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ABSTRACT: Field survey and sample collection were conducted in the production area of 
peppers, tomatoes and cucurbits showing orthotospovirus-like symptoms from 11 provinces in 
Thailand.  A total of 154 plant samples were collected and were initially screened by Plate 
Trapped Antigen-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (PTA-ELISA) using polyclonal  
antibody-MYSV6 specific to orthotospovirus.  Forty seven samples from peppers, tomatoes and 
cucurbits were positively to orthotospovirus.  CaCV was then detected in 47 samples by Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using specific primers for non-structural  
protein (NSs) gene of CaCV.  The results showed that 17 samples from peppers, tomatoes and 
cucurbits were infected with CaCV.  Comparison of amino acid sequences of NSs protein of 
CaCV with other CaCV submitted in GenBank indicated that CaCV infecting pepper, tomato  
and cucurbits was grouped into 2 clusters - CaCV-AIT and CaCV-NRA.  CaCV-AIT infecting peppers, 
tomato and cucurbits shared 94–97% amino acid sequence identity.  CaCV-NRA infecting pepper 
and tomato shared 92–99% amino acid sequence identity.  The amino acid sequence identities 
between two clusters were 82–91%. 
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บทคัดย่อ

จากการส�ำรวจและเกบ็ตวัอย่างพรกิ มะเขอืเทศ 
และพืชตระกูลแตง ที่แสดงอาการของโรคที่เกิดจาก 
เชื้อทอสโพไวรัส จ�ำนวน 154 ตัวอย่าง จากแปลงปลูก 
11 จังหวัด ตรวจสอบตัวอย่างพืชกับโพลิโคนอล
แอนติบอดี -MYSV6 ที่ มีความจ� ำ เพาะต ่อ เชื้ อ 
ทอสโพไวรัส ด้วยเทคนิค Plate Trapped Antigen-
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (PTA-
ELISA) พบปฏิกิริยาเป็นบวกกับตัวอย่างพริก มะเขือ
เทศ และพืชตระกลูแตง รวม 47 ตัวอย่าง จากนัน้ตรวจ
เชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV) ด้วยเทคนิค 
Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction (RT–PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อยีน 
non–structural protein (NSs) ของเชือ้ CaCV ตรวจ
พบเชื้อ CaCV ในพริก มะเขือเทศ และพืชตระกูลแตง 
จ�ำนวน 17 ตวัอย่าง จากการเปรยีบเทยีบล�ำดบักรดอะ
มิโนของ NSs protein ของเชื้อ CaCV เปรียบเทียบกับ
ข้อมลูทีม่รีายงานใน GenBank พบว่า เชือ้ CaCV ทีเ่ข้า
ท�ำลายพริก มะเขือเทศ และพืชตระกูลแตง สามารถ
แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม CaCV-AIT และ CaCV-
NRA โดยกลุม่ CaCV-AIT ทีพ่บในพรกิ มะเขอืเทศ และ
พืชตระกลูแตง มีล�ำดับกรดอะมโินเหมอืนกนั 94–97% 
และกลุ่ม CaCV-NRA ที่พบในพริกและมะเขือเทศ  
มีล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 92–99% ซึ่งเชื้อ CaCV 
ทั้งสองกลุ่มนี้มีล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกันประมาณ 
82–91%

ค�ำส�ำคัญ: ทอสโพไวรัส, CaCV–AIT, CaCV–NRA, 
non–structural protein, NSs protein

บทน�ำ

เชื้อออโทรพอสโพไวรัส (Orthotospovirus) 
จัดอยู่ในวงศ์ Bunyaviridae เป็นไวรัสสาเหตุโรคพืช 
ที่สร้างความเสียหายแก่พืชเศรษฐกิจหลายชนิด และ

แพร่ระบาดไปทั่วโลก เช่น พริก มะเขือเทศ ถั่วลิสง พืช
ตระกูลแตง และไม้ดอกไม้ประดับ เป็นต้น (Pappu et 
al., 2009) เชือ้ออโทรทอสโพไวรสัสามารถแพร่ระบาด
โดยเพลี้ยไฟ (Thripidae) เป็นแมลงพาหะ ถ่ายทอด
เช้ือแบบ persistent และ propagative manner 
อนุภาคของเชื้อออโทรทอสโพไวรัสเป็นแบบ quasi-
spherical มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 80–120 nm ห่อหุ้ม
ด้วยไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) 2 ชนิด คือ Gn  
แ ล ะ  G c  ภ า ย ใ น บ ร ร จุ ส า ร พั น ธุ ก ร ร ม ข อ ง 
เชื้อออโทรทอสโพไวรัสซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอสายเด่ียว 
(single stranded RNA) จ�ำนวน 3 สาย ได้แก่ L, M 
และ S RNA segment แปลรหสัพนัธกุรรมจาก L RNA 
สาย viral complementary strand (vc strand)  
ขนาดประมาณ 8.9 kb ได้ L protein หรือ RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp) ซึ่งท�ำหน้าที่
ในการเพิ่มปริมาณ RNA genome ภายในเซลล์พืช  
ส่วน M และ S RNAs เป็น ambisense RNA ที่มี 
การแปลรหัสพันธุกรรมทั้งแบบสายบวกและสายลบ 
โดย M RNA มีขนาดประมาณ 4.8 kb แปลรหัสจาก
สาย vc strand เป็นโปรตีนซึ่งเป็นสารตั้งต้นของไกล
โคโปรตีน 2 ชนิด คือ Gn และ Gc ส่วนสาย viral 
strand (v strand) แปลรหัสได้เป็น non-stuctural 
protein (NSm protein) ซ่ึงอาจท�ำหน้าท่ีเป็น 
movement protein ส�ำหรบั S RNA มขีนาดประมาณ 
3.4 kb แปลรหัสจากสาย vc strand เป็นโปรตีน 
ห่อหุ้มกรดนิวคลีอิก (N protein หรือ nucleocapsid 
protein) และสาย v strand แปลรหัสได้เป็น non-
structural protein (NSs protein) ท�ำหน้าท่ีเป็น 
ตวัยบัยัง้กระบวนการ gene silencing ในพชื (Knierim 
et al., 2006)

เช้ือ Capsicum chlorosis virus (CaCV)  
จัดอยู่ในสกุลออโทรพอสโพไวรัส (Orthotospovirus)  
วงศ์ Bunyaviridae เป็นไวรัสสาเหตุโรคพืชท่ีสร้าง
ความเสียหายแก่พืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น พริก 
มะเขือเทศ ถั่วลิสง พืชตระกูลแตง และไม้ดอก 
ไม้ประดับ และพบแพร่ระบาดไปท่ัวโลก (Whitfield  
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et al., 2005)  การแพร่ระบาดของเชือ้ CaCV มีรายงาน
ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1999 โดยพบเข้าท�ำลายพริก และมะเขือ
เทศเป็นครั้งแรกในประเทศออสเตรเลีย (McMichael  
et al., 2002) ต่อมาพบเช้ือ CaCV เข้าท�ำลายมะเขือเทศ 
ในประเทศไทย (Premachandra et al., 2005; Warin 
et al., 2005; Knierim et al., 2006) ถัว่ลสิงในประเทศ
จีน (Chen et al., 2007b) พริกและมะเขือเทศใน
ประเทศอนิเดยี (Kunkalikar et al., 2007; Krishnareddy 
et al., 2008; Kunkalikar et al., 2010) มะเขอืเทศ 
และไม้ดอกไม้ประดบัในประเทศไต้หวนั เช่น calla lily, 
Phalaenopsis orchids, amaryllis และ blood lily 
(Chen et al., 2007a; Zheng et al., 2008; Chen et 
al., 2009; Huang et al., 2010) 

ส�ำหรับประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อ 
ออโทรทอสโพไวรัสเข้าท�ำลายมะเขือเทศในแปลงปลูก 
จังหวัดเชียงใหม่เป็นครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 1981 ต่อมา 
พบการแพร่ระบาดของเชื้อ Peanut bud necrosis 
virus (PBNV) ซ่ึงเป็นสาเหตุโรคยอดไหม้ของถ่ัวลิสง 
ในแปลงปลูกจงัหวดัสกลนคร และมกีารแพร่ระบาดมาก
ขึ้นในจังหวัดทางภาคเหนือ เช่น ล�ำปาง น่าน และ
อุตรดิตถ์ นอกจากนี้ ยังพบเชื้อออโทรทอสโพไวรัส 
เข้าท�ำลายพริก ยาสูบ พืชตระกูลแตง และพืชอื่น ๆ  
อกีหลายชนิด (Wongkaew, 1993) ในปี ค.ศ. 2002  
มรีายงานการพบเชือ้ออโทรทอสโพไวรสัในซโีรกรุป๊ IV  
ซึง่มีลกัษณะแตกต่างจากเชือ้ PBNV ทีพ่บในมะเขอืเทศ 
และตรวจไม่พบเชื้อ Tomato spotted wilt virus 
(Pongsapich and Chiemsombat, 2002) และใน
ระหว่างปี ค.ศ. 2002–2004 มรีายงานการพบมะเขอืเทศ
ในแปลงปลกูทีจั่งหวดัปทมุธานี และกาฬสนิธ์ุ มลีกัษณะ
อาการคล้ายการเข้าท�ำลายของเชือ้ออโทรทอสโพไวรสั 
เมื่อน�ำตัวอย่างพืชมาตรวจด้วยเทคนิคทางซีรัมวิทยา 
(serological method) และวิเคราะห์ความเหมือน 
ของล�ำดบักรดอะมโินของ N protein พบว่า เชือ้สาเหตุ
ที่เข้าท�ำลายมะเขือเทศดังกล่าวเป็นเชื้อออโทรทอสโพ
ไวรัสชนิด CaCV (Premachandra et al., 2005; Warin 
et al., 2005; Knierim et al., 2006) นอกจากน้ี 

มีรายงานการพบเชื้อออโทรทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ  
เข้าท�ำลายพชืเศรษฐกิจในประเทศไทย ได้แก่ Melon 
yellow spot virus (MYSV) (Bhunchoth et al., 2005) 
และ Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
(Chiemsombat et al., 2006) ซึ่งพบเข้าท�ำลาย 
พชืตระกูลแตง และ Tomato necrotic ringspot virus 
(TNRV) ท่ีเข้าท�ำลายพริก และมะเขือเทศ (Hassani-
Mehraban et al., 2011; Seepiban et al., 2011)

Chiemsombat et al. (2008) ได้จัดจ�ำแนก
ชนิดของเชื้อออโทรทอสโพไวรัสที่พบในประเทศไทย 
โดยศึกษาจากความสัมพันธ์ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 
และกรดอะมิโนของยีน N พบว ่า เช้ือ CaCV  
ที่เข้าท�ำลายพริก มะเขือเทศ และถั่วลิสง สามารถจัด
จ�ำแนกได้เป็น 2 กลุ ่ม คือ กลุ ่ม CaCV-tomato 
necrosis ประกอบด้วย CaCV-AIT (DQ256123), 
CaCV-TD8 (AY647437) และ CaCV-KS16 (formerly 
Thailand tomato tospovirus, ThTT) (AF134400) 
มีล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 97–99% และกลุ่ม 
CaCV-pepper/peanut ประกอบด้วย CaCV–Pkk 
(DQ022745), CaCV-Pkk2UD (AM087456) และ 
CaCV–Tok (AY626762) มีล�ำดับกรดอะมิโน 
เหมือนกัน 97–98% ซ่ึงเชื้อ CaCV ทั้งสองกลุ่มนี ้
มีล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกันประมาณ 90–92% และ
สามารถแยกเชื้อ CaCV ทั้งสองกลุ่มนี้โดยการปลูกเชื้อ 
(inoculation) บนใบถ่ัวลิสง (Vigna unguiculata) 
โดยเชื้อในกลุ่ม CaCV-tomato necrosis ท�ำให้เกิด
อาการจุดซีดเหลือง(chlorotic spot) ส่วนกลุ ่ม  
CaCV-pepper/peanut ท�ำให้เกิดอาการวงแหวนซีด
เหลืองหรือแผลไหม้ (chlorotic or necrotic 
concentric ring) บนใบถั่วลิสง (Chiemsombat  
et al., 2008)

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อส�ำรวจ
เชื้อ CaCV ที่พบในมะเขือเทศ พริก และพืชตระกูล 
แตงในประเทศไทย ซึ่งข ้อมูลที่ได ้จากงานวิจัยนี้ 
จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อ CaCV 
ให้มีประสิทธิภาพ การแพร่ระบาดของเช้ือ CaCV  
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การจัดการ ควบคุมโรค และการปรับปรุงพันธุ์พืช 
ให้มีความต้านทานต่อการเข้าท�ำลายของเชื้อ CaCV

อุปกรณ์และวิธีการ

1. ส�ำรวจและเกบ็ตวัอย่างพชืทีแ่สดงลกัษณะอาการ
ต่าง ๆ ท่ีเกิดจากการเข้าท�ำลายของของเช้ือออโทร
ทอสโพไวรัส 

เก็บตัวอย่างใบพริก มะเขือเทศ และพืช
ตระกูลแตง เช่น แตงกวา แตงโม เมลอน และฟักทอง 
ที่แสดงลักษณะอาการไหม้ (necrosis) ใบซีดเหลือง 
(chlorosis) ด่างวงแหวน (ringspot) ด่างประ 
(mottling) แผลจุดตาย (local lesion) บนส่วนต่าง ๆ  
ของพืช ซึ่งอาจเกิดจากการเข้าท�ำลายของเชื้อทอสโพ
ไวรสัจากแปลงปลูกในจงัหวดัเชยีงใหม่ (CM) ขอนแก่น 
(KK) ชยัภมู ิ(CP) มหาสารคาม (MK) อบุลราชธาน ี(UT) 
กาญจนบุรี (KB) นครปฐม (NP) สระบุรี (SB) เพชรบุรี 
(PB) ราชบุรี (RB) และสุพรรณบุรี (SP) ระหว่างเดือน
มิถุนายน พ.ศ. 2557 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2558 

ชื่อของตัวอย่างพืชที่ เก็บในพื้นที่ต ่าง ๆ 
ประกอบด้วย อักษรย่อของตัวอย่างพืช อักษรย่อของ
จังหวัดที่เก็บตัวอย่าง และล�ำดับของตัวอย่างที่เก็บ  
เช่น ตัวอย่างพริก (Pepper, Pe) จากจังหวัดขอนแก่น 
(Khon Kaen, KK) ตัวอย่างที่ 6 ให้สัญลักษณ์เป็น 
PeKK6 เป็นต้น

2. การตรวจสอบเช้ือออโทรทอสโพไวรสั ด้วยเทคนคิ  
PTA-ELISA

ตรวจสอบเชือ้ออโทรทอสโพไวรสัจากตัวอย่าง
พืชด้วยเทคนิค Plate Trapped Antigen-Enzyme 
Linked Immuno Sorbent Assay (PTA-ELISA) โดย
ใช้แอนติบอดี PAb-MYSV6 ที่มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ
ทอสโพไวรัสที่พบในประเทศไทย ได้แก่ CaCV, MYSV, 
TNRV และ WSMoV (Gajanandra et al., 2006) โดย
บดใบพืชใน coating buffer (0.05 M sodium 
carbonate, pH 9.6) ที่ เติม 0.2% sodium 

diethyldithiocarbamic acid, sodium salt ใน
สัดส่วนใบพืช 1 กรัม ต่อบัฟเฟอร์ 2.5 มิลลิลิตร น�ำน�้ำ
คั้นใบพืช มาตรวจสอบด้วย PAb-MYSV6 และท�ำ
ปฏิกิริยากับ alkaline phosphatase-conjugated 
goat anti-rabbit immunoglobulin G (Sigma 
Aldrich, USA) ตรวจสอบผลการท�ำปฏิกิริยาด้วย
สารละลาย p-nitrophenyl phosphate ความเข้มข้น 
1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน substrate buffer (0.1 
M Diethanolamine, pH 9.5, 1.0 M MgCl

2
) ที่

อณุหภมู ิ37°C เป็นเวลา 30–60 นาท ีวดัค่าการดูดกลนื
แสงด้วยเครื่อง Microplate Reader Multiskan 
(Labsystem, Finland) ทีค่วามยาวคลืน่แสง 405 nm 

3. การตรวจสอบเชื้อ Capsicum chlorosis  
virus จากตัวอย่างพืชด้วยเทคนิค Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction  
(RT-PCR) และการศึกษาความหลากหลายของ 
เชือ้ CaCV 

แยกสกัด total RNA จากตวัอย่างพชืท่ีตรวจ
พบเช้ือทอสโพไวรสัด้วยชุดสกัด RNeasy Plant Mini Kit 
(QIAGEN, Germany) ตามวิธีการในคู่มือของบริษัท  
และน�ำ RNA ท่ีสกัดได้ไปตรวจหาเช้ือ CaCV ด้วยเทคนคิ 
RT-PCR โดยใช้ One-step RT-PCR kit (QIAGEN, 
Germany) ด้วยไพรเมอร์ท่ีมคีวามจ�ำเพาะต่อยนี NSs 
ของเช้ือ CaCV ได้แก่ CaTPNS17, CaToNS1081 และ 
CaPnNS1233 (Table 1 และ Figure 1) โดยท�ำปฏกิิรยิา 
reverse transcription ท่ีอุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา  
30 นาที จ�ำนวน 1 รอบ initial PCR activation step 
ท่ีอณุหภมู ิ95°C เป็นเวลา 15 นาที จ�ำนวน 1 รอบ จาก
นั้นเริ่มเข้าสู่ปฏิกิริยา PCR โดย denaturation ที่ 
อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 50 วินาที, annealing ท่ี
อณุหภูม ิ58°C เป็นเวลา 50 วนิาที และ extension ท่ี
อณุหภูม ิ72°C เป็นเวลา 80 วนิาที จ�ำนวน 35 รอบ ใช้ 
final extension ท่ีอณุหภมู ิ72°C เป็นเวลา 10 นาที 
ตรวจสอบ RT-PCR product ด้วยเทคนิค Agarose  
gel electrophoresis ใน 1x TAE buffer (0.04 M  



การส�ำรวจเชื้อ CaCV ในพริก มะเขือเทศ และแตง>>

60 Agricultural Sci. J. 2018 Vol. 49 (1) 

Tris-acetate, 0.001 M EDTA, pH 8.0)
น�ำ RT-PCR product ทีไ่ด้มาเชือ่มต่อเข้ากบั 

pDrive cloning vector (QIAGEN, Germany) ด้วย
เอนไซม์ T4-ligase โดยท�ำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  
16°C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และเคล่ือนย้ายพลาสมิด 
เข้าสู่เซลล์ Escherichia coli strain DH5α ด้วยวิธี 
heat shock transformation คัดเลือกโคโลนีสีขาว 
(white colony) ที่เจริญได้บนอาหารคัดเลือก 2X–YT 
ที่เติม ampicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร มาตรวจสอบยีน NSs ด้วยเทคนิค PCR 
แล้วน�ำโคโลนีที่ให้ผลเป็นบวกมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณ 
ในอาหารเหลวสูตร 2X–YT ที่ เติม ampicillin  
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 

ข้ามคืน น�ำเชื้อที่เพิ่มปริมาณได้มาปั่นตกตะกอนเซลล์
ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
และสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis (Sambrook 
et al., 1989) ตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  
NSs จาก recombinant plasmid ท่ีตรวจพบยีน 
NSs โดยส่งไปท่ีบริษัท SolGent Co., Ltd. ประเทศ
เกาหลีใต้

ตรวจวิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมิโนของ NSs 
protein ของเช้ือ CaCV และเปรียบเทียบกบัล�ำดบักรด
อะมิโนของ NSs protein ของเชื้อ CaCV ที่มีรายงาน
ใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Table 2) 
ด้วยโปรแกรม DNASTAR Software (Lasergene, 
Wisconsin, USA) เพื่อศึกษาความหลากหลายของ 
เชื้อ CaCV

Table 1 NSs-Specific primers of CaCV-AIT and CaCV-NRA 

Primers Nucleotide sequence Product size CaCV isolate

CaTPNS17
CaToNS1081
CaTPNS17
CaPnNS1233

5’ GTG CTG CTT CAG AAT TYG TGA A 3’
5’ TAG GGA TCT TGG GAG GAC CTC CA 3’
5’ GTG CTG CTT CAG AAT TYG TGA A 3’
5’ GAG TAC CGG ACA AAT TCA TTG C 3’

1,064 bp

1,216 bp

CaCV–AIT

CaCV–NRA

Figure 1  Diagram of the position of NSs-specific primers of CaCV.  CaTPNS17 and CaToNS1081 primers 
were used for detection of CaCV-AIT isolate. CaTPNS17 and CaPnNS1233 primers were used 
for detection of CaCV-NRA isolate
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Table 2 GenBank accession numbers of tospovirus sequences with name, host and origin of isolates 
used for sequence comparison

CaCV isolate Host Country GenBank Accession number

CaCV–AIT
CaCV–Ch–Pan

CaCV–CP
CaCV–KK

CaCV–NRA
CaCV–Ph

CaCV–PKK2D
CaCV–TPT

CaCV–Qld–3432

Solanum lycopersicum
Capsicum annuum
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Phalaenopsis sp.
Arachis hypogaea

Scirtothrips dorsalis
Capsicum annuum

Thailand
India
China

Thailand
Thailand
Taiwan

Thailand
Thailand
Australia

DQ256123
FJ011449
DQ355974
FJ947157
FJ947156
KC953852
EF488164
EF990562
KM589495

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การเกบ็ตวัอย่างพชื การตรวจสอบเช้ือออโทสทอส
โพไวรัสในตัวอย่างพืชด้วยเทคนิค PTA-ELISA 

เก็บตัวอย่างใบมะเขือเทศที่มีอาการแผลไหม้ 
ขอบใบไหม้ (necrosis) ใบซีดเหลือง (chlorosis) และ
ต้นแคระแกร็น (stunting) (Figure 2A-C) ใบพริกที่มี
อาการใบซีดเหลืองและจุดด่างวงแหวน (ringspot) 
(Figure 2D-E) และพืชตระกูลแตง ได้แก่ แตงกวา 
แตงโม เมลอน และฟักทอง ที่แสดงอาการแผลจุดตาย
บนใบ (local lesion) และใบซดีเหลอืง (Figure 2F-G) 
จ�ำนวน 57, 36, 31, 10, 9 และ 11 ตัวอย่างตามล�ำดับ 
รวมทั้งหมด 154 ตัวอย่างจากแปลงปลูกในจังหวัด
เชียงใหม่ ขอนแก่น ชัยภูมิ มหาสารคาม อุบลราชธานี 
กาญจนบุรี นครปฐม เพชรบุรี ราชบุรี สระบุรี และ
สุพรรณบุรี เมื่อตรวจหาเชื้อออโทรทอสโพไวรัสใน
ตัวอย่างพืชทั้งหมด ด้วยเทคนิค PTA-ELISA โดยใช้
แอนติบอดี PAb-MYSV6 พบปฏิกิริยาเป็นผลบวกกับ
ตัวอย่างมะเขือเทศ พริก แตงกวา แตงโม เมลอน และ
ฟักทอง จ�ำนวน 6, 22, 9, 4, 3, และ 3 ตัวอย่างตาม
ล�ำดับ รวม 47 ตัวอย่าง (Table 3) 

ลักษณะอาการที่พบบนใบตัวอย่างพริก 
มะเขอืเทศ และพชืตระกลูแตง ทีเ่กบ็มาจากแปลงปลกู
ของเกษตรกร คล้ายกับข้อมูลที่เคยมีรายงานมาก่อน 
(Chiemsombat et al., 2006, 2008; Knierim  
et al., 2006) แอนติบอดี PAb-MYSV6 ที่น�ำมาใช้ 
ในการตรวจหาเชือ้ออโทรทอสโพไวรสั ตามรายงานของ 
Gajanandana et al. (2006) พบว่า แอนติบอดี 
ดงักล่าวสามารถตรวจสอบเชือ้ออโทรทอสโพไวรสัทีพ่บ
ในประเทศไทยได้อย่างครอบคลุม โดยสามารถท�ำ
ปฏกิริยิาจ�ำเพาะต่อเช้ือออโทรทอสโพไวรสัชนดิ CaCV,  
MYSV และ WSMoV ในปี ค.ศ. 2010 มีรายงาน 
การพบมะเขือเทศแสดงอาการคล้ายเชือ้ออโทรทอสโพ
ไวรัสเข้าท�ำลาย เม่ือตรวจสอบเบื้องต้นด้วยเทคนิค 
PTA-ELISA โดยใช ้แอนติบอดี PAb-MYSV6  
พบปฏิกิริยาเป็นบวก แต่กลับให้ผลเป็นลบเมื่อตรวจ
สอบด้วย RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะ 
กับยีน N ของเชื้อ CaCV, MYSV และ WSMoV  
จากการจัดจ�ำแนกเชื้อดังกล่าวจึงทราบว่าเป็นชนิด 
TNRV ซึ่งเป็นเชื้อออโทรทอสโพไวรัสชนิดใหม่ที่พบ 
ในประเทศไทย (Seepiban et al., 2011) ซึ่งแสดงว่า
แอนติบอดี PAb-MYSV6 มีประสิทธิภาพส�ำหรับ 
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ตรวจวินิจฉัย และตรวจสอบเชื้อออโทรทอสโพไวรัส 
ทั้ง 4 ชนิดที่พบในประเทศไทย ส�ำหรับตัวอย่างพืช 
ที่แสดงลักษณะอาการซึ่งคล้ายกับอาการที่เกิดจาก 
เชื้อทอสโพไวรัสเข้าท�ำลาย แต่ไม่ให้ปฏิกิริยาเป็นบวก 
อาจเป็นเพราะลักษณะอาการดังกล่าวเกิดจากสาเหตุ
อื่น เช่น โรคจุดใบไหม้ (Early blight disease)  
มีเชื้อสาเหตุจากเชื้อรา (Alternaria spp.) โรคใบจุด 
วงเป้า (Target leaf spot disease) มีเชื้อสาเหตุจาก 
เชื้อรา (Corynespora spp.) โรคใบจุดสีเทา (Gray 
leaf spot disease) มี เชื้อสาเหตุจากเชื้อรา
(Stemphylium spp.) โรคใบด่างที่เกิดเชื้อ Tomato 
mosaic virus หรือ Cucumber mosaicvirus  
และโรคใบหงิกที่เกิดจากเชื้อ Chilli leaf curl virus 
หรือ Cucurbit leaf curl virus เป็นต้น 

2. การตรวจสอบเชื้อ CaCV ด้วยเทคนิค RT-PCR
จากนัน้น�ำตวัอย่างทัง้ 47 ตวัอย่างทีต่รวจพบ

เช้ือออโทรทอสโพไวรัสโดยเทคนิค PTA-ELISA  มา
ตรวจหาเชื้อ CaCV ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ 
คู่ไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะต่อยีน NSs ของเชื้อ CaCV 
ได้แก่ คูไ่พรเมอร์ CaTPNS17/CaToNS1081 ตรวจพบ
เชื้อในกลุ่ม CaCV-AIT ซึ่งให้ DNA ขนาด 1,064 bp 
จ�ำนวน 13 ตวัอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างแตงกวา (CuPB10), 
เมลอน (MeMK4, MeMK6, MeMK7), พริก (PeKK3, 

PeKK10), ฟักทอง (PuNP3), มะเขือเทศ (ToNP1, 
ToSB2, ToKK1), แตงโม (WmMK4, WmMK5, 
WmMK9) และคูไ่พรเมอร์ CaTPNS17/CaPnNS1233 
ตรวจพบเช้ือในกลุ่ม CaCV-NRA ซ่ึงให้ แถบ DNA   
ขนาด 1,216 bp จ�ำนวน 4 ตวัอย่าง ได้แก่ ตวัอย่างพรกิ 
(PeKK1, PeKK6) และมะเขอืเทศ (ToSB12, ToSB20) 
(Table 3, Figure 3) ส�ำหรับตัวอย่างพืชที่ตรวจไม่พบ
แถบ DNA ขนาด 1,064 bp และ 1,216 bp น่าจะเป็น
เพราะมีเชื้อออโทรทอสโพไวรัสชนิดอื่นเข้าท�ำลาย 

ในการศกึษาครัง้นีคู้ไ่พรเมอร์ท่ีมคีวามจ�ำเพาะ
ต่อยีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่พัฒนาขึ้นมาสามารถ 
น�ำมาใช้ตรวจสอบ และจ�ำแนกเช้ือ CaCV ได้เป็น 2 กลุม่ 
ได้แก่กลุ่ม CaCV-AIT และ CaCV-NRA ในครัง้เดยีวกนั 
ซ่ึงสามารถแก้ปัญหาข้อจ�ำกัดในการตรวจสอบ และ
วนิจิฉยัเช้ือออโทรทอสโพไวรสัชนดิต่าง ๆ  ในมะเขือเทศ 
พริก พืชตระกูลแตง และถั่วลิสงที่พบใประเทศไทยที่มี
รายงานมาก่อนโดย Chiemsombat et al. (2008)  
ที่ใช้คู่ไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะกับส่วน N-terminal 
และ C-terminal ของยีน N ด้วยเทคนิค RT-PCR ซึง่
ตรวจพบแถบ DNA ขนาดประมาณ 800 bp ในตัวอย่าง
พืชท่ีน�ำมาตรวจสอบ แต่ไม่สามารถจ�ำแนกชนิดของ 
เช้ือออโทรทอสโพไวรัสได้ ต้องมีการศึกษา วิเคราะห์ 
และเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโน 
ของยีน N จึงจะทราบชนิดของออโทรทอสโพไวรัส 

Figure 2  Typical symptoms of disease 
caused by orthotospovirus: 
tomato showing necrosis 
(a ) ,  chloros is  (b)  and 
stunting (c), pepper showing 
chlorosis (D) and ringspot 
(E), watermelon showing 
local lesion (F) and chlorosis 
(G)
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Table 3 Detection of CaCV in cucurbits, pepper and tomato samples from field survey during June 
2014–April 2015 by PTA-ELISA and RT-PCR 

Locations Provinces Plant samples No. of 
total 

samples

No. of 
positive 

samples by 
PTA-ELISA

No. of positive 
samples of NSs gene 

by RT-PCR

CaCV-AIT CaCV-NRA

North Chiang Mai (CM) Tomoto (To)
Pepper (Pe)

10
3

-
-

-
-

-
-

Northeast Chaiyaphum (CP)
Khon Kaen (KK)

Maha Sarakham (MK)

Ubon Ratchathani (UT)

Pepper
Cucumber (Cu)

Pepper
Tomato

Melon (Me)
Watermelon (Wm)

Pepper

1
3

11
6
9

10
1

-
-
5
4
3
4
-

-
-
2
1
3
3
-

-
-
2
-
-
-
-

Central Kanchanaburi (KB)

Nakhon Pathom (NP)

Phetchaburi (PB)

Ratchaburi (RB)
Saraburi (SB)

Suphan Buri (SP)

Pepper
Pumpkin (Pu)

Tomato
Pumpkin

Cucumber
Tomato
Pepper
Tomato

Cucumber

7
1

11
10
12
10
13
20
16

-
-

11
3
9
2
1
5
-

-
-
1
1
1
-
-
1
-

-
-
-
-
-
-
-
2
-

Total 154 47 13 4
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Figure 3 Detection of CaCV infecting plant samples by RT-PCR using specific primer for NSs gene of 
CaCV-AIT (1,064 bp) and CaCV-NRA (1,216 bp).  M: 1 kb DNA ladder (Fermentas, Lithuania), N: 
dH

2
O as negative control, P1: CaCV-AIT as positive control, P2: CaCV-NRA as positive control 

	 Lane 1-2: Pepper (PeKK1, PeKK6) 
	 Lane 3-4: Tomato (ToSB12, ToSB20)
	 Lane 5: Cucumber (CuPB10)
	 Lane 6: Melon (MeMK4)
	 Lane 7: Pepper (PeKK10)
	 Lane 8: Pumpkin (PuNP3)  
	 Lane 9-11: Tomato (ToKK1, ToNP1, ToSB2)
	 Lane 12: Watermelon (WmMK4)

3. การศึกษาความหลากหลายของเชื้อ CaCV จาก
การเปรยีบเทยีบล�ำดบักรดอะมโินของ NSs protein

จากการศึกษาล�ำดับกรดอะมิโนของ NSs 
protein ของเชื้อ CaCV ที่ตรวจพบในพริก มะเขือเทศ 
แตงกวา แตงโม เมลอน และฟักทอง เปรียบเทียบ 
กับล�ำดบักรดอะมโินของ NSs protein ของเชือ้ CaCV 
ที่มีรายงานใน GenBank และการศึกษาความสัมพันธ์
ของเชือ้ CaCV จากล�ำดับกรดอะมิโนของ NSs protein 
ที่ตรวจพบในพริก มะเขือเทศ แตงกวา แตงโม เมลอน
และฟักทอง เปรียบเทียบกับข้อมูลดังกล่าวของเชื้อ 
CaCV ที่มีรายงานใน GenBank พบว่า CaCV ที่พบใน
ประเทศไทย สามารถจัดจ�ำแนกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 
กลุ ่ม CaCV-NRA และ CaCV-AIT ตัวอย่างพืชที่ 

ตรวจพบ CaCV-NRA ได้แก่ ตัวอย่างพริกจากจังหวัด
ขอนแก่น (PeKK1, PeKK6) และตัวอย่างมะเขือเทศ
จากจังหวัดสระบุรี (ToSB12, ToSB20) ) ซึ่งจัดอยู่ใน
กลุ่มเดียวกับ CaCV-NRA (FJ947156), CaCV-KK 
(FJ947157)  CaCV-PKK2UD (EF488164)  
ทีเ่ข้าท�ำลายถัว่ลสิง และ CaCV-TPT (EF990562) จาก
เพลี้ยไฟชนิด Scirtothrips dorsalis ที่พบใน
ประเทศไทย CaCV-Ch-Pan (FJ011449) และ CaCV-
TN-CBE (KY308185) ที่เข้าท�ำลายพริกในประเทศ
อินเดีย CaCV-Ph (KC953852) ที่เข้าท�ำลายกล้วยไม้ 
ตระกลู Phalaenopsis sp. ในประเทศไต้หวนั CaCV-
Qld 3432 (KM589495) ที่เข้าท�ำลายพริกในประเทศ
ออสเตรเลีย CaCV-R2M (KX757228) ท่ีเข้าท�ำลาย 
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Rudbeckia sp. ในประเทศอิหร่าน และ CaCV-
Hainan (KX078567) ที่เข้าท�ำลายกล้วยไม้เอ้ือง
แมลงปอ (Arachnis labrosa) ในประเทศจีน โดยมี 
ล�ำดบักรดอะมโินเหมอืนกนัประมาณ 92–98% (Table 
4 และ Figure 4) ส่วนตวัอย่างพรกิจากจังหวดัขอนแก่น 
(PeKK3 และ PeKK10) มะเขอืเทศจากจังหวดันครปฐม 
ขอนแก่น สระบุรี (ToNP1, ToKK1 และ ToSB2) และ
พืชตระกลูแตงจากจังหวัดเพชรบุรี นครปฐม และ
มหาสารคาม (CuPB10, PuNP3, MeMK4, MeMK6, 
MeMK7, WmMK4, WmMK5 และ WmMK9) 
ตรวจพบ CaCV ที่จัดอยู ่ในกลุ ่ม CaCV-AIT ซึ่ง 
อยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อ CaCV-AIT (DQ256123) ที่เข้า
ท�ำลายมะเขือเทศในประเทศไทย โดยมีล�ำดับ 
กรดอะมิโนเหมือนกันประมาณ 94–97% ตามล�ำดับ 
โดยเชือ้ CaCV ทัง้ 2 กลุม่นี ้มีล�ำดับกรดอะมโินเหมอืนกัน
ประมาณ 85–91% (Table 4 และ Figure 4)  
ผลการจัดกลุ่มของทอสโพไวรัสชนิด CaCV จากการ 
เปรียบเทียบล�ำดับกรดอะมิโนให้ผลสอดคล้องกับ 
การตรวจสอบชนิดของออโทรทอสโพไวรัสด้วยวิธี  
RT-PCR โดยใช ้คู ่ ไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะต่อ  
CaCV-AIT และ CaCV-NRA (Figure 3)

ส�ำหรับการจัดจ�ำแนกเชื้อ CaCV ตามค�ำ
อธิบายโครงสร้างบริเวณ intergenic region (IGR)  
ของจีโนม S RNA โดย Huang et al. (2017) พบว่า 
เมื่อศึกษา และเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
IGR ของเชื้อ CaCV แต่ละไอโซเลท (Table 2) ซึ่งเป็น
ส่วนที่มีความหลากหลายมากสุดนั้น เชื้อ CaCV-
Hainan ประเทศจนี CaCV-Ph ประเทศไต้หวนั CaCV-
NRA ประเทศไทย และ CaCV-Ch-Pan ประเทศอนิเดยี 
มลีกัษณะโครงสร้างทีเ่หมอืนกบัเชือ้ CaCV-Qld-3432 

ประเทศออสเตรเลีย ซึ่งล�ำดับนิวคลีไทด์ในบางส่วน 
อาจจะมีความแปรผันบ้าง เช่น การขาดหายไป 
หรอืเพิม่เข้ามา แต่ขณะเดยีวกันพบว่า ล�ำดบันวิคลไีทด์
ส่วน IGR-S RNA ของ CaCV-AIT ที่พบในประเทศไทย
มีความแตกต่างจาก CaCV-Qld-3432 และไอโซเลท
อืน่ ๆ  ดงันัน้การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของการจัดกลุม่
ของเชื้อ CaCV นี้จึงสามารถจัดจ�ำแนกเชื้อ CaCV  
ได้เป็น 2 กลุ่ม โดย CaCV ส่วนใหญ่จะจัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกันกับ CaCV-Qld-3432 ซึ่งคาดว่าต้นก�ำเนิด 
ของเชื้อน่าจะมาจากแหล่งเดียวกัน ในขณะท่ีอีกกลุ่ม
จะเป็น CaCV-AIT 

จากการส�ำรวจและตรวจสอบเชือ้ออโทรทอสโพ 
ไวรัสชนิด CaCV ที่พบในประเทศไทยด้วยวิธี RT-PCR  
และเปรียบเทียบล�ำดับกรดอะมิโนของยีน NSs ของ 
เชื้อออโทรทอสโพไวรัสชนิด CaCV กับข้อมูลยีนท่ีมี
รายงานใน GenBank พบว่า CaCV ท่ีพบในประเทศไทย
สามารถจ�ำแนกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม CaCV-AIT 
และ CaCV-NRA โดยพบเช้ือท้ังสองกลุ ่มนี้ในภาค 
ตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคกลาง แต่ไม่พบในภาคเหนอื 
เช้ือ CaCV ท้ัง 2 กลุ่มนีส้ามารถเข้าท�ำลายพชืในตระกลู 
Solanaceae ได้แก่ พรกิ และมะเขือเทศ ซ่ึงสอดคล้อง
กับข้อมลูท่ีเคยมรีายงานมาก่อน (Chiemsombat et al., 
2006; Chiemsombat et al., 2008; Knierim et al., 
2006) การศกึษาครัง้นีน้อกจากจะตรวจพบเชือ้ CaCV 
ทั้ง 2 กลุ่มในพริก และมะเขือเทศแล้ว ยังตรวจพบ 
เช้ือ CaCV ในกลุม่ CaCV-AIT ในพชืตระกลูแตงซึง่ยงั 
ไม่เคยมีรายงานการพบเชื้อดังกล่าวในพืชตระกูลแตง 
มาก่อน โดยพบท้ังในภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉยีง
เหนอื ส่วนรายละเอยีดของเช้ือ CaCV ท่ีพบในพชืตระกูล
แตงจะต้องมกีารศึกษาให้ละเอียดต่อไป
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Figure 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequence alignments of the NSs protein.  The tree 
was generated using Clustal W method (DNASTAR Software, USA).  The CaCV sequences in 
this study were labelled with a red star ( * )

สรุป

จากการตรวจสอบเชื้อ CaCV ที่เข้าท�ำลาย
พริก มะเขือเทศ และพืชตระกูลแตง จากแปลงปลูกใน
เขตภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคกลาง
ของประเทศไทย ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์
ที่มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อยีน NSs ของเชื้อ CaCV 
ศึกษาล�ำดับกรดอะมิโนของ NSs protein และเปรียบ
เทียบข้อมูลล�ำดับกรดอะมิโนของ NSs protein ของ

เชื้อ CaCV ที่ศึกษาได้กับข้อมูลยีนที่มีรายงานใน 
GenBank สามารถจดัจ�ำแนกเชือ้ CaCV ได้เป็น 2 กลุม่ 
คือ กลุ่ม CaCV-AIT และ CaCV-NRA ซึ่งผลการศึกษา
ท่ีได้สอดคล้องกับการจัดจ�ำแนกเช้ือ CaCV ท่ีพบใน
ประเทศไทย (Thai-CaCV isolate) โดยการ 
เปรยีบเทียบล�ำดบันวิคลโีอไทด์ และกรดอะมโินของยนี 
N ของเชื้อ CaCV  ที่มีรายงานโดย Chiemsombat  
et al. (2008) ซึ่งเชื้อ CaCV ทั้ง 2 กลุ่มนี้สามารถเข้า
ท�ำลายพริกและมะเขือเทศได้ นอกจากนี้ยังพบว่า 
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เชื้อ CaCV ในกลุ่ม CaCV-AIT ยังสามารถเข้าท�ำลาย
พืชตระกูลแตง เช่น แตงกวา แตงโม เมลอน และ
ฟักทอง ได้อีกด้วย ซึ่งเป็นข้อมูลใหม่ท่ียังไม่เคยมี
รายงานมาก่อนทั้งในประเทศ และต่างประเทศ ข้อมูล
ที่ได้นี้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งส�ำหรับนักโรคพืช และ
นักปรับปรุงพันธุ ์พืช เพื่อใช้ในการควบคุมการแพร่
ระบาดของเชื้อ CaCV การพัฒนาพันธุ์พืชให้มีความ
ต้านทานต่อโรค และการพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อ 
ออโทรทอสโพไวรสัชนดิต่าง ๆ  ให้มปีระสทิธภิาพยิง่ขึน้

กิตติกรรมประกาศ
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