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งานวิจัยครั้งนี้ไดทําการสํารวจและตรวจวินิจฉัยโรคใบดางของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อ Brome mosaic 
virus (BMV) ซึ่งเปนโรคไวรัสที่พบแพรระบาดไปทั่วโลก โดยทําการสํารวจ ในแหลงปลูกขาวโพดที่สําคัญของ
ประเทศไทย ในการตรวจใชเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) พบวาเชื้อที่แยกไดจากใบ
ขาวโพดที่เปนโรคจากจังหวัดราชบุรี (RB)  และกาญจนบุรี (KB) สามารถทําให  Chenopodium amaranticolor  
แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง และขาวโพดหวาน แสดงอาการดางทั่วตน เมื่อนําเชื้อไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท มา
เตรียมไวรัสใหบริสทุธิ์ พบวาไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ที่มีคา A260/A280 เทากับ 1.63 และ 1.60 จากไอโซเลท RB 
และ KB ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหความบริสุทธิ์ของไวรัสดวยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบแถบโปรตีน เพียงแถบเดียว มีขนาดประมาณ 21.68 กิโลดาลตัน จากการ
นําทั้ง 2 ไอโซเลท มาแยกสกัดอารเอ็นเอจากไวรัสบริสุทธิ์ ปรากฏแถบอารเอ็นเอ 3 ช้ิน เมื่อวิเคราะหยีนโปรตีน
หอหุมอนุภาคของเชื้อ พบวามีความยาวตลอดยีน 573 นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีนขนาด 190 เรสซิดิวส 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต และกรดอะมิโน 100 เปอรเซ็นต  และมีความ
คลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน กับเชื้อ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type จากฐานขอมูล 
GenBank ที่ระดับ 73 เปอรเซ็นต และ 76-77 เปอรเซ็นต ตามลําดับ วิเคราะหความสัมพันธทาง Phylogenetic 
tree จากขอมูลกรดอะมิโน พบวาทั้ง 2 ไอโซเลทของประเทศไทยถูกจัดกลุมแยกออกจากทั้ง 3 สายพันธุ ทดสอบ
ความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท บนขาวโพด 5 สายพันธ ในสภาพโรงเรือน พบวาเปอรเซ็นตการเปน
โรคและการพัฒนาอาการมีความรุนแรงไปในทิศทางเดียวกัน เมื่อทดสอบปฏิกิริยาบนพืชทดสอบ และตรวจเชื้อ
ดวยเทคนิค ELISA  พบวาสามารถแบงอาการของพืชทดสอบไดเปน 3 กลุม คือ พืชทดสอบที่แสดงอาการและ
ตรวจพบเชื้อ พืชทดสอบที่แสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ และพืชทดสอบที่ไมแสดงอาการและตรวจไมพบ
เช้ือ  

 
ไวรัสไอโซเลท BMV-RB ใชเปนแอนติเจน ในการผลิตโพลีโคลนอลแอติบอดีตอเช้ือ BMV พบวา

แอนติซีรัมที่ผลิตไดสามารถทําปฏิกิริยาไดอยางจําเพาะกับเชื้อ BMV และไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ SCMV, MCMV 
, SCMV-MDB และ CMV ดังนั้นจากลักษณะและคุณสมบัติตางๆของเชื้อ ที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้ จึงเปน
ประโยชนในการนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อ BMV เพื่อการปองกันกําจัดโรค
อยางมีประสิทธิภาพ 
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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 ในขาวโพดดวยเทคนิค indirect ELISA ของตัวอยาง
ขาวโพดจาก 20 จังหวดั      
เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาคของเชื้อไวรัส 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
รายงานในฐานขอมูลของ GenBank    
เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน ของโปรตีนหอหุม
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
ฐานขอมูลของ GenBank 
เปอรเซ็นตการเกิดอาการโรคใบดางที่เกดิจากเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท 
ในชวงระยะเวลาตางๆหลังจากการปลูกเชือ้บนขาวโพด 5 สายพันธุ 
การตรวจหาเชือ้ BMV จากสวนตางๆ ของขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV 
ทั้ง  ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) และ BMV-KB (กาญจนบุรี) ดวยวิธี  
indirect ELISA 
ขอมูลอาการและการตรวจหาเชื้อ BMV ไอโซเลท RB และ KB หลังการปลูก
เชื้อ 7 วัน ของพืชทดสอบแตละชนิด ดวยเทคนิค indirect ELISA เปรียบเทียบ
พืชอาศัยของเชื้อ BMV ในฐานขอมูล CMI/ABB Description of Plant Virus   
คาไตเตอรของแอนติซีรัมเมือ่ใชสารแขวนลอยไวรัสความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA 
คา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของเชื้อ BMV ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม
ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ที่คาความเจือจางตางๆ ดวยเทคนิค indirect 
ELISA  

 
29 

 
 
 
 

36 
 
 
 
 

39 
 

43 
 
 

52 
 
 

61 
 

65 
 
 

67 



     
  (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

ตารางที่ หนา 
  

9 
 

10 

การตรวจสอบความจําเพาะของแอนตีซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) กับ
แอนติเจนชนดิตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 
การทดสอบความไวของการเกิดปฏิกิริยาของแอนติซีรัมที่ผลิตได (PAb 
BMV-RB) ดวยเทคนิค indirect ELISA  
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ตารางขอมูลที่ใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน ( Protein Molecular 
Weight Marker)  และนํามาใชคํานวณขนาดของโปรตีนหอหุมอนภุาคของ
เชื้อ BMV ที่ไดจากเทคนิค SDS-PAGE 80 
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ลักษณะอนภุาคของเชื้อ BMV ขนาดเสนผาศูนยกลาง 26 นาโนเมตรภายใตกลอง     
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
โครงสรางจีโนมของเชื้อไวรัส BMV (linear single strand, positive-sense RNAs, 
RNA-1, RNA-2 และ RNA-3 and subgenomic RNA) แสดงสวนของยนีที่
กําหนดการสรางโปรตีน ชนิด ตางๆจากปลาย   5'         3'  
ภาพจําลองแสดงตําแหนงยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (CP gene) ของเชื้อ 
BMV รวมทั้งการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรครอบคลุมยีนโดยมีคูไพรเมอร 
FCP กับ RCP2 
ขาวโพดฝกออนแสดงอาการจุดสีซีด และมอีาการดางทั่วใบรวมดวย ทําปฏิกิริยา
ใหผลบวกกับแอนติบอดีตอ BMV-SC จากการตรวจดวยวิธี indirect ELISA 
Chenopodium amaranticolor แสดงอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ
หลัง ปลูกเชื้อ 5 วัน จากเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทียบกบัใบปกติ (A) 
ขาวโพดหวานแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว เชื่อมกนัตามแนวเสนใบหลังปลูก
เชื้อ 7-14 วัน จากเชื้อ ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทยีบกบัใบปกติ (A) 
การวิเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ดวยวิธี SDS-PAGE  
แถบอารเอ็นเอจํานวน 3 ช้ิน จากการแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคของเชื้อ BMV  
ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ลูกศรชี้) จากการสังเคราะหยนีโปรตีน
หอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP กับ 
RCP2 และตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกา
โรส เจล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชือ้ BMV มีความยาว 573       
นิวคลีโอไทด จากจังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และกาญจนบุรี (BMV-KB) 
สัญลักษณ แสดงตําแหนงเริม่ตน และแสดงตําแหนงหยดุแปลรหัสเปนโปรตีน 
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ลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ประกอบดวย 190      
กรดอะมิโน จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ กาญจนบุรี (BMV-KB) 
การเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีน 
หอหุมอนภุาค 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) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
การเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม
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) ที่มีรายงานในฐานขอมูล
ของ GenBank 
Phylogenetic tree ที่แสดงความสัมพันธของกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุม
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) ที่มีรายงานในฐานขอมูล
ของ GenBank วิเคราะหดวย โปรแกรม  Mega  version 4.0 
อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 
ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝก
ออนพันธุ SG 17 (5) 
อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 
ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝก
ออน พันธุ SG 17 (5) 
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ขาวโพดที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาว (white stripes) อยางรนุแรงจาการ
ปลูกเชื้อ BMV ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) บนขาวโพดพันธุ ไฮบริกซ 3 (1A) 
สําลีอีสาน (2A) และไอโซเลท BMV-KB (กาญจนบุรี) บนขาวโพดพนัธุ ไฮบริกซ 
3 (1B) สําลีอีสาน (2B) หลังปลูกเชื้อ 18-20 วัน 
อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการ
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลบนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุ
สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) 
และขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 (5) 
ฝกขาวโพดไร พันธุสุวรรณ 5 ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) 
และไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) และตรวจหาเชื้อ 
BMV ดวยเทคนิค indirect ELISA 
Chenopodium amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเซลลตายภายหลังปลูกเชื้อ 5-7 
วัน จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรยีบเทียบกับใบ
ปกต ิ(A) 
Chenopodium quinoa แสดงอาการใบดางจดุซีดสีเหลือง 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) 
ขาวฟาง (Sorghum bicolor) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลกูเชื้อ 7-14 
วัน จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) บนขาวฟางพันธุ 
UT 423B (1) และขาวฟางพนัธุ UT 325B (2) เปรียบเทียบกับขาวฟางปกติ (A) 
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ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลกูเชื้อ           
28-30 วัน จากไอโซเลท BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB บนขาวสาลี 4 สาย
พันธุ พันธุ อินทรีย 1 (1) พันธุ อินทรีย 2 (2) พันธุสุวรรณ 56 (3) และ พนัธุ 171 
(4) เทียบกับขาวสาลีปกติ (A) 
อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการ
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลบนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุ
สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทยีนพันธุเทยีนเหลือง (4) 
และขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 (5) 
ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ SMG แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล  
ภายหลังปลูกเชื้อ 10 วัน (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชื้อ 30 วัน (2) จาก 
การปลูกเชื้อ  ไอโซเลท BMV-RB   (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบ
กับขาวบารเลยปกติ (A) 
ขาวโพดหวาน (Zea mays) พนัธุ ไฮบริกซ 3 แสดงอาการใบดางแถบขาวหลังปลูก
เชื้อ 10 วัน จากถ่ัวแขกทีแ่สดงอาการแผลจุดน้ําตาลแดง (necrotic lesion) มาปลูก
เชื้อดวย   วิธีกล จากถั่วแขกที่ปลูกเชื้อดวย ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท 
BMV-KB (C) เปรียบกับขาวโพดปกติ (A) 
ลักษณะอนภุาคของเชื้อไวรัสไอโซเลท BMV-RB ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  
27 นาโนเมตร ในสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-RB  จากการเกบ็เลือด 5 คร้ัง ตรวจสอบ
ดวยเทคนคิ indirect ELISA โดยใชไวรัสบริสุทธิ์ BMV-RB ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนแอนติเจน  
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กราฟโปรตีนมาตราฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker       
(R2 = 0.982) 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด จากไอโซเลท BMV-RB (A) และไอโซเลท BMV-KB 
(B) จากขาวโพดของประเทศไทย  
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การสํารวจและการตรวจวินิจฉัยโรคใบดางของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อ Brome mosaic 
virus ในประเทศไทย 

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

Thailand 
 

คํานํา 
 

ขาวโพดจดัเปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เปนธัญพืชที่ใชเปนอาหารของมนุษยและ
สัตว นอกจากนี้ยังนําไปใชในอุตสาหกรรมแปง น้ํามัน น้ําตาล และผลิตภัณฑอ่ืนๆ ปจจุบันมีพืน้ที่
ปลูกขาวโพดทั่วโลกประมาณ 826.9 ลานไร มีผลผลิตรวม 575.62 ลานตัน ประเทศสหรัฐอเมริกา
เปนผูผลิตรายใหญที่สุดของโลก รองลงมาไดแก จีน ประชาคมยุโรป บราซิล เม็กซิโก อารเจนตนิา 
และประเทศไทย ในป 2548 พื้นที่ปลูกขาวโพดของประเทศไทยมีประมาณ 8.67 ลานไรผลผลิต
เฉลี่ย 507 กิโลกรัมตอไรคิดเปน ผลผลิตรวม 4.40 ลานตัน (สํานักงานคอมพิวเตอรและเครือขาย 
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี, 2548) ในป 2547 มีการสงออกขาวโพดฝกออนและขาวโพดหวานใน
รูปแบบตางๆ เชน บรรจุกระปองทั้งเมล็ดและฝก ขาวโพดครีม เปนตน มูลคารวม 4,722 ลานบาท 
และป 2548 มลูคาการสงออกเพิ่มขึ้นเปน 5,636 ลานบาท (http://www.sara-buri.info/admin/ 
pdf/03.doc) ป พ.ศ. 2549 มีการนําเขาขาวโพดเลี้ยงสัตวมลูคาประมาณ 423 ลานบาท และมีการ
สงออกขาวโพดเลี้ยงสัตว มีมลูคากวา 1,572 ลานบาทหรือประมาณ 257,520 ตัน (สํานกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2549) โดยปจจุบนัการปลูกขาวโพดในประเทศมีทัง้ขาวโพดหวานบริโภคฝก
สด ขาวโพดไรสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว นยิมใชสายพนัธุที่เปนลูกผสม เนื่องจาก
ใหผลผลิตสูง มีคุณภาพของผลผลิตสม่ําเสมอ แตอยางไรก็ตามความเสยีหายจากเชื้อสาเหตุโรคใน
ขาวโพดยังคงเปนปญหาและอุปสรรคที่สําคัญในการผลิตขาวโพด สําหรับปญหาการระบาดของ
โรคไวรัสในประเทศระยะหลังนี้มีการตรวจพบในแหลงปลูกขาวโพดหลายแหลง เชน พิสสวรรณ 
และคณะ (2549) ตรวจพบเชือ้ไวรัส Maize chlorotic mottle virus และ Sugarcane mosaic virus  ใน
ขาวโพดหวาน  
  

เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) เปนไวรสัสาเหตุโรคพืชอีกชนิดหนึ่ง มีรายงานพบครั้ง
แรกใน  bromegrass (Bromus inermis) ซ่ึงเปนพืชวงศ Gramineae  (Mckinney et al., 1942) เปน
ไวรัสที่พบการแพรระบาดในทางตอนกลางของประเทศสหรัฐอเมริกา ทางตะวนัออกของทวปี 

 



 
2 

ยุโรป ประเทศออสเตรเลีย และตอนใตของประเทศแอฟรกิา (ICTVdB management, 2002) เชื้อ
ชนิดนี้ถายทอดไดงายโดยวธีิการสัมผัสกันระหวางพืช หรือวิธีกล (Lane, 1974) ถายทอดทาง
ไสเดือนฝอย และดวงเตา (Walters, 1969; Bancroft, 1970) นอกจากนีส้ามารถเขาทําลายพืชในวงศ  
Gramineae กวางกวา 50 ชนดิ ซ่ึงมีหลายชนิดเปนพืชสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ เชน ออย 
ขาวโพด ขาวฟาง ขาวบารเลย ขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรน และ หญาชนิดตางๆอีกมากมาย (ธีระ, 
2532; Slykhuis, 1976; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) มีรายงานวาพบเชื้อ 
BMV คร้ังแรกในออย ในจงัหวัดนครปฐม และกาญจนบุรี ในป พ.ศ. 2524 (ธีระ, 2532) 
 

จากรายงานการคนพบเชื้อไวรัส BMV ใน bromegrass ตั้งแตป ค.ศ. 1942  จนถึงปจจบุัน 
และจากออยในประเทศไทยตั้งแต ป พ.ศ. 2524 ยังไมมีรายงานการตรวจพบโรคของขาวโพดที่เกิด
จากเชื้อไวรัส BMV ในประเทศไทย เนื่องจากเชื้อ BMV สามารถเขาทําลายขาวโพดได จึงมี
แนวโนมวาจะพบเชื้อไวรัสชนิดนี้ในขาวโพด ดังนัน้การตรวจวนิิจฉยัโรคที่เกิดจากเชือ้ BMV จึง
เปนประโยชนอยางมากตอการตรวจสอบ การผลิตพันธุพืชตานทานโรค การกําหนดมาตรการ
ปองกัน  และในการควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพในอนาคต 

 
การตรวจวินิจฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส BMV สามารถวินิจฉัยไดโดยใชเทคนิคเบื้องตนที่

ใชในการวินจิฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส โดยการตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 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) เปนตน (พิสสวรรณ, 2543) 

 
การศึกษาวิจยัในครั้งนี้เพื่อวนิิจฉัยเชื้อ BMV ที่ทําใหเกดิโรคในขาวโพดในประเทศไทย 

และนํามาเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉยัโรคและการพัฒนาพันธุขาวโพด
ใหสามารถตานทานตอเชื้อ BMV ตอไป 

 
 
 
 
 
 
 



 
3 

วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อสํารวจโรคของขาวโพดที่เกดิจากเชื้อ Brome mosaic virus (BMV) ในแหลงปลูก
ขาวโพดที่สําคญัของประเทศไทย  

 
2.  ศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV 
 
3.  ปฏิกิริยาของโรคบนขาวโพด และพืชทดสอบชนิดตางๆ (bioassay)  
 
4.  ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) เพื่อพัฒนาวิธีการวินิจฉยัเชื้อ BMV 

ใหมีประสิทธภิาพตอไป 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของขาวโพด 

 
ขาวโพดเปนพชืวงศ Gramineae มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Zea mays L. ขาวโพดสามารถ

ปลูกไดผลดีที่สุดในเขตอบอุน (temperate zone) มีแดดจดั และมีความชื้นในดนิเพยีงพอตลอดฤดู
ปลูก สามารถขึ้นไดในดินแทบทุกชนิด แตชอบดินรวน มีความอุดมสมบูรณของดินสูง มีความเปน
กรดเปนดางของดิน (pH) เหมาะสมประมาณ 5.5- 6.8 (อุดม, 2537) นอกจากนี้ยังเปนพืชที่ปลูกไดดี
บนพื้นที่ลาดเอียง หรือสูงๆต่ําๆ ลักษณะทางพฤกษศาสตรของขาวโพด ขาวโพดเปนพืชลมลุกที่มี
ชอดอกตัวผูและตัวเมยีแยกอยูคนละสวนบนตนเดยีวกนั ขาวโพดเปนพืชผสมขามพันธุกันตาม
ธรรมชาติ เนื่องจากปกติขาวโพดเปนพืชทีด่อกตัวผูสลัดเรณูเกสรกอนที่ดอกตัวเมียพรอมที่จะทํา
การผสมเล็กนอย จึงมีการผสมตัวเองเพยีงเล็กนอยเทานัน้ (5%) ตนขาวโพดสวนใหญมีลําตนตรง 
สูงโดยเฉลี่ย 2.2 เมตร ขนาดเสนผาศูนยกลางของลําตน 0.5-2.0 นิ้ว มีระบบรากเปนระบบรากฝอย 
(fibrous root system) ใบของขาวโพดลักษณะคลายใบของพืชวงศหญาอื่นๆ ประกอบดวย กาบใบ 
(leaf sheath) ที่หุมลําตนและมีแผนใบ (leaf blade) ที่กางสลับบนสวนของลําตน ตัวแผนใบจะทํามุม
กับลําตนดวยการยึดของเสนกลางใบ (mid rib) เพื่อใหใบไดรับแสงสําหรับใชในกระบวนการปรุง
อาหาร โดยทัว่ไปขาวโพดมกีารแตกหนอไมมากนกั หรือไมมีการแตกหนอเลย ทั้งนีข้ึ้นอยูกับพนัธุ 
และความอดุมสมบูรณของดิน (ทรงเชาว, 2531; ราเชนทร, 2539) 
 
2.  การปลูกขาวโพดในประเทศไทย 

 
พื้นที่ปลูกขาวโพดในเขตตางๆ ของโลก รวมทั้งพื้นที่ปลูกของประเทศไทยเกือบทั้งหมดจะ

อยูในเขตเกษตรอาศัยน้ําฝน การเพาะปลูกสวนใหญอาศัยน้ําฝนจากธรรมชาติ ดังนั้นจะเห็นไดวาฤดู
ปลูกที่เหมาะสมสามารถแบงไดเปน 2 ฤดูปลูก คือ การปลูกในฤดูตนฝน การปลูกในฤดฝูน แตจาก
ที่กลาวมาประเทศไทยสามารถทําการเพาะปลูกขาวโพดไดตลอดทั้งป หรือปละ 3 คร้ัง ถามีน้ํา
เพียงพอ เชน จัดใหมีระบบการชลประทานที่ดี (ราเชนทร, 2539) โดยการปลูกขาวโพดในประเทศมี
ทั้งขาวโพดหวานบริโภคฝกสด ขาวโพดไรสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ปจจุบันนยิมใช
สายพันธุที่เปนลูกผสม เนื่องจากใหผลผลิตสูง มีคุณภาพของผลผลิตสม่ําเสมอ ซ่ึงขาวโพดฝกสด 
ไดแก ขาวโพดฝกออน (baby corn) ขาวโพดหวาน (sweet corn) ขาวโพดเทียน  ขาวโพดขาวเหนยีว

 



 
5 

(waxy corn) จดัเปนพืชที่มีศกัยภาพสูง เพาะปลูกงาย ใชระยะเวลาการผลิตสั้น มีความเสี่ยงต่ํา ใช
สารเคมีนอย นอกจากนี้ยังเหมาะสมสําหรับเกษตรกรในชนบท โดยเฉพาะในเขตทีม่ีน้ํา ขาวโพด
หวานและขาวโพดฝกออนจดัอยูในกลุมพชืเพื่อการสงออก ในการสงออกมีหลายรูปแบบ เชน แปร
รูปบรรจุกระปอง บรรจุทั้งเมล็ดและฝก ขาวโพดครีม บรรจุฝกในถุงพลาสติกสูญญากาศ แชแข็งทั้ง
เมล็ดและทั้งฝก ในบรรดาขาวโพดฝกสดขาวโพดหวานจดัเปนพืชที่สําคัญที่สุด ในเขตเอเชีย
แปซิฟก ขาวโพดหวานมีความสําคัญอยูในประเทศ ญ่ีปุน ไตหวัน และไทย ในป 2548 ประเทศไทย
สงออกขาวโพดหวานในรูปแบบตาง ๆ สูงเปนอันดับ 4 ของโลก รองจากสหรัฐอเมรกิา ฝร่ังเศส 
และฮังการี จากปริมาณการสงออก มีมูลคารวมกวา 3,200 ลานบาท (http://www.sara-buri.info/ 
admin/pdf/03.doc) สําหรับขาวโพดเลี้ยงสตัวเนื่องจากอตุสาหกรรมการเลี้ยงสัตวขยายตัว
เพิ่มขึ้น  ทําใหมีความตองการใชขาวโพด เล้ียงสัตวเปนวตัถุดิบเพิ่มขึ้น ในชวง 5 ป (ป2543–2547) 
ไทยมีการสงออกขาวโพดเลีย้งสัตวเฉลี่ยจํานวน  0.255  ลานตัน/ป  คิดเปนมูลคา  1,735  ลาน
บาท  และมีการนําเขาเฉลี่ยจาํนวน  0.026  ลานตัน/ป  คิดเปนมูลคา  362  ลานบาท 
(http://www.cdoae.doae.go.th/) ป พ.ศ. 2549 มีการนําเขาขาวโพดเลี้ยงสัตวมูลคาประมาณ 423 ลาน
บาท และมีการสงออกขาวโพดเลี้ยงสัตว มีมูลคากวา 1,572 ลานบาทหรือประมาณ 257,520 ตัน 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
 
3.  ประวัติและความสําคัญของเชื้อ Brome mosaic virus 
 

เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) มีช่ือพอง (synonyms) อีกหลายชื่อ เชน 
Weidelgrasmosaikvirus, Ryegrass streak virus และ Trespengrasmosaikvirus มีรายงานการพบโรค
คร้ังแรกในพืชตระกูลหญา Bromus inermis เมื่อป 1942  ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา โดย McKinney 
และคณะ พบการแพรระบาดไปทั่วโลกในพืชอาศัยตางๆ และบนขาวโพดที่ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
เชื้อ BMV ถูกบันทึกวาตรวจพบใน Phleum bertolonii DC. จากประเทศอัฟริกา ยุโรป อเมริกาเหนือ 
และ อังกฤษ (Lane, 1981) อัฟริกาใต เยอรมัน ฟนแลนด และ รัสเซีย (Slykhuis, 1976) เชื้อไวรัส
ชนิดนี้สามารถถายทอดไดงายโดยวิธีการสัมผัสกันระหวางพืช หรือวธีิกล (Lane, 1974) สามารถ
ถายทอดผานทางการติดตา แตไมสามารถถายทอดผานทางเมล็ด (seed) และละอองเกสร (pollen) 
(ICTVdB management, 2002) และมีรายงานวาสามารถถายทอดทางไสเดือนฝอย คือ Xiphinema 
paraelongatum, X. coxi (Bancroft, 1970) X. diversicaudatum และ Longidorus macrosoma 
นอกจากนี้ดวงเตา Diabrotica undecimpunctata และ D. virgifera สามารถถายทอดได (Walters, 
1969) และมีพชือาศัยสวนใหญอยูในวงศ Gramineae ทําใหเกิดอาการแบบทั่วตน(systemic) ซ่ึงมี
หลายชนิดเปนพืชที่มีความสาํคัญทางเศรษฐกิจ เชน ขาวบารเลย ขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรน 
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ขาวโพดและหญาชนิดตางๆ อีกมากมาย (Lane, 1977) สวนพืชอาศัยในวงศอ่ืนๆ เชน
Amaranthaceae, Chenopodiaceae และ Leguminosae ทําใหเกิดอาการจดุแผล (local lesion)  
(ธีระ, 2532; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) นอกจากนี้ BMV บางสายพันธุ
ทําใหถ่ัวแสดงอาการแบบทั่วตนได  (De Jong and Ahlquist, 1995) 
 
 สําหรับประเทศไทย ปจจุบันยังไมสามารถยืนยนัไดวาไวรัส BMV แพรระบาดเขามาใน
ประเทศไทยเมื่อใด แตมีรายงานพบไวรัสชนิดนี้คร้ังแรกในป พ.ศ. 2524 ในออยที่จงัหวัดนครปฐม 
และกาญจนบรีุ ออยที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาวและแคระแกร็นอยางรุนแรง  (ธีระ, 2532) 
 
4.  เชื้อ Brome mosaic virus (BMV) 
 
 BMV จัดอยูในวงศ Bromoviridae จีนัส Bromovirus ซ่ึงลักษณะอนภุาคเปนทรงกลม 
(isometric) เสนผาศูนยกลางอนุภาคประมาณ 26 นาโนเมตร (ICTVdB management,2002) (ภาพที่ 
1) องคประกอบทางเคมีของอนุภาคเชื้อ BMV ประกอบดวยกรดนวิคลีอิก 22 เปอรเซ็นต ของ
น้ําหนกัอนุภาคและโปรตีนหอหุม 78 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักอนภุาค จีโนมของไวรัสเปน 
multipartite กรดนิวคลีอิกชนิดไรโบนวิคลีอิก (RNA) สายเดีย่ว 3 เสน (single stranded RNAs) 
แบบ positive sense ขนาดประมาณ 8.9 กิโลเบส ทางดานปลาย 5' ของสาย RNA จะพบโครงสราง 
m7G5'ppp5 (cap) สวนดานปลาย 3'  มีโครงสราง tRNA-like structure ในการแปลรหัสเปนโปรตีน 
(translate) ของสาย RNA-1 และ RNA-2 สังเคราะหโปรตีนในแบบ polyprotein สาย RNA-3 ของ
สาย แปลรหัสเปนโปรตีนแบบ subgenomic (ICTVdB management,2002) โปรตีนหอหุมอนภุาค
ไวรัส (coat protein) มีน้ําหนกัโมเลกุล 20.0 กิโลดาลตัน (Hull, 2002) สามารถพบอนุภาคไวรัสสะ
สมอยูในเนื้อเยื่อใบ บริเวณ mesophyll, cytoplasm, perinuclear space และ chloroplast (Pailwal, 
1970) เซลลที่ถูกเชื้อ BMV เขาทําลาย จะสรางผลึกโปรตีน (crystals) ในสวนของ cytoplasm 
(Burgess et al., 1974) ทวีศักดิ์ (2528) รายงานโครงสรางทางจุลภาคของออยเปนโรคใบดางแถบ
ขาวจากประเทศไทย พบอนุภาคของไวรัสกระจายทัว่ไปใน cytoplasm และเกาะตวักันเปนผลึก  
 

เชื้อ BMV บริสุทธิ์มีคา sedimentation coefficient ที่ pH ตางกัน ที่ pH 3-6 มีคาเทากบั 87.3 
S และที่ pH7 มีคาเทากับ 78.7 S (Incardona and Kaesberg, 1964) คา buoyant density ใน cesium 
chloride (CsCl2) เทากับ 1.35 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร คา extinction coefficient ที่ 260 นาโน
เมตร เทากับ 5.15 และคาสัดสวนการดดูกลืนแสงที่ A260/A280 เทากับ 1.75 (Lane, unpublished data) 
เชื้อ BMV ในน้ําคั้นสามารถคงทนตอความรอน (thermal inactivation point,  
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TIP) ที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส  ความคงทนของอนุภาคไวรัสในสภาพอุณหภูมิหอง (longevity 
in vitro, LIV) นาน 28 วนั และคาเจือจางสงูสุดในการกอโรค (dilution end point, DEP) อยูระหวาง 
10-4 ถึง 10-5 (ICTVdB management, 2002)  

 
สายพันธุ (Strain) ของเชื้อ BMV มีหลายสายพันธุ โดยจําแนกจากคณุสมบัติการ

เกิดปฏิกิริยาบนพืชอาศัย Gibson และ Kenten (1978) ไดรายงานการตรวจพบเชื้อ BMV English 
strain (BMV-E) ใน Phleum bertolonii DC. จากประเทศอังกฤษ กอใหเกิดอาการดางเหลือง 
(chlorotic mottling) หรือ ขีด (streaking) บนธัญพืช และในขาวโพด จะมีการพัฒนาอาการเปนแผล
เซลลตายทั่วทัง้ตน (lethal systemic necrosis) และใน Chenopodium spp. กอใหเกิดอาการแผลจุด
เฉพาะแหง (local lesion) จากนั้นแพรกระจายทัว่ทั้งตน (systemic)  ซ่ึงประกอบดวย Chenopodium 
amaranticolor , C. quinoa และ C. murale ซ่ึงสอดคลองกับ Amarican strain (BMV-A) และ 
European strain ตามที่ Bancroft (1970) และ Lane (1974) ไดรายงานไว  ยกเวนใน C. murale สาย
พันธุ BMV-E กอใหเกิดจุดแผลเสนผาศูนยกลางขนาด 0.5 มิลลิเมตร ตรงขามกับ สายพันธุ BMV-A 
ในวนัตอมาจดุแผลขยายใหญขึ้นขนาดเสนผาศูนยกลาง 1-2 มิลลิเมตร และเชื่อมรวมกนัเปนแผล
ไหม (necrosis) (Gibson and Kenten, 1978) สายพันธุ M1 (BMV-M1) หรือโคลนที่ไดจากจีโนม
ของ Russian strain (BMV-R) กอใหเกดิอาการแบบทั่วตนบนขาวบารเลย หญา แตไมเกิดอาการบน
ถ่ัว ตางจากสายพันธุ M2 (BMV-M2) ไดจากรัฐ Arkansas ประเทศสหรัฐอเมริกาสามารถกอใหเกดิ
อาการแบบทั่วตนไดทั้งบนขาวบารเลย หญา และถ่ัว line TVu-612 (De Jong and Ahlquist, 1995)  

 

 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะอนภุาคของเชื้อ BMV ขนาดเสนผาศูนยกลาง 26 นาโนเมตรภายใตกลอง          

 จุลทรรศนอิเล็กตรอน. Bar represent 100 nm  
ท่ีมา: ICTVdB management (2002)  
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5.  โครงสรางจีโนมของเชื้อ  Brome mosaic virus 
  
 เชื้อ BMV จัดอยูในจีนัส Bromovirus จีโนมของไวรัสชนิดนี้เปนแบบ multipartite กรด
นิวคลีอิกชนดิไรโบนิวคลีอิก (RNA) สายเดี่ยว 3 เสน (single stranded RNAs) แบบ positive sense 
โดยอารเอ็นเอแตละชนดิถูกบรรจุแยกอนภุาค ซ่ึงประกอบดวย อนุภาคของไวรัสบรรจุ RNA-1 (B), 
RNA-2 (M) และ RNA-3 (T) โดยอารเอ็นเอทั้ง 3 ช้ินทางดานปลาย 5' ของสาย RNA จะพบ
โครงสราง m7G5'ppp5 (cap) สวนดานปลาย 3'  มีโครงสราง tRNA-like structure  (ภาพที่ 2) 
 
 RNA-1 มีจีโนมเปนแบบ monocistronic มีขนาดความยาว 3,200 นิวคลีโอไทด  แปลรหัส
ใหโปรตีน 1a ขนาด 109 กิโลดาลตัน  ประกอบดวย methyl transferase ทําหนาที่เชื่อม (caping) 
บริเวณปลาย 5' RNA ของไวรัส และ เอนไซม helicase ซ่ึงเกี่ยวของกับการเพิ่มปริมาณกรด
นิวคลีอิกของไวรัส สําหรับ RNA-2 มีจีโนมเปนแบบ monocistronic มีขนาดความยาว 2,800 นิวคลี
โอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 2a ขนาด 94 กิโลดาลตัน ไดแก เอนไซม RNA-dependent RNA 
polymerases ซ่ึงมีหนาที่เกีย่วของกับการสงัเคราะหกรดนิวคลีอิกของไวรัส  และRNA-3 มีจีโนม
เปนแบบ dicistronic มีขนาดความยาว 2,100 นิวคลีโอไทด แปลรหัสใหโปรตีน 3a ไดแก cell-to-
cell movement protein  และ  coat protein ซ่ึงเกี่ยวของกบัการเคลื่อนยายอนุภาคไวรสัจากเซลลหนึ่ง
ไปยังอีกเซลลหนึ่งในการเขาทําลาย  สวน coat protein จะไมแปลรหัสจากจีโนม RNA-3 แตจะ
สังเคราะห subgenomic  mRNA หรือ RNA-4  ขึ้นมาใหมในการแปลรหัส (Amine and Ahlquist, 
2003) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางจีโนมของเชื้อไวรัส BMV (linear single strand, positive-sense RNAs, RNA-1,  

  RNA-2 และ RNA-3 and subgenomic RNA) แสดงสวนของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีน   
  ชนิด ตางๆจากปลาย   5'         3'  

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

BMV มีพืชอาศัยสวนใหญอยูในวงศ Graminae ซ่ึงมีหลายชนิดที่เปนพชืสําคัญทาง
เศรษฐกิจ เชน ออย (Saccharum officinarum) ขาวโพด (Zea mays) ขาวฟาง (Sorghum bicolor) และ
หญาอีกหลายชนิด ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบแพรกระจายทั่วตน (systemic) สวนพืชอาศัยในวงศ 
Amaranthaceae (Gomphrena globosa), Chenopodiaceae (Chenopodium amaranticolor, C. 
murale, C. quinoa) ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบเฉพาะแหง (local lesion) (ธีระ, 2532; Plant virus 
online, 1977; ICTVdB management, 2002) หรือแพรกระจายทัว่ตน (Gibson and Kenten, 1978)  
และ Leguminosae ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบเฉพาะแหง (ธีระ, 2532) หรือแบบแพรกระจายทั่วทั้ง
ตน(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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บานไมรูโรย (Gomphrena globosa) ปลูกเชื้อเมื่อพืชอายุไดประมาณ 45 วัน ใบที่ปลูกเชื้อ
จะแสดงอาการแผลแหงตาย รูปรางแผลไมแนนอน (necrotic lesion) หลังจากปลูกเชือ้ประมาณ 10-
14 วัน จากนั้นใบออนที่เจรญิออกมา จะแสดงอาการแผลแหงตายซึ่งแสดงถึงไวรัสแพรกระจายไป
ทั่วลําตนพืช (systemic infection) (ธีระ, 2532) 

 
Chenopodium amaranticolor ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) 

(Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทัว่
ทั้งตน (Gibson and Kenten, 1978) และอาการจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
โดยเริ่มแสดงอาการเปนจุดฉ่ําน้ําหลังปลูกเชื้อประมาณ 4-7 วัน ไมปรากฏอาการบนใบออน หรือใบ
ที่ไมปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532)  

 
C. murale ใบที่ปลูกเชื้อจะแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus 

online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทั่วทั้งตน 
(Gibson and Kenten, 1978) และแสดงอาการจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
ประมาณ 7-10 วัน หลังจากปลูกเชื้อโดยจะเริ่มเปนจุดเหลืองซีด ใบออนที่เจริญใหมและไมไดปลูก
เชื้อแสดงอาการเปนแผลไหมสีน้ําตาล (systemic necrosis) (ธีระ, 2532)  

 
C. quinoa ใบที่ปลูกเชื้อจะแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus 

online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นอาการจุดแผลจะแพรกระจายไปทั่วทั้งตน 
(Gibson and Kenten, 1978)  และอาการจดุแผลเฉพาะแหงสีเหลือง (chlorotic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 
วัน (ธีระ, 2532)  

 
ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus calearatus) ใบทีป่ลูกเชื้อแสดงอาการจุดแผลเฉพาะแหง (local 

necrotic lesion) 7-10 วัน หลังปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532) 
 
ขาวโอต (Avena sativa) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน                 

(ธีระ, 2532) 
 
ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน (ธีระ, 2532) 
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ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) แสดงอาการใบดางไมรุนแรง (mild mosaic) หลังปลูกเชื้อ 
(Plant virus online, 1977) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน                             
(ธีระ, 2532) 

 
ขาวฟาง (Sorghum bicolor)  ขาวฟางเมล็ด (grain sorghum) และขาวฟางหวาน (sweet 

sorghum) แสดงอาการคลายกัน โดยเริ่มแรก 5-7 วันหลังปลูกเชื้อ ใบออนที่แตกใหมแสดงอาการ
เปนจุดดางเล็กๆ ในวันตอมาจุดจะขยายใหญขึ้น และจะขยายมาชนกัน ใบใหมทีเ่จริญตามมาแสดง
อาการดางรุนแรงมากขึ้น โดยเฉพาะบริเวณปลายใบจะขาวซีด ซ่ึงมักจะแหงตาย ใบอื่นๆที่เจริญ
ตามมาภายหลังจะแสดงอาการดางตลอดทั้งใบ อาการดางจะรุนแรงมากนอยข้ึนอยูกบัพันธุขาวฟาง 
โดยขาวฟางหวานจะรุนแรงมากที่สุด (ธีระ, 2532) 

 
ขาวโพด (Zea mays) ขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV เมื่อขาวโพดอายุประมาณ 7 วัน 

ปรากฏวาขาวโพดขาวเหนียว (waxy corn) และ ขาวโพดหวาน (sweet corn) เปนโรคประมาณ 90-
100 เปอรเซ็นต โดยจะเริ่มแสดงอาการเปนจุดสีขาวซีดหลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน จุดจะขยายใหญขึ้น ใบ
ตอมาจะแสดงอาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย ขาวโพดที่
เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง (mosaic) อยางรุนแรง ใน
ขาวโพดเลี้ยงสัตว (flint corn) พันธุสุวรรณ 1 และสวุรรณ 2 พืชจะแสดงอาการชากวาโดยจะเริ่ม
แสดง อาการประมาณ 9-10 วัน หลังปลูกเชื้อ เปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวาขาวโพดหวานและ
ขาวโพดขาวเหนียว โดยจะเปนโรคประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต ตนที่เปนโรคมักจะตายโดยแสดง
อาการดางเหมอืนกับขาวโพดขาวเหนียว และขาวโพดหวาน (ธีระ, 2532) มีรายงานในขาวโพด
หวานบางพันธุหลังปลูกเชื้อ 5 วัน แสดงอาการเปนขีด (streaks) จากนัน้จะไหม (necrosis) และตาย
หลังปลูกเชื้อ 10 วัน (Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) และแสดงอาการเซลล
ตายแพรกระจายทั่วทั้งตน (lethal systemic necrosis) (Gibson and Kenten, 1978) 

 
ออย (Saccharum officinarum)  แสดงอาการใบดางเปนแถบสีเหลืองซีด หรือขาว ขนาด

ใหญยาวไปตามความยาวของใบ (ธีระ, 2532) 
 
หญาขนเล็ก (Brachiaria sp.) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังจากปลูกเชื้อ    

10-15 วัน เปนพืชที่พบวาเปนโรคไดทั่วไปในธรรมชาติ (ธีระ, 2532) 
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หญานกสีชมพู (Echinochloa colonum) แสดงอาการใบดางเปนแถบสีขาวขนาดใหญ หลัง
ปลูกเชื้อประมาณ 7-10 วัน เปนพืชที่พบโรคไดในธรรมชาติ (ธีระ, 2532) 

 
หญาโขยง (Rottboellia exaltata) แสดงอาการใบดาง (systemic mosaic) หลังปลูกเชื้อ     

14-17 วัน (ธีระ, 2532) 
 
หญาซูดาน (Sorghum sudanense) พืชจะแสดงอาการใบดางคลายกับ S. bicolor แตรุนแรง

นอยกวา โดยเริ่มแสดงอาการหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน (ธีระ, 2532) 
 
ตะไคร (Cymbopogon citratus) เปนพืชที่พบโรคในธรรมชาติ แสดงอาการใบดางเปนแถบ

สีขาวคลายอาการที่เกิดขึ้นกบัออย (ธีระ, 2532) 
 
7.  เทคนิคในการตรวจวินิจฉยัเชื้อ BMV 
 

การตรวจวินิจฉัยโรคพืชที่เกดิจากไวรัส BMV โดยใชเทคนิคเบื้องตนในการวนิิจฉัยโรคพืช
ที่เกิดจากไวรัส การตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy)  พบอนุภาคไวรัส
มีลักษณะทรงกลม (isometric) ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 26 นาโนเมตร (Anderegg  et  al., 
1963; ICTVdB management, 2002)  และตรงกลางอนุภาคมีชองวางขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 นาโน
เมตร (Anderegg et  al., 1963) และทวีศักดิ ์(2528) รายงานพบลักษณะอนุภาคไวรัสแบบทรงกลม 
เสนผาศูนยกลางประมาณ 27 นาโนเมตร และอนุภาคมีชองวาง (hollow) ตรงกลาง ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 นาโนเมตร จากออยที่เปนโรคใบดางแถบขาวในประเทศไทย นอกจากนี้มี
รายงานพบเชือ้ BMV-E (English strain) แยกไดจาก Phleum bertolonii พบลักษณะอนุภาคไวรัส
ทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 25 นาโนเมตร (Gibson and Kenten, 1978) การปลูกเชื้อลงในพืช
ทดสอบ (bioassay) อาจทําไดโดยวิธีกล (mechanical inoculation) ในกลุมพืชใบเลี้ยงคู เชน 
บานไมรูโรย (Gomphrena globosa), ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus calearatus) Chenopodium 
amaranticolor และ C. quinoa เปนพืชทดสอบแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) และ C. 
murale ใบออนแสดงอาการแผลไหมสีน้ําตาล (ธีระ, 2532) นอกจากนีม้ีรายงานวา Chenopodium 
spp. แสดงอาการแผลจุดจากนั้นจะแพรกระจายไปทั่วตน (Gibson and Kenten, 1978) และในกลุม
พืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน ออย ขาวโพด ขาวโอต ขาวไรน ขาวฟาง ขาวบารเลย และหญาอีกหลายชนดิ 
ซ่ึงการเขาทําลายเปนแบบแพรกระจาย (systemic) (ธีระ, 2532; Gibson and Kenten, 1978; ICTVdB 
management, 2002; Plant virus online, 1977) เทคนิคทางซีรัมวิทยาเปนการใชคณุสมบัติโปรตีน 
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ของไวรัส มีการศึกษาพบวาเชื้อไวรัสชนิดนี้มีความสัมพนัธกับ Cowpea chlorotic mottle virus 
(Scott and Slack, 1971) มีรายงานการศกึษาความสัมพันธของ สายพันธุ BMV-E กับ BMV-A ดวย
วิธี gel diffusion (Gibson and Kenten, 1978)  ตรวจพบเชือ้ไวรัส BMV จากพืชอาศยัในธรรมชาติ 
ดวยเทคนิค ELISA (enzyme-linked immonusorbent assay) (Edwards  et  al., 1983) และเทคนิค 
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนเทคนคิที่ใชเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
ตองการในการศึกษา Ahlquist และคณะ (1981) รายงานลําดับนิวคลีโอไทดทั้งจีโนมของ RNA-3 
ของเชื้อ BMV  และมีรายงานลําดับนิวคลีโอไทด mRNAs ของโปรตีนหอหุมอนภุาค ของเชื้อ 
Brome mosaic virus (BMV) และ Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) (Dasgupta and 
Kaesberg, 1981) นอกจากนีม้ีรายงานวาเชือ้ BMV-ATCC66 strain จากประเทศญี่ปุน เกิดการขาด
หายไปของลําดับนิว คลีโอไทด AA เบสที่ 3 กับ 4 จากทางดานหนา ของตําแหนง start codon ของ
ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคซึ่งทําใหสายพนัธุนี้มีโปรตีนหอหุมอนุภาค 2 ชนิด ตรงกันขามกับ สาย
พันธุ Russain strain (BMV-R) (Mise et  al., 1992)  
 

นอกจากนี้มีการศึกษาโดยนาํ RNA-1 และ RNA-2 ที่ไดจาก Brome mosaic virus และ 
RNA-3 ที่ไดจาก Cowpea chlorotic mottle virus ซ่ึงเปนลูกผสมที่สามารถอยูรอดไดนัน้ แตมีการ
เพิ่มปริมาณอยางชาๆ และมีพืชอาศัยแคบลง (Bancroft, 1972) ซ่ึงแสดงใหเห็นความสัมพันธของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดนี้ สวนคุณสมบัติทีม่ีความคลายคลึงทางกายภาพ และองคประกอบอะมิโน
แอซิดของโปรตีนหอหุมอนภุาค พบวา Brome mosaic virus มีความสัมพันธกับ Broad bean mottle 
viruses  
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การสํารวจและเก็บตัวอยางเชื้อ Brome mosaic virus 

 
สํารวจและเกบ็ขาวโพดที่มลัีกษณะอาการใบดางแบบตางๆ จากแหลงปลูกขาวโพดจํานวน 

20 จังหวดั ไดแก จังหวดันครราชสีมา นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี สระบุรี ลพบุรี กําแพงเพชร 
เชียงใหม เชียงราย สุโขทัย พิษณุโลก เพชรบูรณ สระแกว ศรีสะเกษ ขอนแกน หนองคาย เลย 
นครสวรรค ตาก และ สุพรรณบุรี  โดยการสํารวจ ในพืน้ที่ประมาณ 2 ไร ทําการสํารวจทุกแถวปลกู 
ในกรณีที่พื้นที่สํารวจมีพื้นที่มากกวา 2 ไรขึ้นไป จะทําการสุมสํารวจโดยสํารวจแถวเวนแถว  

 
จากนั้นนําตวัอยางที่แสดงอาการดังกลาวมาตรวจวนิิจฉยัทางซีรัมวิทยาตอเชื้อ BMV ดวย

วิธี Indirect ELISA ตามขั้นตอนวิธีการของ รัชนี (2545) โดยใช polyclonal antibody ตอเชื้อ BMV 
ที่กอใหเกิดโรคในออย (BMV-SC) ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร 
กําแพงแสน มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร ทําการบดตัวอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการโรคดวย 
carbonate coating buffer, pH 9.6 อัตราสวน 1:10 (น้ําหนักตอปริมาตร) หยดน้ําคั้นพืชที่ไดลงใน
หลุมของ ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชื้นเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย  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 บมที่ 37 องศาเซลเซียส ใน
กลองใหความชื้นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ลางดวย  PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 
5 นาที เติม primary antibody ไดแก anti-BMV PAb ที่เจอืจางใน blocking solution อัตราสวน 
1:1,000 ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชืน้เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย  PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม goat anti-rabbit 
conjugate (GAR) ที่เจือจางใน PBS อัตราสวน 1:10,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศา
เซลเซียส ในกลองเก็บความชื้นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 3 คร้ัง 
คร้ังละ 5 นาที จากนั้นเติม substrate buffer ที่มี p–nitrophenyl phosphate 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ในกลองใหความชืน้เปนเวลา 30-60 นาที หรือจน
เห็นปฏิกิริยาสเีหลืองเกิดขึ้นชัดเจนแลวหยดุปฏิกิริยา โดยเติม 3N NaOH หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นอานคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA reader (Labsystem รุน Multiscan EX) ที่ความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร และนําตัวอยางทีใ่หผลเปนบวกมาทาํการแยกเชื้อตอไป 
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2.  การแยกเชื้อ และการเพิ่มปริมาณเชื้อ BMV 
 

 การแยกเชื้อโดยนําตวัอยางขาวโพดที่ใหผลการตรวจทางซีรัมวิทยาเปนบวก มาปลกูเชื้อ
ไวรัสดวยวิธีกลลงบนพืชทดสอบ Chenopodium amaranticolor ที่มีอายุ 1 เดือนหลังเพาะเมล็ด ซ่ึง
เปนพืชอาศัยทีแ่สดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง โดยบดใบขาวโพดในสารละลายบัฟเฟอร 0.1 M 
potassium phosphate buffer, pH 7.2 ในอัตราสวน 1: 4 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในโกรงที่นึ่งฆาเชื้อ
และแชเย็น เตมิผงคารบอรันดัมในน้ําคั้น ผสมใหเขากนั  แลวทาน้ําคั้นที่ไดลงบนใบพืชใหทัว่ทั้งใบ 
ทิ้งไว 5 นาที ลางใบ เมื่อพืชแสดงอาการ แยกจดุแผลแตละจุดนํามาบดในบัฟเฟอรแลวนํากลับไป
ปลูกเชื้อบนขาวโพดหวาน ทีม่ีใบจริง 3-4 ใบ หรือ อายุ 7-10 วัน หลังจากเพาะเมล็ด โดยพืชชนดินี้
จะแสดงอาการแพรกระจาย (systemic) เมือ่พืชแสดงอาการหรือหลังทําการปลูกเชือ้ 7 วัน ตรวจ
ยืนยนัผลดวยวิธี indirect ELISA อีกครั้ง และเก็บเชื้อไวในขาวโพดในสภาพโรงเรือนกันแมลง เพือ่
ไวใชทดลองตอไป 
 
3.  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 

3.1  วิธีการเตรยีมไวรัสบริสุทธิ์ 
 
       ปลูกเชื้อ BMV จากใบ C. amaranticolor ที่แสดงอาการแผลจุดลงบนขาวโพดหวาน

ดวยวิธีกล หลังจากขาวโพดหวานแสดงอาการใบดางทัว่ทั้งตนประมาณ 2 สัปดาห จงึนําไปแยก
ไวรัสบริสุทธิ์โดยดัดแปลงตามวิธีการของ Plant virus online (1977) และ Bujarski (1998) นําใบ
ขาวโพดที่แสดงอาการดาง มาลางใหสะอาด ผ่ึงใหแหง ตัดเปนชิ้นขนาด 2 ตารางเซนตเิมตร นํามา
บดใน blender ที่แชเยน็ไวแลว โดยใช 0.5 M Sodium acetate buffer pH 4.5 (ปรับ pH ดวย acetic 
acid) ที่ผสม 0.2 % 2-mercaptoethanol ในอัตราสวน 1: 2 (น้ําหนักตอปริมาตร) บดใหละเอียด แลว
กรองผานผาขาวบางนึ่งฆาเชือ้ 4 ช้ัน วัดปรมิาตรน้ําคั้นทีไ่ด แลวเติม chloroform ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตรตอน้ําหนักพืช 1 กรัม นํามากวนที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวีย่งดวย
ความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อให chloroform แยกชั้น นําสวนน้ําใส
ดานบนที่ไดมากรองผานกระดาษ miracloth 3 ช้ัน วัดปรมิาตรน้ําใสที่ได แลวเติม 6% polyethylene 
glycol M.Wt 6000 (น้ําหนักตอปริมาตร) นํามากวนที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําไปปน
เหวีย่งตกตะกอนดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลายตะกอนทีไ่ดใน 
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 มิลลิลิตรตอน้ําหนักพืช 1 กรัม เติม chloroform ปริมาตร 0.4  
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มิลลิลิตรของปริมาตรสารละลายไวรัสที่ได นํามากวนที ่4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลว
นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําน้ําสวนใสดานบนที่
ไดมาวดัปริมาตร แลวเติม 6% polyethylene glycol M.Wt 6000 (น้ําหนกัตอปริมาตร) และ 5 M 
NaCl ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรสารละลายไวรัสที่ได นํามากวนที ่4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที แลวนาํไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 8,000X g ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลาย
ตะกอนทีไ่ดใน storage buffer pH 5.0 ปริมาตร 1/50 เทาของปริมาตรน้ําคั้นเริ่มตน จากนั้นนํา
สารละลายไวรัสที่ไดไป dialysis ใน storage buffer pH 5.0  เปนเวลาอยางนอย 16 ช่ัวโมง โดยทํา
การเปลี่ยนบัฟเฟอรจํานวน 3 คร้ัง นําสารแขวนลอยไวรัสที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร คํานวณความเขมขนของไวรัสและ
ความบริสุทธิ์ของเชื้อที่ไดจากคาสัดสวนการดูดกลืนแสง ดังนี้ 

 
ความเขมขนของไวรัส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = A260/E0.1%

260 
[ คา E0.1%

260 ของเชื้อ BMV มีคาเทากับ 5.15 ( Bockstahler and Kaesberg, 1962) ] 
คาสัดสวนดูดกลืนแสง = A260/A280 

[ ความบริสุทธิ์ของเชื้อ BMV มีคาเทากับ 1.75 (Lane, unpublished data)] 
 

3.2  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ Purified BMV โดยวิธี Sodium dodecyl  
       sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
       โดยนําไวรัส บริสุทธิ์เจือจางดวย PBS อัตราสวน 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) ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากนั ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทันที 
แยกขนาดของโปรตีนดวย sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel โดยใช 6% stacking gel 
และ 12% separating gel ดวยเครื่อง Mini PROTEIN BIO RAD เติมตวัอยาง 10 ไมโครลิตรตอหลุม 
โดยมี molecular weight marker ใชเปนตวัเปรียบเทียบ ยอมสีเจลดวย 0.2% coomassie brilliant 
blue R-250 ลางเจลดวย destaining solution จนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน จึงหยดุปฏิกิริยาดวยการแช
เจลในน้ํา   (Sambrooke and Russell, 2001) 
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4.   ไพรเมอร (primers) 
 
 ออกแบบไพรเมอรจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค จากขอมูล
ของลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ BMV จากฐานขอมูล GenBank เปรียบเทียบความเหมอืนและความ
แตกตางกันของลําดับนิวคลีโอไทดจากโปรแกรม Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/clustal W) 
จากนั้นทาํการออกแบบไพรเมอร โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหหาลําดับเบสและ
ตําแหนงของ  นิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Oligonucleotide properties ไพรเมอรที่ใชสังเคราะหยนี
โปรตีนหอหุมอนุภาค ไดแก 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  ภาพจําลองแสดงตาํแหนงยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัส (CP gene) ของเชื้อ BMV  

รวมทั้งการแสดงตําแหนงของคูไพรเมอรครอบคลุมยีนโดยมีคูไพรเมอร FCP กับ RCP2   
ซ่ึงจะใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 (ตามตําแหนงลูกศร) 

 
5.  การแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคไวรัสและสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV 
 
 แยกอารเอน็เอจากอนภุาคไวรัส BMV ดัดแปลงตามวิธีการของ Bujarski (1998) โดยนาํ
สารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร) ใส
หลอดไมโครทิวป เติม 10% SDS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร แลวเติม 10X RNA extraction (0.5M 
glycine, 0.5M sodium chloride, 0.1M EDTA, pH 9.0) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เติม phenol 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง นาน 8 นาที ดดูของเหลวใสสวนบนใสหลอดไมโครทิวปใหมเติม phenol ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร และเติม chloroform ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปน
ตกตะกอนดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง นาน 8 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนใส
หลอดไมโครทิวปใหมเติม chloroform ปริมาตร 250 ไมโครลิตร นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนใสหลอดไมโครทิวปใหม  

tRNAtyr 
5' 3'3aa cp

m7G 
FCP RCP2 ~651 bp

Genomic RNA-3 
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แลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลาย พลิกหลอดไปมา 5-6 คร้ัง บมบนน้ําแข็ง 
30 นาที จากนัน้นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน     
15 นาที เก็บตะกอนและลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทสวนน้าํใสทิ้งและลางตะกอนอกี
คร้ัง เทสวนน้ําใสทิ้งและซับปากหลอดใหแหง ตากตะกอนทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาที 
ละลายตะกอนอารเอ็นเอที่ไดดวย DEPC-treated water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
 

ตรวจสอบขนาดของแถบอารเอ็นเอของไวรัสดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรีซีส โดยใช 1% SDS  
(60 OC) ลางแท็งค เปนเวลา 15 วินาที จากนั้นลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง ตรวจสอบขนาดของแถบ
อารเอ็นเอบน 1% อะกาโรส เจล ใน 0.5X TBE buffer (44.5 mM Tris base, 44.5 mM boric acid, 1 
mM EDTA, pH 8.0) ดวยกระแสไฟฟาที่มคีวามตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนํา
เจลมายอมดวย ethidium  bromide solution (0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นาน 5 นาที แลวลางดวย
น้ําเปลากอนนาํไปตรวจแถบอารเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene®) และบันทึกภาพ 
(Bujarski, 1998) แลวเก็บสารละลายอารเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนอารเอ็นเอตนแบบ
สําหรับปฏิกิริยา RT-PCR ในขั้นตอนตอไป  
 

สังเคราะห Complementary DNA (cDNA) ของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV 
จากอารเอ็นเอที่สกัดไดของอนุภาคไวรัส ดวยวิธี  Reverse transcription (RT) ปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตร โดยใช อารเอน็เอที่แยกไดปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมไพรเมอร RCP2  (เขมขน 100     
พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร เพื่อสังเคราะหเสนลบทางดานปลาย 3’ ของยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาค แลวเตมิDEPC-treated water ปริมาตร 9.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเขา
เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler, MJ Research PTC-100) โดยตั้งโปรแกรมการทํางานดังนี้ 
95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนํามาแชน้ําแข็งทนัทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 5X RT buffer 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และDEPC-treated water ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเขาเครื่องควบคมุอุณหภมูิที่ 37 อาศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวเตมิ
เอนไซม reverse transcriptase (เขมขน 200 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําเขา
เครื่องควบคุมอุณหภูมิที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที และ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
 การเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV จาก cDNA จากปฏิกิริยา RT ดวย
วิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เปนตนแบบ (template) 
ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 25mM  
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MgCl2 ปริมาตร 1.28 ไมโครลิตร ไพรเมอร FCP และ RCP2 (เขมขน 100 พิโคโมลตอไมโครลิตร) 
ปริมาตรละ 0.16 ไมโครลิตร 10mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ปริมาตร 
0.25 ไมโครลิตร (เขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร) และDEPC-treated water ปริมาตร 14.15 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปใสเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยตั้งโปรแกรมการทํางานดังนี้ 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 1 รอบ ตามดวยปฏิกิริยาเพื่อใหมีการสังเคราะหดเีอ็นเอเพิม่
ปริมาณมากขึน้ในแตละรอบดังนี้ ขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อแยกสายดี
เอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดีย่ว (denaturing) ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
เพื่อใหไพรเมอรจับคูกับดีเอน็เอตนแบบ (annealing) และขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที 30 วินาที เพื่อสังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร (extension) จํานวน 35 รอบ และปฏิกิริยา
ขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพือ่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้น
สมบูรณ นํามาตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล ใน 
0.5X TBE buffer  ดวยกระแสไฟฟาที่มีความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนําเจลมา
ยอมดวย ethidium  bromide solution (0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นาน 10 นาที แลวลางดวยน้ําเปลา
กอนนําไปตรวจแถบอารเอน็เอดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene®) และบนัทึกภาพ แลวเก็บ
สารละลาย 
 
6.  การโคลนยนีโปรตนีหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV 
 

6.1  การเตรียมดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์สําหรับเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ 
 
       การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV จากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา 

RT-PCR มาทําใหดีเอน็เอบรสุิทธิ์ตามวิธี Wizard®  SV Gel (Promega) สําหรับเชื่อมตอกับพลาสมิด
พาหะ (vector) โดยแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1% อะกา
โรส เจล ใน 0.5 X TBE buffer ทําการแยกดีเอ็นเอเปาหมายออกจากเจล โดยตัดเจลบริเวณที่มแีถบดี
เอ็นเอขนาดทีต่องการ ช่ังน้ําหนักเจลที่ตัดใสหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม membrane 
binding solution ปริมาตร 1 เทาของน้ําหนกัเจล นําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทัง่เจลละลายสมบูรณ จากนัน้ดูดสารละลายทั้งหมดใส
หลอดลงในหลอด minicolumn assembly ซ่ึงประกอบดวย SV column วางบน collection tube แลว
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 นาที จากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมหิองที่ความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสที่ไหลผาน minicolumn  ซ่ึงอยูใน collection tube ทิ้งไป 
และนํากลับมาประกอบกันอกีครั้ง เติม membrane wash solution ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน  
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minicolumn assembly  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทีไ่หลผาน minicolumn  ซ่ึงอยูใน collection tube ทิ้งไปและนํากลับมา
ประกอบกันอกีครั้ง เติม membrane wash solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน minicolumn 
assembly  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที 
จากนั้นยาย SV minicolumn มาวางบนหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เพื่อใหเอทธานอลที่หลงเหลืออยูระเหยหมด เติม DEPC-treated 
water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิหองที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล 
แลวเก็บสารละลายดีเอน็เอทีไ่ดใน -20 องศาเซลเซียส เพื่อไวใชงานตอไป  

 
ทําการเชื่อมตอแถบดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์เขาสูพาหะ pGEM®-T Easy (Promega coporation, 

Wisconsim, USA) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตในคูมือ ดังนี ้2X T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร pGEM®-T easy vector (50 นาโนกรัม) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผลผลิตดีเอ็นเอจาก
ปฏิกิริยา RT-PCR  (เขมขน 30 นาโนกรัม/ ไมโครลิตร) ปริมาตร 1ไมโครลิตร T4 DNA ligase 
(เขมขน 3 ยูนติตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อใหครบปริมาตร
รวม 10 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําหลอดปฏิกิริยาบมไว
ที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 16 ช่ัวโมง 

 
6.2  การนําพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 
       การบรรจุพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) เขาสูเซลลแบคทีเรีย 

Escherichia coli  สายพันธุ DH5α โดยวิธี  heat  shock  transformation (Sambrook and Russell, 
2001)  นําสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมปริมาตร 10ไมโครลิตร ใสลงไปในหลอดไมโคร
ทิวป ที่มีเซลลแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ DH 5α (competent cell) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัโดยการพลิกหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปแชน้ําแข็ง เปนเวลา 30 นาที จุมน้ําอุนที่อุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 วินาที  แลวนํากลับมาแชในน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที  จากนั้น
เติมอาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่อุณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที  เมื่อครบเวลาทําการตกตะกอนเซลลโดยการหมนุ
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  เพื่อตกตะกอนเซลลทิ้งอาหารเหลว แลว
เติมอาหาร LB ใหมปริมาตร  100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดแีลวนําสารละลายมาเกลี่ยบนอาหาร    
LB agar ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลว 
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เติมสารประกอบ X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactosides) ความเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรใน dimethylformamide ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ IPTG (isopropyl thio-β-D-
galactosides) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  แลวนําไปบมไวที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 

6.3  การคัดเลือกโคโลนีของเซลลแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดีเอน็เอสายผสม  
 
       คัดเลือกโคโลนีของเซลลแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมโดย

คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่ไดรับพลาสมิดดีเอน็เอสายผสม และโคโลนีสีฟาที่เปนเซลลแบคทีเรียไมมพี
ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเพื่อใชเปรียบเทยีบขนาด โดยใชไมจิ้มฟนปลายแหลมที่อบฆาเชื้อแลวแตะ
โคโลนี แลวนาํมาเลี้ยงบนอาหาร LB agar ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อใชเปน master plate  
 

6.4  การคัดเลือกเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
 
       การแยกสกัดพลาสมิดออกจากเซลล E. coli  ดวยวิธี alkaline lysis (Sambrook and 

Russell, 2001) โดยการใชไมจิ้มฟนปลายแหลมฆาเชื้อแตะโคโลนีจาก master plate ใสหลอดไม
โครทิวปที่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที 
นาน 2 นาที เทอาหารเหลวทิ้ง แลวละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย solution I (50mM glucose, 
25mM Tris-HCl pH8.0, 10mM EDTA pH8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย Vortex 
mixture จากนัน้เติม solution II (0.2N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่เตรียมใหมกอน
ใชงาน ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลง แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที แลวเติมสารละลาย solution III (3M CH3COOK, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 
150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวย vortex mixture แลวแชบนน้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที จากนั้น
นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนแยกเซลลและดีเอน็เอขนาดใหญที่เสียสภาพออกจากสารละลาย 
พลาสมิดดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลาย ผสมใหเขากัน
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนัน้นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ
ตกตะกอนพลาสมิด ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสารละลายใสทิ้ง ตาก 
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ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว
เติมสวนผสมของ PCI mixture (Phenol :Chloroform :Isopropanol; 25:24:1) ในอัตราสวน 1:1 ผสม
ใหเขากนัดวย Vortex mixture แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี
จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งเพือ่ลางตะกอนดวย 70% ethnol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดวยความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เท 70% ethnol ทิ้ง แลวตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง  
เปนเวลา 10-15 นาที ละลายตะกอนดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไป
ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสมที่แยกได ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล 

 
6.5  การตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 

 
        การตรวจสอบพลาสมิดสายผสม ดวยวิธีการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ดวย
ปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย พลาสมิด 1 ไมโครลิตร เอนไซม EcoRI 1 
ไมโครลิตร 10X EcoRI 1 ไมโครลิตร เติมน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นานขามคืน และตรวจสอบขนาดชิ้นสวนของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซมและทิศทางของ DNA insert 
ดวยวิธี PCR โดยใชพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเปนตนแบบในปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ซ่ึง
ประกอบดวย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 25mM MgCl2 ปริมาตร 1.28 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร FCP และ RCP2 (เขมขน 100 พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตรละ 0.16 ไมโครลิตร 
10mM dNTPs ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร(2 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร) และDEPC-treated water ปริมาตร 14.15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําไปใส
เครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยตัง้โปรแกรมการทํางานดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 1 
รอบ ตามดวยปฏิกิริยาเพื่อใหมีการสังเคราะหดเีอ็นเอเพิม่ปริมาณมากขึ้นในแตละรอบดังนี้ ขั้นที่ 1 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอตนแบบใหเปนสายเดีย่ว (denaturing) 
ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อใหไพรเมอรจับคูกบัดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) และขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 30 วินาที เพื่อสังเคราะหดีเอน็เอ
ตอจากไพรเมอร (extension) จํานวน 35 รอบ และปฏิกิริยาขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้นสมบูรณ นาํมาตรวจสอบขนาดของแถบดี
เอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 1% อะกาโรส เจล  
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7.  การวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV  
 

นําแบคทีเรียทีม่ีพลาสมิดดีเอน็เอสายผสมที่ตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ตองการมาเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง จากนัน้นําเซลลที่ไดไปทําการแยกสกัดพลาสมิดสายผสมออก ตามวิธีการของ QIAGEN 
Miniprep plasmid purification และทําการตรวจสอบดีอ็นเอสายผสมที่ไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส 
บน 1% อะกาโรส เจล และสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่หองปฏิบัติการดีเอน็เอเทคโนโลย ี
 (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต)ิ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม ดวยวิธี dideoxy-chain termination  และจัดการขอมูลของลําดับนิวคลี
โอไทดที่ไดดวย  Computer analysis ไดแก  
 

(1)  ตดัชิน้ดีเอน็เอพาหะออกจากดีเอน็เอเปาหมาย ดวยโปรแกรม Vec screen  
(http://www.ncbi.nlm..nih.gov/)  

 
(2)  ตรวจสอบตําแหนงของขอมูลดีเอ็นเอเปาหมายกับขอมูลที่มีรายงานในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/) เพื่อเปรยีบเทียบหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ มีความใกลเคียงมากที่สุด ในการจดัจําแนกชนดิของไวรัส  

 
(3)  วเิคราะหขอมูลดีเอ็นเอของไวรัสโดยตรงดวยโปรแกรม DNA star  
 
(4)  แปลรหัสเปนโปรตีนจากขอมูลดีเอ็นเอเปาหมายดวยโปรแกรม DNA star เลือกใช                        

translate DNA  
 

(5)  เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน ดวยโปรแกรม Sequence Analysis 
เลือกใช Clustal W (http://www.ebi.ac.uk)  

 
(6)  แสดงความสัมพันธของดีเอ็นเอเปาหมายกับดเีอ็นเอของไวรัสที่มีรายงานมากอน ดวย 

โปรแกรม Mega Version 4.0  
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8.  ศึกษาความรุนแรงของเชือ้ BMV 
 

ทดสอบความรุนแรงของเชื้อ BMV บนขาวโพด 5 ชนดิ ประกอบดวย ขาวโพดไร พนัธุ
สุวรรณ 5  ขาวโพดหวาน พนัธุ ไฮบริกซ 3 ขาวโพดฝกออน พันธุ SG 17  ขาวโพดขาวเหนียว พันธุ
สําลีอีสาน และขาวโพดเทียนพันธุเทียนเหลือง โดยการปลูกเชื้อลงบนขาวโพดดวยวิธีกล  

 
(1)  ศึกษาเปอรเซ็นตการเปนโรคของขาวโพดแตละสายพันธุ โดยวัดผลจากเปอรเซ็นตตน

ที่เปนโรค ตรวจดูตนที่เปนโรคหลังทําการปลูกเชื้อเปนเวลา 1 เดือน ทาํการบันทึกผลที่ 7, 14, 21 
และ 28 วนั แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือ สําหรับปลูกเชื้อไวรัส 1 ชุด และใชเปนพืช
เปรียบเทียบ (control) อีก 1 ชุด จํานวน 100 ตนตอพันธุสําหรับปลูกเชื้อ และ 100 ตนตอพันธุเปน
พืชเปรียบเทยีบที่ไมปลูกเชือ้ ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง  

 
(2)  ศึกษาการพัฒนาอาการของขาวโพดแตละสายพันธุ โดยตรวจดูอาการที่เกิดขึ้นหลังการ

ปลูกเชื้อที่ปรากฏบนขาวโพดแตละพนัธุอยางละเอียดทกุวันจนถึงระยะขาวโพดติดฝกเปรียบเทยีบ
กับขาวโพดปกติ เพื่อใหทราบถึงชวงเวลาที่พืชเร่ิมแสดงอาการโรค และการพัฒนาอาการของโรค 
ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง และทําการตรวจหาเชือ้ BMV ในสวนตางๆ ของขาวโพด 
ประกอบดวย ราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม (silk) เมล็ดขาวโพด และอับละอองเกสร เปรียบเทียบกบั
ขาวโพดปกติ ดวยวิธี indirect ELISA  
 
9.  ศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ (bioassay) 
 

โดยศึกษาความสามารถของเชื้อ BMV ในการทําใหพืชทดสอบแสดงอาการโรค โดยปลูก
เชื้อไวรัสดวยวิธีกล ลงบนพชืทดสอบ 5 วงศ รวม 18 ชนิด ประกอบดวย วงศ Chenopodiaceae 
ไดแก Chenopodium amaranticolor, C. quinoa วงศ Solanaceae ไดแก ยาสูบ Nicotiana tabacum, 
N. glutinosa, N. benthamiana วงศ Leguminosae ไดแก ถ่ัวฝกยาว (Vigna unguiculata var. 
sesquipedalis) ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) ถ่ัวพุม (Vigna unguiculata var. unguiculata) วงศ 
Cucurbitaceae ไดแก แตงกวา (Cucumis sativus) ฟกทอง (Cucurbita maxima) และวงศ Gramineae 
ไดแก ขาวฟาง (Sorghum bicolor) 2 สายคือ พันธุ UT 423B, UT 325B ขาวบารเลย (Hordeum 
vulgare) 2 สายพันธุ คือ พันธุ FN และพันธุ SMG และขาวสาลี (Triticum aestivum) 4 สายพันธุ คือ 
พันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2  สุวรรณ 56 และ 171 ตรวจบันทึกอาการโรคหลังปลูกเชื้อทุกวันเพื่อให
ทราบถึงชวงเวลาที่พืชเร่ิมแสดงอาการโรค และการพัฒนาอาการของโรคบนพืชเปนระยะเวลา 1  
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เดือน แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือ พชืทดสอบ 5 ตนตอชนิดสําหรับปลูกเชื้อ และ 5 ตนใชเปน
พืชเปรียบเทยีบ (control) ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลองในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
นอกจากนี้ทําการตรวจหาเชือ้ BMV บนพชืทดสอบแตละชนิดหลังปลูกเชื้อ 7 วัน ดวยวิธี indirect 
ELISA เปรียบเทียบกับพืชปกต ิ
 
10.  การผลิตและการตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ BMV 
 

10.1  การตรวจหาอนภุาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

             หยดเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ลงบนแผนพาราฟลม ใชปากคีบจับกริดคว่ําดานทีเ่คลือบฟอรม
วาและคารบอนทําลายประจใุหสัมผัสกับไวรัสบริสุทธิ์นาน 1-2 นาที คีบกริดขึ้นมาลางดวยหยดน้ํา
กล่ันที่สะอาดผานแผนกริด ใชกระดาษกรองซับสารสวนเกินออก จากนั้นยอมดวยสารยอมสี 2% 
uranyl acetate (UA) นาน 1 นาที ใชกระดาษกรองซับสีสวนเกนิออก หยดน้ํากลั่นทีส่ะอาดผาน    
แผนกริด ซับใหแหง นําไปดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (JEOL JEM-1230) 
 

10.2  การฉีดกระตุนสัตวทดลอง และเก็บแอนติซีรัม 
 

         ผลิต polyclonal antibody ตอเชื้อ BMV (PAb-BMV) (รัชนี, 2545) โดยนําสาร
แขวนลอยไวรสับริสุทธิ์ ฉีดกระตุนกระตายใหสรางภูมิคุมกัน โดยใชกระตาย สายพนัธุ New 
Zealand white อายุประมาณ 3 เดือน กอนการกระตุน เก็บ normal serum โดยเช็ดหลังใบหูดวย 70% 
ethanol และ เจาะเลือดปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพื่อใชเปรยีบเทียบปฏิกิริยาในขัน้ตอนตอไป เตรียม
แอนติเจนเพื่อฉีดกระตุนครัง้แรกดวยไวรัสบริสุทธิ์ความเขมขน  500 ไมโครกรัม ใน Complete 
Freund’s Adjuvant (CFA) อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ผสมใหเขากันจนเปน emulsion ฉีดกระตุน
ดวยวิธี subcutaneous injection (SC) บริเวณตนคอดานหลัง เวนระยะหางหนึ่งสัปดาหจึงกระตุนภมูิ
ซํ้า เตรียมแอนติเจนเพื่อฉดีครั้งที่ 2 ผสมไวรัสบริสุทธิ์ความเขมขน 500 ไมโครกรัม ใน Incomplete 
Freund’s Adjuvant (IFA) จากนั้น 1 สัปดาห เจาะเลือดใสบีกเกอรปลอดเชื้อเพื่อเกบ็แอนติซีรัม
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทุกสัปดาห นาน 5 สัปดาห แตละครั้งจะแยกแอนติซีรัมจากเม็ดเลือดโดยวาง
เลือดในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน และปนตกตะกอนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที แยกเก็บแอนตซีิรัมซึ่งเปนสวนใสดานบนในขวดซีรัมโดยเติม NaN3 ความเขมขน
สุดทาย 0.2% โดยปริมาตร เพื่อปองกันเชือ้แบคทีเรีย เกบ็แอนติซีรัมที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส   
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 10.3  การตรวจสอบคาไตเตอร 
 
          ตรวจสอบคาไตเตอร (titer) ของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ดวยวิธี indirect ELISA เพื่อ
หาคาความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรัมที่ยงัคงใหผลบวก (มากกวา 2 เทาของคา A405 ของพืชปกติ) 
โดยใชแอนตซีิรัมแตละครั้งที่เก็บไดทําปฏกิิริยากับไวรัสบริสุทธิ์ที่มีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เจือจางใน carbonate coating buffer, pH 9.6 เปนแอนติเจนสําหรับหยดลงในหลุม ELISA 
plate โดยทําการเจือจางแอนติซีรัมแตละครั้งที่เก็บไดแบบ 2-fold dilutions เร่ิมจากความเขมขน 
1:200 ถึง 1:819,200 เพื่อใชเปน primary antibody และ Goat anti rabbit IgG conjugated with 
alkaline phosphatase เปน secondary antibody เปรียบเทยีบกับ  normal serum 
 
 10.4  การหาคาเจือจางที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในพืชเปนโรค 
  
          เลือกแอนติซีรัมครั้งที่มีคาไตเตอรสูงสุดมาใชในการทดสอบโดยตรวจสอบคาความ
เจือจางที่เหมาะสม ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในน้ําคั้นขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ 
(Positive control) เปรียบเทียบกับขาวโพดปกติ (Negative control) ดวยวิธี indirect ELISA นํามา
คํานวณคา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของแตละความเจือจางและเปรียบเทียบความแตกตาง
ทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) เพื่อเลือกคาการ
เจือจางของ PAb-BMV ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาซึ่งใหคา A405 ที่ดีที่สุด คา S/N ratio 
(Locarnini et al., 1979) โดยคํานวณไดจาก 
 
          คา S/N ratio = A405 ของ Positive control/คา A405 ของ Negative control 
  

10.5  ศึกษาความจําเพาะของแอนติซีรัมในการตรวจสอบเชื้อ BMV 
 

         ทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัม ที่คาความเจือจางที่เหมาะสม (ขอ 10.4) ดวยวิธี 
indirect ELISA โดยพืชเปนโรคที่นํามาทดสอบ ไดแก ขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV 
ขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV (Sugarcane mosaic vivus) MCMV (Maize chlorotic 
mottle virus) และSCMV-MDB (Sugarcane mosaic vivus-MDB) ออยที่เปนโรคในสภาพแปลง
ธรรมชาติจากเชื้อ BMV ไดรับความอนุเคราะหจาก ภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน และ
ยาสูบ (Nicotiana glutinosa) ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ CMV (Cucumber mosaic virus)   ไดรับ 
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ความอนุเคราะหจาก คุณภูวนารถ มณีโชติ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน ตามลําดับ โดย
เจือจางตวัอยางใน carbornate coating buffer, pH 9.6  อัตราสวน 1:10 (น้ําหนกัตอปริมาตร)  
 

10.6  การศึกษาความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัม ดวยวิธี indirect ELISA 
 
         นําไวรัสบริสุทธิ์เร่ิมตนที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ถึง 100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร โดยเจือจางแบบ 10- fold dilution และเจือจางแบบ 2-fold dilution จาก 100 นาโนกรมั
ตอมิลลิลิตร ถึง 0.156 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยากับแอนตซีิรัมที่มีความเจือจาง
เหมาะสม  
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ผลและวิจารณ 
 

1.   การสํารวจและเก็บตัวอยางเชื้อ BMV 
  
 จากการสํารวจและเก็บตวัอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการใบดางแบบตางๆ จากแหลงปลูก
ขาวโพดจํานวน 20 จังหวัด พบวาตวัอยางขาวโพดที่ทําปฏิกิริยาใหผลบวกกับแอนตบิอดี BMV-SC 
มีเพียง 2 จังหวัด คือ จังหวดัราชบุรี และ กาญจนบุรี ซ่ึงตัวอยางขาวโพดทั้ง 2 จังหวัด ที่ตรวจพบ
เปนขาวโพดฝกออนจะแสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย (ภาพที่ 4) คิดเปน 
0.98% ของตัวอยางขาวโพดทั้งหมดที่ทําการสุมมาตรวจสอบ (ตารางที่ 1) โดยแปลงขาวโพดทั้ง 2 
จังหวดัที่ตรวจพบเชื้ออยูติดกบัไรออย อาจเปนไปไดวาเชือ้อาจมาจากออย ซ่ึงในประเทศไทยมี
รายงานการพบเชื้อชนิดนี้คร้ังแรกบนออย ที่จังหวดักาญจนบุรี และนครปฐม (ธีระ, 2532)  
 

 
 
ภาพที่ 4  ขาวโพดฝกออนแสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย ทําปฏิกิริยาให 

  ผลบวกกับแอนติบอดี BMV-SC จากการตรวจดวยวิธี indirect ELISA 
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ตารางที่ 1  ผลการตรวจเชื้อ BMV ในขาวโพดดวยเทคนิค indirect ELISA ของตัวอยางขาวโพด
     จาก 20 จังหวัด 
 

ผลของปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC จังหวัด 
ขาวโพด

ไร 
ขาวโพด
หวาน 

ขาวโพด
ฝกออน 

ขาวโพด
ขาวเหนียว 

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 
สระแกว (SK) 10 21 - - 0/31 
ศรีสะเกษ (SS) 5 - - - 0/5 
ขอนแกน (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 
 
  เมื่อนําตัวอยางที่ใหผลบวกทัง้ 2 ไอโซเลท คือ จังหวดัราชบุรี (BMV-RB) และ จังหวดั
กาญจนบุรี (BMV-KB) มาแยกเชื้อดวยวิธีกลลงบน Chenopodium amaranticolor ภายหลังจากการ
ปลูกเชื้อ 5 วัน ปรากฏอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ ไมแสดงอาการทีใ่บออน (ภาพ
ที่ 5) สอดคลองกับที่มีรายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion)  
(ธีระ, 2532; Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) จากนั้นแยกแตละจุดมาปลูก
เชื้อ หรือเพิ่มปริมาณไวรัสบนขาวโพดหวาน พบวาภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน ทั้ง 2  ไอโซเลท  
แสดงอาการดางเปนแถบสีขาว (white stripes) เชื่อมกนัตามแนวเสนใบ และเหลือสวนเขียวเล็กนอย 
(ภาพที่ 6) สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไว ในขาวโพดหวานที่ไดรับการปลูกเชื้อแสดง
อาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย หลังทําการปลูกเชื้อ
ประมาณ 7 วนั ขาวโพดที่เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง
อยางรุนแรง และ มีรายงานไวในขาวโพดหวานบางพนัธุหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน จะแสดงอาการดาง
เปนขีด (streak) จากนั้นจะพฒันาเปนแผลไหม (necrosis) และตายภายใน 10 วนัหลังปลูกเชื้อ (Plant 
virus online, 1977; ICTVdB management, 2002)  และเมือ่นําขาวโพดเปนโรคหลังการปลูกเชื้อ 7 
วัน มาตรวจหาเชื้อ BMV ดวยวิธี indirect ELISA พบวาขาวโพดทั้ง 2 ไอโซเลทใหปฏิกิริยาเปน
ผลบวกกับแอนติบอดีตอ BMV-SC จากนัน้เก็บเชื้อไวในขาวโพดในสภาพโรงเรือนกันแมลงเพือ่ไว
ใชงานตอไป  
 

       
 

ภาพที่ 5  Chenopodium amaranticolor แสดงอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบหลัง  
ปลูกเชื้อ 5 วัน จากเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบ  
กับใบปกติ (A) 

 
 
 

A  B C 
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ภาพที่ 6  ขาวโพดหวานแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว เชื่อมกันตามแนวเสนใบหลังปลูกเชื้อ       

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

 
3.  การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 
 เมื่อนําขาวโพดหวานทั้ง 2 ไอโซเลท ที่แสดงอาการของโรค และยืนยนัผลดวยเทคนคิทาง
ซีรัมวิทยา มาเตรียมไวรัสบรสุิทธิ์ พบวาไดสารแขวนลอยไวรัส สีขาวขุน เมื่อวัดความดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร และคํานวณ พบวา ไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์จากไอโซเลท  
BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB ที่ความเขมขน 0.5725 และ 0.3584 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัพืช      
1 กรัม และคา A260/A280 เทากบั 1.63 และ 1.608 ตามลําดับ ซ่ึงคาความบริสุทธิ์ที่ไดใกลเคียงกับ
ไวรัส BMV บริสุทธิ์มาตรฐานที่ 1.75 (Lane, unpublished data) และเมือ่นําไวรัสบริสุทธิ์ทั้ง 2      
ไอโซเลท กลับไปปลูกเชื้อลงในขาวโพดหวาน พบวาสามารถทําใหขาวโพดหวานเปนโรคได  
 

เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อ BMV จากสารแขวนลอยไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท ดวย
เทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อเทยีบกับแถบโปรตีนจากตวัอยางน้ําคั้นพืช
เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV และไมพบแถบโปรตีนดังกลาวในน้ําคั้นพืชปกติ แสดงวาเชื้อไวรัส
ที่เตรียมไดคอนขางบริสุทธิ์ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวเิคราะหจากการวัดคาการดดูกลืนแสง และ
น้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ที่ไดจากการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนของเชื้อไวรัส BMV ในเจล พบวาแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสมีขนาดประมาณ 21.68 กิโลดาล
ตัน โดยเทยีบกับกราฟโปรตีนมาตรฐานแบบเชิงเสน (R2 = 0.982) (ภาพที่ 7)  
 

A  B C 
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ภาพที่ 7  การวิเคราะหโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ดวยวิธี SDS-PAGE 
  ชองที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน ( Fermentas, SM0431) 
  ชองที่ 2  ขาวโพดปกต ิ
  ชองที่ 3  ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-RB 
  ชองที่ 4  ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-KB 
  ชองที่ 5  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB  
  ชองที่ 6  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-KB  
 
4.  การสังเคราะหยีนโปรตนีหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV  
 
 นําไวรัสบริสุทธิ์ที่เตรียมไดของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท มาแยกสกัดอารเอ็นเอ และ
ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟโตรีซีส พบวาใหแถบอารเอ็นเอ 3 ช้ิน สอดคลอง
กับที่มีรายงานวาจีโนมของเชื้อ BMV เปนแบบ multipartite ประกอบดวยอารเอ็นเอ 3 ช้ิน (RNA-1, 
RNA-2 และ RNA-3) (ICTVdB management, 2002; Amine and Ahlquist, 2003) (ภาพที่ 8)  

 
นําอารเอ็นเอทีแ่ยกสกัดไดจากอนุภาคไวรัสของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท มาสังเคราะหยีน

โปรตีนหอหุมอนุภาคดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบ ไดแก FCP กบั RCP2 ให
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ภาพที่ 9) นําแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางทั้ง 2 ไอโซเลท ที่
สังเคราะหได มาเชื่อมตอกับพลาสมิดพาหะ pGEM®-T Easy (Promega Coporation) จะไดพลาสมิด
ดีเอ็นเอสายผสมแลวทําการคัดเลือกโคลนที่มีดีเอ็นเอสายผสมขนาดประมาณ 651 คูเบส จากนั้นนํา
โคลนไปวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด  

โปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ 
BMV ขนาด 21.68 kDa 

35 

18.4

66.2

kDa        1        2        3        4       5        6

116

45 
25 
14.4
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1 21 2

 
 
ภาพที่ 8  แถบอารเอ็นเอจํานวน 3 ช้ิน จากการแยกสกัดอารเอ็นเอจากอนุภาคของเชื้อ BMV  

 ตรวจสอบแถบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 
 ชองที่  1 =  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB 
 ชองที่  2 =  เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-KB 
  

  1 2 3 4 

 
 
ภาพที่ 9  แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 651 คูเบส (ลูกศรชี้) จากการสังเคราะหยนีโปรตีนหอหุม 

 อนุภาคของเชือ้ BMV ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร FCP กับ RCP2 และ   
 ตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1 % อะกาโรส เจล 

 ชองที่ 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
 ชองที่ 2 = น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
 ชองที่ 3 = ไอโซเลท BMV-RB 
 ชองที่ 4 = ไอโซเลท BMV-KB 
 

600 bp 

1,031 bp 
700 bp 

3,000 bp 

500 bp 
651 bp 

อารเอ็นเอช้ินที่ 1 
อารเอ็นเอช้ินที่ 2 

อารเอ็นเอช้ินที่ 3 
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5.  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของเชื้อ BMV 
 

จากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของแถบดีเอ็นเอ ทั้ง 2 ไอโซเลท คือ 
BMV-RB และ BMV-KB พบวาดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาด 664 คูเบส ซ่ึงยาวกวาชวงลําดับ
เบสที่ออกแบบไวประมาณ 13 คูเบส โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดครอบคลุมยีนที่ตองการ ยีน
โปรตีนหอหุมอนุภาคแบบครบทั้งยีนมีความยาว 573 นิวคลีโอไทด  (ภาพที่ 10) มีตําแหนงอยูบน 
RNA-3 ทางดานปลาย 3’ กําหนดการสรางโปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน 190 เรสิดิวส (ภาพที่ 
11) น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20.53 กิโลดาลตัน จากการคํานวณดวยโปรแกรม DNA star โดยมี
รายงานขนาดของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส BMV ไวที่ 20.0 กิโลดาลตัน (Hull, 2002) 
และ 20.3 กิโลดาลตัน (Plant virus online, 1977) มีรหัสเริ่มตนในการแปลรหัสเปนโปรตีน คือ 
AUG และรหสัหยุด คือ UAA ซ่ึงพบวามีขนาดยนีโปรตีนหอหุมอนภุาคตางจากของเชื้อ BMV ที่
เคยมีรายงานไววาความยาวทั้งยีนเทากับ 570 นิวคลีโอไทด อยูบน subgenomic RNA หรือ RNA 4 
ที่มีความยาวประมาณ 876 นวิคลีโอไทด ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมแปลรหัส 9 นิวคลี
โอไทด บริเวณดานปลาย 5’ และ300 นวิคลีโอด ดานปลาย 3’ ซ่ึงยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค
กําหนดการสังเคราะหโปรตนีที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 188 เรสิดิวส รหัสเริ่มตนในการแปลรหัส 
คือ AUG และรหัสหยุด คือ UAG (ไมรวมกรดอะมิโน Met ซ่ึงเปนตําแหนงเริ่มตนการสังเคราะห
โปรตีน) (Dasgupta and Kaesberg, 1981) เชนเดียวกับรายงานของ Ahlquist และคณะ (1981) และ
ฐานขอมูลใน GenBank รายงานวา ยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคมีความยาวทั้งยนี 570 นวิคลีโอไทด 
กําหนดการสรางโปรตีนประกอบดวย 189 กรดอะมิโน รหัสเริ่มตน คือ AUG และรหสัหยุด คือ 
UAG (รวมกรดอะมิโน Met ตําแหนงเริ่มตนการสรางโปรตีน)   

 
จากการเปรยีบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ของเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท 

และจากฐานขอมูล GenBank ประกอบดวย ลําดับนวิคลีโอไทด Accession No. DQ530425.1 
(Fescue strain, BMV-F),  J02042.1 (Russian strain, BMV-R) และ X58459 (Type strain, BMV-
Type) พบวาทัง้ 2 ไอโซเลท คือ BMV-RB และ BMV-KB จากประเทศไทย มีความคลายคลึงกัน
ของลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต  และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
และทั้ง 2 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน กบัเชื้อ BMV สาย
พันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type ที่ระดับ 73  เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2 และ ภาพที่ 12) และ 
76-77 เปอรเซ็นต 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV มีความยาว 573                         

   นิวคลีโอไทด จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และกาญจนบุรี (BMV-KB) สัญลักษณ  
   แสดงตําแหนงเริ่มตน      และ       แสดงตําแหนงหยดุแปลรหัสเปนโปรตีน 

 
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  ลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ BMV ประกอบดวย 190        
 กรดอะมิโน จากจังหวัดราชบุรี (BMV-RB) และ กาญจนบุรี (BMV-KB). 
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ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยีนโปรตีนหอหุม 
 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) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ 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   การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดแบบครบทั้งยนีโปรตีน 

 หอหุมอนภุาค 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 
 มีรายงานในฐานขอมูลของ 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 
                ***** ** ***** *********** **        
 
 

 



  

39 

ตารางที่ 3  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ 
 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) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ 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  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาค  

   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) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
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การศึกษาความสัมพันธดวย Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาคไวรัสของเชื้อทั้ง  2  ไอโซเลท และเชื้อ BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-
Type จากฐานขอมูลใน GenBank พบวาเชือ้ไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลทถูกจัดแยกกลุมออกจากสายพนัธุ 
BMV-F,  BMV-R และ BMV-Type (ภาพที่ 14)  
 

 
 
ภาพที่ 14  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค 

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) ที่มีรายงานในฐานขอมูลของ GenBank 
วิเคราะหดวย โปรแกรม  Mega  version 4.0 

 
6.  ความรุนแรงของเชื้อ Brome mosaic virus  
 
 ความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท จากจังหวดัราชบุรี และกาญจนบุรี ภายหลังการ
ปลูกเชื้อไวรัสลงบนขาวโพด 5 สายพันธุ โดยศึกษาคุณสมบัติตางๆ ดังนี้  
 

(1)  เปอรเซ็นตการเปนโรค พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท ทําใหขาวโพดหวานพันธุไฮบริกซ 3 
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 ขาวโพดขาวเหนียวพนัธุสําลีอีสาน และขาวโพดเทยีนพนัธุเทียนเหลือง 
เปนโรค 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต ภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน และในขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 ที่มี
เปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวา ซ่ึงเปนโรคเพียง 41 ถึง 51 เปอรเซ็นต ภายหลังการปลกูเชื้อ 21 วันซึง่
สอดคลองกับในสภาพแปลงปลูกขณะที่ทาํการสํารวจจะพบวาขาวโพดฝกออนในสภาพแปลงปลูก
ขาวโพดไมแสดงอาการดางใหเห็นเดนชดั (ตารางที่ 4) จากคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตตนที่เปนโรคของ
ขาวโพดทั้ง 5 สายพันธุตอเชือ้ไวรัส แสดงใหเห็นวา เชื้อไวรัสจากทั้ง  2 ไอโซเลท มีความรุนแรงไป 

 BMV-F

 BMV-R

 BMV-Type

 BMV-RB

 BMV-KB

81

100

0.02
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ในทิศทางเดยีวกัน สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ในขาวโพดขาวเหนียว และขาวโพด
หวาน เปนโรคประมาณ 90 ถึง 100 เปอรเซ็นต หลังปลูกเชื้อประมาณ 7 วัน และในขาวโพดเลี้ยง
สัตวพันธุสุวรรณ 1 และ สุวรรณ 2 มีเปอรเซ็นตการเปนโรคต่ํากวาขาวโพดหวานและขาวโพดขาว
เหนยีว โดยจะเปนโรคประมาณ 50 ถึง 70 เปอรเซ็นต ซ่ึงตางจากผลการทดลองที่ได เนื่องจากใน
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5 ทั้ง 2 ไอโซเลท กอใหเกิดโรคประมาณ 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต หลังปลูก
เชื้อประมาณ 7 วัน ซ่ึงอาจเปนเพราะขาวโพดไรที่นํามาทดสอบมีความออนแอตอเชือ้ BMV ทั้ง 2 
ไอโซเลท 

 
(2)  การพัฒนาอาการของโรค ศึกษาอาการของโรคจากการปลูกเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท 

จากไอโซเลท BMV-RB (ภาพที่ 15) ไอโซเลท BMV-KB (ภาพที่ 16) ดวยวิธีกลลงบนขาวโพดทั้ง  
5 สายพันธุ ภายหลังการปลูกเชื้อ จนขาวโพดออกฝก พบวาขาวโพดสวนใหญแสดงอาการและ
พัฒนาอาการของโรคใน 4  ลักษณะอาการ บนขาวโพด 5 สายพันธุ ไดแก พันธุไฮบริกซ 3 สําลี
อีสาน สุวรรณ 5  เทียนเหลือง และ SG 17 ดังนี ้

 
       1)  อาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) บริเวณโคนใบออนสุดของขาวโพดที่ทําการ 

ปลูกเชื้อ ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 -4 วัน  
 
       2)  ตอมาจุดสีซีดจะลามมาชนกันเปนดางเหลือง (yellow  mottle) จนเหลือเนื้อใบสี

เขียวเล็กนอยทั่วทั้งใบเมื่อใบออนแผเต็มที่ภายหลังปลูกเชื้อ 5 - 7 วัน 
  
       3)  ใบออนที่ไมไดปลูกเชื้อบริเวณปลายใบจะแสดงอาการดางเหลืองจนเหลือเนื้อใบสี

เขียวเล็กนอยเชนเดียวกับใบที่ปลูกเชื้อ และบริเวณถัดจากปลายใบลงมาจะแสดงอาการดางเปนแถบ
ขาว (white stripes) ภายหลังปลูกเชื้อ 8 -10 วัน  

 
       4)  ใบออนที่เจริญตอมาความรุนแรงจะลดลงโดยแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white 

streaks) ภายหลังปลูกเชื้อ 10 -14 วัน ตอมาขีดจะลามมาชนกันตามแนวเสนใบ และเหน็ชัดเจนมาก
ขึ้นเมื่อใบแก เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ และในขาวโพดบางสายพนัธุพบอาการมากกวา 4 อาการ 
คือ ขาวโพดหวานพนัธุไฮบริกซ 3 และขาวโพดขาวเหนยีวพนัธุสําลีอีสาน จากทั้ง 2 ไอโซเลท ใบ
ตอมาแสดงอาการดางแถบขาวอยางรุนแรงจนเนื้อใบใส หลังปลูกเชื้อ 18-20 วัน เห็นชัดเจนเมื่อใบ
แกขึ้น (ภาพที่ 17) ซ่ึงในขาวโพดหวานพบอาการตนชะงกัการเจริญเติบโตรวมดวย โดยอาการของ
ขาวโพดมีพัฒนาอาการสอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ในขาวโพดขาวเหนยีว และ 



  

42 

ขาวโพดหวานเริ่มแสดงอาการเปนจุดสีขาวซีด หลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน จากนั้นจดุจะขยายใหญขึ้น ใบ
ตอมาจะแสดงอาการดางอยางรุนแรงทั้งใบจะดางเปนสีขาว เหลือสวนเขียวเพยีงเล็กนอย ขาวโพดที่
เปนโรคมักจะตายเกือบทั้งหมด สวนขาวโพดที่ไมตายจะแสดงอาการดาง (mosaic) รุนแรง ใน
ขาวโพดเลี้ยงสัตว พันธุสุวรรณ 1 และสุวรรณ 2 พืชจะแสดงอาการชากวา โดยจะเริม่แสดงอาการ
ประมาณ 9- 10 วัน หลังปลกูเชื้อ ตนที่เปนโรคมักจะตายโดยแสดงอาการดางเหมือนกับขาวโพด
ขาวเหนียว และขาวโพดหวาน และ มีรายงานไวในขาวโพดหวานบางพันธุหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน 
จะแสดงอาการดางเปนขีด (streaks) จากนัน้จะพฒันาเปนแผลไหม (necrosis) และตายภายใน 10 
วันหลังปลูกเชือ้ (Plant virus online, 1977; ICTVdB management, 2002) สวนอาการที่พบในชอ
ดอกเกสรตัวผู พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท ทําใหขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 ไมใหชอดอกเกสรตัวผู 
เนื่องจากยอดแสดงอาการไหม และตายในที่สุด สําหรับขาวโพดขาวเหนยีวพนัธุสําลีอีสาน ไอ
โซเลท BMV-RB ทําใหชอเกสรตัวผูชะงักการเจริญอับละอองเกสรฝอ สวนไอโซเลท BMV-KB ทํา
ใหอับละอองเกสรฝอ และเกดิการขาดหายไปบางสวนเหน็กานชูของอบัละอองเกสรชัดเจน เชน 
เดียวกับขาวโพดไรพันธุสุวรรณ 5 และขาวโพดเทยีนพนัธุเทียนเหลือง ที่เกิดการเขาทําลายทั้ง 2 ไอ
โซเลท และในขาวโพดฝกออนพันธุ SG 17 พบวาชอเกสรตัวผูชะงักการเจริญอับละอองเกสรฝอ 
(ภาพที่ 18) สวนอาการที่พบของฝก พบวาขาวโพดสวนใหญที่เปนโรคจากทั้ง 2 ไอโซเลท ฝกที่ไดมี
ลักษณะไมสมบูรณ คือมีขนาดเล็ก ติดเมลด็ไมสมบูรณ หรือเมล็ดฝอ รวมทั้งในขาวโพดปกติซ่ึงฝก
ที่ไดมีขนาดเล็กเชนกนั และจากการตรวจหาเชื้อ BMV ในสวนตางๆของขาวโพด โดยเลือก
ขาวโพดไรพนัธุสุวรรณ 5  ของแตละไอโซเลทมาใชในการตรวจหาเชือ้ BMV ดวยวธีิ indirect 
ELISA เนื่องจากขาวโพดสวนใหญมีสวนประกอบพรอมนํามาใชในการตรวจ ซ่ึงฝกที่นํามาตรวจ 
พบวาขาวโพดที่ปลูกเชื้อดวยไอโซเลท BMV-RB ฝกมีขนาดเล็ก เมล็ดฝอ ไอโซเลท BMV-KB ฝกมี
ขนาดเล็ก การติดเมล็ดไมสมบูรณ เชนเดียวกับฝกของขาวโพดปกติ (ภาพที่ 19) พบวาขาวโพดที่
ปลูกเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท ตรวจพบเชื้อ BMV ในสวนของราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม และเมล็ด แต
ไมพบเชื้อในอบัละอองเกสร (ตารางที่ 5) ซ่ึง ICTVdB management (2002) รายงานไววาเชื้อ BMV 
ไมสามารถถายทอดผานทางเมล็ด และละอองเกสร อยางไรก็ตามควรตองมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ถายทอดทางเมล็ดของเชื้อ BMV จากตนขาวโพดที่เปนโรคตอไป 
 

จากขอมูลเปอรเซ็นตการเปนโรค และการพัฒนาอาการของโรค บนขาวโพดทดสอบทั้ง 5 
สายพันธุ ของเชื้อ BMV พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท มีความสามารถในการกอโรค และการพัฒนาอาการ
ของโรคเปนไปในทิศทางเดยีวกัน และสามารถตรวจพบเชื้อในสวนของราก ใบ เปลือกหุมฝก ไหม  
และเมล็ด ยกเวนละอองเกสร 
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตการเกดิอาการโรคใบดางที่เกิดจากเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท ในชวง 
    ระยะเวลาตางๆหลังจากการปลูกเชื้อบนขาวโพด 5 สายพันธุ 
 

 
จํานวนตนท่ีเปนโรค/จํานวนตนท่ีไมเปนโรค1/ 

 
เปอรเซ็นต
โรคสูงสุด 

 
เชื้อ BMV   
(ไอโซเลท) 

 
ขาวโพด
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/ จํานวนตนที่ใชในการทดลอง 100 ตนตอพนัธุ 
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ภาพที่ 15  อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 

ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุสําลีอีสาน (2) ขาวโพดไร
พันธุ สุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพนัธุ เทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออนพันธุ                        
SG 17 (5) 

 
   A = ใบเปนโรค แสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน 
   B = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเหลือง (yellow mottle) หลังปลกูเชื้อ 5-7 วัน 
   C = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเปนแถบขาว (white stripes) หลังปลูกเชื้อ 8-10 วัน 
   D = ใบเปนโรคแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white streaks) หลังปลูกเชื้อ 10-14 วัน 
   H = ใบขาวโพดปกติอายุ 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  อาการของขาวโพดที่เปนโรคหลังการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB ดวยวิธีกลบน 

ขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนียวพันธุ สําลีอีสาน (2) ขาวโพดไร
พันธุ สุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพนัธุ เทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออน 
พันธุ SG 17 (5) 
 

   A = ใบเปนโรค แสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) หลังปลูกเชื้อ 3-4 วัน 
   B = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเหลือง (yellow mottle) หลังปลกูเชื้อ 5-7 วัน 
   C = ใบเปนโรค แสดงอาการดางเปนแถบขาว (white stripes) หลังปลูกเชื้อ 8-10 วัน 
   D = ใบเปนโรคแสดงอาการดางเปนขีดสีขาว (white streaks) หลังปลูกเชื้อ 10-14 วัน 
   H = ใบขาวโพดปกติอายุ 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  ขาวโพดที่เปนโรคแสดงอาการใบดางแถบขาว (white stripes) อยางรุนแรงจาการปลูก 

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

 
 
 
 
 
 
 
     
 

1A 2A 1B 2B 
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ภาพที่ 18  อาการชอดอกเกสรตัวผูผิดปกติ หรือไมสมบูรณของขาวโพดเปนโรคหลังการปลูกเชื้อ  

   ดวยวิธีกลบนขาวโพดหวานพันธุ ไฮบริกซ 3 (1) ขาวโพดขาวเหนยีวพันธุสําลีอีสาน (2)    
   ขาวโพดไรพันธุสุวรรณ 5 (3) ขาวโพดเทียนพันธุเทยีนเหลือง (4) และขาวโพดฝกออน    
   พันธุ SG 17 (5) 
 
   A = ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB 
   B = ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-KB 
   H = ขาวโพดปกต ิ
 

 

1A 2A 3A 

4A 5A 
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ภาพที่ 18  (ตอ)  

 
 
 
 
 

 
 

 
 

1B 2B 3B 

4B 5B 
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ภาพที่ 18  (ตอ)  

  

     
 
ภาพที่ 19   ฝกขาวโพดไร พนัธุสุวรรณ 5 ที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อไอโซเลท BMV-RB (B) และ   

     ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) และตรวจหาเชื้อ BMV ดวย 
     เทคนิค indirect ELISA 

1H 2H 

3H 4H 

5H 

A  B  C 
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ตารางที่ 5  การตรวจหาเชื้อ BMV จากสวนตางๆ ของขาวโพดที่ไดรับการปลูกเชื้อ BMV ทั้ง         
    ไอโซเลท BMV-RB (ราชบุรี) และ BMV-KB (กาญจนบุรี) ดวยวิธี  indirect ELISA  
 

ผลของปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC                    
BMV-detected samples/ samples 

สวนประกอบของขาวโพด1/ 

ขาวโพดปกต ิ ขาวโพด 
BMV-RB 

ขาวโพด 
BMV-KB 

ใบ -2/2 +2/2 +2/2 
ราก -2/2 +2/2 +2/2 
เปลือกหุมฝก -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  สวนตางๆของขาวโพดแตละสวนที่นํามาตรวจจากขาวโพด 2 ตน/ไอโซเลท 

 
7.  การศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ (bioassay) 
 
 อาการที่เกิดขึน้บนพืชทดสอบสามารถจําแนกลักษณะอาการตามวงศพืชตางๆ ไดดงันี้ 
 
วงศ Chenopodiaceae  
 

Chenopodium amaranticolor  พบลักษณะอาการจุดสีเหลืองเขมมีสีเหลืองออนลอมรอบ
กระจายทั่วใบ ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน จากนั้น 5-7 วัน เร่ิมปรากฏขอบแผลสีน้ําตาล บริเวณตรง
กลางแผลแหงตาย (ภาพที่ 20) และ 8-10 วนั แผลเริ่มเชื่อมรวมกันเปนแผลไหมสีน้ําตาลบริเวณ
กวาง ใบหลุดลวงไป แตไมพบอาการดังกลาวบนใบที่ไมไดรับการปลูกเชื้อ สอดคลองกับที่มี
รายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) (Plant virus online, 1977; 
ICTVdB management, 2002) และอาการเปนจุดแผลเฉพาะแหงสีน้ําตาล (necrotic local lesion) 
โดยเริ่มแสดงอาการเปนจุดฉ่ําน้ําหลังปลูกเชื้อประมาณ 4-7 วัน ไมปรากฏอาการบนใบออน หรือใบ 
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ที่ไมปลูกเชื้อ (ธีระ, 2532) และมีรายงานวา C. amaranticolor  แสดงอาการแผลจุดบนใบที่ทําการ
ปลูกเชื้อและจากนั้นจะแพรกระจายไปทัว่ตน (Gibson and Kenten, 1978) 
 

C. quinoa พบลักษณะอาการจุดซีดสีเหลืองออน ภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน จากนั้น 4-7 
วัน จดุซีดชัดเจนมากขึ้นและเริ่มขยายรวมกันจนเนื้อใบกลายเปนสีเหลืองทั้งใบ และหลุดรวงไป 
ภายหลังการปลูกเชื้อ 10-14 วัน ใบออนบริเวณยอดทีไ่มไดทําการปลูกเชื้อ แสดงอาการจุดซีดเหลือง
(ภาพที่ 21) สอดคลองกับการรายงานของ Gibson และ Kenten (1978) ที่กลาววา C. quinoa จะ
แสดงอาการแผลจุดบนใบทีท่ําการปลูกเชือ้และจากนั้นจะแพรกระจายไปทั่วตน แตใหผลตางกับที่ 
ธีระ (2532); Plant virus online (1977); ICTVdB management (2002) รายงานไววา ใบที่ปลูกเชื้อจะ
แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion)  
 
วงศ Solanaceae 
 
 ยาสูบ (Nicotiana  benthamiana)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
 ยาสูบ (N. glutinosa)                     ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
 ยาสูบ (N. tabacum)                      ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วนั  
 
วงศ Cucurbitaceae 
 

แตงกวา (Cucumis sativus)      ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน 
          
ฟกทอง  (Cucurbita maxima)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน  
 

วงศ Leguminosae 
 
 ถ่ัวแขก (Phaseolus vulgaris) แสดงอาการจุดแผลสีน้ําตาลภายหลังทําการปลูกเชื้อ 3 วัน  
จากนั้น 5-7 วัน จุดแผลจะขยายใหญขึ้นและมีสีเขมขึ้น (ภาพที่ 22) ไมมีอาการดังกลาวบนใบที่
ไมไดรับการปลูกเชื้อ สอดคลองกับที่ธีระ (2532) รายงานไววา ใบถ่ัวแดงหลวง (Phaselous  
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calearatus) ที่ไดรับการปลูกเชื้อแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local necrotic lesion) หลังปลูกเชือ้
7-10 วัน  
 
 ถ่ัวพุม  (Vigna unguiculata var. unguiculata)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน  
 
 ถ่ัวฝกยาว (Vigna unguiculata var. sesquipedais)  ตรวจไมพบอาการหลังปลูกเชื้อ 30 วัน 
วงศ Gramineae  
 

ขาวฟาง (Sorghum bicolor) สายพันธุ UT 423B และ UT 325B พบวาทั้ง 2 สายพันธุแสดง
อาการคลายกนั เร่ิมแสดงอาการจุดสีซีดทีโ่คนใบออนสุดที่ปลูกเชื้อ ภายหลังการปลกูเชื้อ 3 วัน 
จากนั้น 5-7 วัน เมื่อใบออนแผเต็มที่ จุดซดีเชื่อมรวมกนัและกระจายไปทั่วใบ ใบออนที่ไมไดรับ
การปลูกเชื้อแสดงอาการดางเปนแถบสีขาว (white stripe) ตามแนวเสนใบ จากนั้นใบที่เจริญออกมา
ใหมแสดงอาการดางรุนแรงนอยลงเปนดางขีดสีขาว (white streaks) ทัว่ทั้งใบ เมื่อใบแกจะเหน็
อาการชัดเจน (ภาพที่ 23) สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) รายงานไววา ขาวฟางพันธุตางๆ ทั้งขาวฟาง
เมล็ด และขาวฟางหวาน อาการจะคลายกนั โดยเริ่มแรก 5-7 วัน ใบออนที่แตกใหมแสดงอาการเปน
จุดดางเล็กๆ ในวันตอมาจุดจะขยายใหญขึ้นและแตละจดุจะขยายมาชนกัน ใบใหมที่เจริญตามมา
แสดงอาการดางรุนแรงมากขึ้น โดยเฉพาะบริเวณปลายใบจะขาวซีด ซ่ึงมักจะแหงตาย ใบอื่นๆที่
เจริญตามมาภายหลังจะแสดงอาการดางตลอดทั้งใบ อาการดางจะรุนแรงมากนอยข้ึนอยูกับพันธุ
ขาวฟาง โดยขาวฟางหวานจะรุนแรงมากทีสุ่ด 

 
ขาวสาลี  (Triticum aestivum) สายพันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ 56  และ 171  พบวา

ทั้ง 4 สายพันธุ ขาวสาลีทั้ง 4 สายพันธุ แสดงอาการดางขีดสีขาวตามแนวเสนใบทั่วทั้งตน ภายหลัง
การปลูกเชื้อ 28-30 วัน และอาการชัดเจนมากขึ้นเมื่อใบแก (ภาพที่ 24)  สอดคลองกับที่ ธีระ (2532) 
รายงานไววาขาวสาลีแสดงอาการใบดางหลังปลูกเชื้อ 7-10 วัน 

 
ขาวบารเลย  (Hordeum vulgare) สายพนัธุ FN (ภาพที่ 25) และ SMG (ภาพที่ 26) แสดง

อาการภายหลังการปลูกเชื้อ 30 วัน  โดยขาวบารเลยทั้ง 2 สายพันธุ แสดงอาการแผลสีเหลืองถึง
น้ําตาล ภายหลังการปลูกเชื้อ 7-10 วัน และใบออนที่ไมไดปลูกเชื้อแสดงอาการขีดสีขาวหลังจาก
อาการดังกลาว 18-20 วัน แตอาการไมรุนแรงมากนกั สอดคลองกับที่มีรายงานวาขาวบารเลย แสดง
อาการใบดางไมรุนแรง (mild mosaic) หลังปลูกเชื้อ (Plant virus online, 1977)  
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เมื่อนําใบพืชทดสอบที่ไดรับการปลูกเชื้อแตละชนิด ภายหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน มาทาํการ
ตรวจหาเชื้อ BMV ดวยเทคนคิ indirect ELISA พบวาพืชทดสอบทําปฏิกิริยาใหผลบวกในทั้ง 2    
ไอโซเลท ประกอบดวย C. amaranticolor, C. quinoa ขาวฟางสายพนัธุ UT 423B และ UT 325B 
ขาวสาลีสายพันธุ อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ 56 และ 171 และขาวบารเลยสายพันธุ FN และ SMG 
สวนในถัว่แขกที่แสดงอาการ และพืชทดสอบที่ไมแสดงอาการนั้นทําปฏิกิริยาใหผลเปนลบ (ตาราง
ที่ 6) อยางไรกต็ามไดนําถ่ัวแขกที่แสดงอาการจากการปลูกเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท กลับไปปลูกเชื้อลง
บนขาวโพดหวานพนัธุ ไฮบริกซ 3  พบวาขาวโพดหวานทั้ง 2 ไอโซเลท แสดงอาการใบดางแถบ
ขาว (white stripes) (ภาพที่ 27) โดยเริ่มแสดงอาการจุดสซีีดบนใบออน หลังปลูกเชื้อ 10 วัน และมี
การพัฒนาอาการเชนเดียวกบัที่รายงานไวขางตน และใหปฏิกิริยาเปนผลบวกจากการตรวจยนืยนัผล
ดวยเทคนิค indirect ELISA ซ่ึงบอกไดวาเชื้อ BMV สามารถเขาทําลายถั่วแขกได และกอใหเกดิ
อาการแผลจุด ซ่ึงไมสามารถตรวจพบเชื้อไดดวยเทคนิค ELISA อาจเนือ่งมาจากการเจือจางน้ําคั้น
พืชในอัตราสวน 1:10 อาจทําใหปริมาณเชือ้ที่อยูในน้ําคั้นนอยจนไมสามารถตรวจหาเชื้อได  

 
จากความหลากหลายของอาการบนพืชทดสอบแตละชนดิที่ศึกษาและผลการตรวจเชือ้ดวย

เทคนิค indirect ELISA สามารถแบงอาการไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 พืชทดสอบที่แสดงอาการ
และตรวจพบเชื้อ จํานวน 10 ชนิด ประกอบดวย ขาวฟาง 2 สายพันธุ (UT 423B และ UT 325B) 
ขาวสาล ี 4 สายพันธุ (อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ56  และ 171) ขาวบารเลย 2 สายพนัธุ (FN  และ 
SMG) แสดงอาการดางแบบทั่วตน (systemic mosaic) C. amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเฉพาะ
แหง (local lesion)  และ C. quinoa แสดงอาการแผลจุดสีซีด และพบอาการดังกลาวบนใบที่ไมได
รับการปลูกเชื้อ กลุมที่ 2 พืชทดสอบที่แสดงอาการแตตรวจไมพบเชื้อ คือ ถ่ัวแขก (Phaseolus 
vulgaris) แสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง สีน้ําตาลแดง (local lesion) และกลุมที่ 3 พชืทดสอบที่ไม
แสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ จํานวน 7 ชนิด ประกอบดวย ยาสูบ 3 ชนิด คือ Nicotiana  
benthamiana, N. glutinosa และ N. tabacum  ถ่ัวพุม ถ่ัวฝกยาว แตงกวา และฟกทอง 

 
จะเห็นไดวาระยะเวลาทีใ่ชในการปลูกเชื้อ BMV ลงบนพืชทดสอบจนกระทั่งแสดงอาการ

นั้นมีความแตกตางกัน ทั้งนีข้ึ้นอยูกับชนดิของพืชทดสอบ ที่มีผลตอความสามารถในการเขาทําลาย
ของเชื้อ ซ่ึงทําใหระยะเวลาในการแสดงอาการและความรุนแรงบนพืชทดสอบมีความแตกตางกัน  
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ภาพที่ 20  Chenopodium amaranticolor แสดงอาการแผลจุดเซลลตายภายหลังปลูกเชื้อ 5-7 วัน  
   จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) เปรียบเทยีบกับใบปกติ (A) 
 

     
 

     
 
ภาพที ่21  Chenopodium quinoa แสดงอาการใบดางจดุซีดสีเหลือง 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  ขาวฟาง (Sorghum bicolor) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลูกเชื้อ 7-14 วัน  

จากไอโซเลท BMV-RB (B) และ ไอโซเลท BMV-KB (C) บนขาวฟางพันธุ UT 423B 
(1) และขาวฟางพันธุ UT 325B (2) เปรียบเทียบกับขาวฟางปกติ (A) 

 
 

1A 1B 1C 

2A 2B 2C 

 A  B  C 
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ภาพที่ 24  ขาวสาลี (Triticum aestivum) แสดงอาการใบดางขีดขาวภายหลังการปลูกเชื้อ                                

28-30 วัน จากไอโซเลท BMV-RB และไอโซเลท BMV-KB บนขาวสาลี 4 สายพันธุ                             
พันธุ อินทรีย 1 (1) พันธุ อินทรีย 2 (2) พันธุสุวรรณ 56 (3) และ พนัธุ 171 (4) 
เปรียบเทียบกบัขาวสาลีปกติ (A) 

 
 
 
 
 

1A 2A 3A 4A 

1B 2B 3B 4B 

1C 2C 3C 4C 
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ภาพที่ 25  ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ FN แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล ภายหลัง 

ปลูกเชื้อ 10 วนั (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชือ้ 30 วัน (2) จาก การปลูกเชือ้           
ไอโซเลท BMV-RB  (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบกบัขาวบารเลย           
ปกติ (A) 

    

         
 
ภาพที่ 26  ขาวบารเลย (Hordeum vulgare) พันธุ SMG แสดงอาการแผลสีเหลืองถึงน้ําตาล  

   ภายหลังปลูกเชื้อ 10 วัน (1) และอาการใบดางขีดขาวหลังปลูกเชื้อ 30 วัน (2) จาก การ 
   ปลูกเชื้อ  ไอโซเลท BMV-RB   (B) และ ไอโซเลท BMV-RB (C) เปรียบเทียบกับขาว    
   บารเลยปกต ิ(A) 

 
 

 
 

2C 1C 2B 

A 1B 2B 1C 2C 

A 1B 
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ภาพที่ 27  ขาวโพดหวาน (Zea mays) พันธุ ไฮบริกซ 3 แสดงอาการใบดางแถบขาวหลังปลูกเชื้อ  

10 วัน จากถ่ัวแขกที่แสดงอาการแผลจุดน้ําตาลแดง (necrotic lesion) มาปลูกเชื้อดวยวธีิ
กล จากถั่วแขกที่ปลูกเชื้อดวย ไอโซเลท BMV-RB (B) และไอโซเลท BMV-KB (C) 
เปรียบเทียบกบัขาวโพดปกติ (A) 

 
 
 
 
 
 
 

 

A  B  C 
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ตารางที่ 6  ขอมูลอาการและการตรวจหาเชือ้ BMV ไอโซเลท RB และ KB หลังการปลูกเชื้อ 7 วัน 
    ของพืชทดสอบแตละชนดิ ดวยเทคนิค indirect ELISA เปรียบเทียบกับพืชอาศัยของเชื้อ    
    BMV ที่มีรายงานในฐานขอมูล CMI/ABB Description of Plant Virus 

 
ชนิดพืชทดสอบ ปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC/

อาการที่แสดงบนพืชทดสอบ 
อาการบนพชือาศัยจาก
ฐานขอมูล 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) 
ถ่ัวพุม (V. unguiculata var. 
unguiculata) 
ถ่ัวฝกยาว (V. unguiculata var. 
sesquipedalis) 

 
-/LL 
-/NS 
-/NS 

 
-/LL 
-/NS 
-/NS 

 
NA 
NA 
NA 

 
หมายเหตุ  + คือ  ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม BMV-SC 

     - คือ  ไมทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม BMV-SC 
     SM   คือ  systemic  mosaic 
     SL    คือ  systemic local lesion 
     LL    คือ  local lesion 
     NS    คือ  no symptom 
     NA   คือ ไมมีขอมูล 
     H      คือ  พืชอาศัย 
     N-H  คือ ไมเปนพืชอาศัย 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

ชนิดพืชทดสอบ ปฏิกิริยาตอแอนติซีรัม BMV-SC/
อาการที่แสดงบนพืชทดสอบ 

อาการบนพชือาศัยจาก
ฐานขอมูล CMI/ABB 

 BMV-RB BMV-KB BMV  
วงศ Cucurbitaceae 
แตงกวา (C. sativus) 
ฟกทอง (C. maxima) 

 
-/NS 
-/NS 

 
-/NS 
-/NS 

 
H 

NA 
วงศ Gramineae 
ขาวฟาง UT 423B (S. bicolor) 
ขาวฟาง UT 325B (S. bicolor) 
ขาวสาลี อินทรีย 1 (T. aestivum) 
ขาวสาลี อินทรีย 2 (T. aestivum) 
ขาวสาลี สุวรรณ 56 (T. aestivum) 
ขาวสาลี 171 (T. aestivum) 
ขาวบารเลย  FN (H. vulgare) 
ขาวบารเลย  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.  การผลิตและการตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ BMV 
 
 เมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB มาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศอิเล็กตรอน พบ
อนุภาคไวรัสมีลักษณะทรงกลม (icosahedral) ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 27 นาโนเมตร (ภาพ
ที่ 28) สอดคลองกับที่มี รายงานไววาพบลกัษณะอนภุาคไวรัสเชื้อ BMV แบบทรงกลมเสนผาศูนย 
กลางประมาณ 27 นาโนเมตร (ทวีศักดิ์, 2528; Hull, 2002) มีรายงานไววาอนุภาคไวรัสเชื้อ BMV มี
ขนาดเสนผาศนูย กลาง ประมาณ 26 นาโนเมตร (Anderegg et al., 1963; ICTV management, 2002) 
และ 25 นาโนเมตร (Gibson and Kenten, 1978) และพบลกัษณะอนภุาคของเชื้อ BMV มีชองวาง 
(hollow) ตรงกลาง ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลางขนาด 8 นาโนเมตร (ทวีศักดิ์, 2528; Anderegg et al., 
1963)  
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ภาพที่ 28  ลักษณะอนุภาคของเชื้อไวรัสไอโซเลท BMV-RB ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  

   27 นาโนเมตร ในสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธิ์ ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน.  
   Bar represent 100 nm. 

 
 8.1  ไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV 
 
        จากการผลิตแอนติบอดโีดยฉีดเชื้อ  BMV บริสุทธิ์ ไอโซเลท ราชบุรี (PAb BMV-RB) 
ในกระตาย แลวเก็บแอนติซีรัมทั้ง 5 คร้ัง มาตรวจหาคาไตเตอร พบวา แอนติซีรัมที่ไดใหคาไตเตอร
ในการทําปฏิกริิยา กบัเชื้อ BMV บริสุทธิ์ในชวง 1:6,400 ถึง 1:12,800 และไดเลือกแอนติซีรัมจาก
การเจาะเลือดครั้งที่ 1 เพื่อใชในการทดลองตอไป เนื่องจากใหคาการดดูกลืนแสง (A405 nm) ที่ได
สูงสุดเมื่อแปรียบเทียบกับแอนติซีรัมที่เก็บไดในแตละสปัดาห (ตารางที่ 7, ภาพที่ 29) 
 
 8.2  คาเจือจางที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในพืชเปนโรค 
 
        การหาคาความเจือจางทีเ่หมาะสมของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV จากการเจาะเลือดครั้งที่ 
1 หลังการฉีดกระตุนครั้งที่ 1 เปนเวลา 3 สัปดาห พบวาที่ความเจือจาง 1:500 ใหคา A405 nm ของการ
ทําปฏิกิริยาสูงที่สุด คือ 2.873 รองลงมา คือ 1:1,000, 1:1,500, 1: 2,000 และ 1: 2,500 ใหคา  A405 nm   
ของการทําปฏิกิริยา 2.859, 2.850,  2.692 และ 2.511 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบคา S/N ratio 
พบวาความเจอืจางที่ใชใหคา A405 nm  แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ โดยที่ความเจือจาง 1:1,500 
1:2,000 และ 1: 2,500 มีคา S/N ratio สูงกวาทุกความเจือจาง และไมมีความแตกตางทางสถิติทําให
สามารถใชความเขมขนใดกไ็ด (ตารางที่ 8)  ดังนั้น จึงเลือกความเขมขนที่ 1: 2,000 สําหรับใช
ทดลองตอไป  
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 8.3  ความจําเพาะตอการตรวจสอบเชื้อ BMV 
 

       การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอเชื้อ  BMV ที่ผลิตได พบวาสามารถทํา
ปฏิกิริยาไดดกีบัน้ําคั้นใบขาวโพดที่เปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV ไอโซเลท RB และ KB และ 
ออยที่เปนโรคจากเชื้อ BMV ในสภาพแปลงปลูกธรรมชาติ และไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ Sugarcane 
mosaic virus (SCMV) Maize chlorotic mottle virus (MCMV) และ Sugarcane mosaic virus -MDB 
(SCMV-MDB) จากน้ําคั้นใบขาวโพด และเชื้อ Cucumber mosaic virus (CMV) จากน้าํคั้นยาสูบ     
( N. glutinosa ) และน้ําคัน้พชืปกติ (ตารางที่ 9) จากความสามารถในการตรวจสอบ และการ
เกิดปฏิกิริยาในระดับสูงเมื่อวินิจฉยัดวยแอนติซีรัมที่ผลิตได แสดงวาแอนติซีรัมมีความจําเพาะตอ
การตรวจสอบเชื้อ BMV จากพืชติดเชื้อที่ใชทดสอบ  
 

8.4  ความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัม 
 
       การทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได โดยเจือ

จางไวรัส BMV บริสุทธิ์ไอโซเลท RBใหมคีวามเขมขนตัง้แต 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรถึง 0.156 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตอแอนติซีรัมที่ความเขมขน 1:2,000 พบวามีความไวในการทําปฏิกิริยา โดย
สามารถตรวจสอบไวรัสบริสุทธ ที่ความเขมขนไดในระดับ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 
10) จากผลจะเห็นไดวาความไวในการตรวจสอบของแอนติซีรัมตองมีความเขมขนของไวรัสสูง 
อาจเนื่องมาจากแอนติซีรัมทีใ่ชในการตรวจเจือจางสูงถึง 1:2,000 ซ่ึงมีผลตอความไวในการทํา
ปฏิกิริยา 

 
อยางไรก็ตามจากการวิจัยคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการนําเชื้อไวรัส 

BMV ไอโซเลท RB ฉีดกระตุนภูมิคุมกนัในกระตายสามารถใชเปน แอนติซีรัมที่มีประสิทธิภาพ 
และใชในการตรวจหาเชื้อ BMV ที่เขาทําลายพืช เนื่องจากมีความจําเพาะและไมทําปฏิกิริยากับพืช
ปกติ และเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ ที่นํามาทดสอบ  
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ตารางที่ 7  คาไตเตอรของแอนติซีรัมเมื่อใชสารแขวนลอยไวรัสความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ 
    มิลลิลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
คร้ังท่ีเจาะเลือด/คาการดูดกลืนแสง A405nm

1/ คาความเจือจางของ
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/  คาเฉลี่ย 2 ซํ้า วัดคาการดดูกลืนแสงที่เวลา 60 นาที หลังจากเติมสับเสตรท 

    2/ Normal serum 
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ซีรัมครั้งท่ี 5

ซีรัมปกติ

 
 
ภาพที่ 29  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-RB  จากการเก็บเลอืด 5 คร้ัง ตรวจสอบดวย 

เทคนิค indirect ELISA โดยใชไวรัสบริสุทธิ์ BMV-RB ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอ  
มิลลิลิตร เปนแอนติเจน  
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ตารางที่ 8  คา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของเชื้อ BMV ทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัมที่ผลิตได  
    (PAb BMV-RB) ที่คาความเจือจางตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
ความเจือจางของแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV คา 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/  ตัวอักษรที่เหมอืนกันไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 วิเคราะหดวย  

        Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
       2/    คาเฉลี่ย 2 ซํ้า ของคา signal-to-noise ratio เทากับคา A405 ของเชื้อ BMV ตอ A405 ของ    
        พืชปกต ิ
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ตารางที่ 9  การตรวจสอบความจําเพาะของแอนตีซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) กับแอนติเจน 
    ชนิดตางๆ ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
ตัวอยางพืชนํามาทดสอบ คาการดูดกลืนแสง A405nm

1/ 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ BMV-RB 1.989 
ออยเปนโรคจากเชื้อ BMV ในสภาพธรรมชาติ 1.868 
ยาสูบเปนโรคจากการปลูกเชื้อ CMV 0.112 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV 0.123 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ MCMV 0.123 
ขาวโพดเปนโรคจากการปลูกเชื้อ SCMV-MDB 0.143 
ขาวโพดปกต ิ 0.119 
ออยปกต ิ 0.137 
ยาสูบปกติ (N. glutinosa) 0.160 
Coating buffer 0.089 
 
หมายเหตุ  1/   คาเฉลี่ย 2 ซํ้า จากการอานคาการดูดกลืนทีเ่วลา 60 นาที หลังจากเติมสบัเสตรท 
          โดยใชแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ความเขมขน 1:2,000  
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ตารางที่ 10  การทดสอบความไวของการเกดิปฏิกิริยาของแอนติซีรัมที่ผลิตได (PAb BMV-RB) 
      ดวยเทคนคิ indirect ELISA  

 
ความเขมขนของ ไวรัสบริสทุธ์ิ                

ไอโซเลท BMV-RB (ng) 
คาการดูดกลืนแสง 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 
พืชเปนโรค 2.5884 

 
หมายเหตุ  1/  คาเฉลี่ย 2 ซํ้า จากการอานคาการดูดกลืนทีเ่วลา 60 นาที หลังจากเติมสบัเสตรท 
         โดยใชแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV ที่ผลิตได (PAb BMV-RB) ที่ความเขมขน 1:2,000 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

การสํารวจแปลงปลูกขาวโพดและเก็บตัวอยางใบขาวโพดที่แสดงอาการดางจาก 20 จงัหวัด 
พบวาขาวโพดที่ใหปฏิกิริยาเปนผลบวกตอเชื้อ BMV เปนขาวโพดฝกออนจาก 2 จังหวัด คือ 
กาญจนบุรี และราชบุรี ขาวโพดที่ติดเชื้อ BMV แสดงอาการจุดสีซีด และมีอาการดางทั่วใบรวมดวย 
จากการแยกเชือ้ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทราชบุรี (BMV-RB) และไอโซเลทกาญจนบุรี 
(BMV-KB) บนพืชทดสอบ C. amaranticolor พบวาแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแหง (local lesion) 
เมื่อนําแตละจดุมาเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสบนขาวโพดหวาน พบวาแสดงอาการใบดางแถบขาวทั่วทั้ง
ตน (white stripe systemic) และใหปฏิกิริยาเปนผลบวกเมื่อตรวจยืนยนัดวยเทคนิค indirect ELISA 
อีกครั้ง  

 
แยกเชื้อไวรัสใหบริสุทธิ์ทั้ง 2 ไอโซเลท จากขาวโพดหวาน ไดไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ มีคา 

A260/A280 เทากบั 1.63 และ 1.608 และที่ความเขมขน 0.5725 และ 0.3584 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัพืช 1 
กรัม ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับคา บริสุทธิ์มาตรฐานที่ 1.75 (Lane, unpublished data) เมื่อนํามา
วิเคราะหความบริสุทธิ์ และขนาดของโปรตีนหอหุมอนภุาค ดวยวิธี SDS-PAGE  พบวามีแถบ
โปรตีนเพียงแถบเดียวมีขนาดประมาณ  21.68 กิโลดาลตัน และเมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ที่ได กลับไป
ปลูกเชื้อดวยวธีิกลลงบนขาวโพดหวาน พบวาไวรัสบริสุทธิ์ที่ไดสามารถทําใหขาวโพดเปนโรคได  
 
             การแยกสกัดอารเอน็เอจากอนุภาคไวรัส ตรวจสอบอารเอ็นเอดวยเทคนิคอเิล็กโตรโฟรีซีส 
พบแถบอารเอ็นเอ 3 แถบ สอดคลองกับที่มีรายงานวาจีโนมของเชื้อ BMV ประกอบดวยอารเอน็เอ 
3 ช้ิน (RNA-1, RNA-2 และ RNA-3) (ICTVdB management, 2002; Amine and Ahlquist, 2003) 
การสังเคราะหยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท ดวยเทคนิค RT-PCR โดย
การออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมทั้งสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาค ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
664 คูเบส โดยลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดครอบคลุมยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสมีความยาว 573 นิ
วคลีโอไทด จากการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีน
หอหุมอนภุาค พบวาทั้ง 2 ไอโซเลท มีความคลายคลึงกันสูงที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต และ100 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมคีวามคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน กับเชื้อ
ไวรัส BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ BMV-Type ที่ระดับ 73 เปอรเซ็นต และ 76-77 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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การศึกษาความสัมพันธในรปู Phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของเชือ้ BMV 
ทั้ง 2 ไอโซเลท และจากฐานขอมูลของ GenBank พบวาไอโซเลท BMV-RB และ BMV-KB ของ
ประเทศไทย ถูกจัดกลุมแยกออกมาจากกลุมของเชื้อไวรัส BMV สายพันธุ BMV-F, BMV-R และ 
BMV-Type ที่มีรายงายในตางประเทศ 

 
การศึกษาความรุนแรงของเชื้อ BMV ทั้ง 2 ไอโซเลท โดยการปลูกเชือ้ดวยวิธีกลลงบน

ขาวโพด 5 สายพันธุ พบวาไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลท มีความรุนแรงไปในทศิทางเดียวกนั โดยมี
เปอรเซ็นตการเปนโรค ที่พบในขาวโพดหวาน ขาวโพดขาวเหนียว ขาวโพดไร และขาวโพดเทยีน 
เปนโรค 91 ถึง 100 เปอรเซ็นต และในขาวโพดฝกออน เปนโรคเพียง 41 ถึง 51 เปอรเซ็นต และมี
การพัฒนาอาการในขาวโพดทั้ง 5 สายพันธุ  โดยแสดงอาการดางจุดสีซีด (chlorotic spots) ดาง
เหลือง (yellow mottle) ดางเปนแถบขาว (white stripes) และดางขีดขาว (white streaks) และดาง
แถบขาวอยางรุนแรงในขาวโพดบางสายพนัธุ และขาวโพดสวนใหญที่เปนโรค พบวาชอเกสรตัวผู
ไมสมบูรณ และฝกมีขนาดเล็ก ติดเมล็ดไมสมบูรณ และตรวจพบเชื้อ BMV ในสวนของ ใบ ราก 
เปลือกหุมฝก ไหม (silks) และเมล็ด ยกเวนอับละอองเกสร การศึกษาลักษณะอาการบนพืชทดสอบ 
18 ชนิด และตรวจหาเชื้อ BMV ดวยเทคนคิ indirect ELISA พบวาการตอบสนองของพืชทดสอบ
ตอไวรัสทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถแบง ไดเปน 3 กลุม คือ (1) กลุมที่แสดงอาการและตรวจพบเชื้อ 
ไดแก ขาวฟางพันธุ UT 423B และ UT 325B ขาวสาลีพันธุ  อินทรีย 1 อินทรีย 2 สุวรรณ  56  และ 
171 ขาวบารเลยพันธุ FN  และ SMG  C. amaranticolor  และ C. quinoa  (2)  กลุมที่แสดงอาการแต
ตรวจไมพบเชือ้ ไดแก ถ่ัวแขก และ (3) กลุมที่ไมแสดงอาการและตรวจไมพบเชื้อ ไดแก ยาสูบ       
3 ชนิด คือ Nicotiana  benthamiana, N. glutinosa และ N. tabacum  ถ่ัวพุม ถ่ัวฝกยาว แตงกวา และ
ฟกทอง  

 
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ BMV เมื่อนําไวรัสบริสุทธิ์ไอโซเลท BMV-RB มี

ลักษณะอนภุาคทรงกลมเสนผาศูนยกลางขนาด 27 นาโนเมตร เปนแอนติเจน พบวาสามารถผลิต
แอนติซีรัมตอเชื้อ BMV มีคาเจือจางสูงสุดที่ยังเหน็ปฏิกิริยาคือ 1: 12,000  คาความเจือจางที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับเชื้อ BMV ในน้ําคั้นใบขาวโพด คือ 1:2,000 มีความไวในการทํา
ปฏิกิริยากับไวรัสบริสุทธิ์ที่ความเขมขน 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และโพลีโคลนอลแอติบอดี   
ที่ผลิตไดมีความจําเพาะตอเชือ้ BMV เนื่องจากสามารถทาํปฏิกิริยาไดดกีับพืชที่มีเชื้อ BMV โดยไม
ทําปฏิกิริยากับพืชปกติ และพืชที่เปนโรคจากเชื้อไวรัสชนิดอื่นที่นํามาทดสอบ  
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จากลักษณะและคุณสมบัติของสัณฐานวิทยา ลักษณะอาการบนพืชอาศัย และการทํา
ปฏิกิริยากับแอนติซีรัมตอเชื้อ BMV-SC ของเชื้อไวรัสที่ตรวจพบในขาวโพดจากจังหวัด กาญจนบุรี 
และราชบุรีมีความใกลเคยีงกบัเชื้อ BMV ที่จัดจําแนกอยูในวงศ Bromovirus มากที่สุด หรืออาจจะ
เปนสายพันธุหนึ่งของเชื้อ BMV อยางไรก็ตามยังไมไดมีการทดสอบความสามารถในการถายทอด
ทางเมล็ดซึ่งนาที่จะทําการศกึษาตอในอนาคต เนื่องจากเชื้อไวรัสชนิดนี้กอใหเกดิความเสยีหาย
กับขาวโพดอยางรุนแรง และพืชเศรษฐกจิอกีหลายชนดิจากขอมูลการศึกษาขางตน และยังคงตองมี
การศึกษาคณุสมบัติอ่ืนๆของเชื้อตอไป เพือ่ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการปองกันกําจดัโรคอยางมี
ประสิทธิภาพในอนาคต  
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ภาคผนวก  
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ภาคผนวก ก 
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ตารางผนวกที่ 1  ตารางขอมูลที่ใชในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight  
Marker) และนํามาใชคํานวณขนาดของโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ 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  คือคาหาไดจาก คาทีว่ดัจากขอบดานบนของเจล จนถึงกึ่งกลางแบนของ 

     โปรตีนในการสรางกราฟโปรตีนมาตรฐานใช Protein Marker (log) กับคา distance  
     Protein Marker  และแทนคา distance coat protein ของ ไอโซเลท BMV-RB และ   
     BMV-KB ที่ตัวแปร X เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัส   
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟโปรตีนมาตราฐานแบบเชิงเสนของ Protein Molecular Weight Marker                        

           ที่ (R2= 0.982)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
82 

 
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  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด จากไอโซเลท BMV-RB (A) และไอโซเลท  
         BMV-KB (B) จากขาวโพดของประเทศไทย  

 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
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ภาคผนวก ข 
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การเตรียมสารสําหรับในการทดสอบ ELISA 
 

1.  Carbonate coating buffer (CB), pH 9.6 
 

Na2CO3     1.59  กรัม 
NaHCO3    2.93  กรัม 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 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 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 1,000 มิลลิลิตร หากเตรียม washing 
buffer (PBST) ใหเติม, 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 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในที่มืดอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารสําหรับแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 
 

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

Tris-base    45.50   กรัม 
 

ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 250 มิลลิลิตร 
 

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

  
ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 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 

  
ตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 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 

  
ตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 4 มิลลิลิตร 

 
5.  Loading buffer 2 เทา 

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

  
ปรับปริมาตรดวย 0.1 M Tris-HCl ใหครบ 10 มิลลิลิตร เก็บในที่มดื 

 
6.  Running buffer 10 เทาม pH 8.3 

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

  
ปรับ pH ดวย HCl แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
7.  Stainning solution 

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

  
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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8.  Destaining solution 
 
25% methanol    250  มิลลิลิตร 
7% acetic acid    70  มิลลิลิตร 

  
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
การเตรียมสารสําหรับสกัดอารเอ็นเอ 

 
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 ดวย NaOH แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 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 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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