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5. บทคัดย่อ 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างแตงโมที่แสดงอาการคล้ายกับทอสโพไวรัสเข้าท าลายจากพ้ืนที่ปลูกภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 4 จังหวัด ได้แก่ ขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  และกาฬสินธุ์ รวม
จ านวนทั้งหมด 78 อย่าง  เพ่ือน ามาตรวจหาเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) สาเหตุโรคใน
พืชตระกูลแตง ด้วยเทคนิค Double antibody-sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent (DAS-ELISA)  
พบว่า  ตัวอย่างที่ตรวจสอบเป็น positive จ านวน 39 ตัวอย่าง  แล้วน าไปสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค
ด้วยเทคนิค  Reverse Transcription Polymerase Chain (RT-PCR)  ด้วยคู่ไพร์เมอร์  WSMoV-N-F/WSMoV-N-
R  ที่มีความจ าเฉพาะเจาะจงกับส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  พบว่า สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ขนาด
ประมาณ 700 เบส ได้ทั้ง 39 ตัวอย่าง จึงท าการโคลนชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector 
(Promega) และส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์  แล้วน าผลวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบกับล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ  GenBank ด้วยโปรแกรม พบว่า  ตัวอย่างที่ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น
ส่วน N gene  ของเชื้อไวรัส  WSMoV  ทั้ง 39 ตัวอย่างมีอาการที่แสดงลักษณะยอดและเนื้อเยื่อใบเป็นแผลไหม้ 
ตายจากปลายยอดเข้ามา ผลมีขนาดเล็ก รูปร่างผิดปกติ มีจุดแผลสะเก็ดเงิน จากการทดลองครั้งนี้พบว่า  เทคนิค 
DAS-ELISA และ RT-PCR  สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัส WSMoV ในพืชตระกูลแตงได้อย่างแม่นย าและมี
ประสิทธิภาพสูง 
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Abstract 

Survey and collection of 78 Watermelon samples showing symptom like infected by Tospovirus 

from watermelon plantations in 4 provinces including Khon Kaen, Sakon Nakhon, Maha Sarakham and 

Kalasin in the northeast, Thailand. Watermelon Silver mottle virus (WSMoV); a causal agent of cucurbit 

disease, samples diagnose by Double Antibody-sandwich Enzyme-linked Immunosorbent (DAS-ELISA) 

method and 39 samples are positive. Total genomic RNA was extracted from all 39 samples and the 

extracted material was used as templates in Reverse Transcription Polymerase Chain (RT-PCR) using 

WSMoV-N-F/WSMoV-N-R primers that specific to WSMoV's N gene. Amplicons of 700 bp obtained from all 

39 samples. Some samples were cloned into pGEM-T-easy vector (Promega) and sent for DNA sequencing. 

Analysis of nucleotide sequences in the GenBank database using the BLASTn method displayed the 

highest sequence identity with N gene of Watermelon Silver mottle virus. All 39 samples share a distinct 

symptom as tip necrosis and die back. Fruit were small, distorted and exhibited silver mottling spot. From 

this experiment verifies both DAS-ELISA and RT-PCR methods can detect WSMoV in cucurbit plants in 

accuracy and efficiency. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

6.ค าน า 

ทอสโพไวรัส (Tospovirus) เป็นเชื ้อสาเหตุโรคพืชซึ ่งก่อให้เกิดความเสียหายแก่พืชที ่ส าคัญทาง
เศรษฐกิจหลายชนิดทั ่วโลก  และมีพืชอาศัยที ่กว้างมากกว่า 600 ชนิด  ทั ้งไม้ผล ไม้ประดับ และพืชผัก 
(Peters and Goldbach, 1995) ลักษณะอาการของโรคที่พบจะแตกต่างกันไปตามชนิดพืชอาศัย  ชนิดของเชื้อ
ไวรัส  และสภาพแวดล้อม (German et al., 1992) ส าหรับประเทศไทยพบทอสโพไวรัสพบครั้งแรกในมะเขือเทศ
จากจังหวัดเชียงใหม่ (พิสสรรณ, 2544) และต่อมาพบว่าทอสโพไวรัสเข้าลายพืชผักที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ
หลายชนิด โดยเฉพาะเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV  ) ซึ่งพืชในตระกูลแตงเองก็พบ
กับปัญหาโรคจากไวรัสชนิดนี้ เช ่นกัน  เชื ้อสาเหตุโรคพืชทอสโพไวรัส (Tospovirus) จัดอยู ่ใน Family 
Bunyaviridae Genus Tospovirus  อนุภาคไวรัสมีลักษณะทรงกลม  (sperical)  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
80-110 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิกเป็นอาร์เอ็นเอ (RNA) สายเดี่ยว จ านวน 3 โมเลกุล คือ L-RNA ขนาด 8.9 
กิโลเบส  M-RNA ขนาด 5.9 กิโลเบส  และ S-RNA ขนาด 2.9 กิโลเบส  กรดนิวคลีอิกแต่ละโมเลกุลห่อหุ้มด้วย
โปรตีน (nucleocapsid protein) และมีเยื่อหุ้ม (envelope) ที่ประกอบด้วยไขมันและไกลโคโปรตีน 2 ชนิด  
และมีเพลี้ยไฟเป็นแมลงพาหะในการถ่ายทอดโรค โดยมีความสัมพันธ์แบบคงทน (persistent) (Peters and 
Goldbach, 1995)  ประเทศไทยรายงานว่าตรวจพบเชื้อไวรัส  WSMoV  ระบาดและท าความเสียหายกับแปลง
ผลิตเมล็ดพันธุ์เมลอน และแตงโมลูกผสมเพ่ือการส่งออกในพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  และ
กาฬสินธุ์   ลักษณะอาการที่พบยอดไหม้  ใบไหม้ด าฉ่ าน้ าจากขอบใบ  แผลไหม้นูนที่ผิวผลและแห้งเป็นสะเก็ดแผล
สีด าเงาทั่วไปทั้งผล ท าให้ผลมีขนาดเล็กลงท าให้เมล็ดพันธุ์ที่ได้ไม่มีคุณภาพเท่าที่ควร  (วิมล, 2548)  และทอสโพ
ไวรัสเป็นเชื้อสาเหตุที่ส าคัญในด้านการตรวจรับรองเพ่ือการส่งออกไปยังต่างประเทศ Ie (1970)  เคยมีรายงาน
ไว้ว ่า Tomato  spotted  wilt  virus (TSWV)  สามารถถ่ายทอดผ่านเมล็ด  cineraria  ได ้ส ูงถึง  96  
เปอร์เซ็นต์   ดังนั้น  เพ่ือป้องกันความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นกับผลผลิตแตงโมของเกษตรกรและผู้ผลิตเมล็ดพันธุ์
เพ่ือการส่งออก  และเป็นการก าจัดแหล่งสะสมโรคออกจากแปลงปลูกรวมทั้งป้องกันการแพร่ระบาดโรคไปยัง
แปลงปลูกอ่ืนๆ เพราะโรคนี้มีเพลี้ยไฟเป็นแมลงพาหะช่วยถ่ายทอดโรค จึงต้องเร่งพยายามพัฒนาวิธีการตรวจสอบ
ด้วยเทคนิคอิมโมโนวิทยา ได้แก่ Double antibody-sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent (DAS-



ELISA)  และเทคนิคทางอณูชีววิทยาได้แก่ เทคนิค  Reverse Transcription Polymerase Chain (RT-PCR)  
เข้ามาช่วยตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อไวรัส  WSMoV ในพืชตระกูลแตง   

 

  



7. วิธีด าเนินการ 

-อุปกรณ์ 

1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 

2.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   

-  โกร่งบดตัวอย่าง   

-  หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 

-  ตู้แช่แข็ง -200C   

-  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)   

-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   

-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 

-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ  

-  ตู้ดูดควันและสารพิษ  (Hood) 

-  เครื่อง Thermal cycler    

-  เครื่อง  Gel electrophoresis 

-  เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator 

3.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   

-  สารประกอบ CTAB extraction buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ; 20 mM EDTA, pH 
8.0; 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 หรือ 2%  2-mercaptoethanol และ 2.0% PVP-40)  

-  สารประกอบ  GIC buffer (4M Guanindine thiocyanate, 0.2 M Sodium acetate pH 5.2, 25 mM  
EDTA pH 8.0 ,2.5%  PVP-40 ,1% ß-mercaptoethanol) 

-  GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific)  

-  เอ็นไซม์  SuperscripIIIRT/platinum Taqmix  (Invitrogen)  

-  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)  



  



-วิธีการ 

 1.ส ารวจและเก็บตัวอย่างพืช 

ท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างแตงโมทั้งส่วนใบและและผลที่สงสัยอาการว่าอาจเกิดจากเชื้อไวรัส 

WSMoV   สาเหตุโรคพืชในตระกูลแตงในพื้นที่ปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยโดยเก็บ

ตัวอย่างพืชตระกูลแตงโมที่แสดงอาการคล้ายกับทอสโพไวรัสเข้าท าลาย ได้แก่ แสดงอาการใบไหม้ ผล

แสดงเนื้อเยื่อแผลนูนไหม้ตาย และผลมีสะเก็ดนูนแห้งสีน้ าตาลเข้ม เป็นต้น ใส่ตัวอย่างพืชในถุงพลาสติก 

และท าการบันทึกผลข้อมูลด้วยการจดบันทึกระหว่างการส ารวจ  ได้แก่  สถานที่  วันที่ ชื่อพืช ระยะการ

เจริญเติบโตของพืช  อาการและส่วนของพืชที่แสดงอาการ ความรุนแรงของโรค และถ่ายภาพลักษณะ

อาการโรค 

2.การตรวจหาเชื้อไวรัส WSMoV   ด้วยเทคนิค DAS-ELISA     

เตรียมตัวอย่างแตงโมทั้งส่วนใบและและลูกที่ส ารวจและเก็บจากพ้ืนที่ปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทยมาตรวจสอบตัวอย่างด้วยเทคนิค DAS-ELISA  โดยเขียนแผนผังข้อมูลรายละเอียดของตัวอย่างที่

ต้องการตรวจสอบ ลงบน loading diagram  (ภาพที่ 1)  ดังนี้ A1-2  คือ  general extract buffer,  B1-2  คือ  

พืชปกติ (negative control),  C1-2  คือ  ตัวอย่างเชื้อไวรัส  WSMoV  (positive control)  ของบริษัท Agdia 

และ D1-D11  คือ  ตัวอย่างแตงโมที่ท าการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส  WSMoV    โดยปฏิบัติตามขั้นตอนของบริษัท 

Agdia ดังนี้  เตรียม capture antibody ที่เจือจางด้วย 1X carbonate coating buffer ที่ความเข้มข้น 1 : 200 

เติมลงใน ELISA Plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  4  ชั่วโมง 

หรือที่ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน  ล้างด้วย 1X PBST แล้วเคาะ plate ให้แห้ง บดตัวอย่างใบและเปลือก

แตงโมด้วย general extract buffer ในอัตราส่วน 1:10 แล้วเติมสารละลายตัวอย่างพืช  negative control 

(buffer และ healthy)  และ positive control (ตัวอย่างเชื้อไวรัส  WSMoV  , Agdia) เติมลงใน ELISA Plate 

ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  2  ชั่วโมง  ล้างด้วย 1X PBST แล้ว

เคาะ plate ให้แห้ง เตรียม enzyme conjugate เจือจางด้วย ECI buffer ที่ความเข้มข้น 1 : 200 (เตรียมก่อนใช้

งาน 10 นาที) เติมลงใน ELISA plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  

2  ชั่วโมง  ล้างด้วย 1X PBST แล้วเคาะ plate ให้แห้ง  เตรียม PNP substrate  โดยละลาย PNP tablet  ด้วย 

PNP solution  ที่ความเข้มข้น 1X (ในอัตราส่วน 1 เม็ดต่อ 5 มิลลิลิตร ) เตรียมก่อนใช้งานประมาณ 15 นาที  

เติมลงใน ELISA plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  30-60 นาที  

แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย  3M sodium hydroxide ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร และตรวจสอบผลของปฏิกิริยา



โดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (O.D. 405 nm) ด้วยเครื่อง ELISA  reader  (Rosys  

Anthos  2010)  เปรียบเทียบสีระหว่าง control ทั้ง 3 ชนิด คือ buffer, negative และ positive กับตัวอย่าง

พืชโดยตัวอย่างที่ ให้ผลเป็นบวกจะให้สีเหลืองเข้ม เมื่อเทียบกับ positive control ของเชื้อไวรัส  WSMoV   

(Agdia)  และตัวอย่างพืชที่ปกติจะใส 

3.สกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัส  WSMoV  ที่เหมาะสม 

 หาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัส  WSMoV    ที่เหมาะสมได้แก่ โดยเปรียบเทียบจากคุณภาพของ

อาร์เอ็นเอของพืชทดสอบ ที่สกัดได้จาก 3 วิธี ได้แก่ วิธี CTAB buffer (Chang et. al., 1993), วิธี GIC buffer 

โดยดัดแปลงวิธีของ MacKenzie et. al., 1997 และ วิธี GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo 

Scientific) ซึ่งวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ็นเอท้ัง 3 วิธี มีขั้นตอนดังนี้ 

 3.1 วิธี CTAB buffer  

วิธี CTAB buffer (Chang et. al., 1993) โดยตัดตัวอย่างพืชให้ละเอียดเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาชั่งให้

ได้น้ าหนักประมาณ 0.3 -0.5 กรัม แล้วใส่ลงในโกร่งเติมไนโตรเจนเหลวแล้วบดให้ละเอียด หลังจากนั้น

เติมสารละลาย CTAB extraction buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ; 20 mM EDTA, 

pH 8 .0 ; 1 .4  M NaCl, 1 .0%  Na2SO3  ห ร ือ  2%  β -2 -mercaptoethanol และ  2 .0%  PVP-40 ) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดต่อให้เป็นเนื้อเดียวกันย้ายใส่หลอดไมโครทิวบ์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 65   องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 10 ,000 รอบต่อนาที นาน 

10 นาที แล้วด ูดของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ไมโครทิวบ ์หลอดใหม่ แล้ว เต ิม 

chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกัน 

น าไปปั่นเวี ่ยงที่ 12 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสชั้นบนใส่ในไมโครทิวบ์หลอดใหม่

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 60  ไมโครลิตร เขย่าเบาๆ 

แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที ่ 13 ,000 รอบต่อนาที 

นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ้งเก็บตะกอนมาล้างตะกอนด้วย 70% ethanol  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปั่น

ตกตะกอนที่ความเร็ว 13 ,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให้แห้ง และละลาย

ตะกอนด้วยน้ ากลั ่นนึ ่งฆ่าเชื ้อ หรือ TE buffer ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไว้ที ่อุณหภูมิ - 20 องศา

เซลเซียส  เพ่ือใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป 

3.2 วิธี GIC buffer  



วิธี GIC buffer โดยดัดแปลงวิธีของ MacKenzie et. al., 1997 โดยตัดตัวอย่างพืชมาตัดให้

ละเอียดเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาชั่งให้ได้น้ าหนักประมาณ 0.3 -0.5 กรัม แล้วใส่ลงในโกร่งเติมไนโตรเจนเหลว

แล้วบดให้ละเอียดหลังจากนั ้น เติมสารละลาย GIC buffer (4M Guanindine thiocyanate, 0.2 M 

Sodium acetate pH 5 .2 , 25  mM  EDTA pH 8 .0  ,2 .5%   PVP-40  ,1%  ß-mercaptoethanol) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติม 20 %  SDS ผสมให้เข้ากัน ย้ายใส่หลอดไมโครทิวบ์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  

น าไปบ่มที่อุณหภูมิ  56  องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 10 ,000 รอบต่อ

นาที นาน 10 นาที แล้วดูดของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ไมโครทิวบ์หลอดใหม่ แล้ว

เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให้เข้าเป็น เนื ้อ

เดียวกัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสชั้นบนใส่ในไมโครทิวบ์

หลอดใหม่ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เท่าของปริมาตรส่วนใส) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 

เขย่าเบาๆ แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  นานข้ามคืน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13 ,000 รอบ

ต่อนาที นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ ้งเก็บตะกอนมาล้างตะกอนด้วย 70% ethanol  ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร  ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13 ,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให้แห้ง 

และละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อที่ผ่านการท าลายเอนไซม์ RNase ด้วย diethylpyrocarbonate 

(DEPC-water) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  - 20  องศาเซลเซียส  เพื่อใช้ในการทดลอง

ขั้นตอนต่อไป 

3.3 วิธี GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific)  

ชั่งตัวอย่างใบพืชที ่ต้องการทดสอบให้ได้น้ าหนัก 0.1 กรัม แล้วใส่ลงในโกร่งบดให้ละเอียดด้วย

ไนโตรเจนเหลว หลังจากนั้นเติมสารละลาย Plant RNA Lysis Solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บด

ตัวอย่างให้เป็นเนื้อเดียวกัน  แล้วย้ายใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65  

องศาเซลเซียส นาน 3 นาที  น าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 

นาที แล้วดูดของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่  แล้วเติม 96% 

ethanol  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท าการผสมเบา ๆให้เข้ากันด้วยปิเปต แล้วดูดสารละลายปริมาตร 

750 ไมโครลิตร ใส่  purification column น าไปปั ่นเหวี ่ยงที ่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 

นาที  ให้ตะกอนอาร์เอ็นเอเกาะที่แผ่นเมมเบรนของ purification column และล้างด้วย Wash buffer 

1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  และล้างด้วย 

Wash buffer 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11 ,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  



และตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย nuclease-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตรน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

11 ,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  เก็บไว้ที ่อุณหภูมิ - 20  องศาเซลเซียส  เพื่อใช้ทดสอบในขั้นตอน

ต่อไป  

4.ค้นหาไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับ  nucleocapsid protein (N) gene ของเชื้อ

ไวรัส WSMoV    

 ค้นหาข้อมูลไพร์เมอร์ที ่เคยมีรายงานมาแล้ว และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที ่เล ือกมา

เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ับ ข ้อ ม ูล ส ่ว น  N gene เ ชื ้อ ไ ว ร ัส  WSMoV ก ับ ฐ า น ข ้อ ม ูล ใ น   GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  ด้วยโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

BLAST)  เพ่ือวิเคราะห์ความจ าเพาะของไพร์เมอร์ 

 
 
5. การตรวจหาเชื้อไวรัส WSMoV    ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR)  
  
ส่วนประกอบปฏิกิริยา One step  RT-PCR  (Invitrogen) 

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)            4.5  ไมโครลิตร 

- 2x buffer     12.5     ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ forward (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ reverse (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- SuperscripIIIRT/platinum Taqmix    1  ไมโครลิตร 
(Invitogen,0.1 unit/µl)    

- อาร์เอ็นเอต้นแบบ         5 ไมโครลิตร 
     รวม              25.0   ไมโครลิตร 
 

น าส่วนประกอบของปฏิกิริยา RT-PCR ผสมกัน  แล้วท าการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมายด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ
อัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยการตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 
 
  cDNA synthesis 

ขั้นที่ 1:  60C  นาน 30 นาที  1 รอบ 
Denaturation 



ขั้นที่ 2: 94C  นาน 1 นาที  2 รอบ 
PCR amplification 

ขั้นที่ 3: (denature) 94C  นาน 15 วินาท ี 1 รอบ 

ขั้นที่ 4: (anneal) 56-58C นาน 30 วินาท ี (ข้ันที่ 3 - 5) 39 รอบ 

ขั้นที่ 5: (extend)  68C  นาน 1 นาที  1 รอบ  
Final extension (optional) 

ขั้นที่ 6: 15C  นาน 5 นาที  1 รอบ  
 
น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1%  gel agarose 

เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye 2 
ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน า  agarose gel  มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย  ethidium bromide นาน 
15 นาที  และแช่น้ าเปล่า 10 นาที และน าแผ่น agarose gel มาตรวจขนาดยีนเป้าหมายด้วยเครื่อง  Gel 
Documentation UV-transilluminator  ท าการบันทึกภาพและสรุปผลการทดลอง 

 
 
  



6. การโคลนยีนและส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
เตรียม DNA ให้บริสุทธิ์ ด้วยชุด QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) และท าการเชื่อมต่อ DNA ที่

ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega)  (ภาพที่ 2)  ด้วยเอนไซม์ 
T4 DNA Ligase และบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส นานข้ามคืน และถ่ายพลาสมิดลูกผสม (recombinant 

plasmid) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli  (E. coli) สายพันธุ์ DH 5 α ด้วย
วิธีการ  heat shock transformation  (Sambrook et. al., 1989) ท าการคัดเลือกโคโลนีสีขาวของแบคทีเรีย   

E.  coli สายพันธุ์ DH 5 α  ที่คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสม  และสกัดพลาสมิดลูกผสม ด้วยวิธี Alkaline lysis 
(Sambrook et. al., 1989)  หลังจากได้โคลนที่มีแถบดีเอ็นเอขนาดตามที่ต้องการแล้วน าส่งวิเคราะห์ล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing 
kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย  แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มา
วิ เค ร า ะห์ เป รี ย บ เที ย บ กั บ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ที่ มี ร า ย ง าน ใน ฐ าน ข้ อ มู ล ฐ าน ข้ อ มู ล  GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  ด้วยโปรแกรม  Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) 
เพ่ือยืนยันว่าไพร์เมอร์ที่เลือกใช้มีความเฉพาะเจาะจงต่อเชื้อไวรัส WSMoV สาเหตโุรคพืชตระกลูแตงจริง 
 

7. ท าการบันทึกข้อมูล สรุปผล  และเขียนรายงานผลการวิจัย 
 
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2555-กันยายน 2558 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
กรมวิชาการเกษตร 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  แสดง loading  diagram  ส าหรับการเขียนแผนผังข้อมูลตัวอย่างการตรวจสอบเชื้อไวรัส  WSMoV   
คือ 

ช่อง  A1-2      คือ  General Extract Buffer   
ช่อง  B1-2      คือ  พืชปกติ (negative control)  
ช่อง  C1-2      คือ  ตัวอย่างเชื้อไวรัส  WSMoV   (positive control) ของบริษัท Agdia  
ช่อง  D1-D11  คือ  ตัวอย่างแตงโมที่ต้องการตรวจสอบ 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 แสดงรายละเอียดพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector ขนาด 3,015 bp 

(แหล่งที่มา http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/ressources/apects_techniques/tp_gfp/Fig3.htm) 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1.ผลการส ารวจและเก็บตัวอย่างพืช 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 4 

จังหวัด ได้แก่ ขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  และกาฬสินธุ์  (ภาพที่ 3-6)  ได้จ านวนทั้งหมด 78 อย่าง  

เพ่ือน ามาตรวจหาเชื้อไวรัส  WSMoV  ด้วยเทคนิค DAS-ELISA และเทคนิค RT-PCR ภายในห้องปฏิบัติการ  

 

 

 

 

 

 

Your  
PCR 
product 
goes 
here 

จ.ขอนแก่น 

 3 

จ.มหาสารคาม 

จ. สกลนคร 

 4 
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ภาพที่  3-6  แสดงตัวอย่างแปลงที่เข้าส ารวจและเก็บตัวอย่างแตงโมจากพ้ืนที่ปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทยรวม 4 จังหวัด ได้แก่ ขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  และกาฬสินธุ์  

  



2.ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส WSMoV   ด้วยเทคนิค DAS-ELISA 

ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส  WSMoV   จากตัวอย่างใบและผลแตงโมที่ส ารวจจากแปลงปลูกส าคัญของประเทศ
ทั้งหมดจ านวน 78 ตัวอย่าง  ด้วยเทคนิค DAS-ELISA  พบว่า  ตัวอย่างเชื้อไวรัส  WSMoV  (positive control)  
ของบริษัท Agdia แสดงผลเป็นสีเหลือง ให้ค่า O.D. 405 nm อยู่ในช่วง  >3.229  ส่วนพืชปกติ (negative control) 
แสดงผลเป็นสีใส  ให้ค่า O.D. 405 nm อยู่ในช่วง  0.103-0.104 การแปลผล คือ ตัวอย่างที่ตรวจสอบแล้วถ้ามีค่า 
O.D. 405 nm มากกว่า 2 เท่า ของพืชปกติ (negative control) คือ อยู่ ในช่วง  0.206-0.208 ให้แปลผลการ
ตรวจสอบเป็นบวก (+) หมายถึง ตัวอย่างนั้นตรวจพบเชื้อไวรัส  WSMoV    แต่ตัวอย่างที่ตรวจสอบแล้วมีค่า O.D. 
405 น้อยกว่า 2 เท่า ของพืชปกติ (negative control) ให้แปลผลการตรวจสอบเป็นลบ  (-)  หมายถึง ตัวอย่างนั้น
ตรวจไม่พบเชื้อไวรัส  WSMoV  ดังนั้น  ผลการตรวจตัวอย่างแตงโมทั้งหมด  78 ตัวอย่าง  พบจ านวน 39 ตัวอย่าง
แสดงผลการตรวจสอบเป็นบวก (+) ให้ค่า O.D. 405 nm อยู่ในช่วง 0.276-2.021 และอีก 39 ตัวอย่างแสดผลการ
ตรวจสอบเป็นบวก (-) ให้ค่า O.D. 405 nm อยู่ในช่วง 0.093-0.197  ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 2 เท่า ของพืชปกติ (negative 
control)  (ตารางที่ 1)  ดังนั้น น าเฉพาะตัวอย่างแตงโมที่แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค  DAS-ELISA เป็นบวก (+)  
จ านวน 39 ตัวอย่างมาตรวจสอบหาเชื้อไวรัส WSMoV  ด้วยเทคนิค RT-PCR เพ่ือใช้ยืนยันความถูกต้องผลการ
ตรวจสอบซ้ าอีกครั้ง 

  
 ตารางท่ี 1 แสดงผลการอ่านค่า O.D.  405 nm ด้วยเครื่อง ELISA  reader (Rosys  Anthos  2010)  ของตัวอย่าง
ใบและผลแตงโมทีส่ ารวจในแหล่งปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 78 ตัวอย่าง 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.108 0.108 1.954 1.859 0.104 1.038 0.095 0.108 0.098 0.107 1.525 0.000 
B 0.104 0.103 0.107 1.870 0.102 0.857 0.094 0.913 0.095 0.093 1.932 0.000 
C >3.299 >3.299 0.723 0.149 0.121 0.192 0.098 0.110 0.097 0.098 1.636 0.000 
D 0.854 0.969 1.170 0.247 0.18 0.197 0.095 0.109 0.103 0.095 2.021 0.000 
E 0.546 0.598 0.397 0.113 0.119 0.094 0.097 0.098 0.105 1.541 0.000 0.000 
F 0.292 0.531 0.397 0.118 0.111 0.099 0.104 0.178 0.276 1.659 0.000 0.000 
G 0.117 0.209 1.416 0.113 0.184 0.101 0.099 0.106 0.177 0.102 0.000 0.000 
H 0.476 0.272 0.869 0.147 0.181 0.106 0.105 0.104 0.102 0.108 0.000 0.000 

 

หมายเหตุ 
ช่อง  A1-2  คือ  General Extract Buffer   
ช่อง  B1-2  คือ  พืชปกติ (negative control)  
ช่อง  C1-2  คือ  ตัวอย่างเชื้อไวรัส  WSMoV   (positive control) ของบริษัท Agdia  
ช่อง  D1-D11  คือ  ตัวอย่างแตงโมที่ต้องการตรวจสอบรวม 78 ตัวอย่าง 

 



  



3.ผลการหาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัส  WSMoV  ที่เหมาะสม 

เปรียบเทียบวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัส  WSMoV   โดยพิจารณาจากคุณภาพของอาร์เอ็นเอ      

ด้วยเครื่อง Spectrophotometer วัดความยาวคลื่นแสงที่ 260/280 นาโนเมตร เพ่ือหาค่าความบริสุทธิ์และความเข้ม

เข้มข้นของอาร์เอ็นเอพบว่า วิธี CTAB buffer มีค่าความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอเฉลี่ย ประมาณ 50.35 ng/ul ส่วน      

วิธี GIC buffer มีค่าความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอเฉลี่ย ประมาณ 39.09 ng/ul  พบว่าวิธีนี้ให้ความบริสุทธิ์และความ

เข้มเข้มข้นของอาร์เอ็นเอต่ าสุด  และ GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific) มีค่าความ

เข้มข้นเฉลี่ย ประมาณ 100.25 ng/ul  ทั้งนี้ให้ค่าความบริสุทธิ์และความเข้มเข้มข้นของอาร์เอ็นเอสูงสุดจึงเลือกการ

สกัดด้วยวิธีนี้มาใช้ส าหรับการทดลองครั้งนี้  อีกท้ังขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอสะดวกรวดเร็วใช้เวลาในประมาณ 30 

นาทีเท่านั้น ส่วนการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี CTAB buffer และ GIC buffer ขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอค่อนข้าง

ยุ่งยากและใช้เวลาปฏิบัติงานถึง 2 วัน  

 

4.ค้นหาไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับ nucleocapsid protein (N) gene ของเชื้อไวรัส WSMoV    

ท าการเลือกไพร์เมอร์ส่วน N gene เชื้อไวรัส WSMoV   จากรายงานของ Chu, F.-H. et al. (2001) และ

น ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน  GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  ด้วยโปรแกรม blast 2 

พบว่า ไพร์เมอร์ 1 คู่ (ตารางที่ 2) มีความเฉพาะเจาะจงกับส่วน N gene เชื้อไวรัส WSMoV   

 
ตารางท่ี 2 แสดงชื่อและล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ ส าหรับใช้สังเคราะห์ N gene เชื้อไวรัส WSMoV      
(Chu, F.-H. et al.,2001)  

 

Primer Name Primer Sequences  5’       3’ bp Tm °C Product  
Size (bp) 

WSMoV-N-F ACA  GAA  AGG  TTA  GCA  CTG  AA  20 
56-58 ~ 700  

WSMoV-N-R ACA  GAG  GAC  TCC  ACT  CCC  GG 20 
  



6.ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส  WSMoV  ด้วยเทคนิค RT-PCR 

น าตัวอย่างแตงโมที่ตรวจด้วยเทคนิค DAS-ELISA แล้วให้ผลเป็นบวก (+)  จ านวน 39 ตัวอย่าง มาตรวจ

พิสูจน์ยืนยันผลการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส  WSMoV  ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ คู่ ไพร์เมอร์  WSMoV-N-F/ 

WSMoV-N-R  (Chu, F.-H. et al.,2001)  ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  (ตารางที่ 

2)  เมื่อน าผลผลิต PCR มาตรวจสอบด้วยเทคนิค gel electrophoresis และเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 

(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas)  พบว่าแตงโมทั้ง 39 ตัวอย่างสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่

ขนาดประมาณ 700 เบส ที่คาดว่าเป็นส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  (ภาพที่ 7)  ได้จากตัวอย่างแตงโมที่

แสดงลักษณะอาการ ดังนี้ พืชแสดงลักษณะอาการยอดและเนื้อเยื่อใบเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าจากขอบใบ (ภาพที่ 8)  

กิ่งก้านพืชเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ า (ภาพที่ 9)  ผิวผลระยะเริ่มแรกแสดงอาการเนื้อเยื่อฉ่ าน้ าเป็นจุดนูนใส (ภาพที่ 11) 

ต่อมาจะเริ่มเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ า ลึกเข้าเนื้อผล  (ภาพที่12)  และเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าลึกเข้าเนื้อผลจนขยายติดกัน

เป็นแผลขนาดใหญ่ชัดเจน  (ภาพที่ 13)  ระยะสุดท้ายจะแห้งเป็นสะเก็ดสีน้ าตาลเข้ม  (ภาพที่ 14)  ซึ่งส่งผลกระทบ

ทั้งปริมาณและคุณภาพของผลผลิตและเมล็ดพันธุ์ซึ่งบางครั้งไม่สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้เลย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 7  แสดงผลการตรวจวินิจฉัย ส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  สาเหตุโรคของพืชตระกูลแตง

ด้วยเทคนิค RT-PCR  



M       = marker 100 bps DNA Ladder (fermentas)   

ช่อง 1 = แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 700 bp จากคู่ไพร์เมอร์ WSMoV-N-F / WSMoV-N-R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่  8  แสดงลักษณะอาการเนื้อเยื่อยอดและใบเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าจากขอบใบสาเหตุจากเชื้อไวรัส  WSMoV     
ภาพที่  9  แสดงลักษณะอาการที่ก่ิงก้านใบของแตงโมเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าสาเหตุจากเชื้อไวรัส  WSMoV     

 10 

 12 

 11 

 13 

 9  8 



ภาพที่  10  แสดงลักษณะอาการเริ่มแรกทีเ่นื้อเยื่อผิวผลเป็นจุดนูนใสฉ่ าน้ าสาเหตุจากเชื้อไวรัส WSMoV     
ภาพที่  11  แสดงลักษณะอาการเนื้อเยื่อผิวผลฉ่ านูนเริ่มเป็นแผลไหม้ด าลึกเข้าเนื้อผลสาเหตุจากเชื้อไวรัส  WSMoV     
ภาพที่  12  แสดงลักษณะอาการเนื้อเยื่อผิวผลฉ่ านูนเริ่มเป็นแผลไหม้ด าลึกเข้าเนื้อผลขยายติดกันเป็นแผลขนาดใหญ่ 

ชัดเจนสาเหตุจากเชื้อไวรัส  WSMoV     
ภาพที่  13  แสดงลักษณะอาการระยะสุดท้ายเนื้อเยื่อผิวผลฉ่ านูนเริ่มเป็นแผลไหม้ด าลึกเข้าเนื้อผลจะเริ่มแห้งเป็น 

สะเก็ดสีน้ าตาลเข้มสาเหตุจากเชื้อไวรัส  WSMoV       
   

7. การโคลนยีนและส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

 โคลนชิ ้นดีเอ็น เอที ่ขนาดประมาณ 700 เบส เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector 

(Promega) แล้วส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด ้วยเครื ่อง  automated DNA sequencer (the 

BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn 

Bhd ที ่ประเทศมาเลเซีย แล้วน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับข้อมูลที ่มี

ร า ย ง า น ใ น  GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด ้ว ย โ ป ร แ ก ร ม  Blastn 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST)  พบว่า  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างที่ส่งวิเคราะห์ทั้ง 39 

ตัวอย่าง ถูกท าลายจากเชื้อไวรัส  WSMoV  สาเหตุโรคของพืชตระกูลแตง ดังนั้น คู่ไพร์เมอร์ WSMoV-N-

F / WSMoV-N-R จากรายงานของ Chu, F.-H. et al. (2001)  สามารถสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์

ส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  ได้  

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

เก็บตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 4 จังหวัด ได้แก่ ขอนแก่น

สกลนคร  มหาสารคาม  และกาฬสินธุ์ รวมจ านวนทั้งหมด 78 ตัวอย่าง  เพ่ือน ามาตรวจหาเชื้อไวรัส Watermelon 

silver mottle virus (WSMoV) ด้วยเทคนิค Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay (DAS-ELISA) เมื่ออ่านค่า O.D. 405 ด้วยเครื่อง  ELISA  reader (Rosys  Anthos  2010) พบจ านวน 39 

ตัวอย่างให้ค่า O.D. 405 nm อยู่ในช่วง 0.276-2.021 แปลผลการตรวจสอบเป็นบวก (+) หมายถึง ตรวจพบเชื้อ

ไวรัส  WSMoV  (ค่า O.D. 405 nm มากกว่า 2 เท่า ของพืชปกติ) จึงน าทั้ง 39 ตัวอย่างมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือยืนยัน

ผลการตรวจสอบว่าเป็นเชื้อไวรัส  WSMoV  ด้วยเทคนิค RT-PCR ด้วยคู่ไพร์เมอร์ WSMoV-N-F/ WSMoV-N-R 

(Chu, F.-H. et al., 2001)  ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  (ตารางที่ 2)  เมื่อ

ตรวจผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค  gel electrophoresis  และเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRuler 

100 bp DNA Ladder, Fermentas)  พบว่า สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 700 เบส จากแตงโม

ทั้ง 39 ตัวอย่างที่แสดงลักษณะอาการยอดและเนื้อเยื่อใบเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าจากขอบใบ ส่วนกิ่งก้านพืชเป็นแผล

ไหม้ด าฉ่ าน้ า ผลระยะเริ่มแรกแสดงอาการเนื้อเยื่อผิวฉ่ าน้ าเป็นจุดนูนใสต่อมาจะเริ่มเป็นแผลไหม้ด าฉ่ าน้ าลึกเข้าเนื้อ

ผลและขยายติดกันเป็นแผลขนาดใหญ่ชัดเจน และระยะสุดท้ายเนื้อเยื่อแผลที่นูนไหม้ด าลึกจะแห้งเป็นสะเก็ดสี

น้ าตาลเข้ม  หลังจากท าการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ได้ขนาดประมาณ 700 เบส เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 

vector (Promega) แล้วส่งวิ เคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the 

BigDye® Terminator v3 .1  cycle sequencing kit chemistry)  ที่  First BASE Laboratories Sdn Bhd 

ประเทศมาเลเซีย แล้วน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีรายงานใน GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  ด้วยโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) พบว่า

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างที่ส่งวิเคราะห์ทั้ง 39 ตัวอย่าง คือ ส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  สาเหตุโรค

ของพืชตระกูลแตง สรุปผลการทดลองสามารถตรวจสอบหาเชื้อไวรัส WSMoV ในพืชตระกูลแตงได้อย่างมี

ประสิทธิภาพและมีความแม่นย าสูงด้วยเทคนิค DAS-ELISA และ RT-PCR   

 

 
 
 

 



 

 

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ประโยชน์  คือ 

- ไดเ้ทคนิค DAS-ELISA และ RT-PCR  ที่สามารถตรวจสอบหาเชื้อไวรัส WSMoV ในพืชตระกูลแตง  

ได้อย่างแม่นย าและมีประสิทธิภาพสูง  

 

กลุ่มเป้าหมาย  คือ 

- นักวิชาการที่เกี่ยวข้องสามารถตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อไวรัส WSMoV ในพืชตระกูลแตงได้อย่างมี
ประสิทธิภาพด้วยเทคนิค DAS-ELISA และ RT-PCR  ช่วยให้เกษตรกรผู้ปลูกพืชตระกูลแตงรวมทั้ง
บริษัทผู้ผลิตเมล็ดพันธุ์มีเมล็ดพันธุ์ที่สะอาดส าหรับปลูกเป็นการลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้นกับผลผลิต  
และลดแหล่งสะสมโรคในแปลงปลูกพืช  
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