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การตรวจสอบและการแสดงออกของยีนโปรตนีหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยว
ของสับปะรดในประเทศไทย 

 
The Detection and Coat Protein Gene Expression of Pineapple Mealybug     

Wilt-associated Viruses (PMWaVs) in Thailand 
 

คํานํา 
 

สับปะรด (pineapple) เปนไมผลในตระกูลสับปะรด (Bromeliad family) หรือวงศ 
Bromeliaceae มีช่ือวิทยาศาสตรวา Ananus comosus (L.) Merr.  เปนผลไมที่มีรสหวานอม
เปรี้ยวเล็กนอย  จึงไดรับความนิยมอยางสูง นิยมรับประทานในลักษณะของผลสด  สับปะรดมีถ่ิน
อยูในแถบอเมริกาใต  ในประเทศไทยเริ่มมีการนําสับปะรดมาทดลองปลูกครั้งแรกเมื่อป
พุทธศักราช 2456  โดยแขกปาทานนําสับปะรดพันธุ “ปตตาเวีย” หรือ สับปะรดพันธุศรีราชา 
พันธุปราณบุรี  หรือพันธุสามรอยยอด เขามาปลูกที่อําเภอปราณบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ พันธุ
ดังกลาวมาจากเกาะปนัง หรือเกาะหมาก ประเทศมาเลเซียในปจจุบัน (สุรินทร, 2544) หลังจาก
นั้น 7-8 ป ตอมา สับปะรดพันธุดังกลาวไดแพรขยายไปยังพ้ืนที่ใกลเคียง ปจจุบันพื้นที่เพาะปลูก
ของสับปะรดพันธุปตตาเวียสวนใหญจึงอยูที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี  
เกษตรกรนิยมปลูกพันธุปตตาเวียมาก เนื่องจากสามารถขายในลักษณะของผลเพื่อรับประทานผล
สด และสําหรับสงโรงงานอุตสาหกรรมทําสับปะรดกระปองเพื่อสงออก ที่สามารถทํารายไดเขา
ประเทศปละหลายลานบาท สับปะรดถือไดวาเปนผลไมเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง ที่ไดรับการสงเสริมให
ปลูกกันมากขึ้น อยางไรก็ตามการเพาะปลูกสับปะรดพันธุดังกลาวมักประสบปญหาสําคัญ
โดยเฉพาะโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple mealybug  wilt  :  PMW) ซึ่งมีสาเหตุ
จากไวรัสพืช  Pineapple mealybug wilt-associated  viruses  (PMWaVs) ทําใหเกิดความ
เสียหายแกพ้ืนที่ปลูกเปนจํานวนมาก  การควบคุมโดยวิธีกําจัดโรคไวรัสนี้ใหหมดไปทําไดยาก 
เนื่องจากโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดมีการถายทอดโรคโดยมีแมลงพวกเพลี้ยแปง ชนิด
Pseudococcus  brevipes หรือชนิด Dysmicoccus brevipes (Cockerell) เปนพาหะ  และมีมดหัว
โต (Solenopsis gemnata และ Pheidole megacephala) เปนตัวนําพาเพลี้ยแปง (ชํานาญ และ
คณะ, 2542; Beardsley, 1993; Ronald, 2005) ทําใหโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดแพร
ระบาดไดอยางรวดเร็วและมีความรุนแรงมากยิ่งข้ึน  และกําลังแพรระบาดหนักในแหลงเพาะปลูก
สับปะรดที่สําคัญของประเทศไทยในขณะนี้ ดังนั้นหากมีการระบาดของโรคนี้ในแปลงจะทําใหเกิด
ความสูญเสียไดอยางสูง (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547)   
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 นอกจากนี้การปลูกสับปะรดในประเทศไทยนิยมใชหนอ ตะเกียง และจุกเปนสวน
ขยายพันธุ  และไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด   สามารถตดิไปกับสวนขยายพันธุดังกลาวได 
ซึ่งทําใหการแพรระบาดของโรคเปนไปอยางกวางขวางและรวดเร็วเชนเดียวกัน 
 

ดังนั้นการตรวจสอบและการวินิจฉัยโรคไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรดดวยวิธีการ
ที่รวดเร็วและแมนยํา  ทั้งสําหรับสวนที่จะนําไปขยายพันธุเพ่ือการเพาะปลูก และสําหรับแปลง
ปลูกของเกษตรกรหรือแปลงปลูกเพ่ืออุตสาหกรรมในระยะแรกเริ่มของการปลูก เพ่ือทําใหการ
ควบคุมโรคและการแพรระบาดของโรคมีประสิทธิภาพ เพ่ือชวยลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้นนั้นจึง
มีความสําคัญตออาชีพของเกษตรกรและอุตสาหกรรมสับปะรดของประเทศ 

 
การวิจัยทดลองนี้จึงมุงเนนศึกษาวิธีการดานเทคโนโลยีชีวภาพ หรือเทคนิคทางดาน

ชีวโมเลกุล ที่จะสามารถนําไปประยุกตใชกับงานการตรวจสอบโรคหรือการติดโรคของตัวอยาง
สับปะรดจํานวนมากไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพ่ือศึกษารายละเอียดของการเกิดโรค และอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรด ตลอดจน
การกอใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตของสับปะรดพันธุที่ปลูกเปนการคาในแหลงปลูกที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ 

 
2. เพ่ือศึกษาวิธีการตรวจสอบและจําแนกชนิดไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวดวยเทคนิค RT-PCR 
 
3. เพ่ือโคลนยีนและศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุโรค

เห่ียวของสับปะรดในประเทศไทย 
 
4. ศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส PMWaVs ในระบบ

แบคทีเรีย  E. coli  
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การตรวจเอกสาร 
 
สับปะรด 
 

สับปะรด  (pineapple;  Ananus  comosus (L.) Merr; syn.,  A. sativus Schult. 
F., Ananassa sativa Lindl., Bromelia ananas L., B. comosa L.) ช่ือสามัญวา pina สเปน) 
abacaxi  (โปรตุเกส) ananas (เนเธอรแลนด, ฝร่ังเศส)  เปนไมผลในวงศสับปะรด หรือวงศ 
Bromeliaceae ในสกุลตนแบบ คือ Bromelia ที่จัดอยูในกลุม Ananas (A. bracteatus (Brazil), 
A. arvensis,  A. comosus, A. erectifolius, A. genesio-linesii, A. guaraniticus (Argentina, 
Paraguay),  A.  guaraniticus, A. macrodontes, A. microcephalus, A. mordilona, A. 
pancheanus (Columbia), A. parguazensis, A.  pyramidalis, A. sativus (tropical America), 
A. strictus,  A.  viridis) ไดแก สับปะรด (pineapple; A. comosus) เปนพืชลมลุกอายุหลายป 
(herbaceous perennial) อาจเปนพืชบก (terrestrial plant) ที่ทนแลงไดดี เพราะใบมีเนื้อเยื่อเก็บ
สะสมน้ํา หรือเปนพืชอิงอาศัย (epiphyte) ใบมีขนาดใหญแข็งและหนา (tough leaves) รูปแหลม
เรียวยาวออกเปนพุม (rosette) มีกลุมใบขนาดเล็กที่เกิดเปนจุก (crown) อยูบนยอดของผล  ผล 
(pseudocarp fruit) เปนผลรวมที่ประกอบดวยผลยอยที่เปนผลเดียวแบบมีเนื้อ (หลายเมล็ด) 
จํานวน 100-200 ผล อัดและเชื่อมกันสนิทอยูบนแกนหรือกานชอดอก ผลรูปรางกลม 
ทรงกระบอก เรียวยาว หรือรูปถังเบียร ขนาดเล็กประมาณ 0.5 กิโลกรัม  ขนาดใหญประมาณ 
3.5 กิโลกรัม มีดอกแบบสมบูรณเพศ เมื่อผสมติดเมล็ดก็ขยายพันธุตออีก หนอ (sucker) เปน
สวนยอดที่เกิดจากลําตนจริง หนอตะเกียง (slip) งอกมาจากลําตนใตผล  หนอตะเกียงที่ติดอยู
กับตนเดิมจะไมออกผล และงอกราก สับปะรดขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศได 
 
พันธุสับปะรดที่ปลูกเปนการคา 
 

ประเทศไทยมีพันธุสับปะรดที่ใชรับประทานผลสดและมีการปลูกเปนการคาแบงออก
ไดเปน 5 กลุม คือ Smooth Cayenne, Queen, Red Spanish, Abacaxi และ Pernambuco ใน 5 
กลุมนี้ 3 กลุมแรก คือ Smooth Cayenne, Queen และ Red Spanish  มีความแตกตางกันทางดาน
รูปรางสัณฐานคอนขางชัดเจน และมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่สม่ําเสมอกวากลุม Abacaxi และ 
Pernambuco ซึ่ง 2 กลุมหลังนี้ยังมีความแปรปรวนภายในกลุมอยูมาก (จินดารัฐ, 2541; Duval 
and D’ Eeckenbrugge, 1993) สําหรับพันธุสับปะรดที่ปลูกในประเทศไทยพบเพียง 3 กลุม คือ  

 
กลุม Smooth Cayenne : เปนกลุมที่นิยมปลูกมากที่สุด ทั้งเพ่ือใชบริโภคผลสด และ

ใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมสับปะรดกระปอง โดยเฉพาะอยางย่ิงพันธุ Smooth Cayenne หรือ
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ปตตาเวีย ซึ่งมีลักษณะขอบใบเรียบมีหนามเพียงเล็กนอยที่สวนปลายใบ ใบมีสีเขียวเขมดานบน
เปนมัน และมักมีเหลือบสีแดงในฤดูที่มีแสงแดดจัด  ผลมีรูปรางคอนขางทรงกระบอก แตถาผลมี
ขนาดใหญมักจะมีสวนปลายผลเล็กกวาสวนโคน (conical shape) น้ําหนักของผลประมาณ 1.0-
2.5 กิโลกรัมเนื้อขางในมีสีเหลือง มีเสนใย (fiber) ปานกลาง มีปริมาณกรด 0.3-0.7 เปอรเซ็นต 
และปริมาณน้ําตาล 12-16 บริกซ ลักษณะประจําพันธุดั้งเดิมจะมีตะเกียง 1-2 ตะเกียง แตใน
สภาพแวดลอมของประเทศไทยมักไมสรางตะเกียง  ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย 
ไดแก พันธุปตตาเวีย (กัลกัตตา หรือ สมูทแคยีน) หรือสับปะรดศรีราชา และพันธุนางแล (จินดา
รัฐ, 2541) 

 
กลุม Queen:  สับปะรดในกลุมนี้มีขนาดของตนและผลเล็กกวากลุมแรกเล็กนอย ใบ

มีสีเขียวออนมีแถบสีเขียวออนมีแถบสีชมพูบริเวณกลางใบ ขอบใบมีหนามเรียงชิดติดกันตลอด
ความยาวของใบ น้ําหนักผลมีขนาดประมาณ 1.0 กิโลกรัม รูปรางทรงกระบอก ตาคอนขางนูน
เปลือกหนา เมื่อผลสุกเปลือกผลจะมีสีเหลือง เนื้อขางในมีสีเหลืองเขมรสหวานกรอบ มี fiber 
นอย และมีกล่ินหอม แกนผลออนนุมกวาพันธุปตตาเวีย สรางตะเกียงนอย แตสรางหนอไดมาก
ทั้งหนอดินและหนออากาศ ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย ไดแก พันธุภูเก็ต 

 
กลุม Red Spanish: สับปะรดในกลุมนี้มีขนาดของตนและผลอยูระหวางกลางของ 

Cayenne และ Queen แตใบบางกวาพันธุปตตาเวีย ขอบใบมีหนามแหลมรูปโคงงอ ผลมีรูปรางกลม 
น้ําหนักเฉล่ียประมาณ 1.0-1.5 กิโลกรัม ตานูนขนาดของตาใหญกวาพวก Cayenne เนื้อขางในมีสี
เหลืองจาง และมีปริมาณ fiber ปานกลาง แกนผลเหนียว กล่ินและรสแตกตางออกไปจากสองกลุม
แรก ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย ไดแก พันธุอินทรชิต (เทพรส หรือ อินทรชิต
แดง) พันธุขาว (อินทรชิตขาว) (จารุพันธ, 2526; จินดารัฐ, 2541) 

 
 

ความสําคัญทางเศรษฐกิจของสับปะรด 
 

   ประเทศไทยจัดไดวาเปนแหลงเพาะปลูกสับปะรดที่สําคัญแหงหนึ่งของโลก จากสถิติ
ในป พ.ศ. 2547 ประเทศไทยสงออกสับปะรดในรูปผลิตภัณฑตางๆ ปริมาณสูงถึง 624,127 
เมตริกตัน คิดเปนมูลคา 17,951.08 ลานบาท และสงออกสับปะรดในรูปผลสดคิดเปนมูลคา 
50.34 ลานบาท พ้ืนที่เพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสับปะรดมีปริมาณ 552,302 ไร ผลผลิตรวม 1.9 
ลานเมตริกตัน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2548) พันธุที่นิยมปลูกกันมาก ไดแก พันธุ
ปตตาเวีย หรือพันธุสมูทแคยีน  
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แหลงเพาะปลูกของสับปะรดที่สําคัญตางๆ ในประเทศไทย 

         เนื่องจากสับปะรดเปนพืชที่ทนทานตอสภาพแหงแลงไดดี ชอบดินรวนปนทราย ดิน
คอนขางเปนกรด สามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตรอน 30 องศาเหนือและ 30 องศาใต ไม
ทนทานตอสภาพอุณหภูมิสูงจนถึงจุดน้ําคางแข็ง พ้ืนที่เพาะปลูกสับปะรดสวนใหญจึงอยูใกล
ชายทะเลซึ่งมีอุณหภูมิและความชื้นไมแปรปรวนมากนัก แตในเมืองไทยแลวสามารถเพาะปลูกได
ทุกภาค (กรมสงเสริมการเกษตร, 2520) พ้ืนที่เพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสับปะรดมีปริมาณสูงข้ึน
ทุกป  พ้ืนที่เพาะปลูกสับปะรดทั่วประเทศไทย  ที่แบงตามปริมาณผลผลิตที่ปอนสูโรงงาน ดงันี ้1) 
เขตที่ 1 ทางภาคตะวันตก ในเขตจังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี มีการปลูกพันธุ
ปตตาเวียกันมาก และมีสับปะรดเกินความตองการของโรงงาน 2) เขตที่ 2 มีสับปะรดไมเพียงพอ
ตอความตองการของโรงงานสวนใหญมักบริโภคผลสด คือ ภาคตะวันออก ไดแก จังหวัดชลบุรี 
(ศรราชา) จังหวัดระยอง และภาคเหนือ ไดแก จังหวัดลําปาง และจังหวัดเชียงราย และ 3) เขตที่ 
3 คือขาดแคลนสับปะรดปอนโรงงานอยางรุนแรง ทางภาคใต ไดแก จังหวัดภูเก็ต สําหรับพันธุ
ภูเก็ต (สวี) ปลูกกันมากทางภาคใต ไดแก จังหวัดภูเก็ต (ปลูกที่อําเภอหลังสวน และอําเภอสวี) 
เปนพันธุที่นําเขามาจากประเทศมาเลเซีย (จินดารัฐ, 2541) และพันธุภูเก็ต ปลูกมากบริเวณ
ภาคใต ไดแก ภูเก็ต พังงา และชุมพร  อยางไรก็ตามอุตสาหกรรมสับปะรดกระปองยังคงประสบ
ปญหาดานวัตถุดิบซึ่งมีปริมาณไมแนนอน คุณภาพและขนาดของสับปะรดกระปองไมตรงตาม
ความตองการของโรงงาน ขณะเดียวกันปญหาเรื่องไวรัสโรคเหี่ยวในสับปะรดเปนปญหาสําคัญที่
กําลังประสบอยูในแหลงปลูกทางภาคตะวันออก ทําใหไมสามารถเก็บผลผลิตได 

ไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด 
 

ไวรัสที่เปนสาเหตุโรคของสับปะรด ไดแก Badnavirus และ  Tomato spotted wilt 
virus ในแหลงผลิตสับปะรดปตตาเวียพันธุ สงโรงงานในเขตจังหวัดชลบุรี จังหวัดเพชรบุรี และ 
จังหวัดประจวบคีรีขันธนั้น โรคที่สําคัญและทําความเสียหายแกสับปะรดอยางหนึ่ง คือ โรคเห่ียว
ของสับปะรด (Pineapple mealybug wilt; PMW)  ซึ่งเกิดจากเชื้อ Pineapple mealybug wilt-
associated viruses (PMWaVs)  จากรายงานการคนพบโรคเหี่ยว (mealybug wilt)  ครั้งแรกใน
ฮาวาย ประมาณป ค.ศ. 1910  โดย Larsen (Carter , 1933; Carter, 1951) ซึ่งมีสมมุติฐานวา
ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรด นาจะเกิดจากการดูดน้ําเล้ียงของแมลงพวกเพลี้ยแปง 
(Dysmicoccus  brevipes (Cockerell) ในชวงอายุพืชที่มีความแตกตางกัน ตอมาพบโรคนี้ใน
เม็กซิโก เปอรโตริโก ศรีลังกา และอีกหลายประเทศทั่วโลก และนอกจากนี้ยังพบวาการที่สับปะรด
ไดรับปุยไนโตรเจนมาก  จะทําใหเพล้ียแปงมาดูดกินน้ําเล้ียงที่ตนพืชมาก   ทําใหสับปะรดปรากฏ
ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวเพิ่มขึ้น  หรืออาจเกิดจากมีเช้ือไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดเขาทําลาย 
(Hu et  al., 1997) ตอมาเมื่อ Carter (1932, 1944a, 1944b, and 1951) ไดศึกษาอาการ
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ของโรคเหี่ยวและโรคใบจุดเขียวของสับปะรดและศึกษาปจจัยอื่นๆ ที่เก่ียวของกับลักษณะอาการ
ดังกลาวอีก พบวาเพลี้ยแปง (Dysmicoccus sp.) และไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple 
wilt virus: PiWV;  Pineapple mealybug wilt-associated  viruses: PMWaVs) เปนสาเหตุของ
อาการเหี่ยว (mealybug wilt) และอาการจุดเขียว (green spot) ของสับปะรด  โดยสรางความ
เสียหายใหกับการเพาะปลูกสับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกาเปนอยางมาก โรคเหี่ยวที่
เกิดจากการทําลายของเพลี้ยแปงนี้เปนโรคที่รายแรง และมีการระบาดแพรหลายในแหลงปลูก
สับปะรดใหญๆ หลายแหง  เชน  ฮาวาย เม็กซิโก เปอรโตริโก (Carter 1944a, 1944b, and 
1951) คิวบา (Borroto,1998) ออสเตรเลีย (Wakman,1995) รวมทั้งในประเทศไทย สุวรรณา 
และคณะ (2536) ไดสํารวจและบันทึกขอมูลเก่ียวกับโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่อําเภอศรี
ราชา จังหวัดชลบุรี พบวาในแปลงที่เพาะปลูกสับปะรดที่อายุ 1 ปที่ผานการบังคับใหตนสับปะรด
ออกดอกดวยสารเคมีนั้นพืชจะแสดงอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เกิดจากเชื้อไวรัส 
PMWaV ใหเห็นชัดเจน และปริมาณของตนเปนโรคมีจํานวนมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับตนที่ยัง
ไมบังคับใหออกดอกหรือตนที่มีอายุนอย 

 

สมบัติของเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด PMWaVs 
 

ลักษณะอาการ  
 

สับปะรดพันธุปตตาเวีย  อาการเริ่มแรกปรากฏที่ระบบรากซึ่งเปนสวนที่อยูใตดิน
ทําใหสังเกตไดยาก  โดยระบบรากจะหยุดการเจริญเติบโต  และเนาตายไป หลังจากนั้นจึงจะ
สังเกตพบอาการที่ใบ โดยใบวงที่ 3-4 จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอมชมพู ปลายใบเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหรือมีรอยแผลแหงและมวนเขา ความเตงของใบลดลง (จินดารัฐ, 2541) ตอจากนั้นใบวง
ที่ 4  และ 5 มีมุมชันลดลง ขนาดของตนจะเล็กกวาปกติ  ระยะตอไปใบสวนยอดจะตั้งตรงมากขึ้น
แตมีความเตงนอยกวาปกติ ปลายใบแหงและมวนลง สีของใบเหลานี้จะเปลี่ยนเปนสีเขียวซีด 
สับปะรดพันธุปตตาเวียเปนพันธุที่ออนแอตอโรคนี้  แสดงอาการใบออนนิ่มมีสีเขียวหรือเหลือง 
ปลายใบแหง ภายในเปนสีน้ําตาลหรือสีแดง ลามเขาสูโคนใบ  ใบลูลงและแผแบนไมตั้งข้ึนเหมือน
ใบปกติ  ตอมาตนเหี่ยวและแหงตาย รากกุด ผลสับปะรดหยุดการเจริญเติบโตและเก็บเกี่ยว
ผลผลิตไมได ลําตนสับปะรดที่แข็งแรงและมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจะแสดงอาการของโรค
ไดเร็วและชัดเจนกวาตนที่มีการเจริญเติบโตชา (Carter, 1933) 

  
ความคงทนในน้ําคั้น 
 

ความคงทนตอความรอน (Thermal inactivation point, TIP) 16-55   

องศาเซลเซียส, 40-49 องศาเซลเซียส 
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ความคงทนเมื่อทําใหเจือจาง (Dilution end point, DEP) log 10-3- 10-5 
 

ความคงทนในสภาพอุณหภูมิหอง (Longevity in vitro, LIV) 1-5 วัน คาการ 
ลอยตัวใน CsSO4 เทากับ 1.2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร  
 

คาการลอยตัวใน CsSO4 เทากับ 1.2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร คาการ 
ตกตะกอน 110-125-140 S , 80-85-90 S , A260/A280 ratio เทากับ 1.44-1.61-1.73 

 
พืชอาศัยและพืชทดสอบ 
 

พืชอาศัยและพืชทดสอบของเชื้อไวรัส PMWaVs ไดแก สับปะรด (A. comosus) 
ทําใหใบออนแสดงอาการเหลือง ออนนิ่ม ปลายใบไหมเปนสีน้ําตาล และพืชเหี่ยวตายในที่สุด 
อาการเกิดขึ้นกับพืชทั้งตน (whole plants)  
  

การถายทอดโรค 
 

PMWaVs ไมสามารถายทอดโดยวิธีสัมผัสหรือผานเมล็ด แตถายทอดไดดีดวย 
แมลงพวกเพล้ียแปง  แมลงที่ เปนพาหะในสับปะรด มี 3 ชนิด ไดแก เพล้ียแปงสีชมพู 
(Dysmicoccus brevipes) เพล้ียแปงสีเทา (Dysmicoccus neobrevipes) และ longtail mealybug 
(Pseudococcus  longispinus) อยูในวงศ Pseudococcidae (Carter, 1933; Beardsley, 1993) 
Bos (1999) รายงานวา Beet yellows virus (BYV) ไมถายทอดโรคดวยวิธีกล (mechanical 
transmission) ในธรรมชาติสวนใหญแพรระบาดโดยแมลงพาหะ ไดแก เพล้ียออน (aphids) 
เพล้ียแปง (mealybug) เพล้ียไกแจ (psyllids) และแมลงหวี่ขาว (Trialeurodes) เช้ือสาเหตุมี
ความสัมพันธกับแมลงในลักษณะ semi-persistent ระยะกอนวางไข (prior starvation period) 
เพล้ียแปง 1 ตัว มีชวงระยะเวลารับเชื้อ (acquisition feeding  period) นาน 5 - 7 ช่ัวโมง ชวง
ระยะเวลาฟกตัวของเชื้อ นาน 48-72 ชั่วโมง (2 ถึง 3 วัน) (Sether and Hu , 2002a, 2002b) 
และชวงระยะเวลาถายทอดเชื้อ นาน 15 วินาที หรือนอยกวานั้น ถาเพ่ิมระยะเวลาเปน 3-4 
ช่ัวโมง ก็จะเพิ่มความสามารถในการเกิดโรคไดดีข้ึน (ศิริพรรณ, 2538; Walkey, 1991) รวมมี
ระยะเวลาการถายทอดเชื้อไวรัส 3 ถึง 4 วัน เพล้ียแปงตัวออน (nymphs) ถายทอดโรคไวรัสได
ดีกวาตัวเต็มวัย (adults) ลักษณะอาการที่เกิดจากแมลงพวกเพลี้ยแปง (Dysmicoccus sp.) ที่
เปนสาเหตุทําใหตน สับปะรดพันธุปตตาเวียที่ปลูกเปนการคา แสดงอาการของโรคเหี่ยวอยาง
ชัดเจน (Ronald, 2005) คือ 1) ลักษณะอาการที่คาดวาเปนไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดทีเ่กิดจาก
มีแมลงพวกเพลี้ยแปงเปนพาหะนําโรคไวรัส อาการที่พบคือ สับปะรดแสดงอาการความเตงของ
ใบลดลง ปลายใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือมีรอยแผลแหง และมวนเขา ปลายใบแหง ลุกลามมาสู



                9

 

โคนใบ (mealybug wilt และ edge-wilt)  2) อาการโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เกิดจากมีเพล้ียแปง
ดูดน้ําเล้ียงของตนสับปะรดเปนระยะเวลานาน และไมถายทอดเชื้อไวรัส คือ สับปะรดแสดงอาการ
ใบดาง ใบมีจุดประสีเหลืองออนสลับสีเขียว  3) อาการที่เกิดจากประชากรของเพลี้ยแปงจํานวน
มากมาดูดน้ําเล้ียงของสับปะรด ทั้งที่พบกลุมของเพลี้ยแปงดูดน้ําเล้ียงบริเวณฐานใบสีขาวที่อยูติด
กับราก  แสดงอาการแผลจุดแหงตาย แผลยุบตัวออนนิ่มมีสีน้ําตาล  และถาพบกลุมประชากรของ
เพล้ียแปงจํานวนมากทําลายที่ผล สับปะรดแสดงอาการผลมีขนาดเล็กลงเร่ือยๆ (rotting หรือ
อาการ leaking of fruits)  4) อาการ  mealybug stripe เปนอาการเฉพาะจุด คือ อาการทีเ่กิดจาก
เพล้ียแปงจํานวน 3-4 ตัว มาดูดน้ําเล้ียงของสับปะรด และไมถายทอดเชื้อไวรัส  สับปะรดแสดง
อาการใบเปลี่ยนจากสีเขียวซีดเปนสีเหลืองออน เกิดอาการใบดางขีด (streak) เกิดแผลยุบตัว
ระหวางรอย streak  

 
การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ (parthenogenesis) ของเพลี้ยแปง เร่ิมจากไข  

(eggs) ฟกออกมาเปนตัวออนในระยะแรก (first larval instar) เปนเพศเมีย (female) ทั้งหมด
ใหกําเนิดเพศเมีย (female) โดยปราศจากการผสมพันธุกับเพศผู (male) เรียกวา “crawlers” 
ประมาณ 1,000 ตัว  และถาในประชากรที่ฟกออกมาใหมนั้น เกิดทั้งเปนเพศผู (male) และเพศ
เมีย (female) ก็จะพบการขยายพันธุของเพลี้ยแปงทั้งสองแบบ และใหกําเนิดลูกที่เปนทั้งสองเพศ  
คือ มีการขยายพันธุแบบอาศัยเพศ และแบบไมอาศัยเพศได และ ปรากฏการณแบบนี้ มีรายงาน
พบในประเทศบราซิล ดังกลาว อาจจะมีสวนเกี่ยวของกับการแพรระบาดของโรค กลุมของ 
“crawlers” อาจอาศัยมดหัวโต (big headed ants) และมดคันไฟ (fire ants) (ชํานาญ, 2542; 
Beardsley, 1993; Ronald, 2005) หรืออาจถูกลมพัดแพรกระจาย (wind-borne mealybugs) 
พาไปสูพืชอาหารใหมภายในแปลง (ศิริพรรณ, 2538; ชํานาญ, 2542; Beardsley, 1993) หาก
มีการระบาดของเพลี้ยแปงในแปลงปลูกสับปะรดโรคไวรัสนี้ก็มักจะระบาดไปดวย   

 
ตําแหนงที่อยูของเพลี้ยแปงแตละชนิดนั้น จากการสํารวจพบวาเพล้ียแปงสีชมพู 

อาศัยอยูบริเวณลําตนสวนลางที่อยูติดกับผิวดิน ตรงบริเวณฐานใบสีขาวของสับปะรด (white 
portion) พืชอาหารของเพลี้ยแปงสีชมพูที่พบอีก ไดแก นอยหนา กลวย ผักข้ึนฉาย สม กาแฟ 
ฝาย Euphorbia Gliricidia ชบา (Hibiscus) Hilo grass ตนหมอน หญา natal soursop หญา 
nutgrass  กลวยไม  สับปะรด และ Straussia (Ronald, 2005) และเพลี้ยแปงสีเทามักจะอาศัยอยู
บริเวณสวนจุกและผลของสับปะรด ในขณะที่ longtail mealybug ไมอาจระบุพืชและตําแหนง
อาศัยได  ในประเทศไทย longtail mealybug ไมระบุวามีมดพาเคลื่อนยายอีกดวย (ชํานาญ, 
2542; Ronald, 2005) จึงอาจไมใชแมลงพาหะที่สําคัญของโรค   
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การจัดจําแนกไวรัสในวงศ Closteroviridae 
 

เช้ือไวรัสในวงศ Closteroviridae มีจีโนมเปน single-stranded RNA ชนิด positive ที่
เปนแบบ monopartite รูปรางทอนยาวคด (long flexuous) ขนาดของอนุภาคประมาณ 12 x 
700-2,000 นาโนเมตร (Maloy and Murry, 2001) และจีโนมยาวประมาณ 20 กิโลเบส (Kb) 
(Bos, 1999; Hull, 2002) มีน้ําหนักโมเลกุลสูงประมาณ 8,350 กิโลดาลตัน (Melzer et  al., 
2001)ประกอบดวย กรดนิวคลีอิก 5 เปอรเซ็นต โปรตีน 95 เปอรเซ็นต ไมมีลิปดเปน
องคประกอบหลัก โดยมีการจําแนกออกเปน 2 จีนัส ตามจํานวนของ genomic RNA ดังนี้ ไดแก 
จีนัส Closterovirus มีจีโนมเปนแบบ monopartite gennome โดยมี Beet yellows virus (BYV) 
เปน type member ในธรรมชาติสวนใหญแพรระบาดโดยแมลงพาหะ  และการจําแนกชนิดไวรัส
ตามแมลงพาหะที่ถายทอด มีกลุมของไวรัสที่จําแนกชนิดแลว ดังนี้ ไวรัสที่ถายทอดโดยแมลงพวก
เพล้ียออน (aphids) ไดแก Beet yellow stunt virus (BYSV), Burdock yellows virus 
(BuYV), Carnation necrotic fleck virus (CNFV), Carrot yellow leaf virus (CYLFV), 
Citrus tristeza virus (CTV) และ Wheat yellows leaf virus (WYLV) ที่ถายทอดโดยแมลง
พวกเพลี้ยแปง (mealybug) ไดแก Grapevine leafroll- associated virus 3 (GLRaV-3), Little 
cherry virus (LChV) ที่ถายทอดโดยแมลงหวี่ขาว (white fly) ไดแก Beet pseudo yellows 
virus (BPYV) และกลุมที่ยังไมทราบชนิดของแมลงพาหะ ไดแก Grapevine leafroll-associated 
virus 2 (GLRaV- 2)  กลุมที่จัดเปนสปชีสช่ัวคราว (tentative species) ที่ถายทอดโดยแมลง
พวกเพลี้ยออน(aphids) ไดแก Broad bean severe chlorosis virus, Clover yellows virus 
(CYV), Dendrobium vein necrosis virus (DVNV), Heracleum virus 6  (HV-6) ไวรัสที่
ถายทอดโดยแมลงพวกเพลี้ยแปง (mealybug) ไดแก Grapevine stem pitting associated virus,  
Pineapple mealybug wilt–associated virus 1 (PMWaV-1) และ Pineapple mealybug wilt–
associated virus 2 (PMWaV-2) Sugarcane mild mosaic virus (SMMV) ไวรัสที่ถายทอดโดย
แมลงหวี่ขาว (white fly) ไดแก Cucumber chlorotic spot virus (CCSV), Diodia vein 
chlorosis virus (DVCV) และท่ียังไมทราบพาหะ ไดแก Alligatorweed stunting virus 
(AWSV), Cassia severe mosaic virus, Festuca necrosis virus (FNV), Grapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4), 
Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5), Grapevine leafroll-associated virus 6 
(GLRaV-6) และ Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) Megakepasma mosaic 
virus (MeMV) และ Peat yellow leaf virus 
 

ตอมา การจําแนกของ Domrachev et al. (2002) แบง Closteroviridae ออกเปน 3 
จีนัส คือ จีนัส  Ampelovirus ประกอบดวยสมาชิก ไดแก Grapevine leafroll-associated virus 1 
(GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll-
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associated virus 4 (GLRaV-4), Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5), 
Grapevine leafroll-associated virus 6 (GLRaV-6)  และ Grapevine leafroll-associated virus 
8  (GLRaV-8), Little cherry virus 2 (LChV-2), Pineapple mealybug wilt–associated 
virus 1 (PMWaV-1), Pineapple mealybug wilt–associated virus 2 (PMWaV-2) และ 
Plum bark necrosis stem pitting virus จีนัส Closterovirus ประกอบดวยสมาชิก ไดแก Apricot 
stem pitting associated virus, Beet yellow stunt virus (BYV), Citrus tristeza virus strain 
T36 (CTV-strain T36), Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2), Grapevine 
rootstock stem lesion associated virus และ Olive leaf yellowing associated virus  สวนจีนัส  
Crinivirus ประกอบดวยสมาชิก ไดแก Beet pseudo-yellows closterovirus (BPYV), Clower 
yellows virus (CYV), Cucurbit yellow stunting disorder virus, Lettuce infectious yellows 
virus, Potato yellow vein virus, Strawberry pallidosis associated virus, Sweet potato 
chlorotic stunt virus, Sweet potato sunken vein virus, Tomato chlorosis virus และ Tomato 
infectious chlorosis virus และกลุมที่จัดเปนสปชีสช่ัวคราว (unassigned species) ไดแก 
Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) และ Little cherry virus (LChV-1) 
 
หนาที่และโครงสรางยีนของไวรัสในจีนัส Closterovirus   

 
เช้ือไวรัสที่อยูในจีนัส Closterovirus มีจีโนมเปนแบบอารเอ็นเอสายเดี่ยวแบบเสน

บวก (single stranded, positive sense RNA) มีทั้งที่เปนแบบ monopartite และ bipartite มี
ขนาดจีโนมยาวประมาณ 700-2,000 นาโนเมตร ตําแหนงแปลรหัสจากตําแหนง 5´ ไป 3´ มกีาร
แสดงออกของโปรตีน ORF1a และ ORF1b แปลรหัส (translated) มาจาก genomic RNA 
ในขณะท่ี ORF2 เปนตนไปจนกระทั่งสุดทาย ORF 10 จะแปลรหัสมาจากโปรตีนยอย 
subgenomic RNA ประกอบดวยยีนซึ่งสังเคราะหโปรตีนที่ทําหนาที่ ดังนี้ 

 
ยีนที่ทําหนาที่สังเคราะห  Replicase enzyme เร่ิมแปลรหัสเปนโปรตีนจาก ORF1a 

ซึ่งให product คือ papain-like protease, metyltransferase และ helicase และ ORF1b จะเริ่ม
แปลรหัสจาก frame +1 ของ ORF1a (ribosomal frameshift) ให product คือ RNA-dependent 
RNA polymerase (RdRp) จาก ORF1a จนกระทั่งถึง ORF1b จะเริ่มตนแปลรหัสไดเปนกลุม
โปรตีนเชื่อมตอ (fusion protein) และแปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวขนาดมากถึง 348 กิโลดาล
ตัน   
 

สําหรับยีน coat protein ประกอบดวยโปรตีน 2 ขนาด ไดแก downstream coat 
protein (CP) โดยที่การแปลรหัสเปนโปรตีนของไวรัส BYV จะเริ่มตนแปลรหัสจาก ORFs 5 ถึง 
ORFs 6 สําหรับ CTV เร่ิมตนแปลรหัสจาก ORFs 6  ถึง ORFs 7 และ PMWaV-2  เร่ิมตนแปล
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รหัสจาก ORFs 5 ถึง ORFs 6 ซึ่ง downstream  CP เปนยีนที่ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนหอหุม
อนุภาคทั้งหมด (major coat protein ) แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวขนาดประมาณ 34 กิโล
ดาลตัน นอกจากนี้ยังมี upstream  coat  protein (CPm) เปนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสที่เปน
องคประกอบรอง (minor coat  protein) ของโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสทั้งหมด ไวรัส PMWaV-
2 เร่ิมตนแปลรหัสจาก ORFs 6 ถึง ORFs 7 แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 56 กิโลดาล
ตัน องคประกอบรองนี้ได product เปนโปรตีนหอหุมอนุภาคที่ติดอยูปลายทางดาน 5´ end ของ
ไวรัส อาจจะทําหนาที่เก่ียวกับการถายทอดโรคไวรัสโดยแมลงพาหะ 

 
ยีนสังเคราะหโปรตีนที่ชวยในการเคลื่อนยายอนุภาคไวรัส (movement protein) หรือ

ยีนที่ทําหนาเก่ียวของกับการเคลื่อนยายอนุภาคไวรัสภายในเซลลพืช (cell-to-cell movement) 
ตัวอยางเชนไวรัส BYV ประกอบดวยยีนโปรตีนยอย 5 ชนิด ไดแก p6 , Heat shock protein 70 
homologue (HSP70) ,  p64  รวมกับ CPm และCPทั้งหมดเปนโปรตีนที่ชวยในการเคลื่อนยาย
อนุภาคไวรัสระหวางเซลลพืช 
 

ยีนที่สังเคราะหโปรตีนอื่นๆ ทางดาน C-terminal ไดแก C-terminal p21 ของ BYV 
ตรวจพบใน cytoplasmic และ cell wall fraction ของพืช และสําหรับ CTV มีองคประกอบดาน 
C-terminal เปน C-terminal 23 kDa แปลรหัสเปนโปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตัน 
 
โครงสรางยีนของเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด (PMWaVs) 
 

เช้ือไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (PMWaVs) จัดอยูในจีนัส Closterovirus มีจีโนม
เปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวเสนบวก(single stranded, positive sense RNA) แบบ monopartite มี
ขนาดประมาณ 14,861 นิวคลีโอไทด มีปลาย 5´ ของอารเอ็นเอเชื่อมติดอยูกับโปรตีน VPg 
(genome-linked  protein) ตอจากนั้นเปนยีนเรียงตอกันประกอบดวย open reading frame 
(ORF) 10 ขนาด คือ ORF ที่ 1a จะประกอบดวยโปรตีน papain-like protease domain, 
metyltransferase domain, helicase domain แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวมากกวา 204 กิโล
ดาลตัน  ORF ที่1b ประกอบดวยโปรตีน RNA-dependent RNA polymeraseแปลรหัสเปน
โปรตีนที่มีสายยาว 65 กิโลดาลตัน  ORF2  ประกอบดวยโปรตีน hydrophobic protein แปลรหัส
เปนโปรตีนที่มีสายยาว 5 กิโลดาลตัน  ORF3  ประกอบดวยโปรตีน heat shock protein 70 
homologue แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาว 59 กิโลดาลตัน  ORF4 จะแปลรหัสไดโปรตีนที่มี
ขนาด 46 กิโลดาลตัน  ORF5  ประกอบดวยโปรตีน coat protein  แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสาย
ยาว 34 กิโลดาลตัน  ORF6  ประกอบดวยโปรตีน diverged coat protein  แปลรหัสเปนโปรตีนที่
มีสายยาว 56 กิโลดาลตัน  ORF7  แปลรหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 20  กิโลดาลตัน  ORF8 แปล
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รหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 22  กิโลดาลตัน  ORF9 แปลรหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 6 กิโลดาลตัน  
และตําแหนงปลายสุดดาน 3´ เปนสวนที่ไมแปลรหัสเปนโปรตีน (3´- untranslated region) 
ประกอบดวยลําดับเบส 132 นิวคลีโอไทด (Melzer et  al.,  2001) 

 
 
 
 
 

 
5´ 
 
ภาพที่ 1   โครงสรางจีโนมของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เปน single strand, positive-sense  

   RNA) แสดงสวนของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนชนิดตาง ๆ จากปลาย 5´ ไปสู  
   ปลาย 3´         

        
PRO 
MTR 
HEL 
RdRp 
HSP70 
CP 
CPd 
p20 
p22 
p6 
3´- UTR 

=  
=  
=  
=  
=  
=  
=
= 
= 
= 
=  

papain-like protease domain 
metyltransferase domain 
helicase domain hydrophobic protein 
RNA-dependent RNA polymerase 
cellular heat shock protein 70 homologue 
coat protein  
coat protein duplicate  
p20  
p22  
p6  
3´- untranslated region (3´– UTR) 

 
 
 
 
 
 
 

? 

PROMTR                            HEL   RdRp   p5 HSP70         p46       CP   CPd p20 p22 p6 

3´
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การพัฒนาวิธีการตรวจไวรัสโรคเหี่ยวสับปะรด 
 

1) โดยใชโมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb) 
 
     งานวจิัยการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกา 

มีการศึกษากันมาก  Hu et al. (1997)  ตรวจสอบดวยวิธี Tissue blot immunoassays (TBIA)
เร่ิมมีการทดลองใช โมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb)  ที่จําเพาะตอ PMWaVs แตละชนิด 
ไดแก โมโนโคลนนอลแอนติบอดี 35-6-5 จําเพาะตอ PMWaV-1 และ 63-2-2 จําเพาะตอ 
PMWaV-2 และอีก 5 ปถัดมา Sether and Hu (2002a, 2002b) ไดนําโมโนโคลนนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสทั้งสองชนิดมาใชในการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด ดวยวิธี 
Tissue blot immunoassays (TBIA) เชนเดียวกัน และพบวาโมโนโคลนนอลแอนติบอดี 35-6-5 
จําเพาะตอ PMWaV-1  สวนโมโนโคลนนอลแอนติบอดี 63-2-2 จําเพาะตอ PMWaV-2  

    
2) โดยการตรวจอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนรวมกับการตกแตงอนุภาคดวย 

แอนติซีร่ัม (Immuosorbent electron microscope: ISEM) 
 
     ในประเทศไทย สุวรรณา และคณะ(2536) ใชวิธีตรวจอนุภาคไวรัสภายใตกลอง 

จุลทรรศนอิเล็กตรอนดวยวิธี IEM  (Hsu et  al ., 1984;  Hu et  al ., 1997; Sether and Hu, 
2002a, 2002b) และวิธี Ultrathin  section พบอนุภาคไวรัสเห่ียวของสับปะรด ซึ่งในขณะนั้น
เรียกวา pineapple wilt virus (PiWV) มีรูปรางทอนยาวคดขนาด 1,200-1,500 นาโนเมตร อยู
ในกลุมเซลลทออาหาร (phloem) ของสับปะรดที่แสดงอาการโรคเหี่ยว และพบวา PiWV มี
ความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยากับแอนติซีร่ัม จากประเทศออสเตรเลีย ที่ความเขมขนเจือจางของซีร่ัม
ของโรคเหี่ยวของสับปะรด PiWV อัตรา 1:100   
  
 3)  โดยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

      เร่ิมมีการศึกษาดานอณชีูววิทยารวมกับวิธีระบาดวิทยาอยางจริงจังเมื่อไมนานนี ้
โดย Sether and Hu (2002a, 2002b) ไดศึกษาสาเหตุและการระบาดของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกา ในการทดสอบในโรงเรือนและสภาพแปลงทดลองวาง
แผนการทดลองแบบ Randomize complete block design (RCBD) ปลูกเช้ือไวรัส PMWaV-1 
และ PMWaV-2 โดยใชแมลงพาหะ ไดแก เพล้ียแปงที่เปน viruliferous และ non-viruliferous 
ถายทอดเชื้อลงบนใบสับปะรดพันธุปตตาเวีย (A. comosus) พันธุการคา 5 พันธุ ไมระบุชนิด
พันธุการคา และตรวจสอบไวรัสในหองปฏิบัติการโดยวธิีรีเวิรสทรานสคริปชั่นและโพลีเมอเรสเชน
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รีเอคช่ัน (reverse transcription  polymerase chain reaction : RT-PCR) โดยใชคูไพรเมอรที่
เฉพาะกับยีน HSP 70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คูไพรเมอรสําหรับPMWaV-
1HSP70 (5′-CAG  GAA  GGA  CAA CAC  TCA  C-3′ และ 5′-CGC  ACA  AAC  TTC 
AAG CAA TC-3′) และคูไพรเมอรสําหรับ PMWaV-1 HSP 70 (5′-CAT  ACG  AAC  
TAG ACT CAT ACG-3′ และ 5′-CCA TCC  ACC  AAT  TTT  ACT  AC-3′) เมื่อ
เปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัส PMWaVs โดยใชทั้ง 3 วิธีของ Sether and Hu (2002a) 
พบวา วิธ ี Tissue blot immunoassays (TBIA) โดยใชโมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb) ที่
จําเพาะตอ PMWaVs แตละชนิดใหผลสอดคลองกับการทดสอบดวยวิธี RT-PCR การทดสอบ
ดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จะมีความ
เฉพาะเจาะจง แมตรวจไวรัสในปริมาณนอยยังตรวจพบ และจําแนกเชื้อไวรัส PMWaVs ทั้งสอง
ชนิดไดดีที่สุด  
  
การกําจัดไวรัสโดยใชความรอน 

 

การควบคุมโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยใชความรอน (heat treatment) 
ประสบผลสําเร็จกับมันฝรั่งและออย ทั้งที่ใช hot water และ hot air treatment ที่อุณหภูมิในชวง 
35- 54  องศาเซลเซียส โดยการนําจุกสับปะรดแชในน้ํารอนที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที  ผลการศึกษาทดลองในครั้งนั้นยังไมมีการทดลองซ้ําอีก อยางไรก็ตามการทําการควบคุมโรค
ไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยใชความรอน  ตองระวังการกลายพันธุของไวรัสจนอาจเกิดการเขา
ทําลายของไวรัสที่รุนแรงกวาเดิม ถาสับปะรดที่นํามาแชในน้ํารอนสามารถงอกได และเมื่อทําการ
ควบคุมโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยการแชในน้ํารอนแลวตรวจไมพบอนุภาคไวรัส จึงจะถือ
วาประสบผลสําเร็จในการกําจัดไวรัส (Ullman et  al., 1991) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การสํารวจโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดและเก็บตัวอยาง 
  

1.1 พันธุสับปะรดที่ใชในการทดลอง คือ  
 

       ตัวอยางสับปะรดพันธุปตตาเวีย จังหวัดเพชรบุรี  3 ใบ และพันธุปตตาเวีย  
จังหวัดประจวบคีรีขันธ 3 ใบ  พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี 3 ใบ ไดรับความอนุเคราะหจาก     
ดร.วันเพ็ญ ศรีทองชัย และ ดร.เกลียวพันธุ สุวรรณรักษ  กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ และสับปะรดพันธุภูเก็ต 1 ตน  ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักงานเกษตรจังหวัด
ภูเก็ต  

      ตนสับปะรดปกติที่ใชัเพ่ือการทดสอบเปรียบเทียบในงานวิจัยนี้ ไดแก ตน
สับปะรดพันธุปตตาเวียซึ่งขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัท อาหารสยาม จํากัด โดยผานทาง ดร.ศาลักษณ พรรณศิริ ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตร
กลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน  และผานการตรวจสอบการปลอดโรคโดยวิธี 
ELISA ดวยแอนติซีร่ัม anti PiWV จากประเทศออสเตรเลีย ซึ่งไดรับความกรุณาจาก คุณ
สุวรรณา กลัดพันธุ ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตรกลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
บางเขน  

1.2  การสํารวจและเก็บตัวอยางสับปะรดเพื่อนํามาปลูกในโรงเรือนทดสอบ 
 

      สํารวจตรวจสอบและบันทึกอาการผิดปกติที่คาดวาเกิดจากไวรัสโรคเหี่ยว 
ของสับปะรดใน จังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี  และเก็บตัวอยางสับปะรดในแหลง
ปลูกสําคัญของประเทศไทย ทั้งแหลงปลูกเพ่ือการอุตสาหกรรม และแหลงปลูกของเกษตรกรเพื่อ
บริโภคเปนผลสด ไดแก จังหวัดชลบุรี จังหวัดเชียงราย และจังหวัดลําปาง เก็บตัวอยางตน
สับปะรดที่มีอาการผิดปกติและคาดวาเกิดจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด และตัวอยางตน
สับปะรดที่ไมแสดงอาการผิดปกติ  จํานวนอยางละ 15 ตน นํามาปลูกลงดินเพาะที่ผานการฆาเช้ือ
แลวในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 16 นิ้ว ดูแลรักษาในโรงเรือนปลูกพืชทดลองของภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน  
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2.  การสกัดอารเอ็นเอรวมของไวรัสและของสับปะรด 
 
   แยกสกัดอารเอ็นเอรวมของไวรัสและของสับปะรดโดยใชชุดน้ํายาสกัด RNeasy  
Plant Mini Kit (QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยมีข้ันตอนตามคําแนะนําของบริษัท ดังนี้ 
 

2.1 การเตรียมชิ้นสวนพืชเพื่อการสกัดอารเอ็นเอรวม  
 

   นําตัวอยางใบสับปะรดสด ทั้งใบออนและใบแก ตัวอยางละ 1 ใบตอตน 
มาชั่งน้ําหนักประมาณ 100 มิลลิกรัมตอตัวอยางตัดใบใหเปนชิ้นเล็กละเอียดดวยกรรไกรที่ชุบ
แอลกอฮอลเพ่ือเช็ดฆาเช้ือ นํามาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวในโกรง แลวตักใสหลอดไม
โครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

2.2 การสกัดอารเอ็นเอรวม 
  

            เติม RLT Lysis buffer ปริมาตร 500ไมโครลิตร(เติม mercaptoethanol 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) ลงในหลอดไมโครทิวปที่ใสใบสับปะรดที่บดละเอียดแลว นําหลอดไมโคร
ทิวปไปใสใน QIAshredder spin column วางซอนลงใน 2 มิลลิลิตร collection tube หมุนเหวี่ยง
นาน 2 นาที นําของเหลวที่ผาน column เติม 96-100% ethanol ปริมาตร 225 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยใชปเปตต หลังจากนัน้นําสวนผสมที่ไดไปผาน RNeasy mini spin column โดยการ
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาท ี ลาง column ดวย RW 1 ปริมาตร 700 
ไมโครลติร แลวหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาท ี  ลาง column ดวย RPE 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาน 2 นาท ี 

 
หลังจากนั้นยาย column ไปวางซอนในไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร   

จากนัน้เติมน้าํกล่ันที่นึ่งฆาเช้ือและปราศจาก Rnase (Rnase-free water) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
เพ่ือชะลางอารเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปตรวจสอบโรค โดยการ
ใชไพรเมอรสําหรับ PMWaV-1(AF414119) และไพรเมอรสําหรับ PMWaV-2 (AF283103) 
ซึ่งรายงานไวโดย Sether D.M. and J.S.Hu (2002)ไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยว 
ของสับปะรดที่ใชนี้ สังเคราะหโดย KU-VECTOR (KU-Vector custom DNA synthesis unit, 
Public ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตรกลางมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน จตุจักร 
กรุงเทพมหานคร 10900) และเพ่ือใชในการศึกษาวิจัยในขั้นตอไป 
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3.  การออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP70   
 

3.1 ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP70 
 

ออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน Cellular heat shock protein 70   
homologue ซึ่งในที่นี้จะเรียกวายีน HSP70 หรือ HSP70 gene ของไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 ซึ่งมีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา และที่มีในฐานขอมูลของ GenBank (http:// 
www. ncbi.nlm.nih.gov)  
 

       จากขอมูลลําดับเบสในสวนของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1   
(AF414119) ยีนนี้เ ร่ิมตนจากตําแหนง 5,840 ถึง 7,369 จึงไดออกแบบไพรเมอรใหมี
ความจําเพาะกับยีน HSP70  ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 แบบครบยีน คือ ไพรเมอร  Pv1hsp 5'  
ออกแบบในตําแหนง 5,958  ถึง 6,547 ของตําแหนงจีโนมทั้งหมด  มีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 
5'- ACA  GGA  AGG  ACA  ACA  CTC  AC- 3'  และไพรเมอร  Pc1hsp3' ออกแบบใน
ตําแหนง 8,155 ถึง 8,764 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด คือ 5'-CGC  ACA  AAC  TTC  AAG  
CAA  TC- 3' ไพรเมอร  Pv1hsp5' และไพรเมอร  Pc1hsp3' ออกแบบใหมีความยาว 20 เบส 
ซึ่งตรงตามหลักการออกแบบไพรเมอรใหมีความยาวเบสประมาณ 16-25 เบส ไดขนาดชิ้นดีเอ็น
เอเทากับ 590 นิวคลีโอไทด  GC content เทากับ 50 และ 45 เปอรเซ็นต และ คูไพรเมอรนี้มี 
annealing temperature เทากับ 48 องศาเซลเซียส ซึ่งการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ
นาจะมีความจําเพาะสูงอีกดวย (Sether D.M. and J.S.Hu, 2002) 
 

  
       ลําดับเบสในสวนของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 (AF283103)  

ยีนนี้เร่ิมตนจากตําแหนง 7,929 ถึง 9,554 จึงไดออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีน 
HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 แบบครบยีน เชนเดียวกัน คือ ไพรเมอร Pv1hsp5' ออกแบบใน
ตําแหนง 8,155 ถึง 8,764 ของตําแหนงจีโนมทั้งหมด ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'- CAT  ACG  
AAC  TAG  ACT  CAT  ACG- 3' และไพรเมอร Pc1hsp3' ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'-CCA 
TCC  ACC  AAT  TTT  ACT  AC- 3' ไพรเมอร  Pv2hsp5' และไพรเมอร  Pc2hsp3' 
ออกแบบใหมีความยาว 21 เบส และ 20 เบส ตามลําดับ ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 610 นิวคลีโอ
ไทด  GC content เทากับ 42 และ 40 เปอรเซ็นต และคูไพรเมอรนี้มี melting temperature เทากับ  
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42 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมิของการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบต่ํา (Sether D.M. 
and J.S.Hu , 2002) 
 
4. การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70  ดวยวิธี RT-PCR  

  
   4.1 วิธี One step RT-PCR 

  
   การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70 จาก
อารเอ็นเอของเชื้อ PMWaV  ที่สกัดจากใบพืชที่เปนโรคดวยวิธี One step RT-PCR ตามวิธีของ
บริษัท QIAGEN สหรัฐอเมริกา  มีวิธีการและขั้นตอน ดังนี้ คือ    

   
4.1.1 นําอารเอ็นเอรวมที่แยกไดใบสับปะรด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใส 

ในหลอด PCR tube เปน template ใส  RNase-free water ปริมาตร  3.5  ไมโครลิตร และใสคู
ไพรเมอรที่ไดออกแบบไวสําหรับ PMWaV-1 คือ Pv1hsp5' (5'-ACA GGA AGG ACA ACA 
CTC AC- 3') และ Pc1hsp3' (5'-CGC ACA   AAC  TTC  AAG  CAA  TC-3')   หรือใส
คูไพรเมอรที่ไดออกแบบไวสําหรับ PMWaV-2  คือ Pv1hsp5' (5'-CAT ACG  AAC  TAG  
ACT  CAT  ACG-3') และ Pv1hsp3' (5'-CCA TCC  ACC  AAT  TTT  ACT  AC-3') 
โดยแยกหลอด PCR tubeจากนั้นจึงเติม 5x Reverse transcription buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
10mM dNTP 2.5 ไมโครลิตร และ AMV reverse transcriptase ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  
 
   4.1.2 จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR  โดยนํา
หลอด PCR tube จากขอ 4.1.1 ไปใสเครื่อง Peltier Thermal Cycler (Model PTC-200 MJ 
Research, Inc.) และกําหนดใหเกิดปฏิกิริยา  ดวยการเริ่มตนขั้นแรกที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดี่ยว (denature) นาน 15 นาที ตามดวย อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  จากนั้นเริ่มรอบปฏิกิริยาขั้นที่สอง โดยใชอุณหภูมิ denature ที่ 
94  องศาเซลเซียส นาน 1 นาที อุณหภูมิ annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ
อุณหภูมิ Extension ที่ 72  องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  เปนจํานวน 30 รอบ  
และข้ันสุดทายตามดวยอุณหภูมิ 72  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 
   4.1.3 ตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR โดยนํา product ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel  
 



                20

 

   4.1.4  ยอมเจลในสารละลาย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที ลาง
น้ําเปลา นาน 10นาที และตรวจดูแถบดีเอ็นเอและขนาดดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

4.2 วิธี Two step RT-PCR 
   
         การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70 จากอาร
เอ็นเอของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 ที่สกัดจากใบสับปะรดเปนโรค ใชวิธีการ Two step 
RT-PCR ดวยการใช AMV Reverse Transcriptase (AMV-RT) ตามวิธีของบริษัท Promega 
สหรัฐอเมริกา  ซึ่งมีวิธีการและขั้นตอน ดังนี้  
 
         นําอารเอ็นเอรวมที่แยกไดใสใน PCR tube จํานวน 2 หลอด หลอดละ 5 
ไมโครลิตร เติม Reverse primer ที่จําเพาะตอยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคแตละเชื้อไวรัส (PMWaV-
1 และ PMWaV-2) ความเขมขน 20 ไมโครลิตร นําไปบมไวใน Peltier Thermal Cycler 
(Model PTC-200 MJ Research, Inc.) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที แลวนําออก
แชบนน้ําแข็งทันที นาน 5 นาที  
 
          เติม RNase-free water ปริมาตร 3.5 ไมโครลิตร, 5x AMV reverse 
transcription buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 10mM dNTP ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร และ AMV 
reverse transcriptase ปริมาตร 3 ไมโครลิตร   
 
           นําไปบมไวใน Peltier Thermal Cycler (Model PTC-200 MJ 
Research, Inc.) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
 
   จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช cDNA ที่ได
จากปฏิกิริยาในขอ 4.2.3 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เปน template เติม RNase-free  water  
ปริมาตร 34 ไมโครลิตร 10x Taq Polymerase buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร เติม forward 
primer และ reverse primer ที่จําเพาะตอยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคแตละเชื้อไวรัส (PMWaV-1 
และ PMWaV-2) ปริมาตร อยางละ 1 ไมโครลิตร ลงในแตละหลอด  จากนั้นใส 10mM dNTP  
ปริมาตร  2 ไมโครลิตร และใส Taq DNA Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวม 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 
   นําไปใสเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Peltier Thermal Cycler (Model PTC-
200 MJ Research, Inc.) กําหนดใหเกิดปฏิกิริยาดวยการเริ่มตนขั้นแรกที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดี่ยว (denature) นาน 3 นาที จากนั้นเริ่มรอบ
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ปฏิกิริยาขั้นที่สอง โดยใชอุณหภูมิ denature ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที อุณหภูมิ 
annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส (ข้ึนอยูกับคา Tm ของแตละไพรเมอร) นาน 1 นาที และ
อุณหภูมิ extension ที่ 72  องศาเซลเซียส 1 นาที เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  เปนจํานวน 30  รอบ  
และข้ันสุดทายตามดวยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 
   ทําการตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR โดยนํา product ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel จากนั้นนําไปยอม
เจลในสารละลาย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที ลางน้ําเปลา นาน 10 นาที แลวจึงตรวจดู
แถบดีเอ็นเอและขนาดดีเอ็นเอบนเครื่อง UV transilluminator  
   
5.  การเชื่อมดีเอ็นเอยีน HSP70 และการคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  

 
5.1 การเชื่อมดีเอ็นเอเขาพลาสมิด pGEM-T Easy และการเพิ่มดีเอ็นเอ 

     สายผสม 
  

  เมื่อตรวจสอบแถบและขนาดของดีเอ็นเอยีน HSP70 เรียบรอยแลว จึง
เช่ือมตอดีเอ็นเอยีน HSP70 ของ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เขากับเวคเตอร pGEM-T Easy 
(Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (1989)   
 

ใสดีเอ็นเอยีน HSP70 ของ PMWaV-1 หรือ PMWaV-2 ความเขมขน 
10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครทิวป ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร (โดยแยกแตละหลอด) เติม 2x Rapid ligation buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติม 
pGEM-T Easy vector ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้น
เติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase) ความเขมขน 3 units ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แลวจึงเติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือใหครบ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสายผสม โดยนําดีเอ็นเอสายผสม (ดีเอ็น
เอของยีน HSP70 ที่เช่ือมตอกับ pGEM-T Easy vector) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี Heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวแชน้ําแข็ง 2 นาที จากนั้นเติม Luria-Bertani Medium (LB 
Broth medium) 950 ไมโครลิตร เขยาที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 
5,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอนเซลลมาผสม LB Broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
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  5.2  การคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 
 5.2.1 คัดเลือกเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม โดยนําตะกอนเซลลใน LB 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 100mM IPTG (Isopropyl-β-D 
Thiogalactopyranoside) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside) ที่มีความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
   5.2.2 คัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pGEM-T Easy/ 
HSP70 โดยเลือกโคโลนีของเชื้อเปนโคโลนีเดี่ยว สีขาว ซึ่งคาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
นํามาเลี้ยงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ 37 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
 

5.2.3  การสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมจากเซลลโดยวิธี Alkaline  
lysis method (Robertson et al., 1997)   โดยนําเช้ือที่เล้ียงอาหารเหลว LB Broth (ขอ 5.2.2) 
ปนตกตะกอนเซลล ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทอาหาร
เกาทิ้งแลวเติมสารละลาย I (solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA  pH 8.0) ปริมาตร  100 ไมโครลิตร  ละลายตะกอนดวยเครื่อง vortex  แลวแชในน้ําแข็ง 
5 นาที แลวเติมสารละลาย II (solution II; 0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย III (solution 
III; 3M potassium acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวแชใน
น้ําแข็ง 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดเก็บน้ําใส
ประมาณ 400 ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสม ของ PCI mixture (phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol; 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 
15 นาที เติม 96-100 % ethanol 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใส
สวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  นาน 
15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวย
สูญญากาศ  

 
5.2.4 ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันหรือ TE (Tris-EDTA buffer) 30 

ไมโครลิตร ที่มี RNaseA ปริมาตร 20 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง เพ่ือขจัดอารเอ็นเอ  



                23

 

5.2.5 จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมดวยเอนไซม 
EcoRI โดยใชตะกอนพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เติม 10x buffer H 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเอนไซม EcoRI ความเขมขน 2 units ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร แลว
เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร  

 
5.2.6 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 2-3 ชั่วโมงหรือขามคืน และ

ตรวจสอบแถบและขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel    
  
6.   การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 

 
6.1  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีนโปรตีนหอหุม 

 
  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค 

(major coat protein) ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ซึ่งในที่นี้จะเรียกวายีน CP หรือ CP gene ในงาน
ทดลองนี้ ออกแบบจากยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของ PMWaV-1 (AF414119) ซึ่งมีรายงานจาก
ประเทศสหรัฐอเมริกาในระบบฐานขอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) โดย
ยีนเริ่มตนจากตําแหนง 7,929 ถึง 9,554 โดยที่เพ่ิมตาํแหนง –100 และ +100   นิวคลีโอไทด 
นํามาคัดเลือกบริเวณที่เหมาะสมสําหรับทีจ่ะออกแบบไพรเมอรคูไพรเมอรที่ไดออกแบบไวคือ 
P1CP1F  ซึ่งเปน forward primer  และมลํีาดบันิวคลโีอไทด ดังนี้ 5'-TTT  ATG  TAT  GAT  
CAG  CTA  CCT  TTG  C-3' และ P1CP2R ซึ่งเปน reverse primer มี ลําดบันิวคลโีอไทด 
ดังนี้ 5'-GAG  GTT  TTT  GTC  CTT  ACT  TAC  CAA  T- 3'  โดยไพรเมอร P1CP1F 
และไพรเมอร  P1CP2R ถูกออกแบบใหมีความยาว 25 เบส และม ีGC content เทากับ 50 และ 
45 เปอรเซ็นตตามลําดับ annealing temperature เทากับ 54 องศาเซลเซียส  
 

การสังเคราะห cDNA และการเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนหอหุมเชื้อไวรัส 
PMWaV-1 โดยใชคูไพรเมอร P1CP1F และ P1CP2R สามารถสังเคราะหและเพ่ิมปริมาณได
โดยวิธีการและขั้นตอนของ RT-PCR ที่ใชกับยีน HSP70 และเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีน CP ที่
ไดเขาสูเวคเตอร pGEM-T Easy ดวยวิธีการที่กลาวแลวขางตนเชนเดียวกันกับการเชื่อมตอยีน 
HSP70 พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมนี้ เรียกวา pGEM-T/CP1 สรางขึ้นในขั้นตอนนี้เพ่ือใชใน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน CP ใหมีจํานวนมากและเหมาะสมสําหรับเตรียมผลิตรีคอม
บิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 ในขั้นตอนตอไป 
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เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน CP ดวยไพรเมอรคูใหมที่ออกแบบโดยการ 
เพ่ิมตําแหนงจดจําของเอนไซม EcoRI คือ ไพรเมอร Pv1CP1E ซึ่งเปน forward primer  โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'- GAA  TTC  GCT  GAT  TCG  AGC  AAA  CAA  AAA C-3' 
และเพ่ิมตําแหนงจดจําของเอนไซม SacI สําหรับไพรเมอร  Pc1CP2S  ซึ่งเปน reverse primer  มี
ลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 5'- GAG  CTC  TTT  GCG  TCC  ACC  CA- 3' และใชช้ินดีเอ็นเอ
ของยีน CP ที่สกัดจาก pGEM-T/CP1 เปน template ในปฏิกริยา PCR จากนั้นจึงเช่ือมตอ PCR 
product ที่ไดเขาสูเวคเตอร pGEM-T Easy ชุดใหมอีกครั้ง พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมใหมมี
ช่ือวา pGEM-2T/CP1  
 

6.2  การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทของยีน 
 
โปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 โดยการสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ 

สายผสมใหมมีช่ือวา pGEM-2T/CP1 ออกจาก Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี 
Alkaline lysis method เชนเดิม จากนั้นนําพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม pGEM-2T/CP1 ที่สกัด
ได ปริมาตร 25 ไมโครกรัม มาเติมเอนไซม SacI ความเขมขน 10 units รวมกับเอนไซม EcoRI 
ความเขมขน 10 units อยางละ 50 units ในปฏิกิริยารวม 250 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาประกอบดวย 
พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม pGEM-2T/CP1 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือ 
ปริมาตร 182.5 ไมโครลิตร เติม 10x Y+ Tango ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร เอนไซม ชนิดละ 5 
ไมโครลิตร บมไวที่ 37 องศาเซลเซียส  ขามคืน นําดีเอ็นเอที่เหลือมาสกัดเอาสารละลายโปรตีน
ออกดวยสารผสม PCI mixture (25:24:1) 2 ครั้ง ตกตะกอนดีเอ็นดวยเอทานอล ละลายตะกอน
ดีเอ็นเอในน้ํากล่ัน 20- 30 ไมโครลิตร  
 

6.3 การเตรียมพลาสมิด pGEX-2T Expression vector  
 

เพ่ิมจํานวนพลาสมิด pGEX-2T Expression vector (Amercham,  
ประเทศสหรัฐอเมริกา) ใหไดปริมาณมาก ดวยการโยกยาย (transformed) เขาสูเซลลของ 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี Heat shock transformation เล้ียงเชื้อ Escherichia 
coli สายพันธุ DH5α ในอาหาร 2xYT ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000  รอบตอนาที 
นาน 12-16 ช่ัวโมง สกัดแยกพลาสมิด pGEX-2T จากเซลลโดยวิธี Alkaline lysis method 
(Robertson et al., 1997) ละลายตะกอนพลาสมิด pGEX-2T ดวยน้ํากล่ันหรือ TE  (Tris-
EDTA buffer) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ที่มี RNaseA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  บมที่ 
37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือขจัดอารเอ็นเอ แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได
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ดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel  แบงเก็บใสหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 25 ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยาของการยอยดวยเอนไซมตอ  SacI  
และ EcoRI 
                  

6.4 การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector 
 
     การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector  

(Amercham, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ทดสอบวิธีการเตรียม linear DNA ดวยวิธีการตางๆ 3 
แบบวิธี กลาวคือ  
 

6.4.1 โดยการใชเอนไซม SacIพรอมกับเอนไซม EcoRIในปฏิกิริยารวม 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร Yellow (Y+) Tango 1.5 เทา ปฏิกิริยาประกอบดวยพ
ลาสมิด pGEX - 2T Expression vector ปริมาตร 25 ไมโครลิตร น้ําเปลา 182.5 ไมโครลิตร 
10x Y+Tango ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร เอนไซม SacI ความเขมขน 10 units และเอนไซม  
EcoRI ความเขมขน 10  units ชนิดละ 5 ไมโครลิตร  โดยเติมเอนไซมทั้งสองชนิดพรอมๆ กัน  
บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) เพ่ือใหดีเอ็นเอถูกยอยได
สมบูรณ ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี  electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel 
หลังจากนั้นนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่ถูกยอยแลวที่มีความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สกัด
เอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI mixture อัตราสวน 25:24:1 ใน
อัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 นาที เติมเอทานอล
สมบูรณ  (96-100% ethanol) จํานวน 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูด
น้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 
15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวย
สูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 - 30 ไมโครลิตร 

 
6.4.2 โดยการยอยดวยเอนไซม SacI และตามดวยเอนไซม EcoRI   

ในปฏิกริยาประกอบดวย 10x Y+Tango ปริมาตร 20 ไมโครลิตร พลาสมิดดีเอ็นเอ pGEX-2T 
ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือปริมาตร 
150 ไมโครลิตร และเอนไซม SacI  ความเขมขน 10 units ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือทิ้งไวขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) ตรวจสอบการ
ทํางานของเอนไซม SacI โดยการตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี electrophoresis บน 0.8%  TBE  
agarose gel จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาทําปฏิกิริยาตอ โดยเติมเอนไซม EcoRI ปฏิกริยา
ประกอบดวยสวนผสมดีเอ็นเอที่เหลือ ปริมาตร 195 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 
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25  ไมโครลิตร  เติม 10x Y+ Tango ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  และเอนไซม EcoRI  ความ
เขมขน 10 units ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ควรบมปฏิกิริยาทิ้งไวขามคืนเพื่อใหการยอยของเอนไซม 
(activity) สมบูรณมากที่สุด แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 
0.8% TBE agarose gel จากนั้นนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 100 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร สกัดเอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI mixture 
อัตราสวน 25:24:1 ในอัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 
นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-100% ethanol) ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิก
หลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที นาน 15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% 
ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที ดูดน้ําใสสวนบน
ทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 - 30 
ไมโครลิตร  
 

6.4.3 โดยการยอยดวยเอนไซม EcoRI กอนแลวตามดวยเอนไซม SacI 
ในปฏิกริยาประกอบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 1
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลติร  
เติม 10xY+ Tango ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเอนไซม EcoRI ความเขมขน 10 units ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2-3 ช่ัวโมงหรือทิ้งไวขามคืน (12-16 
ช่ั วโมง) ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม  SacI โดยการตรวจขนาดดี เ อ็นเอดวยวิธี 
Electrophoresis บน 0.8% TBE  agarose gel จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาทําปฏิกิริยาตอโดย
เติมเอนไซม SacI ปฏิกิริยาประกอบดวยสวนผสมดีเอ็นเอที่เหลือ ปริมาตร 95 ไมโครลิตร  เติม
น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 95 ไมโครลิตร และเอนไซม SacI ความเขมขน 10 units ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาทิ้งไวขามคืน แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis 
บน 0.8% TBE agarose gel สกัดเอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI 
mixture อัตราสวน 25:24:1 ในอัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที 
นาน 15 นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-100% ethanol) ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใส
ที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  นาน 15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิด
ดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ํา
ใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 
-30 ไมโครลิตร  
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6.5 การเชื่อมดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) เขากับ linear DNA ของ              
พลาสมิด pGEX-2T Expression vector 

 
 เช่ือมตอดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) เขากับ linear DNA ของ  

พลาสมิด pGEX-2T Expression vector ดวยเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase) 
ทดสอบอัตราสวนดีเอ็นเอตอเวคเตอร 2 อัตราสวน คือ 3:1 และ 6:1   

 
 ในอัตราสวน 3:1 ปฏิกิริยาประกอบดวย ดีเอ็นเอที่ไดจากขอ6.2 ความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร  6 ไมโครลิตร  เติม 2X Rapid ligation buffer ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร เติม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 100 นาโน
กรัมตอไมโครลิตร ที่เตรียมไวในขอ 6.4 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็น
เอไลเกส (T4 DNA Ligase) ความเขมขน 3 units ปริมาตร  1 ไมโครลิตร  

 
อัตราสวน 6:1 ปฏิกริยาประกอบดวย ดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 6.2 ความ 

เขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 6 ไมโครลิตร  เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 11 
ไมโครลิตร เติม 2x Rapid ligation buffer  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม linear DNA ของพลาสมิด 
pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ที่เตรียมไวในขอ 6.4 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase)  ความเขมขน 3 units 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  ขามคืน (12-16 ช่ัวโมง)   

 
6.4 การโยกยายดีเอ็นเอสายผสม (ดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) ใน linear 

DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli 
สายพันธุ DH5α   

 
โดยนําสวนผสม ligation ขอ 6.3.1 และ 6.3.2 นํามาเติม competent cell 

 (Escherichia coli สายพันธุ DH5α) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยผสมแยกหลอดไมโครทิวป  ใช
ไปเปตตดูดสารละลายขึ้นลงอยางเบาๆ  นําหลอดไมโครไปแชน้ําแข็งทันที  นาน 30 นาที  
 

โยกยายดีเอ็นเอสายผสม ดวยวิธี Heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส ใน water bath เปนเวลา 1 นาที แลวแชน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที จากนั้นเติม 
Luria-Bertani Medium (LB Broth medium) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร เขยาที่ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 5,000  รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอนเซลลมาผสม LB 
Broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 
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มิลลิกรัม บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงสุมคัดเลือกเซลลที่มีดีเอ็นเอสายผสม โดย
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel  
   

6.5 การคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 

คัดเลือกเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม โดยนําตะกอนเซลลใน LB 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
                            คัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pGEX-2T Expression 
vector/CP โดยเลือกโคโลนีของเชื้อเปนโคโลนีเดี่ยว สีขาว ซึ่งคาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
โดยวิธีการสุม นํามาเลี้ยงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
                                  

นําเช้ือที่เล้ียงในอาหารเหลว LB Broth (ขอ 6.5.2) มาปนตกตะกอน 
เซลล ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นํามาสกัด พลาสมิดที่มี
ดีเอ็นเอสายผสมจากเซลลโดยวิธี Alkaline lysis method โดยเทอาหารเกาทิ้งแลวเติมสารละลาย I 
(solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA  pH 8.0) จํานวน 
100 ไมโครลิตร ละลายตะกอนดวยเครื่อง vortex แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย II 
(solution II;  0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร  200  ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิก
หลอดขึ้นลง แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย III (solution III; 3M potassium 
acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที นําไป
หมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดเก็บน้ําใสประมาณ 400 
ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสม ของ PCI mixture (อัตราสวน 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 แลว
หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-
100% ethanol) จํานวน 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่
มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15-20 นาที  
ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอน พลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  
รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ  

 
                              จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมไดจากขอ 6.5.3 ดวย
เอนไซม BamHI พรอมกับเอนไซม SacI ในปฏิกริยาประกอบดวย ตะกอนพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ
สายผสม ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 23 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอร 
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10x Y+ Tango ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เติมเอนไซม BamHI และเอนไซม SacI ความเขมขน 10 
units ปริมาตร อยางละ 1 ไมโครลิตร  

 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 2-3 ช่ัวโมงหรือขามคืนและตรวจสอบ 

แถบและขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel    
  

6.6  การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย และการชักนําการสังเคราะห Recombinant Protein 
ในเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli สายพันธุ DH5α   
 
            การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะหโปรตีนโดย
เล้ียงเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ DH5α  ที่เปน host cell ที่มีพลาสมิดของยีนเปาหมาย (CP 
gene) ในอาหารเหลว LB ที่เติมแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เขาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เติมเชื้อที่เล้ียงขามคืนปริมาตรรอยละ 15 
ของอาหาร  2xYT ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติมแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวเขยาที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เก็บเซลลกอนโดยดูดอาหารปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใสในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนน้ําใสทิ้ง เก็บตะกอนไวที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  (ชวงเวลา 
T0) 
 
             ชักนาํการสังเคราะหโปรตีนในอาหารที่เหลือดวยสารIPTG ที่ความเขมขน
สุดทายเทากับ 1 มิลลิโมลาร เก็บเซลลทุกๆ 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (ชวงเวลา T2  T4   T6) 
โดยดดูอาหาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวีย่ง
ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนน้ําใสทิ้ง เก็บตะกอนไวที่อุณหภมูิ  
-20 องศาเซลเซียส นําตะกอนที่เก็บไวในชวงเวลา T0  T2  T4  และ  T6 ช่ัวโมง จากอุณหภูมิ     
-20 องศาเซลเซียส มาเตมิน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร vortex ใหตะกอนเซลล
ละลาย เติม Protein loading dye (เติม 5% ของสาร 2-mercaptoethanol) ผสมใหเขากันโดยใช 
vortex นําตัวอยางที่ไดแบงใสหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร จาํนวนตัวอยางละ 10 
ไมโครลติร และ Protein Molecular Weight Marker # SM0431 (Lot 2011) (Fermentas Life 
science, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ปริมาตร 10 ไมโครลติร ไปตมในน้าํเดือดนาน 10 นาที แลวแช
บนน้าํแข็งทันที (4 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาท ีนําไปวิเคราะหและแยกขนาดของโปรตีนดวย
เทคนิค Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
เปรียบเทียบกับขนาดโปรตนีมาตรฐาน  
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  6.7  การเตรียมเจลแยกขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  
 
          เตรียมเจลแยกขนาดโปรตีนดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ดวยอุปกรณ Hoefer Mini VE โดยเตรียม
เจลระหวางแผนกระจก 2 แผนที่สะอาดโดยใชกระดาษซับที่ชุบดวย 95% ethanol เช็ดทําความ
สะอาดกระจกทั้งสองดานแลวปลอยใหแหง ประกบแผนกระจกทั้งสองเขาดวยกันโดยใช spacer 
หนา 1 มิลลิเมตร คั่นระหวางแผนกระจก ตรวจดูไมใหมีรอยรั่วกอนนําเขาเครื่องประกอบเจล 
   จากนั้นจึงเตรียมเจลแยกขนาดโปรตีน ประกอบดวยเจล 2 สวน  โดย
เจลสวนลาง คือ 15% separating  gel ไดจากการรวม สารละลาย I (30% T และ 2.7% C 
acrylamide ;  29.2  กรัม acrylamide และ 0.8 กรัม bisacrylamide) ปริมาตร 4.17 มิลลิลิตร 
4x  resolving  gel  buffer (1.5M Tris-HCl  pH 8.8 ) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 10% SDS 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 3.2 มิลลิลิตร เติม 10% ammonium 
persulphate นึ่งฆาเช้ือ 150 ไมโครลิตร และเติม TEMED นึ่งฆาเช้ือ 4 ไมโครลิตร ผสมสวนผสม 
ใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศกอนรีบหยอดลงสูชุดเตรียมเจล โดยใหระดับเจลมีความสูง
ประมาณ 2/3 ของแผนกระจก รีบหยดน้ําตามลงไปทันทีเพื่อใหผิวเจลเรียบเสมอกัน   
 
          เมื่อเจลแข็งตัวแลวใหซับน้ําสวนบนออก ทิ้งไวประมาณ 20-30นาที 
กอนเสียบหวี (comb) โดยใหขอบหวีหางจากสวน running gel ประมาณ 2 มิลลิเมตร แลวหยด
เจลชั้นบน (stacking gel)  เตรียมโดยผสมสารละลาย I ปริมาตร  0.67  มิลลิลิตร 4x stacking 
gel buffer  (0.5M Tris-HCl pH 6.8)  ปริมาตร 0.83 มิลลิลิตร 10% SDS ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ทิ้งไวนาน 20 นาที เมื่อเจลแข็งตัวดีแลวจึงคอยๆ ดึงหวีออกเบาๆ ทําใหเปนชอง
บรรจุตัวอยาง จากนั้นนําเจลที่อยูระหวางกระจกไปใส Tank buffer (0.025M Tris-HCl, 
0.192M Glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) แยกขนาดโปรตีนโดยใสตัวอยางที่ไดในชองเจลท่ี
จัดเตรียมไวในอุปกรณแยกขนาดใน Tank buffer (0.025% coomassie brilliant blue R250, 
40% methanol, 7% acetic acid) ดวยกระแสไฟฟา 50 โวลล นาน 40 นาที และแยกขนาดตอไป
อีกโดยเพิ่มกระแสไฟฟา 100 โวลล นาน 120 นาที 
 
         ลางสีพ้ืนออกดวยสารละลาย destain I (40% acetic , 7% methanol 
acid)  เขยาบน shaker นาน  30 นาที จนเห็นพื้นเจลใส และตามดวย destain II  (7% acetic 
acid, 5% methanol) เขยาบน shaker จนกระทั่งเห็นแถบโปรตีนติดสีน้ําเงินเดนชัดขึ้น สวนอีก
ดานหนึ่งไมตองยอม เพ่ือนําไปใชในขั้นตอนตอไป   
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7.  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค Dot Blot Analysis  
   

  7.1  การเตรียมตัวอยางโปรตีนและรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ตองการตรวจสอบ
หยดบนแผนไนลอน 
   
          เตรียมเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α จากโคลน 
GST induced (2 ชม.) T2 และโคลน GST-CP1 (pW772/CP1) induced (2 ชม.) T2 โดยเจือ
จางในบัฟเฟอร TBST อัตราเจือจางโปรตีนในบัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ 1:1, 1:2, 1:10 และ 1:100  
และ 1:1, 1:2 และ 1:10  ตามลําดับ  นําเซลลแบคทีเรียขางตน  มายอยผนังเซลลออกโดยการ 
freeze-thaw (อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ยายมาไวที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที) จํานวน 3 ครั้ง และเตรียมตัวอยางใบสับปะรดพันธุปตตาเวียซึ่ง
ขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และน้ําคั้นจากพืชเปนโรค โดยบดตัวอยางในบัฟเฟอร TBST 
อัตรา 1:1 เพ่ือการเปรียบเทียบ 
 

เตรียมแผน nitrocellulose membrane Hibond ECL ขนาด 0.45 
มิลลิเมตร (Amersham, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ตัดไวขนาดกวาง 1X11 เซนติเมตร (ตัดให
พอดีกับจํานวนตัวอยาง 10 หยด) 
    

แชเมมเบรนในน้ํานึ่งฆาเช้ือนาน 1-2 นาที  คีบปลายของแผน  
nitrocellulose membrane ดวย forcepts ชนิดปลายแบน มาวางลงบนกระดาษทิชชู    
 

นําตัวอยางในขอ 7.1.1 ปริมาตร 3ไมโครลิตร มาหยดลงบนแผน 
nitrocellulose membrane โดยเรียงตามลําดับตามขอ 7.1.1 
 
  7.2 การตรวจสอบสัญญาณบนแผน Nitrocellulose Membrane 
   นําแผน nitrocellulose membrane มาเขยาเบาๆ ใน TBS (20mM 
Tris-HCl  pH 7.5, 150 mM NaCl ) ที่มี 2%, 3% และ 5%  skim milk เพ่ือจะนําไปทดสอบ
กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี IgG PMWaV-1 (Agdia, ประเทศสหรัฐอเมริกา) และเตรียมแผน 
nitrocellulose membrane มาเขยาเบาๆ ใน TBS ที่มี 1%, 2% และ 3%  BSA เพ่ือจะนําไป
ทดสอบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PMWaV จากประเทศออสเตรเลีย ไดรับความ
อนุ เ ค ร า ะห จ า ก คุ ณ สุ ว ร รณ า  ก ลั ดพั น ธุ  ศู น ย เ ค รื่ อ ง มื อ แ ล ะ วิ ท ย า ศ า สต ร ก ล า ง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน ในอัตรา 1:10,000 มิลลิลิตร โดยเตรียมทดสอบ
แยกกัน นําไปเขยาบน shaker เบาๆ เปนเวลา 45 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง 
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        ลางแผนไนลอนดวย TBST (20mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM 
NaCl และ 0.05% Tween 20) นาน 5 นาที 3 ครั้ง  
 
           เมมเบรนที่บล็อคดวย 1%, 2% และ 3%  BSA นําไปแชในโมโน
โคลนอลแอนติบอดี IgG PMWaV-1 (Agdia, สหรัฐอเมริกา) ชนิด supernatant ที่ละลายใน 
TBST อัตราสวน 1 ตอ 10 มิลลิลิตร และเมมเบรนที่บล็อคดวย 2%, 3% และ 5%  skim milk 
นําไปแชในโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti PiWV IgG จากประเทศออสเตรเลีย ที่ไดรับความ
อนุเคราะหจากคุณสุวรรณา กลัดพันธุ ที่ละลายใน TBST อัตราสวน 1:10,000 มิลลิลิตร  แชเมม
เบรน นาน 45 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง  ลางแผนไนลอนดวย TBST นาน 5 นาที 3 ครั้ง นําแผน
ไนลอนแชใน Goat anti–mouse IgG ที่ละลายใน TBST อัตราสวน 1 ตอ 5,000 นาน 45 นาที 
ถึง 1 ช่ัวโมง แลวลางแผนไนลอนดวย TBSTนาน 5 นาที 3 ครั้ง ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดย
การหยดสารละลาย substrate (Nitro Blue Tetrazolium, NBT/ 5-Bromo-4-chloroindoyl 
Phosphate, BCIP)   
 
8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและโปรแกรมสําหรับวิเคราะหโปรตีน 
 
   สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค ที่หนวย
บริการชีวภาพ (Bio Service Unit, BSU เลขที่ 73/1 ช้ัน 5 ศูนยพันธุวิศกรรมและเทคโนโลยีชี
ภาพแหงชาติ อาคารสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ถนนพระราม 6 ทุง
พญาไท ราชเทวี กรุงเทพฯ 10400) ดวยเครื่อง ABI Prism model 3100 นําขอมูลลําดับเบส
ของดีเอ็นเอที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบกับลําดับเบส ที่มีรายงานไวแลวใน GenBank ดวย
โปรแกรม DNASTAR (LaserGene) Clustal-W version 1.86 และ VECTOR NTI SUIT 6 
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ผลและวิจารณ 
 
1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง และอาการของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด ตลอดจนการ 
    กอใหเกิดความเสียหายตอผลผลติของสับปะรด  
 
     การสํารวจแปลงปลูกสับปะรดในพืน้ที่ปลกูสําคัญในแหลงปลูกตางๆของประเทศ
ไทย พบอาการผิดปกติที่คลายอาการของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple mealybug 
wilt-associated viruses: PMWaVs) และการระบาดในแปลงปลูกสับปะรดพันธุปตตาเวยีใน 
จังหวัดเพชรบุรี โรคหรืออาการผดิปกตนิี้ มีการแพรระบาดออกเปนวงกลมขยายออกไปภายใน
แปลง (ภาพที่ 2) หากตนสับปะรดไมแสดงอาการผดิปกติหรือไมแสดงอาการของโรค จะใหผล 
ผลิตสับปะรดที่ดีและมีคุณภาพ ผลโต สม่ําเสมอ ในขณะที่ตนสับปะรดที่แสดงอาการผดิปกต ิ
คลายอาการของโรคเหี่ยวเนื่องจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด  ผลสบัปะรดมีขนาดเล็กลง และมี
คุณภาพต่าํเมื่อเปรียบเทียบกับผลสับปะรดปกติ อาการผิดปกติดังกลาวที่พบ คือ อาการเสนใบ 
แดง ปลายใบไหมบดิ และอาการใบดางเหลืองออนนิ่มสีน้ําตาล ปลายใบไหม  (ภาพที่ 3)     

 
จากการนาํตนสับปะรดทั้งทีแ่สดงอาการผดิปกติและไมแสดงอาการผดิปกติที่ 

คลายอาการของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด จากแหลงเพาะปลูกแหลงตางๆมาปลูกลงกระถาง
ดินเผาขนาดเสนผานศูนยกลาง 16 นิ้ว ภายในโรงเรือนปลูกพืชทดลองของภาควิชาโรคพืช  คณะ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน โดยตรวจลักษณะอาการที่แสดงออกมา
ภายหลังการปลูก และดูแลรักษา ตนสับปะรดภายในโรงเรือนทดลอง แสดงอาการ 6 แบบ คือ ใบ
แกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนื้อใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส (RD-
Reddening) อาการใบจุดแหงตาย (NS-Necrosis) อาการจุดประสีเหลืองออน (Y-Yellowing) 
อาการใบดางสีเหลืองออนสลับสีเขียวออน (MS-Mosaic) และอาการใบจุดแหงตายใบไหมลาม
ใหญ (LNS-Local lesion-large necrosis spot) และอาการจุดสีมวง (PS-Purple spot) ซึ่งเกิด
กับพืชทดสอบ (ตารางที่ 1) ดังนี้ 
 

สับปะรดพนัธุศรีราชา (Sriracha: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne)  
 

อาการปลายใบไหมเปนสีน้าํตาลลุกลามเขาสูโคนตน และพบอาการใบดาง มีจดุ 
ประสีเหลืองออนสลับสีเขียว  โดยพบอาการทั้งบนใบออนและใบแก อาการดางนี้พบไดชัดเจนใน
ใบแก นอกจากนี้พบวาใบแกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนื้อใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการ
ขาดธาตุฟอสฟอรัส และพบอาการใบดางเปนขีดปะปนกับอาการดางบนใบเดียวกนั (ภาพที่ 3) 
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สับปะรดพันธุปตตาเวีย (Pattavia: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne) 

สําหรับตนสับปะรดพันธุปตตาเวียจากจังหวัดประจวบคีรีขันธที่มีอาการผิดปกติ
นั้น  เมื่อนํามาปลูกในโรงเรือน พบอาการแผลจุดตายสีน้ําตาล แผลมีการกระจายทั่วใบและรนุแรง
มากในใบแก   สวนสับปะรดพันธุปตตาเวียจากจังหวัดเพชรบุรี  เมื่อนํามาปลูกภายในโรงเรือน 
พบทั้งอาการแผลจุดตายสีน้ําตาล แผลมีการกระจายทั่วใบและรุนแรงมากในใบแก และอาการใบ
ดางเขียวออนสลับสีเขียวเขม อาการรุนแรงมากในใบออน (ภาพที่ 4) 
   

ซึ่งอาการผิดปกติดังกลาวแลวขางตน  สอดคลองกับลักษณะอาการของโรคเหี่ยว
ที่เกิดจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่ตรวจพบและเคยมีรายงานในประเทศไทย (สุวรรณา, 
2548) คือ อาการบนใบสับปะรดตั้งแตอายุ 1 เดือนเปนตนไป ใบวงที่ 3-4 จะเปลี่ยนเปนสี  
เหลืองอมชมพู ปลายใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือมีรอยแผลแหงและมวนเขา เนื้อใบมีสีดางเหลือง
กระจายทั่วใบ  และคลายกับอาการผิดปกติซึ่งรายงานไวที่ฮาวายและคิวบาวาเกิดจากไวรัสโรค
เห่ียวของสับปะรด PMWaVs 

 
สับปะรดพันธุนางแล (Nang-Lae: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne) 

 
สําหรับตนสับปะรดพันธุนางแลที่แสดงอาการผิดปกติจากจังหวัดเชียงราย แสดง

อาการใบดางเขียวออนสลับสีเขียวเขม และอาการรุนแรงมากในใบออน (ภาพที่ 4)  
 
สับปะรดพันธุภูเก็ต (Queen: Ananus  comosus cv. Queen) 
 
สําหรับตนสับปะรดพันธุภูเก็ตที่แสดงอาการผิดปกติจากจังหวัดภูเก็ต พบอาการ

แผลใบดางไหมขนาดใหญ  และมีการเขาทําลายซ้ําจากเชื้อรา   
 
อาการผิดปกติที่เกิดสับปะรดพันธุนางแล  และพันธุภูเก็ต ทั้ง 2 พันธุนี้  ที่นํามา

ปลูกภายในโรงเรือน  เปนลักษณะอาการที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทย 
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ตารางที่ 1 สับปะรดแสดงอาการผดิปกติในลักษณะตางๆ ที่คลายอาการของโรคเหี่ยวซึ่งเกิดจาก
โรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 

 
 

ลําดับที่ 
 

 
รหัส 

 

 
พันธุ 
 

 
แหลงท่ีมา 
 

 
อาการของโรค 
 

1 H1-KU1/ ศรีราชา จ. ชลบุรี         -4/ 
2 H2-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี         - 
3 H3-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี         - 
4 Chb1-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี RD5/, NS6/, Y7/ 
5 Chb2-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี RD, NS, Y 
6 Chb3-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี RD, NS, Y 
7 Chb6-KU ศรีราชา จ. ชลบุรี RD, NS, Y 
8 Nal1-KU นางแล จ. เชียงราย MS8/ 
9 Chb01-DOA2/ ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
10 Chb02–DOA ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
11 Chb03–DOA ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
12 Pch01–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ RD 
13 Pch02–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ NS, PS9/ 
14 Pch03–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ NS, PS 
15 Pbu01–DOA ปตตาเวีย จ. เพชรบุรี MS 
16 Pbu02–DOA ปตตาเวีย จ. เพชรบุรี MS 
17 Pbu03–DOA ปตตาเวีย จ. เพชรบุรี MS 
18 Tr01–DOA ตราดสีทอง จ. ตราด RD, NS 
19 HO-DOA  ศรีราชา จ. ชลบุรี          - 
20 CO-DOA ศรีราชา จ. ชลบุรี RD, NS 
21 Phu01-Doa3/ ภูเก็ต จ. ภูเก็ต LNS10/ 

  
1/ ปลูกสับปะรดที่ใชในงานทดลองลงในกระถางขนาดเสนผานศนูยกลาง 16 นิ้ว เก็บไวใน      
    โรงเรือนทดลอง ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
2/ ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางจากกรมวิชาการเกษตร 
3/ ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางจากสํานักงานเกษตรจังหวัดภูเก็ต 
4/ - = ไมแสดงอาการ                        5/ RD-Reddening = เสนใบแดงและปลายใบไหมบิด  
6/ NS-Necrosis = แผลจุด         7/ Y-Yellowing = จุดประสีเหลืองออน 
8/ MS-Mosaic = ใบดาง                  9/ PS-Purple spot = แผลจุดสีมวง  

10/ LNS-Local lesion-large necrosis spot = ใบไหมแผลขนาดใหญ 
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ภาพที่ 2 ตนสบัปะรดพนัธุปตตาเวียที่ปลูกในจังหวดัเพชรบุรีแสดงอาการผดิปกติคลายไวรัส 

โรคเหี่ยวของสับปะรด   
ก. การแพรระบาดของโรคเหี่ยว (Pineapple wilt) เนื่องจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด  
    (Pineapple mealybug wilt-associated virus : PMWaV) การเกิดโรคเปนวงกลม 
ข.  ตนสบัปะรดแสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบดิ  

ข 

ก 
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ภาพที่ 3 อาการผดิปกติของสับปะรดพันธุปตตาเวีย ที่เกิดจากการเขาทําลายของไวรัส 

โรคเหี่ยวของสับปะรด 
ก. ผลสับปะรดปกติ ในแปลงปลูกจังหวัดเพชรบุรี 
ข. ผลสับปะรดแสดงอาการผลสีแดง ผลมีขนาดเล็กลง และมีขนาดเล็กกวาจุก  
ค. ใบสับปะรด มีอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด  
ง. ตนสบัปะรดแสดงอาการดางเหลือง ปลายใบไหม  เมื่อนําตนมาปลูกในโรงเรือน 

 

ก 

ค ง 

ข 
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ภาพที่ 4 อาการผดิปกติที่เกิดจากการเขาทําลายของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 

ก. ใบดางแถบสีเขียวเขมสลับเขียวออน  
ข. ใบดางเหลืองสลับสีเขียว  
ค. ใบจุดสีเหลืองสลับสีเขียวเขม  จุดประเนื่องจากเกิดการตายของเนื้อเย่ือใบ  
ง. ใบจดุสีมวง หรืออาการแผลจุดตายสีน้าํตาล 
จ.-ช. สับปะรดที่คาดวาเปนโรค  ไมแสดงอาการ 

 

ก 

จ 

ข 

ค ง 

ฉ ช 
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2. การสกัดอารเอ็นเอรวมของสับปะรด  เพ่ิมปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP 70  
 

ความสัมพันธของผลการตรวจพบอาการผดิปกติที่คลายอาการของโรคไวรัสโรค 
เห่ียวของสับปะรด (Pineapple mealybug wilt-associated viruses: PMWaVs) ซึง่เกิดสอดคลอง
กับผลการตรวจสอบเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดดวยเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอรคู
เฉพาะสําหรับเพิ่มปริมาณยีน Heat shock protein homologous (HSP70) บางสวน พบวา อาการ
ที่ปรากฏอยางชัดเจน คือ ใบแกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนือ้ใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลาย
อาการขาดธาตุฟอสฟอรัส สับปะรดจาํนวน 7 ตัวอยาง เมื่อวิเคราะหขนาด ซึ่งพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 590 คูเบส จํานวน 2 ตัวอยาง และตัวอยางสับปะรดที่เหลืออีกจํานวน 5 ตัวอยาง 
พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส อาการใบจดุแหงตายซึ่งลักษณะจดุแผลตางกัน ข้ึนอยู
กับลักษณะพนัธุ และพ้ืนที่สําหรับปลูก สําหรับตนสับปะรดทีป่ลูกในโรงเรือน ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน จํานวน 4 ตัวอยาง พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 590 คูเบส จํานวน 2 ตัวอยาง และตัวอยางที่เหลืออีกจํานวน 5 ตวัอยาง พบแถบ
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส  เมือ่ตรวจสอบตวัอยางที่ไมแสดงอาการ ซึ่งเก็บมาจากแปลง
เดียวกันกับทีพ่บโรค พบวา ตัวอยางที่พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส ชนิดเดียว คือ 
H1 และ H3 ตัวอยางที่พบทั้งแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส และ 610 คูเบส รวมกันมี 
2 ตัวอยาง คอื HO และ H2 (ตารางที่ 1 และ 2) 

จากการแยกสกัดอารเอ็นเอรวมจากใบสบัปะรดทั้งใบออนหรือใบแกโดยใชชุด
น้ํายา RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา) นี้นอกจากใชช้ินสวนพชื
ปริมาณนอยยงัเปนวิธีที่รวดเร็ว และไดปริมาณอารเอ็นเอมากและมีคณุภาพดี เมื่อนํามาตรวจสอบ
การเปนโรคเบือ้งตนดวยเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอรคูเฉพาะสําหรับไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรด ในการทดลองนี้ สําหรับเพิ่มปริมาณยีน Heat shock  protein homologous (HSP70) 
บางสวน ขนาด 590 คูเบส และ 610 คูเบส ของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ตามลําดับ  
พบวา ตัวอยางสับปะรดที่เพ่ิมปริมาณยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ไดเพียงชนิดเดยีว 
ไดแก H1, H3 และ CO ตัวอยางที่พบยีน HSP70 ของ PMWaV-2 ชนิดเดียว ไดแก Chb1-
KU, Chb02-DOA, Chb03-DOA, Chb06-DOA, Tr01-DOA และ Phu1-KU และท่ีพบทั้ง 
PMWaV-1 และ PMWaV-2 รวมกันมี 7 ตัวอยาง ไดแก HO, H2, Chb2-KU, Chb01-DOA, 
Chb02-DOA, Chb03-DOA และ Pch03-DOA (ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 2 การตรวจสอบตัวอยางสับปะรดเปนโรค ดวยเทคนิค RT-PCR 
 

ผลการตรวจสอบดวย RT-PCR1/ 
PMWaV-12/ PMWaV-23/ ลําดับที่ รหัสตัวอยาง พันธุ 

ใบออน ใบแก ใบออน ใบแก 
1 H1-KU ศรีราชา +4/ + -5/ - 
2 H2-KU ศรีราชา + + + + 
3 H3-KU ศรีราชา + + - - 
4 Chb1-KU ศรีราชา - - + + 
5 Chb2-KU ศรีราชา + + + + 
6 Chb3-KU ศรีราชา - - + + 
7 Chb6-KU ศรีราชา - - + + 
8 Nal1-KU นางแล - NT6/ - NT 
9 Chb01-DOA ปตตาเวีย + - + - 
10 Chb02–DOA ปตตาเวีย - + - + 
11 Chb03–DOA ปตตาเวีย - + - + 
12 Pch01–DOA ปตตาเวีย - - - - 
13 Pch02–DOA ปตตาเวีย - - - - 
14 Pch03–DOA ปตตาเวีย - + - + 
15 Pbu01–DOA ปตตาเวีย - - - - 
16 Pbu02–DOA ปตตาเวีย - - - - 
17 Pbu03–DOA ปตตาเวีย - - NT NT 
18 Tr01–DOA ตราดสีทอง - - - + 
19 HO-DOA  ศรีราชา NT + NT + 
20 CO-DOA ศรีราชา NT + NT - 
21 Phu01-KU ภูเก็ต - - + + 

 

1/ ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค RT-PCR คือ เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70  
   ดวยเทคนิค One step RT-PCR หรือ Two step RT-PCR 
2/ PMWaV-1 = พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส 
3/ PMWaV-2 = พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส 
4/+ = ตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 (positive result)  
5/- = ตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 (negative result)  
6/NT = ไมไดทําการตรวจตัวอยางนั้น 
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3. การเพิ่มปริมาณยีน HSP 70 ดวยเทคนิค RT-PCR 
 
    ยีน HSP 70 ของเชื้อไวรัส (AF414119) และ PMWaV-2 (AF283103) ที่มี
รายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา แบบครบยีน ดีเอ็นเอมีขนาด 1,525 คูเบส และ 1,529 คูเบส 
ตามลําดับ การเพิ่มปริมาณยีน HSP70-cDNA บางสวน ดวยเทคนิค RT-PCR ในการตรวจสอบ
เช้ือ PMWaV-1 ดวยไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ ซึ่งคาดวาไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 590 คูเบส และ PMWaV-2 โดยไพรเมอรคู Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ คาดวาไดแถบดี
เอ็นเอยีน HSP70 ขนาดประมาณ 610 คูเบส (ภาพที่ 5)  

 
ภายหลังไดเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 ดวย 

เทคนิค One step RT-PCR จากตัวอยางสับปะรด Chb1-KU พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี ที่แสดง
อาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด โดยใชไพรเมอรคู Pv2hsp705´/Pc2hsp703´ แลววิเคราะห
ขนาดซึ่งพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อ
ไวรัส PMWaV-1 ตัวอยางสับปะรด Chb2-KU พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี ที่แสดงอาการเสน
ใ บ แ ด ง ป ล า ย ใ บ ไ ห ม บิ ด  เ ช น เ ดี ย ว กั น กั บ ตั ว อ ย า ง แ ร ก  โ ด ย ใ ช ไ พ ร เ ม อ ร คู 
Pv1hsp705´/Pc2hsp703´ ซึ่งพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส ผลเปนไปตามที่
คาดหวัง (ภาพที่ 6) 

 
เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ดวยเทคนิค Two step RT-PCR โดยใช 

อารเอ็นเอตนแบบจากตัวอยางสับปะรดพันธุศรีราชาจํานวน 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 1 สับปะรด
พันธุศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรี แสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด 
Chb6-KU  ตัวอยางที่ 2 สับปะรดพันธุศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรีแสดงอาการ
เสนใบแดง ปลายใบไหมบิดผานการแชน้ํารอนเพื่อกําจัดเชื้อไวรัสแลวนําปลูกในโรงเรือน HO  ซึ่ง
ทั้ง 2 ตัวอยางนี้  ไดรับความอนุเคราะหจากกรมวิชาการเกษตร  และตัวอยางที่ 3 สับปะรดพันธุ
ศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรีแสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด CO เมื่อใช
ไพรเมอรคู  Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 610 คูเบส  ในสวนยีน 
HSP70 ของเชื้อ PMWaV-2 จากดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจากตัวอยางสับปะรดที่ผานการแชน้ํา
รอน ไดเพียงตัวอยางเดียว ในขณะที่ไพรเมอรคู  Pv1hsp5´/Pc1hsp3´ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอสวนของยีน HSP70 ของเชื้อ PMWaV-1 จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบแกของสับปะรดพันธุ      
ศรีราชาทั้ง 3 ตัวอยาง  ซึ่งตรวจพบวาดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดมีขนาดประมาณ  590  คูเบส   
(ภาพที่ 7) จากการเปรียบเทียบทั้งเทคนิค One step RT-PCR และเทคนิค Two step  RT-PCR 
พบวา ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
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p5 p46 

 
 
 

 
 
 
ก. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
ข. 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5   แผนที่แสดงตําแหนงของไพรเมอรสําหรับการโคลนยีนและการเพิ่มปริมาณยีน  

   HSP 70 ดวยวิธี RT-PCR   
    ไพรเมอร  คูที่ 1 : Pv1hsp5´/Pc1hsp3´ (ก) 
   ไพรเมอร  คูที่ 2 : Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ (ข)  

                   แสดงทิศทางการทํางานของยีน 
 
 
 
 
 
 

1,525 bp

590 bp

1,529 bp

PMWaV-2 HSP70 

610 bp

PMWaV-1 HSP70 
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kb 
10 

 
8 
6 
5 
4 

 
3 

 
2.5 
1.5   

 
1.0 

 

610 bp 
590 bp 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  ผลการวิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีนHSP70 ของPMWaV-1 

(590 คูเบส) และ PMWaV–2 (610 คูเบส) ดวยเทคนิค One-step 
RT-PCR จากตัวอยางสับปะรด จังหวัดชลบุรี บน 0.7% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs) 
    ชองที่ 2 : Chb1-KU ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 3 : Chb2-KU ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703'  
    ชองที่ 4 : Rnase–free water 
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ภาพที่ 7  ผลการวิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีน HSP 70 ของ PMWaV-1 

(590 คูเบส) และ PMWaV–2 (610 คูเบส) ดวยเทคนิค Two-step RT-PCR 
จากตัวอยางสับปะรดที่มาจากแหลงเพาะปลูกตางๆ ในประเทศไทย บน 0.7% 
TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs) 
    ชองที่ 2 : Chb6-KU ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703'  
    ชองที่ 3 : HO-DOA ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703' 
    ชองที่ 4 : CO-DOA ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703' 
    ชองที่ 5 : Rnase–free water 
    ชองที่ 6 : Chb6-KU ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 7 : HO-DOA ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 8 : CO-DOA ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 9 : Rnase–free water  
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4. การเชื่อมดีเอ็นเอยีน HSP70 และการคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 
เมื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/HSP70-PW1และpGEM-T  

Easy/HSP70- PW2 โดยบรรจุเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α สามารถคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว
ที่เจริญไดบนอาหารคัดเลือก ซึ่งตรวจพบวาดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3.605 และ 3.625 กิโลเบส 
ตามลําดับ เมื่อยอยพลาสมิดที่สกัดไดดวยเอนไซม EcoRI แลววิเคราะหขนาด บน 0.7% TBE 
agarose gel พบแถบดีเอ็นเอของเวคเตอร  pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3.015 กิโลเบส และ
แถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ที่ไมครบสมบูรณ มี
ขนาดประมาณ 590 คูเบส และ 610 คูเบส ตามลําดับ แลวนําโคโลนีเดี่ยวที่คัดเลือกได ที่มีดีเอ็น
เอยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ที่ไมครบสมบูรณ จํานวน 1 โคลน ไดแก 1/44 สกัดมา
จากตัวอยางจากสับปะรดพันธุศรีราชา HO และพลาสมิดลูกผสมที่มีดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อ
ไวรัส PMWaV-2 ที่ไมครบสมบูรณ  จํานวน 1 โคลน ไดแก 2/47 ที่สกัดจากตัวอยางสับปะรด 
Chb2-KU แลวนําสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ที่หนวยบริการชีวภาพ Bio Service Unit ดวย
เครื่อง automated DNA sequencer (ABI Prism model 3100)   
 
5. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 
 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม DNA Star (LaserGene,  
ประเทศสหรัฐอเมริกา) รวมกับโปรแกรม VECTOR NTI SUIT 6 (Invitrogen, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-1 
จากสับปะรดพันธุศรีราชา HO มีขนาดประมาณ 590 คูเบส และไวรัส PMWaV-2 จากสับปะรด 
Chb2-KU มีขนาดประมาณ 610 คูเบส ตามลําดับ สอดคลองกับผลการวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอ
บน 0.7% TBE agarose gel ดังกลาวแลวในขอ 4.1 ภายหลังนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ช้ินสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ 1/44 จากสับปะรดพันธุศรีราชา HO มา
เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูลของ GenBank  พบวา มีความเหมือนกันกับลําดับ       
นิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ไวรัส PMWaV-1 ที่มีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกาในระดับ 
97 % identity (ภาพที่ 8) 
 

เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-2  
จากสับปะรด Chb2-KU โคลนที่ 2/47 มาเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูลของ 
GenBank พบวามีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ไวรัส PMWaV-2 ที่มี
รายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกาในระดับ 98 % identity (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 8  เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-1ระหวาง Thailand isolate และUS isolate (AF414119) ที่อยูใน
เวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (invitrogen) ขนาด 
590 นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 13 ตําแหนง คิดเปน 97 % identity 
 

                                      
                               1                                               50 
Thailand: PMWaV-1 HSP70    (1) ACAGGAAGGAC-ACACTCATGCCATAGGTTTGGGGGCACTGTTGGAAAAA 
     USA: PMWaV-1 HSP70    (1) ACAGGAAGGACAACACTCACGCCATAGGTTTGGGGGCACTGTTGGAAAAA 
              Consensus    (1) ACAGGAAGGAC ACACTCA GCCATAGGTTTGGGGGCACTGTTGGAAAAA 
                               51                                             100 
Thailand: PMWaV-1 HSP70   (51) GACTTAGAGGTTTATCGTGATATAAAAAGGTATTTCGGACTCAACAAGTT 
     USA: PMWaV-1 HSP70   (51) GACTTAGAGGTTTATCGTGATATAAAAAGGTATTTCGGACTCAACAAGTT 
              Consensus   (51) GACTTAGAGGTTTATCGTGATATAAAAAGGTATTTCGGACTCAACAAGTT 
                               101                                            150 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (101) CAACAAAGATGTGTATCTCGATAAATTGAAACCCACAATCGAGGTGGTGG 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (101) CAACAAAGATGTGTATCTCGATAAATTGAAACCCACAATCGAGGTAGTGA 
              Consensus  (101) CAACAAAGATGTGTATCTCGATAAATTGAAACCCACAATCGAGGT GTG  
                               151                                            200 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (151) TTGACGGCTGGGGTTGTTCTATAGGACCAGTAGACGGTGCGAGAGGGAAA 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (151) TTGACGACTGGGGTTGTCCTATAGGACCAGTAGACGGTGCGCGCGGGAAA 
              Consensus  (151) TTGACG CTGGGGTTGT CTATAGGACCAGTAGACGGTGCG G GGGAAA 
                               201                                            250 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (201) ACCAAATCAGTTCTCACTTTAGCCTCTGATTTTATAACGGGATTGGTACA 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (201) GCCAAATCAGTTCTCACTTTAGCCTCTGATTTTATAACGGGATTGGTACA 
              Consensus  (201)  CCAAATCAGTTCTCACTTTAGCCTCTGATTTTATAACGGGATTGGTACA 
                               251                                            300 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (251) ACTAGCGATCAAGATGACGAATCAACAAGTATCTGTGTCTGTTTGTTCAG 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (251) ACTAGCGATCAAGATGACGAATCAACAAGTATCTGTGTCTGTTTGTTCAG 
              Consensus  (251) ACTAGCGATCAAGATGACGAATCAACAAGTATCTGTGTCTGTTTGTTCAG 
                               301                                            350 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (301) TACCAGCAGCTTACAATTCTTATCAAAGGGGTTTTATTTTTGAAAGTTGT 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (301) TACCAGCAGCTTACAATTCTTATCAAAGGGGTTTTATTTTTGAAAGTTGT 
              Consensus  (301) TACCAGCAGCTTACAATTCTTATCAAAGGGGTTTTATTTTTGAAAGTTGT 
                               351                                            400 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (351) AAGTTGAGCTCTATAAATGTGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGC 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (351) AAGTTGAGCTCTATAGATGTGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGC 
              Consensus  (351) AAGTTGAGCTCTATA ATGTGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGC 
                               401                                            450 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (401) TGGATTGAGTGCTTTCATAACTACCCCGAAAACTTCTGTGAATTATTTGT 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (401) TGGATTGAGTGCTTTCATAACTACCCCGAAAGCTTCTGTGAATTATTTGT 
              Consensus  (401) TGGATTGAGTGCTTTCATAACTACCCCGAAA CTTCTGTGAATTATTTGT 
                               451                                            500 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (451) TCGTCTACGATTTCGGAGGAGGCACTTTCGATAGTTCCTTACTCGTGGTT 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (451) TAGTCTACGATTTCGGAGGAGGCACTTTTGATAGTTCCTTACTCGTGGTT 
              Consensus  (451) T GTCTACGATTTCGGAGGAGGCACTTT GATAGTTCCTTACTCGTGGTT 
                               501                                            550 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (501) GGGCCTGCGTACGTGGGAGTACTGGATTCGATGGGAGATAACTATCTGGG 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (501) GGGGGTGCGTACGTGGGAGTACTGGATTCGATGGGAGATAACTATCTGGG 
              Consensus  (501) GGG  TGCGTACGTGGGAGTACTGGATTCGATGGGAGATAACTATCTGGG 
                               551                                  590 
Thailand: PMWaV-1 HSP70  (551) AGGCAGGGACGTAGATAACAGATTGCTTGAAGTTTGTGCG 
     USA: PMWaV-1 HSP70  (551) AGGCAGGGACGTAGATAACAGATTGCTTGAAGTTTGTGCG 
              Consensus  (551) AGGCAGGGACGTAGATAACAGATTGCTTGAAGTTTGTGCG 
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ภาพที่ 9  การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2  
ที่อยูในเวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen) 
 

ภาพที่ 9  เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-2 ระหวาง Thailand isolated  และ US  isolated (AF283103) ที่อยูใน
เวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (invitrogen) ขนาด 
610 นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 10 ตําแหนง คิดเปน 98 % identity 
 

                               1                                               50 
Thailand: PMWaV-2 HSP70    (1) CATACGAACTAGACTCATACGTGCTAAAATTAAAACCAGTGCACAGAGTG 
     USA: PMWaV-2 HSP70    (1) CATACGAACTAGACTCATACGTGCTAAAATTAAAACCAGTGCACAGAGTG 
              Consensus    (1) CATACGAACTAGACTCATACGTGCTAAAATTAAAACCAGTGCACAGAGTG 
                               51                                             100 
Thailand: PMWaV-2 HSP70   (51) GAAGTGTTCAAGGACGGGTCGGTAATGCTAGGGGGTATTGGTGAAGGCCC 
     USA: PMWaV-2 HSP70   (51) GAAGTGTTCAAGGACGGGTCGGTAATGCTAGGGGGTATTGGTGAAGGCCC 
              Consensus   (51) GAAGTGTTCAAGGACGGGTCGGTAATGCTAGGGGGTATTGGTGAAGGCCC 
                               101                                            150 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (101) TGATAGGACAGTCTCTGTAACGGATATCATATCCCTTTTTTCTAAAGCAC 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (101) TGATAGGACGGTCTCTGTAACGGATATCATATCCCTTTTTTCTAAAGCAC 
              Consensus  (101) TGATAGGAC GTCTCTGTAACGGATATCATATCCCTTTTTTCTAAAGCAC 
                               151                                            200 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (151) TTATAAAGGAAGCGGAACAGTCTACTGGACTACGCGTAACGGGTGCGGTG 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (151) TTATAAAGGAAGCGGAACAGTCTACTGGACTACGCGTAACGGGTGCGGTG 
              Consensus  (151) TTATAAAGGAAGCGGAACAGTCTACTGGACTACGCGTAACGGGTGCGGTG 
                               201                                            250 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (201) GTAACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTTAAACGTAGTTTTATAACTAA 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (201) GTAACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTTAAACGTAGTTTTATAACTAA 
              Consensus  (201) GTAACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTTAAACGTAGTTTTATAACTAA 
                               251                                            300 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (251) CTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGA 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (251) CTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGA 
              Consensus  (251) CTGCATGAAAGACTTGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGA 
                               301                                            350 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (301) CCGCTGCAGCGTTATATTCTTTATCTATATTACAAGAAAAGGATTTATTT 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (301) CCCCGGCAGCGTTATATTCTTTATCTATATTACAAGAAAAGGATTTATTT 
              Consensus  (301) CC C GCAGCGTTATATTCTTTATCTATATTACAAGAAAAGGATTTATTT 
                               351                                            400 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (351) CTGTCTGTTTTTGACTTTGGTGGAGGGACGTTTGATGTGTCTTTTGTTAG 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (351) CTGTCGGCTTTTGACTTTGGTGGAGGGACGTTTGATGTGTCTTTTGTTAG 
              Consensus  (351) CTGTC G TTTTGACTTTGGTGGAGGGACGTTTGATGTGTCTTTTGTTAG 
                               401                                            450 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (401) AAAACTCGGAGATGTGGTATGCGTACTGTTTAGCGTTGGCGATAACTTTT 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (401) AAAACTCGGAGATGTGGTATGCGTACTGCTTAGCGTTGGCGATAACTTTT 
              Consensus  (401) AAAACTCGGAGATGTGGTATGCGTACTG TTAGCGTTGGCGATAACTTTT 
                               451                                            500 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (451) TAGGGGGAAGGGATATCGACAGGGCGGTAGCAGGCTGAGGTGAAGGCAAG 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (451) TAGGGGCAAGGGATATCGACAGGGCGGTAGCAG-CTGAGGTGAAGGCAAG 
              Consensus  (451) TAGGGG AAGGGATATCGACAGGGCGGTAGCAG CTGAGGTGAAGGCAAG 
                               501                                            550 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (501) AGTGGGCGAATCTATTGATACAGCTACATTGTCATTATTTGCAGCGTCTA 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (498) AGTGGGCGAATCTATCGATACAGCTACATTGTCATTATTTGCAGCGTCTA 
              Consensus  (501) AGTGGGCGAATCTAT GATACAGCTACATTGTCATTATTTGCAGCGTCTA 
                               551                                            600 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (551) TTAAAGAGGAGGTGACTAATGAGCCGAGGGCAAAGACGCACGTAGTAAAA 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (548) TTAAAGAGGAGGTAACTAATGAGCCGAGGGCAAAGACGCACGTAGTAAAA 
              Consensus  (551) TTAAAGAGGAGGT ACTAATGAGCCGAGGGCAAAGACGCACGTAGTAATT 
                               601       611 
Thailand: PMWaV-2 HSP70  (601) TTGGTGGATGG 
     USA: PMWaV-2 HSP70  (598) TTGGTGGATGG 
              Consensus  (601) TTGGTGGATGG 
 
 



 
 
48 

6.   การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 
   

6.1   การเพิ่มปริมาณและการโคลนดีเอ็นเอยีน CP  
 

   ยีน CP ของเชื้อไวรัส (AF414119) ที่มีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา ใน
ระบบฐานขอมูลของ GenBank แบบครบยีน มีการเรียงตัวจากปลาย 5´ไปสูปลาย 3´ ดีเอ็นเอมี
ขนาด 772 คูเบส มีแปลรหัสกรดอะมิโน ไดกรดอะมิโน จํานวน 257 เรซิดิวส จากการเพิ่ม
ปริมาณ CP-cDNA โดยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรคู P1CP1F/P1CP2R ที่ออกแบบเพิ่มจาก
ยีน CP เดิม (-100 และ +100 นิวคลีโอไทด) เช่ือมตอ PCR product ที่ไดเขาสูเวคเตอร 
pGEM-T Easy เมื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/CP gene-PW1 โดยบรรจุเขา
สูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α สามารถคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญไดบนอาหารคัดเลือก ซึ่ง
ตรวจพบวาดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3.956 กิโลเบส เมื่อยอยพลาสมิดที่สกัดไดดวยเอนไซม 
EcoRI ไดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเออยูในพลาสมิดสายผสม จํานวน 7 โคลน แลววิเคราะหขนาด บน  
1 % TBE agarose gel พบแถบดีเอ็นเอของเวคเตอร  pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3.015 
กิโลเบส และแถบดีเอ็นเอของยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 941     
คูเบส (ภาพที่ 10) ตกตะกอนดีเอ็นเอ เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส  
 

ภายหลังนําดีเอ็นเอพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/CP gene-PW1 ทําการ 
ตกตะกอนดีเอ็นเอเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส แลวเพิ่มปริมาณพลาสมิดลูกผสม CP ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-1 โดยเทคนิค PCR ดวยคูไพรเมอร Pv1CP1E/Pc1CP2S ใหมอีกครั้ง เพ่ือใหได  
CP-cDNA ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 แบบครบยีน พบวา สามารถสังเคราะหและเพ่ิมปริมาณยีน 
CP ของไวรัส PMWaV-1 ไดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสอดแทรกขนาดประมาณ 772 คูเบส ดีเอ็นเอ
อยูในพลาสมิดสายผสม ช่ือ pGEM-2T/CP1-772 จํานวน 4 โคลน (ภาพที่ 11) 
 

การสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมใหมมีช่ือวา pGEM-2T/CP1-772 โคลน 
ที่ 3.2.2 ออกจาก E. coli DH5α ดวยวิธี alkaline lysis method จากนั้นนําพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ
สายผสม pGEM-2T-772 (3.2.2) มายอยนิวคลีโอไทดสวนที่อยูนอกยีน CP ออกดวยเอนไซม
สองชนิดที่เปนตาํแหนงสําหรับโคลนเขา pGEX-2T Expression vector (Amercham, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) คือ EcoRI และ SacI พบวา ไดพลาสมิดที่มดีีเอ็นเอสอดแทรกขนาดประมาณ 
772 คูเบส ผลเปนไปตามทีค่าดหวัง 
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ภาพที่ 10 ผลการวิ เคราะหดี เ อ็นเอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T 

Easy/CP ของ PMWaV-1 ที่แยกไดจากสับปะรด และยอยดวยเอนไซม 
EcoRI พบแถบดีเอ็นเอขนาด 941 คูเบส บน 1% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน (Marker) λ HindIII ขนาด 2,027 คูเบส ถึง  
                23,130 คูเบส   
    ชองที่ 2 : pGEM-T Easy ที่ไมมีช้ิน insert   
    ชองที่ 3 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 1   
    ชองที่ 4 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 2 
    ชองที่ 5 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3 
    ชองที่ 6 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 4 
    ชองที่ 7 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 5 
    ชองที่ 8 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 6 
    ชองที่ 9 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 7               
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ภาพที่ 11 ผลการวิเคราะหพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy/CP  ของ PMWaV-1 ที่เพ่ิม

ปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชคูไพรเมอร  Pv1CP1E/Pc1CP2S พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 771 คูเบส เมื่อตรวจวิเคราะหดวย 0.8% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs)  
    ชองที่ 2 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.1.1    
    ชองที่ 3 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.1.2 
    ชองที่ 4 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.2.1 
    ชองที่ 5 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.2.2   
    ชองที่ 6 : Rnase–free water 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

771 bp 
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6.2 การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector  
 
  ทดสอบวธิีการเตรียม linear DNA ดวยวิธีการตางๆ 3 แบบวธิี นัน้ พบวา 
ทั้งสามแบบวธิีสามารถยอยพลาสมิด pGEX-2T ไดเปน linear DNA ขนาดประมาณ 4,978 คู
เบส และใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
  

6.3 การคัดเลอืกพลาสมิดสายผสม pGEX-2T/ CP gene  
   

      จากการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวสีขาวจาํนวน 6 โคลน ที่ไดมาจากการเชื่อมตอ    
linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T ที่เตรียมจากการยอยดวยเอนไซม SacI พรอมกับ EcoRI  
เขากับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายยีนโปรตนีหอหุม (CP gene) พบวา ในอัตราสวน 3:1 ไดรีคอมบแินนท
โคลนจาํนวน 2 โคลน คือ  โคลนที ่5 pW772/CP1 S/E  และโคลนที่ 3 pW772/CP1 S/E และ
ในอัตราสวน 6:1 ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน 3 โคลน คือ โคลนที่ 1.1 pW772/CP1 S/E  
โคลนที่ 1.5 pW772/CP1 S/E และโคลนที่ 1.6 pW772/CP1 S/E พลาสมิด pGEX-2T ที่
เตรียมจากการยอยดวยเอนไซม EcoRI และตามดวยเอนไซม SacI เขากับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายยีน
โปรตีนหอหุม (CP gene) พบวา ในอตัราสวน 3:1 ไดรีคอมบแินนทโคลนจาํนวน 3 โคลน คือ  
โคลนที่ 1 pW772/CP1 E/S และโคลนที ่2 pW772/CP1 E/S 

 
6.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของ PMWaV-1  
 
     จากการสงวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดยีน CP ของ PMWaV-1 สับปะรด 

พันธุศรีราชา Chb1-KU จากจังหวัดชลบรีุ ของประเทศไทย พบวา ดีเอ็นเอมีขนาด 774 คูเบส  
เมื่อเปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ระหวาง 
Thailand  isolated ที่สกัดไดจากสับปะรดพันธุศรีราชา Chb1-KU จงัหวัดชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร 
pGEX-2T Expression vector และ US  isolated  (AF414119) และไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโร
ไวรัสของสับปะรดชนิด PMWaV-1 ที่รายงานในประเทศสหรัฐอเมริกา  (US isolated of  PMWaV-
1, accession number AF414119)  ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen) พบวา ตางกัน 8 
ตําแหนง คดิเปน 98 % identity (98% identity) (ภาพที่ 12)การแปลรหัสเปนโปรตีนยีน CP 
ของ PMWaV-1 ได frame ที่แปลรหัสถูกตอง ไดกรดอะมิโนจาํนวน 255 เรซิดิวส สอดคลองกับ
ผลการตรวจขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis โดยที่การแปล
รหัสเปนกรดอะมิโนนัน้มีตาํแหนงที่แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง การแปลรหัสเปนโปรตนีไดชนิด
โปรตีนที่มคีวามเหมือนกันคิดเปน 99 (99% identity) (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 12 เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดบันิวคลโีอไทดยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 
ระหวาง Thailand  isolated ที่สกัดไดจากสับปะรดพนัธุศรีราชา Chb1-KU จังหวดั
ชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector และ US isolated  
(AF283103) ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen)ขนาด 774           
นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 8 ตาํแหนง คดิเปน 98 % identity 

                                  1                                             50 
Thailand: PMWaV-1 CP (express)   (1) ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAGCCTGAACATGCTGACTCTGGGCC 
     USA: PMWaV-1 CP             (1) ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAACCTGAACATGCTGACTCTGGGCC 
           Consensus             (1) ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACA CCTGAACATGCTGACTCTGGGCC 
                                     51                                             100 
Thailand: PMWaV-1 CP (express)  (51) TAAGACAGTGGACGACCAAGTCAAGGAAATAATGAACCTGCCTGTGCCGG 
     USA: PMWaV-1 CP            (51) TAAGACAGTGGAAGACCAAGTCAAGGAAATAATGAACCTACCTGTGCCGG 
           Consensus            (51) TAAGACAGTGGA GACCAAGTCAAGGAAATAATGAACCT CCTGTGCCGG 
                                     101                                            150 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (101) GAGGTAGGACTACTGTGTCGACGTTTGAAGATTTGATAGCAGCTGAAAAT 
     USA: PMWaV-1 CP           (101) GAGGTAGGACTACTGTGTCGACGTTTGAAGATTTGATAGCAGCCGAAAAT 
           Consensus           (101) GAGGTAGGACTACTGTGTCGACGTTTGAAGATTTGATAGCAGC GAAAAT 
                                     151                                            200 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (151) GCTATAATTGATTTCACCAAGGTTGATGTACCACGCATGATTAACGTTCC 
     USA: PMWaV-1 CP           (151) GCTATAATTGATTTCACCAAGGTTGATGTACCACGCATGATTAACGTTCC 
           Consensus           (151) GCTATAATTGATTTCACCAAGGTTGATGTACCACGCATGATTAACGTTCC 
                                     201                                            250 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (201) GATCCCAGGAATAGTTACTAATGCACACAAGGTGATAGGATCCAAAGCTC 
     USA: PMWaV-1 CP           (201) GATCCCAGGAATAGTTACTAATGCACACAAGGTGATAGGATCCAAAGCTC 
           Consensus           (201) GATCCCAGGAATAGTTACTAATGCACACAAGGTGATAGGATCCAAAGCTC 
                                     251                                            300 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (251) TGTGGGAGTTGGGTAAATCGAAGGGTATATCAGAATCGGCGAAACACATG 
     USA: PMWaV-1 CP           (251) TGTGGGAGTTGGGTAAATCGAAGGGTATATCAGAATCGGCGAAACACATG 
           Consensus           (251) TGTGGGAGTTGGGTAAATCGAAGGGTATATCAGAATCGGCGAAACACATG 
                                     301                                            350 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (301) ATCCAATTTTTGATGCAATCTTTCCAAGATATGTGCACCTTTTCTACATC 
     USA: PMWaV-1 CP           (301) ATCCAATTTTTGATGCAATCTTTCCAAGATATGTGCACCTTTTCTACATC 
           Consensus           (301) ATCCAATTTTTGATGCAATCTTTCCAAGATATGTGCACCTTTTCTACATC 
                                     351                                            400 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (351) ACCGAAAGTTTCGGCGACTCAGAACTACTCCACCACAGCTAAGTATGATG 
     USA: PMWaV-1 CP           (351) ACCGAAAGTTTCGGCGACTCAGAACTACTCCACCACAGCTAAGTATGATG 
           Consensus           (351) ACCGAAAGTTTCGGCGACTCAGAACTACTCCACCACAGCTAAGTATGATG 
                                     401                                            450 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (401) GTAAAGATGTTAACGTCACGCACGAGGAGATCAGAATTGCTTTGAGCAAC 
     USA: PMWaV-1 CP           (401) GTAAAGATGTTAACGTCACGCACGAGGAGATCAGAATTGCTTTGAGCAAC 
           Consensus           (401) GTAAAGATGTTAACGTCACGCACGAGGAGATCAGAATTGCTTTGAGCAAC 
                                     451                                            500 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (451) TCACTATCCAATTTGGGATACGATAATCCTATGAGACAGTTTGGGAGAGG 
     USA: PMWaV-1 CP           (451) TCACTATCCAATTTGGGATACGATAATCCTATGAGACAGTTTGGGAGAGG 
           Consensus           (451) TCACTATCCAATTTGGGATACGATAATCCTATGAGACAGTTTGGGAGAGG 
                                     501                                            550 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (501) TTTTACTTCCACAATTGTTCAAGGACTGAGTTCTGGGAAGTTGGTGGTTA 
     USA: PMWaV-1 CP           (501) TTTTACTTCCACAATTGTTCAAGGACTGAGTTCTGGGAAGTTGGTGGTTA 
           Consensus           (501) TTTTACTTCCACAATTGTTCAAGGACTGAGTTCTGGGAAGTTGGTGGTTA 
                                     551                                            600 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (551) ACACTAGGATATGTACTAAGAACGGAGTACCGAGGAATTATTACTCGTTC 
     USA: PMWaV-1 CP           (551) ACACTAGGATATGTACTAAGAACGGAGTACCGAGGAATTATTACTCGTTC 
           Consensus           (551) ACACTAGGATATGTACTAAGAACGGAGTACCGAGGAATTATTACTCGTTC 
                                     601                                            650 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (601) TATCCAGGTTGCTTACACGTGGAAGCCAGAGTACATGGTGATGATGCAGC 
     USA: PMWaV-1 CP           (601) TATCCAGATTGCTTACACGTAGAAGCCAGAGTACACGGTGATGATGCAGC 
           Consensus           (601) TATCCAG TTGCTTACACGT GAAGCCAGAGTACA GGTGATGATGCAGC 
                                     651                                            700 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (651) GTTGGTAAGTGAATTAGCCAGAATGGTAGCCATAAACAGAGCAAACTCGA 
     USA: PMWaV-1 CP           (651) GTTGGTAAGTGAGTTAGCCAGAATGGTAGCCATAAACAGAGCAAACTCGA 
           Consensus           (651) GTTGGTAAGTGA TTAGCCAGAATGGTAGCCATAAACAGAGCAAACTCGA 
                                     701                                            750 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (701) GTGGTTCTGGCGAACACAACGTCTTTGAGAAGACGGCTGTGTCCCCGCAC 
     USA: PMWaV-1 CP           (701) GTGGTTCTGGCGAACACAACGTCTTTGAGAAGACGGCTGTGTCCCCGCAC 
           Consensus           (701) GTGGTTCTGGCGAACACAACGTCTTTGAGAAGACGGCTGTGTCCCCGCAC 
                                     751                  774 
Thailand: PMWaV-1 CP (express) (751) ATCTTTATGGGTGGACGCAAATAA 
     USA: PMWaV-1 CP           (751) ATCTTTATGGGTGGACGCAAATAA 
           Consensus           (751) ATCTTTATGGGTGGACGCAAATAA
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ภาพที่ 13 การเรียงตัวของกรดอะมิโนแอซิดใน CP gene ของเชื้อไวรัส PMWaV-1  

ที่สกัดไดจาก Thailand  isolated  สับปะรดพันธุศรีราชา Chb1-KU จังหวัด
ชลบุรี โดยใชโปรแกรม CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
ขนาด 255 เรซิดิวส พบวา ตางกัน 1 ตาํแหนง คดิเปน 99 % identity 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Scores Table  
 
  
 
SeqA Name        Len(aa)  SeqB Name        Len(aa)  Score 
========================================================= 
1    Thailand_   255      2    US_         255      99    
========================================================= 
 
 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Thailand    ADSSKQKQPEHADSGPKTVDDQVKEIMNLPVPGGRTTVSTFEDLIAAENAIIDFTKVDVP 60 
US          ADSSKQKQPEHADSGPKTVEDQVKEIMNLPVPGGRTTVSTFEDLIAAENAIIDFTKVDVP 60 
            *******************:**************************************** 
 
Thailand    RMINVPIPGIVTNAHKVIGSKALWELGKSKGISESAKHMIQLMQSFQDMCTFSTSPKVSA 120 
US          RMINVPIPGIVTNAHKVIGSKALWELGKSKGISESAKHMIQLMQSFQDMCTFSTSPKVSA 120 
            ************************************************************ 
 
Thailand    TQNYSTTAKYDGKDVNVTHEEIRIALSNSLSNLGYDNPMRQFGRGFTSTIVQGLSSGKLV 180 
US          TQNYSTTAKYDGKDVNVTHEEIRIALSNSLSNLGYDNPMRQFGRGFTSTIVQGLSSGKLV 180 
            ************************************************************ 
 
Thailand    VNTRICTKNGVPRNYYSFYPDCLHVEARVHGDDAALVSELARMVAINRANSSGSGEHNVF 240 
US          VNTRICTKNGVPRNYYSFYPDCLHVEARVHGDDAALVSELARMVAINRANSSGSGEHNVF 240 
            ************************************************************ 
 
Thailand    EKTAVSPHIFMGGRK 255 
US          EKTAVSPHIFMGGRK 255 
            *************** 
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7. การชักนําการสังเคราะห Recombinant Protein ในเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli 
   สายพันธุ DH5α และการตรวจขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

จากการวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะหรีคอมบิ 
แนนทโปรตีนของเชื้อไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ pW772/CP1 S-E1.5 โดยการแยกขนาดรีคอม
บิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE สังเกตจากแถบรีคอมบิแนนทโปรตีน ที่ปรากฏขึ้นโดย
การยอมสีดวย Coomassie Brilliant Blue R 250 แลวเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน Protein 
Molecular Weight Marker # SM0431 (Lot 2011) (Fermentas Life science, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) พบวา แถบที่ปรากฏของชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห    รีคอม
บิแนนทโปรตีนระหวางโปรตีน GST กับรีคอมบิแนนทโปรตีนของเชื้อไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ 
pW772/CP1 S-E1.5 ที่สังเคราะหไดในเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli  สายพันธุ DH5α 
จากขนาดของยีน CP ซึ่งคาดวาจะมีขนาดโมเลกุลประมาณ 28.3 กิโลดาลตัน รวมกับโปรตีน 
GST ที่มีขนาดโมเลกุลประมาณ  24.64  กิโลดาลตัน ทําใหไดโปรตีนเชื่อมตอ GST-CP ของ 
PMWaV-1 ขนาดโมเลกุลประมาณ 52.94 กิโลดาลตัน พบแถบรีคอมบิแนนทโปรตีนที่
สังเคราะหไดสีน้ําเงินเขมที่มีขนาดสอดคลองกับคาที่คํานวณได  พบวา มีการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนในปริมาณนอย  ภายหลังการเติม IPTG เปนเวลา 2 4 และ 6 ช่ัวโมง (T2  T4  และ  T6) 
(ภาพที่ 14) ตามลําดับ   
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   1      2        3        4       5       6       7       8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน CP gene ของไวรัส PMWaV-1  

ในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector รีคอมบิแนนทโปรตีน pW772/CP1  
S-E โคลนที่ 1.5 ที่ผลิตไดในระบบแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α 
บน 15%  SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis 
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด Protein Molecular Weight Marker  
                น้ําหนักโมเลกุลขนาด (14.4-116.0 kDa)                 
    ชองที่ 2 : โปรตีน GST induced 2 ชม. ขนาด  24.64  kDa                 
    ชองที่ 3 : โปรตีน GST  induced 4 ชม. ขนาด  24.64  kDa                  
    ชองที่ 4 : โปรตีน GST induced 6 ชม.   ขนาด  24.64  kDa                 
    ชองที่ 5 : รีคอมบิแนนทโปรตีน non induced 0 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 6 : รีคอมบิแนนทโปรตีน induced 2 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 7 : รีคอมบิแนนทโปรตีน induced 4 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 8 : รีคอมบิแนนทโปรตีน induced 6 ชม. ขนาด  52.94  kDa    

 
 
 

 
 
 

52.94 kDa 
 
 
 
24.64 kDa 

 
(แถบที่ 1) 116.0 kDa 
(แถบที่ 2) 66.2 kDa 
 
(แถบที่ 3) 45.0 kDa 
(แถบที่ 4) 35.0 kDa 
 
(แถบที่ 5) 25.0 kDa 
 
(แถบที่ 6) 18.4 kDa 
 
(แถบที่ 7) 14.4 kDa 

          T2          T4      T6       T0        T2            T4        T6 

   โปรตีน GST                        รีคอมบิแนนทโปรตีน 
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8.  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค Dot Blot Hybridization 
 

จากการนําเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α ที่ไดจากการแสดง 
ออกของรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 และตัวอยางใบสับปะรดพันธุ
ปตตาเวียซึ่งขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ และน้ําคั้นจากพืชเปนโรค มาผานข้ันตอนการ
เตรียมแลวหยดลงบนกระดาษ nitrocellulose โดยใชเทคนิค Dot Blot Hybridization และ
ทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี IgG PMWaV-1 ชนิด supernatant ที่ละลายใน TBST 
dilution 1/10 มิลลิลิตร (Agdia, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ทดสอบตอเมมเบรนที่บล็อคดวย skim 
milk อัตรา 2%, 3% และ 5% ซึ่งประกอบไปดวยน้ําคั้นพืชปกติ (H), positive control คือ 
Chb-KU1 (D1), negative control (N) คือ เซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α 
จากโคลน GST induced (2 ชม.) ที่ dilution 1/1, 1/2, 1/10 และ 1/100 และโคลน GST-
CP1 (pW772/CP1S-E1.5) induced (2 ชม.) ที่ dilution 1/1, 1/2 และ 1/10 และบัฟเฟอร
นึ่งฆาเช้ือ (B) ตามลําดับ เมื่อใสลงใน color substrate เปนเวลา 30 นาที พบวา พืชปกติ (H) 
และ Positive control คือ Chb-KU1 (D1) (มีสีเขียว) ไมเกิดการติดสีมวงน้ําเงิน แตสําหรับ
เซลลแบคทีเรียจากโคลน GST induced (2 ชม.) ที่ทําการ dilution ทั้ง 4 dilutions และเซลล
แบคทีเรียรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 จากโคลน GST-CP1 
(pW772/CP1) ทั้ง 3 dilutions และ negative control ทั้ง 4 dilutions ไมมีสัญญาณโปรตีนใดๆ 
ที่เกิดขึ้นเลย (ภาพที่ 15) 
 

การทดสอบรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 คือ GST- 
CP1(pW772/CP1S-E1.5)induced (2 ชม.) จากการหยดสูกระดาษ nitrocellulose ที่ dilution 
1/1, 1/2 และ 1/10 และทดสอบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PiWV จากประเทศ
ออสเตรเลีย ที่ละลายใน TBST dilution 1:10,000 ตอเมมเบรนที่บล็อคดวย BSA อัตรา 1%, 
2% และ 3%  เมื่อเทียบกับน้ําคั้นพืชปกติ (H), Positive control คือ Chb-KU1 (D1), 
negative control (N) คือ GST induced (2 ชม.) T2 ที่ dilution 1/1, 1/2, 1/10 และ 1/100 
และบัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ (B) ภายหลังใส color substrate พบวา พืชปกติ (H) และ Positive 
control คือ Chb-KU1 (D1) (มีสีเขียว) จะสามารถติดสีมวงน้ําเงิน จากปฏิกิริยาของ 
NBT/BCIP ที่ใช เปน substrate เกิดการติดสีมวงน้ําเงินชัดเจน และเซลลแบคทีเรียจากโคลน 
GST induced (2 ชม.) ที่ทําการ dilution ทั้ง 4 dilutions และเซลลแบคทีเรียรีคอมบิแนนทยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 จากโคลน GST-CP1 (pW772/CP1S-E1.5) ทั้ง 3 
dilutions และ negative control ทั้ง 4 dilutions ไมเกิดสัญญาณโปรตีนใดๆ บนแผนเมมเบรน 
(ภาพที่ 16) 
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a) 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนจากโคลน GST induced (2 ชม.) และ  

GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) ในอตัราเจือจางตางๆ 
เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากพชืเปนโรค โดยใชโมโนโคลนอลแอนตบิอดขีอง 
anti–PMWaV-1 ชนิด supernatant (Agdia, สหรัฐอเมริกา) ในอตัรา 1:10 
มิลลิลิตร ดวยเทคนิค Dot blot analysis 
      ชองที่ 1 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย tissue culture  
      ชองที่ 2 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย Chb6-KU 
      ชองที่ 3 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:1                   
      ชองที่ 4 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:2 
      ชองที่ 5 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:10 
      ชองที่ 6 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:100 
      ชองที่ 7 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง  1:1                   
      ชองที่ 8 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:2                    
      ชองที่ 9 :  น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:10                 
      ชองที่ 10 : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ   

2% 
skim milk 

H      D 1             GST              GST -CP1             B 

3% 
skim milk 

5% 
skim milk 

H      D 1             GST              GST -CP1             B 

H      D 1             GST              GST -CP1             B 
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ภาพที่ 16 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนจากโคลน GST induced (2 ชม.) และ  

GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) T2 ในอัตราเจือจาง
โปรตีน : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือตางๆ เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากพืชเปนโรค โดยใช 
โพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PMWaV-1 ในอัตรา 1:10,000 มิลลิลิตร) ดวย
เทคนิค Dot blot analysis 
      ชองที่ 1 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย tissue culture  
      ชองที่ 2 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย Chb6-KU  
      ชองที่ 3 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:1                   
      ชองที่ 4 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:2 
      ชองที่ 5 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:10 
      ชองที่ 6 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:100 
      ชองที่ 7 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง  1:1                   
      ชองที่ 8 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:2                    
      ชองที่ 9 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:10                  
      ชองที่ 10 : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ   

1% BSA 

2% BSA 

H        D 1         GST                 GST-CP1        B 
 

3% BSA 

H        D 1         GST                 GST-CP1        B 
 

H        D 1         GST                 GST-CP1        B 
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สรุป 
 

การตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของสับปะรดทําไดหลายวิธี และ 
วิธีการที่เหมาะสมเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจสอบที่ถูกตองและแมนยํา เปนวิธีที่สะดวกและ
รวดเร็ว คือ  
 

1. การตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยสังเกตลักษณะอาการที่ 
ผิดปกติในพื้นที่ปลูกสําคัญในแหลงปลูกตางๆ ของประเทศไทย พบอาการที่คลายอาการของโรค
ไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 6 แบบ คือ สับปะรดแสดงอาการใบแกมอีาการใบดางเหลืองและเนื้อ
ใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส (RD-Reddening) จากตัวอยางที่นาํมา
ตรวจ จาํนวน 7 ตัวอยาง คือ Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU, Pch01-DOA, 
Tr01-DOA และ CO-DOA อาการใบจุดแหงตาย (NS-Necrosis) จํานวน 11 ตัวอยาง คือ 
Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU, Chb01-DOA, Chb02-DOA, Chb03-
DOA, Pch02-DOA, Pch03-DOA, Tr01-DOA และ CO-DOA อาการจุดประสีเหลืองออน 
(Y-Yellowing) จํานวน 4 ตัวอยาง คือ Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU และ Chb6-KU 
อาการใบดางสีเหลืองออนสลับสีเขียวออน (MS-Mosaic) จํานวน 4 ตัวอยาง คือ Nal1-KU, 
Pbu01-DOA, Pbu02-DOA และ Pbu03-DOA และอาการใบจุดแหงตายใบไหมลามใหญ 

(LNS-Local lesion-large necrosis spot)  เพียงตัวอยางเดียว คือ Phu01-DOA และอาการจดุ
สีมวง (PS-Purple spot) จํานวน 2 ตัวอยาง คือ Pch02-DOA และ Pch03-DOA 

 
2. การเพิ่มปริมาณยีน HSP 70-cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชอารเอ็นเอ 

ตนแบบจากไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสที่กอใหเกิดโรคกับสับปะรดในประเทศไทย เปน
วิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพ และมีความไวในการตรวจสอบสูง ประสิทธิภาพของการ
ตรวจสอบขึ้นอยูกับความเหมาะสมของไพรเมอรที่เลือกใช และสภาพการทําปฏิกิริยา พบวาใน
การตรวจสอบเชื้อ PMWaV-1 ดวยไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ มีการสังเคราะห     
ดีเอ็นเอยีน HSP70 ขนาด 590 คูเบส ในสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 
6 ตัวอยาง (H1-KU, H2-KU, H3-KU, Chb2-KU, HO-DOA และ CO-DOA) พันธุ
ปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง (Chb01-DOA, Chb02-DOA, Chb03-
DO) และพันธุปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดประจวบคีรีขันธเพียงตัวอยางเดียว (Pch03-DOA)  
ในขณะที่การตรวจสอบเชื้อ PMWaV-2 โดยไพรเมอรคู Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ มีการสังเคราะห  
ดีเอ็นเอยีน HSP70 ขนาด 610 คูเบส ในสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 
6 ตัวอยาง (H2-KU, Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU และ HO-DOA) พันธุ
ปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง (Chb01-DOA, Chb02-DOA และ 
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Chb03-DOA)พันธุปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดประจวบคีรีขันธเพียงตัวอยางเดียว (Pch03-
DOA) พันธุตราดสีทองที่นํามาจากจังหวัดตราดเพียงตัวอยางเดียว  (Tr01-DOA) พันธุภูเก็ตที่
นํามาจากจังหวัดภูเก็ตเพียงตัวอยางเดียว (Phu01-Doa) ซึ่งดีเอ็นเอทั้งสองสวนดังกลาวเปน 
HSP 70 gene ที่ยังไมครบสมบูรณ จากการเปรียบเทียบวิธี One step RT-PCR และวิธี Two step 
RT-PCR พบวา ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
 

2. ไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ ที่ใชในการโคลนยีนและการตรวจ 
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีนที่สังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 
HSP 70 ของไวรัส PMWaV-1 โดยใชอารเอ็นเอตนแบบจากสับปะรดพันธุศรีราชาจากจังหวัด
ชลบุรี รหัส HO-DOA และเช่ือมตอกับเวคเตอร pGEM-T Easy และไพรเมอรคู 
Pv2hsp705´/Pc2hsp703´  เพ่ิมปริมาณยีน HSP 70 ของไวรัส PMWaV-2 โดยใชอารเอ็นเอ
ตนแบบจากสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี รหัส Chb2-KU และเช่ือมตอช้ินดีเอ็น
เอที่ไดเขากับเวคเตอร pGEM-T Easy เพ่ือสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เชนเดียวกัน พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ที่สังเคราะหไดมีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไวรัส PMWaV-1 (AF414119) และ PMWaV-2 (AF283103) ที่มีรายงานจากประเทศ
สหรัฐอเมริกา รอยละ 97 และ 98 ตามลําดับ  
 

การผลิตยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด ซึ่งโปรตีนที่ 
ไดนี้จะนําไปใชประโยชนในกระบวนการผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะดวยวิธี ELISA สําหรับการ
ตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของสับปะรดในประเทศไทย การผลิตโปรตีนในระบบ
แบคทีเรีย E. coli DH5α ไดพลาสมิดลูกผสมที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T  6xHis tag ที่มียีน CP 
ของไวรัส PMWaV- 1 เพ่ือโคลนยีนและผลิตโปรตีนยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ในระบบ
แบคทีเรีย E. coli  DH5α ไดผลดังนี้ 
 

1. จากการโคลนยีนและการตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน CP 
ของไวรัส PMWaV- 1 ที่โคลนเขา pGEX-2T  6xHis tag รวมกับการตรวจดวยเทคนิค SDS-
Polyacrylamide gel electrophoresis สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของ PMWaV-1 Th 
สับปะรดพันธุศรีราชาจากจังหวัดชลบุรี (HO-DOA) ของประเทศไทย พบวา ดีเอ็นเอมีขนาด 
772 คูเบส รีคอมบิแนนทโปรตีนที่สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดแก pW772/CP1S-E1.5  มี
การแปลรหัสเปนโปรตีนยีน CP ของ Thailand  isolated of PMWaV-1 ที่สกัดไดจากสับปะรด
พันธุศรีราชา Chb1-KU จังหวัดชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector ได frame 
ที่แปลรหัสถูกตอง ไดกรดอะมิโนจํานวน 257 เรซิดิวส สอดคลองกับผลการตรวจขนาดโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis โดยที่การแปลรหัสเปนกรดอะมิโนนั้นมี
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ตําแหนงที่แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ในตําแหนงที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนชนิด Asparagine 
(D) ของไวรัส PMWaV-1 Th ของประเทศไทย  ในขณะที่ไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของ
สับปะรดชนิด PMWaV-1 ที่รายงานในประเทศสหรัฐอเมริกา  (US isolated of PMWaV-1, 
accession number AF414119) เปนกรดอะมิโนชนิด Glutamine (E) การแปลรหัสเปนโปรตีน
ไดชนิดโปรตีนที่มีความเหมือนกันรอยละ 99 (99% identity)  
 

2. จากการกระตุนใหมีการผลิตโปรตีนยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ในระบบ 
แบคทีเรีย  E. coli  DH5α  ที่ระยะเวลาตางๆ ภายหลังการเติม IPTG เปนเวลา 2 4 และ 6 ช่ัวโมง 
(T2  T4  และ T6) พบวา รีคอมบิแนนทโปรตีน pW772/CP1S-E 1.5 มีการผลิตโปรตีนยีน CP ใน
เซลลแบคทีเรียนอย สาเหตุเนื่องจากโปรตีนที่ผลิตออกมานาจะมีความเปนพิษตอเซลล และอาจ
เกิดเนื่องจากชนิดแบคทีเรีย host ที่ไดรับการบรรจุรีคอมบิแนนทโปรตีน เปนชนิดที่ทําใหรีคอม
บิแนนทโปรตีน pW772/CP1S-E1.5 ผลิตโปรตีนออกมาไดนอย จึงตองดําเนินการเปลี่ยนสายพันธุ
แบคทีเรียอาจเลือก M15 สําหรับบรรจุพลาสมิดลูกผสม pW772/CP1S-E1.5 ซึ่งคาดหวังวาจะทํา
ใหไดโปรตีนที่ผลิตออกมาในเซลลในปริมาณมากกวานี้ เพ่ือนําไปสกัดใหไดโปรตีนบริสุทธิ์ใน
ภายหลังตอไป 
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ภาคผนวก 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
  
 
 
ภาพผนวกที่ 1 แผนที่แสดงตาํแหนงตัดจาํเพาะตางๆ และยีนที่สําคญับนพลาสมิด pGEX-

2T 6xHis- tag Expression vector 
 PMB1        คอื จุดตั้งตนการจําลองตัว  

ampr        คอื ยีนตานทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
lacZ’           คือ ยีนที่สรางเปปไทดอัลฟา 
T3P         คอื โปรโมเตอรจากฝาจ T3 
GST         คอื Glutatione S-transferase 
MCS ยอมาจาก Multiple Cloning Site   คือ ตาํแหนงโคลนที่หลากหลายใน
ที่นี้แสดงตําแหนงตัดจําเพาะตางๆ  
              แสดงทิศทางการทํางานของยีน 
 

 

 

F 

R 

MCS 

T3 P 

PMB1 Pst I (1922) 
 

Apa LI (19) 

Apa LI (1492) 

Apa LI (2738) 

Apa LI (3648) 

BamHI (931) 
EcoRI (937) 
SacI (947) 
AvaI (949) 
XmaI (949) 
SmaI (951) 

pGEX2T 
6xHis-tag 
4,974 bp 
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