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งานวิจัยนี้ไดศึกษาลักษณะทางโมเลกุลและทดสอบความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Sugarcane 
mosaic virus (SCMV) และ Brome mosaic virus (BMV) ท่ีเขาทําลายขาวฟางในประเทศไทย โดยเก็บตัวอยาง
จากขาวฟางท่ีเปนโรคใบดางในแปลง ตรวจหาเช้ือไวรัสดวยเทคนิค indirect-enzyme linked immunosorbent 
assay (Indirect-ELISA) พบเช้ือ SCMV ในจังหวัดลพบุรี (SCMV-Sr-LB), นครสวรรค (SCMV-Sr-NW), 
สุพรรณบุรี (SCMV-Sr-SP), กาญจนบุรี (SCMV-Sr-KB)  และเพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB1, PB2 และ PB3)  และ
พบเช้ือ BMV ในจังหวัดสระบุรี (BMV-Sr-SB) นําขาวฟางท่ีตรวจพบเช้ือมาแยกเช้ือและปลูกเช้ือเพื่อเพิ่ม
ปริมาณ พบขาวฟางแสดงอาการใบดางจากเช้ือ SCMV และ BMV วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุม
อนุภาคดวยวิธี sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และศึกษาลักษณะ
อนุภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบลักษณะอนุภาคของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท เปนแบบ 
ทอนยาวคด มีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาดประมาณ 39.37 กิโลดาลตัน ลักษณะอนุภาคของ
เช้ือ BMV-Sr-SB เปนแบบทรงกลม มีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาดประมาณ 21.98  
กิโลดาลตัน โคลนยีนและศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด วิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน พบวาเช้ือ 
SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันท่ีระดับ 81-100 เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ี
แยกไดจากออยและขาวโพดท่ีมีรายงานในประเทศไทยท่ีระดับ 78-95 และ 81-99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับ
เช้ือ BMV-Sr-SB มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทยท่ีระดับ 98 เปอรเซ็นต 
วิเคราะหความสัมพันธ Phylogenetic tree พบวาไอโซเลท SCMV-Sr-NW, KB, PB1, PB2 และ PB3 จัดอยูกลุม
เดียวกันกับเช้ือ SCMV ท่ีเขาทําลายออยและขาวโพดในประเทศไทย แตไอโซเลท SCMV-Sr-LB และ SP จัดอยู
กลุมเดียวกันกับเช้ือ SCMV ท่ีเขาทําลายออยและขาวโพดในตางประเทศ และเช้ือ BMV-Sr-SB จัดอยูกลุม
เดียวกันกับเช้ือ BMV ท่ีเขาทําลายขาวโพดในประเทศไทย  

 
การทดสอบความรุนแรงของเช้ือ SCMV และ BMV ในพืชอาศัย 2 ชนิด คือ ขาวฟาง และขาวโพด 

พบวาเช้ือ SCMV-Sr-LB มีความรุนแรงตอขาวฟางมากท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเฉลี่ยสูงถึง 94.2 
เปอรเซ็นต และพบเช้ือ BMV-Sr-SB มีความรุนแรงมากตอขาวโพดหวาน โดยขาวโพดหวานแสดงอาการใบ
ไหมหลังปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน และแสดงอาการตนเต้ียแคระรวมดวย  
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This research was done molecular characterization and disease virulent test of  Sugarcane mosaic 
virus (SCMV) และ Brome mosaic virus (BMV) infecting sorghum in Thailand. Sorghum leaf samples 
showing mosaic symptoms were collected from sorghum fields. By indirect-enzyme linked immunosorbent 
assay (Indirect-ELISA) technique, the infected leaves were found SCMV in Lop Buri (SCMV-Sr-LB), 
Nakhon Sawan (SCMV-Sr-NW), Suphan Buri (SCMV-Sr-SP), Kanchana Buri (SCMV-Sr-KB), and 
Phetchabun (SCMV-Sr-PB1, PB2 and PB3) provinces and BMV in Sara Buri (BMV-Sr-SB) province. 
Detected leaf samples were isolated on indicator plants and multiplied on sorghum. All SCMV and BMV 
isolates inoculated sorghum plants expressed mosaic symptoms. By using transmission electron microscope 
and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), all 7 isolates of SCMV were 
flexuous rods particle and the coat protein subunits of them have molecular weight of approximately 39.37 
kDa as well as BMV-Sr-SB was isometric particle and molecular weight of a coat protein was approximately 
21.98 kDa. With cloning, sequencing, and amino acid sequence comparison analysis, all the SCMV isolates 
were displayed 81-100% identity with each others and 78-95 % as well as 81-99 % homology with previous 
reported amino acid sequences of sugarcane and maize in Thailand, respectively. For BMV-Sr-SB, was 98 % 
homology with maize isolated BMV in Thailand. By Phylogenetic tree analysis, SCMV-Sr-NW, KB, PB1, 
PB2 and PB3 isolates were the same group with SCMV infecting sugarcane and maize in Thailand, but 
SCMV-Sr-LB and SP isolates were the same group with SCMV infecting sugarcane and maize in foreign 
countries. The BMV-Sr-SB was the same group with BMV infecting maize in Thailand. 
 
 Virulent test of all the SCMV and BMV isolates were done on sorghum and maize, the SCMV-Sr-
LB isolate was the most virulent isolate on sorghum shown 94.2 % disease incidence and the BMV-Sr-SB 
isolate caused severe symptoms on sweet corn which expressed leaf blight at 11 day post inoculation 
including stunting. 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่                               หนา 
 
     1 หนาท่ีของโปรตีนในกลุม Potyvirus        8 
     2 ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 

และ BMV ในปฏิกิริยา reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)  16 
     3 แผนการทดสอบความรุนแรงของโรค       21 
     4 สรุปผลการตรวจหาเช้ือไวรัสดวยเทคนิค Indirect-ELISA การวิเคราะหน้ําหนัก 
             โมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสดวยวิธี SDS-PAGE และการศึกษา 
              ลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน    29 
     5 ขอมูลของเช้ือ SCMV ท่ีใชเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด 
             ลําดับกรดอะมิโน และแสดงความสัมพันธในรูป Phylogenetic tree    40 
     6     เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด (บนขวา) และลําดับกรดอะมิโน  
             (ลางซาย) ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV     43 
     7 ขอมูลของเช้ือ BMV ท่ีใชเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด 
             ลําดับกรดอะมิโน และแสดงความสัมพันธในรูป Phylogenetic tree    43 
     8       เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความ 
             รุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดลพบุรี (SCMV-Sr-LB) นครวสรรค 
              (SCMV-Sr-NW) สุพรรณบุรี (SCMV-Sr-SP) บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด  
             3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง    51 
      9 เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความ 
             รุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดกาญจนบุรี (SCMV-Sr-KB) และ 
             เพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-PB2) บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และ 
             ขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง   52 
     10 เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความ 
             รุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดเพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB3) บน 
             ขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพโรงเรือน 
             ปลูกพืชทดลอง          53 
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ตารางที ่                                   หนา 
     

11   ปอรเซ็นตการเกิดโรคของขาวฟางและขาวโพดหลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB  
             บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพ 
             โรงเรือนปลูกพืชทดลอง           55 
    12      เปอรเซ็นตการเกิดโรคของขาวฟางและขาวโพดหลังจากปลูกเช้ือไวรัสไอโซเลท  
              Sr-PB บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ใน 
              สภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง        62 
     
ตารางผนวกที ่
 

1   ผลการตรวจหาเช้ือไวรัสดวยเทคนิค Indirect-ELISA และผลการปลูกเช้ือไวรัส 
  ดวยวิธีกล          73 

2   ขอมูลท่ีใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight Marker) 
  และนํามาใชคํานวณขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 
  ท้ัง 7 ไอโซเลท ท่ีไดจากวิธี SDS-PAGE       80 

3   ขอมูลท่ีใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight Marker) 
         และนํามาใชคํานวณขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr- 

                SB และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ท่ีไดจากวิธี SDS-PAGE     82 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
  (3) 



 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่                                หนา 
 

1   โครงสรางจีโนมของโพทีไวรัส (single strand, positive-sense RNA) และสวน 
ของยีนท่ีกําหนดสรางโปรตีนสวนตางๆ จากปลาย 5’ → 3’      7 

2   โครงสรางจีโนมของเช้ือไวรัส BMV (liner single strand, positive-sense RNAs,  
RNA-1, RNA-2, RNA-3 และ subgenomic RNA) และสวนของยีนท่ีกําหนด 
สรางโปรตีนชนิดตางๆ จากปลาย 5’ → 3’       11 

3    ภาพจําลองแสดงตําแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ Sugarcane mosaic virus 
(SCMV) รวมท้ังการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรท่ีครอบคลุมท้ังยีน โดยมีคู 
ไพรเมอร SsCP-F3 กับ SsCP-R3 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 782 คูเบส และ  
คูไพรเมอร SsCP2 กับ T24 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 685 คูเบส  
(ตามตําแหนงลูกศร)         16 

    4 ภาพจําลองแสดงตําแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ Brome mosaic virus  
              (BMV) รวมท้ังการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรท่ีครอบคลุมท้ังยีน โดยมีคู 

ไพรเมอร FCP กับ RCP2 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส  
(ตามตําแหนงลูกศร)         17 

    5 การวิเคราะหขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV                  
              ดวยวิธี SDS-PAGE         26 
    6 การวิเคราะหขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB  
              และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ดวยวิธี SDS-PAGE      27 
    7 ลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัส SCMV-Sr-LB (A), SCMV-Sr-NW (B), SCMV-Sr- SP 
             (C), SCMV-Sr-KB (D), SCMV-Sr-PB1 (E), SCMV-Sr-PB2 (F), SCMV-Sr-PB3  
             (G), BMV-Sr-SB (H) และไวรัสไอโซเลท Sr-PB (I)      28 
    8 ลักษณะอาการจุดเฉพาะแหงของใบ C. amaranticolor หลังจากปลูกเช้ือ 
              BMV-Sr-SB 4 วัน (A) เปรียบเทียบกับลักษณะของใบปกติ (B)    31 
    9 อาการใบดางของขาวโพดหวานหลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 6 วัน (A)  
              เปรียบเทียบกับขาวโพดหวานปกติ (B)       31 
 

 

 

 
 
  (4) 



 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่                                หนา 
 
   10 ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยเทคนิค 

RT-PCR โดยใชไพรเมอร SsCP-F3 และ SsCP-R3 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
782 คูเบส          34 

   11 ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยเทคนิค 
RT-PCR โดยใชไพรเมอร SsCP2 และ T24 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 685  
คูเบส            35 

   12 ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ดวย 
เทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP และ RCP2 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
651คูเบส          36 

   13 เปอรเซ็นตความคลายคลึงกนัของลําดับนิวคลีโอไทด (บนขวา) และลําดับกรดอะมิโน 
  (ลางซาย) ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV     39 
   14 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม 

อนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท กับเช้ือ 
SCMV ท่ีมีรายงานในประเทศไทย และในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม  
ClustalW และ MEGA 4 version 4.0.2       41 

   15 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม 
อนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย กับเช้ือ BMV ท่ีมี 
รายงานในประเทศไทย และในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม ClustalW  
และ MEGA 4 version 4.0.2        44 

16 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 (A-E) หลังปลูก 
เช้ือ SCMV-Sr-LB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวฟาง 
ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)        48 

17 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลัง 
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดง 
อาการใบยอดไหม (B) หลังปลูกเช้ือไวรัส 6 วัน      49 

 
 

 

 
 
  (5) 



 

   สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่                                หนา 
     

18 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลัง 
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB3 ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดง 
อาการใบยอดไหม (B) หลังปลูกเช้ือไวรัส 6 วัน      49 

19 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลัง 
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดง 
อาการใบไหม (E) หลังปลูกเช้ือไวรัส 28 วัน      50 

    20 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 (A-E) หลัง 
ปลูกเช้ือ SCMV ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ี 
ไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)         50 

 21 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ KU 804 (A-E) หลังปลูก 
              เช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวฟาง 

ท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)        56 
22 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดฝกออนสายพันธุ SG 17 (A-E)  

หลังปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ 
ขาวโพดท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)        57 

23 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดไรสายพันธุ สุวรรณ 3 (A-E)  
หลังปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ 
ขาวโพดท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)       58 

24 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 (A-E)  
หลังปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยท่ีขาวโพดหวาน 
แสดงอาการใบไหม (C-E) หลังปลูกเช้ือไวรัส 11-28 วัน     59 

    25 ขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 แสดงอาการเตี้ยแคระหลังปลูกเช้ือ BMV-Sr- 
SB 28 วัน (ซาย) เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (ขวา)    59 

26 ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 (A-E) หลังปลูก 
   เช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ 
   ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (F)       61 

 
 

 

 
 
  (6) 



 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่                              หนา 
 
    1 กราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker 

ท่ี (R2 = 0.9919)          81 
    2 กราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker  

ท่ี (R2 = 0.9923)          83 
    3 เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบท้ังยีนโปรตีน 

หอหุมอนุภาค ของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย    84 
    4 เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนแบบครบท้ังยีนโปรตีนหอหุม 

อนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย     87 
    5 เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบท้ังยีนโปรตีน 

หอหุมอนุภาค ของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางไอโซเลทจังหวัดสระบุรี  
กับเช้ือ BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย  
และเช้ือ BMV ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank (BMV-F, BMV-R และ BMV-T)  88 

    6 เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนแบบครบท้ังยีนโปรตีน 
หอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางไอโซเลทจังหวัดสระบุรี  
กับเช้ือ BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย  
และเช้ือ BMV ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank (BMV-F, BMV-R และ BMV-T)  90 
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ลักษณะทางโมเลกุลและการทดสอบทางชีววิทยาของเช้ือ 
Sugarcane Mosaic Virus และ Brome Mosaic Virus ที่เขาทําลายขาวฟาง 

ในประเทศไทย 
 

Molecular Characterization and Biological Assay of Sugarcane Mosaic Virus and 
Brome Mosaic Virus Infecting Sorghum in Thailand 

 
คํานํา 

 
 ขาวฟาง (Sorghum bicolor) เปนพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจในอนาคตของประเทศ
ไทย โดยเฉพาะขาวฟางหวานเปนพืชท่ีมีศักยภาพในการใชเปนวัตถุดิบเพ่ือผลิตเอทานอลซ่ึง
นํามาใชเปนพลังงานทดแทน ขาวฟางมีลักษณะเดนคือทนแลง ใหผลผลิตสูง ออกดอกเร็ว และอายุ
การเก็บเกี่ยวส้ัน สวนใหญเกษตรกรจะปลูกตามหลังขาวโพดในชวงปลายฤดูฝน ประเทศไทยมี 
พ้ืนท่ีปลูกขาวฟางท่ีสําคัญอยูในจังหวัดลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี กาญจนบุรี นครสวรรค 
เพชรบูรณ และชัยนาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551)  
 
 โรคใบดางของขาวฟางท่ีเกิดจากเช้ือ Sugarcane mosaic virus (SCMV) และ Brome mosaic 
virus (BMV) จัดเปนโรคท่ีมีความสําคัญ ซ่ึงทําใหผลผลิตของขาวฟางลดลง พบรายงานเช้ือ SCMV 
เขาทําลายขาวฟางครั้งแรกในป 1923 (Brandes and Klapaak, 1923) เม่ือเช้ือเขาทําลายขาวฟางแลว
ทําใหขาวฟางแสดงอาการใบดาง จะทําใหผลผลิตลดลงประมาณ 0-8 เปอรเซ็นต แตถาอาการของ
โรคท่ีรุนแรง ขาวฟางจะแสดงอาการใบแดง และตนเตี้ยแคระ ซ่ึงทําใหผลผลิตลดลง 33-75 
เปอรเซ็นต (Seifers and Hackerott, 1987) และพบรายงานเช้ือ BMV เขาทําลายขาวฟางในรัฐ  
เท็กซัส ในป 1975 (Ford et al., 1970) เม่ือเช้ือเขาทําลายขาวฟางจะทําใหขาวฟางแสดงอาการ 
ใบดางเหลืองเปนขีดๆ และตนเตี้ยแคระแกร็น (Richard, 1986) นอกจากนี้เช้ือ SCMV และ BMV 
ยังสามารถเขาทําลายพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆท่ีสําคัญ เชน ขาวโพด และออย เปนตน 
  
  
 
 



 

ปจจุบันเช้ือ SCMV และ BMV มีการแพรระบาดในแหลงเพาะปลูกออย ขาวโพด และ 
ขาวฟาง ในประเทศไทย สําหรับการควบคุมเช้ือไวรัสโดยใชพืชพันธุตานทานเปนแนวทางหนึ่งท่ี
นํามาใชในการควบคุม และปองกันโรคใหมีประสิทธิภาพ แตการปรับปรุงพันธุขาวฟางให 
ตานทานตอเช้ือไวรัสในประเทศไทย ยังมีการพัฒนาปรับปรุงพันธุท่ีนอยกวาออยและขาวโพดซ่ึง
เปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญ 
 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้เพ่ือศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีน
หอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV และ BMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย ศึกษาลักษณะ
อนุภาค น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาค และความรุนแรงของโรค เพ่ือใหทราบขอมูล 
พ้ืนฐานความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน และความรุนแรงของโรค เพ่ือนํามา
เปนขอมูลในการพัฒนาพันธุขาวฟางใหตานทานตอเช้ือไวรสัตอไป 
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วัตุประสงค 
 
 ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ 
SCMV และ BMV ท่ีเขาทําลายขาวฟางในประเทศไทย ศึกษาลักษณะอนุภาค น้ําหนักโมเลกุล
โปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส และศึกษาความรุนแรงของโรค 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
    



 

การตรวจเอกสาร 
 

1.  ลักษณะทั่วไปของขาวฟาง 
 
 ขาวฟาง (Sorghum) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Sorghum bicolor (Linn.) Moench. เปนธัญพืชท่ีมี
ความสําคัญเปนอันดับท่ีหาของโลกรองจากขาวสาลี ขาว ขาวโพด และขาวบารเลย ขาวฟางนาจะมี
ถ่ินกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกาโดยเฉพาะทางตะวันออกเฉียงเหนือของทวีปแอฟริกา (Doggett, 1970) 
สําหรับขาวฟางพันธุเพาะปลูกนั้น สันนิษฐานวามีถ่ินกําเนิดอยูในประเทศเอธิโอเปย (Vavilov, 
1935) 
 

ขาวฟางมีระบบรากฝอย (fibrous root system) แผกระจายออกโดยรอบ ลําตนขาวฟาง
ท่ัวไปจะสูงประมาณ 1-2 เมตร มีขอปลอง ใบมีรูปรางคลายหอก (lanceolate) เกิดตามขอสลับกันไป
บนลําตน ชอดอกขาวฟางจะเกิดบนกานชอซ่ึงเปนปลองท่ียาวท่ีสุดของลําตน มีชอดอกเปนแบบ 
panicle แตนิยมเรียกวาชอ (Head) สวนเมล็ดขาวฟางอาจจะมีหลายสี เชน ขาว แดง น้ําตาล เหลือง 
และครีม เปนตน  
 
 ขาวฟางท่ีปลูกกันโดยท่ัวไปนั้น อาจแบงเปนชนิดตาง ๆโดยอาศัยลักษณะการใชประโยชน
ไดเปน 5 ชนิดดังนี้ คือ 1) ขาวฟางเมล็ด (grain sorghum) เปนขาวฟางชนิดท่ีมีขนาดชอและเมล็ด
ใหญ ตนเตี้ย และผลิตเมล็ดไดมากกวาขาวฟางชนิดอ่ืน ๆ ขาวฟางชนิดนี้จะนําเมล็ดมาแปรรูปเปน
อาหาร ท้ังอาหารมนุษย และสัตว ขาวฟางท่ีปลูกกันสวนใหญคือขาวฟางชนิดนี้ 2) ขาวฟางหญา 
(grass sorghum) เปนขาวฟางท่ีใชใบ และลําตนเล้ียงสัตว อาจจะใชทําหญาหมัก หญาแหง หรือปลูก
เปนทุงหญาเล้ียงสัตว 3) ขาวฟางหวาน (sweet sorghum) ขาวฟางชนิดนี้มีลําตนคอนขางสูง มักจะ
สูงกวา 2 เมตร ในลําตนจะมีน้ําหวานอยูมาก จึงใชทําน้ําเช่ือมหรือน้ําตาลได นอกจากนี้ยังใชทํา
แอลกอฮอล หญาหมักหรือปลูกใหสัตวกินสด ๆ  4) ขาวฟางไมกวาด (broom corn) ขาวฟางชนิดนี้ 
มีชอท่ีมีแขนงยาว 12-36 นิ้ว มีใบและเมล็ดนอย ลําตนแข็ง ในยุโรปและอเมริกาจึงนิยมปลูกเพ่ือนํา
ชอมาทําไมกวาด 5) ขาวฟางคั่ว (pop sorghum) เปนขาวฟางท่ีนํามาคั่วและจะแตกเชนเดียวกับ
ขาวโพดคั่ว นิยมรับประทานในหลายประเทศ ในประเทศไทยมีปลูกกันมานานแลวตามคันนา ตน
สูงประมาณ 3 เมตร ตนสีน้ําตาล ชอดอกหลวม เมล็ดเล็กสีเหลืองนวลใส มีคุณคาทางอาหารสูง 
พันธุท่ีรูจักกันท่ัวไปคือ ขาวฟางหางชาง ซ่ึงเปนพันธุขาวฟางท่ีทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไม
เหมาะสมไดดี และทนทานตอการหักลม (ประสิทธ์ิ, 2529) 

 

 
 
    



 

 ประเทศไทยมีพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวฟางท้ังหมด 210,321 ไร โดยมีพ้ืนท่ีปลูกในจังหวัดลพบุรี 
90,381 ไร นครสวรรค 72,186 ไร เพชรบูรณ 37,949 ไร สระบุรี 6,322 ไร สุพรรณบุรี 1,117 ไร และ
ชัยนาท 2,366 ไร (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551) ขาวฟางสายพันธุท่ีนิยมปลูกสวนใหญใน
ปจจุบันเปนขาวฟางเมล็ด เชน ขาวฟางพันธุลูกผสมสีแดง อูทอง 1 สุพรรณบุรี 1 เฮกการีหนัก และ  
เฮกการีเบา เปนตน 
 
2.  เชื้อไวรัส Sugarcane mosaic virus (SCMV) สาเหตุโรคใบดางของขาวฟาง 
 

2.1 ประวัติและความสําคัญของเช้ือ SCMV 
 

        เช้ือไวรัส Sugarcane mosaic virus (SCMV) มีช่ือพอง (synonyms) อีกหลายช่ือ เชน 
Grass mosaic virus, Maize dwarf mosaic virus strain B และ Sorghum red stripe virus มีรายงาน
พบเขาทําลายขาวฟางครั้งแรกในป 1923 (Brandes and Klapaak, 1923) ประเทศไทยมีรายงานพบ
เขาทําลายขาวฟาง ในป 2519 (ธีระ และคณะ, 2519) เช้ือ SCMV มีพืชอาศัยจํากัดอยูในวงศ 
Gramineae และวงศ Leguminosae 7 ชนิด (ธีระ, 2532) เช้ือสามารถถายทอดไดโดยการปลูกเช้ือดวย
วิธีกล เมล็ด และมีเพล้ียออน 7 ชนิด เปนพาหะ เชน Brown ambrosia aphid (Dactynotus 
ambrosiae), Rusty plum aphid (Hysteroneura setariae) และ Greenbug (Schizaphis graminum) 
เปนตน ซ่ึงมีลักษณะการถายทอดแบบ non-persistent (Richard, 1986) นอกจากนี้เช้ือยังสามารถเขา
ทําลายพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆท่ีสําคัญ เชนออย และขาวโพด ไดอีกดวย 
 

        ลักษณะอาการของขาวฟางจะมีการเปล่ียนแปลงขึ้นอยูกับชนิดของขาวฟาง สายพันธุ
ของเช้ือ SCMV และสภาพแวดลอม สําหรับความรุนแรงของโรคเม่ือเช้ือเขาทําลายขาวฟางแลว ขาว
ฟางแสดงอาการใบดาง จะทําใหผลผลิตของขาวฟางลดลงประมาณ 0-8 เปอรเซ็นต  แตถาอาการ
ของโรคท่ีรุนแรง ขาวฟางจะแสดงอาการใบแดง และตนเตี้ยแคระ ซ่ึงทําใหผลผลิตลดลงถึง 33-75 
เปอรเซ็นต (Seifers and Hackerott, 1987)   
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2.2 เช้ือ SCMV 
 
        SCMV จัดอยูในวงศ Potyviridae จีนัส Potyvirus อนุภาคเปนทอนยาวคด (flexuous 
rods) มีความยาวประมาณ 730-755 นาโนเมตร มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 12-13 นาโนเมตร 
องคประกอบของอนุภาคของเช้ือ SCMV ประกอบดวยเสนอารเอ็นเอสายเดี่ยว 5.5-6 เปอรเซ็นต 
โปรตีนหอหุม 94-95 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักอนุภาค (Moghal and Francki, 1976; Shukla et 
al.,1989;  Bond and Pirone, 1971) จีโนมยาวประมาณ 9,500 นิวคลีโอไทด (Chen and Adams, 
2002) และโปรตีนหอหุมอนุภาคมีน้ําหนักโมเลกุลขนาดประมาณ 37-38 กิโลดาลตัน (Mohammadi 
et al., 2006) เช้ือ SCMV มี 6 สายพันธุ ไดแก SCMV-A, B, D, E, SC และ MDB (Mali, 2001)  
 

2.3 โครงสรางจีโนมของเช้ือ SCMV  
 
        เช้ือ SCMV มีจีโนมเปนแบบ monopartite กรดนิวคลิอิกเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวแบบ 

เสนบวก (single stranded, positive sense RNA) จีโนมยาวประมาณ 9,500 นิวคลีโอไทด ตําแหนง
ปลาย 5’ เช่ือมอยูกับ VPg (Genome-linked protein) และตําแหนง 3’ เปน poly-A มี open reading 
frame (ORF) ยาว 1 ชุด ซ่ึงมีลักษณะเปน polycistronic คือหลังจากแปลรหัส (translate) เปนโปรตีน
จะไดโพลีโปรตีน (polyprotein) ขนาดใหญ 1 สาย และจะถูกยอยดวยเอนไซมโปรติเอส 
(proteinase) ไดโปรตีนขนาดเล็กๆ อีก 10 ชนิด เรียงลําดับจากตําแหนง N-terminal ถึง C-terminal 
ของจีโนม ไดแก P1 protein, HC-Pro, P3 protein, 6K1 protein, CI protein, 6K2 protein, NIa-VPg, 
NIa-Pro, NIb และ Coat protein (ภาพท่ี 1) ซ่ึงคุณสมบัติและหนาท่ีของโปรตีนท่ีเปนองคประกอบ
ของไวรัสในกลุมโพทีไวรัส แสดงดังตารางท่ี 1 
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ภาพที่ 1  โครงสรางจีโนมของโพทีไวรัส (single strand, positive-sense RNA) และสวนของยีนท่ี 
               กําหนดการสรางโปรตีนสวนตางๆ จากปลาย 5’ → 3’ 
 
ที่มา: Zhong et al. (2005) 
 
 VPg  = viral genome-linked protein 
 P1  = first protein 
 HC-Pro  = helper compoment protein 
 P3  = third protein 
 6K1  = 6 kDa protein 1 
 CI  = cylindrical inclusion protein 
 6K2  = 6 kDa protein 2 
 NIa-VPg = nuclear inclusion protein “a including the VPg” 
 NIa-Pro  = nuclear inclusion protein “a” proteinase 
 Nib  = nuclear inclusion protein “b” 
 CP  = coat protein 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5’-UTR 3’-UTR 

VPg   Poly (A) P HC-Pro P C
 
NIa- 
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ตารางที่ 1  หนาท่ีของโปรตีนในกลุม Potyvirus 
 
โปรตีน      หนาท่ี 
  P1  -  เกี่ยวของกับปฏิกิริยาท่ีเฉพาะเจาะจงระหวางไวรัสกับพืชอาศัย เนื่องจาก 
     โพทีไวรัสตางชนิดกันจะมีลําดับกรดอะมิโนของ P1 ตางกันมาก 
  -  เปนเอ็นไซม proteinase เนื่องจากพบวาทางดาน C-terminal มีคุณสมบัติเปน 
     Trypsin-like serine proteinase ท่ีเกี่ยวของกับการยอยโปรตีน P1  
      Helper compoment (HC-Pro) 
  -   เปนโปรตีนท่ีคาดวาเกี่ยวของกับการเคล่ือนยายอนุภาคไวรัสจากเซลลหนึ่ง 
      ไปยังอีกเซลลหนึ่ง (cell-to-cell movement) 
 
  HC-Pro -   เกี่ยวของกับการถายทอดไวรัสดวยเพล้ียออน (Aphid transmission) 
  -   ทําหนาท่ีเปนเอนไซม proteinase สําหรับ autolytic cleavage ท่ี 
      ตําแหนง HC-Pro กับ P3 เนื่องจากพบวามีคุณสมบัติเปน Papain-linke 
      cystein proteinase 
  -   เปนโปรตีนท่ีคาดวาเกี่ยวของกับการเคล่ือนยายอนุภาคไวรัสจากเซลลหนึ่ง 
      ไปยังอีกเซลลหนึ่ง (cell-to-cell movement) 
  -   เกี่ยวของกับการแสดงอาการของโรค (Symptomatology) 
 
  P3  -   ยังไมทราบหนาท่ีชัดเจน (คาดวาจะมีหนาท่ีเกี่ยวของกับการ replication) 
       
  6K1  -   ยังไมทราบหนาท่ีแนนอน แตอาจเกี่ยวของกับ Membrane anchoring of 

    replication mancchinery 
 
  CI  -   เกี่ยวของกับ Genome replication (RNA helicase) 
  -   เกี่ยวของกับ Membrane attachment 
  -   Nucleic acid stimulated ATPase activity 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
โปรตีน      หนาท่ี 
  6K2  -   ทําหนาท่ีเปน viral replication complex 
  -   มีบทบาทในการเคล่ือนยาย NIa ภายในเซลล 
 
  NIa  -   NIa-VPg ทําหนาท่ีเปนอารเอ็นเอตั้งตน (primer) สําหรับสังเคราะห 
      กรดนิวคลิอิกของไวรัส 
  -   NIa-Pro เปน major proteolytic cleavages ในการตัดสาย polyprotein 
      แบบ cis และ trans ซ่ึงมีโครงสรางท่ีสัมพันธกับ Trypsin-linke serine 
      proteinase 
 
  NIb  -   เปนเอนไซม  RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp) ท่ีเกี่ยวของกับ 
      การสังเคราะหกรดนิวคลิอิกของไวรัส (genome replication) 
 
  CP  -   เกี่ยวกับการรวมตัวกันเปนอนุภาคของไวรัส (RNA encapsidation) 
  -   เกี่ยวของกับการถายทอดไวรัสดวยเพล้ียออน (Aphid transmission) 
  -   เปนโปรตีนท่ีคาดวาเกี่ยวของกับการเคล่ือนยายอนุภาคไวรัสจากเซลลหนึ่ง 
      ไปยังอีกเซลลหนึ่ง (cell-to-cell movement) 
 
ที่มา: Riechmann et al. (1992); Verchot and Carrington (1995); Mahajan et al. (1996) 
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3.  เชื้อไวรัส Brome mosaic virus (BMV) สาเหตุโรคใบดางของขาวฟาง 
  

3.1 ประวัติและความสําคัญของเช้ือ BMV 
 
       เช้ือไวรสั Brome mosaic virus (BMV) มีช่ือพอง (synonyms) อีกหลายช่ือ เชน 

Ryegrass streak virus เปนตน มีรายงานพบเช้ือเขาทําลายขาวฟางในรัฐเท็กซัสในป 1975 (Ford et 
al., 1970) มีรายงานพบวาเปนเช้ือสาเหตุโรคใบดางของขาวฟางในประเทศไทย ในป 1998 (สุพัฒน, 
2552) แตยังไมทราบแนนอนวาพบเขาทําลายขาวฟางครั้งแรกในประเทศไทยเม่ือใด เช้ือ BMV 
สามารถเขาทําลายพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆท่ีสําคัญ เชน ขาวสาลี ขาวโอต ขาวโพด ขาวบารเลย และออย 
ไดอีกดวย นอกจากนี้เช้ือ BMV ยังมีธัญพืช และหญา เปนพืชอาศัย เช้ือสามารถถายทอดไดโดยการ
ปลูกเช้ือดวยวิธีกล ไมถายทอดผานทางเมล็ด มีดวงปกแข็งเปนแมลงพาหะ เชน Diabrotica 
undecimpunctata และ D. virgitera เปนตน (Walters, 1969)  

 
       เช้ือ BMV เม่ือเขาทําลายขาวฟางจะทําใหขาวฟางแสดงอาการใบดางเหลืองเปนขีดๆ มี

การเจริญเติบโตท่ีชาลง และตนเตี้ยแคระแกร็น (Richard, 1986) 
 

3.2 เช้ือ Brome mosaic virus (BMV) 
 
       BMV จัดอยูในวงศ Bromoviridae จีนัส Bromovirus อนุภาคไวรัสเปนแบบทรงกลม 

(isometric) ไมมีเยื่อหุม มีเสนผาศูนยกลางขนาดประมาณ 26 นาโนเมตร องคประกอบของอนุภาค
ประกอบดวย RNA 3 เสน จีโนมยาว 8,900 นิวคลีโอไทด (Ahlquist et al., 1984; Dasqupta and 
Kaesberg, 1982) และโปรตีนหอหุมอนุภาคมีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 22 กิโลดาลตัน (Hull, 2002) 

 
3.3 โครงสรางจีโนมของเช้ือ BMV 
 
        เช้ือ BMV มีจีโนมเปนแบบ multipartite กรดนิวคลิอิกเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว 3 เสน 

(single stranded, positive sense RNAs) คือ RNA-1 (B), RNA-2 (M) และ RNA-3 (T) โดยทางดาน
ปลาย 5’ ของอารเอ็นเอท้ัง 3 ช้ิน เช่ือมอยูกับ m7G5’ppp5 (cap) สวนปลาย 3’ จะมีโครงสราง 
tRNA-like structure RNA-1 จีโนมเปนแบบ monocistronic มีความยาว 3,200 นิวคลีโอไทด แปล
รหัสใหโปรตีน 1a ขนาด 109 กิโลดาลตัน ประกอบดวย m7G5’ppp5 (cap) ทําหนาท่ีเช่ือมปลาย  
5’ RNA ของไวรสั และเอนไซม helicase ซ่ึงเกี่ยวของกับการเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลิอิกของไวรัส 
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RNA-2 มีจีโนมเปนแบบ monocistronic มีความยาว 2,800 นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 2a 
ขนาด 94 กิโลดาลตัน ไดแกเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ซ่ึงมีหนาท่ีเกี่ยวกับการ 
สังเคราะหกรดนิวคลิอิกของไวรัส และ RNA-3 จีโนมเปนแบบ dicistronic มีความยาว 2,100  
นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 3a ไดแก cell-to-cell movement protein และ coat protein ซ่ึง
เกี่ยวของกับการเคล่ือนยายอนุภาคไวรัสในเซลลพืช สวน coat protein จะไมแปลรหัสจาก RNA-3 
แตจะสังเหคราะห subgenomic mRNA หรือ RNA-4 ขึ้นมาใหมในการแปลรหัส (Amine and 
Ahlquist, 2003) (ภาพท่ี 2) 
 
 
 
 
 

                 
 
 
 
 
 

                 
 
 
 
 

                 
 
 
 

                                                       
 
ภาพที่ 2  โครงสรางจีโนมของเช้ือไวรัส BMV (linear single strand, positive-sense RNAs, RNA-1, 
                RNA-2, RNA-3 และ subgenomic RNA) และสวนของยีนท่ีกําหนดการสรางโปรตีนชนิด 
                ตางๆจากปลาย 5’→ 3’ 
 

 
 
 

  Methyltranferase        Helicase 
 ORF 1 (109K) 

 1a 
 5’ CAP  tRNAtry3’ 

 

 5’ CAP 
 

  tRNAtry3’ 

  ORF 2 (94K) 
    RNA Polymerase  

 2a 

 

 5’ CAP 
 

 tRNAtry3’ 
 

 
 3a 

 
 CP 

     ORF 3 (32K)    ORF 4 (20K) 

 

 CP 
 
   tRNAtry3’ 

 

 5’ CAP 
 

      Subgenomic RNA (800 nt) 

     Genomic RNA-3 (2,100 nt) 

     Genomic RNA-2 (2,800 nt) 

     Genomic RNA-1 (3,200 nt) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอยางเชื้อ Sugarcane mosaic virus และ Brome mosaic virus 
 
 เก็บตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางในแหลงปลูกขาวฟางท่ีสําคัญในประเทศไทย 6
จังหวัด ไดแก จังหวัดลพบุรี (LB) สระบุรี (SB) นครสวรรค (NW) สุพรรณบุรี (SP) กาญจนบุรี 
(KB) และเพรชบูรณ (PB) โดยเก็บตัวอยางใบขาวฟางท่ีแสดงอาการดางท่ีใบออนชัดเจน ใบแสดง
อาการดางเปนขีดเล็กๆ สีเขียวออนสลับเขียวเขม และดางเปนขีดๆสีขาว กระจายไปท่ัวท้ังใบ และ
อาการดางแบบอ่ืนๆ นําตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางมาตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา ปลูกเช้ือ
ไวรัสลงบนขาวฟางเพ่ือเพ่ิมปริมาณ วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาค ศึกษา
ลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แยกเช้ือ BMV ใหบริสุทธ์ิ คัดเลือก
เช้ือ SCMVไอโซเลทท่ีบริสุทธ์ิ แยกสกัดอารเอ็นเอ และทดสอบความรุนแรงของโรค 
 
2.  ตรวจหาเชื้อไวรัสดวยเทคนิค Indirect-Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
     (Indirect-ELISA) 
 

นําตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางมาตรวจหาช้ือไวรัสเบ้ืองตนดวยเทคนิค Indirect- 
ELISA ตามขั้นตอนวิธีการของ Clark และ Adam (1977) โดยใช polyclonal antibody ตอเช้ือ 
SCMV และ BMV ซ่ึงไดรับการอนุเคราะหจากภาควิชาโรคพืช โดยบดตัวอยางใบขาวฟางท่ีแสดง
อาการใบดางใน extraction buffer (136 mM NaCl, 1.5 mM KH2PO4, 9 mM  NaH2PO4  และ  2.7 
mM  KCl, PBS ท่ีผสม 0.05% Tween-20, PBST และ 1% polyvinylpyrolidone, PVP) อัตราสวน 
1:1 (กรัมตอมิลลิลิตร) เจือจางดวย carbonate coating buffer pH 9.6 (34 mM NaHCO3 และ 15 mM 
Na2CO3) อัตราสวน 1:20 หยอดน้ําคั้นพืชท่ีไดลงในหลุมของ ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความช้ืนเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที  ลางดวย PBST หลุมละ 
200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นเติม blocking solution (PBS ท่ีผสม 1% bovine serum 
albumin, BSA) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความช้ืนเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง 30 นาที ลางดวย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม primary antibody 
(anti SCMV-corn, anti BMV-corn) ท่ีเจือจางใน blocking solution อัตราสวน 1:1,000 ปริมาตรหลุม
ละ 50 ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความช้ืนเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ลางดวย 
PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม goat anti rabbit conjugate (GAR) ท่ี 

 

 
 
  



 

เจือจางใน PBS อัตราสวน 1:10,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ในกลองให
ความช้ืนเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ลางดวย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
จากนั้นเติม substrate buffer ท่ีมี p-nitrophenyl phosphate 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความช้ืนเปนเวลา 30-60 นาที หรือจนเห็นปฏิกิริยา 
สีเหลืองเกิดขึ้นชัดเจนแลวหยุดปฏิกิริยา โดยเติม 3N NaOH  หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นอานคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA plate (Labsystem รุน Multiscan EX) ท่ีความยาวคล่ืน 405  
นาโนเมตร 
 
3.  การเพ่ิมปริมาณเชื้อ Sugarcane mosaic virus และ Brome mosaic virus 
 
 นําตัวอยางขาวฟางท่ีใหผลการตรวจวินิจฉัยโรคดวยวิธี Indirect-ELISA เปนบวก มาเพ่ิม
ปริมาณโดยการปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟางพันธุ UT 429-1 ซ่ึงเปนสายพันธุออนแอตอโรค 
โดยบดใบขาวฟางใน 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.2 ในอัตราใบพืช 1 กรัม ตอบัฟเฟอร 
2 มิลลิลิตร ในโกรงท่ีนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) และแชเย็นไวแลว บดใบพืชจนละเอียด นําน้ําคั้นท่ีได
ไปปลูกเช้ือดวยวิธีกล (mechanical inoculation) โดยโรยผงคารบอรันดัมลงในน้ําคั้นพืช จากนั้นใช
นิ้วมือแตะลงในน้ําคั้นจากใบพืชท่ีเปนโรค แลวทาลงบนใบขาวฟางปกติใหท่ัวท้ังใบ ภายหลัง 
ขาวฟางแสดงอาการของโรค ตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาเพ่ือยืนยันผลอีกครั้ง เก็บใบขาวฟางท่ี
แสดงอาการใบดางมาใชในการทดลองตอไป 
 
4.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัสดวยวิธี Sodium Dodecyl 
     Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 

นําตัวอยางขาวฟางจากการเพ่ิมปริมาณเช้ือ SCMV และ BMV มาตรวจหาขนาดน้ําหนัก
โมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส โดยดัดแปลงจากวิธีการเตรียมไวรัสใหบริสุทธ์ิของ 
Brunt และ Kenten (1971) บดตัวอยางพืช 0.5 กรัม ใน Lysis buffer ( 50 mM Trisbase, 300 mM 
NaCl, 0.5 mM EDTA pH 8.0) 1.2 มิลลิลิตร ยายใสในหลอดไมโครทิวป 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยง
เพ่ือตกตะกอนเศษพืชท่ี 5,000 รอบตอนาที ยายสวนท่ีเปนน้ําใสหลอดใหม ตกตะกอนโปรตีนดวย 
10 เปอรเซ็นต PEG 6,000 กวนใหเขากันท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หมุนเหวี่ยงเพ่ือตก 
ตะกอนโปรตีนท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนน้ําท้ิง 
ละลายตะกอนดวย 0.5x PBS buffer, pH 7.9 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร dialysis ดวย 0.5x PBS 
buffer, pH 7.9 ขามคืน 
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ดูดตัวอยางใสหลอดไมโครทิวป 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 2x loading dye (0.125 M Tris-
HCl pH 6.8, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue, 16% glycerol และ 5% 2-mercaptoethanol) 10 
ไมโครลิตร (อัตราสวน 1:1) ผสมใหเขากัน ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทันที แยก
ขนาดของโปรตีนดวย sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel โดยใช 6% stacking gel และ 
12% separating gel ดวยเครื่อง mini protein bio rad เติมตัวอยาง 15 ไมโครลิตรตอหลุม โดยมี 
protein marker #431 เปนตัวเปรียบเทียบ ยอมสีเจลดวย 0.2% coomassie brilliant blue R-250 ลาง
เจลดวย destaining solution จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน จึงหยุดปฏิกิริยาดวยการแชเจลในน้ํา 
(Sambrook and Russell, 2001) 
 
5.  การศึกษาอนุภาคของเชื้อไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

นําตัวอยางขาวฟางจากการเพ่ิมปริมาณเช้ือ SCMV และ BMV มาศึกษาลักษณะอนุภาคของ
เช้ือไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน โดยหยด phosphate buffer ลงบนกริด ตัดตัวอยางใบ 
ขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางเปนสามเหล่ียม ใชปลายสามเหล่ียมจุมลงในหยดบัฟเฟอรท่ีอยูบนกริด 
ประมาณ 5 ครั้ง ท้ิงไว 1 นาที ซับกริดดวยกระดาษกรอง จากนั้นยอมสีดวย 2% uranyl acetate นาน 
1 นาที ซับกริดใหแหง นําไปดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (JEOL JEM-1230) 
 
6.  การแยกเชื้อ SCMV และ BMV ใหบริสุทธิ ์
 
 ศึกษาขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสดวยวิธี SDS-PAGE จะ
ทําใหทราบวาในขาวฟาง 1 ตัวอยาง มีเช้ือไวรัสชนิดเดียวหรือหลายชนิดเขาทําลาย ถาพบเช้ือไวรัส
เพียงชนิดเดียวก็สามารถนําไปทําการแยกสกัดอารเอ็นเอ และทดสอบความรุนแรงของโรคไดเลย 
แตถาพบวามีเช้ือไวรัสเขาทําลายมากกวา 1 ชนิด สามารถแยกเช้ือไวรัสใหบริสุทธ์ิไดโดยการปลูก
เช้ือไวรัสลงบนพืชอาศัยท่ีทําใหเกิดแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) แตถาไมมีพืชอาศัยท่ีทําใหเกิด
แผลจุดเฉพาะแหงใหคัดเลือกไอโซเลทของเช้ือไวรัสท่ีบริสุทธ์ิมาทําการแยกสกัดอารเอ็นเอ และ
ทดสอบความรุนแรงตอไป 
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6.1 คัดเลือกเช้ือ SCMV ไอโซเลทท่ีบริสุทธ์ิ 
 
        สําหรับเช้ือ SCMV ไมพบพืชอาศัยท่ีใชในการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ ใชวิธีการคัดเลือก
เช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีมีความบริสุทธ์ิ โดยศึกษาจากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคของ
เช้ือไวรัสท่ีมีน้ําหนักแตกตางกันในไวรัสแตละชนิด ดวยวิธี SDS-PAGE  
 

6.2  การแยกเช้ือ BMVบริสุทธ์ิโดยปลูกเช้ือไวรัสบนพืชอาศัย 
 

        สามารถแยกเช้ือ BMV ใหบริสุทธ์ิไดโดยการปลูกเช้ือไวรัสดวยวิธีกลลงบน 
Chenopodium amaranticolor  หลังจากปลูกเช้ือไวรัส ใบของ C. amaranticolor จะแสดงอาการแผล
จุด (ธีระ, 2532; Paulsen and Niblett, 1977) จากนั้นทําการแยกแตละจุดไปปลูกเช้ือลงบนขาวโพด
หวาน เนื่องจากขาวโพดหวานออนแอตอเช้ือไวรัสมาก และนํามาปลูกเช้ือลงบนขาวฟางเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ แลวตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสดวยวิธี SDS-PAGE  
 
7.  ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค (CP gene) ของเชื้อ SCMV และ BMV 
 

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV จากฐานขอมูล 
GenBank มาเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางกัน ดวยโปรแกรม Clustal W (http://www. 
ebi.ac.uk/clustalw) จากนั้นออกแบบไพรเมอร และนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะหหาลําดับ
เบสและตําแหนงของนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม oligonucleotide properties ไพรเมอรท่ีใชสําหรับ
สังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV และ BMV แสดงดังในตารางท่ี 2 และ 
แสดงตําแหนงของคูไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดังใน
ภาพท่ี 3 และเช้ือ BMV ดังในภาพท่ี 4  

 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 15 



 

ตารางที่ 2  ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 
                  และ BMV ในปฏิกิริยา reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

ไวรัส ไพรเมอร ทิศทาง ลําดับเบส (5' → 3') หมายเหตุ 
SCMV SsCP-F3 sense CGC GAA CCT GGC AAA GGA AGG C  ออกแบบ 
 SsCP-R3 antisense TGG TGA GCA ACC ATT TTC GA  ออกแบบ 
 SsCP2 sense TCG AAA ATG GTT GCT CAC CA  *1 
 T24 antisense TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT  *1 
BMV FCP sense ATG TCG ACT TCA GGA ACT GGT AAG ATG *2 
 RCP2 antisense GTG TCC TAC CTG GAC AGG GTC *2 

 
หมายเหตุ  *1 วิริยาพร (2551) 
                  *2 จันทรเพ็ญ (2551) 
 
 
 

                                  
 
 
 
ภาพที่ 3  ภาพจําลองแสดงตําแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ Sugarcane mosaic virus  

 (SCMV) รวมท้ังการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรท่ีครอบคลุมท้ังยีน โดยมีคูไพรเมอร 
 SsCP-F3 กับ SsCP-R3 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 782 คูเบส และคูไพรเมอร SsCP2 
 กับ T24 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 685 คูเบส (ตามตําแหนงลูกศร) 

 
 
 
 
 
 
 
 

Poly (A) CP gene    NIb 
SsCP-F3 SsCP-R3 

  SsCP2  T24 

  ~782 bp 
 ~685 bp 

   3’ UTR 
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ภาพที่ 4  ภาพจําลองแสดงตําแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ Brome mosaic virus  

 (BMV) รวมท้ังการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรท่ีครอบคลุมท้ังยีน โดยมีคูไพรเมอร 
 FCP กับ RCP2 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ตามตําแหนงลูกศร) 

 
8.  การแยกสกัดอารเอ็นเอ 
 
 แยกสกัดอารเอ็นเอจากขาวฟางท่ีผานการปลูกเช้ือ SCMV และ BMVไอโซเลทท่ีบริสุทธ์ิ
เพ่ือเพ่ิมปริมาณ ดวยวิธี CTAB ท่ีดัดแปลงจากวิธีของ Chang et al. (1993) โดยช่ังใบขาวฟางท่ีมี
อาการดางท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส 0.1-0.2 กรัม นํามาบดในโกรงใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลว
เติม 2% CTAB 1 มิลลิลิตร บดพืชใหละเอียดแลวนํามาใสหลอดไมโครทิวป และบมเช้ือท่ี 65  
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํามาหมุนเหวี่ยงเพ่ือใหเศษพืชตกตะกอน ดวยความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นดูดสวนใสประมาณ 700 ไมโครลิตร ใส
หลอดไมโครทิวปหลอดใหม แลวเติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 700 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันดวยเครื่อง vortex นาน 1 นาที แลวหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนโปรตีนและเศษพืชท่ียัง
เหลืออยูดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลวดูดสวนใส
ใสหลอดไมโครทิวปหลอดใหม (ทําซํ้าอีก 1 รอบ) จากนั้นดูดสวนใสใสหลอดไมโครทิวปหลอด
ใหมแลวเติม 4 M LiCl ปริมาตร 1 เทาของสวนใส พลิกหลอดกลับไปกลับมาเบาๆ 2-3 ครั้ง แลว
นําไปบมเช้ือท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เทสวนใสท้ิงแลวลางตะกอนดวย TE buffer (10 
mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 1% SDS) 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่อง vortex 
จากนั้นเติม 5M NaCl 100 ไมโครลิตร และ Isopropanol เย็นจัด 500 ไมโครลิตร พลิกหลอดกลับไป
กลับมา 2-3 ครั้งเบาๆ แลวบมเช้ือท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนใสท้ิงและลางตะกอนดวย 
70% ethanol 500 ไมโครลิตร แลวหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4  
 
 

   CP gene    3a 

Genomic RNA-3 

 

  tRNAtyr 

FCP RCP2 

~651 bp 

   3’    5’ 
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องศาเซลเซียส นาน 5 นาที (ทําซํ้า 2 ครั้ง) เทสวนใสท้ิง ตากตะกอนใหแหง แลวละลายตะกอนดวย 
DEPC-dH2O 30 ไมโครลิตร แลวนําไปเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  
 
9.  การสังเคราะห Complementary DNA (cDNA)  
 
 ทําการสังเคราะห cDNA ของเช้ือ SCMV และ BMV ในสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค 
(CP gene) โดยนําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากใบขาวฟางท่ีเปนโรคมาทําการสังเคราะห cDNA ดวยวิธี 
reverse transcription (RT) โดยใชตัวอยางท่ีสกัดไดจากขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางท่ีเกิดจากเช้ือ
ไวรัส 2 ไมโครลิตร เติม Reverse primer (20 พิโคโมล/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํา 9 
ไมโครลิตร นําไปไวในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (DNA thermal cycler, MJ Research PTC-100) ท่ี
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทันทีนาน 5 นาที จากนั้นนํามาเติม 5x RT 
buffer 4 ไมโครลิตร และเติม 10 mM dNTPs 2 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทันทีนาน 5 นาที เติมเอนไซม MMuLV 1 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวม
ท้ังหมด 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที และ
บมตออีกท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที (Marie-Jeanne et al., 2000) 
 
10.  การเพ่ิมปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  
 

10.1   การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 
 
         ในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย cDNA 1 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1 ไมโครลิตร 

25 mM MgCl2 0.8 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs 0.5 ไมโครลิตร 10 pM Forward primer (SsCP-F3 : 
CGC GAA CCT GGC AAA GGA AGG C) 0.5 ไมโครลิตร10 pM Reverse primer (SsCP-R3 : 
TGG TGA GCA ACC ATT TTC GA) 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร 
และ dH2O 5.45 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวมท้ังหมด 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปใสในเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ (DNA thermal cycle) ของ Biometra โดยตั้งปฏิกิริยาท่ี 94 องศาเซลเซียส 3 นาที ตามดวย
ปฏิกิริยาเพ่ือใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอเพ่ิมปริมาณมากขึ้นในแตละรอบดังนี้ ขั้นตอนท่ี 1 
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบ (template) ใหเปนสายเดี่ยว 
(denature) ขั้นตอนท่ี 2 อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส 1 นาที เพ่ือใหไพรเมอรจับกับดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) ขั้นตอนท่ี 3 อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอ 
(extension) จํานวน 30 รอบ และปฏิกิริยาขั้นสุดทายท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที และทํา 

 

 
 
 18 



 

การเพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR เหมือนขั้นตนแตเปล่ียน Forward primer เปน SsCP2 (TCG AAA 
ATG GTT GCT CAC CA)  Reverse primer เปน T24 (TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT) 
และเปล่ียนอุณหภูมิในขั้นท่ี 2 เปน 55  องศาเซลเซียส เม่ือปฏิกิริยาเสร็จส้ินสมบูรณ เก็บดีเอ็นเอท่ี
เพ่ิมปริมาณไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sambrook and Russell, 2001) ตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาดวยเทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส บน 1 % agarose gel  
 

10.2   การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV 
 
                       ในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย cDNA 1 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1 ไมโครลิตร  
25 mM MgCl2 0.8 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs 0.5 ไมโครลิตร 10 pM Forward primer (FCP:  ATG 
TCG ACT TCA GGA ACT GGT AAG ATG) 0.5 ไมโครลิตร 10 pM Reverse primer (RCP2:  
GTG TCC TAC CTG GAC AGG GTC) 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร 
และ dH2O 5.45 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวมท้ังหมด 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปใสในเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ (DNA thermal cycle) ของ Biometra โดยตั้งปฏิกิริยาท่ี 94 องศาเซลเซียส 3 นาที ตามดวย
ปฏิกิริยาเพ่ือใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอเพ่ิมปริมาณมากขึ้นในแตละรอบดังนี้ ขั้นตอนท่ี 1 
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบ (template) ใหเปนสายเดี่ยว 
(denature) ขั้นตอนท่ี 2 อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส 1 นาที เพ่ือใหไพรเมอรจับกับดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) ขั้นตอนท่ี 3 อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือใหเกิดการสังเคราะหดเีอ็นเอ 
(extension) จํานวน 30 รอบ และปฏิกิริยาขั้นสุดทายท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที เม่ือ
ปฏิกิริยาเสร็จส้ินสมบูรณ เก็บดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sambrook and 
Russell, 2001) ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดวยเทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟรซีีส บน 1 % agarose gel  
 
                       นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดมาตรวจผลดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซีส (gel 
electrophoresis) บน 1% agarose gel ใน 0.5X TBE buffer  จากนั้นนําแผน agarose gel ไปแชใน
สารละลาย ethidium bromide (0.5 mg/ml) นาน 10 นาที และแชดวยน้ําเปลา10 นาที แลวนําไป
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation  
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11.  การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส  
 
  นําดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR มาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
อิเล็คโตรโฟรีซีส บน 1 % agarose gel แลวนํามาทําใหบริสุทธ์ิโดยใช QIAquick Gel  Extraction 
Kit  (QIAGEN®)  และเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ (vector) pGEM®-T easy (Promega coporation) 
แลวนําเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock transformation (Sambrook and 
Russell, 2001) คัดเลือกโคโลนเีดีย่วสีขาวซ่ึงคาดวามีพลาสมิดสายผสม นํามาเล้ียงบนอาหารเหลว 
LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
 
 แยกสกัดพลาสมิดตามวิธี Miniprep plasmid purification (QIAGEN®) สงพลาสมิดสาย
ผสมไปวิเคราะหท่ีบริษัท Ward medic จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะหและ
เปรียบเทียบกับขอมูลของเช้ือไวรัสท่ีมีรายงานในประเทศไทย และท่ีมีรายงานในฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปรแกรม ClustalW และแสดงความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของเช้ือไวรัสใน
รูป Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA 4 version 4.0.2 
 
12.  การทดสอบความรุนแรงของโรค 
 
 เนื่องจากพ้ืนท่ีปลูกขาวฟางในประเทศไทยมีไมมากนัก จึงกําหนดไอโซเลทจากแตละ
อําเภอท่ีทําการสํารวจ ทําการทดสอบความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ SCMV และ BMV แตละ
ไอโซเลท เพ่ือนําขอมูลท่ีไดไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอโรคท่ีเกิด
จากเช้ือไวรัสตอไป 
 

หลังจากไดเช้ือ SCMV และ BMV ท่ีบริสุทธ์ิแลว นํามาปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟาง
เมล็ด ซ่ึงเปนวัตถุดิบสวนผสมในการผลิตอาหารสัตว 6 สายพันธุ ไดแก UT 429-1, UT 1085 B, KU 
804, KU 439, อินทรี 2 และ ลูกผสมสีแดง ซ่ึงเปนพันธุท่ีออนแอและตานทานตอเช้ือ SCMV  
(วิริยาพร, 2551; กาญจนา, 2547) และ ขาวโพด 3 สายพันธุ ไดแก ขาวโพดหวาน (Hybrid 3) 
ขาวโพดฝกออน (SG 17) และ ขาวโพดไร (สุวรรณ 3) ซ่ึงเปนพันธุท่ีออนแอและตานทานตอเช้ือ 
SCMV และ BMV (วิริยาพร, 2551; จันทรเพ็ญ, 2551) (ตารางท่ี 3)โดยบดใบขาวฟางท่ีเปนโรคจาก
การปลูกเช้ือไวรัสอายุประมาณ 2 สัปดาร หลังการปลูกเช้ือ ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2 ใน
อัตราพืชสด 1 กรัม ตอบัพเฟอร 10 มิลลิลิตร ในโกรงท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว และแชเย็น ใชไนโตรเจน  
เหลวบดจนใบพืชละเอียด ผสมบัพเฟอร และแชในน้ําแข็ง ผสมน้ําคั้นพืชกับผงคารบอรันดัม ใช 
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นิวมือจุมลงในน้ําคั้นแลวทาบนใบพืชใหท่ัวท้ังใบ โดยพืชท่ีนํามาทดสอบมีอายุ 7 วัน ใชพืชทดสอบ 
20 ตน ตอเช้ือไวรัส 1 ไอโซเลท และพืชแตละสายพันธุจะมีตนท่ีไมไดปลูกเช้ือไวรัส 5 ตน ไวใชใน
การเปรียบเทียบ บันทึกลักษณะอาการของโรคอยางละเอียด คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคท่ีเกิด
จากเช้ือ SCMV ท่ี 6, 11, 16 และ 28 วัน หลังการปลูกเช้ือ นําเปอรเซ็นตการเกิดโรคมาหาคา
ความสามารถในการตานทานโรค ตามวิธีของ Khun และ Jellum (1970) และตรวจวินิจฉัยทาง 
ซีรัมวิทยาตอเช้ือ SCMV เพ่ือยืนยันผลการเกิดโรคบนพืชอาศัยในแตละชวงเวลา  
 
ตารางที่ 3  แผนการทดสอบความรุนแรงของโรค 
 

  
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

พืชอาศัย 
 

พันธุ 
เช้ือไวรัส 

ปลูกเช้ือ (ตน) ไมปลูกเช้ือ (ตน) 
ขาวฟาง UT 429-1 20 5 

 UT 1085 B  20 5 
 KU 804 20 5 
 KU 439 20 5 
 อินทรี 2 

ลูกผสมสีแดง 
20 
20 

5 
5 

ขาวโพด Hybrid 3 (ขาวโพดหวาน) 20 5 
 SG 17 (ขาวโพดฝกออน) 20 5 
 สุวรรณ 3 (ขาวโพดไร) 20 5 
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การหาเปอรเซ็นตการเกิดโรคและระดับความตานทานโรคของขาวฟางและขาวโพดท่ีเกิด
จากเช้ือ SCMV จากคา MDMV disease index ตามวิธีของ Kuhn และ Jellum (1970) ซ่ึงมี
รายละเอียดดังนี ้

 
MDMV disease index = 4w+3x+2y+z 

 
โดย w คือ เปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวฟางหลังปลูกเช้ือ 6 วัน 
 x คือ เปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวฟางหลังปลูกเช้ือ 11 วัน 
 y คือ เปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวฟางหลังปลูกเช้ือ 16 วัน 
 z คือ เปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวฟางหลังปลูกเช้ือ 28 วัน 
 
เม่ือไดคา MDMV disease index นํามาจัดระดับความตานทานโรคดังนี ้
 

    0 – 100 จัดอยูในระดับตานทานมาก (highly resistance) 
101 – 300 จัดอยูในระดับตานทาน (resistance) 
301 – 700 จัดอยูในระดับตานทานปานกลาง (moderate resistance) 
701 – 900 จัดอยูในระดับออนแอ (susceptibility) 
901 – 1000 จัดอยูในระดับออนแอมาก (highly susceptibility) 

 
สําหรับเช้ือ BMV ศึกษาความรุนแรงของโรคโดยดูจากลักษณะอาการของโรค การพัฒนา

อาการของโรค และเปอรเซ็นตการเกิดโรคท่ี 6, 11, 16 และ 28 วัน หลังการปลูกเช้ือ และตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาตอเช้ือ BMV เพ่ือยืนยันผลการเกิดโรคบนพืชอาศัยในแตละชวงเวลา โดยทํา
การทดสอบเช้ือ SCMV และ BMV ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลองกันแมลง 
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1.  ตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคดวยเทคนิค  Indirect-ELISA 
 

จากการเก็บตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางในจังหวัดลพบุรี สระบุรี นครสวรรค 
สุพรรณบุรี กาญจนบุรี และเพรชบูรณ  มาตรวจหาเช้ือ SCMV และ BMV ดวยเทคนิค Indirect- 
ELISA  พบเช้ือ SCMV 7 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทอําเภอโคกสําโรง จังหวัดลพบุรี (SCMV-Sr-LB), 
อําเภอตากฟา จังหวัดนครสวรรค (SCMV-Sr-NW), อําเภออูทอง จังหวัดสุพรรณบุร ี(SCMV-Sr-
SP), อําเภอเลาขวัญ จังหวัดกาญจนบุรี (SCMV-Sr-KB) และอําเภอบึงสามพัน (SCMV-Sr-PB1), 
อําเภอวิเชียรบุรี (SCMV-Sr-PB2) และอําเภอศรีเทพ (SCMV-Sr-PB3) ในจังหวัดเพชรบูรณ สําหรับ
เช้ือ BMV ตรวจพบในอําเภอพระพุทธบาท จังหวัดสระบุรี (BMV-Sr-SB) (ตารางท่ี 4) 
 
2.  การเพ่ิมปริมาณเชื้อ SCMV และ BMV 
  
 เพ่ิมปริมาณเช้ือ SCMV และ BMV จากตัวอยางขาวฟางท่ีตรวจพบเช้ือไวรัสดวยเทคนิค 
Indirect-ELISA  และขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางท่ีเก็บมาจากแหลงปลูกขาวฟางท่ีสําคัญ 6 จังหวัด 
ของประเทศไทย โดยปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 อายุ 7 วัน (ตารางภาค- 
ผนวกท่ี 1) พบวาหลังปลูกเช้ือ SCMV 3-4 วัน ขาวฟางเริ่มแสดงอาการดางเปนจุดสีซีด บริเวณโคน
ออนของใบ ตอมาอาการดางจะพัฒนาเปนขีดเล็กๆ สีเขียวออนสลับเขียวเขม ขนานไปตามความยาว
ของเสนใบ และอาการดางอยางชัดเจนจะกระจายไปท่ัวท้ังตนหลังปลูกเช้ือ 11 วัน หลังปลูกเช้ือ 
BMV ลงบนขาวฟาง 3-4 วัน ขาวฟางเริ่มแสดงอาการดางเปนจุดสีซีด บริเวณโคนออนของใบ ตอมา
อาการดางจะพัฒนาเปนขีดๆสีขาว และจะพบอาการดางอยางชัดเจนกระจายไปท่ัวท้ังตนหลังปลูก
เช้ือ 11 วัน และหลังจากปลูกเช้ือไวรัสจากขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางท้ังหมด พบเช้ือไวรัส 
ไอโซเลท Sr-PB โดยหลังจากปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน ขาวฟางเริ่มแสดงอาการดางเปนจุดสีซีด 
บริเวณโคนออนของใบ ตอมาอาการดางจะพัฒนาเปนจุดสีซีดกระจายท่ัวท้ังตน และจะพบอาการ
ดางอยางชัดเจนกระจายไปท่ัวท้ังตนหลังปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน ซ่ึงลักษณะอาการดางของขาวฟางท่ี
เกิดจากเช้ือ SCMV, BMV และไวรัสไอโซเลท Sr-PB คลายกับอาการดางท่ีแสดงบนใบขาวฟางท่ี
เก็บไดจากแหลงปลูก  
 
 
 

 

 
 
  



 

3.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัสดวยวิธี  SDS-PAGE 
       

จากการทดลองพบแถบโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV-Sr-LB, NW, SP, KB, PB1, 
PB2 และ PB3 (ภาพท่ี 5) มีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาดประมาณ 39.37  
กิโลดาลตัน (ตารางท่ี 4) เม่ือเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสน ท่ี R2 = 0.9919 (ภาพ
ผนวกท่ี 1) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับนําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีเคยมี
รายงานไว คือ 37-38 กิโลดาลตัน (Mohammadi et al., 2006) น้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาค
ของเช้ือ BMV-Sr-SB มีขนาดประมาณ 21.98 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 6) และพบวาน้ําหนักโมเลกุล
โปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB มีขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 6) 
โดยเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสน ท่ี R2 = 0.9923 (ภาพผนวกท่ี 2) เช้ือ BMV ท่ีแยก
ไดจากขาวฟางมีน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคท่ีมีขนาดใกลเคยีงกับน้ําหนักโมเลกุลโปรตีน
หอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย คือ 21.68 กิโลดาลตัน  
(จันทรเพ็ญ, 2551) 
 
4.  การศึกษาลักษณะอนุภาคของเชื้อไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

 
 นําตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB, NW, SP, KB, 
PB1, PB2, PB3, BMV-Sr-SB และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB  มาศึกษาลักษณะของอนุภาคของเช้ือ
ไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ตารางท่ี 4) พบอนุภาคของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท มี
ลักษณะแบบทอนยาวคด (flexuous rod) โดยเช้ือ SCMV-Sr-LB กวาง 15.3 นาโนเมตร ยาว 744.9 
นาโนเมตร, SCMV-Sr-NW กวาง 15.3 นาโนเมตร ยาว 748.8 นาโนเมตร, SCMV-Sr-SP กวาง 13.5 
นาโนเมตร ยาว 729.4 นาโนเมตร, SCMV-Sr-KB กวาง 13.5 นาโนเมตร ยาว 705.8 นาโนเมตร, 
SCMV-Sr-PB1 กวาง 15.3 นาโนเมตร ยาว 776.4 นาโนเมตร, SCMV-Sr-PB2 กวาง 15.3  
นาโนเมตร ยาว 771 นาโนเมตร และ SCMV-Sr-PB3 กวาง 15.3 นาโนเมตร ยาว 747.1 นาโนเมตร 
ความยาวของอนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟาง มีขนาดใกลเคียงกับความยาวของ
อนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีมีรายงานไว คือ 730-755 นาโนเมตร (Bond and Pirone, 1971) อนุภาค
ของเช้ือ BMV-Sr-SB มีลักษณะแบบทรงกลม (isometric) เสนผานศูนยกลางขนาด 27 นาโนเมตร 
ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย คือ 26 นาโนมเตร  
(จันทรเพ็ญ, 2551) และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB มีลักษณะอนุภาคแบบทอนยาวคด กวาง 15.3  
นาโนเมตร ยาว 706 นาโนเมตร (ภาพท่ี 7)  
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สําหรับเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB มีลักษณะอนุภาคแบบทอนยาวคด ความยาวขนาด
ประมาณ 706 นาโนเมตร และน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคมีขนาดประมาณ 34  
กิโลดาลตัน ซ่ึงมีความใกลเคียงกับเช้ือ Sorghum mosaic virus (SrMV) ท่ีเคยมีรายงานเขาทําลาย 
ขาวฟางในตางประเทศ โดยอนุภาคมีความยาวขนาด 702-714 นาโนเมตร (Chen and Adams, 2001) 
และโปรตีนหอหุมอนุภาคมีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 36 กิโลดาลตัน (Lapierre and Signoret, 2004) จึง
คาดวาเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB นาจะเปนเช้ือ SrMV จึงนําไพรเมอรท่ีเคยมีรายงานใชในการเพ่ิม
ปริมาณลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือ SrMV มาเพ่ิมปริมาณและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
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             kDa         1         2        3         4          5          6          7           8          9 

 
 
ภาพที่ 5  การวิเคราะหขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยวิธี  

  SDS-PAGE              
     

   ชองเจลท่ี 1 = โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431) 
   ชองเจลท่ี 2 = ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
   ชองเจลท่ี 3 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB 
                ชองเจลท่ี 4 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW 
                ชองเจลท่ี 5 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP 
                ชองเจลท่ี 6 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-KB 
                ชองเจลท่ี 7 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 
                ชองเจลท่ี 8 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB2 
                ชองเจลท่ี 9 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB3 
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  kDa        1           2          3            4 

 
 
ภาพที่ 6  การวิเคราะหขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB  
               และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ดวยวิธี SDS-PAGE 
 
          ชองเจลท่ี 1 = โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431) 
          ชองเจลท่ี 2 = ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
               ชองเจลท่ี 3 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 
               ชองเจลท่ี 4 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB 
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ภาพที่ 7  ลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัส SCMV-Sr-LB (A), SCMV-Sr-NW (B), SCMV-Sr- SP 
               (C), SCMV-Sr-KB (D), SCMV-Sr-PB1 (E), SCMV-Sr-PB2 (F), SCMV-Sr-PB3  
               (G), BMV-Sr-SB (H) และไวรัสไอโซเลท Sr-PB (I) 
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ตารางที่ 4  สรุปผลการตรวจหาเช้ือไวรัสดวยเทคนคิ Indirect-ELISA การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสดวยวิธี SDS-PAGE 
                   และการศึกษาลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส, - ตรวจไมพบเช้ือไวรสั 
 

สถานท่ี  Indirect ELISA  
SDS-PAGE 

 
ลักษณะอนุภาค 

 
ช่ือเรียก จังหวัด อําเภอ  SCMV BMV 

ลพบุรี หนองมวง  - -    
 โคกสําโรง  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-LB 

สระบุรี พระพุทธบาท  - + 21.98 kDa ทรงกลม BMV-Sr-SB 
 วังมวง  - -    
 หนองโดน  - -    

นครสวรรค ตากฟา  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-NW 
 ตาคล ี  - -    

สุพรรณบุรี อูทอง  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-SP 
กาญจนบุรี เลาขวัญ  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-KB 
เพชรบูรณ บึงสามพัน 

 
 + 

- 
- 
- 

39.37 kDa 
34 kDa 

ทอนยาวคด 
ทอนยาวคด 

SCMV-Sr-PB1 
ไวรัสไอโซเลท Sr-PB 

 ศรีเทพ  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-PB2 
 วิเชียรบุรี  + - 39.37 kDa ทอนยาวคด SCMV-Sr-PB3 

       29 
 



 

5.  การแยกเชื้อไวรัสใหบริสุทธิ ์และการคัดเลือกไวรัสไอโซเลทที่บริสุทธิ ์
 
 5.1  การคัดเลือกเช้ือ SCMV ไอโซเลทท่ีบริสุทธ์ิ 
 
        คัดเลือกเช้ือ SCMV ไอโซเลทท่ีบรสุิทธ์ิไมมีเช้ือไวรัสอ่ืนปนโดยการวิเคราะหโปรตีน
หอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยวิธี SDS-PAGE (ภาพท่ี 5) พบวาเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจาก 
ขาวฟางท้ัง 7 ไอโซเลท (SCMV-Sr-LB, NW, SP, KB, PB1, PB2 และ PB3) มีความบริสุทธ์ิทุก 
ไอโซเลท โดยท่ีทุกไอโซเลทมีน้ําหนักโมเลกลุโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาด 39.37 กิโลดาลตัน 
(ภาพท่ี 5) ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับท่ีมีรายงานไววาโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV มีน้ําหนัก
โมเลกุลขนาดประมาณ 37-38 กิโลดาลตัน (Mohammadi et al., 2006) นําเช้ือ SCMV ไอโซเลทท่ี 
บริสุทธ์ิไปแยกสกัดอารเอ็นเอ และทดสอบความรุนแรงของโรคตอไป 
  

5.2  การแยกเช้ือ BMV ใหบริสุทธ์ิ 
 
        นําเช้ือ BMV ไอโซเลทจังหวัดสระบุรี (BMV-Sr-SB) มาแยกเช้ือโดยการปลูกเช้ือ
ไวรัสดวยวิธีกลลงบน Chenopodium amaranticolor หลังจากปลูกเช้ือ 4 วัน ปรากฎอาการแผลจุดสี
เหลืองเขม มีสีเหลืองออนลอมรอบ (ภาพท่ี 8) ซ่ึงสอดคลองกับท่ีรายงานไววา พืชจะแสดงอาการ
แผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (ธีระ, 2532; Paulsen and Niblett, 1977) จากนั้นแยกแผลจุดแตละ
จุดมาปลูกเช้ือลงบนขาวโพดหวานซ่ึงออนแอตอเช้ือ (จันทรเพ็ญ, 2551) หลังจากปลูกเช้ือ 6 วัน 
พบวาขาวโพดหวานจะแสดงอาการใบดางเปนแถบขาว (ภาพท่ี 9) จะตองรีบนํามาปลูกเช้ือบน 
ขาวฟางเพ่ือเพ่ิมปริมาณ เนื่องจากขาวโพดหวานจะพัฒนาอาการดางจนใบไหมทําใหขาวโพดหวาน
สวนใหญตาย 
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ภาพที่ 8  ลักษณะอาการจุดเฉพาะแหงของใบ C. amaranticolor หลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 
               4 วัน (A) เปรียบเทียบกับลักษณะของใบปกติ (B) 
 

  
 
ภาพที่ 9  อาการใบดางของขาวโพดหวานหลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 6 วัน (A) 
               เปรียบเทียบกับขาวโพดหวานปกติ (B) 
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6.  การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส 
 
 6.1  การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 
 
        นําอารเอ็นเอท่ีแยกสกัดไดจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทท่ีบริสุทธ์ิ ในแตละจังหวัดมา 
สังเคราห cDNA ในสวนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช 
คูไพรเมอร SsCP-F3 กับ SsCP-R3 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 782 คูเบส (ภาพท่ี 10) และ 
คูไพรเมอร SsCP2 กับ T24 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 685 คูเบส (ภาพท่ี 11) นําแถบดีเอ็นเอ 
ของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท ท่ีสังเคราะหไดจากไพรเมอรท้ัง 2 คู มาเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ 
pGEM®-T easy (Promega coporation) จะไดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม แลวทําการคัดเลือกโคลน 
ท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมขนาดท่ีตองการคือ 782 และ 685 คูเบส จากนั้นนําโคลนไปวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทด แลวนํามาจัดเรียงตอกันใหครบท้ังยีน และทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และ
ลําดับกรดอะมิโนตอไป 
 
 6.1  การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV 
 
        นําอารเอ็นเอท่ีแยกสกัดไดจากเช้ือ BMV ท่ีผานการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ มาสังเคราห 
cDNA ในสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชคู 
ไพรเมอร FCP กับ RCP2 ซ่ึงใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ภาพท่ี 12) นําแถบดีเอ็นเอ
ของเช้ือ BMV มาเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ pGEM®-T easy (Promega coporation) จะไดพลาสมิด
ดีเอ็นเอสายผสม แลวทําการคัดเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมขนาดท่ีตองการคือ 681 คูเบส 
จากนั้นนําโคลนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด แลวนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได มาวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนตอไป 
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6.3 การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB 
 

นําอารเอ็นเอท่ีแยกสกัดจากเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ซ่ึงคาดวานาจะเปนเช้ือ SrMV 
มาสังเคราะห cDNA และเพ่ิมปริมาณในปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร SrMV-F กับ SrMV-R 
(Yujia et al., 2009) ซ่ึงในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย cDNA 1 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1 
ไมโครลิตร 25 mM MgCl2 0.8 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs 0.5 ไมโครลิตร 10 pM Forward primer 
(SrMV-F: ACA GCA GAW GCA ACR GCA CAA GC) 0.5 ไมโครลิตร10 pM Reverse primer 
(SrMV-R: CTC WCC GAC ATT CCC ATC CAA GCC) 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA Polymerase 
0.25 ไมโครลิตร และdH2O 5.45 ไมโครลิตร ปฏิกิริยารวมท้ังหมด 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปใส
ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (DNA thermal cycle) ของ Biometra โดยตั้งปฏิกิริยาท่ี 94 องศาเซลเซียส 
3 นาที ตามดวยปฏิกิริยาเพ่ือใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอเพ่ิมปริมาณมากขึ้นในแตละรอบดังนี้ 
ขั้นตอนท่ี 1 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบ (template) ใหเปนสาย
เดี่ยว (denature) ขั้นตอนท่ี 2 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาที เพ่ือใหไพรเมอรจับกับดีเอ็นเอ
ตนแบบ (annealing) ขั้นตอนท่ี 3 อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที เพ่ือใหเกิดการสังเคราะห 
ดีเอ็นเอ (extension) จํานวน 30 รอบ และปฏิกิริยาขั้นสุดทายท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 
ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดวยเทคนิคเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส บน 1 % agarose gel 
 
                   จากผลการทดลองสามารถสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดขนาด 360 คูเบส แตเม่ือ
นําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank 
พบวาไมตรงกับขอมูลใดเลย จึงเปล่ียนมาใชคูไพรเมอร SrMV-F2 (AAG CAA CAG CAC AAG 
CAC) กับ SrMV-R2 (TGA -CTC TCA CCG ACA TTC C) (Maximiliano et al., 2009) เปล่ียน
อุณหภูมิขั้นตอนท่ี 2 ในปฏิกิริยา PCR เปน 60 องศาเซลเซียส สามารถสังเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดไดขนาด 431 คูเบส เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับ 
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank พบวาไมตรงกับขอมูลใดเลย จึงเปล่ียนมาใชคูไพรเมอร 
Unipoty-F (GTT TTC CCA GTC ACG AC) กับ Unipoty-R (GGN -AAY AAY AGY GGN CAR 
CC) (Chen et al., 2001) ซ่ึงสามารถสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ NIb gene ของเช้ือ
ไวรัสท่ีจัดอยูในกลุม Potyvirus พบวาสามารถสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดขนาด 665 คูเบส นํา
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank พบวา
ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของขาวฟาง จึงคาดวาเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ไมใชเช้ือ SrMV 
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                              1         2          3          4         5          6          7          8         9 

 
 
ภาพที่ 10  ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตนีหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยเทคนิค 
                 RT-PCR โดยใชไพรเมอร SsCP-F3 และ SsCP-R3 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
                 782 คูเบส 
 
    ชองเจลท่ี 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentus) 
    ชองเจลท่ี 2 = ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
    ชองเจลท่ี 3 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB 
    ชองเจลท่ี 4 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW 
    ชองเจลท่ี 5 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP 
    ชองเจลท่ี 6 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-KB 
    ชองเจลท่ี 7 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 
    ชองเจลท่ี 8 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB2 
    ชองเจลท่ี 9 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB3 
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ภาพที่ 11  ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยเทคนิค 
                 RT-PCR โดยใชไพรเมอร SsCP2 และ T24 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 685  
                 คูเบส 
 
    ชองเจลท่ี 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
    ชองเจลท่ี 2 = ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
    ชองเจลท่ี 3 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB 
    ชองเจลท่ี 4 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW 
    ชองเจลท่ี 5 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP 
    ชองเจลท่ี 6 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-KB 
    ชองเจลท่ี 7 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 
    ชองเจลท่ี 8 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB2 
    ชองเจลท่ี 9 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB3 
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ภาพที่ 12  ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ดวยเทคนิค 
                 RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP และ RCP2 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส 
                  

   ชองเจลท่ี 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
    ชองเจลท่ี 2 = ขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ 
    ชองเจลท่ี 3 = ขาวฟางเปนโรคจากการปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 
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7.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน 
 

7.1 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ SCMV 
 
                     จากการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท ดวย
เทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร 2 คู  คือ SsCP-F3 กับ SsCP-R3 และ SsCP2 กับ T24  พบวา
สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอไดขนาด 921-966 คูเบส (ภาพผนวกท่ี 3) ซ่ึงกําหนดสรางโพลีเปป-
ไทดขนาด 305-321 กรดอะมิโน (ภาพผนวกท่ี 4) โดยเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดลพบุรี (SCMV-
Sr-LB) และสุพรรณบุรี (SCMV-Sr-SP) มีลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 921 คูเบส, นครสวรรค 
(SCMV-Sr-NW) และกาญจนบุรี (SCMV-Sr-KB) มีลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 942 คูเบส และ 
ไอโซเลทของจังหวัดเพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB1, SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-PB3) มีลําดับ 
นิวคลีโอไทดขนาด 966 คูเบส 

 
                     วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนในสวนของยีนโปรตีนหอหุม
อนุภาคของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท พบวาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ 
SCMVท้ัง 7 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันท่ีระดับ 72-99 และ 81-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
(ภาพท่ี 13) เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7  
ไอโซเลท มาวิเคราะหเปรียบเทียบกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจาก ออย และขาวโพดในประเทศไทย 
และเช้ือ SCMV ท่ีมีในฐานขอมูล GenBank (ตารางท่ี 5) พบวาเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางท้ัง 
7 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออยในประเทศไทย (SCMV-Sc-KB, 
NW และ NP) ท่ีระดับ 78-96 เปอรเซ็นต โดยท่ีเช้ือ SCMV-Sr- NW, KB, PB1, PB2 และ PB3 มี
ความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย ท่ีระดับ 90-96 เปอรเซ็นต และเช้ือ SCMV-Sr-
LB และ SP มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย ท่ีระดับเพียง 78-82 เปอรเซ็นต 
เทานั้น ซ่ึงในปจจุบันไดมีการกําหนดความแตกตางของชนิด (species) ไวรัสในกลุม SCMV โดย
ในสวนของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคมีความเหมือนกันนอยกวา 80 
เปอรเซ็นต จะถูกจัดใหเปนไวรัสตางชนิดกัน (Van Regnmortel et al., 2000) ดังนั้นเช้ือ SCMV-Sr-
LB นาท่ีจะเปนคนละชนิดกับเช้ือ SCMV-Sc-KB และเช้ือ SCMV-Sr-SP นาท่ีจะเปนคนละชนิดกับ
เช้ือ SCMV-Sc-KB และ NP ท่ีแยกไดจากออยในประเทศไทย  เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางใน
ประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศ
ไทย (SCMV-Mz-NM, SB และ TK) ท่ีระดับ 81-99 เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV 
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ท่ีแยกไดจากออย (SCMV-YH) และขาวโพด (SCMV-HN) ในประเทศจีน ทีระดบั 81-86 และ 85 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออยในประเทศสหรัฐ- 
อเมริกา (SCMV-D และ E) ท่ีระดับ 81-85 เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกได
จากออยในประเทศออสเตรเลีย (SCMV-Bris) ท่ีระดับ 81-85 เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับ
เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศสเปน (SCMV-Sp) ท่ีระดับ 84-85 เปอรเซ็นต และมี
ความคลายคลึงกันกับเช้ือ SrMV ท่ีมีรายงานในตางประเทศ (SrMV-H, I และ M) ท่ีระดับ 51-72 
เปอรเซ็นต 
 
                     วิเคราะหความสัมพันธ Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนในสวนของยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท พบวา 
เช้ือ SCMV-Sr-NW, KB, PB1, PB2 และ PB3 จัดอยูกลุมเดียวกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย 
และขาวโพดในประเทศไทย เช้ือ SCMV-Sr-LB และ SP จัดอยูกลุมเดียวกันกับเช้ือ SCMV ท่ีเขา
ทําลายออยและขาวโพดในตางประเทศ (ภาพท่ี 14) ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจาก 
ขาวฟางในประเทศไทย มีความผันแปรทางพันธุกรรมของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส
อยูมากเม่ือเปรียบเทียบกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย และขาวโพดในประเทศไทย 
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         Name 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 
1. SCMV-Sr-LB  73 95 73 72 72 72 72 72 72 73 73 73 86 83 82 83 83 85 65 64 70 62 58 64 49 51 
2. SCMV-Sr-NW 85  72 98 90 90 90 97 97 97 97 99 99 82 79 79 73 73 83 64 63 79 59 57 59 52 54 
3. SCMV-Sr-SP 95 83  72 72 72 72 71 71 71 72 72 72 86 82 81 82 81 85 64 64 84 62 60 63 49 50 
4. SCMV-Sr-KB 85 99 83  90 90 90 98 98 98 98 98 98 82 72 72 72 73 84 64 64 79 60 57 59 52 54 
5. SCMV-Sr-PB1 82 93 81 93  99 99 89 89 89 89 90 90 83 73 70 68 67 74 66 66 83 59 58 59 48 52 
6. SCMV-Sr-PB2 83 94 81 94 99  99 89 89 90 89 90 90 83 73 70 68 67 74 66 66 83 59 58 59 48 52 
7. SCMV-Sr-PB3 83 94 81 94 99 100  89 89 89 89 90 90 83 73 70 68 67 74 66 66 83 59 58 59 48 52 
8. SCMV-Sc-KB 79 95 78 95 90 91 91  99 98 98 97 97 82 71 68 68 72 83 64 63 79 60 57 59 52 54 
9. SCMV-Sc-NW 80 95 80 96 90 91 91 98  98 98 97 97 80 71 68 68 72 83 64 66 79 60 57 59 52 54 
10. SCMV-Sc-NP 82 96 79 96 91 92 92 97 97  99 97 97 82 71 68 68 68 83 64 63 79 59 57 59 52 53 
11. SCMV-Mz-NM 81 97 80 97 92 92 92 96 96 96  97 97 82 71 69 68 72 83 64 63 79 59 57 59 52 54 
12. SCMV-Mz-SB 85 99 83 99 93 93 93 94 95 95 96  100 82 79 72 68 73 83 64 63 79 59 57 59 52 54 
13. SCMV-Mz-TK 85 99 83 99 93 93 93 94 95 95 96 100  82 79 72 68 73 83 64 63 79 59 57 59 52 54 
14. SCMV-HN 85 86 85 86 85 85 85 83 83 84 85 86 86  84 82 81 82 93 65 65 84 63 66 62 54 54 
15. SCMV-YH 86 81 84 81 83 84 84 79 79 80 80 81 81 89  83 82 82 83 67 67 82 62 59 61 50 50 
16. SCMV-D 83 83 83 83 82 83 83 79 81 80 81 83 83 85 88  96 97 82 65 69 83 61 57 61 48 52 
17. SCMV-E 85 81 83 81 81 82 82 78 79 79 80 81 81 83 83 96  97 82 66 67 69 60 57 60 48 51 
18. SCMV-Bris 85 83 83 83 81 82 82 80 80 81 82 83 83 83 85 98 96  81 65 69 82 60 57 60 49 52 
19. SCMV-Sp 85 85 85 85 84 84 84 81 82 83 84 85 85 95 87 84 81 85  65 65 80 61 58 61 54 54 
20. MDMV-A 74 73 73 73 72 73 73 71 72 72 72 72 72 74 74 74 75 76 74  92 64 72 67 75 51 51 
21. MDMV-Sp 75 74 73 74 74 75 75 72 73 73 73 73 73 74 73 76 77 77 74 96  67 72 67 75 50 50 
22. MDMV-B 83 86 84 86 83 84 84 84 84 84 86 86 86 86 85 84 84 83 84 74 75  61 59 59 51 51 
23. SrMV-H 71 68 70 68 65 66 66 66 67 68 67 70 70 70 70 74 73 72 70 78 79 67  97 97 54 50 
24. SrMV-I 71 70 72 70 66 66 66 69 69 69 68 69 69 70 71 75 74 74 70 80 80 66 90  97 47 51 
25. SrMV-M 55 53 54 53 51 51 51 52 52 52 53 52 52 52 55 57 56 58 53 59 59 52 79 88  54 52 
26. JGMV-MDO 55 58 54 58 57 57 57 57 58 57 57 58 58 57 55 57 58 57 57 58 56 58 56 55 40  89 
27. JGMV 55 58 53 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 56 58 58 58 58 58 57 58 55 56 41 93  

    ภาพที ่13  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด (บนขวา) และลําดับกรดอะมิโน (ลางซาย) ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV 
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ตารางที่ 5  ขอมูลของเช้ือ SCMV ท่ีใชเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด 
                  ลําดับกรดอะมิโน และความสัมพันธในรูป Phylogenetic tree  
 

         ไวรัส ประเทศ/พืชอาศัย Accession number 
1. SCMV-Sr-LB ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
2. SCMV-Sr-NW ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
3. SCMV-Sr-SP ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
4. SCMV-Sr-KB ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
5. SCMV-Sr-PB1 ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
6. SCMV-Sr-PB2 ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
7. SCMV-Sr-PB3 ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี้ 
8.SCMV-Sc-KB ไทย (ออย) *1 
9. SCMV-Sc-NW ไทย (ออย) *1 
10. SCMV-Sc-NP ไทย (ออย) *1 
11. SCMV-Mz-NM ไทย (ขาวโพด) *2 
12. SCMV-Mz-SB ไทย (ขาวโพด) *2 
13. SCMV-Mz-TK ไทย (ขาวโพด) *2 
14. SCMV-HN จีน (ขาวโพด) AF494510 
15. SCMV-YH จีน (ออย) AJ310104 
16. SCMV-D สหรัฐอเมริกา (ออย) U57356 
17. SCMV-E สหรัฐอเมริกา (ออย) AY836523 
18. SCMV-Bris ออสเตรเลีย (ออย) AJ278405 
19. SCMV-Sp สเปน  (ขาวโพด) AM110759 
20. MDMV-A สหรัฐอเมริกา U07216 
21. MDMV-Sp สเปน  (ขาวโพด) AM110758 
22. MDMV-B ออสเตรเลีย (ขาวโพด) D00949 
23. SrMV-H สหรัฐอเมริกา U57358 
24. SrMV-I สหรัฐอเมริกา U57359 
25. SrMV-M สหรัฐอเมริกา U57360 
26. JGMV-MDO สหรัฐอเมริกา U07217 
27. JGMV ออสเตรเลีย (หญาจอหนสัน) NC_003606 

 
หมายเหตุ  *1 วิริยาพร (2551), *2 วันวิสา (2551) 
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ภาพที่ 14  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม 
                 อนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท กับเช้ือ 
                 SCMV ท่ีมีรายงานในประเทศไทย และในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม ClustalW 
                 และ MEGA 4 version 4.0.2 
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7.2  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ BMV 
 

                     จากการเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV ไอโซเลทจังหวัดสระบุรี 
(BMV-Sr-SB) ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP และ RCP2 พบวาสามารถสังเคราะห
แถบดีเอ็นเอไดขนาด 573 คูเบส (ภาพผนวกท่ี 5) กําหนดสรางโพลีเปปไทดขนาด 305-321  
กรดอะมิโน (ภาพผนวกท่ี 6)  
 
                     วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ BMV พบวาลําดับ 
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย มี
ความคลายคลึงกันกับเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย (BMV-Mz-RB และ BMV-
Mz-KB) ท่ีระดับ 98-99 และ 98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางท่ี 6) คาดวาเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจาก
ขาวฟาง และขาวโพดในประเทศไทย นาจะเปนเช้ือไวรัสสายพันธุเดียวกัน เนื่องจากลําดับ 
กรดอะมิโนมีความคลายคลึงกันสูงมาก นําลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจาก 
ขาวฟางในประเทศไทยมาเปรียบเทียบกับเช้ือ BMV ท่ีมีในฐานขอมูล GenBank (ตารางท่ี 7) พบวา
มีความคลายคลึงกนักับเช้ือ BMV-F, BMV-R และ BMV-T ท่ีระดับ 76 เปอรเซ็นต  
 
                     วิเคราะหความสัมพันธ Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนในสวนของยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย พบวาเช้ือ BMV-
Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยจัดอยูกลุมเดียวกันกับเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพด
ในประเทศไทย (ภาพท่ี 15) คาดวาเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยกับเช้ือ BMV ท่ี
แยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย (BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB) นาจะเปนเช้ือไวรัสสาย
พันธุเดียวกัน เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนมีความคลายคลึงกันสูงถึง 98 เปอรเซ็นต อนุภาคของเช้ือ 
BMV-Sr-SB มีเสนผาศูนยกลางขนาดประมาณ 27 นาโนเมตร มีความใกลเคียงกับอนุภาคของเช้ือ 
BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย ซ่ึงอนุภาคมีเสนผาศูนยกลางมีขนาดประมาณ 26  
นาโนเมตร และน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคมีขนาด 21.98 กิโลดาลตัน มีความใกลเคียง
กับน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย ซ่ึงมี
ขนาด 21.68 กิโลดาลตัน (จันทรเพ็ญ, 2551) 
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ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด (บนขวา) และลําดับกรดอะมิโน 
                    (ลางซาย) ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV 
 

 
ตารางที่ 7  ขอมูลของเช้ือ BMV ท่ีใชเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด 
                  ลําดับกรดอะมิโน และความสัมพันธในรูป Phylogenetic tree  
 

              ไวรัส ประเทศ/พืชอาศัย Accession number 
       1. BMV-Sr-SB ไทย (ขาวฟาง) การทดลองนี ้
       2. BMV-Mz-KB ไทย (ขาวโพด) *1 
       3. BMV-Mz-RB ไทย (ขาวโพด) *1 
       4. BMV-F สหรัฐอเมริกา DQ530425 
       5. BMV-R รัสเซีย J02042 
       6. BMV-T ญี่ปุน X58459 

 
หมายเหตุ  *1 จันทรเพ็ญ (2551) 
 
 
 
 
 
 
 
 

                Name 1 2 3 4 5 6 
       1. BMV-Sr-SB  99 98 74 73 73 
       2. BMV-Mz-KB 98  99 74 73 73 
       3. BMV-Mz-RB 98 100  74 73 73 
       4. BMV-F 76 77 77  98 99 
       5. BMV-R 76 76 76 98  98 
       6. BMV-T 76 77 77 98 98  
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ภาพที่ 15  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม 
                 อนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย กับเช้ือ BMV ท่ีมี 
                 รายงานในประเทศไทย และในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม ClustalW  
                 และ MEGA 4 version 4.0.2 
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8.  การทดสอบความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อ SCMV 
  

8.1  ขาวฟาง 
 

                     นําเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท (SCMV-Sr-LB, 
NW, SP, KB, PB1, PB2 และ PB3) มาทําการปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟาง 6 สายพันธุ ไดแก 
UT 429-1, UT 1085B, KU 804, KU 439, อินทรี 2 และ ลูกผสมสีแดง พบวาขาวฟางเริ่มแสดง
อาการของโรคหลังปลูกเช้ือไวรัส 3-5 วัน โดยขาวฟางจะแสดงอาการดางเปนจุดสีซีดเล็กๆท่ีบริเวณ
โคนใบออน ตอมาจุดสีซีดเล็กๆนั้นจะกระจายไปท่ัวท้ังใบ หลังปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน และอาการ
พัฒนาเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขมตามแนวยาวของเสนใบ ลักษณะอาการมองเห็นไดชัดเจน
เม่ือเปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ โดยท่ีขาวฟางสายพันธุอินทร ี2 แสดงอาการของ
โรคท่ีชัดเจนหลังปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB (ภาพท่ี 16) ซ่ึงขาวฟางสวนใหญนั้นมีลักษณะอาการท่ี
สอดคลองกนั ยกเวนขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 พบวาขาวฟางมีลักษณะอาการใบยอดไหม
หลังจากปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB (ภาพท่ี17) และ SCMV-Sr-PB3 6 วัน (ภาพท่ี18) แตขาวฟาง
สามารถเจริญเติบโตตอไปไดเม่ือแตกยอดใหมลักษณะอาการยอดไหมหายไป ขาวฟางเจริญเติบโต
ปกติ และขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 หลังจากปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP 28 วัน พบวาขาวฟางแสดง
อาการใบไหม (ภาพท่ี19) บางตนแสดงอาการไหมอยางรุนแรงจนตนขาวฟางตาย  
           
                     การคํานวณหาระดับความรุนแรงของโรค จากสูตร MDMV disease index บน 
ขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ จากการปลูกเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท สามารถจัดระดับความรุนแรงของ
โรคได 5 ระดับ (ตารางท่ี 8-10)  ดังนี้ 1) ระดับตานทานมาก มีคา MDMV disease index ในชวง  
0-100 ไดแก ขาวฟางสายพันธุ อินทร ี2 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW, SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-
PB2 2) ระดับตานทาน มีคา MDMV disease index ในชวง 101-300 ไดแก ขาวฟางสายพันธุ  
KU 804 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW ขาวฟางสายพันธุ KU 439 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW และ 
SCMV-Sr-KB ขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP, SCMV-Sr-KB และ SCMV-Sr-
PB3 3) ระดับตานทานปานกลาง มีคา MDMV disease index ในชวง 301-700 ไดแก ขาวฟาง 
สายพันธุ UT 429-1 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW และ SCMV-Sr-KB ขาวฟางสายพันธุ UT 1085B ท่ี
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-SP, SCMV-Sr-KB, SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-PB3 ขาวฟางสายพันธุ KU 
439 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-NW, SCMV-Sr-SP, SCMV-Sr-PB1, SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-
PB3 ขาวฟางสายพันธุ อินทร ี2 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB และ ขาวฟางสายพันธุ ลูกผสมสีแดง ท่ี
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-KB 4) ระดับออนแอ มีคา MDMV disease index ในชวง 700-900 ไดแก  
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ขาวฟางสายพันธุ KU 439 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB และ ขาวฟางสายพันธุลูกผสมสีแดง ท่ีปลูกเช้ือ 
SCMV-Sr-NW, SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-PB3 5) ระดับออนแอมาก มีคา MDMV disease 
index ในชวง 901-1000 ไดแก ขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB, SCMV-Sr-
SP, SCMV-Sr-PB1, SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-PB3 ขาวฟางสายพันธุ UT 1085B ท่ีปลูกเช้ือ 
SCMV-Sr-LB และ SCMV-Sr-PB1 ขาวฟางสายพันธุ KU 804 ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB, SCMV-
Sr-SP, SCMV-Sr-KB, SCMV-Sr-PB1, SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-PB3 ขาวฟางสายพันธุ 
ลูกผสมสีแดง ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB และ SCMV-Sr-PB2 
          
                     จากการทดสอบความรุนแรงของโรคบนขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ พบวาเช้ือ SCMV-Sr-
LB เปนเช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีรุนแรงท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการกอใหเกิดโรคบนขาวฟางทดสอบ
เฉล่ียสูงถึง 94.2 เปอรเซ็นต และขาวฟางทดสอบมีคา MDMV disease index เฉล่ียท่ี 847.5 ซ่ึงจัดอยู
ในระดับออนแอ เช้ือ SCMV-Sr-NW เปนเช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีรุนแรงนอยท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคเฉล่ียท่ี 55.8 เปอรเซ็นต และขาวฟางมีคา MDMV disease index เฉล่ียท่ี 440.8 ซ่ึงจัดอยู
ในระดับตานทานปานกลาง และพบวาเช้ือ SCMV-Sr-NW ไมสามารถกอใหเกิดโรคกับขาวฟางสาย
พันธุ อินทรี 2 ดังนั้นเช้ือ SCMV-Sr-LB จึงเปนเช้ือไวรัสท่ีเหมาะสมท่ีสุด สําหรับนําไปใชทดสอบ
เพ่ือพัฒนาและปรับปรุงพันธุขาวฟางใหมีความสามารถตานทานตอเช้ือ SCMV ในอนาคตตอไป 
 

8.2  ขาวโพด 
 
                     นําเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท (SCMV-Sr-LB, 
NW, SP, KB, PB1, PB2 และ PB3) มาปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวโพด 3 สายพันธุ ไดแก ขาวโพด
หวาน (Hybrid 3) ขาวโพดฝกออน (SG 17) และขาวโพดไร (สุวรรณ 3) พบวาขาวโพดเริ่มแสดง
อาการของโรคหลังปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน โดยขาวโพดจะแสดงอาการดางเปนจุดสีซีดเล็กๆท่ี
บริเวณโคนใบออน ตอมาจุดสีซีดเล็กๆนั้นจะกระจายไปท่ัวท้ังใบ อาการพัฒนาเปนขีดๆสีเขียวออน
สลับเขียวเข็มตามแนวยาวของเสนใบ อาการจะเห็นชัดหลังจากปลูกเช้ือ 11-16 วัน หลังจากนั้นใบ
ขาวโพดจะแสดงอาการสีเขียวออนซีดท้ังใบ จะเห็นขีดๆสีเขียวเขมสลับบางเล็กนอย ลักษณะอาการ
ดางของโรคมองเห็นไดชัดเจนหลังปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมไดรับการ 
ปลูกเช้ือ โดยท่ีขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 แสดงอาการของโรคท่ีรุนแรงหลังปลูกเช้ือ 
SCMV-Sr-PB3 (ภาพท่ี 20) ซ่ึงลักษณะการพัฒนาอาการของโรคบนขาวโพดท้ัง 3 สายพันธุ มีความ
สอดคลองกัน 
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                     การคํานวณหาระดับความรุนแรงของโรค จากสูตร MDMV disease index บน
ขาวโพดท้ัง 3 สายพันธุ จากการปลูกเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท สามารถจัดระดบัความรุนแรงของ
โรคได 4 ระดับ (ตารางท่ี 8-10) ดังนี้ 1) ระดับตานทานมาก มีคา MDMV disease index ในชวง 0-
100 ไดแกขาวโพดฝกออน ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB, SCMV-Sr-NW, SCMV-Sr-SP และ SCMV-
Sr-KB ขาวโพดไร ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB และ SCMV-Sr-SP 2) ระดับตานทาน มีคา MDMV 
disease index ในชวง 101-300 ไดแก ขาวโพดหวาน ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB2 ขาวโพดฝกออน ท่ี
ปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB2 และ SCMV-Sr-PB3 3) ระดับตานทานปานกลาง มีคา MDMV disease 
index ในชวง 301-700 ไดแก ขาวโพดหวานท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB, SCMV-Sr-NW, SCMV-Sr-
SP, SCMV-Sr-KB, SCMV-Sr-PB1 และ ขาวโพดฝกออนท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 และ ขาวโพด
ไร ท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-PB3 4) ระดับออนแอ มีคา MDMV disease index 
ในชวง 700-900 ไดแก ขาวโพดหวานท่ีปลูกเช้ือ SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-PB 
 
                     จากการทดสอบความรุนแรงของโรคบนขาวโพดท้ัง 3 สายพันธุ พบวาเช้ือ SCMV-Sr-
PB1 เปนเช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีกอใหเกิดโรครุนแรงตอขาวโพดท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดโรค
บนขาวโพดทดสอบเฉล่ีย 63.3 เปอรเซ็นต และขาวโพดทดสอบมีคา MDMV disease index เฉล่ียท่ี 
550 ซ่ึงจัดอยูในระดับตานทานปานกลาง เช้ือ SCMV-Sr-SP เปนเช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีรุนแรงนอย
ท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคบนขาวโพดทดสอบเฉล่ียท่ี 26.7 เปอรเซ็นต และขาวโพดทดสอบ
มีคา MDMV disease index เฉล่ียท่ี 173.3 ซ่ึงจัดอยูในระดับตานทาน อยางไรก็ตามจากผลการ
ทดลองพบวา เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางสามารถกอใหเกิดโรคบนขาวโพดไดต่ํามาก เม่ือ
เปรียบเทียบกับขาวฟาง ท้ังนี้อาจเกิดจากการพัฒนาพันธุขาวโพดในประเทศไทยไดรับการปรับปรุง
พันธุมาโดยตลอดจึงทําใหความสามารถในการตานทานตอเช้ือสาเหตุโรคพืชไดรับการปรับปรุงให
ดีขึ้น ท้ังนี้รวมถึงลักษณะพันธุกรรมท่ีตานทานตอเช้ือ SCMV ดวย แตสําหรับขาวฟางพบวาการ
พัฒนาปรับปรุงพันธุยังมีนอยมากจึงทําใหพันธุกรรมของขาวฟางสวนใหญไมสามารถตานทานตอ
เช้ือไวรัสไดดีเทาขาวโพด  
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ภาพที่ 16  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                 SCMV-Sr-LB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมไดรับ 
                 การปลูกเช้ือ (F) 
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ภาพที่ 17  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                 SCMV-Sr-LB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดงอาการใบยอดไหม 
                 (B) หลังปลูกเช้ือไวรัส 6 วัน 
 

     
 
ภาพที่ 18  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                 SCMV-Sr-PB3 ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดงอาการใบยอด 
                ไหม (B) หลังปลูกเช้ือไวรัส 6 วัน 
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ภาพที่ 19  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                 SCMV-Sr-SP ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยขาวฟางแสดงอาการใบไหม (E) 
                 หลังปลูกเช้ือไวรัส 28 วัน 
 

    
 

    
 
ภาพที่ 20  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 (A-E) หลังปลูก 

    เช้ือ SCMV-Sr-PB3 ท่ี 3, 6, 11, 16  และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ี 
                 ไมไดรับการปลูกเช้ือ (F) 
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ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความรุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดลพบุรี 
                  (SCMV-Sr-LB) นครวสรรค (SCMV-Sr-NW) สุพรรณบุรี (SCMV-Sr-SP) บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน 
                  ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
 

  SCMV-Sr-LB MDMV SCMV-Sr-NW MDMV SCMV-Sr-SP MDMV 
  เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease 
พืชอาศัย พันธุ 6วัน 11วัน 16วัน 28วัน index 6วัน 11วัน 16วัน 28วัน index 6วัน 11วัน 16วัน 28วัน index 
ขาวฟาง        UT 429-1 95 95 95 95 950* 65 65 65 85 670***        90 95 95 95 930* 
 UT 1085B            100 100 100 100 1000* 80 90 95 95 875**          40 45 50 50 445*** 
 KU 804 100 100 100 100 1000* 5 20 25 30 160****       95 100 100 100 980* 
 KU 439 55 80 80 80 730** 15 25 30 30 225****       20 40 40 40 320*** 
 อินทรี 2 25 55 80 95 520*** 0 0 0 0 0*****         15 30 40 40 300**** 
 ลูกผสมสีแดง 90 90 95 95 915* 50 80 90 95 715**          90 90 90 90 900** 
 คาเฉลี่ย 77.5 86.7 91.7 94.2 847.5** 35.8 46.7 50.8 55.8 440.8***    43.3 66.7 69.2 69.2 580.8*** 
ขาวโพด Hybrid 3 20 60 60 60 440*** 40 40 45 45 415****       20 70 75 80 520*** 
 SG 17 5 5 5 5 50***** 5 5 5 5 50*****         0 0 0 0 0***** 
 สุวรรณ 3 5 10 10 10 80***** 5 15 15 15 110****        0 0 0 0 0***** 
 คาเฉลี่ย 10 25 25 25 190**** 16.66 20 20 20 186.6****   6.7 23.3 25 26.7 173.3**** 

 
หมายเหตุ  MDMV disease index ***** 0-100 ระดับตานทานมาก, **** 101-300 ระดับ ระดับตานทานตานทาน, *** 301-700 ระดับตานทานปานกลาง, 
                  ** 700-900 ระดับออนแอ, * 901-100 ระดับออนแอมาก 
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ตารางที่ 9  เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความรุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดกาญจนบุร ี
                  (SCMV-Sr-KB) และเพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB1 และ SCMV-Sr-PB2) บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน 
                  ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
 

  SCMV-Sr-KB MDMV SCMV-Sr-PB1 MDMV SCMV-Sr-PB2 MDMV 
  เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease 
พืชอาศัย พันธุ 6วัน 11วัน 16วัน 28วัน index 6 วัน 11 วัน 16 วัน 28 วัน index 6 วัน 11 วัน 16 วัน 28วัน index 
ขาวฟาง        UT 429-1 65 65 80 80 695***         100 100 100 100 1000* 95 100 100 100 980* 
 UT 1085B            25 95 95 95 670*** 95 100 100 100 980* 0 50 65 65 345*** 
 KU 804 95 100 100 100 980* 85 100 100 100 940* 95 100 100 100 980* 
 KU 439 5 20 20 20 140****         60 75 75 75 690***          30 55 60 70 475*** 
 อินทรี 2 5 10 20 20 110****          0 0 0 0 0*****             5 5 5 5 50***** 
 ลูกผสมสีแดง 60 60 75 75 645***         75 75 75 75 800** 90 90 95 95 915* 
 คาเฉลี่ย 42.5 58.4 65 65 540***       69.2 75 76.6 76.7 731.6**      52.5 66.7 70.8 72.5 624.1*** 
ขาวโพด Hybrid 3 30 30 35 40 320*** 85 90 90 95 885**            30 35 35 35 267**** 
 SG 17 5 5 5 5 50***** 30 30 40 40 310***           20 20 20 20 210**** 
 สุวรรณ 3 20 20 20 20 200**** 40 40 50 50 435***            5 15 15 15 110**** 
 คาเฉลี่ย 18.3 18.3 20 21.7 190**** 51.7 53.3 60 63.3 550***     18.3 23.3 23.3 26.7 216.6**** 

 
หมายเหตุ  MDMV disease index ***** 0-100 ระดับตานทานมาก, **** 101-300 ระดับตานทาน, *** 301-700 ระดับตานทานปานกลาง, ** 700-900 ระดับ 
                  ออนแอ, * 901-100 ระดับออนแอมาก
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ตารางที่ 10  เปอรเซ็นตการเกิดโรคใบดางของขาวฟาง MDMV disease index และระดับความ 
                    รุนแรงของโรคจากเช้ือ SCMV ไอโซเลทจังหวัดเพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB3) บน 
                    ขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพโรงเรือน 
                    ปลูกพืชทดลอง 
 

 
หมายเหตุ  MDMV disease index ***** 0-100 ระดับตานทานมาก, **** 101-300 ระดับตานทาน, 
                  *** 301-700 ระดับตานทานปานกลาง, ** 700-900 ระดับออนแอ, * 901-1000 ระดับ 
                  ออนแอมาก 
 

 
 
 
 
 
 

 SCMV-Sr-PB3 MDMV 
 เปอรเซ็นตการเกิดโรค disease 
    พืชอาศัย พันธุ 6 วัน 11 วัน 16 วัน 28 วัน index 
     ขาวฟาง UT 429-1             95 95 95 95     950* 
 UT 1085B            45 75 80 80     645*** 
 KU 804                95 100 100 100     980* 
 KU 439                0 60 85 85     435*** 
 อินทรี 2 10 20 20 20     160**** 
 ลูกผสมสีแดง    80 85 100 100     875** 
 คาเฉล่ีย  54.2 72.5 80 80     674.1*** 
     ขาวโพด Hybrid 3 65 75 90 95     760** 
 SG 17 20 20 45 45     275**** 
 สุวรรณ 3 20 40 45 45     335*** 
 คาเฉล่ีย 33.3 45 60 61.7     450*** 
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9.  การทดสอบความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อ BMV 
 
 9.1  ขาวฟาง 
 
         นําเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย มาปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบน
ขาวฟาง 6 สายพันธุ ไดแก UT 429-1, UT 1085B, KU 804, KU 439, อินทรี 2 และ ลูกผสมสีแดง 
พบวาขาวฟางเริ่มแสดงอาการของโรคหลังปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน โดยขาวฟางจะแสดงอาการดาง
เปนจุดสีซีดเล็กๆท่ีบริเวณโคนใบออน หลังจากปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน จุดสีซีดเล็กๆจะพัฒนาเปน
อาการดางแถบขาวกระจายท่ัวท้ังใบลักษณะอาการเห็นไดชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมได
รับการปลูกเช้ือ โดยท่ีขาวฟางสายพันธุ KU 804 แสดงอาการของโรคท่ีรุนแรง (ภาพท่ี 21) ซ่ึง
ลักษณะอาการใบดางแถบขาวบนขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ มีลักษณะอาการท่ีสอดคลองไปในทิศทาง
เดียวกันดังกลาวขางตน และเม่ือเปรียบเทียบลักษณะอาการกับขาวฟางท่ีปลูกเช้ือ BMV ท่ีแยกได
จากขาวโพดในประเทศไทย (จันทรเพ็ญ, 2551) พบวาลักษณะอาการดางคลายคลึงกัน และพบวา
หลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ลงบนขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคอยูท่ีระดับ 
100 เปอรเซ็นต หลังจากปลูกเช้ือไวรัสเพียง 11 วัน (ตารางท่ี 11) จากเปอรเซ็นตการเกิดโรคท่ีสูง
คาดวาเช้ือ BMV นาจะมีศักยภาพในการเขาทําลายขาวฟาง จึงสามารถใชเช้ือ BMV-Sr-SB ในการ
ทดสอบเพ่ือพัฒนาและปรับปรุงพันธุขาวฟางใหมีความสามารถตานทานตอเช้ือ BMV ไดใน
อนาคตตอไป 
 
     9.2  ขาวโพด 
 
             นําเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีเขาทําลายขาวฟางในประเทศไทย มาปลูกเช้ือดวยวิธีกลลง
บนขาวโพด 3 สายพันธุ ไดแก ขาวโพดหวาน (Hybrid 3)  ขาวโพดฝกออน (SG 17) และขาวโพดไร 
(สุวรรณ 3) พบวาขาวโพดเริ่มแสดงอาการของโรคหลังปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน โดยขาวโพดจะแสดง
อาการดางเปนจุดเล็กๆสีซีดท่ีบริเวณโคนใบออน หลังจากปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน จุดสีซีดเล็กๆจะ
พัฒนาเปนอาการดางแถบขาวกระจายท่ัวท้ังใบ ซ่ึงลักษณะอาการใบดางแถบขาวบนขาวโพด 
ฝกออน (ภาพท่ี 22) และขาวโพดไร (ภาพท่ี 23) มีลักษณะอาการท่ีสอดคลองไปในทิศทางเดียวกัน 
ลักษณะอาการดางจะเห็นชัดเจนหลังปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมไดรับ
การปลูกเช้ือ และพบวาหลังจากปลูกเช้ือไวรัสบนขาวโพดหวาน 11 วัน ขาวโพดหวานแสดงอาการ
เนื้อใบซีดขาวและบางเปนแถบๆ จนกระท้ังแสดงอาการใบไหมอยางรุนแรง ใบยอดของขาวโพด
หวานท่ีแตกใหมจะแสดงอารการใบไหมไปเรือ่ยๆ (ภาพท่ี 24) จนทําใหตนขาวโพดหวานแสดง
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อาการตนเตี้ยแคระแกร็น (ภาพท่ี 25) โดยลักษณะอาการใบไหมและตนเตี้ยแคระบนขาวโพดหวาน
ท่ีปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย มีลักษณะอาการคลายคลึงกับขาวโพด
หวานท่ีผานการปลูกเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย (จันทรเพ็ญ, 2551) และ
หลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB ลงบนขาวโพด พบวาขาวโพดหวาน และขาวโพดไร มีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคอยูท่ีระดับ 100 เปอรเซ็นต หลังปลูกเช้ือ 11 และ 16 วัน ตามลําดับ ขณะท่ีขาวโพด 
ฝกออนมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคอยูท่ีระดับ 65 เปอรเซ็นต หลังปลูกเช้ือ 28 วัน (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางที่ 11  เปอรเซ็นตการเกิดโรคของขาวฟางและขาวโพดหลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB บน 
       ขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพโรงเรือน 
                    ปลูกพืชทดลอง 
 

 
 

 
 
 
 

 BMV-Sr-SB 
 เปอรเซ็นตการเกิดโรค 

พืชอาศัย พันธุ 6 วัน 11 วัน 16 วัน 28 วัน 
ขาวฟาง UT 429-1 80 100 100 100 

 UT 1085B 60 100 100 100 
 KU 804 55 100 100 100 
 KU 439 65 100 100 100 
 อินทรี 2 55 100 100 100 
 ลูกผสมสีแดง 75 100 100 100 
 คาเฉล่ีย 50 100 100 100 

ขาวโพด Hybrid 3 90 100 100 100 
 SG 17 20 55 55 65 
 สุวรรณ 3 55 75 100 100 
 คาเฉล่ีย 55 80 85 88.3 
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ภาพที่ 21  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ KU 804 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                 BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมไดรับ 
                 การปลูกเช้ือ (F) 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 56 



 

 

    
 

    
 
ภาพที่ 22  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดฝกออนสายพันธุ SG 17 (A-E) หลังปลูก 
                  เช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมได 
                  รับการปลูกเช้ือ (F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 57 



 

 

    
 

         
 
ภาพที่ 23  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดไรสายพันธุ สุวรรณ 3 (A-E) หลังปลูกเช้ือ 
                  BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมไดรับ 
                  การปลูกเช้ือ (F) 
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ภาพที่ 24  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 (A-E) หลังปลูก 
                  เช้ือ BMV-Sr-SB ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ โดยท่ีขาวโพดหวานแสดงอาการ 
                 ใบไหม (C-E) หลังปลูกเช้ือไวรัส 11-28 วัน 
 

 
 
ภาพที่ 25  ขาวโพดหวานสายพันธุ Hybrid 3 แสดงอาการเตี้ยแคระหลังปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 
                  28 วัน (ซาย) เปรียบเทียบกับขาวโพดท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือ (ขวา) 
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10.  การทดสอบความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสไอโซเลท Sr-PB 
 
 10.1  ขาวฟาง 
 
                       นําเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในจังหวัดเพชรบูรณ ซ่ึงคาดวา
นาจะเปนเช้ือไวรัสท่ีมีความบริสุทธ์ิ โดยดูจากแถบแบนโปรตีนหอหุมอนุภาคในการตรวจหา
น้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส พบแถบแบนโปรตีนหอหุมอนุภาคมีขนาด 34 
กิโลดาลตัน และไมมีแถบแบนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนปะปน (ภาพท่ี 6)  
ทดสอบความรุนแรงของโรคโดยปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟาง 6 สายพันธุ ไดแก UT 429-1, UT 
1085B, KU 804, KU 439, อินทรี 2 และ ลูกผสมสีแดง พบวาขาวฟางเริ่มแสดงอาการของโรคหลัง
ปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน โดยขาวฟางจะแสดงอาการดางเปนจุดเล็กๆสีซีดท่ีบริเวณโคนใบออน 
หลังจากปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน จุดสีซีดเล็กๆจะกระจายไปท่ัวท้ังใบ ซ่ึงลักษณะอาการบนขาวฟางท้ัง 
6 สายพันธุ มีลักษณะอาการท่ีสอดคลองไปในทิศทางเดียวกัน โดยท่ีขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 
แสดงอาการของโรคท่ีรุนแรง ซ่ึงลักษณะอาการของโรคจะเห็นชัดเจนหลังปลูกเช้ือไวรัส 16 วัน 
เม่ือเปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมไดรับการปลูกเช้ือไวรัส (ภาพท่ี 26) และพบวาหลังปลูกเช้ือไวรัส 
11 วัน พบวาขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ เกิดโรคถึง 100 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 12)  
 

10.2  ขาวโพด 
 
          นําเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในจังหวัดเพชรบูรณ มาปลูกเช้ือ 
ดวยวิธีกลลงบนขาวโพด 3 สายพันธุ ไดแก ขาวโพดหวาน (Hybrid 3)  ขาวโพดฝกออน (SG 17) 
และขาวโพดไร (สุวรรณ 3) พบวาหลังจากปลูกเช้ือไวรัส 28 วัน ขาวโพดท้ัง 3 สายพันธุ ไมเกิดโรค 
(ตารางท่ี 12) ตรวจสอบวาเช้ือสามารถเขาทําลายขาวโพดไดหรือไม โดยนําตัวอยางขาวโพด
ท้ังหมดไปปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟาง พบวาขาวฟางไมแสดงอาการของโรค แสดงวาเช้ือ
ไวรัสไอโซเลท Sr-PB นาจะไมกอโรคในขาวโพด ขณะท่ีกอใหเกิดโรคอยางรุนแรงบนขาวฟาง 
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จากเปอรเซ็นตการเกิดโรคท่ีสูงถึง 100 เปอรเซ็นต หลังจากปลูกเช้ือไวรัสลงบนขาวฟาง 
เพียง 11 วัน และลักษณะอาการดางแบบเปนจุดสีซีดกระจายท่ัวท้ังใบอยางชัดเจน เม่ือนํามาเปรียบ- 
เทียบกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางท้ัง 7 ไอโซเลท พบวาเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB มีความ
รุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวฟางมากกวาเช้ือ SCMV โดยท่ีเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB 
กอใหเกิดโรคบนขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ ถึง 100 เปอรเซ็นต หลังปลูกเช้ือไวรัสเพียง 11 วัน แตเช้ือ 
SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท ไมมีไอโซเลทใดเลยท่ีสามารถกอใหเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต บนขาวฟาง
ท้ัง 6 สายพันธุ คาดวาเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB นาจะเปนเช้ือไวรัสท่ีมีศักยภาพในการเขาทําลาย
ขาวฟางในอนาคต จึงควรนําลักษณะอนุภาคแบบทอนยาวคต ท่ีมีความยาวขนาดประมาณ 706  
นาโนเมตร น้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคท่ีมีขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตนั และการท่ีเช้ือ
ไมสามารถกอใหเกิดโรคบนขาวโพด ซ่ึงลักษณะตางๆท่ีกลาวมาขางตนควรนําไปวิเคราะหและ
เปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสท่ีอยูในวงศ Potyviridae และ Flexiviridae เพ่ือออกแบบไพรเมอรและ
สังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือไวรัสในอนาคตตอไป 
 

    
 

         
 
ภาพที่ 26  ลักษณะการพัฒนาอาการใบดางของขาวฟางสายพันธุ อินทรี 2 (A-E) หลังปลูกเช้ือไวรัส 
                 ไอโซเลท Sr-PB  ท่ี 3, 6, 11, 16 และ 28 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับขาวฟางท่ีไมได 
                  รับการปลูกเช้ือ (F) 
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ตารางที่ 12  เปอรเซ็นตการเกิดโรคของขาวฟางและขาวโพดหลังจากปลูกเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB  
                    บนขาวฟาง 6 สายพันธุ และขาวโพด 3 สายพันธุ ในชวงเวลาตางๆกัน ในสภาพ 
                    โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 

 ไวรัสไอโซเลท Sr-PB 
 เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
    พืชอาศัย พันธุ 6 วัน 11 วัน 16 วัน 28 วัน 
     ขาวฟาง UT 429-1             65         100         100         100         
 UT 1085B            60         100         100         100         
 KU 804                50         100 100 100 
 KU 439                 70        100         100         100         
 อินทรี 2 55         100         100         100         
 ลูกผสมสีแดง    55         100         100 100 
 คาเฉล่ีย  51         100         100         100         
     ขาวโพด Hybrid 3 0         0         0 0 
 SG 17 0 0 0 0 
 สุวรรณ 3 0 0 0 0 
 คาเฉล่ีย 0 0 0 0 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 เก็บตัวอยางขาวฟางท่ีแสดงอาการใบดางในแหลงปลูกขาวฟางท่ีสําคัญในประเทศไทย คือ 
จังหวัดลพบุรี สระบุรี นครสวรรค สุพรรณบุรี กาญจนบุรี และเพรชบูรณ ตรวจหาเช้ือ SCMV และ
BMV ดวยเทคนิค Indirect-ELISA  พบเช้ือ SCMV 7 ไอโซเลท ไดแก จังหวัดลพบุรี (SCMV-Sr-
LB) นครสวรรค (SCMV-Sr-NW) สุพรรณบุรี (SCMV-Sr-SP) กาญจนบุรี (SCMV-Sr-KB) และ
เพชรบูรณ (SCMV-Sr-PB1, PB2 และ PB3) และพบเช้ือ BMV ไอโซเลทจังหวัดสระบุรี (BMV-Sr-
SB)  
 
 ปลูกเช้ือไวรัสเพ่ือเพ่ิมปริมาณ พบวาเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท เม่ือเขาทําลายขาวฟางจะ
ทําใหขาวฟางแสดงอาการใบดางเปนขีดๆ สีเขียวออนสลับเขียวเขมกระจายท่ัวท้ังใบ เช้ือ BMV จะ
ทําใหขาวฟางแสดงอาการใบดางแถบขาวกระจายท่ัวท้ังใบ และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB จะทําให
ขาวฟางแสดงอาการใบดางเปนจุดสีซีดกระจายท่ัวท้ังใบ ทําการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีน
หอหุมอนุภาค และศึกษาลักษณะอนุภาคของเช้ือไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาเช้ือ 
SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท มีน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาดประมาณ 39.37 กิโลดาลตัน 
และมีลักษณะอนุภาคเปนแบบทอนยาวคด เช้ือ BMV-Sr-SB มีน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุม
อนุภาคขนาดประมาณ 21.98 กิโลดาลตัน มีลักษณะอนุภาคเปนแบบทรงกลม และเช้ือไวรัส 
ไอโซเลท Sr-PB  มีน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตัน และมี
ลักษณะอนุภาคเปนแบบทอนยาวคด 
 
 สังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร 
SsCP-F3 กับ SsCP-R3 และ SsCP2 กับ T24 ซ่ึงครอบคลุมยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส 
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท (SCMV-Sr-LB, 
NW, SP, KB, PB1, PB2 และ PB3) พบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนมีความคลายคลึง
กันท่ีระดับ 72-99 และ 81-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของเช้ือ SCMV ท้ัง 7 
ไอโซเลท มาเปรียบเทียบกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจาก ออย และขาวโพด ในประเทศไทย และเช้ือ 
SCMV ท่ีมีในฐานขอมูล GenBank พบวาเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางท้ัง 7 ไอโซเลท มีความ
คลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออยในประเทศไทย (SCMV-Sc-KB, NW และ NP) ท่ี
ระดับ 78-96 เปอรเซ็นต โดยท่ีเช้ือ SCMV-Sr- NW, KB, PB1, PB2 และ PB3 มีความคลายคลึงกัน
กับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย ท่ีระดับ 90-96 เปอรเซ็นต และเช้ือ SCMV-Sr-LB และ SP มีความ

 

 
 
  



 

คลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย ท่ีระดับเพียง 78-82 เปอรเซ็นต ซ่ึงในปจจุบันไดมี
การกําหนดความแตกตางของชนิด (species) ไวรัสในกลุม SCMV โดยในสวนของลําดับ 
กรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคมีความเหมือนกันนอยกวา 80 เปอรเซ็นต เปนไวรัสตาง
ชนิดกัน (Van Regnmortel et al., 2000) ดังนั้นแสดงวาเช้ือ SCMV-Sr-LB เปนคนละชนิดกับเช้ือ 
SCMV-Sc-KB เช้ือ SCMV-Sr-SP เปนคนละชนิดกับเช้ือ SCMV-Sc-KB และ NP ท่ีแยกไดจากออย
ในประเทศไทย  เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท มีความคลายคลึง
กันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย (SCMV-Mz-NM, SB และ TK) ท่ีระดับ 
81-99 เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย (SCMV-YH) และขาวโพด 
(SCMV-HN) ในประเทศจีน ทีระดับ 81-86 และ 85 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  มีความคลายคลึงกันกับ
เช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออยในประเทศสหรัฐอเมริกา (SCMV-D และ E) ท่ีระดับ 81-85 
เปอรเซ็นต มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออยในประเทศออสเตรเลีย (SCMV-
Bris) ท่ีระดับ 81-85 เปอรเซ็นต มีควาคลายคลึงกันกับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศ
สเปน (SCMV-Sp) ท่ีระดับ 84-85 เปอรเซ็นต วิเคราะหความสัมพันธ Phylogenetic tree จากขอมูล
ลําดับกรดอะมิโนในสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางใน
ประเทศไทยท้ัง 7 ไอโซเลท พบวาเช้ือ SCMV-Sr-NW, KB, PB1, PB2 และ PB3 จัดอยูกลุมเดียวกัน
กับเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากออย และ ขาวโพด ในประเทศไทย เช้ือ SCMV-Sr-LB และ SP จัดอยู
กลุมเดียวกันกับเช้ือ SCMV ท่ีเขาทําลายออยและขาวโพดในตางประเทศ  
 
 สังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใช 
ไพรเมอร FCP และ RCP2 ซ่ึงครอบคลุมยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส วิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของเช้ือ BMV-Sr-SB กับเช้ือ BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB ท่ีมี
รายงานเขาทําลายขาวโพดในประเทศไทย พบวาลําดับนิวคลีโอไทดมีความคลายคลึงกันท่ีระดับ 
98-99 เปอรเซ็นต และลําดับกรดอะมิโนมีความคลายคลึงกันท่ีระดับ 98 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบ
ลําดับกรดอะมิโนกับเช้ือ BMV ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank  พบวามีลําดับกรดอะมิโนของ
เช้ือ BMV-Sr-SB มีความคลายคลึงกันกับเช้ือ BMV-F, BMV-R และ BMV-T ท่ีระดับ 76 
เปอรเซ็นต วิเคราะหความสัมพันธ Phylogenetic tree พบวาเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟาง
ในประเทศไทยจัดอยูกลุมเดียวกันกับเช้ือ BMV ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย 
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ทดสอบความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท บนขาวฟาง 6 สายพันธุ 
และขาวโพด 3 สายพันธุ พบวาเช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท โดยสวนใหญการพัฒนาอาการของโรค
และลักษณะอาการดางบนขาวฟางและขาวโพดเปนไปในทิศทางเดียวกัน ยกเวนขาวฟางสายพันธุ 
UT 429-1 หลังจากปลูกเช้ือ SCMV-Sr-LB และ SCMV-Sr-PB3 6 วัน พบวาขาวฟางมีลักษณะ
อาการใบยอดไหม แตขาวฟางสามารถเจริญเติบโตตอไปไดเม่ือแตกยอดใหมลักษณะอาการยอด
ไหมหายไป ขาวฟางเจริญเติบโตปกติ และขาวฟางสายพันธุ UT 429-1 หลังจากปลูกเช้ือ SCMV-Sr-
SP 28 วัน พบวาขาวฟางแสดงอาการใบไหม บางตนแสดงอาการไหมอยางรุนแรงจนตนขาวฟาง
ตาย และพบวาเช้ือ SCMV-Sr-LB เปนเช้ือไวรัสไอโซเลทท่ีรุนแรงท่ีสุด เหมาะสําหรับนําไปใชใน
การพัฒนาปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอเช้ือ SCMVในอนาคตตอไป  ในกรณีถามีการ
กําหนดเขตพ้ืนท่ีปลูกขาวฟางในอนาคต เม่ือพิจารณาดูความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวฟาง
จากเช้ือ SCMV แตละไอโซเลท สามารถนําเช้ือ SCMV ไอโซเลทเฉพาะพ้ืนท่ีปลูกในแตละถ่ิน มา
พัฒนาปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอเช้ือ SCMV ในเขตพ้ืนท่ีปลูกนั้นๆ เชนสามารถใชเช้ือ 
SCMV-Sr-PB1 ในการการพัฒนาปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอเช้ือ SCMV เฉพาะเขตพ้ืนท่ี
ปลูกในจังหวัดเพชรบูรณ ใชเช้ือ SCMV-Sr-LB ในการพัฒนาปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอ
เช้ือ SCMV เฉพาะเขตพ้ืนท่ีปลูกในจังหวัดลพบุรี และนครสวรรค ซ่ึงมีพ้ืนท่ีปลูกติดตอกัน และ
สามารถใชเช้ือ SCMV-Sr-SP ในการการพัฒนาปรับปรุงพันธุขาวฟางใหตานทานตอเช้ือ SCMV 
เฉพาะเขตพ้ืนท่ีปลูกจังหวัดสุพรรณบุรี และกาญจนบุรี ซ่ึงมีพ้ืนท่ีปลูกติดตอกัน เปนตน 
 

ทดสอบความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ BMV-Sr-SB บนขาวฟาง 6 สายพันธุและ
ขาวโพด 3 สายพันธุ พบวาการพัฒนาอาการของโรคและลักษณะอาการดางบนขาวฟางท้ัง 6  
สายพันธุ ขาวโพดฝกออน และ ขาวโพดหวาน มีความสอดคลองเปนไปในทิศทางเดียวกัน ยกเวน
ขาวโพดหวาน หลังจากปลูกเช้ือ BMV-Sr-SB 11 วัน พบวาขาวโพดหวานแสดงอาการเนื้อใบซีด
ขาว และบางเปนแถบๆ จนกระท้ังแสดงอาการใบไหมอยางรุนแรง ใบยอดของขาวโพดหวานท่ีแตก
ใหมจะแสดงอาการใบไหมไปเรื่อยๆ จนทําใหตนขาวโพดหวานแคระแกร็น และขาวโพดหวานบาง
ตนแสดงอาการใบไหมจนตนตาย 
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ทดสอบความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-SB บนขาวฟาง 6 สายพันธุ 
และขาวโพด 3 สายพันธุ พบวาขาวฟางเริ่มแสดงอาการของโรคหลังปลูกเช้ือไวรัส 3-4 วัน โดย 
ขาวฟางจะแสดงอาการดางเปนจุดสีซีดเล็กๆท่ีบริเวณโคนใบออน หลังจากปลูกเช้ือไวรัส 11 วัน จุด
สีซีดเล็กๆจะกระจายไปท่ัวท้ังใบ ซ่ึงลักษณะอาการบนขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ มีลักษณะอาการท่ี
สอดคลองไปในทิศทางเดียวกัน และพบวาหลังจากปลูกเช้ือไวรัสลงบนขาว 28 วัน โพดท้ัง 3 สาย
พันธุไมเกิดโรค ตรวจสอบวาเช้ือสามารถเขาทําลายขาวโพดไดหรือไม โดยนําตัวอยางขาวโพด
ท้ังหมดไปปลูกเช้ือดวยวิธีกลลงบนขาวฟาง พบวาขาวฟางไมแสดงอาการของโรค แสดงวาเช้ือ
ไวรัสไอโซเลท Sr-PB นาจะไมกอโรคในขาวโพด ขณะท่ีกอใหเกิดโรคอยางรุนแรงบนขาวฟาง 
  

คาดวาเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB นาจะเปนเช้ือไวรัสท่ีมีศักยภาพในการเขาทําลายขาวฟาง
ในอนาคต จากการศึกษาความรุนแรงของโรคพบวาหลังจากปลูกเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ลงบน 
ขาวฟางท้ัง 6 สายพันธุ มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคสูงถึง 100 เปอรเซ็นต หลังจากปลูกเช้ือไวรัส 
เพียง 11 วัน สําหรับแนวทางในการศึกษาตอในอนาคต ควรนําลักษณะอนุภาคแบบทอนยาวคดของ
เช้ือไวรัสท่ีมีความยาวขนาดประมาณ 706 นาโนเมตร และน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาค
ของเช้ือไวรัสท่ีมีขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตัน ลักษณะอาการของโรค และการทดสอบปลูกเช้ือ
บนพืชอาศัยชนิดตางๆ ไปวิเคราะหเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสในวงศ Potyviridae และ Flexiviridae 
เพ่ือออกแบบไพรเมอรและสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือไวรัสในอนาคตตอไป 
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ตารางผนวกที่ 1  ผลการตรวจหาเช้ือไวรัสดวยเทคนิค Indirect-ELISA และผลการปลูกเช้ือไวรัสดวยวิธีกล  
 

สถานท่ี  
ตัวอยางท่ี 

 
ลักษณะอาการ 

Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

 ลพบุรี หนองมวง 1 ใบดางเปนแถบสีเหลืองกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  2 เสนใบซีดเหลือง - - - 
  3 ใบดางเปนแถบสีเหลืองเสนกลางใบเปนสีแดง - - - 
 โคกสําโรง 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  2 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  3 ใบดางเหลืองเปนแถบ - - - 
  4 ใบดางเปนจุดสีเหลืองขนาดไมแนนอนกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  5 เนื้อใบยนเสนกลางใบเปนแผลสีน้ําตาล - - - 
  6 ใบดางเหลืองเปนแถบ - - - 
  7 ใบมีสซีีด - - - 
  8 ใบดางเหลืองเปนแถบเสนใบเปนสีเหลือง - - - 

สระบุรี พระพุทธบาท 1 ใบดางเปนขีดแถบขาวตามแนวยาวของเสนใบ - + + 
 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

สระบุรี พระพุทธบาท 2 ใบดางเปนจุดเหลืองขนาดไมแนนอน - - - 
  3 ใบซีดเหลืองและเนื่อใบยน - - - 
  4 เสนใบดางเหลือง - - - 
  5 เสนใบและเนื้อใบดางเหลือง - - - 
  6 ใบดางเปนขีดๆละเอียด - - - 
  7 ใบดางเปนจุดสีเหลือง - - - 
  8 ใบดางเปนขีดแถบขาวตามแนวยาวของเสนใบ - + + 
  9 ใบดางเปนขีดๆละเอียด - - - 
 วังมวง 1 ใบดางเปนขีดๆละเอียด - - - 
  2 ใบดางเปนจุดสีเหลือง - - - 
  3 เสนใบดางเหลืองและเนื้อใบมีสีซีด - - - 
 หนองโดน 1 ใบซีดเหลือง - - - 

 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

สระบุรี หนองโดน 2 ใบซีดเหลือง - - - 
นครสวรรค ตากฟา 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 

  2 ใบดางเปนแถบเหลือง - - - 
  3 ใบซีดขาว - - - 
  4 ใบเปนแผลจุดสีแดงถึงน้ําตาลกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  5 ใบยอดหงิกยน - - - 
 ตาคล ี 1 ตนเต้ียแตกยอดใบดางและยน - - - 
  2 ใบดางและเปนจุดแผลสีแดงปนสีน้ําตาล - - - 
  3 ใบยอดหงิก - - - 
  4 ใบมีสีซีด - - - 
  5 ใบซีดขาวและขอบใบยน - - - 
  6 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวใบ - - - 

 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

สุพรรณบุรี อูทอง 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  2 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  3 ใบดางซีดขาวเนื้อใบยน - - - 
  4 ใบเปนแถบสีซีด - - - 
  5 ใบดางซีดขาวปลายใบยน - - - 
  6 ใบมีสีซีด - - - 
  7 ใบมีจุดสีแดงกระจายท่ัวท้ังใบและเสนกลางใบเปนสีแดง - - - 
  8 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  9 ใบเปนจุดสีเหลืองกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  10 ใบซีดเหลือง - - - 
  11 ใบซีดเหลืองและดางเปนขีดเล็กนอย - - - 

กาญจนบุรี เลาขวัญ 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

กาญจนบุรี เลาขวัญ 2 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - - 
  3 ใบซีดเหลืองตามแนวยาวของเสนใบ - - - 
  4 ใบขีดเหลืองตามแนวยาวของเสนใบ - - - 
  5 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  6 ใบดางเปนจุดสีเหลืองกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  7 ใบดางเปนขีดเหลอืงตามแนวยาวของเสนใบ - - - 

เพชรบูรณ บึงสามพัน 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  2 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  3 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  4 ใบดางเปนจุดสีซีดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  5 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
        

หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

เพชรบูรณ บึงสามพัน 6 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและมีแผลสีน้ําตาล
กระจายตามเสนใบ 

- - - 

  7 ใบดางเปนจุดเหลืองกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  8 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  9 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  10 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและเสนกลางใบ

ซีดเหลือง 
- - - 

 วิเชียรบุรี 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  2 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  3 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
 ศรีเทพ 1 ใบดางเปนขีดๆสีเขียวออนสลับเขียวเขม + - + 
  2 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 

     
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

     - ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

สถานท่ี  

ตัวอยางท่ี 
 

ลักษณะอาการ Indirect-ELISA ผลการปลูกเช้ือไวรัส 
ดวยวิธีกล จังหวัด อําเภอ SCMV BMV 

เพชรบูรณ ศรีเทพ 3 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและใบมีสีซีด - - - 
  4 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและใบมีสีซีด - - - 
  5 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและใบดางซีดขาว

เปนแถบ 
- - - 

  6 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  7 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและใบมีสีซีด - - - 
  8 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและใบมีสีซีด - - - 
  9 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  10 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบ - - - 
  11 ใบดางเปนแถบสีเหลืองดานหนึ่งของใบ - - - 
  12 ใบดางเปนขีดๆละเอียดกระจายท่ัวท้ังใบและเสนใบมีสีซีด - - - 

 
หมายเหตุ  + ตรวจพบเช้ือไวรัส / สามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 

- ตรวจไมพบเช้ือไวรัส / ไมสามารถปลูกเช้ือดวยวิธีกล 
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ตารางผนวกที่ 2  ขอมูลท่ีใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight 
                            Marker) และนํามาใชคํานวณขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของ 
                            เช้ือ SCMV ท้ัง 7 ไอโซเลท ท่ีไดจากวิธี SDS-PAGE 
 

Protein Molecular 
Weight Marker 

(kDa.) 

Protein Molecular 
Weight Marker 

(log) 

Distance Protein 
Marker (cm.) 

Distance (cm.) 
Coat Protein SCMV 

116 2.064 1 4.15 
66.2 1.807 2.1  
45 1.653 3.35  
35 1.544 4.45  
25 1.397 6.2  

18.4 1.264 8.1  
14.4 1.158 9.2  

 
หมายเหตุ  distance คือคาท่ีหาไดจากการวัดจากขอบบนสุดของเจลจนถึงกึ่งกลางแบนของ 

    โปรตีน ในการสรางกราฟโปรตีนมาตราฐานใช Protein Marker (log) กับ Distance 
    Protein marker และแทนคา Distance Coat protein SCMV ท่ีตัวแปร X เพ่ือหา 
    น้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส 
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker 
                         ท่ี (R2 = 0.9919) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = -0.0879x + 1.9599 
R2 = 0.9919 

♦ ชุดขอมูล1 
 เชิงเสน (ชุดขอมูล1) 

Distance Protein Marker 

Rf 
(Pr

ote
in M

ark
er)
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ตารางผนวกที่ 3  ขอมูลท่ีใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight 
                            Marker) และนํามาใชคํานวณขนาดน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของ  
                            เช้ือ BMV-Sr-SB และเช้ือไวรัสไอโซเลท Sr-PB ท่ีไดจากวิธี SDS-PAGE 
 

Protein Molecular 
Weight Marker 

(kDa.) 

Protein Molecular 
Weight Marker 

(log) 

Distance Protein 
Marker (cm.) 

Distance (cm.) 
Coat Protein Virus 

BMV-Sr-SB ไวรัสไอโซเลท 
Sr-PB 

116 2.064 0.7 8.85 5.85 
66.2 1.807 2   

 45 1.653 3.7   
 35 1.544 5.25   
 25 1.397 7.8   
 18.4 1.264 13.5   
 14.4 1.158 11.8   
 
 หมายเหตุ  distance คือคาท่ีหาไดจากการวัดจากขอบบนสุดของเจลจนถึงกึ่งกลางแบนของ 

     โปรตีน ในการสรางกราฟโปรตีนมาตราฐานใช Protein Marker (log) กับ Distance 
     Protein marker และแทนคา Distance Coat protein SCMV ท่ีตัวแปร X เพ่ือหา 
     น้ําหนักโมเลกุลโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส 
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ภาพผนวกที่ 2  กราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker 
                         ท่ี (R2 = 0.9923) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = -0.0633x + 1.9022 
R2 = 0.9923 

♦ ชุดขอมูล1 
 เชิงเสน (ชุดขอมูล1) Rf 

(Pr
ote

in M
ark

er)
 

Distance Protein Marker 
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SCMV-Sr-PB1 TCTGGCCATGTTGATGCAGGGAGACAAGGCGGTAGCGGCGGTCAAGG---AGGCACACCA 57 
SCMV-Sr-PB3 TCTGGCCATGTTGATGCAGGGAGACAAGGCGGTAGCGGCGGTCAAGG---AGGCACACCA 57 
SCMV-Sr-PB2 TCTGGCCATGTTGATGCAGGGAGACAAGGCGGTAGCGGCGGTCAAGG---AGGCACACCA 57 
SCMV-Sr-NW  TCTGGTCAAGTTGACGCAGGGAGACAGGGCGGTAGCGGCGCTCAAGG---AGGCACACCA 57 
SCMV-Sr-KB  TCTGGTCAAGTTGACGCAGGGAGACAGGGTGGTAGCGGCACTCAAGG---AGGCACACCA 57 
SCMV-Sr-LB  TCTGGAACTGTTGATGCAGGCGCACAAGGAGGGGGAAACAATAACAATTCAGGGACTACT 60 
SCMV-Sr-SP  TCTGGAACTGTTGATGCAGGTGCACAAGGAGGGGGAAATAATAACAATCCAGGGACCACT 60 
            *****    ***** *****   *** ** **  *      * *      *** **  *  
 
SCMV-Sr-PB1 CCTGCAGGAAATGGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGA 117 
SCMV-Sr-PB3 CCTGCAGGAAATGGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGA 117 
SCMV-Sr-PB2 CCTGCAGGAAATGGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGA 117 
SCMV-Sr-NW  CCAGCAGGAAGTGGAGG------------CACTGGATCTGGC---------ACTCAAGGC 96 
SCMV-Sr-KB  CCAGCAGGAAGTGGAGG------------CACTGGATCTGGC---------ACTCAAGGT 96 
SCMV-Sr-LB  CCACAAACAACTGGAGG------------AGGCAGACCT------------ACCTCAGCT 96 
SCMV-Sr-SP  CCACAATCAACTGGAGG------------AAGCAAACCT------------ACCTCAGCT 96 
            **   *  ** *** **                                  **   **   
 
SCMV-Sr-PB1 AGTGGAGGCACTGGCTCTGGCACTCAAGGTAATGGGGGCCAGACGGGACCCCAAGGAAGT 177 
SCMV-Sr-PB3 AGTGGAGGCACTGGCTCTGGCACTCAAGGTAATGGGGGCCAGACGGGACCCCAAGGAAGT 177 
SCMV-Sr-PB2 AGTGGAGGCACTGGCTCTGGCACTCAAGGTAATGGGGGCCAGACGGGACCCCAAGGAAGT 177 
SCMV-Sr-NW  AATGGGGG---TCAGACGGGATCCCAAGGAAGTGGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGC 153 
SCMV-Sr-KB  AATGGGGG---TCAGACGGGATCTCAAGGAAGTGGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGC 153 
SCMV-Sr-LB  GATA------------CAGGAAATCAAGGAAATACAG---GATCACAGACAGGAGGAACC 141 
SCMV-Sr-SP  GGTG------------CAGGAAATCAAGGAAATACAG---AATCACAGACAGGAGGAACA 141 
            *             * **    ***** * *   *            *    **     
 
SCMV-Sr-PB1 GGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGTTCTGGTGGGACA 237 
SCMV-Sr-PB3 GGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGTTCTGGTGGGACA 237 
SCMV-Sr-PB2 GGTGGTCAACAAGGGTCCGGTGGGAACGGCGGAGGCCAGACAGGAGGTTCTGGTGGGACA 237 
SCMV-Sr-NW  ACTGGTCAGGGAGCAGCTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACA 213 
SCMV-Sr-KB  ACTGGTCAAGGAGCAGCTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACA 213 
SCMV-Sr-LB  AACACTCA------GACTGGTGGTGGAACTGCAAACCAAGCAAATG---TAGGAAACAAT 192 
SCMV-Sr-SP  AACAATCA------GACTGGTGGTGGATCTGGAAACCAAGCAAATG---CAGGAAACAAT 192 
                 ***        * **          * *   **  **   *      *    *   
 
SCMV-Sr-PB1 GCTGGTCAAAGAGATAAGGACGTTGACGCAGGCTCGTCTGGAAAGATATCCGTACCAAAG 297 
SCMV-Sr-PB3 GCTGGTCAAAGAGATAAGGACGTTGACGCAGGCTCGTCTGGAAAGATATCCGTACCAAAG 297 
SCMV-Sr-PB2 GCTGGTCAAAGAGATAAGGACGTTGACGCAGGCTCGTCTGGAAAGATATCCGTACCAAAG 297 
SCMV-Sr-NW  GCTGGTCAGAGAGATAAGGACGTTGATGCAGGCTCGGCTGGAAAGATATCCGTACCAAAG 273 
SCMV-Sr-KB  GCTGGTCAGAGAGATAAGGACGTTGACGCAGGCTCGGCTGGAAAGATATCCGTACCAAAG 273 
SCMV-Sr-LB  AACAATCAGAGAGACAAGGACGTAGACGCAGGAACAACTGGAAAGATATCAGTTCCAAAG 252 
SCMV-Sr-SP  AACAATCAAAGAGACAAGGACGTAGACGCAGGAACAACTGGAAAGATATCAGTCCCAAAG 252 
                 *** ***** ******** ** *****  *  ************* ** ****** 
 
SCMV-Sr-PB1 CTTAAAGCCATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCGAAGGCAAAAGAAAAAGATGTCTTGCAT 357 
SCMV-Sr-PB3 CTTAAAGCCATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCGAAGGCAAAAGGAAAAGATGTCTTGCAT 357 
SCMV-Sr-PB2 CTTAAAGCCATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCGAAGGCAAAAGGAAAAGATGTCTTGCAT 357 
SCMV-Sr-NW  CTTAAAGCCATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCAT 333 
SCMV-Sr-KB  CTTAAAGCCATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCAT 333 
SCMV-Sr-LB  TTAAAAGCAATGTCAAAGAAAATGCGCTTACCGAAGGCGAAAGGAAAAGATGTTTTGCAC 312 
SCMV-Sr-SP  TTAAAAGCAATGTCAAAGAAAATGCGCTTGCCGAAGGCGAAAGGAAAAGATGTCTTGCAC 312 
             * ***** ******************** ** ***** **** ****** ** *****  

 
ภาพผนวกที่ 3  เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบท้ังยีนโปรตีน 
                         หอหุมอนุภาค ของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย 
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SCMV-Sr-PB1 TTGGACTTTTTGTTGACATACAAGCCACAACAACAAGACATATCGAACACAAGAGCAACC 417 
SCMV-Sr-PB3 TTGGACTTTTTGTTGACATACAAGCCACAACAACAAGACATATCGAACACAAGAGCAACC 417 
SCMV-Sr-PB2 TTGGACTTTTTGTTGACATACAAGCCACAACAACAAGACATATCGAACACAAGAGCAACC 417 
SCMV-Sr-NW  TTGGACTTTTTGTTGACATACAAGCCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACT 393 
SCMV-Sr-KB  TTGGACTTTTTGTTGACATACAAGCCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACT 393 
SCMV-Sr-LB  TTGGACTTTCTCTTAACATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACACGAGCAACT 372 
SCMV-Sr-SP  TTAGACTTTCTCTTAACATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACACGAGCAACT 372 
            ** ****** * ** ******** ******** ** ******** ****** *******  
 
 
SCMV-Sr-PB1 AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACA 477 
SCMV-Sr-PB3 AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACA 477 
SCMV-Sr-PB2 AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACA 477 
SCMV-Sr-NW  AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACA 453 
SCMV-Sr-KB  AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGACACA 453 
SCMV-Sr-LB  AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATAGATGATACA 432 
SCMV-Sr-SP  AAGGAAGAGTTCGATAGATGGTACGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATAGATGATACA 432 
            ************************** ******************** ** ***** *** 
 
SCMV-Sr-PB1 CAAATGACAGTTATCATGAGTGGTCTGATGGTCTGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 537 
SCMV-Sr-PB3 CAAATGACAGTTATCATGAGTGGTCTGATGGTCTGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCG 537 
SCMV-Sr-PB2 CAAATGACAGTTATCATGAGTGGTCTGATGGTCTGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 537 
SCMV-Sr-NW  CAAATGACAGTCGTCATGAGTGGTCTGATGGTCTGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 513 
SCMV-Sr-KB  CAAATGACAGTCGTCATGAGTGGTCTGATGGTCTGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 513 
SCMV-Sr-LB  CAAATGACAGTCGTCATGAGTGGTCTTATGGTATGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 492 
SCMV-Sr-SP  CAAATGACAGTTGTCATGAGTGGTCTTATGGTATGGTGCATCGAAAATGGTTGCTCACCA 492 
            ***********  ************* ***** **************************  
 
SCMV-Sr-PB1 AATATAAACGGGAATTGGACGATGATGGATGGAGAAGAACAACGAGTTTTTCCATTAAAA 597 
SCMV-Sr-PB3 AATATAAACGGGAATTGGACGATGATGGATGGAGAAGAACAACGAGTTTTTCCATTAAAA 597 
SCMV-Sr-PB2 AATATAAACGGGAATTGGACGATGATGGATGGAGAAGAACAACGAGTTTTTCCATTAAAA 597 
SCMV-Sr-NW  AACATAAACGGAAATTGGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCACTAAAA 573 
SCMV-Sr-KB  AACATAAACGGAAATTGGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCACTAAAA 573 
SCMV-Sr-LB  AACATAAACGGAAATTGGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTCCCATTAAAA 552 
SCMV-Sr-SP  AACATAAACGGAAATTGGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGTTTTTCCACTAAAA 552 
            ** ******** ******************** ** ****** * ***** *** ***** 
 
SCMV-Sr-PB1 CCAGTCATCGAAAACGCATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCACCACTTTAGTGATGCA 657 
SCMV-Sr-PB3 CCAGTCATCGAAAACGCATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCACCACTTTAGTGATGCA 657 
SCMV-Sr-PB2 CCAGTCATCGAAAACGCATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCACCACTTTAGTGATGCA 657 
SCMV-Sr-NW  CCAGTTATTGAAAACGCATCTCCAACTTTTCGACAAGTTATGCATCATTTCAGTGATGCA 633 
SCMV-Sr-KB  CCAGTTATTGAAAACGCATCTCCAACTTTTCGACAAGTTATGCATCATTTCAGTGATGCA 633 
SCMV-Sr-LB  CCAGTCATTGAAAACGCATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTTAGTGATGCA 612 
SCMV-Sr-SP  CCAGTAATTGAAAACGCTTCTCCAACTTTCTGACAAATTATGCATCATTTTAGTGATGCA 612 
            ***** ** ******** ***********  ***** * ***** ** ** ********* 
 
SCMV-Sr-PB1 GCTGAAGCGTACATAGAGTATAGAAACTCTACAGAGCGATATATGCCAAGATACGGACTT 717 
SCMV-Sr-PB3 GCTGAAGCGTACATAGAGTATAGAAACTCTACAGAGCGATATATGCCAAGATACGGACTT 717 
SCMV-Sr-PB2 GCTGAAGCGTACATAGAGTATAGAAACTCTACAGAGCGATATATGCCAAGATACGGACTT 717 
SCMV-Sr-NW  GCTGAAGCATATATAGAATACAGAAATTCTACTGAGCGATACATGCCAAGATATGGACTT 693 
SCMV-Sr-KB  GCTGAAGCGTATATAGAATACAGAAATTCTACTGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTT 693 
SCMV-Sr-LB  GCTGAAGCGTATATAGAATACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGTCTT 672 
SCMV-Sr-SP  GCTGAAGGGTATATAGAGTATGGAAATTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGTCTT 672 
            *******  ** ***** **  **** ***** ******** *********** ** *** 

 
ภาพผนวกที่ 3  (ตอ) 
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SCMV-Sr-PB1 CAGCGAAATCTCCCCGACTATAGCCTAGCACGGTATGCATTTGATTTCTATGAAATGACC 777 
SCMV-Sr-PB3 CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCCTAGCACGGTATGCATTTGATTTCTATGAAATGACC 777 
SCMV-Sr-PB2 CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCCTAGCACGGTATGCATTTGATTTCTATGAAATGACC 777 
SCMV-Sr-NW  CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACT 753 
SCMV-Sr-KB  CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACT 753 
SCMV-Sr-LB  CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACT 732 
SCMV-Sr-SP  CAGCGAAATCTCACCGACTATAGCTTAGCCCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACT 732 
            ************ *********** **** ******** ********************  
 
SCMV-Sr-PB1 TCACGCACACCAGCCAGAGCTAAAGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 837 
SCMV-Sr-PB3 TCACGCACACCAGCCAGAGCTAAAGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 837 
SCMV-Sr-PB2 TCACGCACACCAGCCAGAGCTAAAGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 837 
SCMV-Sr-NW  TCACGCACCCCAGCTAGAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 813 
SCMV-Sr-KB  TCACGCACACCAGCTAGAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 813 
SCMV-Sr-LB  TCACGCACCCCAGCTAGAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 792 
SCMV-Sr-SP  TCCCGCCCACCAGCTAGAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGT 792 
            ** *** * ***** ******** ************************************ 
 
 
SCMV-Sr-PB1 GGTTCAAATACACGACTGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 897 
SCMV-Sr-PB3 GGTTCAAATACACGACTGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 897 
SCMV-Sr-PB2 GGTTCAAATACACGACTGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 897 
SCMV-Sr-NW  GGTTCAAACACACGACTGTTCGGCTTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 873 
SCMV-Sr-KB  GGTTCAAACACACGACTGTTTGGCTTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 873 
SCMV-Sr-LB  GGTTCAAACACACGTCTGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 852 
SCMV-Sr-SP  GGTTCAAACACGCTTCTGTTTGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACA 852 
            ******** ** *  ***** **  *********************************** 
 
SCMV-Sr-PB1 GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAG 957 
SCMV-Sr-PB3 GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAG 957 
SCMV-Sr-PB2 GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAG 957 
SCMV-Sr-NW  GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAATATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAA 933 
SCMV-Sr-KB  GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAATATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAA 933 
SCMV-Sr-LB  GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAG 912 
SCMV-Sr-SP  GAGAGACACACAGCTGGCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAG 912 
            ******************************** **************************  
 
SCMV-Sr-PB1 CACCACTAG 966 
SCMV-Sr-PB3 CACCACTAG 966 
SCMV-Sr-PB2 CACCACTAG 966 
SCMV-Sr-NW  CACCACTAG 942 
SCMV-Sr-KB  CACCACTAG 942 
SCMV-Sr-LB  CACCACTAG 921 
SCMV-Sr-SP  CACCACTAG 921 
            ********* 

 
ภาพผนวกที่ 3  (ตอ) 
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SCMV-Sr-PB1 SGHVDAGRQGGSGGQGGTPPAGNGGQQGSGGNGGGQTGGSGGTGSGTQGNGGQTGPQGSG 60 
SCMV-Sr-PB3 SGHVDAGRQGGSGGQGGTPPAGNGGQQGSGGNGGGQTGGSGGTGSGTQGNGGQTGPQGSG 60 
SCMV-Sr-PB2 SGHVDAGRQGGSGGQGGTPPAGNGGQQGSGGNGGGQTGGSGGTGSGTQGNGGQTGPQGSG 60 
SCMV-Sr-NW  SGQVDAGRQGGSGAQGGTPPAG------SGGTGSGTQGNGGQTGS--QGSGGQQGSGGGT 52 
SCMV-Sr-KB  SGQVDAGRQGGSGTQGGTPPAG------SGGTGSGTQGNGGQTGS--QGSGGQQGSGGGT 52 
SCMV-Sr-LB  SGTVDAGAQGGGNNN-------------NSGTTPQTTGGGRPTSAD-TGNQGNTGSQTGG 46 
SCMV-Sr-SP  SGTVDAGAQGGGNNN-------------NPGTTPQSTGGSKPTSAG-AGNQGNTESQTGG 46 
            ** **** ***.. :             . *.     *..  *.:   *. *:  .  .  
 
SCMV-Sr-PB1 GQQGSGGNGGGQTGGSGGTAGQRDKDVDAGSSGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKEKDVLHL 120 
SCMV-Sr-PB3 GQQGSGGNGGGQTGGSGGTAGQRDKDVDAGSSGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 120 
SCMV-Sr-PB2 GQQGSGGNGGGQTGGSGGTAGQRDKDVDAGSSGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 120 
SCMV-Sr-NW  GQGAAGNNGGGQTGGSSGTAGQRDKDVDAGSAGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 112 
SCMV-Sr-KB  GQGAAGNNGGGQTGGSSGTAGQRDKDVDAGSAGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 112 
SCMV-Sr-LB  TNTQTGGGTANQAN-VGNNNNQRDKDVDAGTTGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 105 
SCMV-Sr-SP  TNNQTGGGSGNQAN-AGNNNNQRDKDVDAGTTGKISVPKLKAMSKKMRLPKAKGKDVLHL 105 
             :  :*.. ..*:.  ... .*********::********************* ****** 
 
SCMV-Sr-PB1 DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVIMSGLMVWCIENGCSPN 180 
SCMV-Sr-PB3 DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVIMSGLMVWCIENGCSPN 180 
SCMV-Sr-PB2 DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVIMSGLMVWCIENGCSPN 180 
SCMV-Sr-NW  DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVVMSGLMVWCIENGCSPN 172 
SCMV-Sr-KB  DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVVMSGLMVWCIENGCSPN 172 
SCMV-Sr-LB  DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVVMSGLMVWCIENGCSPN 165 
SCMV-Sr-SP  DFLLTYKPQQQDISNTRATKEEFDRWYDAIKKEYEIDDTQMTVVMSGLMVWCIENGCSPN 165 
            *******************************************:**************** 
 
SCMV-Sr-PB1 INGNWTMMDGEEQRVFPLKPVIENASPTFRQIMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 240 
SCMV-Sr-PB3 INGNWTMMDGEEQRVFPLKPVIENASPTFRQIMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 240 
SCMV-Sr-PB2 INGNWTMMDGEEQRVFPLKPVIENASPTFRQIMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 240 
SCMV-Sr-NW  INGNWTMMDGDEQRVFPLKPVIENASPTFRQVMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 232 
SCMV-Sr-KB  INGNWTMMDGDEQRVFPLKPVIENASPTFRQVMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 232 
SCMV-Sr-LB  INGNWTMMDGDEQRVFPLKPVIENASPTFRQIMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPRYGLQ 225 
SCMV-Sr-SP  INGNWTMMDGDEQRVFPLKPVIENASPTF-QIMHHFSDAAEGYIEYGNSTERYMPRYGLQ 224 
            **********:****************** *:*********.**** ************* 
 
SCMV-Sr-PB1 RNLPDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 300 
SCMV-Sr-PB3 RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 300 
SCMV-Sr-PB2 RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 300 
SCMV-Sr-NW  RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 292 
SCMV-Sr-KB  RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 292 
SCMV-Sr-LB  RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRTPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTRLFGLDGNVGETQENTE 285 
SCMV-Sr-SP  RNLTDYSLARYAFDFYEMTSRPPARAKEAHMQMKAAAVRGSNTLLFGLDGNVGETQENTE 284 
            ***.*****************.********************* **************** 
 
SCMV-Sr-PB1 RHTAGDVSRNMHSLLGVQQHN 321 
SCMV-Sr-PB3 RHTAGDVSRNMHSLLGVQQHN 321 
SCMV-Sr-PB2 RHTAGDVSRNMHSLLGVQQHN 321 
SCMV-Sr-NW  RHTAGDVSRNMHSLLGVQQHH 313 
SCMV-Sr-KB  RHTAGDVSRNMHSLLGVQQHH 313 
SCMV-Sr-LB  RHTAGDVSRNMHFLLGVQQHH 306 
SCMV-Sr-SP  RHTAGDVSRNMPSLLGVQQHH 305 
            ***********  *******: 

 
ภาพผนวกที่ 4   เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนแบบครบท้ังยีนโปรตีน 
                          หอหุมอนุภาคของเช้ือ SCMV ท่ีแยกไดจากขาวฟางในประเทศไทย 
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BMV-F       ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGAGCTGCCGCTCGTAGA 60 
BMV-T       ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGAGCTGCCGCTCGTAGA 60 
BMV-R       ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGTGCTGCCGCTCGCAGA 60 
BMV-Mz-RB   ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
BMV-Mz-KB   ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
BMV-Sr-SB   ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCTCGGAGG 60 
            ***************************** ** ** *****  * ***** ** ** **  
 
BMV-F       AATCGTCGGACCGCTACG---GTCCAACCGGTAATTGTCGAACCATTCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-T       AATCGTCGGACCGCTGGG---GTCCAACCAGTAATTGTCGAACCAATCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-R       AATCGTTGGACCGCTAGG---GTCCAACCAGTAATTGTCGAACCACTCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-Mz-RB   GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
BMV-Mz-KB   GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
BMV-Sr-SB   GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATCCAGCAGGTTATTGTCGAACCACTCGCTTCCGGCCAA 120 
              ***  **   * *       * ** *  ** ************ ***** * ****** 
 
BMV-F       GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-T       GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-R       GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-Mz-RB   GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
BMV-Mz-KB   GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
BMV-Sr-SB   GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
            ********* *** **** ***  ********  *  * ******** ** ****** *  
 
BMV-F       GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-T       GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-R       GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-Mz-RB   GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
BMV-Mz-KB   GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
BMV-Sr-SB   GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACGTCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
            ** ** ** ** ** ********    ***    ** ** * ***  ****** ** **  
 
BMV-F       GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGGGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-T       GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGAGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-R       GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGGGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-Mz-RB   GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
BMV-Mz-KB   GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
BMV-Sr-SB   GAGAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTCTGGTTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
            ** * *** *** **** ** ** ** ** ** ** ** *** ******* ** *****  
 
BMV-F       GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCC-GAGGCCGCTTT 356 
BMV-T       GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCC-GAGGCCGCTTT 356 
BMV-R       GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCC-GAGGCTGCTTT 356 
BMV-Mz-RB   ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCA-ACCCCCGAAGCTGCTTT 359 
BMV-Mz-KB   ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCA-ACCCCCGAAGCTGCTTT 359 
BMV-Sr-SB   ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCA-ACCCCCGAAGCTGCTTT 359 
             *  ***** ** *********** * *******  *** ** *  ** ** ** ***** 

 
ภาพผนวกที่ 5  เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบท้ังยีนโปรตีน 
                         หอหุมอนุภาค ของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในจังหวัดสระบุรี  
                         กับเช้ือ BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย 
                         และเช้ือ BMV ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank (BMV-F, BMV-R และ BMV-T) 
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BMV-F       TCAAGTAGCCTTGGCGGTTGCTGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGA 416 
BMV-T       TCAAGTAGCCTTGGCGGTTGCTGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGA 416 
BMV-R       TCAAGTAGCCTTGGCGGTTGCAGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGA 416 
BMV-Mz-RB   TCAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGA 419 
BMV-Mz-KB   TCAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGA 419 
BMV-Sr-SB   TCAGGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGA 419 
            *** ***** ***** ** ** ** ***************** ***** ***** ** ** 
 
BMV-F       CGCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGC 473 
BMV-T       CGCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGC 473 
BMV-R       CGCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGC 473 
BMV-Mz-RB   CGCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGCATCTATGTGTATGC 479 
BMV-Mz-KB   CGCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGTATCTATGTGTATGC 479 
BMV-Sr-SB   CGCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGTTGGCGAAGGACCTGCGCATTTATGTGTATGC 479 
            *** **    **    ** ** *   *  **   **    ** *  ** *** ******* 
 
BMV-F       ATCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCC 533 
BMV-T       ATCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCC 533 
BMV-R       ATCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCC 533 
BMV-Mz-RB   ATCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCC 539 
BMV-Mz-KB   ATCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCC 539 
BMV-Sr-SB   ATCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCC 539 
            *** ** ** *** * *     ***** *  ** *** * ***** ** *********** 
 
BMV-F       TACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-T       TACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-R       TACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-Mz-RB   TACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA--- 573 
BMV-Mz-KB   TACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA--- 573 
BMV-Sr-SB   TACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA--- 573 
            ****** ** ***** *********** **        
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BMV-F       MSTSGTGKMTRAQRRAAARRNRRTAT-VQPVIVEPFAAGQGKAIKAIAGYSISKWEASSD 59 
BMV-R       MSTSGTGKMTRAQRRAAARRNRWTAR-VQPVIVEPLAAGQGKAIKAIAGYSISKWEASSD 59 
BMV-T       MSTSGTGKMTRAQRRAAARRNRRTAG-VQPVIVEPIAAGQGKAIKAIAGYSISKWEASSD 59 
BMV-Mz-RB   MSTSGTGKMTRAQRRAAARRARRVVKPIQQVIVEPIASGQGKAVRAFGGYSVTKWEASSK 60 
BMV-Mz-KB   MSTSGTGKMTRAQRRAAARRARRVVKPIQQVIVEPIASGQGKAVRAFGGYSVTKWEASSK 60 
BMV-Sr-SB   MSTSGTGKMTRAQRRAAARRARRVVKPIQQVIVEPLASGQGKAVRAFGGYSVTKWEASSK 60 
            ******************** * ..  :* *****:*:*****::*:.***::******. 
 
BMV-F       AITAKATNAMSITLPHELSSEKNKELKVGRVLLWLGLLPSVAGRIKACVAEKQAQAEAAF 119 
BMV-R       AITAKATNAMSITLPHELSSEKNKELKVGRVLLWLGLLPSVAGRIKACVAEKQAQAEAAF 119 
BMV-T       AITAKATNAMSITLPHELSSEKNKELKVGRVLLWLGLLPSVAGRIKACVAEKQAQAEAAF 119 
BMV-Mz-RB   AITAKATNQMDISLPSELSSERNKQLKVGRVLLWLGLLPSITGRVKACIAETQSTPEAAF 120 
BMV-Mz-KB   AITAKATNQMDISLPSELSSERNKQLKVGRVLLWLGLLPSITGRVKACIAETQSTPEAAF 120 
BMV-Sr-SB   AITAKATNQMDVSLPSELSSERNKQLKVGRVLLWLGLLPSITGRVKACIAETQSTPEAAF 120 
            ******** *.::** *****:**:***************::**:***:**.*: .**** 
 
BMV-F       QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFRGATLGDLLN-LQIYLYASEAVPAKAVVVHLEVEHVRP 178 
BMV-R       QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFRGATLGDLLN-LQIYLYASEAVPAKAVVVHLEVEHVRP 178 
BMV-T       QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFRGATLGDLLN-LQIYLYASEAVPAKAVVVHLEVEHVRP 178 
BMV-Mz-RB   QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFKGITLEQLAKDLRIYVYASEAVAEGAVAVHLEVEHVRP 180 
BMV-Mz-KB   QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFKGITLEQLAKDLRIYVYASEAVAEGAVAVHLEVEHVRP 180 
BMV-Sr-SB   QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFKGITLEQLAKDLRIYVYASEAVAEGAVAVHLEVEHVRP 180 
            **********************:* ** :* : *:**:******.  **.********** 
 
BMV-F       TFDDFFTPVYR 189 
BMV-R       TFDDFFTPVYR 189 
BMV-T       TFDDFFTPVYR 189 
BMV-Mz-RB   TLDDFFTPVY- 190 
BMV-Mz-KB   TLDDFFTPVY- 190 
BMV-Sr-SB   TLDDFFTPVY- 190 
            *:******** 

 
ภาพผนวกที่ 6  เปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนแบบครบท้ังยีนโปรตีน 
                         หอหุมอนุภาคของเช้ือ BMV-Sr-SB ท่ีแยกไดจากขาวฟางในจังหวัดสระบุร ี
                         กับเช้ือ BMV-Mz-RB และ BMV-Mz-KB ท่ีแยกไดจากขาวโพดในประเทศไทย 

           และเช้ือ BMV ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล GenBank (BMV-F, BMV-R และ  
           BMV-T) 
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