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     การตรวจสอบโรคท่ีเกิดจากไวรัสในกลุ่ม geminivirus ซ่ึง
เป็นไวรัสท่ีไม่พบรายงานในประเทศไทย พบเฉพาะในประเทศ
อินเดีย ศรีลังกา และทวีปแอฟริกาน้ัน วิธีการตรวจสอบ
โดยท่ัวไปจะใช้วิธีการสกัดดีเอ็นเอรวมโดยวิธี CTAB หรือ SDS 
โดยท้ังสองวิธีจะได้ดีเอ็นเอของพืชและของไวรัสรวมกัน และ
การตรวจสอบด้วยวิธี PCR ซ่ึงบางครั้งให้ผลบวกเท็จเน่ืองจาก
มีการปนเป้ือนของดีเอ็นเอพืช ทําให้ความเช่ือมั่นในวิธีการ
ตรวจสอบลดลง ดังน้ันการตรวจสอบต้องใช้วิธีสกัดดีเอ็นเอ
ของจีโนมไวรัสเท่าน้ันโดยท่ีดีเอ็นเอของพืชไม่ปนเป้ือน และ
ร่วมกับการตรวจสอบด้วยวิธี PCR น้ันต้องใช้ primer จําเพาะ
ต่อไวรัสกลุ่ม geminivirus เท่าน้ันโดยการออกแบบ primer 
ในส่วนบริเวณอนุรักษ์แบบ back to back primer เน่ืองจาก
จีโนมของไวรัสเป็นวงปิด 
     ด ร . เ ฉ ลิ ม พ ล  ภู มิ ไ ช ย์  แ ล ะ ค ณ ะ  จ า ก
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ได้พัฒนาวิธีการศึกษาตรวจสอบ
ไวรัสก่อโรคใบด่างมันสําปะหลัง โดยการสกัดดีเอ็นเอของไวรัส
ท่ีเป็นจีโนมวงปิดคล้ายกับพลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเรียซ่ึงใช้
วิ ธี เ ดี ย ว กั น ไ ด้  โ ด ย ใ ช้ ส า ร ล ะล า ย ข้ั น ตอ นแ ร ก เ ป็ น 
homogenization buffer ประกอบด้วย Tris-HCl, NaCl, 
Na-EDTA, sucrose, และ beta-mercaptoethanol ในการ
บดตัวอย่าง และผสมกับ lysis solution ประกอบด้วย NaOH 
และ SDS เติมในปริมาตร 2 vol และตามด้วย precipitation 
solution ประกอบด้วย K-acetate ความเข้มข้นสูง ใช้ใน
ปริมาตร 1.5 vol เพ่ือตกตะกอน SDS-protein-
chromosomal-DNA complex โดยการแช่นํ้าแข็ง และการ
ใช้ primer คร่อมบริเวณในส่วนอนุรักษ์ของ stem loop ซ่ึง
พบใน geminivirus ทุกกลุ่ม และยังพบในกลุ่ม nonavirus 

ด้วยแบบ back to back primer จะทําให้ได้ผลิตภัณฑ์ PCR 
แบบ full genome  
     กระบวนการท่ีได้สามารถใช้สกัดจีโนมดีเอ็นเอของไวรัสใน
กลุ่ม Geminivirus ได้ทุกชนิดได้รวดเร็วและครั้งละหลาย
ตัวอย่าง และยังรวมถึง nonavirus เช่น Banana bunchy 
top virus อีกด้วย และ primer ท่ีจําเพาะต่อไวรัสกลุ่มน้ีทําใช้
ลดการใช้ primer หลายๆคู่ แต่ยังคงความแม่ยํา 

 
 
 
 
 
 
                         
ภาพท่ี1 เปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอโดยแบบ total DNA 
และวิธีสกัดแบบพลาสมิด M=DNA marker 100bp plus 
(Fermentas) 1=DNA มะละกอท่ีสกัดแบบ total DNA, 
2=DNA มะละกอท่ีสกัดแบบ plasmid, 3=DNA มัน
สําปะหลังท่ีเป็นโรค cassava mosaic virus สกัดวิธี 
plasmid, 4=DNA มันสําปะหลังท่ีสกัดแบบ total DNA 
 
 
 
 
ภาพท่ี2 การใช้ back to back primers ในการตรวจสอบ 
เช้ือไวรัสสาเหตุ Cassava mosaic disease  M=DNA 
marker 100bp plus (Fermentas) 1, 2, 3, 4, DNA 
template จากภาพท่ี 1 

 
 

การสกดัจโีนมไวรสัและการตรวจสอบไวรสัใบดา่ง                   
มนัสาํประหลงัดว้ย Universal primers 
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ภาพท่ี 3 การออกแบบprimer ชนิด back tom back สําหรับการทํา PCR แบบเต็มจีโนมในข้ันตอนเดียว 

 

back to back primers  
Loop-F     TAATATTACCGGATGGCCGCGC 
Loop-R     AATATTATACGGATGGCCGC 
 


