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วิจารณ 
 
PLBs ของกลวยไม  ทั้ง   3  ชนิด  ไดแก  Mokara Chark Kuan (Mkra.), Oncidium Gower 

Ramsey (Onc.)  และ  Dendrobium Sonia ‘Ear-sakul’ (Den.)  ที่เพาะเลี้ยงในอาหารซึ่งเติม  Ribavirin 
มีสีเปลี่ยนแปลงไป จากความเปนพิษของ Ribavirin  ซ่ึง  PLBs ของกลวยไมแตละชนิดเริ่มแสดง
อาการหลังจากทําการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม  Ribavirin ระยะเวลาตางกัน  และอาการจะรุนแรงขึ้น
เมื่อไดรับ  Ribavirin ที่มีความเขมขนสูงขึ้น  หรือเปนระยะเวลานานขึ้น  ขณะที่  PLBs ของกลวยไม
ทั้ง   3  ชนิด  ซ่ึงเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติม  Ribavirin นั้น  มีสีเขียวปกติตลอดการทดลอง  นอกจากนี้
ยังพบวา  PLBs ที่ไดรับ  Ribavirin ทุกความเขมขน  มีอัตรารอดชีวิตลดลงหลังจากเพาะเลี้ยงเปน
ระยะเวลาหนึ่ง  แตกตางกันไปตามชนิดของกลวยไม  ความสมบูรณแข็งแรงของ  PLBs และความ
เขมขนของ  Ribavirin โดยทําให PLBs เปลี่ยนเปนสีเขียวซีดจนมีสีเหลือง จนกระทั่งเนื้อเยื่อผิวดาน
นอกเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและตาย ทั้งยังลุกลามเขาสูภายในของกอน PLBs  ทําใหมีการเจริญเติบโต
และขยายขนาดนอยกวา  PLBs  ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมมี Ribavirin   เนื่องจาก  Ribavirin  ทําให
พืชแบงเซลลชาลงและเซลลของชิ้นเนื้อเยื่อตาย  (Toussaint et. al., 1992; Nascimento et. al., 2003) 
ความเปนพิษดังกลาวยังมีรายงานใน  Sweet orange, Lime  และ  Citron (Greno et. al., 1990)   Den. 
Sonia (Loi et. al., 1991)   Cymbidium sp.  (Toussaint et. al., 1992) Den. Jacquelyn Thomas  ‘Uniwai 
Mist’ (Porter and Kuenhle, 1997) และ Den. Sonia  ‘BOM 17 (สุรวิชและสุวรรณา, 2544) อยางไรก็
ตาม PLBs บางกอนที่ยังมีสีเขียวอมเหลืองหรือสีน้ําตาลอมเหลือง สามารถกลับมามีสีเขียวเขมขึ้นได
อีกดวย    จึงตัดสินใหเปน  PLBs ที่รอดชีวิต  ทั้งนี้อาจเปนเพราะ PLBs สวนที่ยังคงมีสีเขียวนั้นอาจ
ปรับตัวใหทนกับสารเคมีได  จนสามารถขยายขนาดและเพิ่มปริมาณได  ทําใหความเขมขนของสาร
กําจดัไวรัสตอปริมาณ PLBs ลดลง ความเปนพิษของสารตอพืชจึงลดลงดวย 

    
นอกจากนี้  ระดับความเขมขนของ  Ribavirin ยังมีผลตอการเกิด PLBs รุนใหม (C1-PLBs) 

ซ่ึงใชระยะเวลาที่แตกตางกัน  โดยเมื่อเพิ่มความเขมขนจนสูงถึงระดับหนึ่งจะไมพบการสราง C1-
PLBs เนื่องจาก Ribavirin ไปชะลอการพัฒนาของเนื้อเยื่อเจริญ ทําใหการเจริญเติบโตและแตกกอ
ของพืชลดลง  และยังทําใหพืชที่ เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมีการเจริญกลับเปนตนใหม 
(regeneration) ไดชาลง  คลายกับที่ Greno et. al. (1990)  รายงานวา  สวนขอของสม  Sweet orange 
Lime และ  Citron ที่ไดรับ  Ribavirin เขมขน   5-50  มิลลิกรัมตอลิตร  สามารถสรางยอดและรากได
จํานวนแตกตางกันตามชนิดของสม แตเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน   100  มิลลิกรัมตอลิตร  กลับไมมีการ
สรางยอดและราก สวน  Parmessur and Saumtally (2001) รายงานวา  เนื้อเยื่อสวนยอดออยพันธุ
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การคามีการแตกกอลดลงเมื่อไดรับ  Ribavirin เขมขน   10-30  มิลลิกรัมตอลิตร  และหยุดการ
แตกกอเมื่อไดรับ  Ribavirin ตั้งแต   60  มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไป  ขณะที่ Verma et. al. (2005) พบวา 
Begonia spp. ที่ไดรับ Ribavirin เกินกวา 35 มิลลิกรัมตอลิตร มีโอกาสปลอดไวรัสมากขึ้นแตกลับมี
การเจริญของยอดลดลงและมียอดที่ตายเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับ Lilium (Blom-Barnhoom and van 
Aartrijk, 1985) และมันฝรั่ง (Cassels and Long, 1982; Colombarini, 1990) เนื่องจาก Ribavirin 
นอกจากจะสามารถเขาไปแทรกในสาย nucleotide ของไวรัสไดแลว ยังอาจเขาไปแทรกในจีโนม
ของพืชจนอาจทําใหพันธุกรรมของพืชที่มีการแบงเซลลใหมเปลี่ยนไป มีผลตอความสามารถในการ
ทนตอสารกําจัดไวรัสชองพืชได (James, 2001) 

 
สําหรับ PLBs ของ  Onc. ที่ไดรับ  DTU เพียงอยางเดียวนั้น แสดงอาการตอบสนองตอความ

เปนพิษของ DTU หลังจากทําการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี  DTU ทุกความเขมขน โดยอาการรุนแรง
ขึ้นเมื่อไดรับ  DTU ที่มีความเขมขนสูงขึ้นเปนระยะเวลานานขึ้น  โดย PLBs มีสีซีดลงจนเปนสีขาว
นวลหรือสีเหลือง จนมีสีคลํ้าหรือสีน้ําตาลเขมและตาย  ขณะที่ PLBs ซ่ึงเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมมี  
DTU ยังคงมีสีเขียวสดใสปกติ   ซ่ึงคลายกับกรณีการเพาะเลี้ยงสวนขอของสม  Sweet orange, Lime 
และ  Citron  (Greno  et. al., 1990) Den. Jacquelyn Thomas ‘Uniwai Mist’  (Porter and Kuehnle, 
1997)  Den. Pompadour (โชคพิศิษฐ, 2528) Den. Sonia (เฉลิมรัฐ, 2538) และ Den.  Sonia ‘BOM 
17’ (สุรวิชและสุวรรณา, 2544; ศิริพร, 2545) อยางไรก็ตาม PLBs เหลานั้นยังสามารถสราง PLBs 
ใหมรุนที่ 1 (C1-PLBs) หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี DTU ระยะหนึ่งแลวยายไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสูตรปกติที่ไมเติม DTU นานราว 30 วัน 

 
การที่ PLBs  ของ Mkra., Onc. และ Den. มีการตอบสนองตอ Ribavirin หรือ DTU ตางจาก 

Den. Jacquelyn Thomas ‘Uniwai Mist’ หรือ  Den.  Sonia ‘BOM 17’ อาจเกิดจากสภาพทาง
พันธุกรรม เพราะเปนกลวยไมตางชนิดหรือตางโคลนกัน (สุรวิชและสุวรรณา, 2544) นอกจากนีก้าร
คัดเลือก  PLBs เพื่อใชในการทดลองโดยการคัดขนาด PLBs ใหมีเสนผานศูนยกลางราว   3-4   
มิลลิเมตร ขณะที่ PLBs แตละชิ้นมีความบอบช้ําและน้ําหนักสดเริ่มตนที่ตางกัน (เฉลิมรัฐ, 2538; 
ศิริพร, 2545) ทําให  PLBs มีความสมบูรณและแข็งแรงตางกัน จึงการทนตอสารกําจัดไวรัสได
ตางกัน นอกจากนี้ยังสังเกตไดวา   PLBs ที่มีน้ําหนักเริ่มตนสูงกวา  มักมีอัตรารอดชีวิตสูงกวาพวกที่
มีน้ําหนักสดเริ่มตนต่ํากวา ดวยเหตุเดียวกันนี้ ยังพบวา PLBs ของกลวยไมที่ไดรับสารกําจัดไวรัสที่
มีความเขมขนสูง มีอัตรารอดชีวิตสูงกวา PLBs ที่ไดรับสารกําจัดไวรัสที่มีความเขมขนต่ํากวา  เชนที่
พบในการเพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไม Mkra. 
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  การที่ Ribavirin และ DTU มีโครงสรางคลายกับนิวคลีโอไทดเบส (nucleotide base-ana 
log) จึงมีผลตอการเปลี่ยนแปลงในระดับสารพันธุกรรมของพืช การที่ PLBs ตอบสนองตอ 
Ribavirin มากกวา DTU อาจเปน เพราะ Ribavirin มีโครงสรางคลายกับเบส  guanine (G) (Hardman 
et. al., 1996) ซ่ึงนอกจากจะสามารถยับยั้งการเพิ่มปริมาณของไวรัส  โดยเปน mutagenic nucleoside 
แทรกอยูในจีโนมของทั้ง  DNA  และ  RNA ไวรัสแลว  ยังยับยั้ง 5’-capping  ของไวรัส  จึงไมสามารถ 
replication ไดสมบูรณ หรือมีการจําลองสาร RNA  สายใหมที่ผิดไป  จนทําใหเกิด  lethal 
mutagenesis นอกจากนี้ Ribavirin monophosphate  ยังทําใหภายในเซลลมีการสะสม GTP 
(guanosine triphosphate) ลดลง จึงมีผลรบกวนการเกิดปฏิกิริยาตางๆภายในเซลล จนอาจทําให
เซลลไมสามารถแบงตัวหรือขยายขนาดไดตามปกติ (O’Grady et. al., 1997; Crotty et. al., 2002; 
Freistadt et. al., 2004)  การที่ Ribavirin สามารถแทนที่ไดทั้ง  DNA และ  RNA ของพืช  เมื่อผานการ
จําลองตัวของ  DNA  ในรอบตอไปอาจทําใหเกิดการเขาคูใหมของเบสแทนที่เบสคูเดิม  หรือเกิด 
purine และ pyrimidine transition mutation กับเซลลที่มีการแบงตัวออกมาใหม พันธุกรรมของเซลล
พืชบางเซลลอาจเปลี่ยนไป (ไพศาล, 2535) ซ่ึงนอกจากทําใหการแบงเซลลลดลงแลวยังทําใหเซลล
ที่ไดรับ Ribavirin ตายจากการที่เซลลนั้นไมสามารถสรางสารที่จําเปนตอเซลลได   
 

 ขณะที่  DTU ซ่ึงมีโครงสรางคลายกับเบส  uracil  (U) โดยมีกลุม thio sulfur 2 กลุมเพิ่มจาก 
uracil จึงสามารถเขาไปแทนที่เบส uracil ใน  RNA ของไวรัส  (Hardman et. al., 1996)  และสามารถ
ยับยั้งการสังเคราะห  pyrimidine nucleotide ของ  mRNA (Hardman et. al., 1996; Wang et. al., 
2005) ทําใหนิวคลีโอไทด ที่เบสถูกแทนที่หรือถูกรบกวนมีการเปลี่ยนโครงสรางไป  (Commoner et. 
al., 1951; Dawson and Boyd, 1987) หาก  DTU ซ่ึงมี thio   sulfur อะตอมขนาดใหญและมีคาการนํา
ไฟฟา (Electronegativity) ต่ํากวา oxygen อะตอม ที่มีในเบสปกติ (Wang et. al., 2005) เขาไปแทนที่
หรือแทรกตัวในสาย  RNA  ที่เปนตนแบบในการสังเคราะห mRNA หรือ DNA อาจทําใหการ
สังเคราะห mRNA ถูกยับยั้งเพราะไมสามารถเกิดการเขาคูของคูเบส เนื่องจากมีพันธะไฮโดรเจนที่
ไมเสถียร   หรือโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมมีลําดับเพิ่มขึ้น หรือเปลี่ยนไป เมื่อผานการจําลองตัวของ 
RNA อีกครั้ง คลายกับการแทนที่ของสารเคมีพวกสียอมตางๆ  (ประดิษฐ, 2546)  

 
 การที่เพาะเลี้ยง PLBs ในอาหารที่มี Ribavirin ไดส้ันกวาและมีผลตอการตายของเซลลโดย

แสดงความเปนพิษตอเซลลพืชไดรวดเร็วและชัดเจนกวา  PLBs ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม DTU ซ่ึง
นาจะเปนผลจากการที่ Ribavirin แทนที่ทั้ง DNA และ RNA ขณะที่ DTU แทนที่เฉพาะ RNA 
เทานั้น ดังนั้นเมื่อใชสารกําจัดไวรัสทั้ง 2 ชนิดตอเนื่อง โดยเพาะเลี้ยง PLBs ในอาหารที่มี Ribavirin 
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ไดเพียงระยะเวลาหนึ่ง แลวจึงยายไปเพาะเลี้ยงตอในอาหาร ที่มี DTU เพื่อใหไดรับสารกําจัดไวรัส
ไดเปนเวลานานขึ้น  ทั้งนี้การตอบสนองตอสารกําจัดไวรัสทั้งดานความสามารถในการทนตอสาร
กําจัดไวรัส ความเปนพิษและความสามารถในการกําจัดไวรัส   ขึ้นกับความเขมขนของสารกําจัด
ไวรัส   ชนิดของพืช ชนิดของเนื้อเยื่อที่นํามาเพาะเลี้ยงและชนิดหรือสายพันธุ (strain) ของไวรัสที่
เขาทําลายพืชนั้น(Toussaint et. al., 1992) คลายกับที่รายงานใน Den. Jacquelyn Thomas ‘Uniwai 
Mist’ (Porter and Kuehnle, 1997) และ Den. Sonia ‘BOM 17’ (ศิริพร, 2545) 

 
การที่ PLBs ของ Mkra., Onc., และ  Den.  ที่ไดรับ  Ribavirin แลวตามดวย  DTU มีอัตรารอด

ชีวิตที่ไมแตกตางกันทางสถิติ ทั้งที่อัตรารอดชีวิตแตกตางกันอยางชัดเจนโดยเฉพาะในชวงหลังของ
การทดลอง แตหากพิจารณาจากคาสัมประสิทธิ์ความผันแปร (% CV) ที่มีคาสูงแสดงใหเห็นวาอัตรา
รอดชีวิตมีความแปรปรวนสูง ซ่ึงอาจเกิดจาก  PLBs ที่นํามาใชนั้น  แตละชิ้นจึงมีความสม่ําเสมอ
ทางสรีรวิทยาคอนขางต่ํา งานทดลองลักษณะนี้จึงควรตองมีการเพิ่มจํานวนซ้ําที่ใชทดลองสูงขึ้น 
และอาจเพิ่มระยะเวลาในการใหสารกําจัดไวรัสใหนานยิ่งขึ้นดวย 

 
 การที่พบวา ในการทดลองที่  3 ซ่ึงนําเอา PLBs ของ Mkra. ไปทดลองใหสารกําจัดไวรัสอีก

คร้ังเชนเดียวกับการทดลองที่   2  นั้น กลับเพาะเลี้ยง  PLBs ในอาหารที่มีสารกําจัดไวรัสไดระยะเวลา
ส้ันกวาเดิม  อาจเปนเพราะ  PLBs ที่ใชในการทดลองทั้ง   2  มีความสมบูรณและแข็งแรงไมเทากัน 
นอกจากนี้ PLBs ที่นํามาใชในการทดลองที่ 3 ซ่ึงไดจาก PLBs ที่มีการ subculture ตอมาจาก PLBs 
ที่เตรียมไวใชในการทดลองที่ 2 อีกหลายครั้งนั้น อาจเกิดการกลายพันธุในระหวางการเพาะเลี้ยง 
(somachronal variation) ขึ้น อนึ่งการเลือกสูตรอาหารจากการทดลองที่ 2 เพื่อนํามาใชในการผลิต
กลวยไมใหปราศจากไวรัสในการทดลองที่ 3 นั้น พิจารณาจากลักษณะอาการ phytotoxic ของ PLBs 
ของกลวยไมที่แสดงออกในการตอบสนองตอสารกําจัดไวรัสคือ PLBs มีสีเขียวซีดลงหรือสีเขียว
ออนอมเหลืองและเปนสีเหลืองมากขึ้นจนกระทั่งเปนสีน้ําตาลและตายลง รวมถึงอัตรารอดชีวิตและ
การเจริญเติบโตดานน้ําหนักสดของ PLBs ซ่ึงอยูในชวงแรกของการทดลอง  การที่ชวงเวลาในการ
บันทึกผลมีระยะเวลาสั้น จึงอาจทําใหสารกําจัดไวรัสแสดงอิทธิพลที่มีตอการเจริญเติบโตและการ
รอดชีวิตของ PLBs ไดไมชัดเจน เมื่อทดลองใหสารซ้ําอีกครั้งดวยวิธีการเดียวกัน จึงอาจทําให
เพาะเลี้ยง PLBs ไดในอาหารที่เติมสารกําจัดไวรัสในระยะเวลาตางจากเดิม ดังนั้นหากมีการทดลอง
ลักษณะเดียวกันในครั้งตอไป ควรทําการทดลองใหสารกําจัดไวรัสเปนระยะเวลาที่นานขึ้นหรือ
จนกระทั่ง PLBs แสดงอาการ phytotoxic ที่ชัดเจนจนตาย  เพื่อใหแสดงผลของสารกําจัดไวรัสได
ชัดเจน แลวจึงเลือกอาหารสูตรนั้นมาใชในการผลิตกลวยไมปราศจากไวรัส   
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 การที่ไมพบการสราง  C1-PLBs จาก  PLBs ของ  Mkra. และ  Onc  ในระหวางที่ไดรับสาร
กําจัดไวรัส  แต Den. มี  C1-PLBs เกิดขึ้นจาก  PLBs ที่มีสีเขียวออนคอนขางซีด  แสดงใหเห็นวา
กลวยไม Den. Sonia ‘Ear-sakul’ มีความทนตอสารกําจัดไวรัสดีกวากลวยไมอีก 2 พันธุ   

 
ในการผลิต  C1-PLBs ของ  Onc.   ใหปราศจาก  CymMV   ซ่ึงเพาะเลี้ยง   PLBs ในอาหารที่มี 

Ribavirin และ  DTU แลว  ยายไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ  เพื่อใหสราง  C1-PLBs   เนื่องจาก 
PLBs แสดงอาการ  phytotoxic กอนที่จะมีการสราง  C1-PLBs   แตพบวา  PLBs ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่เติม  Ribavirin เขมขน   0.10    มิลลิโมลาร  รวมกับ DTU เขมขน   0.10  มิลลิโมลาร  มีอัตราการ
ปราศจากไวรัสสูงที่สุดเมื่อตรวจดวยวิธี DAS-ELISA และวิธี RT-PCR  แสดงวาการเกิด C1-PLBs ที่
ปราศจากไวรัสนั้น ไมจําเปนตองมีสารกําจัดไวรัสในอาหารเพาะเลี้ยง ซ่ึงอาจเนื่องจาก PLBs  มีการ
สะสมสารกําจัดไวรัสไวมากเพียงพอหลังจากไดรับสารกําจัดไวรัสนานถึง 61วัน 

 
การใช  Ribavirin ความเขมขน   0.075  มิลลิโมลาร  นาน   2  สัปดาห  หรือ   0.125  มิลลิโมลาร 

นาน  1 สัปดาห ตามดวย DTU เขมขน  0.15 ,0.20 หรือ  0.25 มิลลิโมลารเพื่อกําจัด  CymMV   ใน  Den. 
หรือการไมใชสารกําจัดไวรัสรวม   114-117  วันนั้น  สามารถผลิต  C1-PLBs ที่ปราศจาก  CymMV  ได
ทั้งหมดเมื่อทําการตรวจดวยวิธี  DAS-ELISA โดยใช  IgG-CymMV specific (Hu et. al., 1993; Porter 
and  Kuehnle, 1997) และวิธี  RT-PCR โดยใช  CymMV specific primer (Srifah et. al., 1996) อาจ
เนื่องจากการ  subculture หรือตัดแบงเนื้อเยื่อและเปลี่ยนอาหาร 12-13 คร้ัง  โดยเนื้อเยื่อพืชเติบโตได
เร็วนั้น ทําใหไวรัสถูกกําจัดออกไปในลักษณะ  serial dilution ได (Lee and Lucas, 2001) นอกจากนี้ 
PLBs   ที่มีการแบงเซลลอยางรวดเร็ว ยังทําใหสารอาหารในเซลลลดลง  จน  plasmodesmata พัฒนา
ไดไมสมบูรณ  หรืออาจเพราะ  PLBs ซ่ึงมีลักษณะคลาย  somatic embryo ที่การพัฒนาระบบทอ
ลําเลียงยังไมสมบูรณ  ทําใหไวรัสไมสามารถเคลื่อนยายได  (Parmessur and Saumtally, 2001) แต
พบวา PLBs รุนใหมของ Mkra. และ Onc. ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในสารกําจัดไวรัส  มีอัตราการ
ปราศจากไวรัสตางกันอาจเนื่องจากไวรัสที่เขาทําลาย  Mok., Onc. และ Den. ตางสายพันธุ (strain)  
กัน หรืออาจเนื่องจากอัตราการเจริญเติบโตของ PLBs ของกลวยไมทั้ง 3 พันธุแตกตางกัน  
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สรุป 
  

การเพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมในอาหารที่มี Ribavirin กอน แลวยายไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารซึ่งเติม DTU  พบวา สามารถเพาะเลี้ยง PLBs ของ  Mokara Chark Kuan (Mkra.) ในอาหารที่
เติม Ribavirin เขมขน 0.075 มิลลิโมลาร นาน 3 สัปดาห ตามดวย DTU เขมขน 0.15 มิลลิโมลาร อีก 
20 วัน และอาหารที่เติม Ribavirin เขมขน 0.125 มิลลิโมลาร นาน 1 สัปดาห รวมกับ DTU เขมขน 
0.15 และ 0.20 มิลลิโมลาร  ไดอีก 30 วัน ตามลําดับ ขณะที่ PLB ของ Oncidium Gower Ramsey 
(Onc.) สามารถเจริญไดดีที่สุดในอาหารที่เติม Ribavirin เขมขน 0.075 มิลลิโมลาร นาน 4 สัปดาห 
ตามดวย DTU เขมขน 0.10 และ 0.15 มิลลิโมลาร อีก 40 วัน รองลงมาคือ อา หารที่มี Ribavirin 
เขมขน 0.10 มิลลิโมลาร นาน 3 สัปดาห ตามดวย DTU เขมขน 0.10 มิลลิโมลารอีก 40 วัน สวน 
PLBs ของ Dendrobium Sonia ‘Ear-sakul (Den.) สามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุดในอาหารที่มี 
Ribavirin เขมขน 0.075 มิลลิโมลาร นาน 2 สัปดาห ตามดวย DTU เขมขน 0.15 และ 0.20 มิลลิโม
ลาร ไดอีก 50 และ 40 วัน ตามลําดับ และอาหารที่มี Ribavirin เขมขน 0.125 มิลลิโมลาร นาน 1 
สัปดาห รวมกับ DTU เขมขน 0.15 มิลลิโมลาร ไดอีก 50 วัน  ทั้งนี้ PLBs ของกลวยไมแตละชนิดมี
อาการผิดปกตินอยที่สุดดวย 

 
PLBs ใหมรุนที่ 1 (C1-PLBs) และรุนที่ 2 (C2-PLBs) ของ Mkra ปราศจาก CymMV สูงที่สุด

คือรอยละ 12.5 และ 50 ตามลําดับ เมื่อไดรับ Ribavirin เขมขน 0.075 มิลลิโมลาร นาน 3 สัปดาห 
ตามดวย DTU เขมขน 0.15 มิลลิโมลาร นาน 20 วัน สวน PLBs ของ Onc. ที่เพาะเลี้ยงในอาหารซึ่งมี 
Ribavirin เขมขน 0.10 มิลลิโมลาร นาน 3 สัปดาห แลวยายไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดียวกัน
ที่มี DTU เขมขน 0.10 มิลลิโมลาร นาน 4 สัปดาห สราง C1-PLBs ที่ปราศจาก CymMV  สูงที่สุดถึง
รอยละ 83.87  สําหรับ PLBs ของกลวยไม Den. ที่เพาะเลี้ยง ในอาหารเหลวสูตร VW ที่มี Ribavirin 
ตามดวย DTU หรืออาหารเหลวที่ไมใชสารกําจัดไวรัสอีกนาน 100 และ 110 วัน สราง C1-PLBs ให
ปราศจาก CymMV  ทั้งหมด เมื่อนํา C1-PLBs ไปตรวจดวยวิธี RT-PCR 
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ตารางผนวกที่  1  องคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 
 
 

อาหารสูตร Vacin & Went  (VW) ดัดแปลง อาหารสูตร WS (Wannakrairoj, 1992) 
    
มหธาตุ (10 เทา) กรัม/ลิตร มหธาตุ (10 เทา) กรัม/ลิตร 
    
KNO3  5.25 KNO3  5.25 
KH2PO4  2.50 KH2PO4  2.50 
(NH4)2SO4 5.00 (NH4)2SO4 5.00 
MgSO4.7H2O 2.50 MgSO4.7H2O 2.50 
    
จุลธาตุ (10 เทา)  จุลธาตุ (100 เทา)  
    
MnSO4.1H2O  0.057 H3BO3 0.62 
  MnSO4.H2O 2.23 
  ZnSo4.H2O 0.86 
  KI 0.083 
  Na2MoO4.2H2O 0.0025 
  CuSO4.5H2O 0.0025 
  CoCl2.6H2O 0.0025 
    
ธาตุเหล็ก (100 เทา)  ธาตุเหล็ก (100 เทา)  
    
Na2-EDTA 3.725 Na2-EDTA 3.725 
FeSO4.7H2O 2.785 FeSO4.7H2O 2.785 
    
- Ca3(PO4)2 0.2 กรัม /ลิตรละลายดวย  ดวย  HNO3 
เขมขน 1 N จนใส 

- Ca3(PO4)2 0.2 กรัม /ลิตร ละลายดวย  HNO3 เขมขน 
1 N จนใส 

- เติม น้ํามะพราว  15 % - เติม น้ํามะพราว  15 % 
- ปรับ pH 4.8-5.0 - ปรับ pH 5.5-5.8 
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ตารางผนวกที่  2  องคประกอบของ ELISA buffer (ดัดแปลงจาก  Hu et. al., 1993, Porter and 
Kuehnle, 1997)                                                                                                                                 

 
1.   Phosphate-buffered saline (PBS buffer) กรัม / ลิตร 
Sodium phosphate 2.9 
Sodium chloride 8.0 
Potassium phosphate 0.3 
Potassium chloride 0.2 
  
2.  Coating buffer กรัม / ลิตร 
Na2CO3 1.59 
NaHCO3 2.93 
pH  9.6  
  
3.  Phosphate buffered saline-tween (PBS-T) กรัม / ลิตร 
Sodium phosphate 2.9 
Sodium chloride 8.0 
Potassium phosphate 0.3 
Potassium chloride 0.2 
Tween 20 5  มิลลิลิตร 
  
4.  Conjugated buffer  
PBS-T  
skimmed milk 1 % 
polyvinyl pyrolidone ; molecular weight = 40,000 2 % 
  
5.  Substrate buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
Diethanolamime 97  มิลลิลิตร 
pH  9.8  
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ตารางผนวกที่  2  (ตอ)  องคประกอบของ ELISA buffer (ดัดแปลงจาก Hu et. al., 1993, Porter and   
       Kuehnle, 1997) 

 
6.  Substrate solution  
p-nitrophenylphosphate 5   มิลลิกรัม 
substrate buffer 10   มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่  3  องคประกอบของ RNA Extraction Buffer (Chang et. al., 1993) 
 

1.  CTAB Buffer 2 %  
CTAB 2 % (stock  CTAB 10 % ใน NaCl 0.7 M) 1/ 4  มิลลิลิตร 
Tris-HCL 100 มิลลิโมลาร, pH 8.0 (stock Tris-HCl 2 M, 
pH 8.0) 1/ 

1  มิลลิลิตร 

NaCl 1.4 มิลลิโมลาร (stock NaCl 5 M) 1/ 5.04  มิลลิลิตร 
EDTA 20 มิลลิโมลาร (stock EDTA 0.5 mM) 1/ 0.8  มิลลิลิตร 
Na2SO3 0.2 % 0.04  กรัม 
PVP40  1 % 0.20  กรัม 
ปรับปริมาตรใหครบ  20 มิลลิลิตร ดวย DEPC-dH2O  
  
2. CTAB 10 % ใน NaCl 0.7 M  
CTAB 20  กรัม   ( 10 %)2/ 
1 M Tris-HCl 20  มิลลิลิตร (100 มิลลิโมลาร)2/ 
EDTA 1.47  กรัม (20 มิลลิโมลาร) 2/ 
NaCl 8.18  กรัม   (0.7 โมลาร) 2/ 
ปรับปริมาตรใหครบ  200 มิลลิลิตรดวย dH2O, Autoclave  
  
3.  1 x TE buffer +  SDS 1 %  
SDS 10%  600 ไมโครลิตร  + TE buffer  600 ไมโครลิตร  
ปรับปริมาตรใหครบ  6  มิลลิลิตร ดวย DEPC-dH2O  
  
4.  Chloroform : Isoamyl alcohol  อัตราสวน 24 :1 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
Chloroform   182  มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol 8      มิลลิลิตร 

1/  ความเขมขนของสารเคมีที่อยูในวงเล็บ ( ) คือความเขมขนของสารละลายเขมขนที่เตรียมเปน 
stock ของสารละลาย 
2/  ความเขมขนของสารเคมีซ่ึงเปนองคประกอบในสารละลายเขมขนที่เตรียมเพื่อใชเปน stock ของ
สารละลาย 


