธุ.มะเขอืที่ตดิเข%ามากับเมลด็พนัธุ.มะเขอืที่ตดิเข%ามากับเมลด็พนัธุ.มะเขอื
เทศทีน่ําเข%าจากต2างประเทศเทศทีน่ําเข%าจากต2างประเทศเทศทีน่ําเข%าจากต2างประเทศเทศทีน่ําเข%าจากต2างประเทศ    

Interception of Interception of Interception of Interception of Columnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroid    (CLVd) (CLVd) (CLVd) (CLVd) inininin    Imported Tomato SeedImported Tomato SeedImported Tomato SeedImported Tomato Seed    
นายปรเิชษฐ.   ตั้งกาญจนภาสน.นายปรเิชษฐ.   ตั้งกาญจนภาสน.นายปรเิชษฐ.   ตั้งกาญจนภาสน.นายปรเิชษฐ.   ตั้งกาญจนภาสน.1111////            นางสาววนัเพญ็   ศรทีองชยันางสาววนัเพญ็   ศรทีองชยันางสาววนัเพญ็   ศรทีองชยันางสาววนัเพญ็   ศรทีองชยั1111////    

                                                        นางสนางสนางสนางสาวกาญจนา  วาระวชิะนีาวกาญจนา  วาระวชิะนีาวกาญจนา  วาระวชิะนีาวกาญจนา  วาระวชิะนี1111////                                นางสาววนัเพ็ญ   ศรชีาตินางสาววนัเพ็ญ   ศรชีาตินางสาววนัเพ็ญ   ศรชีาตินางสาววนัเพ็ญ   ศรชีาติ2222////                        

1111////กลุ2มวจิยัโรคพชื กลุ2มวจิยัโรคพชื กลุ2มวจิยัโรคพชื กลุ2มวจิยัโรคพชื     สาํนกัวจิยัและพฒันาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัและพฒันาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัและพฒันาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัและพฒันาการอารักขาพชื    

2222////กลุ2มวจิยัการกักกนัพชื  สาํนกัวจิัยและพฒันาการอารักขาพืชกลุ2มวจิยัการกักกนัพชื  สาํนกัวจิัยและพฒันาการอารักขาพืชกลุ2มวจิยัการกักกนัพชื  สาํนกัวจิัยและพฒันาการอารักขาพืชกลุ2มวจิยัการกักกนัพชื  สาํนกัวจิัยและพฒันาการอารักขาพืช    

    
    
    

บทคดัย2อบทคดัย2อบทคดัย2อบทคดัย2อ    

 เชื้อ Columnea latent viroid (CLVd) เปHนเชื้อโรคพืชกักกันตามประกาศกระทรวงเกษตรและ
สหกรณ. เรื่อง  กําหนดศัตรูพืชเปHนสิ่งต%องห%ามตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. ๒๕๐๗ (ฉบับท่ี ๖ ) 
พ.ศ. ๒๕๕๐ ลําดับท่ี ๑๗๗  ไวรอยด.ชนิดนี้เปHนเชื้อสาเหตุโรคท่ีสําคัญของมะเขือเทศ ทําให%ผลผลิต
ลดลงถึง ๔๙ เปอร.เซ็นต. อีกท้ังยังสามารถถ2ายทอดโรคผ2านทางเมล็ดพันธุ.ได% ป\จจุบันประเทศไทยมีการ
นําเข%าเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศเพ่ือใช%ทําพันธุ.ในประเทศ และผลิตเมล็ดพันธุ.ลูกผสมเพ่ือการส2งออกใน
ปริมาณท่ีมาก  จึงทําให%เชื้อไวรอยด.ดังกล2าวมีโอกาสติดเข%ามากับเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศนําเข%าและแพร2
ระบาดทําความเสียหายในประเทศไทยได% และจากการกักกันพืชหลังการเข%ามาในป] ๒๕๕๑ ตรวจพบ
เชื้อไวรอยด.ดังกล2าวถึง ๑๑ ตัวอย2าง แสดงให%เห็นถึงความเสี่ยงท่ีเชื้อไวรอยด.ชนิดนี้จะปนเป̂_อนติดเข%า
มากับเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศนําเข%าได%สูง  ดังนั้นการนําวิธีการตรวจสอบเชื้อ Columnea latent viroid  ท่ี
ได%พัฒนาแล%วมาใช%ตรวจสอบติดตามเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศท่ีนําเข%าจากต2างประเทศจึงเปHนวิธีการ
ป̀องกันการแพร2ระบาดของเชื้อโรคศัตรูพืชกักกันท่ีมีประสิทธิภาพทางหนึ่งด%วย จากผลการตรวจสอบ
ติดตามเพ่ือการสกัดเชื้อ Columnea latent viroid กับเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศท่ีนําเข%าจากต2างประเทศ 
(interception) ในป] ๒๕๕๔ ด%วยวิธีการเพาะเพ่ือสังเกตอาการในโรงเรือน Nucleic Hybridization และ 
RT-PCR จากตัวอย2างเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศจํานวน ๖ ครั้งจาก ๗ ประเทศ ป\จจุบันยังไม2พบการปนเป̂_อน
ของเชื้อ CLVd ติดเข%ามากับเมล็ดพันธุ.ดังกล2าว 

คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

  เช้ือ Columnea latent viroid (CLVd) เปHนเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุดท่ีมรีายงาน  มี
องค.ประกอบเปHนอาร.เอ็นเอสายเดีย่วท่ีเปHนวงปiดไม2มีโปรตีนห2อหุ%ม มขีนาดประมาณ 370 เบส โดยปกติแล%วอาร.เอ็นเอ
ไวรอยด.จะอยู2ในสภาพโครงสร%างทุติยภูมิท่ีมีลักษณะเปHน rod-shape เน่ืองจากการเกิดจับกันของเบสในสายอาร.เอ็นเอ
ของเช้ือไวรอยด.ด%วยพันธะไฮโดรเจน ซ่ึงเปHนโครงสร%างท่ีมีความเสถียรมากท่ีสดุ ไวรอยด.เปHนเช้ือปรสติถาวรในพืชท่ีไม2
สามารถสังเคราะห.โปรตีนได%การเพ่ิมปริมาณการเคลื่อนย%ายและการทําให%อาการผดิปกติจะใช%โปรตีนและสารเคมีต2าง ๆ     

รหสัการทดลอง   รหสัการทดลอง   รหสัการทดลอง   รหสัการทดลอง   03030303----04040404----54545454----00003333----03030303----00000000----10101010----54545454    
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จากพืชอาศัย  เชื้อ CLVd  จัดจําแนกอยู2ในสกุล Pospiviroid   วงศ. Pospiviroidae  เชื้อชนิดนี้เข%าทําลาย
พืชหลายชนิด เช2น  มะเขือเทศ,  มันฝรั่ง,  แตงกวา, พริก, ต%นลิปสติก  และพืชอ่ืน ๆ ในสกุล solanum 

spp.  เชื้อ CLVd สามารถถ2ายทอดโรคได%หลายทาง ได%แก2 ทางกล เช2น ทางบาดแผล   เมล็ดพันธุ.   
และทางหัวพันธุ.  เชื้อชนิดนี้เปHนสาเหตุโรคท่ีสําคัญของมะเขือเทศ, พริก  และมันฝรั่ง  มีรายงานการ
เข%าทําลายท่ีรุนแรงกับมะเขือเทศทําให%ผลผลิตลดลงสูงกว2า ๕๐ เปอร.เซ็นต.  ซ่ึงรุนแรงกว2าเชื้อ Potato 

spindle tuber viroid (PSTVd) มาก  ป\จจุบันประเทศไทยมีการนําเข%าเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศพ2อแม2ใน
ปริมาณท่ีมากเพ่ือผลิตเมล็ดพันธุ.ลูกผสมเพ่ือการส2งออก  ประกอบกับเชื้อชนิดนี้สามารถถ2ายทอดโรค
และเพ่ิมปริมาณในพืชหลายชนิดในวงศ. Solanaceae เช2น มะอึก  มะเขือเปราะ  แบบไม2แสดงอาการได% 
ซ่ึงยากแก2การตรวจวินิจฉัย และกําจัดให%หมดสิ้นไปได% (Eradication) ซ่ึงจากการตรวจกักกันพืชหลังการ
เข%ามา (Post entry quarantine) ในป] ๒๕๕๐ ตรวจพบเชื้อไวรอยด.ดังกล2าวจํานวน ๑๑ ตัวอย2าง แสดง
ให%เห็นถึงศักยภาพท่ีเชื้อชนิดนี้จะสามารถติดเข%ามาแพร2ระบาดและก2อให%เกิดความเสียหายในประเทศ
ไทยได% จากความเสี่ยงดังกล2าวจึงทําให%มีความจําเปHนท่ีจะต%องดําเนินการในการจัดการความเสี่ยงโดย
การตรวจติดตามเชื้อ CLVd กับเมล็ดพันธุ.ท่ีนําเข%าจากต2างประเทศ 

    

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณ.อุปกรณ.อุปกรณ.อุปกรณ.    
๑. โรงเรือนมุ%งกันแมลง 
๒. ตู%แช2 4 องศาเซลเซียส 
๓. ตู%แช2แข็ง -30 องศาเซลเซียส 
๔. เครื่องชั่งละเอียด ทศนิยม 3 ตําแหน2ง 
๕. อ2างควบคุมอุณหภูมิ 
๖. เครื่องป\xนเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
๗. เครื่อง Thermal cycler (PCR) 
๘. Gel electrophoresis 
๙. Gel Documentation UV-transilluminator 
๑๐. เอ็นไซม. One-Step RT-PCR (SS III reverse transcriptase /PLATINUM Taq 

polymerase) (Invitrogen) 
๑๑. เอ็นไซม. Taq DNA polymerase 
๑๒. 100 bp DNA Ladder  
๑๓. DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche)  
๑๔. สารเคมีต2าง ๆ ท่ีใช%ในข้ันตอน การสกัดอาร.เอ็นเอ  การตรวจสอบด%วยปฏิกิริยา RT-PCR 

และ Nucleic Hybridization   
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๑๕. วัสดุการเกษตรต2าง ๆ ดินและปุ�ยเคมี 
    
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    

๑๑๑๑.  .  .  .  สบืค%นข%อมลูการสบืค%นข%อมลูการสบืค%นข%อมลูการสบืค%นข%อมลูการนาํเข%าเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศจากต2างประเทศนาํเข%าเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศจากต2างประเทศนาํเข%าเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศจากต2างประเทศนาํเข%าเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศจากต2างประเทศ    
    โดยตรวจเอกสารข%อมูลของเชื้อไวรอยด. CLVd แหล2งประเทศท่ีมีรายงานการระบาดหรือพบ
โรค ข%อมูลการนําเข%าเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศ รายชื่อประเทศท่ีมีการนําเข%า/ส2งออกเมล็ดพันธุ. เพ่ือ
กําหนดแหล2งประเทศนําเข%าท่ีมีความเสี่ยงของโรค  

๒๒๒๒....        เตรยีมวสัดุอปุกรณ.และสารเคมตี2าง ๆ  อปุกรณ.ทางการเกษตรทีจ่ําเปHนเตรยีมวสัดุอปุกรณ.และสารเคมตี2าง ๆ  อปุกรณ.ทางการเกษตรทีจ่ําเปHนเตรยีมวสัดุอปุกรณ.และสารเคมตี2าง ๆ  อปุกรณ.ทางการเกษตรทีจ่ําเปHนเตรยีมวสัดุอปุกรณ.และสารเคมตี2าง ๆ  อปุกรณ.ทางการเกษตรทีจ่ําเปHนในขัน้ตอนต2าง ๆในขัน้ตอนต2าง ๆในขัน้ตอนต2าง ๆในขัน้ตอนต2าง ๆ        
 ๒.๑ ข้ันตอนการเพาะเมล็ดในโรงเรือนเพ่ือสังเกตอาการผิดปกติ 
 ๒.๒ ข้ันตอนในการสกัดอาร.เอ็นเอ CTAB (Scottish Agricultural Science Agency)   
 ๒.๓ ข้ันตอนในการตรวจสอบด%วยเทคนิค Nucleic Hybridization   
 ๒.๔ ข้ันตอนในการตรวจสอบด%วยเทคนิค RT-PCR   

๓๓๓๓....        สุ2มตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศทีน่าํเข%าจากต2างประเทศสุ2มตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศทีน่าํเข%าจากต2างประเทศสุ2มตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศทีน่าํเข%าจากต2างประเทศสุ2มตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศทีน่าํเข%าจากต2างประเทศที่มคีวามเสีย่งที่มคีวามเสีย่งที่มคีวามเสีย่งที่มคีวามเสีย่ง    ณ กลุ2มวจิยัการกกักนัพชืณ กลุ2มวจิยัการกกักนัพชืณ กลุ2มวจิยัการกกักนัพชืณ กลุ2มวจิยัการกกักนัพชื    

๔๔๔๔.  .  .  .  นาํนาํนาํนาํตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศตวัอย2างเมลด็พนัธุ.มะเขือเทศดงักล2าวดงักล2าวดงักล2าวดงักล2าวมาเพาะเพื่มาเพาะเพื่มาเพาะเพื่มาเพาะเพื่อดูอดูอดูอดูอาการเบื้องต%นในโรงเรือนทดลอง อาการเบื้องต%นในโรงเรือนทดลอง อาการเบื้องต%นในโรงเรือนทดลอง อาการเบื้องต%นในโรงเรือนทดลอง     
 โดยการปลูกเมล็ดพันธุ.ในถาดเพาะ สังเกตอาการผิดปกติท่ีเกิดข้ึนและเพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อ 
ไวรอยด. CLVd ให%มากพอต2อการตรวจสอบ 

๕๕๕๕.  .  .  .  ตรวจสอบการปนเป^_อนของเชื้อ ตรวจสอบการปนเป^_อนของเชื้อ ตรวจสอบการปนเป^_อนของเชื้อ ตรวจสอบการปนเป^_อนของเชื้อ Columnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroidColumnea latent viroid    ในขัน้ละเอยีดด%วยวธิกีาร ในขัน้ละเอยีดด%วยวธิกีาร ในขัน้ละเอยีดด%วยวธิกีาร ในขัน้ละเอยีดด%วยวธิกีาร Nucleic Nucleic Nucleic Nucleic 
hybridizatiohybridizatiohybridizatiohybridizationnnn    และ และ และ และ RTRTRTRT----PCR  PCR  PCR  PCR      
 ๕.๑  หลังจากการเพาะเมล็ดพันธุ.ในถาดเพาะ นําต%นพืชท่ีแสดงอาการผิดปกติมาสกัดอาร.เอ็น
เอด%วยวิธีการ CTAB โดยการบดใบ Citron 100 มิลลิกรัม ด%วยสารละลาย CTAB extraction buffer 
(2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 และ 2.0% 
PVP-40; Na2SO3 และ PVP-40 เติมก2อนใช%งาน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ2มท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที ป\xนตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต2อนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวใสส2วนบนใส2
หลอด micro centrifuge ใหม2 เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร ผสมให%เข%ากัน ป\xนตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต2อนาที นาน 5 นาที ดูดของเหลวใส
ส2วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส2หลอดใหม2 เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ผสมให%เข%ากัน นําไปป\xนตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต2อนาที นาน 5 นาที ดูด
ของเหลวใสส2วนบน เติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 0.5 เท2าของปริมาตรสารละลาย และ 
isopropanol แช2เย็น ปริมาตรเท2ากับของปริมาตรสารละลาย ผสมให%เข%ากันและบ2มท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ข%ามคืน จากนั้นป\xนตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต2อนาที นาน 10 นาที เก็บ
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ตะกอนกรดนิวคลีอิก ละลายตะกอนด%วย TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 
isopropanol แช2เย็นปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให%เข%ากัน ป\xนตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบ
ต2อนาที นาน 10 นาที จากนั้นล%างตะกอนด%วย 70% ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ป\xน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต2อนาที นาน 4 นาที 
 ๕.๒  ตรวจสอบเชื้อ CLVd ด%วยเทคนิค Nucleic hybridization:   
  - เตรียมอาร.เอ็นเอท่ีสกัดได%จากตัวอย2างพืชท่ีแสดงอาการผิดปกติ 
  - ตัดแผ2น nylon membrane ให%มีขนาดเหมาะสมกับจํานวนตัวอย2างท่ีจะ
ตรวจสอบ หยดน้ํากลั่นนึ่งฆ2าเชื้อ  อาร.เอ็นเอจากพืชท่ีเปHนโรคจากเชื้อ CLVd (positive control)  
อาร.เอ็นเอจากพืชปกติ (negative control)  และอาร.เอ็นเอจากตัวอย2าง ลงบนแผ2น nylon 
membrane หยดละ 1 ไมโครลิตร รอให%แห%ง จากนั้นหยดตามด%วยสารละลาย Denature solution 
(0.125 X  SSC, 0.125 M NaOH) นําแผ2น nylon membrane ไปวางบน UV-transilluminator 
โดยหันด%านท่ีหยด DNA เข%ากับแสง UV นาน 2 – 3 นาที เพ่ือตรึง DNA ให%ยึดกับแผ2น membrane  
  - อุ2นสารละลาย DIG Easy Hyb ในปริมาณท่ีเหมาะสมกับการใช%งาน (10 มิลลิลิตร / 
พ้ืนท่ีแผ2น membrane 100 ตารางเซนติเมตร) ท่ีอุณหภูมิ 37 – 42 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการ 
Prehybridize แผ2น membrane ด%วยสารละลาย DIG Easy Hyb ท่ีเตรียมไว% โดยเขย2าเบา ๆ ใน
ภาชนะท่ีปiดฝาสนิท นาน 30 นาที  
  - ทําการ denature cDNA probe ท่ีสังเคราะห. โดยต%ม cDNA probe ความเข%มข%น 
20 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร นาน 5 นาที  นําไปแช2บนน้ําแข็งทันที ท้ิงไว%นาน 5 นาที  จากนั้นเติม cDNA 
probe ท่ีผ2านการต%มแล%วลงไปยัง สารละลาย DIG Easy Hyb ท่ีเตรียมเอาไว% ในปริมาณ 3.5 มิลลิลิตร 
/ พ้ืนท่ีแผ2น membrane 100 ตารางเซนติเมตร ผสมให%เข%ากันระวังอย2าให%เกิดฟองอากาศ  เท
สารละลาย Prehybridization solution ท้ิง เติมสารละลาย probe/hybridization ลงไปยังแผ2น 
membrane บ2มข%ามคืน ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส โดยเขย2าเบา ๆ 
  - ล%างแผ2น membrane 2 ครั้ง ด%วยสารละลาย 2 X SSC ท่ีมี 0.1% SDS ผสมอยู2 ท่ี
อุณหภูมิ 15 – 25 องศาเซลเซียส เขย2านาน 5 นาที  จากนั้นล%างแผ2น membrane 2 ครั้ง ด%วย
สารละลาย 0.5 X SSC ท่ีมี 0.1% SDS ผสม (ต%องอุ2นท่ี 68 องศาเซลเซียส ก2อนใช%งาน) ท่ีอุณหภูมิ 68 
องศาเซลเซียส เขย2านาน 15 นาที 
  - ล%างแผ2น membrane ในสารละลาย Washing buffer เขย2า นาน 5 นาที  แช2
แผ2น membrane ในสารละลาย Blocking solution (ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/พ้ืนท่ีแผ2น membrane 1 
ตารางเซนติเมตร) นาน 30 นาที บ2มแผ2น membrane ในสารละลาย Antibody solution (ปริมาณ 
1 มิลลิลิตร/พ้ืนท่ีแผ2น membrane 1 ตารางเซนติเมตร) นาน 30 นาที ล%างด%วยสารละลาย Washing 
buffer (ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/พ้ืนท่ีแผ2น membrane 1 ตารางเซนติเมตร)  2 ครั้ง นาน 15 นาที 
จากนั้นแช2แผ2น membrane ในสารละลาย Detection buffer (ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร / พ้ืนท่ีแผ2น 
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membrane 1 ตารางเซนติเมตร) นาน 5 นาที และบ2มแผ2น membrane ในสารละลาย Color 
substrate solution (เตรียมใหม2ทุกครั้งก2อนใช%งาน) ท้ิงไว%ในท่ีมืดบนพ้ืนราบโดยไม2ต%องเขย2านาน 16 
ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแช2น้าํกลั่นหรือสารละลาย TE buffer ตรวจสอบความเข%มของจุดสีท่ีเกิดข้ึน   
 ๕.๓  ตรวจสอบเชื้อ CLVd ด%วยเทคนิค RT-PCR (one-step): โดยใช% ไฟรเมอร. PC-2  
(ปริเชษฐ., 2548) และ CLVd  
  4.3.1  ข้ันตอนของปฏิกิริยาประกอบไปด%วย  
 2X one-step buffer  10.0 ไมโครลิตร 
 น้ํากลั่นนึ่งฆ2าเชื้อ 4.5   ไมโครลิตร 
 2 µM ไพรเมอร. สาย c  2.0   ไมโครลิตร 
 2 µM ไพรเมอร. สาย h  2.0   ไมโครลิตร 
 Superscript RT/Platinum Taq polymerase 0.5   ไมโครลิตร 
 อาร.เอ็นเอตัวอย2าง 1.0   ไมโครลิตร 
          รวม 20.0  ไมโครลิตร 
นําเข%าเครื่อง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมการทํางานดังนี้  
 ข้ันท่ี 1 48 องศาเซลเซียส  นาน 5 นาที  1 รอบ  
 ข้ันท่ี 2 94 องศาเซลเซียส  นาน 3 นาที  1 รอบ  
 ข้ันท่ี 3 94 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที  1 รอบ  
 ข้ันท่ี 4 56 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที  1 รอบ  
 ข้ันท่ี 5 72 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที  1 รอบ  
  โดยในข้ันท่ี 3 ถึง 5 จะซํ้าอีก 34 รอบ 
 ข้ันท่ี 6 72 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที  1 รอบ  
 ข้ันท่ี 7 20 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  1 รอบ  

๖๖๖๖.  .  .  .  หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.เมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อ    
   โดยการเชื่อมต2อ PCR product เข%ากับ pGEM-T easy vector และถ2ายโอนเข%าสู2 

competent cell (DH5- ) เพ่ือยืนยันผลการตรวจในข้ันสุดท%าย   

๗๗๗๗.  .  .  .  หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.หาและวเิคราะห.ลาํดบันวิคลโีอไทด.เมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีการตรวจพบเชื้อ    
   โดยการเชื่อมต2อ PCR product เข%ากับ pGEM-T easy vector และถ2ายโอนเข%าสู2 

competent cell (DH5- ) เพ่ือยืนยันผลการตรวจในข้ันสุดท%าย   

๘๘๘๘.  .  .  .  เก็บเก็บเก็บเก็บรวบรวมและวเิคราะห.ผลรวบรวมและวเิคราะห.ผลรวบรวมและวเิคราะห.ผลรวบรวมและวเิคราะห.ผลข%อมลูที่ได%ข%อมลูที่ได%ข%อมลูที่ได%ข%อมลูที่ได%    รายรายรายรายงานผลการตรวจพบเชื้อไวรอยด.งานผลการตรวจพบเชื้อไวรอยด.งานผลการตรวจพบเชื้อไวรอยด.งานผลการตรวจพบเชื้อไวรอยด.ต2อกลุ2มวจิยัการกกักนัต2อกลุ2มวจิยัการกกักนัต2อกลุ2มวจิยัการกกักนัต2อกลุ2มวจิยัการกกักนั
พืชพืชพืชพืช    และจดัทํารายงาน ผลการวจิยัและจดัทํารายงาน ผลการวจิยัและจดัทํารายงาน ผลการวจิยัและจดัทํารายงาน ผลการวจิยั    
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เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
ระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลาระยะเวลา::::  ต้ังแต2 ตุลาคม ๒๕๕๓  ถึงกันยายน ๒๕๕๕  รวม ๒ ป] 
สถานที่สถานที่สถานที่สถานที่วจิยัวจิยัวจิยัวจิยั    :::: ๑.   กลุ2มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
  ๒.   กลุ2มวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวจิารณ.ผลการทดลองผลและวจิารณ.ผลการทดลองผลและวจิารณ.ผลการทดลองผลและวจิารณ.ผลการทดลอง    

๑. ได%ข%อมูลเก่ียวกับเชื้อ Columnea latent viroid  ทางด%านชีววิทยา การถ2ายทอดโรค  ลักษณะ
อาการ  และข%อมูลการแพร2ระบาดของเชื้อในต2างประเทศ  รวมถึงข%อมูลการนําเข%าเมล็ดพันธุ.มะเขือ
เทศจากต2างประเทศ โดยพบว2า 

๑.๑ เชื้อไวรอยด.ชนิดนี้ก2อให%เกิดอาการท่ีรุนแรงในมะเขือเทศ มันฝรั่ง และพริก และสามารถ
ติดโรคโดยไม2แสดงอาการได%ในไม%ประดับหลายชนิด เช2น ต%นลิปสติก  

๑.๒ สามารถในการถ2ายทอดโรคผ2านทางเมล็ดพันธุ. และแพร2กระจายโรคได%ง2ายด%วยวิธีกล 
๑.๓ ประเทศท่ีมีรายงานการแพร2บาดของเชื้อ CLVd ได%แก2 Canada, Germany, 

Netherlands, UK และ USA ส2วนประเทศ China และ India เปHนประเทศในกลุ2มเสี่ยงท่ีอาจมีเชื้อ
ชนิดนี้ระบาดในประเทศ 

๒. ได%ไพรเมอร. และ probe ท่ีมีความจําเพาะต2อเชื้อ Columnea latent viroid เพ่ือใช%ในงานทดสอบ  

๓. สุ2มตัวอย2างเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศท่ีนําเข%าจากต2างประเทศ จํานวน ๖ ครั้ง ในป]งบประมาณ ๒๕๕๔ 
ได%แก2 

๑. ประเทศจีน น้ําหนัก ๐.๐๕ Kg  นําเข%าวันท่ี ๔ มีนาคม ๒๕๕๔    
๒. ประเทศอินเดีย น้ําหนัก ๒๔.๗ Kg  นําเข%าวันท่ี ๒๔ เมษายน ๒๕๕๔    
๓. ประเทศจีน น้ําหนัก ๒๗๖.๘ Kg  นําเข%าวันท่ี ๔ พฤษภาคม ๒๕๕๔ 
๔. ประเทศอเมริกา เปรู ชิลี และเม็กซิโก  น้ําหนัก ๑๔.๑๓๑ Kg นําเข%าวันท่ี ๒๔ พฤษภาคม 

๒๕๕๔ 
๕. ประเทศเนเธอร.แลนด.  น้ําหนัก ๐.๒๘๒ Kg  นําเข%าวันท่ี ๖ กรกฎาคม ๒๕๕๔  
๖. ประเทศเนเธอร.แลนด.  น้ําหนัก ๐.๓๕๗ Kg  นําเข%าวันท่ี ๖ กรกฎาคม ๒๕๕๔ 

  
ซ่ึงจากการสังเกตอาการบนพืชตัวอย2างพบว2า ไม2มีตัวอย2างพืชใดแสดงอาการของโรคท่ี

จําเพาะของเชื้อไวรอยด. แต2ตัวอย2าง no. ๑-๓ จะมีพืชบางต%นแสดงอาการต%นเต้ียแคระแกร็น ใบหงิก
และด2าง  ส2วนตัวอย2าง no. อ่ืน ไม2พบอาการผิดปกติแต2อย2างใด และเม่ือทําการตรวจวินิจฉัยข้ัน
ละเอียดด%วยเทคนิค Nucleic Hybridization และ RT-PCR พบว2าให%ผลเปHน negative ในทุก ๆ 
ตัวอย2าง  
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สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    

    จากผลการทดลองพบว2ายังไม2มีตัวอย2างเมล็ดพันธุ.มะเขือเทศท่ีสุ2มตรวจจากประเทศใดตรวจพบ
เชื้อ Columnea latent viroid จากท้ังการปลูกเพ่ือสังเกตอาการ การตรวจด%วยเทคนิค Nucleic 
Hybridization และ RT-PCR  

    

ป\ญหาและอปุสรรคป\ญหาและอปุสรรคป\ญหาและอปุสรรคป\ญหาและอปุสรรค    

เนื่องจากงานวิจัยเรื่องนี้ไม2ได%รับเงินงบประมาณสนับสนุนงานวิจัยเท2ากับจํานวนท่ีขอไว%แต2ต%น 
คือได%เพียงประมาณ ๑๒% ซ่ึงในการตรวจติดตามเพ่ือสกัดก้ันศัตรูพืชในกลุ2มไวรัสและไวรอยด.
จําเปHนต%องใช%เทคนิควิธีการท่ียุ2งยากซับซ%อนและใช%สารเคมีท่ีมีราคาแพง และในการตรวจสอบยังต%องมี
การตรวจตัวอย2างในปริมาณมากเนื่องจากเพ่ือให%มีโอกาสตรวจพบเชื้อไวรอยด.ซ่ึงมีระดับการปนเป̂_อน
ในเมล็ดในระดับท่ีต่ําได% ซ่ึงทําให%จะต%องมีการปรับเปลี่ยนวิธีการในงานทดลองเพ่ือให%สอดคล%องกับ
งบประมาณท่ีได%รับและยังสามารถดําเนินการทดลองได% 
    

เอกสารอ%างองิเอกสารอ%างองิเอกสารอ%างองิเอกสารอ%างองิ    
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