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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ท่ีสมบรูณ์ของไวรัสใบหงิกเหลอืงพริก เพ่ือ
เป็นข้อมลูสนบัสนนุการตรวจวินิจฉัยท่ีแม่นย�ำและน�ำไปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พริกให้ต้านทานโรคใบหงิก
เหลอืงตอ่ไป โดยเก็บตวัอยา่งพริกท่ีแสดงอาการของโรคในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พ.ศ. 2561 รวม 5 จงัหวดั 
ได้แก่ จงัหวดัชยัภมิู นครราชสีมา บรีุรัมย์ สริุนทร์ และศรีสะเกษ เลอืกตวัอยา่งจากจงัหวดับรีุรัมย์ (BRM103) 
มาสกดัดีเอน็และเพ่ิมปริมาณจีโนมด้วยวิธี Rolling circle amplification (RCA) น�ำผลผลติดีเอน็เอมาตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ HindIII ส�ำหรับ DNA-A และ SphI ส�ำหรับ DNA-B เม่ือน�ำไปวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลโีอไทด์
และเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank พบวา่ DNA-A มีขนาด 2,742 นิวคลโีอไทด์ ประกอบด้วย 6 open 
reading frame (ORFs) คือ AV1, AV2, AC1, AC2, AC3 และ AC4 สว่น DNA-B มีขนาด 2,731 นิวคลโีอไทด์ 
ประกอบด้วย 2 ORFs คือ BC1 และ BV1 มีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชิดกบั Pepper yellow leaf curl 
Thailand virus (PepYLCTHV) isolate KON-KG5 segment DNA-A (accession no.KT322141) สงูสดุท่ี
ระดบั 98.58 % และ PepYLCTHV isolate KON-KG5B segment DNA-B (accession no. KX885224) 
สงูสดุท่ีระดบั 97.44 % ตามล�ำดบั ตัง้ช่ือวา่ Pepper yellow leaf curl Thailand virus (PepYLCTHV) isolate 
BRM103 และรายงานไว้ในฐานข้อมลู GenBank โดย DNA-A และ DNA-B มี accession no. MK946436 
และ MK946435 ตามล�ำดบั และเม่ือน�ำ DNA-A ของเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลืองพริกในประเทศไทยจ�ำนวน 6 ไอ
โซเลทมาวิเคราะห์เปรียบเทียบกนัด้วยวิธีการ pairwise sequence comparison พบวา่เชือ้ 5 ใน 6 ไอโซเลท
เป็น species เดียวกนั โดยมี 4 ไอโซเลทท่ีจดัอยูใ่น strain เดียวกนั 
ค�ำส�ำคัญ: โรคใบหงิกเหลอืงพริก, จีโนม, ดีเอน็เอ-เอ, ดีเอน็เอ-บี
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ABSTRACT: This research aims to study the complete genome of Pepper yellow leaf curl virus 
(PepYLCV) to support the development of accurate diagnosis and will benefit for the disease resis-
tance breeding program afterward.  Pepper symptoms associated with yellow leaf curl disease 
were collected in 2018 harboring 5 provinces including Chaiyaphum, Nakhon Ratchasima, Buri-
ram, Surin and Sisaket. Total DNA of the samples from Buriram province (BRM103) was extracted 
and its genome was amplified by rolling circle amplification (RCA). Then single digestion was per-
formed using HindIII for DNA-A and SphI for DNA-B. Analysis of the nucleotide sequences showed 
that the DNA-A contained 2,742 nucleotides which comprised of 6 open reading frame (ORFs); AV1, 
AV2, AC1, AC2, AC3 and AC4 while the DNA-B contained 2,731 nucleotides and comprised of 2 
ORFs; BC1 and BV1. Comparison of the nucleotide sequences obtained in this study with the Gen-
Bank database showed close relationship to Pepper yellow leaf curl Thailand virus (PepYLCTHV) 
isolate KON-KG5 segment DNA-A (accession no. KT322141) at 98.58 % and PepYLCTHV isolate 
KON-KG5B segment DNA-B (accession no. KX885224) at 97.44 %, respectively. The begomovirus 
in this study was designated Pepper yellow leaf curl Thailand virus (PepYLCTHV) isolate BRM103 
and the sequences were submitted in the GenBank database (accession no. MK946436 and 
MK946435). Analysis of the genetic relationship among 6 reported isolates of begomoviruses as-
sociated with pepper yellow leaf curl disease in Thailand based on DNA-A, using pairwise se-
quence comparison program, showed that five reported isolates are the same species and four out 
of those are the same strain.

Keywords: pepper yellow leaf curl disease, genome, DNA-A, DNA-B

บทนำ�

พริก (Capsicum spp.) เป็นพืชผกัท่ีมีความ
ส�ำคญัทางเศรษฐกิจชนิดหนึง่ของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 
2561 มีมลูคา่การสง่ออกพริกสดและพริกแห้งปริมาณ
รวม 28,894.73 ตนั คดิเป็นมลูคา่สงูถงึ 974.35 ล้านบาท 
(ส�ำนกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2562) แตก่ารผลติพริก
มกัพบโรคท่ีส�ำคญัหลายชนิดซึง่สง่ผลกระทบตอ่ผลผลติ
ของพริก โรคท่ีเกิดจากเชือ้เบโกโมไวรัสเป็นอีกโรคหนึง่ท่ี
สง่ผลให้เกิดความเสยีหายตอ่ผลผลติพริกเป็นวงกว้าง 
เครือพนัธุแ์ละวนัเพญ็ (2545) รายงานวา่ มีการวินิจฉยั
โรคพริกใบหงิกเหลอืงในพริกขีห้น ู Capsicum annuum 
ครัง้แรกในปี พ.ศ. 2537 เกิดจากการเข้าท�ำลายของเชือ้ 
Pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV) โดยพบการ
ระบาดของโรคในแหล่งปลูกพริกทั่วทุกภาคของ
ประเทศไทยจ�ำนวนมากกว่า 20 จังหวัด ต่อมา 
พิสสวรรณ และบณุณดา (2558) ได้รายงานการส�ำรวจ
โรคในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบวา่ท�ำความเสยีหาย
ตอ่การปลกูพริกอยา่งรุนแรงถ้าเชือ้เข้าท�ำลายในระยะ
กล้า โดยพริกแสดงอาการใบดา่งหงิกเหลอืง ต้นแคระ
แกร็น และผลผลติลดลงถงึ 80 % นอกจากนี ้Kenyon et 

al. (2014) ได้รายงานวา่พบการระบาดของโรคนีใ้นหลาย
ประเทศของทวีปเอเชีย เชน่ อินเดีย ปากีสถาน บงักลาเทศ 
อินโดนีเชีย รวมทัง้ประเทศไทย โดยพริกแสดงอาการใบหงิก 
ใบเหลอืงและดา่งเหลอืงอยา่งรุนแรง ดอกร่วง ผลมีสซีีด
ขนาดเลก็ลงและหงิกงอ ต้นแคระแกร็น ซึง่โรคนีส้ามารถ
ท�ำให้คณุภาพของผลผลติลดลงและได้รับความเสยีหาย
ถงึ 100 % (Marte and Wetter, 1986; Kumar et al., 
2006)

การปรับปรุงพนัธุ์พริกให้ต้านทานต่อโรคใบหงิก
เหลืองเป็นอีกวิธีหนึง่ท่ีมีประสทิธิภาพและลดการเกิด
โรคนีไ้ด้ (Kumar et al., 2006) เน่ืองจากยงัไมมี่สารเคมีท่ี
มีประสทิธิภาพในการปอ้งกนัก�ำจดัเชือ้ไวรัสพืช โดยการ
ปรับปรุงพนัธุ์เร่ิมจากการประเมินเชือ้พันธุกรรม
พริกท่ีต้านทานต่อโรคใบหงิกเหลือง นอกจากจะมี
แหลง่พนัธกุรรมพริกท่ีใช้ทดสอบความต้านทานโรคแล้ว 
ยงัควรข้อมลูความสมัพนัธ์และความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลืองพริกส�ำหรับใช้
เป็นแหล่งของเชือ้ทดสอบความต้านทาน เน่ืองจาก
ในสภาพแปลงปลกูในแต่ละพืน้ท่ีอาจมีความรุนแรง
และความหลากหลายของเชือ้ท่ีใช้ในการทดสอบ
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แตกตา่งกนั งานวิจยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพ่ือหาล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ท่ีสมบูรณ์ของเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลือง
พริกซึ่งพบในแหล่งปลกูพริกท่ีส�ำคญัทางภาคตะวนั
ออกเฉียงเหนือและวิเคราะห์ความหลากหลายโดย
เปรียบเทียบกบัข้อมลูทางพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสใบ
หงิกเหลืองพริกท่ีเคยรายงานในประเทศไทย ซึง่เป็น
ปัจจยัท่ีส�ำคญัในการปรับปรุงพนัธุ์ให้มีประสิทธิภาพ
ในการต้านทานโรคและประยุกต์ใช้ในการตรวจ
วินิจฉยัเชือ้ไวรัสชนิดนีต้อ่ไป

วธีิการศกึษา

การเกบ็ตวัอย่างโรคใบหงกิเหลืองพริก
เก็บตวัอย่างพริกท่ีแสดงอาการของโรคใบหงิก

เหลืองในพืน้ท่ีปลกูพริกภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 5 
จงัหวดั ซึง่ด�ำเนินการศกึษาวิจยัในปี พ.ศ. 2561 
ได้แก่ จงัหวดัชยัภมิู (CPM) นครราชสีมา (NRT) 
บรีุรัมย์ (BRM) สริุนทร์ (SRN) และศรีสะเกษ (SSK) 
โดยสุม่เก็บแบบกระจายทัว่ทัง้แปลง (stratified ran-
dom sampling) ตามวิธีการของ Delp et al. (1986) 
น�ำมาตรวจวินิจฉัยเชือ้ไวรัสท่ีเข้าท�ำลายพริกจาก
แอนตบิอดีท่ีจ�ำเพาะกบัเชือ้ไวรัสทัง้หมด 8 ชนิด ได้แก่ 
ได้แก่ Tobacco mosaic virus (TMV) (ธนายทุธ์, 
2547), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Chilli 
veinal mottle virus (ChiVMV) (ธีร์วศษิฐ์ และคณะ, 
2560), Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
(รัชนี และคณะ, 2556), Potato virus Y (PVY) (วร
ลกัษณ์, 2555), Tomato necrotic ring virus 
(TNRV) (คนงึนิจ, 2553), Cucumber mosaic virus 
(CMV) (รัชนี และคณะ, 2556) และ Tomato leaf 
curl New Delhi virus (ToLCNDV) (สรรชยั และ
รัชนี, 2560) ด้วยวิธี Indirect plate-trapped anti-
gen enzyme-linked immunosorbent assay (Indi-
rect PTA-ELISA) ดดัแปลงจากวิธีการของ รัชนี 
(2558)

เคลอืบหลมุ ELISA ด้วยตวัอยา่งพืชท่ีบดใน coat-
ing buffer อตัราสว่น 1:10 ปริมาตร 50 ไมโครลติรตอ่
หลมุ บม่ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ล้าง 
plate ด้วย PBS-T (Phosphate-buffered Saline + 
0.1% Tween® 20) 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที เตมิ block-
ing buffer (5% Skim milk) ปริมาตร 100 ไมโครลติร

ตอ่หลมุ บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง เตมิแอนตบิอดีแตล่ะชนิดท่ีเจือจาง 1:1,000 
ใน blocking buffer ปริมาตร 50 ไมโครลติรตอ่หลมุ 
บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนัน้เตมิ goat anti-rabbit IgG conjugated with 
alkaline phosphatase (GAR) ท่ีเจือจางอตัราสว่น 
1:30,000 ใน blocking buffer ปริมาตร 50 ไมโครลติร
ตอ่หลมุ บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ท�ำการล้าง plate ในแตล่ะขัน้ตอน ด้วย 
PBS-T 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ตรวจสอบปฏิกิริยาโดย
เตมิสารละลาย p-Nitrophenyl phosphate (PNPP) 
ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติรใน substrate buf-
fer ปริมาตร 100 ไมโครลติรตอ่หลมุ บม่ท่ีอณุหภมิู 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และวดัคา่การดดูกลนื
แสงท่ี 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA reader 
(Labsystems, Finland)

การโคลนจโีนมของไวรัสใบหงกิเหลืองพริก
น�ำตวัอย่างพริกท่ีไม่ท�ำปฏิกิริยากบัแอนติบอดี

ดงักลา่วมาจดักลุม่ลกัษณะอาการของโรคและตรวจ
วิเคราะห์ตอ่ไปวา่มีสาเหตจุากเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลอืง
หรือไม ่ โดยน�ำตวัอย่างใบพริกมาสกดัดีเอ็นเอรวม 
ดดัแปลงจากวิธีการของ Doyle and Doyle (1987) บด
ใบพริก 100 มิลลกิรัมในไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด เตมิ 
2X CTAB buffer (2% CTAB + 2% PVP + 100 mM 
Tris-HCl pH 8.0 + 20 mM EDTA pH 8.0 + 1.4 M 
NaCl และ 2% 2-Mercaptoethanol) ปริมาตร 600 
ไมโครลติร อตัราสว่นใบพืช:บฟัเฟอร์ เทา่กบั 1:6 
(w/v) น�ำไปบม่ท่ีอณุหภมิู 65 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที เตมิ Chloroform:Isoamyl Alcohol (24:1) 
ปริมาตร 800 ไมโครลติร และป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 
รอบตอ่นาที อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส ทําซ�ำ้ขัน้ตอน
นีอี้ก 2 รอบ จากนัน้เตมิ Isopropanol 600 ไมโครลติร
เพ่ือตกตะกอนดีเอน็เอ ล้างตะกอนดีเอน็เอด้วย ab-
solute ethanol และ 70% Ethanol ตามล�ำดบั ตาก
ตะกอนใ ห้แ ห้ง ท่ีอุณหภู มิ ห้องและละลายใน 
Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 + 1 
mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 50 ไมโครลติร เก็บท่ี 
-20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใช้งาน

น�ำ  ดี เอ็น เอรวมจากตัวอย่างพ ริก ท่ี ไม่ท�ำ
ปฏิกิริยากบัแอนติบอดี มาเพ่ิมปริมาณจีโนมของเชือ้
เบโกโมไวรัสด้วยวิธี rolling circle amplification 
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(RCA) โดยใช้ TempliPhi DNA Kit (GE Health-
care, USA) ตามวิธีการของผู้ผลติ น�ำ Total genom-
ic DNA มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะเพ่ือให้เกิดการ
ตดัเพียง 1 ต�ำแหนง่ โดยทดสอบเอนไซม์ตา่งๆ รวม
ทัง้หมด 11 ชนิด ดงันี ้ BamHI, EcoRI, HindIII, 
KpnI, NotI, PstI, SacI, SalI, SmaI, SphI, และ StfI 
(Fermentas, USA) แยกชิน้จีโนมของเชือ้เบโกโม
ไวรัสซึง่มีขนาดประมาณ 2,700 นิวคลีโอไทด์ ซึง่เป็น
ขนาดของ DNA-A และ DNA-B (Hanley-Bowdoin 
et al., 1999) ด้วย 1% agarose gel electrophore-
sis ใน Tris borate buffer (TBE) ใช้ความตา่งศกัย์ 
100 โวลต์ น�ำไปย้อมแถบดีเอน็เอด้วย GelStar™ 
Nucleic Acid Gel Stain (LONZA, USA) เปรียบ
เทียบกบั 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas, 
USA) ตดัแถบดีเอน็เอภายใต้แสง UV สกดัชิน้จีโนม 
ออกจากเจลด้วย FavoPrepTM GEL/PCR Purifica-
tion Mini kit (Favorgen, Taiwan) ตามวิธีการของผู้ผลติ 
และตรวจวดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer เพ่ือน�ำไปเช่ือมกับ pQE-80L 
vector (Qiagen, USA) ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ
ชนิดเดียวกนั ด้วยเอนไซม์ ligase ตามวิธีการของบริษัท 
(Invitrogen, USA) ถ่ายฝาก recombinant plasmid กบั
เชือ้ Escherichia coli สายพนัธุ ์DH5α ด้วยวิธีการ Heat 
shock (Sambrook et al., 1989) น�ำเซลล์ E. coli ไปเลีย้ง
ในอาหาร Luria-Bertani (LB) broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ
แอมพิซลิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 
บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง คดั
เลอืกเซลล์ E. coli ท่ีมี recombinant plasmid น�ำไป
ตรวจหาชิน้ยีนด้วยวิธีการ Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกบั recombinant 
pQE-80L plasmid สกดัพลาสมิดท่ีถกูคดัเลอืกโดยใช้ 
FravoPrepTM Plasmid Purification Mini kit และสง่
ดีเอน็เอไปวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลโีอไทด์โดยวิธี Sanger 
sequencing method (Sanger and Coulson, 1975) 
น�ำข้อมลูล�ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบ
เทียบกบัล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของเบโกโมไวรัสในฐาน
ข้อมลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank/) ด้วยโปรแกรม Blastn (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/ Blast.cgi?PAGE_TYPE= BlastSearch)

การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของล�ำ
ดับนิวคลีโอไทด์เชือ้ไวรัสใบหงกิเหลืองพริกจาก
ตวัอย่างกับรายงานเชือ้ไวรัสใบหงกิเหลืองพริกที่
มีรายงานใน Genbank ด้วยวธีิการชีวสารสนเทศ
ศาสตร์

วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์เชือ้ไวรัสใบหงิกเหลืองพริกจากตวัอย่าง
พริกกบัรายงานเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลอืงพริกท่ีมีรายงาน
ในประเทศไทยในส่วนของ DNA-A มาวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม Sequence Demarcation Tool (SDT) version 
1.2 (http://web.cbio.uct.ac.za/~brejnev/) เปรียบ
เทียบข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ไวรัสใบหงิก
เหลอืงพริกจากตวัอยา่งในงานวิจยันีก้บัเชือ้เบโกโมไวรัส
ท่ีเข้าท�ำลายพริกซึง่พบในทวีปเอเชียท่ีมีรายงานในฐาน
ข้อมลู GenBank (http://www.ncbi .nlm.nih.gov/gen-
bank/) ในสว่นของ DNA-A ด้วยโปรแกรม MEGA version 
X version 10.0.5 (http://www.megasoftware.net/) เพ่ือ
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (Phylogenet-
ic tree) ของเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลอืงพริกท่ีมีรายงานล�ำ
ดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยวิธี 
Neighbor joining (NJ) method (Saitou and Nei, 
1987) 

ผลการทดลอง

การเกบ็ตวัอย่างพริกที่เป็นโรคใบหงกิเหลือง
เก็บตวัอยา่งพริกท่ีแสดงอาการใบดา่ง ใบหงิก 

ใบเหลือง ใบลดรูป และใบท่ีไมแ่สดงอาการ จาก
แปลงปลกูใน 5 จงัหวดั จ�ำนวนทัง้สิน้ 225 ตวัอยา่ง 
ผลการตรวจสอบเบือ้งต้นด้วยวิธี ELISA พบวา่ มี
ตวัอยา่งท่ีตดิเชือ้ไวรัสจ�ำนวนทัง้สิน้ 220 ตวัอยา่ง 
ได้แก่ ตดิเชือ้ CMV 87 ตวัอยา่ง, ChiVMV 45 
ตวัอยา่ง, PMMoV 42 ตวัอยา่ง, ToLCNDV 26 
ตวัอยา่ง, WSMoV 15 ตวัอยา่ง, PVY 3 ตวัอยา่ง, 
TMV 1 ตวัอยา่ง และ TNRV 1 ตวัอยา่ง และพบพริก 
5 ตวัอยา่งท่ีไมท่�ำปฏิกิริยากบัแอนตบิอดีทัง้ 8 ชนิด 
แตแ่สดงอาการของโรคใบหงิกเหลือง ได้แก่ ตวัอยา่ง 
BRM103, CPM28, NRT55, SRN153 และ SSK212 
เลือกตวัอยา่ง BRM103 ซึง่เก็บจากจงัหวดับรีุรัมย์ 
(Figure 1) เพ่ือน�ำไปศกึษาตอ่ไป



KHON KAEN AGR. J. 48 (5): 954-965 (2020)./doi:10.14456/kaj.2020.87. 958

Figure 1 Begomovirus-like symptoms on the pepper sample BRM103 from Burirum province.

การโคลนจโีนมและหาล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของ
ไวรัสใบหงกิเหลืองพริก

น�ำ templiPhi products จากตวัอยา่ง BRM103 
มาเพ่ิมปริมาณจีโนมของเชือ้เบโกโมไวรัสและสุม่ตดั
ด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะทัง้หมด 11 ชนิด พบว่า 
HindIII และ SphI สามารถตดั templiPhi products 
จากตวัอยา่ง BRM103 ได้ 1 ต�ำแหนง่ โดยผลจาก
การวิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ พบ DNA-A ท่ีถกูตดั
ด้วย HindIII ต�ำแหนง่นิวคลีโอไทด์ท่ี 70 และ DNA B 
ท่ีถกูตดัด้วย SphI ต�ำแหนง่นิวคลีโอไทด์ท่ี 303 โดย 
DNA-A มีขนาด 2,742 นิวคลีโอไทด์ ประกอบด้วย 6 
open reading frames (ORFs) คือ AV1 (coat pro-
tein), AV2 (pre–coat protein), AC1 (replication–
associated protein), AC2 (transcriptional activa-
tor protein), AC3 (replication enhancer), AC4 
(AC4 protein) (Table 1 และ Figure 2) และ DNA-B 
มีขนาด 2,732 นิวคลีโอไทด์ ประกอบด้วย 2 ORFs 

คือ BC1 (movement protein) และ BV1 (nuclear 
shuttle protein) (Table 2 และ Figure 2) จากการ
เปรียบเทียบล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้เบโกโมไวรัส
ท่ีศกึษากบัฐานข้อมลู GenBank พบวา่ DNA-A มี
ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชิดกบั PepYLCTHV 
isolate KON-KG5 segment DNA-A (accession 
no. KT322141) สงูสดุท่ีระดบั 98.58 % และ DNA-B 
มีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชิดกบั PepYLCTHV 
isolate KON-KG5B segment DNA-B (accession no. 
KX885224) สงูสดุท่ีระดบั 97.44 % ตัง้ช่ือวา่ Pepper 
yellow leaf curl Thailand virus (PepYLCTHV) isolate 
BRM103 ตามค�ำแนะน�ำการตัง้ ช่ือของ Brown 
et al.,(2015) และได้รายงานข้อมลูล�ำดบันิวคลโีอ
ไทด์ในฐานข้อมลู GenBank โดย DNA-A และ DNA-B มี 
accession no. MK946436 และ MK946435 ตาม
ล�ำดบั
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Figure 2 Diagrammatic representation of PepYLCTHV isolate BRM103 complete genome comprising  
DNA-A and DNA-B components:

A = DNA-A encodes two proteins in the virion-sense strand; AV1 (coat protein) and AV2 
(pre-coat protein), and four proteins in the complementary-sense strand; AC1 (replication 
associated protein), AC2 (transcriptional activator protein), AC3 (replication enhancer pro-
tein), and AC4.
B = DNA-B encodes two proteins, one in the virion-sense; BV1 (nuclear shuttle protein) and 
one in the complementary sense; BC1 (movement protein).
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Table 1	 Characterization of the open reading frames (ORFs) of Pepper yellow leaf curl Thailand 
virus (PepYLCTHV) isolate BRM103 DNA-A genome

ORF Frame Protein name
Nucleotide 

position
Number of 
nucleotides

Number of  
amino acids

AV1 +2 coat protein 290-1063 774 257

AV2 +1 pre coat protein 130-480 351 116

AC1 -2 replication–associated protein 2597-1527  1071 356

AC2 -3 transcriptional activator protein 1609-1205 405 134

AC3 -1 replication enhancer protein 1464-1060 405 134

AC4 -3 AC4 protein 2440-2102 339 112

Table 2 	Characterization of the open reading frames (ORFs) of Pepper yellow leaf curl Thailand 
virus (PepYLCTHV) isolate BRM103 DNA-B genome

ORF Frame Protein name
Nucleotide 

position
Number of 
nucleotides

Number of  
amino acids

BV1 +3 movement protein 84-794 711 236

BC1 -1 nuclear shuttle protein 1858-1185 684 227

การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของล�ำ
ดับนิวคลีโอไทด์เชือ้ไวรัสใบหงกิเหลืองพริกจาก
ตัวอย่างพริกกับเชือ้ไวรัสใบหงิกเหลืองพริกที่มี
รายงานในประเทศไทยด้วยวธีิการชีวสารสนเทศ
ศาสตร์

จากการรายงานครัง้ท่ี 9 ของ International 
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(http://ictvonline.org/) ซึง่เสนอให้จ�ำแนก species และ 
strain ของเบโกโมไวรัสด้วยวิธีการ pairwise sequence 
comparison เพ่ือการค�ำนวณคา่ identity percentage 
โดยใช้เฉพาะ DNA-A เทา่นัน้ ด้วยโปรแกรม Sequence 
Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al., 2014) โดยใช้
หลกัเกณฑ์การจดัจ�ำแนกสายพันธุ์ของเชือ้ในกลุ่ม
เบโกโมไวรัส ท่ีก�ำหนดให้ต้องมีล�ำดบันิวคลโีอไทด์ทัง้
จีโนมท่ีเปรียบเทียบกันมี identity percentage 
มากกวา่ 91 % จงึจะเป็นเชือ้ชนิด (species) เดียวกนั 
มากกวา่ 94 % จงึจะเป็นสายพนัธุ์ (strain) เดียวกนั 
(Brown et al., 2015) ในรายงานวิจัยนีพ้บวา่ 
PepYLCTHV isolate BRM103 จากจงัหวดับรีุรัมย์ 
กบั Pepper leaf curl virus (PepLCV) (accession 

no. AF134484.2) จากจังหวัดกาญจนบรีุ,     
PepYLCTHV isolate SNS-CM5 (accession no. 
KT322142.1) จากจงัหวดัเชียงใหม,่ PepYLCTHV 
isolate SPN-PG1 segment (accession no. 
KT322143.1) และ PepYLCTHV isolate WF-SPN-
Pep2015 segment (accession no. KX943290.1) จาก
จงัหวดัสพุรรณบรีุ, PepYLCTHV isolate TMK-KR5 
segment (accession no. KT322145.1) จากจงัหวัด
กาญจนบุรี และ PepYLCTHV isolate KON-KG5 
(accession no. KT322141.1) จากจงัหวดัขอนแก่น 
มีคา่ identity percentage อยูท่ี่ 88.72 %, 92.82 %, 
98.32 %, 98.39 %, 98.39 % และ 98.79 % ตาม
ล�ำดบั (Figure 3) เม่ือพิจารณาจากเกณฑ์การ
จ�ำแนก species ท่ี 91 % แสดงให้เหน็วา่เชือ้ทัง้ 5 ไอ
โซเลทท่ีมีรายงานในประเทศไทยเป็น species 
เดียวกนั ยกเว้น PepLCV (accession no. 
AF134484.2) โดยมี 4 ไอโซเลทท่ีจดัอยูใ่น strain 
เดียวกนั ได้แก่ PepYLCTHV isolate SPN-PG1, 
isolate WF-SPN-Pep2015, isolate TMK-KR5 และ 
isolate KON-KG5 ตามเกณฑ์การจ�ำแนก species 
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ท่ี 94 % แม้วา่จะมี identity percentage และจงัหวดั
ท่ีพบแตกตา่งกนัแตเ่ชือ้ PepYLCTHV ก็ยงัท�ำให้เกิด
อาการโรคใบหงิกเหลืองพริกคล้ายกนั ความผนัแปร
ทางพนัธกุรรมนีอ้าจจะได้เกิดขึน้ได้งา่ยจากกระบวนการ

ทางธรรมชาต ิเชน่ mutation และ recombination ท่ี
เ กิ ด ขึ น้ ไ ด้ ง่ า ย กับ ไ ว รั ส ใ น ก ลุ่ ม เ บ โ ก โ ม ไ ว รั ส 

(García-Andrés et al., 2007)

Figure 3 Distribution of begomovirus full-length DNA-A component and % pairwise nucleotide 
sequence identity scores. Six PepYLCTHV sequences pairs were individually pairwise 
aligned to one another using MUSCLE. The calculation was performed using Sequence 

Demarcation Tool version 1.2

การวิ เคราะห์ล�ำดับนิวคลี โอไทด์ของเ ชื อ้ 
PepYLCTHV isolate BRM103 กบัข้อมลูล�ำดบันิวคลี
โอไทด์เชือ้เบโกโมไวรัสท่ีเข้าท�ำลายพริกพบในทวีปเอเชีย 
(reference genome) ในสว่นของ DNA-A ด้วยโปรแกรม 
MEGA -X version 10.0.5 พบวา่ ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของ
ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสของเชือ้ PepYLCTHV 
ทัง้หมดท่ีมีรายงานในประเทศไทย มีล�ำดบันิวคลโีอไทด์
สว่นอนรัุกษ์ (conserved sequence) ท่ีจ�ำเพาะในกลุม่
เชือ้ชนิดนี ้ซึง่อยูป่ระมาณล�ำดบันิวคลโีอไทด์ท่ี 361-397 
และ 958-998 แตแ่ตกตา่งจากเชือ้เบโกโมไวรัสท่ีเข้า
ท�ำลายพริกชนิดอ่ืน (Figure 4) ซึง่สอดคล้องกบั Wyatt 
and Brown (1996) รายงานวา่ยีน AV1 (coat protein) 
เป็นสว่นอนรัุกษ์มากท่ีสดุในกลุม่เชือ้เบโกโมไวรัส จาก
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining ท่ีคา่ bootstrap 1000 ครัง้ ของการ

เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ DNA-A ของเชือ้ 
PepYLCTHV isolate BRM103 กบัรายงานเชือ้ไวรัสใบ
หงิกเหลอืงพริกท่ีมีรายงานในประเทศไทย และใช้ล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ของเชือ้ Bean golden yellow mosaic 
virus (BGYMV) ซึง่จดัอยูใ่นวงศ์ Geminiviridae เป็น out 
group พบว่าเชือ้ PepYLCTHV isolate BRM103 
(accession no. MK946436), PepYLCTHV 
(Chiemsombat et al., 2018) และ PepLCV 
(Samretwanich et al., 2000) ท่ีมีรายงานใน
ประเทศไทยมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้ชิด
กนัและถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนัท่ีคา่ความน่าเช่ือถือ 
100 % (Figure 5) เม่ือเปรียบเทียบกบัเชือ้เบโกโม
ไวรัสท่ีเข้าท�ำลายพริกชนิดอ่ืน งานวิจยันีเ้ป็นรายงาน
แรกในประเทศไทยท่ีแสดงผลของล�ำดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีสมบูรณ์ของเบโกโมไวรัสสาเหตโุรคใบหงิกเหลือง
พริก PepYLCTHV ทัง้ DNA-A และ DNA-B 
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Figure 4 Alignment of the nucleotide sequence regions of the partial AV1 gene on DNA-A from 21 
begomoviruses associated with yellow leaf curl disease: 

A = Conserved sequence regions on PepYLCTHV at nucleotides 361-397. 
B = Conserved sequence regions on PepYLCTHV at nucleotides 958-998. 
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Figure 5	 Phylogenetic analysis based on DNA-A full-length alignment showing genetic relation-
ship of PepYLCTHV isolate BRM103 (accession no. MK946436) with other virus species 
causing pepper yellow leaf curl disease. Neighbour-joining tree were reconstructed us-
ing MEGA X with 1000 replications bootstrapping. The star above begomovirus isolate 
indicates the previous recognized begomoviruses in GenBank which show the highest 
identity with samples

สรุป

การศึกษาล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสใบหงิก
เหลืองพริกจากจงัหวดับรีุรัมย์ โดยน�ำมาเพ่ิมปริมาณ
จีโนมด้วยวิธี RCA พบวา่เป็นเชือ้เบโกโมไวรัสซึง่มีจี
โนมแบบ bipartite ประกอบด้วย DNA-A ขนาด 2,742 
นิวคลโีอไทด์และ DNA-B ขนาด 2,731 นิวคลโีอไทด์ โดย
พบยีนท่ีเป็นองค์ประกอบใน virion-sense และ comple-
mentary-sense strands เชน่ท่ีมีรายงานในเบโกโมไวรัส
ท่ีมี bipartite genome นอกจากนัน้ยงัพบล�ำดบันิวคลี
โอไทด์ของส่วนอนุรักษ์เหมือนกันทัง้สองวง เม่ือน�ำ
ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของ DNA-A และ DNA-B ไป
เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank พบวา่ มีความ
สมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชิดกบั PepYLCTHV isolate 
KON-KG5 segment DNA A และ PepYLCTHV isolate 
KON-KG5B segment DNA B ท่ีคา่ความเหมือนของล�ำ
ดบันิวคลโีอไทด์ 98.58 % และ 97.44 % ตามล�ำดบั โดย
ได้รายงานไว้ในฐานข้อมลู GenBank มี accession no. 
MK946436 และ MK946435 ตามล�ำดบั นอกจากนัน้
ยงัพบวา่ DNA-A ของเชือ้ PepYLCTHV ในประเทศไทย
จ�ำนวน 4 ไอโซเลทจดัเป็น strain เดียวกนั การวิเคราะห์

ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของยีนโปรตีนหอ่หุ้มอนภุาคของเชือ้ 
PepYLCTHV ทกุไอโซเลทท่ีพบในประเทศไทย ยงัไม่
แสดงถึงความหลากหลายของเชือ้เน่ืองจากพบว่า
เป็นชนิดเดียวกนั โดยสว่นใหญ่เป็นสายพนัธุ์เดียวกนั 
ซึง่สามารถน�ำข้อมลูไปประยกุต์ในการออกแบบไพร
เมอร์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนอนุรักษ์ของเชือ้ 
PepYLCTHV เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยท่ีแม่นย�ำ
ด้วยเทคนิค PCR ตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

คณะผู้วิจยัขอขอบคณุ ภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตร ก�ำแพงแสน, ศนูย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน ท่ี
ให้ความอนเุคราะห์เคร่ืองมือเพ่ือใช้ในงานวิจยั และ
ได้รับการสนับสนุนการวิจัยภายใต้แผนงานเสริม
สร้างศักยภาพและพัฒนานักวิจัย รุ่นใหม่ตาม
ยทุธศาสตร์การวิจยัและนวตักรรม ประเภทบณัฑิต
ศกึษา จากส�ำนกังานคณะกรรมการวิจยัแหง่ชาตปิระจ�ำ
ปี 2562
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