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บทน า (Introduction) 
 

1. เน้ือหาของเร่ืองที่เคยมีผู้ท าการวิจัยมาก่อน 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของพริกไทย 

พริกไทยมีชื่อวิทยาศาสตร์  คือ Piper nigrum Linn. มีชื่อสามัญ ได้แก่ Pepper, 
White pepper, Black pepper และ Pepper Corn เป็นต้น  

ล าต้นของพริกไทยเป็นไม้เถาเลื้อยเนื้ออ่อนยืนต้น  ไม่สามารถยืนอยู่ได้โดย
ล าพังต้องเกาะยึดติดอยู่กับค้าง โดยใช้รากเล็กๆ  ที่เจริญออกมาตามข้อของล าต้นท่ีเรียกว่า  ราก
ตีนตุ๊กแกหรือมือตุ๊กแก  หากพริกไทยเจริญอยู่ตามธรรมชาติโดยไม่มีปัญหารบกวนจากการ
ท าลายของโรคและแมลงศัตรูพืชแล้วจะสามารถมีชีวิตยืนนานกว่า  15 ปี ขณะท่ีต้นพริกไทยยังมี
อายุน้อยอยู่เปลือกล าต้นจะมีสีเขียวและจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลตามอายุท่ีเพิ่มขึ้น  ล าต้นมีข้อและ
ปล้องเห็นได้ชัดเจน บริเวณข้อมักจะมีลักษณะโป่งออก ท าให้มีขนาดใหญ่กว่าส่วนของล าต้น  

ในส่วนของใบพริกไทยเป็นใบเดี่ยวเรียงสลับตามข้อและตามกิ่งแขนง  ใบมี
รูปร่างแบบรูปไข่โคนใบใหญ่  ฐานใบมีหลายแบบ เช่น กลม มน หรือรูปหยัก ปลายใบแหลม ใบ
กว้างประมาณ 6-10 เซนติเมตร ยาว 7-14 เซนติเมตร ลักษณะคล้ายใบพลู  ผิวใบเรียบ ผิวใบ
ด้านบนเป็นมัน  ด้านใต้ใบมีสีจางกว่าบนใบ  บางพันธุ์ใบมีลักษณะหยักเป็นคลื่น  ขนาดและ
ลักษณะของใบจะแตกต่างกันไปตามพันธุ์  

ดอกพริกไทยจะออกเป็นช่อในแนวยาวตรงข้ามกับใบในส่วนของกิ่งแขนง  ไม่มี
ก้านดอก ช่อดอกยาวประมาณ  7-14 เซนติเมตร  ช่อดอกแต่ละช่อประกอบด้วยดอกย่อย
ประมาณ 70-85 ดอก ช่อดอกอ่อนมีสีเหลืองอมเขียว  เมื่อแก่จะมีสีเขียวและปลายช่อห้อยลง  
ดอกจะบานหมดทั้งช่อใช้เวลาประมาณ 5-7 วัน ดอกพริกไทยมีทั้งดอกตัวผู้และดอกตัวเมียที่เกิด
แยกกัน เป็นดอกไม่สมบูรณ์เพศหรืออาจเป็นดอกสมบูรณ์เพศ  แต่ส่วนใหญ่เป็นดอกไม่สมบูรณ์
เพศ ปรกติพริกไทยเป็นพืชที่มีการผสมตัวเอง  

ผลของพริกไทยมีลักษณะค่อนข้างกลม  เรียงตัวกันเป็นพวงอัดแน่นอยู่กับแกน
ของช่อ มีรสเผ็ดร้อน ผลอ่อนมีสีเขียวและสีจะเข้มขึ้นตามอายุของผล  ผลอ่อนท่ีอายุไม่เกินหนึ่ง
เดือน เมื่อบีบจะแตกออกภายในผลจะมีลักษณะขุ่นข้นคล้ายนมสด  ต่อมาเมื่อผลมีอายุได้
ประมาณ 5 เดือน ผิวของผลจะมีลักษณะเป็นมันเงาและเปลี่ยนเป็นสีเขียวปนเหลือง  ผลแก่เม่ือ
สุกเต็มที่จะมีสีส้มหรือสีแดง  เมื่อผลแห้งจะเป็นสีด า  ผลจะสุกไม่พร้อมกันทั้งช่อ  เมื่อผลสุกจะร่วง
หล่นไป เมื่อน าผลสุกมาขยี้เปลือกจะหลุดออกง่าย  ภายในผลหนึ่ง  ๆ จะมี 1 เมล็ด ผลที่น ามาใช้
มีสองชนิด คือ พริกไทยด า และพริกไทยล่อน พริกไทยด าท าได้โดยเก็บผลที่โตเต็มที่มีสีเขียวแก่
มาตากจนแห้ง ซึ่งจะได้พริกไทยสีด าเหี่ยว  ส่วนพริกไทยล่อนคือการเก็บผลพริกไทยที่เริ่มสุกมา
แช่น้ าแล้วน ามานวดเพื่อลอกเปลือกออก  แล้วตากแดด จะได้ผลพริกไทยมีสีขาวเป็นเงาเมล็ด  
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โดยท่ัวไปเมล็ดจะมีสีขาวนวล  มีลักษณะแข็ง รูปร่างค่อนข้างกลมเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  3-4 
มิลลิเมตร ภายมนเมล็ดมีต้นอ่อนขนาดเล็กอยู่ เมล็ดมีกลิ่นตัว  มีกลิ่นฉุนและมีรสเผ็ด  เมล็ดจะสุก
ไม่เสมอกัน  

รากของพริกไทยถ้ายึดตามหน้าที่ของรากจ าแนกออกได้เป็น  2 ชนิดคือ รากหา
อาหารและรากตีนตุ๊กแก  ซึ่งรากหาอาหารเป็นรากที่ท าหน้าที่หารแร่ธาตุอาหารและน้ าจาก
พื้นดิน เพื่อส่งผ่านล าต้นไปยังใบปรุงอาหารหล่อเลี้ยงส่วนต่าง ๆ ซึ่งหากปลูกด้วยการใช้เมล็ดจะ
มีรากแก้ว แต่ปัจจุบันมักจะปลูกจากการปักช ากิ่งจึงมักจะไม่มีรากแก้ว  พริกไทยจะมีรากขนาด
ใหญ่ประมาณ 10-20 ราก และแต่ละรากจะมีความยาวประมาณ  3-4 เมตร มีรากแขนงเจริญ
ออกไปจากรากใหญ่มากมาย  กลุ่มของรากเหล่านี้จะกระจายอยู่บริเวณผิวดิน  ส่วนรากตีนตุ๊กแก
จะท าหน้าที่เป็นรากค้ าจุน  ซึ่งจะช่วยยึดเกาะ  ท าให้พริกไทยเลื้อยสูงได้  รากตีนตุ๊กแกจะเจริญ
ออกมาจากข้อในระยะเดียวกับการเจริญของยอดอ่อน  รากประเภทนี้สามารถเกาะติดกับค้างใน
ระยะเริ่มงอกออกมาใหม่  ๆ เท่าน้ัน เมื่อรากแก่จนเป็นสีน้ าตาลมักจะไม่เกาะติดกับค้างอีกแล้ว
หรือติดได้แต่ติดยากขึ้น (รุ่งรัตน,์ 2535) 
 

พันธุ์พริกไทยที่นิยมปลูกในประเทศไทย  
ในปัจจุบันพบจ านวนทั้งสิ้น  6 พันธุ์ ได้แก่ 1) พริกไทยพันธุ์ใบหนา  ลักษณะโคน

ใบแคบ ปลายใบแหลม ใบมีลักษณะหนา ขอบใบเรียบ ใบสีเขียวเข้มเกือบเป็นมันช่วงข้อยาว  กิ่ง
ยาวและค่อนข้างสั้น  ช่อดอกยาว เมล็ดห่าง ทรงพุ่มโตและแน่นทึบ  ให้ผลผลิตต่ า  2) พริกไทย
พันธุ์โบราณหรือพันธุ์ควายขวิด มีลักษณะเล็กกว่าพันธุ์ใบหนา ซึ่งคลื่นริมใบห่าง กิ่งสั้นและงอไม่
เป็นระเบียบ ช่วงข้อค่อนข้างสั้น  ช่อดอกยาว เมล็ดห่างและโต  ทรงพุ่มใหญ่ปานกลาง  มีลักษณะ
โปร่ง ให้ผลผลิตสูงกว่าพันธุ์ใบหนา  3) พริกไทยพันธุ์บางแก้ว  พันธุ์นี้มีใบขนาดเล็กกว่าพันธุ์ใบ
หนา ขอบใบเรียบ โคนใบแหลม มีเขียวเข้ม ช่วงข้อยาว เมล็ดมีขนาดใหญ่ค่อนข้างถี่  ให้ผลผลิต
สูงกว่าพันธุ์โบราณ ทรงพุ่มค่อนข้างทึบ  4) พริกไทยพันธุ์ปรางถี่ธรรมดา  มีลักษณะใบเล็กบาง  
ริมใบเป็นคลื่น โคนใบโต ปลายใบแหลม ใบค่อนข้างเหลือง  ช่วงข้อสั้น กิ่งสั้นงอหรือทอดลง  ช่อ
ดอกสั้น เมล็ดถี่ ความเผ็ดสูง  ทรงพุ่มไม่โตและไม่ทึบ  ให้ผลผลิตสูง  5) พริกไทยพันธุ์ปรางถี่ใบ
หยิก ใบหยิกและเล็กกว่าพันธุ์ปรางถี่ธรรมดา  ใบค่อนข้างเหลือง  ทรงพุ่มใหญ่ กิ่งทอดลง ให้
ผลผลิตค่อนข้างสูง  แต่ผลผลิตน้อยกว่าพันธุ์ปรางถี่ธรรมดา  และ 6) พริกไทยพันธุ์จากประเทศ
สหพันธรัฐมาเลเซียหรือพันธุ์คุชชิ่ง เป็นพันธุ์ที่มีทรงพุ่มหนาพอสมควร  มีลักษณะคล้ายพันธุ์บาง
แก้วแต่ใบมีขนาดใหญ่กว่าเล็กน้อยและริมใบไม่เป็ นคลื่น ช่อดอกยาว เมล็ดแน่น เมล็ดมีขนาด
เล็กกว่าพันธุ์จันทบุรีเล็กน้อย แต่พันธุ์นี้มีการเจริญเติบโตดี (รุ่งรัตน,์ 2535) 
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สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเจริญของพริกไทย 
พริกไทยจะมีการเจริญเติบโตดีในพื้นที่ดินร่วนซุย  มีอินทรีย์วัตถุสูง  น้ าไม่ขัง มี

การระบายน้ าดี  ระดับน้ าใต้ดินต่ าและพื้นที่อยู่ใกล้  ๆ แหล่งน้ า ไม่ชอบสภาพพื้นที่ที่ลาดเทมาก  
ๆ ฤดูปลูกควรอยู่ในช่วงปลายฤดูฝนหรือต้นหนาว  เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหากิ่งพันธุ์เน่าเสียหาย
ในช่วงฤดูฝนชุก  พริกไทยชอบขึ้นในสภาพภูมิอากาศร้อนชื้น  อุณหภูมิระหว่าง  10-30 องศา
เซลเซียส มีความต้องการน้ าฝนปีละอย่างน้อย  50-80 นิ้ว สามารถปลูกได้ตั้งแต่ระดับน้ าทะเล
จนกระท่ังความสูงประมาณ 3,500 ฟุต (รุ่งรัตน,์ 2535) 
 

วิธีการปลูกพริกไทย 
พริกไทยสามารถขยายพันธุ์ได้โดยการเพาะเมล็ดและวิธีการตัดล าต้นส่วนที่อยู่

ใกล้กับผิวดิน ซึ่งเรียกว่าไหล ปลูกหรือใช้ยอดปักช า  ซึ่งวิธีการปักช ายอดพริกไทยเป็นวิธีที่นิยม
ที่สุด โดยการใช้ยอดพริกไทยท่ีมีอายุประมาณ  1 ปี น ามาตัดเป็นท่อน ๆ ยาวประมาณ 1 ฟุต 
หรือมีข้อประมาณ 5-7 ข้อ ท าการเด็ดใบบางส่วนออกและจะต้องน าไปปักช าทันทีในกระบะปัก
ช าซึ่งเตรียมไว้ โดยปักให้ท่อนพันธุ์เอียงประมาณ  45 องศา ห่างกันประมาณ 10 เซนติเมตร ให้
ข้ออยู่ใต้ระดับผิวดินประมาณ  3-4 ข้อ กะบะปักช าควรอยู่ในที่ร่มร าไร  เมื่อท่อนพันธุ์แตกยอด
อ่อนข้ึนมาก็ย้ายยอดพันธุ์จากกะบะลงถุงพลาสติกที่ใส่ดินเตรียมไว้แล้ว  น าไปตั้งไว้ในที่ร่มร าไร  
รดน้ าให้ชุ่มเสมอ  หลังจากนั้นประมาณ  1 เดือน ยอดพริกไทยซ่ึงอยู่ในถุงช าจะแข็งแรงดี  จึง
สามารถน าไปปลูกต่อไปได้ (รุ่งรัตน,์ 2535) 
 

การเก็บเก่ียวพริกไทย 
พริกไทยท่ีปลูกอายุประมาณ  3 ปี จะเริ่มออกดอกติดผลและจะแก่พร้อมที่จะเก็บ

เกี่ยวได้ประมาณ 6-7 เดือนต่อมา การเก็บเกี่ยวพริกไทยจะสังเกตจากสีของเมล็ดกล่าวคือ  เมล็ด
มีสีเหลืองหรือสีแดงรวงละ 3-4 เมล็ด วิธีการเก็บให้เก็บทั้งรวง แต่พริกไทยจะแก่ไม่พร้อมกัน  ท า
ให้การเก็บต้องทยอยเก็บเป็นงวด ๆ ส าหรับการเก็บเกี่ยวเพื่อท าพริกไทยขาวหรือพริกไทยล่อน
นั้น พริกไทยท่ีใช้จะต้องเป็นพริกไทยที่แก่จัดและผลเริ่มสุกเป็นสีแดงที่โคนช่อประมาณ  2-3 ผล 
ในส่วนของการท าพริกไทยด า จะใช้พริกไทยที่ผลยังมีสีเขียวอยู่  แต่เมล็ดภายในแก่จัดซึ่งสังเกต
ได้โดยการใช้เล็บจิกดู  ถ้ารู้สึกว่าเมล็ดแข็งและจิกไม่ลงแสดงว่าเมล็ดแก่จัดสามารถเก็บได้แล้ว  
(รุ่งรัตน,์ 2535) 
 

แหล่งปลูกพริกไทยและความส าคัญทางเศรษฐกิจ 
แหล่งปลูกพริกไทยที่ใหญ่ที่สุดของประเทศไทยส่วนใหญ่จะอยู่ในแถบภาค

ตะวันออก โดยท่ีอ าเภอท่าใหม่  จังหวัดจันทบุรี  เป็นแหล่งปลูกพริกไทยที่ส าคัญของประเทศ  ซึ่ง
มีพื้นที่ปลูกมากถึงร้อยละ  98 ของพื้นท่ีปลูก ทั่วทั้งประเทศ  รองมาได้แก่  จังหวัด ระยอง และ 
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ตราด ตามล าดับ ในส่วนของภาคใต้พบการปลูกพริกไทยได้ในบางพื้นที่ของจังหวัด  กระบี่ ตรัง 
นราธิวาส และ พังงา เป็นต้น (วัฒนา, 2531) 

ในปัจจุบันพริกไทยจัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งของไทย สามารถสร้าง
รายได้ให้กับประเทศจากการส่งออกพริกไทยได้มากถึงปีละประมาณ  30-60  ล้านบาท  
เกษตรกรผู้ปลูกพริกไทยสามารถขายพริกไทยให้กับผู้บริโภคภายในประเทศได้ราคาสูงถึง
กิโลกรัมละ  100-200 บาท  จากมูลค่าการส่งออกรวมถึงการจ าหน่ายให้กับผู้บริโภค
ภายในประเทศ  ดูเหมือนแนวโน้มการผลิตพริกไทยจะเพิ่มสูงขึ้น  อย่างไรในทางตรงกันข้าม
จากผลการส ารวจพื้นที่เพาะปลูกพริกไทยในประเทศไทยมีปริมาณลดลง อย่างต่อเนื่องจนน่า
วิตกโดยเฉพาะในจังหวัดจันทบุรี  จากผลการส ารวจของ ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร  กรม
วิชาการเกษตร  ในปี 2547 จังหวัดจันทบุรีมีพื้นที่เพาะปลูกพริกไทยประมาณ  19,829 ไร่ ให้
ผลผลิต 14,204 ตัน แต่จากผลการส ารวจในปัจจุบัน  ปี พ.ศ. 2557 จังหวัดจันทบุรีเหลือพื้นที่
เพาะปลูกพริกไทยเพียง  13,349 ไร่ และให้ผลผลิตเพียง  6,364 ตัน ผลผลิตลดลงจากในอดีต
ประมาณ 50% สาเหตุส าคัญที่ท าให้พื้นท่ีเพาะปลูกพริกไทยในจังหวัดจันทบุรีลดลงเป็นผล
สืบเนื่องมากจากการเข้าท าลายของโรคพืชโดยเฉพาะเชื้อไวรัส  ที่ท าให้ผลผลิตพริกไทยลดลง  
ต้นทุนการผลิตพริกไทยเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากเกษตรกรจ าเป็นต้องใช้สารเคมีก าจัดโรคพืช
เพิ่มขึ้น จากปัจจัยเหล่านี้เกษตรกรจึงเปลี่ยนไปเพาะปลูกพืชชนิดอื่นทดแทนการปลูกพริกไทย  
ทั้งน้ีปัญหาดังกล่าวหากไม่ได้รับการแก้ไข  ในอนาคตประเทศไทยอาจจ าเป็นต้องน าเข้า
พริกไทยจากต่างประเทศเพื่อมาบริโภค  รวมถึงการท าสวนพริกไทยในจังหวัดจันทบุรีก็จะ
กลายเป็นเพียงอดีตไปในที่สุด 

 
เชื้อไวรัสสาเหตุโรคของพริกไทย 

เชื้อไวรัสที่พบแพร่ระบาดและท าความเสียหายให้กับพริกไทยตามแหล่งปลูก
พริกไทยท่ัวโลก โดยเฉพาะในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  (Bharat, 1952; Holliday, 1959; Praka-
sam et al., 1990) มีอยู่ 2 ชนิด ด้วยกัน คือ เชื้อ Piper yellow mottle virus (PYMoV) และ เชื้อ 
Cucumber mosaic virus (CMV) (Bhat and Siju, 2007, Ali and Kobayashi, 2010) เชื้อไวรัส
ทั้ง 2 ชนิดนี้แตกต่างกันโดยท่ีเชื้อ  PYMoV มีสารพันธุกรรมเป็นชนิด  DNA สายคู่ (dsDNA) จัด
อยู่ในจีนัส Badnavirus วงศ์ Caulimoviridae ในขณะท่ีเชื้อ CMV มีสารพันธุกรรมเป็นชนิด  RNA 
สายเดี่ยว(ssRNA) จัดอยู่ในจีนัส Cucumovirus วงศ์ Bromoviridae (Bhat and Siju, 2007) เชื้อ
ไวรัสทั้งสองชนิดนี้เม่ือเข้าท าลายพริกไทยจะท าให้ใบพริกไทยมีรูปร่างผิดไปจากปรกติ  (leaf 
distortion) ลดรูป (reduction in size) ใบพริกไทยแสดงอาการด่างสีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน  
(mosaic หรือ mottle) รวมถึงท าให้ต้นพริกไทยเกิดอาการแคระแกร็น  โดยอาการท้ังหมดเหล่านี้
ส่งผลกระทบโดยตรงต่อปริมาณการผลิตพริกไทยในแหล่งปลูกต่างๆ  ทั่วโลก  (Bhat et al., 
2005; Silva  et al., 2002) 
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การแพร่ระบาดของเชื้อ  Piper yellow mottle virus และ เชื้อ Cucumber mosaic  
virus  

ในประเทศไทยมีรายงานพบว่ามีเฉพาะเชื้อ  PYMoV เท่าน้ันท่ีก่อโรคในพริกไทย  
ในขณะท่ีประเทศที่เป็นแหล่งปลูกพริกไทย  ได้แก่ ประเทศบราซิล  อินเดีย ศรีลังกา มาเลเซีย  
อินเดีย และเวียดนาม มีรายงานพบเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้ ร่วมกัน (Lockhart et al., 1997; Bhat 
and Siju, 2007) การแพร่ระบาดของเชื้อ  PYMoV และ เชื้อ CMV ในแหล่งปลูกพริกไทยเป็นได้
อย่างรวดเร็ว  เนื่องจากเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิด นี้ สามารถถ่ายทอดเชื้อไวรัสจากต้นพริกไทยเป็น
โรคไปยังต้นพริกไทยปกติได้โดยผ่านทางเมล็ด  (seed transmission) (Ali and Kobayashi, 
2010; Hareesh and Bhat, 2010) และท่ีส าคัญเชื้อไวรัสสามารถติดไปกับท่อนพันธุ์พริกไทย
เป็นโรค ซึ่งเกษตรกรส่วนใหญ่ขยายพันธุ์พริกไทยด้วยวิธีนี้ (Silva et al., 2002) 
  

การควบคุมโรคในพริกไทยที่เกิดจากเชื้อ  Piper yellow mottle virus และ เชื้อ 
Cucumber mosaic virus 

การใช้ท่อนพันธุ์จากต้นพริกไทยที่ปราศจากเชื้อไวรัสปลูกลงในแปลงปลูก  
จัดเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ในการควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้ (Silva  et al., 2002; 
Bhat and Siju, 2007) อย่างไรก็ตามการคัดเลือกต้นพริกไทยที่ติดเชื้อไวรัสโดยการตรวจดูด้วย
ตาเปล่าเพื่อสังเกตจากอาการว่าติดเชื้อไวรัสหรือไม่ท าได้ยาก นอกจากนี้มีบางครั้งที่พริกไทยติด
เชื้อแต่ไม่แสดงอาการ  (latent infection) ซึ่งอาจท าให้การคัดเลือกต้นพริกไทยที่ไม่ติดเชื้อไวรัส
ผิดพลาดได้  ดังนั้นนักวิจัยในประเทศต่างๆ  โดยเฉพาะในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  จึงได้
พยายามพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ CMV จากใบหรือต้นพริกไทย  ที่มีความไว 
(sensitivity) และให้ผลการตรวจสอบที่แม่นย า เพื่อน ามาใช้ในการคัดเลือกต้นพริกไทยปลอดโรค
และประสบความส าเร็จ ดังนี ้

Bhat และ Siju (2007) ได้รายงานความส าเร็จในการพัฒนาเทคนิคทางชีว
โมเลกุล ได้แก่ multiplex RT-PCR ที่สามารถตรวจสอบและจ าแนกเชื้อ  PYMoV และ CMV ได้
ในคราวเดียวกัน  จากตัวอย่างพริกไทยติดเชื้อไวรัส  โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV 
และ CMV ตามล าดับ  

Bhat และคณะ  (2013) ได้รายงานความส าเร็จในการพัฒนาเทคนิค  loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) เพื่อน ามาใช้ในการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ 
CMV ที่ก่อโรคในพริกไทยอย่างได้ผล  ซึ่งเทคนิคดังกล่าวที่พัฒนาได้มีความไว  (sensitivity) สูง
มากกว่าการตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค PCR มากถึง 100 เท่า 
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2. ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
พริกไทยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของประเทศไทย  ในแต่ละปีสามารถสร้างรายได้ให้กับ

ประเทศจากการส่งออกพริกไทยได้มากถึงปีละประมาณ  30-60 ล้านบาท โดยแหล่งที่มีการปลูก
พริกไทยมากที่สุดคือ  อ าเภอท่าใหม่  จังหวัดจันทบุรี  ซึ่งมีพื้นที่ปลูกมากถึงร้อยละ  98 ของพื้นท่ี
ปลูกทั่วทั้งประเทศ  รองมาได้แก่  จังหวัด  ระยอง  และ ตราด ตามล าดับ  ในปัจจุบันแม้ว่าราคา
พริกไทยอ่อนและพริกไทยแห้งจะมีราคาสูงมากถึงกิโลกรัมละ  100-200 บาท อย่างไรก็ตามพื้นที่
เพาะปลูกพริกไทยในจังหวัดจันทบุรีกลับลดลงอย่างต่อเนื่องจนน่าวิตก  โดยจากผลการส ารวจ
ของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร  ในปี  2547 จังหวัดจันทบุรีมีพื้นที่
เพาะปลูกพริกไทยประมาณ  19,829 ไร่ ให้ผลผลิต 14,204 ตัน แต่จากผลการส ารวจในปัจจุบัน  
ปี พ.ศ. 2557 จังหวัดจันทบุรีเหลือพื้นที่เพาะปลูกพริกไทยเพียง  13,349 ไร่ และให้ผลผลิตเพียง  
6,364 ตัน ผลผลิตลดลงจากในอดีตประมาณ  50% ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อการส่งออก
พริกไทยท่ีมีปริมาณไม่เพียงพอ  รวมถึงการขาดแคลนพริกไทยท่ีจะใช้บริโภคภายในประเทศอีก
ด้วย สาเหตุส าคัญที่ท าให้พื้นท่ีเพาะปลูกพริกไทยในจังหวัดจันทบุรีลดลงเป็นผลสืบเนื่องมาก
จากการเข้าท าลายของโรคพืช ที่ท าให้ต้นพริกไทยได้รับความเสียหายโดยตรง  ผลผลิตพริกไทย
ลดลง ในทางอ้อมการเข้าท าลายของโรคพืชส่งผลให้ต้นทุนการผลิตพริกไทยเพิ่มสูงขึ้นจากการ
ใช้สารเคมีก าจัดโรคพืช  ด้วยปัจจัยเหล่านี้เกษตรกรจึงเปลี่ยนไปเพาะปลูกพืชชนิดอื่นทดแทน
การปลูกพริกไทย  ปัญหาดังกล่าวหากไม่รีบแก้ไข  ในอนาคตประเทศไทยอาจจ าเป็นต้องน าเข้า
พริกไทยจากต่างประเทศเพื่อมาบริโภคเพิ่มมากขึ้น  รวมถึงการท าสวนพริกไทยในจังหวัด
จันทบุรีก็จะกลายเป็นเพียงอดีตไปในที่สุด 

จากผลการส ารวจโรคของพริกไทยในแปลงเกษตรกรในอ าเภอท่าใหม่  จังหวัดจันทบุรี  
พบว่าต้นพริกไทยเกือบทั้งหมดในพื้นที่ส ารวจแสดงอาการใบด่างเขียวเข้มสลับเขียวอ่อน  (mo-
saic) ใบพริกไทยเสียรูปร่าง (leaf distortion) และลดขนาด รวมถึงต้นพริกไทยแสดงอาการแคระ
แกร็นให้เห็นอย่างชัดเจน ซึ่งอาการท้ังหมดดังกล่าวเป็นลักษณะอาการของโรคพืชซ่ึงมีสาเหตุมา
จากเชื้อไวรัส  โดยเชื้อไวรัสที่มีรายงานพบแพร่ระบาดและท าความเสียหายให้กับพริกไทยตาม
แหล่งปลูกต่างๆ ทั่วโลก มีอยู่ 2 ชนิด ได้แก่ เชื้อ Piper yellow mottle virus (PYMoV) และ เชื้อ 
Cucumber mosaic virus (CMV) (Bhat and Siju, 2007) ซึ่งเชื้อทั้ง 2 ชนิดนี้จะพบร่วมกันในต้น
พริกไทยเป็นโรค (Bhat et al., 2013) อย่างไรก็ตามเชื้อทั้ง  2 ชนิดนี้มีรูปร่างของอนุภาคและสาร
พันธุกรรมที่แตกต่างกัน โดยเชื้อ PYMoV มีอนุภาครูปร่างคล้ายกระสวย  (bacilliform) และมีสาร
พันธุกรรมเป็นชนิด  DNA สายคู่  (dsDNA) ในขณะท่ีเชื้อ  CMV มีอนุภาครูปร่างเป็นทรงกลม  
(isometric) และมีสารพันธุกรรมเป็นชนิด  RNA สายเดี่ยว (ssRNA) ตามล าดับ (Bhat and Siju, 
2007; Bhat et al., 2013) ในปัจจุบันพบเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้ แพร่กระจายอยู่ในประเทศที่เป็น
แหล่งปลูกพริกไทย  ได้แก่  ประเทศบราซิล  อินเดีย  ศรีลังกา  มาเลเซีย  อินเดีย  ฟิลิปปินส์  
เวียดนาม รวมถึงประเทศไทย  (Lockhart et al., 1997; Bhat and Siju, 2007; Bhat et al., 
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2013) การแพร่กระจายของเชื้อ  PYMoV และ CMV ในแหล่งปลูกพริกไทยเป็นไปอย่างรวดเร็ว
เนื่องจากเกษตรกรใช้ท่อนพันธุ์ของต้นพริกไทยเป็นโรคไปปลูก  ดังนั้นแนวทางหน่ึงในการ
ควบคุมการแพร่กระจายของโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้  คือ การให้เกษตรกร
ใชท้่อนพันธ์ุพริกไทยที่ปราศจากโรคไปปลูกในแปลง (Silva et al., 2002; Bhat et al., 2013) 
 การคัดเลือกต้นพริกไทยเพื่อให้ได้คุณสมบัติตามที่ต้องการดังกล่าวข้างต้นก่อนลงปลูก
จ าเป็นจะต้องใช้วิธีการตรวจสอบที่แม่นย า รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ วิธีการตรวจสอบเชื้อ 
PYMoV และ CMV ที่นิยมในปัจจุบันสามารถท าได้โดยการตรวจสอบในระดับชีวโมเลกุล โดยใช้ 
เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) (Bhat et al., 2012), Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) (Ali et al., 2012) และ loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) (Bhat et al., 2013) ตามล าดับ แม้ว่าเทคนิคดังกล่าวจะมีความไว 
(sensitivity) สูง อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวมีข้อจ ากัดในเร่ืองของระยะเวลาที่ใช้ในการ
ตรวจสอบค่อนข้างนาน รวมถึงค่าใช้จ่ายท่ีใช้ในการตรวจสอบตัวอย่างในแต่ละครั้งค่อนข้างสูง 
เพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าวที่เกิดขึ้นได้มีความพยายามพัฒนาเทคนิคที่เรียกว่า multiplex RT-PCR 
(Bhat and Siju, 2007; Özdemir, 2009; Hu et al., 2011) ที่สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุโรคที่มีสารพันธุกรรมแตกต่างกันได้หลายชนิด ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยใส่คู่ไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อโรคแต่ละชนิดลงในปฏิกิริยา เทคนิคดังกล่าวมีความไวสูง และเสีย
ค่าใช้จ่ายท่ีใช้ในการตรวจสอบตัวอย่างในแต่ละครั้งน้อยกว่าการตรวจสอบด้วยทางชีวโมเลกุลที่
ใช้กันทั่วไป (Elfath et al., 2000) จากข้อดีที่กล่าวมาข้างต้น ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้จึงได้น า
เทคนิค multiplex RT-PCR มาใช้ในการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ เชื้อ CMV เพื่อน ามาใช้ใน
การคัดเลือกต้นพริกไทยปลอดเชื้อไวรัส แต่ทั้งน้ีเทคนิค multiplex RT-PCR มีข้อจ ากัดในเร่ือง
ขององค์ประกอบของปฏิกิริยาที่ต้องมีความเหมาะสม (Özdemir, 2009) จึงจะสามารถเพิ่ม
ปริมาณ DNA เป้าหมายได้อย่างมีประสิทธิภาพ  ดังนั้นเพื่อให้การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ 
CMV ในต้นพริกไทยเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ จึงจ าเป็นต้องมีการพัฒนาวิธีการ multiplex 
RT-PCR เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อไวรัสเป้าหมาย  

 
3. วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรือ แนวทางความคิดที่น ามาใช้ในการวิจัย  

ในแหล่งปลูกพริกไทยส่งออกทั่วโลก เกษตรกรผู้ปลูกมักประสบปัญหาจากการเข้าท าลาย
ของโรคพืชที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส  ได้แก่  Piper yellow mottle virus (PYMoV) และ เชื้อ        
Cucumber mosaic virus (CMV) (Bhat and Siju, 2007) ซึ่งพริกไทยที่ติดเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้ 
จะแสดงอาการใบด่างเขียวเข้มสลับเขียวอ่อน  (mosaic) ใบพริกไทยเสียรูปร่าง  (leaf distortion) 
และลดขนาดลง  รวมถึงต้นพริกไทยแสดงอาการแคระแกร็น  อาการทั้งหมดนี้ส่งผลกระทบ
โดยตรงต่อผลผลิตพริกไทย  (ภาพที่ 1) โดยความรุนแรงของโรคที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยู่กับชนิดของ
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เชื้อไวรัสและสภาพแวดล้อมในขณะน้ัน  ซึ่งเกษตรกรอาจยังคงเก็บผลผลิตได้เพียงบางส่วนหรือ
เก็บผลผลิตไม่ได้เลย 

แม้ว่าการควบคุมโรคของพริกไทยที่เกิดจากเชื้อไวรัสจะสามารถท าได้โดยการใช้ท่อน
พันธุ์พริกไทยที่ปราศจากโรค  อย่างไรก็ตามการตรวจดูต้นพริกไทยที่ไม่เป็นโรคจากลักษณะ
อาการที่เกิดขึ้นกับใบและล าต้นเพื่อคัดเลือกต้นพริกไทยปลอดโรคท าได้ค่อนข้างยาก  เนื่องจาก
ในบางครั้งอาการที่พบในสภาพธรรมชาติไม่ชัดเจน (Silva et al., 2002)  

ทั้งน้ีในต่างประเทศได้มีรายงานความส าเร็จในการพัฒนาเทคนิค  multiplex RT-PCR เพื่อ
น ามาใช้ในการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ CMV ในพริกไทยเป็นโรคได้ในคราวเดียวกันโดยใช้
คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อไวรัสแต่ละชนิด (Bhat and Siju, 2007) ดังนั้นการน าเทคนิคดังกล่าว
มาใช้ในการคัดเลือกพริกไทยปลอดเชื้อไวรัสในประเทศไทย จึงน่าจะเป็นแนวทางหน่ึงที่สามารถ
น ามาใช้ในการควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพริกไทยในจังหวัดจันทบุรีอย่างได้ผลได้ 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่  1 แสดงผลผลิตของต้นพริกไทยปกติ  (ซ้าย) และผลผลิตของต้นพริกไทยติดเชื้อไวรัส  

(ขวา) 
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วัตถุประสงค ์(Objective) 
 

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค  multiplex  RT-PCR เพื่อน ามาใช้ในการคัดเลือก
พริกไทยปลอดเชื้อไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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วิธีด าเนินการวิจัย (Materials & Method) 
 

1. แหล่งของเชื้อ PYMoV และ CMV  
ตัวอย่างเชื้อ  Piper yellow mottle virus (PYMoV) ส าหรับใช้เป็น positive control ใน

การศึกษาครั้งนี้  ได้มาจากการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV จากตัวอย่างต้นพริกไทยที่ปลูกในอ าเภอ
ท่าใหม่  จังหวัดจันทบุรี  ที่ใบแสดงอาการด่างประ  มีจุดสีเหลืองแพร่กระจายท่ัวทั้งใบ  ใบลดรูป
และเสียรูปร่าง  ตามการรายงานของ  Lockhart et al. (1997) โดยใช้เทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV  (Bhat and Siju, 2007) และท าการ
ตรวจสอบเชื้อ  Cucumber mosaic virus (CMV) subgroup I จากตัวอย่างต้นพริกไทยด้วย
เทคนิค Reverse   transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ี
จ าเพาะต่อเชื้อไวรัส ตามการรายงานของ  Yu et al. (2005) ในขณะท่ีตัวอย่างเชื้อ  CMV sub-
group I (CMV ไอโซเลท 30RS) ซึ่งใช้เป็น positive control ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มงาน
ไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยเลี้ยงเชื้อไวรัส
ไว้ในต้นล าโพง (Datura stramonium L.) 
 
2. คู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา multiplex RT-PCR 

Forward primer และ reverse primer ส าหรับใช้เพิ่มปริมาณเชื้อ  PYMoV ใช้ตามการ
รายงานของ  Bhat and Siju (2007) ซึ่งออกแบบมาจากยีน ในส่วน Open reading frame 
I (ORFI) ของเชื้อ PYMoV (GenBank accession no. DQ83 6226) โดย forward primer 
(PYMoV-F) มีล าดับนิวคลีโอไทด์  ดังนี้  5'-TAACAGGACTAGGGATCG-3' และ re-
verse primer (PYMoV-R) มีล าดับนิวคลีโอไทด์  5'- CAGCTGGTCTTGATAATAG-3' ซึ่ง
จะให้ผลผลิต  DNA ขนาดประมาณ  450  คู่เบส  ในขณะท่ี  forward primer และ  re-
verse primer ของเชื้อ  CMV ใช้ไพรเมอร์จ านวน  2 คู่  ซึ่งออกแบบมาจาก  coat pro-
tein gene (CP gene) ของเชื้อ  CMV ที่มีรายงานในฐานข้อมูลของ  GenBank โดย  
forward primer (CMV-F) และ  reverse primer (CMV-R) คู่แรก  ใช้ตามการรายงาน
ของ  Bhat and Siju (2007) ที่ออกแบบมาจาก  CP gene ของเชื้อ  CMV Accession 
No. AY545924 ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้  CMV-F 5'-ATGGACAAATCTGAATC 
AAC-3' และ  CMV-R 5'-TCAAACTGGGAGCACCC-3' ในส่วนของไพรเมอร์คู่ที่  2 
ออกแบบมาจาก  CP gene ของเชื้อ  CMV subgroup I ต าแหน่งที่  121-143  และ  
601-620  ตามล าดับ  โดยมีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้  forward primer (CMV I-F) 5'-
CGACTTAATAAGACGTTAGCAGC-3' และ  reverse primer (CMV I-R) 5'-
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TGCTCRAYGTCRACA-3' (Yu et al., 2005) โดยไพรเมอร์ท้ัง  2 คู่  จะให้ผลผลิต  
DNA ขนาดประมาณ  650 คู่เบส  และ  500 คู่เบส  ตามล าดับ  

 
3. การสกัด total DNA และ total RNA  

น าตัวอย่างใบพริกไทยที่ติดเชื้อ PYMoV และใบล าโพงที่ติดเชื้อ CMV ไอโซเลท 30RS 
มาท าการแยกสกัด total DNA ด้วย DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, California, 
USA) และ total RNA ด้วย RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, California, USA) 
ตามล าดับ วัดความเข้มข้นของ DNA และ RNA ที่แยกสกัดได้ด้วยเครื่อง nanodrop 8000       
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) ที่ค่าการดูดกลืนแสง
ที ่ 260 นาโนเมตร น าสารละลาย total DNA และ total RNA ที่แยกสกัดได้ไปใช้ในการทดลอง
ขั้นตอนต่อไป 
 
4. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อ PYMoV และ CMV sub-
group I ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR  

4.1 การหาความเข้มข้นของ DNA และ RNA ที่เหมาะสม 
หาความเข้มข้นของ total DNA และ total RNA ที่เหมาะสมส าหรับเพิ่มปริมาณ

เชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR โดยใช้ SuperScript™ 
III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิด ดังกล่าว
ข้างต้น ดังนี้ เตรียมหลอดปฏิกิริยาปริมาตรหลอดละ  50 ไมโครลิตร  จ านวนทั้งสิ้น  9 หลอด 
หลอดปฏิกิริยาที่  1, 4 และ 7 เติม total DNA ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม หลอดปฏิกิริยาที่  2, 
5 และ 8 เติม total DNA ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม และหลอดปฏิกิริยาที่ 3, 6 และ 9 เติม to-
tal DNA ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม ตามล าดับ จากนั้นเติม total RNA ความเข้มข้น 100 นา
โนกรัม ลงในหลอดปฏิกิริยาที่  1, 2 และ 3 เติม total RNA ความเข้มข้น 200 นาโนกรัม ลงใน
หลอดปฏิกิริยาที่  4, 5 และ 6 และเติม total RNA ความเข้มข้น 300 นาโนกรัม ลงในหลอด
ปฏิกิริยาที่  7, 8 และ 9 ตามล าดับ เติม 2X reaction Mix ลงในหลอดปฏิกิริยา  ปริมาตรหลอด
ละ 25 ไมโครลิตร คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV (PYMoV-F และ  PYMoV-R) และ 
CMV subgroup I (CMV-F และ  CMV-R; ; CMV I-Fและ  CMVI-R) ความเข้มข้นไพร
เมอร์ละ 10 พิโคโมลาร์  และ SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix ปริมาตรหลอดละ  2 
ไมโครลิตร  ปรับปริมาตรปฏิกิริยาแต่ละหลอดด้วยน้ ากลั่นน่ึงฆ่าเชื้อจนครบปริมาตร  50 
ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากันดี  จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง  thermal cycler (Bio-Rad C1000 
TouchTM) โดยใช้โปรแกรมในการสังเคราะห์  ดังนี้ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 
นาท ีจ านวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 68 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ีจ านวน 40 รอบ และ อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที จ านวน 1 รอบ ตรวจสอบแถบ DNA ของเชื้อ PYMoV ที่ขนาดประมาณ 450 คู่เบส และ 
CMV subgroup I ขนาดประมาณ 650 และ 500 คู่เบส ตามล าดับ ด้วย 2% agarose gel 
electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ  total DNA และ total RNA ที่ใช้น้อยท่ีสุด แต่ยังคงให้
ความเข้มของแถบ  DNA ที่ปรากฏบนเจลชัดเจน  มาใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป  ก าหนด 
positive control ที่ใช้คือ total DNA เชื้อ PYMoV และ total RNA เชื้อ CMV ที่เพิ่มปริมาณ
ด้วยเทคนิค PCR และ RT-PCR ตามล าดับ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อไวรัส  ในขณะท่ี 
negative control ที่ใช้ในปฏิกิริยาคือน้ ากลั่นน่ึงฆ่าเชื้อที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค  multiplex 
RT-PCR 

 
4.2 การหาอุณหภูมิของ annealing temperature ที่เหมาะสม 

หาอุณหภูมิในส่วนของ annealing temperature ที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณ  
total DNA ของเชื้อ PYMoV และ total RNA ของเชื้อ CMV ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 
โดยใช้ความเข้มข้นของ  total DNA และ total RNA ที่ได้จากผลการทดลองในเบื้องต้น  โดย
เตรียมปฏิกิริยาทั้งสิ้น 8 หลอด หลอดละปริมาตร  50 ไมโครลิตร ซึ่งในแต่ละหลอดประกอบด้วย    
total DNA และ total RNA, 2X reaction Mix คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV และ  
CMV subgroup I ความเข้มข้นไพรเมอร์ละ  10 พิโคโมลาร์  และ SuperScript™ III 
RT/Platinum™ Taq Mix ปรับปริมาตรหลอดปฏิกิริยาแต่ละหลอดด้วยน้ ากลั่นน่ึงฆ่าเชื้อจนครบ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมส่วนผสมให้เข้ากัน  จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง  thermal cycler โดยตั้ง
โปรแกรมดังนี้  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งโปรแกรม
ส าหรับการทดสอบอุณหภูมิ     annealing ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 นาที 
จ านวน 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 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 
68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 40 รอบ และอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
5 นาที จ านวน 1 รอบ ตรวจสอบความเข้มของแถบ  DNA เชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I 
ด้วย 2% agarose gel electrophoresis เลือกอุณหภูมิ  annealing ที่ให้ความเข้มของแถบ  DNA 
ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ดีที่สุด มาใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป  ก าหนด positive control ที่ใช้
คือ total DNA เชื้อ PYMoV และ total RNA เชื้อ CMV ที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค  PCR และ 
RT-PCR ตามล าดับ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อไวรัส  ในขณะท่ี negative control ที่ใช้ใน
ปฏิกิริยาคือน้ ากลั่นน่ึงฆ่าเชื้อที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 
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4.3 การหาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม 
หาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ใน

การศึกษานี้  ดัดแปลงจาก  Özdemir (2009) โดยเตรียมปฏิกิริยา  duplex (RT)-PCR จ านวน
ทั้งสิ้น 7 หลอด ในแต่ละหลอดใช้สัดส่วนคู่ไพรเมอร์ของ  PYMoV: CMV ดังนี้คือ 1: 1, 1: 2, 1: 
3, 1: 4, 2:1, 3: 1 และ 4:1 ตามล าดับ ตรวจสอบอัตราส่วนของคู่ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม  จากความ
เข้มของแถบ DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ที่ปรากฏบน 2% agarose gel electrophoresis 
 
5. การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV ในพริกไทยด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 

ทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค  multiplex RT-PCR ด้วยการตรวจสอบเชื้อไวรัส    
PYMoV และ CMV subgroup I จากตัวอย่างใบพริกไทยที่เก็บมาจากต้นพริกไทยที่แสดงอาการ
คล้ายติดเชื้อไวรัส  ได้แก่ ใบด่างสีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน  ใบด่างประ  ใบมีจุดสีเหลือง  ใบเสีย
รูปร่าง  จ านวนทั้งสิ้น  9 ตัวอย่าง  จากแปลงปลูกพริกไทย  ในอ าเภอท่าใหม่  จังหวัดจันทบุรี  
เปรียบเทียบกับการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ CMV จากตัวอย่างด้วยเทคนิค  PCR และ RT-
PCR ตามล าดับ  
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ผลการวิจัย (Results) 
 
1. แหล่งของเชื้อ PYMoV และ CMV 

การคัดเลือกตัวอย่างต้นพริกไทยที่แสดงอาการติดเชื้อ  Piper yellow mottle virus (PY-
MoV) เพียงชนิดเดียวส าหรับใช้เป็น  positive control ในการศึกษาครั้งนี้  จ านวนทั้งสิ้น  5 
ตัวอย่าง โดยใช้เทคนิค PCR และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV และ RT-PCR โดยใช้คู่
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  CMV subgroup I ภายหลังท าการตรวจสอบขนาดของ  DNA ที่เพิ่ม
ปริมาณได้ด้วย 2% agarose gel electrophoresis แล้ว พบว่าทุกตัวอย่างติดเชื้อ  PYMoV เพียง
ชนิดเดียว โดยให้แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส ยืนยันแถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่
เบส ที่เพิ่มปริมาณได้ว่าเป็นเชื้อ  PYMoV ด้วยการส่ง DNA ที่เพิ่มปริมาณได้จากใบพริกไทยที่
เก็บได้จากต้นพริกไทยตัวอย่างที่  4 เพื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  ซึ่งผลการเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับล าดับนิวคลีไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลของ  GenBank พบว่าล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่เพิ่มปริมาณได้  คือ hypothetical protein gene ของเชื้อ  PYMoV ซึ่งได้รายงาน
เข้าสู่ฐานข้อมูลของ  GenBank และได้รับ Accession number คือ LN901314 เก็บตัวอย่างต้น
พริกไทยตัวอย่างที่ 4 ไว้เป็น positive control เพื่อใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป  

ในส่วนของเชื้อ  CMV subgroup I (CMV ไอโซเลท 30RS) แม้ว่าได้รับเชื้อไวรัสสายพันธุ์
เดี่ยวมาใช้เป็น  positive control จากกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร  
ซึ่งเก็บรักษาเชื้อไวรัสไว้ในต้นล าโพง  (Datura stramonium L.) มาใช้ในการทดลอง  อย่างไรก็
ตามในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจสอบเชื้อ  CMV อีกครั้ง ด้วยเทคนิค  RT-PCR โดยใช้คู่ไพร
เมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  CMV subgroup I ตามการรายงานของ  Yu et al. (2005) ผลที่ได้พบว่า
ตัวอย่างดังกล่าวยังคงให้ผลเป็นบวกต่อเชื้อ  CMV subgroup I โดยจะปรากฏแถบ  
DNA ขนาดประมาณ  500 คู่เบส   
 
2. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ  DNA ของเชื้อ PYMoV และ CMV sub-
group I ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 

2.1 การหาความเข้มข้นของ DNA และ RNA ที่เหมาะสม  
การทดลองชุดที่  1 ซึ่งใช้คู่ไพรเมอร์  PYMoV (PYMoV-F และ  PYMoV-

R) และ  CMV (CMV-F และ  CMV-R) ภายหลังท าการตรวจวิเคราะห์  DNA ด้วย  2%  
agarose gel electrophoresis แล้ว  ผลที่ได้พบว่าทั้ง  9 ปฏิกิริยา ที่ใช้ความเข้มข้นของ   
total DNA ได้แก่  10, 50 และ  100 นาโนกรัม  ตามล าดับ  และ  total RNA ความ
เข้มข้น  100, 200 และ  300 นาโนกรัม  ตามล าดับ  ให้แถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่
เบส ของเชื้อ PYMoV เพียงชนิดเดียว  โดยไม่พบแถบ DNA ขนาด 650 คู่เบส ของเชื้อ CMV 
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อย่างไรก็ตามในปฏิกิริยาชุดที่  2 ซึ่งใช้คู่ไพรเมอร์  PYMoV (PYMoV-F และ  PYMoV-R) 
และ  CMV (CMV I-F และ  CMV I-R) ภายหลังการตรวจวิเคราะห์ขนาด  DNA ของ
เชื้อ  PYMoV และ  CMV ด้วย  2% agarose gel electrophoresis แล้ว  พบว่าทุก
ปฏิกิริยาให้แถบ  DNA ขนาดประมาณ  450 คู่เบส  (PYMoV) และ  500 คู่เบส  (CMV 
subgroup I) (ภาพที่  2ก) เช่นเดียวกับ  positive control ที่ใช้คือ  ตัวอย่างเชื้อ  PY-
MoV ที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค  PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์  PYMoV-F และ  PYMoV-R  
และเชื้อ  CMV ที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค  RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์  CMV I-F และ  
CMV I-R เมื่อพิจารณาความเข้มของแถบ  DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิด  ที่ได้ในแต่
ละปฏิกิริยาของชุดที่  2 พบว่าหากใช้  total DNA ความเข้มข้น  10, 50 และ  100 นา
โนกรัม  และ  total RNA ความเข้มข้น  100 และ  200 นาโนกรัม  ตามล าดับ  ให้แถบ  
DNA ของเชื้อ  PYMoV และ  CMV ที่เข้มและชัดเจน  มากกว่าใช้  total DNA ความ
เข้มข้น  10, 50 และ  100 นาโนกรัม  และ  total RNA ความเข้มข้น  300 นาโนกรัม  
(ภาพที่  2ก)  โดยความเข้มข้นต่ าสุดของ  total DNA และ  total RNA ที่สามารถใช้ใน
ปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ได้คือ  10 นาโนกรัม  และ  100 นาโนกรัม  ตามล าดับ  ซึ่ง
ในการศึกษานี้เลือกใช้ความเข้มข้นของ  total DNA และ  RNA ดังกล่าว  ไปใช้ทดสอบ
หา annealing temperature ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ขั้นตอนต่อไป  

 
2.2 การหาอุณหภูมิของ annealing temperature ที่เหมาะสม 

ผลการตรวจสอบขนาด  DNA ของเชื้อ PYMoV และ CMV ที่ขนาดประมาณ 
450 คู่เบส และ 500 คู่เบส ตามล าดับ ด้วย 2% agarose gel electrophoresis พบว่าการใช้  
annealing temperature ตั้งแต่ 40.8, 42.3, 45.4, 50.0, 55.8 และ 60.6 องศาเซลเซียส  
สามารถเพิ่มปริมาณ  DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดได้  (ภาพที่  2ข) โดยการใช้  annealing 
temperature ที ่55.8 องศาเซลเซียส ให้แถบ DNA ของเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิด เข้มและชัดเจนกว่า
การใช้ annealing temperature อื่นๆ  

 
2.3 การหาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

หาอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ใน
การศึกษานี้  โดยใช้อัตราส่วนของคู่ไพรเมอร์  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 าดับ ใช้ to-
tal DNA ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม และ total RNA ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม  annealing 
temperature เท่ากับ 55.8 องศาเซลเซียส  ภายหลังท าการตรวจสอบขนาด  DNA ของเชื้อ PY-
MoV และ CMV ที่ขนาดประมาณ 450 คู่เบส และ 500 คู่เบส ด้วย 2% agarose gel electro-
phoresis พบว่าคู่ไพรเมอร์อัตราส่วนท่ีเหมาะสมและสามารถเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิด ได้
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คือ 1:1 ในขณะท่ีคู่ไพรเมอร์อัตราส่วนอื่นๆ  ไม่สามารถเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสทั้ง  2 ชนิดนี้ได้  
(ภาพที่  2ค)   
 
3. การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV ในพริกไทยด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพเทคนิค  multiplex RT-PCR ด้วยการตรวจสอบเชื้อไวรัส     
PYMoV และ CMV subgroup I จากตัวอย่างใบพริกไทยที่เก็บมาจากต้นพริกไทยที่แสดงอาการ
คล้ายติดเชื้อไวรัส  (ภาพที่  3ก) จ านวน 9 ตัวอย่าง  ในแปลงปลูกพริกไทย  อ าเภอท่าใหม่  
จังหวัดจันทบุรี  พบว่าทุกตัวอย่างให้แถบ  DNA ขนาดประมาณ  450 คู่เบส เพียงแถบเดียว  
(ภาพที่  3ข)  
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ภาพที่ 2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสม  ได้แก่ ความเข้มข้น DNA และ RNA ต้นแบบ (ก) อุณหภูมิ         

annealing (ข) และอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์  (ค) ส าหรับการตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ 
CMV ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR ก าหนด ช่อง M คือ 100 bp DNA Ladder 
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) ช่อง P และ C (ก-ค) คือ positive 
control ของเชื้อ PYMoV และ CMV ที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค  PCR และ RT-PCR 
ตามล าดับ ช่อง dH2O (ก-ค) คือ negative control ในขณะท่ี ช่อง 1-9 (ก) คือ ความ
เข้มข้นของ DNA ต้นแบบ ได้แก่ 10 นาโนกรัม 50 นาโนกรัม และ 100 นาโนกรัม ที่
ผสมกับ RNA ต้นแบบ ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม (ช่อง 1-3) 200 นาโนกรัม (ช่อง 
4-6) และ 300 นาโนกรัม (ช่อง 7-9) ตามล าดับ ช่อง 1-8 (ข) คือ การทดสอบอุณหภูมิ  
annealing ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 40.8, 42.3, 45.4, 50.0, 55.8, 60.6, 63.3 และ 64.8 
องศาเซลเซียส  ตามล าดับ โดยใช้ total DNA ความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัม และ total 
RNA ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัม ช่อง 1-7 (ค) คือการทดสอบอัตราส่วนคู่ไพรเมอร์ที่
เหมาะสม ได้แก่ 1: 1, 1: 2, 1: 3, 1: 4, 2:1, 3: 1 และ 4:1 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 3 การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และเชื้อ CMV subgroup I จากตัวอย่างใบพริกไทยที่แสดง
อาการด่างสีเขียวเข้มสลับเขียวอ่อน  ด่างประ  ใบมีจุดเหลือง  และเสียรูปร่าง  จ านวน
ทั้งสิ้น 9 ตัวอยา่ง (ก) ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR ที่พัฒนาได้ (ข) ช่อง M คือ 
100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) ช่องที่ 1 คือ 
ตัวอย่างที่มีเชื้อ  PYMoV และ CMV (mixed infection) ช่อง 2-10 คือ ตัวอยา่ง 
ใบพริกไทย ตัวอย่างที่ 1-9 ตามล าดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PYMoV 

M         1          2        3        4        5        6         7         8       9      10      

ก 

ข 

PYMoV 

CMV 
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อภิปราย/วิจารณ ์(Discussion) 
 

การคัดเลือกตัวอย่างต้นพริกไทยที่ติดเชื้อ  PYMoV เพียงชนิดเดียว  โดยใช้เทคนิค  PCR 
และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ PYMoV และ RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อ  CMV 
subgroup I ผลที่ได้พบว่าตัวอย่างใบพริกไทยที่น ามาตรวจสอบทั้งสิ้น  จ านวน 5 ตัวอย่าง (ต้น) 
ให้แถบ DNA ขนาด 450 คู่เบส สอดคล้องกับการรายงานของ  Bhat and Siju (2007) ที่ท าการ
ตรวจสอบเชื้อ   PYMoV ที่ก่อโรคในพริกไทยในประเทศอินเดียและใช้ไพรเมอร์คู่เดียวกัน  
อย่างไรก็ตามไม่พบว่าตัวอย่างต้นพริกไทยทั้งหมดที่น ามาตรวจสอบปรากฏแถบ  DNA ขนาด
ประมาณ 500 คู่เบส (CMV) แสดงว่าตัวอย่างต้นพริกไทยที่เก็บมาติดเชื้อ  PYMoV เพียงชนิด
เดียว 

การใช้คู่ไพรเมอร์  PYMoV (PYMoV-F และ PYMoV-R) และ CMV (CMV-F และ 
CMV-R) ส าหรับการตรวจสอบตัวอย่างใบพริกไทยที่ติดเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I 
ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR ให้แถบ DNA ขนาด 450 คู่เบส ของเชื้อ PYMoV เท่าน้ัน ซึ่งมี
ความเป็นไปได้ที่คู่ไพรเมอร์ของเชื้อ CMV ที่ใช้ในปฏิกิริยา  ไม่เหมาะสมส าหรับน ามาใช้
ตรวจสอบเชื้อ CMV ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR ทั้งน้ีเมื่อน าคู่ไพรเมอร์ดังกล่าวมาใช้
ตรวจสอบเชื้อ CMV ด้วยเทคนิค RT-PCR ก็ไม่พบแถบ DNA ขนาด 650 คู่เบส เช่นเดียวกัน 

การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV subgroup I ในพริกไทยด้วยเทคนิค multiplex 
RT-PCR ที่พัฒนาได้ พบว่าทุกตัวอย่างให้แถบ DNA ขนาด 450 คู่เบส เพียงแถบเดียว ผลที่ได้
สอดคล้องกับการตรวจสอบเชื้อ PYMoV จากตัวอย่าง ด้วยเทคนิค PCR ซึ่งพบแถบ DNA 
ขนาด 450 คู่เบส และการตรวจสอบเชื้อ CMV subgroup I จากตัวอย่าง ด้วยเทคนิค RT-PCR 
ที่ไม่พบแถบ DNA ขนาด 500 คู่เบส เช่นเดียวกัน แสดงว่าเทคนิค multiplex RT-PCR ที่พัฒนา
ได้ในการศึกษาครั้งนี้ มีประสิทธิภาพ สามารถตรวจสอบตัวอย่างต้นพริกไทยติดเชื้อ PYMoV 
และ CMV ได้ผลสอดคล้องกับการตรวจสอบเชื้อไวรัส PYMoV ด้วยเทคนิค PCR และเชื้อไวรัส
ด้วยเทคนิค RT-PCR ตามล าดับ อย่างไรก็ตามเนื่องจากจ านวนตัวอย่างต้นพริกไทยที่น ามาใช้
ในการตรวจสอบมีจ านวนค่อนข้างน้อย ซึ่งอาจส่งผลโดยตรงต่อความถูกต้องและแม่นย าในการ
ตรวจสอบเชื้อไวรัสด้วยเทคนิคดังกล่าว ดังนั้นจึงควรตรวจสอบตัวอย่างพริกไทยท้ังที่แสดง
อาการคล้ายติดเชื้อไวรัสและไม่แสดงอาการติดเชื้อไวรัส   (Symptomless)  ในแปลงปลูก
เพิ่มเติม 
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สรุปผล (Summary) 
 
1. แหล่งของเชื้อ PYMoV และ CMV 

ในการศึกษานี้คัดเลือกตัวอย่างต้นพริกไทยที่ติดเชื้อ  PYMoV เพียงชนิดเดียว  เพื่อ
น ามาใช้เป็น positive control โดยใช้เทคนิค PCR และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  PYMoV และ 
RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อเชื้อ  CMV subgroup I ในส่วนของเชื้อ  CMV subgroup 
I (CMV ไอโซเลท 30RS) ที่น ามาใช้เป็น positive control ได้รับมาจากกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่ม
วิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร  
 
2. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ  DNA ของเชื้อ PYMoV และ CMV sub-
group I ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 

ความเข้มข้นของ  DNA และ RNA ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ใน
การศึกษานี้  โดยใช้คู่ไพรเมอร์  PYMoV (PYMoV-F และ  PYMoV-R) และ  CMV (CMV 
I-F และ  CMV I-R) พบว่าใช้  total DNA ความเข้มข้น  10, 50 และ  100 นาโนกรัม  
และ    total RNA ความเข้มข้น  100 และ  200 นาโนกรัม  ตามล าดับ  จะให้แถบ  DNA 
ของเชื้อ  PYMoV และ  CMV ที่เข้มและชัดเจน  และความเข้มข้นต่ าสุดของ  total DNA 
และ  total RNA ที่สามารถใช้ในปฏิกิริยา  multiplex RT-PCR ได้คือ  10 นาโนกรัม  และ  
100 นาโนกรัม  ตามล าดับ  อุณหภูมิของ annealing ที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยา คือ 55.8 องศา
เซลเซียส อัตราส่วนคู่ไพรเมอร์  PYMoV : CMV (PYMoV-F และ  PYMoV-R : CMV I-F 
และ  CMV I-R) ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา multiplex RT-PCR ในการศึกษานี้ คือ 1:1  
 
3. การตรวจสอบเชื้อ PYMoV และ CMV ในพริกไทยด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 

ประสิทธิภาพของเทคนิค  multiplex RT-PCR ที่พัฒนาได้ในการศึกษาครั้งนี้  สามารถ
ตรวจสอบเชื้อ  PYMoV และ CMV subgroup I ได้ โดยให้ผลสอดคล้องกับการตรวจสอบเชื้อ
ไวรัส PYMoV และ CMV subgroup I ด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค RT-PCR โดยใช้คู่ไพร
เมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อไวรัส ตามล าดับ 
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ผลผลิต (Output) 
  
10.1) บทความวิจัย 
มณีรัตน ์คูหาพิทักษ์ธรรม และ รัชน ีฮงประยูร. 2561. การใช้เทคนิค duplex RT-PCR ส าหรับ

ตรวจสอบเชื้อ Piper yellow mottle virus และ Cucumber mosaic virus ที่ก่อโรคใน
พริกไทย. วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร: 49 (3) 207-216. 
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รายงานสรุปการเงิน ประจ าปีงบประมาณ 2557 
รหัสโครงการ (NRMS 13 หลัก)..................-....... 

โครงการส่งเสริมการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ 
ส านักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
ชื่อโครงการ: การพัฒนาเทคนิค multiplex RT-PCR เพื่อใช้ในการคัดเลือก 
                      ต้นพริกไทยปลอดเชื้อไวรัส 
 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน (อ./ดร./ผศ./รศ./ศ.)...มณีรัตน์ คูหาพิทักษ์ธรรม...... 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันท่ี 1 ตุลาคม พ.ศ. 2557 ถึงวันท่ี 30 กันยายน พ.ศ. 2558  
ระยะเวลาด าเนินการ...1......ปี .....-..... เดือน ตั้งแต่วันท่ี 1 ตุลาคม พ.ศ. 2557 ถึงวันท่ี 30 
กันยายน พ.ศ. 2558 

รายจ่าย 

รายการ งบประมาณ
ที่ตั้งไว้ 

งบประมาณที่ใช้
จริง 

จ านวนเงิน
คงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 7,200 7,200 0 

2. ค่าจ้าง 96,000 96,000 0 

3. ค่าวัสดุ 800 800 0 

4. ค่าใช้สอย 121,000 121,000 0 

5. ค่าใช้จ่ายอื่น ๆ  
5.1ค่าบ ารุงสถาบัน ร้อยละ 10 

 
25,000 

 
25,000 

 
0 

รวม 250,000 250,000 0 
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จ านวนเงินที่ได้รับและจ านวนเงินคงเหลือ 
งวดที ่1 (50%) ......125,000.............. บาท เมื่อวันที ่21 พฤศจิกายน พ.ศ. 2557 
งวดที ่2 (50%) ......125,000...............บาท เมื่อวันที ่22 พฤษภาคม พ.ศ. 2558 
 
รวม .................250,000 บาท (สองแสนห้าหม่ืนบาทถ้วน)...................................  
 
 
....................................................     ....................................................   
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน   ลงนามเจ้าหน้าที่การเงินโครงการ 
วันท่ี 30 ตุลาคม พ.ศ. 2562    วันท่ี 30 ตุลาคม พ.ศ. 2562 
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