
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองที่สิ้นสุด ปีงบประมาณ 2558 

แผนงานวิจัยท่ี  การวิจัยและพัฒนากลุ่มไม้ดอกไม้ประดับ 

โครงการวิจัยท่ี 1  การปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ 

กิจกรรมที่ 1  การปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้พันธุ์การค้า 

กิจกรรมย่อยท่ี 1.1 การปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวาย 

ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)    การผลิตกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์การค้าให้ปลอดเชื้อ Cymbidium Mosaic Virus  

                                (CyMV) และ Odontoglossum Ringspot Virus (ORSV) 

ชื่อการทดลอง(ภาษษอังกฤษ) Free Cymbidium Mosaic Virus (CyMV) and Odontoglossum Ringspot Virus  

                               (ORSV) production of commercial Dendrobium Orchids 

ผู้ด าเนินงาน 

                นางวิมล  แก้วสีดา1/   นางสาวสุปัน ไม้ดดัจันทร์1/ 

                                          นายปริเชษฐ์  ตั้งกาญจนภาสน์2/   

------------------------------ 

บทคัดย่อ 

ศึกษาวิธีการผลิตกล้วยไม้สกลุหวายปลอดเช้ือ CyMV และ ORSV  โดยใช้ตัวอย่างกล้วยไม้สกลุหวาย พันธุ์เอียสกุล 

จ านวน 20 ต้น ซึ่งบางตัวอย่างแสดงอาการใบด่างหรือมีจดุด่างสเีหลือง มีแผลไหม้ ยอดมีอาการบิด มีจุดช้ าน้ า แตเ่มื่อน าตัวอย่าง

กล้วยไม้ทั้งหมดมาตรวจสอบเชื้อไวรัสโดยวิธี RT-PCR พบว่าตัวอยา่งทั้งหมดปนเปื้อนเชื้อ CyMV แต่ไม่พบเช้ือ ORSV น าตาข้าง

ของต้นกล้วยไมต้ัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ CyMV มาท าการผลิตโปรโตคอร์ม เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 

1 เดือน จากนั้นเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 2 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ เนื้อเยื่อมีการ

แตกหน่อขนาดเล็ก น าไปเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 2 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุกเดือน โปรโต

คอร์มที่ได้จะมลีักษณะเป็นก้อนกลมสีขาวขนาดประมาณ 0.1 มิลลิเมตร ให้แสงประมาณ 1 สัปดาห์ โปรโตคอร์มดังกล่าว

เปลี่ยนเป็นสีเขยีวมีขนาดใหญ่ขึ้น และเริม่มีการเจรญิเป็นยอด เมือ่ย้ายโปรโตคอรม์รุ่นแรกไปวางบนอาหารแข็งสูตร Vacin and 

Went pH 4.6 พบโปรโตคอร์มรุ่นใหม่เกิดขึ้นในลักษณะเดิม และท าซ้ า เพื่อให้ได้โปรโตคอร์มรุ่นใหม่หลายรุ่น และสุ่มตรวจเช้ือ 

CyMV  ในทุกรุ่นของโปรโตคอร์ม พบว่าตัวอย่างกล้วยไมส้กุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 17 ที่สามารถผลิตโปรโตคอร์มรุ่นที่ 9 ตรวจ

ไม่พบเช้ือ CyMV ด้วยเทคนิค RT-PCR เมื่อชักน าให้เป็นต้นเนื้อเยื่อ ท าการตรวจหาเชื้อ  CyMV ก็ไมพ่บเช่นกัน ส่วนโปรโตคอร์มที่

ได้จากตัวอย่างกล้วยไม้อื่นตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเชื้อ CyMV แต่แถบดีเอ็นเอมีความเข้มลดลง  



 

รหัสการทดลอง   01 – 29 – 54 – 01 – 07- 00 – 01 – 56 

1/  ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน 

2/ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

ค าน า 

กล้วยไม้สกุลหวาย เป็นพืชที่นิยมปลูกในเชิงการค้าเพ่ือจ าหน่ายในประเทศและส่งออกไปต่างประเทศ มี

การส่งออกในรูปของกล้วยไม้ตัดดอก ต้นกล้วยไม้ ต้นกล้าในขวด และผลิตภัณฑ์จากดอกกล้วยไม้ เช่น พวงมาลัย 

เป็นต้น โดยมีแนวโน้มการส่งออกเพ่ิมสูงขึ้นทุกๆ ปี ตลาดต่างประเทศท่ีส าคัญ ได้แก่ ญี่ปุ่น อิตาลี สหรัฐอเมริกา 

เยอรมัน ไต้หวัน เนเธอร์แลนด์ เกาหลีใต้ ฝรั่งเศส อังกฤษ ฮ่องกง และแคนาดา เป็นต้น มีมูลค่าการส่งออกในปี 

2550 รวมทั้งสิ้น 3,791.1  ล้านบาท ปัญหาการส่งออกกล้วยไม้ของประเทศไทยนอกจากจะมีประเทศคู่แข่งที่

ส าคัญ เช่น สิงคโปร์ และมาเลเซียแล้ว ยังมีปัญหาเรื่องโรคและแมลงศัตรูของกล้วยไม้ ซึ่งส่งผลกระทบต่อตลาด

การส่งออกกล้วยไม้โดยตรง เนื่องจากเป็นเงื่อนไขทางการค้าที่ส าคัญของประเทศคู่ค้า ซึ่งหากเป็นไปตามเงื่อนไขจะ

ท าให้ไม่สามารถส่งออกสินค้าเกษตรนั้นๆ ไปยังประเทศผู้น าเข้าได้ นอกจากนี้ยังส่งผลไปถึงเรื่องการต่อรองทาง

การค้า การเพิ่มต้นทุนในการผลิตให้กับประเทศไทยอีกด้วย ส่งผลท าให้ประเทศสูญเสียรายได้ ปัญหาศัตรูพืชที่

ส าคัญของกล้วยไม้ส่งออกคือเชื้อไวรัส โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่มีการระบาดในประเทศไทยและจ าเป็นต้องมีการตรวจ

รับรองตามเงื่อนไขการส่งออก ได้แก่   CyMV และ ORSV ซึ่งเชื้อไวรัสจะเข้าท าลายกล้วยไม้ท าให้เกิดอาการ

ผิดปกติ เช่น ต้นแคระแกร็น แผลตายบนใบ ใบด่าง ช่อดอกไม่สมบูรณ์ อาการผิวหน้าใบแห้ง ยุบตัวเป็นปื้นเล็กๆ 

ดอกด่าง กลีบดอกบางส่วนหายไป (ธีระ, 2532) เนื่องจากเชื้อไวรัสเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชแบบปรสิตถาวร จะเจริญ

เพ่ิมปริมาณในเซลล์ของพืชและแพร่กระจายทั่วไปทั้งต้น ท าให้ไม่สามารถใช้ยาหรือสารเคมีใดๆ ก าจัด หรือรักษา

ได้ ดังนั้นการป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อไวรัสที่อาจติดไปกับพืชส่งออกที่ได้ผลและมีประสิทธิภาพ จึงต้องท าการ

ตรวจวินิจฉัยตั้งแต่ในขั้นตอนการเลือกตาหรือหน่อพ่อแม่พันธุ์ที่จะน ามาผลิตเพ่ือให้ต้นกล้วยไม้ที่ได้ปลอดจากโรค

ไวรัส ซึ่งจากการศึกษาของ Yupin et.al., (2007) พบว่าการใช้เทคนิค RT – PCR แบบ one step สามารถตรวจ

พบเชื้อ CyMV ในโปรโตคอร์มได้ดีและมีความถูกต้องแม่นย าที่มากกว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค indirect – ELISA 

และอรอุสา (2549) ได้ศึกษาการใช้สารเคมีท่ีความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือก าจัดเชื้อ CyMV ในโปรโตคอร์มของกล้วยไม้

พันธุ์การค้าชนิดต่างๆ พบว่าโปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 ปราศจากเชื้อ CyMV ร้อยละ 12.5 แต่สารเคมีที่ใช้มีราคาแพงท า

ให้มีต้นทุนสูงดังนั้นจึงได้น าเอาเทคนิคดังกล่าวเข้ามาประยุกต์ร่วมในงานวิจัยการผลิตกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์

การค้าเพ่ือให้ปลอดจากเชื้อ CyMV และ ORSV ซึ่งน่าจะเป็นวิธีการแก้ปัญหาที่ได้ผลวิธีหนึ่งด้วย 



   

วิธีด าเนินการและอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ 

1. ต้นกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์การค้า ได้แก่พันธุ์เอียสกุล 

2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

3. ชุดน้ ายาสกัดอาร์เอ็นเอพืช 

4. ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ CyMV และ ORSV 

 

วิธีการ 

1. การตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ในตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์การค้า 
ส ารวจและตรวจสอบเชื้อ CyMV และ ORSV ในตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์การค้าด้วยเทคนิค  RT – 

PCR แบบ one step และ  strip test kit   โดยการตรวจสอบด้วยเทคนิค  RT – PCR แบบ one step นั้น ท า

โดยการตัดใบจากตัวอย่างกล้วยไม้มาสกัดอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธี CTAB (ดัดแปลงจาก วิมล, 2548) น าอาร์เอ็นเอที่

สกัดได้ไปตรวจหาเชื้อ  CyMV และ ORSV ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนโปรตีนห่อหุ้ม

อนุภาคของเชื้อ CyMV และ ORSV โดยเตรียมส่วนผสมในหลอดทดสอบขนาด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้ RNase free 

water 5.2  ไมโครลิตร 2x reaction mix buffer 10 ไมโครลิตร 10 pmol forward primer 1 ไมโครลิตร  10 

pmol reverse primer 1 ไมโครลิตร Superscript III enzyme mix 0.8 ไมโครลิตร RNA tempate 2 

ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันดี และน าหลอดปฏิกิริยาไปใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

(Thermal cycler) โดยตั้งโปแกรมอุณหภูมิ ดังนี้คือ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จ านวน 1 รอบ 95 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที จ านวน 1 รอบ  95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต

ของปฏิกิริยาด้วยเทคนิค Gel Electrophoresis เพ่ือแยกขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้ภายใต้กระแสไฟฟ้าใน 

Agarose gel 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 1x Tris- borate buffer (TBE) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 110 โวลล์ ประมาณ 35 นาที 

จากนั้นย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือตรวจดูแถบดีเอ็น

เอโดยใช้ UV-transilluminator และบันทึกผล 



2. การผลิตโปโตคอร์ม 
น าหน่ออ่อนจากตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายที่ตรวจพบเชื้อ CyMV ฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยสารละลาย

คลอรอกซ์ 20 เปอร์เซ็นต์ นาน 15 นาที สารละลายคลอรอกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที ลอกกาบหุ้มตาข้างออก 

น าส่วนตาข้างแช่ในสารละลายคลอรอกซ์ 1 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้งๆ ละ 2 นาที 

น าตาข้างเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 1 เดือน ย้ายเนื้อเยื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 

Vacin and Went pH 4.6 นาน ประมาณ 2 เดือน เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ จากนั้นเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

Vacin and Went pH 4.6 นาน 2 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก 1  เดือน จนกระทั่งเกิดโปรโตคอร์ม เมื่อโปรโต

คอร์มมีจ านวนมาก แบ่งเลี้ยงบนอาหารสูตร Vacin and Went pH 4.6 ชุดใหม่  และท าแบบเดียวกันนี้เพ่ือให้ได้

โปรโตคอร์ม รุ่นใหม่ต่อไป  

3. การตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ในโปรโตคอร์ม 
สุ่มโปรโตคอร์มที่ผลิตได้ในแต่ละรุ่นไปสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี CTAB เช่นเดียวกับข้อ 1 และตรวจหาเชื้อ 

CyMV และ ORSV ด้วยวิธ ีRT-PCR แบบ one step เช่นเดียวกับข้อ 1 

 

ระยะเวลา (เริ่มต้น – สิ้นสุด) 

ตุลาคม 2555 – กันยายน 2558 รวม 3 ปี 

 

สถานที่ด าเนินการ 

ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1. การตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ในตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์การค้า 
 ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลจ านวน 20 ต้น โดยแสดงอาการผิดปกติดังนี้  



ก ข 

- แสดงอาการใบด่าง ใบและดอก มีลักษณะอาการด่าง มีแผลไหม้ มีจุดช้ าน้ า หรือจุดด่างสีเหลือง 

(ภาพท่ี 1) 

- แสดงอาการลักษณะยอดบิด ล าต้นแคระแกร็น ดอกไม่สมบูรณ์ กลีบดอกบิดเบี้ยว สีซีดด่าง ช่อ

ดอกสั้น และผลิตดอกลดลงและไม่ได้คุณภาพ  

- ไม่แสดงอาการผิดปกติ  

เมื่อน ามาตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV จากตัวอย่างกล้วยไม้ทั้ง 20 ต้น โดยวิธี strip test kit พบว่า

ตรวจพบเชื้อ CyMV ในบางตัวอย่าง แต่ไม่พบเชื้อ ORSV ในทุกตัวอย่าง ส่วนวิธี RT- PCR แบบ one step 

สามารถตรวจพบเชื้อ CyMV ได้ในทุกตัวอย่าง  และไม่พบเชื้อ ORSV  

 

 

 

     ภาพที่  1     ลักษณะอาการของกล้วยไม้สกุลหวายที่ตรวจพบ 

     ก.  อาการใบด่างเหลือง ใบบิด บนใบกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 10 

 ข. อาการใบด่าง ต้นแคระแกร็นในต้นกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสุกล ต้นที่ 20 

2. การผลิตโปโตคอร์ม 
การผลิตโปรโตคอร์มโดยใช้ตาข้างจากหน่ออ่อนของต้นที่ตรวจพบเชื้อ CyMV (ภาพท่ี 2) ได้แก่

กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล เบอร์ 16 ,  17 , 24 และ 26  ฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

Vacin and Went pH 4.6 นาน 1 เดือน และย้ายไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 2 

เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณของหน่อขนาดเล็ก มากกว่า 1 ชิ้น ดังนี้ 15 , 15 , 9  

และ 9 หน่อ ตามล าดับ  น าหน่อท่ีได้เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went pH 4.6 นาน 2 เดือน โดยเปลี่ยน

อาหารทุก 1 เดือน โปรโตคอร์มที่มีลักษณะเป็นก้อนกลมสีขาวขนาดประมาณ 0.1 มิลลิเมตร น าออกให้แสง

ประมาณ 1 สัปดาห์ โปรโตคอร์มสังเคราะห์แสงเปลี่ยนเป็นสีเขียวและมีขนาดใหญ่ขึ้น (ภาพท่ี 3) สุ่ม 90 

เปอร์เซ็นต์ของโปรโตคอร์มที่ได้ไปตรวจหสเชื้อ CyMV และ ORSV โปรโตคอร์มรุ่นแรกที่เหลือน าไปวางบนอาหาร

สูตร Vacin and Went pH 4.6 ชุดใหม่ พบโปรโตคอร์มรุ่นใหม่เกิดขึ้นในลักษณะเดิม คือเป็นก้อนกลมสีขาวขนาด

ประมาณ 0.1 มิลลิเมตร และเมื่อให้แสงประมาณ 1 สัปดาห์ โปรโตคอร์มสังเคราะห์แสงเปลี่ยนเป็นสีเขียวและมี



ขนาดใหญ่ข้ึน ท าซ้ าเพ่ือให้ได้โปรโตคอร์มรุ่นใหม่หลาย รุ่น และทุกรุ่นก็ท าการสุ่มไปตรวจหาเชื้อไวรัส ตัวอย่าง

กล้วยไม้สกุลหวายที่สามารถผลิตโปรโตคอร์มได้คือพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 16, 17 และ 24 (ตารางท่ี 1) น าโปรโตคอร์

มแต่ละรุ่น ไปตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ด้วยวิธ ีRT- PCR  แบบ one step ในขั้นตอนต่อไป 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  แสดงลักษณะหน่ออ่อนของกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 17 ที่น าไปผลิตโปรโตคอร์ม 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 1 แสดงจ านวนรุ่นของโปรโตคอร์มที่ผลิตได้ในกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลแต่ละสายต้น 

สายต้นที่ จ านวนรุ่นโปรโตคอร์มที่ผลิตได้ หมายเหตุ 

16 6 พบแถบดีเอ็นเอของ cp ของเชื้อ CyMV แต่ความเข้มลดลง 

17 9 ไม่พบแถบดีเอ็นเอของ cp ของเชื้อ CyMV  

24 5 พบแถบดีเอ็นเอของ cp ของเชื้อ CyMV แต่ความเข้มลดลง 

 

 



 

 

 

                ภาพที่ 3     ลักษณะของโปรโตคอร์มที่ผลิตได้ของกล้วยไม้สกุลหวาย 

ก.  ลักษณะโปรโตคอร์มของกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 17 

ข.  ลักษณะโปรโตคอร์มของกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 24 

 

3.  การตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ในโปรโตคอร์ม 

สุ่ม 90 เปอร์เซนต์ของโปรโตคอร์มของพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 16, 17 และ 24 แต่ละรุ่นไปสกัดอาร์เอ็นเอด้วย

วิธี CTAB  และตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ด้วยวิธี RT-PCR แบบ one step  และน าผลของดีเอ็นเอที่

สังเคราะห์ได้ไปตรวจสอบขนาดด้วย 1 % Agarose gel elecrophoresis ใน 1x Tris- borate buffer (TBE) ใช้

กระแสไฟฟ้า 110 โวลล์ ประมาณ 35 นาที ย้อมดีเอ็นเอในเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide ความเข้มข้น 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจดูแถบดีเอ็นเอโดยใช้ UV-transilluminator   พบว่าโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวาย

พันธุ์เอียสกุลต้นที่ 16  ทุกรุ่น ตรวจพบเชื้อ CyMV แต่รุ่นที่ 6 ตรวจพบความเข้มแถบดีเอ็นเอลดลง โปรโตคอร์ม 

กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 17  รุ่นที ่1-4 ตรวจพบเชื้อ CyMV แต่รุ่นที่ 5-8 พบว่าความเข้มของแถบอาร์

เอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ลดลง และโปรโตคอร์มรุ่นที่ 9 ตรวจไม่พบดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ CyMV 

และโปรโตคอร์มจากกล้วยไม้สกุลหวายต้นที่ 24 ทุกรุ่น ตรวจพบเชื้อ CyMV (ภาพที่ 4 และ 5) 

น าโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายต้นที่ 17 รุ่นที่ 9 ที่ตรวจไม่พบเชื้อ CyMV ไปชักน าให้เกิดต้น

เนื้อเยื่อ  และท าการตรวจหาเชื้อ CyMV ในต้นเนื้อเยื่อ ซึ่งไม่พบเชื้อ CyMVเช่นกัน  

 

 

 

 

ก ข 

   M    P   N     1    2     3     
1๐๐๐ bp 
7๐๐ bp 
5๐๐ bp 



 

ภาพที่ 4 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ CyMV ด้วยวิธี RT – PCR แบบ 

one     step โดยใช้ไพรเมอร์ CyMV – CP – F และ  CyMV – CP –R วิเคราะห์ด้วย 1 % Agarose 

gel elecrophoresis  

M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 

P = Positive control ตัวอย่างใบกล้วยไม้ออนซิเดียม 

N = Negative control ตัวอย่างใบกล้วยไม้ออนซิเดียม 

ช่องที่ 1 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 16 

ช่องที่ 2 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 17 

ช่องที่ 3 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   M    P     N    1     2     3     1๐๐๐ bp 

5๐๐ bp 



 

 

ภาพที่ 5  แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ ORSV ด้วยวิธี  RT – PCR แบบ  

one step โดยใช้ไพรเมอร์ ORSV – CP – F และ  ORSV – CP –R วิเคราะห์ด้วย 1 % Agarose gel 

elecrophoresis  

M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (  100 bp DNA ladder) 

P = Positive control ตัวอย่างใบกล้วยไม้ออนซิเดียม 

N = Negative control ตัวอย่างใบกล้วยไม้ออนซิเดียม 

ช่องที่ 1 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 16 

ช่องที่ 2 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 17 

ช่องที่ 3 = โปรโตคอร์มรุ่นที่ 1 จาก กล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 24 

 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล จ านวน 20 ต้น พบอาการโรคใบด่าง มีแผลไหม้ หรือจุดด่างสี

เหลือง ลักษณะยอดบิด มีจุดช้ าน้ า ซึ่งบางต้นไม่แสดงอาการผิดปกติ แต่ตรวจพบเชื้อ CyMV ทุกตัวอย่าง และไม่

พบเชื้อ ORSV ในทุกตัวอย่างเช่นกัน น าตาข้างของหน่ออ่อนไปผลิตโปรโตคอร์มพบว่า ส่วนของตาข้างที่ผ่านการ

ฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ เมื่อน ามาวางบนอาหารแข็งและเหลว สูตร Vacin and Went pH 4.6 นานประมาณ 5 

เดือน พบโปรโตคอร์มที่มีลักษณะเป็นก้อนกลมสีขาวขนาดประมาณ 0.1 มิลลิเมตร และเม่ือได้รับแสงประมาณ 1 

สัปดาห์ โปรโตคอร์มจะสังเคราะห์แสงเปลี่ยนเป็นสีเขียว มีขนาดใหญ่ขึ้น โดยพบว่าบางชิ้นเริ่มมีการแทงยอด และ

เมื่อย้ายโปรโตคอร์มรุ่นแรกไปวางบนอาหารสูตร Vacine and Went pH 4.6 ชุดใหม่ พบโปรโตคอร์มรุ่นใหม่

เกิดข้ึนในลักษณะเดิม และท าซ้ าเช่นนี้เพื่อให้ได้โปรโตคอร์มรุ่นใหม่หลายรุ่น ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายที่สามารถ

ผลิตโปรโตคอร์มได้คือพันธุ์เอียสกุล ต้นที่ 16, 17 และ 24 ได้ตัวอย่างละ 6, 9 และ 5 รุน่ ตามล าดับ เมื่อสุ่มโปรโต

คอร์มแต่ละรุ่นไปสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี CTAB  เพ่ือตรวจหาเชื้อ CyMV และ ORSV ด้วยวิธี RT- PCR  แบบ one 

step โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ CyMV และ ORSV พบว่าโปรโตคอร์มกล้วยไม้



สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 16  ทุกรุ่น ตรวจพบเชื้อ CyMV แตรุ่่นที่ 6 ตรวจพบความเข้มแถบดีเอ็นเอลดลง โปร

โตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์เอียสกุลต้นที่ 17  รุ่นที่ 1-4 ตรวจพบเชื้อ CyMV แต่รุ่นที่ 5-8 พบว่าความเข้มของ

แถบอาร์เอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ลดลง และโปรโตคอร์มรุ่นที่ 9 ตรวจไม่พบดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ 

CyMV และน าโปรโตคอร์มรุ่นที่ 9 ไปชักน าให้เกิดต้นเนื้อเยื่อ สุ่มต้นเนื้อเยื่อที่ได้ไปตรวจหาเชื้อไวรัส ซึ่งไม่พบเชื้อ 

CyMV เช่นกัน และโปรโตคอร์มจากกล้วยไม้สกุลหวายต้นที่ 24 ทุกรุ่น ตรวจพบเชื้อ CyMV ในทุกตัวอย่าง แต่ไม่

พบเชื้อ ORSV  

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

เทคนิคการย้ายอาหารให้โปรโตคอร์ม(subculture) ท าให้ต้นกล้วยไม้ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปลอด

เชื้อ CyMV สามารถน าไปปรับใช้ในการผลิตต้นพันธุ์ปลอดโรคเพ่ือการส่งออก 

 

ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ที่อนุญาตให้ใช้สารเคมีต่างๆ เครื่องมือ และ

ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล  
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ภาคผนวก 

1.  วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอพืช (ดัดแปลงจาก วิมล, 2548) 

ชั่งตัวอย่างพืช (ใบ/โปรโตคอร์ม) น้ าหนัก 100 มิลลิกรัม ใส่ถุงพลาสติกใสขนาด 3 x 5 นิ้ว เติม CTAB 

buffer  ( 2% CTAB, 100 mM Tris-HCl   pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M  NaCl, 1% Na2 SO3 , 2%PVP) 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บดตัวอย่างพืชให้ละเอียด เติม CTAB buffer อีก 500  ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ย้าย

น้ าคั้นมาใส่หลอดทดสอบขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าไปหมุน

เหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 

1) ปริมาตร 1 เท่า ของส่วนใส ผสมให้เข้ากันเบาๆ แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูด

ส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมาตร 1 เท่า ของส่วนใส ผสมให้เข้ากนั

เบาๆ แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที อีกครั้ง ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 4 M LiCl 

ปริมาตร 1 เท่า ของส่วนใส เพ่ือตกตะกอนอาร์เอ็นเอ ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน

ข้ามคนื น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 13, ,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที เทสารละลายออก และละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ

ด้วย 200 ไมโครลิตร TE buffer  ที่ผสม 1%  SDS เติม 100 ไมโครลิตร      5 M NaCl  และ 300 ไมโครลิตร 

isopropanal ผสมให้เข้ากัน เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที หมุนเหวีย่งที่ 13,000 รอบต่อนาที 

นาน 15 นาที เทสารละลายออก ล้างตะกอนด้วย 70% แอลกอฮอล์ หมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 

นาที ท าตะกอนให้แห้ง และละลายตะกอนด้วย 50 ไมโครลิตร RNase free water เก็บที่   อุณหภูมิ    -20 องศา

เซลเซียส   

2. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา RT-PCR แบบ one step ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก
ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ CyMV และ ORSV 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ จ านวน         

นิวคลีโอ
ชนิดไวรัส ที่มา 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

ไทด์ 

CyMV-CP-F 5’ AAG  CTT  TTA  TTC  AGT  AGG  GGG  GGC  3’ 24 CyMV GI : 37139652 

CyMV-CP-R 5’  GGA  TCC  ATG  GGA  GAG  CCC  ACT  3’ 21 CyMV GI : 37139652 

ORSV-CP-F 5’  GGA  TCC  ATG  TCT  TAC  ACT  ATT ACA      

GAC  CCG  3’ 

30 ORSV GI : 37139668 

ORSV-CP-R 5’ AAG  CTT  TTA  GGA  AGA  GGT  CC  3’ 20 ORSV GI : 37139668 


