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                   การสํารวจและเก็บตัวอย่างใบมันฝรั่งจากแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่จังหวัด
เชียงใหม่, จังหวัดลําปางและจังหวัดตาก โดยคัดแยกเฉพาะอาการคล้ายโรคไวรัสที่มีอาการใบด่าง ใบ
ม้วน มาทําการตรวจสอบและตรวจวินิจฉัยหาเช้ือไวรัส PVS PVX และ PLRV ด้วยวิธี GLIFT kit และ 
NCM-ELISA ในห้องปฏิบัติการ จากตัวอย่างทั้งหมดพบการระบาดของโรคไวรัส PLRV ในพ้ืนที่ปลูก
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การระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่ง 
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คํานาํ 
 

ปัจจุบันประเทศไทยได้มีข้อตกลงเปิดการค้าเสรีกับหลายประเทศ มีการวางข้อกําหนดด้าน
คุณภาพของสินค้า    ความปลอดภัยต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อมมาเป็นข้อกําหนดการนําเข้าสินค้า 
ดังน้ันแต่ละประเทศจําเป็นต้องมีข้อมูลด้านวิชาการที่ชัดเจนเพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการเจรจาตกลงใน
เรื่องข้อกําหนดในแต่ละเรื่อง โดยเฉพาะอย่างย่ิงข้อมูลด้านศัตรูพืชและการวิเคราะห์ความเสี่ยงของ
ศัตรูพืช ที่จะถูกหยิบยกขึ้นมาเป็นเร่ืองการกีดกันทางการนําเข้าได้เป็นอย่างดี   ในระยะเวลา 5 ปีที่
ผ่านมาประเทศไทยได้มีการนําเข้าหัวพันธ์ุมันฝรั่งมากกว่าปีละ 8,000-12,000 ตัน จากหลายประเทศ 
ได้แก่ ประเทศออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา สก๊อตแลนด์ เป็นต้น เน่ืองจากประเทศไทยไม่สามารถผลิต
หัวพันธ์ุมันฝรั่งให้เพียงพอต่อความต้องการของผู้ปลูก    แต่จากการนําเข้าหัวพันธ์ุจากต่างประเทศมี
ปัญหาการติดเช้ือไวรัสเข้ามา ได้แก่เช้ือ PVS PVX PVY PLRV ฯลฯ จากการรายงานของ Gray et.al. 
(2003) ได้ทําการสํารวจและประเมินความรุนแรงของโรคใบด่างจาก PVY ในหัวมันฝรั่งใน Maine 
and New Yoke. โดยสํารวจและเก็บตัวอย่างอาการใบด่างจากต้นมันฝรั่ง จํานวน 1,330 ต้น จาก 90 
ฟาร์ม 300 ตัวอย่าง เก็บจากต้นมีอาการด่างอย่างชัดเจน และ 1,030 ตัวอย่าง สุ่มจากต้นทั่วๆ ไป 
และทําการตรวจทางเซรุ่มวิทยากับแอนติซีรัมของไวรัส 6 ชนิด ได้แก่ PVA, PVS, PVX, PVY, PVM 
และ PLRV ซึ่งในโปรแกรมการผลิตหัวพันธ์ุรับรองได้ทําการตรวจสอบไวรัสทั้ง 6 ชนิด เพราะไวรัสทั้ง 
6 ชนิดน้ี เป็นเช้ือไวรัสที่พบเสมอในแหล่งปลูกมันฝรั่งในสหรัฐอเมริกา ผลจากการสํารวจพบว่ามีการ
เข้าทําลายของเช้ือ PVY สูงที่สุดมีการเข้าทําลายถึง 68% และ PVS 61% ส่วน PVX มีเพียง 10 % 
ส่วนไวรัสอ่ืนๆ มีน้อยกว่า 1% ผลการสํารวจที่ได้น้ีมีแนวโน้มใกล้เคียงกับการสํารวจในปี 2002 กิตติ
ศักด์ิและคณะ(2531) ได้ทําการทดลองศึกษาความเสียหายที่เกิดขึ้นกับมันฝรั่งพันธ์ุ Kennebec จาก
การเข้าทําลายของเช้ือ PVY และ PVX ที่เป็นโรคใน 3 อัตรา คือ 65% 41% และ 30% ตามลําดับ 
พบว่าหัวมันฝรั่งที่เก็บได้จากต้นเป็นโรคจะมีขนาดของหัวเล็กลงมีนํ้าหนักโดยเฉลี่ย 30 กรัม ในขณะที่
หัวมันที่เก็บได้จากต้นปกติมีนํ้าหนักโดยเฉลี่ยเป็น 70 กรัม แต่ผลผลิตโดยรวมตามนํ้าหนักต้นเป็นโรค
จะได้นํ้าหนักน้อยกว่าไม่เป็นโรค ประมาณ 9.67% เมื่อวิเคราะห์ตัวเลขทางสถิติไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติ แต่คุณภาพของหัวพันธ์ุที่ได้จากต้นไม่เป็นโรคมีขนาดใหญ่กว่า 

ในภาวะปัจจุบันที่ประเทศไทยต้องสั่งหัวพันธ์ุจากประเทศต่างๆ เข้ามาจํานวนมากทุกปี    จึง
จําเป็นต้องเร่งดําเนินการสํารวจ รวมถึงเร่งรวบรวมและหาข้อมูลของเช้ือไวรัสโดยเฉพาะ PVS PVX 
และ PLRV ให้เป็นปัจจุบัน ว่าเช้ือไวรัสทั้ง 3 ชนิดน้ียังคงมีปรากฏอยู่ในแหล่งปลูกของประเทศไทย
หรือไม่  หากปรากฏว่าสํารวจไม่พบว่ามีอยู่ในประเทศไทยอีกเลย  นับว่าเป็นข้อมูลที่เป็นประโยชน์ที่
จะนํามาแจ้งประกาศใน IPPC  ว่าเช้ือเหล่าน้ีไม่ได้มีอยู่ในประเทศไทยโดยถ่ินกําเนิด และปัจจุบันได้
หายไปจากแหล่งปลูกมันฝรั่งของไทยแล้ว   จากการที่ไทยมีข้อกําหนดให้มีการติดเช้ือไวรัสมากับหัว
พันธ์ุได้ไม่เกิน 0.1% และฝา่ยวิชาการกักพืชมีการตรวจสอบอย่างเข้มงวดจริงจังทําให้หัวพันธ์ุที่นําเข้า
มามีคุณภาพดี ปลอดโรคไวรัสมากขึ้น สรุภีและคณะ(2551) ดังน้ันการสาํรวจให้ได้ข้อมูลของเช้ือทั้ง 3 
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ชนิดน้ีจะเป็นประโยชน์ในการจัดทําเพ่ือเป็นใช้ข้อมูล ในการจัดทํารายช่ือศัตรูพืช ( Pest list ) และ 
วิเคราะห์ความเสี่ยง (Pest Risk Analysis)  ไวรัสของมันฝรั่ง  และเป็นขอ้มูลในการป้องกันกําจัดเพ่ือ
การผลิตหัวพันธ์ุปลอดเช้ือไวรัส 

 
วิธีดําเนินการ 

 
อุปกรณ ์

- ตู้แช่แข็ง -80 0C  

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการปลูกเช้ือไวรัส 

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 

- พืชทดสอบและพืชอาศัย 
 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอย่างใบมันฝรั่ง เพื่อใช้ในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมันฝรั่งที่เกิด 
   จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV  
      สํารวจและเก็บตัวอย่างอาการใบด่างของมันฝรั่งจากแหล่งปลูกมันฝร่ังของเกษตรกรโดยเก็บ
ตัวอย่างใบจากแปลงปลูกที่ใช้หัวพันธ์ุนําเข้าและแปลงที่ใช้หัวพันธ์ุที่ผลิตในประเทศไทยหรือเก็บใช้เอง
ของผู้ปลูกมันฝรั่ง ใช้หลักการเก็บแบบ grid pattern (Canada/USA PVY-n Management plan) 
นํามาใช้สุ่มเก็บตัวอย่างในแปลงปลูกมันฝรั่งสําหรับตรวจหาเช้ือไวรัส PVS PVX และ PLRV  จะเก็บ
เฉพาะตัวอย่างที่แสดงอาการที่สงสัยว่าเป็นโรค โดยการเดินสํารวจในแปลงหาต้นเป็นโรคที่มีอาการ
ด่างและอาการใบม้วนงอที่เกิดจากเช้ือ PVS, PVX และ PLRV การเดินแบบ grid pattern จะเดินเป็น
รูปตัว U ดูแถวริมตลอดแถวแล้วเดินเว้นไป 10 แถว หรือ 10 เมตร เดินเข้าแถวที่ 10 และ 11 แล้ว
เดินตลอดแถวมาจนทะลุหัวแถว ขณะเดินสามารถมองสํารวจดูออกไปในรัสมีของแถวที่ 9, 10, 11 
และ 12 ได้เป็น 4 แถว เมื่อมาถึงปลายแถวก็เดินขึ้นไปข้างหน้าของแถวที่ยังไม่ได้เดินผ่าน เดินผ่านหัว
แถวเว้นไปอีก 10 แถว เดินเข้าระหว่างแถวท่ี 20 และ 21 เดินดูได้ อีก 4 แถวคือ 19, 20, 21 และ 22 
จึงเดินเป็นรูปตัว U ควํ่าหงายชนกันไปตลอดแปลง การเก็บตัวอย่างเลือกเก็บที่มีอาการด่างทุกชนิดที่
พบระหว่างการสํารวจ หากมีอาการด่างมากทั้งแปลงให้เก็บโดยเว้นระยะ 3 เมตรต่อ 1 ต้น ในแถวที่
เดินผ่านทั้งซ้ายและขวา เพราะอาการใบด่างเกิดจากเช้ือไวรัสได้หลายชนิดจําเป็นต้องเก็บให้มาก ส่วน
อาการใบม้วนงอที่มีความชัดเจนอยู่ในต้นว่าเกิดจากเช้ือ PLRV เก็บในลักษณะเดียวกับใบด่าง 
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2. ตรวจจําแนกด้วยวิธี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent 
assay   
   (NCM-ELISA) 

นําตัวอย่างใบพืชที่ต้องการตรวจสอบใส่ในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราส่วน (ใบพืช : บัฟเฟอร์ = 1:5)  แล้วบดตัวอย่างให้
ละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผ่น Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 μm ชนิด  
High bone N+   ด้วยการตีเป็นช่องตารางส่ีเหลี่ยม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทาํเคร่ืองหมายที่
ตารางของตัวแผ่น NCM หัวท้ายเพ่ือเรียงลําดับตัวอย่างจาก 1  ถึงตัวอย่างสุดท้าย นําแผ่น NCM 
พร้อมกับวางกระดาษกรองเบอร์ 1  ที่ตัดให้มีขนาดพอดีกับแผ่น NCM แช่ใน TBS (0.02M Tris, 0.5 
M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาที หลงัจากน้ันคีบแผน่กระดาษกรองเบอร์ 1 ขึ้นมาพร้อมกับแผ่น 
NCM ที่แช่ไว้ด้วยกัน วางลงบนแผ่นกระดาษกรองแผ่นใหมท่ี่แห้งและมีขนาดใหญ่กว่า โดยใช้ pasteur 
pipette ที่สะอาดรีดแผ่น NCM ให้แนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอย่างนํ้าคั้นพืช 1 หยด  
หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในช่องตารางบนแผ่น NCM ตามรูปแบบที่วางไว้ เมื่อหยดตัวอย่าง
เสร็จแล้วคีบแผ่น NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผึ่งไว้ประมาณ 10-20 นาที นําแผ่นตัวอย่างที่
แห้งแล้วแช่ลงในกล่องสี่เหลีย่มที่ม ีblocking buffer ( 2%  non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู่ 10 
มิลลลิิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แช่นาน 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง หรือ ประมาณ 27-
30๐C หลังจากน้ันเท blocking buffer ออก ใส่ส่วนผสมของ IgG ของ PVS, PVX และ PLRV  ที่
ละลายอยู่ใน blocking buffer ใหม่  ในอัตรา 1:500  แช่แผน่ NCM น้ันเป็นเวลา  1 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิห้อง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลว้จึงล้างแผ่น NCM ด้วย TBS-Tween 3    ครั้ง ๆ ละ 3 
นาที เทส่วนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่เจือ
จางเป็น 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลลิิตร บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 1 
ช่ัวโมง ล้างออกด้วย TBS-Tween  3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที  แล้วเทสว่นผสม substrate  (ละลาย  
0.25%  AS- MX  จํานวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลลิิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และละลาย
สาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลลิิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทส่วนผสมท้ัง 2 
รวมกัน แล้วเทลงในกล่องแช่แผ่น NCM เขย่าเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพูชัดเจนแล้วเท substrate ออก แลว้เทนํ้ากลั่นลงแทน เพ่ือเป็นการล้างและหยุด
ปฏิกิริยา 
 
เวลาและสถานท่ี 

ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2551  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที่      หอ้งปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุม่วิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการ  

     อารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจกัร  กทม. 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. เก็บตัวอย่างใบมันฝรั่ง เพื่อใช้ในการตรวจสอบและจําแนกโรคไวรัสของมันฝรั่งที่เกิด 
    จากเชื้อ PVS, PVX และ PLRV 

การสํารวจและเก็บตัวอย่างอาการใบด่างของมันฝร่ังจากแปลงปลูกของเกษตรกรใน อ.ฝาง  
จ.เชียงใหม่ อ.ห้างฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แม่สอด จังหวัดตาก ในปี 2552 ได้ตัวอย่างทั้งหมด 
700 ตัวอย่าง และในปี 2553 ได้สํารวจและเก็บตัวอย่างใบมันฝรั่งในพ้ืนที่ อ.ไชยปราการ อ.แม่อาย อ.
ฝาง อ.สันทราย อ. เจดีย์แม่ครัว จ.เชียงใหม่ และ อ.พบพระ จ.ตาก ทั้งหมด 700 ตัวอย่าง ซึ่งการ
สํารวจและจําแนกต้องทําการรวบรวมข้อมูลแหล่งปลูกมันฝรั่งก่อนเป็นขั้นตอนแรก ก่อนทําการออก
สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างมันฝรั่งในแต่ละแหล่งปลูกของเกษตรกรเพ่ือนําตัวอย่างใบมันฝรั่งน้ัน
กลับมาตรวจในห้องปฏิบัติการ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลของเช้ือ PVS, PVX และ PLRV ที่ตรวจพบในแต่ละ
แหล่งปลูก 
 
 2. ตรวจจําแนกด้วยวิธี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent 
assay   
   (NCM-ELISA) 
  จากตัวอย่างทั้งหมด 700 ตัวอย่าง ในพ้ืนทีป่ลูกมันฝร่ังของเกษตรกรใน อ.ฝาง จ.เชียงใหม่ อ.
ห้างฉัตร จ.ลําปาง อ.พบพระและอ.แม่สอด จังหวัดตาก โดยได้นําตัวอย่างมาตรวจวินิจฉัยหาเช้ือไวรัส 
PVS PVX และ PLRV ด้วยวิธี GLIFT และ NCM-ELISA จากตัวอย่างทั้งหมดพบว่าผลการตรวจยังไม่
พบเช้ือไวรัส PVS, PVX และ PLRV ระบาดในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังดังกล่าว ส่วนในปี 2553 เก็บตัวอย่าง
ใบมันฝรั่งในพ้ืนที่ อ.ไชยปราการ อ.แม่อาย อ.ฝาง อ.สันทราย อ.เจดีย์แม่ครัว จ.เชียงใหม่ และ อ.พบ
พระ จ.ตาก ทัง้หมด 700 ตัวอย่าง (ในช่วงเดือนพฤศจิกายน 2552 - มีนาคม 2553) โดยได้คัดแยก
เฉพาะที่มีอาการคล้ายโรคไวรัสมาทําการตรวจสอบด้วย NCM-ELISA ในห้องปฏิบัติการ ทําการ
ตรวจหาเช้ือ PVS, PVX และ PLRV พบเช้ือไวรัส PLRV โดยพบในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังอําเภอชัยปราการ 
อําเภอแม่อายและอําเภอเจดีย์แม่ครัว จ.เชียงใหม ่ 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
 
การตรวจสอบตัวอย่างทั้งหมด (ในปี 2551-2553) ทําให้ทราบว่ายังมีเช้ือไวรัส PLRV ระบาดในพ้ืนที่

ปลูกมันฝรั่ง อ.เจดีย์แม่ครัว อ.แม่อาย อ.ชัยปราการ จ.เชียงใหม่ ซึ่งเช้ือดังกล่าวน้ันเป็นเช้ือไวรัสที่สําคัญ
เช้ือหน่ึงที่เข้าทําลายมันฝรั่ง ลักษณะอาการท่ีพบเห็นในแปลงคือ ใบยอดม้วนงอ ใบมีสีเหลืองซีด ขนาดของ
ใบเล็ก ต้นแคระแกรน เช้ือ PLRV สามารถติดไปกับหัวพันธ์ุได้ ดังน้ันเมื่อนําหัวพันธ์ุที่เป็นโรคไปปลูกจะมี
ส่วนอย่างมากที่ทําให้ผลผลิตลดลง ซึ่งเช้ือน้ีไม่สามารถถ่ายทอดโรคโดยวิธีสัมผัส แต่สามารถถ่ายทอดได้
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โดยเพลี้ยอ่อนแบบ persistant ในด้านการนําเข้าหัวพันธ์ุมันฝรั่งน้ัน เช้ือไวรัส PLRV สามารถติดเข้ามากับ
หัวพันธ์ุได้ไม่เกิน 4 เปอร์เซ็นต์ จากเหตุน้ีจึงยังทําให้มีการตรวจพบเช้ือ PLRV ในแปลงปลูกมันฝร่ังของ
เกษตรกรอยู่ จากการที่เช้ือไวรัสชนิดน้ีถ่ายทอดโรคได้ด้วยเพลี้ยอ่อนทําให้เกิดการระบาดและส่งผลต่อ
ผลผลิตมันฝรั่ง ทั้งยังมีเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนระบาดในแปลงปลูกมันฝรั่งร่วมด้วยแล้วเช่น PVY จะย่ิงส่งผล
กระทบต่อผลผลิตของมันฝรั่งเป็นอย่างมาก ส่วนเช้ือไวรัส PVX และ PVS ยังไม่พบการระบาดและจากผล
การตรวจหาเช้ือไวรัสในพ้ืนที่แหล่งปลูกมันฝรั่งน้ัน ทําให้ทราบข้อมูลของเช้ือไวรัสในสถานการณ์ปัจจุบัน
ของเช้ือ PVX, PVS และ PLRV ในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังของเกษตรกรในประเทศไทย (จังหวัดเชียงใหม่, จังหวัด
ลําพูนและจังหวัดตาก) ดังน้ันจากข้อมูลทางวิชาการน้ีจึงเป็นประโยชน์อย่างมาก สามารถนําข้อมูลดังกล่าว
มาวางมาตรการด้านการกักกันศัตรูพืชและการวิเคราะห์ความเส่ียงของศัตรูพืช และยังสามารถนําข้อมูล
ดังกล่าวมาใช้ในการปรับปรุงเง่ือนไขและข้อกําหนดในการวางมาตราการการอนุญาตินําเข้าหัวพันธ์ุมันฝรั่ง
จากประเทศต่างๆ ให้เป็นปัจจุบันทั้งยังสามารถนําข้อมูลน้ีไปวางแผนในการวางแนวทางการป้องกัน เพ่ือ
การผลิตหัวพันธ์ุมันฝรั่งปลอดเช้ือไวรัส PVX, PVS และ PLRV และวางแนวทางการควบคุมโรคในแปลง
ปลูกมันฝร่ังต่อไป    
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