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               งานวิจัยนี้ไดศึกษาวิเคราะหยีนที่ควบคุมการสังเคราะหโปรตีน non-structural (NSs gene) ของเชื้อ 
Capsicum chlorosis virus (CaCV)  ซึ่งเปนไวรัสในสกุล Tospovirus และเปนสาเหตุโรคใบและยอดไหมของถั่ว
ลิสง  โคลนยีนและสังเคราะหโปรตีน  NSs  ในสภาพหลอดทดลอง โดยเก็บตัวอยางถั่วลิสงจาก  อ. ปกธงชัย  
จ. นครราชสีมา (PPT) และจาก อ. เมือง จ. อุดรธานี (PKK 2UD)  นํามาตรวจวินิจฉัยโรคดวยเทคนิค DAC-
ELISA   ออกแบบไพรเมอรและสังเคราะหดีเอ็นเอของยีน NSs  ดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR)  จากอารเอ็นเอตนแบบที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อใบถั่วลิสงที่ติดเชื้อ  CaCV  โคลนยีนและ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  พบวา ยีน NSs จากเชื้อ CaCV ที่ไดจากตัวอยางถั่วลิสง PPT  (NSs-PPT) และจาก
ถ่ัวลิสง PKK 2UD (NSs-PKK 2UD)  มีความยาว 1,320  นิวคลีโอไทด   แปลรหัสไดเปนโปรตีนที่ประกอบดวย
กรดอะมิโน 439  เรซิดิวส  และมีน้ําหนักโมเลกุล 49.6 กิโลดาลตัน  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs จากเชื้อ 
CaCV ทั้งสองไอโซเลต ที่พบในถั่วลิสง มีความคลายคลึงกันที่ระดับ 94% identity และคลายคลงึกับโปรตีน 
NSs ของเชื้อ CaCV-AIT จากมะเขือเทศในประเทศไทย, เช้ือ CaCV-CP จากถั่วลิสงในประเทศจีน และเชื้อ 
Gloxinia tospovirus จากประเทศสหรัฐอเมริกาที่ระดับ 85-90% identities  นอกจากนี้ สามารถโคลนยีนโปรตีน
หอหุมกรดนิวคลีอิค (N gene) ของเชื้อ CaCV ในถั่วลิสง PPT  ไดครบสมบูรณ  มีความยาว 828 นิวคลีโอไทด 
แปลรหัสเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน  275  เรซิดิวส   น้ําหนักโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตัน  และลําดับ
กรดอะมิโนมีความคลายคลึงกับโปรตีน N ของเชื้อ CaCV-PKK 2UD, CaCV-Pkk และ CaCV-ToK ที่ระดับ  
97% identities โคลนยีน NSs จากเพลี้ยไฟชนิด Scirtothrips dorsalis ที่พบในแปลงปลูกถั่วลิสง PPT และ
วิเคราะหลําดับกรดอะมิโน  พบวาโปรตีน  NSs  จากเพลี้ยไฟ   (NSs-TPT)  มีความคลายคลึงกันกับโปรตีน 
NSs-PPT ที่ระดับ 96% identity สังเคราะหโปรตีน NSs-PPT  ดวยระบบ pQE expression system ในเซลล
แบคทีเรีย Escherichia coli ไดโปรตีนลูกผสม 6xHis-NSs น้ําหนักโมเลกุล 50 kDa  มีความเขมขน 2.98 มก./มล.   
ผลิต polyclonal antibody ตอโปรตีน NSs-PPT (PAb-NSs) แลวนําไปใชตรวจสอบเชื้อ CaCV  ดวยเทคนิค 
DAC-ELISA  พบวา PAb-NSs ทําปฏิกิริยาไดอยางจําเพาะกับเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV-PKK ในถั่วลิสง โดย
ไมทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นพืชที่ติดเชื้อทอสโพไวรัสชนิด Watermelon silver mottle virus (WSMoV) หรือเช้ือ 
Melon yellow spot virus (MYSV)  แอนติบอดีตอโปรตีน NSs ที่ผลิตไดในการวิจัยครั้งนี้จึงเปนประโยชนใน
การตรวจวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อ CaCV แยกจากเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่นไดอยางชัดเจน 
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          A study on the non-structural protein (NSs) gene of Capsicum chlorosis virus (CaCV), the 
tospovirus that caused peanut bud necrosis disease, was conducted. The NSs genes were cloned and NSs 
protein was in vitro expressed.  Infected peanut leaf samples collected from Pakthongchai district, 
Nakhonratchasima province (PPT) and from Muang district, Udon Thani province (PKK 2UD) were 
diagnosed for tospovirus infection by DAC-ELISA.  Primers specific to NSs gene were desired and NSs 
genes were amplified by RT-PCR using total RNAs extracted from infected peanut leaf tissues as template. 
The cDNA fragments obtained  were  identified as NSs gene of CaCV  and designated  as NSs-PPT  and  
NSs-PKK 2UD. Both NSs genes were composed of 1,320 nucleotides which coded for 439 amino acid 
residues with molecular weight of 49.6 kDa. Amino acid sequence analysis revealed that both NSs-CaCV 
from peanuts were 94% identity, and similar to those of CaCV-AIT from tomato in Thailand, CaCV-CP from 
peanut in China, and Gloxinia tospovirus from USA at 85-90% identities. In addition, the nucleoprotein (N) 
gene of CaCV-PPT was completely cloned and its amino acid sequence was analyzed. The N-PPT gene 
comprised of 828 nucleotides, coding for 275 amino acid residues with molecular weight of 30.5 kDa.  Amino 
acid sequence analysis indicated that the N protein of CaCV-PPT isolate was similar to those of CaCV-PKK 
2UD, CaCV-Pkk, and CaCV-ToK at 97% identities.  Moreover, the NSs gene was successfully isolated from 
thrips vector; Scirtothrips dorsalis, collected from peanut field in Pakthongchai district and it showed 96% 
identity to NSs-PPT by amino acid sequence comparison. The cloned NSs-PPT gene was subsequently 
expressed in vitro by using pQE expression system in E. coli cell culture, yielding about 2.98 mg/ml of 50 
kDa recombinant 6xHis-NSs polypeptide. The 6xHis-NSs protein was used as immunogen for producing 
polyclonal antibody in rabbit (PAb-NSs). By using DAC-ELISA technique, the PAb-NSs reacted specifically 
to CaCV-infected peanut leaf tissue without cross-reactivity to plant tissues infected by Watermelon silver 
mottle virus (WSMoV) or Melon yellow spot virus (MYSV).  According to its specificity, PAb-NSs produced 
in this study could be used as immunoprobe for the detection and differentiation of CaCV from other species 
of tospovirus. 
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เพล้ียไฟพาหะ 
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2 ช่ือยอ accession number และซีโรกรุป ของเชื้อทอสโพไวรัส ที่ใชวิเคราะห
สายสัมพันธ  และสราง phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของ
โปรตีน NSs และ N  

 
 

31 
3 ผลการตรวจวนิิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ในตวัอยางใบถั่วลิสง ที่เก็บ

จากแปลงเพาะปลูกของเกษตรกร อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา (PPT) และ 
ไอโซเลต PKK 2UD ดวยเทคนิค DAC-ELISA โดยใชแอนติบอด ีPAb-A1 ที่
ความเจือจาง 1:1,000 
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แอนติบอด ีPAb-A1 ที่ความเจือจาง 1:1,000 
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5 เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs ของเชื้อ  

Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV-PPT  กับ 
เชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ  
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6 เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N  ของเชื้อ 

Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT  กับเชือ้ทอสโพไวรัสชนิด
อ่ืน ๆ  

 
 

46 
7 เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ 

Capsicum chlorosis  virus ไอโซเลต CaCV-PPT กับเชื้อทอสโพไวรัส 
ที่พบในประเทศไทย  

 
49 

8 คาความเจือจางสูงสุด (dilution end point) ของแอนติบอดี PAb-NSs เมือ่ใช
โปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธิ์ปริมาณ 3 µg/ml เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวย
เทคนิค DAC-ELISA  
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(2) 



 
 
 

(3)

สารบัญตาราง 
 

   ตารางที่ หนา 

  
9 คา DAC-ELISA ของการตรวจสอบเชื้อ CaCV ในน้ําคัน้ใบถั่วลิสง  (Arachis  

hypogaea) เชื้อ  WSMoV ในน้ําคั้นใบแตงโม (Citrullus lanatus) และเชื้อ    
MYSV ในน้ําคั้นใบแคนตาลูป (Cucumis  melo)  เมื่อตรวจสอบดวย 
แอนติบอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะเลือดครั้งที่ 5 (PAb-NSs5)  
เปรียบเทียบกบัแอนติบอดีตอโปรตีน   N    59 

(3) 



 
 
 

(4)

สารบัญภาพ 

 ภาพที ่ หนา 

  
1 โครงสรางอนุภาคของเชื้อ  Tomato spotted wilt virus  (TSWV) เยื่อหุมมีไกลโค

โปรตีน  GN/GC  ภายในประกอบดวยโปรตีน RdRp (L) และอารเอ็นเอสายเดี่ยว
สามสายหอหุมดวยนิวคลีโอโปรตีน (N)  

 
 
9 

2 โครงสราง  และการแสดงออกของสารพันธุกรรมของเชื้อ Tomato  spotted  wilt 
virus (TSWV) 

 
11 

3 อาการโรคบนใบถั่วลิสง  (Arachis hypogaea) สายพันธุไทนาน 9 และใบถั่วพุม  
(Vigna sinensis)  
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4 เจลแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 1,320 คูเบส ที่ไดจากการเพิม่ปริมาณยีน NSs ของเชื้อ 
Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV-PPT  ดวย
เทคนิค two-step  RT-PCR ใชไพรเมอร CaCV-NSsF และ CaCV-NSsR และใช
อารเอ็นเอรวมจากใบถั่วลิสงเปนตนแบบ แยกขนาดดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel 
electrophoresis 

 
 
 
 

39 
5 ลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีน NSs ของเชื้อ Capsicum  

chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV-PPT  ที่วิเคราะหดวย 
โปรแกรม DNA star อักษรสีแดง คือ นวิคลีโอไทดที่ตางกนั และสีน้ําเงนิ คือ  
กรดอะมิโนทีต่างกัน 

 
 
 

40 
6 เจลแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 828 คูเบส ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีน N ของเชื้อ  

Capsicum chlorosis  virus  ไอโซเลต CaCV-PPT ดวยเทคนิค two-step RT-PCR   
ใชไพรเมอร CaCV-CP-NR2 และ 3′V Tospo gIV  และใชอารเอ็นเอรวมจากใบถัว่
ลิสงเปนตนแบบ แยกขนาดดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 

 
 
 

44 
7 ลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีน N ของเชื้อ Capsicum chlorosis  

virus ไอโซเลต CaCV-PPT  45 
   
   

(4) 



 
 
 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่ หนา 

  
8 Neighbor-joining phylogenetic tree วิเคราะหจากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน     

NSs (ก)  และ  N (ข)  ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus  ไอโซเลต CaCV-PPT  
และ CaCV-PKK 2UD กับเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ โดยโปรแกรม ClustalW    
คํานวณคา Bootstrap percentage จาก 1,000 replications โดยใชโปรแกรม     
MEGA package version  3.1 และแสดงคาที่กิ่งของ tree เลขโรมันแสดง 
ซีโรกรุป 

 
 
 

48 
9 Neighbor-joining  phylogenetic  tree  แสดงสายสัมพันธของเชื้อ  Capsicum    

chlorosis  virus ไอโซเลต CaCV-PPT  กับเชื้อทอสโพไวรัสไอโซเลตที่พบใน 
ประเทศไทย (Th) จีน (Ch) ออสเตรเลีย (Aus)  สหรัฐอเมริกา (USA)  และอินเดีย   
(Id)   วิเคราะหจากลําดับ  กรดอะมิโนของโปรตีน  N  ดวยโปรแกรม   ClustalW    
คํานวณคา Bootstrap  percentage จาก 1,000  replications โดยใชโปรแกรม   
MEGA package version 3.1 และแสดงคาทีกิ่งของ tree 
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10 เจลผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน  6xHis-NSs ของเชื้อ Capsicum 
chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT เมื่อสกัดในสภาวะ  native condition และทํา
ใหบริสุทธิ์ดวย  Ni-NTA column ตรวจสอบดวย 12% SDS-Polyacrylamide gel 
electrophoresis 

 
 
 

52 
11 Calibration curve ที่สรางขึ้นจากคาระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน (cm)  และ

น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน (kDa) เมื่อแยกขนาดโปรตีนดวย 12%    
SDS-Polyacrylamide  gel electrophoresis และโปรตีน NSs เคลื่อนที่ไดระยะทาง 
1.6 cm ซ่ึงเทียบน้ําหนกัโมเลกุลไดประมาณ 50 kDa   

 
 
 

53 
12 Standard curve  ที่สรางขึ้นจากคา Absorbance ที่ 595 nm ของโปรตีน BSA ที่

ทราบความเขมขน (ตั้งแต 1.25-10 µg/ml) วัดดวยวิธี  Bradford’s  เพื่อหาความ
เขมขนของโปรตีนลูกผสม 6xHis-NSs  ที่แยกใหบริสุทธิ์  ซ่ึงวัดคา Absorbance 
ได 0.169 คิดเปนความเขมขนของโปรตีนเทากับ 2.987 µg/ml  
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(5) 



 
 
 

(6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่ หนา 

  
13 กราฟแสดงคาไตเตอรของแอนติบอดีตอโปรตีน NSs (PAb-NSs) จากการเจาะ 

เลือด 5 คร้ัง ใชโปรตีน 6xHis-NSs ความเขมขน 3 µg/ml เปนแอนติเจน 
ตรวจสอบดวยเทคนิค DAC-ELISA วัดคา ELISA ที่ A405 หลังจากเติม substrate  
นาน 60 นาที  

 
 

57 
14 กราฟแสดงคา ELISA Titer ของแอนติบอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะเลือดครั้ง 

ที่ 5 (PAb-NSs5)  เมื่อทําปฏิกิริยากับโปรตนี NSs ในน้ําคัน้ใบถั่วลิสงที่เปนโรค   
(PPT) ตรวจสอบดวยเทคนิค DAC-ELISA วัดคาที ่A405 หลังจากเติม substrate  
นาน 60 นาที 

 
 
 

58 
15 กราฟแสดงปฏิกิริยาจําเพาะในการใชแอนติบอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะ 

เลือดครั้งที่ 5  (PAb-NSs5) ตรวจเชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV) ในน้ํา 
คั้นใบถั่วลิสงเปรียบเทียบกบัแอนติบอดีตอโปรตีน  N โดยใชเชื้อ  Watermelon   
silve r mottle  virus  (WSMoV) ในน้ําคัน้ใบแตงโม  และเชื้อ Melon yellow spot 
 virus (MYSV) ในน้ําคั้นใบแคนตาลูป เปนตัวอยางควบคุมเชิงลบ  วิเคราะหดวย 
ดวย DAC-ELISA  วัดคาที ่A405 หลังจากเติม substrate นาน 60 นาที 

 
 
 

60 
16 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีใ่ชในการจัดจาํแนกชนิดของเพลี้ยไฟชนิด Scirtothrips  

dorsalis  
 

62 
17 สัณฐานวิทยาของเพลี้ยไฟ  Scirtothrips  dorsalis  ที่เก็บจากแปลงปลูกถ่ัวลิสงใน 

อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา และลักษณะสาํคัญทางที่ใชจาํแนกชนิด 
 

63 
18 เจลแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด  1,320  คูเบส  ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยนี  NSs    

ของเชื้อ  Capsicum chlorosis virus  ดวยเทคนิค  two-step RT-PCR  ใชไพรเมอร    
CaCV-NSsF และ CaCV-NSsR  และใชอารเอ็นเอรวมจากเพลี้ยไฟ 1 และ 5  ตัว  
เปนตนแบบ แยกขนาดดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 
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(6) 



 
 
 

(7)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่ หนา 

  
19 ลําดับนิวคลีโอไทด  และลําดับกรดอะมิโนของยีน  NSs  ของเชื้อ Capsicum  

chlorosis virus, CaCV  ที่พบในถั่วลิสง PPT  และในเพลี้ยไฟ TPT  เปรียบเทียบ  
กันโดยใชโปรแกรม  DNA star  อักษรสีแดง  คือ  นิวคลีโอไทดที่ตางกนั  และส ี
น้ําเงิน คือ กรดอะมิโนที่ตางกัน 
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(7) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
 A405 = Absorbance at 405 nanometre 
 A595 = Absorbance at 595 nanometre 
 A600 = Absorbance at 600 nanometre  
 BSA = Bovine serum albumin 
 dNTP = Deoxynucleotide tri-phosphate 
 E. coli = Escherichia coli 
 M = Molar 
 mM = Millimolar  
 RNA = Ribonucleic acid 
 v/v = volume per volume 
 v/v/v = volume per volume per volume 
 w/v = weight per volume 
  

(8) 



การโคลนยีนและสังเคราะหโปรตีน NSs ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus 
สาเหตุโรคยอดไหมของถั่วลิสงในประเทศไทย 

 
Cloning and Expression of Non-Structural Protein (NSs) Gene of 

Capsicum chlorosis virus Causing Peanut Bud Necrosis in Thailand 
 

คํานํา 
 

  เชื้อทอสโพไวรัส (tospovirus) เปนไวรัสสาเหตุโรคพืชที่สําคัญกลุมหนึ่งซึ่งสรางความ
เสียหายอยางมากตอผลผลิตพืชหลายชนดิ เชื้อไวรัสกลุมนี้มีพืชอาศัยกวาง และสวนใหญเปนพืชที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน มะเขือเทศ พริก แตงตาง ๆ ถ่ัวลิสง ไมดอกไมประดับ เปนตน 
(German et al., 1992; Prins and Kormelink, 1998) ในประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อทอสโพ
ไวรัสที่จัดอยูในซีโรกรุป (serogroup) IV ไดแกเชื้อ Watermelon silver mottle virus (WSMoV) และ 
Capsicum chlorosis virus (CaCV) (โสภณ, 2536; โสภณ และ จุฑารตัน, 2536; ปยาภรณ และคณะ, 
2548; Pongsapich and Chiemsombat, 2002) รวมถึงเชื้อ Melon yellow spot virus (MYSV) ซ่ึงยัง
ไมไดกําหนดซีโรกรุป (Warin et al., 2005) เชื้อทอสโพไวรัสมีการระบาดอยางกวางขวางเนื่องจาก
มีเพล้ียไฟ (thrips) เปนพาหะ พบวาเพลีย้ไฟมากกวา 10 ชนิด สามารถถายทอดเชื้อทอสโพไวรัส 
และกอใหเกิดโรคกับพืชอาศัยได (German et al., 1992; Ullman et al., 1993; Ullman et al., 1995; 
Whitfield et al., 2005) เพล้ียไฟที่พบในแปลงเพาะปลูกพชืในประเทศไทย ไดแก ชนดิ Scirtothrips 
dorsalis, Caliothrips phaseoli, Megalurothrips usitatus, Thrips palmi, Frankliniella schultzei และ 
Ceratothripoides claratris (โสภณ, 2536; โสภณ และ จฑุารัตน, 2537; ปยาภรณ และคณะ, 2548; 
Premachandra et al., 2005)   เพล้ียไฟบางชนิดสามารถเปนพาหะถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสได
มากกวาหนึ่งชนิด และมพีืชอาศัยหลายชนิด จึงยากตอการควบคุมการแพรระบาดของเชื้อ 
ทอสโพไวรัส 
 

ในดานการกอใหเกิดโรค มีการศึกษาเกีย่วกบัโปรตีนที่ไมใชโปรตีนโครงสรางของอนุภาค
ไวรัส ที่เรียกวา non-structural protein (หรือโปรตีน NSs) ซ่ึงสังเคราะหจากรหัสพนัธุกรรมบน S 
RNA ของเชื้อทอสโพไวรัส พบวามีการสะสมในลักษณะเปน filamentous inclusion bodies อยูใน
เซลลพืช และในรางกายของเพลี้ยไฟพาหะ (Ullman et al., 1993; Wijkamp et al., 1993) โปรตีน 
NSs มีบทบาทในการยับยั้งกระบวนการ RNA silencing (RNA silencing suppressor) ที่เกิดขึ้นใน



 

  2

ขณะที่เชื้อไวรัสเขาทําลายพืช (Takeda et al., 2002) นอกจากนี้อาจเกีย่วกับความรุนแรงของอาการ
โรค (Okuda et  al., 2003) และอาจมีบทบาทเกี่ยวกับการจําลองอารเอ็นเอทั้งในพืช และเพลี้ยไฟ
พาหะ เนื่องจาก S RNA จะถกูจําลองทั้งสายกอนทีจ่ะมกีารลอกรหัสสวนของยนี NSs (Ullman et 
al., 1993) จึงนาสนใจทีจ่ะนํายีนและโปรตีน NSs มาศึกษาดานการกอโรคและควบคมุโรค 
 
 ประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบไวรัส จากชิ้นสวนพชืที่แสดงอาการคลายติดเชื้อไวรัส
นับวามีความสําคัญอยางมากตอการปองกนัการแพรกระจายของโรค วธีิการตรวจสอบเชื้อไวรัส
สวนใหญมีเปาหมายอยูที่โปรตีนโครงสรางที่เปนองคประกอบอนภุาค หรือตรวจสอบโปรตีนอื่นที่
ไมนําไปใชเปนโครงสรางของอนุภาค ซ่ึงสังเคราะหไดจากรหัสพันธกุรรมของไวรสั ในกรณีของ
เชื้อทอสโพไวรัสสามารถตรวจสอบเชื้อไดจากโปรตีนโครงสราง เชน ไกลโคโปรตีนซึ่งเปน
โปรตีนบริเวณเยื่อหุมอนภุาค (glycoprotein หรือ GN/GC) และโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิค 
(nucleoprotein หรือ N) โดยใชแอนติบอดี (antibody) ที่มคีวามจําเพาะในระดับซีโรกรุปดวยเทคนิค
ทางซีรัมวิทยา เชน enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงมีความรวดเร็ว และประหยัด 
หรือการตรวจสอบดวยเทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) ซ่ึง
สามารถตรวจสอบชนิดของไวรัสไดในระดับสปชีส (species) โดยการเปรียบเทียบความคลายคลึง
กันของลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยนีที่ควบคุมการสังเคราะหโปรตีนหอหุม
กรดนวิคลีอิค (N gene) เปนประโยชนในการจัดจําแนกและศึกษาววิฒันาการของเชื้อทอสโพไวรสั 
(de Avila et al., 1990, 1993; Heinze et al., 2000) อยางไรก็ตามพบวาการใชแอนติบอดีตอโปรตีน 
N ในการตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA มักเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reaction) กับเชื้อในสกุลทอสโพ
ไวรัสดวยกนั  เชน เชื้อ WSMoV, CaCV หรือ Calla lily chlorotic spot virus (CCSV)  ซ่ึงจัดอยูใน 
ซีโรกรุป IV และเชื้อ MYSV (Bhunchoth et al., 2005; Lin et al., 2005; Warin et al., 2005; Chen et 
al., 2006b)  
 

ปจจุบันในประเทศไทย มีรายงานการศกึษาเกี่ยวกับโปรตีน N และแอนติบอดีตอโปรตีน N 
ตลอดจนวิธีการตรวจสอบเชื้อทอสโพไวรัสหลายชนิด  รวมทั้งเชื้อ CaCV  ที่เปนสาเหตุของโรค 
ถ่ัวลิสง  มะเขือเทศ และพรกิ ซ่ึงเปนเชื้อทอสโพไวรัสในซีโรกรุป IV แตยังไมมกีารศึกษาขอมูล
ของยีนและโปรตีน NSs   ของเชื้อ CaCV   สาเหตุโรคยอดไหมของถ่ัวลิสง    การวิจยัในครั้งนีจ้ึงมี
วัตถุประสงคเพื่อศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของยีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่แยกไดจากถ่ัวลิสง และ
วิเคราะหสายสัมพันธกับเชือ้ทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ ทําการสงัเคราะหโปรตีน NSs ในสภาพหลอด
ทดลอง เพื่อใชเปนแอนตเิจนสําหรับผลิตแอนติบอดี และนํามาทดลองใชตรวจวินจิฉัย และจําแนก
เชื้อ CaCV ในพืชที่เปนโรค 



วัตถุประสงค 
 

1. โคลนยีน และศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  non-structural protein  (NSs)  ของเชื้อ 
Capsicum chlorosis virus (CaCV) สาเหตโุรคยอดไหมของถ่ัวลิสง 

 
2. ศึกษาสายสมัพันธของเชื้อ  CaCV  สาเหตุโรคยอดไหมของถ่ัวลิสง กับเชื้อทอสโพไวรัส

ชนิดอื่น จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีน NSs 
 
3. สังเคราะหโปรตีน NSs ในสภาพหลอดทดลอง และผลิต polyclonal antibody ตอโปรตีน 

NSs 
 
 4. ทดสอบความจําเพาะตอการตรวจสอบเชื้อ CaCV ดวยแอนติบอดีตอโปรตีน NSs ที่ผลิต
ได 
 
 5. จําแนกชนิดเพล้ียไฟจากแปลงเพาะปลูกถ่ัวลิสง ตรวจสอบ และศึกษาขอมูลยีน NSs ที่
แยกไดจากตวัเพล้ียไฟ 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  ประวัติและการจัดจําแนกเชื้อทอสโพไวรัส 
 

โรค spotted wilt ของมะเขือเทศ ซ่ึงพบครั้งแรกเมื่อป ค.ศ. 1915 ในประเทศออสเตรเลีย มี
รายงานวาเกิดการระบาดจากเพลี้ยไฟซ่ึงเปนพาหะนําโรค เมื่อมีการตรวจพิสูจนจึงทราบวามีเชื้อ
ไวรัสเปนสาเหตุในการกอใหเกิดโรค และเรียกชื่อวา Tomato spotted wilt virus (TSWV)  โดยอาศยั
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัส และจัดทอสโพไวรัสอยูในวงศ Bunyaviridae แต
เนื่องจากสามารถถายทอดโดยเพลี้ยไฟจึงแยกออกเปนสกลุ  (Genus)  Tospovirus  (Prins and 
Kormelink, 1998; Whitfield et al., 2005) จากนั้นไดมีรายงานการคนพบเชื้อ TSWV เพิ่มขึ้นใน
หลายประเทศ พรอมกับรายงานพืชอาศัยทีม่ากขึ้นดวย จงึมีการเรียกชื่อไวรัสแตกตางกันออกไป 
เชน Tomato bronzing virus, Kromnek virus, Pineapple yellow potyvirus, Nakhorka tip chlorosis 
virus, Vira cabeca virus เปนตน (Prins and Kormelink, 1998)  การตัง้ชื่อที่หลากหลายนี้เนื่องจาก
ความแตกตางของอาการโรค ไอโซเลตของเชื้อไวรัส พชือาศัย และแหลงที่พบ ปจจุบันพบวาเชื้อ 
TSWV มีพืชอาศัยทั้งใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลีย้งคู โดยพืชอาศัยที่มีความออนแอหลายชนิดเปนพืช
เศรษฐกิจที่มีความสําคัญ เชน พริก ถ่ัวลิสง มันฝรั่ง ยาสูบ มะเขือเทศ ผักชนิดตาง ๆ เชน ขึ้นชาย 
และผักกาดหอม ไมประดับ เชน dahlia, gerbera, impatiens, chrysanthemum และ iris รวมทั้งวัชพชื
อีกหลายชนดิ (German et al., 1992; Prins and Kormelink, 1998)  
 

เดิมเชื้อ TSWV จัดจําแนกเปนกลุมของไวรัสที่เขาทําลายพืช เรียกวากลุม tomato spotted 
wilt virus เมื่อมีการศึกษารายละเอียดทางชีวโมเลกุล เชน ความคลายคลึงทางสณัฐานวิทยาของ
อนุภาค ลักษณะของสารพนัธุกรรม และรูปแบบการสังเคราะหโปรตีน (Elliott, 1990) จึงพบวามี
ลักษณะโดยทัว่ไปอยูในวงศ Bunyaviridae ซ่ึงเปนวงศใหญที่พบไดทั่วโลก และจัดเปนสกุลใหม 
เรียกวา Tospovirus เมื่อมีการใชแอนติบอดีชนิด polyclonal และ monoclonal เพื่อตรวจสอบโปรตีน
หอหุมกรดนิวคลีอิคของเชื้อ TSWV ในพืชชนิดตาง ๆ จึงพบวาไวรัสชนิดนี้มีการเขาทําลายอยาง
กวางขวาง (de Avila et al., 1990) และมีการจัดกลุมของเชื้อทอสโพไวรัส โดย de Avila et al. 
(1993)  ไดจัดจําแนกเชื้อทอสโพไวรัส  ตามเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของ
โปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิค และแยก Impatients necrotic spot virus (TNSV) ออกจากเชื้อ TSWV 
เพราะมีพืชอาศัยจําพวกไมประดับ เชน impatients, gerbera, astroemeria และ cineraria และไมพบ
ในพืชพวก solanacous crops (German et al., 1992) ตอมามีการจําแนกเชื้อไวรัสอีก 2 ชนิด คือ 
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Tomato chlorotic spot virus (TCSV) และ Groundnut ringspot virus (GRSV) (de Avila et al., 
1993) ซ่ึงมีพืชอาศัยคลายคลึงกับเชื้อ TSWV อยางมาก นอกจากนัน้การศึกษาลักษณะทางชีววิทยา 
การวิเคราะหดวยเทคนิคทางซีรัมวิทยา และลําดับนวิคลีโอไทดของสารพันธุกรรมของเชื้อทอสโพ
ไวรัสที่เขาทําลายแตงโมในประเทศไตหวนั และญี่ปุน ทาํใหพบเชื้อ Watermelon silver mottle virus 
(WSMoV)  เพิม่ขึ้นอีกชนิดหนึ่ง  (Yeh and Chang, 1995)  อยางไรก็ตามการใชลักษณะทางซีรัม
วิทยาก็ใหผลไมชัดเจนนักในการจําแนกเชือ้ Groundnut bud necrosis virus (GBNV) (Reddy et al., 
1992; Satyanarayana et al., 1996a) 

  
ปจจุบันเชื้อไวรัสในวงศ Bunyaviridae ประกอบดวย 5 สกุล คือ Orthobunyavirus, 

Phlebovirus, Hantavirus, Nairovirus และ Tospovirus โดยเชื้อทอสโพไวรัสเปนเพยีงสกุลเดียวที่
เขาทําลายพืช ปจจุบันจําแนกออกได 17 ชนิด ตามระดับความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน
ของโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิค (N) และ จัดแบงเปน 6 ซีโรกรุป ตามคุณสมบัติทางซีรัมวิทยา 
(ตารางที่ 1) (Whitfield et al., 2005) 
 

เชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV) มีรายงานวาพบครั้งแรกในป   ค.ศ. 1999  ที่เมือง
บันดาเบิรก รัฐควีนสแลนด ประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงเขาทําลายพริก และมะเขือเทศ (McMichael et 
al., 2002) โดยระหวางป ค.ศ. 2001-2004 สรางความเสียหายแกผลผลิตพริก (Capsicum annuum) 
ของเมืองบันดาเบิรกกวา 30-40 เปอรเซ็นต (Jones and Sharman, 2005)  
 

ในประเทศไทยพบการเขาทาํลายของเชื้อทอสโพไวรัสในมะเขือเทศครั้งแรกในป พ.ศ. 
2524 ที่ จ. เชียงใหม ตอมาในป พ.ศ. 2528 มีรายงานการพบเชื้อ GBNV (ปจจุบันเรียก Peanut bud 
necrosis virus, PBNV) สาเหตุโรคยอดไหมถ่ัวลิสงใน จ. สกลนคร จากนั้นป พ.ศ. 2531 มีการ
ระบาดมากขึ้นในเขตเพาะปลูกถ่ัวลิสง จ. ลําปาง อุตรดิตถ และนาน (โสภณ, 2536) ในชวงป 2545-
2547 มีรายงานวามะเขือเทศในแปลงทดลองของสถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย ใน จ. ปทุมธานี และ
มะเขือเทศใน จ. กาฬสินธุ แสดงอาการคลายเชื้อทอสโพไวรัสเขาทําลาย เมื่อศึกษาดวยเทคนิคทาง
ซีรัมวิทยา และเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของยีนที่ควบคมุการสังเคราะห
โปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิค  พบวาเปนเชื้อ CaCV (Bhunchoth et al., 2005; Premachandra et al., 
2005)  ในปจจบุันเชื้อทอสโพไวรัสสวนใหญที่พบในประเทศไทยจัดอยูในซีโรกรุป IV ไดแก เชื้อ 
WSMoV ในแตงโม มะเขือเทศ พริก แตงเทศ และบวบง ูเชื้อ CaCV ในพริก มะเขือเทศ และถ่ัวลิสง 
และพบเชื้อ MYSV ในพืชตระกูลแตงหลายชนิด (Bhunchoth et al., 2005; Warin et al., 2005; วิมล 
และคณะ, 2547; ปยาภรณ และคณะ, 2548) 
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ตารางที่ 1  ชนดิเชื้อทอสโพไวรัส  ซีโรกรุป  การกระจายตวัทางภูมิศาสตร   พืชอาศัย   และเพลี้ยไฟ 
                   พาหะ 
 

ชนิดทอสโพไวรัส ซีโรกรุป การกระจายตัวทาง
ภูมิศาสตร 

พืชอาศัย เพลี้ยไฟพาหะ 

Tomato spotted wilt 
virus (TSWV) 

I ท่ัวโลก มากกวา 800 
ชนิด 

Frankliniella 
bispinosa 
F. fusca 
F. intonsa 
F. occidentalis 
F. schultzei 
Thrips palmi 
T. setosus 
T. tabaci 

Tomato chlorotic spot 
virus (TCSV) 

II บราซิล มะเขือเทศ F. occidentalis 
F. intonsa 
F. schultzei 

Groundnut ringspot 
virus (GRSV) 

II แอฟริกาใต บราซิล 
อาเจนตินา 

ถั่วลิสง  
มะเขือเทศ 

F. occidentalis 
F. schultzei 

Impatiens necrotic spot 
virus (INSV) 

III สหรัฐอเมริกา ยุโรป impatients, 
begonia, dahlia, 
gloxinia 

F. occidentalis 
 

Watermelon silver 
mottle virus (WSMoV) 

IV ญ่ีปุน ไตหวัน ไทย แตงโม แตงกวา T. palmi 
Scirtothrips 
dorsalis 

Groundnut bud necrosis 
virus (GBNV) 

IV อินเดีย เอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต 

ถั่วลิสง T. palmi 
F. schultzei 
S. dorsalis 

Capsicum chlorosis 
virus (CaCV) 

IV ออสเตรเลีย ไทย พริก ถั่วลิสง Ceratothripoides 
claratris 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

ชนิดทอสโพไวรัส ซีโรกรุป การกระจายตัวทาง
ภูมิศาสตร 

พืชอาศัย เพลี้ยไฟพาหะ 

Calla lily chlorotic spot 
virus (CCSV) 

IV ไตหวัน Calla lily - 

Iris yellow spot virus 
(IYSV) 

V เนเธอรแลนด 
อินเดีย 

Iris T. tabaci 

Peanut yellow spot virus 
(PYSV) 

VI อินเดีย ถั่วลิสง S. dorsalis 

Melon spotted wilt virus 
(MSWV) 

- ญ่ีปุน Melon T. palmi 

Chrysanthemum stem 
necrosis virus (CSNV) 

- บราซิล Chrysanthemum F .occidentalis 
F. schultzei 

Zucchini lethal chlorotic 
virus (ZLCV) 

- บราซิล Zucchini F. zucchini 

Peanut chlorotic fanspot 
virus (PCFV) 

- ไตหวัน ถั่วลิสง S. dorsalis 

Watermelon bud 
necrosis virus (WBNV) 

- อินเดีย บวบ T. palmi 

Melon yellow spot virus 
(MYSV) 

- ญ่ีปุน ไทย Melon 
แตงตาง ๆ 

T. palmi 

Tomato yellow ring virus 
(TYRV) 

- อิหราน มะเขือเทศ - 

 
ท่ีมา: Prins and Kormelink, 1998; Jain et al., 1998; Satyanarayana et al., 1998a; Lin et al., 2005;  
         Hanssani-Mehraban, 2005; Chiemsombat and Adkins, 2007  
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2.  ผลกระทบทางเศรษฐกิจของโรคพชืท่ีเกิดจากเชื้อทอสโพไวรัสและการควบคุมโรค 
 

จากรายงานพบวามีพืชมากกวา 800 ชนิด ใน 82 วงศ ที่เชื้อทอสโพไวรัสสามารถเขาทําลาย
ไดโดยเฉพาะเชื้อ TSWV ที่มีรายงานวาสรางความเสียหายแกพืชเกษตรที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ 10 อันดับแรก คดิเปนมูลคาทั่วโลกกวา 1 ลานลานเหรียญสหรัฐ (Goldbach and Peters, 
1994)   โดยในรัฐจอรเจยี   ประเทศสหรัฐอเมริกา   พบสรางความเสียหายแกผลผลิตพริกและ
มะเขือเทศสูงถึง 100 เปอรเซ็นต (Gitaitis et al., 1998) นอกจากนัน้ยังพบเชื้อ PBNV สาเหตุโรค
ยอดไหมของถ่ัวลิสง ในประเทศอินเดีย (Reddy et al., 1992) การระบาดของโรคมักพบมากในแถบ
ภูมิประเทศเขตอบอุนซึ่งเหมาะแกการแพรกระจายของเพลี้ยไฟ (Prins and Kormelink, 1998) ซ่ึง
ลําบากตอการปองกันการเขาทําลายของเชื้อทอสโพไวรัส การควบคุมประชากรของเพลี้ยไฟ และ
การสรางพืชสายพันธุตานทาน จึงเปนวิธีการหนึ่งที่สามารถลดการเขาทําลายของเชื้อทอสโพไวรัส
ได (Prins and Glodbach, 1998) อยางไรกต็าม การที่จะสามารถควบคุมการระบาดของเชื้อทอสโพ
ไวรัสได ตองอาศัยความรูจากหลายสาขาทั้งดานกีฏวิทยา นิเวศวิทยา และไวรัสวิทยา ตลอดจน
ทราบความสัมพันธระหวางเพลี้ยไฟ เชื้อทอสโพไวรัส และพืชอาศัย (Whitfield et al., 2005) 
 
3.  องคประกอบของอนภุาคและสารพันธุกรรมของเชื้อทอสโพไวรัส 
                    

อนุภาคของเชือ้ WSMoV ซ่ึงเปน type species ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV มีเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 75-100 นาโนเมตร (Okuda et al., 2002) และอนุภาคเชื้อ CaCV หอหุมดวย
เยื่อไขมันที่มีโปรตีนโครงสราง 2 ชนิด  คือ ไกลโคโปรตีน  GN และ GC  สารพันธุกรรมของเชื้อ
ทอสโพไวรัสเปนชนิดอารเอน็เอสายเดีย่ว  มี  3  สาย   คือ   large RNA  (L RNA)  ขนาด  8,912     
นิวคลีโอไทด medium RNA (M RNA) ขนาด 4,823 นิวคลีโอไทด และ small RNA (S RNA) ขนาด 
3,477 นิวคลีโอไทด  แตละสายมีนิวคลีโอไทดที่เปนคูสมกันทั้งทางดานปลาย  5′ และ 3′  ยาว
ประมาณ  13-65 นิวคลีโอไทด (Knierim et al., 2006) ทําใหเกิดโครงสรางเปนวงของสายอารเอ็นเอ 
(ภาพที่ 1)  (Peters et al., 1991; Whitfield et al., 2005)  แตปลายสายอารเอ็นเอทุกสายจะมีลําดับ 
นิวคลีโอไทดอนุรักษจํานวน 8 นิวคลีโอไทด (3′-UCUCGUUA) สายพนัธุกรรมของเชื้อทอสโพ
ไวรัสประกอบดวยยีน 5 ยีน ที่มีความจําเพาะตอการสรางโปรตีน 5 ชนิด ซ่ึงไดแก RNA-dependent 
RNA polymerase (RdRp หรือโปรตีน L), glycoprotein (G N และ GC), movement protein (NSm), 
nucleoprotein (N) และ non-structural protein (NSs) (ภาพที่ 2) (German et al., 1992; Kormelink et 
al., 1994; Knierim et al., 2006)  
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      L RNA มีรหัสพันธุกรรมเปนแบบสายลบ เมื่อแปลรหัสจะไดโปรตีน L ประกอบดวย
กรดอะมิโน 2,877 เรซิดิวส น้ําหนกัโมเลกลุ 331.3 กิโลดาลตัน (Knierim et al., 2006) จากหนึ่ง 
open reading frame (ORF) โปรตีนชนิดนี้มลํีาดับกรดอะมิโนที่มีความจําเพาะสูง และสําคัญตอการ
ทํางานของเอนไซม  polymerase  คือ arginine-glycine-aspartic acid (RGD)   ซ่ึงพบในลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตีน RdRp ของอารเอ็นเอไวรัสชนดิสายลบ ทําหนาที่เปนเอนไซมไดหลายชนดิ 
ไดแก NTPase, polymerase, nuclease, helicase และ polymerase (de Haan et al., 1991; Prins and 
Kormelink, 1998; Whitfield et al., 2005) 
 

 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางอนุภาคของเชื้อ  Tomato spotted wilt virus  (TSWV)  เยื่อหุมมไีกลโคโปรตีน  
                GN/GC  ภายในประกอบดวยโปรตีน RdRp (L) และอารเอ็นเอสายเดี่ยวสามสายหอหุมดวย 
                นิวคลีโอโปรตีน (N)  
ท่ีมา: Whitfield et al., 2005 
 

M RNA    เปนสายที่มีรหัสพันธุกรรมสองแบบบนสายเดียวกัน  (ambisense) โดยสาย 
อารเอ็นเอของไวรัส (viral หรือ V) จะลอกรหัสและแปลรหัสจาก ORF ที่มีรหัสแบบสายลบเพื่อ
สังเคราะหไกลโคโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 1,121   เรซิดิวส  มีน้ําหนกัโมเลกุล  127.2 
กิโลดาลตัน   (Knierim et al., 2006)   ซ่ึงจะเปนสารตั้งตนของโปรตีน  GN  และ GC  เพื่อใชเปน 
ไกลโคโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัส และทาํหนาที่เปนโปรตีนจดจําโปรตีน receptor ที่มีขนาด
ประมาณ 50 กิโลดาลตัน ในทางเดินอาหารสวนกลางของเพลี้ยไฟ (Bandla et al., 1998; Adkins, 
2000) สวนปลาย 5′ ของสายอารเอ็นเอของไวรัส จะลอกรหัสและแปลรหัสจาก ORF ที่มีรหัสแบบ
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สายบวกเพื่อสังเคราะหโปรตีนที่ไมนําไปใชเปนโครงสราง น้ําหนักโมเลกุล 34.2  กิโลดาลตัน ทํา
หนาที่เกีย่วของกับการเคลื่อนที่ระหวางเซลลตอเซลล (non-structural protein หรือ NSm) (Knierim 
et al., 2006) ซ่ึงยีน NSm นี้จะมีผลตอความสามารถในการปรับตัวเพื่อเขาทําลายพืชของไวรัสใน
วงศ Bunyaviridae เชน มีการศึกษาพบวามกีารแสดงออกของโปรตีน NSm ระหวาง 6-9 วัน หลัง
การเขาทําลายพืช โดยรวมกนัเปนโครงสรางคลายหลอดยาว หรือโครงสรางอื่น ๆ ภายในเซลล 
(Kormelink et al., 1994; Whitfield et al., 2005)  
 

      S RNA เปนสายพันธุกรรมแบบ ambisense เชนเดยีวกับ M RNA ปลายดาน 3′ ของสาย
อารเอ็นเอของไวรัส  จะมีรหสัแบบสายลบของยีน ที่ควบคุมการสังเคราะหโปรตีนหอหุมกรด 
นิวคลีอิค (โปรตีน N) ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 275 เรซิดิวส มีน้ําหนักโมเลกุล 30.6 กิโลดาลตัน 
(Knierim et al., 2006) ทําหนาที่เปนโครงสรางหอหุมสารพันธุกรรมของไวรัส โปรตีน N สามารถ
สงเสริมใหเร่ิมกระบวนการลอกรหัสเพื่อเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอของไวรสั โดยรวมตัวเปน dimer 
และจับกับอารเอ็นเอสายเดีย่ว เพื่อทํางานรวมกับ ribonucleoprotein นอกจากนี้อาจเปนตัวยับยั้งการ
เพิ่มปริมาณอารเอ็นเอของไวรัสไดเชนกันถาโครงสรางโปรตีน N เปลี่ยนแปลงไป (Richmond  et 
al., 1998; Whitfied et al., 2005) สวนปลายดาน 5′ ของสายอารเอ็นเอของไวรัสเปนรหสัแบบสาย
บวกของยนีทีสั่งเคราะหโปรตีน NSs มีน้ําหนักโมเลกุล 49.6  กิโลดาลตัน (Knierim et al., 2006)  
มีบทบาทในการยับยั้งกระบวนการ RNA silencing ที่เกิดขึ้นในขณะที่เชื้อไวรัสเขาทําลายพืช 
(Takeda et al., 2002) ยีน NSs หรือโปรตีน NSs ของเชื้อทอสโพไวรัส อาจเกีย่วกับความรุนแรงของ
อาการโรคทั้งในพืชและสัตว (Okuda et al., 2003) นอกจากนั้นอาจมีบทบาทเกี่ยวกับการจําลอง 
อารเอ็นเอทั้งในพืช และเพลี้ยไฟพาหะ  เนือ่งจาก S RNA จะถูกจําลองทั้งสายกอนทีจ่ะมีการลอก
รหสัสวนของยีน NSs (Ullman et al., 1993)  
 

      ในกรณีของ M RNA และ S RNA ซ่ึงอารเอ็นเอแตละสายมีอยู 2 ORF นั้น เมื่อลอก
รหัสจะได mRNA สายยาว มสีวนของ hairpin เปน AU-rich ในสวน intergenic region ทําหนาที่
เปนสัญญาณหยุดการถอดรหัสพันธุกรรม   (transcription terminator signal)   (de Haan et al., 
1990; Whitfield et al., 2005)     
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ภาพที่ 2  โครงสราง  และการแสดงออกของสารพันธุกรรมของเชื้อ Tomato spotted wilt virus   
                (TSWV)  

  L  = large RNA  
  M  = medium RNA 
  S  = small RNA  
  vRNA      = viral strand RNA  
  vcRNA    = viral complementary strand RNA 
  GN/GC      = glycoprotein GN and GC 
  N  =  nucleoprotein 
  NSm  = non-structural protein of M RNA 
  NSs  = non-structural protein of S RNA 

ท่ีมา: Whitfield et al., 2005 
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4.  อาการของโรคและโครงสรางจุลภาคของเซลลพืชอาศัยท่ีติดเชื้อทอสโพไวรัส 
 

เชื้อทอสโพไวรัสมักกอใหเกดิอาการไหม (necrosis) ใบซีดเหลือง (chlorosis) ดางวงแหวน 
(ring spot) ดางประ (mottling) ใบเปนสีเงนิ (silvering) แผลจุดตาย (local lesion) บนสวนตาง ๆ 
ของพืช รวมทั้งอาการแคระแกร็น (stunting) ซ่ึงอาการโรคจะแปรผันตามชนิดของไวรัส ชนิดและ
สวนของพืชอาศัย ระยะเวลาที่เชื้อเขาทําลาย และสภาพแวดลอม (German et al., 1992) เชื้อ CaCV 
ที่เขาทําลายพริก พบวาใบออนจะปรากฏขอบใบหยกั ใบบิดงอเสียรูป สวนใบแกจะสีซีด และมัก
พบแผลดางวงแหวน (McMichael et al., 2002) อาการบนมะเขือเทศจะคลายกัน คือใบเปนจดุวง
แหวนสีซีดหรือเปนจุดสีน้ําตาล ใบไหม สวนยอดพบแผลสีน้ําตาล และแคระแกร็น ผลเปนจุดสีซีด
หรือมีบริเวณสีแดงหรือเขียว ลอมรอบดวย halo สีเหลือง มีแผลเปนจ้ําสีน้ําตาลหรือมีลักษณะเปน
วงซอนกัน (Green and Kim, 1991) อาการของถั่วลิสง บนใบจะมีอาการเนื้อเยื่อตาย ยอดไหม สวน
ยอดโคงลงมาคลายตะขอ หรืออาการใบดางจุดวงแหวน ถาอาการรุนแรงจะตายทั้งตน ตนที่ไมตาย
มักจะตดิฝกนอย (ปยาภรณ และคณะ, 2548) 
 

การศึกษาโครงสรางจุลภาคของเซลลพืชที่เชื้อทอสโพไวรัสเขาทําลาย พบวามีความ
แตกตางกันตามชนิดของไวรสั และโครงสรางของเซลลพืช (Prins and Kormelink, 1998) อนุภาค
ของเชื้อทอสโพไวรัสแตละชนิดที่สมบูรณแลวจะมีขนาดใกลเคยีงกนั และอยูรวมกันในถุงหุมทีม่า
จากเยื่อหุมสวนหนึ่งของ rough endoplasmic reticulum (RER) ซ่ึงลักษณะนี้อาจมีความคงที่ใน
ไวรัสบางชนิด เชน  เชื้อ TCSV และเชื้อ GRSV ที่โดยมากมีการเรียงตวัเปน crystalline arrays 
ขนาดเล็ก นอกจากนี้อาจพบเปนจุดหรือกลุมกอนที่มีลักษณะทึบแสงอิเล็คตรอน รูปรางไมแนนอน 
ซ่ึงมักใชเปนสิง่บงบอกวาเซลลบริเวณดังกลาวถูกเชื้อไวรัสทําลาย (Prins and Kormelink, 1998) 
เชน amorphous mass หรือ viroplasm และเมื่อใชแอนตบิอดีตอโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิค 
(โปรตีน N) ศึกษาดวยเทคนคิ Immunostaining พบวากลุมกอนที่มีลักษณะทึบแสงอิเล็คตรอนนี้ 
ประกอบดวยโปรตนีหอหุมกรดนิวคลีอิค โดยอาจมีลักษณะเปนรูปลูกบาศก (cubic) วงกลม 
(circular) หรือเปนรูปวงรี (elliptic) ที่มีเสนผานศูนยกลางระหวาง 30-120 นาโนเมตร (Kitajima et 
al., 1992) ) นอกจากนีย้ังพบโครงสรางอื่นในไซโตพลาสซึมที่บงบอกวามีเชื้อไวรัสเขาทําลาย คือ 
โครงสรางแบบ fibrous และ elongated flexible filament (พบในกรณีเชื้อ TSWV เขาทําลาย) หรือ 
rigid rod (พบในกรณีเชื้อ INSV เขาทําลาย) รวมตัวกนัอยูในลักษณะ paracrystalline array 
โครงสรางนี้เปนการรวมกนัของโปรตีน NSs ที่ยงัไมทราบหนาที่ ซ่ึงตอมามีการศึกษาพบวาโปรตนี 
NSs มีบทบาทในการเปนตัวยับยั้งกระบวนการ RNA silencing ในพืช (Kormelink et al., 1991; 
Kitajima et al., 1992; Bandla et al., 1994; Takeda et al., 2002) 
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5.  เกณฑการจําแนกชนดิของเชื้อทอสโพไวรัส 
 
 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนเพือ่ศึกษาสายสัมพันธ ใชเปนเกณฑ
หลักในการจําแนกชนิดของเชื้อไวรัส โดยเชื้อทอสโพไวรัสจะใชลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับ
กรดอะมิโนของยีนและโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิค ซ่ึงเชื้อทอสโพไวรัสชนิดเดียวกนัมีความ
คลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดไมต่ํากวา 90 เปอรเซ็นต (Goldbach and Kuo, 1996) เมื่อใช
ความสัมพันธทางซีรัมวิทยาเปนเกณฑจะแบงเชื้อทอสโพไวรัสออกเปน 6 ซีโรกรุป คือ ซีโรกรุป  
I, II, III, IV, V และ VI และมีเชื้อไวรัสอีกจํานวนหนึ่งทีย่ังไมไดจัดเปนซีโรกรุป เนื่องจากไมพบ
ความสัมพันธทางซีรัมวิทยากับเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอืน่ ๆ ดังนั้นจึงจัดไวเปนซีโรไทป (serotype) 
เดี่ยว ๆ (ตารางที่ 1) (Lin et al., 2005) 
 

Satyanarayara et al. (1996b) ไดแยกความแตกตางของเชื้อ PBNV จากเชื้อในซีโรกรุป I, II 
และ III โดยใชลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิค และพบวาเชื้อดังกลาวมีความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนกับเชื้อ PBNV-to จากมะเขือเทศ เพยีง 82 เปอรเซ็นต ปรียพรรณ 
(2543) เปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทด และกรดอะมิโนของยีน  N   ที่สังเคราะหโปรตีนหอหุม 
กรดนวิคลีอิคของเชื้อ  Thailand tomato tospovirus  ไอโซเลต  KS1.8  ที่แยกไดจากมะเขือเทศใน  
จ. กาฬสินธุ  พบวา complementary DNA (cDNA)  ที่เพิม่ปริมาณไดมคีวามเหมือนของลําดับ 
นิวคลีโอไทด  ของยีนสังเคราะหโปรตนีหอหุมกรดนวิคลีอิคกับเชื้อ Gloxinia tospovirus, PBNV, 
WSMoV และ WBNV ที่ระดับ 85, 80, 79 และ 78 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตลําดับกรดอะมิโนมี
ความเหมือนกบัเชื้อ Gloxinia tospovirus, PBNV, WSMoV, WBNV และ TSWV ที่ระดับ 89, 85, 
83, 80 และ 35 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
 
 เชื้อ CaCV จัดอยูในซีโรกรุป IV เชนเดยีวกนักับเชื้อ WSMoV โดยในซีโรกรุปนี้  มีเชื้อ
ทอสโพไวรัสรวมอีก 5 ชนิด ทั้งหมดพบในทวีปเอเชยี ไดแก GBNV, WBNV (ทั้งคูพบในประเทศ
อินเดีย) WSMoV (พบในประเทศญี่ปุน และไตหวัน) CCSV (พบในประเทศไตหวนั) และ CaCV 
(พบในประเทศออสเตรเลีย ไทย และจีน) เชื้อ CaCV เปนสาเหตุโรคของพริก มะเขือเทศ และถ่ัว
ลิสง S RNA ของเชื้อ CaCV-CP ที่พบในประเทศจีนมีความยาว 3,399 นิวคลีโอไทด (Chen et al., 
2006a) สวนของเชื้อ CaCV-AIT ในประเทศไทยมีความยาว 3,477 นิวคลีโอไทด (Knierim et al., 
2006)  เชื้อทั้งสองไอโซเลตประกอบดวย 2 ORF ที่มีรหัสพันธุกรรมอยูในลักษณะ ambisense 
orientation ยีน NSs อยูทางปลาย 5′ ของสายอารเอ็นเอของไวรัส (นวิคลีโอไทดที่ 67-1,383) 
ควบคุมการสังเคราะหโปรตนี NSs ที่มีกรดอะมิโน 439 เรซิดิวส น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 49.6 
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กิโลดาลตัน ซ่ึงเชื้อทุกชนิดในซีโรกรุปเดียวกับเชื้อ WSMoV ยกเวน CCSV จะมจีํานวนกรดอะมโิน
ของโปรตีน NSs เทากัน ยีน NSs มีสวนที่เรียกวา intergenic region (IGR) ซ่ึงมีลักษณะเปน A/U 
rich คั่นอยูระหวางยีน N ที่อยูทางปลาย 3′ ของสายอารเอ็นเอ 
 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในสวน IGR ของ S RNA ของเชื้อทอสโพไวรัสชนิด
ตาง ๆ พบวามคีวามยาวที่แปรผันอยางมาก ตั้งแต 461 (เชื้อ PCFV) ถึง 1,261 นิวคลีโอไทด (เชื้อ 
WSMoV) (Pappu et al., 2000) หนาที่ทางชวีภาพของ IGR ที่มีความยาวแตกตางกันนี้ยังไมทราบ 
แตอาจสัมพันธกับแหลงกําเนิดของไวรัส  หรือแหลงกําเนิดของพืชอาศัย เมื่อเปรียบเทียบลําดับ 
นิวคลีโอไทดในสวน IGR ของ S RNA ของเชื้อ CaCV หลาย ๆ ไอโซเลต โดยเฉพาะ ไอโซเลตจาก
ประเทศออสเตรเลีย และไทย สามารถแยกกลุมเชื้อออกไดตามแหลงกําเนิดทางภูมิศาสตร และ
แหลงกระจายตัว (Pappu et al., 2000; Heinze et al., 2001)  
 
 การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี NSs และบริเวณ IGR ของเชื้อ PBNV และ 
PBNV-To พบวามีความเหมอืนกัน 82 และ 52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และ IGR ของเชือ้ PBNV (773 
นิวคลีโอไทด) ส้ันกวาเชื้อ PBNV-To (1,262 นิวคลีโอไทด) อยู 489 นวิคลีโอไทด  ความคลายคลึง
กันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน NSs และความแปรผนัของ IGR นี้ ไมเพียงใชประโยชนเพื่อการ
จัดจําแนกเชื้อ PBNV และ PBNV-To ออกเปนสองชนิดที่ตางกันเทานัน้ แตอาจสัมพนัธกับ
คุณสมบัติทางซีรัมวิทยากับเชื้อไวรัสในซีโรกรุป IV (Knierim et al., 2006) โดยขอสันนิษฐานนี้จะ
ชัดเจนมากยิ่งขึ้นเมื่อมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ S RNA เพิ่มมากขึ้น  
 
6.  ความสําคญัของยีนและโปรตีน NSs 
 

6.1  การเกิดอาการของโรค 
 
       โปรตีน NSs อาจมีบทบาทในการเปนโปรตีนองคประกอบ ระหวางกระบวนการ
กอใหเกิดโรค (pathogenesis) และการจําลองตัวของจีโนม (Kohl et al., 1999) Okuda et al. (2003) 
ตรวจสอบชิ้นสวนอารเอ็นเอที่ชักนําใหเกดิอาการโรคโดยเชื้อ WSMoV ไอโซเลต WS-Y สาเหตุ
อาการไหมที่มคีวามรุนแรงในพืชอาศัยชนดิ Tetragonia expansa และไอโซเลต WS-O ที่เปนสาเหตุ
อาการดางประที่ไมรุนแรงซึ่งแยกไดจาก   T. expansa โดยศึกษาการแลกเปลี่ยนสวนของจีโนม 
เนื่องจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน NSs และ N ที่มีความคลายคลึงกัน 98.6 และ 
98.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ไมสามารถบอกความแตกตางได และยังไมพบปจจัยอ่ืนทีท่ําใหเกิด
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อาการโรคตางกัน ดังนัน้จึงใชเทคนิคการเพิ่มปริมาณยนีดวย RT-PCR และยอยสายดเีอ็นเอที่ไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (RFLP) เพื่อทําใหช้ินสวนยนีผลิตภณัฑที่ขยายปริมาณไดมีความยาวลดลง 
พบวาสามารถแยกชิน้สวนของยีนที่เกดิการแลกเปลี่ยนสวนของจีโนมได 30 ช้ินสวน จากพืชอาศยั   
T. expansa   ที่ทําการปลูกเชือ้ ทุกชิ้นสวนมีการแลกเปลีย่นยนีในสวน  S  RNA  ของไอโซเลต  
WS-Y (Sy) สาเหตุอาการรุนแรง กับ S RNA ของไอโซเลต WS-O (So) สาเหตุของอาการไมรุนแรง 
โดยความแตกตางของอาการอาจสัมพันธกบัโปรตีน NSs หรือโปรตีน N ซ่ึงตองใชเทคนิคการกลาย
พันธุศึกษาตอไป  
 
 6.2  โครงสรางจุลภาคของโปรตีน NSs ในเซลลที่ติดเชื้อไวรัส 
 

       เซลลพืชที่เชื้อ TSWV เขาทําลายจะพบโปรตีน NSs จัดเรียงเปนเสนสายกระจัด
กระจาย (Kormelink et al., 1991) แตในกรณีของเชื้อ INSV กลับพบเปนลักษณะ paracrystalline 
array เปนแนวคลายเกลียวเสนดาย หรือเปนจุด ซ่ึงสามารถใชในการจาํแนกเชื้อ TSWV ออกจาก
เชื้อ INSV ได (Prins and Kormelink, 1998) ลักษณะดังกลาวจะสัมพนัธกับปริมาณของ viroplasm 
และการจดัเรียงตัวของโปรตีนหอหุมอนภุาค ลักษณะเสนสายของโปรตีน NSs นี้จะพบมากถามีการ
เขาทําลายโดยเชื้อไวรัสชนิดเดียว แตถามีหลายชนิดจะพบโปรตีนลักษณะดังกลาวไดนอย ซ่ึงอาจ
ขึ้นกับเวลา และชนิดพืชอาศัยดวย (Komerlink et al., 1991; Prins and Kormelink, 1998) นอกจากนี้
โปรตีน NSs ยังมีการแสดงออกในเซลลเพล้ียไฟที่ไดรับไวรัส (viruliferous) (Ullman et al., 1992a; 
Wijkamp et al., 1993) โดยในเนื้อเยื่อตอมน้ําลายจะพบเปนลักษณะ paracrystalline array เปนแนว
คลายเกลียวเสนดายเชนกนั แตอาจไมพบลักษณะเชนนีใ้น viroplasm, dense mass หรือ amorphous 
inclusion อ่ืน ๆ (Ullman et al., 1993, 1995)  
 

6.3  การยับยั้งกระบวนการ RNA silencing โดยโปรตีน NSs 
 
       กระบวนการ RNA silencing เปนกระบวนการที่พืชสรางขึ้นเพื่อปองกันการเขาทําลาย
ของเชื้อไวรัสโรคพืช ซ่ึงเปนการ silence ยีนที่เกิดขึ้นหลังจากการถอดรหัสจีโนม  (post-
transcriptional gene silencing, PTGS) (Voinnet, 2001; Waterhouse et al., 2001a) โดยกระบวนการ
ดังกลาวจะจดจําอารเอ็นเอซึ่งเปนอนุพันธของยีนที่ถูกสงถายเขาไป และอารเอ็นเอของไวรัสใน
ระยะที่มกีารจาํลองตัวไดโครงสรางเปนสายคู จากนั้นจะเกดิการทําลายอารเอ็นเอที่มลํีาดับ 
นิวคลีโอไทดคลายคลึงกัน ซ่ึงอารเอ็นเอที่จะทําหนาที่ในการจดจํานี้มลัีกษณะเปนนวิคลีโอไทดสาย 
 



 

  16

ส้ัน  ๆ  ประมาณ 21-25 นิวคลีโอไทด เรียกวา small interfering RNA (siRNA) โดยลําดับ 
นิวคลีโอไทดจะเปนสายคูสมกับ RNA เปาหมาย (Waterhouse et al., 2001b) 
 
       ไวรัสพืชบางชนิดจะมีตัวยับยั้ง PTGS ดังเชน โปรตีน helper component ของเชื้อ 
Tobacco etch virus ซ่ึงเปนตัวยับยั้งกระบวนการ PTGS ตัวแรกที่คนพบ (Cogoni and Macino, 
2000) หรือโปรตีน 2b ของเชื้อ Cucumber mosaic virus โปรตีน 19K (P19) ของ Tomato bunshy 
stunt virus (TBSV) เปนตน (Brigneti et al., 1998; Voinnet et al., 1999) โดยจะทําหนาที่แตกตาง
กันในวิถีของการ silencing และมีประโยชนตอการจําแนกวิถี PTGS (Li and Ding, 2001) เนื่องจาก
ในพืชจะมวีิถีที่แตกแขนงออกไป   อันไดแก sense transgene-induced PTGS (S-PTGS)  เกิดจาก
อารเอ็นเอสายคูที่สรางขึ้นโดย RdRp ของพืช หรืออาจเปน invert-repeat transgene-induced PTGS 
(IR-PTGS) ที่เกิดโดยการเรียงตัวของยีนทีส่งถายเขาไปในลักษณะ inverted repeat (Beclin et al., 
2002) 
 
       เชื้อ Tomato spotted wilt virus (TSWV) มีโปรตีน NSs ซ่ึงทําหนาที่เปนตัวยับยั้ง
กระบวนการ PTGS และเปนชนิดแรกที่พบไดในไวรัสชนิดที่มีจีโนมเปนอารเอ็นเอสายลบ โดย
โปรตีน NSs จะยับยั้งในวิถี S-PTGS ทั้งการเกิดอาการโรคแบบแผลจุดตาย และแบบแพรกระจาย
ทั่วทั้งตนพืช แตไมมีผลยับยั้งกระบวนการ IR-PTGS แสดงใหเห็นวาโปรตีน NSs เปนโปรตีนหลัก
ในกระบวนการขั้นแรกของการเกิด RNA silencing ซ่ึงรวมถึงการสังเคราะหอารเอ็นเอสายคูโดย
เอนไซม RdRp ของพืชในวถีิ S-PTGS นอกจากนี้โปรตีน NSs อาจรบกวนในขั้นสุดทายหลังจากทีม่ี
การสรางอารเอ็นเอสายคูเสร็จสิ้นแลว (Takeda et al., 2002) 
 
      Sonoda and Tsumuki (2004) ทําการปลูกเชื้อ Potato virus X (PVX) ที่ดัดแปลง
พันธุกรรมใหมีลําดับนิวคลีโอไทดของยนี NSs ของเชื้อ TSWV บนใบยาสูบ Nicotiana 
benthamiana ที่ดัดแปลงพนัธุกรรมใหมีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน NSs ของเชื้อ TSWV พบวาจะมี
การสะสมของอารเอ็นเอนําสงขอมูล (messenger RNA; mRNA) ของยีนที่สงถายเขาไปลดลง 
กระบวนการนี้เกิดจากกลไกของ RNA silencing อยางไรก็ตามระดับของความตานทานก็ยังคงต่ํา
กวาที่พบในพชืถายยีน N และปลูกเชื้อ PVX ที่ดัดแปลงพันธุกรรมใหมีลําดับของยีน N ของเชื้อ 
TSWV (Sonoda, 2003) ขอสรุปนี้แสดงใหเห็นวาลําดับของยีนที่เหมือนกันจะมีผลคอนขางนอยตอ
เชื้อ TSWV นั่นคือความตานทานตอไวรัสที่มีอารเอ็นเอเปนตัวกลาง (RNA-mediated virus 
resistance) จะเกิดขึ้นโดยยนีของไวรัสหรือความจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทด มากกวาที่จะเปน
จํานวนลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกนั (Sonoda and Tsimuki, 2004)  
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6.4  โปรตีน NSs สัมพันธกับการจําลองอารเอ็นเอในเพลี้ยไฟ 
 
        ในตัวออนเพลี้ยไฟชนดิ F. occidentalis ที่ไดรับเชื้อ TSWV จะพบโปรตีน NSs ใน
ลักษณะ paracrystalline array ในขณะที่ไมพบโปรตีน N, GN และ GC ในเซลลแมลงดังกลาว 
(Ullman et al., 1995) Wijkamp et al. (1993) พบโปรตีน NSs ที่มีโครงสรางในลักษณะ 
paracrystalline array ในไซโทพลาสซึมของเซลลเพล้ียไฟ แตมีปริมาณแตกตางกนัขึ้นกับไอโซเลต
ของเชื้อไวรัส (Kormelink et al., 1991) ชนดิของเพลี้ยไฟ ความสามารถในการตอบสนองตอการติด
เชื้อไวรัส หรือเวลาในการเพิม่ปริมาณของไวรัสที่แตกตางกัน (Ullman et al., 1995) โดยส่ิงยืนยันวา
เชื้อไวรัสมีการเพิ่มปริมาณในเซลลแมลง คือ การพบโปรตีน NSs ในทางเดินอาหารสวนกลาง เซลล
กลามเนื้อ และตอมน้ําลายของเพลี้ยไฟ (Wijkamp et al., 1993; Ullman et al., 1995) แตตัวเต็มวัย
ของเพลี้ยไฟชนิด T. setosus เมื่อนํามาเลี้ยงใหไดรับเชื้อ TSWV หลังจากนั้น 5 วันจะพบโปรตีน 
NSs เฉพาะในเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลาง (Ohnishi et al., 2001) 
 

      Nagata et al. (1997)   พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล   (primary cell culture)  เพล้ียไฟชนิด 
F. occidentalis และ T. tabaci จากระยะเอมบริโอ (embryo) และทําการปลูกเชื้อ TSWV หลังจาก
นั้นชั่วโมงที่ 8 จะพบโปรตีน NSs ของเชื้อ TSWV มีการสะสมในเซลลเพาะเลี้ยงแตชากวาโปรตีน 
N ซ่ึงลักษณะดังกลาวพบเชนกันกับกรณเีชื้อไวรัส Uukuniemi (UUK) ที่เขาทําลายเซลล Baby 
Hamster Kidney Cell (BHK) (Simon et al., 1992) โดยโปรตีน NSs ของเชื้อ UUK มีการแสดงออก
เชนเดยีวกันกบัโปรตีน NSs ของเชื้อ TSWV การพบโปรตีน NSs ในเซลลเพล้ียไฟนี้เหมือนกับที่
พบในเซลลของยาสูบ N. rustica  ที่ติดเชื้อ TSWV (Kormelink et al., 1991) และเชื้อไวรัส UUK ที่
เขาทําลายเซลล BHK (Simon et al., 1992) ดังนั้นอาจเปนไปไดวาโปรตีน NSs มีบทบาทเกี่ยวกับ
การเพิ่มปริมาณของเชื้อไวรัส และสัมพันธกับปจจัยบางอยางของพาหะ (Wijkamp et al., 1993; 
Nagata et al., 2002) ซ่ึงนาจะเหมือนกันทัง้ในพืชและสัตวที่ติดเชื้อทอสโพไวรัส 

 
6.5  การใชประโยชนจากโปรตีน NSs ในทางซีรัมวิทยา 

 
       Heinze et al. (1995) เปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน  NSs  ของเชื้อทอสโพ

ไวรัสหลายชนดิจากซีโรกรุป  I  ถึง IV  พบวากรดอะมิโน 24  เรซิดิวส  ดานปลายหมูคารบอกซิล 
ของสายเปบไทด (peptide) (ตําแหนงที่ 398-421 ของเชื้อ TSWV) มีความคลายคลึงกัน 56-68 
เปอรเซ็นต และเมื่อ Heinze et al. (2000) ผลิตแอนติบอดตีอสายเปปไทดที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 
24 เรซิดิวส ที่มีความอนุรักษทางดานปลายหมูคารบอกซิลของโปรตีน NSs นี้ พบวาแอนติบอดี 
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A338 สามารถตรวจเชื้อ TSWV, GRSV, TCSV และ INSV  ซ่ึงจัดอยูในซีโรกรุป I, II และ III 
ตามลําดับ  ยกเวนเชื้อ WSMoV ที่จัดอยูในซีโรกรุป IV เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค antigen coated 
plate (ACP-ELISA) แสดงวาดานปลายหมูคารบอกซิลมีสวนของลําดบัเปปไทดที่มคีวามเหมือนกนั
ในซีโรกรุป I, II และ III จึงสามารถเกิดปฏิกิริยาไดดีกับทกุไอโซเลต ยกเวนซีโรกรุป IV  แสดงวา
การมี epitope บนไกลโคโปรตีนของเชื้อทอสโพไวรัสชนิดตาง ๆ ในซโีรกรุป I, II และ III ที่
คลายคลึงกัน (common epitope) ทําใหเกิดปฏิกิริยาขามกบัแอนติบอดีชนิดเดยีวกันได (Adam et al., 
1995) ขอดีของการสังเคราะหสายเปบไทดเพื่อใชผลิตแอนติบอดี  คือ ทําใหผลิตแอนติบอดีไดงาย  
ไดแอนตบิอดทีี่มีความจําเพาะคอนขางสูง ปลอดภัยตอสัตวทดลอง และยังนําไปใชประโยชนใน
การศึกษาขั้นตอนอื่นได (Van Regenmortel, 1993)     
 
7.  ความสัมพนัธของเพลี้ยไฟพาหะกับเชื้อทอสโพไวรัส 
 
 แมลงในลาํดับ Thysanoptera หลายชนิดเปนเพลี้ยไฟศัตรูของพืชที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ และพบวาไมนอยกวา 10 ชนิดทีส่ามารถถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสได (Whitfied et al., 
2005) ความสามารถในการถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสของเพลี้ยไฟขึ้นกับปจจยัตาง ๆ ไดแก ปริมาณ
อาหาร ชนิดและลักษณะโครงสรางของพืช เนื่องจากเพลี้ยไฟหลายชนิดสามารถเปนพาหะของเชือ้
ทอสโพไวรัสได ดังนัน้จึงกอใหเกดิการระบาดของโรคไปทั่วโลก (Mound, 1996) 
 

เชื้อทอสโพไวรัสสามารถถายทอดไดโดยเพลี้ยไฟบางชนิดในวงศ Thripidae เทานั้น 
(ตารางที่ 1) การไดรับเชื้อไวรัสจะเกิดขึน้ขณะที่เพล้ียไฟดูดกินน้ําเล้ียงจากพืชที่ถูกไวรัสเขาทําลาย 
ซ่ึงมักเกิดขึ้นในระยะตวัออน (larva) ดังเชนตัวออนระยะที่สอง  (second larva)  ของเพลี้ยไฟชนิด 
F. occidentalis ที่มีอายุ 24 ช่ัวโมง สามารถที่จะรับเชื้อทอสโพไวรัสจากพืชที่ถูกเชื้อไวรัสเขาทําลาย
ไดดีที่สุด (Wijkamp and Peters, 1993) เพล้ียไฟบางชนดิอาจใชเวลา 10-15 นาที บางชนิดอาจใช
เวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือนานกวา ในการไดรับเชื้อไวรัส และจากนั้น 80 และ 170 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 
27 หรือ 20 องศาเซลเซียส จะเปนระยะที่ไวรัสมีการเพิ่มปริมาณไดสูงสุดในเพลี้ยไฟที่ไดรับเชื้อ 
และเริ่มถายทอดสูพืชไดในระยะดักแด หรือวันแรกของระยะเต็มวยั แตพบวาตวัออนระยะที่ 2 ก็
สามารถถายทอดไดเชนกัน (Prins and Kormelink, 1998) เชื้อทอสโพไวรัสสามารถอยูในเพลี้ยไฟ
ไดประมาณ 20-40 วันแลวแตสภาวะแวดลอม ซ่ึงเพลี้ยไฟระยะตัวเต็มวัยเปนระยะทีส่ามารถ
ถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสไดดีที่สุด แตบางชนดิไมพบวามีการถายทอดจากพืชโดยตวัเต็มวัย 
(Ullman et al., 1992b) Wijkamp and Peters (1993) ศึกษาเพลี้ยไฟชนิด T. tabaci พบวาเพลี้ยไฟ
เพียงตวัเดยีว สามารถถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสสูพืชไดภายในเวลา 24 ช่ัวโมง และทําใหพืช
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ทดสอบเปนโรคได นอกจากนี้เพล้ียไฟชนิด F. occidentalis สามารถถายทอดเชื้อ TSWV, INSV, 
GRSV และ TCSV ได แตความสามารถในการถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสแตละชนิดมีความแตกตาง
กันโดยสามารถถายทอดเชื้อ INSV ไดดีสุด ในขณะที่เชื้อ GRSV และ TCSV ถูกถายทอดไดนอย
มาก (Wijkamp et al., 1993; 1995) อยางไรก็ตามประสิทธิภาพของการถายทอดเชื้อทอสโพไวรัสก็
ขึ้นกับชนิดของพืชอาศัย (Prins and Kormelink, 1998) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  แหลงของเชื้อไวรัสและการเก็บตัวอยางพืช และเพลี้ยไฟ 
 
เก็บใบถั่วลิสงที่แสดงอาการใบดาง ดางวงแหวน ใบออนโคงงอ บิดเบี้ยว และจุดใบไหม 

ซ่ึงคาดวาติดเชื้อทอสโพไวรัส Capsicum chlorosis virus (CaCV) (วิมล และคณะ, 2547; ปยาภรณ 
และคณะ, 2548) จากแปลงเพาะปลูก อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา ชวงเดือนมกราคม ถึงมีนาคม 
พ.ศ. 2548 นําตัวอยางใบมาตรวจวนิิจฉยั ดวยแอนติบอดีตอโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิคของเชื้อ
ทอสโพไวรัส ซีโรกรุป IV (PAb-A1) ตัวอยางที่ใหผลบวกนํามาแยกใหไดไอโซเลตเดีย่ว ๆ (single 
lesion isolation) โดยบดตัวอยางใบใน 0.05 M phosphate buffer, pH 7.0  ที่เติม 0.2%  (v/v)           
2-mercapto-ethanol และ 1% (w/v) carborundum ดวยโกรง และเพิ่มปรมิาณดวยการปลูกเชื้อดวย
วิธีกล (mechanical inoculation)  บนใบถั่วพุม  Vigna sinensis ซ่ึงเปนพชือาศัยแบบแผลจุดตาย แยก
แตละจดุมาเพิม่ปริมาณในตนออนถ่ัวลิสง Arachis hypogaea สายพันธุไทนาน 9 ซ่ึงเปนพืชอาศัย
แบบเชื้อกระจายทั่วทั้งตน ใหช่ือตัวอยางเปน PPT (peanut Pakthongchai) สวนไอโซเลต PKK 2UD 
(peanut Khon Khaen) แยกไดจากถั่วลิสง อ. เมือง จ. อุดรธานี เมื่อป พ.ศ. 2547 (ปยาภรณ และคณะ, 
2548) ทั้งสองไอโซเลตเพาะเลี้ยงในตนถ่ัวลิสงในเรือนทดลองเพื่อใชในการวจิัยขั้นตอนตอไป 

 
เก็บตัวอยางเพลี้ยไฟที่พบบนใบออนถ่ัวลิสงจากแปลงปลกูใน อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา 

และใหช่ือตัวอยางเปน TPT (thrips Pakthongchai) จากนั้นใชพูกันขนาดเล็กเขี่ยเพล้ียไฟใสลงใน
หลอด microcentrifuge ที่มีสารละลาย AGA (60% ethanol, glycerine และ acetic acid อัตราสวน 
10:1:1) (ศิริณี, 2544) โดยสารละลาย AGA จะรักษาสภาพเพลี้ยไฟ และทําใหอวยัวะออนนุมเหมาะ
สําหรับการเตรียมตัวอยางเพือ่จัดจําแนกชนิดภายใตกลองจุลทรรศน สวนเพลีย้ไฟตวัเต็มวัย ทีจ่ะใช
ตรวจเชื้อ CaCV แยกเก็บในหลอด microcentrifuge ที่มี 70% ethanol แลวเก็บตวัอยางในตูเย็น
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
2.  แอนติบอดท่ีีใชตรวจสอบเชื้อทอสโพไวรัสดวยเทคนิคทางซีรัมวิทยา 
 

2.1  Rabbit polyclonal antibody Tospovirus  (PAb-Tospo A1 และ A3)  ใชตรวจโปรตีน 
หอหุมกรดนิวคลีอิคของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV (WSMoV, CaCV และ TNSV) ไดรับความ
อนุเคราะหจาก ดร. อรประไพ  คชนันทน ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ
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2.2  PAb-WSMoV  (PAb-P29)   ใชตรวจโปรตีนหอหุมกรดนวิคลีอิคของเชื้อ  WSMoV  
และทําปฏิกิริยากับเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป  IV  ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ. ดร.  รัชนี   
ฮงประยูร  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
2.3  PAb-MYSV (PAb-M7) ใชตรวจโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิคของเชื้อ  MYSV และทํา

ปฏิกิริยากับเชือ้ทอสโพไวรัสซีโรกรุป  IV ไดรับความอนุเคราะหจาก  ผศ. ดร. รัชนี  ฮงประยูร    
  
2.4  Mouse monoclonal antibody (MAb-SE7) ใชตรวจโปรตนีหอหุมกรดนิวคลีอิคของ

เชื้อ MYSV ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร. อรประไพ  คชนันทน 
 
3.  เทคนิค Direct antigen coating ELISA (DAC-ELISA) 
 

ใชเทคนิค DAC-ELISA ในการตรวจสอบการติดเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV (โสภณ, 
2536) ในตวัอยางใบพืช การทดสอบคาไตเตอร (titer) และการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดี
ตอโปรตีน NSs ในการศึกษาขั้นตอไป ทุกขั้นตอนของการ coat plate ดวยแอนตเิจน การ blocking 
การเติมแอนตบิอดี และการเติม substrate จะบมในกลองชื้นที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง ขั้นตอนการลางใช PBS-T buffer (phosphate buffer saline ที่เติม 0.05% Tween 20) 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที ที่อุณหภูมหิอง  
 

การตรวจสอบเชื้อทอสโพไวรัสในเนื้อเยื่อพืชเปนโรค ทําโดยใชเนื้อเยือ่ใบพืช บดดวย 
carbonate coating buffer (0.05 M sodium carbonate, pH 9.6) ที่เติม diethyldithiocarbamic acid  
(NaDICA) ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสัดสวนเนื้อเยื่อพืชตอบัฟเฟอรเปน 1:10 (w/v) 
จากนั้นเติมลงในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมในกลองชื้น (ขั้นนี้สามารถบมที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน) เมือ่ครบเวลาเทน้ําคั้นตัวอยางออก และลางดวย PBS-T 
buffer ขั้นตอน blocking ใช 2% (w/v) skim milk ซ่ึงเตรียมใน PBS-T buffer เติมลงในหลุม ๆ ละ 
100 ไมโครลิตร บมในกลองชื้น ระหวางนี้เตรียม primary antibody ที่จับกับแอนตเิจนที่ตองการ
ตรวจ โดยเจือจางแอนติบอดใีน conjugate buffer (0.2% polyvinyl pyrrolidone 40T, 0.5% 
ovalbumin ใน PBS-T) กําจัดปฏิกิริยาไมจําเพาะ (non-specific reaction) ของแอนติบอดีกับโปรตีน
พืชปกติ โดยเติมน้ําคั้นจากใบพืชปกติซ่ึงบดใน conjugate buffer ในแอนติบอดีที่เจือจางแลว ให
ความเขมขนสดุทายของน้ําคัน้ใบพืชเปน 1:100 และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30-40 
นาที เมื่อครบเวลาการ blocking ลางดวย PBS-T buffer จากนั้นเติม primary antibody หลุมละ 50 
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ไมโครลิตร บมในกลองชื้น แลวลางดวย PBS-T buffer จากนั้นเตรยีม secondary antibody ซ่ึงเปน 
alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G (AP conjugated-GAR IgG) 
เจือจาง 1:30,000 (v/v) ใน conjugate buffer หรือใช AP conjugated-goat anti-mouse 
immunoglobulin G (AP conjugated-GAM IgG) เจือจาง 1:30,000 (v/v) เปน secondary antibody 
ในกรณีที่ใช monoclonal antibody เปน primary antibody เมื่อลาง ELISA plate แลวเติม secondary 
antibody ที่เตรียมในหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บมในกลองชื้น ลางดวย PBS-T buffer และเติม
สารละลาย p-nitrophenyl phosphate ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมใน substrate 
buffer (10% Diethanolamine, pH 9.8) เติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในกลองชื้น และนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Original Multiskan EX ELISA 
reader (Labsystems, Finland) ที่เวลา 30, 60 และ 90 นาที 
 
4.  การสกัดอารเอ็นเอ 
 

4.1  การสกัดอารเอ็นเอรวมจากใบพืช 
 

      สกัดอารเอ็นเอรวมดวยวธีิที่ปรับปรุงจาก Chang et al. (1993) ใชใบออนถ่ัวลิสงที่แสดง
อาการของโรคจากเชื้อทอสโพไวรัสทั้งไอโซเลต PKK 2UD และ PPT โดยช่ังใบพืชน้ําหนกั 0.1 
กรัม บดใหละเอียดใน 2% CTAB buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 
mM EDTA, 0.2% Na2SO3, 1% PVP40) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมใน waterbath อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นนํามาปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที ยายสารละลายสวนบนใสหลอด micro- centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ
เติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทา ผสมใหเขากนัดวย vortex mixer แลวปน
เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที ขั้นนี้ทํา 2 
รอบ และยายสารละลายสวนบนมาเติม 4 M LiCl ปริมาตร 1 เทา ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอด
ไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําตะกอนมาเติม 1% SDS ใน 1x TE 
buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ แลวเติม 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลติร และ 
isopropanol จากอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ -20  องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที จึงนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4  องศา
เซลเซียส  นาน 10 นาที ลางตะกอน 2 รอบดวยการเติม 70% ethanol จากอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ปลอยตะกอนใหแหงจึงเติมน้ําที่กําจดั RNase (diethyl-
pirocarbonate-treated distilled water; DEPC-dH2O) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตรวจผลดวย 1% 
agarose gel electrophoresis ที่กระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 30 นาที จากนั้นยอมดวย ethidium 
bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจแถบอารเอ็นเอภายใตแสง UV- 
transilluminator 
 

4.2  การสกัดอารเอ็นเอจากเพลี้ยไฟ 
 
        สกัดอารเอ็นเอจากเพลี้ยไฟ โดยปรับปรุงจากวิธีการสกัดอารเอ็นเอจากเพลี้ยออนของ 
He et al. (2006) โดยยายตวัอยางเพลี้ยไฟเต็มวัยที่เก็บจากแปลงเพาะปลูกถ่ัวลิสงซึ่งเก็บใน 70% 
ethanol ลงในหลอด microcentrifuge หลอดละ 1 และ 5 ตวั บดใหละเอียดดวย micropestle แลวเตมิ 
extraction buffer (0.1 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2.5 mM MgCl2 และ 6 Unit RNase-free DNase) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และบดใหละเอยีดในบัฟเฟอรอีกครั้ง จากนัน้บมที่อุณหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที แลวเติม 10% (w/v) SDS และ proteinase K ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และแยกอารเอน็เอ
โดยเติม Tris-HCl saturated-phenol และ phenol : chloroform : isoamyl alcohol ในสัดสวน 25:24:1 
(v/v/v) สารละลายละ 115 ไมโครลิตร เขยาใหเขากนัเบา ๆ และปนเหวีย่งที่ความเรว็ 12,000 รอบตอ
นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม glycogen ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ
ตกตะกอนอารเอ็นเอดวย absolute ethanol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ที่มี sodium acetate, pH 5.2 
ความเขมขนสดุทาย  0.3 M  บมที่อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส   นานขามคืน  จากนัน้ตกตะกอน
อารเอ็นเอโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี
ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง และปลอยตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิอง และ
เติม DEPC-dH2O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอน นําไปใชในปฏิกิริยา RT-PCR หรือ
เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 
5.  ไพรเมอร (primers)   
 

ออกแบบสายไพรเมอรจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดยนี NSs ของเชื้อ Gloxinia tospovirus 
เนื่องจากมีความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิคกับเชือ้ CaCV มาก
ที่สุด (วิมล และคณะ, 2547; พิสสวรรณ และคณะ, 2548) และเพิ่มตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ 
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(restriction site) BamHI ที่ปลาย 5′ ของสายไพรเมอร Forward CaCV-NSsF ดังนี้ 5′GGATCCATG 
TCTAGTGTAAAGAGTGC-3′ สวนสายไพรเมอร Reverse CaCV-NSsR ทางดานปลาย 3′ จะเพิม่
ลําดับนิวคลีโอไทดสําหรับตําแหนงตัดของเอนไซม HindIII ดังนี้ 5′-AAGCTTTTATTGAAGC 
TCCACAATAAAATGTTG-3′ ทั้งนี้เพื่อความสะดวกในการโคลนยนีเขาสูเวคเตอรสังเคราะห
โปรตีน (expression vector) ในขั้นตอไป 

  
       ไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณยีน N ของเชื้อ CaCV ไดแก CaCV-CP-NR2 Forward 5′-
GTCGACTTACACCTCTATAGAAGT-3′ และ 3′V Tospo gIV Reverse 5′-GTAAACACCA 
TGTCTA(CA)CGT-3′ (วิมล และคณะ, 2547)  
 
6.  ปฏิกิริยา Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
  

สังเคราะห cDNA ดวยเทคนคิ two-step RT-PCR ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร โดยเติม 
DEPC-dH2O อารเอ็นเอรวม และสายไพรเมอร Reverse ความเขมขน 2 ไมโครโมล ลงในหลอด 
PCR จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูม ิ75 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และวางในน้ําแข็งทันทนีาน 5 นาที 
นํามาเติมสารใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1x RT buffer และ 1 mM dNTPs บมที่อุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที แลวเติม 200 Unit Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) reverse 
transcriptase (Bioneer) จากนั้นบมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
 

นํา cDNA ที่ไดมาสังเคราะหดีเอ็นเอ ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร โดยเติม dH2O, cDNA  
3 ไมโครลิตร เติมสารใหมีความเขมขนสุดทายเปนดังนี้ 1x PCR buffer, 0.5 mM MgCl2,  1 mM 
dNTPs, ไพรเมอรละ 0.5  ไมโครโมล และ 0.05 Unit Taq polymerase จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณยีน
ดวยเทคนิค PCR โดย pre-heating ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที และทําปฏิกิริยาอีก 35 
รอบโดยยีน NSs ใช denaturation ที่อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที annealing ที่อุณหภูม ิ50 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที สวนยนี N ใช 
denaturation ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที annealing ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที และ extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที แลวบมตอที่อุณหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อใหขั้น extension สมบูรณ จากนั้นนํามาตรวจสอบผลผลิตดวย 1% 
agarose gel electrophoresis ที่กระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 40 นาที และยอมดวย ethidium 
bromide และตรวจดแูถบดีเอ็นเอโดยใช UV-transilluminator 
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7.  การโคลนยนี 
 
 7.1  การโคลนยีนที่เพิ่มปริมาณไดจากปฏิกริิยา RT-PCR 
 

      โคลนยีนโดยเชื่อมตอดเีอ็นเอผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา  PCR  เขากับพลาสมิดพาหะ 
pGEM-T easy (Promega) โดยเติมดีเอ็นเอผลิตภัณฑ 150 นาโนกรัม 1x T4 DNA ligase buffer,  
pGEM-T easy vector 50 นาโนกรัม และ 3 Unit T4 DNA ligase ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนั บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส นานขามคืน หยุดปฏิกิริยาดวย 0.2 M EDTA ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร จากนั้นทําการสงผานพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α โดยวิธี 
Heat-shock และเติมอาหารเหลว LB ที่ปราศจาก amplicillin ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไป
เพาะเลี้ยงในสภาวะเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
นําสวนผสม 100 ไมโครลิตร spread บนจานวุนอาหารแขง็ LB ที่เติม amplicillin ความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึง  spread  ดวย   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
(X-Gal) ความเขมขนสุดทายเปน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รวมกับ Isopropyl-β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขมขนสุดทายเปน 20 mM ไวกอนแลว เพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นานขามคืน สุมคัดเลือกพลาสมิดสายผสมโดยนําโคโลนีที่มีสีขาวมาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ที่เติม amplicillin นานขามคืน จากนัน้สกดัพลาสมิดดวยวิธี Boiling   (Holmes and 
Quigley, 1981)   และละลายตะกอนดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ปริมาตร  30  ไมโครลิตร 
 

      ใชเทคนิค PCR ในการคัดเลือกโคลนที่มีช้ินสวนของยีน NSs ดวยสายไพรเมอรจําเพาะ 
CaCV-NSsF และ CaCV-NSsR หรือยอยพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ช่ัวโมง สวนยนี N ใชเทคนิค PCR และไพรเมอร CaCV-CP-
NR2 และ 3′V Tospo gIV ตรวจสอบขนาดของชิ้นสวนยีนที่ไดดวย 1% agarose gel electrophoresis 
ยอมเจลดวย ethidium bromide และตรวจดแูถบดีเอ็นเอโดยใช UV-transilluminator  

 
7.2  การเชื่อมตอยีน NSs เขากับพลาสมิด pQE-80L เพื่อสังเคราะหโปรตีน 

 
       สกัดพลาสมิดจากโคลนแบคทีเรีย E. coli DH5α ที่มีช้ินสวนของยนีสอดแทรกอยู แยก
ช้ินสวนยีน NSs จาก pGEM-T easy vector โดยตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII   
ตรวจสอบขนาดของชิ้นสวนยีนดวย 1% agarose gel electrophoresis แยกดีเอ็นเอออกจากเจลเพื่อ
นําไปเชื่อมตอเขาสูพลาสมิดพาหะสําหรับสังเคราะหโปรตีน pQE-80L expression vector ใน
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ตําแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII การเชื่อมตอทําโดยผสมชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ของยีน NSs 150 ไมโครลิตร  พลาสมิด  pQE-80L  50 นาโนกรัม  1x T4 DNA ligase buffer และ 
T4 DNA ligase 3 Unit ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 
นานขามคืน สงถายพลาสมิดเขาสูเซลล E.coli DH5α ดวยวิธี Heat shock และเติมอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนําไปเพาะเลี้ยงในสภาวะเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นําสวนผสม 100 ไมโครลิตร spread บนจานวุนอาหาร
แข็ง LB ที่เติม amplicillin ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นานขามคืน คัดเลือกพลาสมิดสายผสมโดยเพาะเลี้ยงโคโลนีในอาหารเหลว LB ที่เติม 
amplicillin นานขามคืน จากนั้นสกัดพลาสมดิดวยวิธี Boiling และละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อปริมาตร 30  ไมโครลิตร ทําการคัดเลือกโคลน และตรวจสอบทิศทางการเชื่อมตอของยีน NSs 
กับพลาสมิด pQE-80L โดยเทคนิค PCR ดวยสายไพรเมอรจําเพาะ CaCV-NSsF และ CaCV-NSsR 
หรือยอยพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII แลวนาํโคลนที่ไดไปทดสอบการ
สังเคราะหโปรตีน NSs  
 
8.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี NSs 
  

นําพลาสมิดสายผสมที่คัดเลือกไดสงวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดของยีน NSs และ N 
ดวยเครื่อง Automated DNA sequencer ที่หองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน เมื่อทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน NSs จึงออกแบบสาย 
ไพรเมอร เพื่อหาลําดับนวิคลีโอไทดชวงกลางยีน จากนัน้นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม DNA Star แลวเปรียบเทียบกับเชื้อทอสโพไวรัส
ที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank (ตารางที่ 2) ดวยโปรแกรม ClustalW จากนั้นสราง phylogenetic 
tree ดวยโปรแกรม MEGA package version 3.1 (Kumar et al., 2004) 
 
9.  การตรวจสอบการสังเคราะหโปรตีนลูกผสม 6xHis-NSs ของโคลน  pQE-80L ท่ีมียีน NSs 
 

เพาะเลี้ยงโคลนจากพลาสมดิ pQE-80L สายผสมที่มียีน NSs สอดแทรกอยู และโคลนที่ไม
มียีน NSs ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin ปริมาณ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไวแลว บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยา นานขามคืน จากนัน้
วัดคา A600 ใหได 0.5-0.7 และนํามา 2.5 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ซ่ึงเติมยาปฏิชีวนะไวแลว และเตมิ IPTG ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mM เพื่อชักนําให
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มีการสรางโปรตีน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยานาน 4-5 ช่ัวโมง และปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ละลายตะกอนดวย Lysis buffer, pH 8.0  (50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazole) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติม Lysozyme ใหความ
เขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมในน้ําแข็งนาน 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20-30 นาที จากนั้นละลายตะกอนดวย Lysis buffer 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร สารละลายโปรตีนที่ไดนํามา 5 ไมโครลิตร และเติม 2X SDS-PAGE buffer (90 
mM Tris-HCl, pH 6.8, 20% Glycerol, 2% SDS, 20 mM Bromophenol blue, 100 mM DTT) 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 
รอบตอนาที นาน 1 นาที และตรวจน้ําหนกัโปรตีนดวย sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) ใช 5% stacking gel และ 12% separating gel จากนั้นปลอย
กระแสไฟฟาที่ 50 โวลต นาน 50 นาที และเปลี่ยนเปน 100 โวลต นาน 100 นาที ยอมเจลดวย 0.2% 
coomassie brilliant blue-R250 นาน 10 นาที และลางดวย destaining solution นาน 15 นาที จํานวน 
3 คร้ัง หรือจนกวาจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
 
10.  การสังเคราะหโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และวิธีแยกสกัดโปรตนีใหบริสุทธ์ิ 
 
 คัดเลือกโคลนที่ใหผลบวกจากขอ 9 มาเพาะเลี้ยงในอาหาร 2xYT ที่เติมยาปฏิชีวนะ 
ampicillin อัตรา 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในสภาวะเขยา นานขามคืน จากนั้นเติมลงในอาหาร 2xYT ที่เติมยาปฏิชีวนะ ampicillin เขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในอัตราสวน 1:30 โดยปริมาตร บมที่อุณหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยา นาน 2 ช่ัวโมง หรือวัดคา A600 ใหได 0.5 และเติม IPTG ใหความ
เขมขนสุดทายเปน 1 mM เพือ่ชักนําใหสังเคราะหโปรตีน บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะเขยา นาน 10 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดปนตกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสทิ้ง และเก็บตะกอนเซลลที่อุณหภมูิ -20 องศา
เซลเซียส  

 
เตรียม  clear lysate จากตะกอนเซลล  และสกัดโปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย  native condition  

โดยนําตะกอนเซลลจาก -20 องศาเซลเซียส มาแชในน้ําแข็งนาน 15 นาที เติม Lysis buffer ปริมาตร 
8 มิลลิลิตร และเติม lysozyme ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลว sonicate 
ที่ 100 เปอรเซ็นต กระแสไฟฟา 200 โวลต นาน 10 วินาท ีสลับกับหยุด 10 วินาที จํานวน 10 คร้ัง 
โดยตองรักษาความเยน็ตลอดเวลา จากนั้นปนตกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 
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10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนไววิเคราะหดวย SDS-PAGE นําสวนใสมาเติม 50% 
Ni-NTA agarose (Qiagen) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยวางในอางน้ําแข็ง และเขยานาน 
1 ช่ัวโมง นํา Ni-NTA agarose ที่จับกับ recombinant protein มาใสลงใน column โดยปดปลายไว
กอน จากนั้นนาํฝาปดออก และเก็บสวนใสที่ไหลผาน column ไววิเคราะหดวย SDS-PAGE 
หลังจากนัน้ลาง column ดวย Wash buffer จํานวน 2  คร้ัง ๆ ละ 8 มิลลิลิตร เก็บสวนใสที่ไหลผาน 
column ไววเิคราะหดวย SDS-PAGE ชะลางโปรตีนออกจาก column ดวย Elution buffer ปริมาตร 
4 มิลลิลิตร โดยเก็บสวนใสทีไ่หลผาน column ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร รวมทั้งหมด 8 fractions 
นําไปวิเคราะหดวย SDS-PAGE และหาปริมาณโปรตีนโดย Bradford’s method (Bradford, 1976) 
 
11.  การผลิต polyclonal antibody ตอโปรตีน 6xHis-NSs 
 
 11.1  การฉีดกระตุนสัตวทดลอง และเก็บแอนติบอด ี
 

         ผลิต polyclonal antibody ตอโปรตีน 6xHis-NSs โดยใชกระตาย New Zealand white 
อายุประมาณ 2 เดือน จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหดิล ศาลายา กอนการกระตุน
กระตายใหสรางภูมิคุมกัน เกบ็ normal serum โดยเช็ดหลังใบหูดวย 70% ethanol และเจาะเลือด
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพื่อใชเปรียบเทียบปฏิกิริยาในขั้นตอนตอไป เตรยีมแอนตเิจนเพื่อกระตุนภูมิ
คร้ังแรกโดยใชโปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธิ์ปริมาณ 500 ไมโครกรัม ละลายใน phosphate-buffered 
saline (PBS) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (v/v) และผสมกบั complete Freund’s adjuvant (CFA) ใน
สัดสวน 1:1 (v/v) ฉีดกระตุนดวยวิธี subcutaneous injection (SC) บริเวณตนคอดานหลัง 5 จุด ๆ ละ
ประมาณ 200 ไมโครลิตร เวนระยะหางหนึ่งสัปดาหจึงกระตุนภูมิซํ้าดวยการเตรียมแอนติเจน
ปริมาณเทาเดมิใน  incomplete Freund’s adjuvant (IFA)   จากนั้น 2 สัปดาห  เจาะเลือดใสบีกเกอร 
ปลอดเชื้อเพื่อเก็บแอนติบอดปีริมาตร 30 มิลลิลิตร ทุกสัปดาห นาน 5 สัปดาห แตละครั้งจะแยก
แอนติบอดจีากเม็ดเลือดโดยวางเลือดในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน และปนตกตะกอนที่
ความเร็วประมาณ 3,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกเก็บแอนติบอดซ่ึีงเปนสวนใสดานบนใน
ขวดซีรัมโดยเติม NaN3 ความเขมขนสุดทาย 0.2% (v/v) เพื่อปองกันเชือ้แบคทีเรีย เกบ็แอนติบอดีที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 11.2  การตรวจสอบคาไตเตอร 
 
          ตรวจสอบคาความเจือจางสูงสุด  (dilution end point)  และคาไตเตอร (titer)  
(http://www.komabiotech.com/technical/protocol/ELISA.htm) ของแอนติบอดีดวยเทคนิค DAC-
ELISA โดยเตรียมโปรตีน 6xHis-NSs ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน
แอนติเจนสําหรับ coat ในหลุม ELISA plate ทําการเจือจางแอนติบอดแีบบ 2-fold dilution เร่ิมจาก 
10-2 ถึง 10-6 เพือ่ใชเปน primary antibody และ Alkaline phosphatase conjugated-Goat anti rabbit 
IgG  เปน secondary antibody  ดวยเทคนิค DAC-ELISA  เปรียบเทียบกบั normal serum  ที่ความ
เจือจาง 1:200 
 
12.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีในการวินิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัส 
 
 12.1  การหาคาไตเตอรในการทําปฏิกิริยากบัโปรตีน NSs ในน้ําคั้นพืชเปนโรค 
 
         ตรวจสอบคา ELISA titer (http://www.komabiotech.com/technical/protocol/ 
ELISA.htm) ของแอนติบอดีที่ผลิตไดในการทําปฏิกิริยากับโปรตีน NSs ในน้ําคั้นพชืเปนโรค 
เปรียบเทียบกบัพืชปกติ ดวยเทคนิค DAC-ELISA  
 
 12.2  การทดสอบความจาํเพาะตอเชื้อ CaCV 
 
         ทดสอบประสิทธิภาพ และความจําเพาะ ของแอนติบอดีในการทําปฏิกิริยากับโปรตีน 
NSs ของเชื้อ CaCV ในน้ําคัน้พืชเปนโรคกับพืชปกติ ดวยเทคนิค DAC-ELISA เปรียบเทียบกับการ
ใชแอนติบอดตีอโปรตีน N โดยพืชเปนโรคที่ใช ไดแก ใบถั่วลิสงติดเชื้อ CaCV ไอโซเลต PKK 
และ PPT  ใบแตงโมติดเชื้อ  WSMoV ไดรับจาก  คุณเกื้อกูล  บุญญานุภาพพงศ  บริษทั  เจียไต  
จํากดั  จ. ราชบุรี  และใบแคนตาลูปติดเชื้อ  MYSV  ไดรับจาก  ผศ. ดร.รัชนี  ฮงประยรู  ภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
13.  การจัดจําแนกชนดิเพลี้ยไฟ 
 

เตรียมตัวอยางเพลี้ยไฟเพื่อการทําสไลด (slide) กึ่งถาวร โดยยายเพลีย้ไฟตัวเต็มวัยซ่ึงเก็บ
ใน 70% ethanol ลงในสารละลาย AGA (60% ethanol, glycerine และ acetic acid อัตราสวน 
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10:1:1) (ศิริณี, 2544) โดยสารละลาย AGA จะรักษาสภาพเพลี้ยไฟ และทําใหอวยัวะออนนุม 
เปลี่ยนสารละลาย AGA เปน 60% ethanol แชเพล้ียไฟไวอยางนอย 24 ช่ัวโมง และเปลี่ยนเปน
สารละลาย 5% NaOH เพื่อทําใหสีของเพลี้ยไฟจางลง ในขั้นตอนนีจ้ะใชเข็มขนาดเลก็เจาะบริเวณ
ตนขาหลังของเพลี้ยไฟ เพื่อใหของเหลวไหลออกจากตัวเพล้ียไฟ แลวเปลี่ยนจากสารละลาย 5% 
NaOH เปนน้ํากลั่น จากนั้นเปลี่ยนเปนแชใน 50% ethanol นาน 30 ช่ัวโมง 60% ethanol นาน 24 
ช่ัวโมง 70% ethanol นาน 1 ช่ัวโมง และ 80, 95, 100% ethanol นาน 20, 10 และ 5 นาที ตามลําดับ 
แชตัวอยางใน absolute ethanol อีกครั้ง นาน  5 นาที แลวแชใน clove oil นาน 30 นาที เตรียมสไลด
กึ่งถาวรภายใตกลอง stereo microscope โดยเขีย่เพล้ียไฟที่ผานกระบวนการเตรียมตวัอยางแลวลง
บนไสลด หยด mineral oil ลงบนเพลี้ยไฟ จัดหนวด ปก และขาของเพลี้ยไฟใหตั้งฉากกับลําตัว แลว
ประกบดวยกระจกปดสไลด (cover slip) ทาขอบกระจกปดสไลดดวยน้ํายาทาเล็บใส นาํไปตรวจ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเพลี้ยไฟภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound microscope เพื่อจัด
จําแนกชนิดตามวิธีการของศิริณี (2544) Palmer et al. (1989) และ Mound and Kibby (1998) 
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ตารางที่ 2  ช่ือยอ accession number และซโีรกรุป ของเชื้อทอสโพไวรัส ที่ใชวิเคราะหสายสัมพันธ  
                  และสราง phylogenetic tree จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs และ N 
 

เชื้อทอสโพไวรัส ชื่อยอ Accession number ซีโรกรุป 
Tomato spotted wilt virus TSWV -BR-01 

TSWV-B 
D00645 
L12048 

I 
II 

Impatiens necrotic spot virus INSV-NL-07 X66972 III 
Watermelon silver mottle virus WSMoV-Germany 

WSMoV-DD6 
WSMoV-SL-Th 
WSMoV-SP29-Th  
WSMoV-T40-Th  
WSMoV-SN858-Th 
WSMoV-ML052-Th  
WSMoV-TK-Th  
WSMoV-PhNR-Th 
WSMoV-29246-Th  
WSMoV-Ph111-Th  
WSMoV-Ph113-Th  
WSMoV-W6411-Th  
WSMoV-W6412-Th 

Z46419  
AY864852 
AY514624 
AY514625 
AY514626 
AY514627 
AY514628 
AY514629 
AY626761 
AY639644 
AM113762 
AM113763 
AM113764 
AM113765 

IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 

Capsicum chlorosis virus CaCV-CP 
CaCV-AIT 
CaCV-Pepper 
CaCV-PKK 2UD 
CaCV-Pkk-Th 
CaCV-TD8-Th 
CaCV-ToK-Th 

ABC86906 
NC_008301 
AY036057 
AM087456 
DQ022745 
AY647437 
AY626762 

IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV 

Thailand tomato tospovirus CaCV-KS16 AF134400 IV 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เชื้อทอสโพไวรัส ชื่อยอ Accession number ซีโรกรุป 
Gloxinia tospovirus Gloxinia AF059577 IV 
Groundnut bud necrosis virus GBNV-Peanut 

GBNV-Mungbean 
NC_003619 
AY871098 

IV 
IV 

Calla lily chlorotic spot virus CCSV AY867502 IV 
Iris yellow spot virus IYSV AF001387 V 
Peanut yellow spot virus PYSV AF013994 VI 
Melon yellow spot virus MYSV NC_008300 unassigned 
Peanut chlorotic fan-spot virus PCFV AF080526 unassigned 
Tomato yellow ring virus TYRV-S 

TYRV-T 
DQ462163 
AY686718 

unassigned 
unassigned 

Physalis severe mottle virus PSMoV AF067151 unassigned 
 

หมายเหตุ: unassigned คือ เชื้อทอสโพไวรัสที่ยังไมไดจดัซีโรกรุป 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  พืชท่ีตดิเชือ้ CaCV และการเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส 
 

จากการสํารวจแปลงเพาะปลกูถ่ัวลิสง อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา พบวาถ่ัวลิสงมีอาการใบ
ดาง   ดางวงแหวน ใบออนโคงงอ บิดเบี้ยว  จุดไหมบนใบและลําตน ทกุตัวอยางใหผลบวกกับ
แอนติบอดี PAb-A1 (ตารางที่ 3) หลังจากนําตัวอยางทีใ่หผลบวกมาปลูกเชื้อดวยวธีิกลบนใบถั่วพุม 
(Vigna sinensis)  แลวประมาณ 3 วัน  ปรากฏอาการจุดดางสีเหลือง  และประมาณ  5 วัน  พบ
ลักษณะดางวงแหวนอยางชดัเจน (ภาพที่ 3) และใหผลบวกกับแอนติบอดี PAb-A1 (ตารางที่ 4)  
จากนั้นแยกจดุมาปลูกเชื้อหรือเพิ่มปริมาณไวรัสในตนออนถ่ัวลิสง  (Arachis  hypogaea)  สายพันธุ
ไทนาน 9 ซ่ึงเปนพืชอาศัยแบบเชื้อไวรัสกระจายทัว่ทั้งตน ประมาณ  5-7 วัน   ปรากฏอาการใบจุด
ดางสีเหลือง ใบดางวงแหวน  และใบออนโคงงอ ใหช่ือไอโซเลตเปน PPT  (ภาพที่ 3) 

 
เชื้อ CaCV-PKK 2UD เพิ่มปริมาณในตนออนถ่ัวลิสงสายพนัธุไทนาน 9 ประมาณ 5-7 วัน 

ปรากฏอาการใบจุดดางสีเหลือง ใบดางวงแหวน และใบออนโคงงอ สวนตนที่มีอาการรุนแรงจะ
ยอดไหม และแหงตายในเวลาประมาณ 20 วัน 

 
ใบถั่วพุมที่ปลูกเชื้อทอสโพไวรัสไอโซเลต PPT แสดงอาการจุดดางสีเหลือง และดางวง

แหวนเหมือนกันกับการปลูกดวยเชื้อ CaCV-PKK  เชนกนักับตนถ่ัวลิสงที่ปลูกเชื้อทอสโพไวรัส 
ไอโซเลต PPT และเชื้อ CaCV-PKK 2UD ซ่ึงแสดงอาการสวนยอดโคงลงมาคลายตะขอ หรืออาการ
ใบดางจุดวงแหวน ยอดไหม (ปยาภรณ และคณะ, 2548; พิสสวรรณ และคณะ, 2548) 

 
2.  การโคลนยนี และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน 
 

2.1  ยีน NSs 
 
        สายไพรเมอร CaCV-NSsF และ CaCV-NSsR สามารถเพิ่มปริมาณยีน NSs ของเชื้อ 
CaCV ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1,320 คูเบส จากทั้งอารเอ็นเอรวมของเนื้อเยื่อใบถั่วลิสงไอโซเลต PKK 
2UD และ PPT ได (ภาพที่ 4) เมื่อทราบลําดับนิวคลีโอไทดจึงออกแบบสายไพรเมอร CaCV-303F 
(5′-AACACAGGCTGCTGCAAGTTCTCAATGC-3′) เพื่อใชตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดชวง
กลางของยีน NSs วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวายนี NSs ของทั้งเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV- 
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ภาพที ่3  อาการโรคบนใบถั่วลิสง (Arachis hypogaea) สายพันธุไทนาน 9 และใบถัว่พุม (Vigna  

  sinensis)  
  ก. อาการยอดไหมของถ่ัวลิสง ในแปลงปลูก อ. เมือง จ. อุดรธานี (PKK 2UD) 
  ข. อาการยอดไหมของถ่ัวลิสง ในแปลงปลูก อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา (PPT)  
  ค. อาการดางวงแหวนสีเหลือง ยอดใบหงกิ ของถ่ัวลิสง   หลังการปลูกเชื้อที่พบในถัว่ลิสง  
      PPT นาน 7 วัน 
  ง. อาการดางวงแหวนสีเหลืองบนใบถั่วพุม หลังการปลูกเชื้อที่พบในถั่วลิสง PPT  นาน  7  
     วัน 

 
 
 

ข ก 

ค ง 
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ตารางที่ 3  ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ในตวัอยางถั่วลิสง ที่เก็บจากแปลง 
 เพาะปลูกของเกษตรกร อ. ปกธงชัย  จ. นครราชสีมา (PPT) และไอโซเลต PKK 2UD  
 ดวยเทคนิค  DAC-ELISA โดยใชแอนตบิอดี PAb-A1 ที่ความเจือจาง 1:1,000 

 
ตัวอยางพืช อาการ คา A405 

ถ่ัวลิสง PPT-1 จุดสีเหลือง ใบไหม 0.267 
ถ่ัวลิสง PPT-2 ดางเหลือง ใบไหม 0.205 
ถ่ัวลิสง PPT-3 ดางวงแหวนสเีหลือง ยอดใบหงิก 0.272 
ถ่ัวลิสง PPT-4 ดางวงแหวนสเีหลือง ยอดใบหงิก 0.338 
ถ่ัวลิสง PKK 2UD จุดสีเหลือง ยอดใบหงกิ ใบไหม 0.467 
ถ่ัวลิสงปกติ - 0.084 
Coating buffer - 0.083 
 

หมายเหตุ: - อานคา A405 ที่เวลา 60 นาที หลังจากเติม substrate  
 - คา A405 ของตัวอยางที่มากกวาพืชปกติ 2 เทา ใหผลเปนบวก 
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ตารางที่ 4  ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ในตวัอยางถั่วพุมที่ไดรับการปลูกเชื้อ  
                  ทอสโพไวรัส ตรวจสอบดวยเทคนิค DAC-ELISA โดยใชแอนติบอดี PAb-A1 ที่ความ  
        เจือจาง 1:1,000 
 

พืชทดสอบ อาการ วันท่ีแสดงอาการ คา A405 
ถ่ัวพุม PPT-1 ดางวงแหวนสเีหลือง 3-5 วัน 0.337 
ถ่ัวพุม PPT-2 ดางวงแหวนสเีหลือง 3-5 วัน 0.251 
ถ่ัวพุม PPT-3 ดางวงแหวนสเีหลือง 3-5 วัน 0.267 
ถ่ัวพุมปกต ิ - - 0.060 
Coating buffer - - 0.086 
 

หมายเหตุ: - อานคา A405 ที่เวลา 60 นาที หลังจากเติม substrate  
 - คา A405 ของพืชทดสอบที่มากกวาพืชปกติ 2 เทา ใหผลเปนบวก 
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PKK 2UD มีความยาว 1,320 นิวคลีโอไทด สังเคราะหโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 439  
เรซิดิวส มีน้ําหนักโมเลกุล 49.6 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 5)    
 
        เชื้อ  CaCV-PPT  และ  CaCV-PKK 2UD  มีระดับความคลายคลึงกันของลําดับกรด 
อะมิโนของโปรตีน NSs กับเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV อยูระหวาง 76% (เชื้อ WSMoV-
Germany) ถึง 90% identities (เชื้อ Gloxinia tospovirus) โดยเชื้อ Gloxinia tospovirus มีระดับความ
คลายคลึงกันสูงสุด ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV-PPT มีคาความคลายคลึงกัน
ที่ระดับ 85% และ 88% identities สวนเชื้อ CaCV-PKK 2UD มีคาความคลายคลึงกันที่ระดับ 86% 
และ 89% identities กับเชื้อ CaCV-AIT และ CaCV-CP ตามลําดับ (ตารางที่ 5)   สวนเชื้อทอสโพ
ไวรัสซีโรกรุปอื่น ๆ และเชื้อที่ยังไมไดจัดซโีรกรุปอยูในชวง 10% (เชื้อ PYSV) ถึง 51% identities 
(เชื้อ TYRV-T)  
 
        ผลการวิเคราะหสายสัมพันธจาก  phylogenetic tree  ของเชื้อทอสโพไวรัสไอโซเลต
ตาง ๆ จากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs พบวาสามารถแบงเปน 4 กลุมใหญ โดยกลุมแรกเปน
กลุมเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV  และเชื้อ CCSV, PSMoV และ MYSV  กลุมที่สองเปนกลุมเชื้อ 
ซีโรกรุป  V และเชื้อ TYRV กลุมที่สามเปนเชื้อซีโรกรุป I, II  และ III  และกลุมที่ส่ีเปนเชื้อ 
ซีโรกรุป  VI (ภาพที่ 8) ซ่ึงเชื้อ  CaCV-PPT  และ CaCV-PKK 2UD จัดอยูในกลุมของเชื้อ 
ทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ที่ประกอบดวย 2 กลุมยอย โดยท้ังสองไอโซเลตจับกลุมสัมพันธใกลชิด
กับเชื้อ Gloxinia tospovirus, CaCV-CP และ CaCV-AIT ในกลุมยอยแรก แยกจากกลุมยอยที่สอง ที่
มีอีก 2 กิ่งยอย คือ กิ่งยอยของเชื้อ GBNV กับกิ่งยอยของเชื้อ WSMoV นอกจากนี้พบวาทั้งสองกลุม
ยอยนีจ้ับกลุมแยกจากเชื้อ CCSV, PSMoV และ MYSV 
 

       ในการวิจยัคร้ังนี้จัดเชื้อ CCSV เปน outgroup ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV เนื่อง 
จากมีคาความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน  NSs  กับเชื้อในซีโรกรุป IV เพียง 62-
66% identities เทานั้น แตสามารถตรวจวินจิฉัยเชื้อ CCSV ไดดวยแอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ
ในซีโรกรุป IV (Lin et al., 2005) เชนเดยีวกับรายงานของ Warin et al. (2005) ที่พบวาเชื้อ MYSV  
มีความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน  N  ของเชื้อในซีโรกรุป IV เพียง 47-50% 
identities แตสามารถตรวจวนิิจฉัยเชื้อ CaCV และ WSMoV ไดดวยแอนติบอดีตอเชื้อ MYSV  
 
         ยีน NSs ของเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV-PKK 2UD มีลําดับนิวคลีโอไทดเทากนักับ
ยีน NSs ของเชื้อ CaCV-AIT จากมะเขือเทศ (Knierim et al., 2006) และเชื้อ CaCV-CP จากถั่วลิสง
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ในประเทศจีน (Chen et al., 2006a) คาความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs 
ของเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV-PKK 2UD กับเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ชนิดตาง ๆ ไดแก เชื้อ 
WSMoV, GBNV และเชื้อ Gloxinia tospovirus อยูที่ระดับ 76-90% identities ผลการวิเคราะห
สอดคลองกับรายงานของ Knierim et al. (2006) และ Chen et al. (2006a) ที่มีคาความคลายคลึงกัน
ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs กับเชื้อ WSMoV, GBNV และ Gloxinia tospovirus ที่ระดบั 
81-86% identities และ 80-82% identities กับเชื้อ CaCV-AIT และ CaCV-CP ตามลําดับ  
 

นอกจากนี้ผลการวิเคราะหสายสัมพันธจาก  phylogenetic tree ของลําดับกรดอะมิโนของ
โปรตีน NSs สามารถจัดเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV-PKK 2UD ไวในซีโรกรุป IV (ภาพที่ 8) โดย
จับกลุมกับเชื้อ Gloxinia tospovirus, CaCV-CP และ CaCV-AIT สอดคลองกับการวิเคราะหดวย
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N  
 
 2.2  ยีน N 
 
              สายไพรเมอร CaCV-CP-NR2 และ 3′V Tospo gIV สามารถเพิ่มปริมาณยีน N ที่มี
ขนาด 828 คูเบส ของเชื้อ CaCV จากอารเอ็นเอรวมของเนื้อเยื่อใบถัว่ลิสงไอโซเลต PPT ได (ภาพที ่
6) เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวายีน N ของเชื้อ CaCV-PPT มีความยาว 828 นิวคลีโอไทด 
แปลรหัสไดกรดอะมิโน 275 เรซิดิวส น้ําหนักโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 7)  
 

        เชื้อ CaCV-PPT มีระดบัความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N จาก
การจัดทํา multiple alignment กับเชื้อทอสโพไวรัสในซีโรกรุป IV อยูระหวาง 81% (เชื้อ GBNV) 
ถึง 96% identities (เชื้อ Gloxinia tospovirus) โดยมีคาความคลายคลึงกันกับเชื้อ CaCV-PKK 2UD, 
CaCV-AIT และ CaCV-CP ที่ระดับ 98, 92 และ 90% identities (ตารางที่ 6) 

 
        ผลการวิเคราะหสายสัมพันธของเชื้อ CaCV-PPT กบัเชื้อทอสโพไวรัสชนิดตาง ๆ ใน

ซีโรกรุป IV และซีโรกรุปอื่น ๆ จาก phylogenetic tree ที่สรางขึ้นจากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
N จัดเชื้อ CaCV-PPT อยูในกลุมเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ซ่ึงเชื้อ CaCV เกาะกลุมใกลชิดกนั
แยกจากเชื้อ WSMoV และ GBNV โดยทัง้สามเชื้อแยกจากเชื้อ CCSV, MYSV และ PSMoV  
(ภาพที่ 8) สอดคลองกับรายงานของ Chen et al. (2006a) และ Knierim et al. (2006) เชนเดียวกับ
การวิเคราะหดวยลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs (ภาพที่ 8) 
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ภาพที่ 4  เจลแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 1,320 คูเบส ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยนี  NSs  ของเชื้อ    

  Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV-PPT ดวยเทคนคิ two- 
  step RT-PCR ใชไพรเมอร CaCV-NSsF  และ CaCV-NSsR และใชอารเอ็นเอรวมจาก 
  ใบถั่วลิสงเปนตนแบบ แยกขนาดดเีอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 
  ชอง M       =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
  ชอง 1      =       อารเอ็นเอของไอโซเลต PKK 2UD     
  ชอง 2         =       อารเอ็นเอของไอโซเลต PPT 
  ชอง 3      =       อารเอ็นเอของถั่วลิสงปกต ิ

 

3,000 bp 

1,000 bp 

500 bp 

1,320 bp 

M          1          2          3 



 
 
            M  S  T  A  K  S  A  A  S  E  F  V  K  S  Y  G  T  R  D  N  R  A  I  N  D  C  Y  S  V  F  N  G  E  G  V  N  F  L  N  L   
PKK 2UD  ATGTCTACTGCAAAGAGTGCTGCTTCAGAATTTGTGAAGAGCTATGGAACAAGGGATAATAGAGCTATCAATGATTGCTATTCTGTATTCAATGGAGAAGGTGTCAATTTCCTCAATCTG  120 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || | ||||||| 
PPT      ATGTCTACTGCAAAGAGTGCTGCTTCAGAATTTGTGAAGAGCTATGGAACAAGGGATAATAGAGCTATCAATGATTGCTATTCTGTATTCAATGGAGAAGGTGTCAACTTTCCCAATCTG  120 
            M  S  T  A  K  S  A  A  S  E  F  V  K  S  Y  G  T  R  D  N  R  A  I  N  D  C  Y  S  V  F  N  G  E  G  V  N  F  P  N  L   
 
            F  M  H  N  N  A  G  I  K  S  A  F  S  I  N  D  L  G  R  N  E  D  I  K  I  H  E  A  E  V  V  D  T  C  H  D  Y  N  Y  F  
PKK 2UD   TTCATGCATAACAATGCAGGTATTAAATCTGCATTCAGCATCAATGATTTGGGAAGGAATGAAGATATCAAAATCCATGAAGCTGAGGTTGTTGATACATGCCATGATTATAATTACTTT  240 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       TTCATGCATAACAATGCAGGTATTAAATCTGCATTCAGCATCAATGATTTGGGAAGGAATGAAGATATCAAAATCCATGAAGCTGAGGTTATTGATACATGCCATGATTATAATTACTTT  240 
            F  M  H  N  N  A  G  I  K  S  A  F  S  I  N  D  L  G  R  N  E  D  I  K  I  H  E  A  E  V  I  D  T  C  H  D  Y  N  Y  F   
 
            E  K  F  G  L  D  I  T  F  C  E  H  V  M  S  L  V  V  R  K  P  G  I  K  N  T  G  C  K  F  S  M  H  N  Q  I  F  N  P  N   
PKK 2UD   GAGAAATTTGGTTTAGACATAACATTCTGTGAACATGTGATGAGTTTGGTCGTAAGGAAACCTGGCATAAAGAACACAGGCTGCAAGTTCTCAATGCATAATCAGATCTTCAATCCAAAT  360 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       GAGAAATTTGGTTTAGACATAACATTCTGTGAACATGAGATGAGTTTGGTCGTAAGGAAACCTGGCATAAAGAACACAGGCTGCAAGTTCTCAATGCATAATCAGATCTTCAATCCAAAT  360 
            E  K  F  G  L  D  I  T  F  C  E  H  E  M  S  L  V  V  R  K  P  G  I  K  N  T  G  C  K  F  S  M  H  N  Q  I  F  N  P  N   
 
            A  N  T  L  S  I  A  P  G  T  T  L  E  E  G  F  Y  E  K  S  K  I  K  P  I  E  L  L  P  S  D  W  C  L  D  E  C  W  K  N   
PKK 2UD   GCCAATACCTTGTCTATTGCTCCGGGAACGACCCTAGAGGAAGGTTTCTATGAAAAAAGTAAGATAAAACCCATCGAGCTCCTTCCCTCAGACTGGTGCTTGGATGAATGCTGGAAGAAC  480 
          ||| ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||  |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       GCCGATACCTTGTCTATTGCTCCGGGAACAACCCTAGAGGAAGGTTTTCATGAGAAAAGTAAGATAAAACCCATCGAGCTCCTTCCCTCAGACTGGTGCTTGGATGAATGCTGGAAGAAC  480 
            A  D  T  L  S  I  A  P  G  T  T  L  E  E  G  F  H  E  K  S  K  I  K  P  I  E  L  L  P  S  D  W  C  L  D  E  C  W  K  N  
 
            N  F  Y  I  A  T  N  G  D  F  A  L  D  Y  G  F  S  V  M  G  K  T  T  S  Y  W  R  E  N  I  S  R  E  K  I  L  S  F  K  H   
PKK 2UD   AATTTTTACATAGCTACTAATGGAGACTTTGCTTTGGATTATGGATTCTCTGTAATGGGTAAAACAACTTCTTACTGGAGAGAGAACATCTCTAGGGAAAAGATCTTATCTTTCAAACAT  600 
          ||||||||||||||||||||||||| |||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| |||||||||| ||||||||||||||| 
PPT       AATTTTTACATAGCTACTAATGGAGGCTTTGCATTGGATTATGGATTCTCTGTGATGGGTAAAACAACTTCGTACTGGAGAGAGAACATCTCTGGGGAAAAGATTTTATCTTTCAAACAT  600 
            N  F  Y  I  A  T  N  G  G  F  A  L  D  Y  G  F  S  V  M  G  K  T  T  S  Y  W  R  E  N  I  S  G  E  K  I  L  S  F  K  H  
 
 
            K  S  L  P  D  N  T  V  P  T  N  R  L  L  S  P  S  T  V  K  G  I  Q  L  G  S  E  L  A  P  E  T  T  I  I  C  H  A  N  K 
PKK 2UD   AAAAGTCTCCCTGATAATACTGTTCCAACCAATAGGTTGTTATCCCCATCTACTGTTAAAGGCATTCAGTTGGGTTCTGAGCTAGCTCCTGAAACTACAATTATTTGTCATGCAAACAAA  720 
          ||||||||||||||||| |||| |||||||||||||||||||||| |||||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       AAAAGTCTCCCTGATAAAACTGGTCCAACCAATAGGTTGTTATCCACATCTACTGTAAGAGGCATTCAGTTGGGTTCTGAGCTAGCTCCTGAAACTACAATTATTTGTCATGCAAACAAA  720 
            K  S  L  P  D  K  T  G  P  T  N  R  L  L  S  T  S  T  V  R  G  I  Q  L  G  S  E  L  A  P  E  T  T  I  I  C  H  A  N  K   
 
 

ภาพที่ 5  ลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีน NSs ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV-PPT ที่วิเคราะห 
               ดวยโปรแกรม DNA star อักษรสีแดง คือ นวิคลีโอไทดที่ตางกนั และสีน้ําเงนิ คือ กรดอะมิโนที่ตางกัน 40 
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            N  L  S  I  D  L  K  S  Q  Y  R  I  S  F  H  G  I  Q  E  E  G  A  F  A  R  T  F  C  I  P  F  E  N  K  S  R  M  I  C  F 
PKK 2UD   AATCTTAGTATTGATCTAAAATCTCAGTATCGCATTTCATTCCATGGAATTCAAGAGGAAGGTGCTTTTGCTAGAACTTTCTGCATTCCCTTTGAAAACAAATCTAGAATGATTTGCTTT  840 
          |||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       AATCTTGGTATTGATCTAAAATCTCAGTATCGCATTTCATTTCATGGTATTCAAGAGGAAGGTGCTTTTGCTAGAACTTTCTGCATTCCCTTTGAAAACAAATCTAGAATGATTTGCTTT  840 
            N  L  G  I  D  L  K  S  Q  Y  R  I  S  F  H  G  I  Q  E  E  G  A  F  A  R  T  F  C  I  P  F  E  N  K  S  R  M  I  C  F 
 
            Y  A  K  T  V  A  D  N  S  N  E  R  T  T  L  I  I  K  I  V  T  K  T  V  D  S  H  S  M  R  P  N  K  N  L  F  N  C  N  K  
PKK 2UD   TATGCAAAGACAGTTGCTGACAATAGCAATGAAAGAACAACTTTAATTATAAAAATAGTCACAAAGACTGTTGACTCTCATTCAATGAGACCTAACAAAAATCTTTTCAACTGCAATAAA  960 
          ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| | |||||||||||||| 
PPT       TATGCAAAGACAGTTGCTGACAACAGCAATGAAAGAACAACTTTAATTATAAAAATAGTCACAAAGACTGTTGACTCTCATTCAATGAGACCTAACAGAAATCATATCAACTGCAATAAA  960 
            Y  A  K  T  V  A  D  N  S  N  E  R  T  T  L  I  I  K  I  V  T  K  T  V  D  S  H  S  M  R  P  N  R  N  H  I  N  C  N  K   
 
            L  L  G  A  K  I  G  L  I  D  F  C  D  S  D  P  N  Y  N  Q  M  I  V  K  E  L  L  S  V  H  T  Q  F  A  L  N  L  S  G  T   
PKK 2UD   CTGTTGGGAGCAAAAATTGGTTTGATTGATTTTTGTGATTCTGATCCAAATTATAATCAGATGATTGTTAAAGAGCTGTTAAGTGTTCATACCCAATTTGCACTCAACCTATCTGGGACA  1080 
          ||||| ||||||| |||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||| ||||| 
PPT       CTGTTAGGAGCAAGAATTGGTTTAGTTGATTTTTGTGATTCTGATCCAAATTATAATCAGATGATTGTAAAGGAGCTGTTAAGTGTTCATACTCAATTTGCACTCAATCTATCTAGGACA  1080 
            L  L  G  A  R  I  G  L  V  D  F  C  D  S  D  P  N  Y  N  Q  M  I  V  K  E  L  L  S  V  H  T  Q  F  A  L  N  L  S  R  T  
 
            L  E  K  P  I  I  V  F  K  M  Y  D  K  E  L  I  N  G  H  V  E  V  S  G  R  I  L  N  Y  Q  V  D  A  D  G  N  V  Y  F  L  
PKK 2UD   TTGGAAAAACCAATCATTGTATTCAAGATGTATGATAAGGAATTGATAAATGGGCATGTAGAAGTTTCAGGAAGGATTCTGAATTACCAGGTAGATGCTGACGGAAATGTTTATTTTCTC  1200 
          ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       TTGGAAAAACCTATCATTGTATTCAAGATGTATGATAAGGAATTGATAAATGGGCATGTAGAAGTTTCAGGGAGGATTCTGAATTACCAGGTAGATGCTGACGGAAATGTTTATTTTCTC  1200 
            L  E  K  P  I  I  V  F  K  M  Y  D  K  E  L  I  N  G  H  V  E  V  S  G  R  I  L  N  Y  Q  V  D  A  D  G  N  V  Y  F  L   
        
            S  K  T  L  E  V  L  P  R  S  L  S  T  L  S  Y  L  N  S  V  A  P  T  L  W  K  E  S  L  E  H  Q  H  F  I  V  E  L  K  Stop 
PKK 2UD   TCAAAAACCCTGGAGGTCCTCCCAAGATCCCTATCAACCTTAAGTTACTTAAATAGTGTTGCACCAACACTATGGAAAGAATCCTTAGAGCATCAACACTTTATTGTGGAGCTTAAATAA  1320 
          || |||||||| ||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PPT       TCGAAAACCCTTGAGGTACTCCCAAGATCCCTATCAACTTTAAGTTACTTAAATAGTGTTGCACCAACACTATGGAAAGAATCCTTAGAGCATCAACACTTTATTGTGGAGCTTAAATAA  1320 
            S  K  T  L  E  V  L  P  R  S  L  S  T  L  S  Y  L  N  S  V  A  P  T  L  W  K  E  S  L  E  H  Q  H  F  I  V  E  L  K  Stop 

 
ภาพที่ 5  (ตอ) 
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ตารางที่ 5  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs ของเชื้อ  Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PKK 2UD และ CaCV- 
                  PPT กับเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ  
 

Serogroup I II III IV V VI Unassigned 
Species/ 
isolate 

TSWV-
BR-01 

TSWV-
B 

INSV-
NL-07 

GBNV-
Muangb 

GBNV-
Peanut 

Gloxinia WSMoV-
Germany 

WSMoV-
DD6 

CaCV-
AIT 

CaCV-
CP 

CaCV-
PKK2UD 

CaCV-
PPT 

CCSV IYSV PYSV PSMoV MYSV PCFV TYRV-S TYRV-
T 

TSWV-BR-01  77 51 14 13 13 11 12 14 14 14 13 14 13 8 13 13 9 16 16 
TSWV-B   53 18 17 17 15 16 17 17 15 15 19 21 12 13 16 11 22 22 
INSV-NL-07    15 17 17 15 16 17 15 15 15 14 18 12 17 18 12 18 21 
GBNV-Mungbean     98 81 82 83 81 82 80 79 65 48 12 49 50 12 50 48 
GBNV-Peanut      80 82 83 80 81 79 79 66 49 11 49 50 14 50 49 
Gloxinia       76 77 86 89 90 90 61 50 10 47 47 12 51 51 
WSMoV-Germany        95 78 77 78 76 62 47 8 49 49 11 49 48 
WSMoV-DD6         80 79 79 77 64 48 12 49 50 12 50 49 
CaCV-AIT          88 86 85 64 52 9 48 48 13 52 52 
CaCV-CP           89 88 64 50 9 48 48 16 51 51 
CaCV-PKK 2UD            94 62 51 12 47 48 15 51 51 
CaCV-PPT             62 50 10 47 47 14 50 51 
CCSV              51 10 46 46 13 50 50 
IYSV               13 39 39 13 87 90 
PYSV                 9 8 54 13 13 
PSMoV                 97 13 39 38 
MYSV                  11 40 39 
PCFV                   16 13 
TYRV-S                    93 
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         ในการศึกษาครั้งนี้จัดเชือ้ CCSV เปน outgroup ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV 
เนื่องจากมีคาความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N กับเชื้อในซีโรกรุป IV เพียง 
62-66% identities เทานั้น แตสามารถตรวจวินจิฉัยเชื้อ CCSV ไดดวยแอนติบอดีตอโปรตีน N ของ
เชื้อในซีโรกรุป IV (Lin et al., 2005) เชนเดียวกันกับรายงานของ Warin et al. (2005) ที่พบวาเชื้อ 
MYSV มีความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อในซีโรกรุป IV เพียง 57-
59% identities แตสามารถตรวจวนิิจฉัยเชือ้ CaCV และ WSMoV ไดดวยแอนติบอดตีอเชื้อ MYSV 
 

       การจัดทํา multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ CaCV-
PPT กับเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ไอโซเลตอื่น ๆ ที่พบในประเทศไทย พบวามีคาความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N อยูระหวาง 81-97% identities และมีคาความ
คลายคลึงกันในระดับสูงกับเชื้อ CaCV ไอโซเลตที่พบในประเทศไทย (89-97% identities) (ตารางที่ 
7) พบวาเชื้อ CaCV-PTT มีคาความคลายคลึงสงูสุดกับเชื้อ CaCV อีก 3 ไอโซเลต จากถั่วลิสง จ. 
อุดรธานี (PKK 2UD) และ จ. ขอนแกน (Pkk) และไอโซเลตจากมะเขอืเทศ จ. กาฬสินธุ (ToK) ที่
ระดับ 97% identity รองลงมา ไดแก เชื้อ Gloxinia tospovirus   และ CaCV  ไอโซเลตจากพริก 
ประเทศออสเตรเลีย ที่ระดับ 96% identitiy  นอกจากนี้ยังมีความคลายคลึงกับไอโซเลตจากมะเขือ
เทศ (KS16, TD8 และ AIT) ที่ระดับ 89-92% identities และถ่ัวลิสงจากประเทศจีน ทีร่ะดับ 90% 
identity แสดงใหเห็นวาเชื้อ CaCV มีความหลากหลาย 
 

       phylogenetic tree ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ไอโซเลตตาง ๆ ที่พบในประเทศ
ไทย ที่มีรายงานในปจจุบัน แสดงใหเห็นวาเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV จัดแบงออกเปน 2 กลุม 
คือ กลุมเชื้อ WSMoV ที่พบจากแคนตาลูป มะเขือเทศ พริกหวาน แตงโม และโทงเทง โดยมีเชื้อ 
GBNV จากถั่วลิสงประเทศอินเดีย เปน outgroup และกลุมเชื้อ CaCV (ภาพที่ 9)  ที่มีเชื้อ CaCV     
ไอโซเลต CP จากถั่วลิสง ประเทศจีน แยกตัวออกจากกลุมของเชื้อ CaCV ซ่ึงแบงไดเปน 2 กลุมยอย 
ในกลุมยอยแรก มีเชื้อ 3 ไอโซเลต ทั้งหมดพบในมะเขือเทศในประเทศไทย และกลุมยอยที่สอง ซ่ึง
ประกอบดวยไอโซเลต PPT จับกลุมใกลชิดกับไอโซเลต PKK 2UD, Pkk และ ToK ที่พบในถั่วลิสง 
มะเขือเทศ ในประเทศไทย รวมทั้งเชื้อ Gloxinia tospovirus จากประเทศสหรัฐอเมริกา และเชื้อ 
CaCV จากพรกิ ของประเทศออสเตรเลีย กลุมเชื้อ CaCV นี้ แยกออกจากกลุมเชื้อ WSMoV  
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ภาพที่ 6  เจลแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 828 คูเบส ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยนี N ของเชื้อ Capsicum  

  chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT  ดวยเทคนิค two-step  RT-PCR ใชไพรเมอร   
  CaCV-CP-NR2 และ 3′V Tospo gIV และใชอารเอ็นเอรวมจากใบถั่วลิสงเปนตนแบบ  
  แยกขนาดดเีอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 
  ชอง M          =       ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder, Fermentas) 
  ชอง 1     =        อารเอ็นเอของถั่วลิสงเปนโรค 
  ชอง 2     =        อารเอ็นเอของถั่วลิสงปกต ิ
 
 
 

 
 
 
 
 
 

M          1           2     

1,000 bp   

500 bp    

100 bp    

828 bp    
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          M  S  T  V  R  Q  L  T  E  K  K  I  R  E  L  L  A  G  G  T  
        ATGTCTACCGTGAGGCAGCTTACCGAGAAGAAAATTAGAGAACTTTTGGCTGGTGGAACT 60 
 
          A  D  V  E  I  E  T  E  D  S  T  P  G  F  S  F  K  T  F  Y   
        GCAGATGTTGAAATTGAGACTGAGGATTCAACTCCTGGATTCAGTTTCAAGACATTCTAT 120 

 
          D  N  N  K  S  V  E  M  T  F  T  N  C  L  N  I  L  K  C  R   
        GATAATAACAAGAGCGTTGAAATGACTTTCACAAACTGTCTTAATATTTTGAAGTGTAGA 180 

 
          K  Q  I  F  A  A  C  K  S  G  K  Y  K  F  C  E  K  T  I  V 
        AAGCAGATTTTTGCTGCTTGCAAAAGTGGAAAGTATAAGTTCTGTGAAAAAACAATTGTT 240 

 
          S  T  D  A  N  V  G  P  E  D  W  T  F  K  R  T  E  A  L  I   
        TCTACTGACGCTAATGTTGGTCCAGAGGATTGGACTTTTAAGAGAACAGAAGCTTTAATA 300 

 
          R  V  K  M  I  N  M  V  E  K  S  K  N  E  S  A  K  Q  E  M  
        AGAGTTAAGATGATCAACATGGTAGAAAAGAGTAAGAATGAAAGTGCTAAGCAAGAGATG 360 

 
          Y  A  K  V  M  E  L  P  L  V  A  A  Y  G  L  N  I  P  A  L   
        TATGCAAAGGTGATGGAATTACCTTTAGTGGCAGCATATGGATTGAACATACCTGCTTTG 420 

 
          F  D  S  C  A  L  R  M  M  L  C  I  G  G  P  L  P  L  L  S 
        TTTGATTCATGTGCTCTCAGGATGATGTTATGTATTGGTGGTCCTCTACCACTATTATCC 480 

 
          S  I  K  G  L  A  P  I  F  F  P  L  A  F  S  Q  S  V  K  K   
        AGTATTAAAGGCCTTGCCCCAATTTTTTTCCCATTAGCTTTTTCCCAAAGTGTTAAAAAA 540 

 
          E  K  L  G  I  K  N  F  S  T  Y  E  Q  V  C  K  V  A  K  V   
        GAAAAATTGGGCATCAAAAACTTCTCTACCTATGAACAGGTTTGCAAAGTGGCTAAAGTT 600 

 
          L  S  A  S  Q  I  E  F  K  E  D  L  N  T  L  F  K  Q  A  V   
        CTTTCTGCTTCTCAAATAGAATTTAAAGAAGATCTGAACACATTGTTCAAACAGGCTGTT 660 

 
          K  L  L  S  E  S  N  P  G  T  A  S  S  I  S  L  K  K  Y  D 
        AAGTTGCTTAGTGAAAGCAACCCTGGTACTGCTAGTTCTATCTCACTTAAGAAGTATGAT 720 

 
          E  Q  V  K  Y  M  D  K  A  F  S  A  N  L  S  V  D  D  Y  G  
        GAGCAAGTCAAGTATATGGACAAAGCGTTTAGTGCCAATTTGTCTGTGGATGATTATGGT 780 

 
          V  H  S  K  K  S  S  K  A  S  T  S  I  E  V  Stop 
        GTTCATTCAAAGAAGAGCTCAAAGGCTAGTACTTCTATAGAGGTGTAA   828 

 

 
ภาพที่ 7  ลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของยีน N ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus  
               ไอโซเลต CaCV-PPT  
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ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ Capsicum  
    chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT  กบัเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ  

 
Species/ 
isolate 

GBNV-
Peanut 

Gloxinia WSMoV-
Germany 

WSMoV-
DD6 

CaCV-
AIT 

CaCV-
CP 

CaCV-
PKK 
2UD 

CaCV-
PPT 

CCSV 

GBNV-Muanbean 98 81 84 84 83 82 82 81 64 
GBNV-Peanut  81 84 84 83 82 82 81 64 
Gloxinia   84 84 92 92 97 96 63 
WSMoV-Germany    100 85 86 85 83 63 
WSMoV-DD6     85 86 85 83 63 
CaCV-AIT      92 93 92 63 
CaCV-CP       92 90 65 
CaCV-PKK 2UD        97 63 
CaCV-PPT         62 
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        ยีน N ของเชื้อ CaCV-PPT จากการวจิยัคร้ังนี้มีลําดับนิวคลีโอไทดเทากับยีน N ของ
เชื้อ CaCV-PKK 2UD จากถั่วลิสง จ. อุดรธานี และเชื้อ CaCV ไอโซเลตอื่น ๆ ที่พบในประเทศไทย 
(วิมล และคณะ, 2547; พิสสวรรณ และคณะ, 2548; Knierim et al., 2006) รวมทั้ง CaCV จากพริก 
ในประเทศออสเตรเลีย และเชื้อ  CaCV-CP จากถั่วลิสงในประเทศจนี (Chen et al., 2006a) คาความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ CaCV-PPT กบัเชื้อ  CaCV ไอโซเลต 
ตาง ๆ อยูที่ระดับ 90-97% identities ซ่ึงสอดคลองกับรายงานที่มีมากอนหนานี้ (วิมล และคณะ, 
2547; พิสสวรรณ และคณะ, 2548; Chen et al., 2006a; Knierim et al., 2006)  นอกจากนี้คาความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N  ของเชื้อ CaCV-PPT  กับเชื้อทอสโพไวรัส 
ซีโรกรุป IV ไดแก เชื้อ GBNV, WSMoV และเชื้อ Gloxinia tospovirus ที่ระดับ 81-96% identities 
สอดคลองกับรายงานของ Knierim et al. (2006) และ Chen et al. (2006a) ที่มีคาความคลายคลึงกัน
ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs กับเชื้อ WSMoV, GBNV และ Gloxinia tospovirus ที่ระดบั 
85-92% identities และ 82-92% identities กับเชื้อ CaCV-AIT และ CaCV-CP ตามลําดับ 

 
       มีรายงานที่เสนอขอสังเกตวา การจับกลุมสายสัมพันธของทอสโพไวรัสดวยขอมลูยีน 

และโปรตีน N คลอยตามแหลงที่มาของไวรัส ทําใหแบงเชื้อทอสโพไวรัสไดเปน 2 กลุมใหญใน
ภูมิภาค Eurasian และ Asian (Silva et al., 2001) ซ่ึงการวจิัยคร้ังนี้ช้ีใหเห็นแนวโนมการจับกลุมยอย
ของเชื้อ CaCV ตามแหลงทีพ่บเชื้อ มากกวาจะแบงตามพืชอาศัย อยางไรก็ตาม สําหรับเชื้อ Gloxinia 
tospovirus นั้น ตรวจพบในกล็อกซิเนียที่ประเทศสหรัฐอเมริกา แตเชื้อนีม้ีความใกลชิดกับเชื้อ 
WSMoV ของประเทศไตหวนั (Hsu et al.,1996) 
 
3.  การสังเคราะหโปรตีน NSs และการแยกใหบริสุทธ์ิ 
 

เล้ียงเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pQE-80L สายผสมของยีน NSs ในอาหาร
เหลวนาน 10 ช่ัวโมง สกัดโปรตีนลูกผสม 6xHis-NSs จากเซลลแบคทีเรียในสภาวะ native 
condition และทําใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column พบวาโปรตีนบริสุทธิ์จะถูกชะลางออกจาก 
column ปริมาณมากใน fraction ที่ 4 และ 5 (ภาพที่ 10) ตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
ลูกผสมของ Histidine และ NSs ดวย SDS-PAGE พบวามีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50 กิโลดาลตัน 
โดยที่โปรตีน 6xHis มีน้ําหนกัประมาณ 1 กิโลดาลตัน และโปรตีน NSs ประมาณ 49 กิโลดาลตัน 
(ภาพที่ 11) โปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธที่แยกได มีความเขมขน 2.98 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 
12)  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน NSs  ของเชื้อ CaCV-PPT  ที่สังเคราะหไดใกลเคยีงกับน้ําหนัก  
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ภาพที่ 8  Neighbor-joining phylogenetic tree  วิเคราะหจากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs (ก) 

และ N (ข) ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT  และ CaCV-PKK 
2UD  กับเชื้อทอสโพไวรัสชนิดอื่น ๆ โดยโปรแกรม ClustalW คํานวณคา  Bootstrap 
percentage จาก 1,000 replications โดยใชโปรแกรม MEGA  package  version 3.1 และ
แสดงคาที่กิ่งของ tree เลขโรมันแสดงซีโรกรุป

IV 

V 

II 

III 
I 

VI 

ก ข 



ตารางที่ 7  เปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus ไอโซเลต CaCV-PPT กับเชื้อทอสโพไวรัส 
                  ที่พบในประเทศไทย 
 

Species CaCV WSMoV GBNV Gloxinia 

Isolate AIT CP PPT Pkk 
2UD 

Pkk TD8 KS 
16 

ToK TK ML 
052 

SN 
858 

T 
40 

SP 
29 

SL W 
6412 

W 
6411 

Ph 
113 

Ph 
111 

P29 
246 

Ph 
NR 

Id USA 

Pepper 92 92 96   97 98 92 90 98 84 84 84 84 84 85 84 84 84 84 84 85 82 97 
AIT  92 92 93 93 99 97 93 84 85 85 84 84 85 85 85 84 84 84 85 83 92 
CP   90 92 92 92 90 93 85 86 86 85 85 86 86 86 85 85 85 86 82 92 
PPT    97 97 91 89 97 82 82 82 82 82 82 82 82 81 82 82 83 81 96 
Pkk 2UD     99 92 91 99 84 84 84 84 84 84 84 84 83 84 83 85 82 97 
Pkk      92 91 99 84 84 84 84 84 85 84 84 84 84 84 85 83 98 
TD8       97 92 84 85 85 84 84 85 85 85 84 84 84 85 83 91 
KS16        91 84 85 85 84 84 85 85 85 84 84 84 85 83 90 
ToK         84 85 85 85 84 85 85 85 84 84 84 85 82 98 
TK           99 99 98 98 99 98 98 98 98 98 98 83 83 
ML052           100 99 99 99 99 99 98 98 98 99 83 84 
SN858            99 99 99 99 99 98 98 98 99 83 84 
T40             98 98 98 98 97 98 98 98 83 83 
SP29              98 98 98 97 98 98 98 83 83 
SL               99 99 98 99 98 99 84 84 
W6412                100 99 99 98 99 83 84 
W6411                 99 99 98 99 83 84 
Ph113                  98 97 98 82 83 
Ph111                   97 98 83 83 
P29246                    98 83 83 
PhNR                     84 84 
GBNV                      81 49 
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ภาพที่ 9  Neighbor-joining  phylogenetic tree  แสดงสายสัมพันธของเชื้อ Capsicum  chlorosis  

  virus ไอโซเลต CaCV-PPT  กับเชื้อทอสโพไวรัสไอโซเลตที่พบในประเทศไทย (Th) 
   จีน (Ch) ออสเตรเลีย (Aus)  สหรัฐอเมรกิา (USA)  และอินเดยี (Id)  วิเคราะหจากลาํดับ    

  กรดอะมิโนของโปรตีน N ดวยโปรแกรม ClustalW คํานวณคา Bootstrap percentag 
 จาก 1,000 replications โดยใชโปรแกรม MEGA package version 3.1 และแสดงคาที่ 
  กิ่งของ tree 
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โมเลกุลโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่คํานวณจากลําดบักรดอะมิโนซึ่งเทากับ 49.6 กิโลดาลตัน 
ใกลเคียงกับเชือ้ CaCV-CP, Gloxinia tospovirus, และ CaCV-AIT ที่มีน้ําหนกัโมเลกลุ 49.9, 49.8, 
และ 49.5 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (Chen et al., 2006a; Knierim et al., 2006) 
 
4.  ไตเตอรของแอนตบิอดีตอโปรตีน NSs 
 

แอนติบอดีตอโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV (PAb-NSs) เมื่อทําปฏิกิริยากบัโปรตีน 6xHis-
NSs บริสุทธ ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาคาความเจือจางสูงสุดของ PAb-NSs ใน
การเจาะเลือดครั้งที่ 3 และ 4 (1:409,600) สูงกวาครั้งที่ 1, 2 และ 5 (1:204,800) (ตารางที่ 8) สวนคา
ไตเตอรของ PAb-NSs ซ่ึงหาจาก inflection point ของกราฟ (ภาพที่ 13) พบวาคาไตเตอรจากการ
เจาะเลือดครั้งที่ 3, 4 และ 5 มีคาเทากับ 12,800 และมากกวาแอนติบอดีจากครั้งที่ 1 และ 2 ที่มีคา
เทากับ 6,400 
 

5.  ประสิทธิภาพและความจําเพาะของแอนติบอดตีอโปรตีน NSs  
 
 5.1  คาไตเตอรในการทําปฏกิิริยากับโปรตนี NSs ในน้ําคัน้พืชเปนโรค 
 

       แอนติบอดี PAb-NSs คร้ังที่ 5 ที่เจือจาง 1:100 เทา เกดิปฏิกิริยากับโปรตีน NSs ของ
เชื้อ CaCV ในน้ําคั้นใบถั่วลิสงติดเชื้อ PPT ใหคา ELISA สูงสุด (1.936) จากกราฟคา ELISA titer 
ซ่ึงไดจาก inflection point ในการทําปฏิกิริยากับโปรตีน NSs ในน้ําคั้นพืชเปนโรค เทากับ 2,000 
(ภาพที่ 14) และแอนติบอดี PAb-Nss ที่ผลิตไดไมทําปฏิกริิยากับน้ําคั้นของถั่วลิสงปกติ  
 

5.2  ความจําเพาะของแอนติบอดี PAb-NSs ในการตรวจสอบเชื้อ CaCV 
 
        แอนติบอดี PAb-NSs ที่ไดจากการเจาะเลือดครั้งที่ 5 (PAb-NSs5) ทําปฏิกิริยากับน้ําคั้น
ใบถั่วลิสงที่ติดเชื้อ CaCV ไอโซเลต PKK และ PPT ที่ใชเปนแอนตเิจนไดอยางจาํเพาะ โดยไมทํา
ปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบแตงโมที่ติดเชื้อ WSMoV และน้ําคัน้ใบแคนตาลูปที่ติดเชื้อ MYSV (ตารางที่ 9, 
ภาพที่ 15) แอนติบอดี PAb-A3 ที่ใชตรวจสอบโปรตีน N ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ทํา
ปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบถั่วลิสง CaCV และน้ําคั้นใบแตงโมที่ติดเชื้อ WSMoV สวน PAb-WSMoV ทํา
ปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบถั่วลิสง CaCV และน้ําคั้นใบแคนตาลูปที่ติดเชื้อ MYSV  และ PAb-MYSV  ทํา 
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ภาพที่ 10  เจลผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน 6xHis-NSs ของเชื้อ Capsicum chlorosis 

    virus ไอโซเลต CaCV-PPT  เมื่อสกัดในสภาวะ  native condition และทําใหบริสุทธิ์ดวย   
    Ni-NTA column  ตรวจสอบดวย 12% SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis  
    ชอง M =   โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
    ชอง 1 =    ตะกอนของเซลล E. coli ที่เล้ียงในอาหาร และชักนําการสังเคราะห 

      โปรตีนดวย IPTG นาน 10 ช่ัวโมง 
    ชอง 2 =    ตะกอนที่ไดหลังการยอยเซลลดวย Lysis buffer  
    ชอง 3  =    ของเหลวใสกอนการเติม Ni-NTA agarose  
    ชอง 4  =    ของเหลวใสที่แยกหลังจากการ pack Ni-NTA column 
    ชอง 5  =    ของเหลวใสผาน column หลังจากลางดวย Washing buffer  
    ชอง E1-E8    =   โปรตีนในสารละลาย ที่ถูกชะลางออกจาก Ni-NTA column ดวย  

       Elution buffer fraction ที่ 1-8 
 
 
 
 

M      1       2        3      4       5      E1    E2     E3      E4      E5     E6     E7     E8 kDa 
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ภาพที่ 11  Calibration curve ที่สรางขึ้นจากคาระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน (cm) และน้ําหนกั 

   โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (kDa) เมื่อแยกขนาดโปรตีนดวย 12% SDS- 
    Polyacrylamide gel electrophoresis และโปรตีน NSs เคลื่อนที่ไดระยะทาง 1.6 cm ซ่ึง 
    เทียบน้ําหนกัโมเลกุลไดประมาณ 50 kDa  
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ภาพที่ 12  Standard curve ที่สรางขึ้นจากคา Absorbance ที่ 595 nm ของโปรตีน BSA ที่ทราบความ 

    เขมขน  (ตั้งแต 1.25-10 µg/ml) วดัดวยวธีิ Bradford’s เพื่อหาความเขมขนของโปรตีน 
    ลูกผสม 6xHis-NSs ที่แยกใหบริสุทธิ์ ซ่ึงวัดคา Absorbance ได 0.169 คิดเปนความ 
    เขมขนของโปรตีนเทากับ 2.987 µg/ml  

 
   
 
 
 
 
 
 
 

2.987 µg/ml 

0.169 
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ปฏิกิริยากับน้ําคั้นของถั่วลิสงที่ติดเชื้อ CaCV ในระดับสงู นอกจากนี้ยงัทําปฏิกิริยาขามกับน้ําคั้นใบ
แตงโมที่ติดเชือ้ WSMoV  ดวย  สวนแอนติบอดี  MAb-SE7  ทําปฏิกิริยาไดอยางจําเพาะกับน้ําคั้น
ใบแคนตาลูปที่ติดเชื้อ MYSV (ตารางที่ 9, ภาพที่ 15) 
 

       การเกิดปฏิกิริยาในระดบัสูงเมื่อวินิจฉยัพืชติดเชื้อดวยแอนติบอด ีPAb-NSs และ 
MAb-SE7 แสดงวาแอนติบอดีทั้งสองชนิดมีความจําเพาะตอการตรวจสอบเชื้อไวรัสจากพืชติดเชื้อ
ที่ใชทดสอบ ซ่ึงแตกตางจากการใชแอนตบิอดี PAb ตอโปรตีน NSs ของเชื้อ WSMoV แมจะทํา
ปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับโปรตีน NSs ในน้ําคั้นของพืชที่ติดเชื้อไวรัสที่ใชเปนแอนติเจน แตทํา
ปฏิกิริยาขามเล็กนอยกับโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่ใชเปนแอนตเิจน (Chen et al., 2006b) และ
ถึงแมจะผลิตเปน MAb ก็ยังคงเกิดปฏิกิริยาขามในการตรวจสอบเชื้อ CaCV และเชือ้ CCSV ในพชื
ตดิเชื้อไวรัส แสดงวา MAb สามารถทําปฏิกิริยากับ epitope ที่คลายคลึงกัน (common epitopes) บน
โปรตีน NSs ของเชื้อ WSMoV, CaCV และ CCSV (Chen et al., 2006b) เชนเดยีวกับการเกิด 
ปฏิกิริยาขามเมื่อใชแอนติบอดี PAb-A3, PAb-WSMoV และ PAb-MYSV ในการศกึษาครั้งนี้ ซ่ึง
สัมพันธกับคาความคลายคลึงกันในระดับสูง  ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อทอสโพ
ไวรัสซีโรกรุป   IV   (81-100%  identities)  (ตารางที่ 6  และ 7)  แสดงวาเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป 
IV มีความใกลเคียงกันทางสายสมัพันธ (Lin et al., 2005) 
 

      อยางไรก็ตามจากการวิจยัคร้ังนี้แสดงใหเห็นวา polyclonal antibody ที่จําเพาะตอการทํา
ปฏิกิริยากับโปรตีน NSs สามารถชักนําใหผลิตขึ้นไดในกระตาย และใชเปนแอนติบอดีที่มี
ประสิทธิภาพได นอกจากนีย้ังสามารถใชประโยชนในการวินจิฉัยเชือ้ CaCV จากเชื้อ WSMoV ซ่ึง
เปนเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV และเชื้อ MYSV ในพืชติดเชื้อได 
 
6.  การจัดจําแนกชนดิเพลี้ยไฟ 
 

จัดจําแนกชนดิของเพลี้ยไฟโดยอาศัยลักษณะทางสณัฐานวิทยา ภายใตกลอง compound 
microscope พบวาเพลี้ยไฟทีเ่ก็บจากแปลงปลูกถ่ัวลิสง จัดอยูในอันดับ Thysanoptera อันดับยอย 
Terebrantia วงศ Thripidae วงศยอย Thripinae สกุล Scirtothrips ชนิด Scirtothrips dorsalis (ภาพที ่
16 และ 17) ซ่ึงเปนเพลี้ยไฟขนาดเล็ก ลําตวัสีเหลืองออน มีหนวด (antenna) 8 ปลอง ที่ขอหนวดมี
อวัยวะรับความรูสึก  (sense cone)  ที่สวนหัว (head) และอกปลองที่หนึ่ง  (prothorax)  มีลวดลายที่
มีลักษณะเปนเสนตรงบาง ๆ ตามขวาง (transverse striate sculpture) ไมสานกันเปนรางแห ที่
ดานลาง (venter) ของอกปลองที่สอง (mesothorax)  และปลองที่สาม  (metathorax)  มีลักษณะคลาย 
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ตารางที่ 8  คาความเจือจางสงูสุด (dilution end point)  ของแอนติบอดี PAb-NSs  เมื่อใชโปรตีน  
 6xHis-NSs บริสุทธิ์ปริมาณ 3 µg/ml เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค DAC-ELISA  

 
คา A405เม่ือใชแอนติบอดคีร้ังท่ี  คาความเจือจางของ

แอนติบอด ี 1 2 3 4 5 
1 : 100 1.268 1.359 1.458 1.497 1.544 
1 : 200 1.194 1.245 1.387 1.372 1.445 
1 : 400 1.163 1.195 1.333 1.295 1.401 
1 : 800 1.063 1.142 1.277 1.245 1.300 
1 : 1,600 0.972 1.010 1.236 1.197 1.335 
1 : 3,200 0.878 0.930 1.148 1.106 1.147 
1 : 6,400 0.752 0.797 0.985 0.973 1.057 
1 : 12,800 0.646 0.685 0.875 0.839 0.944 
1 : 25,600 0.498 0.533 0.752 0.724 0.677 
1 : 51,200 0.374 0.411 0.532 0.504 0.493 
1 : 102,400 0.265 0.322 0.384 0.345 0.352 
1 : 204,800 0.187 0.199 0.242 0.242 0.226 
1 : 409,600 0.154 0.123 0.193 0.190 0.121 
1 : 819,200 0.122 0.153 0.131 0.133 0.094 
1 : 1,638,400 0.101 0.114 0.107 0.105 0.098 
1 : 3,276,800 0.090 0.112 0.093 0.092 0.086 
Coating buffer 0.089 0.094 0.088 0.093 0.095 
 
หมายเหตุ: - คา A405 เฉลี่ยจาก 2 ซํ้า วัดที่เวลา 60 นาที หลังจากเติม substrate  

     - Normal serum ที่ความเจือจาง 1:200 วัดคา A405 ได 0.087 
     - คา A405 ของตัวอยางที่มากกวา normal serum 2 เทา ใหผลเปนบวก 
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ภาพที่ 13  กราฟแสดงคาไตเตอรของแอนติบอดีตอโปรตีน NSs (PAb-NSs) จากการเจาะเลือด  5  
    คร้ัง ใชโปรตีน 6xHis-NSs ความเขมขน 3 µg/ml เปนแอนติเจนตรวจสอบดวยเทคนิค 

DAC-ELISA วัดคา ELISA ที่ A405 หลังจากเติม substrate นาน 60 นาที  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6,400 12,800 
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ภาพที่ 14  กราฟแสดงคา ELISA Titer ของแอนติบอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะเลือดครั้งที่ 5     
  (PAb-NSs5) เมื่อทําปฏิกิริยากับโปรตีน NSs ในน้ําคั้นใบถั่วลิสงที่เปนโรค (PPT)   
    ตรวจสอบดวยเทคนิค DAC-ELISA วัดคาที่ A405 หลังจากเติม substrate นาน 60 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2,000 
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ตารางที่ 9  คา DAC-ELISA ของการตรวจสอบเชื้อ CaCV ในน้ําคั้นใบถั่วลิสง  (Arachis hypogaea)    
    เชื้อ  WSMoV ในน้ําคั้นใบแตงโม  (Citrullus lanatus) และเชื้อ MYSV ในน้ําคั้นใบ 

  แคนตาลูป (Cucumis  melo) เมื่อตรวจสอบดวยแอนตบิอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะ 
  เลือดครั้งที่ 5  (PAb-NSs5) เปรียบเทียบกบัแอนติบอดีตอโปรตีน  N    

 
ชนิดแอนติบอดี / คา A405

1/ 

ตัวอยางพืช PAb 
CaCV- 
NSs52/ 

PAb 
tospoIV- 

N3/ 

PAb 
WSMoV- 

N4/ 

PAb 
MYSV- 

N5/ 

MAb 
MYSV- 

N6/ 
Arachis hypogaea-CaCV-PKK 3.021 2.653 0.896 2.163 0.143 
Arachis hypogaea-CaCV-PPT 3.056 3.076 1.325 2.858 0.123 
Arachis hypogaea-Healthy 0.102 0.094 0.099 0.102 0.128 
Citrullus lanatus-WSMoV  0.156 2.090 1.200 0.866 0.114 
Citrullus lanatus-Healthy 0.101 0.097 0.102 0.105 0.135 
Cucumis melo-MYSV 0.098 0.117 0.273 2.783 3.041 
Cucumis melo-Healthy 0.113 0.100 0.114 0.113 0.121 
Coating buffer 0.094 0.094 0.094 0.094 0.094 
 
หมายเหตุ:  1/    คาเฉลี่ยจาก 2 ซํ้า อานคา A405 ที่เวลา 60 นาที หลังจากเติม substrate  

               2/    แอนติบอดีตอโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่ความเจือจาง 1:1,000 
          3/    แอนตบิอดีตอโปรตีน N ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV (A3) ที่ความเจือจาง     
               1:5,000 

                4/    แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ WSMoV ที่ความเจือจาง 1:2,500 
                5/    แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ MYSV ที่ความเจือจาง 1:5,000 
                6/    แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ MYSV ที่ความเจือจาง 1:200 
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ภาพที่ 15  กราฟแสดงปฏิกิริยาจําเพาะในการใชแอนติบอดีตอโปรตีน NSs จากการเจาะเลือดครั้งที่  

5  (PAb-NSs5)  ตรวจเชื้อ Capsicum chlorosis virus  (CaCV) ในน้ําคั้นใบถั่วลิสง 
    เปรียบเทียบกับแอนติบอดตีอโปรตีน  N โดยใชเชื้อ Watermelon silver mottle  virus  
    (WSMoV)  ในน้ําคั้นใบแตงโม  และเชือ้ Melon yellow spot virus  (MYSV) ในน้ําคั้น 
    ใบแคนตาลปู เปนตัวอยางควบคุมเชิงลบ  วิเคราะหดวย DAC-ELISA วัดคาที ่A405 หลัง  
    จากเติม substrate นาน 60 นาที 
    PAb CaCV-NSs  =   แอนติบอดีตอโปรตีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่ความเจือจาง 1:1,000  
    PAb tospoIV-N   =   แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ที่ความ  

           เจือจาง 1:5,000 
    PAb WSMoV-N =   แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ WSMoV ที่ความเจือจาง 1:2,500  
    PAb MYSV-N    =   แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ MYSV ที่ความเจือจาง 1:5,000 
    MAb MYSV-N   =   แอนติบอดีตอโปรตีน N ของเชื้อ MYSV ที่ความเจือจาง 1:200  
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แทงกระดูกยื่นออกมาเรียกวามีสไปนูรา (spinura)  ไมมีรูหายใจ (spiracle)  ที่อกปลองที่สาม  เสน
ขนบนปกคูหนามีการเรียงตวัตามแนวปกแบบไมสมบูรณ  (incomplete row of setae)   ดานบน
ของปลองทองที่  2-7  มีขน  3  เสน และดานขางมีกลุมขนขนาดเล็กหนาแนน ดานบนปลองทองที่ 
5 มีขนขนาดเล็กปกคลุมหนาแนน และขน 2 เสนที่กลางปลองทองปลองที่ 5 อยูใกลกัน   ปลองทอง
ปลองที่ 10 เปนรูปกรวยปลายแหลม อวัยวะวางไข มีลักษณะคลายฟนเลื่อย และโคงงอออกจาก
สวนทอง (ovipositor turned downward) ผลการจัดจําแนกชนิดของเพลีย้ไฟเหมือนกบัการศึกษา
โดยพิสสวรรณ และคณะ (2548) แตแตกตางจากเพลี้ยไฟชนิด Ceratothripoides claratris พาหะ
ของเชื้อ CaCV-AIT ในมะเขือเทศ ซ่ึงพบที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชยี (Premachandra et al., 
2005) และ Thrips palmi ซ่ึงเปนพาหะของเชื้อ CaCV ในประเทศออสเตรเลีย (Clift and Tesoriero, 
2001) สวนเพลี้ยไฟชนิดอืน่ที่เปนพาหะของเชื้อทอสโพไวรัส ไดแก S. dorsalis และ Frankliniella 
schultzei ที่เปนพาหะเชื้อ TSWV สาเหตุ bud necrosis ของถ่ัวลิสงในประเทศอนิเดยี (Amin et al., 
1981) ขอสรุปเหลานี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางทางดานสภาพภูมิศาสตร ชนิดของพืชอาศัย 
ชนิดของเชื้อทอสโพไวรัส และชนิดของเพลี้ยไฟพาหะ ในแถบเอเชีย รวมทั้งประเทศออสเตรเลีย  
 
7.  ยีน NSs ของเชื้อ CaCV ท่ีพบในตัวเพลี้ยไฟ 
 

ตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,320 คูเบส จากปฏิกิริยา RT-PCR แบบ two-step 
ของอารเอ็นเอรวมซึ่งสกัดจากตัวอยางเพลีย้ไฟ 5 ตัว   แตไมพบดีเอน็เอดังกลาวเมื่อใชเพล้ียไฟ 1 ตัว 
(ภาพที่ 18)  เมือ่วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอนี้ พบวาเปนยีน NSs ของเชื้อ CaCV ที่
มีขนาด 1,320 นิวคลีโอไทด แปลรหัสไดกรดอะมิโน 439 เรซิดิวส น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
เทากับ 49.8 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 19) และมคีวามคลายคลึงกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน NSs 
ของเชื้อ CaCV-PPT และ CaCV-PKK 2UD ที่ระดับ 97% และ 96% identities ตามลําดับ 

 
เพล้ียไฟเพียง 1 ตัว อาจมีปริมาณเชื้อนอยมาก จึงตรวจไมพบดวยเทคนคิ two-step RT-PCR 

แตตรวจพบไดเมื่อใชอารเอน็เอจากเพลี้ยไฟ 5 ตัว รวมกนั หรือในระยะตัวออนซึ่งเปนระยะที่
สามารถรับไวรัสจากพืชที่เปนโรคได (acquiring stage) เพล้ียไฟเจริญเติบโตในบริเวณปลอดโรค 
เมื่อโตเต็มวยัจงึไมมีไวรัส (Mason et al., 2003) การที่สามารถตรวจ และเพิ่มปริมาณยีน NSs ของ
เชื้อ CaCV ไดจากเพลี้ยไฟนี ้แสดงวามีไวรัสในตัวของเพลี้ยไฟ (Ullman et al., 1992a) แตยังไม
สามารถระบุไดวามีการถายทอดเชื้อ CaCV จากเพลี้ยไฟชนิดนีไ้ปสูตนถ่ัวลิสง  
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ภาพที่ 16  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (*) ที่ใชในการจัดจาํแนกชนิดของเพลี้ยไฟชนิด Scirtothrips  

    dorsalis  
ท่ีมา: ศิริณี, 2544 
 
 
 

Head 

Thorax 

Abdomen 

transverse striate sculpture* 

discal seta* 

VENTER DORSUM 

abdominal tergite 

abdominal sternite 

sense cone* 
antenna 8 segments* 

prothorax 
mesothorax 

spinura* 
metathorax 

forewing 

incomplete row of setae* 

rasping-sucking  
mouth parts* 

ovipositor turned  
downward* 

fore leg 

hind wing mid leg 

hind leg 

ocellar seta* 



 

  63

  
 
 
 

 
 
ภาพที่ 17  สัณฐานวิทยาของเพลี้ยไฟ  Scirtothrips dorsalis  ที่เก็บจากแปลงปลูกถ่ัวลิสงใน      

    อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา และลักษณะสําคัญทางที่ใชจําแนกชนิด 
                  ก. ตัวเต็มวัย หนวดมี 8 ปลอง 

    ข. ที่สวนหวัและอกปลองที่หนึ่งมีลวดลายที่มีลักษณะเปนเสนตรงบาง ๆ ตามขวาง                  
    ค. ขน 1 คู ปรากฏอยูที่ตาเดี่ยวที่สาม ภายนอกกรอบสามเหลี่ยมของตาเดี่ยว 3 ตา  

                  ง. ปากเปนแบบ rasping-sucking type 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 17  (ตอ) 
                  จ. ที่ดานลางของอกปลองที่สองและปลองที่สามมีลักษณะคลายแทงกระดูกยืน่ออกมา 
                      เรียกวา spinura 

    ฉ. เสนขนบนปกคูหนามีการเรียงตัวตามแนวปกแบบไมสมบูรณ 
    ช. ดานบนของปลองทองปลองที่ 5 มีขนขนาดเล็ก เรียกวา discal seta ปกคลุมหนาแนน    
        และขน 2 เสนที่กลางปลองอยูหางกัน 

                  ซ. อวัยวะวางไขคลายฟนเลื่อย และโคงงอออกจากสวนทอง 
                     
 
 
 

ซ ช 

ฉ จ 
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ภาพที่ 18  เจลแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 1,320 คูเบส ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยีน NSs ของเชื้อ    
    Capsicum chlorosis virus  ดวยเทคนิค two-step RT-PCR ใชไพรเมอร CaCV-NSsF    
    และ CaCV-NSsR  และใชอารเอ็นเอรวมจากเพลี้ยไฟ 1 และ 5 ตัว  เปนตนแบบ แยก 
    ขนาดดีเอ็นเอดวย 1% agarose gel electrophoresis 
    ชอง M          =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 
    ชอง 1-3        =   อารเอ็นเอของเพลี้ยไฟ 1 ตัว  
    ชอง 4-6        =   อารเอ็นเอของเพลี้ยไฟ 5 ตัว  

 
  
 
 
 
 
 

M         1          2          3          4           5          6 

3,000 bp 

1,000 bp 

500 bp 

1,320 bp 



 
 
             M  S  T  A  K  S  A  A  S  E  F  V  K  S  Y  G  T  R  D  N  R  A  I  N  D  C  Y  S  V  F  N  G  E  G  V  N  F  P  N  L 
CaCV-PPT   ATGTCTACTGCAAAGAGTGCTGCTTCAGAATTTGTGAAGAGCTATGGAACAAGGGATAATAGAGCTATCAATGATTGCTATTCTGTATTCAATGGAGAAGGTGTCAACTTTCCCAATCTG  120                    
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || | |||||||  
CaCV-TPT   ATGTCTACTGCAAAGAGTGCTGCTTCAGAATTTGTGAAGAGCTATGGAACAAGGGATAATAGAGCTATCAATGATTGCTATTCTGTATTCAATGGAGAAGGTGTCAATTTCCTCAATCTG  120                    
             M  S  T  A  K  S  A  A  S  E  F  V  K  S  Y  G  T  R  D  N  R  A  I  N  D  C  Y  S  V  F  N  G  E  G  V  N  F  L  N  L   
 
             F  M  H  N  N  A  G  I  K  S  A  F  S  I  N  D  L  G  R  N  E  D  I  K  I  H  E  A  E  V  I  D  T  C  H  D  Y  N  Y  F 
CaCV-PPT   TTCATGCATAACAATGCAGGTATTAAATCTGCATTCAGCATCAATGATTTGGGAAGGAATGAAGATATCAAAATCCATGAAGCTGAGGTTATTGATACATGCCATGATTATAATTACTTT  240                    
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   TTCATGCATAACAATGCAGGTATTAAATCTGCATTCAGCATCAATGATTTGGGAAGGAATGAAGATATCAAAATCCATGAAGCTGAGGTTGTTGATACATGCCATGATTATAATTACTTT  240                    
             F  M  H  N  N  A  G  I  K  S  A  F  S  I  N  D  L  G  R  N  E  D  I  K  I  H  E  A  E  V   V  D  T  C  H  D  Y  N  Y  F   
 
             E  K  F  G  L  D  I  T  F  C  E  H  E  M  S  L  V  V  R  K  P  G  I  K  N  T  G  C  K  F  S  M  H  N  Q  I  F  N  P  N 
CaCV-PPT   GAGAAATTTGGTTTAGACATAACATTCTGTGAACATGAGATGAGTTTGGTCGTAAGGAAACCTGGCATAAAGAACACAGGCTGCAAGTTCTCAATGCATAATCAGATCTTCAATCCAAAT  360 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   GAGAAATTTGGTTTAGACATAACATTCTGTGAACATGTGATGAGTTTGGTCGTAAGGAAACCTGGCATAAAAAACACAGGCTGCAAGTTCTCAATGCATAATCAGATCTTCAATCCAAAT  360                    
             E  K  F  G  L  D  I  T  F  C  E  H  V  M  S  L  V  V  R  K  P  G  I  K  N  T  G  C  K  F  S  M  H  N  Q  I  F  N  P  N      
 
             A  D  T  L  S  I  A  P  G  T  T  L  E  E  G  F  H  E  K  S  K  I  K  P  I  E  L  L  P  S  D  W  C  L  D  E  C  W  K  N 
CaCV-PPT   GCCGATACCTTGTCTATTGCTCCGGGAACAACCCTAGAGGAAGGTTTTCATGAGAAAAGTAAGATAAAACCCATCGAGCTCCTTCCCTCAGACTGGTGCTTGGATGAATGCTGGAAGAAC  480                 
           ||| ||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   GCCAATACCTTGTCTATTGCTCCGGGAACGACCCTAGAGGAAGGTTTTCATGAAAAAAGTAAGATAAAACCCATCGAGCTCCTTCCCTCAGACTGGTGCTTGGATGAATGCTGGAAGAAC  480                    
             A  N  T  L  S  I  A  P  G  T  T  L  E  E  G  F  H  E  K  S  K  I  K  P  I  E  L  L  P  S  D  W  C  L  D  E  C  W  K  N   
 
             N  F  Y  I  A  T  N  G  G  F  A  L  D  Y  G  F  S  V  M  G  K  T  T  S  Y  W  R  E  N  I  S  G  E  K  I  L  S  F  K  H  
CaCV-PPT   AATTTTTACATAGCTACTAATGGAGGCTTTGCATTGGATTATGGATTCTCTGTGATGGGTAAAACAACTTCGTACTGGAGAGAGAACATCTCTGGGGAAAAGATTTTATCTTTCAAACAT  600                    
           ||||||||||||||||||||||||| |||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| |||||||||| |||||||||||||||  
CaCV-TPT   AATTTTTACATAGCTACTAATGGAGACTTTGCTTTGGATTATGGATTCTCTGTAATGGGTAAAACAACTTCTTACTGGAGAGAGAACATCTCTAGGGAAAAGATCTTATCTTTCAAACAT  600                    
             N  F  Y  I  A  T  N  G  D  F  A  L  D  Y  G  F  S  V  M  G  K  T  T  S  Y  W  R  E  N  I  S  R  E  K  I  L  S  F  K  H  
 
             K  S  L  P  D  K  T  G  P  T  N  R  L  L  S  T  S  T  V  R  G  I  Q  L  G  S  E  L  A  P  E  T  T  I  I  C  H  A  N  K 
CaCV-PPT   AAAAGTCTCCCTGATAAAACTGGTCCAACCAATAGGTTGTTATCCACATCTACTGTAAGAGGCATTCAGTTGGGTTCTGAGCTAGCTCCTGAAACTACAATTATTTGTCATGCAAACAAA  720                    
           ||||||||||||||||| |||| ||| |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   AAAAGTCTCCCTGATAATACTGTTCCCACCAATAGGTGGTTATCCACATCTACTGTAAGAGGCATCCAGTTGGGTTCTGAGCTAGCTCCTGAAACTAAATTTATTTGTCATGCAAACAAA  720                    
             K  S  L  P  D  N  T  V  P  T  N  R  W  L  S  T  S  T  V  R  G  I  Q  L  G  S  E  L  A  P  E  T  K  F  I  C  H  A  N  K   
 
 

ภาพที่ 19  ลําดับนิวคลีโอไทด  และลําดบักรดอะมิโนของยีน NSs  ของเชื้อ Capsicum chlorosis virus, CaCV  ที่พบในถั่วลิสง PPT และในเพลี้ยไฟ TPT 
                 เปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม DNA star  อักษรสีแดง คือ นิวคลีโอไทดที่ตางกัน และสีน้ําเงิน คือ กรดอะมิโนที่ตางกัน 
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             N  L  G  I  D  L  K  S  Q  Y  R  I  S  F  H  G  I  Q  E  E  G  A  F  A  R  T  F  C  I  P  F  E  N  K  S  R  M  I  C  F        
CaCV-PPT   AATCTTGGTATTGATCTAAAATCTCAGTATCGCATTTCATTTCATGGTATTCAAGAGGAAGGTGCTTTTGCTAGAACTTTCTGCATTCCCTTTGAAAACAAATCTAGAATGATTTGCTTT  840                    
           |||||| ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CaCV-TPT   AATCTTAGTATTGATCTAAATTCTCAGTATCGCATTTCATTTCATGGTATTCAAGAGGAAGGTGCTTTTGCTAGAACTTTCTGCATTCCCTTTGAAAACAAATCTAGAATGATTTGCTTT  840                    
             N  L  S  I  D  L  N  S  Q  Y  R  I  S  F  H  G  I  Q  E  E  G  A  F  A  R  T  F  C  I  P  F  E  N  K  S  R  M  I  C  F 
 
             Y  A  K  T  V  A  D  N  S  N  E  R  T  T  L  I  I  K  I  V  T  K  T  V  D  S  H  S  M  R  P  N  R  N  H  I  N  C  N  K 
CaCV-PPT   TATGCAAAGACAGTTGCTGACAACAGCAATGAAAGAACAACTTTAATTATAAAAATAGTCACAAAGACTGTTGACTCTCATTCAATGAGACCTAACAGAAATCATATCAACTGCAATAAA  960                    
           ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   TATGCAAAGACAGTTGCTGACAATAGCAATGAAAGAACAACTTTAATTATAAAAATAGTCACCAAGACTGTTGACTCTCATTCAATGAGACCTAACAGAAATCATATCAACTGCAATAAA  960                     
             Y  A  K  T  V  A  D  N  S  N  E  R  T  T  L  I  I  K  I  V  T  K  T  V  D  S  H  S  M  R  P  N  R  N  H  I  N  C  N  K   
 
             L  L  G  A  R  I  G  L  V  D  F  C  D  S  D  P  N  Y  N  Q  M  I  V  K  E  L  L  S  V  H  T  Q  F  A  L  N  L  S  R  T 
CaCV-PPT   CTGTTAGGAGCAAGAATTGGTTTAGTTGATTTTTGTGATTCTGATCCAAATTATAATCAGATGATTGTAAAGGAGCTGTTAAGTGTTCATACTCAATTTGCACTCAATCTATCTAGGACA  1080                    
           ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||| |||||  
CaCV-TPT   CTGTTGGGAGCAAGAATTGGTTTAGTTGATTTTTGTGATTCTGATCCAAATTATAATCAGATGATTGTAAAGGAGCTGTTAAGTGTTCATACCCAATTTGCACTCAACCTATCTGGGACA  1080                    
             L  L  G  A  R  I  G  L  V  D  F  C  D  S  D  P  N  Y  N  Q  M  I  V  K  E  L  L  S  V  H  T  Q  F  A  L  N  L  S  G  T   
 
             L  E  K  P  I  I  V  F  K  M  Y  D  K  E  L  I  N  G  H  V  E  V  S  G  R  I  L  N  Y  Q  V  D  A  D  G  N  V  Y  F  L 
CaCV-PPT   TTGGAAAAACCTATCATTGTATTCAAGATGTATGATAAGGAATTGATAAATGGGCATGTAGAAGTTTCAGGGAGGATTCTGAATTACCAGGTAGATGCTGACGGAAATGTTTATTTTCTC  1200                    
           ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CaCV-TPT   TTGGAAAAACCAATCATTGTATTCAAGATGTATGATAAGGAATTGATAAATGGGCGTGTAGAAGTTTCAGGAAGGATTCTGAATTACCAGGTAGATGCTGACGGAAATGTTTATTTTCTC  1200                    
             L  E  K  P  I  I  V  F  K  M  Y  D  K  E  L  I  N  G  R  V  E  V  S  G  R  I  L  N  Y  Q  V  D  A  D  G  N  V  Y  F  L   
 
             S  K  T  L  E  V  L  P  R  S  L  S  T  L  S  Y  L  N  S  V  A  P  T  L  W  K  E  S  L  E  H  Q  H  F  I  V  E  L  K  Stop 
CaCV-PPT   TCGAAAACCCTTGAGGTACTCCCAAGATCCCTATCAACTTTAAGTTACTTAAATAGTGTTGCACCAACACTATGGAAAGAATCCTTAGAGCATCAACACTTTATTGTGGAGCTTAAATAA  1320                    
           || |||||||| ||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
CaCV-TPT   TCAAAAACCCTGGAGGTCCTCCCAAGATCCCTATCAACCTTAAGTTACTTAAATAGTGTTGCACCAACACTATGGAAAGAATCCTTAGAGCATCAACACTTTATTGTGGAGCTTAAATAA  1320                    
             S  K  T  L  E  V  L  P  R  S  L  S  T  L  S  Y  L  N  S  V  A  P  T  L  W  K  E  S  L  E  H  Q  H  F  I  V  E  L  K  Stop   

 
 
ภาพที่ 19  (ตอ)
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สรุปผล 
 

พบอาการของการติดเชื้อทอสโพไวรัสในแปลงเพาะปลกูถ่ัวลิสงของเกษตรกร อ. ปกธงชัย 
จ. นครราชสีมา และตัวอยางใบใหผลบวกเมื่อวินิจฉยัโดยเทคนิค DAC-ELISA ดวยแอนติบอดีตอ
เชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV เมื่อปลูกเชื้อดวยวิธีกลบนใบถั่วพุม และถ่ัวลิสง จะปรากฏอาการจุด
ดางสีเหลือง และดางวงแหวน ตนที่มีอาการรุนแรงจะเหีย่ว และตายไปในที่สุด  

 
ยีน NSs ของเชื้อ CaCV ไอโซเลต PKK 2UD และ PPT มีขนาด 1,320 นิวคลีโอไทด แปล

รหสัไดโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 439 เรซิดิวส น้ําหนกัโมเลกลุ 49.6 กิโลดาลตัน ซ่ึง
ใกลเคียงกับยนี  และโปรตนี NSs  ของเชื้อ CaCV ไอโซเลตอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
พบวามีระดับความคลายคลึงกันกับเชื้อทอสโพไวรัสในซีโรกรุป IV อยูระหวาง 76-90% identities 
และทั้งสองไอโซเลตมีความคลายคลึงกันกบัเชื้อ CaCV-AIT กับ CaCV-CP ที่ระดับ 86-89% 
identities การวิเคราะหสายสัมพันธจากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NSs พบวาเชื้อ CaCV-PPT 
และ CaCV-PKK 2UD จับกลุมสัมพันธใกลชิดกับเชื้อ Gloxinia tospovirus, CaCV-CP และ CaCV-
AIT  จึงจัดเชื้อทั้งสองไอโซเลตอยูในซีโรกรุป  IV  เชนเดยีวกับการเปรยีบเทียบดวยลําดับกรด 
อะมิโนของโปรตีน N  
 

ยีน N ของเชื้อ CaCV ไอโซเลต PPT มีขนาด 828 นิวคลีโอไทด แปลรหสัไดโปรตีนที่
ประกอบดวยกรดอะมิโน 275 เรซิดิวส น้าํหนักโมเลกุล 30.5 กิโลดาลตัน ซ่ึงใกลเคียงกับยีน และ
โปรตีน N ของเชื้อ CaCV ไอโซเลตอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนพบวามรีะดับคาความ
คลายคลึงกันกบัเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV อยูระหวาง 81-96% identities และมีคาความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ในระดบัสูง (89-97% identities) กับเชื้อ CaCV 
ไอโซเลตที่พบในประเทศไทย โดยมีคาความคลายคลึงสูงสุดกับเชื้อ CaCV-PKK 2UD จากถั่วลิสง 
จ. อุดรธานี เชือ้ CaCV-Pkk จาก จ. ขอนแกน และ CaCV-ToK จากมะเขือเทศ จ. กาฬสินธุ  
 

การวิเคราะหสายสัมพันธจากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชื้อทอสโพไวรัส 
ไอโซเลตตาง ๆ พบวาเชื้อ CaCV-PPT จับกลุมสัมพันธใกลชิดกับเชื้อ CaCV-PKK 2UD เชื้อ 
CaCV-Pkk และเชื้อ CaCV-ToK ที่พบในประเทศไทย  เชนเดียวกบัการวิเคราะหดวยลําดับกรด 
อะมิโนของโปรตีน NSs จึงจัดเชื้อ CaCV-PPT อยูในกลุมเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV 
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โปรตีน 6xHis-NSs ของเชื้อ CaCV-PPT ที่สังเคราะหไดมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50 
กิโลดาลตัน และมีความเขมขน 2.98 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใชเปนแอนติเจนตอแอนติบอด ี 
PAb-NSs พบวาคาความเจือจางสูงสุดที่ยังคงใหผลบวกจากการเจาะเลือดครั้งที่ 3 และ 4 มากกวา
คร้ังที่ 1, 2 และ 5 สวนคาไตเตอรพบวาการเจาะเลือดครัง้ที่ 3, 4 และ 5 มีคาสูงกวาครั้งที่ 1 และ 2 
เมื่อนําแอนติบอดี PAb-NSs จากการเจาะเลอืดครั้งที่ 5 คาไตเตอรเมื่อทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบถั่ว
ลิสงติดเชื้อ เทากับ 2,000  
 

แอนติบอดี PAb-NSs ที่ผลิตไดมีความจําเพาะอยางสูงในการตรวจสอบเชื้อ CaCV ในน้ํา
คั้นจากใบถัว่ลิสงติดเชื้อ และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีน NSs ของเชื้อ WSMoV ในน้ําคั้นใบ
แตงโมติดเชื้อ และเชื้อ MYSV ในน้ําคั้นใบแคนตาลูปติดเชื้อ แสดงวา polyclonal antibody ที่
จําเพาะตอการทําปฏิกิริยากับโปรตีน NSs สามารถชักนําใหมีการผลิตขึ้นไดในกระตาย และใชเปน 
PAb ที่มีประสิทธิภาพ ซ่ึงใชประโยชนในการวินจิฉัยเชือ้ CaCV ในพชืติดเชื้อไดอยางจําเพาะ 
รวมทั้งการจําแนกเชื้อ CaCV ออกจากเชื้อทอสโพไวรัสซีโรกรุป IV ในพืชติดเชื้อได 
 

เพล้ียไฟในแปลงปลูกถ่ัวลิสง อ. ปกธงชัย จ. นครราชสีมา เปนชนิด Scirtothrips dorsalis 
แตกตางจากเพลี้ยไฟชนดิ Ceratothripoides claratris พาหะของเชื้อ CaCV-AIT ในมะเขือเทศ ซ่ึง
พบที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย และชนิด Thrips palmi ซ่ึงเปนพาหะของเชื้อ CaCV ในประเทศ
ออสเตรเลีย  
 

สามารถตรวจ และเพิ่มปริมาณยนี NSs ของเชื้อ CaCV ขนาด 1,320 คูเบส จากเพลี้ยไฟ 
และมีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกันที่ระดบั 96% identity  กับลําดับกรดอะมิโนของเชื้อ  CaCV  
ไอโซเลต PPT  แสดงวามีไวรัสในตัวเพล้ียไฟ  

 



เอกสารและสิ่งอางอิง 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  LB broth 
 
 Thyptone    10 กรัม 
 Yeast extract   10 กรัม 
 NaCl      5 กรัม 
 ช่ังสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร และนึ่งฆาเชือ้ดวย
หมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
  
 ถาเตรียม LB agar ใหเติม agar 15 กรัมตอลิตร 
 
2.  2xYT broth 
 
 Thyptone    16 กรัม 
 Yeast extract   10 กรัม 
 NaCl      5 กรัม 
 ช่ังสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร และนึ่งฆาเชือ้ดวย
หมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
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การเตรียมสารเคมีในการตรวจสอบโปรตนี 
 
1.  Bradford’s reagent 
 
 0.01% Coomassie brilliant blue G250 0.1  กรัม 
 10% Phosphoric acid   100 มิลลิลิตร 
 ช่ัง Coomassie brilliant blue G250 และละลายดวย 95% ethanol ปริมาตรเล็กนอยกอน 
และตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกันจะไดปริมาตรเปน 1 ลิตร จากนั้นกรอง
ผานกระดาษ Whatman No. 1 และหอดวย aluminium foil เก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2.  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 
 ช่ัง และตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกัน และปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 
 
3.  5X SDS-PAGE running buffer 
 
 Tris base    15.1 กรัม 
 Glycine     94 กรัม 
 10% (w/v) SDS    50  มิลลิลิตร 
 ช่ัง และตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อใหปริมาตร
เปน 1 ลิตร 
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4.  Tris-glycine SDS-PAGE 5% Stacking 
 
 H2O         2.7   มิลลิลิตร 
 1 M Tris, pH 6.8        0.5 มิลลิลิตร 
 30% Polyacrylamide     0.67 มิลลิลิตร 
 10% SDS      0.04 มิลลิลิตร 
 10% Ammonium persulfate    0.04 มิลลิลิตร 
 TEMED    0.004 มิลลิลิตร 
 ตวงสวนประกอบตามปริมาตรขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 4 มิลลิลิตร 
 
5.  Tris-glycine SDS-PAGE 12% Separating 
 
 H2O         3.3   มิลลิลิตร 
 1 M Tris, pH 8.8        2.5 มิลลิลิตร 
 30% Polyacrylamide       4.0 มิลลิลิตร 
 10% SDS        0.1 มิลลิลิตร 
 10% Ammonium persulfate      0.1 มิลลิลิตร 
 TEMED    0.004 มิลลิลิตร 
 ตวงสวนประกอบตามปริมาตรขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร 
 
6.  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 
 ช่ัง และตวงสวนประกอบตามปริมาตรขางตน ละลายเขาดวยกันจะไดปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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7.  Destaining solution 
 
 25% Methanol    250 มิลลิลิตร 
 68% Distilled water   680  มิลลิลิตร 
 7% Gracial acetic acid     70 มิลลิลิตร 
 ตวงสวนประกอบตามปริมาตรขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 
8.  Lysis buffer 
 
 50 mM NaH2PO4       6.90 กรัม 
 300 mM NaCl    17.54 กรัม 
 10 mM Imidazole       0.68 กรัม 
 ช่ังสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH และ
เติมน้ําใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
 
9.  Wash buffer 
 
 50 mM NaH2PO4       6.90 กรัม 
 300 mM NaCl    17.54 กรัม 
 20 mM Imidazole        1.36 กรัม 
 ช่ังสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH และ
เติมน้ําใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
 
10.  Elution buffer 
 

50 mM NaH2PO4       6.90 กรัม 
 300 mM NaCl    17.54 กรัม 
 250 mM Imidazole        17.0 กรัม 
 ช่ังสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH และ
เติมน้ําใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
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11.  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 
 ช่ัง และตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกันจะไดปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 
12.  Destaining solution 
 
 25% Methanol    250 มิลลิลิตร 
 68% Distilled water   680  มิลลิลิตร 
 7% Gracial acetic acid     70 มิลลิลิตร 
 ตวงสวนประกอบตามปริมาณขางตน ละลายเขาดวยกนัจะไดปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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