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ABSTRACT: Two recombinant plasmids of the infectious clones of Papaya ringspot virus type 
P (PRSV–P) containing the full–length cDNA of PRSV–P Thai strain, pCF17_7 and pCF17_8, were 
investigated for plasmid stability. The in vivo transcript cDNA clones derived from a full–length 
of PRSV–SMK5 RNA with 10,323 nucleotides of PRSV–P RNA with ten non–viral nucleotides at 
the 5´ end and fourteen non–viral nucleotides at the 3´ end following with poly(A)35 tail. The 
full–length cDNA clones of PRSV–SMK5 were constructed by sequential cloning and overlap 
extension PCR and under the control of a partially duplicated Cauliflower mosaic virus (CaMV) 
35S promoter and terminated with a CaMV 35S terminator on pCass2 plasmid vector. Stability 
of pCF17_7, pCF17_8 and their backbone plasmid, pCass2, during their amplifications in a 
bacterial host, Escherichia coli DH5–α strain, ten randomly selected colonies were separately 
grown in LB liquid medium containing 100 ppm of ampicillin for 24 hours with constant shaking. 
Then, each culture was refreshed by diluting and growth was continued to a total of ten passages. 
At the end of each passage, the plasmid was rapidly extracted by using alkaline lysis and 
visualized by agarose gel electrophoresis. The results showed that pCF17_7, pCF17_8 and pCass2 
were stable, intact and infection on tested papaya seedlings after ten passages of plasmid 
propagation in E. coli.
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บทคัดย่อ

น�าโคลนของพลาสมิด pCF17_7 และ 
pCF17_8 ซึ่งเป็น infectious clone ของเชื้อไวรัสใบ
ด่างจุดวงแหวนชนิดพี (Papaya ringspot virus  
type P; PRSV–P) ประกอบด้วย cDNA เต็มสายของ
จโีนมเชือ้ PRSV–SMK5 ทีม่คีวามยาวของอาร์เอน็เอจีโนม 
10,323 นิวคลีโอไทด์ (nts) และมีนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ใช่
ของไวรัส 10 nts และ 14 nts ที่ปลาย 5´ และปลาย 
3´ ตามล�าดับ และตามด้วยปลาย 3´poly(A) จ�านวน 
35 nts ที่ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่แบคทีเรีย Escherichia 
coli DH5–α มาวิเคราะห์ความเสถียรของพลาสมิด 
โดยโคลน cDNA สายเต็มของ PRSV–SMK5 สร้างขึ้น
ด้วยการโคลนน่ิงแบบต่อเน่ืองเป็นล�าดับและเทคนิค 
overlap extension PCR cloning ควบคุมด้วยชุด
โปรโมเตอร์ Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S 
จ�านวนสองชุดต่อเนื่องกัน และหยุดการถอดรหัสด้วย 
CaMV 35S terminator ในพลาสมดิเวคเตอร์ pCass2 
พบว่าพลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8 และ 
พลาสมิดโครงสร้าง pCass2 ยังคงความเสถียร 
เมื่อผ่านการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบย้ายเชื้อต่อเนื่องกัน 
สิบรอบ (passage) โดยสุ่มเลือกสิบโคโลนีมาเลี้ยงใน
อาหารคดัเลือก LB ทีเ่ตมิ Ampicillin 100 ppm เขย่า
นานรอบละ 24 ชั่วโมง จากนั้นน�าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้
มาเจอืจางเพ่ือเลีย้งต่อในรอบถดัไปจนครบสบิรอบ เมือ่
สกัดพลาสมิดที่ได้หลังจากเลี้ยงครบในแต่ละรอบด้วย
วิธี alkaline lysis และตรวจวิเคราะห์ขนาดพลาสมิด
ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis พลาสมิด 
pCF17_7 และ pCF17_8 ยงัคงเกดิโรคได้กบัมะละกอ
ที่ทดสอบ

ค�าส�าคัญ: ความเสถียรของพลาสมิด, โคลนก่อโรค, 
โพทีไวรัส, ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ

บทน�า

การสร้าง infectious clone ของไวรัสพืชและ
ไวรัสสัตว์ จาก cDNA เต็มสายของเช้ือไวรัสท่ีมีจีโนม
ชนิดอาร์เอ็นเอ (RNA virus) เป็นขั้นตอนที่ส�าคัญ ใน
การน�าไปใช้ศึกษาค้นคว้าพื้นฐานพันธุศาสตร์โมเลกุล
ของเช้ือไวรัส ท่ีจะทราบถึงหน้าท่ีของยีนต่าง ๆ และ
ลกัษณะทางชีววทิยาของเช้ือไวรสั เช่น การเพิม่ปรมิาณ
ไวรัส ชนิดของพืชอาศัย ความรุนแรงในการเกิดโรค 
และแง่มุมด้านความสามารถในการก่อโรค เช่น การ
พฒันาอาการโรค การเคลื่อนทีร่ะหว่างเซลล์และระยะ
ไกลออกไปในต้นพืช การถ่ายทอดโรคผ่านเมล็ดและ
แมลงพาหะ ปฏิกิริยากับยีนที่ต้านทานโรค คุณสมบัติ
และชนิดของเอ็นไซม์จากเช้ือไวรัสในการย่อยโปรตีน 
และการถอดเปลอืก (Tsai and Dreher, 1991; Atreya 
et al., 1992; De Jong and Ahlquist, 1992; 
Carrington et al., 1993) และเพื่อที่จะน�าไปใช้
ประโยชน์ในการควบคมุโรคต่อไป ปัญหาโดยทัว่ไปของ
พลาสมดิทีเ่ป็น infectious clone ของไวรสั มกัมคีวาม
ไม่เสถียรและสูญเสียความสมบูรณ์ของพลาสมิดไปใน
ระหว่างการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในแบคทีเรียเจ้าบ้าน 
ท�าให้เป็นอุปสรรคต่อการน�าพลาสมิดไปใช้ประโยชน์
ต่อ (Boyer and Haenni, 1994) ปัญหานี้มักเกิดขึ้น
กับพลาสมิดท่ีมีช้ินจีโนมของไวรัส ท่ีมีสารพันธุกรรม
เป็นอาร์เอ็นเอสายบวก (+strand RNA) สอดแทรก ที่
มีขนาดยาวมากกว่า 9,000 นิวคลีโอไทด์ เช่น ของ 
โพทีไวรัส (Potyvirus)  เมื่อใช้เลี้ยงเซลล์เจ้าบ้านที่บาง
อุณหภูมิ หรือบางสายพันธุ์ของเซลล์เจ้าบ้าน เป็นต้น 
และมีรายงานว่าเป็นปัญหากับพลาสมิด infectious 
clone ของไวรสั PRSV–P สายพนัธุไ์ทย (Charoensilp, 
2000) และของ PRSV–W (Attasart, 2003; 
Chiampiriyakul, 2007) สายพันธุ์ไทย

ไวรสัใบด่างจดุวงแหวนมะละกอ (PRSV–P) จดั
อยู่ในสกุลโพทีไวรัส (Potyvirus) ในวงศ์ Potyviridae 
เป็นไวรสัพชืทีส่ร้างความเสยีหายอย่างรนุแรงกบัแหล่ง
การผลิตมะละกอ (Carica papaya L.) ท่ัวโลก 
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PRSV–P มีจีโนมแบบ monopartite ประกอบด้วย 
อาร์เอน็เอสายบวก หนึง่สาย ถ่ายทอดโรคได้ด้วยวธิกีล
และแมลงพาหะในวงศ์ Aphididae ได้แก่ เพลี้ยอ่อน
หลายชนิดในแบบ non–persistent แบ่งตามกลุ่ม
ความเฉพาะพืชอาศัย ได้แก่ ชนิดพี (PRSV–P) ท�าให้
เกิดโรคได้ทั้งกับมะละกอและพืชตระกูลแตง ส่วนชนิด
ดับเบิ้ลยู (PRSV–W) ท�าให้เกิดโรคกับพืชตระกูลแตง
เท่าน้ัน จีโนมของไวรัส PRSV มีโปรตีน genome–
linked protein (VPg) ติดอยู่ที่ปลาย 5´ และมีสาย 
poly(A) อยูท่ีป่ลาย 3´ แปลรหสัได้เป็นโปรตีนสายเดยีว
ขนาดใหญ่ แล้วย่อยตัวเองเป็นโปรตีนขนาดเลก็จ�านวน 
10 ชนิด เรียงล�าดับเริ่มจากปลาย 5´   ของจีโนม ได้แก่ 
P1, HC–Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, NIa–VPg, NIa–Pro, 
NIb และโปรตีนห่อหุ้มไวรัส (CP) (Gonsalves et al., 
2010)

การสร้าง infectious clone ของโพทีไวรัส  
มีทั้งชนิดที่ถอดรหัสในหลอดทดลอง (in vitro RNA 
transcripts) โดยถอดรหัสจากโคลน cDNA สายเต็มที่
ใช้โปรโมเตอร์ของ bacteriophage เช่น SP6 T7 และ 
T3 และท�าให้เกิดโรคในพืชอาศัยได้ กับการสร้างโคลน
ในพลาสมดิทีท่�าให้พืชเกดิโรคได้โดยตรง (in vivo RNA 
transcripts) ด้วยการโคลน cDNA สายเตม็ภายใต้การ
ควบคุมของโปรโมเตอร์ Cauliflower mosaic virus 
(CaMV) 35S promoter (35S P) และประกอบด้วย
ส่วนท้าย poly(A) ต่อจาก 3´ UTR และ CaMV 35S 
terminator (35S T) หรือ NOS terminator เมื่อน�า
เข้าสู่พืชอาศัยท�าให้เกิดโรคโดยตรงได้ (Johansen, 
1996; Desbiez et al., 2012) มีการสร้างพลาสมิด 
infectious clone ของ cDNA เต็มสายของไวรัส 
PRSV–P และ PRSV–W สายพันธุ์ไทย (Charoensilp, 
2000; Attasart, 2003; Chiampiriyakul, 2007) พลาสมดิ 
pSA1155, pSA1164 และ pSA1273 ประกอบด้วย 
cDNA สายเต็มของ PRSV–W เชื่อมกับพลาสมิด
โครงสร้าง pUC 19 ควบคุมโดยโปรโมเตอร์ CaMV 35S 
แบบ partially duplicated และ NOS terminator 
เมื่อน�าเข้าสู ่พืชโดยวิธี particle bombardment 

pSA1164 และ pSA1273 ท�าให้เกิดโรคกับซกูินีได้ แต่ 
pSA1155 ไม่ท�าให้เกิดโรคเมื่อปลูกเชื้อโดยวิธีกล 

พลาสมิดดังกล่าวมีความเสถียรต�่า (Attasart, 
2003)  Ch iampi r iyakul  (2007)  ได ้สร ้ า ง 
pDPCwPN7978 and pDPCwAN0178 ประกอบด้วย 
cDNA สายเต็มของ PRSV–W เช่ือมกับพลาสมิด
โครงสร้าง pDrive (Fermentus, USA) ควบคุมโดย
โปรโมเตอร์ CaMV 35S แบบ partially duplicated 
และ NOS terminator พบว่า พลาสมิดดังกล่าวไม่
เสถียรไม่สามารถเพิ่มจ�านวนในแบคทีเรียเจ้าบ้านได้

จุดประสงค์ของการศึกษานี้ต้องการประเมิน
ความเสถียรของพลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8 
ที่เป็น in vivo infectious clone ของไวรัส PRSV–
SMK5 สายพันธุ์ไทย ท่ีได้สร้างข้ึน หลังผ่านการย้าย
เลีย้งเพิม่ปรมิาณในแบคทเีรยีเจ้าบ้าน E. coli DH5–α 
เพือ่การน�าไปใช้ในการศึกษาวจิยัถงึพนัธศุาสตร์โมเลกลุ
ของเชื้อไวรัสนี้ต่อไป

อุปกรณ์ และวิธีการ

การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
สุ่มโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli 

สายพันธุ ์ DH5–α ที่มีพลาสมิด pCF17_7 หรือ 
pCF17_8 ขนาด 14.014 กิโลเบส (kb) (Figure 1) ที่
เป็น in vivo infectious clone ของโคลน cDNA เต็ม
สายของจโีนมเช้ือ PRSV–SMK5 ท่ีมคีวามยาวของจโีนม 
10,358 นิวคลีโอไทด์ (nts) รวมส่วนปลาย 3´poly(A) 
จ�านวน 35 nts มีล�าดับนิวคลีโอไทด์ 10,032 nts ที่
ถอดรหัสได้เป็น polyprotein ประกอบด้วย 3,343 
กรดอะมิโน และส่วนไม่ถอดรหัสที่ปลาย 5´ จ�านวน  
85 nts และที่ปลาย 3´ จ�านวน 206 nts  พลาสมิดทั้ง
สองโคลนท�าให้มะละกอเกิดอาการโรคใบด่างจุด
วงแหวนมะละกอ (Assawathep, 2016) และพลาสมดิ
พาหะ pCass2 ขนาด 3.633 kb (Shi et al., 1997) 
จากแต่ละตัวอย่างจ�านวนสิบโคโลนี มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว LB+Amp (Luria–Bertani medium + 
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ampicillin 100 µg/ml) ปริมาตร 5 ml โดยเลี้ยง
เขย่าที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับเป็นการเลี้ยงเชื้อรอบที่ 0 แล้ว
ดดูเชือ้แบคทีเรยีย้ายไปเลีย้งในอาหารเหลว LB+Amp 
หลอดใหม่ในอัตรา  inoculum: medium 1:100 
(V/V) เล้ียงเขย่าท่ี 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับเป็นการเลี้ยง
เช้ือรอบท่ี 1 จากนั้นท�าการย้ายเลี้ยงเช้ือต่อ ๆ  กันข้าง
ต้นจ�านวนสิบรอบ (passage) และน�าสารแขวนลอย
เชื้อจากการเลี้ยงเชื้อแต่ละรอบ มาสกัดพลาสมิด เพื่อ
ตรวจความเสถียรของพลาสมิดและการเกิดโรคกับต้น
กล้ามะละกอ

Figure 1   The in vivo infectious construct, clone pCF17, derived from a full–length cDNA of PRSV–SMK 
combined on plasmid vector backbone (pCass2) under the control of a partially duplicated 
Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter (35S P) and CaMV 35S terminator (CaMV_35S 
term)

การสกัดและตรวจวิเคราะห์พลาสมิด
น�าเชื้อแบคทีเรียที่มีพลาสมิดจากที่เลี้ยงไว้ข้าง

ต้น ปั่นตกเพื่อเก็บตะกอนเซลล์ด้วยความเร็ว 6,000g 
เป็นเวลา 2 นาที น�าตะกอนเซลล์มาการสกัดพลาสมิด
ด้วยวิธี alkaline lysis โดยใช้วิธีที่ปรับปรุงจาก 
Kotchoni et al. (2003) ซึ่งเปลี่ยนแปลงสารละลาย
ของ solution III เป็น 8M ammonium acetate 
ละลายตะกอนพลาสมิดด้วย TE บัฟเฟอร์ (10 mM 
Tris–HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 20 µl

วิเคราะห์พลาสมิดที่สกัดได้ด้วยเทคนิค gel 
electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้น 
0.8 % ใน 0.5 เท่า TBE บัฟเฟอร์ (45 mM Tris–HCl, 
45 mM Boric acid, 25 mM EDTA, pH 8.0) ใช้กระแส

ไฟฟ้าตรงที่ความต่างศักย์คงที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 
นาที แล้วน�าแผ่น agarose gel มาย้อมแถบดีเอ็นเอ
ด้วยสารละลาย ethidium bromide ความเข้มข้น 2 
µg/ml เป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ามาล้างโดยแช่น�้าเป็น
เวลา 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต ้แสง
อัลตราไวโอเลต และถ ่ายภาพด ้วยเครื่อง gel 
documentation system (Gene Flash, Syngene 
Bio Imaging, Cambridge, UK)

การทดสอบการเกิดโรค
น�าพลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8 และ

พลาสมิด pCass2 (พลาสมิดโครงสร้าง) ที่สกัดจากวิธี
การข้างต้นมาตรวจวัดความเข้มข้นด้วยเครือ่ง UV–Vis 



ความเสถียรของ Infectious Clone เชื้อไวรัสในพลาสมิดพาหะ>>

204 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (2) 

spectrophotometer (NanoDrop 8000, Thermo 
Scientific, USA) น�าไปปลูกเชื้อด้วยวิธีกลบนใบต้น
มะละกอ โดยท�าให้เกิดแผลด้วยผงคาร์บอรันดัม ปลูก
เชือ้ด้วยการทาพลาสมดิแต่ละชนดิ อย่างละ 40 µg/ต้น 
ลงบนมะละกอที่มีใบจริงอย่างน้อยห้าใบ จ�านวน 10 
ต้น/กรรมวธีิ ใช้โพแทสเซยีมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้ม
ข้น 0.05 M (1M K

2
HPO

4
 61.5 ml และ 1M KH

2
PO

4
 

38.5 ml, pH 7.0) ทีม่ ี0.5% (w/v) Na
2
SO

3
 และ 0.5% 

(w/v) คาร์บอรันดัม เป็นกรรมวิธีควบคุม และน�้าคั้น
จากต้นมะละกอที่เป็นโรคจากเชื้อ PRSV–SMK5 เจือ
จาง 1:10 ในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ 
เข้มข้น 0.05 M เป็นกรรมวธิคีวบคมุบวก ทิง้ไว้นานสบิ
นาทีแล้วล้างด้วยน�้า ปลูกมะละกอไว้ในโรงเรือนปลูก
พืชป้องกันแมลงหลงัปลูกเชือ้เป็นเวลา 4 สปัดาห์ ตรวจ
สอบอาการของโรคใบด่างจุดวงแหวน และน�าใบ
มะละกอมาตรวจไวรัส PRSV ด ้วยวิธี  ELISA 
(Assawathep, 2016)

ผลการทดลอง และวิจารณ์

ความเสถยีรของ infectious clone ของ cDNA 
เต็มสายของไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ จากการ
วเิคราะห์ขนาดของพลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8 
ทีส่กัดได้จากแบคทเีรยีเจ้าบ้าน E. coli DH5–α พบว่า
พลาสมิดทัง้สองยังคงมขีนาดเต็มสาย (14.014 kb) ทุก
โคลนหลังผ่านการเลี้ยงโดยย้ายเชื้อจ�านวนสิบรอบ 
(passage) ดงัแสดงใน Figure 2B และ Figure 2C ตาม
ล�าดบั โดยพบพลาสมดิสายเต็มอยูใ่นแบคทเีรยีเจ้าบ้าน 
E. coli DH5–α ที่สุ่มมาตรวจทุกโคลนในแต่ละชนิด  
ที่ต�าแหน่งเหนือขนาดแถบดีเอ็นเอมาตรฐานแถบแรก 
(λ/HindIII) เนือ่งจากเป็นการแยกพลาสมดิแบบ native 
form ไม่ได้มีการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�าเพาะเพื่อให้ 
เกิดเป็นแถบดีเอ็นเอ ในบางโคลนพบแถบดีเอ็นเอท่ี
ต�าแหน่งอืน่มขีนาดเลก็กว่า 14 kb ทีค่าดว่าเป็นโคลน
ย่อยของ pCF17_7 และ pCF17_8 ทีพ่ลาสมิดบางส่วน
อาจเกดิการแตกหักจากกระบวนการสกดัพลาสมดิ หรอื

รปูแบบ (form) ของพลาสมดิท่ีมหีลายแบบ เนือ่งจาก
พลาสมิดมีขนาดใหญ่กระบวนการสกัดเพื่อให้ได้  
native form ท�าได้ยากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับ 
พลาสมดิโครงสร้าง pCass2 (Figure 2A) ซึง่พบแถบ
ดีเอ็นเอหลายแถบเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าพลาสมิด 
pCF17_7 และ pCF17_8 มีความเสถียรสูง เมื่อน�า 
พลาสมิดไปปลูกเชื้อพบว่าพลาสมิด pCF17_7 และ 
pCF17_8 ท�าให้เกิดโรคใบด่างจุดวงแหวนกับมะละกอได้

มีรายงานถึงความไม ่เสถียรของพลาสมิด 
infectious clone ของเชื้อโพทีไวรัส ที่พบเมื่อเพิ่ม 
ปรมิาณพลาสมดิในแบคทีเรยีเจ้าบ้าน E. coli บางโคลน 
โดยไม่สามารถเพิม่ปรมิาณได้ ซึง่อาจเกดิความเป็นพษิ
ของโปรตีน P3 และ CI ของโพทีไวรัส (Jakab et al., 
1997) หรือจากการหายไปของล�าดับนิวคลีโอไทด์บาง
ส่วนที่เกิดขึ้น (Flasinski et al., 1996) สอดคล้องกับ
รายงานการสร้างพลาสมิดที่เป็นโคลนของ cDNA เต็ม
สายของไวรัส PRSV–P สายพันธุ์ไทย ที่ใช้โปรโมเตอร์ 
CaMV 35S ที่มีบางส่วนของโปรโมเตอร์เป็นส่วนที่ 
ซ�า้กนั (duplicate) ในการควบคมุการถอดรหสัดเีอ็นเอ 
พบว่าพลาสมิดไม่มีความเสถียร และผลผลิตของ 
พลาสมิดที่สกัดได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย 
ที่มีโคลนเหล่านี้นั้นต�่ามาก (Charoensilp, 2000)  
การสร้างพลาสมิดที่เป็นโคลนของ cDNA สายเต็ม 
ของอาร์เอ็นเอของไวรัส PRSV–W สายพันธุ ์ไทย 
ที่ใช้โปรโมเตอร์ T7 polymerase พบว่าไม่เสถียร เมื่อ
เก็บเช้ือ E. coli DH5–α  เจ้าบ้านท่ีอุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียสเป็นเวลาหลายวันแล้วน�ามาเลี้ยงใหม่ 
พบว่า มีรูปแบบของแถบ cDNA เปลี่ยนไปเมื่อตัดด้วย
เอนไซม์ตดัจ�าเพาะ (Attasart, 2003; Chiampiriyakul, 
2007) โคลน cDNA เต็มสายของไวรัส PRSV–W ที่
ควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยการควบคุมของ
โปรโมเตอร์ CaMV 35S และ T7 RNA polymerase 
promoter ไม่สามารถเพิ่มทวีได้ในเช้ือแบคทีเรีย  
E. coli ซึ่งคาดว่าเกิดความเป็นพิษของโปรตีนไวรัสกับ
เชื้อ E. coli เจ้าบ้าน ส่งผลให้เกิดการหายไปของ 
พลาสมิดระหว ่างการเพิ่มปริมาณของพลาสมิด 
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(Chiampiriyakul, 2007) มีการทดสอบเพิ่มความ
เสถียรของ cDNA โคลนของจีโนมโพทีไวรัส ในหลาย
วิธี เช่น การสอดแทรก intron เข้าบริเวณส่วน cDNA 
ของไวรัสต�าแหน่งยีนที่คาดว่าเป็นพิษได้ มีในรายงาน
ของไวรัสหลายชนิดในโพที ไวรัส ได ้แก ่  Pea 
seedborne mosaic virus (Johansen, 1996) Plum 
pox virus (Lopez–Moya and Garcia, 2000) และ 
P a p a y a  l e a f  d i s t o r t i o n  m o s a i c 
(Tuo et al., 2015) เป็นต้น แต่มีหลายรายงานที่
ประสบความส�าเรจ็ในการสร้าง infectious clone ของ
ไวรัส PRSV ทั้งแบบ in vitro หรือ in vivo ที่ไม่มีการ
สอดแทรก intron ท�าให้คาดได้ว่าโคลนที่จะเป็น 
infectious clone ของไวรสั PRSV ไม่จ�าเป็นต้องแทรก
ส่วนของ intron ก็ได้ (Chiang and Yeh, 1997; Chen 
et al., 2008) ซึ่งสอดคล้องกับการสร้างโคลนท่ีเป็น 
infectious clone ของไวรัส PRSV ที่ใช้ในการศึกษา
คร้ังนี ้(Assawathep, 2016) ทีโ่คลนไม่มกีารแทรกส่วน 

intron เข้าไปแต่อย่างใด ประกอบกับพลาสมิด
โครงสร้างทีใ่ช้ pCass2 เป็นพลาสมดิทีม่ส่ีวนเริม่ต้นการ
เพิม่จ�านวน (origin of replication) ทีม่าจากพลาสมดิ 
pBR322 (pBR322 ori) ท่ีเพิม่ปรมิาณท่ีต�า่ต่อเซลล์ (20 
copies/cell) ซ่ึงต่างจากพลาสมิดท่ีมีโครงสร้างจาก
พลาสมิด pUC ที่จะเพิ่มปริมาณต่อเซลล์สูงถึง 500 
copies/cell (Howe, 2007) ซึง่อาจส่งผลให้เกิดปัญหา
ของความไม่เสถียรของโคลน cDNA ที่มีขนาดยาวกว่า 
9,000 นิวคลีโอไทด์ (Boyer and Haenni, 1994)

สรุป

ในการทดสอบกบัพลาสมดิ in vivo infectious 
clone ของ cDNA เต็มสายของไวรัส PRSV–SMK5 
จ�านวนสองโคลน ได้แก่ pCF17_7 และ pCF17_8  ท่ีใช้
พลาสมิดโครงสร้าง  pCass2 ท่ีได้จากการเพิม่ปรมิาณ
ในแบคทเีรยีเจ้าบ้าน E. coli DH5–α ในอาหารเหลว 

Figure 2 Plasmid stability of PRSV infectious clones 
in Escherichia coli DH5–α after ten passages 
on culture medium. Plasmids include (A) 
pCass2, plasmid vector as control, (B) 
infectious clones pCF17_7 and (C) pCF17_8, 
respectively. Lane C = plasmid at passage 
0; M = λ/HindIII DNA Marker
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Luria–Bertani ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 
µg/ml เขย่าทีค่วามเรว็คงที ่200 รอบ/นาท ีทีอ่ณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังการย้าย
เชื้อต่อเนื่องกันจ�านวนสิบรอบ พลาสมิดมีความเสถียร
และเกิดโรคกับมะละกอที่ปลูกเชื้อด้วยพลาสมิดได้
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