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บทคัดย่อ 

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) เป็นเชือ้สาเหตขุองโรคที่ส  าคญัของพืชวงศแ์ตง งานวิจยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์
เพื่อพฒันาวิธีการตรวจเชือ้ ZYMV ดว้ยเทคนิค reverse transcription-loop mediated isothermal amplification (RT-LAMP) 
เพื่อใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคไวรสัชนิดนี ้ โดยใชไ้พรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะเจาะจงตอ่ coat protein (CP) gene ของ ZYMV 
พบวา่สามารถตรวจเชือ้ไดภ้ายใน 1 ชั่วโมง โดยสงัเกตผลิตภณัฑข์อง CP gene ที่เพิ่มปรมิาณไดด้ว้ยตาเปล่าโดยการเติมสาร 
SYBR Green I และตรวจไม่พบในตวัอย่างที่เป็น Papaya ringspot virus (PRSV) และใบฟักทองปกติ จากการตรวจสอบ  
CP gene ที่เพิ่มปรมิาณไดด้ว้ยวิธี agarose gel electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอหลายขนาดมีลกัษณะคลา้ยขัน้บนัไดและ 
เม่ือวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทด ์ยืนยนัวา่เป็นล าดบันิวคลีโอไทดข์อง CP gene ของเชือ้ ZYMV ประสิทธิภาพของการตรวจเชือ้ 
ZYMV ดว้ยเทคนิค RT-LAMP เม่ือเทียบกบัเทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) พบว่า
เทคนิค RT-LAMP มีประสิทธิภาพสงูกวา่ โดยตรวจพบเชือ้ ZYMV ไดใ้นปรมิาณที่นอ้ยกวา่เทคนิค RT-PCR ถึง 10 เท่า  
ดงันัน้ เทคนิค RT-LAMP จงึเป็นเทคนิคที่สามารถน ามาใชใ้นการตรวจวินิจฉยัเชือ้ ZYMV ไดส้ะดวกรวดเรว็และถกูตอ้ง 

 

ค าส าคัญ: เทคนิค reverse transcription-loop mediated isothermal amplification (RT-LAMP) เชือ้ Zucchini yellow 
mosaic virus (ZYMV) พืชวงศแ์ตง 

 

Abstract 
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) is one of the major viruses that cause disease in cucurbits.  

The objective of this study was to develop a reverse transcription-loop mediated isothermal amplification (RT-LAMP) 
technique for the detection of ZYMV in infected cucurbits that uses primers that are specific to the nucleotide 
sequences of the ZYMV coat protein gene (CP) gene. The RT-LAMP assay took only an hour to detect ZYMV.  
The RT-LAMP product of the tested samples was able to be visualized by staining directly in the tube with SYBR 
Green I, and no reaction was detected from the tissues of healthy plants and the tissues of the plants that were 
infected with Papaya ringspot virus (PRSV). The RT-LAMP products were analyzed by agarose gel electrophoresis, 
and ladder-like DNA fragments were observed in various sizes. The specificity of the RT-LAMP assay was assessed 
by sequencing of the RT-LAMP products. The result showed that the nucleotide sequences of the RT-LAMP 
products were those of the CP gene of ZYMV. The sensitivity of the RT-LAMP assay was higher than that of the 
reverse transcription-polymerase chain reaction technique (RT-PCR) by 10 fold serial dilution. The results showed 
that the RT-LAMP technique is a simple and accurate diagnostic method for the detection of ZYMV in cucurbits.  
Keywords: reverse transcription-loop mediated isothermal amplification (RT-LAMP), Zucchini yellow mosaic virus 

(ZYMV), cucurbits 
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ค าน า 
ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตเมล็ดพนัธุพ์ืชวงศแ์ตงที่ใชท้ัง้บรโิภคภายในประเทศและส่งออก จากขอ้มลูของส านกัควบคมุพืช

และวสัดเุกษตร กรมวิชาการเกษตร และสมาคมการคา้เมล็ดพนัธุไ์ทย พบการส่งออกเมล็ดพนัธุพ์ืชวงศแ์ตงในปี พ.ศ. 2550 ถึง 
ปี พ.ศ. 2559 จ านวน 6,913.50 ตนั คิดเป็นมลูคา่รวมทัง้สิน้ 8,061.64 ลา้นบาท ขณะที่การน าเขา้เมล็ดพนัธุพ์ืชวงศแ์ตง ในปี 
พ.ศ. 2550 ถึงปี พ.ศ. 2559 มีจ านวน 598.50 ตนั คิดเป็นมลูค่ารวมทัง้สิน้ 920.93 ลา้นบาท (สมาคมการคา้เมล็ดพนัธุไ์ทย, 
2559) สาเหตโุรคพืชที่ส  าคญัทางเศรษฐกิจของพืชวงศแ์ตงคือ โรคไวรสัที่เกิดจากเชือ้ Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) 
มีรายงานพบ ZYMV ในพืชวงศแ์ตงครัง้แรกที่อิตาลีปี ค.ศ. 1973 (Lisa et al., 1981) และพบการเขา้ท าลายพืชวงศแ์ตง 
ในอีกหลายประเทศทั่วโลก (Richard et al., 1993) ส าหรบัในประเทศไทย กระทรวงเกษตรและสหกรณไ์ดป้ระกาศให ้ ZYMV 
เป็นสิ่งตอ้งหา้ม เน่ืองจากเป็นศตัรูพืชกกักนัตามพระราชบญัญตัิกกัพืช พ.ศ. 2507 (ฉบบัที่ 7) พ.ศ. 2550 (ส านกัควบคมุพืชและ
วสัดกุารเกษตร, 2550) 

เชือ้ ZYMV จดัอยู่ในสกลุ Potyvirus มีลกัษณะเป็นท่อนยาวคดขนาด 750 นาโนเมตร สามารถถ่ายทอดโรคไดโ้ดยวิธีกล
และเพลีย้ออ่น (Lisa and Lecoq, 1984) และ ZYMV ยงัสามารถถ่ายทอดผ่านทางเมลด็ได ้ (Coutts, 2006) Schrijnwerkers  
et al. (1991) ตรวจพบเชือ้ ZYMV ในเมล็ด (Cucurbita pepo cv. Black Beauty) 0.3% และพบที่บรเิวณเปลือกหุม้เมล็ดเท่านัน้ 
นอกจากนี ้Davis and Mizuki (1986) และ Tobias et al. (2008) ยงัตรวจพบเชือ้ ZYMV ที่ติดไปกบัเมล็ดที่ 18.9% และ 1.4% 
ตามล าดบั เชือ้ ZYMV ที่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงท าใหน้ า้หนกัและคณุภาพของผลผลิต รวมถึงอายกุารเก็บรกัษาลดลง ท าให ้
ผลผลิตเสียหาย 70-95% (Coutts, 2006) ซึ่งในพืน้ที่เพาะปลกูตามสภาพธรรมชาติ พืชวงศแ์ตงจะถกูเชือ้ไวรสัเขา้ท าลาย
มากกวา่ 1 ชนิด ท าใหไ้ม่สามารถแยกเชือ้ไวรสัจากอาการที่พบบนใบพืชได ้

เทคนิคท่ีน ามาใชใ้นการตรวจสอบเชือ้ ZYMV มีหลายเทคนิค เช่น เทคนิคดา้นเซรุม่วิทยาอย่างเทคนิค enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) โดย Noda et al. (1993) และ Plapung and Smitamana (2014) ไดน้ าเทคนิค ELISA  
มาใชใ้นการตรวจเชือ้ ZYMV ในประเทศไทย แตเ่ทคนิคดงักล่าวยงัมีขอ้จ ากดัอยู่ เช่น มีขัน้ตอนที่ซบัซอ้น ยุ่งยาก และใชเ้วลานาน
ในการตรวจสอบ (Almasi and Dehabadi, 2013) นอกจากนีย้งัมีเทคนิคดา้นโมเลกลุอย่างเทคนิค reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) ที่มีความไวและความจ าเพาะสงู ซึง่ตอ้งตรวจสอบภายในหอ้งปฏิบตัิการและ 
ใชเ้ครื่องมือเฉพาะบางชนิด เช่น เครื่อง thermocycler เพื่อเป็นการลดปัญหาและเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชือ้ไวรสั  
จงึไดมี้การน าเทคนิค loop mediated isothermal amplification (LAMP) มาใช ้โดยที่เทคนิค LAMP สามารถเพิ่มปรมิาณยีน 
โดยใชไ้พรเมอร ์ 2 คู่ ที่ออกแบบใหมี้จ าเพาะตอ่ยีนเปา้หมายถึง 6 ต าแหน่ง จงึมีความจ าเพาะสงู การสงัเคราะหด์ีเอ็นเออาศยั
เอนไซม ์Bst DNA polymerase เทคนิคนีใ้ชอ้ณุหภมูิคงที่ประมาณ 60-65oC ในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ นอกจากนีย้งัสามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอที่สงัเคราะหไ์ดใ้นขัน้ตอนเดียว โดยการสงัเกตการตกตะกอนที่เกิดขึน้หลงัสิน้สดุการท าปฏิกิริยาไดด้ว้ยตาเปล่า 
ท าใหไ้ม่จ าเป็นตอ้งใชเ้ทคนิค electrophoresis ในการตรวจสอบ (Mori et al., 2001) นอกจากนีเ้ทคนิค LAMP ยงัสามารถ
พฒันาเพื่อตรวจอารเ์อ็นเอไวรสัไดด้ว้ย Kuan et al. (2014) ใชเ้ทคนิค reverse transcription-loop mediated isothermal 
amplification (RT-LAMP) ตรวจสอบเชือ้ ZYMV ใน squash (Cucurbita pepo L.) และเมลอน (Cucumis melo L.)  
ที่พบในประเทศไตห้วนั ซึง่พบวา่ เทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบเชือ้ ZYMV ไดอ้ย่างจ าเพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพดีกวา่
เทคนิค RT-PCR การทดลองนีจ้งึไดน้ าเทคนิค RT-LAMP มาพฒันาและปรบัใชใ้นการตรวจวินิจฉยัเชือ้ ZYMV ที่เขา้ท าลาย 
พืชวงศแ์ตงที่พบในประเทศไทย 

 
วิธีการศึกษา 

แหล่งทีม่าของเชือ้ไวรัสและการเตรียมตัวอย่างพชืทีม่ีเชือ้ Zucchini yellow mosaic virus 
เชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 (GenBank accession MF124605) ที่แยกเชือ้ไดจ้ากตวัอย่างแตงโมที่มีอาการใบด่าง ใบ

ดา่งเหลือง เสน้ใบเปลี่ยนสี ใบลดรูป ใบบิดเบีย้วผิดรูปรา่ง เสน้ใบใส อาการดา่งสีเขียวเขม้บรเิวณเสน้ใบ จากแหลง่ปลกู 
ในจงัหวดัขอนแก่นที่ตรวจสอบไวรสัดว้ยเทคนิค ELISA น าไปแยกเชือ้บรสิทุธ์ิดว้ยวิธี single lesion isolation จงึน าเพิ่มปรมิาณ
เชือ้ในฟักทอง และตรวจวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนห่อหุม้อนภุาคไวรสั ZYMV ตามวิธีการของ Tobias et al. (2008) 
จากนัน้น ามาเป็นตวัอย่างที่ใหผ้ลบวก น ามาใชใ้นการพฒันาเทคนิคการตรวจเชือ้ ZYMV ดว้ยเทคนิค RT- LAMP โดยน ามาสกดั
อารเ์อ็นเอ โดยใช ้ RAeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) วดัความเขม้ขน้ของอารเ์อ็นเอไวรสัดว้ยเครื่อง Nanodrop 2000TM 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) และเก็บรกัษาที่อณุหภมูิ -20oC 
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การพัฒนาการตรวจสอบเชือ้ ZYMV ด้วยเทคนิค RT-LAMP 
ท าการออกแบบไพรเมอรเ์พื่อใชใ้นการตรวจเชือ้ ZYMV จากล าดบันิวคลีโอไทดข์อง CP gene ของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต 

Taiwan ที่มีรายงานการในฐานขอ้มลู NCBI (NC003224.1 และ AF127929.2) ซึง่เป็นไอโซเลตเดียวกนัที่ Kuan et al. (2014) 
ใชอ้อกแบบไพรเ์มอร ์ เพื่อตรวจดว้ยเทคนิค RT-LAMP และล าดบันิวคลีโอไทดข์องเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 (MF124605) 
ดว้ยโปรแกรม Primer Explorer V3 (http://primerexplorer.jp-/elamp3.0.0/index.html) โดยไพรเมอรท์ี่ออกแบบไดจ้ านวน 4 ชดุ 
มีล าดบันิวคลีโอไทดด์งั Table 1 
 
Table 1 RT-LAMP primer sets designed for the detection of ZYMV. 
 

Set Primer name Sequence (5'-3') 
Target 
gene 

GenBank  
accession 

1 ZYMV-FIP-Taiwan CGCGGGCTCTTTCAGGAGTTGAGTTTGGCTCGATACGCT CP NC003224.1 
ZYMV-BIP-Taiwan GTTGCGCAGATGAAAGCAGCATAGTGGTGGCAACATTTCCA 
ZYMV-F3-Taiwan ACATGCCGAGGTATGGTTTG 
ZYMV-B3-Taiwan GTGTGCCGTTCAGTGTCTT 

2 ZYMV-FIP-Taiwan CGCGGGCTCTTTCAGGAGTTGAGTTTGGCTCGATACGCT CP NC003224.1 
ZYMV-BIP-Taiwan GCTGTTGCGCAGATGAAAGCAAGTGGTGGCAACATTTCCA 
ZYMV-F3-Taiwan ACATGCCGAGGTATGGTTTG 
ZYMV-B3-Taiwan GTGTGCCGTTCAGTGTCTT 

3 ZYMV-FIP-Taiwan CCAGCAAATGATCGATATCGAGTATAAGATCACAAAGAAGATGT
CACT 

CP AF127929.2 

ZYMV-BIP-Taiwan ATAAGCCGGATCAAATTGAGTTGTGTTCTAACTTGATTAAACCA
GGA 

ZYMV-F3-Taiwan AAAATTGTGCCGCGTCTT 
ZYMV-B3-Taiwan CCCATCTGTTGCTCATTCA 

4 ZYMV-FIP-Thailand CTGTGATACTCGATGTTGATCATCTCTCTTGTGTTATACAATTCG
ATCT 

CP MF124605 

ZYMV-BIP-Thailand TGC CTC TGA CTC TAG GTA ACG ACC GTA AAT GCT GGT TCT 
CAT G 

ZYMV-F3-Thailand AAG CAA ATT GCT GGT GAG 
ZYMV-B3-Thailand ACC AGC TAA GAA AGA CAA AGA 
 
ตรวจสอบเชือ้ไวรสั ZYMV ดว้ยเทคนิค RT-LAMP และ Visual LAMP ตามวิธีการที่ดดัแปลงจาก Kuan et al. (2014) 

โดยน า cDNA ของฟักทองที่มีเชือ้ ZYMV ฟักทองที่มีเชือ้ Papaya ringspot virus (PRSV) และฟักทองปลอดโรคมาใชใ้น 
การทดสอบ โดยมีน า้กลั่นเป็นตวัอย่างควบคมุลบ มีองคป์ระกอบสารที่ใชใ้นการท าปฏิกิรยิา ดงันี ้6.4 M Primer FIP-ZYMV, 
6.4 M Primer BIP-ZYMV, 0.4 M Primer F3-ZYMV, 0.4 M Primer B3-ZYMV, 1x Thermopol Reaction Buffer  
(4.5 mM MgSO4, 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 0.1% Tritron X-100), 4 mM MgSO4,  
1.4 mM dNTPs, และ Bst DNA polymerase (8 unit/l) จากนัน้น าหลอดตวัอย่างไปบม่ใน heating box ที่อณุหภมูิตา่ง ๆ 
ไดแ้ก่ ที่อณุหภมูิ 55oC, 60oC และ 65oC เป็นเวลา 60 นาที และหยดุปฏิกิรยิาที่ 80ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ตรวจผลบน 
1.5% agarose gel electrophoresis ใชก้ระแสไฟฟ้าที่ความต่างศกัย ์ 100 โวลต ์ นาน 40 นาที และสงัเกตผลดว้ยตาเปล่า  
โดยเติมสาร SYBR® Green I (Invitrogen, USA) (1:10) 1 l สงัเกตการเปลี่ยนสีของสาร SYBR Green I จากสีสม้เป็นสีเขียว
เรอืงแสงไดใ้นหลอดที่เกิดปฏิกิรยิา 

คดัเลือกไพรเมอรแ์ละอณุหภมูิที่เหมาะสม น ามาตรวจสอบความจ าเพาะของปฏิกิรยิา RT-LAMP โดยน า cDNA  
ของฟักทองที่มีเชือ้ ZYMV ฟักทองที่มีเชือ้ PRSV และฟักทองปลอดโรคมาใชใ้นการทดสอบ โดยมีน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ซึง่เป็น
ตวัอย่างควบคมุลบมาท าปฏิกิรยิาที่อณุหภมูิ 65ºC เป็นเวลา 60 นาที และหยดุปฏิกิรยิาที่อณุหภมูิ 80ºC เป็นเวลา 10 นาที 
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ตรวจสอบผลดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis ยืนยนัความถกูตอ้งของสารพนัธุกรรมที่ไดจ้าก RT-LAMP โดยส่ง
วิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทด ์(First Base Laboratories Sdn. Bhd., Selangor, Malaysia) 

การทดสอบความไว (sensitivity) ของปฏิกิรยิา LAMP เปรยีบเทียบกบัการตรวจเชือ้ดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยน า 
cDNA ของฟักทองที่มีเชือ้ ZYMV ที่คา่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอเริ่มตน้ 1,065 ng/l มาเจือจางเป็น 10 เท่า ตัง้แต ่10-1 จนถึง 10-5 
เพื่อใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบในการท าปฏิกิรยิา RT-LAMP และ RT-PCR โดยการตรวจเชือ้ดว้ย RT-PCR ตามวิธีการของ Tobias 
et al. (2008) จากนัน้วิเคราะหผ์ลดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ ์

แหล่งทีม่าของเชือ้ไวรัสและการเตรียมตัวอย่างพชืทีม่ีเชือ้ Zucchini yellow mosaic virus 
การเก็บตวัอย่างใบพืชวงศแ์ตงที่แสดงอาการของโรคจากจงัหวดัขอนแก่น พบใบแตงโมที่แสดงอาการ (Figure 1A) 

เม่ือท าการตรวจเชือ้ไวรสัดว้ยเทคนิค indirect ELISA โดยใชแ้อนติบอดีที่จ  าเพาะตอ่เชือ้ ZYMV จ านวน 30 ตวัอย่าง พบเชือ้ 
ZYMV ในใบแตงโมจ านวน 2 ตวัอย่าง น าตวัอย่างที่ใหผ้ลบวกไปแยกเชือ้ไวรสัใหบ้รสิทุธ์ิดว้ยวิธี single lesion isolation  
บนพืชทดสอบ Chenopodium amaranticolor ภายหลงัเม่ือน าแผลจดุเฉพาะที่ในครัง้ที่ 3 มาปลกูเพิ่มปรมิาณเชือ้ ZYMV  
ในฟักทอง หลงัการปลกูเชือ้ประมาณ 1 สปัดาห ์พบฟักทองแสดงอาการดา่งหลงัการปลกูเชือ้ เม่ือตรวจสอบเชือ้ไวรสัดว้ยเทคนิค 
indirect ELISA พบวา่ทัง้ 2 ตวัอย่างใหผ้ลบวก (Figure 1B) เม่ือน า cDNA ที่สกดัไดจ้ากตวัอย่างใบฟักทองที่เป็นโรคและ 
เพิ่มปรมิาณเชือ้ ZYMV ไว ้2 ไอโซเลต คือ Cu161 และ Cu162 มาเพิ่มปรมิาณ CP gene ดว้ยเทคนิค RT-PCR พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 871 bp ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ Tobias et al. (2008) ที่น า CP gene ที่เพิ่มปรมิาณได ้ มาศกึษา
ความสมัพนัธข์องล าดบันิวคลีโอไทด ์ พบวา่ ทัง้ไอโซเลต Cu161 และ Cu162 มีความเหมือนกนัของล าดบันิวคลีโอไทด ์ 99% 
และเม่ือเปรยีบเทียบกบัเชือ้ ZYMV ที่มีรายงานในฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ CP gene ของทัง้ 2 ไอโซเลต มีความเหมือน CP gene 
ของ ZYMV ที่มีรายงานจากประเทศจีน (AY074808.1) มากที่สดุ คือ 94% จากนัน้ไดส้่งขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนห่อหุม้
อนภุาคของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 เก็บในฐานขอ้มลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) 
ไดร้บั accession number คือ MF124605 ซึง่เชือ้ที่แยกและตรวจสอบไดใ้นครัง้นีน้  ามาใชใ้นการศกึษาพฒันาเทคนิค RT-LAMP 
 

 

Figure1 Leaf symptoms of ZYMV. A) Symptoms of ZYMV on watermelon leave collected from field in Khon Kaen 
province. B) Symptoms of ZYMV after inoculation in pumpkin. 

 
การพัฒนาการตรวจสอบเชือ้ ZYMV ด้วยเทคนิค RT-LAMP 

ในการตรวจสอบเชือ้ ZYMV โดยการออกแบบไพรเมอรจ์ านวน 4 ชดุ จากล าดบันิวคลีโอไทดข์อง CP gene ของเชือ้ 
ZYMV ไอโซเลต Taiwan (NC003224.1 และ AF127929.2) จ านวน 3 ชดุ (Table 1, set 1-3) และล าดบันิวคลีโอไทด ์CP gene 
ของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 (MF124605) จ านวน 1 ชดุ (Table 1, set 4) ถึงแมว้า่บรเิวณล าดบันิวคลีโอไทด ์CP gene ของ
เชือ้ ZYMV ทัง้ 2 ไอโซเลต จะมีล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่คลา้ยคลงึกนั แตไ่พรเมอรท์ี่ออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทดข์อง CP gene 
ของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Taiwan ทัง้ 3 ชดุ ไม่สามารถตรวจสอบเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 และ Cu162 ได ้(Figure 2 A-C) 
มีเพียงไพรเมอรท์ี่ออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด ์CP gene ของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 ที่สามารถตรวจสอบเชือ้ ZYMV 
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ไอโซเลต Cu161 และ Cu162 ได ้(Figure 2D) จากนัน้ท าการตรวจสอบเชือ้ ZYMV โดยใชไ้พรเมอรช์ดุที่ 4 ที่อณุหภมูิตา่งกนั คือ 
55ºC, 60ºC และ 65ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือสิน้สดุปฏิกิรยิาพบวา่ ที่อณุหภมูิ 65ºC เป็นอณุหภมูิที่เหมาะสมในการตรวจสอบ
เชือ้ ZYMV (Figure 3) 

 

 

Figure 2 Validation of primer sets for RT-LAMP assay of ZYMV. Gel electrophoresis of RT-LAMP products. A)-C) 
Using 1st, 2nd and 3rd primer set (derived from CP gene Taiwan isolates), respectively. D) 4th Primer set 
(derived from CP gene ZYMV-Cu161 Thailand isolate). Lane 1: 100 bp DNA ladder (Fermentas, Ontario, 
Canada), lane 2: positive control (ZYMV), lane 3: ZYMV-Cu161, lane 4: ZYMV-Cu162 and lane 5-7: healthy 
plant, PRSV and water, respectively. 

 

 

Figure 3 Optimization of RT-LAMP reaction conditions for the detection of ZYMV using CP gene-ZYMV-Cu161 
primers. A) The RT-LAMP at 55ºC. B) The RT-LAMP at 60ºC. C) The RT-LAMP at 65ºC. Lane 1: 100 bp 
DNA ladder (Fermentas, Ontario, Canada), lane 2: dH2O, lane 3: ZYMV-Cu161, lane 4: ZYMV-Cu162 and 
lane 5: positive control (ZYMV). 

 
ท าการทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค RT-LAMP โดยใชไ้พรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อ CP gene ของเชือ้ ZYMV น ามาตรวจ 

cDNA จากตวัอย่างฟักทองที่ติดเชือ้ ZYMV ฟักทองที่มีเชือ้ PRSV ฟักทองปลอดโรคและน า้กลั่น จากผลการทดสอบพบวา่ 
ชดุไพรเมอรท์ี่ออกแบบสามารถตรวจเชือ้ ZYMV ไดใ้นฟักทองที่เป็นตวัอย่างควบคมุบวก และไม่เกิดปฏิกิรยิากบัฟักทองที่ 
ติดเชือ้ PRSV ฟักทองปลอดโรคและน า้กลั่นที่เป็นตวัอย่างควบคมุลบจากผลการวิเคราะห ์ RT-LAMP product ดว้ยเทคนิค  
gel electrophoresis พบดีเอ็นเอลกัษณะคลา้ยขัน้บนัไดในตวัอย่างที่พบเชือ้ ZYMVและฟักทองที่มีเชือ้ ZYMV (Figure 4A) และ
เม่ือเติมสาร SYBR Green I ในหลอดที่มี LAMP product จะพบการเรอืงแสงสีเขียวที่สามารถสงัเกตไดด้ว้ยตาเปล่า (Figure 4B) 
โดยการตรวจสอบผลทัง้ 2 วิธีใหผ้ลที่สอดคลอ้งกนั จากการวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทด ์เพื่อยืนยนัความถกูตอ้งของ RT-LAMP 
product ของเชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 พบวา่ ดีเอ็นเอที่ไดจ้ากเทคนิค RT-LAMP มีความคลา้ยคลงึของล าดบันิวคลีโอไทด ์
ที่ 91% และ 90% กบัเชือ้ ZYMV สายพนัธุท์ี่พบในประเทศจีน (AY074808.1 และ AF513552.1) ตามล าดบั โดยไม่พบ 
ความเหมือนกนักบัเชือ้ PRSV ที่มีการรายงานในฐานขอ้มลู NCBI ดงันัน้ไพรเมอรช์ดุนีจ้งึมีความจ าเพาะกบัเชือ้ ZYMV  
ที่ตอ้งการตรวจสอบ โดยสามารถตรวจสอบโรคที่เกิดจากเชือ้ ZYMV ที่พบในประเทศไทยไดอ้ย่างแม่นย าและมีประสิทธิภาพ 
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Figure 4 Specificity of RT-LAMP for ZYMV detection based on amplification of CP gene. A) RT-LAMP product 
analysis, using 1.5% agarose gel electrophoresis. B) Visual inspection by SYBR Green I. Lane 1: 100 bp 
DNA ladder (Fermentas, Ontario, Canada), lane 2: positive control (ZYMV), lane 3: ZYMV-12 Cu161,  
lane 4: ZYMV-Cu162, lane 5: water, lane 6: healthy plants and lane 7: PRSV. 

 
การตรวจสอบความไวของปฏิกิรยิา LAMP ในการตรวจเชือ้ ZYMV โดยใชด้ีเอ็นเอตัง้ตน้ที่มีความเขม้ขน้ 1,065 ng/l 

แลว้น ามาเจือจางเป็น 10 เท่า การทดลองครัง้นีพ้บวา่เทคนิค RT-LAMP สามารถเกิดปฏิกิรยิาไดท้ี่คา่การเจือจาง 10-4 หรอืที่
ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอประมาณ 0.106 ng/l ในเวลา 1 ชั่วโมง และสามารถตรวจสอบผลดว้ยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis (Figure 5A) และตรวจสอบไดด้ว้ยตาเปล่า หลงัจากเติมสารเรอืงแสง SYBR Green I (Figure 5B)  
โดยการตรวจสอบผลทัง้ 2 วิธี ใหผ้ลที่สอดคลอ้งกนั ส่วนวิธี RT-PCR สามารถเกิดปฏิกิรยิาไดถ้ึงค่าการเจือจางของดีเอ็นเอที่ 10-3 
หรอืที่ความเขม้ขน้ต ่าสดุ 106 ng/l ที่เวลา 2 ชั่วโมง (Figure 5C) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Kuan et al. (2014)  
ซึง่รายงานวา่เทคนิค RT-LAMP มีความไวในการเกิดปฏิกิรยิามากกวา่เทคนิค RT-PCR ถึง 10 เท่า 

 
Figure 5 Sensitivity comparison of RT-LAMP and RT-PCR for the detection of ZYMV. A) RT-LAMP assay result by 

agarose gel electrophoresis. B) Visual inspection by SYBR Green I. C). RT-PCR assay result. Lane 1: 100 bp 
DNA ladder, lane 2: positive control (ZYMV), lane 3-8: 1.0, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 and 10-5 g, respectively 
and lane 9-11: negative control (healthy plant, PRSV and water, respectively). 
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สรุปผลการศึกษา 
เทคนิค RT-LAMP สามารถตรวจสอบเชือ้ ZYMV ไดอ้ย่างจ าเพาะเจาะจง โดยใชไ้พรเมอรท์ี่ออกแบบจากล าดบั 

นิวคลีโอไทด ์ CP gene เชือ้ ZYMV ไอโซเลต Cu161 (MF124605) ที่แยกไดจ้ากแตงโมในจงัหวดัขอนแก่น และไพรเมอรนี์ ้
ไม่สามารถตรวจเชือ้ไวรสั PRSV ได ้ ซึง่เป็น Potyvirus ที่เขา้ท าลายแตงเหมือนกนั และเม่ือเปรยีบเทียบประสิทธิภาพของ 
การตรวจเชือ้ ZYMV ระหวา่งเทคนิค RT-PCR กบั RT-LAMP โดยพบวา่เทคนิค RT-LAMP มีประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ 
ZYMV ที่มีปรมิาณเชือ้ไวรสัไดน้อ้ยกวา่เทคนิค RT-PCR ถึง 10 เท่า เทคนิค RT-LAMP เป็นเทคนิคที่สามารถน ามาใชใ้นการตรวจ
วินิจฉยัเชือ้ ZYMV ไดอ้ย่างจ าเพาะและมีความไวสงู อย่างไรก็ตามเทคนิคนีย้งัจ าเป็นที่ตอ้งมีการพฒันาใหส้ามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นภาคสนาม หรอืในแปลงปลกูของเกษตรกรเพื่อใชต้รวจเชือ้ ZYMV ในประเทศไทยไดส้ะดวกและรวดเรว็ 
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