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คํานํา 
 

ปจจุบันประเทศไทยไดมีขอตกลงเปดการคาเสรีกับหลายประเทศ มกีารวางขอกาํหนดดาน
คุณภาพของสินคา    ความปลอดภัยตอมนุษยและส่ิงแวดลอมมาเปนขอกําหนดการนําเขาสินคา 
ดังนัน้แตละประเทศจําเปนตองมีขอมูลดานวิชาการทีช่ดัเจนเพื่อเปนขอมูลสนับสนนุการเจรจาตก
ลงในเร่ืองขอกาํหนดในแตละเร่ือง โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลดานศัตรูพืชและการวิเคราะหความ
เส่ียงของศัตรูพืช ทีจ่ะถกูหยิบยกข้ึนมาเปนเร่ืองการกดีกันทางการนาํเขาไดเปนอยางดี   ใน
ระยะเวลา 5 ปที่ผานมาประเทศไทยไดมีการนาํเขาหัวพันธุมันฝร่ังมากกวาปละ 8,000-12,000 ตัน 
จากหลายประเทศ ไดแก ประเทศออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา สกอตแลนด เปนตน เนือ่งจากประเทศ
ไทยไมสามารถผลิตหัวพันธุมันฝร่ังใหเพยีงพอตอความตองการของผูปลูก    แตจากการนาํเขาหัว
พันธุจากตางประเทศมีปญหาการติดเชื้อไวรัสเขามา ไดแกเชื้อ PVS PVX PVY PLRV ฯลฯ จากการ
รายงานของ Gray et.al. (2003) ไดทําการสํารวจและประเมินความรุนแรงของโรคใบดางจาก PVY 
ในหวัมันฝร่ังใน Maine and New Yoke. โดยสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางจากตนมนัฝร่ัง 
จํานวน 1,330 ตน จาก 90 ฟารม 300 ตัวอยาง เก็บจากตนมีอาการดางอยางชัดเจน และ 1,030 
ตัวอยาง สุมจากตนทั่วๆ ไป และทาํการตรวจทางเซรุมวทิยากับแอนติซีรัมของไวรัส 6 ชนิด ไดแก 
PVA, PVS, PVX, PVY, PVM และ PLRV ซึ่งในโปรแกรมการผลิตหวัพันธุรับรองไดทําการตรวจสอบ
ไวรัสทั้ง 6 ชนิด เพราะไวรัสทัง้ 6 ชนิดนี ้ เปนเช้ือไวรัสทีพ่บเสมอในแหลงปลูกมันฝร่ังใน
สหรัฐอเมริกา ผลจากการสํารวจพบวามกีารเขาทําลายของเช้ือ PVY สูงที่สุดมีการเขาทาํลายถึง 
68% และ PVS 61% สวน PVX มีเพียง 10 % สวนไวรัสอ่ืนๆ มนีอยกวา 1% ผลการสํารวจที่ไดนี้มี
แนวโนมใกลเคียงกับการสํารวจในป 2002 กิตติศักด์ิและคณะ(2531) ไดทําการทดลองศึกษาความ
เสียหายที่เกิดข้ึนกับมนัฝร่ังพันธุ Kennebec จากการเขาทาํลายของเชื้อ PVY และ PVX ที่เปนโรค
ใน 3 อัตรา คือ 65% 41% และ 30% ตามลําดับ พบวาหวัมันฝร่ังทีเ่ก็บไดจากตนเปนโรคจะมีขนาด
ของหัวเล็กลงมีน้ําหนักโดยเฉล่ีย 30 กรัม ในขณะทีห่วัมันที่เกบ็ไดจากตนปกติมีน้าํหนักโดยเฉล่ีย
เปน 70 กรัม แตผลผลิตโดยรวมตามน้ําหนกัตนเปนโรคจะไดน้ําหนกันอยกวาไมเปนโรค ประมาณ 
9.67% เมื่อวเิคราะหตัวเลขทางสถิติไมมคีวามแตกตางทางสถิติ แตคุณภาพของหวัพนัธุที่ไดจาก
ตนไมเปนโรคมีขนาดใหญกวา 

ในภาวะปจจบัุนที่ประเทศไทยตองส่ังหวัพันธุจากประเทศตางๆ เขามาจํานวนมากทุกป    จงึ
จําเปนตองเรงดําเนนิการสํารวจ รวมถงึเรงรวบรวมและหาขอมูลของเชื้อไวรัสโดยเฉพาะ PVS PVX 
และ PLRV ใหเปนปจจุบัน วาเชื้อไวรัสทัง้ 3 ชนิดนีย้ังคงมีปรากฏอยูในแหลงปลูกของประเทศไทย
หรือไม  หากปรากฏวาสํารวจไมพบวามอียูในประเทศไทยอีกเลย  นับวาเปนขอมูลที่เปนประโยชน
ที่จะนํามาแจงประกาศใน IPPC  วาเช้ือเหลานี้ไมไดมีอยูในประเทศไทยโดยถิน่กาํเนดิ และปจจุบัน
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ไดหายไปจากแหลงปลูกมันฝร่ังของไทยแลว   จากการที่ไทยมีขอกําหนดใหมีการติดเชื้อไวรัสมากับ
หัวพันธุไดไมเกิน 0.1% และฝายวิชาการกักพืชมกีารตรวจสอบอยางเขมงวดจริงจงัทาํใหหัวพันธุที่
นําเขามามีคุณภาพดี ปลอดโรคไวรัสมากข้ึน สุรภีและคณะ(2551) ดังนัน้การสํารวจใหไดขอมูล
ของเชื้อทัง้ 3 ชนิดนี้จะเปนประโยชนในการจัดทาํเพื่อเปนใชขอมูล ในการจัดทํารายช่ือศัตรูพืช ( 
Pest list ) และ วิเคราะหความเส่ียง (Pest Risk Analysis)  ไวรัสของมันฝร่ัง  และเปนขอมูลในการ
ปองกนักําจัดเพื่อการผลิตหวัพนัธุปลอดเชื้อไวรัส 

 
 

วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

- ตูแชแข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการปลูกเช้ือไวรัส 
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธ ีELISA 
- พืชทดสอบและพืชอาศัย 

 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอยางใบมันฝรัง่ เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมนัฝรั่งที่เกิด 
   จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV  
      สํารวจและเกบ็ตัวอยางอาการใบดางของมันฝร่ังจากแหลงปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกรโดย
เก็บตัวอยางใบจากแปลงปลูกที่ใชหัวพันธุนําเขาและแปลงที่ใชหัวพนัธุที่ผลิตในประเทศไทยหรือ
เก็บใชเองของผูปลูกมันฝร่ัง ใชหลักการเก็บแบบ grid pattern (Canada/USA PVY-n 
Management plan) นํามาใชสุมเกบ็ตัวอยางในแปลงปลูกมนัฝร่ังสําหรับตรวจหาเช้ือไวรัส PVS 
PVX และ PLRV  จะเกบ็เฉพาะตัวอยางที่แสดงอาการที่สงสัยวาเปนโรค โดยการเดินสํารวจใน
แปลงหาตนเปนโรคที่มีอาการดางและอาการใบมวนงอทีเ่กิดจากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV การ
เดินแบบ grid pattern จะเดินเปนรูปตัว U ดูแถวริมตลอดแถวแลวเดินเวนไป 10 แถว หรือ 10 
เมตร เดินเขาแถวที ่10 และ 11 แลวเดินตลอดแถวมาจนทะลุหวัแถว ขณะเดินสามารถมองสํารวจ
ดูออกไปในรัสมีของแถวที่ 9, 10, 11 และ 12 ไดเปน 4 แถว เมื่อมาถงึปลายแถวก็เดินข้ึนไป
ขางหนาของแถวทีย่ังไมไดเดินผาน เดินผานหัวแถวเวนไปอีก 10 แถว เดินเขาระหวางแถวที่ 20 
และ 21 เดินดูได อีก 4 แถวคือ 19, 20, 21 และ 22 จึงเดินเปนรูปตัว U คว่ําหงายชนกันไปตลอด
แปลง การเก็บตัวอยางเลอืกเก็บทีม่ีอาการดางทุกชนดิที่พบระหวางการสาํรวจ หากมีอาการดาง
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มากทั้งแปลงใหเก็บโดยเวนระยะ 3 เมตรตอ 1 ตน ในแถวทีเ่ดินผานทัง้ซายและขวา เพราะอาการ
ใบดางเกิดจากเช้ือไวรัสไดหลายชนิดจําเปนตองเก็บใหมาก สวนอาการใบมวนงอทีม่ีความชัดเจน
อยูในตนวาเกดิจากเชื้อ PLRV เก็บในลักษณะเดียวกับใบดาง 

 
2. ตรวจจําแนกดวยวิธ ีNitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 

นําตัวอยางใบพืชที่ตองการตรวจสอบใสในถงุพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบดตัวอยางให
ละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 μm ชนิด  
High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางส่ีเหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทําเคร่ืองหมาย
ที่ตารางของตัวแผน NCM หัวทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถงึตัวอยางสุดทาย นาํแผ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อมกบั
แผน NCM ทีแ่ชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมที่แหงและมีขนาดใหญกวา โดยใช 
pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอยางน้ําค้ันพชื 
1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตามรูปแบบที่วางไว เมือ่
หยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไวประมาณ 10-20 นาที นํา
แผนตัวอยางที่แหงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่ม ี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วนผสมของ IgG ของ PVS, PVX 
และ PLRV  ทีล่ะลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นั้นเปนเวลา  1 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-Tween 3    คร้ัง ๆ 
ละ 3 นาท ีเทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่
เจือจางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บมปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิห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 และ
ละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทสวนผสม
ทั้ง 2 รวมกัน แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาท ี 
เมื่อเกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพชูัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้าํกล่ันลงแทน เพื่อเปนการลาง
และหยุดปฏิกริิยา 
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เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 

 สถานที ่     หองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพัฒนาการ  
     อารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร  จตุจกัร  กทม. 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 
1. เก็บตัวอยางใบมันฝรัง่ เพื่อใชในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมนัฝรั่งที่เกิด 
    จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV 

การสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของมันฝร่ังจากแปลงปลูกของเกษตรกรใน อ.ฝาง  
จ.เชียงใหม อ.หางฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แมสอด จังหวัดตาก ในป 2552 ไดตัวอยาง
ทั้งหมด 700 ตัวอยาง และในป 2553 ไดสํารวจและเก็บตัวอยางใบมันฝร่ังในพื้นที่ อ.ไชยปราการ 
อ.แมอาย อ.ฝาง อ.สันทราย อ. เจดียแมครัว จ.เชียงใหม และ อ.พบพระ จ.ตาก ทั้งหมด 700 
ตัวอยาง ซึ่งการสํารวจและจําแนกตองทําการรวบรวมขอมูลแหลงปลูกมันฝร่ังกอนเปนข้ันตอนแรก 
กอนทําการออกสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางมันฝร่ังในแตละแหลงปลูกของเกษตรกรเพื่อนํา
ตัวอยางใบมันฝร่ังนั้นกลับมาตรวจในหองปฏิบัติการ เพื่อใชเปนขอมูลของเชื้อ PVS, PVX และ 
PLRV ที่ตรวจพบในแตละแหลงปลูก 
 
 2. ตรวจจําแนกดวยวิธ ีNitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 
  จากตัวอยางทัง้หมด 700 ตัวอยาง ในพื้นที่ปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกรใน อ.ฝาง จ.เชียงใหม 
อ.หางฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แมสอด จังหวัดตาก โดยไดนาํตัวอยางมาตรวจวนิิจฉัยหาเช้ือ
ไวรัส PVS PVX และ PLRV ดวยวิธี GLIFT และ NCM-ELISA จากตัวอยางทั้งหมดพบวาผลการ
ตรวจยังไมพบเช้ือไวรัส PVS, PVX และ PLRV ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมนัฝร่ังดังกลาว สวนในป 2553 
เก็บตัวอยางใบมันฝร่ังในพืน้ที ่ อ.ไชยปราการ อ.แมอาย อ.ฝาง อ.สันทราย อ.เจดียแมครัว จ.
เชียงใหม และ อ.พบพระ จ.ตาก ทั้งหมด 700 ตัวอยาง (ในชวงเดือนพฤศจิกายน 2552 - มีนาคม 
2553) โดยไดคัดแยกเฉพาะที่เปนโรคมาทาํการตรวจสอบดวย NCM-ELISA ในหองปฏิบัติการ ทาํ
การตรวจหาเชื้อ PVS, PVX และ PLRV พบการเกิดโรคไวรัสของเช้ือ PVS, PVX และ PLRV โดยพบ
เชื้อ PVS ในพื้นที่ปลูกมนัฝร่ังอําเภอแมสอด จ.ตาก และ อําเภอเจดียแมครัว จ.เชียงใหม พบเช้ือ 
PVX ในพื้นทีป่ลูกมันฝร่ังอําเภอฝาง จ.เชียงใหม และพบเช้ือ PLRV ในพืน้ที่ปลูกมันฝร่ังอําเภอชัย
ปราการ อําเภอแมอายและอําเภอเจดียแมครัว จ.เชียงใหม 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

การตรวจสอบตัวอยางทัง้หมดทําใหทราบวายังมีเชื้อไวรัส PVX ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังอ.
ฝาง จ.เชียงใหม  เชื้อไวรัส PVS ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมนัฝร่ัง อ.เจดียแมครัว จ.เชียงใหมและ อ.แม
สอด จ.ตาก และเช้ือไวรัส PLRV ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ัง อ.เจดียแมครัว อ.แมอาย อ.ชัย
ปราการ จ.เชยีงใหม ดังนั้นจากผลการทดลองทําใหทราบขอมูลของเช้ือไวรัส PVX, PVS และ PLRV 
วาปจุบันยงัพบเช้ือดังกลาวมีการระบาดอยูในพืน้ที่ปลูกมันฝร่ังของเกษตรกรในประเทศ ดังนั้นจึง
ทําใหไดขอมูลทางวิชาการนี ้ มาวางมาตรการดานศัตรูพืชและการวิเคราะหความเสี่ยงของศัตรูพชื 
เพื่อนาํขอมูลมาใชในการปรับปรุงเงื่อนไขและขอกําหนดในการวางมาตราการการอนุญาตินาํเขา
หัวพันธุมันฝร่ังจากประเทศตางๆ ใหเปนปจุบันและเพื่อจะไดนําขอมูลนี้ไปวางแผนในการวางแนว
ทางการปองกนักําจัดเพื่อการผลิตหัวพนัธุปลอดเช้ือไวรัส PVX, PVS และ PLRV และเพื่อวางแนว
ทางการควบคุมโรคในแปลงปลูกมันฝร่ังตอไป    
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