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Two-step RT-PCR จากตวัอยางสับปะรดที่มาจากแหลงเพาะปลูกตางๆ 
ในประเทศไทยบน 0.7% TBE agarose gel                                        44 

8 การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรด  PMWaV-1 ที่อยูใน pGEM-T Easy แสดงตาํแหนงการเรยีง 
ตัวของลําดบันิวคลีโอไทด ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen)  46 

9 การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรด  PMWaV-2 ที่อยูใน pGEM-T Easy แสดงตาํแหนงการเรยีง
ตัวของลําดบันิวคลีโอไทด ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen)  47 

10 ผลการวิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T 
Easy/CP ของ PMWaV-1 ที่แยกไดจากสบัปะรด และยอยดวยเอนไซม 
EcoRI พบแถบดีเอ็นเอขนาด 941 คูเบส บน 1% TBE agarose gel  49 

  



 (4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่  หนา 
    
11 ผลการวิเคราะหพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy/CP ของ PMWaV-

1 ที่เพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชคูไพรเมอร Pv1CP1E/Pc1CP2S 
พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 771 คูเบส เมื่อตรวจวิเคราะหดวย 
0.8% TBE agarose gel  50 
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Expression vector และ US isolated (AF283103) ดวยโปรแกรม 
VECTOR NTI (Invitrogen)ขนาด 774 นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 8 
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ที่สกัดไดจาก Thailand  isolated  สับปะรดพันธุศรีราชา Chb1-KU 
จังหวัดชลบุรี โดยใชโปรแกรม CLUSTAL W (1.83) multiple 
sequence alignment ขนาด 255 เรซิดิวส พบวา ตางกัน 1 ตาํแหนง คดิ
เปน 99 % identity  53 

14 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน CP gene ของไวรัส 
PMWaV-1 ในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector รีคอมบิแนนท
โปรตีน pW772/CP1 S-E โคลนที ่1.5 ที่ผลิตไดในระบบแบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α บน 15%  SDS-Polyacrylamide gel 
electrophoresis  55 
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และ GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) ในอตัรา
เจือจางตางๆ  เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากพืชเปนโรค โดยใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีของanti–PMWaV-1 ชนิด supernatant (Agdia, 
สหรัฐอเมริกา) ในอตัรา 1:10 มิลลิลิตร ดวยเทคนิค Dot blot analysis  57 
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ภาพที่  หนา 
    
16 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนจากโคลน GST induced (2 ชม.) 

และ GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) T2 ใน
อัตราเจือจางโปรตีน : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือตางๆ เปรียบเทียบกับน้าํคัน้
จากพืชเปนโรค โดยใชโพลีโคลนอลแอนตบิอด ีanti–PMWaV-1 ใน
อัตรา 1:10,000 มิลลิลิตร) ดวยเทคนคิ Dot blot analysis  58 

  
 

                                                    สารบัญภาพผนวก 
 

ภาพผนวกที่  หนา 
    
1 แผนที่แสดงตาํแหนงตัดจาํเพาะตางๆ และยีนที่สําคญับนพลาสมิด 

pGEX-2T 6xHis- tag Expression vector  66 
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The Detection and Coat Protein Gene Expression of Pineapple Mealybug     

Wilt-associated Viruses (PMWaVs) in Thailand 
 

คํานํา 
 

สับปะรด (pineapple) เปนไมผลในตระกูลสับปะรด (Bromeliad family) หรือวงศ 
Bromeliaceae มีช่ือวิทยาศาสตรวา Ananus comosus (L.) Merr.  เปนผลไมที่มีรสหวานอม
เปรี้ยวเล็กนอย  จึงไดรับความนิยมอยางสูง นิยมรับประทานในลักษณะของผลสด  สับปะรดมีถ่ิน
อยูในแถบอเมริกาใต  ในประเทศไทยเริ่มมีการนําสับปะรดมาทดลองปลูกครั้งแรกเมื่อป
พุทธศักราช 2456  โดยแขกปาทานนําสับปะรดพันธุ “ปตตาเวีย” หรือ สับปะรดพันธุศรีราชา 
พันธุปราณบุรี  หรือพันธุสามรอยยอด เขามาปลูกที่อําเภอปราณบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ พันธุ
ดังกลาวมาจากเกาะปนัง หรือเกาะหมาก ประเทศมาเลเซียในปจจุบัน (สุรินทร, 2544) หลังจาก
นั้น 7-8 ป ตอมา สับปะรดพันธุดังกลาวไดแพรขยายไปยังพ้ืนที่ใกลเคียง ปจจุบันพื้นที่เพาะปลูก
ของสับปะรดพันธุปตตาเวียสวนใหญจึงอยูที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี  
เกษตรกรนิยมปลูกพันธุปตตาเวียมาก เนื่องจากสามารถขายในลักษณะของผลเพื่อรับประทานผล
สด และสําหรับสงโรงงานอุตสาหกรรมทําสับปะรดกระปองเพื่อสงออก ที่สามารถทํารายไดเขา
ประเทศปละหลายลานบาท สับปะรดถือไดวาเปนผลไมเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง ที่ไดรับการสงเสริมให
ปลูกกันมากขึ้น อยางไรก็ตามการเพาะปลูกสับปะรดพันธุดังกลาวมักประสบปญหาสําคัญ
โดยเฉพาะโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple mealybug  wilt  :  PMW) ซึ่งมีสาเหตุ
จากไวรัสพืช  Pineapple mealybug wilt-associated  viruses  (PMWaVs) ทําใหเกิดความ
เสียหายแกพ้ืนที่ปลูกเปนจํานวนมาก  การควบคุมโดยวิธีกําจัดโรคไวรัสนี้ใหหมดไปทําไดยาก 
เนื่องจากโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดมีการถายทอดโรคโดยมีแมลงพวกเพลี้ยแปง ชนิด
Pseudococcus  brevipes หรือชนิด Dysmicoccus brevipes (Cockerell) เปนพาหะ  และมีมดหัว
โต (Solenopsis gemnata และ Pheidole megacephala) เปนตัวนําพาเพลี้ยแปง (ชํานาญ และ
คณะ, 2542; Beardsley, 1993; Ronald, 2005) ทําใหโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดแพร
ระบาดไดอยางรวดเร็วและมีความรุนแรงมากยิ่งข้ึน  และกําลังแพรระบาดหนักในแหลงเพาะปลูก
สับปะรดที่สําคัญของประเทศไทยในขณะนี้ ดังนั้นหากมีการระบาดของโรคนี้ในแปลงจะทําใหเกิด
ความสูญเสียไดอยางสูง (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547)   
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 นอกจากนี้การปลูกสับปะรดในประเทศไทยนิยมใชหนอ ตะเกียง และจุกเปนสวน
ขยายพันธุ  และไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด   สามารถตดิไปกับสวนขยายพันธุดังกลาวได 
ซึ่งทําใหการแพรระบาดของโรคเปนไปอยางกวางขวางและรวดเร็วเชนเดียวกัน 
 

ดังนั้นการตรวจสอบและการวินิจฉัยโรคไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรดดวยวิธีการ
ที่รวดเร็วและแมนยํา  ทั้งสําหรับสวนที่จะนําไปขยายพันธุเพ่ือการเพาะปลูก และสําหรับแปลง
ปลูกของเกษตรกรหรือแปลงปลูกเพ่ืออุตสาหกรรมในระยะแรกเริ่มของการปลูก เพ่ือทําใหการ
ควบคุมโรคและการแพรระบาดของโรคมีประสิทธิภาพ เพ่ือชวยลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้นนั้นจึง
มีความสําคัญตออาชีพของเกษตรกรและอุตสาหกรรมสับปะรดของประเทศ 

 
การวิจัยทดลองนี้จึงมุงเนนศึกษาวิธีการดานเทคโนโลยีชีวภาพ หรือเทคนิคทางดาน

ชีวโมเลกุล ที่จะสามารถนําไปประยุกตใชกับงานการตรวจสอบโรคหรือการติดโรคของตัวอยาง
สับปะรดจํานวนมากไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพ่ือศึกษารายละเอียดของการเกิดโรค และอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรด ตลอดจน
การกอใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตของสับปะรดพันธุที่ปลูกเปนการคาในแหลงปลูกที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ 

 
2. เพ่ือศึกษาวิธีการตรวจสอบและจําแนกชนิดไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวดวยเทคนิค RT-PCR 
 
3. เพ่ือโคลนยีนและศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุโรค

เห่ียวของสับปะรดในประเทศไทย 
 
4. ศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส 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.) ช่ือสามัญวา pina สเปน) 
abacaxi  (โปรตุเกส) ananas (เนเธอรแลนด, ฝร่ังเศส)  เปนไมผลในวงศสับปะรด หรือวงศ 
Bromeliaceae ในสกุลตนแบบ คือ Bromelia ที่จัดอยูในกลุม 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) ไดแก สับปะรด (pineapple; A. comosus) เปนพืชลมลุกอายุหลายป 
(herbaceous perennial) อาจเปนพืชบก (terrestrial plant) ที่ทนแลงไดดี เพราะใบมีเนื้อเยื่อเก็บ
สะสมน้ํา หรือเปนพืชอิงอาศัย (epiphyte) ใบมีขนาดใหญแข็งและหนา (tough leaves) รูปแหลม
เรียวยาวออกเปนพุม (rosette) มีกลุมใบขนาดเล็กที่เกิดเปนจุก (crown) อยูบนยอดของผล  ผล 
(pseudocarp fruit) เปนผลรวมที่ประกอบดวยผลยอยที่เปนผลเดียวแบบมีเนื้อ (หลายเมล็ด) 
จํานวน 100-200 ผล อัดและเชื่อมกันสนิทอยูบนแกนหรือกานชอดอก ผลรูปรางกลม 
ทรงกระบอก เรียวยาว หรือรูปถังเบียร ขนาดเล็กประมาณ 0.5 กิโลกรัม  ขนาดใหญประมาณ 
3.5 กิโลกรัม มีดอกแบบสมบูรณเพศ เมื่อผสมติดเมล็ดก็ขยายพันธุตออีก หนอ (sucker) เปน
สวนยอดที่เกิดจากลําตนจริง หนอตะเกียง (slip) งอกมาจากลําตนใตผล  หนอตะเกียงที่ติดอยู
กับตนเดิมจะไมออกผล และงอกราก สับปะรดขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศได 
 
พันธุสับปะรดที่ปลูกเปนการคา 
 

ประเทศไทยมีพันธุสับปะรดที่ใชรับประทานผลสดและมีการปลูกเปนการคาแบงออก
ไดเปน 5 กลุม คือ Smooth Cayenne, Queen, Red Spanish, Abacaxi และ Pernambuco ใน 5 
กลุมนี้ 3 กลุมแรก คือ Smooth Cayenne, Queen และ Red Spanish  มีความแตกตางกันทางดาน
รูปรางสัณฐานคอนขางชัดเจน และมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่สม่ําเสมอกวากลุม Abacaxi และ 
Pernambuco ซึ่ง 2 กลุมหลังนี้ยังมีความแปรปรวนภายในกลุมอยูมาก (จินดารัฐ, 2541; Duval 
and D’ Eeckenbrugge, 1993) สําหรับพันธุสับปะรดที่ปลูกในประเทศไทยพบเพียง 3 กลุม คือ  

 
กลุม Smooth Cayenne : เปนกลุมที่นิยมปลูกมากที่สุด ทั้งเพ่ือใชบริโภคผลสด และ

ใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมสับปะรดกระปอง โดยเฉพาะอยางย่ิงพันธุ Smooth Cayenne หรือ
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ปตตาเวีย ซึ่งมีลักษณะขอบใบเรียบมีหนามเพียงเล็กนอยที่สวนปลายใบ ใบมีสีเขียวเขมดานบน
เปนมัน และมักมีเหลือบสีแดงในฤดูที่มีแสงแดดจัด  ผลมีรูปรางคอนขางทรงกระบอก แตถาผลมี
ขนาดใหญมักจะมีสวนปลายผลเล็กกวาสวนโคน (conical shape) น้ําหนักของผลประมาณ 1.0-
2.5 กิโลกรัมเนื้อขางในมีสีเหลือง มีเสนใย (fiber) ปานกลาง มีปริมาณกรด 0.3-0.7 เปอรเซ็นต 
และปริมาณน้ําตาล 12-16 บริกซ ลักษณะประจําพันธุดั้งเดิมจะมีตะเกียง 1-2 ตะเกียง แตใน
สภาพแวดลอมของประเทศไทยมักไมสรางตะเกียง  ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย 
ไดแก พันธุปตตาเวีย (กัลกัตตา หรือ สมูทแคยีน) หรือสับปะรดศรีราชา และพันธุนางแล (จินดา
รัฐ, 2541) 

 
กลุม Queen:  สับปะรดในกลุมนี้มีขนาดของตนและผลเล็กกวากลุมแรกเล็กนอย ใบ

มีสีเขียวออนมีแถบสีเขียวออนมีแถบสีชมพูบริเวณกลางใบ ขอบใบมีหนามเรียงชิดติดกันตลอด
ความยาวของใบ น้ําหนักผลมีขนาดประมาณ 1.0 กิโลกรัม รูปรางทรงกระบอก ตาคอนขางนูน
เปลือกหนา เมื่อผลสุกเปลือกผลจะมีสีเหลือง เนื้อขางในมีสีเหลืองเขมรสหวานกรอบ มี fiber 
นอย และมีกล่ินหอม แกนผลออนนุมกวาพันธุปตตาเวีย สรางตะเกียงนอย แตสรางหนอไดมาก
ทั้งหนอดินและหนออากาศ ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย ไดแก พันธุภูเก็ต 

 
กลุม Red Spanish: สับปะรดในกลุมนี้มีขนาดของตนและผลอยูระหวางกลางของ 

Cayenne และ Queen แตใบบางกวาพันธุปตตาเวีย ขอบใบมีหนามแหลมรูปโคงงอ ผลมีรูปรางกลม 
น้ําหนักเฉล่ียประมาณ 1.0-1.5 กิโลกรัม ตานูนขนาดของตาใหญกวาพวก Cayenne เนื้อขางในมีสี
เหลืองจาง และมีปริมาณ fiber ปานกลาง แกนผลเหนียว กล่ินและรสแตกตางออกไปจากสองกลุม
แรก ตัวอยางของสับปะรดในกลุมนี้ในประเทศไทย ไดแก พันธุอินทรชิต (เทพรส หรือ อินทรชิต
แดง) พันธุขาว (อินทรชิตขาว) (จารุพันธ, 2526; จินดารัฐ, 2541) 

 
 

ความสําคัญทางเศรษฐกิจของสับปะรด 
 

   ประเทศไทยจัดไดวาเปนแหลงเพาะปลูกสับปะรดที่สําคัญแหงหนึ่งของโลก จากสถิติ
ในป พ.ศ. 2547 ประเทศไทยสงออกสับปะรดในรูปผลิตภัณฑตางๆ ปริมาณสูงถึง 624,127 
เมตริกตัน คิดเปนมูลคา 17,951.08 ลานบาท และสงออกสับปะรดในรูปผลสดคิดเปนมูลคา 
50.34 ลานบาท พ้ืนที่เพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสับปะรดมีปริมาณ 552,302 ไร ผลผลิตรวม 1.9 
ลานเมตริกตัน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2548) พันธุที่นิยมปลูกกันมาก ไดแก พันธุ
ปตตาเวีย หรือพันธุสมูทแคยีน  
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แหลงเพาะปลูกของสับปะรดที่สําคัญตางๆ ในประเทศไทย 

         เนื่องจากสับปะรดเปนพืชที่ทนทานตอสภาพแหงแลงไดดี ชอบดินรวนปนทราย ดิน
คอนขางเปนกรด สามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตรอน 30 องศาเหนือและ 30 องศาใต ไม
ทนทานตอสภาพอุณหภูมิสูงจนถึงจุดน้ําคางแข็ง พ้ืนที่เพาะปลูกสับปะรดสวนใหญจึงอยูใกล
ชายทะเลซึ่งมีอุณหภูมิและความชื้นไมแปรปรวนมากนัก แตในเมืองไทยแลวสามารถเพาะปลูกได
ทุกภาค (กรมสงเสริมการเกษตร, 2520) พ้ืนที่เพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสับปะรดมีปริมาณสูงข้ึน
ทุกป  พ้ืนที่เพาะปลูกสับปะรดทั่วประเทศไทย  ที่แบงตามปริมาณผลผลิตที่ปอนสูโรงงาน ดงันี ้1) 
เขตที่ 1 ทางภาคตะวันตก ในเขตจังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี มีการปลูกพันธุ
ปตตาเวียกันมาก และมีสับปะรดเกินความตองการของโรงงาน 2) เขตที่ 2 มีสับปะรดไมเพียงพอ
ตอความตองการของโรงงานสวนใหญมักบริโภคผลสด คือ ภาคตะวันออก ไดแก จังหวัดชลบุรี 
(ศรราชา) จังหวัดระยอง และภาคเหนือ ไดแก จังหวัดลําปาง และจังหวัดเชียงราย และ 3) เขตที่ 
3 คือขาดแคลนสับปะรดปอนโรงงานอยางรุนแรง ทางภาคใต ไดแก จังหวัดภูเก็ต สําหรับพันธุ
ภูเก็ต (สวี) ปลูกกันมากทางภาคใต ไดแก จังหวัดภูเก็ต (ปลูกที่อําเภอหลังสวน และอําเภอสวี) 
เปนพันธุที่นําเขามาจากประเทศมาเลเซีย (จินดารัฐ, 2541) และพันธุภูเก็ต ปลูกมากบริเวณ
ภาคใต ไดแก ภูเก็ต พังงา และชุมพร  อยางไรก็ตามอุตสาหกรรมสับปะรดกระปองยังคงประสบ
ปญหาดานวัตถุดิบซึ่งมีปริมาณไมแนนอน คุณภาพและขนาดของสับปะรดกระปองไมตรงตาม
ความตองการของโรงงาน ขณะเดียวกันปญหาเรื่องไวรัสโรคเหี่ยวในสับปะรดเปนปญหาสําคัญที่
กําลังประสบอยูในแหลงปลูกทางภาคตะวันออก ทําใหไมสามารถเก็บผลผลิตได 

ไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด 
 

ไวรัสที่เปนสาเหตุโรคของสับปะรด ไดแก Badnavirus และ  Tomato spotted wilt 
virus ในแหลงผลิตสับปะรดปตตาเวียพันธุ สงโรงงานในเขตจังหวัดชลบุรี จังหวัดเพชรบุรี และ 
จังหวัดประจวบคีรีขันธนั้น โรคที่สําคัญและทําความเสียหายแกสับปะรดอยางหนึ่ง คือ โรคเห่ียว
ของสับปะรด (Pineapple mealybug wilt; PMW)  ซึ่งเกิดจากเชื้อ Pineapple mealybug wilt-
associated viruses (PMWaVs)  จากรายงานการคนพบโรคเหี่ยว (mealybug wilt)  ครั้งแรกใน
ฮาวาย ประมาณป ค.ศ. 1910  โดย Larsen (Carter , 1933; Carter, 1951) ซึ่งมีสมมุติฐานวา
ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรด นาจะเกิดจากการดูดน้ําเล้ียงของแมลงพวกเพลี้ยแปง 
(Dysmicoccus  brevipes (Cockerell) ในชวงอายุพืชที่มีความแตกตางกัน ตอมาพบโรคนี้ใน
เม็กซิโก เปอรโตริโก ศรีลังกา และอีกหลายประเทศทั่วโลก และนอกจากนี้ยังพบวาการที่สับปะรด
ไดรับปุยไนโตรเจนมาก  จะทําใหเพล้ียแปงมาดูดกินน้ําเล้ียงที่ตนพืชมาก   ทําใหสับปะรดปรากฏ
ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวเพิ่มขึ้น  หรืออาจเกิดจากมีเช้ือไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดเขาทําลาย 
(Hu et  al., 1997) ตอมาเมื่อ Carter (1932, 1944a, 1944b, and 1951) ไดศึกษาอาการ
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ของโรคเหี่ยวและโรคใบจุดเขียวของสับปะรดและศึกษาปจจัยอื่นๆ ที่เก่ียวของกับลักษณะอาการ
ดังกลาวอีก พบวาเพลี้ยแปง (Dysmicoccus sp.) และไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple 
wilt virus: PiWV;  Pineapple mealybug wilt-associated  viruses: PMWaVs) เปนสาเหตุของ
อาการเหี่ยว (mealybug wilt) และอาการจุดเขียว (green spot) ของสับปะรด  โดยสรางความ
เสียหายใหกับการเพาะปลูกสับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกาเปนอยางมาก โรคเหี่ยวที่
เกิดจากการทําลายของเพลี้ยแปงนี้เปนโรคที่รายแรง และมีการระบาดแพรหลายในแหลงปลูก
สับปะรดใหญๆ หลายแหง  เชน  ฮาวาย เม็กซิโก เปอรโตริโก (Carter 1944a, 1944b, and 
1951) คิวบา (Borroto,1998) ออสเตรเลีย (Wakman,1995) รวมทั้งในประเทศไทย สุวรรณา 
และคณะ (2536) ไดสํารวจและบันทึกขอมูลเก่ียวกับโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่อําเภอศรี
ราชา จังหวัดชลบุรี พบวาในแปลงที่เพาะปลูกสับปะรดที่อายุ 1 ปที่ผานการบังคับใหตนสับปะรด
ออกดอกดวยสารเคมีนั้นพืชจะแสดงอาการของโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เกิดจากเชื้อไวรัส 
PMWaV ใหเห็นชัดเจน และปริมาณของตนเปนโรคมีจํานวนมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับตนที่ยัง
ไมบังคับใหออกดอกหรือตนที่มีอายุนอย 

 

สมบัติของเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด PMWaVs 
 

ลักษณะอาการ  
 

สับปะรดพันธุปตตาเวีย  อาการเริ่มแรกปรากฏที่ระบบรากซึ่งเปนสวนที่อยูใตดิน
ทําใหสังเกตไดยาก  โดยระบบรากจะหยุดการเจริญเติบโต  และเนาตายไป หลังจากนั้นจึงจะ
สังเกตพบอาการที่ใบ โดยใบวงที่ 3-4 จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอมชมพู ปลายใบเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหรือมีรอยแผลแหงและมวนเขา ความเตงของใบลดลง (จินดารัฐ, 2541) ตอจากนั้นใบวง
ที่ 4  และ 5 มีมุมชันลดลง ขนาดของตนจะเล็กกวาปกติ  ระยะตอไปใบสวนยอดจะตั้งตรงมากขึ้น
แตมีความเตงนอยกวาปกติ ปลายใบแหงและมวนลง สีของใบเหลานี้จะเปลี่ยนเปนสีเขียวซีด 
สับปะรดพันธุปตตาเวียเปนพันธุที่ออนแอตอโรคนี้  แสดงอาการใบออนนิ่มมีสีเขียวหรือเหลือง 
ปลายใบแหง ภายในเปนสีน้ําตาลหรือสีแดง ลามเขาสูโคนใบ  ใบลูลงและแผแบนไมตั้งข้ึนเหมือน
ใบปกติ  ตอมาตนเหี่ยวและแหงตาย รากกุด ผลสับปะรดหยุดการเจริญเติบโตและเก็บเกี่ยว
ผลผลิตไมได ลําตนสับปะรดที่แข็งแรงและมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจะแสดงอาการของโรค
ไดเร็วและชัดเจนกวาตนที่มีการเจริญเติบโตชา (Carter, 1933) 

  
ความคงทนในน้ําคั้น 
 

ความคงทนตอความรอน (Thermal inactivation point, TIP) 16-55   

องศาเซลเซียส, 40-49 องศาเซลเซียส 
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ความคงทนเมื่อทําใหเจือจาง (Dilution end point, DEP) log 10-3- 10-5 
 

ความคงทนในสภาพอุณหภูมิหอง (Longevity in vitro, LIV) 1-5 วัน คาการ 
ลอยตัวใน CsSO4 เทากับ 1.2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร  
 

คาการลอยตัวใน CsSO4 เทากับ 1.2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร คาการ 
ตกตะกอน 110-125-140 S , 80-85-90 S , A260/A280 ratio เทากับ 1.44-1.61-1.73 

 
พืชอาศัยและพืชทดสอบ 
 

พืชอาศัยและพืชทดสอบของเชื้อไวรัส PMWaVs ไดแก สับปะรด (A. comosus) 
ทําใหใบออนแสดงอาการเหลือง ออนนิ่ม ปลายใบไหมเปนสีน้ําตาล และพืชเหี่ยวตายในที่สุด 
อาการเกิดขึ้นกับพืชทั้งตน (whole plants)  
  

การถายทอดโรค 
 

PMWaVs ไมสามารถายทอดโดยวิธีสัมผัสหรือผานเมล็ด แตถายทอดไดดีดวย 
แมลงพวกเพล้ียแปง  แมลงที่ เปนพาหะในสับปะรด มี 3 ชนิด ไดแก เพล้ียแปงสีชมพู 
(Dysmicoccus brevipes) เพล้ียแปงสีเทา (Dysmicoccus neobrevipes) และ longtail mealybug 
(Pseudococcus  longispinus) อยูในวงศ Pseudococcidae (Carter, 1933; Beardsley, 1993) 
Bos (1999) รายงานวา Beet yellows virus (BYV) ไมถายทอดโรคดวยวิธีกล (mechanical 
transmission) ในธรรมชาติสวนใหญแพรระบาดโดยแมลงพาหะ ไดแก เพล้ียออน (aphids) 
เพล้ียแปง (mealybug) เพล้ียไกแจ (psyllids) และแมลงหวี่ขาว (Trialeurodes) เช้ือสาเหตุมี
ความสัมพันธกับแมลงในลักษณะ semi-persistent ระยะกอนวางไข (prior starvation period) 
เพล้ียแปง 1 ตัว มีชวงระยะเวลารับเชื้อ (acquisition feeding  period) นาน 5 - 7 ช่ัวโมง ชวง
ระยะเวลาฟกตัวของเชื้อ นาน 48-72 ชั่วโมง (2 ถึง 3 วัน) (Sether and Hu , 2002a, 2002b) 
และชวงระยะเวลาถายทอดเชื้อ นาน 15 วินาที หรือนอยกวานั้น ถาเพ่ิมระยะเวลาเปน 3-4 
ช่ัวโมง ก็จะเพิ่มความสามารถในการเกิดโรคไดดีข้ึน (ศิริพรรณ, 2538; Walkey, 1991) รวมมี
ระยะเวลาการถายทอดเชื้อไวรัส 3 ถึง 4 วัน เพล้ียแปงตัวออน (nymphs) ถายทอดโรคไวรัสได
ดีกวาตัวเต็มวัย (adults) ลักษณะอาการที่เกิดจากแมลงพวกเพลี้ยแปง (Dysmicoccus sp.) ที่
เปนสาเหตุทําใหตน สับปะรดพันธุปตตาเวียที่ปลูกเปนการคา แสดงอาการของโรคเหี่ยวอยาง
ชัดเจน (Ronald, 2005) คือ 1) ลักษณะอาการที่คาดวาเปนไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดทีเ่กิดจาก
มีแมลงพวกเพลี้ยแปงเปนพาหะนําโรคไวรัส อาการที่พบคือ สับปะรดแสดงอาการความเตงของ
ใบลดลง ปลายใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือมีรอยแผลแหง และมวนเขา ปลายใบแหง ลุกลามมาสู
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โคนใบ (mealybug wilt และ edge-wilt)  2) อาการโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เกิดจากมีเพล้ียแปง
ดูดน้ําเล้ียงของตนสับปะรดเปนระยะเวลานาน และไมถายทอดเชื้อไวรัส คือ สับปะรดแสดงอาการ
ใบดาง ใบมีจุดประสีเหลืองออนสลับสีเขียว  3) อาการที่เกิดจากประชากรของเพลี้ยแปงจํานวน
มากมาดูดน้ําเล้ียงของสับปะรด ทั้งที่พบกลุมของเพลี้ยแปงดูดน้ําเล้ียงบริเวณฐานใบสีขาวที่อยูติด
กับราก  แสดงอาการแผลจุดแหงตาย แผลยุบตัวออนนิ่มมีสีน้ําตาล  และถาพบกลุมประชากรของ
เพล้ียแปงจํานวนมากทําลายที่ผล สับปะรดแสดงอาการผลมีขนาดเล็กลงเร่ือยๆ (rotting หรือ
อาการ leaking of fruits)  4) อาการ  mealybug stripe เปนอาการเฉพาะจุด คือ อาการทีเ่กิดจาก
เพล้ียแปงจํานวน 3-4 ตัว มาดูดน้ําเล้ียงของสับปะรด และไมถายทอดเชื้อไวรัส  สับปะรดแสดง
อาการใบเปลี่ยนจากสีเขียวซีดเปนสีเหลืองออน เกิดอาการใบดางขีด (streak) เกิดแผลยุบตัว
ระหวางรอย streak  

 
การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ (parthenogenesis) ของเพลี้ยแปง เร่ิมจากไข  

(eggs) ฟกออกมาเปนตัวออนในระยะแรก (first larval instar) เปนเพศเมีย (female) ทั้งหมด
ใหกําเนิดเพศเมีย (female) โดยปราศจากการผสมพันธุกับเพศผู (male) เรียกวา “crawlers” 
ประมาณ 1,000 ตัว  และถาในประชากรที่ฟกออกมาใหมนั้น เกิดทั้งเปนเพศผู (male) และเพศ
เมีย (female) ก็จะพบการขยายพันธุของเพลี้ยแปงทั้งสองแบบ และใหกําเนิดลูกที่เปนทั้งสองเพศ  
คือ มีการขยายพันธุแบบอาศัยเพศ และแบบไมอาศัยเพศได และ ปรากฏการณแบบนี้ มีรายงาน
พบในประเทศบราซิล ดังกลาว อาจจะมีสวนเกี่ยวของกับการแพรระบาดของโรค กลุมของ 
“crawlers” อาจอาศัยมดหัวโต (big headed ants) และมดคันไฟ (fire ants) (ชํานาญ, 2542; 
Beardsley, 1993; Ronald, 2005) หรืออาจถูกลมพัดแพรกระจาย (wind-borne mealybugs) 
พาไปสูพืชอาหารใหมภายในแปลง (ศิริพรรณ, 2538; ชํานาญ, 2542; Beardsley, 1993) หาก
มีการระบาดของเพลี้ยแปงในแปลงปลูกสับปะรดโรคไวรัสนี้ก็มักจะระบาดไปดวย   

 
ตําแหนงที่อยูของเพลี้ยแปงแตละชนิดนั้น จากการสํารวจพบวาเพล้ียแปงสีชมพู 

อาศัยอยูบริเวณลําตนสวนลางที่อยูติดกับผิวดิน ตรงบริเวณฐานใบสีขาวของสับปะรด (white 
portion) พืชอาหารของเพลี้ยแปงสีชมพูที่พบอีก ไดแก นอยหนา กลวย ผักข้ึนฉาย สม กาแฟ 
ฝาย Euphorbia Gliricidia ชบา (Hibiscus) Hilo grass ตนหมอน หญา natal soursop หญา 
nutgrass  กลวยไม  สับปะรด และ Straussia (Ronald, 2005) และเพลี้ยแปงสีเทามักจะอาศัยอยู
บริเวณสวนจุกและผลของสับปะรด ในขณะที่ longtail mealybug ไมอาจระบุพืชและตําแหนง
อาศัยได  ในประเทศไทย longtail mealybug ไมระบุวามีมดพาเคลื่อนยายอีกดวย (ชํานาญ, 
2542; Ronald, 2005) จึงอาจไมใชแมลงพาหะที่สําคัญของโรค   
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การจัดจําแนกไวรัสในวงศ Closteroviridae 
 

เช้ือไวรัสในวงศ Closteroviridae มีจีโนมเปน single-stranded RNA ชนิด positive ที่
เปนแบบ monopartite รูปรางทอนยาวคด (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)ประกอบดวย กรดนิวคลีอิก 5 เปอรเซ็นต โปรตีน 95 เปอรเซ็นต ไมมีลิปดเปน
องคประกอบหลัก โดยมีการจําแนกออกเปน 2 จีนัส ตามจํานวนของ genomic RNA ดังนี้ ไดแก 
จีนัส Closterovirus มีจีโนมเปนแบบ monopartite gennome โดยมี Beet yellows virus (BYV) 
เปน type member ในธรรมชาติสวนใหญแพรระบาดโดยแมลงพาหะ  และการจําแนกชนิดไวรัส
ตามแมลงพาหะที่ถายทอด มีกลุมของไวรัสที่จําแนกชนิดแลว ดังนี้ ไวรัสที่ถายทอดโดยแมลงพวก
เพล้ียออน (aphids) ไดแก 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) ที่ถายทอดโดยแมลง
พวกเพลี้ยแปง (mealybug) ไดแก Grapevine leafroll- associated virus 3 (GLRaV-3), Little 
cherry virus (LChV) ที่ถายทอดโดยแมลงหวี่ขาว (white fly) ไดแก Beet pseudo yellows 
virus (BPYV) และกลุมที่ยังไมทราบชนิดของแมลงพาหะ ไดแก Grapevine leafroll-associated 
virus 2 (GLRaV- 2)  กลุมที่จัดเปนสปชีสช่ัวคราว (tentative species) ที่ถายทอดโดยแมลง
พวกเพลี้ยออน(aphids) ไดแก Broad bean severe chlorosis virus, Clover yellows virus 
(CYV), Dendrobium vein necrosis virus (DVNV), Heracleum virus 6  (HV-6) ไวรัสที่
ถายทอดโดยแมลงพวกเพลี้ยแปง (mealybug) ไดแก 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) ไวรัสที่ถายทอดโดย
แมลงหวี่ขาว (white fly) ไดแก Cucumber chlorotic spot virus (CCSV), Diodia vein 
chlorosis virus (DVCV) และท่ียังไมทราบพาหะ ไดแก 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 
 

ตอมา การจําแนกของ Domrachev et al. (2002) แบง Closteroviridae ออกเปน 3 
จีนัส คือ จีนัส  Ampelovirus ประกอบดวยสมาชิก ไดแก 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 ประกอบดวยสมาชิก ไดแก 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  สวนจีนัส  
Crinivirus ประกอบดวยสมาชิก ไดแก 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 และกลุมที่จัดเปนสปชีสช่ัวคราว (unassigned species) ไดแก 
Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) และ Little cherry virus (LChV-1) 
 
หนาที่และโครงสรางยีนของไวรัสในจีนัส Closterovirus   

 
เช้ือไวรัสที่อยูในจีนัส Closterovirus มีจีโนมเปนแบบอารเอ็นเอสายเดี่ยวแบบเสน

บวก (single stranded, positive sense RNA) มีทั้งที่เปนแบบ monopartite และ bipartite มี
ขนาดจีโนมยาวประมาณ 700-2,000 นาโนเมตร ตําแหนงแปลรหัสจากตําแหนง 5´ ไป 3´ มกีาร
แสดงออกของโปรตีน ORF1a และ ORF1b แปลรหัส (translated) มาจาก genomic RNA 
ในขณะท่ี ORF2 เปนตนไปจนกระทั่งสุดทาย ORF 10 จะแปลรหัสมาจากโปรตีนยอย 
subgenomic RNA ประกอบดวยยีนซึ่งสังเคราะหโปรตีนที่ทําหนาที่ ดังนี้ 

 
ยีนที่ทําหนาที่สังเคราะห  Replicase enzyme เร่ิมแปลรหัสเปนโปรตีนจาก 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 จะเริ่มตนแปลรหัสไดเปนกลุม
โปรตีนเชื่อมตอ (fusion protein) และแปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวขนาดมากถึง 348 กิโลดาล
ตัน   
 

สําหรับยีน coat protein ประกอบดวยโปรตีน 2 ขนาด ไดแก downstream coat 
protein (CP) โดยที่การแปลรหัสเปนโปรตีนของไวรัส BYV จะเริ่มตนแปลรหัสจาก ORFs 5 ถึง 
ORFs 6 สําหรับ CTV เร่ิมตนแปลรหัสจาก ORFs 6  ถึง ORFs 7 และ PMWaV-2  เร่ิมตนแปล
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รหัสจาก ORFs 5 ถึง ORFs 6 ซึ่ง downstream  CP เปนยีนที่ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนหอหุม
อนุภาคทั้งหมด (major coat protein ) แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวขนาดประมาณ 34 กิโล
ดาลตัน นอกจากนี้ยังมี upstream  coat  protein (CPm) เปนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสที่เปน
องคประกอบรอง (minor coat  protein) ของโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสทั้งหมด ไวรัส PMWaV-
2 เร่ิมตนแปลรหัสจาก ORFs 6 ถึง ORFs 7 แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 56 กิโลดาล
ตัน องคประกอบรองนี้ได product เปนโปรตีนหอหุมอนุภาคที่ติดอยูปลายทางดาน 5´ end ของ
ไวรัส อาจจะทําหนาที่เก่ียวกับการถายทอดโรคไวรัสโดยแมลงพาหะ 

 
ยีนสังเคราะหโปรตีนที่ชวยในการเคลื่อนยายอนุภาคไวรัส (movement protein) หรือ

ยีนที่ทําหนาเก่ียวของกับการเคลื่อนยายอนุภาคไวรัสภายในเซลลพืช (cell-to-cell movement) 
ตัวอยางเชนไวรัส BYV ประกอบดวยยีนโปรตีนยอย 5 ชนิด ไดแก p6 , Heat shock protein 70 
homologue (HSP70) ,  p64  รวมกับ CPm และCPทั้งหมดเปนโปรตีนที่ชวยในการเคลื่อนยาย
อนุภาคไวรัสระหวางเซลลพืช 
 

ยีนที่สังเคราะหโปรตีนอื่นๆ ทางดาน C-terminal ไดแก C-terminal p21 ของ BYV 
ตรวจพบใน cytoplasmic และ cell wall fraction ของพืช และสําหรับ CTV มีองคประกอบดาน 
C-terminal เปน C-terminal 23 kDa แปลรหัสเปนโปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตัน 
 
โครงสรางยีนของเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด (PMWaVs) 
 

เช้ือไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (PMWaVs) จัดอยูในจีนัส Closterovirus มีจีโนม
เปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวเสนบวก(single stranded, positive sense RNA) แบบ monopartite มี
ขนาดประมาณ 14,861 นิวคลีโอไทด มีปลาย 5´ ของอารเอ็นเอเชื่อมติดอยูกับโปรตีน VPg 
(genome-linked  protein) ตอจากนั้นเปนยีนเรียงตอกันประกอบดวย open reading frame 
(ORF) 10 ขนาด คือ ORF ที่ 1a จะประกอบดวยโปรตีน papain-like protease domain, 
metyltransferase domain, helicase domain แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาวมากกวา 204 กิโล
ดาลตัน  ORF ที่1b ประกอบดวยโปรตีน RNA-dependent RNA polymeraseแปลรหัสเปน
โปรตีนที่มีสายยาว 65 กิโลดาลตัน  ORF2  ประกอบดวยโปรตีน hydrophobic protein แปลรหัส
เปนโปรตีนที่มีสายยาว 5 กิโลดาลตัน  ORF3  ประกอบดวยโปรตีน heat shock protein 70 
homologue แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสายยาว 59 กิโลดาลตัน  ORF4 จะแปลรหัสไดโปรตีนที่มี
ขนาด 46 กิโลดาลตัน  ORF5  ประกอบดวยโปรตีน coat protein  แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีสาย
ยาว 34 กิโลดาลตัน  ORF6  ประกอบดวยโปรตีน diverged coat protein  แปลรหัสเปนโปรตีนที่
มีสายยาว 56 กิโลดาลตัน  ORF7  แปลรหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 20  กิโลดาลตัน  ORF8 แปล
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รหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 22  กิโลดาลตัน  ORF9 แปลรหัสไดโปรตีนที่มีขนาด 6 กิโลดาลตัน  
และตําแหนงปลายสุดดาน 3´ เปนสวนที่ไมแปลรหัสเปนโปรตีน (3´- untranslated region) 
ประกอบดวยลําดับเบส 132 นิวคลีโอไทด (Melzer et  al.,  2001) 

 
 
 
 
 

 
5´ 
 
ภาพที่ 1   โครงสรางจีโนมของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่เปน single strand, positive-sense  

   RNA) แสดงสวนของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนชนิดตาง 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) โดยใชโมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb) 
 
     งานวจิัยการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกา 

มีการศึกษากันมาก  Hu et al. (1997)  ตรวจสอบดวยวิธี Tissue blot immunoassays (TBIA)
เร่ิมมีการทดลองใช โมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb)  ที่จําเพาะตอ PMWaVs แตละชนิด 
ไดแก โมโนโคลนนอลแอนติบอดี 35-6-5 จําเพาะตอ PMWaV-1 และ 63-2-2 จําเพาะตอ 
PMWaV-2 และอีก 5 ปถัดมา Sether and Hu (2002a, 2002b) ไดนําโมโนโคลนนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสทั้งสองชนิดมาใชในการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด ดวยวิธี 
Tissue blot immunoassays (TBIA) เชนเดียวกัน และพบวาโมโนโคลนนอลแอนติบอดี 35-6-5 
จําเพาะตอ PMWaV-1  สวนโมโนโคลนนอลแอนติบอดี 63-2-2 จําเพาะตอ PMWaV-2  

    
2) โดยการตรวจอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนรวมกับการตกแตงอนุภาคดวย 

แอนติซีร่ัม (Immuosorbent electron microscope: ISEM) 
 
     ในประเทศไทย สุวรรณา และคณะ(2536) ใชวิธีตรวจอนุภาคไวรัสภายใตกลอง 

จุลทรรศนอิเล็กตรอนดวยวิธี IEM  (Hsu et  al ., 1984;  Hu et  al ., 1997; Sether and Hu, 
2002a, 2002b) และวิธี Ultrathin  section พบอนุภาคไวรัสเห่ียวของสับปะรด ซึ่งในขณะนั้น
เรียกวา pineapple wilt virus (PiWV) มีรูปรางทอนยาวคดขนาด 1,200-1,500 นาโนเมตร อยู
ในกลุมเซลลทออาหาร (phloem) ของสับปะรดที่แสดงอาการโรคเหี่ยว และพบวา PiWV มี
ความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยากับแอนติซีร่ัม จากประเทศออสเตรเลีย ที่ความเขมขนเจือจางของซีร่ัม
ของโรคเหี่ยวของสับปะรด PiWV อัตรา 1:100   
  
 3)  โดยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

      เร่ิมมีการศึกษาดานอณชีูววิทยารวมกับวิธีระบาดวิทยาอยางจริงจังเมื่อไมนานนี ้
โดย Sether and Hu (2002a, 2002b) ไดศึกษาสาเหตุและการระบาดของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรดที่รัฐฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกา ในการทดสอบในโรงเรือนและสภาพแปลงทดลองวาง
แผนการทดลองแบบ Randomize complete block design (RCBD) ปลูกเช้ือไวรัส PMWaV-1 
และ PMWaV-2 โดยใชแมลงพาหะ ไดแก เพล้ียแปงที่เปน viruliferous และ non-viruliferous 
ถายทอดเชื้อลงบนใบสับปะรดพันธุปตตาเวีย (A. comosus) พันธุการคา 5 พันธุ ไมระบุชนิด
พันธุการคา และตรวจสอบไวรัสในหองปฏิบัติการโดยวธิีรีเวิรสทรานสคริปชั่นและโพลีเมอเรสเชน
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รีเอคช่ัน (reverse transcription  polymerase chain reaction : RT-PCR) โดยใชคูไพรเมอรที่
เฉพาะกับยีน HSP 70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คูไพรเมอรสําหรับPMWaV-
1HSP70 (5′-CAG  GAA  GGA  CAA CAC  TCA  C-3′ และ 5′-CGC  ACA  AAC  TTC 
AAG CAA TC-3′) และคูไพรเมอรสําหรับ 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 โดยใชทั้ง 3 วิธีของ Sether and Hu (2002a) 
พบวา วิธ ี Tissue blot immunoassays (TBIA) โดยใชโมโนโคลนนอลแอนติบอดี (MAb) ที่
จําเพาะตอ PMWaVs แตละชนิดใหผลสอดคลองกับการทดสอบดวยวิธี RT-PCR การทดสอบ
ดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จะมีความ
เฉพาะเจาะจง แมตรวจไวรัสในปริมาณนอยยังตรวจพบ และจําแนกเชื้อไวรัส PMWaVs ทั้งสอง
ชนิดไดดีที่สุด  
  
การกําจัดไวรัสโดยใชความรอน 

 

การควบคุมโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยใชความรอน (heat treatment) 
ประสบผลสําเร็จกับมันฝรั่งและออย ทั้งที่ใช hot water และ hot air treatment ที่อุณหภูมิในชวง 
35- 54  องศาเซลเซียส โดยการนําจุกสับปะรดแชในน้ํารอนที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที  ผลการศึกษาทดลองในครั้งนั้นยังไมมีการทดลองซ้ําอีก อยางไรก็ตามการทําการควบคุมโรค
ไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยใชความรอน  ตองระวังการกลายพันธุของไวรัสจนอาจเกิดการเขา
ทําลายของไวรัสที่รุนแรงกวาเดิม ถาสับปะรดที่นํามาแชในน้ํารอนสามารถงอกได และเมื่อทําการ
ควบคุมโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยการแชในน้ํารอนแลวตรวจไมพบอนุภาคไวรัส จึงจะถือ
วาประสบผลสําเร็จในการกําจัดไวรัส (Ullman et  al., 1991) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การสํารวจโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดและเก็บตัวอยาง 
  

1.1 พันธุสับปะรดที่ใชในการทดลอง คือ  
 

       ตัวอยางสับปะรดพันธุปตตาเวีย จังหวัดเพชรบุรี  3 ใบ และพันธุปตตาเวีย  
จังหวัดประจวบคีรีขันธ 3 ใบ  พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี 3 ใบ ไดรับความอนุเคราะหจาก     
ดร.วันเพ็ญ ศรีทองชัย และ ดร.เกลียวพันธุ สุวรรณรักษ  กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ และสับปะรดพันธุภูเก็ต 1 ตน  ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักงานเกษตรจังหวัด
ภูเก็ต  

      ตนสับปะรดปกติที่ใชัเพ่ือการทดสอบเปรียบเทียบในงานวิจัยนี้ ไดแก ตน
สับปะรดพันธุปตตาเวียซึ่งขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัท อาหารสยาม จํากัด โดยผานทาง ดร.ศาลักษณ พรรณศิริ ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตร
กลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน  และผานการตรวจสอบการปลอดโรคโดยวิธี 
ELISA ดวยแอนติซีร่ัม anti PiWV จากประเทศออสเตรเลีย ซึ่งไดรับความกรุณาจาก คุณ
สุวรรณา กลัดพันธุ ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตรกลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
บางเขน  

1.2  การสํารวจและเก็บตัวอยางสับปะรดเพื่อนํามาปลูกในโรงเรือนทดสอบ 
 

      สํารวจตรวจสอบและบันทึกอาการผิดปกติที่คาดวาเกิดจากไวรัสโรคเหี่ยว 
ของสับปะรดใน จังหวัดประจวบคีรีขันธ และจังหวัดเพชรบุรี  และเก็บตัวอยางสับปะรดในแหลง
ปลูกสําคัญของประเทศไทย ทั้งแหลงปลูกเพ่ือการอุตสาหกรรม และแหลงปลูกของเกษตรกรเพื่อ
บริโภคเปนผลสด ไดแก จังหวัดชลบุรี จังหวัดเชียงราย และจังหวัดลําปาง เก็บตัวอยางตน
สับปะรดที่มีอาการผิดปกติและคาดวาเกิดจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด และตัวอยางตน
สับปะรดที่ไมแสดงอาการผิดปกติ  จํานวนอยางละ 15 ตน นํามาปลูกลงดินเพาะที่ผานการฆาเช้ือ
แลวในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 16 นิ้ว ดูแลรักษาในโรงเรือนปลูกพืชทดลองของภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน  
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2.  การสกัดอารเอ็นเอรวมของไวรัสและของสับปะรด 
 
   แยกสกัดอารเอ็นเอรวมของไวรัสและของสับปะรดโดยใชชุดน้ํายาสกัด RNeasy  
Plant Mini Kit (QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยมีข้ันตอนตามคําแนะนําของบริษัท ดังนี้ 
 

2.1 การเตรียมชิ้นสวนพืชเพื่อการสกัดอารเอ็นเอรวม  
 

   นําตัวอยางใบสับปะรดสด ทั้งใบออนและใบแก ตัวอยางละ 1 ใบตอตน 
มาชั่งน้ําหนักประมาณ 100 มิลลิกรัมตอตัวอยางตัดใบใหเปนชิ้นเล็กละเอียดดวยกรรไกรที่ชุบ
แอลกอฮอลเพ่ือเช็ดฆาเช้ือ นํามาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวในโกรง แลวตักใสหลอดไม
โครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

2.2 การสกัดอารเอ็นเอรวม 
  

            เติม RLT Lysis buffer ปริมาตร 500ไมโครลิตร(เติม mercaptoethanol 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) ลงในหลอดไมโครทิวปที่ใสใบสับปะรดที่บดละเอียดแลว นําหลอดไมโคร
ทิวปไปใสใน QIAshredder spin column วางซอนลงใน 2 มิลลิลิตร collection tube หมุนเหวี่ยง
นาน 2 นาที นําของเหลวที่ผาน column เติม 96-100% ethanol ปริมาตร 225 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยใชปเปตต หลังจากนัน้นําสวนผสมที่ไดไปผาน RNeasy mini spin column โดยการ
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาท ี ลาง column ดวย RW 1 ปริมาตร 700 
ไมโครลติร แลวหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาท ี  ลาง column ดวย RPE 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาน 2 นาท ี 

 
หลังจากนั้นยาย column ไปวางซอนในไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร   

จากนัน้เติมน้าํกล่ันที่นึ่งฆาเช้ือและปราศจาก Rnase (Rnase-free water) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
เพ่ือชะลางอารเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปตรวจสอบโรค โดยการ
ใชไพรเมอรสําหรับ PMWaV-1(AF414119) และไพรเมอรสําหรับ PMWaV-2 (AF283103) 
ซึ่งรายงานไวโดย Sether D.M. and J.S.Hu (2002)ไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยว 
ของสับปะรดที่ใชนี้ สังเคราะหโดย KU-VECTOR (KU-Vector custom DNA synthesis unit, 
Public ศูนยเครื่องมือและวิทยาศาสตรกลางมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน จตุจักร 
กรุงเทพมหานคร 10900) และเพ่ือใชในการศึกษาวิจัยในขั้นตอไป 
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3.  การออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP70   
 

3.1 ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP70 
 

ออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน Cellular heat shock protein 70   
homologue ซึ่งในที่นี้จะเรียกวายีน HSP70 หรือ HSP70 gene ของไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 ซึ่งมีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา และที่มีในฐานขอมูลของ GenBank (http:// 
www. ncbi.nlm.nih.gov)  
 

       จากขอมูลลําดับเบสในสวนของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1   
(AF414119) ยีนนี้เ ร่ิมตนจากตําแหนง 5,840 ถึง 7,369 จึงไดออกแบบไพรเมอรใหมี
ความจําเพาะกับยีน HSP70  ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 แบบครบยีน คือ ไพรเมอร  Pv1hsp 5'  
ออกแบบในตําแหนง 5,958  ถึง 6,547 ของตําแหนงจีโนมทั้งหมด  มีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 
5'- ACA  GGA  AGG  ACA  ACA  CTC  AC- 3'  และไพรเมอร  Pc1hsp3' ออกแบบใน
ตําแหนง 8,155 ถึง 8,764 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด คือ 5'-CGC  ACA  AAC  TTC  AAG  
CAA  TC- 3' ไพรเมอร  Pv1hsp5' และไพรเมอร  Pc1hsp3' ออกแบบใหมีความยาว 20 เบส 
ซึ่งตรงตามหลักการออกแบบไพรเมอรใหมีความยาวเบสประมาณ 16-25 เบส ไดขนาดชิ้นดีเอ็น
เอเทากับ 590 นิวคลีโอไทด  GC content เทากับ 50 และ 45 เปอรเซ็นต และ คูไพรเมอรนี้มี 
annealing temperature เทากับ 48 องศาเซลเซียส ซึ่งการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ
นาจะมีความจําเพาะสูงอีกดวย (Sether D.M. and J.S.Hu, 2002) 
 

  
       ลําดับเบสในสวนของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 (AF283103)  

ยีนนี้เร่ิมตนจากตําแหนง 7,929 ถึง 9,554 จึงไดออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีน 
HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 แบบครบยีน เชนเดียวกัน คือ ไพรเมอร Pv1hsp5' ออกแบบใน
ตําแหนง 8,155 ถึง 8,764 ของตําแหนงจีโนมทั้งหมด ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'- CAT  ACG  
AAC  TAG  ACT  CAT  ACG- 3' และไพรเมอร Pc1hsp3' ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'-CCA 
TCC  ACC  AAT  TTT  ACT  AC- 3' ไพรเมอร  Pv2hsp5' และไพรเมอร  Pc2hsp3' 
ออกแบบใหมีความยาว 21 เบส และ 20 เบส ตามลําดับ ไดขนาดชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 610 นิวคลีโอ
ไทด  GC content เทากับ 42 และ 40 เปอรเซ็นต และคูไพรเมอรนี้มี melting temperature เทากับ  
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42 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมิของการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบต่ํา (Sether D.M. 
and J.S.Hu , 2002) 
 
4. การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70  ดวยวิธี RT-PCR  

  
   4.1 วิธี One step RT-PCR 

  
   การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70 จาก
อารเอ็นเอของเชื้อ PMWaV  ที่สกัดจากใบพืชที่เปนโรคดวยวิธี One step RT-PCR ตามวิธีของ
บริษัท QIAGEN สหรัฐอเมริกา  มีวิธีการและขั้นตอน ดังนี้ คือ    

   
4.1.1 นําอารเอ็นเอรวมที่แยกไดใบสับปะรด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใส 

ในหลอด PCR tube เปน template ใส  RNase-free water ปริมาตร  3.5  ไมโครลิตร และใสคู
ไพรเมอรที่ไดออกแบบไวสําหรับ 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
คูไพรเมอรที่ไดออกแบบไวสําหรับ 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 ดวยเทคนิค RT-PCR  โดยนํา
หลอด PCR tube จากขอ 4.1.1 ไปใสเครื่อง Peltier Thermal Cycler (Model PTC-200 MJ 
Research, Inc.) และกําหนดใหเกิดปฏิกิริยา  ดวยการเริ่มตนขั้นแรกที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดี่ยว (denature) นาน 15 นาที ตามดวย อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  จากนั้นเริ่มรอบปฏิกิริยาขั้นที่สอง โดยใชอุณหภูมิ denature ที่ 
94  องศาเซลเซียส นาน 1 นาที อุณหภูมิ annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ
อุณหภูมิ Extension ที่ 72  องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  เปนจํานวน 30 รอบ  
และข้ันสุดทายตามดวยอุณหภูมิ 72  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 
   4.1.3 ตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR โดยนํา product ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel  
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   4.1.4  ยอมเจลในสารละลาย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที ลาง
น้ําเปลา นาน 10นาที และตรวจดูแถบดีเอ็นเอและขนาดดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

4.2 วิธี Two step RT-PCR 
   
         การสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน HSP70 จากอาร
เอ็นเอของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 ที่สกัดจากใบสับปะรดเปนโรค ใชวิธีการ Two step 
RT-PCR ดวยการใช AMV Reverse Transcriptase (AMV-RT) ตามวิธีของบริษัท Promega 
สหรัฐอเมริกา  ซึ่งมีวิธีการและขั้นตอน ดังนี้  
 
         นําอารเอ็นเอรวมที่แยกไดใสใน PCR tube จํานวน 2 หลอด หลอดละ 5 
ไมโครลิตร เติม Reverse primer ที่จําเพาะตอยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคแตละเชื้อไวรัส (PMWaV-
1 และ PMWaV-2) ความเขมขน 20 ไมโครลิตร นําไปบมไวใน Peltier Thermal Cycler 
(Model PTC-200 MJ Research, Inc.) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที แลวนําออก
แชบนน้ําแข็งทันที 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   
 
           นําไปบมไวใน Peltier Thermal Cycler (Model PTC-200 MJ 
Research, Inc.) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
 
   จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช cDNA ที่ได
จากปฏิกิริยาในขอ 4.2.3 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เปน template เติม RNase-free  water  
ปริมาตร 34 ไมโครลิตร 10x Taq Polymerase buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร เติม forward 
primer และ reverse primer ที่จําเพาะตอยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคแตละเชื้อไวรัส (PMWaV-1 
และ PMWaV-2) ปริมาตร อยางละ 1 ไมโครลิตร ลงในแตละหลอด  จากนั้นใส 10mM dNTP  
ปริมาตร  2 ไมโครลิตร และใส Taq DNA Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวม 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 
   นําไปใสเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Peltier Thermal Cycler (Model PTC-
200 MJ Research, Inc.) กําหนดใหเกิดปฏิกิริยาดวยการเริ่มตนขั้นแรกที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดี่ยว (denature) นาน 3 นาที จากนั้นเริ่มรอบ
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ปฏิกิริยาขั้นที่สอง โดยใชอุณหภูมิ denature ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที อุณหภูมิ 
annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส (ข้ึนอยูกับคา Tm ของแตละไพรเมอร) นาน 1 นาที และ
อุณหภูมิ extension ที่ 72  องศาเซลเซียส 1 นาที เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  เปนจํานวน 30  รอบ  
และข้ันสุดทายตามดวยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 
   ทําการตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR โดยนํา product ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel จากนั้นนําไปยอม
เจลในสารละลาย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที ลางน้ําเปลา นาน 10 นาที แลวจึงตรวจดู
แถบดีเอ็นเอและขนาดดีเอ็นเอบนเครื่อง UV transilluminator  
   
5.  การเชื่อมดีเอ็นเอยีน HSP70 และการคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  

 
5.1 การเชื่อมดีเอ็นเอเขาพลาสมิด pGEM-T Easy และการเพิ่มดีเอ็นเอ 

     สายผสม 
  

  เมื่อตรวจสอบแถบและขนาดของดีเอ็นเอยีน HSP70 เรียบรอยแลว จึง
เช่ือมตอดีเอ็นเอยีน HSP70 ของ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เขากับเวคเตอร pGEM-T Easy 
(Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (1989)   
 

ใสดีเอ็นเอยีน HSP70 ของ PMWaV-1 หรือ PMWaV-2 ความเขมขน 
10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครทิวป ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร (โดยแยกแตละหลอด) เติม 2x Rapid ligation buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติม 
pGEM-T Easy vector ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้น
เติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase) ความเขมขน 3 units ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แลวจึงเติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือใหครบ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสายผสม โดยนําดีเอ็นเอสายผสม (ดีเอ็น
เอของยีน HSP70 ที่เช่ือมตอกับ pGEM-T Easy vector) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี Heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวแชน้ําแข็ง 2 นาที จากนั้นเติม Luria-Bertani Medium (LB 
Broth medium) 950 ไมโครลิตร เขยาที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 
5,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอนเซลลมาผสม LB Broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
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  5.2  การคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 
 5.2.1 คัดเลือกเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม โดยนําตะกอนเซลลใน LB 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 100mM IPTG (Isopropyl-β-D 
Thiogalactopyranoside) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside) ที่มีความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
   5.2.2 คัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pGEM-T Easy/ 
HSP70 โดยเลือกโคโลนีของเชื้อเปนโคโลนีเดี่ยว สีขาว ซึ่งคาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
นํามาเลี้ยงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ 37 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
 

5.2.3  การสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมจากเซลลโดยวิธี Alkaline  
lysis method (Robertson et al., 1997)   โดยนําเช้ือที่เล้ียงอาหารเหลว LB Broth (ขอ 5.2.2) 
ปนตกตะกอนเซลล ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทอาหาร
เกาทิ้งแลวเติมสารละลาย I (solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA  pH 8.0) ปริมาตร  100 ไมโครลิตร  ละลายตะกอนดวยเครื่อง vortex  แลวแชในน้ําแข็ง 
5 นาที แลวเติมสารละลาย II (solution II; 0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย III (solution 
III; 3M potassium acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวแชใน
น้ําแข็ง 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดเก็บน้ําใส
ประมาณ 400 ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสม ของ PCI mixture (phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol; 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 
15 นาที เติม 96-100 % ethanol 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใส
สวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  นาน 
15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวย
สูญญากาศ  

 
5.2.4 ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันหรือ TE (Tris-EDTA buffer) 30 

ไมโครลิตร ที่มี RNaseA ปริมาตร 20 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง เพ่ือขจัดอารเอ็นเอ  
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5.2.5 จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมดวยเอนไซม 
EcoRI โดยใชตะกอนพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เติม 10x buffer H 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเอนไซม EcoRI ความเขมขน 2 units ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร แลว
เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร  

 
5.2.6 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 2-3 ชั่วโมงหรือขามคืน และ

ตรวจสอบแถบและขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel    
  
6.   การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 

 
6.1  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีนโปรตีนหอหุม 

 
  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยีนและการโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค 

(major coat protein) ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ซึ่งในที่นี้จะเรียกวายีน CP หรือ CP gene ในงาน
ทดลองนี้ ออกแบบจากยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของ PMWaV-1 (AF414119) ซึ่งมีรายงานจาก
ประเทศสหรัฐอเมริกาในระบบฐานขอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) โดย
ยีนเริ่มตนจากตําแหนง 7,929 ถึง 9,554 โดยที่เพ่ิมตาํแหนง –100 และ +100   นิวคลีโอไทด 
นํามาคัดเลือกบริเวณที่เหมาะสมสําหรับทีจ่ะออกแบบไพรเมอรคูไพรเมอรที่ไดออกแบบไวคือ 
P1CP1F  ซึ่งเปน forward primer  และมลํีาดบันิวคลโีอไทด ดังนี้ 5'-TTT  ATG  TAT  GAT  
CAG  CTA  CCT  TTG  C-3' และ P1CP2R ซึ่งเปน reverse primer มี ลําดบันิวคลโีอไทด 
ดังนี้ 5'-GAG  GTT  TTT  GTC  CTT  ACT  TAC  CAA  T- 3'  โดยไพรเมอร P1CP1F 
และไพรเมอร  P1CP2R ถูกออกแบบใหมีความยาว 25 เบส และม ีGC content เทากับ 50 และ 
45 เปอรเซ็นตตามลําดับ annealing temperature เทากับ 54 องศาเซลเซียส  
 

การสังเคราะห cDNA และการเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนหอหุมเชื้อไวรัส 
PMWaV-1 โดยใชคูไพรเมอร P1CP1F และ P1CP2R สามารถสังเคราะหและเพ่ิมปริมาณได
โดยวิธีการและขั้นตอนของ RT-PCR ที่ใชกับยีน HSP70 และเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีน CP ที่
ไดเขาสูเวคเตอร pGEM-T Easy ดวยวิธีการที่กลาวแลวขางตนเชนเดียวกันกับการเชื่อมตอยีน 
HSP70 พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมนี้ เรียกวา pGEM-T/CP1 สรางขึ้นในขั้นตอนนี้เพ่ือใชใน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน CP ใหมีจํานวนมากและเหมาะสมสําหรับเตรียมผลิตรีคอม
บิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 ในขั้นตอนตอไป 
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เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน CP ดวยไพรเมอรคูใหมที่ออกแบบโดยการ 
เพ่ิมตําแหนงจดจําของเอนไซม EcoRI คือ ไพรเมอร Pv1CP1E ซึ่งเปน forward primer  โดย
ลําดับนิวคลีโอไทดมีดังนี้ 5'- GAA  TTC  GCT  GAT  TCG  AGC  AAA  CAA  AAA C-3' 
และเพ่ิมตําแหนงจดจําของเอนไซม SacI สําหรับไพรเมอร  Pc1CP2S  ซึ่งเปน reverse primer  มี
ลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 5'- GAG  CTC  TTT  GCG  TCC  ACC  CA- 3' และใชช้ินดีเอ็นเอ
ของยีน CP ที่สกัดจาก pGEM-T/CP1 เปน template ในปฏิกริยา PCR จากนั้นจึงเช่ือมตอ PCR 
product ที่ไดเขาสูเวคเตอร pGEM-T Easy ชุดใหมอีกครั้ง พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมใหมมี
ช่ือวา pGEM-2T/CP1  
 

6.2  การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทของยีน 
 
โปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 โดยการสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ 

สายผสมใหมมีช่ือวา pGEM-2T/CP1 ออกจาก Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี 
Alkaline lysis method เชนเดิม จากนั้นนําพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม pGEM-2T/CP1 ที่สกัด
ได ปริมาตร 25 ไมโครกรัม มาเติมเอนไซม SacI ความเขมขน 10 units รวมกับเอนไซม EcoRI 
ความเขมขน 10 units อยางละ 50 units ในปฏิกิริยารวม 250 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาประกอบดวย 
พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสม pGEM-2T/CP1 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือ 
ปริมาตร 182.5 ไมโครลิตร เติม 10x Y+ Tango ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร เอนไซม ชนิดละ 5 
ไมโครลิตร บมไวที่ 37 องศาเซลเซียส  ขามคืน นําดีเอ็นเอที่เหลือมาสกัดเอาสารละลายโปรตีน
ออกดวยสารผสม PCI mixture (25:24:1) 2 ครั้ง ตกตะกอนดีเอ็นดวยเอทานอล ละลายตะกอน
ดีเอ็นเอในน้ํากล่ัน 20- 30 ไมโครลิตร  
 

6.3 การเตรียมพลาสมิด pGEX-2T Expression vector  
 

เพ่ิมจํานวนพลาสมิด pGEX-2T Expression vector (Amercham,  
ประเทศสหรัฐอเมริกา) ใหไดปริมาณมาก ดวยการโยกยาย (transformed) เขาสูเซลลของ 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี Heat shock transformation เล้ียงเชื้อ Escherichia 
coli สายพันธุ DH5α ในอาหาร 2xYT ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000  รอบตอนาที 
นาน 12-16 ช่ัวโมง สกัดแยกพลาสมิด pGEX-2T จากเซลลโดยวิธี Alkaline lysis method 
(Robertson et al., 1997) ละลายตะกอนพลาสมิด pGEX-2T ดวยน้ํากล่ันหรือ TE  (Tris-
EDTA buffer) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ที่มี RNaseA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  บมที่ 
37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือขจัดอารเอ็นเอ แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได
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ดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel  แบงเก็บใสหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 25 ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยาของการยอยดวยเอนไซมตอ  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 ดวยวิธีการตางๆ 3 
แบบวิธี กลาวคือ  
 

6.4.1 โดยการใชเอนไซม SacIพรอมกับเอนไซม EcoRIในปฏิกิริยารวม 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร Yellow (Y+) Tango 1.5 เทา ปฏิกิริยาประกอบดวยพ
ลาสมิด pGEX - 2T Expression vector ปริมาตร 25 ไมโครลิตร น้ําเปลา 182.5 ไมโครลิตร 
10x Y+Tango ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร เอนไซม SacI ความเขมขน 10 units และเอนไซม  
EcoRI ความเขมขน 10  units ชนิดละ 5 ไมโครลิตร  โดยเติมเอนไซมทั้งสองชนิดพรอมๆ กัน  
บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) เพ่ือใหดีเอ็นเอถูกยอยได
สมบูรณ ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี  electrophoresis บน 0.8% TBE agarose gel 
หลังจากนั้นนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่ถูกยอยแลวที่มีความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สกัด
เอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI mixture อัตราสวน 25:24:1 ใน
อัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 นาที เติมเอทานอล
สมบูรณ  (96-100% ethanol) จํานวน 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูด
น้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 
15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวย
สูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 - 30 ไมโครลิตร 

 
6.4.2 โดยการยอยดวยเอนไซม SacI และตามดวยเอนไซม EcoRI   

ในปฏิกริยาประกอบดวย 10x Y+Tango ปริมาตร 20 ไมโครลิตร พลาสมิดดีเอ็นเอ pGEX-2T 
ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือปริมาตร 
150 ไมโครลิตร และเอนไซม SacI  ความเขมขน 10 units ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือทิ้งไวขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) ตรวจสอบการ
ทํางานของเอนไซม SacI โดยการตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี electrophoresis บน 0.8%  TBE  
agarose gel จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาทําปฏิกิริยาตอ โดยเติมเอนไซม EcoRI ปฏิกริยา
ประกอบดวยสวนผสมดีเอ็นเอที่เหลือ ปริมาตร 195 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 
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25  ไมโครลิตร  เติม 10x Y+ Tango ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  และเอนไซม EcoRI  ความ
เขมขน 10 units ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ควรบมปฏิกิริยาทิ้งไวขามคืนเพื่อใหการยอยของเอนไซม 
(activity) สมบูรณมากที่สุด แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 
0.8% TBE agarose gel จากนั้นนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 100 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร สกัดเอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI mixture 
อัตราสวน 25:24:1 ในอัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 
นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-100% ethanol) ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิก
หลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที นาน 15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิดดวย 70% 
ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที ดูดน้ําใสสวนบน
ทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 - 30 
ไมโครลิตร  
 

6.4.3 โดยการยอยดวยเอนไซม EcoRI กอนแลวตามดวยเอนไซม SacI 
ในปฏิกริยาประกอบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 1
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลติร  
เติม 10xY+ Tango ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเอนไซม EcoRI ความเขมขน 10 units ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2-3 ช่ัวโมงหรือทิ้งไวขามคืน (12-16 
ช่ั วโมง) ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม  SacI โดยการตรวจขนาดดี เ อ็นเอดวยวิธี 
Electrophoresis บน 0.8% TBE  agarose gel จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาทําปฏิกิริยาตอโดย
เติมเอนไซม SacI ปฏิกิริยาประกอบดวยสวนผสมดีเอ็นเอที่เหลือ ปริมาตร 95 ไมโครลิตร  เติม
น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 95 ไมโครลิตร และเอนไซม SacI ความเขมขน 10 units ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาทิ้งไวขามคืน แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis 
บน 0.8% TBE agarose gel สกัดเอาโปรตีนออกจากสารละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายผสม PCI 
mixture อัตราสวน 25:24:1 ในอัตรา 1:1 แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที 
นาน 15 นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-100% ethanol) ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใส
ที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที  นาน 15-20 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนพลาสมิด
ดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ํา
ใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ เเลวละลายตะกอนในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ปริมาตร 20 
-30 ไมโครลิตร  
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6.5 การเชื่อมดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) เขากับ linear DNA ของ              
พลาสมิด pGEX-2T Expression vector 

 
 เช่ือมตอดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) เขากับ linear DNA ของ  

พลาสมิด pGEX-2T Expression vector ดวยเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase) 
ทดสอบอัตราสวนดีเอ็นเอตอเวคเตอร 2 อัตราสวน คือ 3:1 และ 6:1   

 
 ในอัตราสวน 3:1 ปฏิกิริยาประกอบดวย ดีเอ็นเอที่ไดจากขอ6.2 ความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร  6 ไมโครลิตร  เติม 2X Rapid ligation buffer ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร เติม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 100 นาโน
กรัมตอไมโครลิตร ที่เตรียมไวในขอ 6.4 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็น
เอไลเกส (T4 DNA Ligase) ความเขมขน 3 units ปริมาตร  1 ไมโครลิตร  

 
อัตราสวน 6:1 ปฏิกริยาประกอบดวย ดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 6.2 ความ 

เขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 6 ไมโครลิตร  เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 11 
ไมโครลิตร เติม 2x Rapid ligation buffer  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม linear DNA ของพลาสมิด 
pGEX-2T Expression vector ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ที่เตรียมไวในขอ 6.4 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA Ligase)  ความเขมขน 3 units 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  ขามคืน (12-16 ช่ัวโมง)   

 
6.4 การโยกยายดีเอ็นเอสายผสม (ดีเอ็นเอยีนโปรตีนหอหุม (CP gene) ใน linear 

DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli 
สายพันธุ DH5α   

 
โดยนําสวนผสม ligation ขอ 6.3.1 และ 6.3.2 นํามาเติม competent cell 

 (Escherichia coli สายพันธุ DH5α) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยผสมแยกหลอดไมโครทิวป  ใช
ไปเปตตดูดสารละลายขึ้นลงอยางเบาๆ  นําหลอดไมโครไปแชน้ําแข็งทันที  นาน 30 นาที  
 

โยกยายดีเอ็นเอสายผสม ดวยวิธี Heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส ใน water bath เปนเวลา 1 นาที แลวแชน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที จากนั้นเติม 
Luria-Bertani Medium (LB Broth medium) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร เขยาที่ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 5,000  รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอนเซลลมาผสม LB 
Broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 
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มิลลิกรัม บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงสุมคัดเลือกเซลลที่มีดีเอ็นเอสายผสม โดย
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel  
   

6.5 การคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 

คัดเลือกเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม โดยนําตะกอนเซลลใน LB 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LA ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
                            คัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pGEX-2T Expression 
vector/CP โดยเลือกโคโลนีของเชื้อเปนโคโลนีเดี่ยว สีขาว ซึ่งคาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
โดยวิธีการสุม นํามาเลี้ยงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
                                  

นําเช้ือที่เล้ียงในอาหารเหลว LB Broth (ขอ 6.5.2) มาปนตกตะกอน 
เซลล ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นํามาสกัด พลาสมิดที่มี
ดีเอ็นเอสายผสมจากเซลลโดยวิธี Alkaline lysis method โดยเทอาหารเกาทิ้งแลวเติมสารละลาย I 
(solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA  pH 8.0) จํานวน 
100 ไมโครลิตร ละลายตะกอนดวยเครื่อง vortex แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย II 
(solution II;  0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร  200  ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิก
หลอดขึ้นลง แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที แลวเติมสารละลาย III (solution III; 3M potassium 
acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที นําไป
หมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ดูดเก็บน้ําใสประมาณ 400 
ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสม ของ PCI mixture (อัตราสวน 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 แลว
หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15 นาที เติมเอทานอลสมบูรณ  (96-
100% ethanol) จํานวน 2.5 เทาของปริมาตรน้ําใสที่ได พลิกหลอดกลับไปมา ดูดน้ําใสสวนบนที่
มีพลาสมิดใสหลอดใหม แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000  รอบตอนาที นาน 15-20 นาที  
ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอน พลาสมิดดวย 70% ethanol หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  
รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที  ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําใหตะกอนแหงดวยสูญญากาศ  

 
                              จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมไดจากขอ 6.5.3 ดวย
เอนไซม BamHI พรอมกับเอนไซม SacI ในปฏิกริยาประกอบดวย ตะกอนพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ
สายผสม ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 23 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอร 
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10x Y+ Tango ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เติมเอนไซม BamHI และเอนไซม SacI ความเขมขน 10 
units ปริมาตร อยางละ 1 ไมโครลิตร  

 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 2-3 ช่ัวโมงหรือขามคืนและตรวจสอบ 

แถบและขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธี electrophoresis บน 0.8% TBE agarose  gel    
  

6.6  การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย และการชักนําการสังเคราะห Recombinant Protein 
ในเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli สายพันธุ DH5α   
 
            การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะหโปรตีนโดย
เล้ียงเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ DH5α  ที่เปน host cell ที่มีพลาสมิดของยีนเปาหมาย (CP 
gene) ในอาหารเหลว LB ที่เติมแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เขาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เติมเชื้อที่เล้ียงขามคืนปริมาตรรอยละ 15 
ของอาหาร  2xYT ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติมแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวเขยาที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เก็บเซลลกอนโดยดูดอาหารปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใสในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนน้ําใสทิ้ง เก็บตะกอนไวที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  (ชวงเวลา 
T0) 
 
             ชักนาํการสังเคราะหโปรตีนในอาหารที่เหลือดวยสารIPTG ที่ความเขมขน
สุดทายเทากับ 1 มิลลิโมลาร เก็บเซลลทุกๆ 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (ชวงเวลา T2  T4   T6) 
โดยดดูอาหาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวีย่ง
ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนน้ําใสทิ้ง เก็บตะกอนไวที่อุณหภมูิ  
-20 องศาเซลเซียส นําตะกอนที่เก็บไวในชวงเวลา T0  T2  T4  และ  T6 ช่ัวโมง จากอุณหภูมิ     
-20 องศาเซลเซียส มาเตมิน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร vortex ใหตะกอนเซลล
ละลาย เติม Protein loading dye (เติม 5% ของสาร 2-mercaptoethanol) ผสมใหเขากันโดยใช 
vortex นําตัวอยางที่ไดแบงใสหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร จาํนวนตัวอยางละ 10 
ไมโครลติร และ Protein Molecular Weight Marker # SM0431 (Lot 2011) (Fermentas Life 
science, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ปริมาตร 10 ไมโครลติร ไปตมในน้าํเดือดนาน 10 นาที แลวแช
บนน้าํแข็งทันที (4 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาท ีนําไปวิเคราะหและแยกขนาดของโปรตีนดวย
เทคนิค Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
เปรียบเทียบกับขนาดโปรตนีมาตรฐาน  
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  6.7  การเตรียมเจลแยกขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  
 
          เตรียมเจลแยกขนาดโปรตีนดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ดวยอุปกรณ Hoefer Mini VE โดยเตรียม
เจลระหวางแผนกระจก 2 แผนที่สะอาดโดยใชกระดาษซับที่ชุบดวย 95% ethanol เช็ดทําความ
สะอาดกระจกทั้งสองดานแลวปลอยใหแหง ประกบแผนกระจกทั้งสองเขาดวยกันโดยใช spacer 
หนา 1 มิลลิเมตร คั่นระหวางแผนกระจก ตรวจดูไมใหมีรอยรั่วกอนนําเขาเครื่องประกอบเจล 
   จากนั้นจึงเตรียมเจลแยกขนาดโปรตีน ประกอบดวยเจล 2 สวน  โดย
เจลสวนลาง คือ 15% separating  gel ไดจากการรวม 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 น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 3.2 มิลลิลิตร เติม 10% ammonium 
persulphate นึ่งฆาเช้ือ 150 ไมโครลิตร และเติม TEMED นึ่งฆาเช้ือ 4 ไมโครลิตร ผสมสวนผสม 
ใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศกอนรีบหยอดลงสูชุดเตรียมเจล โดยใหระดับเจลมีความสูง
ประมาณ 2/3 ของแผนกระจก รีบหยดน้ําตามลงไปทันทีเพื่อใหผิวเจลเรียบเสมอกัน   
 
          เมื่อเจลแข็งตัวแลวใหซับน้ําสวนบนออก ทิ้งไวประมาณ 20-30นาที 
กอนเสียบหวี (comb) โดยใหขอบหวีหางจากสวน running gel ประมาณ 2 มิลลิเมตร แลวหยด
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 ทิ้งไวนาน 20 นาที เมื่อเจลแข็งตัวดีแลวจึงคอยๆ ดึงหวีออกเบาๆ ทําใหเปนชอง
บรรจุตัวอยาง จากนั้นนําเจลที่อยูระหวางกระจกไปใส Tank buffer (0.025M Tris-HCl, 
0.192M Glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) แยกขนาดโปรตีนโดยใสตัวอยางที่ไดในชองเจลท่ี
จัดเตรียมไวในอุปกรณแยกขนาดใน Tank buffer (0.025% coomassie brilliant blue R250, 
40% methanol, 7% acetic acid) ดวยกระแสไฟฟา 50 โวลล นาน 40 นาที และแยกขนาดตอไป
อีกโดยเพิ่มกระแสไฟฟา 100 โวลล นาน 120 นาที 
 
         ลางสีพ้ืนออกดวยสารละลาย destain I (40% acetic , 7% methanol 
acid)  เขยาบน shaker นาน  30 นาที จนเห็นพื้นเจลใส และตามดวย destain II  (7% acetic 
acid, 5% methanol) เขยาบน shaker จนกระทั่งเห็นแถบโปรตีนติดสีน้ําเงินเดนชัดขึ้น สวนอีก
ดานหนึ่งไมตองยอม เพ่ือนําไปใชในขั้นตอนตอไป   
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7.  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค Dot Blot Analysis  
   

  7.1  การเตรียมตัวอยางโปรตีนและรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ตองการตรวจสอบ
หยดบนแผนไนลอน 
   
          เตรียมเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α จากโคลน 
GST induced (2 ชม.) T2 และโคลน GST-CP1 (pW772/CP1) induced (2 ชม.) T2 โดยเจือ
จางในบัฟเฟอร TBST อัตราเจือจางโปรตีนในบัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ 1:1, 1:2, 1:10 และ 1:100  
และ 1:1, 1:2 และ 1:10  ตามลําดับ  นําเซลลแบคทีเรียขางตน  มายอยผนังเซลลออกโดยการ 
freeze-thaw (อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ยายมาไวที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที) จํานวน 3 ครั้ง และเตรียมตัวอยางใบสับปะรดพันธุปตตาเวียซึ่ง
ขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และน้ําคั้นจากพืชเปนโรค โดยบดตัวอยางในบัฟเฟอร TBST 
อัตรา 1:1 เพ่ือการเปรียบเทียบ 
 

เตรียมแผน nitrocellulose membrane Hibond ECL ขนาด 0.45 
มิลลิเมตร (Amersham, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ตัดไวขนาดกวาง 1X11 เซนติเมตร (ตัดให
พอดีกับจํานวนตัวอยาง 10 หยด) 
    

แชเมมเบรนในน้ํานึ่งฆาเช้ือนาน 1-2 นาที  คีบปลายของแผน  
nitrocellulose membrane ดวย forcepts ชนิดปลายแบน มาวางลงบนกระดาษทิชชู    
 

นําตัวอยางในขอ 7.1.1 ปริมาตร 3ไมโครลิตร มาหยดลงบนแผน 
nitrocellulose membrane โดยเรียงตามลําดับตามขอ 7.1.1 
 
  7.2 การตรวจสอบสัญญาณบนแผน Nitrocellulose Membrane 
   นําแผน nitrocellulose membrane มาเขยาเบาๆ 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) และเตรียมแผน 
nitrocellulose membrane มาเขยาเบาๆ ใน TBS ที่มี 1%, 2% และ 3%  BSA เพ่ือจะนําไป
ทดสอบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PMWaV จากประเทศออสเตรเลีย ไดรับความ
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 นําไปเขยาบน shaker เบาๆ เปนเวลา 45 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง 
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        ลางแผนไนลอนดวย TBST (20mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM 
NaCl และ 0.05% Tween 20) นาน 5 นาที 3 ครั้ง  
 
           เมมเบรนที่บล็อคดวย 1%, 2% และ 3%  BSA นําไปแชในโมโน
โคลนอลแอนติบอดี IgG PMWaV-1 (Agdia, สหรัฐอเมริกา) ชนิด supernatant ที่ละลายใน 
TBST อัตราสวน 1 ตอ 10 มิลลิลิตร และเมมเบรนที่บล็อคดวย 2%, 3% และ 5%  skim milk 
นําไปแชในโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti PiWV IgG จากประเทศออสเตรเลีย ที่ไดรับความ
อนุเคราะหจากคุณสุวรรณา กลัดพันธุ ที่ละลายใน TBST อัตราสวน 1:10,000 มิลลิลิตร  แชเมม
เบรน นาน 45 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง  ลางแผนไนลอนดวย TBST นาน 5 นาที 3 ครั้ง นําแผน
ไนลอนแชใน Goat anti–mouse IgG ที่ละลายใน TBST อัตราสวน 1 ตอ 5,000 นาน 45 นาที 
ถึง 1 ช่ัวโมง แลวลางแผนไนลอนดวย TBSTนาน 5 นาที 3 ครั้ง ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดย
การหยดสารละลาย substrate (Nitro Blue Tetrazolium, NBT/ 5-Bromo-4-chloroindoyl 
Phosphate, BCIP)   
 
8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและโปรแกรมสําหรับวิเคราะหโปรตีน 
 
   สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค ที่หนวย
บริการชีวภาพ (Bio Service Unit, BSU เลขที่ 73/1 ช้ัน 5 ศูนยพันธุวิศกรรมและเทคโนโลยีชี
ภาพแหงชาติ อาคารสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ถนนพระราม 6 ทุง
พญาไท ราชเทวี กรุงเทพฯ 10400) ดวยเครื่อง ABI Prism model 3100 นําขอมูลลําดับเบส
ของดีเอ็นเอที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบกับลําดับเบส ที่มีรายงานไวแลวใน GenBank ดวย
โปรแกรม DNASTAR (LaserGene) Clustal-W version 1.86 และ VECTOR NTI SUIT 6 
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ผลและวิจารณ 
 
1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง และอาการของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด ตลอดจนการ 
    กอใหเกิดความเสียหายตอผลผลติของสับปะรด  
 
     การสํารวจแปลงปลูกสับปะรดในพืน้ที่ปลกูสําคัญในแหลงปลูกตางๆของประเทศ
ไทย พบอาการผิดปกติที่คลายอาการของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด (Pineapple mealybug 
wilt-associated viruses: PMWaVs) และการระบาดในแปลงปลูกสับปะรดพันธุปตตาเวยีใน 
จังหวัดเพชรบุรี โรคหรืออาการผดิปกตนิี้ มีการแพรระบาดออกเปนวงกลมขยายออกไปภายใน
แปลง (ภาพที่ 2) หากตนสับปะรดไมแสดงอาการผดิปกติหรือไมแสดงอาการของโรค จะใหผล 
ผลิตสับปะรดที่ดีและมีคุณภาพ ผลโต สม่ําเสมอ ในขณะที่ตนสับปะรดที่แสดงอาการผดิปกต ิ
คลายอาการของโรคเหี่ยวเนื่องจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด  ผลสบัปะรดมีขนาดเล็กลง และมี
คุณภาพต่าํเมื่อเปรียบเทียบกับผลสับปะรดปกติ อาการผิดปกติดังกลาวที่พบ คือ อาการเสนใบ 
แดง ปลายใบไหมบดิ และอาการใบดางเหลืองออนนิ่มสีน้ําตาล ปลายใบไหม  (ภาพที่ 3)     

 
จากการนาํตนสับปะรดทั้งทีแ่สดงอาการผดิปกติและไมแสดงอาการผดิปกติที่ 

คลายอาการของโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด จากแหลงเพาะปลูกแหลงตางๆมาปลูกลงกระถาง
ดินเผาขนาดเสนผานศูนยกลาง 16 นิ้ว ภายในโรงเรือนปลูกพืชทดลองของภาควิชาโรคพืช  คณะ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน โดยตรวจลักษณะอาการที่แสดงออกมา
ภายหลังการปลูก และดูแลรักษา ตนสับปะรดภายในโรงเรือนทดลอง แสดงอาการ 6 แบบ คือ ใบ
แกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนื้อใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส (RD-
Reddening) อาการใบจุดแหงตาย (NS-Necrosis) อาการจุดประสีเหลืองออน (Y-Yellowing) 
อาการใบดางสีเหลืองออนสลับสีเขียวออน (MS-Mosaic) และอาการใบจุดแหงตายใบไหมลาม
ใหญ (LNS-Local lesion-large necrosis spot) และอาการจุดสีมวง (PS-Purple spot) ซึ่งเกิด
กับพืชทดสอบ (ตารางที่ 1) ดังนี้ 
 

สับปะรดพนัธุศรีราชา (Sriracha: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne)  
 

อาการปลายใบไหมเปนสีน้าํตาลลุกลามเขาสูโคนตน และพบอาการใบดาง มีจดุ 
ประสีเหลืองออนสลับสีเขียว  โดยพบอาการทั้งบนใบออนและใบแก อาการดางนี้พบไดชัดเจนใน
ใบแก นอกจากนี้พบวาใบแกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนื้อใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการ
ขาดธาตุฟอสฟอรัส และพบอาการใบดางเปนขีดปะปนกับอาการดางบนใบเดียวกนั (ภาพที่ 3) 
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สับปะรดพันธุปตตาเวีย (Pattavia: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne) 

สําหรับตนสับปะรดพันธุปตตาเวียจากจังหวัดประจวบคีรีขันธที่มีอาการผิดปกติ
นั้น  เมื่อนํามาปลูกในโรงเรือน พบอาการแผลจุดตายสีน้ําตาล แผลมีการกระจายทั่วใบและรนุแรง
มากในใบแก   สวนสับปะรดพันธุปตตาเวียจากจังหวัดเพชรบุรี  เมื่อนํามาปลูกภายในโรงเรือน 
พบทั้งอาการแผลจุดตายสีน้ําตาล แผลมีการกระจายทั่วใบและรุนแรงมากในใบแก และอาการใบ
ดางเขียวออนสลับสีเขียวเขม อาการรุนแรงมากในใบออน (ภาพที่ 4) 
   

ซึ่งอาการผิดปกติดังกลาวแลวขางตน  สอดคลองกับลักษณะอาการของโรคเหี่ยว
ที่เกิดจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดที่ตรวจพบและเคยมีรายงานในประเทศไทย (สุวรรณา, 
2548) คือ อาการบนใบสับปะรดตั้งแตอายุ 1 เดือนเปนตนไป ใบวงที่ 3-4 จะเปลี่ยนเปนสี  
เหลืองอมชมพู ปลายใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือมีรอยแผลแหงและมวนเขา เนื้อใบมีสีดางเหลือง
กระจายทั่วใบ  และคลายกับอาการผิดปกติซึ่งรายงานไวที่ฮาวายและคิวบาวาเกิดจากไวรัสโรค
เห่ียวของสับปะรด PMWaVs 

 
สับปะรดพันธุนางแล (Nang-Lae: Ananus  comosus cv. Smooth cayenne) 

 
สําหรับตนสับปะรดพันธุนางแลที่แสดงอาการผิดปกติจากจังหวัดเชียงราย แสดง

อาการใบดางเขียวออนสลับสีเขียวเขม และอาการรุนแรงมากในใบออน (ภาพที่ 4)  
 
สับปะรดพันธุภูเก็ต (Queen: Ananus  comosus cv. Queen) 
 
สําหรับตนสับปะรดพันธุภูเก็ตที่แสดงอาการผิดปกติจากจังหวัดภูเก็ต พบอาการ

แผลใบดางไหมขนาดใหญ  และมีการเขาทําลายซ้ําจากเชื้อรา   
 
อาการผิดปกติที่เกิดสับปะรดพันธุนางแล  และพันธุภูเก็ต ทั้ง 2 พันธุนี้  ที่นํามา

ปลูกภายในโรงเรือน  เปนลักษณะอาการที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทย 
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ตารางที่ 1 สับปะรดแสดงอาการผดิปกติในลักษณะตางๆ ที่คลายอาการของโรคเหี่ยวซึ่งเกิดจาก
โรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 

 
 

ลําดับที่ 
 

 
รหัส 

 

 
พันธุ 
 

 
แหลงท่ีมา 
 

 
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/ ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
10 Chb02–DOA ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
11 Chb03–DOA ปตตาเวีย จ. ชลบุรี NS 
12 Pch01–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ RD 
13 Pch02–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ NS, PS9/ 
14 Pch03–DOA ปตตาเวีย จ. ประจวบคีรีขันธ NS, PS 
15 Pbu01–DOA ปตตาเวีย จ. เพชรบุรี MS 
16 Pbu02–DOA ปตตาเวีย จ. เพชรบุรี MS 
17 Pbu03–DOA ปตตาเวีย 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/ ปลูกสับปะรดที่ใชในงานทดลองลงในกระถางขนาดเสนผานศนูยกลาง 16 นิ้ว เก็บไวใน      
    โรงเรือนทดลอง ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
2/ ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางจากกรมวิชาการเกษตร 
3/ ไดรับความอนุเคราะหตัวอยางจากสํานักงานเกษตรจังหวัดภูเก็ต 
4/ - = ไมแสดงอาการ                        5/ RD-Reddening = เสนใบแดงและปลายใบไหมบิด  
6/ NS-Necrosis = แผลจุด         7/ Y-Yellowing = จุดประสีเหลืองออน 
8/ MS-Mosaic = ใบดาง                  9/ PS-Purple spot = แผลจุดสีมวง  

10/ LNS-Local lesion-large necrosis spot = ใบไหมแผลขนาดใหญ 
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ภาพที่ 2 ตนสบัปะรดพนัธุปตตาเวียที่ปลูกในจังหวดัเพชรบุรีแสดงอาการผดิปกติคลายไวรัส 

โรคเหี่ยวของสับปะรด   
ก. การแพรระบาดของโรคเหี่ยว (Pineapple wilt) เนื่องจากไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด  
    (Pineapple mealybug wilt-associated virus : PMWaV) การเกิดโรคเปนวงกลม 
ข.  ตนสบัปะรดแสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบดิ  

ข 

ก 
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ภาพที่ 3 อาการผดิปกติของสับปะรดพันธุปตตาเวีย ที่เกิดจากการเขาทําลายของไวรัส 

โรคเหี่ยวของสับปะรด 
ก. ผลสับปะรดปกติ ในแปลงปลูกจังหวัดเพชรบุรี 
ข. ผลสับปะรดแสดงอาการผลสีแดง ผลมีขนาดเล็กลง และมีขนาดเล็กกวาจุก  
ค. ใบสับปะรด มีอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด  
ง. ตนสบัปะรดแสดงอาการดางเหลือง ปลายใบไหม  เมื่อนําตนมาปลูกในโรงเรือน 

 

ก 

ค ง 

ข 
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ภาพที่ 4 อาการผดิปกติที่เกิดจากการเขาทําลายของไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 

ก. ใบดางแถบสีเขียวเขมสลับเขียวออน  
ข. ใบดางเหลืองสลับสีเขียว  
ค. ใบจุดสีเหลืองสลับสีเขียวเขม  จุดประเนื่องจากเกิดการตายของเนื้อเย่ือใบ  
ง. ใบจดุสีมวง หรืออาการแผลจุดตายสีน้าํตาล 
จ.-ช. สับปะรดที่คาดวาเปนโรค  ไมแสดงอาการ 

 

ก 

จ 

ข 

ค ง 

ฉ ช 
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2. การสกัดอารเอ็นเอรวมของสับปะรด  เพ่ิมปริมาณยีนและการโคลนยีน HSP 70  
 

ความสัมพันธของผลการตรวจพบอาการผดิปกติที่คลายอาการของโรคไวรัสโรค 
เห่ียวของสับปะรด (Pineapple mealybug wilt-associated viruses: PMWaVs) ซึง่เกิดสอดคลอง
กับผลการตรวจสอบเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดดวยเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอรคู
เฉพาะสําหรับเพิ่มปริมาณยีน Heat shock protein homologous (HSP70) บางสวน พบวา อาการ
ที่ปรากฏอยางชัดเจน คือ ใบแกมีอาการใบดางเหลือง อาการเนือ้ใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลาย
อาการขาดธาตุฟอสฟอรัส สับปะรดจาํนวน 7 ตัวอยาง เมื่อวิเคราะหขนาด ซึ่งพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 590 คูเบส จํานวน 2 ตัวอยาง และตัวอยางสับปะรดที่เหลืออีกจํานวน 5 ตัวอยาง 
พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส อาการใบจดุแหงตายซึ่งลักษณะจดุแผลตางกัน ข้ึนอยู
กับลักษณะพนัธุ และพ้ืนที่สําหรับปลูก สําหรับตนสับปะรดทีป่ลูกในโรงเรือน ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน จํานวน 4 ตัวอยาง พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 590 คูเบส จํานวน 2 ตัวอยาง และตัวอยางที่เหลืออีกจํานวน 5 ตวัอยาง พบแถบ
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส  เมือ่ตรวจสอบตวัอยางที่ไมแสดงอาการ ซึ่งเก็บมาจากแปลง
เดียวกันกับทีพ่บโรค พบวา ตัวอยางที่พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส ชนิดเดียว คือ 
H1 และ H3 ตัวอยางที่พบทั้งแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส และ 610 คูเบส รวมกันมี 
2 ตัวอยาง คอื HO และ H2 (ตารางที่ 1 และ 2) 

จากการแยกสกัดอารเอ็นเอรวมจากใบสบัปะรดทั้งใบออนหรือใบแกโดยใชชุด
น้ํายา RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา) นี้นอกจากใชช้ินสวนพชื
ปริมาณนอยยงัเปนวิธีที่รวดเร็ว และไดปริมาณอารเอ็นเอมากและมีคณุภาพดี เมื่อนํามาตรวจสอบ
การเปนโรคเบือ้งตนดวยเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอรคูเฉพาะสําหรับไวรัสโรคเหี่ยวของ
สับปะรด ในการทดลองนี้ สําหรับเพิ่มปริมาณยีน Heat shock  protein homologous (HSP70) 
บางสวน ขนาด 590 คูเบส และ 610 คูเบส ของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ตามลําดับ  
พบวา ตัวอยางสับปะรดที่เพ่ิมปริมาณยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ไดเพียงชนิดเดยีว 
ไดแก H1, H3 และ CO ตัวอยางที่พบยีน HSP70 ของ PMWaV-2 ชนิดเดียว ไดแก Chb1-
KU, Chb02-DOA, Chb03-DOA, Chb06-DOA, Tr01-DOA และ Phu1-KU และท่ีพบทั้ง 
PMWaV-1 และ PMWaV-2 รวมกันมี 7 ตัวอยาง ไดแก HO, H2, Chb2-KU, Chb01-DOA, 
Chb02-DOA, Chb03-DOA และ Pch03-DOA (ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 2 การตรวจสอบตัวอยางสับปะรดเปนโรค ดวยเทคนิค RT-PCR 
 

ผลการตรวจสอบดวย RT-PCR1/ 
PMWaV-12/ PMWaV-23/ ลําดับที่ รหัสตัวอยาง พันธุ 

ใบออน ใบแก ใบออน 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 ปตตาเวีย + - + - 
10 Chb02–DOA ปตตาเวีย - + - + 
11 Chb03–DOA ปตตาเวีย - + - + 
12 Pch01–DOA ปตตาเวีย - - - - 
13 Pch02–DOA ปตตาเวีย - - - - 
14 Pch03–DOA ปตตาเวีย - + - + 
15 Pbu01–DOA ปตตาเวีย - - - - 
16 Pbu02–DOA ปตตาเวีย - - - - 
17 Pbu03–DOA ปตตาเวีย - - NT NT 
18 Tr01–DOA ตราดสีทอง - - - + 
19 HO-DOA  ศรีราชา NT + NT + 
20 CO-DOA ศรีราชา NT + NT - 
21 Phu01-KU ภูเก็ต - - + + 

 

1/ ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค RT-PCR คือ เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70  
   ดวยเทคนิค One step RT-PCR หรือ Two step RT-PCR 
2/ PMWaV-1 = พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 590 คูเบส 
3/ PMWaV-2 = พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส 
4/+ = ตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 (positive result)  
5/- = ตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 (negative result)  
6/NT = ไมไดทําการตรวจตัวอยางนั้น 
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3. การเพิ่มปริมาณยีน HSP 70 ดวยเทคนิค RT-PCR 
 
    ยีน HSP 70 ของเชื้อไวรัส (AF414119) และ PMWaV-2 (AF283103) ที่มี
รายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา แบบครบยีน ดีเอ็นเอมีขนาด 1,525 คูเบส และ 1,529 คูเบส 
ตามลําดับ การเพิ่มปริมาณยีน HSP70-cDNA บางสวน ดวยเทคนิค RT-PCR ในการตรวจสอบ
เช้ือ PMWaV-1 ดวยไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ ซึ่งคาดวาไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 590 คูเบส และ PMWaV-2 โดยไพรเมอรคู Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ คาดวาไดแถบดี
เอ็นเอยีน HSP70 ขนาดประมาณ 610 คูเบส (ภาพที่ 5)  

 
ภายหลังไดเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2 ดวย 

เทคนิค One step RT-PCR จากตัวอยางสับปะรด Chb1-KU พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี ที่แสดง
อาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด โดยใชไพรเมอรคู Pv2hsp705´/Pc2hsp703´ แลววิเคราะห
ขนาดซึ่งพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 610 คูเบส และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อ
ไวรัส PMWaV-1 ตัวอยางสับปะรด Chb2-KU พันธุศรีราชา จังหวัดชลบุรี ที่แสดงอาการเสน
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 คูเบส ผลเปนไปตามที่
คาดหวัง (ภาพที่ 6) 

 
เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน HSP70 ดวยเทคนิค Two step RT-PCR โดยใช 

อารเอ็นเอตนแบบจากตัวอยางสับปะรดพันธุศรีราชาจํานวน 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 1 สับปะรด
พันธุศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรี แสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด 
Chb6-KU  ตัวอยางที่ 2 สับปะรดพันธุศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรีแสดงอาการ
เสนใบแดง ปลายใบไหมบิดผานการแชน้ํารอนเพื่อกําจัดเชื้อไวรัสแลวนําปลูกในโรงเรือน HO  ซึ่ง
ทั้ง 2 ตัวอยางนี้  ไดรับความอนุเคราะหจากกรมวิชาการเกษตร  และตัวอยางที่ 3 สับปะรดพันธุ
ศรีราชาที่เก็บจากแปลงปลูกในจังหวัดชลบุรีแสดงอาการเสนใบแดง ปลายใบไหมบิด CO เมื่อใช
ไพรเมอรคู  Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 610 คูเบส  ในสวนยีน 
HSP70 ของเชื้อ PMWaV-2 จากดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจากตัวอยางสับปะรดที่ผานการแชน้ํา
รอน ไดเพียงตัวอยางเดียว ในขณะที่ไพรเมอรคู  Pv1hsp5´/Pc1hsp3´ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอสวนของยีน HSP70 ของเชื้อ PMWaV-1 จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบแกของสับปะรดพันธุ      
ศรีราชาทั้ง 3 ตัวอยาง  ซึ่งตรวจพบวาดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดมีขนาดประมาณ  590  คูเบส   
(ภาพที่ 7) จากการเปรียบเทียบทั้งเทคนิค One step RT-PCR และเทคนิค Two step  RT-PCR 
พบวา ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
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p5 p46 

 
 
 

 
 
 
ก. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
ข. 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5   แผนที่แสดงตําแหนงของไพรเมอรสําหรับการโคลนยีนและการเพิ่มปริมาณยีน  

   HSP 70 ดวยวิธี RT-PCR   
    ไพรเมอร  คูที่ 1 : Pv1hsp5´/Pc1hsp3´ (ก) 
   ไพรเมอร  คูที่ 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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ภาพที่ 6  ผลการวิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีนHSP70 ของPMWaV-1 

(590 คูเบส) และ PMWaV–2 (610 คูเบส) ดวยเทคนิค One-step 
RT-PCR จากตัวอยางสับปะรด จังหวัดชลบุรี บน 0.7% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs) 
    ชองที่ 2 : Chb1-KU ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 3 : Chb2-KU ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703'  
    ชองที่ 4 : Rnase–free water 
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ภาพที่ 7  ผลการวิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีน HSP 70 ของ PMWaV-1 

(590 คูเบส) และ PMWaV–2 (610 คูเบส) ดวยเทคนิค Two-step RT-PCR 
จากตัวอยางสับปะรดที่มาจากแหลงเพาะปลูกตางๆ ในประเทศไทย บน 0.7% 
TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs) 
    ชองที่ 2 : Chb6-KU ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703'  
    ชองที่ 3 : HO-DOA ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703' 
    ชองที่ 4 : CO-DOA ไพรเมอร Pv1hsp705'/Pc1hsp703' 
    ชองที่ 5 : Rnase–free water 
    ชองที่ 6 : Chb6-KU ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 7 : HO-DOA ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 8 : CO-DOA ไพรเมอร Pv2hsp705'/Pc2hsp703' 
    ชองที่ 9 : Rnase–free water  
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4. การเชื่อมดีเอ็นเอยีน HSP70 และการคัดเลือกหาเซลลที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม  
 
เมื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/HSP70-PW1และpGEM-T  

Easy/HSP70- PW2 โดยบรรจุเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α สามารถคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว
ที่เจริญไดบนอาหารคัดเลือก ซึ่งตรวจพบวาดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3.605 และ 3.625 กิโลเบส 
ตามลําดับ เมื่อยอยพลาสมิดที่สกัดไดดวยเอนไซม EcoRI แลววิเคราะหขนาด บน 0.7% TBE 
agarose gel พบแถบดีเอ็นเอของเวคเตอร  pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3.015 กิโลเบส และ
แถบดีเอ็นเอของยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ที่ไมครบสมบูรณ มี
ขนาดประมาณ 590 คูเบส และ 610 คูเบส ตามลําดับ แลวนําโคโลนีเดี่ยวที่คัดเลือกได ที่มีดีเอ็น
เอยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ที่ไมครบสมบูรณ จํานวน 1 โคลน ไดแก 1/44 สกัดมา
จากตัวอยางจากสับปะรดพันธุศรีราชา HO และพลาสมิดลูกผสมที่มีดีเอ็นเอยีน HSP70 ของเชื้อ
ไวรัส PMWaV-2 ที่ไมครบสมบูรณ  จํานวน 1 โคลน ไดแก 2/47 ที่สกัดจากตัวอยางสับปะรด 
Chb2-KU แลวนําสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ที่หนวยบริการชีวภาพ Bio Service Unit ดวย
เครื่อง automated DNA sequencer (ABI Prism model 3100)   
 
5. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 
 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม DNA Star (LaserGene,  
ประเทศสหรัฐอเมริกา) รวมกับโปรแกรม VECTOR NTI SUIT 6 (Invitrogen, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-1 
จากสับปะรดพันธุศรีราชา HO มีขนาดประมาณ 590 คูเบส และไวรัส PMWaV-2 จากสับปะรด 
Chb2-KU มีขนาดประมาณ 610 คูเบส ตามลําดับ สอดคลองกับผลการวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอ
บน 0.7% TBE agarose gel ดังกลาวแลวในขอ 4.1 ภายหลังนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ช้ินสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ 1/44 จากสับปะรดพันธุศรีราชา HO มา
เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูลของ GenBank  พบวา มีความเหมือนกันกับลําดับ       
นิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ไวรัส PMWaV-1 ที่มีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกาในระดับ 
97 % identity (ภาพที่ 8) 
 

เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน HSP70 ของไวรัส PMWaV-2  
จากสับปะรด Chb2-KU โคลนที่ 2/47 มาเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูลของ 
GenBank พบวามีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ไวรัส PMWaV-2 ที่มี
รายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกาในระดับ 98 % identity (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 8  เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-1ระหวาง Thailand isolate และUS isolate (AF414119) ที่อยูใน
เวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (invitrogen) ขนาด 
590 นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 13 ตําแหนง คิดเปน 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  การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส PMWaV-2  
ที่อยูในเวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen) 
 

ภาพที่ 9  เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน HSP70 ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-2 ระหวาง Thailand isolated  และ US  isolated (AF283103) ที่อยูใน
เวคเตอร pGEM-T Easy ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (invitrogen) ขนาด 
610 นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 10 ตําแหนง คิดเปน 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 
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6.   การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของยีนโปรตีนหอหุมของไวรัส PMWaV-1 
   

6.1   การเพิ่มปริมาณและการโคลนดีเอ็นเอยีน CP  
 

   ยีน CP ของเชื้อไวรัส (AF414119) ที่มีรายงานจากประเทศสหรัฐอเมริกา ใน
ระบบฐานขอมูลของ GenBank แบบครบยีน มีการเรียงตัวจากปลาย 5´ไปสูปลาย 3´ ดีเอ็นเอมี
ขนาด 772 คูเบส มีแปลรหัสกรดอะมิโน ไดกรดอะมิโน จํานวน 257 เรซิดิวส จากการเพิ่ม
ปริมาณ CP-cDNA โดยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรคู P1CP1F/P1CP2R ที่ออกแบบเพิ่มจาก
ยีน CP เดิม (-100 และ +100 นิวคลีโอไทด) เช่ือมตอ PCR product ที่ไดเขาสูเวคเตอร 
pGEM-T Easy เมื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/CP gene-PW1 โดยบรรจุเขา
สูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α สามารถคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญไดบนอาหารคัดเลือก ซึ่ง
ตรวจพบวาดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3.956 กิโลเบส เมื่อยอยพลาสมิดที่สกัดไดดวยเอนไซม 
EcoRI ไดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเออยูในพลาสมิดสายผสม จํานวน 7 โคลน แลววิเคราะหขนาด บน  
1 % TBE agarose gel พบแถบดีเอ็นเอของเวคเตอร  pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3.015 
กิโลเบส และแถบดีเอ็นเอของยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 941     
คูเบส (ภาพที่ 10) ตกตะกอนดีเอ็นเอ เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส  
 

ภายหลังนําดีเอ็นเอพลาสมิดลูกผสม pGEM-T Easy/CP gene-PW1 ทําการ 
ตกตะกอนดีเอ็นเอเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส แลวเพิ่มปริมาณพลาสมิดลูกผสม CP ของเชื้อไวรัส 
PMWaV-1 โดยเทคนิค PCR ดวยคูไพรเมอร Pv1CP1E/Pc1CP2S ใหมอีกครั้ง เพ่ือใหได  
CP-cDNA ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 แบบครบยีน พบวา สามารถสังเคราะหและเพ่ิมปริมาณยีน 
CP ของไวรัส PMWaV-1 ไดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสอดแทรกขนาดประมาณ 772 คูเบส ดีเอ็นเอ
อยูในพลาสมิดสายผสม ช่ือ pGEM-2T/CP1-772 จํานวน 4 โคลน (ภาพที่ 11) 
 

การสกัดพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอสายผสมใหมมีช่ือวา pGEM-2T/CP1-772 โคลน 
ที่ 3.2.2 ออกจาก E. coli DH5α ดวยวิธี alkaline lysis method จากนั้นนําพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอ
สายผสม pGEM-2T-772 (3.2.2) มายอยนิวคลีโอไทดสวนที่อยูนอกยีน CP ออกดวยเอนไซม
สองชนิดที่เปนตาํแหนงสําหรับโคลนเขา pGEX-2T Expression vector (Amercham, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) คือ EcoRI และ SacI พบวา ไดพลาสมิดที่มดีีเอ็นเอสอดแทรกขนาดประมาณ 
772 คูเบส ผลเปนไปตามทีค่าดหวัง 
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ภาพที่ 10 ผลการวิ เคราะหดี เ อ็นเอที่ไดจากการยอยพลาสมิดสายผสม pGEM-T 

Easy/CP ของ PMWaV-1 ที่แยกไดจากสับปะรด และยอยดวยเอนไซม 
EcoRI พบแถบดีเอ็นเอขนาด 941 คูเบส บน 1% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน (Marker) λ HindIII ขนาด 2,027 คูเบส ถึง  
                23,130 คูเบส   
    ชองที่ 2 : pGEM-T Easy ที่ไมมีช้ิน insert   
    ชองที่ 3 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 1   
    ชองที่ 4 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 2 
    ชองที่ 5 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3 
    ชองที่ 6 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 4 
    ชองที่ 7 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 5 
    ชองที่ 8 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 6 
    ชองที่ 9 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 7               
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ภาพที่ 11 ผลการวิเคราะหพลาสมิดสายผสม pGEM-T Easy/CP  ของ PMWaV-1 ที่เพ่ิม

ปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชคูไพรเมอร  Pv1CP1E/Pc1CP2S พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 771 คูเบส เมื่อตรวจวิเคราะหดวย 0.8% TBE agarose gel  
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (BioLabs)  
    ชองที่ 2 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.1.1    
    ชองที่ 3 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.1.2 
    ชองที่ 4 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.2.1 
    ชองที่ 5 : pGEM-T Easy /CP gene โคลนที่ 3.2.2   
    ชองที่ 6 : Rnase–free water 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

771 bp 

     
 
1      2      3       4       5       6     



 
 
51 

6.2 การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T Expression vector  
 
  ทดสอบวธิีการเตรียม linear DNA ดวยวิธีการตางๆ 3 แบบวธิี นัน้ พบวา 
ทั้งสามแบบวธิีสามารถยอยพลาสมิด pGEX-2T ไดเปน linear DNA ขนาดประมาณ 4,978 คู
เบส และใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
  

6.3 การคัดเลอืกพลาสมิดสายผสม pGEX-2T/ CP gene  
   

      จากการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวสีขาวจาํนวน 6 โคลน ที่ไดมาจากการเชื่อมตอ    
linear DNA ของพลาสมิด pGEX-2T ที่เตรียมจากการยอยดวยเอนไซม SacI พรอมกับ EcoRI  
เขากับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายยีนโปรตนีหอหุม (CP gene) พบวา ในอัตราสวน 3:1 ไดรีคอมบแินนท
โคลนจาํนวน 2 โคลน คือ  โคลนที ่5 pW772/CP1 S/E  และโคลนที่ 3 pW772/CP1 S/E และ
ในอัตราสวน 6:1 ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน 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
เตรียมจากการยอยดวยเอนไซม EcoRI และตามดวยเอนไซม SacI เขากับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายยีน
โปรตีนหอหุม (CP gene) พบวา ในอตัราสวน 3:1 ไดรีคอมบแินนทโคลนจาํนวน 3 โคลน คือ  
โคลนที่ 1 pW772/CP1 E/S และโคลนที ่2 pW772/CP1 E/S 

 
6.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของ PMWaV-1  
 
     จากการสงวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดยีน CP ของ PMWaV-1 สับปะรด 

พันธุศรีราชา Chb1-KU จากจังหวัดชลบรีุ ของประเทศไทย พบวา ดีเอ็นเอมีขนาด 774 คูเบส  
เมื่อเปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ระหวาง 
Thailand  isolated ที่สกัดไดจากสับปะรดพันธุศรีราชา Chb1-KU จงัหวัดชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร 
pGEX-2T Expression vector และ US  isolated  (AF414119) และไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโร
ไวรัสของสับปะรดชนิด PMWaV-1 ที่รายงานในประเทศสหรัฐอเมริกา  (US isolated of  PMWaV-
1, accession number AF414119)  ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen) พบวา ตางกัน 8 
ตําแหนง คดิเปน 98 % identity (98% identity) (ภาพที่ 12)การแปลรหัสเปนโปรตีนยีน CP 
ของ PMWaV-1 ได frame ที่แปลรหัสถูกตอง ไดกรดอะมิโนจาํนวน 255 เรซิดิวส สอดคลองกับ
ผลการตรวจขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis โดยที่การแปล
รหัสเปนกรดอะมิโนนัน้มีตาํแหนงที่แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง การแปลรหัสเปนโปรตนีไดชนิด
โปรตีนที่มคีวามเหมือนกันคิดเปน 99 (99% identity) (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 12 เปรียบเทียบการเรียงตัวของลําดบันิวคลโีอไทดยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 
ระหวาง Thailand  isolated ที่สกัดไดจากสับปะรดพนัธุศรีราชา Chb1-KU จังหวดั
ชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector และ US isolated  
(AF283103) ดวยโปรแกรม VECTOR NTI (Invitrogen)ขนาด 774           
นิวคลีโอไทด พบวา ตางกัน 8 ตาํแหนง คดิเปน 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  

ที่สกัดไดจาก Thailand  isolated  สับปะรดพันธุศรีราชา Chb1-KU จังหวัด
ชลบุรี โดยใชโปรแกรม CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
ขนาด 255 เรซิดิวส พบวา ตางกัน 1 ตาํแหนง คดิเปน 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 ในเซลลแบคทีเรียเจาบาน Escherichia coli 
   สายพันธุ DH5α และการตรวจขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

จากการวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะหรีคอมบิ 
แนนทโปรตีนของเชื้อไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ pW772/CP1 S-E1.5 โดยการแยกขนาดรีคอม
บิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE สังเกตจากแถบรีคอมบิแนนทโปรตีน ที่ปรากฏขึ้นโดย
การยอมสีดวย Coomassie Brilliant Blue R 250 แลวเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน Protein 
Molecular Weight Marker # SM0431 (Lot 2011) (Fermentas Life science, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) พบวา แถบที่ปรากฏของชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห    รีคอม
บิแนนทโปรตีนระหวางโปรตีน GST กับรีคอมบิแนนทโปรตีนของเชื้อไวรัส PMWaV-1 โคลนที่ 
pW772/CP1 S-E1.5 ที่สังเคราะหไดในเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli  สายพันธุ DH5α 
จากขนาดของยีน CP ซึ่งคาดวาจะมีขนาดโมเลกุลประมาณ 28.3 กิโลดาลตัน รวมกับโปรตีน 
GST ที่มีขนาดโมเลกุลประมาณ  24.64  กิโลดาลตัน ทําใหไดโปรตีนเชื่อมตอ GST-CP ของ 
PMWaV-1 ขนาดโมเลกุลประมาณ 52.94 กิโลดาลตัน พบแถบรีคอมบิแนนทโปรตีนที่
สังเคราะหไดสีน้ําเงินเขมที่มีขนาดสอดคลองกับคาที่คํานวณได  พบวา มีการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนในปริมาณนอย  ภายหลังการเติม IPTG เปนเวลา 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 รีคอมบิแนนทโปรตีน pW772/CP1  
S-E โคลนที่ 1.5 ที่ผลิตไดในระบบแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α 
บน 15%  SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis 
    ชองที่ 1 : ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด Protein Molecular Weight Marker  
                น้ําหนักโมเลกุลขนาด (14.4-116.0 kDa)                 
    ชองที่ 2 : โปรตีน GST induced 2 ชม. ขนาด  24.64  kDa                 
    ชองที่ 3 : โปรตีน GST  induced 4 ชม. ขนาด  24.64  kDa                  
    ชองที่ 4 : โปรตีน GST induced 6 ชม.   ขนาด  24.64  kDa                 
    ชองที่ 5 : รีคอมบิแนนทโปรตีน non induced 0 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 6 : รีคอมบิแนนทโปรตีน induced 2 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 7 : รีคอมบิแนนทโปรตีน induced 4 ชม. ขนาด  52.94  kDa    
    ชองที่ 8 : รีคอมบิแนนทโปรตีน 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                        รีคอมบิแนนทโปรตีน 
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8.  การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนดวยเทคนิค Dot Blot Hybridization 
 

จากการนําเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α ที่ไดจากการแสดง 
ออกของรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 และตัวอยางใบสับปะรดพันธุ
ปตตาเวียซึ่งขยายพันธุจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ และน้ําคั้นจากพืชเปนโรค มาผานข้ันตอนการ
เตรียมแลวหยดลงบนกระดาษ nitrocellulose โดยใชเทคนิค Dot Blot Hybridization และ
ทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี IgG PMWaV-1 ชนิด supernatant ที่ละลายใน TBST 
dilution 1/10 มิลลิลิตร (Agdia, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ทดสอบตอเมมเบรนที่บล็อคดวย skim 
milk อัตรา 2%, 3% และ 5% ซึ่งประกอบไปดวยน้ําคั้นพืชปกติ (H), positive control คือ 
Chb-KU1 (D1), negative control (N) คือ เซลลแบคทีเรีย 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
นึ่งฆาเช้ือ (B) ตามลําดับ เมื่อใสลงใน color substrate เปนเวลา 30 นาที พบวา พืชปกติ (H) 
และ Positive control คือ Chb-KU1 (D1) (มีสีเขียว) ไมเกิดการติดสีมวงน้ําเงิน แตสําหรับ
เซลลแบคทีเรียจากโคลน GST induced (2 ชม.) ที่ทําการ dilution ทั้ง 4 dilutions และเซลล
แบคทีเรียรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 จากโคลน GST-CP1 
(pW772/CP1) ทั้ง 3 dilutions และ negative control ทั้ง 4 dilutions ไมมีสัญญาณโปรตีนใดๆ 
ที่เกิดขึ้นเลย (ภาพที่ 15) 
 

การทดสอบรีคอมบิแนนทยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 คือ GST- 
CP1(pW772/CP1S-E1.5)induced (2 ชม.) จากการหยดสูกระดาษ nitrocellulose ที่ dilution 
1/1, 1/2 และ 1/10 และทดสอบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PiWV จากประเทศ
ออสเตรเลีย ที่ละลายใน TBST dilution 1:10,000 ตอเมมเบรนที่บล็อคดวย 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 
และบัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ (B) ภายหลังใส color substrate พบวา พืชปกติ (H) และ Positive 
control คือ Chb-KU1 (D1) (มีสีเขียว) จะสามารถติดสีมวงน้ําเงิน จากปฏิกิริยาของ 
NBT/BCIP ที่ใช เปน substrate เกิดการติดสีมวงน้ําเงินชัดเจน และเซลลแบคทีเรียจากโคลน 
GST induced (2 ชม.) ที่ทําการ dilution ทั้ง 4 dilutions และเซลลแบคทีเรียรีคอมบิแนนทยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-1 จากโคลน GST-CP1 (pW772/CP1S-E1.5) ทั้ง 3 
dilutions และ negative control ทั้ง 4 dilutions ไมเกิดสัญญาณโปรตีนใดๆ บนแผนเมมเบรน 
(ภาพที่ 16) 
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  1     2        3    4    5    6          7     8     9      10 

 
 
a) 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนจากโคลน GST induced (2 ชม.) และ  

GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) ในอตัราเจือจางตางๆ 
เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากพชืเปนโรค โดยใชโมโนโคลนอลแอนตบิอดขีอง 
anti–PMWaV-1 ชนิด supernatant (Agdia, สหรัฐอเมริกา) ในอตัรา 1:10 
มิลลิลิตร ดวยเทคนิค Dot blot analysis 
      ชองที่ 1 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย tissue culture  
      ชองที่ 2 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย Chb6-KU 
      ชองที่ 3 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:1                   
      ชองที่ 4 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:2 
      ชองที่ 5 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:10 
      ชองที่ 6 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:100 
      ชองที่ 7 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง  1:1                   
      ชองที่ 8 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:2                    
      ชองที่ 9 :  น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:10                 
      ชองที่ 10 : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ   

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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a) 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโปรตีนจากโคลน GST induced (2 ชม.) และ  

GST-CP1 (pW772/CP1 S-E 1.5) induced (2 ชม.) T2 ในอัตราเจือจาง
โปรตีน : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือตางๆ เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากพืชเปนโรค โดยใช 
โพลีโคลนอลแอนติบอดี anti–PMWaV-1 ในอัตรา 1:10,000 มิลลิลิตร) ดวย
เทคนิค Dot blot analysis 
      ชองที่ 1 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย tissue culture  
      ชองที่ 2 : น้ําคั้นจาก สับปะรดพันธุปตตาเวีย Chb6-KU  
      ชองที่ 3 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:1                   
      ชองที่ 4 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:2 
      ชองที่ 5 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:10 
      ชองที่ 6 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST ในอัตราเจือจาง 1:100 
      ชองที่ 7 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง  1:1                   
      ชองที่ 8 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:2                    
      ชองที่ 9 : น้ําคั้นจาก โปรตีน GST-CP1 ในอัตราเจือจาง 1:10                  
      ชองที่ 10 : บัฟเฟอรนึ่งฆาเช้ือ   

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 
 

การตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของสับปะรดทําไดหลายวิธี และ 
วิธีการที่เหมาะสมเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจสอบที่ถูกตองและแมนยํา เปนวิธีที่สะดวกและ
รวดเร็ว คือ  
 

1. การตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรดโดยสังเกตลักษณะอาการที่ 
ผิดปกติในพื้นที่ปลูกสําคัญในแหลงปลูกตางๆ ของประเทศไทย พบอาการที่คลายอาการของโรค
ไวรัสโรคเหี่ยวของสับปะรด 6 แบบ คือ สับปะรดแสดงอาการใบแกมอีาการใบดางเหลืองและเนื้อ
ใบเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งคลายอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส (RD-Reddening) จากตัวอยางที่นาํมา
ตรวจ จาํนวน 7 ตัวอยาง คือ Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU, Pch01-DOA, 
Tr01-DOA และ CO-DOA อาการใบจุดแหงตาย (NS-Necrosis) จํานวน 11 ตัวอยาง คือ 
Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU, Chb01-DOA, Chb02-DOA, Chb03-
DOA, Pch02-DOA, Pch03-DOA, Tr01-DOA และ CO-DOA อาการจุดประสีเหลืองออน 
(Y-Yellowing) จํานวน 4 ตัวอยาง คือ Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU และ Chb6-KU 
อาการใบดางสีเหลืองออนสลับสีเขียวออน (MS-Mosaic) จํานวน 4 ตัวอยาง คือ Nal1-KU, 
Pbu01-DOA, Pbu02-DOA และ Pbu03-DOA และอาการใบจุดแหงตายใบไหมลามใหญ 

(LNS-Local lesion-large necrosis spot)  เพียงตัวอยางเดียว คือ Phu01-DOA และอาการจดุ
สีมวง (PS-Purple spot) จํานวน 2 ตัวอยาง คือ Pch02-DOA และ Pch03-DOA 

 
2. การเพิ่มปริมาณยีน HSP 70-cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชอารเอ็นเอ 

ตนแบบจากไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสที่กอใหเกิดโรคกับสับปะรดในประเทศไทย เปน
วิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพ และมีความไวในการตรวจสอบสูง ประสิทธิภาพของการ
ตรวจสอบขึ้นอยูกับความเหมาะสมของไพรเมอรที่เลือกใช และสภาพการทําปฏิกิริยา พบวาใน
การตรวจสอบเชื้อ PMWaV-1 ดวยไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ มีการสังเคราะห     
ดีเอ็นเอยีน HSP70 ขนาด 590 คูเบส ในสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 
6 ตัวอยาง (H1-KU, H2-KU, H3-KU, Chb2-KU, HO-DOA และ CO-DOA) พันธุ
ปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง (Chb01-DOA, Chb02-DOA, Chb03-
DO) และพันธุปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดประจวบคีรีขันธเพียงตัวอยางเดียว (Pch03-DOA)  
ในขณะที่การตรวจสอบเชื้อ PMWaV-2 โดยไพรเมอรคู Pv2hsp5´/Pc2hsp3´ มีการสังเคราะห  
ดีเอ็นเอยีน HSP70 ขนาด 610 คูเบส ในสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 
6 ตัวอยาง (H2-KU, Chb1-KU, Chb2-KU, Chb3-KU, Chb6-KU และ HO-DOA) พันธุ
ปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง (Chb01-DOA, Chb02-DOA และ 
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Chb03-DOA)พันธุปตตาเวียที่นํามาจากจังหวัดประจวบคีรีขันธเพียงตัวอยางเดียว (Pch03-
DOA) พันธุตราดสีทองที่นํามาจากจังหวัดตราดเพียงตัวอยางเดียว  (Tr01-DOA) พันธุภูเก็ตที่
นํามาจากจังหวัดภูเก็ตเพียงตัวอยางเดียว (Phu01-Doa) ซึ่งดีเอ็นเอทั้งสองสวนดังกลาวเปน 
HSP 70 gene ที่ยังไมครบสมบูรณ จากการเปรียบเทียบวิธี One step RT-PCR และวิธี Two step 
RT-PCR พบวา ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกัน 
 

2. ไพรเมอรคู Pv1hsp705´/Pc1hsp703´ ที่ใชในการโคลนยีนและการตรวจ 
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีนที่สังเคราะหดวยเทคนิค RT-PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 
HSP 70 ของไวรัส PMWaV-1 โดยใชอารเอ็นเอตนแบบจากสับปะรดพันธุศรีราชาจากจังหวัด
ชลบุรี รหัส HO-DOA และเช่ือมตอกับเวคเตอร pGEM-T Easy และไพรเมอรคู 
Pv2hsp705´/Pc2hsp703´  เพ่ิมปริมาณยีน HSP 70 ของไวรัส PMWaV-2 โดยใชอารเอ็นเอ
ตนแบบจากสับปะรดพันธุศรีราชาที่นํามาจากจังหวัดชลบุรี รหัส Chb2-KU และเช่ือมตอช้ินดีเอ็น
เอที่ไดเขากับเวคเตอร pGEM-T Easy เพ่ือสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เชนเดียวกัน พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HSP70 ที่สังเคราะหไดมีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไวรัส PMWaV-1 (AF414119) และ PMWaV-2 (AF283103) ที่มีรายงานจากประเทศ
สหรัฐอเมริกา รอยละ 97 และ 98 ตามลําดับ  
 

การผลิตยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวของสับปะรด ซึ่งโปรตีนที่ 
ไดนี้จะนําไปใชประโยชนในกระบวนการผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะดวยวิธี ELISA สําหรับการ
ตรวจสอบไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของสับปะรดในประเทศไทย การผลิตโปรตีนในระบบ
แบคทีเรีย E. coli DH5α ไดพลาสมิดลูกผสมที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T  6xHis tag ที่มียีน CP 
ของไวรัส PMWaV- 1 เพ่ือโคลนยีนและผลิตโปรตีนยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ในระบบ
แบคทีเรีย E. coli  DH5α ไดผลดังนี้ 
 

1. จากการโคลนยีนและการตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีน CP 
ของไวรัส PMWaV- 1 ที่โคลนเขา pGEX-2T  6xHis tag รวมกับการตรวจดวยเทคนิค SDS-
Polyacrylamide gel electrophoresis สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยีน CP ของ PMWaV-1 Th 
สับปะรดพันธุศรีราชาจากจังหวัดชลบุรี (HO-DOA) ของประเทศไทย พบวา ดีเอ็นเอมีขนาด 
772 คูเบส รีคอมบิแนนทโปรตีนที่สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดแก pW772/CP1S-E1.5  มี
การแปลรหัสเปนโปรตีนยีน CP ของ Thailand  isolated of PMWaV-1 ที่สกัดไดจากสับปะรด
พันธุศรีราชา Chb1-KU จังหวัดชลบุรี ที่อยูในเวคเตอร pGEX-2T Expression vector ได frame 
ที่แปลรหัสถูกตอง ไดกรดอะมิโนจํานวน 257 เรซิดิวส สอดคลองกับผลการตรวจขนาดโปรตีน
ดวยเทคนิค SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis โดยที่การแปลรหัสเปนกรดอะมิโนนั้นมี
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ตําแหนงที่แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ในตําแหนงที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนชนิด Asparagine 
(D) ของไวรัส PMWaV-1 Th ของประเทศไทย  ในขณะที่ไวรัสโรคเหี่ยวคลอสเทอโรไวรัสของ
สับปะรดชนิด PMWaV-1 ที่รายงานในประเทศสหรัฐอเมริกา  (US isolated of PMWaV-1, 
accession number AF414119) เปนกรดอะมิโนชนิด Glutamine (E) การแปลรหัสเปนโปรตีน
ไดชนิดโปรตีนที่มีความเหมือนกันรอยละ 99 (99% identity)  
 

2. จากการกระตุนใหมีการผลิตโปรตีนยีน CP ของเชื้อไวรัส PMWaV-1 ในระบบ 
แบคทีเรีย  E. coli  DH5α  ที่ระยะเวลาตางๆ ภายหลังการเติม IPTG เปนเวลา 2 4 และ 6 ช่ัวโมง 
(T2  T4  และ T6) พบวา รีคอมบิแนนทโปรตีน pW772/CP1S-E 1.5 มีการผลิตโปรตีนยีน CP ใน
เซลลแบคทีเรียนอย สาเหตุเนื่องจากโปรตีนที่ผลิตออกมานาจะมีความเปนพิษตอเซลล และอาจ
เกิดเนื่องจากชนิดแบคทีเรีย host ที่ไดรับการบรรจุรีคอมบิแนนทโปรตีน เปนชนิดที่ทําใหรีคอม
บิแนนทโปรตีน pW772/CP1S-E1.5 ผลิตโปรตีนออกมาไดนอย จึงตองดําเนินการเปลี่ยนสายพันธุ
แบคทีเรียอาจเลือก M15 สําหรับบรรจุพลาสมิดลูกผสม pW772/CP1S-E1.5 ซึ่งคาดหวังวาจะทํา
ใหไดโปรตีนที่ผลิตออกมาในเซลลในปริมาณมากกวานี้ เพ่ือนําไปสกัดใหไดโปรตีนบริสุทธิ์ใน
ภายหลังตอไป 
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ภาคผนวก 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
  
 
 
ภาพผนวกที่ 1 แผนที่แสดงตาํแหนงตัดจาํเพาะตางๆ และยีนที่สําคญับนพลาสมิด pGEX-

2T 6xHis- tag Expression vector 
 PMB1        คอื จุดตั้งตนการจําลองตัว  

ampr        คอื ยีนตานทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
lacZ’           คือ ยีนที่สรางเปปไทดอัลฟา 
T3P         คอื โปรโมเตอรจากฝาจ T3 
GST         คอื Glutatione S-transferase 
MCS ยอมาจาก Multiple Cloning Site   คือ ตาํแหนงโคลนที่หลากหลายใน
ที่นี้แสดงตําแหนงตัดจําเพาะตางๆ  
              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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