
 

        

 

2071 

2071 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

การเฝ้าระวังการแพร่กระจายโรคไวรัสของมันฝร่ังที่เกิดจากไวรัส  
Potato virus A (PVA) Potato virus M (PVM)  

Potato virus T (PVT)  
Potato virus X (PVX) Potato virus S (PVS)  

และ Potato leaf roll virus (PLRV) 
 

Survey and Identification of Potato Virus Diseases caused by  
Potato virus A (PVA) Potato virus M (PVM) Potato virus T (PVT)  

Potato virus X (PVX) Potato virus S (PVS)  
และ Potato leaf roll virus (PLRV) 
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ค าน า 
จำกกำรที่ประเทศไทยได้เปิดเขตกำรค้ำเสรีกับหลำยประเทศภำยใต้หลักเกณฑ์ขององค์กำรกำร 

ค้ำโลก (World Trade Organization: WTO) ในกำรน ำเข้ำและส่งออกสินค้ำเกษตร ประเทศไทย
จ ำเป็นต้องยึดหลักกำรตำมควำมตกลงว่ำด้วยกำรบังคับใช้มำตรกำรสุขอนำมัยและสุขอนำมัยพืช 
(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures: SPS 
Agreement) มำตรกำร SPS Agreement นี้ยึดหลักกำรทำงวิทยำศำสตร์ และกำรประเมินควำม
เสี่ยงเพ่ือปกป้องสินค้ำเกษตรจำกศัตรูพืชที่ไม่เคยมีมำก่อน  

ประเทศไทยมีกำรน ำเข้ำพืชจ ำนวนมำกจำกทั่วโลกในแต่ละปี และปัจจุบันประเทศไทยได้มี
ข้อตกลงเปิดกำรค้ำเสรีกับหลำยประเทศ มีกำรวำงข้อก ำหนดด้ำนคุณภำพของสินค้ำ    ควำมปลอดภัย
ต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อมมำเป็นข้อก ำหนดกำรน ำเข้ำสินค้ำ ดังนั้นแต่ละประเทศจ ำเป็นต้องมีข้อมูล
ด้ำนวิชำกำรที่ชัดเจนเพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนกำรเจรจำตกลงในเรื่องข้อก ำหนดในแต่ละเรื่อง 
โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งข้อมูลด้ำนศัตรูพืชและกำรวิเครำะห์ควำมเสี่ยงของศัตรูพืช ที่จะถูกหยิบยกขึ้นมำ
เป็นเรื่องกำรกีดกันทำงกำรน ำเข้ำได้เป็นอย่ำงดี ในระยะเวลำที่ผ่ำนมำประเทศไทยได้มีกำรน ำเข้ำหัว
พันธุ์มันฝรั่งมำกกว่ำปีละ 8,000-12,000 ตัน จำกหลำยประเทศ ทั้งจำกประเทศออสเตรเลีย 
สหรัฐอเมริกำ สก๊อตแลนด์ เป็นต้น เนื่องจำกประเทศไทยไม่สำมำรถผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งให้เพียงพอต่อ
ควำมต้องกำรของผู้ปลูก แต่จำกกำรน ำเข้ำหัวพันธุ์จำกต่ำงประเทศมีปัญหำกำรติดเชื้ อไวรัสเข้ำมำ 
ได้แก่เชื้อ PVS PVX PVY PLRV ฯลฯ ในภำวะปัจจุบันที่ประเทศไทยต้องสั่งหัวพันธุ์จำกประเทศต่ำงๆ 
เข้ำมำจ ำนวนมำกทุกปี กำรเร่งรวบรวมและหำข้อมูลของเชื้อไวรัสโดยเฉพำะ PVA PVM PVT PVX 
PVS และ PLRV ให้เป็นปัจจุบัน ว่ำเชื้อไวรัสทั้ง 6 ชนิดนี้ยังคงมีปรำกฏอยู่ในแหล่งปลูกของประเทศ
ไทยหรือไม่  หำกปรำกฏว่ำส ำรวจไม่พบว่ำมีอยู่ในประเทศไทยอีกเลย  นับว่ำเป็นข้อมูลที่เป็นประโยชน์
ที่จะน ำมำแจ้งประกำศใน IPPC ว่ำเชื้อเหล่ำนี้ไม่ได้มีอยู่ในประเทศไทยโดยถิ่นก ำเนิด และปัจจุบันได้
หำยไปจำกแหล่งปลูกมันฝรั่งของไทยแล้ว   จำกกำรที่ ไทยมีข้อก ำหนดให้มีกำรติดเชื้อไวรัสมำกับหัว
พันธุ์ได้ไม่เกิน 0.1% และฝ่ำยวิชำกำรกักพืชมีกำรตรวจสอบอย่ำงเข้มงวดจริงจังท ำให้หัวพันธุ์ที่น ำเข้ำ
มำมีคุณภำพดี ปลอดโรคไวรัสมำกขึ้น  ดังนั้นกำรส ำรวจให้ได้ข้อมูลของเชื้อทั้ง 6 ชนิดนี้จะเป็น
ประโยชน์ในกำรจัดท ำเพ่ือใช้เป็นข้อมูล ในกำรจัดท ำรำยชื่อศัตรูพืช (Pest list) และวิเครำะห์ควำม
เสี่ยง (Pest Risk Analysis)  ไวรัสของมันฝรั่ง  และเป็นข้อมูลในกำรป้องกันก ำจัดเพ่ือกำรผลิตหัวพันธุ์
ปลอดเชื้อไวรัส ดังนั้นจึงมีส่วนส ำคัญมำกเพ่ือเป็นกำรป้องกันกำรน ำเข้ำเชื้อไวรัสจำกต่ำงประเทศเข้ำ
มำภำยในประเทศไทย จึงควรเร่งรวบรวมและหำข้อมูลของเชื้อไวรัสดังกล่ำวว่ำพบหรือไม่พบ
ภำยในประเทศไทย 

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
- ตู้แช่แข็ง -80 0C  
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- สำรเคมีและวัสดุที่ใช้ในกำรปลูกเชื้อไวรัส 

- สำรเคมีและวัสดุที่ใช้ในกำรตรวจสอบด้วยวิธี NCM-ELISA และ ELISA 

- พืชทดสอบและพืชอำศัย 
 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอย่างใบมันฝรั่ง เพื่อใช้ในการตรวจสอบและจ าแนกโรคไวรัสของมันฝรั่งที่เกิดจากเชื้อ
ไวรัส   
   Potato virus A (PVA) Potato virus M (PVM) Potato virus T (PVT) Potato virus X 
(PVX)    
   Potato virus S (PVS) และ Potato leaf roll virus (PLRV) 

ส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงอำกำรใบด่ำงของมันฝรั่งจำกแหล่งปลูกมันฝรั่งของเกษตรกรโดยเก็บ
ตัวอย่ำงใบจำกแปลงปลูกที่ใช้หัวพันธุ์น ำเข้ำและแปลงที่ใช้หัวพันธุ์ที่ผลิตในประเทศไทยหรือเก็บใช้เอง
ของผู้ปลูกมันฝรั่ง ใช้หลักกำรเก็บแบบ grid pattern (Canada/USA PVY-n Management plan) 
น ำมำใช้สุ่มเก็บตัวอย่ำงในแปลงปลูกมันฝรั่งส ำหรับตรวจหำเชื้อไวรัส PVA PVM PVT PVX PVS และ 
PLRV จะเก็บเฉพำะตัวอย่ำงที่แสดงอำกำรท่ีสงสัยว่ำเป็นโรค โดยกำรเดินส ำรวจในแปลงหำต้นเป็นโรค
ที่มีอำกำรด่ำงและอำกำรใบม้วนงอที่เกิดจำกเชื้อไวรัสดังกล่ำว กำรเดินแบบ grid pattern จะเดินเป็น
รูปตัว U ดูแถวริมตลอดแถวแล้วเดินเว้นไป 10 แถว หรือ 10 เมตร เดินเข้ำแถวที่ 10 และ 11 แล้ว
เดินตลอดแถวมำจนทะลุหัวแถว ขณะเดินสำมำรถมองส ำรวจดูออกไปในรัสมีของแถวที่ 9, 10, 11 
และ 12 ได้เป็น 4 แถว เมื่อมำถึงปลำยแถวก็เดินขึ้นไปข้ำงหน้ำของแถวที่ยังไม่ได้เดินผ่ำน เดินผ่ำนหัว
แถวเว้นไปอีก 10 แถว เดินเข้ำระหว่ำงแถวที่ 20 และ 21 เดินดูได้ อีก 4 แถวคือ 19, 20, 21 และ 22 
จึงเดินเป็นรูปตัว U คว่ ำหงำยชนกันไปตลอดแปลง กำรเก็บตัวอย่ำงเลือกเก็บที่มีอำกำรด่ำงทุกชนิดที่
พบระหว่ำงกำรส ำรวจ หำกมีอำกำรด่ำงมำกทั้งแปลงให้เก็บโดยเว้นระยะ 3 เมตรต่อ 1 ต้น ในแถวที่
เดินผ่ำนทั้งซ้ำยและขวำ เพรำะอำกำรใบด่ำงเกิดจำกเชื้อไวรัสได้หลำยชนิดจ ำเป็นต้องเก็บให้มำก ส่วน
อำกำรใบม้วนงอที่มีควำมชัดเจนอยู่ในต้นว่ำเกิดจำกเชื้อ PLRV เก็บในลักษณะเดียวกับใบด่ำง 

 
2. ตรวจจ าแนกด้วยวิธี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent 
assay    
   (NCM-ELISA) ของเชื้อไวรัส PVA PVX PVS และ PLRV  

น ำตัวอย่ำงใบพืชที่ต้องกำรตรวจสอบใส่ในถุงพลำสติก เติม Extraction buffer (0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตรำส่วน (ใบพืช : บัฟเฟอร์ = 1:5)  แล้วบดตัวอย่ำงให้
ละเอียด ท ำกำรวำงรูปแบบของแผ่น Nitrocellulose membrane (NCM) ขนำด 0.45 µm ชนิด  
High bone N+ ด้วยกำรตีเป็นช่องตำรำงสี่เหลี่ยม (ขนำด 1X1 ตำรำงเซนติเมตร) ท ำเครื่องหมำยที่
ตำรำงของตัวแผ่น NCM หัวท้ำยเพ่ือเรียงล ำดับตัวอย่ำงจำก 1 ถึงตัวอย่ำงสุดท้ำย น ำแผ่น NCM 
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พร้อมกับวำงกระดำษกรองเบอร์ 1 ที่ตัดให้มีขนำดพอดีกับแผ่น NCM แช่ใน TBS (0.02M Tris, 0.5 M 
NaCl, pH 7.5) ประมำณ 5 นำที หลังจำกนั้นคีบแผ่นกระดำษกรองเบอร์ 1 ขึ้นมำพร้อมกับแผ่น NCM 
ที่แช่ไว้ด้วยกัน วำงลงบนแผ่นกระดำษกรองแผ่นใหม่ที่แห้งและมีขนำดใหญ่กว่ำ โดยใช้ pasteur 
pipette ที่สะอำดรีดแผ่น NCM ให้แนบติดกับกระดำษกรอง ท ำกำรหยดตัวอย่ำงน้ ำคั้นพืช 1 หยด  
หรือประมำณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในช่องตำรำงบนแผ่น NCM ตำมรูปแบบที่วำงไว้ เมื่อหยดตัวอย่ำง
เสร็จแล้วคีบแผ่น NCM ออกมำวำงบนกระดำษสะอำดผึ่งไว้ประมำณ 10-20 นำที น ำแผ่นตัวอย่ำงที่
แห้งแล้วแช่ลงในกล่องสี่เหลี่ยมที่มี blocking buffer ( 2% non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู่ 10 
มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แช่นำน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง หรือ ประมำณ 27-
30๐C หลังจำกนั้นเท blocking buffer ออก ใส่ส่วนผสมของ IgG ของ PVA PVX PVS และ PLRV ที่
ละลำยอยู่ใน blocking buffer ใหม่ ในอัตรำ 1:500 แช่แผ่น NCM นั้นเป็นเวลำ 1 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้อง หรือ ประมำณ 27-30๐C แล้วจึงล้ำงแผ่น NCM ด้วย TBS-Tween 3 ครั้งๆ ละ 3 นำที 
เทส่วนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่เจือจำง
เป็น 1:3000 ในสำรละลำย blocking buffer จ ำนวน 10 มิลลิลิตร บ่มปฏิกิริยำที่อุณหภูมิห้อง 1 
ชั่วโมง ล้ำงออกด้วย TBS-Tween 3 ครั้งๆ ละ 3 นำที  แล้วเทส่วนผสม substrate  (ละลำย 0.25%  
AS-MX จ ำนวน 1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl, pH 8.2 และละลำยสำร Fast red 
TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl, pH 8.2 เทส่วนผสมทั้ง 2 รวมกัน แล้วเทลงใน
กล่องแช่แผ่น NCM เขย่ำเบำๆ) รอดูผลของปฏิกิริยำ ประมำณ 5-30 นำที เมื่อเกิดปฏิกิริยำเห็นสีชมพู
ชัดเจนแล้วเท substrate ออก แล้วเทน้ ำกลั่นลงแทน เพ่ือเป็นกำรล้ำงและหยุดปฏิกิริยำ ส่วนกำร
ตรวจจ ำแนกด้วยวิธี Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ของเชื้อไวรัส PVT และ  
PVM ด ำเนินกำรตำมคู่มือแนะน ำ 
 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลำ  เริ่มเดือนตุลำคม 2555 - เดือนพฤษภำคม 2556 
สถำนที ่    ไร่เกษตรกรจังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย ตำก 
              ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนไวรัสวิทยำ  กลุ่มวิจัยโรคพืช   

     ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช  กรมวิชำกำรเกษตร  จตุจักร  กทม. 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. เก็บตัวอย่างใบมันฝรั่ง เพื่อใช้ในการตรวจสอบและจ าแนกโรคไวรัสของมันฝรั่งที่เกิดจากเชื้อ
ไวรัส   
   Potato virus A (PVA) Potato virus M (PVM) Potato virus T (PVT) Potato virus X 
(PVX)    
   Potato virus S (PVS) และ Potato leaf roll virus (PLRV) 



 

        

 

2075 

2075 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

กำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงอำกำรใบด่ำงของมันฝรั่งจำกแปลงปลูกของเกษตรกรใน อ.แม่อำย 
อ.ฝำง อ.ไชยปรำกำร อ.สันทรำย จ.เชียงใหม่ อ.แจ้ห่ม จ.ล ำปำง อ.แม่สอด อ.พบพระ จ.ตำก ตัวอย่ำง
ทั้งหมด ที่เก็บในระหว่ำงเดือนตุลำคม 2555-เดือนพฤษภำคม 2556 จ ำนวนตัวอย่ำงทั้งหมด 630 
ตัวอย่ำง ก่อนกำรส ำรวจและจ ำแนกนั้นได้ท ำกำรรวบรวมข้อมูลแหล่งปลูกมันฝรั่งเพ่ือออกส ำรวจและ
เกบ็รวบรวมตัวอย่ำงมันฝรั่งในแต่ละแหล่งปลูกของเกษตรกรเพ่ือน ำตัวอย่ำงใบมันฝรั่งนั้นกลับมำตรวจ
ในห้องปฏิบัติกำร เพ่ือใช้เป็นข้อมูลของเชื้อ PVA PVM PVT PVX PVS และ PLRV ที่ตรวจพบในแต่
ละแหล่งปลูก 

 
2. ตรวจจ าแนกด้วยวิธี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent 
assay      
   (NCM-ELISA) ของเชื้อไวรัส PVA PVX PVS และ PLRV 

กำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงอำกำรใบด่ำงของมันฝรั่งจำกแปลงปลูกของเกษตรกร อ.แม่อำย 
อ.ฝำง อ.ไชยปรำกำร อ.สันทรำย จ.เชียงใหม่ อ.แจ้ห่ม จ.ล ำปำง อ.แม่สอด อ.พบพระ จ.ตำก โดย
ตรวจวินิจฉัยหำเชื้อ PVA PVX PVS และ PLRV ด้วยวิธี NCM-ELISA และตรวจวินิจฉัยหำเชื้อ PVT 
และ PVM ด้วยวิธี ELISA กับตัวอย่ำงใบมันฝรั่ง ซึ่งจำกตัวอย่ำงทั้งหมด ที่เก็บในระหว่ำงเดือนตุลำคม 
2555-เดือนพฤษภำคม 2556 จ ำนวนตัวอย่ำงทั้งหมด 630 ตัวอย่ำง ยังไม่พบเชื้อไวรัสดังกล่ำว  
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