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Cucumber mosaic virus (CMV) เป็นเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพชืท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายกบัพชืหลาย
ชนิดรวมทั้งพชืตระกลูแตง งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคท่ี์จะศึกษาความหลากหลายของเช้ือ CMV ท่ีพบใน
แตงกวาเพือ่ใชใ้นงานปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาใหต้า้นทานต่อไวรัส เกบ็ตวัอยา่งแตงกวาและแตงร้านท่ีแสดง
อาการใบด่างจากแปลงปลูกใน 11 จงัหวดั จ านวน 2,250 ตวัอยา่ง  ตรวจพบเช้ือและแยกเช้ือ CMV  ได ้4   
ไอโซเลทแลว้น ามาศึกษาร่วมกบัอีก 6 ไอโซเลทท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์เตรียมไวรัสบริสุทธ์ิทั้ง 10           
ไอโซเลทไดใ้นปริมาณ 0.340-1.680 มก.จากใบยาสูบ 50 กรัม และตรวจพบอนุภาคของ CMV แต่ละ         
ไอโซเลทมีขนาดประมาณ 24-28  นาโนเมตร  มีโปรตีนห่อหุม้ (coat protein, CP)  ขนาดประมาณ 26      
กิโลดาลตนั เช้ือ CMV เพิม่ปริมาณและเร่ิมแพร่กระจายจากใบยาสูบท่ีไดรั้บเช้ือไปสู่ส่วนยอดผา่นจากเซลล์
ท่อล าเลียงอาหารท่ีเสน้กลางใบไปยงัเซลลพ์าเรนไคมาทัว่แผน่ใบในช่วง 4-13 วนัหลงัการปลูกเช้ือ  ถัว่เขียว 
Vigna radiata เป็นพชือาศยัท่ีแสดงอาการแผลจุดเฉพาะแห่งท่ีใชส้ าหรับแยกเช้ือสายพนัธ์ุเด่ียว  แตงกวา
พนัธ์ุพุม่ชบาแสดงอาการใบด่างแบบไม่รุนแรง หรือไม่แสดงอาการ   ยาสูบ ล าโพง โทงเทง พริกและ   
มะเขือเทศ เป็นพืชอาศยัท่ีแสดงอาการใบด่างแบบแพร่กระจายทัว่ตน้   ศึกษาการตอบ สนองของพริกพนัธ์ุ
หวัเรือและมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย4์ ต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลท พบอตัราการก่อโรคบนพชืมีความแตกต่าง
กนัตั้งแต่ 10-100%  โดยมีความผนัแปรของอาการท่ีเกิดจากแต่ละไอโซเลทเพยีงเลก็นอ้ย  จากการวเิคราะห์
รหสัพนัธุกรรมและท า multiple alignment พบวา่ยนี 2b ของทุกไอโซเลทมีขนาด 336 นิวคลีโอไทด ์แปล
รหสัเป็นกรดอะมิโนได ้111 เรซิดิวส์  มีความคลา้ยคลึงกนัท่ีระดบั 89%-100% และ 85%-100% ตามล าดบั  
ยนี CP  มีขนาด 657 นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้218 เรซดิวส์ มีความคลา้ยคลึงกนัท่ีระดบั 
89%-99% และ 92%-100%  ตามล าดบั ส่วนปลาย 3' NTR ของ RNA3 มีขนาด 278-280 นิวคลีโอไทด ์มี
ความคลา้ยคลึงกนัท่ีระดบั 91%-100% ไอโซเลท CRI  HC53  HC56 และ A168 จดัเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความ
ใกลชิ้ดกนัมากท่ีสุด  และยนี CP มีความผนัแปรมากกวา่ยนี 2b  การวเิคราะหส์ายสมัพนัธ์ของ CMV 10     
ไอโซเลทดว้ย phylogenetic tree  ของยนี 2b ยนี CP และ 3' NTR ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกนัโดยทุกไอโซเลทจดั
อยูใ่น serogroup I subgroup IB   มีความใกลชิ้ดมากกบั CMV จากพริก และจบักลุ่มกนัแยกออกจาก CMV 
ท่ีพบในต่างประเทศ  แต่ไม่พบความ สมัพนัธ์ของแหล่งท่ีพบเช้ือกบัความผนัแปรของรหสัพนัธุกรรมใน
ส่วนของยนี 2b  ยนี CP และ 3' NTR 
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Cucumber mosaic virus (CMV) is one of the most important plant viruses infecting 
several economic crops including cucurbitaceous plants. This study aimed to explore the 
diversity of CMV isolated from cucumber to support breeding program for virus resistance. The 
total 2,250 samples were collected from fields in 11 provinces and 4 samples were positively 
assayed for CMV infection by indirect PTA-ELISA.  These 4 isolates together with 6 received 
isolates were used in biodiversity study. All isolates were separately purified from 50 g tobacco 
leaf tissues and yielded about 0.340-1.680 mg virus. Virus particles were icosahedra shaped size 
of 24-28 nm. Virion coat protein (CP) M.W. was estimated to be 26 kDa.  CMV multiplication 
and translocation started from the inoculated tobacco leaves to the upper leaves via vascular 
cells of midvein and veinlet through the whole area of leaf blade parenchyma cells during 4-13 
days post inoculation. Vigna radiata was a good local lesion host for virus isolation. Infected 
Cucumis sativus cv. Poomchaba showed mild symptom or symptomless leaves while Nicotiana 
spp., Datura metel, Physalis angulata, Capsicum annuum, and Solanum lycopersicum 
developed severe mosaic with leaf distortion. Responses of C.annuum cv. Huarua and 
S.lycopersicum cv. Seedatip4 to CMV slightly varied among virus isolates but infection 
percentage varied from 10 to100%. Analysis of nucleotide and amino acid sequences followed 
by multiple alignments indicated the same structure of 2b, CP genes and 3' NTR of all cucumber 
isolates. Nucleotide and amino acid sequences shared about 89-100% and 85-100% identities 
for 2b gene, 89%-99% and 92%-100% for CP gene, and 91%-100% for 3' NTR, respectively. 
Isolates HC53, HC56 and CRI, including A168 were the most closed strains. Sequence diversity 
was present in CP more than 2b genes. Phylogenetic analysis placed all Thai CMV isolates in 
subgroup IB. Thai isolates from cucumber and pepper clustered together except isolates SNK, 
PBR and SK211. No correlation between sampling location to sequence diversity was found.  
      /  /  
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่   หน้า 

  
     1 ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยนี 2b , CP และ 3' NTR ของเช้ือ       

Cucumber mosaic virus 24 
     2 ไอโซเลทของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีตรวจพบในแปลงปลูกและท่ี

ไดรั้บความอนุเคราะห์ 29 
     3 ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท SK211 ใน

ใบยาสูบ   Nicotiana tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc หลงัการปลูกเช้ือแลว้ 4-13 
วนั  แต่ละวนัตรวจสอบใบยาสูบ 1 ใบต่อตน้ รวม 4 ตน้ โดยใชเ้ทคนิค 
indirect PTA ELISA อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโน
เมตร (A405) 33 

     4 ความเขม้ขน้ ปริมาณเช้ือ และขนาดของอนุภาค Cucumber mosaic virus 
10 ไอโซเลทท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิ 36 

     5 ลกัษณะอาการบนพืชทดสอบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus 
ดว้ยวิธีกล   49 

     6 การประเมินการตอบสนองของพริกพนัธ์ุหวัเรือต่อเช้ือ Cucumber mosaic 
virus  (CMV)10 ไอโซเลท  ปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลจ านวน 10 ตน้ต่อไอโซเลท  
หลงัจากนั้น 30 วนั ใหค้ะแนนระดบัอาการของโรค  ตรวจวดัปริมาณเช้ือ
จากค่า ELISA  นบัจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคและค านวณเปอร์เซ็นตก่์อโรค 52 

     7 การประเมินการตอบสนองของมะเขอืเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ต่อเช้ือ CMV 
10 ไอโซเลท  ปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลจ านวน 10 ตน้ต่อไอโซเลท  หลงัจากนั้น 
20 วนั ใหค้ะแนนระดบัอาการของโรค  ตรวจวดัปริมาณเช้ือจากค่า ELISA  
นบัจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคและค านวณเปอร์เซ็นตก่์อโรค    แตงร้านท่ีไดเ้สนอเขา้สู่ฐานขอ้มูล GenBank 53 

     8 Accession numberในฐานขอ้มูล GenBank ของยนี 2b  ยนี CP และ3' NTR  
ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวา แตงร้านและพืชอ่ืน
ในการศึกษาน้ี     ของเช้ือ CMV ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านในประเทศไทย 56 

     9 เช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) จากฐานขอ้มูล GenBank ท่ีน ามา
วิเคราะห์สายสัมพนัธ์และสร้าง phylogenetic tree  57 

(2) 



 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที ่   หน้า 

  
     10 เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ

ยนี 2b ของ Cucumber mosaic virus  10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและ
แตงร้านในประเทศไทย    58 

     11 เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ
ยนี CP ของ Cucumber mosaic virus 10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและ
แตงร้านในประเทศไทย 65 

     12 เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 3' NTR  ของ             
Cucumber mosaic virus 10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านใน
ประเทศไทย 74 

   
   
   
   
   
   

(3) 



                                                            

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่     หน้า 

  
1 โครงสร้างจีโนม (genomic RNA) ของเช้ือ Cucumber mosaic virus  เป็น 

positive-sense RNA 3 สาย ไดแ้ก่ RNA1, 2, 3 ขนาด 3.3, 3  และ 2.2 กิโลเบส 
(kb) ตามล าดบั  และ subgenomic RNA 2 สาย ไดแ้ก่ RNA4 และ 4A ขนาด 
689 และ 1,000 นิวคลีโอไทด ์(nt) ตามล าดบั        6 

2 อาการและระดบัคะแนนของอาการท่ีเกิดจากเช้ือ Cucumber mosaic virus 
บนใบพริก (ก) และมะเขือเทศ (ข)      20 

3 อาการด่างบนใบแตงกวา (Cucumis sativus) จากแปลงท่ีตรวจพบเช้ือ 
Cucumber mosaic virus    31 

4 แบบแผนการแพร่กระจายของเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 ในใบยาสูบ 
Nicotiana tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ในช่วงเวลา 4-13 วนัหลงัการปลูกเช้ือ 
(dpi.) ดว้ยวิธีกล ตรวจสอบไวรัสดว้ยเทคนิค Tissue print immunoblot assay 
(TPIBA) 32 

5 กราฟแสดงแบบแผนการเพิ่มปริมาณของเช้ือ Cucumber mosaic virus ไอโซ
เลท SK211 ในใบยาสูบ Nicotiana tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc หลงัจากไดรั้บ
การปลูกเช้ือดว้ย วิธีกลแลว้ 4-13วนั (dpi)  ตรวจวดัปริมาณเช้ือในใบพืชท่ีอยู่
ถดัข้ึนไปจากใบท่ีปลูกเช้ือดว้ยเทคนิค indirect PTA ELISA อ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 34 

6 อนุภาคของ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท HC53 ท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิ
ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน เตรียมตวัอยา่งดว้ยวิธี dip preparation 
ยอ้มสีดว้ย 2% uranyl acetate 37 

7 แถบอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากอนุภาคเช้ือ Cucumber mosaic virus ในสาร
แขวนลอยไวรัสท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิ 37 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 

ภาพที ่    หน้า 

  
8 แถบโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเช้ือ CMV ในสารแขวนลอยไวรัสท่ีเตรียมให้

บริสุทธ์ิแยกขนาดใน SDS-polyacrylamide gel ยอ้มสีดว้ย 0.2% coomassie 
blue R-250    38 

9 อาการแผลจุดบนพืชทดสอบท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus  3 วนั
หลงัจากปลูกเช้ือ 40 

10 แตงกวาพนัธ์ุพุม่ชบาแสดงอาการใบด่างหลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber mosaic 
virus แลว้ประมาณ 2 สัปดาห์ 43 

11 แตงกวาพนัธ์ุพุม่ชบาแสดงอาการใบด่างไม่ชดัเจนและขอบใบซีด หลงัจาก
ไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus แลว้ประมาณ 2 สัปดาห์ 44 

12 ลกัษณะอาการบนมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 หลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber 
mosaic virus (CMV) แลว้ 20 วนั 45 

13 ลกัษณะอาการบนพริกพนัธ์ุหวัเรือหลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus 
(CMV) แลว้ 20 วนั  46 

14 อาการใบด่างและใบเสียรูปทรงบนยาสูบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ Cucumber 
mosaic virus (CMV) หลงัจากปลูกเช้ือ 15-20 วนั 47 

15 อาการบนล าโพงท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท HC53 หลงั
ปลูกเช้ือแลว้ 20 วนั    48 

16 อาการใบด่างรุนแรงและเสียรูปทรงของโทงเทงท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber 
mosaic virus ไอโซเลท HC53ประมาณ 17 วนัหลงัการปลูกเช้ือ 48 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 

ภาพที ่  หน้า 

  
17 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  

เปรียบเทียบกบัไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท า
การวิเคราะห์แบบ multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 
version 5.5 59 

18 ล าดบักรดอะมิโนของยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา 
เปรียบเทียบกบั  ไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท า
การวิเคราะห์แบบ multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 
version 5.5   61 

19 Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบักรดอะมิโนของยนี 2b แสดง
ความ สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและ
แตงร้านในประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืน
ในประเทศไทยและในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า 
bootstrap จาก 1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50%    ใช้
ขอ้มูลของเช้ือ Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 62 

20 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  
เปรียบเทียบกบัไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท า
การวิเคราะห์แบบ multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 
version 5.5 66 

21 ล าดบักรดอะมิโนของยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา 
เปรียบเทียบกบัไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท า
การวิเคราะห์แบบ multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 
version 5.5 69 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

ภาพที ่ หน้า 

  

22 Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CP แสดง
ความ สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและ
แตงร้านในประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืน
ในประเทศไทยและในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า 
bootstrap จาก 1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใช้
ขอ้มูลของเช้ือ Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 71 

23 Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบักรดอะมิโนของยนี CP แสดงความ 
สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านใน 
ประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืนในประเทศ
ไทยและในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า bootstrap 
จาก1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใชข้อ้มูลของเช้ือ 
Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 72 

24 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' NTR ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  
เปรียบเทียบกบัไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท า
การวิเคราะห์แบบ multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 
version 5.5 75 

25 Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' NTR แสดง   
ความสมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและ
แตงร้านในประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืน
ในประเทศไทยและในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า 
bootstrap จาก 1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใช้
ขอ้มูลของเช้ือ Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 76 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 
ภาพที ่  หน้า 

  
26 แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอจากยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) 

10  ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านเปรียบเทียบกบั CMVท่ีพบในพืชอ่ืนใน
ประเทศไทยและต่างประเทศ  วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอน็ไซม์
ตดัจ าเพาะ HapII   โดยใชโ้ปรแกรม CLC main workbench 5.5 78 

27 แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอจากยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) 
10 ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านเปรียบเทียบกบัเช้ือ CMV ท่ีพบในพืชอ่ืน
ในประเทศไทย และต่างประเทศ  วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ย
เอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ SatI (ก) และ HapII (ข) โดยใชโ้ปรแกรม CLC 
mainworkbench 5.5  80 

28 Phylogenetic tree จากแบบแผน RFLP ของยนี CP แสดงความสมัพนัธ์ของเช้ือ 
Cucumber mosaic virus (CMV) ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านกบัเช้ือ 
CMVจากพืชอ่ืนในประเทศไทยและต่างประเทศ  วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
NTSYSpc version 2.2e  ใชค่้า bootstrap จาก 1000 replications โดยแสดงค่า 
bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% 81 

29 แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอส่วนของยนี CP ต่อกบัปลาย 3' NTR  ของเช้ือ 
Cucumber mosaic virus (CMV) 10 ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้าน
เปรียบเทียบกบัเช้ือ CMV ท่ีพบในพืชอ่ืนในประเทศไทย  และต่างประเทศ  
วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ SatI (ก) และ HapII 
(ข)  โดยใชโ้ปรแกรม CLC mainworkbench 5.5 83 

30 Phylogenetic tree จากแบบแผน RFLP ของยนี CP ต่อเขา้กบั 3' NTR แสดง
ความสัมพนัธ์ ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวา
และแตงร้านกบัเช้ือ CMVจากพืชอ่ืนในประเทศไทยและต่างประเทศ  
วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc version 2.2e ใชค่้า bootstrap จาก 1000 
replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% 84 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 
2b  = 2b protein 
3' NTR  =  3' non-transltaed region 
BCIP  = 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
CMV  = Cucumber mosaic virus 
CP  = coat protein 
DIECA  = diethylthiocarbamic acid sodium salt 
DOPE  = 1, 2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine 
GAM  = goat anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase 
GAR  = goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase 
IgG  = gamma-immunoglobulin 
M  = Molecular weight markers   
MAb CM2 = monoclonal antibody clone CM2   
NBT  =  nitro-blue tetrazolium salt 
A260  = optical density at 260 nanometer wavelength 
A280  = optical density at 280 nanometer wavelength 
A 405  = optical density at 405 nanometer wavelength 
PAb-CMV =  anti-CMV polyclonal antibody 
PBS  = phosphate buffer saline 
PBST  =  phosphate buffer saline with 0.05% Tween-20 
PEG  =  polyethylene glycol 
PNPP  = p-nitrophenyl phosphate 
PVP  =  polyvinylpyrrolidone 
SDS-PAGE = sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS  = Tris buffer saline  
TBST  = Tris buffer saline with 0.05% Tween-20 
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ความหลากหลายทางชีวภาพของ Cucumber mosaic virus ทีแ่ยกจากแตงกวาในประเทศไทย 
 

Biodiversity of Cucumber mosaic virus  Isolated from Cucumber in Thailand 
 

ค าน า 
 
 ไวรัสใบด่างแตงหรือ Cucumber mosaic virus (CMV)  เป็นเช้ือไวรัสท่ีแพร่กระจาย
กวา้งขวางทัว่ทุกภูมิภาคของโลก และท าความเสียหายใหก้บัพืชกวา่ 1,000 ชนิด ใน 85 วงศ ์โดย
ก่อใหเ้กิดความเสียหายกบัพืชเศรษฐกิจจ านวนมากทั้งพืชใบเล้ียงเด่ียว พืชใบเล้ียงคู่ เช่น แตงกวา 
ข้ึนฉ่าย ถัว่พุม่ ผกักาดหอม พริก มะเขือเทศ กลว้ย และไมป้ระดบั เป็นตน้ โดยจะท าใหพ้ืชแสดง
อาการใบด่าง เจริญเติบโตผดิปกติ ใบไหม ้ใบลีบเรียวเลก็ จุดวงแหวน ใบสีเหลืองและแผลเน้ือเยือ่
ตายสีน ้าตาล เน่ืองจากเช้ือไวรัสชนิดน้ีปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มใหม่และพืชอาศยัใหม่ไดดี้    
อีกทั้งยงัสามารถถ่ายทอดโรคจากตน้ท่ีเป็นโรคไปยงัตน้ปกติไดห้ลายวิธี เช่น การสมัผสักนัระหวา่ง
พืช การถ่ายทอดดว้ยแมลงพาหะจ าพวกเพล้ียอ่อนมากกวา่ 75 ชนิด ในแบบ non-persistent หรือ 
stylet-borne พาหะท่ีส าคญัไดแ้ก่ Aphis gossypii Glover. และ Myzus persicae Sulzer. เป็นตน้  
 
 การจ าแนกสายพนัธ์ุของ CMV อาจใชล้กัษณะอาการบนพืชอาศยั หรือใชค้วามสัมพนัธ์
ทางซีรัมวิทยาซ่ึงในปัจจุบนัแบ่ง CMV ออกเป็น 2 ซีโรกรุ๊ป และหากใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี CP สามารถแบ่งเช้ือ CMV ไดเ้ป็น 3 subgroups ไดแ้ก่ subgroup IA , subgroup IB และ 
subgroup II   นอกจากน้ีมีการน าเทคนิค PCR-RFLP และเทคนิค microarray มาใชศึ้กษาความ
หลากหลายหรือความผนัแปรของสายพนัธ์ุเช้ือ CMV    การศึกษาเก่ียวกบัความหลากหลายหรือ
ความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสมีประโยชน์ต่อการศึกษาเก่ียวกบัปฏิสมัพนัธ์ระหวา่ง
ไวรัสกบัพืช ไวรัสกบัเพล้ียอ่อนท่ีเป็นพาหะ  การแพร่ระบาดของไวรัส รวมทั้งวิวฒันาการของเช้ือ  
 
  ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีจึงไดศึ้กษาความหลากหลายทางชีววิทยาเก่ียวกบัอาการบนพืชอาศยั
และพนัธุกรรมของเช้ือ CMV ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้าน รวมทั้งวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของ
เช้ือ CMV ท่ีพบในแหล่งต่างๆ จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน เพื่อท่ีนกัปรับปรุง
พนัธ์ุพืชสามารถน าขอ้มูลเหล่านั้นไปประยกุตใ์ชเ้พื่อพิจารณาคดัเลือกสายพนัธ์ุของเช้ือ CMV ท่ี
เหมาะสมส าหรับใชใ้นการคดัเลือกพนัธ์ุหรือปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาใหต้า้นทานต่อโรค 



                                                            

วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อศึกษาความหลากหลายของเช้ือ CMV ท่ีเก่ียวกบัสมบติัทางชีววิทยา ไดแ้ก่ลกัษณะ
อาการของโรคบนพืชอาศยัและพนัธุกรรมของเช้ือ 

 
2.  ศึกษาวิเคราะห์ความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี 2b บน 

RNA 2   ยนี CP และบริเวณ 3' NTR บน RNA 3 ของเช้ือ CMV จากแตงกวา และสายสมัพนัธ์ของ
เช้ือแต่ละไอโซเลทกบั CMV จากแหล่งอ่ืน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                            

การตรวจเอกสาร 
 

1.  ไวรัสใบด่างแตง  (Cucumber mosaic virus ) 
 

ไวรัสใบด่างแตงหรือ  Cucumber mosaic virus (CMV) มีรายงานพบคร้ังแรกในแตงกวา     
(Cucumis sativus L.) ท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา เม่ือปี ค.ศ. 1916 (Doolittle, 1916) เช้ือแพร่ระบาด
อยา่งกวา้งขวางทัว่ทุกภูมิภาคของโลก และท าความเสียหายแก่พืชกวา่ 1000 ชนิด ใน 85 วงศ ์ทั้งพืช
ใบเล้ียงเด่ียวและพืชใบเล้ียงคู่ (Roossinck, 2001)  Gallitelli (2000) รายงานวา่  CMV เป็นเช้ือไวรัส
ท่ีส าคญัท่ีก่อใหเ้กิดโรคกบัพืชเศรษฐกิจหลายชนิดเช่น แตงต่าง ๆ ข้ึนฉ่าย ถัว่พุม่ ผกักาดหอม พริก  
มะเขือเทศ กลว้ย และไมป้ระดบั เป็นตน้ ส าหรับประเทศอาร์เจนตินา จีนโครเอเชีย ฝร่ังเศส อียปิต ์
กรีซ อิสราเอล อิตาลี ญ่ีปุ่น โปแลนด ์โปรตุเกส  สเปน สวีเดน และ อเมริกา ไดจ้ดัให ้CMV เป็นเช้ือ
ท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจมากท่ีสุด ส่วนในประเทศไทยจดัเป็นเช้ือท่ีมีความส าคญัอนัดบัตน้ๆ ท่ี
ท าความเสียหายใหก้บัพืชเศรษฐกิจ 
 
 ในประเทศแถบเมดิเตอร์เรเนียน CMV ก่อความเสียหายในบริเวณท่ีมีการปลูกเมลอนและ
พริกโดยเกิดความเสียประมาณ 30- 100% (Gallitelli, 2000) ในปี ค.ศ. 1972  มีการรายงานความ
เสียหายของมะเขือเทศท่ีเกิดจาก CMV ซ่ึงท าใหม้ะเขือเทศเกิดอาการแผลสีน ้าตาล (necrosis) ใน
เมือง Alsace ประเทศฝร่ังเศส และในปี ค.ศ. 1987 มีการรายงานความเสียหายของผลผลิตมะเขือเทศ
มากถึง 100% ในประเทศอิตาลีและสเปน (Jorda et al., 1992)  
 

Fletcher et al. (1999) รายงานความเสียหายของผลผลิตถัว่ lentil (Lens culinaris L.) และ
ถัว่ lupin ในประเทศออสเตรเลียท่ีผลผลิตลดลง 15-19% อนัเน่ืองมาจากการติดเช้ือ CMV ท่ี
ถ่ายทอดผา่นเมลด็ Gillaspie et al. (1997) รายงานความเสียหายของผลผลิตถัว่พุม่ เม่ือปี ค.ศ. 1994 
ท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเช้ือ CMV subgroup I ในรัฐจอร์เจีย ประเทศสหรัฐอเมริกา ท่ีท าใหผ้ลผลิต
ลดลงถึง 37% Gallitelli (2000) รายงานวา่ เช้ือ CMV ท่ีก่อโรคกบัพืชนั้นส่วนใหญ่ 80%  เป็นเช้ือ 
CMV subgroup I นอกจากน้ีพบวา่ CMV สามารถก่อโรคร่วมกบัเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนไดใ้นพืชตระกลู
แตง เช่น Alfalfa mosaic virus , Tomato spotted wilt virus และ Zucchini yellow mosaic virus  

 
 



                                                            

ในประเทศไทยมีรายงานการพบเช้ือ CMV ในปี พ.ศ. 2517 โดยพริกท่ีเป็นโรคแสดงอาการ
ใบด่าง ซ่ึงมีการแพร่ระบาดและท าความเสียหายใหก้บัการผลิตพริกในแหล่งปลูกทัว่ไป เช่นท่ีแขวง
ตล่ิงชนั และบางแค จ.กรุงเทพฯ และท่ี อ. ด าเนินสะดวก และโพธาราม จ.ราชบุรี (ธีระ, 2532)   
วนัพญ็และนวลจนัทร์ (2523) พบการเขา้ท าลายของเช้ือ CMV ในมะเขือเทศพนัธ์ุ L22 และ VF145 
ในจงัหวดัเชียงใหม่ ล าปาง และหนองคาย  

 
 กลุ่มงานไวรัสของกรมวิชาการเกษตรไดส้ ารวจโรคพริกท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสใน 13 จงัหวดัท่ี 
เป็นแหล่งปลูกพริกขนาดใหญ่ พบวา่มีเช้ือไวรัสหลายชนิดแพร่ระบาดในทุกแหล่งปลูกโดยอตัรา
การเป็นโรคอยูร่ะหวา่ง 10-100% และโรคท่ีเกิดจากเช้ือ CMV มีอตัราสูงสุดถึง 56.96% (เครือพนัธ์ุ
และคณะ, 2536) 

 
ยทุธและเพชรรัตน์ (2551) รายงานวา่ ในช่วงปี 2549-2550 พบการเขา้ท าลายของเช้ือ CMV 

ในแปลงผลิตเมลด็พนัธ์ุพืชตระกลูแตงในเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
 
2.  ลกัษณะของเช้ือและโครงสร้างโมเลกลุของสารพนัธุกรรม 

 
เช้ือ CMV จดัอยูใ่นตระกลู Cucumovirus  วงศ ์ Bromoviridae มีอนุภาคเป็นรูปทรงกลม

หลายเหล่ียม (icosahedral) ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 29 นาโนเมตร อนุภาคประกอบดว้ยกรดนิวคลีอิค
คิดเป็นสดัส่วน 18 เปอร์เซ็นตข์ององคป์ระกอบของอนุภาค สารพนัธุกรรมหรือจีโนมเป็น            
ไรโบนิวคลีอิคชนิดสายเด่ียว (single-strand RNA) แบบ positive sense  มี 3 โมเลกลุ เรียกช่ือวา่ 
RNA 1 , RNA 2 และ RNA 3 แต่ละโมเลกลุจะแยกกนัอยูใ่นแต่ละอนุภาค (Roossinck, 2001)          
สดัส่วนของเบสบนนิวคลีโอไทดท์ั้งจีโนมแบ่งเป็น adenine (A) 23 เปอร์เซ็นต ์ guanine (G) 24  
เปอร์เซ็นต ์cytosine (C) 23 เปอร์เซ็นต ์และ uracil (U) 30 เปอร์เซ็นต ์(Brunt et al., 1996)  รหสั
พนัธุกรรมทั้งหมดน้ีแปลเป็นโปรตีนไดร้วม 5 ชนิด ดงัต่อไปน้ี  (Roossinck, 2001)           
 

RNA 1 มี 3,357 นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัใหโ้ปรตีนท่ีเรียกวา่ 1a protein มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 
110 กิโลดาลตนั (kDa) เป็นเอนไซม ์methyltransferase และ helicase ท่ีท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัการจ าลอง
ตวัของไวรัส  

 

   4 



                                                            

 RNA 2 มี 3,050 นิวคลีโอไทด ์แบ่งเป็น 2 ยนี แปลรหสัใหโ้ปรตีน 2 ชนิด ไดแ้ก่ 2a protein 
มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 98 kDa ท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซม ์RNA polymerase ท่ีมีล าดบักรดอะมิโน GDD ซ่ึง
เป็นบริเวณอนุรักษท่ี์พบในเอนไซม ์RNA polymerase ของไวรัสหลายชนิด (Gallitelli, 2000)  ส่วน
โปรตีนชนิดท่ี 2 ไดแ้ก่  2b protein แปลรหสัมาจาก  subgenomic RNA ขนาด  689  นิวคลีโอไทด ์ท่ี
อยูบ่ริเวณปลาย 3'  ของ RNA 2 (RNA 4A) (Roossinck, 2002)  แปลรหสัใหโ้ปรตีนท่ีมีน ้ าหนกั
โมเลกุล 11-13 kDa  ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัการควบคุมความรุนแรงของอาการของโรคและยบัย ั้ง
กระบวนการ gene silencing  ของพืช 
 

RNA 3 มี 2,216 นิวคลีโอไทด ์ประกอบดว้ย 2 ยนี ไดแ้ก่ยนีท่ีแปลรหสัใหโ้ปรตีน 3a หรือ 
movement protein มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 30 kDa ท าหนา้ท่ีเก่ียวการเคล่ือนท่ีของไวรัสในพืช  อีกหน่ึง
ยนีอยูค่่อนไปทางดา้นปลาย 3'   มีขนาด  1,031 นิวคลีโอไทด ์ใชส้ังเคราะห์ subgenomic RNA ของ 
RNA 3 เรียกวา่ RNA 4 และแปลรหสัใหโ้ปรตีนห่อหุม้อนุภาค (coat protein, CP) มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 
24 kDa  ท าหนา้ท่ีห่อหุม้จีโนมแต่ละโมเลกลุและท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนท่ีของไวรัสในพืช 
การถ่ายทอดไวรัสโดยเพล้ียอ่อนรวมทั้งลกัษณะอาการและความจ าเพาะต่อพืชอาศยั (Roossinck, 
2002)  
 

บริเวณปลาย 5' ของ RNA ทุกสายจะพบโครงสร้างเป็นแบบ m7G5'ppp5' capped (Liu et al., 
2002)  ส่วนทางดา้นปลาย 3' จะพบโครงสร้างแบบ tRNA-like structure (Roossinck, 2001) 
นอกจากน้ีเช้ือ CMV บางสายพนัธ์ุมี satellite RNA (satRNA) ซ่ึงเป็น RNA สายสั้นขนาดประมาณ 
335-405 นิวคลีโอไทดท่ี์ไม่แปลรหสัใหโ้ปรตีน และถูกห่อหุม้ไวด้ว้ยโปรตีนห่อหุม้อนุภาค CMV 
เช่นเดียวกบัจีโนมอ่ืน (Gallitelli, 2000)  satRNA มีบทบาทต่อการพฒันาอาการของโรคโดยอาจลด
ความรุนแรงของโรคหรือชกัน าใหเ้กิดอาการของโรคท่ีรุนแรงมากข้ึน (Kim et al., 2004) 
 
3.  สมบัติทางกายภาพและความคงทนในน า้คั้นของอนุภาคไวรัส 
 

 อนุภาคของ CMV มีค่า sedimentation coefficient เท่ากบั 99s  ความหนาแน่นของการ
ลอยตวัในซีเซียมคลอไรด ์(CsCl) เท่ากบั 1.367 g•cm-3 และมีค่า pI (isoelectric point) เท่ากบั 5.5   
ค่า Extinction coefficient ท่ี 260 nm (1 mg•m1-1, 1cm light path) เท่ากบั 5.0 และค่าสดัส่วนการ
ดูดกลืนแสงท่ี A260/A280 เท่ากบั 1.7 (Brunt et al., 1996) 
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 เช้ือ CMV ทนต่อความร้อน (thermal inactivation point, TIP) ท่ีอุณหภูมิ 65-70               
องศาเซลเซียสไดเ้ป็นเวลานาน 10 นาที  มีค่าอตัราเจือจางสูงสุด (dilution end point, DEP) ท่ียงั
ก่อใหเ้กิดโรคไดท่ี้ 1:10,000 และมีความคงทนในสภาพอุณหภูมิหอ้ง (Longevity in vitro, LIV) 
นาน 14 ชัว่โมง (ธีระ, 2532; Brunt et al., 1996) 
 

 
ภาพที ่1  โครงสร้างจีโนม (genomic RNA) ของเช้ือ CMV ซ่ึงเป็น positive-sense RNA 3 สาย 

ไดแ้ก่ RNA1, 2, 3 ขนาด 3.3, 3  และ 2.2 กิโลเบส (kb) ตามล าดบั  และ subgenomic  
 RNA 2 สาย ไดแ้ก่ RNA4 และ 4A ขนาด 689 และ 1,000 นิวคลีโอไทด ์(nt) ตามล าดบั   
กรอบส่ีเหล่ียมสีต่าง ๆ แสดงบริเวณของสายพนัธุกรรมท่ีแปลรหสัเป็นโปรตีน ตวัเลข
และอกัษรก ากบัในกรอบส่ีเหล่ียมแสดงช่ือเรียกของโปรตีน  

 
4.  ลกัษณะอาการบนพชือาศัยชนิดต่างๆ  
 
 อาการของพืชท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส CMV เขา้ท าลายจะแตกต่างกนัออกไปตามชนิดของพืช 
ส าหรับแตงกวาจะเร่ิมจากอาการใบด่างแบบไม่มีขอบเขตชดัเจน (mottle) ร่วมกบัอาการใบบิด 
โดยเฉพาะส่วนขอบใบ อาการดงักล่าวพบหลงัจากไดรั้บการปลูกเช้ือแลว้ 4-5 วนั ข้ึนกบัสภาพ
อุณหภูมิและธาตุอาหารท่ีพืชไดรั้บ ต่อมาอตัราการเจริญลดต ่าลง พนัธ์ุท่ีอ่อนแอจะหยดุการเจริญ 
ขอ้สั้น ใบมีขนาดเลก็ลง การแตกแขนงนอ้ย รวมถึงมีดอกจ านวนนอ้ยลง ใบแก่จะมีสีเหลือง และมี

   6 



                                                            

เน้ือเยือ่ตายในส่วนขอบใบแลว้ลามจนถึงตายทั้งใบ ผลมีขนาดเลก็ บิดเบ้ียว มีอาการด่างเป็นจุดๆ 
และมีรสขม (Agrios, 2005)  
 
 Sulistyowati (2004) รายงานลกัษณะอาการบนพืชทดสอบ 2 ชนิดท่ีไดรั้บเช้ือ CMV 6     
ไอโซเลทจากออสเตรเลีย  ไดแ้ก่ 207,  237,  241,  242,  243  และ Twa  โดยพบวา่แตงกวาพนัธ์ุ          
Green Gum แสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจน (mild mosaic) ร่วมกบัอาการเสน้ใบใส (vein 
clearing) ขา้วโพดหวาน (sweet corn) ท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท 207 และ 237 แสดงอาการใบขีด
เหลือง (chlorotic streak) ไปตามความยาวของใบขา้วโพด ส่วนไอโซเลท 245  (Q strain) ท าใหเ้กิด
อาการแผลจุดเฉพาะบนใบขา้วโพดท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
 
 ในประเทศไทย มณีรัตน์และรัชนี (2547)  ศึกษาลกัษณะอาการบนพืชทดสอบชนิดต่างๆ ท่ี
ไดรั้บเช้ือ CMV จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท 3KCu จากแตงกวา ไอโซเลท 3STb จากยาสูบ 
Nicotiana  tabacum ไอโซเลท 1KDr จากล าโพง ไอโซเลท 30RS และ KB8 จากพริก พบอาการท่ี
เกิดจากเช้ือ CMV ไอโซเลทท่ีน ามาศึกษามีดงัน้ี 
 
 Gomphrena globosa แสดงอาการแผลจุดสีน ้าตาลบนใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือดว้ย CMV    
ไอโซเลท 3STb  30RS และ KB8  ส่วนไอโซเลท 3KCu และ 1KDr  ท าใหเ้กิดอาการแผลไหมแ้บบ
แพร่กระจายบนใบและล าตน้เม่ือไดรั้บเช้ือแลว้ 14-21 วนั 
 
 Chenopodium amaranticolor หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 2-3 วนั แสดงอาการจุดสีเหลืองขนาด
เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.1-0.5 มิลลิเมตร เฉพาะบนใบท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ทุกไอโซเลท ต่อมาหลงัจากปลูก
เช้ือแลว้ 8-9 วนัแผลแหง้เป็นสีน ้าตาล มีขนาดประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร  
 
 Vigna sinensis แสดงอาการแผลจุดสีน ้าตาลขนาดเลก็บนใบเล้ียงท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแต่ละ
ไอโซเลทแลว้ 2-3 วนั 
 
 Cucurbita moschata พนัธ์ุ Burpee hybrid zucchini หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท 
3KCu แลว้ 7-8 วนั เกิดแผลจุดสีเหลืองซีดขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร เฉพาะใบเล้ียงท่ีปลูก
เช้ือ แต่ไม่พบอาการผดิปกติบนใบจริงท่ีเกิดใหม่ ส่วนตน้ท่ีไดรั้บเช้ือไอโซเลท 3STb, 1KDr และ 
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KB8 เกิดแผลจุดสีเหลืองบนใบจริงท่ีเกิดใหม่ ต่อมาแผลจุดขยายขนาดและใบแสดงอาการด่าง
เหลือง ใบหดยน่และมีรูปร่างผดิปกติ ล าตน้แคระแกร็น 
 
 Capsicum annuum พนัธ์ุบางชา้ง หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท 3KCu, 3STb, 1KDr 
และ  30RS เป็นเวลา 14-16 วนั แสดงอาการใบด่างเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนท่ีใบยอด ต่อมาเกิดอาการ
ด่างแพร่กระจายทัว่ตน้  เช้ือไอโซเลท KB8 ท าใหเ้กิดอาการแผลจุดไหมบ้นใบและ ล าตน้ของพริก 
แต่ไม่พบอาการผดิปกติบนผลพริกจากทุกไอโซเลท 
 Solanum lycopersicum พนัธ์ุสีดาทิพย ์3 หลงัจากไดรั้บเช้ือประมาณ 14-21 วนั พบอาการ
ใบยอดด่างเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ต่อมาอาการด่างแพร่กระจายทัว่ตน้ ส าหรับไอโซเลท 30RS และ 
KB8 ท าใหเ้กิดอาการใบลีบเรียวเลก็ลกัษณะคลา้ยใบเฟิร์นและตน้แคระแกร็น แต่ไม่พบอาการ
ผดิปกติบนผลมะเขือเทศ  
 
 Datura metel หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท 3KCu, 1KDr และ 30RS แลว้ประมาณ 
6-7 วนั ใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงอาการด่างเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบยอดด่าง ห่อมว้น ลีบเรียว
เลก็ ตน้แคระแกร็น 
 
 ยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi หลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส CMV ไอโซเลท 3KCu, 3STb, 
30RS หรือ KB8 แลว้ 6-7 วนั แสดงอาการใบยอดด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ตน้แคระแกร็น ส่วน
ตน้ท่ีไดรั้บเช้ือ CMVไอโซเลท 1KDr แลว้ 4 วนั เกิดแผลจุดสีเหลืองกระจายทัว่ใบท่ีปลูกเช้ือ ต่อมา
แผลจุดขยายขนาดท าใหใ้บไหมแ้ละหลุดร่วง ใบยอดแสดงอาการด่าง มีรูปร่างผดิปกติ 
 
 ยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ White Burley หลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส CMV ไอโซเลท 3KCu, 
3STb, 1KDr, 30RS หรือ KB8 แลว้ 6-7 วนั ใบยอดแสดงอาการด่างเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน 
ต่อมาเกิดอาการใบด่างแพร่กระจายทัว่ตน้ ใบมีรูปร่างผดิปกติและหดยน่ ตน้แคระแกร็น 
 
5.  การถ่ายทอดเช้ือ CMV 
 
 เช้ือ CMV ถ่ายทอดไดด้ว้ยวิธีกลและง่ายต่อการถ่ายทอดโรคโดยการสมัผสั โดยพบวา่
ภายในเซลลข์นใบของแตงกวาท่ีเป็นโรคมีเช้ือ CMV ในปริมาณมาก    เช้ือ CMV ถ่ายทอดไดโ้ดย
แมลงจ าพวกเพล้ียอ่อนมากกวา่ 75 ชนิด ความสัมพนัธข์องเช้ือ CMV และเพล้ียอ่อนพาหะเป็นแบบ 
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non-persistent ( stylet-borne) เพล้ียอ่อนพาหะท่ีส าคญัไดแ้ก่ Aphis gossypii Glover. และ Myzus 
persicae Sulzer. (Ali et al., 2006; Gallitelli, 2000 ) ซ่ึงมีพืชอาหารกวา้งโดยเฉพาะพืชตระกลูแตง 
เช่น แตงกวา ฟักเขียว ฟักทอง บวบเหล่ียม แตงร้าน แตงไทย แตงโม แคนตาลูป บวบหอม มะระจีน 
น ้าเตา้ นอกจากน้ียงัพบวา่ ยาสูบ มะเขือเทศ มะเขือยาว ข้ึนฉ่าย ถัว่เขียว ถัว่พุม่ ถัว่ลิสง ถัว่แขก ถัว่
ลนัเตา งา หงอนไก่ บานไม่รู้โรย ทานตะวนั กะเพราขาว ล าโพง เป็นพืชอาหารของเพล้ียอ่อน
เช่นกนั (เครือพนัธ์ุ และ วนัเพญ็, 2545) CMV แต่ละสายพนัธ์ุมีประสิทธิภาพต่างกนัในการถ่ายทอด
โรคโดยเพล้ียอ่อน และความจ าเพาะชองเช้ือกบัเพล้ียอ่อนแต่ละชนิดข้ึนอยูก่บัปฏิสมัพนัธ์ระหวา่ง
โปรตีนห่อหุม้อนุภาค (CP) กบัเพล้ียอ่อน (Perry et al., 1998) รวมถึงสภาพภูมิอากาศท่ีอบอุ่น ร้อน
ช้ืนหรืออากาศเยน็เลก็นอ้ยมีผลต่อการเพิ่มปริมาณของเพล้ียอ่อนและน าไปสู่การติดเช้ือ CMV อตัรา
สูงข้ึน (Gallitelli, 2000)  
 

Liu et al. (2002)  รายงานวา่การถ่ายทอดโรคของเช้ือ CMV ข้ึนอยูก่บัต าแหน่งและชนิด
ของกรดอะมิโนบนโปรตีนห่อหุม้อนุภาค ซ่ึงหากชนิดของกรดอะมิโนเกิดการเปล่ียนแปลงไปจะมี
ผลต่อการถ่ายทอดโรคโดยเพล้ียอ่อน Perry et al. (1998)  ศึกษาพบความสมัพนัธ์ของกรดอะมิโน
บนโปรตีนห่อหุม้อนุภาคกบัการถ่ายทอดโรคโดยเพล้ียอ่อน โดยการใชเ้ช้ือ CMV สายพนัธ์ุ M ท่ีไม่
สามารถถ่ายทอดโรคไดโ้ดยเพล้ียอ่อน น ามาเปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนบนโปรตีนห่อหุม้อนุภาค 
ต าแหน่งท่ี 25 129 162 168 และ 214 พบวา่สายพนัธ์ุ M สามารถถ่ายทอดไดโ้ดยเพล้ียอ่อน M. 
persicae   และเม่ือเปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 129 162 และ 168 ท าใหส้ายพนัธ์ุ M 
ถ่ายทอดไดโ้ดยเพล้ียอ่อน A. gossypii  

 
 Gallitelli (2000) รายงานวา่เช้ือ CMV สามารถถ่ายทอดผา่นทางเมลด็ของพืชตระกลูถัว่ 
(Leguminosae) เช่น ถัว่แขก (Phaseolus vulgaris) ตระกลูกะหล ่า (Cruciferae) และตระกลูแตง 
(Cucurbitaceae) นอกจากน้ียงัพบวา่ถ่ายทอดผา่นเมลด็ของวชัพืชบางชนิดได ้เช่น Stellaria media, 
Senecio vulgaris และ Portulaca oleracea ซ่ึงพบวา่ติดเช้ือ 60-100 % 
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6.  การจ าแนกสายพนัธ์ุและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ CMV 
 
 6.1  การจ าแนกสายพนัธ์ุจากลกัษณะอาการบนพืชอาศยั 
 
        Wahyuni et al. (1992) ศึกษาอาการของพืชทดสอบหลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส CMV สาย
พนัธ์ุท่ีอยูใ่น subgroup I และ subgroup II  พบวา่ ยาสูบ Nicotiana tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ท่ี
ไดรั้บเช้ือ CMV subgroup II จะแสดงอาการใบด่างสีเหลืองซีด (chlorotic mosaic) และเสียรูปร่าง 
ส่วนอาการหลงัจากท่ีไดรั้บ CMV subgroup I  ส่วนใหญ่เป็นอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัสีเขียว
อ่อน (green mosaic) และผดิรูปร่าง จึงสามารถใชพ้ืชดงักล่าวระบุความแตกต่างระหวา่งเช้ือ CMV 
ทั้งสอง subgroup ได ้ 
 
          Cillo (1994) จ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือ CMV จ านวน 3 สายพนัธ์ุ ในประเทศอิตาลี 
โดยอาศยัลกัษณะอาการท่ีแตกต่างกนับนมะเขือเทศ ไดแ้ก่ CMV-PG ท าใหต้น้มะเขือเทศตาย 
(lethal necrosis)  ส่วน CMV-Tfn ท าใหเ้กิดแผลสีน ้าตาลบนผล (fruit necrosis) และ CMV-TTS ท า
ใหต้น้มะเขือเทศแสดงอาการยอดแคระแกร็น (top stunting) 
 
                       Choi et al. (2004)  รายงานการจ าแนกสายพนัธ์ุเช้ือ CMV จากความแตกต่างของ
อาการท่ีเกิดบนพืชอาศยั โดยปลูกเช้ือ CMV-Sa ท่ีก่อโรคใน water chickweed ลงบน Physalis 
floridana , Tetragonia expansa และ Nicotiana rustica โดยใชเ้ช้ือ CMV-Mf  ซ่ึงจดัอยูใ่น subgroup 
I และ CMV-PaFM  ซ่ึงจดัอยูใ่น subgroup II   เป็นเช้ือเปรียบเทียบ (control) ซ่ึงปรากฏวา่เช้ือ 
CMV-Sa ท าใหพ้ืชท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแสดงอาการใบด่างเหมือนกบัเช้ือ CMV-Mf  ในขณะท่ีเช้ือ 
CMV-PaFM ไม่ท าใหพ้ืชทดสอบดงักล่าวแสดงอาการใบด่าง 
 
  6.2  การจ าแนกสายพนัธ์ุจากสมบติัดา้นซีรัมวิทยา 
 
         Wahyuni et al. (1992) ใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีในการจ าแนกเช้ือไวรัส CMV  
สายพนัธ์ุ Ywa ท่ีแยกไดจ้ากถัว่ lupin ในประเทศออสเตรเลีย ดว้ยวิธี gel immunodiffusion test 
พบวา่เสน้ precipitin line เกิดลกัษณะ spur line แต่ไม่สามารถจ าแนก subgroup ได ้เม่ือใช ้
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ subgroup ของไวรัส CMV (Porta et al., 1989) 
พบวา่สายพนัธ์ุ Ywa อยูใ่น subgroup II  
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        Choi et al. (2004) จ าแนกสายพนัธ์ุ CMV ดว้ยเทคนิค gel immunodiffusion test พบวา่ 
CMV-Sa และ CMV-Mf  เหมือนกนั เน่ืองจากเส้น precipitin line  มาบรรจบกนั  ในขณะท่ีพบวา่
ปฏิกิริยาจากเช้ือ CMV-Sa และ CMV-PaFM นั้นท าใหเ้สน้ precipitin line เกิดเป็นลกัษณะ spur line 
แสดงใหเ้ห็นวา่สองสายพนัธ์ุน้ีมีความแตกต่างกนั 
 
   6.3  การจ าแนกสายพนัธ์ุดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด ์
 
          Roossinck et al. (2001) เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ ยนี CP และส่วน
ท่ีไม่แปลรหสัดา้นปลาย 5' (5' NTR)  ของ RNA 3 ของเช้ือ CMV จ านวน 26 สายพนัธ์ุ  ท าให้
สามารถแยกเช้ือ CMV ออกไดเ้ป็น 3  subgroups ไดแ้ก่ subgroup IA , IB และ II   
            เช้ือ CMV ท่ีอยูต่่าง subgroup กนัมีความเหมือนกนัของล าดบันิวคลีโอไทดป์ระมาณ 
75% (Moury, 2004;Verma et al., 2006) ส่วนเช้ือ CMV ท่ีจดัอยูใ่น subgroup IA และ subgroup IB 
มีความเหมือนกนัของล าดบันิวคลีโอไทดป์ระมาณ 92-95% (Roossinck, 2002; Aramburu et al., 
2007) ทั้งน้ีเช้ือ CMV สายพนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีพบในประเทศแถบทวีปเอเซีย (Asian strain) ส่วนใหญ่จดั
อยูใ่น subgroup IB (Gallitelli, 2000; Moury, 2004; Verma et al., 2006) 
 
           Srivastava and Raj (2004) ศึกษาเช้ือไวรัส CMV ท่ีแยกไดจ้าก  Amaranthus tricolor, 
Datura innoxia และ Hyoscyamus muticus ในประเทศอินเดีย โดยวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละ
กรดอะมิโนของยนี CP  พบวา่เหมือนกบัยนีของเช้ือ CMV subgroup IB ท่ีระดบั 95 
 
           Bashir et al. (2006)  ศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ CMV ท่ีแยกไดใ้นประเทศ
อิหร่าน ตรงบริเวณยนี CP  และปลายสาย RNA3  ดา้น 5'  จ านวน 79 นิวคลีโอไทด ์และปลาย 3' 
จ านวน 105 นิวคลีโอไทด ์พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ CP และส่วน 3' NTR ท าใหจ้ าแนก
เช้ือไดเ้ป็น subgroup IA  แต่ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ 5' NTR มีความผนัแปรมากและไม่
สามารถน ามาใชใ้นการจ าแนกสายพนัธ์ุ   

 
          Verma et al. (2006) ศึกษาเช้ือ CMV-Gera ท่ีแยกไดจ้าก Pelargonium spp. ใน

ประเทศอินเดีย โดยวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี CP  พบวา่เหมือนกบัเช้ือ 
CMV สายพนัธ์ุท่ีจดัไวใ้น  subgroup  II  ท่ี 98-99%  และ 96-99%  ตามล าดบั แต่เหมือนกบัเช้ือ 
CMV subgroup IA และ IB ท่ี 75-77%   และ 74-78% ตามล าดบั   
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6.4  การจ าแนกสายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค PCR-RFLP 
 
       Kim et al. (2002) จ าแนกเช้ือ CMV-PaFM1 ท่ีแยกจากพริกดว้ยการน าผลผลิตดีเอน็เอ
ของยนี CP จากการท า RT-PCR มายอ่ยดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ 7 ชนิด ไดแ้ก่ AvaI, EcoRI,  EcoRV,  
HincII,  HindIII, SalI และ XhoI และเปรียบเทียบกบั CMV-Mf (subgroup I)  และ CMV-LS 
(subgroup II)  ปรากฏวา่แบบแผนการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะทั้ง 7 ชนิดของดีเอน็เอท่ีไดจ้ากเช้ือ 
CMV-PaFM1 เหมือนกบั CMV-LS จึงสรุปวา่เช้ือ CMV-PaFM1 จดัอยูใ่น subgroup II 
 
        Srivastava and Raj (2004) ท าการทดลองยอ่ยดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณยนี CP 
ของ CMV-A, CMV-Dat และ CMV-H ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI และ RsaI พบวา่ดีเอน็เอจากทุก
ไอโซเลทมีแบบแผนการตดัคลา้ยกบั CMV-P ท่ีจดัอยูใ่น subgroup IB 
 
         Bashir et al. (2006) จ าแนกเช้ือ CMV จ านวน 9 ไอโซเลทท่ีไดจ้ากพืชตระกลูแตงใน
ประเทศอิหร่าน โดยการยอ่ยดีเอน็เอผลผลิตจากยนี CP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ MspI ปรากฏวา่    
ไอโซเลท B13, B23, B5, SH5, SH 17, S342 และ S337 มีแบบแผนการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ
คลา้ยกบั CMV-Rs ใน subgroup I ส่วนไอโซเลท SH12 และ B7 มีแบบแผนการตดัคลา้ยกบั CMV-
Q ใน subgroup II 
 
        Parrella and Sorrentino (2009) ทดลองยอ่ยดีเอน็เอบริเวณดา้นปลาย 3' ของยนี CP 
ขนาดประมาณ 500 คู่เบส ของเช้ือ CMV-PAE1 จากเสาวรสพนัธ์ุสีม่วงในประเทศอิตาลี ดว้ย
เทคนิค RT-PCR-RFLP แบบเสมือนจริงโดยใชโ้ปรแกรม pDRAW32  วิเคราะห์การใชเ้อน็ไซมต์ดั
จ าเพาะ 3 ชนิด ไดแ้ก่ EcoRI HapII และ HindIII  พบวา่มีแบบแผนการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ
เหมือนกบั CMV-Q ใน subgroup II  จากแบบแผนน้ีสามารถจดั CMV-PAE1 อยูใ่น subgroup II 
 
 6.5  การจ าแนกสายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค Microarray 
 
           Deyong et al. (2005)  จ าแนก subgroup ของเช้ือ CMV จ านวน 14 ไอโซเลทดว้ย
เทคนิค microarray printing โดยใชโ้พรบติดตามท่ีจ าเพาะต่อ subgroup I, IA, IB และ II  ปรากฏวา่ 
subgroup IA ประกอบดว้ยไอโซเลท RT52 และ RT88 ส่วน subgroup IB ประกอบดว้ยไอโซเลท  
20RT06, RT54, P3613, CN03, AN, TR15 และ KS44 ส าหรับ subgroup II ประกอบดว้ยไอโซเลท 
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RT68, PV0418, RT67 และ PV04 ส าหรับไอโซเลท RT114 ไม่ท าปฏิกิริยากบัโพรบติดตามท่ี
จ าเพาะต่อ subgroup IA และ IB แต่ท าปฏิกิริยาเฉพาะกบัโพรบติดตามท่ีจ าเพาะต่อ subgroup I 
เท่านั้น 
 
 6.6  ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ CMV  
 
        Blanchard et al. (1996) พบความแตกต่างของส่วนปลายสายทางดา้น 3' NTR ของ 
RNA 1-4 ท่ีมีจ  านวนนิวคลีโอไทดบ์ริเวณอนุรักษไ์ม่เท่ากนั เช่น พบวา่ RNA 1 และ 2 ของ CMV 
สายพนัธ์ุ Q มีบริเวณอนุรักษอ์ยู ่307 นิวคลีโอไทด ์ ส่วน RNA 3 และ 4  มีบริเวณอนุรักษอ์ยู ่304   
นิวคลีโอไทด ์ 
 
        Gaecia-Arenal et al. (2000) ศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์อง sat-RNA ของเช้ือ CMV  
ในประเทศสเปน จากผลการศึกษาพบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง sat-RNA มีความผนัแปรทาง
พนัธุกรรมอยา่งมากในกลุ่มประชากรของเช้ือ CMV แมว้า่จะเป็นเช้ือท่ีไดม้าจากแหล่งปลูก 
ช่วงเวลาและพืชอาศยัชนิดเดียวกนั  
 
        Roossinck (2002) น าเอานิวคลีโอไทดด์า้นปลาย 3' NTR ของ RNA ทุกโมเลกุลของ 
CMV จ านวน 15 ไอโซเลทมาเปรียบเทียบกนัพบวา่เป็นบริเวณท่ีมีการอนุรักษสู์ง เน่ืองจากบริเวณ
นั้นมีส่วนท่ีเป็น promoter ส าหรับเอน็ไซม ์replicase ท่ีท าหนา้ท่ีในกระบวนการ replication   
 
        Lin et al. (2004)  ท าการศึกษาความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือไวรัส CMV ท่ีพบ
ในรัฐแคลิฟอร์เนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยแบ่งตวัอยา่งเช้ือ CMV ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ group ß 
เกบ็จากพืชตระกลูแตงในแหล่งปลูกและในปีเดียวกนั ส่วน group ß เกบ็จากพืชต่างชนิดกนัจาก
แหล่งปลูกหลายแห่งในช่วงปี 1985-1994  จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 2b ยนี MP 
และบริเวณ 3' NTR พบวา่นิวคลีโอไทดท์ั้ง 3 ส่วนของ group ß มีความผนัแปรของล าดบั 
นิวคลีโอไทดน์อ้ยกวา่ของ group ß โดยเฉพาะยนี 2b มีความผนัแปรมากท่ีสุด  ส าหรับบริเวณ 3' 
NTR ของ group α  พบความผนัแปรนอ้ยกวา่ group ß  ทั้งน้ีไดว้ิจารณ์ผลการศึกษาเก่ียวกบัความ
ผนัแปรท่ีอาจจะเกิดข้ึนเน่ืองมาจากชนิดของพืชอาศยั  แหล่งปลูก และช่วงระยะเวลาท่ีเกบ็ตวัอยา่ง  
CMV ใน group α  ท่ีมีความผนัแปรนอ้ยเป็นเช้ือท่ีมาจากแตงกวาในแหล่งปลูกเดียวกนั และใน

 13 



                                                            

ระยะเวลาเดียวกนั ส่วน CMV ใน group ß  ซ่ึงพบความผนัแปรมากกวา่ เป็นเช้ือท่ีเกบ็มาจากพืชต่าง
ชนิดกนั จากแหล่งปลูกและช่วงเวลาท่ีต่างกนั 
 
7.  กลไกความต้านทานของพชืต่อเช้ือ CMV 
 
 7.1  ความตา้นทานต่อการเคล่ือนท่ีของไวรัส 
 
        Kim and Palukaitis (1997) รายงานวา่ความตา้นทานต่อการเคล่ือนท่ีของพืชเกิดข้ึนใน
ลกัษณะการเกิด hypersensitive response (HR) ซ่ึงชกัน าใหเ้กิดการตายของเซลลพ์ืชท่ีเรียกวา่ 
programmed cell death และส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีแพร่กระจายของไวรัสจากเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บเช้ือ
ไวรัสไปยงัเซลลข์า้งเคียง    กรณีเช้ือ CMV-Fny  พบวา่มีการชกัน าให ้cowpea แสดงอาการแผล
เน้ือเยือ่ตาย (necrosis) หลงัจากไดรั้บเช้ือ 24-36 ชัว่โมง และตรวจพบอาร์เอน็เอของเช้ือ CMV เพียง
เลก็นอ้ยในใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ แต่ไม่พบอาร์เอน็เอของเช้ือในใบท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 
 
 7.2  การยบัย ั้งการสงัเคราะห์อาร์เอน็เอของไวรัสดว้ยกลไก RNA silencing 
 
       กลไกการป้องกนัตวัของพืชต่อเช้ือไวรัสแบบ RNA silencing ส่งผลใหพ้ืชเกิดความ
ตา้นทานต่อโรค (Waterhouse et al., 2001) เกิดข้ึนไดจ้ากการท่ีสายนิวคลีโอไทดส์ายสั้นๆ ประมาณ 
21-25 นิวคลีโอไทดข์องพืชท่ีเรียกวา่ short interference RNA หรือ siRNA (Finnegan and Matske, 
2003) เขา้ไปจบักบัอาร์เอน็เอของไวรัสตรงบริเวณท่ีเป็นคู่สมกนัจนมีลกัษณะเป็นสายคู่ ท าใหเ้กิด
กระบวนการท าลายอาร์เอน็เอสายคู่นั้น  และหลงัจากเซลลพ์ืชเกิดภาวะติดเช้ือแลว้จะมีการส่ง
สญัญาณของความตา้นทานน้ีไปทัว่ทั้งตน้พืชในแบบ cell-to-cell และแบบ long distance ผา่นทาง
ท่อล าเลียงอาหารของพืช (MacDiarmid, 2005) 
 
8.  การคดัเลอืกพนัธ์ุพชืทีต้่านทานต่อเช้ือ CMV 
 
 Shubin (1995) คดัเลือกพนัธ์ุพริกท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CMV ไอโซเลท CMY-15 (Thai-strain) 
ท่ีแยกไดจ้ากพริก จากพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบจ านวน 14 สายพนัธ์ุ โดยการปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลลงบน
พริกจ านวน 12 ตน้ต่อสายพนัธ์ุ แลว้ประเมินความตา้นทานโรคจากเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคของพริก
และค่า ELISA  พบวา่พริกพนัธ์ุ VC 16a และ Sujiao#14 มีความตา้นทานต่อเช้ือ CMV ไอโซเลท 
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CMY-15  โดยมีเปอร์เซ็นการเกิดโรค 2.33% และ 8.33% ตามล าดบั ส่วนอีก 12 พนัธ์ุ จดัเป็นพริกท่ี
อ่อนแอต่อเช้ือ CMV นอกจากน้ียงัพบวา่ความรุนแรงของอาการบนพริกมีความสมัพนัธ์กบัปริมาณ
เช้ือในพริกซ่ึงตรวจวดัไดจ้ากค่า ELISA 
 Chiemsombat and Kittipakorn (1996) ทดสอบความตา้นทานของพริกจ านวน 40 สายพนัธ์ุ 
ต่อเช้ือ CMV จ านวน 5 ไอโซเลทท่ีแยกจากพริก ไดแ้ก่ ไอโซเลท CM1, 30RS, PJ15, UB50 และ 
KB8 โดยปลูกเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทดว้ยวิธีกลลงบนกลา้พริกจ านวน 20 ตน้ต่อสายพนัธ์ุ แลว้
ประเมินความตา้นทานดว้ยเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคซ่ึงตรวจสอบการติดเช้ือไดจ้ากค่า ELISA  พบวา่
พริกทุกพนัธ์ุติดเช้ือ CMV  โดยท่ีพนัธ์ุ PBC 569-5 CVMV-R และ VC34A CVMV-R มีความ
ตา้นทานต่อเช้ือ CMV 
 
 Grube et al. (2000) ศึกษาความตา้นทานของพริก Capsicum frutescens BG2814-6 ท่ีได้
จากการผสมตวัเองของพริก C. frutescens BG2814 โดยท าการปลูกเช้ือ CMV-V27 ดว้ยวิธีกลลงบน
พริกพนัธ์ุน้ีในสภาพโรงเรือนทดลอง พบวา่พริก C. frutescens BG2814-6 มีความตา้นทานต่อเช้ือ 
CMV-V27 โดยตน้พริกแสดงอาการของโรค 10 ตน้จาก 44 ตน้ หลงัปลูกเช้ือแลว้ 34 วนั เม่ือ
เปรียบเทียบกบัพริก C. annuum พนัธ์ุ Jupiter ท่ีแสดงอาการของโรคอยา่งรุนแรงทุกตน้หลงัจาก
ไดรั้บเช้ือแลว้ 8 วนั  
 
 สุจินตแ์ละคณะ (2551) ศึกษาคดัเลือกพนัธ์ุพริกท่ีตา้นทานต่อเช้ือ CMV จาก germplasm 
ของศูนยว์ิจยัและพฒันาพืชผกัเขตร้อน จ านวน 320 สายพนัธ์ุในสภาพโรงเรือนทดลอง โดยการ
ปลูกเช้ือ CMV-KPS10 ดว้ยวิธีกลลงบนตน้กลา้พริกแต่ละพนัธ์ุ ๆ ละ 10 ตน้ ประเมินความตา้นทาน
จากอตัราการเกิดโรคบนพริกและตรวจวดัปริมาณเช้ือดว้ย ELISA  ผลการศึกษาพบพนัธ์ุพริกท่ีมี
ความตา้นทานต่อเช้ือ CMV-KPS10 4  พนัธ์ุ ไดแ้ก่ CA1369, CA1444, CCMV37 และ CCMV41  
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 
1.  ไอโซเลทและแหล่งของเช้ือ CMV ที่น ามาศึกษา 
 
 1.1  เช้ือ CMV ในตวัอยา่งใบแตงกวาและแตงร้านจากแปลงปลูก 
 
        เกบ็ตวัอยา่งใบแตงกวาและแตงร้าน (แตงกวาผลใหญ่) ท่ีแสดงอาการใบด่าง ใบบิดจาก
แปลงปลูกของเกษตรกรในจงัหวดันครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบุรี สระแกว้ ขอนแก่น 
มหาสารคาม หนองคาย อุดรธานี นครราชสีมาและเชียงใหม่ ใส่ตวัอยา่งใบพืชในถุงพลาสติกและ
เกบ็รักษาในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาตรวจหาเช้ือ CMV   
 
 1.2  เช้ือ CMV ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์ 
 
        1.2.1 เช้ือ CMV ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. ประสาทพร  สมิตะมาน ภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ซ่ึงแยกเช้ือไดจ้ากแตงกวา จ านวน  4 ไอโซเลท 
ไดแ้ก่ ไอโซเลท  A168 จากจงัหวดัล าปาง A27, BK16 และ C113 จากจงัหวดัเชียงใหม่ โดยตวัอยา่ง
ท่ีไดรั้บเป็นใบแตงกวาสดท่ีแสดงอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน และใบเสียรูปทรง 
 
        1.2.2  เช้ือ CMV ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จากคุณสุพรรณี  ชีววิริยะกลุ บริษทัเซมินิส 
เวเจท็เทเบ้ิล สีดส์ (ประเทศไทย) จ ากดั ซ่ึงแยกไดจ้ากแตงกวา จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท 
CRI จากจงัหวดัเชียงราย และไอโซเลท SNK จากจงัหวดัสกลนคร ตวัอยา่งท่ีไดรั้บเป็นใบแตงกวา
เป็นโรคท่ีเกบ็รักษาไวใ้นสภาพใบแหง้  
 
         1.2.3  เช้ือ CMV  ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. เพชรรัตน์ ธรรมเบญจพล 
ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น แยกเช้ือได้
จากเมลอน จ านวน 1 ไอโซเลทคือ ML25  เป็นเช้ือท่ีเกบ็รักษาไวใ้นยาสูบ N. tabacum  
 
         1.2.4  เช้ือ CMV ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร. สุจินต ์ภทัรภูวดล ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร ก าแพงแสน แยกเช้ือไดจ้ากพริก จ านวน 1  ไอโซเลท คือ KPS10 และเพิ่มปริมาณเช้ือ



                                                            

ในยาสูบ N. glutinosa และอีก 1 ไอโซเลท คือ 30RS ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร ก าแพงแสน เพิ่มปริมาณและเกบ็รักษาเช้ือไวใ้นมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์3  
 
2.  แอนติบอด ีและเทคนิค Indirect PTA-ELISA ที่ใช้ตรวจสอบเช้ือ CMV 
  
  ใช ้Anti CMV monoclonal antibody clone CM2 (MAb-CM2) ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์
จากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ MAb-CM2 มีค่าไตเตอร์
เท่ากบั 80,000  จากการตรวจสอบดว้ยวธีิ indirect ELISA  ท าปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CMV ไอโซเลท 
30RS บริสุทธ์ิเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   และเป็นแอนติบอดีท่ีสามารถท าปฏิกิริยาไดก้บั
เช้ือ CMV ทั้ง subgroup I และ subgroup II (มณีรัตน,์ 2547) 
 
 เทคนิค indirect PTA-ELISA มีขั้นตอนดงัน้ี  ใชใ้บพืชหนกั 0.1 กรัม บดใหล้ะเอียดใน 
carbonate coating buffer  (0.05 M sodium carbonate , pH 9.6 ท่ีเติม 0.2% sodium 
diethyldithiocarbamate ก่อนใช)้ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูดน ้าคั้นพืชใส่ในหลุม ELISA plate  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย PBST 3 
คร้ัง ๆ ละ 3 นาที  ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  แลว้เติม MAb-CM 2  (เขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร เจือจางใน PBST ท่ีผสม 2% skim milk) หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชัว่โมง  ลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง แลว้เติม goat anti-mouse conjugate ท่ีเจือจาง  1:30,000 เท่า
(ใน PBST ท่ีผสม 2% skim milk)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง และเติม substrate solution (10% diethanolamine, pH 9.8 ท่ีมี 
p–nitrophenyl phosphate  ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) ดว้ยเคร่ือง  Multiskan 
EX ELISA reader (Labsystems, Finland) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร  
 
3.  การปลูกเช้ือด้วยวธีิกล และการแยกเช้ือ CMV จากแตงกวาและแตงร้าน  
 

การปลูกเช้ือ CMV ดว้ยวิธีกล ท าโดยบดใบพืชท่ีมีเช้ือ CMV ใน 0.1 M phosphate buffer, 
pH 7.0 ท่ีเติม 0.01 M sodium sulfite ก่อนใช ้ในอตัราส่วนใบพืช 1 กรัมต่อบฟัเฟอร์ 2 มิลลิลิตร โรย
ผงคาร์บอรันดมัลงบนใบพืชทดสอบท่ีจะปลูกเช้ือ แลว้ทาน ้าคั้นลงบนในพืชทดสอบใหท้ัว่ทั้งใบ 
เกบ็ตน้พืชไวใ้นโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส บนัทึกอาการท่ีเกิดข้ึน   
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 แยกเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลท โดยน าใบพืชจากแปลงปลูกท่ีตรวจพบเช้ือ CMV และท่ี
ไดรั้บความอนุเคราะห์มาปลูกเช้ือลงบนยาสูบ N. glutinosa  ดว้ยวิธีกล จากนั้นปลูกเช้ือจากน ้าคั้น
ใบยาสูบท่ีติดเช้ือลงบนใบเล้ียงคู่แรกของตน้กลา้ถัว่เขียว (Vigna radiata) อาย ุ7 วนั เม่ือใบเล้ียงของ
ถัว่เขียวเกิดแผลจุดสีน ้าตาลแดงขนาดประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร ตดัเน้ือเยือ่ใบถัว่เขียวบริเวณจุดแผล
แต่ละจุดมาบดใน 0.1 M phosphate buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทาน ้าคั้นท่ีไดล้งบนใบยาสูบ N. 
glutinosa  อายปุระมาณ 15-20 วนั เม่ือยาสูบ N. glutinosa แสดงอาการของโรคจึงน ามาตรวจสอบ
เช้ือ CMV ดว้ยเทคนิค indirect PTA-ELISA  และใหช่ื้อแต่ละไอโซเลทของเช้ือ CMV ท่ีเพิ่ม
ปริมาณไดใ้นตน้ยาสูบดงักล่าว 
 
4.  การศึกษาลกัษณะอาการของโรคบนพชืทดสอบ 
 
 ปลูกเช้ือ CMV ดว้ยวิธีกลจากใบยาสูบ N. glutinosa ท่ีมีเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทลงบน
พืชทดสอบชนิดละ 10 ตน้   เกบ็ตน้พืชทดสอบไวใ้นโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิ 25-28 องศา
เซลเซียส บนัทึกลกัษณะอาการท่ีเกิดข้ึนและตรวจสอบเช้ือ CMV ในตน้พืชท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือดว้ย
เทคนิค indirect PTA-ELISA ภายหลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 12 วนั ทั้งพืชท่ีแสดงอาการและไม่แสดง
อาการ 
   
 พืชทดสอบท่ีใชมี้ 13 ชนิด ไดแ้ก่คีโนโปเดียม C. amaranticolor   ถัว่เขียว (V. radiata) 
พนัธ์ุ KPS2  ถัว่พุม่ (V. sinensis)  แตงกวา (C. sativus) พนัธ์ุพุม่ชบา  เมลอน (C. melo)  แคนตาลูป 
(C. melo var. Cantalupensis) พนัธ์ุศรีทอง  แตงโม (Citrullus lanatus) พนัธ์ุมรกตด า  มะเขือเทศ (S. 
lycopersicum) พนัธ์ุสีดาทิพย ์4  พริก (C. annuum) พนัธ์ุหวัเรือ  ยาสูบ N. glutinosa  ยาสูบ N. 
tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc  ล าโพง (D. metel) และโทงเทง (Physalis angulata)  
 
5.  การศึกษาการเพิม่ปริมาณของเช้ือ CMV ในพชือาศัยด้วยเทคนิค tissue print immunoblot assay 
 
 ปลูกเช้ือ CMV ดว้ยวิธีกลลงบนยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ระยะท่ีมีใบจริง 5 ใบ 
จ านวน 40 ตน้ โดยบดใบยาสูบ N. glutinosa ท่ีมีเช้ือ CMV ในบฟัเฟอร์ส าหรับบด แลว้ทาน ้าคั้นท่ี
ไดล้งบนใบยาสูบพนัธ์ุ. Xanthi-nc ท่ีอยูเ่หนือโคนตน้ข้ึนไป 3 ใบ หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 4 วนั 
ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณและการแพร่กระจายของเช้ือ CMV โดยทยอยเกบ็ตวัอยา่งใบยาสูบ 1 ใบ
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จากยาสูบ 4 ตน้ รวมเป็น 4 ตวัอยา่งต่อวนั จนครบ 10 วนั  และใชเ้ทคนิค tissue print immunoblot 
assay (TPIBA; Lee et al., 2007) ในการตรวจสอบตามขั้นตอนดงัน้ี 

น าแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane; NCM) มาแช่ในสารละลาย 
0.2 M CaCl2 เป็นเวลานาน 10 นาที แลว้ผึ่งไวป้ระมาณ 5 นาที  น าใบยาสูบทั้งใบมากดลงบนแผน่ 
NCM จากนั้นแช่ NCM ในสารละลาย 3% skim milk นาน 30 นาที แลว้จึงแช่ในสารละลาย
แอนติบอดี MAb-CM 2  เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง  ลา้งแอนติบอดีส่วนเกินโดยแช่ NCM ใน
สารละลาย TBST (0.05% tween 20, tris-buffer saline)  3 คร้ังๆ ละ 10 นาที  แลว้น ามาแช่ใน
สารละลาย goat  anti-mouse conjugate (Sigma) ท่ีเจือจางในอตัรา 1: 10,000 ดว้ย TBST บ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้นลา้ง NCM ดว้ย TBST 3 คร้ัง แลว้น ามาแช่ใน 
substrate solution ท่ีเป็นส่วนผสมระหวา่ง BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) และ 
NBT (nitroblue tetrazolium) บ่มนาน 10-30 นาทีในท่ีมืด จนเกิดตะกอนสีม่วงของปฏิกิริยา หยดุ
ปฏิกิริยาโดยแช่ NCM ในน ้ากลัน่นาน 5 นาที แลว้ผึ่งใหแ้หง้ ศึกษาการเพิ่มปริมาณและการ
แพร่กระจายของเช้ือ CMV จากลกัษณะของตะกอนสีม่วงท่ีปรากฎบนแผน่ NCM 

 
น าใบยาสูบท่ีใชใ้นการตรวจสอบดว้ยเทคนิค TPIBA แลว้ มาตรวจสอบปริมาณเช้ือ CMV

ในใบพืชดว้ยเทคนิค indirect PTA-ELISA อีกวิธีหน่ึงควบคู่กนั  
 
6.  การตอบสนองของพริกและมะเขือเทศต่อเช้ือ CMV  
 
 ศึกษาการก่อโรคและการตอบสนองของพืชต่อเช้ือ CMV จ านวน 10 ไอโซเลทท่ีน ามา
ศึกษาในงานวิจยัน้ี เพื่อบ่งช้ีความหลากหลายทางชีววิทยาของ CMV จากลกัษณะอาการของพืชท่ี
ไดรั้บเช้ือแต่ละไอโซเลท  ใชพ้ริกพนัธ์ุหวัเรือและมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 เป็นพืชทดสอบ 
เน่ืองจากมีรายงานของสายพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อเช้ือซ่ึงสามารถปลูกเช้ือ CMV และติดโรคไดง่้ายกวา่
แตงกวา  เตรียมตน้กลา้พริกและมะเขือเทศระยะท่ีมีใบจริงประมาณ 4 ใบ ชนิดละ 10  ตน้  เตรียมน ้า
คั้นใบยาสูบท่ีติดเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทเพื่อปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลตามท่ีกล่าวแลว้ ทาน ้าคั้นใบ
ยาสูบลงบนใบพริกหรือมะเขือเทศทุกใบ ลา้งใบและเกบ็ตน้พืชในโรงเรือนกระจกควบคุมอุณหภูมิ
ท่ี 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 20 วนั 
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 เกบ็ขอ้มูลของลกัษณะอาการบนตน้พืช และใหค้ะแนนอาการของโรคในพืชทดสอบแต่ละ
ตน้หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 20  วนั รวมทั้งตรวจสอบปริมาณเช้ือ CMV ดว้ยเทคนิค indirect PTA-
ELISA   
 
 เกณฑใ์หค้ะแนนอาการของโรคบนพริกและมะเขือเทศ แบ่งเป็น 5 ระดบั ดงัน้ี (ภาพท่ี 2)  

  คะแนน 1  ไม่แสดงอาการหรือไม่พบเช้ือ   
  คะแนน 2  ใบด่างแบบไม่ชดัเจน  
  คะแนน 3  ใบด่างชดัเจน   
  คะแนน 4  ใบด่างรุนแรงและเสียรูปทรง  
  คะแนน 5  ใบด่างรุนแรงและมีลกัษณะเรียวเลก็คลา้ยเชือก  

 
 

 
 
                     
 
 
 
 
 
ภาพที ่2  อาการและระดบัคะแนนของอาการท่ีเกิดจากเช้ือ Cucumber mosaic virus บนใบพริก (ก) 

และมะเขือเทศ (ข)  
  1: ใบไม่แสดงอาการหรือไม่พบเช้ือ    2: ใบด่างไม่ชดัเจน   
  3: ใบด่างและเสียรูปทรง    4: ใบด่างรุนแรงและเสียรูปทรง   
  5: ใบด่างรุนแรงและลดรูป ลกัษณะคลา้ยเชือก    

 
ที่มา:  Balci (2005) 
 
 
 

  

ก ข 
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7.  การแยกเช้ือ CMV ให้บริสุทธ์ิ 
 
 เพิ่มปริมาณเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทโดยปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลลงบนยาสูบ   N. tabacum  
พนัธ์ุ Xanthi-nc  หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 14 วนั เกบ็ใบยาสูบมาลา้งดว้ยน ้าสะอาดผึ่งใหแ้หง้ แยกเช้ือ
ไวรัสใหบ้ริสุทธ์ิโดยดดัแปลงวิธีการจาก Lot et al. (1972)  การกวนและหมุนเหวี่ยงในแต่ละ
ขั้นตอนท าท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   บดใบยาสูบ 50 กรัม ใน grinding buffer (0.5 M sodium 
citrate buffer, pH 6.5 ท่ีเติม 0.5% thioglycollic acid ก่อนใช)้ อตัราส่วนใบยาสูบ 1 กรัมต่อบฟัเฟอร์ 
1 มิลลิลิตร ป่ันในเคร่ืองป่ันท่ีแช่เยน็ กรองน ้าคั้นดว้ยผา้ขาวบางแลว้น าน ้ าคั้นท่ีไดไ้ปเติม 
chloroform  ในน ้าคั้นในอตัราส่วน 1:1  โดยปริมาตร กวนเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าน ้ าคั้นมาหมุน
เหวี่ยงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที เกบ็ส่วนน ้าใสและเติม 10% polyethylene glycol (PEG) (M.W. 
6,000) น าไปกวนเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 g  เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอน
ใน suspending buffer (5 mM sodium borate buffer) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม 2% triton x-100 
แลว้น าไปกวนเป็นเวลา 30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 20,000 g  เป็นเวลา 90 นาที ละลายตะกอนใน 
suspending buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เตรียม sucrose gradient  ความเขม้ขน้ 5-25% (เตรียม
ขา้มคืน) ดูดสารละลายไวรัสปริมาตร 500 ไมโครลิตรใส่ลงบนส่วนบนสุดของสารละลาย sucrose 
ในแต่ละหลอด น าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 20,000 g เป็นเวลา 90 นาที ดูดสารละลายจากแถบไวรัส(viral 
zone) ไป dialyse ใน suspending buffer นานขา้มคืน โดยเปล่ียนบฟัเฟอร์ 2 คร้ัง   จากนั้นน ามาหมุน
เหวี่ยงท่ี 20,000 g เป็นเวลา 90 นาที ละลายตะกอนใน suspending buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร   แลว้
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ เพื่อค านวณความเขม้ขน้และค่า
สดัส่วน A260/A280 ของไวรัสท่ีเตรียมได ้ 
 
 ค านวณค่าความเขม้ขน้จากสูตร  C =     A260      มก. / มล. 
               E 
 ค่า E (extinction coefficient) ของเช้ือ CMV เท่ากบั 5.0 (Francki et al., 1966) 
 
 ค่าสดัส่วน A260/A280 มาตรฐานของเช้ือ CMV เท่ากบั 1.7 (Brunt et al., 1996) 
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8.  เทคนิค SDS-PAGE เพือ่ตรวจสอบน า้หนักโมเลกลุของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส  
 
 เตรียม polyacrylamide gel เขม้ขน้ 6%  ส าหรับ stacking gel และ 12% ส าหรับ running gel 
เพื่อแยกขนาดของโปรตีนห่อหุม้อนุภาคไวรัสดว้ยเทคนิค slab gel electrophoresis  (Laemmli, 
1970) เตรียมตวัอยา่งโดยน าสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธ์ิเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมกบั 2x loading buffer (0.1% 
bromophenol blue, 4% SDS, 5%2-mercaptoeethanol, 10% glycerol และ 0.5 M tris-HCl, pH 6.8) 
ปริมาตรเท่ากนั  น าไปตม้ในน ้าเดือดนาน 5 นาที  ครบเวลาแลว้แช่หลอดในน ้าแขง็ทนัที เป็นเวลา 5 
นาที หยอดตวัอยา่งท่ีอยูใ่นหลอดทดสอบ ปริมาตร10 ไมโครลิตร ลงในช่อง stacking gel แลว้แยก
ขนาดโปรตีนโดยใชก้ระแสไฟฟ้า 50 โวลต ์นาน 30 นาที จึงเปล่ียนกระแสไฟฟ้าเป็น 100 โวลต ์
นาน 150 นาที  เม่ือครบเวลาแลว้ยอ้มสีเจลดว้ย staining solution (0.2% Coomassie Brilliant Blue 
R-250 ท่ีละลายใน 50% methanol และ 7% acetic acid) นาน 10 นาที  ลา้งเจลดว้ย destaining 
solution (25% methanol และ 7% acetic acid)  2-3 คร้ัง หรือจนกวา่จะเห็นแถบโปรตีนชดัเจน 
เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนท่ีพบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight 
marker #SM0431; Fermentas) 
  
9.  เทคนิค dip preparation เพือ่ตรวจดูอนุภาคไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน 
 
 หยดสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธ์ิท่ีเจือจาง 1: 10 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนกริด 
ทองแดงท่ีเคลือบดว้ยฟอร์มวาร์และคาร์บอน รอนาน 1 นาที จากนั้นลา้งกริดดว้ยน ้ากลัน่นาน 1 
นาทีซบัใหแ้หง้ ยอ้มดว้ยสารละลาย 2% uranyl acetate นาน 1 นาที ลา้งกริดดว้ยน ้ากลัน่แลว้ซบัให้
แหง้ น าไปดูอนุภาคไวรัสดว้ยกลอ้งจุลทรรน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น และบนัทึกภาพเพื่อวดัขนาด
ของอนุภาคไวรัส 
 
10.  การสกดัอาร์เอน็เอ  
 
 10.1  การสกดัอาร์เอน็เอรวมจากพืช 
 
          ใชว้ิธี CTAB method ท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Chang et al. (1993) โดยชัง่ตวัอยา่งใบ
พืช 0.1 กรัม น ามาบดดว้ยไนโตรเจนเหลวใหเ้ป็นผงละเอียด ยา้ยส่วนของพืชท่ีบดแลว้ใส่ลงใน
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หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มล. ท่ีมี CTAB  buffer (2% CTAB, 2% PVP, 100 mM tris-HCl pH 
8.0 และ 25 mM EDTA; อุ่น CTAB buffer  ไวท่ี้ 65 องศาเซลเซียสก่อนใช ้) และ 2-mercapto 
ethanol) ปริมาตรรวม 630 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ัน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 15 นาที  ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ 
แลว้เติม 10M LiCl ปริมาตร 1/4 เท่าของส่วนใสน าไปบ่มท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  ป่ัน
เหวี่ยงหลอดส่วนผสมท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที เทส่วนใสท้ิง 
จากนั้นเติม SSTE (1M NaCl, 0.5% SDS, 1mM EDTA และ 10mM tris-HCl, pH 8.0; อุ่นท่ี 60 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เติม 
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรเท่ากบัสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ัน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 15 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ 
จากนั้นเติม absolute ethanol  ปริมาตรเท่ากบัส่วนใส บ่มท่ี -20 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง น ามา
ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสนาน15 นาที เทสารละลายท้ิง เติม 70% 
ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
นาน 5 นาที เท ethanol ท้ิง  ปล่อยใหต้ะกอนแหง้แลว้ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ท่ีเติม diethyl 
pyrocarbonate (DEPC) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใชอ้าร์เอน็เอท่ีไดเ้ป็นตน้แบบส าหรับปฏิกิริยา    
RT-PCR   
 
 10.2  การสกดัอาร์เอน็เอจากอนุภาคไวรัส 
 
          สกดัอาร์เอน็เอจากอนุภาคไวรัสท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิโดยดดัแปลงจากวิธี phenol-
chloroform extraction (Peden and Symons, 1973) ดูดสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธ์ิเขม้ขน้ 10 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
phenol ปริมาตรเท่ากบัสารละลายไวรัส ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการกลบัหลอดๆมาประมาณ 3 นาที 
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที ดูดส่วนใสปริมาตร 
150 ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่แลว้เติม chloroform ปริมาตรเท่ากบัสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนั น าไป
ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสปริมาตร 100 
ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่ แลว้ตกตะกอนอาร์เอน็เอดว้ย  absolute ethanol  บ่มท่ี -20 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที ลา้งตะกอนอาร์เอน็เอดว้ย 70% ethanol ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาทีท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท ethanol ท้ิงแลว้ปล่อยใหต้ะกอนแหง้ 
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11.  ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยนี 2b ยนี CP และ 3' NTR ของเช้ือ CMV 
  

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีใชส้ังเคราะห์ยนี 2b ยนี CP และ 3' NTR (Lin et al. 2003) จากล าดบั  
นิวคลีโอไทดข์องเช้ือ CMV subgroup I  ไอโซเลท Fny (accession number D00355, RNA2; 
D10538, RNA3) และ subgroup II  ไอโซเลท Q (accession numbers J02059, RNA3) (ตารางท่ี 1) 
ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยนี 2b ของ subgroup I  ประกอบดว้ย 2bF และ 2bR ซ่ึงตรงกบั            
นิวคลีโอไทดข์อง RNA 2 ต าแหน่งท่ี 2418-2438 และ 2798-2815 ตามล าดบั ไพรเมอร์ของยนี CP 
subgroup I ประกอบดว้ย CMV-CPF และ CMV-CPR ซ่ึงตรงกบันิวคลีโอไทดข์อง RNA 3 
ต าแหน่งท่ี 1245-1266 และ 1902-1922 ตามล าดบั ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์บริเวณ 3' NTR ของ 
subgroup I ประกอบดว้ย 3' NTRF และ  3' NTRR ซ่ึงตรงกบันิวคลีโอไทดข์อง RNA 3 ต าแหน่งท่ี 
1902-1922 และ 2161-2181 ตามล าดบั 

 

การสังเคราะห์ยนี CP และ 3' NTR ของ subgroup II ใชไ้พรเมอร์ CMV-Q1 และ CMV-Q4 
ซ่ึงตรงกบันิวคลีโอไทดข์อง RNA 3 ต าแหน่งท่ี 2170-2193 และ 1235-1256 

 
 
ตารางที ่1  ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยนี 2b , CP และ 3' NTR ของเช้ือ Cucumber mosaic virus  
 

Subgroup ไพรเมอร์ ยนี ขนาดยนี (nt) ล าดบันิวคลีโอไทด ์

I 2b-F 2b (RNA2) 392 5'-TTATGGAATTGAACGTAGGTG-3' 
 2b-R 

  
5'-AATACTGCCAACTCAGCTCCC-3' 

 CPF CP (RNA3) 678 5'-TTGAGTCGAGTCATGGACAAATC-3' 
 CPR 

  
5'-AACACGGAATCAGACTGGGAG-3' 

 3' NTRF 3' NTR (RNA3) 278 5'-CTCCCAGTCTGATTCCGTGTT-3' 

 3' NTRR 
  

5'-GCACCCGTACCCTGAAACTA-3' 
II Q1 CP+3' NTR 

(RNA3) 
958 5'-CTCCTTATGGAGAACCTGTGTGGT-3' 

 Q4 
  

5'-TCTCCCAATGCTAGTAGAACCT-3' 
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12.  ปฏิกริิยา  One step RT-PCR 
 
 สังเคราะห์ยนี 2b, CP และ 3' NTR ของเช้ือไวรัส CMV จากอาร์เอน็เอรวมท่ีเตรียมได ้โดย
ใชส่้วนผสมของ one step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร   
ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบดว้ย 
 
  nuclease free water  11.6   ไมโครลิตร 
  5x buffer     5.0   ไมโครลิตร 
  10 mM dNTPs     0.8   ไมโครลิตร 
  10 pmole forward primer    0.8   ไมโครลิตร 
  10 pmole reverse primer    0.8   ไมโครลิตร 
  enzyme mix     0.8   ไมโครลิตร 
  RNA template     2.0   ไมโครลิตร 
 
  ผสมส่วนผสมใหเ้ขา้กนัดี แลว้น าไปเขา้เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท า
ปฏิกิริยาในการสงัเคราะห์ดงัน้ี 
 
          1) first strand synthesis  50 oC 30 นาที 
  predenaturation   94 oC 15 นาที 
 
          2) three step-cycling   35 cycles 
   denaturation   94 oC  1 นาที 
  annealing   58 oC  1 นาที 
  extension   72 oC  1 นาที 
 
          3) final extension   72 oC 10 นาที 
 
 เม่ือปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ ตรวจสอบดีเอน็เอผลผลิตดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 
ใน 0.5x TBE buffer ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 35 นาที จากนั้นน าเจลไปแช่ในสารละลาย 
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ethidium bromide นาน 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอน็เอผลผลิตในเจลภายใตแ้สง UV ดว้ยเคร่ือง gel 
documentation  
 
13.  การโคลนยนี 
 
 แยกดีเอน็เอผลผลิตออกจากเจลโดยใชชุ้ดส าเร็จรูป Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega) ตามขั้นตอนของบริษทัผูผ้ลิต ตรวจสอบขนาดและปริมาณดีเอน็เอท่ีไดด้ว้ย 1% 
agarose gel electrophoresis   เช่ือมต่อดีเอน็เอเขา้กบั พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega) โดย
เติมดีเอน็เอ 150 นาโนกรัม,  T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-T easy vector 
50 นาโนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units  รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ี
อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียสนานขา้มคืน  หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.2 M EDTA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร   
 

 น าพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli (E.coli) สายพนัธ์ุ DH5 โดยใช้
วิธี heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2000) คดัเลือกโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
ช้ินส่วนของยนี 2b ยนี CP และ 3' NTR ดว้ยวิธี blue-white selection แลว้ตรวจสอบโคลนของ 
พลาสมิดสายผสมท่ีตอ้งการดว้ยเทคนิค PCR โดยน าเซลลแ์บคทีเรียท่ีใหโ้คโลนีสีขาวจ านวน 10 
โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน ้าปริมาตร 2 ไมโครลิตรใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ แลว้ตรวจสอบ
ยนีท่ีตอ้งการดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยนี 2b ยนี CP และ 3' NTR  
 
14.  การศึกษาความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือ CMV  
 
 14.1 การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน    
 
                วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ดว้ยโปรแกรม
ส าเร็จรูป CLC Main workbench 5 (CLC Bio) จ าแนกยนีดว้ยโปรแกรม Blastn  และ Blastp  
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast)  แลว้เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ
เช้ือ CMV ท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank เพื่อวิเคราะห์ความผนัแปรทางพนัธุกรรมจากขอ้มูลยนี
โปรตีนและส่วนท่ีไม่แปลรหสัดว้ยโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) 
จากนั้นวิเคราะห์ความสมัพนัธ์และจดักลุ่มของ CMV ไอโซเลทต่าง ๆ จากการสร้าง phylogenetic 
tree  ดว้ยโปรแกรม MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007) 
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 14.2  การวิเคราะห์แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอดว้ยเทคนิค virtual PCR-RFLP   
 
          น าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอจากยนี 2b ยนี CP และส่วนของ 3' NTR ของ
เช้ือ CMV ไอโซเลทท่ีศึกษาในคร้ังน้ีและในฐานขอ้มูลท่ีมีรายงานอยูก่่อนแลว้ มาวิเคราะห์ลายพิมพ์
ดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR-RFLP แบบเสมือนจริง หรือ in silico (Parrella and Sorrentino, 2009)  ดว้ย
โปรแกรม CLC Main workbench 5 (CLC Bio)  เพื่อคดัเลือกเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะท่ีสามารถน ามาใช้
เพื่อแสดงความหลากหลายของเช้ือ CMV   จากนั้นน าแบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอท่ีใหข้นาดของ
ช้ินส่วนแตกต่างกนั (polymorphisms) มาสร้าง phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc version 
2.2e  
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  เช้ือ CMV ที่แยกได้จากแตงกวา  
 

 ตวัอยา่งใบแตงกวาท่ีเกบ็จากแปลงปลูกแตงกวาและแตงร้านใน 11 จงัหวดั รวม 
2,250 ตวัอยา่ง เม่ือน ามาตรวจสอบดว้ยเทคนิค indirect PTA-ELISA โดยใช ้MAb CM-2 พบวา่มี
ตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกกบั MAb CM-2 จ านวน 4 ตวัอยา่ง ไดจ้ากแตงกวา 2 ตวัอยา่ง คือจากจงัหวดั
นครปฐม 2 ตวัอยา่ง โดยแต่ละตวัอยา่งแสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจนและใบไม่เสียรูปทรง ให้
เป็นไอโซเลท HC 53 (ภาพท่ี 3ก) และ HC56 (ภาพท่ี 3ข)  อีก 2 ตวัอยา่งไดจ้ากแตงกวาผลใหญ่ 
(แตงร้าน) ในจงัหวดัสระแกว้ 1 ตวัอยา่ง แสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจนและใบไม่เสียรูปทรง ให้
เป็นไอโซเลท SK211 และจงัหวดัเพชรบุรี 1 ตวัอยา่ง แสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจนและใบไม่
เสียรูปทรง ใหเ้ป็นไอโซเลท PBR  
   

การปลูกเช้ือ CMV ทั้ง 4 ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านในแปลง และจากท่ีไดรั้บความ
อนุเคราะห์อีก 6 ไอโซเลทลงบนถัว่เขียว พบวา่ใบถัว่เขียวเกิดแผลจุดสีน ้าตาลขนาดประมาณ 1-1.5 
มิลลิเมตร หลงัปลูกเช้ือแลว้ 3 วนั เหมือนกนัทุกไอโซเลท เม่ือแยกจุดไปเพิ่มปริมาณบนยาสูบ N. 
glutinosa พบวา่หลงัปลูกเช้ือ 5 วนั ทุกไอโซเลทท าใหใ้บยอดแสดงอาการด่างและโคง้งอ ต่อมา
ประมาณ 10 วนัใบยาสูบแสดงอาการใบด่างกระจายทัว่ตน้ จึงเกบ็รักษาเช้ือ CMV สายพนัธ์ุเด่ียว
จากการศึกษาคร้ังน้ีทั้ง 10 ไอโซเลทไวใ้นยาสูบเพื่อการศึกษาในขั้นตอนต่อไป (ตารางท่ี 2)  

 
ส าหรับ MAb CM-2 (มณีรัตน์, 2547) ท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาน้ีท าปฏิกิริยาเฉพาะกบัเช้ือ 

CMV subgroup I แต่ไม่ท าปฏิกิริยากบัเช้ือ CMV subgroup II 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                            

ตารางที่ 2  ไอโซเลทของเช้ือ CMV ท่ีตรวจพบในแปลงปลูกและท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์ 
  

ไอโซเลท จงัหวดัท่ีเกบ็ตวัอยา่ง พืชอาศยั ปีท่ีเกบ็ 

30RS ปทุมธานี พริก 2539 

A168 ล าปาง แตงกวา 2550 
A27 เชียงใหม่ แตงกวา 2552 

BK16 เชียงใหม่ แตงกวา 2552 
C113 เชียงใหม่ แตงกวา 2552 

CRI เชียงราย แตงกวา ไม่ระบุ 
HC53 นครปฐม แตงกวา 2550 

HC56 นครปฐม แตงกวา 2550 
KPS10 นครปฐม พริก 2548 

ML25 ขอนแก่น เมลอน 2551 
PBR เพชรบุรี แตงร้าน 2551 

SK211 สระแกว้ แตงร้าน 2551 
SNK สกลนคร แตงกวา ไม่ระบุ 
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ภาพที ่3  อาการด่างบนใบแตงกวา (Cucumis sativus) จากแปลงท่ีตรวจพบเช้ือ Cucumber   
  mosaic virus  
  ก) ไอโซเลท HC53 
  ข) ไอโซเลท HC56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

ข ก ข 
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2.  การแพร่กระจายและการเพิม่ปริมาณของเช้ือ CMV ในต้นยาสูบทีไ่ด้รับการปลูกเช้ือ  
 
 ตน้กลา้ของยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแลว้ 7 วนัแสดงอาการ
ใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบเสียรูปทรงเลก็นอ้ย ใบยอดด่างและโคง้งอ ส่วนใบท่ีไดรั้บการ
ปลูกเช้ือแสดงอาการใบด่างและใบเหลือง 
   
 ตรวจสอบการแพร่กระจายตวัของเช้ือ CMV ในใบยาสูบท่ีอยูถ่ดัข้ึนมาจากใบท่ีไดรั้บการ
ปลูกเช้ือดว้ยเทคนิค TPIBA   หลงัปลูกเช้ือแลว้ 4 วนั พบเช้ือแพร่กระจายอยูใ่นเน้ือเยือ่ส่วนของ
vascular บริเวณเส้นใบ (vein) ก่อนส่วนอ่ืน โดยตรวจพบเช้ือ CMV มากในส่วนเสน้กลางใบ และ
เสน้ใบยอ่ยท่ีติดกบัเสน้กลางใบ ต่อมาในวนัท่ี 5 เช้ือแพร่กระจายจากเสน้ใบไปยงัเซลล ์ 
parenchyma ของเน้ือใบมากข้ึนโดยเฉพาะตามบริเวณขอบใบ ตั้งแต่วนัท่ี 6 เป็นตน้ไปพบวา่เช้ือ
แพร่กระจายทัว่ทั้งแผน่ใบ (ภาพท่ี 4)  
  
 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ใบยาสูบท่ีอยูเ่หนือใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือแลว้ 4 วนัตรวจพบเช้ือ 
CMV มากในส่วนของเสน้กลางใบ class I และ class II โดย class III นั้นพบเช้ือเพียงเลก็นอ้ย ต่อมา
ในวนัท่ี 5 ตรวจพบในส่วนเสน้ใบ class III มากข้ึนและเร่ิมแพร่กระจายเขา้เน้ือใบทางเสน้ใบ class 
IV และ V ต่อมาในวนัท่ี 6-13 พบวา่เช้ือ CMV แพร่กระจายเตม็เน้ือใบ 
 
 หลงัจากจากปลูกเช้ือแลว้ 4 วนั เร่ิมตรวจพบเช้ือ (A405 เฉล่ีย 0.600) ในวนัท่ี 5 เช้ือมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนเลก็นอ้ย (A405 เฉล่ีย 0.881) ต่อมาในวนัท่ี 6, 7 และ 8 ปริมาณของเช้ือ CMV เพิ่มข้ึนอยา่ง
รวดเร็วโดยค่า A405 เฉล่ีย 1.917, 2.463 และ 2.706 ตามล าดบั ในวนัท่ี 9, 10 และ 11 ปริมาณของเช้ือ
มีการลดลงโดยมีค่า A405 เฉล่ีย 2.351 2.121 และ 2.021 ตามล าดบั จากนั้นตรวจพบปริมาณของเช้ือ
เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเป็นรอบท่ีสองในวนัท่ี 12 และ 13 มีค่าเฉล่ีย A405 เท่ากบั 2.653 และ 2.941 ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 5)  
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  ภาพที ่4    แบบแผนการแพร่กระจายของเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 ในใบยาสูบ Nicotiana 

tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ในช่วงเวลา 4-13 วนัหลงัการปลูกเช้ือ (dpi.) ดว้ยวิธีกล 
ตรวจสอบไวรัสดว้ยเทคนิค Tissue print immunoblot assay (TPIBA) 

 
 
 
 

12 dpi. 

   

 

 

  

 

  

4 dpi. 5 dpi. 6 dpi. 7 dpi. 

8 dpi. 

9 d.p.i. 

10 dpi. 11 dpi. 

13 dpi. 

9 dpi. 
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ตารางที่ 3  ผลการตรวจวดัปริมาณเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 ในใบยาสูบ Nicotiana tabacum  
                  พนัธ์ุ Xanthi-nc หลงัการปลูกเช้ือแลว้ 4-13 วนั  แต่ละวนัตรวจสอบใบยาสูบ 1 ใบ 
                  ต่อตน้ รวม 4 ตน้ โดยใชเ้ทคนิค indirect PTA ELISA อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
                  ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร (A405)  
 

วนัหลงัปลูกเช้ือ 
A405 ของ CMV ในใบยาสูบต้นที่  

ค่าเฉลีย่ A405  
1 2 3 4 

4   0.617 0.603 0.598 0.584 0.601 

5   0.915 0.855 0.899 0.853 0.881 
6   1.928 1.897 1.949 1.892 1.917 

7   2.456 2.414 2.423 2.558 2.463 
8   2.721 2.703 2.791 2.609 2.706 

9   2.326 2.306 2.370 2.400 2.351 
10   2.069 2.177 2.214 2.023 2.121 

11   2.030 2.011 2.103 1.940 2.021 
12   2.679 2.591 2.570 2.772 2.653 

13   2.948 2.939 2.862 3.016 2.941 
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ภาพที ่5   กราฟแสดงแบบแผนการเพิ่มปริมาณของเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 ในใบยาสูบ   
      Nicotiana tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc หลงัจากไดรั้บการปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลแลว้  

4-13วนั (dpi)  ตรวจวดัปริมาณเช้ือในใบพืชท่ีอยูถ่ดัข้ึนไปจากใบท่ีปลูกเช้ือ  
        ดว้ยเทคนิค indirect PTA ELISA อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 
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3.  ลกัษณะสัณฐานของอนุภาคไวรัสและน า้หนักโมเลกลุของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค 
 
 เม่ือท าการป่ันเหวี่ยงหลอดสารแขวนลอยไวรัสใน sucrose gradient พบแถบไวรัสสีขาวขุ่น 
(viral zone) อยา่งชดัเจนอยูท่ี่บริเวณ 4.5 ซม. จากปากหลอด สารแขวนลอยไวรัสบริสุทธ์ิท่ีเตรียมได้
ภายหลงัการท า dialysis มีความเขม้ขน้ประมาณ 1 มก.ต่อ มล. ปริมาณไวรัสท่ีเตรียมไดจ้ากใบยาสูบ 
50 กรัม อยูใ่นช่วง 0.436-1.680 มก. และค่าสดัส่วน A260/A280 ของไวรัสท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิท่ี
สอดคลอ้งตามมาตรฐาน (1.7) (Brunt et al., 1996) พบในไอโซเลท HC53 และ HC56 (ตารางท่ี 4)  
 

จากภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนพบวา่อนุภาคของเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทท่ีเตรียมไดมี้
ลกัษณะเป็นรูปทรงกลม แต่โปรตีนหน่วยยอ่ยท่ีห่อหุม้อนุภาคมีสภาพและการติดสียอ้มแตกต่างกนั 
รวมทั้งพบการติดสียอ้มในช่องกลางอนุภาคของเกือบทุกไอโซเลท เม่ือวดัขนาดอนุภาคจากภาพถ่าย
จ านวน 20 อนุภาคและหาค่าเฉล่ีย พบวา่มีขนาดต่างกนัอยูใ่นช่วง 24-28 นาโนเมตร(ภาพท่ี 6) ใน
สารแขวน ลอยไวรัสบางไอโซเลทท่ีเตรียมได ้เช่น PBR   SNK  SK211 และ CRI  พบส่ิงปะปนอยู่
ดว้ย ผลการสกดัและแยกขนาดอาร์เอน็เอของเช้ือ CMV จากสารแขวนลอยไวรัสบริสุทธ์ิ พบแถบ
อาร์เอน็เอ 3 แถบประกอบดว้ยอาร์เอน็เอ 4 โมเลกุล โดยท่ี RNA 1 และ RNA 2 มีขนาดใกลเ้คียงกนั
จึงเห็นอยูชิ่ดกนัเป็นแถบเดียว (ภาพท่ี 7) 
 
 ผลการแยกขนาดโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเช้ือ CMV จากสารแขวนลอยไวรัสท่ีเตรียมได้
ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวจากอนุภาค CMV ทุกไอโซเลทซ่ึงเคล่ือนท่ี
เป็นระยะทางเท่ากนับนเจล จากการพลอ็ตกราฟและค านวณค่าน ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีน
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน พบวา่โปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเช้ือ CMV ทุกไอโซเลทมีน ้าหนกั
โมเลกุลประมาณ 26 กิโลดาลตนั (ภาพท่ี 8)   
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ตารางที ่4  ความเขม้ขน้ ปริมาณเช้ือ และขนาดของอนุภาค CMV 10 ไอโซเลทท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

ไอโซเลท 
ความเข้มข้น 

(มก./มล.) 

ปริมาณเช้ือ (มก.) ค่าสัดส่วน 
 A260/A280  

ขนาดอนุภาค 
(นาโนเมตร) ในใบยาสูบ 50 กรัม 

      HC53 0.840 1.680 1.72 26 

      SNK 0.778 1.556 1.41 25 
      HC56 0.718 1.426 1.79 24 

      A27 0.450 0.900 1.24 27 
      A168 0.428 0.856 1.17 26 

      PBR 0.418 0.836 1.32 25 
      BK16 0.410 0.820 1.08 26 

      C113 0.390 0.780 1.13 25 
      SK211 0.218 0.436 1.49 26 

      CRI 0.170 0.340 1.49 28 
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ภาพที ่6  อนุภาคไวรัส CMV ไอโซเลท HC53 ท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์  
  อิเลก็ตรอน เตรียมตวัอยา่งดว้ยวิธี dip preparation ยอ้มสีดว้ย 2% uranyl acetate                    
    

 
 

ภาพที ่7  แถบอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากอนุภาคเช้ือ CMV ในสารแขวนลอยไวรัสท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิ  
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                        M       HC53     HC56    SK211     CRI       SNK 

 
 

                  M       A168       PBR        A27      BK16      C113 

 
 
ภาพที ่8  แถบโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเช้ือ CMV ในสารแขวนลอยไวรัสท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิ  
               แยกขนาดใน SDS-polyacrylamide gel ยอ้มสีดว้ย 0.2% coomassie blue R-250  

  M = โปรตีนมาตรฐาน 14.4-45 kDa (Low range Protein marker, Fermentas)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

25 kDa 

25 kDa ~ 26 kDa 

~ 26 kDa 

45 kDa 

14.4 kDa 
18.4 kDa 

35 kDa 
45 kDa 

18.4 kDa 

14.4kDa 

34 kDa 

38 



                                                            

4.  ความหลากหลายทางชีววิทยาของเช้ือ CMV ที่แยกได้จากแตงกวา 
 

4.1 อาการบนพืชอาศยัท่ีไดรั้บเช้ือ CMV 
 
      เช้ือ CMV ท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านทั้ง 10 ไอโซเลทท าใหเ้กิดอาการ 2 แบบกบั

พืชทดสอบ คือ Chenopodium amaranticolor ถัว่เขียว และถัว่พุม่ เกิดอาการแบบแผลจุดเฉพาะแห่ง
(local lesion symptom) โดยลกัษณะอาการและระยะเวลาการแสดงอาการของโรคของเช้ือ CMV 
แต่ละไอโซเลทบนพืชทดสอบแต่ละชนิดมีความคลา้ยกนัมาก จึงท าใหไ้ม่สามารถบอกความ
แตกต่างของแต่ละไอโซเลทบนพืชทดสอบทั้ง 3 ชนิด ส่วนพืชทดสอบชนิดอ่ืนเกิดอาการแบบ
แพร่กระจายทัว่ตน้ (systemic symptom) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
 
 C. amaranticolor หลงัจากปลูกเช้ือ 3 วนั พบอาการแผลจุดสีเหลืองซีดขนาด
เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.1-0.5 มิลลิเมตร เฉพาะบนใบเล้ียงท่ีปลูกเช้ือเท่านั้น ต่อมา 7 วนั แผลจุดจะ
เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลขอบแผลสีเหลืองซีด ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 1-1.5 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 9ก)  
 
 ถัว่เขียวพนัธ์ุ KPS2 หลงัปลูกเช้ือประมาณ 3 วนั แสดงอาการแผลจุดสีน ้าตาลแดงขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 1-1.5 มิลลิเมตร เฉพาะบนใบเล้ียงท่ีปลูกเช้ือ (ภาพท่ี 9ข) 
 
 ถัว่พุม่ หลงัจากปลูกเช้ือประมาณ 3 วนัพบอาการแผลจุดสีน ้าตาลแดงขนาดเลก็เท่าปลาย
เขม็ (pin point) เฉพาะบนใบเล้ียงท่ีปลูกเช้ือ (ภาพท่ี 9ค)
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ภาพที ่9  อาการแผลจุดบนพืชทดสอบท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus  3 วนัหลงัจากปลูกเช้ือ 
  ก) Chenopodium amaranticolor แสดงอาการแผลจุดซีดขนาดเลก็มากบนใบท่ีปลูกเช้ือ 
  ข) ถัว่เขียวพนัธ์ุ KPS2 แสดงอาการแผลจุดสีซีดมีขอบสีน ้าตาลแดงบนใบเล้ียงท่ีปลูกเช้ือ  
  ค) ถัว่พุม่พนัธ์ุเฮอร์ร่ี บูช แสดงอาการแผลจุดสีน ้าตาลเขม้ ขนาดเลก็บนใบเล้ียงท่ีปลูกเช้ือ  
 
 
  
 

ก 

ข 

ค 

40 



                                                            

 แตงกวาพนัธ์ุพุม่ชบาท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท HC53 HC56 และ A168 แสดงอาการใบ
ด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนชดัเจน (ภาพท่ี 10) ส่วนแตงกวาท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลทอ่ืนๆ 
แสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจน (mild mosaic) ขอบใบซีด แต่ใบไม่เสียรูปทรง (ภาพท่ี 11) 
 
 มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท A27 BK16 C113 CRI 
HC53 HC56 และ PBR (ภาพท่ี 12ก) แสดงอาการด่างอยา่งชดัเจนสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนทัว่ตน้
และใบมีขนาดเลก็ ไอโซเลท A168 SNK และ SK211 ท าใหเ้กิดอาการใบด่าง ใบมีขนาดเลก็และ
แตกเป็นพุม่ ล าตน้แคระแกร็นไม่มีการเจริญของขอ้ปลอ้ง (ภาพท่ี 12ข) 
 
 พริกพนัธ์ุหวัเรือแสดงอาการด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนกระจายทัว่ทั้งตน้ (ภาพท่ี 13ก)  
ไอโซเลท SK211 ท าใหพ้ริกแสดงอาการใบด่างและใบเสียรูปทรง ใบมีขนาดเลก็และมีส่วนของเน้ือ
ใบนอ้ย  ไอโซเลท SNK แสดงอาการใบด่างคลา้ยกบัไอโซเลทอ่ืน มีใบนอ้ย มีใบเฉพาะส่วนบนของ
ล าตน้ (ภาพท่ี 13ข) 
 
 ยาสูบ N. glutinosa พบอาการด่างท่ีใบยอดหลงัปลูกเช้ือประมาณ 5-7 วนั ต่อมาประมาณ 10 
วนัแสดงอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัสีเขียวอ่อนแพร่กระจายทัว่ตน้และใบเสียรูปทรง (ภาพท่ี 14ก) 
 
 ยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc พบอาการใบยอดด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน หลงัจาก
ปลูกเช้ือประมาณ 6-7 วนั ต่อมาประมาณ 10-14 วนั อาการใบด่างแพร่กระจายทัว่ทั้งตน้และใบเสีย
รูปทรง (ภาพท่ี 14ก) ไอโซเลท SNK ท าใหใ้บยาสูบแสดงอาการใบด่างร่วมกบัอาการใบบิด         
(ภาพท่ี 14ข) 
 
 ล าโพง แสดงอาการจุดซีดขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 2-3 มิลลิเมตร หลงัปลูกเช้ือประมาณ     
7-10 วนั ต่อมาประมาณ 15-20 วนั มีอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนอยา่งรุนแรงแพร่กระจาย
ทัว่ทั้งตน้ ใบเสียรูปทรง ดอกด่าง และรูปทรงบิดเบ้ียว (ภาพท่ี 15)     
 
 โทงเทง พบอาการใบยอดด่างแบบไม่ชดัเจนหลงัปลูกเช้ือประมาณ 7-10 วนั ต่อมา
ประมาณ 14-17 วนั เกิดอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อนแพร่กระจายทัว่ทั้งตน้ และใบเสีย
รูปทรง (ภาพท่ี 16) 
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 เมลอน  แตงโมพนัธ์ุมรกตด า และ แคนตาลูปพนัธ์ุศรีทอง ไม่พบอาการของโรค และตรวจ
ไม่พบเช้ือ CMV จากทั้ง 10 ตน้ของแต่ละไอโซเลทดว้ยเทคนิค ELISA  
 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ไอโซเลท SNK ท าใหเ้กิดลกัษณะอาการท่ีแตกต่างจากโซเลทอ่ืน
บนยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ไอโซเลท A168 และ SK211 บนมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 
ท าใหเ้กิดอาการใบเลก็ ยอดแตกเป็นพุม่และล าตน้แคระแกร็น แต่ไม่พบลกัษณะอาการใบเรียวยาว 
(shoe string) ซ่ึงเป็นอาการท่ีพบเฉพาะพืชท่ีถูกเช้ือ CMV เขา้ท าลาย  
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ภาพที ่10  แตงกวาพนัธ์ุพุม่ชบาแสดงอาการใบด่างหลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus       
    แลว้ประมาณ 2 สัปดาห์  
    ก) ไอโซเลท HC53  ข) ไอโซเลท HC56 
    ค) ไอโซเลท A168  ง) ไอโซเลท PBR 
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ภาพที ่11  แตงกวาพนัธ์ุพุม่ชบาแสดงอาการใบด่างไม่ชดัเจนและขอบใบซีด หลงัจากไดรั้บเช้ือ 
   Cucumber mosaic virus แลว้ประมาณ 2 สัปดาห์ 
                ก) ไอโซเลท CRI   ข) ไอโซเลท SNK 
   ค) ไอโซเลท A27  ง) ไอโซเลท BK16               
                จ) ไอโซเลท C113   ฉ) ไอโซเลท SK211 
 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

44 



                                                            

         
 
ภาพที ่12  ลกัษณะอาการบนมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 หลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus 
    (CMV) แลว้ 20 วนั  

ก) อาการใบด่างและใบมีขนาดเลก็หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท HC56 
ข) อาการใบด่าง ใบมีขนาดเลก็หลงัจากไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท A168 
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   ภาพที ่13  ลกัษณะอาการบนพริกพนัธ์ุหวัเรือหลงัจากปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus  

      (CMV) แลว้ 20 วนั  
       ก) อาการใบด่างและเสียรูปทรง เม่ือไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท CRI 
         ข) อาการใบด่าง ใบเรียวเลก็ และเสียรูปทรง เกิดจากเช้ือ CMV ไอโซเลท SNK 
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    ภาพที ่14  อาการใบด่างและใบเสียรูปทรงบนยาสูบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus 
        (CMV) หลงัจากปลูกเช้ือ 15-20 วนั 
        ก)  ยาสูบ Nicotiana glutinosa ไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท C113 
             ข)  ยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท A168 
                     ค)  ยาสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท SNK 
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ภาพที ่15  อาการบนล าโพงท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท HC53 หลงัปลูกเช้ือ 
     แลว้ 20 วนั    
  
         
 

 
 

ภาพที ่16  อาการใบด่างรุนแรงและเสียรูปทรงของโทงเทงท่ีไดรั้บเช้ือ Cucumber mosaic virus   
    ไอโซเลท HC53 ประมาณ 17 วนัหลงัการปลูกเช้ือ
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          ตารางที่ 5  ลกัษณะอาการบนพืชทดสอบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ Cucumber mosaic virus ดว้ยวิธีกล   
        

พชืทดสอบ 
ไอโซเลท 

A168 A27 BK16 C113 CRI HC53 HC56 PBR SK211 SNK 

Chenopodium  amaranticolor L L L L L L L L L L 

Vigna radiata พนัธ์ุ KPS2 L L L L L L L L L L 

Vigna sinensis พนัธ์ุเฮอร์ร่ี บูช L L L L L L L L L L 

Cucumis sativus พนัธ์ุพุม่ชบา M m  m  m  m M M M m m 

Solanum lycopersicum พนัธ์ุสีดาทิพย ์4 S MD MD MD MD MD MD MD S S 

Capsicum annuum พนัธ์ุหวัเรือ MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD 

 N. glutinosa MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD 

 N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc MD MD MD MD MD MD MD MD MD T 

Datura  metel MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD 

Physalis angulata MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD 

 
          หมายเหตุ  L: แผลจุดเฉพาะแห่ง, M: ใบด่าง, m: ใบด่างไม่ชดัเจน, MD: ใบด่างและเสียรูปทรง, S: ล าตน้แคระแกร็น, T: ใบบิดเกลียว 
     พืชทดสอบท่ีไม่แสดงอาการและตรวจไม่พบเช้ือไดแ้ก่แตงโมพนัธ์ุมรกตด า  แคนตาลูปพนัธ์ุศรีทอง และเมลอนไม่น ามาแสดงในตารางน้ี
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 4.2  การตอบสนองของพริกและมะเขือเทศต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากแตงกวา 
 
        4.2.1  พริกพนัธ์ุหวัเรือ 
 
    เช้ือ CMV ไอโซเลท A168  A27  BK16 C113 CRI HC53 HC56 และ PBR ท าให้
เกิดอาการใบด่างแบบสีเขียวซีดบนใบยอดหลงัปลูกเช้ือประมาณ 17-20 วนั ต่อมาประมาณ 25 วนั
หลงัปลูกเช้ือพบอาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบท่ีอยูถ่ดัจากใบยอดลงมาเร่ิมแสดงอาการ
ด่างตรงบริเวณโคนใบท่ีติดกบักา้นใบ และประมาณ 27-30 วนัหลงัปลูกเช้ือใบมีอาการด่างสีเขียว
เขม้สลบัเขียวอ่อนร่วมกบัอาการใบเหลือง ใบยอดท่ีแตกใหม่ด่างซีด ใบมว้นงอและเสียรูปทรง  พริก
ท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 แสดงอาการใบด่าง เสียรูปทรง ใบมีขนาดเลก็และเรียวยาว  
พริกท่ีไดรั้บเช้ือ CMV ไอโซเลท SNK แสดงอาการใบด่างคลา้ยกบัไอโซเลท อ่ืน จ านวนใบนอ้ย มี
ใบเฉพาะส่วนบนของล าตน้ ผลการประเมินคะแนนของระดบัอาการของโรคอยูใ่นช่วง 2-4 ค่าเฉล่ีย
ของคะแนนในช่วง 2.0-2.9  พบในไอโซเลท A168  A27  BK16  C113  CRI  HC53  HC56 และ 
PBR    ช่วงคะแนน 3.0-3.9  พบในไอโซเลท SK211 และช่วงคะแนน 4.0-4.9  พบในไอโซเลท SNK 
(ตารางท่ี 6) 
 
    เม่ือค านวณเปอร์เซ็นตก์ารติดเช้ือจากการปลูกเช้ือดว้ยวิธีกล  เช้ือ CMV ไอโซเลท 
CRI  ท าใหพ้ริกเกิดโรคไดสู้งสุด 70%  รองลงมาไดแ้ก่ ไอโซเลท A168  BK16  HC56 และ SK211 
ท าใหเ้กิดโรค 50%  รองลงมาไอโซเลท C113 และ A27  เกิดโรค 40 และ 30% ตามล าดบั  ไอโซเลท 
PBR และ HC53 ท าใหเ้กิดโรค 20% ส่วนไอโซเลท SNK ท าใหเ้กิดโรคไดน้อ้ยท่ีสุดเพียง 10% 
 
        4.2.2  มะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4  
 
       ใบยอดของมะเขือเทศแสดงอาการใบด่างแบบไม่ชดัเจนหลงัจากปลูกเช้ือ 10-14 
วนั ต่อมามะเขือเทศท่ีไดรั้บเช้ือไอโซเลท A27 HC53 HC56 BK16 C113 CRI และ PBR แสดง
อาการด่างชดัเจนสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบเหลือง เสียรูปทรงและมีขนาดเลก็     มะเขือเทศท่ี
ไดรั้บเช้ือไอโซเลท A168 SK211 และ SNK แสดงอาการล าตน้แคระแกร็นและ แตกเป็นพุม่ ไม่มี
การเจริญของขอ้ปลอ้ง ผลการประเมินคะแนนระดบัอาการของโรคอยูใ่นช่วง 2-3 ค่าเฉล่ียของ
คะแนน 2.0-2.9 ไดจ้ากไอโซเลท A168  A27  BK16  C113  HC53  HC56  PBR และ SK211 
ค่าเฉล่ียในช่วง 3.0-3.9 ไดจ้ากไอโซเลท CRI และ SNK (ตารางท่ี 7) 
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     เม่ือค านวณเปอร์เซ็นตก์ารติดเช้ือ CMV ของมะเขือเทศ พบวา่ไอโซเลท A168 
และ SK211 ท าใหม้ะเขือเทศเกิดโรคไดสู้งสุด 100%  รองลงมาไอโซเลท HC56 ท าใหเ้กิดโรค 70%  
ไอโซเลท BK16  C113 และ HC53 เกิดโรค 60%  ไอโซเลท A27  PBR  CRI  และ SNK  เกิดโรค 50  
30  20 และ 10% ตามล าดบั       
 
 วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งคะแนนอาการของโรคและปริมาณเช้ือจากค่า ELISA ดว้ย
โปรแกรมวิเคราะห์สถิติ The SAS System พบวา่ไม่มีความสมัพนัธ์กนัของระดบัอาการของโรคและ
ปริมาณเช้ือในพืชทั้งสองชนิดท่ีทดสอบ  
  
 จากการศึกษาการตอบสนองของพริกและมะเขือเทศต่อเช้ือ CMV ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีศึกษา
พบวา่มะเขือเทศแสดงอาการของโรคเร็วกวา่ในพริกโดยจะเร่ิมแสดงอาการหลงัจากไดรั้บการปลูก
เช้ือ CMV ประมาณ 14 วนั ในขณะท่ีพริกเร่ิมแสดงอาการของโรคประมาณ 20 วนัหลงัจากปลูกเช้ือ 
ความรุนแรงของอาการท่ีพบในพริกและมะเขือเทศนั้นเม่ือพิจารณาจากค่าเฉล่ียคะแนนระดบัอาการ
ของแต่ละไอโซเลทพบวา่ส่วนใหญ่อยูใ่นระดบัใกลเ้คียงคือ 2.0-2.9  ส่วนปริมาณเช้ือ CMV และ
เปอร์เซ็นตก์ารก่อโรคของเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลทพบวา่ปริมารเช้ือและเปอร์เซ็นตก่์อโรคใน
มะเขือเทศสูงกวา่ในพริกเม่ือพิจารณาจากค่า ELISA (A405) และเปอร์เซ็นตก่์อโรคของแต่ละ           
ไอโซเลท 
 
 Stoimenova et al. (2005) ประเมินความตา้นทานของพริกต่อเช้ือ CMV และพบวา่การเกิด
โรคบนพริกนั้นจะข้ึนอยูก่บัความตา้นทานของพริก และความเขม้ขน้ของเช้ือในน ้าคั้นท่ีใชเ้ช้ือ 
CMV ท่ีใชป้ลูกลงบนพริกท่ีมีความเขม้ขน้ 75 µg/ml สามารถท าใหพ้ริกเกิดโรคไดใ้นอตัราสูงกวา่
เช้ือท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ Shubin (1995) ไดค้ดัเลือกหาพริกพนัธ์ุตา้นทานจ านวน 14 สายพนัธ์ุต่อ
เช้ือ CMV ไอโซเลท CMY-15 (Thai-strain) ท่ีแยกไดจ้ากพริก พบวา่ความรุนแรงของอาการบนพริก
ท่ีเป็นพนัธ์ุอ่อนแอท่ีพบมีความสมัพนัธ์กบัปริมาณเช้ือในพริกเม่ือตรวจวดัจากค่า ELISA 
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ตารางที ่6  การประเมินการตอบสนองของพริกพนัธ์ุหวัเรือต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลท  ปลูกเช้ือดว้ย
วิธีกลจ านวน 10 ตน้ต่อไอโซเลท  หลงัจากนั้น 30 วนั ให้คะแนนระดบัอาการของโรค  
ตรวจวดัปริมาณเช้ือจากค่า ELISA  นบัจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคและค านวณเปอร์เซ็นตก่์อ
โรค  

 

ไอโซเลท 
คะแนนระดับอาการ  ค่า ELISA 

เปอร์เซ็นต์ก่อโรค   
เฉลีย่ พสัิย  เฉลีย่ พสัิย 

CRI 2.4 2-3  1.241 0.525-1.557 70 
A168 2.4 2-3  0.612 0.209-1.201 50 

BK16 2.4 2-3  1.670 1.204-2.159 50 
HC56 2.6 2-3  1.540 0.518-1.942 50 

SK211 3.8 3-4  2.024 1.453-2.317 50 
C113 2.5 2-3  1.517 1.265-1.816 40 

A27 2.6 2-3  1.195 0.891-1.401 30 
HC53 2.5 2-3  1.234 0.706-1.762 20 

PBR 2.5 2-3  1.550 1.268-1.836 20 
SNK 4 4   1.024 1.024 10 
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ตารางที่ 7  การประเมินการตอบสนองของมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์ 4 ต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลท  
ปลูกเช้ือดว้ยวิธีกลจ านวน 10 ตน้ต่อไอโซเลท  หลงัจาก นั้น 20 วนั ให้คะแนนระดบั
อาการของโรค  ตรวจวดัปริมาณเช้ือจากค่า ELISA  นบัจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคและค านวณ
เปอร์เซ็นตก่์อโรค    

  

ไอโซเลท 
คะแนนระดับอาการ   ค่า ELISA 

เปอร์เซ็นต์ก่อโรค 
เฉลีย่ พสัิย   เฉลีย่ พสัิย 

A168 2.4 2-3  1.657 1.147-2.099 100 
SK211 2.3 2-3  1.536 0.664-2.303 100 

HC56 2.6 2-3  1.570 0.573-2.147 70 
BK16 2.3 2-4  1.650 0.904-2.384 60 

C113 2.5 2-3  1.532 1.049-1.867 60 
HC53 2.3 2-3  1.976 1.454-2.407 60 

A27 2.4 2-3  1.638 1.311-2.172 50 
PBR 2.3 2-3  1.612 1.479-1.762 30 

CRI 3.5 2-3  1.878 1.774-1982 20 
SNK 3 3   1.328 1.328 10 
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5.  ความหลากหลายของรหัสพนัธุกรรม 
 
 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 2b ยนี CP และ 3' NTRของเช้ือ CMV จากแตงกวาและแตงร้าน
ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีศึกษา ไดร้ายงานเขา้สู่ฐานขอ้มูลของ GenBank และไดรั้บ Accession number รวม 
30 รายการ รวมทั้งไดโ้คลนยนีและวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไอโซเลท ML25  30RS และ 
KPS10 เพิ่มเติมอีกรวม 6 รายการ (ตารางท่ี 8)  
 

5.1 ยนี 2b  
 

                    5.1.1  ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน 
 
                              ทุกไอโซเลทมีขนาด 336 นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 17) แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้
111 เรซิดิวส์ (ภาพท่ี 18)  ค านวณน ้าหนกัโมเลกลุได ้13.06-13.12 กิโลดาลตนั (Protein calculator 
v3.3; http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc. html) ความผนัแปรของนิวคลีโอไทดใ์นระหวา่ง
ไอโซเลทต่าง ๆ เฉล่ียรวมเท่ากบั 10.73% ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นลกัษณะของ base transition คือ A กบั G 
คิดเป็น 45.9% รองลงมาคือ T กบั C 32.4 % ส่วนลกัษณะท่ีเป็น transversion มีเพียง 2.7-8.1%       
ไอโซเลทท่ีมีนิวคลีโอไทดแ์ตกต่างจากกลุ่มมากท่ีสุดไดแ้ก่ SNK  
 

          จากการท า multiple alignment ของล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน 2b พบวา่มีอยู ่
9 ไอโซเลทท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัท่ีระดบั 98-100%  ยกเวน้ไอโซเลท SNK อยูท่ี่ระดบั 85%        
(ตารางท่ี 10) ความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ CMV subgroup IB จากพืชอ่ืนทั้งในประเทศไทยและ
ต่างประเทศอยูท่ี่ระดบั 82-99%  คลา้ยคลึงกบั subgroup IA และ II ท่ีระดบั 75-82% และ 46-47% 
ตามล าดบั  และพบวา่มีกรดอะมิโนบนโปรตีน 2b ท่ีแตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนอยูใ่นบริเวณส าคญั
ของ nuclear localization signal (NLS)  และ silencing suppressor activity domain  
 

       Ye et al. (2009) รายงานวา่ล าดบักรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 62-71 (62GSELIEMYHH 71) 
ของโปรตีน 2b มีความส าคญัต่อการยบัย ั้งกระบวนการ gene silencing ของพืชและเก่ียวขอ้งกบั
ลกัษณะอาการบนพืช จากการศึกษายนี 2b ในงานวิจยัน้ีพบวา่ส่วนของ NLS ทั้ง 2 แห่งในเช้ือ CMV 
ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้าน รวม 9 ไอโซเลท มีล าดบักรดอะมิโนเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโน
ดงักล่าวแลว้ขา้งตน้ ยกเวน้ไอโซเลท SNK ท่ีพบวา่มีกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 22 เป็น K และต าแหน่ง

54 



                                                            

ท่ี 24 เป็น R ( 22KRRRRK27 ดูต าแหน่งท่ีขีดเสน้ใต)้ ส่วนล าดบักรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 62-71  พบใน
ไอโซเลท A27 ซ่ึงแตกต่างออกไปเพียง 1 ต าแหน่งคือ 68H ( 62GSELIEHHH 71)  และไอโซเลท 
SNK พบ 3 ต าแหน่งคือ 66M, 69H, และ 70R ( 62GSELMEMHRH 71)  มีขอ้สงัเกตจากการทดลองน้ี
วา่ไอโซเลท SNK ท าใหย้าสูบ N. tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc แสดงอาการใบด่างแบบไม่รุนแรง
ร่วมกบัอาการใบบิดเป็นเกลียว  (ภาพท่ี 9ข)  โดยท่ีพบวา่ล าดบักรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 62-71 ของ    
ไอโซเลท SNK มีความแตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆ  
 
       5.1.2  การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของเช้ือ CMV จาก phylogenetic tree  
 

      การวิเคราะห์ดว้ยล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน 2b สามารถแยกกลุ่มเช้ือ subgroup I 
ออกจาก subgroup II  รวมทั้งแยก subgroup IA และ IB ออกจากกนัได ้  นอกจากน้ียงัสามารถแยก
กลุ่มเช้ือ CMV จากประเทศไทยออกจากไอโซเลทอ่ืนท่ีพบในต่างประเทศได ้ (ภาพท่ี 21)  กลุ่มเช้ือ 
CMV ท่ีพบในประเทศไทยนั้น แบ่งออกได ้2 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มแรกประกอบดว้ยเช้ือ CMV 9  
ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านจบักลุ่มกบัไอโซเลท 30RS  KPS10 และ SG44 ท่ีพบใน
พริก  กลุ่มท่ี 2 ไดแ้ก่ ไอโซเลท SNK จากแตงร้านจบักลุ่มใกลชิ้ดกบัไอโซเลท ML25 จากเมลอน  
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ตารางที่ 8  Accession number ในฐานขอ้มูล GenBank ของยนี 2b CP และ 3' NTR  ของเช้ือ      
    CMV ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวา  แตงร้านและพืชอ่ืนในการศึกษาน้ี  
 

          ไอโซเลท 
GenBank accession number  

ยนี 2b ยนี CP 3' NTR 

            A168 FN 298512 FN 552542 FN 552603 

            A27 FN 552594 FN 552545 FN 552604 
            BK16 FN 552595 FN 552546 FN 552605 

            C113 FN 552596 FN 552544 FN 552606 
            CRI FN 552597 FM 999065 FN 552607 

            HC53 FN 298510 FM 999063 FN 552608 
            HC56 FN 298511 FM 999062 FN 552609 

            PBR FN 552599 FN 552543 FN 552610 
            SK211 FN 298513 FM 999064 FN 552611 

            SNK FN 552598 FM 999066 FN 552612 

            30RS FN 552601 AY605551/ FN 552614 
            KPS10 FN 552602 EF6084611/ NA2/ 

            ML25 FN 552600 FM 999067 FN 552613 
    
 หมายเหตุ   1/ มีรายงานอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank อยูก่่อนแลว้   
           2/  NA: ไม่มีขอ้มูล 
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ตารางที ่9  เช้ือ Cucumber mosaic virus จากฐานขอ้มูล GenBank ท่ีน ามาวิเคราะห์สายสัมพนัธ์และ
สร้าง phylogenetic tree   

 

ไอโซเลท Subgroup พชือาศัย แหล่งทีพ่บ 
GenBank accession number 

ยนี 2b ยนี CP   3' NTR 

Fny IA มสักเ์มลอน สหรัฐอเมริกา D00355 D10538 D10538 
O IA แตงกวา ญ่ีปุ่น D10209 D00385 D00385 
Pepo IA สควอช ญ่ีปุ่น AB124835 AF103991 AF103991 
Ri-8 IA มะเขือเทศ สเปน AM183118 AM183119 AM183119 
Rs IA แรดิช ฮงัการี AJ517801 AB290154 AB290154 
KS44 IB พริก ไทย NA AJ810259 NA 
SG15 IB พริก ไทย NA AY560556 NA 
TR15 IB แตงกวา ไทย NA AJ810264 NA 
Cb7 IB มะเขือเทศ จีน DQ785470 EF216867 EF216867 
SD IB ยาสูบ จีน D86330 AB008777 AB008777 
Nt9 IB มะเขือเทศ ไตห้วนั D28779 D28780 D28780 
Tfn IB มะเขือเทศ อิตาลี Y16925 Y16926 Y16926 
Tn II มะเขือเทศ ญ่ีปุ่น AB176848 AB176847 AB176847 
Q II พริก ออสเตรเลีย X00985 M21464 M21464 

 
หมายเหตุ  NA: ไม่มีขอ้มูล 
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ตารางที ่10  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี 2b    
       ของ Cucumber mosaic virus  10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านใน        
       ประเทศไทย   
 

กรดอะมิโน 

ไอโซเลท A168 A27 BK16  C113 CRI HC53 HC56 SNK PBR SK211 

A168 
 

99 97 100 99 99 100 87 99 100 
A27 99 

 
96 99 98 98 99 88 98 99 

BK16  99 98 
 

97 96 96 97 86 96 97 
C113 100 99 99 

 
99 99 100 87 99 100 

CRI 99 98 98 99 
 

98 99 86 98 99 
HC53 100 98 99 99 99 

 
99 86 100 99 

HC56 100 99 99 100 99 100 
 

87 99 100 
SNK 90 90 90 90 90 90 90 

 
86 87 

PBR 99 98 98 99 100 99 99 90 
 

99 
SK211 100 99 99 100 99 100 100 90 99 

 

 

                                              นิวคลโีอไทด์ 
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ภาพที ่17  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  เปรียบเทียบกบั

ไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท าการวิเคราะห์แบบ multiple 
alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench version 5.5  
(ช่ือไอโซเลทดูจากตารางท่ี 8) 

     
   
จุด (.) ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกบัไอโซเลท SD    

                  ตวัอกัษร A, G, T, C ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างจากไอโซเลท SD 
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ภาพที ่17 (ต่อ) 
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ภาพที ่18  ล าดบักรดอะมิโนของยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา เปรียบเทียบกบั  

ไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท าการวิเคราะห์แบบ multiple 
alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench version 5.5  

      (ช่ือไอโซเลทดูจากตารางท่ี 8) 
    กรอบส่ีเหล่ียม แสดงโดเมนส าคญัของโปรตีนน้ีคือ NLS: arginine-rich nuclear           
    localization signal และ  Silencing suppressor activity domain  

    จุด (.) ระบุกรดอะมิโนท่ีเหมือนกบัไอโซเลท SD 

    ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพใ์หญ่ ระบุชนิดกรดอะมิโนท่ีแตกต่างจากไอโซเลท SD 
 
 

    Silencing suppressor activity domain  
NLS                          

     NLS                  NLS 
NLS                          
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ภาพที ่19   Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบักรดอะมิโนของยนี 2b แสดงความ 

สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านใน 
ประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืนในประเทศไทย 
และในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า bootstrap จาก  
1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใชข้อ้มูลของเช้ือ 
Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 

  

1 IB 

2 

IB 

IA 

Subgroup II 

Subgroup I 
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 5.2  ยนี CP 
 
        5.2.1  ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน  
 

   ทุกไอโซเลทท่ีศึกษามีขนาด 657 นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 20) แปลรหสัเป็นกรด       
อะมิโนได ้218 เรซิดิวส์ ค  านวณน ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนห่อหุม้อนุภาคได ้24.7-24.12            
กิโลดาลตนั ความผนัแปรของนิวคลีโอไทดร์ะหวา่ง 10 ไอโซเลทเฉล่ียเท่ากบั 14 % โดยมีลกัษณะท่ี
เป็น base transition ระหวา่งไอโซเลทต่าง ๆ ทั้ง A/G และ T/C รวมกนัเท่ากบั 70%  ส่วนลกัษณะท่ี
เป็น transversion รวมทั้งหมดมีค่าสูงถึง 30% ซ่ึงมากกวา่ท่ีพบในกรณีของยนี 2b  ไอโซเลทท่ีมี 
นิวคลีโอไทดแ์ตกต่างจากกลุ่มมากท่ีสุดไดแ้ก่ SNK รองลงมาไดแ้ก่ SK211, PBR และ C113  
ตามล าดบั  โดยท่ีต าแหน่งท่ีมีความผนัแปรแบบ transversion ไดแ้ก่ช่วงนิวคลีโอไทดท่ี์ 213-250, 
277, 281, 361, 409, 411, 477, 533, 546, 555, 561, 609 และ 639    ทั้ง 4 ไอโซเลทน้ีมีความคลา้ยคลึง
กนัท่ีระดบั 91-95% ในขณะท่ีอีก 6 ไอโซเลทมีความคลา้ยคลึงกนัมากท่ีระดบั 97-98% อยา่งไรกต็าม 
นิวคลีโอไทดท่ี์พบวา่แตกต่างกนัเหล่าน้ีไม่ส่งผลใหมี้การเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิโนในส่วน
ท่ีเป็นโดเมนส าคญัของโปรตีน CP   เช่นท่ีต าแหน่ง 129 proline (Pro) และ 162 alanine (Ala) ท่ีท า
ใหเ้ช้ือ CMV เกิดการถ่ายทอดไดด้ว้ยเพล้ียอ่อนพาหะ (ภาพท่ี 21)  
 

จากการท า multiple alignment   ทั้ง 10 ไอโซเลทมีความคลา้ยคลึงกนัของ 
นิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนอยูร่ะหวา่ง 89%-99% และ 92%-100% ตามล าดบั โดยพบวา่ 
ไอโซเลท SNK มีความแตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนมากท่ีสุด (ตารางท่ี 11)  นอกจากน้ียงัมีความ
คลา้ยคลึงกบั subgroup IB จากพืชอ่ืนท่ีระดบั 91-100% และ 93-100%  คลา้ยคลึงกบั subgroup IA ท่ี
ระดบั 89-95% และ 92-98% และคลา้ยคลึงกบั subgroup II ท่ีระดบั 73-77% และ 78-83% ตามล าดบั 

 
   ในการศึกษาดา้นความผนัแปรของนิวคลีโอไทดโ์ดย  Schineider and Roossinck 
(2001) กพ็บวา่ความผนัแปรของนิวคลีโอไทดข์องยนี CP ของเช้ือ CMV ส่วนใหญ่จะเป็นความผนั
แปรแบบ transition สูงถึง 74.56% และพบแบบ transversion เพียง 25.44%   ส่วนท่ีแตกต่างกนักบั
การศึกษาคร้ังน้ีคือความผนัแปรท่ีพบจะเป็นการเปล่ียนแปลงเบสจาก G เป็น A มากท่ีสุดคือ 41 เบส
จาก 114 เบส  ในขณะท่ีไอโซเลทจากแตงกวาท่ีศึกษาน้ีมีความผนัแปรของ T/C  จ านวน 26 เบสใน 
107 เบส ซ่ึงมากกวา่ A/G  จ านวน 14 เบสใน 107 เบส  
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        5.2.2  การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์จาก Phylogenetic tree 
 
                  การวิเคราะห์ดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 22) ของยนี CP แบ่งเช้ือ CMV ออก
ได ้2 กลุ่ม กลุ่มแรกประกอบดว้ย CMV จากแตงกวา (ไอโซเลท BK16, C113, A27, HC53, HC56, 
CRI และ A168) และพริกในประเทศไทย (ไอโซเลท SG15, KPS10, 30RS และ KS44) กลุ่มท่ี 2 
ประกอบดว้ย CMV จากแตงกวาและแตงร้านจบักลุ่มอยูก่บั CMV จากต่างประเทศ โดยพบวา่        
ไอโซเลท PBR จากแตงร้านจบักลุ่มใกลชิ้ดกบัไอโซเลท TR15 จากแตงร้าน ไอโซเลท Cb7, Tfn 
และ Nt9 จากมะเขือเทศในต่างประเทศ  ไอโซเลท SNK และSK211 จากแตงร้าน กบั ML25 จาก    
เมลอนในประเทศไทย และ SD จากยาสูบในต่างประเทศ  
 
  การวิเคราะห์ดว้ยกรดอะมิโนแบ่ง CMV ออกได ้2 กลุ่ม (ภาพท่ี 23)  กลุ่มแรก
ประกอบดว้ย CMV จากแตงกวาและแตงร้าน (ไอโซเลท BK16, C113, A27, HC53, HC56, CRI 
และ A168) และพริกในประเทศไทย (ไอโซเลท SG15, KPS10, 30RS และ KS44) และยงัพบวา่    
ไอโซเลท PBR จากแตงร้านจบักลุ่มใกลชิ้ดกบัไอโซเลท TR15 จากแตงร้าน ไอโซเลท Cb7 จาก
มะเขือเทศในต่างประเทศ  กลุ่มท่ี 2 ไดแ้ก่ ไอโซเลท SNK และSK211 จากแตงร้าน กบั ML25 จากเม
ลอนในประเทศไทย และ SD จากยาสูบ Tfn และ Nt9 จากมะเขือเทศ ในต่างประเทศ 
 
  Lin et al. (2003) รายงานวา่ยนี CP ของ CMV ท่ีแยกจากพืชตระกลูแตงในมลรัฐ
แคลิฟอร์เนียมีความอนุรักษสู์ง โดยมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนัท่ี 97-98% และยนี 2b และ        
3' NTR มีความผนัแปรมากกวา่ยนี CP แต่จากการศึกษาเช้ือ CMV จากแตงกวาในคร้ังน้ีพบวา่ยนี CP 
มีความผนัแปรท่ีเป็นแบบ transversion มากกวา่ยนี 2b  
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ตารางที ่11  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี CP    
       ของ Cucumber mosaic virus  10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านใน         
       ประเทศไทย 
 

กรดอะมิโน 

ไอโซเลท A168 A27 BK16  C113 CRI HC53 HC56 SNK PBR SK211 

A168 
 

100 100 100 95 100 100 97 99 98 
A27 99 

 
100 100 95 100 100 96 98 98 

BK16  98 98 
 

100 95 100 100 97 99 98 
C113 95 96 97 

 
95 100 100 97 99 98 

CRI 98 98 98 95 
 

95 95 92 94 94 
HC53 98 99 98 96 98 

 
100 97 99 98 

HC56 99 99 98 96 98 98 
 

97 99 98 
SNK 92 92 91 89 92 91 92 

 
98 98 

PBR 93 93 93 91 93 93 93 93 
 

99 
SK211 93 93 93 91 93 93 93 95 94 

 นิวคลโีอไทด์    
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ภาพที ่20  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  เปรียบเทียบกบั

ไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท าการวิเคราะห์แบบ multiple 
alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench version 5.5  
(ช่ือไอโซเลทดูจากตารางท่ี 8) 

     
   
จุด (.) ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกบัไอโซเลท SD     

                  ตวัอกัษร A, G, T, C ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างจากไอโซเลท SD 
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ภาพที ่20 (ต่อ) 
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ภาพที ่20 (ต่อ) 
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ภาพที ่21  ล าดบักรดอะมิโนของยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา เปรียบเทียบกบั  
    ไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท าการวิเคราะห์แบบ multiple 
    alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench version 5.5  
    (ช่ือไอโซเลทดูจากตารางท่ี 8) 
    กรอบส่ีเหล่ียม แสดง Conserved arginine rich motif, 129: กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 129, 
    162: กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 162 และ ßH-ßI loop         

     จุด (.) ระบุกรดอะมิโนท่ีเหมือนกบัไอโซเลท SD 

    ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพใ์หญ่ ระบุชนิดกรดอะมิโนท่ีแตกต่างจากไอโซเลท SD 
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                    การศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบวา่ CMV ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาในประเทศไทยนั้นมีความผนัแปร
ของจีโนมนอ้ยและจบักลุ่มใกลชิ้ดกนั อีกทั้งใกลชิ้ดกบับางไอโซเลทจากพริกในประเทศไทยดว้ย 
แสดงใหเ้ห็นวา่พืชอาศยัอาจไม่ใช่ปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อความผนัแปรทางพนัธุกรรมของ CMV ในเขต
เพาะปลูกพืชท่ีอยูใ่กลก้นั แต่จะพบความหลากหลายมากข้ึนในเขตเพาะปลูกท่ีแตกต่างกนัในระดบั
ระหวา่งประเทศ  
 
        จากการวิเคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี CP ในคร้ังน้ี พบวา่
เช้ือ CMV ทั้ง 10 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาในประเทศไทยจดัอยูใ่น subgroup IB  เช่นเดียวกบั
ไอโซเลทอ่ืนจากพืชอ่ืนของไทยท่ีมีรายงานมาก่อนหนา้น้ี   ทั้งน้ีตามรายงานของ Roossinck et al. 
(1999) ระบุวา่เช้ือ CMV ส่วนมากท่ีพบในแถบเอเชียแปซิฟิคจดัอยูใ่น subgroup IB      แมว้า่ในทวีป
เอเซียมีรายงานการพบ CMV ใน subgroup อ่ืนเพิ่มมากข้ึน เช่น subgroup IA ไดแ้ก่ CMV-D8 จาก
ผกักาดหวั ประเทศญ่ีปุ่น (Takeshita and Takanami, 1997) CMV-Pf  จากพริก ประเทศเกาหลี (Kim 
et al., 2005) ส่วน subgroup II  เช่น CMV-PaFM1 จากพริก ประเทศเกาหลี (Kim et al., 2002) 
CMV-Tsh จากมะเขือเทศ ประเทศจีน (Chen et al., 2007) CMV-G93 CMV-G81 และ CMV-Ac21 
จาก Aconitum spp. ประเทศญ่ีปุ่น (Fukumoto et al., 2008) แต่ยงัไม่พบ subgroup เหล่าน้ีในประเทศ
ไทย 
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ภาพที ่22   Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CP แสดงความ 

สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านใน 
ประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืนในประเทศไทย 
และในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า bootstrap จาก  
1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใชข้อ้มูลของเช้ือ 

     Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 

IB 

IA 

2 

1 

 Subgroup I 

 Subgroup II 
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ภาพที ่23   Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบักรดอะมิโนของยนี CP แสดงความ 

สมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านใน 
ประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืนในประเทศไทย 
และในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า bootstrap จาก  
1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% ใชข้อ้มูลของเช้ือ 

     Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup  

 Subgroup II 

IB 

 Subgroup I IA 

2 

1 
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 5.3  บริเวณ 3' NTR 
  
        5.3.1 จ านวนและล าดบันิวคลีโอไทด ์
 
                        แต่ละไอโซเลทมีจ านวนต่างกนัเลก็นอ้ย คือ ไอโซเลท A168, A27, CRI, HC53, 
HC56 และ PBR  มีขนาด 278 นิวคลีโอไทด ์ไอโซเลท BK16, C113 และ SNK มีขนาด 279             
นิวคลีโอไทด ์ส่วนไอโซเลท SK211 มีขนาด 280  นิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 24) นอกจากน้ียงัพบบริเวณ
อนุรักษข์นาด 40 นิวคลีโอไทด ์(McGarvey et al., 1995; Kim et al., 2005) คือ 5'- GAACGGGUGU 
UCCAUCCAGCUUACGGCUAAAAUGGUCAGU -3′ ในทุกไอโซเลท  
 
        5.3.2  multiple alignment  
 

                 ส่วน 3' NTR ของทุกไอโซเลทมีระดบัความคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทด ์
อยูใ่นช่วง 91%-100% (ตารางท่ี 12) คลา้ยคลึงกบั subgroup IB และ subgroup IA จากพืชอ่ืนท่ีระดบั 
87-98%  และ 86-93% ตามล าดบั  แต่คลา้ยคลึงกบั subgroup II  ท่ีระดบัต ่า 61-66%  
         

        5.3.3 การวิเคราะห์ Phylogenetic tree  
 
                 ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากส่วน 3' NTR จดัแบ่ง CMV ออกเป็น 2 กลุ่ม   กลุ่มแรก

ไดแ้ก่ ไอโซเลท BK16, A168, HC53, HC56 และ CRI จากแตงกวากบัไอโซเลท 30RS จากพริกใน
ประเทศไทย กลุ่มท่ี 2 ไดแ้ก่ไอโซเลท SK211, PBR, SNK, C113 และ A27 จากแตงกวากบั   
ไอโซเลท ML25 จากเมลอน   เช้ือ CMV จากไทยทุกไอโซเลทแยกกลุ่มออกจากไอโซเลท Tfn NT9 
Fny และ Pepo ท่ีพบในต่างประเทศ (ภาพท่ี 25)  
 
  ล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนของ 3' NTR นั้นมีความอนุรักษสู์งใน RNA ของเช้ือ CMV 
สายพนัธ์ุเดียวกนั แต่มีความผนัแปรในเช้ือไวรัสต่างสายพนัธ์ุ Roossinck (2001) จากการศึกษาคร้ังน้ี
พบวา่บริเวณ 3' NTR ของไอโซเลท CRI, HC53 และ HC56 เหมือนกนั 100% จึงควรจดัเป็นกลุ่ม 
สายพนัธ์ุท่ีใกลชิ้ดกนัมากท่ีสุดท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี ซ่ึงอาจจะรวมทั้งไอโซเลท A168 ดว้ย   
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ตารางที ่12  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 3' NTR  ของ               
       Cucumber mosaic virus 10 ไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาและแตงร้านในประเทศไทย 
 

ไอโซเลท A168 A27 BK16  C113 CRI HC53 HC56 SNK PBR SK211 

   A168 
             A27 95 

            BK16  95 94 
           C113 92 95 92 

          CRI 99 95 96 93 
         HC53 99 95 96 93 100 

        HC56 99 95 96 93 100 100 
       SNK 94 96 94 92 94 94 94 

      PBR 92 94 91 90 92 92 92 94 
     SK211 94 95 91 91 94 94 94 94 93   
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ภาพที ่24  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' NTR ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีศึกษา  เปรียบเทียบ

กบัไอโซเลท SD ท่ีเป็นเช้ือใน subgroup IB แยกไดจ้ากยาสูบ ท าการวิเคราะห์แบบ 
multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench version 5.5  
(ช่ือไอโซเลทดูจากตารางท่ี 8) 
กรอบส่ีเหล่ียม แสดง Conserved nucleotide sequence 

     
   
จุด (.) ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกบัไอโซเลท SD   

                  ตวัอกัษร A, G, T, C ระบุนิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างจากไอโซเลท SD   
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ภาพที ่25  Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' NTR แสดง    
    ความสมัพนัธ์ของเช้ือ Cucumber mosaic virus ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านใน   
    ประเทศไทย (ไอโซเลทท่ีมีเคร่ืองหมาย*) กบัไอโซเลทจากพืชอ่ืนในประเทศไทย    
    และในต่างประเทศ วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA4 และใชค่้า bootstrap จาก    
    1,000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50%     ใชข้อ้มูลของเช้ือ 
    Tomato aspermy virus ไอโซเลท KC (TAV-KC) เป็น outgroup 
 

IB 

IB 

IA 

Subgroup II 

Subgroup I 
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7.  การใช้ข้อมูลจากการวเิคราะห์ virtual PCR-RFLP เพือ่ระบุความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 
 7.1  ยนี 2b 
         
        จากการยอ่ยดีเอน็เอของยนี CP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะจ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ AluI  Dde 
EcoRI  HaeIII  HapII  SatI และ TasI  พบวา่แบบแผน RFLP จากการใชเ้อน็ไซมต์ดัจ าเพาะ HaeIII 
สามารถแยกเช้ือ CMV subgroup I และ II ออกจากกนัได ้ และ SatI สามารถแยก CMV subgroup IA 
และ IB ออกจากกนัได ้ส่วนเอน็ไซม ์HapII ใหแ้บบแผน RFLP 7 แบบ (ภาพท่ี 26)  แต่แยกเฉพาะ  
ไอโซเลท A27 SNK  และ ML25 ออกจากไอโซเลทอ่ืนๆ เท่านั้น จึงยงัไม่สามารถใชเ้ทคนิคน้ีกบัยนี 
2b ในการระบุความหลากหลายหรือความแตกต่างของเช้ือ CMV แต่ละไอโซเลท    
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ภาพที ่26  แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอจากยนี 2b ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) 10           
ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านเปรียบเทียบกบั CMVท่ีพบในพืชอ่ืนในประเทศไทย
และต่างประเทศ  วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ HapII   โดย
ใชโ้ปรแกรม CLC main workbench 5.5  
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 7.2  ยนี CP   
 
        จากการยอ่ยดีเอน็เอของยนี CP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะจ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ AluI  Dde 
EcoRI  HapII  SatI และ  TasI  พบวา่การยอ่ยดว้ย EcoRI สามารถแยกเช้ือ CMV subgroup I และ II 
ออกจากกนัได ้   การยอ่ยดว้ย SatI พบแบบแผน RFLP 10 แบบ และแยกความหลากหลายไดม้าก  
กวา่เอน็ไซมอ่ื์นๆ (ภาพท่ี 27ก) ส่วนการยอ่ยดว้ย HapII ใหแ้บบแผน RFLP 10 แบบ แต่ใหค้วาม
หลากหลายนอ้ยกวา่การตดัดว้ย SatI (ภาพท่ี 27ข) 
 
        ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc version 2.2e  พบวา่เช้ือ 
CMV ไอโซเลท A168  BK16  HC53  HC56  SK211 CRI  C113 และ A27 จบักลุ่มอยูก่บัไอโซเลท 
จากพริกท่ีพบในประเทศไทยและแยกออกมาจากไอโซเลทท่ีพบในต่างประเทศ  ส่วนไอโซเลท 
PBR และ SNK จบักลุ่มอยูก่บั CMV ท่ีพบในต่างประเทศ (ภาพท่ี 28)  ผลการวิเคราะห์ phylogenetic 
tree ของยนี CP ดว้ยแบบแผน RFLP น้ีสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์ดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด ์   
 

การศึกษาในคร้ังน้ีจึงแสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิค PCR-RFLP เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีอาจ
น ามาใชแ้ยกความแตกต่างของ CMV ในระดบั subgroup และระหวา่งไอโซเลทในกรณีท่ีไม่ตอ้งการ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์ เช่นเดียวกบัรายงานของ Parrella and Sorrentino (2009)  ซ่ึงใชเ้ทคนิค 
in silico RFLP ศึกษาจาก CMV ไอโซเลท Ny, Y, C, O M, Nt9 PAE1, WL และ Q พบวา่ ยนี CP  
เป็นส่วนท่ีเหมาะสมท่ีจะใชร้ะบุ subgroup  และแสดงความแตกต่างของเช้ือ CMV แต่ละ   ไอโซเลท  
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ภาพที ่27  แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอจากยนี CP ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) 10       

   ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านเปรียบเทียบกบัเช้ือ CMV ท่ีพบในพืชอ่ืนในประเทศ
ไทย และต่างประเทศ  วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ SatI (ก) 
และ HapII (ข)  โดยใชโ้ปรแกรม CLC mainworkbench 5.5  

ก 
ข 

ข 
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ภาพที ่28  Phylogenetic tree จากแบบแผน RFLP ของยนี CP แสดงความสมัพนัธ์ของเช้ือ 

Cucumber mosaic virus (CMV) ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านกบัเช้ือ CMVจากพืช
อ่ืนในประเทศไทยและต่างประเทศ  วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc version 2.2e    
ใชค่้า bootstrap จาก 1000 replications โดยแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% 
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 7.3  ยนี CP ต่อเขา้กบั 3' NTR 
 
        การยอ่ยดีเอน็เอของยนี CP ท่ีเช่ือมต่อกบัส่วนปลาย 3' NTR  ดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ
จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ AluI  Dde EcoRI  HapII  SatI และ TasI  พบวา่ SatI และ HapII ใหแ้บบแผน 
RFLP ท่ีแตกต่างกนั 10 แบบ แต่ SatI ใหค้วามหลากหลายของไอโซเลทมากกวา่เอน็ไซมอ่ื์นท่ี
น ามาใช ้ (ภาพท่ี 29) และใหผ้ลเหมือนกบัการใชแ้บบแผน RFLP ของยนี CP         
      
        ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบวา่ไอโซเลท A168  BK16  HC53  CRI และ 
HC56 ใกลชิ้ดกบั 30RS จากพริก  และแยกกลุ่มจากไอโซเลท SK211  C113  และ A27  ส่วน 
ไอโซเลท PBR และSNK ของไทยจบักลุ่มกบั CMV ท่ีพบในต่างประเทศ (ภาพท่ี 30)  แบบแผน 
RFLP ของนิวคลีโอไทดจ์ากยนี CP จนสุดปลาย 3' NTR  ของ RNA 3 จึงไม่เหมาะสมส าหรับการ
แยกความแตกต่างระหวา่งไอโซเลทของเช้ือ CMV ท่ีน ามาศึกษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

82 



                                                            

 
 

 

 
 
ภาพที ่29  แบบแผนการยอ่ยดีเอน็เอส่วนของยนี CP ต่อกบัปลาย 3' NTR  ของเช้ือ Cucumber 

mosaic virus (CMV) 10 ไอโซเลทจากแตงกวาและแตงร้านเปรียบเทียบกบัเช้ือ CMV ท่ี
พบในพืชอ่ืนในประเทศไทย  และต่างประเทศ  วิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ย
เอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ SatI (ก) และ HapII (ข)  โดยใชโ้ปรแกรม CLC mainworkbench 5.5  

ก 

ข 
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ภาพที ่30  Phylogenetic tree จากแบบแผน RFLP ของยนี CP ต่อเขา้กบั 3' NTR แสดง

ความสัมพนัธ์ ของเช้ือ Cucumber mosaic virus (CMV) ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและ
แตงร้านกบัเช้ือ CMVจากพืชอ่ืนในประเทศไทยและต่างประเทศ  วิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม NTSYSpc version 2.2e ใชค่้า bootstrap จาก 1000 replications โดยแสดงค่า 
bootstrap ท่ีมากกวา่ 50% 
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สรุป 

 
1.  การแยกเช้ือ CMV จากแตงกวา และลกัษณะส าคญัของเช้ือ 

 
 เกบ็ตวัอยา่งแตงกวาท่ีแสดงอาการใบด่างจากแปลงปลูก 11 จงัหวดั รวม 2,250 ตวัอยา่ง 
และตรวจหาเช้ือ CMV ดว้ยเทคนิค PTA-indirect ELISA   พบเช้ือ 2 ตวัอยา่งในใบแตงกวาจาก
จงัหวดันครปฐม และ 2 ตวัอยา่งจากแตงร้าน (แตงกวาผลใหญ่)  จากจงัหวดัเพชรบุรีและสระแกว้ 
อาการของโรคท่ีพบไดแ้ก่อาการใบด่างแบบไม่ชดัเจน หรือไม่แสดงอาการ ทั้งน้ีตรวจไม่พบเช้ือ 
CMVในใบแตงกวาท่ีแสดงอาการใบด่างอยา่งชดัเจน ใบเสียรูป เสน้ใบใส และล าตน้แคระแกร็น 
แยกเช้ือ CMV จากทั้ง 4 ตวัอยา่งใหเ้ป็นสายพนัธ์ุเด่ียวได ้4 ไอโซเลท ไดแ้ก่  HC53, HC56 จาก
แตงกวา และ PBR, SK211 จากแตงร้าน  กบัอีก 6 ไอโซเลทท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์ซ่ึงน ามาแยก
เป็นสายพนัธ์ุเด่ียวเช่นเดียวกนัไดแ้ก่  A168, A27, BK, C113, CRI, SNK รวมเป็น 10 ไอโซเลทท่ีใช้
ในการศึกษา   
 
 แยกเช้ือ CMV ใหบ้ริสุทธ์ิไดป้ริมาณเช้ือ 0.340 – 1.680 มก. จากใบยาสูบ 50 กรัม อนุภาค
เช้ือไวรัสเม่ือตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน มีลกัษณะเป็นรูปทรงกลมขนาดเสน้ผา่ศูนย ์
กลางประมาณ 24-28 นาโนเมตร ภายในอนุภาคพบอาร์เอน็เอ 4 โมเลกุล  และทุกไอโซเลทมี         
น ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนห่อหุม้อนุภาคประมาณ 26 กิโลดาลตนั 
 

ศึกษาการเพิ่มปริมาณและแพร่กระจายของเช้ือ CMV ไอโซเลท SK211 ในใบยาสูบ N. 
tabacum พนัธ์ุ Xanthi-nc ดว้ยเทคนิค tissue print immunoblot assay พบวา่ในช่วงวนัท่ี 4-5 หลงั
ปลูกเช้ือ CMV เร่ิมเคล่ือนยา้ยจากใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือไปยงัใบบนท่ีอยูถ่ดัข้ึนไป โดยเขา้สู่เสน้ใบ 
class I และ class II จากนั้นจึงแพร่กระจายไปยงัเน้ือใบและทัว่แผน่ใบในช่วงวนัท่ี 6-13   เม่ือ
ตรวจวดัปริมาณเช้ือดว้ยเทคนิค ELISA  พบเช้ือมีการเพิม่ปริมาณมากในช่วง 4-7 วนัหลงัปลูกเช้ือ
และลดลงเลก็นอ้ยในระยะต่อมา ก่อนเพิ่มปริมาณมากข้ึนอีกในช่วงวนัท่ี 8-13   

 
2.  การศึกษาความหลากหลายทางชีววิทยา 
 
  ปลูกเช้ือ CMV 10 ไอโซเลทจากแตงกวาดว้ยเช้ือวิธีกลลงบนพืชทดสอบ 13 ชนิด แต่
ลกัษณะอาการบนพืชอาศยัเหล่าน้ีไม่สามารถแยกความแตกต่างของแต่ละไอโซเลทท่ีศึกษา โดย 



                                                            

 

พบวา่ C. amaranticolor  ถัว่เขียว และถัว่พุม่เป็นพืชอาศยัแบบท่ีแสดงอาการเฉพาะแห่งเป็นแผลจุด
ขนาดเลก็สีเหลือง หรือสีน ้าตาลบนใบท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือคลา้ยคลึงกนัทุกไอโซเลท  ส าหรับพืช
อาศยัท่ีแสดงอาการแบบแพร่กระจายทัว่ตน้ไดแ้ก่ แตงกวา มะเขือเทศ พริก ล าโพง โทงเทง และ
ยาสูบ ไม่มีอาการแตกต่างกนัท่ีเด่นชดั  ส่วนเมลอน แตงโม และแคนตาลูปไม่แสดงอาการของโรค
และตรวจไม่พบเช้ือ CMV ทุกไอโซเลท   
 

ศึกษาการตอบสนองของพริกพนัธ์ุหวัเรือต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลท พบวา่พริกแสดง
อาการใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบเสียรูปทรงคลา้ยกนัทุกไอโซเลท แมจ้ะมีระดบัความ
รุนแรงของอาการต่างกนัไป   แต่ไม่สามารถใชร้ะบุเพื่อแยกแต่ละไอโซเลท   ไอโซเลท SK211 และ 
A168 มีปริมาณเช้ือในใบพริกสูงท่ีสุดและต ่าท่ีสุดตามล าดบั  แต่ไม่พบความสมัพนัธ์ระหวา่ง
ปริมาณเช้ือ CMV ในใบพืชกบัระดบัความรุนแรงของอาการ  CMV ท่ีน ามาศึกษามีอตัราการก่อโรค
ในพริกอยูใ่นช่วง 10-70 %   

 
 เปรียบเทียบการตอบสนองของมะเขือเทศพนัธ์ุสีดาทิพย ์4 ต่อเช้ือ CMV 10 ไอโซเลท แต่

ไม่พบความแตกต่างเด่นชดัระหวา่งไอโซเลท   เม่ือไดรั้บการปลูกเช้ือ มะเขือเทศแสดงอาการใบด่าง
สีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน  เสียรูปทรงและลดรูป   ระดบัความรุนแรงของอาการมีความแตกต่างกนั  
แต่ไม่พบความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณเช้ือ CMV ในใบพืชกบัระดบัความรุนแรงของอาการ  อตัรา
ก่อโรคอยูใ่นช่วง 10-100 % และพบวา่ปริมาณเช้ือ CMV ในมะเขือเทศมีมากกวา่ในพริก  

 
3.  การศึกษาความหลากหลายของรหัสพนัธุกรรม 
 
 เช้ือ CMV ทุกไอโซเลทท่ีแยกจากแตงกวาในไทยรวมทั้งจากพืชอ่ืนจดัอยูใ่น subgroup IB   
ยนี 2b ของ CMV ทั้ง 10 ไอโซเลทมีขนาด 336 นิวคลิโอไทด ์แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้111      
เรซิดิวส์ มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 13 กิโลดาลตนั ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรด   อะมิโนมีความคลา้ยคลึง
กนั 89%-100% และ 85%-100% ตามล าดบั  ยนี CP ของทุกไอโซเลทมีขนาด 657   นิวคลีโอไทด ์
แปลรหสัเป็นโปรตีนได ้218 เรซิดิวส์ มีน ้ าหนกัโมเลกลุ 24 กิโลดาลตนั ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละ
กรดอะมิโนมีความคลา้ยคลึงกนั 89%-99% และ 92%-100% ตามล าดบั  โดยท่ีล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี CP มีความผนัแปรมากกวา่ยนี 2b จีโนมบริเวณ 3' NTR ของแต่ละไอโซเลท มีขนาด
แตกต่างกนัเลก็นอ้ยในช่วง 278-280  นิวคลีโอไทด ์และมีความคลา้ยคลึงกนั 91%-100%  โดยท่ี   
ไอโซเลท CRI HC53 HC56 และ A168 มีความคลา้ยคลึงกนัท่ีระดบั 99-100% จึงจดัเป็นสายพนัธ์ุ 
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ท่ีใกลชิ้ดกนัมากท่ีสุด  
 

 ผลจาก multiple alignment และการวิเคราะห์สายสมัพนัธ์ของเช้ือ CMV ทั้ง 10 ไอโซเลท
ดว้ย phylogenetic tree ของยนี 2b  ยนี CP และ 3' NTR  มีความสอดคลอ้งกนัทั้งหมด โดยพบวา่เช้ือ 
CMV ท่ีแยกไดจ้ากแตงกวาและพืชชนิดอ่ืนในประเทศไทยจบักลุ่มกนัอยูใ่น subgroup IB และแยก
กลุ่มออกจาก CMV ท่ีพบในต่างประเทศ    CMV จากแตงกวาและพริกส่วนใหญ่ท่ีพบในประเทศ
ไทยมีความสมัพนัธ์ใกลชิ้ดกนัมาก ส่วนไอโซเลทท่ีไดจ้ากแตงร้านและเมลอนแยกกลุ่มยอ่ยออกมา
มีความใกลชิ้ดกบั CMV subgroup II     ทั้งน้ีไม่พบความเช่ือมโยงของความผนัแปรบนยนีท่ีศึกษา
กบัแหล่งท่ีพบเช้ือ CMV จากพืชต่าง ๆ ในประเทศไทย      

 
 แบบแผน PCR-RFLP ของยนี CP ท่ีใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ SatI และ HapII ร่วมกนัสามารถ
น ามาใชร้ะบุความหลากหลายของเช้ือ CMV จากท่ีศึกษาได ้ และใหผ้ลการวิเคราะห์  สายสัมพนัธ์
ระหวา่งไอโซเลทต่าง ๆ ดว้ย phylogenetic tree ท่ีสอดคลอ้งกบัการวิเคราะห์ดว้ยล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์  ซ่ึงพบวา่เช้ือ CMV ท่ีไดจ้ากแตงกวาและแตงร้านในประเทศไทยจบักลุ่มอยูก่บั CMV จาก
พริกท่ีพบในประเทศไทยและแยกออกมาจากเช้ือ CMV ท่ีพบในต่างประเทศยกเวน้ไอโซเลท PBR 
และ SNK จบักลุ่มอยูก่บั CMV ท่ีพบในต่างประเทศ ส่วนยนี 2b และ 3' NTR  ไม่ใหแ้บบแผน 
RFLP ท่ีจะน ามาใชแ้ยกความแตกต่างของไอโซเลทท่ีศึกษา  
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1.  0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 ทีใ่ช้ปลูกเช้ือไวรัส CMV ด้วยวธีิกล 
 
 0.1 M NaH2PO4.2H2O      31.2 กรัม 
 ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ  1,000 มิลลิลิตร 
 

0.1 M Na2HPO4.12H2O      71.7  กรัม 
 ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ  1,000 มิลลิลิตร 
 
 เตรียม 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรจากสารละลาย 
 0.1 M NaH2PO4.2H2O     39 มิลลิลิตร 
 0.1 M Na2HPO4.12H2O      61  มิลลิลิตร 
 
2.  CTAB extraction buffer 
 
 2 % CTAB (hexadecyltrimethylammoniumbromid) 10 กรัม 
 2 % PVP (polyvinylpyrrolidone 40 K 29-32)  10 กรัม 
 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 (conc. 1M)   50 มิลลิลิตร 
 25 mM EDTA (conc. 0.5M)    25 มิลลิลิตร 
 2 M NaCl      58.57 กรัม 
 ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ  500 มิลลิลิตร 
 
3.  SSTE buffer 
 
 1 M NaCl     11.7 กรัม 
 0.5 % SDS (conc. 10%)    10 มิลลิลิตร 
 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 (conc. 1M)    2 มิลลิลิตร 
 1mM EDTA (conc. 0.5M)             400 ไมโครลิตร 
 ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ  200 มิลลิลิตร 
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4.  Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4  
 
 NaCl       8.0 กรัม 
 Na2HPO4.12H2O     2.9  กรัม 
 KH2PO4          0.2 กรัม 
 KCl       0.2 กรัม 

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเช้ือจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
5.  Carbonate coating buffer; pH 9.6 
 
 NaHCO3      2.93 กรัม 
 Na2CO3       1.59 กรัม 
 ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหไ้ด ้9.6 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่
จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
6.  Substrate buffer, pH 9.8 
 
 Diethanolamine      97 มิลลิลิตร  
 Sodium azide      0.2 กรัม  
 MgCl2.6H2O      0.1 กรัม  
 ละลายในน ้ากลัน่ ปริมาตร 800  มิลลิลิตร  ปรับ pH ใหไ้ด ้9.8 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้า
กลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร เกบ็แช่เยน็ท่ี 4 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 

 
7.  Washing buffer (PBST) 1X 
 
 PBS               1000 มิลลิลิตร 
 Tween-20                 0.5 มิลลิลิตร 
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8.  Tris buffer saline (TBS), pH 7.4 
 
 Tris-base      6.05  กรัม 
 NaCl       8.76 กรัม 
 NaN3       0.10  กรัม  
 ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 ดว้ย HCl แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร  
 
9.  Washing buffer (TBST) 
 
 TBS                 1,000  มิลลิลิตร 
 Tween–20      0.5  มิลลิลิตร 
 
10.  Reaction mixed substrate ส าหรับ Tissue print immunoblot assay 
 
        น ้ากลัน่        8  มิลลิลิตร  
        Nitro blue tetrazolium salt (NBT)     1  มิลลิลิตร 
        5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)  1  มิลลิลิตร 
 
11.  2X SDS-PAGE sample buffer 
 
 0.2 M Tris, pH 6.8    6.25  มิลลิลิตร 
 10% SDS      40 มิลลิลิตร 
 0.02% Bromophenol blue    0.02  กรัม 
 16% Glycerol      16  มิลลิลิตร 
 5% 2-Mercapto ethanol       5  มิลลิลิตร 
 ละลายเขา้ดว้ยน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 
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12.  5X SDS-PAGE running buffer 
 
 Tris base      15.1 กรัม 
 Glycine      94  กรัม 
 10% (w/v) SDS      50 มิลลิลิตร 
 ละลายเขา้ดว้ยน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
13.  Protein staining solution 
 
 0.2% Coomassie brilliant blue R250     2 กรัม 
 45% Methanol                             450  มิลลิลิตร 
 45% Distilled water               450  มิลลิลิตร 
 10% Gracial acetic acid                100   มิลลิลิตร 
 ละลายเขา้ดว้ยน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
14.  Destaining solution 
 
 25% Methanol               250 มิลลิลิตร 
 68% Distilled water              680  มิลลิลิตร 
 7% Gracial acetic acid               70  มิลลิลิตร 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ   นายภูวนารถ  มณีโชติ 
เกดิวนัที ่  27  สิงหาคม  2525 
สถานที่เกดิ  อ าเภอเวียงป่าเป้า  จงัหวดัเชียงราย 
ประวัติการศึกษา  วท.บ. (เกษตรศาสตร์) มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
สถานทีท่ างานปัจจุบัน -  
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ งานวิจยัเร่ืองการตรวจสอบหาเช้ือ Potato mop-top  
   virus ในหวัมนัฝร่ังน าเขา้จากต่างประเทศ  
ทุนทีเ่คยได้รับ  ไดรั้บทุนจากศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 
   ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ  
   กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี(2550) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 




