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       บทที่ 4 
 
ผลการทดลอง 

 
 

1. การสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของเสาวรส 
ผลการสํารวจและเก็บตวัอยางเสาวรสที่มีอาการใบดางจากพื้นที่ที่มีการระบาดของ 

โรครุนแรง ในจังหวัดเชยีงใหม คือ แหลงเพาะปลูกในสถานีเกษตรหลวงปางดะ อ.สะเมิง 
พบวาลักษณะอาการผิดปกตบินใบเสาวรส คือ อาการใบดางและใบดางเหลืองปนกันอยู 
(ภาพ  2) ใบบิดเบี้ยวและหงิกงอ กระจายทั่วทั้งตน (ภาพ 3) ผิวของผลพบอาการดาง ไม
เรียบ มีขนาดเล็กลง และมีลักษณะผิดรูปจากปกติ (ภาพ 4) เมื่อปลูกเชื้อสาเหตุอาการใบดาง
ลงบนพืช 14 ชนิด 6 วงศ จากผลการทดลองมีพืชเพียง 4 ชนิด ใน 2 วงศ ที่เปนพืชอาศัยของ
ไวรัสสาเหตุของโรคชนิดนี้ C. amaranticolor และ C. murale แสดงอาการแบบรอย
แผลเฉพาะแหง (local lesion) โดย C. amaranticolor เกิดอาการแผลจุดสีเหลืองขนาด
เล็กบนใบ และมีขอบแผลสีแดง เฉพาะบนใบที่ปลูกเชือ้ประมาณ 7 วัน (ภาพ 5ก) สวน    
C. murale เกดิอาการแผลจดุสีขาวปนน้ําตาลออน พบเฉพาะบนใบทีป่ลูกเชื้อ ประมาณ 11 
วัน (ภาพ 5ข) สวน V. sinensis (L.) และ Cassia occidentalis  แสดงอาการแบบ
แพรกระจายทัว่ทั้งตน โดยมลัีกษณะอาการใบดางแบบไมมีขอบเขตชัดเจน หลังจากทีป่ลูก
เชื้อ 20 และ 23 วัน ตามลําดบั (ภาพ 5ค และ 5ง) ดังรายละเอียดในตาราง 1 
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   ภาพ 2  ลักษณะอาการใบด
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ก ข 

ค ง 
 
ภาพ 4  ลักษณะผลเสาวรสปกติ (ก) ลักษณะผลเสาวรสผิดรูปและมีขนาดเล็กจากปกติ (ข, ค)  
             และลักษณะอาการดางของผิวผลเสาวรส (ง) 
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        ภาพ 5  อาการบนพืชทดสอบท
      ใบเสาวรสดวยวิธีกล 

ก. คีโนโปเดียม 
เฉพาะแหงเป
7 วัน 

ข. คีโนโปเดียม 
เปนจุดเซลลต

ค. ถ่ัวพุม (Vign

ชัดเจน หลังจ
ง. ขี้เหล็กเทศ (

ขอบเขตชัดเจ
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ี่ปลูกเชื้อสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสที่แยก

(Chenopodium amaranticolor)  แสดงอากา
นจุดสีเหลืองขนาดเล็ก ขอบแผลสีแดง หลังจาก

(Chenopodium murale) แสดงอาการแผลเฉพ
ายสีขาวปนน้าํตาลออน หลังจากปลูกเชื้อ 9 วัน 
a sinensis L.) แสดงอาการใบดางแบบไมม
ากปลูกเชื้อ 20 วัน 
Cassia occidentalis) แสดงอาการใบดางแ
น หลังจากปลกูเชื้อ 23 วัน 
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ตาราง 1  ชนิดของพืชอาศัย อาการที่เกิดขึน้ และจํานวนวันที่แสดงอาการหลังจากปลูกเชื้อที่ทําให 
   เกิดอาการใบดางของเสาวรส (L- อาการแผลเฉพาะแหง, S- อาการแบบทั่วทั้งตน)  
 

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 
 

 
บานไมรูโรย 

 
 

คีโนโปเดียม 
คีโนโปเดียม 

 
คะนายอด 
กวางตุงดอก 

 
แตงกวา 

 
แตงกวา 
ฟกทอง 

 
ขี้เหล็กเทศ 
ถั่วเขียว 

ถั่วแดงหลวง 
ถั่วพุม 

 
ยาสูบ 

ยาสูบใบใหญ 
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2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 

 จากการศึกษาอนุภาคของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสจากใบพืชสดที่
แสดงอาการของโรคดวยวิธี dip preparation พบอนภุาคไวรัสมีลักษณะเชนเดียวกันกับ
อนุภาคไวรัสที่ไดจากการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ คืออนุภาคไวรัสมีทอนยาว คด ขนาด 700-
762 นาโนเมตร กวาง 12 นาโนเมตรโดยพบอนุภาคไวรัสจํานวนหนาแนนมาก อยูรวมกัน
เปนกลุม (ภาพ 6) 

จากการเตรยีมไวรัสบริสุทธิ์ เมื่อไดสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์นําสารละลาย 
ดังกลาวไปทําการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสดวยวิธี dip 

preparation แลวยอมสีแบบ negative stains ดวย phosphotungstic acid เมื่อนําไป
ตรวจดูอนภุาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน พบอนภุาคไวรัสมี
ลักษณะเปนทอนยาวคด ขนาดประมาณ 700 x  12 นาโนเมตร เชนเดยีวกัน (ภาพ 7) 
 

  
3. การตรวจสอบโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิกของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 

  จากการนําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์มาทําการศึกษาขนาดของโปรตีน
หอหุมกรดนิวคลีอิกของไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส โดยวิธี SDS-PAGE เขมขน 
12% resolving gel โดยเปรียบเทียบกบัโปรตีนที่สกัดไดจากพืชปกติและพืชเปนโรค พบ
แถบของโปรตีนเพียงแถบเดียว โดยมีขนาด 37 kDa ซ่ึงสันนิษฐานวานาจะเปนโปรตีน
หอหุมอนภุาคไวรัสสาเหตุของโรค เมื่อเปรียบเทียบกับแถบของโปรตีนที่ไดจากการสกัด
โปรตีนทั้งหมดของพืชที่เปนโรคซึ่งมีขนาดใกลเคยีงกนั โดยไมพบชัดเจนในโปรตีน
ทั้งหมดที่สกัดไดจากพืชปกติ (ภาพ 8) 
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  100 nm 
 100 nm 

 
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 6  ลักษณะอนภุาคไวรัสจากการ dip preparation ดวยใบพืชสด 
 
 
 

        50 nm 

            
             ภาพ 7  ลักษณะทอนยาวคดของอนุภาคไวรัสจากการเตรียมสารละลายไวรัสบริสุทธิ์ 
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 18.4 
 
        ภาพ  8   แถบของโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิกของอนุภาคไวรัสจากการทําอิเลคโตร- 

                   โฟรีซิสแบบ SDS-PAGE (12% gel)  
             แถวท่ี 1: โปรตีนมาตรฐาน (Molecular weight standards)  
                    แถวที่ 2: โปรตีนทั้งหมดที่สกดัไดจากใบเสาวรสปกต ิ
                    แถวที่ 3:  โปรตีนทั้งหมดที่สกดัไดจากใบเสาวรสที่แสดงอาการใบดาง 
                    แถวที่ 4:   แถบโปรตีนของอนุภาคไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสที่แยก 
                                     จากจงัหวัดเชียงใหม  

 
4. การตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสดวยเทคนิค RT-PCR 

   4.1  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณอารเอ็นเอ 
นําอารเอ็นเอ (total RNA) ที่สกัดไดจากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี มาตรวจสอบ 

 คุณภาพของอารเอ็นเอดวยวธีิ อิเลคโตรโฟรีซิส โดยใช 1 % agarose gel ใชความตางศักย 
50 โวลท ประมาณ 40 นาที พบแถบของ total RNA มีลักษณะแถบเขมชัดเจน  2 แถบ ซ่ึง
เปนแถบของ ribosomal RNA (rRNA) มีขนาดระหวาง 5 กิโลเบส และ 2 กิโลเบส เปน
ลักษณะของ 28s rRNA และ 18s rRNA ตามลําดับ (Ambion TechNotes, 2005) โดย
พบลักษณะดังกลาวชัดเจนจากอารเอ็นเอทีส่กัดไดจากการสกัดวิธีที่ 1: SDS-phenol      
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วิธีที่ 2: CF-11 cellulose และ วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate  สวนวิธีที่ 4: Plant 

RNA isolation kit พบแถบของอารเอ็นเอเพียงแถบเดียวที่ชัดเจน (ภาพ 9) 
 

 
 

                                        

  M   1      2    3      4 

1  3 

  28s 
 2094  bp 

  18s 

  
      ภาพ 9  ลักษณะของ total RNA ที่สกดัไดจากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี 
                   แถวที่ 1;   อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 1: SDS-phenol 
     แถวที่ 2 ;   อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 2: CF-11 cellulose 
     แถวที่ 3;  อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate 
     แถวที่ 4 ;  อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit 
             แถว M ;   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
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เมื่อนําอารเอ็นเอจากการสกดัในแตละวิธี มาตรวจสอบคุณภาพโดยการนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 

พบวา อารเอน็เอที่สกัดไดดวยวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateไดอารเอ็นเอทีม่ีคุณภาพ
มากที่สุด คือ ไดอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสง (Absorbance ratio) ที่ความยาวคลื่น 
260/280 ประมาณ 1.98 (คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า) ซ่ึงเปนอารเอ็นเอที่สะอาด บริสุทธิ์และมี
คุณภาพสําหรับการทําปฏิกิริยา RT-PCR (Total RNA Kit, 2005) สวนวิธีที่ 1: SDS-

phenol, วิธีที่ 2: CF-11 cellulose และ วธีิที่ 4: Plant RNA isolation kit ไดอัตราสวน
ของคาการดูดกลืนแสง 260/680 เทากับ 2.22, 1.77 และ 1.72 ตามลําดับ  (ตาราง 2) 

จากการคํานวณหาปริมาณความเขมขนของ total RNA ที่สกัดไดในแตละวิธี 
พบวาวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate ใหปริมาณของผลผลิต total RNA เฉล่ียสูงสุด 
คือ 6.75 ไมโครกรัม จากใบพืชตั้งตน 0.1 กรัม (จาก 5 ซํ้า) วิธีทีใ่หผลรองลงมา คือ วธีิที่ 2: 
CF-11 cellulose โดยมีปริมาณความเขมขนของ total RNA เทากบั 4.56 ไมโครกรัม 
สวนวิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ใหปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอ 3.48 
ไมโครกรัม และวิธีที่ 1: SDS-phenol ใหปริมาณความเขมขนของ total RNA นอยที่สุด 
คือ 0.06 ไมโครกรัม สวนระยะเวลาในการสกัดอารเอ็นเอในแตละวิธีนั้นพบวาวธีิที่ 4: 
Plant RNA isolation kit ใชเวลาในการสกัดนอยที่สุด โดยใชเวลาเพยีง 35-40 นาท ีสวน
วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateใชเวลาในการสกัดประมาณ 3.45 ช่ัวโมง วิธีที่ 2: CF-11 

cellulose ใชเวลา 7.30 ช่ัวโมง ในขณะทีว่ธีิที่ 1: SDS-phenol ใชเวลาในการสกัดนานถึง 
13 ช่ัวโมง (ตาราง 2) 
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ตาราง 2  เปรียบเทียบขอมูลของอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง (260/280)  ปริมาณความเขมขนของ  
  total RNA และเวลาที่ใชในการสกัดอารเอ็นทั้ง 4 วิธี 
 

วิธีการสกัดอารเอ็นเอ *อัตราสวนคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 

260/280 นาโนเมตร 

*ปริมาณความเขมขนของ 
total RNA(µg) / ใบพืช

เริ่มตน 0.1 กรัม   

เวลาที่ใชในการ
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 

 
 *  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า 
 
 

4.2  การออกแบบไพรเมอร 
เมื่อทําการศึกษาบริเวณอนุรักษจากกรดอะมิโนของลําดับเบสอารเอ็นเอในสวนที่

แปลรหัสเปนโปรตีนหอหุมของ Potyvirus รวมทั้ง PWV จากหลาย ๆ สายพันธุที่มี
รายงานไวจากฐานขอมูล GenBank จาก NCBI แลวจึงทําการคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณอนุรักษที่ไดจากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนโดยนําไปเปรียบเทียบความเหมอืนดวย
การใชโปรแกรม ClustalW   เพื่อเลือกตําแหนงอนรัุกษที่พบใน CP gene บน ssRNA 
ของไวรัส โดยเลือกตําแหนงนิวคลีโอไทดที่แปลรหัสกรดอะมิโน VWCI(E/D)NG และ 
QMK(A/T)AAL ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดที่แปลรหัสกรดอะมิโนดังกลาวมาจากการ
เปรียบเทียบความเหมือนของ Potyvirus จํานวน 11 สายพันธุโดยการใชโปรแกรม 
clustalW เชนกัน พบวา ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนไพรเมอรในการทําปฏิกิริยา RT-

PCR เพื่อตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางในเสาวรส (ตาราง 3) 
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ตาราง 3  Degenerate primers ที่ใชในการตรวจสอบเชื้อ 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  การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิกดวยวิธีอารที-พีซีอาร 
ในการทดลองนี้ใชเทคนิค RT-PCR ในการตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดาง

ของเสาวรส จากผลการทดลองพบวา เมื่อใช degenerate primers (Pt1 และ Pt2) ซ่ึงมี
ลําดับเบสที่กําหนดการสังเคราะหกรดอะมโินตําแหนงอนุรักษในสวนโปรตีนหอหุมของ 

potyvirus สายพันธุจากประเทศตาง ๆ เมื่อนําผลผลิต RT-PCR ไปตรวจสอบโดยวิธี
เจลอิเลคโตรโฟรีซิส บนอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต พบวาอารเอ็นเอที่ไดจากการ
สกัดวิธีที่ 2: CF-11 cellulose วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate และ วิธีที่ 4: Plant 

RNA isolation kit สามารถใชเปนอารเอ็นเอแมแบบในการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ
กรดนวิคลีอิกของเชื้อสาเหตุดวยวิธี RT-PCR ได โดยแถบดีเอน็เอที่ไดมีขนาดตามที่
ตองการคือประมาณ 327 bp ในขณะที่อารเอ็นเอที่สกดัดวยวิธีที ่ 1: SDS-phenol ไม
สามารถเพิ่มปริมาณกรดนวิคลีอิกไดดวยเทคนิคดังกลาว เมื่อทําการเปรียบเทียบการสกัด
อารเอ็นเอทั้ง 4 วิธีจากพืชปกติ พบวาไมสามารถตรวจพบแถบของดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่ม
ปริมาณกรดนวิคลีอิกของไวรัสสาเหตุโรคได (ภาพ 10)  
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327 bp 

 
ภาพ 10  ผลการเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกของไวรัสจากการสกัดอารเอ็นเอ 
              ทั้ง 4  วิธี   
 แถว M; ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder  
 แถวที่ 1 และ 5;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
    วิธีที่ 1: SDS-phenol ตามลําดับ 

 แถวที่ 2 และ 6;   เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
    วิธีที่ 2: CF-11 cellulose ตามลําดับ 

 แถวที่ 3 และ 7;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
      วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate ตามลําดับ 

แถวที่ 4 และ 8;  เสาวรสปกติ และ เสาวรสที่แสดงอาการของโรคเมื่อสกัดดวย 
               วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ตามลําดับ 
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    เมื่อนําอารเอ็นเอที่สกัดไดปริมาณ total RNA สูงสุดจากวิธีที่ 3 มาทําการศึกษา 

สภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏิกิริยา RT-PCR นั้น โดยทําการเปรยีบเทียบความเขมขน
ตาง ๆ ขององคประกอบในการทําปฏิกิริยา เชน อารเอ็นเอแมแบบใชความเขมขนตั้งแต 
0.02, 0.2, 2, 20 และ 200 นาโนกรัม ความเขมขนของไพรเมอรตั้งแต 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 
ไมโครโมลาร และความเขมขนของ MgCl2 ใชความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2 และ 3 มิลลิ- 
โมลาร 
 ในการทดลองเพื่อหาปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนที่ใชเปนอารเอ็นเอ
แมแบบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR พบวาความเขมขนของอารเอ็นเอที่ระดับ 200 นาโน-
กรัม คือ ความเขมขนของอารเอ็นเอต่ําที่สุดทีส่ามารถตรวจพบการเพิ่มปรมิาณกรด
นิวคลิอิกของเชื้อสาเหตุโรคไดดวยเทคนิคดังกลาว ในขณะที่ความเขมขนของอารเอ็นเอ
เร่ิมตนที่ระดับต่ํากวานี้ คือ 20, 2, 0.2 และ 0.02 นาโนกรัมไมสามารถตรวจพบการเพิ่ม
ปริมาณของอารเอ็นเอได  (ภาพ 11) 
 
 

                               

300 
400 327 bp 

  
        ภาพ 11  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนทีแ่ตกตางกันที่ใช 

 เปนองคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-5 ; ความเขมขนของอารเอ็นเอแมแบบเทากับ 0.02, 0.2, 2, 20 
และ 200 นาโนกรัม ตามลําดับ 
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สวนในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของไพรเมอรที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยา RT-PCR นั้น พบวาความเขมขนของไพรเมอรที่ระดับ 0.4 และ 0.6 ไมโคร-     
โมลาร ไมสามารถตรวจพบแถบของดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิกได แตที่
ระดับความเขมขนของไพรเมอร 0.8 ไมโครโมลาร สามารถตรวจพบแถบของดีเอน็เอได
แตลักษณะของแถบดีเอ็นเอไมชัดเจนมากนัก และพบวาที่ความเขมขนของไพรเมอร 1.0 
ไมโครโมลาร คือระดับความเขมขนของไพรเมอรที่ดีที่สุดและเหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
ซ่ึงใหแถบของดีเอ็นเอชัดเจน  (ภาพ 12) 

 
 
 

   

327 bp 

 
ภาพ 12  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของไพรเมอรที่แตกตางกันที่ใชเปน 

องคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-4 ; ความเขมขนของไพรเมอร เทากับ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0  
ไมโครโมลาร ตามลําดับ 
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  ในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 

RT-PCR พบวาทุกระดับความเขมขนทีใ่ชในการทดลองคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 
มิลลิโมลาร สามารถตรวจพบแถบของดีเอ็นเอ แตที่ความเขมขน 3.0 มิลลิโมลาร ให
ลักษณะแถบของดีเอ็นเอที่เจอืจาง ไมคมชดั เหมือนกับที่ระดับความเขมขนอื่น ๆ ที่ใชใน
การทดลอง ดงันั้น MgCl2  สามารถที่จะใชไดตั้งแต 0.5-2.0 มิลลิโมลารได (ภาพ 13) 

  
 

              
 

ภาพ 13  ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของ MgCl2 ทีแ่ตกตางกันที่ใชเปน 
องคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR    
แถว M; ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
แถวที่ 1-4 ; ความเขมขนของ MgCl2 เทากับ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0  และ 3.0 
มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
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4.4 การตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลติ RT-PCR  

เมื่อนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยา RT-PCR มาทําการตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดแลวนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได (ภาพ 14) มาเปรียบเทียบความเหมือนกับ Potyvirus ที่พบในเสาวรสจาก
ขอมูลใน GenBank จาก NCBI ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ ซ่ึงพบวา มี Potyvirus 2 ชนิด ที่
พบในเสาวรสคือ PWV และ Cowpea aphid-borne mosaic virus  ดวยโปรแกรม clustalW 
พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนกับ PWV มากกวา โดยคลายกับ PWV ที่มีรายงาน
จากประเทศไตหวนัและญี่ปุน  81 เปอรเซ็นต (Accession number AF208662 และ D85849 
ตามลําดับ) และลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมอืนกับ  PWV isolate University of 

Sydney (Accession number U67150) รายงานจากประเทศออสเตรเลีย 78 เปอรเซ็นต, 
PWV-M2 (Accession number AY433952) รายงานจากประเทศบราซิล 77 เปอรเซ็นต และ 
Cowpea aphid-borne mosaic virus  isolate PE2 (Accession number AY253906) 
รายงานจากประเทศบราซิล  75 เปอรเซ็นต (ภาพ 15)  ดังนั้นจึงตั้งชือ่ลําดับนิวคลีโอไทดจากการ
หาลําดับเบสนีว้า PWV-CM   
 เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของ PWV-CM มา
เปรียบเทียบความเหมือนกับขอมูลลําดับกรดอะมิโนของ PWV ที่มีรายงานไวใน GenBank จาก 
NCBI พบวา PWV-CM มีความเหมือนกับ PWV-M2 และ Cowpea aphid-borne mosaic 

virus  isolate   PE2  (Accession number AAR08937 และ AAP04516 ตามลําดับ ) จาก
ประเทศบราซิล 91 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความเหมือนกับ  PWV 

isolate University of Sydney (Accession number AAB8115) รายงานจากประเทศ
ออสเตรเลีย 89 เปอรเซ็นต และ PWV รายงานจากประเทศไตหวนัและญี่ปุน (Accession 

number AAG43495 และ  BAA24530 ตามลําดับ) 86 เปอรเซ็นต (ภาพ 16) ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเชื้อสาเหตุจากการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
และขนาดของโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิก ดังนั้น PWV-CM เปนไวรสัที่จัดอยูในกลุม 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) และการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน (ตัวอักษรหนา)  

      ของเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส  
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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 
 ของไวรัสที่เขาทําลายเสาวรส ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ  
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  Accession no. AF208662  คือ  PWV รายงานจากประเทศไตหวัน  มีความ 
  เหมือนกับ PWV-CM  81 เปอรเซ็นต 
 ,, D85849  คือ  PWV รายงานจากประเทศญี่ปุน มีความเหมือนกับ  
  PWV-CM   81 เปอรเซ็นต 

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

   75 เปอรเซ็นต  
       
   *  คือ ตําแหนงที่มีลําดับนวิคลีโอไทดเหมือนกัน 
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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  การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสลําดับ 

 นิวคลีโอไทดของ PWV-CM  กับลําดับกรดอะมิโนของไวรัสที่เขาทําลายเสาวรสที่มี    
 รายงานจากประเทศตาง ๆ  
  Accession no.   AAR08937  คือ  PWV-M2  รายงานจากประเทศบราซิล มีความ 
      เหมือนกับ PWV-CM 91  เปอรเซ็นต 
  ,,    AAP04516  คือ  Cowpea aphid-borne mosaic virus  isolate 

      PE2 รายงานจากประเทศบราซิล มีความเหมือนกับ PWV-CM 91 
       เปอรเซ็นต 
  ,,    AAB8115  คือ  PWV isolate University of Sydney  

      รายงานจากประเทศออสเตรเลีย มีความเหมือนกับ PWV-CM  

      89 เปอรเซ็นต 
 ,,   AAG43495  คือ  PWV รายงานจากประเทศไตหวนั มีความ 
     เหมือนกับ PWV-CM  86 เปอรเซ็นต 
 ,,    BAA24530 คือ  PWV รายงานจากประเทศญี่ปุน มีความเหมือนกับ 
     PWV-CM  86 เปอรเซ็นต     

 

 *  คือ ตําแหนงที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 
  

 
 
 
 
 
 


