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          นําใบสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอ
สําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit) แล้วนําไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้
ไพรเมอร์จากส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ได้แก่pet101_PMWaV1F 
(5’CACCATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAAC3’) และ pet101_PMWaV1R (5’TTTG 
CGTCCACCCATAAAGATGTGCG3’) สังเคราะห์ ได้ชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 771 คู่เบส จากนั้นนําไป
โคลนเข้าสู่ เวคเตอร์ pET 101/D-TOPO® (Invitrogen)   และคัดเลือกเฉพาะโคลนท่ีมีชิ้นดีเอ็นเอท่ีใส่
เข้าไปใน vector นํามาทําให้บริสุทธิ์โดยวิธี Miniprep แล้วส่งไปตรวจสอบลําดับเบส พบว่ามีลําดับนิ
วคลีโอไทด์ 771 คู่เบส ขณะนี้กําลังดําเนินการคัดเลือกโคลนท่ีสามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ในเซลล์ของ 
E. coli  ในอาหาร 2XYT ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- และใช้สาร Isopropyl-
β-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
 สับปะรด  [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยู่ในวงศ์ Bromeliaceae เป็นพืชเศรษฐกิจท่ี
สําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตได้ตลอดปี เพ่ือใช้บริโภคสดภายในประเทศและ
แปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ มีมูลค่าส่งออกประมาณปีละ13,000-15,000 ล้านบาท  โดยประเทศไทย
ครองความเป็นผู้นําในการผลิตและส่งออกสับปะรดเป็นอันดับหนึ่งของโลก เป็นเวลานานกว่า 10 ปี
จนถึงปัจจุบัน โดยมีตลาดผู้นําเข้าท่ีสําคัญ ได้แก่ สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญ่ีปุ่น และสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2547) 

ศัตรูพืชเป็นอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทําให้ผลผลิตและคุณภาพสับปะรดเสียหาย
อย่างรุนแรง จนบางครั้งไม่สามารถเก็บผลผลิตได้ ศัตรูสําคัญท่ีสุดท่ีกําลังเป็นปัญหาสําคัญต่อการปลูก
สับปะรดของไทยในปัจจุบัน ได้แก่ โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ Mealybug 
wilt of pineapple) พบระบาดเป็นครั้งแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา เม่ือต้นปี พ.ศ. 2443 
และปัจจุบันโรคนี้แพร่ระบาดท่ัวไปในประเทศท่ีมีการปลูกสับปะรดเป็นการค้า เช่น ออสเตรเลีย ไทย
และคิวบา เป็นต้น สําหรับประเทศไทยมีรายงานว่าพบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหล่งปลูกสับปะรด
ของจังหวัดชลบุรีตั้งแต่ปี พ.ศ. 2532 และทําความเสียหายให้แก่ผลผลิตอย่างสูง ต่อมาในปี พ.ศ. 
2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และ
เพชรบุรี ซ่ึงเป็นแหล่งปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพ้ืนท่ีปลูกสับปะรดเป็นอันดับ 1 และ 3 ของ
ประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร่ ตามลําดับ จากพ้ืนท่ีปลูกท้ังประเทศ 962,693 ไร่ (สํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2547)    นอกจากนี้เริ่มพบการเข้าทําลาย
ของโรคนี้ในเขตจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด ซ่ึงเป็นแหล่งปลูกสับปะรดท่ีสําคัญเพ่ือส่งโรงงานแปร
รูปของภาคตะวันออก พันธุ์ท่ีพบว่ามีการระบาดของโรคเหี่ยว คือพันธุ์ปัตตาเวีย    หรือรู้จักแพร่หลายใน
นามสับปะรดศรีราชา ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มพันธุ์ Smooth Cayenne เป็นพันธุ์ท่ีปลูกมากท่ีสุดคิดเป็นร้อย
ละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด เพราะนอกจากนิยมปลูกเพ่ืออุตสาหกรรมแปรรูปแล้ว  ยังเป็น
พันธุ์ท่ีนิยมใช้บริโภคผลสดอีกด้วย (วันเพ็ญ, 2546)      

โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ได้แก่
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซ่ึงมีอนุภาคแบบท่อนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเป็นแบบอาร์เอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
น้ําหนักโมเลกุล 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยู่ในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศ์ 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยู่หนาแน่นเฉพาะภายในเซลล์ท่ออาหารของพืช  
(Beardsley, 1993)  

ลักษณะอาการของโรค    ใบเริ่มแสดงอาการอ่อนนิ่ม มีสีเขียวอ่อนหรือสีเหลือง ปลายใบแห้ง
ตายเป็นสีน้ําตาลหรือสีแดงลามเข้าสู่โคนใบ (die back) ใบลู่ลงและแผ่แบนไม่ตั้งข้ึนเหมือนใบปกติ 
ต่อมาต้นเหี่ยวและแห้งตายในท่ีสุด รากมีขนาดสั้นและแตกแขนงน้อยมาก ทําให้ถอนต้นข้ึนมาได้ง่าย 
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ซ่ึงตรงข้ามกับต้นปกติท่ีมีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแน่น ทําให้ถอนต้นข้ึนมาได้ยาก ผลมีขนาดเล็ก
มากจนไม่สามารถเก็บเก่ียวได้ (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยท่ีสําคัญและ
อ่อนแอต่อไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถ่ายทอดโดยมีเพลี้ยแป้ง [pink pineapple 
mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, D. 
neobrevipes (Beardsley)] เป็นพาหะ (German et al, 1992) 

วิธีการท่ีสามารถใช้จําแนกไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คือ วิธีอิมมูโนวิทยา 
(Immunology) โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี  ท่ีมีความเฉพาะเจาะจงต่อไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 (Sether & Hu, 2002) และวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับไวรัส
แต่ละชนิด (Beardsley, 1993; Hu et al., 1996) ซ่ึงให้ผลท่ีแม่นยํา และรวดเร็ว แต่ต้องอาศัยความ
ชํานาญเฉพาะด้านรวมท้ังต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในการตรวจสอบหน่อพันธุ์สับปะรดเป็นจํานวนมาก และ
ในฮาวายมีรายงานว่า สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยว เม่ือได้รับเชื้อไวรัส PMWaV-2  และไม่แสดง
อาการของโรคถ้าได้รับเชื้อ PMWaV-1 เพียงชนิดเดียว แต่ถ้าได้รับเชื้อท้ังสองชนิดสับปะรดจะแสดง
อาการเหี่ยวอย่างรุนแรง ฉะนั้นควรมีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-1 เพ่ือใช้ในการคัดเลือกหน่อ
พันธุ์ปลอดโรคเพ่ือนําไปปลูกในปริมาณมาก เพราะเป็นวิธีท่ีง่าย ค่าใช้จ่ายไม่สูง และสามารถตรวจ
ตัวอย่างได้ครั้งละเป็นจํานวนมาก   แต่เนื่องจากปริมาณของคลอสเตอโรไวรัสในพืชมีน้อย ทําให้
ประสิทธิภาพของแอนติซีรัมท่ีผลิตได้ยังไม่ดีท่ีสุด ในปัจจุบันอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพทําให้สามารถผลิต
โปรตีนต่างๆในเซลล์แบคทีเรียในปริมาณมากได้ และมีความบริสุทธิ์สูง จึงเป็นการเพ่ิมปริมาณ
แอนติเจนเพ่ือนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลองต่อไป 

 Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิ้นของ coat protein ยีน จากสาย
พันธุ์ข้าวของประเทศฟิลิปปินส์ โดยนํามาโคลนเข้า vector แล้วนําไปเชื่อมกับ MBP fusion proteins
จากนั้นนําไปฉีดกระตุ้นกระต่ายให้สร้างแอนติบอดี แอนติซีรัมท่ีผลิตได้สามารถตรวจวินิจฉัยไวรัสใบสี
ส้มรูปทรงกลมได้โดยวิธี ELISA, Western blotting และ IEM  ต่อมา Cerovska และคณะ (2003) 
ได้ทําการผลิตโพลีคลอนอลแอนติบอดีจากยีนโปรตีนห่อหุ้มไวรัส (ยีน CP) ของเชื้อ Potato mop-top 
virus (PMTV) โดยโคลนชิ้นของยีน CP เข้าสู่ expression vector แล้วเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลล์
แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให้บริสุทธิ์และฉีดเข้าสัตว์ทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัม จากการ
ทดสอบพบว่าแอนติซีรัมท่ีได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส PMTVได้ผลดีโดยใช้เทคนิค ELISA หรือ Osmar 
และคณะ (2004) ได้นํายีน CP ของเชื้อ Apple stem grooving virus  (ASGV) มาเพ่ิมปริมาณโดย
เทคนิค RT-PCR นําไปโคลนใน vector  ตรวจหาลําดับเบส และ โคลนเข้าสู่ expression vector  
แล้วเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให้บริสุทธิ์และฉีดเข้าสัตว์ทดลอง
เพ่ือผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบว่าแอนติซีรัมท่ีได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส ASGV ได้ผลดีโดยใช้
เทคนิค ELISA นอกจากนี้ ลําพึง และคณะ (2547) ได้ทําการสังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส
เส้นใบเหลืองกระเจี๊ยบเขียวในระบบเซลล์แบคทีเรีย และแยกโปรตีนออกจากเซลล์แบคทีเรีย และ
นําไปฉีดกระตุ้นกระต่ายทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัมท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรค 
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ฉะนั้นควรพัฒนาวิธีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-1 โดยอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพ ได้แก่ การโคลน
ยีน และนํามาเพ่ิมปริมาณโปรตีนของเชื้อในเซลล์แบคทีเรีย ก่อนนําไปฉีดเข้ากระต่าย  เพ่ือให้ได้แอนติ
ซีรัมท่ีมีประสิทธิภาพสูงสําหรับใช้ในการคัดเลือกหน่อพันธุ์ปลอดโรคเพ่ือนําไปปลูกในปริมาณมาก 
 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์      

1.   ต้นสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยวท่ีเกิดจากไวรัส PMWaV-1 
2. ไพรเมอร์ 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในข้ันตอนของการโคลนยีน 
5.   กระต่าย อุปกรณ์และสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณ์และสารเคมีในการตรวจสอบเชื้อ โดยวิธีทางเซรุ่มวิทยา 

    
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร         
 1. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)    

 1.1  การออกแบบไพรเมอร์  
              ออกแบบไพรเมอร์ จํานวน 1 คู่ ท่ีมีความจําเพาะต่อโปรตีนใน ribosome ของ ไวรัส 
สาเหตุของโรคเหี่ยวสับปะรด (PMWaV-1) ได้แก่     
      pet101_PMWaV1F    5’ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAAC 3’  
      pet101_PMWaV1R    5’TTTGCGTCCACCCATAAAGATGTGCG3’ 
เพ่ือนําไปใช้ในการเพ่ิมปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เข้าสู่ vector  

 

1.2    การแยกสกัดอาร์เอ็นเอของของไวรัสจากใบสับปะรด                                                                                                                                       
   โดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE) 
1. เก็บตัวอย่างพืช  1 – 5  มิลลิกรัม  ใช้ทําได้ทันที หรือจะแช่เก็บท่ี – 70 °ซ 

2. ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรมั/ไมโครลติร)   1 ไมโครลิตร ทําให้เจือจางใน 300 ไมโครลิ 
ของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 ตัวอย่าง) ใส่  5 ไมโครลติร  ในหลอด 1.5  มิลลิลติร 

3. บดตัวอย่างพืชใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใส่หลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 

4. เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซ่ึงผสมกับ  Proteinase K แล้ว (ข้อ 2) 300 
ไมโครลติร  และผสมให้เข้ากัน 

5. นําไปบ่มท่ี  65 °ซ  นาน  15  นาที (ผสมให้เข้ากันโดยใช้  Vortex  ทุกๆ 5  นาที)                                                                                                                             
                 นําสารละลายเซลลพื์ชท่ีได้มาแช่ในนํ้าแข็ง  นาน  3 – 5 นาที   
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6. เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลติร. ในสารละลายของ RNA ของ
เซลล์พืช  300  ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้  Vortex นาน 10 วินาที   

7. นํามาป่ันท่ี  10,000 รอบ/นาที  นาน  10  นาที  

8. ท้ิงตะกอน  และเก็บส่วนใสใส่หลอดใหม ่

9. เติม Isopropanal  500  ไมโครลติร โดยต้องเย็นจัดโดยแช่ท่ี -20 °ซ แล้วพลิกหลอดข้ึนลง 30-
40 ครั้ง 

10. นําสารละลายข้อ 9  มาป่ัน 10,000 รอบ/นาที ท่ี  4°ซ  นาน  10  นาที  

11. ล้างตะกอนด้วย  75  %  ethanol  500  ไมโครลติร แล้ว quick spin (ล้าง 2 ครั้ง) 

12. dry  ตะกอนใน  37°ซ   นานประมาณ  2  ช่ัวโมง 

13. ละลายตะกอนของ RNA ท่ีได้ใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร 

 1.3  การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยเทคนิค RT-PCR 
             นําอาร์เอ็นเอของเช้ือท่ีได้จากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ท่ีมี

ความจําเพาะกับไวรัส PMWaV1 (Sether and Hu, 2002a) ได้แก่            
                 pet101_PMWaV1F    5’CACCATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAAC 3’  
               pet101_PMWaV1R    5’TTTGCGTCCACCCATAAAGATGTGCG3’ 
                                                                
    โดยใช้ปฏิกิริยาดังนี้  

RTRTRTRT----PCR ProfilePCR ProfilePCR ProfilePCR Profile    
20 ul. Reaction20 ul. Reaction20 ul. Reaction20 ul. Reaction    ((((ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ Bioneer)Bioneer)Bioneer)Bioneer)    
dH2O             6   ไมโครลติร 
Primer  R (100 พิโคโมล)                      1    ไมโครลิตร 
RNA  template            5    ไมโครลติร 

    บ่มท่ี  95 °ซ  3 นาที แล้วแช่บนนํ้าแข็ง.อีก  5 นาที จากน้ันเตมิ 
 5X RT  buffer            4   ไมโครลติร 
 
10 mM  dNTP                                                                                 1   ไมโครลติร  
DTT             2   ไมโครลติร 

    บ่มท่ี  37 °ซ  10 นาที  แล้วเติม 
M-MLV Reverse Transcriptase          1   ไมโครลติร 

    บ่มท่ี  45 °ซ  50  นาที    
PCR  ProfilePCR  ProfilePCR  ProfilePCR  Profile    

55550 ul. Reaction 0 ul. Reaction 0 ul. Reaction 0 ul. Reaction     
5x Phusion® HF buffer           10.0    ไมโครลิตร 
10 uM dNTPs               2.0    ไมโครลิตร 
Primer  F (10 uM)                        2.0    ไมโครลติร 
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Primer  R (10 uM)             2.0    ไมโครลิตร 
dH2O              32.5    ไมโครลิตร 
Template (ท่ีได้จาก RT-PCR)                                                2.0    ไมโครลิตร 
Phusion® Hot Start II DNA Polymerase (2 Unit/ul)                                   0.5    ไมโครลติร 

นําหลอดท่ีผสมปฏิกิริยามาใส่ในเครื่อง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะห์ cDNA  

ตาม program ดังน้ี 
 95 °ซ       5  นาที 

 95 °ซ 45  วินาที       

58 °ซ 45  วินาที        .   35   รอบ 

72 °ซ   1  นาที   

72 °ซ 10  นาที 

25 °ซ 15  นาที 
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1.5 % agarose gel electrophoresis ท่ีกระแสไฟฟ้า  
100  โวล์ท  ใน TAE บัฟเฟอร์  เป็นเวลา  30  นาที   

 
1.4  การต่อเชื่อม (ligation) PCR product เข้าสู่ พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) 

        นํา PCR product 2 ไมโครลิตร ผสมกับ เวคเตอร์ pET 101/D-TOPO® (Invitrogen)   
1 ไมโครลิตร และ salt solution 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 2 ไมโครลิตร ต้ังไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้นเติม competent cell 50 ไมโครลิตร (E. coli , DH5α) แช่ในน้ําแข็ง 
นาน 30 นาที แล้วทําการ heat shock cell โดยการแช่หลอดในน้ําท่ีมีอุณหภูมิ 42 °ซ นาน 90 วินาที 
ก่อนย้ายไปแช่บนน้ําแข็งทันที อีก 5 นาที เติมอาหาร 2XYT ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ก่อนนําไปเขย่าท่ี 
37°ซ นาน 60 นาที ดูดมา 50 ไมโครลิตร และเทแผ่ (spread) ลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ท่ีมี 
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บ่มท่ี 37 °C ข้ามคืน 
 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด  

   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไ้ม้จิ้มฟันท่ีปราศจากเชื้อ แล้วนํามา
เลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู่)  เขย่าด้วยความเร็ว 170 รอบ

ต่อนาที ท่ี 37°ซ ข้ามคืน นําเชื้อท่ีอยู่ในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร  มาหมุนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 1 นาที เก็บตะกอนท่ีได้มาละลายใน Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM 
glucose และ 10 mM EDTA) 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม Solution II (0.2 N NaOH, 
1% SDS) 400  ไมโครลิตร เขย่าหลอดก่อนท่ีจะเติม Solution III (3 M potassium acetate pH 
5.2) 3000  ไมโครลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 200 ไมโครลิตร เขย่าและแช่
บนน้ําแข็ง 10 นาที  แล้วนําไปหมุนเหวี่ยง ท่ี 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที นําส่วนของน้ําใสมา
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เติมด้วยหนึ่งเท่าโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมุนเหวี่ยง ท่ี 14,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที ล้างตะกอนท่ีได้ด้วย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกครั้งท่ีความเร็วรอบและเวลาเท่าเดิม 

แล้วละลายตะกอนพลาสมิดด้วยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู่) 50 ไมโครลิตร ต้ังไว้ท่ี 37 °ซ นาน 30 
นาที      หลังจากนั้นนําพลาสมิดท่ีสกัดได้ส่งตรวจเพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทด์  
         

เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่                ระยะเวลา      ตุลาคม 2553 ---- กันยายน 2555 
            สถานท่ี      กลุ่มงานไวรัสวิทยา   กลุ่มวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

    
ผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลอง    

 
1. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)          

  ปริมาณอาร์เอ็นเอของใบสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยวท่ีเกิดจากไวรัส PMWaV-1 ท่ีได้จากการ
สกัด และเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR ใช้ไพรเมอร์ pet101_PMWaV1 และ 
pet101_PMWaV1R  จากการตรวจวิเคราะห์ขนาดของดีเอ็นเอ ด้วย agarose gel electrophoresis 
พบ แถบดีเอ็นเอขนาด 771 คู่เบส (bp) (ภาพท่ี 1)   

การตรวจสอบโคลนต่างๆของพลาสมิด pET 101/D-TOPO® (Invitrogen, ขนาด 5753 bp)  
หลังต่อเชื่อมกับ PCR product (771 คู่เบส)  โดยการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อ
ไวรัส ด้วยเครื่อง Sequencer พบว่าเป็นลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส 
PMWaV-1(ภาพท่ี 2)   
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            ภาพท่ี 1.  การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส โดยใช้ไพรเมอร์ pet101_PMWaV1    
                       และ pet101_PMWaV1R วิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วย agarose gel   
                       electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
                1  =   ดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส จากสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยว 
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ภาพท่ี 2.   ลําดับนิวคลโีอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (771 bp) ท่ีเชื่อมต่อเข้าสู่พลาสมิด 
pET 101/D-TOPO® 

  

ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAACCTGAACATGCTGACTCTGGGCCTAAGACAG

TGGAAGACCAAGTCAAGGAAATAATGAACCTACCTGTGCCGGGAGGTAGGACTACTG

TGTCGACGTTTGAAGATTTGATAGCAGCCGAAAATGCTATAATTGATTTCACCAAGGTT

GATGTACCACGCATGATTAACGTTCCGATCCCAGGAATAGTTACTAATGCACACAAGG

TGATAGGATCCAAAGCTCTGTGGGAGTTGGGTAAATCGAAGGGTATATCAGAATCGGC

GAAACACATGATCCAATTTTTGATGCAATCTTTCCAAGATATGTGCACCTTTTCTACATC

ACCGAAAGTTTCGGCGACTCAGAACTACTCCACCACAGCTAAGTATGATGGTAAAGAT

GTTAACGTCACGCACGAGGAGATCAGAATTGCTTTGAGCAACTCACTATCCAATTTGG

GATACGATAATCCTATGAGACAGTTTGGGAGAGGTTTTACTTCCACAATTGTTCAAGGA

CTGAGTTCTGGGAAGTTGGTGGTTAACACTAGGATATGTACTAAGAACGGAGTACCGA

GGAATTATTACTCGTTCTATCCAGATTGCTTACACGTAGAAGCCAGAGTACACGGTGAT

GATGCAGCGTTGGTAAGTGAGTTAGCCAGAATGGTAGCCATAAACAGAGCAAACTCG

AGTGGTTCTGGCGAACACAACGTCTTTGAGAAGACGGCTGTGTCCCCGCACATCTTTA

TGGGTGGACGCAAA 
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สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
         
 นําใบสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป 
(MasterPureTMRNA Purification Kit) แล้วนําไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์
จากส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ได้แก่pet101_PMWaV1F (5’CACC 
ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAAC 3’) และ pet101_PMWaV1R (5’TTTGCGTCCACCC 
ATAAAGATGTGCG3’) สังเคราะห์ ได้ชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 771 คู่เบส จากนั้นนําไปโคลนเข้าสู่ 
เวคเตอร์ pET 101/D-TOPO® (Invitrogen)   และคัดเลือกเฉพาะโคลนท่ีมีชิ้นดีเอ็นเอท่ีใส่เข้าไปใน 
vector นํามาทําให้บริสุทธิ์โดยวิธี Miniprep แล้วส่งไปตรวจสอบลําดับเบส พบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์ 
771 คู่เบส ขณะนี้กําลังดําเนินการคัดเลือกโคลนท่ีสามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ในเซลล์ของ E. coli  
ในอาหาร 2XYT ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- และใช้สาร Isopropyl-β-D 
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