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4. บทคัดย่อ 
เชื้อไวรัส  ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลังเป็นศัตรูพืชตามแนบท้ายประกาศ

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เรื่อง ก าหนดศัตรูพืชเป็นสิ่งต้องห้าม ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
๒๕๐๗ (ฉบับที่ ๖) พ.ศ. ๒๕๕๐ จัดอยู่ใน Family Geminiviridae Genus Begomovirus ถ่ายทอด
เชื้อทางท่อนพันธุ์และแพร่ระบาดด้วยแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) ยังไม่มีรายงานเชื้อไวรัส
ชนิดนี้เข้าท าลายมันส าปะหลังในประเทศไทย งานวิจัยครั้งนี้ท าการออกแบบไพร์เมอร์จ านวน 2 ชุด 
ส าหรับการตรวจวินิจฉัยกลุ่มเชื้อไวรัส Cassava Mosaic Viruses (CMVs)  โดยเฉพาะเชื้อไวรัส  
ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) และ SLCMV ด้วยเทคนิค PCR ที่มีความแม่นย าสู ง จึ ง
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสกัดกั้น (interception) และตรวจเฝ้าระวัง (monitoring) เชื้อ
ไวรัสกลุ่ม CMVs ได้อย่างครอบคลุม 

ค าส าคัญ : มันส าปะหลัง โรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง ออกแบบไพร์เมอร์ แมลงหวี่ขาว
ยาสูบ 

 

 
 



 
ABSTRACT 
African cassava mosaic virus (ACMV) is a plant pest according to the list of 

plant pests attached to the Notification of Ministry of Agriculture and Cooperatives 
Re : Specification of plant pests as prohibited articles, under the Plant Quarantine Act 
B.E. 2507 (No. 6) B.E. 2550. ACMV was classified into family Geminiviridae genus 
Begomovirus transmitted through plant propagation materials and insect vector: 
whitefly (Bemisia tabaci). There is no evidence of the incidence of ACMV in Thailand. 
This research provided two primer sets able to diagnose Cassava Mosaic Viruses 
(CMVs) particularly to ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) and SLCMV with PCR 
technique in highly precise then thoroughly covered interception and monitoring of 
CMVs in cassava.  

Key words : cassava, tapioca, Geminiviridae, Begomovirus, African cassava mosaic virus, 

ACMV, Cassava Mosaic Viruses, CMVs, Phylogenetic tree, Bemisia tabaci 

 

5. ค าน า                     
มันส าปะหลังเป็นพืชไร่เศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง  ในแผนยุทธศาสตร์

ของประเทศก าหนดให้เป็นพืชทดแทนพลังงานส าหรับการผลิตเอทานอลเพ่ือทดแทนการน าเข้า
จากต่างประเทศที่มีราคาสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง ในส่วนของพันธุ์มันส าปะหลังที่เกษตรกรนิยมปลูกมี
ไม่กี่พันธุ์ หากเกิดปัญหาการระบาดของโรคและแมลงขึ้นจึงมีโอกาสเสี่ยงต่อความเสียหายของ
ผลผลิตสูงมาก  จากรายงานพบเชื้อไวรัสไม่น้อยกว่า 20 ชนิด ที่สามารถเข้าท าลายมันส าปะหลัง
ที่ปลูกในแถบแอฟริกา อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิก  จากรายงาน
พบว่าเชื้อไวรัส African cassava mosaic virus (ACMV) เป็นเชื้อสาเหตุหนึ่งที่ก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อการปลูกมันส าปะหลังมากที่สุด (Fondong et al., 2000; Calvert and Thresh, 
2002; Legg and Fauquet, 2004; Legg et al., 2006; Duraisamy et al., 2012) เมื่ อ เข้ า
ท าลายแล้วจะส่งผลกระทบต่อผลผลิตมันส าปะหลังอย่างมาก จากข้อมูลการระบาดในประเทศ
อินเดียพบว่าเชื้อไวรัส ACMV ท าให้ผลผลิตมันส าปะหลังในภาพรวมของประเทศลดลงถึง 20-
90 %  ความรุนแรงของอาการโรคขึ้นกับความต้านทานของมันส าปะหลังแต่ละสายพันธุ์ และ
พาหะส าคัญในการถ่ายทอดเชื้อไวรัส คือ แมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) (Seif, 1982; 
Legg and Fauquet, 2004)  ส าหรับในประเทศไทยขณะนี้ยังไม่มีรายงานเชื้อไวรัสชนิดนี้
(กาญจนาและคณะ, 2556; ปัญญาวุฒิและคณะ, 2559) 

ดังนั้น  การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยทั้งทางเซรุ่มวิทยาและอณูชีววิทยาที่มีความถูกตอ้ง 
รวดเร็ว  และแม่นย าเพ่ือช่วยตรวจสอบสถานภาพการปรากฏหรือไม่ปรากฏเชื้อไวรัส ACMV ซึ่ง



เป็นศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญชนิดหนึ่งในมันส าปะหลังที่ปลูกในประเทศไทย  เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิด
ความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นกับผลผลิตพืชของเกษตรกรในอนาคต  รวมทั้งเป็นการก าจัดแหล่ ง
สะสมโรคออกจากแปลงปลูกป้องกันการแพร่ระบาดโรคไปยังแปลงปลูกอ่ืน ๆ หากพบการอุบัติ
ของโรคเกิดขึ้น 

  
6. วิธีด าเนินการ                          

- อุปกรณ์    
1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 
2.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
-  โกร่งบดตัวอย่าง   
-  หลอด microcentrifuge tube ขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 
-  อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)   
-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   
-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) แบบควบคุมอุณหภูมิ  
-  เครื่อง Thermal cycler    
-  เครื่อง Gel electrophoresis 
-  เครื่อง Gel Documentation UV-transilluminator 
3. สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่ 
-  Alkaline phosphatase label สารประกอบการทดสอบ ELISA และสารควบคุมปฏิกิริยา

ของชุดทดสอบเชื้อไวรัส ACMV (Agdia) (LPC73600 - ACMV , Positive control) 
-  ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) 
-  เอ็นไซม์ platinum Taqmix (Invitrogen)  
-  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) 
- Agarose  gel (SeaKem) 
- ชุดสกัดเจลและพีซีอาร์ส าเร็จรูป FavorPreP GEL/PCR Purification Mini Kit (FAVORGEN) 
- ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูปของ Wizard PlusSV Minipreps DNA Purification 

System 
- เอ็นไซม์ PLATINUM Taq polymerase High quality (Invitrogen, USA) 
- ชุดไพร์เมอร์ 
- GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 
- ชุดพลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega, USA),  
-  T4 DNA Ligase (Promega, USA) 
- competent cell (E. coli สายพันธุ์ Top 10) (Invitrogen, USA) 



- สารปฏิชีวนะ 
  
- วิธีการ  

1.สืบค้นข้อมูล 
สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อไวรัส  ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองในพืชมันส าปะหลัง และ

ข้อมูลเชื้อไวรัสใน Family Geminiviridae  จาก GenBank และจากเอกสารที่เคยรายงานไว้ น า
ข้อมูลที่ได้มาจัดกลุ่มภายใต้ Genus Begomovirus  และน ามาเข้า Clustal Omega programs 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) และเลือกหาส่วนยีนเป้าหมายที่ต้องการเพ่ือ
น ามาใช้พัฒนาวิธีการตรวจวินิจด้วยเทคนิค PCR ต่อไป 

 2.ออกแบบไพร์เมอร์ 
ท าการเลือกออกแบบไพร์เมอร์แบบ specific primer และแบบ universal primer 

โดยอาศั ยข้อมู ลที่ เคยมี รายงานและข้อมู ลล าดั บนิ วคลี โอไทด์ของเชื้ อ ไวรัส ในวงศ์  
Geminiviridae  ภ า ย ใ ต้ ก ลุ่ ม  Begomovirus ที่ มี อ ยู่ ใ น  GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  มาวิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่าง
ข อ ง ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  หลังจากนั้นใช้โปรแกรมโอเพ่นซอสที่
ให้ บ ริ ก ารท า ง อิ น เต อ ร์ เน็ ต ส าห รั บ ออก แ บ บ ไพ ร์ เม อ ร์  เช่ น  โป รแ ก รม  Primer3 
(http://simgene.com/Primer3) และค านวณ ค่ า Annealing Temperature  (Tm °C) ที่
เ ห ม า ะ ส ม ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  Oligonucleotide Properties Calculator 
(http://www.basis.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) เป็นต้น 

3. สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป  
สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) 

ท าการชั่งตัวอย่างพืชประมาณ 0.1 กรัม บดให้เป็นผงละเอียด และเติม AP1 buffer ปริมาตร 400 
ไมโครลิตรที่เติม RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น าใส่หลอด microcentrifuge tube บ่มที่ 65 ºซ 
นาน 10 นาที จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  เก็บส่วนน้ าใสเติม absolute ethanol 
ปริมาตร 1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ไว้ที่  -  20  องศาเซลเซียส  
เพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ในขั้นต่อไป  

 



4. สังเคราะห์ยีนเป้าหมายด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
ส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ได้แก่ 10x buffer 2.5 

ไมโครลิตร, MgCl2 (25 mM) 2 ไมโครลิตร, dNTP (10 mM) 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ reverse 
และ forward (10 pmol/ μl) อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (0.1 
unit/μl) 0.25 ไมโครลิตร น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 16.25 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอต้นแบบ 1 
ไมโครลิตร น าปฏิกิริยาที่เตรียมไว้มาเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมายในเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ 
(Thermal cycler) ด้วยโปรแกรมการท างาน   ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 3 นาที  1 รอบ 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 1 นาที  

ขั้นที่ 3: 52-56C  นาน 2 นาที 

ขั้นที่ 4: 72C  นาน 3 นาท ี(ข้ันที่ 2 - 4) 29 รอบ  

ขั้นที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ  

ขั้นที่ 6: 15C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
จากนั้นน า DNA PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis บน 1%  gel agarose ที่ผสมสาร 
red safe dye ที่เตรียมในสารละลาย 1x TAE buffer มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต ์
นาน 40 นาที และน าแผ่น 1% agarose gel มาส่องดูขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง  ChemiDoc™ 
Touch Imaging System (170-8370) โดยเปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA 
Ladder และท าการบันทึกภาพเพ่ือสรุปผลที่เกิดขึ้น 
 5. ท าการบันทึกข้อมูล และจัดท ารายงาน  

- เวลาและสถานที่ :   ระยะเวลา 2 ปี เริ่ม ตุลาคม 2559  สิ้นสุด กันยายน 
2561 
สถานที ่: กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
กรมวิชาการเกษตร และแปลงมันส าปะหลังของเกษตรกร  
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1.ผลการสืบค้นข้อมูล 

เชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง(Cassava Mosaic Viruses, CMVs)   อยู่ใน 

Family Geminiviridae Genus Begomovirus  จากรายงานพบประมาณ 10 ชนิด ได้แก่ African 

cassava mosaic virus(ACMV) , East African cassava mosaic Cameroon virus(EACMCV) , 

East African cassava mosaic Kenya virus( EACMKV) , East African cassava mosaic 

Malawi virus(EACMMV), East African cassava mosaic virus(EACMV), East African cassava 



mosaic Zanzibar virus( EACMZV) , Indian cassava mosaic virus( ICMV) , South African 

cassava mosaic virus(SACMV) , Sri Lankan cassava mosaic virus(SLCMV)  แ ล ะ  East 

African cassava mosaic virus-Uganda(EACMV-UG)  พบท าลายมันส าปะหลังในแถบแอฟริกา 

อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และแถบกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิก (Thottappilly et al., 2003)  ติดมาได้

กับท่อนพันธุ์และมีแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) เป็นพาหะแบบ persistent circulative  ใช้

เวลาถ่ายทอดเชื้อไวรัสประมาณ 10 นาที ก็มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการก่อให้เกิดโรคได้  (Fauquet 

and Fargette., 1990) ส าหรับเชื้อไวรัส  ACMV เป็นศัตรูพืชส าคัญชนิดหนึ่งที่มีอยู่ในแนบท้าย

ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เรื่อง ก าหนดศัตรูพืชเป็นสิ่งต้องห้าม ตามพระราชบัญญัติกักพืช 

พ.ศ. ๒๕๐๗ (ฉบับที่ ๖) พ.ศ. ๒๕๕๐ ที่เป็นศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญกับมันส าปะหลังที่ปลูกในประเทศ

ไทย แตข่ณะนี้ยังไม่มีรายงานเชื้อไวรัส ACMV ในประเทศไทย 

2.ผลการออกแบบไพร์เมอร์ 
ออกแบบไพร์เมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง 

(CMVs)   โดยเฉพาะเชื้อไวรัส ACMV ด าเนินการโดยเปรยีบเทียบเปอร์เซ็นต์ความคลา้ยกัน (Identity) 

ของล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวแทนจากฐานข้อมูล GenBank น ามาวเิคราะห์ด้วย  Clustal Omega 

programs และสร้าง Phylogenetic tree โดยใช้ MEGA 7.026 programs (maximum-

likelihood method, 500 bootstrap replicates) พบว่า ตัวแทนเชื้อไวรัส CMVs ทั้ง 10 ชนิดมี

ความคลา้ยกัน (Identity) ของล าดับนิวคลีโอไทด์น้อยกว่า 90% ทั้งนี้ ตามเงื่อนไขของ International 

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ฉบับที่ 9  ส าหรบัการจ าแนกเชื้อไวรัสในจีนสั 

Begamovirus ทีล่ าดับนิวคลีโอไทด์แบบครบสมบูรณ์ (Whole genome) ถ้ามีความคลา้ยกัน 

(Identity) น้อยกว่า 90% จัดเป็นเชื้อไวรัสคนละชนิด (Fauquet et al., 2003 ; Alabi et al., 2011) 

(ตารางที่ 1) (ภาพที่ 1) จากนัน้ออกแบบไพร์เมอร์จากข้อมูลข้างต้น ได้ไพร์เมอร์จ านวน 2 ชุด  ส าหรับ

การตรวจวินจิฉัยเชื้อไวรัส ACMV และเชื้อไวรัส CMVs ภายใต ้ Genus Begamovirus Family 

Germiniviridae ด้วยเทคนิค PCR  มีความถูกต้อง และแม่นย า ดังนี้   

ชุดที่ 1 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 3 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร์คู่ที่ 1.1 สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส 

ACMV ได้อย่างแม่นย า  ส าหรับ positive control ได้สั่งจ้างบริษัทการค้าท าการสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์

เชื้อไวรัส ACMV ส่วน AV2 gene ( pre coat  protein gene) รวมกับ AV1 gene (coat  protein gene)  

จ านวน 937 bp (ภาพที่ 2) ไพร์เมอร์คู่ที่ 1.2  สามารถตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง 

(CMVs) ได้ทั้ง 10 ชนิด จึงท าให้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสกัดกั้น (interception) และตรวจเฝ้า

ระวัง (monitoring) เชื้อไวรัสกลุ่มนี้ได้ครอบคลุม และไพร์เมอร์คู่ที่ 1.3 เลือกออกแบบให้มีล าเบสคล้ายกับเชื้อ



ไวรัส ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) ซึ่งทั้ง 3 ชนิด เป็นศัตรูพืชส าคัญที่อยู่ในบัญชีพระราชบัญญัติกัก

พืช (ฉบับที่ 6) รวมทั้งไพร์เมอร์ชุดนี้ออกแบบให้มีล าดับเบสคล้ายกับ SLCMV ด้วย เนื่องจากปัจจุบันมีข้อมูล

การแพร่ระบาดของเชื้อดังกล่าวในประเทศกัมพูชา และเวียนนาม (Wang H. L et al., 2016; Uke A et al., 

2018 ; Minato et al., 2019) 

ชุดที่ 2 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 4 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร์คู่ที่ 2.1-2.4 ที่คาดหวังว่าจะ

สามารถใช้ส าหรับตรวจแยกเพ่ือระบุชนิดเชื้อไวรัสที่เป็นศัตรูพืชส าคัญที่อยู่ในบัญชีพระราชบัญญัติกักพืช 

(ฉบับที ่6) ทั้ง 3 ชนิด ได้แก่  ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) รวมทั้ง SLCMV ด้วย (ตารางที่ 2)  

นอกจากนี้ ได้น าคู่ไพร์เมอร ์GEM-U-CP-F1/ GEM-U-CP-R1 ซ่ึงเป็น universal primer น า

มาร่วมใช้ส าหรับงานทดลองครั้งนี้ด้วย ซึ่งเป็นคู่ไพร์เมอร์ที่ได้ทดสอบแล้วว่าสามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อ

ไวรัสในส่วน partial AV1 gene ใน Family Geminiviridae Genus Begomovirus ได้ด้วยเทคนิค 

PCR แสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 เบส (กาญจนาและคณะ, 2555) และคู่ไพร์เมอร์ที่เคยมี

รายงานมาใช้เปรียบเทียบ 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  
เชื้อไวรัส  ACMV เป็นสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลังอยู่ใน Family Geminiviridae Genus 

Begomovirus พบท าลายมันส าปะหลังที่ปลูกในแถบแอฟริกา มีแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) เป็น

พาหะช่วยแพร่ระบาด และที่ส าคัญเชื้อไวรัส ACMV เป็นศัตรูพืชตามแนบท้ายประกาศกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ เรื่อง ก าหนดศัตรูพืชเป็นสิ่งต้องห้าม ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. ๒๕๐๗ (ฉบับที่ ๖) พ.ศ. 

๒๕๕๐ ที่เป็นศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญกับมันส าปะหลัง แต่ขณะนี้ยังไม่มีรายงานว่าพบเชื้อไวรัสชนิดนี้เข้า

ท าลายมันส าปะหลังในประเทศไทย (กาญจนาและคณะ, 2556; ปัญญาวุฒิและคณะ, 2559) ตาม

ข้อก าหนดของระบบ ICTV ทีล่ าดับนิวคลีโอไทด์ครบทั้งจีโนมของเชื้อไวรัสภายใต้ genus Begomovirus ถ้ามี

ความคล้ายกัน (Identity) กันน้อยกว่า 90% จัดแยกเป็นเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง 

(Cassava Mosaic Viruses, CMVs)  คนละชนิ ด  รวมจ าน วน  10 ชนิ ด  ได้ แก่  ACMV, EACMCV, 

EACMKVEACMMV, EACMV, EACMZV, ICMV, SACMV, SLCMV และ EACMV-UG น าข้อมูลนิวคลีโอไทด์

มาออกแบบไพร์เมอร์ ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส ACMV เชื้อไวรัส CMVs รวมจ านวน 2 ชุด ได้แก่ ชุด

ที่ 1 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 3 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร์คู่ที่ 1.1 และ ไพร์เมอร์คู่ที่ 1.2 สามารถ

ตรวจหาเชื้อไวรัส ACMV และ CMVs ได้อย่างแม่นย า  และไพร์เมอร์คู่ที่ 1.3 สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส 

ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) และ SLCMV ชุดที่ 2 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 4 คู่ ได้แก่ 

ไพร์เมอร์คู่ที่ 2.1-2.4 ที่คาดหวังว่าจะสามารถใช้ส าหรับตรวจแยกเพ่ือระบุชนิดเชื้อไวรัสที่เป็นศัตรูพืชส าคัญ

ที่อยู่ในบัญชีพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 6) ทั้ง 3 ชนิด ได้แก่  ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) 



รวมทั้ง SLCMV ด้วย ทั้งนี้ไพร์เมอร์ทั้ง 2 ชุด จะถูกน ามาใช้ประโยชน์ต่อยอดในการทดลองเรื่อง "การศึกษา

สถานภาพของเชื้อไวรัส African cassava mosaic virus  (ACMV) ในประเทศไทย" ในระหว่างปี 2562-2564 

ต่อไป นอกจากนี้  คู่ ไพร์เมอร์ GEM-U-CP-F1/ GEM-U-CP-R1 ซึ่งเป็น universal primer สามารถตรวจ

วินิจฉัยเชื้อไวรัสในส่วน partial AV1 gene ใน Family Geminiviridae Genus Begomovirus ได้ด้วยเทคนิค 

PCR แสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 เบส และคู่ไพร์เมอร์ที่เคยมีรายงานน ามาใช้เปรียบ 

เนื่องจากในช่วงเดือนตุลาคม 2561 พบโรคใบด่างมันส าปะหลังระบาดใน 7 จังหวัดชายแดนไทย

กัมพูชา ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา มี 2 อ าเภอ คือ เสิงสาง และครบุรี จังหวัดบุรีรัมย์ มี 1 อ าเภอ บ้านกรวด 

จังหวัดสุรินทร์ มี 3 อ าเภอ คือ บัวเชด กาบเชิง และสังขะ จังหวัดศรีสะเกษ มี 3 อ าเภอ คือ กันทรลักษณ์ ภู

สิงห์ และขุนหาญ จังหวัดอุบลราชธานี มี 2 อ าเภอ คือ น้ ายืนและน้ าขุ่น จังหวัดสระแก้ว มี 1 อ าเภอ คือ ตา

พระยา และจังหวัดปราจีนบุรี 1 อ าเภอ คือ ศรีมหาโพธิ ซึ่งกรมวิชาการเกษตรได้ท าลายด้วยการเผาหรือฝัง

กลบเรียบร้อยแล้ว ดังนั้น การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัสโดยการออกแบบชุดไพรเมอร์ครั้งนี้สามารถ

ช่วยการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง (CMVs) อยู่ใน Family Geminiviridae 

Genus Begomovirus ได้อย่างแม่นย าขึ้น เพ่ือทราบข้อมูลการการแพร่ระบาดได้ทันก่อนสถานการณ์ระบาด

เชื้อไวรัสในกลุ่มนี้ CMVs จะเกิดขึ้นในประเทศไทย ทั้ง เกษตรกรต้องหมั่นตรวจแปลง ถ้าพบต้องแจ้งเกษตร

อ าเภอที่อยู่ในเขตนั้น หรือ ท าลายด้วยการเผาหรือฝังกลบ และส่งตรวจวินิจฉัยห้องปฏิบัติติการเพ่ือให้ทราบ

สาเหตุ 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  
- ได้วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส ACMV ในมันส าปะหลังที่มีประสิทธิภาพ  
- เป็นประโยชน์กับงานวิจัยขั้นประยุกต์ส าหรับใช้ต่อยอดเพ่ือหาวิธีการจัดการหรือก าจัดโรค
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น การปรับปรุงพันธุ์มันส าปะหลังที่ต้านทานเชื้อไวรัส ACMV 
- เป็นประโยชน์เกษตรกรผู้ปลูกมันส าประหลังทราบข้อมูลด้านการระบาดวิทยาของเชื้อไวรัส 
ACMV ตั้งแต่ระยะเริ่มต้นว่าหากพบการปรากกฎของเชื้อดังกล่าวจะสามารถป้องกันก าจัด 
และระวังการระบาดโรคไปยังพ้ืนที่อ่ืน ๆ ได้อย่างถูกวิธี 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : - 
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ภาคผนวก 
Table 1 Cassava mosaic virus sequences retrieved from Genbank  

Species Accession No. of DNA-A 
African cassava mosaic virus(ACMV) HE814062, HE814065, KT869130, AF126802, AF126800, 

Z83252, J0205, N053431, FJ807631, HE979768, AF112352, 
AJ427910, EU685322, AF366902, FJ751235, GQ204109, 
FJ751234, AF259894, KR476372, HG530111, X17095                                   

East African cassava mosaic 
Cameroon virus(EACMCV) 

EU685319, NC_004625, EU685323, EU685326, JN165089, 
AF259896, JF909117 

East African cassava mosaic Kenya 
virus(EACMKV) 

NC_011583, AJ717578, AJ717576, AJ717580, AJ717581 

East African cassava mosaic Malawi 
virus(EACMMV) 

KP890354, AJ006459, AJ006460, KT869122, KP890349 

East African cassava mosaic 
virus(EACMV) 

FN435280, JX910240, NC_004674, HG530116 

East African cassava mosaic Zanzibar 
virus(EACMZV) 

AF422174, AJ717560, AJ717562, AJ717567, AJ717566, 
AJ717561, AJ717583, AJ717565 

Indian cassava mosaic virus(ICMV) KU308385, AJ314739, NC_001932, AJ575819 AY730035, 
Z24758 

South African cassava 
mosaic virus(SACMV) 

NC_003803, AJ422132, AF155806  

Sri Lankan cassava mosaic 
virus(SLCMV) 

NC_003861, KF898349, AJ579307, KR611577, KU550961                                  

East African cassava mosaic virus-
Uganda(EACMV-UG) 

AJ717518, KT780440, HE979773, HE979775, Z83257, 
AJ717532, AJ717530, AJ717519, HE979770, AJ717522, 
AF126804, AF126806 

Source: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
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Table 2 Primers used for detection ACMV and CMVs by Polymerase chain reaction  

technique. 

Primer 
set 

Forward 
primer name 

 

Reverse 
 primer name 

 

Tm °C Virus 
detected 

Product  
Size  

(bp) 

reference 

ไพร์เมอร์ชุดที่ 1 
คู่ที่ 1.1 51./AV2- ACMV-F1 51./AV1-ACMV-R1 60 ACMV-A ~ 710 กาญจนาและ

แสนชยั 2561 
คู่ที่ 1.2 53./AV1-CMVs-F2.2 53./AV1-CMVs-F2.1 58-60 CMVs-A ~ 500 

กาญจนาและ
แสนชยั 2561 

คู่ที่ 1.3 52.AV1-CMV4-F1 52./AC1-CMV4-R1.1 60 4 kinds-A ~ 1300 
กาญจนาและ
แสนชยั 2561 

ไพร์เมอร์ชุดที่ 2 
คู่ที่ 2.1 62./BV1-ACMV-SF1 62./BV1-ACMV-SR1 60 Specific 

ACMV-B 
~ 750 กาญจนาและ

แสนชยั 2561 

คู่ที่ 2.2 61./AC1-ICMV-SF1 61./AC1-ICMV-SR1 60-61 Specific 
ICMV-A 

~ 500 กาญจนาและ
แสนชยั 2561 

คู่ที่ 2.3 63.1/BC1-EACMV-
SF1 
 

63.1/BC1-EACM-SR1 
 

60-61 Specific 
EACMV-B 

~ 900 กาญจนาและ
แสนชยั 2561 

คู่ที่ 2.4 60./AC1-SLCMV-SF1 60./AC1-SLCMV-SR1 60 Specific 
SLCMV-A 

~ 450 กาญจนาและ
แสนชยั 2561 

universal primer for detecting Virus within Genus Begomovirus, Family Geminiviridae  
Virion sense  
primer name 

 

Complementary 
primer name 

 

Tm °C Virus 
detected 

Product  
Size  

(bp) 

reference 

GEM-U-CP-F1.1 GEM-U-CP-R1.2 56 Begomo 
virus 

~ 500 กาญจนาและ
คณะ 2556 

 

 

 



 

Figure 1 Phylogenetic trees of nucleotide sequences of DNA-A region from 10 CMVs  

species (table 1) using maximum-likelihood method, 500 bootstrap replicates, 

MEGA version 7.0.26 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Sequence alignment corresponding to DNA-A region of AV2 gene (pre coat  
protein) and AV1 gene (coat protein gene) synthesized as positive control for 
ACMV detection 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


