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การสังเคราะห์ in vivo Transcript จากโคลน cDNA เต็มสายของเชื้อไวรัสใบด่างจุด
วงแหวนมะละกอ (PRSV-P) สายพันธุ์ไทย

Synthesis of in vivo Full-Length Transcripts cDNA of Papaya Ringspot 
Virus (PRSV-P) Thai Strain
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ABSTRACT: A whole genome of Papaya ringspot virus (PRSV–P) Thai strain was cloned. Seven 
complementary DNAs (cDNAs) of subgenomic fragments encompassed the whole genome 
of PRSV–SMK5 isolate. The PRSV-SMK5 genome was synthesized by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT–PCR) using primers designed from unique sites of restriction 
enzymes in the genome. The sizes of the PCR products ranged from 493 to 2,706 nucleotides 
(nts). Each fragment was cloned into the pGEM®–T easy plasmid vector to verify the sequence. 
The confirmed plasmids were used as templates for over lapping PCR and sequentially 
cloned into pCass2 plant expression vector. The transcription of PRSV genome was driven by 
Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter and terminated by CaMV terminator. Two full-
length cDNA clones of PRSV-SMK5 isolate, which were designated as pCF17_7 and pCF17_8, 
were obtained. Each clone showed 10,358 nts in length with 35 nts of an artificial poly(A) tail 
and containing both 5´ and 3´ non-coding regions consisting of 85 and 206 nts, respectively. 
A polyprotein of 3,343 deduced amino acids was encoded from 10,032 nts. Both plasmids, 
pCF17_7 and pCF17_8, were infectious and showed the PRSV typical symptoms at 21 days 
after mechanical inoculation on papaya seedlings. The in vivo transcribed RNAs in the plant 
sap were confirmed by RT–PCR, serological detection of PRSV coat protein and PRSV particles 
were also observed under immuno electron microscopy.
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บทคัดย่อ

โคลนจีโนมเต็มสายของเชื้อไวรัสใบด่างจุด
วงแหวนมะละกอ (Papaya Ringspot Virus (PRSV-P) 
สายพันธุ์ไทย โดยการสังเคราะห์ cDNA ของเชื้อไวรัส 
PRSV–SMK5 ด้วยปฏิกิริยา reverse transcription–
polymerase chain reaction (RT-PCR) ของจีโนม
เป็นส่วน ๆ จ�านวน 7 ชิ้นย่อย มีความยาวตั้งแต่ 493 
ถึง 2,706 นิวคลีโอไทด์ (nts) โดยก�าหนดให้แต่ละชิ้น
ซ้อนเหลือ่มกนัทัง้จีโนม ด้วยการใช้ไพรเมอร์ทีอ่อกแบบ
จากต�าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ�าเพาะที่มีเพียงหนึ่ง
ต�าแหน่งบนจีโนม น�าแต่ละชิ้นย่อยโคลนเข้าพลาสมิด 
pGEM®–T easy เพือ่ตรวจสอบล�าดับนิวคลโีอไทด์ และ
เป็นแหล่งสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพื่อโคลนเข้าพลาสมิด 
pCass2 ซ่ึงมีการขับเคลื่อนการถอดรหัสของยีน 
(transcription) ด้วยชุดโปรโมเตอร์ Cauliflower 
mosaic virus (CaMV) 35S จ�านวนสองชุดต่อเนื่อง
กนั และหยดุการถอดรหสัด้วย CaMV 35S terminator 
โดยการโคลนนิ่งแบบต่อเนื่องเป็นล�าดับ ด้วยเทคนิค 
overlap extension PCR cloning ได้โคลน cDNA 
เต็มสายของจีโนมเชื้อ PRSV–SMK5 จ�านวนสอง 
พลาสมิดให้ชื่อว่า pCF17_7 และ pCF17_8 ที่มี 
ความยาวของจีโนม ซึ่งรวม 35 nts ของส่วน poly(A) 
ยาว 10,358 nts เท่ากนั ประกอบด้วยส่วนไม่ถอดรหสั
ทีป่ลาย 5´ จ�านวน 85 nts และท่ีปลาย 3´ จ�านวน 206 
nts มีล�าดับ นิวคลีโอไทด์ 10,032 nts ที่ถอดรหัสได้
เป็น polyprotein ประกอบด้วย 3,343 กรดอะมิโน 
พลาสมิดทั้งสองโคลนท�าให้มะละกอเกิดอาการโรค 
ใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ หลังการปลูกเชื้อด้วย 
พลาสมดิเป็นเวลา 21 วัน ตรวจยนืยนัพบสารพันธกุรรม 
อาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค RT–PCR และ
โปรตีนห่อหุ้มของเชื้อ PRSV ด้วยเทคนิค ELISA และ
ตรวจพบอนุภาคของเชื้อ PRSV ด้วยเทคนิค immuno 
electron microscopy

ค�าส�าคัญ: ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ, in vivo 

full length transcript, infectious cDNA clone, 
potyvirus 

บทน�า

ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ (Papaya 
ringspot virus; PRSV) เป็นเชื้อไวรัสจัดอยู่ในสกุล 
Potyvirus ในวงศ์ Potyviridae ซึ่งมีอนุภาคเป็นท่อน
ยาวคดขนาด 760–800 นาโนเมตร x 12 นาโนเมตร มี
จโีนมแบบ monopartite ประกอบด้วยอาร์เอน็เอสาย
บวก สายเดยีวยาวประมาณ 10,326 นวิคลโีอไทด์ (nts) 
และมีสาย poly(A) ท่ีปลายสาย (Purcifull et al., 
1984; Yeh et al., 1992) ถ่ายทอดโรคด้วยวิธีกลและ
ด้วยเพลี้ยอ่อนหลายชนิดในแบบ non–persistent 
ท�าให้เกิดอาการใบด่างในมะละกอ ใบอาจเรียวเล็กลด
รูปอย่างมาก ผิวผลขรุขระเกิดรอยแผลวงแหวนฉ�่าน�้า 
ขีดแผลฉ�่าน�้าท่ีส่วนของล�าต้นและก้านใบ การเจริญ
เติบโตจะชะงัก ดอกร่วง ท�าให้ติดผลน้อย เชื้อ PRSV 
จัดแบ่งออกเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่ม PRSV–P เกิดโรคได้
ทั้งมะละกอและพืชตระกูลแตง และกลุ่ม PRSV–W  
ทีเ่กดิโรคได้เฉพาะกับพชืพวกแตงเท่านัน้ (Gonsalves 
and Ishi i , 1980) และเช้ือ PRSV ท�าให ้ เกิด 
แผลจุดเฉพาะแห่ง (local lesion) กับพืชวงศ์ 
Chenopodiaceae  (Conover, 1964) จีโนมของ 
เช้ือม ีgenome-linked protein (VPg) ตดิอยูท่ี่ปลาย  
5´และมสีาย poly(A) อยูท่ี่ปลาย 3´ ถอดรหสัได้โปรตนี
ขนาดใหญ่ช้ินเดียว ซ่ึงจะย่อยตัวเองออกเป็นโปรตีน
จ�านวน 10 ชนิดคือ โปรตีน P1 เอนไซม์ helper 
component−proteinase (HC–Pro) โปรตีน P3 
โปรตนี 6K1 โปรตนี cylindrical inclusion (CI) โปรตนี 
6K2 โปรตีน VPg (NIa−Vpg) เอนไซม์ nuclear 
inclusion a proteinase (NIa-Pro) โปรตีน large 
nuclear inclusion (Nib) และโปรตนีห่อหุม้ไวรสั (CP) 
(Yeh et al., 1992)

การสร้างพลาสมดิทีม่คีณุสมบตัทิ�าให้เกดิโรคได้ 
(infectious cDNA clone) ของเชื้อไวรัสที่มีจีโนมเป็น
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อาร์เอ็นเอ เป็นขั้นตอนที่มีความส�าคัญ ซึ่งจะน�าไปสู่
ความรู้ และเข้าใจถึงพันธุกรรมของเชื้อไวรัสและน�าไป
ใช้ในการควบคุมเชื้อไวรัสได้ ปัจจุบันมีรายงานถึงการ
สร้าง infectious cDNA clone ของเชื้อ Potyvirus 
ทั้งที่เป็น in vitro และ in vivo infectious cDNA 
clone ไม่น้อยกว่า 20 ชนิด (Tuo et al., 2015) รวม
ทั้งเชื้อ PRSV (Chiang and Yeh, 1997) แม้ว่าการ
พัฒนาเทคนิคด้านชีวโมเลกลุได้รดุหน้าไปอย่างรวดเรว็ 
แต่การสร้างพลาสมดิสายเตม็จโีนมของไวรสัทีส่ามารถ
ท�าให้เกิดโรคได้ ยังเป็นข้ันตอนที่มีความละเอียดอ่อน 
มปัีจจยัทีเ่กีย่วข้องหลากหลาย จึงมห้ีองปฏิบติัการไวรสั
จ�านวนไม่มากนักที่ประสบผลส�าเร็จ ซึ่งในการศึกษานี้
ได้ประสบความส�าเร็จในการโคลนจีโนมเต็มสายของ
เชือ้ PRSV–P และสร้างโคลนทีส่ามารถถอดรหสัภายใน
เซลล์พชือาศยั และท�าให้เกิดโรคได้ (in vivo infectious 
clone)

อุปกรณ์ และวิธีการ

แหล่งเชื้อไวรัส PRSV และการตรวจยืนยันเชื้อ 
 น�าเชือ้ PRSV–SMK ซึง่ได้รบัความอนเุคราะห์
จาก ดร.ศรีเมฆ ชาวโพงพาง ภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ มาแยกให้บริสุทธิ์ 
โดยปลูกเชื้อลงบนใบ Chenopodium quinoa ซึ่งจะ
เกิดแผลจุดเฉพาะแห่ง (local lesion) น�าแต่ละจุดมา
เพิ่มปริมาณเชื้อด้วยการปลูกเชื้อด้วยวิธีกลบนใบ
มะละกอ (Carica papaya L.) และแตงหนาม 
(Cucumis metuliferus cv. Accession 2459) สงัเกต
อาการของโรคเป็นเวลาสองสัปดาห์ 
 ตรวจสอบยืนยันเชื้อ PRSV จากการท�า 
ปฏกิรยิา PCR ท่ีจ�าเพาะต่อยนี CP (Chokboon, 2011) 
และส่วน 5´ untranslated region (UTR) และเทียบ
ล�าดบันิวคลโีอไทด์กบัจโีนมเชือ้ PRSV–SMK ทีร่ายงาน
ไว้ก่อนหน้า(Chokboon, 2011)  โดยการน�าแต่ละต้น
ที่ปลูกเชื้อสกัดอาร์เอ็นเอด้วย Thermo ScientificTM 
GeneJETTM Plant RNA Purification Mini Kit 

(Thermo Scientific, USA) สังเคราะห์ cDNA ด้วย 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, USA) โดยใช ้ไพรเมอร ์ 
o l i go (dT )

18
 แล ้ วน� า ไปท� าปฏิ กิ ริ ย าพี ซี อ าร ์ 

(polymerase chain reaction) โดยใช้ไพรเมอร์ 
SC501F และ SC104R ส�าหรับตรวจวิเคราะห์ยีน CP 
และไพรเมอร์ P3F และ MPSMK475R ส�าหรับส่วน 
5´UTR (Table 1) ซึ่งมีองค์ประกอบปฏิกริยาดังนี้ 
cDNA ต้นแบบของแต่ละไอโซเลท เจือจาง 50 เท่า 
จ�านวน 2 ไมโครลิตร, 1X GoTaq® Green Master 
Mix (Promega, USA), ไพร์เมอร์ชนิดละ 10 pmol  
ในปฏิกริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร และรอบปฏิกิริยา
ดงันี ้Predenature 94oC เป็นเวลา 5 นาท,ี denature 
94oC เป็นเวลา 1 นาที, annealing 50oC เป็นเวลา  
30 วินาที extension 72oC เป็นเวลา 1 นาที ท�าขั้น
ตอน denature – extension จ�านวน 30 รอบ และ 
final extension ที่ 72oC เป็นเวลา 7 นาที น�าผลผลิต
พซีอีาร์โคลนเข้า pGEM®–T easy vector (Promega, 
USA) ถ่ายเข้าแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ 
DH5–alpha ด้วยเทคนิค heat shock (Sambrook 
et al., 1989) คัดเลือกโคลนด้วยเทคนิค blue–white 
colony screening ตรวจสอบโคลนของแต่ละ 
ไอโซเลทด ้วยเทคนิคพีซีอาร ์ โดยตรวจสอบยีน  
5´UTR ดงัรายละเอยีดด้านบน 
 น�าโคลนท่ีผ่านการคดัเลือกของแต่ละไอโซเลท 
จ�านวน 5 โคลน เลีย้งเพิม่ปรมิาณและสกัดพลาสมดิด้วย 
PrestoTM Mini Plasmid Kit (Geneaid, USA) น�าส่งหา
ล�าดบันวิคลโีอไทด์ท่ี First Base Laboratories ประเทศ
มาเลเซยี น�าล�าดบันวิคลโีอไทด์ท่ีได้มาวเิคราะห์เปรยีบ
เทยีบความเหมอืนของแต่ละไอโซเลท โดยเปรยีบเทยีบ
กบัล�าดบันวิคลโีอไทด์ของ PRSV–SMK (Chokboon, 
2011) ด้วย Clustal Omega program ของ European 
Bioinformatics Institute (EMBL–EBI) (Sievers et 
al., 2011) เพือ่คดัเลอืกไอโซเลทตวัแทนของเชือ้ PRSV–
SMK ท่ีจะใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ cDNA ต่อไป
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การสงัเคราะห์ cDNA และหาล�าดบันวิคลโีอไทด์ของ
จโีนมของ PRSV−SMK

น�าไอโซเลททีเ่ลอืกได้จากข้างต้น ใช้เป็นต้นแบบ

ส�าหรับการโคลนเพื่อสร้าง cDNA เต็มสายของจีโนม 
PRSV–SMK สงัเคราะห์ดเีอน็เอ 7 ชิน้ซึง่ครอบคลมุทัง้ 
จโีนม (Figure 1)

Figure 1 A description and partial restriction map of the full–length DNA sequence of PRSV–SMK 
(Chokboon, 2011) for construction of in vivo infectious clone of PRSV–SMK5. The infectious 
clone, pCF17, was constructed by ligation all of fragments with suitable enzymes. The 
arrows indicate the positions of primers, which were used to amplify each fragment

ท�าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณแต่ละชิ้นส่วนของ 
จี โนม ซ่ึงมีองค ์ประกอบปฏิกริยาดังนี้  cDNA 
ต้นแบบเจือจาง 50 เท่า จ�านวน 2 ไมโครลิตร 
Phusion® Hot Start II High–fidelity DNA 
polymerase (Thermo Scientific, USA) 1 unit 
ไพรเมอร์ชนิดละ 20 pmol 200 µM dNTPs 1x 
Phusion®GC–PCR buffer  ในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร และรอบปฏิกิริยาดังนี้ Predenature 
98oC เป็นเวลา 30 วินาที denature 98oC เป็น

เวลา 10 วินาที annealing 62oC เป็นเวลา 30 
วินาที และ extension 72oC ตามขนาดความยาว
ของแต่ละชิ้นย่อย (Table1) ท�าขั้น denature – 
annealing จ�านวน 30 รอบ และ final extension 
ที่ 72oC เป็นเวลา 10 นาที

โดยคู่ไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดัง
ต่อไปนี้ ใช้ P3F และ P1R ส�าหรับ F1 ใช้ P4F และ 
P5R ส�าหรับ F2 ใช้ P6F และ P7R ส�าหรับ F3 ใช้ 
P8F และ P9R ส�าหรับ F4 ใช้ P10F และ P11R 
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ส�าหรับ F5 ใช้ P12F และ P13R ส�าหรับ F6 ใช้ P14F 
และ P15R ส�าหรับ F7 (Table 1)

ผลผลิตชิ้น F1 ถึง F7 ที่ได้ให้บริสุทธิ์แล้วโคลน
เข้าสู่พลาสมิด pGEM®–T easy vector (Promega, 
USA) เพื่อสร ้างพลาสมิดสายผสม pGEM–F1, 
pGEM–F2, pGEM–F3, pGEM–F4, pGEM–F5, 
pGEM–F6 และ pGEM–F7 ตามล�าดับ ถ่ายพลาสมิด
เข้าแบคทเีรยี คดัเลอืกและตรวจสอบโคลนโดยเทคนคิ
พีซีอาร์ด้วยคู่ไพรเมอร์ของแต่ละชิ้นจีโนมตามวิธีการ

ข้างต้น สุ่มเลือก อย่างน้อย 4 โคลนของแต่ละผลผลิต
ของช้ินดีเอ็นเอมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณ สกัดพลาสมิด ส่ง
วิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ และเปรียบเทียบความ
เหมือนของล�าดับนิวคลีโอไทด์ภายในซ�้าของแต่ละชิ้น
ดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบกับล�าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
PRSV–SMK ด้วยวิธีการดังกล่าวข้างต้น เลือกโคลนที่
มีล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกันในซ�้าและเหมือน 
PRSV–SMK มากท่ีสุด เป็นต้นแบบในการสร้าง 
infectious clone ต่อไป

Table 1 Primers used in construction of in vivo full–length cDNA clone of Papaya ringspot virus

Name1 Sequence (5 ́ to 3′)2 Primer Set 
Extension 

time 
of PCR (sec) 

kpnIF1FC GCCTGGGTACCAAATAAAACATCTCAACA CAAC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P3FC AAATAAAACATCTCAACACAACAC P3F/MPSMK475R, 

P3F/P1R 
 

40, 15 
MPSMK475RC TGACTTAATTAAGTTCCTTTCCGA P3F/MPSMK475R 40 
P1RC, S GTACGCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTCCT P3F/P1R 15 
F1EcoRIRC GTACCGAATTC GCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P4FC CGGAAAGGAACTTAATTAAGTCAATGC P4F/P5R, P4F/P7R 65, 115 
P5RC GTACGCGGCCGCGGCGATCTTTCGAATACCATTTGG P4F/P5R 65 
P6FC CCAAATGGTATTCGAAAGATCGCC P6F/P7R 55 
P7RC GTACGCGGCCGCCGATGACTTGCTCGAGTTTCTTTT P6F/P7R, P4F/P7R 55, 115 
P8FC GAAAAGAAACTCGAGCAAGTCATCG P8F/P9R, P8F/P11R 45, 145 
P9RC GTACGCGGCCGCCATTGTGCGCGCTTGCCT TAC P8F/P9R 45 
P10FC GGCAAGCGCGCACAATG P10F/P11R 85 
P11RC GTACGCGGCCGCCTGCGGTGAAAGATCTTGTC P10F/P11R, P8F/P11R 85, 145 
P12FC GACAAGATCTTTCACCGCAG P12F/P13R, 

P12F/P15R, 
P12F/P25R 

 
55, 70, 55 

P13RC GTACGCGGCCGCCATACCGCGGCATGTACC P12F/P13R 55 
P14FC GGTACATGCCGCGGTATG P14F/P15R 20 
P15RC 
 

GTACGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTCTCTCATTC 

 
P14F/P15R, P12F/P15R 

 
20, 70 

P16FS GAAGAAGCAGAAGCAATCCAGG – – 
P17FS CTTCACGATGGCTGGTGGT – – 
P18RS GATCTCCTTCTGCGCATTGA – – 
P19FS CGTTCTGGAAAAGCTCAC – – 
P20FS TGTACGCCGAACTGTGTGTC – – 
P21FS CACTTGACATTGAAGCCGTC – – 
P22RS 
 

ACTGTTGCATTGTGCGCGCTTGCCTTACAGTGCAATT 
TTTGAGTAAGCTCAAC 

 
– 

 
– 

P23FS CAGTCGAACAAAGACGAGACC – – 
P24FS GGAACATCCCCAGACATATCT – – 
P25RC 
 

TAATTCCATACCGCGGCATGTACCTCTCAGTAGCATT 
CCTCTTTGC 

 
P12F/P25R 

 
55 

SC501FD AAAGTGGTATGAGGGAGTGAGGAA SC501F/SC104R 60 
SC104RD ATTGCGCATACCTAGGAGAGAGTG SC501F/SC104R 60 
M13RS GCGGATAACAATTTCACACAGG – – 
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การสร้างโคลน cDNA เตม็สายจากเช้ือ PRSV–SMK5
การโคลน cDNA เต็มสายของเชือ้ PRSV–SMK5 

สร้างขึ้นได้จากการต่อชิ้นย่อยของจีโนม PRSV–SMK5 
จ�านวน 6 ชิน้ เข้าด้วยกนั ด้วยการโคลนแบบเป็นล�าดบั
ขัน้เรยีงล�าดบัชิน้ย่อยจากปลาย 5´ ถงึปลาย 3´ ของจีโนม 
โดยการแทรกชิ้นย่อยของจีโนมแต่ละชิ้น (Figure 1) 
เข้าระหว่างต�าแหน่งของเอนไซม์ในเวคเตอร์ท่ีมีเพียง
ต�าแหน่งเดียวในจีโนม ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ�าเพาะ
ชนิดเดียวกันตัดทั้งเวคเตอร์และช้ินดีเอ็นที่ต้องการ
แทรกแล้วต่อทัง้สองชิน้เข้าด้วยกัน พลาสมดิทีส่ร้างขึน้
ก่อนใช้เป็นเวคเตอร์ส�าหรับแทรกชิ้นย่อยของจีโนมชิ้น

ถัดไปต่อด้านปลาย 3´ ของชิ้นย่อยของจีโนมชิ้นก่อน
หน้า ใช้วิธีการเช่นนี้จนได้ cDNA เต็มสายครบ 

การเตรยีมแต่ละช้ินย่อยของจโีนมได้มาจากการ
ท�าปฏิกิริยาพีซีอาร์เช่นเดียวกับการการสังเคราะห์ 
cDNA จากจีโนมของ PRSV–SMK หรือการตัดชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอที่ต�าแหน่งเอนไซม์ตัดจ�าเพาะโดยตรงจาก 
พลาสมิดสายผสม pGEM–F1 ถึง F7 และใช้เอนไซม ์
ตดัจ�าเพาะ FastDigestTM (Thermo Scientific, USA) 
ตัดช้ินดีเอ็นเอซ่ึงข้ึนอยู่กับเอนไซม์ท่ีปรากฏในแต่ละ 
ชิ้นย่อย ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วย 1% agarose gel 
electrophoresis ท�าช้ินดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ด้วยการ 

1 F and R in the primer names indicate forward and reverse primers, respectively
2 Underline sequences are restriction sites i.e. GGTACC for KpnI, TTAATTAA for PacI, GCGGCCGC for NotI, 
GAATTC for EcoRI, TTCGAA for BstBI, CTCGAG for XhoI, GCGCGC for BssHII, AGATCT for BglII and CCGCGG 
for SacII. These sites were used for excision of the inserts to construct recombinant plasmids

C Primer was used in PCR using Phusion® Hot Start II High–fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific, 
USA) for cloning

D Primer was used in PCR using GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) for PRSV CP gene detection.
S Primer was used for DNA sequencing

Name1 Sequence (5 ́ to 3′)2 Primer Set 
Extension 

time 
of PCR (sec) 

kpnIF1FC GCCTGGGTACCAAATAAAACATCTCAACA CAAC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P3FC AAATAAAACATCTCAACACAACAC P3F/MPSMK475R, 

P3F/P1R 
 

40, 15 
MPSMK475RC TGACTTAATTAAGTTCCTTTCCGA P3F/MPSMK475R 40 
P1RC, S GTACGCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTCCT P3F/P1R 15 
F1EcoRIRC GTACCGAATTC GCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P4FC CGGAAAGGAACTTAATTAAGTCAATGC P4F/P5R, P4F/P7R 65, 115 
P5RC GTACGCGGCCGCGGCGATCTTTCGAATACCATTTGG P4F/P5R 65 
P6FC CCAAATGGTATTCGAAAGATCGCC P6F/P7R 55 
P7RC GTACGCGGCCGCCGATGACTTGCTCGAGTTTCTTTT P6F/P7R, P4F/P7R 55, 115 
P8FC GAAAAGAAACTCGAGCAAGTCATCG P8F/P9R, P8F/P11R 45, 145 
P9RC GTACGCGGCCGCCATTGTGCGCGCTTGCCT TAC P8F/P9R 45 
P10FC GGCAAGCGCGCACAATG P10F/P11R 85 
P11RC GTACGCGGCCGCCTGCGGTGAAAGATCTTGTC P10F/P11R, P8F/P11R 85, 145 
P12FC GACAAGATCTTTCACCGCAG P12F/P13R, 

P12F/P15R, 
P12F/P25R 

 
55, 70, 55 

P13RC GTACGCGGCCGCCATACCGCGGCATGTACC P12F/P13R 55 
P14FC GGTACATGCCGCGGTATG P14F/P15R 20 
P15RC 
 

GTACGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTCTCTCATTC 

 
P14F/P15R, P12F/P15R 

 
20, 70 

P16FS GAAGAAGCAGAAGCAATCCAGG – – 
P17FS CTTCACGATGGCTGGTGGT – – 
P18RS GATCTCCTTCTGCGCATTGA – – 
P19FS CGTTCTGGAAAAGCTCAC – – 
P20FS TGTACGCCGAACTGTGTGTC – – 
P21FS CACTTGACATTGAAGCCGTC – – 
P22RS 
 

ACTGTTGCATTGTGCGCGCTTGCCTTACAGTGCAATT 
TTTGAGTAAGCTCAAC 

 
– 

 
– 

P23FS CAGTCGAACAAAGACGAGACC – – 
P24FS GGAACATCCCCAGACATATCT – – 
P25RC 
 

TAATTCCATACCGCGGCATGTACCTCTCAGTAGCATT 
CCTCTTTGC 

 
P12F/P25R 

 
55 

SC501FD AAAGTGGTATGAGGGAGTGAGGAA SC501F/SC104R 60 
SC104RD ATTGCGCATACCTAGGAGAGAGTG SC501F/SC104R 60 
M13RS GCGGATAACAATTTCACACAGG – – 

Name1 Sequence (5 ́ to 3′)2 Primer Set 
Extension 

time 
of PCR (sec) 

kpnIF1FC GCCTGGGTACCAAATAAAACATCTCAACA CAAC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P3FC AAATAAAACATCTCAACACAACAC P3F/MPSMK475R, 

P3F/P1R 
 

40, 15 
MPSMK475RC TGACTTAATTAAGTTCCTTTCCGA P3F/MPSMK475R 40 
P1RC, S GTACGCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTCCT P3F/P1R 15 
F1EcoRIRC GTACCGAATTC GCGGCCGCTGACTTAATTAAGTTC KpnIF1F/F1EcoRIR 15 
P4FC CGGAAAGGAACTTAATTAAGTCAATGC P4F/P5R, P4F/P7R 65, 115 
P5RC GTACGCGGCCGCGGCGATCTTTCGAATACCATTTGG P4F/P5R 65 
P6FC CCAAATGGTATTCGAAAGATCGCC P6F/P7R 55 
P7RC GTACGCGGCCGCCGATGACTTGCTCGAGTTTCTTTT P6F/P7R, P4F/P7R 55, 115 
P8FC GAAAAGAAACTCGAGCAAGTCATCG P8F/P9R, P8F/P11R 45, 145 
P9RC GTACGCGGCCGCCATTGTGCGCGCTTGCCT TAC P8F/P9R 45 
P10FC GGCAAGCGCGCACAATG P10F/P11R 85 
P11RC GTACGCGGCCGCCTGCGGTGAAAGATCTTGTC P10F/P11R, P8F/P11R 85, 145 
P12FC GACAAGATCTTTCACCGCAG P12F/P13R, 

P12F/P15R, 
P12F/P25R 

 
55, 70, 55 

P13RC GTACGCGGCCGCCATACCGCGGCATGTACC P12F/P13R 55 
P14FC GGTACATGCCGCGGTATG P14F/P15R 20 
P15RC 
 

GTACGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTCTCTCATTC 

 
P14F/P15R, P12F/P15R 

 
20, 70 

P16FS GAAGAAGCAGAAGCAATCCAGG – – 
P17FS CTTCACGATGGCTGGTGGT – – 
P18RS GATCTCCTTCTGCGCATTGA – – 
P19FS CGTTCTGGAAAAGCTCAC – – 
P20FS TGTACGCCGAACTGTGTGTC – – 
P21FS CACTTGACATTGAAGCCGTC – – 
P22RS 
 

ACTGTTGCATTGTGCGCGCTTGCCTTACAGTGCAATT 
TTTGAGTAAGCTCAAC 

 
– 

 
– 

P23FS CAGTCGAACAAAGACGAGACC – – 
P24FS GGAACATCCCCAGACATATCT – – 
P25RC 
 

TAATTCCATACCGCGGCATGTACCTCTCAGTAGCATT 
CCTCTTTGC 

 
P12F/P25R 

 
55 

SC501FD AAAGTGGTATGAGGGAGTGAGGAA SC501F/SC104R 60 
SC104RD ATTGCGCATACCTAGGAGAGAGTG SC501F/SC104R 60 
M13RS GCGGATAACAATTTCACACAGG – – 

Table 1 Continue
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ตัดแถบดีเอ็นเอออกจากเจลแล้วใช้ GenepHlowTM 
Gel/PCR Kit Protocol (Geneaid, USA) ท�าปฏกิริยิา
ต่อชิน้ดเีอน็เอด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (Promega, 
USA) การถ่ายพลาสมิดเข้าแบคทีเรีย การคัดเลือก ใช้
วิธีเดยีวกับการโคลนชิน้ F1 ถงึ F7 และตรวจสอบโคลน
ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ทีใ่ช้ปฏกิริยิาเหมอืนการเพิม่ปรมิาณ
ชิ้นดีเอ็นเอ หรือตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�าเพาะ คัดเลือก
อย่างน้อย 3 โคลนน�าส่งวิเคราะห์ล�าดับนิวคลิโอไทด์ 

รายละเอียดการสร้างแต่ละพลาสมิดมีวิธีการ
ตามล�าดับดังต่อไปนี้ 1.) pCF1 ขนาด 4.137 kb เกิด
จากการแทรกผลผลิตพีซีอาร์ของ F1 ขนาด 0.511 kb 
ทีใ่ช้ pGEM–F1 เป็นต้นแบบ และใช้ไพรเมอร์ KpnIF1F 
และ F1EcoRIR เข้าระหว่าง KpnI และ EcoRI ของ
พลาสมิดควบคุมการถอดรหัสในพืช pCass2 (Shi et 
al.,1997)  2.) pCF13 ขนาด 7.828 kb เกดิจากการน�า
ชิ้นผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 3.726 kb ที่ครอบคลุม F2 
และ F3 ที่ใช้ cDNA ของ PRSV-SMK5 เป็นต้นแบบ 
และใช้ไพรเมอร์ P4F และ P7R แทรกเข้าระหว่าง PacI 
และ NotI ใน pCF1  3.) pCF14 ขนาด 9.195 kb เกิด
จากการน�า F4 ที่เตรียมจากการตัดดีเอ็นเอจาก 
pGEM–F4 แล้วแทรกเข้าระหว่าง XhoI และ NotI ใน 
pCF13 4.) pCF15 ขนาด 11.872 kb เกิดจากการ
แทรกผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 4.081 kb เข้าระหว่าง  
SpeI และ NotI ใน pCF14 ผลผลิตพีซีอาร์ชิ้นนี้เตรียม
ได้จากเพ่ิมปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ P8F และ P11R 
และใช้ดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการตัดและต่อผลผลิต
พซีอีาร์ของ F4 และ F5 ท่ีต�าแหน่งเอนไซม์ BssHII โดย
ผลผลิตพีซีอาร์ของ F4 และ F5 เหล่านี้ ใช้ pGEM–F4 
และ pGEM–F5 เป็นต้นแบบตามล�าดับ 5.) pCF17 
ขนาด 14.014 kb เกดิจากการน�าผลผลติพซีอีาร์ขนาด 
2.174 kb แทรกเข้าระหว่าง BglII และ NotI ใน pCF15 
โดยเตรียมผลผลิตพีซีอาร ์จากเทคนิค overlap 
extension PCR เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ P12F 
และ P15R และใช้ผลผลิตพีซีอาร์สองชิ้นเป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบประกอบด้วย ชิ้นแรกเตรียมจากปฏิกิริยา 
พีซีอาร์ของ F6 ที่ใช้ pGEM-F6 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบใช้
ไพรเมอร์ P12F และ P25R เพื่อเพิ่มส่วนที่ซ้อนเหลื่อม
กันระหว่าง F6 กับ F7 จ�านวน 23 nts  และชิ้นที่สอง
เตรยีมจากปฏิกริยิาพซีอีาร์ของ F7 ท่ีใช้ไพรเมอร์ P14F 
และ P15R และใช้ pGEM–F7 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ  
คัดเลือกโคลน cDNA เต็มสายของ PRSV–SMK  
ไปทดสอบความสามารถในการก่อโรคต่อไป

การประเมินการท�าให้การเกิดโรคของ cDNA โคลน
เต็มสายจาก PRSV–SMK5 

สกัดพลาสมิด pCass2 (ตัวควบคุมลบ) และ 
พลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8 ที่มี cDNA สาย
เต็มของไอโซเลท PRSV–SMK5 ด้วย QIAfilterTM 

Plasmid Purification Maxi Kit (Qiagen, USA) ปรบั
ความเข้มข้นของ พลาสมิดเป็น 1 µg/µl ปลูกเชื้อด้วย
พลาสมิดแต่ละชนิดๆ ละ 40 µg/ต้น จ�านวน 10  
ต้น/กรรมวิธี ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัวควบคุมลบ 
และน�า้คัน้จากต้นมะละกอทีเ่ป็นโรคจาก PRSV–SMK5 
เป็นตวัควบคมุบวก ตรวจสอบอาการของโรค และหลงั
จากปลูกเชื้อเป็นเวลา 21 และ 28 วัน ตรวจสอบการ
ถอดรหัส (transcription) ของโคลนด้วยการสกัด 
อาร์เอ็นเอจากใบมะละกอที่ปลูกเชื้อทุกต้น แล้วน�า 
อาร์เอ็นเอที่ได้มาตรวจยีน CP โดยวิธี RT–PCR ดังวิธี
ข้างต้น ตรวจสอบการแปลรหัสของยีน CP จาก 
ใบมะละกอที่ได้รับการปลูกเชื้อทุกต้นด้วยเทคนิค 
Plate–trapped antigen indirect ELISA (PTA–
indirect ELISA) (Clark and Adams, 1977) โดยใช้ 
rabbit polyclonal antibody ต่อโปรตีนห่อหุ้ม (CP) 
ของ PRSV และตรวจยืนยันการสร้างอนุภาคไวรัสโดย
ตรวจหาอนุภาคไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
(TEM–1230, JEOL, Japan) โดยใช้เทคนิค immuno 
electron microscope (Chiang and Yeh, 1997)
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ผลการทดลอง และวิจารณ์

การวิเคราะห์ความสามารถในการเกิดโรคและล�าดับ
นิวคลีโอไทด์ของ PRSV–SMK และไอโซเลทต่างๆ 
ของ PRSV−SMK

จากการปลูกเชื้อด้วยวิธีกลโดยใช้น�้าคั้นจากใบ
มะละกอท่ีเป็นโรคจาก PRSV–SMK ทาลงบนใบ C. 
quinoa ท�าให้แยกเชื้อ PRSV–SMK ได้ 6 ไอโซเลท 
โดยให้ชื่อว่า PRSV–SMK3, PRSV–SMK4, PRSV–
SMK5, PRSV–SMK6, PRSV–SMK7 และ PRSV–
SMK8  น�าเชือ้ PRSV–SMK และไอโซเลททีไ่ด้ปลกูเชือ้
ด้วยวธิกีลในมะละกอและแตงหนาม เพือ่ยนืยนัการเกดิ
โรคและคุณสมบัติของ PRSV–P แล้ว จากตัวอย่างน�้า
คั้นที่ได ้จากพืชที่ได ้รับการปลูกเชื้อ PRSV–SMK  
ไอโซเลทต่าง ๆ ที่แสดงอาการใบด่างจุดวงแหวน  
พบผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 526 คู่เบส (bp) ท่ีอยู่ใน 
ยีน CP และผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 481 bp ของ 5´UTR 
จากทกุไอโซเลท ยกเว้น  PRSV–SMK3 บ่งชีว่้า PRSV–
SMK5, PRSV–SMK6, PRSV–SMK7 และ PRSV–
SMK8 เป็น PRSV–P เนื่องจากท�าให้ทั้งมะละกอ และ
แตงเกิดโรคได้ซึ่งเป็นคุณสมบัติของ PRSV–P ในขณะ
ที่เชื้อ PRSV–W ท�าให้เกิดโรคได้กับแตงเท่านั้น 
(Gonsalves et al., 2010; Tripatri et al., 2008) 
เมื่อเปรียบเทียบส่วน 5´ UTR พบว่าโคลนทั้งหมดของ 
PRSV–SMK5 มีล�าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับของ 
PRSV–SMK ขณะที่โคลนของไอโซเลทอื่น ๆ พบว่า 
มีความแตกต่างไปจากของ PRSV–SMK และพบการ
หายไปของล�าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย ดังนั้นจึงเลือกไอโซ
เลท PRSV–SMK5 มาท�าการทดลองต่อไปเพื่อให้ 
การถอดรหัสและการแปลรหัสของจีโนมจากโคลนท่ี
สร้างขึ้นมีความถูกต้องและมาจากแหล่งเชื้อเดียวกัน
มากที่สุด

การสร้าง cDNA และหาล�าดบันวิคลโีอไทด์ของจโีนม
ของ PRSV–SMK5

จากการสังเคราะห์พลาสมิดสายผสมของ 

pGEM®–T easy vector กับชิ้นย่อยของจีโนม PRSV 
ตรวจสอบล�าดับนิวคลีโอไทด์ภายในซ�้าของแต่ละชิ้น
ย่อยของจีโนมเช้ือ PRSV–SMK5 นั้น พบมีความ 
แตกต่างกันและบางโคลนมีการหายไปของล�าดับ 
นิวคลีโอไทด์ เลือกโคลนของพลาสมิด pGEM–F1, 
pGEM–F2, pGEM–F3, pGEM–F4, pGEM–F5, 
pGEM–F6 และ pGEM–F7 ท่ีมีล�าดับนิวคลีโอไทด ์
ตรงกับ PRSV–SMK มากที่สุดและไม่มีการขาดหายไป
ของล�าดับนิวคลีโอไทด์ พลาสมิดละหนึ่งโคลนเพื่อใช้
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการสร้างพลาสมิด pCF1, 
pCF13, pCF14, pCF15 และ pCF17 ที่จะเป็น 
infectious clone ตามล�าดับต่อไป

การสร้างโคลน cDNA สายเต็มจาก PRSV−SMK5
การสร้างโคลน cDNA สายเต็มจาก PRSV–

SMK5 ที่ได้จากการน�าชิ้นย่อยของจีโนมมาต่อกันนั้น 
ได้โคลน pCF17_7 และ pCF17_8 มีความยาวเท่ากัน
ทัง้สองโคลนและเท่ากบั PRSV–SMK5 จ�านวน 10,358 
nts ประกอบด้วย ส่วนที่ไม ่ได ้ถอดรหัสที่ปลาย  
5´จ�านวน 85 nts, ส่วนท่ีสามารถถอดรหัสได้จ�านวน 
10,032 nts, ส่วนที่ไม่ได้ถอดรหัสที่ปลาย 3´ จ�านวน 
206 nts และส่วน poly(A) ที่สังเคราะห์เพิ่มขึ้นมา 35 
nts ซึ่ งขนาดของจี โนมจ�านวน 10,323 nts 
(85+10,032+206) โดยไม่รวมส่วน poly(A) มีขนาด
สั้นกว่า PRSV–HA ที่มีรายงานว่าขนาด 10,326 nts 
(GenBank accession number S46722) (Yeh et 
al., 1992) โดยมีส่วนที่ไม่ได้ถอดรหัสที่ปลาย 5´ 85 
nts และท่ีปลาย 3´ 206 nts เท่ากับท่ีรายงานใน 
PRSV–HA (Tripathi et al., 2008) และมีล�าดับ 
นิวคลี โอไทด ์และส ่วนที่สามารถถอดรหัสเป ็น 
polyprotein ขนาด 3,343 เหมือนกับจีโนมของ 
PRSV–SMK 98.4 เปอร์เซ็นต์ 

ล�าดับนิวคลีโอไทด ์ของ pCF17_7 และ 
pCF17_8 แตกต่างกัน 0.03% (3 nts) และต่างจาก 
PRSV–SMK 1.59% และ 1.62% ตามล�าดับ โดยส่วน 
F6 ถึง F7 ที่มีขนาด 2.174 kb สามารถน�าผลผลิต 
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พีซีอาร์ส่วนนี้ใช้แยกระหว่าง pCF17_7 และ PRSV−
SMK5 กับ pCF17_8 ได้ เนื่องจากล�าดับนิวคลีโอไทด์
ในส่วนนีข้อง pCF17_7 และ PRSV–SMK5 มีต�าแหน่ง
ของเอนไซม์ตัดจ�าเพาะ HpaII จ�านวน 2 ต�าแหน่งท�าให้
เมือ่ตดัด้วย HpaII จะได้ดีเอน็เอ 3 ชิน้ ขนาด 524 bp, 
703 bp และ 947 bp ต่างจาก pCF17_8 ทีม่ตี�าแหน่ง
ของ HpaII ในส่วนนีเ้พยีง 1 ต�าแหน่งท�าให้ได้ ดีเอน็เอ 
2 ชิน้ ขนาด 524 bp และ 1,650 bp

ล�าดับนิวคลีโอไทด์ของโคลน pCF17_7 และ 
pCF17_8 ที่แตกต่างกัน 3 nts ที่ต่างต�าแหน่งกัน แต่
ส่งผลต่อการเปลีย่นล�าดับกรดล�าดับกรดอะมโินเพยีง 1 
ต�าแหน่ง โดยมีล�าดับกรดอะมิโนของทั้งสองโคลนต่าง
กัน 0.03% และต่างจาก PRSV–SMK 1.59% และ 
1.62% ตามล�าดับ โคลน pCF17_8 มีต�าแหน่งที่ต่าง
จาก pCF17_7 และ PRSV–SMK5 ได้แก่ กรดอะมิโน
ต�าแหน่งที ่3,113 ในส่วนของยีน CP ซึง่เป็นแอสพาร์ตกิ 
ต่างจากอะลานนีในล�าดับนิวคลโีอไทด์ต�าแหน่งเดียวกนั
ของ pCF17_7 และ PRSV–SMK5

ในการออกแบบการการสร้างโคลน cDNA 
สายเต็ม จากเดิมที่จะใช้การโคลนที่ละชิ้นด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์ แต่เน่ืองจากด้วยวิธีการนี้จ�าเป็นต้องใช้
ต�าแหน่งเอนไซม์ตัดจ�าเพาะที่มีเพียงต�าแหน่งเดียวบน
จีโนม จากการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 
PRSV–SMK และ PRSV–SMK5 พบว่าการวางแผน
การแทรก F3 เข้าระหว่าง BstBI และ NotI เพื่อต่อ 
F2 เข้ากับ F3 ในพลาสมิดนั้นไม่สามารถท�าได้ 
เน่ืองจากพบต�าแหน่ง BstBI ใน F1 และ F3 ของทั้ง 
PRSV–SMK และ PRSV–SMK5 ดังนั้นจึงเปลี่ยนมา
แทรกผลผลิตพีซีอาร์ที่ครอบคลุมทั้งส่วนของ F2 และ 
F3 เข้าระหว่าง PacI และ NotI ใน pCF1 แทน 
นอกจากน้ีมีล�าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ต่างกันบางส่วน
เกิดขึ้นที่ต�าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ�าเพาะ ส่งผลให้การ
วางแผนการแทรก F5 เข้าระหว่าง BssHII และ NotI 
ใน pCF14 นั้นไม่สามารถท�าได้ เนื่องจากพบต�าแหน่ง 
BssHII ในส่วน F3 ของ PRSV−SMK5 ดังนั้นจึงเปลี่ยน
มาแทรกผลผลิตพีซีอาร์ที่ครอบคลุมทั้งส่วน F4 และ 

F5 เข้าระหว่าง SpeI และ NotI ใน pCF14 แทน

การประเมินการท�าให้การเกิดโรคของ cDNA โคลน
เต็มสายจาก PRSV–SMK5

ต้นมะละกอทดสอบที่ปลูกเชื้อด้วยพลาสมิด 
pCF17_7 และ pCF17_8  ซึง่เป็นโคลนทีม่ ีcDNA เตม็
สายของจีโนมเช้ือ PRSV–SMK5 แสดงอาการโรคใบ
ด่างจุดวงแหวนหลังจากการปลูกเชื้อด้วยพลาสมิด 14 
วนั พร้อมกบัต้นทีป่ลกูเชือ้ด้วยไวรสั PRSV–SMK5 โดย
ตรวจพบการถอดรหัสของอาร์เอ็นเอที่สังเคราะห์จาก
พลาสมดิด้วยเทคนคิ RT–PCR ของยนี CP และพบการ
แปลรหัสของโปรตีนที่แปลรหัสมาจากอาร์เอ็นเอที่
ถอดรหัสมาจากพลาสมิด เม่ือตรวจด้วย ELISA จาก
ตวัอย่างน�า้ค้ันของใบหลงัได้รบัการปลกูเชือ้ (Table 2)
 การยนืยนัอนภุาคท่อนยาวคดของ PRSV ด้วย
กล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอน (Figure 2) พบอนภุาคไวรสั
ชนิดท่อนยาวคด (flexuous rod) ในตัวอย่างที่สุ่มมา
จากต้นที่ปลูกเชื้อด้วย pCF17_7 และ pCF17_8 ซึ่งมี
ขนาดความยาวประมาณ 700 นาโนเมตร (nm) X 10 nm 
สอดคล้องกับรายงานของ Chiang and Yeh (1997) 
ทีม่ขีนาดอนภุาค PRSV ทีส่ร้างจาก infectious clone 
เป็นท่อนยาวคดขนาด 750 – 800 nm x 12 nm 
 จากผลการทดสอบพบว่าที่เวลา 21 หลังการ
ปลูกเชื้อด้วยพลาสมิด pCF17_7 และ pCF17_8  มี
จ�านวนต้นท่ีให้ผลการทดสอบเป็นบวกด้วยเทคนคิ ELISA 
(70 และ 20% ตามล�าดบั) น้อยกว่า ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RT–PCR (80 และ 90% ตามล�าดับ) และให้
จ�านวนต้นท่ีให้ผลบวกเท่ากนัเมือ่เวลา 28 วนั แสดงให้
เห็นว่าพลาสมิดท่ีเข้าไปในต้นพืชเกิดการถอดรหัสเป็น
อาร์เอ็นเอท�าให้สามารถตรวจสอบได้ด้วยเทคนิค RT-
PCR โดยท่ีมกีารสร้างโปรตนีห่อหุม้อนภุาคแต่มปีริมาณ
น้อยท�าให้ไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนคิ ELISA ที่ 
21 ภายหลงัจากปลกูเชือ้ ซึง่เป็นข้อจ�ากดัจากความไว
ของเทคนคิในการตรวจสอบทีต่�า่กว่า แต่สามารถตรวจ
พบได้เมือ่เวลา 28 วนั หลงัจากปลกูเช้ือ นอกจากนีก้าร
เพิม่ปรมิาณของเชือ้ทีไ่ด้จากโคลนทีส่ร้างขึน้มานัน้เพิม่
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ขึน้ในอตัราทีช้่ากว่าเชือ้ปกติ สงัเกตได้จากบางต้นท่ีปลกู
เชื้อด้วยโคลนพลาสมิดแสดงอาการของโรคช้ากว่าเชื้อ
ปกติทีแ่สดงอาการ 2 สปัดาห์หลงัปลกูเชือ้ และค่า ELISA 
ทีม่ค่ีาต�า่ โดยค่า ELISA ของตัวควบคุมบวกมค่ีาเป็นสอง
เท่าของตวัควบคุมลบ ซ่ึงสอดคล้องกบัการแสดงอาการ
ของโรคหลงัจากปลกูเชือ้ 4 สปัดาห์ของต้นทีป่ลกูเช้ือด้วย 
PRSV–SMK5 มีความรุนแรงมากกว่าอาการของต้นที่

ปลกูเช้ือจากโคลนพลาสมดิ พจิารณาการสะสมของเช้ือ
เรยีงตามล�าดบัจากมากไปน้อยโดยการสงัเกตค่า ELISA 
ได้ดงัต่อไปนี ้หลงัจากปลกูเช้ือ 3 สปัดาห์พบการสะสม
ของเช้ือที่สร้างจาก pCF17_7 > PRSV–SMK5 > 
pCF17_8 ขณะทีห่ลงัจากปลกูเชือ้ 4 สปัดาห์พบการ
สะสมของเช้ือท่ีสร้างจาก PRSV–SMK5 > pCF17_8 > 
pCF17_7

1   Infected plant showed severe systemic symptoms of PRSV and had the ELISA value, which was more 
than twice of the average ELISA value of the negative control (phosphate buffer)

2  The average ELISA value calculated from the ELISA values, which each value was more than the 
average ELISA value of the negative control (phosphate buffer)

3  The dead plants were not included in calculation

Table 2 Detection of full–length cDNA clones of PRSV–P infectivity

Inoculum

ELISA test
infected/inoculated plants1

(% infectivity)
{average ELISA value}

RT-PCR of CP gene
amplified/ inoculated samples

(% infectivity)

Phosphate buffer, pH 7.0 0/10 

(0%) 

{0.138} 

0/10 

(0%) 

{0.096} 

0/10 

(0%) 

{0.107} 

0/10 

(0%) 

0/10 

(0%) 

Sap from PRSV-SMK5 infected 

papaya leaf 2 

0/10 

(0%) 

{0.160} 

5/83 

(62%) 

{0.255} 

8/83 

(100%) 

{1.044} 

6/63 

(100%) 

6/63 

(100%) 

40 µg of pCass2 2 0/10 

(0%) 

{0.154} 

0/10 

(0%) 

{0.099} 

0/10 

(0%) 

{0.137} 

0/10 

(0%) 

0/10 

(0%) 

40 µg of pCF17_72 0/10 

(0%) 

{0.147} 

7/10 

(70%) 

{0.270} 

8/10 

(80%) 

{0.864} 

8/10 

(80%) 

8/10 

(80%) 

40 µg of pCF17_8 2 0/10 

(0%) 

{0.144} 

2/10 

(20%) 

{0.147} 

9/10 

(90%) 

{0.401} 

9/10 

(90%) 

9/10 

(90%) 

 

0 dpi 21 dpi 28 dpi 21 dpi 28 dpi

21 dpi 1 
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Figure 2 Transmission electron micrographs using immuno electron microscopy of PRSV particles in 
crude sap prepared from the papayas inoculated with the in vivo infectious clones of PRSV−
SMK5 (C–D) and positive control (E). The absence of any virus particles in negative controls 
(A-B) was shown. Black bar indicates 200 nanometers

Chiang and Yeh (1997), You et al. (2005) 
และ Chiampiriyakul (2007) รายงานการสร้าง 
พลาสมิดที่เป็น in vitro infectious clone จากไวรัส 
PRSV-Pและ PRSV–W ซึง่ถอดรหสัได้ RNA transcript 
ในหลอดทดลองทีท่�าให้พชือาศัยเกดิโรคได้ (infectious 
in vitro RNA transcript) พลาสมิดประกอบด้วย 
cDNA เต็มสายของจีโนมไวรัส PRSV ที่ควบคุมการ
ถอดรหัสด้วยโปรโมเตอร์ของฟาจ (bacteriophage) 
เช่น SP6 T7 และ T3 promoter เป็นต้น และมีการ
พัฒนาพลาสมิดที่เป็น in vivo infectious clone ที่
สามารถปลูกเชื้อด้วยพลาสมิดและถอดรหัสภายใน
เซลล์พืชได้เป็น in vivo RNA transcript โดยควบคุม
การแสดงออกของยนีด้วย CaMV 35S promoter และ
ประกอบด้วยสาย poly(A) ต่อจากล�าดับนิวคลีโอไทด์
ส่วน 3´ untranslated region (UTR) และควบคมุการ
หยดุถอดรหสัด้วย CaMV 35S หรอื NOS–terminator 
ซ่ึงท�าให้ส่งพลาสมดิแบบนีเ้ข้าสูพ่ชืได้สะดวกและหลาย
วิธีเช่นใช้ผงคาร์บอรันดรัมท�าแผล (Meyer and 
Dessens, 1997) และใช้เครื่องยิงอนุภาค (Desbiez 
et al., 2012) โดยพลาสมิดที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ 
pCass2 ซึ่งควบคุมการแสดงออกโดยใช้ CaMV 35S 
promoter จ�านวนสองชุดต่อเนื่องกัน (Shi et al., 
1997) และการเพิม่ส่วน poly(A) เพิม่เข้าไปอกี 35 nts 
ที่ท�าให้อาร์เอ็นเอมีความเสถียรมากขึ้น ส่งผลให้การ

แสดงออกของยีน สังเคราะห์โปรตีนมากขึ้น และ
สามารถเข้าสู่พืชได้จากการปลูกเชื้อด้วยวิธีกล

สรุป

ในการศึกษานีไ้ด้ท�าการโคลนจโีนมเตม็สายของ
เช้ือไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ (Papaya 
Ringspot Virus (PRSV–P) สายพันธุ์ไทย โดยการ
สังเคราะห์ cDNA ของจีโนมเช้ือไวรัส PRSV–SMK5 
ด้วยปฏิกิริยา reverse transcription–polymerase 
chain reaction (RT–PCR) เป็นส่วน ๆ จ�านวน 7 ชิ้น
ย่อย มีความยาวตั้งแต่ 493 ถึง 2,706 นิวคลีโอไทด ์
(nts) โดยก�าหนดให้แต่ละชิ้นซ้อนเหลื่อมกันทั้งจีโนม 
ใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากต�าแหน่งของเอนไซม์ตัด
จ�าเพาะที่มีเพียงหนึ่งต�าแหน่งบนจีโนม แล้วโคลนเข้า
พลาสมิด pGEM®–T easy เพื่อตรวจสอบล�าดับ 
นิวคลีโอไทด์ และเป็นแหล่งสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพื่อ
โคลนเข้าพลาสมิด pCass2 ที่ใช้ในการแสดงออก  
ซึ่งขับเคลื่อนการถอดรหัสของยีน (transcription) 
ด้วยชุดโปรโมเตอร์ Cauliflower mosaic virus 35S 
(CaMV 35S promoter) จ�านวนสองชุดต่อเนื่องกัน 
และการหยดุการถอดรหสัด้วย CaMV 35S terminator 
โดยการโคลนนิ่งแบบต่อเนื่องเป็นล�าดับ ด้วยเทคนิค 
overlap extension PCR cloning ได้โคลน cDNA 
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เต็มสายของจีโนมเชื้อ PRSV-SMK5 จ�านวนสอง 
พลาสมิดให้ชื่อว่า pCF17_7 และ pCF17_8 พลาสมิด
ทั้งสองมีความยาวของจีโนม 10,358 nts ซึ่งรวมส่วน
ปลาย 3´ poly(A) จ�านวน 35 nts โดยล�าดับนิวคลีโอ
ไทด์ 10,032 nts ที่ถอดรหัสได้เป็น polyprotein 
ประกอบด้วย 3,343 กรดอะมิโน และส่วนไม่ถอดรหัส
ทีป่ลาย 5´ จ�านวน 85 nts และท่ีปลาย 3´ จ�านวน 206 
nts  โดยทั้งสองโคลนมีล�าดับนิวคลีโอไทด์และ 
กรดอะมิโนเหมือนกับ PRSV–SMK5 เท่ากันที่ 98.4%  
พลาสมิดทั้งสองโคลนท�าให้มะละกอเกิดอาการโรค 
ใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ หลังการปลูกเชื้อด้วย 
พลาสมิดเป ็นเวลา 21 วัน ตรวจยืนยันพบสาร 
พันธุกรรมอาร์เอน็เอของเชือ้ไวรสัด้วยเทคนคิ RT–PCR 
และโปรตีนห่อหุ้มของเชื้อ PRSV ด้วยเทคนิค ELISA 
และยังตรวจพบอนุภาคของเชื้อไวรัส PRSV เมื่อตรวจ
ดูด้วยเทคนิค immuno electron microscopy 
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