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การตรวจสอบ Cucumber mosaic virus  และ Tomato yellow leaf 
curl virus ในมะเขือม่วงที่มีการติดเชื้อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR

Detection of Cucumber mosaic virus and Tomato yellow leaf curl virus 
in infected eggplant by duplex PCR
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิควิธีการ PCR เพื่อการตรวจสอบเชื้อไวรัสสองชนิด ได้แก่ CMV และ 
TYLCV ในปฏิกิริยาเดียวกันจากเนื้อเยื่อใบของมะเขือม่วงที่ติดเชื้อในธรรมชาติ ดังนั้นการศึกษาวิจัยนี้จึงได้ท�ำการพัฒนา
เทคนิควิธีการ duplex PCR เพื่อการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดข้างต้น ให้สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสได้แม้มีปริมาณ
ที่ต�่ำ โดยท�ำการออกแบบไพรเมอร์จ�ำนวน 2 คู่ ซึ่งแต่ละคู่มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อ RNA และ DNA ซึ่งเป็นสารพันธุกรรม
ของ CMV และ TYLCV ตามล�ำดบั จากการศกึษาในครัง้นีพ้บว่า ทีอ่ณุหภมู ิ57.3 °ซ เป็นระดบัอณุหภมูทิีม่คีวามเหมาะสม 
ในขัน้ตอน primer annealing ใน duplex PCR และสามารถให้ผลผลติของปฏกิริยิาเป็นแถบดเีอน็เอซึง่มขีนาด 444 คูเ่บส 
ส�ำหรับ CMV และขนาด 991 คู่เบส ส�ำหรับ TYLCV นอกจากนี้ผลของการทดสอบและประเมินความไวแสดงให้เห็นว่า
วิธีการที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในปฏิกิริยาเดียวได้จากปริมาณเนื้อเยื่อใบมะเขือม่วงปริมาณ
เพียง 625 นาโนกรัม
ค�ำส�ำคัญ: Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), duplex PCR 

ABSTRACT: This study aimed to develop a polymerase chain reaction (PCR) assay for simultaneous detection of 
Cucumber mosaic virus (CMV) and Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) from naturally infected eggplant leaf 
tissues.  A duplex PCR assay was developed for sensitive and simultaneous detection of both the viruses (CMV and 
TYLCV).  Each two pairs of specific primers were designed against their genomic RNA and DNA of these viruses 
(CMV and TYLCV) respectively. PCR conditions were optimized by setting annealing temperature at 57.3 oC.  
This optimized condition showed an expected size of amplicons in duplex PCR with respect to CMV (444 bp) and  
TYLCV (991 bp).  Furthermore, the sensitivity showed that the minimum amount of leaf tissue required for  
successful amplification was 625 ng.
Keywords: Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), duplex PCR
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บทน�ำ

	 มะเขือม่วง (Eggplant)  เป็นพืชผักเศรษฐกิจอีก

ชนดิหนึง่ทีม่ปีรมิาณการเพาะปลกูเพิม่สงูขึน้ เนือ่งจาก

ผลผลิตเป็นที่ต ้องการทั้งในและต่างประเทศ ใน

ประเทศไทยการผลติมะเขอืม่วงมกัประสบกบัอปุสรรค

และปัญหาในการตดิเชือ้และเกดิโรค โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งโรคที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัส  CMV และ TYLCV ซึ่ง

จัดเป็นไวรัสสองชนิดที่มีความส�ำคัญ เนื่องจากมี

รายงานถึงการลดลงของผลผลิตมะเขือม่วงอย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ ซึ่งมีสาเหตุเกิดจาก CMV (Hossein-

zadeh et al., 2012) และการรายงานถงึความเสยีหาย

ของ TYLCV ต่อผลผลิตมะเขือเทศสูงสุดถึง 100 % 

(Moriones et al., 2000)  ในขณะทีว่ธิกีารตรวจวนิจิฉยั

โรคไวรัสที่ได้รับความนิยม ได้แก่ ELISA นั้นยังมีข้อ

จ�ำกัดในเรื่องของความไว (sensitivity)และความ

จ�ำเพาะเจาะจงต่อชนดิของไวรสั (specificity) ทีต่�่ำกว่า

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-

PCR (Mekuria et al., 2003) ซึ่งมีประสิทธิภาพความ

ไวที่สูงมากในการตรวจสอบไวรัส  สามารถตรวจสอบ

ได้แม้มปีรมิาณไวรสัทีต่�ำ่ ดงันัน้การพฒันาวธิกีารตรวจ

สอบ CMV และ TYLCV ให้สามารถตรวจสอบไวรัส

สาเหตุโรคทั้งสองชนิดได้ในปฏิกิริยาเดียวกัน Duplex 

polymerase chain reaction (duplex PCR) และมี

ประสทิธภิาพสงูในความไว  ความถกูต้องแม่นย�ำ และ

รวดเร็ว  จึงเป็นขั้นตอนที่ส�ำคัญและจ�ำเป็นอย่างยิ่งใน

การวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสอย่างมี

ประสิทธิภาพ 

	 Duplex PCR เป็นเทคนิควิธีการตรวจสอบเชื้อ

ไวรัสสองชนิดได้ในปฏิกิริยาเดียว ซึ่งเป็นเทคนิคที่มี

ประสทิธภิาพสงูขึน้ในความรวดเรว็ และความประหยดั 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัการตรวจสอบเชือ้ไวรสัหนึง่ชนดิใน

หนึ่งปฏิกิริยา  แต่การตรวจสอบเชื้อไวรัสมากกว่าหนึ่ง

ชนดิในปฏกิริยิาเดยีวนัน้ จ�ำเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะต้องมกีาร

พฒันาวธิกีารตรวจสอบให้เหมาะสมต่อการตรวจสอบ

เชื้อไวรัสเหล่านั้น จากตัวอย่างเนื้อเยื่อพืชชนิดหนึ่งๆ 

โดยเฉพาะเชือ้ไวรสัพชืทีม่คีวามแตกต่างกนัในชนดิของ

สารพันธุกรรม ดังนั้นในการศึกษาวิจัยนี้จึงมีจุด

ประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการ duplex PCR ให้สามารถ

ตรวจสอบ CMV ซึง่มสีารพนัธกุรรมเป็นอาร์เอน็เอสาย

เดี่ยว (ssRNA) และ TYLCV  ซึ่งมีสารพันธุกรรมเป็น

ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) จากเนื้อเยื่อใบมะเขือม่วง

ในปฏิกิริยาเดียวกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ

 

วิธีการศึกษา

การสกัดแยกกรดนิวคลีอิคจากตัวอย่างใบมะเขือ

ม่วง

	 บดเนื้อเยือ่ใบมะเขือม่วงน�้ำหนัก 50 มิลลิกรัม จน

ละเอียด ในสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 1,500 µl  ซึ่ง

มส่ีวนผสมของ  150 mM Tris-Cl, 500 mM NaCl , 100 

mM EDTA และ 1% SDS แล้วน�ำน�ำ้คัน้บดทีไ่ด้ไปหมนุ

เหวี่ยงที่ระดับ 10,000 xg เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วน

น�้ำใสแล้วเติมด้วยคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 เท่าของน�้ำ

ใส ผสมให้เข้ากนัแล้วน�ำไปหมนุเหวีย่งทีร่ะดบั 16,000 

xg เป็นเวลา 10 นาท ีตกตะกอนน�ำ้ใสส่วนบนด้วยการ

เตมิไอโซโพรพานอล ปรมิาตร 1 เท่าของน�ำ้ใส โดยเกบ็

ตะกอนทีไ่ด้หลงัจากการหมนุเหวีย่งทีร่ะดบั 16,000 xg 

เป็นเวลา 20 นาที แล้วผึ่งให้แห้งในอากาศก่อนน�ำไป

ละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TE 

การตรวจสอบเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค (RT)-PCR 

	 สังเคราะห์ cDNA โดยเทคนิควิธีการ Reverse 

Transcription (RT) ซึ่งใช้ EPCMV 22 เป็น reverse 

primer      มส่ีวนผสมของสารละลายของปฏกิริยิา ดงันี้ 

อาร์เอ็นเอแม่แบบ  ปริมาณ 0.1-1.0 µg และ reverse 

primer ปริมาณ 100   pmol ผสมให้เข้ากัน บ่มที่

อุณหภูมิ 80Oซ นาน 5 นาที แล้วเติม 5x RT buffer 4 

µl, 10 mM dNTPs 2 µl, สารยับยั้งการท�ำงานของเอ็น

ไซม์ RNase ปริมาณ 20 หน่วย และเอ็นไซม์ M-MuLV 

reverse transcriptase 200 หน่วย ปรับปริมาตรของ

สารละลายด้วยน�ำ้ให้ได้ปรมิาตรสทุธ ิ20 µl บ่มที ่42Oซ 

ใช้เวลา 60 นาท ีและน�ำ cDNA ทีไ่ด้ไปเพิม่ปรมิาณชิน้ 

DNA ในหลอดทดลอง โดยเทคนคิวธิกีาร  Polymerase 
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chain reaction (PCR) ซึ่งส่วนผสมสารละลายของ

ปฏิกิริยา มีดังนี้       ดีเอ็นเอแม่แบบปริมาตร 5 µl, 2.5 

mM dNTPs  4 µl, 10x PCR buffer 5 µl, เอ็นไซม์ Taq 

DNA polymerase 0.25 หน่วย, 10 µM forward 

primer 2 µl และ 10 µM reverse primer  2 µl  ปรับ

ปริมาตรของสารละลายด้วยน�้ำให้ได้ปริมาตรสุทธิ 50 

µl  ภายใต้สภาพการเปลีย่นแปลงอณุหภมูเิป็นรอบ ซึง่

ประกอบด้วย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ 60 วินาที, 53-

64Oซ 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ  เวลา 60 

วินาที เป็นจ�ำนวน 35 รอบ โดยที่ก่อนและหลังสภาพ

การเปลีย่นแปลงอณุหภมูเิป็นรอบจ�ำนวน 35 รอบนี ้ มี

การปรบัระดบัอณุหภมูทิี ่94Oซ เป็นเวลา 2 นาท ีจ�ำนวน 

1 รอบ   และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ  เป็นเวลา 5 นาที 

ตามล�ำดับ

	 ในการศึกษาวิจัยนี้ใช้ไพรเมอร์ที่ได้มีการพัฒนา

และออกแบบได้แก่ EPCMV21 (Forward primer 

5’-CCGCGGGTCTTATTATGG-3’) และ EPCMV22 

(Reverse primer 5’-TCGGAGGGAGGATTCT -3’) 

ที่จ�ำเพาะเจาะจงกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์บนสาร

พนัธกุรรมของ CMV ซึง่ให้ผลผลติของปฏกิริยิา  ขนาด 

444 คู่เบส และคู่ของไพรเมอร์ EPYMV21 (Forward 

primer 5’-GAGAGTTTGCACGGCTTTAGATG-3’) 

และ    EPYMV22    (Reve r se  p r ime r  5 ’ - 

ACGCGCAGCTGATTATGTA(C/T)T (A/G)T-3’) ที่

จ�ำเพาะเจาะจงกบัล�ำดบันวิคลโีอไทด์บนสารพนัธกุรรม

ของ TYLCV ซึ่งให้ผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 991 คู่

เบส นอกจากนี้ได้น�ำคู่ของไพรเมอร์ cp16S5P1 (For-

ward primer 5’- GCATGCCGCCAGCGTTCATC-3’) 

และ cpval3P2 (Reverse primer 5’-AGTTC-

GAGCCTGATTATCCC-3’) ทีม่คีวามจ�ำเพาะเจาะจง

กบัล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของคลอโรพลาสต์ดเีอน็เอ ซึง่ให้

ผลผลิตของปฏิกิริยา ขนาด 297 คู่เบส (Petit et al., 

1996) มาใช้เพื่อเป็นตัวควบคุมการเกิดปฏิกิริยา PCR 

(Control reactions)  และท�ำการสกดัแยกผลผลติของ

ปฏิกิริยา  ขนาด 444 คู่เบส และขนาด 991คู่เบส ออก

จากเจล  เพื่อวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์และจ�ำแนก

ยืนยันชนิดของเชื้อไวรัสทั้งสอง โดยการใช้โปรแกรม 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 

วิเคราะห์เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอ-ไทด์ที่ได้จาก

ปฏกิริยิาในการศกึษาวจิยันีก้บัล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของ

สิ่งมีชีวิตที่ได้มีการรายงานในฐานข้อมูลพันธุกรรม

การทดสอบสภาพอุณหภูมิที่เหมาะสมของการ

ตรวจสอบไวรัสในวิธีการ duplex PCR

	 ท�ำการเปรียบเทียบประสิทธิผลของการเกิด

ปฏิกิริยา duplex PCR ในระดับอุณหภูมิของการเกิด 

primer annealing ที่แตกต่างกันในช่วงอุณหภูมิ 53-

64Oซ จ�ำนวน 5 ระดับ ได้แก่ 54.2, 57.3, 59.6, 62.3 

และ 63.6Oซ เป็นระยะเวลา 1 นาทีเท่ากัน ในทุกระดับ

อุณหภูมิ ด้วย MultiGene Gradient Thermal Cycler 

(Labnet, USA) โดยพิจารณาเปรียบเทียบ ความ

จ�ำเพาะเจาะจงของการให้ผลผลิตดีเอ็นเอ ปริมาณ

ความเข้มของแถบดีเอ็นเอ และคุณภาพการแสดงรูป

แบบของแถบดีเอ็นเอใน 2% agarose gel electro-

phoresis 

การประเมนิความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบ

เชือ้ไวรสั โดยวธิกีาร duplex PCR จากเนือ้เยือ่พชื

	 ประเมนิความไวในการตรวจสอบเชือ้ไวรสัทีม่กีาร

ติดเชื้อในมะเขือม่วงโดยใช้เนื้อเยื่อใบของมะเขือม่วง

เป็นตัวอย่างในการประเมิน  โดยใช้ตัวอย่างจาก

เนื้อเยื่อใบมะเขือม่วงน�้ำหนัก  50  มก.   ผ่านการสกัด

แยกจนได้สารละลายอาร์เอ็นเอและดีเอ็นเอรวม

ปริมาตร 400 µl ก่อนการตรวจสอบเชื้อไวรัสโดยวิธี 

RT-PCR ซึ่งในปฏิกิริยา RT ปริมาตร 20 µl มีการใช้

สารละลายอาร์เอน็เอและดเีอน็เอทีส่กดัแยกได้จากใบ

มะเขอืม่วงปรมิาตร 4 µl และมกีารใช้ส่วนผสมภายหลงั

จากการท�ำปฏิกิริยาของปฏิกิริยา RT ในอัตราส่วน

ปริมาตร 1 µl ในทุก 10 µl ของส่วนผสมใน duplex 

PCR 



657KHON KAEN AGR. J. 42 SUPPL. 3 : (2014).

ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบต่อเชื้อไวรัส 

โดยวิธีการ duplex PCR กับตัวอย่างพืชเป็นโรค

จากแปลงปลูก 

	 ทดลองใช้วิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัส โดยวิธีการ 

duplex PCR กบัตวัอย่างใบมะเขอืม่วงทีแ่สดงลกัษณะ

อาการผิดปกติซึ่งมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสและ

ตัวอย่างใบมะเขือม่วงปกติ จ�ำนวน 15 ตัวอย่าง จาก

แปลงปลูก โดยท�ำการสกัดแยกกรดนิวคลีอิคจาก

เนื้อเยื่อใบมะเขือม่วงเพื่อน�ำมาใช้เป็นอาร์เอ็นเอและ

ดีเอ็นเอแม่แบบในการตรวจสอบเชื้อไวรัส โดยวิธีการ 

duplex PCR จากนั้นแสดงผลของปฏิกิริยา  โดยการ

ตรวจสงัเกตแถบดเีอน็เอผลผลติของปฏกิริยิาทีป่รากฏ

โดย agarose gel electrophoresis 

ผลการศึกษา

การตรวจสอบเชือ้ไวรัสด้วยเทคนคิ RT-PCR และ 

PCR

	 ผลการตรวจสอบ CMV และ TYLCV ที่มีการติด

เชือ้ไวรสับนมะเขอืม่วงโดยเทคนคิ RT-PCR และ PCR          

จากตัวอย่างใบมะเขือม่วง จ�ำนวน 4 ตัวอย่าง (Figure 

1 A) พบแถบดีเอ็นเอขนาดความยาว 444 คู่เบส ซึ่งมี

ขนาดตรงกันกับขนาดของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ผลผลิต

ทีม่คีวามจ�ำเพาะเจาะจงต่อ CMV ทีไ่ด้จากการค�ำนวณ

ระยะห่างระหว่างไพรเมอร์คู่เดียวกัน (Lane 1 และ 2) 

และแถบดเีอน็เอขนาดความยาว 991 คูเ่บส ซึง่มขีนาด

ตรงกันกับขนาดของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ผลผลิตที่มี

ความจ�ำเพาะเจาะจงต่อ TYLCV ทีไ่ด้จากค�ำนวณระยะ

ห่างระหว่างไพรเมอร์คูเ่ดยีวกนั (Lane 5 และ 7)        ใน

ตัวอย่างที่มีการติดเชื้อไวรัสแต่ละชนิด และไม่พบการ

ปรากฏของแถบดเีอน็เอซึง่จ�ำเพาะเจาะจงกบัเชือ้ไวรสั

ทั้งสองชนิดดังกล่าวในตัวอย่างที่ไม่มีการติดเชื้อไวรัส  

โดยพบการปรากฏแถบดเีอน็เอขนาดความยาว 297 คู่

เบส ซึง่จ�ำเพาะเจาะจงกบัคลอโรพลาสต์ดเีอน็เอ (Con-

trol reactions) ในทุกตัวอย่างใบของมะเขือม่วงทั้ง

ตัวอย่างใบมะเขือม่วงที่ติดเชื้อไวรัส และตัวอย่างใบ

มะเขอืม่วงทีไ่ม่ตดิเชือ้ไวรสั  และผลการวเิคราะห์ล�ำดบั

นิวคลีโอไทด์ยืนยันความจ�ำเพาะเจาะจงของคู่ไพรเม

อร์ทีใ่ช้ในการตรวจสอบและจ�ำแนกยนืยนัชนดิของเชือ้

ไวรสัทัง้สอง พบว่า ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของผลผลติของ

ปฏิกิริยาขนาด 444 คู่เบส มีความใกล้เคียงกับล�ำดับ

นวิคลโีอไทด์บนสารพนัธกุรรมของ CMV strain CLW2  

จากประเทศมาเลเซีย ที่ระดับ 98%  identity  และล�ำ

ดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 991 คู่

เบสมีความใกล้เคียงกับล�ำดับนิวคลี-โอไทด์บนสาร

พนัธกุรรมของ TYLCV-[Thailand Kan1] ทีร่ะดบั 99% 

identity  

การทดสอบสภาพอุณหภูมิที่เหมาะสมของการ

ตรวจสอบไวรัสในวิธีการ duplex PCR

	 ผลของการทดสอบแสดงรปูแบบของแถบผลผลติ

ดีเอ็นเอจ�ำนวนสามแถบที่มีขนาดความยาว 297, 444  

และ 991 คู่เบส เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดความยาว

ของโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งปรากฏและให้ผลใน

ความเข้มของแถบดเีอน็เอเป้าหมายทัง้สามแถบสงูสดุ 

และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดอื่น ที่ระดับอุณหภูมิ 

57.3 Oซ ในขั้นตอนการเกิด primer annealing ของ

ปฏิกิริยา และพบมีปริมาณความเข้มของแถบดีเอ็นเอ

ที่ลดต�่ำลง ที่ระดับอุณหภูมิ 59.6, 62.3 และ 63.6 Oซ  

ตามล�ำดับ ซึ่งที่ระดับอุณหภูมิ 62.3 และ 63.6 Oซ  ไม่

พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดความยาว 

444 คู่เบส พบเพียงแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดความยาว 

297 คู่เบส และ 991 คู่เบส (Figure 1 B) 



658 แก่นเกษตร 42 ฉบับพิเศษ 3 : (2557).

การประเมนิความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบ

เชื้อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR จากเนื้อเยื่อพืช

	 การประเมินความไวในการตรวจสอบ CMV และ 

TYLCV โดยวธิกีาร duplex PCR จากใบของมะเขอืม่วง  

โดยการศึกษาเปรียบเทียบหาจุดสุดท้ายของปริมาตร

ต�ำ่สดุของผลผลติจาก PCR ทีไ่ด้จากการใช้คูข่องดเีอน็

เอไพรเมอร์ EPCMV21 และ EPCMV22 และคูด่เีอน็เอ

ไพรเมอร์ EPYMV 21 และ EPYMV 22 ที่ปรากฏแถบ

ดีเอ็นเอขนาด 444 คู่เบส และ 991 คู่เบส  ที่มีความ

จ�ำเพาะต่อ CMV และ TYLCV ตามล�ำดับ ซึ่งพบว่า ที่

ระดับปริมาตรต�่ำสุดของผลผลิตจาก PCR ซึ่งสามารถ

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอได้ทั้งสามขนาดเท่ากับ 0.25 µl 

(Figure 2 A)

ทดสอบประสทิธภิาพการตรวจสอบเชือ้ไวรสั โดย

วิธีการ duplex PCR กับตัวอย่างพืชเป็นโรคจาก

แปลงปลูก 

	 ผลการทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงในการตรวจ

สอบต่อเชือ้ไวรสัเป้าหมายซึง่ได้แก่ CMV และ TYLCV 

โดยวิธีการ duplex PCR จากตัวอย่างใบของมะเขือ

ม่วง แสดงให้เห็นถึงความจ�ำเพาะเจาะจงของคู่ไพรเม

อร์ที่ใช้ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้งสองชนิด ซึ่งไม่พบ

การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาดอื่นที่นอกเหนือจาก

ขนาด 444 คู่เบส และ 991 คู่เบส  ซึ่งมีความจ�ำเพาะ

เจาะจงต่อ CMV และ TYLCV ในตัวอย่างของมะเขือ

ม่วงที่มีการติดเชื้อร่วมกันของเชื้อไวรัสทั้งสองชนิด 

(Figure 2B: Lane 1, 2, 13) ในตัวอย่างที่มีการติดเชื้อ 

CMV ชนิดเดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  

444 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 3, 7, 8, 

10, 11, 14) และในตัวอย่างที่มีการติดเชื้อ TYLCV 

เพียงชนิดเดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  

991 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 4, 5, 9, 

15) ในตัวอย่างของมะเขือม่วงที่ไม่มีการติดเชื้อไวรัส

ทัง้สองชนดินี้ ไม่พบการปรากฏของแถบดเีอน็เอขนาด  

444 คู่เบส และ 991 คู่เบส มีเพียงแถบดีเอ็นเอขนาด 

297 คูเ่บส ขนาดเดยีวเท่านัน้ (Figure 2B: Lane 6, 12)

โดยวิธีการ duplex PCR จากนั �นแสดงผลของปฏิกิริยา โดยการตรวจสงัเกตแถบดีเอ็นเอผลผลิตของปฏิกิริยาที�ปรากฏโดย 

agarose gel electrophoresis  

ผลการศึกษา 

การตรวจสอบเชื �อไวรัสด้วยเทคนิค RT-PCR และ PCR 

 ผลการตรวจสอบ CMV และ TYLCV ที�มีการติดเชื �อไวรัสบนมะเขือม่วงโดยเทคนิค RT-PCR และ PCR          

จากตวัอย่างใบมะเขือม่วง จํานวน 4 ตวัอย่าง (Figure 1 A) พบแถบดีเอ็นเอขนาดความยาว 444 คู่เบส ซึ�งมีขนาดตรงกัน

กบัขนาดของลาํดบันิวคลโีอไทด์ผลผลติที�มีความจําเพาะเจาะจงต่อ CMV ที�ได้จากการคํานวณระยะห่างระหว่างไพรเมอร์

คู่เดียวกนั (Lane 1 และ 2) และแถบดีเอ็นเอขนาดความยาว 991 คู่เบส ซึ�งมีขนาดตรงกันกับขนาดของลําดับนิวคลีโอไทด์

ผลผลิตที�มีความจําเพาะเจาะจงต่อ TYLCV ที�ได้จากคํานวณระยะห่างระหว่างไพรเมอร์คู่เดียวกัน (Lane 5 และ 7)        

ในตวัอย่างที�มีการติดเชื �อไวรัสแต่ละชนิด และไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอซึ�งจําเพาะเจาะจงกับเชื �อไวรัสทั �งสองชนิด

ดงักลา่วในตวัอย่างที�ไม่มีการติดเชื �อไวรัส  โดยพบการปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดความยาว 297 คู่เบส ซึ�งจําเพาะเจาะจง

กับคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (Control reactions) ในทุกตัวอย่างใบของมะเขือม่วงทั �งตัวอย่างใบมะเขือม่วงที�ติดเชื �อไวรัส 

และตวัอย่างใบมะเขือม่วงที�ไม่ติดเชื �อไวรัส  และผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ยืนยันความจําเพาะเจาะจงของคู่ไพร

เมอร์ที�ใช้ในการตรวจสอบและจําแนกยืนยันชนิดของเชื �อไวรัสทั �งสอง พบว่า ลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิตของปฏิกิริยา

ขนาด 444 คู่เบส มีความใกล้เคียงกบัลาํดบันิวคลโีอไทด์บนสารพันธุกรรมของ CMV strain CLW2  จากประเทศมาเลเซีย 

ที�ระดบั 98%  identity  และลาํดบันิวคลโีอไทด์ของผลผลติของปฏิกิริยาขนาด 991 คู่เบสมีความใกล้เคียงกับลําดับนิวคลี-

โอไทด์บนสารพนัธุกรรมของ TYLCV-[Thailand Kan1] ที�ระดบั 99% identity   

การทดสอบสภาพอุณหภูมิที�เหมาะสมของการตรวจสอบไวรัสในวิธีการ duplex PCR 

 ผลของการทดสอบแสดงรูปแบบของแถบผลผลิตดีเอ็นเอจํานวนสามแถบที�มีขนาดความยาว 297, 444  และ 

991 คู่เบส เมื�อเปรียบเทียบกบัขนาดความยาวของโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ�งปรากฏและให้ผลในความเข้มของแถบดี

เอ็นเอเป้าหมายทั �งสามแถบสงูสดุ และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดอื�น ที�ระดับอุณหภูมิ 57.3 Oซ ในขั �นตอนการเกิด 

primer annealing ของปฏิกิริยา และพบมีปริมาณความเข้มของแถบดีเอ็นเอที�ลดตํ�าลง ที�ระดับอุณหภูมิ 59.6, 62.3 และ 

63.6 Oซ  ตามลาํดบั ซึ�งที�ระดบัอณุหภูมิ 62.3 และ 63.6 Oซ  ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที�มีขนาดความยาว 444 คู่

เบส พบเพียงแถบดีเอ็นเอที�มีขนาดความยาว 297 คู่เบส และ 991 คู่เบส (Figure 1 B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 (A) Detection of CMV (Lane 1-4) and TYLCV (Lane 5-8) by uniplex (RT)-PCR from naturally infected 

eggplant leaf tissues samples of  Acc. No. B-15 (Lane 1and  5),  Acc. No. F-04 (Lane 2 and 6), 

Acc. No. F-16 (Lane 3 and 7) and  Acc. No. A-11(Lane4and 8). (B) Determination of the optimal 
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primer annealing temperature by duplex PCR using virus specific primers  from naturally infected 

eggplant leaf tissue sample of  Acc. No. B-15.  

 

การประเมินความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื �อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR จากเนื �อเยื�อพืช 

 การประเมินความไวในการตรวจสอบ CMV และ TYLCV โดยวิธีการ duplex PCR จากใบของมะเขือม่วง  โดย

การศึกษาเปรียบเทียบหาจุดสุดท้ายของปริมาตรตํ�าสุดของผลผลิตจาก PCR ที�ได้จากการใช้คู่ของดีเอ็นเอไพรเมอร์ 

EPCMV21 และ EPCMV22 และคู่ดีเอ็นเอไพรเมอร์ EPYMV 21 และ EPYMV 22 ที�ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 444 คู่เบส 

และ 991 คู่เบส  ที�มีความจําเพาะต่อ CMV และ TYLCV ตามลาํดบั ซึ�งพบว่า ที�ระดับปริมาตรตํ�าสดุของผลผลิตจาก PCR 

ซึ�งสามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอได้ทั �งสามขนาดเท่ากบั 0.25 µl (Figure 2 A) 

ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื �อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR กับตัวอย่างพืชเป็นโรคจากแปลงปลูก  

 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงในการตรวจสอบต่อเชื �อไวรัสเป้าหมายซึ�งได้แก่ CMV และ TYLCV โดย

วิธีการ duplex PCR จากตัวอย่างใบของมะเขือม่วง แสดงให้เห็นถึงความจําเพาะเจาะจงของคู่ไพรเมอร์ที�ใช้ในการ

ตรวจสอบเชื �อไวรัสทั �งสองชนิด ซึ�งไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาดอื�นที�นอกเหนือจากขนาด 444 คู่เบส และ 991 คู่

เบส  ซึ�งมีความจําเพาะเจาะจงต่อ CMV และ TYLCV ในตวัอย่างของมะเขือม่วงที�มีการติดเชื �อร่วมกันของเชื �อไวรัสทั �งสอง

ชนิด (Figure 2B: Lane 1, 2 และ 13) ในตัวอย่างที�มีการติดเชื �อ CMV ชนิดเดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  

444 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 3, 7, 8, 10, 11 และ 14) และในตัวอย่างที�มีการติดเชื �อ TYLCV เพียงชนิด

เดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  991 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 4, 5, 9 และ 15) ในตัวอย่าง

ของมะเขือม่วงที�ไม่มีการติดเชื �อไวรัสทั �งสองชนิดนี � ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  444 คู่เบส และ 991 คู่เบส มี

เพียงแถบดีเอ็นเอขนาด 297 คู่เบส ขนาดเดียวเท่านั �น (Figure 2B: Lane 6 และ 12) 
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วิจารณ์

	 การศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัส

สาเหตโุรคของมะเขอืม่วงโดยวธิกีาร  duplex PCR เพือ่

การตรวจสอบไวรัส CMV และ TYLCV ได้ในปฏิกิริยา

เดยีว สามารถให้ผลการตรวจสอบเชือ้ไวรสัทัง้สองชนดิ

ดังกล่าวจากตัวอย่างใบมะเขือม่วงได้อย่างถูกต้อง

แม่นย�ำ  และมีความจ�ำเพาะเจาะจง (specificity) สูง  

ซึง่วธิกีารตรวจสอบทีไ่ด้พฒันาขึน้ในการวจิยันีม้คีวาม

ไว (sensitivity) สงูในการตรวจสอบ โดยสามารถตรวจ

สอบเชื้อไวรัสได้จากปริมาณเนื้อเยื่อใบมะเขือม่วงที่มี

การตดิเชือ้ไวรสัในปรมิาณเพยีง 625 นาโนกรมั (ระดบั 

0.25 µl ของตวัอย่างสารละลายกรดนวิคลอีกิ)   ซึง่เป็น

ค่าการประเมินที่ได้จากการค�ำนวณเปรียบเทียบจาก

ปรมิาณเนือ้เยือ่ใบทีใ่ช้ในการเตรยีมเพือ่แยกกรดนวิคลี

อิก โดยการตรวจสอบไวรัส CMV และ TYLCV ใน

ปฏิกิริยาเดียวกันที่ได้จากการพัฒนาเทคนิควิธีการใน

การวิจัยนี้ใช้เวลาเพียง     5 ชั่วโมงเท่านั้น นับว่าเป็น

วิธีการตรวจสอบที่มีความรวดเร็วและให้ความถูกต้อง

แม่นย�ำสูงมาก เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบเชื้อ

ไวรสัหนึง่ชนดิในหนึง่ปฏกิริยิา (uniplex PCR) และการ

ตรวจสอบทางเซรุ่มวิทยา  สอดคล้องกับรายงานของ  

Watpade et  al., (2013) ซึ่งรายงานว่า duplex PCR 

เป็นเทคนิควิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัสสองชนิดได้ใน

ปฏิกิริยาเดียวที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นในความรวดเร็ว 

และความประหยัด เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบ

เชื้อไวรัสหนึ่งชนิดในหนึ่งปฏิกิริยาของการตรวจสอบ 

Apple Chlorotic Leaf Spot Virus (ACLSV) และ 

Apple mosaic virus (ApMV) ในแอปเปิ้ล  

	 เทคนคิวธิกีารตรวจสอบทีไ่ด้พฒันาขึน้ในการวจิยั

นี้สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ในการตรวจสอบการติด

เชือ้ไวรสับนพชืชนดิต่างๆ ได้แก่ มะเขอืม่วง มะเขอืเทศ 

พริก และยาสูบ เป็นต้น (ไม่ได้แสดงผล) ซึ่งให้ผลถูก

ต้องแม่นย�ำและมีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อชนิดของ

ไวรสัทัง้สอง  ด้วยประสทิธภิาพการตรวจสอบทีม่คีวาม

ไวสูงของเทคนิควิธีดังกลา่ว ท�ำให้เทคนิควิธีการตรวจ

สอบไวรัสที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจสอบไวรัสที่มี

ปรมิาณต�ำ่มากได้จากเมลด็พนัธุ ์ ต้นกล้า และเนือ้เยือ่

พืชที่ได้จากการเพาะเลี้ยง ( plant tissue culture) 

เป็นต้น  อกีทัง้มคีวามรวดเรว็ในการตรวจสอบไวรสัทัง้

สองชนิดในปฏิกิริยาเดียว ท�ำให้ประหยัดทั้งเวลาและ

ค่าใช้จ่าย จึงเหมาะแก่การน�ำไปใช้ประโยชน์เพื่อการ

ตรวจสอบไวรัสในการผลิตเมล็ดพันธุ์   การตรวจสอบ

ไวรัสในต้นกล้าระดับโรงเรือน  การตรวจสอบไวรัสใน

ระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   ตลอดจนการตรวจสอบ

ไวรัสในระดับแปลงปลูก

primer annealing temperature by duplex PCR using virus specific primers  from naturally infected 

eggplant leaf tissue sample of  Acc. No. B-15.  

 

การประเมินความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื �อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR จากเนื �อเยื�อพืช 

 การประเมินความไวในการตรวจสอบ CMV และ TYLCV โดยวิธีการ duplex PCR จากใบของมะเขือม่วง  โดย

การศึกษาเปรียบเทียบหาจุดสุดท้ายของปริมาตรตํ�าสุดของผลผลิตจาก PCR ที�ได้จากการใช้คู่ของดีเอ็นเอไพรเมอร์ 

EPCMV21 และ EPCMV22 และคู่ดีเอ็นเอไพรเมอร์ EPYMV 21 และ EPYMV 22 ที�ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 444 คู่เบส 

และ 991 คู่เบส  ที�มีความจําเพาะต่อ CMV และ TYLCV ตามลาํดบั ซึ�งพบว่า ที�ระดับปริมาตรตํ�าสดุของผลผลิตจาก PCR 

ซึ�งสามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอได้ทั �งสามขนาดเท่ากบั 0.25 µl (Figure 2 A) 

ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื �อไวรัส โดยวิธีการ duplex PCR กับตัวอย่างพืชเป็นโรคจากแปลงปลูก  
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วิธีการ duplex PCR จากตัวอย่างใบของมะเขือม่วง แสดงให้เห็นถึงความจําเพาะเจาะจงของคู่ไพรเมอร์ที�ใช้ในการ

ตรวจสอบเชื �อไวรัสทั �งสองชนิด ซึ�งไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาดอื�นที�นอกเหนือจากขนาด 444 คู่เบส และ 991 คู่

เบส  ซึ�งมีความจําเพาะเจาะจงต่อ CMV และ TYLCV ในตวัอย่างของมะเขือม่วงที�มีการติดเชื �อร่วมกันของเชื �อไวรัสทั �งสอง

ชนิด (Figure 2B: Lane 1, 2 และ 13) ในตัวอย่างที�มีการติดเชื �อ CMV ชนิดเดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  

444 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 3, 7, 8, 10, 11 และ 14) และในตัวอย่างที�มีการติดเชื �อ TYLCV เพียงชนิด

เดียว พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  991 คู่เบส เพียงแถบเดียว (Figure 2B: Lane 4, 5, 9 และ 15) ในตัวอย่าง

ของมะเขือม่วงที�ไม่มีการติดเชื �อไวรัสทั �งสองชนิดนี � ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด  444 คู่เบส และ 991 คู่เบส มี

เพียงแถบดีเอ็นเอขนาด 297 คู่เบส ขนาดเดียวเท่านั �น (Figure 2B: Lane 6 และ 12) 
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สรุป

	 จากผลการศึกษาสรุปได้ว่า การตรวจสอบ CMV 

และ TYLCV สาเหตุโรคของมะเขือม่วง โดยวิธีการ 

duplex PCR ด้วยคู่ของดีเอ็นเอไพรเมอร์ EPCMV21 

และ EPCMV22 และคู่ดีเอ็นเอไพรเมอร์ EPYMV 21 

และ EPYMV 22 ที่ได้ออกแบบในการวิจัยนี้ สามารถ

ใช้ตรวจสอบไวรสัสาเหตโุรคทัง้สองชนดิของมะเขอืม่วง

ได้ในปฏิกิริยาเดียวอย่างมีประสิทธิภาพสูงในความ

รวดเร็ว อยู่ในช่วง 5 ชั่วโมงเท่านั้น และมีความไว 

(sensitivity) สูงในการตรวจสอบ โดยสามารถตรวจ

สอบเชื้อไวรัสได้จากปริมาณเนื้อเยื่อใบมะเขือม่วงที่มี

การติดเชื้อไวรัสในปริมาณเพียง 625 นาโนกรัม
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