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การใช้เทคนิค duplex RT-PCR ส�ำหรับตรวจสอบเชื้อ Piper yellow mottle virus  
และ Cucumber mosaic virus ที่ก่อโรคในพริกไทย

Using of Duplex RT-PCR for Detection of Piper Yellow Mottle Virus  
and Cucumber Mosaic Virus, Infecting Black Pepper (Piper nigrum L.)
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ABSTRACT: Piper yellow mottle virus (PYMoV) and Cucumber mosaic virus subgroup I (CMV subgroup I)  
are important viruses that can cause significant loss of black pepper product around the world.  
The objective of this research aims to use a duplex reverse transcription-PCR (duplex RT-PCR) 
for the detection of PYMoV and CMV subgroup I infecting black pepper. Primer pairs specific to PYMoV 
(PYMoV-F and PYMoV-R) and CMV subgroup I (CMV I-F and CMV I-R) were designed from Open 
reading frame I (ORFI) of PYMoV and CP gene of CMV subgroup I which yields DNA products of 
approximately 450 bp and 500 bp, respectively. Optimization conditions for the duplex RT-PCR 
to amplify DNA products of the corresponding viruses were studied. The result showed that 
the optimized concentrations of the total DNA for PYMoV were 10, 50 and 100 ng whereas 
those for CMV subgroup I were 100 and 200 ng. The optimized annealing temperature was 
55.8°C and the quantitative ratios of primer pairs for both viruses (PYMoV-F and PMMoV-R : CMV 
I-F and CMV I-R) were 1 : 1. Evaluation of the developed duplex RT-PCR was performed by 
analyzing nine black pepper leaf samples showing virus like-diseases. The result showed a strong 
DNA band at approximately 450 bp in all samples indicating that they were infected by PYMoV 
only. This result was correlated with those obtained from the conventional PCR and RT-PCR 
detections, respectively. Therefore, the developed duplex RT-PCR can be used for the detection 
of these two viruses. In addition, this technique will be useful in further screening application 
for virus-free black pepper production.

Keywords: Duplex RT-PCR, detection, black pepper virus, Piper yellow mottle virus, Cucumber 
mosaic virus
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บทคัดย่อ

Piper yellow mottle virus (PYMoV) และ 
Cucumber mosaic virus subgroup I (CMV subgroup I) 
เป็นเชื้อไวรัสที่ส�ำคัญและสร้างความเสียหายให้กับ
ผลผลิตพริกไทยตามแหล่งปลูกต่าง ๆ  ทั่วโลก งานวิจัย
คร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เทคนิค duplex reverse 
transcription-PCR (duplex RT-PCR) ในการตรวจ
สอบเชือ้ PYMoV และ CMV subgroup I จากตวัอย่าง 
พริกไทย โดยคู่ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ PYMoV 
(PYMoV-F และ PYMoV-R) และ CMV subgroup I 
(CMV I-F และ CMV I-R) ออกแบบมาจากยีนในส่วน 
Open reading frame I (ORFI) ของเชือ้ PYMoV และ
ยีนในส่วนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค (CP gene) ของเชื้อ 
CMV subgroup I ซึ่งให้ผลผลิต DNA ขนาดประมาณ 
450 และ 500 คูเ่บส ตามล�ำดบั การหาสภาวะทีเ่หมาะ
สมต่อการเพิ่มปริมาณเชื้อ PYMoV และเชื้อ CMV 
subgroup I ด้วยเทคนคิ duplex RT-PCR พบว่าความ
เข้มข้นของ total DNA ของเชือ้ PYMoV ทีเ่หมาะสมคือ 
10, 50 และ 100 นาโนกรัม ในขณะทีค่วามเข้มข้นของ 
total RNA ของเชือ้ CMV subgroup I ทีเ่หมาะสม คอื 
100 นาโนกรัม และ 200 นาโนกรัม annealing 
temperature ที่เหมาะสมคือ 55.8 องศาเซลเซียส 
และอัตราส่วนของคู ่ไพรเมอร์ (PYMoV-F และ 
PMMoV-R : CMV I-F และ CMV I-R) คอื 1 : 1 การทดสอบ
ประสทิธภิาพของเทคนคิ duplex RT-PCR ทีพ่ฒันาได้ 
โดยตรวจสอบตัวอย่างใบพริกไทยที่แสดงอาการของ
โรคคล้ายตดิเชือ้ไวรสั จาํนวนทัง้สิน้ 9 ตวัอย่าง ผลทีไ่ด้
พบว่าทุกตัวอย่างให้แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่
เบส เพยีงแถบเดยีว แสดงว่าติดเชือ้ PYMoV สอดคล้อง
กบัผลการตรวจสอบตวัอย่างด้วยเทคนคิ Polymerase 
chain reaction (PCR) และ Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) ตามล�ำดับ 
ดังนัน้เทคนิค duplex RT-PCR ทีพ่ฒันาได้ สามารถใช้
ตรวจสอบเชื้อ ไวรัสทั้ง 2 ชนิด นี้ ในพริกไทย และใน
อนาคตสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการคัดเลือกท่อน
พันธุ์พริกไทยปลอดเชื้อไวรัสได้

ค�ำส�ำคญั: Duplex RT-PCR, การตรวจสอบ, ไวรสัพรกิ
ไทย, Piper yellow mottle virus, Cucumber 
mosaic virus

บทน�ำ

พริกไทยเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส�ำคัญของหลาย
ประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Bhat and 
Siju, 2007) รวมถึงประเทศไทย จากการลงพืน้ท่ีส�ำรวจ
โรคพืชที่เป็นปัญหาหลักที่ท�ำให้ผลผลิตพริกไทยลดลง 
ในอ�ำเภอท่าใหม่ จงัหวดัจนัทบรุ ีซึง่เป็นแหล่งผลติพรกิ
ไทยที่ส�ำคัญของประเทศ โดยมีพื้นที่ปลูกมากถึง 
ร้อยละ 98 ของพื้นที่ปลูกทั่วทั้งประเทศ พบว่าต้นพริก
ไทยเกือบทั้งหมดในพื้นที่ส�ำรวจแสดงอาการใบด่าง 
(mosaic) ใบด่างประ (mottle) ใบมีจุดสีเหลือง 
(chorotic) เสียรูปร่าง (leaf distortion) และมีขนาด
เล็กลง รวมถึงต้นพริกไทยแสดงอาการแคระแกร็น 
(stunting) ให้เห็นอย่างชัดเจน ซ่ึงอาการท้ังหมด 
ดังกล่าวเป็นลักษณะอาการคล้ายโรคพืชที่มีสาเหต ุ
มาจากเชื้อไวรัส (Lockhart et al., 1997)

เช้ือไวรัสท่ีมีรายงานพบการแพร่ระบาดและ
ท�ำความเสียหายให้กับผลผลิตพริกไทยตามแหล่งปลูก
ต่าง ๆ ทั่วโลก มีอยู่ 2 ชนิด ได้แก่ เชื้อ Piper yellow 
mottle virus (PYMoV) ที่มีอนุภาครูปร่างคล้าย
กระสวย (bacilliform) และมีสารพันธุกรรมเป็น DNA 
สายคู่ (dsDNA) และเชื้อ Cucumber mosaic virus 
(CMV) subgroup I ท่ีมีอนุภาครูปร่างเป็นทรงกลม 
(isometric) และมีสารพันธุกรรมเป็น RNA สายเดี่ยว 
(ssRNA) (Bhat and Siju, 2007) การตรวจสอบต้น
พรกิไทยทีต่ดิเชือ้ PYMoV หรือ CMV subgroup I ชนดิใด
ชนิดหนึ่ง หรือทั้ง 2 ชนิดร่วมกัน จากลักษณะอาการ
ภายนอกทีป่รากฏท�ำได้ยาก เนือ่งจากต้นพรกิไทยทีต่ดิ
เชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้ แสดงลักษณะอาการที่คล้ายคลึง
กัน (Silva et al., 2002) แม้ว่าในประเทศไทยจะมี
รายงานการก่อโรคของเชื้อไวรัสในพริกไทยเพียงชนิด
เดียว คือ เช้ือ PYMoV (Lockhart et al., 1997) 
อย่างไรกต็าม ในปัจจบุนัมรีายงานการแพร่ระบาดและ
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ท�ำความเสยีหายให้แก่ผลผลติพริกไทยของเชือ้ PYMoV 
และ CMV subgroup I ในแหล่งปลูกพริกไทยทั่วโลก
ร่วมกัน (Bhat et al., 2013) ดังนั้นเพื่อเป็นการเฝ้า
ระวังการแพร่ระบาดของเชื้อ PYMoV และ CMV 
subgroup I ในแหล่งปลูกพริกไทยของประเทศไทย  
จึงควรมีการตรวจสอบเชื้อไวรัสในพริกไทยที่แสดง
อาการใบด่าง ใบด่างประ ใบมีจุดสีเหลือง เสียรูปร่าง 
และล�ำต้นพรกิไทยแคระแกรน็ ทีพ่บอกีครัง้ ซึง่จะท�ำให้
ทราบแนวทางในการหาวิธีการควบคุมโรค เพื่อลดการ
แพร่ระบาดของไวรสัในพรกิไทยท่ีถูกต้องและเหมาะสม
ต่อไป ทั้งน้ีการตรวจสอบเช้ือ PYMoV และCMV 
subgroup I ที่แม่นย�ำและนิยมใช้ในปัจจุบัน ได้แก่  
การใช้เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
และ เทคนิค Reverse transcription-PCR (RT-PCR) 
ตามล�ำดับ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัส 
อย่างไรก็ตาม การตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด  
จากตัวอย่างพริกไทยเพียง 1 ตัวอย่าง จ�ำเป็นจะต้อง 
เตรียมปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกัน 2 ปฏิกิริยา ได้แก่ 
ปฏิกิริยา PCR จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง และ ปฏิกิริยา RT-
PCR อีกจ�ำนวน 1 ตัวอย่าง ท�ำให้สิน้ทัง้เปลืองเวลา 
และค่าใช้จ่าย (Bhat et al., 2013) 

ในปี ค.ศ. 2007 Bhat and Siju ได้รายงาน
ความส�ำเร็จในการพัฒนาเทคนิค multiplex reverse 
transcription-PCR ส�ำหรับตรวจสอบเชื้อ PYMoV 
และ CMV subgroup I จากตัวอย่างพริกไทยโดยใช้คู่
ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ได้ในคราว
เดียวกัน ท�ำให้ทราบถึงชนิดของเชื้อไวรัสที่พบแพร่
ระบาดในแหล่งปลกูพรกิไทยในประเทศอนิเดยี ซึง่เทคนิค
ดังกล่าว สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมโรค
ด้วยการใช้คัดเลือกท่อนพันธุ ์พริกไทยปลอดเชื้อ 
PYMoV และ CMV subgroup I ก่อนน�ำลงไปปลูก 
ในแปลง ดังน้ันวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อใช้
เทคนคิ duplex RT-PCR ในการตรวจสอบเชือ้ PYMoV 
และ CMV subgroup I จากตัวอย่างพริกไทยที่แสดง
อาการใบด่างสีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน ใบด่างประ  
เสียรปูร่าง และล�ำต้นพรกิไทยแคระแกรน็ ก่อนทีจ่ะน�ำ

เทคนิคดังกล่าวไปตรวจสอบตัวอย่างพริกไทยในแปลง
ปลูกเพิ่มเติม เพื่อส�ำรวจการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัส
และประยุกต ์ใช ้ เทคนิคดังกล ่าวในการคัดเลือก 
ต ้นพริกไทยปลอดเช้ือไวรัส เพื่อการควบคุมโรค 
ในข้ันตอนต่อไป 

อุปกรณ์และวิธีการ

แหล่งของเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I
ตัวอย่างเชื้อ Piper yellow mottle virus 

(PYMoV) ส�ำหรับใช้เป็น positive control ในการ
ศึกษาครั้งนี้ ได้มาจากการตรวจสอบเช้ือ PYMoV  
จากตัวอย่างต้นพริกไทยท่ีปลูกในอ�ำเภอท่าใหม่  
จังหวัดจันทบุรี ที่ใบแสดงอาการด่างประ มีจุดสีเหลือง
แพร่กระจายทัว่ทัง้ใบ ใบลดรูปและเสยีรปูร่าง ตามการ
รายงานของ Lockhart et al. (1997) โดยใช้เทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR) และคู่ไพรเมอร์
ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ PYMoV  (Bhat and Siju, 2007) 
และท�ำการตรวจสอบเชื้อ Cucumber mosaic virus 
(CMV) subgroup I จากตัวอย่างต้นพริกไทยด้วย
เทคนคิ Reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อ 
เช้ือไวรัส ตามการรายงานของ Yu et al. (2005)  
ในขณะทีตั่วอย่างเชือ้ CMV subgroup I (CMV ไอโซเลท 
30RS) ซึ่งใช้เป็น positive control ได้รับความ
อนุเคราะห์จากกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช 
กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดย
เลีย้งเชือ้ไวรสัไว้ในต้นล�ำโพง (Datura stramonium L.)

คู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา duplex RT-PCR
Forward primer และ reverse primer ส�ำหรบั

ใช้เพิ่มปริมาณเช้ือ PYMoV ใช้ตามการรายงานของ  
Bhat and Siju (2007) ซ่ึงออกแบบมาจากยีนในส่วน 
Open reading frame I (ORFI) ของเชื้อ PYMoV 
(GenBank Accession No. DQ836226) โดย  
forward primer (PYMoV-F) มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
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5’-TAACAGGACTAGGGATCG-3’ และ reverse  
p r ime r  ( P YMoV - R )  มี ล� ำ ดั บนิ ว คลี โ อ ไทด ์ 
5’-CAGCTGGTCTTGATAATAG-3’ ซึ่งจะให้ผลผลิต  
DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส ในขณะที ่ forward  
primer และ reverse primer ของเชือ้ CMV subgroup I 
ใช้ไพรเมอร์ จ�ำนวน 2 คู ่ซึง่ออกแบบมาจาก coat protein 
gene (CP gene) ของเชือ้ CMV ทีม่รีายงานในฐานข้อมลู
ของ GenBank โดย forward primer (CMV-F) และ 
reverse primer (CMV-R) คู่แรก ใช้ตามการรายงาน
ของ Bhat and Siju (2007) ที่ออกแบบมาจาก CP 
gene ของเช้ือ CMV (GenBank Accession No. 
AY545924) ซ่ึงมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ CMV-F 
5’-ATGGACAAATCTGAATCAAC-3’ และ CMV-R 
5’-TCAAACTGGGAGCACCC-3’ ในส่วนของไพรเมอร์
คู่ที่ 2 ออกแบบมาจาก CP gene ของเชื้อ CMV 
subgroup I ต�ำแหน่งที ่121–143 และ 601–620 ตาม
ล�ำดับ โดยมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ forward primer 
(CMV I -F )  5’-CGACTTAATAAGACGTTAG 
CAGC-3’ และ reverse primer (CMV I-R) 
5’-TGCTCRAYGTCRACA-3’ (Yu et al., 2005) โดย
ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ จะให้ผลผลิต DNA ขนาดประมาณ 
650 คู่เบส และ 500 คู่เบส ตามล�ำดับ

การสกัด total DNA และ total RNA 
น�ำตวัอย่างใบพรกิไทยทีต่ดิเชือ้ PYMoV และ

ใบล�ำโพงทีติ่ดเชือ้ CMV ไอโซเลท 30RS มาท�ำการแยก
สกัด total DNA ด้วย DNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen, Valencia, California, USA) และ total 
RNA ด้วย RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 
Valencia, California, USA) ตามล�ำดับ วดัความเข้มข้น
ของ DNA และ RNA ที่แยกสกัดได้ด ้วยเครื่อง 
nanodrop 8000 spectrophotometer (Thermo 
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) ที่ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร น�ำสารละลาย total 
DNA และ total RNA ทีแ่ยกสกดัได้ไปใช้ในการทดลอง
ขั้นตอนต่อไป

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปรมิาณ DNA ของ
เชือ้ PYMoV และ CMV subgroup I ด้วยเทคนคิ 
duplex RT-PCR 

การหาความเข้มข้นของ DNA และ RNA  
ที่เหมาะสม

หาความเข้มข้นของ total DNA และ total 
RNA ที่เหมาะสมส�ำหรับเพิ่มปริมาณเชือ้ PYMoV และ 
CMV subgroup I ด้วยเทคนิค duplex RT-PCR โดย
ใช้ SuperScript™ III One-Step RT-PCR System 
with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) และคู ่
ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ดังกล่าวข้าง
ต้น ดังนี้ เตรียมหลอดปฏิกิริยาปริมาตรหลอดละ  
50 ไมโครลิตร จ�ำนวนทั้งสิ้น 9 หลอด หลอดปฏิกิริยา
ท่ี 1, 4 และ 7 เติม total DNA ความเข้มข้น 10  
นาโนกรัม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 5 และ 8 เติม total 
DNA ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม และหลอดปฏิกิริยา
ที่ 3, 6 และ 9 เติม total DNA ความเข้มข้น 100  
นาโนกรมั ตามล�ำดบั จากนัน้เตมิ total RNA ความเข้มข้น 
100 นาโนกรัม ลงในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 2 และ 3 เติม 
total RNA ความเข้มข้น 200 นาโนกรัม ลงในหลอด
ปฏิกิริยาที่ 4, 5 และ 6 และเติม total RNA ความเข้ม
ข้น 300 นาโนกรัม ลงในหลอดปฏิกิริยาที่ 7, 8 และ 9 
ตามล�ำดบั เตมิ 2X reaction Mix ลงในหลอดปฏกิริยิา 
ปริมาตรหลอดละ 25 ไมโครลิตร คู่ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะ
ต่อเชื้อ PYMoV (PYMoV-F และ PYMoV-R) และ 
CMV subgroup I (CMV-F และ CMV-R; CMV I-F 
และ CMV I-R) ความเข้มข้นไพรเมอร์ละ 10 พโิคโมลาร์ 
และ SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix 
ปริมาตรหลอดละ 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรปฏิกิริยา
แต่ละหลอดด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือจนครบปริมาตร  
50 ไมโครลิตร ผสมให ้ เข ้ากันดี  จากนั้นน�ำไป 
เข้าเครื่อง thermal cycler (Bio-Rad C1000 
TouchTM) โดยใช้โปรแกรมในการสังเคราะห์ ดังนี้ 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จ�ำนวน 
1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
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จ�ำนวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
45 วนิาท ีอณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที 
อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ�ำนวน 
40 รอบ และ อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
5 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตรวจสอบแถบ DNA ของเชื้อ 
PYMoV ที่ขนาดประมาณ 450 คู่เบส และ CMV 
subgroup I ขนาดประมาณ 650 และ 500 คูเ่บส ตาม
ล�ำดับ ด้วย 2% agarose gel electrophoresis เลอืก
ความเข้มข้นของ total DNA และ total RNA ทีใ่ช้น้อย
ที่สุด แต่ยังคงให้ความเข้มของแถบ DNA ที่ปรากฏบน
เจลชัดเจน มาใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป ก�ำหนด 
positive control ที่ใช้คือ total DNA เชื้อ PYMoV 
และ total RNA เชื้อ CMV ที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค 
PCR และ RT-PCR ตามล�ำดับ โดยใช้คู ่ไพรเมอร ์
ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัส ในขณะที่ negative control  
ที่ใช้ในปฏิกิริยาคือน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อที่เพิ่มปริมาณ 
ด้วยเทคนิค duplex RT-PCR

ก า ร ห า อุ ณ ห ภู มิ ข อ ง  a n n e a l i n g 
temperature ที่ เหมาะสม

หาอุณหภูมิ ในส ่ วนของ  annea l ing 
temperature ที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณ total 
DNA ของเชื้อ PYMoV และ total RNA ของเชื้อ CMV 
ด้วยเทคนิค duplex RT-PCR โดยใช้ความเข้มข้น 
ของ total DNA และ total RNA ที่ได้จากผลการ
ทดลองในเบื้องต้น โดยเตรียมปฏิกิริยาทั้งสิ้น 8 หลอด 
ปริมาตรหลอดละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งในแต่ละหลอด
ประกอบด้วย total DNA และ total RNA, 2X 
reaction Mix คูไ่พรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเช้ือ PYMoV 
และ  CMV subgroup I ความเข้มข้นไพรเมอร์ละ 10 
พิโคโมลาร์ และ SuperScript™ III RT/Platinum™ 
Taq Mix ปรับปริมาตรหลอดปฏิกิริยาแต่ละหลอด 
ด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข ้ากัน จากนั้นน�ำไปเข้าเครื่อง 
thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จ�ำนวน 1 รอบ และ
ตั้งโปรแกรมส�ำหรับการทดสอบอุณหภูมิ annealing 

ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
จ�ำนวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
45 วินาที อุณหภูมิ annealing เริ่มตั้งแต่ 40.8, 42.3, 
45.4, 50.0, 55.8, 60.6, 63.3 และ 64.8 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 นาที จ�ำนวน 40 รอบ และอุณหภมู ิ68 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตรวจสอบความเข้ม
ของแถบ DNA เชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I 
ด้วย 2% agarose gel electrophoresis เลือก
อณุหภมู ิannealing ทีใ่ห้ความเข้มของแถบ DNA ของ
เชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ดีที่สุด มาใช้ในการทดลองขั้นตอน
ต่อไป ก�ำหนด positive control ที่ใช้คือ total DNA 
เชือ้ PYMoV และ total RNA เชือ้ CMV ทีเ่พิม่ปรมิาณ
ด้วยเทคนิค PCR และ RT-PCR ตามล�ำดับ โดยใช้คู่ 
ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือไวรัส ในขณะท่ี negative 
control ท่ีใช้ในปฏิกิริยาคือน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือท่ีเพิ่ม
ปริมาณด้วยเทคนิค duplex RT-PCR

การหาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม
หาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมส�ำหรับ

ปฏิกิริยา duplex RT-PCR ในการศึกษานี้ ดัดแปลง
จาก Özdemir (2009) โดยเตรียมปฏิกิริยา duplex 
RT-PCR จ�ำนวนท้ังสิ้น 7 หลอด ในแต่ละหลอดใช้
สัดส่วนคู่ไพรเมอร์ของ PYMoV : CMV ดังนี้คือ 1 : 1, 
1 : 2, 1 : 3, 1 : 4, 2 : 1, 3 : 1 และ 4 : 1 ตามล�ำดับ 
ตรวจสอบอัตราส ่วนของคู ่ ไพรเมอร ์ ท่ีเหมาะสม  
จากความเข้มของแถบ DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด  
ที่ปรากฏบน 2% agarose gel electrophoresis

การตรวจสอบเชือ้ PYMoV และ CMV subgroup I 
ในพริกไทยด้วยเทคนิค duplex RT-PCR

ทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค duplex 
RT-PCR ด้วยการตรวจสอบเช้ือไวรัส PYMoV และ 
CMV subgroup I จากตัวอย่างใบพริกไทยที่เก็บ 
มาจากต้นพริกไทยที่แสดงอาการคล้ายติดเชื้อไวรัส 
ได้แก่ ใบด่างสีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน ใบด่างประ  
ใบมีจุดสีเหลือง ใบเสียรูปร่าง จ�ำนวนทั้งสิ้น 9 ตัวอย่าง  
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จากแปลงปลูกพริกไทย ในอ�ำเภอท่าใหม่ จังหวัด
จันทบุรี เปรียบเทียบกับการตรวจสอบเชื้อ PYMoV 
และ CMV subgroup I จากตัวอย่างด้วยเทคนิค PCR 
และ RT-PCR ตามล�ำดับ 

ผลการทดลองและวิจารณ ์

แหล่งของเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I
การคดัเลือกตวัอย่างต้นพรกิไทยทีแ่สดงอาการ

ติดเชื้อ Piper yellow mottle virus (PYMoV)  
เพยีงชนดิเดยีวส�ำหรบัใช้เป็น positive control ในการ
ศึกษาครั้งนี้ จ�ำนวนทั้งสิ้น 5 ตัวอย่าง โดยใช้เทคนิค 
PCR และคูไ่พรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อเชือ้ PYMoV ภายหลงั
ท�ำการตรวจสอบขนาดของ DNA ทีเ่พิม่ปรมิาณได้ด้วย 
2% agarose gel electrophoresis แล้ว พบว่าทุก
ตัวอย่างติดเชื้อ PYMoV โดยให้แถบ DNA ขนาด
ประมาณ 450 คู่เบส สอดคล้องกับการรายงานของ 
Bhat and Siju (2007) ทีท่�ำการตรวจสอบเชือ้ PYMoV 
ที่ก่อโรคในพริกไทยในประเทศอินเดียและใช้ไพรเมอร์
คู่เดียวกัน อย่างไรก็ตามตัวอย่างต้นพริกไทยทั้งหมดที่
น�ำมาตรวจสอบไม่ปรากฏแถบ DNA ขนาดประมาณ 
500 คู่เบส (CMV subgroup I) แสดงว่าตัวอย่างต้น
พริกไทยที่เก็บมา ติดเชื้อ PYMoV เพียงชนิดเดียว 
ยืนยันแถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส ที่เพิ่ม
ปริมาณได้ว่าเป็นเชื้อ PYMoV ด้วยการส่ง DNA ที่เพิ่ม
ปริมาณได้จากใบพริกไทยที่เก็บได้จากต้นพริกไทย
ตัวอย่างที ่4 เพ่ือวิเคราะห์ล�ำดับนวิคลโีอไทด์ ซึง่ผลการ
เปรยีบเทยีบล�ำดบันิวคลโีอไทด์ทีไ่ด้กบัล�ำดับนวิคลไีทด์
ที่มีรายงานในฐานข้อมูลของ GenBank พบว่า ล�ำดับ
นวิคลโีอไทด์ทีเ่พิม่ปรมิาณได้ คือ hypothetical protein 
gene ของเชื้อ PYMoV ซึ่งได้รายงานเข้าสู่ฐานข้อมูล
ของ GenBank และได้รับ Accession number คือ 
LN901314 เก็บตวัอย่างต้นพริกไทยตัวอย่างท่ี 4 ไว้เป็น 
positive control เพือ่ใช้ในการทดลองขัน้ตอนต่อไป 

ในส่วนของเชื้อ CMV subgroup I (CMV  
ไอโซเลท 30RS) แม้ว่าได้รับเชื้อไวรัสสายพันธุ์เดี่ยวมา

ใช้เป็น positive control จากกลุ่มงานไวรัสวิทยา  
กลุ ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร ซึ่งเก็บรักษา 
เช้ือไวรัสไว้ในต้นล�ำโพง (Datura stramonium L.) 
มาใช้ในการทดลอง อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี้ได้
ท�ำการตรวจสอบเชื้อ CMV อีกครั้ง ด้วยเทคนิค RT-
PCR โดยใช ้ คู ่ ไพรเมอร ์ที่จ�ำเพาะต ่อเชื้อ CMV 
subgroup I ตามการรายงานของ Yu et al. (2005) 
ผลที่ได้พบว่าตัวอย่างดังกล่าวยังคงให้ผลเป็นบวก 
ต่อเชือ้ CMV subgroup I โดยปรากฏแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 500 คู่เบส 

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปรมิาณ DNA ของ
เช้ือ PYMoV และ CMV subgroup I ด้วยเทคนคิ 
duplex RT-PCR

การหาความเข้มข้นของ DNA และ RNA ที่
เหมาะสม 

การทดลองชุดที่ 1 ซึ่งใช้คู่ไพรเมอร์ PYMoV 
(PYMoV-F และ PYMoV-R) และ CMV (CMV-F และ 
CMV-R) ภายหลงัท�ำการตรวจวเิคราะห์ DNA ด้วย 2% 
agarose gel electrophoresis แล้ว ผลทีไ่ด้พบว่า ทัง้ 
9 ปฏิกริยิา ทีใ่ช้ความเข้มข้นของ total DNA ได้แก่ 10, 
50 และ 100 นาโนกรัม ตามล�ำดับ และ total RNA 
ความเข้มข้น 100, 200 และ 300 นาโนกรมั ตามล�ำดบั 
ให้แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส ของเช้ือ 
PYMoV เพียงชนิดเดียว โดยไม่พบแถบ DNA ขนาด 
650 คู่เบส ของเชื้อ CMV ซึ่งมีความเป็นไปได้ที่คู่ไพร
เมอร์ของเชื้อ CMV ที่ใช้ในปฏิกิริยาชุดที่ 1 ไม่เหมาะ
สมส�ำหรับน�ำมาใช้ตรวจสอบเชื้อ CMV ด้วยเทคนิค 
duplex RT-PCR ทั้งนี้เมื่อน�ำคู่ไพรเมอร์ดังกล่าวมาใช้
ตรวจสอบเชือ้ CMV ด้วยเทคนคิ RT-PCR กไ็ม่พบแถบ 
DNA ขนาด 650 คู่เบส เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตาม ใน
ปฏิกิริยาชุดที่ 2 ซึ่งใช้คู่ไพรเมอร์ PYMoV (PYMoV-F 
และ PYMoV-R) และ CMV subgroup I (CMV I-F 
และ CMV I-R) ภายหลงัการตรวจวเิคราะห์ขนาด DNA 
ของเชื้อ PYMoV และ CMV ด้วย 2% agarose gel 
electrophoresis แล้ว พบว่าทุกปฏกิริยิาให้แถบ DNA 
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ขนาดประมาณ 450 คู ่เบส (PYMoV) และ 500  
คูเ่บส (CMV subgroup I) (Figure 1A) เช่นเดียวกับ 
positive control ทีใ่ช้คอื ตวัอย่างเชือ้ PYMoV ทีเ่พิม่
ปริมาณด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ PYMoV-F 
และ PYMoV-R และเชื้อCMV subgroup I ที่เพิ่ม
ปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ CMV 
I-F และ CMV I-R แสดงว่า คูไ่พรเมอร์ดังกล่าวสามารถ
น�ำมาใช้ตรวจสอบเชือ้ PYMoV และ CMV ด้วยเทคนคิ 
duplex RT-PCR ได้ เมื่อพิจารณาความเข้มของแถบ 
DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ที่ได้ในแต่ละปฏิกิริยา 
พบว่า หากใช้ total DNA ความเข้มข้น 10, 50 และ 

100 นาโนกรมั และ total RNA ความเข้มข้น 100 และ 
200 นาโนกรัม ตามล�ำดับ ให้แถบ DNA ของเชื้อ 
PYMoV และ CMV subgroup I ทีเ่ข้มและชดัเจน มากกว่า
ใช้ total DNA ความเข้มข้น 10, 50 และ 100 นาโนกรัม 
และ total RNA ความเข้มข้น 300 นาโนกรัม (Figure 1B) 
โดยความเข้มข้นต�ำ่สดุของ total DNA และ total RNA 
ที่สามารถใช้ในปฏิกิริยา duplex RT-PCR ได้คือ 10 
นาโนกรัม และ 100 นาโนกรัม ตามล�ำดับ ซึ่งในการ
ศกึษานีเ้ลอืกใช้ความเข้มข้นของ total DNA และ RNA 
ดังกล่าว ไปใช้ทดสอบหา annealing temperature 
ทีเ่หมาะสมในปฏกิริยิา duplex RT-PCR ขัน้ตอนต่อไป

Figure 1 Optimization of DNA and RNA templates concentration (A), annealing temperature (B) and 
primer pairs ratio (C) required for duplex RT-PCR detection of PYMoV and CMV. Lane M 
indicates 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), lane P and C (A, 
B and C) are a positive control of PYMoV and CMV samples, amplified by PCR and RT-PCR, 
respectively. Lane dH

2
O (A, B and C) is a negative control whereas lane 1–9 (A) are a test of 

templates concentration including 10 ng, 50 ng and 100 ng of DNA combined with 100 ng 
(lane 1–3), 200 ng (lane 4–6) and 300 ng of RNA (lane 7–9), respectively. Lane 1–8 (B) are a 
test of annealing temperature using total DNA concentration at 10 ng and total RNA 
concentration at 100 ng, vary from 40.8, 42.3, 45.4, 50.0, 55.8, 60.6, 63.3 and 64.8 degree 
celsius respectively. Finally (C), lane 1–7 are a test of primer pairs ratio including 1 : 1, 1 : 2, 
1 : 3, 1 : 4, 2 : 1, 3 : 1 and 4 : 1, respectively.
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ก า ร ห า อุ ณ ห ภู มิ ข อ ง  a n n e a l i n g 
temperature ที่ เหมาะสม

ผลการตรวจสอบขนาด DNA ของเชื้อ 
PYMoV และ CMV subgroup I ทีข่นาดประมาณ 450 
คู่เบส และ 500 คู่เบส ตามล�ำดับ ด้วย 2% agarose 
gel electrophoresis พบว่าการใช้ annealing 
temperature ตั้งแต่ 40.8, 42.3, 45.4, 50.0, 55.8 
และ 60.6 องศาเซลเซียส สามารถเพ่ิมปริมาณ  
DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิดได้ (Figure 1B) โดยการ
ใช้ annealing temperature ที่ 55.8 องศาเซลเซียส 
ให้แถบ DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด เข้มและชัดเจน
กว่าการใช้ annealing temperature อื่น ๆ 

การหาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม
หาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมส�ำหรับ

ปฏิกิริยา duplex RT-PCR ในการศึกษานี้ โดยใช้
อัตราส่วนของคู่ไพรเมอร์ PYMoV : CMV (PYMoV-F 
และ PYMoV-R : CMV I-F และ CMV I-R) ได้แก่  
1 : 1, 1 : 2, 1 : 3, 1 : 4, 2 : 1, 3 : 1 และ 4 : 1  
ตามล�ำดับ ใช้ total DNA ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม 
และ total RNA ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม  
annealing temperature เท่ากบั 55.8 องศาเซลเซยีส 
ภายหลงัท�ำการตรวจสอบขนาด DNA ของเชือ้ PYMoV 
และ CMV subgroup I ที่ขนาดประมาณ 450 คู่เบส 
และ 500 คูเ่บส ด้วย 2% agarose gel electrophoresis  
พบว่าคูไ่พรเมอร์อตัราส่วนทีเ่หมาะสมและสามารถเพิม่
ปรมิาณเชือ้ไวรสัทัง้ 2 ชนดิ ได้คอื 1 : 1 ในขณะทีคู่ไ่พร
เมอร ์อัตราส ่วนอื่น ๆ ไม ่สามารถเพ่ิมปริมาณ 
เชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้ได้ (Figure 1C)

Figure 2 Detection of PYMoV and CMV subgroup I from field of 9 black pepper samples expressing 
foliar symptoms vary from severe mosaic, mottling, chlorotic and leaf distortion (A) by duplex 
RT-PCR (B). Lane M is 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), Lane 
1 determines a positive sample (PYMoV+CMV) amplified by duplex RT-PCR. Lane 2–10 are a 
test plant samples no.1–9, respectively.
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	 การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV 
subgroup I ในพริกไทยด้วยเทคนิค duplex  
RT-PCR

ผลการทดสอบประสทิธภิาพเทคนคิ duplex 
RT-PCR ด้วยการตรวจสอบเชื้อไวรัส PYMoV และ 
CMV subgroup I จากตัวอย่างใบพรกิไทยทีเ่กบ็มาจาก
ต้นพรกิไทยทีแ่สดงอาการคล้ายติดเชือ้ไวรสั (Figure 2A) 
จ�ำนวน 9 ตวัอย่าง ในแปลงปลกูพรกิไทย อ�ำเภอท่าใหม่ 
จังหวัดจันทบุรี พบว่า ทุกตัวอย่างให้แถบ DNA  
ขนาดประมาณ 450 คูเ่บส เพยีงแถบเดียว (Figure 2B) 
ทั้งนี้ผลที่ได้สอดคล้องกับการตรวจสอบเชื้อ PYMoV 
ด้วยเทคนิค PCR ซึ่งพบแถบ DNA ขนาด 450 คู่เบส 
และการตรวจสอบเชื้อ CMV subgroup I ด้วยเทคนิค 
RT-PCR ที่ไม่พบแถบ DNA ขนาด 500 คู่เบส เช่น
เดียวกัน แสดงว่าเทคนิค duplex RT-PCR ที่พัฒนาได้
ในการศึกษาครั้งนี้ มีประสิทธิภาพ สามารถตรวจสอบ
ตัวอย่างต้นพริกไทยติดเชื้อ PYMoV และ CMV 
subgroup I  ได้ผลที่สอดคล้องกับการตรวจสอบเชื้อ
ไวรัส PYMoV ด้วยเทคนิค PCR และเชื้อไวรัส CMV 
subgroup I ด้วยเทคนิค RT-PCR ตามล�ำดับ อย่างไร
ก็ตาม เนื่องจากจ�ำนวนตัวอย่างต้นพริกไทยที่น�ำมาใช้
ในการตรวจสอบมีจ�ำนวนค่อนข้างน้อย ซึ่งอาจส่งผล
โดยตรงต่อความถูกต้องและแม่นย�ำในการตรวจสอบ
เชื้อไวรัสด้วยเทคนิคดังกล่าว ดังนั้นจึงควรตรวจสอบ
ตัวอย่างพริกไทยท้ังที่แสดงอาการคล้ายติดเชื้อไวรัส 
และไม่แสดงอาการติดเชื้อไวรัส (Symptomless)   
ในแปลงปลูกเพิ่มเติม

สรุป

การใช้เทคนิค duplex RT-PCR ส�ำหรับการ
ตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I ที่ก่อ

โรคในพริกไทย โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จําเพาะต่อ ORFI 
ของเชื้อ PYMoV (PYMoV-F และ PMMoV-R) ซึ่งให้
แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส และคู่ไพรเมอร์
ที่จําเพาะต่อ CP gene ของเชื้อ CMV subgroup I  
(CMV I-F และ CMV I-R) ซ่ึงให้แถบ DNA ขนาด
ประมาณ 500 คู่เบส ความเข้มข้นของ total DNA  
ที่เหมาะสมคือ 10, 50 และ 100 นาโนกรัม ตามล�ำดับ 
และ total RNA ท่ีเหมาะสมคอื 100 และ 200 นาโนกรมั 
annealing temperature ท่ีให้แถบ DNA ของ 
เชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ชัดเจน คือ 55.8 องศาเซลเซียส 
อัตราส่วนของคู่ไพรเมอร์ (PYMoV-F และ PMMoV-R 
: CMV I-F และ CMV I-R) ท่ีเหมาะสม คือ 1 : 1  
ผลการตรวจสอบประสิทธิภาพของเทคนิค duplex  
RT-PCR ที่พัฒนาได้ ด้วยการตรวจสอบตัวอย่างพริก
ไทยท่ีแสดงอาการคล้ายตดิเช้ือไวรสั จาํนวน 9 ตวัอย่าง 
พบว่า ทกุตวัอย่างให้แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่
เบส สอดคล้องกับการตรวจสอบตัวอย่างพริกไทยด้วย
เทคนิค PCR และ RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะ
ต่อเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I ตามล�ำดับ  
ในเบื้องต้นแสดงว่าเทคนิค duplex RT-PCR ที่พัฒนา
ได้ สามารถตรวจสอบเชือ้ PYMoV และ CMV subgroup 
I ในพริกไทยได้ และสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการ
ตรวจสอบเพื่อคัดเลือกท่อนพันธุ ์พริกไทยปลอด 
เชื้อไวรัสได้ในอนาคต
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