
 

        

 

2471 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

การตรวจสอบไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated 
 virus-1 และ -2 สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเทคนิค multiplex PCR                              

Detection of Pineapple mealybug wilt-associated 
 virus -1 and -2 using Multiplex PCR Technique 

วันเพ็ญ ศรีทองชัย    ปริเชษฐ์ ตั้งกาญจนภาสน์    กาญจนา วาระวิชะนี  

กลุ่มวิจัยโรคพืช     ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดย่อ 

 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดทั้ง 2 strain (PMWaV-1 และ 
PMWaV-2) ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค Multiplex RT-PCR เริ่มจากการออกแบบไพรเม
อร์บริเวณ (1) Heat shock protein gene (HS) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1  ได้แก่  
PM1_HS_M_F และ PM1_HS_M_R ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 635 คู่เบส และ ไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_HS_M_F และPM2_HS_M_R ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 
380 คู่เบส ( 2) บริเวณ Coat protein gene (CP) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1 ได้แก่  
PM1_CP_M_F  และ  PM1_CP_M_R ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 428 คู่เบส และไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_CP_M_F และ PM2_CP_M_R ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 727 คู่เบส  หลังจากการสกัดอาร์เอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากใบสับปะรด
เป็นโรคโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป  แล้วน ามาทดสอบและปรับระยะเวลารวมทั้งอุณหภูมิให้เหมาะสมใน
การสังเคราะห์เพิ่มปริมาณ cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับ
ระยะ annealing ของ HS gene คือ 60 oซ และ CP gene คือ 62 oซ จากการทดสอบการใช้ไพรเมอร์
ที่ออกแบบไว้จากยีน HS และ CP โดยเทคนิค multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับไพรเมอร์ที่ใช้
ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เพียง strain เดียว โดยเทคนิค RT-PCR ปรากฏว่า ให้ผล
วิเคราะห์ด้วยวิธี gel electrophoresis ตรงกัน  
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ค าน า 
สับปะรดเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตได้ตลอดปี 

เพ่ือใช้บริโภคสดภายในประเทศและแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆมีมูลค่าส่งออกประมาณปีละ13,000-
15,000 ล้านบาท โดยประเทศไทยครองความเป็นผู้น าในการผลิตและส่งออกสับปะรดเป็นอันดับหนึ่ง
ของโลก เป็นเวลานานกว่า 10 ปีจนถึงปัจจุบัน โดยมีตลาดผู้น าเข้าที่ส าคัญ ได้แก่ สหรัฐอเมริกา 
สหภาพยุโรป ญี่ปุ่น และสาธารณรัฐประชาชนจีน  
        โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ Mealybug wilt of pineapple) พบ
ระบาดเป็นครั้งแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อต้นปี พ.ศ. 2443 และปัจจุบันโรคนี้แพร่
ระบาดทั่วไปในประเทศที่มีการปลูกสับปะรดเป็นการค้า เช่น ออสเตรเลีย ไทยและคิวบา เป็นต้น 
ส าหรับประเทศไทยมีรายงานว่าพบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหล่งปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรี
ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2532 และท าความเสียหายให้แก่ผลผลิตอย่างสูง ต่อมาในปี พ .ศ. 2546 โรคนี้ระบาด
รุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และเพชรบุรี  ซึ่งเป็น
แหล่งปลูกส าคัญของประเทศ โดยมีพ้ืนที่ปลูกสับปะรดเป็นอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 
และ 56,192 ไร่ ตามล าดับ จากพ้ืนที่ปลูกทั้งประเทศ 962,693 ไร่ (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2547) นอกจากนี้เริ่มพบการเข้าท าลายของโรคนี้ในเขตจังหวัด
ชลบุรี ระยอง และตราด ซึ่งเป็นแหล่งปลูกสับปะรดที่ส าคัญเพ่ือส่งโรงงานแปรรูปของภาคตะวันออก 
พันธุ์ที่พบว่ามีการระบาดของโรคเหี่ยว คือพันธุ์ปัตตาเวีย หรือรู้จักแพร่หลายในนามสับปะรดศรีราชา 
เป็นพันธุ์ที่ปลูกมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด  (วันเพ็ญ และคณะ, 2546) 

โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ได้แก่
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบท่อนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเป็นแบบอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
น้ าหนักโมเลกุล 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยู่ในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศ์ 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยู่หนาแน่นเฉพาะภายในเซลล์ท่ออาหารของพืช  
(Beardsley, 1993)  

    ลักษณะอาการของโรค ใบเริ่มแสดงอาการอ่อนนิ่ม มีสีเขียวอ่อนหรือสีเหลือง ปลายใบแห้ง
ตายเป็นสีน้ าตาลหรือสีแดงลามเข้าสู่โคนใบ (die back) ใบลู่ลงและแผ่แบนไม่ตั้งขึ้นเหมือนใบปกติ 
ต่อมาต้นเหี่ยวและแห้งตายในที่สุด รากมีขนาดสั้นและแตกแขนงน้อยมาก ท าให้ถอนต้นขึ้นมาได้ง่าย 
ซึ่งตรงข้ามกับต้นปกติที่มีรากจ านวนมากยึดเกาะดินแน่น ท าให้ถอนต้นขึ้นมาได้ยาก ผลมีขนาดเล็ก
มากจนไม่สามารถเก็บเกี่ยวได้ (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยที่ส าคัญและ
อ่อนแอต่อไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถ่ายทอดโดยมีเพลี้ยแป้ง [pink pineapple 
mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, D. 
neobrevipes (Beardsley)] เป็นพาหะ (German et al, 1992) 
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 วิธีการตรวจสอบหาเชื้อสาเหตุในสับปะรดโดยใช้แมลงพาหะ อาการเหี่ยวบนพืชทดสอบ
เริ่มปรากฎหลังการถ่ายทอดโรคแล้วอย่างน้อย 4 เดือน หรือใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา เช่น เทคนิค  
RT-PCR ซึ่งให้ผลที่แม่นย า และรวดเร็ว แต่ต้องตรวจสอบครั้งละ 1 strain ท าให้ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูง
ในการตรวจสอบหน่อพันธุ์สับปะรดเป็นจ านวนมาก  
 ในปัจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพได้มีการพัฒนาตลอดเวลา ท าให้สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัส 2 
ชนิดในการท าปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน เรียกว่า  multiplex PCR ซึ่งเป็นการประหยัดเวลาและ
ค่าใช้จ่ายในการตรวจสอบไวรัส เช่น Menzel และคณะ (2002) ได้ใช้ multiple PCR 2 ชุดที่มี
ความจ าเพาะกับ mRNA ในพืช ซึ่งสามารถตรวจสอบไวรัส 4 ชนิดที่เข้าท าลายองุ่นได้ เช่น Apple 
chlorotic leaf spot virus, Apple stem grooving virus, Apple mosaic virus  และ Apple 
stem pitting virus เป็นวิธีที่รวดเร็ว แม่นย า และอาจน าไปใช้ตรวจสอบไวรัสขององุ่นแทนการใช้
พืชทดสอบหรือ ELISA ได้เป็นอย่างดี Lorenzen และคณะ (2006) รายงานว่าสามารถพัฒนาการ
ตรวจสอบไวรัสของมันฝรั่ง (Potato virus Y, PVY) หลาย strins ของ PVYN, PVYO จากการท า
ปฏิกิริยาในการเพิ่มปริมาณ cDNA ในหลอดเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค multiple PCR และท าให้
ตรวจจ าแนกเชื้อ PVY ได้ถึง 119 ไอโซเลท รวมทั้งสามารถตรวจเชื้อ PVY หลาย strain ที่เข้า
ท าลายพืชต้นเดียวกัน นอกจากนี้ Olufemi และคณะ (2008) รายงานว่า ได้น าเทคนิค multiplex 
PCR มาพัฒนาการตรวจสอบไวรัสในมันส าปะหลัง ได้แก่ African cassava mosaic virus 
(ACMV), East african cassava mosaic Cameroon virus (EACMCV) โดย 1 ชุดของไพร  
เมอร์ ประกอบด้วย upstream primer ที่พบในทั้ง 2 ไวรัส ส่วนอีก 2 downstream primer มี
ความจ าเพาะกับไวรัสแต่ละชนิด โดยออกแบบไพรเมอร์ที่มีขนาดนิวคลีโอไทด์ 368 คู่เบส ส าหรับ
ตรวจ ACMV และ 650 คู่เบส ส าหรับตรวจ EACMCV ส าหรับอีกชุดของไพรเมอร์ ประกอบด้วย
ไพรเมอร์ที่ให้ PCR product 540 คู่เบส และ 655 คู่เบส ส าหรับตรวจยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค
ไวรัส EACMCV และ ACMV ตามล าดับ ซึ่งสามารถน าไปใช้ตรวจมันส าปะหลังในแปลงปลูกใน
ประเทศไนจีเรีย อันจะน าไปสู่การคัดเลือกท่อนพันธุ์ปลอดไวรัสต่อไปในอนาคต  ฉะนั้นการทดลอง
ครั้งนี้มีวัตถุประสงค ์เพ่ือพัฒนาการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวทั้ง 2 strain (PMWaV-1และ-2) ใน
ปฏิกิริยาเดียวกัน  
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์  

1. ต้นสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยว เกิดจากไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 
2. ไพรเมอร์ ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 
3. สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ ของไวรัส 
4. สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณ cDNA 
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5. สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค electrophoresis 
วิธีการ  
 1.  การออกแบบไพรเมอร์ 

สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบส (full length) ของยีนต่างๆที่มีรายงานใน GenBank   
ของ PMWaV-1 และ PMWaV-2 แล้วออกแบบ primer ให้ครอบคลุมนิวคลีโอไทด์ที่จ าเพาะเจาะจง
กับไวรัสแต่ละ strain โดยออกแบบไพรเมอร์บริเวณ  

1.1 Heat shock protein gene (HS) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1 ได้แก่  
PM1_HS_M_F และ PM1_HS_M_R  ส าหรับไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ 
PM2_HS_M_F และPM2_HS_M_R (รูปที่ 1) 

1.2 Coat protein gene (CP) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1 ได้แก่  
PM1_CP_M_F และ PM1_CP_M_R ส าหรับไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ 
PM2_CP_M_F และ PM2_CP_M_R (รูปที่ 1) 

 

Primer Sequence  (5’-3’) Position 
Gen
e 

Virus 
strain 

PM1_HS_M_F CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 37 HS PMWaV-1 
PM1_HS_M_R CTCCCAGATAGTTATCTCCCATCG 672 HS PMWaV-1 
PM2_HS_M_F CAAGGACGGGTCGGTAATGCTAG 59 HS PMWaV-2 
PM2_HS_M_R CCAACGCTAAACAGTACGCATACC 439 HS PMWaV-2 
PM1_CP_M_F CTAATGCACACAAGGTGATAGGATC  218 CP PMWaV-1 
PM1_CP_M_R GCATCATCACCGTGTACTCTGGC 647 CP PMWaV-1 
PM2_CP_M_F CGTAGCCGTAGTAGAAGGCAC  15 CP PMWaV-2 
PM2_CP_M_R GAACTGCTTGGGTACTCCGTG  742 CP PMWaV-2 

 
ตารางที่ 1.  รายละเอียดของไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน Heat shock protein (HS) และยีน  

Coat protein (CP) ให้มีความจ าเพาะกับไวรัสแต่ละ strain (PMWaV-1 และ 
PMWaV-2)   

 
           2.  การสกัด อาร์เอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากใบสับปะรด  

         โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรปู (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท 
EPICENTRE)  

2.1  เก็บตัวอย่างพืช  1 – 5  มิลลิกรัม  ใช้ท าได้ทันที หรือจะแช่เก็บท่ี – 70ซ 
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2.2  ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ท าให้เจือ
จางใน 300 ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 
ตัวอย่าง) ใส่  5 ไมโครลิตร ในหลอด 1.5  มิลลิลิตร 

2.3  บดตัวอย่างพืชใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใส่หลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
2.4  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซึ่งผสมกับ  

Proteinase K แล้ว (ข้อ 2.2) 300 ไมโครลิตร  และผสมให้เข้ากัน 

2.5  น าไปบ่มท่ี  65 ซ  นาน  15  นาที (ผสมให้เข้ากันโดยใช้  Vortex  ทุกๆ 
5  นาที) น าสารละลายเซลล์พืชที่ได้มาแช่ในน้ าแข็ง  นาน  3 – 5 นาที 

2.6   เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ใน
สารละลายของ  RNA ของเซลล์พืช 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้  
Vortex นาน 10 วินาที 

2.7   น ามาปั่นที่  10,000 รอบ/นาที  นาน  10  นาที 
2.8   ทิ้งตะกอน และเก็บส่วนใสใส่หลอดใหม่ 

2.9   เติม Isopropanal  500  ไมโครลิตร โดยต้องเย็นจัดโดยแช่ที่ -20 ซ   
แล้วพลิกหลอดขึ้นลง 30-40 ครั้ง 

                           2.10  น าสารละลาย มาปั่น 10,000 รอบ/นาที ที่  4ซ  นาน  10  นาที  
                           2.11  ล้างตะกอนด้วย 75% ethanol  500  ไมโครลิตร แล้ว quick spin  
                                  (ล้าง 2 ครั้ง) 

                           2.12  dry  ตะกอนใน  37ซ   นานประมาณ  2  ชั่วโมง 
                           2.13  ละลายตะกอนของ RNA ที่ได้ใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร  
                                                                                                                                                                                                                                  
              3. ทดสอบและปรับระยะเวลารวมทั้งอุณหภูมิให้เหมาะสมในการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณ 
cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   

  น าอาร์เอ็นเอของเชื้อที่ได้จากการแยกสกัด มาท าปฏิกิริยา RT-PCR แบบ OneStep 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากบริเวณ heat shock protein gene และ coat protein gene ที่มี
ความจ าเพาะกับไวรัส PMWaV แต่ละ strain และใช้ชุดสารเคมีของ QIAGEN OneStep RT-PCR ใน
การเพ่ิมปริมาณ complementary DNA (cDNA) โดยมีปฎิกิริยา ดังนี้ 
                                                                                        
5X  QIAGEN OneStep RT-PCR buffer                          4.0   ไมโครลิตร  
dNTP 10 uM (2.5 uM each)                                       0.8   ไมโครลิตร 
Primer PM1_HS_M_F (10 uM)                      1.2   ไมโครลิตร 
Primer PM1_HS_M_R (10 uM)                                                      1.2  ไมโครลิตร 
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Primer PM2_HS_M_F  (10 uM)      1.2  ไมโครลิตร 
Primer PM2_HS_M_R  (10 uM)      1.2  ไมโครลิตร 
Enzyme Reverse Transcriptase Hot StarTaq DNA Polymerase 0.8  ไมโครลิตร 
dH2O (RNase-free  water)              11.0  ไมโครลิตร 
Template (RNA)       1.0  ไมโครลิตร 
                                                                            รวม            20.0  ไมโครลิตร 

น าหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใส่ในเครื่อง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะห์ cDNA ตาม
program ดังนี้ 

 
OneStep  RT-PCR   Profile 

    50 oซ   30 นาท ี

    95 oซ   15 นาท ี

 Denaturing 94 oซ    45 วินาที 

    Annealing       60,62 oซ*            45 วินาที         
 Extension 72 oซ      1 นาที   
    72 oซ             10 นาที 
    25 oซ    15 นาที 

         ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 2 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟ้า  100  โวล์ท  ใน TAE บัฟเฟอร์  เป็นเวลา  30  นาท ี  

  จากนั้นน า PCR product มาท าให้บริสุทธิ์ โดยการเติม PCR product ต่อ PEG (26.2% 
Polyethylene glycol 8000, 6.6 mM MgCl2, 0.6 M sodium acetate) อัตรา 1 : 1  ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง  20 -30 นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น า
ตะกอนที่ได้ล้างด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์  ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ PCR product อีก
ครั้ง จากนั้นน ามาเชื่อมต่อเข้าเวคเตอร์ pGEM-T-Easy และ heat shock เข้าเซลล์แบคทีเรีย E. coli 

(DH5)    และคัดเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT + ampicillin + IPTG + Xgal เลือกเฉพาะโคโลนีสี
ขาว เพ่ือน าไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหารเหลว 2xYT จากนั้นสกัดพลาสมิดออกท าการสกัดพลาสมิด
วิธี Alkaline lysis แล้วน าไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR พร้อมทั้งส่งตัวอย่างไป
ตรวจสอบล าดับเบส  
 4.  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร์กับตัวอย่างพืชที่เก็บจากแปลงสับปะรด  
                โดยน าตัวอย่างสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร์เอ็นเอ (ตามวิธีข้อ 2) แล้วเพ่ิม
ปริมาณ cDNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้จากยีน HS และ CP ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR
เปรียบเทียบกับไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เพียง strain เดียว ด้วยเทคนิค 

35  รอบ (cycle) 
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RT-PCR ได้แก่ ไพรเมอร์ Pa222-F1 (5’ACAGGAAGGACAACACTCAC-3′) และ Pa223-R1  (5′-CG 
CCAAACTTCAAGCAATC-3′) เพ่ือตรวจหาไวรัส PMWaV-1 ส่วนไวรัส PMWaV-2 ใช้ไพรเมอร์ 
Pa224-F2 (5′-CATACGAACTAGACTCATACG-3′) และ Pa225-R2 (5′-CCATCCACCAATTTTAC 
TAC-3′) (วันเพ็ญ และคณะ, 2553)                  
  
เวลาและสถานที่  ระยะเวลา     ตุลาคม 2553 – กันยายน  2555 
    สถานที่    กลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช   
                                       ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. ออกแบบไพรเมอร์ 
               ออกแบบไพรเมอร์ บริเวณ Heat shock protein gene ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส 
PMWaV-1  ได้แก่  PM1_HS_M_F : 5’ CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R 
: 5’CTCCCAGATA GTTATCTCCCATCG 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 635 คู่เบส และ ไพรเมอร์บริ
เวณ heat shock gene ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_HS_M_F: 5’ CAAGGA 
CGGGTCGGTAATGCTAG 3’ และPM2_HS_M_R :  5’ CCAACGCTAAACAGTA CGCATACC 3’ 
ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 380 คู่เบส (รูปที่ 1) 

 ส าหรับการออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณ Coat protein gene ที่มีความจ าเพาะต่อ
ไวรัส PMWaV-1 ได้แก่  PM1_CP_M_F :  5’ CTAATGCACACAAGGTGATAGGATC 3’ และ  
PM1_CP_M_R : 5’GCATCA TCACCG TGTACTCTGGC 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 428 คู่เบส 
และไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_CP_M_F: 5’ CGTAGCCGTAGTAGA 
AGGCAC 3 และ PM2_CP_M_R :  5’ GAACTGCTTGGGTACTCC GTG 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 
727 คู่เบส (รูปที่ 1) 
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          รูปที่ 1.   ผลวิเคราะห์การตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ของ    
                     สับปะรดโดยเทคนิค Multiplex RT-PCR  
                               M :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder, Fermentas) 
                                1 : ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน Heat shock protein                                          
                               2  :  ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน Coat protein 
 
 
2.   ทดสอบและปรับระยะเวลารวมทั้งอุณหภูมิให้เหมาะสมในการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณ cDNA 
โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   
       ผลการทดลอง พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับระยะ annealing ของ Heat shock gene คือ 
60 oซ และ Coat protein gene คือ 62 oซ    หลังจากน า PCR product มาท าให้บริสุทธิ์ แล้ว

เชื่อมต่อเข้าเวคเตอร์ pGEM-T-Easy และ heat shock เข้าเซลล์แบคทีเรีย E. coli (DH5)    และ
คัดเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT +ampicillin +IPTG + Xgal เพ่ือน าไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหาร
เหลว 2xYT จากนั้นสกัดพลาสมิดออก แล้วน าไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR 
พร้อมทั้งส่งตัวอย่างไปตรวจสอบล าดับเบส พบว่า ล าดับเบสตรงตามท่ีออกแบบไว้   (รูปที่ 2)            
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ล าดับเบสของไวรัส PMWaV-1  จากจีโนมของ Coat protein gene (665  คู่เบส) 
ATGGCTGATTCGAGCAAACAAAAACAACCTGAACATGCTGACTCTGGGCCTAAGACAGTGGAAGACCAAGTCAAGGAAATAATGAA
CCTACCTGTGCCGGGAGGTAGGACTACTGTGTCGACGTTTGAAGATTTGATAGCAGCCGAAAATGCTATAATTGATTTCACCAAGG
TTGATGTACCACGCATGATTAACGTTCCGATCCCAGGAATAGTTACTAATGCACACAAGGTGATAGGATCCAAAGCTCTGTGGGAG
TTGGGTAAATCGAAGGGTATATCAGAATCGGCGAAACACATGATCCAATTTTTGATGCAATCTTTCCAAGATATGTGCACCTTTTCT
ACATCACCGAAAGTTTCGGCGACTCAGAACTACTCCACCACAGCTAAGTATGATGGTAAAGATGTTAACGTCACGCACGAGGAGAT
CAGAATTGCTTTGAGCAACTCACTATCCAATTTGGGATACGATAATCCTATGAGACAGTTTGGGAGAGGTTTTACTTCCACAATTGT
TCAAGGACTGAGTTCTGGGAAGTTGGTGGTTAACACTAGGATATGTACTAAGAACGGAGTACCGAGGAATTATTACTCGTTCTATC
CAGATTGCTTACACGTAGAAGCCAGAGTACACGGTGATGATGCAGCGTTGGTAAGTGAGTTAGCCAGAATGGTAGCCATAAACAGA
GCAAACTCGAGTGGTTCTGGCGAACACAACGTCTTTGAGAAGACGGCTGTGTCCCCGCACATCTTTATGGGTGGACGCAAATAA    

ล าดับเบสของไวรัส PMWaV-2  จากจีโนมของ Coat protein gene (803  คูเ่บส) 
ATGGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGAAGGCACTATTCTCGAAAGTTTGACGGCTCCACCTAAACGATTTAGAGTGGCGACGTC
TGATGTGGGGAAATATTACGATAGTAGCAAATACNCGCTCTGTAACGGGCGTAGCTACAGCCGAGAGGGATCGGTTACCAGCGATA
GAGGAAACTGAACTATTGGCAACAATCCCAACGGAAGCTTCAACAGATAAGGGTGTTATTCCTGAGACTGTTAAGAGGTCGAGTAA
TAAACCAGAAATAGTAGATGATGTATCAACGTTGCTGTTAAATCCTAGAAAGAACGTTGTACTAAATATTGGATCGGTTAAAACCGT
GCCAAAGGTAGTTAATCAGCCGGGTTTGATATCCCGGGAGATTGCTATCCGTATAGGAGAGGCTCTGAAGGAACATTGCAAACAAG
TTATGGGTTCGGATAGTAGTACGGACTTAGCTACATACTTTATACATTTGATTCAACTCGCTATTACGTTTTCTACATCCAAAAATA
GCGAATACAAAGAGTTTGACTATATAGAAACAGAGACGCAAAAGAAAATATACATCAAGGACGTGAGTGAGGTGGTTGAGAGAGCG
GCGATGAATTCGGGGTACGAAAACCCGTTTAGGCAATATATGCGTTATTTTACAAGCTCGAGTATAACACTAACTTTAAATGGTAAA

ATAACACCTAACGAGAGAACTATGGCTCATCACGGAGTACCCAAGCAGTTCTTTGCATATACTTACGATTTTATTGACCCCGACTA

TAGCCTCATGAATCATTCGGCGATTAATGCTTACAACTTAGCGAGGATTCAAGCATTTAAGAATAAGATAGCTTCAGTGAACAATAC
TATGCATAACACATACCAGCTGAACCAGGGAGCTGTTTCAGGGTAG 

ล าดับเบสของไวรัส PMWaV-1  จากจีโนมของ Heat shock protein gene (690  คู่เบส) 
ATGGAGGTGGGTATTGATTTTGGCACCACCTATTCCACTCTGTGTTTCTCTCCAGGTAAAGGAAATGATGGTTGTGTGGTAGAGAGTG
ACACGATATTTATACCTACTGTCGTTGGTTACAGGAAGGACAACACTCACGCCATAGGTTTGGGGGCACTGTTGGAAAAAGACTTAGA
GGTTTATCGTGATATAAAAAGGTATTTCGGACTCAACAAGTTCAACAAAGATGTGTATCTCGATAAATTGAAACCCACAATCGAGGTA
GTGATTGACGACTGGGGTTGTTCTATAGGACCAGTAGACGGTGCGAGAGGGAAAGCCAAATCAGTTCTCACTTTAGCCTCTGATTTTA
TAACGGGATTGGTACAACTAGCGATCAAGATGACGAATCAACAAGTATCTGTGTCTGTTTGTTCAGTACCAGCAGCTTACAATTCTTAT
CAAAGGAGTTTTATTTTTGAAAGTTGTAAGTTGAGCTCTATAAATGTGCAGGCGGTAGTAAACGAACCGACCGCAGCTGGATTGAGTG
CTTTCATAACTACCCCGAAAGCTTCTGTGAATTATTTGTTAGTCTACGATTTCGGAGGAGGCACTTTTGATAGTTCCTTACTCGTGGTT
GGGCCTGCGTACGTGGGAGTACTGGATTCGATGGGAGATAACTATCTGGGAGGCAGGGACGTAGATAACA 

ล าดับเบสของไวรัส PMWaV-2 จากจีโนมของ Heat shock protein gene (610  คู่เบส) 
CATACGAACTAGACTCATACGTGCTAAAATTAAAACCAGTGCACAGAGTGGAAGTGTTCAAGGACGGGTCGGTAATGCTAGGGGGTAT
TGGTGAAGGCCCTGATAGGACGGTCTCTGTAACGGATATCATATCCCTTTTTTCTAAAGCACTTATAAAGGAAGCGGAACAGTCTACT
GGACTACGCGTAACGGGTGCGGTGGTAACGGTACCAGCCGACTACAACTCTTTTAAACGTAGTTTTATAACTAACTGCATGAAAGACT
TGGGTATTCCAGTAAGGGCTATAGTAAATGAACCGACCGCTGCAGCGTTATATTCTTTATCTATATTACAAGAAAAGGATTTATTTCTG
TCTGTTTTTGACTTTGGTGGAGGGACGTTTGATGTGTCTTTTGTTAGAAAACTCGGAGATGTGGTATGCGTACTGTTTAGCGTTGGCG
ATAACTTTTTAGGGGGAAGGGATATCGACAGGGCGGTAGCAGCTGAGGTGAAGGCAAGAGTGGGCGAATCTATTGATACAGCTACATT
GTCATTATTTGCAGCGTCTATTAAAGAGGAGGTGACTAATGAGCCGAGGGCAAAGACGCACGTAGTAAAATTGGTGGATGG 

รูปที ่2.  ล าดับเบสของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากจีโนมของ Coat protein gene และ   Heat 
shock protein gene 
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3.  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร์กับตัวอย่างพืชท่ีเก็บจากแปลงสับปะรด  
                การเปรียบเทียบการใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้จากยีน HS และ CP กับไพรเมอร์ที่ใช้
ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เพียง strain เดียว ได้แก่ ไพรเมอร์ Pa222-F1 และ Pa223-
R1   เพ่ือตรวจหาไวรัส PMWaV-1 ส่วนไวรัส PMWaV-2 ใช้ไพรเมอร์ Pa224-F2 และ Pa225-R2 
จากตัวอย่างสับปะรดเป็นโรค ปรากฏว่า ผลการวิเคราะห์โดยวิธี agarose gel electrophoresis  เกิด
แถบ (band) ของ PCR product จากการใช้ไพรเมอร์แบบ multiplex PCR ทั้งจากยีน Coat 
protein (PMWaV-1 = 428 คู่เบส, PMWaV-2 = 727 คู่เบส)   และยีน Heat shock protein 
(PMWaV-1 = 635  คู่เบส, PMWaV-2 = 380 คู่เบส)   ผลตรงกับการใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ 
PMWaV แต่ละ strain (PMWaV-1 = 589 คู่เบส, PMWaV-2 = 609 คู่เบส)   (รูปที่ 3)  ฉะนั้น
สามารถเลือกใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน CP หรือ HS ในการตรวจไวรัสโรคเหี่ยวสับปะรดทั้ง 2 
strain โดยใช้เทคนิค multiplex PCR ซึ่งช่วยประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายได้เป็นอย่างดี  
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              Multiplex RT-PCR (CP gene)             RT-PCR                     RT-PCR 
                (PMWaV-1= 428 คู่เบส)         (PMWaV-1= 589 คูเ่บส)  (PMWaV-2= 609 คู่เบส)   

            (PMWaV-2= 727 คู่เบส) 
 

 
                Multiplex RT-PCR (HS gene)            RT-PCR                     RT-PCR 
                 (PMWaV-1= 428 คู่เบส)         (PMWaV-1= 589 คู่เบส)  (PMWaV-2= 609 คู่เบส)   

             (PMWaV-2= 727 คู่เบส) 
 

รูปที่ 3.   ผลวิเคราะห์การตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 ของสับปะรดโดย 
            เทคนิค Multiplex RT-PCR (ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน HS และ CP) และ RT-PCR       

(ไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เพียง strain เดียว)  
1  :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder, Fermentas) 

 2, 7, 12  :   ใบสับปะรดที่เกิดจากไวรัส  PMWaV-1  
 3, 8, 13  :   ใบสับปะรดที่เกิดจากไวรัส  PMWaV-2 
 4, 9, 14  :   ใบสับปะรดที่เกิดจากไวรัส  PMWaV-1+PMWaV-2 
5, 10, 15 :   ใบสับปะรดปลอดโรค 
6, 11, 16 :   น้ า 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
           การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดทั้ง 2 strain (PMWaV-1 และ 
PMWaV-2) ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค Multiplex RT-PCR โดยการออกแบบไพรเมอร์บริ
เวณ (1) Heat shock protein gene (HS) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1  ได้แก่  
PM1_HS_M_F : 5’ CCACTCTGTGTTTCTCTCCAGG 3’ และ PM1_HS_M_R : 5’ CTCCCAGA 
TAGTTATCTCCC ATCG 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 635 คู่เบส และ ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ
ไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_HS_M_F: 5’ CAAGGACGGGTCGGTAATGCTAG 3’ และ
PM2_HS_M_R :  5’ CCAA CGCTAAACAGTA CGCATACC 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 380 คู่เบส 
( 2) ออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณ Coat protein gene (CP) ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-1 
ได้แก่  PM1_CP_M_F :  5’ CTAATGCACACAAGGTGATAGGATC 3’ และ  PM1_CP_M_R : 
5’GCATCA TCACCG TGTACTCTGGC 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 428 คู่เบส และไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ PM2_CP_M_F: 5’ CGTAGCCGTAGTAGA AGGCAC 3 
และ PM2_CP_M_R :  5’ GAACTGCTTGGGTACTCC GTG 3’ ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอขนาด 727 คู่เบส  
จากนั้นการสกัด อาร์เอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากใบสับปะรดเป็นโรค โดยใช้ชุด
สกัดส าเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE) แล้วน ามาทดสอบและ
ปรับระยะเวลารวมทั้งอุณหภูมิให้เหมาะสมในการสังเคราะห์เ พ่ิมปริมาณ cDNA โดยเทคนิค 
Multiplex RT-PCR   พบว่า อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม ได้แก่ เริ่มจาก  50 oC นาน 30 นาที เพ่ือ
สังเคราะห์ cDNA จากนั้นเข้าสู่ปฏิกิริยา PCR  เริ่มจาก 95 oC นาน 30 นาที,  (94 oC นาน 45 วินาที 
,  60 oซ (HS) หรือ 62 oซ (CP) นาน 45 วินาที ,  72 oC นาน 60  วินาที) รวม 35 รอบตามด้วย 72 
oC นานอีก 10 นาที   25 oC นานอีก 15 นาที     หลังจากนั้นน า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบ
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วยวิธี gel electrophoresis  แล้วส่งไปตรวจสอบล าดับเบส พบว่า ล าดับเบส
ตรงตามที่ออกแบบไว้   จากการเปรียบเทียบการใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้จากยีน HS และ CP โดย
เทคนิค multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 
เพียง strain เดียว โดยเทคนิค RT-PCR ปรากฏว่า ให้ผลวิเคราะห์ด้วยวิธี gel electrophoresis 
ตรงกัน ฉะนั้นการใช้เทคนิค multiplex PCR ในการตรวจไวรัสมากกว่า 1 strain ในพืชต้นเดียวกัน 
เป็นการช่วยประหยัดเวลาและค่าสารเคมีซึ่งมีราคาแพงในการตรวจได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้ลด
ขั้นตอนการตรวจหน่อสับปะรดว่าปลอดไวรัสทั้ง 2 strain หรือไม่ ก่อนจะน าไปปลูกหรือขยายพันธุ์
ปลอดโรคต่อไป ซึ่งเป็นแนวทางช่วยลดการระบาดของโรคเหี่ยวสับปะรดในแปลงปลูก    
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