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บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของโครงการวิจัย 
 

ปัจจุบันมีโรคพืชหลายชนิดที่มีแมลงเป็นพาหะ ระบาดรุนแรงในพืชส าคัญทางเศรษฐกิจ สร้าง
ความเสียหายต่อผลผลิตการเกษตรเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส ซึ่งไม่สามารถ
ท าลายเชื้อที่อยู่ในพืชได้โดยตรง โดยเฉพาะการใช้สารเคมี การป้องกันก าจัดจึงจ าเป็นต้องท าแบบ
บูรณาการ เช่น การปรับสภาพแวดล้อมให้ไม่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเชื้อโรค การปรับวิธีเขต
กรรมเพ่ือปรับสภาพนิเวศในแปลงไม่ให้เอ้ือต่อการเกิดโรคและแมลงพาหะ การใช้ท่อนพันธุ์ที่ปลอด
เชื้อ การใช้พันธุ์ต้านทาน ซึ่งการป้องกันก าจัดแมลงพาหะซึ่งถือเป็นการป้องกันการแพร่ระบาดของ
เชื้อไวรัสที่ส าคัญยิ่ง แมลงพาหะแต่ละชนิดมีความเฉพาะเจาะจงกับโรคที่เกิดขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
โรคอุบัตใหม่ที่เกิดขึ้นกับพืชส าคัญทางเศรษฐกิจที่นิยมปลูกเป็นการค้าในปัจจุบัน และมีแนวโน้วจะมี
ความรุนแรงของการเกิดโรคมากยิ่งขึ้น การถ่ายทอดโรคโดยอาศัยแมลงพาหะ (insect vectors) จัด
ว่าเป็นการถ่ายทอดเชื้อระหว่างต้นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจมากที่สุด เพราะเกิดขึ้นได้อย่าง
รวดเร็ว การควบคุมท าได้ยาก โดยเฉพาะกลุ่มแมลงปากดูด เช่น แมลงหวี่ขาว เพลี้ยอ่อน เพลี้ยแป้ง 
เพลี้ยไก่แจ้ เพลี้ยจักจั่น และ เพลี้ยไฟ เป็นต้นพริก แตงกวา สับปะรด และพืชตระกูลส้ม เป็นพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย มีการปลูกกันอย่างแพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ เนื่องจากเป็น
พืชอาหารที่คนนิยมบริโภคและเป็นที่ต้องการของตลาดทั้งในและต่างประเทศ สามารถสร้างรายได้
จ านวนมากให้แก่เกษตรกร แต่ปัจจุบันในการผลิตพืชดังกล่าวประสบปัญหาการระบาดของโรคพืชที่มี
แมลงเป็นพาหะ ท าให้ผลผลิตและคุณภาพลดลง ไม่เป็นที่ต้องการของตลาดความเสียหายที่เกิดจาก
โรคอาจท าให้ผลผลิตของพืชลดลง หรือหากรุนแรงมากอาจท าให้ผลผลิตลดลง 80-100 เปอร์เซนต์ได้ 
ปัญหาดังกล่าวนี้หากไม่รีบด าเนินการแก้ไขโดยด่วน ประเทศไทยสูญเสียรายได้คิดเป็นมูลค่าปีละหลาย
พันล้านบาท 

โรคพืชที่ส าคัญได้แก่ โรคใบหงิกเหลืองของพริกที่เกิดจากไวรัส Pepper yellow leaf curl 
virus (PeYLCV) ในสกุลบีโกโมไวรัส (Begomovirus) มีแมลงหวี่ขาวยาสูบเป็นแมลงพาหะ โรค
ดังกล่าวพบแพรระบาดในแถบเอเชียตะวันออก และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ในประเทศอินเดีย 
และศรีลังกา ส าหรับประเทศไทยพบการระบาดมานานแลวและมีแนวโน้มการระบาดรุนแรงมากขึ้น 
พริกที่เป็นโรคแสดงอาการใบดางหงิกเหลือง ตนแคระแกร็น และผลผลิตลดลงถึง 80 %  นอกจากนี้
ยังมีโรคเส้นใบหงิกเหลืองในพริกและแตงกวาซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัสในกลุ่ม Polerovirus โดยมีเพลี้ย
อ่อนเป็นแมลงพาหะ พืชที่เป็นโรคแสดงอาการม้วนขึ้นเข้าหากันของขอบด้านข้างของใบ สีซีดจาง 
โดยเฉพาะใบล่าง และกิ่งก้านใบมีการตั้งชูขึ้น ต้นแคระแกร็น และอาจมีแผลเนื้อเยื่อตายแห้งตาย 
(necrosis) ในเนื้อเยื่อท่อล าเลียงอาหารในส่วนของล าต้นและก้านใบ และผลผลิตลดลงถึง 80-100 % 
โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple Mealybug Wilt) ที่มีเพลี้ยแป้งเป็นพาหะน าโรค ครั้งแรกในปี 2532 
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ซึ่งสร้างความเสียหายแก่ผลผลิตสับปะรดเป็นอย่างมาก โดยสาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อไวรัสสกุล 
Closterovirus พืชจะแสดงอาหารเหี่ยว ใบจะแห้งคล้ายขาดน้ า รากส่วนใหญ่เน่าแห้งตายตั้งแต่
สับปะรดอายุ 6 เดือน หากเกิดระบาดในระยะติดผลจะท าให้ผลเล็กแคระแกร็นคุณภาพต่ ากว่า
มาตรฐาน หากมีการระบาดรุนแรงจะไม่ได้ผลผลิตเลย แมลงพาหะน าเชื้อโรคเหี่ยวสับปะรด เป็น 
เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพูและเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาหรือเพลี้ยแป้งน้อยหน่า ส าหรับโรคกรีนนิ่ง 
(Citrus greening disease) เป็นโรคที่ส าคัญของพืชตระกูลส้มทั่วโลกโดยเฉพาะในแถบเอเชีย สร้าง
ความเสียให้กับประเทศที่ปลูกส้มอย่างมากมายรวมทั้งประเทศไทยด้วย โรคนี้เกิดจากแบคทีเรียที่
อาศัยอยู่ในท่ออาหารของพืช โดยมีเพลี้ยไก่แจ้เป็นแมลงพาหะ ต้นส้มที่ได้รับเชื้อจะแสดงอาการใบเล็ก
เหลือง ชี้ตั้ง คล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร ผลผลิตลดลงไม่มีคุณภาพ มักจะร่วงก่อนอายุการเก็บ
เกี่ยว ต้นส้มจะแสดงอาการทรงกับทรุดอยู่หลายปีและตายในที่สุด จะเห็นได้ว่าปัญหาโรคพืชที่ส าคัญ
ที่กล่าวมาข้างต้นล้วนมีแมลงเป็นพาหะน าโรคท้ังสิ้น  

ดังนั้นกรมวิชาการเกษตรในฐานะเป็นองค์กรอารักขาพืชแห่งชาติ (NPPO) จึงมีหน้าที่ต้อ
เตรียมข้อมูลเพ่ือด าเนินการเฝ้าระวังและวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช และเป็นมาตรการสนับสนุนการ
ส่งออกสินค้าเกษตร จึงได้จัดท าโครงการ ชนิดของแมลงพาหะน าโรค (Insect vectors) ที่ก่อให้เกิด
โรคส าคัญกับพืชเศรษฐกิจในประเทศไทย เพ่ือทราบความสัมพันธ์และประสิทธิภาพการถ่ายทอดโรค
ระหว่างโรคพืช แมลงพาหะ และพืชอาศัยซึ่งเป็นแหล่งสะสมของโรคและแมลงพาหะ ซึ่งข้อมูลที่ได้จะ
เป็นประโยชน์อย่างยิ่ง ต่อการเฝ้าระวังการระบาดของแมลงพาหะและโรคพืช และการป้องกันก าจัด
แบบบูรณาการ ช่วยใหอัตราการแพรระบาดของโรคและแมลงในแปลงปลูกลดลงและผลผลิตที่ไดมี
คุณภาพตามความต้องการของตลาด ส่งผลให้การผลิตสินค้าเกษตรได้มาตรฐานสุขอนามัย เอกชน
ผู้ประกอบการและเกษตรกรสามารถผลิตพืชที่คุณภาพได้มาตรฐานสุขอนามัยพืช สามารถพ่ึงพา
ตนเองได้ รายได้ครัวเรือนมากข้ึน คุณภาพชีวิตดีขึ้น เศรษฐกิจในภาพรวมชุมชมและของประเทศดีขึ้น
เป็นล าดับ     

 
วัตถุประสงค์ 

 
 ทราบความสัมพันธ์และประสิทธิภาพการถ่ายทอดโรคระหว่างแมลงพาหะ โรคพืช และพืช

อาศัย เพ่ือเฝ้าระวังการระบาดของแมลงพาหะและโรคพืช และเป็นมาตรการสนับสนุนการส่งออก
สินค้าเกษตร 
 

วิธีการวิจัย 
 

โครงการวิจัยชนิดของแมลงพาหะน าโรค (Insect vectors) ที่ก่อให้เกิดโรคส าคัญกับพืช
เศรษฐกิจในประเทศไทย ภายใต้แผนบูรณาการการวิจัยและพัฒนามาตรการสุขอนามัยพืชและการ
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เฝ้าระวังศัตรูพืชเพ่ือการน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร ยุทธศาสตร์การวิจัยที่ 3: การสร้างความ
เข้มแข็งทางเศรษฐกิจและแข่งขันได้อย่างยั่งยืนเป้าหมายที่ 3. แผนการวิจัยและนวัตกรรมเพ่ือตอบ
โจทย์การสร้างองค์ความรู้พ้ืนฐานของประเทศและขีดความสามารถทางเทคโนโลยี ซึ่งโครงการวิจัยนี้
ประกอบด้วย 4 การทดลอง ซึ่งมีรายละเอียดของขอบเขตโครงวิจัยดังต่อไปนี้ 
 1) เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงพาหะ โรคพืช และพืชอาศัยอ่ืน ในแปลงพืชที่แสดงอาการเป็น
โรค โดยพืชเศรษฐกิจที่เป็นเป้าหมาย ได้แก่ พริก แตงกวา สับปะรด และพืชตระกูลส้ม   
 2) ตรวจวิเคราะห์ชนิดแมลงพาหะโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิคชีวโมเลกุล  
 3) ตรวจวิเคราะห์ชนิดโรคพืชด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
 4) ศึกษาความสัมพันธ์ของการถ่ายทอดโรคระหว่างแมลงพาหะ โรคพืชและพืชอาศัยอ่ืนๆ ใน
ห้องปฏิบัติการ 
 5) ศึกษาประสิทธิภาพการถ่ายทอดโรคโดยแมลงพาหะไปยังพืชอาศัย 
 6) จัดท าค าแนะน าการเฝ้าระวังและการจัดการแมลงพาหะน าโรค (Insect vectors) ได้แก่ 
แมลงหวี่ขาวในพริก เพลี้ยอ่อนในพริกและแตงกวา เพลี้ยแป้งในสับปะรด และเพลี้ยไก่แจ้ส้มในพืช
ตระกูลส้ม 

 
Abstract 

 Chilli  and pineapple are economic crop in Thailand. The planting areas are 
around the country. Production of chilli and pineapple has decreased in quantity and 
quality due to the outbreak of yellow leaf curl disease caused by pepper yellow leaf 
curl virus (PepYLCV), Bemisia tabaci is a vector for virus transmission.  Pepper vein 
yellows virus (PeVYV), the Aphid is vector for virus transmission. Pineapple Mealybug Wilt 
(PMWaV), the Mealybug is vector for virus transmission. One approach for disease 
management is to reduce the spread of the virus by the insect vector. This research 
aimed to investigate the relationship of the virus, insect vector and host plants.  A 
sampling of B. tabaci in Tak, Kanchanaburi, Ratchaburi and Phetchaburi provinces 
and sampling of aphid in Kanchanaburi, Suphanburi, Ayutthaya, Tak and Nakhon 
Ratchasima provinces on chilli plantations showing symptoms of yellow leaf curl 
disease, and sampling of Pineapple Mealybug Wilt-Associated found in Pineapple at 
Eastern and Southern was carried out from October 2017  to September 2020 The 
insect samples were collected from the diseased fields and identified based on 
morphology. Whitefly, Aphid and Mealybug were inspected by amplification of partial 
mitochondrial cytochrome oxidase I (mtCOI) gene and nucleotide sequenced.  
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The morphology of the pupal stage of B. tabaci revealed smooth leaf forms. 
The obtained DNA product was 850 base pairs. Three biotypes from chilli were AsiaI, 
AsiaII_6 and AsiaII_7 in a proportion of 66.67%, 28.20% and 5.13.% respectively. 
Transmission of PepYLCV by B. tabaci biotype AsiaI from diseased chilli plant to 
healthy seedlings was successful. The detectable populations in chilli, for which 
clades found coherent with plant host species. The branching in relative with biotype 
and clades with host species were also found for rate of PepYLCV from single 
whitefly was 63.34% after 72 hr AAP, while it was 36.67% by 48 hr AAP. The 
inoculation access period of PepYLCV by whitefly for 72 hr AAP provided 100% 
transmission rate, while 48 and 24 hr AAP revealed 90 and 50% transmission rate, 
respectively. The chilli seedlings exhibited typical yellow leaf curl and dwarf 
symptoms within 14 – 30 days after insect transmission. Two species of aphid 
including Aphis gossypii Glover and Myzus persicae (Sulzer). Transmission of PeVYV 
by A. gossypii from diseased chilli plant to healthy seedlings was successful. PeVYV 
virions were detected in aphids reached to 60% at 12 hr and 24 hr of acquisition 
access period (AAP). The PeVYV transmission efficiency of aphids was obtained 100% 
transmission efficiency at 24 hr of Inoculation access period (IAP) or much longer. The 
inoculated chilli developed the typical symptoms including interveinal yellowing and 
leaf upward within 14 - 30 days after inoculation.Two species of mealybug were 
identified by using molecular technic; Dysmicococus brevipes (Cockerell) and 
Dysmicoccus neobrevipes Beardsley. However, species of mealybug might not be 
specific to Pineapple Mealybug Wilt because of two species of mealybug and , 
mealybugs were found to be associated with both symptomatic and asymptomatic 
pineapple plants.It was found that all stages of mealybug can be a carrier of viral 
disease. 

 
บทคัดย่อ 

 
พริกและสับปะรดเป็นพืชผักเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย มีการปลูกกันอย่างแพร่หลาย 

สาเหตุหนึ่งที่ท าให้ปริมาณและคุณภาพของผลผลิตพริกและสับปะรดลดลง เนื่องมาจากการระบาด

ของโรคใบหงิกเหลือง ที่เกิดจาก pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV) ที่มีแมลงหวี่ขาว

ยาสูบเป็นแมลงพาหะถ่ายทอดโรค โรคเส้นใบเหลืองที่ เกิดจาก pepper vein yellows virus 
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(PeVYV) ที่มีเพลี้ยอ่อน (Aphid) (Hemiptera: Aphididae) เป็นแมลงพาหะ และโรคเหี่ยวสับปะรด 

(Pineapple Mealybug Wilt; PMWaV) ที่มีเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcus) ที่เป็นพาหะ 

การลดการแพร่ระบาดของโรคที่ เกิดจากแมลงพาหะ เป็นแนวทางหนึ่งในการจัดการโรค ซึ่ง

จ าเป็นต้องทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อสาเหตุ แมลงพาหะ และพืชอาศัย การศึกษาวิจัยนี้ท า

โดยเก็บตัวอย่างแมลงหวี่ขาวยาสูบ ในจังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี และเพลี้ยอ่อน ใน

จังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก และจังหวัดนครราชสีมา บนต้นพริกที่แสดง

อาการเป็นโรค และพืชอ่ืนในแปลงพริก และเก็บตัวอย่างเพลี้ยแป้งในแปลงสับปะรดที่ปรากฏอาการ

ของโรค ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคตะวันตก ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 - กันยายน 2563 

จ าแนกชนิดแมลงพาหะ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและจากล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีนไซโตโครม

ออกซิเดส (mtCOI)  

พบว่าแมลงหวี่ขาวยาสูบในพริกมีลักษณะสัณฐานวิทยาของดักแด้เป็น แบบ smooth leaf 
form จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mtCOI ขนาด 850 นิวคลิโอไทด์ สามารถจ าแนกแมลงหวี่ขาว
ยาสูบจากพริก ได้ 3 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI AsiaII_6 และ AsiaII_7 ในสัดส่วน 66.67  28.20 และ 
5.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ผลการทดลองถ่ายทอดโรคใบหงิกเหลืองพริกจากต้นพริกที่ติดเชื้อ 
PepYLCV ไปยังต้นกล้าพริกด้วยแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI จ านวน 30 ตัวพบว่าระยะเวลาที่
ให้แมลงรับเชื้อนาน 72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบเชื้อในตัวแมลงแต่ละตัวได้ 63.34 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
การรับเชื้อที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจพบเชื้อในตัวแมลงได้ 36.67 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาถ่ายทอด
เชื้อ PepYLCV นาน 72 ชั่วโมงมีประสิทธิภาพถ่ายทอดโรคได้ 100 เปอร์เซ็น 
 

การทดลองที่ 1  
 

ชีวชนิด (biotype) ของแมลงหวี่ขาวยาสูบ Bemisia tabaci (Gennadius) 

(Hemiptera: Aleyrodidae) ที่เป็นพาหะของโรคใบหงิกเหลืองในพริก          

(Pepper yellow leaf curl virus) ในภาคตะวันตกของประเทศไทย 

Biotypes of Tobacco Whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: 

Aleyrodidae) in the western part of Thailand and transmission of 

pepper yellow leaf curl virus in chilli   

 

สุนัดดา เชาวลิต1   ภูวนารถ มณีโชติ2  เกศสุดา สนศิริ1     
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1/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 

 Chilli is an economic crop in Thailand. The planting areas are around the country, 
including western areas. Production of chilli has decreased in quantity and quality due 
to the outbreak of yellow leaf curl disease caused by pepper yellow leaf curl virus 
(PepYLCV). The whitefly, Bemisia tabaci is a vector for virus transmission. One approach 
for disease management is to reduce the spread of the virus by the insect vector. 
This research aimed to investigate the relationship of the virus, whiteflies and host 
plants. A sampling of B. tabaci on chilli plantations showing symptoms of yellow leaf 
curl disease was carried out from October 2017  to September 2019  in Tak, 
Kanchanaburi, Ratchaburi and Phetchaburi provinces. Sixty whitefly samples were 
collected from the diseased fields and identified based on pupal morphology. 
Biotypes of B. tabaci were inspected by amplification of partial mitochondrial 
cytochrome oxidase I (mtCOI) gene and nucleotide sequenced. The morphology of 
the pupal stage revealed smooth leaf forms. The obtained DNA product was 850 
base pairs. Nucleotide sequences revealed four biotypes including AsiaI, AsiaII_1, 
AsiaII_6 and AsiaII_7 from chilli and other host plants. Three biotypes from chilli were 
AsiaI, AsiaII_6 and AsiaII_7 in a proportion of 66.67%, 28.20% and 5.13.% respectively. 
The identity percentage of nucleotide sequences of the mtCOI gene of biotype AsiaI 
ranged from 99.48 – 100%, while that of AsiaII_1 was 86.1 – 100%, AsiaII_6 was 85.2 – 
100% , and AsiaII_7 was 86.8 – 100%. Phylogenetic analysis showed tree of branches 
separating different biotype of B. tabaci biotypes AsiaII_1 AsiII_6 and AsiaII_7. 
Transmission of PepYLCV by B. tabaci biotype AsiaI from diseased chilli plant to 
healthy seedlings was successful. The detectable populations in chilli, for which 
clades found coherent with plant host species. The branching in relative with biotype 
and clades with host species were also found for rate of PepYLCV from single 
whitefly was 63.34% after 72 hr AAP, while it was 36.67% by 48 hr AAP. The 
inoculation access period of PepYLCV by whitefly for 72 hr AAP provided 100% 
transmission rate, while 48 and 24 hr AAP revealed 90 and 50% transmission rate, 
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respectively. The chilli seedlings exhibited typical yellow leaf curl and dwarf 
symptoms within 14 – 30 days after insect transmission. 
 
Keywords : Chilli, Eggplant, Whitefly, Cytochrome oxidase gene, Begomovirus, 
Transmission. 

 
บทคัดย่อ 

พริกเป็นพืชผักเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย มีการปลูกกันอย่างแพร่หลายรวมทั้งใน

ภาคตะวันตก สาเหตุหนึ่งที่ท าให้ปริมาณและคุณภาพของผลผลิตพริกลดลง เนื่องมาจากการระบาด

ของโรคใบหงิกเหลือง ที่เกิดจาก pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV) ที่มีแมลงหวี่ขาว

ยาสูบเป็นแมลงพาหะถ่ายทอดโรค การลดการแพร่ระบาดของโรคที่เกิดจากแมลงพาหะ เป็นแนวทาง

หนึ่งในการจัดการโรค ซึ่งจ าเป็นต้องทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อไวรัส แมลงหวี่ขาว และพืช

อาศัย การศึกษาวิจัยนี้ท าโดยเก็บตัวอย่างแมลงหวี่ขาวยาสูบบนต้นพริกที่แสดงอาการเป็นโรคใบหงิก

เหลือง และพืชอ่ืนในแปลงพริก ในจังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี ระหว่างเดือนตุลาคม 

2560 - กันยายน 2562 จ านวนรวม 60 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดแมลงหวี่ขาวโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาและจ าแนกไบโอไทป์จากล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีนไซโตโครมออกซิเดส (mtCOI) พบว่าแมลง

หวี่ขาวยาสูบมีลักษณะสัณฐานวิทยาของดักแด้เป็น แบบ smooth leaf form จากล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน mtCOI ขนาด 850 นิวคลิโอไทด์ สามารถจ าแนกแมลงหวี่ขาวยาสูบจากพริกและพืชอาศัยอ่ืน

ได้ 4 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 โดยแต่ละไบโอไทป์มีความคล้ายคลึงกัน

ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ระดับ 99.48 – 100  86.1 – 100  85.2 – 100  และ 86.8 – 100 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แมลงหวี่ขาวยาสูบที่เก็บจากพริกมี  3 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI AsiaII_6 และ 

AsiaII_7 ในสัดส่วน 66.67  28.20 และ 5.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์ทางไฟโลจิ

เนติคส์พบว่าแมลงหวี่ขาวยาสูบจับกลุ่มเป็นคลัสเตอร์ตามไบโอไทป์ โดยไบโอไทป์ AsiaI ในพริกและ

มะเขือทุกตัวอย่างอยู่ในคลัสเตอร์เดียวกัน และแยกเป็นเคลด (clade) ตามชนิดพืช ส่วนไบโอไทป์ 

AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 ในพริก มะเขือ แตงโมป่า แยกคลัสเตอร์ตามไบโอไทป์และแยกเคลด

ตามชนิดพืชเช่นกัน ผลการทดลองถ่ายทอดโรคใบหงิกเหลืองพริกจากต้นพริกที่ติดเชื้อ PepYLCV ไป

ยังต้นกล้าพริกด้วยแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI จ านวน 30 ตัวพบว่าระยะเวลาที่ให้แมลงรับเชื้อ

นาน 72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบเชื้อในตัวแมลงแต่ละตัวได้ 63.34 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการรับเชื้อที่

ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจพบเชื้อในตัวแมลงได้ 36.67 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาถ่ายทอดเชื้อ 

PepYLCV นาน 72 ชั่วโมงมีประสิทธิภาพถ่ายทอดโรคได้ 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 48 และ 24 
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ชั่วโมงถ่ายทอดโรคได้ 90 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ต้นกล้าพริกแสดงอาการใบหงิกเหลืองและ

ต้นแคระแกร็นภายในเวลา 14 – 30 วันหลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส   

 
ค าหลัก : พริก มะเขือ แมลงหวี่ขาว ยีนไซโตโครมออกซิเดส เบโกโมไวรัส การถ่ายทอดโรค 
 
รหัสการทดลอง 03-47-61-01-00-00-01-61 
 

ค าน า 

 พริกเป็นพืชผักส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย มีการผลิตเพ่ือใช้ในประเทศและเพ่ือการ

ส่งออกในรูปของพริกสดและพริกเพ่ือการแปรรูป ในแต่ละปีประเทศไทยมีรายได้จากการส่งออกพริก

จ านวนมาก การผลิตพริกประสบปัญหาทั้งด้านปริมาณและคุณภาพ ผลผลิตลดลงเนื่องจากการเข้า

ท าลายของโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคใบหงิกเหลืองที่เกิดจากไวรัสในสกุล Begomovirus ท าความ

เสียหายให้พริกได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้าจนถึงเก็บเกี่ยวมากกว่า 97 % (Trisno et al., 2009) โรคนี้มี

แมลงหวี่ขาวยาสูบ Bemisia tabaci (Gennadius) เป็นพาหะ (Prakash and Singh, 2006) ใน

ประเทศไทยพบโรคนี้ระบาดในแหล่งปลูกพริกทางภาคตะวันตกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เมื่อพืช

ได้รับเชื้อจะแสดงอาการอ่อนแอ ใบเหลือง หรือใบเหลืองร่วมกับใบด่าง ใบม้วน หงิก ล าต้นแคระ

แกร็น ผลพริกมีขนาดเล็กและบิดเบี้ยวเสียรูปทรง และผลผลิตลดลง การแพร่ระบาดและความรุนแรง

ของโรค ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง ทั้งด้านประชากรของแมลงพาหะ ชนิดพืช และสภาพแวดล้อม 

เช่น ชนิดของแมลงหวี่ขาวที่เป็นแมลงพาหะ ชนิดและสายพันธุ์ของพืชอาศัย ตลอดจนความสัมพันธ์

ระหว่างชนิดของแมลงหวี่ขาวและชนิดของเชื้อ Begomovirus (Kenyon et al., 2014) 

ประเทศไทยอยู่ในเขตร้อนชื้น มีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแมลงหวี่ขาว จึง
ท าให้การแพร่กระจายของเชื้อไวรัสเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว อีกทั้งแมลงหวี่ขาวยาสูบ B. tabaci ซึ่ง
จัดเป็นศัตรูพืชส าคัญที่มีการระบาดท าความเสียหายไปทั่วโลก มีความซับซ้อน การจ าแนกชนิดด้วย
ลักษณะทางสัณฐานยังมีความคลุมเครือ (cryptic species) ซึ่งความผันแปรทางพันธุกรรมของแมลง
หวี่ขาวยาสูบ ส่งผลต่อการปรับตัวให้เข้ากับพืชอาหาร การดึงดูดศัตรูธรรมชาติ การต้านทานสารฆ่า
แมลง รวมถึงประสิทธิภาพในการถ่ายทอดเชื้อไวรัส ดังนั้นส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ในฐานะ
หน่วยงานที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องก ากับดูแลงานด้านอารักขาพืช จึงจ าเป็นต้องศึกษาให้ทราบถึงชนิดของ
แมลงพาหะและพืชอาศัย ตลอดจนความสัมพันธ์และความจ าเพาะระหว่างแมลงกับเชื้อสาเหตุ เพ่ือ
หาแนวทางการจัดการโรคโดยลดการแพร่ระบาดของโรคจากแมลงพาหะ 

 
วิธีด าเนินการ 
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อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่างแมลงหวี่ขาวยาสูบ เช่น หลอดดูดตัวอย่างแมลง (aspirator) ขวดเก็บ

ตัวอย่าง ปากคีบ พู่กัน ถุงกระดาษสีน้ าตาล และเครื่องวัดค่าพิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) 
2. อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการท าสไลด์ถาวรแมลงหวี่ขาว เช่น เข็มปลายแหลม เข็มปลาย

งอ ปากคีบปลายแหลม เพลท โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 %, แอลกอฮอล์ 70 – 95 % กรดแกล
เชียลอะซิติก แอมโมเนีย ไฮโดรเยนเปอร์ออกไซด์ แอซิกฟุชซินสเตน โคลฟออย คานาดาบาลซัม แผ่น
สไลด์แก้ว แผ่นแก้วปิดสไลด์ ตู้อบสไลด์ และกล่องใส่สไลด์ 

3. สารเคมีในการศึกษาสารพันธุกรรม  เช่น Chelex, TBE nuclease free water, PCR 

master mix, DNA template, agarose gel, RedSafe loading dye, DNA Marker ladder 
4. กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo microscope (Olympus รุ่น SZ 51) compound 

microscope (Olympus รุ่น CX 41) กลอ้งถ่ายภาพ (Leica รุ่น M165C) และอุปกรณ์วาดภาพ 
(camera lucida)  

 5. เอกสารประกอบการจ าแนกชนิดแมลงหวี่ขาว ได้แก ่Russel (1958) Martin (1987) และ 
Mound and Halsey (1978) 

 
วิธีการการเก็บตัวอย่างแมลงหว่ีขาวยาสูบ 

เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงหวี่ขาวยาสูบทั้งตัวเต็มวัยและดักแด้ จากแปลงพริกที่แสดงอาการ
ของโรคใบหงิกเหลืองจากไวรัสในแหล่งปลูกพริกทางภาคตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่จังหวัดตาก 
กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี จ านวน 25 แปลง ระหว่าง เดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 
2562 โดยเก็บตัวอย่างแบบสุ่มส ารวจทั่วแปลง ตาม ISPM No.6 (FAO., 2006) แบ่งตัวอย่างแมลง
เป็นสองส่วน ส่วนแรกเป็นระยะดักแด้เก็บในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือท าสไลด์ถาวร และส่วน
ที่สองเป็นตัวเต็มวัยเก็บในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ แช่ในตู้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับ
น าไปสกัดดีเอ็นเอ (fig.1A)  
 
การตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแมลงหวี่ขาวยาสูบ 
 ตรวจดูรูปร่างลักษณะภายนอกใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo microscope และเลือก
แมลงระยะดักแด้เพ่ือท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ Martin (1987) ตรวจดูลักษณะส าคัญใต้กล้อง
จุลทรรศน์ compound microscope และจ าแนกชนิดตามแนวทางการวินิจฉัยของ Russel (1958), 
Martin (1987) และ Mound and Halsey. (1978) ตั วอย่ างที่ ศึ กษา (voucher specimens) 
จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากแมลงหว่ีขาวยาสูบ และเพิ่มปริมาณยีน mtCOI  
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 สกัดดีเอ็นเอจากแมลงหวี่ขาวยาสูบที่เก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 95% ตามวิธีการของ Walsh et 
al. (1991) น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาใช้เป็นต้นแบบ (DNA template) ในการเพ่ิมปริมาณยีน mtCOI 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ปริมาตร 23 ไมโครลิตร ประกอบด้วย nuclease free water 5.5 ไมโครลิตร master mix 12.5 
ไมโครลิตร  ไพรเมอร์ Bem-Bt-F (TGR TTT TTT GGT CAT CCR GAA GT) และ Bem-Bt-R (TTT 
ACT GCA CTT TCT GCC) (Shatters et al., 2009) อย่างละ 1 ไมโครลิตร DNA template 3 
ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันได้ดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท า
ปฏิกิริยาในการสังเคราะห์ดังนี้ pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
จ านวน 1 รอบ ตามด้วย denaturation ที่ อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ท าซ ้าจ านวน 35 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 1 รอบ เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอด้วย 
1.2% agarose gel electrophoresis ตรวจดูแถบดีเอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสงยูวี (ultraviolet) 
ด้วยเครื่อง ChemiDoc Touch Image System (Biorad) จากนั้นสงผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้) 
 
การจ าแนกไบโอไทป์จากล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน mtCOI และวิเคราะห์ Phylogenetic tree  

 ตรวจสอบข้อมูลล าดับนิวคลิโอไทด์ของดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากแมลงหวี่ขาวยาสูบ ด้วย
โปรแกรม DNAStar (DNAStar package, USA) และตรวจสอบชนิดยีนและไบโอไทป์จากล าดับนิวคลิ
โอไทด์ที่ได้ โดยใช้โปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) และเปรียบเทียบกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mtCOI ของแมลงหวี่ขาวยาสูบที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank ด้วย
โปรแกรม ClustalW และสร้าง Phylogenetic tree ตามวิธี maximum likelihood ด้วยโปรแกรม 
MEGA 7 (Kumar et al., 2016) เพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางไฟโลจิเนติคส์ 
 
การเก็บตัวอย่างใบพริกและตรวจสอบชนิดเชื้อไวรัส  
 เก็บตัวอย่างใบพริกที่แสดงอาการของโรคใบหงิกเหลือง ในแปลงเดียวกับที่เก็บแมลงหวี่ขาว 
(fig.1B) เพ่ือจ าแนกชนิดเชื้อไวรัสที่เป็นสาเหตุโรค ใช้ใบพริก 1 มิลลิกรัม สกัดดีเอ็นเอรวมด้วยชุดสกัด 
FavorPrep Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen, Taiwan) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่
สกัดได้มาใช้เป็นต้นแบบ (DNA template) ในปฏิกิริยา PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนห่อหุ้มอนุภาคของ

เชื้อ Begomovirus ด้วยไพรเมอร์ AVcore 5 GCCHATRTAYAGRAAGCCMAGRAT 3 และ ACcore 

5 GGRTTDGARGCATGHGTACANGCC 3 ตามวิธีการของ Brown et al. (2001) เมื่อปฏิกิริยา
เสร็จสมบูรณ์ ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอผลผลิตด้วย 1.2% agarose gel electrophoresis และสง 
ผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ (บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้) ตรวจสอบ
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ข้อมูลล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วยโปรแกรม DNAStar และระบุชนิดของเชื้อไวรัสด้วยการใช้โปรแกรม 
Blast ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blastn) 
 
การเพิ่มปริมาณจีโนมของเชื้อ SLCMV ด้วยเทคนิค  Rolling circle amplification (RCA) 

 เพ่ิมปริมาณจีโนมเชื้อไวรัสในตัวอย่างมันส าปะหลังโดยเลือกตัวอย่างไวรัสจังหวัดละ 1 
ตั ว อย่ า ง  ด้ วย ชุ ด เ พ่ิ ม ป ริ ม าณ ดี เอ็ น เอส า เร็ จ รู ป  TempliPhi 100 Amplification Kit (GE 
Healthcare, Germany) ตามวิธีการที่แนะน าของของบริษัท มีข้ันตอนดังนี้ 

    1. ดูดดีเอ็นเอของมันส าปะหลังที่ เป็นโรคใบด่าง ฯ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับ 
Sample buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บ่มที่ 95 oC นาน 5 นาที เมื่อครบเวลาน ามาวางบนน้ าแข็ง
ทันทีนาน 5 นาท ี

    2. เติม Reaction buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และเติม Enzyme mix ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 4–18 ชั่วโมง  

    3. เมื่อครบเวลาที่ก าหนด ท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่อุณหภูมิ 65 °C นาน 10 นาที 
ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณจีโนมไวรัสบน 1% agarose gel แล้วย้อมด้วย GelRed แล้วตรวจดูแถบดี
เอ็นเอภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง  ChemiDoc Imaging System (Biorad, USA) 
 
การหาล าดับนิวคลีโอไทด์จีโนมไวรัสด้วยเทคนิค Next generation sequencing (NGS)  

แยกจีโนมเชื้อไวรัสออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป FavorPrep GEL/PCR Purification Kit 
(Favorgen, Taiwan) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต แล้วตรวจสอบขนาดและปริมาณ DNA ที่ได้ด้วย 
1% agarose gel electrophoresis ท าการวัดปริมาณจีโนมเชื้อไวรัสด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
260 และ 280 นาโนเมตร (O.D.) ด้วยเครื่อง Multiskan GO ELISA reader (Finland) ค่าสัดส่วน
ของ O.D.260/O.D.280 ที่มีค่าเท่ากับหรือมากกว่า 1.8 - 2.2 แสดงว่าดีเอ็นเอของจีโนมไวรัสที่ได้มี
ความบริสุทธิ์มาก โดยให้มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอจีโนมของไวรัส ≥ 2 ng/ul ปริมาตร > 10 
ไมโครลิตร  จากนั้นน าจีโนมไวรัสที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จีโนมไวรัสด้วยการท า 
Whole Genome Sequencing ด้วยเครื่อง Illumina HiSeq instrument, 150PE (Illumina, San 
Diego, CA, USA) 
 
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จีโนมไวรัส  

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมไวรัสจาก Illumina HiSeq Sequence, 150PE ด้วย
ซอฟแวร์ Geneious Prime 2021.0.3 โดยการน าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ขนาด
ประมาณ 150 นิวคลีโอไทด์ มาท าการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัสต้นแบบที่มี
รายงานใน GenBank เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมไวรัสที่สมบูรณ์แล้ว จะน ามาเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของเชื้อ PeYLCV กับเชื้อไวรัสที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ด้วย
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โปรแกรม Blastn และ Blastp (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) เพ่ือยืนยันความถูกต้อง
ของชนิดเชื้อไวรัสที่น ามาทดลอง 
  
การเลี้ยงแมลงหว่ีขาวยาสูบเพื่อใช้ทดสอบการถ่ายทอดเชื้อไวรัส 
 น าแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI ที่ได้จากแปลงพริกมาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในกรงขนาด 
1 x 1 ตารางเมตร จนได้โคโลนีบริสุทธิ์ จากนั้นเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนต้นมะเขือเปราะ ในโรงเรือนขนาด 
3 x 2 ตารางเมตร คลุมด้วยตาข่ายความถี่ 40 ช่องต่อตารางเซนติเมตร  
การศึกษาอัตราและระยะเวลาการได้รับเชื้อและถ่ายทอดเชื้อไวรัสของแมลงหวี่ขาวยาสูบ  

เตรียมต้นพริกที่เป็นโรคเพ่ือเป็นแหล่งของไวรัส โดยคัดเลือกแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ 
AsiaI ที่ เพ่ิงออกจากดักแด้ ให้ดูดกินน้ าเลี้ยงจากพริกที่เป็นโรคใบหงิกเหลืองและตรวจพบเชื้อ 
PepYLCV เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง (fig.2 A-D) แล้วย้ายแมลงให้ดูดกินต้นกล้าพริกปกติ เมื่อต้นพริก
แสดงอาการใบหงิกเหลือง น าไปตรวจสอบเชื้อ PepYLCV และใช้ต้นพริกที่มีเชื้อเป็นแหล่งของไวรัส
ในการทดสอบการถ่ายทอดโรค  

การศึกษาอัตราและระยะเวลาในการรับเชื้อ น าแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI ที่เพ่ิงออก
จากดักแด้ ให้อดอาหารเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วปล่อยให้ดูดกินน้ าเลี้ยงจากต้นพริกที่มีเชื้อ PepYLCV 
ที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง (ท า 10 ซ้ า ซ้ าละ 30 ตัว) เมื่อครบก าหนดเวลาน าแมลงหวี่
ขาวยาสูบมาตรวจหาเชื้อ PepYLCV ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลพีซีอาร์  
 การศึกษาอัตราและระยะเวลาการถ่ายทอดเชื้อ น าแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI ที่เพ่ิง
ออกจากดักแด้ ให้อดอาหารเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วปล่อยให้ดูดกินน้ าเลี้ยงจากต้นพริกที่มีเชื้อ 
PepYLCV เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นปล่อยแมลงหวี่ขาวยาสูบจ านวน 30 ตัว ในต้นพริกปกติ (พริก
ระยะ 3-4 ใบจริง) ที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง (ท า 10 ซ้ า) เมื่อครบเวลา ก าจัดแมลง
หวี่ขาวยาสูบโดยการพ่นสารเคมีก าจัดแมลง น าต้นพริกมาเก็บไว้ในกรงป้องกันแมลงและสังเกต
ระยะเวลาที่ต้นพริกแสดงอาการของโรค บันทึกลักษณะอาการที่ปรากฏ ตรวจหาเชื้อ PepYLCV ใน
ใบพริก ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลพีซีอาร์  

เวลาและสถานที่ 
เวลา : เดือนตุลาคม 2560 - กันยายน 2563 
สถานที่ : แหล่งปลูกพริกทางภาคตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่จังหวัดตาก กาญจนบุรี   

ราชบุรี และเพชรบุรี และห้องปฏิบัติการส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ลักษณะสัณฐานวิทยาของแมลงหว่ีขาวยาสูบ 
 ผลการจ าแนกแมลงหวี่ขาวที่เก็บมาศึกษา โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดักแด้ พบว่า

เป็นแมลงหวี่ขาวยาสูบ B. tabaci แบบ smooth leaf form โดยดักแด้มีขนาดกว้าง 0.35 มิลลิเมตร 
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ยาว 0.48 มิลลิเมตร (n=20) รอยหยักบริเวณขอบของช่องเปิดของปล้องอก (thoracic tracheal 
comb) มีขนาดใหญ่เห็นได้ชัดเจน ท่อช่องเปิดของปล้องอก (thoracic tracheal flod) ช่องเปิด
ขนาดเล็กบนล าตัว (dorsal dise pores) มีขนาดเล็ก กระจายอยู่ที่ขอบด้านนอกของล าตัว vasiform 
orifice เป็นรูปสามเหลี่ยม ขอบด้านในมีรอยหยักเล็กน้อย lingular เป็นท่อยาวส่วนปลายขยายใหญ่ 
มีเส้นขนสั้น 2 เส้น operculum ปกคลุมลงมาถึง 1 ใน 2 ส่วนของ lingular รอยหยักบริเวณท้าย
ล าตัว (caudal tracheal fold) เห็นได้ชัดเจน (fig.3 A-C)  
 
การจ าแนกไบโอไทปข์องแมลงหว่ีขาวยาสูบ โดยใชย้ีน mtCOI 
 ใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 752 นิวคลีโอไทด์ของยีน mtCOI จ าแนกไบโอไทป์แมลง 
หวี่ขาวยาสูบจ านวน 60 ตัวอย่างที่เก็บได้จากแปลงพริกที่เป็นโรคใบหงิกเหลือง พืชอาศัย และวัชพืช
ในแปลงพริก พบว่ามี 4 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI จ านวน 45 ตัวอย่าง AsiaII_1 จ านวน 2 ตัวอย่าง 
AsiaII_6 จ านวน 11 ตัวอย่าง และ AsiaII_7 จ านวน 2 ตัวอย่าง (Table 1) ในพริกพบ 3 ไบโอไทป์ 
โดยพบ AsiaI มากที่สุด (66.67%) ในจังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี รองลงมาเป็น AsiaII_6 
(28.20%) และ AsiaII_7 (5.13.%) พบในจังหวัดกาญจนบุรี ส าหรับในพืชอาศัยอ่ืน พบไบโอไทป์ 
AsiaI ในมะเขือ ฟักทอง และแตงโมป่า พบในจังหวัดกาญจนบุรี และตาก ไบโอไทป์ AsiaII_1 พบใน
มะเขือในจังหวัดตาก เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์ของทุกตัวอย่างแบบ multiple alignment 
ด้วยโปรแกรม clustalW ใน MEGA7 พบว่าแมลงหวี่ขาวยาสูบจากพริกที่เป็นไบโอไทป์ AsiaI มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 99.48 – 100 เปอร์เซ็นต์ AsiaII_1 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 
86.1 – 100 เปอร์เซ็นต์ AsiaII_6 อยู่ที่ระดับ 85.2 – 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วน AsiaII_7 อยู่ที่ระดับ 86.8 
– 100เปอรเ์ซ็นต์  
 
การวิเคราะห์ไฟโลจิเนติคส์ (Phylogenetic analysis) 
 สร้างแผนภูมิแบบ maximum likelihood phylogenetic tree โดยใช้ค่าความแตกต่าง 
(distance) ของข้อมูลยีน mtCOI ขนาด 762 นิวคลิโอไทด์ที่ได้จากการท า multiple alignment  
ค านวณค่าความเชื่อมั่นจากการวิเคราะห์ bootstrap จ านวน 1000 replications พบว่าแยกได้ 2 กิ่ง 
(branch) โดยกิ่งที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ทั้งหมด ซึ่งแยกเป็น 2 คลัสเตอร์ (cluster) คลัสเตอร์ที่ 1 
พบในพริก 26 ตัวอย่าง จากจังหวัดกาญจนบุรี เพชรบุรี และราชบุรี ในมะเขือ 12 ตัวอย่าง จาก
จังหวัดกาญจนบุรี ตาก และกรุงเทพมหานคร และในฟักทอง 1 ตัวอย่าง จากกาญจนบุรี คลัสเตอร์ที่ 
2 แยกออกเป็น 2 เคลด เคลดที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ในแตงโมป่า 1 ตัวอย่างจากจังหวัดตาก เคลด
ที่ 2 พบในมะเขือ 4 ตัวอย่าง จากกรุงเทพมหานคร และตาก และพบในฟักทอง 1 ตัวอย่าง จาก
กาญจนบุรี กิ่งที่ 2 มี 3 ไบโอไทป์อยู่ด้วยกัน ได้แก่ AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 ซึ่งแยกเป็น 2 
คลัสเตอร์ โดยคลัสเตอร์ที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_7 จ านวน 2 ตัวอย่าง พบในพริกจากจังหวัด
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กาญจนบุรี คลัสเตอร์ที่ 2 แบ่งเป็น 2 เคลด เคลดที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_1 ในมะเขือ 2 ตัวอย่าง เค
ลดที่ 2 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_6 ในพริกทั้ง 11 ตัวอย่าง (fig. 4) 
 
 จากนั้นสร้างแผนภูมิแบบ  maximum likelihood phylogenetic tree เพ่ือวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ โดยน าข้อมูลยีน mtCOI ขนาด 606 นิวคลิโอไทด์ของแมลงหวี่ขาวยาสูบ 60 ตัวอย่าง 
บนพืชอาศัยชนิดต่างๆ ที่ศึกษาครั้งนี้ และที่เคยมีรายงานพบในประเทศไทยอีก 76 ตัวอย่าง ซึ่งเป็น
ข้อมูลที่รายงานอยู่ใน GenBank หาความเชื่อมโยงระหว่างไบโอไทป์และพืชอาหาร เป็น Asia I 
ทั้งหมดจ านวน 82 ตัวอย่าง แบ่งเป็น Asia I ในพริก มีการจับกลุ่มแยกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 จ านวน 
26 ตัวอย่าง จากจังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี กลุ่มที่ 2 จ านวน 9 ตัวอย่าง จากจังหวัด
นครราชสีมา นครพนม อุบลราชธานี ศรีสะเกษ เชียงราย และ สุพรรณบุรี กลุมที่ 3 จ านวน 2 
ตัวอย่าง จากจังหวัดเชียงใหม่ และเชียงราย ส่วน AsiaI ในมะเขือ จับกลุ่มแยกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 
จ านวน 12 ตัวอย่าง จากจังหวัดกาญจนบุรีและตาก กลุ่มที่ 2 จ านวน 4 ตัวอย่าง จากจังหวัดตาก 
และกรุงเทพมหานคร และ Asia I ในมะเขือเทศ 18 ตัวอย่าง จากจังหวัดเชียงราย ล าปาง บึงกาฬ 
หนองคาย นครราชสีมา สระบุรี ราชบุรี นครปฐม และสุพรรณบุรี นอกจากนี้มี Asia I ในขี้กาลาย 1 
ตัวอย่างจากสุพรรณบุรี ในมันเทศ 1 ตัวอย่างจากสุพรรณบุรี ในบวบเหลี่ยม 1 ตัวอย่างจากสงขลา ใน
แตงกวา 1 ตัวอย่างจากนครปฐม และในถั่ว 1 ตัวอย่างจากสุพรรณบุรี (fig. 5A) ส าหรับชุดที่ 2 
เป็นไบโอไทป์ AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 จ านวน 54 ตัวอย่าง พบว่าแยกได้ 2 เคลด เคลดที่ 1 
เป็น AsiaII_7 ในพริก 2 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 ประกอบด้วย AsiaII_6 และ AsiaII_1 โดย AsiaII_6 
จ านวน 13 ตัวอย่าง พบในพริก 7 ตัวอย่าง และในมันส าปะหลัง 6 ตัวอย่าง ส าหรับ AsiaII_1 จ านวน 
39 ตัวอย่างในมันส าปะหลังทั้งหมด (fig. 5B)  
 
การตรวจสอบเชื้อ PepYLCV ในพริกที่เป็นโรคใบหงิกเหลือง  
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของไอโซเลต KBR segment DNA-A จากวิเคราะห์ 
Whole Gemone Sequencing ด้วย Illumina HiSeq Sequence, 150PE พบว่า ไอโซเลต KBR 
segment DNA-A มีขนาด 2737 นิวคลิโอไทด์ ประกอบด้วย 6 Open Reading Frames (ORFs) 
แปลเป็นโปรตีนได้ 6 ชนิด ได้แก่ 1. AV1 Protein (Coat protein)  2. AV2 Protein (Precoat 
protein)  3. AC1 Protein (Replication-associated protein)  4. AC2 Protein (TrAP)  5. AC3 
Protein (REn) และ 6. AC4 Protein (fig. 6) 
 จากการท า multiple alignment ของล าดับนิวคลิโอไทด์ของไอโซเลต KBR segment 
DNA-A พบว่ามีความคล้ายคลึงกับไอโซเลตอ่ืนๆ ที่พบในประเทศไทยที่ระดับ 92.7%-99.2% โดย
คล้ายคลึงกับไอโซเลต KON-KG5 ที่ระดับ 99.2% (Table 2) และการวิเคราะห์ Phylogenetic tree 
ด้วยล าดับนิวคลิโอไทด์ของไอโซเลต KBR segment DNA-A พบว่าไอโซเลต KBR จัดอยู่ในเดียวกัน
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กับไอโซเลตอ่ืนที่พบในประเทศไทย (fig. 7) ดังนั้นเชื้อไวรัสที่น ามาศึกษาในครั้งนี้เป็นเชื้อไวรัสชนิด 
PeYLCV ไอโซเลต KBR  
 
การศึกษาอัตราและระยะเวลาการรับเชื้อ และการถ่ายทอดเชื้อ PepYLCV ของแมลงหว่ีขาว
ยาสูบไบโอไทป์ AsiaI 

ผลการศึกษาระยะเวลาการรับเชื้อ พบว่าที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง มี
ประสิทธิภาพการรับเชื้อ PepYLCV เท่ากับ 23.33 เปอร์เซ็นต์ (7 ตัว) 13.33 เปอร์เซ็นต์ (4 ตัว) 
40.00 เปอร์เซ็นต์ (12 ตัว) 36.67 เปอร์เซ็นต์ (11 ตัว) และ 63.34 เปอร์เซ็นต์ (19 ตัว) ตามล าดับ 
และการใช้เทคนิคพีซีอาร์สามารถตรวจพบเชื้อในตัวแมลงหวี่ขาวยาสูบ 1 ตัวได้ (fig. 8, 10)  

ผลการศึกษาระยะเวลาการถ่ายทอดเชื้อ พบว่าที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชัวโมง มี
ประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อ PepYLCV เท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ (5 ต้น) 60 เปอร์เซ็นต์ (6 ต้น) 50 
เปอร์เซน็ต์ (5 ต้น) 90 เปอร์เซ็นต์ (9 ต้น) และ 100 เปอร์เซ็นต์ (10 ต้น) ตามล าดับ (fig. 9, 11) และ
ต้นพริกจะแสดงอาการเกิดโรค ภายในเวลา 14 – 30 วันหลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส โดยมี
ลักษณะอาการใบเหลืองร่วมกับใบด่างที่ยอด โดยจะเริ่มแสดงอาการด่างท่ีโคนใบและขยายเต็มใบ  
จากใบยอดถึงใบล่าง หรือบางครั้งมีอาการหงิกเหลืองร่วมกับอาการด่างเหลือง และล าต้นแคระแกร็น 
(fig. 12) 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 แมลงหวี่ขาวยาสูบในพ้ืนที่ปลูกพริก จังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี จ าแนกโดย
ใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาของดักแด้ได้ 1 แบบ คือ แบบ smooth leaf form ในขณะที่การใช้ล าดับ
นิวคลิโอไทด์ของยีน mtCOI ขนาดประมาณ 850 นิวคลิโอทด์ สามารถจ าแนกแมลงหวี่ขาวยาสูบจาก
พริกและพืชอาศัยอ่ืนได้ 4 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 โดยในพริก พบ 3 
ไบโอไทป์ โดย AsiaI AsiaII_6 และ AsiaII_7 ในสัดส่วน 66.67 เปอร์เซ็นต์ 28.20 เปอร์เซ็นต์ และ 
5.13 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ไบโอไทป์ AsiaI มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 99.48 – 100 
เปอร์เซ็นต์ AsiaII_1 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 86.1 – 100เปอร์เซ็นต์ AsiaII_6 อยู่ที่ระดับ 
85.2 – 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วน AsiaII_7 อยู่ที่ระดับ 86.8 – 100 เปอร์เซ็นต ์

ผลการวิเคราะห์ทางไฟโลจิเนติคส์ พบว่าแมลงหวี่ขาวยาสูบในภาคตะวันตกของประเทศไทย 
จ านวน 60 ตัวอย่าง แยกได้ 2 กิ่ง โดยกิ่งที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ทั้งหมด ซึ่งแยกเป็น 2 คลัสเตอร์ 
โดยคลัสเตอร์ที่ 1 พบในพริก 26 ตัวอย่าง ในมะเขือ 12 ตัวอย่าง และในฟักทอง 1 ตัวอย่าง คลัส
เตอร์ที่ 2 แยกออกเป็น 2 เคลด เคลดที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ในแตงโมป่า 1 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 พบ
ในมะเขือ 4 ตัวอย่าง และพบในฟักทอง 1 ตัวอย่าง กิ่งที่ 2 มี 3 ไบโอไทป์ด้วยกัน ซึ่งแยกเป็น 2 คลัส
เตอร์ โดยคลัสเตอร์ที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_7 ในพริก 2 ตัวอย่าง คลัสเตอร์ที่ 2 แบ่งเป็น 2 เคลด  
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เคลดที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_1 ในมะเขือ 2 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_6 ในพริกทั้ง 
11 ตัวอย่าง  

นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์หาความเชื่อมโยงระหว่างไบโอไทป์ของแมลงหวี่ขาวยาสูบบนพริก
และพืชอาศัยชนิดต่างๆ ที่พบในไทย โดยใช้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ 60 ตัวอย่าง ร่วมกับข้อมูล
จาก GenBank รวมทั้งหมด 76 ตัวอย่าง เป็น Asia I ทั้งหมดจ านวน 82 ตัวอย่าง แบ่งเป็น Asia I ใน
พริก จ านวน 37 ตัวอย่าง มีการจับกลุ่มแยกเป็น 3 กลุ่ม ส่วน AsiaI ในมะเขือ จ านวน 16 ตัวอย่าง 
จับกลุ่มแยกเป็น 2 กลุ่ม และ Asia I ในมะเขือเทศ 18 ตัวอย่าง นอกจากนี้มี Asia I ในขี้กาลาย มัน
เทศ บวบเหลี่ยม แตงกวา และถั่ว (fig. 5A) ส าหรับชุดที่ 2 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_1 AsiaII_6 และ 
AsiaII_7 จ านวน 54 ตัวอย่าง พบว่าแยกได้ 2 เคลด เคลดที่ 1 เป็น AsiaII_7 ในพริก 2 ตัวอย่าง เคลด
ที่ 2 ประกอบด้วย AsiaII_6 และ AsiaII_1 โดย AsiaII_6 จ านวน 13 ตัวอย่าง พบในพริก 7 ตัวอย่าง 
และในมันส าปะหลัง 6 ตัวอย่าง ส าหรับ AsiaII_1 จ านวน 39 ตัวอย่างในมันส าปะหลังทั้งหมด  

จาก phylogenetic tree ข้างต้น เมื่อหาความเชื่อมโยงกับพริกและพืชอาศัยอ่ืนในประเทศ
ไทย มีแนวโน้มว่า ในพริกไบโอไทป์ที่โดดเด่นคือ AsiaI สอดคล้องกับ Monika and Stephan (2016) 
รองลงมาคือไบโอไทป์ AsiaII_1 นอกจากนี้ยังพบในมะเขือเทศ มะเขือ และพืชผักอีกหลายชนิด 
ส าหรับไบโอไทป์ AsiaII_1 เป็นกลุ่มประชากรที่โดดเด่นในมันส าปะหลัง  
 การศึกษาระยะเวลาการรับเชื้อ และถ่ายทอดเชื้อ PepYLCV ของแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอ
ไทป์ AsiaI พบว่าที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพการรับเชื้อ PepYLCV ได้ดีที่สุดคือ 63.34 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนระยะเวลาการถ่ายทอดเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากท่ีสุดคือ 72 ชั่วโมง สามารถถ่ายทอด
เชื้อได้ 100 เปอร์เซ็นต์ โดยมีลักษณะอาการใบเหลืองร่วมกับใบด่างที่ยอด โดยจะเริ่มแสดงอาการด่าง
ที่โคนใบและขยายเต็มใบ จากใบยอดถึงใบล่าง หรือบางครั้งมีอาการหงิกเหลืองร่วมกับอาการด่าง
เหลือง และล าต้นแคระแกร็น ภายในเวลา 14 – 30 วันหลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส   

 ดังนั้น การลดระบาดของโรคใบหงิกเหลืองในพริกจากเชื้อ PepYLCV ที่มีแมลงหวี่ขาวยาสูบ
เป็นแมลงพาหะ จึงควรศึกษาเพ่ิมเติม  1) การลดการแพร่ระบาดของโรค โดยลดประชากรแมลงหวี่
ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI บนพริก และมะเขือ โดยไม่ควรปลูกพริกพร้อมกับมะเขือ แต่ควรปลูก
ร่วมกับพืชอาศัยอ่ืนที่ที่ AsiaI ชอบแต่ไม่ใช่พืชอาศัยของไวรัส เช่น พืชวงศ์แตง หรือปลูกพืชอาศัยของ 
AsiaI ที่ไม่พบไวรัสไว้ขอบแปลง  2) ศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพการถ่ายทอดโรคของแมลงหวี่ขาว
ยาสูบไบโอไทป์ AsiaII_1, AsiaII_6 และ AsiaII_7 เพ่ิมเติม  3) ศึกษาชนิดและประสิทธิภาพตัวห้ าที่
จ าเพาะกับ AsiaI ในพริกและมะเขือ เพ่ือก าจัดไบโอไทป์ที่ถ่ายทอดโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 

ค าขอบคุณ 

ขอขอบพระคุณ ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ  ผชช. พรพิมล อธิปัญญาคม ผชช.พิเชฐ 
เชาววัฒนวงศ์ ผอ. ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล ที่ปรึกษาโครงการ ที่ให้ความกรุณาชี้แนะ และให้ค าปรึกษา
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จนงานวิจัยนี้ส าเร็จลงด้วยดี และขอบคุณทีมงานกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลงทุกท่านที่ให้ความ
ช่วยเหลือในทุกด้านตลอดการทดลอง 

 
 
 

Table 1 Whitefly samples on chilli plantations showing symptoms of yellow leaf curl 

disease and other host plants in Tak, Kanchanaburi, Ratchaburi and Phetchaburi 

provinces. 
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Species name Biotype Host Location Coordinates Code
AsiaI_Phetchaburi357_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N13°2′53″,E99°55′33″ 357
AsiaI_Phetchaburi357.2_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N13°2′53″,E99°55′33″ 357.2
AsiaI_Phetchaburi358.1_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N13°1′19″,E99°53′57″ 358.1
AsiaI_Phetchaburi358.2_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N13°1′19″,E99°53′57″ 358.2
AsiaI_Phetchaburi359_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N13°1′0″,E99°53′32″ 359
AsiaI_Phetchabun360_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N12°42′18″,E99°54′25″ 360
AsiaI_Phetchaburi360.1_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N12°42′18″,E99°54′25″ 360.1
AsiaI_Phetchaburi361.1_Chilli AsiaI Chilli Phetchaburi N12°47′28″,E99°54′20″ 361.1
AsiaI_Ratchaburi363.1_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°43′44″,E99°50′39″ 363.1
AsiaI_Ratchaburi363.2_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°43′44″,E99°50′39″ 363.2
AsiaI_Ratchaburi363.3_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°43′44″,E99°50′39″ 363.3
AsiaI_Ratchaburi365_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 365
AsiaI_Ratchaburi365.2_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 365.2
AsiaI_Ratchaburi365.1_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 365.1
AsiaI_Ratchaburi366_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 366
AsiaI_Ratchaburi366.1_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 366.1
AsiaI_Ratchaburi366.2_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′55″,E99°54′42″ 366.2
AsiaI_Ratchaburi369_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′39″,E99°55′25″ 369
AsiaI_Ratchaburi369.1_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′39″,E99°55′25″ 369.1
AsiaI_Ratchaburi369.2_Chilli AsiaI Chilli Ratchaburi N13°49′39″,E99°55′25″ 369.2
AsiaI_Ratchaburi370_Chili AsiaI Chilli Ratchaburi N13°50′4″,E99°54′30″ 370
AsiaI_Ratchaburi370.1_Chili AsiaI Chilli Ratchaburi N13°50′4″,E99°54′30″ 370.1
AsiaI_Kanchanaburi372.1_Chilli AsiaI Chilli Kanchanaburi N13°58′54″,E99°38′49″ 372.1
AsiaI_Kanchanaburi372.2_Chilli AsiaI Chilli Kanchanaburi N13°58′54″,E99°38′49″ 372.2
AsiaI_Kanchanaburi374.2_Chilli AsiaI Chilli Kanchanaburi N13°49′75″,E99°34′42″ 374.2
AsiaI_Kanchanaburi375_Chilli AsiaI Chilli Kanchanaburi N13°49′75″,E99°34′42″ 375
AsiaI_Bangkok378.1_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°50.865″,E100°34.415″ 378.1
AsiaI_Bangkok378.2_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°50.865″,E100°34.415″ 378.2
AsiaI_Tak386_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°54′12″,E98°34′20″ 386
AsiaI_Tak386.2_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°54′12″,E98°34′20″ 386.2
AsiaI_Tak387_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°54′8″,E98°34′20″ 387
AsiaI_Tak387.1_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°54′8″,E98°34′20″ 387.1
AsiaI_Tak387.2_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°54′8″,E98°34′20″ 387.2
AsiaI_Tak389.1_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°25′48″,E98°41′54″ 389.1
AsiaI_Tak389.2_Eggplant AsiaI Eggplant Tak N16°25′48″,E98°41′54″ 389.2
AsiaI_Kanchanaburi551_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 551
AsiaI_Kanchanaburi551.1_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 551.1
AsiaI_Kanchanaburi551.2_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 551.2
AsiaI_Kanchanaburi552_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 552
AsiaI_Kanchanaburi552.1_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 552.1
AsiaI_Kanchanaburi553_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 553
AsiaI_Kanchanaburi553.1_Eggplant AsiaI Eggplant Kanchanaburi N13°46′10.9″,E99°34′07.2″ 553.1
AsiaI_Kanchanaburi379_Pumpkin AsiaI Pumpkin Kanchanaburi N13°58′54″,E99°38′49″ 379
AsiaI_Kanchanaburi379.1_Pumpkin AsiaI Pumpkin Kanchanaburi N13°58′54″,E99°38′49″ 379.1
AsiaI_Tak 393.2_Wildwatermelon AsiaI WildwatermelonTak N16°29′06″,E98°48′56″ 393.2
AsiaII_1_Tak393_Eggplant AsiaII_1 Eggplant Tak N16°29′06″,E98°48′56″ 393
AsiaII_1_Tak393.1_Eggplant AsiaII_1 Eggplant Tak N16°29′06″,E98°48′56″ 393.1
AsiaII_6_Kanchanaburi354.2_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N11°22′55″,E99°31′1″ 354.2
AsiaII_6_Phetchaburi359.2_Chilli AsiaII_6 Chilli Phetchaburi N13°1′0″,E99°53′32″ 359.2
AsiaII_6_Phetchaburi361_Chilli AsiaII_6 Chilli Phetchaburi N12°47′28″,E99°54′20″ 361
AsiaII_6_Kanchanaburi371.1_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N13°58′20″,E99°42′33″ 371.1
AsiaII_6_Kanchanaburi373.2_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°6′27″,E99°19′42″ 373.2
AsiaII_6_Kanchanaburi374.1_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°6′53″,E99°18′50″ 374.1
AsiaII_6_Kanchanaburi375.1_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°7′25″,E99°10′30″ 375.1
AsiaII_6_Kanchanaburi375.2_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°7′25″,E99°10′30″ 375.2
AsiaII_6_Kanchanaburi376_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°12′54″,E99°11′30″ 376
AsiaII_6_Kanchanaburi376.1_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°12′54″,E99°11′30″ 376.1
AsiaII_6_Kanchanaburi376.2_Chilli AsiaII_6 Chilli Kanchanaburi N14°12′54″,E99°11′30″ 376.2
AsiaII_7_Kanchanaburi_373_Chilli AsiaII_7 Chilli Kanchanaburi N14°6′27″,E99°19′42″ 373
AsiaII_7_Kanchanaburi373.1_Chilli AsiaII_7 Chilli Kanchanaburi N14°6′27″,E99°19′42″ 373.1  
Table 2 Nucleotide sequence identity values of segment A of PeYLCV isolate KBR 

and other PeYLCV isolates. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



20 
 

 

 

 

Isolate 1 2 3 4 5 6 7 
1 PeYLCV-KBR 

       2 KT322141.1:KON-KG5 99.2 
      3 KX943290.1:WF-SPN-Pep2015 98.8 99.1 

     4 KT322145.1:TMK-KR5 98.8 99.1 98.7 
    5 KT322143.1:SPN-PG1 98.7 99 99.5 98.6 

   6 MK946436.1:BRM103 97.1 97.2 96.8 96.8 96.7 
  7 KT322142.1:SNS-CM5 92.7 93 93.1 92.7 92.9 91.3 
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Figure 1 A. Whitefly samples were collected on chilli plantations showing symptoms of 
yellow leaf curl disease and other host plants in Tak, Kanchanaburi, Ratchaburi and 
Phetchaburi Bangkok  B. chilli plantations showing symptoms of yellow leaf curl disease. 
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Figure 2 A.-D. Transmission PepYLCV by B. tabaci biotype AsiaI. 
 
 

      
 

Figure 3 Smooth leaf form puparium of B. tabaci on chili symptomatic yellow leaf curl 
disease  A. puparium on host plants  B. puparium on slide  C. drawing puparium. 
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Figure 4 Phylogenetic tree based on the maximum likelihood of mtCOI sequences of  B. tabaci 

on chilli plot symptomatic yellow leaf curl disease and other host plants in Tak, Kanchanaburi, 

Ratchaburi, and Phetchaburi 
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 AsiaI_Kanchanaburi553_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi552.1_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi552_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi551.2_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi551.1_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi551_Eggplant

 AsiaI_Tak389.2_Eggplant

 AsiaI_Tak389.1_Eggplant

 AsiaI_Tak387.1_Eggplant

 AsiaI_Tak387_Eggplant

 AsiaI_Bangkok378.2_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi375_Chilli

 AsiaI_Kanchanaburi374.2_Chilli

 AsiaI_Kanchanaburi372.2_Chilli

 AsiaI_Kanchanaburi372.1_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi370.1_Chili

 AsiaI_Ratchaburi370_Chili

 AsiaI_Ratchaburi369.2_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi369.1_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi369_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi366.2_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi366.1_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi366_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi365.1_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi365.2_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi365_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi363.3_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi363.2_Chilli

 AsiaI_Ratchaburi363.1_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi361.1_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi360.1_Chilli

 AsiaI_Phetchabun360_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi359_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi358.2_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi358.1_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi357_Chilli

 AsiaI_Phetchaburi357.2_Chilli

 KR110149.1_AsiaI_Th_13_80_S.lycopersicum

 AsiaI_Tak_393.2_Wildwatermelon

 AsiaI_Bangkok378.1_Eggplant

 AsiaI_Tak386_Eggplant

 AsiaI_Tak386.2_Eggplant

 AsiaI_Tak387.2_Eggplant

 AsiaI_Kanchanaburi379.1_Pumpkin

 AsiaII_6_Phetchaburi361_Chilli

 AsiaII_6_Kanchanaburi376_Chilli
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 MN388844.1_AsiaII_1_Burirum48_cassava

 MN388840.1_AsiaII_1_Surin53_cassava

 MN388868.1_AsiaII_1_Sakaeo06_cassava

 MN388869.1_AsiaII_1_Sakaeo05_cassava

 MN388870.1_AsiaII_1_Sakaeo04_cassava

 MN388871.1_AsiaII_1_Sakaeo03_cassava

 MN388872.1_AsiaII_1_Sakaeo02_cassava

 MN388874.1_AsiaII_1_Sisaket63_cassava

 MN388875.1_AsiaII_1_Sisaket68_cassava

 MN388878.1_AsiaII_1_Chantaburi111_cassava

 MN388879.1_AsiaII_1_Chantaburi112_cassava

 MN388880.1_AsiaII_1_Chantaburi114_cassava

 MN388881.1_AsiaII_1_Chantaburi113_cassava

 MN388882.1_AsiaII_1_Chantaburi110_cassava

 MN388883.1_AsiaII_1_Chantaburi109_cassava

 MN388884.1_AsiaII_1_Chantaburi108_cassava

 MN388866.1_AsiaII_1_Sakaeo08_cassava

 MN388865.1_AsiaII_1_Sakaeo09_cassava

 MN388864.1_AsiaII_1_Sakaeo11_cassava

 MN388863.1_AsiaII_1_Sakaeo12_cassava

 MN388851.1_AsiaII_1_Sakaeo27_cassava

 MN388850.1_AsiaII_1_Sakaeo29_cassava

 MN388849.1_AsiaII_1_Sakaeo33_cassava

 MN388877.1_AsiaII_1_Sisaket_71_cassava

 MN388876.1_AsiaII_1_Sisaket69_cassava

 MN388862.1_AsiaII_1_Sakaeo15_cassava

 MN388861.1_AsiaII_1_Sakaeo16_cassava

 MN388860.1_AsiaII_1_Sakaeo17_cassava

 MN388859.1_AsiaII_1_Sakaeo18_cassava

 MN388857.1_AsiaII_1_Sakaeo20_cassava

 MN388856.1_AsiaII_1_Sakaeo21_cassava

 MN388855.1_AsiaII_1_Sakaeo22_cassava

 MN388854.1_AsiaII_1_Sakaeo23_cassava

 MN388853.1_AsiaII_1_Sakaeo25_cassava

 MN388852.1_AsiaII_1_Sakaeo26_cassava

 MN388843.1_AsiaII_1_Burirum78_cassava

 MN388841.1_AsiaII_1_Surin52_cassava

 MN388867.1_AsiaII_1_Sakaeo07_cassava

 MN388873.1_AsiaII_1_Sisaket61_cassava

 Asia_II_6_Kanchanaburi375.2_Chilli

 MN388838.1_AsiaII_6_Sakaeo30_cassava

 MN388839.1_AsiaII_6_Sakaeo13_cassava

 MN388894.1_AsiaII_6_Ubon54_cassava

 MN388893.1_AsiaII_6_Surin35_cassava

 Asia_II_6_Phetchaburi359.2_Chilli

 Asia_II_6_Kanchanaburi373.2_Chilli

 Asia_II_6_Kanchanaburi374.1_Chilli

 Asia_II_6_Kanchanaburi375.1_Chilli

 Asia_II_6_Kanchanaburi376_Chilli

 Asia_II_6_Kanchanaburi376.1_Chilli

 MN388895.1_AsiaII_6_Ubon55_cassava

 MN388892.1_AsiaII_6_Surin39_cassava

 Asia_II_7_Kanchanaburi_373_Chilli

 Asia_II_7_Kanchanaburi373.1_Chilli

 Asia_1_Phetchabun360_Chilli

 Asia_1_Ratchaburi363.1_Chilli

 Asia_1_Ratchaburi363.2_Chilli
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Figure 5 Phylogenetic tree based on the maximum likelihood of mtCOI sequences of 
B. tabaci on chilli plot symptomatic yellow leaf curl disease and other host plants in 
Thailand. A biotype AsiaI, B. biotype AsiaII_1 AsiaII_6 and AsiaII_7 

 
  
Figure 6 Genome composition of segment DNA-A of PeYLCV isolate KBR. Segment 
DNA-A contained 6 Open Reading Frames (ORFs) and encoded for 6 proteins: ORF 
AV1 encodes for coat protein, ORF AV2 encodes for precoat protein, ORF AC1 
encodes for replication-associated protein, ORF AC2 encodes for transcriptional 
activator protein (TrAP), ORF AC3 encodes for replication enhancer protein (REn) and 
ORF AC4 encodes for AC4 protein. 
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Figure 7 A Neighbour-Joining phylogenetic tree of complete genome segment DNA-A. 
The data set was subjected to 1000 bootstrap replicates. The bootstrap values are shown 
above the branches (>80%). PeYLCV isolate KBR is indicated in red. 
 

 
 

Figure 8 Electrophoresis of PCR products, Acquisition access period PepYLCV by    
B. tabaci biotype AsiaI at 72 hr, 100 bp DNA marker (1-30 : mocoi B. tabaci, V1-V30 : 
PepYLCV, N : Negative, P : Possitive (B. tabaci feed on Chilli ingfected by PepYLCV)). 
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Figure 9 Electrophoresis of PCR products, Inoculation access period PepYLCV by                     
B. tabaci biotype AsiaI at 6, 12, 24, 48 and 72 hr (V1-V10 : PepYLCV, N : Negative,                 
P : Possitive ( PepYLCV)). 
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Figure 10 The effects of acquisition access period (AAP) on the proportion of PCR positive 

adults of B. tabaci AsiaI. Newly emerged whiteflies were allowed to feed on PepYLCV-infected 
chilli plants for 6, 12, 24, 48 and 72h, respectively, and 30 whiteflies from each group were 
collected for PCR tests. 
 

                   
Figure 11 The effects of inoculation access period (IAP) of the vector B. tabaci AsiaI on the 

proportion of CCYV-infected cucumber plants. After feeding PepYLCV-infected chilli plants with 3 
days, 30 whiteflies were placed on non-infected chilli leaves (3–4 leaf stage) with clip cages for 6, 
12, 24, 48 and 72h, respectively.  Ten plants were used for each treatment and detected with 
PCR after 30 days. 
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Figure 12 Chilli ingfected by PepYLCV transmission by B. tabaci biotype AsiaI. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การทดลองที่ 2  
 

ชนิดของเพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae) ที่เป็นพาหะของเช้ือ Polerovirus 
สาเหตุโรคเส้นใบเหลืองในพริก 
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Species of Aphid (Hemiptera: Aphididae) insect vectors of the 
Polerovirus causing agent of pepper vein yellowing disease and 

cucumber yellowing disease 
 

เกศสุดา สนศิร1ิ  ภูวนารถ มณีโชติ2  จารุวัตถ์ แต้กุล1  ยุวรินทร์ บุญทบ1  
1/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

 

Abstract 
 

Chilli (Capsicum sp.) is an economic crop in Thailand. It is widely planted 
throughout all regions. Pepper yellows disease caused by Pepper vein yellows virus 
(PeVYV) is one of the most important plant viruses infecting pepper crop worldwide. 
The Aphid ((Hemiptera: Aphididae) is vector for virus transmission. The objective of this 
study is to investigate the relationship of the virus, aphids and host plants. A sampling 
of aphids on chilli plantations showing symptoms of pepper yellows disease was 
carried out from October 2017 to September 2019 in Kanchanaburi, Suphanburi, 
Ayutthaya, Tak and Nakhon Ratchasima provinces. 192 aphid samples were collected 
from the diseased fields and identified based on morphology and amplification of 
partial mitochondrial cytochrome oxidase I (mtCOI) gene and nucleotide sequenced 
revealed two species including Aphis gossypii Glover and Myzus persicae (Sulzer). 
Transmission of PeVYV by A. gossypii from diseased chilli plant to healthy seedlings 
was successful. PeVYV virions were detected in aphids reached to 60% at 12 hr and 
24 hr of acquisition access period (AAP). The PeVYV transmission efficiency of aphids 
was obtained 100% transmission efficiency at 24 hr of Inoculation access period (IAP) 
or much longer. The inoculated chilli developed the typical symptoms including 
interveinal yellowing and leaf upward within 14 - 30 days after inoculation.  
 

Keyword : Chilli, Aphid, Transmission, Pepper vein yellows virus     
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



31 
 

 

 

บทคัดย่อ 

 

    พริก (Capsicum sp.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย มีการปลูกกัน

อย่างแพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ โรคเส้นใบเหลืองที่เกิดจาก Pepper vein yellows virus 

(PeVYV) เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ก่อความเสียหายต่อผลผลิตพริกในหลายประเทศ ที่มีเพลี้ยอ่อน 

(Aphid) (Hemiptera: Aphididae) เป็นแมลงพาหะถ่ายทอด ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้

เพ่ือทราบชนิดเพลี้ยอ่อนพาหะและชนิดของโรคพืชความสัมพันธ์ของการถ่ายทอดโรคระหว่างชนิด

ของเพลี้ยอ่อนกับโรคพืชและพืชอาศัย โดยท าการศึกษาระหว่างเดือน ตค.60 – กย. 63 ท าการเก็บ

รวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนศัตรูพริก ลักษณะของใบพริกที่แสดงอาการโรคเส้นใบเหลืองและโรค

ใบเหลือง ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัด

ละ 5 แปลง รวม 192 ตัวอย่าง น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้มาจ าแนกชนิดจากลักษณะสัณฐานวิทยา 

และจาการตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบเพลี้ยอ่อน 2 ชนิด ได้แก่ เพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis 

gossypii Glover และเพลี้ยอ่อนยาสูบ Myzus persicae (Sulzer) ผลการศึกษาระยะเวลาการรับ

เชื้อและการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV ของเพลี้ย อ่อน พบว่าที่ ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่ วโมง มี

ประสิทธิภาพในการรับเชื้อ PeVYV ได้ดีที่สุด คือ 60 เปอร์เซ็นต์ ส่วนระยะเวลาในการถ่ายทอดเชื้อที่

มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงขึ้นไป สามารถถ่ายทอดเชื้อได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพริก

จะแสดงอาการเส้นใบมีสีเหลือง บางครั้งขอบใบม้วนเข้าหากัน หลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อ 14-30 

วัน 

 
ค าหลัก : เพลี้ยอ่อน โรคเส้นใบเหลือง พอรีโรไวรัส การถ่ายทอดโรค      
รหัสการทดลอง 03-47-61-01-00-00-02-61 

 
ค าน า 

พริก (Capsicum sp.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย มีการปลูกกันอย่าง

แพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ เนื่องจากเป็นพืชอาหารที่คนนิยมบริโภคและเป็นที่ต้องการของ

ตลาดทั้งในและต่างประเทศ สามารถสร้างอาชีพและรายได้จ านวนมากให้แก่เกษตรกร แต่ในการผลิต

พืชดังกล่าวมักประสบปัญหาและอุปสรรคเกี่ยวกับโรคและแมลงศัตรูเข้าท าลาย ท าให้ผลผลิตและ

คุณภาพลดลง ไม่เป็นที่ต้องการของตลาด เพ่ิมต้นทุนในการผลิต เพลี้ยอ่อน (Aphid) (Hemiptera: 

Aphididae) เป็นแมลงศัตรูส าคัญของทั้งพืชไร่และพืชผักหลายชนิด เช่น พริก พืชตระกูลแตง มันฝรั่ง 
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และยาสูบ เป็นต้น ซึ่งสามารถท าลายใบพืชโดยทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยดูดกินน้ าเลี้ยงจากเซลล์พืช

บริเวณใต้ใบ หรือส่วนอ่อนๆ เช่น ยอดอ่อน ตาอ่อน ใบ ดอก หลังการเข้าท าลายจะท าให้ใบหงิกงอ 

ร่วงหล่น ต้นแคระแกรน และขับถ่ายของเสียที่มีส่วนผสมของน้ าตาลที่เหลือใช้ เรียกว่า มูลน้ าหวาน 

(honeydew) ซึ่งเป็นอาหารของมดและราด า ราด าจะเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วปกคลุมใบ ใบจึงไม่

สามารถสังเคราะห์แสงได้อย่างเต็มที่ นอกจากจะดูดกินน้ าเลี้ยงจากเซลล์พืชแล้วเพลี้ยอ่อนยังเป็น

พาหะถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช เพลี้ยอ่อนที่พบในเขตร้อนและเขตอบอุ่นมีมากกว่า 200 ชนิด 

ที่เป็นพาหะน าเชื้อไวรัส (Brunt et al., 1996; Nault 1997; พัชรินทร์ 2555) เพลี้ยอ่อนจัดเป็นแมลง

พาหะที่ส าคัญเนื่องจากมีลักษณะเด่นคือ มีปากแบบแทงดูด (piercing sucking) สามารถถ่ายทอด

อนุภาคไวรัสไปยังเซลล์พืช โดยที่ไม่ท าให้เซลล์พืชเสียหายมากนัก นอกจากนี้เพลี้ยอ่อนยังมีลักษณะ

เด่นที่ท าให้ประสิทธิภาพในการถ่ายทอดโรคไวรัสดีกว่าแมลงอื่นๆ คือ เป็นแมลงที่สืบพันธุ์โดยไม่อาศัย

เพศ ท าให้ประชากรเพลี้ยอ่อนเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ก่อให้เกิดการระบาดของเชื้อไวรัสเป็นไปได้อย่าง

รวดเร็ว ในระยะเวลาอันสั้น (พัชรินทร์, 2555)   

 เชื้อไวรัสในกลุ่ม Polerovirus จะท าให้ใบพืชมีอาการม้วนขึ้นเข้าหากันของขอบด้านข้าง สี

ซีดจาง โดยเฉพาะใบล่าง และกิ่งก้านใบมีการตั้งชูขึ้น ส่วนของต้นแคระแกร็น และอาจมีแผลเนื้อเยื่อ

ตายแห้งตาย (necrosis) ในเนื้อเยื่อท่อล าเลียงอาหารในส่วนของล าต้นและก้านใบ (Ryazantsev 

and Zavriev, 2009) การถ่ายทอดและการแพร่ระบาดของไวรัสชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ์ได้ 

ดังนั้นเมื่อน าหัวพันธุ์ที่เป็นโรคไปปลูกจะมีส่วนอย่างมากที่ท าให้ผลผลิตลดลง ซึ่งเชื้อนี้ไม่สามารถ

ถ่ายทอดโดยวิธีสัมผัส แต่สามารถถ่ายทอดได้โดยแมลงพาหะจ าพวกเพลี้ยอ่อน แบบ nonpersistent 

manner (Mayo et al. 2000; Dods et al., 1983; Milne et al., 1969; Nameth et al., 1985) 

ซึ่งโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสนี้ไม่มีทางแก้ไขนอกจากการป้องกัน และวิธีการป้องกันก าจัดที่ได้ผลและมี

ประสิทธิภาพก็คือการป้องกันก าจัดแมลงพาหะที่จะน าเชื้อไวรัสมาปล่อยสู่พืช 

 ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จะท าให้ทราบชนิดของเพลี้ยอ่อนที่ระบาดในพ้ืนที่ปลูกพริกของ

ประเทศไทย และสามารถใช้เป็นข้อมูลในการศึกษาชนิดของเพลี้ยอ่อนที่มีศักยภาพในการเป็นพาหะ

น าเชื้อไวรัสมาสู่พริก เพ่ือเป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาหาแนวทางการป้องกันก าจัดที่มี

ประสิทธิภาพ รวมถึงการเฝ้าระวัง การพยากรณ์การระบาด ตลอดจนการวางแผนในการจัดการกรณีที่

มีการตรวจพบการระบาดของเชื้อไวรัสในพริกและแตงกวาต่อไป  

 

วิธีด าเนินการ 
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การเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนศัตรูพริก 

 เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนจากแปลงปลูกพริกที่แสดงอาการของเส้นใบเหลืองจากไวรัสใน

จังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุทธยา ตาก และนครราชสีมา จ านวน 25 แปลง โดยท า

การเก็บตัวอย่างแบบสุ่มส ารวจทั่วแปลง ตาม ISPM No.6 (FAO, 2006) (ภาพที่ 1) แบ่งตัวอย่างเป็น

สามส่วน ส่วนที่หนึ่งน าไปศึกษาชนิดและ DNA barcode ส่วนที่สองน าไปตรวจหาเชื้อ Polerovirus 

ส่วนที่สามน าไปศึกษาการถ่ายทอดโรคระหว่างเพลี้ยอ่อนกับเชื้อ Polerovirus และพืชอาศัยอ่ืน 

บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยอ่อน ส่วนของพืชที่พบตัวอย่าง ลักษณะการท าลาย ลักษณะอาการของ

พืชที่เป็นโรค ปริมาณการพบ ปัจจัยแวดล้อม พืชปลูกข้างเคียง สภาพแวดล้อมทั้งในและนอกแปลง วัน 

/เดือน /ปี สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง รวมทั้งบันทึกโดยการถ่ายภาพ  

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก 
น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัยที่ได้จากการส ารวจมาท าสไลด์ถาวร โดยดัดแปลงจากวิธีการ

ของ Blackman and Eastop (2000) น าสไลด์ที่ผ่านการอบจนแห้งมาตรวจวิเคราะห์จ าแนกชนิด

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ตรวจสอบลักษณะส าคัญต่างๆ ที่ใช้ในการจ าแนกชนิดกับเอกสารแนวทางการ

วินิจฉัยเพลี้ยอ่อน ลักษณะส าคัญของเพลี้ยอ่อนที่ใช้ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ ส่วนหัว; ร่องหนวดและ

ร่องบริเวณหน้าผาก ความสั้นยาวของหนวด จ านวนปล้องและความยาวส่วนปลายของปล้องสุดท้าย 

ความยาวของปาก ส่วนอก; ความยาวของปลายขาคู่หลังและหนามบนน่องขา ส่วนท้อง; จะมีตุ่ม

ขนาดเล็กปรากฏบริเวณปล้องท้องปล้องที่ 1 และ 7 โดยเฉพาะปล้องที่ 7 ต าแหน่งของตุ่มขนาดเล็กที่

ปรากฏอยู่ด้านบนหรือด้านล่างรูหายใจใช้เป็นลักษณะส าคัญในการจ าแนกระดับสกุล แต่ในเพลี้ยอ่อน

บางชนิดไม่ปรากฏตุ่มดังกล่าว วาดรูปแสดงลักษณะต่างๆที่ส าคัญ บันทึกรายละเอียดต่างๆของเพลี้ย

อ่อนที่ส ารวจพบ เช่น ลักษณะ รูปร่าง ขนาด สี ฯลฯ พร้อมทั้งถ่ายภาพเพลี้ยอ่อนในแต่ละระยะ 

รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายที่ต้องติดไว้กับสไลด์เพลี้ยอ่อนแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่

จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และ วัน/เดือน/ปีที่ท าสไลด์ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช้เมาท์ (mount) 

สไลด์ และจัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาเก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบ

สากล เพ่ือตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 

   
การศึกษาล าดับพันธุกรรม (DNA Barcode) ของเพลี้ยอ่อน  

น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ เก็บรักษาในแอลกอฮอล์  95% มาสกัดสารพันธุกรรม  (DNA 
Extraction) โดยใช้ชุดสกัด Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit ของบริษัท Favorgen 
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Biotech Corp. ท าการเพ่ิมปริมาณ  DNA เป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน mtCOI ของเพลี้ยอ่อน (LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATA 
TTGG-3' แ ล ะ  HCO2198 5'-TAAACTTCAGGGTGCCAAAAAATCA-3' (Hebert et al., 2003) 
และเพ่ิมปริมาณชิ้น  DNA เป้าหมาย โดยใช้ส่วนผสมของ MyTag HS Red DNA Polymerase 
(Bioline, Australia) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสมรวม 25 
ไมโครลิตร น าส่วนผสมของ MyTag HS Red DNA Polymerase ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ
สารพันธุกรรม (PCR machine) ตรวจสอบ  PCR product ด้ วยวิธีการท าอิ เล็ก โทรโฟรีซี ส 
(Electrophoresis) โดยหยอด PCR product ลงใน 2% agarose gel ใน 0.5X TBE (Tris-borate, 
EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์, 400 mp (Voltage) เป็นเวลา 45 นาที ท าให้ PCR product 
มีความบริสุทธิ์ด้วย Isolate II PCR and Gel kit; Cat No. BIO-52060 ท าการวิเคราะห์หาล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) เพ่ือตรวจหาล าดับเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยส่งตัวอย่างดี
เอ็นเอเป้าหมายที่บริสุทธิ์ของเพลี้ยอ่อนไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ประเทศเกาหลีใต้  น า
ข้อมูลของดีเอ็นเอที่ได้มาท าการวิเคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับเบสเพลี้ยอ่อนที่น ามาศึกษา
ทั้งหมด (Sequence assembly) เพ่ือให้ได้ DNA barcoding ที่มีความถูกต้อง โดยโปรแกรมที่
สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดท ารหัสดีเอ็นเอ (assemble) เช่น Bioedit Sequence Alignment 
Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่า Barcode 
น าผลที่ได้มาเปรียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเพลี้ยอ่อนที่อยู่ในฐานข้อมูล GeneBank ซึ่งเป็นแหล่ง
เก็บ รวบรวมฐานข้อมูล ทางพันธุกรรมศาสตร์จากท่ัวโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้อง  
 
การศึกษาวงจรชีวิตเพลี้ยอ่อนในพริก 
 น าน าตัวเต็มวัยเพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมได้จากแปลงปลูกพริก  มาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

โดยน าตัวเต็มวัยของเพลี้ยอ่อน จ านวน 200 ตัว มาเพาะเลี้ยงรวมกันในกล่องพลาสติกขนาด 14 x 23 

x 7 เซนติเมตร ให้ใบพริกเป็นอาหารโดยใช้ส าลีชุปน้ าพันรอบก้านใบเพ่ือรักษาความสด เมื่อตัวเต็มวัย

ออกลูกท าการแยกตัวอ่อนโดยใช้พู่กันเบอร์ศูนย์เขี่ยเพลี้ยอ่อนแต่ละตัวไปเพาะเลี้ยงใน petri dish 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร สูง 2 เซนติเมตร รองด้วยกระดาษกรองที่มีความชื้น petri dish 

ละ 1 ตัว และใส่ใบพริกเพ่ือเป็นอาหาร ท าการเปลี่ยนใบพริกทุก 2 วัน สังเกตุการเจริญเติบโตจนครบ

วงจรชีวิต บันทึกข้อมูลจ านวนเพลี้ยอ่อนที่รอดชีวิตทุกๆวันจนกระทั่งเพลี้ยอ่อนเป็นตัวเต็มวัย สังเกตุ

พฤติกรรมและระยะเวลาลอกคราบในแต่วัย ท าการบันทึกข้อมูลระยะตัวอ่อนจนถึงตัวเต็มวัย รวมถึง

พฤติกรรมในแต่ละระยะ (ภาพที่ 2) 

 

ศึกษาชนิดเชื้อ Polerovirus ในพริกด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล    
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ท าการสกัด DNA จากต้นพริกที่ได้รับการถ่ายเชื้อ Polerovirus ด้วยปฏิกิริยา One step RT-PCR 

สังเคราะห์ยีน CP บางส่วนของเชื้อ Polerovirus จากอาร์เอ็นเอรวมที่เตรียมได้ โดยไพรเมอร์ที่ใช้สังเคราะห์

ยี น  CP บ างส่ วนของเชื้ อ ไวรั ส ในจี นั ส  Polerovirus ป ระกอบ ด้ วย ไพ รเมอร์  Pol3870F (5'-

YTVGGTTTYAAAGTCGAGG-3') (Sharman et al., 2015) แ ล ะ ไพ ร เม อ ร์ AS3 (5'CACGCGTCIACC 

TATTTIGGRTTITG-3') (Abraham et al., 2008) โดยได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 360 คู่เบส และ

ใช้ส่วนผสมของ one step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร 

ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 

   Nuclease-free water  11   ไมโครลิตร 
   5x buffer     4   ไมโครลิตร 
   10 mM dNTPs     1   ไมโครลิตร 
   10 pmole Pol3870F              0.5   ไมโครลิตร 
   10 pmole AS3            0.5   ไมโครลิตร 
   enzyme mix     1   ไมโครลิตร 
   RNA template     2   ไมโครลิตร 
 ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยา 
ในการสังเคราะห์ดังนี้ 
            1) First strand synthesis  50 oC 30 นาที 
      Predenaturation   94 oC 15 นาที 
          2) Three step-cycling   35 cycles 
      Denaturation   94 oC  20 วินาที 
       Annealing    55 oC  20 วินาที 
       Extension    72 oC  30 วินาที 
            3) Final extension   72 oC   5 นาที 
 
  เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเอ็นเอผลผลิตด้วย  1.2% agarose gel 

electrophoresis ที่เติม Redsafe Solution ใน 1X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 

35 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง gel documentation 

 

   การโคลนยีนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีไทด์ 

          แยก DNA ออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต จากนั้นตรวจสอบขนาดและปริมาณ DNA ที่ได้
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ด้วย 1% agarose gel electrophoresis แล้วเชื่อมต่อ DNA เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 

(Promega) โดยเติม DNA 150 นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-

T easy vector 50 นาโนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 16 oC นานข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia 

coli  (E. coli) ส า ย พั น ธุ์  JM109 โด ย ใช้ วิ ธี  heat shock transformation (Sambrook and 

Russell, 2001) คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของเชื้อ Polerovirus ด้วยวิธี blue-

white selection แล้วตรวจสอบโคลนของพลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยน าเซลล์

แบคทีเรียที่ให้โคโลนีสีขาวจ านวน 10 โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 2 ไมโครลิตรใช้

เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน CP บางส่วนของเชื้อ Polerovirus 
 

 

การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

             วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA จากปฏิกิริยา PCR มาท าการวิเคราะห์หา

ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

เมื่ อ ได้ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ แ ล้ ว จ ะน าม าวิ เค ร าะห์ ด้ ว ย โป รแก รม  Blastn แ ล ะ  Blastp 

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แล้ ว เป รี ยบ เที ยบกั บ ล าดั บนิ วคลี โอ ไท ด์ ของเชื้ อ 

Polerovirus ที่มีรายงานอยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมจากข้อมูลยีน 

CP ด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์และจัดกลุ่มของเชื้อไวรัสกลุ่ม 

Polerovirus ชนิดต่าง ๆ จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 6 (Tamura et 

al., 2013)  

 
 
 
 
การศึกษาความสัมพันธ์ของจ านวนวันที่รับเชื้อ จ านวนตัว และจ านวนวันที่ถ่ายทอดเชื้อของเพลี้ย
อ่อนกับเชื้อไวรัส PeVYV ในพริก 
 ท าการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเพลี้ยอ่อนที่บริสุทธิ์ เตรียมต้นกล้าพริกปลอดโรค และต้นพริกที่
เป็นโรคเพ่ือเป็นแหล่งของไวรัส หลังจากนั้นจะน าเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัยให้ดูดกินน้ าเลี้ยงจากพริกที่เป็น
โรคเส้นใบเหลืองเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 3) และท าการย้ายเพลี้ยอ่อนให้ดูดกินต้นกล้าพริก
ปกติ เมื่อต้นพริกแสดงอาการเส้นใบเหลือง น าส่วนของใบไปตรวจสอบหาเชื้อ และใช้ต้นพริกที่มีเชื้อ
เป็นแหล่งของไวรัสในการทดสอบการถ่ายทอดโรค 
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 การศึกษาอัตราและระยะเวลาในการรับเชื้อ น าเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัย มาปล่อยให้ดูดกินน้ า
เลี้ยงจากต้นพริกที่เป็นโรคเส้นใบเหลือง ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง (ท า 10 ซ้ า ซ้ าละ 
30 ตัว) เมื่อครบก าหนดเวลาน าเพลี้ยอ่อนมาตรวจสอบหาเชื้อ PeVYV ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลพีซี
อาร์ 
 การศึกษาอัตราและระยะเวลาการถ่ายทอดเชื้อ น าเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัยปล่อยให้ดูดกินน้ า
เลี้ยงจากต้นพริกที่มีเชื้อ PeVYV เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปล่อยเพลี้ยอ่อนจ านวน 20 ตัว ในต้น
พริกปลอดโรค ที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ72 ชั่วโมง (ท า 10 ซ้ า) เมื่อครบก าหนดเวลา ก าจัด
เพลี้ยอ่อนโดยการพ่นสารเคมีก าจัดแมลง น าต้นพริกมาเก็บไว้ในกรงป้องกันแมลงและสังเกตุ
ระยะเวลาที่ต้นพริกแสดงอาการของโรค บันทึกลักษณะอาการโรคที่ปรากฏ ตรวจหาเชื้อ PeVYV ใน
ใบพริกด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลพีซีอาร์ 
 
เวลาและสถานที่ 

เวลา        ตุลาคม 2560  -  กันยายน 2563 

สถานที่      - แหล่งปลูกพริกในจังหวัด สุพรรณบุรี กาญจนบุรี  

    พระนครศรีอยุธยา ตาก และนครราชสีมา  
 

-  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา และ   

ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช  

ส านักวิจัย  พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขีววิทยาของเพลี้ยอ่อน 
 ผลการจ าแนกชนิดเพลี้ยอ่อนที่ได้จากการเก็บรวบรวมบนต้นพริก ในจังหวัดกาญจนบุรี 

สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดละ 5 แปลง รวม 192 ตัวอย่าง 

โดยน าเพลี้ยอ่อนมาจัดท าสไลด์ถาวรเพื่อจัดจ าแนกชนิด จากการวินิจฉัยชนิดพบว่า 190 ตัวอย่างเป็น

เพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis gossypii Glover คิดเป็น 98.96 เปอร์เซ็นต์ และ 2 ตัวอย่าง เป็นเพลี้ยอ่อน

ยาสูบ Myzus persicae (Sulzer) คิดเป็น 1.04 เปอร์เซ็นต์ ลักษณะสัณฐานวิทยาของเพลี้ยอ่อนฝ้าย 

A. gossypii  เป็นเพลี้ยอ่อนขนาดเล็กถึงขนาดกลาง ลักษณะของล าตัวรูปไข่ ยาวเรียวไปทางส่วนหัว 

ขนาดล าตัวยาว 1.30-1.58 มิลลิเมตร ล าตัวมีสีเหลือง สีเหลืองอมเขียว ไปจนสีเขียวเข้ม สีของล าตัว

เปลี่ยนแปลงตามพืชอาหาร ส่วนหัว (head) มีขนาดเล็ก หน้าผาก (vertex) โค้ง ร่องหนวด 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



38 
 

 

 

(antennal tubercle) ไม่พัฒนา ตา (eyes) มีสีน้ าตาลด า หนวด (antena) มีจ านวน 6 ปล้อง มี

ความยาวน้อยกว่าล าตัว หนวดปล้องแรก (scape) สีเหลืองอมน้ าตาล หนวดปล้องที่ 2 (pedicel) สี

จางลง หนวดปล่องที่ 3, 4, 5 และ 6 มีสีเหลืองแกมขาว หนวดปล้องที่ 6 ส่วนของ processus 

terminalis ยาวกว่าส่วนฐานน้อยกว่า 3.5 เท่า มีปากแบบเจาะดูด (piercing-sucking type) อยู่ด้าน

ใต้ส่วนหัวมี 5 ปล้อง ขา (leg) มีสีขาวอมเหลือง ตอนปลายของต้นขา (femur) ที่ต่อกับหน้าแข้ง 

(tibia) สีเข้มขึ้น ปลายหน้าแข้งที่ต่อกับเท้า (tarsus) และเท้ามีสีน้ าตาลเข้มหรือด า เท้าปล้องแรกและ

เล็บ (claw) สีด า ท่อเรียวยาวที่ตั้งอยู่ปลายท้องด้านบนบริเวณปล้องที่ 5 และ 6 (siphunculi) มีสี

น้ าตาลเข้มเกือบด า ยาวกว่า ส่วนหาง (cauda) ซึ่งมีสีอ่อน มีขน 4-7 เส้น มีทั้งแบบมีปีกและไม่มีปีก 

เป็นเพลี้ยอ่อนที่มีพืชอาหารกว้างมาก พบเป็นศัตรูของพืชเศรษฐกิจหลายชนิด มีเขตการแพร่กระจาย

ทั่วโลก ประเทศไทยพบระบาดทั่วไปในแหล่งปลูกพืชทั่วประเทศ (ภาพที่ 4) ส าหรับเพลี้ยอ่อนยาสูบ 

M. persicae เป็นเพลี้ยอ่อนขนาดเล็กถึงขนาดกลาง ล าตัวยาว 1.68 – 1.84 มิลลิเมตร ตัวอ่อนที่

ออกมาใหม่ๆ มีขนาดเล็กมากสีชมพูอ่อนปนเหลือง เมื่อโตขึ้นสีเหลืองอ่อน สีเหลืองอมเขียว หัวและ

หนวดมีสีเหลืองอ่อน หนวดมี 6 ปล้อง ความยาวเท่ากับล าตัว ปากยาวถึงโคนขาคู่กลาง ไซฟังคูไลยาว 

ส่วนหางยาวรูปร่างคล้ายนิ้ว ไซฟังคูไลและส่วนหาง สีจางใส มีพืชอาหารได้แก่ พริก ยาสูบ มะเขือเทศ 

ผักกาด กะหล่ าดอก คะน้า ข้าว งา ถั่วต่างๆ และมันฝรั่ง เป็นต้น และมีเขตการแพร่กระจายทั่วโลก 

(ภาพที ่5)  

  การศึกษาชีววิทยาและวงจรชีวิตในห้องปฏิบัติการได้คัดเลือกเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii  

มาท าการศึกษาในครั้งนี้เนื่องจากพบมากถึง 98.96 เปอร์เซ็นต์ และพบทุกจังหวัดที่ท าการเก็บ

รวบรวมตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่า เพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii สามารถขยายพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ ตัว

เต็มวัยสามารถออกลูกได้โดยไม่ต้องผสมพันธุ์ โดยมีการลอกคราบ 4 ครั้ง ตัวอ่อน (nymph) มี 4 

ระยะ ตัวอ่อนออกมาใหม่ๆมีขนาดเล็กมากสีเหลืองจางจนเกือบขาว เมื่อโตขึ้นมีสีเขียวอมเหลืองจนถึง

สีเขียวเข้ม ส่วนหัวมีสีด า และบริเวณส่วนท้องมีจุดสีเขียวเข้มกระจายอยู่ ระยะตัวอ่อน 6 - 7 วัน ตัว

เต็มวัยมีอายุขัย 10 - 15 วัน ตัวแม่ 1 ตัว สามารถออกลูกได้ 39 -78 ตัว วงจรชีวิตจากไข่จนถึงตัวเต็ม

วัยตาย 12-30 วัน ตัวเต็มวัยมีทั้งพวกมีปีกและไม่มีปีก  

 

การศึกษาล าดับพันธุกรรม (DNA Barcode) ของเพลี้ยอ่อน  
  จากการตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอท่ีขนาด 650 bp ของยีนส์ mtCOI 
เปรียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเพลี้ยอ่อนที่อยู่ในฐานข้อมูล GeneBank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บรวบรวม
ฐานข้อมูลทางพันธุกรรมศาสตร์จากทั่วโลกเพ่ือยืนยันความถูกต้อง ผลการวินิจฉัยชนิด พบว่า 190
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ตัวอย่าง คิดเป็น 98.96 เปอร์เซ็นต์ เป็นเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii ซึ่งพบทุกจังหวัดที่ท าการเก็บ
รวบรวมตัวอย่าง (ตารางที่ 1) และจ านวน 2 ตัวอย่าง เป็นเพลี้ยอ่อนยาสูบ M. persicae คิดเป็น 
1.04 เปอร์เซ็นต ์พบเฉพาะที่จังหวัดกาญจนบุรี (ตารางที ่2) 
 

การตรวจสอบเชื้อ PeVYV ในพริกที่เป็นโรคใบเส้นเหลือง 

1. ตัวอย่างพริกเป็นโรคเส้นใบเหลือง 
   ตัวอย่างพริกที่แสดงอาการอาการเนื้อใบเหลืองคล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร เส้นใบเขียว 
และใบเสียรูปทรง จากแปลงปลูกพริกในจังหวัด กาญจนบุรี สุพรรณบุรี ตาก นครราชสีมา และ
พระนครศรีอยุธยา จังหวัดละ 5 ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 25 ตัวอย่าง เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค One 
Step RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน CP บางส่วน (3' end of CP gene) ของเชื้อไวรัสใน
กลุ่ม Polerovirus ปรากฏว่าพบแถบดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสขนาด 370 คู่เบส (Sharman et al., 
2015) จากจังหวัดกาญจนบุรี 1 ตัวอย่าง และสุพรรณบุรี 2 ตัวอย่าง (ภาพที่ 6) ส่วนตัวอย่างพริก
จากจังหวัดตาก นครราชสีมา และพระนครศรีอยุธยา ปรากฏว่าไม่พบตัวอย่างที่เป็นโรคเส้นใบเหลือง 
 ลักษณะอาการของพริกที่ตรวจพบเชื้อ PeVYV ครั้งนี้พบว่ามีอาการเหมือนกับที่รายงานใน
ต่างประเทศ เช่น อินเดีย อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และใต้หวัน (Knierim et al., 2013) ถึงแม้ตัวอย่าง
พริกที่พบในจังหวัดพระนครศรีอยุธยาและกาญจนบุรี จะมีอาการเหมือนกันแต่ไม่พบว่าเป็นโรคเส้น
ใบเหลือง เนื่องจากนี้ลักษณะอาการใบเหลืองพริกอาจเกิดจากการขาดธาตุอาหารหรือสามารถเกิด
จากเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน ๆ ได้ เช่น เชื้อ CMV หรือเชื้อไวรัสในกลุ่ม Potyvirus และ Crinivirus เป็นต้น 
(Tsai et al., 2008)  
 2. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน CP 
     จากการท าวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน CP (P3 ORF)  ของ
เชื้อ PeVYVทั้ง 2 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลตกาญจนบุรี (KBR) และไอโซเลตสุพรรณบุรี (SBR) พบว่า 
ยีน CP ของทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 621 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 206 เรซิดิวส์ 
ค านวณน้ าหนักโมเลกุลได้ 22.94 - 22.97 กิโลดาลตัน จากการท า multiple alignment ของล าดับ
นิวคลิโอไทด์ (ภาพที่ 7) และกรดอะมิโนของโปรตีน CP (ภาพที่ 8) พบว่าเชื้อ PeVYV ทั้ง 2 ไอโซเลต
ของไทยมีความคล้ายคลึงกันที่ระดับ 99.2% - 99.8% และ 99% - 99.5% ตามล าดับ เมื่อเทียบกับ
เชื้อ PeVYV ที่พบในต่างประเทศ เช่น ญี่ปุ่น อิสราเอล จีน ออสเตรเลีย สเปน มาเลเซีย และ
อินโดนีเซีย พบว่ามีความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ระดับ 92.9% - 98.9% และกรดอะมิ
โนที่ระดับ 95.1% - 100% และการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ด้วยล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน 
CP พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลตของไทยจับกลุ่มใกล้ชิดกันและแยกออกจากเชื้อไอโซเลตอ่ืนที่พบใน
ต่างประเทศ (ภาพที่ 9) และยังพบว่าทั้ง 2 ไอโซเลตของไทยยังจับกลุ่มอยู่ร่วมกับไอโซเลตอ่ืน ๆ ที่พบ
ในเอเชีย (Asian population) เช่นกับเดียวรายงานของ Liu et al. (2015) 
การศึกษาอัตราและระยะเวลาการรับเชื้อ และการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV ของเพลี้ยอ่อน 
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ผลการศึกษาระยะเวลาต่อการรับเชื้อ พบว่าที่ระยะเวลา  6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง มี 

ประสิทธิภาพการรับเชื้อ PeVYV เท่ ากับ 20 เปอร์เซ็นต์  (6 ตัว) 60 เปอร์เซ็นต์  (18 ตัว) 60 

เปอร์เซ็นต์ (18 ตัว) 46.67 เปอร์เซ็นต์ (14 ตัว) และ 56.67 เปอร์เซ็นต์ (17 ตัว) ตามล าดับ และการ

ใช้เทคนิคพีซีอาร์สามารถตรวจพบเชื้อในตัวเพลี้ยอ่อน 1 ตัวได้  

 ผลการศึกษาระยะเวลาต่อการถ่ายทอดเชื้อ พบว่าที่ระยะเวลา 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง 

มีประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV เท่ากับ 40 เปอร์เซ็นต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 100 เปอร์เซ็นต์ 100 

เปอร์เซ็นต์ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และต้นพริกจะแสดงอาการเกิดโรค หลังจากได้รับการ

ถ่ายทอดเชื้อไวรัส 14 - 30 วัน โดยมีลักษณะอาการใบเส้นเหลืองทั่วทั้งใบ บางครั้งขอบด้านข้างของ

ใบม้วนเข้าหากัน โดยเริ่มแสดงอาการจากใบล่างขึ้นไปใบยอด ส่งผลให้ต้นแคะแกรน (ภาพที่ 10)    

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เพลี้ยอ่อนในพ้ืนที่ปลูกพริกจังหวัดจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก 

และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดละ 5 แปลง รวม 192 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัย และการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mtCOI ขนาดประมาณ 650 นิวคลี

โอไทด์ สามารถจ าแนกเพลี้ยอ่อนได้ 2 ชนิด คือ เพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis gossypii Glover และเพลี้ย

อ่อนยาสูบ Myzus persicae (Sulzer) เพลี้ยอ่อนฝ้ายมีระยะตัวอ่อน (nymph) 4 ระยะ ระยะตัว

อ่อน 6 - 7 วัน ตัวเต็มวัยมีอายุขัย 10 - 15 วัน ตัวแม่ 1 ตัว สามารถออกลูกได้ 39 -78 ตัว วงจรชีวิต

จากไข่จนถีงตัวเต็มวัยตาย 12-30 วัน ตัวเต็มวัยมีทั้งพวกมีปีกและไม่มีปีก  

การตรวจสอบเชื้อ PeVYV ในพริกที่เป็นโรคเส้นใบเหลืองไอโซเลตกาญจนบุรี (KBR) และไอ

โซเลตสุพรรณบุรี (SBR) ยีน CP ของทั้ง 2 ไอโซเลต มีขนาด 621 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิ

โนได้ 206 เรซิดิวส์ ค านวณน้ าหนักโมเลกุลได้ 22.94 - 22.97 กิโลดาลตัน และเมื่อท า multiple 

alignment ของล าดับนิวคลิโอไทด์ และกรดอะมิโนของโปรตีน CP เชื้อ PeVYV ทั้ง 2 ไอโซเลตของ

ไทยมีความคล้ายคลึงกันที่ระดับ 99.2% - 99.8% และ 99% - 99.5% ตามล าดับ การวิเคราะห์ 

Phylogenetic tree ด้วยล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน CP พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลตของไทยจับกลุ่ม

ใกล้ชิดกัน อยู่ร่วมกับไอโซเลตอ่ืน ๆ ที่พบในเอเชีย (Asian population) แต่แยกออกจากเชื้อไอโซ

เลตอื่นที่พบในต่างประเทศ  

 ผลการศึกษาระยะเวลาการรับเชื้อและการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV ของเพลี้ยอ่อน พบว่าที่

ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการรับเชื้อ PeVYV ได้ดีที่สุด คือ 60 เปอร์เซ็นต์ 

ส่วนระยะเวลาในการถ่ายทอดเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงขึ้นไป สามารถ
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ถ่ายทอดเชื้อได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพริกจะแสดงอาการเส้นใบมีสีเหลือง บางครั้งขอบใบม้วนเข้าหากัน 

หลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อ 14-30 วัน 

เพลี้ยอ่อน A. gossypii เป็นแมลงที่มีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดโรค และเป็นแมลงที่มีการ 

สืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ (parthenogenesis) ท าให้ประชากรเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ซึ่งหากมีเพลี้ยอ่อน

ชนิดนี้เข้าท าลายพริกอาจก่อให้เกิดความเสียหายอย่างรวดเร็ว ดังนั้นควรมีการติดตามและเฝ้าระวัง

เพลี้ยอ่อนในแปลงปลูกพริก ส ารวจพืชอาศัยอ่ืนของเพลี้ยอ่อน และเชื้อ PeVYV ซึ่งอาจจะเป็นแหล่ง

อาศัยของแมลงและโรค ปลูกพืชหมุนเวียนหรือสลับที่ไม่ใช่ พืชอาศัยของเพลี้ยอ่อน A. gossypii และ 

เชื้อ PeVYV เพ่ือลดการระบาด และควรมีการศึกษาชนิดและประสิทธิภาพของตัวห้ าที่จ าเพาะต่อ

เพลี้ยอ่อน A. gossypii เพ่ือก าจัดการถ่ายทอดโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ   

 

 

ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ ผชช. พรพิมล อธิปัญญาคม ผชช. พิเชฐ เชาวัฒน

วงศ์ ผอ. ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล ที่ปรึกษาโครงการ ที่ให้ความกรุณาชี้แนะ และให้ค าปรึกษาจน

งานวิจัยครั้งนี้ส าเร็จลงด้วยดี และขอบคุณเจ้าหน้าที่กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลงทุกท่านที่ให้ความ

ช่วยเหลือตลอดการทดลอง 
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ตารางท่ี 1  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่ขนาด 650 bp ของยีนส์ mtCOI ของเพลี้ยอ่อน  

  Aphis gossypii Glover ที่พบในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี ตาก พระนครศรีอยุธยา 
  และ นครราชสีมา 
 
>กาญจนบุรี 
CGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCT
TTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATA
GGATGTCCAGATATATCTTTTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAAT
AATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTG
CTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCA
ATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTATTTCCATGA
TCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTAACA
GATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCC 
>สุพรรณบุรี 
CGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCT
TTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATA
GGATGTCCAGATATATCTTTTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAAT
AATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTG
CTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCA
ATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTATTTCCATGA
TCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTAACA
GATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCC 
>ตาก 
CGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCT
TTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATA
GGATGTCCAGATATATCTTTTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAAT
AATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTG
CTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCA
ATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTATTTCCATGA
TCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTAACA
GATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCC 
>พระนครศรีอยุธยา 
CGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCT
TTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATA
GGATGTCCAGATATATCTTTTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAAT
AATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTG

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



43 
 

 

 

CTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCA
ATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTATTTCCATGA
TCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTAACA
GATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCC 
 
 

ตารางท่ี 1  (ต่อ) 

>นครราชสีมา 
CGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCT

TTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATA

GGATGTCCAGATATATCTTTTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAAT

AATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTG

CTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCA

ATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTATTTCCATGA

TCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTAACA

GATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCC 

 

ตารางท่ี 2  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่ขนาด 650 bp ของยีนส์ mtCOI ของเพลี้ยอ่อน

ยาสูบ  

    Myzus persicae (Sulzer) ที่พบในจังหวัดกาญจนบุรี 
 

>กาญจนบุรี 
TTAGAATCTTAATTCGTCTTGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTTATTG

TTACAATTCACGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACAATACCAATTGTTATTGGTGGATTTGGAAATTGGTTAA

TTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTCCCACGATTAAATAACATTAGATTCTGATTATTACCACCC

TCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTTTAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCACCCTT

ATCAAATAATATTGCACATAATAATATTTCAGTTGATTTAACTATTTTTTCATTACATTTAGCAGGAATTTCATC

AATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATCTTAAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAACCAAATCCC

TTTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTGTTCTAGCAGGTGCTATTAC

AATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATA 
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ภาพที่ 1  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนและใบพริกที่แสดงอาการโรคเส้นใบเหลือง 
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 ภาพที่ 2  ท าการสกัดสารพันธุกรรม (DNA Extraction) และศึกษาชีววิทยาและวงจรชีวิต      
              เพลี้ยอ่อน A. gossypii Glover ในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 3  ท าการศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ Polerovirus โดยเพลี้ยอ่อน 
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ภาพที่ 4  เพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมได้จากแปลงพริก 

ก.) ตัวเต็มวัยเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii Glover 

    ข.) A. gossypii เมื่อน าไปท าสไลด์ถาวร  

ค.) ตัวเต็มวัยเพลี้ยอ่อนยาสูบ M. persicae  

ง.) M. persicae เมื่อน าไปท าสไลด์ถาวร  
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ภาพที่ 4  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii  

  ก.) ตัวเต็มวัย  ข.) ตัวเต็มวัยเมื่อน าไปท าสไลด์ถาวร  ค.) ส่วนหัว  

  ง.) ส่วนหาง และไซฟังคูไล  
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ภาพที่ 5  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเพลี้ยอ่อนยาสูบ M. persicaei  

  ก.) ตัวเต็มวัย  ข.) ตัวเต็มวัยเมื่อน าไปท าสไลด์ถาวร  ค.) ส่วนหัว  

  ง.) ส่วนหาง และไซฟังคูไล  
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ภาพที่ 6  วงจรชีวิตของเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii 

ก. ตัวเต็มวัย 

ข. ตัวอ่อนวัย 1 

ค. ตัวอ่อนวัย 2 

ง. ตัวอ่อนวัย 3 

จ. ตัวอ่อนวัย 4  

 

 
ภาพที่ 6  แถบดีเอ็นเอของยีน CP บางส่วน มีขนาด 370 คู่เบส (ลูกศรสีน้ าเงิน) ที่เพ่ิมปริมาณ 

  ของดีเอ็นเอด้วยเทคนิค One Step RT-PCR 
   M : 100 bp DNA ladder (Biotechrabbit, Germany) 
  1-3 : ตัวอย่างพริกในแปลงจังหวัดกาญจนบุรี     
  4 และ 8 : ตัวอย่างพริกในแปลงจังหวัดสุพรรณบุรี 
  5-7 : ตัวอย่างพริกที่พบในกรุงเทพมหานคร   
  H : พริกปกติ (Negative control)    
  P : ตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) 
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KBR-CP      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

PKR-P3      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

SBR-CP      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA   120 

BKK-CP      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA   120 

SBR-CP      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA   120 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT   180 

BKK-CP      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT   180 

SBR-CP      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT   180 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT   240 

BKK-CP      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT   240 

SBR-CP      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT   240 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGAGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA   300 

BKK-CP      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGTGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA   300 

SBR-CP      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGAGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA   300 

            *************************** ******************************** 
 

KBR-CP      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA   360 

BKK-CP      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA   360 

SBR-CP      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA   360 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT   420 

BKK-CP      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT   420 

SBR-CP      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT   420 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG   480 

BKK-CP      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG   480 

SBR-CP      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG   480 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC   540 

BKK-CP      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC   540 

SBR-CP      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC   540 

            ************************************************************ 
 

KBR-CP      TACAGAGGCAACGGGACAAAGAACGTTGCTGCCGGTTTCTTTCAGATCCGGTTTACTGTG   600 

BKK-CP      TACAAAGGCAACGGGACGAAGAACGTTGCCGCCGGTTTCTTTCAGATCCGGTTtACTGTG   600 

SBR-CP      TACAAAGGCAACGGGACGAAGAACGTTGCCGCCGGTTtCTTtCAGATCCGGTTtACTGTG   600 

            **** ************ *********** ****************************** 
 

KBR-CP      CAACTGCACAACCCCAAATGA   621 

BKK-CP      CAaTTGCACAACCCCAAATGA   621 

SBR-CP      CAATTGCACAACCCCAAATGA   621 

            *** ***************** 
 

 
 

ภาพที่ 7  การวิเคราะห์ แบบ multiple alignment  ด้วยโปรแกรม Clustal Omega  ด้วยล าดับ 
 นิวคลีโอไทด์ของยีน CP ของเชื้อ PeVYV ของทั้ง 3 ไอโซเลต 
              KBR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
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  BKK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              SBR: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน 

 
 
 

KBR-CP      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

BKK-CP      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

SBR-CP      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

             ************************************************************ 

 

KBR-CP      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPCLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE   120 

BKK-CP      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPSLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE   120 

SBR-CP      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPSLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE   120 

            ***************************** ****************************** 

 

KBR-CP      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL   180 

BKK-CP      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL   180 

SBR-CP      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL   180 

            ************************************************************ 

 

KBR-CP      YKGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK    206 

BKK-CP      YRGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK    206 

SBR-CP      YKGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK    206 

            * ************************  
 
 

ภาพที่ 8  การวิเคราะห์ แบบ multiple alignment  ด้วยโปรแกรม Clustal Omega  ด้วยล าดับ 
 กรดอะมิโนของยีน CP ของเชื้อ PeVYV ของทั้ง 3 ไอโซเลต 
              KBR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
  BKK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              SBR: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน 
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ภาพที่  9  Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดับนิ วคลิ โอไทด์ของยีน  CP แสดง
ความสัมพันธ์ของเชื้อ Pepper vein yellows virus ที่แยกได้จากพริกในประเทศไทย (อักษรสีแดง) 
กับไอโซเลตอ่ืน ๆ  ในต่างประเทศ วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MEGA X และใช้ค่า bootstrap จาก 
1,000 replications และใช้ข้อมูลของเชื้อ Maize yellow mosaic virus (MaYMV) ไอโซเลต 
ANETF1S2_2 ของประเทศเอธิโอเปียเป็น outgroup 
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ภาพที่ 10  อาการเกิดโรคของต้นพริกหลังจากการถ่ายทอดเชื้อไวรัส PeVYV  โดยเพลี้ยอ่อนฝ้าย  
  A. gossypii 
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การทดลองที่ 3 
 

ชนิดของเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcidae) ที่เป็นพาหะของโรคเหี่ย
สับปะรด (Pineapple Mealybug Wilt) ในเขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของ

ประเทศไทย 
Species of Pineapple Mealybug Wilt-Associated found in Pineapple at 

Eastern and Southern Thailand (Hemiptera: Pseudococcidae) 

ชมัยพร บัวมาศ1  กาญจนา วาระวิชะนี2  ยุวรินทร์ บุญทบ3 
 

/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มวิจัยวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
 

บทคัดย่อ 
 

การศึกษาชนิดของเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcus) ที่ เป็นพาหะของโรคเหี่ยว

สับปะรด (Pineapple Mealybug Wilt; PMWaV) ในเขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของ

ประเทศไทย ด าเนินการระหว่างเดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 2562 เพ่ือทราบชนิดของเพลี้ย

แป้งและชนิดของโรคไวรัสในสับปะรด รวมทั้งความสัมพันธ์ของการถ่ายทอดโรคระหว่างเพลี้ยแป้งที่

เป็นพาหนะน าโรคในสับปะรด โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งในแปลงสับปะรดที่ปรากฏอาการ

ของโรค ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคตะวันตก ทั้งหมด 41 แปลง  122 ตัวอย่าง ท าการสุ่ม

ตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากต้นที่แสดงอาการโรคเหี่ยวอย่างชัดเจน  ตรวจจ าแนกชนิดของเพลี้ยแป้งและ

ตรวจสอบเชื้อไวรัส  PMWaV 1 และ PMWaV 2  ที่เป็นสาเหตุโรคเหี่ยว พบเชื้อไวรัสจ านวน 117 

ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อไวรัส จ านวน 5 ตัวอย่าง น าตัวอย่างที่เหลือมาท าการจ าแนกด้วยเทคนิคทาง

โมเลกุลและสัณฐานวิทยา พบเพลี้ยแป้งจ านวน 2 ชนิด ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู 

Dysmicococus brevipes (Cockerell)  2. เพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทา Dysmicoccus neobrevipes 
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Beardsley  นอกจากนี้น าตัวอย่างต้นสับปะรดที่พบเพลี้ยแป้งตรวจหาเชื้อไวรัส จ านวน 8 ตัวอย่าง 

พบเชื้อไวรัสทั้ง 8 ตัวอย่าง สอดคล้องกับผลการตรวจเชื้อไวรัสจากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง ซึ่งชนิดเพลี้ย

แป้งอาจไม่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัสเนื่องจากตรวจพบเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้ง  2 ชนิด คือ 

เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพูและเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาแต่ในเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาพบเพียง 1 

ตัวอย่างเท่านั้น  อย่างไรก็ตามพบว่าเพลี้ยแป้งมีความสัมพันธ์กับต้นสับปะรดที่พบเชื้อไวรัสทั้งที่แสดง

อาการและไม่แสดงอาการ และพบว่าเพลี้ยแป้งทุกระยะสามารถเป็นพาหะของโรคไวรัสได้แม้จะเป็น

ตัวอ่อนระยะที่ 1 มีขนาดตัวเล็กและสามารถใช้ตัวอย่างเพลี้ยแป้งเพียง 1 ตัวในการตรวจเชื้อไวรัสได้ 

และเมื่อท าการศึกษาวงจรชีวิตของเพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู พบว่า เพลี้ยแป้งมีอายุ 65 - 110 วัน 

สืบพันธุ์โดยอาศัยเพศ สามารถวางไข่ได้ประมาณ 250 -700 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุประมาณ 

35 – 90 วัน เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้เป็นการน าการศึกษาวิจัยด้านชีวโมเลกุลเข้ามาประยุกต์ใช้ใน

การจ าแนกชนิดและตรวจสอบเชื้อไวรัส รวมทั้งข้อมูลชีววิทยาของเพลี้ยแป้งเบื้องต้น ซึ่งข้อมูลที่ได้

สามารถน าไปใช้ศึกษาต่อยอดในกระบวนการถ่ายทอดเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้งและความสัมพันธ์ในการ

ถ่ายทอดเชื้อของเพลี้ยแป้งแต่ละชนิดต่อไปในอนาคต 

ค าส าคัญ: เชื้อไวรัส  PMWaV 1 PMWaV 2 โรคเหี่ยวสับปะรด เพลี้ยแป้ง  

Abstract 
 

 Species of Pineapple Mealybug Wilt-Associated found in Pineapple at Eastern 

and Southern Thailand (Hemiptera: Pseudococcidae) was conducted from October 

2017 to September 2019. Survey and specimen collecting were carried out from pine 

apple orchards in order to detected PMWaV 1  and PMWaV 2 from mealybug and 

pine apple. Forty-one plot, one hundred twenty two sample were tested and 117 

sample were detected PMWaV 1 and PMWaV 2 and 5 species were not presented of 

Pineapple Mealybug Wilt. Two species of mealybug were identified by using 

molecular technic; Dysmicococus brevipes (Cockerell) and Dysmicoccus neobrevipes 

Beardsley. However, only one of D. neobrevipes that presented of Pineapple 

Mealybug Wilt. In addition, eight specimens of pine apple were tested and also 

detected PMWaV 1  and PMWaV 2. However, species of mealybug might not be 

specific to Pineapple Mealybug Wilt because of two species of mealybug and , 
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mealybugs were found to be associated with both symptomatic and asymptomatic 

pineapple plants. It was found that all stages of mealybug can be a carrier of viral 

disease even though it is crawler and just only one sample of mealybug can be used 

for virus testing. And when studying the life cycle of pink pineapple mealybug, it was 

found that the life cycle of pink mealybug was 65 - 110 days. It can lay about 250 -

700 eggs. The adult female is about 35 - 90 days. This study is the study of 

molecules applied in the classification and detection of virus. Including preliminary 

biological data of mealybugs so this data can be further studied in the process of 

transmission of the virus in mealybugs and their relationships in the future 

transmission of each type of mealybug. 

Key words: PMWaV 1, PMWaV, Pineapple Mealybug Wilt, Mealybug 

ค าน า 

เพลี้ยแป้ง (mealybug) จัดอยู่ในวงศ์ Pseudococcidae ทั่วโลกมีรายงานแล้วมากกว่า 266 

สกุล 7,800 ชนิด ซึ่งเพลี้ยแป้งจัดเป็นแมลงปากดูด (sucking insect) ที่สามารถสร้างความเสียหาย

ให้กับพืชได้หลายชนิด ทั้งพืชสวน และพืชไร่ โดยดูดน้ าเลี้ยงจากส่วนต่าง ๆ ของพืช ท าให้บริเวณที่ถูก

ท าลายมีลักษณะผิดปกติ เช่น ใบเหลือง หงิกงอ ล าต้นคดงอ และเป็นพาหะ (vector) น าโรคสู่พืช

อาศัยที่เข้าท าลายอีกด้วย Hull (2009) รายงานว่ามีเพลี้ยแป้ง จ านวน 19 ชนิดที่สามารถเป็นพาหะ

น าโรคที่ก่อให้เกิดโรคจากเชื้อไวรัส เช่น banana streak, grapevine leafroll และ pineapple 

mealybug-wilt เป็นต้น ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานการพบโรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple 

Mealybug  Wilt) ครั้งแรกในปี 2532 ซึ่งสร้างความเสียหายแก่ผลผลิตสับปะรดเป็นอย่างมาก โดย

สาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อกลุ่ม closterovirus จ านวน 2 ชนิด คือ pineapple mealybug wilt-

associated virus-1 (PMWaV1) ซึ่งต้นที่มีเชื้อชนิดนี้จะไม่แสดงอาการ ซึ่งท าให้การเจริญเติบโต

ผิดปกติ และผลผลิตลดลงไปมากในปีถัดไป ในขณะที่ pineapple mealybug wilt-associated 

virus-2 (PMWaV2) จะแสดงอาหารเหี่ยวอย่างชัดเจน (Sether, 2001) โดยปลายใบจะเริ่มแห้ง พ้ืน

ใบสีม่วงแดงลามจากปลายเข้าสู่เนื้อใบ หลังจากนั้นใบจะแห้งคล้ายขาดน้ า ขอบใบค่อยๆม้วน

เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ใบสลดหรืออ่อนตัวอย่างชัดเจน สุดท้ายใบจะแห้งทั้งกอ รากส่วนใหญ่เน่าแห้ง

ตายแสดงอาการตั้งแต่สับปะรดอายุ 6 เดือน ถึงเก็บเกี่ยวและระบาดมากในชวงบังคับให้ออกดอก เมื่อ
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เกิดระบาดในระยะติดผลจะท าให้ผลเล็กแคระแกร็นคุณภาพต่ ากว่ามาตรฐาน หามีการระบาดรุนแรง

จะไม่ได้ผลผลิตเลย นอกจากนี้   เกลียวพันธ์และคณะ (2550) รายงานว่า แมลงพาหะน าเชื้อโรคได้แก่ 

เพลี้ยแป้ง 2 ชนิด คือ เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ เพลี้ย

แป้งสับปะรดสีเทา หรือ เพลี้ยแป้งน้อยหน่า Dysmicoccus neobrevipes Beardsley และมีมดคัน

ไฟ Solenopsis sp. และมดง่าม Pheidole sp. เป็นตัวแพร่กระจายเพลี้ยแป้งไปยังต้นพืช อ่ืนๆ

ภายในแปลง ซึ่งมดและเพลี้ยแป้งจะอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัย ในปัจจุบันยังไม่มีสารเคมีป้องกัน

ก าจัดโรคได้ โดยมีเพียงค าแนะน าให้ใช้หน่อพันธุ์ปลอดโรคซึ่งการผลิตหน่อพันธุ์ปลอดโรคยังไม่

เพียงพอต่อความต้องการและเป็นเพียงการแก้ปัญหาเฉพาะหน้า นอกจากนี้ในประเทศไทยยังไม่

การศึกษาที่สามารถยืนยันได้ว่าเพลี้ยแป้งทั้ง 2 ชนิดมีความจ าเพาะกับชนิดไวรัส PMWaV1 หรือ 

PMWaV2 ซึ่งเป็นข้อมูลที่ส าคัญในการน าไปสู่การศึกษากลไกในการถ่ายทอดเชื้อ และการหาแนวทาง

ในการป้องกันก าจัดเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหะน าโรคที่เหมาะสม โดยเฉพาะการป้องกันก าจัดทางชีวภาพ 

เช่น การใช้ตัวห้ า (predator)  และ ตัวเบียน (parasitoid) เป็นต้น  ดังนั้นการศึกษาชนิดของเพลี้ย

แป้งที่เป็นพาหะของโรคเหี่ยวสับปะรดในครั้งนี้ เพ่ือทราบลักษณะทางพันธุกรรมและสัณฐานวิทยา

ของเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหะน าโรค และความเฉพาะเจาะจงกับชนิดของไวรัส รวมทั้งชนิดมดที่สัมพันธ์

กับเพลี้ยแป้งและเป็นพาหนะในการแพร่กระจายของเพลี้ยแป้งและโรค ซึ่งมีความส าคัญอย่างยิ่งใน

การหาวิธีการป้องกันก าจัดที่ถูกต้องและเหมาะสมต่อไป 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. ตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่พบในแป้งสับปะรดที่เป็นโรคไวรัส 

2. เชื้อไวรัสที่แยกได้จากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง 

 3. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ขวดดอง ปากคีบ พู่กัน กล่องพลาสติก ถุงพลาสติก ถุง
กระดาษใส่ตัวอย่างแมลง และถังรักษาความเย็น 
  4. อุปกรณ์ท่ีใช้ในการท าสไลด์ถาวร ได้แก่ สารเคมีต่างๆ เช่น น้ ากลั่น แอลกอฮอล์ 
(alcohol)  50-100% โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10%, กรดไฮโดรคลอริค (hydrochloric 
acid) กรดแกลเชียลอะซิติก (glacial acetic acid) ไซลีน (xylene)  กรดคาร์บอลิค (carbolic acid) 
แอซิดฟุชซิน  (acid fuchsin) เอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล์ (N-butyl alcohol) โคล์ฟออย (clove oil) 
และ แคนาดาบัลซัม (Canada balsam) เข็มเขี่ย แผ่นสไลด์แก้ว แผ่นแก้วปิดสไลด์ กล่องใส่สไลด์
ถาวร ตู้อบสไลด์ถาวร 
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 5. สารเคมีและอุปกรณ์ในการศึกษาดีเอ็นเอเช่น  โกร่งบดตัวอย่าง  ตู้แช่แข็ง -20C  อ่าง
ควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง  เครื่องปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ ตู้ดูดควันและสารพิษ (Hood)  เครื่อง Thermal cycler   เครื่อง Gel 
electrophoresis เครื่อง Gel Documentation UV-trans illuminator ชุดสกัดสารดีเอ็นเอ (DNA 
extraction kit: Isolate Genomic DNA Kit),GeneRuler 1 0 0  bp DNA Ladder (Fermentas), 
Agarose  gel (SeaKem) และ TE Buffer (10 mMTris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0), MyTag HS Red 
DNA Polymerase และหลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร  
 6.  สารเคมีและ primer ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
 7. ชุดท าความสะอาดดีเอ็นเอ (PCR clean up kit: Isolate PCR and Gel kit)  
 8 .GeneRuler 1 0 0 bp plus DNA Ladder (Fermentas), GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(Fermentas) 
9. ชุดเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แบบ One step RT-PCR  
10. เครื่องเพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอ (Thermocycler), เครื่องปั่น เหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสู ง 
(Ultracentrifuge), กล้องจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscopy: 
TEM) 
 
วิธีการ   
 1. เก็บรวบรวมตัวอย่าง 
 1.1) เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากแหล่งปลูกสับปะรด ในภาคตะวันออกและภาค
ตะวันตกโดยเก็บตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากแปลงที่แสดงอาการของโรคเหี่ยว เก็บตัวอย่างใส่ในถุงกระดาษ
แล้วใส่ในถุงพลาสติก  ในแต่ละจุดที่ท าการเก็บตัวอย่างจะเก็บให้ได้ตัวอย่างมากที่สุด บันทึกสถานที่ 
พิกัดทางภูมิศาสตร์(GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่างชนิดและส่วนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู้เก็บ ส าหรับ
การเก็บตัวอย่างในแต่ละจุด จะเก็บให้ได้ตัวอย่างมากท่ีสุด เพ่ือน ามาศึกษาต่อในห้องปฏิบัติการ จัดท า
สไลด์ถาวรในการจ าแนกชนิด ศึกษาด้านโมเลกุลของทั้งเพลี้ยแป้งและไวรัสต่อไป 
1.2) น าตัวอย่างที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo 
microscope ถ่ายภาพ บันทึกรายละเอียดก่อนท าการดองตัวอย่างในแอลกอฮอล์ 95% และ เก็บ
ตัวอย่างที่ได้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยแบ่งตัวอย่างเป็น 3 ส่วน โดยส่วนที่ 1 
น าไปศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมส่วนไคตินที่เหลือน ามาท าสไลด์ถาวรเพ่ือเก็บเป็นตัวอย่างใน
พิพิธภัณฑ์ (Voucher specimen) ส่วนที่ 2 น าไปตรวจหาเชื้อไวรัสโดยท าการคัดแยกเพลี้ยแป้งตาม
ระยะการเจริญเติบโต และส่วนที่ 3 น าไปเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพ่ือศึกษาข้อมูลชีววิทยา 
 1.3) การบันทึกข้อมูล 
    -บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่างชนิดและส่วนของพืชที่
ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู้เก็บ บันทึกรายละเอียดสภาพแวดล้อมของแปลงที่เก็บตัวอย่าง รวมทั้งข้อมูลอ่ืนๆ เช่น 
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ขนาดของแปลง อายุของสับปะรด ระยะห่างในการปลูก ปริมาณน้ าฝนและความชื้นสัมพัทธ์ของ
อากาศ เป็นต้น 
     - บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยแป้ง เช่น ขนาด รูปร่างลักษณะและสีของตัวอย่าง
ก่อนท าการดองตัวอย่างพร้อมทั้งถายภาพประกอบ   
     -บันทึกรายละเอียดวงจรชีวิตของเพลี้ยแป้งชนิด ตั้งแต่ระยะไข่จนเป็นตัวเต็มวัย 
รวมทั้งลักษณะการสืบพันธ์ของเพลี้ยแป้ง 
 2. การศึกษาการจ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหะน าโรคเหี่ยวสับปะรดด้านล าดับ

พันธุกรรมและสัณฐานวิทยา  

2.1) วิธีการศึกษาล าดับพันธุกรรม 
1)  น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่ดองในแอลกอฮอล์ 95% ที่ไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียสมาท าการสกัดสารพันธุกรรม (DNA Extraction) ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป ดัง
วิธีการต่อไปนี้ 
  1.1) น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งมาใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml โดยไค
ตินเพลี้ยแป้งที่เหลือน าไปท าสไลด์ถาวรเพ่ือใช้ในการศึกษาสัณฐานวิทยาและเก็บไว้เป็นตัวอย่างใน
พิพิธภัณฑ์ (Voucher specimen) 
  1.2) สลายผนั งเชลล์  (Lysis): โดยการเติม  Lysis Buffer GL ปริมาณ  180 
ไมโครลิตร และ  Protinase K Solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ปิดหลอดให้สนิท  พร้อมทั้งพันด้วย  
พาราฟีน (Paraffin)  เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 
20 ชั่วโมง เขย่าอย่างรวดเร็ว และเติม ATL Buffer ปริมาณ 180 ไมโครลิตร และบ่มที่ อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และเขย่าให้สม่ าเสมอ 
  1.3) จับสารพันธุกรรม (Bind DNA):  เขย่าอย่างรวดเร็ว และเติม แอลกอฮอล์
บริสุทธิ์ (ethanol 100%) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร และเขย่าให้สม่ าเสมอเขย่าอย่างเร็วประมาณ 15 
วินาที 
เติมสารละลายบัฟเฟร์ AL ปริมาณ 200 ไมโครลิตร เขย่าอย่างรวดเร็ว และเติม แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 
(ethanol 100%) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และเขย่าให้สม่ าเสมอ ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน tube 
และตกตะกอน  ด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการ
ตกตะกอน) 
  1.4) ล้างตะกอน (Wash silica membrane):  โดยการเติม  Wash Buffer AW1 
ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา  1 นาที (ทิ้ง
ของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม  Wash Buffer AW2 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และ
ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง 20,000x g เป็นเวลา 3 นาที จากนั้น ทิ้งของเหลวที่เหลือจาก
การตกตะกอน 
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   1.5) ตกตะกอนสารพันธุกรรมให้แห้ง (Dry silica membrane): 
ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง 20,000x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นย้ายหลอด tube มาใส่ใน
หลอดทดลองขนาดเล็ก 1.5 ไมโครลิตร 
   1.6) ละลายสารพันธุกรรม (Elute DNA): โดยการเติม Elution Buffer AE 
ปริมาณ 200 ไมโครลิตร จากนั้น ท าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  1 นาที ตกตะกอนด้วยเครื่อง
ปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที  จากนั้นน า DNA ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใช้ในวิธีการต่อไป 
  2) ท าการเพ่ิมปริมาณยีน  mtCOI ด้วยวิธีการ Polymerase Chain Reaction  
(PCR ) โดยใช้ไพรเมอร์ C1J2195 และ TL2N3014 ในการเพิ่มปริมาณ DNA 
Primer Name Sequence Base 

C1J2195 TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT 24 

TL2N3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 25 

สังเคราะห์ยีน mtCOI ของเพลี้ยแป้งจากดีเอ็นเอที่เตรียมได้ โดยใช้ส่วนผสมของ MyTaq HS Red 
DNA Polymerase (Bioline, Cat No. BIO-21114) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 
ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
 
Nuclease free water    10.5   ไมโครลิตร 
   5x MyTaq Red Reaction Buffer  4   ไมโครลิตร 
   10 pmole CP-F                        1   ไมโครลิตร 
   10 pmole CP-R                        1   ไมโครลิตร 
   MyTaq HS DNA Polymerase           0.5   ไมโครลิตร 
   DNA template      3   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาใน
การสังเคราะห์ดังนี้ 
   1)  Predenaturation   94 oC   5 นาที           
2) Three step-cycling   35 cycles 
     Denaturation    94 oC  30 วินาที 
     Annealing    50 oC  30 วินาที 
     Extension    72 oC  45 วินาที 
            3) Final extension   72 oC 10 นาที 
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  3) ตรวจสอบ PCR product โดยการตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของสารพันธุกรรม
ที่ต้องการ   โดยการให้ประจุของสารที่มีประจุแยกออกจากกัน ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส  
(Electrophoresis) โดยหยด PCR product ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1 %  (1% agarose 
gel) และให้ PCR product เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 
100 โวลล์, 400 mp (Voltage) เป็นเวลา 45 นาที  
  4) ท าการ ถอดรหัสข้อมูลดีเอ็นเอ (DNA Sequencing) เพ่ือตรวจหาล าดับเบสของ
ดีเอ็นเอ (DNA sequencing) แล้วน าส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA 
sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE 
Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย   
           5) น าข้อมูลของดีเอ็นเอที่ผ่านการถอดรหัส (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดย
ท าการเปรียบเทียบล าดับเบสเพลี้ยแป้งในวงศ์ Pseudococcidae ที่น ามาศึกษาทั้งหมด (Sequence 
assembly) เพ่ือให้ได้ DNA barcoding ที่มีความถูกต้อง โดยโปรแกรมที่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและ
จัดท ารหัสดีเอ็นเอ (assemble) เช่น Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 
1999). 
                 6) น าข้อมูล Barcode ที่ได้มาตรวจสอบชนิด กับ Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ 
รวบรวมฐานข้อมูล ทางพันธุกรรมศาสตร์จากทั่วโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้องข้อมูลของรหัสดี
เอ็นเอ (DNA barcode) ในการศึกษาจะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับ
การจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช นอกจากนี้ยัง
สามารถน า ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ ที่ได้มาศึกษาโครงสร้างพันธุกรรมต่อได้อีก 
  7) การบันทึกข้อมูล 
 - บันทึกข้อมูลล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยแป้งในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ 
  2.2) วิธีการศึกษาด้านสัณฐานวิทยา 
   1) น าไคตินที่เหลือจากการศึกษาพันธุกรรมและดองในแอลกอฮอล์ 70% ที่ไปท า
สไลด์ถาวรโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Williams and Watson (1988) น าตัวอย่างสไลด์ที่ท าเสร็จ
เรียบร้อยไปอบให้แห้ง ในตู้อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลาอย่างน้อย 3 เดือน ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง 
             2)  ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด 
compound microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยอาศัยหลักการทางด้านอนุกรมวิธานและวาด
รูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช้ในการจ าแนกเพลี้ยแป้งแต่ละชนิด และจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ย
แป้ง โดยในแนวทางวินิจฉัยจะมีทั้งข้อมูลสัณฐานวิทยาที่ใช้จ าแนกเพลี้ยแป้งในวงศ์ย่อยนี้จนถึงระดับ
ชนิด  
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3)  จัดเก็บตัวอย่างเพลี้ยแป้งในกล่องใส่สไลด์ถาวรและน าเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง โดยแบ่งเป็น
หมวดหมู่ตามหลักสากล และจัดท าบาร์โคด (bar code) ของตัวอย่างเพลี้ยแป้งแต่ละสไลด์เพ่ือเป็น
ฐานข้อมูลในการอ้างอิงทางวิทยาศาสตร์ต่อไป 
4) การบันทึกข้อมูล 
    -ชนิดของเพลี้ยแป้งและรายละเอียดบนแผ่นสไลด์ที่อบแห้งแล้วโดยวางแผ่นสไลด์หันด้านหัวของเพลี้ยแป้ง
เข้าหาตัว ด้านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่ และ ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง  ด้าน
ซ้ายมือเขียนชื่อวิทยาศาสตร์ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด์และชื่อผู้จ าแนก  ควรลงรายละเอียดดังกล่าว
เป็นภาษาอังกฤษ 
 

3. วิธีการตรวจหาเชื้อไวรัส PMWaV 1-2 ในต้นสับปะรดและในเพลี้ยแป้ง 

วิธีการตรวจหาเชื้อไวรัส PMWaV 1-2  
1) สกัดอาร์เอ็นเอรวมจากเพลี้ยแป้งด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Thermo Scientific 

2) สกั ดอาร์ เอ็น เอ รวมจากสับปะรดด้ วยชุ ดสกั ดส า เร็จรูป  ด ้ว ย  GeneJET Plant RNA 
Purification Mini Kit ยี่ห้อ Thermo Scientific โดยชั่งตัวอย่างใบพืชที่ต้องการทดสอบให้
ได้น้ าหนัก 0.1 กรัม แล้วใส่ลงในโกร่งบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว หลังจากนั ้นเติม
สารละลาย Plant RNA Lysis Solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บดตัวอย่างให้เป็นเนื ้อ
เดียวกัน  แล้วย้ายใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65  องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที  น าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 1 3,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที แล้วดูดของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่  
แล้วเติม 96% ethanol  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท าการผสมเบาๆ ให้เข้ากันด้วยปิเปต 
แล้วดูดสารละลายปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใส่  purification column น าไปปั ่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  ให้ตะกอนอาร์เอ็นเอเกาะที่แผ่นเมมเบรนของ 
purification column และล้างด้วย Wash buffer1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปปั ่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  และล้างด้วย Wash buffer2 ปริมาตร 
500 ไม โครล ิตร น า ไปปั ่น เหวี ่ย งที ่ค วามเร ็ว  11 ,000 รอบต่อนาที นาน  1 นาท ี  และ
ตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย nuclease-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตรน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  เก็บไว้ที่อุณหภูมิ - 20  องศาเซลเซียส  เพื่อใช้
ทดสอบในขั้นตอนต่อไป  
 3) ตรวจหาเชื้อไวรัส PMWaV 1-2 จากแมลงและพืชด้วยเทคนิค Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) โดยน าอาร์เอ็นเอของเชื้อที่ได้จากการแยกสกัด มาท า
ปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ที่มีความจ าเพาะกับไวรัส PMWaV-1  และ PMWaV-2  (Sether 
and Hu, 2002)                    
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                   ส่วนประกอบปฏิกิริยา One step  RT-PCR  (Invitrogen) 
 -น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)            4.5  ไมโครลิตร 
  -2x buffer    12.5     ไมโครลิตร 
  -ไพรเมอร์ forward (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 
  -ไพรเมอร์ reverse (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 
  -SuperscripIIIRT/platinum Taqmix   1  ไมโครลิตร 
 (Invitogen,0.1 unit/µl)    
  -อาร์เอ็นเอต้นแบบ        5 ไมโครลิตร 
 รวม            25.0   ไมโครลิตร 
น าส่วนประกอบของปฏิกิริยา RT-PCR ผสมกันแล้วท าการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมายด้วยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยการตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 
  First strand cDNA synthesis 

ขั้นที่ 1:  60C  นาน 30 นาที  1 รอบ 
Predenaturation 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 1 นาที  1 รอบ 
PCR amplification จ านวน 30 รอบ 

ขั้นที่ 3: (denature) 94C  นาน 15 วินาที  

ขั้นที่ 4: (anneal) 60C นาน 30 วินาที  

ขั้นที่ 5: (extend)  68C  นาน 1 นาที    
Final extension (optional) 

ขั้นที่ 6: 68C  นาน 5 นาที  1 รอบ  

ขั้นที่ 7: 15C  นาน 20 นาที  1 รอบ  
 4) ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอเป้าหมาย(ชิ้นยีนเป้าหมาย)ด้วยเทคนิค gel electrophoresis  
ด้วย 1% agarose gel ในสารละลาย 1X TAE buffer โดยหยด PCR product ที่ได้มา 8 ไมโครลิตร 
ที่ผสมกับ 6x loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน า  
agarose gel  มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า 1% agarose 
gel มาย้อมด้วยสารละลาย  ethidium bromide นาน 10 นาที  และแช่น้ าเปล่า 15 นาที และน า
แผ่น  1%  agarose gel มาตรวจขนาดยีน เป้ าหมายด้วยเครื่อง  Gel Documentation UV-
transilluminator  ท าการบันทึกภาพและสรุปผลการทดลอง 
 5) การโคลนดีเอ็นเอเป้าหมาย(ชิ้นยีนเป้าหมาย)เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 
vector (Promega, USA.)  โดยน า PCR product ของดีเอ็นเอเป้าหมายมาท าให้บริสุทธิ์โดยแยก
ขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis  ด้วย 0.8% agarose gel ในสารละลาย 1X TAE buffer 
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ท าการตัดเจลเฉพาะแถบดีเอ็นเอเป้าหมายตามขนาดที่ต้องการใส่หลอดไมโคทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ชั่งน้ าหนักของเจลไม่เกิน 300 มิลลิกรัม และสกัดแถบดีเอ็นเอเป้าหมายออกจากเจลด้วยชุดส าเร็จรูป 
QIAquickGel Extraction Kit (Qiagen, Germany) และท าการเชื่อมต่อชิ้นยีนเป้าหมายที่ผ่านการ
ท าให้บริสุทธิ์แล้วเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega) ด้วยเอนไซม์ T4 DNA 
Ligase บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส ข้ามคืน และถ่ายพลาสมิดลูกผสม (recombinant plasmid) 

เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli  (E. coli) สายพันธุ์ DH 5 α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ด้วย
วิธีการ heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) ท าการคัดเลือกโคโลนีสี
ขาวของแบคทีเรียที่คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสมอยู่ เพ่ือน าส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  
automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3 . 1  cycle sequencing kit 
chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย  แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลฐานข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) ด้วยโปรแกรม Blastn  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST)  
 6) การบันทึกข้อมูล 
  - ชนิดของเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวในสับปะรด 
  - ชนิดของเชื้อไวรัสโรคเหี่ยวในเพลี้ยแป้ง 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การศึกษาชนิดของเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcus) ที่เป็นพาหะของโรคเหี่ยวสับปะรด 

(Pineapple Mealybug Wilt; PMWaV) ในเขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของประเทศไทย 

ด าเนินการระหว่างเดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 2562  โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งใน

แปลงสับปะรดที่ปรากฏอาการของโรค ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคตะวันตกได้แก่จังหวัด ชลบุรี 

ระยอง จันทบุรี ตราด เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ ทั้งหมด 41 แปลง  จ านวน 122 ตัวอย่าง น า

ตัวอย่างที่ได้ตรวจสอบในห้องปฏิบัติการ รายละเอียดดังนี้  

1. การตรวจสอบหาเชื้อไวรัส PMWaV 1-2 ในเพลี้ยแป้งและต้นสับปะรด  
โดยตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อไวรัส PMWaV-1 ด้วยคู่ไพร์เมอร์ Pa222-F1 และ Pa223-R1 และ PMWaV-2 
ด้วยคู่ไพร์เมอร์ Pa224-F2&Pa225-R2 พบเชื้อไวรัสจ านวน 117 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อไวรัส จ านวน 5 
ตัวอย่าง ดังตารางที่ 1  นอกจากนี้น าตัวอย่างต้นสับปะรดที่พบเพลี้ยแป้งตรวจหาเชื้อไวรัส จ านวน 8 
ตัวอย่าง พบเชื้อไวรัสทั้ง 8 ตัวอย่าง สอดคล้องกับผลการตรวจเชื้อไวรัสจากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง ซึ่งชนิด
เพลี้ยแป้งอาจไม่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัสเนื่องจากตรวจพบเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้ง  2 ชนิด 
คือ เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพูและเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาแต่ในเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาพบเพียง 1 
ตัวอย่างเท่านั้น   
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ตารางท่ี 1 แสดงผลการตรวจไวรัส PMWaV 1 และ PMWaV 2  จากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง (+ หมายถึง

พบ – หมายถึงไม่พบ) 

ตัวอย่างที่ PMWaV-1 PMWaV-2 ตัวอย่างที่ PMWaV-1 PMWaV-2 
1 + + 23 + + 
2 + + 24 + + 
3 + + 25 + + 
4 + + 26 + + 
5 + + 27 + + 
6 + + 28 + + 
7 + + 29 + + 
8 + + 30 + + 
9 + + 31 + + 
10 + + 32 + + 
11 + + 33 + + 
12 + + 34 + + 
13 + + 35 + + 
14 + + 36 - + 
15 + + 37 - + 
16 + + 38 + - 
17 + + 39 + - 
18 + + 40 + - 
19 + + 41 + + 

20 + + 42 + - 

21 + + 43 + + 

22 + + 44 + + 

 

ตารางท่ี 1 (ต่อ) 

ตัวอย่างที่ PMWaV-1 PMWaV-2 ตัวอย่างที่ PMWaV-1 PMWaV-2 
45 + - 84 + + 
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46 + + 85 + + 
47 + + 86 + + 
48 + + 87 + + 
49 + - 88 + + 
50 - - 89 + + 
51 - - 90 + + 
52 + - 91 + + 
53 + - 92 + + 
54 + - 93 + + 
55 + - 94 + + 
56 - - 95 + + 
57 + - 96 + + 
58 + - 97 + + 
59 + + 98 + + 
60 - - 99 + + 
61 + + 100 + + 
62 + + 101 + + 
63 + - 102 + + 
64 + - 103 + + 
65 - - 104 + + 
66 + - 105 + + 
67 + + 106 + + 
68 + + 107 + + 
69 + - 108 + + 
70 + - 109 + + 
71 + - 110 + + 
72 + - 111 + + 
73 + - 112 + + 
74 + - 113 + + 
75 + + 114 + + 
76 + + 115 + + 
77 + + 116 + + 
78 + + 117 + + 
79 + + 118 + + 
80 + + 119 + + 
81 + + 120 + + 
82 + + 121 + + 
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83 + + 122 + + 

 
2. จ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหะน าโรคเหี่ยวสับปะรดด้านล าดับพันธุกรรมและสัณฐานวิทยา  
2.1 จ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งด้วยล าดับพันธุกรรม 
 การตรวจสอบชนิดของเพลี้ยแป้ง โดยน าตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่ตรวจสอบพบเชื้อไวรัสทั้ง 
PMWaV 1-2 จ านวน  117 ตัวอย่างมาท าการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคทางโมเลกุลและสัณฐาน
วิทยาประกอบ พบเพลี้ยแป้งจ านวน 2 ชนิด ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู Dysmicococus 
brevipes (Cockerell)  2 . เพลี้ ยแป้ งสับปะรดสี เทา Dysmicoccus neobrevipes Beardsley  
พร้อมจัดท า DNA barcode ของเพลี้ยแป้งจ านวน 41 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2) โดยพบเพลี้ยแป้ง
สับปะรดสีเทาเพียง 1 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตามพบว่าเพลี้ยแป้งมีความสัมพันธ์กับต้นสับปะรดที่ตรวจ
พบเชื้อไวรัสทั้งที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ และพบว่าเพลี้ยแป้งทุกระยะสามารถเป็นพาหะของ
โรคไวรัสได้แม้จะเป็นตัวอ่อนระยะที่ 1 มีขนาดตัวเล็กและสามารถใช้ตัวอย่างเพลี้ยแป้งเพียง 1 ตัวใน
การตรวจหาเชื้อไวรัส  นอกจากเพลี้ยแป้งทั้ง 2 ชนิดข้างต้นยังพบเพลี้ยแป้งอีก 3 ชนิดจากการ
รวบรวมตัวอย่างจากแปลงที่ท าการส ารวจ ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งลาย Ferrisia virgata Cockerell 2. 
เพลี้ยแป้งจุดด า Phenacoccus solenopsis Tinsley  3. เพลี้ยแป้งแจ็คเบียส  Pseudococcus 
jackbeardsleyi Gimpel and Miller  ซึ่งทั้ง 3 ชนิดนี้พบในปริมาณท่ีน้อย  
 
ตารางท่ี 2 DNA Barcode ของเพลี้ยแป้งในสับปะรดที่เป็นพาหนะโรคไวรัส 

ตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง DNA barcode 

1 

 

D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAAATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAGTAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT 

2 

 

D. brevipes CAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATT
TTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAA
CTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATT
TAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATGCCTTCATTAATGTTTATATTAT
TAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTTAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
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CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

3 

 

 

D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

4 

 

 

D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

5 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCTATTT  

6 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

7 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
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TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTGTTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT 

8 D. brevipes AATAAAATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGGTTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

9 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTT 

10 D. brevipes GGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTT
AATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACT
ATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTA
ATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTA
AATATATTATTAAGAGATAATATTGATACAGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAA
TTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCA
ATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTAT
ATATTTGATCTATGATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTA
TTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATC
CTATTCTTTATCAACATTGATTT  

11 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTGTTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

12 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGGTTTTGACT
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TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

13 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

14 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCT  

15 D. brevipes TTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATT
ATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATT
ATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGA
TTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTA
AGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTT
AAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTAT
TGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCT
ATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATT
ATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTAT
CAACATTTATTT   

16 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  
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17 D. brevipes ATTAGGTTTATCAATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAA
TAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACC
AATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATT
TCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCCTTAATATTTATATTATTAAATAT
ATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTCTAATTAATCAAAATTTTTT
TACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAA
TTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTATTAATGATTTAACTTTATATATT
TGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACT
ATAATTATTTTAGATAAAAATTTTAATATAAATTTCTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATT
CTTTATCAACATTTATTT  

18 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT 

19 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

20 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

21 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAAATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAGTAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
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ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

22 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

23 D. brevipes AAAAATCAAAATAAATGTTGATATAGAATAGGATTTCCATTTCCTAAAGGATTAAAAAAATTTAT
ATTGAAATTTTTATCTAAAATAATTATAGTAATAGCTCTTGATAAAATAGGAATAGAAATAATAA
GTAAAATAGTAGTAATAATAATAGATCAAATATATAAAGTTAAATTATTTAAAAAAAAATTATTAT
TATTAATAATAAAAATAGAAACAATAAAATTAATTGAACTAAAAATTGATGATAAACCATTTAAA
TGTAAAGAAAAAATAATAAAATTTAAAGTGAAAAAATTTTGATTAATTAAAGGAGGATATAATGT
TCATCCCGTATTAATATTATCTCTTAATAATATATTTAATAATATAAACATTAATGAAGGTATTAA
AAGTCAAAATCTAAAATTATTTAATCGAGGAAATATTAAATCTCTTGATATTAATATTAAAGGTA
ATAATCAATTACTTAATCTTCCAATAATAATTGGTATAGTTATAAAAAATTATAATAAATGCATGA
ATAGTAATTATTATATAATAAATAATATTGTTATTAAAATTATTATTTATTTTATTAATTCAATTC
GAATAATAAAACTTATAGATAAACCTAATAAACCTGATCAAAATCCAAATATTAAATATATTATT
CTGATATTTTTATGT  

24 D. brevipes AAAAATATCAGAATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGT
TTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATA
ATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTA
AGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTT
AGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATT
GATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATT
TTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTT
ATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTA
CTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAA
ATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTTT
GATTTTTTGG  

25 D. brevipes AAAAATATCAGAATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGT
TTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATA
ATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTA
AGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTT
AGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATT
GATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATT
TTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTT
ATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTA
CTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAA
ATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTTT
GATTTTTTGG  

26 D. brevipes TTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAA
TATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAA
TGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTAATACGGGATGAACATTATATCCTCCTT
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TAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTGTCAT
CAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAA
TAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATT
TTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTA
GGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTTATATT
TTAATTTTACCAGGATTTGGAGCTATATCTCAAATTATAAATCAAGAAAGTGGGAAATTAGAAAT
TTTTAGTAAAATTAATATAATTTTTGCTATAATTTCTATTGGAATTTTAGGATTTATTGTATGAGC
TCATCATATATTTACTATTGGATTAGATATTGATACTCAATTATATTTTATAATAGCTACAATAAT
CATTGCTATTCCAACAAGAATTAAAATTTTTAG  

27 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGATTATTAGGTTTATCAATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCCTTAATATTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTCTAATTAATCAAAATTTTTTTACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTATTAATGATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTTAATATA
AATTTCTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

28 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTGTTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

29 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTGTTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

30 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
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GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCTATTT 

31 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

32 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

33 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

34 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

35 D. brevipes ATTAAAAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTT
TGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAAT
AATTTTAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTT
ATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGA
GATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATA
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TTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAAT
CAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTT
AGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAA
CTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAA
GAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATG
GAAATCCT  

36 D. brevipes TTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATT
ATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATT
ATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGA
TTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTA
AGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTT
AAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTAT
TGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCT
ATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATT
ATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTAT
CAACATTTATTT  

37 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

38 D. brevipes AGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTT
TAATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAAC
TATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTT
AATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATT
AAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAA
ATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTC
AATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTA
TATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCT
ATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAAT
CCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

39 D. brevipes GGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTT
AATAACAATATTATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACT
ATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTA
ATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTA
AATATATTATTAAGAGATAATATTGATACGGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAA
TTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCA
ATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTAT
ATATTTGATCTATTATTATTACTACTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTA
TTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATC
CTATTCTTTATCAACATTTATTT  
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40 D. brevipes AATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGTTTTATTATTCG
AATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAATAATATTATTTATTATATAATAATTACTAT
TCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTAAGTAATTGATT
ATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTTAGATTTTGACT
TTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATTGATACTGGATG
AACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATTTTTTCTTTACA
TTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTTATTATTAATAA
TAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTGTTATTATTACTACTATTTTACTT
ATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAAATTTCAATATA
AATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTT  

41 D. 

neobrevipes 

AAAAATATTAGAATAATATATTTAATATTTGGATTTTGATCAGGTTTATTAGGTTTATCTATAAGT
TTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATAACAATATTATTTATTATATA
ATAATTACTATTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATTATTATTGGAAGATTA
AGTAATTGATTATTACCTTTAATATTAATATCAAGAGATTTAATATTTCCTCGATTAAATAATTTT
AGATTTTGACTTTTAATACCTTCATTAATGTTTATATTATTAAATATATTATTAAGAGATAATATT
GATACTGGATGAACATTATATCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTTTCACTTTAAATTTTATTATT
TTTTCTTTACATTTAAATGGTTTATCATCAATTTTTAGTTCAATTAATTTTATTGTTTCTATTTTT
ATTATTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATTTAACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACTA
CTATTTTACTTATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCTATTACTATAATTATTTTAGATAAAA
ATTTCAATATAAATTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGAAATCCTATTCTTTATCAACATTTATTTT
GATTTTTTGGAC  
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2.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหะน าโรคเหี่ยวสับปะรด 

Genus Dysmicoccus Ferris, 1950 

ตัวเต็มวัยเพศเมียรูปร่างคล้ายรูปไข่ ค่อนข้างกลม หนวดมี 8 ปล้อง ช่องเปิดคล้ายรอยแตกตามขวาง

ของล าตัว มี 2 คู่ ขายาวเรียว ใกล้ฐานของเล็บมีลักษณะคล้ายเส้นขน 2 เส้น เรียกว่า digitules 

บริเวณปลายเส้นมีลักษณะเป็นปม (knob) ผิวหน้าเล็บหยักคล้ายฟัน กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้ง

ด้านข้างล าตัว มี 6-17 คู่ ไม่มีคู่ที่ 2 ที่อยู่บนส่วนหัว แต่ละอันประกอบด้วยรูเปิดรูปสามเหลี่ยม ขน

ปลายแหลมคล้ายรูปกรวยขนาดใหญ่จ านวน 5-6 เส้น และมีขนเส้นเล็กบาง โดยทั่วไปมีวงของแผ่น

แข็ง  ไม่มีท่อทีร่อบปากท่อเป็นขอบแข็ง ขนด้านล่างของล าตัวมีลักษณะเป็นเส้นเรียวยาวคล้ายแส้ แต่

อาจมีขนปลายแหลมคล้ายรูปกรวยปะปน ลอนปลายปล้องท้องแต่ละอันอาจมีหรือไม่มีแผ่นแข็ง 

(sclerotized area) ปรากฏอยู่ และไม่มีแถบแคบ  

Dysmicoccus  brevipes  (Cockerell, 1893) 

ชื่อสามัญ   เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู (pink pineapple mealybug) 

รูปร่างลักษณะ 

ลักษณะในธรรมชาติ ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปร่างค่อนข้างกลม ผนังล าตัวสีชมพู ปกคลุมด้วยไขแป้งสี

ขาว ด้านข้างรอบล าตัวมีเส้นแป้งสั้นๆ เส้นแป้งด้านท้ายของล าตัวยาวกว่าด้านข้างเล็กน้อย  ไม่มีการ

สร้างถุงไข่หุ้ม โดยวางไข่ใต้ส่วนท้อง มักพบบริเวณกาบใบ ส่วนเหง้า ราก หรือฐานของผลสับปะรด 

ลักษณะบนแผ่นสไลด์แก้ว (ภาพที่ 1  ) ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปร่างค่อนข้างกลม ล าตัวยาว 2.3-3.0 

มิลลิเมตร  กว้าง 2.5-2.7 มิลลิเมตร หนวดมี 8 ปล้อง ขายาวเรียว  มีรูโปร่งแสงที่ต้นขาและน่องขา

ของขาคู่หลัง กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้างล าตัว มี 17 คู่ คู่สุดท้ายตั้งอยู่บนแผ่นแข็งรูปสี่เหลี่ยม 

แต่ละอันประกอบด้วยรูเปิดรูปสามเหลี่ยมและขนปลายแหลมคล้ายรูปกรวย ลอนปลายส่วนท้อง มีขน

ขนาดใหญ่ 2 เส้น และมีขนเส้นเล็กๆบางๆ 6 เส้น ช่องเปิดคล้ายรอยแตกตามขวางของล าตัว มี 2 คู่  

ผนังล าตัวด้านบน (dorsum)  มีขนสั้นปลายแหลม รวมทั้งขนที่อยู่บนลอนปลายส่วนท้อง มีรูเปิดรูป

สามเหลี่ยมเป็นจ านวนมากกระจายอยู่ท่ัวไป รูกลมมีขนาดต่างๆ กันกระจายอยู่บนผนังล าตัว แต่ละรูมี

ขอบหนาและผิวหน้ามีลักษณะเป็นเม็ดเล็กๆ (granular) วงแหวนปลายส่วนท้องประกอบด้วยขน 6 

เส้น 
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 ผนังล าตัวด้านล่าง (venter) มีขนสั้นๆ ยกเว้นที่ส่วนหัวและปล้องท้องปล้องท้ายๆ ซึ่งมีขนาด

ยาวกว่า รูเปิดรูปวงกลม เรียงเป็นแถวที่ขอบด้านล่างของปล้องท้องปล้องที่ 7 รูเปิดรูปสามเหลี่ยมและ

รูกลม กระจายอยู่ทั่วไป มีรูกลมเล็ก จ านวน 2-3 รูอยู่บริเวณด้านหลังของขอบรอบตา ท่อชนิดที่ปาก

ท่อเป็นแผ่นแข็ง มี 2 ขนาด ขนาดเล็กจะมีความยาวของท่อเท่ากับรูเปิดรูปวงกลม และปากท่อกว้าง

เท่ากับรูเปิดรูปสามเหลี่ยม โดยเรียงกันเป็นแถวจ านวน 1 แถวหรือ 2 แถวตามขวางโดยผ่านกลาง

ปล้องท้องปล้องท่ี 5-7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1  ตัวเต็มวัยเพศเมีย Dysmicoccus  brevipes  (Cockerell, 1893) ปรับปรุงจาก Williams 

(2004) 

 

small discoidal pore 

Translucent pore 

trilocular pore 
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Dysmicoccus neobrevipes Beardsley, 1959 

ชื่อสามัญ   เพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทา/เพลี้ยแป้งน้อยหน่า  (grey pineapple mealybug) 

รูปร่างลักษณะ 

 ลักษณะในธรรมชาติ ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปร่างค่อนข้างกลม ผนังล าตัวสีเทาหรือสีน้ าตาลเข้ม ปก

คลุมด้วยไขแป้งสีขาว ด้านข้างรอบล าตัวมีเส้นแป้งสั้นๆ เส้นแป้งด้านท้ายของล าตัวยาวกว่าด้านข้าง

เล็กน้อย  เล็กน้อย  ไม่มีการสร้างถุงไข่หุ้ม โดยวางไข่ใต้ส่วนท้อง มักพบริเวณผลหรือใบของสับปะรด 

ลักษณะบนแผ่นสไลด์แก้ว (ภาพที่ 2 ) ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปร่างค่อนข้างกลม ล าตัวยาว 3.3-3.4 

มิลลิเมตร กว้าง 2.7-3.1 มิลลิเมตร หนวดมี 8 ปล้อง ขายาวเรียว  มีรูโปร่งแสงที่ต้นขาและน่องขา

ของขาคู่หลัง กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้างล าตัว มี 17 คู่ คู่สุดท้ายตั้งอยู่บนแผ่นแข็งรูปทรงรี แต่

ละอันประกอบด้วยรูเปิดรูปสามเหลี่ยมและขนปลายแหลมคล้ายรูปกรวย ลอนปลายส่วนท้อง มีขน

ขนาดใหญ่ 2 เส้น และมีขนเส้นเล็กๆบางๆ 4-6 เส้น ช่องเปิดคล้ายรอยแตกตามขวางของล าตัว มี 2 คู่  

ผนังล าตัวด้านบน (dorsum)  มีขนสั้นปลายแหลม รวมทั้งขนที่อยู่บนลอนปลายส่วนท้อง มีรูเปิดรูป

สามเหลี่ยมเป็นจ านวนมากกระจายอยู่ท่ัวไป รูกลมมีขนาดต่างๆ กันกระจายอยู่บนผนังล าตัว แต่ละรูมี

ขอบหนาและผิวหน้ามีลักษณะเป็นเม็ดเล็กๆ (granular) วงแหวนปลายส่วนท้องประกอบด้วยขน 6 

เส้น 

 ผนังล าตัวด้านล่าง (venter) มีขนสั้นๆ ยกเว้นที่ส่วนหัวและปล้องท้องปล้องท้ายๆ ซึ่งมีขนาด

ยาวกว่า รูเปิดรูปวงกลม เรียงเป็นแถวที่ขอบด้านล่างของปล้องท้องปล้องที่ 7 รูเปิดรูปสามเหลี่ยมและ

รูกลม กระจายอยู่ทั่วไป มีรูกลมเล็ก จ านวน 2-3 รูอยู่บริเวณด้านหลังของขอบรอบตา ท่อชนิดที่ปาก

ท่อเป็นแผ่นแข็ง มี 2 ขนาด ขนาดเล็กจะมีความยาวของท่อเท่ากับรูเปิดรูปวงกลม และปากท่อกว้าง
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เท่ากับรูเปิดรูปสามเหลี่ยม โดยเรียงกันเป็นแถวจ านวน 1 แถวหรือ 2 แถวตามขวางโดยผ่านกลาง

ปล้องท้องปล้องท่ี 5-7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่  2  ตั ว เต็ มวัย เพศเมี ย  Dysmicoccus neobrevipes Beardsley, 1959 ปรับปรุงจาก 

Williams (2004  
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 3. วงจรชีวิต 
 การศึกษาวงจรชีวิตของเพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู โดยน าตัวอย่างเพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู มา
เลี้ยงด้วยฟักทองในห้องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส โดยใช้กระดาษหนังสือพิมพ์ปิด
กล่องให้มีความมืด พบว่า เพลี้ยแป้งมีอายุ 65 - 110 วัน สืบพันธุ์โดยอาศัยเพศ สามารถวางไข่ได้
ประมาณ 250 -700 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุประมาณ 35 – 90 วัน การเลี้ยงเพลี้ยแป้งสับปะรด
สีชมพูจ าเป็นต้องสร้างสภาพแวดล้อมให้มิดชิด ให้มีแสงน้อยที่สุด เนื่องจากในสภาพธรรมชาติเพลี้ย
แป้งชนิดนี้จะอยู่บริเวณกาบใบของสับปะรด และอยู่บริเวณเหง้าและราก ซึ่งมักไม่ได้สัมผัสแสงสว่าง 
เพลี้ยแป้งจึงจะเจริญเติบโตได้ดี หากไม่มีการสร้างสภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมเพลี้ยแป้งจะไม่
เจริญเติบโตและไม่สามารถเลี้ยงในฟักทองได้ 
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ภาพที่ 3  ก.-ค .แปลงสับปะรดที่ปรากฏอาการของโรคเหี่ยว ค.-ฉ. เพลี้ยแป้งทีส่ ารวจพบในแปลง 
            สัปปะรด  
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

การศึกษาชนิดของเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcus) ที่ เป็นพาหะของโรคเหี่ยว

สับปะรด (Pineapple Mealybug Wilt; PMWaV) ในเขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของ

ประเทศไทย เพ่ือทราบชนิดของเพลี้ยแป้งและชนิดของโรคไวรัสในสับปะรด รวมทั้งความสัมพันธ์ของ

การถ่ายทอดโรคระหว่างเพลี้ยแป้งที่เป็นพาหนะน าโรคในสับปะรด โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้ง

ในแปลงสับปะรดที่ปรากฏอาการของโรค ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคตะวันตก ทั้งหมด 41 แปลง  

122 ตัวอย่าง ท าการสุ่มตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากต้นที่แสดงอาการโรคเหี่ยวอย่างชัดเจน  ตรวจจ าแนก

ชนิดของเพลี้ยแป้งและตรวจสอบเชื้อไวรัส  PMWaV 1 และ PMWaV 2  ที่เป็นสาเหตุโรคเหี่ยว พบ

เชื้อไวรัสจ านวน 117 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อไวรัส จ านวน 5 ตัวอย่าง น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่ตรวจ

พบเชื้อไวรัสมาตรวจสอบชนิดของเพลี้ยแป้งด้วยเทคนิคทางโมเลกุลและสัณฐานวิทยา พบเพลี้ยแป้ง

จ านวน 2 ชนิด ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู Dysmicococus brevipes (Cockerell)  2. 
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เพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทา Dysmicoccus neobrevipes Beardsley นอกจากนี้ยังพบเพลี้ยแป้งอีก 3 

ชนิด แต่พบในปริมาณที่น้อยและพบเพียง 3 แปลงจากทั้งหมดที่ท าการเก็บตัวอย่าง ได้แก่ 1. เพลี้ย

แป้งลาย Ferrisia virgata Cockerell 2. เพลี้ยแป้งจุดด า Phenacoccus solenopsis Tinsley  3. 

เพลี้ยแป้งแจ็คเบียส  Pseudococcus jackbeardsleyi Gimpel and Miller แต่ไม่พบเชื้อไวรัส  

นอกจากนี้น าตัวอย่างต้นสับปะรดที่พบเพลี้ยแป้งตรวจหาเชื้อไวรัส จ านวน 8 ตัวอย่าง พบเชื้อไวรัสทั้ง 

8 ตัวอย่าง สอดคล้องกับผลการตรวจเชื้อไวรัสจากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง ซึ่งชนิดเพลี้ยแป้งอาจไม่มีความ

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัสเนื่องจากตรวจพบเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้ง  2 ชนิด คือ เพลี้ยแป้งสับปะรดสี

ชมพูและเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาแต่ในเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาพบเพียง 1 ตัวอย่างเท่านั้น  อย่างไรก็

ตามพบว่าเพลี้ยแป้งมีความสัมพันธ์กับต้นสับปะรดที่พบเชื้อไวรัสทั้งที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ 

และพบว่าเพลี้ยแป้งทุกระยะสามารถเป็นพาหะของโรคไวรัสได้แม้จะเป็นตัวอ่อนระยะที่ 1 มีขนาดตัว

เล็กและสามารถใช้ตัวอย่างเพลี้ยแป้งเพียง 1 ตัวในการตรวจเชื้อไวรัสได้ และเมื่อท าการศึกษาวงจร

ชีวิตของเพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู พบว่า เพลี้ยแป้งมีอายุ 65 - 110 วัน สืบพันธุ์โดยอาศัยเพศ 

สามารถวางไข่ได้ประมาณ 250 -700 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุประมาณ 35 – 90 วัน เนื่องจาก

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการน าการศึกษาวิจัยด้านชีวโมเลกุลเข้ามาประยุกต์ใช้ในการจ าแนกชนิดและ

ตรวจสอบเชื้อไวรัส รวมทั้งข้อมูลชีววิทยาของเพลี้ยแป้งเบื้องต้น ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถน าไปใช้ศึกษา

ต่อยอดในกระบวนการถ่ายทอดเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้งและความสัมพันธ์ในการถ่ายทอดเชื้อของเพลี้ย

แป้งแต่ละชนิดต่อไปในอนาคต 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ผลจากการศึกษาในครั้ งนี้  น าไปใช้ เป็นองค์ความรู้ที่ ถูกต้องของข้อมูลศัตรู พืชที่ มี

ความสามารถในการเป็นแมลงพาหะน าโรค และโรคพืชที่เกิดจากแมลงเหล่านั้น รวมทั้งนักวิจัยด้าน
ชีววิทยา ด้านเกษตร เช่น กีฏวิทยา โรคพืช รวมทั้งหน่วยงานราชการ หน่วยงานที่ต้องการข้อมูลเพ่ือ
วิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช เช่น กลุ่มวิจัยกักกันพืช ส านักมาตรฐานสินค้าเกษตรเพ่ือการส่งออก 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กระทรวงพาณิชย์  ตลอดจนเอกชนที่ท าการค้าสินค้าเกษตรกับ
ต่างประเทศ มหาวิทยาลัยต่างๆ โรงเรียน บริษัทเอกชนผู้ส่งออกและน าเข้าสินค้าเกษตร รวมทั้ง
เกษตรกรและบุคคลทั่วไป ทั้งในและต่างประเทศ 
 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณ ข้าราชการ และลูกจ้างกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลงทุกท่านที่ได้ให้ความช่วยเหลือในการ
เก็บและเตรียมตัวอย่างทั้งในภาคสนามและห้องปฏิบัติการ  
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



87 
 

 

 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 แมลงหวี่ขาวยาสูบในพ้ืนที่ปลูกพริก จังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี จ าแนกโดย
ใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาของดักแด้ได้ 1 แบบ คือ แบบ smooth leaf form ในขณะที่การใช้ล าดับ
นิวคลิโอไทด์ของยีน mtCOI ขนาดประมาณ 850 นิวคลิโอทด์ สามารถจ าแนกแมลงหวี่ขาวยาสูบจาก
พริกและพืชอาศัยอ่ืนได้ 4 ไบโอไทป์ ได้แก่ AsiaI AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 โดยในพริก พบ 3 
ไบโอไทป์ โดย AsiaI AsiaII_6 และ AsiaII_7 ในสัดส่วน 66.67 เปอร์เซ็นต์ 28.20 เปอร์เซ็นต์ และ 
5.13 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ไบโอไทป์ AsiaI มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 99.48 – 100 
เปอร์เซ็นต์ AsiaII_1 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันที่ระดับ 86.1 – 100เปอร์เซ็นต์ AsiaII_6 อยู่ที่ระดับ 
85.2 – 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วน AsiaII_7 อยู่ที่ระดับ 86.8 – 100 เปอร์เซ็นต์ ผลการวิเคราะห์ทางไฟโล
จิเนติคส์ พบว่าแมลงหวี่ขาวยาสูบในภาคตะวันตกของประเทศไทย จ านวน 60 ตัวอย่าง แยกได้ 2 กิ่ง 
โดยกิ่งที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ทั้งหมด ซึ่งแยกเป็น 2 คลัสเตอร์ โดยคลัสเตอร์ที่ 1 พบในพริก 26 
ตัวอย่าง ในมะเขือ 12 ตัวอย่าง และในฟักทอง 1 ตัวอย่าง คลัสเตอร์ที่ 2 แยกออกเป็น 2 เคลด เคลด
ที่ 1 เป็นไบโอไทป์ AsiaI ในแตงโมป่า 1 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 พบในมะเขือ 4 ตัวอย่าง และพบใน
ฟักทอง 1 ตัวอย่าง กิ่งที่ 2 มี 3 ไบโอไทป์ด้วยกัน ซึ่งแยกเป็น 2 คลัสเตอร์ โดยคลัสเตอร์ที่ 1 เป็นไบ
โอไทป์ AsiaII_7 ในพริก 2 ตัวอย่าง คลัสเตอร์ที่ 2 แบ่งเป็น 2 เคลด  เคลดที่ 1 เป็นไบโอไทป์ 
AsiaII_1 ในมะเขือ 2 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_6 ในพริกทั้ง 11 ตัวอย่าง นอกจากนี้ 
เมื่อวิเคราะห์หาความเชื่อมโยงระหว่างไบโอไทป์ของแมลงหวี่ขาวยาสูบบนพริกและพืชอาศัยชนิด
ต่างๆ ที่พบในไทย โดยใช้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ 60 ตัวอย่าง ร่วมกับข้อมูลจาก GenBank 
รวมทั้งหมด 76 ตัวอย่าง เป็น Asia I ทั้งหมดจ านวน 82 ตัวอย่าง แบ่งเป็น Asia I ในพริก จ านวน 37 
ตัวอย่าง มีการจับกลุ่มแยกเป็น 3 กลุ่ม ส่วน AsiaI ในมะเขือ จ านวน 16 ตัวอย่าง จับกลุ่มแยกเป็น 2 
กลุ่ม และ Asia I ในมะเขือเทศ 18 ตัวอย่าง นอกจากนี้มี Asia I ในขี้กาลาย มันเทศ บวบเหลี่ยม 
แตงกวา และถั่ว (fig. 5A) ส าหรับชุดที่ 2 เป็นไบโอไทป์ AsiaII_1 AsiaII_6 และ AsiaII_7 จ านวน 54 
ตัวอย่าง พบว่าแยกได้ 2 เคลด เคลดที่ 1 เป็น AsiaII_7 ในพริก 2 ตัวอย่าง เคลดที่ 2 ประกอบด้วย 
AsiaII_6 และ AsiaII_1 โดย AsiaII_6 จ านวน 13 ตัวอย่าง พบในพริก 7 ตัวอย่าง และในมัน
ส าปะหลัง 6 ตัวอย่าง ส าหรับ AsiaII_1 จ านวน 39 ตัวอย่างในมันส าปะหลังทั้ งหมด จาก 
phylogenetic tree ข้างต้น เมื่อหาความเชื่อมโยงกับพริกและพืชอาศัยอื่นในประเทศไทย มีแนวโน้ม
ว่า ในพริกไบโอไทป์ที่โดดเด่นคือ AsiaI สอดคล้องกับ Monika and Stephan (2016) รองลงมา
คือไบโอไทป์ AsiaII_1 นอกจากนี้ยังพบในมะเขือเทศ มะเขือ และพืชผักอีกหลายชนิด ส าหรับไบโอ
ไทป์ AsiaII_1 เป็นกลุ่มประชากรที่โดดเด่นในมันส าปะหลัง การศึกษาระยะเวลาการรับเชื้อ และ
ถ่ายทอดเชื้อ PepYLCV ของแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI พบว่าที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มี
ประสิทธิภาพการรับเชื้อ PepYLCV ได้ดีที่สุดคือ 63.34 เปอร์เซ็นต์ ส่วนระยะเวลาการถ่ายทอดเชื้อที่
มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ 72 ชั่วโมง สามารถถ่ายทอดเชื้อได้ 100 เปอร์เซ็นต์ โดยมีลักษณะอาการ
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ใบเหลืองร่วมกับใบด่างที่ยอด โดยจะเริ่มแสดงอาการด่างที่โคนใบและขยายเต็มใบ จากใบยอดถึงใบ
ล่าง หรือบางครั้งมีอาการหงิกเหลืองร่วมกับอาการด่างเหลือง และล าต้นแคระแกร็น ภายในเวลา 14 
– 30 วันหลังจากได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส  ดังนั้น การลดระบาดของโรคใบหงิกเหลืองในพริกจาก
เชื้อ PepYLCV ที่มีแมลงหวี่ขาวยาสูบเป็นแมลงพาหะ จึงควรศึกษาเพ่ิมเติม  1) การลดการแพร่
ระบาดของโรค โดยลดประชากรแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaI บนพริก และมะเขือ โดยไม่ควร
ปลูกพริกพร้อมกับมะเขือ แต่ควรปลูกร่วมกับพืชอาศัยอ่ืนที่ที่ AsiaI ชอบแต่ไม่ใช่พืชอาศัยของไวรัส 
เช่น พืชวงศ์แตง หรือปลูกพืชอาศัยของ AsiaI ที่ ไม่พบไวรัสไว้ขอบแปลง  2) ศึกษาเกี่ยวกับ
ประสิทธิภาพการถ่ายทอดโรคของแมลงหวี่ขาวยาสูบไบโอไทป์ AsiaII_1, AsiaII_6 และ AsiaII_7 
เพ่ิมเติม  3) ศึกษาชนิดและประสิทธิภาพตัวห้ าที่จ าเพาะกับ AsiaI ในพริกและมะเขือ เพ่ือก าจัดไบโอ
ไทป์ที่ถ่ายทอดโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 

เพลี้ยอ่อนในพ้ืนที่ปลูกพริกจังหวัดจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก 

และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดละ 5 แปลง รวม 192 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัย และการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mtCOI ขนาดประมาณ 650 นิวคลี

โอไทด์ สามารถจ าแนกเพลี้ยอ่อนได้ 2 ชนิด คือ เพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis gossypii Glover และเพลี้ย

อ่อนยาสูบ Myzus persicae (Sulzer) เพลี้ยอ่อนฝ้ายมีระยะตัวอ่อน (nymph) 4 ระยะ ระยะตัว

อ่อน 6 - 7 วัน ตัวเต็มวัยมีอายุขัย 10 - 15 วัน ตัวแม่ 1 ตัว สามารถออกลูกได้ 39 -78 ตัว วงจรชีวิต

จากไข่จนถีงตัวเต็มวัยตาย 12-30 วัน ตัวเต็มวัยมีทั้งพวกมีปีกและไม่มีปีก การตรวจสอบเชื้อ PeVYV 

ในพริกที่เป็นโรคเส้นใบเหลืองไอโซเลตกาญจนบุรี (KBR) และไอโซเลตสุพรรณบุรี (SBR) ยีน CP ของ

ทั้ง 2 ไอโซเลต มีขนาด 621 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 206 เรซิดิวส์  ค านวณน้ าหนัก

โมเลกุลได้ 22.94 - 22.97 กิโลดาลตัน และเมื่อท า multiple alignment ของล าดับนิวคลิโอไทด์ 

และกรดอะมิโนของโปรตีน CP เชื้อ PeVYV ทั้ง 2 ไอโซเลตของไทยมีความคล้ายคลึงกันที่ระดับ 

99.2% - 99.8% และ 99% - 99.5% ตามล าดับ การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ด้วยล าดับนิวคลิ

โอไทด์ของยีน CP พบว่าเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลตของไทยจับกลุ่มใกล้ชิดกัน อยู่ร่วมกับไอโซเลตอ่ืน ๆ ที่พบ

ในเอเชีย (Asian population) แต่แยกออกจากเชื้อไอโซเลตอ่ืนที่พบในต่างประเทศ ผลการศึกษา

ระยะเวลาการรับเชื้อและการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV ของเพลี้ยอ่อน พบว่าที่ระยะเวลา 12 และ 24 

ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการรับเชื้อ PeVYV ได้ดีที่สุด คือ 60 เปอร์เซ็นต์ ส่วนระยะเวลาในการ

ถ่ายทอดเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงขึ้นไป สามารถถ่ายทอดเชื้อได้ 100 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพริกจะแสดงอาการเส้นใบมีสีเหลือง บางครั้งขอบใบม้วนเข้าหากัน หลังจากได้รับการ

ถ่ายทอดเชื้อ 14-30 วันเพลี้ยอ่อน A. gossypii เป็นแมลงที่มีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดโรค และ
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เป็นแมลงที่มีการ สืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ (parthenogenesis) ท าให้ประชากรเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ซึ่ง

หากมีเพลี้ยอ่อนชนิดนี้เข้าท าลายพริกอาจก่อให้เกิดความเสียหายอย่างรวดเร็ว ดังนั้นควรมีการ

ติดตามและเฝ้าระวังเพลี้ยอ่อนในแปลงปลูกพริก ส ารวจพืชอาศัยอ่ืนของเพลี้ยอ่อน และเชื้อ PeVYV 

ซ่ึงอาจจะเป็นแหล่งอาศัยของแมลงและโรค ปลูกพืชหมุนเวียนหรือสลับที่ไม่ใช่พืชอาศัยของเพลี้ยอ่อน 

A. gossypii และ เชื้อ PeVYV เพ่ือลดการระบาด และควรมีการศึกษาชนิดและประสิทธิภาพของตัว

ห้ าที่จ าเพาะต่อเพลี้ยอ่อน A. gossypii เพ่ือก าจัดการถ่ายทอดโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

  

เพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcus) ที่เป็นพาหะของโรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple 

Mealybug Wilt; PMWaV) ในเขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของประเทศไทย เพ่ือทราบชนิด

ของเพลี้ยแป้งและชนิดของโรคไวรัสในสับปะรด รวมทั้งความสัมพันธ์ของการถ่ายทอดโรคระหว่าง

เพลี้ยแป้งที่เป็นพาหนะน าโรคในสับปะรด โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งในแปลงสับปะรดที่

ปรากฏอาการของโรค ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคตะวันตก ทั้งหมด 41 แปลง  122 ตัวอย่าง ท า

การสุ่มตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากต้นที่แสดงอาการโรคเหี่ยวอย่างชัดเจน ตรวจจ าแนกชนิดของเพลี้ยแป้ง

และตรวจสอบเชื้อไวรัส  PMWaV 1 และ PMWaV 2  ที่เป็นสาเหตุโรคเหี่ยว พบเชื้อไวรัสจ านวน 

117 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อไวรัส จ านวน 5 ตัวอย่าง น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่ตรวจพบเชื้อไวรัสมา

ตรวจสอบชนิดของเพลี้ยแป้งด้วยเทคนิคทางโมเลกุลและสัณฐานวิทยา พบเพลี้ยแป้งจ านวน 2 ชนิด 

ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู Dysmicococus brevipes (Cockerell)  2. เพลี้ยแป้งสับปะรดสี

เทา Dysmicoccus neobrevipes Beardsley นอกจากนี้ยังพบเพลี้ยแป้งอีก 3 ชนิด แต่พบใน

ปริมาณที่น้อยและพบเพียง 3 แปลงจากทั้งหมดที่ท าการเก็บตัวอย่าง ได้แก่ 1. เพลี้ยแป้งลาย 

Ferrisia virgata Cockerell 2. เพลี้ยแป้งจุดด า Phenacoccus solenopsis Tinsley  3. เพลี้ยแป้ง

แจ็คเบียส Pseudococcus jackbeardsleyi Gimpel and Miller แต่ไม่พบเชื้อไวรัส  นอกจากนี้น า

ตัวอย่างต้นสับปะรดที่พบเพลี้ยแป้งตรวจหาเชื้อไวรัส จ านวน 8 ตัวอย่าง พบเชื้อไวรัสทั้ง 8 ตัวอย่าง 

สอดคล้องกับผลการตรวจเชื้อไวรัสจากตัวอย่างเพลี้ยแป้ง ซึ่ งชนิดเพลี้ยแป้งอาจไม่มีความ

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัสเนื่องจากตรวจพบเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้ง  2 ชนิด คือ เพลี้ยแป้งสับปะรดสี

ชมพูและเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาแต่ในเพลี้ยแป้งสับปะรดสีเทาพบเพียง 1 ตัวอย่างเท่านั้น  อย่างไรก็

ตามพบว่าเพลี้ยแป้งมีความสัมพันธ์กับต้นสับปะรดที่พบเชื้อไวรัสทั้งที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ 

และพบว่าเพลี้ยแป้งทุกระยะสามารถเป็นพาหะของโรคไวรัสได้แม้จะเป็นตัวอ่อนระยะที่ 1 มีขนาดตัว

เล็กและสามารถใช้ตัวอย่างเพลี้ยแป้งเพียง 1 ตัวในการตรวจเชื้อไวรัสได้ และเมื่อท าการศึกษาวงจร

ชีวิตของเพลี้ยแป้งสับปะรดสีชมพู พบว่า เพลี้ยแป้งมีอายุ 65 - 110 วัน สืบพันธุ์โดยอาศัยเพศ 
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สามารถวางไข่ได้ประมาณ 250 -700 ฟอง ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุประมาณ 35 – 90 วัน เนื่องจาก

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการน าการศึกษาวิจัยด้านชีวโมเลกุลเข้ามาประยุกต์ใช้ในการจ าแนกชนิดและ

ตรวจสอบเชื้อไวรัส รวมทั้งข้อมูลชีววิทยาของเพลี้ยแป้งเบื้องต้น ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถน าไปใช้ศึกษา

ต่อยอดในกระบวนการถ่ายทอดเชื้อไวรัสในเพลี้ยแป้งและความสัมพันธ์ในการถ่ายทอดเชื้อของเพลี้ย

แป้งแต่ละชนิดต่อไปในอนาคต 

ผลจากการศึกษาในครั้ งนี้  น าไปใช้ เป็นองค์ความรู้ที่ ถูกต้องของข้อมูลศัตรู พืชที่ มี
ความสามารถในการเป็นแมลงพาหะน าโรค และโรคพืชที่เกิดจากแมลงเหล่านั้น  รวมทั้งนักวิจัยด้าน
ชีววิทยา ด้านเกษตร เช่น กีฏวิทยา โรคพืช รวมทั้งหน่วยงานราชการ หน่วยงานที่ต้องการข้อมูลเพ่ือ
วิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช เช่น กลุ่มวิจัยกักกันพืช ส านักมาตรฐานสินค้าเกษตรเพ่ือการส่งออก 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กระทรวงพาณิชย์  ตลอดจนเอกชนที่ท าการค้าสินค้าเกษตรกับ
ต่างประเทศ มหาวิทยาลัยต่างๆ โรงเรียน บริษัทเอกชนผู้ส่งออกและน าเข้าสินค้าเกษตร รวมทั้ง
เกษตรกรและบุคคลทัว่ไป ทั้งในและต่างประเทศ 
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