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บทคดัย่อ 
การระบาดของโรคเส้นใบเหลือง (YVMD) มีผลกระทบต่อการส่งออกกระเจ๊ียบเขียวหา้เหลี่ยมของ

ประเทศไทย สายพนัธ์ุกลาย B4610 แสดงลกัษณะตา้นทานต่อโรคไดรั้บการพฒันาข้ึนจากการกลายพนัธ์ุกระเจ๊ียบ
เขียวพนัธ์ุ Okura ดว้ยรังสีแกมมา งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกลายตา้นทานโรค YVMD 
จาก B4610 จากการกระจายตวัของความตา้นทานโรคในประชากรลูกผสม F2 และ BC1F1 จากการผสมพนัธ์ุระหวา่ง 
B4610 กบัพนัธ์ุพิจิตร 03 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอ พบวา่ลกัษณะตา้นทานโรคเกิดจากการกลายในยนีเด่ียว (p > 0.05) 
และไดท้  าการพฒันาการตรวจการเกิดโรค YVMD ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) เพื่อช่วยในการ
จ าแนกตน้ตา้นทานและตน้อ่อนแอต่อโรคหลงัจากการถ่ายเช้ือ พบว่าดีเอน็เอไพรเมอร์ AV1F1 หรือ AV1F2 สามารถ
ใชร่้วมกบัไพรเมอร์ AV1R1 ในการตรวจการกระจายของเช้ือในกระเจ๊ียบเขียวได ้โดยพบช้ินดีเอน็เอจากการท า PCR 
ดว้ยดีเอน็เอจากตน้อ่อนแอแต่ไม่พบในตน้ตา้นทาน การตรวจล าดบัดีเอน็เอพบว่าดีเอน็เอที่ไดเ้ป็นดีเอน็เอจากยนี 
AV1 ของไวรัสโรคเส้นใบเหลืองจริง 
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Abstract 
The yellow vein mosaic disease (YVMD) is one of the major diseases affecting export-grade okra 

production in Thailand. YVMD-resistant B4610 mutant was generated through gamma irradiation of the Okura 
variety of okra. This study aimed at determining the inheritance of YVMD resistance from B4610 through genetic 
analysis. Segregation analysis of the F2 and BC1F1 progeny from the cross between B4610 and Pichit 03, a 
susceptible variety, indicated that YVMD resistance phenotype resulted from a single locus mutation (p > 0.05). In 
addition, a polymerase chain reaction (PCR) assay was developed to aid in the assignment of YVMD resistance 
phenotype. Combinations of primers AV1F1 or AV1F2 with AV1R1 successfully amplified a DNA fragment from 
infected susceptible individuals but not from resistant individuals. DNA sequencing of the PCR product confirmed 
the identity of AV1 gene belonging to the yellow vein mosaic virus. 
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1. บทน า 

 

 กระเจ๊ียบเขียวหา้เหล่ียมเป็นผกัส่งออกของประเทศไทย ซ่ึงมีลกูคา้หลกัคือประเทศญ่ีปุ่น1 โรค
เสน้ใบเหลืองเป็นผลใหฝั้กของกระเจ๊ียบเขียวหา้เหล่ียมเป็นสีเหลืองไม่ไดม้าตรฐานส่งออก นอกจากน้ี 
ยงัท าใหเ้สน้ใบเป็นสีเหลือง ล  าตน้แคระแกรน ผลผลิตลด2 สถาบนัเทคโนโลยนิีวเคลียร์แห่งชาติ 
(องคก์ารมหาชน) ร่วมกบักรมวิชาการเกษตร ใชรั้งสีแกมมาปรับปรุงพนัธุก์ระเจ๊ียบเขียวหา้เหล่ียม
พนัธุ ์ Okura ซ่ึงเป็นพนัธุท่ี์มาจากสายพนัธุญ่ี์ปุ่น ฝักไดม้าตรฐานการส่งออก แต่อ่อนแอต่อโรคเสน้
ใบเหลือง คดัเลือกไดส้ายพนัธุต์า้นทานโรคท่ีศนูยว์ิจยัพืชสวนพิจิตร B4610 เป็นหน่ึงในสายพนัธุ์
กลายท่ีคดัเลือกไดซ่ึ้งมีลกัษณะฝักดี3  
 โรคเสน้ใบเหลืองในกระเจ๊ียบเขียวหา้เหล่ียมมีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัสชนิด geminivirus ซ่ึงมี
แมลงหวี่ขาว Bemisia tabaci เป็นพาหะ ไวรัสเสน้ใบเหลืองในกระเจ๊ียบเขียวหา้เหล่ียมมีพนัธุกรรม
ประกอบดว้ยดีเอน็เอบรรจุในเปลือกหุม้ซ่ึงเป็นโปรตีน การตรวจสอบการติดเช้ือสามารถท าไดโ้ดยวิธี 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงอาศยัสารภูมิตา้นทาน (antibody) ต่อโปรตีนเปลือก
หุม้4 
 งานวิจยัน้ีมีจุดประสงคเ์พ่ือศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกลายตา้นทานโรคเสน้ใบเหลืองจาก
กระเจ๊ียบเขียวสายพนัธุก์ลาย B4610 และเพ่ือพฒันาการการตรวจสอบการติดเช้ือดว้ยปฎิกิริยาลกูโซ่
พอลิเมอเรส ซ่ึงมีความซบัซอ้นในการปฏิบติันอ้ยกว่าวิธี ELISA 
 

2. วธีิการทดลอง 
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2.1 สายพนัธ์ุกระเจีย๊บเขียวและการเพาะเลีย้ง 
 B4610 เป็นสายพนัธุก์ลายตา้นทานโรคเสน้ใบเหลืองจากการปรับปรุงพนัธุด์ว้ยรังสีแกมมา3 
พนัธุพ์ิจิตร 03 เป็นสายพนัธุอ่์อนแอ ไดรั้บเมลด็จากศนูยว์จิยัพืชสวนพิจิตร จ.พิจิตร ประชากร F2 เป็น
ลกูชัว่รุ่นท่ี 2 จากการผสมพนัธุร์ะหว่างพนัธุพ์ิจิตร 03 กบัสายพนัธุก์ลาย B4610 กระท าท่ีศนูยว์จิยัพืช
สวนพิจิตร ประชากร BC1F1 ไดจ้ากการผสมพนัธุร์ะหว่างพนัธุพ์ิจิตร 03 กบัลกูชัว่รุ่นท่ี 1 ระหว่างพนัธุ์
พิจิตร 03 กบัสายพนัธุก์ลาย B4610 การทดสอบโรคท าในแปลงปลกูท่ีศนูยว์ิจยัพืชสวนพิจิตรซ่ึงมีการ
ระบาดของโรคเสน้ใบเหลืองในพ้ืนท่ี วินิจฉยัการเกิดโรคดว้ยสายตาจากอาการเสน้ใบเหลืองท่ี
แสดงออกทางใบ 
2.2 การสกดัดีเอน็เอและการวเิคราะห์การเกดิโรคด้วยเทคนคิดีเอน็เอ 
 สกดัดีเอน็เอดว้ยวิธีของกนกพรและคณะ5 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยนี AV1 ของไวรัสดว้ย
โปรแกรม Primer 36 โดยใชข้อ้มลูล  าดบัดีเอน็เอจาก NCBI database7 ท าการเปรียบเทียบล าดบัดีเอน็เอ
และล าดบักรดอะมิโนดว้ยโปรแกรม Clustal W28 รอบการท า PCR คือ 30 วินาทีท่ี 95oซ. 30 วินาทีท่ี
50oซ. และ 1 นาทีท่ี 70oซ. จ  านวน 30 รอบ ตรวจขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้าก PCR ดว้ย 1.0% 
agarose gel electrophoresis ยอ้มสีดว้ย ethidium bromide 
 

3. ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

3.1 การถ่ายทอดลกัษณะกลายต้านทานโรคเส้นใบเหลอืง 
 จากการปลกูทดสอบประชากร F2 และ BC1F1 ในแปลงปลกูท่ีศนูยว์จิยัพืชสวนพจิิตริซ่ึงมีการ
ระบาดของโรคเสน้ใบเหลืองพบการกระจายของลกัษณะความตา้นทานโรคในสดัส่วน ตน้ตา้นทาน:
ตน้อ่อนแอ สอดคลอ้งกบัการกระจายตวัของยนีเด่ียวคือ 3:1 และ 1:1 ตามล าดบั (p > 0.05) (Table 1) 
แสดงว่าการกลายท่ีก่อใหเ้กิดความตา้นทานโรคซ่ึงเป็นลกัษณะก่ึงเด่นเกิดจากต าแหน่งกลายเพียงหน่ึง
ต าแหน่ง 
  

Table 1  Segregation of the yellow vein mosaic disease among okra populations 
Plant population Total No. resistant : no. susceptiblea 

Pichit 03 213 18:195 
B4610 206 206:0 
F2 of Pichit 03 x B4610 416 313:103 
Pichit 03 x (Pichit 03 x B4610) 408 206:202 

aThe disease was assessed at 2.5 months. 
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3.2 การพฒันาการตรวจสอบการเกดิโรคเส้นใบเหลอืง 
 ท าการเปรียบเทียบล าดบัดีเอน็เอของยนี AV1 จากไวรัสก่อโรคเสน้ใบเหลืองไอโซเลทจาก
ปากีสถาน อินเดีย และเมกซิโก (GENBANK no.AJ002450, AJ002457, EU184017, DQ318936 and 
DQ308546) และออกแบบไพรเมอร์โดยใชล้  าดบัดีเอน็เอจากส่วนท่ีมคีวามเหมือนหรือคลา้ยคลึงกนั
ระหว่างไอโซเลท (Fig 1 และ Table 2) พบว่าเมื่อใช ้ reverse primer AV1R1 คู่กบั forward primer 
AV1F1 หรือ AV1F2 สามารถเพ่ิมจ านวนช้ินดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสจากตวัอยา่งใบ
กระเจ๊ียบเขียวพนัธุพ์จิิตร 03 ซ่ึงเป็นพนัธุอ่์อนแอต่อโรคท่ีไดรั้บการถ่ายเช้ือไวรัส แต่ไม่พบการเพ่ิม
จ านวนจากสายพนัธุก์ลาย B4610 ตา้นทานโรคเสน้ใบเหลือง (Figure 2) และเม่ือน าช้ินดีเอน็เอท่ีไดไ้ป
ตรวจล าดบัดีเอน็เอ พบว่าเป็นช้ินส่วนของยนี AV1 ของไวรัสเสน้ใบเหลือง (E value = 0.0 by 
MegaBlast7) โดยมีความเหมือนกบัไอโซเลทจากปากีสถานและอินเดีย 86.34% และเหมือนกบัไอโซ
เลทจากเมกซิโก 60.97% (Figure 3) แสดงว่าการจ าลองตวัของอนุภาคไวรัสเป็นไปอยา่งจ ากดัใน 
B4610 เทียบกบัพนัธุอ่์อนแอต่อโรค จึงตั้งสมมติฐานว่าการกลายใน B4610 ท่ีเกิดจากการเหน่ียวน า
ดว้ยรังสีแกมมา จ  ากดัการจ าลองตวัของไวรัสซ่ึงอาจจะเป็นในระดบัการจ าลองดีเอน็เอหรือในระดบั 
particle assembly ท าใหอ้นุภาคไวรัสไม่สามารถกระจายตวัในวงกวา้งหรือก่อใหเ้กิด systemic 
infection ได ้
 

 
Fig 1  Location of AV1 primers (arrows). The coding region of AV1 is highlighted in blue. 

 
Table 2  Sequence of AV1 primers 

Primer name Primer type Sequence 
AV1F1 Forward CTCGTAATTATGTCGAAGCGA 
AV1F2 Forward AAACAGGCCTATGAACAGGAAA 
AV1R1 Reverse CTTAAGAGTAGCATACACTGG 
AV1R2 Reverse ACAAGGAAAAACATCACCGAAT 
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Fig 2  Testing primers for the detection of the yellow vein mosaic virus by a PCR method. 

 

 
Fig 2  Sequence alignment of okra the yellow vein mosaic viral isolates. AJ002450 and AJ002457 

were from Pakistan. EU184017 was from India. DQ308546 and DQ318936 were from Mexico. 
Nucleotides that are preserved among all of the isolates are highlighted in red. Nucleotides that are 

preserved only among Pakistani, Indian and Thai isolates are highlighted in blue. 
 

4. สรุป 
 

 จากการศึกษาการกระจายตวัของลกัษณะกลายตา้นทานโรคเสน้ใบเหลืองโดยใชป้ระชากร F2 
และ BC1F1 จากการผสมพนัธุร์ะหว่าง Pichit 03 และ สายพนัธุก์ลาย B4610 พบว่าสอดคลอ้งกบัการ
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กระจายตวัของยนีเด่ียว (p > 0.05) และไดพ้ฒันาวิธีการตรวจสอบการเกิดโรคเสน้ใบเหลืองโดย
เทคนิค PCR พบไพรเมอร์ AV1F1 และ AV1F2 สามารถใชร่้วมกบั ไพรเมอร์ AV1R1 ในการเพ่ิม
จ านวนส่วนของยนี AV1 จากพนัธุกรรมของไวรัสท่ีอยูใ่นใบของตน้อ่อนแอต่อโรคได ้ โดยตรวจไม่
พบส่วนของยนี AV1 จากตน้ตา้นทานต่อโรค 
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