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การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์มันส�ำปะหลังต้านทานโรคใบด่าง 
(Cassava Mosaic Disease)
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ABSTRACT
Cassava Mosaic Disease (CMD) is a very important disease that causes severe 

damage to cassava production. The objective of this research was to select cassava  
varieties resistant to CMD by using molecular markers.Two hundred and fifty varieties from 
Rayong Field Crops Research Center were collected and examined using molecular markers 
in the laboratory of Biotechnology Research and Development Office, Department of  
Agriculture from October 2017 to September 2019. In this research, three groups of  
molecular markers were used in selection for resistance to CMD. Group 1 included 4   
Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) and Simple Sequence Repeat markers (SSR),  
namely RME1, NS158, SSRY28 and NS169 which are flanking nearby the CMD resistance 
locus called CMD2. Group 2 consisted of 2 molecular markers, namely EST-LRR and  
NB-ARC domains-containing disease resistance protein (EST-R protein) and EST-Protein 
kinase superfamily protein (EST-Kinase) which were obtained from the expressed sequence 
tags of genes in response to cassava mosaic virus, the cause of CMD. Group 3 contained 
3 positions of Single Nucleotide Polymorphism (SNP) markers in Peroxidase gene, namely 
Ex2-78, Ex2-157 and Ex3-128. In total, 9 molecular markers were used to   search for  
cassava varieties showing DNA band patterns and nucleotide sequences similar to those of 
the CMD resistant variety named TME3. Results of the experiment revealed that there were 
2 varieties that showed the same DNA band patterns and nucleotide sequences as TME3 
in all 9 molecular markers, namely MMAL63 and CMR23-149-59. These varieties may be 
resistant to CMD. However, it is necessary to test their resistance against the actual  
cassava mosaic virus before using them  in the variety development scheme, and propagate 
for farmers.
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บทคัดย่อ
โรคใบด่างมันส�ำปะหลัง (Cassava  

Mosaic Disease ;CMD) เป็นโรคส�ำคญัทีส่ร้าง
ความเสียหายต่อผลผลิตมันส�ำปะหลังเป็นอย่าง 
มาก งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกพันธุ ์
มนัส�ำปะหลงัต้านทานโรคใบด่างโดยใช้เครือ่งหมาย 
โมเลกุล ท�ำการทดสอบกับเชื้อพันธุ์มันส�ำปะหลัง
จากศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองจ�ำนวนทั้งสิ้น 250 พันธุ์
โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลที่ห ้องปฏิบัติการ 
ของส�ำนักงานวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
กรมวิชาการเกษตร ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 
ถึงเดอืนกนัยายน 2562 โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ 
3 กลุม่ ในการคดัเลอืกพนัธุม์นัส�ำปะหลงัต้านทาน
โรคใบด่าง กลุ่มที่ 1 เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุล 
ชนิดสการ ์  (Sequence Character ized  
Ampli fiedRegion, SCAR) และเอสเอสอาร์  
(Simple Sequence Repeat, SSR) ที่ขนาบข้าง
อยู่ใกล้กับโลคัสต้านทานโรคใบด่างชื่อ CMD2 
จ�ำนวน 4 เครื่องหมาย ได้แก ่ RME1, NS158, 
SSRY28 และ NS169 กลุ่มที ่2 เป็นเครื่องหมาย
โมเลกุลทีค่ณะผูว้จิยัประยกุต์จากช้ินส่วนยนีทีต่อบ
สนองต่อเชื้อไวรัสสาเหตุของโรคใบด่างจ�ำนวน  
2 เครื่องหมาย ได้แก่ EST-LRR and NB-ARC 
domains-containing disease resistance  
protein (EST-R protein) และ EST-Protein 
kinase superfamily protein (EST-Kinase)  
กลุ ่มที่ 3 เป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิป  
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP)  
ในยีน Peroxidase จ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง ได้แก่  
Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 รวมทั้งสิ้น  
9 เครือ่งหมายเพือ่ค้นหาพันธุม์นัส�ำปะหลงัทีแ่สดง
แถบดีเอ็นเอและล�ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับ
พันธุ ์ต้านทานโรคใบด่างพันธุ์ TME3 ผลการ
ทดสอบ พบว่า มพัีนธุม์นัส�ำปะหลัง 2 พนัธุ ์ทีแ่สดง
แถบดีเอน็เอ และมลี�ำดับนวิคลีโอไทด์เช่นเดยีวกบั
พนัธุต้์านทาน TME3  ในทัง้ 9 เคร่ืองหมายโมเลกลุ 
ได้แก่ พันธุ์ MMAL63 และ CMR23-149-59  
ทั้ง 2 พันธุ์นี้อาจมีความเป็นไปได้ที่จะเป็นพันธุ์
ต้านทานโรคใบด่าง อย่างไรก็ตามมีความจ�ำเป็น 

ที่จะต ้องน�ำพันธุ ์ที่ ได ้จากการคัดเลือกด ้วย
เครื่องหมายโมเลกุลไปท�ำการทดลองกับเชื้อ 
สาเหตุโรคจริง ก่อนการน�ำพันธุ์ดังกล่าวไปใช้ใน
การพัฒนาพันธุ์และเผยแพร่แก่เกษตรกรต่อไป

ค�ำส�ำคญั: มันส�ำปะหลงั, โรคใบด่างมันส�ำปะหลงั, 
การคัดเลือกพันธุ์โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล 

บทน�ำ
มันส�ำปะหลัง (Manihot esclenta 

Crantz) เป็นพืชเศรษฐกิจส�ำคัญชนิดหนึ่งของ
ประเทศไทย โดยมพีืน้ทีเ่พาะปลกูทัง้หมดประมาณ 
8.7 ล้านไร่ ปลกูมากเป็นอนัดับท่ี 3 ของโลกรองจาก 
ประเทศไนจีเรียและประเทศคองโก (ส�ำนักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2562) ในปี พ.ศ. 2561 
ประเทศไทยมีปริมาณการส่งออกผลิตภัณฑ์ 
มันส�ำปะหลังมูลค่า 98,504 ล้านบาทโดยสินค้า 
ที่ส่งออกมากที่สุด คือ แป้งมันส�ำปะหลัง มลูค่า 
44,590 ล้านบาท (ศูนย์สารสนเทศการเกษตร,  
2562) ปัญหาการลดลงของผลผลิตมันส�ำปะหลัง
สาเหตุหนึ่ง เนื่องจาก โรคใบด่างมันส�ำปะหลัง 
ที่เกิดจากเชื้อไวรัส Cassava mosaic virus 
(CMV) โดยมีแมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci)  
เป็นพาหะน�ำโรค พบการแพร่ระบาดของโรค 
ใบด่างมันส�ำปะหลังในประเทศทางแอฟริกา เช่น 
ยกูนัดา แทนซาเนยี และมาดากัสการ์ (Legg and 
Thresh, 2000) ส่วนในทวปีเอเชยี พบการระบาดใน
ประเทศอนิเดยีและประเทศศรลีงักา ปัจจบุนันีเ้กดิ
ปัญหาการแพร่ระบาดของโรคใบด่างมนัส�ำปะหลงั 
ในพื้นที่ประเทศกัมพูชา และประเทศเวียดนาม 
รวมถึงประเทศไทยซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส 
CMV สายพันธุ ์  S r iLankan (SLCMV)  
มนัส�ำปะหลงัทีเ่ป็นโรคนีจ้ะแสดงอาการ ใบด่างจนถงึ
เหลอืง ใบเสียรปูทรง ต้นเตีย้ ล�ำต้นแคระแกรน็ 
และท�ำให ้ผลผลิตลดลงมากกว ่า 80% ซึ่ง 
กรมวิชาการเกษตรก�ำหนดแนวทางป้องกันแก้ไข
และเฝ้าระวงัโรคใบด่างมนัส�ำปะหลงัอย่างใกล้ชิด 
(ภูวนาถและคณะ, 2561) การคัดเลือกพันธุ ์ 
มันส�ำปะหลงัต้านทานโรคใบด่างโดยใช้เครือ่งหมาย 
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โมเลกลุเป็นอกีวธิหีนึง่ทีช่่วยป้องกนัการเกดิปัญหา
โรคใบด่างมันส�ำปะหลังได้

Akano et al., (2002) รายงานว่าต�ำแหน่ง
บนโครโมโซมโลคัส CMD2 เป็นโลคัสเด่ียว 
และเป็นตัวหลักลักษณะเด่น (a monogenic, 
dominant locus) ท่ีควบคุมความต้านทานโรค 
ใบด่างมันส�ำปะหลัง อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงาน 
ว่าโลคัส CMD2 มียีนชนิดใดบรรจุอยู่ ซึ่งโลคัส 
CMD2 มาจากมันส�ำปะหลังพันธุ์ TME3 และมี
การพบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสการ์ และเอสเอ
สอาร์ที่ขนาบข้างอยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 จ�ำนวน 
4 เครื่องหมาย ได้แก่ RME1, NS158, SSRY28 
และ NS169 โดยมีต�ำแหน่งบนโครโมโซมห่าง 
จากโลคัส CMD2 เป็นระยะทาง 4, 7, 9 และ  
16 เซนติมอร์แกน ตามล�ำดับ (Akano et al., 
2002; Lokko et al., 2005; Fregene et al., 2006; 
Okogbenin et al., 2007) มีรายงานความส�ำเร็จ
ในการใช้เครื่องหมายโมเลกุลเหล่านี้ในการ 
คัดเลือกพันธุ์มันส�ำปะหลังต้านทานโรคใบด่าง 
(Ribeiro et al., 2012; Carmo et al., 2015)  
ขณะที่ Wolfe et al., (2016) รายงานต�ำแหน่ง
เครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase 
(Cassava4.1_029175) ท่ีให้ความแตกต่าง
ระหว่างมันส�ำปะหลังกลุ่มพันธุ์ต้านทานกับกลุ่ม
พันธุ์ที่อ่อนแอกว่า จ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง ได้แก่  
Ex2-78 (Exon2 นิวคลีโอไทด์ที่ 78), Ex2-157 
(Exon2 นิวคลีโอไทด์ที่ 157) และ Ex3-128 
(Exon3 นิวคลีโอไทด์ที่ 128)

จากฐานข้อมลู NCBI รายงานชิน้ส่วนยนี
ของมนัส�ำปะหลังท่ีแสดงออกในการตอบสนองต่อ
เชื้อไวรัส CMV ได้แก่ ยีน LRR and NB-ARC 
domains-containing disease resistance  
protein และ ยีน Protein kinase superfamily 
p ro t e i n  ซึ่ ง ยี น  LRR and  NB-ARC  
domains-containing disease resistance  
protein เมื่อถูกแปลรหัสเป็นโปรตีนแล้วจะท�ำ
หน้าที่ในการรับรู้เชื้อโรค (Recognition) และ 
ส่งสัญญาณกระตุ ้นให้ระบบภูมิคุ ้มกันท�ำงาน  
(Van Ooijen et al., 2008) ส�ำหรับยีน Protein 

kinase superfamily protein เม่ือถูกแปลรหัส 
เป็นโปรตีนแล้วจะท�ำหน้าที่เป็นเอนไซม์เติมหมู่
ฟอสเฟตให้โมเลกุลของโปรตีนต่าง ๆ (Protein 
phosphorylation) ซึ่งมีรายงานว่า โปรตีนไคเนส
เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณในเซลล์หลังจากการ
รับรู้เชื้อโรคของพืช (Romeis, 2001) งานวิจัยนี้ 
จึงน�ำเครื่องหมายโมเลกุลดังกล่าว มาใช้ในการ 
คัดเลือกมันส�ำปะหลังพันธุ์ต่าง ๆ เพื่อค้นหาพันธุ์
มันส�ำปะหลังที่แสดงแถบดีเอ็นเอและล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธุ์ต้านทานโรคใบด่าง 
ซึ่งพันธุ ์ที่คัดเลือกได้จะเป็นพันธุ ์ candidate  
ที่อาจมีความต้านทานต่อโรคใบด่างมันส�ำปะหลัง 

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส�ำปะหลัง

ตัวอย่างพันธุมั์นส�ำปะหลงัทีจ่ะน�ำมาคัดเลอืก  
โดยได้รบัความอนเุคราะห์จากศนูย์วจิยัพชืไร่ระยอง 
จ�ำนวนทัง้สิน้ 250 พนัธุ ์(Table 1) โดยเปรยีบเทยีบ 
กับพันธุ์ต้านทาน TME3 ที่ได้รับความอนุเคราะห์
ใบมันส�ำปะหลังจากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ์ 
ในการทดลองนี้ได้ใช้พันธุ์ KU50 เป็น negative 
centrol เนื่องจาก พันธุ ์ KU50 มีฟีโนไทป ์
ที่อ่อนแอต่อโรคใบด่างมันส�ำปะหลังตามรายงาน
ของ Bi et al., (2010) การคัดเลือกพันธุ  ์
มันส�ำปะหลงัต้านทานโรคใบด่างด้วยเครือ่งหมาย
โมเลกุลเพื่อหาพันธุ์ candidate ต้านทานโรค 
ใบด่าง ได้ด�ำเนินการในปีงบประมาณ 2561 
จ�ำนวน 100 พันธุ์ และในปีงบประมาณ 2562 
จ�ำนวน 150 พนัธุ ์ โดยเกบ็ตวัอย่างใบมนัส�ำปะหลงั 
จากส่วนยอด จากต้นมันส�ำปะหลังอายุ 12 เดือน 
มาสกัดดี เอ็นเอ โดยวิธี  CTAB (cetyl t r i 
methylammonium bromide) น�ำดีเอ็นเอ 
มาตรวจสอบคุณภาพและวัดความเข้มข้นด้วย
เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม Biodrop (UK) 
จากนั้น น�ำมาเจือจางด้วย TE (Tris-EDTA)  
buffer หรือน�้ำให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพือ่น�ำไปท�ำปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) ต่อไป
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Table 1	 List of 250 cassava varieties examined using molecular markers

No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety
1 Kaset

Lopburi
33 CMR36-

55-166
65 CMR50-

41-1
97 MCOL 

2306
129 CM681-2 161 CMK23-

27-30
193 CMR33-

18-101
225 27-77-10

2 Rayong1 34 CMR37-
18-189

66 CMR50-
73-6

98 MCOL 
2016*

130 CMR25-
82-88

162 56/5 194 CMR31-
06-104

226 CM3306-4

3 Rayong2 35 CMR37- 
18-201

67 OMR50-
13-26

99 MCOL 
1890

131 CMR34-
44-40

163 CMR23-
126-17

195 CMR36-
25-67

227 CM4574-7

4 Rayong3 36 CMR38-
125-77

68 CMR51-
04-42

100 MBRA18 132 CMK23-67-
313

164 CMR23-
149-59

196 CMR34-
79-152

228 CMR60-
36-16

5 Rayong5 37 CMR41-
42-3

69 CMR51-
13-14

101 MCOL22 133 CMR23-17-
276*

165 CM781-2 197 CMR36-
71-27

229 CMR60-
36-27

6 Rayong7 38 CMR41-
109-72

70 CMR51-
23-14

102 MENTEGA 134 CM3299-22 166 CMR25-
32-502Q

198 CMR23-
17-51

230 CMR60-
36-48

7 Rayong9 39 CMR41-
112-21

71 CMR51-
34-6

103 NEP 
HONGHA

135 CM6125-
125

167 CMR23-
102-65

199 CM323-
375

231 CMR60-
48-14

8 Rayong11 40 CMR42-
01-2

72 CMR51-
43-69

104 YOLK 136 CM342-55 168 CMR23-
149-128

200 Monton 232 CMR60-
48-29

9 Rayong
86-13

41 CMR42-
44-98

73 CMR53-
87-20

105 297 137 01-77-1 169 CMR25-
33-134Q

201 MCOL 
198

233 CMR60-
36-12

10 Rayong60 42 OMR42-
16-37

74 CMR53-
106-24

106 298 138 CMR28-
05-13

170 (V3 x R) 
21-16

202 MCOL 32 234 CR35

11 Rayong72 43 CMR43-
08-89

75 OMR53-
03-6

107 315 139 CMC84 171 CM4777 
-2 (ciat)

203 MCOL 
2360

235 CR1

12 Rayong90 44 CMR44-
03-57

76 Manop 108 456 140 CMR23-
149-117

172 SC8 204 MBRA 
781

236 CR79

13 KU50 45 CMR44-
29-12

77 Soidao 109 CM125-22 141 CMH22-
77-1

173 CMR23-
26-2

205 MPAR 75 237 CR61

14 KU72 46 OMR44-
23-34

78 GR 891 110 CM6125-
117

142 CMR26-
65-13

174 (V1 x R) 
21-8

206 MMEX 92 238 CR59

15 KU75 47 OMR45-
27-76

79 KATEH 111 CMR30-
05-12

143 CMR31-
19-14

175 CMR25-
104-42

207 MVEN 
164

239 CR17-193

16 HB60 48 CMR46-
30-264

80 KM98-1 112 CMR23-
117-4

144 CMR32-
24-20

176 SR18-
127

208 MCUB8 240 CR30

17 HB80 49 CMR46-
31-7

81 MBRA12 113 CM407-30 145 SM937-8 177 CMR26-
38-7

209 MIND4 241 CR100

18 Pirun1 50 CMR46-
47-137

82 MCOL
912B

114 CMR35-
26-369

146 CMR25-34-
112

178 CMR24-
14-183

210 MARG9 242 CR61

19 Pirun2 51 CMR46-
55-23

83 MCOL
1098

115 CM3306-3 147 CMR23-20-
23Q

179 CMR25-
24-384

211 MPAR 51 243 CR126

20 CM3299-15 52 CMR47-
02-9

84 MCUB23 116 CMR25-
32-429Q

148 Variegated 180 MMEX 
59*

212 MPAR 38 244 CR63

21 CR19 53 CMR47-
30-8

85 MECU72 117 CMR26-
65-192

149 CMR23-
126-122

181 CMR30-
238-34

213 MBRA 
233

245 C101

22 SM2277-23 54 CMR48-
20-17

86 MMAL63 118 CMR23-
126-161

150 CMR31-37-
105

182 Yellow 
root

214 MCUB 40 246 CR18

23 CMR26-
08-61

55 CMR48-
35-1

87 MPER325 119 CMR23-
149-118

151 CMR26-
08-61

183 V.30 215 MPER 
489

247 CR24

24 OMR26-
14-9

56 CMR48-
53-48

88 MVEN 
297A

120 CMR25-
38-157Q*

152 (V3 x R) 
20-15

184 CMR25-
30-194Q

216 MECU 41 248 CR12

25 OMR29 
-20-118

57 CMR49-
22-227

89 NANZHI 
199

121 29-77-19 153 (V3 x R) 
20-10

185 CMK23-
70-3

217 MVEN 
174

249 CR25

26 CMR30-
71-25

58 CMR49-
54-10

90 SC5 122 CMR28-
72-131

154 CMR25-55-
28*

186 CMR23-
84-8

218 CG7-64 250 CMR60-
36-1

27 CMR31-
42-20

59 CMR49-
54-67

91 SC201 123 SMH22-
03-1

155 Sriracha1 187 CMR23-
51-10

219 R3S1_1

28 CMR32-
94-121

60 CMR49-
89-70

92 YOD 
KHAM

124 CMR23-
113-14

156 CMR31-06-
103

188 SV25-
21-1

220 R5S1_7

29 CMR33-
38-48

61 CMR50-
20-2

93 MCOL 
1752

125 CM4049 
UJ

157 CMR25-
105-47

189 Variegated 
(green)

221 MCOL 
1684

30 CMR35-
21-199

62 CMR50-
20-114

94 MPER183 126 CMR23-
149-67

158 CMR23-
107-4

190 CMC72 222 MCOL 22

31 CMR35-
22-348

63 CMR50-
30-23

95 HANATEE 127 CMH22-
04-1Q

159 CMR24-
89-65

191 CMR35-
26-303

223 MECU 71

32 CMR35-
112-1

64 CMR50-
34-80

96 BATHANG 128 29-77-5 160 CM3299-14 192 CMR33-
35-69

224 MNGA1
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2.	การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลชนิดสการ์ เอสเอสอาร์ และอีเอสที

ท�ำการสบืค้นข้อมลูล�ำดบัเบสไพรเมอร์ของ
เครื่องหมายโมเลกุลชนิดสการ์ และเอสเอสอาร ์
จากรายงานวจัิยของ Carmo et al., (2015) ส�ำหรบั 
ล�ำดับเบสไพรเมอร์ของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด 
อเีอสท ีคณะผูว้จิยัประยกุต์ขึน้จากข้อมลูล�ำดบัเบส
ของชิ้นส่วนยีนที่แสดงออกในการตอบสนองต่อ
เชื้อไวรัส CMV ซึ่งสืบค้นจากฐานข้อมูล NCBI 
โดย EST-R protein รหัสในฐานข้อมูล คือ  
dbESTId 77982922 GenBank Acc JZ167361 
และ EST-Kinase รหัสในฐานข้อมูล คือ  
dbESTId 77982924 GenBank Acc JZ167363 
จากนัน้ สงัเคราะห์ไพรเมอร์ จ�ำนวน 6 คู่ไพรเมอร์  
(Table 2) 

ท�ำการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของมนัส�ำปะหลงั 
พันธุ ์ ท่ีน�ำมาคัดเลือกจ�ำนวน 250 พันธุ ์ โดย 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอของมันส�ำปะหลังพันธุ ์
ต้านทานชือ่ TME3 โดยใช้ Taq DNA Polymerase,  

recombinant (Thermo Scientific, USA) ใน
ปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย
ดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, 1X Taq buffer with 
(NH4)2SO4, 0.2 mM ส�ำหรับ dNTP แต่ละชนิด, 
0.4 µM forward primer, 0.4 µM reverse primer, 
1.5 mM MgCl2, Taq DNA Polymerase 1U 
ปรบัปริมาตรให้ครบด้วยน�ำ้ จากน้ัน น�ำสารทีผ่สม
แล้วเข้าเครือ่งเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยต้ังโปรแกรม 
อณุหภมู ิPre-denaturation 94°oซ. 5 นาท ีจ�ำนวน 
1 รอบ และต้ังรอบให้เครือ่งท�ำงาน 3 ขัน้ตอน ดงันี้ 
Denaturation 94°oซ. 40 วินาที, Annealing  
55-56°oซ. 40 วินาที, Extension 72°oซ. 30-60 
วินาที จ�ำนวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน  
Final extension 72°oซ. 5 นาที อีก 1 รอบ  
ตรวจวิเคราะห์ผลโดยท�ำอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจล 
อะกาโรส 2% ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และ 
น�ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อมบันทึกภาพด้วย
เครือ่ง Gel-Doc UV Transilluminator (Bio-Rad 
Laboratories, USA)

Table 2	 Sequence of primers SCAR, SSR, and EST markers which were used in assisted 
selection for resistance to Cassava Mosaic Disease (CMD)

Primer 
name

Marker 
type

Sequence
Annealing 

temperature 
(°oC)

Extension 
time per 

cycle (sec)

Expected 
allele size 

(bp)
RME1 SCAR F : ATGTTAATGTAATGAAAGAGC

R : AGAAGAGGGTAGGAGTTATGT
56 60 700

NS158 SSR F : GTGCGAAATGGAAATCAATG
R : TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA

55 30 166

SSRY28 SSR F : TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG
R : GCTGCGTGCAAAACTAAAAT

55 30 180

NS169 SSR F : GTGCGAAATGGAAATCAATG
R : GCCTTCTCAGCATATGGAGC

55 30 319

EST-R EST F : TGAGAAGGGAAATCGCAGGA
R : GAGGACTTCAACCATGCCAT

55 60 500

EST-K EST F : ACTTGCTCATGGCCATGCTC
R : CAGAGCCTTGTTCTGAAGAAG

55 60 600
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3.	การตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิป
ใช้เทคนิค Pyrosequencing ซึ่งเป็นการ

หาล�ำดับของนิวคลีโอไทด์ โดยการสังเคราะห์สาย
ดีเอ็นเอและอาศัยการตรวจจับ pyrophosphate 
ทีถ่กูปลดปล่อยออกมาจาก nucleotide triphosphate  
ในระหว่างการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ (มณฑล, 
2554) ท�ำการสังเคราะห์ไพรเมอร์ที่ใช้ในการ 
ตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิปในยีน 
Peroxidase 3 ต�ำแหน่ง ได้แก่ Ex2-78, Ex2-157 
และ Ex3-128 จ�ำนวน 7 เส้น (Table 3) เพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอของมนัส�ำปะหลังพันธุ ์candidate 
ที่อาจจะเป็นพันธุ์ต้านทานโรค CMD จากการ 
คดัเลอืกด้วยเครือ่งหมายโมเลกลุ RME1, NS158, 
SSRY28, NS169, EST-R protein และ  
EST-Kinase เรียบร้อยแล้ว เปรียบเทียบกับ
ดีเอ็นเอของมันส�ำปะหลังพันธุ์ต้านทาน TME3 
โดยใช้ชุด PyroMark PCR (Qiagen, Germany) 
ในปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
ดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัม, 1XPyroMark PCR  
Master Mix, 1X Coral Load Concentrate,  

0.2 µM forward primer, 0.2 µM reverse primer 
(biotin label) ปรบัปริมาตรให้ครบด้วยน�ำ้ จากนัน้  
น�ำสารที่ผสมแล้วเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-denaturation  
95°oซ. 15 นาที จ�ำนวน 1 รอบ และตั้งรอบให้
เครื่องท�ำงาน 3 ขั้นตอน ดังน้ี Denaturation  
94°oซ. 30 วินาที, Annealing 56-62°ซ. 30 วินาที, 
Extension 72°oซ. 30 วินาที จ�ำนวน 45-50 รอบ 
ตามด้วยขั้นตอน Final extension 72°oซ. 10 นาที
อีก 1 รอบ ตรวจสอบผลโดยท�ำอิเล็กโทรโฟรีซิส
ในเจลอะกาโรส 1.5% ย้อมด้วยเอธิเดยีมโบร์ไมด ์
และน�ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อมบันทึกภาพ 
ด้วยเครื่อง Gel-Doc UV Transilluminator  
(Bio-Rad Laboratories, USA) จากน้ัน น�ำผลผลติ
พซีอีาร์ท่ีเหลอืไปเข้าเคร่ืองหาล�ำดบัของนิวคลโีอไทด์  
PyroMark Q48 Autoprep (Qiagen, Germany) 
โดยใช้ชดุน�ำ้ยาตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกลุชนดิ
สนิป PyroMark Q48 Advance Reagents 
(Qiagen, Germany) ซึ่งสามารถบอกล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์ ณ ต�ำแหน่งที่ต้องการศึกษาได้

Table 3	 Sequence of the primers of SNP markers which were used in Pyrosequencing assay

SNP point Primer name Sequence Purpose

Exon2 (78/157) Ex2_78-157FP GTAGCTGTTTGCAGGGATGTGAC DNA amplification

Ex2_78-157RPB : Biotin label TTGAAACTGCATCTCGAGCTACTA

Ex2-78 Ex2_78SP TCCCAAACCAAACCT Sequencing

Ex2-157 Ex2_157SP TCTTGCGCTGATACC Sequencing

Exon3 (128) Ex3_128FP CCATCTCCTTTTGCCAACATAA DNA amplification

Ex3_128RPB : Biotin label ACAAGGTCCTTAACATTTAAACCC

Ex3-128 Ex3_128SP CTTAAACAAAATTTTGCTG Sequencing
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ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	การคัดเลือกพันธุ์มันส�ำปะหลังต้านทานโรค 
ใบด่างโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสการ์  
ชนิดเอสเอสอาร์ และชนิดอีเอสที

พนัธุม์นัส�ำปะหลงั candidate ทีต้่านทาน
ต่อไวรัสโรคใบด่าง จะต้องแสดงแถบดีเอ็นเอเช่น
เดียวกับพันธุ์ต้านทาน TME3 ทั้งในเครื่องหมาย
โมเลกุล RME1 และ NS158 เป็นอย่างน้อย 
เนือ่งจากมรีายงานว่า 2 เครือ่งหมายโมเลกลุนี ้อยู่
ใกล้กับโลคัส CMD2 มากที่สุดเป็นล�ำดับที่ 1 และ 
2 โดยมีระยะห่าง 4 และ 7 เซนติมอร์แกน ตาม
ล�ำดับ (Carmo et al., 2015) ขณะที่พันธุ ์
เกษตรศาสตร์ 50 (KU 50) ที่ใช้เป็น  negative 
control มรีายงานว่าแสดงฟีโนไทป์อ่อนแอต่อโรค
ใบด่างมันส�ำปะหลัง เมื่อใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรีย
เป็นพาหะในการถ่ายโคลนไวรัสสาเหตุโรคใบด่าง
เข้าสู ่ใบมันส�ำปะหลังหรือเรียกว่าวิธี Agro- 
inoculation (Bi et al., 2010) จากผลการทดลอง
พบว่า พันธุ์มันส�ำปะหลังที่แสดงแถบดีเอ็นเอใกล้
เคียงกับพันธุ์ต้านทาน TME3 และมีแนวโน้มที่จะ
เป็นพันธุ์ต้านทานรวมทั้งส้ิน 14 พันธุ์ โดยพันธุ ์
candidate ท่ีคัดเลือกได้ในปีงบประมาณ 2561 
ได้แก่ MMAL63, พิรุณ2, MBRA18, ระยอง11, 
CMR49-22-227, CMR49-54-10 และ  
CMR49-54-67 (Figure 1) พันธุ์ candidate ที่
คัดเลือกได้ในปีงบประมาณ 2562 ได้แก่ CMR 
23-149-59, MNGA 1, CMR 33-35-69,  
CMR 28-05-13, CM 4574-7, MECU 71 และ  
01-77-1 (Figure 2) ซึ่ง CIAT (2007) รายงาน
ว่า พันธุ์ MNGA1 แสดงฟีโนไทป์ต้านทานต่อโรค
ใบด่างมันส�ำปะหลังที่เกิดจากเชื้อไวรัส CMV  
สายพันธุ์ Indian (ICMV) พันธุ์ MECU 71 และ  
CM 4574-7 ได ้รับคัดเลือกให ้ เป ็นพันธุ ์  
candidate เนื่องจาก มีรายงานในต่างประเทศ 

ว่าพนัธุ ์MECU 71 และ CM 4574-7 แสดงฟีโนไทป์ 
ต้านทานโรค CMD (unpublished data)  
โดยทั้ง 2 พันธุ์นี้ แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับ
พันธุ ์ต้านทาน TME3 ในเครื่องหมายโมเลกุล 
RME1 ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่อยู ่ใกล้กับโลคัส 
CMD2 มากที่สุดด้วย

พันธุ์ 01-77-1 ได้รับคัดเลือกให้เป็นพันธุ์ 
candidate เนื่องจาก เมื่อท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วย
เครื่องหมายโมเลกุล EST-R protein จะปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 530 bp แตกต่าง 
จากพันธุ์อื่น ๆ รวมทั้งแตกต่างจากพันธุ์ต้านทาน 
TME3 ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
500 bp (Figure 2, EST-R) ซึ่งวิเคราะห์ได้ว่า
พันธุ ์ 01-77-1 มีล�ำดับดีเอ็นเอของยีน LRR  
and NB-ARC domains-containing disease 
resistance protein ท�ำให้มีความเป็นไปได้ที่พันธุ์ 
01-77-1 นี้จะมีลักษณะความต้านทานโรค CMD 
แตกต่างจากพันธุ์อื่น

ส�ำหรบัเครือ่งหมายโมเลกุล EST-Kinase 
เมื่อน�ำมาทดสอบจีโนไทป์ของมันส�ำปะหลัง 
จ�ำนวน 250 พันธุ์ เปรียบเทียบกับพันธุ์ต้านทาน 
TME3 ไม่ปรากฏความแตกต่างระหว่างพันธุ ์  
ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลได้เป็น 2 ข้อ ดังนี้  
ข้อที่ 1 ความต้านทานโรค CMD อาจไม่มี 
ความเกี่ ยวข ้ องกับยีน  Pro te in  k inase  
superfamily protein ที่ท�ำการทดสอบ หรือ 
ข้อที่ 2 ความต้านทานโรค CMD อาจมีความ
เกี่ยวข้องกับยีน Protein kinase superfamily 
protein ทีท่�ำการทดสอบแต่แสดงความแตกต่าง
ระหว่างพันธุ์ต้านทาน และพันธ์อ่อนแอในระดับ 
นวิคลโีอไทด์ ซึ่งไม่สามารถเห็นความแตกต่างได้
ด้วยขนาดของแถบดีเอ็นเอ ต้องท�ำการหาล�ำดับ
ดีเอ็นเอ จึงจะสามารถเห็นความแตกต่างได้
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Figure 2	 Molecular marker analysis of cassava varieties in 2019 using RME1, NS158, SSRY28, NS169, 
EST-R and EST-K. Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = TME3 (resistant), Lane 2 = KU 50  
(susceptible, negative control), Lane 3 = MCUB 23 (negative control), Lane 4 = 01-77-1,  
Lane 5 = CMR28-05-13, Lane 6 = CMR23-149-59, Lane 7 = CMR33-35-69, Lane 8 = MECU 71,  
Lane 9 = MNGA 1, Lane 10 = CM 4574-7, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder plus

(unpublished data) โดยทั้ง 2 พันธุ์นี้แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธุ์ต้านทาน TME3 
ในเครื่องหมายโมเลกุล RME1 ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 มากทีสุ่ดด้วย 
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พันธุ์ 01-77-1 ได้รับคัดเลือกให้เป็นพันธุ์ candidate 

เนื่องจากเมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล EST-R protein 
จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 530 bp แตกต่างจากพันธุ์อื่น ๆ รวมทั้งแตกต่างจากพันธุ์ต้านทาน 
TME 3 ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp (Figure 2, EST-R) ซึ่งวิเคราะห์ได้ว่าพันธุ์ 01-77-1 
มีลําดับดีเอ็นเอของยีน LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance protein 
ทําให้มีความเป็นไปได้ที่พันธุ์ 01-77-1 นี้จะมีลักษณะความต้านทานโรค CMD แตกต่างจากพันธุ์อื่น 

สําหรับเครื่องหมายโมเลกุล EST-Kinase เมื่อนํามาทดสอบจีโนไทป์ของมันสําปะหลังจํานวน 250 
พันธุ์เปรียบเทียบกับพันธุ์ต้านทาน TME3 ไม่ปรากฏความแตกตา่งระหว่างพันธุ์ ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลได้เป็น 
2 ข้อดังนี้ ข้อที่ 1 ความต้านทานโรค CMD อาจไม่มีความเกี่ยวข้องกบัยีน Protein kinase superfamily 
proteinที่ทําการทดสอบ หรือข้อที่ 2 ความต้านทานโรค CMD อาจมีความเกี่ยวข้องกับยีน Protein kinase 
superfamily protein ที่ทําการทดสอบแต่แสดงความแตกต่างระหว่างพันธุ์ต้านทาน 
และพันธ์อ่อนแอในระดับนิวคลีโอไทด ์ซึ่งไม่สามารถเห็นความแตกต่างได้ด้วยขนาดของแถบดเีอ็นเอ 
ต้องทําการหาลําดบัดีเอ็นเอ จึงจะสามารถเห็นความแตกต่างได ้

 
2. การตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิป 

 จากการตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase จํานวน 3 ตําแหน่ง ประกอบด้วย 
Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ที่มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับความต้านทานโรค CMD (Wolfe et al., 
2016)ในพันธุ์ candidate 14 พันธุ์ที่มีความเป็นไปได้ที่อาจจะเป็นพันธุ์ต้านทานโรค CMD 

Figure 1	 Molecular marker analysis of cassava varieties in 2018 using RME1, NS158, SSRY28,  
NS169, EST-R and EST-K. Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = TME3 (resistant), Lane 2 = KU 50 
(susceptible, negative control), Lane 3 = MCUB 23 (negative control), Lane 4 = Rayong 11,  
Lane 5 = Pirun 2, Lane 6 = CMR 49-22-227, Lane 7 = CMR 49-54-10, Lane 8 = CMR 49-54-67,  
Lane 9 = MMAL 63, Lane 10 = MBRA 18, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder
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2.	การตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิป
จากการตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุล

ชนิดสนิปในยีน Peroxidase จ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง 
ประกอบด้วย Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 
ที่มีรายงานว่าเก่ียวข้องกับความต้านทานโรค 
CMD (Wolfe et al., 2016) ในพันธุ์ candidate 
14 พันธุ์ ท่ีมีความเป็นไปได้ที่อาจจะเป็นพันธุ์
ต ้านทานโรค CMD จากการคัดเลือกด ้วย
เครื่องหมายโมเลกุล RME1, NS158, SSRY28, 
NS169, EST-R protein และ EST-Kinase 

เรียบร้อยแล้ว โดยเปรียบเทียบกับพันธุ์ต้านทาน 
TME3 พบว่า พันธุ ์ MMAL63, ระยอง 11, 
CMR49-22-227, CMR 23-149-59, MNGA 1, 
CMR 28-05-13 และ MECU 71 มีล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธุ์ต้านทาน TME3  
ณ ต�ำแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิปทั้ง  
3 ต�ำแหน่ง โดยต�ำแหน่ง Ex2-78, Ex2-157  
และ Ex3-128 มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เป็นแบบ 
โฮโมไซกัส GG, TT และ TT ตามล�ำดับ  
(Table 4)

Table 4	 Genotype of SNP markers in Peroxidase gene using Pyrosequencing assay SNP 
Markers

Cassava variety
SNP Markers

Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128
TME3 GG TT TT
KU 50 GG TT TT
MCUB 23 GA TT CT
MMAL 63 GG TT TT
Pirun 2 GA TT CT
MBRA 18 GA TT CT
Rayong 11 GG TT TT
CMR 49-22-227 GG TT TT
CMR 49-54-10 GG TT CT
CMR 49-54-67 GG TT CT
CMR 23-149-59 GG TT TT
MNGA 1 GG TT TT
CMR 33-35-69 GG TT CT
CMR 28-05-13 GG TT TT
CM 4574-7 GG TT CT
MECU 71 GG TT TT
01-77-1 GG TT CT

ผลการทดลองโดยรวมของเครื่องหมาย
โมเลกุลท้ัง 3 กลุ่ม พบว่า พันธุ์มันส�ำปะหลัง 
ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธุ์ต้านทาน 
TME3 ทั้งในเครื่องหมายโมเลกุลกลุ่มที่ 1 ซึ่ง 
ขนาบข้างอยูใ่กล้กบัโลคสั CMD2 และเครือ่งหมาย
โมเลกุลกลุ่มท่ี 2 ท่ีประยุกต์มาจาก Expressed 
sequence tag (EST) ของชิน้ส่วนยีนทีแ่สดงออก
ในการตอบสนองต่อเชื้อไวรัส CMV รวมทั้งมี 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธุ ์ต้านทาน 
TME3 ณ ต�ำแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลกลุ่มที่ 3 
ซึง่เป็นชนดิสนปิ รวมทัง้สิน้ 9 เครือ่งหมายโมเลกลุ 
(Table 5) มีจ�ำนวน 2 พันธุ์ ได้แก่ MMAL 63 
และ CMR 23-149-59 อย่างไรก็ตามส�ำหรบัพนัธุ ์
CMR 23-149-59 เม่ือทดสอบด้วยเครื่องหมาย
โมเลกุล NS158 ที่อยู ่ใกล้กับโลคัส CMD2  
เป็นล�ำดับที่ 2 ได้แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความ 
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ใกล้เคียงกับพันธุ์ต้านทาน TME3 ในช่วงขนาด
แถบดีเอ็นเอที่มีรายงานว่ามีความเกี่ยวข้องกับ
ความต้านทานโรค ได้แก่ 166 bp (Carmo et al.,  
2015) แต่มีแถบดีเอ็นเอขนาดอื่น ที่ต�ำแหน่ง 
บนสุดปรากฏมาด้วย (Figure 2) และจากการ

ทดลอง พบว่า พันธ ุMCUB 23 มีจใีนไทป์ ทีแ่ตกต่าง 
จากพนัธุต้์านทาน TME 3 แต่ใกล้เคียงกับพนัธุ ์KU 
50 (พนัธุอ่์อนแอ) ทัง้ 4 เครือ่งหมาย ดงัน้ัน ในการ
ศึกษาคัดเลือกพันธุ์ต้านทานครั้งต่อไปอาจน�ำเอา
พนัธุ ์MCUB 23 มาใช้เป็น negative control ได้

Table 5	 Summary of genotype of cassava varieties compared with the resistant variety TME3

Variety
SCAR and SSR markers EST markers SNP markers

RME1 NS158 SSRY28 NS169 EST-R EST-K Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128

TME 3 √√ √√ √√ √√ √√ √√ √ √√ √√ √ √√

KU 50 × × √√ × √√ √√ √ √√ √√ √ √√

MCUB 23 × × × × √√ √√ × √√ ×

MMAL 63 √√ √√ √√ √√ √√ √√ √ √√ √√ √ √√

Pirun 2 √√ √√ × √√ √ √ × √ ×

MBRA 18 √√ √√ × √√ √ √ √√ × √√ ×

Rayong 11 √√ √ √* × √√ √√ √√ √√ √√ √ √√

CMR 49-22-227 √√ √√* × √√ √√ √√ √√ √√ √√ √

CMR 49-54-10 √√ √√* × √√ √√ √√ √√ √√ ×

CMR 49-54-67 √√ √√* × √√ √ √ √√ √√ √√ ×

CMR 23-149-59 √√ √ √* √√ √√ √ √ √√ √√ √√ √ √√

MNGA 1 √√* √√* × √√ √ √ √√ √√ √√ √ √√

CMR 33-35-69 √√ √√* √√ √√ √√ √√ √√ √√ ×

CMR 28-05-13 √√ √√* × √√ √ √ √√ √√ √√ √ √√

CM 4574-7 √√ × × √√ √ √ √√ √√ √√ ×

MECU 71 √√ × × × √√* √ √√ √ √√ √ √√ √√ √

01-77-1 √√* √√ × √√ × √ √√ √ √√ √ √√ ×√ 
√	 :	 showing DNA band patterns or nucleotide sequences similar to those of the resistant variety TME3

√√*	 :	showing the same DNA band patterns as TME3 in the DNA band size reported to be associated  
	 	 with disease resistance, but the other size of DNA band also appeared
×	 :	showing DNA band patterns or nucleotide sequences different to those of the resistant variety TME3

มนัส�ำปะหลังพันธุท่ี์คดัเลือกได้จากการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลเหล่านี้ ถึงแม้ว่าแสดงแถบ
ดีเอ็นเอและล�ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธุ์
ต้านทาน TME3 การทดสอบฟีโนไทป์ลักษณะ
ความต้านทานโรคใบด่าง CMD กับเชื้อโรคจริง
เป ็นสิ่งจ�ำเป ็นและมีความส�ำคัญ เนื่องจาก 

เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสการ์ และเอสเอสอาร์
อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 แต่ไม่ได้อยู่บนยีน ท�ำให้
เครื่องหมายโมเลกุลดังกล่าวแสดงถึงเพียงความ
เป็นไปได้ท่ีอาจมียีนต้านทานโรคอยู่ในพันธุ์นั้น ๆ 
ดังนั้น จึงมีความจ�ำเป็นที่จะต้องน�ำพันธุ์ที่ได้จาก
การคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลแล้วไป
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ท�ำการทดสอบในสภาพจรงิกับเชือ้สาเหตโุรค ก่อน
การน�ำพันธุ์ดังกล่าวไปใช้ในการพัฒนาพันธุ์และ
เผยแพร่แก่เกษตรกรต่อไป

สรุปผลการทดลอง
เครือ่งหมายโมเลกลุจ�ำนวน 9 เครือ่งหมาย 

ได้แก่ RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R, 
EST-K, Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 
สามารถใช้ในการคัดเลือกพันธุ ์มันส�ำปะหลัง
ต้านทานโรคใบด่างได้ โดยพบพันธุ์ที่แสดงแถบ
ดเีอน็เอ และล�ำดบันวิคลโีอไทด์คล้ายคลงึกบัพันธุ์
ต้านทาน TME3 จ�ำนวน 14 พันธุ์ ซึ่ง 2 ใน 14 
พันธุ์นี้มีแสดงแถบดีเอ็นเอ และมีล�ำดับนิวคลีโอ
ไทด์เช่นเดียวกับพันธุ ์ต ้านทานTME3 ในทั้ง  
9 เครือ่งหมายโมเลกลุ ได้แก่ พนัธุ ์MMAL63 และ 
CMR23-149-59 อย่างไรก็ตามการทดสอบ 
ความต้านทานโรคใบด่างมันส�ำปะหลังของพันธุ์ 
candidate ในสภาพจริงกับเชื้อสาเหตุโรคเป็นสิ่ง
จ�ำเป็น หากตรวจสอบพบว่า พันธุ ์ที่คัดเลือก 
ได้แสดงฟีโนไทป์ต้านทานโรคใบด่างมันส�ำปะหลงั 
ก็จะสามารถแก้ปัญหาการระบาดของโรคใบด่าง
มันส�ำปะหลังและลดการสูญเสียผลผลิตรวมถึง
รายได้ของเกษตรกรได้
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