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(1)

สารบัญ 
 

หนา 
 

สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (4) 
คํานํา 1 
วัตถุประสงค 3 
การตรวจเอกสาร 4 
อุปกรณและวธีิการ 15 
ผลและวิจารณ 30 
สรุปและขอเสนอแนะ 51 
เอกสารและสิ่งอางอิง 54 
ภาคผนวก 62 

 
 
 



 

(2)

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หนา 
   

1 สวนประกอบ PCR master mix (4x) ในการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค 
AFLP 

 
27 

2 โปรแกรม PCR ในการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค AFLP 28 
3 ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ของผลึกไวรสั เมื่อวัดดวยเครื่อง sheath flow particle 

size distribution analyzer และวิเคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร sysmex SD-
2000 

 
 

30 
4 ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ของผลึกไวรสัโรคแมลง ชนิด HaSNPV, SeMNPV, 

SlMNPV และ TnMNPV 
 

33 
 



 

(3)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
   
1 การจัดจําแนกไวรัสโรคของสัตวจําพวก arthropods 63 
2 ลําดับเบสของยีน chitinase, polyhedrin และ cathepsin ที่นํามาใชในการออกแบบ

ไพรเมอร โดยใชขอมูลลําดับเบสจาก Genbank ใน http://www.ncbi.nim.nih.gov/ 
 

65 
3 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่นํามาใชในการออกแบบไพรเมอร โดยใช

ขอมูลลําดับเบสจาก Genbank ใน http://www.ncbi.nim.nih.gov/ 
 

66 
4 คา melting temperature (Tm) และปริมาณเบส G และ C ของไพรเมอรที่ใชในเทคนิค 

PCR- Based typing  
 

73 
5 คา melting temperature (Tm) และปริมาณเบส G และ C ของไพรเมอรที่ใชในเทคนิค 

AFLP 
 

74 
6 สรุปขนาดของชิ้นดีเอ็นเอไวรัสที่จะไดจากไพเมอร EcoRI แบบตางๆ ที่มีการเพิ่มเบส 

โดยวเิคราะหจาก โปรแกรมคอมพิวเตอร http://www.bioinformatics.vg/sms/ และใช
จีโนมของไวรสัใน www.ncbi.co.th เพื่อประเมินกอนปฏิบัติงานจริง 

 
 

75 
7 สรุปขนาดของชิ้นดีเอ็นเอไวรัสที่จะไดจากไพเมอร MseI แบบตางๆ ทีม่ีการเพิ่มเบส

โดยวเิคราะหจาก โปรแกรมคอมพิวเตอร http://www.bioinformatics.vg/sms/ และใช
จีโนมของไวรสัใน www.ncbi.co.th เพื่อประเมินกอนปฏิบัติงานจริง 

 
 

76 
 
 



 

(4)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  

1 เปรียบเทียบลักษณะผลึกไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่
บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light compound microscope) โดยใช
ระบบ phase contrast (a) และ ลักษณะผลึกไวรัสติดสีฟาของสี Giemsa (b) กําลังขยาย 
1,000 x 

 
 
 

31 
2 ปริมาณผลึกแตละขนาดของผลึกไวรัสโรคแมลง ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV 

และ TnMNPV จากจํานวนผลึก 40 ผลึก/ชนิด 
 

34 
3 ลักษณะผลึกไวรัสชนิด HaSNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองผาน (a) ภาพขยายขนาดอนุภาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี ้
(b) และ ภาพถายจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 8000x (c) 

 
 

36 
4 ลักษณะผลึกไวรัสชนิด SeMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองผาน (a) ภาพขยายขนาดอนุภาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี ้
(b) และ ภาพถายจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 8000x (c) 

 
 

37 
5 ลักษณะผลึกไวรัส ชนิด SlMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองผาน (a) ภาพขยายสวนอนุภาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี ้
(b) และ ภาพถายจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 8000x (c) 

 
 

38 
6 ลักษณะผลึกไวรัส ชนิด TnMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แบบ 

ลําแสงสองผาน (a) ภาพขยายสวนอนภุาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนง
ลูกศรชี้ (b) และ ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แบบ ลําแสงสองกราด 8000x 
(c) 

 
 
 

39 
7 ปริมาณดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดแบบไมละลายผลึกไวรสัดวย 1 M Na2CO3 กอนเติม 

0.5 M EDTA และ 1 M NaCl (a) และปริมาณดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดแบบละลายผลึก
ไวรัสดวย 1 M Na2CO3 กอนเติม 0.5 M EDTA และ 1 M NaCl (b) (M1 = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 50 µg, M2 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน,  1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = 
SlMNPV และ 4 = TnMNPV) 

 
 
 
 

40 
 



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่  หนา 
   
8 ลายพิมพดีเอน็เอของไวรัส ชนิด HaSNPV SeMNPV SlMNPV TnMNPV ที่ปรากฏใน 

1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนิค PCR – base typing เปรียบเทียบไพรเมอรทั้ง 3 ชุด 
ที่ออกแบบจากยีน 3 ยีน คือ ไพรเมอร ชุดที่ 1. chitinase forward primer & chitinase  
reverse primer ไพรเมอร ชุดที่ 2. polyhedrin forward primer I & polyhedrin reverse 
primer I ไพรเมอร ชุดที่ 3. cathepsin forward  primer & cathepsin reverse primer และ 
ไพรเมอร ชุดที่ 4. polyhedrin forward primer II & polyhedrin reverse primer II (M = 
Marker,  1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV) 

 
 
 
 
 
 

42 
9 ลายพิมพดีเอน็เอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และTnMNPV ที่

ปรากฏใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนคิ AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคู ไพร
เมอรชุดที่ 1.  EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2.  EcoRI-AA และ MseI-C ไพร
เมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 1 (M = Marker,  1 =  
HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = ตําแหนงลาย
พิมพดีเอ็นเอ) 

 
 
 
 
 

44 
10 ลายพิมพดีเอน็เอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่

ปรากฏใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนคิ AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคู ไพร
เมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C ไพร
เมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ MseI-CG  ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 2 (M = Marker,  1 =  
HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = ตําแหนงลาย
พิมพดีเอ็นเอ) 

 
 
 
 
 

46 
11 ลายพิมพดีเอน็เอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่

ปรากฏใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนคิ AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคูไพร
เมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C และ
ไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ primer MseI-CG ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 3  (M = 
Marker,  1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = 
ตําแหนงลายพมิพดีเอ็นเอ) 

 
 
 
 
 

48 



 

(6)

สารบัญภาพ(ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  

1 ลักษณะหนอนเจาะสมอฝาย หนอนกระทูหอม หนอนกระทูผัก และ หนอนคืบกะหล่ํา 
ตายดวยไวรัส NPV 

 
78 

2 วัฎจักรชวีิตของหนอนเจาะสมอฝาย ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตัวเต็มวัย 79 
3 วัฎจักรชวีิตของหนอนกระทูหอม ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตวัเต็มวัย 80 
4 วัฎจักรชวีิตของหนอนกระทูผัก ไดแก ระยะไข หนอน ดกัแด และตวัเตม็วัย 81 
5 วัฎจักรชวีิตของหนอนคืบกะหล่ํา ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตวัเต็มวัย 82 
6 ลักษณะโครงสรางไวรัสแบบ single - nucleocapsid NPV (SNPV) และ multiple- 

nucleocapsid NPV (MNPV) 
83 

 
 



การตรวจวิเคราะหชนิดของไวรัส Nucleopolyhedrovirus ดวย 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ PCR-Based Typing 

 
Morphological and PCR-Based Typing Identification of  

Nucleopolyhedrovirus 
 

คํานํา 
 

ไวรัสในสกุล Nucleopolyhedrovirus (NPV) จัดเปนสารชีวินทรียกําจัดแมลงศัตรูพืช 
(biopesticide) ในกลุมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงชนิดหนึ่งที่ไดรับการยอมรับ เนื่องจาก มี
ประสิทธิภาพที่ทําใหแมลงศัตรูพืชตายอยางเฉพาะเจาะจงตอชนิดแมลง เกษตรกรสามารถผลิตพืชที่
ปลอดภัยตอผูบริโภค และ ไมมีสารพิษตกคาง ไมกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม ในประเทศไทยมี
รายงานการวิจยัเกีย่วกับไวรัสในสกุล Nucleopolyhedrovirus เพื่อใชควบคุมแมลงศัตรูพืชที่สําคัญ
ทางเศรษฐกิจ จํานวน 4 ชนิด ไดแก ไวรัส NPV โรคของหนอนเจาะสมอฝาย (Helicoverpa 
armigera single - nucleocapsid NPV : HaSNPV) ไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม (Spodoptera 
exigua multiple - nucleocapsid NPV : SeMNPV) ไวรัส NPV ของหนอนกระทูผัก (S. litura 
multiple - nucleocapsid NPV : SlMNPV) และไวรัส NPV ของหนอนคืบกะหล่ํา (Trichoplusia ni 
multiple - nucleocapsid NPV : TnMNPV) และมกีารนําเขามาจากตางประเทศเพื่องานวิจยัและใช
เปนผลิตภัณฑสารชีวินทรียกาํจัดแมลงศตัรูพืช ซ่ึงจะตองมีการตรวจวิเคราะหจําแนกไวรัสแตละ 
ชนิดเพื่อการกาํหนดมาตรฐานความปลอดภัยของสารชีวนิทรีย 
 

การตรวจวิเคราะหจําแนกชนิดไวรัสดวยเทคนิคการศึกษาดานสณัฐานวิทยา ลักษณะอาการ
ของโรคในแมลง ชนิดของแมลงอาศัย (host) ตองใชเวลานานในการตรวจวเิคราะห มากกวา 15 วนั 
และผลการตรวจวิเคราะหแบบนี้ไมสามารถบงชี้ระดับชนิด จําเปนตองมีการตรวจวิเคราะหระดบัดี
เอ็นเอ ซ่ึงดีเอน็เอเปนสารพนัธกุรรมของสิ่งมีชีวิตที่สําคัญแสดงถึงลักษณะจําเพาะของสิ่งมีชีวิตสาย
พันธุนั้นๆ โดยไมมีการเปลีย่นแปลงไปตามสภาพแวดลอม และเปนขอมูลนาเชื่อถือในการตรวจ
วิเคราะหจําแนกชนิด เพื่อใชกําหนดมาตรฐานความปลอดภัยของสารชีวินทรีย 

 
ดังนั้น การตรวจวิเคราะหจําแนกชนิดไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus โรคของแมลง
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ศัตรูพืชดวยเทคนิค PCR – based typing  โดยการวิเคราะหความแตกตางของขนาดชิ้นดีเอ็นเอจาก
ยีน (gene) ซ่ึงออกแบบไพรเมอรจากยีนหลายยีน แลวนาํมาเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอน็เอดวยเทคนิค PCR 
(polymerase chain reaction) แลววเิคราะหความแตกตางของขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากลายพิมพดี
เอ็นเอ  และการวิเคราะหความแตกตางของขนาดชิ้นดเีอ็นเอจากจีโนม (genome)  ดวยวิธี amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) ที่ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด แลวเชื่อมตอดวย 
adapter และใชไพรเมอรคัดเลือก เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ทําใหไดลายพิมพดเีอ็นเอ
เชนกัน ซ่ึงจะสามารถบงบอกความแตกตางชนิดของไวรสั ทําใหจําแนกชนิดของไวรสัไดอยาง
ถูกตองและรวดเร็วยิ่งขึ้น นัน่คือการไดเครื่องหมายขอมลูทางพันธุกรรมที่จะเปนประโยชนในการ
ใชเปนแนวทางในการกําหนดมาตรฐานวิธีการตรวจวิเคราะหลักษณะพนัธุกรรมของไวรัสโรคของ
แมลงศัตรูพืช และจุลินทรียโรคแมลงอื่นๆ เพื่อใหสอดคลองกับขอบเขตและสาระมาตรฐานสารชีว
ภัณฑควบคุมศัตรูพืช ของสํานักมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ(มกอช.) ที่จะเปน
มาตรการควบคุมคุณภาพสินคาเกษตรและความปลอดภยัตอเกษตรกรและผูบริโภค รวมไปถึงการ
เพิ่มมูลคาสินคาเกษตรใหไดมาตรฐานความปลอดภัยสากลตอไป 

 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาลกัษณะโครงสรางทางสัณฐานวิทยาของ ไวรัสโรคแมลง สกุล 
Nucleopolyhedrovirus ที่พบในประเทศไทย 4 ชนิด ไดแก HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ 
TnMNPV  

2. เพื่อศึกษาลกัษณะพนัธุกรรมของไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ทั้ง 4 ชนิด ดวยเทคนิค 
PCR-based typing และ เทคนิค AFLP 

3. เพื่อหาชุดไพรเมอรที่จําแนกความแตกตางระหวางชนิดของไวรัสสกุล 
Nucleopolyhedrovirus ทั้ง 4 ชนิด 

 
 



การตรวจเอกสาร 
 
ไวรัสโรคของแมลง สกุล Nucleopolyhedrovirus (NPV) 
 

ไวรัสโรคของแมลงสกุล Nucleopolyhedrovirus หรือช่ือเดิม nuclear polyhedrosis virus 
(NPV) จัดอยูใน Family Baculoviridae (ตารางผนวกที่ 1) ผลึกไวรัสถูกคนพบเปนชนดิแรก คือ 
ไวรัสที่ทําใหเกิดโรค jaundice หรือ grasserie ในหนอนไหม ปจจุบนัมรีายงานการสํารวจพบ
มากกวา 300 ชนิด จากแมลงใน Order Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Neuroptera, 
Coleoptera และ Trichoptera (ทิพยวด,ี 2535; Miller, 1996) มีการวจิัยนาํไวรัสสกุล NPV มาใชเปน
สารชีวินทรยีใชควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชวีวิธีไดดี และมีรายงานการใชมากที่สุดในวงศไวรัส
ทั้งหมด (Lynn, 2003) ซ่ึงในประเทศไทยมกีารศึกษาวิจยัไวรัสโรคของแมลงเพื่อนํามาใชประโยชน
เปนสารชีวินทรียควบคุมแมลงศัตรูพืชเชนกัน  

 
ลักษณะอาการของโรคทั่วไปของไวรัส NPV โรคของหนอนเจาะสมอฝาย (Helicoverpa 

armigera single-nucleocapsid NPV : HaSNPV) ไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม (Spodoptera 
exigua multiple- nucleocapsid NPV : SeMNPV) ไวรัส NPV ของหนอนกระทูผัก (S. litura 
multiple- nucleocapsid NPV : SlMNPV) และไวรัส NPV ของหนอนคบืกะหล่ํา (Trichoplusia ni 
multiple- nucleocapsid NPV : TnMNPV) คือ เมื่อหนอนแมลงอาศัยของไวรัสกินอาหารที่มีไวรัส
ปนเปอนเขาไป จากนั้นจะหยุดกนิอาหารภายใน 2-4 วัน มีลักษณะลําตวับวม มีสีซีดกวาปกติ ไม
คอยเคลื่อนที่ หรือ เชื่องชา ไมตอบสนองตอส่ิงเราภายนอก กอนตายเพียงเล็กนอยจะไตขึ้นที่สูง เชน 
สวนยอดของตนพืช ฝาภาชนะเลี้ยงแลวตายในลักษณะที่เกาะดวยขาเทียมหอยสวนหัวลงมาคลาย
รูปตัววหีวักลับ สีของลําตัวจะเปลี่ยนเปนเขมขึ้นจนดําในที่สุด ผนังลําตัวจะแตกเละงายเมื่อสัมผัส 
(ภาพผนวกที่ 1) ผลึกไวรัสทีอ่อกมาจากตวัหนอนตาย จะมีศักยภาพในการแพรกระจายระบาด
ทําลายแมลงไดเองในธรรมชาติ ทั้งแบบแมลงตัวหนึ่งไปยังอีกตวัหนึง่ และ แมลงรุนหนึ่งไปยังรุน
ตอไปได โดยเฉพาะในกลุมแมลงศัตรูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ มีความเฉพาะเจาะจงในการเกิดโรค
ตอกลุมแมลงทําใหปลอดภยัตอมนุษยและสิ่งแวดลอม และยังไมพบการสรางความตานทานตอสาร
ชีวินทรียของแมลงเหมือนเชนสารเคมีกําจดัแมลงศัตรูพชื (สุชลวัจน และ พิมลพร, 2544; พิมลพร, 
2545; Miller, 1986; Wongwilikhit and Nanta, 2002)  
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การผลิตไวรัส Nucleopolyhedrovirus มี 2 รูปแบบ คือ แบบ in vivo เปนการผลิตจากตัว
หนอนผีเสื้อโดยตรง (host larvae) และ การผลิตแบบ in vitro ที่เปนเทคนิคการผลิตไวรัสจากเซลล
แมลงเพาะเลีย้ง (cell culture) (สุชลวัจน และ พิมลพร, 2542; สุชลวัจน และคณะ, 2543; อุทัย, 2544) 
ผลึกโปรตีนของไวรัสมีคุณสมบัติไมละลายใน alcohol, benzol, hydrogen peroxide, glycerol, 
benzine, carbon bisulfide หรือ น้ํารอน น้ําเย็น แตละลายในสารละลายดาง และถูกตกตะกอนไดใน
กรด คุณสมบตัิการคงทนของผลึกไวรัส ของหนอนกระทูหอมในสภาพธรรมชาติ มีรายงานวา 
แสงแดดทําใหไวรัสเสื่อมประสิทธิภาพได (ศิรินันธ, 2528) การนําไปใชในสภาพไรจงึตองฉีดพน
ในชวงเวลาเยน็หลัง 15.00 น. หลีกเลี่ยงไมใหผลึกไวรัสสัมผัสกับแสงแดดโดยตรง  
 
แมลงอาศัยของไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus  
 

หนอนแมลงอาศัยของไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ไดแก หนอนเจาะสมอฝาย หนอน
กระทูหอม หนอนกระทูผัก และ หนอนคบืกะหล่ํา สามารถขยายพันธุเปนปริมาณมากไดอยาง
รวดเร็วในพืน้ที่ที่มีพืชเปนอาหารอุดมสมบูรณ การเจรญิของแมลงมี 4 ระยะ ไดแก ระยะไข หนอน 
ดักแด และตวัเต็มวัย หนอนแมลงทั้ง 4 ชนดิ สามารถเพาะเลี้ยงขยายพนัธุดวยอาหารเทียมและใบผกั
เพื่อใชผลิตขยายเชื้อไวรัสในปริมาณมาก แบบ in vivo ไดในหองปฏิบัติการ ลักษณะของหนอน
แมลงอาศัยมีดงันี้ 
 

หนอนเจาะสมอฝายมีช่ือวิทยาศาสตรวา Helicoverpa armigera Hübner ช่ือเดิม Heliothis 
armigera และมีช่ือทั่วไป ไดแก หนอนเจาะสมอฝาย (cotton bollworm), หนอนเจาะสมออเมริกัน
(American bollworm) หนอนเจาะขาวโพด (corn earworm) และ หนอนเจาะผลมะเขอืเทศ จัดอยูใน
วงศ Noctuidae อันดับ Lepidoptera ตัวเตม็วัยเพศเมียวางไขเปนฟองเดี่ยวๆ ตามสวนออนของพืช 
ระยะไข 2-3 วนั ระยะหนอนมีการลอกคราบ 4 คร้ัง ขนาดหนอนโตเตม็ที่มีลําตัวยาว ประมาณ 3.5 
เซนติเมตร ระยะหนอนประมาณ 16-22 วนั ดักแดมีสีน้ําตาลไหมอยูใตดิน ขนาดประมาณ 1.8 
เซนติเมตร ระยะดกัแดประมาณ 10-12 วนั และตวัเต็มวัยเปนผีเสื้อกลางคืน วัดเมื่อกางปกยาว 3-4 
เซนติเมตร สังเกตเพศ ตวัเมยีมีปกคูหนาสีน้าํตาลปนแดง สวนตัวผูมีสีน้าํตาลปนเขียว ระยะตัวเต็ม
วัยประมาณ 7-10 วัน รวมวัฎจักรชีวิตประมาณ 29-38 วัน ระยะหนอนเปนระยะทําลายพืชและ
สามารถกินพืชเปนอาหารไดหลายชนดิ เชน มะเขือเทศ ถ่ัวฝกยาว ถ่ัวลันเตา ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเขียว 
ขาวโพด พริก กระเจีย๊บเขียว หนอไมฝร่ัง สตรอเบอรี่ องุน สมเขียวหวาน ยาสูบ ฝาย ปอกระเจา 
ขาวฟาง กหุลาบ เบญจมาศ และเยอบีรา เปนตน พบการระบาดไดตลอดป (ภาพผนวกที่ 2) 
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หนอนกระทูหอมมีช่ือวิทยาศาสตรวา Spodoptera exigua Hübner และมีช่ือทั่วไป ไดแก 

หนอนหอม หนอนหลอดหอม หนอนหนังเหนียว beet armyworm และ lasser armyworm จัดอยูใน
วงศ Noctuidae อันดับ Lepidoptera ตัวเตม็วัยเพศเมียวางไขเปนกลุมๆละประมาณ 20 ฟอง ในชวง
เวลา 18.00-20.00 น. ตามใบพืช ระยะไข 2-3 วัน ระยะหนอนมีการลอกคราบ 4 คร้ัง ขนาดหนอน
โตเต็มที่มีลําตัวยาว ประมาณ 2.5 เซนติเมตร ระยะหนอนประมาณ 14-17 วัน ดักแดมีสีน้ําตาลไหม
อยูใตดนิ ระยะดักแดประมาณ 5-7 วัน และ ตัวเต็มวยัเปนผีเสื้อกลางคืน วัดเมื่อกางปกยาว 2.0-2.5 
เซนติเมตร มีสีน้ําตาลแกปนเทา มีจุดสีน้ําตาลออน 2 จุด ระยะตัวเต็มวยัประมาณ 4-10 วัน รวมวัฎ
จักรชีวิตประมาณ 30-35 วัน ระยะหนอนเปนระยะทําลายพืชและสามารถกินพืชเปนอาหารไดหลาย
ชนิด เชน พืชผักตระกูลกะหล่ํา หอมแดง หอมหัวใหญ หนอไมฝร่ัง มนัเทศ ถ่ัวลันเตา ถ่ัวฝกยาว 
กระเจีย๊บเขียว เผือก มะเขือเทศ มะระ พริก แตงโม องุน ถ่ัวเหลือง ถ่ัวลิสง ถัวเขียว ฝาย ขาวโพด 
เบญจมาศ กุหลาบ มะลิ ดาวเรือง และกลวยไม เปนตน พบการระบาดไดตลอดป รุนแรงในชวงฤดู
รอน (ภาพผนวกที่ 3) 
 

หนอนกระทูผักมีช่ือวิทยาศาสตรวา Spodoptera litura Fabricius และมช่ืีอทั่วไป ไดแก 
หนอนกระทูยาสูบ (tobacco cutworm), หนอนกระทูฝาย (cotton worm), หนอนรัง  common 
cutworm, cotton leaf worm และ fall armyworm จัดอยูในวงศ Noctuidae อันดับ Lepidoptera ตัว
เต็มวัยเพศเมยีวางไขเปนกลุมๆ ละประมาณ 100 ฟอง ไขปกคลุมดวยขนสีฟางขาว ระยะไข 3-4 วนั 
ระยะหนอนมกีารลอกคราบ 4 คร้ัง ขนาดโตเต็มที่ประมาณ 4 เซนติเมตร ระยะหนอนประมาณ 10-
14 วัน ดกัแดมสีีน้ําตาลเขมอยูใตดนิ ขนาดหนอนโตเต็มที่มีลําตัวยาว ประมาณ 1.5 เซนติเมตร ระยะ
ดักแดประมาณ 7-10 วัน และ ตัวเต็มวยัเปนผีเสื้อกลางคืน วัดเมื่อกางปกยาว 3-3.5 เซนติเมตร มีสี
น้ําตาล ปกคูหนามีเสนสีเหลืองพาดหลายเสน ระยะตัวเตม็วัยประมาณ 4-10 วัน รวมวฎัจักรชีวิต
ประมาณ 30-35 วัน ระยะหนอนเปนระยะทาํลายพืชและสามารถกินพืชเปนอาหารไดหลายชนิด
เหมือนเชนหนอนกระทูหอม พบการระบาดไดตลอดป (ภาพผนวกที่ 4) 
 

หนอนคืบกะหล่ํามีช่ือวิทยาศาสตรวา Trichoplusia ni Hübner และมีช่ือทั่วไป ไดแก หนอน
เขียว หนอนเขียวคืบ หนอนคืบ หนอนคืบกะหล่ําปลี (cabbage looper) และ cabbage semi-looper  
จัดอยูในวงศ Noctuidae อันดับ Lepidoptera ตัวเต็มวัยเพศเมียวางไขตามใตใบพืชเปนฟองเดี่ยวๆ สี
ขาวนวล หรือ เหลืองออน ขนาดไขประมาณ 0.5-0.6 มิลลิเมตร ระยะไข 3-4 วัน ระยะหนอนมีการ
ลอกคราบ 4 คร้ัง ขนาดหนอนโตเต็มที่มีลําตัวยาว ประมาณ 2.5-3.5 เซนติเมตร หนอนชนิดนี้มี



 

7

ลักษณะเดนพิเศษที่เห็นไดชัดเจน คือ เวลาเคลื่อนที่จะงอตัวระหวางขาปลองสุดทายและตรงสวน
กึ่งกลางลําตัวและคืบไปขางหนา ลักษณะดังกลาวเกิดขึน้ตั้งแตระยะหนอนวยั 1 ขนาดลําตัวหนอน
สามารถมองเห็นไดชัดเจน ลําตัวสีเขียวออนไมมีลวดลายมากนกั ดานหลังตัวหนอนจะมีเสนสีขาว 
2 เสน พาดขนานลําตัว ตั้งแตปลองที่ 2 ไปจนถึงทายลําตัว ระยะหนอนประมาณ 14-21 วัน ดักแดมี
สีเขียวอยูในรงัเสนใยสีขาวใตใบพืช ระยะดักแดประมาณ 5-7 วัน และ ตัวเต็มวยัเปนผีเสื้อกลางคืน 
วัดเมื่อกางปกยาว 2.7-3 เซนติเมตร ปกคูหนามีสีน้ําตาลแกปนเทา รอบๆปลายปกสีน้ําตาลและปลาย
สุดของปกสีขาว ระยะตวัเตม็วัยประมาณ 8-10 วัน รวมวฎัจักรชีวิตประมาณ 30-35 วนั ระยะหนอน
เปนระยะทําลายพืชและสามารถกินพืชเปนอาหารไดหลายชนิด เชน กะหลํ่าปลี กะหล่าํดอก คื่นฉาย 
บีท คะนา มันฝร่ัง ผักกวางตุง และ ผักกาดขาว เปนตน พบการระบาดมากในตนฤดูแลง ที่อากาศ
เย็น หรือฤดูหนาวในภาคตางๆ ของประเทศไทย (ภาพผนวกที่ 5) 
 

ลักษณะทั่วไปของไวรัส 
 

ลักษณะโดยทัว่ไปของไวรัสในสกุล NPV เปนไวรัสที่มีผลึกโปรตีนชนิด polyhedrin 
สามารถมองเห็นไดดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light compound microscope) มขีนาดเสนผาน
ศูนยกลางประมาณ 0.5-15 ไมครอน น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 25-33 กิโลดาลตัน (Rohrmann, 
1986) ลักษณะทรงกลมมีหลายเหลี่ยม การศึกษาทําโดยการเตรียมผลึกไวรัสดวยวิธีเฉพาะแลวสอง
ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ สองกราด จึงจะมองเห็นชัดเจน (Adam and Wilcox, 
1982) ภายในผลึกโปรตีนมีอนุภาคไวรัส (virions) ฝงตัวอยูอยางกระจดักระจาย อนภุาคไวรัสมี
ลักษณะเปนแทง (rod shaped) โครงสรางมี capsid protein หอหุม มีขนาด 30-60 × 250-300 นาโน
เมตร น้ําหนกัโมเลกุล ตั้งแต 50 – 100 x 106 ดาลตัน ภายในอนุภาคไวรัสมีสารพันธุกรรม เปนดีเอ็น
เอเสนคูพันเปนเกลียววงกลม ขนาด 80-180 กิโลเบส  มีปริมาณเบส A+T อยูในชวง 40-70% 
ควบคุมการสรางโปรตีนไดมากกวา 100 ชนิด มี open reading frame (ORF) บนสายดีเอ็นเอทั้ง 2 
เสน โดยมีการเรียงตัวอยูชิดกันหรือคาบเกีย่วกัน เพื่อใหยีนสามารถสรางโปรตีนใหเพียงพอกับการ
ดํารงชีวิตของไวรัส ลักษณะเดนของจีโนม NPV คอื สวนใหญเปน non - splicing เนือ่งจากไมมี 
intron มี translational termination signal เปน UAA (ทิพยวด ีและ สุดาวรรณ, 2530; Miller, 1996) 
โครงสรางของ nucleocapsid ใชในการจําแนกชนิดไวรัส NPV ไดเปน 2 กลุม คือ single- 
nucleocapsid NPV (SNPV) เปนไวรัสชนดิที่มี nucleocapsid เพียงอันเดยีวใน 1 อนุภาคไวรัส และ 
multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) เปนไวรัสชนิดทีม่ี nucleocapsid ตั้งแต 1-39 ใน 1 อนุภาค



 

8

ไวรัส ขนาดอนุภาคไวรัสขึ้นกับจํานวน nucleocapsid ที่บรรจุอยูภายในอนุภาคไวรัส (ภาพผนวกที่ 
6)  
 
การจําแนกชนดิไวรัส 
 

การจําแนกชนดิไวรัสใชสมบัติหลายอยางประกอบกัน เชน สมบัติความเฉพาะเจาะจงตอ
แมลงอาศัย กลไกการทําใหเกิดโรค ความรุนแรงของโรค ลักษณะผลึกไวรัสขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง การวิเคราะหโครงสรางระดับจุลภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน การวเิคราะห
โปรตีนที่ไวรัสสรางขี้น และการวเิคราะหสารพันธุกรรมของไวรัส  

 
องคประกอบของกรดนิวคลีอิคสามารถนํามาใชประโยชนมากในการจําแนกสายพนัธุของ

ไวรัสโดยวิเคราะหความแตกตางของการเรียงลําดับเบสของจีโนมไวรัส การใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ
แลวแยกขนาดดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจลทําใหสามารถบอกความแตกตางของสาร
พันธุกรรม และแสดงถึงความสัมพันธของไวรัสแตละสายพันธุได (Smith and Summer, 1978; 
Miller, 1986; Possee and Rohrmann, 1997) นอกจากนี้ การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับเบสของดี
เอ็นเอของไวรสัสามารถจําแนกสายพนัธุไวรัสที่มีความสัมพันธใกลชิดกันได (Jewell and Miller, 
1980; Rohrmann et al. 1982)  

 
ไวรัส NPV สายพันธุดั้งเดิม (wild type) หรือสายพันธุที่ดัดแปลงพนัธุกรรม (genetically 

modified viruses) ที่ใชในการผลิตไวรัส NPV เพื่อจําหนายเปนการคานั้น จะตองมีการตรวจสอบ
จําแนกชนิดและการขึ้นทะเบียนตามมาตรฐานสารชีวภณัฑควบคุมศตัรูพืช ของสํานักมาตรฐาน
สินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช.) ที่ใหความสําคญัในการควบคุมคุณภาพสินคาเกษตรและ
ดานความปลอดภัยตอเกษตรกรและผูบริโภค รวมไปถึงการเพิ่มมูลคาสินคาเกษตรใหไดมาตรฐาน
ความปลอดภยัสากล (Groner, 1986; van Lenteren, 2003)  

 
การตรวจวิเคราะหสายพันธุไวรัสใหมีสายพันธุตรงตามพันธุจึงมีความสําคัญมาก ตอ

กระบวนการผลิต และมีผลตอการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑไวรัส การทดสอบความ
ปลอดภัยดานความเปนพษิและการเกิดโรคตอส่ิงมีชีวิตอื่นๆ การวิเคราะหชนดิของไวรัสอาจเปน
การวิเคราะหทางชีวเคม ี(biochemical identification) หรือทางวิทยาเซรุม (serological 
identification) เชน ELISA (Enzyme - linked immunosorbent assay) ซ่ึงมีการใชอยางแพรหลาย 
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เหมาะสําหรับงานตรวจจําแนกแบบเคลื่อนที่ (Volkman, 1985; Crook and Payne, 1980) หรือการ
ใชเทคนิค PCR-based typing  ที่มีการพัฒนานําเอาเทคนคิ PCR มาประยุกตใชในการจําแนกสาย
พันธุส่ิงมีชีวิต โดยมีขั้นตอนวิธีการที่คํานึงถึง ความรวดเร็ว ถูกตองแมนยํา และใชตวัอยางนอย 
นอกจากนี้มีการประยุกตใชไดหลายวิธีการ โดยมีการออกแบบไพรเมอร หรือใชรวมกับเอนไซมตดั
จําเพาะ เชน เทคนิค RFLP (restriction fragment length polymorphism) เทคนิค RAPD (random 
amplified polymorphic DNA) และ เทคนิค AFLP  (Vos et al.,1995)  เปนตน (Ausubel et al., 
1991; White, 1993)  

 
เทคนิคการตรวจสอบจําแนกชนิดโดยใชยนีใดยีนหนึ่ง มกัจะมีขอโตแยงกันในการจัดกลุม

ความสัมพันธระหวางสายพนัธุ เนื่องจากยนีมีววิัฒนาการมาในอัตราที่ตางกัน มีรายงานการ
ตรวจสอบทั้งจีโนมของไวรสัดวยยีนหลัก (core genes) จาํนวน 30 ยีน ของไวรัสในวงศ 
Baculoviridae ทําใหแบงไดเปน 4 กลุม คือ Granulosis, Nucleopolyhedrovirus Group I, Group II 
ของแมลงในอนัดับ Lepidoptera และ Nucleopolyhedrovirus ของแมลงในอันดับ Diptera สามารถ
สราง phylogenic tree และ ศกึษาววิัฒนาการของไวรัส ซ่ึงระบุไวรัส HaSNPV, SpliNPV, 
SeMNPV อยูในกลุม Group II Lepidoptera NPVs (Herniou et al., 2004) 

 
การจัดจําแนกกลุมไวรัสโรคแมลงนี้ มีรายงานการใชเทคนิค RFLP ซ่ึงจะแตกตางกนัไปใน

ชนิดไพรเมอรที่ออกแบบจากยีนตางๆ การกําหนดคาตางๆในการทําปฏิกิริยา PCR และการเลือกใช
เอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิตางๆ ที่จะทําใหไดผลการจําแนกไดดี ดังเชน  

 
de Moraes and Marunniak (1997) ศึกษาการจําแนกไวรสั จํานวน 8 ชนิด ไดแก Autographa 

californica NPV (AcMNPV), Anticarsia gemmatalis MNPV (AgMNPV), Bombyx  mori  NPV 
(BmMNPV), Orgyia pseudotsugata MNPV (OpMNPV), S. frugiperda MNPV (SfMNPV), 
SeMNPV, Anagrapha falcifera MNPV (AfMNPV) และ HzSNPV โดยการออกแบบ degenerate 
primer จํานวน 1 คู จากยีน polyhedrin และปรับอุณหภูมใิหเหมาะสมตอการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา
ใหไดช้ินดีเอน็เอ ขนาด 575 bps ทั้ง 8 ชนิด 

 
Munoz et al. (1999) ศึกษาการจําแนกไวรสั SeNPV ประเทศสเปน (Se-SP2) ที่เพิ่มปริมาณ

จากหนอนกระทูหอม ที่มีการโคลนนิ่ง genotypic variants เปน SP2A, SP2B, SP2C และ SP2D 
จํานวนรุน (passages) ที่ทําใหแตละ isolate มี DNA profile ในทุกๆ แถบดีเอ็นเอ (band)  เทากันและ
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คงที่ตอไปอยางนอย 6 รุน มีการสรางแผนที่ยีน ดวยการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะไดแก BamHI, BglII, 
PstI และ XbaI  พบวา บริเวณ 8 - 10 m.u. เปน highly variable ดังนั้น จงึใชเปน RFLP markers ใน
การตรวจจําแนกความแตกตางทั้ง 4 genotype นี้ได 
 

Kao et al. (2000) ศึกษาการจัดจําแนกไวรสั NPV ประเทศไตหวนั จํานวน 5 ชนิด ไดแก 
SpeiNPV (SeNPV), SpltNPV  (SlNPV), Perina nuda NPV (PnNPV), L. xylina NPV (LyxyNPV) 
และ AcMNPV - TWN4  โดยการตดัจีโนมดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI สามารถใชจําแนกชนิด
ได และ ใชเทคนิค RFLP โดยออกแบบไพรเมอร 35/36 จากยนี polyhedrin แลว นําไปเพิ่มปริมาณ
ไดช้ินดเีอ็นเอ ขนาด 680 คูเบส  แลวนํามาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ BsuRI, BspHI, HapII, MseI 
และ TaqI  ซ่ึงเอ็นไซมตัดจําเพาะ BsuRI แสดงแถบดีเอ็นเอบงชี้จําแนกความแตกตางของชนิดไวรสั
นี้ไดสมบูรณกวาเอ็นไซมตดัจําเพาะชนิดอืน่ 

 
Christian et al. (2001) ศึกษาการจําแนกไวรัส ดวยเทคนคิ RFLP โดยการใชไพรเมอร rPol-f  

ที่ออกแบบจากการเปรียบเทยีบลําดับเบสจากยีน polyhedrin ของไวรัส HaNPV เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ขนาด 400 คูเบส ใชเงื่อนไขปฏิกิริยา PCR initial denature 95oC นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ 
denature 95oC นาน 30 วินาที annealing 45oC นาน 30 วนิาที  extention  72oC นาน 40 วินาที 
จํานวน 5 รอบ และ denature 95oC นาน 30 วินาท ีannealing 50oC นาน 30 วินาท ีextention  72oC 
นาน 40 วินาท ีจํานวน 30 รอบ แลวเลือกใชเอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ EcoRI, EcoRV หรือ HindIII 
เพื่อบงชี้ความแตกตางของไวรัส NPV ของแมลง Helicoverpa spp. ที่คัดแยกมาจากธรรมชาติ 

 
Huang et al. (2002) ใชตําแหนงของยนี cathepsin และ chitinase บนจโีนมเพื่อตรวจหาความ

แตกตางไวรัสชนิด Antheraea pernyi NPV (AnpeNPV) และ Orgyia pseudotsugata MNPV 
(OpMNPV) โดยการสรางแผนที่จีโนมของ Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus (AnpeNPV) 
และระบยุีนเปาหมายเพื่อพัฒนาการแสดงออก จากการใชเอ็นไซม PstI ตัดจีโนมออกเปน 54 ช้ิน 
และเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR พบวา AnpeNPV มีขนาดจีโนม 130.2 กิโลเบส ซ่ึงมีความ
คลายคลึงมากกับ Orgyia pseudotsugata multicapsid NPV (OpMNPV) การที่จีโนมมีความ
คลายคลึงกันสูงสามารถนําไปใชประโยชนในการทําแผนที่ยีนเปาหมาย เชน ยีน cathepsin และ 
chitinase เนื่องจากยนีนี้มหีนาที่ทําใหเกิดการเสยีสภาพของโปรตีน และการเขาทําลายเซลลยอย
สลายเซลลแมลงของไวรัส  การวิเคราะหโดยเปรียบเทียบการทํางานของ open reading frame 
(ORF) ที่แสดงออกระหวาง ไวรัสทั้ง 2 ชนดิ 
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Khan et al. (2004) ใชยนี 3 ชนิด late expression factor (lef) 8, chitinase และ helicase ใช

เอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI-H และ EcoRI-J clones แลวนําผลไปวิเคราะหความสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการของโมเลกุลไวรัส 14 ชนิด พบวา ยนี late expression factor (lef) 8, และยนี helicase 
ใหผลการจัดกลุมไดดีและถูกตอง โดยแสดงผลการวิจัยใหหน็วา Baculovirus phylogeny อาศัยยีน
เดียวอาจจะไมแสดงกลุม baculovirus อยางถูกตอง ผล Phylogenic tree อาจจะแตกตางกัน การใช 
EcoRI  ทําแผนที่จีโนมของ ของ HaSNPV รวมกับวิธี shotgun - cloned เขาไปในพลาสมิด  
pBluescript SK ขนาดตั้งแต 14 กิโลเบส ถึง 0.5 กิโลเบส สรางจากยีน 3 ยีน ไดแก late expression 
factor (lef 8), chitinase และ helicase โดยยนี chitinase และ helicase สุมจากการ clones (EcoRI- H 
และ EcoRI- J) จากสวนของ EcoRI plasmid library ของจีโนมไวรัส ซ่ึงยีน lef- 8 และ helicase พบ
ในไวรัสที่ทดลอง ในการวิเคราะหกรดแอมิโนจากยนี 3 ชนิดหาความสัมพันธ ดวยโปรแกรม 
CLUSTAL X และ Treeview พบวายนี helicase และ lef -8 สนับสนุนผลการจําแนกไวรัสสกุล 
Nucleopolyhedrovirus และ Granulovirus (GV) และแยกยอยไดเปน NPVs กลุม I และ II โดยผล 2 
ใน 3 ยืนยนัผลวา HaSNPV เปนกลุม II และ ขอมูลจากยนี chitinase จัด HaSNPV อยูในกลุม 1 นัน้
ไมถูกตอง และ Plutella  xylostella granulovirus (PxGV) ไมพบยนี chitinase 

 
ลายพิมพดีเอน็เอจากการศกึษาวิเคราะหจากจีโนมทั้งหมดของไวรัส จะแตกตางจากลายพิมพ

ดีเอ็นเอไวรัสที่ใชยีนใดยีนหนึ่ง ที่มักจะมขีอโตแยงกันในการจัดความสัมพันธระหวางสายพันธุ 
เนื่องจากยีนมวีิวัฒนาการมาในอัตราที่ตางกัน Herniou et al. (2004) ศึกษาววิัฒนาการไวรัสในวงศ 
Baculoviridae จํานวน 39 ชนิดจากแมลงอาศัยอันดับ Lepidoptera, Diptera และ Hymenooptera 
ตรวจสอบทั้งจีโนมของไวรสัดวยยีนหลัก (core genes) จาํนวน 30 ยีน ใช degenerate primer ที่
ออกแบบจากยนี lef-8 และ ac22 ทําใหแบงไดเปน 4 กลุม คือ Granulosis, Nucleopolyhedrovirus 
Group I, Group II ของแมลงในอันดับ Lepidoptera และ Dipteran Baculovirus ของแมลงในอันดับ 
Diptera และ Hymenopteran Baculovirus โดยวิเคราะหดวย phylogenic tree  

 
Toprak and Gürkan (2004) จําแนกไวรัส S. littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae) 

NPVที่พบในตุรกี โดยออกแบบไพรเมอร degenerate primers ใชสวนของยีน lef - 8 และ การ
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด พบวาเปน S. littoralis NPV-3 variant 
 



 

12

van Oers et al. (2004) ศึกษาการใช เทคนิค PCR เพิ่มปรมิาณดีเอน็เอของยีน polyhedrin, lef 
- 8 และ pif - 2 โดยใช degenerate primer เพื่อใชวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโมเลกุล 
ของไวรัสชนดิ Chrysodeixis chalcites SNPV ได  
 

Wu and Wang (2005) ศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโมเลกุลจากตําแหนงยนี 
polyhedrin ของจีโนมแมลง Lymantria xylina Swinehoe (Lepidoptera: Lymantriidae) ประเทศ
ไตหวนั โดยการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ BamHI, EcoRI และ EcoRV พบวา สามารถใชวิเคราะห 
LyxyMNPV วามีความสัมพนัธใกลชิดกับ L. dispar MNPV 

 
Murillo et al. (2006) ไดประยุกตใช เทคนคิ PCR - RFLP ในการจําแนกไวรัส wild - type, 

SeMNPV strains ที่แยกมาจาก สหรัฐอเมรกิา (US2 isolate) และ ประเทศสเปน (SP1, SP2 และ SP3 
isolates) และไวรัสที่ cloned (US1A isolate) โดยการใชไพรเมอร 36 คู ตัดดวยเอ็นไซม BglII พรอม
กับวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ VO1 ซ่ึงประกอบดวย homologous region พบ SeMNPV 
ใหม 6 isolated จากดินทางตอนใตของสเปน  

 
Seufi (2008) ทําการตรวจจาํแนกลักษณะไวรัส S. littoralis nucleopolyhedrovirus 

(SpliNPV) จากแหลงพนัธุอียิปต โดยการใชคูไพรเมอรที่ออกแบบจากยีน polyhedrin (Polh-cr) จาก
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทยีบกับไวรัสชนดิอื่นๆ พบวา มีความคลายคลึงกับไวรัส
ชนิดอื่นอยูในชวง 78 - 99 % สําหรับ Plusia avichalcea NPV และ SpliNPV ตามลําดับ ชวง 
conserve region นี้จึงมีความเหมาะสมในการตรวจสอบไวรัส 
 
เทคนิค PCR - Based Typing 
 

เทคนิค PCR - based typing เปนการจําแนกสายพันธุในระดับดีเอ็นเอ แบบเปรียบเทียบ
ลําดับเบสโดยตรง โดยใชวิธีการออกแบบไพรเมอรจากการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนไวรัส ที่มี
ลักษณะอนุรักษมากที่สุด และมีลําดับเบสทีเ่หมือนกนัตอเนื่องมากที่สุด แลวนําไปใชเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอดวยเทคนิค PCR และนําผลผลิต PCR ที่ไดมาเปรียบเทียบความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอ
โดยการแยกดวยกระแสไฟฟาผานตัวกลางอะกาโรสเจล (agarose gel) ยอมสีดวย ethidium bromide 
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอขนาดตางๆ ที่เห็นในเจล ใชเปนลักษณะเปรียบเทียบในการจําแนกชนิด
ของไวรัสไดอยางชัดเจน ซ่ึงชุดไพรเมอรทีอ่อกแบบดี จะทําใหสามารถจําแนกชนิดไดถูกตอง
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ชัดเจน ลดขัน้ตอนและเวลาในการตรวจจาํแนกชนิดไดรวดเร็วข้ึน และไมตองออกแบบ
ความจําเพาะของไพรเมอรเปนรายชนิด หรือใชไพรเมอรจํานวนหลายชดุ ทําใหตนทนุคาใชจาย
นอยลง ซ่ึงจะเหมาะสมตองานบริการ การตรวจวเิคราะหจําแนกชนิดไวรัสที่ตองการความรวดเร็ว 
ในราคาที่เหมาะสม 

 
จากการสืบคนขอมูลยีนของไวรัส NPV จาก National Center for Biotechnology 

Information พบวา มียนีที่ศึกษาลําดับเบสแลวจํานวนหลายยีน เชน polyhedrin, chitinase, 
cathepsin, alkaline exonuclease (AE), DNA blinding protein (DBP), DNA polymerase, 
glycoprotein37 (GP37), helicase และ protein kinase เปนตน สวนมากพบวามกีารนํายีน polyhedrin 
มาใชในการออกแบบไพรเมอรเพื่อการจําแนกชนิดมากทีสุ่ด ซ่ึงยีนนี้เปน hyper-expressed protein 
มีหนาที่ในการสราง crystelline matrix ของสวน occlusion bodies ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของไวรัส
สกุลนี้ โดยไวรัสสรางขึ้นมาเพื่อปองกันอนุภาคไวรัสใหคงประสิทธิภาพอยูในสภาพแวดลอมได
นาน แตยังไมมีผลงานวิจัยการออกแบบเพือ่ใชจําแนกดวยเทคนิค PCR - based typing 
 
เทคนิค AFLP 
 

เทคนิค AFLP เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบหนึ่งที่มีขอดทีี่ไดเปรียบกวาเทคนิคอื่น คอื การ
วิเคราะหดีเอ็นเอโดยไมตองการขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอเชนเดียวกบัเทคนิค RAPD โดยหนึ่ง
ปฏิกิริยาจะใหแถบดีเอ็นเอมากกวาเทคนิค RAPD ประมาณ 4 เทา ทําใหเกิดภาวะพหุสัณฐาน 
(polymorphism) ไดจํานวนมาก จึงสามารถบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตวัอยางไดดี ใน
กรณีใชในการศึกษาเอกลกัษณของสิ่งมีชีวติ ใชกับสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใดก็ได โดยการปรับเพิม่
จํานวนเบสที่ใชคัดเลือกที่สวนปลาย 3′ ของไพรเมอรหรือใชกับโคลนดีเอ็นเอ (clone DNA) ก็ได 
และไมตองออกแบบความจําเพาะของไพรเมอรเปนรายชนิด หรือใชไพรเมอรหลายชุด ทําใหลด
คาใชจายลง เนื่องจากไวรัส HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV TnSNPV และ TnMNPV สายพันธุ
ดั้งเดิมในประเทศไทยยังไมมกีารตรวจวิเคราะหลําดับเบสทั้งจีโนม และรายงานไวรัสตางประเทศ
ยังพบวา ไวรัสชนิดเดยีวกันมีขนาดจีโนมไมเทากันได เชน HaSNPV (G4) มีจีโนมขนาด 131,403 
bp, HaSNPV (C1) มีจีโนมขนาด 130,759 คูเบส  SeMNPV มีจีโนมขนาด 135,611 คูเบส  SlNPV มี
จีโนมขนาด 139,342 คูเบส (Lange et al., 2004) ไวรัสชนดิ HaSNPV มีจีโนมขนาด 130,759 คูเบส  
(Zhang et al., 2005) ไวรัสชนิด SeMNPV มีจีโนมขนาด 135,611 คูเบส  (Jakubowska et al., 2006) 
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SlMPV มีจีโนมขนาด 139,342 คูเบส (Pang et al., 2001) และ TnSNPV มีจีโนมขนาด 134,394 คู
เบส (Willis et al., 2005)  
 

การเลือกใชเอน็ไซมตัดจําเพาะในการใชเทคนิค AFLP ทั่วไปมีหลายชนิด เชน เอน็ไซมตัด
จําเพาะ แบบ 6 - cutter EcoRI, HindIII, PstI, BglII, XbaI  และแบบ 8 - cutter Sse 83871 รวมกับ 
เอ็นไซมตัดจําเพาะ แบบ 4 - cutter MseI หรือ TaqI ถาเลือกใช 6 - cutter คูกันจะทําใหไดช้ินดีเอ็นเอ
จํานวนนอย ทาํใหไดจํานวนผลิตภัณฑ PCR นอยไปดวย และถาเลือกใช 4 - cutter คูกันจะทําใหเกดิ
เปนลักษณะเบสซ้ําเมื่อเชื่อมตอกับ adapter เมื่อถูกทําใหเสียสภาพเบสคูสมจะมาจับกันเอง ทําให
เกิดโครงสรางแบบ stem - loop ซ่ึงไพรเมอรไมสามารถเขาจับและสังเคราะหเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ
นั้นได ซ่ึงสวนใหญจะเลือกใช 6 - cutter  EcoRI คูกับ 4 - cutter MseI เนื่องจาก EcoRI มีราคาถูก
และการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดี มีโอกาสพบการตดัไมสมบูรณไดนอย และ MseI จะตัดดีเอน็เอ
ไดขนาดเลก็พอเหมาะกับการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR ไดดีกวา TaqI แตมีบางชนิดเลือกใชเอ็นไซม
อ่ืนแลวไดผลดีกวา เชน สัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมจะใช 6 - cutter EcoRI รวมกับ 4 - cutter TaqI ขาว
สาลีจะใช 6 - cutter PstI รวมกับ 4 - cutter MseI เปนตน (Vos and Kuiper, 1997) 

 
เทคนิค AFLP มีการใชอยางขวางในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงที่มีจโีนมขนาดใหญ เชน พืช และสัตว 

ในการทําแผนที่พันธุกรรม ตรวจสอบความตานทาน และการจําแนกชนดิ นอกจากนี้ ยงัมีการใช
เทคนิคนี้ในแมลงที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน Najimi et al. (2002) ศึกษายีนตานทานของขาว
สาลีที่มีตอแมลง Hessian fly, Mayetiola destructor Say ในประเทศโมรอคโค ในดานจุลินทรียโรค
แมลง เชน Boucias et al. (2000) ศึกษาโดยเปรียบเทยีบความแตกตางของสายพันธุจลิุนทรียราโรค
แมลง ชนิด Nomuraea rileyi จากแหลงพนัธุ Florida, Brazil และ Argentina ระหวาง เทคนิค AFLP 
ที่ประยุกตขัน้ตอน กับ เทคนิค RAPD ผลพบวามีความแตกตางภาวะพหุสัณฐาน 65% (141 bands 
จาก 216 scorable bands) โดยการตรวจจับดวย ethidium bromide ในชวง 400–3000 คูเบส  
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

การเก็บเกี่ยวผลึกไวรัสจาก หนอนที่เปนโรคระยะสุดทาย (moribund larvae) 
 

 นําไวรัสสตอค จาก สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ ทั้ง 4 
ชนิด ไดแก HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV มาตรวจนบัความเขมขนของแตละชนดิ 
ดวย สไลดนับเซลล ปรับความเขมขนดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขนทีเ่หมาะสม แลวดําเนินการ
ตามขั้นตอน ดงันี้ หยดไวรัส HaSNPV บนชิ้นอาหารเทียม อัตราความเขมขน 3 x 106 ผลึกตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตอช้ินอาหารเทียม ใสหนอนเจาะสมอฝาย วัยที่ 3 อายุ 10 วัน เมื่อ
หนอนกนิไวรัส HaSNPV เขาไปพรอมอาหารเทียม หลังจาก 24  –  48 ช่ัวโมง ยายหนอนไปใสถวย
อาหารเทียมทีไ่มใสไวรัส ขนาด 2 ออนซ หนา 0.5 เซนติเมตร เพาะเลีย้งไวที่อุณหภูมหิอง จํานวน
คร้ังละ 200 - 300 ตัว จากนัน้เก็บเกี่ยวไวรัส HaSNPV โดยเก็บหนอนเจาะสมอฝายหลังจากที่กิน
ไวรัสเขาไป 5 - 6 วัน ใสบีกเกอรที่มี 70% เอธิลแอลกอฮอล แชนาน 10 นาที จากนัน้นําหนอนใส
ขวดละ 1 ตวั และเติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตรตอขวด ปดฝาตั้งทิ้งไว ในทีม่ืดนาน 1 - 2 เดือน เทน้ํา
สวนบนทิ้ง จากนั้นเติมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร บดหนอนดวยที่บดทําดวยแกว กรองเศษซากหนอนออก
ดวยสําลีปลอดเชื้อ ทําใหลดการปนเปอนแบคทีเรีย ตรวจเช็คผลึกไวรัสภายใตกลองจลุทรรศนแบบ 
ใชแสงนําไวรัส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใสหลอดปนแยกสาร ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําเขาเครื่องปนแยกสาร ที่ 3,500 g นาน 15 วินาที นําน้ํา
สวนบนมาปนแยกที่ 10,000 g นาน 20 - 30 วินาที ทําซ้ํา 2 - 3 คร้ัง หรือ จนกระทั่งไดตะกอนมีสี
ขาวสะอาด ถาตรวจภายใตกลองจุลทรรศนแลวยังพบวายงัมีแบคทีเรียปนเปอนเล็กนอยใหเติม 1% 
gentamicin sulfate หรือ antibiotic ชนิดอื่นๆ ตั้งทิ้งไวนาน 10 - 15 นาที แลวทําการปนแยกอีกครัง้ 
แบงไวรัสใสขวดขนาด 2 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอขวด ติดฉลาก เก็บในตูเย็นที่เย็นจดั - 20 
หรือ - 80 oC  
 

สวนการเก็บเกี่ยวไวรัส SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV จากหนอนที่เปนโรคระยะ
สุดทาย ใชวิธีการทํานองเดยีวกันกับการเกบ็ไวรัส HaSNPV ตางกันที่การเตรียมชนิดหนอน ความ
เขมขนของไวรัส และระยะเวลาที่ใหหนอนกินไวรัส โดยไวรัส SeMNPV ใหเก็บเกีย่วจากหนอน
กระทูหอมในวันที่ 5 - 6 วันหลังจากกนิไวรัสเขาไป ที่เตรียมจากหนอนกระทูหอม วยัที่ 3 อายุ 10 
วัน กนิไวรัส SeMNPV ที่หยดบนอาหารเทียม อัตราความเขมขน 2 x 106 ผลึกตอมิลลิลิตร ปริมาตร 
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5 ไมโครลิตรตอช้ินอาหารเทียม ไวรัส SlMNPV ใหเกบ็เกี่ยวจากหนอนกระทูผักในวันที่ 7 - 8 วัน
หลังจากกนิไวรัสเขาไป ที่เตรียมจากหนอนกระทูผัก วัยที่ 2 อายุ 7 วัน กินไวรัส SeMNPV ที่หยด
บนอาหารเทียม อัตราความเขมขน 3 x 107 ผลึกตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตอช้ินอาหาร
เทียม และ เกบ็เกี่ยวไวรัส TnMNPV จากหนอนคืบกะหล่ํา ในวันที่ 4 - 5 หลังจากกนิไวรัสเขาไป ที่
เตรียมจากหนอนคืบกะหล่ํา วัยที่ 4 อายุ 13 วัน กนิไวรัส TnMNPV ที่หยดบนอาหารเทียม อัตรา
ความเขมขน 2 x 105 ผลึกตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตอช้ินอาหารเทียม 
 
การศึกษาลักษณะผลึกไวรัสดวยกลองจุลทรรศน แบบใชแสง 
 

การศึกษาลักษณะรูปรางผลึกไวรัสที่เก็บเกีย่วไดมายอมสดีวย Giemsa ตามขั้นตอนการยอม
ของ ทิพยวดีและสุดาวรรณ (2530) โดยเตรยีมผลึกไวรัสบนแผนสไลดใหเปนฟลมบาง ๆ ปลอยไว
ใหแหง หยด 0.1 M HCl ใหทวมทิ้งไว 2 - 5 นาที ยอมสี Giemsa ท่ีทําใหเจือจางแลว 5 - 10 นาที 
จากนั้นผานน้ําไหล 5 - 10 นาที ปลอยไวใหแหง ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง กําลังขยาย 
1000x เพื่อดูการติดสีของผลึกไวรัสทั้ง 4 ชนิด และบนัทกึผลดวยภาพถายจากกลองจลุทรรศน แบบ
ใชแสง เปรียบเทียบลักษณะผลึกไวรัส ดวยระบบแสง phase contrast และเปรียบเทยีบลักษณะผลกึ
จากการยอมสี และ วดัขนาดเสนผานศูนยกลางผลึกไวรัสดวยเครื่องนับเซลล sheath flow particle 
size distribution analyzer เปรียบเทียบขนาดเสนผานศนูยกลางผลึกไวรัส ทั้ง 4 ชนิด และบันทกึผล
และวเิคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร sysmex SD-2000 
 
การศึกษารูปรางและขนาดผลึกไวรัสจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

ศึกษารูปรางและขนาดเสนผานศูนยกลางผลึกไวรัสจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด และ ศึกษาลักษณะรูปรางและจํานวนของอนุภาคไวรัสที่อยูภายในผลึก
ไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน แบบสองผาน 
 

ศึกษารูปรางและขนาดเสนผานศูนยกลางผลึกไวรัสจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด (Hitachi SEM S-2500) โดยวธีิการเตรียมผลึกไวรัส ดัดแปลงจากเทคนคิ
วิธีการเตรียมตวัอยางของ อุไรวรรณ (ม.ป.ป.); Adams and Wilcox (1982); Bozzola and  Russell 
(1992) ดังนี้ นาํผลึกไวรัสทั้ง 4 ชนิด แยกใสหลอดปนแยกสารแตละชนิด มาปนตกตะกอนที่ 4,600 
g นาน 10 นาที ดวยน้ํากลั่น จากนั้น prefixation ดวย 2.5% glutaradehyde ที่ละลายใน 0.1 M 
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sodium phosphate buffer pH 7.2 ที่อุณหภูมิ 4 oC นานขามคืน ปนตกตะกอนลาง fixative ดวย 
buffer สวนเกนิออก 3 คร้ังๆ ละ 5-10 นาที post-fixation ดวย 2% osmium tetroxide ใน 0.1 M 
sodium phosphate buffer pH 7.2 ที่อุณหภูมิ 4 oC นาน 2 ช่ัวโมง ปนตกตะกอนลาง fixative ดวย 
buffer สวนเกนิออก 3 คร้ังๆละ 5 นาท ีและ เอธานอล 35, 50, 70, 95% คร้ังละ 15 นาที และ 
absolute ethanol alcohol จํานวน 4 คร้ัง นานครั้งละ 10 นาที คร้ังสุดทายเติมแลวผสมใหเขากนัดวย
เครื่องผสมสาร (vortex)  นําไปหยดบนสไลดรอใหแหงภายในจานแกว นาน 14 วัน นํามา coat ดวย 
Pd/Pt นาน 7 นาที (ความหนาประมาณ 21 นาโนเมตร) แลวนําไปสองดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด และวัดขนาดผลึกไวรัสจากภาพถายเพื่อวดัขนาดเสนผานศนูยกลางเฉลี่ย
จากผลึกไวรัส จํานวน 40 ผลึก/ชนิด บันทกึผลเปรียบเทยีบดวยภาพถายจากกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด 
 

ศึกษาลักษณะรูปรางและจํานวนของอนภุาคไวรัสที่อยูภายในผลึกไวรัสดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน (TECNAI 20) โดยการเตรยีมผลึกไวรัส ดัดแปลงจากเทคนคิวิธีการเตรียม
ตัวอยางของ อุไรวรรณ (ม.ป.ป.); Adams and Wilcox (1982); Bozzola and  Russell (1992) ดังนี้ นํา
ผลึกไวรัสทั้ง 4 ชนิด แยกใสหลอดปนแยกสารแตละชนดิ มาปนตกตะกอนที่ 4,600 g นาน 10 นาที 
ดวยน้ํากลั่น จากนั้น prefixation ดวย 3% glutaraldehyde ที่ละลายใน 0.1 M sodium phosphate 
buffer pH 7.2 ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 oC ลาง fixative ดวย buffer สวนเกินออก 3 คร้ังๆ ละ 5-10 
นาที postfixation ดวย 2% osmium tetroxide ใน 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.2 ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 oC นาน 2 ช่ัวโมง ลาง fixative ดวย buffer สวนเกินออก 3 คร้ังๆละ 5 นาที ขั้นตอนจากนี้
เตรียมที่อุณหภูมิ 25 oC หรือ อุณหภูมิหอง จากนั้น dehydration โดยแชผลึกไวรัสที่ฝงในวุน (agar) 
ลงในสารละลายเอธานอล 30, 50, 70, 90, 100 และ 100% ในแตละความเขมขนใชเวลานาน 10-15 
นาที จากนั้นแชใน ethanol : resin (2 :1) และ (1 : 2) แตละครั้งใชเวลา 30 นาที ถึง 2 ช่ัวโมง ในครั้ง
สุดทายทิ้งไวนานขามคืน ทาํการ embedding โดยแชผลึกไวรัสที่ฝงใน agar ใน spurr : acetone (1 : 
2) นาน 1 ช่ัวโมง และ spurr : acetone (2 : 1) นานขามคนื เปดฝาทิ้งไว 6 ช่ัวโมง จากนั้น 
polymerization ลงในภาชนะเติม pure resin ที่เตรียมใหม พรอมใสรหัสชื่อไวรัสไวดวย ทําให
พลาสติกแข็งตัว ที่ 70oC นาน 8 ช่ัวโมง หัน่บาง (section) ดวยเครื่องตดั แบบ ultramicrotome ใหได
ช้ินบางขนาดในชวง 60-90 นาโนเมตร วางบน grid แลวยอมดวยสียอม 2% uranyl acetate ที่ละลาย
ในน้ํากลั่น นาน 15 นาที ในที่มืด ลางดวยน้ํากลั่น 5 คร้ัง และยอมสีตามดวย lead citrate นาน 3-15 
นาที ลางดวยน้ํากลั่น 5 คร้ัง ผ่ึงในที่แหงและไมมีฝุน จากนั้นศกึษารูปรางลักษณะผลึกไวรัส และ
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บันทึกจํานวนอนุภาคไวรัสที่ฝงอยูภายในผลึกไวรัส บันทึกผลเปรียบเทียบดวยภาพถายจากกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากผลึกไวรัส NPV 
 

สกัดดีเอ็นเอจากผลึกไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ที่เก็บจากหนอนเปนโรค ตาม
ขั้นตอนที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Hunter-Fujita et al. (1998) และ Christian et al. (2001) โดย
ละลายผลึกไวรัสความเขมขน 108 - 109 ผลึกตอมิลลิลิตร ปริมาตร 250 µl ดวย polyhedral 
dissolution buffer (1 M Na2CO3 85 µl, 0.5 M EDTA 150 µl, 1 M NaCl 15 µl) 250 µl บมไวที่
อุณหภูมิ 4 oC นาน 30 นาที แลวปนตกตะกอน ที่ 10,000 g นาน 5 นาที แลวดูดสารละลายสวนบน 
500 µl ใสหลอดใหม แลวเติมสาร release DNA (2% SDS 500 µl, 20 mg/ml proteinase K 10 µl,  
10 mg/ml RNase A 8 µl) บมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง แลวปนตกตะกอน ที่ 10,000 g นาน 5 
นาที ดูดสารละลายสวนบน 500 µl ใสหลอดใหม แลวเติม phenol : chloroform : isoamyl alcohol 
(25 : 24 : 1) ปริมาตร 500 µl ในตูดดูควันผสมสารละลายดวยเครื่องผสมสาร นาน 30 วินาที บมที่
อุณหภูมิหอง 1 นาที ผสมสารละลายดวยเครื่องผสมสารอีก นาน 30 วินาที นําไปปนตกตะกอน ที่ 
10,000 g นาน 5 นาที ไดสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดใหม อยางระมัดระวัง
ในตูดดูควัน บันทึกปริมาตรไว แลวเติม 3 M NaAc pH 5.2 อัตรา 1 : 10 (v/v) ของปริมาตร
สารละลาย และเติมเอธานอลบริสุทธิ์ที่แชเย็น 2 เทาของปริมาตร ผสมกันโดยพลิกหลอดไปมา จะ
เห็นเสนสายดีเอ็นเอ นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 oC นาน 30 นาที นําไปปนตกตะกอน ที่ 10,000 g นาน 
15 นาที หรือ ใชวิธีเกีย่วสายดีเอ็นเอเทสารละลายสวนบนทิ้งไป ลางตะกอนดวย 70% เอธานอล 200 
µl นําไปปนตกตะกอน ที่ 7,200 g นาน 10 นาที แลวเท 70% เอธานอลทิ้งไป ผ่ึงตะกอนใหแหง แลว
ละลายตะกอนดวย TE buffer 20 µl (สามารถเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวใชไดนานที่อุณหภูมิ -20 oC)  
 

ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอ โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ชวงคลื่น 260 และ 280 
nm (ดีเอ็นเอที่ดีควรมีคาอัตราสวน A260/A280 อยูระหวาง 1.8-2.0) และตรวจสอบความเขมขนและ
ขนาดของดีเอน็เอดวยวิธี electrophoresis โดยใช อะกาโรสเจล ความเขมขน 0.8 % ใน 0.5 M TBE 
buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที หลังจากนัน้นําเจลไปยอมในสารละลาย 
ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง ethidium bromide ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที 
ตรวจดูขนาดดเีอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV transilluminator เพื่อถายรูป บันทึกผล 
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การตรวจวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR – Based Typing 
 

ตรวจวเิคราะหโดยการสืบคนขอมูลยีน จาก National Center for Biotechnology Information 
(http : www.ncbi.nlm.nih.gov ) เพื่อนํามาใชออกแบบไพรเมอร ที่มีลักษณะอนุรักษมากที่สุด และมี
ลําดับเบสที่เหมือนกันตอเนือ่งมากที่สุด นาํไปใชเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยเครื่อง เครื่อง DNA 
thermal cycler (Perkin Elmer Gene Amp 2400) DNA thermal cycler แลวนําผลผลิต PCR ของ
ไวรัสแตละชนิดมาแยกดวยกระแสไฟฟาผานตัวกลางอะกาโรสเจล ยอมสีดวย ethidium bromide 
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอขนาดตางๆ ที่สามารถจําแนกชนิดของไวรัสไดชัดเจน 
 

จากการสืบคนขอมูลยีนของไวรัส NPV จาก National Center for Biotechnology 
Information ในการทดลองนี้คัดเลือกยนีที่มีคุณลักษณะสําคัญ จํานวน 3 ยีน คือ ยนี polyhedrin เปน 
hyper-expressed protein มีหนาที่ในการสราง crystelline matrix ของสวน occlusion bodies ซ่ึงเปน
ลักษณะสําคัญของไวรัสสกุลนี้ โดยไวรัสสรางขึ้นมาเพื่อปองกันอนภุาคไวรัสใหคงประสิทธิภาพ
อยูในสภาพแวดลอมไดนาน และ ยนี chitinase/cathepsin มีหนาที่ในการทําลายเยื่อบผิุว 
(peritrophic membrane) ในการเริ่มเขาสูเซลล (initial infection) ชวยใหเกิดการยอยสลายเซลลเปน
ของเหลว (liquefaction) นับวาเปนยีนที่มบีทบาทสําคัญในการทําใหไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงใน
การเขาทําลายเซลลของหนอนแมลงแตละชนิด และชวยในการแพรกระจาย (hence dissemination) 
ของ progeny virus (Miller, 1996) และ Thomas et al. (1998)  ศึกษาไวรัส Autographa californica 
MNPV (AcMNPV) พบวา มีการสราง chitinase ใน endoplasmic reticulum (ER) ของเซลลที่ถูก
ไวรัสเขาสูเซลล (infection) และจะถูกปลอยออกจากเซลลกอนเกิดการยอยสลายเซลลเปนของเหลว 
และยังพบในไวรัสชนิด TnMNPV ทํานองเดียวกัน  
 
การออกแบบไพรเมอรจากยีนของไวรัสท้ัง 4 ชนิด 
 

1. สืบคนขอมูลลําดับเบสของ ยีนที่พบในไวรัสทั้ง 4 ชนิด จาก Genbank ใน 
http://www.ncbi.nim.nih.gov/ (ตารางผนวกที่ 2) 

2. เปรียบเทียบลําดับเบสของไวรัส (alignment) ทั้ง 4 ชนดิ แตละยีน ดวยโปรแกรม Clustal 
W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) (ตารางผนวกที่ 3) 
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3. คัดเลือกยีนที่มีลักษณะอนุรักษมากที่สุด และมีลําดับเบสที่เหมือนกนัทั้ง 4 สายพนัธุ
ตอเนื่องมากทีสุ่ด มาใชออกแบบไพรเมอร แบบ degenerate primer 

4. ออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม primer3 (frodo.wi.mit.edu/primer3_www.cgi/) 
5. คํานวณคาจาํเพาะของไพรเมอรแตละคู (ตารางผนวกที ่4) 

 
ในการทดลองใชไพรเมอร จาํนวน 4 ชุด ทีอ่อกแบบจากยีน จํานวน 3 ยีน คือ chitinase, 

polyhedrin และ cathepsin ไพรเมอรที่ออกแบบมลํีาดับเบส ดังนี้ 
 
chitinase forward primer  5′-GAA CGA ACC A(GC)TA CAA AGG CA-3′ 
chitinase reverse primer  5′-TAC(T) GAT TTC(T) AAA(G) GGA(C) GCG(T) TG-3′ 
 
polyhedrin forward primer I 5′-ATT(C) AAA(G) AAT(C) GCC(TA) AAA(G) GGC A-3′ 
polyhedrin reverse primer I 5′-AAC TTT(C) TAC AAA(G) CCA(C) ATT(C) G-3′ 
 
polyhedrin forward primer II 5′-ATT(C) AAA(G) AAT(C) GCC(TA) AAA(G) GGC AA-3′ 
polyhedrin reverse primer II 5′-AAC TTT(C) TAC AAA(G) CCA(C) ATT(C) GT-3′ 
 
cathepsin forward primer  5′-TT(AC)G AA(G)A GTC AA(G)T ATG CC(T)A T-3′ 
cathepsin reverse primer  5′-TAG CA(GC)G TCG AC(T)G CCC A(G)TG(C) G-3′ 
 
การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ (amplification) ดวยเคร่ือง DNA thermal cycle 
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดมาผสมสารละลาย master mix [ddH2O 63.6 µl, 10x PCR buffer /MgCl2 
(25 mM) 10 µl, dNTP (2mM) 10 µl, primer forward (25 pmole/ µl) 4 µl, primer reverse (25 
pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.4 µl] (ตารางที่ 1) แบงใสหลอดทดลอง 
ขนาด 300 µl จํานวน 4 หลอดๆ ละ 23 µl จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอไวรัส แตละชนิด 2 µl 
(100 ng/µl ) ปริมาตรรวมแตละหลอด เทากับ 25 µl ผสมใหเขากนันําไปสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใช
เครื่อง DNA thermal cycler (Perkin Elmer Gene Amp 2400) ตั้งโปรแกรม PCR ดังนี้ เร่ิมตน initial 
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 2 นาที จํานวน 1 รอบ ตอดวยข้ันตอน denaturing ที่อุณหภูม ิ94 
oC นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูม ิ56 oC นาน 1 นาที extension ที่อุณหภูม ิ70 oC นาน 1 นาท ี
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จํานวน 35 รอบ และทําใหเกดิปฏิกิริยา dsDNA อยางสมบูรณ ที่อุณหภมูิ 72 oC นาน 6 นาที และตั้ง
อุณหภูมิที่ 4 oC เพื่อรอการเก็บผลิตภัณฑ PCR ออกจากเครื่อง แบงสวนสารละลายชิ้นดีเอ็นเอ (สวน
ที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oC) มาตรวจสอบ ดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจล ความ
เขมขน 1.5 % ใน 0.5 M TBE buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที หลังจากนัน้
นําเจลไปยอมในสารละลาย ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง ethidium bromide 
ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที ตรวจดูขนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV transilluminator 
เพื่อถายรูปและบันทึกผล เปรียบเทียบผลของการใชไพรเมอรแตละคูที่ทําใหเกิดความแตกตางของ
ขนาดชิ้นและจํานวนชิ้นดเีอน็เอระหวางสายพันธุไดชัดเจนที่สุด 
 
การตรวจวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP  
 

ตรวจวเิคราะหโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Vos et al. (1995) และ สืบคนขอมลู National 
Center for Biotechnology Information (http : www.ncbi.nlm.nih.gov ) ใชลําดับจีโนมของไวรัสมา
หาตําแหนงตดับนดีเอน็เอดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะดวยโปรแกรมคอมพวิเตอร 
http://www.bioinformatics.vg/sms/ เพื่อเลือกชนิดเอน็ไซมตัดจําเพาะ และทราบขนาดดีเอ็นเอ
เปาหมายที่ถูกตัดที่ตําแหนงเปาหมาย เพื่อความสะดวกรวดเรว็กอนทีจ่ะนํามาปฏิบัตกิารจริง (ตาราง
ผนวกที่ 3-4) ซ่ึงในการทดลองนี้เลือกใชเอน็ไซมตัดจําเพาะ EcoRI – MseI, EcoRI adapter และ 
MseI adapter ไพรเมอรที่เพิม่จาํนวนเบสที่ปลาย 3’ จํานวน 1 และ 2 เบส มีลําดับเบส ดังนี้ 
 
adapter 

 EcoRI adapter                 5′ - CTCGTAGACTGCGTACC – 3′               forward 
     3′ – CATCTGACGCATGGTTAA – 5′     reverse 

MseI adapter                   5′ – GACGATGAGTCCTGAG – 3′ 
        3′ – TACTCAGGACTCAT – 5′ 

 
ไพรเมอร 

EcoRI primer + 0 (E-0)  5′-GAC TGC GTA CCA ATT C-3′ 
EcoRI primer + 1 (E-A)  5′-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3′ 
EcoRI primer + 2 (E-AA)  5′-GAC TGC GTA CCA ATT CAA – 3′ 
MseI primer + 0 (M-0)  5′-GAT GAG TCC TGA GTA A-3′ 
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MseI primer + 1 (M-C)  5′-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3′ 
MseI primer + 2 (M-CG)  5′-GAT GAG TCC TGA GTA ACG-3′ 

 
การตัดดีเอ็นเอไวรัสดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
 

นําสารละลายดีเอ็นเอไวรัสมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI โดยผสม
สารละลาย master mix [ddH2O 98.2 µl, 10x reaction buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 
magnesium acetate, 50 mM potassium acetate ) 12 µl, เอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI (20 U/µl) 0.6 µl 
และ เอ็นไซมตัดจําเพาะ MseI (10 U/µl) 1.2 µl] แบงใสหลอดทดลอง ขนาด 300 µl จํานวน 4 
หลอด จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอไวรัสแตละชนดิ 2 µl (ความเขมขน 300 ng/µl) ปริมาตรรวม
แตละหลอด เทากับ 30 µl ผสมใหเขากันนาํไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 2 ช่ัวโมง 
หรือนานขามคืน 

 
ตรวจสอบความสมบูรณของการตัดเอ็นไซมดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจล 

ความเขมขน 1.5 % ใน 0.5 M TBE buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที 
หลังจากนัน้นาํเจลไปยอมในสารละลาย ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง 
ethidium bromide ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที ตรวจดูขนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV 
transilluminator เพื่อถายรูป บันทึกผล 
 
การเชื่อมดีเอ็นเอกับ adapter  
 

นําสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะมาเชื่อมตอดวย EcoRI adapter และ MseI 
adapter ผสมสารละลาย master mix [ddH2O 67 µl, 10x T4 ligase buffer (1 mM ATP, 10 mM Tris-
HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate, 50 mM potassium acetate, 5 mm DTT, 50 ng/ µl BAS) 
20 µl, EcoRI adapter (5 pmole/µl ) 4 µl, MseI adapter (5 pmole/µl ) 8 µl และ T4 DNA ligase 
(400 U/µl) 1  µl] แบงใสหลอดทดลอง ขนาด 300 µl จํานวน 4 หลอดๆ ละ 25 µl จากนั้นเติม
สารละลายดีเอ็นเอไวรัสที่ตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะแตละชนิด 25 µl ปริมาตรรวมแตละหลอด 
เทากับ 50 µl ผสมใหเขากันนําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง และบมตอที่
อุณหภูมิหอง ประมาณ 25 oC นาน 2 ช่ัวโมง 
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การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ ดวยเคร่ือง DNA Thermal Cycle 
 

วิธีการที่ 1 ทําการ amplification แบบ preselective amplification โดยนาํดีเอ็นเอที่เชื่อมตอ 
adapter เรียบรอยแลว มาผสมสารละลาย master mix [ddH2O 57.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, 
MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, primer EcoRI-A (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 
pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.8 µl] (ตารางที ่1) แบงใสหลอดทดลอง 
ขนาด 300 µl จํานวน 4 หลอดๆ ละ 23 µl จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอไวรัสที่เชื่อมตอ adapter แต
ละชนิด 2 µl ปริมาตรรวมแตละหลอด เทากับ 25 µl ผสมใหเขากนันําไปสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใช
เครื่อง DNA thermal cycle (Perkin Elmer Gene Amp 2400) ตั้งโปรแกรม PCR (ตารางที่ 2) ดังนี ้
เร่ิมตน initial denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 2 นาที จํานวน 1 รอบ ตอดวยข้ันตอน denaturing ที่
อุณหภูม ิ94 oC นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูม ิ56 oC นาน 2 นาที extension ที่อุณหภูม ิ70 oC 
นาน 1 นาที จํานวน 40 รอบ และ ทําใหเกดิปฏิกริยา dsDNA อยางสมบูรณ ที่อุณหภมูิ 72 oC นาน 6 
นาที และตั้งอณุหภูมิที่ 4 oC เพื่อรอการเก็บผลิตภัณฑ PCR ออกจากเครือ่ง  แบงสวนสารละลายชิ้น
ดีเอ็นเอ (สวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ - 20 oC) มาตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธี electrophoresis 
โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.5 % .ใน 0.5 M TBE buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V 
สม่ําเสมอ 30-40 นาที หลังจากนั้นนาํเจลไปยอมในสารละลาย ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 
5-10 นาที ลาง ethidium bromide ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที ตรวจดูขนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวาง
บนเครื่อง UV transilluminator เพื่อถายรูปและบันทึกผล 
 

selective amplification  นําผลผลิต PCR ที่เหลือมาเจือจาง 10 เทา ดวยสารละลาย TE buffer 
แลวนํามาเพิ่มปริมาณในขั้นตอน selective amplification โดยผสมสารละลาย master mix (ตารางที่ 
1) ดังนี ้
 

ชุดที่ 1 [ddH2O 45.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl] 
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ชุดที่ 2 [ddH2O 45.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-CG (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl] 
 

สารละลาย master mix แตละชุดแบงใสหลอดทดลอง ขนาด 300 µl จํานวนชดุละ 4 หลอดๆ 
ละ 20 µl จากนั้นเติมผลผลิต PCR จากขัน้ตอน preselective amplification แตละชนิด 5 µl ปริมาตร
รวมแตละหลอด เทากับ 25 µl ผสมใหเขากันนําไปสังเคราะหดีเอน็เอโดยใชเครื่อง DNA thermal 
cycle (Perkin Elmer Gene Amp 2400) ตั้งโปรแกรม PCR แบบ touchdown PCR (ตารางที่ 2) เพื่อ
เพิ่มโอกาสคัดเลือกเปาหมายไดมากขึ้น และ ลดการจับคูของเบสที่ไมจําเพาะ (mismath) ดังนี ้เร่ิมที่ 
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 30 วินาท ีannealing 65 oC นาน 60 วินาที extension 72 oC นาน 
60 วินาท ีจํานวน 1 รอบ จากนั้น รอบที่ 2-13 ลดอุณหภมูิในขั้น annealing ลงรอบละ 0.7 oC คาอื่นๆ
คงเดิม แลวตอดวย denaturing ที่อุณหภูม ิ94 oC นาน 30 วินาท ีannealing ที่อุณหภูม ิ56 oC นาน 60 
วินาท ีextensionที่อุณหภูม ิ72 oC นาน 60 วินาท ีจํานวน 23 รอบ ตั้งอุณหภูมิที่ 4 oC เพื่อรอการเก็บ
ผลผลิต PCR ออกจากเครื่อง เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยา PCR นําผลผลิตที่ได มาตรวจสอบผลผลิต PCR 
ดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.5% .ใน 0.5 M TBE buffer โดยใช
กระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที หลังจากนัน้นําเจลไปยอมในสารละลาย ethidium 
bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง ethidium bromide ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที ตรวจดู
ขนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV transilluminator เพื่อถายรูปและบันทึกผล 
 

วิธีการที่ 2. นําดีเอ็นเอที่เชื่อมตอ adapter เรียบรอยแลว มาผสมสารละลาย master mix 
(ตารางที่ 1)  และ ตั้งโปรแกรม PCR (ตารางที่ 2) ดังนี ้

 
ชุดที่ 1 [ddH2O 57.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 

primer EcoRI-A (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA polymerase 
(5 U/µl) 0.8 µl]  

ชุดที่ 2 [ddH2O 57.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl] 
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ชุดที่ 3 [ddH2O 57.2 µl, 10x PCR buffer 10 µl, MgCl2 (25 mM) 6 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-CG (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl]  
 

สารละลาย master mix  แตละชุดแบงใสหลอดทดลอง ขนาด 300 µl จํานวน 4 หลอดๆ ละ 
23 µl จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอไวรัสที่เชื่อมตอ adapter แตละชนดิ 2 µl ปริมาตรรวมแตละ
หลอด เทากับ 25 µl ผสมใหเขากันนําไปสังเคราะหดเีอ็นเอโดยใชเครื่อง DNA thermal cycle 
(Perkin Elmer Gene Amp 2400) ตั้งโปรแกรม PCR  (ตารางที่ 2) เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยา PCR นํา
ผลผลิตที่ได มาตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 
1.5% .ใน 0.5 M TBE buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที หลังจากนั้นนาํเจล
ไปยอมในสารละลาย ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง ethidium bromide ในน้ํา
กล่ัน นาน 5-10 นาที ตรวจดขูนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV transilluminator เพื่อ
ถายรูป บันทึกผล 
 

วิธีการที่ 3. นําดีเอ็นเอที่เชื่อมตอ adapter เรียบรอยแลว มาผสมสารละลาย master mix 
(ตารางที่ 1) และ ตั้งโปรแกรม PCR แบบ touchdown PCR (ตารางที่ 2) ดังนี ้
 

ชุดที่ 1 [ddH2O 59.2 µl, 10x PCR buffer/ MgCl2 (25 mM) 10 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-A (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA polymerase 
(5 U/µl) 0.8 µl]  

ชุดที่ 2 [ddH2O 59.2 µl, 10x PCR buffer/MgCl2 (25 mM) 10 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-C (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl]  

ชุดที่ 3 [ddH2O 59.2 µl, 10x PCR buffer/ MgCl2 (25 mM) 10 µl, dNTP (2mM) 10 µl, 
primer EcoRI-AA (5 pmole/ µl) 4 µl, primer MseI-CG (5 pmole/ µl) 4 µl และ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) 0.8 µl]  
 

สารละลาย master mix แตละชุดแบงใสหลอดทดลอง ขนาด 300 µl จํานวน 4 หลอดๆ ละ 
22 µl จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอไวรัสที่เชื่อมตอ adapter แตละชนดิ 3 µl ปริมาตรรวมแตละ
หลอด เทากับ 25 µl ผสมใหเขากันนําไปสังเคราะหดเีอ็นเอโดยใชเครื่อง DNA thermal cycle 
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(Perkin Elmer Gene Amp 2400) โดยตั้งโปรแกรม PCR แบบ touchdown PCR (ตารางที่ 2) เพื่อเพิม่
โอกาสคัดเลือกเปาหมายไดมากขึ้น และ ลดการจับคูของเบสที่ไมจําเพาะ (mismath) ดังนี้ เร่ิมที่ 
preheat ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 2 นาที denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 30 วินาท ีannealing ที่
อุณหภูม ิ65 oC นาน 60 วินาที extension ที่อุณหภูม ิ72 oC นาน 60 วินาที จํานวน 1 รอบ จากนั้น 
รอบที่ 2-13 ลดอุณหภูมิในขัน้ตอน annealing ลงรอบละ 0.7 oC แลวตอดวย denaturing ที่อุณหภูม ิ
94 oC นาน 30 วินาท ีannealing ที่อุณหภูม ิ56 oC นาน 60 วินาท ีextension ที่อุณหภูม ิ72 oC นาน 60 
วินาท ีจํานวน 23 รอบ ตั้งอุณหภูมิที่ 4 oC เพื่อรอการเก็บผลผลิต PCR ออกจากเครื่อง เมื่อส้ินสุด
ปฏิกิริยา PCR นําผลผลิตที่ไดมาตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธี electrophoresis โดยใชอะกาโรส
เจล ความเขมขน 1.5% .ใน 0.5 M TBE buffer โดยใชกระแสไฟฟา 100 V สม่ําเสมอ 30-40 นาที 
หลังจากนัน้นาํเจลไปยอมในสารละลาย ethidium bromide (0.5 µg /ml) นาน 5-10 นาที ลาง 
ethidium bromide ในน้ํากลั่น นาน 5-10 นาที ตรวจดูขนาดดีเอ็นเอ โดยนําเจลไปวางบนเครื่อง UV 
transilluminator เพื่อถายรูปและบันทึกผล 
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ตารางที่ 1  สวนประกอบ PCR master mix (4x) ในการเพิม่ปริมาณชิ้นดเีอ็นเอ ดวยเทคนิค AFLP 
 

วิธีการ 10x 
PCR 

buffer 
(µl) 

25 
mM 

MgCl2 
(µl) 

dNTP 
(2mM) 

(µl) 

primer (5 pmole/µl) 
(µl) 

Taq DNA 
polymerase 

(5 U/µl) 
(µl) 

ddH2O 
(µl) 

Total 
(µl) 

วิธีการที่ 1         
Preselective 10 6 10 EcoRI-A 

4 
MseI-C 

4 
0.8 57.2 92 

Selective         
    ชุดที่ 1 10 6 10 EcoRI-AA 

4 
MseI-C 

4 
0.8 45.2 80 

    ชุดที่ 2 10 6 10 EcoRI-AA 
4 

MseI-CG 
4 

0.8 45.2 80 

วิธีการที่ 2         
    ชุดที่ 1 10 6 10 EcoRI-A 

4 
MseI-C 

4 
0.8 57.2 92 

    ชุดที่ 2 10 6 10 EcoRI-AA 
4 

MseI-C 
4 

0.8 57.2 92 

    ชุดที่ 2 10 6 10 EcoRI-AA 
4 

MseI-CG 
4 

0.8 57.2 92 

วิธีการที่ 3 10x PCR buffer/       
 25 mM MgCl2       
    ชุดที่ 1 10 10 EcoRI-A 

4 
MseI-C 

4 
0.8 59.2 88 

    ชุดที่ 2 10 10 EcoRI-AA 
4 

MseI-C 
4 

0.8 59.2 88 

    ชุดที่ 2 10 10 EcoRI-AA 
4 

MseI-CG 
4 

0.8 59.2 88 
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ตารางที่ 2  โปรแกรม PCR ในการเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอ ดวยเทคนิค AFLP 
 

วิธีการ PCR reaction conditionsa 
 step denaturing annealing extension no. of cycles 
วิธีการที่ 1      
Preselective 1 94 oC, 30 s 56 oC, 2 min 70 oC, 1 min 40 
Selective 1 94 oC, 30 s 65 oC, 1 min 72 oC, 1 s 1 
 2 94 oC, 30 s 65 oCb, 1 min 72 oC, 1 s 12 
 3 94 oC, 30 s 56 oC, 1 min 72 oC, 1 min 23 
วิธีการที่ 2 1 94 oC, 30 s 56 oC, 2 min 70 oC, 1 min 40 
วิธีการที่ 3 1 94 oC, 30 s 65 oC, 1 min 72 oC, 1 s 1 
 2 94 oC, 30 s 65 oCb, 1 min 72 oC, 1 s 12 
 3 94 oC, 30 s 56 oC, 1 min 72 oC, 1 min 23 

 
หมายเหตุ  a ทุกปฏิกิริยาใชเงื่อนไข initial denaturing 94 oC นาน 2 นาที 1 รอบ และ ensure dsDNA 

72 oC นาน  6 นาที 
b ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.7 oC แลวจึง ตอดวย step ที่ 3 

 
วิเคราะหผลลักษณะลายพมิพดีเอ็นเอของไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ทั้ง 4 ชนิดไดแก 

ไวรัส HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่ไดจากการใชเทคนิคแบบ PCR-based 
typing ดวยการใชไพรเมอร 4 ชุด จากการออกแบบจากยีน 3 ชนิด และ เทคนิค AFLP ดวยการใช
ไพรเมอร 3 ชุด 3 วิธีการ เปรียบเทียบผลความแตกตางทีชั่ดเจน รวดเรว็ เหมาะสมทีจ่ะนําไปใชใน
การตรวจจําแนกสายพนัธุไวรัสดั้งเดิม เพือ่นําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการกําหนดมาตรฐานของ
ชีวภณัฑไดตอไป 
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สถานที่ดําเนินการวิจัย 
 

ดําเนินการวิจยั ณ หองปฏิบัติการ ภาควิชาวิทยาศาสตรพืน้พิภพ คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพฯ หองปฏบิัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต จังหวัดปทุมธานี หองปฏิบัติการ
ศูนยสังเคราะหภาพระดับนาโน คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยมหดิล กรุงเทพฯ และ 
หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวจิัย
พัฒนาการอารกัขาพืช กรมวชิาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

ผลการศึกษาลักษณะรูปรางผลึกไวรัสท่ีเก็บเกี่ยวจากตัวหนอนใกลตาย 
 

จากการเก็บเกีย่วผลึกไวรัสจากตัวหนอนใกลตาย ทั้ง 4 ชนิด ไดแก ไวรัส HaSNPV, 
SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV สามารถทําใหบริสุทธิ์โดยกําจดัการปนเปอนจุลินทรียได
โดยงายและสามารถนําผลึกไวรัสไปใชไดดี ลักษณะผลึกไวรัสที่เก็บเกี่ยวจากตวัหนอนใกลตายมสีี
ขาว และติดสีฟาเมื่อยอมสีดวย Giemsa เมื่อตรวจดูจากการเตรียมสไลดสด (wet mount) ดวยกลอง
จุลทรรศน แบบ light compound microscope ดวยระบบแสง phase contrast กําลังขยาย 1,000x 
พบวา ผลึกมีลักษณะเปนเหล่ียมมีหลายขนาดปะปนกันในแตละชนดิ (ภาพที่ 1) เมื่อนําไปวัดขนาด
ดวยเครื่อง sheath flow particle size distribution analyzer และวเิคราะหผลดวยโปรแกรม
คอมพิวเตอร sysmex SD-2000 พบวา ขนาดเสนผานศูนยกลางของผลึกไวรัส HaSNPV มีคาเฉลี่ย 
เทากับ 2.89 ไมครอน SeMNPV มีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยเทากบั 3.91 ไมครอน SlMNPV มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่เทากับ 4.08 ไมครอน และ TnMNPV มีขนาดเสนผานศนูยกลางเฉลี่ย
เทากับ 3.73 ไมครอน (ตารางที่ 3) ซ่ึงอยูในชวงเดียวกับ Rohrmann (1986) รายงานวา ไวรัสสกุล 
NPV ทั่วไปมขีนาดเสนผานศูนยกลางของผลึก ประมาณ 0.5-15 µm 
 
ตารางที่ 3  ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของผลึกไวรัส เมื่อวัดดวยเครื่อง sheath flow particle size 

distribution analyzer และวเิคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Sysmex SD-2000 
 

คาเฉล่ียขนาดเสนผานศูนยกลาง (ไมครอน) ชนิดไวรัส จํานวน 
ผลึกไวรัส  

(ผลึก) 
Mean 
Diam. 

Mode 
Diam. 

90% 
Diam. 

50% 
Diam. 

10% 
Diam. 

Diam. 
SD 

Diam 
CV 

HaSNPV 58,452 2.89 2.00 3.75 2.86 2.10 0.80 27.70 
SeMNPV 57,243 3.91 3.00 4.63 3.71 3.11 0.69 17.7 
SlMNPV 59,338 4.08 3.93 4.99 3.93 3.15 0.76 18.0 
TnMNPV 60,004 3.73 3.03 4.46 3.65 3.10 0.55 14.9 

 
หมายเหตุ  SD = standard deviation, CV = coefficient of variation 
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             (a)     (b) 
ภาพที่ 1  เปรียบเทียบลักษณะผลึกไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่

บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light compound microscope) โดยใชระบบ 
phase contrast (a) และ ลักษณะผลึกไวรัสติดสีฟาของสี Giemsa (b) กําลังขยาย 1,000 x 

ไวรัส ชนดิ SlMNPV 

ไวรัส ชนดิ HaSNPV 

ไวรัส ชนดิ TnMNPV 

ไวรัส ชนดิ SeMNPV 
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ผลการศึกษารูปรางและขนาดผลึกไวรัสจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

รูปรางผลึกไวรัสและอนุภาคไวรัสเมื่อสองดูดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน แบบสองกราด 
ที่กําลังขยาย 8,000x เทากัน พบวา ผลึกไวรัสทั้ง 4 ชนิด มีลักษณะทรงกลม พื้นผิวผลึกมีเหล่ียม
ขนาดตางๆกัน ผลึกมีสีขาว เมื่อสุมวัดขนาดจากจาํนวน 40 ผลึก/ชนิด ทําใหทราบขนาดผลึกไวรัส 
HaSNPV มีขนาดเสนผานศนูยกลาง ระหวาง 0.76 - 1.46 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.07 ไมครอน 
SeMNPV มีขนาดเสนผานศนูยกลาง ระหวาง 0.70 - 1.77 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.25 ไมครอน 
SlMNPV มีขนาดเสนผานศนูยกลาง ระหวาง 1.33 - 3.04 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.90 ไมครอน 
และ TnMNPV มีขนาดเสนผานศูนยกลาง ระหวาง 1.39 - 2.34 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.78 
ไมครอน (ตารางที่ 4) และ ปริมาณผลึกแตละขนาดของผลึกมีปริมาณแตกตางกัน (ภาพที่ 2) ขนาด
ของผลึกที่มีขนาดแตกตางกนัจะมีผลตอจํานวนอนุภาคไวรัส นั่นคือปริมาณของดีเอ็นอที่แตกตาง
กันดวย ซ่ึงทิพยวด ี(2549) รายงานไววาไวรสั HaSNPV มขีนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ประมาณ 
0.98 ไมครอน SeMNPV มีขนาดเสนผานศนูยกลางเฉลี่ยประมาณ 1.4 ไมครอน และ TnSNPV มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ประมาณ 1.4 ไมครอน นอกจากนี้จะเห็นวา ผลึกไวรัสทุกชนิดจะมี
ขนาดเล็กลงกวาการวดัขนาดผลึกไวรัสดวย เครื่อง sheath flow particle size distribution analyzer ที่
ผลึกไวรัสไมไดผานกระบวนการเตรียมตวัอยาง โดยไวรัส ชนิด HaSNPV มีขนาดลดลง 1.82 
ไมครอน SeMNPV มีขนาดลดลง 2.66 ไมครอน SlMNPV มีขนาดลดลง 2.18 ไมครอน และ 
TnMNPV มีขนาดลดลง 1.95 ไมครอน ซ่ึงการทดลองลักษณะนี้ยงัไมมกีารรายงานเปรียบเทียบ
ความแตกตางของขนาดผลึกไวรัสที่วัดดวยเครื่อง sheath flow particle size distribution analyzer 
และ ขนาดทีไ่ดจากการสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
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ตารางที่ 4  ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของผลึกไวรัสโรคแมลง ชนิด HaSNPV, SeMNPV, 
SlMNPV และ TnMNPV สุมเฉลี่ยจากผลึกไวรัส จํานวน 40 ผลึก/ชนิด จากกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 

ชนิด คาเฉล่ียเสนผานศูนยกลาง (ไมครอน) 
ไวรัส Mean SD Min. Max. 

HaSNPV 1.0688 0.1428 0.7600 1.4567 
SeMNPV 1.2493 0.2451 0.6967 1.7733 
SlMNPV 1.8952 0.4073 1.3300 3.0400 
TnMNPV 1.7844 0.2446 1.3933 2.3433 
 

หมายเหตุ  SD = standard deviation 
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ภาพที่ 2  ปริมาณผลึกแตละขนาดของผลึกไวรัสโรคแมลง ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV 

และ TnMNPV จากจํานวนผลึก 40 ผลึก/ชนิด 
 

ผลการศึกษารูปรางและขนาดผลึกไวรัสจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน แบบ
สองผาน พบลักษณะของผลึกไวรัสที่ทดลองวิจัยมหีลายเหลี่ยมชัดเจน อนุภาคไวรัส HaSNPV มี 
nucleocapsid จํานวน 1 แทง/อนุภาค จดัเปนแบบ single - nucleocapsid NPV (SNPV)  และ ทําให
ทราบอนุภาคไวรัส แบบ multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) ในผลึกเดียวกนัพบวามีจํานวน 
nucleocapsids แตกตางกัน  อนุภาคไวรัส SeMNPV มีลักษณะ nucleocapsid แบบ multiple - 
nucleocapsid NPV (MNPV) มี nucleocapsid จํานวน 1, 3, 4, 5 แทง/อนภุาค อนุภาคไวรัส SlMNPV 
มีลักษณะ nucleocapsid แบบ multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) มี nucleocapsid จํานวน 
1,3,7,8,9 แทง/อนุภาค และ อนุภาคไวรัส TnMNPV มีลักษณะ nucleocapsid แบบ multiple - 

SlMNPV ขนาดผลึกไวรัส (ไมครอน) 

จํานวน
ผลึกไวรัส 

(ผลึก) 

HaSNPV ขนาดผลึกไวรัส (ไมครอน) 

จํานวน
ผลึกไวรัส 

(ผลึก) 

TnMNPV ขนาดผลึกไวรัส (ไมครอน) 

จํานวน
ผลึกไวรัส 

(ผลึก) 

SeMNPV ขนาดผลึกไวรัส (ไมครอน) 

จํานวน
ผลึกไวรัส 

(ผลึก) 
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nucleocapsid NPV (MNPV) มี nucleocapsid จํานวน 1,2,4,6,7,8,11 แทง/อนุภาค (ภาพที่ 3, 4, 5 
และ 6) ทําใหทราบวาไวรัสที่ศึกษาเปน ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV, TnMNPV ซ่ึง 
HaSNPV มีลักษณะตรงกับรายงานของทิพยวด ี(2549) Khan et al. (2004) Lange et al. (2004) และ
Zhang et al. (2005) SeMNPV มีลักษณะตรงกับรายงานของทิพยวด ี(2549) Jakubowska et al. 
(2006) และ Lange et al. (2004) SlMNPV มีลักษณะตรงกับรายงานของ Pang et al. (2001) แต
TnMNPV มีลักษณะที่ตางจากรายงานของทิพยวด ี(2549) และ Willis et al. (2005) ที่รายงานวาเปน
แบบ single - nucleocapsid NPV 
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ภาพที่ 3  ลักษณะผลึกไวรัสชนิด HaSNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

ผาน (a) ภาพขยายขนาดอนภุาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี้ (b) 
และ ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 8,000x (c) 

100 nm 
(a) 20 nm (b) 

(c) 
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ภาพที่ 4  ลักษณะผลึกไวรัสชนิด SeMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

ผาน (a) ภาพขยายขนาดอนภุาคไวรัสแสดงจํานวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี้ (b) 
และ ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แบบสองกราด 8,000x (c) 

 

(c) 

(b) 50 nm 200 nm (a) 
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ภาพที่ 5  ลักษณะผลึกไวรัส ชนิด SlMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

ผาน (a) ภาพขยายสวนอนภุาคไวรัสแสดงจาํนวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี้ (b) และ 
ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 8,000x (c) 

50 nm (b) 200 nm (a) 

(c) 
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(c) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  ลักษณะผลึกไวรัส ชนิด TnMNPV ที่บันทึกภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสอง

ผาน (a) ภาพขยายสวนอนภุาคไวรัสแสดงจาํนวน nucleocapsid ตําแหนงลูกศรชี้ (b) และ 
ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด 8,000x (c) 

100 nm (b) 200 nm (a) 
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ผลการสกัดดีเอ็นเอจากผลึกไวรัส NPV 
 

การสกัดดีเอน็เอจากผลึกไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ที่เก็บจากหนอนเปนโรค ตาม
ขั้นตอนที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Hunter - Fujita et al. (1998) และ Christian et al. (2001) โดย
ละลายผลึกไวรัสดวย 1 M Na2CO3 กอนแลวจึงเติม 0.5 M EDTA และ 1 M NaCl จะเหน็วาปริมาณ
ดีเอ็นเอเพิ่มขึน้ประมาณ 1-3 เทา (ภาพที่ 7) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 7  ปริมาณดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดแบบไมละลายผลึกไวรัสดวย 1 M Na2CO3 กอนเติม 0.5 

M EDTA และ 1 M NaCl (a) และปริมาณดเีอ็นเอที่ไดจากการสกัดแบบละลายผลึกไวรัส
ดวย 1 M Na2CO3 กอนเติม 0.5 M EDTA และ 1 M NaCl (b) (M1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 
µg, M2 = ดีเอน็เอมาตรฐาน,  1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = 
TnMNPV) 

 
ผลการตรวจวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมดีเอ็นเอดวยเทคนิค  PCR – Base Typing 
 

 คัดเลือกยีนของไวรัส 3 ยีน ไดแก ยีน chitinase, polyhedrin และ cathepsin ใชออกแบบ
ไพรเมอร แบบ degenerate primer ไดไพรเมอร4 ชุด ไดแก ไพรเมอรชุดที่ 1. chitinase forward 
primer & chitinase reverse primer ไพรเมอรชุดที่ 2. polyhedrin forward primer I. & polyhedrin 
reverse primer I ไพรเมอรชุดที่ 3. cathepsin forward primer & cathepsin  reverse primer และไพร
เมอรชุดที่ 4. polyhedrin forward primer II. & polyhedrin reverse primer II พบวา  
 

  M1   1     2      3    4      1      2     3     4   M2   1     2     3     4      1     2     3     4    

(a) (b) 
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ไพรเมอรชุดที ่1 และ 2 ไมแสดงผลลายพิมพของดีเอ็นเอ (ภาพที่ 8) ทําใหไมสามารถจําแนก
ความแตกตางของชนิดไวรสั กรณีไพรเมอรชุดที่ 4 หลังทําปฏิกริยา PCR แลวไดขนาดดีเอ็นเอเพียง 
2 ชนิด คือ SeMNPV และ SlMNPV ที่เทากัน จะตองเพิม่ขั้นตอนโดยการใชเทคนิค RFLP มารวม
ดวย โดยการคัดเลือกเอ็นไซมตัดจําเพาะเพือ่ใหไดลายพิมพดีเอ็นเอทีใ่หความแตกตางกัน ซ่ึงก็จะ
สามารถตรวจวิเคราะหชนิดไดเชนเดียวกบัวิธีการของ Christian et al. (2001) ที่ใชเทคนิค RFLP 
โดยการใชไพรเมอรที่ออกแบบจากการเปรียบเทียบลําดบัเบสจากยนี polyhedrin และมีลําดับและ
ใชเงื่อนไขปฏกิิริยา PCR ดังนี้ initial denature 95oC นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ denature 95oC นาน 
30 วินาท ีannealing 45oC นาน 30 วินาท ีextention  72oC นาน 40 วินาท ีจํานวน 5 รอบ และ 
denature 95oC นาน 30 วินาที annealing 50oC นาน 30 วนิาที extention  72oC นาน 40 วินาท ี
จํานวน 30 รอบ อยางไรก็ตามไพรเมอรคูนีจ้ะทําใหเพิ่มเวลาในการตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะอกี
ขั้นตอนหนึ่ง 

 
ไพรเมอรชุดที ่3 cathepsin forward primer และ cathepsin reverse primer ที่ออกแบบจากยนี 

cathepsin ใหผลลายพิมพดีเอน็เอที่มีขนาดแตกตางกันอยางชัดเจน ปริมาณผลผลิตพีซีอารไวรัสที่ได
มีปริมาณสูง ทําใหจําแนกไวรัสทั้ง 4 ชนิดไดดีกวา ไพรเมอรอีก 3 ชุด จากลายพิมพดีเอน็เอแสดง
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ชัดเจนในการใชจําแนกของไวรัส คือ ไวรัส HaSNPV ขนาด 350 และ 300 คู
เบส  ไวรัส SeMNPV ขนาด 400 คูเบส  ไวรัส SlMNPV ขนาด 550 และ 250 คูเบส  ไวรัส 
TnMNPV ขนาด 100 คูเบส  และมีแนวโนมที่จะนําไปใชในการออกแบบไพรเมอรที่จาํเพาะตอ
ชนิดไวรัสนั้นๆได เนื่องจากมคีวามแตกตางอยางชัดเจน ทั้งนี้ภายใตเงือ่นไขการทําปฏิกริยา PCR 
เดียวกัน (ภาพที่ 8) และการมีสมบัติของไพรเมอรที่เหมาะสมกวาไพรเมอรคูอ่ืน (ตารางผนวกที่ 4)  
 

จากผลการทดลอง ทําใหทราบวาเวลาทีใ่ชในการตรวจวเิคราะหชนิดไวรัส NPV ดวยเทคนิค 
PCR - based typing  และใชไพรเมอรที่อออกแบบ degenerate primer จากยีน cathepsin ใชเวลาใน
การตรวจวิเคราะห ตั้งแตการสกัดดีเอ็นเอไวรัสจนถึงการอานผล เพียง 16 ช่ัวโมง นับวาเปนวธีิการ
ตรวจวเิคราะหไวรัสไดอยางรวดเร็วกวาวิธีการวินจิฉัยรอยละการตายของหนอนแมลงที่จะใชเวลา
ไมนอยกวา 15 วัน ดังนั้นการเลือกใชวิธีการนี้จะ เหมาะสมที่จะนําไปใชในการตรวจวนิิจฉัยไวรัส
ในงานบริการไดอยางรวดเรว็ อนึ่ง ยังไมพบรายงานการวิจัยอ่ืนที่ใชยนี cathepsin ในการตรวจ
ไวรัส NPV ทั้ง 4 ชนิด 
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ภาพที่ 8  ลายพิมพดีเอ็นเอของไวรัส ชนิด HaSNPV SeMNPV SlMNPV และ TnMNPV ที่ปรากฏ

ใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนิค PCR – base typing เปรียบเทียบไพรเมอรทั้ง 3 ชุด 
ที่ออกแบบจากยีน 3 ยีน คือ ไพรเมอร ชุดที่ 1. chitinase forward primer & chitinase  
reverse primer ไพรเมอร ชุดที่ 2. polyhedrin forward primer I & polyhedrin reverse 
primer I ไพรเมอร ชุดที่ 3. cathepsin forward  primer & cathepsin reverse primer และ 
ไพรเมอร ชุดที่ 4. polyhedrin forward primer II & polyhedrin reverse primer II (M = 
Marker,  1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV) 

 

M     1       2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4     1      2       3      4 

ไพรเมอร 
ชุดที่ 2. 

ไพรเมอร 
 ชุดที่ 4. 

ไพรเมอร 
ชุดที่ 3. 

ไพรเมอร 
ชุดที่ 1. 

1000 bp 
500 bp 
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ผลการตรวจวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม DNA ดวยเทคนิค AFLP 
 

ผลลายพิมพดีเอ็นเอของไวรสัทั้ง 4 ชนิด ที่ใชไพรเมอรทัง้ 3 แบบจากการ amplification ทั้ง 
3 วิธีการ ดังนี ้
 

วิธีการที่ 1 ใชไพรเมอร 3 ชุด ดังนี้ ไพรเมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. 
EcoRI-AA และ MseI-C และไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR แบบ 
preselective amplification และ selective amplification (ตารางที่ 2)  มีขนาดลายพิมพดีเอ็นเอที่
เปรียบเทียบจากขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 9) ดังนี้ 

ไพรเมอรชุดที ่1. EcoRI-A และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนิด HaSNPV ขนาด 850, 
650, 530, 420, 350, 300, 200, 120 คูเบส  SeMNPV ขนาด 850, 120 คูเบส  SlMNPV ขนาด 750, 
650, 550, 380, 280, 200, 150 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 750, 650, 550, 400, 380, 280 คูเบส  มี
ลายพมิพดีเอน็เอที่แตกตางจากไวรัสทั้ง 4 ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 530, 420, 350, 300 คูเบส  
SeMNPV ไมมีขนาดลายพมิพดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง SlMNPV ขนาด 180 คูเบส  TnMNPV ขนาด 400 คู
เบส   

ไพรเมอรชุดที ่2.  EcoRI-AA และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนดิ HaSNPV ขนาด 800, 
550, 500, 290 คูเบส  SeMNPV ขนาด 800, 500, 290, 120 คูเบส  SlMNPV ขนาด 530, 500, 480, 
300, 250, 200, 100 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 800, 700, 650, 550, 350, 300, 250, 200, 150 คูเบส  
มีลายพิมพดีเอน็เอไวรัสที่แตกตางจากไวรสัทั้ง 4 ชนิด ดงันี้ HaSNPV ขนาด 550 คูเบส  SeMNPV 
ขนาด 500, 120 คูเบส  SlMNPV ขนาด 530, 480, 100 คูเบส  TnMNPV ขนาด 700, 650, 350,150 คู
เบส   

ไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ MseI-CG ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนดิ HaSNPV ขนาด 
990, 850, 750, 650, 550, 300, 230, 210, 50 คูเบส  SeMNPV ขนาด 990, 850, 750, 650, 550, 300, 
210 คูเบส  SlMNPV ขนาด 750, 650, 300, 240, 220 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 850, 750, 650, 
550, 450, 350, 300, 250, 200, 150 คูเบส  มีลายพิมพดีเอน็เอไวรัสที่แตกตางจากไวรัสทั้ง 4 ชนิด 
ดังนี้ HaSNPV มีขนาด 330, 230, 210, 300 คูเบส  SeMNPV ไมมีขนาดลายพิมพดีเอน็เอที่แตกตาง 
SlMNPV ขนาด 240, 220 คูเบส  TnMNPV ขนาด 450, 350, 250, 200, 150 คูเบส   
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ภาพที่ 9  ลายพิมพดีเอ็นเอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และTnMNPV ที่ปรากฏ

ใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนิค AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคู ไพรเมอรชุดที่ 
1.  EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2.  EcoRI-AA และ MseI-C ไพรเมอรชุดที ่3. 
EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 1 (M = Marker,  1 =  HaSNPV,  2 = 
SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = ตําแหนงลายพิมพดีเอ็นเอ) 

M        1       2        3        4        1        2        3       4         1       2        3        4 

500 bp 

1000 bp 

ไพรเมอรชุดท่ี  1.  
EcoRI-A และ MseI-C 

ไพรเมอรชุดท่ี  2.  
EcoRI-AA และ MseI-C 

ไพรเมอรชุดท่ี  3. 
EcoRI-AA และ MseI-CG 
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วิธีการที่ 2  โดยใชไพรเมอร 3 ชุด ดังนี้ ไพรเมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอร

ชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C และไพรเมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR ที่
กําหนด (ตารางที่ 2)  มีขนาดลายพิมพดีเอน็เอที่เปรียบเทียบจากขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 
10) ดังนี ้

ไพรเมอรชุดที ่1. EcoRI-A และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนิด HaSNPV ขนาด 1000, 
650, 550, 450, 350, 250, 200 คูเบส  SeMNPV ขนาด 650, 550, 450, 350, 200 คูเบส  SlMNPV 
ขนาด 550, 350 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 450 คูเบส  มีลายพิมพดีเอน็เอที่แตกตางจากไวรัสทั้ง 4 
ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 1000, 250 คูเบส  SeMNPV SlMNPV TnMNPV ไมมีขนาดลายพิมพดี
เอ็นเอที่แตกตาง 

ไพรเมอรชุดที ่2. EcoRI-AA และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนิด HaSNPV ขนาด 950, 
850, 650, 550 คูเบส  SeMNPV ขนาด 950, 850, 500 คูเบส  SlMNPV ขนาด 550, 350, 200, 150 คู
เบส  และ TnMNPV ขนาด 450, 350, 250, 150 คูเบส  มีลายพิมพดีเอน็เอที่แตกตางจากไวรัสทั้ง 4 
ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 650 คูเบส  SeMNPV ขนาด 500 คูเบส  SlMNPV ขนาด 200 คูเบส  
TnMNPV ขนาด 450, 250 คูเบส   

ไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ MseI-CG ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนดิ HaSNPV ขนาด 
950, 550, 350, 150, 50 คูเบส  SeMNPV ขนาด 950, 850, 550, 150, 50 คูเบส  SlMNPV ขนาด 550, 
350, 200 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 450, 350, 250, 150 คูเบส  มีลายพิมพดเีอ็นเอไวรัสที่แตกตาง
จากไวรัสทั้ง 4 ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 50 คูเบส  SeMNPV ขนาด 850 คูเบส  SlMNPV ไมมี
ขนาดลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง TnMNPV ขนาด 450, 250 คูเบส   
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ภาพที่ 10  ลายพิมพดีเอ็นเอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่

ปรากฏใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนคิ AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคู ไพร
เมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C ไพรเมอร
ชุดที่ 3. EcoRI-AA และ MseI-CG  ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 2  (M = Marker,  1 =  
HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = ตําแหนงลายพิมพ
ดีเอ็นเอ) 

1000 bp 
500 bp 

M       1        2       3       4        1        2        3       4       1         2        3      4 

ไพรเมอรชุดท่ี  1.  
EcoRI-A และ MseI-C 

ไพรเมอรชุดท่ี  2.  
EcoRI-AA และ MseI-C 

ไพรเมอรชุดท่ี  3. 
EcoRI-AA และ MseI-CG 
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วิธีการที่ 3 ใชไพรเมอร 3 ชุด ดังนี้ ไพรเมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. 

EcoRI-AA และ MseI-C และ ไพรเมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR ที่กําหนด  
(ตารางที่ 2) มีขนาดลายพิมพดีเอ็นเอที่เปรียบเทียบจากขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 11) ดังนี้ 

ไพรเมอรชุดที ่1. EcoRI-A และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนิด HaSNPV ขนาด 700, 
650, 600, 450, 280 และ 150 คูเบส  SeMNPV ขนาด 550, 300 และ 150 คูเบส  SlMNPV ขนาด 
700, 550, 250, 180 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 600, 550 คูเบส  มีลายพิมพดีเอ็นเอไวรัสที่แตกตาง
จากไวรัสทั้ง 4 ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 650, 450, 280 คูเบส  SeMNPV ขนาด 300 คูเบส  
SlMNPV ขนาด 250, 180 คูเบส  TnMNPV ไมมีขนาดลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตาง 

ไพรเมอรชุดที ่2. EcoRI-AA และ MseI-C ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนิด HaSNPV ขนาด 650, 
600, 400, 300 คูเบส  SeMNPV ขนาด 300, 150 คูเบส  SlMNPV ขนาด 700, 550, 250 bp และ 
TnMNPV ขนาด 600, 550 คูเบส  มีลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตางจากไวรสัทั้ง 4 ชนิด ดงันี้ HaSNPV 
ขนาด 650, 400 คูเบส  SeMNPV ขนาด 150 คูเบส  SlMNPV ขนาด 700, 250 คูเบส  TnMNPV ไมมี
ขนาดลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง 

ไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ MseI-CG  ทําใหมีลายพิมพไวรัสชนดิ HaSNPV ขนาด 
1000, 650, 600, 400, 350 คูเบส  SeMNPV ขนาด 750, 550, 400, 300 คูเบส  SlMNPV ขนาด 650, 
250, 200, 150 คูเบส  และ TnMNPV ขนาด 300, 250, 180 คูเบส  มีลายพิมพดีเอ็นเอไวรัสที่แตกตาง
ของไวรัสทั้ง 4 ชนิด ดังนี้ HaSNPV ขนาด 1000, 600, 350 คูเบส  SeMNPV ขนาด 750, 550 คูเบส  
SlMNPV ขนาด 200, 150 คูเบส  TnMNPV ขนาด 180 คูเบส   
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ภาพที่ 11  ลายพิมพดีเอ็นเอของไวรัส ชนิด HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ที่

ปรากฏใน 1.5% อะกาโรสเจล โดยใชเทคนคิ AFLP เปรียบเทียบไพรเมอรแตละคูไพร
เมอรชุดที่ 1. EcoRI-A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C และไพร
เมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ primer MseI-CG ปฏิกิริยา PCR วิธีการที่ 3  (M = Marker,  
1 =  HaSNPV,  2 = SeMNPV, 3 = SlMNPV และ 4 = TnMNPV, ลูกศร = ตําแหนงลาย
พิมพดีเอ็นเอ) 

 

ไพรเมอรชุดท่ี  2.  
EcoRI-AA และ MseI-C 

ไพรเมอรชุดท่ี  3. 
EcoRI-AA และ MseI-CG 

         M       1       2        3        4         1        2        3        4         1        2        3        4 

ไพรเมอรชุดท่ี  1.  
EcoRI-A และ MseI-C 

1000 bp 

500 bp 
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จากผลการทดลองจะเหน็วา ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากเทคนิค AFLP ทั้ง 3 วิธีการ นั้นวธีิการ
ที่ 3 ที่ใชไพรเมอร ชุดที่ 3  primer EcoRI-AA และ primer MseI-CG สามารถจําแนกไวรัสทั้ง 4 
ชนิด ไดดีชัดเจนกวาชุดอื่นๆ  เนื่องจาก มลีายพิมพดีเอน็เอเฉพาะในแตละชนิดครบทัง้ 4 ชนิด และ
มีลายพิมพดีเอน็เอที่มีขนาดแตกตางกันในตาํแหนงที่งายตอการตรวจวิเคราะหจําแนกชนิด 
เนื่องจากตําแหนงที่เขาคูของเบสไพรเมอรมีตําแหนงเฉพาะนอยกวาไพรเมอรชุดอื่น ทําใหเกิดการ
แขงขันนอย ไพรเมอรเขาคูของเบสไดดีขึ้น และในวิธีการที่ 3 มีการใช MgCl2 ผสมรวมใน TE 
buffer ตางจาก  2 วิธีการแรก ชุดเดียวกับที่ใชในเทคนิค PCR-based typing ทําใหไดลายพิมพดเีอ็น
เอไดชัดเจนกวา  แสดงวาปริมาณ MgCl2 เหมาะสมในการทํา amplification ภายใตเงื่อนไขนี้ ดวย
เปนที่ทราบกนัดีวาถาในปฏิกิริยามีการแตกตัวของ Mg2+ นอย จะทําใหไพรเมอรเขาจบัชิ้นดีเอ็นเอ
เปาหมายไดนอยไปดวย และ ถาในปฏิกิริยามีการแตกตวัของ Mg2+ มาก จะทําใหพนัธะที่จับกันของ
เบสที่แนนหนามาก จนทําใหดีเอ็นเอแยกสายไดนอย และวิธีการที่ 3 นี้ยังใชเวลาขัน้ตอนเดยีวใน
การ amplification ซ่ึงปฏิกิริยา PCR ตามวธีิการที่ 3 มีความเหมาะสมมากกวา 2 วิธีการแรก  เพราะมี
การตั้งเงื่อนไขโปรแกรม PCR แบบ touchdown PCR เพือ่เพิ่มโอกาสคัดเลือกเปาหมายไดมากขึ้น 
และลดการจับคูของเบสที่ไมจําเพาะ  

 
สําหรับไพรเมอรชุดที่ 1 และ 2  ผลผลิตพีซีอารที่นอยกวาไมชัดเจน และทําใหผลลายพิมพดี

เอ็นเอไมเหมือนกันได แมในเงื่อนไขปฏิกิริยา PCR ที่เหมอืนกัน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากไพรเมอรมี
ขนาดของ nucleotide 16 และ 17 คูเบส  (ตารางผนวกที่ 5) ซ่ึงมีขนาดเลก็กวาที่สวนใหญมักจะให
อยูที่ 18-30 คูเบส  เพื่อทําใหไพรเมอรเขาคูเกิดการจับกันของ H-bond ไดแข็งแรง อยูตวักวา ทํา
ใหผลการสังเคราะหสายดเีอ็นเอไดดีขึน้ จะทําใหไดผลผลิตพีซีอารที่มากขึ้น ในกรณีนี้ขนาดของ
ไพรเมอรจะเปนสิ่งสําคัญถึงแมวาจะมีการเชื่อมตอของ adapter ไวกอนแลว 

 
การตรวจลักษณะทางพนัธุกรรมดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค AFLP นี้ สามารถอานผลความแตกตาง

ไดดวย 1.5% อะกาโรสเจล เนื่องจาก จีโนมของไวรัส NPV เหลานี้มีขนาดเลก็ ทําใหช้ินดีเอ็นเอทีใ่ช
อานผลมีจํานวนนอยไมเกิน 10 แถบ มีลายพิมพดีเอ็นเอไวรัสที่แตกตางกัน ในแตละชนิดเพยีงพอ
ตอการเปรียบเทียบความแตกตางในระดับชนิด ซ่ึงจะเปนประโยชนในการศึกษาวิเคราะห
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโมเลกุลไวรัส เมื่อไดมกีารปรับวิธีการหรือเลือกใชไพรเมอรชนิด
อ่ืน 
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การประยกุตขัน้ตอนเทคนิค AFLP นี้ไดผลการทดลองในการจําแนกชนดิไดเชนเดยีวกบั 
Boucias et al. (2000) ที่ศึกษาโดยเปรียบเทยีบความแตกตางของสายพันธุจุลินทรียราโรคแมลง 
ชนิด Nomuraea rileyi จากแหลงพันธุ Florida, Brazil และ Argentina ที่ประยุกตขัน้ตอนเทคนิค 
AFLP แลวตรวจจับดวย ethidium bromide เชนเดยีวกัน และยังไมพบรายงานการใชเทคนิค AFLP 
ในการตรวจจาํแนกชนิดของไวรัสโรคแมลง 

 
แตเมื่อเปรียบเทียบผลลายพิมพดีเอน็เอไวรัสระหวางเทคนิค PCR – base typing และ เทคนิค 

AFLP เทคนิค PCR – base typing แสดงใหเห็นความแตกตางของไวรัสแตละชนิดไดชัดเจนกวาซ่ึง
นาจะนําไปใชประโยชนในการตรวจจําแนกชนิดไดดี นอกจากนี้ยังพบวาใชเวลานอยกวาเทคนิค 
AFLP มีความเหมาะสมในการบริการตรวจจําแนกชนิดที่ตองการความรวดเร็ว เหมาะสมกับการ
ตรวจวิเคราะหจําแนกตัวอยางไวรัสที่มีจํานวนมากๆ อยางไรก็ตาม การนําไปประยุกตใชในการ
ตรวจวิเคราะหชนิดควรใชดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจากสายพันธุดั้งเดิมเปรียบเทียบดวยทุกครั้ง ทั้งนี้
เพื่อทําใหมีมาตรฐานเปรียบเทียบถูกตองชัดเจนยิ่งขึ้น 
 
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 

ลักษณะโครงสรางทางสัณฐานวิทยาของ ไวรัสโรคแมลง สกุล Nucleopolyhedrovirus สาย
พันธุดั้งเดิม เพือ่ใชควบคุมแมลงศัตรูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ จํานวน 4 ชนิด จัดจําแนกตามจํานวน
ของ nucleocapsids เปนชนดิ HaSNPV, SeMNPV, SlMNPV และ TnMNPV ซ่ึงไวรัส TnMNPV 
เปนชนิดทีแ่ตกตางจากรายงานอื่นที่เปนแบบ TnSNPV ผลึกไวรัสเมื่อตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน โดยอนุภาคไวรัส HaSNPV มี nucleocapsid จาํนวน 1 แทง/อนุภาค 
จัดเปนแบบ single - nucleocapsid NPV (SNPV)  อนุภาคไวรัส SeMNPV มีลักษณะ nucleocapsid 
แบบ multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) มี nucleocapsid จํานวน 1, 3, 4, 5 แทง/อนุภาค อนภุาค
ไวรัส SlMNPV มีลักษณะ nucleocapsid แบบ multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) มี 
nucleocapsid จํานวน 1,3,7,8,9 แทง/อนุภาค และ อนุภาคไวรัส TnMNPV มีลักษณะ nucleocapsid 
แบบ multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) มี nucleocapsid จํานวน 1,2,4,6,7,8,11 แทง/อนุภาค 
ผลึกไวรัสเมื่อตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ผลึกไวรัส HaSNPV มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง ระหวาง 0.76 - 1.46 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.07 ไมครอน SeMNPV มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง ระหวาง 0.70 - 1.77 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.25 ไมครอน SlMNPV มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง ระหวาง 1.33 - 3.04 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.90 ไมครอน และ TnMNPV มี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง ระหวาง 1.39 - 2.34 ไมครอน มีคาเฉลี่ยเทากับ 1.78 ไมครอน ผลึกไวรัส
ทุกชนิดจะมีขนาดเล็กลงกวาการวัดขนาดผลึกไวรัสดวย เครื่อง sheath flow particle size 
distribution analyzer ซ่ึงผลึกไวรัสไมไดผานกระบวนการเตรียมตัวอยาง โดยไวรัส ชนิด HaSNPV 
มีขนาดลดลง 1.82 ไมครอน SeMNPV มีขนาดลดลง 2.66 ไมครอน SlMNPV มีขนาดลดลง 2.18 
ไมครอน และ TnMNPV มีขนาดลดลง 1.95 ไมครอน ซ่ึงการทดลองลักษณะนี้ยงัไมมกีารรายงาน
เปรียบเทียบความแตกตางของขนาดผลึกไวรัสที่วัดดวยเครื่อง sheath flow particle size distribution 
analyzer และ ขนาดที่ไดจากการสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 
การตรวจจําแนกชนิดของไวรัสสกุล Nucleopolyhedrovirus ทั้ง 4 ชนิด ดวยเทคนิค PCR - 

based typing โดยใชไพรเมอร แบบ degenerate primer ออกแบบจากยีน 3 ยีน ไดแก ยีน chitinase, 
polyhedron และ cathepsin ออกแบบเปนไพรเมอร4 ชุด ไดแก ไพรเมอรชุดที่ 1. chitinase forward 
primer & chitinase reverse primer ไพรเมอรชุดที่ 2. polyhedron forward primer I & polyhedron 
reverse primer I ไพรเมอรชุดที่ 3. cathepsin forward primer & cathepsin  reverse primer และไพร
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เมอรชุดที่ 4. polyhedrin forward primer II & polyhedrin reverse primer II พบวา ไพรเมอรชุดที่ 3. 
cathepsin forward primer & cathepsin  reverse primer ใหผลการตรวจวิเคราะหจําแนกไดชัดเจน
กวาใชไพรเมอรคูอ่ืน โดยมลีายพิมพดีเอน็เอที่ใหความแตกตาง ไดแก ไวรัส HaSNPV ขนาด 350 
และ 300 คูเบส  ไวรัส SeMNPV ขนาด 400 คูเบส  ไวรัส SlMNPV ขนาด 550 และ 250 คูเบส  
ไวรัส TnMNPV ขนาด 100 คูเบส  ซ่ึงมีแนวโนมที่จะนําไปใชในการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะ
ตอชนิดไวรัส และเทคนิคนีใ้ชเวลาในการตรวจวเิคราะห ตั้งแตการสกัดดีเอ็นเอไวรัสจนถึงการอาน
ผล เพียง 16 ช่ัวโมง นับวาเปนวิธีการตรวจวิเคราะหไวรัสไดอยางรวดเร็วกวาวิธีการวินิจฉยัรอยละ
การตายของหนอนแมลงที่จะใชเวลาไมนอยกวา 15 วัน ดังนั้น การเลือกใชวิธีการนี้จะ เหมาะสมที่
จะนําไปใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสในงานบริการไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงงานวิจยัการออกแบบไพร
เมอรจากยนี cathepsin เพื่อการตรวจไวรัส NPV ทั้ง 4 ชนิด ยังไมพบในรายงานวจิัยอ่ืน 

 
การจําแนกชนดิของไวรัส ดวยเทคนิค AFLP ไพรเมอร 3 ชุด ดังนี้ ไพรเมอรชุดที่ 1. EcoRI-

A และ MseI-C ไพรเมอรชุดที่ 2. EcoRI-AA และ MseI-C และไพรเมอรชุดที่ 3. EcoRI-AA และ 
MseI-CG ปฏิกิริยา PCR  3 วิธีการ พบวา ไพรเมอรชุดที ่3. EcoRI-AA และ MseI-CG ปฏิกิริยา PCR 
วิธีการที่ 3 ใหผลการตรวจจาํแนกชดัเจนกวา 2 วิธีการ ซ่ึงเปนคูไพรเมอรที่นาสนใจและควรที่จะมี
การศึกษาตอไป 

 
ในการทดลองวิจัยนี้จะเหน็วา การจําแนกชนิดของไวรัส ดวยเทคนิค PCR - based typing 

ใหผลความแตกตางที่ชัดเจน สามารถตรวจวิเคราะหจําแนกชนิดไดอยางงาย รวดเร็ว กวาเทคนิค 
AFLP ซ่ึงจะสามารถนําไปประยกุตใชในงานบริการการตรวจวเิคราะหจุลินทรียโรคไวรัสของ
แมลง และจุลินทรียโรคแมลงชนิดอื่น นอกจากนี้ควรมกีารทดลองเทคนิคนี้ กับยนีชนิดอื่นเพื่อ
เปรียบเทียบผล และใชวเิคราะหผลเปรียบเทียบกับไวรัสชนิดอื่นที่มีจําหนายและจากแหลง
ธรรมชาติ เพื่อพัฒนาตอในการตรวจวิเคราะหระดับยอยของสายพันธุ 

 
การตรวจจําแนกชนิดดวยเครื่องหมายขอมลูทางพันธุกรรมจะเปนประโยชนในการใชเปน

แนวทางในการกําหนดมาตรฐานวิธีการตรวจวิเคราะหลักษณะพนัธุกรรมของไวรัสโรคของแมลง
ศตัรูพืช และจลิุนทรียโรคแมลงอื่นๆ เพื่อใหสอดคลองกับขอบเขตและสาระมาตรฐานสารชีวภณัฑ
ควบคุมศัตรูพชื ของสํานักมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช.) ที่จะเปนมาตรการ
เชิงรับที่มีความสําคัญในดานคุณภาพสินคาเกษตรและดานความปลอดภัยตอเกษตรกรและผูบริโภค 
รวมไปถึงการเพิ่มมูลคาสินคาเกษตรใหไดมาตรฐานความปลอดภัยสากล 
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นอกจากนี้ขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการทดลองนีส้ามารถนําไปใชวิเคราะหใชเปน

ขอมูลพื้นฐานในการบงชี้ชนดิของสายพันธุไวรัสโรคแมลงดั้งเดิมใหมมีาตรฐานความตรงตามพันธุ  
ใชเปรียบเทยีบสายพันธุไวรัสชนิดอื่น หรือตรวจสอบไวรัสที่มีการดัดแปลงพันธุกรรม และชวยให
การคัดเลือกสายพันธุอยางมปีระสิทธิภาพที่เหมาะสมตอกระบวนการผลิตไวรัสเปนปริมาณมาก ทั้ง
แบบการผลิตจากแมลงอาศยั (in vivo) และ การผลิตจากเซลลแมลงเพาะเลี้ยง (in vitro) และเพียงพอ
ตอความตองการของเกษตรกรตอไป 
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ตารางผนวกที่ 1  การจัดจําแนกไวรัสโรคของสัตวจําพวก arthropods 
 

Virus family Genus Nucleic 
acid 
type 

Occlusion 
bodies 

Hosts Site of 
replication 

Large 
scale 
use 

Ascoviridae Ascovirus ssDNA - Lepidoptera 
Noctuidae only 

Nuclei : 
fatbody,  
Hypodermis, 
tracheal 
matrix 

No 

Baculoviridae Nucleopolyhedro
virus (NPV) 

dsDNA Polyhedal Lepidoptera, 
Diptera, 
Hymenoptera 

Nuclei : gut 
or systemic 

yes 

 Granulovirus 
(GV) 

dsDNA Granular Neuroptera, 
Siphonaptera, 
Thysanura, 
Trichoptera 

 yes 

Iridiviridae Iridovirus and 
Chloriridovirys 

dsDNA - Wide range of 
invertebrate 
families 

Cytoplasum 
: fat body, 
hemocytes, 
sometimes 
systemic 

No 

Parvoviridae Densovirus ssDNA - Diptera, 
Blattoideae, 
Lepidoptera, 
Odonata, 
Orthoptera 

Most tissues 
expect 
midgut 

No 

Polydnaviridae Ichnovirus dsDNA - Hymenoptera, 
Ichneumonidae 

No effects 
on 
parasitoids 

No 

 Bavovurus dsDNA  Hymenoptera, 
Braconidae 

 No 
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ตารางผนวกที่ 1  การจัดจําแนกไวรัสโรคของสัตวจําพวก arthropods (ตอ) 
 

Virus family Genus Nucleic 
acid 
type 

Occlusion 
bodies 

Hosts Site of replication Large 
scale 
use 

Poxviridae Entomopoxv
irus 

dsDNA Spheroid Coleoptera, Diptera, 
Hymenoptera, 
Lepidoptera, 
Orthoptera 

Cytoplasm : mainly 
fat body other 
organs can be 
infected 

Minor 

Unclassified Oryctes 
virus 

dsDNA - Coleoptera Nucleus : gut in 
adult, systemic in 
larvae 

yes 

Birnaviridae Birnavirus dsRNA  Diptera, 
Drosophila X virus 

No tissue 
symptoms : adults 
sensitive to CO2 

No 

Caliciviridae Chronic 
stunt virus 

ssRNA  Lepidoptera, 
Noctuidae 

Pathology poorly 
understood 

No 

Nodaviridae Nodavirus ssRNA - Diptera, Coleoptera, 
Lepidoptera 

Cytoplasm ; gut 
and later systemic 

No 

Picornaviridae Picornavirus ssRNA - Diptera, Lepidoptera 
and other families by 
injection 

Cytoplasm ; gut 
and other organs 

No 

Reoviridae Cytoplasmic 
polyhedrosis 
virus (CPV) 

dsRNA Polyhedral Diptera, 
Hymenoptera, 
Lepidoptera 

Cytoplasm ; gut 
only 

Minor 

Rhabdoviridae Sigma virus ssRNA - Diptera No tissue 
symptoms : adults 
sensitives to CO2 

No 

Tetraviridae Tetravirus ssRNA - Lepidoptera Cytoplasm : 
choronic infection 

No 

 
ท่ีมา: Evans (2000) 
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ตารางผนวกที่ 2  ลําดับเบสของยีน chitinase, polyhedrin และ cathepsin ที่นํามาใชในการออกแบบ

ไพรเมอร โดยใชขอมูลลําดับเบสจาก Genbank ใน http://www.ncbi.nim.nih.gov/ 
 

ยีน Accession* ของไวรัส 
 HaSNPV SeMNPV SlMNPV TnSNPV 

chitinase AF114795 
(4 Apr 1999) 

NP_037779 
(30 Mar 2006) 

- AAZ67432 
(4 Oct 2005) 

polyhedrin EU047914 
(1 May 2008) 

NC_002169 
(30 Mar 2006) 

AF037262 
(11 Sep 2001) 

AF 093405 
(30 Nov 1999) 

cathepsin AF268612 
(1 Jan 2002) 

NP_037776 
(30 Mar 2006) 

- AAZ67431 
(4 Oct 2005) 

 
หมายเหตุ  * http://www.ncbi.nim.nih.gov/  มีการเปลี่ยน Accession ในระบบฐานขอมูลใหม 

ลําดับเบสใหดจูากผลการวิเคราะหตารางผนวกที่ 3 
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ตารางผนวกที่ 3  ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนทีน่ํามาใชในการออกแบบไพรเมอร โดยใช

ขอมูลลําดับเบสจาก Genbank ใน http://www.ncbi.nim.nih.gov/ 
 
เปรียบเทียบลําดับเบสของยนี  polyhedrin จากไวรัส 4 ชนิด 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
SeNPV      ATGTATACTCG---------CTACAGCTATAACCCAGCCTTGGGTCGCACTTACGTGTAC 51 
SlNPV      ATGTATAGTCGTTATAGTGCCTACAATTATAGTCCCCATCTGGGCAAAACCTATGTATAC 60 
TnNPV      ATGTATACACG---------TTACAGCTACAGCCCGTCTCTGGGCCGCACCTACGTTTAC 51 
HaNPV      ATGTATACTCG---------TTACAGTTACAGCCCTACTTTGGGCAAAACCTATGTGTAC 51 
           *******  **          ****  ** *  **     ****    ** ** ** *** 
 
SeNPV      GACAACAAATTCTACAAGAATCTTGGTTCCGTCATCAAAAACGCCAAACGCAAGGAGCAT 111 
SlNPV      GATAACAAGTATTACAAAAATCTAGGTCACGTGATTAAAAATGCTAAACGCAAACACGAT 120 
TnNPV      GACAACAAATACTACAAAAATTTGGGTGCCGTAATCAAGAATGCAAAGCGCAAGAAGCAC 111 
HaNPV      GACAACAAATACTTTAAGAATTTAGGTGCTGTTATTAAAAATGCCAAACGCAAGAAGCAT 111 
           ** ***** *  *  ** *** * ***   ** ** ** ** ** ** *****  *  *  
 
SeNPV      CTATTGCAACATGAAATTGAAGAGAGAACTCTCGATCCTCTAGAAAGGTATGTCGTCGCC 171 
SlNPV      GCTCTCGAACGCGAGGCCGACGAGCGTGAGCTCGATCACCTCGACAAGTATCTGGTCGCA 180 
TnNPV      TACGCCGAACATGAATTAGAAGAAGCCACCTTAGATCCCCTGGACAACTACCTAGTGGCT 171 
HaNPV      TTAGAAGAGCACGAACATGAAGAACGCAACTTAGATTCGCTCGACAAATACTTGGTGGCG 171 
                  * *  **    ** **        * ***   ** ** *  **  * ** **  
 
SeNPV      GAAGATCCCTTCTTGGGACCCGGCAAAAACCAAAAGTTGACTCTCTTCAAGGAAATTCGT 231 
SlNPV      GAGGATCCGTTCATGGGTCCTGGTAAAAATCAAAAGTTGACTCTGTTCAAAGAGATTCGT 240 
TnNPV      GAGGATCCTTTCCTGGGACCAGGTAAGAACCAAAAACTCACTTTGTTCAAAGAAATCCGT 231 
HaNPV      GAAGATCCTTTTTTGGGACCCGGCAAAAATCAAAAATTAACTTTGTTTAAAGAAATTCGC 231 
           ** ***** **  **** ** ** ** ** *****  * *** * ** ** ** ** **  
 
SeNPV      ATCGTCAAACCGGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCCGC 291 
SlNPV      AACGTGAAGCCCGACACGATGAAGCTGATCGTCAATTGGAACGGTAAAGAGTTTCTGCGC 300 
TnNPV      AATGTAAAGCCCGATACCATGAAGCTTGTCGTCAATTGGAGCGGTAAAGAGTTTCTGAGG 291 
HaNPV      AGCGTTAAGCCCGACACAATGAAGCTTGTAGTTAACTGGAGCGGTCGCGAATTTCTTCGC 291 
           *  ** ** ** ** ** ***** **  * ** ** **** ***    ** *****  *  
 
SeNPV      GAAACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGCTTTCCCATCGTCAACGATCAAGAAATCATG 351 
SlNPV      GAGACTTGGACTCGCTTTATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTGAACGATCAAGAAGTGATG 360 
TnNPV      GAAACTTGGACCCGCTTTATGGAAGACAGCTTCCCTATTGTTAACGACCAAGAAATTATG 351 
HaNPV      GAAACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGTTTTCCCATTGTAAACGACCAAGAAATTATG 351 
           ** ******** ** ** *********** ** ** ** ** ***** ****** * *** 
 
SeNPV      GACGTTTTCCTCGTAATCAACATGAGACCAACGAGACCTAACCGTTGCTTCCGATTTTTG 41 
SlNPV      GACGTGTTTTTAGTGGTAAACATGCGTCCCACTAGACCGAACCGTTGCTTTAGATTTTTA 420 
TnNPV      GATGTTTTTCTGGTAGTTAACATGCGCCCAACTAGACCTAACAGATGCTTTAAATTCCTT 411 
HaNPV      GACGTGTTTCTGTCTGTTAATATGCGACCAACCAAACCGAACCGTTGTTACCGATTCTTA 411 
           ** ** **  *     * ** *** * ** ** * *** *** * ** *    ***  *  
 
SeNPV      GCTCAGCACGCTCTCCGTTGCGATCCCGACTACGTTCCCCACGAAGTCATCCGCATCGTC 471 
SlNPV      GCGCAGCACGCGCTCCGATGCGATCCCGAGTACGTTCCTCACGACGTGATCCGTATCGTA 480 
TnNPV      GCCCAACATGCTCTGCGTTGCGATCCCGACTACGTGCCTCATGAGGTGATCAGGATCGTA 471 
HaNPV      GCGCAACACGCTCTGCGTTGTGATCCCGACTATATTCCTCACGAAGTCATTCGTATTGTA 471 
           ** ** ** ** ** ** ** ******** **  * ** ** ** ** **  * ** **  
 
SeNPV      GAGCCCGTGTACGTCGGCACCAACAACGAATACCGCATCAGTTTAGCCAAAAAGGGCGGC 531 
SlNPV      GAACCGTCGTACGTCGGCACCAATAACGAATACCGCATCAGTCTGGCTAAGAAGGGCGGC 540 
TnNPV      GAGCCTTCCTGGGTGGGCAGCAACAACGAGTACCGCATCAGCCTGGCTAAGAAGGGCGGT 531 
HaNPV      GAACCTTCCTATGTAGGCAGTAACAACGAGTACAGAATTAGTTTAGCCAAAAAATACGGC 531 
           ** **    *  ** ****  ** ***** *** * ** **  * ** ** **   ***  
 
SeNPV      GGTTGCCCCGTCATGAATCTCCACTCCGAGTACACCAACTCGTTCGAGGAATTCATCAAC 591 
SlNPV      GGTTGTCCCGTGATGAACCTGCACGCCGAATACACCACGTCGTTCGAGAGCTTCATCGAC 600 
TnNPV      GGCTGTCCCATCATGAACCTCCACTCCGAATACACCAACTCGTTCGAGGAGTTTATCAAC 591 
HaNPV      GGTTGTCCCGTTATGAACTTGCACGCTGAATACACTAATTCCTTTGAAGATTTCATTACC 591 
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           ** ** *** * *****  * *** * ** ***** *  ** ** **    ** **   * 
 
SeNPV      CGCGTCATTTGGGAGAACTTTTACAAACCCATCGTTTACGTAGGAACCGACTCGGGTGAG 651 
SlNPV      AAGGTGATATGGTACAACTTTTACAAGCCCATCGTGTACGTGGGCACCGACTCGGCTGAA 660 
TnNPV      CGTGTGATCTGGGAGAACTTCTACAAGCCCATCGTTTACGTGGGCACCGATTCAGCTGAG 651 
HaNPV      AACGTAATTTGGGAGAACTTTTACAAACCAATTGTTTACGTAGGCACTGATTCTGCCGAA 651 
              ** ** *** * ***** ***** ** ** ** ***** ** ** ** ** *  **  
 
SeNPV      GAAGAGGAAATCCTCCTCGAACTGTCGCTCGTGTTCAAGATCAAGGAATTCGCACCCGAT 711 
SlNPV      GAGGAGGAGATCCTTCTCGAAGTGTCGCTCGTGTTCAAGATCAAAGAGTTTGCTCCCGAC 720 
TnNPV      GAAGAGGAGATTCTTCTTGAGGTATCTTTAGTCTTTAAAATTAAGGAATTCGCACCTGAT 711 
HaNPV      GAAGAGGAAATACTCCTAGAAGTTTCTTTGATATTTAAGATCAAAGAATTTGCACCTGAC 711 
           ** ***** ** ** ** **  * **  *  * ** ** ** ** ** ** ** ** **  
 
SeNPV      GCGCCTCTTTACAACGGACCCGCCTATTAA 741 
SlNPV      GCGCCTCTATACACGGGTCCCGCGTATTAA 750 
TnNPV      GCGCCTCTGTACTCAGGCCCCGCATACTAA 741 
HaNPV      GCTCCGCTATACACTGGTCCTGCATATTAA 741 
           ** ** ** ***   ** ** ** ** *** 
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เปรียบเทียบลําดับเบสยีน chitinase  จากไวรัส 3 ชนิด 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
SeNPV      ------------------------------------------ATGCCCTAT-ATTATTAC 17 
TnNPV      ----------------------------------------ATGCATTTTGT-ATTCATTG 19 
HaNPV      ATGTTTTTTTATAATAAGTACTATAAATTACACAAAATAAATATGAATAATTATTGTTTG 60 
                                                             * ***  *   
 
SeNPV      GCTGTTCTTGGCTTGCGT--GGTGTTGTC-CACGAAA--GCAGATGTACCCGGCGTTCCC 72 
TnNPV      GAATCGCATGCTATATATTCGCCATCGGC-GGCGGAGATGCTGCGGCTCCTGGAATTCCT 78 
HaNPV      TATTTGTTTGCTTTTAGTATTTTAATATTACATAGCTACGCTGCTCCACCCGGCGTTCCC 120 
                   **   *   *                     ** *     ** **  ****  
 
SeNPV      ACTATCGATTGGTCCGATCGAAACTATGCGCTCGTAAAGATCGACCACGAAGCTACATCG 132 
TnNPV      GTGATCGATTGGGCCGACAGAAACTATGCTTTGGTTCAAGTCAGTCACGAAGCCACATCA 138 
HaNPV      ACATTAGACTGGGCCGATCACAGTTACGCTTTAGTGCAAATAAATCATCAAGCCACCGCT 180 
               * ** *** ****    *  ** **  * **  *  *    **  **** **  *  
 
SeNPV      TATGAAAAATTAATCAAAATCACGTCCAATGTCGAAGTGCCG--GTTTCATGGAACGTTT 190 
TnNPV      TATGAAAATCTAGTTAAAAAAGTCGATCGAGTACAAGTTTCA--GTGTCGTGGAACGTTT 196 
HaNPV      TACGAATCATTAGT--AAACTCTCAACCGTTTGTAACTATCAAAGTATCATGGAGCGTAT 238 
           ** ***    ** *  ***            *  ** *  *   ** ** **** *** * 
 
SeNPV      GGACGGGAGACGTAGGAGACGTGGCGTACGTCCTCTTCGATGGCAAACAAATGTACAAAG 250 
TnNPV      GGAGCGGTGAACAGGGCGATATCGCTTACGTGCTCTTTGACAAAAACCAAGTATGGAGCG 256 
HaNPV      GGTCGGGCGAACAAGGCGAAATCGCTCAAGTGTATCTAGAAAATAAACTAGACTGCAAAG 298 
           **   ** **    ** **  * **  * **     * **    ** * *   *  *  * 
 
SeNPV      GAG---ACGCTA----CCGTCAAAAAGGCCATAGTCTTGGT-----------CGACAAGG 292 
TnNPV      GTG---ACGCAT----CCAATAAACACGCTATCGTATCGGT-----------CAATAAAG 298 
HaNPV      TAATCAACGTTTGGACTGGTCCGACGCAAGATCGTTTTGCTACTTTTGATTACAATACGA 358 
                 ***              *      ** ** * * *           * * *    
 
SeNPV      GGGGCAATTTCGATATGACCGTTAAACTATGCAACGTCGACGGTTGCTCTACGAGCAGCG 352 
TnNPV      GCGGTCGATATATAATGACCGTAAAGCTATGCAACTCGGACGGATGCACTTCGAGTCAAG 358 
HaNPV      GCGGTCGTTATTCGATGTATGTAAAACTGTGCAATGCCGACGGCTGTTCGGCTAGTCAAA 418 
           * **    *     ***   ** ** ** *****    ***** **  *  * **      
 
SeNPV      CA-TTGAAGT-GTG-TCGCCGACACGAGCGGATCCCACCTGGCGCCGCTCACGTACGACT 409 
TnNPV      CGGTCGAAGTTGTAATCGCAGATACGGACGGTTCTCATCTTGCTCCGCTCTATTACGAAT 418 
HaNPV      CCGTAGAAGTCGTGATCGCAGACACCGATGGTAAACATTTAAAACCGTTACAATACACGT 478 
           *  * ***** **  **** ** **    **    **  *    *** *    ***   * 
 
SeNPV      ATTTCGAAAACAACAAGCGTTTCGAAATCCATCCCG---ATAAAATCGTGGCGGCCTACT 466 
TnNPV      ATCAGGAATTAAATCAACCTTTCGAAACGCGAGTCGTGGATAAAATCGTTGCCGCATATT 478 
HaNPV      GGCAAGAAAACAATAAACCGT---ATACGTACAACACTGATCACACCGTAGCGGCCTATT 535 
                ***   **  * *  *   * *       *    ** * * *** ** ** ** * 
 
SeNPV      TTGTCGAATGGGGAGTGTACCTGAGACAGTTCCCCGTCGACAAGGTGCCGGCGCCGAATC 526 
TnNPV      TTGTCGAGTGGGGTGTTTATCATAGAAACTTTCCTGTCACTCGAGTTCCCACTCCTAATC 538 
HaNPV      TTGTCGAATGGGGCGTTTACGGTCGATCTTTTCCCGTGGACAAAGTGCCCACGCCGAACC 595 
           ******* ***** ** **     **   ** ** **       ** **  * ** ** * 
 
SeNPV      TATCACATATACTATACGGCTTCGTGCCGATATGCGGAGGCGACGGCATCAACGACGCGC 586 
TnNPV      TGTCACACATTCTCTACGGATTCATACCGATATGCGGCGGCGACGGCATTAACGACAGTC 598 
HaNPV      TTTCGCACATTTTATACGGATTTATACCGATTTGCGGCGGTGACGGTATAAACGACAGTT 655 
           * ** ** **  * ***** **  * ***** ***** ** ***** ** ******     
 
SeNPV      TAAAAACGGTGCCTGGCAGTTTTGAGGCATTGCAACGTTCGTGTGCGGGTCGGGCCGATT 646 
TnNPV      TCAAGACGATAACCGGTAGTTTTGAAGCGCTTCAGCGATCGTGTTCGGGTCGAGACGACT 658 
HaNPV      TAAAATCTATCACGGGGAGTTTTGAAGCGTTGCAAAGATCGTGCGCTGGCAGGGACAATT 715 
           * **  *  *  * ** ******** **  * **  * *****  * **  * * * * * 
 
SeNPV      TCAAGGTGGCTATACACGATCCGTGGGCCGCAATACAAAAGCCCCAAAAGGGCGTCTCGT 706 
TnNPV      TCAAAGTGTCGATTCATGACCCGTGGGCTGCGGTCCAAAAGCCCCAAAAACAAGTGACCG 718 
HaNPV      TTAAAGTTTCCATACACGATCCGTGGGCGGCGCTCCAAAAACCACAAACAGGCGTTAGCG 775 
           * ** **  * ** ** ** ******** **  * ***** ** ****     **      
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SeNPV      CATGGAACGAACCGTACAAAGGCAACTTTGGTCAACTGATGGCAATGAAGAGGGCCAATC 766 
TnNPV      CATGGAACGAACCATACAAAGGCAACTTTGGACAATTGATGGCAGCTAAACTGGCGAATC 778 
HaNPV      CATGGAACGAACCCTACAAAGGCAATTTTGGTCAATTAATGGCAGCAAAATTGGCCAATC 835 
           ************* *********** ***** *** * ******   **   *** **** 
 
SeNPV      CTCACATTAAAGTGTTCGCATCGATCGGCGGATGGACTCTGTCCGATCCATTTTATCATA 826 
TnNPV      CCCATGTTAAAGTGCTGCCTTCGATCGGTGGCTGGACTTTATCCGATCCGTTCTTTTACT 838 
HaNPV      CCAATCTAAAAGTGTTGGCATCAATCGGCGGTTGGACACTGTCCGATCCCTTCTATCATA 895 
           *  *  * ****** *  * ** ***** ** *****  * ******** ** * * *   
 
SeNPV      TGCACGACGCCGACGTCAGACGGGTGTTTATCGATTCAGTTGAAGAATTTCTGCTCACGT 886 
TnNPV      TTCACGATGCGGTCAAACGCAAAATTTTTGTCGATTCTGTCGTCGAGTTTTTACAGACCT 898 
HaNPV      TGCACGATGCGCGAACGCGACAAATTTTTGTCGAATCCGTGCGTGAATTTGTGTTGACAT 955 
           * ***** **        *     * *** **** ** **    ** *** *    ** * 
 
SeNPV      GGAAGTTCTATGACGGCGTCCACATCGATTGGGAGTTTCCCGGCGGCAAGGGAGCCAACC 946 
TnNPV      GGAAATTTTTCGATGGTGTCGACATCGACTGGGAGTTTCCCGGCGGAAAGGGGGCCAATT 958 
HaNPV      GGAAATTTTTCGACGGCATCGATATTGATTGGGAATTTCCGGGCGGCAAAGGCGCCAATC 1015 
           **** ** *  ** **  ** * ** ** ***** ***** ***** ** ** *****   
 
SeNPV      CCGACGTGGGCGACGCGGAACGCGACCGCGAAACGTACACGCTCCTCCTGCAAGAGCTGC 1006 
TnNPV      CCAACGTCGGCGATGCCGAACGCGATCGCAACACGTACACGATTCTGTTACGAGATTTAC 1018 
HaNPV      CAAACGTTGGCGATGTGGAACGCGACAATAACACGTATATCGCTTTATTGGGCGAATTGC 1075 
           *  **** ***** *  ********     * ***** *      *  *    **  * * 
 
SeNPV      GTTTACGTTTAAACGCGCTCGGCGCCCGCACCAACCGATATTACGCCCTGACTTCGGCAG 1066 
TnNPV      GCGAAGCGCTAGACCGACTAAGCCTCGAAACGAATCGAACATACGAGCTAACCAGCGCCA 1078 
HaNPV      GCGCCATGCTCGATCAAGTTCAAATACAAACGAATCGTACTTTAGAACTCACCACAGCGA 1135 
           *        *  *     *          ** ** **    *  *  ** **    **   
 
SeNPV      TGAGCGCGGGCAACGACAAGATAGCCGTCGTCAACTATACCGAAGCGCAAAAGTATTTGG 1126 
TnNPV      TTAGCGCCGGCGATGACAAAATCACGGTCGTCGACTACACAGCCGCTCAAAAATATTTAG 1138 
HaNPV      TTAGCGCTGGCATAGACAAGATCGCCGCGGTTAATTACGACCGAGCACAACAGTATTTAG 1195 
           * ***** ***   ***** **  * *  **  * **       ** *** * ***** * 
 
SeNPV      ACACAATCTTTTTGATGACATACGATTTCAAGGGAGCGTGGAGCAACACTGAATTGGGAC 1186 
TnNPV      ATTATATTTTTTTGATGACATACGATTTTAAAGGCGCTTGGTCGAATAGCGATCTGGGCT 1198 
HaNPV      ATAAAATTTTCGTGATGAGTTATGATTTCAAAGGAGCTTGGTCTAATACCGATCTCGGTC 1255 
           *    ** **  ******  ** ***** ** ** ** ***   ** *  **  * **   
 
SeNPV      ATCAGACCGCGCTTTTTGCGCCCACTTGGCGTCCCGACGAACCATACTGCGCCGACCGCG 1246 
TnNPV      ATCAGACGACTTTGTACGCGCCTGCGTTTAATCCTAAAGAACACTATACGACCGATTTTG 1258 
HaNPV      ATCAGACGGCACTGTACGGTTCCGCGTGGAAACCTAACGAACCGTACACCGCCAACGTGG 1315 
           *******  *  * *  *   *  * *     **  * ****  **     ** *    * 
 
SeNPV      CCGTAGAGCTATTGCTCGGCCAGCACGTGCCGGCCGGAAAGATTGCGCTCGGCGTCGCCA 1306 
TnNPV      CGGTTCGTGCTCTGCTTAAACAAAAAGTCGAGAATAAAAAGATTGTAGTCGGCGTAGCTA 1318 
HaNPV      CCGTGGACGCTTTGCTCGCGCAACGAGTGAATCCAAAAAAACTCGTGTTGGGCGTAGCAA 1375 
           * **        ****    **    **         ***  * *   * ***** ** * 
 
SeNPV      TGTACGGCCGCGGATGGAGCGGCGTCG-TGAG--CGACGACACCGATAATCCGTTCCTCG 1363 
TnNPV      TGTACGGTCGCGGGTGGACCGGCGTCGGTGATTTCGTCGACAAAAACAATCCATTTTCCG 1378 
HaNPV      TGTACGGCCGCGGTTGGACGGGCGTCCACAA---CTACAACAGTGACAATCCATTCAGTG 1432 
           ******* ***** ****  ******    *   *  * ***   * ***** **    * 
 
SeNPV      GCGTCGCCGATGGCCCCGTGCCCGGCACTTGGGAAGCGGGCGTAGTGGACTATCGTCAGA 1423 
TnNPV      GCACGGCCAAGGGACCTGTCAAAGGTACCTGGGAAGACGGAGTCGTTGATTTTAGAGAAA 1438 
HaNPV      GCGTAGCCGTCGGACCGATCACGGGTACATGGGAAAACGGCGTGGTCGACTACAGACAGA 1492 
           **   ***   ** **  *    ** ** ******   ** ** ** ** *   *  * * 
 
SeNPV      TCGTCCACAACATG-----TCACAGTACGATT-ATGTATACGACGAGGTTGTCAAAGGGG 1477 
TnNPV      TTTTCAACTCTTTTGTGACTAACAAACCGATGGATCGTTACGATGCTATAGCAAAAGCGT 1498 
HaNPV      TTGCTAAAAACATT-----TCGCGTTACGAAT-ACGCATTCGACGACGTGGCCAAGGCTG 1546 
           *     *     *      *  *    ***   *    * *** *   * *  ** *    
 
SeNPV      CGTACGTTTACAATCGTGAAAACGGCAATCTTATCACATACGACGACCCAAAGTCTGTCG 1537 
TnNPV      CATACGTTTTTAATAATTCGACAGGTGATCTCATCACTTACGACAGTCCCCAGTCGGTTC 1558 
HaNPV      CGTACGTATTCGACCGCGCCTCTGGCGACTTAATATCGTATGACAGCGAAAGATCGGTAC 1606 
           * ***** *   *          **  *  * **  * ** ***         ** **   
 
SeNPV      CCGATAAGACTAAGTACGTGCTCGATCACGAGTTGGCCGGCGTGTTTGCGTGGGAAATTG 1597 
TnNPV      TGGATAAAGCAAAGTATGTGTTAGACTACAACTTGGGTGGGTTGTTTGCGTGGGAAATCG 1618 
HaNPV      TGGCCAAAGGCGAATACGTGCTTCAGCGTAGACTCGGCGGATTATTCGCATGGGAAATCG 1666 
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             *  **     * ** *** *  *        * *  **  * ** ** ******** * 
 
SeNPV      ACGCCGATAACGGTGATTTACTCAACGCCATCAACAAGGGTTTGGGTGGTAAACAAGCCG 1657 
TnNPV      ATGCAGATAACGGATTACTTTTAAACGCAATGAATAGTGGTCTTGGTGGTTTA-ACTATA 1677 
HaNPV      ATGCGGACAACGGCGATTTGCTCAACGCTATGCATATTGGCTT-GATG------AAAACA 1719 
           * ** ** *****     *  * ***** **  * *  **  * * **      *      
 
SeNPV      ATTATTTATACACGTCAACATTATCATCGACACTAACAAAAGAAATTA--AAGATGAATT 1715 
TnNPV      TTTGCTGGTAAAAGCGAAT-TTTTTAAAGTGAATAATCATCAAAATTGCGACGACAACAA 1736 
HaNPV      GGTACAAACA---GTAGATTGATTCATAACGAATTGTAA--------------------- 1755 
             *      *   *   *     * *     * *    *                      
 
SeNPV      GTAG 1719 
TnNPV      ATAA 1740 
HaNPV      ---- 
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เปรียบเทียบลําดับเบสยีน cathepsin  จากไวรัส 3 ชนิด 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
SeNPV      -------------------------TGAACAAATTACTCATACTTTTT----CTGCTATT 31 
TnNPV      ------------------------ATGAAAAAAATTATACTATTTTTTGTTTTCGTCGTC 36 
HaNPV      ATGCGCAAGTACCATTCAAATATCATGCATAAAATTATTACATTTGTT-TCCTTGTTGTG 59 
                                    ** * *** *  *   * ** **      *   *  
 
SeNPV      AAAC---GCGGCGTTAAC----GCGCCAAGATAATCATGCGAGTGC-CAACAATAAACCT 83 
TnNPV      GCATCCGGCGGCTTGGACAATGGCGTCAACGCCGTTAT-CGACTATGTCGCAGCAGCGCC 95 
HaNPV      GACGTTTGTCGTGTGTGATGAAATATCTTTGCATACGT-CGTCGTCGCCACCGCCATTGT 118 
                  *  *  *            *          * **         *          
 
SeNPV      ATGCTTTA------CAATATCA-----ACAGCGCCCCGCTTTACTTTGAAAAATTTATTA 132 
TnNPV      ACATTTTAA-ATTGCAATATAATTTAGAACGAGCTCCACAATACTTTGAAACGTTTCAGA 154 
HaNPV      CTTCGCCAGTGCTGTATTATAATTTAGATCAATCTGAAATTTATTTCAAACATTTCCTAC 178 
                  *       * *** *     *     *       ** **  **   **      
 
SeNPV      CGCAATACAACAAACAATACAAGAGCGAAGACGAAAAAAAGTATCGCTACAATATATTTC 192 
TnNPV      CCAAATACAAGAAAGTATATGCCGACGACAACGAACGTGATTATCGGTATAAAATCTTTA 214 
HaNPV      AGCAATACAACAAAAGCTACGACGATCCCAAAGAATACCAATACCGTTACAATGTGTTCA 238 
              ******* ***   **           * ***    * ** ** ** **  * **   
 
SeNPV      GACACAAC---------ATTGAATCTATAAATCAAAA---------GAATAGTCGTAACG 234 
TnNPV      AAACCAAT---------CTCGAAATCATTAATTTAAA---------GAATCAACAAAACG 256 
HaNPV      AAGACAATTTGAACAAAATCAATTCTCAAAATCGAGAAAATCTGTTGAATAACAAGAACA 298 
            *  ***           *  *       ***  * *         ****      ***  
 
SeNPV      AT-----TCTGCGGTGTACA-------------AGATTAATCGTTTTGCGGACATGCCCA 276 
TnNPV      AT-----TCTGCGGTCTATA-------------ACATTAACAAATTTGCCGATTTAACCA 298 
HaNPV      ATAACGACTCGCTCTCTACATCGGCTCAATTTGGTGTGAACAAATTTAGTGACAAGACCC 358 
           **        **  * ** *                * **    ***   **     **  
 
SeNPV      AGAATGAAATAGT-CATCCGTCATACGGGTCTAGCTTCGGGA--GAATTGGGATTA---A 330 
TnNPV      AAAATGAAGTCAT-CGCCAAATTTACCGGTCTCGGTGTAAAA--TCGCCCAATTTAAAAA 355 
HaNPV      CAGACGAAGTGTTACATTCGA-ACACTGGTTTTTTTTTAAATCTTAGCCAACACTAC--A 415 
              * *** *  * *         ** *** *   *                  **   * 
 
SeNPV      ATTTTTGCGAAACAATCGTAGTCGACGGACCGGCGCAACGACAACGACCGGTCAGTTTTG 390 
TnNPV      ACTTTTGTGATCCCCTCATAGTTGATGGTCCCTCGAAAT-ACACTCA--AGAAACCTTCG 412 
HaNPV      CATTATGCGAAAATAGAATAGTTAAAGGCGCGCCCAACATACGTTTGCCCGATTATTATG 475 
             ** ** **        ****  * **  *  *  *   **        *     *  * 
 
SeNPV      ATTGGCGATCTATGAACAAGATCACTTCGGTGAAAGATCAGGGCATGTGCGGCGCGTGTT 450 
TnNPV      ACTGGAGACAATTCAATAAAATCACCTCGGTCAAAGACCAAGGGTTTTGCGGATCGTGTT 472 
HaNPV      ATTGGCGCGACACCAATAAAGTGACTCCCATAAAAGATCAAGGAGTTTGCGGATCGTGTT 535 
           * *** *       ** **  * **  *  * ***** ** **  * *****  ****** 
 
SeNPV      GGCGGTTTGCGAGTCTGGGAGCGCTCGAGAGTCAGTATGCCATCAAGTACGATCGGTTGA 510 
TnNPV      GGGCCTTTTCTACAATAGCCGGATTAGAGAGTCAATATGCTATCAAGTATAACGAACATA 532 
HaNPV      GGGCTTTCGTAGCAATAGGCAATATTGAAAGTCAATATGCCATACGGCACAACAAATTAA 595 
           **   **        * *      * ** ***** ***** **   * *  *       * 
 
SeNPV      TCGATTTATCCGAGCAACAGTTGGTCGATTGCGATTTCGTCGATATGGGATGCGATGGCG 570 
TnNPV      TCGACCTTTCCGAACAGCAGTTGGTCGACTGTGACACTATAGACATGGGCTGCGCCGGTG 592 
HaNPV      TAGATCTGTCCGAACAGCAACTGTTAGATTGCGATGAAGTTGATTTAGGTTGTAATGGTG 655 
           * **  * ***** ** **  ** * ** ** **     * **  * ** **    ** * 
 
SeNPV      GGTTAATTCACACCGCCTACGAACAAATCATGAAAATGGGCGGCGTCGAACAAGAGTTTG 630 
TnNPV      GACTGCTGCACACAGCATACGAAGAAATTATGAGTATGGGCGGTGTGGAATACGAGGAAG 652 
HaNPV      GTTTGATGCATTTAGCGTTTCAAGAACTATTGCTGATGGGCGGTGTTGAAACGGAAGCAG 715 
           *  *  * **    ** *   ** ** *  **   ******** ** ***   **    * 
 
SeNPV      ACTATTCGTACAAAGCGGAACGTCAGCCGTGCGCTCTCAAACCGCACAAATTCGCGACCG 690 
TnNPV      ATTATCCCTATAGATCGGTACAAGGCCCGTGTCGAATCGAAAACGACAAATTCCAAGTGT 712 
HaNPV      ATTATCCCTATCAGGGCAGTGAACAAATGTGCACTTTAGATAATCGCAAAATAGCTGTCA 775 
           * *** * **                  ***     *  *      **** *         
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SeNPV      GCGTACGCAATTGTTACCGATACGTCATCCTCAACGAGGAGCGCCTCGAGGATTTGTTGC 750 
TnNPV      CCGTCGACAATTGTTACAGGTACATATTATACAGTGAGGATAAGTTGAAGGATGTGCTCC 772 
HaNPV      AATTGAACTCTTGCTTTAAATACGACATACGTGACGAGAATAAATTGAAAGAATTGGTGT 835 
              *   *  *** *     ***    *       *** *     *  * **  ** *   
 
SeNPV      GCTACGTGGGCCCGATAGCGATAGCCGTCGACGCCGTCGATCTGACCGACTATTACGGCG 810 
TnNPV      ATGAAATGGGACCAATAGCAGTAGCGGTCGATGCCGTCGATCTTACCGATTATTACGGAG 832 
HaNPV      ACACTACTGGACCTGTGGCGATAGCAGTCGACGCCATGGACATTATTAATTATCGCAGAG 895 
                   ** **  * **  **** ***** *** * **  * *   * ***  * * * 
 
SeNPV      GAATCGTGAGTTTCTGCGAGAACAACGGTCTCAATCATGCGGTGCTGCTGGTGGGCTACG 870 
TnNPV      GAATAATCACTTCTTGTAAAAACTATGGACTCAATCATGCCGTGCTTCTTGTCGGTTACG 892 
HaNPV      GAATATTGAATCAATGTCACATTTATGATTTGAATCATGCCGTTTTGCTTATCGGTTGGG 955 
           ****  * * *   **  * *   * *   * ******** **  * **  * ** *  * 
 
SeNPV      GCGTCGAGAACAACGTGCCCTACTGGATCATAAAGAATTCGTGGGGCAGCGATTACGGCG 930 
TnNPV      GCACAGAAAATGGCATTCCGTTCTGGGTGTTGAAAAATTCGTGGGGAACAGACTACGGAG 952 
HaNPV      GTATCGAAAACAATGTACCCTATTGGATTATAAAAAATTCATGGGGAGAAGATTGGGGCG 1015 
           *    ** **     * ** *  *** *  * ** ***** *****    ** *  ** * 
 
SeNPV      AAGACGGATACGTGCGGGTTCGTCGCGGAGTCAATTCGTGCGGCATGATAAACGAACTGG 990 
TnNPV      AAAACGGATTTGTCAGAGTAAAAAGAAACGTAAACTCGTGCGGTATGATCAACGAATTGG 1012 
HaNPV      AAAACGGCTATTTGCGAGTGCGGCGCAACGTCAAC------------------------- 1050 
           ** **** *   *  * **     *    ** **                           
 
SeNPV      CGTCGAGCGCTCAAGTCGTATAAGCCTGCGGATTACTCAACGAATTCGGCGCGTCGTCGG 1050 
TnNPV      CGGCATCGGCGCGAATAAAATAA------------------------------------- 1035 
HaNPV      ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
SeNPV      TAATTCAATAA 1061 
TnNPV      ----------- 
HaNPV      ----------- 
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ตารางผนวกที่ 4  คา melting temperature (Tm) และปริมาณเบส G และ C ของไพรเมอรที่ใชใน

เทคนิค PCR- based typing 
 

ชนิดไพรเมอร/ลําดับเบส ขนาด 
 (คูเบส) 

คา Tm 
(oC) 

ปริมาณ 
GC  
(%) 

chitinase forward primer    

5′-GAA CGA ACC A(GC)TA CAA AGG CA-3′ 20 58 (60) 45 (50) 
chitinase reverse primer    
5′-TAC(T) GAT TTC(T) AAA(G) GGA(C) GCG(T) TG-3′ 20 58 (56) 45 (40) 
polyhedrin forward primer I    
5′-ATT(C) AAA(G) AAT(C) GCC(TA) AAA(G) GGC A-3′ 19 50 (56) 31.58 

(41.37) 
polyhedrin reverse primer I    
5′-AAC TTT(C) TAC AAA(G) CCA(C) ATT(C) G-3′ 19 48 (56) 26.32 

(47.37) 
polyhedrin forward primer II    
5′-ATT(C) AAA(G) AAT(C) GCC(TA) AAA(G) GGC AA-3′ 20 52 (58) 30 (45) 
polyhedrin reverse primer II    
5′-AAC TTT(C) TAC AAA(G) CCA(C) ATT(C) GT-3′ 20 50 (56) 25 (45) 
cathepsin forward primer    
5′-TT(AC)G AA(G)A GTC AA(G)T ATG CC(T)A T-3′ 19 50  

(54, 
56) 

31.58 
(42.11, 
47.37) 

cathepsin reverse primer    
5′-TAG CA(GC)G TCG AC(T)G CCC A(G)TG(C) G-3′ 19 62 (66) 63.16 

(73.68) 
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ตารางผนวกที่ 5  คา melting temperature (Tm) และปริมาณเบส G และ C ของไพรเมอรที่ใชใน 

เทคนิค AFLP 
 

ชนิดไพรเมอร/ลําดับเบส ขนาด 
 (คูเบส) 

คา Tm 
(oC) 

ปริมาณ 
GC  
(%) 

EcoRI primer + 0 (E-0)    
5′-GAC TGC GTA CCA ATT C-3′ 16 48 50 
MseI primer + 0 (M-0)    
5′-GAT GAG TCC TGA GTA A-3′ 16 46 43.75 
EcoRI primer + 1 (E-A)    
5′-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3′ 17 50 47.06 
MseI primer + 1 (M-C)    
5′-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3′ 17 50 45 (40) 
EcoRI primer + 2 (E-AA)    
5′-GAC TGC GTA CCA ATT CAA – 3′ 18 52 44.44 
MseI primer + 2 (M-CG)    
5′-GAT GAG TCC TGA GTA ACG-3′ 18 54 50 
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ตารางผนวกที่ 6  สรุปขนาดของชิ้นดีเอ็นเอไวรัสจากการใชไพรเมอร EcoRI แบบตางๆ ที่มีการเพิ่ม
เบส โดยวิเคราะหจาก โปรแกรมคอมพิวเตอร http://www.bioinformatics.vg/sms/ 
และใชจีโนมของไวรัสใน www.ncbi.co.th เพื่อประเมินกอนปฏิบัติงานจริง 

 
ชนิด
ไวรัส 

EcoRI+1 
base 

ขนาด 
 (คูเบส ) 

EcoRI+2  
base 

ขนาด 
 (คูเบส ) 

EcoRI+3 
base 

ขนาด 
 (คูเบส ) 

HaSNPV A 556, 330,142, 
101,91, 77, 47 

AA 556, 330, 101 AAT 556 

   AC 77 ACG 77 
   AT 142, 47 AAC 330 
   AG 91 ATC 47 
     ATT 142 
     ATA 101 
     AGA 91 

SeMNPV A 382, 75 AA 382, 75 AAC 382, 75 
      AT 232 ATC 232 
      CA   ACT 75 
          CAT 50 

SlMNPV A 208, 199, 192, 
160,134, 85, 78, 
63, 55, 48, 11 

AA 208, 192, 134, 85, 
63 

AAA 208, 192, 
63 

   AT 199, 160, 196, 55, 
48, 11 

ATC 199, 48, 
11 

   AG 78 CTA 199 
     ATA 160 
     AAC 134 
     AAG 85 
     AGT 78 
     ATT 55 

TnSNPV A 577, 138, 124, 51 AT 577 ATA 577 

      AA 138, 51 AAT 138 
      AC 124 ACG 124 
          AAG 51 
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ตารางผนวกที่ 7  สรุปขนาดของชิ้นดีเอ็นเอไวรัสจากการใชไพรเมอร Mse I แบบตางๆ ที่มีการเพิ่ม

เบสโดยวิเคราะหจาก โปรแกรมคอมพิวเตอร http://www.bioinformatics.vg/sms/ 
และใชจีโนมของไวรัสใน www.ncbi.co.th เพื่อประเมินกอนปฏิบัติงานจริง 

 
ชนิด
ไวรัส 

MseI+1 
base 

ขนาด 
 (คูเบส) 

MseI+2 
 base 

ขนาด 
 (คูเบส) 

MseI+3 
base 

ขนาด 
 (คูเบส) 

HaSNPV C 434, 311, 177 CG 434, 177 CGA 434 
   CA 311 CAA 311 
     CGA 177 
SeMNPV C 636, 339 CG 636, 339 CGC 636 
     CA 50 CGT 339 
        CAT 50 
SlMNPV C 555, 199 CG 555 CGC 555 
   CT 199 CTA 199 
TnSNPV C 214, 229, 113, 

39 
CT 229 CTA 229 

     CA 214, 113 CAG 214 
     CG 39 CAA 113 
          CGT 39 
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การเตรียมสารละลาย 

 
การเตรียมบัฟเฟอรที่ใชในการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสมักเตรียมไวเปนความเขมขนสูงๆ เวลา

จะใชจึงจะเจือจางลงตามที่ตองการ ดังนี ้ 10x TBE ประกอบดวย Tris base 108 กรัม boric acid 55
กรัม 0.5 M EDTA (pH 8) 40 มิลลิลิตร ปริมาตรรวม 1 ลิตร และ การเตรียม 6x loading buffer 
ประกอบดวย 0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol ใน electrophoresis 
buffer หรือ น้าํกลั่น 
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ภาพผนวกที่ 1  ลักษณะหนอนเจาะสมอฝาย (a) หนอนกระทูหอม (b) หนอนกระทูผัก (c) และ 

หนอนคืบกะหล่ํา (d) ตายดวยไวรัส NPV 
 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
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ภาพผนวกที่ 2  วัฎจักรชวีิตของหนอนเจาะสมอฝาย ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตัวเต็มวยั 
 

ดักแด 

หนอน 

ไข 

ตัวเต็มวัย 10-12 วัน 

16-22 วัน 

7-10 วัน 

2-3 วัน 



 

80

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 3  วัฎจักรชวีิตของหนอนกระทูหอม ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตัวเต็มวัย 

 ไข 

หนอน 

ตัวเต็มวัย 

ดักแด 

4-10 วัน 

2-3 วัน 14-17 วัน 

5-7 วัน 
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ภาพผนวกที่ 4  วัฎจักรชวีิตของหนอนกระทูผัก ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตวัเต็มวัย 
 

ตัวเต็มวัย 

ไข ดักแด 

หนอน 

4-10 วัน 

2-3 วัน 10-14 วัน 

7-10 วัน 
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ภาพผนวกที่ 5  วัฎจักรชวีิตของหนอนคืบกะหล่ํา ไดแก ระยะไข หนอน ดักแด และตวัเต็มวัย 
 

ตัวเต็มวัย 

ไข ดักแด 

หนอน 

8-10 วัน 

2-3 วัน 14-21 วัน 

5-7 วัน 
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ภาพผนวกที่ 6  ลักษณะโครงสรางไวรัสแบบ single - nucleocapsid NPV (SNPV) และ multiple - 
nucleocapsid NPV (MNPV) 

Single - nucleocapsid NPV (SNPV) Multiple - nucleocapsid NPV (MNPV) 

capsid protein 

envelope assembled 
in the nucleus 

occlusion body protein 
(polyhedrin) 

nucleocapsids 

virion 

DNA virus 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวสุชลวจัน  วองไวลิขติ 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 16 มกราคม 2507 
สถานที่เกิด  จังหวดัจันทบรีุ 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา)  มหาวิทยาลยัรามคําแหง 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักกีฏวิทยา 7ว 
สถานที่ทํางานปจจุบัน สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  

50 ถนนพหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตจุกัร กรุงเทพฯ 
10900 

ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  1. รางวัลผลงานวิจยัดีเดน (หวัหนาคณะวิจยั)  
     เร่ือง วิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส Spodoptera exigua 
Multiple-nucleocapsids Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) 
จากเซลลเพาะเลี้ยง (in vitro) ในการประชมุวิชาการกรม
วิชาการเกษตร ผลงานวิจัยป 2550 (วันที่ 16-18 มิถุนายน  
2551) 
2. รางวัลผลงานวิจยัระดับดี อันดับ 3 (หัวหนาคณะวิจัย)        
     เร่ือง ลักษณะรูปรางและชีวโมเลกุลของไวรัส NPV โรค
หนอนคืบกะหล่ํา ในการประชุมวิชาการอารักขาพืช
แหงชาติ คร้ังที่ 8 (วันที่ 20-22 พฤศจิกายน พ.ศ. 2550) 
3. รางวัลผลงานวิจยั อันดับ 3  (หัวหนาคณะวิจยั) 
     เร่ือง เชื้อไวรัส เอ็น พ ีวี ของหนอนคืบกะหล่ําปลี  ใน
การประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติ คร้ังที่ 5 (วนัที่ 21-
23 พฤศจิกายน พ.ศ. 2544) 
4. รางวัลผลงานวิจยัดีเดน  (ผูรวมวิจยั)  
     เร่ือง การผลิตไวรัส NPV เชิงพาณิชยในประเทศไทย 
เพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ ในการ
ประชุมวิชาการกรมวิชาการเกษตร ผลงานวิจัยป 2539 
(วันที่ 28 เมษายน พ.ศ. 2540) 



 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ 1. ทุนผูชวยสอนจากบณัฑิตวิทยาลัย  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2546) 
2. ทุนอุดหนนุการคนควาและวจิัยประเภทวิทยานิพนธ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2547) 

 




