
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีส้ินสุด  
------------------------ 

1. แผนงานวิจัย   :  แผนงานวิจัยและพัฒนาดานเมล็ดพันธุพืช 
 

2. โครงการวิจัย   :  โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ 
กิจกรรม   :  - 
กิจกรรมยอย (ถามี)  :  - 
 

3. ช่ือการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ในเมล็ดพันธุพืชเพ่ือการนําเขา- 
       สงออกดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
ช่ือการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Detection of Pospiviroid in Seed for Import-Export by 
       Molecular Technique 

4. คณะผูดําเนินงาน 
หัวหนาการทดลอง   :  นางสาวศุภลักษ สัตยสมิทสถิต 
       สังกัด ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 
ผูรวมงาน                            :  นางสาวกัณทิมา ทองศรี 
       สังกัด ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 
       นางสาวภภสัสร วัฒนกุลภาคิน 
       สังกัด ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 

 5. บทคัดยอ 
 พอสพิไวรอยดเปนเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจในหลายประเทศ ดังนั้นจึงเปนเชื้อกักกัน
ท่ีสําคัญในการสงออกเมล็ดพันธุระหวางประเทศ วิธีการในการตรวจวินิจฉัยจําเปนตองมีประสิทธิภาพและมีความ
ถูกตองแมนยําสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาการใชเทคนิคไพโรซีเควนซ่ิงเพ่ือนํามาใชตรวจสอบเชื้อไวรอยด 
โดยอาศัยหลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ท่ีหลุดออกมาในขณะท่ีเกิดกระบวนการ 
polymerization เทคนิคนี้มีการพัฒนาประสิทธิภาพโดยเทียบกับวิธีทดสอบมาตรฐานดวยเทคนิค real time RT-
PCR (TaqMan) โดยการใชขอมูลชีวสารสนเทศและขอมูลจีโนมจากฐานขอมูลธนาคารพันธุกรรมเพ่ือนํามา
ออกแบบไพรเมอรและหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทําปฎิ กิริยาไพโรซีเควนซ่ิง พบวาไพรเมอร PPV1 มี
ความจําเพาะตอเชื้อไวรอยด 8 ชนิด ไดแก 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 ซ่ึงใหขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 197 คูเบส ขณะท่ี
ไพรเมอร PPV2 มีความจําเพาะตอเชื้อไวรอยด Columnea latent viroid มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 194 คูเบส เม่ือ
นําไปวิเคราะหไพโรซีเควนซ่ิงใหลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางกันมีความจําเพาะแตละชนิดของไวรอยด ดังนั้นจึงเปน
วิธีการตรวจสอบท่ีรวดเร็วและมีความถูกตองสูง เหมาะสมท่ีจะนํามาใชในการตรวจไวรอยดในเมล็ดพันธุเพ่ือการ
รับรองการปลอดศัตรูพืชสําหรับการนําเขา-สงออก 
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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  

 ประเทศไทยมีการสงออกและนําเขาเมล็ดพันธุเปนจํานวนมากโดยเฉพาะเมล็ดผัก ซ่ึงการสงออกไปยัง
ประเทศในแถบยุโรปมีการกําหนดศัตรูพืชกักกันหลายชนิด โดยเฉพาะเชื้อไวรอยด ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีมี
ขนาดเล็ก โมเลกุลประกอบดวยอารเอ็นเอวงแหวนสายเดียวท่ีมีความยาว 239-401 นิวคลีโอไทด จีโนมท่ีมีขนาด
เล็กของไวรอยดจะไมมีโปรตีนหอหุมดังนั้นจึงไมสามารถตรวจสอบดวยเทคนิคทางดานซีรั่มได (Verhoeven et 
al., 2004) และไวรอยดเพ่ิมจํานวนโดยเอนไซมของพืชอาศัย ไวรอยดสามารถแบงไดเปน 2 แฟมิลี่ ไดแก 
Avsunviroidae และ Pospiviroidae (Flores et al., 2000) จีนัสของ Pospiviroid เปนหนึ่งท่ีมีจํานวนชนิดของ
เชื้ อ ไวรอยด มาก ท่ี สุ ด  ได แก  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
กลุมนี้เปนเชื้อสาเหตุโรคท่ีสําคัญของผักหลายชนิด เชน มะเขือเทศ ทําใหผลผลิตลดลงถึง 49 เปอรเซ็นต เชื้อชนิด
นี้มีพืชอาศัยท่ีกวาง เชน มะเขือเทศ, มันฝรั่ง, แตงกวา, พริก, มะเขือชนิดตาง ๆ และไมประดับ อีกท้ังยังสามารถ
ถายทอดโรคผานทางเมล็ดพันธุได นอกจากนี้ประเทศไทยก็มีการนําเขาเมล็ดพันธุมะเขือเทศเพ่ือใชทําพันธุใน
ประเทศ และผลิตเมล็ดพันธุลูกผสมเพ่ือการสงออกในปริมาณท่ีมาก จึงทําใหเชื้อไวรอยดดังกลาวมีโอกาสติดเขามา
กับเมล็ดพันธุมะเขือเทศนําเขาและแพรระบาดทําความเสียหายในประเทศไทยได ปจจุบันยังพบวามีไวรอยดอีก
หลายชนิดท่ีทําความเสียหายใหแกพืช ซ่ึงปญหาสําคัญในการตรวจสอบเชื้อไวรอยด คือเชื้อไมสามารถแยกบริสุทธิ์
และเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหได จึงมีการใชเทคนิคทางการตรวจ เชน Biological indexing หรือการใชพืช
ทดสอบ ซ่ึงเปนวิธีการเริ่มแรกท่ีใชในงานตรวจวินิจฉัยโรคพืชท่ีมีสาเหตุจากเชื้อไวรอยด เปนวิธีการท่ีงายแตไม



สามารถใชตรวจจําแนกไดครอบคลุมท้ังหมดขอเสียท่ีสําคัญของวิธีการนี้คือ ตองใชพืชทดสอบหลายๆ ชนิดในการ
ตรวจสอบชนิดของเชื้อไวรอยด ซ่ึงไมเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางปริมาณมาก เนื่องจากตองใชพ้ืนท่ีโรงเรือน
มากและสิ้นเปลืองแรงงานสูง นอกจากนี้ยังกินเวลาในการรอใหพืชทดสอบแสดงอาการตั้งแต 2 อาทิตย จนถึง
หลายเดือน แตอยางไรก็ตามวิธีการนี้ไมสามารถนํามาใชกับไวรอยดบางชนิดได เชน CCCVd และ CTiVd 
เนื่องจากไมมีพืชทดสอบท่ีเหมาะสม และวิธีการปลูกเชื้อมีความยุงยาก ตองใชเครื่องมือท่ีมีแรงดันสูงในการปลูก
เชื้อ รวมถึงระยะเวลาท่ีเชื้อแสดงอาการอาจกินเวลานานกวา 4 ป เทคนิคไพโรซีเควนซ่ิงเปนการพัฒนาโดยอาศัย
หลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ท่ีหลุดออกมาในขณะท่ี เกิดกระบวนการ 
polymerization การทํางานนั้นอาศัยการทํางานของเอนไซม 4 ชนิดดวยกันคือ klenow fragment ทําหนาท่ีตอ
สายดีเอ็นเอ เอนไซม ATP sulfurylase ทําหนาท่ีเปลี่ยน PPi ท่ีเกิดข้ึนใหเปน ATP ซ่ึงจะเปนพลังงานใหกับ
เอนไซม luciferase ใหเปน oxyluciferin ซ่ึงสามารถใหแสงออกมาได โดยแสงท่ีเกิดข้ึนจะถูกตรวจจับดวย
เซ็นเซอรของกลอง CCD นอกจากนี้ยังมีเอนไซม apyrase ทําหนาท่ีในการกําจัด dNTPs และ ATP ท่ีหลงเหลืออยู
ในระบบ (Gruber et al., 2002; Nordstrom et al., 2000) ซ่ึงใชระยะเวลาการตรวจสอบเพียง 2 วัน ดังนั้นการ
พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ใหครอบคลุมทุกชนิดของไวรอยดกลุมนี้ โดยใชเทคนิคทางดานชีว
โมเลกุลข้ันสูงสามารถตรวจ Pospiviroid พรอมกันไดหลายชนิดจึงความสําคัญเปนอยางยิ่งเพ่ือนํามาใชตรวจสอบ
ติดตามเมล็ดพันธุท่ีนําเขาหรือสงออกไปตางประเทศและเพ่ิมความสามารถในการแขงขันเพราะจะทําใหประเทศคู
คามีความเชื่อม่ันในระบบการตรวจสอบ นอกจากนี้การเปดเสรีทางการคาทําใหแตละประเทศกําหนดเกณฑ
มาตรฐานสินคาเกษตรข้ึนมาเพ่ือใชเปนขอกีดกันทางการคา ดังนั้นผลงานวิจัยนี้สามารถนํามาชวยลดปญหา
เหลานั้นได และยังเปนวิธีการปองกันการแพรระบาดของเชื้อโรคศัตรูพืชกักกันท่ีมีประสิทธิภาพดวยเชนกัน 

 
7. วิธีดําเนินการ                          

7.1 อุปกรณ    
 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 การเตรียมสังเคราะหเช้ือไวรอยดเพ่ือใชเปนตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) สังเคราะหชิ้นสวน
อาร เอ็น เอของเชื้อ Pospiviroid 9 ชนิด  ไดแก  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 เพ่ือใชเปนตัว
ควบคุมเชิงบวก (positive control) 
7.2.2 การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะ 



 ออกแบบไพรเมอรเพ่ือใชตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid ทําการคนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ 
pospiviroid ท้ัง 9 ชนิด เพ่ือนําไปออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรเพ่ือหาลําดับเบสของไพรเมอร 
7.2.3 การตรวจเช้ือไวรอยดดวยวิธี pyrosequencing 
 เจือจางไพรเมอรใหไดความเขมขน 10 ไมโครโมลาร นําอารเอ็นเอท่ีไดมาเจือจางใหไดปริมาณ 2 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร เตรียมน้ํ ายา PyroMark OneStep RT-PCR reagent, CoralLoad Concentrate, primer 
solutions และ 25 mM MgCl2 โดยแชในน้ําแข็ง กําหนดปริมาตรน้ํายาในการทําปฏิกิยาดังนี้ 

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

ความเขมขนสุดทาย 

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 
  ใชปเปตดูด Master mix ผสมใหเขากันและดูดใสหลอดพีซีอารเติม template DNA (≤ 500 
 ng/reaction) ในแตละหลอดพีซีอาร (20 ng extracted RNA 10ul (2ng/ul)) ตั้งโปรแกรมการ ทํ า ง า 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 

  นําหลอดพีซีอารในเครื่อง thermal cycler และเริ่มตนทําปฏิกิริยา นํา PCR product ไป
 ตรวจสอบผลดวยอะกาโรสเจลกอนวิเคราะหดวย Pyrosequencing จากนั้นนํา PCR product  ปริมาตร 
10 µl ไปวิเคราะหดวย Pyrosequencing Pospiviroid analysis sequence ผลิตผลซ่ึงไดผานการเพ่ิมปริมาณ
ดวยวิธี RT-PCR มาแลว 20 ไมโครลิตรผสม กับ streptavidin SepharoseTM  beads 200 ไมโครกรัม และ 
PyroMarkTM binding buffer 3 ไมโครลิตร เขยาท่ีอุณหภูมิหอง 10  นาที เพ่ือให streptavidin จับกับสาย DNA 
ไดท่ัวถึง จากนั้นใสคู sequencing primers เขมขน  100 มิลลิโมลาร ท่ีผสมกับ annealing buffer ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร เพ่ือจับกับ DNA สายเดี่ยว กอนนํา ไปหาลําดับเบสโดยใชน้ํายา PyroMark Q48 Advanced Reagent 
(Qiagen, Hilden, Germany) หลังจากนั้น เติม enzyme substrate และ nucleotides (A, C, G, and T) ลงใน 
 cartridge ปริมาณตามการคํานวณจากโปรแกรม เม่ือนําเขาเครื่องตรวจวิเคราะห ประมาณ 1-2  ชั่ ว โ ม ง 
อานลําดับเบสนิวคลิโอไทด 



 7.2.4 การตรวจเช้ือไวรอยดในเมล็ดพันธุผักดวยวิธี pyrosequencing 
  การเตรียมตัวอยาง 
 ตรวจสอบเชื้อไวรอยดท่ีติดมากับเมล็ดพันธุโดยใชเทคนิคไพโรซีเควนซ่ิงรวมกับเรียลไทมพีซีอาร (วิธีการ
มาตรฐาน) โดยสุมตรวจเมล็ดพันธุผักของบริษัทท่ีจะสงออก ไดแก เมล็ดพันธุมะเขือเทศจํานวน 50 ตัวอยางและ
พริก 50 ตัวอยาง ชั่งเมล็ดพืชแตละตัวอยาง (3,000 หรือ 20,000 เมล็ด) โดยแบงเปน 3 ตัวอยางยอย ตัวอยางละ 
1000 เมล็ด หรือ 50 ตัวอยางยอย ตัวอยางละ 400 เมล็ด และนําแตละตัวอยางยอยไปบดดวยไนโตรเจนเหลวใน
โกรงบดตัวอยาง จนไดเปนผงละเอียด 
  การสกัดอารเอ็นเอจากชุดสกัดสําเร็จรูปของบริษัท MACHEREY-NAGEL โดยมีข้ันตอน
 ดังนี้ 
  ถายผงตัวอยางท่ีบดละเอียดใสหลอด 1.5 มล. เติมบัฟเฟอร PFL 500 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
และเติมบัฟเฟอร PFR 10-50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันที บมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 1 นาทีกรองตัวอยางโดยสวมคอลัมน NucleoSpin RNA 
Plant Filter Column ในหลอดเก็บตัวอยาง ดูดสวนใสจากขางตน ใสลงในคอลัมม นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
14,000 x g เปนเวลา 1 นาที ปรับสภาวะการจับของอารเอ็นเอโดยเติมบัฟเฟอร PFB 500 µl ลงในสวนใสท่ีได
จากข้ันตอนท่ี 2 และผสมใหเขากันโดยใชปเปต บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที สวมคอลัมน NucleoSpin 
RNA Plant Column ในหลอดเก็บตัวอยางดูดสวนใสท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 3 ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใสลงใน
คอลัมนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 30 วินาที เทสวนใสท่ีผานคอลัมนในหลอดเก็บตัวอยาง
ท้ิงและนํามาสวมกับคอลัมนอีกครั้ง ดูดสวนใสท่ีเหลือใสลงในคอลัมนและนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g 
เปนเวลา 30 วินาที เทสวนใสท่ีผานคอลัมนและหลอดเก็บตัวอยางท้ิง นําหลอดเก็บตัวอยางอันใหมมาสวมกับ
คอลัมนเดิม ลางและทําใหแหงแผน silica membrane ลางครั้งท่ี 1 โดยเติมบัฟเฟอร PFW1 500 ไมโครลิตร ลง
ในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 1 นาที เทสวนใสท่ีผานคอลัมนและหลอดเก็บ
ตัวอยางท้ิง นําหลอดเก็บตัวอยางอันใหมมาสวมกับคอลัมนเดิม ลางครั้งท่ี 2 โดยเติมบัฟเฟอร PFW2 500 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 1 นาที เทสวนใสท่ีผานคอลัมนใน
หลอดเก็บตัวอยางท้ิงและนํามาสวมกับคอลัมนอีกครั้ง ลางครั้งท่ี 3 โดยเติมบัฟเฟอร PFW2 500 µl ลงในคอลัมน
ท่ีได นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 1 นาทีเทสวนใสท่ีผานคอลัมนและหลอดเก็บตัวอยางท้ิง 
ชะอารเอ็นเอออกจากคอลัมน สวม คอลัมนในหลอดเซนตริฟวสขนาด 1.5 มล. เติมน้ําท่ีปราศจาก RNase 50 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมนบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 x g เปนเวลา 1 
นาที เก็บสารละลายอารเอ็นเอเพ่ือใชทดสอบตอไป 
7.2.5 การตรวจสอบเช้ือไวรอยดดวยเทคนิคไพโรซีเควนซ่ิง 
 นําตัวอยางอารเอ็นเอท่ีสกัดไดมาเจือจางใหไดปริมาณ 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตรและนําไปทําปฏิกิริยาตาม
ข้ันตอนในขอ 7.2.3 
 
- เวลาและสถานท่ี   
 ระยะเวลาท่ีดําเนินการ ปท่ีเริ่มตน...2561...ปท่ีสิ้นสุด....2562... 
 สถานท่ีทําการทดลอง ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ  

 1. การเตรียมเช้ือไวรอยดเพ่ือใชเปนตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) 



 เนื่องจากเชื้อไวรอยดในกลุมพอสพิไวรอยดหลายชนิดยังไมมีรายงานในประเทศไทยดังนั้นในการ
ตรวจสอบเชื้อดังกลาวจําเปนตองมีตัวควบคุมเชิงบวกเพ่ือเปนการประกันผลท่ีได เชื้อไวรอยดในจีนัส Pospiviroid 
มีจีโนมขนาดเล็กขนาด 356-375 นิวคลีโอไทด ดังนั้นจึงสามารถสังเคราะหไดท้ังจีโนมโดยพอสพิไวรอยดท่ีทําการ
สังเคราะหมีขนาดและลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน (Table 1) 
  2. การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะ 
 จากการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ Pospiviroid ท้ัง 9 ชนิด ไดแก 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 ในฐานขอมูลพันธุกรรม GeneBank ของเชื้ออางอิงหมายเลขAccession no. 
GU911350.1, NC_003637.1, NC_001558.1, EU879922.1, KF683201.1, AB006737.1, AB054599.1, 
KF484878.1 และ NC_003538.1 ตามลําดับมา เทียบเคียงสําหรับการออกแบบไพรเมอรเพ่ือใชในการตรวจสอบ
ดวยเทคนิค pyrosequencing ซ่ึง เปนการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแบบใหม (Figure 1) โดยใชโปรแกรม 
PyroMark® Assay Design SW 2.0 ในการออกแบบและมีการพิจารณาคัดเลือกไพรเมอรโดยกําหนดใหมีปริมาณ 
GC อยูระหวาง 30-80% และ มีคา Tm 60 องศาเซลเซียส พบวาไดไพรเมอร 2 ชุด คือ PPV 1 มีลําดับนิ ว ค ลี โ อ
ไทดของ Forward คือTCAGGGATCCCCGGGGAA และ reverse คือ TCCAGTTGTCTCCACCGGGTAGT แ ล ะ
ไพรเมอรสําหรับการทําซีเควนซ่ิงคือ CCCGGGGAAACCTGGA โดยการออกแบบไดมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ
เชื้อไวรอยด 8 ชนิดไดแก  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 เอ็นเอเปาหมายเทากับ 197 bp 
 สวนไพรเมอร PPV2 ไดมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรอยด Columnea latent viroid มีลําดับนิ
วคลีโอไทดของ Forward คือ AGCCCCGGGGCAACTCAG และ reverse คือ  AGCAACTCGGTGATGCCAC 
และไพรเมอรสําหรับการทําซีเควนซ่ิงคือ CCCGGGGCAACTCAG โดย มีขนาดดีเอ็นเอเปาหมายเทากับ 194 bp 
(Table 2) 
  3. การตรวจเช้ือไวรอยดดวยวิธี pyrosequencing 
 เม่ือนําเชื้อพอสพิไวรอยดท้ัง 9 ชนิดท่ีสังเคราะหไดเพ่ือใชเปนตัวอยางควบคุมเชิงบวกไป ตรวจดวยเทคนิค
ไพโรซีเควนซ่ิงโดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบไดคือ PPV1-SP และ PPV1-SP และมีการติดฉลากดวยไบโอติน ผลการ
วิเคราะห electrophorograms พบวาใหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความ แตกตางกันตามชนิดของเชื้อ (Figure 2) 
โดย Potato spindle tuber viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ 
GCGAACTGGCAACAAGGACGGTGGGGAGTGCCCAGCGGCC; Tomato chlorotic dwarf viroid มีลําดับนิ
วคลีไอไทดคือ GCGAACTGGCAAAAGGCGGCAGGGAGCTTGTGGAAGGCGAAACAGGA; Mexican papita 
viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GCGAACTGGCAAAGGAGTCGCGGCTGGGGAGTCTCCTCAGACAGGA; 
Tomato planta viroid  มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GCGAACTGGCGAAGGAGTCGCGGCTGGGGAGTCT; 
Chrysanthemum stunt viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GGAAGTCCGACGAGATCGCGGTTGGGGCTTA; 
Citrus exocortis viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GGAAGTCGAGGTCGGGGGGGTACAGCTGCTTC;  
Tomato apical stunt viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GGAAGTCGAGGTCGGGGGCTTCGGACTACT; Iresine 
viroid viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ GCGAACTCGGCAAGGAGGCCTGGCGGTAGGTGCGC และ Columnea 
latent viroid มีลําดับนิวคลีไอไทดคือ ACCGAGCGGGGTCTCGTGGTCGAGGGCGTTGCCCTGTT 



 เทคนิคไพโรซีเควนซ่ิงสําหรับการนํามาใชตรวจเชื้อมีความถูกตองสูงเนื่องจากมีการ synthesis 
sequencing และการตรวจจับ PPi ท่ีหลุดออกมาในขณะท่ีเกิดกระบวนการ polymerization การทํางานนั้ น
อาศัยการทํางานของเอนไซม 4 ชนิดดวยกันคือ klenow fragment ทํ าหน า ท่ี ตอสายดี เอ็น เอเอนไซม  ATP 
sulfurylase ทําหนาท่ีเปลี่ยน PPi ท่ีเกิดข้ึนใหเปน ATP ซ่ึงจะเปนพลังงานใหกับเอนไซม luciferase ใหเปน 
oxyluciferin ซ่ึงสามารถใหแสงออกมาได โดยแสงท่ี เกิ ด ข้ึ น จะถูกตรวจจับ ด วย เซ็ น เซอร ขอ งกล อ ง CCD 
นอกจากนี้ยังมีเอนไซม apyrase ทําหนาท่ีในการกําจัด dNTPs และ ATP ท่ีหลงเหลืออยูในระบบ เทคนิคนี้มีความ
ถูกตองแมนยํากวาวิธีการตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารท่ัวไป เนื่องจากเทคนิคพีซีอารมีขอจํากัดดวยความไวของพีซี
อารและมีโอกาสการจับท่ีผิดพลาดของไพรเมอรระหวางการเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอซ่ึงอาจจจะนําไปสูการจับกัน
อยางไม จําเพาะมีผลใหเกิดผลเชิงบวก (false positives) หรือผลเชิงลบ (false negatives) ท่ีผิดพลาดได และ
การเพ่ิมขยายขนาดดีเอ็นเอท่ีไมจําเพาะได การประกันความถูกตองของวิธีการโดยหนวยงานจาก ตางประเทศ เชน  
OIE และ China entry-exit inspection และ quarantine industry standards รายงานวาผลผลิตพีซีอาร
จะตองมีการหาลําดับนิวคลีโอไทดเสมอ อยางไรก็ตามระยะเวลาในการหาลําดับนิวคลีโอไทดจําเปนตองใชเวลาท่ี
ยาวนานโดยท่ัวไปอยูประมาณ 15-20 วัน ดังนั้นวิธีไพโรซีเควนซ่ิงสามารถลดระยะเวลาใหสั้นลงเหลือแค 3-4 
ชั่วโมงเทานั้นในการวิเคราะห ยิ่งไปกวานั้นวิธีการนี้ยังใหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจําเพาะซ่ึงจะชวยลดความเสี่ยงของ
การเกิดผลเชิงบวกท่ีผิดพลาด (false positives) เทคนิคไพโรซีเควนซ่ิงมีการใชอยางแพรหลายเนื่องจากมีความ
รวดเร็วในการตรวจสอบ และสามารถใชตรวจในเชื้อโรคสําคัญๆ หลายชนิด เชน ไวรัส (De Battisti et al., 2013; 
Gharizadeh et al., 2005)  

  4. การตรวจเช้ือไวรอยดในเมล็ดพันธุผักดวยวิธี pyrosequencing 
 จากการสุมเมล็ดพันธุพริก มะเขือเทศ จํานวน 100 ตัวอยาง มาตรวจเชื้อไวรอยดท้ัง 9 ชนิด โดยไพรเมอร
ท่ีออกแบบได 2 คู คือ PPV1 และ PPV2 โดยกําหนดสภาวะท่ีเหมาะสม พบวาตัวอยางเมล็ดพันธุผักท้ัง 100 
ตัวอยางไมมีการติดเชื้อไวรอยดซ่ึงไมพบแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึนและเม่ือเทียบกับวิธีการมาตรฐาน Real-time PCR 
(Taqman) ก็ไมพบเชื้อเชนกัน ในขณะท่ีตัวอยางควบคุมเชิงบวก (positive control) มีแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึน 
(Figure 3) ดังนั้นอาจสรุปไดวาเมล็ดพันธุผักยังไมมีการติดเชื้อไวรอยดแตอยางไรก็ตามยังตองมีการสุมตรวจเมล็ด
พันธุใหมากข้ึน 

9. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ :  
  จากการพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Pospiviroid  ใหครอบคลุมทุกชนิดของไวรอยดไดแก 
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 โดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลข้ันสูงคือ เทคนิคไพโรซี
เควนซ่ิงเปนการพัฒนาโดยอาศัยหลักการของ synthesis sequencing และการตรวจจับ PPi ท่ีหลุดออกมาใน
ขณะท่ีเกิดกระบวนการ polymerization พบวาสามารถตรวจ Pospiviroid พรอมกันไดหลายชนิดซ่ึงมี
ความสําคัญเปนอยางยิ่งเพ่ือนํามาใชตรวจสอบติดตามเมล็ดพันธุท่ีนําเขาหรือสงออกไปตางประเทศและเพ่ิม
ความสามารถในการแขงขันเพราะจะทําใหประเทศคูคามีความเชื่อม่ันในระบบการตรวจสอบ นอกจากนี้การเปด
เสรีทางการคาทําใหแตละประเทศกําหนดเกณฑมาตรฐานสินคาเกษตรข้ึนมาเพ่ือใชเปนขอกีดกันทางการคา ดังนั้น
ผลงานวิจัยก็สามารถนํามาชวยลดปญหาเหลานั้นได และยังเปนวิธีการปองกันการแพรระบาดของเชื้อโรคศัตรูพืช
กักกันท่ีมีประสิทธิภาพดวยเชนกัน 

10. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน  



 นํามาใชในการตรวจไวรอยดในเมล็ดพันธุเพ่ือการรับรองการปลอดศัตรูพืชสําหรับการนําเขา
สงออก 
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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 
* จัดสงขอมูลไปยังกลุมติดตามและประเมินผล กองแผนงานและวิชาการในรูปเอกสารหรือสงขอมูลทาง 
Email.in.th 

 


