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ABSTRACT: Analysis of genome structure of begomovirus infecting cucumber showing curling 
leaf without yellow symptom from Kanchanaburi province was studied in this research. The 
causal pathogen has not been identified previously. Total DNA extraction was carried out and 
the begomovirus genome was amplified by rolling circle amplification (RCA), then cut with 
restriction enzymes; BamHI for DNA–A and KpnI for DNA–B. DNA sequencing demonstrated that 
DNA–A contained 2,738 bp in length which consisted of 8 open reading frames (ORFs) including 
AV1, AV2, AV3, AC1, AC2, AC3, AC4 and AC5 while DNA–B contained 2,690 bp which consisted 
of 2 ORFs including BC1 and BV1. Comparison of the DNA–A and DNA–B sequences in this study 
to those belonged to begomoviruses from GenBank database reveals a close genetic relationship 
to the begomovirus causing tomato leaf curl in India at 98 and 94%, respectively and a close 
relationship to ToLCNDV–[TH:Cuc:06] DNA–A (accession no. AB330079) and DNA–B (accession 
no. AB330080) isolated from cucumber in the previous report at 97.26% and 92.34%. The 
begomovirus in this study was designated Tomato leaf curl New Delhi virus – 



ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของเชื้อ Tomato leaf curl New Delhi virus>>

232 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (2) 

Thailand:Kanchanaburi:Cucumber:2012] (ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12]). Analysis of the genetic 
relationship among begomoviruses reported from 1999–2012 reveals that there are two species 
infecting cucurbits including ToLCNDV and Squash leaf curl China virus (SLCCNV). These viruses do 
not infect other plants in Solanaceae and Leguminosae except ToLCNDV that was reported to infect 
Sauropus androgynous.
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บทคัดย่อ

งานวจัิยน้ีเป็นการศึกษาโครงสร้างจีโนมของเช้ือ
เบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลายแตงกวาที่แสดงลักษณะ
อาการใบหงกิโดยไม่แสดงอาการด่างเหลอืงจาก อ.เมอืง 
จ.กาญจนบุรี ซึ่งยังไม่มีการรายงานถึงเชื้อสาเหตุของ
อาการดงักล่าวทีพ่บในประเทศไทย น�ำมาสกดัดเีอน็เอ
รวมและเพ่ิมปริมาณจีโนมของเชื้อเบโกโมไวรัสด้วย
เทคนคิ Rolling circle amplification (RCA) จากนัน้น�ำ
มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ BamHI ส�ำหรับ DNA–A 
และ KpnI ส�ำหรับ DNA–B จากการหาล�ำดับเบส  
พบว่า DNA–A มีขนาด 2,738 คู่เบส ประกอบด้วย 8 
Open reading frame (ORFs) คอื AV1, AV2, AV3, AC1, 
AC2, AC3, AC4 และ AC5 ส่วน DNA–B มีขนาด 2,690 
 คู่เบส ประกอบด้วย 2 ORFs คือ BC1 และ BV1 เมื่อ
น�ำข้อมูลจีโนมไปเปรียบเทียบกับเบโกโมไวรัสในฐาน
ข้อมูล Genbank พบว่ามีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ใกล ้ชิดกันอย ่างมากกับเชื้อเบโกโมไวรัสสาเหต ุ
โรคใบหงิกของมะเขือเทศที่พบในประเทศอินเดีย คือ 
Tomato leaf curl New Delhi virus isolate 
ToLCNDV–OM DNA–A (accession no. GU180095.1) 
และ DNA–B (accession no. GU180096.1) โดยม ี
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์เหมอืนกนัถงึ 98 และ 94 เปอร์เซน็ต์
ตามล� ำดับ  และมีความสัมพันธ ์กับจี โนมของ 
เชือ้ ToLCNDV–[TH:Cuc:06] จากใบแตงกวาทีม่รีายงาน
ก่อนหน้าน้ี ในส่วน DNA–A (accession no. 

AB330079) และ DNA–B (accession no. AB330080) 
เท่ากับ 97.26% และ 92.34% ตามล�ำดับ  ส�ำหรับ 
เชื้ อ เบโกโมไวรัสที่พบในรายงานนี้ ได ้ตั้ งชื่ อว ่ า  
Tomato leaf  cur l  New Delh i  v i rus–
[Thailand:Kanchanaburi:Cucumber:2012] 
(ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12]) เม่ือน�ำข้อมูลของ 
เชื้อเบโกโมไวรัสที่มีรายงานในประเทศไทยตั้งแต่ปี  
พ.ศ.2542–2555 ไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม พบว่าเชื้อเบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลายพืชวงศ์
แตงมี 2 ชนิด คือ ToLCNDV และ Squash leaf curl 
China virus (SLCCNV) โดยไม่พบรายงานว่าเข้า
ท�ำลายพืชวงศ์อื่น เช่น พืชในวงศ์พริกและมะเขือ และ 
วงศ์ถ่ัว ยกเว้นผักหวานบ้านซ่ึงมีรายงานการตรวจพบ
เชื้อ ToLCNDV ก่อนหน้านี้ 

ค�ำส�ำคัญ: เบโกโมไวรัส, ใบหงิก, แตงกวา, การเพิ่ม
ปริมาณจีโนม, จีโนม

บทน�ำ

แตงกวา เป ็นพื ช เศรษฐกิ จที่ ส� ำคัญของ
ประเทศไทย โดยมีการผลิตเพื่อการบริโภคภายใน
ประเทศและผลิตเมล็ดพันธุ์เพื่อการส่งออก ปัจจุบันมี
รายงานการพบโรคของแตงกวาหลายชนิด ได้แก่ 
Cucumber mosaic virus (CMV), Papaya ringspot 
virus type W (PRSV–W), Zucchini yellow mosaic 
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virus (ZYMV), Watermelon silver mottle virus 
(WSMoV), Cucumber green mottle mosaic virus 
(CGMMV), Watermelon mosaic virus (WMV) และ 
Melon yellow spot virus (MYSV) (Kositsakulchai 
et al., 2013) ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2537 มรีายงานการพบเช้ือ
เบโกโมไวรัสท่ีเข้าท�ำลายพืชเศรษฐกิจที่ส�ำคัญหลาย
ชนิดทั้งพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคู ่และสามารถ
ถ่ายทอดโรคด้วยแมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci) 
(Brown, 1994) ซ่ึงจะท�ำให้ได้ผลผลิตท่ีไม่มีคุณภาพ
และมีปริมาณลดลงอย่างมาก (Kittipakorn and 
Srithongchai, 2002) เบโกโมไวรัสมีลักษณะของ
อนุภาคเป็นแบบทรงกลมคู่  (icosahedral twinned 
particles) เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 18–22 นาโน
เมตร (Böttcher et al., 2004) จีโนมเป็นดีเอ็นเอสาย
เดีย่วลกัษณะเป็นวง (circular single–stranded DNA) 
เบโกโมไวรัสมีจีโนม 2 แบบ คือ monopartite มีส่วน
ของ DNA–A เพยีงอย่างเดยีว และ bipartite ประกอบ
ด้วยส่วนของ DNA–A และ DNA–B โดย Chiemsombat 
et al. (1996) รายงานการพบเบโกโมไวรัสในพืชวงศ์
แตง เช่น ฟักทอง บวบเหลีย่ม แตงกวา นํา้เต้า ด้วยการ
ใช้ดีเอ็นเอตัวตรวจ (DNA probe) และเทคนิคดอท 
บลอท ไฮบริไดเซชั่น (Dot blot hybridization) โดย
ใช้ DNA probe ที่ผลิตจากดีเอ็นเอของเบโกโมไวรัส
สาเหตุโรคใบหงิกเหลืองของมะเขือเทศ Tantiwanich 
et al. (1999) รายงานการตรวจพบเชื้อเบโกโมไวรัสที่
เข้าท�ำลายบวบเหลีย่ม (Angled luffa leaf curl virus, 
AILCV) ซึ่งจะแสดงอาการใบยอดหงิกย่นและเป็นจุดสี
เหลือง ใบมีขนาดเล็กกว่าปกติ การศึกษาจีโนมของ
ไวรัส AILCV พบว่าประกอบด้วย DNA–A มีขนาด 
2,746 นิวคลีโอไทด์ และมคีวามสมัพนัธ์ทางพันธกุรรม
กับเชือ้ Tomato leaf curl virus – Indian (TLCV–In) 
93.3 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้นยังมีรายงานการพบเชื้อ
เจมนีิไวรัสทีเ่ข้าท�ำลายฟักเขยีว คอื Squash leaf curl 
China virus–[Thailand:Wax Gourd:2008] 
(SLCCNV–[TH:Wax:08]) ท�ำให้แสดงอาการใบหงกิย่น
และด่างเหลือง (Sawangjit, 2009) การศึกษาจีโนม

ของไวรสั SLCCNV–[TH:Wax:08] พบ DNA–A มขีนาด 
2,739 นิวคลีโอไทด์  ในปี พ.ศ. 2551 Ito et al. 
(2008) รายงานการตรวจพบเช้ือเบโกโมไวรัสท่ีเข้า
ท�ำลายแตงกวาใน อ.ก�ำแพงแสน จ.นครปฐม คือ 
Tomato leaf curl  New Delhi  v i rus  – 
[Tha i land :Cucurb i t :2006 ]  (ToLCNDV–
[TH:Cuc:06]) จีโนมประกอบด้วย DNA–A มีขนาด 
2,739 นิวคลีโอไทด์ และ DNA–B มีขนาด 2,694  
นิวคลีโอไทด์ พบเช้ือเบโกโมไวรัสท่ีเข้าท�ำลายน�้ำเต้า 
คือ ToLCNDV–[Thailand:Bottle gourd:2006]  
ซ่ึงจีโนมประกอบด้วย DNA–A มีขนาด 2,739  
นิวคลีโอไทด์ และพบเชื้อเบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลาย
ฟักทอง คือ SLCCNV–CN [TH:06] ซึ่งจีโนมประกอบ
ด้วย DNA–A มีขนาด 2,736 นิวคลีโอไทด์ โดยพืชทั้ง
สามชนดิแสดงอาการใบเหลอืง จากรายงานการส�ำรวจ
พืชวงศ์แตงของ Kositsakulchai et al. (2013) พบว่า 
แปลงปลูกแตงกวาท่ีมีการระบาดของแมลงหวี่ขาว  
ใบแตงกวาจะแสดงลักษณะอาการท่ีหลากหลาย เช่น 
ใบม้วนงอขึ้นด้านบน (upward–rolling leaf) ใบหงิก 
(curling  leaf) ใบจุดเหลือง (yellow spot leaf) และ
ใบเหลอืง (yellow leaf) จากการศกึษาของ Ito et al.  
(2008) ได้สุ่มตัวอย่างแตงกวาที่แสดงอาการใบเหลือง 
(yellow leaf) เพยีง 1 อาการ เพือ่ศกึษาจโีนมของเชือ้
เบโกโมไวรัสสาเหตุโรคใบเหลืองในแตงกวา อย่างไร
กต็าม อาการใบหงกิโดยไม่แสดงอาการเหลอืงหรอืด่าง
เหลืองร่วมด้วยยังไม่มีผู้ศึกษาถึงเช้ือสาเหตุและเป็น
ตัวอย่างท่ีควรน�ำมาศึกษาเพื่อยืนยันชนิดของเช้ือเบโก
โมไวรัสท่ีเข้าท�ำลาย และใช้อธิบายความหลากหลาย
ของอาการทีส่มัพนัธ์กบัชนดิของเชือ้เบโกโมไวรสัทีเ่ข้า
ท�ำลายแตงกวาของไทย ซึ่งจะเป ็นข ้อมูลที่ เป ็น
ประโยชน์ต่อการคัดเลือกพันธุ์ต้านทานโรคต่อไปใน
อนาคต งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาชนดิของเชือ้
เบโกโมไวรัสจากตัวอย่างใบแตงกวาท่ีเก็บมาจาก 
อ.เมอืง จ.กาญจนบรุ ีซึง่แสดงอาการใบหงกิแต่ไม่แสดง
อาการด่างเหลอืง โดยน�ำข้อมลูจโีนมมาเปรียบเทียบกบั
ฐานข้อมลู GenBank และเปรยีบเทยีบความเหมอืนกนั
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ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลจีโนมของเชื้อเบโกโม
ไวรัสที่พบในพืชวงศ์แตงและพืชชนิดอ่ืนที่มีรายงานใน
ประเทศไทย

อุปกรณ์ และวิธีการ

การเก็บตัวอย่างเชื้อเบโกโมไวรัสจากแตงกวา
สุ่มเกบ็ตวัอย่างแตงกวาอายปุระมาณ 55 วนั ที่

มลีกัษณะอาการของเชือ้เบโกโมไวรสัเข้าท�ำลายจ�ำนวน 
4 ตวัอย่าง จากลกัษณะอาการทีแ่ตกต่างกนั คือ ใบม้วน
งอขึ้นด้านบน (A) ใบหงิก (B) ใบจุดเหลือง (C) และใบ
เหลือง (D) โดยเก็บตัวอย่างจากแปลงปลูกแตงกวาเชิง
พาณิชย์ในเขตพื้นที่ ต.วังเย็น อ.เมือง จ.กาญจนบุรี ใน
เดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 น�ำตวัอย่างแตงกวาทัง้ 4 
อาการ มาตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสชนิดอื่นด้วยวิธี 
Indirect plate trapped antigen ELISA (indirect 
PTA–ELISA) โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Clark and 
Adam (1977) เพื่อตรวจสอบว่ามีไวรัสชนิดอื่นเข้า
ท�ำลายร ่วมกับเชื้อเบโกโมไวรัสหรือไม ่  โดยใช ้
แอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อไวรัสท่ีมีรายงานว่าเข้าท�ำลาย
พืชตระกูลแตง 6 ชนิด คือ anti–CMV anti–PRSV 
anti–ZYMV anti–MYSV anti–WSMoV และ anti–
CGMMV polyclonal antibody

น�ำตัวอย่างแตงกวามาสกัดดีเอ็นเอรวมจากใบ
พืชตามวิธีการของ Dellaporta et al. (1983) และน�ำ
มาตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้ specific primers: Begomo–
CP–F : 5´ ATGTCGAAGCGACCAGC 3´ และ 
Begomo–CP–R : 5´ CGATGCGTGAGTACAGG 3´ที่
จ�ำเพาะต่อ partial CP gene ของเชื้อเบโกโมไวรัสซึ่ง
ออกแบบไพรเมอร์จากฐานข้อมูลใน GenBank 
database โดยใช้โปรแกรม  FastPCR  (Kalendar, 
2005) ใช้กระบวนการ PCR ประกอบด้วยขั้น pre–
denaturation 94 OC 3 นาที จากนั้นท�ำปฏิกิริยา
จ�ำนวน 30 รอบ แต่ละรอบประกอบด้วย denaturation 
94 OC 45 วินาที annealing 55 OC 45 วินาที และ 

extension 72 OC 45 วินาที  ขั้นตอนสุดท้ายคือ final 
extension 72 OC 7 นาที หยุดปฏิกิริยาที่ 16 OC 10 
นาที จากนั้นตรวจสอบ PCR product โดยใช้ 1% 
agarose gel electrophoresis ใน Tris borate 
buffer (TBE) และน�ำไปย้อมแถบ DNA ด้วย ethidium 
bromide ตรวจสอบแถบ DNA ภายใต้แสงอัลตรา
ไวโอเล็ต (UV) เปรียบเทียบขนาดของ PCR product 
กับ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas, USA) 
ขนาดของ PCR product ที่ต้องการ คือ 714 คู่เบส ซึ่ง
เป็นขนาดของ partial CP gene 

การโคลนจีโนมของเชื้อเบโกโมไวรัส
น�ำดีเอ็นเอรวมจากตัวอย่างแตงกวาที่เป็นโรค

มาเพิ่มปริมาณจีโนมของเช้ือเบโกโมไวรัสด้วยวิธี 
rolling circle amplification โดยใช้ TempliPhiTM 
DNA amplification kit (GE Healthcare, USA) ตาม
วิธีการของผู้ผลิต น�ำ Total genomic begomovirus 
DNA มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะเพียง 1 ชนิดต่อ 1 
ปฏิกิริยา คือ BamHI และ KpnI (Fermentas, USA) 
แยกช้ินจีโนมของเช้ือเบโกโมไวรัสซ่ึงมีขนาดประมาณ 
2700 คูเ่บส ด้วยเทคนคิ agarose gel electrophoresis 
น�ำไปย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย GelStar™ Nucleic Acid 
Gel Stain (LONZA, USA) สกัดช้ินจีโนมออกจาก 
เจลด้วย FravoPrepTM GEL/PCR Purification Mini 
kit (Favorgen, Taiwan) น�ำไปเชือ่มต่อกบั pQE–80L 
vector (QIAGEN, USA) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ
ชนดิเดยีวกนักบัทีต่ดัชิน้จโีนมของเบโกโมไวรสัและถ่าย
ฝากให้กับเช้ือ E. coli สายพนัธุ ์DH5α ด้วยวธิกีาร Heat 
Shock (Sambrook and Russel, 1989) น�ำไปส่ง
วิเคราะห์ล�ำดับเบสด้วยวิธี Sanger sequencing  
method (Sanger and Coulson, 1975) กบับรษิทั 
Macrogen (South Korea) น�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์ท่ีได้มา
วเิคราะห์ Open reading frame (ORF) ด้วยโปรแกรม 
BVTech Plasmid (http://www.biovisualtech.com/) 
และน�ำข้อมูลจีโนมในส่วนของ DNA–A มาศึกษา 
ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมในข้ันต่อไป
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การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมด้วยวิธกีาร
ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

น�ำข้อมูลจีโนมที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Clustal Omega version 1.2.1 (http://www.ebi.
ac.uk/Tools/msa/ clustalo/), GENEDOC version 
2.6.0.2 (http://genedoc.software.informer.
com/2.6/) และโปรแกรม MEGA5 version 5.1 
(http://www.megasoftware.net/) เปรยีบเทยีบกบั
ข ้อมูลจีโนมของเชื้อเบโกโมไวรัสที่มีรายงานใน 
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/) เพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ด้วยวิธี neighbor 
joining (NJ) method (Saitou and Nei, 1987) ของ
เชื้อเบโกโมไวรัสในพืชชนิดต่าง ๆ ในประเทศไทยที่มี
รายงานการพบเชื้อเบโกโมไวรัสเข้าท�ำลาย (Table 1) 

ผลการทดลอง และวิจารณ์

การเก็บตัวอย่างเชื้อเบโกโมไวรัสจากแตงกวา
ใบแตงกวาจากแปลงปลูกที่มีแมลงหวี่ขาว

ระบาดใน ต.วังเย็น อ.เมือง จ.กาญจนบุรี มีลักษณะ
อาการ 4 ลักษณะ คือ ใบม้วนงอขึ้นด้านบน ใบหงิก ใบ
จุดเหลือง และใบเหลือง (Figure 1) โดยสุ่มเก็บ 1 
ตวัอย่างต่อ 1 อาการ รวมจ�ำนวน 4 ตวัอย่าง และตรวจ
วนิิจฉยัเชือ้ไวรสัชนดิต่าง ๆ  โดยใช้แอนติบอดีทีจ่�ำเพาะ
ต่อเชื้อไวรัส 7 ชนิด พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยากับตัวอย่าง
ใบแตงกวาทัง้ 4 อาการทีน่�ำมาตรวจวนิิจฉยัด้วยวธิ ีPTA 
indirect ELISA แต่เมื่อน�ำใบแตงกวาทั้ง 4 อาการมา
ตรวจวินิจฉัยเชื้อเบโกโมไวรัสด้วยวิธี PCR พบว่า
ตัวอย่าง B C และ D ตรวจพบเชื้อเบโกโมไวรัสโดย
ปรากฏแถบดเีอน็เอทีข่นาดประมาณ 714 คู่เบส ซึง่เป็น
ขนาดของ partial CP gene ในงานวิจัยนี้เลือกตัวอย่าง 
B เพือ่น�ำไปวเิคราะห์ล�ำดับเบสของจีโนมของเชือ้สาเหตุ
โรค เนื่องจากมีลักษณะอาการใบหงิก (curling leaf) 
เพียงอย่างเดียวและเป็นอาการที่แตกต่างจากงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ของ Ito et al. (2008) ซึ่งได้ท�ำการเลือก

ตัวอย่างแตงกวาที่มีอาการใบเหลือง (yellow leaf) มา
ศึกษา และจากการส�ำรวจของ (Kositsakulchai et al., 
2013) จะพบอาการใบหงกิ (curling leaf) และใบเหลือง 
(yellow leaf) ประมาณ 40–50 เปอร์เซ็นต์ ของแปลง
ปลูกแตงกวา

การโคลนจีโนมของเชื้อเบโกโมไวรัส
เชื้อเบโกโมไวรัสในตัวอย่าง B มีจีโนมเป็นแบบ 

bipartite ประกอบด้วย DNA–A และ DNA–B จากผล
การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA–A พบว่า 
BamHI สามารถตดั DNA–A ได้ 2 ต�ำแหน่ง (ท่ีต�ำแหน่ง
นิวคลีโอไทด์ 108 และ 125) โดยอยู่ห่างกัน 11 เบส  
จึ งท� ำการยืนยันล�ำดับนิวคลี โอไทด ์ที่ ต� ำแหน ่ง 
นิวคลีโอไทด์ 114–124 ด้วยวิธีการ PCR โดยใช ้
ไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบมาจากข้อมูล DNA–A คือ 
DNA–A–FOR : 5´ CGGCGTCCCTCAACTTCCTC 3´ และ 
DNA–B–REV : 5´ GAGTCGTCGGCGTACCTTCG 3´ น�ำ 
PCR product ส่งวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อ 
ยืนยันล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ต�ำแหน่ง 114–124 พบว่า 
DNA–A มีขนาด 2,738 คู่เบส มี 8 ORFs คือ AV1 (coat 
protein), AV2 (pre–coat protein), AV3 (AV3 protein), 
AC1 (replication–associated protein), AC2 
( t ranscr ipt ional act ivator prote in ) ,  AC3  
(replication enhancer), AC4 (AC4 protein) และ AC5 
(AC5 protein)

DNA–B มขีนาด 2,690 คูเ่บส ซึง่ถูกตดัด้วย KpnI 
เพียง 1 ต�ำแหน่ง (ที่ต�ำแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1957) มี 2 
ORFs คือ BC1 (movement protein) และ BV1 
(nuclear shuttle protein) (Figure 2) (Table 2 และ 
Table 3) 
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Figure 1  Symptoms on the infected cucumbers collected from Wang Yen Sub–district, Muang District 
Kanchanaburi Province showing upward–rolling leaf (A) curling  leaf (B) yellow spot leaf (C) 
and yellow leaf (D)

Figure 2  The genome structure of Tomato leaf curl New Delhi virus–[Thailand:Kanchanaburi:Cucumber: 
2012] consisted of DNA–A (left) and DNA–B (right). The DNA–A and DNA–B showed conserved 
sequences of stem structure and loop structure of nonanucleotides (TAATATTAC) in the 
intergenic regions.Three ORFs (AV1, AV2, AV3) in virion–sense and five ORFs (AC1, AC2, AC3, 
AC4, AC5) in complementary–sense of DNA–A and one ORF (BV1) in virion–sense and one 
ORF (BC1) in complementary–sense of DNA–B were reported in this study
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พบว่า ท้ัง DNA–A และ DNA–B มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์
ในส่วนของ stem structure เหมือนกันและมีล�ำดับ
นิ ว คลี โ อ ไทด ์ ที่ ช่ื อ ว ่ า  nonanuc l eo t i d e s 
(TAATATTAC) ซึ่งเป็นส่วนที่อนุรักษ์ไว้ (conserved) 
ของไวรัสในกลุ่มเบโกโมไวรัสเนื่องจากเป็นจุดเริ่มต้น
ในการจ�ำลองตัวเองของไวรัสกลุ่มนี้ Laufs et al.
(1995) เมื่อน�ำข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของ DNA–A ไป
เปรียบ เทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่า มีความ
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกันมากกับ Tomato 
leaf curl New Delhi virus isolate ToLCNDV–OM 
DNA–A (accession no. GU180095.1) ที่ระดับ 
98% ในขณะท่ี DNA–B  มีความใกล้ชิดกันท่ีระดับ 
94% กับ Tomato leaf curl New Delhi virus 
isolate ToLCNDV–OM DNA–B (accession no. 
GU180096.1) เม่ือน�ำข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของ DNA–A 
และ DNA–B ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลเชื้อเบโกโม
ไวรัสที่เก็บตัวอย่างแตงกวามาจาก อ.ก�ำแพงแสน 
จ.นครปฐม accession no. AB330079 (DNA–A) 
และ AB330080 (DNA–B) ในรายงานของ Ito et al. 
(2008) พบว่ามีความใกล้ชิดกันที่ระดับ 97.26% และ 
92.34% ตามล�ำดับ (Table 4 และ Table 5)  
จึงตั้งช่ือเชื้อเบโกโมไวรัสจากแตงกวาตัวอย่าง B  
ว ่า Tomato leaf curl New Delhi virus–
[Thailand:Kanchanaburi:Cucumber:2012]  
ชื่อย่อคือ (ToLCNDV–TH:KR:Cu:12]) และได้รายงาน
ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank database 
โดย DNA–A มี accession no. KU992383  
และ DNA–B มี accession no. KU992384

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยวิธี
การทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของเชื้อ Tomato leaf curl New Delhi virus–
[TH:KR:Cu:12] ในส่วนของจีโนม DNA–A เปรียบ

เทียบกับข ้อมูลเชื้อ เบโกโมไวรัสที่มี รายงานใน
ประเทศไทย (Figure 3) พบว่าเชื้อ ToLCNDV–
[TH:KR :Cu :12 ]  อยู ่ ในกลุ ่ มที่ ใกล ้กันกับ เชื้ อ 
ToLCNDV–[TH:Cuc:06], ToLCNDV–[TH:BG:06], 
SLCCNV–CN [TH:06] Ito et al. (2008), ToLCNDV–
[TH:Luf] Tantiwanich et al . (1999) และ 
SLCCNV–TH [TH:NK:WG:07] (Sawangjit, 2009) 
ซึ่งเป็นเช้ือเบโกโมไวรัสท่ีมีพืชวงศ์แตงเป็นพืชอาศัย 
คือ แตงกวา น�้ำเต้า ฝักทอง บวบเหลี่ยม และฟักเขียว 
ตามล�ำดับ โดยมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิด
กั นมากกว ่ า  8 0% ในขณะที่  ToLCNDV–
[TH:Kam:AFSP2c:Sa:10] เป็นเช้ือท่ีอยู ่ในกลุ ่ม
เดียวกันแต่มีพืชอาศัยเป็นผักหวานบ้าน (Shih et al., 
2013) ส่วนเชื้อเบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลายพืชวงศ์
มะเขือ คือ ToLCTHV–[TH:To:05], TYLCTHV–B 
[TH:05] (Knierim and Maiss, 2007), TYLCTHV–B 
[TH:SaNa], TYLCTHV–B [TH:Nok], TYLCTHV–B 
[TH:ChMai] (Sawangjita et al., 2005), TYLCKaV–
[TH:Kan1:01] และ TYLCKaV–[TH:Kan2:Egg:01] 
(Tsai and Green, 2003) ซึ่งมีความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมใกล ้ ชิด กันประมาณ 70% กับเ ช้ือ 
เบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลายพืชวงศ์แตง   

ปัจจุบันมีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 
DNA–A, DNA–B และ beta–sattelite DNA ของ
เชื้อ ToLCNDV ต่ออาการของโรคที่แสดงออกในต้น
มะเขือยาว Pratap et al. (2011) พบว่า beta–
sattelite DNA ท�ำให้พืชมีอาการด่างเหลืองมากขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่มี beta–sattelite DNA 
ดังนั้นการทดลองในข้ันต่อไปจึงควรศึกษาความ
สัมพันธ์ของ DNA–A, DNA–B และ beta–sattelite 
DNA ของเชื้อ ToLCNDV ที่แสดงอาการในพืชตระกูล
แตงเพ่ือท�ำความเข้าใจเก่ียวกับกลไกการเข้าท�ำลาย
และลักษณะอาการของพืชท่ีถูกเช้ือ ToLCNDV 
เข้าท�ำลายต่อไป
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Table 5  Percentage of genetic similarity of DNA–B nucleotide sequences from the begomoviruses 
found in Thailand. KU992384 accession number (underlined) is the genome from this study

 AB33008

0 

KU99238

4 

AF51152

8 

AF51152

7 

DQ87122

0 

AY51463

4 

AY51463

3 

AY51463

5 AB330080   92.34 48.57 48.57 50.40 50.02 50.27 50.25 

KU99238

4 

92.34  47.99 47.99 49.49 49.28 49.45 49.51 

AF511528  48.57 47.99  100 74.60 74.60 74.30 74.04 

AF511527  48.57 47.99 100  74.60 74.60 74.30 74.04 

DQ87122

0 

50.40 49.49 74.60 74.60  93.91 94.42 94.35 

AY514634  50.02 49.28 74.60 74.60 93.91  97.05 96.87 

AY514633  50.27 49.45 74.30 74.30 94.42 97.05  99.42 

AY514635  50.25 49.51 74.04 74.04 94.35 96.87 99.42  

 

Figure 3  The phylogenetic tree showing the genetic relationship of Tomato leaf curl New Delhi virus 
–[Thailand: Kanchanaburi:Cucumber:2012] of DNA–A (***) compared with the other 
begomoviruses reported in Thailand
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สรุป

การศึกษาโครงสร้างจีโนมของเช้ือเบโกโมไวรัส
ที่เข้าท�ำลายแตงกวาโดยแสดงลักษณะอาการใบหงิก
และไม่แสดงอาการด่างเหลือง โดยเก็บตัวอย่างจาก 
อ.เมอืง จ.กาญจนบรุ ีพบว่ามจีโีนมเป็นแบบ bipartite 
ประกอบด้วย DNA–A มีขนาด 2,738 คู่เบส ประกอบ
ด้วย 8 Open reading frames (ORFs) คือ AV1, 
AV2, AV3, AC1, AC2, AC3, AC4 และ AC5 ส่วน 
DNA–B มีขนาด 2,690 คู่เบส ประกอบด้วย 2 ORFs 
คือ BC1 และ BV1 และพบว่าเช้ือเบโกโมไวรัสที่ศึกษา
ในงานวิจัยนี้มี DNA–A และ DNA–B ท่ีมีความสัมพันธ์
ใกล้ชดิกันมากกบัเชือ้ Tomato leaf curl New Delhi 
virus isolate ToLCNDV–OM สาเหตุโรคใบหงิก
มะเขือเทศที่พบในประเทศอินเดียที่ระดับ 98% และ 
94% ตามล�ำดับ และมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเช้ือ 
ToLCNDV–[TH:Cuc:06] ที่ระดับ 97.26% และ 
92.34% ตามล�ำดบั ซึง่เป็นตัวอย่างทีไ่ด้จากใบแตงกวา
แสดงอาการใบเหลืองที่พบใน อ�ำเภอก�ำแพงแสน 
จังหวัดนครปฐม (Ito et al., 2008) จึงต้ังชื่อเช้ือ 
เบโกโมไวรัสชนิดนีว่้า Tomato leaf curl New Delhi 
virus – [Thailand:Kanchanaburi:Cucumber:2012] 

ช่ือย่อคือ (ToLCNDV – [TH:KR:Cu:12]) จากข้อมูล
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ 
เบโกโมไวรัสที่มีรายงานในประเทศไทยตั้งแต ่ป ี  
พ.ศ. 2542–2555 พบว่าเช้ือเบโกโมไวรัสท่ีเข้าท�ำลาย
พืชวงศ์แตงมี 2 ชนิด คือ ToLCNDV และ SLCCNV 
โดยไม่พบรายงานว่าเข้าท�ำลายพืชวงศ์อื่น เช่น พืชใน
วงศ์พริกและมะเขือ และ วงศ์ถ่ัว ยกเว้นผักหวานบ้าน
ซ่ึงมีรายงานการตรวจพบเช้ือ ToLCNDV ก่อนหน้านี้ 
(Shih et al., 2013) 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน ศนูย์
ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนัก
พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาสาสตร์และ
เทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 
กระทรวงศึกษาธิการ และส�ำนักงานคณะกรรมการ
วิจัยแห่งชาติ ท่ีให้ทุนสนับสนุนการท�ำวิจัย และ
ขอบคุณภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก�ำแพงแสน ใน
การอนุเคราะห์สถานท่ีปลูกพืชทดลอง
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