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       บทที่ 4 
 
ผลการทดลอง 

 
 

1. การสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของเสาวรส 
ผลการสํารวจและเก็บตวัอยางเสาวรสที่มีอาการใบดางจากพื้นที่ที่มีการระบาดของ 

โรครุนแรง ในจังหวัดเชยีงใหม คือ แหลงเพาะปลูกในสถานีเกษตรหลวงปางดะ อ.สะเมิง 
พบวาลักษณะอาการผิดปกตบินใบเสาวรส คือ อาการใบดางและใบดางเหลืองปนกันอยู 
(ภาพ  2) ใบบิดเบี้ยวและหงิกงอ กระจายทั่วทั้งตน (ภาพ 3) ผิวของผลพบอาการดาง ไม
เรียบ มีขนาดเล็กลง และมีลักษณะผิดรูปจากปกติ (ภาพ 4) เมื่อปลูกเชื้อสาเหตุอาการใบดาง
ลงบนพืช 14 ชนิด 6 วงศ จากผลการทดลองมีพืชเพียง 4 ชนิด ใน 2 วงศ ที่เปนพืชอาศัยของ
ไวรัสสาเหตุของโรคชนิดนี้ C. amaranticolor และ C. murale แสดงอาการแบบรอย
แผลเฉพาะแหง (local lesion) โดย C. amaranticolor เกิดอาการแผลจุดสีเหลืองขนาด
เล็กบนใบ และมีขอบแผลสีแดง เฉพาะบนใบที่ปลูกเชือ้ประมาณ 7 วัน (ภาพ 5ก) สวน    
C. murale เกดิอาการแผลจดุสีขาวปนน้ําตาลออน พบเฉพาะบนใบทีป่ลูกเชื้อ ประมาณ 11 
วัน (ภาพ 5ข) สวน V. sinensis (L.) และ Cassia occidentalis  แสดงอาการแบบ
แพรกระจายทัว่ทั้งตน โดยมลัีกษณะอาการใบดางแบบไมมีขอบเขตชัดเจน หลังจากทีป่ลูก
เชื้อ 20 และ 23 วัน ตามลําดบั (ภาพ 5ค และ 5ง) ดังรายละเอียดในตาราง 1 
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   ภาพ 2  ลักษณะอาการใบด
 
 
 

           
 

                        ภาพ 3   เถาเสาวรสแสดงอาการ
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ก ข 

ค ง 
 
ภาพ 4  ลักษณะผลเสาวรสปกติ (ก) ลักษณะผลเสาวรสผิดรูปและมีขนาดเล็กจากปกติ (ข, ค)  
             และลักษณะอาการดางของผิวผลเสาวรส (ง) 
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        ภาพ 5  อาการบนพืชทดสอบท
      ใบเสาวรสดวยวิธีกล 

ก. คีโนโปเดียม 
เฉพาะแหงเป
7 วัน 

ข. คีโนโปเดียม 
เปนจุดเซลลต

ค. ถ่ัวพุม (Vign

ชัดเจน หลังจ
ง. ขี้เหล็กเทศ (

ขอบเขตชัดเจ
 

ก
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ี่ปลูกเชื้อสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสที่แยก

(Chenopodium amaranticolor)  แสดงอากา
นจุดสีเหลืองขนาดเล็ก ขอบแผลสีแดง หลังจาก

(Chenopodium murale) แสดงอาการแผลเฉพ
ายสีขาวปนน้าํตาลออน หลังจากปลูกเชื้อ 9 วัน 
a sinensis L.) แสดงอาการใบดางแบบไมม
ากปลูกเชื้อ 20 วัน 
Cassia occidentalis) แสดงอาการใบดางแ
น หลังจากปลกูเชื้อ 23 วัน 
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ตาราง 1  ชนิดของพืชอาศัย อาการที่เกิดขึน้ และจํานวนวันที่แสดงอาการหลังจากปลูกเชื้อที่ทําให 
   เกิดอาการใบดางของเสาวรส (L- อาการแผลเฉพาะแหง, S- อาการแบบทั่วทั้งตน)  
 

พืชอาศัย 
 
 

ช่ือสามัญ 
 
 

ลักษณะอาการ
ที่เกิดขึ้น 

 

จํานวนวนัทีเร่ิม
แสดงอาการ

หลังจากปลูกเชื้อ 
      
     Family Amaranthaceae 
Gomphrena globosa Linn. 
 
     Family Chenopodiaceae 
Chenopodium amaranticolor 
Chenopodium murale 
 
     Family Crucifereae 
Brassica oleracea var. alvoglaba 
Brassica campestris var. 
Chinensis 
 
     Family Cucurbitaceae 
Cucumber sativas cv. Parisienne 
Pickling 
Cucumis sativas L. 
Cucurbita moschata (Duch.)Poir 
 
     Family Leguminosae 
Cassia occidentalis 
Phaseolus aureus (L.) 
Phaseolus vulgaris cv. Red 
Kidney 
Vigna sinensis (L.) 
 
     Family Solanaceae 
Nicotiana rustica 
Nicotiana tabacum cv. White 
Burley 
 

 
บานไมรูโรย 

 
 

คีโนโปเดียม 
คีโนโปเดียม 

 
คะนายอด 
กวางตุงดอก 

 
แตงกวา 

 
แตงกวา 
ฟกทอง 

 
ขี้เหล็กเทศ 
ถั่วเขียว 

ถั่วแดงหลวง 
ถั่วพุม 

 
ยาสูบ 

ยาสูบใบใหญ 
 

 
- 
 
 

L 
L 
 
- 
- 
 
- 
 
- 
- 
 

S 
- 
- 
S 
 
- 
- 

 
- 
 
 
7 

11 
 
- 
- 
 
- 
 
- 
- 
 

23 
- 
- 

20 
 
- 
- 

 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 35 

 
2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 

 จากการศึกษาอนุภาคของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสจากใบพืชสดที่
แสดงอาการของโรคดวยวิธี dip preparation พบอนภุาคไวรัสมีลักษณะเชนเดียวกันกับ
อนุภาคไวรัสที่ไดจากการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ คืออนุภาคไวรัสมีทอนยาว คด ขนาด 700-
762 นาโนเมตร กวาง 12 นาโนเมตรโดยพบอนุภาคไวรัสจํานวนหนาแนนมาก อยูรวมกัน
เปนกลุม (ภาพ 6) 

จากการเตรยีมไวรัสบริสุทธิ์ เมื่อไดสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์นําสารละลาย 
ดังกลาวไปทําการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสดวยวิธี dip 

preparation แลวยอมสีแบบ negative stains ดวย phosphotungstic acid เมื่อนําไป
ตรวจดูอนภุาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน พบอนภุาคไวรัสมี
ลักษณะเปนทอนยาวคด ขนาดประมาณ 700 x  12 นาโนเมตร เชนเดยีวกัน (ภาพ 7) 
 

  
3. การตรวจสอบโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิกของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 

  จากการนําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์มาทําการศึกษาขนาดของโปรตีน
หอหุมกรดนิวคลีอิกของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส โดยวิธี SDS-PAGE เขมขน 
12% resolving gel โดยเปรียบเทียบกบัโปรตีนที่สกัดไดจากพืชปกติและพืชเปนโรค พบ
แถบของโปรตีนเพียงแถบเดียว โดยมีขนาด 37 kDa ซ่ึงสันนิษฐานวานาจะเปนโปรตีน
หอหุมอนภุาคไวรัสสาเหตุของโรค เมื่อเปรียบเทียบกับแถบของโปรตีนที่ไดจากการสกัด
โปรตีนทั้งหมดของพืชที่เปนโรคซึ่งมีขนาดใกลเคยีงกนั โดยไมพบชัดเจนในโปรตีน
ทั้งหมดที่สกัดไดจากพืชปกติ (ภาพ 8) 
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  100 nm 
 100 nm 

 
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 6  ลักษณะอนภุาคไวรัสจากการ dip preparation ดวยใบพืชสด 
 
 
 

        50 nm 

            
             ภาพ 7  ลักษณะทอนยาวคดของอนุภาคไวรัสจากการเตรียมสารละลายไวรัสบริสุทธิ์ 
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        ภาพ  8   แถบของโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิกของอนุภาคไวรัสจากการทําอิเลคโตร- 

                   โฟรีซิสแบบ SDS-PAGE (12% gel)  
             แถวท่ี 1: โปรตีนมาตรฐาน (Molecular weight standards)  
                    แถวที่ 2: โปรตีนทั้งหมดที่สกดัไดจากใบเสาวรสปกต ิ
                    แถวที่ 3:  โปรตีนทั้งหมดที่สกดัไดจากใบเสาวรสที่แสดงอาการใบดาง 
                    แถวที่ 4:   แถบโปรตีนของอนุภาคไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสที่แยก 
                                     จากจงัหวัดเชียงใหม  

 
4. การตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสดวยเทคนิค RT-PCR 

   4.1  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณอารเอ็นเอ 
นําอารเอ็นเอ (total RNA) ที่สกัดไดจากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี มาตรวจสอบ 

 คุณภาพของอารเอ็นเอดวยวธีิ อิเลคโตรโฟรีซิส โดยใช 1 % agarose gel ใชความตางศักย 
50 โวลท ประมาณ 40 นาที พบแถบของ total RNA มีลักษณะแถบเขมชัดเจน  2 แถบ ซ่ึง
เปนแถบของ ribosomal RNA (rRNA) มีขนาดระหวาง 5 กิโลเบส และ 2 กิโลเบส เปน
ลักษณะของ 28s rRNA และ 18s rRNA ตามลําดับ (Ambion TechNotes, 2005) โดย
พบลักษณะดังกลาวชัดเจนจากอารเอ็นเอทีส่กัดไดจากการสกัดวิธีที่ 1: SDS-phenol      
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วิธีที่ 2: CF-11 cellulose และ วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate  สวนวิธีที่ 4: Plant 

RNA isolation kit พบแถบของอารเอ็นเอเพียงแถบเดียวที่ชัดเจน (ภาพ 9) 
 

 
 

                                        

  M   1      2    3      4 

1  3 

  28s 
 2094  bp 

  18s 

  
      ภาพ 9  ลักษณะของ total RNA ที่สกดัไดจากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี 
                   แถวที่ 1;   อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 1: SDS-phenol 
     แถวที่ 2 ;   อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 2: CF-11 cellulose 
     แถวที่ 3;  อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate 
     แถวที่ 4 ;  อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit 
             แถว M ;   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
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เมื่อนําอารเอ็นเอจากการสกดัในแตละวิธี มาตรวจสอบคุณภาพโดยการนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 

พบวา อารเอน็เอที่สกัดไดดวยวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateไดอารเอ็นเอทีม่ีคุณภาพ
มากที่สุด คือ ไดอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสง (Absorbance ratio) ที่ความยาวคลื่น 
260/280 ประมาณ 1.98 (คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า) ซ่ึงเปนอารเอ็นเอที่สะอาด บริสุทธิ์และมี
คุณภาพสําหรับการทําปฏิกิริยา RT-PCR (Total RNA Kit, 2005) สวนวิธีที่ 1: SDS-

phenol, วิธีที่ 2: CF-11 cellulose และ วธีิที่ 4: Plant RNA isolation kit ไดอัตราสวน
ของคาการดูดกลืนแสง 260/680 เทากับ 2.22, 1.77 และ 1.72 ตามลําดับ  (ตาราง 2) 

จากการคํานวณหาปริมาณความเขมขนของ total RNA ที่สกัดไดในแตละวิธี 
พบวาวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate ใหปริมาณของผลผลิต total RNA เฉล่ียสูงสุด 
คือ 6.75 ไมโครกรัม จากใบพืชตั้งตน 0.1 กรัม (จาก 5 ซํ้า) วิธีทีใ่หผลรองลงมา คือ วธีิที่ 2: 
CF-11 cellulose โดยมีปริมาณความเขมขนของ total RNA เทากบั 4.56 ไมโครกรัม 
สวนวิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ใหปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอ 3.48 
ไมโครกรัม และวิธีที่ 1: SDS-phenol ใหปริมาณความเขมขนของ total RNA นอยที่สุด 
คือ 0.06 ไมโครกรัม สวนระยะเวลาในการสกัดอารเอ็นเอในแตละวิธีนั้นพบวาวธีิที่ 4: 
Plant RNA isolation kit ใชเวลาในการสกัดนอยที่สุด โดยใชเวลาเพยีง 35-40 นาท ีสวน
วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateใชเวลาในการสกัดประมาณ 3.45 ช่ัวโมง วิธีที่ 2: CF-11 

cellulose ใชเวลา 7.30 ช่ัวโมง ในขณะทีว่ธีิที่ 1: SDS-phenol ใชเวลาในการสกัดนานถึง 
13 ช่ัวโมง (ตาราง 2) 
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ตาราง 2  เปรียบเทียบขอมูลของอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง (260/280)  ปริมาณความเขมขนของ  
  total RNA และเวลาที่ใชในการสกัดอารเอ็นทั้ง 4 วิธี 
 

วิธีการสกัดอารเอ็นเอ *อัตราสวนคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 

260/280 นาโนเมตร 

*ปริมาณความเขมขนของ 
total RNA(µg) / ใบพืช

เริ่มตน 0.1 กรัม   

เวลาที่ใชในการ
สกัด 

(ช่ัวโมง) 
 
วิธีที ่1: SDS-phenol 

 
2.22 

 
0.06 

 
13 

 
วิธีที ่2: CF-11 cellulose 

 
1.77 

 
4.56 

 
7.30 

วิธีที ่3: Guanidine 
           thiocyanate 

 
1.98 

 
6.75 

 
3.45 

วิธีที่ 4: Plant RNA   
           isolation kit 

 
1.72 

 
3.48 

 
0.35-0.40 

 
 *  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า 
 
 

4.2  การออกแบบไพรเมอร 
เมื่อทําการศึกษาบริเวณอนุรักษจากกรดอะมิโนของลําดับเบสอารเอ็นเอในสวนที่

แปลรหัสเปนโปรตีนหอหุมของ Potyvirus รวมทั้ง PWV จากหลาย ๆ สายพันธุที่มี
รายงานไวจากฐานขอมูล GenBank จาก NCBI แลวจึงทําการคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณอนุรักษที่ไดจากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนโดยนําไปเปรียบเทียบความเหมอืนดวย
การใชโปรแกรม ClustalW   เพื่อเลือกตําแหนงอนรัุกษที่พบใน CP gene บน ssRNA 
ของไวรัส โดยเลือกตําแหนงนิวคลีโอไทดที่แปลรหัสกรดอะมิโน VWCI(E/D)NG และ 
QMK(A/T)AAL ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดที่แปลรหัสกรดอะมิโนดังกลาวมาจากการ
เปรียบเทียบความเหมือนของ Potyvirus จํานวน 11 สายพันธุโดยการใชโปรแกรม 
clustalW เชนกัน พบวา ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนไพรเมอรในการทําปฏิกิริยา RT-

PCR เพื่อตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางในเสาวรส (ตาราง 3) 
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ตาราง 3  Degenerate primers ที่ใชในการตรวจสอบเชื้อ Potyvirus ในการทําปฏิกริิยา RT-PCR  
 

ไพรเมอร ชนิด ลําดับเบส ความยาว 
(bp) 

กําหนดการ
สังเคราะห
กรดอะมิโน 

ขนาดของ
ผลผลิต 
PCR 

 
(bp) 

Pt1 upstream 5’- GTBTGGTGCATHGANAAY 
     GGMAC -3’ 
 
 

23 VWCI(E/D) 
NG 
 

Pt2 downstream 5’- ARDGCDGCDGYYTTCAT 
     YTG -3’ 

20 QMK(A/T)A 
AL 

 
 
 

     327 

 
หมายเหตุ :  B คือ C,G หรือ T;  D คือ A, G หรือ T;  H  คือ A, T หรือ C;  M คือ A 

         หรือ C;  N คือ A, G, C หรือ T;  R คือ A หรือ G และ Y คือ C หรือ T 
 

     
 

4.3  การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิกดวยวิธีอารที-พีซีอาร 
ในการทดลองนี้ใชเทคนิค RT-PCR ในการตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดาง

ของเสาวรส จากผลการทดลองพบวา เมื่อใช degenerate primers (Pt1 และ Pt2) ซ่ึงมี
ลําดับเบสที่กําหนดการสังเคราะหกรดอะมโินตําแหนงอนุรักษในสวนโปรตีนหอหุมของ 

potyvirus สายพันธุจากประเทศตาง ๆ เมื่อนําผลผลิต RT-PCR ไปตรวจสอบโดยวิธี
เจลอิเลคโตรโฟรีซิส บนอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต พบวาอารเอ็นเอที่ไดจากการ
สกัดวิธีที่ 2: CF-11 cellulose วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate และ วิธีที่ 4: Plant 

RNA isolation kit สามารถใชเปนอารเอ็นเอแมแบบในการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ
กรดนวิคลีอิกของเชื้อสาเหตุดวยวิธี RT-PCR ได โดยแถบดีเอน็เอที่ไดมีขนาดตามที่
ตองการคือประมาณ 327 bp ในขณะที่อารเอ็นเอที่สกดัดวยวิธีที ่ 1: SDS-phenol ไม
สามารถเพิ่มปริมาณกรดนวิคลีอิกไดดวยเทคนิคดังกลาว เมื่อทําการเปรียบเทียบการสกัด
อารเอ็นเอทั้ง 4 วิธีจากพืชปกติ พบวาไมสามารถตรวจพบแถบของดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่ม
ปริมาณกรดนวิคลีอิกของไวรัสสาเหตุโรคได (ภาพ 10)  
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327 bp 

 
ภาพ 10  ผลการเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกของไวรัสจากการสกัดอารเอ็นเอ 
              ทั้ง 4  วิธี   
 แถว M; ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder  
 แถวที่ 1 และ 5;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
    วิธีที่ 1: SDS-phenol ตามลําดับ 

 แถวที่ 2 และ 6;   เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
    วิธีที่ 2: CF-11 cellulose ตามลําดับ 

 แถวที่ 3 และ 7;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
      วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate ตามลําดับ 

แถวที่ 4 และ 8;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
               วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ตามลําดับ 
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    เมื่อนําอารเอ็นเอที่สกัดไดปริมาณ total RNA สูงสุดจากวิธีที่ 3 มาทําการศึกษา 

สภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏิกิริยา RT-PCR นั้น โดยทําการเปรยีบเทียบความเขมขน
ตาง ๆ ขององคประกอบในการทําปฏิกิริยา เชน อารเอ็นเอแมแบบใชความเขมขนตั้งแต 
0.02, 0.2, 2, 20 และ 200 นาโนกรัม ความเขมขนของไพรเมอรตั้งแต 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 
ไมโครโมลาร และความเขมขนของ MgCl2 ใชความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2 และ 3 มิลลิ- 
โมลาร 
 ในการทดลองเพื่อหาปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนที่ใชเปนอารเอ็นเอ
แมแบบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR พบวาความเขมขนของอารเอ็นเอที่ระดับ 200 นาโน-
กรัม คือ ความเขมขนของอารเอ็นเอต่ําที่สุดทีส่ามารถตรวจพบการเพิ่มปรมิาณกรด
นิวคลิอิกของเชื้อสาเหตุโรคไดดวยเทคนิคดังกลาว ในขณะที่ความเขมขนของอารเอ็นเอ
เร่ิมตนที่ระดับต่ํากวานี้ คือ 20, 2, 0.2 และ 0.02 นาโนกรัมไมสามารถตรวจพบการเพิ่ม
ปริมาณของอารเอ็นเอได  (ภาพ 11) 
 
 

                               

300 
400 327 bp 

  
        ภาพ 11  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนทีแ่ตกตางกันที่ใช 

 เปนองคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-5 ; ความเขมขนของอารเอ็นเอแมแบบเทากับ 0.02, 0.2, 2, 20 
และ 200 นาโนกรัม ตามลําดับ 
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สวนในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของไพรเมอรที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยา RT-PCR นั้น พบวาความเขมขนของไพรเมอรที่ระดับ 0.4 และ 0.6 ไมโคร-     
โมลาร ไมสามารถตรวจพบแถบของดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิกได แตที่
ระดับความเขมขนของไพรเมอร 0.8 ไมโครโมลาร สามารถตรวจพบแถบของดีเอน็เอได
แตลักษณะของแถบดีเอ็นเอไมชัดเจนมากนัก และพบวาที่ความเขมขนของไพรเมอร 1.0 
ไมโครโมลาร คือระดับความเขมขนของไพรเมอรที่ดีที่สุดและเหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
ซ่ึงใหแถบของดีเอ็นเอชัดเจน  (ภาพ 12) 

 
 
 

   

327 bp 

 
ภาพ 12  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของไพรเมอรที่แตกตางกันที่ใชเปน 

องคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-4 ; ความเขมขนของไพรเมอร เทากับ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0  
ไมโครโมลาร ตามลําดับ 
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  ในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 

RT-PCR พบวาทุกระดับความเขมขนทีใ่ชในการทดลองคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 
มิลลิโมลาร สามารถตรวจพบแถบของดีเอ็นเอ แตที่ความเขมขน 3.0 มิลลิโมลาร ให
ลักษณะแถบของดีเอ็นเอที่เจอืจาง ไมคมชดั เหมือนกับที่ระดับความเขมขนอื่น ๆ ที่ใชใน
การทดลอง ดงันั้น MgCl2  สามารถที่จะใชไดตั้งแต 0.5-2.0 มิลลิโมลารได (ภาพ 13) 

  
 

              
 

ภาพ 13  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของ MgCl2 ทีแ่ตกตางกันที่ใชเปน 
องคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-4 ; ความเขมขนของ MgCl2 เทากับ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0  และ 3.0 
มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
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4.4 การตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลติ RT-PCR  

เมื่อนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยา RT-PCR มาทําการตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดแลวนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได (ภาพ 14) มาเปรียบเทียบความเหมือนกับ Potyvirus ที่พบในเสาวรสจาก
ขอมูลใน GenBank จาก NCBI ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ ซ่ึงพบวา มี Potyvirus 2 ชนิด ที่
พบในเสาวรสคือ PWV และ Cowpea aphid-borne mosaic virus  ดวยโปรแกรม clustalW 
พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนกับ PWV มากกวา โดยคลายกับ PWV ที่มีรายงาน
จากประเทศไตหวนัและญี่ปุน  81 เปอรเซ็นต (Accession number AF208662 และ D85849 
ตามลําดับ) และลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมอืนกับ  PWV isolate University of 

Sydney (Accession number U67150) รายงานจากประเทศออสเตรเลีย 78 เปอรเซ็นต, 
PWV-M2 (Accession number AY433952) รายงานจากประเทศบราซิล 77 เปอรเซ็นต และ 
Cowpea aphid-borne mosaic virus  isolate PE2 (Accession number AY253906) 
รายงานจากประเทศบราซิล  75 เปอรเซ็นต (ภาพ 15)  ดังนั้นจึงตั้งชือ่ลําดับนิวคลีโอไทดจากการ
หาลําดับเบสนีว้า PWV-CM   
 เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของ PWV-CM มา
เปรียบเทียบความเหมือนกับขอมูลลําดับกรดอะมิโนของ PWV ที่มีรายงานไวใน GenBank จาก 
NCBI พบวา PWV-CM มีความเหมือนกับ PWV-M2 และ Cowpea aphid-borne mosaic 

virus  isolate   PE2  (Accession number AAR08937 และ AAP04516 ตามลําดับ ) จาก
ประเทศบราซิล 91 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความเหมือนกับ  PWV 

isolate University of Sydney (Accession number AAB8115) รายงานจากประเทศ
ออสเตรเลีย 89 เปอรเซ็นต และ PWV รายงานจากประเทศไตหวนัและญี่ปุน (Accession 

number AAG43495 และ  BAA24530 ตามลําดับ) 86 เปอรเซ็นต (ภาพ 16) ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเชื้อสาเหตุจากการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
และขนาดของโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิก ดังนั้น PWV-CM เปนไวรสัที่จัดอยูในกลุม Potyvirus 
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           1: GTGTGGTGCATAGACAATGGAACTTCACCAGATGTCAATGGCGTGTGGGTA 
             V  W  C  I  D  N  G  T  S  P  D  V  N  G  V  W  V   
 
         52: ATGATGGACGGAGATGAACAAATTGAGTACCCACTCAAGCCAATGGTTGAA 
             M  M  D  G  D  E  Q  I  E  Y  P  L  K  P  M  V  E 
   
        103: AATGCAAAGCCGACATTGAGACAAATCATGCATCACTTTTCAGATGCGGCT 
             N  A  K  P  T  L  R  Q  I  M  H  H  F  S  D  A  A  
  
        156: GAAGCATACATTGAAATGAGGAATTCTGAGGGACTGTACATGCCTAGGTAT 
             E  A  Y  I  E  M  R  N  S  E  G  L  Y  M  P  R  Y 
 
        205: GGTCTTCTTAGGAACCTGAGGGACAAAAGTCTGGCGCGATATGCATTCGAT 
             G  L  L  R  N  L  R  D  K  S  L  A  R  Y  A  F  D 
    
        256: TTCTATGAGGTCACCTCTAAGACGTCAGATAGAGCTAAAGAAGCTGTCACA 
             F  Y  E  V  T  S  K  T  S  D  R  A  K  E  A  V  T 
 
        307: CAAATGAAAGCCGCCGCCTTA 
             Q  M  K  A  A  A  L   

 
    ภาพ 14  ลําดับนิวคลีโอไทด (ตัวอักษรปกติ) และการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน (ตัวอักษรหนา)  

      ของเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส  
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AF208662  GGTTTCATGGTGTGGTGCATTGACAATGGCACTTCACCAAATGTTAATGGCACATGGGTA 960 
D85849    GGTTTCATGGTGTGGTGCATTGACAATGGCACTTCACCAAATGTTAATGGCACATGGGTG 922 
U67150    GGTTTCATGGTTTGGTGCATAGATAATGGAACTTCACCTGATATAAATGGAGTCTGGGTA 441 
AY433952  AGGTTCATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACTTCACCTGATGTAAATGGAGTGTGGACC 420 
AY253906  GGGTTCATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCACCTGATGTGAATGGGGTGTGGACC 448 
PWV-CM    ---------GTGTGGTGCATAGACAATGGAACTTCACCAGATGTCAATGGCGTGTGGGTA 51 
                   ** ******** ** ***** ** *****  ** * *****    ***    
 
AF208662  ATGATGGACGGAGAAGAACAAATTGAATACCCATTGAAGCCGTTAGTTGAAAATGCCCAG 1020 
D85849    ATGATGGACGGAGAAGGACAAATTGAATACCCATTGAAGCCGTTAGTTGAAAATGCCCAG 982 
U67150    ATGATGGATGGGGACGAACAAGTTGAATACCCCCTCAAACCAATGGTTGAAAATGCAAAG 501 
AY433952  ATGATGGATGGGGATGAACAAGTGGAATTTCCGCTCAAACCCATCGTGGAAAACGCAAAA 480 
AY253906  ATGATGGATGGGGATGAGCAAGTGGAATTTCCGCTCAAACCCATCGTGGAGAATGCAAAA 508 
PWV-CM    ATGATGGACGGAGATGAACAAATTGAGTACCCACTCAAGCCAATGGTTGAAAATGCAAAG 111 
          ******** ** ** *  *** * ** *  **  * ** **  * ** ** ** **  *  
 
AF208662  CCAACATTGAGACAAATTATGCATCACTTTTCAGATGCGGCTGAGGCATACATTGAGATG 1080 
D85849    CCAACATTGAGACAAATTATGCATCACTTTTCAGATGCGGCTGAGGCATACATTGAGATG 1042 
U67150    CCCACTCTCAGACAAATAATGCACCACTTCTCAGATGCAGCTGAAGCGTACATTGAGATG 561 
AY433952  CCCACACTCAGACAAATTATGCACCACTTCTCAGACGCAGCTGAAGCGTATATTGAGATG 540 
AY253906  CCCACACTCAGGCAAATTATGCACCATTTCTCAGACGCAGCTGAAGCGTATATTGAGATG 568 
PWV-CM    CCGACATTGAGACAAATCATGCATCACTTTTCAGATGCGGCTGAAGCATACATTGAAATG 171 
          ** **  * ** ***** ***** ** ** ***** ** ***** ** ** ***** *** 
 
AF208662  AGAAATTCCAAAGAGCCGTATATGCCTAGATATGGTACTCTGAGGAATTTGAGGGACTTG 1140 
D85849    AGAAATTCCAAAGAGCCGTATATGCCTAGATATGGTACTCTGAGGAATTTGAGGGACTTG 1102 
U67150    AGATGCGCAAGTGGTCCTTACATGCCTAGGTATGGATTACTGCGTAATTTGAGGGACAAG 621 
AY433952  AGAAATTCTGAAGGGTTCTACATGCCCAGGTATGGACTGCTGAGGAATTTAAGAGACAAG 600 
AY253906  AGAAATTCCGAAGGGTTCTACATGCCCAGGTATGGACTACTGAGGAATTTAAGAGACAAG 628 
PWV-CM    AGGAATTCTGAGGGACTGTACATGCCTAGGTATGGTCTTCTTAGGAACCTGAGGGACAAA 231 
          **     *    *     ** ***** ** *****    **  * **  * ** ***    
 
AF208662  AGTTTGGCGAGGTATGCTTTTGATTCCTATGAAGTAACCTCCAAGACGCCTAACAGAGCA 1200 
D85849    AGTTTGGCGAGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAGTAACCTCCAAGACGCCTAACAGAGCA 1162 
U67150    AATTTAGCGCGGTATGCATTTGACTTCTATGAAGTTAATGCTAAGACTTCTGATCGTGCT 681 
AY433952  AGCTTAGCAAGGTATGCTTTCGATTTCTATGAAGTCACGTCTAAGACTTCTGATAGAGCA 660 
AY253906  AGCTTGGCAAGGTACGCTTTCGATTTCTATGAGGTCACATCTAAGACTTCTGACAGAGCA 688 
PWV-CM    AGTCTGGCGCGATATGCATTCGATTTCTATGAGGTCACCTCTAAGACGTCAGATAGAGCT 291 
           *   * **  * ** ** ** ** * ****** ** *   * *****  *  *  * **  
 
AF208662  AGAGAAGCGGTAGCTCAAATGAAAGCCGCTGCCCTCGCGAACGTTTCTACTAGGTTGTTT 1260 
D85849    AGAGAAGCGGTAGCACAAATGAAAGCCGCTGCCCTCGCGAACGTTTCTACTAGGTTGTTT 1222 
U67150    CGAGAAGCAGTGGCACAGATGAAGGCTGCAGCCCTCAGTAATGTGACCAACAAGTTGTTT 741 
AY433952  AGGGAAGCAATAGCACAAATGAAGGCTGCAGCTCTCGCCAACGTTAACACCAGGATGTTT 720 
AY253906  AGGGAAGCAATAGCGCAGATGAAGGCTGCAGCTCTCGCCAACATTAACACCAGGATGTTT 748 
PWV-CM    AAAGAAGCTGTCACACAAATGAAAGCCGCCGCCTTA------------------------ 327 
            *****  *  * ** ***** ** ** **  *                          

 
ภาพ 15  การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด PWV-CM  กับลําดับนิวคลีโอไทด 
 ของไวรัสที่เขาทําลายเสาวรส ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ  
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  Accession no. AF208662  คือ  PWV รายงานจากประเทศไตหวัน  มีความ 
  เหมือนกับ PWV-CM  81 เปอรเซ็นต 
 ,, D85849  คือ  PWV รายงานจากประเทศญี่ปุน มีความเหมือนกับ  
  PWV-CM   81 เปอรเซ็นต 

  ,, U67150 คือ PWV isolate University of Sydney รายงานจาก 
   ประเทศออสเตรเลีย มีความเหมือนกับ PWV-CM  78 เปอรเซ็นต 
  ,, AY433952 คือ PWV-M2  รายงานจากประเทศบราซิล มีความ 
   เหมือนกับ  PWV-CM   77 เปอรเซ็นต 
  ,, AY253906 คือ Cowpea aphid-borne mosaic virus isolate PE2  
   รายงานจากประเทศบราซิล มีความเหมือนกับ  PWV-CM    

   75 เปอรเซ็นต  
       
   *  คือ ตําแหนงที่มีลําดับนวิคลีโอไทดเหมือนกัน 
           
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 50 

AAR08937   RFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 180 
AAP04516   GFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 189 
AAB8115    GFMVWCIDNGTSPDINGVWVMMDGDEQVEYPLKPMVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 187 
AAG43495   GFMVWCIDNGTSPNVNGTWVMMDGEEQIEYPLKPLVENAQPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 360 
BAA24530   GFMVWCIDNGTSPNVNGTWVMMDGEGQIEYPLKPLVENAQPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 347 
PWV-CM     ---VWCIDNGTSPDVNGVWVMMDGDEQIEYPLKPMVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEM 57 
              ****:*****::**.*.****: *:*:****:****:******************** 
 
AAR08937   RNSEGFYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRAREAIAQMKAAALANVNTRMF 240 
AAP04516   RNSEGFYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRAREAIAQMKAAALANINTRMF 249 
AAB8115    RCASGPYMPRYGLLRNLRDKNLARYAFDFYEVNAKTSDRAREAVAQMKAAALSNVTNKLF 247 
AAG43495   RNSKEPYMPRYGTLRNLRDLSLARYAFDSYEVTSKTPNRAREAVAQMKAAALANVSTRLF 420 
BAA24530   RNSKEPYMPRYGTLRNLRDLSLARYAFDFYEVTSKTPNRAREAVAQMKAAALANVSTRLF 407 
PWV-CM     RNSEGLYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRAKEAVTQMKAAAL-------- 109 
           * :.  ****** ****** .******* ***.:**.:**:**::*******       
  
ภาพ 16  การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสลําดับ 

 นิวคลีโอไทดของ PWV-CM  กับลําดับกรดอะมิโนของไวรัสที่เขาทําลายเสาวรสที่มี    
 รายงานจากประเทศตาง ๆ  
  Accession no.   AAR08937  คือ  PWV-M2  รายงานจากประเทศบราซิล มีความ 
      เหมือนกับ PWV-CM 91  เปอรเซ็นต 
  ,,    AAP04516  คือ  Cowpea aphid-borne mosaic virus  isolate 

      PE2 รายงานจากประเทศบราซิล มีความเหมือนกับ PWV-CM 91 
       เปอรเซ็นต 
  ,,    AAB8115  คือ  PWV isolate University of Sydney  

      รายงานจากประเทศออสเตรเลีย มีความเหมือนกับ PWV-CM  

      89 เปอรเซ็นต 
 ,,   AAG43495  คือ  PWV รายงานจากประเทศไตหวนั มีความ 
     เหมือนกับ PWV-CM  86 เปอรเซ็นต 
 ,,    BAA24530 คือ  PWV รายงานจากประเทศญี่ปุน มีความเหมือนกับ 
     PWV-CM  86 เปอรเซ็นต     

 

 *  คือ ตําแหนงที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 
  

 
 
 
 
 
 


