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การถายทอดโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเพล้ียแปง 
Transmission of Pineapple mealybug wilt-associated virus by mealybug 

 
วันเพ็ญ  ศรทีองชัย1     กาญจนา  วาระวิชะนี1    สุเทพ  สหายา2    

1กลุมวิจยัโรคพืช     สาํนกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2 กลุมกฏีและสัตววิทยา     สาํนักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงสีชมพูจากแปลงที ่จ. เพชรบุรี มาเล้ียงใหปลอดไวรัสในกรงกันแมลง   
จากนั้นนําหนอสับปะรดมาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  PMWaV-2  จํานวน  20  หนอ 
โดยเทคนิค RT-PCR  ไพรเมอรที่ใชตรวจ PMWaV-1 ไดแก  Pa222-F1 (5′-ACA GGA AGG ACA 
ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะใหแถบ band 
ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คูเบส สําหรับไพรเมอรที่ใชตรวจ  PMWaV-2 คือ  Pa224-F2   (5′-CAT ACG 
AAC TAG ACT CAT ACG-3′)  และ Pa225-R2         (5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′) 
ใหแถบ bandของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คูเบส พบวา ม ี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนาํมาปลูกใน
กระถาง  ดูแลใสปุยหนอสับปะรดซึ่งเก็บไวในกรงกันแมลง ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปง
ปลอดไวรัสใหมีเพียงพอ และรอใหหนอมอีายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป 
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คํานํา 
  สับปะรด [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยูในวงศ Bromeliaceae มีถิ่นกําเนิดใน
ประเทศบราซิลและปารากวยั  เร่ิมมกีารนาํเขามาปลูกในประเทศไทยโดยชาวโปรตุเกสต้ังแตป 
พ.ศ. 2223 และปลูกกระจายไปทั่วทุกภาคของประเทศ ตามความเหมาะสมของพืน้ที่และชนิดพนัธุ 
สับปะรดจัดเปนผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดตลอด
ป เพื่อใชบริโภคสดภายในประเทศและแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ เชน สับปะรดกระปอง น้าํ
สับปะรด สับปะรดกวน สับปะรดแชแข็งและสับปะรดอบแหง มีมูลคาสงออกประมาณปละ 
13,000-15,000 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2545) โดยประเทศไทยครองความเปน
ผูนําในการผลิตและสงออกสับปะรดเปนอันดับหนึ่งของโลก เปนเวลานานกวา 10 ปจนถงึปจจบัุน 
โดยมีตลาดผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญ่ีปุน และสาธารณรัฐประชาชนจีน 
(กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) 

ศัตรูพืชเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทาํใหผลผลิตและคุณภาพสับปะรด
เสียหายอยางรุนแรง จนบางคร้ังไมสามารถเก็บผลผลิตได ศัตรูสําคัญที่สุดที่กาํลังเปนปญหาสําคัญ
ตอการปลูกสับปะรดของไทยในปจจุบัน คือ “โรคเหี่ยว” ซึ่งพบระบาดเปนคร้ังแรกในรัฐฮาวาย 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อตนป พ.ศ. 2443 และปจจุบันโรคนี้แพรระบาดทัว่ไปในประเทศทีม่ีการ
ปลูกสับปะรดเปนการคา เชน ออสเตรเลีย ไทย และคิวบา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีรายงานวา
พบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหลงปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรีต้ังแตป พ.ศ. 2532 และทํา
ความเสียหายใหแกผลผลิตอยางสูง (Dilokkunanant et al., 1996) ดวยเหตุที่เกษตรกรมีการนาํ
หนอพันธุจากแหลงที่มีโรคระบาด ซึง่เกิดจากเช้ือไวรัส PiWV (Pineapple wilt virus)ไปปลูก จงึทํา
ใหโรคเหี่ยวแพรระบาดมายงัภาคตะวนัตก  ในป พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูก
สับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ และเพชรบุรี ซึ่งเปนแหลงปลูกสําคัญของ
ประเทศ โดยมีพื้นที่ปลูกสับปะรดเปนอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร 
ตามลําดับ จากพืน้ที่ปลูกทัง้ประเทศ 962,693 ไร โดยพบการแพรระบาดของโรคสูงถึง 90% ของ
พื้นที่ในเขต ตําบลหนองพลับ อําเภอหวัหนิ จงัหวัดประจวบคีรีขันธ พันธุทีพ่บวามกีารระบาดของ
โรคเหี่ยว คือ พันธุปตตาเวยี หรือรูจักแพรหลายในนามสับปะรดศรีราชา เปนพนัธุทีป่ลูกมากที่สุด
คิดเปนรอยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด  จัดอยูในกลุมพันธุ Smooth Cayenne เปนพนัธุที่
นอกจากนยิมปลูกเพื่ออุตสาหกรรมแปรรูปแลว  ยังเปนพนัธุหลักเพียงพนัธุเดียวมาโดยตลอด 
นอกจากนีย้ังเปนพนัธุที่นยิมใชบริโภคผลสดอีกดวย (วันเพ็ญ, 2546)  

โรคเหี่ยว เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ไดแก 
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร จัดอยูในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) กระจายอยูหนาแนนเฉพาะภายใน
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เซลลทออาหารของพืช (Van Regenmortel, 2000; Sether et al., 2001) โดยมีเพล้ียแปง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
D. neobrevipes (Beardsley)] เปนพาหะ โดยทัว่ไปพบ D. brevipes  ในแทบทกุแหงทีม่ีการปลูก
สับปะรด รวมทั้งประเทศไทย และมีมด ไดแก มดคันไฟ (Solenopsis sp.) และมดหัวโต (Pheidole 
sp.) เปนตัวพาเพล้ียแปงใหกระจายจากทีห่นึง่ไปยังอีกทีห่นึง่ (ชํานาญ พทิักษ และคณะ, 2540; 
Beardsley, 1993) ทั้งยังมีวัชพืชชนิดตางๆเปนแหลงหลบซอนของมดและเพล้ียแปง ลักษณะ
อาการของโรคที่เดนชัด คือใบเร่ิมแสดงอาการออนนิ่ม มีสีเขียวออนหรือสีเหลือง ปลายใบแหงตาย
เปนสีน้าํตาลหรือสีแดงลามเขาสูโคนใบ (die back) ใบลูลงและแผแบนไมต้ังข้ึนเหมือนใบปกติ 
ตอมาตนเหี่ยวและแหงตายในที่สุด รากมีขนาดส้ันและแตกแขนงนอยมาก ทาํใหถอนตนข้ึนมาได
งาย ซึ่งตรงขามกับตนปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนน ทาํใหถอนตนข้ึนมาไดยาก ผลมี
ขนาดเล็กมากจนไมสามารถเก็บเกี่ยวได และโรคนี้ไมสามารถถายทอดโดยวิธกีล (mechanical 
inoculation) (German et al. , 1992; สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื, 2546) 
  ปจจัยสําคัญในการแพรระบาดของโรคเหีย่วในแปลงปลูกคือ เพล้ียแปง ซึง่ในประเทสไทย
พบวา มีเพล้ียแปงสีชมพูในแปลงปลูกสับปะรด ฉะนัน้จึงเหน็ควรมกีารศึกษาเกี่ยวกับการถายทอด
โรคเหี่ยวโดยเพล้ียแปง เพื่อนําไปใชเปนขอมูลในการปองกันกําจัดโรคนี้ไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ  
1. ตนสับปะรดทีเ่ปนโรคเหีย่ว 
2. หนอพันธุสับปะรดที่ปลอดโรค 
3. เพล้ียแปงสีชมพ ู
4. โรงเรือนทดลอง และกรงกนัแมลง 
5.  ดินและกระถางสําหรับปลูกสับปะรด 

        6.  อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือไวรัสโดยเทคนิคอณูชีววทิยา 
 
วิธีการ  
 1.  เพล้ียแปงที่ใชเปนพาหะในการทดสอบ 
                   สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงทัง้สีชมพูจากแปลงปลูกสับปะรดใน จ. เพชรบุรี มาเล้ียงให
ปลอดจากไวรัสสาเหตุโรคเหีย่วของสับปะรดบนผลฟกทองในกลองกนัแมลง โดยยายเพล้ียแปงไป
บนฟกทองผลใหมทกุเดือน อยางนอย 3 รุน (generation) เพื่อใหเพล้ียแปงปลอดไวรัส กอนจะ
นําไปใชเปนพาหะในการถายทอดโรค 
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2. การเตรียมแหลงของไวรัส 
             นําตนสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วจากแปลงปลูกมาตรวจสอบวาเปนไวรัส Pineapple 

mealybug wilt-associated virus 1 (PMWaV-1) หรือ 2 (PMWaV-2) โดยเทคนิคอณูชีววทิยา 
และเก็บไวในเรือนทดลองเพือ่ใชเปนแหลงของไวรัส 

2.1 การแยกสกัดอารเอ็นเอของของไวรัสจากใบสับปะรด                             
 โดยใชชุดสกดัสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท 
EPICENTRE) 

1. เก็บตัวอยางพชื  1 – 5  มิลลิกรัม  ใชทําไดทันที หรือจะแชเก็บที ่– 70 ซ 
2. ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ทําใหเจือจางใน 300 

ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 ตัวอยาง) ใส  5 ไมโครลิตร  ในหลอด 
1.5  มิลลิลิตร 

3. บดตัวอยางพชืใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใสหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
4.  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซึ่งผสมกับ  Proteinase K แลว (ขอ 2) 

300 ไมโครลิตร  และผสมใหเขากัน 

5. นําไปบมที่  65 ซ  นาน  15  นาท ี(ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex  ทุกๆ 5  นาที)                                             
            นาํสารละลายเซลลพืชที่ไดมาแชในน้าํแข็ง  นาน  3 – 5 นาที   

6. เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ในสารละลายของ RNA ของ
เซลลพืช  300  ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex นาน 10 วนิาที   

7. นํามาปนที ่ 10,000 รอบ/นาท ี นาน  10  นาที  
8. ทิ้งตะกอน  และเก็บสวนใสใสหลอดใหม 

9. เติม Isopropanal  500  ไมโครลิตร โดยตองเยน็จัดโดยแชที่ -20 ซ แลวพลิกหลอดข้ึนลง 
30-40 คร้ัง 

10. นําสารละลายขอ 4  มาปน 10,000 รอบ/นาที ที่  4ซ  นาน  10  นาที  
11. ลางตะกอนดวย  75  %  ethanol  500  ไมโครลิตร แลว quick spin (ลาง 2 คร้ัง) 

12. dry  ตะกอนใน  37ซ   นานประมาณ  2  ชั่วโมง 
13. ละลายตะกอนของ RNA ที่ไดใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร 

2..2  การเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR 
              นําอารเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช  

        ไพรเมอร ที่มีความจําเพาะกับไวรัส PMWaV แตละ strain (Sether and Hu, 2002a) ไดแก       
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                 Pa222-F1         5′-ACA GGA AGG ACA ACA CTC AC-3′       PMWaV-1 
                 Pa223-R1         5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′  
                 Pa224-F2       5′-CAT ACG AAC TAG ACT CAT ACG-3′       PMWaV-2 
                 Pa225-R2         5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′  
                  โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

 
RT-PCR Profile 

20 ul. Reaction (ใชชุดของ Bioneer) 
dH2O             6   ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)          1    ไมโครลิตร 
RNA  template            5    ไมโครลิตร 

    บมที ่ 95 ซ  3 นาท ีแลวแชบนน้าํแข็ง.อีก  5 นาท ีจากนัน้เติม 
 5X RT  buffer             4   ไมโครลิตร 
 
10 mM  dNTP 1  ไมโครลิตร  
DTT              2   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 37 ซ  10 นาท ี แลวเติม 
M-MLV Reverse Transcriptase           1   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 45 ซ  50  นาท ี
PCR  Profile 

20 ul. Reaction  
GoTaq®Green Master Mix (Promega)         10.0    ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)            0.5    ไมโครลิตร 
Primer  F (100 พิโคโมล)             0.5   ไมโครลิตร 
dH2O               6.0    ไมโครลิตร 
Template (ที่ไดจาก RT-PCR)                                                 3.0    ไมโครลิตร 

 
นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห cDNA  

ตาม program ดังนี ้
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 94 ซ      5  นาท ี

 94 ซ 1.30  นาท ี      

55 ซ 1.30  นาท ี .      35   รอบ 

72 ซ 1.30  นาท.ี   

72 ซ 10  นาท ี
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 2 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  
 
         3.   การเตรียมหนอพนัธุสับปะรดปลอดไวรัส 
                   รวบรวมหนอพนัธุสับปะรดทีแ่ข็งแรง ไมแสดงอาการของโรคเหี่ยว จากศูนยวิจยัพชื
สวนเพชรบุรี จํานวน 20  หนอ มาตรวจสอบวาปลอดไวรัสทั้งสอง strain หรือไม ดวยเทคนิค RT-
PCR  จากนัน้นาํมาเก็บรักษาในโรงเรือนกันแมลง และใสปุยบํารุงตนใหมีอายุประมาณ 3-4 เดือน 
กอนจะนําไปใชเปนพชืทดลองในการทดสอบการถายทอดโรคเหี่ยวโดยเพล้ียแปง 
 
 เวลาและสถานที่  ระยะเวลา  ตุลาคม 2551 – กันยายน  2553 
    สถานที ่  - กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวจิัยโรคพืช   
                                              สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1.  เพล้ียแปงที่ใชเปนพาหะในการทดสอบ 
             เพล้ียแปงทั้งสีชมพจูากแปลงปลูกสับปะรด สามารถขยายพนัธุไดดีบนผลฟกทอง และถา
ใหเพล้ียแปงอยูในทีม่ืด โดยนํากลองกระดาษมาครอบกลองเล้ียงอีกชัน้หนึ่ง เพล้ียแปงจะ
ขยายพนัธุไดดีกวาการเล้ียงในที่สวาง ทัง้นี้เพราะในธรรมชาติเพล้ียแปงสีชมพูมักอาศัยอยูตามซอก
กาบใบโคนตน หรือบริเวณรากสับปะรด  
 
2.    การเตรียมแหลงของไวรัส       
                 นาํหนอสับปะรดที่แสดงอาการเหี่ยว จากแหลงปลูก มาตรวจสอบวาเกิดจากไวรัส 
PMWaV-1 หรือPMWaV-2  โดยเทคนิค RT-PCR  จากนัน้นาํมาปลูกในกระถาง อยางละ 3 กระถาง 
และเก็บไวในโรงเรือนกนัแมลง เพื่อใชเปนแหลงของไวรัสในการทดลองตอไป 
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3.   การเตรียมหนอพนัธุสับปะรดปลอดไวรัส 
         หนอสับปะรดที่นํามาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1  และ  PMWaV-2  จํานวน  20  
หนอ โดยเทคนิค RT-PCR  พบวา มี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนํามาปลูกในกระถาง  ดูแลใสปุย
หนอสับปะรดซ่ึงเก็บไวในกรงกันแมลง  ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปงปลอดไวรัสใหมี
เพียงพอ และรอใหหนอมีอายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป  

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงสีชมพูจากแปลงที ่จ. เพชรบุรี มาเล้ียงใหปลอดไวรัสในกรงกันแมลง   
จากนั้นนําหนอสับปะรดมาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  PMWaV-2  จํานวน  20  หนอ 
โดยเทคนิค RT-PCR  ไพรเมอรที่ใชตรวจ PMWaV-1 ไดแก  Pa222-F1 (5′-ACA GGA AGG ACA 
ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะใหแถบ band 
ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คูเบส สําหรับไพรเมอรที่ใชตรวจ  PMWaV-2 คือ  Pa224-F2   (5′-CAT ACG 
AAC TAG ACT CAT ACG-3′)  และ Pa225-R2         (5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′) 
ใหแถบ bandของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คูเบส พบวา ม ี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนาํมาปลูกใน
กระถาง  ดูแลใสปุยหนอสับปะรดซึ่งเก็บไวในกรงกันแมลง ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปง
ปลอดไวรัสใหมีเพียงพอ และรอใหหนอมอีายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป 
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