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   บทที่ 5 

 
     วิจารณผลการทดลอง 

 
 

 จากการสํารวจเสาวรสจากแหลงเพาะปลูกในสถานีเกษตรหลวงปางดะพบวา เสาวรสมี
อาการใบดางเหลือง สลับเขียวอยางชัดเจน กระจายทัว่ทัง้ตน ผิวใบเปนคล่ืน บางครั้งจะพบลักษณะ
ของใบเล็กลง และเสียรูปราง เมื่ออาการรุนแรงขึ้น ใบจะซีดเหลือง และรวงหลนไป สวนผลพบ
ลักษณะผิวเปลือกไมเรียบ เปลือกหนาและแข็งกวาปกต ิ บางครั้งผลจะบิดเบีย้ว ขนาดเล็กลง ซ่ึงมี
ลักษณะอาการของโรคเชนเดียวกับที่ ดวงใจ และคณะ (2531) ไดทําการสํารวจโรคของเสาวรสตาม
แหลงเพาะปลูกที่สําคัญในประเทศไทย เชน จังหวัด เชียงใหม แมฮองสอน ชัยนาท ขอนแกน และ 
ระยอง  
 เมื่อเก็บตวัอยางใบเสาวรสที่แสดงอาการของโรค เพื่อนํามาศึกษาเชื้อสาเหตุดวยวิธีการ
ทดสอบพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุโรค โดยการปลูกเชื้อสาเหตุอาการใบดางลงบนพืชทดสอบ 14 ชนิด 
ใน 6 วงศ ไดแก Vigna sinensis (L.) Savex-Hassk, Phaseolus  vulgaris cv. Red Kidney, 
Phaseolus aureus L., Cucumber sativas cv. Parisienne, Cucumis sativus L., 
Cucurbita moschata (Duch.) Poir, Brassica campestris var. chinensis, Brassica 
oleracea var. alvoglaba, Gomphrena globosa L., Chenopodium amaranticolor, 
Chenopodium murale, Cassia occidentalis, Nicotiana  rustica และ Nicotiana  

tabacum  cv.  White  Burley  พบวามีพืชทดสอบเพียง 4 ชนิด ใน 2 วงศ ที่เปนพืชอาศัยของ
ไวรัสสาเหตุของโรคชนิดนี้ สําหรับพืชที่ใชทดสอบพบวาพืชที่แสดงอาการรอยแผลเฉพาะแหงพบ
ในวงศ Chenopodiaceae เพียงวงศเดียวเทานัน้ คือ C. amaranticolor และ C. murale โดย  
C. amaranticolor เกิดอาการแผลจุดสีเหลืองขนาดเล็กบนใบ ขอบแผลมีสีแดง เฉพาะบริเวณใบที่
ปลูกเชื้อ หลังจากปลูกเชื้อ  7 วัน เชนเดยีวกับที่ Iwai et al. (1996) รายงานวา ในการทดสอบพืช
อาศัยของ PWV-AO ที่พบในเสาวรส ประเทศญี่ปุน พบวา PWV-AO สามารถกระตุนใหเกิด
อาการรอยแผลเฉพาะแหงบน C. amaranticolor เชนเดียวกัน สวน C. murale พบอาการรอย
แผลเปนจุดสีขาวปนน้ําตาลออน บริเวณที่ปลูกเชื้อ โดยจะเริ่มพบลักษณะอาการรอยแผลเฉพาะแหง 
หลังจากที่ปลูกเชื้อ 11 วัน พืชทดสอบที่แสดงอาการแบบกระจายทั่วท้ังตน พบเพยีง 2 ชนิด คอื     
V. sinensis (L.) และ Cassia occidentalis โดยทั้งสองชนิดแสดงอาการใบดางแบบไมมี
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ขอบเขตชัดเจน กระจายทั่วทั้งตน หลังจากปลูกเชื้อ 20 และ 23 วัน ตามลําดับ โดยใหผลการทดลอง
เชนเดยีวกับที ่ ดวงใจ และคณะ (2531) ทําการศึกษาชนิดของพืชอาศัยในการทดสอบไวรัสใน
เสาวรสที่พบในประเทศไทย ซ่ึงพบลักษณะอาการแบบกระจายทัว่ทั้งตนใน V. sinensis (L.) และ 
Cassia occidentalis  เชนเดียวกนั และพบวาเชื้อสาเหตุดังกลาวสามารถเขาทําลายพืชทดสอบได 
12 ชนิด จากพชืทั้งหมด  25 ชนิด ใน 7 วงศ ซ่ึงจะทําใหแสดงอาการหลังจากปลูกเชือ้แลว 5-20 วนั 
ขึ้นอยูกับชนดิของพืชทดสอบ ลักษณะอาการของโรคที่พบโดยทัว่ไป คือ เชื้อทําใหเกิดอาการดาง
เหลือง แพรกระจายทัว่ทั้งตน ในวงศ  Amaranthaceae, Leguminosae (บางชนิด) 
Passifloraceae และ Solanaceae สวนอาการแผลจุดเฉพาะแหงจะพบในวงศ 
Chenopodiaceae และ Leguminosae (บางชนิด) โดยเชื้อจะไมทําใหเกิดอาการบนพืชทดสอบ
วงศ Cucurbitaceae  
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสนั้น 
พบวาเมื่อนําตวัอยางใบพืชสดที่แสดงอาการของโรค ไปทําการตรวจหาอนุภาคไวรสั ดวยเทคนคิ 
dip preparation โดยการยอมสีแบบ negative stains ซ่ึงใช phosphotungstic acid เมื่อนําไป
ตรวจดูอนภุาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน พบอนุภาคไวรัสมีลักษณะเปน
ทอนยาวคด มีขนาด 700-762 นาโนเมตร กวาง 12 นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะของ
อนุภาคของไวรัสจากการ dip preparation จากสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ พบอนุภาคไวรัส
มีลักษณะเชนเดียวกันกับอนภุาคไวรัสที่ไดจากตัวอยางใบพืชสด ขนาดยาวประมาณ 700 x 12 นา-
โนเมตร จากการ dip โดยใชใบพืชสดพบอนุภาคไวรัสอยูรวมกันเปนกลุมจํานวนมาก ซ่ึงตางกับ
อนุภาคไวรัสที่ไดจากการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ ซ่ึงพบอนุภาคไวรัสจํานวนนอย เนื่องจากวิธีการ
เตรียมไวรัสคอนขางบริสุทธิ์อาจไมเหมาะสม และขอจํากัดของเครือ่งมือ (เครื่องหมุนเหวีย่ง) ซ่ึง 
Fuji et al. (2003) ทําการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์กลุม Potyvirus โดยนําไปแยกอนุภาคไวรัสดวย
การทํา sucrose density ultracentrifugation ซ่ึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วสูงถึง 112,000g 

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ในการทดลองไดใชเครื่องหมุนเหวี่ยงที่มีประสิทธิภาพไมถึงความเร็วดังกลาว 
ทําใหอาจมีผลตอการตกตะกอนของไวรัส จึงพบอนุภาคไวรัสเพียงเล็กนอย ดังนั้นจะตองมีการ
ปรับปรุงวิธีการเตรียมไวรัสคอนขางบริสุทธิ์วิธีใหม และควรที่จะหาพืชอ่ืนสําหรับเปนแหลงผลิต
และเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสแทนที่จะใชจากใบเสาวรสที่แสดงอาการของโรคโดยตรง 
 จากการตรวจสอบโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิกของไวรัส สาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 
โดยการนําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์มาทําการศึกษาขนาดของโปรตีนโดยวิธีอิเลคโตรโฟรี-
ซิสในอะคริลาไมดเจลเขมขน 12 เปอรเซ็นต พบแถบของโปรตีนเพียงแถบเดียวขนาด  37 kDa ซ่ึง
เปนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสสาเหตุอาการของโรค เมื่อเปรียบเทียบกับแถบของโปรตีนที่ไดจาก
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การสกัดโปรตีนทั้งหมดของพืชที่เปนโรค ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกัน โดยไมพบชัดเจนในโปรตีน
ทั้งหมดที่สกัดไดจากพืชปกติและพบวามขีนาดของโปรตีนเชนเดียวกบั PWV ที่มีรายงานไวแลว 
(Chang, 1992) ในขณะที่ Iwai et al. (1996) รายงานวาขนาดของโปรตีนที่พบใน PWV ประเทศ
ไตหวนัมีขนาด 35 kDa ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาโปรตีนของ PWV ที่ถูกรายงานไวแลว แตยังจดัอยู
ในชวงที่ระบุวาโปรตีนขนาด 28.3-54.1 kDa อยูในกลุม Potyvirus เชนเดยีวกัน (ICTVdB 
Descriptions, 2003)  
 เมื่อนําอารเอ็นเอจากการสกดัทั้ง 4 วิธี มาตรวจสอบการคุณภาพของอารเอ็นเอที่แยกได 
โดยการทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล เขมขน 1 เปอรเซ็นต พบแถบของ total RNA มี
ลักษณะแถบเขมชัดเจน 2 แถบ ซ่ึงเปนแถบของ ribosomal RNA (rRNA) มีขนาดระหวาง          
5  กิโลเบส และ 2 กิโลเบส ซ่ึงเปนลักษณะของ 28s rRNA และ 18s rRNA ตามลําดับ (Ambion 

TechNotes, 2005) โดยพบชัดเจนจากอารเอ็นเอที่สกดัดวยวิธีที่ 1: SDS-phenol, วิธีที่ 2: CF-

11 cellulose  และ วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateในขณะที่อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ วิธีที่ 4: 
Plant RNA isolation kit ไมพบลักษณะดังกลาว อาจเนื่องจากวิธีนี้ ใชปริมาณใบพืชตั้งตนเพยีง 
0.1 กรัม ซ่ึงนอยกวาวิธีอ่ืน ๆ ที่ใชใบพชืเริ่มตนในการสกัดตั้งแต 2-6 กรัม ทําใหไดผลผลิตของ 
total RNA สูง เมื่อตรวจสอบดวยวิธีดังกลาวจึงตรวจพบลักษณะของ 28s และ 18s rRNA ได
ชัดเจน 
 จากการตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสดวยเทคนิค RT-PCR ซ่ึงเมื่อนํา
อารเอ็นเอที่สกัดไดจากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี พบวาอารเอน็เอที่ไดจากการสกัดวิธีที่ 3: 
Guanidine thiocyanate โดยมี guanidine thiocyanate เปนองคประกอบของ extraction 

buffer  เมื่อนําไปตรวจสอบคาอัตราสวนคาการดดูกลืนแสงที ่ 260/280 ดวยเครื่อง 
spectrophotometer พบวาไดคาการดดูกลืนแสงที่ 260/280 ประมาณ 1.98 (จาก 5 ซํ้า) ซ่ึงเปน  
อารเอ็นเอที่สะอาด บริสุทธิ ์ มีคุณภาพสําหรับการทําปฏิกิริยา RT-PCR ในขณะทีว่ิธีที่ 1: SDS-

phenol, วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate และ วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ไดคา
อัตราสวนคาการดูดกลืนแสงที่ 260/280  เทากับ 2.22,  1.77 และ 1.72 ตามลําดับ (จาก 5 ซํ้า)  
 จากการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี พบวาวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate ใหปริมาณผลผลิต
ของ total RNA สูงสุด  รองลงมาคือ วิธีที่ 2: CF-11 cellulose, วิธีที่ 4: Plant RNA isolation 

kit และ วิธีที่ 1: SDS-phenol ตามลําดับ  โดยอารเอน็เอที่ไดจากการสกัดวิธีที่ วธีิที่ 2: CF-11 

cellulose,  วธีิที่ 3: Guanidine thiocyanate และ วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit สามารถใช
เปนอารเอ็นเอเริ่มตนในการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกของไวรัสไดดวยเทคนิค RT-PCR ในขณะที่
อารเอ็นเอจากการสกัดดวยวธีิที่ 1: SDS-phenol ไมสามารถเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกของไวรัสได
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ดวยเทคนิคดังกลาว ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีการปนเปอนของ SDS และ organic solvents อ่ืน ๆ ที่ใช
ในระหวางขั้นตอนการสกัดอารเอ็นเอ รวมทั้ง polysaccharides จากพืชดวย ที่มผีลตอการยับยัง้
ปฏิกิริยา RT-PCR (Promega Corporation, 2005) สวนระยะเวลาในการสกัดอารเอ็นเอในแต
ละวิธีนั้นพบวาวิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ใชเวลาในการสกัดนอยที่สุด โดยใชเวลาเพยีง 
35-40 นาที สวนวิธีที่ 3: Guanidine thiocyanateใชเวลาในการสกัดประมาณ 3.45 ช่ัวโมง วิธีที่ 
2: CF-11 celluloseใชเวลา 7.30 ช่ัวโมง ในขณะที่วิธีที่ 1: SDS-phenol ใชเวลาในการสกัดนาน
ถึง 13 ช่ัวโมง สวนคาใชจายในการสกัดอารเอ็นเอแตละวิธีนั้น พบวาวธีิที่ 2: CF-11 cellulose มี
คาใชจายโดยประมาณตอหนึ่งตัวอยางต่ําที่สุด เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน ๆ รองลงมาคือวิธีที่ 1: SDS-

phenol และ  วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit ตามลําดับ ในขณะทีว่ิธีที่ 3: Guanidine 

thiocyanate มีคาใชจายในการสกัดอารเอ็นเอสูงที่สุด (ภาคผนวก) ดังนั้นในการเลือกใชวิธีการ
สกัดอารเอ็นเอนอกจากคํานงึถึงคุณภาพของอารเอ็นเอที่ไดแลว ขัน้ตอนในการสกัดก็ควรทําได
สะดวก ไมยุงยาก  ตลอดจนระยะเวลาที่ใช และงบประมาณในการการสกัดดวย 
 ปจจุบันพบวาเทคนิค RT-PCR ถูกนํามาใชในการตรวจสอบไวรัสในพืชชนิด ตาง ๆ ได
อยางจําเพาะเจาะจงและ ยังมคีวามไวในการตรวจสอบสูงอีกดวย   (Niimi et al., 1999;   Franck 

et al., 1997; Hung et al., 2000) ดังนัน้ในการทดลองนี้จึงประยุกตใชเทคนิค RT-PCR ในการ
ตรวจสอบไวรสัสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส จากผลการทดลองพบวา เมื่อใช degenerate 

primers (Pt1 และ Pt2) ซ่ึงมีลําดับเบสที่กําหนดการสังเคราะหกรดอะมิโนตําแหนงอนุรักษใน
สวนโปรตีนหอหุมของ PWV สายพันธุตาง ๆ พบวาอารเอ็นเอที่ไดจากการสกัดวิธีที่ 2: CF-11 

cellulose, วิธีที่ 3: Guanidine thiocyanate และ วิธีที่ 4: Plant RNA isolation kit สามารถใช
เปนอารเอ็นเอแมแบบในการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกของเชื้อสาเหตุดวยวิธี RT-

PCR ได ซ่ึงจากการตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอโดยการตรวจสอบดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
บนอะกาโรสเจลเขมขน 1 เปอรเซ็นต ถึงแมอารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 4: Plant RNA isolation 

kit จะไมสามารถเห็นแถบของ 18s และ 28s rRNA แตเมื่อนาํอารเอ็นเอจากการสกัดดวยวิธี
ดังกลาวมาเปนแมแบบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR ก็สามารถตรวจสอบการเพิ่มปริมาณกรด
นิวคลีอิกของไวรัสได อาจเนื่องจากหลาย ๆ ปจจยั เชน ความเขมขนของอารเอ็นเอ ปริมาณใบพชื
เร่ิมตนที่ใชในการสกัด หรืออุณหภูมิระหวางขั้นตอนการสกัด ในขณะที่อารเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีที่ 
1: SDS-phenol ไมสามารถเพิ่มปริมาณกรดนวิคลีอิกไดดวยเทคนิคดังกลาว อาจเนื่องจากวิธีนี้ใช 
SDS เปนองคประกอบของ extraction buffer ซ่ึงการปนเปอนของสารเคมีชนิดนี้ในระหวาง
ขั้นตอนการสกัดอารเอ็นเออาจรบกวนปฏิกิริยา RT-PCR ได (Promega Corporation, 2004) 
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และเมื่อนําพืชปกติมาทําการสกัดอารเอ็นเอดวยวิธีการสกัดทั้ง 4 วิธี มาทําปฏิกิริยา RT-PCR ไม
พบการเพิ่มปรมิาณของกรดนิวคลีอิก  
 จากผลการทดลองพบวา การสกัดอารเอ็นเอวิธีที่ 2: CF-11 cellulose  เปนวิธีที่เหมาะสม
ที่สุดที่จะนํามาประยุกตใชในการตรวจสอบไวรัสในตนเสาวรส กอนที่จะมีการนําทอนพันธุใหแก
เกษตรกรไปขยายพันธุในพื้นที่เพาะปลูก  เพราะเปนวิธีที่ประหยัดตนทุนในขั้นตอนการสกัดอาร-
เอ็นเอและใชเวลาในการสกัดไมนานมากนัก  นอกจากนั้นยังไดอารเอ็นเอที่มีคุณภาพตอการนําไป
ทําปฏิกิริยา RT-PCR อีกดวย 
   เมื่อนําอารเอ็นเอที่สกัดไดปริมาณ total RNA สูงสุดจากวิธีที่3: Guanidine thiocyanate

มาทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา RT-PCR นั้น โดยทําการเปรียบเทียบความ
เขมขนตาง ๆ ขององคประกอบในการทาํปฏิกิริยา เชน อารเอ็นเอแมแบบใชความเขมขนตั้งแต 
0.02, 0.2, 2, 20 และ 200 นาโนกรัม ความเขมขนของไพรเมอรตั้งแต 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 ไมโคร-
โมลาร และความเขมขนของ MgCl2 ใชความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2 และ 3 มิลลิโมลาร 
 ในการทดลองเพื่อหาปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนที่ใชเปนอารเอ็นเอแมแบบ
ในการทําปฏิกริิยา RT-PCR พบวาความเขมขนของอารเอ็นเอที่ระดบั 200 นาโนกรัม คือความ
เขมขนของอารเอ็นเอต่ําสุดที่สามารถตรวจพบการเพิ่มปริมาณกรดนวิคลิอิกของเชื้อสาเหตุโรคได
ดวยเทคนิคดังกลาว ในขณะที่ความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนที่ระดับต่ํากวานี้ คือ 20, 2, 0.2 และ 
0.02 นาโนกรัมไมสามารถตรวจพบการเพิ่มปริมาณของอารเอ็นเอได Nagata et al. (2001) 
รายงานวา สามารถตรวจพบ SPFMV ที่เขาทําลายมันเทศดวยเทคนิค RT-PCR โดยสามารถตรวจ
พบเชื้อดังกลาวที่มีความเขมขนของอารเอ็นเอเริ่มตนในระดับต่ําสุดเพยีง 0.2 พิโคกรัม จาก total 

RNA อาจเนื่องจากในการทดลองนั้นใช guanidine thiocyanate-phenol (ISOGENTM, 

Nippon Gene,  Toyama, Japan) ซ่ึงเปนชุดสกัดอารเอ็นเอที่มีจําหนายทางการคา และใช 
guanidine thiocyanate เปนองคประกอบของ extraction buffer ซ่ึงไดปริมาณ total RNA 
สูงสุดถึง 39.0 ไมโครกรัม ทําใหไดอารเอ็นเอที่มีคุณภาพ สะอาดและบริสุทธิ์ ไมมีสารสกัดตาง ๆ 
ปนเปอนในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยา RT-PCR ซ่ึงสามารถตรวจพบอารเอ็นเอที่ระดับความเขมขน
ต่ําถึงระดับพิโคกรัม 
 สวนในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของไพรเมอรที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา RT-

PCR นั้น พบวาความเขมขนของไพรเมอรที่ระดับ 0.4 และ 0.6 ไมโครโมลาร ไมสามารถตรวจพบ
แถบของดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิกได แตที่ระดับความเขมขนของไพรเมอร 0.8 
ไมโครโมลาร สามารถตรวจพบแถบของดีเอ็นเอได แตลักษณะของแถบดีเอ็นเอไมชัดเจนมากนัก 
และพบวาที่ความเขมขนของไพรเมอร  1.0 ไมโครโมลาร คือระดับความเขมขนของไพรเมอรที่ดี
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ที่สุดและเหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาซึ่งใหแถบของดีเอ็นเอชัดเจน โดยในการศึกษาไวรัสสาเหตุ
โรคพืชชนิดอื่นนั้น พบวา Dovas and Katis (2003); Niimi et al. (2003) ใชปริมาณความ
เขมขนของไพรเมอร 1ไมโครโมลาร เปนองคประกอบในการทําปฏิกิริยา RT-PCR เพื่อการ
ตรวจสอบไวรัสพืชเชนเดียวกัน 
 ในการทดลองเพื่อหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา RT-PCR 
พบวาทุกระดบัความเขมขนที่ใชในการทดลองคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0  มิลลิโมลาร สามารถ
ตรวจพบแถบของดีเอ็นเอ แตที่ความเขมขน 3.0 มิลลิโมลาร ใหลักษณะแถบของดีเอ็นเอที่เจือจาง 
ไมคมชัด เหมือนกับที่ระดบัความเขมขนอื่น ๆ ที่ใชในการทดลอง เพราะฉะนัน้ในการทดลอง
สามารถเลือกใชความเขมขนของ MgCl2 ตั้งแต 0.5-2.0 มิลลิโมลารได สําหรับในการตรวจสอบ
ไวรัสพืชชนิดอ่ืน ๆ พบวา Dovas and Katis (2003); Niimi et al. (2003) ใชปริมาณความ
เขมขนของ MgCl2 เทากับ 1.5 มิลลิโมลาร เปนองคประกอบของการทําปฏิกิริยา RT- PCR ในการ
ตรวจสอบไวรสัสาเหตุของเชื้อที่เขาทําลายองุนและลิลล่ี ในขณะที ่ Nagata et al. (2001) ใช
ปริมาณความเขมขนของ MgCl2 เพียง 0.3 ไมโครโมลารเทานั้น ในการทําปฏิกิริยา RT-PCR เพือ่
ตรวจหาเชื้อ SPFMV ในมันเทศ อาจเนื่องจากขึ้นอยูกับวัตถุประสงคและงบประมาณของนักวจิัย
แตละบุคคลที่ตองการประหยัดคาใชจายในการทดลอง โดยเลือกใชระดับความเขมขนที่ต่ําที่สุดของ
แตละองคประกอบที่ใชในการทําปฏิกิริยา RT-PCR ในขณะทีร่ะดับความเขมขนนั้นสามารถ
ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิกได เพื่อสามารถนําไปประยุกตใชตรวจสอบพืชปลอด
โรคใหแกเกษตรกรหรือดานกักกนัพืชตาง ๆ เมื่อมีตัวอยางจํานวนมากได 

เมื่อนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยา RT-PCR มาทําการตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดแลวนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได มาเปรียบเทียบความเหมือนดวยโปรแกรม clustalW กับ Potyvirus ที่พบ
ในเสาวรสจากขอมูลใน GenBank จาก NCBI ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ ซ่ึงพบวา มี 
Potyvirus 2 ชนิด ที่พบในเสาวรสคือ PWV และ Cowpea aphid-borne mosaic virus พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนกับ PWV มากกวา โดยเหมอืนกับลําดับนวิคลีโอไทดของ 
PWV ที่มีรายงานจากประเทศไตหวนัและญี่ปุน  81 เปอรเซ็นต (Accession number AF208662 

และ D85849 ตามลําดับ) และลําดับนวิคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับ  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)  ดังนั้นจึงตั้งชื่อลําดับ           
นิวคลีโอไทดจากการหาลําดับเบสนี้วา PWV-CM   
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 เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของ PWV-CM มา
เปรียบเทียบความเหมือนกับขอมูลลําดับกรดอะมิโนของ PWV ที่มีรายงานไวใน GenBank จาก 
NCBI พบวา PWV-CM มีความเหมือนกบั Passionfruit woodiness virus-M2 และ Cowpea 

aphid-borne mosaic virus  isolate   PE2  (Accession number AAR08937 และ 

AAP04516 ตามลําดับ) จากประเทศบราซิล 91 เปอรเซ็นต อาจเนื่องจากเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดเปน
ไวรัสกลุม Potyvirus เชนเดียวกันจึงมีตําแหนงอนุรักษบริเวณเดียวกนั ทําใหมีลําดบัการแปลรหสั
เปนกรดอะมิโนเหมือนกัน เมื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือนจากขอมูลลําดับกรดอะมิโนกับไวรัส
กลุมเดียวกนัจงึมีความคลายกันมากซึ่งในการทดลองการออกแบบไพรเมอรเปนเพียงสวนหนึ่งของ
ยีนโปรตีนหอหุมไวรัส หากมีการออกแบบไพรเมอรหรือทําการโคลนยีนของยนีโปรตีนหอหุมนี้
ทั้งหมด คาดวาจะไดเปอรเซ็นตความเหมอืนกับไวรัสชนิดใดชนิดหนึง่มากกวานี้ ซ่ึงสามารถบงชี้
ไดวาไวรัสที่พบคือชนิดใด นอกจากนี้ลําดบักรดอะมิโนดังกลาวมีความเหมือนกับ PWV isolate 

University of Sydney (Accession number AAB8115) รายงานจากประเทศออสเตรเลีย 89 
เปอรเซ็นต และ PWV รายงานจากประเทศไตหวนัและญี่ปุน (Accession number AAG43495 
และ  BAA24530 ตามลําดับ) 86 เปอรเซ็นต   ซ่ึงคุณสมบัติของ PWV-CM  ก็คลายกับ 
PWV ที่มีรายงานในตางประเทศและอยูในกลุม Potyvirus 

ในประเทศไทยพบวายังไมมรีายงานการหาลําดับนิวคลีโอไทดของไวรสัที่เขา ทําลาย
เสาวรส เพราะฉะนั้นนาจะมกีารทดลองเพิม่เติมในการโคลนยีนของโปรตีนหอหุม PWV ทั้งหมดที่
พบในเสาวรสของประเทศไทย เพื่อเปนฐานขอมูลในการพัฒนาวธีิการตรวจสอบเชื้อไวรัสนี้ได
อยางเฉพาะเจาะจงมากขึน้ 

  
 


