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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของการวิจัยนี้ ก็เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสําคัญที่มีการติดเชื้อในมัน

ฝรั่ง โดยอาศัยเทคนิควิธีการของ reverse transcription (RT) polymerase chain reaction 

(PCR) ซึ่งโครงการวิจัยฯ ประสบผลสําเร็จในการพัฒนาการตรวจสอบ Potato virus A (PVA), 

Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) โดยอาศัย

เทคนิควิธีการระดับโมเลกุลของ RT-PCR 

โครงการวิจัยฯ ไดทําการเก็บรวบรวมตัวอยางใบของมันฝรั่งที่แสดงลักษณะอาการที่คาด

วามีการติดเชื้อไวรัสไดจํานวน 1,120 ตัวอยาง จากแปลงเพาะปลูกของเกษตรกรในจังหวัด

เชียงใหม เชียงราย และตาก ซึ่งเปนจังหวัดในภาคเหนือ และจากโรงเรือนเพาะปลูกพืชทดลองของ

โครงการ ในชวงเวลาตั้งแตเดือนธันวาคม 2550 ถึงเดือนกรกฎาคม 2552 โดยทําการตรวจวินิจฉัย

ในเบื้องตนและตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อไวรัส ดวยดีเอ็นเอไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอชนิด

ไวรัสในวิธีการ RT-PCR  ในปแรกของการศึกษา-วิจัย (ตค 2550 – กย 2551) นั้น โครงการวิจัยได

ดําเนินการศึกษา-วิจัย ระบบ RT-PCR ที่เหมาะสมและสามารถประยุกตใชเพื่อการตรวจสอบไวรัส 

5 ชนิด ของมันฝรั่ง โดยไดมีการพัฒนาขั้นตอน-วิธีการสกัดแยกกรดนิวคลีอิค (total nucleic acid 

extraction) จากใบมันฝรั่งที่สะดวกและเหมาะสมซึ่งสามารถใชไดกับการตรวจสอบไวรัสของมัน

ฝรั่งทั้งชนิดที่มีสารพันธุกรรมเปน RNA หรือ DNA และการพัฒนาระบบ RT-PCR เพื่อการ

ตรวจสอบไวรัสที่มีหาง poly(A) ที่ปลาย 3’ ของ RNA  ในปที่สอง (ตค 2551 – กย 2552) โครงการ

วิจัยฯ ไดทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบ PVA PVX PVY และ PLRV เพื่อใหไดระบบของ RT-PCR 

ที่เหมาะสม โดยทําการออกแบบดีเอ็นเอไพรเมอรที่มีความจําเพาะหรือกึ่งจําเพาะตอชนิดของไวรัส

ทั้งสี่ชนิด โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสารพันธุกรรมของไวรัสแตละชนิดจากฐานขอมูล

พันธุกรรม GenBank และนํามาใชเปนไพรเมอรใน PCR เพื่อทดสอบความจําเพาะเจาะจง และ



 

 

ความไวในการตรวจสอบไวรัสแตละชนิด จากการทดสอบ โครงการวิจัยฯไดคัดเลือกและพัฒนา

ระบบตรวจสอบ PVA PVX PVY และ PLRV ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F/A04R, X01F/X02R, 

Y02F/Y03R และ R38F/R32R ในวิธี RT-PCR ตามลําดับ นอกจากนี้ โครงการวิจัยฯ ไดทําการ

พัฒนาระบบการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่งโดยการตรวจสอบ PVY และ PLRV จากเนื้อเยื่อ

ใบ ในหลอดทดลองเดี่ยวในครั้งเดียว โดยวิธีการตรวจสอบไวรัสในลักษณะ duplex RT-PCR ดวย

คูไพรเมอร Y02F และ Y03R รวมกับ R38F และ R32R โดยใช oligo (dT) และ R32R เปน ไพร

เมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (RT) 

 

ABSTRACT 

 The overall purpose of this research was to develop a reverse transcription (RT) 

polymerase chain reaction (PCR)-based method for detection of viruses in infected 

potato plant.  Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) and Potato 

leafroll virus (PLRV) are four different virus species of the most important viruses 

infecting cultivated potatoes. RT PCR-based methods for detecting the four potato 

viruses were successfully developed in this study. 

 A total of 1,120 symptomatic leaf samples from field and from greenhouse were 

collected from December 2007 to July 2009 in three Northern provinces, Chiang Mai, 

Chiang Rai and Tak, of Thailand.  Samples of symptomatic plants were analyzed for 

virus infection by RT-PCR using specific oligonucleotide primers.  In the first year of this 

research project (Oct 2007 – Sep 2008), optimization and application of a reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) system have been studied for 

detection of five potato viruses.  A nucleic acids extraction protocol was developed for 

both potato-infecting DNA and RNA viruses.  By using an oligo(dT) as a common primer 

for RNA templates containing a poly(A) tract, a RT-PCR system have been developed 

for detection of four potato viruses (PVA, PVS, PVX and PVY) which contained a poly(A) 

tract at their 3’-end.  In the second year (Oct 2008 – Sep 2009), three viral genera 

including four potato viruses, potyvirus (PVA and PVY), potexvirus (PVX) and polerovirus 

(PLRV) were used to develop manifold systems of RT-PCR.  Several specific or 



 

 

degenerate oligonucleotide primers were designed on aligned virus sequences 

published in the GenBank covering the genome of different PVA, PVX, PVY and PLRV 

isolates, consensus regions were identified.  These designed primers were used as 

either forward or reverse primers in PCR which were tested for their specificity and 

sensitivity.  Four primer pairs, A05F/A04R, X01F/X02R, Y02F/Y03R and R38F/R32R, were 

preferred and used as a set of virus species-specific primer in PCR for development of 

RT-PCR methods for detecting PVA, PVX, PVY and PLRV, respectively.  Furthermore, 

merging an oligo(dT) primer with the ‘R32R’ specific reverse primer can be used to 

simultaneously prime RT of both polyadenylated and non-polyadenylated RNAs, and 

PCR for simultaneous detection of two different viruses, PVY and PLRV with a mixture of 

primers  Y02F, Y03R, R38F and R32R, is reported. 
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สงเสริมการเกษตร และคณะ บริษัทเบอรล่ียุคเกอร ฟูดส ที่ไดอํานวยความสะดวกแกคณะผูวิจัย-

สํารวจโรค ในการเก็บรวบรวมตัวอยางโรคในพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่ง จังหวัดตาก และความ

อนุเคราะหที่พักแกคณะผูวิจัย 
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ในทางที่ชอบจากผลการวิจัยนี้แด คุณพอ คุณแม ที่ไดมอบความรัก ความอบอุน ดูแล-เอาใจใส 

และใหการสนับสนุนแกผูวิจัยใหไดรับการศึกษาอยางเต็มที่จนขั้นสูงสุด ตลอดจนบูรพาจารยทุก

ทานที่ไดประสิทธิ์ประสาทวิชาความรูแกผูวิจัย 
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3 ดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดออกแบบและใชในการตรวจสอบการติดเชื้อของไวรัส  44 

 สาเหตุโรคบนมันฝรั่งที่สําคัญ 4 ชนิด 

 4  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ   61 

Potato virus Yในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24  

ตัวอยาง (S101–S124) โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะ 

ตอไวรัสแตละชนิด 

 5  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ   62 

Potato virus Yในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24  

ตัวอยาง (S125–S148) โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะ 

ตอไวรัสแตละชนิด 

 6   แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ   63 

Potato virus Yในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 

 ตัวอยาง (S149–S172) โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะ 

ตอไวรัสแตละชนิด 

 7       แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ   64 

Potato virus Yในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 

 ตัวอยาง (S173–S196) โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะ 

ตอไวรัสแตละชนิด 
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1 การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคไวรัสของมันฝรั่งในบริเวณแปลงเพาะปลูก  27 

ของเกษตรกร ปเพาะปลูก 2550-2551    

2 การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการทดลองในกระถางหรือถุงปลูก-  28 

พลาสติกภายในและภายนอกโรงเรือนปลูกพืชทดลอง (มุงตาขาย)  

บริเวณแปลงปลูกพืชทดลอง ภาควิชาอารักขาพืช มหาวิทยาลัยแมโจ 

3 การเพาะปลูกมนัฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง   30 

ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลกูพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และ 

สถาบันตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวทิยาลัยแมโจ  

4   การเพาะปลูกมนัฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง  31 

ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลกูพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และ  

สถาบันตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวทิยาลัยแมโจ 

และการศึกษาลักษณะอาการเพื่อการวินิจฉยัโรคไวรัสในเบื้องตน  

 5            การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลกูทดลอง   32 

ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลกูพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และ 

สถาบันตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวทิยาลัยแมโจ  

และการเก็บขอมูล จํานวนหัว น้ําหนกัรวม และลักษณะหวัมันฝรั่งที่แสดง 

ลักษณะอาการผิดปกต ิ 

 6           แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวา  35 

มีการติดเชื้อไวรัส โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอ- 

ไพรเมอร (DNA primers) PV17 และ PV18 โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณ 

ที่แตกตางกนั ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการ 

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 
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7 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวา  37 

มีการติดเชื้อไวรัส หมายเลข Acc No. 025 โดยอาศัยหลักวิธีการของ  

RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV19 และ PV20 โดยใช 

oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตางกัน ในชวง 6.3 – 200.0 pmol 

(lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

8 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวา  38 

 มีการติดเชื้อไวรัส หมายเลข Acc No. 025 โดยอาศัยหลักวิธีการของ 

 RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 โดยใช  

 oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตางกัน ในชวง 6.3 – 200.0 pmol  

 (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา  

 reverse transcription (RT) 

 9 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวา  40 

มีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 17 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธกีารของ  

RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 โดยใช  

oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏกิิริยา  

reverse transcription (RT) 

  10 แสดงลักษณะอาการใบมวน (leaf roll) ของมันฝรั่งที่การตรวจสอบลักษณะ  41 

   เบื้องตนคาวามีสาเหตจุากการติดเชื้อ Potato leaf roll virus (PLRV)  

   ในตัวอยางโรคมันฝรั่ง จํานวน 7 ตัวอยาง ซึ่งนํามาทําการตรวจสอบไวรัส  

   โดยอาศัยหลักวิธกีารของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร(DNA primers)  

   PV9 และ PV10 

11           แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่ง  42 

 ที่คาดวามีติดเชื้อไวรัส จํานวน 7 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ  

 RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV9 และ PV10 โดย 

 ใช PV10 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

  ในปฏิกิริยา reverse transcription 
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12 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   47 

 (S101-S124) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) A05F และ A04R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

13 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   48 

 (S125-S148) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) A05F และ A04R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

14 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   49 

 (S149-S172) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) A05F และ A04R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

15 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   50 

 (S173-S196) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) A05F และ A04R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

16 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   52 

 (S101-S124) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) X01F และ X02R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 
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17 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   53 

 (S125-S148) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) X01F และ X02R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

18 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   54 

 (S149-S172) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) X01F และ X02R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

19  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   55 

 (S173-S196) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) X01F และ X02R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

20 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   57 

 (S101-S124) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

21 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   58 

 (S125-S148) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 
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22 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   59 

 (S149-S172) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

23 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง   60 

 (S173-S196) จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R ใน PCR  

 และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

24 แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยาง  66 

 มันฝรั่งที่แสดงลักษณะอาการใบมวนและคาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อ 

 ไวรัสจํานวน 9 ตัวอยาง โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R โดยใช  

 R32R เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

 ในปฏิกิริยา reverse transcription 

25 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 5  69 

 ตัวอยาง โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร  

 (DNA primers) A05F และ A04R โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร  

 ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

26 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางมันฝรั่งที่มี  70 

 การติดเชื้อไวรัส หมายเลข Acc No. S127 โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR  

 ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV19 และ PV20  

 (Lane 1 – Lane 2) และคู ดีเอ็นเอไพรเมอร X01F และ X02R  

 (Lane 3 – Lane 4) โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห  

 first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription และใช cDNA  

 ในปริมาณที่แตกตางกัน ในปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 
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ภาพ                   หนา 

27 แสดงผลของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp ที่มีคความจําเพาะตอ  73 

 PVY และไดจากการตรวจสอบดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ  

 Y03R ที่ไดจากการศึกษาเปรียบเทียบระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing  

 เพื่อหาระดับอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาและใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ 

 บนอะกาโรสเจลที่เหมาะสม ในชวงอุณหภูมิระหวาง 55-68Oซ จํานวน  

 7 ระดับ  ไดแก 55.8, 58.1, 60.0, 61.9, 64.5, 65.9 และ68.0 Oซ 

28 แสดงผลการตรวจสอบไวรัสของมันฝรั่ง 4 ชนิด ไดแก PVY ดวย   74 

 คูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอ 

 แถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp (A) PVA ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F และ  

 A04R ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอถบดีเอ็นเอขนาด 448 bp (B) PVS  

 ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร PV05 และ PV06 ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอ 

 แถบดีเอ็นเอขนาด 683 bp (C)และ PVX ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร X01F  

 และ X02R ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอถบดีเอ็นเอขนาด 801 bp (D)  

 จากตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 6 ตัวอยางไดแก  Acc No S107, S108,  

 S109, S110, S111 และ S112 ซึ่งแสดงผลการตรวจสอบไวรัสแตละชนิด  

 ใน Lane ที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ตามลําดับ สวน Lane M แสดงรูปแบบ 

 ของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp plus DNA Ladder (Fermentas))  

 โดยแสดงใหเห็นถึงการไมเกิดปฏิกิริยาแบบขาม (cross reaction) ของ 

 คูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R กับไวรัสชนิดอื่น(PVA, PVS และ PVX)  

 นอกจากการเกิดปฏิกิริยากบั PVY เพียงชนดิเดยีวแบบจําเพาะเจาะจง 

29 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน   76 

 8 ตัวอยาง โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร  

 (DNA primers) Y02F และ Y03R (Lane 1 – Lane 8) และคู  

 ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 (Lane 9 – Lane 16)  

 โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

 ในปฏิกิริยา reverse transcription 
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ภาพ                   หนา 

30 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน   77 

 34 ตัวอยาง ที่มีการเพาะปลูกในโรงเรือนเพาะปลูกพืช (โรงเรือนกระจก)  

  โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร  

 (DNA primers) Y02F และ Y03R โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร  

 ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

31 แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่ง  79 

 ที่คาดวามีการติดเชื้อ PLRV หมายเลข Acc No. S006_2 โดยอาศัย 

 วิธีการของ RT-PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ  

 R32R โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

 และใช RNA templateในปริมาณที่แตกตางกันในปฏิกิริยา  

 reverse transcription  

32 แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่ง  81 

 ที่มีการติดเชื้อ PLRV หมายเลข Acc No. S006_2 โดยอาศัยหลักวิธีการ 

 ของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R  

 โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA  

 และใชระดับอุณหภูมิ annealing ที่แตกตางกันในปฏิกิริยา  

 polymerase chain reaction 

33 แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) และPotato virus Y  83 

 (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิด หมายเลข  

 Acc No. S109 โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอน็เอไพรเมอร  

 (DNA primers) R38F และ R32R และ คู ดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ  

 Y03R โดยใช R32R และ oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห 

  first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 
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คํานํา 
 

มันฝรั่ง (potato: Solanum tuberosum) พืชเศรษฐกิจที่มีศักยภาพสูงพืชหนึ่ง เปนที่นิยม

เพื่อการบริโภคและเปนที่ตองการในปริมาณสูงเพื่อใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร

และแปรรูปในปจจุบัน  โดยมีแนวโนมของปริมาณความตองการที่เพิ่มสูงขึ้นไปในอนาคต  ผลการ

สํารวจและวิจัยรายงานวา มีการขยายพื้นที่เพาะปลูก และการเพิ่มผลผลิตมันฝรั่งภายในประเทศ 

แตก็ยังไมเพียงพอกับปริมาณความตองการซึ่งอาจสงผลใหตองมีการนําเขามันฝรั่งจาก

ตางประเทศเพื่อชดเชยปริมาณที่ไมเพียงพอ นอกเหนือจากการนําเขาหัวพันธุมันฝรั่งเพื่อนํามาใช

เพาะปลูกจากตางประเทศ แมจะไดมีการวิจัยและความพยายามที่จะผลิตหัวพันธุมันฝรั่งที่มี

คุณภาพภายในประเทศก็ตาม  

ปญหาสําคัญในการเพิ่มผลผลิตตอไรของมันฝรั่งและการผลิตหัวพันธุมันฝรั่งที่มีคุณภาพ  

คือการติดเชื้อและการเกิดโรค โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสซึ่งมักจะทําความเสียหายที่

รุนแรงตอผลผลิตมันฝรั่งและการผลิตหัวพันธุมันฝรั่ง ซึ่งเปนผลมาจากอุปสรรค-ปญหาที่แทจริง

ในทางปฏิบัติของการตรวจสอบเชื้อไวรัสและการวินิจฉัยโรคไวรัสที่ตองอาศัยเทคนิควิธีการที่

ยุงยากซับซอน และจําเปนตองอาศัยการตรวจวินิจฉัยในระดับหองปฏิบัติการโดยผูที่มีความ

ชํานาญเฉพาะทาง ซึ่งในขั้นตอน-วิธีปฏิบัติการตรวจสอบเชื้อไวรัส วินิจฉัยโรคอาจตองใชเวลา 2-4 

สัปดาห ซึ่งมักลาชาเกินกวาที่จะดําเนินการควบคุมโรค และผลที่ไดมักจะไมมีความชัดเจนแมนยํา

อีกดวย สงผลใหมีการพัฒนาของโรคและการแพรระบาดเกินกวาระดับที่จะสามารถควบคุมได 

และเปนสาเหตุทําใหไมประสบผลสําเร็จในการผลิตหัวพันธุมันฝรั่งคุณภาพที่ปลอดโรคเชื้อไวรัส 

จากรายงาน การเกิดโรคของมันฝรั่งที่ติดเชื้อเขาทําลายโดยเชื้อไวรัส พบวามีไวรัสสาเหตุโรคชนิด

ตางๆ มากถึง 40 ชนิด เชน Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY), Potato virus S (PVS) 

และ Potato leafroll virus (PLRV) เปนตน ซึ่งโรคไวรัสเหลานี้สามารถกอใหเกิดความเสียหายทั้ง

คุณภาพและปริมาณของผลผลิตมันฝรั่งอยางรุนแรง มีรายงานการระบาดของโรคไวรัสในมันฝรั่งที่

เพาะปลูกในประเทศไทยเพียงไมกี่ชนิด ไดแก PVX, PVY, PVS และ PLRV (ธีระ, 2532) ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากขอจํากัดในการตรวจสอบ-วินิจฉัยโรคที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส ในขณะที่ 

ประเทศไทยโดยกระทรวงเกษตรและสหกรณ มีประกาศในราชกิจจานุเบกษา เรื่องกําหนดศัตรูพืช

เปนสิ่งตองหามตาม พ.ร.บ. กักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550 ไดกําหนดไวรัสสาเหตุโรค

ของมันฝรั่ง 13 ชนิด ไดแก Alfalfa mosaic virus (AMV ; Alfamovirus), Andean potato latent 

virus (APLV; Tymovirus), Andean potato mottle virus (APMV; Comovirus), Potato black 

ringspot virus (PBRSV; Nepovirus), Potato deforming mosaic virus (PDMV; Geminivirus), 
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Potato mop-top virus (PMTV; Pomovirus), Potato yellow dwarf virus (PYDV; 

Nucleorhadovirus), Potato yellowing virus (PYV; Alfamovirus), Potato yellow vein virus 

(PYVV; Closterovirus), Tobacco rattle virus (TRV; Tobravirus), Tobacco streak virus 

(TSV; Ilarvirus), Tomato black ring virus (TBRV; Nepovirus) และ Tomato spotted wilt 

virus (TSWV; Tospovirus) เปนศัตรูพืชตองหามจากทุกแหลง เนื่องจากเปนศัตรูพืชกักกัน 

 การเพาะปลูกมันฝรั่งในประเทศไทย จังหวัดเชียงใหมซึ่งเปนจังหวัดในเขตพื้นที่ภาคเหนือ

ตอนบนมีการผลิตมันฝรั่งมากที่สุดในเขตพื้นที่ของประเทศ โดยมีพื้นที่เพาะปลูก 25,527 ไร และ

ใหผลผลิตปริมาณ 67,596 ตัน ในปเพาะปลูก 2552 รองลงมาไดแก จังหวัดตากซึ่งเปนจังหวัดใน

เขตพื้นที่ภาคเหนือตอนลาง มีพื้นที่เพาะปลูก 15,477 ไร และใหผลผลิตปริมาณ 35,915 ตัน ซึ่งคิด

เปนรอยละ 51.1และ 31.0 ของพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งทั้งหมดในภาคเหนือ และคิดเปนพื้นที่

เพาะปลูกรวมกันรอยละ 80.7 ของพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งทั้งประเทศ นอกจากจังหวัดเชียงใหมและ

จังหวัดตากซึ่งมีพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งและจัดเปนแหลงผลิตสวนใหญของประเทศแลว ยังมีการ

เพาะปลูกในพื้นที่หลายจังหวัดในภาคเหนือ ไดแก จังหวัด เชียงราย ลําพูน และ ลําปาง คิดเปน

พื้นที่เพาะปลูกรวมกันรอยละ 17.5 ของพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งทั้งประเทศ และบางจังหวัดในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดเลย และ สกลนครซึ่งคิดเปนพื้นที่เพาะปลูกรวมกันประมาณ

รอยละ 1.8 ของพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งทั้งประเทศ (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551) 

 การวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง โดยเทคนิควิธีการระดับโมเลกุล (molecular technique) 

เปนแนวทางในการปฏิบัติที่สามารถแกไขปญหาและอุปสรรคที่เปนขอจํากัดตางๆ ได โดยการ

ประยุกตใช PCR หรือ RT-PCR ซึ่งเปนวิธีการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณชิ้นสวนที่มีความจําเพาะ

เจาะจงกับ ไพรเมอร (DNA primers) ที่ไดจากการออกแบบโดยอาศัยขอมูลและผลการศึกษา-

วิเคราะหพันธุศาสตรระดับโมเลกุล (Molecular genetics) และลําดับเบสบนรหัสพันธุกรรมของ

ไวรัสชนิดตางๆที่เปนสายพันธุสาเหตุโรคของมันฝรั่งที่มีการแพรระบาดในพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งใน

ประเทศไทยที่ไดจากการสํารวจโรคในโครงการวิจัยนี้  ดวยหลักการของการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน

ของสารพันธุกรรมของไวรัสเปาหมายที่ตองการตรวจสอบดวยไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจง

กับไวรัสชนิดตางๆ แตละชนิด สามารถใชเปนวิธีตรวจสอบ (detection) จําแนก (identification) 

ชนิดของไวรัสได  เพื่อการผลิตชุดตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง  ที่มีประสิทธิภาพ ทั้ ง

ความจําเพาะเจาะจง (specificity) เพื่อความถูกตองแมนยํา และความไว (sensitivity) ในการ

ตรวจสอบ อีกทั้งสามารถปฏิบัติไดสะดวก และใหผลการวินิจฉัยที่รวดเร็ว 
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วัตถุประสงค 
 

เพื่อพัฒนาและผลิต ชุดตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง ดวยเทคนิควิธีการระดับโมเลกุล

โดยการศึกษา-วิเคราะหพันธุกรรมระดับโมเลกุลของเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ที่เปนสาเหตุโรคของมัน

ฝรั่งในประเทศไทย และการตรวจสอบ-จําแนกไวรัส  เพื่อแกปญหาอุปสรรคในการตรวจวินิจฉัยโรค

ไวรัสของมันฝรั่งใหมีประสิทธิภาพและสะดวกในการปฏิบัติ 
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การตรวจเอกสาร 

 
 การวินิจฉัยโรคและการจําแนก-ตรวจสอบสาเหตุโรคพืชไดอยางถูกตองแมนยําใน

ระยะเวลาอันสั้น และสามารถปฏิบัติไดโดยสะดวกรวดเร็ว นับเปนความจําเปนอยางยิ่งในการ

ดําเนินการตางๆ เพื่อการจัดการโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยผลจากการวินิจฉัยโรคและการ

จําแนก-ตรวจสอบสาเหตุที่แทจริงของโรคพืชนั้นๆจะถูกนํามาใชเปนขอมูลที่สําคัญในการพิจารณา

เพื่อการตัดสินใจในการวางแผนและดําเนินการเพาะปลูก ตลอดจนการกําหนดแนวทาง-วิธีการใน

การควบคุมการแพรกระจายและการแพรระบาดของโรค โดยการตรวจสอบการติดเชื้อระดับแปลง

เพาะปลูกเพื่อการผลิต เมล็ดพันธุ หัวพันธุ หรือสวนขยายพันธุของพืช (planting materials) และ

การกําจัดคัดทิ้งซึ่งรวมถึงการตรวจสอบการติดเชื้อสาเหตุโรคหรือปนเปอนมากับสวนของเมล็ด

พันธุ หัวพันธุ หรือสวนขยายพันธุของพืช และกักกันพืชหรือสวนขยายพันธุที่ตรวจสอบ-จําแนกพบ

การติดเชื้อหรือปนเปอนเชื้อสาเหตุโรคเหลานี้ ตามกฎ ระเบียบ ขอบังคับ และพระราชบัญญัติ ตาม

ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ (quarantine regulations)  

 นอกจากนี้ การวินิจฉัยโรคและการจําแนก-ตรวจสอบสาเหตุโรค ยังนับเปนกระบวนการที่

สําคัญและจําเปนอยางยิ่งในการศึกษา-วิจัยทางโรคพืชวิทยาแขนงตางๆ อาทิ การศึกษาดาน

ระบาดวิทยาของโรค การศึกษาถึงความสําคัญของปริมาณความสูญเสียผลผลิตกับระดับความ

รุนแรงของโรคบนพืช ตลอดจนการเสาะแสวงหาแนวทาง-วิธีการในรูปแบบใหมเพื่อเปนกลยุทธใน

การควบคุมการเกิดโรค เนื่องจากการวินิจฉัยโรคและการจําแนก-ตรวจสอบสาเหตุโรค เปน

กระบวนการในเบื้องตนของการศึกษาทุกแขนงในโรคพืชวิทยา 

 แนวทาง-วิธีการที่มักนิยมปฏิบัติในการวินิจฉัยโรคพืช โดยทั่วไปไดแก การพิจารณาโดย

การสังเกตลักษณะอาการที่ปรากฏบนพืชดวยตาเปลา โดยเปรียบเทียบกับลักษณะปกติบนพืช

นั้นๆ ซึ่งในแนวทาง-วิธีการนี้อาจอาศัยการจําแนกโรคและสาเหตุโรคโดยวิธีการในระดับ

หองปฏิบัติการ เชน การใชวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อสาเหตุบนอาหารคัดเลือก (selective media) รวมกับ

การศึกษาเนื้อเยื่อพืช และลักษณะของเชื้อสาเหตุโรคภายใตกลองจุลทรรศน สามารถใชเพื่อการ

ยืนยันผลการวินิจฉัยโรค ซึ่งในบางกรณีของโรคและการวินิจฉัยโรคนับวาเปนวิธีการที่เหมาะสม 

เนื่องจากสะดวก คาใชจายไมสูง และสามารถใหผลการวินิจฉัยไดถูกตอง (Stowell and 

Gelernter, 2001) แตเนื่องจากการปฏิบัติโดยแนวทาง-วิธีการเหลานี้ มักจําเปนตองอาศัยนักโรค

พืชที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง ซึ่งมีทักษะในการปฏิบัติ 

 ความตองการที่จะใชเทคนิค-วิธีการที่สะดวกในทางปฏิบัติ และไมยุงยากซับซอน ซึ่งไม

จําเปนตองอาศัยความรูความชํานาญขั้นสูงของผูปฏิบัติ อีกทั้งควรเปนวิธีการซึ่งใหผลการวินิจฉัย
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ตรวจสอบ หรือจําแนกที่รวดเร็ว ใชระยะเวลาอันสั้น โดยมีความถูกตอง-แมนยํา มีความไว 

(sensitive) ในการตรวจสอบ กลาวคือ สามารถตรวจสอบไดแมมีเชื้อสาเหตุโรคในระดับปริมาณที่

ต่ํา ซึ่งมีประโยชนอยางมากในการตรวจสอบการติดเชื้อไดในระยะตนๆ ของการพัฒนาโรค หรือ

ในขณะที่พืชนั้นยังไมปรากฏลักษณะอาการที่สามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา ดวยขอจํากัดของ

วิธีการวินิจฉัยโรคและการจําแนก-ตรวจสอบสาเหตุโรค โดยอาศัยลักษณะอาการ และวิธีการแบบ

ดั้งเดิม ซึ่งไมสามารถตอบสนองความตองการดังที่กลาวขางตน ทําใหในชวงเวลากวา 20 ป ที่ผาน

มา ไดมีความพยายามในการพัฒนาแนวทาง-วิธีการใหมๆ เพื่อการตรวจสอบ-จําแนก เชื้อสาเหตุ

โรค โดยเฉพาะการพัฒนาการวินิจฉัยโรคโดยอาศัยเทคโนโลยีทางแอนติบอดี (antibodies) และ

กรดนิวคลีอิค (nucleic acid) (Ward et al., 2004) 

 การวินิจฉัยโรคพืชโดยอาศัยกรดนิวคลีอิค (nucleic acid-based diagnostics) ซึ่งวิธีการ

ตางๆ ที่อาศัยกรดนิวคลีอิค ไมวาจะเปนการใชดีเอ็นเอตรวจจับ (DNA probe) และ/หรือ อาศัย

ปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซม (Polymerase Chain Reation : PCR) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน

ชิ้นสวนที่มีบริเวณที่จําเพาะเจาะจง ก็ตาม ไดรับความนิยมในการนํามาประยุกตใชอยาง

กวางขวาง ในขณะเดียวกันไดมีการนํามาประยุกตใชและพัฒนาวิธีการเพื่อการวินิจฉัยโรคและการ

ตรวจสอบ-จําแนกเชื้อสาเหตุโรคพืช (Martin et al, 2000) โดยเฉพาะวิธีซึ่งอาศัยเทคนิคของ PCR 

นั้น จะใหผลที่มีความไว (sensitive) และความจําเพาะเจาะจงสูงมากในการตรวจสอบ-จําแนกเชื้อ

สาเหตุโรค ซึ่งการพัฒนาวิธีการสวนใหญก็เพื่อการตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุโรค 

(pathogen DNA) เชน รา และแบคทีเรีย โดยที่ดีเอ็นเอนั้นมีความเสถียร (stable) และเตรียมได

โดยไมยุงยากมากนักเมื่อเทียบกับอารเอ็นเอ (McCartney et al., 2003) อยางไรก็ตามการ

ประยุกตใชวิธีการซึ่งอาศัยเทคนิค PCR กับการตรวจสอบอารเอ็นเอ (RNA) สามารถปฏิบัติไดโดย

การสังเคราะหดีเอ็นเอจากอารเอ็นเอที่ใชเปนแมแบบ ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

โดยการทํางานของเอ็นไซม reverse transcriptase กอนที่จะนําดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดนั้นใชเปน 

ดีเอ็นเอแมแบบใน PCR ซึ่งที่เรียกวาเปนวิธี reverse transcription PCR (RT-PCR) ซึ่งวิธีดังกลาว

นี้ ไดมีการพัฒนาเพื่อใชในการตรวจสอบ-จําแนกไวรัสพืช (Waterhouse and Chu, 1995) อยาง

กวางขวาง 

 การตรวจสอบและจําแนกชนิดของไวรัสพืช มีการปฏิบัติในหลากหลายเทคนิควิธี ซึ่งไดมี

การพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้นตามลําดับอยางตอเนื่อง โดยสามารถจําแนกตามหลักการ-และ

แนวทางวิธีการปฏิบัติ (Matthews, 1993; Martin, 1998; Hull 2002) ไดดังนี้ 

1)  วิธีที่เกี่ยวของกับการมีกิจกรรมทางชีววิทยา (biological activities) ของไวรัส เชน การ

ทดสอบความสามารถในการติดเชื้อบนพืชทดสอบ (infectivity assay), การใช indicator hosts,  
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การใช host range, การทดสอบวิธีการถายทอดโรค, การศึกษาผลกระทบตอพืชในระดับเซลล 

(cytological effects) เปนตน 

 2)  วิธีที่อาศัยคุณลักษณะทางกายภาพ (physical properties) ของอนุภาคไวรัส เชน 

การศึกษา stability และ physicochemical properties, การวิเคราะหคาจําเพาะภายใตสภาพ

การหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (ultracentrifugation), การตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณและคุณภาพ

อนุภาคไวรัส ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน (electron microscope), การทดสอบวิเคราะห

คุณสมบัติและองคประกอบทางเคมีของไวรัสบริสุทธิ์ เปนตน 

 3)  วิธีที่อาศัยคุณลักษณะโปรตีนของไวรัส (viral proteins) เชน เทคนิควิธีทางเซรุมวิทยา 

(serological methods) ซึ่งมีการประยุกต-ดัดแปลงวิธีที่หลากหลาย ยกตัวอยางเชน วิธี 

precipitation, วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), serologically specific 

electronmicroscopy  เทคนิควิธีทาง electrophoresis เชน sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) เปนตน 

4)  วิธีที่เกี่ยวของกับคุณลักษณะกรดนิวคลีอิค(สารพันธุกรรม)ของไวรัส (viral nucleic 

acid) เชน การตรวจสอบชนิด และขนาด ของกรดนิวคลีอิค, วิธี nucleic acid hybridization และ 

วิธี polymerase chain reaction (PCR) เปนตน 

 Polymerase chain reaction (PCR) เปนปฏิกิริยาซึ่งอาศัยหลักการของการเกิดปฏิกิริยา

ในหลอดทดลอง (in vitro) ของเอนไซม DNA polymerase ในการเพิ่มทวีปริมาณ (106 – 109 เทา

ของ template ตั้งตน) DNA fragment ที่สนใจ ดวยคูของ DNA primer ที่ถูกออกแบบใหมี

ความจําเพาะเจาะจง (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988)  ในการตรวจสอบและจําแนกชนิด

ของไวรัสพืช โดย PCR นั้นไมสามารถใชไดโดยตรงตอไวรัสพืชสวนใหญซึ่งมีจีโนม (virus 

genome) เปน RNA  อยางไรก็ตาม การพัฒนาเทคนิควิธี reverse transcription (RT) สามารถ

สังเคราะห cDNA จาก RNA (genome) template โดยการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม reverse 

transcriptase รวมกับ DNA primer และใช cDNA ที่สังเคราะหไดเปน template ตั้งตน ใน PCR 

(RT-PCR) 

 ปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซมโพรีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) ซึ่งเปนวิธีการ

ในการสังเคราะหเพิ่มปริมาณในจํานวนของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจงตอคูดีเอ็นเอ

ไพรเมอรในหลอดทดลอง จัดเปนเทคนิคที่มีความสําคัญอยางยิ่งในการนํามาประยุกตเพื่อการ

ตรวจสอบ-วินิจฉัยโรคพืช 

 ในการเกิดปฏิกิริยาของ PCR สายคูของดีเอ็นเอจะถูกทําใหแยกออกจากกันเปน 2 สาย 

โดยความรอนที่อุณหภูมิ 94 -96 องศาเซลเซียส จากนั้นเมื่อระดับอุณหภูมิลดต่ําลงมายังที่ระดับ 
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40 – 65 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนระดับอุณหภูมิที่สามารถเกิดการเกาะจับ (binding) ของดีเอ็นเอ

ไพร เมอรทั้ งสองเสน บนตําแหนงของดี เอ็น เอซึ่ งมีลําดับเบสที่มีลักษณะเปนสายคูสม 

(complementary) กับลําดับเบสบนดีเอ็นเอไพรเมอร โดยดีเอ็นเอไพรเมอรแตละตัว จะมีตําแหนง

อยูที่บริเวณปลายทั้งสองขางของดีเอ็นเอบริเวณที่จะมีการเพิ่มปริมาณ โดยเหตุที่ไพรเมอรนัน้เปนดี

เอ็นเอสายเดี่ยว (single stranded DNA) ที่มีความยาวไมมากนัก ซึ่งสามารถเกาะจับดีเอ็นเอ

เปาหมายไดอยางจําเพาะเจาะจง โดยการเขาคูกันของเบส (base) ที่มีความเปนคูสม 

(complementary) ทําใหมีการเกิดปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซมและไดผลผลิตที่มีความจําเพาะ

เจาะจง การสรางสายที่สองของดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปนสายคูสม ที่ระดับอุณหภูมิ 68 – 72 องศา

เซลเซียส มีการสังเคราะหตอใหไดสายที่ยาวขึ้นจากไพรเมอรดวย ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตร

ฟอสเฟต (deoxyribonucleoside triphosphates : dNTPs) โดยเอ็นไซมโพรีเมอเรส (DNA 

polymerase) ซึ่งมีความเสถียร (คงทน) ที่อุณหภูมิสูง (thermostable) การเพิ่มปริมาณของ

ชิ้นสวนดีเอ็นเอเกิดภายใตสภาพของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตามระดับที่แตกตางอยางตอเนื่อง 

โดยมีการซ้ําหลายรอบ (25 ถึง 40 รอบ) ซึ่งใชเวลาประมาณ 2 – 3 ชั่วโมง และใหผลผลิตหลาย

ลานเทาจากดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน  PCR เปนเทคนิคที่มีความไวสูง ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณจากดี

เอ็นเอแมแบบที่มีปริมาณต่ํามากๆ 

 ในบรรดาวิธีการที่มีการประยุกต เพื่อการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคนั้น เทคนิควิธีการตรวจ

ซึ่งอาศัยสวนของกรดนิวคลีอิคของเชื้อสาเหตุโรคนั้นถือเปนเทคนิค-วิธีการแนวทางหนึ่งที่เปนทีรู่จกั

และไดรับการยอมรับอยางกวางขวางในศักยภาพและประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งวิธีการ

ตางๆ ที่อาศัยหลักการของปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพรีเมอเรส (polymerase chain 

reaction : PCR) ซึ่งใหประสิทธิผลสูงในความรวดเร็ว ความจําเพาะเจาะจง และความไวระดับที่

สูง ของการตรวจสอบ (Henson and French,1993; McCartney et al., 2003 ) โดยแมแตไวรัส

สวนใหญซึ่งมีอารเอ็นเอ (RNA)เปนสารพันธุกรรม  เทคนิควิธีการของ PCR ก็สามารถตรวจสอบได

โดยการถอดรหัส RNA แบบยอนกลับใหได DNA กอนนําไปทําปฏิกิริยาใน PCR (Schaad et al., 

2003) 

 ไวรัสสาเหตุโรคที่สําคัญของมันฝรั่ง ไดแก Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), 

Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) ซึ่งในการวิจัยนี้ไดทําการศึกษาและ

พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคแตละชนิด โดยวิธีการระดับโมเลกุลซึ่งอาศัยหลักการ

ของปฏิกิริยา RT-PCR และไวรัสแตละชนิดมีลักษณะตางๆ ทางชีววิทยา และการเปนเชื้อสาเหตุ

กอโรคแกมันฝรั่ง ดังมีรายละเอียดที่ไดอธิบายพอสังเขป ดังนี้ 
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Potato virus A (PVA) 

 ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ PVA มีความผันแปรตามปจจัยหลัก 3 ประการ 

ไดแก ไอโซเลทของไวรัส พันธุของมันฝรั่ง และสภาพแวดลอม แตการติดเชื้อของ PVA บนมันฝรั่ง

สามารถสรางความเสียหาย และทําใหผลผลิตของหัวลดลงไดถึงรอยละ 40 การติดเชื้อ PVA เพียง

ชนิดเดียวบนมันฝรั่ง มักไมแสดงลักษณะอาการ แตหากมีการพัฒนาของโรคอาจกอใหปรากฏ

แสดงลักษณะอาการดางแบบไมรุนแรง (mild mosaic) ใบยนเปนคลื่น (rugosity) หรืออาจแสดง

ลักษณะอาการยอดแหงตาย ในขณะที่มันฝรั่งจะมีการสูญเสียผลผลิตอยางมาก หากมีการติดเชื้อ

รวมกับไวรัสอื่น ไดแก PVX และ PVY 

 PVA มีการติดเชื้อและแพรระบาดอยางกวางขวางในมันฝรั่งที่ทําการเพาะปลูกในยุโรป

และอเมริกาเหนือ และพบการติดเชื้อ-แพรระบาดไดนอยกวา PVY ในเขตอบอุน โดยพบการ

ถายทอดในธรรมชาติผานเพลี้ยออนไดหลายชนิด เพลี้ยออนที่สําคัญในการถายทอดไวรัสไดแก 

Aphis frangulae, Aulocorthum solani, Macrosiphum euphorbiae และ Myzus persicae 

การถายทอดของ PVA ผานทางเพลี้ยออนแมลงพาหะ ก็มีลักษณะเชนเดียวกับ potyvirus ชนิด

อื่นๆ ซึ่งการถายทอดจะขึ้นอยูกับเอ็นไซม helper component proteinase ที่ไวรัสผลิตข้ึน และการ

มีลําดับของกรดอะมิโน DAG (aspartic acid – alanine - glycine) ในโปรตีนหอหุม ในขณะที่ไม

พบรายงานการถายทอดผานเมล็ด 

 PVA  มีกลุมพืชอาศัยอยูในพืชวงศ Solanaceae เชน ยาสูบ และมันฝรั่ง เปนตน มีอนุภาค

ลักษณะทอนยาวคด ขนาดความยาว 730 นาโนเมตร และความกวางของอนุภาคมีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 11 นาโนเมตร สารพันธุกรรมชนิดอารเอ็นเอสายเดี่ยว (ssRNA) มีขนาดความยาว

ประมาณ 10 กิโลเบส (Kekarainen et al., 1999) และมีการจัดเรียงตัวของยีนตางๆ เปนตําแหนง

ตามลําดับเชนเดียวกันกับ potyvirus อื่น ไดแก PVY  

 

Potato virus X (PVX) 

 Potato virus X (PVX) จัดอยูใน genus Potexvirus ไอโซเลทสวนใหญมักกอใหปรากฏ

ลักษณะอาการดางไมรุนแรง (mild mosaic) ที่ใบ หรืออาจไมปรากฏลักษณะอาการภายหลังการ

ติดเชื้อ (symptoms) บนมันฝรั่ง โดยเฉพาะอยางยิ่งในพื้นที่บริเวณเพาะปลูกซึ่งมีระดับอุณหภูมิที่

สูง โดยอาจทําใหเกิดการลดลงของผลผลิตในพืชประมาณรอยละ 10 แมวาจะพบปริมาณไวรัส 

(PVX) ในพืชที่มีการติดเชื้อในระดับที่สูงก็ตาม นับเปนแหลงของไวรัสที่สําคัญในการติดเชื้อแพร

ระบาดตอไปในระดับแปลงเพาะปลูก แต PVX บาง strain สามารถติดเชื้อและชักนําใหเกิด

ลักษณะอาการแผลขีดแหงตาย (necrotic streaks) ดางอยางรุนแรง (revere mosaic) ใบแสดง
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ลักษณะยนเปนคลื่น ไมเรียบ (crinkling and rugosity) และอาจกอใหเกิดความสูญเสียผลผลิตใน

ระดับสูง ซึ่งผลผลิตอาจลดลงถึงรอยละ 50 หากเกิดการติดเชื้อรวมกับ PVY 

 PVX มีพืชอาศัยอยูในวงศ Solanaceae ไดแก มันฝรั่ง (Solanum tuberosum) ลําโพง 

(Datura stramonium) ยาสูบ (Nicotiana sp.) มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) และพิทู

เนีย (Petunia sp.) เปนตน 

 PVX เปนไวรัสที่มีการถายทอดโรคผานทางวิธีกล (mechanical inoculation) และมีการ

แพรระบาดในธรรมชาติ จากการสัมผัสกันระหวางตน จากตนที่มีการติดเชื้อกับตนปกติ การ

ปนเปอนบนเครื่องมือ-อุปกรณในแปลงเพาะปลูก ตลอดจนการปนเปอนหรือติดไปกับมนุษยหรือ

วัสดุตางๆ ที่ไดมีการสัมผัสกับพืชที่เปนโรค หัวพันธุมันฝรั่ง (seed potato tubers) ที่ปกติ อาจ

ไดรับการติดเชื้อในชวงระยะเวลาระหวางการเก็บรักษา โดยการสัมผัสกับหัวพันธุที่มีการติดเชื้อ 

(infected tuber) แมแตการสัมผัสของรากก็อาจกอใหเกิดการติดเชื้อไวรัสไดในระดับแปลงปลูก 

แตก็มิไดเปนสาเหตุที่สําคัญนัก 

 แมพบปริมาณของไวรัส PVX สูงมากในพืชที่มีการติดเชื้อ แตไมพบการถายทอดไวรัส

ชนิดนี้ผานเพลี้ยออน (aphids) ในขณะที่พบการถายทอดผานเพลี้ยกระโดด (plant hopper) และ

แมลงปากกัดบางชนิด นอกจากนี้ยังสามารถถายทอดไวรัสชนิดนี้จากตนที่เปนโรคไปยังตนปกติได

จากการสัมผัส (กัดกิน) โดยวิธีกล (mechanical contact) มีรายงานการถายทอดไวรัสชนิดนี้ผาน

ทางสวนของซูสปอร (zoospore) ของรา Synchytrium endobioticum และกอใหเกิดการติดเชื้อ

บนยาสูบ แตไมพบการถายทอดผานเมล็ดหรือละอองเกสร (true seed or pollen) 

 PVX เปนไวรัสที่มีอนุภาคลักษณะทอนยาวคด โดยมีการหอหุมสารพันธุกรรมซึ่งเปนชนิด

อารเอ็นเอสายเดี่ยว (ssRNA) ดวยโปรตีน โดยปราศจากการหอหุมดวยไขมัน (envelope) มีความ

ยาวของอนุภาคอยูระหวาง 470 – 580 นาโนเมตร และความกวางของอนุภาคมีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 13 นาโนเมตร อนุภาคมีองคประกอบของ RNA และโปรตีน คิดเปนรอยละ 6 และ 94 

ตามลําดับ 

 อารเอ็นเอซึ่งเปนสารพันธุกรรมของ PVX เปนโมเลกุลที่มีลักษณะของสายเดี่ยว เสนบวก 

(linear positive – sense ssRNA) ที่มีความยาว 6,435 นิวคลีโอไทด ประกอบดวย 5 open 

reading frames (ORFs) โดยมี methylated nucleotide cap m7G5  pppGpA และหาง Poly 

(A) ที่ปลาย 5/ และ 3/ ของ RNA ตามลําดับ ORF ของ PVX ที่มีการเรียงตัวอยูบนสารพันธุกรรมที่

เปนชนิดอารเอ็นเอสายเดี่ยว ประกอบดวย ORF1 มีการแปรรหัสสารพันธุกรรมใหโปรตีนขนาด 

166 กิโลดาลตัน ซึ่งทําหนาที่ในกิจกรรมของเอ็นไซม RNA-dependent และ RNA polymerase 

(Morozov et.al., 1990) สวน ORF 2, 3 และ 4 ที่เรียกวา triple black แปลรหัสสังเคราะหโปรตีน
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ที่เกี่ยวของกับการเคลื่อนยายระหวางเซลล (cell-to-cell movement) ของไวรัส (Lough et. al., 

1998; 2000) ซึ่งมีการทํางานรวมกับสวนของโปรตีนหอหุมอนุภาค (coat protein) (Santa Cruz 

et. al., 1998) และ ORF 5 มีการแปรรหัสใหโปรตีนหอหุมอนุภาค โดย ORF ทั้งหมดของ PVX มี

การจัดเรียงตามตําแหนงบนสารพันธุกรรมอารเอ็นเอของไวรัส ในลักษณะเชนเดียวกันกับไวรัสใน

สกุล (Genus Potexvirus) 

 

Potato virus Y (PVY)  

 PVY กอใหปรากฏลักษณะอาการไดในหลายลักษณะทั้งนี้ขึ้นอยูกับพันธุของมันฝรั่ง และ 

strain ของ PVY ในมันฝรั่งพันธุที่มีการเพาะปลูกทั่วๆ ไป มักแสดงลักษณะอาการ ใบดางและ

ปรากฏรอยแผลแหงตาย (mottling and necrosis) และอาจมี ใบยนเปนคลื่น ตนแสดงอาการ

แคระแกรนหรือใบรวง จากการติดเชื้อ PVYO และ PVYC strain ในขณะที่ PVYN strain มักกอใหมัน

ฝรั่งแสดงลักษณะอาการดางที่ใบ (mottling และ mosaic) มันฝรั่งมักแสดงลักษณะอาการที่รุนแรง

อยางมาก เมื่อมีการติดเชื้อไวรัสอื่นรวมดวย โดยเฉพาะอยางยิ่งการติดเชื้อรวมกับ PVX ซึ่งมี

รายงานความสูญเสียผลผลิตสูงถึงรอยละ 80 ของผลผลิตที่คาดวาจะไดรับ (de Bokx and 

Huttinga, 1981) PVYNTN สาเหตุโรคที่กอใหเกิดความเสียหายตอหัวมันฝรั่งซึ่งทําใหปรากฏ

ลักษณะอาการเปนวงที่บริเวณผลในระยะเริ่มตนและพัฒนาเปนแผลไหมแหงจนเห็นไดอยาง

ชัดเจน ในระยะที่เก็บรักษาในโรงเก็บ 

 PVY เปนไวรัสที่มีพืชอาศัยกวางในธรรมชาติ ซึ่งพบปรากฏในพืชอยางนอย 41 ชนิด ใน 4 

วงศ strain ตางๆ ของ PVY มักปรากฏพบในมันฝรั่ง และพืชอื่นๆ ในวงศ Solanaceae สามารถ

ถายทอดไปยังพืชตางๆ ไดมากกวา 400 ชนิด ซึ่งโดยอาศัยวิธีกลในการปลูกเชื้อบนยาสูบใบเล็ก 

(Nicotiana glutinose) ใหลักษณะอาการดาง (mottling) แบบแพรกระจายทั่วตน โดยอาจมีระดับ

ความรุนแรงที่ต่ําหรือสูงก็ได อาการที่แสดงบนยาสูบใบใหญ (Nicotiana tabacum) ปรากฏ

ลักษณะของเสนใบใส (vein clearing) และตามดวยอาการดาง (mottling) กับ PVY ทุก strain 

ยกเวน PVYN strain ซึ่งชักนําใหมันฝรั่งแสดงอาการแหงตายที่เสนใบ (veinal necrosis) ในขณะที่

ลําโพง (Datura stramonium) ตานทานและไมปรากฏลักษณะอาการกับ PVY ทุก strain 

 PVY มีการถายทอดไดในธรรมชาติผานทางเพลี้ยออนไดมากกวา 40 ชนิด โดยแตกตาง

กันในประสิทธิภาพของการถายทอดในแตละชนิด ซึ่งเพลี้ยออนพาหะของ PVY ที่สําคัญ ไดแก 

Macrosiphon euphorbiae, Aphis fabae, Myzus persicae และ Rhopalosiphoninus 

latysiphon เปนตน ทั้งนี้ ความสามารถในการถายทอดของเพลี้ยออนนั้นยังขึ้นอยูกับโปรตีน 

helper component และการมีกรดอะมิโน DAG (tiplet) ในสวนของโปรตีนหอหุมของ PVY ดวย  
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 PVY มีอนุภาคของไวรัสลักษณะทอนยาวคด ขนาดความยาว 730 นาโนเมตร มีสาร

พันธุกรรมชนิดอารเอ็นเอสายเดี่ยว (ssRNA) ซึ่งหอหุมดวยโปรตีน โดยปราศจากการหอหุมดวย

ไขมัน (envelope) โปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัสประกอบขึ้นจากโปรตีนหนวยยอย (coat protein 

subunit) ขนาด 30 กิโลดาลตัน จากลําดับของกรดอะมิโน 267 ตัว สวนของพันธุกรรมอารเอ็นเอ

ของไวรัสมีขนาดความยาวประมาณ 10 กิโลเบส  

 

Potato leafroll virus (PLRV) 

 ลักษณะอาการที่แสดงออกของมันฝรั่งภายหลังการติดเชื้อ PLRV ใบออนแสดงลักษณะ

อาการมวนขึ้นเขาหากันของขอบดานขาง สีซีดจาง โดยเฉพาะใบลาง และกิ่งกานใบมีการตั้งชูขึ้น 

ลักษณะอาการมีการพัฒนาตอในสวนของยอดที่มีลักษณะแคระแกรน และแข็งเกร็ง อาจมี

บาดแผลแหงตาย (necrosis) ในเนื้อเยื่อทอลําเลียงอาหารในสวนของลําตนและกานใบ พบการ

สราง callose จํานวนมากในทอลําเลียงน้ํา ทั้งในสวนของลําตนและหัว พบการสะสมแปงที่ใบเพิ่ม

สูงขึ้นกวาปกติ 2 – 3 เทา ในขณะที่แปงในสวนของหัวมีปริมาณลดลง ทั้งนี้เนื่องจากมีความ

เสียหายในสวนทอลําเลียงอาหาร และสงผลกระทบตอการเคลื่อนยาย ไดมีการใหขอสังเกตวา 

อาจมิไดเปนเพียงผลกระทบจากการเกิดแผลแหงตาย (necrosis) ในเซลลทอลําเลียงอาหาร

เทานั้น แตอาจเนื่องมาจากการขัดขวางของการเคลื่อนยายในลักษณะ photoassimilate จากสวน

ของคลอโรพลาสต (chloroplast) ไปยังไซโตโซล (cytosol) โดยการทํางานของ triose-phosphate 

translocator (Riesmeier et al.,  1993) ซึ่งสามารถขัดขวางการเขาสูทอลําเลียงอาหาร (phloem) 

ของน้ําตาล (sucrose) ในมันฝรั่งที่เกิดการติดเชื้อ PLRV โดยโปรตีนที่ทําหนาที่เคลื่อนยายน้ําตาล

(sucrose transporter protein) โดยทั่วไปมักไมปรากฏอาการที่หัว ซึ่งอาจพบไดในมันฝรั่งบาง

พันธุ ไดแก Green Mountain และ Russet Burbank ที่พบอาการของ net necrosis ภายในหัว

 ความเสียหายในผลผลิตอาจสูงถึงรอยละ 50 หากเพาะปลูกมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อ PLRV 

ที่หัว และผลผลิตหัวที่ไดมีขนาดเล็กลงกวาขนาดปกติ โดยพบการสูญเสียในระดับที่รุนแรงมากขึ้น

หากติดเชื้อรวมกับไวรัสชนิดอื่น เชน PVX หรือ PVY  

 PLRV มีพืชอาศัยอยูในวงศ Solanaceae ไดแก ลําโพง (Datura stramonium) กอใหเกิด

ลักษณะอาการแผลแหงตายบริเวณระหวางเสนใบ หรือใบบานไมรูโรย (Gomphrena globosa) 

ซึ่งไมไดอยูในวงศ Solanaceae ไวรัสชนิดนี้พบไดทั่วโลกในทุกพื้นที่ที่ทําการเพาะปลูกมันฝรั่ง 

โดยเฉพาะพื้นที่บริเวณที่มีภูมิอากาศเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของพาหะ 

 PLRV มีการถายทอดโรคในธรรมชาติผานทาง เพลี้ยออน แมลงพาหะ ซึ่งมีรายงานการ

ถายทอดไวรัสนี้ไดในเพลี้ยออนหลายชนิด โดยเฉพาะ Myzus persicae นับเปนชนิดที่มี
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ความสําคัญซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการถายทอด ลักษณะโดยทั่วไปของการถายทอดไวรัสชนิดนี้

ผานทางเพลี้ยออน จําเปนตองมีระยะพักตัวของไวรัสภายในแมลงพาหะกอนการถายทอดไวรัสไป

ยังตนอื่นๆ (persistent manner) เปนเวลาอยางนอย 12 ชั่วโมง ทั้งนี้เพลี้ยออนสามารถถายทอด

ไวรัสไดทั้งในระยะตัวออนและตัวเต็มวัย และมีการคงอยูของไวรัสไดตลอดอายุไขของเพลี้ยออน 

แตไมพบการถายทอดไวรัสชนิดนี้ผานการปลูกเชื้อโดยวิธีกล เมล็ด เกสร ในขณะที่การติดตา ทาบ

กิ่ง สามารถถายทอดไวรัสได 

 อนุภาคของ PLRV มีลักษณะทรงกลม (isometric) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 24 นาโน

เมตร และไมมีชั้นไขมันหอหุม โดยประกอบดวยกรดนิวคลีอิครอยละ 30 และโปรตีนรอยละ 70 

โดยโมเลกุลของโปรตีนหอหุมมีขนาดน้ําหนัก 26.3 กิโลดาลตัน สวนของสารพันธุกรรมของไวรัส

เปนชนิดอารเอ็นเอสายเดี่ยว ซึ่งมีขนาดความยาวประมาณ 6 กิโลเบส ไมมี Poly (A) ที่ปลาย 3’ 

ของ RNAประกอบดวย Open Reading Frame (ORF) จํานวน 8 แหง (Ashoub et al., 1998)   

 ไวรัสสาเหตุโรคของมันฝรั่ง  (potato viruses) ที่มีรายงานพบมากถึง 40 ชนิด 

(species)(Ryazantsev and Zavriev, 2009)  มักประสบปญหาและขอจํากัดในการตรวจ

วินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง เนื่องจากสาเหตุหลายประการ ไดแก 

 1)  การแสดงออกของอาการ (symptom expression) บนมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อไวรัส

สาเหตุโรคมีลักษณะแพรกระจายของอาการที่คลายคลึงกัน  โดยเฉพาะการเกิดโรค-แพรระบาดใน

ระดับแปลงปลูกของเกษตรกรมักเปนการติดเชื้อกอโรครวมกันของเชื้อโรคตางๆ มากกวาหนึ่งชนิด

(mix infection)  ทั้งนี้การแสดงอาการของโรคไวรัสอาจผันแปรไปตามระยะการเจริญเติบโต 

(growth stage) ของมันฝรั่ง และปจจัยสภาพแวดลอมที่ทําการเพาะปลูกโดยเฉพาะอุณหภูมิ เชน 

Potato leafroll virus (PLRV; Polerovirus) ไวรัสบางชนิดที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่งไมปรากฏ

ลักษณะอาการที่ชัดเจน (no conspicuous symptoms) ที่เอื้อตอการตรวจ-จําแนก เชน Potato 

virus S (PVS; Carlavirus) และ Potato virus M (PVM; Carlavirus)  ในขณะที่ไวรัสบางชนิด เชน 

Potato yellow mosaic virus (PYMV; Begomovirus) Potato yellowing virus (PYV; 

Alfamovirus) และ Potato virus M (PVM; Carlavirus) ที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่งแตไมปรากฏ

แสดงอาการโรค (symptomless) ทําใหไมสามารถใชลักษณะอาการ (typical symptoms) ในการ

วินิจฉัยโรค-จําแนกไวรัสสาเหตุที่แทจริง 

 2)  การตรวจ-จําแนกไวรัสบางชนิดโดยอาศัยพืชทดสอบหรือพืชดัชนี โดยการปลูกเชื้อ

ไวรัสหรือการถายทอดเชื้อไวรัสทางพาหะและสังเกตลักษณะอาการบนพืชทดสอบหรือพืชดัชนี 

ไวรัสบางชนิด เชน Potato yellow mosaic virus (PYMV; Begomovirus) อาจไมปรากฏแสดง

อาการบนพืชทดสอบหรือพืชดัชนี  ดังนั้นการตรวจ-จําแนกไวรัสโดยวิธีนี้จําเปนตองอาศัยผลจาก
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การวินิจฉัยเบื้องตนกอน และสามารถปฏิบัติใชกับไวรัสบางชนิดเทานั้น ซึ่งตองใชเวลานาน (2-3 

สัปดาหภายหลังการปลูกเชื้อทดสอบ)  อีกทั้งผลการจําแนกไวรัสที่ไดจากวิธีดังกลาวอาจ

คลาดเคลื่อนจากเทคนิควิธีการปฏิบัติ และการวิเคราะหจําแนกลักษณะอาการ 

  3)  การตรวจสอบสัณฐานวิทยา (morphology) ของอนุภาคไวรัส ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็คตรอน  โดยทั่วไปสามารถตรวจ-จําแนกไวรัสไดในระดับสกุล (genus) เทานั้น ไมสามารถ

จําแนกชนิด (species) ของไวรัสได  ขอจํากัดในทางปฏิบัติที่เกี่ยวของกับคุณสมบัติของไวรัส 

ไดแก ไวรัสบาง type ของ Tobacco rattle virus (TRV; Tobravirus) ไมสรางอนุภาคในพืชติดเชื้อ 

(non-virus particle-producing (NM) type)  ไวรัสบางชนิดมีปริมาณอนุภาคต่ําในพืช เชน 

Potato mop top virus (PMTV; Pomovirus)  อนุภาคไวรัสในสกุล Begomovirus มักไมคงทนใน

สภาพน้ําคั้นขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง  ดังนั้น การตรวจสอบโดยวิธีนี้ จึงไมเหมาะในการตรวจ-

จําแนกชนิดไวรัส และยังตองปฏิบัติโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาสูง 

คาใชจายในการตรวจสูง และจําเปนตองปฏิบัติการโดยผูที่มีความชํานาญเฉพาะทางเทานั้น 

  4)  การตรวจสอบไวรัส โดยเทคนิควิธีทางเซรุมวิทยา (serological methods) นับเปนวิธีที่

นิยมและปฏิบัติอยางแพรหลาย  แตก็มีขอจํากัดในประสิทธิภาพหลายประการ ไดแก (1) 

จําเปนตองมี แอนติบอดี (antibody) ที่จําเพาะตอไวรัสที่ตองการตรวจสอบ (detection) จึงจะ

สามารถตรวจสอบได ซึ่งไวรัสหลายชนิดไมมีการผลิตและจําหนายแอนติบอดี (antibody) ที่มี

จําเพาะ สวนแอนติบอดีที่มีการผลิตและจําหนายทางการคาก็มีราคาสูงมาก  (2) แอนติบอดี 

(antibody) ที่มีจําเพาะตอไวรัส อาจไมสามารถตรวจสอบไวรัสชนิดเดียวกันที่ตาง isolates ได 

เนื่องจากความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ภายในไวรัสชนิดนั้น เชนกรณีของ 

Potato virus V (PVV; Potyvirus)  (3) การปรากฏผลการตรวจสอบจาก “cross-reaction” ซึ่งเกิด

จากการที่แอนติบอดีที่ใชในการตรวจสอบนั้น ใหผลบวก (positive results)ในการตรวจสอบกับ

ไวรัสชนิดอื่นที่มีความสัมพันธใกลชิดกัน (closely relate) โดยทั่วไปมักเปนไวรัสที่จัดอยูในสกุล

เดียวกัน สงผลใหไมสามารถการตรวจ-จําแนกชนิดของไวรัสได และ (4) ในหลายกรณีที่เทคนิควิธี

ทางเซรุมวิทยามีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบไมเพียงพอทําใหตรวจสอบไมพบ 

เนื่องจากปริมาณไวรัสในพืชต่ําเกินกวาที่จะสามารถตรวจสอบ 

 การประยุกตใช PCR หรือ RT-PCR ในการตรวจสอบและจําแนกชนิดของไวรัสพืชนับวา

เปนเทคนิควิธีการที่มีศักยภาพและมีประสิทธิภาพสูง (Candresse et al., 1998) ซึ่งสามารถ

สังเคราะหเพิ่มปริมาณ DNA product ตามขนาดที่คาดไดโดยตรง และสามารถตรวจสอบไดโดย 

gel electrophoresis โดยความจําเพาะเจาะจง (ความถูกตองแมนยําในการตรวจสอบและจําแนก

ชนิดของไวรัส) ขึ้นอยูกับการออกแบบ primer  การตรวจสอบไวรัสมันฝรั่งโดยอาศัยหลักวิธีการ
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ของ reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ไดมีการศึกษาและรายงาน

ในการประยุกตใชในลักษณะที่แตกตางกันไปในไวรัสหลายชนิด (Singh et al.,1996; Singh and 

Singh,1998; Nie and Singh 2000; Peiman and Xie, 2006; Du et al., 2006)  ซึ่งจําเปนที่

จะตองศึกษา-วิจัย  ใหไดรูปแบบและวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจสอบไวรัสแตละชนิดในแตละ

รูปแบบของการประยุกตใช  โดยพิจารณาถึงความหลากหลายและความผันแปรทางพันธุกรรมของ

ไวรัส เพื่อความถูกตองแมนยําในการตรวจสอบ 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคมันฝร่ังซ่ึงแสดงลักษณะอาการที่คาดวามีสาเหตุจากการ

ติดเชื้อไวรัส 

 ตัวอยางโรคของมันฝรั่ง ไดจากการเก็บรวบรวมสวนใบของมันฝรั่งแตละตนที่แสดงอาการ

โรคติดเชื้อไวรัส นับเปน 1 ตัวอยางโรค โดยแหลงของโรคที่ทําการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยาง

โรคไดจาก 3 แหลงใหญๆ ไดแก 

 1.1 ตัวอยางโรคที่ไดจาการสํารวจโรคที่มีการติดเชื้อไวรัส และเก็บรวบรวมตัวอยางใบของ

มันฝรั่ง ในบริเวณแปลงเพาะปลูกของเกษตรกร พื้นที่จังหวัด เชียงใหม เชียงราย และตาก 

 1.2 ตัวอยางโรคที่ไดจากการสังเกตลักษณะอาการโรคและเก็บรวบรวมตัวอยางใบของมัน

ฝรั่งที่ไดจากโครงการวิจัยฯ ไดทําการเพาะปลูกในกระถาง (กระถางละ 1 ตน) ภายใตสภาพ

โรงเรือนปลูกพืชทดลอง (มุงตาขาย) และภายนอกโรงเรือน  ภายใตสภาพธรรมชาติ ที่บริเวณแปลง

ปลูกพืชทดลองของภาควิชาอารักขาพืช มหาวิทยาลัยแมโจ 

 1.3 ตัวอยางโรคที่ไดจากการสังเกตลักษณะอาการโรคและเก็บรวบรวมตัวอยางใบของมัน

ฝรั่งที่ไดจากโครงการวิจัยฯ ไดทําการเพาะปลูกบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพโรงเรือน

กระจกปลูกพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และสถาบันตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐาน

ผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ 

 การเก็บรวบรวมตัวอยางใบมันฝรั่งที่แสดงลักษณะอาการโรคติดเชื้อไวรัส ในสภาพแปลง

เพาะปลูกของเกษตรกร (ขอ1.1) และในสภาพการเพาะปลูกทดลองในกระถาง ภายใตสภาพ

โรงเรือนปลูกพืชทดลอง (มุงตาขาย) และภายนอกโรงเรือน  ภายใตสภาพธรรมชาติ (ขอ1.2) และ 

ในสภาพการเพาะปลูกบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง 

(ขอ1.3) ของโครงการวิจัยฯ นั้น อาศัยลักษณะอาการจําเพาะของโรคไวรัสของมันฝรั่งที่มีการ

รายงาน และลักษณะอาการที่แสดงโดยทั่วไปของการติดเชื้อไวรัส ไดแก รูปแบบของลักษณะ

อาการที่แสดงออกแบบ แพรกระจายทั้งตน (systemic symptom) หรือ อาจมีลักษณะแบบเฉพาะ

แหง (local symptom) โดยลักษณะอาการของโรคไดแก การแสดงความผิดปกติที่ใบ เชน ใบดาง 

ผิดรูปราง ยน หงิก เปนคลื่น มวน เสนใบไหม ขอบใบหยัก เปนตน โดยทั่วไปมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อ 

มักมีการเจริญเติบโตที่ผิดปกติ เชน แคระแกรน  ในพื้นที่บริเวณเพาะปลูกมักพบการระบาดของ

แมลงพาหะโรค เชน แมลงหวี่ขาว เพลี้ยออน เปนตน 
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 ใบมันฝรั่งตัวอยางโรคที่ไดจากการเก็บรวบรวม จะไดรับการเก็บแยกแตละตัวอยาง และ

เก็บรักษาในกลองรักษาอุณหภูมิต่ํา (cooling box) ตลอดระยะเวลาระหวางการเดินทางจนกวาจะ

ถึงหองปฏิบัติการ  ตัวอยางโรคแตละตัวอยางจะไดรับการขึ้นทะเบียนตัวอยางโรค โดยระบุ

หมายเลขตัวอยาง (accession number) บันทึกรายงานลักษณะอาการที่สังเกตไดและบันทึกภาพ

ทุกตัวอยาง กอนทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 Oซ (Deep freezer) เพื่อนําไปใชเปนตัวอยางเพื่อ

ตรวจสอบหาไวรัสและหรือ ใชเปนแหลงของไวรัส (source of inoculum) ในการปลูกเชื้อไวรัสไป

ยังมันฝรั่งปกติในการวิจัยนี้ 

 

2.  การตรวจสอบและวินิจฉัยเบื้องตน (preliminary detection and diagnosis) โดยอาศัย

การแสดงลักษณะอาการของโรคบนมันฝร่ัง เพื่อการจําแนกโรคและไวรัสสาเหตุ 

 พิจารณาลักษณะอาการผิดปกติที่สามารถเห็นไดดวยตาเปลา (macrosymptoms) บน

มันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส  การพิจารณาลักษณะอาการที่แสดงออกแบบทั่วทั้งตน เพื่อ

พิจารณาลักษณะของการเจริญเติบโต โดยการสังเกตและพิจารณาวามีลักษณะรูปรางสัดสวน 

และอัตราการเจริญเติบโตที่ปกติหรือไม  และพิจารณาแยกเฉพาะสวนของมันฝรั่ง ไดแก สวนของ

ลําตน ที่สวนยอด และสวนโคนตน วามีลักษณะอาการที่สามารถจําแนกโรค และไวรัสสาเหตุ ได

หรือไม และที่สําคัญการแสดงออกของลักษณะอาการที่ใบ โดยเฉพาะใบออน ซึ่งการติดเชื้อไวรัส

มักแสดงลักษณะอาการแบบแพรกระจาย (systemic symptom) ในลักษณะอาการ ใบดาง ใบยน 

ลักษณะเปนคลื่น ใบหงิก ใบลดรูป ปรากฏรูปรางผิดไปจากปกติ ใบเกร็ง เสนใบปูดนูน เปนตน 

 การพิจารณาลักษณะอาการตัวอยางโรคที่ทําการเก็บรวบรวม มีการปฏิบัติใน 3 ระดับ คือ  

1) ระดับแปลงปลูกของเกษตรกร หรือ โรงเรือนเพาะปลูกพืชทดลอง  2) ระดับหองปฏิบัติการ

วินิจฉัย และ 3) ภาพถายที่ทําการบันทึกลักษณะอาการ กอนเก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูมิ -80 Oซ 

 

3.  การตรวจสอบยืนยันไวรัสสาเหตุโรคที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่ง โดยเทคนิควิธีการที่
อาศัยหลักการของ polymerase chain reaction (PCR) 

 การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อของไวรัสสาเหตุโรคบนมันฝรั่ง ในตัวอยางใบมันฝรั่งที่

รวบรวมได และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 Oซ ในการวิจัยนี้ไดเลือกเทคนิควิธีการที่อาศัยหลักการ

ของ polymerase chain reaction (PCR) และโดยเหตุที่ไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่งซึ่งโครงการวิจัยฯ 

ได พิจารณาและวางกรอบการวิจัยเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบวินิจฉัย จํานวน 4 ชนิดนั้น ไดแก 

Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus 
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(PLRV) ลวนแลวแตเปนไวรัสที่มี อารเอ็นเอสายเดี่ยว (ssRNA) เปนสารพันธุกรรม ดังนั้น เพื่อที่จะ

สามารถตรวจสอบยืนยันไวรัสสาเหตุโรคที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่งได โดยเทคนิควิธีการที่อาศัย

หลักการของ polymerase chain reaction (PCR) จึงจําเปนตองทําการสังเคราะห สายแรกของดี

เอ็นเอ (First strand DNA synthesis) จาก อารเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสารพันธุกรรมของไวรัสแตละ

ชนิดใหไดเสียกอนจึงจะสามารถเขาสูปฏิกิริยา PCR ในลําดับตอไป 

 ในการวิจัยนี้ ไดทําการตรวจสอบการติดเชื้อของไวรัสสาเหตุโรคบนมันฝรั่งในเบื้องตน โดย

เทคนิค-วิธีการ RT-PCR ดวยคูของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดมีการตีพิมพเผยแพรมากอนหนา ซึ่ง

ประกอบดวยดีเอ็นเอไพรเมอร ดังแสดงรายละเอียดใน ตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1  ดีเอ็นเอไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการติดเชื้อของไวรัสสาเหตุโรคบนมันฝรั่งใน

เบื้องตน 

ดีเอ็นเอไพรเมอร ลําดับเบส (5’ – 3’) 

จําเพาะ

กับชนิด

ไวรัส 

ขนาดของ

ผลผลิต

PCR (bp) 

อางอิง 

PV17  GTTGGAGAATTCAAGATCCTGG 
PVA 255 R. P. Singh & M. Singh, 1998 

PV18  TTTCTCTGC CACCTC ATCG 
PV19 (C/T)ACTGC AGGCGC AACTCC 

PVX 565 M. Peiman  & C. Xie, 2006 
PV20 GTCGTTGGATTG(C/T)GCCCT 
PV7 ACGTCC AAAATGAGAATGCC 

PVY 480 R. P. Singh  et al., 1996 
PV8 TGGTGT TCG TGATGTGACCT 
PV9 CGCGCT AACAGAGTTCAGCC 

PLRV 336 R. P. Singh  et al., 1995 
PV10 GCA ATGGGGGTCCAACTCAT 

 

4. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝร่ัง 

 ในการประยุกตใชหลักการของ PCR เพื่อการตรวจสอบยืนยันไวรัสที่มีการติดเชื้อบนมัน

ฝรั่ง มีความจําเปนที่ตองพัฒนาวิธีการในขั้นตอนตางๆ ซึ่งไดแก (1) การเตรียมกรดนิวคลีอิค 

(nucleic acid) จากใบมันฝรั่งตัวอยางโรค (2) การออกแบบดีเอ็นเอไพรเมอรที่มีความจําเพาะ

เจาะจงและมีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา reverse transcription (RT) และ polymerase 

chain reaction (PCR) ตลอดจนการใหประสิทธิผลในการตรวจสอบ-จําแนกไวรัสที่มีการติดเชื้อใน

มันฝรั่ง (3) การศึกษาสภาพการเกิดปฏิกิริยาและสวนผสม-สัดสวนที่เหมาะสมในการทําปฏิกริยา 

reverse transcription (RT)  (4)การเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ใน polymerase chain reaction 
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ภายใตสภาพการเกิดปฏิกิริยาและสวนผสม-สัดสวนที่เหมาะสม และ (5) gel electrophoresis

และการวิเคราะหผล ที่มีความเหมาะสม และใหประสิทธิผลในการใชตรวจสอบยืนยันชนิดของ

ไวรัสสาเหตุโรคของมันฝรั่ง 

 4.1 วิธีการเตรียมกรดนิวคลีอิค (nucleic acid) จากใบมันฝรั่ง 

 บดใบมันฝรั่งน้ําหนัก 150 มิลลิกรัม ในสารละลายบัฟเฟอร A ปริมาตร 1,500 ไมโครลิตร

จนละเอียด บรรจุใสหลอด microcentrifuge และหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 xg เปนเวลา 10 นาที เก็บ

สวนน้ําใสแลวเติมดวย 1 เทาปริมาตรของ chloroform ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 

16,000 xg เปนเวลา 10 นาที ตกตะกอนดวย isopropanol โดยเก็บตะกอนหลังจากการหมุน

เหวี่ยงที่ 16,000 xg เปนเวลา 20 นาที ซึ่งผึ่งใหแหงในอากาศกอน นําไปละลายดวยสารละลาย

บัฟเฟอร TE เพื่อใชเปนตัวอยางของกรดนิวคลีอิค ในขั้นตอนตอไปของการตรวจสอบไวรัส 

 4.2 การออกแบบดีเอ็นเอไพรเมอร 

 คูของดีเอ็นเอไพรเมอร สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ

ยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus A (PVA), Potato virus X 

(PVX), Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา 

(PCR products) ที่มีขนาดอยูในชวง 200-900 คูเบส ไดถูกพัฒนาและออกแบบในการศึกษาวิจัย

นี้ จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide sequence) ของพันธุกรรม PVA, PVX PVY และ 

PLRV ตามลําดับ ไดจากการสืบคนและรวบรวมจากฐานขอมูลออนไลน GenBank: National 

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Genbank) โดย

โปรแกรม PrimerSelect และ MegAlign ใน DNAStar biocomputing software (DNAStar, Inc.) 

และวิเคราะหเปรียบเทียบความจําเพาะตอไวรัส ในลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอไพรเมอร ดวย

โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi) 

 4.3 ปฏิกริยา reverse transcription (RT) 

 RT เปนปฏิกริยาที่ทําใหเกิดการสังเคราะห first–strand cDNA ที่จะใชเปนแมแบบใน 

PCR ข้ันตอนตอไป ซึ่งปฏิกริยา RT มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะห first–stand cDNA ที่ 

42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 หรือ specific DNA primer เปน DNA primer 

(reverse)  ซึ่งสวนผสมของสารละลายของปฏิกริยา มีดังตอไปนี้ 
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  Template RNA (total RNA)    0.1-1.0 µg 

  Primer (oligo (dT)24)     100 pmol 

  5X reaction buffer      4 µl 

  RNase Inhibitor     20 U 

  dNTP mix (10 mM each)     2 µl 

  M-MuLV reverse transcriptase    200 U 

  DEPC – treated water              to 20 µl 

 

4.4 การเพิ่มปริมาณชิ้น DNA โดย PCR 

 PCR เปนปฏิกริยาที่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณชิ้นสวน (fragment) ที่ตองการ 

โดยใช cDNA ที่สังเคราะหได (ในขอ 4.3) เปน DNA template ความจําเพาะเจาะจงในการเพิ่ม

ปริมาณชิ้น DNA ไดจากการกําหนด-ออกแบบ คู DNA primer (ในขอ 4.2) ซึ่งมีความจําเพาะตอ 

DNA แมแบบ โดยอาศัยการทํางานของเอ็นไซม DNA polymerase ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลง

อุณหภูมิ เปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแตละรอบ ซึ่งสวนผสมของ

สารละลายของปฏิกริยา มีดังตอไปนี้ 

 

  Template DNA (cDNA)   2 µl 

  dNTP mix (2.5 mM each)    4 µl 

  10X reaction buffer   5 µl 

  Taq DNA polymerase   0.25 U 

  Forward primer (10 µM)   2µl 

  Reverse primer (10 µM)  2 µl 

  Nuclease-free water  to  50 µl 

  

  Temperature cycle profile 

  94°C  เปนเวลา  2 นาที 

  94°C  เปนเวลา  60 วินาที 

  50-60°C เปนเวลา   60 วินาที 

  72°C  เปนเวลา  60 วินาที 

  72°C   เปนเวลา  5 นาที 

35 รอบ 
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4.5 Agarose gel electrophoresis 

 ผลผลิตของปฏิกริยา (PCR products) จะถูกนํามาพิจารณาและประเมินผลโดยการทํา 

electrophoresis ใน 2% agarose gel ในสารละลายบัฟเฟอร TAE โดยใช PCR product 

ตัวอยางละ 10 µl หยดลงใน gel แตละหลุม ใชกระแสไฟฟาที่ 50 volts เปนเวลานาน 100 นาที 

และยอมแถบ DNA ดวย ethidium bromide โดย de-stain ดวยน้ําสะอาด กอนวิเคราะห – 

ประเมินผลการแสดงรูปแบบของแถบ DNA บน UV transiluminator  

 

5. การทดสอบระบบการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝรั่ง  

 การทดสอบระบบการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝรั่ง จํานวน 4 ชนิดไวรัส ไดแก 

Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus 

(PLRV) โครงการวิจัยฯ ไดทําการทดสอบระบบการตรวจสอบไวรัสแตละชนิด กับตัวอยางโรคจาก

เนื้อเยื่อสวนใบที่แสดงลักษณะอาการผิดปกติ จํานวนไมต่ํากวา 400 ตัวอยาง ในแตละชนิดของ

ไวรัสที่ทําการตรวจสอบ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการตรวจสอบ ไดแก ความถูกตองแมนยํา 

ความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของไวรัส ความไวในการตรวจสอบ และการแสดงผลของแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเหมาะสม และมีความจําเพาะเจาะจงสูงในการเกิดปฏิกิริยา  

 ในการทดสอบระบบการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝรั่งของ Potato virus A 

(PVA), Potato virus X (PVX) และ Potato virus Y (PVY) นั้น ไดใช oligo (dT)24 เปน DNA 

primer (reverse) ในปฏิกริยา reverse transcription (RT) ในขณะที่  ปฏิกริยา reverse 

transcription ในกระบวนการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสในมันฝรั่งของ Potato leafroll virus 

(PLRV) ไดใช ดีเอ็นเอไพรเมอรที่ออกแบบใหมีความจําเพาะเจาะจง (specific DNA preimer) 

เปน DNA primer (reverse) ของปฏิกิริยา 

 การทดสอบและคัดเลือกคูดีเอ็นเอไพรเมอร ที่มีประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยาใน RT-

PCR และมีประสิทธิภาพในการนํามาใชเพื่อการตรวจสอบไวรัสแตละชนิด ปฏิบัติการโดย

ตรวจสอบเปรียบเทียบกับตัวอยางกรดนิวคลีอิค ที่ไดจากการสกัดแยกจากเนื้อเยื่อใบของมนัฝรัง่ซึง่

ผานการตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อ และ การปราศจากการติดเชื้อไวรัสชนิดนั้นๆที่ตองการ

ตรวจสอบแลว ภายหลังการทดสอบ คูดีเอ็นเอไพรเมอร ที่มีประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยาใน 

RT-PCR และมีประสิทธิภาพในการนํามาใชเพื่อการตรวจสอบไวรัสแตละชนิดที่ไดรับการคัดเลือก

ขางตน จะถูกนําไปทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝรั่ง เพื่อใหได

ประสิทธิผลสูงสุดในการตรวจสอบตอไป 
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 5.1 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) 

 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘A05F’: 5’-CGATTTAGGTACTGCTGGGACTCA-3’ และ ‘A04R’: 5’-CCTGGGCATG 

TATGGTTTCTC-3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและยอนกลับ 

ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus A (PVA) ที่ตําแหนง 8639-8662 และ 

9066-9086 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 448 คูเบส ภายใต

สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแตละรอบ 

ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปนเวลา 60 

วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ โดยที่กอน

และหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับอุณหภูมิที่ 94O

ซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที ตามลําดับ จากดี

เอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกริยา reverse transcription (RT) ที่ 42 
Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) 

 5.2 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) 

 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘X01F’: 5’- TGCCGATCTCAAGCCACTCTCC -3’ และ ‘X02R’: 5’- ACTGGGGTA 

GGCGTCGGTTATGTA -3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ

ยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus X (PVX) ที่ตําแหนง 5594-

5615 และ 6371-9394 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 801 คูเบส 

ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) 

 5.3 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) 

 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘Y02F’: 5’- TGAGAATGCAAA ACCAAC(A/C)CTTAG -3’ และ ‘Y03R’: 5’- ATCCTC 

GGTGGTGTGCCTC -3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ
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ยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus Y (PVY) ที่ตําแหนง 9014-

9036 และ 9308-9326 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 313 คูเบส 

ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) 

 5.4 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) 

 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) โดยการใชคูดีเอ็น

เอไพรเมอร ‘R38F’:5’-GCACGGCAGTATTCAAGAT-3’ และ ‘R32R’: 5’-ACCACTGCCAATAG 

ATGAGAC -3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและยอนกลับ ซึ่งมี

ความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato leafroll virus (PLRV) ที่ตําแหนง 5441-5459 

และ 5625-5645 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 205 คูเบส 

ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช ‘R32R’: 5’-ACCACTGCCAATAGATGAGA 

C-3’ 

 

6. การพัฒนาระบบการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝร่ัง 

 เพื่อใหเกิดประสิทธิผลสูงสุดในการตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่ง 4 ชนิด ไดแก PVA, 

PVX, PVY และ PLRV จากเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่ง โครงการวิจัยฯ จําเปนตองมีการปรับปรุงขั้นตอน

ตางๆในการปฏิบัติตรวจสอบใหมีความเหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงสุด เพื่อใหไดระบบของการ

ตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่งทั้ง 4 ชนิด การปรับปรุงวิธีการ ข้ันตอน ตลอดจนการปฏิบัตินั้น
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มีอยูหลายขั้นตอน ไดแก การเตรียมตัวอยางโรคในสวนใบของมันฝรั่ง การแยกสกัดกรดนิวคลีอิค 

(total nucleic acid; DNA and RNA) จากเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่ง การทําปฏิกิริยาถอดรหัสแบบ

ยอนกลับ (reverse transcription) เพื่อการสังเคราะห cDNA ที่จะใชเปน DNA template ใน

ขั้นตอนตอไปของ PCR ตลอดจน การแสดงผลของรูปแบบแถบดีเอ็นเอบนแผนอะกาโรสเจล

ภายหลังการยอมแถบดีเอ็นเอดวยสารเคมีที่สามารถเรืองแสงไดภายใตสภาพชวงคลื่นแสงอัลตรา

ไวโอเลท (ultraviolet) โดยในทุกขั้นตอนในการปฏิบัติลวนแลวแตมีความสําคัญและมีผลกระทบ

ตอประสิทธิภาพของวิธีการดังกลาวในการประยุกตใชเพื่อการตรวจสอบไวรัส  ดังนั้น ในการวิจัยนี้

จึงไดศึกษา ทดลอง และเปรียบเทียบผลที่ผันแปรจากปจจัยที่แตกตาง เพื่อแสวงหาสภาพที่

เหมาะสม เพื่อพัฒนาระบบการตรวจสอบใหมีประสิทธิภาพที่สูงขึ้น ทั้งในสวนความจําเพาะ

เจาะจง (specificity) และความไว (sensitivity)  ในการตรวจสอบไวรัสแตละชนิด 

 6.1 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus A จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพร

เมอร A05F และ A04R และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบ

ยอนกลับ (RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA 

 6.2 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus X จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพร

เมอร X01F และ X02R และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบ

ยอนกลับ (RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA 

 6.3 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus Y จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพร

เมอร Y02F และ Y03R และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบ

ยอนกลับ (RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA 

 6.4 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR 

ดวยคูไพรเมอร R38F และ R32R โดยใช R32R เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบ

ยอนกลับ (RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA 

 
7. การพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝร่ัง 

 การพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่งจากเนื้อเยื่อใบ ในหลอดทดลองเดี่ยวใน

ครั้งเดียว โดยวิธี RT-PCR เพื่อการตรวจสอบไวรัส 2 ชนิด ไดแก Potato virus Y (PVY) และ 
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Potato leafroll virus (PLRV) ในปฏิกิริยาเดียวกัน ดวยคูไพรเมอร Y02F และ Y03R รวมกับ R38F 

และ R32R โดยใช oligo (dT)24 และ R32R เปนไพรเมอรในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ 

(RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA กับตัวอยาง  Acc No. S109 ซึ่งใหผลการตรวจสอบ

การติดเชื้อไวรัส 2 ชนิด ไดแก PVY และ PLRV มาเปนตัวอยางในการตรวจสอบเพื่อการพัฒนา

ระบบการวินิจฉัยโรคไวรัส 
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ผลการทดลอง 

 
1.  การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคมันฝร่ังซ่ึงแสดงลักษณะอาการที่คาดวามีสาเหตุจากการ

ติดเชื้อไวรัส 

 การเก็บรวบรวมตัวอยางใบมันฝรั่งที่แสดงลักษณะอาการโรคติดเชื้อไวรัส ในสภาพแปลง

เพาะปลูกของเกษตรกร   ในสภาพการเพาะปลูกทดลองในกระถาง ภายใตสภาพโรงเรือนปลูกพืช

ทดลอง (มุงตาขาย) และภายนอกโรงเรือน  ภายใตสภาพธรรมชาติ  และในสภาพการเพาะปลูก

บนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง ของโครงการวิจัยฯ นั้น 

อาศัยลักษณะอาการจําเพาะของโรคไวรัสของมันฝรั่งที่มีการรายงาน และลักษณะอาการที่แสดง

โดยทั่วไปของการติดเชื้อไวรัส ไดแก รูปแบบของลักษณะอาการที่แสดงออกแบบ แพรกระจายทั่ว

ทั้งตน (systemic symptoms) หรือ อาจมีลักษณะแบบเฉพาะแหง (local symptom) โดยลักษณะ

อาการของโรคไดแก การแสดงความผิดปกติที่ใบ เชน ใบดาง ผิดรูปราง ยน หงิก เปนคลื่น มวน 

เสนใบไหม ขอบใบหยัก เปนตน โดยทั่วไปมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อ มักมีการเจริญเติบโตที่ผิดปกติ 

เชน แคระแกรน  ในพื้นที่บริเวณเพาะปลูกมักพบการระบาดของแมลงพาหะโรค เชน แมลงหวี่ขาว 

เพลี้ยออน เปนตน 

 ใบมันฝรั่งตัวอยางโรคที่ไดจากการเก็บรวบรวม  ตัวอยางโรคแตละตัวอยางจะไดรับการ

ขึ้นทะเบียนตัวอยางโรค โดยระบุหมายเลขตัวอยาง (accession number) บันทึกรายงานลักษณะ

อาการที่สังเกตไดและบันทึกภาพทุกตัวอยาง กอนทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 Oซ (Deep 

freezer) เพื่อนําไปใชเปนตัวอยางเพื่อตรวจสอบหาไวรัสและหรือ ใชเปนแหลงของไวรัส (source 

of inoculum) ในการปลูกเชื้อไวรัสไปยังมันฝรั่งปกติในการวิจัยนี้ 

 ตัวอยางโรคมันฝร่ังซึ่งแสดงลักษณะอาการที่คาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส ที่ไดจาก

การเก็บรวบรวม ตลอดระยะเวลาที่ทําการวิจัยเปนเวลา 2 ป ซึ่งจําแนกตามแหลงของตัวอยาง มี

ปริมาณ (จํานวน) 1,120 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยปที่ 1 ของการวิจัยนั้น โครงการวิจัยฯ 

ไดมุงเนนและใหความสําคัญกับโรคไวรัสที่เกิดกับมันฝรั่งและมีการแพรระบาดในพื้นที่เพาะปลูก

ของเกษตรกรในหลายพื้นที่ที่เปนแหลงผลิตใหญของมันฝรั่ง ไดแก พื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งของ

เกษตรกรในจังหวัดเชียงใหม เชียงราย และตาก ซึ่งจากการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางโรค

ไวรัสของมันฝรั่ง โดยมีการดําเนินการและปฏิบัติอยางตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 1 (2550-

2551) โดยเฉพาะชวงฤดูเพาะปลูก (เดือนพฤศจิกายน ถึง เดือน กุมภาพันธ) ในบริเวณพื้นที่การ

เพาะปลูกมันฝรั่ง จังหวัดเชียงใหม เชียงราย และตาก และฤดูฝน ในพื้นที่เพาะปลูกจังหวัดตาก ดัง

แสดงในภาพที่ 1 ทําใหสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางโรคที่คาดวาเกิดจากการติดเชื้อไวรัสของมัน
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ฝรั่งจากแปลงเพาะปลูกของเกษตรกรได จํานวน 440 ตัวอยาง (ตารางที่ 2) ขณะเดียวกันในปแรก

ของการวิจัย โครงการไดทําการเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพโรงเรือนเพาะปลูกพืช (มุงตาขาย) 

และ ภายนอกโรงเรือนเพาะปลูกพืชภายใตสภาพธรรมชาติ บริเวณแปลงปลูกพืชทดลอง ภาควิชา

อารักขาพืช มหาวิทยาลัยแมโจ ไดมีการดําเนินการและปฏิบัติอยางตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 1 

(2550-2551) ดังแสดงในภาพที่ 2 โดยใชหัวพันธุมันฝรั่งนําเขาที่ผานการตรวจสอบ-รับรองการ

ปลอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรค และหัวพันธุมันฝรั่งที่ไดจากการปลูกของเกษตรกรในฤดูปลูกกอนหนานี้ 

และเก็บรักษาในหองเย็นที่ระดับอุณหภูมิ 2-4 Oซ เปนระยะเวลา 8-9 เดือนกอนนํามาใชเปนหัว

พันธุเพื่อการเพาะปลูก และสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางโรคที่คาดวาเกิดจากการติดเชื้อไวรัสของ

มันฝรั่งจากการปลูกทดลองทั้งภายใตสภาพโรงเรือนเพาะปลูกพืช (มุงตาขาย) และ ภายนอก

โรงเรือนเพาะปลูกพืชภายใตสภาพธรรมชาติ  ได จํานวน 250 ตัวอยาง (ตารางที่ 2) 

 

ตารางที่ 2 ปริมาณตัวอยางโรคมันฝร่ังซึ่งแสดงลกัษณะอาการที่คาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อ 

ไวรัส ที่ไดดําเนินการในปที่ 1และ ปที่2 ของโครงการ (2550 - 2552) 

 

แหลงของตัวอยางโรค 

ปริมาณจาํนวนตัวอยางโรค 
(ตัวอยาง) 

ปที่ 1  

(2550-2551) 

ปที่ 2  

(2551-2552) 

แปลงเพาะปลูกของเกษตรกร 

- พื้นที่จังหวัดเชียงใหม 

- พื้นที่จังหวัดเชียงราย 

- พื้นที่จังหวัดตาก 

 

250 

90 

100 

 

80 

- 

- 

การเพาะปลูกมันฝรั่งทดลอง (โครงการ) 

- ภายในโรงเรือนเพาะปลูกพืช (มุงตาขาย) 

- ภายนอกโรงเรือนเพาะปลูกพืช 

- ภายในโรงเรือนเพาะปลูกพืช (โรงเรือนกระจก) 

 

150 

100 

- 

 

- 

- 

350 

รวม 690 430 
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ภาพที่ 1   การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคไวรัสของมันฝรั่ง ในบริเวณแปลงเพาะปลูกของเกษตรกร ป

เพาะปลูก 2550-2551   ก) สวนหนึ่งของพื้นที่จังหวัดเชียงใหม ข) สวนหนึ่งของพื้นที่

จังหวัดเชียงราย   ค) สวนหนึ่งของพื้นที่จังหวัดตาก   ง) คณะสํารวจและเก็บรวบรวม

ตัวอยางโรคไวรัสของมันฝรั่ง 
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ภาพที่ 2  การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการทดลองในกระถางหรือถุงปลูกพลาสติก  ภายใน

และภายนอกโรงเรือนปลูกพืชทดลอง (มุงตาขาย) บริเวณแปลงปลูกพืชทดลอง ภาควิชา

อารักขาพืช มหาวิทยาลัยแมโจ  ก) การเตรียมวัสดุปลูก ข) บริเวณเพาะปลูกภายในและ

ภายนอกโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

 

ก 

ข 
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 ในปที่ 2 ของการวิจัย โครงการวิจัยฯ ไดมุงเนนและใหความสําคัญกับการแสดงลักษณะ

อาการในความผิดปกติอันมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสตางๆ ในมันฝรั่งเพื่อการตรวจสอบเชื้อไวรัส

และการวินิจฉัยโรคเบื้องตน โดยทําการเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลง

เพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และสถาบัน

ตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  ไดมีการดําเนินการและปฏิบัติ

อยางตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 2 (2551-2552) ดังแสดงในภาพที่ 3 ทําใหสามารถเก็บรวบรวม

ตัวอยางโรคที่คาดวาเกิดจากการติดเชื้อไวรัสของมันฝรั่งจากการถายทอดเชื้อไวรัสผานทางหัวพนัธุ

มันฝรั่งที่ไดจากการปลูกของเกษตรกรในฤดูปลูกกอนหนานี้ จํานวน 350 ตัวอยาง (ตารางที่ 2) 

ขณะเดียวกัน โครงการวิจัยฯ ยังคงใหความสําคัญกับโรคไวรัสที่เกิดกับมันฝรั่งและมีการแพร

ระบาดในพื้นที่เพาะปลูกของเกษตรกรในพื้นที่ที่เปนแหลงผลิตใหญของมันฝรั่ง ซึ่งไดแก พื้นที่

เพาะปลูกมันฝรั่งของเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหม และสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางโรคที่คาดวา

เกิดจากการติดเชื้อไวรัสของมันฝรั่งจากแปลงเพาะปลูกของเกษตรกรได จํานวน 80 ตัวอยาง 

(ตารางที่ 2) 

  

2.  การตรวจสอบและวินิจฉัยเบื้องตน (preliminary detection and diagnosis) โดยอาศัย
การแสดงลักษณะอาการของโรคบนมันฝร่ัง เพื่อการจําแนกโรคและไวรัสสาเหตุ 

 โดยอาศัยการแสดงลักษณะอาการของโรคติดเชื้อไวรัสที่ปรากฏหรือมีการแสดงออกใน

ความผิดปกติบนมันฝรั่ง โดยเฉพาะการแสดงอาการของโรคแบบแพรกระจาย (systemic 

symptoms) การพบประชากรแมลงพาหะไวรัสหนาแนนสูงในพื้นที่เพาะปลูก และรูปแบบการแพร

ระบาดในระดับแปลงเพาะปลูก ตลอดจนการอางอิงจากรายงานลักษณะอาการของโรคติดเชื้อ

ไวรัสแตละชนิดที่แตกตางกันบนมันฝรั่ง ซึ่งมีลักษณะคลายคลึงหรือใกลเคียงกันมากในลักษณะ

อาการที่แสดงออกโดยเฉพาะที่สวนใบ ทําใหยากแกการที่จะนําลักษณะอาการของโรคมาใชในการ

จําแนกโรคเพื่อการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่งในเบื้องตน โดยพบวา ลักษณะอาการของโรคที่เกิด

จากการติดเชื้อไวรัสบนมันฝรั่ง มักมีความผันแปรในระดับความรุนแรงของการแสดงออกของ

อาการ ทั้งนี้ขึ้นอยูกับพันธุของมันฝรั่ง คุณภาพของหัวพันธุมันฝรั่งในการปราศจากไวรัสสาเหตุโรค 

หรือมีการติดเชื้อไวรัสและสามารถเปนแหลงของไวรัสในการแพรระบาดไดในแปลงปลูกอยาง

รวดเร็ว การติดเชื้อไวรัสบนมันฝรั่งตนหนึ่งๆเพียงชนิดเดียวหรือการติดเชื้อรวมกันของไวรัสมากกวา

หนึ่งชนิด อายุของมันฝรั่งในชวงระยะเวลาของการติดเชื้อและพัฒนาการของโรคภายใต

สภาพแวดลอมที่แตกตาง เชน ฤดูกาล ระดับอุณหภูมิ ตลอดจนการระบาดของประชากรแมลง  
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ภาพที่ 3  การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพ

โรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และสถาบันตรวจสอบคุณภาพ

และมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  ไดมีการดําเนินการและปฏิบัติอยาง

ตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 2 (2551-2552)  ก) การเตรียมแปลงและวัดระยะหลุมปลูก  

ข) การปลูกมันฝรั่งดวยหัวพันธุ   ค) มันฝรั่งที่เจริญเติบโต  ง) การวินิจฉัยโรคในเบื้องตน

โดยอาศัยลักษณะอาการในความผิดปกติอันมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสตางๆ 
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ภาพที่ 4  การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพ

โรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และสถาบันตรวจสอบคุณภาพ

และมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  ไดมีการดําเนินการและปฏิบัติอยาง

ตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 2 (2551-2552)  การศึกษาลักษณะอาการโดยการบันทึก

ภาพถาย ก) และ ค) และการจดบันทึก ข) และ ง) เพื่อการวินิจฉัยโรคไวรัสในเบื้องตน 

และการตรวจทานเปรียบเทียบผลการวินิจฉัย (double check) 
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ภาพที่ 5  การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพ

โรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ และสถาบันตรวจสอบคุณภาพ

และมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  ไดมีการดําเนินการและปฏิบัติอยาง

ตอเนื่องตลอดการวิจัยในปที 2 (2551-2552)  การศึกษาลักษณะอาการโดยการบันทึก

ภาพถาย ก) ผลผลิตหัวมันฝรั่งของแตละตน ข) การเก็บขอมูล จํานวนหัว น้ําหนักรวม 

และลักษณะของหัว ค) หัวมันฝรั่งที่แสดงลักษณะผิดปกติ และ ง) ใบของมันฝรั่งที่แสดง

ลักษณะอาการของโรคที่ติดเชื้อไวรัส 
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พาหะ ไดแก เพลี้ยออน ลวนแลวแตเปนปจจัยในการกอใหเกิดความผันแปรในระดับความรุนแรง

ในการแสดงออกของลักษณะอาการของโรค และยังปรากฏลักษณะอาการที่หลากหลายแตมี

ความคลายคลึงกันมากดวยปจจัยดังกลาวขางตน นอกจากนี้ อาจพบมีการแสดงอาการดางที่ไม

รุนแรงหรืออาจไมปรากฏลักษณะอาการผิดปกติใดๆ เลย ในมันฝรั่งที่ตรวจสอบยืนยันพบการติด

เชื้อของ PVA ในภายหลัง การแสดงลักษณะอาการใบมวนของมันฝรั่งที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ 

PLRV ซึ่งมีลักษณะอาการที่คลายคลึงกับการแสดงออกในความผิดปกติที่เกิดจากสาเหตุอื่น เปน

ตน 

การตรวจสอบและวินิจฉัยโรคเบื้องตน โดยอาศัยการแสดงลักษณะอาการนั้น พบวา การที่

ลักษณะอาการของโรคไวรัสนั้นมีลักษณะแพรกระจายทั่วทั้งตน (systemic symptom) และ

ลักษณะอาการที่มีการรายงานนั้น ยากตอการนํามาใชในการจําแนกโรคและสาเหตุโรค ยิ่งไปกวา

นั้น การติดเชื้อหรือแสดงลักษณะอาการของโรค ในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร และในสภาพ

แปลงเพาะปลูกทดลองในกระถาง มักปรากฏลักษณะอาการรวมกัน เชน ใบดาง  หงิก  เสน-ใบ

ผิดปกติ  ใบรูปรางผิดรูป ตนแคระแกรน ทําใหลักษณะอาการของตัวอยางโรคสวนใหญ ไม

สามารถจําแนกโรคและไวรัสสาเหตุโรคไดอยางถูกตองแมนยําโดยวิธีซึ่งอาศัยการแสดงลักษณะ

อาการของโรค 

อยางไรก็ตาม  ลักษณะที่พบไดในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

(มุงตาขาย)  และโรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง พอสรุปไดโดยแบงออกเปนกลุมอาการดังนี้ 

- ลักษณะอาการ แคระแกรนของตนมนัฝรั่ง  

- ลักษณะอาการ ใบผิดรูปราง และ/หรือขอบใบหยกั 

- ลักษณะอาการ ใบลดรูป มีขนาดเล็กลงกวาปกติ มกัปรากฏที่ใบออน ใบยอด 

- ลักษณะอาการใบดาง ทั้งทีป่รากฏขอบเขตดางชัดเจน (mosaic) และที่ไมปรากฏ

ขอบเขตดางชดัเจน (mottle) 

- ลักษณะอาการใบหงกิ ยน ลักษณะเปนคลื่นไมเรยีบ 

- ลักษณะอาการใบมวน กานชีช้ันขึ้นกวาปกติ รวมกบัลักษณะเกรง็ของทั้งตน 

- ลักษณะอาการปรากฏที่บริเวณเสนใบ ปูดนนู หรือ ใส หรือแสดงอาการแผลแหงตาย 

(necrosis) ที่เสนใบ โดยเฉพาะเสนกลางใบ 

ทั้งนี้ ลักษณะอาการของตัวอยางโรคของมันฝรั่งแตละตัวอยางที่ไดรับการขึ้นทะเบียน

ตัวอยางโรคโดยระบุหมายเลขตัวอยาง (accession number) บันทึกรายงานลักษณะอาการที่

สังเกตไดและบันทึกภาพทุกตัวอยาง กอนทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 Oซ เพื่อนําไปตรวจสอบ

ยืนยันชนิดของไวรัสที่สําคัญบางชนิด ไดแก PVA, PVS, PVX, PVY และ PLRV ที่มีการติดเชื้อ
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สาเหตุโรคที่กอใหปรากฏลักษณะอาการที่ผิดปกติบนมันฝรั่งโดยเทคนิควิธีการที่อาศัยหลักการ

ของ reverse transcription (RT)-polymerase chain reaction (PCR) ตอไป 

 

3.  การตรวจสอบยืนยันไวรัสสาเหตุโรคที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่ง โดยเทคนิควิธีการที่

อาศัยหลักการของ polymerase chain reaction (PCR) 

 การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคที่สําคัญบนมันฝรั่งจากตัวอยางใบมนัฝรัง่ที่

เก็บรวบรวมได โดยเทคนิควิธีการที่อาศัยหลักการของ polymerase chain reaction (PCR) 

จํานวน 4 ชนิด ไดแก Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) และ 

Potato leafroll virus (PLRV) ดวยคูของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดมีการตีพิมพเผยแพรมากอนหนา ซึ่ง

ประกอบดวยดีเอ็นเอไพรเมอร ดังแสดงรายละเอียดใน ตารางที่ 1 ภายหลังจากการสังเคราะห สาย

แรกของดีเอ็นเอ ดวยการใช oligo (dT)24 เปนดีเอ็นเอไพรเมอรในปฏิกิริยา RT 

  3.1) การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง และ

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบใหมีความไวสูงสุดและเหมาะสมตอการประยุกตใช 

ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ PVA ในตัวอยางใบมันฝรั่ง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-

PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV17 และ PV18 (ตารางที่ 1) โดยใช oligo (dT)24 

เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

แสดงใหวา มีการติดเชื้อ PVA ในตัวอยางใบมันฝรั่ง หมายเลข Acc No. 025 โดยให DNA 

fragment ขนาด 255 bp ดังแสดงในภาพที่ 6  

การพัฒนาวิธีการเพื่อการประยุกตใชในการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยาง

ใบมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส โดยการเปรียบเทียบปริมาณของ oligo (dT)24 ที่แตกตางกัน 

ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ใน

ปฏิกิริยา reverse transcription (RT) ใหผลการเกิดปฏิกิริยาที่แตกตางกัน โดยใหผลในแนวโนม

ของความไวที่สูงขึ้น เมื่อใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่ลดต่ําลง และพบวาแถบ DNAขนาด 255 bp 

มีความเขมสูงสุดที่ ระดับ oligo (dT)24 ปริมาณ 6.3 pmol (lane 1) ดังแสดงในภาพที่ 6 การใช 

oligo (dT)24 ในปริมาณตั้งแต 150.0 pmol ขึ้นไป ใน 10-ul RT mixture ไมสามารถนํามาใช

ตรวจสอบไวรัส เนื่องจากไมปรากฏแถบ DNAขนาด 255 bp (lane 7 and 8) ในขณะที่ การ

ตรวจสอบการติดเชื้อ PVA จากเนื้อเยื่อใบโดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR  ดวยคู ดีเอ็นเอไพร

เมอร (DNA primers) PV17 และ PV18 มีความไวต่ํา (low sensitivity) ในการตรวจสอบ (ระดับ

ความเขมของแถบ DNAขนาด 255 bp ต่ํา) และปรากฏแถบ DNAขนาดประมาณ 700-800 bp 

ซึ่งไมจําเพาะเจาะจงตอ PVA แสดงถึงความไมจําเพาะเจาะจงตอ PVA ในการตรวจสอบ 
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ภาพที่ 6  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อ

ไวรัส หมายเลข Acc No. 025 โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพร

เมอร (DNA primers) PV17 และ PV18 โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตางกัน 

ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: oligo (dT)24 ปริมาณ 6.3 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 2: oligo (dT)24 ปริมาณ 12.5 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 3: oligo (dT)24 ปริมาณ 18.8 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 4: oligo (dT)24 ปริมาณ 25.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 5: oligo (dT)24 ปริมาณ 50.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 6: oligo (dT)24 ปริมาณ 100.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 7: oligo (dT)24 ปริมาณ 150.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 8: oligo (dT)24 ปริมาณ 200.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 
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  3.2) การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง และ

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบใหมีความไวสูงสุดและเหมาะสมตอการประยุกตใช 

ผลการทดลอง แสดงใหเห็นวา การตรวจสอบโดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดี

เอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV19 และ PV20 (ตารางที่ 1) โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่

แตกตางกัน ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) กับตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส 

หมายเลข Acc No. 025 ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยให DNA fragment ขนาด 565 

bp แตยังปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะ (nonspecific DNA band) จํานวน 7-8 แถบ ในปริมาณ

ที่เบาบาง (minor band) ซึ่งมีขนาดอยูในระหวาง 200-800 bp (ภาพที่ 7) และการพัฒนาวิธีการ 

โดยการเปรียบเทียบปริมาณของ oligo (dT)24 ที่แตกตางกัน ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) 

เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

ใหผลในแนวโนมของความไวที่สูงขึ้น โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 565 bp ซึ่งจําเพาะตอ PVX 

เขมขึ้น เมื่อใช oligo (dT)24 ปริมาณ 6.3-25.0 pmol ใน 10-ul RT mixture และใหความเขมของ

แถบสูงที่สุดที่ ปริมาณ 18.8 pmol ของ oligo (dT)24 ใน 10-ul RT mixture (ภาพที่ 7, lane 3) การ

ปรากฏแถบ DNAขนาดประมาณ 200-800 bp ที่นอกเหนือจากแถบดีเอ็นเอ ขนาด 565 bp แสดง

ถึงความไมจําเพาะเจาะจงตอ PVA ในการตรวจสอบ 

  3.3) การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง และ

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบใหมีความไวสูงสุดและเหมาะสมตอการประยุกตใช 

ผลการทดลอง แสดงใหวา การตรวจสอบโดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็น

เอไพรเมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 (ตารางที่ 1) โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตาง

กัน ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ใน

ปฏิกิริยา reverse transcription (RT) กับตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส หมายเลข 

Acc No. 025 ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยให DNA fragment ขนาด 480 bp และ

การพัฒนาวิธีการ โดยการเปรียบเทียบปริมาณของ oligo (dT)24 ที่แตกตางกัน ในชวง 6.3 – 200.0 

pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse 

transcription (RT) ใหผลในแนวโนมของความไวที่สูงขึ้นเมื่อมีการใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่

ต่ําลง ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA 

ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) (ภาพที่ 8) การปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 480 bp เพียง

แถบเดียว แสดงถึงความจําเพาะเจาะจงตอ PVY ในการตรวจสอบ 
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ภาพที่ 7  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อ

ไวรัส หมายเลข Acc No. 025 โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพร

เมอร (DNA primers) PV19 และ PV20 โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตางกัน 

ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: oligo (dT)24 ปริมาณ 6.3 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 2: oligo (dT)24 ปริมาณ 12.5 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 3: oligo (dT)24 ปริมาณ 18.8 pmol ใน 10-ul RT mixture    

Lane 4: oligo (dT)24 ปริมาณ 25.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 5: oligo (dT)24 ปริมาณ 50.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 6: oligo (dT)24 ปริมาณ 100.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 7: oligo (dT)24 ปริมาณ 150.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 8: oligo (dT)24 ปริมาณ 200.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 
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ภาพที่ 8  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อ

ไวรัส หมายเลข Acc No. 025 โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพร

เมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 โดยใช oligo (dT)24 ในปริมาณที่แตกตางกัน 

ในชวง 6.3 – 200.0 pmol (lane 1- 8) เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: oligo (dT)24 ปริมาณ 6.3 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 2: oligo (dT)24 ปริมาณ 12.5 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 3: oligo (dT)24 ปริมาณ 18.8 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 4: oligo (dT)24 ปริมาณ 25.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 5: oligo (dT)24 ปริมาณ 50.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 6: oligo (dT)24 ปริมาณ 100.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 

Lane 7: oligo (dT)24 ปริมาณ 150.0 pmol ใน 10-ul RT mixture   

Lane 8: oligo (dT)24 ปริมาณ 200.0 pmol ใน 10-ul RT mixture 
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 3.4) การตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อ

ไวรัส  

 ผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส 

จํานวน 17 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) 

PV7 และ PV8 (ตารางที่ 1) โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription แสดงใหเห็นวา การตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) 

โดยวิธีการระดับโมเลกุลมีประสิทธิภาพสูง ทั้งความไว (sensitivity) และความจําเพาะเจาะจง 

(specificity) ตอชนิดของไวรัส ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยําสูง (ภาพที่ 9) จากตัวอยางโรค

ทั้งหมด จํานวน 17 ตัวอยาง (lane 1-17) พบวา มีการติดเชื้อ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยาง

มันฝรั่งจํานวน 9 ตัวอยาง (ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 480 bp) ไดแก ตัวอยาง Acc No S286, 

S287, S288, S289, S290, S292, S295, S296 และ S299 ใน  lane 3, 4, 5, 6, 7, 9, 12, 13 และ 

15 ตามลําดับ และไมพบการติดเชื้อ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 8 ตัวอยาง 

(ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 480 bp)ไดแก ตัวอยาง Acc No S284, S285, S291, S293, S294, 

S297, S300 และ S301 ใน  lane 1, 2, 8, 10, 11, 14, 16 และ 17 ตามลําดับ 

 3.5) การตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางใบมันฝรั่งที่คาดวามีการติด

เชื้อไวรัส  

 ผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus  (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งที่แสดงลักษณะ

อาการใบมวน (leaf roll) จํานวน 7 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง Acc No S109, S234, S311, S316, 

S317, S335 และ S344 ดังแสดงในภาพที่ 10  โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอ

ไพรเมอร (DNA primers) PV9 และ PV10 (ตารางที่ 1) โดยใช PV10 เปน ไพรเมอรในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription แสดงใหเห็นวา การตรวจสอบ 

Potato leaf roll virus (PLRV) โดยวิธีการระดับโมเลกุลมีประสิทธิภาพในความจําเพาะเจาะจง 

(specificity) ตอชนิดของไวรัส ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา แตมีความไวต่ําในการ

ตรวจสอบ จากภาพที่ 11ตัวอยางโรคทั้งหมด จํานวน 7 ตัวอยาง (lane 1-7) พบวา มีการติดเชื้อ 

Potato leafroll virus  (PLRV)  ในตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 1 ตัวอยาง (ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 

335 bp) ไดแก ตัวอยาง Acc No S109 ใน lane 1 ตามลําดับ และไมพบการติดเชื้อ Potato leaf 

roll virus Y (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 6 ตัวอยาง (ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 336 bp) 

ไดแก ตัวอยาง Acc No S234, S311, S316, S317, S335 และ S344ใน  lane, 2, 3, 4, 5, 6 และ 

7 ตามลําดับ  
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ภาพที่ 9  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อ

ไวรัส จํานวน 17 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร 

(DNA primers) PV7 และ PV8 โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห 

first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: Acc No S284    Lane 2: Acc No S285 

Lane 3: Acc No S286    Lane 4: Acc No S287 

Lane 5: Acc No S288    Lane 6: Acc No S289 

Lane 7: Acc No S290    Lane 8: Acc No S291 

Lane 9: Acc No S292    Lane 10: Acc No S293 

Lane 11: Acc No S294   Lane 12: Acc No S295 

Lane 13: Acc No S296   Lane 14: Acc No S297 

Lane 15: Acc No S299   Lane 16: Acc No S300 

Lane 17: Acc No S301      
 
 

 

 
 
 

 M     1     2      3     4     5     6      7     8     9    10    11    12    13   14    15    16   17  

1000- 
 

500- 
480 bp 
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ภาพที่ 10  แสดงลักษณะอาการใบมวน (leaf roll) ของมันฝรั่งที่การตรวจสอบลักษณะเบื้องตน

คาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางโรคมันฝรั่ง 

จํานวน 7 ตัวอยาง ซึ่งนํามาทําการตรวจสอบไวรัส โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR 

ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV9 และ PV10 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ช 

ก) Acc No S109             ข) Acc No S234 

ค) Acc No S311                  ง)  Acc No S316

จ) Acc No S317             ฉ) Acc No S335 

ช) Acc No S344 
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ภาพที่ 11   แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามี

การติดเชื้อไวรัส จํานวน 7 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอ

ไพรเมอร (DNA primers) PV9 และ PV10 โดยใช PV10 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: Acc No. S109   

Lane 2: Acc No. S234 

Lane 3:  Acc No. S311   

Lane 4: Acc No. S316 

Lane 5:  Acc No. S317    

Lane 6: Acc No. S335 

Lane 7: Acc No. S344    
 
 

1000- 
 

100- 

200- 

300- 

400- 
500- 
600- 
700- 
800- 
900- 

1200- 
1500- 

2000- 

3000- 

 M      1       2      3       4       5       6      7    

336 bp 
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4. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝร่ัง 

 4.1 วิธีการเตรียมกรดนิวคลีอิค (nucleic acid) จากใบมันฝรั่ง 

 บดเนื้อเยื่อตัวอยางใบมันฝรั่งน้ําหนัก 150 มก. ในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสําหรับการสกัด 

ปริมาตร 1,500 ไมโครลิตร ซึ่งมีสวนผสมของ Tris-Cl, ที่ pH 8.0 ความเขมขน 150 มิลลิโมลาร 

NaCl ความเขมขน 500 มิลลิโมลาร EDTA ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร และ SDS ความเขมขน

รอยละ 1 โดยน้ําหนักตอปริมาตร จนละเอียด แลวนําน้ําคั้นบดที่ไดหมุนเหวี่ยงที่ระดับ 10,000 xg 

เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนน้ําใสแลวเติมดวยคลอโรฟอรมปริมาตร 1 เทาของน้ําใส ผสมใหเขากัน

แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ระดับ 16,000 xg เปนเวลา 10 นาที ตกตะกอนจากน้ําใสสวนบนดวยการ

เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 1 เทาของน้ําใส (สวนบน) โดยเก็บตะกอนที่ไดหลังจากการหมุน

เหวี่ยงที่ระดับ 16,000 xg เปนเวลา 20 นาที แลวผึ่งใหแหงในอากาศกอนละลายตะกอนที่ไดดวย

สารละลายบัฟเฟอร TE ซึ่งมีสวนผสมของ Tris-Cl, ที่ pH 8.0 ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร และ 

EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนอารเอ็นเอแมแบบ ใน

ขั้นตอนตอไปของการตรวจสอบไวรัส โดยเทคนิค-วิธีการของปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ 

(reverse transcription: RT) และ การเพิ่มปริมาณชิ้น DNA ในหลอดทดลอง โดยเทคนิค-วิธีการ

ของปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) 

ตามลําดับ 

4.2 การออกแบบดีเอ็นเอไพรเมอร 

 คูของดีเอ็นเอไพรเมอร สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ

ยอนกลับ ในการเพิ่มปริมาณชิ้น DNA โดย PCR ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของไวรัสแตละชนิด ไดแก  Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) 

และ Potato leafroll virus (PLRV) ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ที่มีขนาดอยู

ในชวง 205-801 คูเบส ไดมีการพัฒนาและออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ จากขอมูลลําดับนิวคลีโอ

ไทด (nucleotide sequence) ของพันธุกรรมของไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่ง ไดแก PVA, PVX PVY 

และ PLRV ตามลําดับ ไดจากการสืบคนและรวบรวมจากฐานขอมูลออนไลน GenBank: National 

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Genbank) โดย

โปรแกรม PrimerSelect และ MegAlign ใน DNAStar biocomputing software (DNAStar, Inc.) 

และวิเคราะหเปรียบเทียบความจําเพาะตอไวรัส ในลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอไพรเมอร ดวย

โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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Blast.cgi) โดยผลการพัฒนาและออกแบบคูของดีเอ็นเอไพรเมอร สําหรับการตรวจสอบไวรัสแตละ

ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3  ดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดออกแบบและใชในการตรวจสอบการติดเชื้อของไวรัสสาเหตุโรค

บนมันฝรั่งที่สําคัญ 4 ชนิด 

ดีเอ็นเอ 

ไพรเมอร 
ลําดับเบส (5’ – 3’) ตําแหนงบนจีโนม 

จําเพาะกับ

ชนิดไวรสั 

ขนาดของ

ผลผลิตPCR 

(bp 

A05F  CGA TTT AGG TAC TGC TGG GAC TCA 8639 -8662 
PVA 448 

A04R  CCT GGG CAT GTA TGG TTT CTC 9066 - 9086 

X01F TGC CGA TCT CAA GCC ACT CTC C 5594 -5615 
PVX 801 

X02R ACT GGG GTA GGC GTC GGT TAT GTA 6371 - 6394 

Y02F TGA GAA TGC AAA ACC AAC (A/C)CT TAG 9014 - 9036 
PVY 313 

Y03R ATC CTC GGT GGT GTG CCT C 9308 - 9326 

R38F GCA CGG CAG TAT TCA AGA T 5441 - 5459 
PLRV 205 

R32R ACC ACT GCC AAT AGA TGA GAC 5625 - 5645 

 

 คูของดีเอ็นเอไพรเมอร  A 05F และ A 04R สําหรับการตรวจสอบ PVA มีตําแหนงอยูบน 

ยีนซึ่งสังเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein (CP) gene) ในลักษณะเชนเดียวกันกับ 

คูของดีเอ็นเอไพรเมอร สําหรับการตรวจสอบ PVY ไดแก Y 02F และ Y 03R ที่มีตําแหนงอยูบน ยีน

ซึ่งสังเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein (CP) gene) เชนกัน แตสําหรับคูของดีเอ็น

เอไพรเมอร สําหรับการตรวจสอบ PVX ไดแก X 01F และ X 02R นั้นมีตําแหนงอยูบน ยีนซึ่ง

สังเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein (CP) gene) และ บริเวณสวนปลาย 3’ ของ 

RNA ของสารพันธุกรรมไวรัสซึ่งไมมีการแปลรหัสใหโปรตีนใดๆ (3’-untranslated region: 3’-UTR) 

ตามลําดับ ในขณะที่คูของดีเอ็นเอไพรเมอร สําหรับการตรวจสอบ PLRV มีตําแหนงของ R 38F อยู

ระหวาง ยีน P6 กับ P7 โดย R 32R นั้นมีตําแหนงอยูบน ยีน P7 ของRNA ของสารพันธุกรรมไวรัส 

 4.3 ปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (reverse transcription: RT) 

 การถอดรหัสแบบยอนกลับ (reverse transcription: RT) เปนปฏิกริยาที่ทําใหเกิดการ

สังเคราะห first–strand cDNA ที่จะใชเปนแมแบบใน PCR ขั้นตอนตอไป ซึ่งปฏิกริยา RT มี

อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะห first–stand cDNA ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo 
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(dT)24 หรือ specific DNA primer เปน DNA primer (reverse)  ซึ่งสวนผสมของสารละลายของ

ปฏิกิริยา มีดังตอไปนี้ 

  Template RNA (total RNA)    0.1-1.0 µg 

  Primer (oligo (dT)24 หรือ specific primer)  100 pmol 

  5X reaction buffer      4 µl 

  RNase Inhibitor     20 U 

  dNTP mix (10 mM each)     2 µl 

  M-MuLV reverse transcriptase    200 U 

  DEPC – treated water              to 20 µl 

 

4.4 ปฏิกิริยาลูกโซของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) 

 PCR เปนปฏิกิริยาที่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณชิ้นสวน (fragment) ที่ตองการ ใน

หลอดทดลอง ซึ่งในการวิจัยนี้ไดใช cDNA ที่สังเคราะหไดจากปฏิกิริยา RT ซึ่งไดอธิบายไวขางตน 

(ในขอ 4.3) เปน แมแบบดีเอ็นเอ DNA template ความจําเพาะเจาะจงในการเพิ่มปริมาณชิ้น 

DNA ที่ตองการใน PCR นั้น ไดจากการกําหนด-ออกแบบ คูของดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primer) 

(ในขอ 4.2) ซึ่งมีความจําเพาะตอ DNA แมแบบที่ไดจาก RT ของปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะกับ

ไวรัสแตละชนิด โดยอาศัยการทํางานของเอ็นไซม DNA polymerase ภายใตสภาพการ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ เปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแตละรอบ และมี

สวนผสมของสารละลายของปฏิกิริยา ดังตอไปนี้ 

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ เปนรอบ (Temperature cycle profile) 

  94°C  เปนเวลา  2 นาที 

  94°C  เปนเวลา  60 วินาที 

  50-60°C เปนเวลา   60 วินาที 

  72°C  เปนเวลา  60-120 วินาที 

  72°C   เปนเวลา  5 นาที 

 สวนผสมของสารละลายของปฏิกิริยา ที่ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

  Template DNA (cDNA)   2 µl 

  dNTP mix (2.5 mM each)    4 µl 

  10X reaction buffer   5 µl 

  Taq DNA polymerase   0.25 U 

35 รอบ 
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  Forward primer (10 µM)   2µl 

  Reverse primer (10 µM)  2 µl 

  Nuclease-free water  to  50 µl 

 

4.5 เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) 

 การวิเคราะห-ประเมินผลของปฏิกิริยา RT-PCR ปฏิบัติไดโดยอาศัยเทคนิควิธีการอิเล็ค

โตรโฟรีซีส ในแผนเจลอะกาโรส (2% ในสารละลายบัฟเฟอร TAE) ขนาดความยาว 6 ซม. อิเล็ค

โตรโฟรีซีสทํางานภายใตการใหไฟฟากระแสตรงที่ 100 โวลต เปนเวลา 50 นาที โดยยอมแถบดีเอ็น

เอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) ภายหลังอิเล็คโตรโฟรีซีส จากนั้นลางสี

ยอมสวนเกินบนแผนเจลออก (de-stain) ดวยน้ําสะอาด และทําการวิเคราะห-ประเมินผลการ

แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาซึ่งปรากฎในแผนเจลบน UV transiluminator (302 

nm) 

 

5. การทดสอบระบบการตรวจสอบไวรัสในมันฝร่ัง 

 5.1 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus A ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘A05F’: 5’-CGATTTAGGTACTGCTGGGACTCA-3’ และ ‘A04R’: 5’-CCTGGGCATG 

TATGGTTTCTC-3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและยอนกลับ 

ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus A (PVA) ที่ตําแหนง 8639-8662 และ 

9066-9086 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 448 คูเบส ภายใต

สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแตละรอบ 

ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปนเวลา 60 

วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ โดยที่กอน

และหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับอุณหภูมิที่ 94O

ซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที ตามลําดับ จากดี

เอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) ที่ 42 
Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) ในตัวอยางใบมันฝรั่งที่เก็บ

รวบรวมจากแปลงปลูกของเกษตรกร จํานวน 96 ตัวอยาง ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา 

โดยให DNA fragment ขนาด 448 bp (ภาพที่ 12-15) และจากผลการทดลอง แสดงใหวา ยังม ี

  



47 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 12   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S101-S124) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) A05F และ A04R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ใน

การสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

              Panel A 

Lane 1: Acc No S101 Lane 2: Acc No S102 Lane 3: Acc No S103 

Lane 4: Acc No S104 Lane 5:  Acc No S105 Lane 6: Acc No S106 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S107 Lane 8: Acc No S108 Lane 9: Acc No S109 

Lane10: Acc No S110 Lane 11: Acc No S111 Lane 12: Acc No S112 

       Panel B 

Lane 1: Acc No S113 Lane 2: Acc No S114 Lane 3:  Acc No S115 

  Lane 4: Acc No S116 Lane 5:  Acc No S117 Lane 6: Acc No S118 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S119 Lane 8: Acc No S120 Lane 9: Acc No S121 

Lane10: Acc No S122 Lane 11: Acc No S123 Lane 12: Acc No S124 

  

B 

A 

  1       2      3       4      5      6      M     7      8      9      10     11    12 
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ภาพที่ 13   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S125-S148) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) A05F และ A04R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ใน

การสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

             Panel A 

 Lane 1: Acc No S125 Lane 2: Acc No S126 Lane 3: Acc No S127 

  Lane 4: Acc No S128 Lane 5:  Acc No S129 Lane 6: Acc No S130 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S131 Lane 8: Acc No S132 Lane 9: Acc No S133 

Lane10: Acc No S134 Lane 11: Acc No S135 Lane 12: Acc No S136 

Panel B 

Lane 1: Acc No S137 Lane 2: Acc No S138 Lane 3: Acc No S139 

  Lane 4: Acc No S140 Lane 5:  Acc No S141 Lane 6: Acc No S142 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)    

Lane 7: Acc No S143 Lane 8: Acc No S144 Lane 9: Acc No S145 

Lane10: Acc No S146 Lane 11: Acc No S147 Lane 12: Acc No S148  

B 

A 

  1       2      3       4       5      6      M     7      8      9     10     11    12 
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ภาพที่ 14   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S149-S172) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) A05F และ A04R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ใน

การสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S149 Lane 2: Acc No S150 Lane 3: Acc No S151 

  Lane 4: Acc No S152 Lane 5: Acc No S153 Lane 6: Acc No S154 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S155 Lane 8: Acc No S156 Lane 9: Acc No S157 

Lane10: Acc No S158 Lane 11: Acc No S159 Lane 12: Acc No S160 

Panel B 

Lane 1: Acc No S161 Lane 2: Acc No S162 Lane 3: Acc No S163 

  Lane 4: Acc No S164 Lane 5:  Acc No S165 Lane 6: Acc No S166 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S167 Lane 8: Acc No S168 Lane 9: Acc No S169 

Lane10: Acc No S170 Lane 11: Acc No S171 Lane 12: Acc No S172 

  

B 

A 

  1       2      3       4      5      6      M     7      8      9      10     11    12 
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ภาพที่ 15   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S173-S196) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) A05F และ A04R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ใน

การสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S173 Lane 2: Acc No S174 Lane 3: Acc No S175 

  Lane 4: Acc No S176 Lane 5:  Acc No S177 Lane 6: Acc No S178 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S179 Lane 8: Acc No S180 Lane 9: Acc No S181 

Lane10:Acc No S182 Lane 11: Acc No S183 Lane 12: Acc No S184 

Panel B 

Lane 1: Acc No S185 Lane 2: Acc No S186 Lane 3: Acc No S187 

  Lane 4: Acc No S188 Lane 5:  Acc No S189 Lane 6: Acc No S190 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S191 Lane 8: Acc No S192 Lane 9: Acc No S193 

Lane10:Acc No S194 Lane 11: Acc No S195 Lane 12: Acc No S196 

  

B 

A 

   1       2      3       4      5      6      M     7      8      9      10     11    12 
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แถบดีเอ็นเออื่นที่มีขนาดตางไปจาก 448 bp (non-specific band) ปรากฏ ซึ่งจําเปนตองมีการ

ปรับปรุงและพัฒนา โดยเฉพาะรูปแบบของการปรากฏแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล 

 ผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A ในตัวอยางใบมันฝรั่ง จํานวน 96 ตัวอยาง (S101–

S196) โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดังแสดงในตารางที่ 4-7 

 5.2 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus X ในตัวอยางใบมันฝรั่ง 

การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘X01F’: 5’- TGCCGATCTCAAGCCACTCTCC-3’ และ ‘X02R’: 5’- ACTGGGGTA 

GGCGTCGGTTATGTA -3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ

ยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus X (PVX) ที่ตําแหนง 5594-

5615 และ 6371-9394ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 801 คูเบส 

ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) ใน

ตัวอยางใบมันฝรั่งที่เก็บรวบรวมจากแปลงปลูกของเกษตรกร จํานวน 96 ตัวอยาง ใหผลการ

ตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยให DNA fragment ขนาด 801 bp (ภาพที่ 16-19) และจากผลการ

ทดลอง แสดงใหวา แถบดีเอ็นเอ ขนาด 801 bp ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงตอไวรัส (PVX) เปน

เพียงแถบเดียวในรูปแบบที่ปรากฏบนอะกาโรสเจล 

 ผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus X ในตัวอยางใบมันฝรั่ง จํานวน 96 ตัวอยาง (S101–

S196) โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดังแสดงในตารางที่ 4-7 
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ภาพที่ 16   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S101-S124) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) X01F และ X02R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S101  Lane 2: Acc No S102 Lane 3:  Acc No S103  

Lane 4: Acc No S104  Lane 5: Acc No S105 Lane 6: Acc No S106 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S107 Lane 8: Acc No S108 Lane 9: Acc No S109 

Lane10:Acc No S110 Lane 11: Acc No S111 Lane 12: Acc No S112  

Panel B 

Lane 1: Acc No S113 Lane 2: Acc No S114 Lane 3:  Acc No S115 

Lane 4: Acc No S116 Lane 5:  Acc No S117 Lane 6: Acc No S118 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S119 Lane 8: Acc No S120 Lane 9: Acc No S121 

Lane10:Acc No S122 Lane 11: Acc No S123 Lane 12: Acc No S124 

B 

A 

  1       2      3       4      5      6     M     7      8       9    10    11     12 
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ภาพที่ 17   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S125-S148) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) X01F และ X02R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S125 Lane 2: Acc No S126 Lane 3: Acc No S127  

Lane 4: Acc No S128 Lane 5: Acc No S129 Lane 6: Acc No S130 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S131 Lane 8: Acc No S132 Lane 9: Acc No S133 

Lane10: Acc No S134 Lane 11: Acc No S135 Lane 12: Acc No S136  

Panel B 

Lane 1: Acc No S137 Lane 2: Acc No S138 Lane 3: Acc No S139 

Lane 4: Acc No S140 Lane 5:  Acc No S141 Lane 6: Acc No S142 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane7: Acc No S143 Lane 8: Acc No S144 Lane 9: Acc No S145 

Lane10: Acc No S146 Lane 11: Acc No S147 Lane 12: Acc No S148 

  

B 

A 

  1       2      3       4      5      6     M     7      8       9    10    11     12 
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ภาพที่ 18   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S149-S172) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) X01F และ X02R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S149 Lane 2: Acc No S150 Lane 3: Acc No S151  

Lane 4: Acc No S152 Lane 5:  Acc No S153 Lane 6: Acc No S154 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S155 Lane 8: Acc No S156 Lane 9: Acc No S157 

Lane10:Acc No S158 Lane 11: Acc No S159 Lane 12: Acc No S160  

Panel B 

Lane 1: Acc No S161 Lane 2: Acc No S162 Lane 3: Acc No S163 

Lane 4: Acc No S164 Lane 5:  Acc No S165 Lane 6: Acc No S166 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S167 Lane 8: Acc No S168 Lane 9: Acc No S169 

Lane10:Acc No S170 Lane 11: Acc No S171 Lane 12: Acc No S172 

  

B 

  1       2      3       4      5      6      M     7      8      9      10    11    12 

A 
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ภาพที่ 19   แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S173-S196) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) X01F และ X02R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S173 Lane 2: Acc No S174 Lane 3:  Acc No S175  

Lane 4: Acc No S176 Lane 5:  Acc No S177 Lane 6: Acc No S178 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S179 Lane 8: Acc No S180 Lane 9: Acc No S181 

Lane10:Acc No S182 Lane 11: Acc No S183 Lane 12: Acc No S184  

Panel B 

Lane 1: Acc No S185 Lane 2: Acc No S186 Lane 3:  Acc No S187  

Lane 4: Acc No S188 Lane 5:  Acc No S189 Lane 6: Acc No S190 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S191 Lane 8: Acc No S192 Lane 9: Acc No S193 

Lane10:Acc No S194 Lane 11: Acc No S195 Lane 12: Acc No S196 

  

 

B 

  1       2      3       4      5      6      M     7      8      9      10     11    12 

A 
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 5.3 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus Y ในตัวอยางใบมันฝรั่ง 

การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) โดยการใชคูดีเอ็นเอไพร

เมอร  ‘Y02F’: 5’-TGAGAATGCAAAACCAAC(A/C)CTTAG -3’ และ ‘Y03R’: 5’-

ATCCTCGGTGGTGTGCCTC-3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนา

และยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato virus Y (PVY) ที่ตําแหนง 

9014-9036 และ 9308-9326 ตามลําดับ ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 313 

คูเบส ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับ

ในแตละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ 

เปนเวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 

รอบ โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกิริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช oligo (dT)24 เปน DNA primer (reverse) ใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 96 ตัวอยาง ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตอง

แมนยํา โดยให DNA fragment ขนาด 313 bp (ภาพที่ 20-23) และจากผลการทดลอง แสดงใหวา 

นอกจากแถบดีเอ็นเอ ขนาด 313 bp ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงตอไวรัส (PVY) แลว ยังพบมีแถบดี

เอ็นเออ่ืนที่มีขนาดตางไปจาก 313 bp (non-specific band) ปรากฏ ซึ่งจําเปนตองมีการปรับปรุง

และพัฒนา โดยเฉพาะรูปแบบของการปรากฏแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล 

 ผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus Y ในตัวอยางใบมันฝรั่ง จํานวน 96 ตัวอยาง (S101–

S196) โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดังแสดงในตารางที่ 4-7 
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ภาพที่ 20  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S101-S124) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) Y02F และ Y03R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S101 Lane 2: Acc No S102 Lane 3: Acc No S103  

Lane 4: Acc No S104 Lane 5:  Acc No S105 Lane 6: Acc No S106 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S107 Lane 8: Acc No S108 Lane 9: Acc No S109 

Lane10: Acc No S110 Lane 11: Acc No S111 Lane 12: Acc No S112  

Panel B 

Lane 1: Acc No S113 Lane 2: Acc No S114 Lane 3: Acc No S115  

Lane 4: Acc No S116 Lane 5:  Acc No S117 Lane 6: Acc No S118 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S119 Lane 8: Acc No S120 Lane 9: Acc No S121 

Lane10: Acc No S122 Lane 11: Acc No S123 Lane 12: Acc No S124 

  

B 

A 

    1       2      3       4      5     6     M     7      8      9      10     11    12 
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ภาพที่ 21  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S125-S148) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) Y02F และ Y03R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S125 Lane 2: Acc No S126 Lane 3: Acc No S127 

Lane 4: Acc No S128 Lane 5:  Acc No S129 Lane 6: Acc No S130 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S131 Lane 8: Acc No S132 Lane 9: Acc No S133 

Lane10: Acc No S134 Lane 11: Acc No S135 Lane 12: Acc No S136  

Panel B 

Lane 1: Acc No S137 Lane 2: Acc No S138 Lane 3  Acc No S139 

Lane 4: Acc No S140 Lane 5:  Acc No S141 Lane 6: Acc No S142 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S143 Lane 8: Acc No S144 Lane 9: Acc No S145 

Lane10: Acc No S146 Lane 11: Acc No S147 Lane 12: Acc No S148 

  

B 

A 

    1       2      3       4      5     6     M     7      8      9      10     11    12 
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ภาพที่ 22  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S149-S172) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) Y02F และ Y03R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S149 Lane 2: Acc No S150 Lane 3: Acc No S151  

Lane 4: Acc No S152 Lane 5:  Acc No S153 Lane 6: Acc No S154 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S155 Lane 8: Acc No S156 Lane 9: Acc No S157 

Lane10: Acc No S158 Lane 11: Acc No S159 Lane 12: Acc No S160  

Panel B 

Lane 1: Acc No S161 Lane 2: Acc No S162 Lane 3: Acc No S163 

Lane 4: Acc No S164 Lane 5:  Acc No S165 Lane 6: Acc No S166 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S167 Lane 8: Acc No S168 Lane 9: Acc No S169 

Lane10: Acc No S170 Lane 11: Acc No S171 Lane 12: Acc No S172 

  

B 

    1      2       3      4      5      6    M     7      8      9      10    11    12 

A 
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ภาพที่ 23  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง (S173-S196) 

จํานวน 24 ตัวอยาง โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA 

primers) Y02F และ Y03R ใน PCR และโดยการใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription (RT) 

Panel A 

Lane 1: Acc No S173 Lane 2: Acc No S174 Lane 3: Acc No S175  

Lane 4: Acc No S176 Lane 5:  Acc No S177 Lane 6: Acc No S178 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S179 Lane 8: Acc No S180 Lane 9: Acc No S181 

Lane10: Acc No S182 Lane 11: Acc No S183 Lane 12: Acc No S184  

Panel B 

Lane 1: Acc No S185 Lane 2: Acc No S186 Lane 3:  Acc No S187  

Lane 4: Acc No S188 Lane 5:  Acc No S189 Lane 6: Acc No S190 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 7: Acc No S191 Lane 8: Acc No S192 Lane 9: Acc No S193 

Lane10:Acc No S194 Lane 11: Acc No S195 Lane 12: Acc No S196 

  

 

B 

  1       2      3       4      5      6      M      7      8       9      10     11    12 

A 
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ตารางที่ 4  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ Potato virus Yใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 ตัวอยาง (S101–S124) โดย

อาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะตอไวรัสแตละชนิด 

 

Accession number 

Primer name Infected 

with the 

virus(es)* 
A05F / A04R   X01F / X02R   Y02F / Y03R   

(PVA)  (PVX) (PVY) 

S 101 1 1 0 A  X - 

S 102 1 1 0 A  X - 

S 103 2 1 1 A  X Y 

S 104 2 1 0 A  X - 

S 105 3 3 0 A  X - 

S 106 1 0 0 A  - - 

S 107 1 0 0 A  - - 

S 108 2 1 0 A  X - 

S 109 0 0 3 - - Y 

S 110 1 1 1 A  X Y 

S 111 2 1 0 A  X - 

S 112 1 0 0 A - - 

S 113 1 1 0 A  X - 

S 114 2 0 0 A - - 

S 115 0 1 3 - X Y 

S 116 0 0 0 - - - 

S 117 1 1 0 A  X - 

S 118 1 0 0 A - - 

S 119 1 1 0 A  X - 

S 120 0 0 0 - - - 

S 121 1 0 0 A - - 

S 122 1 0 0 A - - 

S 123 2 0 1 A  - Y 

S 124 1 1 0 A  X - 

หมายเหตุ 

0 คือ ไมพบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส 

1 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส ต่ํากวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

2 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส เทากับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

3 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส สูงกวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

* การติดเชื้อไวรัส A: PVA, X: PVX และ/หรือ Y: PVY 
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ตารางที่ 5  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ Potato virus Yใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 ตัวอยาง (S125–S148) โดย

อาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะตอไวรัสแตละชนิด 

 

Accession number 

Primer name Infected 

with the 

virus(es)* 

A05F / A04R   X01F / X02R   Y02F / Y03R   

(PVA)  (PVX) (PVY) 

S 125 0 0 1 - - Y 

S 126 1 0 0 A - - 

S 127 1 3 1 A  X Y 

S 128 0 0 2 - - Y 

S 129 1 1 0 A  X - 

S 130 0 0 0 - - - 

S 131 1 3 0 A  X - 

S 132 1 1 0 A  X - 

S 133 1 1 1 A  X Y 

S 134  1 3 2 A  X Y 

S 135 2 2 1 A  X Y 

S 136 0 0 0 - - - 

S 137 1 2 1 A  X Y 

S 138 2 3 1 A  X Y 

S 139 1 0 0 - - - 

S 140 1 3 0 A  X - 

S 141 2 2 0 A  X - 

S 142 0 1 3 - X Y 

S 143 1 1 1 A  X Y 

S 144 1 1 0 A  X - 

S 145 1 3 3 A  X Y 

S 146 1 2 1 A  X Y 

S 147 2 1 1 A  X Y 

S 148 1 3 0 A  X - 

หมายเหตุ 

0 คือ ไมพบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส 

1 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส ต่ํากวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

2 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส เทากับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

3 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส สูงกวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

* การติดเชื้อไวรัส A: PVA, X: PVX และ/หรือ Y: PVY 
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ตารางที่ 6  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ Potato virus Yใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 ตัวอยาง (S149 – S172) โดย

อาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะตอไวรัสแตละชนิด 

 

Accession number 

Primer name Infected  

with the 

virus(es)* 

A05F / A04R   X01F / X02R   Y02F / Y03R   

(PVA)  (PVX) (PVY) 

S 149 1 0 0 A - - 

S 150 0 0 1 - - Y 

S 151 1 0 1 A  - Y 

S 152 1 1 1 A  X Y 

S 153 1 0 1 A  - Y 

S 154 1 1 1 A  X Y 

S 155 1 1 1 A  X Y 

S 156 2 1 3 A  X Y 

S 157 1 0 2 A  - Y 

S 158 2 0 3 A  - Y 

S 159 1 0 1 A  - Y 

S 160 3 0 1 A  - Y 

S 161 1 0 0 A  - - 

S 162 0 1 0 - X - 

S 163 0 2 0 - X - 

S 164 0 1 1 - X Y 

S 165 0 1 1 - X Y 

S 166 0 2 1 - X Y 

S 167 0 1 1 - X Y 

S 168 0 0 0 - - - 

S 169 0 1 1 - X Y 

S 170 0 0 1 - - Y 

S 171 1 1 1 A X Y 

S 172 0 2 1 - X Y 

หมายเหตุ 

0 คือ ไมพบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส 

1 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส ต่ํากวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

2 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส เทากับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

3 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส สูงกวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

* การติดเชื้อไวรัส A: PVA, X: PVX และ/หรือ Y: PVY 
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ตารางที่ 7  แสดงผลการตรวจสอบไวรัส Potato virus A, Potato virus X และ Potato virus Yใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามีการติดเชื้อไวรัส จํานวน 24 ตัวอยาง (S173 – S196)  โดย

อาศัยวิธีการของ RT-PCR และไพรเมอรที่จําเพาะตอไวรัสแตละชนิด 

 

Accession number 

Primer name Infected  

with the 

virus(es)* 

A05F / A04R   X01F / X02R   Y02F / Y03R   

(PVA)  (PVX) (PVY) 

S 173 0 1 3 - X Y 

S 174 1 1 0 A  X Y 

S 175 1 2 0 A X Y 

S 176 1 0 0 A - - 

S 177 1 1 1 A X Y 

S 178 0 0 0 - - - 

S 179 1 1 1 A X Y 

S 180 1 2 0 A X Y 

S 181 0 1 0 - X - 

S 182 1 1 0 A X Y 

S 183 1 0 0 A - - 

S 184  1 0 0 A - - 

S 185 0 0 0 - - - 

S 186 0 1 0 - X - 

S 187 1 1 0 A X - 

S 188 0 0 0 - - - 

S 189 0 0 0 - - - 

S 190 0 0 1 - - Y 

S 191 0 1 0 - X - 

S 192 0 1 1 - X Y 

S 193 0 1 3 - X Y 

S 194  0 0 0 - - - 

S 195  0 1 0 - X - 

S 196 0 0 1 - - Y 

หมายเหตุ 

0 คือ ไมพบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส 

1 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส ต่ํากวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

2 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส เทากับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

3 คือ ระดับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส สูงกวาความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาด 3000 bp 

* การติดเชื้อไวรัส A: PVA, X: PVX และ/หรือ Y: PVY 
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 5.4 การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato leafroll virus ในตัวอยางใบมันฝรั่ง 

การทดสอบประสิทธิภาพการตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) โดยการใชคูดีเอ็น

เ อไ พร เ ม อร  ‘R38F’:5’-GCACGGCAGTATTCAAGAT-3’ แล ะ  ‘R32R’: 5’-ACCACT 

GCCAATAGATGAGAC -3’ สําหรับเริ่มตนการจําลองชิ้นสวนดีเอ็นเอในทิศทางไปขางหนาและ

ยอนกลับ ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับนิวคลีโอไทดของ Potato leafroll virus (PLRV) ที่ตําแหนง 

5441-5459 และ 5625-5645 ตามลําดับ ใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR products) ขนาด 205 คู

เบส ภายใตสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับใน

แตละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ จากดีเอ็นเอแมแบบ (first-strand cDNA) ที่สังเคราะหไดในปฏิกิริยา reverse 

transcription (RT) ที่ 42 Oซ ใชเวลา 60 นาที โดยใช ‘R32R’เปน DNA primer (reverse) ใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่แสดงลักษณะอาการใบมวนและคาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส จํานวน 9 

ตัวอยาง ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยให DNA fragment ขนาด 205 bp (ภาพที่ 24) 

โดยการปรากฏแถบดีเอ็นเอดังกลาวมีขนาดซึ่งแสดงถึงความจําเพาะตอ Potato leafroll virus 

(PLRV) และไมปรากฏแถบที่มีขนาดอื่น (ที่มีขนาดใหญกวา) การตรวจสอบไวรัสดวยคูดีเอ็นเอไพร

เมอร ‘R38F’และ ‘R32R’ ใน PCR ใหประสิทธิผลสูงในความจําเพาะเจาะจง และมีความไวในการ

ตรวจสอบที่สูง โดยพิจารณาจากความเขมของแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอไวรัส (205 bp) ที่มีความ

เขมสูงมาก เมื่อเทียบกับความเขมของดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp plus DNA Ladder 

(Fermentas)     
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ภาพที่ 24  แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งที่แสดง

ลักษณะอาการใบมวนและคาดวามีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส จํานวน 9 ตัวอยาง โดย

อาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R 

โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse 

transcription 

Panel A 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: Acc No S002_2  Lane 2: Acc No S003_2  

Lane 3: Acc No S004_2  Lane 4: Acc No S005_2  

Lane 5: Acc No S007_2  

Panel B 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: Acc No S008_2  Lane 2: Acc No S009_2  

Lane 3: Acc No S010_2  Lane 4: Acc No S013_2  

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

 M    1    2    3    4    5   6    A 

B 

  M    1    2     3     4     5    
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6. การพัฒนาระบบการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝร่ัง 

 ระบบของการตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่งทั้ง 4 ชนิด ไดแก PVA, PVX, PVY และ 

PLRV จากเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่ง ไดรับการพัฒนาจากการศึกษา-ทดลอง เพื่อใหไดประสิทธิผล

สูงสุด ภายใตสภาพแวดลอมของปฏิกิริยาและการปฏิบัติที่เหมาะสมในการที่จะนํามาใชเปน

วิธีการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสแตละชนิดในเนื้อเยื่อของมันฝรั่ง  ทั้งนี้การพัฒนา-ปรับปรุงระบบ

การตรวจสอบไวรัสนั้นมีการปฏิบัติในวิธีการอยูหลายขั้นตอน ไดแก การเตรียมตัวอยางโรคในสวน

ใบของมันฝรั่ง การแยกสกัดกรดนิวคลีอิค (total nucleic acid; DNA and RNA) จากเนื้อเยื่อใบ

ของมันฝรั่ง การทําปฏิกิริยาถอดรหัสแบบยอนกลับ (reverse transcription) เพื่อการสังเคราะห 

cDNA ที่จะใชเปน DNA template ในขั้นตอนตอไปของ PCR ตลอดจน การแสดงผลของรูปแบบ

แถบดีเอ็นเอบนแผนอะกาโรสเจลภายหลังการยอมแถบดีเอ็นเอดวยสารเคมีที่สามารถเรืองแสงได

ภายใตสภาพชวงคลื่นแสงอัลตราไวโอเลท (ultraviolet) ทุกขั้นตอนในการปฏิบัติลวนแลวแตมี

ความสําคัญและมีผลกระทบตอประสิทธิภาพของวิธีการดังกลาวในการประยุกตใชเพื่อการ

ตรวจสอบไวรัส  ดังนั้น ในการวิจัยนี้จึงไดศึกษา ทดลอง และเปรียบเทียบผลที่ผันแปรจากปจจัยที่

แตกตาง เพื่อแสวงหาสภาพที่เหมาะสม เพื่อพัฒนาระบบการตรวจสอบใหมีประสิทธิภาพที่สูงขึ้น 

ทั้งในสวนความจําเพาะเจาะจง และความไวในการตรวจสอบ ตลอดจนการพัฒนาวิธีการเตรียม

กรดนิวคลีอิค (total nucleic acid; DNA and RNA) จากเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่งใหมีความสะดวก

ในการปฏิบัติ และหลีกเลี่ยงการใชสารเคมีที่เปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตและสิ่งแวดลอม 

 6.1 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การตรวจสอบ Potato virus A จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพรเมอร A05F และ 

A04R และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (RT) 

เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA พบวาการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม (total nucleic acid) 

จากเนื้อเยื่อใบของพืช ตามวิธีการสกัดแยก ดังแสดงขางตน (ขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มีคุณภาพ

ดีและเหมาะสมในการนําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT  

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 58Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ พบวามีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

product) เปนดีเอ็นเอขนาด 448 bp 
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 ประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PVA โดยวิธี RT-PCR ดวย คูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F และ 

A04R ที่ไดจากการออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ แสดงผลบนอะกาโรสเจล (ภาพที่  25) ซึ่งมี

ความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอ PVA และใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 448 bp เพียงตําแหนง

เดียวเทานั้นในตัวอยาง Acc No S108 ซึ่งมีการติดเชื้อ PVA และ PVX (ตารางที่ 4) แสดงใหเห็นวา 

คูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F และ A04R มีความจําเพาะเจาะจงตอ PVA เนื่องจากใหแถบดีเอ็นเอที่

ขนาด 448 bp เพียงตําแหนงเดียวและมีขนาดตรงกับผลผลิตของปฏิกิริยาที่ไดจากการคํานวณ-

ออกแบบ ความไวในการตรวจสอบไวรัสดวยคูดี เอ็นเอไพรเมอรขางตนใหผลในความไว 

(sensitivity) ที่สูงมาก ดังแสดงในภาพที่ 25 โดยการเปรียบเทียบความเขมของแถบดีเอ็นเอที่

ขนาด 448 bp กับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 500 bp และพบวามีความไวสูงกวาการใชคูดี

เอ็นเอไพรเมอร  PV17 และ PV18 ซึ่งใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 255 bp (ภาพที่ 6) ในวิธี PCR ที่มี

การปฏิบัติและสภาพการเกิดปฏิกิริยาเดียวกัน  

 6.2 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การตรวจสอบ Potato virus X จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพรเมอร X01F และ 

X02R และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (RT) 

เพอการสังเคราะห first-strand cDNA พบวาการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม (total nucleic acid) 

จากเนื้อเยื่อใบของพืช ตามวิธีการสกัดแยก ดังแสดงขางตน (ขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มีคุณภาพ

ดีและเหมาะสมในการนําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT  

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 30 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 55Oซ เปน

เวลา 30 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ พบวามีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

product) เปนดีเอ็นเอขนาด 801 bp 

 ประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PVX โดยวิธี RT-PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร X01F และ 

X02R ที่ไดจากการออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ แสดงผลบนอะกาโรสเจล (ภาพที่ 26) ซึ่งมี

ความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอ PVX และใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 801 bp เพียงตําแหนง

เดียวเทานั้น (ภาพที่ 26, lane 3 และ 4) ในตัวอยาง Acc No S127 ซึ่งมีการติดเชื้อ PVA, PVX 

และ PVY (ตาราง 5) แสดงใหเห็นวา คูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F และ A04R มีความจําเพาะเจาะจง  
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ภาพที่ 25  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus A (PVA) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน 5 ตัวอยาง 

โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) A05F และ 

A04R โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ใน

ปฏิกิริยา reverse transcription 

Lane 1: ตัวอยางมันฝรั่ง Acc No S173   

Lane 2: ตัวอยางมันฝรั่ง Acc No S174  

Lane 3: ตัวอยางมันฝรั่ง Acc No S185   

Lane 4: ตัวอยางมันฝรั่ง Acc No S190  

Lane 5: ตัวอยางมันฝรั่ง Acc No S108   

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)    

 

 
 

   1          2          3        4          5         M     
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ภาพที่ 26  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus X (PVX) ในตัวอยางมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อไวรัส 

หมายเลข Acc No. S127 โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร 

(DNA primers) PV19 และ PV20 (Lane 1 – Lane 2) และคู ดีเอ็นเอไพรเมอร X01F 

และ X02R (Lane 3 – Lane 4) โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห 

first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription และใช cDNA ในปริมาณที่

แตกตางกัน ในปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 

Lane M:100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 1 ul ในปฏิกิรยิา PCR 

10 ul ที่ใช PV19 และ PV20 เปนคูดีเอ็นเอไพรเมอร 

Lane 2: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 2 ul ในปฏิกิรยิา PCR 

10 ul ที่ใช PV19 และ PV20 เปนคูดีเอ็นเอไพรเมอร 

Lane 3: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 1 ul ในปฏิกิรยิา PCR 

10 ul ที่ใช X01F และ X02R เปนคูดีเอ็นเอไพรเมอร 

Lane 4: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 2 ul ในปฏิกิรยิา PCR 

10 ul ที่ใช X01F และ X02R เปนคูดีเอ็นเอไพรเมอร 
 

 

 M      1      2       3       4      M    
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ตอ PVX เนื่องจากใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 801 bp เพียงตําแหนงเดียวและมีขนาดตรงกับผลผลิต

ของปฏิกิริยาที่ไดจากการคํานวณ-ออกแบบ ในขณะที่การตรวจสอบโดยวิธี PCR ดวยคูดีเอ็นเอ

ไพรเมอร  PV19 และ PV20 ซึ่งใหแถบดีเอ็นเอถึงจํานวน 9 แถบ (non-specific bands) ในชวง

ขนาดต่ํากวา 800 bp ภายใตสภาพของปฏิกิริยาเดียวกัน (ภาพที่ 26, lane 1 และ 2) ผลของการ

เกิดปฏิกิริยาที่แสดงในรูปแบบของแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลนั้น แสดงการเปรียบเทียบใหเห็น

ถึงประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PVX ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร X01F และ X02R ที่ไดจากการ

ออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้วามีความจําเพาะเจาะจงตอ PVX ใหความชัดเจนในการแสดงผล 

เนื่องจากใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 801 bp เพียงตําแหนงเดียวและมีขนาดตรงกับผลผลิตของ

ปฏิกิริยาที่ไดจากการคํานวณ-ออกแบบ และไมปรากฏ แถบดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะเจาะจงตอไวรัส 

(non-specific bands) ตลอดจนการมีระดับความไว (sensitivity) สูงในการตรวจสอบ เมื่อ

เปรียบเทียบความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 801 bp กับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่

ขนาด 800 bp ดังแสดงในภาพที่ 26 

 6.3 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การตรวจสอบ Potato virus Y จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพรเมอร ‘Y02F’: 

5’-TGAGAATGCAAAACCAAC(A/C)CTTAG-3’ และ ‘Y03R’: 5’-ATCCTCGGTGGTGTG 

CCTC-3’ และมีการใช oligo (dT)24 เปนไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (RT) 

เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA พบวาการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม (total nucleic acid) 

จากเนื้อเยื่อใบของพืช ตามวิธีการสกัดแยก ดังแสดงขางตน (ขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มีคุณภาพ

ดีและเหมาะสมในการนําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT  

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 30 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 50-68Oซ เปน

เวลา 30 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ พบวามีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

product) เปนแถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp 

 ผลการศึกษา-ทดลองเบื้องตนเพื่อหาสภาพอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยาลูกโซของ

เอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส สภาพอุณหภูมิ (temperature profile) ของการเกิดปฏิกิริยาซึ่ง

ประกอบดวยการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิสามระดับเปนรอบอยางตอเนื่อง กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของดีเอ็นเอ ไดแก denaturation, annealing และ extension ตามลําดับในแตละรอบ ซึ่งในการ
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ทดลองนี้ไดกําหนดระดับอุณหภูมิสําหรับการ denature และ extension ดีเอ็นเอในปฏิกิริยาที่ 94O

ซ เปนเวลา 1 นาที และ 72Oซ เปนเวลา 1 นาที ตามลําดับ ในแตละรอบ จํานวน 35 รอบ 

ในการทดลองนี้ไดทําการวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิผลของปฏิกิริยาที่ใชระดับ

อุณหภูมิของการเกิด annealing ที่แตกตางกันในชวงอุณหภูมิ 55-68Oซ จํานวน 7 ระดับ ไดแก 

55.8, 58.1, 60.0, 61.9, 64.5, 65.9 และ 68.0Oซ ที่ใหระยะเวลา 1 นาทีเทากัน ในทุกระดับ

อุณหภูมิ โดยพิจารณาเปรียบเทียบ ความจําเพาะเจาะจงของการใหผลผลิตดีเอ็นเอ ปริมาณความ

เขมของแถบดีเอ็นเอ และคุณภาพการแสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอบนแผนเจลอะกาโรส ภายใต

แสง UV ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร 

 ผลของการทดลองซึ่งแสดงรูปแบบของแถบผลผลิตดีเอ็นเอบนแผนเจลดังแสดงใน ภาพที่ 

27 ปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 1 แถบ ที่ขนาดความยาว 313 คูเบส ในทุกระดับอุณหภูมิของ

ปฏิกิริยา เมื่อเทียบกับขนาดความยาวของโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 27, Lane M) โดยมี

ความเขมของแถบดีเอ็นเอที่สูงมากในทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา (เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ

ความเขมของโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาดความยาว 300 คูเบสซึ่งมีปริมาณ 6 นาโนกรัม) 

โดยใหผลในความเขมของแถบดีเอ็นเอสูงสุดที่ระดับอุณหภูมิ 64.5 Oซ ของปฏิกิริยา และแสดง

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ ที่ระดับอุณหภูมิ 64.5, 65.9 และ 68.0 Oซ ของปฏิกิริยา ซึ่งให

พื้นหลังของแตละชองเจลที่สะอาดชัดเจนและปราศจากปน (smear) จากการติดสียอมของดีเอ็น

เอที่ไมจําเพาะ เมื่อเปรียบเทียบกับผลของระดับอุณหภูมิที่ 55.8, 58.1, 60.0 และ 61.9 และพบ

การปรากฏไดเมอรของไพรเมอรในทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา แตพบมีปริมาณที่ลดต่ําลงเมื่อ

ระดับอุณหภูมิสูงขึ้น  และปรากฏแถบไดเมอรของไพรเมอรที่จางที่สุดที่ระดับอุณหภูมิ 68.0 Oซ 

เมื่อเปรียบเทียบกับทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา 

การประเมิน-วิเคราะหความจําเพาะเจาะจงตอไวรัสเปาหมายในการตรวจสอบ Potato 

virus Y (PVY) ที่มีการติดเชื้อบนมันฝรั่งโดยธรรมชาติในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร โดยการ

ตรวจสอบไวรัสจากตัวอยางเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่ง ซึ่งทําการศึกษาตรวจสอบควบคูไปกับการ

ตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่งอีก 3 ชนิด ไดแก Potato virus A (PVA), Potato virus S 

(PVS) และ Potato virus X (PVX) (ภาพที่ 28) โดยผลการตรวจสอบการติดเชื้อ PVY โดยวิธี RT-

PCR ดวยคูของดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R แสดงใหเห็นถึงความจําเพาะเจาะจงตอไวรัส 

โดยการปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 1 แถบ ที่มีขนาด 313 คูเบส ซึ่งจําเพาะตอ PVY และไมพบ

แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดอื่น ในตัวอยาง S109 (ภาพที่ 28, Lane 3) ผลการตรวจสอบ PVY กับ

ตัวอยางมันฝรั่งที่ปราศจากการติดเชื้อ PVY ไมพบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอใดๆ แมวาตัวอยาง

เหลานั้นมีการติดเชื้อ PVA, PVS และ PVX ก็ตาม (ภาพที่ 28A) ตัวอยาง S109 ที่มีการติดเชื้อ  
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 M        1        2        3        4        5        6        7   

313 bp 

1000- 

 

100- 

 

200- 

300- 
400- 

 

500- 

 

600- 

 

700- 

 

800- 

 

1200- 

 

1500- 

 

2000- 

 

3000- 

 

Size  
(base pairs) 

           55.8     58.1    60.0    61.9     64.5     65.9    68.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 27  แสดงผลของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp ที่มีคความจําเพาะตอ PVY และได

จากการตรวจสอบดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R ที่ไดจากการศึกษา

เปรียบเทียบระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เพื่อหาระดับอุณหภูมิในการ

เกิดปฏิกิริยาและใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลที่เหมาะสม ในชวงอณุหภมูิ

ระหวาง 55-68Oซ จํานวน  7 ระดับ  ไดแก 55.8, 58.1, 60.0, 61.9, 64.5, 65.9 และ

68.0 Oซ 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas) 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 55.8 Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 58.1Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 60.0 Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 61.9 Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 64.5 Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 65.9 Oซ 

Lane 1: รูปแบบแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจาก PCR ที่มีระดับอุณหภูมิในขั้นตอน annealing เทากับ 68.0 Oซ 
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ภาพที่ 28   แสดงผลการตรวจสอบไวรัสของมันฝรั่ง 4 ชนิด ไดแก PVY ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร 

Y02F และ Y03R ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp (A) PVA ดวย

คูดีเอ็นเอไพรเมอร A05F และ A04R ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอถบดีเอ็นเอขนาด 

448 bp (B) PVS ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร PV05 และ PV06 ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะ

ตอแถบดีเอ็นเอขนาด 683 bp (C)และ PVX ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร X01F และ X02R 

ซึ่งใหผลที่มีความจําเพาะตอถบดีเอ็นเอขนาด 801 bp (D) จากตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 

6 ตัวอยางไดแก  Acc No S107, S108, S109, S110, S111 และ S112 ซึ่งแสดงผล

การตรวจสอบไวรัสแตละชนิด ใน Lane ที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ตามลําดับ สวน Lane 

M แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp plus DNA Ladder 

(Fermentas)) โดยแสดงใหเห็นถึงการไมเกิดปฏิกิริยาแบบขาม (cross reaction) ของ

คูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R กับไวรัสชนิดอื่น (PVA, PVS และ PVX) นอกจาก

การเกิดปฏิกิริยากับ PVY เพียงชนิดเดียวแบบจําเพาะเจาะจง 
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PVY (ภาพที่ 28A, Lane 3) แตปราศจากการติดเชื้อ PVA (ภาพที่ 28B, Lane 3) ในขณะที่ 

ตัวอยาง S107 S108 S110 S111 และ S112 ไมพบการติดเชื้อ PVY (ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มี

ขนาด 313 คูเบส) (ภาพที่ 28A) แตพบการติดเชื้อ PVA จากการตรวจสอบดวยคูของดีเอ็นเอไพร

เมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงตอ PVA โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 448 คูเบส (ภาพที่ 28B) 

นอกจากนี้ การตรวจสอบไวรัสอีก 2 ชนิด ไดแก PVS และ PVX ดวยคูของดีเอ็นเอไพรเมอรที่มี

ความจําเพาะเจาะจงตอไวรัสแตละชนิด โดยใหผลการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสดวยการปรากฏ

แถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 683 คูเบส และขนาด 801 คูเบส ซึ่งจําเพาะตอ PVS และPVX ตามลําดับ 

(ภาพที่ 28C และ 28D) พบการติดเชื้อ PVS ในตัวอยาง S112 (ภาพที่ 28C, Lane 6) และ

ตรวจสอบพบการติดเชื้อ PVX ซึ่งปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 801 คูเบส ในตัวอยาง S108 และ 

S111 (ภาพที่ 28D, Lane 2 และ 5) 

 ประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PVY โดยวิธี RT-PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F 

และ Y03R ที่ไดจากการออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ แสดงผลบนอะกาโรสเจล (ภาพที่ 29) ซึ่งมี

ความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอ PVY และใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 313 bp เพียงตําแหนง

เดียวเทานั้น (ภาพที่ 29, lane 1-8) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน 8 ตัวอยาง ไดแก Acc No S344, 

S311, S316, S312, S127, S203, S203 และ S297 ตามลําดับ ซึ่งมีผลรายงานการติดหรือไมติด

เชื้อ PVY แสดงใหเห็นวา คูดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R มีความจําเพาะเจาะจงตอ PVY 

เนื่องจากใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 313 bp เพียงตําแหนงเดียวและมีขนาดตรงกับผลผลิตของ

ปฏิกิริยาที่ไดจากการคํานวณ-ออกแบบ ในขณะที่การตรวจสอบโดยวิธี PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพร

เมอร  PV7 และ PV8 ซึ่งมีใหแถบดีเอ็นเอขนาด 480 bp ภายใตสภาพของปฏิกิริยาที่เหมาะสมใน

แตละคูไพรเมอร (ภาพที่ 29, lane 9-16) ผลของการเกิดปฏิกิริยาที่แสดงในรูปแบบของแถบดีเอ็น

เอบนอะกาโรสเจลนั้น แสดงการเปรียบเทียบใหเห็นถึงประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PVY ดวยคู

ดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R ที่ไดจากการออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ มีระดับความไว 

(sensitivity) สูงกวาการตรวจสอบ PVY ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร PV7 และ PV8ในการตรวจสอบ 

และมีระดับความไว (sensitivity) สูงมากในการตรวจสอบเมื่อเปรียบเทียบความเขมของแถบดีเอ็น

เอที่ขนาด 313 bp กับความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่ขนาด 300 bp ดังแสดงในภาพที่ 29 

ผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน 34 ตัวอยางที่มีการ

เพาะปลูกในโรงเรือนเพาะปลูกพืช(โรงเรือนกระจก) โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอ

ไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R แสดงใหเห็นวา การตรวจสอบ PVY โดยวิธีที่ไดมีการ

พัฒนาขึ้นในการวิจัยนี้มีทั้งความไว (sensitivity) และความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอชนิด

ของไวรัส ใหผลการตรวจสอบที่ชัดเจนและถูกตองแมนยําสูง จากภาพที่ 30 จากตัวอยางโรค  
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ภาพที่ 29  แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน 8 ตัวอยาง 

โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ 

Y03R (Lane 1 – Lane 8) และคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) PV7 และ PV8 

(Lane 9 – Lane 16) โดยใช oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand 

cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

               Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

 Lane 1: Acc No S344         Lane 2: Acc No S311  Lane 3: Acc No S316 

 Lane 4: Acc No S312         Lane 5: Acc No S127  Lane 6: Acc No S203 

             Lane 7: Acc No S203         Lane 8: Acc No S297 

 Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

 Lane 9: Acc No S344         Lane 10: Acc No S311  Lane 11: Acc No S316

 Lane12: Acc No S312       Lane 13: Acc No S127  Lane 14: Acc No S203 

             Lane15: Acc No S203       Lane 16: Acc No S297 

 

 

 M    1    2    3    4    5    6   7    8   M   9  10   11  12  13  14   15  16 
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ภาพที่ 30 แสดงผลการตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) ในตัวอยางมันฝรั่ง จํานวน 34 ตัวอยาง ที่

มีการเพาะปลูกในโรงเรือนเพาะปลูกพืช (โรงเรือนกระจก) โดยอาศัยหลักวิธีการของ 

RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) Y02F และ Y03R โดยใช oligo 

(dT)24 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse 

transcription 

Panel A Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: Acc No 001     Lane 2: Acc No 002      Lane 3:Acc No 003 

Lane 4: Acc No 004      Lane 5:Acc No 005      Lane 6: Acc No 006 

Lane 7: Acc No 007      Lane 8: Acc No 008          Lane 9: Acc No 009 

Lane 10: Acc No 010 Lane 11: Acc No 011        Lane 12: Acc No 012 

Lane13: Acc No 013 Lane 14: Acc No 014        Lane 15: Acc No 015 

Lane16: Acc No 016 Lane 17: Acc No 017 

 Panel B Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: Acc No 018      Lane 2: Acc No 019      Lane 3: Acc No 020  

Lane 4: Acc No 021      Lane 5:Acc No 022      Lane 6: Acc No 023 

Lane 7: Acc No 024     Lane 8: Acc No 025          Lane 9: Acc No 026 

Lane 10: Acc No 027 Lane 11: Acc No 032        Lane 12: Acc No 033 

Lane13: Acc No 034 Lane 14: Acc No 035        Lane 15: Acc No 044 

Lane16: Acc No 045 Lane 17: Acc No 046 

 M   1  2    3   4   5    6   7   8    9   10  11 12  13 14  15 16  17 

B 

A 
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ทั้งหมด จํานวน 34 ตัวอยาง (lane 1-17, panel A และ B) พบวา มีการติดเชื้อ PVY ในตัวอยาง

มันฝรั่งจํานวน 17 ตัวอยาง (ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 313 bp และไมพบการติดเชื้อ PVY ใน

ตัวอยางมันฝรั่งจํานวน 17 ตัวอยาง (ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 313 bp)  

 6.4 การพัฒนาระบบตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) ในตัวอยางใบมันฝรั่ง  

 การตรวจสอบ Potato leafroll virus (PLRV) จากเนื้อเยื่อใบ โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพร

เมอร R38F และ R32R โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (RT) 

เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA พบวาการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม (total nucleic acid) 

จากเนื้อเยื่อใบของพืช ตามวิธีการสกัดแยก ดังแสดงขางตน (ขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มีคุณภาพ

ดีและเหมาะสมในการนําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT  

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 52 Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ 

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ พบวามีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

product) เปนแถบดีเอ็นเอขนาด 205 bp 

 ประสิทธิภาพของการตรวจสอบ PLRV โดยวิธี RT-PCR ดวย คูดีเอ็นเอไพรเมอร R38F 

และ R32R โดยใช R32R ที่ไดจากการออกแบบในการศึกษาวิจัยนี้ แสดงผลบนอะกาโรสเจล (ภาพ

ที่ 31) ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอ PLRV และใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 205 bp เพียง

ตําแหนงเดียวเทานั้นในตัวอยาง Acc No. S006_2 ซึ่งมีขนาดตรงกับผลผลิตของปฏิกิริยาที่ไดจาก

การคํานวณ-ออกแบบ ความไวในการตรวจสอบไวรัสดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอรขางตนใหผลในความ

ไว (sensitivity) ที่สูงมาก ดังแสดงในภาพที่ 31 โดยการเปรียบเทียบความเขมของแถบดีเอ็นเอที่

ขนาด 205 bp กับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 200 bp และพบวามีความไวสูงกวาการใชคูดี

เอ็นเอไพรเมอร  PV9 และ PV10 โดยใช PV10 เปน ไพรเมอร ในการสังเคราะห first-strand cDNA 

ในปฏิกิริยา reverse transcription ซึ่งใหแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 255 bp (ภาพที่ 11) ในวิธี PCR ที่มี

การปฏิบัติและสภาพการเกิดปฏิกิริยาเดียวกัน 

 การเปรียบเทียบผลของปฏิกิริยา (PCR product) ที่มีการใช RNA template ที่เตรียมได

ตามวิธีการที่ไดมีการอธิบายขางตนในขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มีคุณภาพดีและเหมาะสมในการ

นําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT ซึ่งมีการใชในปริมาณที่แตกตางกัน ดังนี้ 0.25, 0.50, 

0.75, 1.00, 2.00, 3.00 และ 4.00 ไมโครลิตร ของ RNA templateที่เตรียมได ในปฏิกิริยา RT  
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ภาพที่ 31  แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งที่คาดวามี

การติดเชื้อ PLRV หมายเลข Acc No. S006_2 โดยอาศัยวิธีการของ RT-PCR ดวยคูดี

เอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA และใช RNA templateในปริมาณที่แตกตางกันใน

ปฏิกิริยา reverse transcription  

 

             Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

 Lane 1: 0.25 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 Lane 2: 0.50 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 Lane 3: 0.75ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 Lane 4: 1.00 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 Lane 5: 2.00 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 Lane 6: 3.00 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร

 Lane 7: 4.00 ไมโครลิตร RNA template ในปฏิกิริยา RT ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร 

 
 
 
 
 
 

 M        1        2         3         4         5        6         7 
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ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ผลการทดลองที่ปรากฏบนอะกาโรสเจล ดังแสดงในภาพที่ 31 แสดง

ใหเห็นวาที่ทุกระดับปริมาณของ RNA template (0.25-4.00 ไมโครลิตร) นั้น สามารถใหผลของ

ปฏิกิริยา (PCR product) เมื่อนํา RT reaction mixture มาใชเปน DNA template ใน PCR แตให

แถบดีเอ็นเอขนาด 205 bp ที่มีความเขมสูงสุดในชวงปริมาณ 0.75-1.00 ไมโครลิตร 

 ผลของการทดลองที่ไดจากการเปรียบเทียบระดับอุณหภูมิในขั้นตอนของ primer 

annealing ใน PCR ในชวงอุณหภูมิระหวาง 55.8-68.0 Oซ ซึ่งแสดงรูปแบบของแถบผลผลิตดีเอ็น

เอบนแผนเจลดังแสดงใน ภาพที่ 32 ปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 1 แถบ ที่ขนาดความยาว 205 คู

เบส ในทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา ยกเวนที่ระดับอุณหภูมิ 68.0 Oซ (ภาพที่ 32, Lane 7) เมื่อ

เทียบกับขนาดความยาวของโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพที่ 32, Lane M) โดยมีความเขมของ

แถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา และมีความเขมของแถบดีเอ็นเอใน 

lane ที่ 1-5 ซึ่งมีระดับอุณหภูมิอยูในชวงระหวาง 55.8-64.5 Oซ ที่สูงกวาความเขมของโมเลกุลดี

เอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาดความยาว 200 คูเบส (เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณความเขมของโมเลกุลดี

เอ็นเอมาตรฐาน ที่ขนาดความยาว 200 คูเบสซึ่งมีปริมาณ 6 นาโนกรัม) โดยใหผลในความเขมของ

แถบดีเอ็นเอสูงสุดที่ระดับอุณหภูมิ 58.1 Oซ ของปฏิกิริยา และแสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอมี

คุณภาพในทุกระดับที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 205 bp ซึ่งใหพื้นหลังของแตละชองเจลที่สะอาด

ชัดเจนและปราศจากปน (smear) จากการติดสียอมของดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะ และไมพบการ

ปรากฏไดเมอรของไพรเมอรในทุกระดับอุณหภูมิของปฏิกิริยา 

สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบที่ใชในการทดลองเปรียบเทียบความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของ

ปฏิกิริยา (PCR product) เปนแถบดีเอ็นเอขนาด 205 bp ประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ 

เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 55-68 Oซ เปนเวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ 

เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลง

อุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2.30 นาที จํานวน 1 

รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที ตามลําดับ 

 

7. การพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝร่ัง 

 การตรวจสอบ Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) จากเนื้อเยื่อใบ 

ในหลอดทดลองเดี่ยวในครั้งเดียว โดยวิธี RT-PCR ดวยคูไพรเมอร Y02F และ Y03R รวมกับ R38F 

และ R32R โดยใช oligo (dT)24 และ R32R เปน ไพรเมอร ในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ 

(RT) เพื่อการสังเคราะห first-strand cDNA พบวาการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม (total nucleic  
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ภาพที่ 32  แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) ในตัวอยางมันฝรั่งที่มีการติด

เชื้อ PLRV หมายเลข Acc No. S006_2 โดยอาศัยหลักวิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดี

เอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R โดยใช R32R เปน ไพรเมอร ในการ

สังเคราะห first-strand cDNA และใชระดับอุณหภูมิ annealing ที่แตกตางกันใน

ปฏิกิริยา polymerase chain reaction 

 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: ระดับอุณหภูม ิannealing 55.8 องศาเซลเซียส 

Lane 2: ระดับอุณหภูม ิannealing 58.1 องศาเซลเซียส 

Lane 3: ระดับอุณหภูม ิannealing 60.0 องศาเซลเซียส 

Lane 4: ระดับอุณหภูม ิannealing 61.9 องศาเซลเซียส 

Lane 5: ระดับอุณหภูม ิannealing 64.5 องศาเซลเซียส 

Lane 6: ระดับอุณหภูม ิannealing 65.9 องศาเซลเซียส 

Lane 7: ระดับอุณหภูม ิannealing 68.0 องศาเซลเซียส 
 

 M   1     2      3    4     5     6     7 
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acid) จากเนื้อเยื่อใบของพืช ตามวิธีการสกัดแยก ดังแสดงขางตน (ขอ 4.1) ใหกรดนิวคลีอิคที่มี

คุณภาพดีและเหมาะสมในการนําไปใชเปน template ในปฏิกิริยาใน RT  

 สภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบ ซึ่งหมุนเวียนตามระดับอุณหภูมิเปนลําดับในแต

ละรอบ ซึ่งประกอบดวย ระดับอุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 60 วินาที ระดับอุณหภูมิที่ 52 Oซ เปน

เวลา 60 วินาที และ ระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 60 วินาที ตามลําดับ เปนจํานวน 35 รอบ  

โดยที่กอนและหลังสภาพการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปนรอบจํานวน 35 รอบนี้ มีการปรับระดับ

อุณหภูมิที่ 94Oซ เปนเวลา 2.30 นาที จํานวน 1 รอบ และระดับอุณหภูมิที่ 72Oซ เปนเวลา 5 นาที 

ตามลําดับ พบวามีความเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

product) เปนแถบดีเอ็นเอขนาด 313 bp และ 205 bp ที่มีความจําเพาะตอการตรวจสอบ PVY 

และ PLRV ตามลําดับ 

 นําตัวอยาง  Acc No. S109 ซึ่งใหผลการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส 2 ชนิด ไดแก PVY 

และ PLRV (ตารางที่ 4 และภาพที่ 11) มาเปนตัวอยางในการตรวจสอบเพื่อการพัฒนาระบบการ

วินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง โดยศึกษาการตรวจสอบไวรัสทั้งสองชนิดในตัวอยางเดียวกันที่ทํา

ปฏิกิริยาพรอมกันในหลอดเดียวกัน นับตั้งแตขั้นตอนเริ่มตนการเตรียมกรดนิวคลีอิครวม จนถึง

ขั้นตอนสุดทายที่การแสดงผลการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส 

 การทดลองเปรียบเทียบปริมาณ cDNA ที่ใชเปน template ใน PCR ที่แตกตางกันสอง

ระดับ ไดแก การใช cDNA ที่ไดจากปฏิกิริยา RT ซึ่งมีการใชไพรเมอร 2 ตัวรวมกัน (oligo (dT)24 

และ R32R) ที่ 40% (8 ul ใน 20 ul PCR) โดยปริมาตร ของปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยา PCR 

(ภาพที่ 33, lane 1 และ 2) และ 60% (12 ul ใน 20 ul PCR) โดยปริมาตร ของปริมาตรสุดทาย

ของปฏิกิริยา PCR (ภาพที่ 33, lane 3 และ 4) ในปฏิกิริยาของ PCR ที่ปริมาตรสุดทาย 20 ul มี

การใชปริมาณไพรเมอรรวม (Y02F และ Y03R รวมกับ R38F และ R32R) ที่แตกตางกันสองระดับ 

โดยใชไพรเมอรแตละตัวปริมาตร 1.0 และ 0.5 ul ของ ไพรเมอรที่ความเขมขน 10 uM ในปฏิกิริยา

ที่ใชปริมาณ cDNA ที่ 40% และ 60% โดยปริมาตร ของปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยา PCR (20 

ul) ตามลําดับ  

 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สามารถตรวจสอบไวรัสทั้งสองชนิดไดอยางถูกตองแมนยํา 

ใหผลการตรวจสอบที่ชัดเจน ดังแสดงในภาพที่ 33 การพัฒนาระบบการตรวจสอบไวรัสเพื่อการ

วินิจฉัยโรค โดยการตรวจสอบไวรัสในลักษณะ duplex RT-PCR การทดลองเปรียบเทียบปริมาณ

ของ cDNA ที่ใชในปฏิกิริยาใหผลที่แตกตางกันในการเกิดปฏิกิริยาซึ่งแสดงรูปแบบของแถบดีเอ็น

เอบนอะกาโรสเจล (ภาพที่ 33) การแสดงผลของรูปแบบแถบดีเอ็นเอใน Lane 1 และ 2 ซึ่งใช  
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ภาพที่ 33  แสดงผลการตรวจสอบ Potato leaf roll virus (PLRV) และ Potato virus Y (PVY) ใน

ตัวอยางมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิด หมายเลข Acc No. S109 โดยอาศัย

วิธีการของ RT-PCR ดวยคู ดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primers) R38F และ R32R และ คู 

ดีเอ็นเอไพรเมอร Y02F และ Y03R โดยใช R32R และ oligo (dT)24 เปน ไพรเมอร ใน

การสังเคราะห first-strand cDNA ในปฏิกิริยา reverse transcription 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 1: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 8 ul ในปฏิกิรยิา PCR 

20 ul (primer mix 1.0 ul each) 

Lane 2: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 10 ul ที่ไดจากการใช cDNA 8 ul ในปฏิกิริยา 

PCR 20 ul (primer mix 1.0 ul each) 

Lane M: 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)     

Lane 3: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 5 ul ที่ไดจากการใช cDNA 12 ul ในปฏิกิริยา 

PCR 20 ul (primer mix 0.5 ul each) 

Lane 4: ผลผลิตของ PCR ปริมาตร 10 ul ที่ไดจากการใช cDNA 12 ul ในปฏิกิริยา 

PCR 20 ul (primer mix 0.5 ul each) 

 

 M     1     2      M    3      4    
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cDNA ที่ใชเปน template ใน PCR ที่ 40% (8 ul ใน 20 ul PCR) ใหผลการตรวจสอบที่ดีกวา การ

แสดงผลของรูปแบบแถบดีเอ็นเอใน Lane 3 และ 4 ซึ่งใช cDNA ที่ใชเปน template ใน PCR ที่ 

60% (12 ul ใน 20 ul PCR) ตามลําดับ โดยที่แถบดีเอ็นเอที่ขนาด 205 bp (จําเพาะตอ PLRV) ใน

แตละ lane มีความเขมสูงกวาแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 313 bp (จําเพาะตอ PVY) ใน lane เดียวกัน 

อยางไรก็ตามความเขมของแถบดีเอ็นเอทั้งสองขนาดที่ 205 bp และ 313 bp ก็ยังคงมีความเขมสูง

เมื่อเปรียบเทียบความเขมของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่ขนาด 200 bp และ 300 bp 
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วิจารณผล 
  

 การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคมันฝร่ังซึ่งแสดงลักษณะอาการที่คาดวามีสาเหตุจากการติด

เชื้อไวรัสในโครงการวิจัยฯนี้ ไดมีการดําเนินการในฤดูการเพาะปลูกของปเพาะปลูก พ.ศ. 2550-

2551 และ พ.ศ. 2551-2552 ทั้งสองปของการดําเนินโครงการ ในพื้นที่เพาะปลูกของเกษตรกร 

จังหวัดเชียงใหม เชียงราย และ ตาก ซึ่งนับเปนตัวแทนของพื้นที่เพาะปลูกมันฝรั่งมากกวารอยละ 

90 ของพื้นที่เพาะปลูกทั้งหมดของประเทศ ในสภาพแปลงเพาะปลูกมันฝรั่งของเกษตรกร พบการ

เกิดโรคและการระบาดของโรคที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสไดในพื้นที่ทั่วไป ในระดับการเกิดโรค 

(disease incidence) และ ความรุนแรง (disease severity) ที่แตกตางกันไป ทั้งนี้ ขึ้นกับปจจัย

เกี่ยวของหลายประการ ไดแก การเลือกใชหัวพันธุมันฝรั่งที่มีคุณภาพและปราศจากเชื้อไวรัส

สาเหตุโรคในการเพาะปลูกมักมีระดับการเกิดโรคที่ต่ําและไมรุนแรง ในขณะที่การใชหัวพันธุมัน

ฝรั่งที่ไมมีคุณภาพและมีการติดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคซึ่งไดจากการเก็บหัวมันฝรั่งที่เพาะปลูกไดในฤดู

ปลูกที่ผานมา มักมีการเกิดโรคและแพรระบาดในระดับที่รุนแรง แหลงหรือพื้นที่เพาะปลูก

นับเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญ โดยเฉพาะพื้นที่ที่มีประวัติการระบาดของโรคอยางตอเนื่องมักมีการเกดิ

โรคและระบาดอยางรุนแรง ซึ่งเกี่ยวของกับการมีพืชอาศัยอื่นของไวรัสและแมลงพาหะ การ

หมุนเวียนชนิดของพืชเพาะปลูกในพื้นที่นั้น การปลูกเปนพื้นที่ใหญตอเนื่องกันเปนพื้นที่กวางหรือ

การเปนพื้นที่ที่มีการแยกตัวออกจากแหลงเพาะปลูก ตลอดจน ระบบเพาะปลูกและการจัดการ

โรคของเกษตรกรและ/หรือผูประกอบการที่เกี่ยวของ ไดแก ความแตกตางของลักษณะพื้นที่

เพาะปลูกแบบพื้นที่ราบกับพื้นที่ไหลเขาที่มีลักษณะการเพาะปลูกที่แตกตางกัน และความรูความ

เขาใจเกี่ยวกับโรคของมันฝรั่งที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสในระดับที่แตกตางกันซึ่งมักมีผลให

เกษตรกรหรือผูประกอบการที่เกี่ยวของใหความสําคัญที่ต่ําเกินไปในการบริหารและจัดการโรคพืช

ที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส โดยสวนใหญของเกษตรกรยังขาดความรูความเขาใจที่ถูกตอง

เกี่ยวกับโรค และการเกิดโรค-แพรระบาดของโรคที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส การแสดงลักษณะ

อาการของการติดเชื้อไวรัสในระดับแปลงเพาะปลูกนั้นมักปรากฏอาการรวมกันในหลายลักษณะ

ทําใหยากแกการจําแนกโรคและการวินิจฉัยในเบื้องตนที่ระดับแปลงเพาะปลูก โดยลักษณะอาการ

สวนใหญที่พบ ไดแก ใบดาง ผิดรูปราง ยน หงิก เปนคลื่น มวน เสนใบไหม ขอบใบหยัก เปนตน 

โดยทั่วไปมันฝรั่งที่มีการติดเชื้อ และแสดงลักษณะอาการที่ผิดปกติเหลานี้มักมีการเจริญเติบโตที่

ผิดปกติ ในลักษณะแคระแกรน  และมักพบการระบาดของแมลงพาหะไวรัสสาเหตุโรค เชน เพลี้ย

ออน แมลงหวี่ขาว เปนตน ในพื้นที่บริเวณเพาะปลูกเสมอ 
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 การเก็บรักษาใบมันฝรั่งตัวอยางโรคที่ไดจากการเก็บรวบรวมที่อุณหภูมิ -80 Oซ (Deep 

freezer) ภายหลังจากที่ไดทําการข้ึนทะเบียนตัวอยางโรค โดยระบุหมายเลขตัวอยาง (accession 

number) บันทึกรายงานลักษณะอาการที่สังเกตไดและบันทึกภาพทุกตัวอยาง เพื่อนําไปใชเปน

ตัวอยางเพื่อตรวจสอบหาไวรัสและ/หรือใชเปนแหลงของไวรัส (source of inoculum) นั้น พบวามี

ระยะเวลาในการเก็บรักษาไดประมาณ 3 เดือนเทานั้น ในการที่จะนํามาใชเปนตัวอยางเพื่อ

ตรวจสอบหาไวรัสและหรือ ใชเปนแหลงของไวรัส (source of inoculum) ในการปลูกเชื้อไวรัสไป

ยังมันฝรั่งปกติ เนื่องจากไวรัสทั้งสี่ชนิด ไดแก PVA, PVX, PVY และ PLRV ซึ่งมีสารพันธุกรรมเปน

โมเลกุลของอารเอ็นเอ (RNA molecule) นั้น มีการถูกยอยสลายและเสียสภาพธรรมชาติไปใน

เซลลของพืช (จากเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่ง) แมวาจะมีการเก็บรักษาที่ระดับอุณหภูมิ -80 Oซ (Deep 

freezer) ก็ตาม 

 การเพาะปลูกมันฝรั่งภายใตสภาพโรงเรือนเพาะปลูกพืช (มุงตาขาย) และ ภายนอก

โรงเรือนเพาะปลูกพืชภายใตสภาพธรรมชาติ ในปที 1 (2550-2551) โดยใชหัวพันธุมันฝรั่งนําเขาที่

ผานการตรวจสอบ-รับรองการปลอดไวรัสสาเหตุโรค และหัวพันธุมันฝรั่งที่ไดจากการปลูกของ

เกษตรกรในฤดูปลูกกอนหนานี้ และเก็บรักษาในหองเย็นที่ระดับอุณหภูมิ 2-4 Oซ เปนระยะเวลา 8-

9 เดือนกอนนํามาใชเปนหัวพันธุเพื่อการเพาะปลูกสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางโรคที่คาดวาเกิด

จากการติดเชื้อไวรัสและพบการเกิดโรคในระดับสูงในมันฝรั่งที่ใชหัวพันธุมันฝรั่งที่ไดจากการปลูก

ของเกษตรกรในฤดูปลูกกอนหนาซึ่งนาจะเกิดจากไวรัสที่อาจถายทอดมาทางหัวมันฝรั่งที่ใชทํา

พันธุ  ในขณะที่ไมพบการเกิดโรคในมันฝรั่งที่เพาะปลูกจากหัวพันธุมันฝรั่งนําเขาที่ผานการ

ตรวจสอบ-รับรองการปลอดไวรัสสาเหตุโรค ทั้งนี้ผลการเกิดโรคกับมันฝรั่งที่ทําการเพาะปลูก

ภายใตสภาพการควบคุมบนแปลงเพาะปลูกทดลอง ภายใตสภาพโรงเรือนกระจกปลูกพืชทดลอง

ในปที่ 2 ก็ใหผลในลักษณะเดียวกันดังที่กลาวขางตน 

 การตรวจสอบและวินิจฉัยโรคเบื้องตน โดยอาศัยการแสดงลักษณะอาการนั้น พบวา ยาก

ตอการนํามาใชในการจําแนกโรคและระบุยืนยันไวรัสสาเหตุโรคของมันฝรั่ง การแสดงลักษณะ

อาการของโรคมักปรากฏลักษณะอาการรวมกัน เชน ใบดาง  หงิก  เสน-ใบผิดปกติ  ใบรูปรางผิด

รูป ตนแคระแกรน เปนตน ซึ่งอาจมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสมากกวาหนึ่งชนิด หรือเปนผลจาก

ความผันแปรเนื่องจากสภาพแวดลอมที่เอื้อในการพัฒนาลักษณะอาการของโรคที่แตกตางกัน โดย

ลักษณะอาการของไวรัสอาจไมแสดงลักษณะอาการที่แตกตางเดนชัดเพียงพอแกการระบุชนิดของ

ไวรัสที่มีการติดเชื้อในการวินิจฉัยเบื้องตนโดยอาศัยการแสดงออกของลักษณะอาการบนมันฝรั่ง

แตเพียงอยางเดียว 
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 การตรวจสอบยืนยันการติดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคที่สําคัญบนมันฝรั่งจากตัวอยางใบมนัฝรัง่ที่

เก็บรวบรวมได โดยเทคนิควิธีการที่อาศัยหลักการของ PCR ในปแรกของการวิจัย (ตค. 2550 – 

กย. 2551) นั้น โครงการฯ ไดมีการวิจัยและพัฒนา วิธีการและระบบตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของ

มันฝรั่ง จํานวน 4 ชนิด ไดแก Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y 

(PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) ดวยคูของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดมีการตีพิมพเผยแพรมา

กอนหนา ซึ่งประกอบดวยดีเอ็นเอไพรเมอร ดังแสดงรายละเอียดใน ตารางที่ 1 ภายหลังจากการ

สังเคราะห สายแรกของดีเอ็นเอ ดวยการใช oligo (dT)24 เปนดีเอ็นเอไพรเมอรในปฏิกิริยา RT 

พบวา มีเพียงบางคูของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ไดมีการตีพิมพเผยแพรมากอนหนาเทานั้นที่สามารถ

นํามาใชในการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสจากเนื้อเยื่อใบมันฝรั่งได แตมีประสิทธิภาพต่ําในการ

ตรวจสอบไวรัส ไดแก การมีความไว (sensitivity) ต่ําในการตรวจสอบ PVA ดวยคู ดีเอ็นเอไพร

เมอร PV17 และ PV18 (ภาพที่ 6) และ PLRV ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร PV9 และ PV10 (ภาพที่ 11) 

หรือ ความไมชัดเจนและความไมจําเพาะในการแสดงแถบดีเอ็นเอตอไวรัสที่ตรวจสอบ PVX ดวยคู 

ดีเอ็นเอไพรเมอร PV19 และ PV20 (ภาพที่ 7) 

 โครงการวิจัยฯไดดําเนินการพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสที่มีการติดเชื้อในมันฝรั่ง

เพื่อใหไดวิธีการที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม เริ่มตั้งแตการเตรียมกรดนิวคลีอิค (nucleic 

acid) จากใบมันฝร่ังซึ่งใชเนื้อเยื่อใบของมันฝรั่งในปริมาณที่ต่ํา (100-150 มก.) ดวยสารละลาย

บัฟเฟอรที่สามารถเตรียมไดงาย ไมยุงยากในหองปฏิบัติการ คาใชจายในการเตรียมตัวอยางต่ํา 

และปราศจากขั้นตอนการใชสาร phenol ซึ่งเปนสารเคมีที่มีอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอม 

โดยปริมาณและคุณภาพของ กรดนิวคลีอิค (nucleic acid; DNA and RNA) สามารถนํามาใชเปน

แมแบบเพื่อการตรวจสอบไวรัสไดเปนอยางดี คูของดีเอ็นเอไพรเมอรเพื่อการตรวจสอบไวรัส 

4 ชนิด ไดแก  Potato virus A (PVA), Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) และ Potato 

leafroll virus (PLRV) ไดมีการออกแบบในโครงการวิจัยฯนี้ซึ่งใหผลผลิตของปฏิกิริยา (PCR 

products) ที่มีขนาดอยูในชวง 205-801 คูเบส (ตารางที่ 3) แสดงใหเห็นถึงความจําเพาะเจาะจง

ตอลําดับนิว คลีโอไทดของไวรัสแตละชนิด มีการพัฒนาสภาพที่เหมาะสมเพื่อการตรวจสอบ

ไวรัสในปฏิกิริยาการถอดรหัสแบบยอนกลับ (reverse transcription: RT) และ ปฏิกิริยาลูกโซของ

เอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) เพื่อใหไดสภาพที่ เกิด

ประสิทธิผลสูงสุดในการตรวจสอบไวรัส ที่แสดงผลบนอะกาโรสเจล (agarose gel)ในระบบของ

เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) 

 โครงการวิจัยฯไดพัฒนาระบบของการตรวจสอบไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่งทั้ง 4 ชนิด 

ไดแก PVA, PVX, PVY และ PLRV และไดประสิทธิผลสูงสุด ภายใตสภาพแวดลอมของปฏิกิริยา
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และการปฏิบัติที่เหมาะสมในการที่จะนํามาใชเปนวิธีการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสแตละชนิดใน

เนื้อเยื่อของมันฝรั่ง ดังที่ไดแสดงผลการตรวจสอบ PVA, PVX, PVY และ PLRV ในภาพที่ 25, 26, 

28 และ 31 ตามลําดับ นอกจากนี้โครงการวิจัยฯยังไดมีการพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัส

ของมันฝร่ังท่ีมีสาเหตุจากการติดเชื้อ PVY และ PLRV จากเนื้อเยื่อใบ ในหลอดทดลองเดี่ยว

ในครั้งเดียวในลักษณะ duplex RT-PCR ซึ่งสามารถตรวจสอบไวรัสทั้งสองชนิดไดอยางถูกตอง

แมนยํา ใหผลการตรวจสอบที่ชัดเจน ดังแสดงในภาพที่ 33 

 การวิจัยและพัฒนาในการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคของมันฝรั่ง ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม

เพื่อพัฒนาตอยอดใหสามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจสอบไวรัสที่มีการถายทอดผานทาง

หัวพันธุมันฝรั่ง ซึ่งจัดเปนแหลงของไวรัสที่สําคัญในการเปนสาเหตุกอโรคและแพรระบาดใน

ระดับแปลงเพาะปลูกหากมีการติดเชื้อในหัวพันธุ และจะเปนประโยชนอยางมากในการตรวจสอบ-

ยืนยันการปราศจากไวรัส (virus-free) ในหัวพันธุ เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตหัวพันธุมันฝรั่งใน

ประเทศ ตลอดจนการกักกัน-คัดกรอง หัวพันธุมันฝรั่งที่ใชในการเพาะปลูก สวนของระบบการ

วินิจฉัยโรคไวรัสที่สําคัญของมันฝรั่ง ควรมีการศึกษา-วิจัยเพื่อพัฒนาตอยอดในลักษณะ multiplex 

(RT)-PCR หรือ การใชเทคนิค-วิธีการ real time (RT)-PCR ตลอดจนการประยุกตใชขอดีของ

เทคนิค-วิธีการอิมมูโน (immunological technique) ในวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคของมัน

ฝรั่ง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบไวรัสสาเหตุและพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัสที่

สําคัญของมันฝรั่งตอไป 
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สรุปผล 

 
โครงการวิจัยและพัฒนาการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง โดยเทคนิควิธีการระดับโมเลกุลที่

ไดมีการดําเนินการในปงบประมาณ 2551-2552 และบรรลุวัตถุประสงคดังที่ไดเสนอไวทุกประการ 

ในการพัฒนาและผลิต ชุดตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง ดวยเทคนิควิธีการระดับโมเลกุลโดย

การศึกษา-วิเคราะหพันธุกรรมระดับโมเลกุลของเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ที่เปนสาเหตุโรคของมันฝรั่งใน

ประเทศไทย และการตรวจสอบ-จําแนกไวรัส เพื่อแกปญหาอุปสรรคในการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัส

ของมันฝรั่งใหมีประสิทธิภาพและสะดวกในการปฏิบัติ 

การวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่งโดยเทคนิควิธีการระดับโมเลกุล ซึ่งอาศัยเทคนิค-วิธีการ

ของ RT-PCR ดวยคูดีเอ็นเอไพรเมอร ‘A05F’ 5’-CGA TTT AGG TAC TGC TGG GAC TCA-3’ 

และ ‘A04R’ 5’-CCT GGG CAT GTA TGG TTT CTC-3’, ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของ 

PVA ในการตรวจสอบ คูดีเอ็นเอไพรเมอร ‘X01F’ 5’-TGC CGA TCT CAA GCC ACT CTC C-3’ 

และ ‘X02R’ 5’-ACT GGG GTA GGC GTC GGT TAT GTA-3’, ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด

ของ PVX ในการตรวจสอบ คูดีเอ็นเอไพรเมอร ‘Y02F’ 5’-TGA GAA TGC AAA ACC AAC 

(A/C)CT TAG-3’ และ ‘Y03R’ 5’-ATC CTC GGT GGT GTG CCT C-3’, ที่มีความจําเพาะ

เจาะจงตอชนิดของ PVY ในการตรวจสอบ และคูดีเอ็นเอไพรเมอร ‘R38F’ 5’-GCA CGG CAG 

TAT TCA AGA T-3’ และ ‘R32R’ 5’-ACC ACT GCC AAT AGA TGA GAC-3’, ที่มีความจําเพาะ

เจาะจงตอชนิดของ PLRV ในการตรวจสอบ โดยใหผลการตรวจสอบของการติดเชื้อไวรัสแตละ

ชนิดเปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนอะกาโรสเจลซึ่งมีขนาดที่แตกตางกัน ไดแก 448, 801, 313 และ 

205 bp ตามลําดับ และไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสและการวินิจฉัยโรคของมันฝรั่งใหมี

ประสิทธิภาพสูงข้ึน ทั้งความถูกตองแมนยําความจําเพาะเจาะจง ความไวในการตรวจสอบ และ

ความรวดเร็วในการใหผลยืนยันในระดับที่มั่นใจ ตลอดจนการพัฒนาวิธีการปฏิบัติใหสะดวกขึ้น

และมีคาใชจายที่ต่ําลง  

ผลการทดลองในการพัฒนาระบบการวินิจฉัยโรคไวรัสของมันฝรั่ง ดวยการตรวจสอบ 

Potato virus Y (PVY) และ Potato leafroll virus (PLRV) จากเนื้อเยื่อใบ ในหลอดทดลองเดี่ยวใน

ครั้งเดียว ลักษณะ duplex RT-PCR ดวยคูไพรเมอร Y02F และ Y03R รวมกับ R38F และ R32R 

แสดงใหเห็นวา สามารถตรวจสอบไวรัสทั้งสองชนิดไดอยางถูกตองแมนยํา ใหผลการตรวจสอบที่

ชัดเจน 
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