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บทคัดย่อ 

 เชื้อ Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle 
viroid 2 (GYSVd-2) เป็นเชื้อสาเหตุโรค “grapevine yellow speckle disease” ในองุ่น พบได้
ทั่วไปในหลายพ้ืนทีท่ี่มีการปลูกองุ่น  สามารถถ่ายทอดโรคผ่านทางท่อนพันธุ์และวัสดุอุปกรณ์เกษตรที่
ปนเปื้อนเชื้อได้ง่าย ท าให้เชื้อไวรอยด์ดังกล่าวสามารถแพร่กระจายโรคได้ง่ายและรวดเร็ว ประกอบกับ
ในปัจจุบันมีผู้ศึกษาเชื้อดังกล่าวน้อยมาก ท าให้มีข้อมูลผลกระทบของโรคชนิดนี้น้อยตามไปด้วย ดังนั้น
การศึกษาพัฒนาวิธีการในการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ มีความถูกต้องแม่นย าสูง จึงมีความจ าเป็น
ต่อการศึกษาเชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 ชนิด จากการส ารวจโรคไวรัสและไวรอยด์ในพ้ืนที่ปลูกองุ่นในพื้นที่
จังหวัดสระบุรีและนครราชสีมา เดือนกุมภาพันธ์และมีนาคม ปี 2557 ตรวจพบองุ่นแสดงอาการ
ผิดปกติ ใบมีจุดเหลือง (chlorosis) กระจายทั่วใบ เมื่อน ามาตรวจสอบด้วยเทคนิคอณูชีวโมเลกุลโดย
การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี CTAB method และปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ GYSVd1 (c-
GYSVd1: CGAGGCTCACTCCCCCTCTGCC / h-GYSVd1: TCGTCGACGAAGGGGTGCACTCC) 
และ GYSVd2 (upper) (c-GYSVd2 (upper): GGTCCGCGGAGGCCTTCCGAGG / h-GYSVd2 
(upper): TGCAGAGAAAAGAAGAAGGGCCCAG) สามารถตรวจพบเชื้อ GYSVd-1 จ านวน 6 
ตัวอย่าง และ GYSVd-2 จ านวน 11 ตัวอย่าง จากตัวอย่างใบองุ่นทั้งสิ้น 20 ตัวอย่าง โดยเชื้อ GYSVd-
1 ที่ตรวจพบมขีนาดตั้งแต่ 353-389 นิวคลีโอไทด์ และเชื้อ GYSVd-2 มีขนาดตั้งแต่ 362-365 นิวคลี
โอไทด ์ซ่ึงการส ารวจในครั้งนี้เป็นการตรวจพบเชื้อ GYSVd-2 ครั้งแรกในประเทศไทย 

 
ค าน า 
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  ปัจจุบันองุ่นเป็นพืชที่มีการปลูกขยายพันธุ์อย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดยมีการน าเข้ากิ่ง
พันธุ์จากต่างประเทศเพ่ือน ามาปลูกปรับปรุงพันธุ์  แต่เนื่องจากท่อนพันธุ์องุ่นมีสถานภาพตาม
พระราชบัญญัติกักพืช เป็นเพียง “สิ่งไม่ต้องห้าม” จึงไม่ได้มีข้อก าหนดหรือเงื่อนไขพิเศษใด ๆ ก่อน
การน าเข้า มีเพียงใบรับรองสุขอนามัยพืชที่ไม่ได้ระบุข้อความพิเศษหรือเงื่อนไขข้อก าหนดใด ๆ เท่านั้น 
ดังนั้นท่อนพันธุ์องุ่นที่น าเข้าจะไม่ได้ถูกตรวจสอบรับรองการปลอดเชื้อสาเหตุโรคหรือศัตรูพืชใด ๆ 
ก่อนการน าเข้าทั้งสิ้น ซึ่งเป็นความเสี่ยงอย่างมากท่ีเชื้อสาเหตุโรคพืชอาจติดเข้ามากับส่วนขยายพันธุ์
ดังกล่าวได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งไวรัสและไวรอยด์ 
 เชื้อไวรอยด์ที่มีรายงานว่าสามารถเข้าท าลายองุ่นได้มีอยู่ด้วยกันหลายชนิด ได้แก่ Citrus 
exocortis viroid (CEVd), Hop stunt viroid (HSVd), Australian grapevine viroid (AGVd) 
(Hadidi et al., 2003), Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine 
yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2) (Li et al., 2007) ซึ่งในจ านวนนี้มี 2 ชนิดที่มีรายงานการเข้า
ท าลายองุ่นในประเทศไทย คือ HSVd (วราลักษณ์, 2545) และ GYSVd-1 (Hannok, 2004) ส าหรับ
เชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 ก่อให้เกิดโรค “grapevine yellow speckle disease” พบครั้งแรก
ในปี 1972 ที่ประเทศออสเตรเลีย (Taylor and Woodham, 1972) ลักษณะอาการโดยทั่วไปคือ ใบ
จะมีอาการจุดเหลือง หรืออาจจะเป็นลักษณะจุดหรือกระสีเหลือง กระจายทั่วไปตามเส้นใบ ซึ่ง
ลักษณะอาการจะขึ้นกับสภาพอากาศ หากอาการโรครุนแรงจะส่งผลให้ใบพืชที่แสดงอาการมีระดับ
การสังเคราะห์แสงลดลงซึ่งส่งผลโดยตรงกับอัตราการเจริญของพืช รวมถึงปริมาณและคุณภาพของ
ผลผลิตด้วย นอกจากนี้ยังอาจเกิดอาการ vein banding คือเนื้อเยื่อบริเวณรอบเส้นใบมีสีเข้มหรือซีด
กว่าเนื้อใบได้ด้วย (Hadidi et al., 2003) โดยอาจพบอาการผิดปกติได้ตั้งแต่ช่วงต้นเดือนตุลาคมจนถึง
มกราคม และอาจพบได้จนถึงเดือนมีนาคมหากต้นองุ่นยังสามารถเจริญเติบโตได้ (คนึงนิตย์, 2556) 
ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบเชื้อ GYSVd-1 ในไร่องุ่นที่จังหวัดนครราชสีมา (Hannok, 
2004) โดยพบว่ามีความเหมือนกับเชื้อ GYSVd-1 ที่มีรายงานในออสเตรเลีย 96% และเมื่อน ามาปลูก
เชื้อให้กับมะเขือเทศ สามารถท าให้มะเขือเทศเกิดอาการต้นเตี้ยแคระและใบผิดปกติ (Hannok, 2004; 
Hannok and Reanwarakorn, 2005) เชื้อไวรอยด์ดังกล่าวสามารถถ่ายทอดโรคด้วยวิธีกล เช่น วัสดุ
อุปกรณ์การเกษตรที่ปนเปื้อนเชื้อ และติดไปกับท่อนพันธุ์ได้ง่าย จึงง่ายต่อการกระจายตัวเนื่องจากโรค
ติดไปกับท่อนพันธุ์จากแหล่งหนึ่งไปยังอีกแหล่งหนึ่งได้ ประกอบกับเชื้อดังกล่าวมีผู้ศึกษาน้อยมาก จึง
ท าให้ในปัจจุบันยังมีข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อชนิดนี้น้อยตามไปด้วย ดังนั้นการศึกษาพัฒนาวิธีการในการ
ตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ ความถูกต้องแม่นย าสูง จึงมีความจ าเป็นต่อการศึกษาเชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 
ชนิด นอกจากนี้ยังเป็นการช่วยป้องกันความเสียหายที่อาจจะเกิดขึ้นเนื่องจากการแพร่ระบาดของโรค
ดังกล่าว 

______________________________ 
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วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
๑. โรงเรือนมุ้งกันแมลง 
๒. ตู้แช่ 4 องศาเซลเซียส 
๓. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 
๔. เครื่องชั่งละเอียด ทศนิยม 3 ต าแหน่ง 
๕. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
๖. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
๗. เครื่อง Thermal cycler (PCR) 
๘. Gel electrophoresis 
๙. Gel Documentation UV-transilluminator 
๑๐. เอ็นไซม์ One-Step RT-PCR (SS III reverse transcriptase /PLATINUM Taq 

polymerase) (Invitrogen) 
๑๑. เอ็นไซม์ Taq DNA polymerase 
๑๒. 100 bp DNA Ladder  
๑๓. สารเคมีต่าง ๆ ที่ใช้ในขั้นตอน การสกัดอาร์เอ็นเอ  การตรวจสอบด้วยปฏิกิริยา RT-PCR 

และ DNA cloning  
๑๔. วัสดุการเกษตรต่าง ๆ ดินและปุ๋ยเคมี 

วิธีการ 

๑.  สืบค้นข้อมูลเชื้อไวรอยด์ที่ก่อให้เกิดโรคในองุ่น 

 โดยตรวจเอกสารข้อมูลของเชื้อไวรอยด์ 2 ชนิด คือ Grapevine yellow speckle viroid 1 
(GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2) ลักษณะอาการท่ีส าคัญ แหล่งที่
มีรายงานการตรวจพบ  

๒.  ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2   

 โดยอาศัยฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จาก GenBank  (http:// ncbi.nlm.nih.gov) และ
ความรู้ทาง bioinformatics น ามาออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 
จากนั้นน ามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับไพรเมอร์ที่เคยมีรายงานมาก่อนแล้ว คือ คู่ไพรเมอร์ cV218 
และ hV219 (Hannok, 2004) 

๓.  ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคไวรอยด์องุ่น 
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 ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคองุ่นที่แสดงอาการที่จ าเพาะของโรค โดยใบพืชจะมีลักษณะจุด
เหลืองกระจายทั่วใบ ในพ้ืนที่ไร่องุ่นอ าเภอ มวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี  อ าเภอ ปากช่อง และ วังน้ า
เขียว จังหวัดนครราชสีมา และน าตัวอย่างใบองุ่นที่แสดงอาการผิดปกติดังกล่าวมาทดสอบต่อใน
ห้องปฏิบัติการ 

๔.  ทดสอบหาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื้อใบองุ่น  

 โดยอาศัยการตรวจหายีน nadh ในพืช และใช้เทคนิค RT-PCR (Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction) กับคู่ไพรเมอร์ Nad (Nad2.1a: GGACTCCTGACGTATACGAAGG 
ATC และ Nad2.2b: AGCAATGAGATTCCCCAATATCAT) (Thompson et al., 2003) มาช่วยใน
การประเมินประสิทธิภาพของวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ โดยมีขั้นตอนดังนี้;   
 ส่วนผสมของปฏิกิริยา RT-PCR มีดังนี้;  กรดนิวคลีอิกท่ีได้จากการสกัดตัวอย่างใบองุ่น 1 
ไมโครลิตร กับไพรเมอร์ Nad2.1a และ Nad2.2b ความเข้มข้น 2 M ปริมาตรเส้นละ 2 ไมโครลิตร   
2X Reaction Mix buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น้ ากลั่นที่ปราศจาก nuclease ปริมาตร 4.5 
ไมโครลิตร  และเอ็นไซม์ SuperScriptTM III RT / Platinum® Taq Mix  ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
(ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร)  จากนั้นน าเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมดังนี้; อุณหภูมิ 
48Oซ นาน 50 นาที จ านวน 1 รอบ, 94 Oซ นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ, denaturation 
temperature 94 Oซ นาน 30 วินาที, annealing temperature 56 Oซ นาน 30 วินาที, extension 
temperature 72 Oซ นาน 30 วินาที  จ านวน 35 รอบ และ extension temperature สุดท้าย 72 O

ซ นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ น าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR ปริมาตร 7 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบขนาดด้วยวิธีการ Gel electrophoresis ภายใต้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 
40 นาที โดยใช้ agarose gel เข้มข้น 2.0 % ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และย้อม gel ด้วย 
ethidium bromide และน าไปตรวจแถบของดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง Gel Documentation 
UV-transilluminator โดยผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ที่ได้จากไพรเมอร์ Nad จะมีขนาด 188 
base pair ซึ่งหากตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดดังกล่าวแสดงว่าวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอวิธีนั้นมี
ประสิทธิภาพดีเหมาะสมกับเนื้อเยื่อใบองุ่น 

๕.  การทดสอบตรวจเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 ด้วยวิธีการ RT-PCR   

๕.๑  การสกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างพืช 

 สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่นด้วยวิธี CTAB method (ปริเชษฐ์, 2548) โดยบดตัวอย่าง
พืช 100 มิลลิกรัม เติม CTAB Extraction buffer (2 % CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 
mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0 % Na2SO3 และ 2.0 % PVP-40 โดยเติม Na2SO3 และ PVP-40 ก่อน
ใช้) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65Oซ 30 นาที ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที เก็บของเหลวส่วนบนปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 
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chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน ปั่น
ตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บของเหลวส่วนบนปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสม
จนเป็นเนื้อเดียวกัน ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บของเหลว
ส่วนบนปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติม 5 M NaCl ปริมาตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 
isopropanol ที่แช่เย็น ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ -20Oซ ข้ามคืน น าไป
ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนกรดนิวคลีอิก ละลาย
ตะกอนด้วยสารละลาย TE buffer ที่มี 1 % SDS  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 5 M NaCl 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ isopropanol ที่แช่เย็น 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปปั่น
ตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนกรดนิวคลีอิกด้วย 70 % 
ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให้แห้ง ละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจาก nuclease ปริมาตร 30-50 
ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20Oซ เพ่ือน าไปตรวจสอบหาเชื้อไวรอยด์ด้วยเทคนิค RT-PCR ในขั้นต่อไป 

๕.๒  ตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ทั้งสองชนิด ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่และไพรเมอร์ที่เคยมีรายงานมา
ก่อน ประกอบไปด้วย 

 1.  คู่ไพรเมอร์ GYSVd1 ออกแบบส าหรับตรวจเชื้อ GYSVd-1 
c-GYSVd-1:  (CGAGGCTCACTCCCCCTCTGCC)  
h-GYSVd-1:  (TCGTCGACGAAGGGGTGCACTCC)  

 2.  คู่ไพรเมอร์ GYSVd2 (upper) ออกแบบส าหรับตรวจเชื้อ GYSVd-2 โดยออกแบบจาก
บริเวณ upper conserve domain ของเชื้อ GYSVd-2 
c-GYSVd-2 (upper):  (GGTCCGCGGAGGCCTTCCGAGG)  
h-GYSVd-2 (upper):  (TGCAGAGAAAAGAAGAAGGGCCCAG)  

 3.  คู่ไพรเมอร์ GYSVd2 (lower) ออกแบบส าหรับตรวจเชื้อ GYSVd-2 โดยออกแบบจาก
บริเวณ lower conserve domain ของเชื้อ GYSVd-2 
c-GYSVd-2 (lower):  (AGGAGACAGGCCCGCGTTTCGCC)  
h-GYSVd-2 (lower):  (AAGATGCCTCCGCTAGTCGAGCGG)  

 4.  คู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219 (Hannok, 2004) ส าหรับตรวจเชื้อ GYSVd-1 และ 
GYSVd-2 ใช้เป็นไพรเมอร์เปรียบเทียบในการทดลอง 
cV218:  (GGACGCGAACGTGAATAGG)  
hV219:  (TTGAGGCCTGGCGTAACGC)  

๕.๓  การตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยเทคนิค RT-PCR  
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 ตรวจสอบเชื้อไวรอยด์จากตัวอย่างอาร์เอ็นเอพืชที่สกัดได้ ด้วยปฏิกิริยา One-Step RT-PCR 
(Invitrogen) โดยการผสมกรดนิวคลีอิกท่ีสกัดจากพืชทดสอบ 1 ไมโครลิตร กับไพรเมอร์ ความเข้มข้น 
2 µM ปริมาตรเส้นละ 2 ไมโครลิตร   2X Reaction Mix buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร    น้ ากลั่น
นึ่งฆ่าเชื้อ ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร   และเอ็นไซม์ SuperScriptTM III RT / Platinum® Taq Mix  
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร   จากนั้นน าเข้าเครื่อง Thermal Cycler โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  

 คู่ไพรเมอร์ GYSVd1:  48Oซ นาน 45 นาที จ านวน 1 รอบ   94 Oซ นาน 3 นาที จ านวน 1 
รอบ denaturation temperature 94 Oซ นาน 30 วินาที, annealing temperature 62 Oซ นาน 
30 วินาท,ี extension temperature 72 Oซ นาน 30 วินาที  จ านวน 35 รอบ และ extension 
temperature สุดท้าย 72 Oซ นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ  

 คู่ไพรเมอร์ GYSVd2 (upper):  48Oซ นาน 45 นาที จ านวน 1 รอบ   94 Oซ นาน 3 นาที 
จ านวน 1 รอบ denaturation temperature 94 Oซ นาน 30 วินาที, annealing temperature 62 

Oซ นาน 30 วินาที, extension temperature 72 Oซ นาน 30 วินาที  จ านวน 35 รอบ และ 
extension temperature สดุท้าย 72 Oซ นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ  

 คู่ไพรเมอร์ GYSVd2 (lower):  48Oซ นาน 45 นาท ีจ านวน 1 รอบ   94 Oซ นาน 3 นาที 
จ านวน 1 รอบ denaturation temperature 94 Oซ นาน 30 วินาที, annealing temperature 62 

Oซ นาน 30 วินาที, extension temperature 72 Oซ นาน 30 วินาที  จ านวน 35 รอบ และ 
extension temperature สดุท้าย 72 Oซ นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ  

 คู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219:  48Oซ นาน 45 นาที จ านวน 1 รอบ   94 Oซ นาน 3 นาที 
จ านวน 1 รอบ denaturation temperature 94 Oซ นาน 30 วินาที, annealing temperature 
58Oซ นาน 30 วินาที, extension temperature 72 Oซ นาน 30 วินาที  จ านวน 35 รอบ และ 
extension temperature สดุท้าย 72 Oซ นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ  

 จากนั้นน าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ตรวจสอบขนาดด้วยวิธี 
Gel electrophoresis ภายใต้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที โดยใช้ agarose gel 
เข้มข้น 2.0 % ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และย้อม gel ด้วย ethidium bromide  ตรวจแถบ
ของดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง Gel Documentation UV-transilluminator โดยดีเอ็นเอเชื้อ
ไวรอยด์ที่ได้จะมีขนาดประมาณ 370 เบส โดยหากตัวอย่างใดตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ใกล้เคียงกับเชื้อ
ไวรอยด์ดงักล่าวจะน ามาปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ gynura และมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers ด้วยวิธีกล  
โดยบดใบพืชที่เป็นโรคกับ Phosphate buffer (pH 9.0) ความเข้มข้น 0.1 M ผสมรวมกับผง 
carborundum หรือ celite น ามาทาบนพืชทดสอบ (ปริเชษฐ์, 2548) จากนั้นจึงน าพืชทดสอบ
ดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงไว้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เพ่ือเร่งให้พืชทดสอบแสดงอาการผิดปกติท่ีเป็น
จุดสังเกตให้ปรากฏออกมา (Harris and Browning, 1980)   
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๖.  หาและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เมื่อมีการตรวจพบเชื้อ 

 น าผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ที่ได้เชื่อมต่อกับ pGEM-T Easy (Promega) ตามวิธีการที่

บริษัทผู้ผลิตแนะน า ถ่ายโอนเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Library efficiency DH5α 
competent cells (Invitrogen)  โดยใช้วิธีการ heat shock transformation (Fristch et. al., 
2001) จากนั้นตรวจสอบโคลนที่ได้และสกัดพลาสมิดด้วยชุด Gene JET Plasmid Miniprep Kit 
(Thermo Scientific) ตามวิธีการที่บริษัทผู้ผลิตแนะน า และส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยเมื่อได้
ล าดับนิวคลีโอไทด์แล้วน ามาวิเคราะห์จ าแนกชนิด ลักษณะโครงสร้างทุติยภูม ิและวิเคราะห์จัดจ าแนก
ความสัมพันธ์ของเชื้อไวรอยด์ที่ตรวจพบด้วยโปรแกรมต่าง ๆ ดังนี้ 

 ๖.๑  วิเคราะห์จ าแนกชนิดของเชื้อไวรอยด์ ด้วยโปรแกรม Blastn  
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือยืนยันผลการตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR  

 ๖.๒  วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างทุติยภูมิ ด้วยโปรแกรม mfold RNA-Folding-Form 
(http://mfold.rna.albany.edu/ ?q=mfold/RNA-Folding-Form) เพ่ือยืนยันผลการตรวจสอบใน
ขั้นสุดท้าย 

 ๖.๓  วิเคราะห์จัดจ าแนกความสัมพันธ์ของเชื้อไวรอยด์ ด้วยโปรแกรม MEGA 5.2 
(ClustalW) ในการท า multiple sequence alignment และสร้าง phylogenetic tree ของกลุ่ม
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เราศึกษาว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างไร และสามารถจัดจ าแนกกลุ่มออกมาได้ใน
ลักษณะไหน เพ่ือตรวจสอบว่าเชื้อไวรอยด์ที่ตรวจสอบได้มีความสัมพันธ์กับเชื้อไวรอยด์สายพันธุ์
เดียวกัน isolate อ่ืน ๆ ที่มีรายงานอย่างไร  โดยก าหนดค่า parameter ให้ที่เหมาะสมกับการ
วิเคราะห์ดังนี้ 

 - การวิเคราะห์ pairwise alignment ก าหนดให้ค่า gap opening penalty เท่ากับ 10, 
gap extension penalty เท่ากับ 0.1   

 - การวิเคราะห์ multiple sequence alignment ก าหนดให้ค่า gap opening penalty 
เท่ากับ 10, gap extension penalty เท่ากับ 0.2   

 - ก าหนดเลือกค่า DNA weight matrix เป็น IUB และ transition weight เท่ากับ 0.8 

 - ในการสร้าง phylogenetic tree เลือกใช้วิธีการ Neighbor joining method เนื่องจาก
เป็นวิธีการที่เหมาะสมกับการศึกษาความสัมพันธ์ในกลุ่มประชากรระดับชนิดพันธุ์เดียวกันและไม่
ต้องการทราบสายการวิวัฒนาการ บรรพบุรุษร่วม และ molecular clock  

เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา:  ต้ังแต่ ตุลาคม ๒๕๕๖ ถึงกันยายน ๒๕๕๘ รวม ๒ ป ี
สถานทีวิ่จัย : ๑.   กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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  ๒.   ไร่องุ่นจังหวัดสระบุรีและนครราชสีมา 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

๑.  สืบค้นข้อมูลเชื้อไวรอยด์ที่ก่อให้เกิดโรคในองุ่น 

 ได้ข้อมูลทางชีววิทยา การเข้าท าลาย การแพร่กระจายโรค ลักษณะอาการ รวมถึงความ
เสียหายที่เกิดกับพืช ของเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 

๑.๑ ปัจจุบันมีรายงานว่าเชื้อไวรอยด์ชนิดนี้ก่อให้เกิดอาการโรคเฉพาะในองุ่นเท่านั้น ลักษณะ
อาการโดยทั่วไปคือ ใบจะมีอาการจุดเหลือง หรืออาจจะเป็นลักษณะจุดหรือกระสีเหลือง กระจาย
ทั่วไปตามเส้นใบ  ซึ่งลักษณะอาการจะขึ้นกับสภาพอากาศ หากอาการโรครุนแรงจะส่งผลให้ใบพืชที่
แสดงอาการมีระดับการสังเคราะห์แสงลดลงซึ่งส่งผลโดยตรงกับอัตราการเจริญของพืช รวมถึงปริมาณ
และคุณภาพของผลผลิตด้วย  

๑.๒ เชื้อสามารถถ่ายทอดโรคผ่านทางบาดแผลจากอุปกรณ์การเกษตรที่ปนเปื้อนเชื้อ รวมถึง
ส่วนของก่ิงหรือท่อนพันธุ์ ในขณะที่ปัจจุบันยังไม่ทราบเชื้อทั้ง 2 ชนิด สามารถถ่ายทอดโรคผ่านทาง
เมล็ดพันธุ์และละอองเกสรได้หรือไม่ 

๑.๓ ประเทศท่ีมีรายงานการแพร่บาดของเชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 ชนิดนี้ ได้แก่ ประเทศออสเตรเลีย 
จีน เยอรมนี และสหรัฐอเมริกา รวมถึงประเทศไทยด้วย 

๒.  ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2   

 โดยอาศัยฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จาก GenBank  (http:// ncbi.nlm.nih.gov) และ
ความรู้ทาง bioinformatics โดยวิธีการ multiple sequences alignment ร่วมกับ โปรแกรม 
Blastn  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และโปรแกรม FastPCR version 3.7.53 
(Institute of Biotechnology, University of Helsinki, Finland)  เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
ต่อเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 โดยน ามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับไพรเมอร์ที่เคยมีรายงานมา
ก่อนแล้ว คือ คู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219 โดยในขั้นนี้ได้ไพรเมอร์ออกแบบใหม่มาจ านวนทั้งสิ้น 3 
คู่ ได้แก่ GYSVd1  GYSVd2 (upper)  และ GYSVd2 (lower) โดยมีรายละเอียดตามวิธีการทดลอง
หัวข้อ ๕.๒ 

๓.  ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคไวรอยด์องุ่น 

 ผลการส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคในไร่องุ่นพบ ใบพืชที่แสดงอาการใบมีจุดเหลืองกระจายทั่ว
ใบ (ภาพท่ี 1) และพบลักษณะอาการใบมีจุดประกลม (mottling) (ภาพที่ 2) ในไร่องุ่นในพื้นที่ อ าเภอ 
มวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี  อ าเภอ ปากช่อง และ วังน้ าเขียว จังหวัดนครราชสีมา ได้เก็บตัวอย่างใบ
องุ่นที่แสดงอาการผิดปกติดังกล่าวจ านวน 20 ตัวอย่าง มาทดสอบต่อในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 1  ลักษณะอาการใบองุ่นมีจุดเหลืองกระจายทั่วใบเนื่องจากเชื้อ GYSVd 

 

 

ภาพที่ 2  ลักษณะอาการใบองุ่นมีจุดประกลม (mottling) 

๔.  ทดสอบหาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื้อใบองุ่น  

 ทดสอบหาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื้อใบองุ่น โดยอาศัยการตรวจหายีน 
nadh ในพืช ซ่ึงยีน nadh เป็น “Housekeeping gene” สามารถตรวจพบได้ในทุกช่วงอายุและทุก
ส่วนอวัยวะของพืช ดังนั้นจึงสามารถใช้เป็นตัวชี้วัดในการตรวจคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ 

 โดยการใช้เทคนิค RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) กับคู่
ไพรเมอร์ Nad พบว่าวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ วิธี CTAB method เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพดีเยี่ยม ได้
อาร์เอ็นเอรวม (total RNA) ที่มีคุณภาพดี ไม่มีโปรตีนและสารเคมีที่จะไปยับยั้งปฏิกิริยา RT-PCR 
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(inhibitor) ตกค้าง ท าให้ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 188 คู่เบส (ภาพที่ 3) ดังนั้นวิธีการ CTAB method 
จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมต่อการสกัดอาร์เอ็นเอจากเนื้อเยื่อใบองุ่น 

 

ภาพที่ 3  ผลการตรวจติดตามยีน nadh โดยคูไ่พรเมอร์ Nad ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 188 คู่เบส  
 M =  100 bps DNA Ladder 
 1-5 = อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่น 5 ตัวอย่าง  
 B = buffer  
 

๕.  การทดสอบตรวจเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 ด้วยวิธีการ RT-PCR   

 จากผลการทดสอบตรวจหาเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 กับตัวอย่างใบองุ่นทั้ง 20 ตัวอย่าง 
ด้วยเทคนิค RT-PCR ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับเชื้อไวรอยด์ทั้ง 4 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ cV218 และ 
hV219, GYSVd1, GYSVd2 (upper) และ GYSVd2 (lower) ผลพบว่ามีเพียง 2 คู่ไพรเมอร์เท่านั้นที่
สามารถให้แถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกับเชื้อไวรอยด์ โดยมีขนาดประมาณ 370 นิวคลีโอไทด์ คือ คู่
ไพรเมอร์ GYSVd1 และ GYSVd2 (upper) (ภาพท่ี 4 และ 5) ในขณะที่ไพรเมอร์ GYSVd2 (lower) 
และ คู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219 ไม่พบแถบดีเอ็นเอใด ๆ ปรากฏ (ภาพที่ 6 และ 7)  
 จากผลการตรวจตัวอย่างใบองุ่นจ านวน 20 ตัวอย่าง พบเชื้อ GYSVd-1 จ านวน 6 ตัวอย่าง 
และ GYSVd-2 จ านวน 11 ตัวอย่าง 



 11 

 

ภาพที่ 4  ผลการตรวจสอบเชื้อ GYSVd-1 โดยคูไ่พรเมอร์ GYSVd1 ให้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
 370 คู่เบส  
 M =  100 bps DNA Ladder 
 1-14 = อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่น 14 ตัวอย่าง  
 H = พืชปกติ 
 B = buffer  
 

 
 

ภาพที่ 5  ผลการตรวจสอบเชื้อ GYSVd-2 โดยคูไ่พรเมอร์ GYSVd2 (upper) ให้แถบดีเอ็นเอขนาด
 ประมาณ 370 คู่เบส  
 M =  100 bps DNA Ladder 
 1-14 = อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่น 14 ตัวอย่าง  
 H = พืชปกติ 
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 B = buffer  
 
 

 

ภาพที่ 6  ผลการตรวจสอบเชื้อ GYSVd-2 โดยคูไ่พรเมอร์ GYSVd2 (lower) ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาด 
 370 คู่เบส 
 M =  100 bps DNA Ladder 
 1-14 = อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่น 14 ตัวอย่าง  
 H = พืชปกติ 
 B = buffer  
 

  

ภาพที่ 7  ผลการตรวจสอบเชื้อ GYSVd ทั้ง 2 ชนิด โดยคู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219 ไม่พบแถบ 
 ดีเอ็นเอขนาด 370 คู่เบส 
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 M =  100 bps DNA Ladder 
 1-14 = อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบองุ่น 14 ตัวอย่าง  
 H = พืชปกติ 
 B = buffer  

๖.  หาและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย bioinformatics เมื่อมีการตรวจพบเชื้อ 

 ๖.๑  วิเคราะห์จ าแนกชนิดของเชื้อไวรอยด์ ด้วยโปรแกรม Blastn  

  เมื่อน าผลผลิต RT-PCR ที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้จากไพร
เมอร์ GYSVd1 มีขนาดตั้งแต่ 353-389 นิวคลีโอไทด์ และแถบดีเอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ GYSVd2 
(upper) มีขนาดตั้งแต่ 362-365 นิวคลีโอไทด์ โดยเมื่อน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์โดย
อาศัยโปรแกรม Blastn ใน GenBank แล้วพบว่า แถบดีเอ็นเอท้ัง 2 มีความเหมือนกันกับเชื้อ Grapevine 
yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2) 
ตามล าดับ โดยเชื้อ GYSVd-1 มีค่า Identities อยู่ระหว่าง 93-99%  มีค่า Score อยู่ระหว่าง 555-671 
bits และมีค่า Expect value อยู่ระหว่าง 2e-154 ถึง 0.0 (ภาพที่  8) ส่วนเชื้อ GYSVd-2 มีค่า 
Identities อยู่ระหว่าง 98-99%  มีค่า Score อยู่ระหว่าง 632-656 bits และมีค่า Expect value อยู่
ระหว่าง 9e-178 ถึง 0.0 (ภาพที่  9) ซึ่งเป็นพิสูจน์ว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้เป็นเชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 ชนิดดังกล่าว 

(หมายเหตุ: % identity เป็นค่าบอกระดับความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ ส าหรับเชื้อไวรอยด์
จะอยู่ที่ระดับตั้งแต่ 90 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไปจึงจะถือว่าเป็นเชื้อไวรอยด์ชนิดเดียวกัน, ค่า score เป็นค่าที่
เกิดจากการค านวณเมทริกของโปรแกรมซ่ึงจะเปลี่ยนแปลงไปตามความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
น ามาเปรียบเทียบ โดยปกติแล้วจะต้องมีค่ามากกว่า 200 bits จึงจะถือว่ามีความน่าเชื่อถือ, และค่า 
expect value เป็นค่าที่ได้จากการค้นและเปรียบเทียบข้อมูลของ GenBank โดยที่ค่า expect value 
จะเป็นค่าที่บอกว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับสิ่งที่เปรียบเทียบมากน้อยแค่ไหน โดยทั่วไปแล้วจะมีค่า
เข้าใกล้ศูนย์ และหากมีค่าเป็นศูนย์หมายความว่าเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์เดียวกัน) 
 

 

> Grapevine yellow speckle viroid 1 clone Boonmang-1, 

complete genome    

CGGAUCACUUUCCUGUGGUUCCUGUGGUUACACCUCGGAAGGCCGCCGCGGAC

CUGCAAAGAAGAAGAUAGGGGCAGAGGGGGAGUGAGCCUCGUCGUCGACGAAG

GGGUGCACUCCAAAGCUCCGAACUGGCGUCGUCCGGCUCUCCUCGGAGCCUCG

CUGCUCUGGGCGGAAGAGUCUUCUGACUUUUCUAGCCUAUUCAGCAUUGCGCU

CUUGAGGCCCGGCGAAACGCGGUUCGUCUGCUGAGGAUGCCUCCGCUAGUCGA

GCGGACUUGGUCUCUUCCGCCCAAAGCCCUUUUUCUUUCAACUGAGCUUGUUC

CAACGCGCCCCGCGAGUGGAAUCCCCGGAACCCCUGCAAAGAGGUCCU 

ภาพที่ 8 ล ำดบัอำร์เอน็เอของเช้ือ Grapevine yellow speckle viroid 1 ท่ีไดจ้ำกตวัอยำ่งพืช  
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> Grapevine yellow speckle viroid 2 clone Poochidpha 16, 

complete genome    

CGGAUCAUUUUCCUUGUGGUUCCUGUGGUUACACCUCGGAAGGCCUCCGCGGA

CCUGCAGAGAAAAGAAGAAGGGCCCAGAGGGGAAUGAGCCUCGUCGUCGACGA

AGGGGUGCAUUCCGAAGAGCUGGCCUGAGCGUCGUCCGGCUUCCCUCGACCGC

ACCGGAGCGCCAGAAAAGGUCCUCGGACUUUCUUCUAUCUCCGAAGUCGGUUU

GAGGCCCGGCGAAACGCGGGCCUGUCUCCUAAGAUGCCUCCGCUAGUCGAGCG

GACUUGGCCUCUUCCGCCCGAGGACCUUUUCUUUCUGAUCUUGCUUGUUCCAA

CGAGCCCCGCGAGUGGAAUCCCCGGAACCCCUGCGAAAAAGGGUCCU 

ภาพที่ 9 ล ำดบัอำร์เอน็เอของเช้ือ Grapevine yellow speckle viroid 2 ท่ีไดจ้ำกตวัอยำ่งพืช  

 

 ๖.๒  วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างทุติยภูมิ ด้วยโปรแกรม mfold RNA-Folding-Form  

  เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 มาวิเคราะห์ลักษณะ
โครงสร้างทุติยภูมิด้วยโปรแกรม mfold RNA-Folding-Form พบว่า เชื้อ GYSVd-1 ที่พบ สามารถ
เกิดโครงสร้างทุติยภูมิเป็นแท่ง (rod-like secondary structure) ได้ (ภาพที่  10) ในขณะที่ เชื้อ 
GYSVd-2 เกิดโครงสร้างทุติยภูมิที่แตกเป็นกิ่งก้านได้ (branched secondary structure)  (ภาพที่  
10) ซึ่งเป็นคุณลักษณะที่จ าเพาะของเชื้อไวรอยด์ที่ปกติจะสามารถเกิดโครงสร้างดังกล่าวได้ จึงเป็นการ
ยืนยันว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้นั้นเป็นเชื้อไวรอยด์จริง 
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ภาพที ่ 10  โครงสร้ำงทุติยภูมิของเช้ือ Grapevine yellow speckle viroid 1 

 

ภาพที ่ 11  โครงสร้ำงทุติยภูมิของเช้ือ Grapevine yellow speckle viroid 2 

 

 จากผลการทดสอบพบว่าคูไ่พรเมอร์ GYSVd1 และ GYSVd2 (upper) สามารถน ามาใช้ใน
การตรวจสอบเชื้อ GYSVd 1 และ GYSVd 2 กับตัวอย่างใบองุ่นได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในขณะที่คู่ไพร
เมอร์เดิมที่เคยมีการรายงานไว้ คือ cV218 และ hV219 (Hannok, 2004) ไม่สามารถน ามาใช้ตรวจ
เชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 ชนิดนี้ได้ 
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 นอกจากนี้ เนื่องจากเชื้อ GYSVd-2 (Grapevine yellow speckle viroid 2) ยังไม่เคยมี
รายงานการตรวจพบในประเทศไทย ดังนั้นการส ารวจและตรวจวินิจฉัยโรคไวรอยด์ในองุ่นในครั้งนี้ จึง
เป็นรายงานการตรวจพบเชื้อ GYSVd-2 เป็นครั้งแรกในประเทศไทย 

 ๖.๓  วิเคราะห์จัดจ าแนกความสัมพันธ์ของเชื้อไวรอยด์ ด้วยโปรแกรม MEGA 5.2  

  จากการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรอยด์ทั้ง 2 ชนิด คือ 
Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle viroid 2 
(GYSVd-2) ที่มีรายงานทั้งหมดใน NCBI ด้วยโปรแกรม MEGA 5.2 (ClustalW) พบว่าสามารถจัดกลุ่ม
ความสัมพันธ์ของเชื้อ GYSVd-1 ได้เป็น 5 กลุ่ม (ภาพที่ 12) และสามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของเชื้อ 
GYSVd-2 ได้เป็น 2 กลุ่ม (ภาพที่ 13) 
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 ผลจากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ GYSVd-1 โดยการท า Phylogenetic tree พบว่า
สามารถจ าแนกความสัมพันธ์ได้เป็น 5 กลุ่มหลัก (ภาพที่ 12) ดังนี้ 

 กลุ่มที่ 1 เป็นเชื้อ GYSVd-1 ทีม่ีรายงานการตรวจพบในประเทศ เครือรัฐออสเตรเลีย, 
นิวซีแลนด์, สาธารณรัฐอิตาลี, สาธารณรัฐตูนิเซีย, ญี่ปุ่น, สาธารณรัฐประชาชนจีน และประเทศไทยซึ่ง
เคยมีรายงานตรวจพบในปี พ.ศ. 2547 (isolate YS-SB1: (accession number AY639606))  

 กลุ่มที่ 2 เป็นเชื้อที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศ สาธารณรัฐอิตาลี, สาธารณรัฐตูนิเซีย
และ สาธารณรัฐประชาชนจีน 

 กลุ่มที่ 3 เป็นเชื้อที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศ เครือรัฐออสเตรเลีย, สาธารณรัฐอินเดีย
และ สาธารณรัฐประชาชนจีน 

 กลุ่มที่ 4 เป็นเชื้อที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศ สาธารณรัฐอิตาลี และ สาธารณรัฐ
อิสลามอิหร่าน 

 และกลุ่มที่ 5 เป็นเชื้อที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศ ญี่ปุ่น, สหรัฐอเมริกา, สาธารณรัฐ
อิตาลี และ สาธารณรัฐประชาชนจีน 

 พบว่าเชื้อ GYSVd-1 ทั้ง 6 isolate ใหม่ จัดจ าแนกอยู่กลุ่มที่ 2 และ 5 ซึ่งเป็นกลุ่มเชื้อที่มี
รายงานในประเทศ ญี่ปุ่น, สหรัฐอเมริกา, สาธารณรัฐอิตาลี, สาธารณรัฐตูนิเซีย และ สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน แต่ไม่ได้ถูกจัดจ าแนกร่วมกลุ่มเดียวกันกับ isolate YS-SB1 ซึ่งมีรายงานการตรวจพบใน
ปี พ.ศ. 2547 (Hannok and Reanwarakorn, 2005) ซึ่งถูกจัดจ าแนกในกลุ่มที่ 1 แสดงให้เห็นว่าเชื้อ 
GYSVd-1 ที่ตรวจพบน่าจะติดเข้ามากับท่อนพันธุ์องุ่นน าเข้าจากคนละแหล่งประเทศกัน และอาจด้วย
เหตุผลนี้เองทีเ่ป็นสาเหตุให้คู่ไพรเมอร์ cV218 และ hV219 (Hannok, 2004) ไม่สามารถตรวจสอบ
พบเชื้อ GYSVd-1 isolate ใหม่ได้  
 นอกจากนี้จากการที่ผลการจัดจ าแนก GYSVd-1 6 isolate ใหม ่มีการกระจายตัวแบ่งเป็น 2 
กลุ่ม จึงมีความเป็นไปได้อีกว่าปัจจุบันพื้นที่ปลูกองุ่นในประเทศมีการปนเปื้อนเชื้อ GYSVd-1 จากการ
น าเข้าท่อนพันธุ์จากแหล่งระบาดของโรคมากว่า 3 แหล่ง 

 ส าหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ GYSVd-2  โดยการท า Phylogenetic tree พบว่า
สามารถจ าแนกความสัมพันธ์ได้เป็น 2 กลุ่มหลัก (ภาพที่ 13) ดังนี้ 

 กลุ่มที่ 1 เป็นเชื้อ GYSVd-2 ทีม่ีรายงานการตรวจพบในประเทศ สาธารณรัฐประชาชนจีน 
และ สาธารณรัฐอิสลามอิหร่าน 

  และกลุ่มที่ 2 เป็นเชื้อที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศ สหรัฐอเมริกา, สาธารณรัฐอิตาลี 
และ สาธารณรัฐประชาชนจีน 
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 พบว่าเชื้อ GYSVd-2 ทั้ง 11 isolate ใหม่ จัดจ าแนกอยู่กลุ่มที่ 2 ซึ่งเป็นกลุ่มเชื้อท่ีมีรายงาน
ในประเทศ สหรัฐอเมริกา, สาธารณรัฐอิตาลี และ สาธารณรัฐประชาชนจีน โดยเชื้อ isolate ใหม่
ทั้งหมดมีระดับความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันมาก แสดงว่าเห็นว่า GYSVd-2 น่าจะมีการปนเปื้อนติดเข้ามา
กับท่อนพันธุ์องุ่นน าเข้าเพียงครั้งเดียวจากแหล่งระบาดแหล่งเดียวกัน (กลุ่มที่ 2) แต่ไม่ได้ติดปนเปื้อน
จากแหล่งระบาดในประเทศกลุ่มที่ 1 โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ประเทศสาธารณรัฐอิสลามอิหร่าน 

 จากผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อไวรอยด์องุ่นทั้ง 2 ชนิดนี้ อาจสามารถช่วยชี้ให้เห็น
ถึงความส าคัญของปัญหาการปนเปื้อนเชื้อไวรอยด์และไวรัสสาเหตุโรคองุ่นที่อาจติดมากับท่อนพันธุ์
องุ่นที่น าเข้าได้ เนื่องจากปัจจุบันท่อนพันธุ์องุ่นมีสถานภาพตามพระราชบัญญัติกักพืช เป็นเพียง “สิ่ง
ไม่ต้องห้าม” จึงไม่ได้มีข้อก าหนดหรือเงื่อนไขพิเศษใด ๆ ก่อนการน าเข้า ซึ่งท่อนพันธุ์องุ่นน าเข้าที่ไม่ได้
ผ่านการตรวจสอบรับรองการปลอดเชื้อสาเหตุโรคก่อนการน าเข้าจะมีความเสี่ยงอย่างมากท่ีจะท าให้
เชื้อสาเหตุโรคพืชดังกล่าวติดเข้าตั้งรกราก (establish) และสร้างความเสียหายให้กับประเทศไทยได้ 
ดังนั้นการแก้ไขกฎหมาย ข้อก าหนด เงื่อนไขการน าเข้า ส่วนขยายพันธุ์องุ่นจึงมีความจ าเป็น เพ่ือที่จะ
ท าให้สามารถด าเนินการควบคุมป้องกันการแพร่ระบาดของโรคพืชร้ายแรงต่าง ๆ ได้อย่างทันท่วงที 

๗.  การปลูกเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2 บนพืชทดสอบด้วยวิธีกล   

 ผลการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ gynura และมะเขือเทศพันธุ์ Rutgers ด้วยวิธีกลพบว่า ทั้งเชื้อ 

GYSVd-1 และ GYSVd-2 ไม่สามารถก่อให้เกิดโรคบนพืชทดสอบทั้ง 2 ชนิดดังกล่าวได้ ซึ่งได้ท าการ
ตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค RT-PCR โดยการใช้คู่ไพรเมอร์ GYSVd1 และ GYSVd2 (upper) แล้ว 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค grapevine yellow speckle disease ในพ้ืนที่ปลูกองุ่น 
จังหวัดสระบุรีและนครราชสีมา ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์และมีนาคม ปี 2557 ตรวจพบเชื้อ Grapevine 
yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2) โดย
ใช้วิธีการ CTAB method ในการสกัดอาร์เอ็นเอ ซึ่งเป็นวิธีการที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อของใบองุ่น และ
ตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยอาศัยไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จ าเพาะกับเชื้อไวรอยดท์ั้ง 2 
ชนิด จ านวน 2 คู่ไพรเมอร์ คือ GYSVd1 และ GYSVd2 (upper) โดยสามารถตรวจจ าแนกตัวอย่างพบ 
เชื้อ GYSVd-1 จ านวน 6 ตัวอย่าง โดยมีขนาดตั้งแต่ 353-389 นิวคลีโอไทด์ และพบเชื้อ GYSVd-2 
จ านวน 11 ตัวอย่าง โดยมีขนาดตั้งแต่ 362-365 นิวคลีโอไทด์ จากตัวอย่างใบองุ่นทั้งสิ้น 20 ตัวอย่าง ซ่ึง
การส ารวจในครั้งนี้เป็นการตรวจพบเชื้อ GYSVd-2 ครั้งแรกในประเทศไทย 
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