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การเฝาระวังการระบาดของเชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลังในประเทศไทย 
Surveillance of Cassava mosaic virus outbreak in Thailand
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Abstract

 Cassava mosaic disease (CMD) is caused by Cassava mosaic virus, in the genus Begomovirus. 

The disease caused up to 80% yield loss of the tuberous roots of cassava (Manihot esculenta Crantz) 

in African and Indian continents. The aim of this research was to determine the Cassava mosaic virus 

outbreak in Thailand. Universal primers CMV-Rep1 and CMV-Rep2 were designed on Cassava mosaic 

virus rep gene. Thirteen sequences of Cassava mosaic virus rep gene were fetched from GenBank and 

aligned. Polymerase chain reaction (PCR) using these primers could produce approximately 380 bp PCR 

amplicon. In addition, about 2,700 bp PCR amplicon were produced by back to back primer GEM-LF and 

GEM-LR for circular ssDNA of Begomovirus genome detection. The 218 samples of cassava leaf were 

collected from 16 provinces to determine Cassava mosaic virus using CMV-Rep1 and CMV-Rep2 by 

PCR. The all negative results showed that Cassava mosaic virus has not found in these surveyed areas 

and Thailand is quite safe from this outbreak.
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บทคัดยอ

 โรคใบดางมันสําปะหลังมีสาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัส Cassava mosaic virus ซึ่งอยูในกลุม 

Begomvirus โรคนี้กอความเสียหายมากถึง 80% ของผลผลิตมันสําปะหลังในแถบทวีปแอฟริกา และประเทศ

อินเดียวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อตรวจสอบการแพรระบาดของเชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลังในประเทศไทย 

โดยสามารถออกแบบ universal primer CMV–Rep1 และ CMV–Rep2 ไดถูกออกแบบมาจากการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rep จํานวน 13 รายการทีไดจากฐานขอมูล GenBank ของเชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน rep ดวยปฎิกริยาพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรนี้สามารถผลิตผลิตภัณฑพีซีอาร

ขนาดประมาณ 380 คูเบส นอกจากนั้นแลวคูไพรเมอรชนิด back to back GEM–LF และ GEM–LR ยังสามารถ

ผลิตผลิตภัณฑพีซีอารขนาดประมาณ 2,700 คูเบสไดเพื่อการตรวจสอบไวรัสกลุม Begomovirus ที่มีจีโนม

เปนแบบวงแหวนปด จากผลการตรวจสอบตัวอยางมันสําปะหลังจํานวน 218 ตัวอยางจาก 16 จังหวัดโดยใชคู                   

ไพรเมอร CMV–Rep1 และ CMV–Rep2 ดวยวิธีพีซีอารในประเทศไทยยังไมพบการแพรระบาดของเชื้อไวรัสใบ

ดางมันสําปะหลัง

คําสําคัญ: ไวรัสใบดางมันสําปะหลัง การตรวจสอบไวรัสใบดางมันสําปะหลัง  rep ยีน

 

 

 (Manihot esculenta Crantz) 

 6   

    

 

 

  

 

  

 

 

 

  

   

 

 

  

 

  –  

  

   

 

 

 tannin  hydrocyanic acid       

 

 

 

  (Cassava 

bacterial blight : CBB) 

Xanthomonas campestris pv. Manihotis 

 Collectotrichum  
 

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559ว.วิทยาศาสตรเกษตร 419

gloeosporioides f. sp. Manihotis  Cassava 

frogskin disease  

 

 

(CMD)  Cassava mosaic virus 
 Begomovirus 

  

 . . 1894 

 

 (Bemisiatabaci)  2015 

 Indian cassava mosaic virus 

(ICMV)  Sri Lankan cassava mosaic virus 

(SLCMV)   

 

 

  

 

 

  

 

 

 

m-PCR (multiplex polymerase chain reaction) 

 

 2   African cassava 

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

 ACMV East African cassava 
mosaic Malawi virus (EACMMV) EACMCV 

East African cassava mosaic Malawi 
Zanzibarvirus (EACMZV) 

 

 

 

degenerate primer  

 (conserve region)  

 Begomovirus 

 

 

 

  

 

 

  

 

 Cassava mosaic 
virus  rep (replicating associated protein: 

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559 ว.วิทยาศาสตรเกษตร420

AC1)  component A  GenBank 

  

 

 

 stem loop 

 component  A  B 

 

 

 

 Begomovirus 

  alkaline 

lysis 

  

 

 

  PCR (Polymerase Chain 

Reaction)  50 

 dH20  39 

 10X buffer (TrisHCl pH 8.4 

 200 mM  KCl  500 mM)

 5  dNTPs  2.5 

mM  2   forward  

reverse  10 uM  1  

Taq DNA polymerase  5 

  1  

 50  

 1   

 rep 

 95  5  (pre 

denaturation)  35  95 

 40  (denaturation) 58 

 40  (annealing) 72  

40  (extension)  72  5 

 (final extension) 

  agarose gel electrophoresis 

 1%  TAE buffer 

 135   15 

 Ultra power safe 

dye  10X DNA loading dye(20X) 

 LED 

 460  

 

  

 

 rep   13 

 GenBank  Table 1 

 clustal W 

 rep(AC1)  AC1 

 replication associated protein 

 stem loop (5’ 

TAATATTAC 3’) 

  AC1 

 

 AC1  

13 

 Figure 1 

 AC1  CMV-Rep1 

 forward primer (5’ CCGCTGCG 

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559ว.วิทยาศาสตรเกษตร 421

CGGCCHTKGAGACC 3’)  CMV-Rep2 

 reverse primer (5’ GAAGRT BGCATTC 

TTTAAHGCCCA3’) 

 degenerate 

primer (H K R  B) 

 

  

 

 

alkaline lysis  

 

 (total 

DNA extraction) (Figure 2)   

 2 

 

 380 

 (Figure 3) 

 

 stem loop  component  

stem loop  

5’TAATATTACGGATGGCCGC3’ 

 component A 

 5 accessions 

(Figure 4) 

Table 1 Thirteen accessions ofAC1 gene (rep, replication associated protein) 

 

No Accession No. Country /strain/isolate

1 GQ204109-African cassava mosaic virus Multan /Pakistan 

2 AY211885-African cassava mosaic virus isolate CM/DO3 Cameroon/ Douala 

3 AF112352_African cassava mosaic virus Cameroon/ southwestern rainforest region

4 AF126800_African cassava mosaic virus Uganda/ Mild DNA-A strain 

5 FM877473_African cassava mosaic virus_ Burkina Faso/Kamboinse 

6 NC_004655 East African cassava mosaic virus Zanzibar

7 NC_011583 East African cassava mosaic virus Kenya

8 NC_003803 South African cassava mosaic virus South African

9 AY730035 Indian cassava mosaic virus isolate Mah-2 India/Mah

10 AJ575819 Indian cassava mosaic virus-[Ker2] India/Ker

11 NC_003861 Sri Lankan cassava mosaic virus Sri Lanka

12 AF259896 East African cassava mosaic Cameroon virus Ivory Coast

13 EU685326 East African cassava mosaic Cameroon virus Nigeria
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Figure 1 The multiple sequences alignment of AC1 gene. Conserved regions are shown in the box where the    

1111111 forward and reverse primers are designed  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 DNA extraction of SLCMV infected cassava leaves Lane M: 1 kb DNA Ladder, Lane 1: Alkaline lysis    

            extraction and Lane 2: Total DNA extraction 

M           1            2

6,000 bp

3,000 bp 

1,000 bp 

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559ว.วิทยาศาสตรเกษตร 423

 

 

 

 

 

Figure 3 PCR amplification of Cassava mosaic virus-rep geneusing specific pair.  Lane M:100 bp Plus DNA  

111111  Ladder, Lane1Cassava mosaic virus infected cassava DNA sample (alkaline lysis extraction), Lane 2  
1111111Cassava mosaic virus infected cassava DNA sample (Total DNA extraction),Lane 3 - 8Cassava DNA  

1111111sample 

 

 

 

 

 

Figure 4 The multiple sequences alignment of stem loop conserved region of Cassava mosaic virus circular   

11111111DNA.(FJ751233: ACMV, NC003861: SLCMV, NC001932: ICMV, JF909196: EACMV and NC003803:  

11111111SACMV).  Arrows indicate the position  

 

 

 

 

Figure 5 PCR amplification of stem loop region of Cassava mosaic virus genome using back to back primers.   

11111111Lane M:100 bp Plus DNA Ladder, Lane1, 2 and 4 Cassava DNA sample, Lane 3 Cassava mosaic 
11111111virus infected cassava DNA sample from India

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559 ว.วิทยาศาสตรเกษตร424

 

 back to back  GEM-LF  

forward primer (5’ TAATATTACCGGAT 

GGCCGCGC3’)  GEM-LR  

reverse primer (5’AATATTATACGGATGGC 

CGC3’) 

 PCR 

 2,700  (Figure 5) 

 GenBank 

 back to back 

 annealing  55 ºC 

  40   extension  72 ºC  2 

 30  

 

   218  

 16      

     

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 (Fauqnet and Fargette, 1990) 

 CMV–Rep1  

CMV–Rep2 

 alkaline 

lysis   218 

 380 

 Table 2  

Figure 6 (

 1-34) 

  

 

    

Colletotrichum gloeosporioides f.sp. manihotis 

   

   

 

เชื้อไวรัสใบดางมันสําปะหลัง



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559ว.วิทยาศาสตรเกษตร 425

Table 2 Cassava leaf samples from 16 provinces and PCR result 

 

No. Province Total amount PCR result (positive/total)

1 Lopburi 35 0/35 

2 Saraburi 10 0/10 

3 Cholburi 27 0/27 

4 Rayong 4 0/4 

5 Janthaburi 5 0/5 

6 Chachoengsao 16 0/16 

7 Prageenburi 4 0/4 

8 Burirum 37 0/37 

9 NakhonRatchasima 13 0/13 

10 Mahasarakarm 2 0/2 

11 Mook Da Han 19 0/19 

12 Kalasin 5 0/5 

13 KhonKaen 4 0/4 

14 NakhonPhanom 12 0/12 

15 Nongkai 19 0/19 

16 Chaiyaphoom 6 0/6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 CMV detection from plant sample by specific primer (CMV-Rep1 and CMV-Rep2).  Lane M:1 kb DNA  

11111111Ladder, Lane1 – 34 Cassava mosaic virus infected cassava DNA sample, Lane N Negative, Lane P 

11111111Positive 
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