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การตรวจสอบไวรัสในกลวยไมจากแหลงปลูก จํ านวน 50 ตัวอยาง ดวยวิธ ี enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) พบวาตัวอยางกลวยไม 84 เปอรเซ็นต มีการเขาทํ าลายรวมกัน
ระหวางเชื้อ cymbidium mosaic potexvirus (CyMV) และ odontoglossum ringspot tobamovirus 
(ORSV) ขณะที่ตัวอยางจํ านวน 6 เปอรเซ็นตมีการเขาทํ าลายเฉพาะจากเชื้อ ORSV  และ 10 
เปอรเซ็นตมีการเขาท ําลายเฉพาะจากเชื้อ CyMV    ในการเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเช้ือ CyMV 
และ ORSV ดวยเทคนิค immunodetection  4 วิธ ีคือ western blot analysis, tissue printing, dot blot 
analysis และ ELISA  พบวาวิธ ีELISA เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพดี และมีความเหมาะสมมากกวาวิธี
อ่ืน การใชวิธ ี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ในการตรวจสอบใหผล
เชนเดียวกันกับการใชเทคนิค immunodetection แตเปนวิธีการที่ยุงยากกวา การทดสอบชนิดพืช
อาศัยที่เหมาะสมในการตรวจสอบเชื้อ ORSV พบวา บานไมรูโรย (Gomphrena  globosa) และ 
Chenopodium amaranticolor เปน local lesion host ที่เหมาะสมส ําหรับเช้ือ ORSV  แตยาสูบใบ
ใหญ (Nicotiana tabacum cv. Samsun) เปน systemic host ที่มีขอจํ ากัดในการเพิ่มปริมาณของเชื้อ 
ORSV  การเตรียมไวรัส ORSV บริสุทธิ์โดยใชบานไมรูโรยเปนพืชเพิ่มปริมาณ และใชวิธีการของ  
Gooding (1967)     พบวาไดไวรัส ORSV บริสุทธิ ์ปริมาณ 13.5 มิลลิกรัมตอ 1 กิโลกรัมของใบ
บานไมรูโรย เมื่อทํ าการทดสอบการยับยั้งการเขาทํ าลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย melittin ใน
บานไมรูโรย โดยใช ORSV บริสุทธิ์   ความเขมขน  100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรผสมกับ melittin 
ความเขมขน 5 ระดับ  คือ 0, 5, 10, 20 และ 50  ไมโครโมล นํ าสวนผสมปริมาตร 200 ไมโครลติรทา
บนใบบานไมรูโรยแตละใบโดยใชแทงแกว วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) จํ านวน 10 ซํ ้า  พบวา จํ านวนจุดแผลที่เกิดขึ้นไมมีความแตกตางกันระหวางความเขม
ขนของ melittin แตละระดับ  จากจํ านวนแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อ ORSV อยางเดียว แสดงใหเห็น
วา melittin ไมสามารถยับยั้งการเขาท ําลายของ ORSV ในบานไมรูโรย
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By using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect virus contamination 
in 50 orchid samples, it was found that 84% were mixed infected with both  cymbidium mosaic 
potexvirus (CyMV) and odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV), while only 6% of the  
samples  were infected with ORSV and 10% of the samples were infected  with CyMV. By 
comparing the efficiency  of various methods of immunodetection technique using the same set of 
orchid samples for the presence of CyMV and ORSV, it was found that ELISA was as effective 
as other methods but was easier to handle and less confused in interpretation of the results. The 
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was also employed with similar results 
to that obtained by immunodetection technique but the technique required more skill. By testing 
various indicator hosts for ORSV, it was found that the Gomphrena globosa and Chenopodium
amaranticolor were most suitable while the virus failed to propagate in Nicotiana tabacum cv. 
Samsun. By using G. globosa as ORSV propagation host and the purification method of Gooding 
(1967), 13.5 mg of purified ORSV was obtained from 1 kg of infected leaves. The infection 
inhibition test was done  by preincubating 100 ng/ml virus in inoculating buffer with 5 
concentrations of melittin, 0, 5, 10, 20 and 50 µM. Each of  the 200 µl mixtures was  placed  on 
each leaf of G. globosa and mechanically inoculated with a glass rod. The experiment was 
performed  in completely randomized design (CRD) with 10 replications. The numbers of lesions 
resulted from all melittin concentrations were not different from that obtained from ORSV alone  
indicating that melittin could not inhibit ORSV infection in G. globosa.
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บทที ่1
บทนํ า

กลวยไมเปนไมดอกไมประดับที่มีมูลคาการสงออกที่สูงขึ้นทุกป จากสถิติกรมพาณิชย
สัมพันธ กระทรวงพาณิชยรวบรวมไว จากป พ.ศ. 2526 - 2529 มีมูลคาเฉลี่ยปละกวา 400 ลานบาท 
(Anonymous, 1986) และในป พ.ศ. 2531 - 2535  สูงขึ้นเปนประมาณ 580 ลานบาท   (สุรภี        
กีรติยะอังกูร, 2536) จึงนับวากลวยไมเปนพืชเศรษฐกิจที่มีอนาคตพืชหนึ่ง กลวยไมของไทยถูกสง
ไปยังตลาดทั่วโลกมากกวา 40 ประเทศ  ประเทศที่สงไปมากที่สุด คือ ญ่ีปุน รองลงไปไดแก 
เยอรมันนี  อิตาล ีเนเธอรแลนด สหรัฐอเมริกา (ครรชิต ธรรมศิริ, 2541)  ตลาดสงออกมีโอกาสที่จะ
ขยายไดอีกมากในอนาคต และประเทศไทยมีความเหมาะสมในการปลูกกลวยไมไดดี คือสภาพ
อากาศที่สามารถปลูกเลี้ยงกลวยไมไดตลอดปในทุกภาคของประเทศ อัตราคาแรงงานยังไมสูง นอก
จากน้ันชนิดและสีของกลวยไมไทยยังมีความสวยงามไมแพประเทศคูแขง เนื่องจากมีการพัฒนา
ปรับปรุงพันธุใหม ๆ ทั้งทางดานสีและรูปทรงของดอกอยูตลอดเวลา

การปลูกกลวยไมมีอุปสรรคที่นับวาสํ าคัญมากคือ การเขาท ําลายของโรค โรคท่ีมีสาเหตุ
จากเชื้อราหรือแบคทีเรียสามารถควบคุมไดดวยการใชสารเคมีแตโรคที่มีสาเหตุจากไวรัสไม
สามารถใชสารเคมีควบคุมไดเพราะไวรัสมีอนุภาคขนาดเล็กมาก เพิ่มปริมาณอยูในเซลลพืช และมี
องคประกอบที่คลายกันกับสารโมเลกุลใหญ (macromolecule) ของพืช การก ําจัดไวรัสจึงเปนการ
ทํ าลายเซลลพืชดวย  เชื้อไวรัส 2 ชนิดที่พบวามีการระบาดเขาทํ าลายกลวยไมมากที่สุด คือ  
cymbidium mosaic potexvirus (CyMV)  และ odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) หรือ
ท่ีรูจักในช่ือเดิมวา tobacco mosaic virus-orchid (TMV-O) (Lawson and Brannigan, 1986) พบเขา
ท ําลายกลวยไมหลายสกุล โดย CyMV จะมีผลท ําใหปริมาณดอกลดลงและท ําใหใบเกิดแผลจุดส ี 
น้ํ าตาลไดในกลวยไมบางสกุล   ส ําหรับ  ORSV ท ําใหเกิดแผลจุดที่ใบและดอกดาง (จารุวรรณ  จาติ
เสถียร และคณะ, 2540) เม่ือใดท่ีไวรัสท้ังสองชนิดเขาทํ าลายรวมกัน จะท ําใหตนกลวยไมทรุดโทรม
มีผลท ําใหตนกลวยไมคุณภาพดอยลง จากการส ํารวจโรคไวรัสกลวยไมท้ังสองชนิดในประเทศไทย 
พบวากลวยไมสกุลหวายและสกุลออนซิเดียมลูกผสมใหมเปนโรครอยละ 20-30 และลูกผสมสาย
พันธุเกาเปนโรครอยละ 60-90 สวนสกุลแวนดาและสกุลแคทลียา พบเปนโรครอยละ 20-30 จาก
การส ํารวจกลวยไมในมลรัฐฮาวาย 3,600 ตน 44 สกุล พบวาม ีCyMV รอยละ 61 ORSV  รอยละ  25
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และเช้ือเขาทํ าลายรวมกันรอยละ 20 (Hu, Ferreira, Wang and Xu, 1993)    ประเด็นส ําคัญ คือ เช้ือ
ไวรัสทั้ง 2   ชนิดสามารถอยูในเซลลทุกสวนของพืช   แมในเน้ือเย่ือเจริญสวนปลายยอด (meristem 
tissue) ดังน้ันการตัดเอาสวน single meristem tip มาขยายพันธุดวยการปนตา เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ก็ยัง
มีโอกาสติดเชื้อไปได การขยายพันธุดวยการแยกหนอหรือปนตาจากตนพันธุท่ีเปนโรค หากไมมี
การตรวจสอบสภาพติดเชื้อของตนที่ไดอาจเปนสาเหตุใหโรคไวรัสแพรกระจายออกไปอยางกวาง
ขวางได (สุรภี กีรติยะอังกูร, กิตติศักดิ ์กีรติยะอังกูร และนวลจันทร ดีมา, 2532)

ORSV  เปนไวรัสในกลุม tobamovirus กลุมเดียวกับ TMV แตมีชนิดของพืชอาศัยนอยชนิด
กวา (Jensen and Gold, 1951) มีรายงานพบเขาท ําลายกลวยไมถึง 20 สกุล ORSV อนุภาคเปนทอน
ตรงขนาด 300 x 18 นาโนเมตร ที่ประกอบดวย plus - sense genomic RNA ขนาดความยาว 6,609 
nucleotides ปลายสวน  5′  เกาะดวย cap และดาน 3′  ตอดวย Histidine tRNA และพบวาดานปลาย 
3′  ประกอบดวยยีนสราง coat protein ซึ่งมีการแสดงออกในลักษณะเปน subgenomic RNA

การควบคุมโรคท่ีเกิดจากไวรัสในกลวยไม มีการทดลองหลายวิธ ี เชน การพัฒนาการเพาะ
เลี้ยงเน้ือเยื่อเจริญเพื่อผลิตกลวยไมสกุลซิมบิเดียมใหปลอดไวรัส ซึ่งตอมามีการศึกษาในกลวยไม
หลายชนิด (Morel, 1960) และมีการศึกษาควบคูไปกับการใชความรอนและสารเคมีในการควบคุม
หรือลดปริมาณเชื้อกอนนํ าไปเล้ียงเน้ือเย่ือเจริญ        ซึ่งท ําการทดลองในกลวยไมสกุลออนซิเดียม 
(จารุวรรณ จาติเสถียร, สุรภี กีรติยะอังกูร และสิริลักษณ โลหสวัสดิ์, 2540) นอกจากนี้การใชวิธีทาง
พันธุวิศวกรรมในการปรับปรุงพันธุกลวยไมใหปลอดไวรัส ซึ่งเปนวิธีการที่ผลิตกลวยไมใหตาน
ทานโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส โดยไดมีการศึกษาการเรียงล ําดับยีนไวรัส ท ําการตัดตอนํ ายีนที่ก ําหนด
การสรางโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส เขาไปในพืช ท ําใหพืชมีการตานทานตอการเขาทํ าลายของไว
รัส (Chia, Chan and Chua, 1992 )

นอกจากวิธีการทางพันธุวิศวกรรม ในธรรมชาติพบวามีพืชหลายชนิดที่สามารถสรางสาร
ยับยั้งไวรัส ประเภทท่ีเปน protein glycoprotein หรือ polysaccharide ได  ตัวอยางเชน pokeweed 
(Phytolacca americana) สามารถผลิต pokeweed antiviral protein (PAP) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีสามารถ
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งไวรัสไดหลายชนิดทั้งที่เปนสาเหตุของ
โรคพืชและสัตว(Verma, Versha and Baranwal, 1995) เนื่องจากสารยับยั้งไวรัสมีบทบาทสํ าคัญทาง
การแพทย ในปจจุบันจึงมีผูสนใจในการสกัดและสังเคราะหสารยับยั้งไวรัสที่มีกลไกการตานทาน
แบบตาง ๆ อยางกวางขวาง โดยมีรายงานพบวา melittin ซึ่งเปน amphipathic peptide ที่ประกอบ
ดวย amino acid 26 ตัวและเปนองคประกอบส ําคัญของพิษผึ้ง มีความสามารถในการลดการเพิ่ม
จํ านวนของ HIV ได (Wachinger et al., 1998) และมีรายงานการศึกษาถึงการยับยั้งการติดเชื้อของ 
TMV ในยาสูบโดยใช melittin และ analogs ของ melittin พบวาสามารถลดการติดเช้ือของ TMV 
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ในยาสูบได (Marcos, Houghten, Blondelle and Paya, 1995) เมื่อเปรียบเทียบล ําดับกรดอะมโินของ 
melittin กับ โปรตีนหอหุมอนุภาค (coat protein, CP) ของ TMV ซึ่งเปนไวรัสในกลุมเดียวกับ 
ORSV พบวามีลํ าดับกรดอะมิโนและโครงสรางคลายกับสวนของ TMV-CP ที่ท ําหนาที่เกี่ยวกับ 
protein-protein และ protein-RNA interaction ในกระบวนการเขารวมตัวเปนอนุภาคไวรัส (Marcos 
et al., 1995)  ดังนั้นการศึกษาถึงการใช melittin เพื่อดูผลการยับยั้งเชื้อ ORSV จึงสามารถใชเปน
แนวทางในการพัฒนาวิธีการควบคุม ORSV ในกลวยไมตอไป

วัตถุประสงคการวิจัย

1.! เพื่อศึกษาเทคนิคการตรวจสอบไวรัส CyMV และ ORSV ในตัวอยางกลวยไม
2.! เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของ melittin ในการยับยั้งการเขาท ําลายของ ORSV
ในพืชทดสอบ
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บทที ่2
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1!ความเปนมาและความส ําคัญของ ORSV ตอกลวยไม
      พืชวงศกลวยไม (Family Orchidaceae) จัดเปนพืชมีดอกวงศใหญที่สุด เฉพาะพันธุปามี
ประมาณ 650 สกุล (ไพบูลย ไพรีพายฤทธิ,์ 2521) มีแหลงปลูกกระจายทั่วทุกสภาพภูมิอากาศของ
ประเทศ เนื่องจากกลวยไมมีดอกที่สวยงามมากและมีความหลากหลายของสายพันธุ ท ําใหมีการซื้อ
ขายแลกเปลี่ยนกลวยไมทั้งภายในประเทศและระหวางประเทศจํ านวนมาก อันเปนสาเหตุสํ าคัญ
ประการหน่ึงของการแพรระบาดโรค โดยเฉพาะโรคไวรัส การเขาท ําลายของโรคไวรัสจึงนับเปน
อุปสรรคท่ีสํ าคัญในการปลูกกลวยไม ไวรัสที่พบในกลวยไมตาง ๆ มีรายงานวามีอยางนอย 25 ชนิด 
(Zetter, Ko, Wister, Elliott and Wong, 1990) แตที่มีการระบาดและมีการศึกษามากที่สุดมีเพียง 2 
ชนิด คือ CyMV และ ORSV (Lawson and Brannigan, 1986) โดย Jensen (1951)  ไดรายงานอาการ
ของโรคดอกดางของ Cattleya labiata var. alfrediana ซึ่งทราบภายหลังวาเกิดจาก ORSV  โดยเรียก
ช่ือโรควา cattleya colour break virus ลักษณะอาการของโรค คือ ดอกมีอาการดาง กลีบดอกบาง
สวนหายไปท ําใหดอกมีรูปรางผิดปกติ (Jensen, 1951)  สํ าหรับปญหาโรคไวรัสของกลวยไมใน
ประเทศไทย ไดเริ่มศึกษาครั้งแรกในป พ.ศ. 2514 อาการโรคไวรัสของกลวยไมท่ีศึกษาและรายงาน
ในประเทศไทย ไดแก ยอดบิด ใบลายตามความยาวใบ จุดประขาวตามความยาวใบ จุดขาวไมเดน
ชัด ดางขอบแผลชัดเจน ดางขอบแผลไมชัดเจน ซึ่งพบในกลวยไมสกุลหวาย สวนในสกุลแคทลียา
และสกุลใกลเคียง พบอาการดอกดางและใบจุด (ปราณี สมุทสินธุ และธีระ สูตะบุตร, 2514)

ORSV ทํ าใหเกิดโรคกับกลวยไมสกุลตาง ๆ เชน แคทลียา อิพิเดนดรัม ซิมบิเดียม รวมทั้งสกุล
ใกลเคียง โดยทํ าใหเกิดแผลจุดที่ใบ และอาการดอกดาง (โชคพิศิษฐ เทพสิทธา, 2537) และท ําให
เกิดแผลจุดตายกับพืชอาศัยชนิดอื่น ที่ใชเปนพืชทดสอบ ไดแก บานไมรูโรย (Gomphrena globosa) 
ยาสูบ (Nicotiana glutinosa) และคีโนโปเดียม (Chenopodium quinoa และ C. amaranticolor) 
(Lawson, 1990) ไดมีการสํ ารวจกลวยไมในฮาวายจํ านวน 3,600 ตน จาก 44 สกุล พบวาถูก  ORSV
เขาท ําลายรอยละ 25 และ CyMV รอยละ 61 และมีการเขาท ําลายรวมกันของ ORSV และ CyMV 
รอยละ 20 (Hu et al., 1993) สวนในประเทศเกาหลีซึ่งท ําการตรวจสอบกลวยไม 186 ตน พบวา 
สามารถตรวจพบ ORSV 100 ตน และ CyMV 16 ตน (Ryu, Park, Chung and Yoon, 1995)  ส ําหรับ
ในประเทศไทยการตรวจสอบกลวยไม พบวาโดยทั่วไป ORSV และ CyMV มักเขาทํ าลายรวมกัน 
และมักพบวา CyMV เปนสาเหตุหลักของโรคกลวยไมสกุลตาง ๆ สวน ORSV พบในกลวยไมบาง
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สกุล เชน แคทลียา และออนซิเดียม (วัชรีพร ชูศิลป, 2525) ในกลวยไมสกุลแคทลียาที่เปนโรคเนื่อง
จาก ORSV และ CyMV รวมกันทํ าใหเกิดอาการท่ีรุนแรงกวาตนท่ีมี CyMV เพียงอยางเดียว โดยพชื
แสดงอาการดอกดาง ดอกมีขนาดเล็กลง จํ านวนดอกและความแข็งแรงนอยลง การเจริญเติบโตของ
ตนลดลงจนถึงหยุดการเจริญเติบโต ใบซีด ตนแคระแกรน และบางตนตายในที่สุด ในขณะที่ 
ORSV เพียงชนิดเดียวไมมีผลตอพืชมากนัก พืชยังคงสามารถเจริญใหหนอใหมท่ีคอนขางแข็งแรง
และใหดอกใหญ แมใบแสดงอาการดางก็ตาม (โชคพิศิษฐ เทพสิทธา, 2537)
การถายทอดเช้ือ ORSV สามารถถายทอดไดงายโดยวิธีการสัมผัส ท ําใหมีการแพรกระจายโรค

ไวรัสของกลวยไมจากตนไมเปนโรคไปยังตนปกติ ซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่ทํ าการตัดดอกและตัดแตง
ตน โดยติดไปกับอุปกรณที่ใช แตไมมีการถายทอดทางเมล็ด และไมพบวามีแมลงพาหะในธรรม
ชาติ (สุรภี กีรติยะอังกูร, 2536) ส ําหรับคุณสมบัติทางกายภาพของ ORSV คือ ความเจือจางสูงสุด
ของน้ํ าคั้นที่ยังคงความสามารถในการเกิดโรคได  (dilution end point : DEP) มีคามากกวา 1 : 
100,000 มีความคงทนตอความรอนในสภาพนํ ้าคั้น (thermal inactivation point : TIP) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีและความคงทนในสภาพนํ้ าค้ันท่ีอุณหภูมิหอง (longivity in vitro หรือ 
aging in  vitro) ไดนานกวา 1 เดือน (สาวิตร โพธิ์แกว และธีระ สูตะบุตร, 2517)

2.2!องคประกอบและโครงสรางของ ORSV
Odontoglossum ringspot virus (ORSV)     หรือ tobacco mosaic virus-orchid strain (TMV-O) 

ซึ่งแตเดิมแยกจากกลวยไม Rossioglossum grande (Helmut, Cribb and Launert, 1992) หรือเรียกอีก
ช่ือหน่ึงวา Odontoglossum grande (Jensen and Gold, 1951) ORSV จัดอยูในกลุม  tobamovirus 
อนุภาคเปนทอนตรง (stiff rod) ขนาด 18-25 x 280-325 นาโนเมตร ประกอบดวยสารพนัธุกรรม
ชนิดอารเอ็นเอสายบวก  (positive-sense genomic RNA) ขนาด 6.6 กิโลเบส (Jensen and Gold, 
1951)  ปลายดาน 5’ ตอดวย cap และดาน 3’ เปนโครงสรางคลาย tRNA (tRNA- like structure) 
ของ histidine โครงสรางในสวน coding region ประกอบดวย 5-6 ORF ซึ่งกํ าหนดการสรางโปรตีน
ขนาด 126 K และ 183 K สํ าหรับท ําหนาท่ีเปน polymerase โปรตีนขนาด 54 K ซึ่งยังไมทราบหนา
ที่ โปรตีนขนาด 30 K สํ าหรับการเคล่ือนยายของอนุภาค และโปรตีนขนาด 17.6 K สํ าหรับโปรตีน
หอหุมอนุภาคไวรัส สราง subgenomic mRNA ของโปรตีนแบบ read through ของโปรตีนขนาด      
126 K และ 183 K ไดโดยผาน UAG stop codon (Matthew, 1992) คาดวาการจัดเรียงตัวของ nucleic 
acid sequence ของ RNA ของ ORSV นาจะคลายคลึงกับ TMV
การศึกษาการเรียงล ําดับเบสของยีนที่ก ําหนดการสรางโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส ORSV ไดมี

การศึกษาโดย Ryu et al., (1995)  ซึ่งแยกจากกลวยไมสกุลซิมบิเดียม (Cymbidium goeringii
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Reichenbach) พบวายีนดังกลาวประกอบดวยสายโพลีนิวคลีโอไทดขนาด 474 เบส แปลเปนกรดอะ
มิโนได 158 เรซิดิว น้ํ าหนักโมเลกุล 17,785 ดาลตัน และล ําดับเบสทางปลาย 3′  ซึ่งไมไดก ําหนด
การสรางโปรตีน จะจับคูกันเปนโครงสรางที่คลาย tRNA (tRNA-like structure) การเปรียบเทียบ
การเรียงลํ าดับเบสของยีนสวนน้ีกับสารพันธุกรรมของ ORSV ที่แยกไดในประเทศญ่ีปุน และ
เยอรมัน (Isomera et al., 1991) พบวามีความเหมือนกัน รอยละ 98.1 และ 98.3 ตามล ําดับ และเมื่อ
เปรียบเทียบการจัดเรียงล ําดับกรดอะมิโนองคประกอบโปรตีนหอหุมอนุภาค ORSV กับไวรัสชนิด
อื่นในกลุม tobamovirus พบวามีความเหมือนกันในกลุมไวรัส tobacco mosaic virus (TMV) สาย
พันธุตาง ๆ ในระดับความเหมือนรอยละ 73.4, 70.9, 71.5, 69.6, 71.3,51.3 และ 49.4  กับ tobacco 
mosaic virus-tomato strain (TMV-L), tobacco mosaic virus-vulgare strain (TMV-V), tobacco 
mild green mosaic virus (TMGMV), tobacco mosaic virus-Rakkyo strain (TMV-R), pepper mild 
mottle virus (PMMV), sunn-hemp mosaic virus (SHMV) และ cucumber green mottle mosaic 
virus (CGMMV) ตามล ําดับ
การเรียงลํ าดับเบสดานปลาย 3′  ที่ไมไดก ําหนดการสรางโปรตีน พบวา RNA ของ ORSV มี

ขนาด 414 นิวคลีโอไทด ซึ่งจะมีการจัดเรียงลํ าดับเบสในสวนปลายที่ม ี 3 domain ยาวประมาณ 57 
นิวคลีโอไทด คือ (CCGUNGUGNANACGAUANUNCAUAGUGNNUNUCCCUCCACUUAA--
AUCGAAGGGUNNU) ซึ่งในแตละ domain จะมีสวนอนุรักษ คือ CACUUAAAUCGAA ยาว 13 
นิวคลีโอไทด ซึ่งมักพบเสมอในไวรัสกลุม tobamovirus ในสวนปลายสุดของดาน 3′  จะพบวาเกิด
เปนโครงสราง tRNA like structure ท่ีมรีหัส GUG (anticodon ของ histidine) อยูในตํ าแหนง 70-74 
(Ryu et al., 1995)

2.3!การตรวจสอบวินิจฉัยโรค
วิธีการตรวจสอบและวินิจฉัยโรคที่เกิดจากไวรัสในพืชที่นิยมใชมีหลายวิธีดวยกัน คือ

       2.3.1 การศึกษาลักษณะอาการบนพืชอาศัย (bioassay) ซ่ึงจะตรวจสอบผลการเกิดแผลจุดตาย
บนพืชทดสอบซึ่งใชเวลาในการตรวจสอบและอานผลไดในระยะเวลา 1-2 สัปดาห  พืชที่นิยมใช
เปนพืชทดสอบส ําหรับ ORSV ไดแก บานไมรูโรย ยาสูบ และ คีโนโปเดียม (Lawson, 1990)
       2.3.2 วิธีทางเซรุมวิทยา (serodiagnosis technique)  เปนวิธีการตรวจสอบโดยใชหลกัการเกิด
ตะกอนของแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งการตรวจวินิฉัยโดยวิธทางเซรุมวิทยาเปนวิธีที่ใหผลคอน
ขางเร็ว และมีความถูกตองแมนยํ ามากกวาการตรวจโดยใชพืชทดสอบ แตการจะใชวิธีนี้จ ําเปนตอง
มีแอนติบอดีท่ีเช่ือถือไดเปนตัวตรวจสอบ (reference) นอกจากน้ันยังตองใชวัสดุอุปกรณประกอบ
มากกวาการใชพืชทดสอบ (โสภณ วงศแกว, 2536)  วิธีที่นิยมและสามารถตรวจวินิจฉัยไดดีคือ
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            1. Immunoelectron microscopy (IEM) เปนการตรวจสอบโดยนํ าคุณสมบัติความเฉพาะ
เจาะจงระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีรวมกับวิธีทางกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน
            2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เปนการตรวจสอบเชื้อที่มีประสิทธิ
ภาพ เปนวิธีที่ยอมรับกันทั่วไปวามีความไวตอการตรวจหาเชื้อไวรัสพืช (Intasotti, 1992) โดยใช
หลักการของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเชนกัน ซึ่งสามารถตรวจสอบปฎิกิริยาไดโดย
ดูปฎกิิริยาของเอนไซม alkaline phosphatase ที่เกาะบนโมเลกุลแกมมาโกลบูลิน ซึ่งท ําใหซับสเตรท
เปลี่ยนเปนสารที่มีส ี และยังเปนวิธีการหนึ่งที่นิยมใชกันอยางกวางขวาง เพราะเปนวิธีการตรวจหา
ไวรัสที่มีความไวสูง (high sensitivity) สามารถตรวจหาเชื้อไวรัสไดแมจะมีจํ านวนนอย และ
สามารถตรวจสอบตัวอยางเปนจํ านวนมากในแตละคร้ังไดอยางรวดเร็ว (กิตติศักด์ิ กีรติยะอังกูร, 
2534) ปจจุบันไดมีการปรับปรุงเทคนิคและจัดหาอุปกรณใหเหมาะสมท่ีจะเปนเคร่ืองมือเผยแพรให
เกษตรกรไดมีโอกาสตรวจสอบตนพันธุกลวยไมของตนกอนนํ าไปขยายพันธุ (สุรภี กีรติยะอังกูร 
และคณะ, 2534)
      2.3.3  การตรวจสอบกรดนิวคลีอิค ไดแก
            1. วิธีไฮบริไดเซชั่น (hybridization technique) เปนวิธีการท่ีตรวจสอบไวรัสในระดับยีน
หรือกรดนิวคลีอิค สามารถตรวจสอบไวรัสไดแมมีปริมาณเพียงเล็กนอยในเน้ือเยื่อพืช โดยอาศัย
หลักการของการจับคูกันของกรดนิวคลีอิคซ่ึงเปนตัวตรวจสอบ (nucleic acid probe) กับกรดนิวคลี
อิคของไวรัส  (Matthews, 1992)
            2.   วิธี reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)  ปจจุบันเทคนิค 
RT-PCR เขามามีบทบาทในการสังเคราะหและเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนที่ตองการจากอารเอ็นเอ
ตนแบบ เนื่องจากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอสามารถท ําไดจากอารเอ็นเอตนแบบเพียงเสนเดียว ท ํา
ใหมีการพัฒนาวิธีดังกลาว เพ่ือตรวจสอบไวรัสพืชชนิดอารเอ็นเอหลายชนิดท้ังในเน้ือเย่ือพืชและใน
แมลงพาหะ การตรวจสอบไวรัสดวยวิธีนี้มีประสิทธิภาพเพราะสามารถตรวจไวรัสที่มีปริมาณตํ ่าได
ดีกวาวิธ ีELISA ถึง 103-104 เทา ในไวรัสบางชนิด เชน potato leafroll virus (PLRV) ในใบและหัว
ของมันฝรั่งที่ถูกเชื้อเขาท ําลายและในเพลี้ยออน (Myzus persicae) ซึ่งเปนแมลงพาหะ (Van den 
Heuvel and Peters, 1989) การตรวจสวนของยีนที่ก ําหนดการสรางโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสของ 
grapevine fanleaf virus (GFLV) ในเนื้อเยื่อสวนใบ ยอด ราก และเปลือกของตนองุน และใน
ไสเดือนฝอย (Xiphinema index) พาหะของโรค (Rowhani, Chay, Golino and Falk, 1993) การตรวจ
สอบ rice tungro bacilliform virus (RTBV) ในขาว และการตรวจสอบในเพลี้ยจั๊กจั่น (Nephotettix 
virescens) ซึ่งเปนพาหะแบบ semipersistent ในขณะที่วิธ ี ELISA ไมสามารถตรวจสอบพบได 
(Takahashi et al., 1993)  การตรวจสอบ beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) ใน sugar beet 
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(Kruse et al., 1994) และการตรวจสอบ tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) ในถั่วแดง 
(Fonseca, Boiteux, Avila, Lima and Kitajima, 1995) รวมทั้งการพัฒนาเทคนิค RT-PCR เพ่ือตรวจ
สอบไวรัสของไมเน้ือแข็ง เชน cherry leafroll virus (CLRV) grapevine fanleaf virus (GFLV) apple 
mosaic virus (ApMV) และ citrus tristeza closterovirus (CTV) เปนตน โดยตรวจพบต้ังแตความ
เขมขนของไวรัสในระดับตํ่ า  (Rowhani et al., 1995)

2.4!การปองกันและควบคุมโรค
      การปองกันและควบคุมโรคที่เกิดจากไวรัสมีหลายวิธีคือ การใชสารเคมี การใชความรอน การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  และวิธีทางพันธุวิศวกรรม
      2.4.1 การใชสารเคม ี พบวา Actinomycin D, Aspirin, 2,4-Dichorophenoxyacetic acid, 
Hydrotonic และ 2-Thiouracil สามารถท ําใหปริมาณไวรัสลดลงไดแตไมสามารถใชควบคุมโรคไว
รัสในกลวยไมไดทั้งหมด (โชคพิสษิฐ เทพสิทธา, 2528)

2.4.2  การใชความรอน พบวาการใหความรอนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส กับกลวยไมสกุล
ซิมบิเดียมไมสามารถก ําจัด CyMV ได (Jensen, 1951) และไดมีการใชความรอนแหงท่ีอุณหภูมิ 35-
40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 เดือน ท ําใหปริมาณ CyMV ลดลงได แตไมสามารถก ําจัดไวรัส
ใหหมดไปได สวนท่ีระดับอุณหภูมิ 37-42 องศาเซลเซียส ท ําใหเกิดอันตรายกับหวายปอมปาดัวร 
(Dendrodium Pompadour) ในสัปดาหที ่ 4 จึงไมเหมาะที่จะน ํามาใชในการก ําจัด CyMV ในหวาย
ปอมปาดัวร  (กุลฉวี ลีลพนัง และ ธีระ สูตะบุตร, 2520 ;โชคพิศิษฐ เทพสิทธา, 2528)

2.4.3  การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ  พบวาการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือเจริญ (meristem culture) จากสวนปลาย
ยอดที่มีขนาดเล็กมากเทาใดก็จะปลอดตอเชื้อโรคมาก แตมีโอกาสรอดชีวิตนอยลง  โดยมีการ
ทดลองที่ประสบความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อสวนปลายยอดขนาด 0.1 มิลลิเมตร ของ
กลวยไมสกุลซิมบิเดียม  และไดตนที่ปลอดจาก CyMV (Morel, 1960)  และมีการทดลองเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อกลวยไมสกุลหวายแจคเคอลีนคอนเซิท (Dendrobium Jacquelyn Concert) จากสวนของตา
ยอดขนาด 1.5-2 มิลลิเมตร และจากสวนของตาขางขนาด 3-4 มิลลิเมตร พบวาไดตนที่ปราศจาก 
CyMV เมื่อตรวจดวยวิธ ีELISA คิดเปนรอยละ 12.5 (กลอยใจ ส ําเร็จพาณิชย, 2534)

2.4.4 วิธีผสมผสาน คือการนํ าวิธคีวบคุมโรคไวรัสหลาย ๆ วิธีมาปรับใชรวมกัน ไดมีการทดลอง
ใชความรอนรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในกลวยไมสกุลหวาย การใชความรอนแหงท่ีอุณหภูมิ 35-
40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห และ 1 เดือน จากนั้นตัดปลายยอดขนาด 0.5-1 มิลลิเมตร มา
เพาะเลี้ยงไดตนที่ปลอดเชื้อ CyMV เพียงรอยละ 10 เทาน้ัน (โชคพิศษิฐ เทพสิทธา, 2528)
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2.4.5 การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ปจจุบันความกาวหนาของเทคโนโลยีดานพันธุวิศวกรรม
ไดเขามามีบทบาทตอการปรับปรุงพันธุพืชเพื่อเพิ่มลักษณะที่ดีบางประการทั้งทางดานคุณภาพและ
ปริมาณใหกับพืช โดยการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติในระดับยีนหรือดีเอ็นเอของพืช ในการปรับปรุง
พันธุพืชเพ่ือใหตานทานตอไวรัส ไดมีการศึกษาการเรียงล ําดับยีนไวรัส แลวท ําการถายยีนที่กํ าหนด
การสรางโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสเขาใปในพืช เพื่อใหเกิดความตานทานตอไวรัสชนิดน้ัน ๆ 
หรือชนิดใกลเคียง  ไดมีการทดลองท ําในกลวยไม โดยการถายยีนรายงานผล (reporter gene) โดย
วิธียิงอนุภาค (particle bombardment) เขาไปยังโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลแวนดา และตรวจพบ
การแสดงออกของยีนรายงานผลดังกลาวหลังจากท ําการยิงอนุภาคแลว  6 สัปดาห (Chia et al., 
1990)  แตพบวาการพัฒนาของกลวยไมที่ไดรับการถายยีนไมดีเทาทีควรเนื่องจากผลของกานามัย
ซินตอการเจริญเติบโตของโปรโตคอรมและการพฒันาไปเปนตนของกลวยไม (Kuehnle and Sugii, 
1992)

2.5  การใช melittin ในการควบคุมไวรัส
   นอกจากวิธีการทางพันธุวิศวกรรม ในธรรมชาติพบวามีพืชหลายชนิดที่สามารถสรางสาร

ยับยั้งไวรัส ประเภท protein glycoprotein หรือ polysaccharide ได  ตัวอยางเชน pokeweed
(Phytolacca americana) สามารถผลิต pokeweed antiviral protein (PAP) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมี
สามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งไวรัสไดหลายชนิดทั้งที่เปน
โรคพืชและสัตว(Verma et al., 1995) เนื่องจากสารยับยั้งไวรัสมีบทบาทสํ าคัญทางการแพทย ใน
ปจจุบันจึงมีผูสนใจในการสกัด  และสังเคราะหสารยับยั้งไวรัสที่มีกลไกการตานทานแบบตาง ๆ
อยางกวางขวาง ในระยะเวลาเมื่อไมนานมานี้มีการคนพบ antiviral peptides หลายชนิดที่มีประสิทธิ
ภาพในการตานทาน human immunodeficiency virus (HIV) หรือ herpes simplex virus ได โดยพบ
วาความคลายคลึงของล ําดับกรดอะมิโนของเปปไทดสังเคราะหเหลาน้ีกับโปรตีนของเช้ือไวรัสมีผล
สํ าคัญตอการลด infectivity ของไวรัสชนิดน้ันๆ ลง ซึ่งเปปไทดสังเคราะหเหลานี้จะมีผลตอโปรตีน
หอหุมอนุภาคในกระบวนการเขารวมตัวเปนอนุภาคไวรัส (assembly) (Wachinger, Samtleben,
Gerhauser, Wagner and Erfle, 1993) นอกจากนี้มีการรายงานวา melittin ซึ่งเปน amphipathic
peptide ที่ประกอบดวย amino acid 26 ตัวและเปนองคประกอบส ําคัญของพิษผึ้ง มีความสามารถใน
การลดการเพิ่มจ ํานวนของ HIV ได เน่ืองจาก melittin สามารถจับกับ gag/pol precursor และปอง
กัน processing ของ gag/pol โดย HIV protease  (Wachinger et al., 1993)  เมื่อท ําการเปรียบเทียบ
ลํ าดับกรดอะมโินของ melittin กับ CP ของ TMV ซึ่งเปนไวรัสในกลุมเดียวกับ ORSV พบวามี
ลํ าดับกรดอะมิโนและโครงสรางคลายกับสวนของ TMV-CP ที่ท ําหนาที่เกี่ยวกับ protein-protein
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คือ บริเวณ Ala-74 และ Val-75 ซึ่งทํ าหนาที่เกี่ยวกับ intersubunit CP hydrophobic contacts และ
Asp-77 ทํ าหนาที่เกี่ยวกับ intersubunit pairs of carboxyl group ในขณะที่ Arg-90 และ Arg-92
เกี่ยวของกับ RNA binding (Marcos et al., 1995) เม่ือนํ า melittin  และ melittin analogs มาผสมกับ
เชื้อ TMV กอนปลูกเชื้อลงบนใบยาสูบ Macos et al., (1995) พบวา melittin และ melittin analogs
สามารถยับยัง้การเขาทํ าลายของ TMV และไวรัสอื่นที่เกี่ยวพันอยางใกลชิดกับ TMV ได และการ
ยับยั้งน้ีอาจมีผลเนื่องมาจากสายเปปไทดเหลานี้ไปขัดขวางการจับตัวของ CP  กับ RNA ของไวรัส
หรืออาจทํ าปฏิกิริยากับอนุภาคไวรัสโดยตรง  ดังนั้นการศึกษาถึงผลของการใช melittin ยับยั้งเชื้อ
ORSV จึงสามารถใชเปนแนวทางในการพัฒนาวิธีการควบคุมเชื้อ ORSV ในกลวยไมที่มีประสิทธิ
ภาพตอไป

TMV CP 71 -     R Y N A V L D  P L V T A L L G A F D T - - R N R  I  I -94
 Melittin              G  I G  A V L K V L T T G L P A  L I  S W- - R K R Q Q

ภาพท่ี 2.1  แสดงลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน coat protein ของเช้ือ TMV
     เปรียบเทียบกับสายเปปไทด melittin  (ที่มา : Marcos et al., 1995)



บทที ่3
วสัดุ อุปกรณ และวิธีการ

      การทดลองมี 6 ข้ันตอน คือ การตรวจสอบไวรัสในกลวยไมจากแหลงปลูก, การเปรียบเทียบวิธี
การตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค immunodetection, การตรวจสอบเช้ือ CyMV 
และ ORSV ดวยวิธ ี RT-PCR, การทดสอบชนิดพืชอาศัยที่เหมาะสมในการตรวจสอบเชื้อ ORSV, 
การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ และการทดสอบการยับยั้งการเขาท ําลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย melittin 
(infection inhibition)

3.1!การตรวจสอบไวรัสในกลวยไมจากแหลงปลูก
       เน่ืองจากในธรรมชาติ พบวาเชื้อ CyMV และ ORSV มักเขาท ําลายพืชรวมกัน ตัวอยางกลวยไม
จากรังกลวยไมของเกษตรกร จึงนาจะมีการเขาทํ าลายของเชื้อทั้งสองชนิด ในการทดลองครั้งนี้มี
ความจํ าเปนที่จะตองทดลองคนหากลวยไมที่มีเฉพาะเชื้อ ORSV เขาทํ าลายเพ่ือใชเปนแหลงเช้ือเร่ิม
ตนในการทดลอง โดยไดสุมเก็บตัวอยางกลวยไมจากรังกลวยไม 3 รัง ในเขตอํ าเภอเมือง จังหวัด
นครราชสีมา จํ านวนตัวอยางท่ีนํ ามาตรวจสอบท้ังหมด 50 ตัวอยาง ซึ่งกลวยไมที่น ํามาตรวจสอบมี
ลักษณะดังนี ้คือ ใบดาง ตามแนวยาวของใบโดยมีสีเขียวออนสลับสีเขียวเขม, ยอดบิด ชวงขอถี่สั้น
แคระแกรน, ชอดอกสัน้ กลีบดอกบิด มีเน้ือเย่ือหนาแข็งกระดาง กลีบดอกสีซีดตรงโคนกลีบ และ
ดอกมีขนาดเล็ก นํ ามาตรวจสอบการติดเช้ือไวรัส โดยวิธ ีELISA
        การตรวจสอบดวยวิธี ELISA มีวิธีการ คือ บดชิ้นสวนของพืชที่ตองการตรวจสอบใน 
carbonate coating buffer อัตรา 1 :20 (w/v) โดยใชโกรงบด ถายนํ ้าคั้นลงไวในหลอดทดสอบ นํ าไป
หมุนเหว่ียงที ่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีโดยเตรียมตัวอยางจากใบพืชปกติเพื่อ
ใชเปน negative control และเตรียมตัวอยางจากพืชที่มีเชื้อ  CyMV และ ORSV เพ่ือใชเปน positive 
control ในลักษณะเดียวกันกับการเตรียมตัวอยางของพืชท่ีตองการตรวจสอบ หลังจากนั้นใชไมโคร
ไปเปตดูดเอาน้ํ าใส (supernatant) ตัวอยางละ 100 ไมโครลติร ใสลงในแตละหลุมของจานทดสอบ 
(microtitre plate) และใหม ี negative และ positve control  ดวย โดยท ํา 2 จานทดสอบ และใสตัว
อยางละ 2 ซํ ้าในแตละจานทดสอบ จากน้ันนํ าจานทดสอบไปบมในกลองชื้น (กลองพลาสติกใส
กระดาษชื้น) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมงหรือเก็บใสตูเย็นคางไว 1 คืน หลังจาก
น้ันเทน้ํ าใสที่บมทิ้งไว แลวลางหลุมใหสะอาดดวย  phosphate buffer saline-Tween (PBS-T)  3 คร้ัง
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โดยแชไว 5 นาทีตอคร้ัง  จากน้ันใชไมโครไปเปตดูดเอา blocking solution ซึ่งมี skim milk 0.1%
ใน carbonate coating buffer  จํ านวน 100 ไมโครลติรใสลงในแตละหลุมของจานทดสอบ นํ าไปบม
ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวท ําการลางเชนเดียวกันโดยใช PBS-T   ตอจาก
น้ันเตรียม anti-CyMV และ  anti-ORSV อัตรา 1 : 1000 (v/v) ใน conjugate buffer  นํ าไปหยอดใน
หลุมที่ลางแลวหลุมละ 100 ไมโครลติร โดยแยกทํ า antirerum ละ 1 จานทดสอบ แลวบมในกลอง
ช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวจึงลางดวย PBS-T   ตอจากน้ันเตรียม  anti
rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate อัตรา 1 : 1000 (v/v) ใน conjugate buffer  นํ าไปหยอด
ในหลุมที่ลางแลวหลุมละ 100 ไมโครลติร แลวบมในกลองชื้นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1
ช่ัวโมง แลวจึงลางดวย PBS-T   ตอจากน้ันเตรียม 0.1% p-nitrophenyl phosphate ใน substrate
buffer เทาที่ตองการใชน ํามาหยอดลงในหลุมที่ลางแลวหลุมละ 100 ไมโครลติร นํ าไปบมไวใน
กลองชื้นในที่มืดที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 45-60 นาท ี นํ าออกมาตรวจสอบ
ปฏิกริิยา โดยเมื่อมีสีเหลืองปรากฏขึ้นบนหลุม positive control  จนเห็นชัดดวยตาเปลาแลว หยุด
ปฏิกิริยาดวย 3M KOH อัตรา 25 ไมโครลติร จากน้ันนํ าจานทดสอบไปวัดความเขมของสีที่เกิดขึ้น
ดวย ELISA reader (Packard Spectra CountTM) ที่ความยาวชวงคลื่น 405 นาโนเมตร

3.2  การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค
immunodetection
      ในการเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยวิธีเทคนิค immunodetection  
ทํ าการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีน,  การตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยวิธ ี
Western blot analysis , วิธ ี tissue printting, วิธ ี dot blot analysis และ วิธ ี ELISA ใชตัวอยาง
กลวยไมจํ านวน 4 ตัวอยางซึ่งเปนตัวอยางเดียวกันสํ าหรับท ําการตรวจสอบท้ัง 5 วิธ ี เพ่ือทํ าการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแตละวิธี
            3.2.1  การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีน
                      ท ําการเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีน 2 วิธ ีคือ วิธีแรก นํ าใบกลวยไมที่เปนโรคที่เกิด
จากเชื้อไวรัสและใบปกติจ ํานวนตัวอยางละ 1 กรัม มาบดใน extraction buffer I ซึ่งประกอบดวย
(0.5 M Tris-HCl,  pH 6.8) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  และ วิธีที ่2  นํ าใบกลวยไมจ ํานวน 0.1 กรัม มาบด
ใน extraction buffer II (50 mM sodium phosphate, pH 7.0, 10 mM β-mercaptoethanol, 10 mM
Na2 EDTA, 0.1% (v/v) Triton X-100) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ
นาที ที ่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีแยกเอาเฉพาะสวนนํ้ าใส (supernatant) มาท ําการศึกษา
โปรตีนเพื่อตรวจหา CyMV และORSV ดวยวิธ ี sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
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electrophoresis (SDS-PAGE) โดยนํ าน้ํ าใสที่ไดจากการสกัดโปรตีนมารวมกับ sample buffer
(0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% (v/v) glycerol, 20% (w/v) SDS, 0.05% (v/v)  β-mercaptoethanol
, 0.02% (w/v) bromphenol blue) ในอัตรา 1 : 1 โดยปริมาตร แลวนํ าไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 95
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีหลังจากนั้นนํ ามาท ําการแยกโปรตีนใน 12.5% acrylamide slab gel
ดวยชุด mini-protein III (Bio-rad) ตามวิธีการที่ผูผลิตแนะนํ า โดยใสปริมาณของตัวอยาง ตัวอยาง
ละ 0.02 มิลลิลิตร หลังจากท ํา electrophoresis แลวท ําการยอมสีโปรตีนดวย coomassie brilliant
blue R-250  ตามวิธีการของสุมิตรา กันตรง (2541)
            3.2.2 การตรวจสอบเชือ้ CyMV และ ORSV ดวยวิธี Western blot analysis
                     นํ าน้ํ าใสที่ไดจากการสกัดโปรตีนดวยวิธีการสกัดโปรตีนวิธีที่ 2  จากใบกลวยไมที่เปน
โรคและใบปกติ มาท ําการวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE โดยใสปริมาณตัวอยาง 0.02
มิลลิลติรตอ 1 ชอง หลังจากท ํา  SDS-PAGE แลวยายแผนเจลมาถายโปรตีนลงบน PVDF
membrane ดวย mini-transbloter (Bio-rad) โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลว
นํ า PVDF membrane มาแชใน blocking solution  (Tris-buffered saline (TBS), pH 7.5 ผสม 5%
(w/v)  skim milk) นํ าไปบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้น
ลางดวย TBS ที่ม ี 0.5% (v/v) Tween 20 (TBS-T20) 3 คร้ัง ครั้งละ 5 นาท ีแลวนํ า PVDF membrane
มาแชใน antiserum ของ CyMV และ ORSV ท่ีเจือจาง  1 : 2000  ใน TBS-T20 ที่ผสม 1% (w/v)
skim milk นํ าไปบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลาง 3
คร้ัง ครั้งละ 5 นาท ี ดวย TBS-T20 แลวนํ า PVDF membrane มาแชใน horseradish peroxidase
labeled goat anti-rabbit IgG (IgG-HRP)  ท่ีเจือจาง 1 : 2000 ใน TBS-T20 ที่ผสม 1%  skim millk
นํ าไปบมปฏิกิริยาที ่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลาง 3 คร้ัง ครั้งละ 5 นาท ีดวย
TBS-T20 แลวลางดวย TBS อีก 1 คร้ัง    แลวนํ าไปตรวจปฏิกิริยาดวยชุดตรวจสอบ 4 CN Plus
(Promega) ตามวิธีการที่ผูผลิตแนะนํ า
            3.2.3 การตรวจสอบเชือ้ CyMV และ ORSV ดวยวิธี Tissue-printing
                     นํ าใบกลวยไมที่เปนโรคและใบปกติมาตัดตามแนวขวางของใบ แลวพิมพโดยกดดาน
ที่เปนรอยตัดบน PVDF membrane แลวนํ า PVDF membrane มาท ําปฏิกิริยากับ antiserum และ
กระบวนการตาง ๆ พรอมตรวจผลดวยวิธีการเชนเดียวกับ western blot analysis
            3.2.4 การตรวจสอบเชือ้ CyMV และ ORSV ดวยวิธี Dot blot analysis
                     นํ าใบกลวยไมที่เปนโรคและใบปกติ จํ านวนตัวอยางละ 0.1 กรัม มาบดใน extract 
buffer ตามวิธีการสกัดโปรตีนวิธีที่ 2  แลวนํ าน้ํ าใสที่ไดปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร  มาหยดลงบน 
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PVDF membrane หลังจากนั้นนํ า PVDF membrane มาท ําปฏิกิริยากับ antiserum และกระบวนการ
ตาง ๆ พรอมตรวจผลดวยวิธีการเชนเดียวกับ western blot analysis
            3.2.5 การตรวจสอบเชือ้ CyMV และ ORSV ดวยวิธี ELISA
                     นํ าใบกลวยไมที่เปนโรคมาบดใน carbonate coating buffer อัตรา 1 :20 (w/v) โดยใช
โกรงบด ถายนํ ้าคั้นลงไวในหลอดทดสอบ นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาท ี โดยเตรียมตัวอยางจากใบพืชปกติเพื่อใชเปน negative control และเตรียมตัวอยางจาก
พืชที่มีเชื้อ  CyMV และ ORSV เพ่ือใชเปน positive control ในลักษณะเดียวกันกับการเตรียมตัว
อยางของพืชที่ตองการตรวจสอบ หลังจากน้ันใชไมโครไปเปตดูดเอาน้ํ าใส (supernatant) ตัวอยาง
ละ 100 ไมโครลติร ใสลงในแตละหลุมของจานทดสอบ (microtitre plate) โดยใหม ี negative (ใบ
กลวยไมปกติ) และ positve control  (ใบพืชท่ีเปนโรคจาก CyMV และ ORSV) ดวย หลังจากนั้นท ํา
การตรวจผลดวยวิธี ELISA ตามขัน้ตอนตามท่ีระบุใน 3.1

3.3 การตรวจสอบเช้ือ  CyMV และ ORSV ดวยวิธี RT-PCR
        นํ าตัวอยางกลวยไมที่เปนโรคและใบปกติ มาท ําการสกัดแยก ssRNA ของเชื้อทั้งสองดวยสาร
ผสม TRIzol (Gibco)  ตามวิธีการของสุรภ ี กีรติยะอังกูร และคณะ (2540) ตอจากน้ันทํ าการ
สังเคราะห  cDNA จาก RNA โดยใช primers ที่มีความจ ําเพาะตอ CyMV และ ORSV  (ภาคผนวกที ่
8) และชุด Access RT-PCR system (Promega) ท ําปฏิกิริยา  reverse transcription เพ่ือใหเปน cDNA 
ท่ีอุณหภูมิ 48  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 45 นาท ี  แลวนํ า cDNA ไปสังเคราะห DNA ในปฏิกิริยา 
PCR ในเคร่ือง  thermocycler  ท่ีต้ังโปรแกรมท่ีอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาท ีจํ านวน 
1 รอบ ตอดวย อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท,ี อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
30 วินาท,ี อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี จํ านวน 30 รอบ และที่อุณหภูมิ  68 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 7 นาท ีจํ านวน 1 รอบ หลังจากนั้นนํ า DNA ที่สังเคราะหไดไปวิเคราะหดวยการ
ท ํา eletrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel  โดยอานผลจากขนาดของ DNA ท่ีเกิดเปน band เม่ือ
ยอมดวย ethidium bromide สองดูดวยแสง UV เทียบกับ positive control ของ DNA ขนาด  323 bp 
และ  molecular marker คือ 100 bp DNA ladder (Promega)

3.4 การทดสอบชนิดพืชอาศัยท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบเช้ือ ORSV
 ท ําการปลูกเชื้อ ORSV บนพืชอาศัยที่เปน local lesion host  คือ บานไมรูโรย (Gomphrena

globosa), ถั่วเขียว (Vigna radiata) , Chenopodium amaranticolor และพืชอาศัยที่เปน systemic
host คือ ยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun (Nicotiana tabacum cv. Samsun.), งา (Sesamum indicum),
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มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) โดยเก็บพืชที่จะทดสอบไวในที่มืด 3-10 ช่ัวโมงกอนท่ีจะนํ า
มาทํ าการปลูกเชื้อ แลวเตรียมน้ํ าคั้นพืชที่มีเชื้อ ORSV โดยบดพืชที่มีเชื้อ ORSV ใน extraction
buffer ที่แชเย็น ซึ่งม ี β-mercaptoethanol 0.2% และ celite 1% ใน 0.05 M phosphate buffer, pH 7.0
โดยบดในโกรงและสากที่แชเย็น ในอัตราสวน 1 : 10 (w/v) หลังจากปลูกเชื้อเปนเวลา 7 วัน (local
lesion host) และ 14  วัน (systemic host) นํ าพืชมาท ําการตรวจสอบการติดเช้ือดวยวิธี ELISA โดยมี
ตัวอยางท่ีเปน positive control และ negative control  เพื่อนํ าไปเปรียบเทียบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจาก
ตัวอยางที่ไดรับการปลูกเชื้อ

3.5  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ
        เตรียมเช้ือไวรัส ORSV บริสุทธิ์โ ดยดัดแปลงจากวิธีการของ  Gooding (1967) และ ธนาคร 
จารุพัฒน (2526)  โดยนํ าน้ํ าคั้นจากใบ C. amaranticolor ท่ีมเีช้ือ ORSV (ไดรับความอนุเคราะหจาก
คุณสุรภี กีรติยะอังกูร) มาท ําการปลูกเช้ือบนบานไมรูโรย (G. globosa) และยาสูบใบใหญ พันธุ 
Samsun (N. tabacum cv. Samsun.) หลังจากทํ าการปลูกเชื้อเปนเวลา 7 วัน และ 14 วัน ตามล ําดับ 
โดยในบานไมรูโรยจะแสดงอาการแผลจุดสีเหลือง  นํ าใบของบานไมรูโรย จํ านวน 40 กรัม และ
ยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun จํ านวน 400 กรัม มาบดใน 0.5 M sodium phosphate buffer, pH 7.2 ที่
ผสม   β-mercaptoethanol  1% โดยปริมาตร ในอัตราสวน 1 : 1  (ใบ : บัฟเฟอร) กรองนํ ้าค้ันผานผา
ขาวบาง 2 ชั้น  เติม n- butanol  ในอัตราสวน  8/100  ของปริมาตรของน้ํ าคั้นพืช กวนใหเขากันอยาง
ตอเนื่องที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี จากน้ันนํ าไปหมุนเหวี่ยงดวย Sorvall 
superspeed RC- 5 refrigerated centrifuge (SS-34 rotor) แรงหมุนเหว่ียง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาท ี  เก็บสวนนํ ้าใสเติม  PEG 6,000 ใหมีความเขมขน 4 % โดยนํ้ า
หนักตอปริมาตร กวนใหเขากันที ่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา  10 นาท ี นํ ามาตกตะกอนโดยหมุน
เหวี่ยงดวยแรงหมุนเหวี่ยง 10,000 g เปนเวลา 15 นาท ี ละลายตะกอนดวย  0.01 M sodium 
phosphate buffer, pH 7.2  ในอัตราสวน 1/5  ของปริมาตรน้ํ าคั้นพืช แลวนํ ามาหมุนเหว่ียงดวยแรง
หมุนเหว่ียง  10,000 g   เปนเวลา 15 นาท ี  เก็บสวนนํ ้าใสมาเติม NaCl และ PEG 6,000 ใหมีความ
เขมขน 4 % โดยนํ้ าหนักตอปริมาตร  กวนใหเขากันที ่ 4 องศาเซลเซียส จากน้ันนํ าไปหมุนเหวี่ยง
ดวยแรงหมุนหว่ียง 10,000 g  เปนเวลา 15 นาท ี ละลายตะกอนไวรัสดวย 0.01 M sodium phosphate 
buffer, pH 7.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ที ่ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวนํ ามาหมุนเหว่ียงดวย 
Beckman XL-100 ultracentrifuge (70.1 Ti rotor) ดวยแรงหมุนเหว่ียง 30,000 g  เปนเวลา 60 นาท ีที ่
4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนไวรัสที่ไดมาละลายใน 0.01 M sodium phosphate buffer, pH 7.2 
จํ านวน 200 ไมโครลิตร วัดความเขมของสารแขวนลอยไวรัสโดยใชเคร่ือง spectrophotometer ดูคา
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตรจากคาดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร นํ ามาหา
ความเขมขนของไวรัสโดยคํ านวณจากคา Specific extenction coefficient ของเช้ือ ORSV  ซึ่งเทากับ 
3.0 (Paul, 1975) และตรวจสอบไวรัสบริสุทธิท่ี์ไดดวยวิธ ีELISA

3.6 การทดสอบการยบัยัง้การเขาทํ าลายพืชของเช้ือ ORSV ดวย melittin (infection 
inhibition)
การทดสอบ inhibition  ใชบานไมรูโรย ซึ่งเปน local lesion host  เปนพืชทดสอบ วางแผนการ

ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มี 10 ซํ ้าในแตละตํ ารับทดลอง ซึ่งไดแก         
ไวรัสบริสุทธิ์ผสม melittin เขมขน  5, 10, 20 และ 50  ไมโครโมล ใน 3-(N- morpholino) propane 
sulfonic acid (Mops) โดยใชไวรัส ORSV บริสุทธิ ์ เขมขน 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร inoculation 
buffer ในทุกความเขมขนของ  melittin  บมเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ กับ melittin กอนปลูกเชื้อ  15 นาท ี
ใชบานไมรูโรยอายุ 28 วัน โดยเก็บพืชไวในที่มืด 1 วันกอนปลูกเชื้อ  และใชเฉพาะใบคูที่ 2 จาก
โคนตนเปนใบทดสอบ ปลูกเชื้อโดยหยดสวนผสมของไวรัสบริสุทธิ์กับ melittin ปริมาตร 200 
ไมโครลติร ลงบนใบทดสอบ จากนั้นใชแทงแกวกลิ้งลงบนใบที่หยดสวนผสมของไวรัสบริสุทธิ์กับ 
melittin กลับ-ไปมา จํ านวน 5 คร้ัง ใชใบ 10 ใบ (ซํ ้า)  ทดสอบ melittin แตละความเขมขน     เปรียบ
เทียบกับใบขางที่เหลือที่ปลูกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ที่ไมไดผสม melittin  รวมทั้งมีการปลูกเชื้อโดยใช 
inoculate buffer  และ melittin เพียงอยางเดียวเพื่อตรวจสอบผลการทดลอง หลังจากท ําการปลูกเชื้อ
เปนเวลา 7 วัน ท ําการนับจํ านวนแผลที่เกิดขึ้น เปรียบเทียบกันระหวางการปลูกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์
เพียงอยางเดียวกับการปลูกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์รวมกับ melittin ที่ความเขมขนตาง ๆ

สถานที่ทํ าการทดลอง
หองปฏิบัติการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี



บทที ่4
ผลและวิจารณผลการทดลอง

4.1!ผลการทดลองท่ี 1 การตรวจสอบไวรัสในกลวยไมจากแหลงปลูก

        จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมที่นาจะมีการเขาทํ าลายของเชื้อ CyMV และ ORSV จากรัง
กลวยไมของเกษตรกรในเขตอํ าเภอเมือง จังหวัดนครราชสมีา จํ านวน 50 ตัวอยางดวยวิธี ELISA
พบวามีตัวอยางกลวยไมที่มีการเขาท ําลายของเชื้อ CyMV รวมกับ ORSV จํ านวน 42 ตัวอยาง คิด
เปน 84 เปอรเซ็นตของจํ านวนตัวอยางกลวยไมทั้งหมด  และตัวอยางกลวยไมที่มีการเขาทํ าลาย
เฉพาะเชื้อ CyMV จํ านวน 5 ตัวอยาง คิดเปน 10 เปอรเซ็นตของจํ านวนตัวอยางกลวยไมทั้งหมด 
สวนตัวอยางกลวยไมที่มีการเขาท ําลายเฉพาะเชื้อ ORSV จํ านวน 3 ตัวอยาง คิดเปน 6 เปอรเซ็นต
ของจํ านวนตัวอยางกลวยไมทั้งหมด
      จากผลการตรวจสอบดังกลาวสอดคลองกับรายงานการตรวจสอบกลวยไมที่ปลูกในประเทศ
ไทยซึ่งพบวาโดยทั่วไปเชื้อ CyMV และ ORSV มักมีการเขาท ําลายรวมกัน และมักพบวา CyMV 
เปนสาเหตุหลักของโรคกลวยไมที่เกิดจากเชื้อไวรัสในกลวยไมสกุลตาง ๆ สวน ORSV พบใน
กลวยไมบางสกุล (วัชรีพร ชูศิลป, 2525) และจากตัวอยางกลวยไมที่มีการเขาทํ าลายของเชื้อ ORSV 
จํ านวน 3 ตัวอยาง นํ ามาใชเพิ่มปริมาณบนพืชอาศัยที่เหมาะสม เพือ่เตรียมไวรัสบริสุทธิใ์นการ
ทดลองตอไป

4.2  ผลการทดลองท่ี 2 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวย
เทคนิค immunodetection

            4.2.1  การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีน  จากการทดลองพบวาการสกดัโปรตีนวิธีท่ี 
2  โดยใช extraction buffer II    ที่ประกอบดวย 50 mM sodium phosphate, pH 7.0, 10 mM          β-
mercaptoethanol, 10 mM Na2EDTA, 0.1% (v/v) Triton X-100 สามารถสกดัโปรตีนไดปริมาณใกล
เคียงกับการสกัดโปรตีนวิธีแรกซึ่งใช extraction buffer I ท่ีประกอบดวย 0.5 M Tris-HCl,
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pH 6.8  ทั้งๆ ที่ใชเนื้อเยื่อปริมาณนอยกวาดังแสดงในภาพที่ 4.2.1 และ 4.2.2 เหตุท่ีเปนเชนน้ัน นา
จะเนื่องมาจากใน extraction buffer II มี Triton X-100 เปน detergent ท่ีจะใชเพ่ือแยกโปรตีนออก
จากสารอ่ืน และ β-mercaptoethanol เปนสารที่ทํ าหนาท่ีเปน antioxidant เพราะจะไปยับยั้งปฏิกิริยา 
oxidation ของ phenolic compound จากการที่มีสารซึ่งมีคุณสมบัติดังกลาวจึงท ําให extraction 
buffer II มีประสิทธิภาพในการสกัดโปรตีนไดดีกวา Tris-HCl
            4.2.2  Western blot analysis  การตรวจสอบกลวยไมที่เปนโรคจ ํานวน 4 ตัวอยาง พบวา
เมื่อใช antiserum ของ CyMV เปน primary antiserum ปรากฏแถบสีของโปรตีนส ําคัญ บน PVDF 
membrane ในกลวยไมทั้ง 4 ตัวอยาง ซึ่งเมื่อคํ านวณจากระยะทางการเคลื่อนที่เทียบกับ MW 
standard มีน้ํ าหนักโมเลกุลของโปรตีนประมาณ 23,600 ดาลตัน (ภาพที่ 4.2.3) สวนใน PVDF 
membrane ที่ท ําปฏิกิริยาดวย antiserum ของ ORSV เปน primary antiserum เกิดแถบสขีองโปรตีน
เฉพาะในกลวยไมตัวอยางที่ 2  เม่ือคํ านวนจากระยะทางการเคลื่อนที่ของ MW strandard  มีน้ํ าหนัก
โมเลกุลของโปรตีนประมาณ 17,800 ดาลตัน (ภาพที่ 4.2.4) สวนกลวยไมที่ไมเปนโรคไมมีแถบสี
ของโปรตีนเกิดข้ึน เมื่อใชทั้ง antiserum ของ CyMV และ ORSV เปน primary antiserum ซึ่งจะเห็น
ไดวาวิธ ีWestern blot analysis  นั้นสามารถตรวจผลไดแมนยํ าและมีความจํ าเพาะเจาะจงสูงซึ่งดูได
จากการจับยึดของ antibody ซึ่งอยูใน antiserum ที่ตํ าแหนงของโปรตีน (นงลักษณ ศรินท ุและ เอ็ม 
เอฟ คลาค, 2536) โดยผลการตรวจสอบท่ีไดคือการจับยึดของ antibody ซึ่งอยูใน antiserum ที่
ตํ าแหนงโปรตีน ซึ่งมีขนาดเทากับ coat protein ของแตละเชื้อ โดยเม่ือคํ านวณจากระยะทางการ
เคลื่อนที่เทียบกับ MW standard พบวามีนํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน เทากันกับ coat protein ของ 
CyMV ในตัวอยางที ่1-4 คือ 23,600 ดาลตัน (Chia., et al, 1992)  และเทากันกับ coat protein  ของ 
ORSV ในตัวอยางที ่ 2  คือ 17,785 ดาลตัน (Ryu., et al, 1995) แสดงใหเห็นวา antibody มีความ
จํ าเพาะเจาะจงกับ CyMV หรือ ORSV จริง
             4.2.3  Tissue printing       จากการตรวจสอบดวยวิธี  tissue printing      พบวารอยพิมพจาก
เน้ือเยื่อใบของตัวอยางกลวยไมที่เปนโรคมีสีมวงเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลมาจากการปฏิกิริยาที่เฉพาะ
เจาะจงระหวาง antigen กับ antibody ของ CyMV (ภาพที่ 4.2.6) และ ORSV สวนกลวยไมที่ไมเปน
โรคไมมีสีที่มาจากการทํ าปฏิกิริยาของ antibody เกิดข้ึน  พบเฉพาะสีเขียวของคลอโรฟลลจาก
เนื้อเยื่อพืช (ภาพที่ 4.2.5) เมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนพบวา ตัวอยางกลวยไมท่ีเปนโรค ม ี
CyMV หรือ ORSV อยูในเน้ือเย่ือสวน epidermis, mesophyll, vascular tissue โดยเฉพาะในสวน 
vascular tissue มีอยูในปริมาณมาก     ซึ่งท ําใหสามารถระบุไดวาเน้ือเย่ือชนิดใดเกิดการติดเช้ือมาก
นอยเพียงใดอยางคราว ๆ ดวย
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            4.2.4  Dot blot analysis  จากการตรวจสอบดวยวิธ ี dot blot analysis  พบวานํ ้าสกัดโปรตีน
ของกลวยไมตัวอยางที ่1-4 มีสีมวงที่เกิดขึ้น เม่ือนํ าไปท ําปฎิกิริยากับ antiserum ของ CyMV แสดง
วาเกิดปฏิกิริยาที่เฉพาะเจาะจงระหวาง antigen กับ antibody ของ CyMV  โดยตัวอยางท่ี 4 จะมีสี
เขมที่สุด ตามดวยตัวอยางที ่ 1, 3 และ 2 ตามล ําดับ (ภาพที่ 4.2.7) แตเม่ือนํ าไปท ําปฏิกิริยากับ 
antiserum ของ ORSV พบวาเฉพาะกลวยไมตัวอยางที่ 2 มีสีมวงเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลมาจากปฏิกิริยาที่
เฉพาะเจาะจงระหวาง antigen กับ antibody ของ ORSV (ภาพที่ 4.2.8) สวนกลวยไมที่ไมเปนโรค
ไมมีสีที่เกิดจากการท ําปฏิกิริยาของ antiserum ทั้งสองชนิด (ภาพที่ 4.2.7 และ 4.2.8) ซึ่งจากความ
เขมขนของสีที่เกิดขึ้นท ําใหสามารถใชเปนวิธีในการตรวจสอบเชิงปริมาณไดดวย
            4.2.5  ELISA  จากการตรวจสอบ ดวยวิธ ี ELISA พบวา ตัวอยางกลวยไมที ่1-4 มีสีเหลือง
ของปฏิกิริยาเกิดขึ้น เม่ือใช antiserum ของ CyMV  เปน primary antiserum แสดงวามีเช้ือ CyMV
ในขณะที่เฉพาะกลวยไมตัวอยางที่ 2 ใหปฏิกิริยาสีเหลืองกับ antiserum ของ ORSV สวนกลวยไม
ปกติที่เปน negative controlไมมีสีของปฏิกิริยาเกิดขึ้น และเม่ือนํ าไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโน
เมตร  พบวา ตัวอยางกลวยไมที่มีสีเหลือง ซึ่งเปนผลมาจากปฏิกิริยาระหวาง antigen กับ antibody
มีคาดูดกลืนแสงสูงกวาตัวอยางที่เปน negative control  และ มีคาใกลเคียงกับตัวอยางที่เปน positive
control (ตารางที่ 4.2.1)
         จะเห็นไดวาวิธีการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ที่ใชเทคนิคทาง immunodetection 
เปรียบเทียบทุก ๆ วิธีมีความแมนย ําคอนขางสูงแตก็ยังมีขอจํ ากัด เชน วิธ ีWestern blot analysis ซึ่ง
ใหผลการตรวจสอบที่มีความแมนยํ าสูง แตมีวิธีการในการตรวจสอบแตละข้ันตอนคอนขางยุงยาก 
และใชตรวจสอบตัวอยางพืชไดจํ านวนนอย วิธีนี้จึงไมเหมาะสมที่จะใชตรวจสอบโรคส ําหรับการ
ตรวจสอบที่มีจ ํานวนมาก (สุรภี กีรติยะอังกูร, 2536)  สํ าหรับวิธ ี tissue printing และ dot blot 
analysis เปนวิธีที่สามารถเก็บผลของปฏิกิริยาไวไดนาน และสามารถใชตรวจสอบตัวอยางพืชได
คร้ังละจํ านวนมาก เชนเดียวกับวิธ ี ELISA (สุรภี กีรติยะอังกูร และคณะ, 2532) นอกจากนั้นวิธ ี 
tissue printing สามารถระบุวาเน้ือเย่ือชนิดใดเกิดการติดเช้ือมากหรือนอยเพียงคราว ๆ แตเน่ืองจาก
ปฏิกิริยาที่ดูไดจากสีที่เกิดขึ้น ซึ่งในการตรวจสอบใชนํ้ าคั้นของพืช พืชแตละตัวอยางมีสีของนํ้ าคั้น
แตกตางกัน ดังนั้นในการที่จะวัดวาตัวอยางใดมีปริมาณของเชื้อมากกวาโดยดูไดจากสีของปฏิกิริยา
ที่เกิดขึ้น จึงอาจจะเกิดการผิดพลาดในการตรวจสอบผลได สวนเทคนิค ELISA น้ัน ถาตัวอยางที่
เปนโรคมีมากพอ การตรวจสอบเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดโดยใชเทคนิค ELISA ยังคงเปนวิธีที่มีประ
สิทธิภาพดี (สุรภี กีรติยะอังกูร และคณะ, 2540) ซ่ึงจะเห็นไดวาการตรวจสอบเช้ือไวรัสทัง้สองชนิด
ดวยวิธีตาง ๆ ตองคํ านึงถึงขอจํ ากัด และความละเอียดของขอมูลที่ตองการ เพ่ือใหไดผลการตรวจ
สอบที่แมนย ํา และ มีประสิทธิภาพ
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P

ภาพท
         
         

ภาพท
         
         
         
CyMV-C
P

ี ่ 4.2.1  แสดงแถบโปรตีนจากกลวยไมเมื่อใช extraction buffer I (0.05 M Tris-HCl,
            pH 6.8 ); lane 1-4 :โปรตีนที่ไดจากกลวยไมที่เปนโรค, H : กลวยไมปกติ,
            M : MW standard
CyMV-C
ี ่ 4.2.2  แสดงแถ
            phosph
            Triton X
            M : MW

P
 CyMV-CP
ORSV-C
บโปรตีนจากกลวยไมเมื่อใช extraction buffer II (50 mM sodium
ate, pH 7.0, 10 mM ββββ-mercaptoethanol, 10 mM Na2EDTA, 0.1% (v/v)

-100) ; lane 1-4 : โปรตีนที่ไดจากกลวยไมที่เปนโรค, H : กลวยไมปกติ,
 standard
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ภาพท่ี 4.2.3 แสดงผลการทํ า western blot analysis  ของตัวอยางกลวยไมโดยใช antiserum
                    ของ CyMV เปน primary antiserum ; lane 1-4 : ตัวอยางกลวยไมท่ีเปนโรค,
                    H : กลวยไมปกติ

ภาพท่ี 4.2.4  แสดงผลการทํ า western blot analysis  ของตัวอยางกลวยไม
        ของ ORSV เปน primary antiserum ; lane 1-4 : ตัวอยางก
        H : กลวยไมปกติ

CyMV-CP

P
ORSV-C
โดยใช antiserum
ลวยไมท่ีเปนโรค,
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ภาพท่ี 4.2.5  แสดงผลการทํ า  tissue printing  ของตัวอยางกลวยไมปกติ โดยใช antiserum ของ
                     CyMV เปน primary antiserum

ภาพท่ี 4.2.6  แสดงผลการทํ า tissue printing  ของตวัอยางกลวยไมท่ีเปนโรคโดยใช antiserum
                     ของ CyMV เปน primary antiserum

สีมวงจากปฏิกิริยา
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ภาพท่ี 4.2.7  แส
                     Cy
                     H :

ภาพท่ี 4.2.8  แส
                     OS
                     H :

สีมวงจากปฏิกิริยา
  H      1    2    3    4

ดงผลการทํ า dot blot analysis  ของตัวอยางกลวยไม โดยใช antiserum ของ
MV เปน primary antiserum ;  lane 1-4 : ตัวอยางกลวยไมท่ีเปนโรค,
 กลวยไมปกติ

ด
R
 ก
          H    1      2    3    4
สีมวงจากปฏิกิริยา
งผลการทํ า dot b
V เปน primary 
ลวยไมปกติ
lot analysis  ของตัวอยางกลวยไม โดยใช antirerum ของ
antiserum ;  lane 1-4 : ตัวอยางกลวยไมท่ีเปนโรค,
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ตารางท่ี 4.2.1  แสดงคาดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตรในกลวยไม เมื่อตรวจสอบดวยวิธ ีELISA

ตัวอยาง anti-CyMV 1 anti-ORSV
1 1.070 0.050
2 0.720 0.640
3 0.420 0.090
4 1.160 0.080

หมายเหตุ 1  คือคาเฉลี่ยจาก  4 หลุมในแตละตัวอยาง
คาดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร ของ  negative control เทากับ 0.058 และ
positive control เทากับ 1.213
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4.3!ผลการทดลองท่ี 3  การตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยวิธี RT-PCR

        จากการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใช primer ของ coat
protein ของเช้ือ ORSV และ CyMV พบวา กลวยไมที่เปนโรคมีแถบของ DNA เกิดข้ึน 2 แถบ เม่ือ
เปรียบเทียบกับแถบ DNA ของ 100 bp DNA ladder และ positive control  DNA  ขนาด 323 bp พบ
วาแถบลางมีขนาดใกลเคียงกับ แถบ DNA ของ positive control  คือประมาณ 340 bp  ซึ่งใกลเคียง
กับ cDNA ของ CyMV coat protein ซึ่งมีขนาด 339 bp (สุรภี กีรติยะอังกูร และคณะ, 2540) และ
แถบบนมีขนาดประมาณ 500 bp  ซึ่งใกลเคียงกับ cDNA ของ ORSV coat protein ซึ่งมีขนาด 538
bp (สุรภี กีรติยะอังกูร และคณะ, 2540) สวนกลวยไมตัวอยางอื่นไมมีแถบของ DNA เกิดข้ึน (ภาพที่
4.3) จากผลการทดลองนี้จะเห็นไดวาวิธ ี RT-PCR เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจสอบโรค
คือมีความไวสูง ถึงแมจะใชตัวอยางเพียง 20 มิลลิกรัม ก็สามารถตรวจสอบโรคได ในขณะที่วิธี
ELISA ตองใชตัวอยางอยางนอย 100 มิลลิกรัม นอกจากน้ี เทคนิค RT-PCR ยังสามารถตรวจสอบ
CyMV และ ORSV ไดพรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ในขณะที่เทคนิค immunodetection แตละวิธี
ตองใช antibody แตละชนิดในการตรวจสอบ ซึ่งตองท ําปฏิกิริยาในขั้นตอนของการจับยึดกับ
antibody ที่เฉพาะเจาะจงกับ CyMV และ ORSV แยกกัน (สุรภี กีรติยะอังกูร และคณะ, 2540) อยาง
ไรก็ตามวิธ ี RT-PCR ยังมีขอเสียตรงที่คาใชจายของสารเคมีมีราคาแพง และมีข้ันตอนในการตรวจ
สอบยุงยาก
            จากผลการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค RT-PCR เปนเทคนิคที่มีประสิทธิ
ภาพสูงในกรณีที่ตัวอยางที่เปนโรคมีปริมาณนอย หรือเน้ือเยื่อพืชมีไวรัสอยูปริมาณนอย และ
สามารถตรวจสอบในระดับ RNA ได แมวาอนุภาคไวรัสจะไมมี coat protein  แตก็ท ําไดเฉพาะใน
หองปฏิบัติการที่มีเครื่องมือทางชีวโมเลกุลพรอม
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ภาพท่ี 4.3  แสดงผลการทํ า RT-PCR โด
                  ; lane 1-3 : ตัวอยางกลวยไม
                  M : molecular marker (100

P
CyMV-CP

C 2 3

bp
0

1,000

0

0

C

ยใช primer coat protein RNA ของ CyMV และ O
ท่ีเปนโรค, C : positive control (323 bp),
 bp DNA ladder)
ORSV-C
M
 1
1,50
50
30
RSV
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4.4 ผลการทดลองท่ี 4  การทดสอบชนิดพืชอาศัยท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบเช้ือ
ORSV

จากการปลูกเชื้อ ORSV   ในพืชอาศัยที่เปน local lesion host  คือ บานไมรูโรย, ถั่วเขียว และ  
C. amaranticolor  และพืชอาศัยที่เปน systemic host คือ ยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun, งา และ 
มะเขือเทศ พบวา ในพืชที่เปน   local lesion host       พืชที่มีการติดเชื้อ  ORSV  ไดดี       คือ       
บานไมรูโรย   และ C. amaranticolor โดยสังเกตจากลักษณะอาการและจํ านวนจุดแผลที่เกิดขึ้นใน
พืช ซ่ึงจะเร่ิมจากสังเกตเห็นจุดแผลไดในวันท่ี 5 หลังจากมีการปลูกเชื้อ เม่ือปลูกเช้ือได 7 วัน มีการ
แสดงอาการของจุดแผลอยางชัดเจน (ภาพที ่ 4.4.1 และ4.4.2)  เชนเดียวกับที่ไดมีการรายงานไว 
(สุรภี กีรติยะอังกูร, 2536)  และเม่ือนํ าพืชมาตรวจสอบดวยวิธ ีELISA    พบวา บานไมรูโรย   และ 
C. amaranticolor ที่ไดรับการปลูกเชื้อมีสีเหลืองเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลมาจากปฏิกิริยาที่เฉพาะเจาะจง
ระหวาง antigen กับ antibody ของ  ORSV และเมื่อนํ ามาวัดคาดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร  คาดูด
กลืนแสงจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของพืชที่ไดรับการปลูกเชื้อมีคามากกวาตัวอยางที่เปน negative 
control และมีคาใกลเคียงกับตัวอยางที่เปน positive control  ในบางตัวอยาง สวนในถั่วเขียวไม
แสดงอาการของเชื้อ ORSV และไมมีสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากผลของการตรวจสอบดวยวิธี 
ELISA  (ตารางท่ี 4.4.1) แสดงวาบานไมรูโรย และ  C. amaranticolor มีความเหมาะสมที่จะใชเปน
พืชทดสอบ แตในการปลูกบานไมรูโรย และ C. amaranticolor  เพื่อนํ าไปทดสอบนั้น บานไมรูโรย
ปลูกไดงายและมีการเจริญเติบโตรวดเร็วกวา  C. amaranticolor      ดังนั้นบานไมรูโรยจึงเหมาะสม
ที่จะใชเปนพืชในการทดสอบมากกวา C. amaranticolor   แตถั่วเขียวไมเหมาะสมที่จะน ํามาใชเปน
พืชทดสอบ เนื่องจากไมมีการแสดงออกของอาการ และตรวจไมพบการเขาทํ าลายของเชื้อดวยวิธ ี
ELISA
      ในพืชที่เปน systemic host  คือ ยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun, งา และ มะเขือเทศ หลังจากปลูก
เชื้อได 14 วัน พบวา พืชจะแสดงอาการแคระแกรน ใบซีดเหลือง โดยจะสังเกตเห็นอาการไดชัดเจน
ในยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun และมะเขือเทศ (ภาพที่ 4.4.3 และ ภาพที่ 4.4.4) สวนการแสดง
ลักษณะอาการในงาสังเกตไดยาก หลังจากน ํามาตรวจสอบดวยวิธ ี ELISA แลววัดคาดูดกลืนแสงที่ 
405 นาโนเมตร โดยในยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun และมะเขือเทศ ท ําการเปรียบเทียบการติดเช้ือ
ในใบที่ไดท ําการปลูกเชื้อ และใบยอดที่ไมไดทํ าการปลูกเชื้อ จากผลความเขมของสีที่วัดได พบวา    
ในใบที่ทํ าการปลูกเชื้อมีคาดูดกลืนแสงมากกวาในใบที่ไมไดทํ าการปลูกเชื้อ และคาดูดกลืนแสง
ของใบยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun ที่ไดรับการปลูกเชื้อมีคามากกวา negative control เกิน 2 เทา แต
มีคานอยกวา positive control คอนขางมากและในมะเขือเทศไดผลการทดลองเหมือนกับในยาสูบ
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ใบใหญ พันธุ Samsun (ตารางท่ี 4.4.2)   สวนในงาเกิดสีของปฏิกิริยาที่เปน non-specific เกิดขึ้น  
เนื่องจากมีสีเหลืองเกิดขึ้นในทุกตัวอยางที่ตรวจสอบ ซึ่งรวมทั้งตัวอยางที่เปน negative control  จาก
คาดูดกลืนแสงที่ไดแสดงวายาสูบใบใหญ พันธุ Samsun และมะเขือเทศ ซึ่งเปน systemic host  มีขอ
จํ ากดัในการเพ่ิมปริมาณของเช้ือ ORSV ทํ าใหแพรกระจายในพืชไดในปริมาณนอย  สวนในงานั้น
ไมเหมาะสมที่จะใชในการทดสอบ หรือเพ่ิมปริมาณของเช้ือ ORSV ซึ่งขัดแยงกับรายงานวามีการ
ใชยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun เพื่อเปนพืชในการเพิ่มปริมาณของเชื้อ ORSV (Paul, 1975)
      ในยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun ท่ีแสดงอาการแคระแกร็น   ไดนํ าไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope) พบอนุภาคของ ORSV เพียงเล็กนอย 
ซึ่งมีอนุภาคเปนทอนตรงขนาดประมาณ 300 x 18 นาโนเมตร และมีอนุภาคของ CyMV รวมอยูดวย
ในปริมาณที่มากกวา โดยอนุภาคเปนทอนคดประมาณ 480 x 13 นาโนเมตร  (ภาพที่ 4.4.5) ซ่ึงตรง
กับที่เคยมีรายงานการศึกษาไวแลว (Paul, 1975 ; Francki, 1970) แสดงใหเห็นวามีการปนเปอนของ 
CyMV ในน้ํ าค้ันของตัวอยางท่ีนํ ามาท ําการปลูกเชื้อ ผลการทดลองนี้ยืนยันใหเห็นถึงความไมเหมาะ
สมที่จะใชยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun เปนพืชเพิ่มปริมาณ ORSV เนื่องจากเปนพืชที่ CyMV 
สามารถเขาท ําลายได ท ําใหเส่ียงตอการปนเปอน ดังน้ันหากตองการเพ่ิมปริมาณเฉพาะ ORSV ควร
พิจารณาเลือกใชบานไมรูโรย เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว
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ตารางท่ี 4.4.1  เปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตรในตัวอยางบานไมรูโรย,
                       C. amaranticolor  และถั่วเขียว หลังจากปลูกเชื้อ ORSV ได 7 วัน
                      เมื่อตรวจสอบดวยวิธ ีELISA

ชนิดพืช จํ านวนซํ ้า เฉลี่ย
1 2 3 4 5

บานไมรูโรย 0.285 0.508 0.400 0.377 0.373 0.385 ± 0.080
C. amaranticolor 0.104 0.210 0.299 0.224 0.180 0.223 ±  0.071
ถั่วเขียว 0.069 0.068 0.071 0.070 0.061 0.068 ±  0.004

หมายเหตุ คาดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร ของ  negative control เทากับ 0.058 และ
positive control เทากับ 0.613

ตารางท่ี 4.4.2  เปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตรในตัวอยางยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun
                        และมะเขือเทศ หลังจากปลูกเชื้อ ORSV ได 14 วัน เมื่อตรวจสอบดวยวิธ ีELISA

ชนิดพืช จํ านวนซํ ้า เฉลี่ย
1 2 3 4 5

ยาสูบใบใหญ
(ใบที่ปลูกเชื้อ)

0.114 0.120 0.145 0.108 0.112 0.120 ± 0.015

ยาสูบใบใหญ
(ใบยอด)

0.091 0.081 0.091 0.087 0.097 0.089± 0.006

มะเขือเทศ
(ใบที่ปลูกเชื้อ)

0.108 0.102 0.114 0.106 0.092 0.103± 0.026

มะเขือเทศ
(ใบยอด)

0.091 0.078 0.086 0.082 0.071 0.080± 0.008

หมายเหตุ คาดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร ของ negative control  เทากับ 0.042 และ
positive control  เทากับ 0.543



30

ภาพท่ี 4.4.1  แสดงลักษณะจุดแผลบนบานไมรูโรย หลังจากไดรับการปลูกเชื้อ ORSV 7 วัน

ภาพท่ี 4.4.2  แสดงลักษณะจุดแผลบน  C. amaranticolor หลังจากไดรับการปลูกเชื้อ ORSV 7 วัน
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ภาพท่ี 4.4.3  แสดงลักษณะอาการของยาสูบใบใหญ หลังจากไดรับการปลูกเชื้อ ORSV 14 วัน

ภาพท่ี 4.4.4  แสดงลักษณะอาการบนใบมะเขือเทศ หลังจากไดรับการปลูกเชื้อ ORSV 14 วัน



32

ภาพท่ี 4.4.5  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแสดงลักษณะของอนุภาค ORSV
                     (ลักษณะเปนทอนตรง) และ CyMV (ลักษณะเปนทอนคดงอ) ในยาสูบใบใหญ
                     หลังจากไดรับปลูกเชื้อ 14 วัน ยอมส ีuranyl acetate

ORSV

CyMV



33

4.5!ผลการทดลองท่ี 5  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ

        เม่ือทํ าการปลูกเชื้อลงบนบานไมรูโรยเปนเวลา 7 วัน  พืชจะแสดงอาการแผลจุดที่ใบอยางชัด
เจน จากการนํ าใบพืชที่ติดเชื้อ จํ านวน 40 กรัม มาท ําการแยกเช้ือไวรัสบริสุทธ์ิ พบวาในขั้นตอนสุด
ทายไดตะกอนไวรัส มีลักษณะเปนวุนใสสีเขียวออน   และเม่ือนํ าไวรัสที่แยกไดมาเจือจาง 100 เทา 
แลวท ําการปลูกเชื้อลงบน C. amaranticolor  พบวาหลังจากปลูกเชื้อ 7 วัน พืชแสดงอาการจุดแผล
อยางชัดเจน (ภาพที่ 4.5) ซ่ึงเม่ือนํ ามาท ําการตรวจสอบดวยวิธี ELISA  พบวามีสีเหลืองของปฎิกิริยา
เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว และเม่ือนํ ามาวัดคาดูดกลืนแสงที ่ 405 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.684 ขณะที่คา 
negative control เทากับ 0.045 และเม่ือนํ ามาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ได
คาเทากับ 0.083  ซ่ึงเม่ือนํ ามาค ํานวณหาความเขมขนของไวรัสท่ีได ซึ่งคํ านวณจากคา extinction 
coefficient ของเช้ือ ORSV เทากับ 3.0 (Paul, 1975) พบวา ได ORSV บริสุทธิ์ปริมาณ 13.5 
มิลลิกรัมตอ 1 กิโลกรัมของใบบานไมรูโรย สวนในยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun จํ านวน 400 กรัม  
เมื่อน ํามาแยกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ และตรวจสอบตะกอนที่ไดดวยวิธ ีELISA ไมพบสีของปฏิกิริยาเกิด
ขึ้น  จากผลการทดลองที่ไดแสดงวาบานไมรูโรยเปนพืชที่เหมาะสมมากกวายาสูบใบใหญในการน ํา
มาแยกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ของ  ORSV    โดยดูไดจากปริมาณของบานไมรูโรยที่น ํามาแยกเชื้อไวรัส 
บริสุทธิ์เพียง 40 กรัม สามารถแยกไวรัสไดถึง 13.5 มิลลิกรัมตอ 1 กิโลกรัมของใบบานไมรูโรย ใน
ขณะที่ปริมาณยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun จํ านวน 400 กรัม ซึ่งมากกวาถึง 100 เทา ไมสามารถแยก
ไวรัสเลย ในปจจุบันยังไมมีรายงานการการเตรียมไวรัส ORSV บริสทุธ์ิจากบานไมรูโรย แตมีราย
งานการเตรียมไวรัส ORSVบริสุทธิ์จากยาสูบใบใหญ พันธุ Samsun โดยไดปริมาณ ORSV บริสุทธิ์
เทากับ 1 กรัม ตอ 1 กิโลกรัมของใบยาสูบ (Paul, 1975) ซึ่งขัดแยงกับผลการทดลองที่ได เหตุผลที่
เปนเชนนั้นอาจเปนเพราะยาสูบที่ไชอาจจะมีความแตกตางจากที ่   Paul  (1975)  ใชในการทดลอง
ทั้ง ๆ ที่เปนพันธุ Samsun เหมือนกันหรืออาจจะเปนเพราะ ORSV ที่ท ําการศึกษามีความแตกตางกัน
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ภาพท่ี 4.5  แสดงลักษณะจุดแผลบน  C. amaranticolor หลังจากไดรับการปลูก
                  เชื้อดวยไวรัส ORSVบริสุทธ์ิ 7 วัน
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4.6!ผลการทดลองท่ี 6 การทดสอบการยบัยัง้การเขาทํ าลายพืชของเช้ือ ORSV ดวย
melittin ( infection inhibition)

จากการทดสอบการยับยั้งการเขาท ําลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย melittin ในบานไมรูโรย 
โดยใชความเขมขนของ melittin 5 ระดับ คือ 0, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครโมล หลังจากท ําการปลูก
เชื้อเปนเวลา 7 วัน แลวนับจ ํานวนจุดแผลท่ีเกิดข้ึน พบวา จํ านวนจุดแผลท่ีเกิดข้ึนโดยเฉล่ียมีจํ านวน
ใกลเคียงกัน เม่ือใชความเขมขนของ melittin แตละระดับ คือ 7.3, 7.1, 7.0, 7.3 และ 7.2 แผลตอใบ 
ตามลํ าดับ (ตารางท่ี 4.6.1) และจากการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตาราง
ที ่4.6.2) แสดงวา  melittin ไมมีผลในการยับยั้งการเขาท ําลายของเชื้อ ORSV

จากรายงานการศึกษาระดับความเหมือนของการเรียงลํ าดับกรดอะมิโนองคประกอบของ
โปรตีนหอหุมอนุภาคเปรียบเทียบระหวาง ORSV และ TMV พบวามีความเหมือนกันเพียง 68.15% 
(นัญวรรณ รุงโรจน, 2538) นอกจากน้ัน melittin สามารถลดการติดเช้ือของ TMV ไดเพียง 10% เทา
น้ัน (Marcos et al., 1995) จึงอาจจะเปนสาเหตุให melittin ไมสามารถยับยั้งเชื้อ ORSV ได ซึ่งสอด
คลองกับรายงานการศึกษาถึง antiviral activity ของ subK7I (analog ของ melittin) ซึ่งขึ้นอยูกับ
ความเหมือนกันของลํ าดับกรดอะมิโนของ TMV-CP กับ subK7I โดยการใชไวรัส 4 ชนิดของ
โปรตีนหอหุมอนุภาคที่คลายกัน (CP) พบวา antiviral activity ของ subK7I จะลดลงเมื่อลํ าดับกรด
อะมิโนตางจาก TMV-CP มากขึ้น (Marcos et al., 1995) จากการเปรียบเทียบ CP ของ TMV และ 
ORSV พบวามีความแตกตางกันที่ล ําดับกรดอะมิโนท่ี 74 และ 75 (ภาพที ่4.6) ซึ่งเปน residue ที่ท ํา
ใหเกิดความคงตัวของอนุภาคโดยการมีปฏิสัมพันธกันระหวาง protein subunit (intersubunit CP 
hydrophobic contacts) การเรียงลํ าดับของกรดอะมิโนที่ต ําแหนงน้ีใน CP ของ TMV จะเหมือนกัน
กับของ melittin ทํ าใหเกิดการขัดขวางการเกาะตัวระหวางกันของ TMV-CP ของเช้ือในชวงการเขา
ท ําลายพืช ถาม ีmelittin ปนอยูในเซลลพืช ซึ่งการที่ล ําดับกรดอะมิโนในตํ าแหนงดังกลาวใน ORSV 
ตางจากของ TMV และ melittin ท ําให melittin ไมสามารถแสดงบทบาทการยับยั้งการเพิ่มปริมาณ
ของ ORSV ได
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ORSV CP   71 -     R Y D P  I  L D  P L  I T  F L M G T F D T - - R N R  I  I –94
TMV CP     71 -    R Y N A V L D  P L V T A L L  G A F D T - - R N R  I  I -94

 Melittin                 G  I G A V L K  V L T T G L P  A  L I  S W- - R K R Q Q

ภาพท่ี 4.6  แสดงลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน coat protein ของเช้ือ ORSV และ
                  TMV เปรียบเทียบกับสายเปปไทด melittin  (ที่มา : Marcos et al., 1995 ;
                  นัญวรรณ รุงโรจน, 2538)

  อยางไรก็ตามเนื่องจากในการทดลองครั้งนี้ใชจ ํานวนซํ ้าเพียง 10 ซํ ้าเทาน้ัน จํ านวนซํ ้าดัง
กลาวอาจจะไมเพียงพอในการทดสอบการยับยั้ง เม่ือคํ านึงถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งของ melittin 
ที่มีตอ TMV ซึ่งมีเพียง 10%  ดังน้ันในการทดสอบการยับย้ังของ melittin ควรจะเพ่ิมจํ านวนซํ ้าใน
การทดสอบการยับยั้งใหมากขึ้น นอกจากน้ีควรมีการทดสอบโดยใชความเขมขนของ melittin และ 
ORSV   ตาง ๆ กันหลายความเขมขน เพื่อที่จะหาความเขมขนที่เหมาะสมของ melittin และ ORSV 
ที่จะท ําใหเกิดผลในการยับยั้งไดดีที่สุด
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ตารางท่ี 4.6.1  แสดงจ ํานวนจุดแผลบนบานไมรูโรยที่เกิดจากการปลูกเชื้อ ORSV และ ORSV รวม
                        กับ melittin ที่ความเขมขนระดับตาง ๆ

ความเขมขนของ melittin จ ํา
นวนซํ้ า

(µM) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 เฉลี่ย
0 7.0 8.0 9.0 6.0 7.0 5.0 9.0 8.0 8.0 6.0 7.3
5 6.0 7.0 8.0 7.0 9.0 7.0 8.0 7.0 6.0 6.0 7.1
10 8.0 6.0 7.0 8.0 8.0 5.0 7.0 9.0 7.0 5.0 7.0
20 5.0 8.0 7.0 8.0 8.0 5.0 7.0 9.0 7.0 5.0 7.3
50 6.0 5.0 6.0 9.0 8.0 9.0 8.0 7.0 9.0 5.0 7.2

F-test ns
C.V.(%) 18.88

ตารางท่ี 4.6.2  ตารางวิเคราะหวาเรียนซผลการยับย้ังการเขาทํ าลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย
                        melittin ที่ความเขมขนระดับตาง ๆ

Source df SS MS F
Treatment 4 0.68 0.17 0.07ns

Error 45 82.5 1.84
Total 49 83.18

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ
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ตารางท่ี 4.6.1  แสดงจ ํานวนจุดแผลบนบานไมรูโรยที่เกิดจากการปลูกเชื้อ ORSV และ ORSV รวม
                        กับ melittin ที่ความเขมขนระดับตาง ๆ

ความเขมขนของ melittin จ ํา
นวนซํ้ า

(µM) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 เฉลี่ย
0 7.0 8.0 9.0 6.0 7.0 5.0 9.0 8.0 8.0 6.0 7.3
5 6.0 7.0 8.0 7.0 9.0 7.0 8.0 7.0 6.0 6.0 7.1
10 8.0 6.0 7.0 8.0 8.0 5.0 7.0 9.0 7.0 5.0 7.0
20 5.0 8.0 7.0 8.0 8.0 5.0 7.0 9.0 7.0 5.0 7.3
50 6.0 5.0 6.0 9.0 8.0 9.0 8.0 7.0 9.0 5.0 7.2

F-test ns
C.V.(%) 18.88

ตารางท่ี 4.6.2  ตารางวิเคราะหวาเรียนซผลการยับย้ังการเขาทํ าลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย
                        melittin ที่ความเขมขนระดับตาง ๆ

Source df SS MS F
Treatment 4 0.68 0.17 0.07ns

Error 45 82.5 1.84
Total 49 83.18

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ



บทที ่5
สรุปผลการทดลอง

1. จากการตรวจสอบไวรัสในกลวยไมจากแหลงปลูก พบวา สาเหตุหลักของโรคกลวยไมที่
เกิดจากเช้ือไวรัส เกิดจากการเขาท ําลายรวมกันของเชื้อ CyMV และ ORSV  และมีจ ํานวนนอยท่ีมี
การเขาท ําลายของเชื้อ ORSV

2. จากผลการเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบเชื้อ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค 
immunodetection และการตรวจสอบเช้ือ CyMV และ ORSV ดวยเทคนิค RT-PCR พบวาการตรวจ
สอบเช้ือไวรัสดวยเทคนิค ELISA  เปนวิธีตรวจสอบที่มีความแมนย ําในระดับหน่ึง ข้ันตอนในการ
ตรวจสอบไมยุงยาก และวัสดุอุปกรณรวมถึงสารเคมีที่ใชในการตรวจสอบราคาไมแพงมาก ในกรณี
ท่ีมีปริมาณตัวอยางท่ีเปนโรคมากพอ การตรวจสอบดวยวิธ ี ELISA เปนวิธีการตรวจสอบที่มีความ
เหมาะสมและมีประสิทธิภาพดี สวนเทคนิค RT-PCR เปนวิธีที่ความแมนยํ ามากที่สุด และใช
ปริมาณตัวอยางในการตรวจสอบนอย แตขั้นตอนในการตรวจสอบมาก และท ําไดเฉพาะในหอง
ปฏิบติัการท่ีมีเคร่ืองมือทางชีวโมเลกุลพรอม

3. จากผลการทดสอบชนิดพืชอาศัยที่เหมาะสมในการตรวจสอบเชื้อ ORSV พบวา 
บานไมรูโรย และ C. amaranticolor มีความเหมาะสมที่จะใชเปน local lesion host เพื่อตรวจสอบ
เช้ือ ORSV สวนยาสูบใบใหญมีขอจํ ากัดในการใชเปน systemic host

4. บานไมรูโรยสามารถใชเปนพชืเพือ่เตรียมไวรัสบริสุทธิไ์ด ซึ่งไดปริมาณ ORSV บริสุทธิ ์
คอนขางมาก ในขณะที่ยาสูบใบใหญไมสามารถเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ได

5. จากผลการทดสอบการยับยั้งการเขาทํ าลายพืชของเชื้อ ORSV ดวย melittin  ที่ความเขม
ขนระดับตาง ๆ พบวา มีจํ านวนจุดแผลที่เกิดขึ้นใกลเคียงกันในทุกระดับความเขมขน และไมตาง
จากจํ านวนแผลที่ไดจากการปลูกเฉพาะเชื้อ ORSV โดยไมผสม melittin แสดงวา melittin ไม
สามารถยับยัง้การเขาทํ าลายพืชของเชื้อ ORSV ในบานไมรูโรยได ในการทดลองคร้ังน้ี
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1.  การเตรียมสารเคมีท่ีใชในวิธี ELISA
1.1!0.02 M Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4

NaCl 8.0 กรัม
KH2PO4 0.2 กรัม
Na2HPO4 •  12H2O 2.9 กรัม
KCl 0.2 กรัม
NaN3 0.2 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร
ปรับ pH ใหเปน 7.4

1.2!Phosphate buffer saline-Tween (PBS-T)
0.02 M PBS, pH 7.4 1 ลติร
tween-20 0.5 มิลลิลิตร

1.3!0.05 M Carbonate coating buffer, pH 9.6
Na2CO3 1.59 กรัม
NaHCO3 2.92 กรัม
NaN3 0.2 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร
ปรับ pH ใหเปน 9.6

1.4!Blocking Solution
0.05 M Carbonate coating buffer, pH 9.6 1 ลติร
skim milk 1 กรัม

1.5!Conjugate buffer
Polyvinyl pyrrolidone 40T (PVP) 2 กรัม
Ovalbumin (egg albumin) 2 กรัม
PBS-T 1 ลติร

1.6!substrate solution
Diethanolamine 100 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร
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1.7!Substrate
p-nitrophenyl phosphate 1 มิลลิกรัม
Substrate buffer 1 มิลลิลิตร

2.  การเตรียมสารเคมีท่ีใชในวิธี SDS-PAGE
2.1! Polyacrylamide Solution 30%

Acrylamide 29.2 กรัม
Bis-acrylamide 0.8 กรัม
น้ํ ากลั่น 100 มิลลิลิตร
กรองผานแผนกรอง แลวเก็บไวในขวดสีชา (ไมใหถูกแสง) ที ่4 องศาเซลเซียสใช
ไดภายใน 1 เดือนหลังเตรียม

2.2! Stacking gel buffer
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8

2.3!Separation gel buffer
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8

2.4!Sample buffer
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.2 มิลลิลิตร
10% (w/v) SDS 2.0 มิลลิลิตร
Glycerol 1.0 มิลลิลิตร
0.5% Bromophenol blue (BPB) 0.5 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 4.8 มิลลิลิตร

2.5!SDS reducing buffer
β-mercaptoethanol 0.5 มิลลิลิตร
Sample buffer 9.5 มิลลิลิตร
เตรียมกอนใช

2.6!Electrode buffer (Running buffer)
Tris-base 3 กรัม
Glycine 14 กรัม
10% SDS 10 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร
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2.7!Staining Solution
Comassie brillant blue R-250 1 กรัม
Acetic acid 100 มิลลิลิตร
Methanol 400 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 500 มิลลิลิตร

2.8!Destaining Solution
Methanol 400 มิลลิลิตร
Acetic acid 100 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 500 มิลลิลิตร

2.9!12% Separation gel
น้ํ ากลั่น 3.35 มิลลิลิตร
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 2.50 มิลลิลิตร
10% SDS 0.10 มิลลิลิตร
Polyacrylamide solution 4.00 มิลลิลิตร
10% Ammonium persulfate (APS) 50 ไมโครลติร
TEMED 5 ไมโครลติร

2.10  4% Stacking gel
น้ํ ากลั่น 6.10 มิลลิลิตร
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.50 มิลลิลิตร
10% SDS 0.10 มิลลิลิตร
Polyacrylamide solution 1.30 มิลลิลิตร
10% Ammonium persulfate (APS) 50 ไมโครลติร
TEMED 10 ไมโครลติร

3.  การเตรียมสารเคมีท่ีใชในวิธี Western blot analysis
3.1!Transfer buffer, pH 8.3

Tris-base 3.03 กรัม
Glycine              14.41 กรัม
Methanol 200 มิลลิลิตร
น้ํ ากลั่น 800 มิลลิลิตร
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3.2! Tris Buffer Saline (TBS), pH 7.5
0.05 M Tris-base 6.06 กรัม
0.15 M NaCl 8.77 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร

3.3!Washing  Solution
TBS 1 ลติร
Tween-20 5 มิลลิลิตร

3.4!Blocking Solution
TBS 100 มิลลิลิตร
Skim milk 5 มิลลิกรัม

4.  การเตรียมสารเคมีท่ีใชใน agarose gel electrophoresis
4.1! Tris-acetate buffer (TAE buffer), pH 8.5 (50X stock solution)

Tris-base 242.00 กรัม
Acetic acid 57.10 มิลลิลิตร
Na2EDTA •  2H2O 37.20 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร

4.2!Ethidium bromide (1000X stock solution)
Ethidium bromide 50 มิลลิกรัม
น้ํ ากลั่น 100 มิลลิลิตร

4.3!Loading buffer (10X stock solution)
20% Ficoll 400
0.1!M Na2 EDTA, pH 8.0
1.0!% SDS
0.25% Bromphenol blue
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5.  การเตรียม Phosphate buffer
! 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.0

Stock solution A  (0.2 M NaH2PO4 )
NaH2PO4 31.20 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร

Stock solution B  (0.2 M Na2HPO4 )
Na2HPO4 28.39 กรัม
น้ํ ากลั่น 1 ลิตร
เติม stock A 39 มิลลิลิตร และ stock B 61 มิลลิลิตร

6.  การเตรียม Inoculate buffer
! 0.05 M Phosphate buffer, pH 7.0

0.2% β-mercaptoethanol
1% celite

7.  การสกัด ssRNA ของเช้ือ CyMV และ ORSV จากเน้ือเย่ือของกลวยไม
     นํ าตัวอยางกลวยไมมาท ําการสกัดแยก ssRNA ของเช้ือท้ังสอง โดยนํ าใบกลวยไมเปนโรค 
50 มิลลิกรัม ใสใน microtube ปดฝาแชลงในไนโตรเจนเหลว บดใบพืชละเอียดแลวเติม TRIzol 0.5 
มิลลิลติร ผสมใหเขากัน บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาท ี เติม chloroform 0.1 มิลลิลิตร เขยา 15 วินาท ี
บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 นาท ีนํ าไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาท ี
ที ่ 4 องศาเซลเซียส ดูดน้ํ าใสสีชมพูขางบนใสใน microtube อันใหม เติม isopropyl alcohol 0.25
มิลลิลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาท ี นํ าไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาท ีที ่4 องศาเซลเซียส ลางตะกอน RNA ดวย ethanol 70% จํ านวน 500 ไมโครลติร โดย 
vortex แลวนํ าไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที ่4 องศาเซลเซียส
ลางเชนน้ี 2 คร้ัง ผึ่งตะกอนใน dessicator 15 นาท ีละลายตะกอนใน 50 ไมโครลิตร ดวยน้ํ ากลั่นนึ่ง
ฆาเช้ือ แลวนํ า ssRNA ไปใชในปฏิกิริยา RT-PCR ตอไป
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8.  ลํ าดับเบสของ primers CyMV และ ORSV เพื่อใชสังเคราะห cDNA

3′′′′  end CyMV-primers  ATG  CCA  GGC  TTA  GTT  CC
5 ′′′′end CyMV-primers  TCA  GGG  GTG  GTG  ATA  TG
3 ′′′′end ORSV-primers   TGA  CCA  CTC  CTT  ACA  CG
5 ′′′′end ORSV-primers   GTT  CCT  ACT  YYG  ACC  AG
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ประวัติผูเขียน
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