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การเฝาระวังโรคไวรัสของกลวยไมที่เกิดจากเช้ือ OFV, TRSV  และ Potyvirus 
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บทคัดยอ 
 

การตรวจตัวอยางกลวยไมนาํเขาจากเนเธอรแลนด, ญ่ีปุน,ไตหวันของบริษัทไพรทูรยสะพลี
และตัวอยางของบริษัทเทพวงศออคิดส และแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ของ จ.เชียงใหมและจ.
ลําพนู นํามาตรวจหาเช้ือไวรัสในหองปฏิบัติการเพือ่หาเช้ือไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวิธ ี
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และ
ตรวจสอบเชื้อไวรัส OFV, TRSV เพื่อหาอนุภาคเช้ือไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนน้ัน ยงัไม
พบเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและ
บริษัทนาํเขากลวยไมของไทย และการเกบ็ตัวอยางกลวยไมในแปลงปลูกในปสุดทายนัน้เพื่อทําการ
ตรวจสอบหาเช้ือในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV ยงัอยูในระหวางการดําเนนิงาน เพือ่
รวบรวมและสรุปผลตอไป 
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คํานํา 
 

ประเทศไทยมีการสงออกและนําเขาตนกลวยไมเพิ่มปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ สําหรับประเทศ
ที่นําเขาตนกลวยไมจากไทยสวนใหญนําไปประดับ  มีสวนนอยที่นําไปเปนตนพันธุ แตการนําเขา
ของผูปลูกเล้ียงในประเทศไทยจะนําพันธุที่แปลกใหมมาเปนตนพันธุขยายพันธุดวยการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อ การนําตนที่ติดเชื้อไวรัสเขามาโดยเฉพาะอยางยิ่งเช้ือไวรัสที่ไมเคยมีมากอนในประเทศไทย
ยอมมีผลกระทบโดยตรงตอการเพิ่มและแพร กระจายโรคไวรัสที่ติดมากับตนพันธุ สวนที่นําตนพันธุ
เขามาเพื่อผสมพันธุแมเชื้อจะไมถายทอดทางเมล็ดแต เปนการนําตนกลวยไมที่มีเช้ือไวรัสมาปะปน
อยูในแหลงปลูก   หลายประเทศมีขอกําหนดใหมีใบรับรองการปลอดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนที่
นอกเหนือจาก CyMV และ ORSV เชนตองการใหรับรองตนกลวยไมปลอดจาก เช้ือ Orchid fleck  
virus (OFV), Tomato ring spot virus (TRSV) และ Potyvirus  ซึ่งมีการระบาดอยูในหลาย
ประเทศ  ไดแก Australia  Germany Japan New Zealand ไตหวัน  เกาหลี   เปนตน  Franki 
(1985)  พบวาเช้ือไวรัสที่ทําให กลวยไมพันธุ Dendrobium spp  มีอาการดางคือเช้ือไวรัสในกลุม 
Potyvirus  เปน Dendrobium mosaic virus (DeMV) (Synonym of clover yellow vein virus ) มี
การรายงาน coat protein gene  ขนาด 1,143bp  สวน OFV ทําใหกลวยไมมีอาการขีดประดําบน
ใบ (Chang et.al. 1991, Chang, et.al. 2007 )   

มีรายงานการตรวจพบเชื้อไวรัสกลุม Potyvirus  ในกลวยไมอยูหลายชนิดไดแก Bean 
yellow mosaic virus, Clover yellow vein virus, Dendrobium mosaic potyvirus, Filamentous 
Orchid virus, Spiranthes mosaic virus, Turnip mosaic virus (Zettler et al., 1990)  แลวยัง
พบวาพืชในตระกูล Orchidaceae  หลายชนิดมีเชื้อไวรัสกลุม Potyvirus เขาทําลายได  ไดแก 
Vanilla  พบเชื้อ  Vanilla mosaic potyvirus,  Pecteillis mosaic potyvirus  และ  Habenaria  พบ
เชื้อ Habenaria mosaic potyvirus รวมทั้ง Dendrobium พบเชื้อ Dendrobium mosaic  
potyvirus เขาทําลายเปนตน และเช้ือไวรัสเหลานี้สามารถถายทอดไดโดยแมลงเพล้ียออน  ดังนั้น
นอกเหนือจากเช้ือ CyMV และ ORSV แลวยังมีเช้ือ OFV, TRSV, และไวรัสในกลุมของ Potyvirus  
หลายชนิดดังกลาวที่ถูกตรวจพบบนกลวยไม  สุรภี(2547)  รายงานพบเช้ือไวรัสชนิดทอนยาวคดมี
ขนาดของอนุภาค ประมาณ  750  นาโนเมตรทําใหเกิดอาการปนดําบนกลวยไมหลายพันธุซึ่ง
สามารถตรวจจําแนกไดดวยสายตาและพบจํานวนนอยเพียง 2-3 แหงไดแนะนําใหกําจัดและ
หลีกเล่ียงนํามาทําพันธุ   

              Mackenzie (1998) ตรวจพบ Potyvirus ในกลวยไม 33 ชนิด ดวยวิธี RT-PCR ดวยชุด 
primers ที่เฉพาะเจาะจงกับกลุม Potyvirus ในสวนของ SP6 หรือ T7 ลําดับเบสของ genome ของ
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ไวรัสที่แยกมาจากกลวยไมเปนโรค 5 ตัวอยางโดยสวนใหญ มีความสัมพันธุใกลกับ bean 
common mosaic group  

              Chang(1991) ไดสํารวจโรคไวรัสในกลวยไมในประเทศเกาหลี จํานวน 640 ชนิด ใน 13 
genera พบไวรัสหลายชนิดไดแก Orchid fleck virus (OFV), Cymbidium mosaic virus (CyMV), 
Odontoglossum ringspot virs (ORSV), Dendrobium mosaic virus (DMV) และ Potyvirus    
พบทั้งที่เขาทําลายกลวยไมเปนเช้ือเด่ียวและเขาทําลายทีละ 2-3 เชื้อ   

             Kendo(2003) รายงานวา OFV สามารถถายทอดไดดวยการปลูกเช้ือดวยน้ําค้ันและไร 
(Brevipalpus californicus  Bank ) แบบ persistent ถายทอดไดทั้งตัวเต็มวัยและตัวออน  และ
พบวา OFV ประกอบดวย RNA 2 ชนิดคือ RNA1 (6431 bp) และ RNA2 (6001 bp) จัดอยูในกลุม  
Plant Rhabdoviruses  ใน  Rhabdoviridae  family 

            Chang(2007) แยกเช้ือ OFV ออกมาไดจากกลวยไมพันธุ Cymbidium, Dendrobium, 
Odontoglossum, Oncidium  , Angulorea  และ Pescatorea  เช้ือ OFV มีพืชอาศัยหลายชนิด 
ไดแก ยาสูบใบใหญ  ยาสูบใบเล็ก Chenopodium  amaranticolor และถายทอดดวยวิธีการปลูก
เชื้อดวยน้ําค้ันพืช อนุภาคของ OFV เปนแบบ bacilliform ที่มีขนาดประมาณ  40 X 150 nm  

Singh(2007) แยกเช้ือ Potyvirus ไดจากกลวยไมปาพันธุ Cymbidium pendulum และ 
C. tigrinum ที่เมือง Sikkim ทางเหนือของอินเดีย ตรวจสอบดวยวิธี ELISA, RT-PCR และ 
Northern blot  analysis  การใช primer ที่มีความเฉพาะของ Potyvirus group  พบวาไวรัสนี้มี
ความสัมพันธุใกลกับ Calanthe mild mosaic virus 

 ประเทศไทยยังไมมีรายงานเชื้อไวรัสชนิดทั้ง 3 ชนิดนี้บนกลวยไม จึงควรทําการสํารวจและ
จําแนก เพื่อจัดทําขอมูลในการทํารายช่ือศัตรูพืชและวิเคราะหความเส่ียงในการกําหนดศัตรูพืช
กักกันปจจุบันผูปลูกกลวยไมของไทยมีความสามารถในการผลิตตนกลวยไมปลอดโรคได
กวางขวางมากข้ึนและมีความเขาใจในการตองคัดเลือกใชเฉพาะตนพันธุปลอดเช้ือมาทําพันธุ  และ
ประโยชนจากการสํารวจเช้ือทั้ง 3 ชนิด ทําใหไดขอมูลของการเปนโรคจากเช้ือ CyMV และ ORSV 
และความเสียหายของตนกลวยไมในแหลงปลูกที่แทจริง เพื่อกําหนดแนวทางในการควบคุมอัตรา
การเปนโรคเชื้อ CyMV และ ORSV เพื่อเปนประโยชนตอการใหการรับรองสวนเพื่อการสงออก  
และยังใชเปนขอมูลในการวางขอกําหนดอัตราการติดเช้ือ CyMV และ ORSV  ของกลวยไมนําเขา
ตอไป 
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วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
- Ultra centrifuge 
- ตูแชแข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการปลูกเช้ือไวรัส 
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธ ีELISA 
- พืชทดสอบและพืชอาศัย 

 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอยางกลวยไมและเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใชในการตรวจสอบตัวอยางกลวยไม  

ทําการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบดาง necrosis และอาการ
ขีดไหม จากแปลงปลูกกลวยไมรวมทัง้ตัวอยางนําเขาในพืน้ที่ตางๆ มาศึกษาลักษณะอาการ ทาํการ
จดบันทกึรายละเอียดขอมูลแหลงพบ และชนิด พันธุ 

 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวธิ ี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked 
immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 
   2.1 ตรวจวนิิจฉัยดวยวธิี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent  

   assay (NCM-ELISA) ในกลุม Potyvirus 
   นําตัวอยางใบพืชที่ตองการตรวจสอบใสในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M 

Tris, 0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบด
ตัวอยางใหละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 
μm ชนิด  High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางสี่เหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทํา
เคร่ืองหมายทีต่ารางของตัวแผน NCM หวัทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถึงตัวอยางสุดทาย 
นําแผน NCM พรอมกับวางกระดาษกรองเบอร 1  ที่ตัดใหมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS 
(0.02M Tris, 0.5 M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาท ีหลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอร 1 
ข้ึนมาพรอมกบัแผน NCM ที่แชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมทีแ่หงและมีขนาด
ใหญกวา โดยใช pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยด
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ตัวอยางน้าํค้ันพืช 1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตาม
รูปแบบที่วางไว เมื่อหยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไว
ประมาณ 10-20 นาที นําแผนตัวอยางทีแ่หงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่มี 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 ใสสวนผสม
ของ IgG ของ Potyvirus  ที่ละลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นัน้
เปนเวลา  1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-
Tween 3    คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase 
(SIGMA A7778) ที่เจือจางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 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 และละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 
เทสวนผสมทั้ง 2 รวมกนั แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา 
ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อเกิดปฏิกิริยาเหน็สีชมพูชัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้ํากล่ันลง
แทน เพื่อเปนการลางและหยุดปฏิกิริยา 

 
2.2 ตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน 
      นาํตัวอยางกลวยไมในแตละแหลงปลูกที่เก็บรวบรวมในขอ 1 ที่ผานการตรวจหาเช้ือใน

กลุม Potyvirus ดวยวิธ ี NCM-ELISA มาตรวจสอบหาเชื้อไวรัส OFV และ TRSV โดยตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนดวยเทคนคิ Brandes’ dip โดยบดตัวอยางใบพชืใน 0.05 M 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 บนแผนไสลด  นํากริด (grid) ขนาด 300  mesh (มีชองส่ีเหล่ียม 
300 ชองตอตารางนิ้ว) มาคว่ําลงบนน้ําค้ันทิง้ไว 1 นาที ใชคีมคีบกริดข้ึนจากน้ําค้ัน ซับสวนที่เปน
ของเหลวรอบกริด หยดน้ํากล่ันลงบนกริดเพื่อชะลางสารโมเลกุลใหญ เชนเกลือตางๆออกไป  ทํา
การยอมสีแบบ negative staining ซึ่งเปนการยอมสีพื้นที่รอบๆอนุภาคของเช้ือไวรัสดวย 2% 
Phosphotungstic acid (PTA) นํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

 
เวลาและสถานที ่

ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที ่     หองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพัฒนาการ 
                             อารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

1. เก็บตัวอยางกลวยไมเพื่อใชในการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส 
ในป 2552 ไดเก็บตัวอยางกลวยไมนําเขาจากเนเธอรแลนด, ญ่ีปุน,ไตหวนัของบริษัทไพร

ทูรยสะพลีและตัวอยางของบริษัทเทพวงศออคิดส รวมทั้งจากแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรที่มี
อาการผิดปกติ และในป 2553 ไดเก็บตัวอยางกลวยไมจากแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ของ จ.
เชียงใหม และ จ.ลําพูน รวมทัง้เก็บตัวอยางกลวยไมของทางบริษทัไพรทูรยสะพลี ซึ่งเปนกลวยไม
นําเขาจากไตหวนั (ระหวางเดือนตุลาคม 2552 – มีนาคม 2553) นํามาตรวจหาเช้ือไวรัสใน
หองปฏิบัติการ  ซึง่จากการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบดาง 
necrosis และอาการขีดไหม  ที่ไมไดเกิดจากเช้ือ CyMV  และ  ORSV ตองทําการตรวจสอบดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนดูอนุภาคของเช้ือไวรัสวาเปนชนิดทอนยาวคด  หรือแบบ bacilliform     
 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยวธิ ี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked 
immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 

จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมเพื่อหาเชื้อไวรัสทัง้ในกลุม Potyvirus ดวยวิธี 
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) และ
ตรวจสอบเชื้อไวรัส OFV, TRSV เพื่อหาอนุภาคเช้ือไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนน้ัน ยงัไม
พบเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและ
บริษัทนาํเขากลวยไมของไทย 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมดังกลาว ที่ไดเก็บตัวอยางในพื้นทีป่ลูกตามแหลงตางๆ 

มาทาํการตรวจสอบนั้นจึงสรุปไดวายังไมพบเชื้อ Potyvirus ของกลวยไมระบาดในประเทศไทยและ
ยังไมพบเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ในแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรและบริษัทนาํเขากลวยไมของ
ไทยอีกดวย ซึ่งการตรวจสอบเช้ือ Potyvirus ของกลวยไมนั้น  มีการใช MAb ของ  Potyvirus 
ทั้งของ  สวทช. และ AGDIA ในการตรวจจําแนกเช้ือ Potyvirus และยังใช MAb ตรวจหาเชื้อ 
PhCSV ในกลวยไมนาํเขาของใตหวนัอีกดวย 
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