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การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์และการแสดงออกของยีน CpRDR6 ที่เกี่ยวข้องกับ
ความต้านทานโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ
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ABSTRACT

	 	 Papaya (Carica papaya L.) is an economically important fruit crop in Thailand.  
Its production is facing with a serious problem of papaya ring spot disease outbreak caused 
by Papaya Ring Spot Virus or PRSV.  Several previous reports revealed that RDR6 gene were  
involved in RNA silencing and was related to plant viral defense mechanisms. The objectives 
of this experiment were to compare CpRDR6 nucleotide sequences in three papaya varieties,  
Khak-Dam, Florida and Khon-Kean including  the expression levels in Khak-Dam (susceptible)  
and Florida (resistance) when infected by PRSV. The comparison of nucleotide sequences 
showed the partial sequence was 1,125 bp, located in a part of RDR6 protein superfamily 
in the first exon region. There were differences in one position at 292 where Cytosine (C) 
was presented in Florida, while in Khak-Dam variety it was Adinine (A) and Khon-Khan 80 
both Cytosine (C) and Adinine (A) were found. The measuring results of CpRDR6 gene  
expression levels  revealed that the highest expression level were detected at 5 and 9 days 
after inoculation in Khak-Dam and Florida respectively. The development of symptoms  
appeared as chlorosis of leaf vains at 7 days in Khak-Dam and 9 days in Florida . The level  
of CpRDR6 gene expression in susceptible variety was higher than that of the resistance 

variety.   
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บทคัดย่อ
มะละกอ (Carica papaya L.) เป็นไม้ผล

ท่ีมีความส�ำคัญทางเศรษฐกิจ มักประสบปัญหา 

การระบาดของโรคไวรสัใบด่างจดุวงแหวน ซึง่เป็น

โรคท่ีส�ำคัญและมีผลกระทบต่อการปลูกมะละกอ

ในประเทศไทยอย่างมาก มีสาเหตุมาจากไวรัส 

ใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ (Papaya ringspot 

virus, PRSV)   จากรายงาน พบว่า ยีน RDR6  

อยูใ่นกระบวนการ RNA silencing และเกีย่วข้อง 

กับความต้านทานต่อไวรัส การศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน CpRDR6 ในมะละกอ 3 พันธุ์ ได้แก่  

แขกด�ำ  ฟลอริด้า และขอนแก่น 80 และศึกษา 

รปูแบบการแสดงออกของยนี CpRDR6 ในมะละกอ

แขกด�ำ  (พนัธุอ่์อนแอ) และฟลอรด้ิา (พนัธุท์นทาน)  

ที่ถูกเข้าท�ำลายด้วยไวรัสสาเหตุโรคใบด่างจุด

วงแหวนมะละกอ ผลจากการเปรียบเทียบนิวคลี

โอไทด์จ�ำนวน 1,125 คู่เบส ในส่วนของโปรตีน 

super family ใน exon 1 พบว่า มคีวามแตกต่างกนั 

ของนิวคลีโอไทด์ที่ต�ำแหน่ง 292 ซึ่งมีล�ำดับ 

เบส C (cytosine) ในพันธุฟ์ลอรด้ิา ในขณะทีพ่นัธุ์

แขกด�ำ  พบล�ำดับเบส A (adenine) และพันธุ์

ขอนแก่น 80 พบทั้ง C และ A ผลจากการศึกษา

รูปแบบการแสดงออกของยีน CpRDR6  

ในมะละกอสายพันธุ์อ่อนแอและต้านทาน พบว่า 

มะละกอพันธุ์แขกด�ำซึ่งเป็นพันธุ์อ่อนแอ มีการ

แสดงออกของยีนสงูสดุในวนัท่ี 5 และ ในสายพนัธุ์

ฟลอรด้ิาซ่ึงเป็นพนัธุต้์านทานมกีารแสดงออกของ

ยีนในวันท่ี 9 หลังจากการปลูกเชื้อไวรัสจุด

วงแหวนมะละกอ ส�ำหรบัการแสดงอาการของโรค

ในพันธุ์แขกด�ำและฟลอริด้า เริ่มแสดงอาการเส้น

ใบซีดใน 7 และ 9 วัน หลังการปลูกเชื้อไวรัส 

นอกจากน้ี พบว่า การแสดงออกของยนี CpRDR6  

ในพันธุ์อ่อนแอจะสูงกว่าพันธุ์ต้านทาน 

ค�ำส�ำคัญ: มะละกอ, ไวรัสใบด่างจุดวงแหวน

มะละกอ, อาร์เอ็นเอดีเพนเดนท์ อาร์เอ็นเอโพลี

เมอเรส 6, การแสดงออกของยีน 

บทน�ำ
มะละกอ (Carica papaya L.) อยู่ในวงศ์ 

Caricaceae เป็นแหล่งสารอาหารที่ดีและมี

วติามนิหลากหลาย น�ำ้ยางทีไ่ด้จากผลดบิมเีอนไซม์

ปาเปน (papain enzyme) ใช ้กันมากใน

อุตสาหกรรม เช่น เครื่องส�ำอาง การฟอกหนัง  

ยารักษาโรค เป็นต้น (Lines et. al., 2002) ปัญหา

ส�ำคัญของการปลูกมะละกอ คือ การระบาดของ

โรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ สามารถท�ำลาย

มะละกอได้ทุกระยะของการเจริญเติบโต โรคนี้ 

มีสาเหตุจากไวรัสใบด่างจุดวงแหวน (Papaya 

ringspot virus, PRSV) ส�ำหรับประเทศไทย 

มีรายงานการพบโรคครั้งแรกในภาคตะวันออก

เฉยีงเหนอืเม่ือปี ค.ศ. 1970 (Sakuanrungsirikul,  

et al., 2005) ไวรสัใบด่างจดุวงแหวนจดัอยูใ่นจนีสั 

โพทีไวรัส (Potyvirus) สามารถถ่ายทอดได ้

ท้ังแบบวธิกีล และผ่านทางเพลีย้อ่อนซึง่เป็นพาหะ

น�ำโรค มีการถ่ายทอดแบบไม่คงอยู่ในตัวแมลง 

(non-persistent) 

PRSV แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ P 

(PRSV-P) และ W (PRSV-W) ส�ำหรับชนิด P 

สามารถท�ำให้เกดิโรคได้ทัง้มะละกอและพชืตระกลู

แตง ส่วนชนิด W จะท�ำให้เกิดโรคเฉพาะในพืช

ตระกลูแตงเท่านัน้ (Yeh and Gonsalves, 1994) 

PRSV เป็นไวรสัชนดิอาร์เอน็เอสายเดีย่วแบบเส้น

บวก (single-stranded, positive sense RNA) 

ความยาวประมาณ 10,326 นิวคลีโอไทด์ มีจีโนม

ประกอบด้วยส่วนต่าง ๆ ดังนี้ P1, Helper  

component proteinase (Hc-Pro), P3,  

Cylindrical inclusion protein (CI), Nuclear 
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inclusion protein a (Nia), Nuclear inclusion 

protein b (Nib) และ Coat protein (CP) 

สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนก้อนเดียวขนาดใหญ ่

ท่ีประกอบไปด้วยหลายโปรตีน (Polyprotein) 

(Gonsalves et al., 2010) ปัจจบุนัได้มกีารน�ำเอา

เทคโนโลยกีารยบัยัง้อาร์เอน็เอ (RNA interference)  

หรือ RNA silencing มาใช้ในการสร้างมะละกอ

ดัดแปลงพันธุกรรมโดยใส่ยีน CP ของไวรัสจุด

วงแหวนมะละกอ เพือ่ให้มะละกอต้านทานต่อโรค

ไวรัสใบด่างจุดวงแหวน 

กระบวนการ RNA silencing คอื การควบคุม 

การแสดงออกของยนีอย่างหนึง่ สามารถเกิดขึน้ใน

สิ่งมีชีวิตที่เป็นยูคาริโอตทุกชนิดรวมถึงเชื้อรา 

(Mlotshwa et. al., 2002) กลไกของ RNA  

silencing จะใช้ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีจ�ำเพาะต่อยนี

เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของพืช และปกป้อง

สิ่งมีชีวิตยูคาริโอตจากไวรัส (Meister and  

Tuschl, 2004) โดยมโีปรตนีหลกัทีเ่กีย่วข้อง ได้แก่ 

Argonaute (AGOs), RNA-dependent RNA 

polymerase (RDRs) และ Dicer-like (DCLs) 

(Musidlak et al., 2017) ซึ่งโปรตีน RDRs เป็น

ตวัเริม่ต้นการสร้างความต้านทานให้กบัพชืจากยนี

แปลกปลอมภายนอกเซลล์ โดยการสร้างสาย dsRNA  

แล้วโปรตีน DCLs จะท�ำหน้าที่ตัดย่อย dsRNA 

ให้เป็นสายสั้น ๆ ประมาณ 22-25 นิวคลีโอไทด์ 

เรียกว่า small interfering RNAs หรือ siRNAs 

จากน้ันโปรตนี AGO จะเข้ามาจบั siRNA รวมกนั

เพือ่สร้างเป็น RISC complex และท�ำการตดัย่อย

ภายในสายเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) เป้าหมายได้

อย่างแม่นย�ำ  (Qu et al., 2008) หน้าท่ีส�ำคัญ 

ของยีน RDR6 คือ การสังเคราะห์ dsRNA  

ในกระบวนการ RNA silencing เพื่อการต่อต้าน

การเข้าท�ำลายของไวรสั (Yang et al., 2011) เม่ือ

พชืสามารถสร้าง dsRNA จากอาร์เอน็เอของไวรสั 

ระบบกลไก RNA silencing จะเร่ิมท�ำงานและตดั 

dsRNA กลายเป็น siRNA ทีจ่�ำเพาะต่อไวรสั และ

สามารถเข้าท�ำลายอาร์เอน็เอของไวรสัได้ (Devert 

et al., 2015) หากมีการยับยั้งการแสดงออก 

ของยนี RDR6 จะท�ำให้พชืมคีวามอ่อนแอต่อไวรสั  

(Qu et al., 2005) จากการศึกษาของ Schwach 

et al. (2005) พบว่า การยบัยัง้ RDR6 ในต้นยาสบู 

ท�ำให้ยาสูบแสดงอาการอ่อนแออย่างรวดเร็ว 

เม่ือถูกไวรัส Potato virus X (PVX), Potato  

virus Y (PVY) และ Cucumber mosaic virus 

(CMV) เข้าท�ำลาย อย่างไรก็ตามยีน RDR6  

เป็นสือ่กลางในการต้านทานไวรสั โดยต้องการถ่าย

ยีนไวรัสเข้าสู ่ต้นพืช เช่น มะละกอดัดแปลง

พันธุกรรมที่ใส่ยีน coat protein ของไวรัส 

จุดวงแหวนมะละกอเข้าไปท�ำให้กลไก RNA  

silencing ท�ำงาน แต่เนื่องจากไวรัสมีกลไก 

การยับยั้งกระบวนการ RNA silencing จงึท�ำให้

ไวรสัสามารถเพิม่ปรมิาณและเข้าท�ำลายมะละกอได้  

การทดลองนี้จึงได ้ท�ำการศึกษาเปรียบเทียบ 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Carica papaya  

RNA-dependent RNA polymerase (CpRDR6) 

ในมะละกอพันธุ์ทนทานต่อไวรัสและอ่อนแอต่อ

ไวรัส 3 สายพันธุ์ ได้แก่ ฟลอริด้า แขกด�ำ และ 

ขอนแก่น 80 เพื่อทราบความแตกต่างของล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน และศึกษาปริมาณ

การแสดงออกของยนี CpRDR6 ภายหลงัการปลกู

เชือ้ไวรสัจดุวงแหวนมะละกอ เพือ่เป็นแนวทางใน

การศึกษาและปรับปรุงพันธุ์มะละกอให้ต้านทาน

ต่อโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ 
1.	การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

CpRDR6 ในมะละกอพันธุ ์ทนทานและพันธุ ์

อ่อนแอต่อไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ)
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1.1	 การเตรียมตัวอย่างพืช และการ

สกัดดีเอ็นเอ

	 ตวัอย่างพนัธุม์ะละกอทีใ่ช้ 3 สายพนัธุ ์ 

ไดแ้ก่ มะละกอพนัธุ์แขกด�ำ (พันธุ์อ่อนแอต่อไวรัส

ใบด่างจุดวงแหวน) พันธุ์ฟลอริด้า (พันธุ์ทนทาน

ต่อไวรสัใบด่างจุดวงแหวน) และพันธุข์อนแก่น 80 

(ลูกผสมระหว่างแขกด�ำกับฟลอริด้า) จ�ำนวน  

3 ต้นต่อพันธุ ์ น�ำส่วนของใบมะละกอมาสกัด

ดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามวิธีของอรุโณทัย  

และคณะ (2552) แล้ววัดค่า optical density 

(OD) ด ้วยเครื่ อง spectrophotometer  

ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0 

จากนั้นเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร ส�ำหรับท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป 

1.2	 การออกแบบไพรเมอร์

	 น�ำ ล�ำ ดั บนิ วคลี โ อ ไทด ์ ของยีน 

CpRDR6 หมายเลข accession KF668595.1 

ความยาว 3,588 คู่เบส จากฐานข้อมูล NCBI มา

วิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลจีโนมมะละกอ Carica 

papaya cultivar SunUp chromosome LG3 

cont ig  18548 หมายเลข access ion 

ABIM01018523.1 ความยาว 4,893 คูเ่บส ในการ

หาต�ำแหน่งของ Intron และ exon ด้วยโปรแกรม 

SCAN2 (http://www.softberry.com /berry.

phtml?topic=scan2&group=programs& 

subgroup=scanh) แล้วท�ำการออกแบบไพรเมอร์

ในส่วนของ exon และตรวจสอบคุณภาพของ 

ไพร์เมอร์ด้วยโปรแกรม Oligo Calc (http://biotools.

nubic. northwestern.edu/OligoCalc.html) 

1.3	 การเพิ่มปริมาณยีนด้วยวิธีพีซีอาร์

และการท�ำชิ้นส่วนพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์

	 ท�ำ การเพิ่มปริมาณชิ้นส ่วนยีน 

CpRDR6 จากดีเอ็นเอที่สกัดได้ ด้วยชุดน�้ำยา 

GoTaq® DNA Polymerase (Pomega, USA)  

โดยใช้ไพรเมอร์ RDR6F: 5’-GGT TGA AAC 

TTG TCC AAG AAT GGA T-3’ และ RDR6R: 

5’-TGT GTC AAA GTT TTG GTA TCT GCA-

3’น�ำเข้าเครีอ่ง themal cycler, Gene-Amp 9700 

(Thermo Scientific, USA) ต้ังโปรแกรมดังนี ้ 

95 °oซ. 3 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย 94 °oซ. 

30 วินาที 55 °oซ. 30 วินาที และ 72 °oซ. 1 นาที 

จ�ำนวน 35 รอบ จากน้ันตั้งที่ 72 °oซ. 7 นาที  

1 รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทร 

โฟรซีสี ด้วยเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5% จาก

นั้นน�ำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ มาท�ำให้บริสุทธิ์ด้วยชุด 

PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, 

USA) แล้วน�ำไปวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์

ทั้งสองด้านด้วยไพรเมอร์ RDR6F และ RDR6R 

1.4	 การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์

และล�ำดับอะมิโนแอซิดของยีน CpRDR6 

น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 

มาถอดรหัสเป็นอะมิโนแอซิดด้วยโปรแกรม  

ExPASy translate tool (https://web.expasy.

org/translate/) แล้วท�ำการเปรยีบเทยีบความแตกต่าง 

ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์และอะมิโนแอซิดด้วย

โปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.

ac.uk/ Tools/msa/clustalo/) 

2.	การศึกษาการแสดงออกของยีน CpRDR6  

ในมะละกอพันธุ์อ่อนแอและพันธุ์ทนทานต่อโรค

ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ

2.1	 การเตรียมตัวอย่างพืช

	 เพาะเมล็ดมะละกอพันธุ ์แขกด�ำ 

(พันธุ์อ่อนแอ) และพันธุ์ฟลอริด้า (พันธุ์ทนทาน) 

ในกระถางขนาด 6 นิ้ว จนกระทั่งอายุต้น 2 เดือน 

คัดเลอืกต้นทีมี่ขนาดใกล้เคียงกนั น�ำมาตรวจสอบ 

การปนเป้ือนของไวรสัจดุวงแหวนมะละกอด้วยวธิ ี

reverse transcriptase PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 



232	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 36 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2561

Coat protein ของไวรัส ดังนี้ SC501: 5’- AAA 

GTG GTA TGA GGG AGT-3’ และ SC104: 

5’- ATT GCG CAT ACC TAG GAG AGA  

GTG -3’ (Siriwan, 2013) ย้ายต้นมะละกอ

ปราศจากเชื้อไวรัสไว้ในตู้ควบคุมการเจริญเติบโต 

(versatile environmental test chamber) รุ่น 

MLR-350HR ยี่ห้อ SANYO ปรับความเข้มแสง

ที ่15,000 ลักซ์ ให้แสงสว่าง 8 ชม./วัน ที่อุณหภูมิ 

30 °oซ. (Chumpookam et al., 2012) ให้ต้น

มะละกอปรับตัวกับสภาพแวดล้อมภายในตู้เป็น

เวลา 3 วัน แล้วปลูกเชื้อไวรัสใบด่างจุดวงแหวน

มะละกอชนิด P สายพันธุ์สมุทรสงคราม ด้วย 

วิธีกล โดยบดตัวอย่างใบมะละกอที่มีเชื้อไวรัส  

1 ก. กับฟอสเฟตบัฟเฟอร ์0.02 โมลาร ์(pH 7.0) 

และผงคาร์โบรนัดมั (Carborundum) น�ำไปทาบน

ใบมะละกอ เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุทีท่�ำการทา

บนใบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร ์0.02 โมล (pH 7.0) 

ผสมผงคาร์โบรนัดมั ท�ำการควบคมุอตัราการให้น�ำ้

ที่ปริมาตร 300 มล./ต้น/วัน เก็บตัวอย่างใบ

มะละกอใบที ่3 นบัจากยอด ในเวลา 08.00 นาฬิกา 

ท่ี 0, 3, 5, 7 และ 9 วัน หลังการปลูกเชื้อ  

น�ำตวัอย่างใบห่อด้วยกระดาษอลูมเินยีมแล้วจุม่ใน

ไนโตรเจนเหลวทนัท ีจากนัน้เกบ็รกัษาไว้ทีอ่ณุหภมูิ 

-80 °oซ. จนกว่าจะน�ำไปสกัดอาร์เอ็นเอ 

2.2	 การสกัดอาร์เอ็นเอรวมและการ

สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู ่สม (Total RNA  

extraction and cDNA systhesis)

	 ท�ำการสกัดอาร ์เอ็นเอรวมจากใบ

มะละกอ โดยใช้ RNeasy Plant Mini Kit  

(Qiagen, USA) น�ำไปวัดค่า OD โดยใช้เครื่อง 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน A
260

  

และ A
280

 แล ้วเจือจางให ้ได ้ความเข ้มข ้น  

200 นาโนกรัม/ไมโครลิตร น�ำไปสังเคราะห์

ดเีอ็นเอสายคูส่มด้วยชดุ Revert Aid First Strand 

cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific, USA) 

ใช้ปริมาณอาร์เอ็น 5 นาโนกรัม ต่อปฏิกิริยา  

20 ไมโครลิตร

2.3	 การวเิคราะห์ปรมิาณการแสดงออก

ของยีน

	 ท�ำการวเิคราะห์ปรมิาณการแสดงออก

ของยีน CpRDR6 แบบหาปริมาณในสภาพจริง

(quantitative real-time PCR) กับตัวอย่างต้น

มะละกอพันธุ์แขกด�ำ  (พันธุ์อ่อนแอ) และพันธุ์ 

ฟลอริด้า (พันธุ์ทนทาน) พันธุ์ละ 3 ต้น ในการ

ทดลองที่ เป ็นอิสระต ่อกัน (3 biological  

replicates) และวิเคราะห์ qPCR ตัวอย่างละ  

3 ซ�้ำ  (3 technical replicates) ด้วยไพรเมอร์ 

ดังนี้ rtRDR6F: 5’- TGG GAT GAA AAT CTT 

GTT CCA C -3’ และ rtRDR6R: 5’- TCT GCC 

AAG AGT ATG CAG TTC T -3’ โดยมยีนีอ้างองิ 

EPSPS ด้วยไพรเมอร์ ดังนี ้EPSPSF: 5’ TGA 

TGG TCT TAA GCA GCT TGG CGC A ‘3 

และ EPSPSR: 5’ TCG CTC CAT CAA CTT 

CAG TGT CAT TTC AAC’3 (Siriwan, 2013) 

น�ำดีเอ็นเอสายคู่ผสมที่ได้ไปเพิ่มปริมาณด้วยชุด

น�้ำยาชุด SYBR® Select Master Mix  

(Applied Biosystems, USA) แล้วน�ำเข้าเครื่อง 

Light Cycler 480 (Roche, USA) โดยตั้ง

โปรแกรมเครื่องดังนี้ ขั้นตอน Initial denature  

ที่ 94 °oซ. นาน 5 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ขั้นตอน 

Denature ที่ 94 °oซ. นาน 20 วินาที Amplification 

60 °oซ. นาน 20 วินาที และ Extension 72 oซ.  

นาน 20 วินาที จ�ำนวน 40 รอบ จากนั้นเข้าสู ่

ขั้นตอน Melting Curve 95 °oซ. นาน 5 วินาที 

ตามด้วย 65 °oซ. °นาน 1 นาที แล้วน�ำผลที่ได้มา

วิเคราะห์ค่า Relative quantification โดยใช ้

วิธีการค�ำนวณด้วยวิธี 2ˆ (–delta delta CT)  

(Rao et al., 2013).



Thai Agricultural Research Journal Vol. 36 No. 3  September - December 2018	 233

	 2.4	 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

	 	 วเิคราะห์ความแตกต่างทางสถติิ

ของค่าเฉลี่ย และค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

One-way ANOVA และ Post Hoc Tests ด้วย

วิธี Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT) 

ของซอฟแวร์ SPSS v.19

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

CpRDR6 ในมะละกอ

การออกแบบไพรเมอร์พบชิน้ส่วนจโีนมมี

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 ในส่วนของ 

exon 2 ต�ำแหน่ง คือ ขนาด 2,375 คู่เบส  

และ 870 คู่เบส แต่ไม่พบ 343 คู่เบส ที่เป็น 

ส่วนด้านปลาย 5’ ของยีน CpRDR6 และพบ 

ส่วน intron เพียง 1 ต�ำแหน่งบนจีโนม มีขนาด

ความยาว 605 คู่เบส การทดลองนี้จึงได้ออกแบบ

ไพรเมอร์จากส่วน Super family ใน exon 1 และ

ตรวจสอบคุณภาพของไพร์เมอร์ด้วยโปรแกรม 

OligoCalc ได้ขนาดความยาวที่เหมาะสมต่อการ

หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 2 ด้าน (5’ และ 3’)  

ในช่วงประมาณ 1,553 คู่เบส (Figure 1) จากนั้น

น�ำไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ไปเพิ่มปริมาณจาก

ดีเอ็นเอมะละกอทั้ง 3 พันธุ ์ ได้แก่ แขกด�ำ  

ฟลอริด้า และขอนแก่น 80 (Figure 2) 

 

 

Figure 1	 The schematic representation of primers designing

Figure 2	 The PCR products of 1,553 bp CpRDR6 gene from 3 papayas (Florida, Khak-Dam 

and Khon-Kaen 80) on 1.5 % agarose gel
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การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น

ส่วนยีน CpRDR6 ด้านปลาย 5’ และ 3’ ด้วย 

ไพรเมอร์ RDR6F และ RDR6R เมื่อน�ำล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาต่อกัน และตัดส่วนปลาย 5’  

และ 3’ ที่ไม่ได้คุณภาพออก จะเหลือล�ำดับ 

นวิคลโีอไทด์ท่ีน�ำมาวเิคราะห์จ�ำนวน 1,125 คู่เบส 

สามารถแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ความยาว  

375 เรซิดัวซ์ การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์

และกรดอะมะโนด้วยโปรแกรม Cluster Omega 

พบว่า มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันหลายต�ำแหน่ง 

แต่ต�ำแหน่งที่น่าสนใจ ได้แก่ ต�ำแหน่ง 292  

ซ่ึงเป็นล�ำดับเบส C (cytosine) ที่พบเฉพาะใน 

มะละกอพันธุ ์ฟลอริด ้า และล�ำดับเบส A  

(adenine) ท่ีพบในเฉพาะมะละกอแขกด�ำ  

(Figure 3) นอกจากนี้ พบว่า ในมะละกอพันธุ์

ขอนแก่น 80 พบเป็นได้ทั้งล�ำดับเบส C และ A 

ซึง่มะละกอพันธุข์อนแก่น 80 เป็นลูกผสมระหว่าง

พันธุฟ์ลอรด้ิาทีมี่ความทนทานต่อไวรสัจดุวงแหวน

มะละกอ และพันธุ์แขกด�ำที่อ่อนแอต่อไวรัสมาก

ที่สุด (วิไล และคณะ, 2551) ท�ำให้มีโอกาสได้รับ

พันธุกรรมมาจากพันธุ์ฟลอริด้าหรือแขกด�ำอย่าง

ละครึ่ง เมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ไปแปลรหัสเป็น

กรดอะมิโน พบต�ำแหน่งนิวคลีโอไทด์ C และ A 

ส่งผลให้ล�ำดับของอะมิโนเปลี่ยนไปเป ็น P  

(proline) ในมะละกอพนัธุฟ์ลอรด้ิา และเป็นล�ำดับ 

T (threonine) ในพันธุแ์ขกด�ำ (Figure 4) อย่างไร

ก็ตามต�ำแหน่งล�ำดับนิวคลีโอไทด์ C และ A  

ทีพ่บเฉพาะในพนัธุฟ์ลอรด้ิาหรอืแขกด�ำ อาจน�ำไป

ศกึษาและพฒันาเป็นเครือ่งหมายโมเลกลุในการคดั

เลือกพันธุ์ลูกผสมระหว่างมะละกอพันธุ์ฟลอริด้า 

และพันธุ์แขกด�ำต่อไปได้ 
 

Figure 3	 The nucleotide alignment of CpRDR6 using Clustal Omega. The polymorphic  

nucleotides are highlighted in red and yellow color

Figure 4	 The amino acid alignment of CpRDR6 using Clustal Omega. The polymorphic 

amino acids are highlighted in red and yellow color
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2.	การศึกษาการแสดงออกของยีน CpRDR6  

ในมะละกอพันธุ์อ่อนแอและพันธุ์ทนทานต่อโรค

ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ

การศกึษาการแสดงออกของยนี CpRDR6  

ในมะละกอพันธุ์แขกด�ำ  (อ่อนแอต่อไวรัส) และ 

ฟลอริด้า (ทนทานต่อไวรัส) ได้ออกแบบไพรเมอร์

ในส่วนของยีนขนาดความยาว 227 คู ่ เบส  

ท่ีอยู่คร่อมต�ำแหน่งของ Intron เม่ือท�ำการเพ่ิม

ปริมาณยีน หากอาร์เอ็นเอรวม มีการปนเปื้อน

ของดีเอ็นเอจะปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ คือ 

ขนาด 227 และ 832 คู่เบส จากการทดลองน้ี  

พบการเพิ่มปริมาณเพียงแถบดีเอ็นเอขนาด  

227 คู่เบส แสดงว่าการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุด 

RNeasy Plant Mini Kit ไม่มีการปนเป้ือนดีเอน็เอ 

เมื่อน�ำอาร์เอ็นเอและผลผลิตที่ได้จาก qPCR  

มาตรวจสอบบนเจลอะกาโรส พบแถบอาร์เอ็นเอ

และแถบยีนที่ชัดเจนเพียง 1 แถบ (Figure 5) 

Figure 5	 The total RNA and PCR products of CpRDR6 and EPSPS genes after qPCR  

analysis of (A.) healthy Khak-Dam papaya, (B) PRSV infected Khak-Dam papaya, (C) healthy 

Florida papaya and (D) PRSV infected Florida papaya. The total RNA was extracted from 

leaves at indicated time points of Days Post-inoculation (DPI). 2 microliters of PCR products 

were loaded to 1.5% agarose gel

จากการวิเคราะห์ปริมาณยีน CpRDR6 

ด้วยวิธ ี quantitative real-time PCR (qPCR) 

พบว่า ค่า Relative Quanti fication (RQ)  

ในมะละกอท่ีมีการปลูกเชื้อไวรัสจุดวงแหวน

มะละกอ มีความแตกต่างทางสถิติในแต่ละช่วง

เวลาอย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) (Table 1) 

มะละกอแขกด�ำมีค่า RQ สูงสุด 4.32 เท่า ในวัน

ที่ 5 และมะละกอฟลอริด้ามีค่าสูงสุด 2.30 เท่า 

ในวันที่ 9 ภายหลังการปลูกเชื้อไวรัส (Figure 6) 

ซึง่มะละกอแขกด�ำแสดงอาการของโรคให้เหน็บน

ใบในวนัที ่7 ขณะทีม่ะละกอฟลอรด้ิาแสดงอาการ

ในวันที่  9  อย ่ า ง ไร ก็ตามการแสดงออก 

ของยีน CpRDR6 ที่สูงขึ้นอาจเกี่ยวเนื่องกับการ 

ที่มะละกอเกิดสภาวะเครียดจากการเข้าท�ำลาย

จากไวรัส เนื่องจากยีน RDR6 มีหน้าที่ตั้งแต่ 

การป้องกันไวรัสหรือ transgenes ไปจนถึง 
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การควบคุมยีนภายใน (putative gene) ส�ำหรบั

การพฒันาเซลล์ และการตอบสนองต่อความเครยีด 

ของพืช (Curaba and Chen, 2008) นอกจากนี้ 

การแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของยีน CpRDR6  

ท�ำให้พืชสามารถผลิตโปรตีน RDR6 เพิ่มขึ้นมาก

ด้วย แต่การท�ำงานของโปรตีน RDR6 อาจถูก 

น�ำไปใช้ในการควบคุมยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญ

หรือเสื่อมสภาพของเซลล์จากสภาวะเครียด  

หรืออาจถูกยับยั้งโดยโปรตีนจากไวรัส เนื่องจาก

ไวรัสชนิดอาร์เอ็นเอสายเด่ียวหลายชนิดมีโปรตีน

ยับยั้ง (suppressor) กระบวนการ RNA  

silencing ของพืช ซึ่งในไวรัสจุดวงแหวน 

มีรายงานว่าโปรตีน P1/HcPro เป็นโปรตีนแรก 

ที่ค้นพบว่า เป็นโปรตีนยับยั้งกระบวนการ RNA 

silencing (Mallory et al., 2002) จึงเป็นเหตุผล

หนึ่งที่พืชปกติ ที่ไม่ใช่พืชดัดแปลงพันธุกรรม 

ไม่สามารถปกป้องตัวเองจากไวรัสได้

Table 1	 Gene expression level of cpRDR6 gene during PRSV infection

DPI*
Relative Quantification (RQ)

Khak-Dam papaya Florida papaya

0 1.05 b 1.18± b

3 1.40 c 0.97± a

5 4.32 d 1.53± c

7 1.57 c 1.11± b

9 0.72 a 2.30± d
Mean in the same column, follow by a common letter are not significantty different at 5% level by DMRT 

N = 3

	 *DPI: Day Post-inoculation

	 (A)	 (B)

Figure 6 Expression pattern of CpRDR6 under PRSV infected at 0, 3, 5, 7 and 9 days  
Post-inoculation (DPI) in (A) Khak-Dam papaya and (B) Florida papaya. The total RNA was extracted from 
leaves at indicated time points. The expression patterns were analyzed using the qPCR method. EPSPS 
gene was used as an endogenous control. The level of transcripts in leaves treated with Mock was set 
to 1 and level of PRSV treated was given relative to this. Error bars represent standard deviation of mean 
value from triplicates for each biological sample
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สรุปผลการทดลอง
การทดลองนี้ ได ้ เปรียบเทียบล�ำ ดับ 

นิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 ที่เกี่ยวข้องกับ

ความต ้านทานโรคไวรัสใบด ่างจุดวงแหวน  

ของมะละกอแขกด�ำ ซึ่งเป็นมะละกอพันธุ์อ่อนแอ

ต่อไวรัส มะละกอฟลอริด้าซึ่งเป็นพันธุ์มะละกอที่

ทนทานต่อไวรัส และมะละกอขอนแก่น 80 ที่เป็น

ลูกผสมระหว่างมะละกอแขกด�ำกับฟลอริด ้า 

พบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างระหว่างมะละกอ

แขกด�ำกบัมะละกอฟลอรด้ิา และเมือ่แปลรหสัเป็น

โปรตีนพบความแตกต่างของกรดอะมิโนเช่นกัน 

ซ่ึงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างอาจน�ำไปใช้ 

เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอในการศึกษาและพัฒนา

ส�ำหรับการคัดเลือกพันธุ ์หรือปรับปรุงพันธุ ์

มะละกอได้ต่อไปในอนาคต ส�ำหรับการศึกษาการ

แสดงออกของยีน สรุปได้ว่าเมื่อมีการปลูกเชื้อ

ไวรัสจุดวงแหวน มะละกอพันธุ ์อ่อนแอมีการ

แสดงออกของยีน CpRDR6 สูงกว่าในมะละกอ

พันธุ์ทนทาน ซึ่งระดับเอ็มอาร์เอ็นเอที่สูงขึ้นอยู่ใน

ช่วงการแสดงอาการของโรคไวรสัใบด่างจดุวงแหวน 

ค�ำขอบคุณ
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากศูนย์

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

วิทยาเขตก�ำแพงแสน ศูนย์ความเป็นเลิศด้าน

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิต

ศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

ส�ำนกังานคณะกรรมการการอดุมศึกษา กระทรวง

ศึกษาธิการ ขอขอบคุณกลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจ

สอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปลงพันธุกรรม ที่ให้

ความอนุเคราะห์การใช้เครื่อง real-time PCR 

และขอขอบคุณศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตร

ขอนแก่น ทีใ่ห้ความอนเุคราะห์เมล็ดพนัธุม์ะละกอ

ส�ำหรับการทดลองนี้ 
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