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การเฝาระวังโรคไวรัสของกลวยไมที่เกิดจากเช้ือ OFV, TRSV  และ Potyvirus 
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บทคัดยอ 
 

การตรวจตัวอยางกลวยไมนาํเขาจากเนเธอรแลนด, ญ่ีปุน,ไตหวันของบริษัทไพรทูรยสะพลี
และตัวอยางของบริษัทเทพวงศออคิดส และแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ของ จ.เชียงใหมและจ.
ลําพนู นํามาตรวจหาเช้ือไวรัสในหองปฏิบัติการเพือ่หาเช้ือไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวิธ ี
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และ
ตรวจสอบเชื้อไวรัส OFV, TRSV เพื่อหาอนุภาคเช้ือไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนน้ัน ยงัไม
พบเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและ
บริษัทนาํเขากลวยไมของไทย และการเกบ็ตัวอยางกลวยไมในแปลงปลูกในปสุดทายนัน้เพื่อทําการ
ตรวจสอบหาเช้ือในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV ยงัอยูในระหวางการดําเนนิงาน เพือ่
รวบรวมและสรุปผลตอไป 
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คํานํา 
 

ประเทศไทยมีการสงออกและนําเขาตนกลวยไมเพิ่มปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ สําหรับประเทศ
ที่นําเขาตนกลวยไมจากไทยสวนใหญนําไปประดับ  มีสวนนอยที่นําไปเปนตนพันธุ แตการนําเขา
ของผูปลูกเล้ียงในประเทศไทยจะนําพันธุที่แปลกใหมมาเปนตนพันธุขยายพันธุดวยการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อ การนําตนที่ติดเชื้อไวรัสเขามาโดยเฉพาะอยางยิ่งเช้ือไวรัสที่ไมเคยมีมากอนในประเทศไทย
ยอมมีผลกระทบโดยตรงตอการเพิ่มและแพร กระจายโรคไวรัสที่ติดมากับตนพันธุ สวนที่นําตนพันธุ
เขามาเพื่อผสมพันธุแมเชื้อจะไมถายทอดทางเมล็ดแต เปนการนําตนกลวยไมที่มีเช้ือไวรัสมาปะปน
อยูในแหลงปลูก   หลายประเทศมีขอกําหนดใหมีใบรับรองการปลอดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนที่
นอกเหนือจาก CyMV และ ORSV เชนตองการใหรับรองตนกลวยไมปลอดจาก เช้ือ Orchid fleck  
virus (OFV), Tomato ring spot virus (TRSV) และ Potyvirus  ซึ่งมีการระบาดอยูในหลาย
ประเทศ  ไดแก Australia  Germany Japan New Zealand ไตหวัน  เกาหลี   เปนตน  Franki 
(1985)  พบวาเช้ือไวรัสที่ทําให กลวยไมพันธุ Dendrobium spp  มีอาการดางคือเช้ือไวรัสในกลุม 
Potyvirus  เปน Dendrobium mosaic virus (DeMV) (Synonym of clover yellow vein virus ) มี
การรายงาน coat protein gene  ขนาด 1,143bp  สวน OFV ทําใหกลวยไมมีอาการขีดประดําบน
ใบ (Chang et.al. 1991, Chang, et.al. 2007 )   

มีรายงานการตรวจพบเชื้อไวรัสกลุม Potyvirus  ในกลวยไมอยูหลายชนิดไดแก Bean 
yellow mosaic virus, Clover yellow vein virus, Dendrobium mosaic potyvirus, Filamentous 
Orchid virus, Spiranthes mosaic virus, Turnip mosaic virus (Zettler et al., 1990)  แลวยัง
พบวาพืชในตระกูล Orchidaceae  หลายชนิดมีเชื้อไวรัสกลุม Potyvirus เขาทําลายได  ไดแก 
Vanilla  พบเชื้อ  Vanilla mosaic potyvirus,  Pecteillis mosaic potyvirus  และ  Habenaria  พบ
เชื้อ Habenaria mosaic potyvirus รวมทั้ง Dendrobium พบเชื้อ Dendrobium mosaic  
potyvirus เขาทําลายเปนตน และเช้ือไวรัสเหลานี้สามารถถายทอดไดโดยแมลงเพล้ียออน  ดังนั้น
นอกเหนือจากเช้ือ CyMV และ ORSV แลวยังมีเช้ือ OFV, TRSV, และไวรัสในกลุมของ Potyvirus  
หลายชนิดดังกลาวที่ถูกตรวจพบบนกลวยไม  สุรภี(2547)  รายงานพบเช้ือไวรัสชนิดทอนยาวคดมี
ขนาดของอนุภาค ประมาณ  750  นาโนเมตรทําใหเกิดอาการปนดําบนกลวยไมหลายพันธุซึ่ง
สามารถตรวจจําแนกไดดวยสายตาและพบจํานวนนอยเพียง 2-3 แหงไดแนะนําใหกําจัดและ
หลีกเล่ียงนํามาทําพันธุ   

              Mackenzie (1998) ตรวจพบ Potyvirus ในกลวยไม 33 ชนิด ดวยวิธี RT-PCR ดวยชุด 
primers ที่เฉพาะเจาะจงกับกลุม Potyvirus ในสวนของ SP6 หรือ T7 ลําดับเบสของ genome ของ
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ไวรัสที่แยกมาจากกลวยไมเปนโรค 5 ตัวอยางโดยสวนใหญ มีความสัมพันธุใกลกับ bean 
common mosaic group  

              Chang(1991) ไดสํารวจโรคไวรัสในกลวยไมในประเทศเกาหลี จํานวน 640 ชนิด ใน 13 
genera พบไวรัสหลายชนิดไดแก Orchid fleck virus (OFV), Cymbidium mosaic virus (CyMV), 
Odontoglossum ringspot virs (ORSV), Dendrobium mosaic virus (DMV) และ Potyvirus    
พบทั้งที่เขาทําลายกลวยไมเปนเช้ือเด่ียวและเขาทําลายทีละ 2-3 เชื้อ   

             Kendo(2003) รายงานวา OFV สามารถถายทอดไดดวยการปลูกเช้ือดวยน้ําค้ันและไร 
(Brevipalpus californicus  Bank ) แบบ persistent ถายทอดไดทั้งตัวเต็มวัยและตัวออน  และ
พบวา OFV ประกอบดวย RNA 2 ชนิดคือ RNA1 (6431 bp) และ RNA2 (6001 bp) จัดอยูในกลุม  
Plant Rhabdoviruses  ใน  Rhabdoviridae  family 

            Chang(2007) แยกเช้ือ OFV ออกมาไดจากกลวยไมพันธุ Cymbidium, Dendrobium, 
Odontoglossum, Oncidium  , Angulorea  และ Pescatorea  เช้ือ OFV มีพืชอาศัยหลายชนิด 
ไดแก ยาสูบใบใหญ  ยาสูบใบเล็ก Chenopodium  amaranticolor และถายทอดดวยวิธีการปลูก
เชื้อดวยน้ําค้ันพืช อนุภาคของ OFV เปนแบบ bacilliform ที่มีขนาดประมาณ  40 X 150 nm  

Singh(2007) แยกเช้ือ Potyvirus ไดจากกลวยไมปาพันธุ Cymbidium pendulum และ 
C. tigrinum ที่เมือง Sikkim ทางเหนือของอินเดีย ตรวจสอบดวยวิธี ELISA, RT-PCR และ 
Northern blot  analysis  การใช primer ที่มีความเฉพาะของ Potyvirus group  พบวาไวรัสนี้มี
ความสัมพันธุใกลกับ Calanthe mild mosaic virus 

 ประเทศไทยยังไมมีรายงานเชื้อไวรัสชนิดทั้ง 3 ชนิดนี้บนกลวยไม จึงควรทําการสํารวจและ
จําแนก เพื่อจัดทําขอมูลในการทํารายช่ือศัตรูพืชและวิเคราะหความเส่ียงในการกําหนดศัตรูพืช
กักกันปจจุบันผูปลูกกลวยไมของไทยมีความสามารถในการผลิตตนกลวยไมปลอดโรคได
กวางขวางมากข้ึนและมีความเขาใจในการตองคัดเลือกใชเฉพาะตนพันธุปลอดเช้ือมาทําพันธุ  และ
ประโยชนจากการสํารวจเช้ือทั้ง 3 ชนิด ทําใหไดขอมูลของการเปนโรคจากเช้ือ CyMV และ ORSV 
และความเสียหายของตนกลวยไมในแหลงปลูกที่แทจริง เพื่อกําหนดแนวทางในการควบคุมอัตรา
การเปนโรคเชื้อ CyMV และ ORSV เพื่อเปนประโยชนตอการใหการรับรองสวนเพื่อการสงออก  
และยังใชเปนขอมูลในการวางขอกําหนดอัตราการติดเช้ือ CyMV และ ORSV  ของกลวยไมนําเขา
ตอไป 
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วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
- Ultra centrifuge 
- ตูแชแข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการปลูกเช้ือไวรัส 
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธ ีELISA 
- พืชทดสอบและพืชอาศัย 

 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอยางกลวยไมและเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใชในการตรวจสอบตัวอยางกลวยไม  

ทําการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบดาง necrosis และอาการ
ขีดไหม จากแปลงปลูกกลวยไมรวมทัง้ตัวอยางนําเขาในพืน้ที่ตางๆ มาศึกษาลักษณะอาการ ทาํการ
จดบันทกึรายละเอียดขอมูลแหลงพบ และชนิด พันธุ 

 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวธิ ี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked 
immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 
   2.1 ตรวจวนิิจฉัยดวยวธิี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent  

   assay (NCM-ELISA) ในกลุม Potyvirus 
   นําตัวอยางใบพืชที่ตองการตรวจสอบใสในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M 

Tris, 0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบด
ตัวอยางใหละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 
μm ชนิด  High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางสี่เหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทํา
เคร่ืองหมายทีต่ารางของตัวแผน NCM หวัทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถึงตัวอยางสุดทาย 
นําแผน NCM พรอมกับวางกระดาษกรองเบอร 1  ที่ตัดใหมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS 
(0.02M Tris, 0.5 M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาท ีหลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอร 1 
ข้ึนมาพรอมกบัแผน NCM ที่แชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมทีแ่หงและมีขนาด
ใหญกวา โดยใช pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยด
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ตัวอยางน้าํค้ันพืช 1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตาม
รูปแบบที่วางไว เมื่อหยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไว
ประมาณ 10-20 นาที นําแผนตัวอยางทีแ่หงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่มี blocking buffer ( 2%  
non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู 10 มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แชนาน 1 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C หลังจากนัน้เท blocking buffer ออก ใสสวนผสม
ของ IgG ของ Potyvirus  ที่ละลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นัน้
เปนเวลา  1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-
Tween 3    คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase 
(SIGMA A7778) ที่เจือจางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง ลางออกดวย TBS-Tween  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาท ี แลวเทสวนผสม 
substrate  (ละลาย  0.25%  AS- MX  จํานวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , 
pH 8.2 และละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 
เทสวนผสมทั้ง 2 รวมกนั แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา 
ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อเกิดปฏิกิริยาเหน็สีชมพูชัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้ํากล่ันลง
แทน เพื่อเปนการลางและหยุดปฏิกิริยา 

 
2.2 ตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน 
      นาํตัวอยางกลวยไมในแตละแหลงปลูกที่เก็บรวบรวมในขอ 1 ที่ผานการตรวจหาเช้ือใน

กลุม Potyvirus ดวยวิธ ี NCM-ELISA มาตรวจสอบหาเชื้อไวรัส OFV และ TRSV โดยตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนดวยเทคนคิ Brandes’ dip โดยบดตัวอยางใบพชืใน 0.05 M 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 บนแผนไสลด  นํากริด (grid) ขนาด 300  mesh (มีชองส่ีเหล่ียม 
300 ชองตอตารางนิ้ว) มาคว่ําลงบนน้ําค้ันทิง้ไว 1 นาที ใชคีมคีบกริดข้ึนจากน้ําค้ัน ซับสวนที่เปน
ของเหลวรอบกริด หยดน้ํากล่ันลงบนกริดเพื่อชะลางสารโมเลกุลใหญ เชนเกลือตางๆออกไป  ทํา
การยอมสีแบบ negative staining ซึ่งเปนการยอมสีพื้นที่รอบๆอนุภาคของเช้ือไวรัสดวย 2% 
Phosphotungstic acid (PTA) นํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

 
เวลาและสถานที ่

ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที ่     หองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพัฒนาการ 
                             อารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

1. เก็บตัวอยางกลวยไมเพื่อใชในการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส 
ในป 2552 ไดเก็บตัวอยางกลวยไมนําเขาจากเนเธอรแลนด, ญ่ีปุน,ไตหวนัของบริษัทไพร

ทูรยสะพลีและตัวอยางของบริษัทเทพวงศออคิดส รวมทั้งจากแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรที่มี
อาการผิดปกติ และในป 2553 ไดเก็บตัวอยางกลวยไมจากแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ของ จ.
เชียงใหม และ จ.ลําพูน รวมทัง้เก็บตัวอยางกลวยไมของทางบริษทัไพรทูรยสะพลี ซึ่งเปนกลวยไม
นําเขาจากไตหวนั (ระหวางเดือนตุลาคม 2552 – มีนาคม 2553) นํามาตรวจหาเช้ือไวรัสใน
หองปฏิบัติการ  ซึง่จากการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบดาง 
necrosis และอาการขีดไหม  ที่ไมไดเกิดจากเช้ือ CyMV  และ  ORSV ตองทําการตรวจสอบดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนดูอนุภาคของเช้ือไวรัสวาเปนชนิดทอนยาวคด  หรือแบบ bacilliform     
 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวธิ ี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked 
immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 

จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมเพื่อหาเชื้อไวรัสทัง้ในกลุม Potyvirus ดวยวิธี 
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และ
ตรวจสอบเชื้อไวรัส OFV, TRSV เพื่อหาอนุภาคเช้ือไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนน้ัน ยงัไม
พบเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและ
บริษัทนาํเขากลวยไมของไทย 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมดังกลาว ที่ไดเก็บตัวอยางในพื้นทีป่ลูกตามแหลงตางๆ 

มาทาํการตรวจสอบนั้นจึงสรุปไดวายังไมพบเชื้อ Potyvirus ของกลวยไมระบาดในประเทศไทยและ
ยังไมพบเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและบริษัทนาํเขากลวยไมของ
ไทยอีกดวย ซึ่งการตรวจสอบเช้ือ Potyvirus ของกลวยไมนั้น  มีการใช MAb ของ  Potyvirus 
ทั้งของ  สวทช. และ AGDIA ในการตรวจจําแนกเช้ือ Potyvirus และยังใช MAb ตรวจหาเชื้อ 
PhCSV ในกลวยไมนาํเขาของใตหวนัอีกดวย 
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