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งานวิจัยครั้งนี้ไดทําการสํารวจและตรวจวินิจฉัยโรคใบดางของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อ Brome mosaic 
virus (BMV) ซึ่งเปนโรคไวรัสที่พบแพรระบาดไปทั่วโลก โดยทําการสํารวจ ในแหลงปลูกขาวโพดที่สําคัญของ
ประเทศไทย ในการตรวจใชเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) พบวาเชื้อที่แยกไดจากใบ
ขาวโพดที่เปนโรคจากจังหวัดราชบุรี (RB)  และกาญจนบุรี (KB) สามารถทําให  Chenopodium amaranticolor  
แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง และขาวโพดหวาน แสดงอาการดางทั่วตน เมื่อนําเชื้อไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท มา
เตรียมไวรัสใหบริสทุธิ์ พบวาไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ที่มีคา A260/A280 เทากับ 1.63 และ 1.60 จากไอโซเลท RB 
และ KB ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหความบริสุทธิ์ของไวรัสดวยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบแถบโปรตีน เพียงแถบเดียว มีขนาดประมาณ 21.68 กิโลดาลตัน จากการ
นําทั้ง 2 ไอโซเลท มาแยกสกัดอารเอ็นเอจากไวรัสบริสุทธิ์ ปรากฏแถบอารเอ็นเอ 3 ช้ิน เมื่อวิเคราะหยีนโปรตีน
หอหุมอนุภาคของเชื้อ พบวามีความยาวตลอดยีน 573 นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีนขนาด 190 เรสซิดิวส 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต และกรดอะมิโน 100 เปอรเซ็นต  และมีความ
คลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน กับเชื้อ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type จากฐานขอมูล 
GenBank ที่ระดับ 73 เปอรเซ็นต และ 76-77 เปอรเซ็นต ตามลําดับ วิเคราะหความสัมพันธทาง Phylogenetic 
tree จากขอมูลกรดอะมิโน พบวาทั้ง 2 ไอโซเลทของประเทศไทยถูกจัดกลุมแยกออกจากทั้ง 3 สายพันธุ ทดสอบ
ความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท บนขาวโพด 5 สายพันธ ในสภาพโรงเรือน พบวาเปอรเซ็นตการเปน
โรคและการพัฒนาอาการมีความรุนแรงไปในทิศทางเดียวกัน เมื่อทดสอบปฏิกิริยาบนพืชทดสอบ และตรวจเชื้อ
ดวยเทคนิค ELISA  พบวาสามารถแบงอาการของพืชทดสอบไดเปน 3 กลุม คือ พืชทดสอบที่แสดงอาการและ
ตรวจพบเชื้อ พืชทดสอบที่แสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ และพืชทดสอบที่ไมแสดงอาการและตรวจไมพบ
เช้ือ  

 
ไวรัสไอโซเลท BMV-RB ใชเปนแอนติเจน ในการผลิตโพลีโคลนอลแอติบอดีตอเช้ือ BMV พบวา

แอนติซีรัมที่ผลิตไดสามารถทําปฏิกิริยาไดอยางจําเพาะกับเชื้อ BMV และไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ SCMV, MCMV 
, SCMV-MDB และ CMV ดังนั้นจากลักษณะและคุณสมบัติตางๆของเชื้อ ที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้ จึงเปน
ประโยชนในการนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อ BMV เพื่อการปองกันกําจัดโรค
อยางมีประสิทธิภาพ 
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This research was studied and diagnosised of Brome mosaic virus (BMV) which was found 
worldwide epidemics. By survey of maize mosaic disease  caused by BMV in important maize growing areas 
in Thailand. Two isolates of BMV were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique 
in Kanchanaburi (KB) and Ratchaburi (RB) provinces. Both isolates caused local lesion on Chenopodium 
amaranticolor  and systemic mosaic symptom on sweet corn. They were isolated, multiplied and purified. The 
purified viruses were shown with A260/A280 absorbance ratio at 1.63 and 1.60 from KB and RB isolates, 
respectively. A single band protein was displayed with approximate at 21.68 kDa by Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) technique. The two isolates were shown three RNA 
segments by extraction purified viruses. BMV-coat protein gene were composed of 573 nucleotides and 
encoded for 190 residue. They were displayed similarity of 99% nucleotide and 100% amino acid sequences 
with each other as well as 73% and 76-77% nucleotide and amino acid sequences, respectively, with GenBank 
database of BMV-F, BMV-R and BMV-type. Using Phylogenetic tree analysis with amino acid of  CP-gene, 
both Thai isolates were separated groups from those GenBank isolates. By virulent assessment of the Thai 
isolates on 5 varieties of maize in greenhouse, percentage of maize disease and symptom development were 
shown the same level in both isolates. Using bioassay and confirming with ELISA technique, indicator plants 
were separated into three distinct groups, symptom with found BMV, symptom with negative tested BMV 
and symptomless with negative tested BMV. 

 
Purified BMV-RB isolate  was used as an antigen for polyclonal antibody (PAb) production.  PAb 

reacted specifically with the BMV infected plants without cross reaction to SCMV, MCMV, SCMV-MDB 
and CMV. Base on this research, the characteristic and other properties of BMV have been useful for BMV 
diagnosis and efficacious disease control.  
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ผลการตรวจเชือ้ BMV ในขาวโพดดวยเทคนิค indirect ELISA ของตัวอยาง
ขาวโพดจาก 20 จังหวดั      
เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาคของเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวัดราชบุรี (BMV-
RB) และ จังหวัดกาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue 
strain (BMV-F) Russian strain (BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่มี
รายงานในฐานขอมูลของ GenBank    
เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน ของโปรตีนหอหุม
อนุภาคเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จาก จังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ 
จังหวดักาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-
F) Russian strain (BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานใน
ฐานขอมูลของ GenBank 
เปอรเซ็นตการเกิดอาการโรคใบดางที่เกดิจากเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท 
ในชวงระยะเวลาตางๆหลังจากการปลูกเชือ้บนขาวโพด 5 สายพันธุ 
การตรวจหาเชือ้ BMV จากสวนตางๆ ของขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV 
ทั้ง  ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) และ BMV-KB (กาญจนบุรี) ดวยวิธี  
indirect ELISA 
ขอมูลอาการและการตรวจหาเชื้อ BMV ไอโซเลท RB และ KB หลังการปลูก
เชื้อ 7 วัน ของพืชทดสอบแตละชนิด ดวยเทคนิค indirect ELISA เปรียบเทียบ
พืชอาศัยของเชื้อ BMV ในฐานขอมูล CMI/ABB Description of Plant Virus   
คาไตเตอรของแอนติซีรัมเมือ่ใชสารแขวนลอยไวรัสความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA 
คา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของเชื้อ BMV ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม
ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ที่คาความเจือจางตางๆ ดวยเทคนิค indirect 
ELISA  
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การตรวจสอบความจําเพาะของแอนตีซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) กับ
แอนติเจนชนดิตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 
การทดสอบความไวของการเกิดปฏิกิริยาของแอนติซีรัมที่ผลิตได (PAb 
BMV-RB) ดวยเทคนิค indirect ELISA  

68 
 

69 
 
ตารางผนวกที่  

  
1 

 
ตารางขอมูลที่ใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน ( Protein Molecular 
Weight Marker)  และนํามาใชคํานวณขนาดของโปรตีนหอหุมอนภุาคของ
เชื้อ BMV ที่ไดจากเทคนิค SDS-PAGE 80 



     
  (4) 

สารบัญภาพ 

ภาพที ่ หนา 
  

1 
 
2 
 
 
3 
 
 
4 
 
5 
 
 
6 
 
 
7 
8 
 
9 
 
 
 

10 
 

 

ลักษณะอนภุาคของเชื้อ BMV ขนาดเสนผาศูนยกลาง 26 นาโนเมตรภายใตกลอง     
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
โครงสรางจีโนมของเชื้อไวรัส BMV (linear single strand, positive-sense RNAs, 
RNA-1, RNA-2 และ RNA-3 and subgenomic RNA) แสดงสวนของยนีที่
กําหนดการสรางโปรตีน ชนิด ตางๆจากปลาย   5'         3'  
ภาพจําลองแสดงตําแหนงยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (CP gene) ของเชื้อ 
BMV รวมทั้งการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรครอบคลุมยีนโดยมีคูไพรเมอร 
FCP กับ RCP2 
ขาวโพดฝกออนแสดงอาการจุดสีซีด และมอีาการดางทั่วใบรวมดวย ทําปฏิกิริยา
ใหผลบวกกับแอนติบอดีตอ BMV-SC จากการตรวจดวยวิธี indirect ELISA 
Chenopodium amaranticolor แสดงอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ
หลัง ปลูกเชื้อ 5 วัน จากเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทียบกบัใบปกติ (A) 
ขาวโพดหวานแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว เชื่อมกนัตามแนวเสนใบหลังปลูก
เชื้อ 7-14 วัน จากเชื้อ ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทยีบกบัใบปกติ (A) 
การวิเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ดวยวิธี SDS-PAGE  
แถบอารเอ็นเอจํานวน 3 ช้ิน จากการแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคของเชื้อ BMV  
ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ลูกศรชี้) จากการสังเคราะหยนีโปรตีน
หอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP กับ 
RCP2 และตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกา
โรส เจล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชือ้ BMV มีความยาว 573       
นิวคลีโอไทด จากจังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และกาญจนบุรี (BMV-KB) 
สัญลักษณ แสดงตําแหนงเริม่ตน และแสดงตําแหนงหยดุแปลรหัสเปนโปรตีน 
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ลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ประกอบดวย 190      
กรดอะมิโน จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ กาญจนบุรี (BMV-KB) 
การเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีน 
หอหุมอนภุาค ขนาด 573 นวิคลีโอไทด ของเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท            
จากจังหวดัราชบุรี(BMV-RB) และ จังหวดักาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV 
สายพนัธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain (BMV-R) และ Type strain 
(BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
การเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม
อนุภาคของเชือ้ไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ 
จังหวดักาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) 
Russian strain (BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูล
ของ GenBank 
Phylogenetic tree ที่แสดงความสัมพันธของกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม
อนุภาคของเชือ้ไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ 
จังหวดักาญจนบรีุ (BMV- KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) 
Russian strain (BMV-R)  และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูล
ของ GenBank วิเคราะหดวย โปรแกรม  Mega  version 4.0 
อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 
ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝก
ออนพันธุ SG 17 (5) 
อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 
ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝก
ออน พันธุ SG 17 (5) 
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ขาวโพดที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาว (white stripes) อยางรนุแรงจาการ
ปลูกเชื้อ BMV ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) บนขาวโพดพันธุ ไฮบริกซ 3 (1A) 
สําลีอีสาน (2A) และไอโซเลท BMV-KB (กาญจนบุรี) บนขาวโพดพนัธุ ไฮบริกซ 
3 (1B) สําลีอีสาน (2B) หลังปลูกเชื้อ 18-20 วัน 
อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการ
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลบนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุ
สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) 
และขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 (5) 
ฝกขาวโพดไร พันธุสุวรรณ 5 ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) 
และไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) และตรวจหาเชื้อ 
BMV ดวยเทคนิค indirect ELISA 
Chenopodium amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเซลลตายภายหลังปลูกเชื้อ 5-7 
วัน จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรยีบเทียบกับใบ
ปกต ิ(A) 
Chenopodium quinoa แสดงอาการใบดางจดุซีดสีเหลือง ไอโซเลท BMV-RB (B) 
และไอโซเลท BMV-KB (C) หลังการปลูกเชื้อ 3 วัน (1) หลังปลูกเชื้อ 10 วัน (2)  
เปรียบเทียบกบัใบปกติ (A) 
ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) แสดงอาการจุดแผลสีน้ําตาลแดงภายหลังปลูกเชื้อ  
5-7 วัน จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) และ
เปรียบเทียบกบัใบปกติ  (A) 
ขาวฟาง (Sorghum bicolor) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลกูเชื้อ 7-14 
วัน จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) บนขาวฟางพันธุ 
UT 423B (1) และขาวฟางพนัธุ UT 325B (2) เปรียบเทียบกับขาวฟางปกติ (A) 
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ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลกูเชื้อ           
28-30 วัน จากไอโซเลท BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB บนขาวสาลี 4 สาย
พันธุ พันธุ อินทรีย 1 (1) พันธุ อินทรีย 2 (2) พันธุสุวรรณ 56 (3) และ พนัธุ 171 
(4) เทียบกับขาวสาลีปกติ (A) 
อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการ
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลบนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุ
สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) 
และขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 (5) 
ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ SMG แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล  
ภายหลังปลูกเชื้อ 10 วัน (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชื้อ 30 วัน (2) จาก 
การปลูกเชื้อ  ไอโซเลท BMV-RB   (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบ
กับขาวบารเลยปกติ (A) 
ขาวโพดหวาน (Zea mays) พนัธุ ไฮบริกซ 3 แสดงอาการใบดางแถบขาวหลังปลูก
เชื้อ 10 วัน จากถ่ัวแขกทีแ่สดงอาการแผลจุดน้ําตาลแดง (necrotic lesion) มาปลูก
เชื้อดวย   วิธีกล จากถั่วแขกที่ปลูกเชื้อดวย ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท 
BMV-KB (C) เปรียบกับขาวโพดปกติ (A) 
ลักษณะอนภุาคของเชื้อไวรัสไอโซเลท BMV-RB ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  
27 นาโนเมตร ในสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-RB  จากการเกบ็เลือด 5 คร้ัง ตรวจสอบ
ดวยเทคนคิ indirect ELISA โดยใชไวรัสบริสุทธิ์ BMV-RB ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนแอนติเจน  
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กราฟโปรตีนมาตราฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker       
(R2 = 0.982) 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด จากไอโซเลท BMV-RB (A) และไอโซเลท BMV-KB 
(B) จากขาวโพดของประเทศไทย  
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การสํารวจและการตรวจวินิจฉัยโรคใบดางของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อ Brome mosaic 
virus ในประเทศไทย 

 
Survey and Diagnosis of Maize Mosaic Disease Caused by Brome Mosaic Virus  in 

Thailand 
 

คํานํา 
 

ขาวโพดจดัเปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เปนธัญพืชที่ใชเปนอาหารของมนุษยและ
สัตว นอกจากนี้ยังนําไปใชในอุตสาหกรรมแปง น้ํามัน น้ําตาล และผลิตภัณฑอ่ืนๆ ปจจุบันมีพืน้ที่
ปลูกขาวโพดทั่วโลกประมาณ 826.9 ลานไร มีผลผลิตรวม 575.62 ลานตัน ประเทศสหรัฐอเมริกา
เปนผูผลิตรายใหญที่สุดของโลก รองลงมาไดแก จีน ประชาคมยุโรป บราซิล เม็กซิโก อารเจนตนิา 
และประเทศไทย ในป 2548 พื้นที่ปลูกขาวโพดของประเทศไทยมีประมาณ 8.67 ลานไรผลผลิต
เฉลี่ย 507 กิโลกรัมตอไรคิดเปน ผลผลิตรวม 4.40 ลานตัน (สํานักงานคอมพิวเตอรและเครือขาย 
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี, 2548) ในป 2547 มีการสงออกขาวโพดฝกออนและขาวโพดหวานใน
รูปแบบตางๆ เชน บรรจุกระปองทั้งเมล็ดและฝก ขาวโพดครีม เปนตน มูลคารวม 4,722 ลานบาท 
และป 2548 มลูคาการสงออกเพิ่มขึ้นเปน 5,636 ลานบาท (http://www.sara-buri.info/admin/ 
pdf/03.doc) ป พ.ศ. 2549 มีการนําเขาขาวโพดเลี้ยงสัตวมลูคาประมาณ 423 ลานบาท และมีการ
สงออกขาวโพดเลี้ยงสัตว มีมลูคากวา 1,572 ลานบาทหรือประมาณ 257,520 ตัน (สํานกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2549) โดยปจจุบนัการปลูกขาวโพดในประเทศมีทัง้ขาวโพดหวานบริโภคฝก
สด ขาวโพดไรสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว นยิมใชสายพนัธุที่เปนลูกผสม เนื่องจาก
ใหผลผลิตสูง มีคุณภาพของผลผลิตสม่ําเสมอ แตอยางไรก็ตามความเสยีหายจากเชื้อสาเหตุโรคใน
ขาวโพดยังคงเปนปญหาและอุปสรรคที่สําคัญในการผลิตขาวโพด สําหรับปญหาการระบาดของ
โรคไวรัสในประเทศระยะหลังนี้มีการตรวจพบในแหลงปลูกขาวโพดหลายแหลง เชน พิสสวรรณ 
และคณะ (2549) ตรวจพบเชือ้ไวรัส Maize chlorotic mottle virus และ Sugarcane mosaic virus  ใน
ขาวโพดหวาน  
  

เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) เปนไวรสัสาเหตุโรคพืชอีกชนิดหนึ่ง มีรายงานพบครั้ง
แรกใน  bromegrass (Bromus inermis) ซ่ึงเปนพืชวงศ Gramineae  (Mckinney et al., 1942) เปน
ไวรัสที่พบการแพรระบาดในทางตอนกลางของประเทศสหรัฐอเมริกา ทางตะวนัออกของทวปี 
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ยุโรป ประเทศออสเตรเลีย และตอนใตของประเทศแอฟรกิา (ICTVdB management, 2002) เชื้อ
ชนิดนี้ถายทอดไดงายโดยวธีิการสัมผัสกันระหวางพืช หรือวิธีกล (Lane, 1974) ถายทอดทาง
ไสเดือนฝอย และดวงเตา (Walters, 1969; Bancroft, 1970) นอกจากนีส้ามารถเขาทําลายพืชในวงศ  
Gramineae กวางกวา 50 ชนดิ ซ่ึงมีหลายชนิดเปนพืชสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ เชน ออย 
ขาวโพด ขาวฟาง ขาวบารเลย ขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรน และ หญาชนิดตางๆอีกมากมาย (ธีระ, 
2532; Slykhuis, 1976; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) มีรายงานวาพบเชื้อ 
BMV คร้ังแรกในออย ในจงัหวัดนครปฐม และกาญจนบุรี ในป พ.ศ. 2524 (ธีระ, 2532) 
 

จากรายงานการคนพบเชื้อไวรัส BMV ใน bromegrass ตั้งแตป ค.ศ. 1942  จนถึงปจจบุัน 
และจากออยในประเทศไทยตั้งแต ป พ.ศ. 2524 ยังไมมีรายงานการตรวจพบโรคของขาวโพดที่เกิด
จากเชื้อไวรัส BMV ในประเทศไทย เนื่องจากเชื้อ BMV สามารถเขาทําลายขาวโพดได จึงมี
แนวโนมวาจะพบเชื้อไวรัสชนิดนี้ในขาวโพด ดังนัน้การตรวจวนิิจฉยัโรคที่เกิดจากเชือ้ BMV จึง
เปนประโยชนอยางมากตอการตรวจสอบ การผลิตพันธุพืชตานทานโรค การกําหนดมาตรการ
ปองกัน  และในการควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพในอนาคต 

 
การตรวจวินิจฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส BMV สามารถวินิจฉัยไดโดยใชเทคนิคเบื้องตนที่

ใชในการวินจิฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส โดยการตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ปลูกเชื้อลง
บนพืชทดสอบ เทคนคิ polymerase chain reaction (PCR) เทคนิค gel electrophoresis   เทคนิค 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) และเทคนิค SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) เปนตน (พิสสวรรณ, 2543) 

 
การศึกษาวิจยัในครั้งนี้เพื่อวนิิจฉัยเชื้อ BMV ที่ทําใหเกดิโรคในขาวโพดในประเทศไทย 

และนํามาเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉยัโรคและการพัฒนาพันธุขาวโพด
ใหสามารถตานทานตอเชื้อ BMV ตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อสํารวจโรคของขาวโพดที่เกดิจากเชื้อ Brome mosaic virus (BMV) ในแหลงปลูก
ขาวโพดที่สําคญัของประเทศไทย  

 
2.  ศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV 
 
3.  ปฏิกิริยาของโรคบนขาวโพด และพืชทดสอบชนิดตางๆ (bioassay)  
 
4.  ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) เพื่อพัฒนาวิธีการวินิจฉยัเชื้อ BMV 

ใหมีประสิทธภิาพตอไป 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของขาวโพด 

 
ขาวโพดเปนพชืวงศ Gramineae มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Zea mays L. ขาวโพดสามารถ

ปลูกไดผลดีที่สุดในเขตอบอุน (temperate zone) มีแดดจดั และมีความชื้นในดนิเพยีงพอตลอดฤดู
ปลูก สามารถขึ้นไดในดินแทบทุกชนิด แตชอบดินรวน มีความอุดมสมบูรณของดินสูง มีความเปน
กรดเปนดางของดิน (pH) เหมาะสมประมาณ 5.5- 6.8 (อุดม, 2537) นอกจากนี้ยังเปนพืชที่ปลูกไดดี
บนพื้นที่ลาดเอียง หรือสูงๆต่ําๆ ลักษณะทางพฤกษศาสตรของขาวโพด ขาวโพดเปนพืชลมลุกที่มี
ชอดอกตัวผูและตัวเมยีแยกอยูคนละสวนบนตนเดยีวกนั ขาวโพดเปนพืชผสมขามพันธุกันตาม
ธรรมชาติ เนื่องจากปกติขาวโพดเปนพืชทีด่อกตัวผูสลัดเรณูเกสรกอนที่ดอกตัวเมียพรอมที่จะทํา
การผสมเล็กนอย จึงมีการผสมตัวเองเพยีงเล็กนอยเทานัน้ (5%) ตนขาวโพดสวนใหญมีลําตนตรง 
สูงโดยเฉลี่ย 2.2 เมตร ขนาดเสนผาศูนยกลางของลําตน 0.5-2.0 นิ้ว มีระบบรากเปนระบบรากฝอย 
(fibrous root system) ใบของขาวโพดลักษณะคลายใบของพืชวงศหญาอื่นๆ ประกอบดวย กาบใบ 
(leaf sheath) ที่หุมลําตนและมีแผนใบ (leaf blade) ที่กางสลับบนสวนของลําตน ตัวแผนใบจะทํามุม
กับลําตนดวยการยึดของเสนกลางใบ (mid rib) เพื่อใหใบไดรับแสงสําหรับใชในกระบวนการปรุง
อาหาร โดยทัว่ไปขาวโพดมกีารแตกหนอไมมากนกั หรือไมมีการแตกหนอเลย ทั้งนีข้ึ้นอยูกับพนัธุ 
และความอดุมสมบูรณของดิน (ทรงเชาว, 2531; ราเชนทร, 2539) 
 
2.  การปลูกขาวโพดในประเทศไทย 

 
พื้นที่ปลูกขาวโพดในเขตตางๆ ของโลก รวมทั้งพื้นที่ปลูกของประเทศไทยเกือบทั้งหมดจะ

อยูในเขตเกษตรอาศัยน้ําฝน การเพาะปลูกสวนใหญอาศัยน้ําฝนจากธรรมชาติ ดังนั้นจะเห็นไดวาฤดู
ปลูกที่เหมาะสมสามารถแบงไดเปน 2 ฤดูปลูก คือ การปลูกในฤดูตนฝน การปลูกในฤดฝูน แตจาก
ที่กลาวมาประเทศไทยสามารถทําการเพาะปลูกขาวโพดไดตลอดทั้งป หรือปละ 3 คร้ัง ถามีน้ํา
เพียงพอ เชน จัดใหมีระบบการชลประทานที่ดี (ราเชนทร, 2539) โดยการปลูกขาวโพดในประเทศมี
ทั้งขาวโพดหวานบริโภคฝกสด ขาวโพดไรสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ปจจุบันนยิมใช
สายพันธุที่เปนลูกผสม เนื่องจากใหผลผลิตสูง มีคุณภาพของผลผลิตสม่ําเสมอ ซ่ึงขาวโพดฝกสด 
ไดแก ขาวโพดฝกออน (baby corn) ขาวโพดหวาน (sweet corn) ขาวโพดเทียน  ขาวโพดขาวเหนยีว
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(waxy corn) จดัเปนพืชที่มีศกัยภาพสูง เพาะปลูกงาย ใชระยะเวลาการผลิตสั้น มีความเสี่ยงต่ํา ใช
สารเคมีนอย นอกจากนี้ยังเหมาะสมสําหรับเกษตรกรในชนบท โดยเฉพาะในเขตทีม่ีน้ํา ขาวโพด
หวานและขาวโพดฝกออนจดัอยูในกลุมพชืเพื่อการสงออก ในการสงออกมีหลายรูปแบบ เชน แปร
รูปบรรจุกระปอง บรรจุทั้งเมล็ดและฝก ขาวโพดครีม บรรจุฝกในถุงพลาสติกสูญญากาศ แชแข็งทั้ง
เมล็ดและทั้งฝก ในบรรดาขาวโพดฝกสดขาวโพดหวานจดัเปนพืชที่สําคัญที่สุด ในเขตเอเชีย
แปซิฟก ขาวโพดหวานมีความสําคัญอยูในประเทศ ญ่ีปุน ไตหวัน และไทย ในป 2548 ประเทศไทย
สงออกขาวโพดหวานในรูปแบบตาง ๆ สูงเปนอันดับ 4 ของโลก รองจากสหรัฐอเมรกิา ฝร่ังเศส 
และฮังการี จากปริมาณการสงออก มีมูลคารวมกวา 3,200 ลานบาท (http://www.sara-buri.info/ 
admin/pdf/03.doc) สําหรับขาวโพดเลี้ยงสตัวเนื่องจากอตุสาหกรรมการเลี้ยงสัตวขยายตัว
เพิ่มขึ้น  ทําใหมีความตองการใชขาวโพด เล้ียงสัตวเปนวตัถุดิบเพิ่มขึ้น ในชวง 5 ป (ป2543–2547) 
ไทยมีการสงออกขาวโพดเลีย้งสัตวเฉลี่ยจํานวน  0.255  ลานตัน/ป  คิดเปนมูลคา  1,735  ลาน
บาท  และมีการนําเขาเฉลี่ยจาํนวน  0.026  ลานตัน/ป  คิดเปนมูลคา  362  ลานบาท 
(http://www.cdoae.doae.go.th/) ป พ.ศ. 2549 มีการนําเขาขาวโพดเลี้ยงสัตวมูลคาประมาณ 423 ลาน
บาท และมีการสงออกขาวโพดเลี้ยงสัตว มีมูลคากวา 1,572 ลานบาทหรือประมาณ 257,520 ตัน 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
 
3.  ประวัติและความสําคัญของเชื้อ Brome mosaic virus 
 

เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) มีช่ือพอง (synonyms) อีกหลายชื่อ เชน 
Weidelgrasmosaikvirus, Ryegrass streak virus และ Trespengrasmosaikvirus มีรายงานการพบโรค
คร้ังแรกในพืชตระกูลหญา Bromus inermis เมื่อป 1942  ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา โดย McKinney 
และคณะ พบการแพรระบาดไปทั่วโลกในพืชอาศัยตางๆ และบนขาวโพดที่ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
เชื้อ BMV ถูกบันทึกวาตรวจพบใน Phleum bertolonii DC. จากประเทศอัฟริกา ยุโรป อเมริกาเหนือ 
และ อังกฤษ (Lane, 1981) อัฟริกาใต เยอรมัน ฟนแลนด และ รัสเซีย (Slykhuis, 1976) เชื้อไวรัส
ชนิดนี้สามารถถายทอดไดงายโดยวิธีการสัมผัสกันระหวางพืช หรือวธีิกล (Lane, 1974) สามารถ
ถายทอดผานทางการติดตา แตไมสามารถถายทอดผานทางเมล็ด (seed) และละอองเกสร (pollen) 
(ICTVdB management, 2002) และมีรายงานวาสามารถถายทอดทางไสเดือนฝอย คือ Xiphinema 
paraelongatum, X. coxi (Bancroft, 1970) X. diversicaudatum และ Longidorus macrosoma 
นอกจากนี้ดวงเตา Diabrotica undecimpunctata และ D. virgifera สามารถถายทอดได (Walters, 
1969) และมีพชือาศัยสวนใหญอยูในวงศ Gramineae ทําใหเกิดอาการแบบทั่วตน(systemic) ซ่ึงมี
หลายชนิดเปนพืชที่มีความสาํคัญทางเศรษฐกิจ เชน ขาวบารเลย ขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรน 
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ขาวโพดและหญาชนิดตางๆ อีกมากมาย (Lane, 1977) สวนพืชอาศัยในวงศอ่ืนๆ เชน
Amaranthaceae, Chenopodiaceae และ Leguminosae ทําใหเกิดอาการจดุแผล (local lesion)  
(ธีระ, 2532; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) นอกจากนี้ BMV บางสายพันธุ
ทําใหถ่ัวแสดงอาการแบบทั่วตนได  (De Jong and Ahlquist, 1995) 
 
 สําหรับประเทศไทย ปจจุบันยังไมสามารถยืนยนัไดวาไวรัส BMV แพรระบาดเขามาใน
ประเทศไทยเมื่อใด แตมีรายงานพบไวรัสชนิดนี้คร้ังแรกในป พ.ศ. 2524 ในออยที่จงัหวัดนครปฐม 
และกาญจนบรีุ ออยที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาวและแคระแกร็นอยางรุนแรง  (ธีระ, 2532) 
 
4.  เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) 
 
 BMV จัดอยูในวงศ Bromoviridae จีนัส Bromovirus ซ่ึงลักษณะอนภุาคเปนทรงกลม 
(isometric) เสนผาศูนยกลางอนุภาคประมาณ 26 นาโนเมตร (ICTVdB management,2002) (ภาพที่ 
1) องคประกอบทางเคมีของอนุภาคเชื้อ BMV ประกอบดวยกรดนวิคลีอิก 22 เปอรเซ็นต ของ
น้ําหนกัอนุภาคและโปรตีนหอหุม 78 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักอนภุาค จีโนมของไวรัสเปน 
multipartite กรดนิวคลีอิกชนิดไรโบนวิคลีอิก (RNA) สายเดีย่ว 3 เสน (single stranded RNAs) 
แบบ positive sense ขนาดประมาณ 8.9 กิโลเบส ทางดานปลาย 5' ของสาย RNA จะพบโครงสราง 
m7G5'ppp5 (cap) สวนดานปลาย 3'  มีโครงสราง tRNA-like structure ในการแปลรหัสเปนโปรตีน 
(translate) ของสาย RNA-1 และ RNA-2 สังเคราะหโปรตีนในแบบ polyprotein สาย RNA-3 ของ
สาย แปลรหัสเปนโปรตีนแบบ subgenomic (ICTVdB management,2002) โปรตีนหอหุมอนภุาค
ไวรัส (coat protein) มีน้ําหนกัโมเลกุล 20.0 กิโลดาลตัน (Hull, 2002) สามารถพบอนุภาคไวรัสสะ
สมอยูในเนื้อเยื่อใบ บริเวณ mesophyll, cytoplasm, perinuclear space และ chloroplast (Pailwal, 
1970) เซลลที่ถูกเชื้อ BMV เขาทําลาย จะสรางผลึกโปรตีน (crystals) ในสวนของ cytoplasm 
(Burgess et al., 1974) ทวีศักดิ์ (2528) รายงานโครงสรางทางจุลภาคของออยเปนโรคใบดางแถบ
ขาวจากประเทศไทย พบอนุภาคของไวรัสกระจายทัว่ไปใน cytoplasm และเกาะตวักันเปนผลึก  
 

เชื้อ BMV บริสุทธิ์มีคา sedimentation coefficient ที่ pH ตางกัน ที่ pH 3-6 มีคาเทากบั 87.3 
S และที่ pH7 มีคาเทากับ 78.7 S (Incardona and Kaesberg, 1964) คา buoyant density ใน cesium 
chloride (CsCl2) เทากับ 1.35 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร คา extinction coefficient ที่ 260 นาโน
เมตร เทากับ 5.15 และคาสัดสวนการดดูกลืนแสงที่ A260/A280 เทากับ 1.75 (Lane, unpublished data) 
เชื้อ BMV ในน้ําคั้นสามารถคงทนตอความรอน (thermal inactivation point,  
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TIP) ที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส  ความคงทนของอนุภาคไวรัสในสภาพอุณหภูมิหอง (longevity 
in vitro, LIV) นาน 28 วนั และคาเจือจางสงูสุดในการกอโรค (dilution end point, DEP) อยูระหวาง 
10-4 ถึง 10-5 (ICTVdB management, 2002)  

 
สายพันธุ (Strain) ของเชื้อ BMV มีหลายสายพันธุ โดยจําแนกจากคณุสมบัติการ

เกิดปฏิกิริยาบนพืชอาศัย Gibson และ Kenten (1978) ไดรายงานการตรวจพบเชื้อ BMV English 
strain (BMV-E) ใน Phleum bertolonii DC. จากประเทศอังกฤษ กอใหเกิดอาการดางเหลือง 
(chlorotic mottling) หรือ ขีด (streaking) บนธัญพืช และในขาวโพด จะมีการพัฒนาอาการเปนแผล
เซลลตายทั่วทัง้ตน (lethal systemic necrosis) และใน Chenopodium spp. กอใหเกิดอาการแผลจุด
เฉพาะแหง (local lesion) จากนั้นแพรกระจายทัว่ทั้งตน (systemic)  ซ่ึงประกอบดวย Chenopodium 
amaranticolor , C. quinoa และ C. murale ซ่ึงสอดคลองกับ Amarican strain (BMV-A) และ 
European strain ตามที่ Bancroft (1970) และ Lane (1974) ไดรายงานไว  ยกเวนใน C. murale สาย
พันธุ BMV-E กอใหเกิดจุดแผลเสนผาศูนยกลางขนาด 0.5 มิลลิเมตร ตรงขามกับ สายพันธุ BMV-A 
ในวนัตอมาจดุแผลขยายใหญขึ้นขนาดเสนผาศูนยกลาง 1-2 มิลลิเมตร และเชื่อมรวมกนัเปนแผล
ไหม (necrosis) (Gibson and Kenten, 1978) สายพันธุ M1 (BMV-M1) หรือโคลนที่ไดจากจีโนม
ของ Russian strain (BMV-R) กอใหเกดิอาการแบบทั่วตนบนขาวบารเลย หญา แตไมเกิดอาการบน
ถ่ัว ตางจากสายพันธุ M2 (BMV-M2) ไดจากรัฐ Arkansas ประเทศสหรัฐอเมริกาสามารถกอใหเกดิ
อาการแบบทั่วตนไดทั้งบนขาวบารเลย หญา และถ่ัว line TVu-612 (De Jong and Ahlquist, 1995)  

 

 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะอนภุาคของเชื้อ BMV ขนาดเสนผาศูนยกลาง 26 นาโนเมตรภายใตกลอง          

 จุลทรรศนอิเล็กตรอน. Bar represent 100 nm  
ท่ีมา: ICTVdB management (2002)  
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5.  โครงสรางจีโนมของเชื้อ  Brome mosaic virus 
  
 เชื้อ BMV จัดอยูในจีนัส Bromovirus จีโนมของไวรัสชนิดนี้เปนแบบ multipartite กรด
นิวคลีอิกชนดิไรโบนิวคลีอิก (RNA) สายเดี่ยว 3 เสน (single stranded RNAs) แบบ positive sense 
โดยอารเอ็นเอแตละชนดิถูกบรรจุแยกอนภุาค ซ่ึงประกอบดวย อนุภาคของไวรัสบรรจุ RNA-1 (B), 
RNA-2 (M) และ RNA-3 (T) โดยอารเอ็นเอทั้ง 3 ช้ินทางดานปลาย 5' ของสาย RNA จะพบ
โครงสราง m7G5'ppp5 (cap) สวนดานปลาย 3'  มีโครงสราง tRNA-like structure  (ภาพที่ 2) 
 
 RNA-1 มีจีโนมเปนแบบ monocistronic มีขนาดความยาว 3,200 นิวคลีโอไทด  แปลรหัส
ใหโปรตีน 1a ขนาด 109 กิโลดาลตัน  ประกอบดวย methyl transferase ทําหนาที่เชื่อม (caping) 
บริเวณปลาย 5' RNA ของไวรัส และ เอนไซม helicase ซ่ึงเกี่ยวของกับการเพิ่มปริมาณกรด
นิวคลีอิกของไวรัส สําหรับ RNA-2 มีจีโนมเปนแบบ monocistronic มีขนาดความยาว 2,800 นิวคลี
โอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 2a ขนาด 94 กิโลดาลตัน ไดแก เอนไซม RNA-dependent RNA 
polymerases ซ่ึงมีหนาที่เกีย่วของกับการสงัเคราะหกรดนิวคลีอิกของไวรัส  และRNA-3 มีจีโนม
เปนแบบ dicistronic มีขนาดความยาว 2,100 นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 3a ไดแก cell-to-
cell movement protein  และ  coat protein ซ่ึงเกี่ยวของกบัการเคลื่อนยายอนุภาคไวรสัจากเซลลหนึ่ง
ไปยังอีกเซลลหนึ่งในการเขาทําลาย  สวน coat protein จะไมแปลรหัสจากจีโนม RNA-3 แตจะ
สังเคราะห subgenomic  mRNA หรือ RNA-4  ขึ้นมาใหมในการแปลรหัส (Amine and Ahlquist, 
2003) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางจีโนมของเชื้อไวรัส BMV (linear single strand, positive-sense RNAs, RNA-1,  

  RNA-2 และ RNA-3 and subgenomic RNA) แสดงสวนของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีน   
  ชนิด ตางๆจากปลาย   5'         3'  

ท่ีมา: Amine และ Ahlquist (2003) 
 
6.  พืชอาศัยและลักษณะอาการของโรคที่เกิดจากเชื้อ Brome mosaic virus 
 

BMV มีพืชอาศัยสวนใหญอยูในวงศ Graminae ซ่ึงมีหลายชนิดที่เปนพชืสําคัญทาง
เศรษฐกิจ เชน ออย (Saccharum officinarum) ขาวโพด (Zea mays) ขาวฟาง (Sorghum bicolor) และ
หญาอีกหลายชนิด ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบแพรกระจายทั่วตน (systemic) สวนพืชอาศัยในวงศ 
Amaranthaceae (Gomphrena globosa), Chenopodiaceae (Chenopodium amaranticolor, C. 
murale, C. quinoa) ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบเฉพาะแหง (local lesion) (ธีระ, 2532; Plant virus 
online, 1977; ICTVdB management, 2002) หรือแพรกระจายทัว่ตน (Gibson and Kenten, 1978)  
และ Leguminosae ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบเฉพาะแหง (ธีระ, 2532) หรือแบบแพรกระจายทั่วทั้ง
ตน(systemic) (De Jong and Ahlquist, 1995)  

 

Genomic RNA-2 (2800 nt)

5′CAP tRNAtyr3′ 

ORF 2 (94K)

2a

5′CAP

Genomic RNA-1 (3200 nt) 
Methyltranferase Helicase  

tRNAtyr3′ 

ORF 1 (109K)

1a 

Subgenomic RNA (800 nt)

5′CAP tRNAtyr3′ CP 

Genomic RNA-3 (2100 nt)

ORF 3 (32K) ORF 4 (20K)
5′CAP tRNAtyr3′CP3a 
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บานไมรูโรย (Gomphrena globosa) ปลูกเชื้อเมื่อพืชอายุไดประมาณ 45 วัน ใบที่ปลูกเชื้อ
จะแสดงอาการแผลแหงตาย รูปรางแผลไมแนนอน (necrotic lesion) หลังจากปลูกเชือ้ประมาณ 10-
14 วัน จากนั้นใบออนที่เจรญิออกมา จะแสดงอาการแผลแหงตายซึ่งแสดงถึงไวรัสแพรกระจายไป
ทั่วลําตนพืช (systemic infection) (ธีระ, 2532) 

 
Chenopodium amaranticolor ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) 

(Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทัว่
ทั้งตน (Gibson and Kenten, 1978) และอาการจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
โดยเริ่มแสดงอาการเปนจุดฉ่ําน้ําหลังปลูกเชื้อประมาณ 4-7 วัน ไมปรากฏอาการบนใบออน หรือใบ
ที่ไมปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532)  

 
C. murale ใบที่ปลูกเชื้อจะแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus 

online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทั่วทั้งตน 
(Gibson and Kenten, 1978) และแสดงอาการจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
ประมาณ 7-10 วัน หลังจากปลูกเชื้อโดยจะเริ่มเปนจุดเหลืองซีด ใบออนที่เจริญใหมและไมไดปลูก
เชื้อแสดงอาการเปนแผลไหมสีน้ําตาล (systemic necrosis) (ธีระ, 2532)  

 
C. quinoa ใบที่ปลูกเชื้อจะแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus 

online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทั่วทั้งตน 
(Gibson and Kenten, 1978)  และอาการจดุแผลเฉพาะแหงสีเหลือง (chlorotic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 
วัน (ธีระ, 2532)  

 
ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus calearatus) ใบทีป่ลูกเชื้อแสดงอาการจุดแผลเฉพาะแหง (local 

necrotic lesion) 7-10 วัน หลังปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532) 
 
ขาวโอต (Avena sativa) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน                 

(ธีระ, 2532) 
 
ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน (ธีระ, 2532) 
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ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) แสดงอาการใบดางไมรุนแรง (mild mosaic) หลังปลูกเชื้อ 
(Plant virus online, 1977) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน                             
(ธีระ, 2532) 

 
ขาวฟาง (Sorghum bicolor)  ขาวฟางเมล็ด (grain sorghum) และขาวฟางหวาน (sweet 

sorghum) แสดงอาการคลายกัน โดยเริ่มแรก 5-7 วันหลังปลูกเชื้อ ใบออนที่แตกใหมแสดงอาการ
เปนจุดดางเล็กๆ ในวันตอมาจุดจะขยายใหญขึ้น และจะขยายมาชนกัน ใบใหมทีเ่จริญตามมาแสดง
อาการดางรุนแรงมากขึ้น โดยเฉพาะบริเวณปลายใบจะขาวซีด ซ่ึงมักจะแหงตาย ใบอื่นๆที่เจริญ
ตามมาภายหลังจะแสดงอาการดางตลอดทั้งใบ อาการดางจะรุนแรงมากนอยข้ึนอยูกบัพันธุขาวฟาง 
โดยขาวฟางหวานจะรุนแรงมากที่สุด (ธีระ, 2532) 

 
ขาวโพด (Zea mays) ขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV เมื่อขาวโพดอายุประมาณ 7 วัน 

ปรากฏวาขาวโพดขาวเหนียว (waxy corn) และ ขาวโพดหวาน (sweet corn) เปนโรคประมาณ 90-
100 เปอรเซ็นต โดยจะเริ่มแสดงอาการเปนจุดสีขาวซีดหลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน จุดจะขยายใหญขึ้น ใบ
ตอมาจะแสดงอาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย ขาวโพดที่
เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง (mosaic) อยางรุนแรง ใน
ขาวโพดเลี้ยงสัตว (flint corn) พันธุสุวรรณ 1 และสวุรรณ 2 พืชจะแสดงอาการชากวาโดยจะเริ่ม
แสดง อาการประมาณ 9-10 วัน หลังปลูกเชื้อ เปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวาขาวโพดหวานและ
ขาวโพดขาวเหนียว โดยจะเปนโรคประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต ตนที่เปนโรคมักจะตายโดยแสดง
อาการดางเหมอืนกับขาวโพดขาวเหนียว และขาวโพดหวาน (ธีระ, 2532) มีรายงานในขาวโพด
หวานบางพันธุหลังปลูกเชื้อ 5 วัน แสดงอาการเปนขีด (streaks) จากนัน้จะไหม (necrosis) และตาย
หลังปลูกเชื้อ 10 วัน (Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) และแสดงอาการเซลล
ตายแพรกระจายทั่วทั้งตน (lethal systemic necrosis) (Gibson and Kenten, 1978) 

 
ออย (Saccharum officinarum)  แสดงอาการใบดางเปนแถบสีเหลืองซีด หรือขาว ขนาด

ใหญยาวไปตามความยาวของใบ (ธีระ, 2532) 
 
หญาขนเล็ก (Brachiaria sp.) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังจากปลูกเชื้อ    

10-15 วัน เปนพืชที่พบวาเปนโรคไดทั่วไปในธรรมชาติ (ธีระ, 2532) 
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หญานกสีชมพู (Echinochloa colonum) แสดงอาการใบดางเปนแถบสีขาวขนาดใหญ หลัง
ปลูกเชื้อประมาณ 7-10 วัน เปนพืชที่พบโรคไดในธรรมชาติ (ธีระ, 2532) 

 
หญาโขยง (Rottboellia exaltata) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ     

14-17 วัน (ธีระ, 2532) 
 
หญาซูดาน (Sorghum sudanense) พืชจะแสดงอาการใบดางคลายกับ S. bicolor แตรุนแรง

นอยกวา โดยเริ่มแสดงอาการหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน (ธีระ, 2532) 
 
ตะไคร (Cymbopogon citratus) เปนพืชที่พบโรคในธรรมชาติ แสดงอาการใบดางเปนแถบ

สีขาวคลายอาการที่เกิดขึ้นกบัออย (ธีระ, 2532) 
 
7.  เทคนิคในการตรวจวินิจฉยัเชื้อ BMV 
 

การตรวจวินิจฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส BMV โดยใชเทคนิคเบื้องตนในการวนิิจฉัยโรคพืช
ที่เกิดจากไวรัส การตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy)  พบอนุภาคไวรัส
มีลักษณะทรงกลม (isometric) ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 26 นาโนเมตร (Anderegg  et  al., 
1963; ICTVdB management, 2002)  และตรงกลางอนุภาคมีชองวางขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 นาโน
เมตร (Anderegg et  al., 1963) และทวีศักดิ ์(2528) รายงานพบลักษณะอนุภาคไวรัสแบบทรงกลม 
เสนผาศูนยกลางประมาณ 27 นาโนเมตร และอนุภาคมีชองวาง (hollow) ตรงกลาง ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 นาโนเมตร จากออยที่เปนโรคใบดางแถบขาวในประเทศไทย นอกจากนี้มี
รายงานพบเชือ้ BMV-E (English strain) แยกไดจาก Phleum bertolonii พบลักษณะอนุภาคไวรัส
ทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 25 นาโนเมตร (Gibson and Kenten, 1978) การปลูกเชื้อลงในพืช
ทดสอบ (bioassay) อาจทําไดโดยวิธีกล (mechanical inoculation) ในกลุมพืชใบเลี้ยงคู เชน 
บานไมรูโรย (Gomphrena globosa), ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus calearatus) Chenopodium 
amaranticolor และ C. quinoa เปนพืชทดสอบแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) และ C. 
murale ใบออนแสดงอาการแผลไหมสีน้ําตาล (ธีระ, 2532) นอกจากนีม้ีรายงานวา Chenopodium 
spp. แสดงอาการแผลจุดจากนั้นจะแพรกระจายไปทั่วตน (Gibson and Kenten, 1978) และในกลุม
พืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน ออย ขาวโพด ขาวโอต ขาวไรน ขาวฟาง ขาวบารเลย และหญาอีกหลายชนดิ 
ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบแพรกระจาย (systemic) (ธีระ, 2532; Gibson and Kenten, 1978; ICTVdB 
management, 2002; Plant virus online, 1977) เทคนิคทางซีรัมวิทยาเปนการใชคณุสมบัติโปรตีน 
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ของไวรัส มีการศึกษาพบวาเชื้อไวรัสชนิดนี้มีความสัมพนัธกับ Cowpea chlorotic mottle virus 
(Scott and Slack, 1971) มีรายงานการศกึษาความสัมพันธของ สายพันธุ BMV-E กับ BMV-A ดวย
วิธี gel diffusion (Gibson and Kenten, 1978)  ตรวจพบเชือ้ไวรัส BMV จากพืชอาศยัในธรรมชาติ 
ดวยเทคนิค ELISA (enzyme-linked immonusorbent assay) (Edwards  et  al., 1983) และเทคนิค 
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนเทคนคิที่ใชเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
ตองการในการศึกษา Ahlquist และคณะ (1981) รายงานลําดับนิวคลีโอไทดทั้งจีโนมของ RNA-3 
ของเชื้อ BMV  และมีรายงานลําดับนิวคลีโอไทด mRNAs ของโปรตีนหอหุมอนภุาค ของเชื้อ 
Brome mosaic virus (BMV) และ Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) (Dasgupta and 
Kaesberg, 1981) นอกจากนีม้ีรายงานวาเชือ้ BMV-ATCC66 strain จากประเทศญี่ปุน เกิดการขาด
หายไปของลําดับนิว คลีโอไทด AA เบสที่ 3 กับ 4 จากทางดานหนา ของตําแหนง start codon ของ
ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคซึ่งทําใหสายพนัธุนี้มีโปรตีนหอหุมอนุภาค 2 ชนิด ตรงกันขามกับ สาย
พันธุ Russain strain (BMV-R) (Mise et  al., 1992)  
 

นอกจากนี้มีการศึกษาโดยนาํ RNA-1 และ RNA-2 ที่ไดจาก Brome mosaic virus และ 
RNA-3 ที่ไดจาก Cowpea chlorotic mottle virus ซ่ึงเปนลูกผสมที่สามารถอยูรอดไดนัน้ แตมีการ
เพิ่มปริมาณอยางชาๆ และมีพืชอาศัยแคบลง (Bancroft, 1972) ซ่ึงแสดงใหเห็นความสัมพันธของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดนี้ สวนคุณสมบัติทีม่ีความคลายคลึงทางกายภาพ และองคประกอบอะมิโน
แอซิดของโปรตีนหอหุมอนภุาค พบวา Brome mosaic virus มีความสัมพันธกับ Broad bean mottle 
viruses  
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การสํารวจและเก็บตัวอยางเชื้อ Brome mosaic virus 

 
สํารวจและเกบ็ขาวโพดที่มลัีกษณะอาการใบดางแบบตางๆ จากแหลงปลูกขาวโพดจํานวน 

20 จังหวดั ไดแก จังหวดันครราชสีมา นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี สระบุรี ลพบุรี กําแพงเพชร 
เชียงใหม เชียงราย สุโขทัย พิษณุโลก เพชรบูรณ สระแกว ศรีสะเกษ ขอนแกน หนองคาย เลย 
นครสวรรค ตาก และ สุพรรณบุรี  โดยการสํารวจ ในพืน้ที่ประมาณ 2 ไร ทําการสํารวจทุกแถวปลกู 
ในกรณีที่พื้นที่สํารวจมีพื้นที่มากกวา 2 ไรขึ้นไป จะทําการสุมสํารวจโดยสํารวจแถวเวนแถว  

 
จากนั้นนําตวัอยางที่แสดงอาการดังกลาวมาตรวจวนิิจฉยัทางซีรัมวิทยาตอเชื้อ BMV ดวย

วิธี Indirect ELISA ตามขั้นตอนวิธีการของ รัชนี (2545) โดยใช polyclonal antibody ตอเชื้อ BMV 
ที่กอใหเกิดโรคในออย (BMV-SC) ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร 
กําแพงแสน มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร ทําการบดตัวอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการโรคดวย 
carbonate coating buffer, pH 9.6 อัตราสวน 1:10 (น้ําหนักตอปริมาตร) หยดน้ําคั้นพืชที่ไดลงใน
หลุมของ ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชื้นเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย  washing buffer (phosphate buffer salineที่ผสม 0.05% tween 20, PBST) 
หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนัน้เตมิ blocking solution (PBS ที่ผสม 1% 
bovine serum albumin หรือ 2% skim milk) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ใน
กลองใหความชื้นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ลางดวย  PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 
5 นาที เติม primary antibody ไดแก anti-BMV PAb ที่เจอืจางใน blocking solution อัตราสวน 
1:1,000 ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชืน้เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย  PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม goat anti-rabbit 
conjugate (GAR) ที่เจือจางใน PBS อัตราสวน 1:10,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศา
เซลเซียส ในกลองเก็บความชื้นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง 
คร้ังละ 5 นาที จากนั้นเติม substrate buffer ที่มี p–nitrophenyl phosphate 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชืน้เปนเวลา 30-60 นาที หรือจน
เห็นปฏิกิริยาสเีหลืองเกิดขึ้นชัดเจนแลวหยดุปฏิกิริยา โดยเติม 3N NaOH หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นอานคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA reader (Labsystem รุน Multiscan EX) ที่ความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร และนําตัวอยางทีใ่หผลเปนบวกมาทาํการแยกเชื้อตอไป 
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2.  การแยกเชื้อ และการเพิ่มปริมาณเชื้อ BMV 
 

 การแยกเชื้อโดยนําตวัอยางขาวโพดที่ใหผลการตรวจทางซีรัมวิทยาเปนบวก มาปลกูเชื้อ
ไวรัสดวยวิธีกลลงบนพืชทดสอบ Chenopodium amaranticolor ที่มีอายุ 1 เดือนหลังเพาะเมล็ด ซ่ึง
เปนพืชอาศัยทีแ่สดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง โดยบดใบขาวโพดในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M 
potassium phosphate buffer, pH 7.2 ในอัตราสวน 1: 4 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในโกรงที่นึ่งฆาเชื้อ
และแชเย็น เตมิผงคารบอรันดัมในน้ําคั้น ผสมใหเขากนั  แลวทาน้ําคั้นที่ไดลงบนใบพืชใหทัว่ทั้งใบ 
ทิ้งไว 5 นาที ลางใบ เมื่อพืชแสดงอาการ แยกจดุแผลแตละจุดนํามาบดในบัฟเฟอรแลวนํากลับไป
ปลูกเชื้อบนขาวโพดหวาน ทีม่ีใบจริง 3-4 ใบ หรือ อายุ 7-10 วัน หลังจากเพาะเมล็ด โดยพืชชนดินี้
จะแสดงอาการแพรกระจาย (systemic) เมือ่พืชแสดงอาการหรือหลังทําการปลูกเชือ้ 7 วัน ตรวจ
ยืนยนัผลดวยวิธี indirect ELISA อีกครั้ง และเก็บเชื้อไวในขาวโพดในสภาพโรงเรือนกันแมลง เพือ่
ไวใชทดลองตอไป 
 
3.  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 

3.1  วิธีการเตรยีมไวรัสบริสุทธิ์ 
 
       ปลูกเชื้อ BMV จากใบ C. amaranticolor ที่แสดงอาการแผลจุดลงบนขาวโพดหวาน

ดวยวิธีกล หลังจากขาวโพดหวานแสดงอาการใบดางทัว่ทั้งตนประมาณ 2 สัปดาห จงึนําไปแยก
ไวรัสบริสุทธิ์โดยดัดแปลงตามวิธีการของ Plant virus online (1977) และ Bujarski (1998) นําใบ
ขาวโพดที่แสดงอาการดาง มาลางใหสะอาด ผ่ึงใหแหง ตัดเปนชิ้นขนาด 2 ตารางเซนตเิมตร นํามา
บดใน blender ที่แชเยน็ไวแลว โดยใช 0.5 M Sodium acetate buffer pH 4.5 (ปรับ pH ดวย acetic 
acid) ที่ผสม 0.2 % 2-mercaptoethanol ในอัตราสวน 1: 2 (น้ําหนักตอปริมาตร) บดใหละเอียด แลว
กรองผานผาขาวบางนึ่งฆาเชือ้ 4 ช้ัน วัดปรมิาตรน้ําคั้นทีไ่ด แลวเติม chloroform ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตรตอน้ําหนักพืช 1 กรัม นํามากวนที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวีย่งดวย
ความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อให chloroform แยกชั้น นําสวนน้ําใส
ดานบนที่ไดมากรองผานกระดาษ miracloth 3 ช้ัน วัดปรมิาตรน้ําใสที่ได แลวเติม 6% polyethylene 
glycol M.Wt 6000 (น้ําหนักตอปริมาตร) นํามากวนที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําไปปน
เหวีย่งตกตะกอนดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลายตะกอนทีไ่ดใน 
storage buffer pH 5.0 (50 mM sodium acetate, 1 mM Na2EDTA, 1 mM magnesium chloride, 
0.1M acetic acid, pH 5.0) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอน้ําหนักพืช 1 กรัม เติม chloroform ปริมาตร 0.4  
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มิลลิลิตรของปริมาตรสารละลายไวรัสที่ได นํามากวนที ่4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลว
นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําน้ําสวนใสดานบนที่
ไดมาวดัปริมาตร แลวเติม 6% polyethylene glycol M.Wt 6000 (น้ําหนกัตอปริมาตร) และ 5 M 
NaCl ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรสารละลายไวรัสที่ได นํามากวนที ่4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที แลวนาํไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลาย
ตะกอนทีไ่ดใน storage buffer pH 5.0 ปริมาตร 1/50 เทาของปริมาตรน้ําคั้นเริ่มตน จากนั้นนํา
สารละลายไวรัสที่ไดไป dialysis ใน storage buffer pH 5.0  เปนเวลาอยางนอย 16 ช่ัวโมง โดยทํา
การเปลี่ยนบัฟเฟอรจํานวน 3 คร้ัง นําสารแขวนลอยไวรัสที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร คํานวณความเขมขนของไวรัสและ
ความบริสุทธิ์ของเชื้อที่ไดจากคาสัดสวนการดูดกลืนแสง ดังนี้ 

 
ความเขมขนของไวรัส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = A260/E0.1%

260 
[ คา E0.1%

260 ของเชื้อ BMV มีคาเทากับ 5.15 ( Bockstahler and Kaesberg, 1962) ] 
คาสัดสวนดูดกลืนแสง = A260/A280 

[ ความบริสุทธิ์ของเชื้อ BMV มีคาเทากับ 1.75 (Lane, unpublished data)] 
 

3.2  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ Purified BMV โดยวิธี Sodium dodecyl  
       sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
       โดยนําไวรัส บริสุทธิ์เจือจางดวย PBS อัตราสวน 1:10 ปริมาตร ผสมกับ 2x loading 

dye (0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue, 16% glycerol และ 5% 2-
mercaptoethanol) ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากนั ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทันที 
แยกขนาดของโปรตีนดวย sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel โดยใช 6% stacking gel 
และ 12% separating gel ดวยเครื่อง Mini PROTEIN BIO RAD เติมตวัอยาง 10 ไมโครลิตรตอหลุม 
โดยมี molecular weight marker ใชเปนตวัเปรียบเทียบ ยอมสีเจลดวย 0.2% coomassie brilliant 
blue R-250 ลางเจลดวย destaining solution จนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน จึงหยดุปฏิกิริยาดวยการแช
เจลในน้ํา   (Sambrooke and Russell, 2001) 
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4.   ไพรเมอร (primers) 
 
 ออกแบบไพรเมอรจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค จากขอมูล
ของลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ BMV จากฐานขอมูล GenBank เปรียบเทียบความเหมอืนและความ
แตกตางกันของลําดับนิวคลีโอไทดจากโปรแกรม Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/clustal W) 
จากนั้นทาํการออกแบบไพรเมอร โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหหาลําดับเบสและ
ตําแหนงของ  นิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Oligonucleotide properties ไพรเมอรที่ใชสังเคราะหยนี
โปรตีนหอหุมอนุภาค ไดแก FCP forward 5’ ATG TCG ACT TCA GGA ACT GGT AAG ATG 
3’ และ RCP2 reverse 5’ GTG TCC TAC CTG GAC AGG GTC 3’ (ภาพที่ 3) 
 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 3  ภาพจําลองแสดงตาํแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัส (CP gene) ของเชื้อ BMV  

รวมทั้งการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรครอบคลุมยีนโดยมีคูไพรเมอร FCP กับ RCP2   
ซ่ึงจะใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 (ตามตําแหนงลูกศร) 

 
5.  การแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคไวรัสและสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV 
 
 แยกอารเอน็เอจากอนภุาคไวรัส BMV ดัดแปลงตามวิธีการของ Bujarski (1998) โดยนาํ
สารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร) ใส
หลอดไมโครทิวป เติม 10% SDS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร แลวเติม 10X RNA extraction (0.5M 
glycine, 0.5M sodium chloride, 0.1M EDTA, pH 9.0) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติม phenol 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง นาน 8 นาที ดดูของเหลวใสสวนบนใสหลอดไมโครทิวปใหมเติม phenol ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร และเติม chloroform ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปน
ตกตะกอนดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง นาน 8 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนใส
หลอดไมโครทิวปใหมเติม chloroform ปริมาตร 250 ไมโครลิตร นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนใสหลอดไมโครทิวปใหม  

tRNAtyr 
5' 3'3aa cp

m7G 
FCP RCP2 ~651 bp

Genomic RNA-3 
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แลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลาย พลิกหลอดไปมา 5-6 คร้ัง บมบนน้ําแข็ง 
30 นาที จากนัน้นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน     
15 นาที เก็บตะกอนและลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทสวนน้าํใสทิ้งและลางตะกอนอกี
คร้ัง เทสวนน้ําใสทิ้งและซับปากหลอดใหแหง ตากตะกอนทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาที 
ละลายตะกอนอารเอ็นเอที่ไดดวย DEPC-treated water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
 

ตรวจสอบขนาดของแถบอารเอ็นเอของไวรัสดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรีซีส โดยใช 1% SDS  
(60 OC) ลางแท็งค เปนเวลา 15 วินาที จากนั้นลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง ตรวจสอบขนาดของแถบ
อารเอ็นเอบน 1% อะกาโรส เจล ใน 0.5X TBE buffer (44.5 mM Tris base, 44.5 mM boric acid, 1 
mM EDTA, pH 8.0) ดวยกระแสไฟฟาที่มคีวามตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนํา
เจลมายอมดวย ethidium  bromide solution (0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นาน 5 นาที แลวลางดวย
น้ําเปลากอนนาํไปตรวจแถบอารเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene®) และบันทึกภาพ 
(Bujarski, 1998) แลวเก็บสารละลายอารเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนอารเอ็นเอตนแบบ
สําหรับปฏิกิริยา RT-PCR ในขั้นตอนตอไป  
 

สังเคราะห Complementary DNA (cDNA) ของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV 
จากอารเอ็นเอที่สกัดไดของอนุภาคไวรัส ดวยวิธี  Reverse transcription (RT) ปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตร โดยใช อารเอน็เอที่แยกไดปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมไพรเมอร RCP2  (เขมขน 100     
พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร เพื่อสังเคราะหเสนลบทางดานปลาย 3’ ของยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาค แลวเตมิDEPC-treated water ปริมาตร 9.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเขา
เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler, MJ Research PTC-100) โดยตั้งโปรแกรมการทํางานดังนี้ 
95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนํามาแชน้ําแข็งทนัทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 5X RT buffer 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และDEPC-treated water ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเขาเครื่องควบคมุอุณหภมูิที่ 37 อาศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวเตมิ
เอนไซม reverse transcriptase (เขมขน 200 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําเขา
เครื่องควบคุมอุณหภูมิที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที และ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
 การเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV จาก cDNA จากปฏิกิริยา RT ดวย
วิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เปนตนแบบ (template) 
ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 25mM  
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MgCl2 ปริมาตร 1.28 ไมโครลิตร ไพรเมอร FCP และ RCP2 (เขมขน 100 พิโคโมลตอไมโครลิตร) 
ปริมาตรละ 0.16 ไมโครลิตร 10mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ปริมาตร 
0.25 ไมโครลิตร (เขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร) และDEPC-treated water ปริมาตร 14.15 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปใสเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยตั้งโปรแกรมการทํางานดังนี้ 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 1 รอบ ตามดวยปฏิกิริยาเพื่อใหมีการสังเคราะหดเีอ็นเอเพิม่
ปริมาณมากขึน้ในแตละรอบดังนี้ ขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อแยกสายดี
เอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดีย่ว (denaturing) ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
เพื่อใหไพรเมอรจับคูกับดีเอน็เอตนแบบ (annealing) และขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที 30 วินาที เพื่อสังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร (extension) จํานวน 35 รอบ และปฏิกิริยา
ขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้น
สมบูรณ นํามาตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล ใน 
0.5X TBE buffer  ดวยกระแสไฟฟาที่มีความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนําเจลมา
ยอมดวย ethidium  bromide solution (0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นาน 10 นาที แลวลางดวยน้ําเปลา
กอนนําไปตรวจแถบอารเอน็เอดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene®) และบนัทึกภาพ แลวเก็บ
สารละลาย 
 
6.  การโคลนยนีโปรตนีหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV 
 

6.1  การเตรียมดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์สําหรับเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ 
 
       การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV จากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา 

RT-PCR มาทําใหดีเอน็เอบรสุิทธิ์ตามวิธี Wizard®  SV Gel (Promega) สําหรับเชื่อมตอกับพลาสมิด
พาหะ (vector) โดยแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1% อะกา
โรส เจล ใน 0.5 X TBE buffer ทําการแยกดีเอ็นเอเปาหมายออกจากเจล โดยตัดเจลบริเวณที่มแีถบดี
เอ็นเอขนาดทีต่องการ ช่ังน้ําหนักเจลที่ตัดใสหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม membrane 
binding solution ปริมาตร 1 เทาของน้ําหนกัเจล นําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทัง่เจลละลายสมบูรณ จากนัน้ดูดสารละลายทั้งหมดใส
หลอดลงในหลอด minicolumn assembly ซ่ึงประกอบดวย SV column วางบน collection tube แลว
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 นาที จากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมหิองที่ความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสที่ไหลผาน minicolumn  ซ่ึงอยูใน collection tube ทิ้งไป 
และนํากลับมาประกอบกันอกีครั้ง เติม membrane wash solution ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน  



 
20 

minicolumn assembly  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทีไ่หลผาน minicolumn  ซ่ึงอยูใน collection tube ทิ้งไปและนํากลับมา
ประกอบกันอกีครั้ง เติม membrane wash solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน minicolumn 
assembly  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที 
จากนั้นยาย SV minicolumn มาวางบนหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เพื่อใหเอทธานอลที่หลงเหลืออยูระเหยหมด เติม DEPC-treated 
water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล 
แลวเก็บสารละลายดีเอน็เอทีไ่ดใน -20 องศาเซลเซียส เพื่อไวใชงานตอไป  

 
ทําการเชื่อมตอแถบดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์เขาสูพาหะ pGEM®-T Easy (Promega coporation, 

Wisconsim, USA) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตในคูมือ ดังนี ้2X T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร pGEM®-T easy vector (50 นาโนกรัม) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผลผลิตดีเอ็นเอจาก
ปฏิกิริยา RT-PCR  (เขมขน 30 นาโนกรัม/ ไมโครลิตร) ปริมาตร 1ไมโครลิตร T4 DNA ligase 
(เขมขน 3 ยูนติตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อใหครบปริมาตร
รวม 10 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําหลอดปฏิกิริยาบมไว
ที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 16 ช่ัวโมง 

 
6.2  การนําพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 
       การบรรจุพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) เขาสูเซลลแบคทีเรีย 

Escherichia coli  สายพันธุ DH5α โดยวิธี  heat  shock  transformation (Sambrook and Russell, 
2001)  นําสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมปริมาตร 10ไมโครลิตร ใสลงไปในหลอดไมโคร
ทิวป ที่มีเซลลแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ DH 5α (competent cell) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัโดยการพลิกหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปแชน้ําแข็ง เปนเวลา 30 นาที จุมน้ําอุนที่อุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 วินาที  แลวนํากลับมาแชในน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที  จากนั้น
เติมอาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่อุณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที  เมื่อครบเวลาทําการตกตะกอนเซลลโดยการหมนุ
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  เพื่อตกตะกอนเซลลทิ้งอาหารเหลว แลว
เติมอาหาร LB ใหมปริมาตร  100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดแีลวนําสารละลายมาเกลี่ยบนอาหาร    
LB agar ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลว 
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เติมสารประกอบ X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactosides) ความเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรใน dimethylformamide ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ IPTG (isopropyl thio-β-D-
galactosides) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  แลวนําไปบมไวที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 

6.3  การคัดเลือกโคโลนีของเซลลแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดีเอน็เอสายผสม  
 
       คัดเลือกโคโลนีของเซลลแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมโดย

คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่ไดรับพลาสมิดดีเอน็เอสายผสม และโคโลนีสีฟาที่เปนเซลลแบคทีเรียไมมพี
ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเพื่อใชเปรียบเทยีบขนาด โดยใชไมจิ้มฟนปลายแหลมที่อบฆาเชื้อแลวแตะ
โคโลนี แลวนาํมาเลี้ยงบนอาหาร LB agar ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อใชเปน master plate  
 

6.4  การคัดเลือกเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
 
       การแยกสกัดพลาสมิดออกจากเซลล E. coli  ดวยวิธี alkaline lysis (Sambrook and 

Russell, 2001) โดยการใชไมจิ้มฟนปลายแหลมฆาเชื้อแตะโคโลนีจาก master plate ใสหลอดไม
โครทิวปที่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที 
นาน 2 นาที เทอาหารเหลวทิ้ง แลวละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย solution I (50mM glucose, 
25mM Tris-HCl pH8.0, 10mM EDTA pH8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย Vortex 
mixture จากนัน้เติม solution II (0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่เตรียมใหมกอน
ใชงาน ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลง แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที แลวเติมสารละลาย solution III (3M CH3COOK, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 
150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวย vortex mixture แลวแชบนน้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที จากนั้น
นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนแยกเซลลและดีเอน็เอขนาดใหญที่เสียสภาพออกจากสารละลาย 
พลาสมิดดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลาย ผสมใหเขากัน
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนัน้นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ
ตกตะกอนพลาสมิด ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสารละลายใสทิ้ง ตาก 
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ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว
เติมสวนผสมของ PCI mixture (Phenol :Chloroform :Isopropanol; 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 ผสม
ใหเขากนัดวย Vortex mixture แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี
จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งเพือ่ลางตะกอนดวย 70% ethnol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดวยความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เท 70% ethnol ทิ้ง แลวตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง  
เปนเวลา 10-15 นาที ละลายตะกอนดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไป
ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสมที่แยกได ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล 

 
6.5  การตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 

 
        การตรวจสอบพลาสมิดสายผสม ดวยวิธีการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ดวย
ปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย พลาสมิด 1 ไมโครลิตร เอนไซม EcoRI 1 
ไมโครลิตร 10X EcoRI 1 ไมโครลิตร เติมน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นานขามคืน และตรวจสอบขนาดชิ้นสวนของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซมและทิศทางของ DNA insert 
ดวยวิธี PCR โดยใชพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเปนตนแบบในปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ซ่ึง
ประกอบดวย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 25mM MgCl2 ปริมาตร 1.28 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร FCP และ RCP2 (เขมขน 100 พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตรละ 0.16 ไมโครลิตร 
10mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร(2 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร) และDEPC-treated water ปริมาตร 14.15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําไปใส
เครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยตัง้โปรแกรมการทํางานดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 1 
รอบ ตามดวยปฏิกิริยาเพื่อใหมีการสังเคราะหดเีอ็นเอเพิม่ปริมาณมากขึ้นในแตละรอบดังนี้ ขั้นที่ 1 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดีย่ว (denaturing) 
ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อใหไพรเมอรจับคูกบัดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) และขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 30 วินาที เพื่อสังเคราะหดีเอน็เอ
ตอจากไพรเมอร (extension) จํานวน 35 รอบ และปฏิกิริยาขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้นสมบูรณ นาํมาตรวจสอบขนาดของแถบดี
เอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล  
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7.  การวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV  
 

นําแบคทีเรียทีม่ีพลาสมิดดีเอน็เอสายผสมที่ตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ตองการมาเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง จากนัน้นําเซลลที่ไดไปทําการแยกสกัดพลาสมิดสายผสมออก ตามวิธีการของ QIAGEN 
Miniprep plasmid purification และทําการตรวจสอบดีอ็นเอสายผสมที่ไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส 
บน 1% อะกาโรส เจล และสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่หองปฏิบัติการดีเอน็เอเทคโนโลย ี
 (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต)ิ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม ดวยวิธี dideoxy-chain termination  และจัดการขอมูลของลําดับนิวคลี
โอไทดที่ไดดวย  Computer analysis ไดแก  
 

(1)  ตดัชิน้ดีเอน็เอพาหะออกจากดีเอน็เอเปาหมาย ดวยโปรแกรม Vec screen  
(http://www.ncbi.nlm..nih.gov/)  

 
(2)  ตรวจสอบตําแหนงของขอมูลดีเอ็นเอเปาหมายกับขอมูลที่มีรายงานในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/) เพื่อเปรยีบเทียบหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ มีความใกลเคียงมากที่สุด ในการจดัจําแนกชนดิของไวรัส  

 
(3)  วเิคราะหขอมูลดีเอ็นเอของไวรัสโดยตรงดวยโปรแกรม DNA star  
 
(4)  แปลรหัสเปนโปรตีนจากขอมูลดีเอ็นเอเปาหมายดวยโปรแกรม DNA star เลือกใช                        

translate DNA  
 

(5)  เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน ดวยโปรแกรม Sequence Analysis 
เลือกใช Clustal W (http://www.ebi.ac.uk)  

 
(6)  แสดงความสัมพันธของดีเอ็นเอเปาหมายกับดเีอ็นเอของไวรัสที่มีรายงานมากอน ดวย 

โปรแกรม Mega Version 4.0  
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8.  ศึกษาความรุนแรงของเชือ้ BMV 
 

ทดสอบความรุนแรงของเชื้อ BMV บนขาวโพด 5 ชนดิ ประกอบดวย ขาวโพดไร พนัธุ
สุวรรณ 5  ขาวโพดหวาน พนัธุ ไฮบริกซ 3 ขาวโพดฝกออน พันธุ SG 17  ขาวโพดขาวเหนียว พันธุ
สําลีอีสาน และขาวโพดเทียนพันธุเทียนเหลือง โดยการปลูกเชื้อลงบนขาวโพดดวยวิธีกล  

 
(1)  ศึกษาเปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวโพดแตละสายพันธุ โดยวัดผลจากเปอรเซ็นตตน

ที่เปนโรค ตรวจดูตนที่เปนโรคหลังทําการปลูกเชื้อเปนเวลา 1 เดือน ทาํการบันทึกผลที่ 7, 14, 21 
และ 28 วนั แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือ สําหรับปลูกเชื้อไวรัส 1 ชุด และใชเปนพืช
เปรียบเทียบ (control) อีก 1 ชุด จํานวน 100 ตนตอพันธุสําหรับปลูกเชื้อ และ 100 ตนตอพันธุเปน
พืชเปรียบเทยีบที่ไมปลูกเชือ้ ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง  

 
(2)  ศึกษาการพัฒนาอาการของขาวโพดแตละสายพันธุ โดยตรวจดูอาการที่เกิดขึ้นหลังการ

ปลูกเชื้อที่ปรากฏบนขาวโพดแตละพนัธุอยางละเอียดทกุวันจนถึงระยะขาวโพดติดฝกเปรียบเทยีบ
กับขาวโพดปกติ เพื่อใหทราบถึงชวงเวลาที่พืชเร่ิมแสดงอาการโรค และการพัฒนาอาการของโรค 
ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง และทําการตรวจหาเชือ้ BMV ในสวนตางๆ ของขาวโพด 
ประกอบดวย ราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม (silk) เมล็ดขาวโพด และอับละอองเกสร เปรียบเทียบกบั
ขาวโพดปกติ ดวยวิธี indirect ELISA  
 
9.  ศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ (bioassay) 
 

โดยศึกษาความสามารถของเชื้อ BMV ในการทําใหพืชทดสอบแสดงอาการโรค โดยปลูก
เชื้อไวรัสดวยวิธีกล ลงบนพชืทดสอบ 5 วงศ รวม 18 ชนิด ประกอบดวย วงศ Chenopodiaceae 
ไดแก Chenopodium amaranticolor, C. quinoa วงศ Solanaceae ไดแก ยาสูบ Nicotiana tabacum, 
N. glutinosa, N. benthamiana วงศ Leguminosae ไดแก ถ่ัวฝกยาว (Vigna unguiculata var. 
sesquipedalis) ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) ถ่ัวพุม (Vigna unguiculata var. unguiculata) วงศ 
Cucurbitaceae ไดแก แตงกวา (Cucumis sativus) ฟกทอง (Cucurbita maxima) และวงศ Gramineae 
ไดแก ขาวฟาง (Sorghum bicolor) 2 สายคือ พันธุ UT 423B, UT 325B ขาวบารเลย (Hordeum 
vulgare) 2 สายพันธุ คือ พันธุ FN และพันธุ SMG และขาวสาลี (Triticum aestivum) 4 สายพันธุ คือ 
พันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2  สุวรรณ 56 และ 171 ตรวจบันทึกอาการโรคหลังปลูกเชื้อทุกวันเพื่อให
ทราบถึงชวงเวลาที่พืชเร่ิมแสดงอาการโรค และการพัฒนาอาการของโรคบนพืชเปนระยะเวลา 1  
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เดือน แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือ พชืทดสอบ 5 ตนตอชนิดสําหรับปลูกเชื้อ และ 5 ตนใชเปน
พืชเปรียบเทยีบ (control) ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลองในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
นอกจากนี้ทําการตรวจหาเชือ้ BMV บนพชืทดสอบแตละชนิดหลังปลูกเชื้อ 7 วัน ดวยวิธี indirect 
ELISA เปรียบเทียบกับพืชปกต ิ
 
10.  การผลิตและการตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ BMV 
 

10.1  การตรวจหาอนภุาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

             หยดเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ลงบนแผนพาราฟลม ใชปากคีบจับกริดคว่ําดานทีเ่คลือบฟอรม
วาและคารบอนทําลายประจใุหสัมผัสกับไวรัสบริสุทธิ์นาน 1-2 นาที คีบกริดขึ้นมาลางดวยหยดน้ํา
กล่ันที่สะอาดผานแผนกริด ใชกระดาษกรองซับสารสวนเกินออก จากนั้นยอมดวยสารยอมสี 2% 
uranyl acetate (UA) นาน 1 นาที ใชกระดาษกรองซับสีสวนเกนิออก หยดน้ํากลั่นทีส่ะอาดผาน    
แผนกริด ซับใหแหง นําไปดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (JEOL JEM-1230) 
 

10.2  การฉีดกระตุนสัตวทดลอง และเก็บแอนติซีรัม 
 

         ผลิต polyclonal antibody ตอเชื้อ BMV (PAb-BMV) (รัชนี, 2545) โดยนําสาร
แขวนลอยไวรสับริสุทธิ์ ฉีดกระตุนกระตายใหสรางภูมิคุมกัน โดยใชกระตาย สายพนัธุ New 
Zealand white อายุประมาณ 3 เดือน กอนการกระตุน เก็บ normal serum โดยเช็ดหลังใบหูดวย 70% 
ethanol และ เจาะเลือดปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพื่อใชเปรยีบเทียบปฏิกิริยาในขัน้ตอนตอไป เตรียม
แอนติเจนเพื่อฉีดกระตุนครัง้แรกดวยไวรัสบริสุทธิ์ความเขมขน  500 ไมโครกรัม ใน Complete 
Freund’s Adjuvant (CFA) อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ผสมใหเขากันจนเปน emulsion ฉีดกระตุน
ดวยวิธี subcutaneous injection (SC) บริเวณตนคอดานหลัง เวนระยะหางหนึ่งสัปดาหจึงกระตุนภมูิ
ซํ้า เตรียมแอนติเจนเพื่อฉดีครั้งที่ 2 ผสมไวรัสบริสุทธิ์ความเขมขน 500 ไมโครกรัม ใน Incomplete 
Freund’s Adjuvant (IFA) จากนั้น 1 สัปดาห เจาะเลือดใสบีกเกอรปลอดเชื้อเพื่อเกบ็แอนติซีรัม
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทุกสัปดาห นาน 5 สัปดาห แตละครั้งจะแยกแอนติซีรัมจากเม็ดเลือดโดยวาง
เลือดในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน และปนตกตะกอนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที แยกเก็บแอนตซีิรัมซึ่งเปนสวนใสดานบนในขวดซีรัมโดยเติม NaN3 ความเขมขน
สุดทาย 0.2% โดยปริมาตร เพื่อปองกันเชือ้แบคทีเรีย เกบ็แอนติซีรัมที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส   
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 10.3  การตรวจสอบคาไตเตอร 
 
          ตรวจสอบคาไตเตอร (titer) ของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ดวยวิธี indirect ELISA เพื่อ
หาคาความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรัมที่ยงัคงใหผลบวก (มากกวา 2 เทาของคา A405 ของพืชปกติ) 
โดยใชแอนตซีิรัมแตละครั้งที่เก็บไดทําปฏกิิริยากับไวรัสบริสุทธิ์ที่มีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เจือจางใน carbonate coating buffer, pH 9.6 เปนแอนติเจนสําหรับหยดลงในหลุม ELISA 
plate โดยทําการเจือจางแอนติซีรัมแตละครั้งที่เก็บไดแบบ 2-fold dilutions เร่ิมจากความเขมขน 
1:200 ถึง 1:819,200 เพื่อใชเปน primary antibody และ Goat anti rabbit IgG conjugated with 
alkaline phosphatase เปน secondary antibody เปรียบเทยีบกับ  normal serum 
 
 10.4  การหาคาเจือจางที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในพืชเปนโรค 
  
          เลือกแอนติซีรัมครั้งที่มีคาไตเตอรสูงสุดมาใชในการทดสอบโดยตรวจสอบคาความ
เจือจางที่เหมาะสม ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในน้ําคั้นขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ 
(Positive control) เปรียบเทียบกับขาวโพดปกติ (Negative control) ดวยวิธี indirect ELISA นํามา
คํานวณคา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของแตละความเจือจางและเปรียบเทียบความแตกตาง
ทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) เพื่อเลือกคาการ
เจือจางของ PAb-BMV ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาซึ่งใหคา A405 ที่ดีที่สุด คา S/N ratio 
(Locarnini et al., 1979) โดยคํานวณไดจาก 
 
          คา S/N ratio = A405 ของ Positive control/คา A405 ของ Negative control 
  

10.5  ศึกษาความจําเพาะของแอนติซีรัมในการตรวจสอบเชื้อ BMV 
 

         ทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัม ที่คาความเจือจางที่เหมาะสม (ขอ 10.4) ดวยวิธี 
indirect ELISA โดยพืชเปนโรคที่นํามาทดสอบ ไดแก ขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV 
ขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV (Sugarcane mosaic vivus) MCMV (Maize chlorotic 
mottle virus) และSCMV-MDB (Sugarcane mosaic vivus-MDB) ออยที่เปนโรคในสภาพแปลง
ธรรมชาติจากเชื้อ BMV ไดรับความอนุเคราะหจาก ภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน และ
ยาสูบ (Nicotiana glutinosa) ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ CMV (Cucumber mosaic virus)   ไดรับ 
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ความอนุเคราะหจาก คุณภูวนารถ มณีโชติ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน ตามลําดับ โดย
เจือจางตวัอยางใน carbornate coating buffer, pH 9.6  อัตราสวน 1:10 (น้ําหนกัตอปริมาตร)  
 

10.6  การศึกษาความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัม ดวยวิธี indirect ELISA 
 
         นําไวรัสบริสุทธิ์เร่ิมตนที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ถึง 100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร โดยเจือจางแบบ 10- fold dilution และเจือจางแบบ 2-fold dilution จาก 100 นาโนกรมั
ตอมิลลิลิตร ถึง 0.156 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยากับแอนตซีิรัมที่มีความเจือจาง
เหมาะสม  
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ผลและวิจารณ 
 

1.   การสํารวจและเก็บตัวอยางเชื้อ BMV 
  
 จากการสํารวจและเก็บตวัอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการใบดางแบบตางๆ จากแหลงปลูก
ขาวโพดจํานวน 20 จังหวัด พบวาตวัอยางขาวโพดที่ทําปฏิกิริยาใหผลบวกกับแอนตบิอดี BMV-SC 
มีเพียง 2 จังหวัด คือ จังหวดัราชบุรี และ กาญจนบุรี ซ่ึงตัวอยางขาวโพดทั้ง 2 จังหวัด ที่ตรวจพบ
เปนขาวโพดฝกออนจะแสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย (ภาพที่ 4) คิดเปน 
0.98% ของตัวอยางขาวโพดทั้งหมดที่ทําการสุมมาตรวจสอบ (ตารางที่ 1) โดยแปลงขาวโพดทั้ง 2 
จังหวดัที่ตรวจพบเชื้ออยูติดกบัไรออย อาจเปนไปไดวาเชือ้อาจมาจากออย ซ่ึงในประเทศไทยมี
รายงานการพบเชื้อชนิดนี้คร้ังแรกบนออย ที่จังหวดักาญจนบุรี และนครปฐม (ธีระ, 2532)  
 

 
 
ภาพที่ 4  ขาวโพดฝกออนแสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย ทําปฏิกิริยาให 

  ผลบวกกับแอนติบอดี BMV-SC จากการตรวจดวยวิธี indirect ELISA 
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ตารางที่ 1  ผลการตรวจเชื้อ BMV ในขาวโพดดวยเทคนิค indirect ELISA ของตัวอยางขาวโพด
     จาก 20 จังหวัด 
 

ผลของปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC จังหวัด 
ขาวโพด

ไร 
ขาวโพด
หวาน 

ขาวโพด
ฝกออน 

ขาวโพด
ขาวเหนียว 

ใบที่ตรวจพบเชื้อ/
ใบที่ตรวจสอบ 

นครราชสีมา 
(NM) 

9 - - - 0/9 

นครปฐม (NP) - 5 6 - 0/11 
กาญจนบุรี (KB) - - 5 - 2/5 
ราชบุรี (RB) - - 13 - 1/13 
สระบุรี (SB) - 5 - 6 0/11 
ลพบุรี (LB) - - - 4 0/4 
กําแพงเพชร (KP) 14 20 - - 0/34 
เชียงใหม (CM) - 3 - - 0/3 
เชียงราย (CR) - 6 - - 0/6 
สุโขทัย (ST) 9 10 - - 0/19 
พิษณุโลก (PL) 24 7 - - 0/31 
เพชรบูรณ (PB) 9 10 - 5 0/24 
สระแกว (SK) 10 21 - - 0/31 
ศรีสะเกษ (SS) 5 - - - 0/5 
ขอนแกน (KK) - - - 20 0/20 
หนองคาย (NK) - - - 9 0/9 
เลย (LL) - - - 11 0/11 
นครสวรรค (NW) 21 - - - 0/21 
ตาก (TK) 5 11 - - 0/16 
สุพรรณบุรี (SP) 3 21 - - 0/24 

Total 109 119 24 55 3/307 
BMV infected 

sample 
    0.98% 
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2.  การแยกเชื้อ และการเพิ่มปริมาณเชื้อ BMV 
 
  เมื่อนําตัวอยางที่ใหผลบวกทัง้ 2 ไอโซเลท คือ จังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวดั
กาญจนบุรี (BMV-KB) มาแยกเชื้อดวยวิธีกลลงบน Chenopodium amaranticolor ภายหลังจากการ
ปลูกเชื้อ 5 วัน ปรากฏอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ ไมแสดงอาการทีใ่บออน (ภาพ
ที่ 5) สอดคลองกับที่มีรายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion)  
(ธีระ, 2532; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นแยกแตละจุดมาปลูก
เชื้อ หรือเพิ่มปริมาณไวรัสบนขาวโพดหวาน พบวาภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน ทั้ง 2  ไอโซเลท  
แสดงอาการดางเปนแถบสีขาว (white stripes) เชื่อมกนัตามแนวเสนใบ และเหลือสวนเขียวเล็กนอย 
(ภาพที่ 6) สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไว ในขาวโพดหวานที่ไดรับการปลูกเชื้อแสดง
อาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย หลังทําการปลูกเชื้อ
ประมาณ 7 วนั ขาวโพดที่เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง
อยางรุนแรง และ มีรายงานไวในขาวโพดหวานบางพนัธุหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน จะแสดงอาการดาง
เปนขีด (streak) จากนั้นจะพฒันาเปนแผลไหม (necrosis) และตายภายใน 10 วนัหลังปลูกเชื้อ (Plant 
virus online, 1977; ICTVdB management, 2002)  และเมือ่นําขาวโพดเปนโรคหลังการปลูกเชื้อ 7 
วัน มาตรวจหาเชื้อ BMV ดวยวิธี indirect ELISA พบวาขาวโพดทั้ง 2 ไอโซเลทใหปฏิกิริยาเปน
ผลบวกกับแอนติบอดีตอ BMV-SC จากนัน้เก็บเชื้อไวในขาวโพดในสภาพโรงเรือนกันแมลงเพือ่ไว
ใชงานตอไป  
 

       
 

ภาพที่ 5  Chenopodium amaranticolor แสดงอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบหลัง  
ปลูกเชื้อ 5 วัน จากเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบ  
กับใบปกติ (A) 

 
 
 

A  B C 
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ภาพที่ 6  ขาวโพดหวานแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว เชื่อมกันตามแนวเสนใบหลังปลูกเชื้อ       

  7-14 วัน จากเชื้อ ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบกบั   
 ใบปกติ (A) 

 
3.  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 
 เมื่อนําขาวโพดหวานทั้ง 2 ไอโซเลท ที่แสดงอาการของโรค และยืนยนัผลดวยเทคนคิทาง
ซีรัมวิทยา มาเตรียมไวรัสบรสุิทธิ์ พบวาไดสารแขวนลอยไวรัส สีขาวขุน เมื่อวัดความดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร และคํานวณ พบวา ไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์จากไอโซเลท  
BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB ที่ความเขมขน 0.5725 และ 0.3584 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัพืช      
1 กรัม และคา A260/A280 เทากบั 1.63 และ 1.608 ตามลําดับ ซ่ึงคาความบริสุทธิ์ที่ไดใกลเคียงกับ
ไวรัส BMV บริสุทธิ์มาตรฐานที่ 1.75 (Lane, unpublished data) และเมือ่นําไวรัสบริสุทธิ์ทั้ง 2      
ไอโซเลท กลับไปปลูกเชื้อลงในขาวโพดหวาน พบวาสามารถทําใหขาวโพดหวานเปนโรคได  
 

เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อ BMV จากสารแขวนลอยไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท ดวย
เทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อเทยีบกับแถบโปรตีนจากตวัอยางน้ําคั้นพืช
เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV และไมพบแถบโปรตีนดังกลาวในน้ําคั้นพืชปกติ แสดงวาเชื้อไวรัส
ที่เตรียมไดคอนขางบริสุทธิ์ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวเิคราะหจากการวัดคาการดดูกลืนแสง และ
น้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ที่ไดจากการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนของเชื้อไวรัส BMV ในเจล พบวาแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสมีขนาดประมาณ 21.68 กิโลดาล
ตัน โดยเทยีบกับกราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสน (R2 = 0.982) (ภาพที่ 7)  
 

A  B C 
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ภาพที่ 7  การวิเคราะหโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ดวยวิธี SDS-PAGE 
  ชองที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน ( Fermentas, SM0431) 
  ชองที่ 2  ขาวโพดปกต ิ
  ชองที่ 3  ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-RB 
  ชองที่ 4  ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-KB 
  ชองที่ 5  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB  
  ชองที่ 6  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-KB  
 
4.  การสังเคราะหยีนโปรตนีหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV  
 
 นําไวรัสบริสุทธิ์ที่เตรียมไดของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท มาแยกสกัดอารเอ็นเอ และ
ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟโตรีซีส พบวาใหแถบอารเอ็นเอ 3 ช้ิน สอดคลอง
กับที่มีรายงานวาจีโนมของเชื้อ BMV เปนแบบ multipartite ประกอบดวยอารเอ็นเอ 3 ช้ิน (RNA-1, 
RNA-2 และ RNA-3) (ICTVdB management, 2002; Amine and Ahlquist, 2003) (ภาพที่ 8)  

 
นําอารเอ็นเอทีแ่ยกสกัดไดจากอนุภาคไวรัสของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท มาสังเคราะหยีน

โปรตีนหอหุมอนุภาคดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบ ไดแก FCP กบั RCP2 ให
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ภาพที่ 9) นําแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางทั้ง 2 ไอโซเลท ที่
สังเคราะหได มาเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ pGEM®-T Easy (Promega Coporation) จะไดพลาสมิด
ดีเอ็นเอสายผสมแลวทําการคัดเลือกโคลนที่มีดีเอ็นเอสายผสมขนาดประมาณ 651 คูเบส จากนั้นนํา
โคลนไปวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด  

โปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ 
BMV ขนาด 21.68 kDa 
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1 21 2

 
 
ภาพที่ 8  แถบอารเอ็นเอจํานวน 3 ช้ิน จากการแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคของเชื้อ BMV  

 ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 
 ชองที่  1 =  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB 
 ชองที่  2 =  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-KB 
  

  1 2 3 4 

 
 
ภาพที่ 9  แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ลูกศรชี้) จากการสังเคราะหยนีโปรตีนหอหุม 

 อนุภาคของเชือ้ BMV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP กับ RCP2 และ   
 ตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 

 ชองที่ 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
 ชองที่ 2 = น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
 ชองที่ 3 = ไอโซเลท BMV-RB 
 ชองที่ 4 = ไอโซเลท BMV-KB 
 

600 bp 

1,031 bp 
700 bp 

3,000 bp 

500 bp 
651 bp 

อารเอ็นเอช้ินที่ 1 
อารเอ็นเอช้ินที่ 2 

อารเอ็นเอช้ินที่ 3 
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5.  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของเชื้อ BMV 
 

จากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของแถบดีเอ็นเอ ทั้ง 2 ไอโซเลท คือ 
BMV-RB และ BMV-KB พบวาดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาด 664 คูเบส ซ่ึงยาวกวาชวงลําดับ
เบสที่ออกแบบไวประมาณ 13 คูเบส โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดครอบคลุมยีนที่ตองการ ยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคแบบครบทั้งยีนมีความยาว 573 นิวคลีโอไทด  (ภาพที่ 10) มีตําแหนงอยูบน 
RNA-3 ทางดานปลาย 3’ กําหนดการสรางโปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน 190 เรสิดิวส (ภาพที่ 
11) น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20.53 กิโลดาลตัน จากการคํานวณดวยโปรแกรม DNA star โดยมี
รายงานขนาดของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส BMV ไวที่ 20.0 กิโลดาลตัน (Hull, 2002) 
และ 20.3 กิโลดาลตัน (Plant virus online, 1977) มีรหัสเริ่มตนในการแปลรหัสเปนโปรตีน คือ 
AUG และรหสัหยุด คือ UAA ซ่ึงพบวามีขนาดยนีโปรตีนหอหุมอนภุาคตางจากของเชื้อ BMV ที่
เคยมีรายงานไววาความยาวทั้งยีนเทากับ 570 นิวคลีโอไทด อยูบน subgenomic RNA หรือ RNA 4 
ที่มีความยาวประมาณ 876 นวิคลีโอไทด ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมแปลรหัส 9 นิวคลี
โอไทด บริเวณดานปลาย 5’ และ300 นวิคลีโอด ดานปลาย 3’ ซ่ึงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค
กําหนดการสังเคราะหโปรตนีที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 188 เรสิดิวส รหัสเริ่มตนในการแปลรหัส 
คือ AUG และรหัสหยุด คือ UAG (ไมรวมกรดอะมิโน Met ซ่ึงเปนตําแหนงเริ่มตนการสังเคราะห
โปรตีน) (Dasgupta and Kaesberg, 1981) เชนเดียวกับรายงานของ Ahlquist และคณะ (1981) และ
ฐานขอมูลใน GenBank รายงานวา ยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคมีความยาวทั้งยนี 570 นวิคลีโอไทด 
กําหนดการสรางโปรตีนประกอบดวย 189 กรดอะมิโน รหัสเริ่มตน คือ AUG และรหสัหยุด คือ 
UAG (รวมกรดอะมิโน Met ตําแหนงเริ่มตนการสรางโปรตีน)   

 
จากการเปรยีบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ของเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท 

และจากฐานขอมูล GenBank ประกอบดวย ลําดับนวิคลีโอไทด Accession No. DQ530425.1 
(Fescue strain, BMV-F),  J02042.1 (Russian strain, BMV-R) และ X58459 (Type strain, BMV-
Type) พบวาทัง้ 2 ไอโซเลท คือ BMV-RB และ BMV-KB จากประเทศไทย มีความคลายคลึงกัน
ของลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต  และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
และทั้ง 2 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน กบัเชื้อ BMV สาย
พันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type ที่ระดับ 73  เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2 และ ภาพที่ 12) และ 
76-77 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 3 และ ภาพที่ 13) 
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BMV-RB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
BMV-KB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
BMV-KB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
BMV-KB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
BMV-KB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
BMV-KB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
BMV-KB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
BMV-KB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGCATCTATGTGTATGCA 480 
BMV-KB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGTATCTATGTGTATGCA 480 
                ******************************************** *************** 
 
BMV-RB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
BMV-KB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA 573 
BMV-KB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA 573 
                ********************************* 

 
ภาพที่ 10  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV มีความยาว 573                         

   นิวคลีโอไทด จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และกาญจนบุรี (BMV-KB) สัญลักษณ  
   แสดงตําแหนงเริ่มตน      และ       แสดงตําแหนงหยดุแปลรหัสเปนโปรตีน 

 
BMV-RB          MSTSGTGKMTRAQRRAAARRARRVVKPIQQVIVEPIASGQGKAVRAFGGYSVTKWEASSK 60 
BMV-KB          MSTSGTGKMTRAQRRAAARRARRVVKPIQQVIVEPIASGQGKAVRAFGGYSVTKWEASSK 60 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          AITAKATNQMDISLPSELSSERNKQLKVGRVLLWLGLLPSITGRVKACIAETQSTPEAAF 120 
BMV-KB          AITAKATNQMDISLPSELSSERNKQLKVGRVLLWLGLLPSITGRVKACIAETQSTPEAAF 120 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFKGITLEQLAKDLRIYVYASEAVAEGAVAVHLEVEHVRP 180 
BMV-KB          QVALAVADSSKEVVAAMYTDAFKGITLEQLAKDLRIYVYASEAVAEGAVAVHLEVEHVRP 180 
                ************************************************************ 
 
BMV-RB          TLDDFFTPVY 190 
BMV-KB          TLDDFFTPVY 190 
                ********** 

 
ภาพที่ 11  ลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ประกอบดวย 190        
 กรดอะมิโน จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ กาญจนบุรี (BMV-KB). 
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ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีนหอหุม 
 อนุภาคของเชือ้ไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวัด 
กาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain  
(BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 

 
Sequence   Name           Lenght (nt) Sequence    Name              Lenght (nt) Score 
1 BMV-RB  573 2 BMV-KB  573 99 
1 BMV-RB  573 3 BMV-F  570 73 
1 BMV-RB  573 4 BMV-R  570 73 
1 BMV-RB  573 5 BMV-Type 570 73 
2 BMV-KB  573 3 BMV-F  570 73 
2 BMV-KB  573 4 BMV-R  570 73 
2 BMV-KB  573 5 BMV-Type 570 73 
3 BMV-F  570 4 BMV-R  570 98 
3 BMV-F  570 5 BMV-Type 570 99 
4 BMV-R  570 5 BMV-Type 570 98  
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ภาพที่ 12   การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยนีโปรตีน 

 หอหุมอนภุาค ขนาด 573 นวิคลีโอไทด ของเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท                      
 จากจังหวดัราชบุรี(BMV-RB) และ จังหวดักาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สาย 
 พันธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain (BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่ 
 มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
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BMV-F           ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGAGCTGCCGCTCGTAGA 60 
BMV-Type        ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGAGCTGCCGCTCGTAGA 60 
BMV-R           ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGTGCTGCCGCTCGCAGA 60 
BMV-RB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
BMV-KB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
                ***************************** ** ** *****  * ***** ** ** **  
 
BMV-F           AATCGTCGGACCGCTACG---GTCCAACCGGTAATTGTCGAACCATTCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-Type        AATCGTCGGACCGCTGGG---GTCCAACCAGTAATTGTCGAACCAATCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-R           AATCGTTGGACCGCTAGG---GTCCAACCAGTAATTGTCGAACCACTCGCTGCTGGCCAA 117 
BMV-RB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
BMV-KB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
                  ***  **   * *       * ** *  ** ************ ***** * ****** 
 
BMV-F           GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-Type        GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-R           GGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGGAGGCGTCTTCGGAC 177 
BMV-RB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
BMV-KB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
                ********* *** **** ***  ********  *  * ******** ** ****** *  
 
BMV-F           GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-Type        GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-R           GCGATTACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGAGCTCTCTTCT 237 
BMV-RB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
BMV-KB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
                ** ** ** ** ** ********    ***   *** ** * ***  ****** ** **  
 
BMV-F           GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGGGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-Type        GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGAGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-R           GAAAAGAATAAGGAGCTTAAGGTCGGCAGGGTGCTGCTTTGGTTGGGACTTCTTCCTAGC 297 
BMV-RB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
BMV-KB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
                **** *** *** **** ** ** ** ** ** ** ****** ******* ** *****  
 
BMV-F           GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCCGAGGCCGCTTTT 357 
BMV-Type        GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCCGAGGCCGCTTTT 357 
BMV-R           GTTGCTGGGAGGATTAAGGCTTGTGTTGCTGAGAAACAGGCACAGGCCGAGGCTGCTTTT 357 
BMV-RB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
BMV-KB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
                 *  ***** ** *********** * *******  *** **    **** ** ****** 
 
BMV-F           CAAGTAGCCTTGGCGGTTGCTGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGAC 417 
BMV-Type        CAAGTAGCCTTGGCGGTTGCTGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGAC 417 
BMV-R           CAAGTAGCCTTGGCGGTTGCAGACTCCTCGAAAGAGGTGGTCGCGGCCATGTATACGGAC 417 
BMV-RB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
BMV-KB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
                ******** ***** ** ** ** ***************** ***** ***** ** *** 
 
BMV-F           GCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGCA 474 
BMV-Type        GCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGCA 474 
BMV-R           GCCTTTCGAGGGGCGACTCTGGGGGATTTGCTTAA---TCTCCAGATTTATCTGTATGCA 474 
BMV-RB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGCATCTATGTGTATGCA 480 
BMV-KB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGTATCTATGTGTATGCA 480 
                ** **    **    ** ** *   *  **   **    ** *  ** *** ******** 
 
BMV-F           TCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCCT 534 
BMV-Type        TCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCCT 534 
BMV-R           TCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGGCGGTCGTTGTACATCTAGAAGTTGAGCACGTAAGGCCT 534 
BMV-RB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
BMV-KB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
                ** ** ** *** * *     ***** *  ** *** * ***** ** ************ 
 
BMV-F           ACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-Type        ACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-R           ACGTTCGATGACTTCTTCACCCCGGTTTATAGGTAG 570 
BMV-RB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA--- 573 
BMV-KB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAA--- 573 
                ***** ** ***** *********** **        
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ตารางที่ 3  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ 
 ไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จาก จังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวดักาญจนบุรี                       

 (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain (BMV-R)  
 และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 

 
Sequence   Name       Lenght (aa)        Sequence   Name         Lenght (aa) Score 
1 BMV-RB  190 2 BMV-KB  190 100 
1 BMV-RB  190 3 BMV-F  189 77 
1 BMV-RB  190 4 BMV-R  189 76 
1 BMV-RB  190 5 BMV-Type 189 77 
2 BMV-KB  190 3 BMV-F  189 77 
2 BMV-KB  190 4 BMV-R  189 76 
2 BMV-KB  190 5 BMV-Type 189 77 
3 BMV-F  189 4 BMV-R  189 98 
3 BMV-F  189 5 BMV-Type 189 98 
4 BMV-R  189 5 BMV-Type 189 98 
 
BMV-F    MSTSGTGKMT RAQRRAAARR NRRTAT-VQP VIVEPFAAGQ GKAIKAIAGY  [ 50] 
BMV-R    .......... .......... ..W..R-... .....L.... ..........  [ 50] 
BMV-Type .......... .......... .....G-... .....I.... ..........  [ 50] 
BMV-RB   .......... .......... A..VVKPI.Q .....I.S.. ...VR.FG..  [ 50] 
BMV-KB   .......... .......... A..VVKPI.Q .....I.S.. ...VR.FG..  [ 50] 
 
BMV-F    SISKWEASSD AITAKATNAM SITLPHELSS EKNKELKVGR VLLWLGLLPS  [100] 
BMV-R    .......... .......... .......... .......... ..........  [100] 
BMV-Type .......... .......... .......... .......... ..........  [100] 
BMV-RB   .VT......K ........Q. D.S..S.... .R..Q..... ..........  [100] 
BMV-KB   .VT......K ........Q. D.S..S.... .R..Q..... ..........  [100] 
 
BMV-F    VAGRIKACVA EKQAQAEAAF QVALAVADSS KEVVAAMYTD AFRGATLGDL  [150] 
BMV-R    .......... .......... .......... .......... ..........  [150] 
BMV-Type .......... .......... .......... .......... ..........  [150] 
BMV-RB   IT..V...I. .T.STP.... .......... .......... ..K.I..EQ.  [150] 
BMV-KB   IT..V...I. .T.STP.... .......... .......... ..K.I..EQ.  [150] 
 
BMV-F    LN-LQIYLYA SEAVPAKAVV VHLEVEHVRP TFDDFFTPVY R [191] 
BMV-R    ..-....... .......... .......... .......... . [191] 
BMV-Type ..-....... .......... .......... .......... . [191] 
BMV-RB   AKD.R..V.. ....AEG..A .......... .L........ - [191] 
BMV-KB   AKD.R..V.. ....AEG..A .......... .L........ - [191] 

 
ภาพที่ 13  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาค  

   ของเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวัด 
 กาญจนบุรี (BMV-KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain  
 (BMV-R) และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
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การศึกษาความสัมพันธดวย Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาคไวรัสของเชื้อทั้ง  2  ไอโซเลท และเชื้อ BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-
Type จากฐานขอมูลใน GenBank พบวาเชือ้ไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลทถูกจัดแยกกลุมออกจากสายพนัธุ 
BMV-F,  BMV-R และ BMV-Type (ภาพที่ 14)  
 

 
 
ภาพที่ 14  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค 

ของเชื้อไวรัส BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท ของจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวัด
กาญจนบุรี (BMV- KB) และเชื้อ BMV สายพันธุ Fescue strain (BMV-F) Russian strain 
(BMV-R)  และ Type strain (BMV-Type) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
วิเคราะหดวย โปรแกรม  Mega  version 4.0 

 
6.  ความรุนแรงของเชื้อ Brome mosaic virus  
 
 ความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวดัราชบุรี และกาญจนบุรี ภายหลังการ
ปลูกเชื้อไวรัสลงบนขาวโพด 5 สายพันธุ โดยศึกษาคุณสมบัติตางๆ ดังนี้  
 

(1)  เปอรเซ็นตการเปนโรค พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท ทําใหขาวโพดหวานพันธุไฮบริกซ 3 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุสําลีอีสาน และขาวโพดเทยีนพนัธุเทียนเหลือง 
เปนโรค 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต ภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน และในขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 ที่มี
เปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวา ซ่ึงเปนโรคเพียง 41 ถึง 51 เปอรเซ็นต ภายหลังการปลกูเชื้อ 21 วันซึง่
สอดคลองกับในสภาพแปลงปลูกขณะที่ทาํการสํารวจจะพบวาขาวโพดฝกออนในสภาพแปลงปลูก
ขาวโพดไมแสดงอาการดางใหเห็นเดนชดั (ตารางที่ 4) จากคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตตนที่เปนโรคของ
ขาวโพดทั้ง 5 สายพันธุตอเชือ้ไวรัส แสดงใหเห็นวา เชื้อไวรัสจากทั้ง  2 ไอโซเลท มีความรุนแรงไป 

 BMV-F

 BMV-R

 BMV-Type

 BMV-RB

 BMV-KB

81

100

0.02
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ในทิศทางเดยีวกัน สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ในขาวโพดขาวเหนียว และขาวโพด
หวาน เปนโรคประมาณ 90 ถึง 100 เปอรเซ็นต หลังปลูกเชื้อประมาณ 7 วัน และในขาวโพดเลี้ยง
สัตวพันธุสุวรรณ 1 และ สุวรรณ 2 มีเปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวาขาวโพดหวานและขาวโพดขาว
เหนยีว โดยจะเปนโรคประมาณ 50 ถึง 70 เปอรเซ็นต ซ่ึงตางจากผลการทดลองที่ได เนื่องจากใน
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 ทั้ง 2 ไอโซเลท กอใหเกิดโรคประมาณ 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต หลังปลูก
เชื้อประมาณ 7 วัน ซ่ึงอาจเปนเพราะขาวโพดไรที่นํามาทดสอบมีความออนแอตอเชือ้ BMV ทั้ง 2 
ไอโซเลท 

 
(2)  การพัฒนาอาการของโรค ศึกษาอาการของโรคจากการปลูกเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท 

จากไอโซเลท BMV-RB (ภาพที่ 15) ไอโซเลท BMV-KB (ภาพที่ 16) ดวยวิธีกลลงบนขาวโพดทั้ง  
5 สายพันธุ ภายหลังการปลูกเชื้อ จนขาวโพดออกฝก พบวาขาวโพดสวนใหญแสดงอาการและ
พัฒนาอาการของโรคใน 4  ลักษณะอาการ บนขาวโพด 5 สายพันธุ ไดแก พันธุไฮบริกซ 3 สําลี
อีสาน สุวรรณ 5  เทียนเหลือง และ SG 17 ดังนี ้

 
       1)  อาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) บริเวณโคนใบออนสุดของขาวโพดที่ทําการ 

ปลูกเชื้อ ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 -4 วัน  
 
       2)  ตอมาจุดสีซีดจะลามมาชนกันเปนดางเหลือง (yellow  mottle) จนเหลือเนื้อใบสี

เขียวเล็กนอยทั่วทั้งใบเมื่อใบออนแผเต็มที่ภายหลังปลูกเชื้อ 5 - 7 วัน 
  
       3)  ใบออนที่ไมไดปลูกเชื้อบริเวณปลายใบจะแสดงอาการดางเหลืองจนเหลือเนื้อใบสี

เขียวเล็กนอยเชนเดียวกับใบที่ปลูกเชื้อ และบริเวณถัดจากปลายใบลงมาจะแสดงอาการดางเปนแถบ
ขาว (white stripes) ภายหลังปลูกเชื้อ 8 -10 วัน  

 
       4)  ใบออนที่เจริญตอมาความรุนแรงจะลดลงโดยแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white 

streaks) ภายหลังปลูกเชื้อ 10 -14 วัน ตอมาขีดจะลามมาชนกันตามแนวเสนใบ และเหน็ชัดเจนมาก
ขึ้นเมื่อใบแก เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ และในขาวโพดบางสายพนัธุพบอาการมากกวา 4 อาการ 
คือ ขาวโพดหวานพนัธุไฮบริกซ 3 และขาวโพดขาวเหนยีวพนัธุสําลีอีสาน จากทั้ง 2 ไอโซเลท ใบ
ตอมาแสดงอาการดางแถบขาวอยางรุนแรงจนเนื้อใบใส หลังปลูกเชื้อ 18-20 วัน เห็นชัดเจนเมื่อใบ
แกขึ้น (ภาพที่ 17) ซ่ึงในขาวโพดหวานพบอาการตนชะงกัการเจริญเติบโตรวมดวย โดยอาการของ
ขาวโพดมีพัฒนาอาการสอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ในขาวโพดขาวเหนยีว และ 
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ขาวโพดหวานเริ่มแสดงอาการเปนจุดสีขาวซีด หลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน จากนั้นจดุจะขยายใหญขึ้น ใบ
ตอมาจะแสดงอาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย ขาวโพดที่
เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง (mosaic) รุนแรง ใน
ขาวโพดเลี้ยงสัตว พันธุสุวรรณ 1 และสุวรรณ 2 พืชจะแสดงอาการชากวา โดยจะเริม่แสดงอาการ
ประมาณ 9- 10 วัน หลังปลกูเชื้อ ตนที่เปนโรคมักจะตายโดยแสดงอาการดางเหมือนกับขาวโพด
ขาวเหนียว และขาวโพดหวาน และ มีรายงานไวในขาวโพดหวานบางพันธุหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน 
จะแสดงอาการดางเปนขีด (streaks) จากนัน้จะพฒันาเปนแผลไหม (necrosis) และตายภายใน 10 
วันหลังปลูกเชือ้ (Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) สวนอาการที่พบในชอ
ดอกเกสรตัวผู พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท ทําใหขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 ไมใหชอดอกเกสรตัวผู 
เนื่องจากยอดแสดงอาการไหม และตายในที่สุด สําหรับขาวโพดขาวเหนยีวพนัธุสําลีอีสาน ไอ
โซเลท BMV-RB ทําใหชอเกสรตัวผูชะงักการเจริญอับละอองเกสรฝอ สวนไอโซเลท BMV-KB ทํา
ใหอับละอองเกสรฝอ และเกดิการขาดหายไปบางสวนเหน็กานชูของอบัละอองเกสรชัดเจน เชน 
เดียวกับขาวโพดไรพันธุสุวรรณ 5 และขาวโพดเทยีนพนัธุเทียนเหลือง ที่เกิดการเขาทําลายทั้ง 2 ไอ
โซเลท และในขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 พบวาชอเกสรตัวผูชะงักการเจริญอับละอองเกสรฝอ 
(ภาพที่ 18) สวนอาการที่พบของฝก พบวาขาวโพดสวนใหญที่เปนโรคจากทั้ง 2 ไอโซเลท ฝกที่ไดมี
ลักษณะไมสมบูรณ คือมีขนาดเล็ก ติดเมลด็ไมสมบูรณ หรือเมล็ดฝอ รวมทั้งในขาวโพดปกติซ่ึงฝก
ที่ไดมีขนาดเล็กเชนกนั และจากการตรวจหาเชื้อ BMV ในสวนตางๆของขาวโพด โดยเลือก
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5  ของแตละไอโซเลทมาใชในการตรวจหาเชือ้ BMV ดวยวธีิ indirect 
ELISA เนื่องจากขาวโพดสวนใหญมีสวนประกอบพรอมนํามาใชในการตรวจ ซ่ึงฝกที่นํามาตรวจ 
พบวาขาวโพดที่ปลูกเชื้อดวยไอโซเลท BMV-RB ฝกมีขนาดเล็ก เมล็ดฝอ ไอโซเลท BMV-KB ฝกมี
ขนาดเล็ก การติดเมล็ดไมสมบูรณ เชนเดียวกับฝกของขาวโพดปกติ (ภาพที่ 19) พบวาขาวโพดที่
ปลูกเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท ตรวจพบเชื้อ BMV ในสวนของราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม และเมล็ด แต
ไมพบเชื้อในอบัละอองเกสร (ตารางที่ 5) ซ่ึง ICTVdB management (2002) รายงานไววาเชื้อ BMV 
ไมสามารถถายทอดผานทางเมล็ด และละอองเกสร อยางไรก็ตามควรตองมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ถายทอดทางเมล็ดของเชื้อ BMV จากตนขาวโพดที่เปนโรคตอไป 
 

จากขอมูลเปอรเซ็นตการเปนโรค และการพัฒนาอาการของโรค บนขาวโพดทดสอบทั้ง 5 
สายพันธุ ของเชื้อ BMV พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท มีความสามารถในการกอโรค และการพัฒนาอาการ
ของโรคเปนไปในทิศทางเดยีวกัน และสามารถตรวจพบเชื้อในสวนของราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม  
และเมล็ด ยกเวนละอองเกสร 
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตการเกดิอาการโรคใบดางที่เกิดจากเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท ในชวง 
    ระยะเวลาตางๆหลังจากการปลูกเชื้อบนขาวโพด 5 สายพันธุ 
 

 
จํานวนตนท่ีเปนโรค/จํานวนตนท่ีไมเปนโรค1/ 

 
เปอรเซ็นต
โรคสูงสุด 

 
เชื้อ BMV   
(ไอโซเลท) 

 
ขาวโพด
ทดสอบ 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 28 วัน  
ไฮบริกซ 3 96/4 99/1 99/1 99/1 99 
สําลีอีสาน 99/1 99/1 99/1 99/1 99 
สุวรรณ 5 91/9 98/2 98/2 98/2 98 
เทียนเหลือง 97/3 99/1 99/1 99/1 99 

BMV-RB 

SG 17 18/82 34/66 41/59 41/59 41 
ไฮบริกซ 3 99/1 99/1 99/1 99/1 99 
สําลีอีสาน 98/2 98/2 98/2 98/2 98 
สุวรรณ 5 100/0 100/0 100/0 100/0 100 
เทียนเหลือง 99/1 100/0 100/0 100/0 100 

BMV-KB 

SG 17 37/63 49/51 51/49 51/49 51 
 
หมายเหตุ  1/ จํานวนตนที่ใชในการทดลอง 100 ตนตอพนัธุ 
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ภาพที่ 15  อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 

ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) ขาวโพดไร
พันธุ สุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพนัธุ เทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออนพันธุ                        
SG 17 (5) 

 
   A = ใบเปนโรค แสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน 
   B = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเหลือง (yellow mottle) หลังปลกูเชื้อ 5-7 วัน 
   C = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเปนแถบขาว (white stripes) หลังปลูกเชื้อ 8-10 วัน 
   D = ใบเปนโรคแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white streaks) หลังปลูกเชื้อ 10-14 วัน 
   H = ใบขาวโพดปกติอายุ 14 วัน
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1A 2A 3A 4A 5A 

1B 2B 3B 4B 5B 

1C 2C 3C 4C 5C 

1D 2D 3D 4D 5D 

1H 2H 3H 4H 5H 

3-4 วัน 

5-7 วัน 

8-10 วัน 

10-14 วัน 

14 วัน 

ไฮบริกซ 3 สําลีอีสาน สุวรรณ 5 เทียนเหลือง SG 17  
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ภาพที่ 16  อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 

ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุ สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไร
พันธุ สุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพนัธุ เทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออน 
พันธุ SG 17 (5) 
 

   A = ใบเปนโรค แสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน 
   B = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเหลือง (yellow mottle) หลังปลกูเชื้อ 5-7 วัน 
   C = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเปนแถบขาว (white stripes) หลังปลูกเชื้อ 8-10 วัน 
   D = ใบเปนโรคแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white streaks) หลังปลูกเชื้อ 10-14 วัน 
   H = ใบขาวโพดปกติอายุ 14 วัน 
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5A 1A 2A 3A 4A 

1B 2B 3B 4B 5B 

1C 2C 3C 4C 5C 

1D 2D 3D 4D 5D 

1H 2H 3H 4H 5H 

3-4 วัน 

5-7 วัน 

8-10 วัน 

10-14 วัน 

14 วัน 

ไฮบริกซ 3 สําลีอีสาน สุวรรณ 5 เทียนเหลือง SG 17 
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ภาพที่ 17  ขาวโพดที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาว (white stripes) อยางรุนแรงจาการปลูก 

    เชื้อ BMV ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) บนขาวโพดพันธุ ไฮบริกซ 3 (1A) สําลีอีสาน    
    (2A) และไอโซเลท BMV-KB (กาญจนบุรี) บนขาวโพดพันธุ ไฮบริกซ 3 (1B)  
สําลีอีสาน (2B) หลังปลูกเชื้อ 18-20 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
     
 

1A 2A 1B 2B 
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ภาพที่ 18  อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการปลูกเชื้อ  

   ดวยวิธีกลบนขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนยีวพันธุสําลีอีสาน (2)    
   ขาวโพดไรพันธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออน    
   พันธุ SG 17 (5) 
 
   A = ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB 
   B = ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-KB 
   H = ขาวโพดปกต ิ
 

 

1A 2A 3A 

4A 5A 
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ภาพที่ 18  (ตอ)  

 
 
 
 
 

 
 

 
 

1B 2B 3B 

4B 5B 
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ภาพที่ 18  (ตอ)  

  

     
 
ภาพที่ 19   ฝกขาวโพดไร พนัธุสุวรรณ 5 ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ   

     ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) และตรวจหาเชื้อ BMV ดวย 
     เทคนิค indirect ELISA 

1H 2H 

3H 4H 

5H 

A  B  C 
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ตารางที่ 5  การตรวจหาเชื้อ BMV จากสวนตางๆ ของขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV ทั้ง         
    ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) และ BMV-KB (กาญจนบุรี) ดวยวิธี  indirect ELISA  
 

ผลของปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC                    
BMV-detected samples/ samples 

สวนประกอบของขาวโพด1/ 

ขาวโพดปกต ิ ขาวโพด 
BMV-RB 

ขาวโพด 
BMV-KB 

ใบ -2/2 +2/2 +2/2 
ราก -2/2 +2/2 +2/2 
เปลือกหุมฝก -2/2 +2/2 +2/2 
ไหม -2/2 +2/2 +2/2 
เมล็ด -2/2 +2/2 +2/2 
อับละอองเกสร -2/2 -2/2 -2/2 

 
หมายเหตุ  1/  คือ  สวนตางๆของขาวโพดแตละสวนที่นํามาตรวจจากขาวโพด 2 ตน/ไอโซเลท 

 
7.  การศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ (bioassay) 
 
 อาการที่เกิดขึน้บนพืชทดสอบสามารถจําแนกลักษณะอาการตามวงศพืชตางๆ ไดดงันี้ 
 
วงศ Chenopodiaceae  
 

Chenopodium amaranticolor  พบลักษณะอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ
กระจายทั่วใบ ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน จากนั้น 5-7 วัน เร่ิมปรากฏขอบแผลสีน้ําตาล บริเวณตรง
กลางแผลแหงตาย (ภาพที่ 20) และ 8-10 วนั แผลเริ่มเชื่อมรวมกันเปนแผลไหมสีน้ําตาลบริเวณ
กวาง ใบหลุดลวงไป แตไมพบอาการดังกลาวบนใบที่ไมไดรับการปลูกเชื้อ สอดคลองกับที่มี
รายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus online, 1977; 
ICTVdB management, 2002) และอาการเปนจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
โดยเริ่มแสดงอาการเปนจุดฉ่ําน้ําหลังปลูกเชื้อประมาณ 4-7 วัน ไมปรากฏอาการบนใบออน หรือใบ 
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ที่ไมปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532) และมีรายงานวา C. amaranticolor  แสดงอาการแผลจุดบนใบที่ทําการ
ปลูกเชื้อและจากนั้นจะแพรกระจายไปทัว่ตน (Gibson and Kenten, 1978) 
 

C. quinoa พบลักษณะอาการจุดซีดสีเหลืองออน ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน จากนั้น 4-7 
วัน จดุซีดชัดเจนมากขึ้นและเริ่มขยายรวมกันจนเนื้อใบกลายเปนสีเหลืองทั้งใบ และหลุดรวงไป 
ภายหลังการปลูกเชื้อ 10-14 วัน ใบออนบริเวณยอดทีไ่มไดทําการปลูกเชื้อ แสดงอาการจุดซีดเหลือง
(ภาพที่ 21) สอดคลองกับการรายงานของ Gibson และ Kenten (1978) ที่กลาววา C. quinoa จะ
แสดงอาการแผลจุดบนใบทีท่ําการปลูกเชือ้และจากนั้นจะแพรกระจายไปทั่วตน แตใหผลตางกับที่ 
ธีระ (2532); Plant virus online (1977); ICTVdB management (2002) รายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อจะ
แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion)  
 
วงศ Solanaceae 
 
 ยาสูบ (Nicotiana  benthamiana)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
 ยาสูบ (N. glutinosa)                     ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
 ยาสูบ (N. tabacum)                      ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
วงศ Cucurbitaceae 
 

แตงกวา (Cucumis sativus)      ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน 
          
ฟกทอง  (Cucurbita maxima)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน  
 

วงศ Leguminosae 
 
 ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) แสดงอาการจุดแผลสีน้ําตาลภายหลังทําการปลูกเชื้อ 3 วัน  
จากนั้น 5-7 วัน จุดแผลจะขยายใหญขึ้นและมีสีเขมขึ้น (ภาพที่ 22) ไมมีอาการดังกลาวบนใบที่
ไมไดรับการปลูกเชื้อ สอดคลองกับที่ธีระ (2532) รายงานไววา ใบถ่ัวแดงหลวง (Phaselous  
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calearatus) ที่ไดรับการปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local necrotic lesion) หลังปลูกเชือ้
7-10 วัน  
 
 ถ่ัวพุม  (Vigna unguiculata var. unguiculata)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน  
 
 ถ่ัวฝกยาว (Vigna unguiculata var. sesquipedais)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน 
วงศ Gramineae  
 

ขาวฟาง (Sorghum bicolor) สายพันธุ UT 423B และ UT 325B พบวาทั้ง 2 สายพันธุแสดง
อาการคลายกนั เร่ิมแสดงอาการจุดสีซีดทีโ่คนใบออนสุดที่ปลูกเชื้อ ภายหลังการปลกูเชื้อ 3 วัน 
จากนั้น 5-7 วัน เมื่อใบออนแผเต็มที่ จุดซดีเชื่อมรวมกนัและกระจายไปทั่วใบ ใบออนที่ไมไดรับ
การปลูกเชื้อแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว (white stripe) ตามแนวเสนใบ จากนั้นใบที่เจริญออกมา
ใหมแสดงอาการดางรุนแรงนอยลงเปนดางขีดสีขาว (white streaks) ทัว่ทั้งใบ เมื่อใบแกจะเหน็
อาการชัดเจน (ภาพที่ 23) สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ขาวฟางพันธุตางๆ ทั้งขาวฟาง
เมล็ด และขาวฟางหวาน อาการจะคลายกนั โดยเริ่มแรก 5-7 วัน ใบออนที่แตกใหมแสดงอาการเปน
จุดดางเล็กๆ ในวันตอมาจุดจะขยายใหญขึ้นและแตละจดุจะขยายมาชนกัน ใบใหมที่เจริญตามมา
แสดงอาการดางรุนแรงมากขึ้น โดยเฉพาะบริเวณปลายใบจะขาวซีด ซ่ึงมักจะแหงตาย ใบอื่นๆที่
เจริญตามมาภายหลังจะแสดงอาการดางตลอดทั้งใบ อาการดางจะรุนแรงมากนอยข้ึนอยูกับพันธุ
ขาวฟาง โดยขาวฟางหวานจะรุนแรงมากทีสุ่ด 

 
ขาวสาลี  (Triticum aestivum) สายพันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ 56  และ 171  พบวา

ทั้ง 4 สายพันธุ ขาวสาลีทั้ง 4 สายพันธุ แสดงอาการดางขีดสีขาวตามแนวเสนใบทั่วทั้งตน ภายหลัง
การปลูกเชื้อ 28-30 วัน และอาการชัดเจนมากขึ้นเมื่อใบแก (ภาพที่ 24)  สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) 
รายงานไววาขาวสาลีแสดงอาการใบดางหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน 

 
ขาวบารเลย  (Hordeum vulgare) สายพนัธุ FN (ภาพที่ 25) และ SMG (ภาพที่ 26) แสดง

อาการภายหลังการปลูกเชื้อ 30 วัน  โดยขาวบารเลยทั้ง 2 สายพันธุ แสดงอาการแผลสีเหลืองถึง
น้ําตาล ภายหลังการปลูกเชื้อ 7-10 วัน และใบออนที่ไมไดปลูกเชื้อแสดงอาการขีดสีขาวหลังจาก
อาการดังกลาว 18-20 วัน แตอาการไมรุนแรงมากนกั สอดคลองกับที่มีรายงานวาขาวบารเลย แสดง
อาการใบดางไมรุนแรง (mild mosaic) หลังปลูกเชื้อ (Plant virus online, 1977)  
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เมื่อนําใบพืชทดสอบที่ไดรับการปลูกเชื้อแตละชนิด ภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน มาทาํการ
ตรวจหาเชื้อ BMV ดวยเทคนคิ indirect ELISA พบวาพืชทดสอบทําปฏิกิริยาใหผลบวกในทั้ง 2    
ไอโซเลท ประกอบดวย C. amaranticolor, C. quinoa ขาวฟางสายพนัธุ UT 423B และ UT 325B 
ขาวสาลีสายพันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ 56 และ 171 และขาวบารเลยสายพันธุ FN และ SMG 
สวนในถัว่แขกที่แสดงอาการ และพืชทดสอบที่ไมแสดงอาการนั้นทําปฏิกิริยาใหผลเปนลบ (ตาราง
ที่ 6) อยางไรกต็ามไดนําถ่ัวแขกที่แสดงอาการจากการปลูกเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท กลับไปปลูกเชื้อลง
บนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3  พบวาขาวโพดหวานทั้ง 2 ไอโซเลท แสดงอาการใบดางแถบ
ขาว (white stripes) (ภาพที่ 27) โดยเริ่มแสดงอาการจุดสซีีดบนใบออน หลังปลูกเชื้อ 10 วัน และมี
การพัฒนาอาการเชนเดียวกบัที่รายงานไวขางตน และใหปฏิกิริยาเปนผลบวกจากการตรวจยนืยนัผล
ดวยเทคนิค indirect ELISA ซ่ึงบอกไดวาเชื้อ BMV สามารถเขาทําลายถั่วแขกได และกอใหเกดิ
อาการแผลจุด ซ่ึงไมสามารถตรวจพบเชื้อไดดวยเทคนิค ELISA อาจเนือ่งมาจากการเจือจางน้ําคั้น
พืชในอัตราสวน 1:10 อาจทําใหปริมาณเชือ้ที่อยูในน้ําคั้นนอยจนไมสามารถตรวจหาเชื้อได  

 
จากความหลากหลายของอาการบนพืชทดสอบแตละชนดิที่ศึกษาและผลการตรวจเชือ้ดวย

เทคนิค indirect ELISA สามารถแบงอาการไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 พืชทดสอบที่แสดงอาการ
และตรวจพบเชื้อ จํานวน 10 ชนิด ประกอบดวย ขาวฟาง 2 สายพันธุ (UT 423B และ UT 325B) 
ขาวสาล ี 4 สายพันธุ (อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ56  และ 171) ขาวบารเลย 2 สายพนัธุ (FN  และ 
SMG) แสดงอาการดางแบบทั่วตน (systemic mosaic) C. amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเฉพาะ
แหง (local lesion)  และ C. quinoa แสดงอาการแผลจุดสีซีด และพบอาการดังกลาวบนใบที่ไมได
รับการปลูกเชื้อ กลุมที่ 2 พืชทดสอบที่แสดงอาการแตตรวจไมพบเชื้อ คือ ถ่ัวแขก (Phaseolus 
vulgaris) แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง สีน้ําตาลแดง (local lesion) และกลุมที่ 3 พชืทดสอบที่ไม
แสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ จํานวน 7 ชนิด ประกอบดวย ยาสูบ 3 ชนิด คือ Nicotiana  
benthamiana, N. glutinosa และ N. tabacum  ถ่ัวพุม ถ่ัวฝกยาว แตงกวา และฟกทอง 

 
จะเห็นไดวาระยะเวลาทีใ่ชในการปลูกเชื้อ BMV ลงบนพืชทดสอบจนกระทั่งแสดงอาการ

นั้นมีความแตกตางกัน ทั้งนีข้ึ้นอยูกับชนดิของพืชทดสอบ ที่มีผลตอความสามารถในการเขาทําลาย
ของเชื้อ ซ่ึงทําใหระยะเวลาในการแสดงอาการและความรุนแรงบนพืชทดสอบมีความแตกตางกัน  
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ภาพที่ 20  Chenopodium amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเซลลตายภายหลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน  
   จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทยีบกับใบปกติ (A) 
 

     
 

     
 
ภาพที ่21  Chenopodium quinoa แสดงอาการใบดางจดุซีดสีเหลือง ไอโซเลท BMV-RB (B) และ 

ไอโซเลท BMV-KB (C) หลังการปลูกเชื้อ 3 วัน (1) หลังปลูกเชื้อ 10 วนั (2)      
เปรียบเทียบกบัใบปกติ (A) 

       
 
 
 
 
 

 

 A  B  C 

1B 1C 1A 

2A 2B 2C 
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ภาพที่ 22  ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) แสดงอาการจุดแผลสีน้ําตาลแดงภายหลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน  

   จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) และเปรยีบเทียบกับ               
   ใบปกติ (A) 

 

     
 

     
 
ภาพที่ 23  ขาวฟาง (Sorghum bicolor) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลูกเชื้อ 7-14 วัน  

จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) บนขาวฟางพันธุ UT 423B 
(1) และขาวฟางพันธุ UT 325B (2) เปรียบเทียบกับขาวฟางปกติ (A) 

 
 

1A 1B 1C 

2A 2B 2C 

 A  B  C 
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ภาพที่ 24  ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลูกเชื้อ                                

28-30 วัน จากไอโซเลท BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB บนขาวสาลี 4 สายพันธุ                             
พันธุ อินทรีย 1 (1) พันธุ อินทรีย 2 (2) พันธุสุวรรณ 56 (3) และ พนัธุ 171 (4) 
เปรียบเทียบกบัขาวสาลีปกติ (A) 

 
 
 
 
 

1A 2A 3A 4A 

1B 2B 3B 4B 

1C 2C 3C 4C 
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ภาพที่ 25  ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ FN แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล ภายหลัง 

ปลูกเชื้อ 10 วนั (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชือ้ 30 วัน (2) จาก การปลูกเชือ้           
ไอโซเลท BMV-RB  (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบกบัขาวบารเลย           
ปกติ (A) 

    

         
 
ภาพที่ 26  ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ SMG แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล  

   ภายหลังปลูกเชื้อ 10 วัน (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชื้อ 30 วัน (2) จาก การ 
   ปลูกเชื้อ  ไอโซเลท BMV-RB   (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบกับขาว    
   บารเลยปกต ิ(A) 

 
 

 
 

2C 1C 2B 

A 1B 2B 1C 2C 

A 1B 
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ภาพที่ 27  ขาวโพดหวาน (Zea mays) พันธุ ไฮบริกซ 3 แสดงอาการใบดางแถบขาวหลังปลูกเชื้อ  

10 วัน จากถ่ัวแขกที่แสดงอาการแผลจุดน้ําตาลแดง (necrotic lesion) มาปลูกเชื้อดวยวธีิ
กล จากถั่วแขกที่ปลูกเชื้อดวย ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) 

 
 
 
 
 
 
 

 

A  B  C 
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ตารางที่ 6  ขอมูลอาการและการตรวจหาเชือ้ BMV ไอโซเลท RB และ KB หลังการปลูกเชื้อ 7 วัน 
    ของพืชทดสอบแตละชนดิ ดวยเทคนิค indirect ELISA เปรียบเทียบกับพืชอาศัยของเชื้อ    
    BMV ที่มีรายงานในฐานขอมูล CMI/ABB Description of Plant Virus 

 
ชนิดพืชทดสอบ ปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC/

อาการที่แสดงบนพืชทดสอบ 
อาการบนพชือาศัยจาก
ฐานขอมูล CMI/ABB 

 BMV-RB BMV-KB BMV  
วงศ Chenopodiaceae 
C. amaranticolor 
C. quinoa 

 
+/LL 
+/SL 

 
+/LL 
+/SL 

 
H 
H 

วงศ Solanaceae 
ยาสูบ (N. benthamiana) 
ยาสูบ (N. glutinosa) 
ยาสูบ (N. tabacum) 

 
-/NS 
-/NS 
-/NS 

 
-/NS 
-/NS 
-/NS 

 
NA 
N-H 

H 
วงศ Leguminosae 
ถ่ัวแขก (P. vulgaris) 
ถ่ัวพุม (V. unguiculata var. 
unguiculata) 
ถ่ัวฝกยาว (V. unguiculata var. 
sesquipedalis) 

 
-/LL 
-/NS 
-/NS 

 
-/LL 
-/NS 
-/NS 

 
NA 
NA 
NA 

 
หมายเหตุ  + คือ  ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม BMV-SC 

     - คือ  ไมทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม BMV-SC 
     SM   คือ  systemic  mosaic 
     SL    คือ  systemic local lesion 
     LL    คือ  local lesion 
     NS    คือ  no symptom 
     NA   คือ ไมมีขอมูล 
     H      คือ  พืชอาศัย 
     N-H  คือ ไมเปนพืชอาศัย 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

ชนิดพืชทดสอบ ปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC/
อาการที่แสดงบนพืชทดสอบ 

อาการบนพชือาศัยจาก
ฐานขอมูล CMI/ABB 

 BMV-RB BMV-KB BMV  
วงศ Cucurbitaceae 
แตงกวา (C. sativus) 
ฟกทอง (C. maxima) 

 
-/NS 
-/NS 

 
-/NS 
-/NS 

 
H 

NA 
วงศ Gramineae 
ขาวฟาง UT 423B (S. bicolor) 
ขาวฟาง UT 325B (S. bicolor) 
ขาวสาลี อินทรีย 1 (T. aestivum) 
ขาวสาลี อินทรีย 2 (T. aestivum) 
ขาวสาลี สุวรรณ 56 (T. aestivum) 
ขาวสาลี 171 (T. aestivum) 
ขาวบารเลย  FN (H. vulgare) 
ขาวบารเลย  SMG (H. vulgare) 

 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM  
+/SM 

 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM 
+/SM  
+/SM 

 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 

 
8.  การผลิตและการตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ BMV 
 
 เมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB มาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศอิเล็กตรอน พบ
อนุภาคไวรัสมีลักษณะทรงกลม (icosahedral) ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 27 นาโนเมตร (ภาพ
ที่ 28) สอดคลองกับที่มี รายงานไววาพบลกัษณะอนภุาคไวรัสเชื้อ BMV แบบทรงกลมเสนผาศูนย 
กลางประมาณ 27 นาโนเมตร (ทวีศักดิ์, 2528; Hull, 2002) มีรายงานไววาอนุภาคไวรัสเชื้อ BMV มี
ขนาดเสนผาศนูย กลาง ประมาณ 26 นาโนเมตร (Anderegg et al., 1963; ICTV management, 2002) 
และ 25 นาโนเมตร (Gibson and Kenten, 1978) และพบลกัษณะอนภุาคของเชื้อ BMV มีชองวาง 
(hollow) ตรงกลาง ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลางขนาด 8 นาโนเมตร (ทวีศักดิ์, 2528; Anderegg et al., 
1963)  
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ภาพที่ 28  ลักษณะอนุภาคของเชื้อไวรัสไอโซเลท BMV-RB ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  

   27 นาโนเมตร ในสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน.  
   Bar represent 100 nm. 

 
 8.1  ไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV 
 
        จากการผลิตแอนติบอดโีดยฉีดเชื้อ  BMV บริสุทธิ์ ไอโซเลท ราชบุรี (PAb BMV-RB) 
ในกระตาย แลวเก็บแอนติซีรัมทั้ง 5 คร้ัง มาตรวจหาคาไตเตอร พบวา แอนติซีรัมที่ไดใหคาไตเตอร
ในการทําปฏิกริิยา กบัเชื้อ BMV บริสุทธิ์ในชวง 1:6,400 ถึง 1:12,800 และไดเลือกแอนติซีรัมจาก
การเจาะเลือดครั้งที่ 1 เพื่อใชในการทดลองตอไป เนื่องจากใหคาการดดูกลืนแสง (A405 nm) ที่ได
สูงสุดเมื่อแปรียบเทียบกับแอนติซีรัมที่เก็บไดในแตละสปัดาห (ตารางที่ 7, ภาพที่ 29) 
 
 8.2  คาเจือจางที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในพืชเปนโรค 
 
        การหาคาความเจือจางทีเ่หมาะสมของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV จากการเจาะเลือดครั้งที่ 
1 หลังการฉีดกระตุนครั้งที่ 1 เปนเวลา 3 สัปดาห พบวาที่ความเจือจาง 1:500 ใหคา A405 nm ของการ
ทําปฏิกิริยาสูงที่สุด คือ 2.873 รองลงมา คือ 1:1,000, 1:1,500, 1: 2,000 และ 1: 2,500 ใหคา  A405 nm   
ของการทําปฏิกิริยา 2.859, 2.850,  2.692 และ 2.511 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบคา S/N ratio 
พบวาความเจอืจางที่ใชใหคา A405 nm  แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ โดยที่ความเจือจาง 1:1,500 
1:2,000 และ 1: 2,500 มีคา S/N ratio สูงกวาทุกความเจือจาง และไมมีความแตกตางทางสถิติทําให
สามารถใชความเขมขนใดกไ็ด (ตารางที่ 8)  ดังนั้น จึงเลือกความเขมขนที่ 1: 2,000 สําหรับใช
ทดลองตอไป  
 



  

64 

 8.3  ความจําเพาะตอการตรวจสอบเชื้อ BMV 
 

       การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอเชื้อ  BMV ที่ผลิตได พบวาสามารถทํา
ปฏิกิริยาไดดกีบัน้ําคั้นใบขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV ไอโซเลท RB และ KB และ 
ออยที่เปนโรคจากเชื้อ BMV ในสภาพแปลงปลูกธรรมชาติ และไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ Sugarcane 
mosaic virus (SCMV) Maize chlorotic mottle virus (MCMV) และ Sugarcane mosaic virus -MDB 
(SCMV-MDB) จากน้ําคั้นใบขาวโพด และเชื้อ Cucumber mosaic virus (CMV) จากน้าํคั้นยาสูบ     
( N. glutinosa ) และน้ําคัน้พชืปกติ (ตารางที่ 9) จากความสามารถในการตรวจสอบ และการ
เกิดปฏิกิริยาในระดับสูงเมื่อวินิจฉยัดวยแอนติซีรัมที่ผลิตได แสดงวาแอนติซีรัมมีความจําเพาะตอ
การตรวจสอบเชื้อ BMV จากพืชติดเชื้อที่ใชทดสอบ  
 

8.4  ความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัม 
 
       การทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได โดยเจือ

จางไวรัส BMV บริสุทธิ์ไอโซเลท RBใหมคีวามเขมขนตัง้แต 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรถึง 0.156 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตอแอนติซีรัมที่ความเขมขน 1:2,000 พบวามีความไวในการทําปฏิกิริยา โดย
สามารถตรวจสอบไวรัสบริสุทธ ที่ความเขมขนไดในระดับ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 
10) จากผลจะเห็นไดวาความไวในการตรวจสอบของแอนติซีรัมตองมีความเขมขนของไวรัสสูง 
อาจเนื่องมาจากแอนติซีรัมทีใ่ชในการตรวจเจือจางสูงถึง 1:2,000 ซ่ึงมีผลตอความไวในการทํา
ปฏิกิริยา 

 
อยางไรก็ตามจากการวิจัยคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการนําเชื้อไวรัส 

BMV ไอโซเลท RB ฉีดกระตุนภูมิคุมกนัในกระตายสามารถใชเปน แอนติซีรัมที่มีประสิทธิภาพ 
และใชในการตรวจหาเชื้อ BMV ที่เขาทําลายพืช เนื่องจากมีความจําเพาะและไมทําปฏิกิริยากับพืช
ปกติ และเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ ที่นํามาทดสอบ  
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ตารางที่ 7  คาไตเตอรของแอนติซีรัมเมื่อใชสารแขวนลอยไวรัสความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ 
    มิลลิลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
คร้ังท่ีเจาะเลือด/คาการดูดกลืนแสง A405nm

1/ คาความเจือจางของ
แอนติซีรัม 1 2 3 4 5 Ns2/ 

1:200 2.875 2.8485 2.747 2.5365 2.364 0.1385 
1:400 2.55 2.4115 2.1665 1.9475 1.84 0.114 
1:800 2.034 1.747 1.549 1.3605 1.2255 0.104 
1:1,600 1.389 1.1475 0.9485 0.808 0.743 0.0975 
1:3,200 0.856 0.678 0.577 0.4735 0.428 0.0865 
1:6,400 0.4765 0.3825 0.3285 0.272 0.249 0.0825 
1:12,800 0.2775 0.232 0.1975 0.176 0.1665 0.0815 
1:25,600 0.1785 0.1535 0.01415 0.1265 0.124 0.0815 
1:51,200 0.1305 0.1175 0.111 0.1025 0.1025 0.0825 
1:102,400 0.1055 0.097 0.0965 0.093 0.0915 0.0815 
1:204,800 0.095 0.0905 0.091 0.088 0.0905 0.084 
1:409,600 0.093 0.0855 0.0885 0.085 0.0895 0.082 
1:819,200 0.085 0.0805 0.083 0.0805 0.0865 0.081 
Coating buffer 0.103 0.098 0.1025 0.099 0.105 0.126 
 
หมายเหตุ  1/  คาเฉลี่ย 2 ซํ้า วัดคาการดดูกลืนแสงที่เวลา 60 นาที หลังจากเติมสับเสตรท 

    2/ Normal serum 
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ภาพที่ 29  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-RB  จากการเก็บเลอืด 5 คร้ัง ตรวจสอบดวย 

เทคนิค indirect ELISA โดยใชไวรัสบริสุทธิ์ BMV-RB ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ  
มิลลิลิตร เปนแอนติเจน  
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ตารางที่ 8  คา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของเชื้อ BMV ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัมที่ผลิตได  
    (PAb BMV-RB) ที่คาความเจือจางตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
ความเจือจางของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV คา S/N ratio2/ 

1: 500 10.8850d1/ 
1:1,000 16.5750c 
1:1,500 19.7200a 
1:2,000 19.9400a 
1:2,500 19.6200a 
1:3,000 17.8150b 
1:3,500 18.2500b 
1:4,000 15.5600c 
1:4,500 15.5000c 

 
หมายเหตุ  1/  ตัวอักษรที่เหมอืนกันไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 วิเคราะหดวย  

        Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
       2/    คาเฉลี่ย 2 ซํ้า ของคา signal-to-noise ratio เทากับคา A405 ของเชื้อ BMV ตอ A405 ของ    
        พืชปกต ิ
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ตารางที่ 9  การตรวจสอบความจําเพาะของแอนตีซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) กับแอนติเจน 
    ชนิดตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
ตัวอยางพืชนํามาทดสอบ คาการดูดกลืนแสง A405nm

1/ 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-RB 1.989 
ออยเปนโรคจากเชื้อ BMV ในสภาพธรรมชาติ 1.868 
ยาสูบเปนโรคจากการปลูกเชื้อ CMV 0.112 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV 0.123 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ MCMV 0.123 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV-MDB 0.143 
ขาวโพดปกต ิ 0.119 
ออยปกต ิ 0.137 
ยาสูบปกติ (N. glutinosa) 0.160 
Coating buffer 0.089 
 
หมายเหตุ  1/   คาเฉลี่ย 2 ซํ้า จากการอานคาการดูดกลืนทีเ่วลา 60 นาที หลังจากเติมสบัเสตรท 
          โดยใชแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ความเขมขน 1:2,000  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

69 

ตารางที่ 10  การทดสอบความไวของการเกดิปฏิกิริยาของแอนติซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) 
      ดวยเทคนคิ indirect ELISA  

 
ความเขมขนของ ไวรัสบริสทุธ์ิ                

ไอโซเลท BMV-RB (ng) 
คาการดูดกลืนแสง A405nm

1/ 

5000 2.02 
1000 0.661 
100 0.1668 
50 0.1442 
25 0.109 
10 0.102 
5 0.0896 

2.5 0.0862 
1.25 0.0846 
0.625 0.0908 
0.312 0.0866 
0.156 0.0994 
พืชปกต ิ 0.1004 

Coating buffer 0.091 
พืชเปนโรค 2.5884 

 
หมายเหตุ  1/  คาเฉลี่ย 2 ซํ้า จากการอานคาการดูดกลืนทีเ่วลา 60 นาที หลังจากเติมสบัเสตรท 
         โดยใชแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ที่ความเขมขน 1:2,000 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

การสํารวจแปลงปลูกขาวโพดและเก็บตัวอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการดางจาก 20 จงัหวัด 
พบวาขาวโพดที่ใหปฏิกิริยาเปนผลบวกตอเชื้อ BMV เปนขาวโพดฝกออนจาก 2 จังหวัด คือ 
กาญจนบุรี และราชบุรี ขาวโพดที่ติดเชื้อ BMV แสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย 
จากการแยกเชือ้ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทราชบุรี (BMV-RB) และไอโซเลทกาญจนบุรี 
(BMV-KB) บนพืชทดสอบ C. amaranticolor พบวาแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) 
เมื่อนําแตละจดุมาเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสบนขาวโพดหวาน พบวาแสดงอาการใบดางแถบขาวทั่วทั้ง
ตน (white stripe systemic) และใหปฏิกิริยาเปนผลบวกเมื่อตรวจยืนยนัดวยเทคนิค indirect ELISA 
อีกครั้ง  

 
แยกเชื้อไวรัสใหบริสุทธิ์ทั้ง 2 ไอโซเลท จากขาวโพดหวาน ไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ มีคา 

A260/A280 เทากบั 1.63 และ 1.608 และที่ความเขมขน 0.5725 และ 0.3584 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัพืช 1 
กรัม ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับคา บริสุทธิ์มาตรฐานที่ 1.75 (Lane, unpublished data) เมื่อนํามา
วิเคราะหความบริสุทธิ์ และขนาดของโปรตีนหอหุมอนภุาค ดวยวิธี SDS-PAGE  พบวามีแถบ
โปรตีนเพียงแถบเดียวมีขนาดประมาณ  21.68 กิโลดาลตัน และเมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ที่ได กลับไป
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลลงบนขาวโพดหวาน พบวาไวรัสบริสุทธิ์ที่ไดสามารถทําใหขาวโพดเปนโรคได  
 
             การแยกสกัดอารเอน็เอจากอนุภาคไวรัส ตรวจสอบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอเิล็กโตรโฟรีซีส 
พบแถบอารเอ็นเอ 3 แถบ สอดคลองกับที่มีรายงานวาจีโนมของเชื้อ BMV ประกอบดวยอารเอน็เอ 
3 ช้ิน (RNA-1, RNA-2 และ RNA-3) (ICTVdB management, 2002; Amine and Ahlquist, 2003) 
การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท ดวยเทคนิค RT-PCR โดย
การออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมทั้งสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาค ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
664 คูเบส โดยลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดครอบคลุมยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสมีความยาว 573 นิ
วคลีโอไทด จากการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาค พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันสูงที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต และ100 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมคีวามคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน กับเชื้อ
ไวรัส BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type ที่ระดับ 73 เปอรเซ็นต และ 76-77 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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การศึกษาความสัมพันธในรปู Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของเชือ้ BMV 
ทั้ง 2 ไอโซเลท และจากฐานขอมูลของ GenBank พบวาไอโซเลท BMV-RB และ BMV-KB ของ
ประเทศไทย ถูกจัดกลุมแยกออกมาจากกลุมของเชื้อไวรัส BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ 
BMV-Type ที่มีรายงายในตางประเทศ 

 
การศึกษาความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท โดยการปลูกเชือ้ดวยวิธีกลลงบน

ขาวโพด 5 สายพันธุ พบวาไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท มีความรุนแรงไปในทศิทางเดียวกนั โดยมี
เปอรเซ็นตการเปนโรค ที่พบในขาวโพดหวาน ขาวโพดขาวเหนียว ขาวโพดไร และขาวโพดเทยีน 
เปนโรค 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต และในขาวโพดฝกออน เปนโรคเพียง 41 ถึง 51 เปอรเซ็นต และมี
การพัฒนาอาการในขาวโพดทั้ง 5 สายพันธุ  โดยแสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) ดาง
เหลือง (yellow mottle) ดางเปนแถบขาว (white stripes) และดางขีดขาว (white streaks) และดาง
แถบขาวอยางรุนแรงในขาวโพดบางสายพนัธุ และขาวโพดสวนใหญที่เปนโรค พบวาชอเกสรตัวผู
ไมสมบูรณ และฝกมีขนาดเล็ก ติดเมล็ดไมสมบูรณ และตรวจพบเชื้อ BMV ในสวนของ ใบ ราก 
เปลือกหุมฝก ไหม (silks) และเมล็ด ยกเวนอับละอองเกสร การศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ 
18 ชนิด และตรวจหาเชื้อ BMV ดวยเทคนคิ indirect ELISA พบวาการตอบสนองของพืชทดสอบ
ตอไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถแบง ไดเปน 3 กลุม คือ (1) กลุมที่แสดงอาการและตรวจพบเชื้อ 
ไดแก ขาวฟางพันธุ UT 423B และ UT 325B ขาวสาลีพันธุ  อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ  56  และ 
171 ขาวบารเลยพันธุ FN  และ SMG  C. amaranticolor  และ C. quinoa  (2)  กลุมที่แสดงอาการแต
ตรวจไมพบเชือ้ ไดแก ถ่ัวแขก และ (3) กลุมที่ไมแสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ ไดแก ยาสูบ       
3 ชนิด คือ Nicotiana  benthamiana, N. glutinosa และ N. tabacum  ถ่ัวพุม ถ่ัวฝกยาว แตงกวา และ
ฟกทอง  

 
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ BMV เมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB มี

ลักษณะอนภุาคทรงกลมเสนผาศูนยกลางขนาด 27 นาโนเมตร เปนแอนติเจน พบวาสามารถผลิต
แอนติซีรัมตอเชื้อ BMV มีคาเจือจางสูงสุดที่ยังเหน็ปฏิกิริยาคือ 1: 12,000  คาความเจือจางที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในน้ําคั้นใบขาวโพด คือ 1:2,000 มีความไวในการทํา
ปฏิกิริยากับไวรัสบริสุทธิ์ที่ความเขมขน 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และโพลีโคลนอลแอติบอดี   
ที่ผลิตไดมีความจําเพาะตอเชือ้ BMV เนื่องจากสามารถทาํปฏิกิริยาไดดกีับพืชที่มีเชื้อ BMV โดยไม
ทําปฏิกิริยากับพืชปกติ และพืชที่เปนโรคจากเชื้อไวรัสชนิดอื่นที่นํามาทดสอบ  
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จากลักษณะและคุณสมบัติของสัณฐานวิทยา ลักษณะอาการบนพืชอาศัย และการทํา
ปฏิกิริยากับแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-SC ของเชื้อไวรัสที่ตรวจพบในขาวโพดจากจังหวัด กาญจนบุรี 
และราชบุรีมีความใกลเคยีงกบัเชื้อ BMV ที่จัดจําแนกอยูในวงศ Bromovirus มากที่สุด หรืออาจจะ
เปนสายพันธุหนึ่งของเชื้อ BMV อยางไรก็ตามยังไมไดมีการทดสอบความสามารถในการถายทอด
ทางเมล็ดซึ่งนาที่จะทําการศกึษาตอในอนาคต เนื่องจากเชื้อไวรัสชนิดนี้กอใหเกดิความเสยีหาย
กับขาวโพดอยางรุนแรง และพืชเศรษฐกจิอกีหลายชนดิจากขอมูลการศึกษาขางตน และยังคงตองมี
การศึกษาคณุสมบัติอ่ืนๆของเชื้อตอไป เพือ่ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการปองกันกําจดัโรคอยางมี
ประสิทธิภาพในอนาคต  
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ตารางผนวกที่ 1  ตารางขอมูลที่ใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight  
Marker) และนํามาใชคํานวณขนาดของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ที่ได
จากเทคนิค SDS-PAGE 

 
Distance (cm) 

Coat protein BMV 
Protein Molecular 

Weight Marker 
(kDa) 

Protein Molecular 
Weight Marker 

(log) 

Distance Protein 
Marker (cm) 

BMV-RB BMV-KB 
116 2.064 1.0 4.9 4.9 
66.2 1.807 1.95   
45 1.653 2.6   
35 1.544 3.25   
25 1.397 4.35   

18.4 1.264 5.6   
14.4 1.158 6.1   

 
หมายเหตุ  distance  คือคาหาไดจาก คาทีว่ดัจากขอบดานบนของเจล จนถึงกึ่งกลางแบนของ 

     โปรตีนในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐานใช Protein Marker (log) กับคา distance  
     Protein Marker  และแทนคา distance coat protein ของ ไอโซเลท BMV-RB และ   
     BMV-KB ที่ตัวแปร X เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัส   
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟโปรตีนมาตราฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker                        

           ที่ (R2= 0.982)  
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BMV-RB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
 
BMV-RB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
 
BMV-RB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
 
BMV-RB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
 
BMV-RB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
 
BMV-RB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
 
BMV-RB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
 
BMV-RB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGCATCTATGTGTATGCA 480 
 
BMV-RB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
 
BMV-RB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAAATATGCCCGTAGCTCGCGTTGAGCCCC 600 
 
BMV-RB          TAGAACAGGGTTATGTTCAAGGCCCCCATGACTTGGGTTAAAGGACCCTGTCCAGGTAGG 660 
 
BMV-RB          ACAC 664 
 
 

 
BMV-KB          ATGTCGACTTCAGGAACTGGTAAGATGACCCGAGCACAGCGAAGAGCTGCGGCCCGGAGG 60 
                 
BMV-KB          GCTCGAAGGGTGGTTAAACCCATTCAGCAGGTTATTGTCGAACCAATCGCTTCCGGCCAA 120 
                 
BMV-KB          GGCAAGGCCGTTAGAGCGTTTGGCGGATACAGTGTCACCAAGTGGGAAGCCTCTTCGAAG 180 
 
BMV-KB          GCAATCACTGCAAAGGCCACCAACCAGATGGACATCTCTTTACCCTCTGAGCTTTCGTCC 240 
                 
BMV-KB          GAAAGGAACAAGCAGCTCAAAGTTGGGAGAGTTCTACTTTGGCTGGGACTCCTGCCTAGT 300 
                 
BMV-KB          ATCACTGGGCGGGTTAAGGCTTGTATCGCTGAGACTCAGTCAACCCCCGAAGCTGCTTTT 360 
                 
BMV-KB          CAAGTAGCTTTGGCTGTCGCCGATTCCTCGAAAGAGGTGGTGGCGGCGATGTACACAGAC 420 
                 
BMV-KB          GCTTTCAAGGGTATCACCCTTGAACAGCTGGCGAAGGACCTGCGTATCTATGTGTATGCA 480 
                 
BMV-KB          TCGGAGGCTGTGGCAGAGGGAGCGGTAGCAGTGCATTTGGAAGTCGAACACGTAAGGCCT 540 
                 
BMV-KB          ACGTTGGACGACTTTTTCACCCCGGTGTACTAAATATGCCCGTAGCTCGCGTTGAGCCCC 600 
                 
BMV-KB          TAGAACAGGGTTATGTTCAAGGCCCCCATGACTTGGGTTAAAGGACCCTGTCCAGGTAGG 660 
                 
BMV-KB          ACAC 664 
                 

 
ภาพผนวกที่ 2  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด จากไอโซเลท BMV-RB (A) และไอโซเลท  
         BMV-KB (B) จากขาวโพดของประเทศไทย  

 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
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ภาคผนวก ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
84 

การเตรียมสารสําหรับในการทดสอบ ELISA 
 

1.  Carbonate coating buffer (CB), pH 9.6 
 

Na2CO3     1.59  กรัม 
NaHCO3    2.93  กรัม 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

 
2.  Phosphate buffer salaine (PBS), pH 7.4 
 

NaCl     8.00  กรัม 
Na2HPO4.12H2O    2.90  กรัม 
KH2PO4     0.20  กรัม 
KCl     0.20  กรัม 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 1,000 มิลลิลิตร หากเตรียม washing 
buffer (PBST) ใหเติม, 0.05% Tween-20 

 
3.  Substrate buffer, pH 9.8 

 
Diethanolamine    97.00  มิลลิลิตร 
Sodium azide    0.20  กรัม 
MgCl2.6H2O    100.00  มิลลิลิตร 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในที่มืดอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารสําหรับแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 
 

1.  Separating buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
 

Tris-base    45.50   กรัม 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 250 มิลลิลิตร 
 

2.  Stacking buffer (1.0 M Tris-HCl, pH 6.8) 
 
Tris-base    30.30   กรัม 

  
ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 250 มิลลิลิตร 

 
3.  12% Separating gel  

 
30% Polyacrylamide   4.00   มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   2.50   มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น     3.30   มิลลิลิตร 
10% SDS-PAGE   0.10   มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.10   มิลลิลิตร 
TEMED    0.004   มิลลิลิตร 

  
ตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร 

 
4.  6% stacking gel  

 
30 % Polyacrylamide   0.83   มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8   0.65   มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น     3.4   มิลลิลิตร 
10% SDS    0.05   มิลลิลิตร 
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10% ammonium persulfate  0.05   มิลลิลิตร 
TEMED    0.005   มิลลิลิตร 

  
ตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 4 มิลลิลิตร 

 
5.  Loading buffer 2 เทา 

 
2-mercaptoethanol   0.20   มิลลิลิตร 
Glycerol    2.00   มิลลิลิตร 
2% SDS    2.00   มิลลิลิตร 
Bromophenol blue   0.25   มิลลิกรัม 

  
ปรับปริมาตรดวย 0.1 M Tris-HCl ใหครบ 10 มิลลิลิตร เก็บในที่มดื 

 
6.  Running buffer 10 เทาม pH 8.3 

 
Tris-base    30.00   กรัม 
Glycine     144.00   กรัม 
10% SDS    100.00   มลิลิลิตร 

  
ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
7.  Stainning solution 

 
0.2% Commissie brilliant blue-R250 2  กรัม 
45% Methanol    450  มิลลิลิตร 
10% acetic acid    100  มิลลิลิตร 

  
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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8.  Destaining solution 
 
25% methanol    250  มิลลิลิตร 
7% acetic acid    70  มิลลิลิตร 

  
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
การเตรียมสารสําหรับสกัดอารเอ็นเอ 

 
1.  10X RNA extraction, pH 9.0 

 
0.5 M glycine    3.75  กรัม 
0.5 M NaCl    2.92  กรัม 
0.1 M EDTA    3.75  กรัม 

  
ปรับ pH ดวย NaOH แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 
2.  storage buffer pH 5.0  

 
50 mM sodium acetate   4.1  กรัม 
1 mM Na2EDTA    0.372  กรัม   

 1 mM Mg2Cl    0.203  กรัม 
0.1 M acetic acid   1.156  มิลลิลิตร 

  
ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวจันทรเพ็ญ  ปุกสูงเนนิ 
วัน เดือน ป ที่เกิด 28 กันยายน 2526 
สถานที่เกิด  จังหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2544 มัธยมศึกษาตอนปลาย 

                 โรงเรียนหนิกองวทิยาคม จังหวดัสระบุรี 
พ.ศ. 2548 วิทยาศาสตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 
                 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
                 วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
พ.ศ. 2551 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 
                 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
                 วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ พ.ศ. 2550 ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวิจยัระดับ  

                 บัณฑิตศึกษา  
                 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 




