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บทคัดย อ 
โรคไวรัสใบด�างเหลืองถ่ัวเขียว  (Mumgbean  Yellow Mosaic Virus, MYMV)  สร�างความ

เสียหายให�กับพืชตระกูลถ่ัวได�ทุกระยะการเจริญเติบโตโดยเฉพาะถ่ัวเขียวผิวมัน  เม่ือโรคเข�าทําลายในระยะ
ต�นกล�าจะไม�สามารถเก็บผลผลิตได�เลย  ดังนั้น วิธีการคัดเลือกพันธุ3ถ่ัวเขียวต�องมีประสิทธิภาพเพ่ือให�ได�
ข�อมูลพันธุ3ท่ีทดสอบเพ่ือประโยชน3ทางด�านการปรับปรุงพันธุ3ให�ต�านทานโรคนี้ต�อไปในอนาคต การคัดเลือก
พันธุ3ถ่ัวเขียวเพ่ือต�านทานโรคไวรัสใบด�างเหลืองโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ด�วยไพร3
เมอร3 ท่ีเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ (specific primer) กับ DNA-A ท้ังวง จํานวน 3 คู� คือ MYMV-V2-F1 & 
MYMV-C3-F1,  MYMV-V2-R2 & MYMV-C3-F2 และ MYMV-V2-R3 & MYMV-C1-F3 และเม่ือ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส  MYMV-A สาเหตุโรคไวรัสใบด�างเหลือง กับฐานข�อมูล GenBank 
พบว�าคล�ายกับเชื้อไวรัส MYMV ในกับประเทศ ปากีสถาน และอินเดีย ขณะนี้อยู�ระหว�างดําเนินหาไพร3เมอร3 
ท่ีเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ (specific primer) กับ DNA-B ท้ังวงต�อไป ในส�วนการทดสอบการคัดเลือกสายพันธุ3
ถ่ัวเขียวให�ต�านทานโรคไวรัสใบด�างเหลืองให�ศูนย3วิจัยพืชไร�ชัยนาทในงบประมาณปX 2555 สามารถทดสอบได�   
3 สายพันธุ3  ได�แก� สายพันธุ3 VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B เท�านั้น โดยนําถ่ัวเขียวทุกสาย
พันธุ3มาปลูกเชื้อไวรัส  MYMV  ด�วยแมลงหวี่ขาวและสังเกตอาการภายในเรือนทดลองรวม  45  วัน  
หลังจากนั้นประเมินความรุนแรงของโรคจากการสังเกตด�วยตาเปล�าและอ�างอิงตามเกณฑ3  Disease Scoring 
Scale (1-9)  for  MYMV  (Sadiq  et al., 2006)  จากการทดสอบพบว�าถ่ัวเขียวท้ัง 3 สายพันธุ3  มีการเข�า
ทําลายของโรคใบด�างเหลืองเปeน 100 เปอร3เซ็นต3  ประเมินความรุนแรงของโรคอยู�ท่ีระดับ  9  หมายถึง  พืช
แสดงความ อ�อนแอต�อโรคมากจึงไม�ต�องนํามาตรวจการปนเปhiอนของเชื้อไวรัส  MYMV ด�วยเทคนิค PCR 
สําหรับสายพันธุ3 VC 1448-7-3B แสดงอาการอ�อนแอต�อโรคมาก ต�นเปeนโรคใบเล็ก  ด�างเหลือง  และใบไหม�
แห�งตาย และขณะนี้อยู�ระหว�างเร�งดําเนินการปลูกทดสอบสายพันธุ3    ถ่ัวเขียวให�ครบท้ัง 60 สายพันธุ3 ซ่ึงจะ
สรุปผลในปXงบประมาณ 2556 ต�อไป 
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คํานํา 
โรคไวรัสใบด�างเหลืองถั่วเขียว (Mumg  Bean  Yellow Mosaic Virus, MYMV)  เปeนโรคหนึ่งท่ี

สร�างความเสียหายกับผลผลิตถ่ัวเขียวเปeนอย�างมากในหลายประเทศ  เช�น  อินเดีย  ปากีสถาน ศรีลังกา  
สําหรับในประเทศไทยพบการระบาดของโรคครั้งแรกเม่ือปX  2520  ท่ี จังหวัดกําแพงเพชร คิดพ้ืนท่ี
ความเสียหายประมาณ  10,000  ไร�  และต�อมาพบโรคนี้ระบาดรุนแรงข้ึนอีกครั้งในปX  2549  และ  
2550  ท่ีจังหวัดสุโขทัย    มีได�รายงานว�าถ่ัวเขียวท่ีได�รับเชื้อไวรัส  MYMV  ในช�วงอายุการเจริญ  1-2  
เดือน  สามารถสร�างความเสียหายกับผลผลิตถึงประมาณ  35-80  เปอร3เซ็นต3  (Thongmeearkom et 

al.,1981)  ถ�าโรคนี้เกิดในระยะท่ีติดฝmกแล�ว  ฝmกจะเปลี่ยนเปeนสีเหลืองจัด  มีขนาดเล็กสั้นผิดปกติคดงอ
ข้ึนข�างบน (บุษราคัม และคณะ, 2538)  ลักษณะอาการเริ ่มแรกใบถั่วเขียวมีจุดด�างสีเหลืองเล็กๆ  
กระจายให�เห็นท่ีใบรวม 3 ใบแรก  (compound trifoliate leaves)  ต�อมาจุดด�างสีเหลืองขยายใหญ�
จนใบเปลี่ยนจากสีเหลืองปนสีเขียวกลายเปeนสีเหลืองจัด  ใบยอดท่ีแตกใหม�จะด�างเหลือง  ถ�าถ่ัวเขียว
เปeนโรครุนแรงมากจะสังเกตเห็นใบรวม 3  ใบแรกมีลักษณะเปeนคลื่นม�วนงอลง  ลําต�นแคระแกร็น  ไม�
สามารถออกดอกและติดฝmกได�เลย  (Chiemsombat, 1991)  โรคนี้เกิดจากไวรัสในกลุ�มเจมินีไวรัส 
(Geminiviruses) Genus Begomovirus  มีอนุภาคเปeนทรงกลมคู�หลายเหลี่ยมท่ีไม�สมบูรณ3 
(incomplete icosahedral)  อนุภาคมีขนาดประมาณ 18x30 นาโนเมตร  สามารถถ�ายทอดโรคโดย
แมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci)  แบบ persistent circulative   (Harrison and Robinson, 2002)   

 
 

 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ� 

1.  เมล็ดพันธุ3ถ่ัวเขียวจากศูนย3วิจัยพืชไร�ชัยนาท  ถ่ัวเขียวเมล็ดชุดอุณหภูมิตํ่าและชุดฉายรังสี 
รวม 3 สายพันธุ3 คือ VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B 

2.  อุปกรณ3ทางการเกษตร ได�แก� โรงเรือนกันแมลง  กรงกันแมลง กระถาง ตระกร�า       แก�ว
ครอบ  ดิน  ถุงปลูก  ปุuย และปvายชื่อ 

3.  แมลงพาหะ  ได�แก�  แมลงหวี่ขาว   (Bemisia  tabaci) 
4.  ต�นถ่ัวเขียวท่ีแสดงอาการโรคไวรัสใบด�างเหลืองถ่ัวเขียว  Mumg  Bean  Yellow Mosaic  virus,  MYMV) 

5.  อุปกรณ3ด�านวิทยาศาสตร3  ได�แก�  ตู�แช�แข็ง -20°C  อ�างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath 

shaker)  เครื่องชั่งละเอียด  เครื่องปmxนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge)            เครื่อง 
Thermal cycler   และเครื่อง  Gel electrophoresis   

6.  สารเคมีวิทยาศาสตร3 เช�น  ไนโตรเจนเหลว  สารประกอบ CTAB buffer  เอ็มไซด3 (Roch)  
Chlorofrom  และ Ethanol   
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วิธีการ 
1. สํารวจและเก็บตัวอย�างถ่ัวเขียวท่ีแสดงอาการใบด�างเหลือง (Mumg  Bean  Yellow 

Mosaic  virus, MYMV)  จากแปลงปลูก  จ. สุโขทัย และชัยนาท  แล�วนําตัวอย�างถ่ัวเขียวใบด�างเหลือง
มาถ�ายทอดโรคลงบนต�นถ่ัวเขียวปกติโดยใช�แมลงหวี่ขาวเปeนพาหะ และเก็บไว�เปeนแหล�งเชื้อสําหรับ
ทดสอบในเรือนทดลองต�อไป  
 2. นําแมลงหวี่ขาว  (Bemisia  tabaci)  มาปล�อยให�รับเชื้อไวรัส  MYMV  บนต�นถ่ัวเขียวท่ี
เปeนโรค นาน 48  ชั่วโมง  ก�อนใช�ถ�ายทอดเชื้อไวรัส  MYMV  ต�อไป 

3. ปลูกถ่ัวเขียวท่ีต�องการทดสอบความต�านโรคของศูนย3วิจัยพืชไร�ชัยนาท  ถ่ัวเขียวเมล็ดชุด
อุณหภูมิตํ่าและชุดฉายรังสี รวม 3 สายพันธุ3 คือ VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B สาย
พันธุ3ละ  20  ต�น เม่ือต�นกล�าถ่ัวเขียวมีอายุได�  5  วัน  ใช� aspirator ดูดแมลงหวี่ขาวท่ีมีเชื้อไวรัส  MYMV  
จํานวน 10-15 ตัว / ต�น  มาปล�อยบนต�นถ่ัวเขียวปกติท้ัง   4 คู�ผสม ท้ิงให�แมลงถ�ายทอดโรคนาน  48  
ชั่วโมง  แล�วฉีดยาฆ�าแมลงก�อนนําต�นถ่ัวเขียวดังกล�าวไปเก็บไว�ในกรงปvองกันแมลงเพ่ือสังเกตอาการโรค
ต�อไป 
4. ทําการสังเกตโรคด�วยตาเปล�าและจดบันทึกลักษณะอาการ  ความรุนแรงโรคบนต�นถ่ัวเขียวท้ัง  รวม 
3 สายพันธุ3 หลังถ�ายทอดเชื้อไปแล�ว  ทุกๆ  7  วัน  รวมเปeนเวลา  45  วัน  และแสดงระดับความ
ต�านทานโรคจากคะแนนความรุนแรงโรค  9  ระดับ  ตามเกณฑ3ของ  Sadiq et al., 2006 (ตารางท่ี 1)   
 
ตารางท่ี  1  คะแนนความรุนแรงของโรคใบด างเหลืองถ่ัวเขียว  9  ระดับ   

       (Disease  Scoring  Scale  (1-9)  for  MYMV) 
 
% การเข�าทําลายของโรค*   คะแนนความรุนแรงโรค  การแสดงระดับต�านทานโรค 
    (Percent Infected)     (Disease  Score)    (Disease  reaction) 

0   1   ไม�แสดงอาการโรค  (Immune,  I) 
1-5   2   ต�านทานมาก(Highlyresistant, HR) 
6-10   3   ต�านทาน  (Resistant,  R) 
11-20   4   ต�านทานปานกลาง (Moderately  resistant,  MR) 
21-30   5   ทนทาน  (Tolerant,  T) 
31-40   6   ทนทานปานกลาง  (Moderately  tolerant,  MT) 
41-50   7   อ�อนแอปานกลาง  (Moderately  susceptible,  MS) 
51-80   8   อ�อนแอ  (Susceptible,  S) 
81-100   9   อ�อนแอมาก  (Highly susceptible,  HS) 

 
 * หมายเหตุ   วิธีคิด    % infected     = infection rate x 100 
                    total number of plant 
5.  หลังจากถ�ายทอดโรคไปแล�ว  45  วัน  ให�เก็บใบของต�นถ่ัวเขียวท่ีไม�แสดงอาการโรคไวรัสใบด�างเหลืองมา
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สกัดดีเอ็นเอของเชื้อไวรัส MYMV ด�วยวิธี CTAB buffer  แล�วเก็บดีเอ็นเอท่ี - 20 องศาเซลเซียล          เพ่ือ
นํามาตรวจหาเชื้อ  MYMV ในข้ันตอน Polymerase Chain Reaction (PCR)  ต�อไป 

6.  ออกแบบไพร3เมอร3ท่ีจําเพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัส  MYMV-A  โดยอาศัยฐานข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด3 
จาก  GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)   
7.  ทําการสังเคราะห3ลําดับนิวคลีโอไทด3ของเชื้อไวรัส  MYMV ด�วยเทคนิค  Polymerase Chain Reaction 
(PCR)   โดยไพร3เมอร3ท่ีได�ออกแบบให�เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ (specific  primer) 
8. ตรวจสอบผล PCR  ด�วยเทคนิค  Gel electrophoresis   
9.โคลนยีนดีเอ็นเอของเชื้อไวรัส  MYMV เข�าพาหะ pGEM-T Easy (Promega) และฝากแบคทีเรีย E.  

coli  ด�วย heat  shock  transformation 
10. ทําการวิเคราะห3ลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส MYMV แล�วนําข�อมูลท่ีได�มาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทด3กับฐานข�อมูลGenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือยืนยันว�าไพร3เมอร3ท่ี
ออกแบบไว�มีความเฉพาะเจาะจงต�อเชื้อสาเหตุจริง 
 
เวลาและสถานท่ี 
ระยะเวลา ตุลาคม 2554 - กันยายน 2555 
สถานท่ี  กลุ�มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ�ผลการทดลอง 
 

1. ลักษณะอาการของถ่ัวเขียวหลังจากการถ ายทอดโรคด�วยแมลงหว่ีขาวไปแล�ว  45  วัน 
เม่ือถ�ายทอดเชื้อไวรัสใบด�างเหลืองถ่ัวเขียว  (MYMV)  ด�วยแมลงหวี่ขาวให�กับถ่ัวเขียวเมล็ดชุด

อุณหภูมิตํ่าและชุดฉายรังสี รวม 3 สายพันธุ3 คือ VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B 
แสดงอาการจุดด�างสีเหลืองเล็กๆ กระจายไปท่ัวใบรวม 3 ใบแรก (compound trifoliate leaves)  ให�
เห็นท่ี 15 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับ control  คือ CN72  และ  หลังจากถ�ายทอดโรคไปแล�วท่ี  45  วัน  
จุดด�างสีเหลืองกระจายท่ัวทุกใบต�อมาใบจะเปลี่ยนเปeนสีเหลืองจัดไม�แตกต�างกัน  หลังจากนั้นประเมิน
ความรุนแรงของโรคจากการสังเกตด�วยตาเปล�าและอ�างอิงตามเกณฑ3  Disease Scoring Scale (1-9)  for  
MYMV  (Sadiq  et al., 2006)  จากการทดสอบพบว�าถ่ัวเขียวแสดงอาการโรคใบด�างเหลืองทุกสายพันธุ3  คือ 
มีการเข�าทําลายของโรคใบด�างเหลืองเปeน 100 เปอร3เซ็นต3  ประเมินความรุนแรงของโรคอยู�ท่ีระดับ  9  
หมายถึง  พืชแสดงความ อ�อนแอต�อโรคมาก (Highly susceptible,  HS)  สําหรับสายพันธุ3 VC 1448-7-3B 
แสดงอาการอ�อนแอต�อโรคมากกว�าพันธุ3อ่ืนท่ีทดสอบครั้งนี้ จึงแสดงอาการต�นเปeนโรคใบเล็ก ด�างเหลือง  
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และใบไหม�แห�งตายในท่ีสุด และใบไหม�แห�งตาย และขณะนี้อยู�ระหว�างเร�งดําเนินการปลูกทดสอบสายพันธุ3    
ถ่ัวเขียวให�ครบท้ัง 60 สายพันธุ3 ซ่ึงจะสรุปผลในปXงบประมาณ 2556 ต�อไป 
2. แสดงความต�านทานโรคไวรัสใบด างเหลืองถ่ัวเขียว (MYMV) จากคะแนนความรุนแรงของโรค     
9  ระดับ ตามเกณฑ�ของ  Sadiq et al., 2006  (ตารางท่ี 1) 

หลังจากนั้นประเมินความรุนแรงของโรคจากการสังเกตด�วยตาเปล�าและอ�างอิงตามเกณฑ3  Disease 
Scoring Scale (1-9)  for  MYMV  (Sadiq  et al., 2006)  จากการทดสอบพบว�าถ่ัวเขียวเมล็ดชุดอุณหภูมิ
ตํ่าและชุดฉายรังสี รวม 3 สายพันธุ3 คือ VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B แสดงอาการ
โรคใบด�างเหลืองทุกสายพันธุ3  คือ มีการเข�าทําลายของโรคใบด�างเหลืองเปeน 100 เปอร3เซ็นต3  ประเมิน
ความรุนแรงของโรคอยู�ท่ีระดับ  9  หมายถึง  พืชแสดงความ อ�อนแอต�อโรคมาก(Highly susceptible,  HS)  
สําหรับสายพันธุ3 VC 1448-7-3B แสดงอาการอ�อนแอต�อโรคมากกว�าพันธุ3อ่ืนท่ีทดสอบครั้งนี้ จึงแสดง
อาการต�นเปeนโรคใบเล็ก ด�างเหลือง  และใบไหม�แห�งตายในท่ีสุด 

 

ตารางท่ี 2 แสดงผลคัดเลือกพันธุ�ถ่ัวเขียวเมล็ดชุดอุณหภูมิต่ําและชุดฉายรังสี รวม 3 สายพันธุ�
ทดสอบสายพันธุ�ละ 20 ต�น และประเมินระดับความต�านทานโรค 9  ระดับ 
 

สายพันธุ� จํานวนต�นเปbนโรค ความต�านทาน 
VC 1163 B  20 ต�น  อ�อนแอมาก (HS)  
VC 1488-2-3B  20 ต�น อ�อนแอมาก (HS)  
VC 1448-7-3B  20 ต�น  อ�อนแอมาก (HS)  
 
3. ตรวจหาการปนเปcdอนเช้ือไวรัส  MYMV  ด�วย Polymerase Chain Reaction (PCR)               
โดยไพร�เมอร�ท่ีออกแบบให�เฉพาะเจาะจงกับเช้ือ (specific  primer) 

หลังจากประเมินความรุนแรงของโรคตามเกณฑ3  Disease Scoring Scale (1-9)  for  MYMV  (Sadiq  
et al., 2006)  พบว�าถ่ัวเขียวเมล็ดชุดอุณหภูมิตํ่าและชุดฉายรังสี รวม 3 สายพันธุ3 คือ VC 1163, BVC 
1488-2-3B และVC 1448-7-3B มีการเข�าทําลายของโรคใบด�างเหลืองเปeน 100 เปอร3เซ็นต3  จึงไม�ต�อง
นํามาตรวจการปนเปhiอนของเชื้อไวรัส  MYMV ด�วยเทคนิค PCR ด�วยคู�ไพร3เมอร3 กับ DNA-A ท้ังวง จํานวน 
3 คู� คือ MYMV-V2-F1 & MYMV-C3-F1,  MYMV-V2-R2 & MYMV-C3-F2 และ MYMV-V2-R3 & MYMV-
C1-F3 มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัส MYMV-A 
 
4. เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�เช้ือไวรัส  MYMV-A และ MYMV-B สาเหตุโรคไวรัสใบด างเหลือง 
กับฐานข�อมูล GenBank 

เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส  MYMV-A สาเหตุโรคไวรัสใบด�างเหลือง กับ
ฐานข�อมูล GenBank พบว�าคล�ายกับเชื้อไวรัส MYMV ในกับประเทศ ปากีสถาน และอินเดีย 
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 อยู�ระหว�างดําเนินหาลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส  MYMV-B และสรุปจัดกลุ�มเชื้อไวรัส MYMV
ท่ีพบระบาดในไทยเพ่ือประโยชน3ในด�านปรับปรุงพันธุ3ถ่ัวเขียวให�ต�านทานเชื้อไวรัส MYMV ต�อไปใน
อนาคต ซ่ึงจะสามารถสรุปผลในปXงบประมาณ 2556 ต�อไป 

 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส  MYMV-A สาเหตุโรคไวรัสใบด�างเหลือง กับ

ฐานข�อมูล GenBank พบว�าคล�ายกับเชื้อไวรัส MYMV ในกับประเทศ ปากีสถาน และอินเดีย 
 อยู�ระหว�างดําเนินหาลําดับนิวคลีโอไทด3เชื้อไวรัส  MYMV-B และสรุปจัดกลุ�มเชื้อไวรัส MYMV

ท่ีพบระบาดในไทยเพ่ือประโยชน3ในด�านปรับปรุงพันธุ3ถ่ัวเขียวให�ต�านทานเชื้อไวรัส MYMV ต�อไปใน
อนาคต ซ่ึงจะสามารถสรุปผลในปXงบประมาณ 2556 ต�อไป 

 ถ่ัวเขียวสายพันธุ3 VC 1163, BVC 1488-2-3B และVC 1448-7-3B เปeนโรคทุกต�นท้ัง 3 สาย
พันธุ3จึงไม�ต�องตรวจสอบด�วยเทคนิค PCR 

สําหรับสายพันธุ3 VC 1448-7-3B แสดงอาการอ�อนแอต�อโรคมาก ต�นเปeนโรคใบเล็ก  ด�าง
เหลือง  และใบไหม�แห�งตาย 

 อยู�ระหว�างเร�งดําเนินการปลูกทดสอบสายพันธุ3ถ่ัวเขียวให�ครบท้ัง 60 สายพันธุ3 ซ่ึงจะสรุปผลใน
ปXงบประมาณ 2556 ต�อไป 
 

ปmญหา/อุปสรรคและข�อเสนอแนะในภาพรวมของโครงการ 
1.เนื่องจากเกิดอุทกภัยทําให�ต�นถ่ัวเขียวใบด�างเหลืองท่ีเปeนแหล�งเชื้อ และแมลงหวี่ขาว 

(Bemisia  tabaci) ตายส�วนใหญ� จึงต�องใช�เวลาประมาณ  4  เดือน  เพ่ือให�พืชแสดงอาการโรคชัดเจน
เพ่ือใช�เปeนแหล�งเชื้อและเลี้ยงแมลงให�ครบวัฏจักร ทําให�นักวิจัยทดสอบสายพันธุ3ถ่ัวเขียวได�เพียง 3 เบอร3 
เท�านั้นในขณะนี้ (ดังท่ีรายงานผลข�างต�น) 
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