
King Mongkut’s Agr. J. 2020 : 38 (3) : 342 - 350  วารสารเกษตรพระจอมเกลา้ 2563 : 38 (3) : 342 - 350 

1 ศนูยเ์ทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์วิทยาเขตก าแพงแสน อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม 73140 
2 ศนูยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส านกัพฒันาบณัฑิตศกึษาและวิจยัดา้นวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี  
ส านกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา กรุงเทพฯ 10900 
3 ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์วทิยาเขตก าแพงแสน อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม 73140 
1 Center for Agricultural Biotechnology, Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus, Kamphaeng Saen, Nakhon Pathom 73140 
2 Center of Excellence on Agricultural Biotechnology: (AG-BIO/PERDO-CHE), Bangkok 10900 
3 Department of Plant Pathology, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus, 
Kamphaeng Saen, Nakhon Pathom 73140 
*Corresponding author, Email: agrrat@ku.ac.th 

การศึกษาลักษณะทางชีวโมเลกุลของ Squash leaf curl China virus ทีเ่ข้าท าลายฟักทอง 
ในจังหวัดกาญจนบุรี 

Molecular Characterization of Squash Leaf Curl China Virus Infecting Pumpkin  
in Kanchanaburi Province 

วิวรรธน ์ปิยทัสสี1,2 และรัชนี ฮงประยูร1,2,3* 
Wiwat Piyatasse1,2 and Ratchanee Hongprayoon1,2,3* 

บทคัดย่อ 
การศกึษาลกัษณะทางชีวโมเลกลุของ Squash leaf curl China virus (SLCCNV) จากตวัอยา่งฟักทองในต าบลวงัดง้ 

อ าเภอเมอืง จงัหวดักาญจนบรุี ปี พ.ศ. 2559 โดยเก็บตวัอยา่งฟักทองที่แสดงอาการโรคที่เกดิจากเชือ้เบโกโมไวรสั จ านวน 19 
ตวัอยา่ง น ามาตรวจสอบดว้ยแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อเชือ้ไวรสัซึ่งมีรายงานวา่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตง จ านวน 6 ชนดิ พบวา่
ฟักทอง จ านวน 14 ตวัอยา่ง ไม่ท าปฏิกิรยิากบัแอนติบอดีทัง้หมด แตใ่หผ้ลบวกเมื่อน าไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอารโ์ดยใช ้
คู่ไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะกบัโปรตีนหอ่หุม้อนภุาคของเชือ้ Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) และ SLCCNV ซึ่งจะให้
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2,700 คู่เบส เลือกตวัอย่าง KN44 ไปเพิ่มจ านวนจีโนมของเชือ้ไวรสัดว้ยวิธี rolling circle 
amplification และตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI เพื่อใหไ้ดช้ิน้ยีน DNA-A และ HindIII เพื่อใหไ้ดช้ิน้ยีน DNA-B น าดเีอ็นเอ
ที่ตดัไดม้าโคลนเขา้สู่พลาสมดิพาหะ pQE80-L และถา่ยฝากในแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธุ ์DH5 เพื่อส่งไปวิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด ์ ผลการวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่ง KN44 DNA-A พบว่ามคี่าความคลา้ยคลงึกบั SLCCNV 
isolate Thailand segment A ที่ 97.95% ประกอบดว้ย 5 open reading frame (ORFs) ไดแ้ก่ AV1, AV2, AC1, AC2 และ 
AC3 ในส่วนของ DNA-B มีคา่ความคลา้ยคลงึกบั SLCCNV isolate Hainan segment B ที่ 91.05% ประกอบดว้ย 2 ORFs คือ 
BV1 และ BC1 ขอ้มลูลกัษณะทางพนัธุกรรมจากงานวิจยันีเ้ป็นรายงานครัง้แรกที่พบทัง้ DNA-A และ DNA-B ของเชือ้ SLCCNV 
ซึ่งจะเป็นประโยชนต์อ่นกัปรบัปรุงพนัธุส์  าหรบัการวิเคราะหค์วามหลากหลายของเชือ้ในกลุม่ SLCCNV ในประเทศไทยในการ
พฒันาพนัธุต์า้นทานโรคและวิธีการตรวจสอบเพื่อเฝา้ระวงัโรคต่อไป 
ค าส าคัญ: เบโกโมไวรสั จีโนมอนภุาคคู่ ฟักทอง  

Abstract 
Molecular characterization of Squash leaf curl China virus (SLCCNV) was carried out on tissues taken from 

19 pumpkin samples that showed begomovirus-like symptoms. The samples were collected from Wang Dong 
subdistrict, Muang district, Kanchanaburi province in 2016. They underwent preliminary screening with six 
antibodies specific to cucurbit-infecting viruses, and negative results were obtained from 14 samples. However,  
all of them were positive for the specific primers to the coat protein genes belonging to Tomato leaf curl New Delhi 
virus (ToLCNDV) and SLCCNV. Sample KN44 was selected for genome amplification by rolling circle amplification. 
A single-cut digestion with BamHI for DNA-A and HindIII for DNA-B was performed and the DNA was cloned into 
pQE80-L plasmid vector. The recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli DH5 for nucleotide 
sequencing. The results revealed that the DNA-A component was closely related to SLCCNV isolate Thailand 
segment A at 97.95 % identity. There were 5 open reading frames (ORFs) comprising AV1, AV2, AC1, AC2 and 
AC3. The DNA-B component was closely related to SLCCNV isolate Hainan segment B at 91.05% identity and 
contained 2 ORFs comprising BV1 and BC1. This study is special for a number of reasons, one of which is that this 
is the first time that genetic information concerned with the SLCCNV DNA-A and DNA-B genomes has been 
researched and made available in Thailand. This work will surely be of further benefit to researchers and plant 
breeders in the fields of disease resistance and disease surveillance. 
Keywords: begomovirus, bipartite genome, pumpkin 
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ค าน า 
เชือ้เบโกโมไวรสัเป็นหนึ่งในเชือ้ไวรสัที่เขา้ท าลายผลผลิตของพชืใบเลีย้งคู่อย่างกวา้งขวาง พบการระบาดเป็นส่วนมาก

ในเขตรอ้นและกึ่งเขตรอ้น สามารถถ่ายทอดโรคไดโ้ดยแมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci) ซึง่มีอตัราการแพรก่ระจายสงู ยากต่อการ
ป้องกนัก าจดั อีกทัง้ยงัมีพืชอาศยัค่อนขา้งกวา้ง และสรา้งความเสียหายต่อพชืเศรษฐกิจหลายชนดิ เช่น แตงกวา ฟักทอง มะเขือ
เทศ พรกิ มนัส าปะหลงั ฝา้ย (Vincent, 2013) ปัจจบุนัเชือ้เบโกโมไวรสัที่มีรายงานการเขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงในประเทศไทยมี 3 
ชนิด คือ Squash leaf curl China virus (SLCCNV) (Sawangjit, 2009), Squash leaf curl Yunnan virus (SLCuYV)  
(รุง่ทิพย ์จั่นเพช็ร และคณะ 2559) และ Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) (Ito et al., 2008a) พืชที่ถกูเชือ้ 
เขา้ท าลายจะแสดงอาการใบด่างเหลือง ใบหงิก ใบลดรูปหรือเจรญิผิดรูปรา่ง และตน้เตีย้แคระแกรน็ (Melgarejo et al., 2013) 
เชือ้ไวรสัในจีนสันีจ้ดัอยูใ่นวงศ ์Geminiviridae มีอนภุาคทรงกลมคู่หลายเหล่ียม (icosahedral twinned particles) มีโครงสรา้ง
จีโนมเป็นดเีอ็นเอสายเดีย่วลกัษณะเป็นวง จีโนมของเชือ้เบโกโมไวรสัมีสองแบบคือ monopartite ประกอบดว้ย DNA-A  
เพียงอย่างเดยีว และ bipartite ซึ่งประกอบดว้ย DNA-A และ DNA-B โดย DNA-A ของเชือ้เบโกโมไวรสัท าหนา้ที่หลกัในการ
จ าลองหรือเพิม่จ านวนอนภุาคไวรสั มี 6 open reading frame (ORFs) ไดแ้ก่ AV1 แปลรหสัเป็น coat protein (CP), AV2  
แปลรหสัเป็น pre-coat protein, AC1 แปลรหสัเป็น Rep protein, AC2 แปลรหสัเป็น transcriptional transactivator protein 
(TrAP), AC3 แปลรหสัเป็น replication enhancer protein (REn protein) และ AC4 เก่ียวขอ้งกบัการแสดงอาการของโรค 
(Marwal et al., 2014) ส่วน DNA-B ท าหนา้ที่หลกัในการเคลื่อนยา้ยสารพนัธกุรรมของไวรสัไปสู่เซลลถ์ดัไป และเก่ียวขอ้งกบั
ระบบการเขา้ท าลายในพืชอาศยัหรือเขา้ท าลายพืชอาศยัไดม้ากกว่า 1 ชนิด มี 2 ORFs ไดแ้ก่ BV1 แปลรหสัเป็น nuclear shuttle 
protein และ BC1 แปลรหสัเป็น movement protein (Nawaz-ul-Rehman and Fauquet, 2009) 

ฟักทองเป็นพืชในวงศแ์ตง (Cucurbitaceae) สกลุ Cucurbita แบ่งเป็นสองวงศห์ลกั ไดแ้ก่ ตระกลูฟักทองอเมรกินั 
(pumpkin) กบัตระกลูสควอช (squash) (Robinson and Decker-Walters, 1997) ประเทศไทยมกีารส่งออกเมล็ดพนัธุฟั์กทอง
ไปต่างประเทศเป็นอนัดบั 8 ของโลก โดยในปี พ.ศ. 2561 มีปรมิาณการส่งออกเมล็ดพนัธุฟั์กทองถึง 98.6 ตนั คิดเป็นมลูค่า
โดยรวม 228.9 ลา้นบาท และมแีนวโนม้ในการส่งออกเมล็ดพนัธุม์ากขึน้ทกุปี (ส านกังานเศรษฐกจิการเกษตร, 2561) ปัญหา
ส าคญัอยา่งหน่ึงของการปลกูฟักทอง ไดแ้ก่ โรคที่เกิดจากเชือ้ไวรสัในจีนสัเบโกโมไวรสัที่มีการแพรร่ะบาดอยา่งชกุชมุในเขตรอ้น
และกึ่งเขตรอ้น เชือ้เบโกโมไวรสัที่มีรายงานการตรวจพบในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 ไดแ้ก ่ ToLCNDV และ SLCCNV  
โดยใชไ้พรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อส่วนของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคถึงส่วนของ intergenic region (IR) ของเชือ้เบโกโมไวรสั ซึ่งตรวจพบ
ในพืชวงศแ์ตง ไดแ้ก่ ฟักทอง ฟักเขียว และบวบเหล่ียม จากจงัหวดัราชบรุี ตวัอย่างในฟักทอง และฟักเขียว จากจงัหวดั
สพุรรณบรุ ีและตวัอยา่งแตงกวาจากจงัหวดักาญจนบรุ ีการวิเคราะหล์ าดบันวิคลีโอไทดข์องเชือ้ไวรสัพบวา่ เชือ้ที่พบในบวบเหล่ียม 
ฟักเขียว และแตงกวา มีความเหมือนกนักบัเชือ้ ToLCNDV มากที่สดุ คือ 98.2-97.9% ส่วนตวัอยา่งฟักทองพบว่า มีความ
เหมือนกนักบัเชือ้ SLCCNV ที่ระดบัความเหมือนกนั 97.9% โดยนกัวิจยัเสนอแนะวา่ควรหาความสมัพนัธเ์พิ่มเติมในระดบัจีโนม
เพื่อครอบคลมุยีนทัง้หมดของเชือ้เบโกโมไวรสัต่อไป (โสพิศ สว่างจิตร, 2554) 

เนื่องจากโอกาสในการเพิม่ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้เบโกโมไวรสัอาจเกิดไดจ้ากหลายสาเหต ุ เช่น การ
กลายพนัธุ ์ (mutation) แบบการแทนท่ีคู่เบส (base substitution) การแลกเปล่ียนของล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่เกิดในบรเิวณที่มี 
homology กนับางส่วน (recombination) และการแลกเปล่ียนชิน้ส่วนจีโนมของเชือ้เบโกโมไวรสั (reassortment) (Padidam  
et al., 1999) ส่งผลใหเ้ชือ้เบโกโมไวรสัสามารถแพรก่ระจายในพืชอาศยัไดห้ลากหลายชนดิ และยงัท าใหอ้าการของพชืรุนแรงขึน้  
(Idris et al., 2008) ในปัจจุบนัฐานขอ้มลูเฉพาะเชือ้ SLCCNV ที่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงในประเทศไทยที่มีการรายงาน 
การพบเชือ้เพียง 2 isolate ไดแ้ก ่SLCCNV [Thailand] segment A (accession no. AB330078.1) (Ito et al., 2008b) และ 
SLCCNV segment A [Wax gourd: Nakhon Pathom] (accession no. EU543562.1) (Sawangjit, 2009) ซึ่งขอ้มลูอาจ 
ไม่เพยีงพอที่จะศกึษาเก่ียวกบัความสมัพนัธแ์ละความหลากหลายของเชือ้ไวรสัชนดินี ้ งานวจิยันีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อศกึษาลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมและโครงสรา้งจีโนมของ SLCCNV ที่เขา้ท าลายฟักทองในจงัหวดักาญจนบุรี เพื่อเป็นขอ้มลูสนบัสนุนดา้น
พนัธุกรรมของเชือ้เบโกโมไวรสัในประเทศไทยเพื่อประยกุตใ์ชใ้นการปรบัปรุงพนัธุฟั์กทองที่ตา้นทานโรคและการตรวจวินิจฉยั
เชือ้ไวรสัชนิดนีต้่อไป 
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วิธีการศึกษา 
การเก็บตัวอย่างเชือ้เบโกโมไวรัสจากฟักทอง 

เก็บตวัอยา่งใบฟักทองที่แสดงอาการของโรคที่เกดิจากเชือ้เบโกโมไวรสัจากพืน้ที่ปลกูในจงัหวดักาญจนบรุี ในปี พ.ศ. 2559 
น าไปตรวจสอบการเขา้ท าลายของไวรสัพืชดว้ยเทคนิค indirect plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbent 
assay (indirect PTA-ELISA) ดว้ยโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody, PAb) จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ anti-ZYMV PAb 
ที่จ าเพาะต่อ Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), anti-CGMMV PAb ที่จ าเพาะต่อเชือ้ Cucumber green mottle mosaic 
virus (CGMMV), anti-PRSV PAb ที่จ าเพาะต่อเชือ้ Papaya ringspot virus (PRSV), anti-WSMoV PAb ที่จ าเพาะต่อเชือ้ 
Watermelon silver mottle virus (WSMoV), anti-ToLCNDV PAb ที่จ าเพาะต่อเชือ้ ToLCNDV (สรรชยั จนัทะจร และรชัน ีฮงประยรู, 
2556) และ anti-MYSV PAb ที่จ าเพาะต่อเชือ้ Melon yellow spot virus (MYSV) (สภุาวิณี ปานสอาด และคณะ 2552) จากนัน้
น าตวัอย่างใบฟักทองที่แสดงอาการโรคแต่ไม่ท าปฏิกิรยิากบัแอนติบอดีทัง้ 6 ชนดิ มาบดดว้ยไนโตรเจนเหลวและสกดัดเีอ็นเอ
ดว้ยชดุสกดัดีเอ็นเอพืช FavorPrep™ Plant Genomic DNA Extraction Mini KIT (Favorgen, Taiwan) และน าไปตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอรท์ี่จ  าเพาะกบัยีนโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ SLCCNV และ 
ToLCNDV ซึง่มีล าดบันิวคลีโอไทดด์งันี ้Forward primer: 5’ CCTTAGGATCCATGTCGAAGCGACCAGC 3’ และ Reverse 
primer: 5’ CCACCAAGCTTTTACGATGCGTGAGTACAGG 3’ ในปฏิกิรยิาปรมิาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย genomic 
DNA จากใบฟักทอง ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร, Forward primer (10 µM) 1 ไมโครลิตร, Reverse primer (10 µM) 1 ไมโครลิตร, 
2x Dream Taq green PCR master mix (Biotechrabbit, Germany) 10 ไมโครลิตร และ deionized water ปรมิาตร 6 
ไมโครลิตร ตามล าดบั โปรแกรมที่ใชใ้นปฏิกิรยิา PCR คือ initial denaturation อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท;ี 
denaturation อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที; annealing อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที; 
extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ีท าขัน้ตอนท่ี 2-4 ซ า้อีก 29 รอบ และ final extension อณุหภมูิ 72  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี ลดอณุหภมูิลงมาที่ 16 องศาเซลเซียส ตรวจสอบขนาดดีเอน็เอโดยใช ้ 1% agarose gel 
electrophoresis ใน 0.5x Tris-borate buffer (0.5xTBE) และ Red Safe™ dye (INtRON Biotechnology, Korea) 
การโคลนจีโนมของเชือ้เบโกโมไวรัส 

น า genomic DNA ของตวัอยา่งที่ใหผ้ลเป็นบวกจากปฏิกิรยิา PCR มาเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของไวรสัดว้ยเทคนคิ 
rolling circle amplification (RCA) โดยใช ้ Illustra™ TempliPhi 100 Kit (GE healthcare, UK) น า templiPhi products  
มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI เพื่อใหไ้ด ้ DNA-A และทดลองสุ่มตดัดว้ยเอนไซม ์ PaeI, KpnI, SalI และ HindIII  
เพื่อใหไ้ด ้DNA-B (Fermentas, USA) ท าการแยก DNA-A และ DNA-B ดว้ย 1% agarose gel electrophoresis สกดัดีเอ็นเอ
ออกจากเจลดว้ย FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini kit (Favorgen, Taiwan) น าไปเชื่อมต่อกบั pQE80-L expression 
vector (Qiagen, USA) ดว้ยเอนไซม ์ T4-ligase (Invitrogen, USA) และถ่ายฝากใหก้บัเชือ้แบคทีเรีย Escherichia coli  
สายพนัธุ ์DH5 ดว้ยวิธีการ heat shock transformation (Sambrook and Russel, 1989) น าเซลลไ์ปเลีย้งบนอาหาร 2xYT แขง็ 
ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร คดัเลือกโคโลนีสีขาวเพื่อน ามาตรวจหา DNA-A และ DNA-B ดว้ยวิธี PCR 
โดยใชไ้พรเมอร ์ pQE-forward primer และ pQE-reverse primer เลือกโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกเพื่อส่งวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทด์
กบับรษิัท Apical Scientific (Selangor, Malaysia) 
การเปรียบเทยีบล าดับนิวคลีโอไทดก์ับฐานข้อมูล GenBank และวิเคราะหโ์ครงสร้างจีโนมของ DNA-A และ DNA-B  

วิเคราะหเ์ปรียบเทียบ DNA-A และ DNA-B ในฐานขอ้มลู GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) และโปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 
clustalo/) วเิคราะหโ์ครงสรา้งของจีโนมและตรวจสอบความถกูตอ้งของทศิทางหรือต าแหน่งและหนา้ที่ของยีนท่ีอยู่บน DNA-A 
และ DNA-B ของเชือ้เบโกโมไวรสัโดยใชโ้ปรแกรม ORFs finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 
การวิเคราะหค์วามสัมพันธท์างวิวัฒนาการ 

สรา้งแผนภมูิวิวฒันาการ (phylogenetic tree analysis) เพื่อวิเคราะหค์วามแตกต่างและหาความสมัพนัธท์างวิวฒันาการ
ของเชือ้ในกลุ่มเบโกโมไวรสัโดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 7.0.26 (Kumar et al., 2016) ดว้ยวิธี neighbor-joining (NJ) 
(Saitou and Nei, 1987) โดยใช ้model การเกิด base substitution แบบ transition และ transversion ที่คา่ bootstrap 1000 
  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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ผลการศึกษาและวิจารณ ์
การเก็บตัวอย่างเชือ้เบโกโมไวรัสจากฟักทอง 

เก็บตวัอย่างฟักทองที่ใบแสดงอาการของโรคที่เกิดจากเชือ้เบโกโมไวรสั จากพืน้ท่ีปลกูต าบลวงัดง้ อ าเภอเมอืง จงัหวดั
กาญจนบรุี จ านวนทัง้หมด 19 ตวัอยา่ง โดยมี 18 ตวัอยา่ง ที่แสดงอาการของโรค และ 1 ตวัอย่างที่ไม่แสดงอาการ เมื่อน า
ตวัอยา่งใบฟักทองทัง้ 19 ตวัอยา่ง มาตรวจสอบดว้ยเทคนิค indirect PTA-ELISA โดยใชแ้อนตบิอดีที่จ  าเพาะต่อเชือ้ ZYMV, 
CGMMV, PRSV, WSMoV และเชือ้ MYSV ที่มีรายงานการเขา้ท าลายพชืวงศแ์ตง พบวา่มีตวัอยา่งฟักทอง จ านวน 5 ตวัอย่าง 
ติดเชือ้ไวรสัที่ตรวจสอบ ไดแ้ก่ เชือ้ WSMoV จ านวน 1 ตวัอย่าง เชือ้ MYSV จ านวน 2 ตวัอยา่ง และเชือ้ PRSV จ านวน 2 ตวัอย่าง 
และตรวจไม่พบเชือ้ไวรสั จ านวน 14 ตวัอย่าง (Table 1) แต่แสดงอาการของโรคที่เกิดจากเชือ้เบโกโมไวรสั ไดแ้ก่ ใบด่างเหลือง 
ใบด่าง ใบหงิกเหลือง ขอบใบมว้นงอ และใบลดรูป (Figure 1) ภายหลงัน าทัง้ 14 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ KN07, KN09, KN41, KN42 
(Figure 1A), KN44 (Figure 1B), KN45, KN46, KN48, KN49, KN50, KN53 (Figure 1C), KN54, KN55 และ KN56  
มาตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR โดยใชคู้่ไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ SLCCNV และเชือ้ ToLCNDV พบว่า 
ทกุตวัอย่างใหผ้ลเป็นบวกต่อปฏิกิรยิา PCR โดยพบแถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 700 คูเ่บส (Table 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Begomovirus-infected pumpkin samples collected from Wang Dong sub-district, Muang district 
Kanchanaburi province showing yellow leaf curl symptom from sample KN42 (A), yellow mosaic from 
sample KN44 (B) and leaf distortion from sample KN53 (C). All of them gave negative reaction in indirect 
PTA-ELISA screening.  

 
การโคลนจีโนมของเชือ้เบโกโมไวรัส 

น า templiPhi product ของตวัอย่างฟักทอง จ านวน 14 ตวัอย่าง ที่เพิ่มปรมิาณไดด้ว้ยเทคนคิ RCA มาตดัดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ BamHI และพบว่ามเีพียงตวัอยา่งเดียวคือ KN44 ที่ templiPhi product ถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 1 ต าแหน่ง  
ที่ล าดบันิวคลีโอไทด ์ 124 ภายในยีน AV2 (pre coat-protein) และมีขนาดแถบดเีอ็นเอประมาณ 2,736 คูเ่บส หลงัจากนัน้ 
น าตวัอย่าง templiPhi products isolate KN44 ไปสุ่มตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ จ านวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ PaeI, KpnI, SalI และ 
HindIII พบว่ามีเพยีงเอนไซม ์HindIII ชนิดเดยีวที่ตดัดเีอ็นเอตวัอย่างได ้1 ต าแหน่งที่ล  าดบันิวคลโีอไทด ์799 และมีขนาดแถบ 
ดีเอ็นเอประมาณ 2,722 คู่เบส จึงเลือกตวัอย่าง KN44 ไปศกึษาขอ้มลูจีโนมโดยการส่งวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดใ์นขัน้ตอน
ต่อไป 
การเปรยีบเทยีบล าดับนิวคลีโอไทดก์ับฐานข้อมูล GenBank และวิเคราะหโ์ครงสร้างจีโนมของ DNA-A และ DNA-B 

น าขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่ง KN44 มาเปรียบเทยีบกบัล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่มีรายงานอยู่ในฐานขอ้มลูของ 
GenBank พบวา่ตวัอยา่ง KN44 ที่ถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI มีความใกลช้ดิกนัทางพนัธุกรรมกบัเชือ้ SLCCNV 
isolate [Thailand] DNA-A ที่ระดบั 97.95% (Figure 2-left) (accession no. AB330078.1) โดยเคยมีรายงานการตรวจพบ
เชือ้เบโกโมไวรสัสายพนัธุน์ีใ้นฟักทองเมื่อปี พ.ศ. 2544 ที่อ  าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม ที่เพิ่มปรมิาณ DNA-A ดว้ย 
degenerate primers พบวา่ DNA-A มีความยาว 2,736 คู่เบส แต่ยงัไม่พบการรายงานส่วนของ DNA-B ในงานวจิยัดงักลา่ว 
(Ito et al., 2008b) ส่วน KN44 ที่ถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HindIII มีความใกลช้ดิกนัทางพนัธุกรรมกบัเชือ้ SLCCNV 
isolate Hainan DNA-B ที่ระดบัความเหมือน 91.05% (Figure 2-right) (accession no. MF062252.1) โดยใชห้ลกัเกณฑ ์
การจดัจ าแนกสายพนัธุข์องเชือ้ในกลุ่มเบโกโมไวรสั (Brown et al., 2015) ที่ก าหนดใหต้อ้งมีล าดบันิวคลีโอไทดท์ัง้จีโนม 

A B C 
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ที่เปรียบเทียบกนัแบบ pairwise alignment มากกว่า 91% จึงจะเป็นเชือ้ชนิดเดียวกนั และมากกว่า 94% จึงจะเป็นสายพนัธุ์
เดียวกนั รายงานผลล าดบันิวคลโีอไทดท์ี่ไดจ้ากการศกึษาครัง้นีใ้นฐานขอ้มลูของ GenBank โดย DNA-A ไดร้บั accession no. 
MK978176 และ DNA-B ไดร้บั accession no. MK978177 ตามล าดบั 

การวเิคราะหโ์ครงสรา้งจีโนมพบว่า (Figure 2) DNA-A isolate KN44 ประกอบไปดว้ย 5 ORFs โดยพบวา่ 2 ต าแหน่ง
บน virion-sense strand (Table 2) ไดแ้ก่ AV1, AV2 และ 3 ต าแหน่งบน complementary-sense strand ไดแ้ก่ AC1, AC2, 
AC3 เช่นเดียวกบัท่ีรายงานโดย Ito et al. (2008b) และ DNA-B isolate KN44 ประกอบดว้ย 2 ORFs (Table 3) ไดแ้ก่ BC1 
(movement protein) และ BV1 (nuclear shuttle protein) นอกจากนัน้ยงัพบส่วนอนรุกัษ์ที่มีล  าดบันิวคลีโอไทด ์TAATATTAC 
หรือ nonanucleotides เหมือนกนัทัง้ DNA-A และ DNA-B ที่พบในตวัอย่าง KN44 ซึ่งเป็นจดุเริ่มตน้การสงัเคราะหด์ีเอ็นเอหรือ
เพิ่มจ านวนของเชือ้เบโกโมไวรสั (Laufs et al., 1995) 
 
Table 1 Preliminary detection of pumpkin by indirect PTA-ELISA with six antibodies specific to cucurbit-infecting 

viruses and PCR technique with coat protein specific primers to ToLCNDV and SLCCNV.  

Sample Symptoms 
Indirect PTA-ELISA 

PCR Anti-
ZYMV 

Anti-
CGMMV 

Anti-
PRSV 

Anti-
WSMoV 

Anti-
ToLCNDV 

Anti-
MYSV 

KN07 YLC - - - - - - + 
KN08 YM - - - + - - - 
KN09 YM - - - - - - + 
KN41 YM - - - - - - + 
KN42 YLC - - - - - - + 
KN43 M - - - - - + - 
KN44 YM - - - - - - + 
KN45 M - - - - - - + 
KN46 YM - - - - - - + 
KN47 NS - - + - - - - 
KN48 YM - - - - - - + 
KN49 LD - - - - - - + 
KN50 YM - - - - - - + 
KN51 LD - - + - - - - 
KN52 YM - - - - - + - 
KN53 LD - - - - - - + 
KN54 LD - - - - - - + 
KN55 LD - - - - - - + 
KN56 YM - - - - - - + 

YLC = yellow leaf curl, YM = yellow mosaic, M = mosaic, LD = leaf distortion, NS = no symptom. 
(+) = positive result, (-) negative result. 
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Figure 2 Genome structure of Squash leaf curl China virus isolate KN44 Thailand composes of DNA-A (left) and 

DNA-B (right). Both of them showed conserved sequences of stem and loop structures of nonanucleotides 
(TAATATTAC) in the intergenic regions. Two ORFs (AV1 and AV2) in the virion-sense strand and three 
ORFs (AC1, AC2 and AC3) in the complementary-sense strand of DNA-A. One ORF (BV1) in the virion-
sense strand and one ORF (BC1) in the complementary-sense strand of DNA-B were located. 

 
Table 2 Characterization of the open reading frames (ORFs) of Squash leaf curl China virus isolate KN44A Thailand 

DNA-A genome. 

ORF 
 

Frame Protein name 
Nucleotide 
position 

Number of 
amino acids 

Protein molecular 
weight (kilodalton) 

AV1  +3 Coat protein 279-1049 256 29.58 

AV2  +2 Pre coat protein 41-457 138 16.06 

AC1  -1 Replication–associated protein 1498-2583  361 40.74 

AC2  -2 Transcriptional activator protein 1191-1595 134 15.26 

AC3  -3 Replication enhancer protein 1046-1456 136 15.95 

 
Table 3 Characterization of the open reading frames (ORFs) of Squash leaf curl China virus isolate KN44B Thailand 

DNA-B genome. 

ORF Frame Protein name 
Nucleotide 
position 

Number of 
amino acids 

Protein molecular 
weight (kilodalton) 

BV1 +1 Nuclear shuttle protein 478-1284 268 30.89 

BC1 -1 Movement protein 1338-2189 283 31.74 
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การวิเคราะหค์วามสัมพันธท์างวิวัฒนาการ 
จากการสรา้งแผนภมูิวิเคราะหค์วามสมัพนัธท์างววิฒันาการดว้ยวิธี neighbor-joining ที่ค่า bootstrap 1000 ครัง้ 

เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดบ์น DNA-A ของเชือ้ SLCCNV isolate KN44 พบว่า สามารถแบ่งเชือ้ไวรสัตามความสมัพนัธ ์
ทางววิฒันาการไดเ้ป็น 5 กลุม่ (Figure 3) กลุ่มที่ 1 ไดแ้ก่ เชือ้ SLCCNV ที่มีรายงานในแถบเอเชีย กลุ่มที่ 2 ไดแ้ก่ เชือ้ ToLCNDV 
ที่มีรายงานในแถบเอเชยี โดยในกลุ่มที่ 1 จะมีความสมัพนัธท์างวิวฒันาการใกลช้ิดกนักบักลุ่มที่ 2 มากที่สดุ กลุ่มที่ 3 ไดแ้ก ่ 
เชือ้ Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) ที่มีรายงานในแถบเอเชยี กลุ่มที่ 4 ไดแ้ก่ เชือ้ Squash leaf curl 
virus (SLCuV) ที่มีรายงานในแถบตะวนัออกกลาง และกลุ่ม 5 ไดแ้ก่ Mastrevirus เป็นเชือ้ไวรสัในวงศ ์Geminiviridae และ 
น าขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดม์าใชเ้ป็น out group โดยที่ SLCCNV isolate KN44 มคีวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมใกลช้ิดกนักบั 
เชือ้ SLCCNV [Thailand] (Ito et al., 2008b) ที่ถกูจดัอยูใ่นกลุ่มที่ 1 มากที่สดุ อย่างไรก็ตามจ านวน accessions ของเชือ้ 
เบโกโมไวรสัในกลุ่มที่ 1 ซึง่พบในแถบเอเชียและในประเทศไทยที่น ามาวิเคราะหม์จี านวนนอ้ย จึงท าใหร้ะดบัค่าความน่าเชื่อถือ
ในการจดักลุ่มในคู่ของ MK978176 และ AB330078.1 มีคา่ความน่าเชื่อถือในการจดักลุม่อยู่ที่ 62% ถึงแมว้า่คา่ความเหมือน
ทางพนัธุกรรมจะอยู่ที่ 97.95% เชือ้ทัง้สองชนิดนีม้ีฟักทองเป็นพืชอาศยั และพบในภาคกลางของประเทศไทย แตเ่ชือ้ SLCCNV 
isolate KN44 พบในจงัหวดักาญจนบรุี ปี 2559 ซึง่ต่างกนักบัเชือ้ SLCCNV [Thailand] ที่พบในจงัหวดันครปฐม ปี 2544  
(Ito et al., 2008b) จากขอ้มลูแผนภมูิวิวฒันาการในกลุ่มที่ 1 ของเชือ้ SLCCNV isolate KN44 ยงัมคีวามสมัพนัธท์าง
วิวฒันาการกับเชือ้ในกลุ่มที่ 1 ที่มีค่าความน่าเชื่อถือมากกว่า 80% ขึน้ไป ไดแ้ก่ เชือ้ SLCCNV [Vietnam] ในฟักทอง 
(accession no. KC857509.1), SLCCNV [Thailand] ในฟักแฟง (accession no. EU543562.1) (Sawangjit, 2009), 
SLCCNV [China] ในเมลอน (accession no. KF184992.1) (Lin and Che, 2013), SLCCNV [Malaysia] ในแตงกวา 
(accession no. EF197940.1), Squash leaf curl Philippines virus (SLCuPV) [Taiwan] ในฟักทอง (accession no. 
DQ866135.1) (Tsai et al., 2011) และเชือ้ SLCuPV [Philippines] ในฟักทอง (accession no. NC_005845) (Kon et al., 
2003) อีกทัง้เชือ้เบโกโมไวรสัในกลุ่มที่ 1 ยงัมีความสมัพนัธใ์กลช้ดิกนักบัเชือ้กลุ่มที่ 2 ที่คา่ความนา่เชื่อถือ 100% อยา่งไรก็ตาม
ฐานขอ้มลู DNA-A ของเชือ้ SLCCNV ที่พบเขา้ท าลายในพืชวงศแ์ตงในประเทศไทยยงัมีจ านวนไม่มากพอ จึงตอ้งน าขอ้มลู 
ทางพนัธุกรรมของเชือ้ SLCCNV ของประเทศในแถบเอเชยีมาวเิคราะหแ์ละสรา้งแผนภมูิววิฒันาการรว่มดว้ย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 The phylogenetic tree shows the genetic relationship of Squash leaf curl virus isolate KN44A Thailand 

DNA-A segment accession no. MK978176 indicated by 3 stars symbol (***) compared with DNA-A of 
begomovirus from GenBank and separated in 5 groups consisted of SLCCNV and SLCuPV Asia  
(group 1), ToLCNDV Asia (group 2), SLCuYV and TYLCTHV Asia (group 3), SLCuV Middle East (group 4) 
and Mastrevirus (group 5) by MEGA7 program with neighbor joining method. Numbers above the line 
showed values of 1000 times bootstrapping. 
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สรุปผลการศึกษา 
การศกึษาลกัษณะทางพนัธกุรรมและโครงสรา้งจีโนมของเชือ้เบโกโมไวรสั SLCCNV ที่เขา้ท าลายฟักทองในต าบลวงัดง้ 

อ าเภอเมอืง จงัหวดักาญจนบรุี พบจีโนมของตวัอยา่งฟักทอง isolate KN44 เป็นแบบ bipartite ประกอบดว้ย DNA-A ที่มีล าดบั
นิวคลีโอไทด ์2,736 คู่เบส โครงสรา้งจีโนมประกอบดว้ย 5 open reading frame (ORFs) ไดแ้ก ่AV1, AV2, AC1, AC2 และ 
AC3 ในส่วน DNA-B มีขนาด 2,722 คูเ่บส ประกอบดว้ย 2 ORFs คือ BV1 และ BC1 นอกจากนัน้ยงัพบวา่ DNA-A isolate 
KN44 มีความสมัพนัธแ์ละใกลช้ดิกบัเชือ้ Squash leaf curl China virus isolate Thailand มากที่สดุ ที่ค่าความเหมือนของ
ล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ 97.95% และมีพืชอาศยัเป็นฟักทองเช่นเดียวกนั ส่วน DNA-B isolate KN44 พบว่ามคีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิ
กบัเชือ้ Squash leaf curl China virus isolate Hainan ที่ค่าความเหมอืนของล าดบันิวคลีโอไทด ์91.05% ซึง่มีฟักทองเป็น 
พืชอาศยั ดงันัน้จึงตัง้ชื่อ isolate ของ DNA-A ว่า Squash leaf curl China virus isolate KN44A [Thailand] และ DNA-B วา่ 
Squash leaf curl China virus isolate KN44B [Thailand] และพบว่า DNA-A ของ isolate KN44 มีความสมัพนัธท์าง
วิวฒันาการกบัเชือ้ในกลุ่ม SLCCNV และ SLCuPV มากที่สดุ รองลงมาไดแ้ก่ เชือ้ในกลุ่ม ToLCNDV ซึ่งในปัจจบุนัการพบเชือ้ 
เบโกโมไวรสัในประเทศไทยที่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงมเีพียง 3 ชนิด คือเชือ้ Squash leaf curl China virus (SLCCNV), Squash 
leaf curl Yunnan virus (SLCuYV) และ Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 
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