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บทคัดยอ
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) เปนเชือ้สาเหตุโรคใบดางเขยีวทีม่คีวามสําคญัในพืชวงศแตง (Cucurbitaceae) 
การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือเปรียบเทียบพืชอาศัย ลักษณะของอนุภาค และลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค
ของเชื้อ CGMMV จํานวน 3 ไอโซเลต ไดแก CGMMV ME-9 ที่แยกไดจากเมลอน CGMMV BG-15 และ CGMMV BG-17 
ที่แยกไดจากน้ําเตา พบวา เชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต มีความสามารถในการเกิดโรคและอาการบนพืชอาศัยวงศแตงไดแตก
ตางกัน ขณะท่ีมีคุณสมบัติอื่นๆ รวมกัน คือ อนุภาคไวรัสเปนแบบทอนตรงหัวทายตัด ขนาดประมาณ 15´300 นาโนเมตร และ
มีโปรตีนหอหุมอนุภาคมีขนาด 17-18 kDa จากการเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนหอหุมของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต ดวยเทคนิค 
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมของเช้ือทั้ง 
3 ไอโซเลต มจีาํนวน 486 นวิคลโีอไทด โดยมีความเหมอืนกนัอยูทีป่ระมาณ 98.4 - 99.8% และพบวาลาํดบันวิคลโีอไทดของเชือ้ 
CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 มีความเหมือนยีนโปรตีนหอหุมของเชื้อ CGMMV สายพันธุ LN มากที่สุด 99% และ 100% 
ตามลําดับ และเชื้อ CGMMV BG-17 มีความเหมือนกับเชื้อ CGMMV สายพันธุ Watermelon มากที่สุด 98%

คําสําคัญ: Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), โรคใบดางเขียวในพืชวงศแตง, ยีนโปรตีนหอหุม

Abstract
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) is the causal agent of cucumber green mottle mosaic disease of

Cucurbitaceae. The objective of this study was to compare host plants, particle morphology and coat protein nucleotide 
sequences of three isolates of CGMMV including CGMMV ME-9 isolated from melon, CGMMV BG-15 and CGMMV 

BG-17 isolated from bottle gourd. These CGMMV isolates showed various disease symptoms in cucurbit plants.
However, they shared other biological properties including rigid rod particle. approximately 15 x 300 nm and coat protein 

size approximately 17-18 kDa. The coat protein gene (CP gene) of CGMMV isolates were amplifi ed using Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The 486 nucleotides of CP gene of CGMMV isolates were determined 
and showed 98.4-99.8% homology. The CP gene of CGMMV ME-9 and CGMMV BG-15 showed 99% and 100% homology 

with CP gene of CGMMV-LN and CGMMVBG-17 showed 98% homology with CP gene of CGMMV watermelon strain.
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บทนํา
พืชวงศแตง (Cucurbitaceae) เปนพืชที่มีความสําคัญทั่วโลก 
จัดเปนสินคาสงออกของหลายประเทศอยางตอเนื่องมาจนถึง
ปจจุบันโดยมีมูลคาหลายพันลานดอลลาร1 เนื่องจากพืชวงศ
แตงเปนพชืทีน่ยิมนาํมาประกอบอาหาร รบัประทานผลสด ใช
เปนยา และเคร่ืองสาํอาง2 พชืวงศนีจ้งึมกีารปลูกกนัอยางแพร
หลายทั่วโลกและมีแนวโนมมากข้ึนทุกป แตในกระบวนการ
เพาะปลูกพืชวงศแตงมักประสบปญหากับโรคพืชโดยเฉพาะ
โรคพืชที่เกิดจากเช้ือไวรัสโดยเช้ือไวรัส Cucumber green 
mottle mosaic virus (CGMMV) เปนไวรัสโรคพืชท่ีมีความ
สาํคญัทีเ่ขาทําลายพชืวงศแตง จดัอยูในสกลุ Tobamovirus ที่
มอีนุภาคเปนทอนตรงหวัทายตดั (rigid rod) ไมม ีenvelope มี
ขนาด 18x300 นาโนเมตร มีกรดนิวคลีอิคเปนสายเดี่ยวชนิด 
RNA (ssRNA) ขนาดประมาณ 6.4 kb3, 4 

 เชื้อ CGMMV สามารถเขาทําลายพืชวงศแตง
ไดหลายชนิด เชน แตงกวาแตงโม แตงเทศ นํ้าเตา และ 
เมลอนโดยมกัทําใหพชืแสดงอาการในกลุมอาการใบดางเขียว
ไมชัดเจน (green mottle) ใบดางเขียวสีสมเหลืองไมชัดเจน 
(yellow mottle) ใบยน (wrinkle) ใบมีสีซีดจาง (chlorosis) ใบ
บิดเบ้ียว (distortion) ใบยอดมีอาการมวนเปนคล่ืน (curve 
rolling) จนกระท่ังทําใหตนแคระแกร็น (stunning) และใน
กรณีเชื้อสายพันธุที่รุนแรงจะทําใหเกิดอาการผลเปนจุดสีซีด
เปนจํ้าๆ (chlorotic spots)5-8 นอกจากนี้เชื้อ CGMMV ยัง
สามารถทําใหเกิดความผิดปกติภายในเซลลพืชดวยการกระ
ตุนใหมีการสรางโปรตีนแปลกปลอม (inclusion bodies) ที่มี
ลักษณะเปนผลึกหกเหลี่ยมใสวาวภายในเซลลขน ลักษณะใส

คลายเข็มอยูบริเวณเซลลปากใบ และลักษณะรูปทอนภายใน
เซลลทอลําเลียง9 
 ในดานการระบาดของเชื้อพบมีการระบาดในหลาย

พืน้ท่ี เชน การเขาทาํลายแตงกวาและแตงโมในมณฑลเหลยีว
หนิงของประเทศจีน10 และเขาทําลายแตงกวาในจังหวัดโครา
ซาน ประเทศอิหราน11 เปนตน ในประเทศไทยมีการรายงาน

การระบาดเม่ือ พ.ศ. 2547 ในเมลอน ที่จังหวัดมหาสารคาม12 
ตอมาในชวงป 2549-2550 ไดมีการสํารวจพบเชื้อในพืชวงศ
แตงอีกหลายชนิด เชน เมลอน แตงกวา นํ้าเตา และสคว็อช 
จากตางแหลงปลกูหลายพืน้ท่ีในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนอื 
ที่ใหผลบวกเมื่อตรวจสอบดวยแอนติซีรั่มที่จําเพาะตอเชื้อ 

CGMMV13 นอกจากนีย้งัพบการแพรระบาดใน แตงกวา แตงโม 
เมลอน และนํ้าเตา ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 5 จังหวัด 
ไดแก ขอนแกน มหาสารคาม เลย สกลนคร และอุดรธานี5 
 เชื้อ CGMMV เปนเชื้อไวรัสที่มีความคงทนของ
อนภุาคสงู สามารถคงอยูเปนเวลานานบนเคร่ืองมือท่ีใชทางการ

เกษตรและเศษซากพืช ปนเปอนในดิน นอกจากน้ียังสามารถ
ถายทอดโรคโดยการสัมผัสและสามารถถายทอดโรคผานทาง
เมล็ดพันธุได จึงมีแนวโนมท่ีจะกอใหเกิดความเสียหายเปน
อยางมากตอการผลิตแตงท้ังผลสด และการผลิตเมล็ดพันธุ 
นอกจากน้ันยังมีเกษตรกรบางรายท่ีใชเมลด็พนัธุทีไ่มไดรบัรอง
มาตรฐานการปลอดเช้ือ จงึเปนอกีสาเหตุหนึง่ทีท่าํใหเกิดการ
ติดเชื้อและการแพรกระจายเชื้ออยางรวดเร็ว14 
 ปจจบุนัมกีารนาํเทคนคิทางชวีโมเลกลุไดแก เทคนคิ 
RT-PCR, RT-PCR-SSCP และ RT-PCR-RFLP5, 15 มาใช
ในการจัดจําแนกเช้ือ CGMMV ได โดยอาจใชขอมูลจากท้ัง
จีโนม เชน Yoon15 พบวาเทคนิค RT-PCR-RFLP ที่ทําโดย
การเพิ่มปริมาณจีโนมของเชื้อ CGMMV จํานวน 36 ไอโซ
เลต ที่แยกไดจากพืชวงศแตงชนิดตางๆ แลวจึงนํามาตัดดวย
เอนไซมตดัจาํเพาะ สามารถใชในการจัดจาํแนกเช้ือ CGMMV 
ได หรืออาจใชขอมูลจากบางสวนของจีโนม เชน ฉัตรนัททรี5 
พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของยีนโปรตีนหอหุม 
(coat protein gene) ที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค 
RT-PCR สามารถใชในการจัดจําแนกเช้ือ CGMMV#23 
WM, CGMMV#26 WM, CGMMV#27 WM, CGMMV#13 
CU, CGMMV#17 CU, CGMMV#15 CU, CGMMV#1ML, 
CGMMV#13 ML, CGMMV#17 ML ได และ Yoon15 ไดใช
เทคนคิ RT-PCR-SSCP ในการวเิคราะหยนีโปรตนีหอหุมและ
บางสวนของยนีทีเ่กีย่วของกบัการเคลือ่นทีใ่นพชื (movement 
protein gene) เพื่อจัดจําแนกเชื้อ CGMMV จํานวน 36 ไอโซ
เลต พบวาสามารถแบงเชื้อ CGMMV ทั้ง 36 ไอโซเลต ออก
เปน 3 กลุมยอย คอื type I, II และ III จากขอมูลการจดัจาํแนก
เชื้อ CGMMV ที่กลาวมาทําใหทราบวาเชื้อ CGMMV มีความ
หลากหลายของสายพันธุ และสามารถเขาทําลายพืชวงศแตง
ไดหลายชนิด ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางชีววิทยา และลําดับนิวคลีโอไทด
ของยนีโปรตนีหอหุมของเชือ้ CGMMV สาเหตโุรคใบดางเขยีว

ทีแ่ยกไดเมลอน และนํา้เตา เพือ่ใหไดขอมลูลกัษณะประจาํตวั
ของเช้ือแตละไอโซเลต และไดขอมลูเบือ้งตนในการหาแนวทาง
การควบคุม และกําจัดเชื้อ CGMMV ตอไป

วัสดุ อุปกรณและวิธีการศึกษา
 การปลกูเชือ้ไวรสับนพชืทดสอบ และการยนืยนั
การติดเชื้อดวย Indirect ELISA
 ปลูกพืชจํานวน 37 ชนิด สําหรับใชทดสอบเช้ือ 

CGMMV จํานวน 3 ไอโซเลต ไดแก CGMMV ME-9 (แยกได
จากเมลอน), CGMMV BG-15 และ CGMMV BG-17 (แยก
ไดจากนํ้าเตา) (ไดรับการอนุเคราะหจาก รองศาสตราจารย 
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ดร.เพชรรัตน ธรรมเบญจพล สาขาโรคพืชวิทยา ภาควิชา
พืชศาสตรและทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกน) ดวยการเพาะตนกลาพืชชนิดตางๆ 
แลวรอจนกระทั่งใบเลี้ยงเจริญเต็มที่จึงนํามาปลูกเชื้อดวยวิธี
กล (mechanical inoculation) โดยนําใบแตงกวาที่ติดเชื้อมา
บดใหละเอียดใน 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) (1:10 w/v) 
ทีผ่สม celite แลวจึงนาํนํา้คัน้ใบพชืเปนโรคมาทาลงบนใบเลีย้ง
ตนกลา ลางดวยน้ําสะอาดใหทัว่ใบ สงัเกตอาการท่ีปรากฏบน
ใบพืช 7-30 วนั ทาํการตรวจสอบยนืยันการตดิเชือ้ดวยเทคนคิ 
indirect-ELISA กบัแอนตซิรีัม่ทีจ่าํเพาะตอเชือ้ CGMMV โดย
พืชที่ใหผลบวกตองมีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 
นาโนเมตร เปนสองเทาของพืชปกติ หลังจากนั้นนําพืชที่ให
ผลบวกมาตรวจสอบการสรางโปรตีนแปลกปลอม (inclusion 
body) ที่บริเวณทองใบ เสนกลางใบ หรือเซลลขน ภายใต
กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง
 การศึกษาอนุภาคของเชื้อไวรัส CGMMV 
 นาํใบแตงกวาทีผ่านการตรวจสอบยนืยนัการตดิเช้ือ 
CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต มาเพิ่มปริมาณและ   แยกสกัดไวรัส
บริสุทธิ์ โดยปรับปรุงวิธีการแยก ไวรัสบริสุทธิ์ของยุทธ9 เมื่อ
ไดไวรัสบริสุทธแลวนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE 
ตามวิธีการ  ของ Sambrook16 และตรวจสอบความบริสุทธ์ิ   
ของอนุภาคไวรัสดวยเครื่อง Micro-Volume UV-Vis spec-
trophotometer (Nano-Drop) โดยใชอัตราสวนคาการดูดซับ
แสงท่ีความยาวคล่ืน 260/280 นาโนเมตร (เปรยีบเทียบกบัคา
มาตรฐาน คอื 1.38) คาํนวณหาความเขมขนของอนภุาคไวรสั 
โดยใชคา extinction coeffi cient ที่ E 260 

nm
 0.1% = 3.1817 

และนําตัวอยางจากไวรัสบริสุทธิ์ที่แยกสกัดไดมาตรวจสอบ
ลักษณะอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
(transmission electron microscope) ดวยวิธี Dip prepara-
tion18 
 การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนหอหุมดวยเทคนิค 

RT-PCR 
 นําเชื้อไวรัส CGMMV บริสุทธิ์ทั้ง 3 ไอโซเลตที่มี
ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
มาสกัดอารเอ็นเอดวยวิธี Phenol: Chloroform Extraction 
และตรวจสอบขนาดจีโนมไวรัสบน agarose gel ความเขม

ขน 1% จากนั้นนําอารเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปนตนแบบใน
การสังเคราะห fi rst stand cDNA (Reverse transcription; 
RT) ของยีนโปรตีนหอหุมดวยไพรเมอร prCG6 (-) (5’-CTC 

GAA ACT AAG CTT TCG-3’)19 ซึง่ประกอบไปดวยสวนผสม
และขั้นตอนดังนี้ คือ RNA template ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

reverse primer ความเขมขน 10 μM ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

นํา้กล่ันปราศจากอารเอ็นเอส (water, RNase-Free) ปริมาตร 
7 ไมโครลิตร นําสวนผสมไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที และแชในนํ้าแข็งทันที นาน 10 นาที แลวเติม 
complete RT reaction ประกอบดวย นํ้ากลั่นปราศจากอาร
เอ็นเอส ปริมาตร 6.75 ไมโครลิตร 10x RT buffer ปริมาตร 
2.5 ไมโครลิตร dNTP mixed (10 mM dNTP) ปริมาตร 1.25 
ไมโครลิตร MgCl

2 
(25 mM) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร และ 

M-MLV RT (25x) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร แลวแชในนํ้า
แข็ง นาน 10 นาที แลวจึงนําเขาเครื่อง Thermal cycler โดย
ตั้งโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิดังนี้ 42 องศาเซลเซียส นาน 
60 นาที 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 4 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที เมื่อครบเวลาจึงนํามาเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร prCG6 
(-) (5’-CTC GAA ACT AAG CTT TCG-3’) และ prCG6(+) 
(5’-TTT CTG GTG TAT GGA ACG TA-3’) 19 ที่ประกอบ
ดวยสวนผสมดังนี้ cDNA reaction ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร 
10x PCR buffer ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร dDTP mixed (25 
mM) ปริมาตร 4.0 ไมโครลิตร reverse primer ปริมาตร 2.0 
ไมโครลิตร forward primer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร MgCl

2 

(25 mM) ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และนํ้าปราศจากไอออนนึ่งฆาเชื้อ
ปริมาตร 31.5 ไมโครลิตร โดยใชโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ
ดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จํานวน 1 รอบ 
95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส นาน 
45 วินาที 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จํานวน 39 รอบ 

และ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จํานวน 1 รอบ จากน้ัน

ตรวจวเิคราะห RT-PCR product โดยนาํไปแยกขนาดบน 1% 
agarose gel electrophoresis ภายใตกระแสไฟฟาคงที่ 100 

โวลต
 การโคลนยีนเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด

 นําผลิตภัณฑ RT-PCR ที่เพิ่มปริมาณไดและผาน
การทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัด (Geneaid, USA) มาเช่ือมกับ 
พลาสมิด pGEM®-T easy (Promega, USA) แลวสงถายเขา
สูเซลลผูรบัคือ E. coli สายพนัธุ JM109 ทีเ่ตรยีมดวยวธิ ีTSS 

Method20 ดวยวธิกีาร heat shock จากนัน้ตรวจวเิคราะหพลา
สมิดลูกผสม (recombinant plasmid) ดวยวิธี alkaline lysis16 
และ Restriction enzyme analysis แลวจึงคัดเลือกโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอท่ีตองการเพ่ือนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด โดย
บริษทั Macrogen ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี และหนวยบริการ 

Biomolecular Analysis คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย
ขอนแกน แลวจึงนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวย
โปรแกรม BioEdit version 7.021 แลวนําลําดับนิวคลีโอไทด
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ของยีนโปรตีนหอหุมของเช้ือ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต มา
สรางสายวิวฒันาการรวมกับเช้ือ CGMMV ทีม่รีายงานมากอน 
10 สายพนัธุ และเชือ้ในกลุม Tobamovirus จาํนวน 5 สายพนัธุ 
ดวยโปรแกรม MEGA 422 โดยใชวิธี Neighbor - Joining ใช
โมเดล Kimura 2-parameter (1,000 bootstrap replications) 
ในการวิเคราะห

ผลการศึกษา
 การปลกูเชือ้ไวรสับนพชืทดสอบ และการยนืยนั
การติดเช้ือดวยเทคนิค Indirect-ELISA
 หลงัจากปลูกเชือ้ CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 
และ CGMMV BG-17 บนพืชทดสอบจํานวน 37 ชนิดได 7-9 
วนั พบวาพชืทดสอบสวนใหญแสดงอาการใบดางสีเขยีวมีขอบ
ชดัเจน อาการใบดางเขยีวมขีอบเลือน อาการใบดางสเีขยีวรวม
กับอาการใบยนและหนา และในพืชทดสอบวงศพริก-มะเขือ 
(Solanaceae) คือยาสูบใบเล็ก (Nicotiana benthamiana) 
แสดงอาการใบดางรวมกับอาการใบหงิกงอเสียรูป (Figure 
1) เมื่อนําพืชทดสอบทั้งหมดมาตรวจยืนยันการติดเช้ือดวย
เทคนิค indirect-ELISA ดวยแอนติซีรั่มที่จําเพาะตอเชื้อ 
CGMMV ที่ผานการ cross absorption ดวยน้ําคั้นพืชปกติ 
พบวาพืชทดสอบที่เปนพืชอาศัยของเชื้อ CGMMV ME-9 ใน
พืชวงศแตงมีจํานวน 19 ชนิด ไดแก แตงกวา 9 ชนิด แตงโม 
3 ชนิดแตงไทย 4 ชนดิ บวบ 1 ชนดิ แฟง 2 ชนดิ พชือาศยัของ
เช้ือ CGMMV BG-15 ในพืชวงศแตงมีจํานวน 18 ชนิด ไดแก
แตงกวา 9 ชนิด แตงโม 1 ชนิด แตงไทย 4 ชนิด บวบ 1 ชนิด 
แฟง 3 ชนิด และพืชอาศัยของเช้ือ CGMMV BG-17 ในพืชวงศ
แตงมีจํานวน 13 ชนิด ไดแก แตงกวา 7 ชนิด แตงโม 2 ชนิด 
แตงไทย 1 ชนิด บวบ 2 ชนิด ซูกินี 1 ชนิด และเช้ือ CGMMV 
ทั้ง 3 ไอโซเลต มีพืชอาศัยในวงศพริก-มะเขือ 1 ชนิด คือ
ยาสบูใบเลก็ โดยพชืทัง้หมดเกดิปฏกิริยิาบวกกบัแอนตซิรีัม่ที่
จาํเพาะตอเชือ้ CGMMV และมคีาการดดูซับแสงมากกวาสอง
เทาของพืชปกติ (Table 1) และเม่ือนําพืชอาศัยท่ีใหผลบวก
ไปตรวจหาความผิดปกติในเซลลพืชภายใตกลองจุลทรรศน 
พบวาสามารถตรวจพบการสรางโปรตนีแปลกปลอมท่ีมลีกัษณะ

ผลึกใสรูปหกเหล่ียม และรูปขาวหลามตัดภายในเซลลขนของ
แตงกวา ลกัษณะเปนทอนภายในเซลลทอลาํเลียง และลักษณะ

เปนทอนภายในเซลลผิวใบใกลๆ กับเซลลปากใบ จากพืช
อาศัยของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต (Figure 2) 
 การศึกษาอนุภาคของเชื้อไวรัส CGMMV 

 จากการแยกสกัดไวรัสบริสุทธ์ิจากใบแตงกวาท่ีได
รับการปลูกเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต พบวาสามารถสกัด
ไวรัสบริสุทธไดจํานวน 3.490, 2.635, 9.645 มิลลิกรัมตอใบ

พืช 100 กรัม สําหรับเชื้อ CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 
และ CGMMV BG-17 ตามลําดับ โดยมีคาอัตราสวนการดูด
ซับแสงที่ความยาวคลื่นระหวาง 260/280 นาโนเมตร มีคาอยู
ระหวาง 1.3-1.48 และเมือ่นาํไปตรวจสอบลกัษณะของอนภุาค
ไวรสัภายใตกลอง TEM พบลกัษณะอนภุาคไวรสัเปนแบบทอน
ตรงหัวทายตัด (rigid rod) มีความยาวเทากับ 300 นาโนเมตร 
และความกวาง 15 นาโนเมตร (Figure 3) และสามารถตรวจ
พบแถบโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซ
เลต ขนาดประมาณ 17-18 kDa ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
(Figure 4)
 การโคลนยีนเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด
 จากการนาํตัวอยางไวรสับรสิทุธิท์ีส่กดัได มาสกดัอาร
เอ็นเอพบวาสามารถตรวจพบอารเอ็นเอของเช้ือไวรัสขนาด
เทากับ 6.4 kb และเมื่อนําอารเอ็นเอของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 
ไอโซเลตมาเปนตนแบบในการเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนหอหุม
ดวยเทคนคิ RT-PCR พบวาสามารถเพ่ิมปรมิาณยนีโปรตีนหอ
หุมของเชื้อCGMMV ME-9, CGMMV BG-15 และ CGMMV 
BG-17 ไดโดยมีขนาดของ RT-PCR product ที่เพิ่มปริมาณ
ไดอยูในชวงประมาณ 1100-1200 คูเบส และเม่ือนาํ RT-PCR 
product ของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลตไปหาลําดับ นิวคลี
โอไทด พบวา RT-PCR product มลีาํดบันวิคลีโอ-ไทดตรงกับ
เชื้อ CGMMV โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของยีนโปรตีน
หอหุมเทากับ 486 นิวคลีโอไทดทุก ไอโซเลต โดยยีนโปรตีน
หอหุมของเชือ้ของเชือ้ CGMMV ME-9 กบั CGMMV BG-15, 
CGMMV ME-9 กับ CGMMV BG-17 และ CGMMV BG-15 
กับ CGMMV BG-17 มีความเหมือนกัน 99.8%, 98.4% และ 
98.6% ตามลําดับและเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบ
เทียบกับเช้ือ CGMMV ที่มีรายงานมากอนในฐานขอมูล 
GenBank (Table 2) และสรางสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
พบวาลําดับนิวคลีโอไทดในสวนยีนโปรตีนหอหุมของเชื้อ 
CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 และ CGMMV BG-17 ที่

ไดมคีวามเหมือนกบัเชือ้ CGMMV สายพนัธุ LN (EU352259) 
99%, CGMMV สายพันธุ LN (EU352259) 100% และ 
CGMMV สายพันธุ Watermelon 98 % (AB369274) ตามลําดับ 

(Figure 5)

สรุปและวิจารณ
 จากการศึกษาคุณสมบตัทิางชีววทิยาของเช้ือ CGMMV 
ทัง้ 3 ไอโซเลต โดยการปลูกเชือ้ลงบนพืชอาศัยชนิดตางๆ แลว

ยนืยนัผลการเปนพชือาศัยดวยเทคนคิ indirect-ELISA แสดง
ใหเหน็วาเชือ้ CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 และ CGMMV 
BG-17 มีความสามารถในการทําใหเกิดอาการบนพืชอาศัย
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ไดแตกตางกัน เชนในแตงราน (OP) จัดเปนพืชอาศัยของ
เชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต โดยเชื้อสามารถทําใหพืชแสดงอาการใบ
ดางสีเขียวออนท้ังที่มีขอบเขตชัดเจนและไมชัดเจนไดเหมือน
กัน แตเชื้อ CGMMV ME-9 ทําใหพืชแสดงอาการสีเขียวเขม
บริเวณเสนใบท่ีแตกตางจากเชื้อไอโซเลตอื่นขณะที่หากปลูก
เชื้อ CGMMV BG-15 พืชแสดงอาการใบหงิกงอเสียรูปที่ไม
พบเม่ือปลูกเช้ือไอโซเลตอ่ืนและยังสามารถพบความแตก
ตางของอาการบนพืชอาศัยเมื่อปลูกเชื้อ CGMMV ตางไอโซ
เลตกันในพืชอื่นๆ อีกหลายชนิดไดแก แตงทอนลูกผสม มัมมี่ 

331 แตงกวามาลัยแตงรานลูกผสมอมตะแตงไทย แตงไทย
ยาว แตงไทยกลม แตงไทยผสม แตงโม แฟงและบวบเหลี่ยม 
เปนตน นอกจากอาการบนพืชอาศัยที่แตกตางกันแลว
ยังพบวาเชื้อ CGMMV ที่ตางไอโซเลตกันมีความสามารถ
ในการทําใหเกิดโรคในพืชไดแตกตางกัน เชนเช้ือ CGMMV 
BG-17 สามารถเขาทําลายซูกินีได ในขณะที่ CGMMV ME-9 
และ CGMMVBG-15 ไมสามารถเขาทําลายได เชนเดียวกับ
บวบหอมทีม่เีฉพาะเชือ้ CGMMV BG-17 เพยีงไอโซเลตเดยีว
ที่เขาทําลายได หรือในแฟงเขียวที่เชื้อ CGMMV
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Figure 1  Symptoms on tested plants at 9 to 30 days after inoculation with CGMMV ME-9, CGMMV BG-15 and

CGMMV BG-17; green mosaic symptom by ME-9(a), BG-15(b), BG-17(c), green mottle symptom by 
ME-9(d), BG-15(e), BG-17(f), green mottle and Vein banding symptom by ME-9(g), green mottle and thick 
leaves symptoms by BG-15(h), green mottle and lugose by BG-17(i) on Cucumis sativus L., green mosaic 
symptoms on Citrullus lanatus L. by ME-9 (j), green mottle and Vein banding symptomon Cucumis melo L. 
by ME-9 (k), green mosaic symptoms on Benincasahispida by BG-17(l), green mosaic symptoms on Luffa 

acutangula L. by BG-17 (m), green mosaic symptoms and distortion on leaves (n) and upper leaves(o) of 
Nicotiana benthamiana by ME-9 
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Figure 2  Inclusion bodies on cucurbit plant after 14 days inoculation with CGMMV BG-17; crystal clear hexagon 
diamonds inclusions body on hair cell (a), needle crystalline inclusions body on vascular cells and epidermal 
cells (b and c)

Figure 3  Rigid rod-shaped particles of CGMMV ME-9(a), CGMMV BG-15(b) and CGMMV BG-17(c)  approximately 
sized at 15x 300 nm were examined under TEM

Figure 4  Coat protein of CGMMV ME-9 (a), CGMMV BG-15 (b), CGMMV BG-17(c) approximately sized at 17-18 
kDa were determined using 12% SDS-PAGE
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Table 2   Accession number and referenced CGMMV strain were used to compare with CGMMV ME-9, BG-15 and 
BG-17 in this study

Virus Name Accession number Isolate/Strain

Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Cucumber Green Mottle Mosaic Virus
Tobacco Mosaic Virus
Wasabi Mottle Virus
Yocai Mosaic Virus
Kyuri Green Mottle Mosaic Virus
Zucchini Green Mottle Mosaic Virus

AB369274
EF611826
FJ654657
GQ277655
FJ654659
HQ692886
HM008919
AF417243
FJ654658
AF417242
HE818437
AB017504
DQ223770
AJ295948
AJ295949

Watermelon
Liaoning
BG-SB
GX
BG
CGMMV11
CCMV_TANG
KOM
C
KW
Mangshi-2
Tochigi
Impatien
-
-

Figure 5  Phylogenic analyses of CGMMV ME-9, BG-15 and BG-17 compared with reference CGMMV strains and 
other Tobamoviruses based on complete coat protein nucleotides sequences
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 BG-15 สามารถเขาทาํลายได แตเชือ้ CGMMV ME-9 
และ CGMMV BG-17 ไมสามารถเขาทําลายไดเมื่อพิจารณา
จากคา ELISA ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yoon15 ที่พบ
วาเช้ือ CGMMV ซึง่แยกไดจากแตงโมและแตงกวา มชีนดิของ
พืชอาศัยและอาการบนพืชอาศัยบางชนิดที่แตกตางกัน 
 อยางไรก็ตามถึงแมวาเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซ
เลต จะมีความผันแปรของอาการบนพืชอาศัย แตสิ่งที่เชื้อ 
CGMMV ทัง้ 3 ไอโซเลต มคีณุสมบัตริวมกันคอื สามารถสราง
โปรตนีแปลกปลอมลักษณะเปนผลึกหกเหลีย่มภายในเซลลขน
ลักษณะเปนทอนภายในเซลลทอลําเลียง และลักษณะคลาย
เข็มใสใน epidermal cell ของใบภายในพืชอาศัยไดเหมือน
กันนอกจากน้ีเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต ยังมีโปรตีนหอ
หุมอนภุาคมขีนาดประมาณ 17-18 kDa และมลีกัษณะอนภุาค
ไวรัสเปนแบบทอนตรงหัว-ทายตัดยาว 300 นาโนเมตร และ
กวางประมาณ 15 นาโนเมตร เหมือนกันและสอดคลองกับ
งานวิจัยของยุทธ9 และ Shim23 ที่ไดศึกษามากอน ดังนั้นจาก
การศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อ CGMMV ในครั้งนี้
แสดงใหเห็นวาเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลตมีคุณสมบัติทาง
ชีววิทยาบางประการท่ีแตกตางกัน
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือ CGMMV 
ME-9, CGMMV BG-15 และ CGMMV BG-17 ที่ไดจากการ
ศึกษาครั้งน้ี พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับเชื้อ CGMMV 
และเปนสวนของยีนโปรตีนหอหุมทีม่จํีานวน 486 นวิคลีโอไทด 
ซึ่งมีความใกลเคียงกับการศึกษากับการศึกษาของ Ugaki3 ที่
พบวายนีโปรตนีหอหุมของเชือ้ CGMMV-SH มขีนาด 485 นวิ
คลโีอไทด และใกลเคยีงกบัการศกึษาของฉตัรนทัทรี5 ทีพ่บวา

ยนีโปรตนีหอหุมของเชือ้ CGMMV จาํนวน 9 ไอโซเลต ทีแ่ยก
ไดจาก แตงกวา แตงโม เมลอน และน้ําเตา ในภาคตะวันออก

เฉยีงเหนอืมขีนาด 485 นวิคลโีอไทด และจากการนาํลาํดบันวิ
คลโีอไทดของเชือ้ CGMMV ทัง้ 3 ไอโซเลตมาเปรียบเทยีบกนั

ทําใหทราบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอ
โซเลต มคีวามเหมอืนกนัอยูทีป่ระมาณ 98.4-99.8 % ซึง่แสดง
ใหเห็นวาเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต มีความผันแปรของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค และอาจเปน

อีกขอมูลหน่ึงที่สนับสนุนวาเช้ือ CGMMV ที่ศึกษาในคร้ังนี้มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรม ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา
ของ Yoon15 ที่พบวาเชื้อ CGMMV ซึ่งแยกไดจากแตงโมและ
แตงกวา มคีวามแตกตางกนัของลาํดบันิวคลโีอไทดในสวนของ
ยนีโปรตนีหอหุมบางเล็กนอย โดยมคีวามเหมอืนของลําดับนวิ

คลีโอไทดเทากับ 98.3-99.4% และลําดับกรดอะมิโนเทากับ 
99.4-100%

 นอกจากนี้เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดยีนโปรตีนหอ
หุมของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต ไปเปรียบเทียบกับ
เชื้อ CGMMV ที่มีรายงานมากอนในฐานขอมูล GenBank 
พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ CGMMV ME-9, CGMMV 
BG-15 มีความเหมือนกับเช้ือ CGMMV สายพันธุ LN มาก
ที่สุด 99% และ 100% ตามลําดับและเชื้อ CGMMV BG-17 
มีความเหมือนกับเชื้อ CGMMV สายพันธุ Watermelon มาก
ที่สุด 98% เชนเดียวกับการศึกษาของฉัตรนัททรี5 ที่พบวา
เชื้อ CGMMV-13ML, CGMMV-1ML มีความเหมือนกับเชื้อ 
CGMMV สายพันธุ LM (จีน) มากที่สุด 99.95% และ 99.38% 
ตามลําดับ  และเชื้อ CGMMV#23 WM, CGMMV#26 WM, 
CGMMV#27WM, CGMMV#13 CU, CGMMV#17 CU, CG-
MMV#15 CU, มีความเหมือนกับเชื้อ CGMMV-Watermelon 
(เกาหลี) มากท่ีสุด 99.18%, 99.18%, 99.18%, 99.18%, 
99.18%, 98.76% และ 98.56% ตามลําดับ 
 ดังนั้นจากขอมูลความแตกตางของชนิดและอาการ
บนพืชทดสอบบางชนิด ความผันแปรของลําดับ   นิวคลี
โอไทดในสวนยีนโปรตีนหอหุม และการเปรียบเทียบความ
สัมพันธทางวิวัฒนาการของเชื้อ CGMMV ทั้ง 3 ไอโซเลต กับ
เชื้อ CGMMV อื่นๆ ที่มีรายงานมากอน แสดงใหเห็นวาเชื้อ 
CGMMV ทีแ่ยกไดจากเมลอน และนํา้เตา มคีวามแตกตางกนั
ทางพันธุกรรม

คําขอบคุณ
 ขอขอบพระคุณทุนสนับสนุนฝายบริหารจัดการ  
คลัสเตอร และโปรแกรมวิจัยสํานักบริหารจัดการคลัสเตอร 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ และ
โครงการทุนอุดหนุนการวิจัยเพื่อพัฒนานิสิตระดับบัณฑิต

ศกึษา (ปรญิญาโท) เลขท่ีสญัญา 5504026/2555 งบประมาณ
เงินรายได ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2555 มหาวิทยาลัย
มหาสารคาม ที่มีสวนรวมในการสนับสนุนทุนวิจัยครั้งนี้ และ

ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.เพชรรัตน ธรรมเบญจพล สาขาโรค
พืชวิทยา ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรการเกษตร คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่ใหความอนุเคราะห
เชื้อ CGMMV ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนใหขอเสนอแนะท่ี
เปนประโยชนในการวิจัย
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