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กลว้ยเป็นพืชทีFปลูกทัFวไปในเขตร้อนชืSนทัFวโลก มกัถูกทาํลายดว้ยโรคและแมลงต่างๆ เช่น 
เชืSอรา แบคทีเรียและไวรัส บานานาบนัชีทอปไวรัส (BBTV) เป็นสาเหตุหนึFงทีFทาํให้เกิดโรคใน
กลว้ยบางพนัธ์ุโดยเฉพาะกลว้ยหอม ลกัษณะอาการทาํใหเ้กิดยอดอัSน แคระแกร็นและไม่ใหผ้ลผลิต
หรือทาํให้เสียหาย เชืSอไวรัสสาเหตุนีSอยูใ่นแฟมิลีF Nanoviridae โดยมีเพลีSยอ่อนกลว้ย (Pentalonia 

nigronervora) เป็นแมลงพาหะแบบ circulative persistent ทาํการสกดัดีเอน็เอไวรัสจากใบกลว้ยทีF
ถูกเชืSอเขา้ทาํลายดว้ยวธีิสกดัพลาสมิด ทวจีีโนมทัSง 6 ชิSน ดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีF 
เป็น Universal, U_BBTVF 5' CCC MGY GCT CRG GAC GGG ACA T 3' และ U_BBTVR 5' 
GGG TAA TAA TAR KCC CCM GYG C 3' และโคลนเขา้สู่ pCR®–XL-TOPO® cloning vector 
แต่ละ component มีลาํดบันิวคลีโอไทด์อนุรักษ ์9 ตวั TATTATTAC บนโครงสร้างของ Stem loop 
common region (CR-SL), Major Common Region (CR-M), TATA box and poly A signal ลาํดบั 
นิวคลีโอไทดแ์ต่ละ component ตัSงแต่ 1-6 BBTV DNA1-TH  ถึง BBTV DNA6-TH  มีขนาด  
1,105 bp 1,053 bp 1,076 bp 1,047 bp 1,008 bp 1,078 bp ตามลาํดบั และBBTV DNA1-TH ถึง 
BBTV DNA6-TH  ผลิตโปรตีนทีFจาํเพาะแต่ละ component คือ replication protein, unknown 
protein, viral coat protein, cell-to-cell movement protein, retinoblastoma binding-like protein, 
nuclear shuttle protein ตามลาํดบั ยกเวน้ BBTV DNA2-TH  ไม่ผลิตโปรตีน จากขอ้มูลจีโนม
เหล่านีS ใชใ้นการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ การกระจายและแหล่งกาํเนิดต่อไป เมืFอใชเ้ทคนิคพีซีอาร์
และ dot  blot hybridization ตรวจสอบตวัอยา่งทีFแสดงอาการของโรค Banana bunchy top disease 
(BBTD) พบเชืSอไวรัส BBTV ซึF งในกลว้ยหอม กลว้ยไข่ กลว้ยเล็บมือนาง ตรวจพบมากทีFสุด ส่วน
พุทธรักษานัSนตรวจไม่พบเชืSอดงักล่าว เทคนิคเหล่านีSสามารถใชใ้นการตรวจสอบเชืSอไวรัส BBTV 
ในกลว้ยไดอ้ยา่งแม่นยาํ 
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Banana are cultivated in tropical zone world wide. They are attracted by plant pathogen 
and insect pest such as fungi, bacteria and virus, Banana bunchy top virus (BBTV) caused disease 
in Cavendish banana appearing as bunchy top leaf, stunted and yield loss. It belong to family 
Nanoviridae and transmitted by banana aphid (Pentalonia nigronervora) insect vector. Viral 
DNAs were isolated from infected leaf by alkaline lysis plasmid DNA extraction method. The 
total six DNA components were amplified by PCR method using universal primer U_BBTVF 5' 
CCC MGY GCT CRG GAC GGG ACA T 3' and U_BBTVR 5' GGG TAA TAA TAR KCC 
CCM GYG C 3', then cloned into pCR®–XL-TOPO® Cloning vector. Each component possess 
conserved nonanucleotide TATTATTAC located at stem loop common region (CR-SL) , Major 
common region (CR-M), TATA box and poly A signal. The nucleotide sequences of each 
component 1-6, BBTV DNA1-TH – BBTV DNA6-TH is 1,105 bp 1,053 bp 1,076 bp 1,047 bp 
1,008 bp and 1,078 bp. The component BBTV DNA1-TH to BBTV DNA6-TH appear to encode 
protein  replication protein, unknown protein, viral coat protein, cell-to-cell movement protein, 
retinoblastoma binding-like protein and nuclear shuttle protein respectively, excepted BBTV 
DNA2-TH did not encode any protein. These genome information would further analyzed 
relationship, distribution and yet the origin. Display symptoms of Banana bunchy top disease 
(BBTD) tested by PCR and dot blot hybridization techniques gave positive reaction, kluay hom, 
kluay khai, kluay lepmeu nang detected most but canna not detected. And found that DNA 
component is not equal. This is due to the successful detection of the virus in the banana plant. 
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คาํนํา 
 

กลว้ยเป็นพืชเศรษฐกิจทีFคนไทยใชบ้ริโภคและนาํมาใชส้อย ถือวา่เป็นผลไมย้อดนิยม 
สามารถปลูกและเจริญเติบโตไดดี้ในทุกภาคของประเทศไทย การปลูกกลว้ยเพืFอการส่งออกตอ้ง
เนน้การผลิตทีFมีคุณภาพสูงและในปริมาณทีFมากพอ ประเทศทีFมีการปลูกกลว้ยเพืFอการส่งออกมีการ
ตัSงองคก์รขึSนเพืFอทาํการศึกษา คน้ควา้ วจิยั ในเรืFองกลว้ย และรวบรวมขอ้มูลใหค้าํแนะนาํทีFถูกตอ้ง
ใหก้บัเกษตรกร (เบญจมาศ, 2545) แต่มกัพบอุปสรรคในการปลูกกลว้ย คือการเกิดการแพร่ระบาด
ของโรคทาํใหแ้หล่งปลูกทัFวประเทศมีความเสียหายและใหผ้ลผลิตลดลง โรคบานานาบนัชีทอปเกิด
จากเชืSอไวรัส Banana Bunchy Top Virus (BBTV) เป็นโรคทีFสาํคญัในกลว้ย (Musa spp.) ซึF งยากต่อ
การกาํจดัและควบคุม พบโรคนีSครัS งแรกในประเทศฟิจิ เมืFอปี คศ 1889 มีการแพร่ระบาดในเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต ้ฟิลิปปินส์ ไตห้วนั และเกาะแถบแปซิฟิกใต ้บางพืSนทีFของอินเดียและแอฟริกา 
ส่วนอเมริกากลางหรือตอนใตย้งัไม่พบโรคนีS   

 
ในเอเชียมีเพียงบางประเทศเท่านัSนทีFยงัไม่พบโรค Banana bunchy top disease (BBTD) 

ไดแ้ก่ มาเลเซีย ไทย โดยยงัไม่พบตน้กลว้ยทีFมีอาการของโรค แต่เมืFอสาํรวจพบวา่ ตน้กลว้ยทีFไม่
แสดงอาการนัSนใหป้ฏิกิริยาผลบวกกบั monoclonal antibodies ชีS ใหเ้ห็นวา่ มีความเป็นไปไดที้FเชืSอ 
BBTV ไดเ้ขา้ทาํลายแลว้แต่มีจาํนวนนอ้ยหรือเป็นสายพนัธ์ุทีFอ่อนแอ จึงทาํใหไ้ม่แสดงอาการ 
(Department of Agriculture, Fishers and Forestry, 1995) ในประเทศไทยมีการศึกษาการถ่ายทอด
โรคและพืชอาศยัของเชืSอไวรัส พบกลว้ยทีFมีอาการของโรคบานานาบนัชีทอปในหลายจงัหวดัคือ 
กาญจนบุรี จนัทบุรี ประจวบคีรีขนัธ์ เพชรบุรี นนทบุรี และกรุงเทพมหานคร และตรวจพบในตวั
เพลีSยอ่อน Pentalonia nigronervosa Coq. เมืFอใชว้ธีิ double antibody sandwich ELISA ดว้ย 
monoclonal antibody จากไตห้วนั และพบวา่มีพืชอาศยัของโรคนีSอยูใ่น order Scitaminacae ไดแ้ก่ 
ข่า กระชาย คลา้ พุทธรักษา กลว้ยทีFพบไดแ้ก่ กลว้ยหอม กลว้ยนํSาวา้ กลว้ยนํSาวา้ค่อม และกลว้ยป่า 
(พฒัน์พงศ ์และคณะ, 2536) ในปีต่อมายงัตรวจพบเชืSอ BBTV อีกหลายจงัหวดัในประเทศเมืFอ
ตรวจสอบดว้ย anti-BBTV monoclonal antibody (2H6) นอกจากนีSยงัพบในพืชชนิดอืFนดว้ยคือ 
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พุทธรักษา (Canna indica), ข่า (Alpinia galangal (L.) Swartz) และกระชาย (Kaenferia pandurata 
Roxb) (ไมตรี และคณะ, 2537) เนืFองจากโรคบานานาบนัชีทอปเป็นโรคทีFสาํคญัต่ออุตสาหกรรม
การผลิตกลว้ยและมีรายงานการตรวจพบในประเทศไทย จึงทาํการศึกษาและคิดวธีิการตรวจสอบทีF
ง่ายและแม่นยาํ  

 
ในการทาํการศึกษาครัS งนีS ใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการตรวจสอบเชืSอ BBTV เนืFองจากให้

ประสิทธิภาพความแม่นยาํและความจาํเพาะต่อเชืSอสูงรวมไปถึงความรวดเร็วในการทดสอบและ
ราคาถูกเนืFองจากไวรัสชนิดนีS มีจีโนมเป็นดีเอน็เอจึงง่ายและรวดเร็วกวา่การตรวจสอบจีโนมทีFเป็น
อาร์เอน็เอ โดยการออกแบบไพรเมอร์ทีFสามารถตรวจสอบจีโนมไวรัสไดทุ้ก component (1-6) และ
ใชเ้ทคนิค Dot blot hybridization เพืFอตรวจสอบกลว้ยทีFแสดงอาการของโรค BBTD และไม่แสดง
อาการของโรค BBTD เพืFอประโยชน์ในการควบคุมและกาํจดัโรคไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
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วตัถุประสงค์ 
 
1. พฒันาวธีิการตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana Bunchy Top Virus อยา่งรวดเร็วและแม่นยาํ  
 
2. ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องจีโนมทัSง 6 Component 
 
3. ทดสอบเทคนิคทีFพฒันาในการตรวจสอบคดักรองเชืSอไวรัส Banana Bunchy Top Virus   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

การตรวจเอกสาร 
 

1. กล้วย 
 
กลว้ยจดัอยูใ่นวงศ ์Musaceae อนัดบั Scitamineae หรือ Zingiberales (เบญจมาศ, 2545)  

สายพนัธ์ุทีFพบในประเทศไทยแบ่งคร่าวๆ เป็นกลว้ยประดบั กลว้ยป่า กลว้ยบา้น หากแบ่งตาม
ลกัษณะเผา่มี 2 ลกัษณะคือ กลว้ยแตกกอสกุล Musa กลว้ยโทนสกุล Ensete กลว้ยปลูก ส่วนกลว้ย
บา้นหรือกลว้ยทีFทานได ้(Banana, Plantain) นัSน ไดจ้ากกลว้ยชนิดป่า 2 ชนิด คือ กลว้ยป่า (Musa 

acuminate) จีโนมเป็น AAA และ กลว้ยตานี (Musa balbisiana) จีโนมเป็น BBB ซึF งมีถิFนกาํเนิดจาก
ตอนใตแ้ละตะวนัออกเฉียงใตข้องออสเตรเลียซึF งมี M. schizocarpa อยูด่ว้ย จีโนมกลว้ยทีFพบใน
ประเทศไทยมากทีFสุดคือ จีโนม AAA ไดแ้ก่ กลว้ยไข่, กลว้ยนํSาไท, กลว้ยสา, กลว้ยหอมทอง จีโนม 
ABB ไดแ้ก่ กลว้ยนํSาวา้, กลว้ยหกัมุก เป็นตน้ และจีโนม ABBB ลกัษณะของปลีกลว้ยจะหลุด
หายไปหลงัจากติดผลแลว้ (ดวงแกว้, 2544) กลว้ยเป็นพืชทีFชอบอากาศแบบร้อนชืSน ถิFนแรกของ
กลว้ยอยูใ่นแถบเอยเชียคือ ทางเหนือของอินเดีย พม่า เขมร ไทย ลาว และจีนตอนใต ้หมู่เกาะ
อินโดนีเซีย เกาะบอเนียว ฟิลิปปินส์ ไตห้วนั ประเทศไทยเป็นถิFนกาํเนิดของกลว้ยป่า กลว้ยทานได้
นัSนพบอยูใ่ยแถบแหลมมาลาย ูซึF งหมายถึงภาคใตข้องประเทศไทยรวมอยูด่ว้ย ปัจจุบนัมีการ
เพาะปลูกทัFวไปในเขตร้อนและกึFงเขตร้อน  (เบญจมาศ, 2545) 

 
1.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 
      กลว้ยมีลาํตน้อยูใ่ตดิ้นทีFเรียกวา่ rhizome หรือ corm การเจริญคลา้ยการเจริญแบบซิมโป

เดียลทีFลาํตน้มีตาอยูท่างดา้นขา้งมีกาบใบหุม้ เหงา้ใตดิ้นคือลาํตน้ใตดิ้นหรือลาํตน้แทป้ระกอบไป
ดว้ยโคนตน้เทียม มีตาอยูท่ ัFวไปช่อดอกจะเจริญมาจากตาทีFอยูใ่จกลางเหงา้ส่วนตารอบๆจะเจริญไป
เป็นเหงา้อ่อน เหงา้จะเจริญไปเป็นหน่อแลว้กลายเป็นตน้อ่อน (ดวงแกว้, 2544) กลางลาํตน้แบ่ง
ออกเป็นสองส่วนคือ ส่วนของ central cylinder และ cortex โดยมีท่อนํSาท่ออาหารเป็นตวัเชืFอม 
เนืSอเยืFอของลาํตน้ประกอบดว้ยเซลพาเรนไคมาซึFงบรรจุดว้ยแป้งจาํนวนมาก ในการสร้างใบจากจุด
เจริญดา้นล่างก่อใหเ้กิดลาํตน้เทียมเหนือดินทีFเห็นอยูท่ ัFวไปหรือส่วนของกาบใบทีFอดัแน่น การ
จดัเรียงของกาบใบเป็นลาํตน้เทียมนัSนเกิดซ้อนๆกนัทีFบริเวณโคนตน้ ส่วนปลายไม่ซอ้นแต่มีการ
เรียงของใบแตกต่างตามอายุของตน้กลว้ย รากของกลว้ยเป็น adventitious root และมีการสร้าง 
lateral root ซึF งมี root hair เพืFอดูดนํSาและอาหาร (เบญจมาศ, 2545) 



5 
 

1.2 การขยายพนัธ์ุ 
 
      การขยายพนัธ์ุสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 วธีิคือ การขยายพนัธ์ุโดยใชเ้มล็ด การใชห้น่อ

หรือแยกเหงา้และการเพาะเลีSยงเนืSอเยืFอ อากาศทีFเหมาะสมคือ อบอุ่นและชุ่มชืSน อุณหภูมิช่วง 15-35 
องศาเซลเซียส ดินนํSาไหลทรายมูล (deep friable loam) เป็นดินทีFมีความอุดมสมบูรณ์มีการระบาย
นํSาและหมุนเวยีนอากาศดี ปลูกในดินทีFร่วนซุยและดินเหนียวทีFอุม้นํSา ไม่ชอบทีFมีนํSาขงั ควรมีการ
ปลูกพืชคลุมดินส่วนใชห้วา่นดว้ยเมล็ด เช่น ถัFวแระ ถัFวพุม่ ปอเทือง แหล่งทีFเหมาะสมกบัการปลูก
กลว้ยในประเทศไทยคือภาคใตแ้ต่แหล่งปลูกกลว้ยหอมทองทีFปลูกมากในปัจจุบนัคือภาคกลาง
(เบญจมาศ, 2545) 
 

1.3 อุปสรรคและปัญหา 
 
      อุปสรรคในการปลูกกลว้ยคือการเกิดการแพร่ระบาดของโรคทาํใหแ้หล่งปลูกทัFว

ประเทศมีความเสียหายและใหผ้ลผลิตลดลงเชืSอโรคทีFทาํใหเ้กิดความเสียหายไดแ้ก่ เชืSอรา เชืSอ
แบคทีเรีย เชืSอไวรัส ไส้เดือนฝอย โรคทีFเกิดขึSน เช่น โรคตาพราย โรคใบจุดกระ โรครากเน่าสี
นํSาตาล โรคเหีFยว เป็นตน้ (ดวงแกว้, 2544) ส่วนโรคกลว้ยทีFมีสาเหตุมาจากเชืSอไวรัส ไดแ้ก่ Banana 

bract mosaic virus (BBrMV), Banana mild mosaic virus (BanMMV), Banana streak virus (BSV), 
และ Banana bunchy top virus (BBTV) (Magee., 1927) การป้องกนัและกาํจดัโรคยอ่มมีความ
จาํเป็นและสาํคญัยิFง เพืFอเป็นการป้องกนัไม่ใหเ้ชืSอโรคเขา้สู่แปลงปลูกกลว้ย นอกจากนีSยงัทาํการ
กาํจดัโรคทีFกาํลงัแพร่ระบาดอยูใ่หห้มดสิSนไปเพืFอไม่ใหเ้กิดการระบาดต่อไป  
 
2.  โรคบานานาบันชีทอป (Banana bunchy top disease (BBTD)) 
 

โรคบานานาบนัชีทอป Banana bunchy top disease (BBTD) มีสาเหตุมาจากเชืSอไวรัส 
Banana bunchy top virus (BBTV) ทีFเกิดในกลว้ย (Musa spp.) เป็นโรคไวรัสทีFทาํความเสียหาย
แก่กวว้ยมากทีFสุด มีผลกระทบต่อเศรษฐกิจการส่งออกทาํใหผ้ลผลิตเสียหาย มีการรายงานวา่เชืSอ 
BBTV พบครัS งแรกในประเทศฟิจิ ปี 1889 (Magee., 1927) มีการแพร่ระบาดอยา่งกวา้งขวางใน
แหล่งปลูกทีFสาํคญัในประเทศต่างๆ ทัSงในมวปีแอฟริกา (บูรันดิ คองโก สาธารณรัฐแอฟริกากลาง 
อียปิต ์กาบอง ซาอีร์) ทวปีเอเชีย (บงัคลาเทศ จีน อินเดีย อินโดนีเซีย ญีFปุ่น มาเลเซีย พม่า ปากีสถาน 
ฟิลิปปินส์ ศรีลงักา ไตห้วนั ไทย เวยีดนาม) แปซิฟิก (ออสเตเลีย ฮาวาย กวม คิริบาส) ทวปีอเมริกา 
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(อเมริกากลางและอเมริกาใต ้และคาริบเบียน) (Dale et al., 1987) อาการของโรคบานานาบนัชีทอป
ในกลว้ยมกัจะปรากฏอยูใ่นกลุ่มของ Cavendish หรือกลว้ยหอม ทีFมีจีโนมเป็น AAA ซึF งอ่อนแอต่อ
การเขา้ทาํลายของเชืSอและยงัไม่มีพนัธ์ุใดทีFตา้นทานต่อโรค อาการของโรคมีความเด่นชดัและ
แตกต่างจากโรคไวรัสชนิดอืFนทีFเกิดขึSน (Harding et al., 1991)    
 

2.1 ลกัษณะอาการ   
 
       เชืSอ BBTV สามารถเขา้ทาํลายตน้กลว้ยไดทุ้กระยะการเติบโต การปรากฏขึSนของ

อาการนัSนจะเกิดขึSนหลงัจากทีFเพลีSยอ่อนกลว้ยเขา้ดูดกินนํS าเลีSยงในตน้กลว้ยและจะแสดงอาการ
จนกวา่จะมีใบใหม่เกิดขึSนอยา่งนอ้ยสองใบ อาการเริFมแรกจะเกิดเป็นรอยขีดและจุด (dot-dashes) 
เป็นขีดสีเขียวเขม้ (dark green streaks) หรืออาจทีFเรียกวา่ รอยขีดรหสัมอส  “ Morse code 
streaking” บนเส้นใบ เส้นกลางใบ กา้นใบ ใตใ้บ และยงัมีรอยสีเขียวเขม้นัSนมีลกัษณะคลา้ยกบั
ตะขอยาวๆ (hook) ตามเส้นใบมีสีเขียวอ่อนอยูร่ะหวา่งรอยขีดดงักล่าว แต่อาการเหล่านีSอาจจะไม่
พบในกลว้ยบางพนัธ์ุ อาการทีFเกิดขึSนภายหลงัมีความสัมพนัธ์กบัการเปลีFยนแปลงภายในของท่อ
อาหารและเนืSอเยืFอบริเวณรอบๆท่อลาํเลียง การผลิออกของยอดใหม่จะเกิดขึSนยาก ใบอ่อนจะสัSน
และแคบกวา่ปกติมีอาการใบซีดเหลืองขอบใบเป็นสีนํSาตาลจะปรากฏลกัษณะแบบมดักระจุกทีF
ส่วนบนหรือยอดของตน้กลว้ย หากมีอาการรุนแรงจะไม่เกิดผลแต่ถา้มีผลจะทาํใหล้กัษณะของหวี
กลว้ยจะบิดเบีSยว สาํหรับตน้ทีFเกิดจากหน่อของตน้ทีFเป็นโรคลกัษณะใบทีFเกิดขึSนมีขนาดเล็ก สัSน  
ตัSงตรง ริมขอบใบจะขาวซีดหรือเหลืองและห่อมว้น ตน้ไม่สูงเตีSยแคระหยดุการเจริญอาการดงักล่าว
จะเกิดอยูเ่ป็นช่อหรือกระจุก จากลกัษณะอาการเป็นกระจุกของใบทีFแตกออกมานีS  จึงใหชื้Fอวา่ 
โรคบยัชีทอป (เบญจมาศ, 2545) นอกจากนีS  เชืSอ BBTV สามารถถ่ายทอดไปยงักลว้ยพนัธ์ุ 
ladyfinger และ Cavendish cv. Williams ทีFปลูกจากวธีิเพาะเลีSยงเนืSอเยืFอไดง่้ายและรวดเร็ว (Soweha 
et al., 2005) 

 
        ถา้เชืSอเขา้ทาํลายในระยะทีFกลว้ยโตเตม็ทีFแลว้อาการจะไม่ปรากฏชดัเจนมากนกัหรือมี

รอยขีดสีเขียวเขม้เพียงเล็กนอ้ยทีFยอดของปลีกลว้ยและไม่มีการออกผลในปีต่อมาโดยทัFวไปแลว้ตน้ 
จะตายภายในสองปีเชืSอ BBTV มกัจะอยูใ่นบริเวณท่ออาหารเกิดอาการ hypertrophy และ 
hyperplasia และทาํใหมี้การสร้างเส้นใยลดลงบริเวณรอบๆ ท่อลาํเลียง เมืFอตรวจสอบดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนจากบริเวณทีFมีรอยขีดพบวา่คลอโรพลาสจาํนวนมากทีFมีรูปร่างผิดปกติ 
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2.2 การแพร่กระจายและการพฒันาของโรค 
 
      โรคบานานาบนัชีทอปจะแพร่กระจายโดยเพลีSยอ่อนกลว้ย Pentalonia nigronervosa 

ความสัมพนัธ์ของไวรัสกบัเพลีSยอ่อนเป็นแบบ circulative persistent ไม่มีการขยายพนัธ์ุ  
(non-propagative type) (Hafner et al., 1995)  โดยการใชป้ากดูด (stylet) แทงเขา้สู่เซลลพ์ืช เพืFอดูด
กินนํSาเลีSยงจากเซลลห์รือท่ออาหารของพืช ซึF งทาํใหเ้พลีSยอ่อนกลว้ยมีโอกาสไดรั้บเชืSอไวรัสทีFอยูใ่น
ตน้กลว้ยทีFเป็นโรคและสามารถถ่ายทอดไปยงัตน้อืFนไดเ้มืFอเพลีSยอ่อนกลว้ยไปดูดกินนํS าเลีSยง แต่การ
แพร่กระจายของเชืSอไวรัส BBTV ไม่สามารถถ่ายทอดไดท้างวธีิกลหรือนํSาคัSน (Wu et al., 1990) 
และไม่เป็น soil-borne (Magee, 1927)  เชืSอไวรัสจะเขา้ไปในระบบหมุนเวยีนของในตวัเพลีSยอ่อน 
แต่ไม่สามารถเพิFมปริมาณไดภ้ายในเพลีSยอ่อนกลว้ย ไวรัสไม่ถูกถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูก (viviparous 
agamic, progeny) ไวรัสจะอยูภ่ายในตวัเพลีSยอ่อนทีFตวัเต็มวยัเป็นระยะเวลา 15-20 วนั ระหวา่งนีS
เพลีSยอ่อนสามารถทีFจะส่งผา่นไวรัสไปยงัตน้กลว้ยปกติไดโ้ดยการดูดกินอาหารโดยใชเ้วลาเพียง 15 
นาทีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชืSอไวรัสทีFดีทีFสุดคือ 1.5-2 ชัFงโมง แลว้จะปรากฏอาการภายใน 1 
เดือน ทาํใหเ้กิดการเปลีFยนแปลงในระดบัเนืSอเยืFอท่ออาหาร (Magee, 1927) เชืSอไวรัส BBTV มีการ
เริFมตน้เพิFมจาํนวนทีFมีระยะเวลาสัSนในบริเวณทีFเพลีSยอ่อนกลว้ยดูดกินนํSาเลีSยงแลว้ปล่อยเชืSอไวรัส 
BBTV และในเวลาต่อมาก็จะมีการเคลืFอนทีFลงไปยงัลาํตน้และไปยงัส่วนฐานทีFเป็นเนืSอเยืFอเจริญ 
(basal meristematic region)  และสุดทา้ยจะอยูที่FบริเวณรากและใบทีFเกิดขึSนมาใหม่ (Hafner et al., 
1995)  กลว้ยเป็นโรคทีFยงัเป็นตน้อ่อนอยูจ่ะเป็นแหล่งของไวรัสไดดี้กวา่ตน้ทีFโตเตม็ทีFแลว้ ส่วน
เพลีSยอ่อนกลว้ยในระยะตวัอ่อนจะเป็นพาหะนาํโรคไดดี้กวา่ตวัเตม็วยั เพลีSยอ่อนกลว้ยบางตวัทีFมีปีก
นัSนสามารถแพร่กระจายไวรัสไดเ้ป็นอยา่งดี (Hu et al., 1996, & Magee, 1940) มกัจะพบกลุ่มของ
เพลีSยอ่อนอยูบ่ริเวณปลีกลว้ย กาบใบลาํตน้เทียม หน่อทีFเกิดใหม่และกา้นใบเมืFอสังเกตดูจะซุกซ่อน
ตวัอยูเ่พืFอกินอาหารและปกป้องตนเองจากสภาพแวดลอ้ม บางครัS งก็พบเพลีSยอ่อนในพืชพวก
เดียวกบักลว้ยเช่น Heliconia, Strelitzia, Ravenala (Harding et al., 1993) นอกจากเพลีSยอ่อนแลว้หน่อทีF
เป็นส่วนขยายพนัธ์ุหรือการเพาะเลีSยงเนืSอเยืFอทีFมาจากตน้เป็นโรคก็ทาํใหมี้การแพร่กระจายของเชืSอ
ไดเ้ช่นกนั  

 
 
 
 
 



8 
 

2.3 การควบคุมโรคและการแกปั้ญหา 
 
      สิFงทีFสาํคญัทีFสุดคือการฆ่าทาํลายเพลีSยอ่อนอาจใชส้ารเคมีกาํจดัเพลีSยอ่อนกลว้ยและ

เคลืFอนยา้ยหรือทาํลายตน้ทีFเป็นโรคเพืFอหลีกเลีFยงการแพร่กระจายไวรัสจากตน้เป็นโรคไปยงัตน้
ปกติจะทาํใหล้ดการแพร่กระจายไดก้ารกาํจดัทาํลายตน้ทีFถูกไวรัสเขา้ทาํลายทัSงสองวธีิการนีSตอ้ง
อาศยัการตรวจสอบทีFถูกตอ้งแม่นยาํ (Dale et al., 1987) การทาํลายหน่อโดยการตดัแลว้เจาะบริเวณ
ใจกลางเพืFอใส่สารเคโรซีน 5-10 มิลลิลิตร เมืFอหน่อตายแลว้จึงขดุหน่อและรากออก การปลูกกลว้ย
ทีFเป็นตน้ใหม่ดว้ยจากวธีิเพาะเลีSยงเนืSอเยืFอจากตน้ทีFปราศจากไวรัสจะตอ้งมาจากหอ้งปฏิบติัการทีFมี
การจดัการดา้นการปลอดเชืSอทีFดี การใชก้ฎหมายกกักนัพืชโดยไม่อนุญาตใหน้าํส่วนหรือชิSนส่วน
ของกลว้ยยกเวน้ผลหรือการนาํเขา้พืชทีFเป็นพวก Heliconia,  Flowering ginger จะตอ้งรับประกนัวา่
ไม่มีเพลีSยอ่อนกลว้ยติดมาดว้ย (Department of Agriculture, Fishers and Forestry, 1995) พืชทีFผา่น
เขา้ ออกในประเทศไดต้อ้งมีใบรับรองการปลอดโรคจากตน้ทาง เป็นวธีิการหนึFงทีFจะป้องกนัการ
แพร่ระบาดของเชืSอโรคจากแหล่งหนึFงไปสู่อีกแหล่งหนึFง ส่วนในระดบัทอ้งถิFนคือ หา้มบุคคลนาํ
กลว้ยจากแหล่งอืFนเขา้มาปลูกภายในทอ้งถิFน  (เบญจมาศ, 2545)   
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ภาพที@ 1   ลกัษณะอาการของโรคบานานาบนัชีทอป  
 
ที@มา : College of Tropical Agriculture and Human Resources (2006) 
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ภาพที@  2  เพลีSยอ่อนกลว้ย (Pentalonia nigronervosa) 
 
ที@มา : Bolton (2009) 
 

3. Banana bunchy top virus (BBTV) 
 

ลกัษณะทางชีววทิยาและโครงสร้างของเชืSอไวรัส  
 
เชืSอไวรัสบานานาบนัชีทอปอยูใ่นวงศ ์Nanoviridae ทีFประกอบไปดว้ย Subterranean 

clover stunt virus (SCSV), Coconut foliar decay virus (CFDV), Faba bean necrotic yellows virus 

(FBNYV),Milk vetch dwarf virus (MVDV) Banana bunchy top virus (BBTV) (Harding et al., 
1991) จีนสั Babuvirus สปีชีส์ Banana bunchy top virus คาํวา่ nano มาจากภาษากรีกทีFหมายถึง เล็ก 
แคระ เนืFองจากไวรัสดงักล่าวมีจีโนมขนาดเล็กและยงัทาํใหต้น้กลว้ยทีFถูกทาํลายมีลกัษณะเตีSยแคระ 
เชืSอไวรัส BBTV ทีFเขา้ทาํลายกลว้ย มีการรายงานแลว้ 10 ประเทศ และไดถู้กจดัออกเป็น 2 กลุ่มคือ 
กลุ่มเอเซียน ประกอบดว้ยไอโซเลตจาก ฟิลิปปินส์ ไตหวนั และเวยีดนาม กลุ่มแปซิฟิกใต ้
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ประกอบดว้ยไอโซเลทจาก ออสเตรเลีย บูรันดิ อิยปิต ์ฟิจิ อินเดีย ทองกา และเวสเทิร์น ซามวั 
(Karan et al., 1994)  

 
ในปี ค.ศ. 1989 มีการทาํเชืSอใหบ้ริสุทธิ� จากกลว้ยทีFมีอาการบนัชีทอป แต่เดิมเรียกเชืSอวา่ 

คลา้ยไวรัส (virus-like particles) เชืSอดงักล่าวมีขนาด 28 nm (Iskra et al., 1989) ในประเทศไตห้วนั
พบขนาด 20-22 นาโนเมตร ไวรัสในแฟมิลีนีS มีส่วนประกอบของ capsid เป็นส่วนทีFทาํใหไ้วรัสมี
มลกัษณะรูปร่างแบบ icosahedral มีขนาด 18-20 nm แต่ไม่พบ envelope ทีFอยูร่อบๆ จีโนมของ
ไวรัสประกอบดว้ย circular single straned DNA ทีFมีขนาดเล็ก 6 component แต่ละcomponent มี
ขนาดประมาณ 1,100 คู่เบส ไดแ้ก่ DNA-R คือโปรตีนทีFเริFมตน้กระบวนการเพิFมปริมาณของไวรัส
แบบ rolling-circle [Rep] จาํเป็นสาํหรับกระบวนการ Replication, DNA-S โปรตีนห่อหุม้ไวร้ส 
Coat Protein [CP], DNA-C โปรตีนเกีFยวกบั cell-cycle link protein เกีFยวขอ้งกบักระบวนการชกันาํ
ใหไ้วรัสเขา้สู่กระบวนการสร้างและสังเคราะห์ดีเอ็นเอของเซลลพ์ืช [Clink], DNA-M คือ โปรตีนทีF
เกีFยวขอ้งกบัการเคลืFอนยา้นจากเซลลห์นึFงไปสู่อีกเซลลห์นึFง Movement Protein [MP], DNA-N 
โปรตีนทีFมีหนา้ทีFนาํดีเอ็นเอของไวรัส เขา้-ออก จากนิวเคลียส Nuclear Shuttle Protein [NSP], และ 
DNA-U3 ทีFยงัไม่ทราบหนา้ทีF ( Harding et al., 1993) ส่วนประกอบแต่ละ component ประกอบดว้ย 
major common region (CR-M), stem-loop common region (CR-SL), open reading frame (ORF), 
TATA box,  และ polyadenylation sidnals  แต่ละ component จะมีบริเวณอนุรักษที์Fเรียกวา่ 
conserved regions 2 ส่วน ไดแ้ก่ CR-SL และ CR-M (Burns et al, 1995) บริเวณ CR-M อยูร่ะหวา่ง
ลาํดบัเบสทีF 66-92  ปัจจุบนัยงัไม่สามารถระบุหนา้ทีFทีFจดัเจน แต่คาดวา่ลาํดบัเบสดงักล่าวจะ
เกีFยวขอ้งกบัเริFมและควบคุมการถอดรหสัดีเอน็เอหรือเป็น promotor นัFนเอง ส่วน CR-SL มี
โครงสร้างของ stem-loop ทีFมีลาํดบัเบสเป็น loop sequence เรียกวา่ nonanucleotide sequence 
(TA(T/G)TATTAC) คือลาํดบัเบส conserved regions ของ Nanoviruses และ Geminiviruses 
(Lazarowitz, 1992) ลาํดบัเบสดงักล่าวทีFมีอยูทุ่ก component จะจาํเพาะต่อการจบัและจดจาํกบั Rep 
protein ในแต่ละ component ประกอบดว้ย open reading frame (ORF) ขนาดใหญ่ทีFสร้างโปรตีน
แตกต่างกนั ภายในมี TATA box และ 1 หรือ 2 polyadenylation signal ร่วมอยูด่ว้ย บริเวณ 
polyadenylation  มี GT-rich region ประกอบดว้ย 3 nucleotide คือ TTG ซึF งควบคุมบริเวณของ stop 
codon (Burns et al., 1995) 
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ภาพที@ 3  อนุภาคของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus, แถบขนาด 100 นาโนเมตร 
 
ที@มา : Thomas (1991)   

 
3.1 Component 1  
 
      DNA component 1 มี Open Reading Fream (ORF) ทีFมีขนาดโปรตีน 33.6 kDa 

ประกอบดว้ย  Major ORF และ internal ORF ซึF ง Major ORF แปลรหสักรดอะมิโนเป็น replication 
protein ส่วน internal ORF ทีFมีขนาดโปรตีนเท่ากบั 5 kDa นัSน ยงัไม่ทราบหนา้ทีFแน่นอน (Beetham 
et al., 1997) DNA Component 1 เกีFยวขอ้งกบัการเพิFมปริมาณของ DNA Component อืFนๆ โดยผา่น
กระบวนการทีFเรียกวา่ rolling-circle mechanism  ซึF งมีความจาํเพาะกบัการเกิด nicking และสร้าง 
loop region หรือเรียกวา่  recircularization  จากการศึกษาพบวา่โปรตีนนีS มีหนา้ทีFทัSงเริFมและหยดุ
การเพิFมปริมาณในกระบวนการ rolling-circle  replication (Hafner et al., 1997) นอกจากจะควบคุม
กระบวนการดงักล่าวแลว้ เมืFอศึกษาการทาํงานของ DNA Component 1 ใน banana embryogenic 
cell suspensions ร่วมกบั DNA Component อืFนๆ พบวา่ DNA Component 1 สามารถทาํใหเ้กิดการ
เพิFมปริมาณหรือเกิด replication DNA Component อืFนได ้และยงัพบวา่ DNA component 1 สามารถ
เกิด Self-replication ได ้และเป็น ‘master’ viral Rep (Horser et al., 2001) 
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3.2 Component 2  
 
      จากการศึกษาพบวา่ DNA Component 2 ไม่มีบริเวณของ ORF ทาํใหไ้ม่มีลาํดบัทีF

สามารถแปลเป็นอะมิโนไดจึ้งไม่ทราบหนา้ทีFของ DNA Component 2 แต่ยงัพบลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของ TATA boxes Polyadenylation signals และพบตาํแหน่งของบริเวณอนุรักษที์Fปรากฎอยูทุ่ก 
Component คือ CR-SL และ CR-M เมืFอทาํการหาขนาดของดีเอน็เอดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ 
Universal และ specific ในการสังเคราะห์ชิSนดีเอน็เอให ้overlapping กนั ไดข้นาดดีเอ็นเอ 1,059 – 
1,060 คู่เบส (Burns et al., 1995)    
 

3.3 Component 3  
 
      DNA component  3 มีขนาดของดีเอ็นเอเท่ากบั 1,075 คู่เบส ทาํหนา้ทีFเป็น Coat Protein 

ขนาดโปรตีนเท่ากบั 19.3 kDa (Wanitchakorn et al., 1997) เมืFอดีเอน็เอของไวรัสรวมกบั Coat 
Protein แลว้จะถูกจดจาํโดย DNA Component 4 (Movement Protein) และถูกส่งไปยงับริเวณรอบ
เซลลเ์พืFอการเคลืFอนทีFและส่งผา่นระหวา่งเซลล ์(Horser et al., 2001) 

 
3.4 Component 4 
 
      DNA component 4   มีขนาดดีเอน็เอเท่ากบั 1,043 bp  มีส่วนประกอบของ 29-30 amino 

acid N-terminal hydrophobic region เป็นโปรตีนทีFเกีFยวขอ้งกบัการส่งผา่นบริเวณเยืFอเมมเบรน 
(transmembrane) (Burns et al.,1995) DNA Component 4 จะปรากฏอยูที่Fบริเวณจาํเพาะ คือรอบๆ
เซลลข์อง banana embryogenic cell  แลว้ทาํการขนส่ง NSP-DNA complexes  มายงับริเวณรอบๆ
เซลล ์เป็นการเคลืFอนทีFระหวา่งเซลลห์นึFงไปสู่อีกเซลล ์(Wanitchakorn et al.,2000)  

 
3.5 Component 5  

 
      DNA component 5 ประกอบไปดว้ย LXCXE motif แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนดงักล่าวจะ

มีกิจกรรมร่วมกบั retinoblastoma protein (Rb)  ซึF งจะไปเปลีFยนแปลงการควบคุมเมตาบอลิซึมใน
เซลลพ์ืช นัFนคือ Rb-binding-like protein จะเป็นตวัทีFทาํใหไ้วรัสสามารถนาํส่วนประกอบในเซลล์
พืชมาใชป้ระโยชน์ โปรตีนจาก component นีSจะถูกสร้างขึSนจาํนวนมากก่อนทีFจะเขา้วงจรการเขา้
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ทาํลาย (infection cycle) ทาํใหเ้กิดกระบวนการถอดรหสัและเพิFมปริมาณของ dsDNA ซึF งคาดวา่เป็น
ตวัเปิด-ปิด (switching) และเปลีFยน cell cycle ของพืชให้อยูใ่นระยะทีFสังเคราะห์ดีเอน็เอ (S-phase) 
เป็นการเตรียมและใหง่้ายต่อการเพิFมปริมาณของเชืSอไวรัส นอกจากนีSยงัมีความสามารถในการเกิด 
self-primed มากกวา่ DNA component อืFนๆ (Wanitchakorn et al.,2000) 

 
3.6 Component 6  
 
      DNA component  6  ทาํหนา้ทีFเป็น Nucleus Shuttle Protein มีหนา้ทีFเคลืFอนยา้ย ssDNA 

หรือ DNA ทีFรวมอยูก่บั movement protein เขา้หรืออกจากบริเวณนิวเคลียสทีFเกิดการ replication จะ
พบวา่โปรตีนดงักล่าวจะปรากฏหรือมีเป้าหมายอยูท่ ัSงในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม มกัจะทาํงาน
ร่วมกบั transmembrane หรือ movement Protein จาก component 4 จะส่ง NSP-DNA complexesไป
ยงับริเวณรอบๆเซลลเ์พืFอส่งไประหวา่เซลลใ์กลเ้คียง (Wanitchakorn et al., 2000) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
ภาพที@ 4  โครงสร้างและส่วนประกอบจีโนมของ Banana bunchy top virus 

 
ที@มา : Hafner (1995) 
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4. การศึกษาและตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus  

 

การใชว้ธีิ green fluorescent protein (GFP)-tagging เพืFอติดตามวา่ มีการ localization 
ภายในเซลลที์Fมีโปรตีนจาก  DNA Component 3, 4, 6 โปรตีนทีFผลิตจาก DNA Component 4 ทาํ
หนา้ทีFเป็น Movement Protein มี hydrophobic N terminus พบวา่มีอยูเ่ฉพาะบริเวณรอบนอกเซลล ์
โปรตีนจาก DNA Component 3 และ DNA Component 6 พบทัSงในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม 
โปรตีนทัSง 3 ชนิดมีการแสดงออกร่วมกนั โดยโปรตีนจาก DNA Component 4 สามารถเขา้ไปจบั
กบัโปรตีนจาก DNA Component 6 ทีFบริเวณรอบนอกเซลล ์แต่ไม่ปรากฎปฏิกิริยาดงักล่าวกบั Coat 
Protein (Wanitchakorn et al., 2000) การพิสูจน์โครงสร้างของ ORF ใน DNA Component 1 ทีFมี 
Rep ORF โดยการถ่ายยนีดงักล่าวดว้ย Agrobacterium tumefaciens  สู่ตน้ยาสูบ การถ่ายยนีเพืFอดูการ
เพิFมปริมาณของ DNA Component 1, 3, 5  โดยใช ้BBTV 1.1 mers ใน Banana embryogenic cell 
suspensions ตรวจสอบการตดั (nick) และการกลบัเขา้สู่วงกลมใหเ้ป็น circular DNA เหมือนเดิม 
(recircularization) หลงัจากถ่ายยนีแลว้ 4 วนั นาํ bombarded banana embryogenic cell suspensions 
มาสกดัดีเอน็เอและทาํ PCR ต่อทนัทีโดยใชไ้พรเมอร์ Specific ทีFถูกออกแบบมาสาํหรับการเพิFม
ปริมาณยนีดงักล่าว ซึF งจะตรวจพบก็ต่อเมืFอ เกิดการทาํงานของ 1.1 mers ทีFมีการตดัทีFบริเวณ stem-
loop และเกิด recircularized เป็น single monomeric unit เมืFอทาํการวิเคราะห์ DNA Component 1, 
3, 5  พบวา่ bombarded banana embryogenic cell suspensions ทีFมียนีจาก DNA Component 1 จะทาํ
ใหเ้กิดการเพิFมปริมาณของ DNA Component 3 และ DNA Component 5 ได ้(Horser et al., 2001)    

 
การศึกษาการเคลืFอนยา้ยและการเพิFมปริมาณของ DNA component 1 ของเชืSอไวรัส 

Banana bunchy top virus ใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ และ Strand-specific RNA probes เพืFอตรวจสอบวา่
ไวรัสจะปรากฎอยูใ่นส่วนใดบา้งเมืFอมีการเขา้ทาํลาย วธีิ Strand-specific RNA probes ยงัสามารถ
ตรวจสอบไดว้า่มีการเพิFมปริมาณทีFตาํแหน่งใดบา้งของตน้กลว้ย ไดต้รวจพบวา่เชืSอไวรัสดงักล่าวจะ
เพิFมปริมาณในระยะเวลาอนัสัSนบริเวณทีFถูกเขา้ทาํลายหลงัจากนัSนจะเคลืFอนยา้ยมายงัลาํตน้จนถึง
รากและเนืSอเยืFอเจริญทีFจะก่อใหเ้กิดใบใหม่ ซึF งจะตรวจพบเชืSอไวรัสไดจ้ากใบกลว้ยทีFแตกออกมา
ใหม่หลงัจากถูกเชืSอเขา้ทาํลายแลว้ 21 วนั ดว้ยวธีิพีซีอาร์ แต่ไม่สามารถใช ้RNA probes ตรวจสอบ
ได ้แสดงใหเ้ห็นวา่ไวรัสสามารถเคลืFอนยา้ยไดโ้ดยอาศยัการเพิFมปริมาณตวัเองไดด้ว้ยวิธี rolling 
circle mechanism (Hafner et al.,1995)  
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การศึกษาความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น DNA component 1 ทีFสาํรวจจาก 10 
ประเทศ พบวา่ความแตกต่างนัSนถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแปซิฟิกใต ้ไดแ้ก่ ไอโซเลทจาก
ประเทศ ออสเตรเลีย บูรันดิ อียปิต ์ฟิจิ อินเดีย ทองกา เวสเทิร์นซามวั และกลุ่มเอเซียน ไดแ้ก่ไอโซ
เลทจากประเทศ ฟิลิปปินส์ ไตห้วนั และเวยีดนาม ภายในกลุ่มเดียวกนันัSนความแตกต่างของลาํดบั 
นิวคลีโอไทดเ์ท่ากบัร้อยละ 1.9 ถึง 3.0 ในระหวา่งกลุ่มแตกต่างกนัร้อยละ 10 ส่วนทีFเหมือนกนัคือ 
ลาํดบันิวคลีโอไทดต์ัSงแต่ Stem-loop ถึง TATA box (Karan et al, 1994)การตรวจสอบเชืSอไวรัส 
Banana bunchy top virus ดว้ยวธีิ (DAS-ELISA) และ dot-blot immunoassay (DBIA) มีการใชแ้อน
ตีซีรัFมในการตรวจสอบเชืSอไวรัสไอโซเลทจาก ออสเตรเลีย แอฟริกา แปซิฟิกใต ้อินเดีย และไอโซ
เลทจาก เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ ได่แก่ ฟิลิปปินส์ ไตห้วนั เวยีดนาม นอกจากนีSยงัใช ้nucleic acid 
probes สาํหรับเทคนิคไฮบริไดเซชัFนและเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) (Thomas et al., 
1994) ประโยชน์จากการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ สามารถทีFจะตรวจสอบสารพนัธุกรรมของไวรัสทีFเขา้
ทาํลายกลว้ยไดอ้ยา่งแม่นยาํซึFงนาํไปสู่การใชเ้ทคนิคนีS ในการตรวจสอบกลว้ยทีFไม่แสดงอาการนัFน
คือความเขม้ขน้ของไวรัสมีปริมาณนอ้ยแต่ก็ยงัสามารถตรวจสอบไดแ้ละใหค้วามจาํเพาะสูงกวา่การ
ใชว้ธีิ ELISA 

 
ในประเทสอียปิส์มีการตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus โดยใชเ้ทคนิคพีซี

อาร์มีการออกแบบไพรเมอร์ทีFจาํเพาะกบันิวคลีโอไทดข์อง component 2 ไดข้นาดดีเอ็นเอเท่ากบั 
1,056 bp โดยใชไ้พรเมอร์ดงันีS  P1, 5'GGT CCC CTT TAA GAT TCC TTT CTT CGT CGC3' and 

P2,  5'ACT CAA AAT ACA GCT GTC ATT GAA TTA TTA3' และถือวา่เทคนิคพีซีอาร์

เหมาะสมในการตรวจสอบเชืSอไวรัสชนิดนีSและสามารถตรวจสอบไดห้ากเชืSอไวรัสมีปริมาณนอ้ย
หรือความเขม้ขน้ตํFาและยงัพบวา่กลว้ยพนัธ์ุ Baradica, Grand Nain, Maghraby ตรวจพบเชืSอ BBTV 
และตรวจพบเชืSอมากตามลาํดบัในตน้ทีFไม่แสดงอาการดว้ย (Soweha et al., 2005) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  วสัดุอุปกรณ์ 
     1.1 อ่างนํSาควบคุมอุณหภูมิ 
     1.2  เครืFอง Micro centrifuge (Clover Laboratories, USA) 
     1.3  เครืFองวเิคราะห์ภาพ (Gel documentation) (Syngene, UK) 
     1.4 เครืFองควบคุมอุณหภูมิอตัโนมติั 37 องศาเซลเซียส (Memmert, Germany) 

       1.5 เครืFองไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 
      1.6 เครืFองชัFง 2 ตาํแหน่ง (Ohaus, USA) 
      1.7 เครืFอง Electrophoresis (i – Myrum, Japan) 
      1.8 เครืFอง Vortex (Scientific, Thailand) 
      1.9 เครืFอง Thermocycler (Biometra, Germany) 
      1.10 เครืFองเขยา่ (Labnet, USA) 
      1.11 ไมโครปิเปต (Labnet, USA) 
      1.12 ตูค้วบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sharp, Japan) 
      1.13 ตูค้วบคุมอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan) 
      1.14 เครืFอง Autoclave 
      1.15 ตู ้Laminar air flow 
      1.16 เครืFองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 
      1.17 เครืFอง Hybridization oven 
      1.18 หลอด Hybridization 
      1.19 Pipette tip ขนาด 1,000, 200, และ 20 ไมโครลิตร 
      1.20 microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
      1.21 แผน่ไนลอนแมมเบรน (Roche, Switzerland) 
      1.23 intensifier cassette (Kodak, Japan) 
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2.  สารเคมี 
      2.1 1kb Gene ruler DNA Ladder (Fermentas, UK) 
      2.2 Loading dye (Fermentas, UK) 
      2.3 Agarose 
      2.4 TAE buffer 
     2.5 Chloroform 
      2.6 Ethidium bromide 
      2.7 6M NaI 
      2.8 Wash buffer 
      2.9 Deoxyribonucleotide triphosphate; dNTPs (Fermentas, UK) 
      2.10 Absolute ethanol 
      2.11 RiboLockTM RNase Inhibitor (Fermentas, UK) 
      2.12 Calcium chloride 
      2.13 อาหารแขง็และอาหารเหลว 2xYT 
      2.14 DMSO 
      2.15 สารละลาย TB 
      2.16 TE buffer 
      2.17 Lysis buffer (0.2 mM NaOH, 1% SDS) สาํหรับสกดัพลาสมิด 
                  2.18 Precipitation buffer (5 M potassium acetate, 96% acitic acid)  
สาํหรับสกดัพลาสมิด 
      2.19 ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
      2.20 70% เอทานอล 
      2.21 dH20 
      2.22 RNase A (Fermentas, UK) 
      2.23 Taq DNA polymerase 
      2.24 10X Taq Buffer 
      2.25 เอนไซมต์ดัจาํเพาะ FastDigest® EcoRI (Fermentas, UK) 
      2.26 T4 DNA Ligase 
      2.27 Competent cell ของเชืSอ E. coli สายพนัธ์ุ MachI 
      2.28 อาหารเหลว 2xYT และอาหารเหลว SOC 
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     2.29 สารปฏิชีวนะ kanamycin 
     2.30 β – mercaptoethanol 
      2.31 Homogenization buffer (0.1 M NaCl, 0.2 M sucrise, 0.01 M EDTA,  

0.03 M Tris-HCl, pH 8) สาํหรับสกดัดีเอน็เอ 
     2.32 Lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 2.5% SDS) สกดัดีเอ็นเอ 
     2.33 Precipitation buffer (5 M potassium acetate, 3 M 96% acetic acid) สกดัดีเอน็เอ 
     2.34 DIG – dUTP (Roche, Switzerland) 
     2.35 Hybridization Buffer 
     2.36 Wash I (2X SSC, 0.1% SDS) 
     2.37 Wash II (0.5X SSC, 0.1% SDS) 
     2.38 Washing buffer (maleic buffer) 
     2.39 Tween 20 
     2.40 Blocking solution (Roche, Switzerland) 
     2.41 ฟิลม์ X-ray (Kodak, Japan) 
     2.42 CDP-Star chemiluminescent reagent (Roche, Switzerland) 
     2.43 Polypropylene plates (Roche, Switzerland) 
     2.45 Developer (Kodak, Japan) 
     2.46 Fixer (Kodak, Japan) 
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วธีิการ 

 
1. เกบ็ตัวอย่างกล้วยที@แสดงอาการบันชีทอป 
 

เก็บตวัอยา่งกลว้ยทีFแสดงอาการของโรค Banana bunchy top disease (BBTD) จาก อ.ปาก
ช่อง จ. นครราชสีมา ลกัษณะอาการตน้แคระ ยอดเป็นกระจุกหรืออาการยอดอัSน ขอบใบเหลือง ใบ
และกา้นรวมถึงลาํตน้เป็นเส้นสีเขียวเขม้สลบักบัเขียวอ่อน ทีFใบมีเส้นสีเขียวเขม้มีลกัษณะคลา้ย
ตะขอบริเวณทีFติดกบัเส้นกลางใบ (hook) บริเวณกาบใบมีเส้นสีเขียวเขม้เป็นขีด (dot – dashes)  
 
2.  การสกดัดีเอน็เอ 
 

2.1 การสกดัดีเอน็เอรวม  

 

ส่วนของใบกลว้ยทีFแสดงอาการของโรคนาํมาสกดัดีเอน็เอรวม โดยตดัใบกลว้ย 0.5 กรัม 

ใส่ในหลอด microcentifuge tube  1.5 มิลลิลิตร พร้อมสแตนเลสบีดขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 4 

มิลลิเมตร จาํนวน  3 ลูก ทีFมี  homoginization buffer (50 mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, 0.2 M 

sucrose, 10 mM EDTA, pH 8.0, ทีFเติม 1% β mercaptoetanol ก่อนใช)้ 200 µl ใชเ้ครืFองเขยา่ 25 Hz 

นาน 2 นาที หลงัจากนัSนเติม lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 2.5 % SDS pH  8.0  

200 µl ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการพลิกหลอดอุ่นทีF 65 °C  5 นาที เติม precipitation buffer (3M 

potassium acetate, pH 5.2)  300 µl พลิกหลอดไปมา แลว้เติม CHCl3 300 µl ทาํใหส้ารละลายเขา้กนั

โดยการ vortex แช่ในนํSาแขง็เป็นเวลา 15 นาที แลว้หมุนเหวีFยง 14,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 

ดูดส่วนใสยา้ยใส่หลอดใหม่  เติม Isoporpanol อตัรา 1 เท่าของปริมาตรส่วนใส พลิกหลอดกลบัไป

มาเบา ๆ นาํไปหมุนเหวีFยงเพืFอตกตะกอนดีเอน็เอทีF 14,000 รอบต่อนาที ทีFอุณหภูมิห้อง นาน 10 

นาที เทนํSาใสส่วนบนทิSง ลา้งตะกอนดว้ย 70% เอธานอล 500 µl แลว้เทออก เติม 70% เอธานอล 

500 ไมโครลิตร อีกครัS ง นาํไปหมุนเหวีFยงทีF 14,000 รอบ ทีFอุณหภูมิห้อง นาน   30 วนิาที  ใชปิ้เปต

ดูดนํSาส่วนใสออกใหม้ากทีFสุด เติมนํSา + RNase เพืFอละลายตะกอน DNA  เก็บไวที้F -20 องศา

เซลเซียส 
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2.2 การสกดัดีเอน็เอวธีิสกดัพลาสมิด  

 
ส่วนของกลว้ยทีFแสดงอาการทัSงใบอ่อนและใบแก่นาํมาสกดัดีเอ็นเอดว้ยวธีิสกดัแบบ  

พลาสมิด ตดัใบกลว้ย 0.5 กรัม ใส่ในหลอด microcentifuge tube  1.5 มิลลิลิตร พร้อมสแตนเลสบีด

จาํนวน  3 ลูก ทีFมี homoginization buffer 200 µl (TE buffer + 1% β mercaptoetanol) ใชเ้ครืFองเขยา่ 

25 Hz นาน 2 นาที เติม lysis buffer 400 µl (0.2% NaOH, 1% SDS) พลิกหลอดไปมา เติม 

precipitation buffer  300 µl (3M potassium acetate + 5M acetic acid) พลิกหลอดไปมา แลว้เติม 

CHCl3 300 µl ทาํใหส้ารละลายเขา้กนัโดยการ vortex แช่ในนํSาแขง็เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปัFนเหวีFยง 

14,000 รอบต่อนาที ทีFอุณหภูมิหอ้ง  นาน 15 นาที ดูดส่วนใสยา้ยใส่หลอดใหม่  เติม Isoporpanol 

อตัรา 1 เท่าของปริมาตรส่วนใส พลิกหลอดกลบัไปมาเบา ๆ นาํไปหมุนเหวีFยงเพืFอตกตะกอนดีเอน็

เอทีF 14,000 รอบต่อนาที ทีFอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที เทนํSาใสส่วนบนทิSง ลา้งตะกอนดว้ย 70% 

เอธานอล 500 µl แลว้เทออก เติม 70% เอธานอล 500 ไมโครลิตรอีกครัS ง นาํไปหมุนเหวีFยงทีF 14,000 

รอบ ทีFอุณหภูมิหอ้ง นาน   30 วนิาที  ใชปิ้เปตดูดนํSาส่วนใสออกใหม้ากทีFสุด เติมนํSา + RNase เพืFอ

ละลายตะกอน DNA  เก็บไวที้F -20 องศาเซลเซียส 

 
3.  การออกแบบไพรเมอร์ 
 

3.1 การออกแบบไพรเมอร์ Universal 
 
      การออกแบบไพรเมอร์ Universal สาํหรับตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy top 

virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยการสืบคน้ลาํดบันิวคลิโอไทดข์องเชืSอไวรัส ทัSง 6 component จาก
ฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  มาเปรียบเทียบโดยการ alignment ในโปรแกรม 
Clustal W หลกัการเลือกคือเลือกบริเวณทีFมีลาํดบันิวคลีโอไทดที์FเหมือนกนัมากทีFสุดหรือเป็น
บริเวณ Conserve region เพืFอใหไ้พรเมอร์นัSนมีความจาํเพาะกบัทุก component โดยทาํการเลือก
บริเวณทีFเป็น Stem loop common regions (CR-SL) ซึF งเป็นโครงสร้างหลกัมีลกัษณะของ stem loop 
เป็นลกัษณะเฉพาะของ Banana bunchy top virus ทีFมีอยูแ่ต่ละ component  ระยะห่างระหวา่งไพร
เมอร์ Forward และไพรเมอร์ Reverse ของไพรเมอร์ Universal ประมาณ 1,000 คู่เบส 
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3.2 การออกแบบไพรเมอร์ Specific  
 
       การออกแบบไพรเมอร์ทีFจาํเพาะในแต่ละ component (Specific) สืบคน้ลาํดบันิวคลีโอ

ไทดข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus แต่ละcomponent จากฐานขอ้มูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นาํลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น component เดียวกนันัSน มา alignment  ใน
โปรแกรม Clustal W เลือกตาํแหน่งในบริเวณทีFเหมือนกนัโดยเฉพาะบริเวณทีFสามารถแปลรหสัเป็น
โปรตีนได ้คือ Open Reading Frame (ORF) ออกแบบไพรเมอร์ทีFจาํเพาะแต่ละ component ทีFให้
ขนาดดีเอน็เอต่างกนั  

 
4.  การเพิ@มปริมาณชิSนดีเอน็เอเป้าหมายด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์ 
 

4.1  เพิFมปริมาณดีเอ็นเอทัSง 6 component เพืFอหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
 
       นาํดีเอน็เอทีFสกดัไดจ้ากใบกลว้ยเป็นดีเอ็นเอตน้แบบมาเพิFมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย

โดยใชไ้พรเมอร์ Universal U_BBTVF 5' CCC MGY GCT CRG GAC GGG ACA T 3'  และ 
U_BBTVR 5' GGG TAA TAA TAR KCC CCM GYG C 3' ในการเพิFมปริมาณดีเอ็นเอทัSง  
6 component ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction (PCR)) ซึF งในปฏิกิริยามี
องคป์ระกอบดงันีS   
 

องคป์ระกอบ                                    ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O 39 
10X Taq buffer 5 
dNTP (10 mM, 2.5 each) 2   
Primer  
  U_BBTVF (10 mM) 1   
  U_BBTVR (10 mM) 1  
Taq DNA polymerase 1   
DNA Template 20 ng 1   

รวม 50  
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 ดูดสารละลายทีFกล่าวขา้งตน้ลงในหลอดพีซีอาร์ แลว้นาํเขา้เครืFองใช ้Thermal Cycler 
(Biometra Germany) ทีFตัSงโปรแกรม ดงันีS   

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ oC เวลา (นาที) 
Initial denaturation 94 5      1 รอบ 
Denaturation 94             1  
Annealing 58            1               34 รอบ 
Extention 72            1 
Final extention 72 10     1 รอบ 

           

4.2  เพิFมปริมาณดีเอ็นเอ component  ทีF 2 และ 5 เพืFอหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 
 
      นาํดีเอน็เอทีFสกดัไดจ้ากใบกลว้ยเป็นดีเอ็นเอตน้แบบมาเพิFมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย

โดยใชไ้พรเมอร์ Specific สาํหรับ component ทีF 2 และ 5 ร่วมกบัไพรเมอร์ Universal โดยแบ่งเป็น
การเพิFมปริมาณยนีเป้าหมาย Component ละ 3 ปฏิกิริยาพีซีอาร์  
 

Component 2 ประกอบดว้ยองคป์ระกอบและปริมาตร ดงันีS  
องคป์ระกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  
dH2O 39  
10X Taq buffer 5   
dNTP (10mM, 2.5 each) 2   
Primer*  
BBTV 2-1F (10 mM) 1   
U_BBTVR  (10 mM) 1   
Taq DNA polymerase 1   
DNA Template 20 ng 1   

รวม 50  
        * Primer  U_BBTVF, BBTV 2-2R  สําหรับปฎิกิริยาที� 2,  

                       BBTV 2-3F, BBTV 2-2R  สําหรับปฏิกิริยาที� 3   
                



24 
 
 ดูดสารละลายทีFกล่าวข้างต้นแต่ละปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ แล้วนําเข้าเครืF อง 
Thermal Cycler (Biometra Germany) ทีFตัSงโปรแกรมดงันีS  94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนัSนทาํ
ปฏิกิริยา 34 รอบ ของกระบวนการ Denature ทีF 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, กระบวนการ 
Annealing ที� 62 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และกระบวนการ Extention ที� 72 องศาเซลเซียส นาน 

1 นาที จากนัSนทาํกระบวนการ Final extention ที� 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

 
Component 5 ประกอบดว้ยองคป์ระกอบและปริมาตร ดงันีS  
องคป์ระกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O 39  
10X Taq buffer 5  
dNTP (10mM, 2.5 each) 2   
Primer*  
BBTV 5-1F (10 mM) 1   
U_BBTVR  (10 mM) 1   
Taq DNA polymerase 1   
DNA Template 20 ng 1   

รวม 50  
 

      * Primer U_BBTVF, BBTV 5-2R สําหรับปฎิกิริยาที� 2,  

                                BBTV 5-3F, BBTV 5-2R สําหรับปฏิกิริยาที� 3   

 ดูดสารละลายทีFกล่าวข้างต้นแต่ละปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ แล้วนําเข้าเครืF อง 
Thermal Cycler (Biometra Germany) ทีFตัSงโปรแกรมดงันีS  94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนัSนทาํ
ปฏิกิริยา 34 รอบ ของกระบวนการ Denature ทีF 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, กระบวนการ 
Annealing ที� 58 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และกระบวนการ Extention ที� 72 องศาเซลเซียส นาน 

1 นาที จากนัSนทาํกระบวนการ Final extention ที� 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

 
 
 
 



25 
 
5.  การตรวจสอบแถบดีเอน็เอด้วยเทคนิคอเิลค็โตรโฟรีซีส (gel electrophoresis)  
 

นาํดีเอน็เอจากผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีFไดม้าตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิสบน 1.0% 
agarose gel ในเครืFอง Electrophoresis ทีFมี 1X TAE buffer  เวลา 25 นาที กระแสไฟฟ้า 135 โวลล ์
จากนัSนนาํไปแช่สารละลาย Ethidium bromide 10 µg/L (หรือ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นาน 10 
นาที ลา้งดว้ยนํSาเปล่า ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต ้UV transluminator  ดว้ยเครืFอง Gel documentation 
(SyngeneR) 
 
6.  การเตรียมดีเอ็นให้บริสุทธิZ  
 

นาํผลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยา PCR (PCR Product) เติม purified solution (26.2%  Polyethylene 
glycol 800, 6.6 mM MgCl2 .6H2O, 0.6  M   sodium  acetate) อตัรา 1:1 ผสมใหเ้ขา้กนัทิSงไวที้F
อุณหภูมิห้อง 15 นาที แลว้ปัFนเหวีFยง 14,000 รอบต่อนาที ทีFอุณหภูมิห้อง  นาน 15 นาที  เทส่วนใส
ทิSง เก็บตะกอนแลว้ลา้งดว้ย 70% ethanol 50 µl พลิกหลอดไปมา  ปัFนเหวีFยง 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 3 นาที ดูด 70% ethanol ออกใหห้มด ละลายตะกอนดว้ยนํSา 30 µl ตรวจสอบผลการเตรียม 
ดีเอ็นเอใหบ้ริสุทธิ� ดว้ยเทคนิค อิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรสเจล  ใน 0.5X TAE buffer เป็น
เวลา 25 นาที ทีF 135 โวลล ์จากนัSนนาํไปแช่สารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที  
ลา้งนํSาเปล่าก่อนนาํไปตรวจดูแถบดีเอน็เอ ดว้ยเครืFอง Gel documentation (SyngeneR) 

 
7.  การเชื@อมต่อชิSนดีเอน็เอเข้ากบัดีเอน็เอพาหะ (vector) หรือการทาํพลาสมิดสายผสม 
 

ทาํการเชืFอมต่อชิSนดีเอน็เอทีFไดจ้ากปฏิกิริยา PCR เขา้กบัดีเอน็เอพาหะ ซึF งในการทดลองนีS
ใช ้cloning vector (pCR®–XL-TOPO® cloning vector ) ขนาด 3.5 kb  จากบริษทั Invitrogen®  เป็น 
ดีเอ็นเอพาหะ ทีFชิSนดีเอน็เอจะเชืFอมต่อเขา้กบัดีเอ็นเอพาหะ โดยการทาํงานของเอนไซม ์
Topoisomerase ซึF งมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยา Ligation ดงันีS   
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องคป์ระกอบ ปริมาตร 

dH2O 1.5  µl 

Salt (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2 ) 1     µl 

Vector pCR®–XL-TOPO® 0.5  µl 

PCR Product 2     µl 

รวม 5    µl 

ดูดสารละลายแต่ละตวัขา้งตน้ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายซึFงมีปริมาตรรวมทัSงสิSน 5 ไมโครลิตร ให้เขา้กนัโดยการ ดูดขึSนและลงเบาๆ แลว้บ่มไวที้F
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที เพืFอรอการถ่ายพลาสมิดเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย 

 

8.  การถ่ายพลาสมิดสายผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli 

 
ถ่ายพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ MachI ดว้ยวธีิ CaCl2 

/Heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) โดยเติมพลาสมิดสายผสมจากปฏิกิริยา 
ligation ทีFมีปริมาตร 5 µl ลงใน Competent cell  ของแบคทีเรีย E.coli  สายพนัธ์ุ MachI ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยการเคาะหลอด
เบาๆ ใชเ้วลาทาํปฏิกิริยา 30 นาทีในนํSาแขง็ แลว้ยา้ยไปแช่ในนํSาอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ทนัที  
เป็นเวลา 90 วนิาที จากนัSนนาํไปแช่ในนํSาแขง็อีกครัS ง 3 นาที  เอาออกจากนํSาแขง็มาเติม SOC 
medium ปริมาตร 250 มิลลิลิตร นาํหลอดไปเขยา่ในเครืFองทีFควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) 
ทีFตัSงอุณหภูมิไวที้F 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัFวโมง เพืFอใหเ้ซลลมี์
การเจริญเติบโต เมืFอครบเวลานาํไปปัFนเหวีFยงทีFความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพืFอ
ตกตะกอนเซลล ์เทอาหารเหลวบางส่วนทิSงใหเ้หลือประมาณ 50 ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลล ์
จากนัSนดูดสารละลายนาํมาเกลีFยบนอาหาร 2xYT agar (Tryptone 16 g, Yeast Extract 10 g, Nacl 5 
g, Agar 15 g ปรับปริมาตร 1L) ทีFมี Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เพืFอคดัเลือกโคโลนีทีFมีชิSนมีดี
เอน็เอสายผสม แลว้นาํไปบ่มในตูที้Fอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัFวโมง  
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ภาพที@ 5  แผนทีFยนีบนพลาสมิด pCR®–XL-TOPO® cloning vector พลาสมิดมีขนาด 3,519 คู่เบส 
โปรโมเตอร์ T7 promotor มียนีตา้นสารปฏิชีวนะ kanamycin ใชค้ดัเลือกแบคทีเรียทีF
ไดรั้บพลาสมิดชนิดนีSและมี origin of replication เป็น pUC ชิSนยนี BBTV ขนาด ประมาณ 
1,000 คู่เบส จะแทรกอยูใ่นตาํแหน่ง TA overhang ทีFมีเอนไซม ์Topoisomerase เชืFอมติด
ไว ้ทาํหนา้ทีFเชืFอมดีเอน็เอ เขา้กบัเวกเตอร์ และมีตาํแหน่งจดจาํของเอนไซม ์EcoRI อยูใ่กล้
ตาํแหน่งเชืFอมต่อของดีเอ็นเอกบัเวคเตอร์  

 
9.  การคัดเลอืกโคโลนีที@มีพลาสมิดสายผสม 
 

ทาํการคดัเลือกโคโลนีทีFไดรั้บการถ่ายพลาสมิดสายผสม  Recombinant plasmid เขา้สู่เซลล์
บนอาหารแขง็ 2xYT ทีFมี Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เลือกโคโลนีทีFเจริญบนอาหารนาํไป
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ตรวจสอบชิSนดีเอ็นเอขนาด ~1,000 bp ทีFเชืFอมอยูใ่นเวคเตอร์  ดว้ยปฏิกิริยา PCR และ PCR Profile 
ตามทีFกล่าวขา้งตน้โดยมีไพรเมอร์ Universal r U_BBTVF และ U_BBTVR เป็นตวัตรวจสอบ  

 
10.  การสกดัพลาสมิดของดีเอน็เอสายผสม (recombinant DNA)  
 

คดัเลือกเซลลข์องเชืSอ E. coli ทีFเจริญบนอาหารคดัเลือกแค่ละโคโลนีมาเลีSยงในอาหารเหลว 
2xYT ทีFเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 2 มิลลิตร  นาํไป
เขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที ทีFอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัFวโมง สกดัพลาสมิด 
จากนัSนทาํการสกดัพลาสมิดดว้ยวธีิ alkaline lysis ดูดเซลลที์FเลีSยงไวใ้นอาหารเหลวลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปัFนเก็บเซลลป์ริมาตร 1.5 มิลลิตร ดว้ยเครืFองปัFนเหวีFยงทีF
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทอาหารทิSงไป เติม homoginization buffer 200 µl (TE 
buffer + 1% β mercaptoetanol) ละลายตะกอนดว้ยการ vortex เป็นเวลา 30 วนิาที จากนัSนเติม  lysis 
buffer 400 µl (0.2% NaOH, 1% SDS) พลิกหลอดไปมา เติม precipitation buffer  300 µl (3M 
potassium acetate + 5M acetic acid) พลิกหลอดไปมา แลว้เติม คลอโรฟอร์ม (CHCl3)  300 µl ทาํ
ใหส้ารละลายเขา้กนัโดยการ vortex แช่ในนํSาแขง็เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปัFนเหวีFยง 14,000 รอบต่อ
นาที ทีFอุณหภูมิหอ้ง  นาน 15 นาที ดูดส่วนใสยา้ยใส่หลอดใหม่  เติม Isoporpanol อตัรา 1 เท่าของ
ปริมาตรส่วนใส พลิกหลอดกลบัไปมาเบา ๆ นาํไปหมุนเหวีFยงเพืFอตกตะกอนดีเอ็นเอทีF 14,000 รอบ
ต่อนาที ทีFอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที เทนํSาใสส่วนบนทิSง ลา้งตะกอนดว้ย 70% เอธานอล 500 
ไมโครลิตร แลว้เทออก เติม 70% เอธานอล 500 ไมโครลิตร อีกครัS ง นาํไปหมุนเหวีFยงทีF 14,000 
รอบ ทีFอุณหภูมิหอ้ง นาน 30 วนิาที  ใชปิ้เปตดูดนํSาส่วนใสออกใหม้ากทีFสุด เติมนํSา + RNase เพืFอ
ละลายตะกอน DNA เก็บไวที้F -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 

 
ตรวจสอบผลดว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1.0 % อะกาโรสเจล 

ในเครืFอง Electrophoresis ทีFมี 1X TAE buffer     เวลา 25 นาที กระแสไฟฟ้า 135 โวลล ์จากนัSน
นาํไปแช่สารละลาย Ethidium bromide 10 µg/L (หรือ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นาน 10 นาที 
ลา้งดว้ยนํSาเปล่า ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต ้UV transluminator  ดว้ยเครืFอง Gel documentation 
(SyngeneR) 
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11.  ตรวจสอบโคลนที@ได้รับดีเอน็เอสายผสม (recombinant DNA)  
 

ตรวจสอบ Recombinant plasmid คือพลาสมิดทีFมีชิSนส่วนดีเอ็นเอของ Banana bunchy top 

virus (BBTV) ขนาด ~1,000 bp โดยทาํปฏิกิริยา Fast digestion ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Restriction 
Enzyme (EcoRI) ซึF งมีตาํแหน่งจดจาํอยู่บนพลาสมิดเวคเตอร์ pCR®–XL-TOPO การตดัพลาสมิด
ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะมี องคป์ระกอบของปฏิกิริยาดงันีS   

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O  3  
10X buffer EcoRI  1  
Enzyme EcoRI FastDigest®  1  
Plasmid (0.1 ไมโครกรัม)  5  

รวม 10  
 
ดูดพลาสมิดทีFตอ้งการตรวจสอบปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมสารทีFกล่าวขา้งตน้ลงไปในหลอดตามปริมาตรทีFกาํหนดไวโ้ดยเติม
เอนไซมเ์ป็นตวัสุดทา้ยผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยการ vortex จากนัSนปัFนเหวีFยงหลอดดว้ยเครืFอง
ตกตะกอนสารตวัอยา่งขนาดเล็ก (Spin down centrifuge) นาน 10 วนิาที   บ่มทีFอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชัFวโมง เมืFอสิSนสุดเวลา นาํ 5 ไมโครลิตร ของผลิตภณัฑ ์หลงัจาการทาํปฏิกิริยามา
ตรวจสอบ ดว้ยเทคนิคอิเล็กโตโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1.0 % อะกาโรสเจล ในเครืFอง 
Electrophoresis ทีFมี 1X TAE buffer     เวลา 25 นาที กระแสไฟฟ้า 135 โวลล ์จากนัSนนาํไปแช่
สารละลาย Ethidium bromide 10 µg/L (หรือ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นาน 10 นาที ลา้งดว้ย
นํSาเปล่า ตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใต ้UV transluminator  ดว้ยเครืFอง Gel documentation (SyngeneR) 

 
12.  การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของดีเอน็เอโดยเครื@องวเิคราะห์อตัโนมัติ 
 

 นาํพลาสมิดทีFตรวจสอบพบวา่ใหผ้ลเป็นบวกจาการตรวจสอบดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จาํเพาะไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยเทคนิค dideoxy-chain termination (Sanger et al., 
1977)  โดยใชชุ้ดปฏิกิริยา BigDye® Terminator kot ของบริษทัไบโอดีไซน์ ใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ ไพร
เมอร์ คือ T7 forward  [5’ GTAAAACGACGGCCAG 3’] กบั M13 reverse [5’CAGGAAACA 
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GCTATGAC 3’] ทีFมีตาํแหน่งจดจาํอยูบ่นเวคเตอร์นาํลาํดบันิวคลีโอไทดที์Fไดม้าวเิคราะห์โดยใช้
โปรแกรม fishTV เพืFอหาลาํดบัของไพรเมอร์ และยนีของ BBTV และแปลรหสัลาํดบันิวคลีโอไทด์
ดงักล่าวเป็นกรดอะมิโน ส่วน component ทีF 2 และ 5 ใชผ้ลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยา PCR ส่งวเิคราะห์
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์โดยใชไ้พรเมอร์ในการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์งันีS   

 
DNA component 2 ผลิตภณัฑดี์เอน็เอจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่ไพรเมอร์ U_BBTVF, 

BBTV 2-2R จะใชไ้พรเมอร์ U_BBTVF และ BBTV 2-2R ในการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลิโอไทด์ จะ
ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดท์ัSงหมด 2 สาย ผลิตภณัฑดี์เอน็เอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่ไพรเมอร์ 
BBTV 2-1, U_BBTVR จะใชไ้พรเมอร์ U_BBTVR ในการวเิคราะห์จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทด ์1 สาย 
ผลิตภณัฑดี์เอน็เอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่ไพรเมอร์ BBTV 2-3F, BBTV 2-2R จะใชไ้พร
เมอร์ BBTV 2-3F ในการวเิคราะห์จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทด ์1 สาย สาํหรับ Component 5 ผลิตภณัฑ์
ดีเอ็นเอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่ไพรเมอร์ BBTV 5-1, U_BBTVR จะใชไ้พรเมอร์ U_BBTVR 
ในการวเิคราะห์จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทด ์1 สาย  ผลิตภณัฑดี์เอน็เอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่
ไพรเมอร์ U_BBTVF, BBTV 5-2R จะใชไ้พรเมอร์ U_BBTVF และ BBTV 5-2R ในการวเิคราะห์
จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทด ์2 สาย ผลิตภณัฑดี์เอน็เอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFใชคู้่ไพรเมอร์ BBTV 
5-3F, BBTV 5-2R จะใชไ้พรเมอร์ BBTV 5-3F ในการวเิคราะห์ ผลการวเิคระห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์
สาํหรับ component 5 จะไดท้ัSงหมด 4 สาย  

 
ใชโ้ปรแกรม Clustal W เพืFอจดัเรียงทิศทางของชิSนดีเอน็เอใหเ้ชืFอมต่อกนั ทัSง DNA 

component 1-6 จนไดล้าํดบันิวคลีโอไทดที์Fเรียงอยา่งถูกตอ้ง จากนัSนเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ
ไทดที์Fไดแ้ต่ละ component เพืFอดูความเหมือนและแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด ์นาํลาํดบันิวคลี
โอไทดที์Fสมบูรณ์ไปวเิคราะห์การสร้างชนิดโปรตีนวา่เหมือนหรือใกลเ้คียงกบัจีโนมในฐานขอ้มูล 
GenBank  

 
13.  การตรวจสอบเชืSอ Banana bunchy top virus ทัSงจีโนมด้วยวธีิพซีีอาร์ 
 

สกดัดีเอน็เอจากใบกลว้ยดว้ยวธีิการสกดัแบบการสกดัพลาสมิดดงัทีFกล่าวขา้งตน้ นาํดีเอ็น
เอทีFสกดัไดใ้ชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์เพืFอตรวจสอบหาเชืSอ Banana bunchy top 

virus DNA component ทีF 1- 6 จะแบ่งเป็นสองปฏิกิริยา แต่ละปฏิกิริยาจะใหอุ้ณหภูมิ Annealing 
เท่ากนั ดงันัSนจะใชไ้พรเมอร์ปฏิกิริยาละ 3 คู่ไพรเมอร์ในการตรวจสอบดีเอน็เอ Component ทีF 2, 4, 
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5 ใชไ้พรเมอร์  BBTV 2-3 F BBTV 2-2R, BBTV 4-1 F BBTV 4-2R, BBTV 5-1R  BBTV 5-2R 

สาํหรับดีเอน็เอ Component ทีF 1, 3, 6  BBTV 1-1 F BBTV 1-2R, BBTV 3-1 F BBTV 3-2R, BBTV 
6-1R  BBTV 6-2R 
 

ในการตรวจสอบเชืSอ  Banana bunchy top virus ดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยใช ้Specific Primer ทีF
ออกแบบมาอยา่งจาํเพาะแต่ละ component  โดยมีส่วนประกอบของปฏิกิริยาในการเพิFมปริมาณ 
ดีเอ็นเอเป้าหมาย Component ทีF 2, 4, 5 ดงันีS  

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O 38  
10X Taq buffer 5   
dNTP (10mM, 2.5 each) 2   
Primer  
  BBTV 2-3F (10 mM) 0.5   
  BBTV 2-2R (10 mM)   0.5   
  BBTV 4-1F(10 mM) 0.5   
  BBTV 4-2R(10 mM) 0.5   
  BBTV 5-1R(10 mM) 0.5   
  BBTV 5-2R(10 mM) 0.5   
Taq DNA polymerase 1   
DNA Template 20 ng 1   

รวม 50  
 
ดูดสารละลายทีFกล่าวขา้งตน้แต่ละปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ แลว้นาํเขา้เครืFอง Thermal 

Cycler (Biometra Germany) ทีFตัSงโปรแกรม ดงันีS   
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ปฏิกิริยา อุณหภูมิ oC เวลา (นาที) 
Initial denaturation 94 5      1 รอบ 
Denaturation 94 1               
Annealing 58 1               34 รอบ 
Extention 72 1 
Final extention 72 10     1 รอบ 

ส่วนประกอบสาํหรับปฏิกิริยา PCR เพืFอเพิFมปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย Component 1, 3, 6 มีดงันีS  
องคป์ระกอบ ปริมาตร 
dH2O 38 µl 
10X Taq buffer 5  µl 
dNTP (10mM, 2.5 each) 2  µl 
Primer  
  BBTV 1-1F(10 mM) 0.5  µl 
  BBTV 1-2R(10 mM)   0.5  µl 
  BBTV 3-1F(10 mM) 0.5  µl 
  BBTV 3-2R(10 mM) 0.5  µl 
  BBTV 6-1F(10 mM) 0.5  µl 
  BBTV 6-2R(10 mM) 0.5  µl 
Taq DNA polymerase 1  µl 
DNA Template 20 ng 1  µl 

รวม 50 µl 
ดูดสารละลายทีFกล่าวขา้งตน้แต่ละปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ แลว้นาํเขา้เครืFอง Thermal 

Cycler (Biometra Germany) ทีFตัSงโปรแกรม ดงันีS  
ปฏิกิริยา อุณหภูมิ oC เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 5      1 รอบ 
Denaturation 94 1               
Annealing 60 1               34 รอบ 
Extention 72 1 
Final extention 72 10     1 รอบ 
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14.  การตรวจสอบหา DNA component 3 และ DNA component 6 ในตัวอย่างกล้วยด้วยเทคนิค 
       Dot blot hybridization 
 

นาํชิSนส่วนใบของตน้กลว้ยตวัอยา่งมาแยกสกดัดีเอ็นเอโดยวธีิสกดัแบบการสกดัพลาสมิด 
ตามวธีิการทดลองขอ้ 2 ตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยเทคนิคเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิสบน 1.0% agarose gel 
ในเครืFอง Electrophoresis ทีFมี 1X TAE buffer เวลา 25 นาที กระแสไฟฟ้า 135 โวลล ์จากนัSนนาํไป
แช่สารละลาย Ethidium bromide 10 µg/L (หรือ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นาน 10 นาที ลา้งดว้ย
นํSาเปล่า ตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใต ้UV transluminator  ดว้ยเครืFอง Gel documentation  

 
14.1 การเตรียมดีเอน็เอโพรบ 

เตรียมดีเอ็นเอโพรบ โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีFจะมีการติดฉลากโพรบดว้ยสารปลอดรังสี 
Digoxigenin (DIG) คือ DIG-dUTP  

ดีเอ็นเอโพรบของยนี BBTV 3 มีส่วนประกอบของปฏิกิริยามี ดงันีS  
 
องคป์ระกอบ      ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O       17  
10x buffer Taq DNA polymerase (1x)   2.5  
10x DIG-dUTP/dNTP (0.1 mM dUTP)   2.5  
ไพรเมอร์ BBTV 3-1F (20 µM)    0.5  
ไพรเมอร์ BBTV 3-2R (20 µM)    0.5  
Taq DNA polymerase                  1  
พลาสมิด                    1  
รวม                     25  
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ดีเอ็นเอโพรบของยนี BBTV 6 มีส่วนประกอบของปฏิกิริยามี ดงันีS  
 

องคป์ระกอบ      ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
dH2O       17  
10x buffer Taq DNA polymerase (1x)   2.5  
10x DIG-dUTP/dNTP (0.1 mM dUTP)   2.5  
ไพรเมอร์ BBTV 6-1F (20 µM)    0.5  
ไพรเมอร์ BBTV 6-2R (20 µM)    0.5  
Taq DNA polymerase      1  
พลาสมิด                    1  
รวม                     25  

ดูดสารละลายทีFกล่าวขา้งตน้แต่ละปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ แลว้นาํเขา้เครืFอง Thermal 
Cycler (Biometra Germany) ทัSง 2 ปฏิกิริยา ทีFตัSงโปรแกรม ดงันีS  
 

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ oC เวลา (นาที) 
Initial denaturation 94 5      1 รอบ 
Denaturation 94 1               
Annealing 60 1               34 รอบ 
Extention 72 1 
Final extention 72 10     1 รอบ 
 
ตรวจสอบขนาดของโพรบทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ยเทคนิค 1% อะกาโรสเจลอิเล็ตโตร

โฟริซิส ก่อนนาํโพรบไปไฮบริไดซ์กบัดีเอน็เอเป้าหมาย ใหน้าํโพรบ 1 ไมโครลิตรไปเจือจางดว้ย 
dH2O ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้นาํไปตม้ทีFอุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนัSนแช่นํSาแขง็นานประมาณ 5 นาที 
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14.2 การตรึงดีเอน็เอบนเมมเบรน 
 
        หยดตวัอยา่งดีเอน็เอทีFตอ้งการตรวจลงบนแผน่ไนลอนเมมแบรนปริมาตร 5 

ไมโครลิตร รอจนกระทัFงแผน่เมมแบรนแหง้จึงหยด denature buffer บนตวัอยา่งดีเอ็นเอ ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร จากนัSนตรึงดีเอน็เอบนแผน่เมมแบรนดว้ยแสงยวูเีป็นเวลา 1 นาที 30 วนิาที 

 
14.3 Prehybridization 
 
        นาํแผน่เมมแบรนทีFผา่นการ fix ดว้ยแสงยวู ีมาทาํพรีไฮบริไดซ์ดว้ย hybridization 

buffer โดยใชอ้ตัราส่วนบฟัเฟอร์ : เมมแบรน เท่ากบั 0.1 มิลลิลิตรต่อตารางเซนติเมตร (ml/cm2) ใน 
hybidization roller bottle จากนัSนนาํเมมแบรนไปบ่มใน hybridization chamber ทีFอุณหภูมิ 65 
องศาสเซลเซียส นาน 1 ชัFวโมง 

 
14.4 Hybridization 
 
        นาํแผน่เมมแบรนทีFผา่นการทาํพรีไฮบริไดซ์ดว้ย hybridization buffer มาทาํไฮบริไดซ์

กบัโพรบซึFงติดฉลากดว้ยสารปลอดรังสี Digoxigenin (DIG) ทีFผสมกบั hybridization buffer  
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้นาํแผน่เมมแบรนไปบ่มใน hybridization chamber ทีFอุณหภูมิ 65  
องศาเซลเซียส นาน 18 ถึง 22 ชัFวโมง 

 
14.5 Washing 
 
        ทาํการกาํจดั unhybridized probe ดว้ยการลา้งดว้ยสารละลาย wash I Low stringency 

wash (2 X SSC, 0.1% SDS) ครัS งละ 5 นาที จาํนวน 2 ครัS ง ทีFอุณหภูมิห้อง ตามดว้ยสารละลาย wash 
II High stringency wash (0.5x SSC, 0.1% SDS) ทีFอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นานครัS งละ 15 นาที 
จาํนวน 2 ครัS ง และแช่ใน washing buffer (0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl และ 0.03% tween 20) 
ทีFอุณหภูมิห้อง ครัS งละ 5 นาที จาํนวน 2 ครัS ง 
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14.6 Detection 
 
        นาํเมมแบรนมาเติม 1x blocking solution (Qiagen) ทาํการบ่มทีFอุณหภูมิหอ้งนาน 30 

นาทีดว้ยการเขยา่เบาๆ จากนัSนนาํเมมแบรนมาเติมสารละลายทีFประกอบดว้ย 1x blocking solution : 
anti DIG ติดฉลากดว้ยเอนไซม ์alkaline phosphatase เท่ากบั 1: 10,000  ทาํการบ่มทีFอุณหภูมิหอ้ง
นาน 1 ชัFวโมง ดว้ยการเขยา่เบาๆ แลว้นาํเมมแบรนออกมาใส่ในกล่องพลาสติกทีFสะอาดแลว้เติม
สารละลาย wash buffer (0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl และ 0.03% tween 20) ใหม้ากเกินพอ 
บ่มทีFอุณหภูมิหอ้ง ประมาณ 10 นาที จาํนวน 2 ครัS ง นาํเมมแบรนออกมาวางในถุงพลาสติกทีFสะอาด
เติม CDP-Star® ซึF งเป็น chemiluminescent reagent สาํหรับ alkaline phosphatase detection buffer 
ในอตัราส่วน 1 : 500 เกลีFยใหท้ัFวเมมแบรน ปิดผนึกถุง แลว้นาํไปประกบกบัฟิลม์ X – ray (Kodak) 
นาน 30 นาที นาํฟิลม์ X-ray ไปลา้งนํSายา developer solution นาน 1 นาที จากนัSนลา้งฟิลม์ดว้ยนํSา
กลัFนประมาณ 1 นาที และ fixer solution นาน 5 นาที (ทาํในหอ้งมืดตัSงแต่ขัSนตอนการประกบฟิลม์) 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การออกแบบไพรเมอร์ 
 

 1.1 การออกแบบไพรเมอร์ Universal  
 
       จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ทัSง 6 

component ทีFมีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank ซึF งเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัSงจีโนม รวม 6 
component โดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์สามารถออกแบบไพรเมอร์ทีFมีความจาํเพาะกบั
ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์นบริเวบริเวณ Stem loop common region (CR-SL) ไดพ้อดี (ตารางทีF 1) 
จากนัSนนาํไพรเมอร์ไปใชใ้นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและเพืFอเพิFมปริมาณดีเอน็ทัSง 6 component ของ
เชืSอไวรัส Banana bunchy top virus จากดีเอ็นเอกลว้ยตวัอยา่งได ้

 
       เนืFองจากจีโนมของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus มีลาํดบันิวคลีโอไทดที์Fเป็น

บริเวณอนุรักษ ์เรียกวา่ Stem loop common region (CR-SL) ซึF งปรากฎอยูทุ่ก component ดงันัSน ใน
การออกแบบไพรเมอร์ทัSง Forward และ Reverse จะมีลาํดบันิวคลีโอไทดที์FเหลืFอมซอ้นกนั 1 เบส 
เมืFอไพรเมอร์เริFมการสังเคราะห์จนเสร็จสิSนปฏิกิริยาพีซีอาร์ จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทดท์ัSง component 
พอดี  

 
ตารางที@ 1 ไพรเมอร์ Universal ทีFใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

ชืFอไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
U_BBTVF 5' CCC MGY GCT CRG GAC GGG ACA T 3' 
U_BBTVR 5' GGG TAA TAA TAR KCC CCM GYG C 3' 

K = G/T, M = A/C, R = G/A, Y= C/T 
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1.2 การออกแบบไพรเมอร์ Specific  
 
      การออกแบบไพรเมอร์สาํหรับการสังเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DNA component 

ทีF 2 และ 5 โดยมีไพรเมอร์ DNA component ละ 3 ไพรเมอร์ เพืFอใชร่้วมกบัไพรเมอร์ Universal ใน
การสังเคราะห์ component ทีF 2 และ 5 ใหไ้ดล้าํดบันิวคลีโอไทดค์รบทัSง component โดยมีลาํดบันิ
วคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ทีFใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ตารางทีF 2) ทีFถูกออกแบบมาจากการเปรียบเทียบ
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์บริเวณ Open Reading Frame (ORF)  ของดีเอน็เอ component ดงักล่าว  

 
ตารางที@ 2 ไพรเมอร์ Specific ทีFใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ สาํหรับ component 2 และ 5 
 

ชืFอไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
BBTV 2-1F 5' GCT GAG GCG GAA GAT CGC CA 3' 
BBTV 2-2R 5' GAT GAT CGC CGG TGG CGA TCT TC 3' 
BBTV 2-3F 5' GGG ACC ACA GAT AAG ACA GC 3' 
BBTV 5-1F 5' TGG GAA TVG TCT GCC ATG CCA G 3' 
BBTV 5-2R 5' AGG AAG CAG GAA GTT CCT CAT CAC 3' 
BBTV 5-3F 5' GGA ATG TTA TCA TGG CAT CGA C 3' 

 
จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ทัSง 6 

component ทีFมีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank นาํลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น component เดียวกนัมา 
เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์ในโปรแกรม Allign X (Clustal W) แลว้เลือกตาํแหน่งในบริเวณทีF
เหมือนกนัโดยเฉพาะบริเวณทีFสามารถแปลรหสัเป็นโปรตีนได ้คือ Open Reading Frame (ORF) ได้
ไพรเมอร์ทีFจาํเพาะแต่ละ component และขนาดดีเอ็นเอทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ตารางทีF  3) 
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ตารางที@ 3  ไพรเมอร์ Specific สาํหรับ DNA ComponentทีF 1-6 ทีFใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

ชืFอไพร
เมอร์ 

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ ขนาดผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ 

BBTV 1-1F GCGCGATATGTGGTATGCTGGAT 280 คู่เบส 

BBTV 1-2R GCACCAAACTCGAAGGGACCT 
BBTV 2-3F  GGGACCACAGATAAGACAGC 532 คู่เบส 
BBTV 2-2R GATGATCGCCGGTGGCGATCTTC 
BBTV 3-1F  CACCGCGAGGTATCCGAAGAAATC 500 คู่เบส 
BBTV 3-2R TCATACATGATATGTAATTCTGTTCTGGTAG 
BBTV 4-1F GCACGCAGGGAAATGGCATTA 333 คู่เบส 
BBTV 4-2R   CTTGCTCGTCCCTTCTAGGTTGA 
BBTV 5-1F TGGGAATCGTCTGCCATGCCAG  351 คู่เบส 
BBTV 5-2R AGGAAGCAGGAAGTTCCTCATCAC 
BBTV 6-1F GCCCAGCCTGGAAGTGGATAAT 918 คู่เบส 
BBTV 6-2R GGGCTACGTTGTAAACCAATCAGAGATTAG 

 
 
2.  การสกดัดีเอน็เอด้วยวธีิสกดัแบบสกดัพลาสมิด (Alkaline lysis) 
 

การสกดัดีเอ็นเอจากใบกลว้ยทีFแสดงอาการบนัชีทอป ตวัอยา่งจาก อ. ปากช่อง จ. 
นครราชสีมา โดยใชว้ธีิแบบสกดัพลาสมิด (alkaline lysis) เปรียบเทียบกบัการสกดัดีเอ็นเอรวม 
ปรากฎวา่วธีิการสกดัแบบสกดัพลาสมิดนัSนไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเอแต่การสกดัดีเอน็เอรวมปรากฎ
แถบดีเอ็นเอ (ภาพทีF 7) เนืFองจากการสกดัแบบการสกดัดีเอน็รวมนัSน จะไดดี้เอน็เอทัSงหมดคือดีเอ็น
เอของกลว้ยและไวรัส สาํหรับการสกดัแบบสกดัพลาสมิดนัSน จะไดเ้ฉพาะดีเอ็นเอของไวรัส 
Banana bunchy top virus เพราะจีโนมของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus เป็น Multipartite 
genome ประกอบดว้ย ssDNA ทีFมีลกัษณะเป็นวงกลมปิด ทัSง 6 component  ซึF งมีลกัษณะคลา้ยกบั 
พลาสมิด เมืFอนาํมาตรวจหาแถบดีเอน็เอของวธีิการสกดัแบบพลาสมิดนัSน ไม่มีแถบดีเอน็เอของพืช
อยูเ่ลยและเป็นไปไดว้า่ดีเอน็เอของไวรัสอาจมีจาํนวนนอ้ยจึงไม่ปรากฎแถบดีเอน็เอของไวรัส 
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ภาพที@ 6  ตวัอยา่งกลว้ยทีFแสดงอาการบนัชีทอป ตน้แคระแกร็น ขอบใบไหมเ้หลือง ใบ กา้นและ 
               ลาํตน้เป็นรอยขีดสีเขียวเขม้ (dot-dashes)  
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ภาพที@ 7  เปรียบเทียบแถบดีเอน็เอจากกลว้ยทีFใชว้ธีิสกดั 2 วธีิ จากกลว้ย 6 ตวัอยา่ง ช่องเจลทีF 1-6 
   ใชว้ธีิแบบการสกดัพลาสมิด, ช่องเจลทีF 7-12 ใชว้ธีิสกดัดีเอน็เอรวม, ช่อง M คือ ดีเอ็นเอ 
   มาตรฐานขนาด 1 kb (Fermentus) 
 

3.  การเพิ@มปริมาณชิSนดีเอน็เอเป้าหมายของเชืSอ Banana bunchy top virus ด้วยวธีิพซีีอาร์  
     ใช้ไพรเมอร์ Universal  
  

นาํดีเอน็เอรวม (total DNA) ทีFสกดัจากใบกลว้ยตวัอยา่ง จาก อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา มา
ใชเ้ป็นแม่แบบในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของเชืSอไวรัส BBTV ทัSงจีโนมดว้ยปฏิกิริยา PCR ทีFใช้
Universal primer U_BBTVF 5' CCC MGY GCT CRG GAC GGG ACA T 3'  และ U_BBTVR 5' 
GGG TAA TAA TAR KCC CCM GYG C 3' ทีFออกแบบจากบริเวณ CR-SL เมืFอตรวจสอบดีเอ็นเอ
ทีFไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ยวธีิอิเล็คโตรโฟเรซิสและดูแถบดีเอ็นเอภายใตย้วู ีพบแถบดีเอน็เอขนาด 
~1,000 คู่เบส (ภาพทีF 8) จากตวัอยา่งกลว้ยทัSงหมด (B1, B2, B3 และ B4)  ซึF งมีขนาดใกลเ้คียงกบั
ขนาดผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีFคาดไว ้และไม่พบแถบดีเอน็เอขนาดดงักล่าวในตวัอยา่งกลว้ยปกติ (H)  
จากปฏิกิริยา PCR เมืFอใช ้Universal primer สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายได ้พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด ~1,000 bp ทีFมีลกัษณะเขม้ แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณของดีเอน็เอเป้าหมายมีจาํนวนค่อนขา้งมาก 
จากการใช ้Universal primer ทีFมีนิวคลีโอไทดเ์หลืFอมกนั 1 ตาํแหน่ง ในบริเวณ Stem loop ซึF งเป็น
โครงสร้างสาํคญัของเชืSอ BBTV ทีFมีอยูท่ ัSง 6 component หรือเรียกวา่บริเวณอนุรักษ ์ไพรเมอร์ทัSง
สองจะเริFมตน้ทีFจุดเดียวกนัแต่สังเคราะห์สายดีเอน็เอในทิศทางทีFแยกออกจากกนั เมืFอสิSนสุด
กระบวนการ จะทาํใหข้นาดของดีเอน็เอทีFไดเ้ท่ากบัขนาดดีเอ็นเอ component ของเชืSอ BBTV  

M     1    2     3     4     5    6      7     8    9    10   11   12 
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ภาพที@ 8  ผลการตรวจสอบดีเอน็เอของ Banana bunchy top virus ทีFตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์  
              ใช ้Universal Primer  M คือ ขนาดกบัดีเอน็เอมาตรฐาน (ช่อง M)1 kb (Fermentus) และ 
               ช่องเจล H คือ กลว้ยทีFไม่แสดงอาการของโรค bunchy top ช่องเจล B1-B4 คือ ตวัอยา่ง 
                กลว้ยทีFแสดงอาการของโรค  
 

4.  การเพิ@มปริมาณชิSนดีเอน็เอของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ด้วยไพรเมอร์ Specific  
 

การเพิFมปริมาณชิSนดีเอน็เอของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus DNA Component 2 
และ 5 ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Specific และไพรเมอร์ Universal เพืFอใหไ้ดชิ้Sนดีเอ็นเอครบ
ทัSงจีโนม โดยแบ่งปฏิกิริยาเป็น component ละ 3 ปฏิกิริยา เมืFอเสร็จสิSนปฏิกิริยาจะพบแถบดีเอน็เอทีF
มีขนาดแตกต่างกนั (ภาพทีF 9) เนืFองจากการออกแบบไพรเมอร์ใหมี้ความจาํเพาะและต่อเนืFอง จน
สามารถสังเคราะห์สายดีเอ็นเอจนครบทัSง component ในแต่ละปฏิกิริยาต่อ 1 คู่ไพรเมอร์นัSน จะได้
ขนาดดีเอน็เอ ทีFสัมพนัธ์กบัช่องเจล ดงันีS  1. U_BBTVF กบั BBTV2-2R ไดข้นาดดีเอน็เอเท่ากบั 300 
คู่เบส 2. BBTV2-1F กบั U_BBTVR ไดข้นาดดีเอน็เอเท่ากบั 750 คู่เบส 3. BBTV2-3F กบั BBTV2-
2R ไดข้นาดดีแอน็เอเท่ากบั 530 คู่เบส 4. BBTV5-1F กบั U_BBTVR ไดข้นาดของดีเอ็นเอเท่ากบั 
570 คู่เบส 5. U_BBTVF กบั BBTV5-2R ไดข้นาดดีเอน็เอเท่ากบั 800 คู่เบส 6. BBTV5-3F กบั 
BBTV5-2R ไดดี้เอ็นเอขนาดเท่ากบั 970 คู่เบส นาํดีเอน็เอทีFไดม้าทาํใหบ้ริสุทธิ� แลว้นาํไปวเิคราะห์
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยเทคนิค dideoxy-chain termination (Sanger et al., 1977) โดยใชชุ้ดปฏิกิริยา 
BigDye® Terminator kot ของบริษทัไบโอดีไซน์  

 

 

  1 kb ~1 kb 
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ภาพที@ 9  ผลการตรวจสอบแถบดีเอน็เอของ Banana bunchy top virus  Component 2 และ 5 ; 
                Component 2  คือ ช่องเจล 1 ขนาด ~300 คู่เบส (U_BBTVF, BBTV 2-2R), ช่องเจล 2 
                ขนาด ~750 คู่เบส (BBTV 2-1, U_BBTVR), ช่องเจล 3 ขนาด ~ 530 คู่เบส (BBTV 2-3F,  
      BBTV 2-2R). Component 5 คือ ช่องเจล 4 ขนาด ~ 570 คู่เบส (BBTV 5-1, U_BBTVR), 
      ช่องเจล 5  ขนาด~ 800 คู่เบส (U_BBTVF, BBTV 5-2R), ช่องเจล 6 ขนาด ~970 คู่เบส 
        (BBTV 5-3F, BBTV 5-2R), M คือ ขนาดกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb (Fermentus) 
 
5.  การเชื@อมต่อชิSนดีเอน็เอเข้ากบัดีเอน็เอพาหะ (vector) และตรวจเช็คโคโลนีที@มี Recombinant 
     plasmid 
 

 ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีFใช ้Universal primer มีขนาด ประมาณ 1,000 คู่เบส  เมืFอทาํใหบ้ริสุทธิ�
นาํมาเชืFอมต่อกบั cloning vector (pCR®–XL-TOPO® cloning vector ) ทีFมีขนาดประมาณ  3,500 คู่
เบส   ซึF งเวคเตอร์ดงักล่าวมีตาํแหน่งจดจาํของเอนไซม ์EcoRI อยู ่2 ตาํแหน่ง บริเวณใกลก้บั
ตาํแหน่งของ inserting site และมียนีตา้นสารปฏิชีวนะ Kanamycin  หลงัจากเชืFอมต่อชิSนดีเอน็เอเขา้
กบัเวคเตอร์ ไดถ่้ายโอนพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลล ์E. coli สายพนัธ์ุ MachI ดว้ยวธีิดว้ยวธีิ CaCl2 
/Heat shock transformation ทาํการคดัเลือกโคโลนีบนอาหาร 2xYT agar ทีFมี Kanamycin 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ซึF งพบโคโลนีจาํนวนมาก จึงสุ่มเลือกโคโลนีมาทาํมาสเตอร์เพลทบนอาหารแขง็
ชนิดเดิม พร้อมกบัตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Universal ทาํการทดสอบ 
จาํนวน  88 โคโลนี เมืFอตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยวธีิ gel electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอ ขนาด

component 2 component 5 

    1 kb 
750 bp 
500 bp 
250 bp 
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ประมาณ 1,000 คู่เบส จาํนวน 36 โคลน (ภาพทีF 10) จึงนาํโคโลนีทัSง 36 โคลน เพิFมปริมาณใน
อาหารเหลวเพืFอเพิFมปริมาณเซลลแ์บคทีเรีย แลว้นาํมาสกดัพลาสมิดเพืFอตรวจสอบหา Recombinant 
plasmid ดว้ยวธีิการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

 

6. การตรวจสอบ Recombinant plasmid โดยการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Restriction 

    Enzyme EcoRI 
 

ตดัยอ่ยพลาสมิดทัSง 36 โคลนและอีก 1 โคลนทีFเป็น negative control ดว้ยเอนไซม ์EcoRI 
แลว้ตรวจสอบคุณภาพและขนาดบน 1% อะกาโรสเจล เพืFอตรวจสอบการแทรกของชิSนดีเอน็เอของ
เชืSอไวรัส Banana bunchy top virus บนเวคเตอร์ พบวา่พลาสมิดจากโคโลนีทีF 1-4, 6-7, 9-20, 22-26, 
28-29, 31-32, 35 มีแถบดีเอน็เอสองแถบ ขนาดประมาณ 3,500 คู่เบส อยูแ่ถบดา้นบน และขนาด
ประมาณ 1,000 คู่เบส อยูแ่ถบดา้นล่าง (ภาพทีF 11) น่าจะเป็นแถบชิSนดีเอน็เอของเวคเตอร์ pCR®–
XL-TOPO® และแถบดีเอน็เอของเชืSอไวรัส banana bunchy top  ทีFแทรกอยู ่ตามลาํดบั ซึF งถูก
เอนไซม ์EcoRI ตดัออกจากเวคเตอร์ บริเวณ inserting site ในปฏิกิริยา Fast digestion พลาสมิด
โคลนทีFมีชิSนดีเอ็นเอของเชืSอไวรัส BBTV แทรกอยู ่(Recombinant Plasmid) เมืFอตดัดว้ยเอน็ไซม ์
EcoRI จะไดแ้ถบดีเอ็นเอของเชืSอไวรัสขนาด ~1,000 bp และเวคเตอร์ขนาด 3.5 kb ไดค้ดัเลือก
โคลนหมายเลข 1, 2, 6, 15, 24  รวม 5 โคลน เป็นพลาสมิดทีFตรวจสอบแลว้พบวา่ให้ผลเป็นบวกจาก
การตรวจสอบดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ ซึF งไดม้าจากพลาสมิดของโคลนทีF 1, 5, 24, 42, 56 
ตามลาํดบั นาํพลาสมิดไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยเทคนิค dideoxy-chain termination 
(Sanger et al., 1977)  โดยใชชุ้ดปฏิกิริยา BigDye® Terminator kot ของบริษทัไบโอดีไซน์ ใชไ้พร
เมอร์ 2 คู่ ไพรเมอร์ คือ T7 forward กบั M13 reverse ทีFมีตาํแหน่งจดจาํอยูบ่นเวคเตอร์ นาํลาํดบันิว 
คลีโอไทดที์Fไดม้าวเิคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม fishTV เพืFอหาลาํดบัของไพรเมอร์ และเปรียบเทียบ
ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นโปรแกรม Clustal W และในฐานขอ้มูล NCBI  

 
 
 
 
 

 
 

 
 



45 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที@  10  การตรวจสอบชิSนดีเอ็นเอขนาด  ~1,000 คู่เบส  ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ 

    Universal จาํนวน 88 โคลน M คือ ขนาดกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb (Fermentus) 
 
 
 

1 kb 

1 kb 

1 kb 

1 kb 
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ภาพที@ 11  การตรวจสอบ Recombinant plasmid โดยการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
                   Restriction Enzyme EcoRI ช่อง M  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb (Fermentus)  
                ช่องเจลทีF 1 ถึง 36 คือ โคลนทีFคาดวา่มีดีเอ็นเอของ BBTV ช่องเจลทีF 37 คือ พลาสมิดทีF 
                 ไม่มีดีเอ็นเอของ BBTV (negative control) 
 
7.  ผลการวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของเชืSอไวรัส BBTV 

 
โคลนทีFมีรีคอมบิเนนทพ์ลาสมิดเมืFอนาํไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้ นาํมาจดัเรียง

แลว้นาํไปเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์นฐานขอ้มูล NCBI พบวา่ โคลนทีFคดัเลือกมาหลงัจาก
การพิสูจน์ดว้ยปฏิกิริยา Fast digestion โคลนทีF 1, 5, 24, 34, 42, 56 พบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืSอ 
BBTV ทัSงหมด 4 component คือ DNA Component ทีF 4 ไดจ้ากโคลนทีF 1, DNA Component ทีF 6 
ไดจ้ากโคลนทีF 5, DNA Component ทีF 3 ไดจ้ากโคลนทีF 34, DNA Component ทีF 1 ไดจ้ากโคลนทีF 
42 และ DNA Component ทีF 6 ไดจ้ากโคลนทีF 56 ซึF งยงัไมค่รบทัSงจีโนม ดงันัSน จึงทาํการตรวจสอบ
หา DNA Component ทีF 2 และ 5 ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยออกแบบไพรเมอร์ Specific ทีFจาํเพาะกบั
ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์นดีเอ็นเอ Component  จากภาพทีF 9 แลว้วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากชิSนดี
เอน็เอทีFสังเคราะห์ได ้ไพรเมอร์ทีFใชใ้นการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์Component ทีF 2 และ 5 มี
ดงันีS  Component 2 แถบดีเอ็นเอขนาด ~300 คู่เบส (U_BBTVF, BBTV 2-2R), ใชไ้พรเมอร์ 
U_BBTVF และ BBTV 2-2R ในการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลิโอไทด์ จะไดล้าํดบันิวคลีโอไทดส์องสาย 
เริFมตัSงแต่บริเวณ stem loop ถึง ตาํแหน่งทีF 325 ,แถบดีเอน็เอขนาด ~750 คู่เบส (BBTV 2-1, 

~1  kb 

~3.5 kb   3 kb 

  1 kb 

~1  kb 

~3.5 kb   3 kb 

  1 kb 
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U_BBTVR) ใชไ้พรเมอร์ U_BBTVR ในการวิเคราะห์ ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดไ์ดล้าํดบันิวคลีโอไทด์
ตาํแหน่งทีF 299 – 1003, แถบดีเอ็นเอขนาด ~ 530 คู่เบส (BBTV 2-3F, BBTV 2-2R) ใชไ้พรเมอร์ 
BBTV 2-3F ในการวเิคราะห์ ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีF 895–1075  ดงันัSน ลาํดบันิวคลีโอ
ไทดจ์ากชิSนดีเอน็เอทัSง 4 ชิSนจะถูกจดัเรียง ดว้ยโปรแกรม Clustal W แลว้ Assembly   เพืFอจดัทิศทาง
ของชิSนดีเอ็นเอใหเ้ชืFอมต่อกนั มีขนาดรวมทัSงสิSน 1,075 นิวคลีโอไทด ์(ภาพทีF 12) สาํหรับ 
Component 5 แถบดีเอน็เอขนาด ~ 570 bp (BBTV 5-1, U_BBTVR) ใชไ้พรเมอร์ U_BBTVR ใน
การวเิคราะห์ ไดล้าํดบันิวคลีโอไทด์ตาํแหน่งทีF 232-955, แถบดีเอ็นเอขนาด~ 800 bp (U_BBTVF, 
BBTV 5-2R) ใชไ้พรเมอร์ U_BBTVF และ BBTV 5-2R ในการวเิคราะห์ ไดล้าํดบันิวคลีโอไทด์
ตัSงแต่ stem loop ถึงตาํแหน่งทีF 561, แถบดีเอ็นเอขนาด ~970 bp (BBTV 5-3F, BBTV 5-2R) ใชไ้พร
เมอร์ BBTV 5-3F ในการวเิคราะห์ ไดล้าํดบันิวคลีโอไทด์ตาํแหน่งทีF 655-1,008 (ภาพทีF 13) ผล 
การวเิคระห์ลาํดบันิวคลีโอไทดส์าํหรับ component 5 หลงัจากจดัเรียงชิSนดีเอ็นเอแลว้ ไดล้าํดบันิ
วคลีโอไทด์รวมทัSงสิSน 1,008 นิวคลีโอไทด์ เมืFอไดล้าํดบันิวคลีโอไทดที์Fสมบูรณ์นาํไปเปรียบเทียบ
ในฐานขอ้มูล NCBI ดูการสร้างชนิดโปรตีนวา่เหมือนหรือใกลเ้คียงกบัจีโนมใดในฐานขอ้มูล NCBI 
พบวา่ ทัSง 2 component  เป็น component ทีF 2 และ 5 ของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus จริง 
จึงไดล้าํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ทัSงจีโนม 

 
เมืFอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัSง 6 component โดยการ alignment ในโปรแกรม Clustal 

W พบบริเวณอนุรักษคื์อ 1. Stem loop Common Region (CR-SL) มี nonanucleotide sequence 
(TATTATTAC) อยูบ่นโครงสร้างของ Stem loop ซึF งเป็นลกัษณะจาํเพาะของไวรัสวงศ ์
Nanoviridae (ภาพทีF 14) 2. Major Common region (CR-M) ซึF งมีลาํดบันิวคลีโอไทดที์Fเป็น GC-rich 
จาํนวน 14 นิวคลีโอไทด์ (GGGCCGCAGGCCCG) อยูท่าง 5' ของตาํแหน่ง CR-SL (ภาพทีF 15) 
และส่วนประกอบอืFนไดแ้ก่ TATA box อยูท่าง 3' ของ CR-SL, ตาํแหน่ง Open Reading Frame 
(ORF) อยูท่าง 3' ของ TATA box, ตาํแหน่ง Poly (A) Signal อยูท่าง 3' ของ ORF ส่วนประกอบ
เหล่านีSจะปรากฎอยูทุ่ก Component แต่จะมีขนาด ORF ทีFแตกต่างกนั  
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ภาพที@ 12  แสดงการ Assembly ชิSนดีเอน็เอ BBTV DNA2-TH ทีFไดจ้ากการวิเคราะห์ลาํดบัเบส  
                ( name label ; (primer,primer (primer ทีFใชว้เิคราะห์ลาํดบัเบส)) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที@ 13  แสดงการ Assembly ชิSนดีเอน็เอ BBTV DNA5-TH  ทีFไดจ้ากการวิเคราะห์ลาํดบัเบส  
                 ( name label ; (primer,primer (primer ทีFใชว้เิคราะห์ลาํดบัเบส)) 
 
 
 
 
 
 
 
 

BB 2-3,BB2-2 (BB 2-3): 895 » 1075

BB 2-1,U_BB R (U_BBF): 299 « 1003 (complementary)

BB 2-2,U_BB F (U_BBF): 44 » 325

BB 2-2,U_BB F (BB 2-2): 1 « 282 (complementary)

1 500 1000

 

U_BBF, BB 5-2 (BB 5-2): 1 « 524 (complementary)

U_BBF, BB 5-2 (U_BBF): 43 » 561

BB 5-1,U_BBR (U_BBR): 232 « 955 (complementary)

BB 5-3,BB 5-2 (BB 5-3): 655 » 1008

1 500 1000
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    1         50 
BBTV DNA1-TH   (1) AGCACGGGGGCCTATTATTACCCCCAGCGCTCGGGACGGGACAT------ 
BBTV DNA2-TH   (1) GGGGCTGGGGCTTATTATTACCCCCAGTCCTCGGGACGGGACAT------ 
BBTV DNA3-TH   (1) AGCACTGGGGCTTATTATTACCCCCAGTGCTCGGGACGGGACATGG-GCT 
BBTV DNA4-TH   (1) AGCACTGGGGCCTATTATTACCCCCAGCGCTCGGGACGGGACAT----CA 
BBTV DNA5-TH   (1) AGCACGGGGGCTTATTATTACCCCC-------GGGACGGGACAT----CA 
BBTV DNA6-TH   (1) AGCGCGGGGGACTATTATTACCCCCAGTGCTCGGGACGGGACATGACGTC  
     Consensus (1) AGCACTGGGGCTTATTATTACCCCCAGTGCTCGGGACGGGACAT    C      

 
ภาพที@ 14  ผลการเปรียบเทียบบริเวณ Stem loop Common Region ของ BBTV DNA1-6 TH ;  
                  ตวัหนาคือ nonanucleotide sequence 
 
                                          951       1000 
BBTV DNA1-TH (1034) AAGGGCCGCAGGCCCGTCAAGATGGA----CGGTTTGATCAGATGTCCCG 
BBTV DNA2-TH  (795) AAGGGCCGCAGGCCCGTCAAGATGGATGAACGGTCAGATTTGCTTGCTTA 
BBTV DNA3-TH  (872) AAGGGCCGCAGGCCCGT---------TGAAA--TGATTCTTTATAAAACA 
BBTV DNA4-TH  (843) AAGGGCCGCAGGCCCGT---------TGAAA--TGATTCTTTATAAAACA 
BBTV DNA5-TH  (885) AAGGGCCGCAGGCCCGT---------TTAAA-----TATGTGGTGGACGA 
BBTV DNA6-TH  (870) AAGGGCCGCAGGCCCGT---------TGAAAAATAATAATCGAATTATTA 
Consensus    (951) AAGGGCCGCAGGCCCGT         TGAAA  TAAT  TTGAT  AT A   

  
ภาพที@ 15  ผลการเปรียบเทียบบริเวณ Major Common Region (CR-M) ของ BBTV DNA1-6 TH ;  

    ตวัเอนคือ CR-M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

U_BBTVR U_BBTVF 
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เมืFอสืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัและเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล GenBank 
ไดข้อ้มูลแต่ละ component ดงันีS  BBTV DNA1-TH ไดจ้ากโคลนทีF 42 มีขนาด 1,105 คู่เบส (ภาพทีF 
16) นาํนิวคลีโอไทดที์Fไดไ้ปสืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัไดย้นีทีFสร้างโปรตีน Replication Protein 
เมืFอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล NCBI พบวา่มีค่าความเหมือนกนั (Identity) กบั
ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากไอโซเลทอืFนเท่ากบั 99% Identity กบั accession number AB 113660.1 และ 
98% Identity กบั AF 416474.1, AF 416475.1, AB 113659.1 จากประเทศเวยีดนาม 

 
BBTV DNA2-TH ไดจ้าก PCR product จากภาพทีF 9 ช่องเจลทีF 1, 2, 3 นาํมาวเิคราะห์ลาํดบั

นิวคลีโอไทด์  เพืFอใหไ้ดล้าํดบัทีFสมบูรณ์ทัSง component จึงวเิคราะห์เพิFมเติมโดยใชไ้พรเมอร์ทีFช่วย
ในการหาลาํดบัทีFครบถว้นจะไดจ้าํนวนทัSงหมด 4 ชิSน แลว้ Assembly (ภาพทีF 12) ไดล้าํดบัเบส
ทัSงหมด 1,053 คู่เบส ซึF งมีลาํดบัของ nonanucleotide sequence, TATA box, CR-M, แต่ไม่พบ ORF 
จึงไม่มีการสร้างโปรตีน ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(ภาพทีF 17) เมืFอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัไอ
โซเลทอืFนจากฐานขอ้มูล NCBI พบวา่มีค่า 94 % Identity กบั accession number FJ773283.1, DQ 
826391.1 จากประเทศไตห้วนั 

  
BBTV DNA3-TH ไดจ้ากโคลนทีF 34 มีขนาด 1,076 bp (ภาพทีF 18) นาํนิวคลีโอไทดที์Fไดไ้ป

สืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัไดย้นีทีFสร้างโปรตีน Viral coat Protein เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์    
กบัไอโซเลทอืFนมีความเหมือนเท่ากบั 96% Identity กบั accession number AB113661.1, 
AB113662.1 จากประเทศเวยีดนาม  
 

BBTV DNA4-TH ไดจ้ากโคลนทีF 1 มีขนาด 1,047 คู่เบส (ภาพทีF 19) นาํนิวคลีโอไทดที์Fได้
ไปสืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัยนีไดที้Fสร้างโปรตีน Cell-to-cell Movement Protein และเปรียบเทียบ
ลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัไอโซเลทอืFนมีความเหมือนเท่ากบั 83% Identity กบั FJ463045.1 จาก
ประเทศจีนกบั accession number DQ826394.1 และ EU366172 จากประเทศไตห้วนั  

  
BBTV DNA5-TH ไดจ้าก PCR product จากภาพทีF 9 lane 4, 5, 6  จาํนวน 4 ชิSน นาํมา

วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์  เพืFอใหไ้ดล้าํดบัทีFสมบูรณ์ทัSง component จึงวเิคราะห์เพิFมเติมโดยใช้
ไพรเมอร์ทีFช่วยในการหาลาํดบัทีFครบถว้นจะไดจ้าํนวนทัSงหมด 4 ชิSน แลว้ Assembly (ภาพทีF 13) ได้
ลาํดบัเบสทัSงหมด 1,008 คู่เบส (ภาพทีF 20) นาํนิวคลีโอไทดที์Fไดไ้ปสืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัยนีได้
ทีFสร้างโปรตีน  Retinoblastoma-binding Protein gene และเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บั 
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ไอโซเลทอืFนมีความเหมือนเท่ากบั 86% Identity กบั accession number HQ378193.1, HQ616078.1 
จากประเทศจีน  

 
BBTV DNA6-TH ไดจ้ากโคลนทีF 5 ในเพลททีF 1 และโคลนทีF 8 ในเพลททีF 2  มีขนาด 

1,078 คู่เบส (ภาพทีF 21) นาํนิวคลีโอไทดที์Fไดไ้ปสืบคน้ขอ้มูลการแปลรหสัยนีไดที้Fสร้างโปรตีน 
Nuclear Shuttle Protein และเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัไอโซเลทอืFนมีความเหมือนเท่ากบั 
94% Identity  กบั accession number AY494787.1 และ 93% Identity กบั HQ378194.1 จากประเทศ
จีน เป็นไปไดว้า่มีการคดัเลือกโคลนเพืFอมาวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดน์อ้ยเกินไป  จึงไดอ้อกแบบ
ไพรเมอร์ทีFจาํเพาะ (Specific primer) เพืFอศึกษา Component ทีF 2 และ 5 แลว้นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีF
ไดส่้งวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดจึ์งไดค้รบทัSงจีโนมซึFงเป็นวธีิหนึFงทีFไม่ตอ้งอาศยักระบวนการ
โคลนนิFง ทาํให้รวดเร็วในการศึกษา  
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CR-SL 
Nonanucleotide seq. 

TATA box 

Poly(A) signal 

CR-M 

BBTV DNA1-TH 

     1           AGCACGGGGG CCTATTATTA CCCCCAGCGC TCGGGACGGG ACATTTGCAT 

     51   CTATAAATAG ACCTCCCCCC CCCTCCACTT CAAGATCATC ATCGTCGACA 

     101 GAAATGGCGC GATATGTGGT ATGCTGGATG TTCACCATCA ACAATCCCGC 

     151 TTCACTACCA GTGATGCGGG ATGAGTTTAA ATATATGGTA TATCAAGTGG 

     201 AGAGGGGACA GGAGGGTACT CGTCATGTGC AGGGATACGT CGAGATGAAG 

     251 AGACGAAGTT CTCTGAAGCA GATGAGAGTC TTCTTCCCTG GCGCACACCT 

     301 TGAGAAACGA AAGGGAAGCC AAGAAGAAGC ACGGGCATAC TGTATGAAGG 

     351 AAGACACAAG AATCGAAGGT CCCTTCGAGT TTGGTGCCTT TAAATTGTCA 

     401 TGTAATGATA ATTTATTTGA TGTCATACAG GATATGCGTG AAACGCACAA 

     451 ACGGCCTTTG GAGTATTTAT ATGAGTGTCC AAATACCTTC GATAGAAGTA 

     501 AGGATACATT ATACAGAGTT CAAGCAGAGT TGAATAAAAC GAAGGCGATG 

     551 AATAGCTGGA AAACATCCTT CAGTTCTTGG ACATCGGAAG TTGAAAATAT 

     601 TATGGCGGAG CCATGTCATC GAAGGATAAT TTGGGTCTAT GGCCCAAATG 

     651 GAGGAGAAGG AAAGACAACT TATGCAAAAT ATTTAATGAA GACGAAGAAT 

     701 GCGTTTTATT CGCCAGGAGG AAAATCTTTG GATATATGTA GATTGTATAA 

     751 TTATGAAGAA ATAGTTATAT TTGATATTCC CAGATGCAAA GAGGAATATT 

     801 TAAACTATGG TTTATTAGAA GAATTTAAAA ATGGAATTAT TCAAAGCGGG 

     851 AAATATGAAC CCGTTTTGAA AATTGTAGAA TATGTGGAAG TCATTGTAAT 

     901 GGCTAACTTC CTTCCGAAGG TAGGAATCTT CTCTGAAGAT CGAATAAAGC 

     951 TAGTTGCTTG CTGAACACGC TATGACAATC GTACGCTATG ACAAAAGGGG 

    1001 AAAAGCAAAG AATCGGGGGT TGATTGGGCT ATCCTAACGA TTAAGGGCCG 

    1051 CAGGCCCGTC AAGATGGACG GTTTGATCAG ATGTCCCGAG TTAGTGCGCC 

    1101 ACGTA 

 
ภาพที@ 16  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA1-TH ขนาด 1,005 คู่เบส;  แหน่ง ORF 104-964  
                สร้างโปรตีน Replication Protein 
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TATA box 

CR-SL 
Nonanucleotide seq. 

CR-M 

BBTV DNA2-TH 
 
       1 GGGGCTGGGG CTTATTATTA CCCCCAGTCC TCGGGACGGG ACATGGGCTT 

      51 TTTAAATGGG CCGAGAGAGT TTGAACAGTT CAGTATCTTC GTTATTGGGC 

     101 CATCTGGCCC AATAATTAAG AGAACGTGTT CAAAATCGGG GTTTGACCGA 

     151 AGGTCAAGGT AGACGGTCAA CAATATTCTG GCTTGCGGAG CAAGCAACAC 

     201 GAATTAAATA TTTAATTCGT ATGACACGTG GACGGACCGA AATACTCCTG 

     251 TAAATCTATA AATAGCTTAA ATCTGGCTTG GATAATTGCT CTCGCTCTTC 

     301 TGTCAAAGGT GTTGTGTTGA GGCGGAAGAT CGCCACCGGC GATCATCAGA 

     351 CGAAAAGCTG CAAGAGAGAC GGAGAAACAT GCTGCGAAGC GTATATCGGG 

     401 TATTTATAGA CTTCTAGCGC AGCTAGAAGT TTCGTTGTAC TTGATTTTGT 

     451 ATTTTGTAAA TTACGAAGAA ATCGTACATT GATAATAATA AAACATCTGG 

     501 GATTGTTAAT GTTTACATTA ACCAGTATTA ATAATGTACA ATAAAAAATA 

     551 TTGTATGAGG AACGAATACA ATAATATTAA AATATGAGGA GCGTAGCATG 

     601 ATAAACAGGT GTTTAAGGTA TAATTAAAAA AATTATGCAA TGTTATGATA 

     651 ATACGGTATA AGTTGAAGTA TGAGGTGAAA GAGGAGATAT TAGAATATTA 

     701 AAAACCCAAT TATATTATTT ATAATACATA CAACACGCTA TGACAAAAGG 

     751 GGAAAAATGA AGAATCGGGG GTTGATTGGT CTATCGTATC GCTTAAGGGC 

     801 CGCAGGCCCG TCAAGATGGA TGAACGGTCA GATTTGCTTG CTTAGCCACG 

     851 AAGAAAGGAA TCTTTTTGGG ACCACAGATA AGACAGCTGT CATTACCTTT 

     901 TAAAATAATA TAATAACCAA TTGACGATAG TACCCCTCCC AAAGATGACG 

     951 TATAGGGGTG TCCCGAGGTA ATTTAACATA GCTCTGACAA GAGATAGTGG 

    1001 ACGTTGGATG CCACGATCGG ACGATCGTGG TTTGATGAAC TTATGATGAC 

    1051 GTA 

 
ภาพที@ 17  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA2-TH ขนาด 1,053 คู่เบส; ไม่พบตาํแหน่ง ORF 
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CR-SL 
Nonanucleotide seq. 

TATA box 

Poly(A) signal 

CR-M 

BBTV DNA3-TH 
 
      1 AGCACTGGGG CTTATTATTA CCCCCAGTGC TCGGGACGGG ACATGGGCTA 

      51 ATGGATCATG GAATAAGGGC CCATCGGGCC CGTTAAGATG GGTTTTGGGC 

     101 TTATGGGCTT TATCCAGAAG ACCAAAAACA GGCGGGAACC GTCCCAATTT 

     151 CAAATTTAGA TAGCTTGCCC CGCAAGCAAA CTAAAAGTCT ATATATACCA 

     201 GTGTAGACAT ATTGTTCAGA TAACAAATGG CGAGGTTTCC GAAGAAATCG 

     251 ATCAAGAAGA GGCGGGTTGG GCGACGGAAG TATGGAAGCA AGGCGGCAAC 

     301 CAGTCACGAC TATTCGTCGT TAGGTTCAAT ATTGGTTCCT GAAAATACCG 

     351 TCAAGGTATT TAGGATTGAG CCTACTGATA AAACATTACC CAGATATTTT 

     401 ATCTGGAAAA TGTTTATGCT TTTGGTGTGC AAGGTGAAGC CTGGAAGAAT 

     451 ACTTCATTGG GCTATGATTA AAAGTTCATG GGAAATCAAC CAGCCGACTA 

     501 CATGTCTGGA AGCACCAGGT TTATTCATAA AACCTGAACA TAGCCATCTG 

     551 GTGAAACTGG TATGCAGTGG GGAACTTGAA GCCGGAGTCG CAACAGGGAC 

     601 ATCAGATGTA GAATGTCTTC TAAGGAAGAC AACCGTGTTG AGGAAGAATG 

     651 TAACAGAGGT GGATTACTAG TATTTGGCAT TTTATTGTAG TGCTGGAGTT 

     701 AGTATTAACT ACCAGAACAG AATTACATAT CATGTATGAT CTGTTTATGT 

     751 AAACATAAAC CTTTGTATGG ATTAATGACC AAATAACATA CAACACGCTA 

     801 TGAAATACAA CACGCTATGA CAAACGGGGA AAAATGAAGA ATCGGGGGTT 

     851 GATTGGTCTA TCGTATCGCT TAAGGGCCGC AGGCCCGTTG AAATGATTCT 

     901 TTATAAAACA AATATACATG ATACGGATTG TTGAAAATAT AATCAACGAT 

     951 GTATAAATAC AACAGAATGT TGAATACCAA TTAAAAAAAA GAGAAGATAA 

    1001 GTATATTTGT GAAGGATAAG CATCAGAACC ACCACTTTAG TGGTGGGTCA 

    1051 GATGTCCCGA GTTAGTGCGC CACGTA 

 
ภาพที@ 18  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA3-TH ขนาด 1,076 คู่เบส; ตาํแหน่ง ORF 227- 
                 666 สร้างโปรตีน Viral coat protein 
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TATA box 

Poly(A) signal 

CR-M 

BBTV DNA4-TH 
 

       1 AGCACTGGGG CCTATTATTA CCCCCAGCGC TCGGGACGGG ACATCACGTG 

      51 CAACTAACAA ATGCACGTGA CTGATATATA CTACATAACG GTTTATTGAA 

     101 CCGTTATATA TTGTTGTAAC GCAAAGTCAC GTGTGATAGC GAAATGCACG 

     151 TGACCAAGTC AAATGTATTG AATAAACATT TGACGTCCGG ATGCTTCCTA 

     201 CGGAAGCCAT GGTTGCTTCG TGGCGAAGCA AAACATTTAT ATATTGGCTT 

     251 GGATTGCTGC CTATAAATAG GCACGCAGGG AAATGGCATT AACAACAGAG 

     301 CGAGTGAAAC TATTCTTTGA ATGGTTTCTG TTTATTGGTG CAATATTTAT 

     351 TGCGATAACA ATATTATACA TATTGTTGGC GTTGCTCTTT GAGGTCCCCA 

     401 AGTATATTAA GGATGTTGTG AGGTATCTCG TAGAATACCT GACCAGACGA 

     451 CGTGTATGGA TGCAGAGAAC GCAGTTGACG GAGGCAACAG GAGATGTAGA 

     501 ACTCGGCAGA GGTAGTGTGG AAGACAGACG GGATCAACAA CCGGCTGTCA 

     551 TACCACATGC AACACAGGTT ATCCCTTCGC ATCAACCTAG AAGGGACGAG 

     601 CAAGGAAGAC GAGGAAACAC CGGACCGATG TTTTAATACA CGGTATTGTA 

     651 ATATACGAAA TATAAATGGA TAATGATAAG TATTGTGAAA CAAAATATAT 

     701 GTGAAACATA ATATATGTTT GATAATTTAC ATATTGTAAT ATGTGAATTG 

     751 TAAACGAGTG TTGTATTTAT AAAACATACA ACACGCTATG ACAAACAGGG 

     801 AAAAATGAAG AATCGGGGGT TGATTGGTCT ATCGTATCGC TTAAGGGCCG 

     851 CAGGCCCGTT GAAATGATTC TTTATAAAAC AAATATACAT GATACGGATT 

     901 GTTGAAAATA TAATCAACGA TGTATAAATA CAACAGAATG TTGTATAGCA 

     951 ATTAAAATAA TGAGAAGATA AGTATATTTG TGGAGGATAT GGATCACAAC 

    1001 CACCACTTTA GTGGTGGGTC ATATGTCCCG AGTTAGTGCG CCACGTA 

 
ภาพที@ 19  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA4-TH ขนาด 1,047 คู่เบส; ตาํแหน่ง ORF 283- 
                 633 สร้างโปรตีน cell-to-cell movement protein 

 

 

CR-SL 
Nonanucleotide seq. 
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CR-SL 
Nonanucleotide seq. 

TATA box 

Poly(A) signal 

CR-M 

BBTV DNA5-TH 

       1 AGCACGGGGG CTTATTATTA CCCCCGGGAC GGGACATCAC GTGCATCTAA 

      51 CAAATGCACG TGACAATGCA GTAGCTTGTA GCGAAAGATA ACCATCACTA 

     101 TCATAAAAGT GAAAGGAATA TTCGTTGCTT AGGGACTAAG CAACGTGGAC 

     151 AGATATTTGT TCGAGAAGCG ACAATGGAGG CTATTTAAAC CTGATGGTAT 

     201 TGTGATTTCC GAAATCACTC ATCGGAGAAG AAATGGAGTT CTGGGAATCG 

     251 TCTGCCATGC CAGACGATGT CAAGAGAGTG ATCAAGGAAA TATATTGGGA 

     301 GCATCGAAAC AAACTTCTGT TTTGTCAGAA GTTGAAAGGC TGTGTAAGAA 

     351 GGATTCTGGA GCATGGAAAT CAAGATGATG CTCTAGACGC AGTGAAGGAG 

     401 ATGAAGACTT CTATTATTCG CTATAGCGAA TATTTGAAGA AACCTTGTGT 

     451 GGTATTGTGT TTTAGTACTA ATAAATCTAT TGCATATAGG TTAAACACAA 

     501 TGGTGTTCTT TTATCATGAA TATATTGAAG ACCTAGGTGG TGACTACTCG 

     551 GTATATCAAG AGTTGTTCTG TGATGAGGAA CTTCCTTATT CGTCGACAGA 

     601 AGAAGAAGAT GAAGAAGTAA TATACAGGAA TGTTATCATG GCATCGACAG 

     651 AAGAGAAGAT CTCTTGGAGT GAATGTCAAA AGATAGTTAT ATCAGATTAT 

     701 GATGTAACAT TACTGTAATG AATATCCATT ATGATAAATA AAATAATGGA 

     751 ATGATGATTA TGTATTCTAG TATAAATACA TAATGGTATA CGTATAGCAT 

     801 AAAATACATA TACCTACATA CAACACACTA TAACAAACAG GGAAAAATGA 

     851 AGAATCGGGG GTTGATTGGG CTATCTTAAC GATTAAGGGC CGCAGGCCCG 

     901 TTTAAATATG TGGTGGACGA AGTCCACAAC ACATAAAAAG TGATCAGAAC 

     951 AATGGAATAT AATGAGCTGG CAACGTAGGG ACCATGTCCC GAGTTAGTGC 

    1001 GCCACGTG 

 
ภาพที@ 20  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA5-TH ขนาด 1,008 คู่เบส; ตาํแหน่ง ORF 233- 
                  715 สร้างโปรตีน Retinoblastoma binding-like protein 
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CR-SL 
Nonanucleotide seq. 

TATA box 

Poly(A)signal 

CR-M 

BBTV DNA6-TH 
 
       1 AGCGCGGGGG ACTATTATTA CCCCCAGTGC TCGGGACGGG ACATGACGTC 

      51 AGCATAGATT ATAATAGGGC CAACTAAAGG CCCATTTAAT AGAATAGGCG 

     101 GGCTTTTGAC ATATTTCAAA GGCCCAGCCT GGAAGTGGAT AATGTCACGT 

     151 GCCGAATAAG AGGTTGCTTC GCCTCGAAGC AACCCGAACA AATGTTGCGT 

     201 ATTCAATACG CAACTGAAGT CTATTAATAT GGATGTCTCT GCCGAATAAA 

     251 TCAGAGCGTA AGCGAAGCAG AAGCGATGGA TTGGGCAGAA TCACAATTCA 

     301 AGACATGTAC TCATGGGTGC GATTGGAAGA CGATATCATC GGATTCATCC 

     351 GAGAATCGAC AATATGTACC TTGCGTCGAC GCAGGCAGCG GAAGAAAGTC 

     401 ACCTCGCAAG GTACTGCTAA GATCTATTGA AGCTGTGTTT AATGGAAGCT 

     451 TCAAAGGAAA TAACAGGAAT GTTCGTGGGT TTATATACGT ATCAATACGA 

     501 GACGATGATG GAGAAATGCG TCCAGTACTC ATAATACCAT TCGGAGGATA 

     551 TGGATATCAT AATGATTTCT ATTATTTTGA AGGGAAGGGG AAAGTTGAAT 

     601 GTGATATATC ATCAGATTAT GTAGCGCCAG GAGTCGATTG GAGCAGAGAC 

     651 ATGGAAGTTA GTATTAGTAA CAGCAACAAC TGTAATGAAT TATGTGATCT 

     701 GAAGTGTTAT GTTGTTTGTT CGTTAAGAAT AAAGGAATAA CAGATGTGCT 

     751 GTAATGAATA TTAATAAAAT ATATTTTCAT GTAATTGATA GTTGTATAAA 

     801 ACATACAACA CGCTATGACA AACAGGGAAA AATGAAAAAT CGGGGGTTGA 

     851 TTGGTCTATC GTATCGCTTA AGGGCCGCAG GCCCGTTGAA AAATAATAAT 

     901 CGAATTATTA ACGTTTGATA ATAATCAGAG ATAGATGATA AGCATCCAAA 

     951 AAACATAGAC GAAGTATATG GCTGTATAAT AAAAACAAGC ATATAAATAA 

    1001 AATATGTGAA CTAATCTCTG ATTGGTTTAC AACGTAGCCC CACCAACTTT 

    1051 ATGTTGGTGG AAATGTCCCG ATGACGTA 

 
ภาพที@ 21  Nucleotide sequence ของ BBTV DNA6-TH ขนาด 1,078 คู่เบส; ตาํแหน่ง ORF 276- 
                 740 สร้างโปรตีน Nuclear shuttle protein 
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ภาพที@ 22  ภาพจาํลองโครงสร้างของ DNA Component (BBTV DNA1-TH – BBTV DNA6-TH)  
                 แสดงตาํแหน่งของ CR-SL, TATA Box, ORF, Poly (A) Signal, และ CR-M 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



59 
 
8.  การตรวจสอบหาเชืSอ Banana bunchy top virus ด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์  

 

8.1 ใช้ Universal primer  

 

       จากการนาํตวัอยา่งกลว้ยและพืชอาศยั มาตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top 

virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ Universal ทีFออกแบบมาเพืFอใชต้รวจสอบดีเอน็เอของ
เชืSอไวรัสดงักล่าวทัSงจีโนม ตวัอยา่งทีFนาํมาตรวจสอบรวมทัSงสิSน 62 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ กลว้ยเล็บมือนาง 
19 ตวัอยา่ง กลว้ยไข่ 4 ตวัอยา่ง กลว้ยนาก 4 ตวัอยา่ง กลว้ยนํSาวา้ 23 ตวัอยา่ง กลว้ยหอม 5 ตวัอยา่ง 
พุทธรักษาและกา้มกุง้  4 ตวัอยา่ง กลว้ยหิน 1  ตวัอยา่ง กลว้ยป่า 1 ตวัอยา่ง (ตารางทีF 4) หลงัเสร็จ
สิSนปฏิกิริยาพีซีอาร์ พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส จาํนวน 43  ตวัอยา่ง ผลการ
ตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus จากตวัอยา่งทีF 1-25 เป็นตวัออยา่งจากจงัหวดั
ชุมพร และจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ พบวา่ตวัอยา่งทีFเป็นกลว้ยเล็บมือนาง และกลว้ยนํSาวา้ตวัอยา่งทีF 
17 มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส และตวัอยา่งทีFไม่พบแถบดีเอน็เอดงักล่าว ไดแ้ก่ กลว้ย
เล็บมือนางตวัอยา่งทีF 1, 2, 12 กลว้ยนํSาวา้ตวัอยา่งทีF 18 – 20, 25 กา้มกุง้ พุทธรักษา ซึF งตวัอยา่ง
ดงักล่าวไม่แสดงอาการเป็นโรค (ภาพทีF 23)  จากตวัอยา่งทีF 26-48 ( 23 ตวัอยา่ง) เป็นตวัอยา่งกลว้ย
หอม กลว้ยป่า กลว้ยหิน กลว้ยไข่ และกลว้ยนํSาวา้ จาํนวน 9 ตวัอยา่ง จากอาํเภอปากช่องจงัหวดั
นครราชสีมา และกลว้ยนํSาวา้ จาํนวน 14 ตวัอยา่ง จากอาํเภอเมือง จงัหวดัสมุทรสาคร พบแถบดีเอ็น
เอขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส จาํนวน 19 ตวัอยา่ง อีก 4 ตวัอยา่งทีFไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดดงักล่าว
นัSน คือกลว้ยนํSาวา้จงัหวดัสมุทรสาคร (ภาพทีF 24) จากตวัอยา่งทีF 49-73 (25 ตวัอยา่ง) เลือกมา
ตรวจสอบ 14 ตวัอยา่ง คือกลว้ยหอมตวัอยา่งทีF 50-52, กลว้ยไข่ตวัอยา่งทีF 54-56, กลว้ยนากตวัอยา่ง
ทีF 57-58, 64-65, และกลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการเป็นโรค ตวัอยา่งทีF 73 พบแถบดีเอน็เอขนาด
ประมาณ 1,000 คู่เบส จาํนวน 3 ตวัอยา่ง คือกลว้ยนาก 2 ตวัอยา่ง และกลว้ยนํSาวา้ 1 ตวัอยา่ง ซึF ง
ตวัอยา่งดงักล่าวไม่แสดงอาการของโรค (ภาพทีF 24)  

 
     จากตวัอยา่งทีFนาํมาตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus จาํนวน 63 ตวัอยา่ง 

พบแถบดีเอน็เอเป้าหมายจาํนวน  43 ตวัอยา่ง ซึF งเป็นตวัอยา่งกลว้ยทีFแสดงอาการของโรคบานานา
บนัชีทอป ทีFบริเวณกา้นใบ และใบจะมีรอยขีดสีเขียว (dot – dash) ขอบใบเหลือง แต่สาํหรับ
ตวัอยา่งกลว้ยทีFไม่แสดงอาการดงักล่าวนัSนไม่พบแถบดีเอ็นเอเป้าหมาย ดงันัSนการตรวจสอบดว้ยวธีิ
พีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ Universal สามารถตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ได้
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หลงัจากการตรวจสอบอาการดว้ยตาเปล่า ซึF งกลว้ยทีFแสดงอาการนัSนตรวจพบพบเชืSอไวรัส Banana 

bunchy top virus ทุกตวัอยา่ง  
 
8.2 ใช ้Specific primer  

 

      ทาํการตรวจสอบหา DNA component  ทัSง 6 component ของเชืSอไวรัส Banana bunchy 

top virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ specific แยกเป็น 2 ปฏิกิริยา ปฏิกิริยาแรกคือ 
ตรวจสอบ DNA component 1, 3, 6 และตรวจสอบ DNA component 2, 4, 5 นาํดีเอน็เอกลว้ย
จาํนวน 10 ตวัอยา่ง จากตารางทีF 4  ไดแ้ก่ 1. กลว้ยป่า (ตวัอยา่งทีF 27) 2. กลว้ยไข่ (ตวัอยา่งทีF 29) 3. 
กลว้ยหอมพนัธ์ุ Tumok (ตวัอยา่งทีF 28) 4. กลว้ยหอมเขียว (ตวัอยา่งทีF 26) 5. กลว้ยหิน (ตวัอยา่งทีF 
30) จาก อ. ปากช่อง จ. นครราชสีมา 6. กลว้ยเล็บมือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร (ตวัอยา่งทีF 5) 7. กลว้ย
เล็บมือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร (ตวัอยา่งทีF 16) 8. กลว้ยนํSาวา้ (ตวัอยา่งทีF 31) 9. กลว้ยนํSาวา้ 
(ตวัอยา่งทีF 32) 10. กลว้ยนํSาวา้ (ตวัอยา่งทีF 33) จาก อ.ปากช่อง จ. นครราชสีมา (ตารางทีF 5) การ
ตรวจสอบหา DNA component 1, 3, 6 ใชไ้พรเมอร์ จาํนวน 3 คู่ (1. BBTV 1-1F,  BBTV 1-2R 2. 
BBTV 3-1F, BBTV 3-2R 3. BBTV 6-1F, BBTV 6-2R) พบแถบดีเอ็นเอจาํนวน 3 แถบ ใน 1 ช่อง
เจล ประกอบดวัยแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 900 คู่เบส, 500 คู่เบส และ 280 คู่เบส ซึF งมีขนาด
เท่ากบัขนาดดีเอ็นเอทีFคาดไวข้อง DNA component ทีF  6, 3, 1 ตามลาํดบั ในช่องเจลทีF 1 และ 2 เป็น
ตวัอยา่งกลว้ยป่าและกลว้ยไข่  ซึF งพบแถบดีเอน็เอจาํนวน 2 แถบ ขนาดประมาณ 900 คู่เบส และ 
500 คู่เบส ซึF งเป็น DNA component 6 และ 3 ตามลาํดบั แต่ตรวจไม่พบ DNA component 1 ส่วน
ตวัอยา่งกลว้ยอีก 8 ตวัอยา่งนัSน ตรวจพบ DNA component 1, 3, 6 ทุกตวัอยา่ง และไม่พบแถบดีเอ็น
เอใดเลยในตวัอยา่งจากกลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการ (ภาพทีF 26)  

 
      ปฏิกิริยาทีFสอง ตรวจสอบ DNA component 2, 4, 5 จากดีเอน็เอตวัอยา่งเดียวกนักบัการ

ตรวจสอบ DNA component 1, 3, 6  จาํนวน 10 ตวัอยา่ง โดยใชไ้พรเมอร์จาํนวน 3 คู่ (1. BBTV 2-
3F, BBTV 2-2R 2. BBTV 4-1F, BBTV 4-2R 3. BBTV 5-1F, BBTV 5-2R) เมืFอตรวจสอบแถบดี
เอน็เอ พบวา่มีแถบดีเอน็เอปรากฎอยู ่2 แถบ ขนาดประมาณ 530 คู่เบส และประมาณ 350 คู่เบส ซึF ง
ตรวจพบแถบดีเอน็เอดงักล่าวในทุกตวัอยา่งทีFนาํมาตรวจสอบ ส่วนขนาดดีเอ็นเอทีFคาดไวข้อง DNA 
component ทีF 2, 4, 5 เมืFอใชไ้พรเมอร์ดงักล่าว คือ 532 คู่เบส 333 คู่เบส และ 351 คู่เบส สังเกตไดว้า่
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แถบดีเอ็นทีFขนาดประมาณ 350 มีแถบขนาดใหญ่ จึงเป็นไปไดว้า่มีดีเอน็เอขนาด 333 และ 351 คู่
เบส อยูด่ว้ยกนั (ภาพทีF 27)  

 
      ทาํการตรวจสอบหา DNA component 1, 3, 6 จากตวัอยา่งกลว้ยจาํนวน 25 ตวัอยา่ง จาก

ตวัอยา่งตารางทีF 4 ไดแ้ก่  ช่องเจลทีF 1-5 กลว้ยหอม (ตวัอยา่งทีF 49-53), ช่องเจลทีF 6-8 กลว้ยไข่ 
(ตวัอยา่งทีF 54-56), ช่องเจลทีF 9-12 กลว้ยนาก (ตวัอยา่งทีF 57-60, ช่องเจลทีF 13-15 กลว้ยเล็บมือนาง 
(ตวัอยา่งทีF 61-63), ช่องเจลทีF 15-16 กลว้ยนาก (ตวัอยา่งทีF 64-65), ช่องเจลทีF 17 กลว้ยเลบ็มือนาง 
ตวัอยา่งทีF 66, ช่องเจลทีF 18-22 กลว้ยนาก (ตวัอยา่งทีF 67-71), ช่องเจลทีF 23 กลว้ยไข่ ตวัอยา่งทีF 72, 
ช่องเจลทีF 24 กลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการของโรคบานานาบนัชีทอป (ตารางทีF 6) พบแถบดีเอ็นเอ 
จาํนวน 3 แถบ ภายใน 1 ช่องเจล ขนาดประมาณ 900 คู่เบส, 500 คู่เบส และ 280 คู่เบส จาํนวน 14 
ตวัอยา่ง และไม่พบแถบดีเอ็นเอดงักล่าว จาํนวน 10 ตวัอยา่ง (ภาพทีF 28)  

 
      จาการตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus โดยใชไ้พรเมอร์ Universal 

และไพรเมอร์ Specific ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ สามารถตรวจสอบไดอ้ยา่งแม่นยาํ การใชไ้พรเมอร์ 
Universal เพียงอยา่งเดียวก็สามารถตรวจสอบหาเชืSอไวรัสดงักล่าวได ้เนืFองจากมีการออกแบบ 
ไพรเมอร์จากบริเวณ CR-SL ซึF งเป็นบริเวณอนุรักษข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus โดยทีF
ไพรเมอร์ Forward และไพรเมอร์ Reward นัSนมีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์หลืFอมกนั 1 ตาํแหน่ง เมืFอทาํ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์จะไดข้นาดดีเอน็เอทีFครบวงและมีขนาดเท่ากบัดีเอน็เอแต่ละ component พอดี  
ไพรเมอร์ Universal จึงเหมาะแก่การนาํไปใชใ้นการตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus 

ในตน้กลว้ยทีFคาดวา่ถูกเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus เขา้ทาํลายหรือใชใ้นการตรวจรับรอง
หน่อพนัธ์ุทีFปลอดโรค เป็นการลดการกระจายของโรคได ้สาํหรับการตรวจสอบหา DNA 
component 1-6 โดยใชไ้พรเมอร์ Specific สามารถตรวจสอบไดว้า่ตวัอยา่งกลว้ยทีFถูกเชืSอไวรัส 
Banana bunchy top virus เขา้ทาํลายนัSน มี DNA component ใดอยูบ่า้ง จากการตรวจสอบพบวา่
ตวัอยา่งกลว้ยทีFแสดงอาการของโรค จะตรวจพบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus เมืFอใช ้
ไพรเมอร์ Universal แต่เมืFอนาํตวัอยา่งกลว้ยป่า และกลว้ยไข่ ตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์ Specific 
พบวา่ไม่มีแถบดีเอ็นเอของ DNA component 1 และกลว้ยไข่ตวัอยา่งทีF 29 พบแถบดีเอน็เอของ 
DNA component 3 ค่อนขา้งบาง ทาํใหท้ราบวา่จาํนวนของ DNA component แต่ละ component นัSน 
มีจาํนวนไม่เท่ากนั และจากการทดลองพบแถบดีเอ็นเอทีFมีลกัษณะเขม้ทีFสุดคือ DNA component 6  

 
  



62 
 
ตารางที@ 4  ตวัอยา่งทีFนาํมาตรวจสอบหาเชืSอ Banana bunchy top virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์  
                 ใชไ้พรเมอร์ Universal  
 

ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก ผลการตรวจสอบ 
1 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร - 
2 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร - 
3 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ 
4 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ 
5 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ 
6 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ 
7 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ 
8 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ 
9 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร + 
10 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร + 
11 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + 
12 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - 
13 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + 
14 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + 
15 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + 
16 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร +++ 
17 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร +++ 
18 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - 
 19 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - 
20 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - 
21 กา้มกุง้ อ. หวัหิน  จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - 
22 กา้มกุง้ อ. หวัหิน  จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - 
23 กา้มกุง้ อ. หวัหิน  จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - 
24 พทุธรักษา บางเขน - 
25 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร  - 
26 กลว้ยหอมเขียว อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
27 กลว้ยป่า อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
28 กลว้ยหอม Tumok อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
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ตารางที@ 4  (ต่อ)  
 

 

ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก ผลการตรวจสอบ 
29 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
30 กลว้ยหิน อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
31 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
32 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
33 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
34 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
35 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
36 กลว้ยนํS าวา้ อ.เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
37 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
38 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
39 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - 
40 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - 
41 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร +++ 
42 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
43 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร +++ 
44 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - 
45 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
46 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
47 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ 
48 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - 
49 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
50 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
51 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
52 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
53 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
54 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
55 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
56 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
57 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
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ตารางที@ 4  (ต่อ) 

 
หมายเหตุ  ไม่ถูกตรวจสอบ = 0, ตรวจไม่พบ = -, พบแถบดีเอ็นเอ นอ้ย = +, พบแถบดีเอ็นเอ  
       ปานกลาง = ++, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ มาก = +++ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก ผลการตรวจสสอบ 
58 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
59 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
60 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
61 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
62 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
63 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
64 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
65 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
66 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
67 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
68 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
69 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
70 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
71 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
72 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา 0 
73 กลว้ยนํS าวา้ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
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ภาพที@ 23  ผลตรวจสอบ Banana bunchy top virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Universal  
                จาํนวน 25 ตวัอยา่ง ช่องเจลทีF 1-25 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 1-25 
             

 
 
ภาพที@ 24  ผลตรวจสอบ Banana bunchy top virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Universal  
                 จาํนวน 24 ตวัอยา่ง ช่องเจลทีF 1-5 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 26-30, ช่องเจลทีF 6-9 ทดสอบ 
                 จากตวัอยา่งทีF 31-34, ช่องเจลทีF 10-23 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 35-48, ช่องเจล H คือกลว้ย 
                 นํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการ 
 
 
 
 
 
 
 

    1 kb 

    1 kb 
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ภาพที@ 25  ผลตรวจสอบ Banana bunchy top virus ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Universal  
                จาํนวน 14 ตวัอยา่ง ช่องเจลทีF 1-3 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 50-52, ช่องเจลทีF 4-6 ทดสอบ 
                จากตวัอยา่งทีF 54-56, ช่องเจลทีF 7-10 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 61-64, ช่องเจลทีF 11-12 
         ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 57-58, ช่องเจลทีF 13 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 65, ช่องเจลทีF 14 คือ 
    กลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการจากตวัอยา่งทีF 73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    1 kb 
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ตารางที@ 5  ผลการตรวจสอบ DNA component 1, 3, 6 และ DNA component 2, 4, 5  
                 ดว้ยวธีิพีซีอาร์ จาํนวน 10 ตวัอยา่ง  

 
หมายเหตุ  ไม่ถูกตรวจสอบ = 0, ตรวจไม่พบ = -, พบแถบดีเอ็นเอ นอ้ย = +, พบแถบดีเอ็นเอ  
       ปานกลาง = ++, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ มาก = +++ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ช่องเจลทีF ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก 
ผลการตรวจดว้ยวธีิพีซีอาร์ 

1, 3, 6 2, 4, 5 
1 27 กลว้ยป่า อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ +++ 
2 29 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา + +++ 
3 28 กลว้ยหอม Tumok อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ +++ 
4 26 กลว้ยหอมเขียว อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ 
5 30 กลว้ยหิน อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ 
6 6 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ +++ 
7 16 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร ++ ++ 
8 31 กลว้ยนํS าวา้ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ 
9 32 กลว้ยนํS าวา้ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ 
10 33 กลว้ยนํS าวา้ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ 
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ตารางที@ 6  ผลการตรวจสอบ DNA component 1, 3, 6 ดว้ยวธีิพีซีอาร์ จาํนวน 24 ตวัอยา่ง 
 

 
หมายเหตุ  ไม่ถูกตรวจสอบ = 0, ตรวจไม่พบ = -, พบแถบดีเอ็นเอ นอ้ย = +, พบแถบดีเอ็นเอ  
       ปานกลาง = ++, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ มาก = +++ 

ช่องเจลทีF ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก 
ผลการตรวจดว้ยวธีิพีซีอาร์ 

1, 3, 6 
1 49 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
2 50 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
3 51 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
4 52 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
5 53 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
6 54 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
7 55 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
8 56 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
9 57 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
10 58 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
11 59 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
12 60 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
13 61 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
14 62 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
15 63 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
16 64 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
17 65 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 
18 66 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 
19 67 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
20 68 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
21 69 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
22 70 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
23 71 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
24 72 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 
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    1 kb 
750 bp 
500 bp 
250 bp 

    1 kb 
750 bp 
500 bp 
250 bp 

 
 
 
 
 
 

 

 
ภาพที@ 26  ผลตรวจสอบ DNA Component 1, 3, 6 ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Specific,  

10 ตวัอยา่ง M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb (Fermentus), H คือ กลว้ยนํSาวา้ 
   ทีFไม่แสดงอาการ ช่องเจลทีF 1-10 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 27, 29, 28, 26, 30, 6, 16,  
   31, 32, 33  

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
ภาพที@ 27  ผลตรวจสอบ DNA Component 2, 4, 5 ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Specific,  
                 จาํนวน 10 ตวัอยา่ง M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb (Fermentus), H คือ  
                 กลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการ ช่องเจลทีF 1-10 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 27, 29, 28, 26,  
                  30, 6, 16, 31, 32, 33  
 
 

~900 bp 
~500 bp 
~280 bp 

~500 bp 
~300 bp 
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ภาพที@ 28  ผลตรวจสอบ DNA Component 1, 3, 6 ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ใชไ้พรเมอร์ Specific,  
                 จาํนวน 25 ตวัอยา่ง M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb (Fermentus), H คือ  
                 กลว้ยนํSาวา้ทีFไม่แสดงอาการช่องเจลทีF 1-24 ทดสอบจากตวัอยา่งทีF 49-72 
 

การตรวจสอบ DNA component 3 และ DNA component 6 ด้วยเทคนิค Dot blot hybridization  
 

การใชเ้ทคนิค Dot blot hybridization ตรวจสอบ DNA component 3 และ DNA component 
6 ในดีเอ็นเอตวัอยา่ง จาํนวน 30 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ กลว้ยป่า กลว้ยหิน กลว้ยเล็บมือนาง กลว้ยหอม 
กลว้ยนํSาวา้ กลว้ยนาก และพทุธรักษา (ตารางทีF 7) ตรวจพบสัญญาณ hybridization ของ DNA 
component 3 กบัดีเอ็นเอโพรบทีFติดฉลากดว้ยสารปลอดรังสี Digoxigenin (DIG) บนแผน่ฟิลม์ ซึF งมี
สัญญาณ จาํนวน 22 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งทีFพบสัญญาณชดัเจนไดแ้ก่ จุดทีF 7, 9-21, 23, 26, 35 รวม 16 
ตวัอยา่ง ซึF งเป็นตวัอยา่งทีFตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ Universal แลว้พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส ตวัอยา่งทีFพบสัญญาณตํFาไดแ้ก่ จุดทีF 1, 4, 5, 27, 28 (ภาพทีF 29)  และ
ตรวจพบสัญญาณการ hybridization ของ DNA component 6 กบัดีเอน็เอโพรบอยา่งชดัเจน จาํนวน  
17 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งทีFพบสัญญาณชดัเจนไดแ้ก่ จุดทีF 1, 4, 9-19, 21, 26, 35 รวม 16 ตวัอยา่ง พบ
สัญญาณตํFาไดแ้ก่ จุดทีF 28 (ภาพทีF 30) 
 

การตรวจพบสัญญาณ hybridization พบวา่ ดีเอน็เอโพรบของ DNA component 3 จะให้
สัญญาณทีFดีกวา่ DNA component 6 ทัSงนีS ขึSนกบัปริมาณของ DNA component 3 ในดีเอน็เอตวัอยา่ง
ทีFมีจาํนวนมากกวา่จึงมีโอกาสทาํใหดี้เอน็เอโพรบสามารถ hybridization ไดดี้กวา่ ทาํใหไ้ดส้ัญญาณ
ทีFชดัจนกวา่ ตวัอยา่งดีเอ็นทีFใหส้ัญญานชดัเจนเหมือนกนัคือ จุดทีF 9-19, 26 ซึF ง เป็นตวัอยา่งทีFนาํไป
ตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Universal แลว้พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

    1 kb 
750 bp 
500 bp 
250 bp 
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1,000 คู่เบส จุดทีF 9-18 ตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Specific ก็ตรวจพบแถบดี
เอน็เอของ DNA component 3, 6 ทีFมีแถบดีเอ็นเอเขม้ดว้ยเช่นกนั สาํหรับการตรวจพบสัญญาณทีF
แตกต่างกนันัSน ไดแ้ก่ จุดทีF 4 กลว้ยไข่จากตวัอยา่งทีF 29 พบสัญญาณการตรวจสอบ DNA 
component 6 ดีกวา่ DNA component 3 เนืFองจากการตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พร
เมอร์ Specific สาํหรับตรวจสอบ DNA component 1, 3, 6 พบวา่แถบดีเอ็นเอของ DNA component 
6 เขม้กวา่แถบดีเอน็เอของ DNA component 3 ดงันัSนเมืFอตรวจสอบดว้ย Dot blot hybridization จึง
ทาํใหพ้บสัญญาณของ DNA component 6 ดีกวา่ อาจเป็นไปไดว้า่จาํนวนแต่ละ Component นัSนมี
การเพิFมปริมาณทีFไม่เท่ากนั จึงทาํใหก้ารตรวจสอบมีผลทีFแตกต่างกนั สาํหรับจุดอืFนๆ ทีFใหส้ัญญาณ
แตกต่างกนั เป็นตวัอยา่งทีFตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Universal แต่ไม่ได้
ตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์ Specific จึงอาจเป็นไปไดว้า่จุดทีFใหส้ัญญาณชดัเจนกวา่อาจจะมีปริมาณ
ของ DNA component นัSนมากกวา่ ส่วนจุดทีFไม่พบสัญญาณเลยคือตวัอยา่งดีเอน็เอทีFตรวจดว้ย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์แลว้ไม่พบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus หรือปริมาณดีเอ็นเอของเชืSอดงักวา่ว
ทีFนาํมาตรึงบนเมมเบรนมีนอ้ยมากหรือมีการสลายตวัจึงทาํใหไ้ม่พบสัญญาณ (ตารางทีF 8)  
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ตารางที� 7  ตวัอยา่งพืชทีFนาํมาตรวจสอบ DNA component 3 และ DNA component 6 ดว้ยเทคนิค 
                    Dot blot hybridization  
 

จุดทีF ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ ลาํดบัทีF ตวัอยา่งทีF พนัธ์ุ 
1 27 กลว้ยป่า 19 33 กลว้ยหอม 
2 28 กลว้ยหอม Tumok 20 4 กลว้ยเลบ็มือนาง 
3 30 กลว้ยหิน 21 5 กลว้ยเลบ็มือนาง 
4 29 กลว้ยไข่ 22 41 กลว้ยนํS าวา้ 
5 3 กลว้ยเลบ็มือนาง 23 42 กลว้ยนํS าวา้ 
6 2 กลว้ยเลบ็มือนาง 24 18 กลว้ยนํS าวา้ 
7 11 กลว้ยเลบ็มือนาง 25 19 กลว้ยนํS าวา้ 
8 12 กลว้ยเลบ็มือนาง 26 16 กลว้ยเลบ็มือนาง 
9 26 กลว้ยหอมเขียว 27 24 พทุธรักษา 

10 51 กลว้ยหอม 28 17 กลว้ยนํS าวา้ 
11 52 กลว้ยหอม 29 1:100 Plasmid BBTV3/6 
12 54 กลว้ยไข่ 30 1:500 Plasmid BBTV3/6 
13 55 กลว้ยไข่ 31 1:100 PCR 3/PCR 6 
14 61 กลว้ยเลบ็มือนาง 32 1:500 PCR 3/PCR 6 
15 62 กลว้ยเลบ็มือนาง 33 1:100 Probe 
16 65 กลว้ยนาก 34 1:500 Probe 
17 64 กลว้ยนาก 35 50 กลว้ยหอม 
18 56 กลว้ยไข่ 36 73 กลว้ยนํS าวา้ไม่แสดง

อาการ 
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ภาพที@ 29  ผลการตรวจสอบ DNA component 3 ดว้ยเทคนิค Dot blot hybridization 
                ดว้ยโพรบ BBTV-DNA3-DIG จุดทีF 1 – 26, 28 คือตวัอยา่งดีเอน็เอของกลว้ย จุดทีF 27 คือ 
                พุทธรักษา จุดทีF 29-35 คือ positive control และจุดทีF 36 คือ negative control 
 

ภาพที@ 30  ผลการตรวจสอบ DNA component 6 ดว้ยเทคนิค Dot blot hybridization 
   ดว้ยโพรบ BBTV-DNA6-DIG จุดทีF1 – 26, 28 คือตวัอยา่งดีเอ็นเอของ 
   กลว้ย จุดทีF 27 คือพุทธรักษา จุดทีF 29-35 คือ positive control และจุดทีF 36  
   คือ negative control 
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ตารางที@ 8  เปรียบทียบผลการตรวจสอบ DNA component 3 และ DNA component 6 ดว้ยเทคนิค 
                  Dot blot hybridization กบัวธีิพีซีอาร์ 
 

จุดทีF พนัธ์ุ  Dot blot hybridization วธีิพีซีอาร์ 
Component 3 Component 6 Universal Specific 

1 กลว้ยป่า + ++ +++ ++ 

2 กลว้ยหอม Tumok - - +++ ++ 

3 กลว้ยหิน - - +++ +++ 

4 กลว้ยไข่ + ++ +++ + 

5 กลว้ยเลบ็มือนาง + - +++ 0 
6 กลว้ยเลบ็มือนาง - - - 0 

7 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ - + 0 

8 กลว้ยเลบ็มือนาง - - - 0 

9 กลว้ยหอมเขียว +++ +++ +++ +++ 

10 กลว้ยหอม +++ +++ +++ ++ 

11 กลว้ยหอม +++ +++ +++ ++ 

12 กลว้ยไข่ +++ +++ +++ +++ 

13 กลว้ยไข่ +++ +++ +++ +++ 

14 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ +++ +++ +++ 

15 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ +++ +++ +++ 

16 กลว้ยนาก +++ +++ +++ +++ 

17 กลว้ยนาก +++ +++ +++ ++ 

18 กลว้ยไข่ +++ +++ +++ +++ 

19 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ +++ +++ +++ 

20 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ - +++ 0 

21 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ ++ +++ 0 

22 กลว้ยนํS าวา้ - - +++ 0 

23 กลว้ยนํS าวา้ +++ - 0 - 
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ตารางที@ 8  (ต่อ) 
 

 
หมายเหตุ  ผลการตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์และ Dot blot hybridization, ไม่ถูกตรวจสอบ = 0,  
                  ตรวจไม่พบ = -, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ นอ้ย = +, พบสัญญาณ/แถบดีเอ็นเอ  
                  ปานกลาง = ++, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ มาก = +++ 

 
 
 
 
 
 

จุดทีF พนัธ์ุ Dot blot hybridization วธีิพีซีอาร์ 
Component 3 Component 6 Universal Specific 

24 กลว้ยนํS าวา้ - - ++ - 

25 กลว้ยนํS าวา้ - - - 0 

26 กลว้ยเลบ็มือนาง +++ +++ - ++ 
27 พทุธรักษา - - +++ 0 

28 กลว้ยนํS าวา้ + + - 0 

29 1:100  Plasmid +++ - 0 0 

30 1:500  Plasmid +++ - 0 0 

31 1:100  PCR +++ - 0 0 

32 1:500  PCR +++ - 0 0 

33 1:100  Probe +++ - 0 0 

34 1:500  Probe +++ - 0 0 

35 กลว้ยหอม +++ ++ ++ +++ 

36 กลว้ยนํS าวา้ - - - - 
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ตารางที@ 9  สรุปอาการของโรค Banana bunchy top disease (BBTD) และผลการตรวจสอบ 
      เชืSอไวรัส Banana bunchy top virus 
 

ทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก อาการ 

วธีิพีซีอาร์ 

DNA component ทีF 

Dot Blot 

hybridazation 

1-6 1, 3, 6 2, 4, 5 3 6 

1 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร - - 0 0 0 0 

2 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร - - 0 0 - - 

3 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ +++ 0 0 + - 

4 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ +++ 0 0 0 0 

5 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ +++ 0 0 +++ - 

6 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร +++ +++ ++ +++ +++ ++ 

7 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ ++ 0 0 0 0 

8 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ ++ 0 0 0 0 

9 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร + + 0 0 0 0 

10 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ประทิว จ. ชุมพร ++ + 0 0 +++ - 

11 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + + 0 0 - - 

12 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - - 0 0 0 0 

13 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + + 0 0 0 0 

14 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + + 0 0 0 0 

15 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร + + 0 0 0 0 

16 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร +++ +++ ++ ++ +++ +++ 

17 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร +++ +++ 0 0 + + 

18 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - - 0 0 - - 

19 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - - 0 0 - - 

20 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร - - 0 0 0 0 
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ตารางที@ 9  (ต่อ) 
 

ทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก อาการ 

วธีิพีซีอาร์ 

DNA component ทีF 

Dot Blot 

hybridazation 

1-6 1, 3, 6 2, 4, 5 3 6 

21 กา้มกุง้ จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - - 0 0 0 0 

22 กา้มกุง้ จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - - 0 0 0 0 

23 กา้มกุง้ จ. ประจวบคีรีขนัธ์ - - 0 0 0 0 

24 พทุธรักษา ม. เกษตรศาสตร์ บางเขน - - 0 0 - - 

25 กลว้ยนํS าวา้ อ. ท่าแซะ จ. ชุมพร  - - 0 0 0 0 

26 กลว้ยหอมเขียว อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

27 กลว้ยป่า อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ ++ ++ +++ + ++ 

28 กลว้ยหอม 

Tumok 

อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ ++ +++ - - 

29 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ ++ + +++ + ++ 

30 กลว้ยหิน อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ ++ +++ +++ - - 

31 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ +++ ++ +++ +++ 

32 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ +++ ++ 0 0 

33 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ +++ ++ 0 0 

34 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ 0 0 0 0 

35 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

36 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

37 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

38 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

39 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - - 0 0 0 0 

40 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - - 0 0 0 0 
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ตารางที@ 9  (ต่อ) 
 

ทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก อาการ 

วธีิพีซีอาร์ 

DNA component ทีF 

Dot Blot 

hybridazation 

1-6 1, 3, 6 2, 4, 5 3 6 

41 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ +++ 0 0 - - 

42 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 +++ - 

43 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ +++ 0 0 0 0 

44 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร - - 0 0 0 0 

45 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

46 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

47 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ ++ 0 0 0 0 

48 กลว้ยนํS าวา้ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร ++ - 0 0 0 0 

49 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 0 +++ 0 0 0 

50 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ +++ 0 +++ ++ 

51 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ ++ 0 +++ +++ 

52 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ ++ 0 +++ +++ 

53 กลว้ยหอม อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ 0 +++ 0 0 0 

54 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ +++ 0 0 0 

55 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ +++ 0 +++ +++ 

56 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ +++ ++ 0 +++ +++ 

57 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - - - 0 0 0 

58 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - - - 0 0 0 

59 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

60 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 
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ตารางที@ 9  (ต่อ) 
 

ทีF พนัธ์ุ แหล่งปลูก อาการ 

วธีิพีซีอาร์ 

DNA component ทีF 

Dot Blot 

hybridazation 

1-6 1, 3, 6 2, 4, 5 3 6 

61 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ +++ +++ 0 +++ +++ 

62 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา +++ ++ +++ 0 +++ +++ 

63 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา + ++ +++ 0 0 0 

64 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ ++ ++ 0 +++ +++ 

65 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ +++ +++ 0 +++ +++ 

66 กลว้ยเลบ็มือนาง อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา ++ 0 ++ 0 0 0 

67 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

68 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

69 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

70 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

71 กลว้ยนาก อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

72 กลว้ยไข่ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - 0 - 0 0 0 

73 กลว้ยนํS าวา้ อ. ปากช่อง จ.นครราชสีมา - - 0 0 - - 

 
หมายเหตุ  ไม่แสดงอาการ = -, อาการนอ้ย = +, อาการปานกลาง = ++, อาการรุนแรง = +++ 
                  ผลการตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์และ Dot blot hybridization, ไม่ถูกตรวจสอบ = 0,  
                  ตรวจไม่พบ = -, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ นอ้ย = +, พบสัญญาณ/แถบดีเอ็นเอ  
                  ปานกลาง = ++, พบสัญญาณ/แถบดีเอน็เอ มาก = +++ 
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สรุป 
 

1. จากการศึกษาครัS งนีSสามารถตรวจสอบหาเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus ได ้ดว้ยวธีิ
พีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Universal ทีFออกแบบจากบริเวณ Stem loop common region (CR-SL) จะ
ไดดี้เอ็นขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส  

 
 2. ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus  ทัSงจีโนมดว้ยวธีิพีซีอาร์

และการโคลนนิFง DNA component ทีFไดจ้ากการโคลนนิFงไดแ้ก่  DNA component 1, 3, 4, 6  คือ 
BBTV DNA1-TH ขนาด 1,105 คู่เบส, BBTV DNA3-TH ขนาด 1,076 คู่เบส, BBTV DNA4-TH 
ขนาด 1,074 คู่เบส, BBTV DNA6-TH ขนาด 1,078 คู่เบส ตามลาํดบั และทีFไดจ้ากวธีิพีซีอาร์ 
ไดแ้ก่ DNA component 2, 5 คือ BBTV DNA2-TH ขนาด 1,053 คู่เบส, BBTV DNA5-TH ขนาด 
1,008 คู่เบส  

 
3. ทราบหนา้ทีFของ DNA component แต่ละ component เมืFอนาํลบัดบันิวคลีโอไทดที์Fไดไ้ป

สืบคน้ในฐานขอ้มูล พบวา่ BBTV DNA1-TH สร้าง Replication Protein, BBTV DNA2-TH ไม่มี
ตาํแหน่งของ ORF จึงไม่ทราบหนา้ทีF, BBTV DNA3-TH สร้าง Coat Protein, BBTV DNA4-TH 
สร้าง cell-to-cell Movement Protein, BBTV DNA5-TH  สร้าง Retinoblastoma binding-like  
Protein, BBTV DNA6-TH สร้าง  Nuclear Shuttle Protein 

 
4. พบส่วนประกอบของจีโนมทีFประกอบดว้ย 1. Stem loop common region (CR-SL) ทีFมี

ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น TATTATTAC เรียกวา่ nonanucleotide 2. TATA boxes 3. Major Common 
Region (CR-M) มี 14 นิวคลีโอไทด์ คือ GGGCCGCAGGCCCG 4. Open Reading Frame (ORF)  
ทีFมีขนาดแตกต่างกนัแต่ละ component และไม่พบส่วนประกอบนีSใน BBTV DNA2-TH 

 
5. นอกจากใชไ้พรเมอร์ Universal ในการตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus  

ไดแ้ลว้ ยงัสามารถใชไ้พรเมอร์ Specific ในการตรวจสอบวา่ตวัอยา่งทีFถูกเชืSอไวรัสเขา้ทาํลายนัSน  
มีการสะสมของ DNA component ใดมากทีFสุด 

 
 



81 
 

6. เทคนิค dot blot hybridization ก็เป็นวธีิทีFสามารถตรวจสอบเชืSอไวรัส Banana bunchy 

top virus ไดด้ว้ยเช่นกนั แต่จะใชร้ะยะเวลาในการตรวจสอบนานกวา่วธีิพีซีอาร์ นอกจากนีSยงั
สามารถใชดี้เอน็เอโพรบทีFเป็น Universal ก็สามารถตรวจสอบไดเ้ช่นกนั 

 
7. จากตวัอยา่งกลว้ยทีFมีอาการของโรค Banana bunchy top disease (BBTD) จาํนวน 62  

ตวัอยา่ง นาํมาตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ Universal พบเชืSอไวรัส Banana bunchy 

top virus จาํนวน 44 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 70.97 ของตวัอยา่งกลว้ยทีFนาํมาตรวจสอบ  
กลว้ยเล็บมือนาง กลว้ยไข่ กลว้ยหอม และกลว้ยนํSาวา้ทีFแสดงอาการของโรคมกัจะตรวจพบเชืSอ
ไวรัสดงักล่าว ส่วนกลว้ยนากส่วนใหญ่ไม่พบอาการของโรคและตรวจไม่พบเชืSอไวรัสดงักล่าว 

 
8. จากการศึกษาจีโนมและวธีิการตรวจสอบในครัS งนีS  ใชเ้ป็นขอ้มูลพืSนฐานในการต่อยอด

การศึกษาสามารถนาํขอ้มูลไปใชเ้ปรียบเทียบกบัไอโซเลทอืFนเพืFอหาความสัมพนัธ์ แหล่งกาํเนิดและ
การกระจายของเชืSอไวรัส Banana bunchy top virus รวมถึงใชเ้ทคนิคขา้งตน้ในการป้องกนั 
ตรวจสอบโรค เพืFอความรวดเร็วในการป้องกนัการกระจายของโรคได ้
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1. สารลายและบัฟเฟอร์ 
 

1.1 สารลาย 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 

ชัFง EDTA 61 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย ปรับ pH เท่ากบั 8.0 แลว้ปรับปริมาตร 
สุดทา้ยใหไ้ดป้ริมาตร 80 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 

1.2 สารละลาย 1 M Tris HCl (pH 8.0) 
 
 ชัFง Tris base 12.11 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย ปรับ pH เท่ากบั 8.0 แลว้ปรับ

ปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 
1.3 สารละลาย 50X TAE Stock Solution 
 
 ชัFง Tris Base 242 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย จากนัSนตวง Glacial Acetic Acid 

ปริมาตร 57.1 มิลลิลิตร และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เติมนํSากลัFน
จนครบปริมาตร 1 ลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 

1.4 สารละลาย 20% SDS 
 
 ชัFง SDS 20 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย และเติมนํSากลัFนจนครบปริมาตร 100 

มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนด์/นิSว2 
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1.5 สารละลาย 20x SSC 
 
 ชัFง NaCl 187.66 กรัม และ Sodium citrate 44.12 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ยปรับ 

pH เท่ากบั 7.0 จากนัSนเติมนํSากลัFนจนครบปริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความ
ดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/์นิSว2 

 

1.6 บฟัเฟอร์ TE (TE buffer), pH 8.0 
 
 ตวง 1 M Tris (pH 8.0) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ 0.5 M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัSนเติมนํSากลัFนจนครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ย
หมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 

1.7 บฟัเฟอร์ Maleic (Maleic buffer) 
 
 ชัFง Malaic acid 11.60 กรัม และ NaCl 8.77 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย แลว้เติมนํSา

กลัFนจนครบปริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFงความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 

1.8 บฟัเฟอร์ Detection (Detection buffer) 
 
 ชัFง Tris-HCl 7.88 กรัม และ NaCl 2.92 กรัม ละลายในนํSากลัFนเล็กนอ้ย แลว้เติมนํSากลัFน

จนครบปริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึF งความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 

 
1.9 บฟัเฟอร์ Hybridization (Hybridization buffer) 
 
 ตวง 20x SSC ปริมาตร 25 มิลลิลิตร, 10% N-lauroylsarcosine ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และ 20% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และชัFง Blocking reagent  1 กรัม ผสมสารทีFกล่าวมา
ขา้งตน้ในภาชนะทีFผา่นการฆ่าเชืSอดว้ยการนึFงดว้ยหมอ้ความดนัมาแลว้ จากนัSนเติมนํSากลัFนจนครบ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปบ่มทีF 55  องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
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1.10 บฟัเฟอร์ 1% Blocking buffer  
 
  ชัFง Blocking reagent  1 กรัม ละลายในนํSากลัFนปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปบ่มทีF 55 

องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
 
1.11 บฟัเฟอร์ Denature (Denature buffer) 
 
  ผสม 20x SSC ปริมาตร 6.25 ไมโครลิตร กบั 6 N NaOH ปริมาตร 20  ไมโครลิตร 

จากนัSนเติมนํSาหลัFนจนครบปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
  หมายเหตุ สารเคมีทีFใชใ้นการเรียม Hybridization buffer, 1% Blocking solution และ 

Denature buffer ตอ้งผา่นการนึFงฆ่าเชืSอมาก่อน รวมทัSงภาชนะทีFใชเ้ตรียม 
 

2.  สารปฏิชีวนะและอื@นๆ 
 

2.1 สารปฏิชีวนะกานามยัซิน (kanamycin) เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

 สารละลายกานามยัซิน 0.5 กรัม (500 มิลลิกรัม) ในนํSากลัFน 5 มิลลิลิตร แลว้ปรับ
ปริมาตร ใหไ้ด ้10 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นอุณหภูมิ -20 องศาสเซลเซียส 

 
2.2 1% อะกาโรสเจล ในบฟัเฟอร์ TAE 
 
      ชัFง Agarose 1 กรัม ผสมลงใน 0.5x TAE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนัSนไปใหค้วาม

ร้อนดว้ยไมโครเวฟจน Agarose ละลายจนหมด 
 
2.3  อาหารเหลวและอาหารแขง็ สูตร 2xYT 
 
 สาํหรับอาหารเหลว ชัFง Yeast extract 10 กรัม, Thryptone 16 กรัม และ NaCl 15 กรัม 

ละลายกบันํSากลัFนเล็กนอ้ย แลว้จึงเติมนํSากลัFนจนครบปริมาตร 1 ลิตร ถา้จะเตรียมอาหารแขง็เตรียม



90 
 
เช่นเดียวกบัอาหารเหลว แต่เติม Agar 5 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร จากนัSนนาํไปนึFงฆ่าเชืSอดว้ยหมอ้นึFง
ความดนั นาน 15 นาที ทีF 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/นิSว2 
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