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การตรวจเชือ้ไวรัส African cassava mosaic virus  (ACMV) ศตัรพูชืกกักนั 
ในมนัส าปะหลัง ดว้ยเทคนคิทางเซรุม่วิทยาและอณชูีววิทยา 

Detection of African cassava mosaic virus  (ACMV) in Cassava Using Serological 
and Molecular  Biology Technique 
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รายงานความกา้วหนา้ 
 

เชื้อไวรัส ACMV เป็นสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลังอยู่ใน Family Geminiviridae Genus 
Begomovirus พบท าลายมันส าปะหลังที่ปลูกในแถบแอฟริกา อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และแถบกลุ่มประเทศ
เอเชียแปซิฟิก มีแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) การจ าแนกความแตกต่างของชนิดไวรัส ACMV 
อ้างอิงตามข้อก าหนดของ ICTV จ าแนกได้ 10 ชนิด และจากการส ารวจตัวอย่างและเก็บใบมันส าปะหลัง ปี 
2560 ที่ในแปลงปลูกเกษตรกร จ.นครราชสีมา อ าเภอสี่คิ้ว และอ าเภอด่านขุนทด ได้ตัวอย่างรวมจ านวน 40 
ตัวอย่าง ตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา สรุป ตรวจไม่พบเชื้อไวรัส ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลือง
มันส าปะหลัง ดังนั้น ในปี 2561 จ าเป็นต้องส ารวจตัวอย่างในพ้ืนที่ปลูกและสืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อไวรัสใน 
Family Geminiviridae ภายใต้ Genus Begomovirus เพ่ิมเติม ใช้เป็นข้อมูลประกอบการวิจัยเพ่ือน าไปสู่
การพัฒนาเพ่ือให้ได้วิธีการตรวจสอบต่อไป  

ค าหลัก : มันส าปะหลัง, Geminiviridae, Begomovirus, African cassava mosaic virus (ACMV), 
Double Antibody-sandwich Enzyme-linked Immunosorbent (DAS-ELISA), ICTV 
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ค าน า 

 

มันส าปะหลังเป็นพืชไร่เศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง ส าหรับในปัจจุบันแผน
ยุทธศาสตร์ของประเทศได้ก าหนดให้มันส าปะหลังเป็นพืชทดแทนพลังงานส าหรับการผลิตเอทานอล
เพ่ือทดแทนการน าเข้าจากต่างประเทศที่มีราคาสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง ในส่วนของพันธุ์มันส าปะหลังที่
เกษตรนิยมปลูกมีไม่กี่พันธุ์ หากเกิดปัญหาการระบาดของโรคและแมลงขึ้นจึงมีโอกาสเสี่ยงต่อความ
เสียหายของผลผลิตสูงมาก จากรายงานพบเชื้อไวรัสไม่น้อยกว่า 20 ชนิด ที่สามารถเข้าท าลาย 
มันส าปะหลังที่ปลูกในแถบแอฟริกา อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิก จาก
รายงานพบว่าเชื้อไวรัส African cassava mosaic virus (ACMV) เป็นเชื้อสาเหตุหนึ่งที่ก่อให้เกิด
ความเสียหายต่อการปลูกมันส าปะหลังมากที่สุด (Fondong et al., 2000; Calvert and Thresh, 
2002; Legg and Fauquet, 2004; Legg et al., 2006) เมื่อเข้าท าลายแล้วจะส่งผลกระทบต่อ
ผลผลิตมันส าปะหลังอย่างมาก จากข้อมูลการระบาดในประเทศอินเดียพบว่าเชื้อไวรัส ACMV ท า
ให้ผลผลิตมันส าปะหลังในภาพรวมของประเทศลดลงถึง 20-90 % ซึ่งความรุนแรงของอาการโรค
ขึ้นกับความต้านทานของมันส าปะหลังแต่ละสายพันธุ์ แมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) เป็น
พาหะส าคัญในการถ่ายทอดเชื้อไวรัส (Seif, 1982; Legg and Fauquet, 2004) ส าหรับในประเทศ
ไทยขณะนี้ยังไม่มีรายงานโรคในมันส าปะหลังที่เกิดจากเข้าท าลายของเชื้อไวรัสชนิดนี้ ดังนั้น จึงต้อง
เร่งและพยายามพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยทั้งทางเซรุ่มวิทยาและอณูชีววิทยาที่มีความถูกต้อง รวดเร็ว 
และแม่นย าเข้ามาช่วยตรวจสอบว่าพบเชื้อไวรัส ACMV ซึ่งเป็นศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญชนิดหนึ่งในมัน
ส าปะหลังที่ปลูกในประเทศไทยหรือไม่ เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นกับผลผลิตพืช
ของเกษตรกรในอนาคต และเป็นการก าจัดแหล่งสะสมโรคออกจากแปลงปลูกรวมทั้งป้องกันการแพร่
ระบาดโรคไปยังแปลงปลูกอ่ืนๆ หากพบการระบาดของโรคเกิดขึ้น 

 

วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ์ 
 
1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 
2.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
-  โกร่งบดตัวอย่าง   
-  หลอด microcentrifuge tube ขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 
-  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียล    
-  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker)   
-  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   
-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
-  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ  
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-  ตู้ดูดควันและสารพิษ  (Hood) 
-  เครื่อง Thermal cycler    
-  เครื่อง  Gel electrophoresis 
-  เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator 

 

1. สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่ 
-  Alkaline phosphatase label สารประกอบการทดสอบ ELISA และสารควบคุมปฏิกิริยาของชุด
ทดสอบเชื้อไวรัส ACMV (Agdia) (LPC73600 - ACMV , Positive control) 
-  ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany)   
-  เอ็นไซม์ platinum Taqmix (Invitrogen)  
-  GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) 
- Agarose gel (SeaKem) 
- ชุดสกัด agarose gel: QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) 
- ชุดสกัด Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany)  
- DNA Purification System (Promega, USA)  
- ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูปของ Wizard PlusSV Minipreps DNA Purification System 
(Promega, USA) 
- เอ็นไซม์ PLATINUM Taq polymeras High quality (Invitrogen,USA) 
- β-mercaptoethanol (Sigma, USA) 
- ชุดไพรเมอร์ 
- GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas), GeneRuler 1kb DNA Ladder 
(Fermentas) 
- พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega,USA), pBAD/His A, B, and C vector 
(Invitrogen,USA) 
-  T4 DNA Ligase (Promega,USA) 
- competent cell  (E. coli สายพันธุ์ DH 5  ) (Invitrogen,USA) 

 

วธิกีาร  
1. สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อไวรัส ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองในพืชมันส าปะหลัง และข้อมูลเชื้อ

ไวรัสใน Family Geminiviridae จาก GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) และจาก
เอกสารที่เคยได้รายงานไว้ น าข้อมูลที่ได้มาจัดกลุ่มภายใต้ Genus Begomovirus และน ามาเข้า Clustal 
Omega programs (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) และเลือกหาส่วนยีนเป้าหมายที่
ต้องการเพ่ือน ามาใช้พัฒนาวิธีการตรวจวินิจด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค ELISA ต่อไป 

2. ส ารวจและเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ปลูกของประเทศไทยจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด
นครราชสีมา และขอนแก่น และท าการบันทึกข้อมูลส าคัญระหว่างการส ารวจได้แก ่เช่น สถานที่ปลูก อายุพืช 
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ลักษณะอาการที่พบ ศัตรูพืชที่พบในระหว่างการส ารวจ จ านวนตัวอย่างที่ส ารวจได้ ถ่ายภาพลักษณะแปลง
ปลูกและลักษณะอาการที่พบระหว่างการส ารวจ วันที่เก็บตัวอย่าง เป็นต้น  

3. ท าการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัสสาเหตุด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาแบบ DAS-ELISA ตามขั้นตอน
ของบริษัท Agdia (ด าเนินการปี 2560-2561) โดยการเตรียม capture antibody ที่ความเข้มข้น 1 : 200 
เติมลงใน ELISA Plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ล้าง
ด้วย 1X PBST แล้วท าการบดตัวอย่างใบพืชด้วย general extract buffer ในอัตราส่วน 1:10 ปริมาตรเติม
หลุมละ 100 ไมโครลิตร เติม enzyme conjugate ที่ความเข้มข้น 1 : 200 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
ใส่ละลาย PNP solution ที่ความเข้มข้น 1X (ในอัตราส่วน 1 เม็ดต่อ 5 มิลลิลิตร ) ปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที และตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยอ่าน
อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm (O.D. 405 nm) ด้วยเครื่อง ELISA reader (รุ่น GO 
Multiskan, Thermo Scientific)  เพ่ือน าผลการทดสอบที่ได้ไปพัฒนาต่อยอดการตรวจวินิจฉัยต่อไป 

4. สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) 
(ด าเนินการปี 2560-2561) ชั่งตัวอย่างพืช ประมาณ 0.1 กรัม บดให้เป็นผงละเอียด และเติม AP1 buffer 
ปริมาตร 400 ไมโคลิตรที่เติม RNase A ปริมาตร 4 ไมโคลิตร น าใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 
65 ºซ นาน 10 นาที จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโคลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column หมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนน้ าใส มาเติม absolute ethanol ปริมาตร 
1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโคลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column หมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 500 ไมโคลิตร 
แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโคลิตร หมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/
นาที นาน 2 นาท ีท าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไว้ที่ -  20 องศาเซลเซียล เพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ในขั้น
ต่อไป  

5. รวบรวมข้อมูล วิเคราะห์และสรุปผลการทดลองเพ่ือเขียนรายงาน 
- เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา ตุลาคม 2559-กันยายน 2561 
สถานที ่  กลุ่มงานไวรสัวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช   
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ผลการทดลองและวจิารณ ์
 

1. ได้ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับเชื้อไวรัส ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลังเพ่ือใช้ประกอบการ
วิจัย ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสที่อยู่ใน Family Geminiviridae Genus Begomovirus พบท าลายมันส าปะหลังที่ปลูกใน
แถบแอฟริกา อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และแถบกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิก มีแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia 
tabaci) เป็นพาหะแบบ persistent circulative ใช้เวลาเพียง 10 นาทีเท่านั้น ก็มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการ
ก่อให้เกิดโรคได้ ฯลฯ   

2. จากการสืบค้นข้อมูลจาก Genbank ภายใต้ Genus Begomovirus โดยอ้างอิงตามข้อก าหนด 
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Geminiviridae Study-Group Taxonomic 
Proposals, 2002) สามารถจ าแนกความแตกต่างของชนิดไวรัส ACMV รวมทั้งหมดจ านวน 10 ชนิด ดังนี้ 
African cassava mosaic virus(ACMV), East African cassava mosaic Cameroon virus(EACMCV), East 
African cassava mosaic Kenya virus(EACMKV), East African cassava mosaic Malawi virus(EACMMV), 
East African cassava mosaic virus(EACMV), East African cassava mosaic Zanzibar virus(EACMZV), 
Indian cassava mosaicvirus(ICMV), South African cassava mosaic virus(SACMV), Sri Lankan cassava 
mosaic virus(SLCMV) และ East African cassava mosaic virus-Uganda(EACMV-UG)  

3. ผลจากการส ารวจตัวอย่างและเก็บใบมันส าปะหลัง ในแปลงปลูกเกษตรกร จ.นครราชสีมา 
อ าเภอสี่คิ้ว และอ าเภอด่านขุนทด ได้ตัวอย่างจ านวน 40 ตัวอย่าง โดยลักษณะอาการที่พบ ได้แก่ ใบพืช
แสดงอาการอาการผิดรูป (ภาพที่ 1) ใบเหลือง (ภาพที่ 2) และพบเพลี้ยแป้งบนยอดของใบพืช และได้แสดง
รายละเอียดข้อมูลพืชที่ได้ส ารวจตามตารางที่ 1 

4. ก าลังด าเนินการตรวจวินิจฉัยตัวอย่างที่ส ารวจได้จ านวน 40 ตัวอย่าง เทคนิคทางเซรุ่มวิทยา
แบบ DAS-ELISA  ตามขั้นตอนของบริษัท Agdia น าผลการทดสอบในเบื้องต้นไปประกอบงานวิจัยเพ่ือให้ได้
วิธีการตรวจสอบต่อไป 

5. การตรวจวินิจฉัยตัวอย่างปี 2560 ที่ส ารวจได้จ านวน 40 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิคทางเซรุ่ม
วิทยาแบบ DAS-ELISA  ตามข้ันตอนของบริษัท Agdia สรุป ตรวจไม่พบเชื้อไวรัส  ACMV สาเหตุโรค
ใบด่างเหลืองมัน  
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ภาพที ่1 แสดงลักษณะอาการผิดรูปของใบมันส าปะหลัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2 แสดงลักษณะอาการเหลืองของใบมันส าปะหลัง 
 
ตารางที ่1 แสดงรายละเอียดของตัวอย่างใบมันส าปะหลังทีไ่ด้ส ารวจจากแหล่งปลูกจังหวัดนครราชสมีา 

 

ภาค จงัหวดั อ าเภอ ลกัษณะอาการทีส่ ารวจ
พบในมนัส าปะหลงั 

อายพุืช 
(เดอืน) 

พกิดัพื้นทีแ่ปลงปลกู 

ตะวนัออก 
เฉยีงเหนอื 

นครราชสมีา สีคิ้ว - ใบผิดรูป  
- ยอดผิดรูปพบเพลี้ย
แป้ง 

5 1)  ต าแหน่งที่ละติจูด 14 องศา 54.940 ลิปดาเหนือ 
ลองจิจูด 101 องศา 40.900 ลิปดาตะวนัออก 
(2)  ต าแหน่งที่ละติจูด 14 องศา 55.997 ลิปดาเหนือ 
ลองจิจูด 101 องศา 41.253 ลิปดาตะวนัออก 
 ด่านขุนทด - ใบด่างเหลือง  

 
3-5,7-8  1)  ต าแหน่งที่ละติจูด 16 องศา 05.833 ลิปดาเหนือ 

ลองจิจูด 101 องศา 42.567 ลิปดาตะวนัออก 
(2)  ต าแหน่งที่ละติจูด 16 องศา 09.491 ลิปดาเหนือ 
ลองจิจูด 101 องศา 43.789 ลิปดาตะวนัออก 
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สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

ได้ข้อมูลเบื้องต้นส าหรับประกอบการวิจัย ดังนี้ เชื้อไวรัส ACMV เป็นสาเหตุโรคใบด่างเหลืองมัน
ส าปะหลังอยู่ใน Family Geminiviridae Genus Begomovirus พบท าลายมันส าปะหลังที่ปลูกในแถบ
แอฟริกา อเมริกาใต้ อเมริกากลาง และแถบกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิก มีแมลงหวี่ขาวยาสูบ (Bemisia 
tabaci) เป็นพาหะแบบ persistent circulative ใช้เวลาเพียง 10 นาทีเท่านั้น ก็มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อ
การก่อให้เกิดโรคได้ ความแตกต่างของชนิดไวรัสอ้างอิงตามข้อก าหนดของ ICTV ได้ข้อมูลชนิดเชื้อไวรัส 
ACMV รวมทั้งหมดจ านวน 10 ชนิด ได้แก่ ACMV, EACMCV, EACMKVEACMMV, EACMV, EACMZV, 
ICMV, SACMV, SLCMV และ EACMV-UG ดังนั้น ในปี 2561 จ าเป็นต้องสืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อไวรัสใน 
Family Geminiviridae ภายใต้ Genus Begomovirus จาก GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
เพ่ิมเติมเพ่ือน ามาประกอบการวิจัยเพ่ือให้ได้วิธีการตรวจสอบต่อไป  

จากการส ารวจตัวอย่างและเก็บใบมันส าปะหลัง ปี 2560 ที่ในแปลงปลูกเกษตรกร จ.นครราชสีมา 
อ าเภอสี่คิ้ว และอ าเภอด่านขุนทด ได้ตัวอย่างจ านวน 40 ตัวอย่าง โดยลักษณะอาการที่พบได้แก่ ใบพืช
แสดงอาการอาการผิดรูป (ภาพที่ 1) ใบเหลือง (ภาพที่ 2) และพบเพลี้ยแป้งบนยอดของใบพืช และได้แสดง
รายละเอียดข้อมูลพืชที่ได้ส ารวจตามตารางที่ 1 เมื่อตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาแบบ DAS-
ELISA ตามข้ันตอนของบริษัท Agdia สรุป ตรวจไม่พบเชื้อไวรัส ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองมัน
ส าปะหลัง ดังนั้น ในปี 2561 จ าเป็นต้องออกส ารวจตัวอย่างเพ่ิมเติมเพ่ือเป็นข้อมูลประกอบการวิจัย 
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