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บทคัดย่อ
โรคใบจุดวงแหวนเน้ือเย่ือตายของพริกที่เกิดจากเชื้อ Tomato necrotic ringspot virus (TNRV) นับว่า 

เป็นโรคส�ำคญั โดยท�ำให้พืชเกิดอาการใบจดุเป็นแผลวงกลมหรอืวงแหวน และมเีน้ือเย่ือตายสนี�ำ้ตาลอยู่รอบๆ วงแผล 
อาการเช่นน้ีพบบนผลพริกและมะเขือเทศ ท�ำให้สูญเสียผลผลิตที่สามารถน�ำส่งตลาดได้ การจ�ำแนกชนิดและ 
สายพันธุ์ของเชื้อ TNRV อย่างถูกต้อง มีความจ�ำเป็นต่อการคัดเลือกเชื้อที่จะน�ำไปใช้ทดสอบประเมินความต้านทาน
โรคของพืช   ในการทดลองนี้ได้วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ RNA S และ M ของเชื้อ TNRV 4 ไอโซเลทที่มีรายงาน
มาก่อนหน้านี้ร่วมกับทอสโพไวรัสชนิดอื่น เพื่อตรวจหาลักษณะของจีโนมที่ผันแปรไปแตกต่างกัน ผลการเปรียบเทียบ
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์เตม็สายทัง้สองสายด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่ามคีวามคล้ายคลงึกัน 94.7-98.2% และคล้ายคลงึ
กับทอสโพไวรัสชนิดอ่ืน 58.2-76.9 % ดังนั้นควรพิจารณาแยกเป็นชนิดใหม่ ล�ำดับกรดอะมิโนของโปรตีนห่อหุ้ม 
กรดนวิคลีอิค (N) เป็นสว่นทีอ่นรุกัษม์ากทีส่ดุ สว่นโปรตนี NSs มีความผันแปรมากที่สดุ  ผลการตรวจหาความผันแปร
ของนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ 3 โปรแกรมร่วมกัน ไม่พบการสลับจีโนมของ RNA S หรือ M กับทอสโพ
ไวรัสชนิดอื่น  แต่เมื่อใช้โปรแกรม RDP4 พบการเกิดรีคอมบิเนชันบน RNA M ของไอโซเลท TT1 ในบริเวณที่ไม่ 
แปลรหัส (IGR) ต�ำแหน่งที่ 1146-1759  โดยมี ไอโซเลท T91 และ C94 เป็น major และ minor parent ตามล�ำดับ  
ซึ่งจัดเป็นความผันแปรของเชื้อ TNRV ที่เกิดขึ้นในสภาพแปลงปลูกธรรมชาติ

ค�ำส�ำคัญ: ทอสโพไวรัส ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ การเรียงล�ำดับโปรตีน  การสลับจีโนม การตัดต่อเปลี่ยนยีน

Abstract
Pepper production in Thailand has been drastically affected by virus disease caused by Tomato 

necrotic ringspot virus (TNRV). The typical symptom of necrotic or yellow ringspot appeared on pepper 
and tomato fruits that caused unmarketable produces. The virus has been characterized based on  
genomic sequencing and various strains were identified. In this study, four of TNRV isolates (TT1, T91, 
C94 and CT1) from tomato and chili pepper were analyzed for the occurrence of genetic variations using 
three different analysis programs. Full length sequences of RNA M and RNA S indicated 94.7-98.2%  
identity among TNRV isolates but shared only 58.2-76.7% similarity to other tospoviruses. Therefore TNRV 
should be considered as a new species. Amino acid contents of protein N were the most conserved  
coding region while those of NSs protein were the most variable. There was no evidence of genome  
reassortment for all tested TNRV isolates. The phylogenetic network appeared among TNRV isolates. 
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Analysis by using Recombination Detection Program (RDP4) revealed no possible recombination events 
for RNA S while the recombination event was found on RNA M of TNRV-TT1 between nucleotides positions 
1146-1759  of the intergenic region suggesting that TNRV-C91 and C94 were major and minor parents, 
respectively. This result suggested that RNA recombination was the potential origin of genetic variation 
among the studied TNRV isolates in the natural fields. 

Keywords : Tospovirus, nucleotide sequence, protein alignment, reassortment, recombination

ค�ำน�ำ
โรคใบจุดวงแหวนเนื้อเยื่อตายที่เกิดจาก Tomato necrotic ringspot virus (TNRV) พบแพร่ระบาดรุนแรงใน

แปลงปลูกพริกและมะเขือเทศในหลายแหล่งปลูกท่ัวทุกภาคของประเทศไทย โรคน้ีท�ำให้ผลพริกและมะเขือเทศมี 
รอยแผลเป็นวงสีเหลืองหรือสีน�้ำตาลที่ผิวนอก จึงไม่ได้คุณภาพตามท่ีจะส่งขาย ตรวจพบเชื้อครั้งแรกจากพริก 
และมะเขือเทศในปี พ.ศ. 2553 ที่จังหวัดนครปฐม เชียงราย และเชียงใหม่ (Chiemsombat et al., 2010,  
Hassani-Mahabaran et al., 2011, Seepiban et al., 2011) โดยยังไม่มีรายงานว่าพบเชื้อ TNRV ในประเทศอื่น  เชื้อ 
TNRV จัดอยู่ในจีนัสทอสโพไวรัส (Tospovirus) มีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว 3 สายได้แก่ RNA L, M และ S  
อาร์เอ็นเอแต่ละสายถูกห่อหุ้มด้วยโปรตีนห่อหุ้มกรดนิวคลีอิค N (nucleocapsid) และทั้ง 3 สายบรรจุรวมกันอยู่ใน
อนุภาครูปทรงกลมที่มีเยื่อหุ้ม (envelop membrane) และมีไกลโคโปรตีน (glycoprotein, GP หรือ GnGc) เป็นระ
ยางค์ย่ืนออกมาจากผิวนอกของเย่ือหุ้ม Seepiban et al. (2015) ศึกษาในห้องปฏิบัติการพบว่าเพลี้ยไฟ Thrips  
palmi และ Ceratothripoides claratris ถ่ายทอดเชื้อ TNRV ไปสู่พริกและมะเขือเทศ  การจ�ำแนกชนิดและสายพันธุ์
ของทอสโพไวรัสใช้ข้อมูลยีน N ซึ่งเป็นรหัสพันธุกรรมท่ีอยู่บนสายจีโนม RNA S ต่อมาพบว่าในสภาพธรรมชาติ 
ทอสโพไวรัสเกิดการสลับจีโนม (genome reassortment) ท�ำให้มีการพบสายจีโนม L, M หรือ S ต่างสายพันธุ์กันได้
ในทอสโพไวรัสชนิดเดียว หรือ ต่างชนิดกัน (Qiu and Moyer, 1999; Webster et al., 2011) ซึ่งในกรณีของ Tomato 
spotted wilt virus (TSWV) สาเหตุโรคของพริกและมะเขือเทศ พบว่าเชื้อ TSWV มีจีโนมสาย N ผันแปรไปจากเดิม 
แล้วสามารถก่อให้เกิดโรคกับพืชที่คัดเลือกมาแล้วว่าต้านทานต่อเชื้อ TSWV สายพันธุ์เดิมได้ นอกจากนี้ทอสโพไวรัส
ยังสามารถแลกเปลี่ยนยีนบางส่วนบนอาร์เอ็นเอแต่ละสาย (RNA recombination) ในระหว่างการเกิด RNA  
replication ได้อกีด้วย ท�ำให้พันธุกรรมของเชือ้ทอสโพไวรสัชนิดต่างๆ เกิดความหลากหลายเพ่ิมขึน้ ดงันัน้หากทอสโพ
ไวรสัสลบัจโีนมกันหรอืเกิดรคีอมบเินชนั ท�ำให้มกีารแลกเปลีย่นนิวคลโีอไทด์บางส่วนบนสายอาร์เอน็เอ ก็จะท�ำให้การ
ระบุชนิดจากยีน N เพียงอย่างเดียวเกิดความคลาดเคลื่อน การวิจัยนี้จึงน�ำข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ RNA S และ 
M ของเชื้อ TNRV 4 ไอโซเลทและของทอสโพไวรัสชนิดใกล้เคียงท่ีพบในประเทศไทยและท่ีอื่นมาเปรียบเทียบกัน  
แล้วตรวจสอบโอกาสการเกิดความผนัแปรบนจโีนมสองสายนี ้ซึง่จ�ำเป็นต่อการจ�ำแนกเชือ้ TNRV ทีจ่ะน�ำไปใช้ประเมนิ
คัดเลือกพันธุ์พืชที่ต้านทานโรค

อุปกรณ์และวิธีการ
1. ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ RNA S และ M ของเชื้อ TNRV

ใช้ข้อมูลจีโนมสาย S และ M เต็มสายของเชื้อ TNRV จากพริกและมะเขือเทศท่ีพบในประเทศไทยต้ังแต่ปี 
พ.ศ. 2553- 2557 (ค.ศ. 2009- 2014) จ�ำนวน 4 ไอโซเลท (Seepiban et al., 2011; จุฑารัตน์และคณะ, 2560) ที่อยู่
ในฐานข้อมูล GenBank (National center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) น�ำ
ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ทุกไอโซเลทมาวิเคราะห์เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของส่วนที่แปลรหัส 
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(coding region) และส่วนที่ไม่แปลรหัส ได้แก่ 5′-3′ untranslated region (UTR) และ intergenic region (IGR) กับ
ทอสโพไวรัสชนิดอื่นที่เลือกมาจาก GenBank  
2. โปรแกรมและขั้นตอนการวิเคราะห์

น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ RNA S และ M ของเชื้อทอสโพไวรัสแต่ละชนิดมาเรียงต่อกัน (RNA S+RNA M) 
แล้วน�ำไปวเิคราะห์โดยใช้โปรแกรม Megalign (DNAstar package, USA) จดัท�ำ phylogenetic tree ใช้ค่า Bootstrap 
1000 replications โดยใช้โปรแกรม MAGA 5.05 (Tamura et al., 2011) ส�ำหรับการวิเคราะห์ความแตกต่างในระดับ
โปรตีนของไวรัส 4 ชนิด ได้แก่ N (nucleocapsid) NSs (S non-structural protein) NSm (M non-structural protein) 
และ GP (glycoprotein) ใช้โปรแกรม editseq (DNAstar package, USA) มาเปลี่ยนล�ำดับเบสส่วนแปลรหัส  
เป็นล�ำดับกรดอะมิโน วิเคราะห์เปรียบเทียบโดยใช้โปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 2002) และ ESPript  
(http://espript.ibcp.fr) (Robert and Gouet, 2014) น�ำมาท�ำ phylogenetic network ด้วยโปรแกรม Splitstree  
4.11 (Huson, 1998) 

ตรวจหาความเป็นไปได้ของการเกิด recombination ด้วยโปรแกรม Recombination Detection Program 
V4.16 (RDP4) (Martin et al., 2015) โดยแยกวิเคราะห์ RNA S และ M ของเชื้อ TNRV ร่วมกับทอสโพไวรัสชนิดอื่น
ทั้งที่พบในประเทศไทย และประเทศอื่น จากนั้นน�ำมาวิเคราะห์โดยวิธีวิเคราะห์ 9 วิธี ได้แก่ RDP, GENECOV,    
Chimaera,  Maxchi , BOOTSCAN, SISCAN, Phylpro, LARD และ 3S  โดยใช้ default parameters        

ผลการทดลองและวิจารณ์
การเปรียบเทียบจีโนม S และ M RNA ของเชื้อ TNRV กับทอสโพไวรัสชนิดอื่น   

ใช้โปรแกรม ClustalW เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ RNA S ระหว่างเชื้อ TNRV ไอโซเลทต่างกัน พบ
ว่า RNA S มีค่า % identity 94.4-98.8% ซึ่งผันแปรน้อยกว่า RNA M ที่มีค่า identity ในช่วง 93.3-96.5% เมื่อเปรียบ
เทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ RNA S ท่ีน�ำมาเรียงต่อกับ RNA M (S+M) ของ TNRV ทุกไอโซเลท พบว่าค่า  
% similarity อยู่ในช่วง 94.7-97.2% แสดงว่าทั้ง RNA S และ RNA M เป็นจีโนมของไวรัส TNRV ชนิดเดียวกันทุกไอ
โซเลท ตามเกณฑ์ที่ก�ำหนดไว้ว่าทอสโพไวรัสชนิดเดียวกันมีค่า similarity 90% ขึ้นไป  และเมื่อเปรียบเทียบ TNRV  
ทุกไอโซเลทกับทอสโพไวรัสในgroup IV เช่น WsMoV, CaCV และ MYSV ซึ่งเป็นชนิดท่ีพบในประเทศไทย  
มีค่า%identity สูงสุด 62.9, 63.4และ 58.9 % ตามล�ำดับ ในขณะที่ค่า identity สูงสุดของ TNR-RNA S รวมกับ RNA 
M กับทอสโพไวรัสชนิดใหม่ Pepper chlorotic spot virus (PCSV) ที่พบในประเทศจีน เท่ากับ 76.9 % ดังนั้นเชื้อ 
TNRV จึงใกล้เคียงกับเชื้อ PCSV มากที่สุด (Table 1)  โรคใบจุดวงแหวนเนื้อเยื่อตายที่เกิดจากเชื้อ TNRV ที่พบใน
พริกและมะเขือเทศน้ีมีการแพร่ระบาดในหลายพ้ืนที่การผลิตทุกภูมิภาคของไทย แต่ยังไม่มีรายงานว่าพบในประเทศ
อื่น จนกระท่ัง Cheng et al. (2014) รายงานว่าพบเชื้อ PCSV ระบาดในพริกหวานในประเทศไต้หวัน  
และ Zheng et al., (2017) รายงานว่าพบเช้ือ PCSV เข้าท�ำลายพริกและมะเขือเทศในมณฑลยูนนาน ประเทศ
สาธารณรัฐประชาชนจีน พร้อมทั้งระบุว่า PCSV มีความใกล้ชิดกับเชื้อ TNRV ของไทย แต่มีพืชอาศัยท่ีแตกต่างไป
จาก TNRV ได้แก่วงศ์ Brassicaceae และ Cucurbitaceae  จากข้อมูลจีโนมท่ีศึกษาในครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าเชื้อทั้ง
สองชนิดนี้ใกล้ชิดกันมาก แต่เน่ืองจากมีค่า % identity ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ไม่ถึงเกณฑ์ 90% ที่ก�ำหนดโดย ICTV 
ส�ำหรับทอสโพไวรัสชนิดเดียวกัน (King et al., 2012) จาก phylogenetic tree พบว่าเชื้อ TNRV และ PCSV จับเป็น   
คลัสเตอร์ย่อยแยกกัน แต่อยู่ในคลัสเตอร์ซ่ึงแยกจาก CaCV, WSMoV และ MYSV (จุฑารัตน์และคณะ, 2560) 
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Table 1 Similarity percentages of nucleotide sequences of RNA S and RNA M of Tomato necrotic ring spot   
         virus (TNRV, bold letters) and other recorded tospovirus species infecting pepper and tomato.  
             Upper right showed similarity, lower left showed distance.

Virus Species
TNRV
CT1

TNRV
C94

TNRV
T91

TNRV
TT1

CaCV
Thailand

PCSV
China

WSMoV
Taiwan

MYSV
Japan

TNRV-CT1 98.0 94.7 97.9 63.1 76.7 62.5 58.4 

TNRV-C94 0.02 98.0 98.2 63.1 76.7 62.5 58.4

TNRV-T91 0.05 0.05 95.3 63.3 76.9 62.9 58.9 

TNRV-TT1 0.02 0.05 0.05 63.4 76.8 62.7 58.8

CaCV-Thailand 0.50 0.49 0.49 0.49 62.5 75.0 61.1

PCSV-China 0.26 0.26 0.26 0.26 0.50 61.9 58.9

WsMoV-China 0.50 0.49 0.49 0.49 0.50 0.50 61.5

MYSV-Japan 0.59 0.58 0.58 0.57 0.50 0.50 0.50
Virus name abbreviation and GenBank accession number: CaCV, Capsicum chlorosis virus (DQ256123, DQ256125), PCSV, 
Pepper chlorotic spot virus (KX247377,  KX247378), WSMoV, Watermelon silver mottle virus (U78734, DQ157768), MYSV, 
Melon yellow spot virus (AB038343, AB061773).

เมื่อน�ำข้อมูลยีนและโปรตีนบนสาย RNA S และ M ของ TNRV และทอสโพไวรัสอีก 3 ชนิดได้แก่ CaCV, 
WSMoV และ MYSV ท่ีมีรายงานว่าพบในประเทศไทย และเชื้อ PCSV ซึ่งจีโนมมีค่า % identity สูงสุดกับเชื้อ  
TNRVมาเปรียบเทียบกัน รวมทั้งจัดท�ำ sequence alignment ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเพื่อศึกษาส่วน
ที่พบความผันแปร โดยใช้ TNRV ไอโซเลท C94 เป็นตัวแทนของเชื้อ TNRV ผลการวิเคราะห์พบว่า เชื้อ TNRV และเชื้อ 
PCSV มโีปรตนี N ทีใ่ห้ค่า % identity ของล�ำดบักรดอะมโินสงูสดุ 88.9 % รองลงมาคอืโปรตนี NSm, GP (หรอื GnGc) 
และ NSs 86.4, 82.4 และ 81.4% ตามล�ำดับ ดังนั้นโปรตีน N จึงเป็นบริเวณอนุรักษ์สูงสุดและโปรตีน NSs มีความ
ผันแปรมากที่สุด (Table 2) ในการเปรียบเทียบกับทอสโพไวรัสชนิดอื่นที่ต่าง species โปรตีน GP มีค่า identity สูง
ที่สุดรองลงมาคือโปรตีน N, NSm ส่วนโปรตีน NSs ผันแปรมากที่สุด ส�ำหรับทอสโพไวรัสที่พบในประเทศไทยด้วยกัน 
เชื้อ CaCV มีความใกล้ชิดกับเชื้อ TNRV มากกว่า WSMoV หรือ MYSV โดยมีค่า % identity ของโปรตีน NSm สูงสุด
ที่ 70.5% แต่โปรตีน N มีค่า % identity เพียง 56.0% เท่านั้น จึงยังไม่ควรจัดให้เชื้อ TNRV อยู่ในซีโรกรุ๊ปเดียวกับกลุ่ม 
WSMoV  Seepiban et al. (2015) พบว่าหากใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะต่อเชื้อ WSMoV หรือ CaCV  
จะไม่เกิดปฏิกิริยากับเชื้อ TNRV แต่ต้องใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีของ Tospovirus group IV ที่ผลิตขึ้น (PAbA3) 
จึงจะให้ผลตรวจเป็นบวก  Zheng et al. (2017) ทดลองตรวจเชื้อ PCSV จากใบพืช ด้วยวิธี immunoblotting และ
ใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ WSMoV ซึ่งให้สัญญาณการตรวจวินิจฉัยเป็นบวก แต่จากการเปรียบเทียบล�ำดับ
กรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ TNRV กับ WSMoV และเชื้ออื่น พบว่ามีเพียงเชื้อ PCSV เท่าน้ันท่ีให้ค่า 88.9% 
identity และอาจจะเกิดปฏิกิริยาข้ามต่อแอนติบอดีของเชื้อสองชนิดนี้ได้   ผลการเปรียบเทียบโปรตีน N พบว่าเชื้อ 
WSMoV มีกรดอะมิโนหลายต�ำแหน่งที่แตกต่างไปจากเชื้อ TNRV และ PCSV ดังนั้นจึงควรมีการผลิตและคัดเลือก
โมโนโคลนอลแอนตบิอดเีพือ่ตรวจแยกเชือ้ TNRV จากเชื้อทอสโพไวรสัชนดิอืน่ในประเทศไทย แต่หากใชโ้พลโีคลนอล
แอนติบอดีตรวจวินิจฉัยโรคจะท�ำให้การระบุชนิดเช้ือคลาดเคลื่อน อีกทาง เลือกหน่ึงน้ันควรพัฒนาใช้โมโนโคลนอล
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แอนติบอดีต่อโปรตีน NSs ท่ีมีความจ�ำเพาะมากข้ึนในการน�ำมาตรวจจ�ำแนกชนิดเชื้อทดแทนการใช้แอนติบอดี 
ต่อโปรตีน N  นอกจากน้ี Chen et al. (2006) พบว่ามี common epitope ร่วมบนโปรตีน NSs ที่สามารถน�ำมา 
ใช้สร้างแอนติบอดีตรวจหาทอสโพไวรัสในกลุ่ม WSMoV, CaCV, และ PBNV

Table 2 Percentage identity of genomic RNA S and RNA M and protein coding sequences of TNRV-C94  
              with PCSV, CaCV, WSMoV and MYSV. 

Region
Identity with 

PCSV
Identity with CaCV Identity with WSMoV Identity with MYSV

 S RNA(nt) 69.2 42.1 43.3 40.5

 N gene(nt)  82.1 51.3 50.6 48.3

 N Protein(aa) 88.9 56.0 54.5 49.8

 NSs gene(nt) 75.8 49.4 47.1 44.1

 NSs Protein(aa) 81.4 49.6 48.5 42.5

 M RNA (nt) 72.1 55.8 54.7 51.0

 NSm gene(nt) 75.2 63.1 59.0 56.3

 NSm Protein (aa) 86.4 70.5 63.5 61.0

 GP gene (nt) 73.7 57.6 57.4 53.2

GP Protein (aa) 82.4 64.2 63.6 58.9

Virus name and GenBank accession number were listed in Table1. TNRV-C94, Tomato necrotic ringspot virus isolate C94.

การตรวจหา reassortment ของจีโนม RNA S และ M ของเชื้อ TNRV 
ไม่พบค่า % similarity ที่สูงกว่า 90 % กับทอสโพไวรัสชนิดอื่นซึ่งไม่แสดงถึงการสลับจีโนมของ TNRV กับ

เชื้อ CaCV, WSMoV หรือ MYSV ท่ีพบในประเทศไทย  Webster et al. (2011) วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ N 
gene และ RNA S ของไวรัสสาเหตุโรคในมะเขือเทศ ระบุว่าเป็นเชื้อ GRSV (Groundnut ringspot virus)  จากค่า  
nucleotide identity 98.3% แต่กลับพบว่า RNA M เหมือนกับเชื้อ TCSV (Tomato chlorotic spot virus) 97.6% 
ในขณะท่ีเหมอืนกับเชือ้ GRSV เพียง 91.1% โดยคาดว่าการเกิด reassortment ของ RNA M เกิดขึน้ได้เองในธรรมชาติ
เนื่องจากมีเพลี้ยไฟพาหะดูดกินพืชอาศัยสลับกันไปมาในช่วงชีวิตของแมลง  Seepiban et al. (2011) พบว่าในตัว
เพลี้ยไฟ Thrips palmi ท่ีเก็บจากแปลงปลูกพืชตรวจพบทอสโพไวรัสท้ังสี่ชนิด แต่ในตัวเพลี้ยไฟ Scirtothrips  
dorsalis ซึ่งเป็นศัตรูพริกกลับตรวจไม่พบ TNRV ความสัมพันธ์ท่ีซับซ้อนระหว่างเพลี้ยไฟ ชนิดของทอสโพไวรัส และ
พืชอาศัยของแมลง จึงเป็นปัจจัยส�ำคัญของการเกิด reassortment ของจีโนมไวรัสในธรรมชาติ
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การศึกษาความแปรผันของล�ำดับกรดอะมิโนของโปรตีน N
โปรตีน N ของทอสโพไวรัสมีขนาด 29-30 กิโลดาลตัน มีหน้าที่ห่อหุ้มกรดนิวคลิอิกของทอสโพไวรัส จึงนิยม

ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน N ส�ำหรับตรวจสอบเชื้อแต่ละชนิดด้วยวิธี ELISA หรือใช้ร่วมกับวิธี RT-PCR ที่เพิ่มปริมาณ
ยีน N แล้ววิเคราะห์ล�ำดับนิวคลิโอไทด์  เมื่อจัดท�ำ nucleotide & amino acid alignments ของยีนและโปรตีน N ของ
ทอสโพไวรัสท้ัง 4 ชนิดข้างต้นโดยใช้ไอโซเลท TT1 เป็นตัวแทนเชื้อ TNRV พบว่าส่วนปลาย 5′ ของยีน N จ�ำนวน  
7- 17 นิวคลีโอไทด์เหมือนกัน และเชื้อ TNRV กับ PCSV เหมือนกันมากที่สุดด้วยความยาวถึง 86 นิวคลีโอไทด์  
(ต่างกัน 4 ต�ำแหน่ง คือ 21C/T, 39C/A, 62A/C, และ 84T/G) ส่วนด้านปลาย 3′ ของยีน N ประมาณ  
60 นิวคลีโอไทด์สุดท้ายของยีนของเชื้อ CaCV และ WSMoV แตกต่างกันและต่างจากเชื้อ TNRV และ PCSV ซึ่งมี  
40 นิวคลีโอไทด์สุดท้ายต่างกันเพียง 6 ต�ำแหน่ง (Figure 1)  โดยบริเวณดังกล่าวนี้มักจะใช้ในการออกแบบไพรเมอร ์
เพ่ือเพ่ิมปรมิาณยีน N เมือ่ต้องการวินิจฉยัชนิดของทอสโพไวรสั เมือ่จดัท�ำ amino acid alignment ผลการเปรยีบเทียบ
กรดอะมิโนจ�ำนวน 281 เรสิดิวส์ของโปรตีน N ของเชื้อ TNRV ทั้ง 4 ไอโซเลทของไทยกับเชื้อ WSMoV และ PCSV  
ที่พบในประเทศจีนซึ่งคล้ายคลึงกันสูงสุดเท่ากับ 88.9% พบว่ามีความแตกต่างกันมากในบริเวณ C-terminal  
ของโปรตีน N ช่วงล�ำดับกรดอะมิโนต�ำแหน่งที่ 167- 168, 172- 173, 186, 220- 225 และ 245- 279 (Figure 2)

Figure 1 Alignment of N gene nucleotide sequences of tospovirus species which infected pepper  
              and tomato. (a) 5’ end of N gene sequence (b) 3’ end of N gene sequence. CaCV, Capsicum  
        chlorosis virus (DQ256123), PCSV, Pepper chlorotic spot virus (KX247377), WSMoV,  
               Watermelon silver mottle virus (U78734).
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Figure 2 Alignment of N protein sequences of TNRV (T91, TT1, CT1, C94) in Thailand and WSMoV  
         and PCSV in China by ClustalW. Alignment result was presented by ESPript3.0.  
                   (http://espript.ibcp.fr). Dense column indicated conserved residues for all entries, clear column  
              with bold letters were those conserved excepting one entry. Regular letter indicated variable  
           residues. N, Nucleocapsid; TNRV, Tomato necrotic ringspot virus; PCSV, Pepper chlorotic  
              spot virus, WSMoV, Watermelon silver mottle virus.

การวิเคราะห์ Phylogenetic network และ RNA Recombination
น�ำข้อมูลจากโปรแกรม ClustalW มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Splitstree เพื่อตรวจหาโอกาสของทอสโพไวรัส

ทีอ่าจเกิดรคีอมบเินชนั ท�ำให้มกีารแลกเปลีย่นนวิคลโิอไทด์บนสายอาร์เอน็เอ โดยเลอืกสตูรวิเคราะห์วิธี Neighbour-net 
joining network ได้ผลดังนี้ บนจีโนม RNA S พบโครงข่ายความสัมพันธ์ 2 กลุ่มคือ กลุ่ม TNRV ทั้ง 4 ไอโซเลทที่ศึกษา 
กลุ่ม CaCV WSMoV, PBNV GBNV และ MYSV (Figure 3a) ผลการวิเคราะห์  Phi test พบโอกาสการเกิด RNA 
recombination ที่มีนัยส�ำคัญ (statistically significant)  ส�ำหรับจีโนม RNA M พบโครงข่ายความสัมพันธ์ 4 กลุ่ม
ได้แก่ กลุ่ม TNRV, PCSV, CaCV และ Tospovirus groupIV (Figure 3b) และจากค่า Phi test พบโอกาสการเกิด 
RNA recombination อย่างมีนัยส�ำคัญ จึงน�ำไปศึกษารีคอมบิเนชันด้วยโปรแกรม RDP4 (Martin et al., 2015) โดย
ใช้เกณฑ์ที่ก�ำหนดไว้คือ event ที่เป็นไปได้ต้องพบได้ 3 ใน 5 วิธี (methods) หรือ 5 ใน 7 หรือ 7 ใน 9 วิธี และค่า P ไม่
น้อยกว่า 1.0 x 10-6  จึงจะผ่านเกณฑ์ค่า cutoff (Martin et al., 2005)  ผลการวิเคราะห์ 9 วิธี พบว่า RNA S ไม่มี  
recombination event ที่ผ่านเกณฑ์  แต่บน RNA M พบการเกิดรีคอมบิเนชัน event ที่ 4 ของ ไอโซเลท TT1  
ให้ผลบวก 7 ใน 9 วิธี (Table 3) อยู่ที่ต�ำแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1146 -1759 ซึ่งเป็นบริเวณที่ไม่มีการแปลรหัสเป็นโปรตีน  
(intergenic region, IGR) โดยมีไอโซเลท T91 เป็น major parent ซึ่งมีบริเวณเกิดรีคอมบิเนชันบนจีโนมในสัดส่วน
สูงสุด และ C94 เป็น minor parent ในสัดส่วนรองลงมา (Figure 4) 
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Figure 3 Phylogenetic network of full-length TNRV RNA segments S and M generated by  Splitstree.  
           Dash boxes indicated phylogenetic network relationships among virus species. TNRV, Tomato  
         necrotic ringspot virus; CaCV, Capsicum chlorosis virus; PCSV,Pepper chlorotic spot virus;  
              WSMoV, Watermelon silver mottle virus; MYSV, Melon yellow spot virus; GBNV, Groundnut bud           
              necrosis viru

Table 3 Recombination events detected in RNA of TNRV isolates as analyzed by RDP4.
Event  
no.

Recombinant 
isolate

Recombinant Breakpoint  
to Ending

Major 
parent

Minor 
parent

Detection methods
R  G  B   M  C   S   P  L 3S

  M RNA

4 TT1 1891-1937 T91 C94 +  +   +   +   +   +   -    -    +
5 T91  922-1088 CT1 MYSV +  -    +   -    -    -    -    -   -

8 C94 1044-1666 T91 WSMoV +  +   -    -    -    -    -    -   -

  S RNA

2 TT1 1921-2111 WSMoV CaCV -   -    -    +   -    +   -    -    -

3 C94 1876-1939 CaCV GBNV +   +   -    -   -    +   -    -    +
Detection methods: R=RDP, G= GENECOV, B= Bootscan, M= MaxChi, C= Chimaera, S= SiScan, P= PhylPro, L =LARD, 
3S= 3Seq. TNRV= Tomato necrotic ringspot virus, MYSV= Mellon yellow spot virus, WSMoV= Watermelon silver mottle 
virus, CaCV= Capsicum chlorosis virus, GBNV= Groundnut bud necrosis virus. Event 4 of M RNA (shading) was a  
possible recombination event detected (shading).
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Figure 4 Analysis of possible recombination in full-length segments of TNRV- RNA M, and RNA Sof 4  
          TNRV isolates from Thailand (TH) by RDP method. (a) Genome map indicated possible  
          recombination event detected in the intergenic region (IGR) of isolates TT1 (Black arrow).  
               PCSV =Pepper chlorotic spot virus, China (CN) and Taiwan (TW) isolates. (b) Graphic showed                    
            the prediction breakpoint at positions 1546 to 1697 (nucleotides 1146-1759 of the alignment)  
                as detected in isolate TT1. 

การตรวจหารีคอมบิเนชันของจีโนมไวรัส นิยมใช้โปรแกรม phylogenetic network ซึ่งแสดงโครงข่ายของ    
รีคอมบิเนชันในเบื้องต้นและให้ข้อมูลที่แตกต่างไปจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree ทั่วไป เมื่อคัดเลือก 
โครงข่ายส�ำคัญได้แล้ว จึงเพ่ิมการตรวจสอบความเป็นไปได้ตามหลักสถิติด้วยโปรแกรม RDP ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับ
การพบหรือไม่พบโอกาสของรีคอมบิเนชัน ได้แก่จ�ำนวนข้อมูลของจีโนม ขนาดของจีโนม และจ�ำนวนไอโซเลทท่ีน�ำ
มาวิเคราะห์ (Lian et al., 2013; Chavan et al., 2016)  ในการศึกษาน้ีพบว่ามีโครงข่ายความสัมพันธ์ของเชื้อท่ี
อาจเกิดรีคอมบิเนชันได้บน RNA S และ M แต่เมื่อวิเคราะห์ด้วย RDP ให้ผลลบกับ RNA S เน่ืองจากไม่ผ่านเกณฑ์
ที่ยอมรับความเป็นไปได้ของ recombination event ท้ังจ�ำนวนวิธีวิเคราะห์ท่ีใช้และค่าความเป็นไปได้ทางสถิติ
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การพบรีคอมบิเนชันของ RNA M บนบริเวณที่ไม่แปลรหัสของเชื้อ TNRV ต่างไอโซเลทอาจจะเนื่องมาจาก   
มนีวิคลโีอไทด์ A-U ต่อเนือ่งจ�ำนวนมากท่ีมกีารเรยีงล�ำดบัคล้ายคลึงกัน จงึควรศึกษาเพ่ิมเติมจากจ�ำนวนไอโซเลทของ
เชื้อแต่ละชนิดที่มากข้ึน เก็บจากหลายแหล่งปลูก และจากพืชอาศัยหลายวงศ์มากข้ึน ส่ิงท่ีส�ำคัญคือควรระมัดระวัง 
ไม่ตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยการใช้แอนติบอดีเพียงวิธีเดียว หรือตรวจ  N gene ด้วยวิธี RT-PCR เพียงยีนเดียว เนื่องจาก
อาจจะมีข้อมูลไม่เพียงพอที่จะระบุชนิดเชื้อทอสโพไวรัส หรือเพ่ือจ�ำแนกสายพันธุ์ของเชื้อท่ีจะน�ำไปใช้ประเมินความ
ต้านทานของพืช  ควรท�ำการศึกษาจีโนมทั้งสามสาย หรืออย่างน้อย S และ M ควบคู่กัน เนื่องจากยีนและโปรตีน NSs, 
NSm และ GP มส่ีวนเกีย่วข้องกับการก่อโรค การแพร่ระบาด การพักอาศยัและเพ่ิมปรมิาณเชือ้ในเพลีย้ไฟพาหะ ตลอด

จนความต้านทานของพืชอาศัย ซึ่งเป็นกลไกที่ควบคุมโดยรหัสพันธุกรรมบนจีโนมทั้งสองสายดังกล่าว

สรุป
เชื้อ TNRV ทุกไอโซเลทที่ศึกษามีจีโนมท่ีคล้ายคลึงกันมากกว่า 90% และแตกต่างจากเชื้อ PCSV ท่ีพบ 

ในประเทศจีนจึงควรจัด TNRV เป็นทอสโพไวรัสชนิดใหม่แยกออกมา โปรตีน N ของเชื้อ TNRV และทอสโพไวรัสที่พบ 
ในประเทศไทยมีความอนุรักษ์สูงจึงควรระมัดระวังไม่ตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยการใช้เพียงแอนติบอดีต่อโปรตีน N หรือ
ตรวจ   N gene ด้วยวิธี RT-PCR เพียงยีนเดียวเท่านั้น การศึกษาเชื้อ TNRV ในครั้งน้ี ตรวจไม่พบการสลับจีโนม  
(reassortment) แต่พบการเกิดตัดต่อสลับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่ไม่แปลรหัสที่อยู่ระหว่างยีน (intergenic region)  
ของ RNA M ซึ่งจัดว่าเป็นความผันแปรของเชื้อนี้ในแปลงปลูกตามสภาพธรรมชาติ 
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