
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  
------------------------ 

1. แผนงานวิจัย   :  แผนงานวิจัยและพัฒนาด้านเมล็ดพันธุ์พืช 
 

2. โครงการวิจัย   :  โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ์ 
กิจกรรม   :  - 
กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 
 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ในเมล็ดพันธุ์พืชเพ่ือการนำเข้า- 
       ส่งออกด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Detection of Pospiviroid in Seed for Import-Export by 
       Molecular Technique 

4. คณะผู้ดำเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง   :  นางสาวศุภลักษ์ สัตยสมิทสถิต 
       สังกดั ศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชพิษณุโลก 
ผู้ร่วมงาน                            :  นางสาวกัณทิมา ทองศรี 
       สังกดั ศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชพิษณุโลก 
       นางสาวภภสัสร วัฒนกุลภาคิน 
       สังกดั ศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชพิษณุโลก 

 5. บทคัดย่อ 
 พอสพิไวรอยด์เป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจในหลายประเทศ ดังนั้นจึงเป็นเชื้อกักกัน
ที่สำคัญในการส่งออกเมล็ดพันธุ์ระหว่างประเทศ วิธีการในการตรวจวินิจฉัยจำเป็นต้องมีประสิทธิภาพและมีความ
ถูกต้องแม่นยำสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทำการศึกษาการใช้เทคนิคไพโรซีเควนซิ่งเพ่ือนำมาใช้ตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ 
โดยอาศัยหลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ที่หลุดออกมาในขณะที่เกิดกระบวนการ 
polymerization เทคนิคนี้มีการพัฒนาประสิทธิภาพโดยเทียบกับวิธีทดสอบมาตรฐานด้วยเทคนิค real time RT-
PCR (TaqMan) โดยการใช้ข้อมูลชีวสารสนเทศและข้อมูลจีโนมจากฐานข้อมูลธนาคารพันธุกรรมเพ่ือนำมา
ออกแบบไพรเมอร์และหาสภาวะที่ เหมาะสมต่อการทำปฎิกิริยาไพโรซีเควนซิ่ง พบว่าไพรเมอร์ PPV1 มี
ความจำเพาะต่อเชื้อไวรอยด์ 8 ชนิด ได้แก่ Potato spindle tuber viroid, Tomato chlorotic dwarf viroid,  
Mexican papita viroid, Tomato planta macho viroid, Chrysanthemum stunt viroid, Citrus 
exocortis viroid, Tomato apical stunt viroid และ Iresine viroid ซึ่งให้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 197 คู่เบส ขณะที่
ไพรเมอร์ PPV2 มีความจำเพาะต่อเชื้อไวรอยด์ Columnea latent viroid มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 194 คู่เบส เมื่อ
นำไปวิเคราะห์ไพโรซีเควนซิ่งให้ลำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันมีความจำเพาะแต่ละชนิดของไวรอยด์ ดังนั้นจึงเป็น
วิธีการตรวจสอบที่รวดเร็วและมีความถูกต้องสูง เหมาะสมที่จะนำมาใช้ในการตรวจไวรอยด์ในเมล็ดพันธุ์เพ่ือการ
รับรองการปลอดศัตรูพืชสำหรับการนำเข้า-ส่งออก 
 คำสำคัญ: พอสพิไวรอยด์ ไพโรซีเควนซิ่ง เมล็ดพันธุ์ 
  
 
 



Abstract 
  Pospiviroid can cause disease of considerable economic importance many 
countries. Therefore, it is an internationally important quarantine pest. Developing an efficient 
and accurate diagnostic method, it is necessary. In the study of the use of pyrosequencing 
technique for detection of viroid, it can be used quickly and high reliability. Pyrosequencing is a 
technique for DNA sequencing based on the bioluminescence analysis of pyrophosphate. This 
method improves test efficiencies compared to the standard test methods of real time RT-PCR 
(TaqMan). Bioinforrnatics and genome data bases from GenBank were used to design primer and 
optimized condition for pyrosequencing. It was found that the PPV1 is a specific primers for 8 
Pospiviroid detection such as Potato spindle tuber viroid, Tomato chlorotic dwarf viroid,  
Mexican papita viroid, Tomato planta macho viroid, Chrysanthemum stunt viroid, Citrus 
exocortis viroid, Tomato apical stunt viroid and Iresine viroid whereas primer PPV2 is a specific 
primer for detection of Columnea latent viroid to yield a cDNA fragment about 197 and 194 
base pairs, respectively. When analyzed, pyrosequencing gave different nucleotide sequences 
with specificity of each type of Viroid. Therefore, it is a fast and highly accurate detection 
method. Suitable for use in the detection of viroid in seeds for certification of pest-free for 
import-export seed. 
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6. คำนำ  

 ประเทศไทยมีการส่งออกและนำเข้าเมล็ดพันธุ์เป็นจำนวนมากโดยเฉพาะเมล็ดผัก ซึ่งการส่งออกไปยัง
ประเทศในแถบยุโรปมีการกำหนดศัตรูพืชกักกันหลายชนิด โดยเฉพาะเชื้อไวรอยด์  ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชที่มี
ขนาดเล็ก โมเลกุลประกอบด้วยอาร์เอ็นเอวงแหวนสายเดียวที่มีความยาว 239-401 นิวคลีโอไทด์ จีโนมที่มีขนาด
เล็กของไวรอยด์จะไม่มีโปรตีนห่อหุ้มดังนั้นจึงไม่สามารถตรวจสอบด้วยเทคนิคทางด้านซีรั่มได้ (Verhoeven et 
al., 2004) และไวรอยด์เพ่ิมจำนวนโดยเอนไซม์ของพืชอาศัย ไวรอยด์สามารถแบ่งได้เป็น 2 แฟมิลี่ ได้แก่ 
Avsunviroidae และ Pospiviroidae (Flores et al., 2000) จีนัสของ Pospiviroid เป็นหนึ่งที่มีจำนวนชนิดของ
เชื้ อ ไวรอยด์ มากที่ สุ ด  ได้ แก่  Potato spindle tuber viroid (PSTVd), Tomato chlorotic dwarf viroid 
(TCDVd), Tomato apical stunt viroid (TASVd), Citrus exocortis viroid (CEVd), Chrysanthemum 
stunt viroid (CSVd), Columnea latent viroid (CLVd), Mexican papita viroid (MPVd), Tomato 
plancha macho viroid (TPMVd), Pepper chat fruit viroid (PCFVd), Iresine viroid (IrVd)  เนื่องจากเชื้อ
กลุ่มนี้เป็นเชื้อสาเหตุโรคท่ีสำคัญของผักหลายชนิด เช่น มะเขือเทศ ทำให้ผลผลิตลดลงถึง 49 เปอร์เซ็นต์ เชื้อชนิด
นี้มีพืชอาศัยที่กว้าง เช่น มะเขือเทศ, มันฝรั่ง, แตงกวา, พริก, มะเขือชนิดต่าง ๆ และไม้ประดับ อีกทั้งยังสามารถ
ถ่ายทอดโรคผ่านทางเมล็ดพันธุ์ได้ นอกจากนี้ประเทศไทยก็มีการนำเข้าเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศเพ่ือใช้ทำพันธุ์ ใน
ประเทศ และผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสมเพ่ือการส่งออกในปริมาณที่มาก จึงทำให้เชื้อไวรอยด์ดังกล่าวมีโอกาสติดเข้ามา
กับเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศนำเข้าและแพร่ระบาดทำความเสียหายในประเทศไทยได้ ปัจจุบันยังพบว่ามีไวรอยด์อีก
หลายชนิดที่ทำความเสียหายให้แก่พืช ซึ่งปัญหาสำคัญในการตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ คือเชื้อไม่สามารถแยกบริสุทธิ์



และเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ได้ จึงมีการใช้เทคนิคทางการตรวจ เช่น Biological indexing หรือการใช้พืช
ทดสอบ ซึ่งเป็นวิธีการเริ่มแรกที่ใช้ในงานตรวจวินิจฉัยโรคพืชที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรอยด์ เป็นวิธีการที่ง่ายแต่ไม่
สามารถใช้ตรวจจำแนกได้ครอบคลุมทั้งหมดข้อเสียที่สำคัญของวิธีการนี้คือ ต้องใช้พืชทดสอบหลายๆ ชนิดในการ
ตรวจสอบชนิดของเชื้อไวรอยด์ ซึ่งไม่เหมาะสมสำหรับการตรวจตัวอย่างปริมาณมาก เนื่องจากต้องใช้พื้นที่โรงเรือน
มากและสิ้นเปลืองแรงงานสูง นอกจากนี้ยังกินเวลาในการรอให้พืชทดสอบแสดงอาการตั้งแต่ 2 อาทิตย์ จนถึง
หลายเดือน แต่อย่างไรก็ตามวิธีการนี้ไม่สามารถนำมาใช้กับไวรอยด์บางชนิดได้ เช่น CCCVd และ CTiVd 
เนื่องจากไม่มีพืชทดสอบที่เหมาะสม และวิธีการปลูกเชื้อมีความยุ่งยาก ต้องใช้เครื่องมือที่มีแรงดันสูงในการปลูก
เชื้อ รวมถึงระยะเวลาที่เชื้อแสดงอาการอาจกินเวลานานกว่า 4 ปี เทคนิคไพโรซีเควนซิ่งเป็นการพัฒนาโดยอาศัย
หลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ที่หลุดออกมาในขณะที่ เกิดกระบวนการ 
polymerization การทำงานนั้นอาศัยการทำงานของเอนไซม์ 4 ชนิดด้วยกันคือ klenow fragment ทำหน้าที่ต่อ
สายดีเอ็นเอ เอนไซม์ ATP sulfurylase ทำหน้าที่เปลี่ยน PPi ที่เกิดขึ้นให้เป็น ATP ซึ่งจะเป็นพลังงานให้กับ
เอนไซม์ luciferase ให้เป็น oxyluciferin ซึ่งสามารถให้แสงออกมาได้ โดยแสงที่เกิดขึ้นจะถูกตรวจจับด้วย
เซ็นเซอร์ของกล้อง CCD นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์ apyrase ทำหน้าที่ในการกำจัด dNTPs และ ATP ที่หลงเหลืออยู่
ในระบบ (Gruber et al., 2002; Nordstrom et al., 2000) ซึ่งใช้ระยะเวลาการตรวจสอบเพียง 2 วัน ดังนั้นการ
พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ให้ครอบคลุมทุกชนิดของไวรอยด์กลุ่มนี้ โดยใช้เทคนิคทางด้านชีว
โมเลกุลขั้นสูงสามารถตรวจ Pospiviroid พร้อมกันได้หลายชนิดจึงความสำคัญเป็นอย่างยิ่งเพ่ือนำมาใช้ตรวจสอบ
ติดตามเมล็ดพันธุ์ที่นำเข้าหรือส่งออกไปต่างประเทศและเพ่ิมความสามารถในการแข่งขันเพราะจะทำให้ประเทศคู่
ค้ามีความเชื่อมั่นในระบบการตรวจสอบ นอกจากนี้การเปิดเสรีทางการค้าทำให้แต่ละประเทศกำหนดเกณฑ์
มาตรฐานสินค้าเกษตรขึ้นมาเพ่ือใช้เป็นข้อกีดกันทางการค้า ดังนั้นผลงานวิจัยนี้สามารถนำมาช่วยลดปัญหา
เหล่านั้นได้ และยังเป็นวิธีการป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อโรคศัตรูพืชกักกันที่มีประสิทธิภาพด้วยเช่นกัน 

 
7. วิธีดำเนินการ                          

7.1 อุปกรณ์    
 1. Pospiviroid positive sequence  
 2. Two set of PyroMark Assay (PPV1 and PPV2)  
 3. RNA extraction kit (MACHEREY-NAGEL) 
 4. PyroMark OneStep RT-PCR Kit (200) cat no. 978803  
 5. PyroMark Q48 Advanced Reagents (4 x 48) cat no. 974002  
 6. PyroMark Q48 Magnetic Beads (300) cat no. 974203  
 7. PyroMark Q48 Absorber Strips (100)  
 8. PyroMark Q48 Discs (50)  
 9. Nano drop  
 10. PyroMark Q48 Autopre 

7.2 วิธีการทดลอง 
7.2.1 การเตรียมสังเคราะห์เชื้อไวรอยด์เพื่อใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) สังเคราะห์ชิ้นส่วน
อาร์ เอ็นเอของเชื้อ Pospiviroid 9 ชนิด ได้แก่  Potato spindle tuber viroid, Tomato chlorotic dwarf 
viroid, Mexican papita viroid, Tomato planta macho viroid, Chrysanthemum stunt viroid, Citrus 



exocortis viroid, Tomato apical stunt viroid, Iresine viroid และ Columnea latent viroid เพ่ือใช้เป็นตัว
ควบคุมเชิงบวก (positive control) 
7.2.2 การออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะ 
 ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ทำการค้นข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ 
pospiviroid ทั้ง 9 ชนิด เพ่ือนำไปออกแบบไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือหาลำดับเบสของไพรเมอร์ 
7.2.3 การตรวจเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธี pyrosequencing 
 เจือจางไพรเมอร์ให้ได้ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ นำอาร์เอ็นเอที่ได้มาเจือจางให้ได้ปริมาณ 2 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร เตรียมน้ำยา  PyroMark OneStep RT-PCR reagent, CoralLoad Concentrate, primer 
solutions และ 25 mM MgCl2 โดยแช่ในน้ำแข็ง กำหนดปริมาตรน้ำยาในการทำปฏิกิยาดังนี้ 

องค์ประกอบ ป ริ ม า ต ร /reaction 
(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 

QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer, 5x* 5.0 1X 
dNTP Mix 1.0 1X 
CoralLoad Concentrate, 10x 2.5  
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1.0  
10 µM Forward primer 0.625*/1.25** 0.25 µM/0.5 µM 
10 µM Reverse primer (biotin label) 0.625*/1.25** 0.25 µM/0.5 µM 
RNase free water 4.25/3.0  
RNA template (2 ng/ul) 10.0 20 ng/rxn 
Final volume 25.0  

 *PPV2 primer/**PPV1 primer 
  ใช้ปิเปตดูด Master mix ผสมให้เข้ากันและดูดใส่หลอดพีซีอาร์เติม template DNA (≤ 500 
 ng/reaction) ในแต่ละหลอดพีซีอาร์ (20 ng extracted RNA 10ul (2ng/ul)) ตั้งโปรแกรมการ ท ำ งา น
ของเครื่อง thermal cycler โดยกำหนดสภาวะดังนี้ 

Reverse transcription 30 min 50°C Hold 
Initial PCR activation step 15 min 95°C Hold 
3-step cycling 
Denaturation 30s 94°C 45 cycles 
Annealing 30s 62°C 
Extension 30s 72°C 
Final extension 10min 72°C Hold 

  นำหลอดพีซีอาร์ในเครื่อง thermal cycler และเริ่มต้นทำปฏิกิริยา นำ PCR product ไป
 ตรวจสอบผลด้วยอะกาโรสเจลก่อนวิเคราะห์ด้วย Pyrosequencing จากนั้นนำ PCR product  ปริมาตร 
10 µl ไปวิเคราะห์ด้วย Pyrosequencing Pospiviroid analysis sequence ผลิตผลซึ่งได้ผ่านการเพ่ิมปริมาณ
ด้วยวิธี RT-PCR มาแล้ว 20 ไมโครลิตรผสม กับ streptavidin SepharoseTM  beads 200 ไมโครกรัม และ 
PyroMarkTM binding buffer 3 ไมโครลิตร เขย่าที่อุณหภูมิห้อง 10  นาที เพื่อให้ streptavidin จับกับสาย DNA 
ได้ทั่วถึง จากนั้นใส่คู่ sequencing primers เข้มข้น  100 มิลลิโมลาร์ ที่ผสมกับ annealing buffer ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร เพ่ือจับกับ DNA สายเดี่ยว ก่อนนำ ไปหาลำดับเบสโดยใช้น้ำยา PyroMark Q48 Advanced Reagent 



(Qiagen, Hilden, Germany) หลังจากนั้น เติม enzyme substrate และ nucleotides (A, C, G, and T) ลงใน 
 cartridge ปริมาณตามการคำนวณจากโปรแกรม เมื่อนำเข้าเครื่องตรวจวิเคราะห์ ประมาณ 1-2  ชั่ ว โ ม ง 
อ่านลำดับเบสนิวคลิโอไทด์ 
 7.2.4 การตรวจเชื้อไวรอยด์ในเมล็ดพันธุ์ผักด้วยวิธี pyrosequencing 
  การเตรียมตัวอย่าง 
 ตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ที่ติดมากับเมล็ดพันธุโดยใชเทคนิคไพโรซีเควนซิ่งรวมกับเรียลไทม์พีซีอาร์ (วิธีการ
มาตรฐาน) โดยสุมตรวจเมล็ดพันธุ์ผักของบริษัทที่จะส่งออก ได้แก่ เมล็ดพันธุ์มะเขือเทศจำนวน 50 ตัวอย่างและ
พริก 50 ตัวอย่าง ชั่งเมล็ดพืชแต่ละตัวอย่าง (3,000 หรือ 20,000 เมล็ด) โดยแบ่งเป็น 3 ตัวอย่างย่อย ตัวอย่างละ 
1000 เมล็ด หรือ 50 ตัวอย่างย่อย ตัวอย่างละ 400 เมล็ด และนำแต่ละตัวอย่างย่อยไปบดด้วยไนโตรเจนเหลวใน
โกร่งบดตัวอย่าง จนได้เป็นผงละเอียด 
  การสกัดอาร์เอ็นเอจากชุดสกัดสำเร็จรูปของบริษัท MACHEREY-NAGEL โดยมีขั้นตอน
 ดังนี้ 
  ถ่ายผงตัวอย่างที่บดละเอียดใส่หลอด 1.5 มล. เติมบัฟเฟอร์ PFL 500 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
และเติมบัฟเฟอร์ PFR 10-50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทันที บ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 1 นาทีกรองตัวอย่างโดยสวมคอลัมน์ NucleoSpin RNA 
Plant Filter Column ในหลอดเก็บตัวอย่าง ดูดส่วนใสจากข้างต้น ใส่ลงในคอลัมม์ นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
14,000 x g เป็นเวลา 1 นาที ปรับสภาวะการจับของอาร์เอ็นเอโดยเติมบัฟเฟอร์ PFB 500 µl ลงในส่วนใสที่ได้
จากขั้นตอนที่ 2 และผสมให้เข้ากันโดยใช้ปิเปต บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที สวมคอลัมน์ NucleoSpin 
RNA Plant Column ในหลอดเก็บตัวอย่างดูดส่วนใสที่ได้จากขั้นตอนที่ 3 ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
คอลัมน์นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์ในหลอดเก็บตัวอย่าง
ทิ้งและนำมาสวมกับคอลัมน์อีกครั้ง ดูดส่วนใสที่เหลือใส่ลงในคอลัมน์และนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g 
เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์และหลอดเก็บตัวอย่างทิ้ง นำหลอดเก็บตัวอย่างอันใหม่มาสวมกับ
คอลัมน์เดิม ล้างและทำให้แห้งแผ่น silica membrane ล้างครั้งที่ 1 โดยเติมบัฟเฟอร์ PFW1 500 ไมโครลิตร ลง
ในคอลัมน์ นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์และหลอดเก็บ
ตัวอย่างทิ้ง นำหลอดเก็บตัวอย่างอันใหม่มาสวมกับคอลัมน์เดิม ล้างครั้งที่ 2 โดยเติมบัฟเฟอร์ PFW2 500 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์ใน
หลอดเก็บตัวอย่างทิ้งและนำมาสวมกับคอลัมน์อีกครั้ง ล้างครั้งที่ 3 โดยเติมบัฟเฟอร์ PFW2 500 µl ลงในคอลัมน์
ที่ได้ นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 1 นาทีเทส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์และหลอดเก็บตัวอย่างทิ้ง 
ชะอาร์เอ็นเอออกจากคอลัมน์ สวม คอลัมน์ในหลอดเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มล. เติมน้ำที่ปราศจาก RNase 50 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 1 
นาที เก็บสารละลายอาร์เอ็นเอเพ่ือใช้ทดสอบต่อไป 
7.2.5 การตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ด้วยเทคนิคไพโรซีเควนซิ่ง 
 นำตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่สกดัได้มาเจือจางให้ได้ปริมาณ 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตรและนำไปทำปฏิกิริยาตาม
ขั้นตอนในข้อ 7.2.3 
 
- เวลาและสถานที่   
 ระยะเวลาที่ดำเนินการ ปีที่เริ่มต้น...2561...ปีที่สิ้นสุด....2562... 
 สถานที่ทำการทดลอง ศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชพิษณุโลก 



 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

 1. การเตรียมเชื้อไวรอยด์เพื่อใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) 
 เนื่องจากเชื้อไวรอยด์ในกลุ่มพอสพิไวรอยด์หลายชนิดยังไม่มีรายงานในประเทศไทยดังนั้นในการ
ตรวจสอบเชื้อดังกล่าวจำเป็นต้องมีตัวควบคุมเชิงบวกเพ่ือเป็นการประกันผลที่ได้ เชื้อไวรอยด์ในจีนัส Pospiviroid 
มีจีโนมขนาดเล็กขนาด 356-375 นิวคลีโอไทด์ ดังนั้นจึงสามารถสังเคราะห์ได้ทั้งจีโนมโดยพอสพิไวรอยด์ที่ทำการ
สังเคราะห์มีขนาดและลำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน (Table 1) 
  2. การออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะ 
 จากการนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของ  Pospiviroid ทั้ ง 9 ชนิด ได้แก่ Potato spindle tuber viroid, 
Tomato chlorotic dwarf viroid, Mexican papita viroid, Tomato planta macho viroid, 
Chrysanthemum stunt viroid, Citrus exocortis viroid, Tomato apical stunt  viroid, Iresine viroid 
และ Columnea latent viroid ในฐานข้อมูลพันธุกรรม GeneBank ของเชื้ออ้างอิงหมายเลขAccession no. 
GU911350.1, NC_003637.1, NC_001558.1, EU879922.1, KF683201.1, AB006737.1, AB054599.1, 
KF484878.1 และ NC_003538.1 ตามลำดับมา เทียบเคียงสำหรับการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการตรวจสอบ
ด้วยเทคนิค pyrosequencing ซ่ึง เป็นการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แบบใหม่  (Figure 1) โดยใช้โปรแกรม 
PyroMark® Assay Design SW 2.0 ในการออกแบบและมีการพิจารณาคัดเลือกไพรเมอร์โดยกำหนดให้มีปริมาณ 
GC อยู่ระหว่าง 30-80% และ มีค่า Tm 60 องศาเซลเซียส พบว่าได้ไพรเมอร์ 2 ชุด คือ PPV 1 มีลำดับนิ ว ค ลี โ อ
ไทดข์อง Forward คือTCAGGGATCCCCGGGGAA และ reverse คือ TCCAGTTGTCTCCACCGGGTAGT แ ล ะ
ไพรเมอร์สำหรับการทำซีเควนซิ่งคือ CCCGGGGAAACCTGGA โดยการออกแบบได้มาจากลำดับนิวคลีโอไทด์ของ
เชื้อไวรอยด์ 8 ชนิดได้แก่  Potato spindle tuber viroid, Tomato chlorotic dwarf viroid, Mexican 
papita viroid,   Tomato planta macho viroid, Chrysanthemum stunt viroid, Citrus exocortis 
viroid,  Tomato apical stunt viroid และ Iresine viroid โดยมีขนาดดี เอ็นเอเป้าหมายเท่ากับ 197 bp 
 ส่วนไพรเมอร์ PPV2 ได้มาจากลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรอยด์ Columnea latent viroid มีลำดับนิ
วคลีโอไทด์ของ Forward คือ AGCCCCGGGGCAACTCAG และ reverse คือ  AGCAACTCGGTGATGCCAC 
และไพรเมอร์สำหรับการทำซีเควนซิ่งคือ CCCGGGGCAACTCAG โดย มีขนาดดีเอ็นเอเป้าหมายเท่ากับ 194 bp 
(Table 2) 
  3. การตรวจเชื้อไวรอยด์ด้วยวิธี pyrosequencing 
 เมื่อนำเชื้อพอสพิไวรอยด์ทั้ง 9 ชนิดที่สังเคราะห์ได้เพ่ือใช้เป็นตัวอย่างควบคุมเชิงบวกไป ตรวจด้วยเทคนิค
ไพโรซีเควนซิ่งโดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้คือ PPV1-SP และ PPV1-SP และมีการติดฉลากด้วยไบโอติน ผลการ
วิเคราะห์ electrophorograms พบว่าให้ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความ แตกต่างกันตามชนิดของเชื้อ (Figure 2) 
โดย Potato spindle tuber viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ 
GCGAACTGGCAACAAGGACGGTGGGGAGTGCCCAGCGGCC; Tomato chlorotic dwarf viroid มีลำดับนิ
วคลีไอไทด์คือ GCGAACTGGCAAAAGGCGGCAGGGAGCTTGTGGAAGGCGAAACAGGA; Mexican papita 
viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GCGAACTGGCAAAGGAGTCGCGGCTGGGGAGTCTCCTCAGACAGGA; 
Tomato planta viroid  มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GCGAACTGGCGAAGGAGTCGCGGCTGGGGAGTCT; 
Chrysanthemum stunt viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GGAAGTCCGACGAGATCGCGGTTGGGGCTTA; 



Citrus exocortis viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GGAAGTCGAGGTCGGGGGGGTACAGCTGCTTC;  
Tomato apical stunt viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GGAAGTCGAGGTCGGGGGCTTCGGACTACT; Iresine 
viroid viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ GCGAACTCGGCAAGGAGGCCTGGCGGTAGGTGCGC และ Columnea 
latent viroid มีลำดับนิวคลีไอไทด์คือ ACCGAGCGGGGTCTCGTGGTCGAGGGCGTTGCCCTGTT 
 เทคนิคไพโรซี เควนซิ่งสำหรับการนำมาใช้ตรวจเชื้อมีความถูกต้องสูงเนื่ องจากมีการ synthesis 
sequencing และการตรวจจับ PPi ที่หลุดออกมาในขณะที่เกิดกระบวนการ polymerization การทำงานนั้ น
อาศัยการทำงานของเอนไซม์ 4 ชนิดด้วยกันคือ klenow fragment ทำหน้ าที่ ต่อสายดี เอ็น เอ เอนไซม์  ATP 
sulfurylase ทำหน้าที่เปลี่ยน PPi ที่เกิดขึ้นให้เป็น ATP ซึ่งจะเป็นพลังงานให้กับเอนไซม์ luciferase ให้เป็น 
oxyluciferin ซึ่งสามารถให้แสงออกมาได้ โดยแสงที่ เกิ ดขึ้ น จะถู กตรวจจับ ด้ วย เซ็ น เซอร์ ของกล้ อ ง CCD 
นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์ apyrase ทำหน้าที่ในการกำจัด dNTPs และ ATP ที่หลงเหลืออยู่ในระบบ เทคนิคนี้มีความ
ถูกต้องแม่นยำกว่าวิธีการตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์ทั่วไป เนื่องจากเทคนิคพีซีอาร์มีข้อจำกัดด้วยความไวของพีซี
อาร์และมีโอกาสการจับที่ผิดพลาดของไพรเมอร์ระหว่างการเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอซึ่งอาจจจะนำไปสู่การจับกัน
อย่างไม ่จำเพาะมีผลให้เกิดผลเชิงบวก (false positives) หรือผลเชิงลบ (false negatives) ที่ผิดพลาดได้ และ
การเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอท่ีไม่จำเพาะได้ การประกันความถูกต้องของวิธีการโดยหน่วยงานจาก ต่างประเทศ เช่น  
OIE และ China entry-exit inspection และ quarantine industry standards รายงานว่าผลผลิตพีซีอาร์
จะต้องมีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์เสมอ อย่างไรก็ตามระยะเวลาในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์จำเป็นต้องใช้เวลาที่
ยาวนานโดยทั่วไปอยู่ประมาณ 15-20 วัน ดังนั้นวิธีไพโรซีเควนซิ่งสามารถลดระยะเวลาให้สั้นลงเหลือแค่ 3-4 
ชั่วโมงเท่านั้นในการวิเคราะห์ ยิ่งไปกว่านั้นวิธีการนี้ยังให้ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่จำเพาะซึ่งจะช่วยลดความเสี่ยงของ
การเกิดผลเชิงบวกที่ผิดพลาด (false positives) เทคนิคไพโรซีเควนซิ่งมีการใช้อย่างแพร่หลายเนื่องจากมีความ
รวดเร็วในการตรวจสอบ และสามารถใช้ตรวจในเชื้อโรคสำคัญๆ หลายชนิด เช่น ไวรัส (De Battisti et al., 2013; 
Gharizadeh et al., 2005)  

  4. การตรวจเชื้อไวรอยด์ในเมล็ดพันธุ์ผักด้วยวิธี pyrosequencing 
 จากการสุ่มเมล็ดพันธุ์พริก มะเขือเทศ จำนวน 100 ตัวอย่าง มาตรวจเชื้อไวรอยด์ทั้ง 9 ชนิด โดยไพรเมอร์
ที่ออกแบบได้ 2 คู่ คือ PPV1 และ PPV2 โดยกำหนดสภาวะที่เหมาะสม พบว่าตัวอย่างเมล็ดพันธุ์ผักทั้ง 100 
ตัวอย่างไม่มีการติดเชื้อไวรอยด์ซึ่งไม่พบแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นและเมื่อเทียบกับวิธีการมาตรฐาน Real-time PCR 
(Taqman) ก็ไม่พบเชื้อเช่นกัน ในขณะที่ตัวอย่างควบคุมเชิงบวก (positive control) มีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 
(Figure 3) ดังนั้นอาจสรุปได้ว่าเมล็ดพันธุ์ผักยังไม่มีการติดเชื้อไวรอยด์แต่อย่างไรก็ตามยังต้องมีการสุ่มตรวจเมล็ด
พันธุ์ให้มากขึ้น 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ :  
  จากการพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid  ให้ครอบคลุมทุกชนิดของไวรอยด์ได้แก่ 
Potato spindle tuber viroid, Tomato chlorotic dwarf viroid,  Mexican papita viroid,  Tomato 
planta macho viroid, Chrysanthemum stunt viroid, Citrus exocortis viroid, Tomato apical stunt 
viroid, Iresine viroid และ Columnea latent viroid โดยใช้เทคนิคทางด้านชีวโมเลกุลขั้นสูงคือ เทคนิคไพโรซี
เควนซิ่งเป็นการพัฒนาโดยอาศัยหลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ที่หลุดออกมาใน
ขณะที่ เกิดกระบวนการ polymerization พบว่าสามารถตรวจ  Pospiviroid พร้อมกันได้หลายชนิดซึ่ ง มี
ความสำคัญเป็นอย่างยิ่งเพ่ือนำมาใช้ตรวจสอบติดตามเมล็ดพันธุ์ที่นำเข้าหรือส่งออกไปต่างประเทศและเพ่ิม
ความสามารถในการแข่งขันเพราะจะทำให้ประเทศคู่ค้ามีความเชื่อมั่นในระบบการตรวจสอบ นอกจากนี้การเปิด



เสรีทางการค้าทำให้แต่ละประเทศกำหนดเกณฑ์มาตรฐานสินค้าเกษตรขึ้นมาเพ่ือใช้เป็นข้อกีดกันทางการค้า ดังนั้น
ผลงานวิจัยก็สามารถนำมาช่วยลดปัญหาเหล่านั้นได้ และยังเป็นวิธีการป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อโรคศัตรูพืช
กักกันที่มีประสิทธิภาพด้วยเช่นกัน 

10. การนำผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
 นำมาใช้ในการตรวจไวรอยด์ในเมล็ดพันธุ์เพ่ือการรับรองการปลอดศัตรูพืชสำหรับการนำเข้า
ส่งออก 
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12. ภาคผนวก 
Table 1 Synthesis of viroid sequence 

Viroid 
species 

Size GC% Sequence 

Potato 
spindle 
tuber 
viroid 

309 bp 58.77% AAAAGAAAAAAGAAGGCGGCTCGGAGGAGCGCTTCAGGGATCCCCG
GGGAAACCTGGAGCGAACTGGCAACAAGGACGGTGGGGAGTGCCC
AGCGGCCGACAGGAGTAATTCCCGCCGAAACAGGGTTTTCACCCTT
CCTTTCTTCGGGTGCCTTCCTCGCGCCCGCAGGACCACCCCTCGCC
CCCTTTGCGCTGTCGCTTCGGATACTACCCGGTGGAAACAACTGAA
GCTCCCGAGAACCGCTTTTTCTCTATCTTACTTGCTTCGGGGCGAG
GGTGTTTAGCCCTTGGAACCGCAGTTGGTTCCT 

Tomato 
chlorotic 
dwarf 
viroid  

360 bp 57.35% 
 

CGGAACTAAACTCGTGGTTCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGTG
CAGAAAAGAAAAAAGATAGGCGGCTCGGAGGAGCGCTTCAGGGATC
CCCGGGGAAACCTGGAGCGAACTGGCAAAAGGCGGCAGGGAGCTT
GTGGAAGGCGAAACAGGAGTAATCCCGCGTAGAAACAGGGTTTTCA
CCCTTCCTTTCTTCTGCGGTTTCCTTCCTTTGCGCGCCACTCGACCC
CTCGCCCCCTTGCGCTGTCGCTTCGGCAACTACCCGGTGGATACAA
CTGAAGCTCCCGAGAACCGCTTTTTCTCTATCTTGCTGCTACCGGG
GCGAGGGTGTTTAGCCCTTGGAACCGCAGTTGGTTCCT 

Mexican 
papita 
viroid 

360 bp 58.78% CGGGATCTTTTCCTTGTGGTTCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCAG
CCCAGGAAAGAAAAAAGAAAGGCGGCTCGGAGGAGCGCTTCAGGGA
TCCCCGGGGAAACCTGGAGCGAACTGGCAAAGGAGTCGCGGCTGG
GGAGTCTCCTCAGACAGGAGTAATCCCCGCTGAAACAGGGTTTTCA
CCCTTCCTTTCTTCGGGTTTCCTTCCTCTGTGGTCGACACCCTCGCC
CGCCTCTCTGCGCTGTCGCTTCGGATACTACCCGGTGGAAACAACT
GAAGCTCCCGAGAACCGCTTTTTCTCTATCTTGCTGGCGCAGGGGC
GAGGGTGGAAAGCCCTGGAACCCGCTGGATGGGTCCCT 

Tomato 
planta 
macho 
viroid 

360 bp 
 

57.55% 
 

CGGGATCTTTTCCTTGTGGTTCCTGTGGTACACACCTGACCTCCTG
ACCAGAAAAGAAAAAAGAATTGCGGCCAAAGGAGCGCTTCAGGGAT
CCCCGGGGAAACCTGGAGCGAACTGGCGAAGGAGTCGCGGCTGGG
GAGTCTCCCAGACAGGAGTAATCCCCGCTGAAACAGTTTTCACCCT
TCCTTTCTTCGGGTTTCCTTCCTCTGCGGTCGACACCCTCGCCCGCT
TCTCTTGCGCTGTCGCTTCGGAGACTACCCGGTGGAAACAACTGAA
GCTCCCAAGCGCCGCTTTTTCTCTATCTTGCTGGCTCCGGGGCGAG
GGTGGAAAACCCTGGAACCCTTCGAAAAGGGTCCCT 

Chrysanthe
mum stunt 
viroid 

354 bp 
 

54.13% 
 

CGGGACTTACTTGTGGTTCCTGTGGTGCACTCCTGACCCTGCTGCT
TTACAAGAAAAAGAAATGAGGCGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCG
GGGAAACCTGGAGGAAGTCCGACGAGATCGCGGTTGGGGCTTAGGA



CCCCACTCCTGCGAGACAGGAGTAATCCTAAACAGGGTTTTCACCC
TTCCTTTAGTTTCCTTCCTCTCCTGGAGAGGTCTTCTGCCCTAGCCC
GGTCTTCGAAGCTTCCTTTGGCTACTACCCGGTGGAAACAACTGAA
GCTTCAACGCCTTTTTTTCCAATCTTCTTTAGCACCGGGCTAGGGAG
TAAGCCCGTGGAACCTTAGTTTTGTTCCCT 

Citrus 
exocortis 
viroid 

373 bp 
 

59.24% 
 

CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGG
CAGAAAAAGAAAAAAAGAGGCGGCGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGA
TCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGGTACAGCT
GCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGAGC
TCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAA
GCGCCACGCCCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGT
GGAAACAACTGAAGCTTCAACCCCAAACCGCTTTTCTTATATCTTCA
CTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTAGATTGGGT
CCCT 

Tomato 
apical 
stunt viroid  

364 bp 57.09% 
 

CGGGAACTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGG
CATCAAGAAAAAAGAATGGCGCGGAGGAGAAGAAGTCCTTCAGGGA
TCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGCTTCGGACTA
CTCCTTCGTGAGACAGGAGTAATCCCCGCTGAAACAGGGTTTTCAC
CCTTCCTTTCTTCGGGTTTCCTTCCTCTCGCCTGGAGAGGTCTTCGG
CCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGAGACTACCCGGTGGAAACAACT
GAAGCTTCAACCCTCTCGCGCTTTTTCTCTA 
TCTTTGTTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCGTGGAACCCTGGA
AGGAGTCCCT 

Iresine 
viroid  

370 bp 
 

60.4% 
 

TGTGGTTCCAATGGTTGCACCCCTGACCTGCAATGCAAAAAGAAAA
AAGATGGGGCGGCGGCAACAACGCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACC
TGGAGCGAACTCGGCAAGGAGGCCTGGCGGTAGGTGCGCGGAGTC
GACCGCGTAAAGACCGGAGAACTCCACGCGGCGGAAGAAACAGGA
GCTCGTCTCCTTCCTTTCTGCGCCCGCAGGACTCACTCGGCAGCGG
CGTCTTCTCCGCACCCTCGCCCGCTTCCGCGCTGGTCGCTCTGGCT
ACTACCCGGTGGATACAACTGTAGCTTGAAGCC 
CGCCCGCCCTTTTTCTTCTATCTTCTGCTGCGCGGCGAGGGTGGGC
TTCTAAAGGAAACCCT 

Columnea 
latent 
viroid  

369 bp 
 

57.92% CGGAACTAAACTCGTGGTTCCTGTGGTACACACCTGACCCTGCAGC
CATGCAAAAGAAAAAAGAACGGGAGGGAGAGCGCAAGAGCGGTCTC
AGGAGCCCCGGGGCAACTCAGACCGAGCGGGGTCTCGTGGTCAGG
GCGTTGCCCTGTTCAGACAGGAGTAATCCCAGCTGAAACAGGGTTT
TCACCCTTCCTTTCTTCTGGTTTCCTTCCTCTGCTTCAGCGGCCTCG
CCCGGAACCTCTTGACCAGCGCAGGTGCTGACGCGACCGGTGGCAT



CACCGAGTTGCTCGAGCCTCAACCTCCTTTTT 
CTCTATCTTAGCTTGGTCTCCGGGCGAGGGTGTTTAGCCCTTGGAA
CCGCAGTAGGTTCCT 

  
 Table 2 Sequences of primer used for pospiviroid detection 
Target Primer sequence Length (bp) Tm % GC Product size 
Assay1 
(PPV1*) 

PPV1-FP: 
TCAGGGATCCCCGGGGAA 

19 78.0 63.2 197 

C=T/A biotin PPV1-RPB: 
TCCAGTTGTCTCCACCGGGTAGT 

23 75.1 56.5  

 PPV1-SP: CCCGGGGAAACCTGGA 16 65.0 68.8  
Assay2 
(PPV2*) 

PPV2-FP: 
AGCCCCGGGGCAACTCAG 

18 77.0 72.2 194 

Biotin PPV2-RPB: 
AGCAACTCGGTGATGCCAC 

19 71.3 57.9  

 PPV2-SP: CCCGGGGCAACTCAG 15 61.9 73.3  
 PPV1*: detection strain GU911350.1, NC_003637.1, NC_001558.1, EU879922.1, 
 KF683201.1, AB006737.1, AB054599.1, KF484878.1 
 PPV2**: detection strain NC_003538.1 



 
 
 
 
 

 Figure 1 The alignment of accession numbers of viroid species exhibiting sequence 
 identity Potato spindle tuber viroid (Accession: EU879922.1), Tomato chlorotic dwarf 
 viroid (Accession: KF683201.1), Mexican papita viroid (Accession: NC_003637.1), 
 Tomato planta macho viroid (Accession: NC_001558.1), Chrysanthemum stunt viroid 



 (Accession: AB006737), Citrus exocortis viroid (Accession: AB054599.1), Tomato apical 
 stunt viroid (Accession: KF484878.1), Iresine viroid (Accession: GU911350.1), Columnea 
 latent viroid (Accession: NC_003538.1) 

 

 



 
 Figure 2 Pyrosequencing signal of Pospiviroid: Potato spindle tuber viroid (S1), 
 Tomato chlorotic dwarf viroid (S2), Mexican papita viroid (S3), Tomato planta  macho 
viroid (S4), Chrysanthemum stunt viroid (S5), Citrus exocortis viroid (S6),  Tomato apical stunt 
viroid (S7), Iresine viroid (S8) และ Columnea latent viroid (S9)  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

   
 
 
 
 Figure 3 Image of the gels for PCR amplification 
* จัดส่งข้อมูลไปยังกลุ่มติดตามและประเมินผล กองแผนงานและวิชาการในรูปเอกสารหรือส่งข้อมูลทาง 
Email.in.th 

 


