
ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. Luria Bertani Agar (LA) 
  Tryptone   10 g 
  Yeast extract   5 g 
  NaCl    5 g 
  Agar    15 g 
  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 L 
  pH 7.0  
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที รอจนอุณหภูมิของอาหารลดลง เหลือประมาณ 55 °C จึงนํามาเติม 
amplicillin ใหความเขมขนสดุทายอยูที่ 100 μg/ml กอนเทลงบนจานอาหาร 
 
2. Luria Bertani Broth (LB) 
  Tryptone   10 g 
  Yeast extract   5 g 
  NaCl    5 g 
  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 L 
  pH 7.0  
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. 50X TAE buffer 
  Tris-base   242 g 
  Glacial acetic acid  57.1 ml 
  0.5 M EDTA   100 ml 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 L 
pH 8.0 

 ละลาย Tris-base และ 0.5 M EDTA ในน้ํากลั่น จากนัน้เติม Glacial acetic acid ลงไป (ทํา
ในตูควนั) คนใหเขากนั ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 °C ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
2. 0.5 M Ethylenediaminetetre acetic acid (EDTA) 
  EDTA    186.1 g 
  NaOH    20 g 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 L 
  pH 8.0 
 ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร คนใหละลาย ปรับ pH 8.0 ซ่ึง EDTA จะละลายหมดพอดี 
(EDTA จะไมละลายถา pH ต่ํากวา 8.0) ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 
°C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
3. Ethydium bromide 
  5mM EtBr   60 μl 
  TAE buffer   250 ml 
 ละลาย EtBr ใน 1X TAE buffer ผสมใหเขากัน เก็บใหพนแสงที่ 4 °C  
 

 
 
 
 
 



ภาคผนวก ค 
ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของตัวอยาง 

 
1. ลําดับเบสของตัวอยางที่ไดจากการทดลอง (แถวบน) เปรียบเทียบกบัลําดับเบสของ Israel acute 
paralysis virus จากฐานขอมูล (แถวลาง) 
 
> gb|EF219380.1|Israel acute paralysis virus of bees, complete genome 
Length=9499  
Score = 756 bits (838), Expect = 0.0 
Identities = 434/444 (97%), Gaps = 0/444 (0%) 
Strand=Plus/Minus 
 
Query 2  CCAGAGGGTTGACTGTGTGTCATCATATACACGGAGTCATTGCAGATGTGTACAGAATTA 61 

||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
Sbjct 5809  CCAGAGGGTTGGCTGTGTGTCATCATATACACGGAGTCATTGCAAATGTGTACAGAATTG 5750 
 
Query 62  TACACATCCATCAACAACACGTGTCTGATCAGATTATTTTCTTTTCCATCATCATAAAAC 121 

||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5749  TACACATCCATCAACAATACGTGTCTGATCAGATTATTTTCTTTTCCATCATCATAAAAC 5690 
 
Query 122  TCATTCGCTAAATCTGCAAATTTTTCCATAATACATACATTCAGTGATCCATCAAAAGTT 181 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5689  TCATTCGCTAAATCTGCAAATTTTTCCATAATACATACATTCAGTGATCCATCAAAAGTT 5630 
 
Query 182  GAAAAATCACCTGCAATAACTTTATTTCCGAATTTGGTTAACTTGCGAACAGTTTTACTC 241 

||||||||||||||||||||||||||||| ||||| || ||||| ||||||||||||||| 
Sbjct 5629  GAAAAATCACCTGCAATAACTTTATTTCCAAATTTAGTCAACTTACGAACAGTTTTACTC 5570 
 
Query 242  CAATCCTGAGAATACACATTCGTTCCAATGGACACCTCATTAGTAATTCGATTTTCCATC 301 

|| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5569  CAGTCTTGAGAATACACATTCGTTCCAATGGACACCTCATTAGTAATTCGATTTTCCATC 5510 
 
Query 302  AAATGAGCTATAAAGCCCAAATAATACATTCGAAAAGCTATAGAGAAATCCATTGGTCCA 361 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5509  AAATGAGCTATAAAGCCCAAATAATACATTCGAAAAGCTATAGAGAAATCCATTGGTCCA 5450 
 
Query 362  TTTGAGAATACTCGTGTTTTCAATTGATTAACTTTTTCAATGGGTCGACGCTCATCTTTC 421 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5449  TTTGAGAATACTCGTGTTTTCAATTGATTAACTTTTTCAATGGGTCGACGCTCATCTTTC 5390 
 
Query 422  AATGTATCAACCCACATTACAGGT 445 

|||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 5389  AATGTATCAACCCACATTACAGGT 5366 
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2. ลําดับเบสของตัวอยางทีไ่ดจากการทดลอง (แถวบน) เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ Deformed 
wing virus จากฐานขอมูล (แถวลาง) 
 
> emb|AJ489744.2|DWI489744 Deformed Wing Virus gene for polyprotein, genomic RNA 
Length=10140 
Score =  627 bits (339),  Expect = 1e-176 
Identities = 373/395 (94%), Gaps = 0/395 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     TTTGCAAGATGCTGTATGTGGTGTGCCTGGTTTAGATGGGTTTGATTCGATATCTTGGAA  60 
             ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  8566  TTTGCAAGATGCTRTATGTGGTGTGCCTGGTTTAGATGGGTTTGATTCGATATCTTGGAA  8625 
 
Query  61    TACTAGTGCTGGTTTTCCTTTGTCTTCATTAAAGCCACCTGGAACATCAGGTAAGCGGTG  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| || 
Sbjct  8626  TACTAGTGCTGGTTTTCCTTTGTCTTCATTAAAGCCACCTGGAACATCAGGYAAGCGATG  8685 
 
Query  121   GCTGTTTGATATTGAGCTTCAAGATTCGGGATGTTATCTATTGCGTGGAATGCGTCCCGA  180 
             | ||||||| |||||||| ||||| ||||||||||||||  ||||||||||||||||||| 
Sbjct  8686  GTTGTTTGAYATTGAGCTACAAGAYTCGGGATGTTATCTCYTGCGTGGAATGCGTCCCGA  8745 
 
Query  181   ACTTGAAATTCAATTGTCGACAACACAGTTAATGAGGAAAAAGGGAATAAAGCCTCACAC  240 
             |||||| |||||||| || || ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct  8746  ACTTGAGATTCAATTATCAACGACACAGTTAATGAGGAAAAAGGGAATAAAACCTCACAC  8805 
 
Query  241   TATATTCACAGATTGTCTGAAAGATACTTGTTTGCCTGTTGAAAAATGCAGAATACCTGG  300 
             ||||||||| |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct  8806  TATATTCACGGATTGTTTGAAAGATACTTGTTTGCCTGTTGAAAAATGTAGAATACCTGG  8865 
 
Query  301   TAAAACTAGAATATTTAGTATAAGTCCTGTACAGTTCACTATACCGTTTCGACAGTATTA  360 
             ||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| || |||||||||||||||||||| 
Sbjct  8866  TAAGACTAGAATATTTAGTATAAGTCCGGTACAGTTTACCATACCGTTTCGACAGTATTA  8925 
 
Query  361   CTTAGATTTTATGGCATCCTATCGAGCTGCACGAC  395 
             |||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  8926  CTTAGACTTTATGGCATCCTATCGAGCTGCACGAC  8960 
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3. ลําดับเบสของตัวอยางที่ไดจากการทดลอง (แถวบน) เปรียบเทียบกบัลําดับเบสของ Kashmir bee 
virus จากฐานขอมูล (แถวลาง) 
 
> gb|AF197908.1|AF197908 Kashmir bee virus isolate 990806B-22 RNA polymerase 
gene, Partial cds 
Length=414 
Score = 662 bits (358), Expect = 0.0 
Identities = 398/414 (96%), Gaps = 15/414 (3%) 
Strand=Plus/Plus 
 
Query 1  GATGAACGTCGACCTATTGAAAAAGTTAATCAATTGAAAACACGAGTATTCTCAAATGGA 60 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 1  GATGAACGTCGACCTATTGAAAAAGTTAATCAATTGAAAACACGAGTATTCTCAAATGGA 60 
 
Query 61  CCAATGGATTTCTCTATAGCTTTTCGAATGTATTATTTGGGCTTTATAGCTCATTT-ATG 119 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct 61  CCAATGGATTTCTCTATAGCTTTTCGAATGTATTATTTGGGCTTTATAGCTCATTTGATG 120 
 
Query 120  GAAAATCGAATTACTAATGAGGTGTCCATTGGA-CGAATGTGTATTCTCAGGA-TGGAGT 177 

||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| || |||||| 
Sbjct 121  GAAAATCGAATTACTAATGAGGTGTCCATTGGAACGAATGTGTATTCTCAAGACTGGAGT 180 
 
Query 178  AAAACTGTTCG-AA-TT-ACCAAATT-GGAAATAA-GTTATTGCAGGTGATTTTTCAACT 232 

||||||||||| || || |||||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 181  AAAACTGTTCGCAAGTTGACCAAATTTGGAAATAAAGTTATTGCAGGTGATTTTTCAACT 240 
 
Query 233  TTTGATGGATCACTGAATGTATGTATTATGGAAAAATTTGCAGATTTAGCGAATGAGTTT 292 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 241  TTTGATGGATCACTGAATGTATGTATTATGGAAAAATTTGCAGATTTAGCGAATGAGTTT 300 
 
Query 293  TATGATGATGGAAAAGAAA-TAATCTGATCAGACACGT-TTGTTGATGGATGTGTA-A-T 348 

||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| ||||||||||||||||| | | 
Sbjct 301  TATGATGATGGAAAAGAAAATAATCTGATCAGACACGTGTTGTTGATGGATGTGTACAAT 360 
 
Query 349  TCTGTACA-ATCTG-AATGACTC-GTGTATATGATGACTCATAGCCAACCCACA 399 

|||||||| ||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 361  TCTGTACATATCTGCAATGACTCCGTGTATATGATGACTCATAGCCAACCCACA 414 
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4. ลําดับเบสของตัวอยางทีไ่ดจากการทดลอง (แถวบน) เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ Sacbrood 
virus จากฐานขอมูล (แถวลาง) 
 
>gb|AF092924.1|AF092924 Sacbrood virus complete genome 
Length=8832  
GENE ID: 1450776 pol | polyprotein [Sacbrood virus]  
Score =  593 bits (321),  Expect = 2e-166 
Identities = 391/426 (91%), Gaps = 0/426 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     GGATGAAAGGAAATTACCAGAGAAAGTACGCAAGTATGGTGGAACTCGGGTGTTTTGTAA  60 
             ||||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||| || ||||||||||| 
Sbjct  7747  GGATGAAAGGAAATTACCAGAAAAAGTACGAAAGTATGGTGGAACCCGAGTGTTTTGTAA  7806 
 
Query  61    TCCTCCTATCGATTACATTGTGTCGATGAGGCAATATTATATGCATTTTGTTGCTGCGTT  120 
              |||||||||||||| ||||| || |||||||||||||||||||| ||||||||||| || 
Sbjct  7807  CCCTCCTATCGATTATATTGTATCAATGAGGCAATATTATATGCACTTTGTTGCTGCATT  7866 
 
Query  121   TATGGAACAGCGTTTTAAGTTGATGCATGCAGTGGGGATTAATGTTCAGAGTACAGAGTG  180 
             ||||||||||||||||||| | |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  7867  TATGGAACAGCGTTTTAAGCTAATGCATGCAGTGGGAATTAATGTTCAGAGTACAGAGTG  7926 
 
Query  181   GACGCTTTTGGCTTCCAAGTTACTCGCGAAAGGAAATAATATTTGTACTATTGATTATTC  240 
             ||||||||| ||||| ||||| || |||||||| ||||| ||||| || ||||||||||| 
Sbjct  7927  GACGCTTTTAGCTTCTAAGTTGCTAGCGAAAGGGAATAACATTTGCACCATTGATTATTC  7986 
 
Query  241   AAATTTCGGTCCAGGTTTTAATGCTCAAATAGCGAAAGCTGCCATGGAATTAATGGTGCG  300 
             |||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  7987  AAATTTTGGTCCGGGTTTTAATGCTCAAATAGCGAAAGCTGCTATGGAATTAATGGTGCG  8046 
 
Query  301   GTGGACTATGGAGCATGTTGAAGGTGTAAATGAGGTAGAGGCGTATACCTTATTGCATGA  360 
             ||||||||||||||||||||| || ||||| ||| ||||||||||||| ||||| ||||| 
Sbjct  8047  GTGGACTATGGAGCATGTTGAGGGCGTAAACGAGATAGAGGCGTATACTTTATTACATGA  8106 
 
Query  361   GTGCTTAAATTCAGTCCACTTAGTATCTAATACGCTGTACCAGCAAAAGTGTGGATCACC  420 
             ||| |||||||| || |||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  8107  GTGTTTAAATTCGGTTCACTTAGTGTCTAATACGCTGTACCAACAAAAGTGTGGATCACC  8166 
 
Query  421   TAGTGG  426 
             |||||| 
Sbjct  8167  TAGTGG  8172 
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