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การตรวจเชื้อเบโกโมไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกเหลืองพริกในประเทศไทยโดยใช้
broad-spectrum primers
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ABSTRACT
Begomoviruses	are	causal	agents	of	yellow	 leaf	curl	disease	 in	peppers	causing	

serious	threat	for	pepper’s	quality	and	quantity.	Their	distribution	was	reported	throughout	
the	 country.	 The	 viruses	 are	 highly	 variable	 in	 nature	 and	 have	 evolved	 and	 adapted	 
rapidly	 due	 to	 several	 reported	 factors,	 and	 may	 lead	 to	 incorrect	 detection	 by	 the	 
previously	 designed	 universal	 primers	 in	 polymerase	 chain	 reaction	 technique.	 A	 more	 
specific	and	reliable	detection	method	will	provide	an	effective	tool	for	disease	surveillance,	
control	and	breeding	for	resistance.	In	this	research,	the	new	broad-spectrum	Unibego-Pep	
primers	were	designed	to	amplify	the	target	consensus	sequence	in	the	AV1	gene	regions	
of	 8	pepper-infecting	begomoviruses,	 i.e.,	Chili leaf curl virus (ChiLCV),	Eggplant golden 
mosaic virus	(EGMV),	Pepper leaf curl virus	(PepLCV),	Pepper yellow leaf curl Thailand virus 
(PepYLCTHV),	Pepper yellow leaf curl Indonesia virus	(PepYLCIV),	Tobacco leaf curl virus 
(TbLCTHV),	Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus	(TYLCKaV)	and	Tomato yellow leaf 
curl Thailand virus	(TYLCTHV).	The	efficiency	of	the	primers	was	investigated	by	testing	 
4	 reference	 samples,	 all	 of	which	gave	positive	 results	 giving	an	approximately	 380	bp	 
fragment.	 The	 testing	 was	 also	 performed	 with	 41	 pepper	 samples	 showing	 disease	 
symptoms	 collected	 from	 20	 provinces	 and	 the	 target	 band	 could	 be	 amplified	 from	 
the	samples	in	all	regions.	Analysis	of	the	amplified	products	by	sequence	alignment	with	 
the	 GenBank	 database	 showed	 five	 pepper-infecting	 begomoviruses	 were	 at	 93-99%	 
identity,	i.e.,	EGMV	(93.62-98.49%),	PepLCV-[MY]	(93.43-96.69%),	PepYLCTHV	(97.83-99.69%),	
PepYLCIV	 (98.25-99.40%)	 and	 TYLCKaV	 (97.38-99.12%).	 The	 positive	 samples	 were	 
categorized	based	on	a	phylogenetic	tree	constructed	and	representatives	from	each	group	
further	characterized	by	full-length	DNA-A	rolling	circle	amplification	and	sequencing	to	 
confirm	the	380	bp	results.	BLASTn	analysis	showed	good	correlation	of	7	out	of	8	samples	
examined.	This	newly	designed	primers	has	very	strong	potential	to	be	an	effective	tool	for	
the	detection	of	pepper-infecting	begomoviruses	in	Thailand.
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บทคัดย่อ
เชื้อไวรสัในจนีสัเบโกโมไวรสั	(Begomovirus)	 

เป็นสาเหตุของโรคใบหงกิเหลืองในพรกิ	ทำาให้เกดิ
ความเสยีหายต่อปรมิาณและคุณภาพผลผลิตพรกิ	
ซึ่งพบการแพร่ระบาดในทุกภมูภิาคของประเทศไทย	 
เนื่องจากเชื้อไวรัสกลุ่มนี้มีวิวัฒนาการทีส่่งผลต่อ
ความหลากหลายของเชือ้ซึ่งเกิดจากหลายปัจจัย	
เป็นสาเหตุให้โรคมคีวามแปรปรวนและมคีวามหลาก
หลายมากขึ้น	การตรวจหาเช้ือด้วยวธีิ	polymerase	 
chain	reaction	(PCR)	โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่เคยใช้
อาจไม่สามารถตรวจหาเชือ้เบโกโมไวรัสทีเ่กิด 
ขึน้ใหม่ได้	 งานวิจ ัยนี ้ได้ออกแบบคู่ไพรเมอร์	
Unibego-Pep	 ที่จำาเพาะต่อลำาดับนิวคลีโอไทด์
จำาเพาะร่วม	(consensus	sequence)	ในยนี	AV1 
และ	AV2	ของเชื้อเบโกโมไวรัสที่เข้าทำาลายพริก
รวม	8	ชนดิ	ได้แก่	Chili leaf curl virus (ChiLCV),	
Eggplant golden mosaic virus	 (EGMV),	 
Pepper leaf curl virus	 (PepLCV),	 Pepper 
yellow leaf curl Thailand virus	(PepYLCTHV),	
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus  
(PepYLCIV),	 Tobacco leaf curl virus 
(TbLCTHV),	 Tomato yellow leaf curl  
Kanchanaburi virus	(TYLCKaV)	และ	Tomato 
yellow leaf curl Thailand virus	 (TYLCTHV)	
ทำาการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร	์ 
โดยทดสอบกับตัวอย่างอ้างอิง	4	ชนิด	ให้ผลบวก
ทั้งหมด	และมีขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอประมาณ	
380	 คู่เบส	 เมือ่ทำาการทดสอบกับตวัอย่างพริก	 
41	ตัวอย่าง	ที่แสดงอาการโรคใบหงิกเหลืองจาก
พืน้ทีป่ลูกใน	 20	 จังหวัด	 พบว่า	 สามารถเพิม่
ปรมิาณช้ินส่วนเป้าหมายในตัวอย่างพรกิท่ีเกบ็จาก
ทุกภูมิภาคของประเทศ	 ด้วยวิธี	 PCR	 จากนั้น
วิเคราะห์ลำาดบันิวคลโีอไทด์ของผลผลติดเีอ็นเอ
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล	 GenBank	 พบว่า	 
มีความเหมือนกับลำาดับนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ 
เบโกโมไวรสั	5	ชนดิ	ท่ีระดับความเหมอืน	93-99%	 
ได้แก่	EGMV	(93.62-98.49%),	PepLCV-[MY]	
(93.43-96.69%),	PepYLCTHV	(97.83-99.69%),	
PepYLCIV	 (98.25-99.40%),	 และ	 TYLCKaV	

(97.38-99.12%)	 เม่ือเลือกตัวแทนจากการวเิคราะห์	 
phylogenetic	 tree	 ไปสังเคราะห์	 full-length	
DNA-A	โดยใช้วิธี	Rolling	circle	amplification	
(RCA)	พบว่า	ชนิดของเชื้อเบโกโมไวรัสจาก	7	ใน	
8	ตัวอย่าง	ทีน่ำามาศึกษามีความสอดคล้องกบัข้อมลู
ผลผลิตดีเอ็นเอ	 380	 คู่เบส	 ทีไ่ด้จากคู่ไพรเมอร์	 
Unibego-Pep	ดังนั้น	คู่ไพรเมอร์ในงานวิจัยนี้จึง
มีศักยภาพในการใช้เพือ่คัดกรองเชือ้เบโกโมไวรัส
ที่เข้าทำาลายพริกในประเทศไทยได้

ค�าส�าคัญ:	 เบโกโมไวรัส,	 โรคใบหงิกเหลืองพริก,	
การตรวจหา,	พีซีอาร์

บทน�า
เบโกโมไวรสั	จัดอยูใ่นวงศ์	Geminiviridae  

ประกอบด้วยเช้ือไวรสัมากกว่า	200	ชนดิ	สามารถ
เข้าทำาลายและสร้างความเสยีหายต่อพืชเศรษฐกจิ
หลายชนิด	เช่น	พริก	มะเขือ	มะเขือเทศ	แตงกวา	
มันสำาปะหลัง	 เป็นต้น	 ซึ่งส่งผลให้ปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิตลดลงอย่างมาก	 มีรายงาน 
การแพร่ระบาดของไวรัสในจีนัสนี้ไปทั่วโลก	 โดย
เฉพาะประเทศในเขตร้อนและเขตอบอุ่น	(Green	
and	 Kali,	 1994;	 Sakata	 et al.,	 2008;	 Shih	 
et al.,	 2010;	 Tahir	 and	 Mansoor,	 2011;	 
Kenyon	et al.,	2014;	Brown	et al.,	2015;	Bhatt	
et al.,	2016)	โดยมแีมลงหวี่ขาว	(Bemisia tabaci)	 
เป็นพาหะ	อนุภาคของเชื้อเบโกโมไวรัสมีลักษณะ
เป็นทรงกลม	 อยู ่ติดกันเป็นคู่	 (icosahedral	
twinned	 particles)	 ภายในบรรจุสารพันธุกรรม
ชนิดดีเอ็นเอสายเดีย่วเป็นวง	 (circular	 single- 
stranded	 DNA)	 เบโกโมไวรัสถูกแบ่งได้เป็น	 
2	กลุ่ม	ตามลักษณะของจีโนม	คือ	monopartite	
genome	 ซึ่งมี	 circular	 DNA	 เพียงชนิดเดียว	
ได้แก่	 DNA-A	 และ	 bipartite	 genome	 ซึ่ง
ประกอบด้วย	 circular	 DNA-A	 และ	 DNA-B	
(Galvao	 et al.,	 2003;	 Varma	 and	Malathi,	
2003;	Prasanna	and	Rai,	2007;	Zhou,	2013)	
ในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบเชือ้เบโกโม
ไวรสัสาเหตุโรคของพรกิหลายชนดิ	ได้แก่	Pepper 
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leaf curl virus (PepLCV), Pepper yellow leaf 
curl Indonesia virus (PepYLCIV), Pepper 
yellow leaf curl Thailand virus	(PepYLCTHV),	
และ	 Tobacco leaf curl Thailand virus 
(TbLCTHV)	 (Samretwanich	 et al.,	 2000;	
Seepiban	et. al.,	2017;	Chiemsombat	et al.,	
2018)	โดยพรกิท่ีถกูเช้ือเข้าทำาลายจะแสดงอาการ
ใบเหลือง	 ขอบใบม้วนขึ้น	 และพบความรุนแรง 
ของโรคตัง้แต่	 10-95%	 ของพืน้ท ีท่ ีส่ำารวจ	
(Chiemsombat	et al.,	2018)	

การตรวจวิเคราะห์เชือ้เบโกโมไวรัสด้วย
วิธี	polymerase	chain	reaction	(PCR)	โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จำาเพาะต่อเบโกโมไวรัสแต่ละชนิดใน
การทำาปฏิกิริยา	 เป็นวิธีทีส่ามารถตรวจสอบและ
บ่งชีช้นิดของเชื้อเบโกโมไวรัสทีเ่ข้าทำาลายพืชได้
อย่างถูกต้อง	 เนื่องจากมีสารพันธุกรรมเป็นชนิด
ดีเอ็นเอ	(Rojas	et al.,	1993;	Leke	et al.,	2015)	
และมรีายงานการออกแบบ	degenerate	primers	
เพือ่ใช้ในการตรวจสอบเชือ้เบโกโมไวรัสแบบ	
broad	 spectrum	 หลายคู่	 เช่น	 PAL/PAR1	 
degenerate	primer	set	(Rojas	et al., 1993)	
และ	 AV494/AC1048	 (Wyatt	 et al.,	 1996)	 
ที่ออกแบบให้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อส่วนยีน	
AC1,	common	region,	และยีน	AV1	โดย	PAL/
PAR1	degenerate	primer	set	สามารถตรวจสอบ 
เช้ือในกลุ่มเบโกโมไวรสัใน	Western	hemisphere	
และเชือ้เบโกโมไวรัสบางชนิดจาก	 Eastern	 
hemisphere	ได้	และ	AV494/AC1048	สามารถ
เพิม่ปริมาณดีเอ็นเอจากเชือ้	 Jatropha mosaic 
virus, Serrano golden mosaic virus,	Squash 
leaf curl virus	และ	Pepper mild tigre virus	ได้	 
นอกจากนี้	 ยังมี	 degenerate	 primers	 ที่ถูก
ออกแบบให้สามารถเพ่ิมปรมิาณดีเอน็เอเฉพาะใน
ส่วนยีน	 AV1	 ซึ่งเป็นส่วนอนุรักษ์	 (conserve	
region)	 ของเชื้อไวรัสในกลุ่มนี้	 เช่น	 Deng’s	
541/540	โดยสามารถตรวจสอบเชื้อเบโกโมไวรัส
ท่ีได้จากทวปีแอฟรกิา	ยโุรป	อเมรกิา	และประเทศ
อินเดียได้	 (Deng	 et. al.,	 1994)	 อย่างไรก็ตาม 

จากข้อมูลท่ีมีการรายงานในประเทศต่าง	ๆ 	พบว่า	
มีการเพ่ิมจำานวนชนดิและความหลากหลายของเช้ือ 
เบโกโมไวรัส	(Sakata	et al.,	2008;	Shih	et al.,	
2010;	Kenyon	et al., 2014;	Brown	et al.,	2015)	
ซึ่งอาจมีสาเหตุจากหลายปัจจัย	เช่น	กระบวนการ
รวมกันใหม่	 (Recombination)	 การกลายพันธุ	์
(mutation)	 การแทนท่ีตำาแหน่งเบส	 (substitution)	 
ในดีเอ็นเอของเชือ้ไวรัส	 และ/หรือ	 การคัดเลือก
โดยธรรมชาติ	 (natural	 selection)	จึงทำาให้เชื้อ
ไวรสัมวีวิฒันาการท่ีส่งผลต่อความหลากหลายของ
เชื้อที่มากขึ้น	(Harrison	and	Robinson,	1999;	
Kumar	et al.,	2006;	Lima	et al.,	2017)	และ
ส่งผลให้ไพรเมอร์ที่เคยมีรายงานมาก่อนอาจไม่
สามารถตรวจจับเบโกโมไวรัสบางชนิดได้	 โดยคู่ 
ไพเมอร์ที่นิยมใช้	ได้แก่ PAL1v1978/PAR1c496	
และ	 PAL1V1978/PAR1C715	 (Rojas	 et al.,	
1993)	แม้ว่าพริกจะแสดงอาการใบหงิกเหลืองซึ่ง
เป็นอาการท่ีพบได้เสมอเนื่องจากเช้ือเบโกโมไวรสั	
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อออกแบบ	 broad- 
spectrum	 primers	 สำาหรับตรวจหาเชื้อเบโกโม
ไวรัสทีเ่ข้าทำาลายพรกิ	ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อการ
เฝ้าระวัง	 การศึกษาวิจัยและพัฒนาพืชต้านทาน
เชื้อเบโกโมไวรัสต่อไป

 
อุปกรณ์และวิธีการ

ตัวอย่างเชื้อเบโกโมไวรัสในพริก
เก็บตัวอย่างพริกทีแ่สดงอาการของโรคที่

เกดิจากเชื้อเบโกโมไวรสั	เช่น	ใบเหลือง	(yellowing)	 
ใบด่าง	 (mosaic)	 ใบม้วนงอขึ้น	 (leaf	 curling)	 
เนื้อใบโป่งพอง	ผิดรปู	(blistering)	และ	เส้นใบย่น	 
(vein	 enation)	 จากแหล่งปลูกพริก	 20	 จังหวัด	
ได้แก่	นครปฐม	(NPT)	สุพรรณบุรี	(SPI)	ราชบุรี	
(RBI)	กาญจนบุรี	(KBI)	เพชรบุรี	(PBI)	เชียงใหม่	
(CMI)	น่าน	(NAN)	ตาก	(TAK)	ชัยภูมิ	 (CPM)	
นครราชสีมา	(NRT)	ขอนแก่น	(KKN)	สกลนคร	
(SKN)	บุรีรัมย์	(BRM)	สุรินทร์	(SRN)	ศรีสะเกษ	
(SSK)	 อุบลราชธานี	 (UBN)	 ระนอง	 (RNG)	
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สรุาษฎร์ธาน	ี(SNI)	นครศรธีรรมราช	(NST)	และ
พัทลุง	(PLG)	ระหว่างเดือนกันยายน	พ.ศ.	2559	
ถึงเดือนมกราคม	 พ.ศ.	 2562	 ชือ่ของตัวอย่าง
ประกอบด้วยอักษรย่อของจังหวัดที่เก็บตัวอย่าง
และลำาดับทีเ่ก็บ	 ในกรณีทีต่ ัวอย่างในจังหวัด
เดียวกนัถกูเกบ็ซำา้ในปีท่ีต่างกนั	ปี	(พ.ศ.)	จะถกูระบุ 
หลังอักษรย่อของจังหวัด	ตัวอย่างใบพริกที่เก็บได้	
ถูกนำามาตรวจเชื้อไวรัสชนิดอื่น	 ๆ	 ที่สามารถเข้า
ทำาลายพริกโดยใช้วิธี	 Indirect	 enzyme-linked	
immunosorbent	assay	(Indirect	ELISA)	และ
แอนติบอดีท่ีจำาเพาะต่อเช้ือไวรสั	6	ชนดิ	คือ	Potato  
virus Y	(PVY),	Tobacco mosaic virus	(TMV),	
Tospovirus	group	4,	Cucumber mosaic virus 
(CMV),	Pepper mild mottle virus	(PMMoV)	
และ	Chili veinal mottle virus	(ChiVMV)	

ตัวอย่างควบคุมบวก	(positive	control)	
ท่ีใช้ในการทดสอบไพรเมอร์	ได้แก่	ดีเอน็เอของเช้ือ
เบโกโมไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกเหลืองพริกทีพ่บใน
ประเทศไทย	จำานวน	4	ชนดิ	คือ	1)	PepYLCTHV:	
Acc.no	 MK946436	 2)	 EGMV	 3)	 PepYLIV	 
และ	4)	TYLCKaV	(ตัวอย่างควบคุมลำาดับที่	2-4	
ผ่านการตรวจสอบโดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจำาเพาะต่อเช้ือ
เบโกโมไวรัสดังกล่าวข้างต้นแล้ว)	 และตัวอย่าง 
ควบคุมลบ	 (negative	control)	 ได้แก่	พรกิสาย
พันธ์ุต่าง	ๆ 	ท่ีปลอดเช้ือเบโกโมไวรสั	(พรกิขี้หนสูวน	 
พริกจินดา	 พริกมันบางช้าง	 พริกหนุ่มขาว	 และ
พรกิหนุม่เขยีว)	(ตัวอย่างควบคุมบวก	และตัวอย่าง
ควบคุมลบ	ได้รบัความอนเุคราะห์จากห้องปฏบัิติการ
ไวรสัพืช	 และแบคเทรโิอฟาจ	 ศูนย์พนัธุวศิวกรรม 
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ)

การสกัดดีเอ็นเอ
นำาตัวอย่างใบพริกมาสกัดดีเอ็นเอรวม	

ดัดแปลงจากวิธีการของ	 Doyle	 and	 Doyle	
(1987)	โดยบดใบพริก	100	มก.	ในไนโตรเจนเหลว
ให้ละเอียด	เติม	2X	CTAB	buffer	(2%	CTAB	
+	2%	PVP	+	100	mM	Tris-HCl	pH	8.0	+	20	mM	 
EDTA	 pH	 8.0	 +	 1.4	 M	 NaCl	 และ	 2%	 

2-mercaptoethanol)	ปริมาตร	600	ไมโครลิตร	
อัตราส่วนใบพืช:บัฟเฟอร์	 เท่ากับ	 1:6	 (w/v)	 
นำาไปบ่ม	 ที่อุณหภูมิ	 65oซ.	 นาน	 30	 นาที	 เติม	
Chloroform:Isoamyl	 alcohol	 (24:1)	 ปริมาตร	
800	ไมโครลิตร	นำาไปป่ันเหวี่ยงท่ี	12,000	รอบ/นาที	 
อุณหภูมิ	4oซ.	ทำาซำ้าขั้นตอนนี้อีก	2	รอบ	จากนั้น
เติม	Isopropanol	600	ไมโครลิตร	เพ่ือตกตะกอน
ดีเอน็เอ	ล้างตะกอนดีเอน็เอด้วย	absolute	ethanol	 
และ	 70%	 ethanol	 ตามลำาดับ	 ตากตะกอน
ดีเอ็นเอให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง	และละลายตะกอน
ใน	Tris-EDTA	buffer	 (10	mM	Tris-HCl	pH	
8.0	 +	 1	mM	 EDTA	 pH	 8.0)	 50	 ไมโครลิตร	 
เก็บที่	-20oซ.	จนกว่าจะใช้งาน

การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือตรวจเช้ือเบโกโมไวรสั
ที่เข้าท�าลายพริก

นำาข้อมูลลำาดับนิวคลีโอไทด์ส่วน	DNA-A	
ของเชือ้เบโกโมไวรัส	 (full-length	 sequence)	 
ทีม่ีรายงานว่าสามารถเข้าทำาลายพริก	 จำานวน	 
8	ชนิด	ได้แก่	Chili leaf curl virus	(ChiLCV),	
Eggplant golden mosaic virus	 (EGMV),	 
Pepper leaf curl virus	 (PepLCV),	 Pepper 
yellow leaf curl Thailand virus	(PepYLCTHV),	
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus  
(PepYLCIV),	 Tobacco leaf curl virus 
(TbLCTHV),	 Tomato yellow leaf curl  
Kanchanaburi virus (TYLCKaV),	 และ	 
Tomato yellow leaf curl Thailand virus  
(TYLCTHV)	 จากฐานข ้อมูล	 GenBank	 
มาวเิคราะห์หาลำาดับนวิคลีโอไทด์ร่วม	 (consensus	 
sequence)	 ด้วยโปรแกรม	 Clustal	 Omega	
version	 1.2.1	 (http://www.ebi.ac.uk/	 Tools/
msa/clustalo/)	 (Sievers	 et al.,	 2011),	 
GENEDOC	 version	 2.6.0.2	 http://genedoc.
software.	 informer.com/2.6/)	 (Nicholas	 
and	Nicholas,	1996)	โดยใช้ลำาดับนิวคลีโอไทด์
ของเชือ้	 PepYLCTHV	 (NC	 028989)	 เป็น	 
reference	 sequence	 ออกแบบไพรเมอร์ทีม่ี 
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ความจำาเพาะต่อลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	 AV1 
(coat	protein	gene)	ด้วยโปรแกรม	FastPCR	 
(Kalendar,	2005)	เพ่ือให้ไพรเมอร์มคีวามจำาเพาะ
กับนิวคลีโอไทด์ตำาแหน่งเป้าหมายบนสายดีเอน็เอ
ต้นแบบ	และสามารถเพ่ิมปรมิาณผลผลิตดีเอน็เอได้
ดขีึน้	 กำาหนดให้ไพรเมอร์มคีวามยาว	 22-28	 คู่เบส	 
มนีวิคลีโอไทด์	C/G	อยูป่ลายด้าน	3’	ค่า	%CG	>	50	 
และมีค่า	 Tm	 สูงกว่า	 55oซ.	 ตามรายงานของ	
Dieffenbach	et al.,	(1993)

การตรวจวิเคราะห์เชือ้เบโกโมไวรัสในตัวอย่าง
พริกโดยเทคนิค PCR

ส่วนผสมของปฏกิิริยา PCR ปรมิาตร 25 
ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอจากตัวอย่างพืช 
1 ไมโครลติร 2X Green PCR master mix (Biotech  
rabbit, Germany) 12.5 ไมโครลิตร, 10 M 
specific primers ประกอบด้วย Unibego-PepF: 5’  
TGTGAAGGCCCATGTAAGGTCCAG 3’ และ 
Unibego-PepR: 5’ CTCCTTGCTTGCAT 
ATTGACCACC 3’ อย่างละ 0.2 ไมโครลิตร  
เตมิน�้าให้ครบ 25 ไมโครลติร ใช้กระบวนการ PCR  
ท่ีประกอบด้วยขั้นตอน pre–denaturation 94oซ. 
นาน 3 นาที จากนั้นท�าปฏิกิริยาด้วยขั้นตอน 
ต่อไปนี้ จ�านวน 30 รอบ แต่ละรอบประกอบด้วย 
denaturation 94oซ. 30 วนิาท,ี annealing 55oซ. 
30 วนิาที และ extension 72oซ. 30 วนิาท ีขั้นตอน 
สุดท้าย คือ final extension 72oซ. 5 นาที หยุด
ปฏิกิริยาที่ 16oซ. 10 นาที จากนั้น ตรวจสอบ
ผลผลิตดีเอ็นเอโดยใช้ 2% agarose gel  
electrophoresis ใน Tris-borate buffer (TBE) 
ที่ผสม 1xRedsafeTM DNA stain (Intron  
Biotechnology, USA) ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
ภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต (UV) เปรียบเทียบ
ขนาดของผลผลติดเีอน็เอ กบั 100 bp Plus DNA 
ladder (Fermentas, USA) ขนาดของผลผลติ
ดเีอน็เอที่ต้องการ คอื ประมาณ 380 คูเ่บส 

การวเิคราะห์ล�าดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลิตดเีอน็เอ 
จากการเพ่ิมปรมิาณด้วยคูไ่พรเมอร์ Unibego-Pep

นำาผลผลิตดีเอน็เอจากปฏกิริยิา	PCR	โดย
ใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบในงานวจัิยนี	้จำานวนท้ังสิ้น	
41	ตัวอย่าง	มาแยกขนาดโดยใช้	 2%	agarose	
gel	electrophoresis	ตัดเฉพาะแถบดีเอน็เอขนาด
ประมาณ 380 คู่เบส ใส่หลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มล. แยกดีเอ็นเอโดยใช้ FavorPrepTM 
Gel/PCR Purification Kit (FAVORGEN®, 
Taiwan) ตามค�าแนะน�าของบริษัทผู ้ผลิต  
ส่งผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์หาล�าดับนิวคลีโอ
ไทด์ด้วยวิธี Sanger sequencing method 
(Sanger and Coulson, 1975) กบับรษิทั U2Bio 
(South Korea) น�าล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มา
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในขั้นต่อไป 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย 
วิธีการทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

น�าข้อมูลล�าดบันวิคลโีอไทด์ที่ได้มาวเิคราะห์ 
ด้วยโปรแกรม Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch), 
Clustal Omega version 1.2.1 (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/ msa/clustalo/), GENEDOC 
version 2.6.0.2 (http://genedoc.software. 
informer.com/2.6/) และโปรแกรม MEGA X 
version 10.0.5 (http://www.megasoftware.net/) 
(Kumar et al., 2018) เพ่ือวเิคราะห์ความสัมพนัธ์
ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ด้วยวิธี 
Neighbor joining (NJ) method (Saitou and 
Nei, 1987) จากข้อมูลล�าดับนวิคลโีอไทด์ความยาว  
380 คู่เบส จ�านวน 41 ตัวอย่าง และวิเคราะห์
ข้อมูลล�าดับนิวคลีโอไทด์ในจีโนมของเชื้อเบโกโม
ไวรัสที่ได้จากการโคลนด้วยวิธี RCA จ�านวน  
8 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนมของเชื้อ 
เบโกโมไวรสัที่มีรายงานใน GenBank database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ด้วย
วิธีโปรแกรม Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE= BlastSearch) 
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การวิเคราะล�าดับนิวคลีโอไทด์ของ Full-length 
DNA-A ของตัวอย่างทีเ่ป็นตัวแทนเชือ้เบโกโม
ไวรัสที่ตรวจพบแต่ละชนิด

น�าดีเอ็นเอรวมจากตัวอย่างหมายเลข 
CMI6133, BRM2, UBN6, RBI601, PLG3, 
SNI9, CPM9, และ NAN16 มาเพิม่ปริมาณ 
จีโนมของเชื้อเบโกโมไวรัสด้วยวิธี Rolling circle 
amplification (RCA) โดยใช้ TempliPhiTM DNA 
amplification kit (GE Healthcare, USA)  
ตามวิธีการของผู้ผลิต น�า total genomic DNA 
มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�าเพาะเพียง 1 ชนิดต่อ  
1 ปฏิกิริยา คือ BamHI (Fermentas, USA) 
แยกชิ้นจีโนมซึ่งมีขนาดประมาณ 2,700 คู่เบส 
ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis  
น�าไปย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย GelStar™ Nucleic 
Acid Gel Stain (LONZA, USA) สกัดชิ้นจีโนม 
ออกจากเจลด้วย FravoPrepTM GEL/PCR  
Purification Mini kit (Favorgen, Taiwan)  
น�าไปเชื่อมต่อกับ pQE-80L vector (QIAGEN, 
USA) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�าเพาะชนิดเดียวกัน
และถ่ายฝากให้กบัเชือ้ Escherichia coli สายพันธุ ์ 
DH5  ด้วยวิธีการ Heat Shock (Sambrook 
and Russel, 1989) เลี้ยงเซลล์ E. coli ที่ได้รับ
การถ่ายฝาก recombinant plasmid ในอาหาร 
Luria-Bertani (LB) broth ที ่มียาปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลลิน สกัดพลาสมิดโดยใช้ FravoPrepTM  

Plasmid Purification Mini kit และส่งดีเอ็นเอ
ไปวเิคราะห์หาล�าดบันวิคลีโอไทด์ โดยวธิ ีSanger 
sequencing method (Sanger and Coulson, 
1975) ด้วยบริการ Primer walking service 
(Solgent, Korea) น�าข้อมูลล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Blast (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi?PAGE_
TYPE=BlastSearch) และเปรยีบเทยีบข้อมูลชนดิ
เช้ือเบโกโมไวรสัท่ีระบุได้จาก	full-length	DNA-A	
กบัข้อมลูชนดิเช้ือเบโกโมไวรสัท่ีระบุได้จากผลผลิต
ดีเอ็นเอทีไ่ด้จากการเพิม่จำานวนโดยคู่ไพรเมอร์	
Unibego-Pep	

ผลการทดลองและวิจารณ์

ตัวอย่างเชื้อเบโกโมไวรัสในพริก
เก็บตัวอย่างพริกจาก	 20	 จังหวัดใน	 

4	ภูมิภาค	จำานวนทั้งหมด	338	ตัวอย่าง	ซึ่งแสดง
อาการหลากหลาย	ได้แก่	ใบด่างเหลือง	ขอบใบม้วน	 
จุดเหลือง	ใบด่างเขียว	ใบลดรูป	เส้นใบย่น	และ
เนื้อใบโป่ง	และมีความหลากหลายของสายพันธ์ุพรกิ
ท่ีเกบ็	 ได้แก่	 พรกิขี้หนสูวน	พรกิจินดา	พรกิหยวก	 
พริกหนุ่มขาว	 พริกหนุ่มเขียว	 พริกมันบางช้าง	 
พรกิกะเหรี่ยง	พรกิดอกขาว	พรกิยอดสน	พรกิเดอืยไก่	 
จากการตรวจสอบตัวอย่างโดยใช้แอนติบอดีที่จำาเพาะ 
ต่อเชือ้ไวรัสที่สามารถเข้าทำาลายพริกได้	 6	 ชนิด	
ไม่พบเชื้อไวรสั	Potato virus Y	(PVY),	Tobacco 
mosaic virus	 (TMV),	 Tospovirus	 group	 4,	
Cucumber mosaic virus	(CMV),	Pepper mild 
mottle virus	 (PMMoV)	 และ	 Chili veinal  
mottle virus	(ChiVMV)	ในทุกตัวอย่าง

การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือตรวจเชือ้เบโกโมไวรสั
ที่เข้าท�าลายพริก

การวเิคราะห์หาลำาดับนวิคลีโอไทด์ร่วมของ	 
DNA-A	ในส่วนของยีน	AV1	ของไวรัสทั้ง	8	ชนิด	
พบลำาดับนิวคลีโอไทด์ร่วมที่ตำาแหน่งนิวคลีโอไทด์
เริ่มต้นที	่ 494	 จำานวน	 24	 เบส	 และตำาแหน่ง 
นิวคลีโอไทด์เริ ่มต้นที	่ 854	 จำานวน	 24	 เบส	 
(Figure	1,	2	and	Table	1)	เมื่อนำาไปวิเคราะห์
คุณสมบัติของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม	Fast	PCR	
พบว่า	%CG	ของ	forward	และ	reverse	primers	 
เท่ากับ	54.2	และ	50	ตามลำาดับ	มีค่า	melting	
temperature	(Tm)	อยู่ที่	60.7oซ.	และ	58.4oซ.	
ไพรเมอร์ท้ังสองเส้นไม่สามารถจับกนัเป็น	dimer	ได้	 
ตัง้ชือ่ไพรเมอร์แต่ละเส้นว่า	 Unibego-PepF	
(Universal	 pr imer	 for	 begomovirus	 
infecting	 pepper-Forward)	 และ	 Unibego- 
PepR	 (Universal	 primer	 for	 begomovirus	
infecting	 pepper-Reverse)	 โดยไพรเมอร์คู่นี ้
จะสังเคราะห์ให้ผลผลิตดีเอ็นเอขนาดประมาณ	
380	คู่เบส	
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Figure 1  Alignment of the nucleotide sequence regions of the partial AV1 gene on DNA-A from 

8 pepper-infecting begomoviruses. Consensus sequences were used to design broad-spectrum 

primers for pepper-infecting begomoviruses. Nucleotide sequences of Unibego-PepF and 

Unibego-PepR primers are underlined.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Diagrammatic representation of the replicative forms for DNA-A and the region 

amplified (dashed line) by polymerase chain reaction with Unibego-Pep primers. 

 

Table 1 Nucleotide sequences and properties of broad spectrum primer set used in 

begomovirus screening in this study 

 

Primer Sequence (5’-3’) Position %CG Tm (oC) 

Unibego-PepF TGT GAA GGC CCA TGT AAG GTC CAG 494-518 54.2 60.7 

Unibego-PepR  CTC CTT GCT TGC ATA TTG ACC ACC 854-878 50 58.4 

 

การตรวจวิเคราะหfเช้ือเบโกโมไวรัสในตัวอยbางพริกโดยเทคนิค PCR 

การทดสอบไพรเมอร-กบัตัวอยòางควบคุมบวก 4 ตัวอยòาง ไดáแกò PepYLCTHV, EGMV, PepYLIV,  

TYLCKaV และ ตัวอยòางควบคุมลบซ่ึงเปÖนพริกปลอดเช้ือ 5 ตัวอยòาง พบวòา คูòไพรเมอร- Unibego-Pep สามารถ

ตรวจเช้ือเบโกโมไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกเหลืองในพริกท่ีพบในประเทศไทยท้ัง 4 ชนิด ขáางตáนไดáโดยไมòมปีฏิกริยิา

ขáามกับตัวอยòางพริกปลอดเช้ือ (Figure 3)  การตรวจวิเคราะห-ขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห-จากคูòไพรเมอร- 

Unibego-Pep พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 380 คูòเบสในตัวอยòางพริก 307 ตัวอยòาง คิดเปÖน 90.8% ของ

ตัวอยòางท้ังหมด ท้ังน้ีแถบของดีเอ็นเอมีความเขáมท่ีแตกตòางกัน โดยตัวอยòางท่ีเก็บไดáจากภาคเหนือ (CMI) ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ (SRN, UBN, SSK, CPM และ KKN) และภาคกลาง (SPI, RBI, KBI และ NPT) มีแถบดีเอ็นเอ

ท่ีเขáมมาก ในขณะท่ีผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห-ไดáจากตัวอยòางท่ีเก็บในจังหวัดภาคใตá (PLG, NST และ  SNI) ใหá

แถบสีจาง นอกจากน้ี ยังพบแถบของดีเอ็นเอมากกวòา 1 แถบจากผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห-ไดáในบางตัวอยòาง 

(SPI602 และ RBI604) ท่ีเก็บจาก จ.สุพรรณบุรี และราชบุร ี(Figure 4) ท้ังน้ีความเขáมแถบดีเอ็นเอและจำนวนช้ินดี

เอ็นเอท่ีสงัเคราะห-ไดáนòาจะเกิดจากความสามารถท่ีแตกตòางกันของไพรเมอร-ในการเขáาจับกับดีเอ็นเอตáนแบบของ 

Figure 1 Alignment	of	the	nucleotide	sequence	regions	of	the	partial	AV1	gene	on	DNA-A	
from	 8	 pepper-infecting	 begomoviruses.	 Consensus	 sequences	 were	 used	 to	 design	
broad-spectrum	 primers	 for	 pepper-infecting	 begomoviruses.	 Nucleotide	 sequences	 of	
Unibego-PepF	and	Unibego-PepR	primers	are	underlined

Figure 2 Diagrammatic	representation	of	the	replicative	forms	for	DNA-A	and	the	region	
amplified	(dashed	line)	by	polymerase	chain	reaction	with	Unibego-Pep	primers
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การตรวจวิเคราะห์เชือ้เบโกโมไวรัสในตัวอย่าง
พริกโดยเทคนิค PCR

การทดสอบไพรเมอร์กับตัวอย่างควบคุม 
บวก	 4	 ตัวอย่าง	 ได้แก่	 PepYLCTHV,	 EGMV,	 
PepYLIV,	TYLCKaV	และ	ตัวอย่างควบคุมลบซึง่
เป็นพริกปลอดเชื้อ	5	ตัวอย่าง	พบว่า	คู่ไพรเมอร์	
Unibego-Pep	 สามารถตรวจเชือ้เบโกโมไวรัส
สาเหตุโรคใบหงกิเหลืองในพรกิท่ีพบในประเทศไทย 
ทั้ง	 4	 ชนิด	 ข้างต้น	 ได้โดยไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับ
ตัวอย่างพริกปลอดเชือ้	 (Figure	 3)	 การตรวจ
วิเคราะห์ขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอทีส่ังเคราะห์
จากคู่ไพรเมอร์	 Unibego-Pep	 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ	 380	 คู่ เบสในตัวอย่างพริก	 
307	ตัวอย่าง	คิดเป็น	90.8%	ของตัวอย่างท้ังหมด	
ทัง้นี ้แถบของดีเอ็นเอมีความเข้มทีแ่ตกต่างกัน	 
โดยตัวอย่างทีเ่ก็บได้จากภาคเหนือ	 (CMI)	 ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ	(SRN,	UBN,	SSK,	CPM	
และ	KKN)	และภาคกลาง	(SPI,	RBI,	KBI	และ	
NPT)	มีแถบดีเอ็นเอที่เข้มมาก	 ในขณะที่ผลผลิต

ดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์ได้จากตัวอย่างท่ีเกบ็ในจังหวัด
ภาคใต้	 (PLG,	 NST	 และ	 SNI)	 ให้แถบสีจาง	
นอกจากนี้	ยงัพบแถบของดีเอน็เอมากกว่า	1	แถบ
จากผลผลิตดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์ได้ในบางตัวอย่าง	
(SPI602	และ	RBI604)	ที่เก็บจาก	จ.สุพรรณบุรี	
และราชบุร	ี(Figure	4)	ท้ังนี้ความเข้มแถบดีเอน็เอ
และจำานวนชิน้ดีเอ็นเอทีส่ังเคราะห์ได้น่าจะเกิด
จากความสามารถทีแ่ตกต่างกันของไพรเมอร์ใน
การเข้าจับกบัดีเอน็เอต้นแบบของ	เบโกโมไวรสัต่าง
ชนิดกัน	 เนื่องด้วยไพรเมอร์คู่นี้ไม่ได้ถูกออกแบบ 
ให้เป็น	 degenerate	 primers	 เพื่อให้มีนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีสามารถจับได้กบันวิคลีโอไทด์ในตำาแหน่งท่ีมี
ความแตกต่างกันในเบโกโมไวรัสแต่ละชนิดได้	 
แต่ถูกออกแบบโดยใช้ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ	 
PepYLCTHV	เป็น	reference	sequence	การส่ง
ผลผลิตดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณจากตัวอย่างเหล่านี ้
ไปหาลำาดับนวิคลีโอไทด์จึงเป็นวธีิการท่ีจะสามารถ
ระบุชนิดของไวรัสได้

Table 1 Nucleotide	 sequences	 and	 properties	 of	 broad	 spectrum	 primer	 set	 used	 in	 
begomovirus	screening	in	this	study

Primer Sequence (5’-3’) Position %CG Tm (oC)

Unibego-PepF TGT	GAA	GGC	CCA	TGT	AAG	GTC	CAG 494-518 54.2 60.7

Unibego-PepR	 CTC	CTT	GCT	TGC	ATA	TTG	ACC	ACC 854-878 50 58.4
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Figure 3	 Specificity	 testing	 of	 Unibego-Pep	 primer	 pair	 with	 six	 positive	 samples,	 i.e.,	 
PepYLCThV,	EGMV,	PepYLCIV,	TYLCKaV	and	5	healthy	pepper	cultivars	(Bird	eye	pepper,	
Chinda,	Bang	Chang,	Prik	Num	khao,	and	Prik	Num	Keaw)
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การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิต
ดีเอ็นเอจากการเพิม่ปริมาณด้วยคู ่ไพรเมอร์ 
Unibego-Pep

การตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร์	Unibego-Pep	 
พบว่า	มตัีวอย่าง	จำานวน	307	ตัวอย่าง	ท่ีให้ผลบวก	 
โดยเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ	 380	 คู่เบส	 
นำาตัวอย่างท่ีให้ผลบวกมาจัดกลุ่มตัวอย่างตามลักษณะ 
อาการ	ได้	4	กลุ่ม	คือ	1)	ใบเหลือง	2)	ด่างเขียว	
3)	จุดประเหลือง	และ	4)	ไม่แสดงอาการของเชื้อ
เบโกโมไวรสั	(Figure	5)	คัดเลือกตัวอย่างจากแต่ละ
กลุ่มอาการกลุ่มละ	 10-12	 ตัวอย่าง	 รวมทัง้สิ้น	 
41	 ตัวอย่าง	 เพือ่ส่งวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์	
ผลการเปรยีบเทียบลำาดับนวิคลีโอไทด์ของผลผลิต
ดีเอ็นเอกับฐานข้อมูลใน	GenBank	พบว่า	ลำาดับ
นิวคลีโอไทด์ของผลผลิตดีเอ็นเอจากตัวอย่างพริก
จำานวน	 17	 ตัวอย่าง	 มีความเหมือน	 (Identity)	 
กบัเช้ือไวรสัชนดิ	PepYLCTHV	จำานวน	3	ไอโซเลท	 
คือ	 TMK-KR5	 (KT322145),	 Suphanburi11	
(KX900490)	 และ	 SNS-CM5	 (KT322142)	 

โดยมี	%identity	สูงสุดที่ระดับ	97.83-99.69%	
ผลผลิตดีเอน็เอจากตัวอย่างพรกิจำานวน	7	ตัวอย่าง
มี	%identity	สูงสุดที่ระดับ	93.62-9849	กับเชื้อ	
EGMV	 ไอโซเลท	 TH14E3-5	 (KU569601)	
ผลผลิตดีเอ็นเอ	จำานวน	6	ตัวอย่างมี	%identity	
สูงสุดกับเชือ้	 PepLCV	 ไอโซเลท	 Malaysia	
(AF414287)	 ทีร่ะดับ	 93.43-96.69%	 ผลผลิต
ดีเอ็นเอจากจังหวัดน่าน	 จำานวน	 2	 ตัวอย่าง	 มี	
%identity	 สูงสุดกับเชือ้	 TYLCKaV	 ไอโซเลท	
eggplant-Chiang	 Mai	 (KX900495)	 ทีร่ะดับ
ความเหมือน	 97.38-97.87%	 ในขณะทีต่ัวอย่าง
จาก	จ.เพชรบุรี	1	ตัวอย่าง	มีลำาดับนิวคลีโอไทด์
ของผลผลิตดีเอ็นเอเหมือนกับเชือ้	 TYLCKaV	 
ไอโซเลท	 TH12WE14	 (KU509590)	 ทีร่ะดับ	
99.12%	นอกจากนี้	ยังพบว่า	ตัวอย่างพริกที่เก็บ
จากภาคใต้ทัง้หมด	 8	 ตัวอย่าง	 ที่นำามาใช้ใน 
การศึกษาครั ้งนี	้ มี	 %identity	 สูงสุดกับเชือ้	 
PepYLCIV	 ไอโซเลท	 BA-E2-1(LC05115)	 
ที่ระดับ	98.25-99.40%	(Table	2)

 
 

เบโกโมไวรัสตòางชนิดกัน เน่ืองดáวยไพรเมอร-คูòนีไ้มòไดáถกูออกแบบใหáเปÖน degenerate primers เพ่ือใหáมนีวิคลีโอ

ไทด-ทีส่ามารถจับไดáกบันิวคลีโอไทด-ในตำแหนòงท่ีมคีวามแตกตòางกันในเบโกโมไวรัสแตòละชนิดไดá แตòถกูออกแบบ

โดยใชáลำดับนิวคลีโอไทด-ของ PepYLCTHV เปÖน reference sequence การสòงผลผลิตดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณจาก

ตัวอยòางเหลòาน้ีไปหาลำดับนิวคลีโอไทด-จึงเปÖนวิธกีารท่ีจะสามารถระบุชนิดของไวรัสไดá 

 
 

Figure 3 Specificity testing of Unibego-Pep primer pair with six positive samples, i.e., PepYLCThV, 

EGMV, PepYLCIV, TYLCKaV and 5 healthy pepper cultivars (Bird eye pepper,  Chinda, 

Bang Chang, Prik Num khao, and Prik Num Keaw) 

 

 
 

Figure 4 Amplified PCR fragment of 41 chosen samples based on symptom grouping of positive 

samples using Unibego-Pep primers 
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Figure 4 Amplified	 PCR	 fragment	 of	 41	 chosen	 samples	 based	 on	 symptom	 grouping	 of	 positive	 
samples	using	Unibego-Pep	primers

Figure 5	Three	hundred	and	seven	samples	given	positive	results	were	divided	based	on	their	major	
notable	 symptoms	 into	 4	 groups,	 i.e.,	 Yellowing	 (A)	 Green	mosaic	 (B)	 Chlorotic	 spot	 (C)	 and	 Non 
	begomovirus-like	symptoms	(D)
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ตัวอยòางจากแตòละกลุòมอาการกลุòมละ 10-12 ตัวอยòาง รวมท้ังส้ิน 41 ตัวอยòางเพ่ือสòงวิเคราะห-ลำดับนิวคลีโอไทด- 

ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด-ของผลผลิตดีเอ็นเอกับฐานขáอมูลใน GenBank พบวòา ลำดับนิวคลีโอไทด-

ของผลผลิตดีเอ็นเอจากตัวอยòางพริกจำนวน 17 ตัวอยòาง มีความเหมือน (Identity) กับเช้ือไวรัสชนิด 

PepYLCTHV จำนวน 3 ไอโซเลท คือ TMK-KR5 (KT322145), Suphanburi11 (KX900490) และ SNS-CM5 

(KT322142) โดยมี %identity สูงสุดท่ีระดับ 97.83-99.69%  ผลผลิตดีเอ็นเอจากตัวอยòางพริกจำนวน 7 ตัวอยòาง

มี %identity สูงสุดท่ีระดับ 93.62-9849 กับเช้ือ EGMV ไอโซเลท TH14E3-5 (KU569601) ผลผลิตดีเอ็นเอ

จำนวน 6 ตัวอยòางมี %identity สูงสุดกับเช้ือ PepLCV ไอโซเลท Malaysia (AF414287) ท่ีระดับ 93.43-96.69%  

ผลผลิตดีเอ็นเอจากจังหวัดนòานจำนวน 2 ตัวอยòางมี %identity สูงสุดกับเช้ือ TYLCKaV ไอโซเลท eggplant-

Chiang Mai (KX900495) ท่ีระดับความเหมือน 97.38-97.87% ในขณะท่ีตัวอยòางจาก จ.เพชรบุร ี1 ตัวอยòาง มี

ลำดับนิวคลีโอไทด-ของผลผลิตดีเอ็นเอเหมือนกับเช้ือ TYLCKaV ไอโซเลท TH12WE14 (KU509590) ท่ีระดับ 

99.12% นอกจากน้ียงัพบวòา ตัวอยòางพริกท่ีเก็บจากภาคใตáทัง้หมด 8 ตัวอยòางท่ีนำมาใชáในการศึกษาคร้ังน้ี มี 

%identity สูงสุดกับเช้ือ PepYLCIV ไอโซเลท BA-E2-1(LC05115) ท่ีระดับ 98.25-99.40% (Table 2) 

 

 
            Figure 5 Three hundred and seven samples given positive results were divided based on their 

major notable symptoms into 4 groups, i.e., Yellowing (A) Green mosaic (B) Chlorotic spot (C) 

and Non begomovirus-like symptoms (D). 

 

A

C

B

D



Thai	Agricultural	Research	Journal	Vol.	37	No.	3		September	-	December	2019 259

Table 2	 Nucleotide	 sequence	 analysis	 of	 the	 380	 bp	 DNA	 fragments	 from	 41	 pepper	 
samples	amplified	by	Unibego-Pep	primers	compared	with	the	GenBank	database

Begomoviruses with Acc. No. in GenBank Samples with Acc. No %Identity

PepYLCTHV	TMK-KR4	

(Acc.	No.	KT322145)

or	

EGMV	TH12WE12	

(Acc.	No.	KU569586.1)

KBI22 MN204580 99.09
KBI23 MN204581 98.79
RBI601 MN204583 98.79
RBI602 MN204584 98.79
RBI603 MN204585 98.79
RBI604 MN204586 98.79
SPI603 MN204587 98.79
NPT6201 MN204582 97.88

PepYLCThV	(SNS-CM5)	

(Acc.	No.	KT322142)

CMI6125 MN204576 99.69
CMI6119 MN204574 99.40
CMI6123 MN204575 99.40
CMI6105 MN204572 99.10
CMI6107 MN204573 99.07
CMI6133 MN204577 98.80

PepYLCThV	(Suphanburi-11)	

(Acc.	No.	KX900490)

BRM2 MN204571 99.38
SPI602 MN204578 99.38
UBN7 MN204579 97.83

EGMV	(TH14E3-5)	

(Acc.	No.	KU569601)

KKNE24 MN204588 98.49
SRN8 MN204590 94.22
SSK9 MN204591 93.92
UBN1 MN204592 93.92
UBN3 MN204593 93.92
NPT6202 MN204589 93.62
UBN6 MN204594 93.62

PepLCV-[MY]	

(Acc.	No.	AF414287)	

 

KBI24 MN204596 96.69
CPM9 MN204595 96.08
TAK18 MN204598 95.69
TAK19 MN204599 95.68
TAK23 MN204600 95.6
SKNE99 MN204597 93.43

PepYLCIV-BA_E2-1	

(Acc.	No.	LC051115)

PLG2 MN204604 99.4
PLG3 MN204605 99.39
NST28 MN204602 98.83
SNI9 MN204608 98.83
RNG2 MN204606 98.54
SNI6 MN204607 98.54
NST11 MN204601 98.51
NST5 MN204603 98.25

TYLCKaV	(eggplant-Chiang	Mai)
(Acc.	No.	KX900495)

NAN16 MN204610 97.87
NAN14 MN204609 97.38

TYLCKaV	(TH12WE14)
(Acc.	No.	KU569590)

PBI8 MN204611 99.12
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การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย 
วิธีการทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

ผลการวิ เคราะห ์ความสัมพ ันธ ์จาก	 
phylogenetic	tree	ของผลผลิตดีเอ็นเอ	ด้วยวิธี	
Neighbor-joining	 พบว่า	 ตวัอย ่างท ีม่ีค ่า	 
%identity	 สูงสุดกับเชือ้	 PepYLCTHV	 และ	
EGMV	ถกูจัดอยูใ่นเคลด	(clade)	เดยีวกนั	ซึ่งเมื่อ
พิจารณาเกณฑ์การจำาแนกชนิด	 (spicies)	 และ
สายพันธุ์	 (strain)	 ของเชื้อเบโกโมไวรัสทีร่ะดับ	
91%	และ	94%	ตามลำาดับ	(Brown	et al., 2015)	
ทำาให้สามารถกล่าวได้ว่าเช้ือ	 PepYLCTHV	 และ	
EGMV	 เป็นชนิดเดียวกัน	 ในขณะที่ตัวอย่างทีม่	ี
%identity	 สูงสุดกับเชือ้	 PepLCV	 ไอโซเลท	 
Malaysia	 ถูกจัดอยู่ในเคลดเดียวกับตัวอย่างที่มี	
%identity	 สูงสุดกับเชื ้อ	 EGMV	 ไอโซเลท	
TH14E3-5	 เนื่องจากตัวอย่างในกลุ่มนี้มีความ
เหมอืนกบัเช้ือ	EGMV	ไอโซเลท	TH14E3-5	เพียง	
93.80-93.94%	เท่านั้น	ซึง่เมือ่พิจารณาจากเกณฑ์
การจำาแนก	 strain	 ที่ระดับ	 94%	จึงกล่าวได้ว่า
ตัวอย่างเหล่านี้มีเชื้อ	EGMV	คนละ	strain	กับที่
มีอยู่ในฐานข้อมูล	GenBank	อย่างไรก็ตาม	เชื้อ	
PepLCV-	ไอโซเลท	Malaysia	กย็งัมคีวามสมัพันธ์
ทางวิวฒันาการใกล้ชิดกับเชือ้	PepYLCTHV	และ	
EGMV	โดยเชื้อทั้งสามชนิดนี้ถูกจัดให้อยู่ในเคลด
เดียวกัน	สำาหรับตัวอย่างที่ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ
ผลผลิตดีเอ็นเอเหมือนกับเชือ้	 PePYLCIV	 และ	
TYLCKaV	ทุกตัวอย่างถกูจัดให้อยูใ่นกลุ่มเดียวกนั
โดยแยกออกจากกลุ่มของเชือ้	 PepYLCTHV,	
EGMV,	และ	PepLCV	อย่างชัดเจน	(Figure	6)

การวเิคราะห์ล�าดบันิวคลีโอไทด์ของ Full-length 
DNA-A ของตัวอย่างทีเ่ป็นตัวแทนเชือ้เบโกโม
ไวรัสที่ตรวจพบแต่ละชนิด

การวิเคราะห์ลำาดบันิวคลีโอไทด์ของ	 
full-length	 DNA-A	 จากตัวอย่างทีถู่กเลือกเพือ่
เป็นตัวแทนของเชือ้เบโกโมไวรัสทั้ง	 5	 ชนิด	
จำานวน	 8	 ตัวอย่างได้แก่	 CMI6133,	 BRM2,	
UBN6,	 RBI601,	 PLG3,	 SNI9,	 CPM9,	 และ	
NAN16	 พบว่า	 DNA-A	 ของทุกตัวอย่างมีขนาด
ประมาณ	 2,700-2,800	 คู่เบส	 เมื่อนำาไปเปรียบ

เทียบกับฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม	 BLAST	 
พบว่า	 ผลการวิเคราะห์ชนิดไวรัสในตัวอย่างจาก
ผลของ	 full-length	 DNA-A	 ตรงกับผลการ
วิเคราะห์จากผลผลิตดีเอ็นเอ	380	คู่เบส	ที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์	Unibego-Pep	แม้
จะพบว่ามีไอโซเลทของเชือ้ทีแ่ตกต่างกันก็ตาม	
ทั้งนี้	 มีเพียง	 1	 ตัวอย่างทีใ่ห้ผลไม่ตรงกัน	 คือ	
CPM9	 ซึ ่งมีผลการวิเคราะห์	 DNA-A	 มีค่า	
%identity	 สูงสุดกับเชือ้	 EGMV	 TH14E2	
(KU569598)	 ทีร่ะดับ	 92.64%	 แต่ผลการ
วิเคราะห์ลำาดบันิวคลโีอไทด์ของผลผลติดเีอ็นเอ	
384	 คู่เบส	 มีความเหมือนกับเชือ้	 PepLCV	 
ไอโซเลท	Malaysia	สูงสุด	คือ	ที่ระดับ	96.08%	
(Table	 3)	 อย่างไรก็ตามเมื ่อพ ิจารณาจาก	 
phylogenetic	 tree	 และ	 pairwise	 identity 
พบว่า	เชื้อ	PepLCV	ไอโซเลท	Malaysia	มีความ
ใกล้ชิดทางวิวัฒนาการกับเชือ้	 EGMV	 และ	 
PepYLCTH	 ที่	 89-90%	 และถูกจัดอยู่ในเคลด
เดียวกนักบัเช้ือท้ังสองชนดิข้างต้น	(Figure	7)	จาก
ผลการวิเคราะห์ดังกล่าวชีใ้ห้เห็นว่า	 คู่ไพรเมอร์	
Unibego-Pep	สามารถใช้เพื่อตรวจคัดกรองเชื้อ
เบโกโมไวรสัท่ีเข้าทำาลายพรกิท่ีเกบ็ตัวอย่างได้จาก
ประเทศไทยอย่างน้อย	 5	 ชนิด	 คือ	 EGMV,	 
PepLCV-[MY],	 PepYLCIV,	 PepYLCTHV,	 
TYLCkaV	 อย่างไรก็ตาม	 การวิเคราะห์ลำาดับ 
นิวคลีโอไทด์ของ	full-length	DNA-A	ในตัวอย่าง 
มคีวามจำาเป็นในการระบุชนดิเชื้อของเบโกโมไวรสั
สาเหตุเช้ือโรคใบหงกิเหลืองของพรกิในตัวอย่างได้
อย่างถูกต้อง	

สรุปผลการทดลอง
ไพรเมอร์	 Unibego-Pep	 ทีอ่อกแบบ 

ในงานวจัิยนี้	มคีวามจำาเพาะกบัลำาดับนวิคลีโอไทด์
บางช่วงของยีน	 AV1	 สามารถใช้เป็น	 broad- 
spectrum	primer	สำาหรบัการตรวจวเิคราะห์เช้ือ
เบโกโมไวรัสทีเ่ข้าทำาลายพริกในประเทศไทยได้
อย่างน้อย	 5	 ชนิด	 EGMV,	 PepLCV-[MY],	 
PepYLCIV,	PepYLCTHV,	TYLCkaV	ซึ่งสามารถ
สังเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอ	 ได้ขนาดประมาณ	 
380	คู่เบส	
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Table 3	 Full-length	 DNA-A	 nucleotide	 sequence	 analysis	 of	 8	 representative	 samples	 
comparing	with	the	result	obtained	from	380	bp	length	nucleotide	sequence

No. Sample

Nucleotide sequence analysis

Symptom* Region of 
collection

380 bp fragment Full-length DNA-A

Species
GenBank 
Acc no. %Identity species

GenBank
Acc No. %Identity

1 CMI6133 PepYLCTHV KT322142.1 98.25 PepYLCTHV KT322141.1 98.55 Y North
2 BRM2 PepYLCThV KX900490.1 98.55 PepYLCThV KT322141.1 98.55 Y Northeast
3 RBI601 EGMV KU569586.1 98.55 EGMV KU569598.1 99.12 Y Central	plain
4 UBN6 EGMV KU569601.1 92.39 EGMV KU569601.1 93.16 CS Northeast
5 CPM9 PepLCV-[MY] AF414287 96.08 EGMV KU569598.1 92.64 GM Northeast
6 SNI9 PepYLCIV LC051115.1 98.83 PepYLCIV LC051115.1 98.84 CS South
7 PLG3 PepYLCIV LC051115.1 99.39 PepYLCIV LC051115.1 97.93 Y South
8 NAN16 TYLCKaV KX900495.1 97.57 TYLCKaV AF511529.1 97.85 GM North

Remark:	Y,	Yellowing;	GM,	green	mosaic;	Cs,	chlorotic	spot;	NS,	non	begomovirus-like	symptom 
 

 
 

            Figure 6 Phylogenetic analysis based on the alignment of 380 nucleotide PCR amplified 

sequences using Unibego-Pep primers showing genetic relationship of begomoviruses causing 

pepper yellow leaf curl disease from 41 chosen samples from 4 regions of Thailand.  

Neighbour-joining tree were reconstructed using MEGA X with 1000 replications bootstrapping. 

The star above begomovirus isolate indicates the previous recognized begomoviruses in 

GenBank which show the highest identity with samples. Begomovirus samples in this study are 

written with Acc. no. submitted in NCBI. Eight selected samples for full-length DNA-A sequence 

analysis are indicated with the rectangular blocks.    

Figure 6	Phylogenetic	analysis	based	on	the	alignment	of	380	nucleotide	PCR	amplified	sequences	
using	Unibego-Pep	primers	showing	genetic	relationship	of	begomoviruses	causing	pepper	yellow	leaf	
curl	disease	from	41	chosen	samples	from	4	regions	of	Thailand.	Neighbour-joining	tree	were	reconstructed	 
using	MEGA	 X	 with	 1000	 replications	 bootstrapping. The	 star	 above	 begomovirus	 isolate	 indicates	 
the	 previous	 recognized	 begomoviruses	 in	 GenBank	which	 show	 the	 highest	 identity	 with	 samples.	 
Begomovirus	samples	in	this	study	are	written	with	Acc.	no.	submitted	in	NCBI.	Eight	selected	samples	
for	full-length	DNA-A	sequence	analysis	are	indicated	with	the	rectangular	blocks
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Figure 7	 Phylogenetic	 tree	 analysis	 based	 on	 the	 alignments	 of	 380	 nucleotide	 PCR	 
amplified	sequences	using	Unibego-Pep	primers	(A)	and	full-length	DNA-A	(B)	shows	good	
correlation	of	all	DNA-A	sequences	with	the	380	bp	BLASTn	results.	Neighbour-joining	tree	
were	reconstructed	using	MEGA	X	(Kumar	et al.,	2018)	with	1,000	replications	bootstrapping. 
The star	and	triangle	above	the	begomovirus	isolates	indicate	the	begomoviruses	isolate	
from	the	GenBank	showing	the	highest	identity	with	the	380	bp	fragment	sequence	and	
full-length	DNA-A	of	selected	samples,	respectively
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