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คํานํา 
 

ปจจุบันประเทศไทยไดมีขอตกลงเปดการคาเสรีกับหลายประเทศ มกีารวางขอกาํหนดดาน
คุณภาพของสินคา    ความปลอดภัยตอมนุษยและส่ิงแวดลอมมาเปนขอกําหนดการนําเขาสินคา 
ดังนัน้แตละประเทศจําเปนตองมีขอมูลดานวิชาการทีช่ดัเจนเพื่อเปนขอมูลสนับสนนุการเจรจาตก
ลงในเร่ืองขอกาํหนดในแตละเร่ือง โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลดานศัตรูพืชและการวิเคราะหความ
เส่ียงของศัตรูพืช ทีจ่ะถกูหยิบยกข้ึนมาเปนเร่ืองการกดีกันทางการนาํเขาไดเปนอยางดี   ใน
ระยะเวลา 5 ปที่ผานมาประเทศไทยไดมีการนาํเขาหัวพันธุมันฝร่ังมากกวาปละ 8,000-12,000 ตัน 
จากหลายประเทศ ไดแก ประเทศออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา สกอตแลนด เปนตน เนือ่งจากประเทศ
ไทยไมสามารถผลิตหัวพันธุมันฝร่ังใหเพยีงพอตอความตองการของผูปลูก    แตจากการนาํเขาหัว
พันธุจากตางประเทศมีปญหาการติดเชื้อไวรัสเขามา ไดแกเชื้อ PVS PVX PVY PLRV ฯลฯ จากการ
รายงานของ Gray et.al. (2003) ไดทําการสํารวจและประเมินความรุนแรงของโรคใบดางจาก PVY 
ในหวัมันฝร่ังใน Maine and New Yoke. โดยสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางจากตนมนัฝร่ัง 
จํานวน 1,330 ตน จาก 90 ฟารม 300 ตัวอยาง เก็บจากตนมีอาการดางอยางชัดเจน และ 1,030 
ตัวอยาง สุมจากตนทั่วๆ ไป และทาํการตรวจทางเซรุมวทิยากับแอนติซีรัมของไวรัส 6 ชนิด ไดแก 
PVA, PVS, PVX, PVY, PVM และ PLRV ซึ่งในโปรแกรมการผลิตหวัพันธุรับรองไดทําการตรวจสอบ
ไวรัสทั้ง 6 ชนิด เพราะไวรัสทัง้ 6 ชนิดนี ้ เปนเช้ือไวรัสทีพ่บเสมอในแหลงปลูกมันฝร่ังใน
สหรัฐอเมริกา ผลจากการสํารวจพบวามกีารเขาทําลายของเช้ือ PVY สูงที่สุดมีการเขาทาํลายถึง 
68% และ PVS 61% สวน PVX มีเพียง 10 % สวนไวรัสอ่ืนๆ มนีอยกวา 1% ผลการสํารวจที่ไดนี้มี
แนวโนมใกลเคียงกับการสํารวจในป 2002 กิตติศักด์ิและคณะ(2531) ไดทําการทดลองศึกษาความ
เสียหายที่เกิดข้ึนกับมนัฝร่ังพันธุ Kennebec จากการเขาทาํลายของเชื้อ PVY และ PVX ที่เปนโรค
ใน 3 อัตรา คือ 65% 41% และ 30% ตามลําดับ พบวาหวัมันฝร่ังทีเ่ก็บไดจากตนเปนโรคจะมีขนาด
ของหัวเล็กลงมีน้ําหนักโดยเฉล่ีย 30 กรัม ในขณะทีห่วัมันที่เกบ็ไดจากตนปกติมีน้าํหนักโดยเฉล่ีย
เปน 70 กรัม แตผลผลิตโดยรวมตามน้ําหนกัตนเปนโรคจะไดน้ําหนกันอยกวาไมเปนโรค ประมาณ 
9.67% เมื่อวเิคราะหตัวเลขทางสถิติไมมคีวามแตกตางทางสถิติ แตคุณภาพของหวัพนัธุที่ไดจาก
ตนไมเปนโรคมีขนาดใหญกวา 

ในภาวะปจจบัุนที่ประเทศไทยตองส่ังหวัพันธุจากประเทศตางๆ เขามาจํานวนมากทุกป    จงึ
จําเปนตองเรงดําเนนิการสํารวจ รวมถงึเรงรวบรวมและหาขอมูลของเชื้อไวรัสโดยเฉพาะ PVS PVX 
และ PLRV ใหเปนปจจุบัน วาเชื้อไวรัสทัง้ 3 ชนิดนีย้ังคงมีปรากฏอยูในแหลงปลูกของประเทศไทย
หรือไม  หากปรากฏวาสํารวจไมพบวามอียูในประเทศไทยอีกเลย  นับวาเปนขอมูลที่เปนประโยชน
ที่จะนํามาแจงประกาศใน IPPC  วาเช้ือเหลานี้ไมไดมีอยูในประเทศไทยโดยถิน่กาํเนดิ และปจจุบัน



 1887 

ไดหายไปจากแหลงปลูกมันฝร่ังของไทยแลว   จากการที่ไทยมีขอกําหนดใหมีการติดเชื้อไวรัสมากับ
หัวพันธุไดไมเกิน 0.1% และฝายวิชาการกักพืชมกีารตรวจสอบอยางเขมงวดจริงจงัทาํใหหัวพันธุที่
นําเขามามีคุณภาพดี ปลอดโรคไวรัสมากข้ึน สุรภีและคณะ(2551) ดังนัน้การสํารวจใหไดขอมูล
ของเชื้อทัง้ 3 ชนิดนี้จะเปนประโยชนในการจัดทาํเพื่อเปนใชขอมูล ในการจัดทํารายช่ือศัตรูพืช ( 
Pest list ) และ วิเคราะหความเส่ียง (Pest Risk Analysis)  ไวรัสของมันฝร่ัง  และเปนขอมูลในการ
ปองกนักําจัดเพื่อการผลิตหวัพนัธุปลอดเชื้อไวรัส 

 
 

วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

- ตูแชแข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการปลูกเช้ือไวรัส 
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธ ีELISA 
- พืชทดสอบและพืชอาศัย 

 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอยางใบมันฝรัง่ เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมนัฝรั่งที่เกิด 
   จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV  
      สํารวจและเกบ็ตัวอยางอาการใบดางของมันฝร่ังจากแหลงปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกรโดย
เก็บตัวอยางใบจากแปลงปลูกที่ใชหัวพันธุนําเขาและแปลงที่ใชหัวพนัธุที่ผลิตในประเทศไทยหรือ
เก็บใชเองของผูปลูกมันฝร่ัง ใชหลักการเก็บแบบ grid pattern (Canada/USA PVY-n 
Management plan) นํามาใชสุมเกบ็ตัวอยางในแปลงปลูกมนัฝร่ังสําหรับตรวจหาเช้ือไวรัส PVS 
PVX และ PLRV  จะเกบ็เฉพาะตัวอยางที่แสดงอาการที่สงสัยวาเปนโรค โดยการเดินสํารวจใน
แปลงหาตนเปนโรคที่มีอาการดางและอาการใบมวนงอทีเ่กิดจากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV การ
เดินแบบ grid pattern จะเดินเปนรูปตัว U ดูแถวริมตลอดแถวแลวเดินเวนไป 10 แถว หรือ 10 
เมตร เดินเขาแถวที ่10 และ 11 แลวเดินตลอดแถวมาจนทะลุหวัแถว ขณะเดินสามารถมองสํารวจ
ดูออกไปในรัสมีของแถวที่ 9, 10, 11 และ 12 ไดเปน 4 แถว เมื่อมาถงึปลายแถวก็เดินข้ึนไป
ขางหนาของแถวทีย่ังไมไดเดินผาน เดินผานหัวแถวเวนไปอีก 10 แถว เดินเขาระหวางแถวที่ 20 
และ 21 เดินดูได อีก 4 แถวคือ 19, 20, 21 และ 22 จึงเดินเปนรูปตัว U คว่ําหงายชนกันไปตลอด
แปลง การเก็บตัวอยางเลอืกเก็บทีม่ีอาการดางทุกชนดิที่พบระหวางการสาํรวจ หากมีอาการดาง



 1888 

มากทั้งแปลงใหเก็บโดยเวนระยะ 3 เมตรตอ 1 ตน ในแถวทีเ่ดินผานทัง้ซายและขวา เพราะอาการ
ใบดางเกิดจากเช้ือไวรัสไดหลายชนิดจําเปนตองเก็บใหมาก สวนอาการใบมวนงอทีม่ีความชัดเจน
อยูในตนวาเกดิจากเชื้อ PLRV เก็บในลักษณะเดียวกับใบดาง 

 
2. ตรวจจําแนกดวยวิธ ีNitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 

นําตัวอยางใบพืชที่ตองการตรวจสอบใสในถงุพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบดตัวอยางให
ละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 μm ชนิด  
High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางส่ีเหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทําเคร่ืองหมาย
ที่ตารางของตัวแผน NCM หัวทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถงึตัวอยางสุดทาย นาํแผน NCM 
พรอมกับวางกระดาษกรองเบอร 1  ที่ตัดใหมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS (0.02M Tris, 
0.5 M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาท ีหลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอร 1 ข้ึนมาพรอมกบั
แผน NCM ทีแ่ชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมที่แหงและมีขนาดใหญกวา โดยใช 
pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอยางน้ําค้ันพชื 
1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตามรูปแบบที่วางไว เมือ่
หยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไวประมาณ 10-20 นาที นํา
แผนตัวอยางที่แหงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่ม ีblocking buffer ( 2%  non fat milk ใน TBS pH 
7.5 ) อยู 10 มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แชนาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ 
ประมาณ 27-30๐C หลังจากนัน้เท blocking buffer ออก ใสสวนผสมของ IgG ของ PVS, PVX 
และ PLRV  ทีล่ะลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นั้นเปนเวลา  1 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-Tween 3    คร้ัง ๆ 
ละ 3 นาท ีเทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่
เจือจางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บมปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง ลางออกดวย TBS-Tween  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาท ี แลวเทสวนผสม substrate  
(ละลาย  0.25%  AS- MX  จํานวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และ
ละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทสวนผสม
ทั้ง 2 รวมกัน แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาท ี 
เมื่อเกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพชูัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้าํกล่ันลงแทน เพื่อเปนการลาง
และหยุดปฏิกริิยา 
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เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 

 สถานที ่     หองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพัฒนาการ  
     อารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร  จตุจกัร  กทม. 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 
1. เก็บตัวอยางใบมันฝรัง่ เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมนัฝรั่งที่เกิด 
    จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV 

การสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของมันฝร่ังจากแปลงปลูกของเกษตรกรใน อ.ฝาง  
จ.เชียงใหม อ.หางฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แมสอด จังหวัดตาก ในป 2552 ไดตัวอยาง
ทั้งหมด 700 ตัวอยาง และในป 2553 ไดสํารวจและเก็บตัวอยางใบมันฝร่ังในพื้นที่ อ.ไชยปราการ 
อ.แมอาย อ.ฝาง อ.สันทราย อ. เจดียแมครัว จ.เชียงใหม และ อ.พบพระ จ.ตาก ทั้งหมด 700 
ตัวอยาง ซึ่งการสํารวจและจําแนกตองทําการรวบรวมขอมูลแหลงปลูกมันฝร่ังกอนเปนข้ันตอนแรก 
กอนทําการออกสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางมันฝร่ังในแตละแหลงปลูกของเกษตรกรเพื่อนํา
ตัวอยางใบมันฝร่ังนั้นกลับมาตรวจในหองปฏิบัติการ เพื่อใชเปนขอมูลของเชื้อ PVS, PVX และ 
PLRV ที่ตรวจพบในแตละแหลงปลูก 
 
 2. ตรวจจําแนกดวยวิธ ีNitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 
  จากตัวอยางทัง้หมด 700 ตัวอยาง ในพื้นที่ปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกรใน อ.ฝาง จ.เชียงใหม 
อ.หางฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แมสอด จังหวัดตาก โดยไดนาํตัวอยางมาตรวจวนิิจฉัยหาเช้ือ
ไวรัส PVS PVX และ PLRV ดวยวิธี GLIFT และ NCM-ELISA จากตัวอยางทั้งหมดพบวาผลการ
ตรวจยังไมพบเช้ือไวรัส PVS, PVX และ PLRV ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมนัฝร่ังดังกลาว สวนในป 2553 
เก็บตัวอยางใบมันฝร่ังในพืน้ที ่ อ.ไชยปราการ อ.แมอาย อ.ฝาง อ.สันทราย อ.เจดียแมครัว จ.
เชียงใหม และ อ.พบพระ จ.ตาก ทั้งหมด 700 ตัวอยาง (ในชวงเดือนพฤศจิกายน 2552 - มีนาคม 
2553) โดยไดคัดแยกเฉพาะที่เปนโรคมาทาํการตรวจสอบดวย NCM-ELISA ในหองปฏิบัติการ ทาํ
การตรวจหาเชื้อ PVS, PVX และ PLRV พบการเกิดโรคไวรัสของเช้ือ PVS, PVX และ PLRV โดยพบ
เชื้อ PVS ในพื้นที่ปลูกมนัฝร่ังอําเภอแมสอด จ.ตาก และ อําเภอเจดียแมครัว จ.เชียงใหม พบเช้ือ 
PVX ในพื้นทีป่ลูกมันฝร่ังอําเภอฝาง จ.เชียงใหม และพบเช้ือ PLRV ในพืน้ที่ปลูกมันฝร่ังอําเภอชัย
ปราการ อําเภอแมอายและอําเภอเจดียแมครัว จ.เชียงใหม 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

การตรวจสอบตัวอยางทัง้หมดทําใหทราบวายังมีเชื้อไวรัส PVX ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังอ.
ฝาง จ.เชียงใหม  เชื้อไวรัส PVS ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมนัฝร่ัง อ.เจดียแมครัว จ.เชียงใหมและ อ.แม
สอด จ.ตาก และเช้ือไวรัส PLRV ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ัง อ.เจดียแมครัว อ.แมอาย อ.ชัย
ปราการ จ.เชยีงใหม ดังนั้นจากผลการทดลองทําใหทราบขอมูลของเช้ือไวรัส PVX, PVS และ PLRV 
วาปจุบันยงัพบเช้ือดังกลาวมีการระบาดอยูในพืน้ที่ปลูกมันฝร่ังของเกษตรกรในประเทศ ดังนั้นจึง
ทําใหไดขอมูลทางวิชาการนี ้ มาวางมาตรการดานศัตรูพืชและการวิเคราะหความเสี่ยงของศัตรูพชื 
เพื่อนาํขอมูลมาใชในการปรับปรุงเงื่อนไขและขอกําหนดในการวางมาตราการการอนุญาตินาํเขา
หัวพันธุมันฝร่ังจากประเทศตางๆ ใหเปนปจุบันและเพื่อจะไดนําขอมูลนี้ไปวางแผนในการวางแนว
ทางการปองกนักําจัดเพื่อการผลิตหัวพนัธุปลอดเช้ือไวรัส PVX, PVS และ PLRV และเพื่อวางแนว
ทางการควบคุมโรคในแปลงปลูกมันฝร่ังตอไป    
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