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การจําแนกชนดิของไวรสักลุ่ม การจําแนกชนดิของไวรสักลุ่ม การจําแนกชนดิของไวรสักลุ่ม การจําแนกชนดิของไวรสักลุ่ม Tospovirus Tospovirus Tospovirus Tospovirus สาเหตโุรคพชืทีส่าํคญัในประเทศไทยสาเหตโุรคพชืทีส่าํคญัในประเทศไทยสาเหตโุรคพชืทีส่าํคญัในประเทศไทยสาเหตโุรคพชืทีส่าํคญัในประเทศไทย    

Identification Identification Identification Identification of Tospovirus of Tospovirus of Tospovirus of Tospovirus in Thailandin Thailandin Thailandin Thailand    

เยาวภา  ตนัตวิานชิเยาวภา  ตนัตวิานชิเยาวภา  ตนัตวิานชิเยาวภา  ตนัตวิานชิ    

กลุม่วจิยัโรคพชืกลุม่วจิยัโรคพชืกลุม่วจิยัโรคพชืกลุม่วจิยัโรคพชื        สาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื    
-------------------------------------------------------------------------------------------- 

รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้    

 การสํารวจและเก็บตัวอย่างพืช    ได้แก่ มะเขือเทศ พริก มันฝรั่ง ท่ีแสดงอาการคล้ายกับอาการ

ของโรคท่ีเกิดจากทอสโพไวรัสเข้าทําลาย    จากแหล่งปลูกพืชท่ีสําคัญในประเทศไทยได้แก่ จังหวัดตาก 

เชียงใหม่ และ อุบลราชธานี จํานวน 5 ตัวอย่าง นํามาตรวจสอบเชื้อไวรัสท่ีห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค 

Direct antigen coating ELISA (DAC-indirect ELISA) พบว่า ตรวจพบ Watermelon silver 

mottle virus (WSMoV)  และ   tomato necrosis virus จากตัวอย่าง มันฝรั่ง พริก และมะเขือเทศ 

จํานวน 5 ตัวอย่าง 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

 ทอสโพไวรัสจัดอยู่ใน Family Bunyaviridae และ Genus Tospovirus อนุภาคของทอสโพ
ไวรัสมีลักษณะทรงกลม (spherical) ขนาด 80-120 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเป็นอาร์เอ็นเอ (RNA) 
สายเด่ียว 3 ชิ้น คือ ขนาดใหญ่ (L-RNA) ขนาดกลาง (M-RNA) และขนาดเล็ก (S-RNA) แต่ละชิ้น
ห่อหุ้มด้วยโปรตีน (coat protein) และมีเยื่อหุ้มอนุภาค (envelope) ซ่ึงประกอบด้วยไขมันและไกล
โคโปรตีน (glycoprotein) มีรายงานการพบเชื้อแล้วอย่างน้อย 15 species (ชนิด) โดยอาศัยข้อมูล
จีโนมร่วมกับลักษณะทางชีววิทยา ทอสโพไวรัสมีความหลากหลายมากท้ังในด้านพืชอาศัย แมลง
พาหะ และสามารถจัดแบ่งได้อย่างน้อย  6 ซีโรกรุ๊ป (Serogroup)  (Cortes et al., 1998) ตาม
ลักษณะการทําปฏิกิริยาทางซีรัมวิทยาของเชื้อแต่ละชนิด ทอสโพไวรัสมีเพลี้ยไฟเป็นพาหะถ่ายทอด
โรคโดยมีความสัมพันธ์เป็นแบบคงทน (persistent) (German et al., 1992) นอกจากนี้เชื้อไวรัสยัง
สามารถปนเป้ือนมากับเมล็ดและส่วนขยายพันธุ์ (Ie, 1970)  

สําหรับในประเทศไทยได้มีการตรวจพบทอสโพไวรัสต้ังแต่ปี 2516 ด้วยเทคนิค ELISA โดยใช้
แอนติซีรัมต่อซีโรกรุ๊ปของทอสโพไวรัส แต่ยังไม่ได้จําแนกไวรัสสาเหตุโรคในระดับ Species ต่อมาใน
ปี 2528 ได้มีการตรวจในถ่ัวลิสงโดยใช้แอนติซิรัมต่อเชื้อ Groundnut bud necrosis virus : GBNV 
เป็นตัวตรวจ (โสภณ, 2536) และได้ตรวจพบการถ่ายทอดโรคผ่านทางเมล็ดมะเขือเทศลูกผสมเบอร์ 
578 ในอัตรา 1.3-2.5% และเบอร์ 674 ในอัตรา 2.5% (โสภณและจุฑารัตน์, 2536) Pongsapich 
และ Chiemsombat (2002) ได้ตรวจจําแนกทอสโพไวรัสท่ีเข้าทําลายมะเขือเทศพบว่าเป็นทอสโพ
ไวรัสซีโรกรุ๊ป 4 (Serogroup IV) แต่ยังไม่ได้ระบุชนิด (Species) ของเชื้อ และยังไม่ทราบชนิดของ
เพลี้ยไฟท่ีเป็นพาหะถ่ายทอดโรค หรือการถ่ายทอดโรคผ่านทางเมล็ด  นอกจากนั้นแล้วยังพบพืชปลูก
หลายชนิดท่ีเป็นพืชอาศัยในสภาพธรรมชาติ คือ พริก มะเขือเทศ แตงโม แคนตาลูป ยาสูบ ถ่ัวพุ่ม 
รวมท้ังวัชพืชในแปลงปลูก เช่น โทงเทง ผักเป็ด แพงพวย ผักเสี้ยนผี ผักแครด และกระดุมใบ (โสภณ
, 2536) ลักษณะอาการของพืชท่ีถูกทอสโพไวรัสเข้าทําลาย จะมีอาการไหม้ (necrosis) บนส่วน
ต่างๆ ของพืช  อาการบนใบ เช่น ใบซีด (chlorosis) ด่างวงแหวน (ring spot) ด่างประ (mottling) 
ใบเป็นสีเงิน (silvering) แคระแกร็น (stunting)  และใบจุด (local lesion) ซ่ึงอาการของโรคจะผัน
แปรข้ึนอยู่กับชนิดของไวรัส พืชอาศัย ระยะเวลาท่ีเชื้อเข้าทําลายพืชและสภาพแวดล้อม  ในสภาพ
ธรรมชาติทอสโพไวรัสมีเพลี้ยไฟเป็นพาหะถ่ายทอดโรค เพลี้ยไฟท่ีมีรายงานว่าเป็นพาหะของทอสโพ
ไวรัสมีท้ังหมด 8 ชนิด   

ในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบและจําแนกชนิดทอสโพไวรัสแล้ว 4 ชนิด ได้แก่ 
Watermelon silver mottle virus (WSMoV)    Thailand tomato tospovirus or tomato 
necrosis virus (TNSV) Capsicum chlosis virus (CaCV) และ Melon yellow spot virus 
(MYSV) (โสภณ, 2536; Pongsapich และ Chiemsombat, 2002; วิมลและคณะ, 2547) 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์    

- เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 

- spectrophotometer 

- ตู้แช่แข็ง -20 และ -80 0C  

- สารเคมีและวัสดุท่ีใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
การเกบ็ตวัอยา่งพชืการเกบ็ตวัอยา่งพชืการเกบ็ตวัอยา่งพชืการเกบ็ตวัอยา่งพชื    
    เก็บตัวอย่างพืช เช่น มะเขือเทศ พริก พืชตระกูลแตง จากแหล่งปลูกพืชท่ีสําคัญใน
ประเทศไทย โดยเก็บส่วนต่างๆ ของพืชท่ีแสดงอาการคล้ายกับอาการของโรคท่ีเกิดจากทอสโพไวรัส
เข้าทําลาย ใส่ตัวอย่างพืชในถุงพลาสติกกันน้ําและเก็บไว้ในท่ีเย็นประมาณ 4 องศาเซลเซียส  เพ่ือ
นํามาตรวจสอบเชื้อไวรัสท่ีห้องปฏิบัติการ 
การตรวจสอบทอสโพไวรสัในตวัอยา่งพชืการตรวจสอบทอสโพไวรสัในตวัอยา่งพชืการตรวจสอบทอสโพไวรสัในตวัอยา่งพชืการตรวจสอบทอสโพไวรสัในตวัอยา่งพชื    

1. ตรวจสอบทอสโพไวรัสในตัวอย่างพืชด้วยเทคนิค Direct antigen coating ELISA (DAC-
indirect ELISA) ใช้วิธีของโสภณ (2536) โดยบดชิ้นส่วนของพืชใน carbonate coating buffer ท่ี
เย็น ในอัตราส่วนพืช 1 กรัมต่อบัฟเฟอร์ 20-50 มิลลิลิตร ดูดน้ําค้ันตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
หยอดใส่ลงในหลุมของ ELISA plate บ่มในกล่องชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หรือ
เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ครบเวลาแล้วจึงล้างหลุมให้สะอาดด้วย PBST 3 ครั้ง โดยแช่ไว้ 
3-5 นาทีต่อครั้ง เจือจางแอนติซีรัมต่อเชื้อทอสโพไวรัสกรุ๊ป 4 ในอัตรา 1: 1,000 (v/v) และผสมน้ําค้ัน
พืชปกติท่ีบดใน conjugate buffer (1:50 w/v) ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1:100 ต้ังท้ิงไว้ 20-40 
นาที เพ่ือกําจัดโปรตีนพืช จากนั้นนําแอนติซีรัมไปหยอดลงในหลุมตัวอย่าง หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บ่มในกล่องชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ครบเวลาแล้วล้างด้วยวิธีเดิม เตรียม goat-
anti rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate เจือจาง อัตรา 1:100 (v/v) ใน conjugate 
buffer นําไปหยอดในหลุมตัวอย่างท่ีล้างแล้ว หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในกล่องชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ครบเวลาแล้วล้างด้วยวิธีเดิม เตรียม 0.5% p-Nitrophenyl 
phosphate ใน substrate buffer นํามาหยอดลงในหลุมท่ีล้างแล้ว หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้น
นําไปบ่มไว้ในกล่องชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 45-60 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 3M KOH 
หลุมละ 25 ไมโครลิตร วัดความเข้มของสีท่ีเกิดชื้นในหลุมตัวอย่างด้วย ELISA reader ท่ีความยาวช่วง
คลื่น 405 นาโนเมตร  

2. ตรวจสอบทอสโพไวรัสในตัวอย่างพืชด้วยเทคนิค Tissue blot immunoassay (TBIA) 
โดยทําการตรวจทอสโพไวรัสด้วยวิธี TBIA เปรียบเทียบกับวิธี ELISA โดยใช้ใบมีดโกนท่ีคมตัดส่วนของ
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พืชบริเวณท่ีจะทดสอบ แล้วกดผิวหน้าตัดของพืชลงบนแผ่น nitrocellulose membrane 1 ครั้ง 
ปล่อยให้แห้ง นําแผ่นเมมเบรนใส่ในถุงพลาสติกแล้วเติม 5% NFDM (non fat dry milk ใน
สารละลาย PBS buffer) ปิดถุงให้สนิท นําไปเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ครบเวลาแล้วล้างออกด้วย 
PBST buffer 1 ครั้ง แล้วเติม IgG ของทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป 4 ท่ีเจือจาง 1:1,000 เท่า ใน PBST 
buffer นําไปเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างเมมเบรนด้วย 5% NFDM  ใน PBS แล้วเติม goat anti 
rabbit alkalite phosphatate conjugate ท่ีเจือจาง 1:30,000 เท่า ใน PBST buffer ลงในถุง 
นําไปเขย่าอีก 1 ชั่วโมง ล้างเมมเบรน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที ด้วย PBST แล้วล้างด้วยน้ํากลั่นอีกครั้ง ใช้
กระดาษกรองซับน้ําให้เมมเบรนแห้งหมาดๆ ใส่ลงในถุงพลาสติกแล้วเติม BCTP/NBT (1mg/ml) เม่ือ
ปรากฏสีม่วงบนตัวอย่างควบคุมท่ีมีไวรัส นําเมมเบรนมาแช่ในน้ํากลั่นเพ่ือหยุดปฏิกิริยา  และอ่านผล 
โดยดูจากสีม่วงท่ีเกิดข้ึนซ่ึงเป็นผลบวก แสดงว่ามีไวรัสในตัวอย่างท่ีนํามาตรวจสอบ 

3. การสกัดอาร์เอ็นเอและสังเคราะห์  Nucleocapsid gene (N gene) ด้วยเทคนิค 
multiplex PCR โดยนําตัวอย่างพืชท่ีตรวจพบทอสโพไวรัสมาสกัดอาร์เอ็นเอด้วย RLT buffer 
(QIAGEN) ตามวิธีของ วิมลและคณะ (2547) สังเคราะห์ cDNA และเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้ม
อนุภาค (Nucleocapsid gene, N gene) โดยใช้ Superscript III (Invitrogen TM) ในหลอด
ปฏิกิริยาผสมไพรเมอร์รวมกัน 6 สาย ซ่ึงจําเพาะต่อไวรัส 4 ชนิด คือ Watermelon silver mottle 
virus (WSMoV) Capsicum chlosis virus (CaCV) tomato necrosis virus (TNSV) และ Melon 
yellow spot virus (MYSV) ตรวจผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ บันทึกผล 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

ต.ค.53 – ก.ย.56 ท่ีกลุ่มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 

ผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลอง    

 เกบ็ตวัอยา่งพชื เกบ็ตวัอยา่งพชื เกบ็ตวัอยา่งพชื เกบ็ตวัอยา่งพชื เช่น มะเขือเทศ พริก มันฝรั่ง จากแหล่งปลูกพืชท่ีสําคัญในประเทศไทยได้แก่ 

จังหวัดตาก เชียงใหม่ และ อุบลราชธานี จํานวน 5 ตัวอย่าง โดยเก็บส่วนต่างๆ ของพืชท่ีแสดงอาการ

คล้ายกับอาการของโรคท่ีเกิดจากทอสโพไวรัสเข้าทําลาย ใส่ตัวอย่างพืชในถุงพลาสติกกันน้ําและเก็บไว้

ในท่ีเย็นประมาณ 4 องศาเซลเซียส  เพ่ือนํามาตรวจสอบเชื้อไวรัสท่ีห้องปฏิบัติการ 

 ตรวจสอบทอสตรวจสอบทอสตรวจสอบทอสตรวจสอบทอสโพไวรสัในตวัอยา่งพชืโพไวรสัในตวัอยา่งพชืโพไวรสัในตวัอยา่งพชืโพไวรสัในตวัอยา่งพชืด้วยเทคนิค Direct antigen coating ELISA (DAC-

indirect ELISA) ใช้วิธีของโสภณ (2536) พบว่า ตรวจพบ Watermelon silver mottle virus 

(WSMoV)  และ   tomato necrosis virus จากตัวอย่าง มันฝรั่ง พริก และมะเขือเทศ จํานวน 5 

ตัวอย่าง  
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