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การตรวจสอบไวรัส การตรวจสอบไวรัส การตรวจสอบไวรัส การตรวจสอบไวรัส Pineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wilt----associated virusassociated virusassociated virusassociated virus----1 1 1 1 และ และ และ และ ----2 2 2 2 สาเหตโุรคสาเหตโุรคสาเหตโุรคสาเหตโุรค
เหีย่วสบัปะรดโดยเทคนคิ เหีย่วสบัปะรดโดยเทคนคิ เหีย่วสบัปะรดโดยเทคนคิ เหีย่วสบัปะรดโดยเทคนคิ multiplex PCRmultiplex PCRmultiplex PCRmultiplex PCR                                 

DetectionDetectionDetectionDetection    of of of of Pineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wiltPineapple mealybug wilt----associated virusassociated virusassociated virusassociated virus    ----1 and 1 and 1 and 1 and ----2 using 2 using 2 using 2 using 
multiplex PCR techniquemultiplex PCR techniquemultiplex PCR techniquemultiplex PCR technique    
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รายงานความกLาวหนLารายงานความกLาวหนLารายงานความกLาวหนLารายงานความกLาวหนLา    

 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดท้ัง 2 strain (PMWaV-1 และ 
PMWaV-2) ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค Multiplex RT-PCR เริ่มจากการออกแบบไพรเม
อรCบริเวณ heat shock protein gene ท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส PMWaV-1  ไดLแกF  PM1_HS_M_F 
: 5’ CCACTCTGTGTTTC TCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R : 5’CTCCCAGATA 
GTTATCTCCCATCG 3’ และ ไพรเมอรCบริเวณ heat shock gene ท่ีมีความ จําเพาะตFอไวรัส 
PMWaV-2 ไดLแกF PM2_HS_M_F: 5’ CAAGGACG GGTCGGTAATGCTAG 3’ และPM2_HS_M_R :  
5’ CCAACGCTAAA CAGTA CGCATACC 3’ จากนั้นการสกัด อารCเอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 จากใบสับปะรดเปbนโรค    โดยใชLชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit 
ของบริษัท EPICENTRE) แลLวนํามาทดสอบและปรับระยะเวลารวมท้ังอุณหภูมิใหLเหมาะสมในการ
สังเคราะหCเพ่ิมปริมาณ cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   พบวFา อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม 
ไดLแกF เริ่มจาก  50 oC นาน 30 นาที เพ่ือสังเคราะหC cDNA จากนั้นเขLาสูFปฏิกิริยา PCR  เริ่มจาก 95 
oC นาน 30 นาที,  (94 oC นาน 45 วินาที ,  60 oC นาน 45 วินาที ,  72 oC นาน 60  วินาที) รวม 
35 รอบตามดLวย 72 oC นานอีก 10 นาที   25 oC นานอีก 15 นาที     หลังจากนั้นนํา PCR product 
ท่ีไดLไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดLวยวิธี gel electrophoresis  ใน 2% agarose ท่ี 100 V. 
นาน 35-40 นาที พบวFาไวรัส PMWaV1 ใหLแถบสีขาวขนาด 635 bp สFวนไวรัส PMWaV2  ใหLแถบสี
ขาวขนาด 380 bp  
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
สับปะรดเปbนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดLตลอดปs 

เพ่ือใชLบริโภคสดภายในประเทศและแปรรูปเปbนผลิตภัณฑCตFางๆมีมูลคFาสFงออกประมาณปsละ13,000-
15,000 ลLานบาท โดยประเทศไทยครองความเปbนผูLนําในการผลิตและสFงออกสับปะรดเปbนอันดับหนึ่ง
ของโลก เปbนเวลานานกวFา 10 ปsจนถึงปwจจุบัน โดยมีตลาดผูLนําเขLาท่ีสําคัญ ไดLแกF สหรัฐอเมริกา 
สหภาพยุโรป ญ่ีปุxน และสาธารณรัฐประชาชนจีน  
                             โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ Mealybug wilt of pineapple) พบ
ระบาดเปbนครั้งแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา เม่ือตLนปs พ.ศ. 2443 และปwจจุบันโรคนี้แพรF
ระบาดท่ัวไปในประเทศท่ีมีการปลูกสับปะรดเปbนการคLา เชFน ออสเตรเลีย ไทยและคิวบา เปbนตLน 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานวFาพบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหลFงปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรี
ต้ังแตFปs พ.ศ. 2532 และทําความเสียหายใหLแกFผลผลิตอยFางสูง ตFอมาในปs พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาด
รุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธC และเพชรบุรี ซ่ึงเปbน
แหลFงปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพ้ืนท่ีปลูกสับปะรดเปbนอันดับ1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 
และ 56,192 ไรF ตามลําดับ จากพ้ืนท่ีปลูกท้ังประเทศ 962,693 ไรF (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณC. 2547)    นอกจากนี้เริ่มพบการเขLาทําลายของโรคนี้ในเขตจังหวัด
ชลบุรี ระยอง และตราด ซ่ึงเปbนแหลFงปลูกสับปะรดท่ีสําคัญเพ่ือสFงโรงงานแปรรูปของภาคตะวันออก 
พันธุCท่ีพบวFามีการระบาดของโรคเหี่ยว คือพันธุCปwตตาเวีย    หรือรูLจักแพรFหลายในนามสับปะรดศรีราชา 
เปbนพันธุCท่ีปลูกมากท่ีสุดคิดเปbนรLอยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด  (วันเพ็ญ และคณะ, 2546)    

โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ไดLแกF
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซ่ึงมีอนุภาคแบบทFอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเปbนแบบอารCเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
น้ําหนักโมเลกุล 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยูFในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศC 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยูFหนาแนFนเฉพาะภายในเซลลCทFออาหารของพืช  
(Beardsley, 1993)  

    ลักษณะอาการของโรค    ใบเริ่มแสดงอาการอFอนนิ่ม มีสีเขียวอFอนหรือสีเหลือง ปลายใบแหLง
ตายเปbนสีน้ําตาลหรือสีแดงลามเขLาสูFโคนใบ (die back) ใบลูFลงและแผFแบนไมFตั้งข้ึนเหมือนใบปกติ 
ตFอมาตLนเหี่ยวและแหLงตายในท่ีสุด รากมีขนาดสั้นและแตกแขนงนLอยมาก ทําใหLถอนตLนข้ึนมาไดLงFาย 
ซ่ึงตรงขLามกับตLนปกติท่ีมีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนFน ทําใหLถอนตLนข้ึนมาไดLยาก ผลมีขนาดเล็ก
มากจนไมFสามารถเก็บเก่ียวไดL (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยท่ีสําคัญและ
อFอนแอตFอไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถFายทอดโดยมีเพลี้ยแป�ง [pink pineapple 
mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, D. 
neobrevipes (Beardsley)] เปbนพาหะ (German et al, 1992)    
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วิธีการตรวจสอบหาเชื้อสาเหตุในสับปะรดโดยใชLแมลงพาหะ อาการเหี่ยวบนพืชทดสอบเริ่มปรากฎ
หลังการถFายทอดโรคแลLวอยFางนLอย 4 เดือน หรือใชLเทคนิคทางอณูชีววิทยา เชFน เทคนิค RT-PCR ซ่ึง
ใหLผลท่ีแมFนยํา และรวดเร็ว แตFตLองตรวจสอบครั้งละ 1 strain ทําใหLตLองเสียคFาใชLจFายสูงในการ
ตรวจสอบหนFอพันธุCสับปะรดเปbนจํานวนมาก  
 ในปwจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพไดLมีการพัฒนาตลอดเวลา ทําใหLสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัส 2 
ชนิดในการทําปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน เรียกวFา  multiplex PCR ซ่ึงเปbนการประหยัดเวลาและ
คFาใชLจFายในการตรวจสอบไวรัส เชFน Menzel และคณะ (2002) ไดLใชL multiple PCR 2 ชุดท่ีมี
ความจําเพาะกับ mRNA ในพืช ซ่ึงสามารถตรวจสอบไวรัส 4 ชนิดท่ีเขLาทําลายองุFนไดL เชFน Apple 
chlorotic leaf spot virus, Apple stem grooving virus, Apple mosaic virus  และ Apple 
stem pitting virus เปbนวิธีท่ีรวดเร็ว แมFนยํา และอาจนาํไปใชLตรวจสอบไวรัสขององุFนแทนการใชL
พืชทดสอบหรือ ELISA หรือ Lorenzen และคณะ (2003) รายงานวFาสามารถพัฒนาการตรวจสอบ
ไวรัสของมันฝรั่ง (Potato virus Y, PVY) หลาย strins ของ PVYN, PVYO จากการทําปฏิกิริยาใน
การเพ่ิมปริมาณ cDNA ในหลอดเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค multiple PCR และทําใหLตรวจจําแนก
เชื้อ PVY ไดLถึง 119 ไอโซเลท รวมท้ังสามารถตรวจเชื้อ PVY หลาย strain ท่ีเขLาทําลายพืชตLน
เดียวกัน นอกจากนี้ Olufemi และคณะ (2008) รายงานวFา ไดLนาํเทคนิค multiplex PCR มา
พัฒนาการตรวจสอบไวรัสในมันสําปะหลัง ไดLแกF African cassava mosaic virus (ACMV), East 
african cassava mosaic Cameroon  virus (EACMCV) โดย 1 ชุดของไพรเมอรCประกอบดLวย 
upstream primer ท่ีพบในท้ัง 2 ไวรัส สFวนอีก 2 downstream primer มีความจําเพาะกับไวรัส
แตFละชนิด โดยออกแบบไพรเมอรCท่ีมีขนาดนิว คลีโอไทดC 368 คูFเบส สําหรับตรวจ ACMV และ 
650 คูFเบส สําหรับตรวจ EACMCV สําหรับอีกชุดของไพรเมอรC ประกอบดLวยไพรเมอรCท่ีใหL PCR 
product 540 คูFเบส และ 655 คูFเบส สําหรับตรวจยีนโปรตีนหFอหุLมอนุภาคไวรัส EACMCV และ 
ACMV ตามลําดับ ซ่ึงสามารถนําไปใชLตรวจมันสําปะหลังในแปลงปลูกในประเทศไนจีเรีย อันจะ
นําไปสูFการคัดเลือกทFอนพันธุCปลอดไวรัสตFอไปในอนาคต ฉะนั้น การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคC 
เพ่ือพัฒนาการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวท้ัง 2 strain (PMWaV-1และ-2) ในปฏิกิริยาเดียวกัน  
 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณC อุปกรณC อุปกรณC อุปกรณC     

1. ตLนสับปะรดท่ีเปbนโรคเหี่ยว เกิดจากไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 
2. ไพรเมอรC ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 
3. สารเคมีและอุปกรณCท่ีใชLในการสกัดอารCเอ็นเอ ของไวรัส 
4. สารเคมีและอุปกรณCท่ีใชLในการเพ่ิมปริมาณ cDNA 
5. สารเคมีและอุปกรณCท่ีใชLในการวิเคราะหCดLวยเทคนิค electrophoresis 
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วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร  
 1.  การออกแบบไพรเมอรC 

สืบคLนขLอมูลเก่ียวกับลําดับเบส (full length) ของยีนตFางๆท่ีมีรายงานใน GenBank   
ของ PMWaV-1 และ PMWaV-2 แลLวออกแบบ primer ใหLครอบคลุมนิวคลีโอไทดCท่ีจําเพาะเจาะจง
กับไวรัสแตFละ strain และออกแบบ primer ใหLครอบคลุมนิวคลีโอไทดCท่ีพบท่ัวไปในไวรัสท้ังสอง 
strain โดยออกแบบไพรเมอรC บริเวณ heat shock protein gene ท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส 
PMWaV1 ไดLแกF  PM1_HS_M_F : 5’ CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R : 
5’CTCCCAGATAGTTATCTCCCATCG 3’ และ ไพรเมอรCท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส PMWaV2 ไดLแกF 
PM2_HS_M_F: 5’ CAAGGACGGGTCGGTAATGCTAG 3’ และPM2_HS_M_R : 5’ 
CCAACGCTAAACAGTA CGCATACC 3’  

 
               2.  การสกัด อารCเอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากใบสับปะรด  

                          โดยใชLชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท 
EPICENTRE)  

2.1  เก็บตัวอยFางพืช  1 – 5  มิลลิกรัม  ใชLทําไดLทันที หรือจะแชFเก็บท่ี – 70 °ซ 
2.2  ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ทําใหLเจือ

จางใน 300 ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 
ตัวอยFาง) ใสF  5 ไมโครลิตร ในหลอด 1.5  มิลลิลิตร 

2.3  บดตัวอยFางพืชใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใสFหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
2.4  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซ่ึงผสมกับ  

Proteinase K แลLว (ขLอ 2.2) 300 ไมโครลิตร  และผสมใหLเขLากัน 

2.5  นําไปบFมท่ี  65 °ซ  นาน  15  นาที (ผสมใหLเขLากันโดยใชL  Vortex  ทุกๆ 
5  นาที)  

                                นําสารละลายเซลลCพืชท่ีไดLมาแชFในน้ําแข็ง  นาน  3 – 5 นาที 
2.6   เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ใน

สารละลายของ  RNA ของเซลลCพืช 300 ไมโครลิตร ผสมใหLเขLากันโดยใชL  
Vortex นาน 10 วินาที 

2.7   นํามาปw�นท่ี  10,000 รอบ/นาที  นาน  10  นาที 
2.8    ท้ิงตะกอน และเก็บสFวนใสใสFหลอดใหมF 

2.9    เติม Isopropanal  500  ไมโครลิตร โดยตLองเย็นจัดโดยแชFท่ี -20 °ซ 
แลLวพลิก 

                                  หลอดข้ึนลง 30-40 ครั้ง 
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                           2.10  นําสารละลาย มาปw�น 10,000 รอบ/นาที ท่ี  4°ซ  นาน  10  นาที  
                           2.11  ลLางตะกอนดLวย 75% ethanol  500  ไมโครลิตร แลLว quick spin 
(ลLาง 2 ครั้ง) 

                           2.12  dry  ตะกอนใน  37°ซ   นานประมาณ  2  ชั่วโมง 
                           2.13  ละลายตะกอนของ RNA ท่ีไดLใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร  
                                                                                                                                                                            
              3. ทดสอบและปรับระยะเวลารวมท้ังอุณหภูมิใหLเหมาะสมในการสังเคราะหCเพ่ิมปริมาณ 
cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   

  นําอารCเอ็นเอของเชื้อท่ีไดLจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR แบบ OneStep 
โดยใชLไพรเมอรCท่ีออกแบบจากบริเวณ heat shock protein gene ท่ีมีความจําเพาะกับไวรัส 
PMWaV แตFละ strain และใชLชุดสารเคมีของ QIAGEN OneStep RT-PCR ในการเพ่ิมปริมาณ 
complementary DNA (cDNA) 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
5X  QIAGEN OneStep RT-PCR buffer                 4.0  
ไมโครลิตร 
dNTP 10 uM (2.5 uM each)                   0.8  
ไมโครลิตร 
Primer PM1_HS_M_F (10 uM)                  1.2  
ไมโครลิตร 
Primer PM1_HS_M_R (10 uM)         1.2  
ไมโครลิตร 
Primer PM2_HS_M_F  (10 uM)        1.2  
ไมโครลิตร 
Primer PM2_HS_M_R  (10 uM)        1.2  
ไมโครลิตร 
Enzyme Reverse Transcriptase Hot StarTaq DNA Polymerase   0.8  
ไมโครลิตร 
dH2O (RNase-free  water)                11.0  
ไมโครลิตร 
Template (RNA)         1.0  
ไมโครลิตร 
                                                                                                                                                                                                                                     รวมรวมรวมรวม                                                        20.0 20.0 20.0 20.0  
ไมโครลิตร 
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นําหลอดท่ีผสมปฏิกิริยามาใสFในเครื่อง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะหC cDNA ตาม 
program ดังนี้ 

    
OneOneOneOneSSSStep  RTtep  RTtep  RTtep  RT----PCRPCRPCRPCR      ProfileProfileProfileProfile    

                50 oซ   30 นาที 

    95 oซ   15 นาที 

    94 oซ    45 วินาที 

       60 oซ              45 วินาที         
    72 oซ      1 นาที   
    72 oซ             10 นาที 

             25 oซ    15 นาที 

        ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอท่ีไดLจากปฏิกิริยา PCR ดLวย 2 % agarose gel electrophoresis ท่ี
กระแสไฟฟ�า  100  โวลCท  ใน TAE บัฟเฟอรC  เปbนเวลา  30  นาที   
         จากนั้นนํา PCR product มาทําใหLบริสุทธิ์ แลLวเชื่อมตFอเขLาเวคเตอรC pGEM-T-Easy และ heat 

shock เขLาเซลลCแบคทีเรีย E. coli (DH5α)    และคัดเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT + ampicillin + 
IPTG + Xgal เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาว เพ่ือนําไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหารเหลว 2xYT จากนั้นสกัดพ
ลาสมิดออก แลLวนําไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR พรLอมท้ังสFงตัวอยFางไป
ตรวจสอบลําดับเบส พบวFา ลําดับเบสตรงตามท่ีออกแบบไวL                
              
 เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ เวลาและสถานที ่ ระยะเวลา   ตุลาคม 2553 – กันยายน  2555 
    สถานท่ี   - กลุFมงานไวรัสวิทยา  กลุFมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช                   กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณCผลการทดลองผลและวจิารณCผลการทดลองผลและวจิารณCผลการทดลองผลและวจิารณCผลการทดลอง    

1. ออกแบบไพรเมอรC 
               ออกแบบไพรเมอรC บริเวณ heat shock protein gene ท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส 
PMWaV1  ไดLแกF  PM1_HS_M_F : 5’ CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R : 
5’CTCCCAGATA GTTATCTCCCATCG 3’ ซ่ึงใหLแถบดีเอ็นเอขนาด 635 bp และ ไพรเมอรCบริเวณ 
heat shock gene ท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส PMWaV2 ไดLแกF PM2_HS_M_F: 5’ 
CAAGGACGGGTCGGTAATGCTAG 3’ และPM2_HS_M_R :  5’ CCAACGCTAAACAGTA 
CGCATACC 3’ ซ่ึงใหLแถบดีเอ็นเอขนาด 380 bp 

 

35  ��� (cycle) 
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Sequence PMWaV1   from  genome  of  Heat  shock  protein gene (Sequence PMWaV1   from  genome  of  Heat  shock  protein gene (Sequence PMWaV1   from  genome  of  Heat  shock  protein gene (Sequence PMWaV1   from  genome  of  Heat  shock  protein gene (ขนาด ขนาด ขนาด ขนาด 690  bp)690  bp)690  bp)690  bp)    

ATGGAGGTGGGTATTGATTTTGGCACCACCTATTCCACTCTGTGTTTCTCTCCAGGTAAAGGAAATGATGGTTGTG
TGGTAGAGAGTGACACGATATTTATACCTACTGTCGTTGGTTACAGGAAGGACAACACTCACGCCATAGGTTTGG
GGGCACTGTTGGAAAAAGACTTAGAGGTTTATCGTGATATAAAAAGGTATTTCGGACTCAACAAGTTCAACAAAGA
TGTGTATCTCGATAAATTGAAACCCACAATCGAGGTAGTGATTGACGACTGGGGTTGTTCTATAGGACCAGTAGA
CGGTGCGAGAGGGAAAGCCAAATCAGTTCTCACTTTAGCCTCTGATTTTATAACGGGATTGGTACAACTAGCGAT
CAAGATGACGAATCAACAAGTATCTGTGTCTGTTTGTTCAGTACCAGCAGCTTACAATTCTTATCAAAGGAGTTTT
ATTTTTGAAAGTTGTAAGTTGAGCTCTATAAATGTGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGCTGGATTGAGT
GCTTTCATAACTACCCCGAAAGCTTCTGTGAATTATTTGTTAGTCTACGATTTCGGAGGAGGCACTTTTGATAGTT
CCTTACTCGTGGTTGGGCCTGCGTACGTGGGAGTACTGGATTCGATGGGAGATAACTATCTGGGAGGCAGGGACG
TAGATAACA 
 

PMWaV1 PMWaV1 PMWaV1 PMWaV1     

Name of Name of Name of Name of 
primerprimerprimerprimer    

Sequence  (37Sequence  (37Sequence  (37Sequence  (37----672)672)672)672)    
%GC%GC%GC%GC    

    
TmTmTmTm    

LengLengLengLengthththth    
(Base)(Base)(Base)(Base)    

PCR  PCR  PCR  PCR  
Product Product Product Product 

(bp)(bp)(bp)(bp)    
PM1_HS_M_F CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 54.5 56.7 22 

635 
PM1_HS_M_R CTCCCAGATAGTTATCTCCCATCG 50 57.38 24 
 

    
    
    
    
Sequence PMWaV2  from  genome  of  Sequence PMWaV2  from  genome  of  Sequence PMWaV2  from  genome  of  Sequence PMWaV2  from  genome  of  Heat Heat Heat Heat sssshock hock hock hock     protein gene (protein gene (protein gene (protein gene (ขนาด ขนาด ขนาด ขนาด 610  bp)610  bp)610  bp)610  bp)    
CATACGAACTAGACTCATACGTGCTAAAATTAAAACCAGTGCACAGAGTGGAAGTGTTCAAGGACGGGTCGGTAA
TGCTAGGGGGTATTGGTGAAGGCCCTGATAGGACGGTCTCTGTAACGGATATCATATCCCTTTTTTCTAAAGCACT
TATAAAGGAAGCGGAACAGTCTACTGGACTACGCGTAACGGGTGCGGTGGTAACGGTACCAGCCGACTACAACTC
TTTTAAACGTAGTTTTATAACTAACTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGACC
GCTGCAGCGTTATATTCTTTATCTATATTACAAGAAAAGGATTTATTTCTGTCTGTTTTTGACTTTGGTGGAGGGA
CGTTTGATGTGTCTTTTGTTAGAAAACTCGGAGATGTGGTATGCGTACTGTTTAGCGTTGGCGATAACTTTTTAGG
GGGAAGGGATATCGACAGGGCGGTAGCAGCTGAGGTGAAGGCAAGAGTGGGCGAATCTATTGATACAGCTACATT
GTCATTATTTGCAGCGTCTATTAAAGAGGAGGTGACTAATGAGCCGAGGGCAAAGACGCACGTAGTAAAATTGGT
GGATGG 
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PMWaV2PMWaV2PMWaV2PMWaV2        

Name of Name of Name of Name of 
primerprimerprimerprimer    

Sequence  (59Sequence  (59Sequence  (59Sequence  (59----439)439)439)439)    
%GC%GC%GC%GC    

    
TmTmTmTm    

LengLengLengLengthththth    
(Base)(Base)(Base)(Base)    

PCR  PCR  PCR  PCR  
Product Product Product Product 

(bp)(bp)(bp)(bp)    
PM2_HS_M_F CAAGGACGGGTCGGTAATGCTAG 56 58.84 23 

380 
PM2_HS_M_R CCAACGCTAAACAGTACGCATACC 50 57.38 24 
 
 
2. ทดสอบและปรับระยะเวลารวมท้ังอุณหภูมิใหLเหมาะสมในการสังเคราะหCเพ่ิมปริมาณ cDNA โดย
เทคนิค Multiplex RT-PCR   
     ผลการทดลอง พบวFา อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม ไดLแกF เริ่มจาก  50 oซ นาน 30 นาที เพ่ือ
สังเคราะหC cDNA จากนั้นเขLาสูFปฏิกิริยา PCR  เริ่มจาก 95 oซ นาน 30 นาที,  (94 oซ นาน 45 วินาที ,  
60 oซ นาน 45 วินาที ,  72 oซ นาน 60  วินาที) รวม 35 รอบตามดLวย 72 oซ นานอีก 10 นาที   25 o

ซ นานอีก 15 นาที     หลังจากนั้นนํา PCR product ท่ีไดLไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดLวยวิธี gel 
electrophoresis  ใน 2% agarose ท่ี 100 V. นาน 35-40 นาที พบวFาไวรัส PMWaV1 ใหLแถบสีขาว
ขนาด 635 bp สFวนไวรัส PMWaV2  ใหLแถบสีขาวขนาด 380 bp  (ภาพท่ี 1)  จากนั้นนํา PCR 
product มาทําใหLบริสุทธิ์ แลLวเชื่อมตFอเขLาเวคเตอรC pGEM-T-Easy และ heat shock เขLาเซลลC
แบคทีเรีย E. coli (DH5a)    และคัดเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT +ampicillin +IPTG + Xgal เลือก
เฉพาะโคโลนีสีขาว เพ่ือนําไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหารเหลว 2xYT จากนั้นสกัดพลาสมิดออก แลLว
นําไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR พรLอมท้ังสFงตัวอยFางไปตรวจสอบลําดับเบส 
พบวFา ลําดับเบสตรงตามท่ีออกแบบไวL                
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                                        ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ 1111....   ผลวิเคราะหCการตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ของ
สับปะรดโดย         
                       เทคนิค Multiplex RT-PCR ใชLไพรเมอรC PM1_HS_M_F และ  PM1_HS_M_R 
สําหรับ  
                       PMWaV-1และใชLไพรเมอรC PM2_HS_M_F และ PM2_HS_M_R  สาํหรับ 
PMWaV-2                          
                               M :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder) 

                      1 :   ตLนสับปะรดเปbนโรคท่ีเกิดจาก PMWaV-1 + PMWaV-2 
                      

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
           การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดท้ัง 2 strain (PMWaV-1 และ 
PMWaV-2) ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค Multiplex RT-PCR เริ่มจากการออกแบบไพรเม
อรCบริเวณ heat shock protein gene ท่ีมีความจําเพาะตFอไวรัส PMWaV-1  ไดLแกF  PM1_HS_M_F 
: 5’ CCACTCTGTGTTTC TCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R : 5’CTCCCAGATA 
GTTATCTCCCATCG 3’ และ ไพรเมอรCบริเวณ heat shock gene ท่ีมีความ จําเพาะตFอไวรัส 
PMWaV-2 ไดLแกF PM2_HS_M_F: 5’ CAAGGACG GGTCGGTAATGCTAG 3’ และPM2_HS_M_R :  
5’ CCAACGCTAAA CAGTA CGCATACC 3’ จากนั้นการสกัด อารCเอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 จากใบสับปะรดเปbนโรค    โดยใชLชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit 
ของบริษัท EPICENTRE) แลLวนํามาทดสอบและปรับระยะเวลารวมท้ังอุณหภูมิใหLเหมาะสมในการ
สังเคราะหCเพ่ิมปริมาณ cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   พบวFา อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม 
ไดLแกF เริ่มจาก  50 oC นาน 30 นาที เพ่ือสังเคราะหC cDNA จากนั้นเขLาสูFปฏิกิริยา PCR  เริ่มจาก 95 
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oC นาน 30 นาที,  (94 oC นาน 45 วินาที ,  60 oC นาน 45 วินาที ,  72 oC นาน 60  วินาที) รวม 
35 รอบตามดLวย 72 oC นานอีก 10 นาที   25 oC นานอีก 15 นาที     หลังจากนั้นนํา PCR product 
ท่ีไดLไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดLวยวิธี gel electrophoresis  ใน 2% agarose ท่ี 100 V. 
นาน 35-40 นาที พบวFาไวรัส PMWaV1 ใหLแถบสีขาวขนาด 635 bp สFวนไวรัส PMWaV2  ใหLแถบสี
ขาวขนาด 380 bp จากนั้นนํา PCR product มาทําใหLบริสุทธิ์ แลLวเชื่อมตFอเขLาเวคเตอรC pGEM-T-
Easy และ heat shock เขLาเซลลCแบคทีเรีย E. coli (DH5a)    และคัดเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT 
+ampicillin +IPTG + Xgal เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาว เพ่ือนําไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหารเหลว 
2xYT จากนั้นสกัดพลาสมิดออก แลLวนําไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR พรLอมท้ัง
สFงตัวอยFางไปตรวจสอบลําดับเบส พบวFา ลําดับเบสตรงตามท่ีออกแบบไวL                
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