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 จากการสํารวจพื้นที่เพาะปลูกเสาวรสในสถานีเกษตรหลวงปางดะ จังหวัดเชียงใหม พบวา
เสาวรสมีอาการใบดาง ใบบิดเบี้ยว ผลเล็กและผิดรูป ซ่ึงเปนปญหาสําคัญที่ทําความเสียหายอยาง
รุนแรงตอผลผลิต โดยมีสาเหตุจากเชื้อไวรัสในสกุล Potyvirus คือ passionfruit woodiness 

virus (PWV) จากการปลูกเชื้อโดยวธีิกล พบวาเชือ้สาเหตุของโรคสามารถกระตุนใหเกิดอาการ
เฉพาะแหงบนพืชทดสอบคือ Chenopodium amaranticolor และ Chenopodium murale 
นอกจากนั้นยงักระตุนใหเกดิอาการแบบทัว่ทั้งตนใน Cassia occidentalis และ Vigna sinensis 

(L.) จากการเตรียมไวรัสบรสุิทธิ์แลวนํามาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน โดย
การยอมดวยกรดฟอสโฟทังสติก 2%  pH 7.2 พบอนุภาคไวรัสมีทอนยาวคด ขนาดความยาว
ประมาณ 700 นาโนเมตร กวาง 12 นาโนเมตร จากการทําอิเลคโตรโฟรีซิสโดยวิธี SDS-PAGE 

พบวาอนภุาคไวรัสประกอบดวยโปรตีนหอหุมขนาด 37 kDa ซ่ึงเปนคุณสมบัตขิอง Potyvirus 
เทคนิค reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใชใน
การตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคพืช ซ่ึงเปนวิธีที่ใหผลแมนยําและรวดเรว็ จึงนํามาใชในการ
พัฒนาการตรวจสอบโรคของเสาวรสที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัสจากตวัอยางใบเสาวรส โดยเปรียบเทยีบ
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การสกัดอารเอ็นเอ 4 วิธี คือ SDS-phenol, CF-11 cellulose, Guanidine thiocyanate และ 

Plant RNA isolation kit (UltraCleanTM, MO BIO Laboratories, Inc, USA) จากการ
ทดลองพบวาวิธี Guanidine thiocyanate ใหปริมาณผลผลิตของอารเอ็นเอทั้งหมด (total RNA) 
สูงสุด คือ 6.75 ไมโครกรัม จากใบพืชเร่ิมตน 0.1 กรัม และการสกัดอารเอ็นเอวิธี CF-11 cellulose, 

Guanidine thiocyanate และ Plant RNA isolation kit สามารถเพิ่มปริมาณของแถบดีเอ็นเอ
ขนาดที่ตองการของไวรัสไดอยางจําเพาะเจาะจงโดยมีขนาด 327 คูเบส จากการทําปฏิกิริยาโดยใช 
degenerate primers ที่บริเวณตําแหนงยีนของโปรตีนหอหุมอนภุาค PWV เมื่อไดผลผลิตของ 
PCR  จากการทดลองพบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา ประกอบดวยความเขมขนของ
ไพรเมอร 1.0 ไมโครโมลาร  MgCl2 0.5 มิลลิโมลาร เอนไซม reverse transcriptase 5 ยูนิต และ
กรดนวิคลีอิกตั้งตน 200 นาโนกรัม โดยใชอุณหภูมิเริ่มตน 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลวตาม
ดวยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จากนัน้เขาสูวงรอบการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอจํานวน  40 
รอบ โดยข้ันตอนยอยทีห่นึ่ง ใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที ขั้นตอนยอยที่สอง ใช
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และข้ันตอนยอยที่สาม ใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาท ีแลวตามดวยข้ันตอนสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที เมื่อนําผลผลิต
ที่ไดมาตรวจสอบยืนยนัผลการทดลองโดยการนํามาหาลาํดับนิวคลีโอไทดพบวา ลําดับนิวคลีโอ-
ไทดที่ไดมีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ PWV สายพนัธุที่รายงานจากประเทศไตหวัน
และญี่ปุน 81 เปอรเซ็นต ดังนั้นจะเหน็ไดวา วิธีการตรวจสอบ PWV ดวยเทคนิค RT-PCR สามารถ
ทําไดงาย รวดเร็ว และมีความจําเพาะเจาะจงสูงในการตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช 
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     Abstract 
 
 

Woodiness disease is a damaging disease of passionfruits. This disease was 
observed to wildspread  in passionfruit growing area of The Royal Pangdha Research 
Station Chiang Mai Province, causing mosaic, rugosity and distortion of leaves, the 
malformation and smaller in size of fruits. The causal agent is passionfruit woodiness 
virus (PWV). Virus belongs to the genus Potyvirus  induced local infection in 
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale and systemic infection in Cassia 
occidentalis, Vigna sinensis (L.)  by sap inoculation.   The particles of the virus were 
stained with 2 % phosphotungstic acid (pH 7.2) and examined in an electron 
microscope where filamentous potyvirus like particles (approximately: 700 nm long, 
12 nm wide) were observed. The virus particles contained a single protein species of 
37 kDa. The development of reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) technique used to detect plant pathology should be reliable. To improve the 
detection method for passionfruit virus diseases in passionfruit leaves, where 
compared four RNA extraction methods that utilized either SDS-phenol, CF-11 
cellulose, Guanidine thiocyanate and Plant RNA isolation kit (UltraCleanTM, MO BIO 
Laboratories, Inc, USA). The guanidine thiocyanate  method gave the highest yield of 
total RNA (6.75 µg from 0.1g leaf sample). CF-11 cellulose, Guanidine thiocyanate 
and Plant RNA isolation kit method had potential to amplified a 327 PCR product with 
expected size and specific band for virus were obtained by RT-PCR using degenerate 
primers located in coat protein gene of  PWV. The optimum condition for RT-PCR, 
the reaction mixture was containing 1.0 µM of primers, 0.5 mM MgCl2, 5 units of 
reverse transcriptase and the crude nucleic acid extracts 200 ng. The cycling profile 
was as follows: first step at 42° C for 60 min, second step at 94°C for 3 min, 40 cycles 



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

  
 
ช 

segmented in step 1: 20s at 94°C, step 2: 30s at 42° C, step 3: 30s at 72° C, followed 
by a final extension step at 72° C for 7 min. The viral origin of the amplified product 
was confirmed by sequencing, the new sequence had 81% nucleotide identity to PWV 
in the coat protein which had been published in Taiwan and Japan. The benefits of this 
RT-PCR based detection of PWV would be simple, rapid and specific.  
 


