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ความสมัพนัธ์ระหว่างชนดิของไวรสั ความสมัพนัธ์ระหว่างชนดิของไวรสั ความสมัพนัธ์ระหว่างชนดิของไวรสั ความสมัพนัธ์ระหว่างชนดิของไวรสั Pineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wilt----associated virusassociated virusassociated virusassociated virus    กบักบักบักบั
ชนดิของเพลีย้แปง้ในการกอ่ให้เกดิโรคชนดิของเพลีย้แปง้ในการกอ่ให้เกดิโรคชนดิของเพลีย้แปง้ในการกอ่ให้เกดิโรคชนดิของเพลีย้แปง้ในการกอ่ให้เกดิโรคเหี่ยวเหี่ยวเหี่ยวเหี่ยวในในในในสับปะรดสับปะรดสับปะรดสับปะรด    

Relationships betweenRelationships betweenRelationships betweenRelationships between    strains of strains of strains of strains of Pineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wilt----associated virusassociated virusassociated virusassociated virus    
andandandand                mmmmealybugealybugealybugealybug    species in causing pineapple wilt diseaspecies in causing pineapple wilt diseaspecies in causing pineapple wilt diseaspecies in causing pineapple wilt diseasesesese    

วนัเพญ็วนัเพญ็วนัเพญ็วนัเพญ็    ศรทีองชยัศรทีองชยัศรทีองชยัศรทีองชยั                        ปรเิชษฐ ์ตัง้กาญจนภาสน ์ปรเิชษฐ ์ตัง้กาญจนภาสน ์ปรเิชษฐ ์ตัง้กาญจนภาสน ์ปรเิชษฐ ์ตัง้กาญจนภาสน ์                    กาญจนา วาระวชิะนีกาญจนา วาระวชิะนีกาญจนา วาระวชิะนีกาญจนา วาระวชิะนี        
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รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้    

 สํารวจและเก็บเพลี้ยแป้งสีชมพูจากแปลงท่ี จ. เพชรบุรี มาเลี้ยงให้ปลอดไวรัสในกรงกันแมลง   
จากนั้นนําหน่อสับปะรดพันธุ์ปัตตาเวียท่ีผ่านการตรวจสอบว่าปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  PMWaV-2  
โดยเทคนิค RT-PCR มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตรชักนําให้เกิดการแตกกอ (สูตร
อาหาร MS + BA 1 ppm) และย้ายอาหารทุก 1-2 เดือน จากนั้นจึงย้ายเป็นต้นเด่ียวลงเลี้ยงบนอาหาร
สูตรชักนําให้เกิดราก (MS+IBA 0.5 ppm)  และย้ายปลูกลงดิน จนมีอายุประมาณ 5  เดือน จึงนํามา
ถ่ายทอดโรคโดยใช้เพลี้ยแป้ง 10 ตัว/ต้น มีระยะเวลาในการรับเชื้อและถ่ายทอดเชื้อ 3 และ 5 วัน 
ตามลําดับ  เก็บใบสับปะรดมาตรวจหาไวรัสทุก 30 วันโดยเทคนิค RT-PCR ไพรเมอร์ท่ีใช้ตรวจ 
PMWaV-1 ได้แก่  Pa222-F1 (5′-ACA GGA AGG ACA ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC 
ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะให้แถบ band ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คู่เบส สําหรับไพรเมอร์ท่ี
ใช้ตรวจ  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′) ให้แถบ band ของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คู่เบส  พบว่า ต้น
สับปะรดท่ีรับเชื้อไวรัส strain  เด่ียว  (PMWaV-2)  และstrain ผสม (PMWaV-1 + PMWaV-2 )  เริ่ม
ตรวจพบ แถบ band ของดีเอ็นเอของ PMWaV-2 ขนาด 609 คู่เบส หลังการถ่ายทอดโรคแล้ว 8-10 
สัปดาห์ แต่ต้นสับปะรดเริ่มแสดงอาการใบอ่อนนิ่ม สีเหลืองซีด และ ลู่ลง หลังจากถ่ายทอดเชื้อแล้ว 4 
เดือน สําหรับ PMWaV-1 เริ่มตรวจพบแถบ band ของดีเอ็นเอ หลังการถ่ายทอดโรคแล้ว 4 เดือน และ
แสดงอาการเหี่ยวไม่รุนแรงเท่ากับต้นท่ีมีไวรัส  PMWaV-1 + PMWaV-2 
 
 
 
 
 
        รหสัรหสัรหสัรหสัการทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง        01010101----11118888----54545454----00002222----00000000----00000000----00001111----55554444    
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
  สับปะรด [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยู่ในวงศ์ Bromeliaceae มีถ่ินกําเนิดใน
ประเทศบราซิลและปารากวัย  เริ่มมีการนําเข้ามาปลูกในประเทศไทยโดยชาวโปรตุเกสต้ังแต่ปี พ.ศ. 
2223 และปลูกกระจายไปท่ัวทุกภาคของประเทศ ตามความเหมาะสมของพ้ืนท่ีและชนิดพันธุ์ 
สับปะรดจัดเป็นผลไม้ท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจของไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตได้ตลอดปี 
เพ่ือใช้บริโภคสดภายในประเทศและแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น สับปะรดกระป๋อง น้ําสับปะรด 
สับปะรดกวน สับปะรดแช่แข็งและสับปะรดอบแห้ง มีมูลค่าส่งออกประมาณปีละ 13,000-15,000 
ล้านบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2545) โดยประเทศไทยครองความเป็นผู้นําในการผลิตและ
ส่งออกสับปะรดเป็นอันดับหนึ่งของโลก เป็นเวลานานกว่า 10 ปีจนถึงปัจจุบัน โดยมีตลาดผู้นําเข้าท่ี
สําคัญ ได้แก่ สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญ่ีปุ่น และสาธารณรัฐประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์, 2547) 

ศัตรูพืชเป็นอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทําให้ผลผลิตและคุณภาพสับปะรดเสียหาย
อย่างรุนแรง จนบางครั้งไม่สามารถเก็บผลผลิตได้ ศัตรูสําคัญท่ีสุดท่ีกําลังเป็นปัญหาสําคัญต่อการปลูก
สับปะรดของไทยในปัจจุบัน คือ “โรคเหี่ยว” ซ่ึงพบระบาดเป็นครั้งแรกในรัฐฮาวาย ประเทศ
สหรัฐอเมริกา เม่ือต้นปี พ.ศ. 2443 และปัจจุบันโรคนี้แพร่ระบาดท่ัวไปในประเทศท่ีมีการปลูก
สับปะรดเป็นการค้า เช่น ออสเตรเลีย ไทย และคิวบา เป็นต้น สําหรับประเทศไทยมีรายงานว่าพบการ
ระบาดของโรคเหี่ยวในแหล่งปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรีตั้งแต่ปี พ.ศ. 2532 และทําความเสียหาย
ให้แก่ผลผลิตอย่างสูง (Dilokkunanant et al., 1996) ด้วยเหตุท่ีเกษตรกรมีการนําหน่อพันธุ์จาก
แหล่งท่ีมีโรคระบาด ซ่ึงเกิดจากเชื้อไวรัส PiWV (Pineapple wilt virus)ไปปลูก จึงทําให้โรคเหี่ยวแพร่
ระบาดมายังภาคตะวันตก  ในปี พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาค
ตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และเพชรบุรี ซ่ึงเป็นแหล่งปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพ้ืนท่ี
ปลูกสับปะรดเป็นอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร่ ตามลําดับ จากพ้ืนท่ี
ปลูกท้ังประเทศ 962,693 ไร่ โดยพบการแพร่ระบาดของโรคสูงถึง 90% ของพ้ืนท่ีในเขต ตําบลหนอง
พลับ อําเภอหัวหิน จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ พันธุ์ท่ีพบว่ามีการระบาดของโรคเหี่ยว คือ พันธุ์ปัตตาเวีย    
หรือรู้จักแพร่หลายในนามสับปะรดศรีราชา เป็นพันธุ์ท่ีปลูกมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 70 ของผลผลิต
รวมของสับปะรด  จัดอยู่ในกลุ่มพันธุ์ Smooth Cayenne เป็นพันธุ์ท่ีนอกจากนิยมปลูกเพ่ือ
อุตสาหกรรมแปรรูปแล้ว  ยังเป็นพันธุ์หลักเพียงพันธุ์เดียวมาโดยตลอด นอกจากนี้ยังเป็นพันธุ์ท่ีนิยมใช้
บริโภคผลสดอีกด้วย (วันเพ็ญ, 2546)     

โรคเหี่ยว เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ได้แก่ 
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซ่ึงมีอนุภาคแบบท่อนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร จัดอยู่ในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) กระจายอยู่หนาแน่นเฉพาะภายใน
เซลล์ท่ออาหารของพืช (Van Regenmortel, 2000; Sether et al., 2001) โดยมีเพลี้ยแป้ง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
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D. neobrevipes (Beardsley)] เป็นพาหะ โดยท่ัวไปพบ D. brevipes  ในแทบทุกแห่งท่ีมีการปลูก
สับปะรด รวมท้ังประเทศไทย และมีมด ได้แก่ มดคันไฟ (Solenopsis sp.) และมดหัวโต (Pheidole 
sp.) เป็นตัวพาเพลี้ยแป้งให้กระจายจากท่ีหนึ่งไปยังอีกท่ีหนึ่ง (ชํานาญ พิทักษ์ และคณะ, 2540; 
Beardsley, 1993) ท้ังยังมีวัชพืชชนิดต่างๆเป็นแหล่งหลบซ่อนของมดและเพลี้ยแป้ง ลักษณะอาการ
ของโรคท่ีเด่นชัด คือใบเริ่มแสดงอาการอ่อนนิ่ม มีสีเขียวอ่อนหรือสีเหลือง ปลายใบแห้งตายเป็นสี
น้ําตาลหรือสีแดงลามเข้าสู่โคนใบ (die back) ใบลู่ลงและแผ่แบนไม่ตั้งข้ึนเหมือนใบปกติ ต่อมาต้น
เหี่ยวและแห้งตายในท่ีสุด รากมีขนาดสั้นและแตกแขนงน้อยมาก ทําให้ถอนต้นข้ึนมาได้ง่าย ซ่ึงตรง
ข้ามกับต้นปกติท่ีมีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแน่น ทําให้ถอนต้นข้ึนมาได้ยาก ผลมีขนาดเล็กมากจนไม่
สามารถเก็บเก่ียวได้ และโรคนี้ไม่สามารถถ่ายทอดโดยวิธีกล (mechanical inoculation) (German 
et al. , 1992; สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช, 2546) 
  ปัจจัยสําคัญในการแพร่ระบาดของโรคเหี่ยวในแปลงปลูกคือ เพลี้ยแป้ง ซ่ึงในประเทสไทย
พบว่า มีเพลี้ยแป้งสีชมพูในแปลงปลูกสับปะรด ฉะนั้นจึงเห็นควรมีการศึกษาเก่ียวกับการถ่ายทอดโรค
เหี่ยวโดยเพลี้ยแป้ง เพ่ือนําไปใช้เป็นข้อมูลในการป้องกันกําจัดโรคนี้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

    
วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณ์ อุปกรณ์ อุปกรณ์ อุปกรณ์     
1. ต้นสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยว 
2. หน่อพันธุ์สับปะรดท่ีปลอดโรค 
3. เพลี้ยแป้งสีชมพู 
4. โรงเรือนทดลอง และกรงกันแมลง 
5.  ดินและกระถางสําหรับปลูกสับปะรด 

        6.  อุปกรณ์และสารเคมีในการตรวจสอบเชื้อไวรัสโดยเทคนิคอณูชีววิทยา 
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร  
 1.  เพลี้ยแป้งท่ีใช้เป็นพาหะในการทดสอบ 
                   สํารวจและเก็บเพลี้ยแป้งท้ังสีชมพูจากแปลงปลูกสับปะรดใน จ. เพชรบุรี มาเลี้ยงให้
ปลอดจากไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรดบนผลฟักทองในกล่องกันแมลง โดยย้ายเพลี้ยแป้งไปบน
ฟักทองผลใหม่ทุกเดือน อย่างน้อย 3 รุ่น (generation) เพ่ือให้เพลี้ยแป้งปลอดไวรัส ก่อนจะนําไปใช้
เป็นพาหะในการถ่ายทอดโรค 

2. การเตรียมแหล่งของไวรัส 
             นําต้นสับปะรดท่ีเป็นโรคเหี่ยวจากแปลงปลูกมาตรวจสอบว่าเป็นไวรัส Pineapple 

mealybug wilt-associated virus 1 (PMWaV-1) หรือ 2 (PMWaV-2) โดยเทคนิคอณูชีววิทยา และ
เก็บไว้ในเรือนทดลองเพ่ือใช้เป็นแหล่งของไวรัส 

2.1 การแยกสกัดอาร์เอ็นเอของของไวรัสจากใบสับปะรด                                                                       
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 โดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE) 

1. เก็บตัวอย่างพืช  1 – 5  มิลลิกรัม  ใช้ทําได้ทันที หรือจะแช่เก็บท่ี – 70 °ซ 
2. ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ทําให้เจือจางใน 300 

ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 ตัวอย่าง) ใส่  5 ไมโครลิตร  ในหลอด 
1.5  มิลลิลิตร 

3. บดตัวอย่างพืชใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใส่หลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
4.  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซ่ึงผสมกับ  Proteinase K แล้ว (ข้อ 2) 

300 ไมโครลิตร  และผสมให้เข้ากัน 

5. นําไปบ่มท่ี  65 °ซ  นาน  15  นาที (ผสมให้เข้ากันโดยใช้  Vortex  ทุกๆ 5  นาที)                                                                                                                             
            นําสารละลายเซลล์พืชท่ีได้มาแช่ในน้ําแข็ง  นาน  3 – 5 นาที      

6. เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ในสารละลายของ RNA ของ
เซลล์พืช  300  ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้  Vortex นาน 10 วินาที   

7. นํามาป่ันท่ี  10,000 รอบ/นาที  นาน  10  นาที  
8. ท้ิงตะกอน  และเก็บส่วนใสใส่หลอดใหม่ 

9. เติม Isopropanal  500  ไมโครลิตร 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  ไมโครลิตร แล้ว quick spin (ล้าง 2 ครั้ง) 

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

 2..2  การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยเทคนิค RT-PCR 
             นําอาร์เอ็นเอของเชื้อท่ีได้จากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ไพร

เมอร์ ท่ีมีความจําเพาะกับไวรัส PMWaV แต่ละ strain (Sether and Hu, 2002a) ได้แก่            

                 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′  
                                                                        
    โดยใช้ปฏิกิริยาดังนี้  
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RTRTRTRT----PCR ProfilePCR ProfilePCR ProfilePCR Profile    
20 ul. Re20 ul. Re20 ul. Re20 ul. Reactionactionactionaction    ((((ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ ใชช้ดุของ Bioneer)Bioneer)Bioneer)Bioneer)    
dH2O             6   ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)                    1    ไมโครลิตร 
RNA  template            5    ไมโครลิตร 

    บ่มท่ี  95 °ซ  3 นาที แล้วแช่บนน้ําแข็ง.อีก  5 นาที จากนั้นเติม 
 5X RT  buffer            4   ไมโครลิตร 
 
10 mM  dNTP 1   ไมโครลิตร  
DTT             2   ไมโครลิตร 

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

    บ่มท่ี  45 °ซ  50  นาที    
PCR  ProfilePCR  ProfilePCR  ProfilePCR  Profile    

20 ul. Reaction 20 ul. Reaction 20 ul. Reaction 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 (ท่ีได้จาก RT-PCR)                                           3.0    ไมโครลิตร 

 
นําหลอดท่ีผสมปฏิกิริยามาใส่ในเครื่อง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะห์ cDNA  

ตาม program ดังน้ี 

 94 °ซ      5  นาที 

 94 °ซ 1.30  นาที       

55 °ซ 1.30  นาที  .      35   รอบ 

72 °ซ 1.30  นาที.   

72 °ซ 10  นาที 
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 2 % agarose gel electrophoresis ท่ี
กระแสไฟฟ้า  100  โวล์ท  ใน TAE บัฟเฟอร์  เป็นเวลา  30  นาที   
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        3.   การเตรียมหน่อพันธุ์สับปะรดปลอดไวรัส 
                   นําต้นอ่อนสับปะรดพันธุ์ปัตตาเวียท่ีปลอดโรค มานํามาเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อสูตรชักนําให้เกิดการแตกกอ (สูตรอาหาร MS + BA 1 ppm) (สถาบันวิจัยพืชสวน, 2546) กอ 
และย้ายอาหารทุก 1-2 เดือน จากนั้นจึงย้ายเป็นต้นเด่ียวลงเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําให้เกิดราก 
(MS+IBA 0.5 ppm) เม่ือนํามาเก็บรักษาในโรงเรือนกันแมลง และใส่ปุ๋ยบํารุงต้นให้มีอายุประมาณ 4-
5  เดือน ก่อนจะนําไปใช้เป็นพืชทดลองในการทดสอบการถ่ายทอดโรคเหี่ยวโดยเพลี้ยแป้ง 
 4.  การถ่ายทอดโรคเหี่ยวโดยเพลี้ยแป้งสีชมพู 
         นําตัวอ่อนเพลี้ยแป้งสีชมพู (instar ท่ี 2-3) ท่ีปราศจากไวรัส มาปล่อยบนใบสับปะรด
จากต้นท่ีเป็นโรคซ่ึงตรวจสอบแล้วว่ามีไวรัสเด่ียว ( PMWaV-1 หรือ  PMWaV-2 ) และ ต้นท่ีมีไวรัสท้ัง 
2 strain (PMWaV-1+ PMWaV-2)  โดยเก็บในกล่องชื้นเพ่ือรับเชื้อไวรัส  PMWaV-1,  PMWaV-2 
และ PMWaV-1+ PMWaV-2 เป็นเวลา  3  วัน จากนั้นจึงนําไปปล่อยบนหน่อสับปะรดพันธุ์ปัตตาเวีย
ปกติ นาน 5 วัน โดยใช้เพลี้ยแป้ง 10 ตัว/ต้น  (Dilokkunanant et al., 1996) จํานวน  5  ต้น/ชนิด
ของไวรัส  จากนั้นเก็บต้นสับปะรดไว้ในกรงกันแมลง เพ่ือสังเกตอาการของโรค ใส่ปุ๋ยและฉีดยาป้องกัน
กําจัดเพลี้ยแป้งบนต้นสับปะรด ทุก 2 สัปดาห์   ตรวจหาไวรัสในหน่อสับปะรดปกติหลังจากได้รับเชื้อ
ไวรัสจากเพลี้ยแป้ง ทุก 30 วันหลังการถ่ายทอดโรคแล้ว โดยใช้เทคนิคอณูชีววิทยา (RT-PCR)  
 
 เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ ระยะเวลา  ตุลาคม 2553 – กันยายน  2555 
    สถานท่ี   - กลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช                   กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลอง    

1.  เพลี้ยแป้งท่ีใช้เป็นพาหะในการทดสอบ 
             เพลี้ยแป้งท้ังสีชมพูจากแปลงปลูกสับปะรด สามารถขยายพันธุ์ได้ดีบนผลฟักทอง และถ้าให้
เพลี้ยแป้งอยู่ในท่ีมืด โดยนํากล่องกระดาษมาครอบกล่องเลี้ยงอีกชั้นหนึ่ง เพลี้ยแป้งจะขยายพันธุ์ได้
ดีกว่าการเลี้ยงในท่ีสว่าง ท้ังนี้เพราะในธรรมชาติเพลี้ยแป้งสีชมพูมักอาศัยอยู่ตามซอกกาบใบโคนต้น 
หรือบริเวณรากสับปะรด  
 
2.    การเตรียมแหล่งของไวรัส       
                 นําหน่อสับปะรดท่ีแสดงอาการเหี่ยว จากแหล่งปลูก มาตรวจสอบว่าเกิดจากไวรัสเด่ียว 
ได้แก่ PMWaV-1 หรือPMWaV-2  และต้นท่ีมีไวรัสท้ัง 2 strain อยู่ร่วมกัน โดยเทคนิค RT-PCR  
จากนั้นนํามาปลูกในกระถาง อย่างละ 3 กระถาง และเก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง เพ่ือใช้เป็นแหล่งของ
ไวรัสในการทดลองต่อไป 
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3.   การเตรียมหน่อพันธุ์สับปะรดปลอดไวรัส 
         หน่อสับปะรดปลอดโรคท่ีได้จากต้นอ่อนในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จํานวน  20  หน่อ ได้
นํามาปลูกในกระถาง  ดูแลใส่ปุ๋ย พ่นยากําจัดแมลงและเก็บไว้ในกรงกันแมลง  พบว่า หน่อสับปะรดมี
การเจริญเติบโตดี ฉะนั้นเม่ือต้นสับปะรดอายุ ประมาณ 5 เดือน จึงเหมาะท่ีจะนําไปทดสอบการ
ถ่ายทอดโรคเหี่ยวโดยเพลี้ยแป้งสีชมพู  
 
4.  การถ่ายทอดโรคเหี่ยวโดยเพลี้ยแป้งสีชมพู 
 หลังจากถ่ายทอดโรคเหี่ยวท่ีเกิดจากไวรัส PMWaV-1, PMWaV-2และ PMWaV-1 + PMWaV-
2 โดยใช้เพลี้ยแป้ง 10 ตัว/ต้น มีระยะเวลาในการรับเชื้อและถ่ายทอดเชื้อ 3 และ 5 วัน ตามลําดับ  เก็บ
ใบสับปะรดมาตรวจหาไวรัสโดยเทคนิค RT-PCR พบว่า ต้นสับปะรดท่ีรับเชื้อไวรัส strain  เด่ียว  
(PMWaV-2)  และstrain ผสม (PMWaV-1 + PMWaV-2 )  เริ่มตรวจพบ แถบ band ของดีเอ็นเอของ 
PMWaV-2 ขนาด 609 คู่เบส หลังการถ่ายทอดโรคแล้ว 8-10 สัปดาห์ แต่ต้นสับปะรดเริ่มแสดงอาการใบ
อ่อนนิ่ม สีเหลืองซีด และ ลู่ลง หลังจากถ่ายทอดเชื้อแล้ว 4 เดือน ต้นท่ีได้รับไวรัสท้ังสอง strain แสดง
อาการแคระแกร็นกว่าต้นท่ีได้รับไวรัส PMWaV-2 สําหรับ PMWaV-1 เริ่มตรวจพบแถบ band ของดี
เอ็นเอ ขนาด 589 คู่เบส หลงัการถ่ายทอดโรคแล้ว 4 เดือน และแสดงอาการเหี่ยวไม่รุนแรงเท่ากับต้นท่ี
มีไวรัส  PMWaV-1 + PMWaV-2 แสดงว่า ถ้าไวรัสเข้าทําลายต้นสับปะรดท้ังสอง strain มีผลทําให้พืช
แสดงอาการเหี่ยวรุนแรงกว่าการเข้าทําลายโดยไวรัส strain เด่ียว ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Sether 
และคณะ (2001) 
 

    
    
    
    
    
    
    

                                        ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่1111....   ผลวิเคราะห์การตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-2 ของสับปะรดโดยใช้ 
                        ไพรเมอร์ Pa224-F1 และ  Pa225-R1                                
                               M :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder) 

                      1 :   ต้นเป็นโรคท่ีเกิดจาก PMWaV-2 
                                2  :   ต้นปกติ 

                   3-6 :   ต้นสับปะรดท่ีได้รับการถ่ายทอดเชื้อ PMWaV-2 
                   7-10 :   ต้นสับปะรดท่ีได้รับการถ่ายทอดเชื้อ PMWaV-1 + PMWaV-2 
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สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
 สํารวจและเก็บเพลี้ยแป้งสีชมพูจากแปลงท่ี จ. เพชรบุรี มาเลี้ยงให้ปลอดไวรัสในกรงกัน
แมลง   จากนั้นนําหน่อสับปะรดพันธุ์ปัตตาเวียมาตรวจสอบว่าปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  
PMWaV-2  โดยเทคนิค RT-PCR  ไพรเมอร์ท่ีใช้ตรวจ PMWaV-1 ได้แก่  Pa222-F1 (5′-ACA GGA 
AGG ACA ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะให้
แถบ band ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คู่เบส สําหรับไพรเมอร์ท่ีใช้ตรวจ  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′) ให้แถบ band ของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คู่เบส มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อสูตรชักนําให้เกิดการแตกกอ (สูตรอาหาร MS + BA 1 ppm) และย้ายอาหารทุก 1-2 เดือน 
จากนั้นจึงย้ายเป็นต้นเด่ียวลงเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําให้เกิดราก (MS+IBA 0.5 ppm) และย้ายาปลูก
ลงดิน จนมีอายุประมาณ 4-5  เดือน จึงนํามาถ่ายทอดโรคโดยใช้เพลี้ยแป้ง 10 ตัว/ต้น มีระยะเวลาใน
การรับเชื้อและถ่ายทอดเชื้อ 3 และ 5 วัน ตามลําดับ  เก็บใบสับปะรดมาตรวจหาไวรัสโดยเทคนิค RT-
PCR พบว่า ต้นสับปะรดท่ีรับเชื้อไวรัส strain  เด่ียว  (PMWaV-2)  และstrain ผสม (PMWaV-1 + 
PMWaV-2 )  เริ่มตรวจพบ แถบ band ของดีเอ็นเอของ PMWaV-2 ขนาด 609 คู่เบส หลังการ
ถ่ายทอดโรคแล้ว 2 เดือน แต่ต้นสับปะรดเริ่มแสดงอาการใบอ่อนนิ่ม สีเหลืองซีด และ ลู่ลง หลังจาก
ถ่ายทอดเชื้อแล้ว 4 เดือน สําหรับ PMWaV-1 เริ่มตรวจพบแถบ band ของดีเอ็นเอ หลังการถ่ายทอด
โรคแล้ว 4 เดือน และแสดงอาการเหี่ยวไม่รุนแรงเท่ากับต้นท่ีมีไวรัส  PMWaV-1 + PMWaV-2  
 

เเเเอกสารอา้งองิอกสารอา้งองิอกสารอา้งองิอกสารอา้งองิ    
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2547.  ยุทธศาสตร์สับปะรด Pineapple National Strategy 2547-

2551.   
         51 หน้า. 
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