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 การทดลอง  - ศึกษาการจัดการวัชพืชในพชืผักสวนครัว...........................................367 
            การจดัการวัชพืชในโหระพา (Ocimum basilicum L.)   
            โดย นางเสริมศิริ  คงแสงดาว และคณะ             

กิจกรรม การจัดการศตัรูสําคัญของปทุมมา 
                   กิจกรรมยอย    การจัดการศัตรูสาํคัญของปทุมมา 

 การทดลอง  - การจัดการโรคเหี่ยวของปทมุมาที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย......................378 
                                               Ralstonia solanacearum 
 โดย  นางณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และคณะ 
         กิจกรรม การจัดการโรคสําคัญของขาวโพด 

กิจกรรมยอย   การจัดการโรคสําคัญของขาวโพด 
        การทดลอง  -  การควบคุมโรคใบไหมแผลใหญโดยชีววธิ.ี.........................................383 

                                   โดย  นางพีระวรรณ   พัฒนวิภาส และคณะ  
  -   ปฏิกิริยาพนัธุขาวโพดตอโรคใบไหมแผลใหญ....................................392 

                                   โดย  นางพีระวรรณ   พัฒนวิภาส และคณะ  
  

 โครงการวิจยั ศึกษาผลกระทบของสารปองกันกําจัดศตัรูพืชตอศัตรูธรรมชาติ 
                         และแมลงท่ีมีประโยชน 07-01-49-03  
        กิจกรรม ศึกษาผลกระทบของสารปองกันกําจัดศตัรูพืชตอศัตรูธรรมชาติ 
                              และแมลงท่ีมีประโยชน 
               กิจกรรมยอย ศึกษาผลกระทบของสารปองกันกําจัดศตัรูพืชตอศัตรูธรรมชาติ 
                                   และแมลงท่ีมีประโยชน 

การทดลอง -  ผลของสารชีวภัณฑกําจัดศัตรูพืชตอผ้ึงพนัธุ........................................402 
 โดย  นางสาวพวงผกา  อางมณี และคณะ 

-  การทดสอบความเปนพษิของสารปองกนักําจัดศัตรูพืช.......................406  
   ชนิดตาง ๆ ที่มีตอไรตัวห้ํา 

 โดย  นางสาวมานิตา  คงชืน่สิน และคณะ 
 
 



- ผลกระทบของสารฆาแมลงที่มีตอมวนเพชฌฆาต..............................412  
   Sycanus versicolor Dohm. 

 โดย  นางรัตนา  นชะพงษ และคณะ 
- ระดับความเปนพิษของสารฆาแมลงตอหนอนใยผัก ...........................425 

Plutella xylostella (Linneaus) จากพืน้ทีป่ลูกสําคัญ 3 แหง 
 โดย  นายสุภราดา  สุคนธาภิรมย ณ พทัลุง และคณะ 

- ทดสอบความเปนพษิของสารฆาแมลงทีม่ผีลตอแมงมุม………….......435 
ตาหกเหล่ียมในสวนมะมวง 

   โดย  นายพิเชฐ  เชาวนวฒันวงศ และคณะ 
- ผลกระทบของสารปองกนักาํจัดศัตรูพืชที่มตีอมวนพิฆาต……….........446 

Eocanthecona furcellata (Wolff) 
   โดย  นางรัตนา  นชะพงษ และคณะ 

-  ทดสอบผลของสารปองกนักําจัดแมลงตอแตนเบียน...........................460 
                                               ควบคุมแมลงดําหนามมะพราว 

 โดย  นางรจนา  ไวยเจริญ และคณะ 
 

    โครงการวิจัย ศึกษาการบรหิารศัตรพูืชแบบผสมผสาน  07-01-49-04 
          กิจกรรม การบรหิารศตัรูพืชแบบผสมผสาน 
              กจิกรรมยอย การบรหิารศตัรูพืชแบบผสมผสาน 
                        การทดลอง   -  การบริหารศัตรูลําไยแบบผสมผสาน.................................................469 
 โดย  นางอมรรัตน  ภูไพบูลย และคณะ 

-  การบริหารศัตรูสมโอแบบผสมผสาน.................................................477 
 โดย  นางสาวสุพัตรา  อินทวิมลศรี และคณะ 
-  การบริหารศัตรูกลวยไมโดยวิธีผสมผสาน……………..………….…...483 

 โดย  นายทวีศักด์ิ  ชโยภาส และคณะ 
 -  การบริหารศัตรูสมเขียวหวานแบบผสมผสาน…………………………493 
 โดย  นางศรีจาํนรรจ  ศรีจันทรา และคณะ 

-  การจัดการศัตรูขิงแบบผสมผสาน……………………………………..503 
โดย  นางณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และคณะ 
 
 

 



    โครงการวิจัย เทคโนโลยีการผลิตและการใชสารสกดัจากพืชทดแทนสารเคมี 07-01-49-05   
          กิจกรรม  วิจัยเทคโนโลยีการผลิตและการใชสารสกัดจากพืชเพื่อควบคุมแมลง    
                              ศัตรูพืช 
  กิจกรรมยอย     วิจัยเทคโนโลยกีารผลิตและการใชสารสกัดจากพืชเพื่อควบคุมแมลง 
                                    ศัตรูพชื 
                  การทดลอง     -  วิจัยการใชหนอนตายหยากและหางไหล เพื่อกาํจัดสัตวศัตรูพืช 
     วิจัยการใชหนอนตายหยากและหางไหล  ………………………508 

      เพื่อกําจัดหนูศัตรูพืช   
โดย  นางกรแกว  เสือสะอาด และคณะ 

     ศึกษาการใชหนอนตายหยากและหางไหล  ……………….……516 
เพื่อกาํจัดหอยเชอร่ีและหอยทากบก 
  โดย  นายปราสาททอง   พรหมเกิด และคณะ 

- เปรียบเทยีบประสิทธิภาพสารสกัดลําโพง มะขามและ……………...…528 
   ประคําดีควายกับหอยเชอรี่  

   โดย  นางสาวชมพนูุท  จรรยาเพศ และคณะ 
 กิจกรรม   วิจัยเทคโนโลยีการผลิตและการใชสารสกัดจากพืชควบคุมวัชพืช 
   กิจกรรมยอย     วิจัยเทคโนโลยกีารผลติและการใชสารสกัดจากพืชเพื่อควบคุมวัชพืช 

การทดลอง  -  วิจัยและพัฒนาสารจากแมงลักปา เพื่อการปองกนักาํจัดวัชพืช……….534
    โดย  นางสาวจรัญญา  ปนสุภา และคณะ 
 

โครงการวิจยั การผลิตและการใชชีวภาพและชวีินทรีย 07-01-49-06 
          กิจกรรม การผลิตและการใชแมลงและไรศัตรูธรรมชาติควบคุมศัตรูพืช 
              กจิกรรมยอย การผลิตและการใชแมลงเบียนควบคุมศัตรูพืช 
 การทดลอง  -  การเพาะเล้ียงแตนเบียนชนดิ Tetrastichus brontispae …………..…549 

       Ferriere เพื่อใชควบคุมแมลงดําหนามมะพราว      
                                                          โดย  นางรจนา  ไวยเจริญ และคณะ 
  -  ศึกษาการใชและประเมินประสิทธิภาพศัตรูธรรมชาติ..........................557 
      ในการควบคุมแมลงดําหนามมะพราว 

โดย  นางประภัสสร  เชยคําแหง และคณะ 

 
 
 



  -  การศึกษาศักยภาพการผลิตและการใชประโยชน...............................561 
     จากแมลงชางปกใส Mallada basalis (Walker) และ 
      Plesiochrysa ramburi (Schneide) ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช 

โดย  นางประภัสสร  เชยคําแหง และคณะ 

  -  ศึกษาพัฒนาวิธกีารเพาะเล้ียงดวงเตาตัวห้าํเพื่อใช.............................571 
      ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธ ี

โดย  นางรจนา  ไวยเจริญ และคณะ 

  -  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการควบคุมแมลงศัตรูพืช............................577 
      ของแมลงชางปกใสสกุล Mallada sp. และ Plesiochrysa sp. 
      ในหองปฏิบัติการ 

โดย  นางประภัสสร  เชยคําแหง และคณะ 

 กิจกรรมยอย  การผลิตและการใชแมลงและไรตัวห้ําควบคุมศัตรพูืช 
การทดลอง  -  การใชไรตัวห้าํควบคุมเพล้ียไฟและไรศัตรูพืช......................................582 

โดย  นางสาวมานิตา  คงชืน่สิน และคณะ 

 กิจกรรม การผลิตและการใชเชื้อจลุินทรยีและไสเดือนฝอยควบคุมแมลงศัตรูพืช 
              กจิกรรมยอย การผลิตและการใชแบคทเีรีย Bacillus thuringiensis ควบคุมแมลง  
                                   ศัตรูพืช 

 การทดลอง -  การคัดเลือกสายพันธุ Bacillus thuringiensis ที่มีประสิทธิภาพสูง…...603 
     ในการควบคุมหนอนกระทูผัก และหนอนกระทูหอม  
  โดย นายอิศเรส  เทียนทัด และคณะ 
  -  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bt. และไวรัส NPV……….......606 
     เพื่อควบคุมหนอนเจาะสมอฝายในทานตะวัน  
  โดย นายอิศเรส  เทียนทัด และคณะ 
  -  การใชสูตรผสมของ Bacillus thuringiensis รวมกับไวรัส …...............609 
     Se NPV และ Ha NPV รูปสารแขวนลอยเขมขน (Flowable liquid)  
                          เพื่อควบคุมหนอนผีเส้ือศัตรูหนอไมฝร่ัง  
  โดย นายอิศเรส  เทียนทัด และคณะ 
  -  การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย ……………….612 
                          Bacillus thuringiensis  ที่ผลิตดวยวิธกีารมาตรฐาน 
 และวิธีการผลิตแบบพื้นบาน 
  โดย นายอิศเรส  เทียนทัด และคณะ 



 

 กิจกรรมยอย  การผลิตและการใชไวรสั NPV ควบคุมแมลงศัตรพูชื 
 การทดลอง -  การพัฒนาผลิตภัณฑไวรัส NPV เพื่อควบคุมหนอนกระทูผัก...............615 

โดย  นางสาวอัจฉรา  ตันติโชดก และคณะ 
  -  รูปแบบการผลิตขยายไวรัส NPV หนอนกระทูผัก................................618                   
                                              ในระดับอุตสาหกรรม 

โดย  นางสาวอัจฉรา  ตันติโชดก และคณะ 
  -  การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV …………………..……624 
                                              ของหนอนกระทูหอมจากเซลลเพาะเล้ียง                     

โดย  นางสาวสุชลวัจน  วองไวลิขิต และคณะ 
                         -  การศึกษาประสิทธิภาพและกรรมวิธกีารอบแหงไวรัส NPV ……….…..631 
                                              กาํจัดหนอนกระทูผัก 
   โดย  นายสมชัย  สุวงศศักด์ิศรี และคณะ 

  -  พัฒนาการผลิตไวรัส Se MNPV จากเซลลเพาะเล้ียง .........................635 
                                              เปนปริมาณมาก   
  โดย  นางสาวสุชลวัจน  วองไวลิขิต และคณะ 
  -  การพัฒนาสูตรอาหารเทยีมสําหรับเล้ียงหนอน เพื่อผลิตเชื้อ................641      
                                              ไวรัส เอ็น พี ว ี
   โดย  นายสมชัย  สุวงศศักด์ิศรี และคณะ 

              กจิกรรมยอย การผลิตและการใชเชื้อราควบคุมแมลงศัตรูพืช 
                        การทดลอง  -  การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพเช้ือราเขียว ..............................646 
                                              Metarhizium anisopliae   
  โดย  นางเสาวนิตย  โพธิ์พนูศักด์ิ และคณะ 

  -  การทดสอบประสิทธิภาพเช้ือราเขียวมัสคาดีน Metarhizium ………...663 
                            anisopliae ในรูปแบบผงในหองปฏิบัติการ 
               โดย  นางเสาวนิตย  โพธิ์พนูศักด์ิ และคณะ 

             กิจกรรมยอย  การผลิตและการใชไสเดือนฝอยควบคุมแมลงศัตรพูืช 
                       การทดลอง - วิจัยและพัฒนาการผลิตไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทีท่น............................684 

อุณหภูมิสูง เพื่อการควบคุมแมลงศัตรูพชื 
โดย  นางสาววิไลวรรณ  เวชยันต และคณะ 
 



  - คัดเลือกและพัฒนาไสเดือนฝอยสายพนัธุทองถิ่น................................690 
                                              Steinernema siamkayai  

โดย  นางสาววิไลวรรณ  เวชยันต และคณะ 
  -  การศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑไสเดือนฝอยสูตรผง..................697 

ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช 
โดย  นายสาทพิย  มาลี และคณะ 

  -  ศึกษาผลของสารกาํจัดศัตรูพืชตอความอยูรอดและประสิทธิภาพ........706 
                                              ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 

โดย  นายสาทพิย  มาลี และคณะ 
                               -  การศึกษาประสิทธิภาพของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในการควบคุม…....712 
                                   หนอนผีเส้ือศัตรูหนอไมฝร่ังเพื่อการสงออก 

  โดย  นายสาทพิย  มาลี และคณะ 
  -  ทดสอบประสิทธิภาพของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในการควบคุม...........719 
                                              หนอนแมลงวนัศัตรูในเหด็ 

โดย  นางสาววิไลวรรณ  เวชยันต และคณะ 
  - ศึกษาปจจยัที่มีผลตอการอยูรอดและประสิทธิภาพการเขาทําลาย........724 
                                              แมลงของไสเดือนฝอย Steinernema riobrave 

โดย  นางสาววิไลวรรณ  เวชยันต และคณะ 
 กิจกรรม การผลิตและการใชเชื้อจลุินทรยีควบคุมสัตวศัตรพูืช 

 กิจกรรมยอย โรงงานตนแบบการผลิตขยายสปอรโรซีสตของปรสิตโปรโตซัว 
   Sarcocystis singaporensis  เปนสารชวีินทรยีกําจัดหนูในเชิงพาณิชย 

                         การทดลอง  -  ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตขยายเช้ือโปรโตซัว…………………..….727 
     ในงูเหลือมสภาพโรงเรือน 

โดย  นางสาวยุวลักษณ  ขอประเสริฐ และคณะ 
                                           -  ศึกษาสายพันธุหนูที่เหมาะสมตอการผลิตขยาย.................................731    
                                              เชื้อโปรโตซวัในหนูในสภาพโรงเรือน 
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แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
    โครงการวิจัย    วิจัยชวีโมเลกลุ (Molecular biology) ในการสรางเอกลกัษณพันธุกรรมพืช 
  จุลินทรีย การปรับปรุงพนัธุ และการตรวจสอบพชืและจลุินทรีย 09-01-49-02 
          กิจกรรม วิจัยชวีโมเลกุล (Molecular biology) ในการสรางเอกลักษณพันธุกรรมพืช  
                              และจุลินทรีย 
 กิจกรรมยอย วิจัยชวีโมเลกุลในการสรางเอกลกัษณพันธกุรรมจุลินทรยี 
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         รา Fusarium spp. ในประเทศไทย   
โดย  นางสาวธารทพิย  ภาสบุตร และคณะ 

                                -  ลายพิมพดี เอ็น เอ และความหลากหลายทางพันธกุรรม...................1177
             รา Phytophthora parasitica 
     โดย นางอมรรัตน  ภูไพบูลย และคณะ 
                                           -  ลายพิมพดี เอ็น เอ ของเช้ือรา Phytophthora capsici......................1203 
                                               สาเหตุโรคลําตนไหมของพริก 
     โดย นางสาวศรีสุข  พูนผลกุล และคณะ 
 
 



          กิจกรรม วิจัยชวีโมเลกุล (Molecular biology) ในการตรวจสอบ 
 กิจกรรมยอย วิจัยและพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบศตัรูพืชเพื่อเฝาระวัง 
         และควบคุมคุณภาพสินคาเกษตร 
                        การทดลอง -  การผลิตแอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิง่สมโดยใช……….......…1211                    
                                              ระบบเซลลแบคทีเรีย  
   โดย  นางสาววันเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 
 -  การผลิตแอนติซีรัมจากไกที่จําเพาะตอเชื้อ Streptomyces …...........1230  
                                      scabies สาเหตุโรคแผลสะเก็ดของมนัฝร่ัง และการตรวจหา 
                                              เชื้อนี้จากหวัพนัธุนําเขาและมันฝร่ังที่ผลิตไดในประเทศ  
   โดย  นายวงศ  บุญสืบสกุล และคณะ 

- การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug …………...........1236 
  Wilt-associated virus-2 สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรด 

                                              โดยใชระบบเซลลแบคทีเรีย 
     โดย นางสาววนัเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 

-  การตรวจวนิิจฉัยโรคใบดางของกลวยไมที่เกิดจากเช้ือไวรัส...............1254 
   กลุม Potyvirus 
  โดย  นายสิทธศัิกด์ิ  แสไพศาล และคณะ 
-  วิธกีารตรวจสอบราสาเหตุโรค Black spot ของสมโอ........................1263 
    โดยเทคนิค PCR   
  โดย  นางสาวพรพิมล  อธิปญญาคม และคณะ 
-  การพัฒนาเทคนิคพซีีอารในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax..….1274 
   Ovenae subsp. catleyae สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียกลวยไม 
  โดย  นางปยรัตน  ธรรมกิจวฒัน และคณะ 

 -  การใชเทคนคิทางชีวโมเลกุลเพื่อตรวจสอบการปนเปอน ...................1284 
                ของขาววัชพืชในเมล็ดพันธุขาว 
     โดย  นางจรรยา  มณีโชติ  และคณะ 
 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนาทุเรยีน 
       โครงการวิจัย  เทคโนโลยีการผลติทุเรียน  01-09-49-02 
          กิจกรรม วิจัยเทคโนโลยีการผลิตทุเรียน 
               กิจกรรมยอย   การปองกันศัตรูทุเรียนแบบผสมผสานเพ่ือผลิตทุเรียนคุณภาพ 
 



                       การทดลอง -  ศึกษาการควบคุมโรครากเนาและโคนเนาของทุเรียน........................1308 
              โดยใชเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ 
     โดย  นางนลิน ี ศิวากรณ และคณะ  

 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนาสับปะรด 
      โครงการวิจัย    การวิจัยศึกษาระบบการผลิตสับปะรด  01-08-49-01 
             กิจกรรม      ศกึษาระบบการผลิตสับปะรดเพ่ือแกปญหาโรคเหีย่วของสับปะรด 
             กิจกรรมยอย   ศกึษาการปองกันกาํจดัศัตรูพืชเพือ่แกปญหาโรคเห่ียวของสับปะรด 

การทดลอง  -  การถายทอดโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเพล้ียแปง…………...……………1318 
   โดย  นางสาววันเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 

-  การคัดเลือกและขยายหนอพนัธุสับปะรดปลอดจากไวรัส..................1326 
      สาเหตุโรคเหี่ยว 

       โดย  นางสาววันเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 
 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนาการอนุรักษทรัพยากรพันธกุรรม   
โครงการวิจยั    วจิัยและพัฒนาเพื่อการอนุรักษทรพัยากรพันธกุรรมพชื 09-02-49-01 

             กิจกรรม       สาํรวจ รวบรวมและศกึษาเชื้อพันธกุรรมพืช 
             กิจกรรมยอย   การสาํรวจ รวบรวมและศึกษาชนิดวัชพืชในพืชเศรษฐกิจ 
 การทดลอง -  การสํารวจและรวบรวมวัชพืชในมันฝร่ัง...........................................1336 

       โดย  นางจันทรเพ็ญ  ประคองวงศและคณะ 
  -  การสํารวจและรวบรวมวัชพืชในมันสําปะหลัง..................................1349 

       โดย  นางจันทรเพ็ญ  ประคองวงศ และคณะ 
 

      โครงการวิจัย    วิจัยและพัฒนาเพื่อการอนุรกัษจลุินทรยีและเห็ด  09-02-49-01 
             กิจกรรม      สํารวจ รวบรวม จําแนก และหาเทคโนโลยีการเก็บรกัษาจุลินทรยี 
                              ที่เปนประโยชนทางการเกษตร 
             กิจกรรมยอย   สาํรวจ รวบรวม จําแนกและหาเทคโนโลยีการเกบ็รักษาจุลนิทรีย 
                                    ที่เปนประโยชนทางการเกษตร 

 การทดลอง  -  การจาํแนกและคัดเลือกราไมคอรไรซาที่มีผลตอการงอกของ………..1370 
                                   กลวยไม 
   โดย  นางสาวพรพิมล  อธิปญญาคม และคณะ 
 -  จุลินทรียสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช..........................................1387 
   โดย  นางสาวชนินทร  ดวงสะอาด และคณะ 



                        -  การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพเช้ือ Bacillus spp………….…1395
     ในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. 
                       dieffenbachiae สาเหตุโรคใบไหมหนาวัว 
   โดย  นางปยรัตน  ธรรมกิจวฒัน และคณะ 

-  การอนุรักษจุลินทรียสาเหตุโรคพืช 
 ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย Erwinia …….…1405 
      carotovora    

    โดย  นางณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และคณะ 
-  การอนุรักษจุลินทรียผลิตสารชีวภัณฑ และมีศักยภาพในการปองกนั 

                                              กาํจัดโรคศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ 
            ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาไสเดือนฝอยกําจดัแมลง..……..1409 
  โดย  นางนุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด และคณะ 

             กิจกรรม      สํารวจ รวบรวม จําแนก และหาเทคโนโลยีการเก็บรกัษาจุลินทรยี 
                              สาเหตุโรคพืช 
             กิจกรรมยอย   สาํรวจ รวบรวม จําแนกและหาเทคโนโลยีการเกบ็รักษาจุลนิทรีย 
                                    สาเหตุโรคพืช 
 การทดลอง  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกราเขมาดํา...........................................1417 

       โดย  นางสาวพรพิมล  อธิปญญาคม และคณะ 
  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกราสกุล Cercosporoid.........................1437 
                                               fungi และ Teleomorph 

       โดย  นางสาวพรพมิล  อธิปญญาคม และคณะ 
  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกรา  Fusarium......................................1445                    
                                               สาเหตุโรคพืช 

       โดย  นายอภิรัชต  สมฤทธิ ์และคณะ 
  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกเชื้อราสกุล Curvularia spp. ................ 1464                   

       โดย  นางพีระวรรณ  พฒันวภิาส และคณะ 
  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกรา Phythium ......................................1476 
                                               สาเหตุโรคพืช 

       โดย  นางอมรรัตน  ภูไพบูลย และคณะ 
  -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกเชื้อราแปงสาเหตุโรคพชื........................1489 

       โดย  นายยุทธศักด์ิ  เจียมไชยศรี และคณะ 



  -  สํารวจ รวบรวม  จาํแนก และศึกษาพืชอาศัยของรา.........................1494
     Sclerotium spp. สาเหตุโรคพืช 

       โดย  นางสาวสุณีรัตน  สีมะเด่ือ และคณะ 
 -  สํารวจ รวบรวม และจําแนกราสกุล Macrophomina………………..1505 
                                   สาเหตุโรคพืชเศรษฐกิจ 
       โดย  นางสาวพจนา  ตระกูลสุขรัตน และคณะ 

  -  สํารวจ รวบรวม  และจําแนกแบคทีเรีย Xanthomonas….................1512
      campestris สาเหตุโรคเนาดําของพืชตระกูลกะหลํ่าและผักกาด 

       โดย  นางปยรัตน  ธรรมกิจวฒัน และคณะ 
  -  การสํารวจ และรวบรวมเชื้อไวรอยดของพืชตระกูลสม......................1530 

       โดย  นางสาวนภสร  ปุญญพิทกัษ และคณะ 
  -  สํารวจ และจําแนกเชื้อโรคกรีนนิง่ในประเทศไทยดวยเทคนิค............1537                    
                                               ทางอนูชวีวิทยา 

       โดย  นางสาวนภสร  ปุญญพิทกัษ และคณะ 
  -  ฐานขอมูลเชื้อราสาเหตุโรคพืชใน Culture Collection......................1542 

       โดย  นายยุทธศักด์ิ  เจียมไชยศรี และคณะ 
  -  เทคนิคการเก็บรักษารา Colletotrichum spp. ................................1547 

       โดย  นางสาวธารทพิย  ภาสบุตร และคณะ 
             กิจกรรม      สํารวจ รวบรวม จําแนก และหาเทคโนโลยีการเก็บรกัษาจุลินทรยี 
                              ที่ผลิตสารชีวภณัฑและมศีักยภาพในการปองกันกาํจดัโรคศัตรูพืช 
                และศัตรธูรรมชาติ  
              กิจกรรมยอย   สํารวจ รวบรวม จําแนกและหาเทคโนโลยกีารเก็บรักษาจุลนิทรีย 
                                    ที่ผลิตสารชีวภณัฑและมีศักยภาพในการปองกันกําจัดโรคศัตรูพืช 
   และศัตรธูรรมชาติ  
 การทดลอง -  สํารวจรวบรวมและศึกษาสายพนัธุไสเดือนฝอย...............................1563 
     ควบคุมแมลงศัตรูพืช 

       โดย  นางนุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด และคณะ 
  -  สํารวจรวบรวมและศึกษาสายพนัธุแบคทีเรียกลุม Bacillus  
     ที่มีศักยภาพในการยับยัง้เช้ือสาเหตุโรคพืช 
 
 



         ศึกษาสายพนัธุแบคทีเรียกลุม Bacillus ที่มีศักยภาพ..........1577 
                   ในการยับยัง้เช้ือราสาเหตุโรคพืชเศรษฐกิจ 

        โดย  นางสาวบุษราคัม  อุดมศักด์ิ และคณะ 
-  การสํารวจ และรวบรวมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus …….………………1606 

                                       thuringiensis  และเช้ือไวรัส NPV 
   โดย  นายอิศเรส  เทยีนทัด และคณะ 

  -  การสํารวจ รวบรวม ตรวจจําแนกสายพนัธุปรสิตโปรโตซัว………….1609 
 โดย  นางสาวยุวลักษณ  ขอประเสริฐ และคณะ 
 

โครงการวิจยั   วจิัยและพฒันาเพื่อการอนุรักษแมลง ไร สัตวศัตรูพืช และศัตรู 
                    ธรรมชาติ  09-02-49-01 
      กิจกรรม       สาํรวจ รวบรวม จาํแนกชนิดแมลง ไร สัตวศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ 

 กิจกรรมยอย สํารวจ รวบรวม จาํแนกชนิดแมลง ไร สัตวศัตรูพืชและศัตรธูรรมชาติ 
 การทดลอง  -  อนุกรมวิธานแมลงศัตรูที่พบในสบูดํา...............................................1612 
    โดย  นางศิริณี  พนูไชยศรี และคณะ 

-  อนุกรมวิธานของแมลงศัตรูที่พบในเบญจมาศ……………..………...1615 
    โดย  นางชลิดา  อุณหวฒุิ และคณะ 

-  อนุกรมวิธานแมลงศัตรูทีพ่บในไมดอกสกุล Curcuma......................1619 
   (ปทุมมา และกระเจียว) 

 โดย  นางสาวสุนัดดา  เชาวลิต และคณะ 
-  อนุกรมวิธานเพล้ียแปงสกุล Pseudococcus …………………..……1623 

                                                              โดย  นางชลิดา  อุณหวฒุิ และคณะ 
-  อนุกรมวิธานของเพล้ียออนวงศยอย Aphidinae ………...................1627 

โดย  นางลักขณา  บํารุงศรี และคณะ 
-  อนุกรมวิธานของแมลงวันผลไมสกุล Bactrocera…………………....1631 

 โดย  นางสาวยุวรินทร  บุญทบ และคณะ 
-  การศึกษาชนิดแมลงหายากใกลสูญพันธุ..........................................1642 

   โดย  นางศิริณี  พนูไชยศรี และคณะ 
-  ชีววทิยาหอยเจดียใหญ .................................................................1656 

โดย  นางสาวปยาณี  หนูกาฬ และคณะ 
 
 



-  สํารวจ และศึกษาชนิดหนศัูตรูพืชในระบบนิเวศ................................1659 
   ปาลมปลูกใหม 

 โดย  นางกรแกว  เสือสะอาด และคณะ 
                                   -  อนุกรมวธิานดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง Sternochelus spp. ……..…1666 
  โดย นางศิริณี  พนูไชยศรี และคณะ 
          กิจกรรม เทคโนโลยีการเก็บรกัษาแมลง ไร สัตวศัตรูพชืและศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรมยอย   การเก็บรักษาตัวอยางแมลง ไร สัตว ศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติใน 
                    พิพธิภณัฑ 

                       การทดลอง - การเก็บรักษาตัวอยางแมลงในพิพิธภัณฑ………………..……….…..1670 
 โดย  นางศิริณี  พนูไชยศรี และคณะ 
 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนากลุมพืชสมุนไพร 
       โครงการวิจัย  ศกึษาการผลิตฟาทะลายโจร   01-12-49-06 
          กิจกรรม วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีกระบวนการผลิตการเกบ็เกี่ยวและแปรรูป 
                              ฟาทะลายโจร 
               กิจกรรมยอย  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการเขตกรรมเพื่อเพิ่มคุณภาพและสาร   
                                  สําคัญฟาทะลายโจร 
                       การทดลอง -  วิจัยและพฒันาการกาํจัดศัตรูพืชและการกําจัดวัชพชื………….....…1676 
                                               ในฟาทะลายโจร  

โดย  นางสาวเพ็ญศรี  นนัทสมสราญ และคณะ 
 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนากลุมพืชผัก และเห็ด 
       โครงการวิจัย  ศกึษาเทคโนโลยีการผลิตพรกิ  01-16-49-01 
               กิจกรรม     เทคโนโลยกีารผลิตพริก   
 กิจกรรมยอย  การจัดการศตัรูพริก 
 การทดลอง  -  การบริหารจดัการโรคใบหงิกเหลืองของพริก....................................1693 

โดย  นางสาววันเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 
-  การควบคุมโรครากปมสาเหตุจากไสเดือนฝอยในสภาพ……………..1701 
   แปลงปลูกของเกษตรกร : การคัดพันธุตานทานพริกตานทาน 
   โรครากปม 

โดย  นางนุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด และคณะ 
  -  การควบคุมโรคเหี่ยวแบคทีเรียของพริกโดยชีววธิี..............................1712 

โดย  นายวงศ  บุญสืบสกุล และคณะ 



  -  ศึกษากลไกความตานทานของพริกตอโรคลําตนไหมที่เกิดจาก…..….1719 
                                              เชื้อรา Phytopthora capsici  

โดย  นางสาวศรีสุข  พูนผลกุล และคณะ 
 

 โครงการวิจยั  ศกึษาเทคโนโลยีการผลิตกระเจี๊ยบเขียว  01-16-49-02 
        กิจกรรม เทคโนโลยีการผลิตกระเจี๊ยบเขยีว  

 กิจกรรมยอย การปองกันกาํจัดศัตรกูระเจี๊ยบเขียวในการผลิตเพือ่ผลผลิต 
                         ที่ปลอดจากสารพษิ 

                        การทดลอง  -  ความสัมพนัธของไวรัสสาเหตุโรคเสนใบเหลืองกับพนัธุ....……...……1726 
                                               กระเจ๊ียบเขียวในแตละแหลงปลูก 

โดย  นางสาววันเพ็ญ  ศรีทองชัย และคณะ 
 

 โครงการวิจยั ศึกษาเทคโนโลยกีารผลิตเห็ด  01-16-49-03 
        กิจกรรม การปรับปรุงพันธุเห็ด 

 กิจกรรมยอย การปรับปรุงพันธุเห็ดตีนแรด 
                        การทดลอง  -  การทดสอบสายพันธุเห็ดตีนแรดเพื่อเปนพนัธุทางการคา……………1734 

โดย  นางอัจฉรา  พยพัพานนท และคณะ 
-  ทดสอบสายพันธุเห็ดตีนแรดที่ผลิตสารโพลีแซคคารายด...................1754 
    ทีเ่ปนประโยชน 
           โดย  นางอัจฉรา  พยพัพานนท และคณะ 

              กิจกรรมยอย การปรับปรุงพันธุเห็ดที่มีศักยภาพ 
                      การทดลอง -  การประเมินสายพนัธุเห็ดตงฝนเพื่อการใชประโยชน……………..…..1764 

โดย  นางสุวลักษณ  ชัยชูโชติ และคณะ. 
  -  รวบรวม และคัดเลือกพนัธุเห็ด Oudemansiella spp. .………......…1769 

           จากแหลงตาง ๆ เพือ่เปนพนัธุทางการคา 
โดย  นางอัจฉรา  พยพัพานนท และคณะ. 

        กิจกรรม การเขตกรรมและการจัดการผลิตเห็ด 
 กิจกรรมยอย กระบวนการผลิตเห็ดฟาง 

การทดลอง  -  กระบวนการผลิตปุยหมักเพื่อเพาะเห็ดฟางคุณภาพ.........……..……1777 
โดย  นางอัจฉรา  พยพัพานนท และคณะ. 

 กิจกรรมยอย กระบวนการผลิตเห็ดนางรม 
การทดลอง  -  การใชฟางขาวเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเห็ดนางรม…………....1786 

โดย  นางสุวลักษณ  ชัยชูโชติ และคณะ 



กิจกรรม        การพัฒนาเทคโนโลยีการอารักขาเหด็ 
                กิจกรรมยอย การศึกษาชีววิทยาและการปองกันกาํจดัไร Dolichocybe  indica 

                  Mahunka ในเห็ดยานางิ    
 การทดลอง -  การศึกษาชีววทิยาและการปองกันกําจัดไรลูกโปง.............................1793 

                 Dolichocybe indica Mahunka ในเห็ดโดยการใชสารฆาไร 
โดย  นายเทวินทร  กุลปยะวัฒน และคณะ 

                กิจกรรมยอย การปองกันกาํจัดแมลงหางดีดในเห็ด 
 การทดลอง -  การศึกษาชีววทิยา นิเวศวทิยา และการปองกนักําจัดแมลง…………1805                    
                                              หางดีดในเห็ด 

 โดย  นางอุราพร  หนนูารถ และคณะ 
                กิจกรรมยอย การปองกันกาํจัดไรดีดในเห็ด 

การทดลอง  -  การแกปญหาไรดีดในพ้ืนที่เพาะเห็ดนางรมฮังการี.................................1808 

                  ภาคกลางของประเทศไทย 
โดย  นายเทวินทร  กุลปยะวัฒน และคณะ 

  -  การศึกษาชีววทิยา นิเวศวทิยา และเขตการแพรกระจาย...................1811 
                  ของหนอนแมลงวันเซียริดแมลงศัตรูเห็ดทีสํ่าคัญ 

โดย  นางสาวสัญญาณี  ศรีคชา และคณะ 
  -  การศึกษาวธิีการปองกันกาํจัดแมลงศัตรูเห็ดที่สําคัญ........................1815 

โดย  นางอุราพร  หนนูารถ และคณะ 
  -  ศึกษาเทคนคิการพนสารเพื่อปองกนักาํจัดแมลงและไรศัตรูเห็ด.........1818 

โดย  นายพฤทธิชาติ  ปุญวฒัโท และคณะ 
                กิจกรรมยอย เชื้อราสกุล Hypomyces สาเหตุโรคใยแมงมุมบนดอกเห็ดเปาฮ้ือ 
                                   และการปองกันกาํจัด 

 การทดลอง -  การปองกนักําจัดเชื้อราสกุล Hypomyces ......................................1831 
                  สาเหตุโรคใยแมงมุมบนดอกเห็ดเปาฮ้ือ (Pleurotus cystidiosus) 

โดย  นายอภิรัชต  สมฤทธิ ์และคณะ 
             กิจกรรมยอย สาเหตุและการแพรกระจายของราเมือกที่ทําความเสียหาย 
                                   ในการเพาะเห็ดถุงของประเทศไทย 
 การทดลอง -  สาเหตุและการแพรกระจายของราเมือกทีท่ําความเสียหาย…….……1838 
                       ในการเพาะเหด็ถุงของประเทศไทย 

โดย  นายอภิรัชต  สมฤทธิ ์และคณะ 



 กิจกรรมยอย ชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่เขาทาํลายเหด็ที่ผลิตเพื่อการคา 
        และการปองกันกาํจดั 

                     การทดลอง -  การปองกนักําจัดโรคเนาสีน้ําตาลของเห็ดนางรม……………………1851                    
                                              ทีเ่กิดจากเชื้อแบคทีเรีย กลุม Pseudomonas 

โดย  นางสาวสุณีรัตน  สีมะเด่ือ และคณะ 
 

โครงการวิจยั ศึกษาเทคโนโลยกีารผลิตมันฝรั่ง  01-16-49-05 
         กิจกรรม เทคโนโลยีการผลิตมันฝรัง่ 
                กิจกรรมยอย การจัดการศตัรูมันฝรั่ง 
  -  ประสิทธิภาพของสาร abamectin ในการควบคุมไสเดือนฝอย...........1861 

                      รากปมในมันฝร่ัง 
    โดย  นายไตรเดช  ขายทอง และคณะ 

  -  การใชเชื้อราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus................................1868 
                      ควบคุมไสเดือนฝอยศัตรูมันฝร่ัง 
    โดย  นายมนตรี  เอ่ียมวิมังสา และคณะ 

  -  ขยายผลการใชชุดควบคุมโรคเหี่ยวแบคทีเรียของมนัฝร่ังใน...............1878 
                      แปลงเกษตรกรโดยชีววิธ ี
    โดย  นายวงศ  บุญสืบสกุล และคณะ 

  -  การจัดการโรคไวรัสของมันฝร่ัง.......................................................1885 
  การสํารวจและจําแนกโรคไวรัสของมันฝร่ังทีเ่กิดจากเช้ือ 
       PVS, PVX และ PLRV  

    โดย  นายสิทธศัิกด์ิ  แสไพศาล และคณะ 
  การปองกนั และควบคุมแมลงพาหะของเช้ือไวรัส..............1891 
      ในมนัฝร่ัง 

    โดย  นายสิทธศัิกด์ิ  แสไพศาล และคณะ 
 

โครงการวิจยั  เทคโนโลยีการผลิตขิงที่ไดคุณภาพ  01-16-49-06 
         กิจกรรม เทคโนโลยีการผลิตขิงคุณภาพ 
                กิจกรรมยอย การเขตกรรมและการจัดการผลิตขิงอยางยั่งยืน 
                       การทดลอง -  ศึกษาวิธกีารผลิตขิงเพื่อลดการใชสารเคมีและไดผลผลิต .................1897 
             ปลอดจากสารพิษตกคางและศัตรูพืช 
 



  การบริหารจัดการวัชพชืในขิง : ป 2551 
    โดย  นางสาวเสริมศิริ คงแสงดาว และคณะ 

โครงการวิจยั  ศึกษาเทคโนโลยกีารผลติพืชที่มีศกัยภาพ  01-16-52-01 
        กิจกรรม เทคโนโลยีการผลิตมันเทศ 

 กิจกรรมยอย การอารกัขามันเทศ 
                        การทดลอง  -  ศึกษาประสิทธิภาพสารกาํจัดวัชพืชประเภทกอนวัชพืชงอก…….……1908 
                                               ในมนัเทศ 

โดย  นางเสริมศิริ  คงแสงดาว และคณะ 
 

แผนงานวิจยั วิจัยและพัฒนากลุมไมดอกไมประดับ   
    โครงการวิจยั    การปรับปรุงพันธุกลวยไม  01-15-49-01 
          กิจกรรม การปรับปรุงพันธุกลวยไมพันธุการคา 
                กิจกรรมยอย   การปรับปรุงพันธุกลวยไมสกลุหวาย         
 การทดลอง  -  วิจัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตกลวยไมสกุลหวายคุณภาพดี 

  การจัดการโรคเกสรดําในกลวยไมสกลุหวายโดยสารเคมี....1916 
      โดย  นางสาวทัศนาพร  ทัศคร และคณะ 
                กิจกรรมยอย   การปรับปรุงพันธุกลวยไมประเภทแวนดา   
       การทดลอง  -  วิจัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตกลวยไมประเภทแวนดาคุณภาพดี 
   การทดสอบปฏิกิริยากลวยไมลูกผสมแวนดา………………1928 
                                                            พนัธุการคาตอโรคเนาดําที่เกดิจากเชื้อสาเหตุ  
                                                  Phytophthora palmivora 
      โดย  นางสาวทัศนาพร  ทัศคร และคณะ 
              การควบคุมโรคใบจุดเหลืองของกลวยไมสกุลแวนดา...........1937 
                                                            โดยชีววธิ ี
      โดย  นางปยรัตน  ธรรมกิจวฒัน และคณะ 
                กิจกรรมยอย   การปรับปรุงพันธุกลวยไมการคาสกลุอ่ืน        

การทดลอง  -  การศึกษาโรคกลวยไมที่เกิดจากเช้ือแบคทเีรีย..................................1947 

     โดย  นางปยรัตน  ธรรมกิจวฒัน และคณะ 
-  การจัดการวชัพืชในกลวยไม 

   การจัดการดาดตะกั่ว (Hemigraphis reptans) …….….....1968 
                                                            ในกลวยไมสกลุหวาย 
      โดย  นางเสริมศิริ  คงแสงดาว และคณะ 



          กิจกรรม    การศกึษาศักยภาพกลวยไมไทยในทองถ่ินตาง ๆ เพื่อพัฒนา 
                         เปนสนิคาออกใหม 
           กิจกรรมยอย   วจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตกลวยไมสกุลสแปโทกลอสทิส 
                                   และสกุลแกรมมะโตฟลลมั 
  -  ศึกษาโรคและการจัดการโรคกลวยไมสกุลสแปโทกลอททิส...............1992 
                                               และสกุลแกรมมะโตฟลลัม 
     โดย  นางสาวสุพัตรา  อินทวิมลศรี และคณะ 
 

    โครงการวิจัย การปรับปรุงพันธุหนาววั  01-15-49-02 
          กิจกรรม การปรับปรุงพันธุหนาววั 
           กิจกรรมยอย   ปฏกิิริยาของพันธุหนาวัวตอโรคเนาดํา 
 การทดลอง -  ปฏิกิริยาของพนัธุหนาววัลูกผสมตอโรคเนาดํา.................................1996 

 โดย  นางอมรรัตน  ภูไพบูลย และคณะ 
 

    โครงการวิจัย การปรับปรุงพันธุปทมุมา/กระเจียว  01-15-49-03 
          กิจกรรม การปรับปรุงพันธุปทมุมา/กระเจียว   
           กิจกรรมยอย   การควบคุมโรคเห่ียวที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียของปทุมมาโดยเชื้อ 
                                   แบคทีเรียปฏิปกษ 
 การทดลอง -  การควบคุมโรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรียของปทุมมา...................2009 
                                              โดยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 

 โดย  นางณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และคณะ 
 

    โครงการวิจัย วิจัยเพื่อแกไขปญหาการสงออกกลวยไม  01-15-52-01   
          กิจกรรม การเพิม่ประสิทธภิาพการผลิต 
           กิจกรรมยอย   วจิัยและพฒันาการปองกันกาํจัดและควบคุมศัตรูกลวยไม 

การทดลอง -  ศึกษาเทคนคิการพนสารเพื่อปองกนักาํจัดแมลงศัตรูกลวยไม............2021 
                       บางชนิด 
   โดย  นายพฤทธิชาติ  ปุญวฒัโท และคณะ 

 -  การใชไสเดือนฝอยควบคุมหอยทากซัคซิเนีย (Succinea chrysis )....2033 
     ในสวนกลวยไม 
  โดย  นายปราสาททอง  พรหมเกิด และคณะ 



  -  ทดสอบและเปรียบเทยีบประสิทธิภาพสารสกัดจากใบมะขาม.......... 2039 
                                               ใบวานหางจระเข ฝกจามจุรี กับหอยซคัซิเนีย และหอยเลขหนึง่ 
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ศึกษาสูตรอาหารและรูปแบบใหมของเหย่ือโปรโตซัว 
 

ดาราพร  รินทะรักษ          ยวุลกัษณ   ขอประเสริฐ          กรแกว เสือสะอาด 
กลุมกีฏและสัตววทิยา      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

__________________________ 

รายงานความกาวหนา 

 ทดลองผลิตเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม ที่มีเชื้อ Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 
2x105 สปอรโรซีสต บรรจุอยูภายในเหย่ือที่ดัดแปลงใหม โดยมีสวนผสมของน้ํามันขาวโพด :
แปงทัลคัม :เมล็ดขาวโพดบด :น้ําตาลทราย :แปงสาลี : อาหารหนูชนิดเม็ด อัตราสวน = 20 : 5 : 
7 : 8 : 50 : 10  และเติมสาร xanthan gum ลงไปในเหยื่อรูปแบบใหม ซึ่งสารนี้มีคุณสมบัติที่
สามารถจับกับน้ําซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าไวภายในทําใหสปอรโรซีสตของโปรโตซัวมีชีวิตนานข้ึน 
จากนั้นทดสอบความชอบของหนูทองขาวบาน (Rattus rattus) ตอเหยื่อรูปแบบใหม พบวาหนู
ทองขาวบานจํานวน 30 ตัว (เพศผู 15 ตัว, เพศเมีย 15 ตัว) ชอบกินเหยื่อแปงนุมรูปแบบใหม ไม

แตกตางกันทางสถิติ (P0.05)   

ทําการคัดเลือกเช้ือโปรโตซัว S. singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay โดยให
เชื้อแกหนูดวย feeding tube ปริมาณ 2x105 สปอรโรซีสต ไดเชื้อที่มีความรุนแรงทําใหหนูตาย 
100% จากมูลงูเหลือมเบอร S-82 และเบอร S -24 จากนั้นตรวจสอบการมีชีวิตของโปโตซัว S. 
singaporensis  โดยการยอมสี nucleic acid  พบวาเช้ือที่อยูในสาร xanthan gum นาน 1 เดือน, 
2 เดือน, 3 เดือน,4 เดือน และ 5 เดือน ยังคงมีชีวิต 100%, 100 %, 99%, 96% และ 60% 
ตามลําดับ  และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio assay พบวาทําใหหนู
ทดลองตาย 70 % , 50 % และ 60 % ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   การทดลองนี้
ยังไมเสร็จส้ิน ขณะนี้อยูระหวางทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหม ที่เก็บไวนาน 4 เดือน, 5 
เดือน และ 6 เดือน และพัฒนารูปแบบที่สามารถเก็บรักษาไดนานข้ึน  
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-02-01-51 
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คํานํา 
ประเทศไทย เปนประเทศเกษตรกรรมที่สามารถผลิตและสงออกสินคาเกษตรหลายชนิด 

แตเกษตรกรมักประสบปญหาเกี่ยวกับศัตรูพืชที่หลีกเล่ียงไมได พืชผลทางเกษตรกรรมหลายชนิดที่
มีประวัติถูกหนูทําลาย โดยเฉพาะพืชในกลุมธัญพืช เชน ขาว ขาวโพด ถั่วเหลือง ขาวสาลี ขาว
บารเลย เปนตน ซึ่งหนูจะทําลายและทําใหเกิดความเสียหายแกพืชเหลานี้ไดเกือบทุกระยะ ข้ึนอยู
กับชนิดของพืช ความเสียหายของพืชเศรษฐกิจในประเทศไทยที่เกิดจากการทําลายของหนู พบวา
ในขาวความเสียหายเฉลี่ยประมาณ 1.53% ขาวบารเลยประมาณ 6.53% ถั่วเหลืองประมาณ 9.1-
17.2% ออยประมาณ 5.3% ปาลมน้ํามันประมาณ 36% มะพราวประมาณ 8.7% และโกโก
ประมาณ 10% ซึ่งความเสียหายเหลานี้ ประมาณมูลคาไมตํ่ากวา 1,000 ลานบาทตอป (เสริมศักด์ิ, 
2536) 

หนูที่พบในประเทศไทยมีทั้งหมด ประมาณ 36 ชนิด ประกอบดวย 3 สกุล (genus) คือสกลุ
หนูพุก  (Bandicota) สกุลหนูทองขาว ( Rattus ) สกุลหนูหร่ิง (Mus) โดยพบวาหนูที่เปนศัตรูพืช
เศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย ไดแก หนูพุกใหญ (Bandicota indica) หนูพุกเล็ก (B.savilei) 
หนูนาใหญ (Rattus argentiventer) หนูนาเล็ก (R.losea) หนูทองขาวบาน (R.rattus) หนูปามาเลย  
(R.tiomanicus) หนูนอรเวย (R.norvegicus) หนูจี๊ด (R. exulans) หนูหร่ิงหางยาว (Mus caroli) 
และหนูหร่ิงหางส้ัน (R.cervicolor) นอกจากจะทําลายพืชทางการเกษตรแลว   หนูยังเปนแหลงรัง
โรคสําคัญที่ถายทอดสูมนุษยและสัตวเล้ียง  เชน กาฬโรค โดยมีหมัดที่อาศัยอยูบนตัวหนูเปนพาหะ
ของโรค  และโรคเลปโตสไปโรซิสหรือไขฉ่ีหนูที่เกิดจากแบคทีเรีย Leptospira interrogans เปนตน       

การปองกันกําจัดหนูโดยการใชสารกําจัดหนู (rodenticide) ในปจจุบัน มีการใชสารกําจัด
หนู 2ประเภทหลัก คือสารกําจัดหนูประเภทออกฤทธิ์เร็ว (acute rodenticide หรือ single dose 
rodenticide) เปนกลุมที่มีความเปนพิษสูง ทั้งตอมนุษยและสัตวอ่ืน และมีขอเสียคือทําใหหนูเข็ด
ขยาดตอเหยื่อพิษ (bait shyness) และสารกําจัดหนูประเภทออกฤทธิ์ชา (chronic rodenticide 
หรือ multiple dose rodenticide) แตถาใชเปนระยะเวลานานทําใหหนูสามารถสรางความ
ตานทานข้ึนมาได ดังนั้น วิธีการปองกันกําจัดหนูโดยชีววิธี เชน การใชเชื้อโปรโตซัวกําจัดหนู จึงเปน
ทางเลือกหนึ่งที่อาจชวยลดปญหาที่เกิดจากการใชสารเคมีดังกลาวได 

อยางไรก็ตาม ปจจัยที่เกี่ยวของและควรคํานึงถึงในการใชปรสิตชนิดใดๆกําจัดหนู ไดแก มี
ความจําเพาะเจาะจงตอสัตวอาศัย สามารถในการลดการสืบพันธุหรือขยายพันธุของสัตวอาศัยได 
และตองมีระยะติดเช้ือ (infective phase) ที่รุนแรงและสม่ําเสมอ ซึ่งอาจตองมีการชวยเหลือจาก
สัตวอาศัยตัวกลาง (Anderson and May,1978) ซึ่งใน ป ค.ศ. 1975  Zaman and Colly ไดคนพบ
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เช้ือโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ในมูลงูเหลือม (Python reticulatus)  ซึ่งเช้ือโปรโตซัว
ชนิดนี้จัดอยูใน Phylum Apicomplexa, Class Sporozoasida, Order Eucoccidiorida, Family 
Sarcocystidae , Genus Sarcocystis โปรโตซัวชนิดนี้มีการสรางซีสตระยะสุดทายของการ
เจริญเติบโต โดยตองการสัตวอาศัย 2 ชนิด ในการเจริญและขยายพันธุ ไดแก สัตวอาศัยตัวกลาง 
(intermediate host) และสัตวอาศัยสุดทาย (definitive host) โปรโตซัวชนิดนี้พบในแถบเอเซีย
ตะวันออกเฉียงใต มีความจําเพาะสูงตอสัตวอาศัยระหวางหนูและงูเหลือม (Haefner and Frank, 
1984) โดยมีการขยายพันธุเปนแบบมีเพศภายในเซลลบุผิวลําไสของงูเหลือม ไดสปอรโรซีสต 
(sporocysts) เปนผลผลิตสุดทายของการเจริญเติบโต โดยพบวาระยะสปอรโรซีสตของเช้ือชนิดนี้ 
สามารถทําใหหนูสกุลหนูทองขาวปวยและตายในที่สุด โดยสปอรโรซีสตจะปะปนออกมาพรอมมูลงู
สูส่ิงแวดลอมภายนอก เขาสูสัตวอาศัยที่เปนพาหะคือหนู ซึ่งโปรโตซัวชนิดนี้จะขยายพันธุแบบไมมี
เพศในเซลลบุผิวหลอดเลือดในอวัยวะสําคัญเชน หัวใจ ปอด ตับ ไต และเจริญพัฒนาเปนแบรดิ
ซอยต (bradyzoites) ฝงในกลามเนื้อของหนู (sarcocysts) เพื่อรอใหงูซึ่งเปนสัตวอาศัยแบบ
จําเพาะมากินและเขาสูวัฏจักรตอไป (ภาพที่ 1) 

 ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้เปนสารชีวินทรียกําจัดหนูที่มีประสิทธิภาพสูง ทําใหหนูสกุลทองขาว
และสกุลหนูพุกปวยและตายทั้งหมดในระดับหองปฏิบัติการ และ 71% - 92% ในแปลงทดลองใน
ฟารมไก นาขาว และสวนปาลมน้ํามัน (ยุวลักษณ และคณะ,2539 ; ยุวลักษณ และคณะ,2540; ยุว
ลักษณ และคณะ,2542) โดยไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตอ่ืนในสภาพแวดลอม โดยโปรโตซัวชนิดนี้
ไมสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาตอไปไดในกบ คางคก จิ้งเหลน ตุกแก จิ้งจก และแมกระทั่งสกุล
หนูหร่ิง (Jaekel et. al.,1999)  

Dr.Endopol ผูเชี่ยวชาญดานหนูของสถาบันสุขภาพสัตวของบริษัทไบเออร ในสหพันธ
สาธารณรัฐเยอรมนี ไดมอบเหย่ือแบบแปงนุม (เหยื่อไบเออร) สําหรับกําจัดหนู ใหแกกรมวิชาการ
เกษตร เพื่อนาํมาผลิตเหย่ือโปรโตซัวสําเร็จรูปกําจัดหน ู และทดสอบประสิทธิภาพในแปลงทดลอง 
พบวามีประสิทธิภาพสูงในการทาํใหหนูสกุลทองขาว และสกุลหนพูกุ ปวยและตาย 100% (ยุว
ลักษณ และคณะ,2544) ทัง้นี ้ เหยื่อที่ดีควรมีสวนผสมที่สามารถลอหรือดึงดูดใหหนูมากินได โดย
ปกติมักใชเมล็ดธัญพืชตางๆ เชน ขาว ปลายขาว ขาวโพด ซึ่งการเลือกเหยื่อมีความสําคัญมาก 
จะตองเลือกใหเหมาะสม เหยื่อที่ดีควรมลัีกษณะทีห่นชูอบกิน ราคาไมแพง หาไดงายในทองถิน่ 
และเก็บไดนานโดยคุณสมบัติ หรือประสิทธิภาพในการกําจัดหนูไมเปล่ียนแปลง (Henderson et. 
al., 2002) ซึ่งในการผลิตเหยื่อโปรโตซวักําจัดหนูสําเร็จรูปที่ใชในปจจุบันไดปรับปรุงองคประกอบ
ของอาหารบางชนิด โดยใชวัสดุที่มีในประเทศไทยทดแทนสูตรด้ังเดิม อยางไรก็ตาม พบวาการผลิต
เหยื่อโปรโตซวัสําเร็จรูป ยงัมีขอจํากัดอยูหลายประการ เชน มีขีดความสามารถนอยในการแขงขัน
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กับอาหารในธรรมชาติของหนู  เหยื่อสําเร็จรูปมีอายุการเก็บรักษาส้ันเพยีง 1 เดือน เนื่องจาก
รูปแบบของเหยื่อที่ยงัไมเหมาะสมพอที่จะใหเชื้อมีชวีิตอยูไดนาน ปจจัยทีท่ําใหโปรโตซัวตาย คือ
น้ํามนัพืชที่เปนสวนผสมหน่ึงของเหยื่อ ปดกั้นการใชออกซิเจนของสปอรโรซอยต (sporozoite) ใน
สปอรโรซีสต มีผลทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดหนูลดลง (ยุวลักษณ และคณะ, 2542) (ภาพที ่2) 

ดังนั้น ในการปรับปรุงเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเดิมที่ยังคงมีขอจํากัดดังกลาว  เพื่อใหไดเหยื่อ
รูปแบบใหมที่หนูชอบกิน ราคาถูก  มีอายุในการเก็บรักษาไดนานไมนอยกวา 3 เดือน โดยยังคงมี
ประสิทธิภาพสูงในการกําจัดหนู และมีศักยภาพในการแขงขันกับอาหารในธรรมชาติของหนูได  จึง
ควรมีการศึกษาวิจัยและปรับปรุงสูตรอาหารและรูปแบบของเหย่ือโปรโตซัวกําจัดหนูสําเร็จรูป ให
เหมาะสมยิ่งข้ึนสําหรับการผลิตเปนสารชิวินทรียกําจัดหนูและสามารถถายทอดใหแกภาคเอกชน 
และผูที่สนใจได 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

-    สัตวทดลองสําหรับผลิตเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis และทดสอบเหยื่อโปรโตซัว          
ไดแก งูเหลือม (Python reticulatus) หนทูองขาวบาน (Rattus rattus) และหนทูดลองสาย
พันธุวีสตาร (Rattus novegicus; Wistar rat)  

- กรงทดลองประเภทตางๆ ไดแก กรงเล้ียงงู กรงเล้ียงหนู กรงดักหนูเปน กรงทดสอบเด่ียว 
พรอมขวดน้าํ 

- เหยื่อแปงนุม ประกอบดวย แปงสาลี  เมล็ดขาวโพดบด น้ําตาลทราย น้ํามันขาวโพด 
อาหารหนูชนิดเม็ด และแปงทัลคัม (talcum powder)  

- อาหารหนูสําเร็จรูป วัสดุเกษตรอ่ืนๆสําหรับเปนอาหารเสริมใหสัตวทดลอง และใชดักหน ู
      -     สารเคมี เชน น้าํตาลกลูโคส gelatin ,nucleic acid , ethyl alcohol, xanthan gum 
      -     อุปกรณวิทยาศาสตร  เชน  ขวดพลาสติกขนาดตางๆ สําหรับการปนตกตะกอนโปรโตซวั 
    เคร่ืองมือผาตัด beaker, petri-dish ,  blood couting chamber,  เปนตน 

- อุปกรณอ่ืนๆทีจ่ําเปน เชน กระดาษทิชชูอเนกประสงค  ถงุมือยางสําหรับแพทย  ผาปดจมูก 
       สําลี ฯลฯ 

 วิธกีาร 

1. คัดเลือกหนทูดลองและคัดเลือกเช้ือโปรโตซัว S. singaporensis  ทีม่ีประสิทธิภาพสูง 

1.1 คัดเลือกหนูทดลองโดยดักหนทูองขาวบาน ( Rattus rattus) จากแหลงเกษตรกรรม  
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และจากสถานที่ราชการทั้งเพศผูและเพศเมีย มาเล้ียงในหองปฏิบัติการ 1 สัปดาห และคัดเลือกหนู
ที่โตเต็มวยั สมบูรณ แข็งแรง และมีน้ําหนกัตัวระหวาง 95 -120 กรัม จาํนวน 30 ตัว (เพศผู 15 ตัว, 
เพศเมีย 15 ตัว) บันทกึน้าํหนักและเพศของหนู แลวแยกใสกรงทดลอง ละ 1 ตัว อดอาหารหนกูอน
ทําการทดลอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 คัดเลือกเช้ือโปรโตซัว S. singaporensis  ที่มีประสิทธิภาพทําใหหนูปวยและตาย  
100% โดยการใหหนูติดเชื้อ (infected rat) สายพันธุวสีตาร ทีม่ีซีสตของ S. singaporensis ใน
กลามเนื้อปริมาณสูง แกงูเหลือม จากนัน้ทดสอบประสิทธิภาพเช้ือโปรโตซัวที่ไดจากมูลงูเหลือมกบั
หนทูองขาวบาน จํานวน 10 ตัว (เพศผู 5 ตัว, เพศเมีย 5 ตัว) ดวยวิธ ีbio assay 

 2. ทดสอบการมีชีวิตของเช้ือโปรโตซัวและคุณสมบัติทางกายภาพสวนประกอบของหยื่อ  

2.1 หลังจากไดสปอรโรซีสตของเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis จากข้ันตอนที ่1  แลว 
ทดสอบการมีชีวิตของเชื้อทันที โดยการยอมดวยสี nucleic acid ทิ้งไว 24 ชั่วโมง แลวนํามา
ตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูโอเรสเซนส และคํานวณเปอรเซ็นต
การตายของเชื้อจากสูตร 

 

   % Death = [number of stained sporocyst] x 100 
                                                       [total number - number of ghost] 

 

2.2 ทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ (เชน การละลาย การแข็งตัว)  ของ food additives  
ชนิดตางๆ เชน เจล เจลาติน ผงวุนและแซนแทนกัม (Caldic ®) ในหองปฏิบัติการ เพื่อใหไดชนิด
และความเขมขนที่เหมาะทีสุ่ด ที่สามารถทําใหเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis แขวนลอยและมี
ชีวิตอยูไดนานอยางนอย 3 เดือน  

3. ทดสอบประสิทธิภาพเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม ในหองปฏิบัติการ 

3.1 บรรจุสปอรโรซีสตของเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis ที่แขวนลอยอยูในรูปแบบ 
เจล (รูปแบบใหม) ลงในเหยือ่แปงนุม แลวแบงเปน 2 กลุม คือกลุมแรกนําไปทดสอบการมีชีวิตของ
เชื้อ โดยการยอมดวยสี nucleic acid และกลุมที่ 2 นาํไปทดสอบประสิทธิภาพในการทาํใหหนูปวย
และตาย ดวยวิธี bio assay กับหนทูองขาวบาน จาํนวน 30 ตัว (เพศผู 15 ตัว, เพศเมีย 15 ตัว) ใน
หองปฏิบัติการ 

3.2 สังเกตผลและผาพิสูจนหนทูดลองท่ีตาย เพื่อตรวจสอบอวัยวะภายใน บันทึกการ 
ทดลอง และถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) 

3.1 เตรียมเหยื่อและทดสอบประสิทธิภาพ เชนเดียวกับขอ 1. หลังทิง้เหย่ือไวนาน 1 , 2 , 3  
 4 , 5 และ 6 เดือน พรอมบันทกึผลการทดลอง 
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เวลาและสถานที ่

ระยะเวลาเริม่ตน ตุลาคม 2548   สิ้นสุด กันยายน 2553  รวม  5   ป (การทดลองยงัไมเสร็จส้ิน) 
สถานที ่ดําเนนิการทดลองที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัสัตววทิยาการเกษตร ซึง่ประกอบดวย  

โรงเรือนเล้ียงงเูหลือม  โรงเล้ียงหนู และดักหนูทดลองในพ้ืนทีเ่กษตรกรรม สถานทีร่าชการ
ในกรมวิชาการเกษตร รวมถึงเขตมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1. คัดเลือกเช้ือโปรโตซัว S. singaporensis  ที่มีประสิทธิภาพ 

คัดเลือกเช้ือโปรโตซัว S. singaporensis ที่มีประสิทธภิาพสูงทําใหหนูปวยและตาย ดวย
วิธี bio assay โดยใหเชื้อแกหนูดวย feeding tube ปริมาณ 2x105 สปอรโรซีสต ไดเชื้อที่มีความ
รุนแรงทําใหหนูตาย 100% จากมูลงูเหลือมเบอร S-24 และ S- 82 

2. ทดสอบการมีชีวิตของเช้ือโปรโตซัวที่เปนสวนประกอบของหยื่อ  
เช้ือโปรโตซัวที่แขวนลอยอยูในรูปแบบเจล แลวทิ้งไวนาน 1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน 

และ 5 เดือน เมื่อนํามาทดสอบการมีชีวิต โดยการยอมดวยสี nucleic acid ซึ่งสียอมที่ชี้วัดการมี
ชีวิตของสปอรโรซีสตไดดีที่สุด คือสี Hexidium และ Syto-9 (Belosevic et al., 1997) หลังจาก
ยอมทิ้งไว 24 ชั่วโมง แลวนํามาตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูโอเรสเซนส และ
คํานวณเปอรเซ็นตการมีชีวิต พบวาสปอรโรซีสตที่แขวนลอยอยูในรูปแบบเจลยังคงมีชีวิต 100%, 
100 % , 99% , 96% และ 60 % ตามลําดับ   

3. ทดสอบประสิทธิภาพเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม ในหองปฏิบัติการ 
จากการทดสอบประสิทธิภาพในการทําใหหนูปวยและตายดวยวิธี bio assay กับหนู

ทองขาวบานในหองปฏิบัติการ โดยใหเช้ือปริมาณ 2x105 สปอรโรซีสต  สังเกตผลและผาพิสูจนหนู
ทองขาวบานที่ตาย เพื่อตรวจสอบอวัยวะภายใน พบวาเช้ือในรูปแบบเจลที่เก็บไวนาน 1 เดือน 2 
เดือน และ 3 เดือน ทําใหหนูตาย 70 % , 50 % และ 60 % ภายในเวลา 17 - 42 วัน  ซึ่งหนูที่ตาย
สวนใหญมีอาการตาแฉะ น้ําหนักลด เมื่อผาพิสูจนอวัยวะภายใน พบวาเนื้อเยื่อปอดและหัวใจมี
เลือดค่ัง บางตัวมีอาการน้ําทวมปอด ซึ่งอาการดังกลาว เกิดจากเช้ือเจริญเติบโต และเพิ่มปริมาณ
อยางรวดเร็วในเนื้อเยื่อปอด และเนื้อเยื่อหัวใจ (วิยะดา และคณะ, 2539) นอกจากนี้ยังพบวา หนูที่
ตายหลังจากไดรับเชื้อ 40 วันข้ึนไป จํานวน 2 ใน 3 มักตรวจพบซิสตในกลามเนื้อปริมาณสูง 
โดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อบริเวณชองทองและกลามเนื้อโคนขา (ภาพที่ 3)  
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จากการปรับปรุงเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล พบวาหนูยังชอบกิน และมีอายุในการเกบ็รักษา
ไดนานไมนอยกวา 3 เดือน โดยยังคงมีประสิทธิภาพในการกําจัดหนูได 50-70 % จึงเปนทางเลือก
หนึ่งที่ควรจะพัฒนาตอไปได เนื่องจากเจลมีลักษณะก้ํากึ่งระหวางของแข็งและของเหลว  โครงสราง
เจลเกิดจากโมเลกุลของสายโพลิเมอร จับกันดวยพันธะชนิดตางๆ ที่สามารถจับกับน้ําหรือสารอ่ืนที่
มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า ไวภายในได (McClements, 1999) ซึ่งในธรรมชาติ มีโพลิเมอรชีวภาพหลาย
ชนิด ที่มีคุณสมบัติการเกิดเจล เนื่องจากโพลิเมอรชีวภาพเหลานี้ มีขนาดโมเลกุลใหญและสามารถ
ละลายน้ําได เชน โพลิเมอรกลุมโพลิแซคคาไรด alginate จากเช้ือ Pseudomonas, dextran จาก
เช้ือ Leuconostoc mesenteroides และสาร xanthan จากเช้ือ Xanthomonas compestris สาร
แซนแทนกัม (xanthan gum) เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรด ที่แบคทีเรียสกุล Xanthomonas 
สรางข้ึนบริเวณผนังเซลล โดยแบคมีเรียชนิดที่นิยมนํามาผลิตสารแซนแทนไดแก X. campestris 
และ X.phaseoli (บุษราคัม,2548)  

อยางไรก็ตาม พบวาเหยื่อโปรโตซัวสําเร็จรูปที่เก็บรักษาไวนานมากกวา 3 เดือน มี
ประสิทธิภาพลดลง ดังนั้น เพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพของเช้ือและควบคุมคุณภาพของเหย่ือ
รูปแบบเจล จึงตองมีการศึกษาและพัฒนาเพิ่มเติมถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของหนู 
การเพะเล้ียงเซลล รวมถึงปจจัยอ่ืนๆเกี่ยวกับความแข็งแรงของเชื้อ ซึ่ง Rehg (1996) พบวาสาร 
dexamethasone สามารถลดระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองตอเช้ือโปรโตซัว Cryptosporidium 
pavum ได และ Schmatz (1997) รายงานวา manitol มีความสําคัญตอการมีชีวิตและความ
แข็งแรงของขบวนการขยายพันธุของโปรโตซัว Eimeria ในระยะสุดทายของการเจริญเติบโตในสัตว
อาศัย โดยพบวาระยะโอโอซีสตมี manitol สูงถึง 0.3 โมล (Mol.) ซึ่งไดจาก manitol cycle ใน
ขบวนการเมตาบอลึซึมของการขยายพันธุโปรโตซัวแบบมีเพศ ซึ่งจะเปนแหลงพลังงานที่สําคัญของ
โอโอซีสตของโปรโตซัวชนิดนี้ เมื่อถูกปลอยออกสูส่ิงแวดลอม  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ผลการทดสอบความชอบตอเหย่ือรูปแบบใหม ของหนทูองขาวบาน จาํนวน 30 ตัว (เพศผู 
15 ตัว, เพศเมีย 15 ตัว) ในหองปฏิบัติการ พบวาหนูทองขาวบานทัง้สองเพศ ชอบกินเหยื่อแปงนุม

รูปแบบใหมไมแตกตางกนัทางสถิติ (P0.05)  และเช้ือที่อยูในสาร xanthan gum นาน 1 เดือน, 2 
เดือน, 3 เดือน,4 เดือน และ 5 เดือน ยังคงมีชีวิต 100%, 100 %, 99%, 96% และ 60% ตามลําดับ  
เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio assay พบวาทาํใหหนูทดลองตาย 70 
% , 50 % และ 60 % ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   จากการผาพิสูจนหนทูี่ตาย 
พบวาหนูที่ตายสวนใหญตาแฉะ น้าํหนักลด น้าํทวมปอด และหนูที่ตายหลังจากไดรับเชื้อ 40 วันข้ึน
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ไป ประมาณ 70 % มักตรวจพบซิสตในกลามเนื้อปริมาณสูง โดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อบริเวณชอง
ทองและกลามเนื้อโคนขา  

จากการปรับปรุงเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล พบวาหนูยังชอบกิน และเหย่ือที่เก็บรักษานาน 
3 เดือน ยังคงมีประสิทธิภาพดีในการกําจัดหนูได 50 -70 % ดังนั้นเหยื่อดัดแปลงรูปแบบเจล จาก
ผงแซนแทนกัม จึงเปนทางเลือกหนึ่งที่ควรจะพัฒนาตอไปได เนื่องจากแซนแทนกัมมีลักษณะก้ํากึ่ง
ระหวางของแข็งและของเหลว  จึงสามารถจับกับน้ําไวภายในได ซึ่งลักษณะดังกลาว จะชวยให
สปอรโรซีสตมีชีวิตนานข้ึน 

อยางไรก็ตาม พบวาเหยื่อโปรโตซัวสําเร็จรูปที่เก็บรักษาไวนานกวา 3 เดือน มีประสิทธิภาพ
ลดลง ดังนั้น เพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพของเช้ือและควบคุมคุณภาพของเหย่ือรูปแบบเจล จึง
ตองมีการศึกษาและพัฒนาเพิ่มเติมถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของหนู การเพาะเล้ียง
เซลล รวมถึงปจจัยอ่ืนๆเก่ียวกับความแข็งแรงของเช้ือ เพื่อใหเหมาะสมยิ่งข้ึนสําหรับการผลิตเปน
สารชีวินทรียกําจัดหนูในเชิงพาณิชย และสามารถถายทอดใหแกผูที่สนใจได 

คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ คุณบุษราคัม อุดมศักด์ิ นักวิชาการโรคพืชชํานาญการพิเศษ กลุมวิจัยโรคพืช 
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ที่อนุเคราะหแซนแทนกัม สําหรับการทดลองในคร้ังนี้ และ
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  ภาพที่ 1 แสดงวงจรชีวิตของเช้ือโปรโตซวั Sarcocystis  singaporensis  ที่มีวงจรชีวิต 
        และมีการขยายพันธุโดยมีสัตวอาศัยระหวางหน ูและงูเหลือม 
      (ที่มา : Jaekel, 1996) 
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ภาพที ่2 : กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางชวงเวลา และเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสปอรโรซีสต  
                  ทีเ่ก็บรักษาในสภาพตางๆ  
         (ที่มา : ยุวลักษณ และคณะ, 2542 และ Jaekel,1996)  
 

                        

    ก      ข 

ภาพที ่3 : หนูทองขาวบาน (Rattus rattus) ที่ตายหลังจากกินเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหม 
             ก หนูทองขาวบาน ที่ตายภายหลังไดรับเชื้อ 19 วัน มีอาการตาแฉะ และน้าํหนักลด  

ข หนทูองขาวบาน ที่ตายภายหลังไดรับเชื้อ 42 วนั พบซีสตปริมาณสูงในกลามเนื้อ      
  โดยเฉพาะ บริเวณหนาทองและกลามเนื้อบริเวณโคนขา 
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ศึกษาระยะเวลา การเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม 
 

ดาราพร รินทะรักษ   ยุวลกัษณ ขอประเสริฐ       กรแกว เสือสะอาด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา    สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
____________________________ 

รายงานความกาวหนา 

คัดเลือกเช้ือโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay 
กอนนํามาผลิตเหย่ือรูปแบบใหมที่ ไดเชื้อที่มีความรุนแรงทําใหหนูตาย 100% จากมูลงูเหลือมเบอร 
S-24 และ S -82 มาผลิตเหย่ือรูปแบบใหมโดยเติมสาร แซนแทนกัม (xanthan gum) มีคุณสมบัติที่
เหมาะสมทําใหสปอรโรซีสตของโปรโตซัวมีชีวิตนานข้ึน จากการตรวจสอบการมีชีวิตของเชื้อ S. 
singaporensis ที่อยูใน xanthan gum และถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน, 
2 เดือน และ 4 เดือน พบวาเช้ือยังคงมีชีวิต 100 %, 100 % และ 96 % ตามลําดับ จากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio assay พบวาเหยื่อที่เก็บไวที่อุณหภูมิดังกลาว ทําให
หนูทดลองตาย 70 % , 50 % และ 60 % ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   การทดลอง
นี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม 
นาน 6 เดือน โดยเก็บในสภาพที่แตกตางกัน 6 กรรมวิธี (เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-02-02-52 
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คํานํา 

ปรสิตโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis เปนสารชีวินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
กําจัดหนู โดยไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตอ่ืน และถึงแมวาในปจจุบันไดมีการผลิตเปนเหย่ือโปรโตซัว
สําเร็จรูปแลว โดยปรับปรุงจากเหย่ืออาหารแบบแปงนุม (เหยื่อไบเออร) สูตรด้ังเดิมที่ไดรับจาก 
Dr.Endopol ผูเช่ียวชาญดานหนูของสถาบันสุขภาพสัตวของบริษัทไบเออร ในสหพันธสาธารณรัฐ
เยอรมนี   คุณสมบัติของเหย่ือที่ดีควรมีลักษณะที่หนูชอบกิน ราคาไมแพง หาไดงายในทองถิ่น และ
เก็บไดนานโดยประสิทธิภาพในการกําจัดหนูไมเปล่ียนแปลง (Henderson et. al., 2002) เหยื่อโปร
โตซัวสําเร็จรูปที่ใชในปจจุบัน เปนการปรับปรุงองคประกอบของอาหารบางชนิด โดยใชวัสดุที่มีใน
ประเทศไทยทดแทนสูตรด้ังเดิม อยางไรก็ตาม เหยื่อโปรโตซัวสําเร็จรูปที่ผลิตในปจจุบันยังมี
ขอจํากัดอยูหลายประการ เชน มีอายุการเก็บรักษาส้ันเพียง 1 เดือน เนื่องจากรูปแบบของเหยื่อยัง
ไมเหมาะสมพอที่จะใหเชื้อมีชีวิตอยูไดนาน ยุวลักษณ และคณะ (2542) พบวาปจจัยที่ทําใหเชื้อ
โปรโตซัวตาย คือน้ํามันพืชซึ่งใชเปนสวนผสมของเหยื่อ โดยปดกั้นการใชออกซิเจนของสปอรโร
ซอยต (sporozoite) ที่อยูในสปอรโรซีสต เปนผลทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดหนูลดลง  

 Beaver and Maleckar (1981) พบวาในมูลงูเหลือม นอกจากจะพบสปอรโรซีสตของ S. 
singaporensis    แลว ยังพบสปอรโรซีสต S. vilivillosi และ S. zamani ซึ่งสปอรโรซีสตเหลานี้ 

สามารถเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 C ไดประมาณ 2 ป โดยยังคงประสิทธิภาพสูง ทําใหหนู
ที่ติดเชื้อปวยและตายได  

Belosevic et al. (1997) ใชสียอมในกลุม nucleic acid เพื่อตรวจวัดการมีชีวิตของโอโอ
ซีสตของปรสิต Crytosporidium parvum ในหลอดทดลอง และสรุปวาสียอมที่ตรวจวัดการมีชีวิต
ของโอโอซีสตไดดีที่สุด คือสี Hexidium and Syto-9   

ในป 2549 ไดทดสอบความชอบของหนูทองขาวบานในหองปฏิบัติการ พบวาอาหารที่หนู
ทองขาวบานชอบกินมากที่สุด 3 อันดับแรก คือ ปลาซารดีน ขาวกลอง และอาหารหนูชนิดเม็ด คิด
เปน 100.00%, 72.40% และ 70.25% ตามลําดับ ทําการทดลองนําเช้ือโปรโตซัว S. 
singaporensis ที่แขวนลอยอยูในรูปแบบเจลมาผลิตเหยื่อโปรโตซัว ทิ้งไว 1 เดือน แลวนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพในหองปฏิบัติการ ดวยวิธี pathogenecity test กับหนูทองขาวบาน 10 ตัว 
พบวาสามารถทําใหหนูปวยและตาย 100%  ในการปรับปรุงเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบเดิมที่ยังคงมี
ขอจํากัดดังกลาว  ควรมีการศึกษาวิจัยและปรับปรุงสูตรอาหารและรูปแบบของเหยื่อโปรโตซัว
กําจัดหนูสําเร็จรูป และศึกษาอายุการเก็บรักษาไปพรอมๆกัน เพื่อใหไดวิธีการเก็บรักษาเหย่ือโปรโต
ซัวรูปแบบที่เหมาะสมที่สุด  
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วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

-    สัตวทดลองสําหรับผลิตเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis และทดสอบเหยื่อโปรโตซัว          
ไดแก งูเหลือม (Python reticulatus) หนทูองขาวบาน (Rattus rattus) และหนทูดลองสาย
พันธุวีสตาร (Rattus novegicus; Wistar rat)  

- กรงทดลองประเภทตางๆ ไดแก กรงเล้ียงงู กรงเล้ียงหนู กรงดักหนูเปน กรงทดสอบเด่ียว 
พรอมขวดน้าํ 

- เหยื่อแปงนุม ประกอบดวย แปงสาลี  เมล็ดขาวโพดบด น้ําตาลทราย น้ํามันขาวโพด 
อาหารหนูชนิดเม็ด และแปงทัลคัม (talcum powder)  

- อาหารหนูสําเร็จรูป วัสดุเกษตรอ่ืนๆสําหรับเปนอาหารเสริมใหสัตวทดลอง และใชดักหน ู
      -     สารเคมี เชน น้าํตาลกลูโคส gelatin ,nucleic acid , ethyl alcohol, xanthan gum 
      -     อุปกรณวิทยาศาสตร  เชน  ขวดพลาสติกขนาดตางๆ สําหรับการปนตกตะกอนโปรโตซวั 
    เคร่ืองมือผาตัด beaker, petri-dish ,  blood couting chamber,  เปนตน 

วิธีการ 

ข้ันตอนที1่. ผลิตเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบเจล ที่มีเชื้อ Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 2x105 

สปอรโรซีสต บรรจุอยูภายในเหยื่อแปงนุมดัดแปลง ทีม่ีสวนผสมดังนี้  
น้ํามนัขาวโพด : แปงทัลคัม :เมล็ดขาวโพดบด :น้ําตาลทราย :แปงสาลี :อาหารหนูชนิดเม็ด 
อัตราสวน = 20 : 5 : 7 : 8 : 50 : 10  

ข้ันตอนที2่ ศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซวัรูปแบบใหม ทาํการทดลอง ดังนี ้
2.1 นําเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล จํานวน 600 ซอง ไปเก็บในสภาพที่แตกตางกัน  

6 กรรมวิธ ี(treatment) กรรมวิธีละ 100 ซอง เปนเวลานาน 5 เดือน ดังนี ้ 
กรรมวิธีที ่1 เก็บที่อุณหภูม ิ -3 ± 1 องศาเซลเซียส  
กรรมวิธีที ่2 เก็บที่อุณหภูม ิ -3 ± 1 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด) 
กรรมวิธีที ่3 เก็บที่อุณหภูม ิ  5 ± 1 องศาเซลเซียส   
กรรมวิธีที ่4 เก็บที่อุณหภูม ิ  5 ± 1 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด)  
กรรมวิธีที ่5 เก็บที่อุณหภูม ิ30 ± 2 องศาเซลเซียส   
กรรมวิธีที ่6 เก็บที่อุณหภูม ิ30 ± 2 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด)  
กรรมวิธีที ่7 เชื้อโปรโตซัวแขวนลอยในน้าํเกลือ PBS 1% เก็บที่อุณหภูมิ 5 ± 1  

       องศาเซลเซียส 
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2.2  หลังทําการทดลองในขอ 1. เปนระยะเวลา  1 เดือน, 2 เดือน, 3 เดือน，4 เดือน, 5 
เดือน และ 6 เดือน สุมเลือกเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล ทั้ง 6 กรรมวิธีๆ ละ 10 ซอง เปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีที่ 7 โดยนํามาทดสอบประสิทธิภาพดวยวิธี bio assay กับหนูทองขาวบาน จํานวน 10 ตัว/
กรรมวิธี (ตามวิธีมาตรฐานของ ASTM ) สังเกตและผาพิสูจนหนูทดลอง เพื่อตรวจสอบซีสตใน
กลามเนื้อและอวัยวะภายใน  บันทึกการทดลอง  และถายภาพใตกลองจุลทรรศน  ( light 
microscope) 

2.3 ในแตละเดือน ทาํการสุมเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล ทัง้ 6 กรรมวิธีๆ ละ 10 ซอง 
ละลายในน้ํากล่ัน เพื่อตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือโปรโตซัว ดวยการยอมสี nucleic acid  ทิ้งไว 24 
ชั่วโมง แลวนํามาตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือ ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูโอเรสเซนส และ
คํานวณเปอรเซ็นตการตายของเชื้อจากสูตร 
   % Death = [number of stained sporocyst] x 100 
                                                       [total number - number of ghost) ] 

การบันทึกขอมูล 
 1. บันทึกเพศ น้ําหนกัหนทูดลอง ทั้งกอนและหลังการทดลอง 
 2. บันทึกวันทีเ่ร่ิม ส้ินสุด และระยะเวลาทีห่นทูดลองตาย 
 3. บันทึกขอมลูอุณหภูมิ ความชื้นสัมพทัธของทั้ง  6 กรรมวิธ ีตลอดระยะเวลาทดลอง 
 4. บันทึกเปอรเซ็นตการตายของสปอรโรซีสตหลังจากยอมดวยสี nucleic acid  
 5. บันทึกชนิดและปริมาณซสีตในกลามเนือ้หนทูดลอง พรอมถายภาพ 
 6. บันทึกขอมลูอ่ืนๆ ที่สังเกตได ตลอดการทดลอง 

เวลาและสถานที ่

ระยะเวลาเริม่ตน ตุลาคม 2551   สิ้นสุด กันยายน 2553  รวม  2   ป (การทดลองยงัไมเสร็จส้ิน) 
สถานที ่ดําเนนิการทดลองที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัสัตววทิยาการเกษตร ซึง่ประกอบดวย  

โรงเรือนเล้ียงงเูหลือม  โรงเล้ียงหนู และดักหนูทดลองในพ้ืนทีเ่กษตรกรรม สถานทีร่าชการ
ในกรมวิชาการเกษตร รวมถึงเขตมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ไดเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหมที่มีการเติมสาร แซนแทนกัม (xanthan gum)และมีเช้ือ 
Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 2x105 / เม็ด โดยการคัดเลือกเชื้อโปรโตซัว Sarcocystis 
singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay จากมูลงูเหลือมเบอร S-24 และ S -82 โดย 
แซนแทนกัม (xanthan gum) มีคุณสมบัติที่เหมาะสมทําใหสปอรโรซีสตของโปรโตซัวมีชีวิตนานข้ึน 



 

 

 

754 

สามารถจับกับน้ําและสารอื่นที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าไวภายในได นอกจากนี้สารแซนแทนกัม ยัง
สามารถละลายน้ําไดที่อุณหภูมิปกติ  

การตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือ S. singaporensis ที่อยูใน xanthan gum และถูกเก็บที่
อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน, 2 เดือน และ 4 เดือน พบวาเช้ือยังคงมีชีวิต 100 %, 
100 % และ 96 % ตามลําดับ และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio 
assay พบวาเหย่ือที่เก็บไวที่อุณหภูมิดังกลาว ทําใหหนูทดลองตาย 70 % , 50 % และ 60 % 
ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   การทดลองนี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการศึกษาผล
ของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม นาน 6 เดือน โดยเก็บในสภาพที่แตกตาง
กัน 6 กรรมวิธี (เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม)  

คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ นายทรงทัพ แกวตา เจาพนักงานการเกษตรชํานาญงาน และนายโยฆินทร 
โพธิ์ศรี เจาหนาที่กลุมงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร ที่ชวยดักหนู ดูแลหนูทดลอง เชน ใหอาหาร 
เปล่ียนกรง ทําความสะอาดกรง และช่ังน้ําหนักหนู ตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง และขออุทิศ
ผลงานใหแกสัตวทดลองทุกชีวิต ที่มีสวนทําใหงานวิจัย สําเร็จลุลวงดวยดี 
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ทดสอบประสิทธิภาพเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหม ในการปองกันกําจัดหนู 
 

ดาราพร รินทะรักษ   ยุวลกัษณ ขอประเสริฐ       กรแกว เสือสะอาด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา    สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
____________________________ 

รายงานความกาวหนา 

ผลิตเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหมในหองปฏิบัติการ โดยคัดเลือกเช้ือโปรโตซัว Sarcocystis 
singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay ไดเช้ือที่มีความรุนแรงทําใหหนูตาย 100% จาก
มูลงูเหลือมเบอร S-24 และ S -82 การทดลองนี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการพัฒนาสูตรและ
รูปแบบที่เหมาะสมในหองปฏิบัติการ พรอมกับศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาเหย่ือโปรโต
ซัวรูปแบบใหม สําหรับนําไปทดสอบประสิทธิภาพเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหมในแปลงทดลอง 
ขณะเดียวกันไดติดตามขอมูลระบาดของหนูในพื้นที่เกษตรกรรรมและการสํารวจประชากรหนูดวย
วิธีการตางๆ และติดตอแปลงทดลองสําหรับทดสอบประสิทธิภาพเหย่ือโปรโตซัว ในสภาพไร   

คํานํา 

ต้ังแตป 2536 – 2545 กรมวิชาการเกษตร องคการความชวยเหลือทางดานวิชาการของ
สหพันธสาธารณรัฐเยอรมัน (GTZ) และบริษัทไบเออร จํากัด ไดรวมกันทําการวิจัยโปรโตซัว 
Sarcocystis singaporensis และพบวาปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้เปนชีวินทรียกําจัดหนูที่มี
ประสิทธิภาพสูง ทําใหหนูสกุลทองขาว (Rattus sp.) และสกุลหนูพุก (Bandicota sp.) ปวยและ
ตาย 100%ในหองปฏิบัติการ และตาย 71% - 92% ในแปลงที่ทดลองในฟารมไก นาขาว และสวน
ปาลมน้ํามัน (ยุวลักษณ และคณะ,2539 ; ยุวลักษณ และคณะ,2540; ยุวลักษณ และคณะ,2542) 
โดยไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตอ่ืนในสภาพแวดลอม นอกจากนี้โปรโตซัวชนิดนี้ไมสามารถ
เจริญเติบโตและพัฒนาตอไปไดในสัตวชนิดอ่ืน หรือแมกระทั่งหนูในสกุล Mus sp. (Jaekel et. 
al.,1999)  
 ปจจุบัน มกีารนําเช้ือโปรโตซัวชนิดดังกลาว มาผลิตเปนเหยื่อโปรโตซัวกําจัดหนสํูาเร็จรูป 
โดยปรับปรุงจากเหย่ืออาหารแบบแปงนุม (เหยื่อไบเออร) สูตรด้ังเดิมที่ไดรับจาก D r . E n d o p o l 
ผูเชี่ยวชาญดานหนูของสถาบันสุขภาพสัตวของบริษัทไบเออร สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี  แต
เหยื่อสําเร็จรูปที่ใชในปจจุบัน ยังมีขอจาํกัด คือ มีอายุการเก็บรักษาส้ันเพยีง 1  เดือน จึง
ทําการศึกษาวิจัยและปรับปรุงสูตรและรูปแบบของเหยื่อโปรโตซัวกาํจัดหนูสําเร็จรูป และศึกษาอาย ุ
    
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-06-03-02-52 
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การเก็บรักษาไปพรอมๆกัน ทั้งนี้ นอกจากการทดสอบประสิทธิภาพในหองปฏิบัติการแลว จะตองมี
การทดสอบประสิทธิภาพในสภาพแปลงทดลองไปดวย เพื่อใหไดขอมูลที่ครบถวนและสามารถ
นําไปใชไดจริง และสามารถถายทอดแกเกษตรกรหรือผูที่สนใจได 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

-    สัตวทดลองสําหรับผลิตเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis และทดสอบเหยื่อโปรโตซัว          
ไดแก งูเหลือม (Python reticulatus) หนทูองขาวบาน (Rattus rattus) และหนทูดลองสาย
พันธุวีสตาร (Rattus novegicus; wistar rat)  

- กรงทดลองประเภทตางๆ ไดแก กรงเล้ียงงู กรงเล้ียงหนู กรงดักหนูเปน กรงทดสอบเด่ียว 
พรอมขวดน้าํ 

- เหยื่อแปงนุม ประกอบดวย แปงสาลี  เมล็ดขาวโพดบด น้ําตาลทราย น้ํามันขาวโพด 
อาหารหนูชนิดเม็ด และแปงทัลคัม (talcum powder)  

- อาหารหนูสําเร็จรูป วัสดุเกษตรอ่ืนๆสําหรับเปนอาหารเสริมใหสัตวทดลอง และใชดักหน ู
      -     สารเคมี เชน น้าํตาลกลูโคส gelatin ,nucleic acid , ethyl alcohol, xanthan gum 
      -     อุปกรณวิทยาศาสตร  เชน  ขวดพลาสติกขนาดตางๆ สําหรับการปนตกตะกอนโปรโตซวั 
    เคร่ืองมือผาตัด beaker, petri-dish ,  blood couting chamber,  เปนตน 

- อุปกรณอ่ืนๆทีจ่ําเปน เชน กระดาษทิชชูอเนกประสงค  ถงุมือยางสําหรับแพทย  ผาปดจมูก 
       สําลี ฯลฯ 

วิธีการ 

ข้ันตอนผลิตเหย่ือโปรโตซวัในรูปแบบเจล (ในหองปฏิบัติการ)  

1. ผลิตเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบเจลที่มีเชื้อ Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 2x105 

สปอรโรซีสต บรรจุอยูภายในเหยื่อแปงนุมดัดแปลง ทีม่ีสวนผสมดังนี้  
น้ํามนัขาวโพด :แปงทัลคัม :เมล็ดขาวโพดบด :น้ําตาลทราย :แปงสาลี :อาหารหนูชนิด
เม็ด  อัตราสวน = 20 : 5 : 7 : 8 : 50 : 10  

2. ทดสอบการมีชีวิตของเช้ือในเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบจลดวยวิธี nucleic acid staining  
3. ทดสอบประสิทธิภาพเช้ือที่บรรจุในเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหมดวยวิธี bio assay กับ

หนูสกุลทองขาว จํานวน 30 ตัว สังเกตและบันทึกผลการทดลอง 
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ข้ันตอนทดสอบประสิทธิภาพเหยื่อรูปแบบเจล (ในแปลงทดลอง ) ทําการทดลอง ดังนี ้

1. กําหนดพื้นที่และวัดขนาดแปลงทดลอง จํานวน 4 แปลง วางแผนการทดลองแบบ 
RCB ดังนี้  
แปลงที่ 1 แปลงเปรียบเทียบ (ไมมีการวางเหยื่อโปรโตซวั)  
แปลงที่ 2 แปลงเปรียบเทียบ (วางเหย่ือพษิราคูมิน) 
แปลงที่ 3 วางเหยื่อโปรโตซวัแปงนุมรูปแบบเดิม   
แปลงที่ 4 วางเหยื่อโปรโตซวัรูปแบบใหม (รูปแบบเจล) 

2. ประเมินประชากรหนูในแตละแปลง โดยใชเหยื่อลอ และสังเกตุพรอมบันทึกปริมาณ
การกินเหย่ือของหนู ติดตอกัน 3 คืน ควบคูกับสํารวจรอยตีนหนู และดักหนู เพื่อนํามา
คํานวณหาจํานวนประชากรหนู ในแตละแปลงทดลอง 

3. เร่ิมวางเหยื่อโปรโตซัวตามแผนการทดลอง จํานวน 2 คร้ังๆละ 2 คืนติดตอกัน โดยแต
ละคร้ังหางกัน 15 วัน พรอมสังเกตุและบันทึกปริมาณการกินเหยื่อของหนู 

4. หลังการวางเหยื่อโปรโตซัวตามแผนทดลอง 15 วัน ทําการสํารวจประชากรหนู 
เชนเดียวกับขอ 2 และดักหนูในแปลงทดลองท้ังที่มีชีวิต และซากหนูที่เพิ่งตาย มาผา
พิสูจน ในหองปฏิบัติการ 

เวลาและสถานที ่

ระยะเวลาเริม่ตน ตุลาคม 2551   สิ้นสุด กันยายน 2553 รวม 2  ป (การทดลองยังไมเสร็จส้ิน) 
สถานที่ ดําเนินการทดลองที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร ซึ่งประกอบดวย   

โรงเรือนเล้ียงงูเหลือม  โรงเล้ียงหนู และแปลงทดลองในพื้นที่เกษตรกรรม  

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

การคัดเลือกเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis  ที่มีประสิทธิภาพ   

จากการคัดเลือกเช้ือโปรโตซวั S. singaporensis ทีม่ีประสิทธิภาพสูงทําใหหนปูวยและ
ตาย 100% ดวยวธิี bio assay ไดเชื้อที่มีความรุนแรงทาํใหหนูตาย 100% จากมูลงเูหลือมเบอร S-
24 และ S- 82 

การทดสอบการมีชีวิตของเชื้อโปรโตซัวที่เปนสวนประกอบของหยื่อ 

การตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือ S. singaporensis ที่อยูใน xanthan gum และถูกเก็บที่
อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน และ 5 เดือน เมื่อนํามายอม
ดวยสีซึ่งสามารถตรวจวัดการมีชีวิตของสปอรโรซีสตไดดีที่สุด คือสี Hexidium และ Syto-9 
(Belosevic et al., 1997) หลังจากยอมทิ้งไว 24 ชั่วโมง แลวนํามาตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน
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แบบใชแสงฟลูโอเรสเซนส และคํานวณเปอรเซ็นตการมีชีวิต พบวาสปอรโรซีสตที่แขวนลอยอยูในเจ
ลแซนแทนกัม มีชีวิต 100%, 100 % , 99% , 96% และ 60 % ตามลําดับ   

การทดสอบประสิทธิภาพเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหม ในหองปฏิบัติการ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมในการทําใหหนูปวยและตายดวยวิธี 
bio assay พบวาเหย่ือที่เก็บไวที่อุณหภูมิ อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน ทําใหหนู
ทดลองตาย 70 % โดยเหย่ือที่เก็บไว 2 เดือน ทําใหหนูตายลดลง 50 % และเหย่ือที่เก็บไว 4 เดือน 
ทําใหหนูตาย 60 % ซึ่งหนูที่ตายสวนใหญมีอาการตาแฉะ น้ําหนักลด เมื่อผาพิสูจนอวัยวะภายใน 
พบวาเนื้อเยื่อปอดและหัวใจมีเลือดค่ัง บางตัวมีอาการน้ําทวมปอด ซึ่งอาการดังกลาว เกิดจากเชื้อ
เจริญเติบโต และเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วในเนื้อเยื่อปอด และเนื้อเยื่อหัวใจ (วิยะดา และคณะ, 
2539) นอกจากนี้ยังพบวา หนูที่ตายหลังจากไดรับเช้ือ 40 วันข้ึนไป จํานวน 2 ใน 3 มักตรวจพบ
ซิสตในกลามเนื้อปริมาณสูง โดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อบริเวณชองทองและกลามเนื้อโคนขา  

การทดลองนี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการศึกษาผลของอุณหภูมิและทดสอบประสิทธิภาพ
ตอการเก็บรักษาเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหม ที่เก็บไวนาน 6 เดือน ซึ่งเก็บในสภาพที่แตกตางกัน 6 
กรรมวิธี ในหองปฏิบัติการ (เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม) กอนนําไปทดสอบประสิทธิภาพเหย่ือโปร
โตซัว ในสภาพไร   
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เอกสารอางอิง 

ยุวลักษณ ขอประเสริฐ วิยะดา สีหะบุตร เสริมศักด์ิ หงสนาค และกรแกว เสือสะอาด .2539.  
การศึกษาชนดิของโปรโตซัวที่เปนปรสิต ในหนูพกุใหญและหนพูุกเล็ก. รายงายผลการวิจยั
ป 2539. กองกีฏและสัตววทิยา กรมวิชาการเกษตร  หนา 254. 

ยุวลักษณ ขอประเสริฐ   เสริมศักด์ิ หงสนาค  T. Jaekel  กรแกว เสือสะอาด  ปราสาททอง พรหม 
เกิด และ ชวูิทย สุขปราการ. 2542.  การใชโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ชีวินท
รียกําจัดหน ูชนิดใหม เพื่อควบคุมหนูในประเทศไทย. 43 หนา. 
 
 



 760 

ยุวลักษณ ขอประเสริฐ เสริมศักด์ิ หงสนาค กรแกว เสือสะอาด เกรียงศักด์ิ หามะฤทธิ์ ปยาณี หน ู
กาฬ  และพวงทอง บุญทรง, 2544. หนูและการปองกันกําจัด.  กลุมงานสัตววิทยา
การเกษตร กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร โรงพิมพชุมนุมสหกรณการเกษตร
แหงประเทศไทย  136 หนา. 

Jaekel,T., Khprasert,Y ., Endepol,S., .Acher-Baumann,C.,Suesa-ard, K., Promkerd,K.,  
Kliemt, D.,Boonsong ,P. and Hongnark,S.1999. Biological Control of rodents 
using Sarcocystis singaporensis. Int., J., Parasitol. 29 : 1321-1330. 

 
 



 761

คัดเลือกสายพันธุบาซลิลัส และทดสอบประสิทธิภาพควบคุมหอยเชอร่ี         
และ หอยทากบก 

Efficacy Test and Bacillus Selection  for Controlling Land Snail and         
Golden Apple Snail 

 
ปราสาททอง  พรหมเกิด                    ชมพูนทุ  จรรยาเพศ 
อัจฉรา  ตันติโชดก                        ดาราพร  รินทะรักษ 

กลุมกีฏและสัตววทิยา  สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

   

บทคัดยอ 

ศึกษาประสิทธิภาพของบีท;ี Bacillus  thuringiensis  11 สายพันธุกับหอยเชอร่ีและหอยทากบก 6
ชนิดในหองปฏิบัติการตามแผนการทดลอง CRD 12 กรรมวิธี 3 ซ้าํ  หลังทดสอบ 72 ชั่วโมง  พบวา
หอยเชอร่ีทีท่ดสอบดวย บีทสีายพนัธุ 1-6 ที่อัตรา10 7เซลลตอ บีคเกอร หอยทุกกลุมตาย 0 %  สาย
พันธุ 7-9 ที่อัตรา 1 กรัมตอ บีคเกอร หอยตาย 66.66 , 100  และ 100  % ตามลําดับ  สายพนัธุ  
10-11 ที่อัตรา 1 มล. ตอบีคเกอร  หอยตาย 0 และ100 % ตามลําดับ   เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
0% หอยซัคซิเนีย  หอยเลขหนึ่ง และหอยเจดียทีท่ดสอบดวย บีท ีสายพันธุ  1-6  ที่อัตรา 106 เซลล
ตอ กลอง สายพนัธุ 7-9 ที่อัตรา 0.4 กรัมตอ กลอง สายพนัธุ 10-11 ที่อัตรา 0.1 มล.ตอกลอง พบวา
หอยซัคซิเนียที่ทดสอบดวยบีทีสายพนัธุที1่-6ตาย 0% สายพนัธุ 7-11หอยตาย100%เปรียบเทียบ 
กับกลุมควบคุม 0 % หอยเลขหนึง่และหอยเจดียทีท่ดสอบ บีท ีสายพนัธุ  1-6 หอยทั้งสองชนิดไม
ตาย สายพันธุ  7-9  ตาย 100, 100, 100  และ 86.33  , 100, 86.33  % ตามลําดับ  สายพันธุ 10-
11 ตาย 5  , 25  และ0 , 0 % ตามลําดับเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 0 % สวนหอยดักดาน  หอย
สาริกา  และหอยทากยักษทีท่ดสอบดวย บีท ีสายพันธุ 1-6 ที่อัตรา 3 x10 7เซลล ตอกลอง สาย
พันธุ 7-9 ที่อัตรา 0.8 กรัมตอ กลอง สายพันธุ 10-11 ทีอั่ตรา 0.5 มล.ตอกลอง  พบวา สายพันธุ 1-
6 หอยทั้ง 3 ชนิด ตาย 0 % สายพนัธุ  7-9  หอยดักดานตาย 66.67 ,100 และ 0 % ตามลําดับ  
หอยสาริกาตาย 100, 100 และ 11.0  % ตามลําดับ  หอยทากยักษตาย 50 ,100 และ22.33 % 
ตามลําดับ สายพนัธุ 10  ตาย 100 ,100และ 75%ตามลําดับ และสายพนัธุ 11หอยทั้ง 3 ชนิด ตาย 
0 % เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม 0%  เมื่อศึกษาเนื้อเยื่อวิทยาของหอยแตละชนิด หลังทดสอบดวย
บีทีโดยทําสไลดถาวรทีย่อมสีฮีมาท็อกไซลนิและอีโอซินพบวาหอยที่ตายมีเซลลและเนื้อเยื่ออวัยวะ
      
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-03-01-51 
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ตับของหอยเชอร่ี หอยซัคซิเนีย หอยเลขหนึ่ง หอยเจดียถูกทาํลายหลังทดสอบ 48 ชั่วโมงและหอย
ดักดาน หอยสาริกา หอยทากยกัษ ที ่ 72ชั่วโมง และทดสอบประสิทธิภาพบีท;ีBactospeine และ 
Xenteri  กับหอยซัคซิเนีย หอยเลขหน่ึง หอยเจดีย หอยดักดานและหอยสาริกาในอางซีเมนตโดยใส
หอยซัคซิเนีย หอยเลขหนึง่ หอยเจดียชนดิละ10ตัว/อางหอยดักดานและหอยสาลิกาชนิดละ 5ตัว/
อาง ตามแผนการทดลองRCB 5 กรรมวิธ ี4ซ้ําคือใส  

Bactospeine และ Xenteri อัตรา40กรัม/อางดวยการพนใหถูกตัวหอยและผสมอาหาร
หวานใหหอยกินเปรียบเทียบกับกรรมวิธคีวบคุม หลังทดสอบ4วัน พบวาบีททีั้ง 2ชนิดฆาหอยซัคซิ
เนีย 45-75%หอยเลขหนึง่ 20-35% หอยเจดีย ได 20 -60%หอยดักดาน 15-50%และหอยสาริกา
20-6โดยวิธกีารพนบีทีจะมีประสิทธิภาพดีกวาการหวานเหยื่อ 

คํานํา 

หอยฝาเดียว (gastropods) จะมีแหลงอาศัยไดทั้งในน้าํและบนบกและบางชนิดอาศัยอยู
บนตนไม  หอยจึงกนิอาหารไดหลากหลายทัง้พืชน้ํา พืชผัก  ผลไม ซากพืช  ซากสัตว เห็ดชนิดตางๆ 
เปนตนจึงมหีอยหลายชนิดที่เปนศัตรูพืชเศรษฐกิจ  ที่เปนพืชน้ําไดแก หอยเชอร่ีกัดกินขาว บัว  
ผักบุง  ผักกระเฉด และกระจับ เปนตน   โดยเฉพาะขาว  หอยกัดกนิขาวในระยะกลา  อายุ 10-20 
วัน  (ชมพูนทุและคณะ 2532)  กินเกงสามารถกินไดถงึ 50%  ของน้ําหนกัตัว (Gurrero, 1989)  
สามารถเพิ่มประชากรไดรวดเร็ว   เนื่องจากหอยเจริญเติบโตและวางไขคร้ังละจํานวนมากอาจมาก
ถึง 3,000  ฟองตอกลุมไขและไขฟกเปนลูกหอยไดมากกวา 90 % (ชมพูนทุและคณะ 2534)  จงึมี
การแพรระบาดและทําความเสียหายอยางมาก เกษตรกรจึงทําการปองกนักาํจัดดวยสารเคมี    
ชมพนูุทและคณะ (2542)   ไดทดสอบและแนะนําสารเคมีกําจัดหอยคือ นิโคลซาไมดและเมทัลดี
ไฮด  สามารถนํามาฆาหอยไดดี  นอกจากนีย้ังมีการทดลองใชสารสกัดจากพืชหลายชนิดมากําจัด
หอย เชน สะเดา  หางไหล  มะคําดีควาย  มะไฟนกคุม  เทียนหยด  ลําโพงเปนตน  ปราสาททอง
และคณะ (2545)  ไดพบวาสารสกัดมะคําดีควายสามารถนํามากําจัดหอยเชอร่ี   และหอยทากบก
ไดโดยสารซาโปนินในสารสกัดมะคําดีควายมีผลทําใหเซลลในอวัยวะตางๆ ของหอยถูกทําลาย   
สงผลใหหอยเหลานั้นตายในที่สุด   นอกจากน้ียงัมหีอยทากบกหลายชนิดที่เปนศัตรูพืชทั้ง พชืผัก 
ไมผลและไมดอกไดแกหอยอําพนั      หอยเลขหน่ึง  หอยเจดีย และ หอยทากยักษเปนตน จะกัดกิน
ทั้ง ราก ลําตน ใบ ดอกและผลของพืช  โดยเฉพาะตนกลาพชืเกือบทุกชนิดจะถกูกัดกินไดรับความ
เสียหาย    อาจตองทาํการปลูกใหม หลังจากทําการกาํจัดหอยเหลานัน้แลว ( Jahan and Raut, 
1994 )  สวนไมผลจะกัดกนิสวนตาง ๆของพืช   ( Srivastava , 1992 ) เชน กลวย จะกัดกนิต้ังแต
ระยะผลออนทําใหเกิดแผลและมีผิวสีน้าํตาลบางคร้ังอาจเนาเสียและถูกแบคทีเรียเขาทาํลาย    ( 
Dawkins et.al. 1985 )  เนื่องจากหอยทากบกหากินในเวลากลางคืนหรือหลังฝนตกใหมๆ จงึยากที่



 763

จะทาํการพนสารปองกนักาํจัดหอย  จึงนยิมใชเหยื่อพษิกําจัดหอย ไดแก เมทัลดีไฮด  วางเปนจุดๆ
หางกนัประมาณ 2 เมตรตามแหลงที่หอยอาศัยอยู ( Davidson  et.al.,1993)  การทาํความสะอาด
แปลงดวยการกําจัดวัชพืชจะทําใหประชากรหอยลดลงได  การปองกันกาํจัดดวยชีววิธ ี  เปนอีก
ทางเลือกหน่ึงไดแกการใชเปด ไก กินหอยตามพืน้ดินในโรงเรือนปลูกพืช  การใชใสเดือนฝอย  
Phasmarhabditis  hermaphroditaกาํจัดหอยทดแทนสารเคมีได ( Ester and  Geleen, 1996 ) 
และยังมกีารศึกษาใชแบคทเีรีย  เชื้อรา โปรโตซัว มาควบคุมประชากรหอย 
(Rueda,1989a)แบคทีเรียทีใ่ชไดแก Aeromonas hydrophilia  กําจัดหอยทากยักษ( Mead, 
1979a )เนื่องจากจุลินทรียเหลานี้ชอบอยูในที่ชืน้ซ่ึงเปนบริเวณเดียว กับหอยอาศัยอยู  และเมื่อพน
ลงดินหรือตามแหลงอาศัยของหอย  กจ็ะยังคงอาศัยอยูบริเวณนัน้  เมื่อหอยเดินมากินหรือสัมผัสจุ
ลินทรียกจ็ะติดโรคและตายในที่สุดจงึเปนการควบคุมโดยสภาพธรรมชาติและย่ังยืน ดังนั้นจึง
ทําการศึกษาคัดเลือกแบคทีเรียโดยเฉพาะ บีท ี มาควบคุมหอยทากบก  ซึง่ บีที เหลานี้จะ
เฉพาะเจาะจงกับหอยและไมเปนอันตรายกับสัตวอ่ืน บีทหีลายสายพันธุไดนํามาใชกาํจัดแมลง
ไดผลดีและถูกนํามาใชเปนการคา ในตลาดสารกําจัดแมลงทางการเกษตรนานกวา 30 ป ( อนุเทพ, 
2542)โดยบีทีจะสรางสารพษิข้ึนภายในเซลล สารพิษนี้เมื่อแมลงกินเขาไปอยูในรูปของ protoxin ( 
ยังไมเปนพษิ) เมื่อเขาไปอยูในกระเพาะอาหาร น้ํายอยที่เปนดางสูงจาํพวก proteolytic enzyme 
จะยอย protoxin ใหเปน active toxin สารพิษนี้จะไปที่ผนงัเซลลของกระเพาะอาหาร และทําลาย
ผนังเซลลใหเปนแผล สงผลใหแมลงตายในท่ีสุด (อัจฉรา,2544) จึงเปนส่ิงที่นาสนใจที่จะคัดเลือก
สายพนัธุ บีท ี มาทดสอบประสิทธิภาพกับหอยเชอร่ีและหอยทากบก   ในหองปฏิบัติการและใน
สภาพไรตอไป    

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

  1. จุลินทรีย 
- บีท ี(Bacillus  thuringiensis)  11สายพนัธุ  ไดแก  
 สายพันธุ 1 แยกจากดินที่เกบ็จาก อ. แมสอด  จ. ตาก  

             สายพันธุ 2 และ 3 แยกจากดินทีเ่ก็บจาก อ. สันทราย  จ. เชยีงใหม 
             สายพันธุ 4และ 6 แยกจากดินทีเ่ก็บจาก   อ. แมอาย   จ.  เชยีงใหม 
             สายพันธุ 5 สายพนัธุ แยกจากดินที่เก็บจาก    อ. ฝาง   จ.  เชียงใหม 
             สายพันธุ 7 Bactospeine,HPWP,Bacillus thuringiensis var kurstaki (serotype303 b) 
             สายพันธุ 8  Xenteri ,   Bacillus thuringiensis var  aizawai  35,000  DBMU/ mg 

 สายพันธุ 9   Dipel , wp. 3.2 % Bacillus thuringiensis var kurstaki  16,000 IU/ mg 
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   สายพันธุ 10 Florbac , F.C. , Bacillus thuringiensis var aizawai( serotype 7) 
   สายพันธุ 11 Novodor F.C. , Bacillus thuringiensis  sub. tenebrionis 

  2. สัตวทดลอง 
 - หอยเชอร่ี Pomacea  canaliculata Lamark 
 - หอยทากบก 6 ชนิดไดแก หอยซัคซิเนีย (Succinea sp. ) หอยเลขหนึง่ (Ovachamys 
fulgens ) หอยทาก ยักษ (Achatina fulica ) หอยดักดาน (Cryptozona siamensis ) 
หอยเจดีย (Prosopeas  walkeri ) และ หอยสาริกา (Sarika  sp. ) 

  3.เคร่ืองมือ 
- กลองพลาสติกขนาด 75 และ 300 ตารางเซนติเมตร 
- อางซีเมนตขนาดเสนผานศูนยกลาง 1เมตรที่บรรจุดินคร่ึงอาง 
- กลองจุลทรรศนและกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 
- อาหารเล้ียงหอย 
- เคร่ืองมือทางเนื้อเยื่อวทิยา 

 4. สารเคม ี
  - สีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซนิ                 - แอลกอฮอลล 70, 95 และ 100 % 
             - ฟอรมาลิน 10 % พาราฟน  ไซลีน         - 10 % เอสิค แอลกอฮอลล 

วิธีการ 

1. ทดสอบประสิทธิภาพ บีที ในหองปฏิบัติการ 
2. ศึกษาทางเนื้อเยื่อวทิยาของหอยเชอร่ี และหอยทากบกทัง้ 6 ชนิด 
3. ทดสอบประสิทธิภาพบีท;ีBactospeine และ Xenteri  กบัหอยซัคซิเนยี หอยเลขหนึง่ 

หอยเจดีย หอยดักดาน และหอยสาริกาในอางซีเมนต 

     1.เตรียมจุลินทรีย 

 - บีท ี ทั้ง 11 สายพนัธุไดจากกลุมงานวิจยัปราบศัตรูพชืทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา 
โดย สายพันธุ 1-6 เตรียมจาก บีท ีที่แยกจากดินที่เก็บมาจาก จ.ตาก และ จ. เชียงใหม ซึง่เก็บไวใน
อาหารแข็งในหลอดทดสอบ      (slant solid media) ทาํการเพิ่มปริมาณ บีที ดวยการเข่ียจุลินทรีย 
บีที จากอาหารแข็งลงในอาหารเหลวโดยวธิีปราศจากเชื้ออ่ืนปนเปอนแลวทําใหอยูในรูปความ
เขมขน ที่มีจาํนวนบีท ี  10 7 เซลลตอมิลลิลิตร สวนสายพันธุ 7-9 และ สายพนัธุ  10-11  เปนบีททีี่
เปนการคาที่อยูในรูปผงและของเหลวขนตามลําดับ 
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     2. เตรียมสัตวทดลอง 

  2.1 หอยเชอร่ี เก็บรวบรวมจากแปลงนาของเกษตรกร จ. สุพรรณบุรี มาเล้ียงในบอซีเมนต
ในโรงเรือนของกลุมงานสัตววิทยาการเกษตรใหอาหารปลาชนิดเม็ดและพืชน้ํา เชน สาหราย จอก 
แหน เปนตนเปนอาหาร 
 2.2   หอยซัคซิเนีย  หอยเลขหนึง่ และหอยเจดีย   เก็บรวบรวมจากแปลงสวนกลวยไม     
จ. กาญจนบุรี และ จ. สมทุรสาคร มาเล้ียงในกลองพลาสติกขนาด 300 ตารางเซนติเมตรเพื่อ
เตรียมไวสําหรับการทดลองตอไป 
 2.3 หอยทากยักษ หอยดักดาน หอยสาริกา เก็บรวบรวมจากแปลงสวนผลไม จ. จนัทรบุรี 
และ จ. ลพบุรี มาเล้ียงในกลองพลาสติกขนาด 300 ตารางเซนติเมตร   เพื่อเตรียมไวสําหรับการ
ทดลองตอไป 

     3. ป2549  การทดสอบประสิทธิภาพ บีท ีในหองปฏิบัติการ 

 3.1 หอยเชอร่ี คัดเลือกหอยที่ตัวเต็มวัยและสมบูรณ แข็งแรง มีขนาดความสูงเฉลี่ย 43.45 
มม.มาใสบิคเกอรขนาด 1,000มล. ที่บรรจนุ้ําไว 500 มล. บิคเกอรละ 3 ตัว เมื่อหอยเปดฝาคลานดี
แลวใส บีทีสายพนัธุ 1-6 จํานวน 10 7 เซลลตอบิคเกอร สายพนัธุ 7-9 ใสในอัตรา 1 กรัมตอบิคเกอร
และ สายพันธุ 10-11 ใสในอัตรา 1 มล.ตอบิคเกอรเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่เปนน้าํ ตาม
แผนการทดลอง12 กรรมวิธ ี3 ซ้ํา หลังทดสอบ 24,48,และ 72 ชั่วโมงตรวจนับหอยตาย 
 3.2 หอยซัคซิเนีย หอยเลขหนึ่ง และหอยเจดีย   คัดเลือกหอยที่สมบูรณ แข็งแรง มีขนาด
ความสูงเฉลี่ย 9.79, 4.71และ 9.47 มม.ตามลําดับมาใสกลองพลาสติกขนาด 75 ตารางเซนติเมตร
จํานวน 5 ตัวตอกลอง ทีพ่ื้นกลองแตละกลองบุดวยกระดาษทีชชทูี่พนน้าํพอช้ืน เมื่อหอยคลานดี
แลวใสบีท ีสายพนัธุ 1-6 จํานวน 10 6 เซลลตอกลอง สายพนัธุ 7-9 ใสในอัตรา 0.4 กรัมตอกลอง 
และสายพนัธุ 10-11 ใสในอัตรา 0.1 มล.ตอกลอง เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุมที่พนน้าํ โดยทํา
การทดสอบกบัหอยแตละชนิดตามอัตราที่กําหนด ตามแผนการทดลอง 12 กรรมวิธ ี 3 ซ้าํ หลัง
ทดสอบ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ตรวจนับหอยตาย 
 3.3. หอยดักดาน หอยสาริกา และหอยทากยักษ คัดเลือกหอยที่สมบูรณ แข็งแรง มขีนาด
ความกวางเฉล่ีย 28.5,18.66มม.ตามลําดับและหอยทากยกัษมีความสูงเฉลี่ย 76.53 มม.  มาใส
กลองพลาสติกขนาด 300 ตารางเซนติเมตร  จํานวน 3 ตัวตอกลอง  ทีพ่ื้นกลองแตละกลองบุดวย
กระดาษทีชชทูี่ พนน้ําพอชืน้ เมื่อหอยคลานดีแลวใส บีทีสายพนัธุ 1-6 จํานวน 3 x10 7 เซลลตอ
กลอง สายพนัธุ 7-9ใสในอัตรา 0.8 กรัมตอกลอง และสายพนัธุ 10-11 ใสในอัตรา 0.5 มล.ตอกลอง 
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมที่พนน้าํ โดยทาํการทดสอบกับหอยแตละชนิดตามอัตราที่กําหนด  
ตามแผนการทดลอง 12 กรรมวิธี 3 ซ้ํา หลังทดสอบ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ตรวจนบัหอยตาย 



 766

       4. ป2550 ศึกษาทางเน้ือเยื่อวิทยา ดวยการสุมเก็บหอยแตละชนิดทีม่ีชวีิตอยูหลังทดสอบ
ดวยบีทนีาน48ชั่วโมงของแตละกรรมวิธีๆละ1ตัวมาทุบเอาเปลือกออกทําใหคงสภาพดวย
ฟอรมาลิน10 %นาน24ชั่วโมงลางชิน้เนื้อหอยดวยน้ําประปาที่ไหลนาน1-2ชั่วโมงเก็บรักษาชิ้น
เนื้อเยื่อในเอธานอล70%หรือนํามาทาํพาราฟนบล็อกเนือ้เยื่อ(embedding)ตัดดวยเคร่ืองไม
โครโตมใหขนาดช้ินเนื้อหนา  6ไมโครเมตร นําแผนช้ินเนื้อที่ตัดไดติดบนแผนสไลดแกว ทําการยอม
สี ฮีมาท็อกไซลิน และ สี อีโอซิน ปดดวย cover glass และอุนบนเคร่ืองอุนสไลดจนแหงดีแลว
ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 

       5. ป 2551-2552 ทดสอบประสทิธิภาพบีท;ีBactospeine และXenteri กับหอยซัคซเินีย 
หอยเลขหนึง่ หอยเจดีย หอยดักดาน และหอยสาริกาในอางซีเมนตแลวใสหอยซัคซิเนีย หอยเลข
หนึง่ หอยเจดีย ชนิดละ10ตัว/อางหอยดักดาน และหอยสาริกา ชนดิละ 5 ตัว/อาง  ตามแผนการ
ทดลอง RCB 5กรรม วิธี 4 ซ้ําคือใส Bactospeine และ Xenteri  อัตรา 40กรัม/อางดวยการพนให
ถูกตัวหอยและผสมอาหารหวานใหหอยกิน เปรียบเทยีบกับกรรมวธิคีวบคุมที่ใหน้าํและอาหารหอย
ปกติ 

 บันทึกขอมูล 

 6.1 อัตราการตายของหอยเชอร่ี หอยซัคซเินีย หอยเลขหน่ึง หอยเจดียที่ 24, 48 ,72 ชม. 
และ 4 วนั สวนหอยดักดาน หอยสาริกา หอยทากยักษ ที่ 2 ,3 และ 4 วัน 
 6.2 การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อหอยชนดิตางๆ 

เวลาและสถานที ่

 ระยะเวลา เร่ิม ตุลาคม 2548 ถึง กันยายน 2552 
 สถานที่ดําเนนิการ หองปฏิบัติการกลุมงานสัตววิทยาการเกษตร 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

     ป 2549 จากการทดสอบประสิทธิภาพบีที 11 สายพันธุ กบัหอยเชอรี่ และหอย
ทากบก 6 ชนดิ เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมที่พนน้ําพบวา 

1.หอยเชอรี ่
 หอยเชอร่ี ที ่24 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีท ีสายพนัธุ 1-6 ที่ความเขมขน 10 7 เซลล ตอ 
บิคเกอร หอยทุกกลุมตาย 0 % สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 1.0 กรัมตอบิคเกอร หอยตาย 0, 
77.77± 0.5 และ 0 %ตามลําดับ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 1.0 มล. ตอบิคเกอรหอยตาย 0 และ0%
ตามลําดับ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 



 767

              หอยเชอร่ี ที่ 48 ชัว่โมง หลังทดสอบ ดวย บีท ีสายพันธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 7 เซลลตอ
บิคเกอรหอยทกุกลุมตาย 0 % สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 1.0 กรัมตอบิคเกอรหอยตาย 33.33 ± 
0.57, 100และ 100%ตามลําดับ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 1.0 มล. ตอบิคเกอรหอยตาย 0 และ
100 %ตามลําดับเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

หอยเชอร่ี ที ่72 ชั่วโมง หลังทดสอบ ดวย บีท ีสายพันธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 7 เซลลตอบิค
เกอรหอยทุกกลุมตาย 0 % สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 1.0 กรัมตอบิคเกอรหอยตาย 66.66 ± 
1.41, 100และ 100%ตามลําดับ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 1.0 มล. ตอบิคเกอรหอยตาย 0 และ
100 %ตามลําดับเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

2. หอยซัคซิเนีย 
 หอยซัคซิเนีย ที่ 24 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีท ีสายพนัธุ1- 6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลล
ตอกลอง  สายพนัธุ 7-9 ทีค่วามเขมขน 0.4 กรัมตอกลองและ สายพันธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. 
ตอกลองหอยทุกกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยซัคซิเนีย ที่ 48 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีท ีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลลตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลอง.หอยตาย 55.0± 2.67, 
80.0± 1.15 และ65.0± 2.36 % ตามลําดับ สายพนัธุ 10-11ที่เขมขน 0.1 มล.ตอกลองหอยตาย
60.0 ±2.30 และ 55.0± 2.21 % ตามลําดับเปรียบเทยีบ กับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยซัคซิเนีย ที่ 72 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีท ีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลลตอ
กลอง หอยทกุกลุมตาย 0 % สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองและ สายพนัธุ 10-11 ที่
เขมขน 0.1มล.ตอกลองหอยทุกกลุมตาย100 %ตามลําดับเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

3. หอยเลขหนึ่ง 
 หอยเลขหนึง่ ที่ 24 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลล ตอ
กลอง สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองและ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยเลขหนึง่ ที่ 48 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน  10 6 เซลลตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองหอยตาย 100,100และ
100% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอกลองหอยตาย 5 ± 0.5และ 25 ± 1.89 %
ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยเลขหนึง่ ที่ 72 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลล ตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองหอยตาย 100,100และ
100% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอกลองหอยตาย 5 ± 0.5และ 25 ± 1.89 %
ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
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4. หอยเจดีย 
 หอยเจดีย ที่ 24 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6เซลล ตอ
กลองสายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลอง และ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยเจดีย ที่ 48 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลล ตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองหอยตาย 73.33± 0.57, 
100และ60.0 ±1.0% ตามลําดับ. สายพันธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอกลองหอยตาย0และ 0 %
ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยเจดีย ที่ 72 ชั่วโมง หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 10 6 เซลล ตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.4 กรัมตอกลองหอยตาย 86.33± 1.15, 
100 และ 86.33 ±1.15% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.1 มล. ตอกลอง หอยตาย 0 และ 
0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

5. หอยดักดาน 
 หอยดักดาน ที่ 2วัน หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 3 x10 7เซลล  ตอ
กลอง สายพันธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลอง และ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยดักดาน ที่ 3 วนั หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 3 x10 7 เซลล ตอ
กลอง สายพันธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลอง และ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
 หอยดักดาน ที่ 4 วนั หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 3 x10 7 เซลล ตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองหอยตาย 66.67 ± 1.15, 
100และ0% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอกลองหอยตาย100และ 0 %
ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

6. หอยสาริกา 
หอยสาริกา ที ่ 2 วนั หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน  3 x10 7 เซลลตอ

กลอง สายพันธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลอง และ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

หอยสาริกา ที ่ 3 วนั หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน  3 x10 7 เซลลตอ
กลอง สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองและ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 
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หอยสาริกา ที ่ 4 วนั หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน  3 x10 7 เซลลตอ
กลอง หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองหอยตาย 100, 100และ
11.0 ± 1.41% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอกลองหอยตาย100และ 0 %
ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

7. หอยทากยักษ 
หอยทากยักษ ที ่ 2 วัน หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 3 x10 7เซลลตอ

กลอง  สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองและ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

หอยทากยักษ ที ่ 3 วัน หลังทดสอบดวย บีทีสายพนัธุ1-6 ที่ความเขมขน 3 x10 7เซลลตอ
กลอง  สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองและ สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอ
กลองหอยทกุกลุมตาย 0 %ตามลําดับเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมตาย 0 % 

หอยทากยักษที่ 4วนั หลังทดสอบดวยบีทสีายพนัธุ1-6ที่ความเขมขน3 x10 7เซลลตอกลอง     
หอยทุกกลุมตาย 0% สายพนัธุ 7-9 ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอกลองหอยตาย 50± 2.12,100 และ
22.33± 0.7% ตามลําดับ. สายพนัธุ 10-11 ที่เขมขน 0.5 มล. ตอกลองหอยตาย75.0±0.57และ 0 
%ตามลําดับเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมตาย 0 % 

   ป 2550 ผลการศกึษาทางเน้ือเยื่อวทิยา 
              จากการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาของหอยทั้ง 7 ชนิดทีท่ดสอบดวยบีท ี11 สายพนัธุดังนี ้

1.หอยเชอร่ีทีท่ดสอบดวยบีท ี ที่มีประสิทธิภาพฆาหอย พบวาเซลลผลิตน้ํายอยและ
เนื้อเยื่อใน 

อวัยวะตับถูกทําลาย สวนสายพนัธุบีที ที่ไมมีประสิทธิภาพฆาหอย พบเซลลผลิตน้ํายอยเปนปกติ
เหมือนกับกลุมควบคุม คือเซลลผลิตน้ํายอยมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอกเรียงตัวเปนเยื่อบุผิวของ
ทอผลิตน้ํายอยมีนวิเคลียสกลมติดสีมวงแดงอยูที่ฐานเซลลสวนไซโตพลาสซึ่มติดสีชมพ ู และพบ
เซลลสะสมสารซึ่งภายในเซลลติดสีดําเกือบเต็มเซลลเรียงอยูปะปนระหวางเซลลผลิตน้ํายอย ตรง
กลางทอผลิตน้ํายอยมีชองวางเรียกวา lumen  ( ภาพที ่1 ) 

2.หอยทากบกทั้ง 6 ชนิดคือ หอยซัคซิเนีย หอยเลขหนึง่ หอยเจดีย หอยดักดาน หอย
สาลิกา และ 

หอยทากยักษ ทีท่ดสอบดวยบีท ี ทีม่ีประสิทธิภาพฆาหอย พบวา เซลลผลิตน้ํายอยและเนื้อเยื่อใน
อวัยวะตับถูกทําลาย สวนสายพนัธุบีที ที่ไมมีประสิทธิภาพฆาหอย พบเซลลผลิตน้ํายอยเปนปกติ
เหมือนกับกลุมคาบคุมคือเซลลผลิตน้ํายอยมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอกเรียงตัวเปนเยื่อบุผิวของ
ทอผลิตน้ํายอยมีนวิเคลียสกลมติคสีมวงแดงอยูที่ฐานเซลลสวนไซโตพลาสซึ่มติดสีชมพ ู และพบ
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เซลลสะสมสารซึ่งภายในเซลลติดสีดําเกือบเต็มเซลลเรียงอยูปะปนระหวางเซลลผลิตน้ํายอย ตรง
กลางทอผลิตน้ํายอยมีชองวางเรียกวา lumen     ( ภาพที่ 1) 

     ป 2551-2552 ผลการทดสอบประสิทธภิาพ บีที; Bactospeine และ Xenteri  กับ หอยซัค
ซิเนีย หอยเลขหนึ่งหอยเจดีย หอยดักดาน และหอยสาริกา ในอางซีเมนต พบวา 

1.หอยซัคซิเนยี ที่ทดสอบดวย Bactospeine และ Xenteri ดวยการพนและผสมอาหาร
หวาน เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมพบวาที่ 4วัน หอยตาย 60.0, 45.0, 75.0 , 65.0 และ 0% 
ตามลําดับ 

2.หอยเลขหนึง่ ที่ทดสอบดวย Bactospeine และ Xenteri ดวยการพนและผสมอาหาร
หวาน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมพบวาที่ 4วนั หอยตาย 20.0, 35.0, 20.0 ,30.0 และ 0% 
ตามลําดับ 

3. หอยเจดีย ที่ทดสอบดวย Bactospeine และ Xenteri  ดวยการพนและผสมอาหารหวาน 
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมพบวาที ่ 4วัน หอยตาย 40.0, 30.0,  60.0 , 20.0 และ 0% 
ตามลําดับ 

4. หอยดักดาน ทีท่ดสอบดวย Bactospeine และ Xenteri  ดวยการพนและผสมอาหาร
หวาน เปรียบเทียบ กับกรรมวิธีควบคุมพบวาที่ 4วนั หอยตาย 35.0, 50.0, 15.0, 20.0   และ 0% 
ตามลําดับ 

5. หอยสาริกาที่ทดสอบดวย Bactospeine และXenteri  ดวยการพนและผสมอาหารหวาน  
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมพบวาที่ 4วัน หอยตาย 55.0, 65.0, 20.0, 25.0  และ 0% 
ตามลําดับ   

การทีห่อยเชอร่ี หอยซัคซิเนยี  หอยเลขหนึ่ง  หอยเจดีย หอยดักดาน  หอยสาริกาและหอย
ทากยกัษหลังทดสอบดวย บีที 11 สายพนัธุตามความเขมขนที่กาํหนดตามแผนการทดลองพบวา บี
ที ทีเ่ปนการคาคือ บีทีสายพันธุ 7-11 มีประสิทธิภาพฆาหอยไดเกือบทุกชนิด   จึงสามารถนําไป
ศึกษาประยกุตใชตอไปได โดยสารพิษที่ผลิตข้ึนมาจะไปทาํลายเซลลและเนื้อเยื่ออวัยวะตับของ
หอยสงผลใหหอยตายดังภาพที่1 สอดคลองกับรายงานของอัจฉรา (2544 ) สวนสายพนัธุที ่1-6 ใม
สามารถฆาหอยทั้ง 7ชนิดไดอาจเปนเพราะบีทเีหลานัน้ไมมีความเฉพาะเจาะจงกับหอยและสารพิษ
ที่ผลิตข้ึนมาจึงไมทาํลายเซลลและเนื้อเยือ่อวัยวะตับของหอยเหลานัน้ดังภาพที ่ 1 หอยจึงไมตาย 
เมื่อทําการทดสอบประสิทธภิาพบีท ี ;Bactospeine และ Xenteri กับหอยซัคซิเนยี  หอยเลขหนึ่ง  
หอยเจดีย หอยดักดาน และ หอยสาริกา ในอางซีเมนต ดวยการพนใหถกูตัวหอยและผสมอาหาร
หวานพบวาการพนฆาหอยไดมากกวา อาจเปนเพราะวาบีททีี่ผสมอาหารหวานจะมีเชื้อราข้ึน
หลังจากหวาน 2-3วัน หอยจึงไมกินเหยื่ออาหาร จึงทาํไหหอยตายนอย 
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สรุปผลการทดลองและเสนอแนะ 

 จากผลการทดลองพบวา บีท ีสายพนัธุ 7-9 สามารถฆาหอยทั้ง 7 ชนิดไดโดยสายพันธุที ่8
มีประสิทธิภาพดีสูงสุดสามารถฆาหอยทัง้ 7 ชนิดทีน่ํามาทดสอบไดถึง 100% โดยสารพิษที่บีทผีลิต
ข้ึนมาจะไปทําใหเซลลและเนื้อเยื่ออวยัวะตับของหอยถกูทําลายและเม่ือทดสอบประสิทธิภาพบี
ท;ีBactospeine และ Xenteri  กับหอยซัคซิเนีย หอยเลขหน่ึง หอยเจดีย หอยดักดาน และหอย
สาริกา ในอางซีเมนตซึง่เปนสภาพกึ่งแปลงทดลอง พบวาหอยตาย 15 -75%  ซึง่จะตอง
ทําการศึกษาตอไปเพื่อนําไปประยุกตใชในแปลงทดลองที่เปนสภาพสวนตอไป 

การทดลองดวยการใชบีที กับหอยเชอร่ีและหอยทากบกนี้เปนการทดลองท่ียงัไมมีใครเคย
ทํามากอน จึงเปนขอมูลเบ้ืองตนเกี่ยวกับบีทีบางสายพนัธุที่สามารถฆาหอยทากบกบางชนิดได 
และเปนอีกทางเลือกหน่ึงที่จะใชบีทีกาํจัดหอยศัตรูพืช ซึ่งจะตองมกีารศึกษา ทดลองและพฒันา
ตอไป 
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ภาพที่ 1.  เซลลและเนื้อเยื่ออวัยวะตับของหอยเชอร่ี หอยซัคซิเนีย หอยเลขหนึง่ หอยเจดียที่48  
และ  72 ชัว่โมงสําหรับหอยดักดาน หอยสาริกา หอยทากยักษทีท่ดสอบดวยบีท ี   11 
สายพนัธุ 

                                                                        ไมถูกทําลาย                         ถูกทําลาย 
                                 กลุมควบคุม                     บีที 1-6,10                            บีที 7-9,11 

หอยเชอร่ี                              
                                                                     บีที 1-6                                    บีที 7-11 

หอยซัคซิเนีย                          
                                                                     บีที1-6,10                                  บีที7-9,11 

 หอยเลขหน่ึง                                          
                                                                       บีที1-6,10-11                            บีที7-9 

หอยเจดีย                                                            
                                                                           บีที1-6,9,11                           บีที7-8,10 

หอยดักดาน                                               
                                                                         บีที1-6,9,11                             บีที7-8,1 0                    

หอยสาริกา                                  
                                                                        บีที1-6,9,11                   บีที7-8,10                  

 หอยทากยักษ                                                                       
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คัดเลือกสายพันธุไสเดือนฝอยและทดสอบประสิทธิภาพควบคุมหอยทากบกและ
หอยเชอรี่ 

Efficacy Test and Nematodes Selection for the Controlling Land Snail and 
Golden Apple Snail 

ปราสาททอง     พรหมเกดิ           ชมพูนุท    จรรยาเพศ 
วิไลวรรณ          เวชยันต            สาทิพย    มาล ี

กลุมกีฏและสัตววทิยา   สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
     

บทคัดยอ  

  ศึกษาประสิทธิภาพของไสเดือนฝอย 5 สายพนัธุ คือSteinernema capocapsae, S. 
siamkoyai , S. riobave, S .glaseri และ Heterorhabditis bacteriophora    กับหอยเชอร่ี และ 
หอยทากบก 5 ชนิด ในหองปฏิบัติการตามแผนการทดลอง CRD 4 ซ้ํา หลังทดสอบ 72 ชัว่โมง
พบวาหอยเชอรี่ที่ใชไสเดือนฝอยความเขมขน 100,000 ตัวตอบิคเกอร  หอยตาย 75.0 ± 0.95,  
75.0 ± 0.5,  66.0 ± 0.8 , 91.0 ± 0.5  และ 8.33 ± 0.5 % ตามลําดับ  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
0 % หอยเลขหน่ึง และหอยเจดีย ที่ความเขมขน 20,000 ตัว  หอยเลขหน่ึงตาย 45.0 ± 1.89, 15.0 
± 0.95,  95.0 ± 0.5ล  85.0 ± 0.95  และ 5.0 ± 0.5 % ตามลําดับ  เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 0 
% สวนหอยเจดียตาย 0 % ทุกกลุมหอย  หอยดักดาน หอยสาริกาและหอยทากยักษใชไสเดือนฝอย
เขมขน 50,000 ตัวตอกลอง  หอยดักดานตาย 50.0 ± 0.7,  50.0 ± 0.7 , 100 , 100  และ 0 % 
ตามลําดับ  หอยสาริกาตาย   16.7 ± 0.5 , 0,0,  83.33 ± 0.7  และ 0% ตามลําดับ และ หอยทาก
ยักษตาย 0, 50.0 ±2.12, 33.33 ±1.41,83.33 ± 0.7  และ 0 % ตามลําดับ  เปรียบเทยีบกับกลุม
ควบคุม 0 % ทาํการศึกษาเนื้อเยื่อวทิยาของหอยแตละชนิดหลังทดสอบดวยไสเดือนฝอยโดยทํา
สไลดถาวรทีย่อมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซินหลังทดสอบ 24,48และ72 ชม.พบไสเดือนฝอยอยูใน
อวัยวะปอด กระเพาะอาหาร  ลําไส และทออวยัวะสืบพันธุในหอยจึงเปนสาเหตุใหหอยตาย  ได
ทดสอบประสิทธิภาพ Steinernema capocapsae  และ S. riobave  กับหอยเชอร่ี หอยเลขหนึ่ง 
หอยดักดาน หอยสาริกาและหอยทากยักษในอางซีเมนตโดยใชไสเดือนฝอยทั้ง 2 ชนิดอัตราความ
เขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพนและผสมกับอาหารใหหอยกินเทียบกับกรรมวิธีควบคุมหลัง
ทดสอบ 4วันไสเดือนฝอยทัง้ 2 ชนิดทําใหหอยเชอร่ีตาย 18.75-43.75% หอยเลขหนึ่งตาย  10.0-
2705%  สวน หอยดักดาน   หอยสาริกา   และ หอยทากยักษไมตายในทุกกรรมวิธ ี
      
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-03-02-51 
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คํานํา 

หอยฝาเดียว (gastropods) มีแหลงที่อยูอาศัยไดทั้งในน้ําและบนบกบางชนิดสามารถอาศัยได
บนตนไมตลอดชีวิตของมัน   จึงกินอาหารไดหลากหลายทัง้พืชน้ํา  พืชผัก  ผลไม  บางชนิดเปนผูลาสัตว
อ่ืนเปน อาหาร  บางชนิดกินซากพืชซากสัตว  บางชนิดเปนพาหะนาํโรคและมีหอยหลายชนิดที่กินพืช
อาหารของมนษุยจึงกลายเปนศัตรูของมนษุย  และหอยมีการเคลื่อนทีไ่ดไกลจึงทําความเสียหายใหกับ
พืชอาหารอยางมาก เชน หอยเชอร่ีเปนหอยน้ําจืดกนิพืชผักเศรษฐกิจที่อยูในน้าํหลายชนิด เชน ผักบุง 
ผักกระเฉด  บัว  กระจับเปนตนโดยเฉพาะขาวจะกัดกินในระยะกลาอายุ 10 – 30 วัน(ชมพูนุทและคณะ 
2532) เกษตรกร มีวธิีการตางๆ ปองกนักาํจัดหอยเชอร่ี  เชน  วิธีเขตกรรมดวยการใชตาขายขวางทางน้ํา
เขาออก  ใชชวีวิธีดวยการปลอยเปดลงไปกินลูกหอย  วิธีกลดวยการเก็บทัง้ตัวและไขหอยออกมาทุบ
ทําลายหรือนําไปเปนอาหารสัตว  นําไปทําปุยหมกั แตหอยก็ยงัระบาดทําลายอยู  เนือ่งจากหอยเชอรี่
สามารถเพิ่มประชากรไดอยางรวดเร็ว  สามารถวางไขมากถึง 3,000 ฟองตอกลุม  และฟกเปนลูกหอย
ไดมาก 90 %  (ชมพูนทุและคณะ 2534)  นอกจากนี้ยังมีหอยทากบกหลายชนิดเปนศัตรูพืชทั้งพืชผัก  
ผลไม และไมดอก  ไดแก  หอยสาริกา  หอยดักดาน  หอยทากยักษ  หอยเจดีย  เปนตน  โดยจะกัดกนิ
ทั้งราก  ลําตน  ใบ  ดอก  และผลของพชื โดยเฉพาะตนกลาพืชเกือบทุกชนิดจะถูกกัดกินไดรับความ
เสียหายอยางมาก  (Jahan and Raut , 1994 )  และยังกดักินสวนตางๆของพืชทําใหเกิดความเสียหาย
จนชะงักการเจริญเติบโต  (Srivastava ,1992 )  แม กระทัง่สวนลําตน  รากทีเ่ก็บสะสมอาหารอยูใตดิน
ยังถกูกัดกนิ (Barker and Addison ,1992  )  นอกจากนีห้อยทากบกจะมีเมือกจาํนวนมาก  เมื่อกัดกนิ
พืชและคลานไปบนสวนตางๆ ของพืชจะเปนพาหะนําโรคพชืระบาดได  (Watson et. al. ,1989  )  และ
อาจนาํโรคมาสูมนุษยหรือสัตวอ่ืนๆ  ตลอดจนทาํใหเกิดความสกปรกหรือกอความรําคาญได  จึงมกีาร
ปองกนักําจัดหอยเหลานี้หลากหลายวิธีตามความเหมาะสมของหอยแตละชนิด  แตที่นยิมนาํมาใชคือ 
การใชสารเคมกีําจัด เชน ใชเมทัลดีไฮดที่มทีั้งชนิดผงและเหยื่อพิษ กาํจัด(Port and Port ,1986 )    การ
ทําความสะอาดแปลงปลูกดวยการกาํจัดวัชพืชที่ข้ึนปกคลุมทําใหแหลง อาศัยหมดไปเปนการชวยลด
ประชากรได (Stringer et. al. 1974 )  การเก็บทั้งตัวและไขหอยออกไปทําลาย จะทาํใหปริมาณหอย
ลดลง    การใชชีววิธกี็เปนวิธีการหนึ่งที่นาํมาใชควบคุมประชากรหอย  เชน ปลอยเปด  ไก กินหอย
บริเวณบานที่อยูอาศัยหรือโรงเรือนปลูกพชื  การใชไสเดือนฝอย Phasmarhabditis hermaphrodita  
(Schneider  )    มากาํจัดหอยในแปลงปลกูพืชในชวงเวลาที่เหมาะสม  สามารถทดแทนการใชสารเคมี
ได (Glen et. al.,1998  )  ซึง่การใชชวีวธิีมาปองกนักําจัดเปนวธิีการที่คอยขางปลอดภัยตอผูใชและ
สภาพแวดลอม  เพราะมีความเฉพาะเจาะจงสูงตอเหย่ือ       ดังนัน้จงึมีการศึกษาคัดเลือกสายพันธุ
ไสเดือนฝอยทีม่ีประสิทธิภาพฆาหอยเชอร่ีและหอยทากบกที่เปนศัตรูพืชเศรษฐกิจชนิดตางๆ ในหอง 
ปฏิบัติการ     เพื่อเปนอีกทางเลือกหนึ่งสําหรับนํามาประยกุตใชในสภาพไรของเกษตรกรตอไป 
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วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1.  สัตวทดลอง  
   -  ไสเดือนฝอย 5 สายพนัธุ  ไดแก  Steinernema  capocapsae, S. siamkoyai , S. 

riobave,  S. glaseri   และ Heterorhabditis bacteriophora   
   -  หอยเชอร่ี  หอยทากบก 5 ชนิดไดแก หอยเลขหนึง่  หอยเจดีย  หอยทากยักษ  หอย

สาริกา  และ หอยดักดาน 
2.  เคร่ืองมือ 
     -  กลองพลาสติกขนาด  75และ 300  ตารางเซนติเมตร 
     -  บีคเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
     -  กระดาษทิชช ู
     -  กลองจุลทรรศนและกลองสเตอริโอ 
     -  อางซีเมนตขนาด เสนผานศูนยกลาง 1เมตรที่บรรจุดิน และอาหารเล้ียงหอย  
     - เคร่ืองมือทางเนื้อเยื่อวทิยา 
     - สีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน 

วิธีการ 

 1.  สัตวทดลอง 
      1.1 ไสเดือนฝอยทัง้ 5 สายพนัธุไดมาจากกลุมงานชีววิธี  กลุมกฏีและสัตววิทยาทีเ่ตรียมอยูใน
รูปของความเขมขนทีน่ับจํานวนประชากรไสเดือนฝอยแลว  ภายใตกลองจุลทรรศน 
      1.2 หอยชนิดตางๆ  
    - หอยเชอร่ีเก็บจากแปลงนาเกษตรกรจงัหวัดสุพรรณบุรีมาเล้ียงในอางซีเมนตที่โรงเรือนของกลุม
งานสัตววทิยาการเกษตร  ใหอาหารปลาชนิดเม็ดและพชืน้ํา เชน จอก  แหน  สาหราย  เปนตน 
     -  หอยทากบก 5 ชนิดไดแก  หอยเลขหนึง่  และหอยเจดีย  เก็บรวบรวมจากแปลงสวนกลวยไม
จังหวัดกาญจนบุรีจังหวัดสมุทรสาครมาเล้ียงในกลองพลาสติกขนาด300ตารางเซนติเมตรเพื่อ
เตรียมไวสําหรับการทดลอง สวน หอยทากยักษ  หอยสาริกา  หอยดักดาน  เก็บรวบรวมจากสวนผลไม
ของเกษตรกรจังหวัดจันทบุรี  จงัหวัดลพบุรีมาเล้ียงในกลองพลาสติกขนาด300ตารางเซนติเมตรเพื่อ
เตรียมไวสําหรับการทดลองตอไป 

2.  การทดลอง ป 2549 
     2.1  หอยเชอร่ีคัดเลือกหอยตัวเต็มวัยและสมบูรณมาใสบีคเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตรที่บรรจุ
น้ําไวแลว 300 มิลลิลิตร  บีคเกอร ละ 3 ตัว  เมื่อหอยเปดฝาเคลื่อนที่แลวจึงใสไสเดือนฝอยจํานวน 
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100,000 ตัวตอบีคเกอรตามแผนการทดลอง  6  กรรมวิธ ี 4 ซ้าํ  หลังทดสอบ  24, 48 และ 72 
ชั่วโมง  ตรวจดูการตายของหอยแตละกรรมวิธ ี
      2.2  หอยเลขหนึ่ง และหอยเจดียคัดเลือกหอยที่สมบูรณมาใสกลองพลาสติกขนาด 75 ตาราง
เซนติเมตร จํานวนชนิดละ 5 ตัวตอกลอง  แตละกลอง ที่พืน้กลองบุดวยกระดาษทิชชูที่ฉีดน้ําพอชุมชื้น 
เมื่อหอยคลานดีแลวใสไสเดือนฝอยแตละชนิดจํานวน 20,000 ตัวตอกลอง   ตามแผนการทดลอง 6 
กรรมวิธี    4 ซ้าํ  หลังทดสอบ  24 , 48 และ 72 ชั่วโมง  ตรวจดูการตายของหอยภายใตกลองสเตอริ
โอ 
     2.3  หอยทากยักษ หอยดักดานและหอยสาริกา คัดเลือกหอยที่สมบูรณมาใสกลองพลาสติก
ขนาด 300 ตารางเซนติเมตร จํานวน 3 ตัวตอกลอง  โดยพ้ืนกลองจะบุดวยกระดาษทิชชูฉีดน้ําพอ
ชุมชื้น  เมื่อหอยคลานดีแลวใสไสเดือนฝอยแตละชนดิจํานวน 50,000 ตัวตอกลองตามแผนการ
ทดลอง 6 กรรมวิธ ี 4 ซ้าํ  หลังทดสอบ  24 , 48 และ 72 ชั่วโมง  ตรวจดูการตายของหอยภายใต
กลอง สเตอริโอ 

 3. การทดลอง ป 2550 ศึกษาทางเนือ้เยื่อวิทยาดวยการเกบ็หอยแตละชนิดที่มชีีวิตมาคงสภาพ
ดวยฟอรมาลีน 10%แลวผานขบวนการทางเนื้อเยื่อวทิยาไดสไลดถาวรทีย่อมสีฮมีาท็อกไซลินและอี
โอซินตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 

4. การทดลอง ป 2551-2552 ทดสอบประสิทธิภาพ Steinernema capocapsae  และ S. riobave  
กับหอยเชอร่ี หอยเลขหนึง่ หอยดักดาน หอยสาริกา และหอยทากยกัษในอางซีเมนตโดยใชไสเดือน
ฝอยทั้ง 2 ชนิดอัตราความเขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพนและผสมกบัอาหารใหหอยกิน
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมที่ใหน้ําและอาหารหอยปกติ 

5.  บันทกึขอมลู 
     -  อัตราการตายของหอยแตละชนิดที่ 24 , 48 และ72 ชั่วโมง และ 4วัน 
     - การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อหอยชนดิตางๆ  

เวลาและสถานที ่

 เวลาดําเนินการ         ระยะเวลา 4 ป เร่ิมตุลาคม 2548  ส้ินสุดกันยายน 2552 
 สถานที่ดําเนนิการ    หองปฏิบัติการกลุมงานสัตววทิยาการเกษตร 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 ป2549 จากการทดสอบประสิทธิภาพไสเดือนฝอย 5 สายพนัธุไดแก S.  capocapsae, S. 
siamkoyai , S. riobave,  S. glaseri   และ Heterorhabditis bacteriophora  กับหอยเชอร่ีและ
หอยทากบก 5 สายพันธุเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมทีพ่นดวยน้ําพบวา   
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           หอยเชอร่ี ที่72ชั่วโมงหลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน100,000ตัวตอบีคเกอร  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม พบวาหอยตายเปน 75.0 ±0.95 ,75.0 ±0.5 ,66.0 ±0.8 ,91.0 ± 0.5 , 
8.33 ±  0.5  และ 0 % ตามลําดับ 
           หอยเลขหนึง่ ที่72ชั่วโมงหลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน 20,000 ตัวตอกลอง  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม พบวาหอยตายเปน 45.0 ±1.89 ,15.0 ± 0.95 , 95.0 ± 0.5 , 85.0 ± 
0.95 , 5.0 ± 0.5 และ 0% ตามลําดับ 
           หอยเจดียที่ 72 ชัว่โมง หลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน 20,000 ตัวตอกลอง  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม พบวาหอยตายเปน  0 %  ทกุกรรมวิธีเทากับกลุมควบคุม 
            หอยดักดานที่ 72 ชั่วโมง หลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน 50,000 ตัวตอกลอง  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม พบวาหอยตายเปน 50.0 ±0.7,50.0 ±0.7, 100 , 100 , 0 และ0 % 
ตามลําดับ 
            หอยสาลิกา ที่ 72 ชั่วโมง หลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน 50,000 ตัวตอกลอง  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุมพบวาหอยตายเปน  16.7 ± 0.5 , 0 , 0 , 83.33 ± 0.7 , 0 และ0 %  
ตามลําดับ 
            หอยทากยกัษ ที่72ชั่วโมงหลังทดสอบไสเดือนฝอยที่ความเขมขน 50,000 ตัวตอกลอง  
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม พบวาหอยตายเปน 0 ,50.0 ±2.12 , 33.33 ±1.41 , 83.33 ± 0.7 , 0 และ0 
% ตามลําดับ 

ป 2550 ผลการศึกษาทางเนือ้เยื่อวิทยาของหอยแตละชนดิพบวาหลังทดสอบ 24,48และ72 ชม.พบ
ไสเดือนฝอยอยูในอวยัวะปอด กระเพาะอาหาร ลําไสและทออวยัวะสืบพันธุในหอยจึงเปนสาเหตุให
หอยตาย (ภาพท่ี 1) 

ป 2551-2552 ทดสอบประสิทธิภาพ S. capocapsae  และ S. riobave  กับหอยเชอร่ี หอยเลข
หนึง่ หอยดักดาน หอยสาริกา และ หอยทากยกัษในอางซีเมนต 
           หอยเชอร่ี ที่ทดสอบใชไสเดือนฝอย S. capocapsae  และ S. riobave  อัตราความเขมขน 
1.5ลานตัว/อางดวยการพนและผสมกับอาหารใหหอยกินเทียบกับกลุมควบคุมหลังทดสอบ 4วัน
หอยตาย 31.25,18.75,31.25,43.75และ 0% ตามลําดับ 
            หอยเลขหนึง่ ที่ทดสอบใชไสเดือนฝอย S. capocapsae  และ S. riobave  อัตราความ
เขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพนและผสมกับอาหารใหหอยกนิเทยีบกับกลุมควบคุมหลังทดสอบ 
4วัน พบหอยตาย 10.0, 27.5, 20.0, 20.0 และ 0 % ตามลําดับ 
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            หอยดักดาน ทีท่ดสอบใชไสเดือนฝอย S. capocapsae  และ S. riobave  อัตราความ
เขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพน และ ผสมกับอาหารใหหอยกนิเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม หลัง
ทดสอบ 4 วัน พบวา ทุกกลุมการทดลองหอยไมตาย 
             หอยสาริกา ทีท่ดสอบใชไสเดือนฝอย S. capocapsae  และ S. riobave  อัตราความ
เขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพน และ ผสมกับอาหารใหหอยกนิเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม หลัง
ทดสอบ 4 วันพบวา ทุกกลุมทดลองหอยไมตาย 
             หอยทากยักษ ทีท่ดสอบใชไสเดือนฝอย S. capocapsae  และ S. riobave  อัตราความ
เขมขน 1.5ลานตัว/อางดวยการพน และ ผสมกับอาหารใหหอยกนิเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม หลัง
ทดสอบ 4 วันพบวา ทุกกลุมทดลองหอยไมตาย 
            จากผลการทดลองไสเดือนฝอยทกุสายพันธุสามารถฆาหอยเชอร่ีได   โดยเฉพาะฆาหอยได
มากถงึ 91% สวน H. bacteriophora   ไมสามารถฆาหอยเชอร่ีไดและเมื่อนาํมาทดสอบกับหอย
ทากบกคือ หอยเลขหน่ึง  พบวามีประสิทธิภาพฆาหอยได  สําหรับหอยเจดียนัน้ไสเดือนฝอยไม
สามารถฆาได หากเปนเพราะ แบคทีเรียไมเฉพาะเจาะจงกับหอยเจดีย  สวนหอยดักดาน หอยสาริกา 
และ หอยทากยักษ   S. riobave และ S. glaseri มีประสิทธิภาพ ฆาหอยได   แสดงวาไสเดือนฝอย
ทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเขาไปในลําตัวหอยแลวปลอยแบคทีเรียเขาไปในชองวางลําตัวหอยได
สอดคลองกับรายงานของ วัชรี(2546) ที่เปนกลไกการทาํลายของแมลงหรืออาจจะเปนเพราะ
ไสเดือนฝอยสรางสารพิษทาํใหหอยตายไดดังรายงานผลที่เกิดกับแมลง เมื่อศึกษาทางเนื้อเยือ่
วิทยาพบไสเดือนฝอยอยูในอวัยวะปอด กระเพาะอาหาร ลําไสและทออวัยวะสืบพันธุ จึงเปนการ
สนับสนนุถงึการตายของหอย  

สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดลองพบวาไสเดือนฝอยสามารถฆาหอยเชอร่ีไดโดยเฉพาะ  S .glaseri ฆา
หอยไดถึง 91 % สวน H. bacteriophora  ไมสามารถฆาหอยได  และไมมีไสเดือนฝอยชนิดใดฆา
หอยเจดียได  สวนหอยเลขหนึง่ หอยสาริกา หอยดักดานและหอยทากยักษ S. riobave และ S. 
glaseri   สามารถฆาหอยไดดีกวาสายพนัธุอ่ืนๆ ยงัจะพบไดวา , S. riobave และ  S .glaseri  
นาจะมีแนวโนมในการนําไปประยุกตใชกําจัดหอยทากบกไดเมื่อศึกษาทางเนื้อเยื่อวทิยาพบ
ไสเดือนฝอยอยูในอวยัวะปอด กระเพาะอาหาร ลําไสและทออวัยวะสืบพนัธุ และเมื่อนาํ  S. 
capocapsae  และ S. riobave  มาทดสอบกับหอยเชอร่ีในอางซีเมนต พบวาหอยตาย43.75%
สวน หอยเลขหนึง่ตาย10.0-2705%  หอยดักดาน หอยสาริกาและหอยทากยักษไมตาย จะตอง
ศึกษาทดลองตอไป 
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ภาพที่ 1    เนือ้เยื่อหอยที่ยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน (40x)  

     a,ไสเดือนฝอยในเนื้อเยื่อปอด      b, ไสเดือนฝอยในเนื้อเยื่อลําไสเล็ก 
                                 c, เนื้อเยื่อปอดถูกทาํลาย            d, เนื้อเยื่อปอดปกติ    n. ไสเดือนฝอย 
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การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis  
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 

Formulation of Bacillus subtilis Endospore for Controlling 
Ginger Wilt 

 
  บุษราคัม  อุดมศักด์ิ      ณฏัฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ  
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

__________________________________ 
บทคัดยอ 

ในปที ่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) ไดทําการพฒันารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร 
Bacillus subtilis ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง เร่ิมจากการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือที่เหมาะสมตอการ
สรางเอ็นโดสปอรของ B.subtilis จํานวน 21 สูตร  ทดสอบปจจยัที่เกี่ยวของกบัการสรางเอ็นโด
สปอร ไดแก ทดสอบความเร็วรอบในการเขยาเพื่อการบมเช้ือ อุณหภูมิ และแสงที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อเพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร ทดสอบความทนทานของ B.subtilis ที่อยูในระยะเอ็นโด
สปอรในสภาพอุณหภูมิตางๆ และศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ  B.subtilis ในรูปเอ็นโดสปอร ผล
การทดลองพบวา อาหารสตูร  N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโด
สปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการ
สรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเช้ือ
เปนเวลา 480 ชั่วโมง (20 วัน) และสูตร FFS1 สามารถสรางเอ็นโดสปอรได 2.1 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 120 ชัว่โมง (5 วัน) การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็ว
รอบ 150 และ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซยีส) ภายใตแสงธรรมดา เปน
สภาพทีเ่หมาะสมตอการเล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis ในการกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร และพบวา 
แบคทีเรีย B.subtilis สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถึง 8 องศาเซลเซียสและสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส 
โดยที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมทิีใ่กลเคียงกบัสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโด
สปอรไมลดลงเม่ือเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (ที่อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ในการทดสอบ
การแปรรูปผลิตภัณฑในรูปของเหลว ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 3 เดือน ปริมาณ
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑที่ใสสารนําพา (หางนม) ลดลงเพียงเล็กนอย คือจาก 1.1 x 108 
โคโลนี/มิลลิลิตร เปน 0.2x 108 โคโลน/ีมลิลิลิตร แตหลังเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณ 
เซลแบคทีเรียที่มีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว จาก 107 เปน 106 โคโลนี/มิลลิลิตร การทดสอบการแปร  
_________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06 
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รูปผลิตภัณฑในรูปผง พบวา หลังการแปรรูปปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนมปีริมาณเทากนัคือ108 
โคโลนี/มิลลิลิตร แตการใชแปงขาวโพดเปนสารนาํพามีขอเสียคือ การเกาะติดคอนขางยาก
เนื่องจากแปงขาวโพดมีลักษณะมันล่ืน ตองใชเวลานานในการคลุกเคลา ขอดีคือ ผลิตภัณฑละลาย
น้ําไดดี ในขณะที่การใชสารทัลคัม การละลายน้าํจะมีตะกอนตกคาง  หลังการเก็บรักษาเปนเวลา 1 
เดือนพบวา ปริมาณเอ็นโดสปอรยังไมแตกตางกนัและยงัไมลดลง หลังการเก็บรักษา 7 เดือน พบวา 
ปริมาณแบคทเีรียจากทั้งสองผลิตภัณฑมปีริมาณเทากนัแตลดลงเหลือ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร 
ในขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจากผลิตภัณฑที่แปรรูปจากการเล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร PSA ซึ่งไมมี
การกระตุนใหสรางเอ็นโดสปอร ไมมีแบคทีเรีย B.subtilis ที่มีชวีิตรอด เมื่อเปรียบเทียบตนทนุการ
ผลิตพบวา ราคาของสารนาํพาทั้งสองชนดิที่นาํมาใชแปรรูปไมแตกตางกนั ในป 2550-2551 ไดทํา
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลวโดยลดปริมาณหางนมซ่ึงใชเปนสารนําพา ลง 2 เทา ศึกษา
การเก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเหลวในโรงเรือนทดลอง ผลการทดลองพบวา 
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอด
มีคาไมคงที ่ แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมื่อเกบ็เปนเวลา 5 เดือน และไมมี
ความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร 
PSB เปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมหิองปกติและในตูเยน็พบวาเมื่อเก็บเปนเวลา 
5 เดือนปริมาณเซล Bs ทีม่ชีีวิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึนโดยในสภาพอุณหภูมิปกติมปีริมาณมากกวาที่
เก็บในตูเยน็แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซลBsที่มีชวีิตรอดมีปริมาณลดลงเทากนัทัง้2แหลงเกบ็ 
 ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  ไดทาํการทดสอบการแปรรูปผลิตภัณฑเหลวเอ็นโดสปอร
โดยการเติมและไมเติมหางนมเปนสารนําพา  เก็บในสภาพอุณหภูมิปกติและอุณหภูมิตํ่า ผลการ
ทดลองพบวา การแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 การเติมหางนม
ลงเปนสารนาํพา ปริมาณการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บใน
สภาพอุณหภูมิปกติเปนเวลา 6 เดือน และพบวา ผลิตภัณฑเหลวทีผ่สมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs 
ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิตสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ใน
อาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ 
FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ ผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน พบวา การคลุกดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด และทุกกรรมวธิีสามารถ
ลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ทัง้นีก้ารคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโด
สปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  
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คํานํา 
เชื้อแบคทีเรีย  Ralstonia solanacearum เปนแบคทเีรียสาเหตุโรคพชืที่มีความสําคัญมาก 

กอใหเกิดโรคเหี่ยวในพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน มนัฝร่ัง ขิง ปทุมมา การควบคุมโรคดวย
สารเคมีคอนขางยาก และมักกอใหเกิดผลกระทบตอผูบริโภคและสภาพแวดลอมตามมา จึงไดมี
การศึกษาเพื่อหาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวที่มีความปลอดภัยหลายวธิี เชน การเขตกรรม การปรับปรุง
พันธุ และการควบคุมโรคโดยชีววธิีโดยการนําเช้ือจุลินทรีย ที่มีคุณสมบัติเปนเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ 
(antagonist) 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธจีึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการปองกนักาํจัดโรคพืชที่ชวยลด
ปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตองเหมาะสม และเปนการนําเอาจุลินทรียที่มีอยูใน
ธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียทีม่คุีณสมบัติเปนantagonist ซึ่งในปจจุบันได
มีการนาํมาใชในการควบคุมโรคพืชทัง้เช้ือราและแบคทีเรีย จนกระทัง่แปรรูปเปนผลิตภัณฑ และ
จําหนายเปนการคากันอยางแพรหลาย เชน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
ณัฏฐิมาและคณะ (2548) จึงไดทาํการศึกษาการใชประโยชนจากเชือ้ Bacillus spp. ในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงและมะเขือเทศ และพบวา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงถึง 60%  แตจากงานวิจัยที่ผานมาการนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ทําโดย
ใชสารละลายเชื้อที่เล้ียงในอาหารเหลวแลวนาํไปจุมหวัพันธุ และ/หรือราดลงบนดิน ซึ่งวิธีการ
ปฏิบัติเชนนี้ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis  มักไมคงที่ เปล่ียนแปลงไปตาม
สภาพแวดลอม ซึ่งสวนใหญประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง 

เนื่องดวยแบคทีเรียในสกุลBacillus มีคุณสมบัติในการสรางสปอรที่เรียกวาเอ็นโดสปอร 
(endospore)  ซึ่งเปนอวัยวะที่อยูในเซลแบคทีเรีย (vegetative cell)  โดยเอ็นโดสปอรจะมีผนังหนา 
คงทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน รังสี แรงกระแทก รอนจัดหรือเย็นจัดหรือสภาพขาด
แคลนอาหาร และเอ็นโดสปอรจะสามารถงอกกลับมาเปน vegetative cell ไดใหมเมื่อใสลงไปใน
ดิ น แ ล ะ ส ภ า พ แ ว ด ล อ ม เ ห ม า ะ ส ม แ ล ะ มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ค ว บ คุ ม เ ชื้ อ โ ร ค ไ ด ทั น ที 
(http://www.splammo. net/bact102/102/bacillus.html) โดยมหาวิทยาลัยนอททิ่งแฮม 
(University of Nottingham) ของประเทศอังกฤษไดทําการศึกษาและคัดเลือกแบคทีเรีย B. 
subtilis และรูปแบบผลิตภัณฑในรูปของเอ็นโดสปอรและไดรับการจดทะเบียนจาก EPA แลวในช่ือ 
MBI 600 โดย มีคุณสมบัติทนทานตอสภาพแวดลอม สามารถเก็บในสภาพแหงไดไมตํ่ากวา 2 ป 
สามารถใชรวมกับสารเคมีชนิดอ่ืนไดอยางกวางขวางและสปอรสามารถงอกกลับมาเปน 
vegetative cell และเขาครอบคลุม (colonise) รากพืชไดทันที เมื่อใสลงไปในดิน (http://www. 
microbiogroup.com/BS1.htm) 
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วาสนา และคณะ, 2547 ไดศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ B. subtilis TISTR 001 เพื่อใชใน
ฟารมเล้ียงสัตว พบวา ถาเติมสารตัวพา (carrier) ไดแก zeolite, talcum, และ calcium 
carbonate ลงไปในการรูปแบบผลิตภัณฑชนิดผง แมเพิ่มอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซยีสใน
ระหวางกระบวนการผลิตกต็าม สปอรของแบคทีเรียกส็ามารถทนอยูไดและจํานวนของเอ็นโดสปอร
ก็ไมลดลง และพบวาความเขมขนของเอ็นโดสปอรจะคงทีก่วาผลิตภัณฑที่อยูในรูปของเหลว 
(http://www.nowledge.biotec.or.th/doc_upload /200411495822 .doc) 

เพ็ญจันทร,2546 ไดศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมตอขบวนการหมักสปอรของ B.subtilis 
TISTR 001 เพื่อเปนโพรไบโอติก พบวา การใชโมลาสและกากถั่วเหลืองเปนองคประกอบของสูตร
อาหารที่ใชหมกั จะสามารถกระตุนการสรางสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis TISTR 001 ไดถึง 109 
สปอร/มิลลิลิตร 

งานวิจยันี้จงึเปนการศึกษาเพื่อพัฒนาสูตรสําเร็จของแบคทีเรีย B. subtilis  ใหอยูในรูป
ของเอ็นโดสปอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ ใหมีความคงทน เนื่องการมีชีวิตรอดในรูป
สปอรของเชื้อ และสามารถนาํไปใชไดทุกสภาพแมกระทัง่ในสภาพที่มีอุณหภูมสูิง โดยอาศัย
คุณสมบัติความทนทานของเอ็นโดสปอรและการงอกกลับมาเปนเซลใหมไดโดยงายของเอ็นโด
สปอรดังกลาว   

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. แบคทีเรีย B.subtilis 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทท่ีผานการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงที่เกิดจากเช้ือ R. solanacearum  (ณัฏฐิมาและคณะ, 2547) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย  PSA (Potato sucrose agar) 
 3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ ตูเข่ียเช้ือ เคร่ืองเขยา 
(incubator shaker) ฯลฯ 

4. สารเคมีในหองปฏิบัติการ 
5. สารที่ไดจากของเหลือภาคเกษตร เชน หางนม กากน้าํตาล กากถั่วเหลือง โปรตีนปลา 
(เศษปลาหมัก) ฯลฯ 

วิธีการ 
ปที่1-3  (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551)  
1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B. subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 สูตรอาหารทดสอบ (ภาคผนวก) ไดแก  

- ชุดที่ 1 สูตรอาหารทั่วไป 15 สูตร ไดแก : CA  MY   NGA  PSB (Wakimoto’broth)  
CPG  YP  NA   NTG  GMP  B   N1 N2 N3 N4  และ N5   



 786 

 - ชุดที่ 2 สูตรอาหารที่มีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร ไดแก :   SM1 SM2 FM1 
FM2 FFS1 และ FFS2 
ปฏิบัติดังนี ้

1.1 การเตรียมหัวเชื้อ : เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทดสอบ B. subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปน
เวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้ถายเชื้อแบคทีเรียจาํนวน 1 ลูป (loop) มาตรฐานลงในอาหารเหลว 
PSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟาสกขนาด 25 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงในสภาพเขยา
ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทเีปนเวลา 24 ชั่วโมง 
1.2 การทดสอบในสูตรอาหารตางๆ : ถายหัวเช้ือ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวที่ใชทดสอบ 
ซึ่งบรรจุอยูในฟาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 99 มิลลิลิตร นําไปบมเช้ือบนเคร่ืองเขยา
ที่อุณหภูมหิองที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี
1.3 การบันทึกผล : ตรวจผลโดยนบัจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนบัดวย 
counting chamber ภายใตกลองจุลทรรศน ทุก 24 ชั่วโมง  

2. การทดสอบความเรว็รอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
ปฏิบัติดังนี ้

2.1  เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารสูตร N3 ( Parry,J.M. และคณะ,1988) โดย
ปฏิบัติการทดลองเชนเดียวกับการทดลองที ่1 
2.2  นําไปบมเชื้อบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ ไดแก 50 100 150 และ 200 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 360 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 
2.3 ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนับดวย counting chamber 
ภายใตกลองจลุทรรศน 

3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย B.subtilis สรางขึน้ ที่อุณหภูมิ
ตางๆ 
ปฏิบัติดังนี ้

3.1 เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B.subtilis  ในอาหารเหลว N1 N2 N3 N4 และ N5 บนเคร่ืองเขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 240 ชั่วโมง  
3.2 นาํไปแชในน้าํรอนที่อุณหภูมิ 8 40 60 80 และ100 องศาเซลเซยีสเปรียบเทยีบกับที่
อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 30 นาที  
3.3 นาํไปเล้ียงบนอาหารแข็ง PSA  เพื่อนบัจํานวนเซลทีม่ีชีวิตรอด โดยวิธ ีserial dilution 
plate method 

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 
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4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 1. เล้ียงแบคทเีรีย B.subtilisในอาหารเหลว FFS1 บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 72 ชัว่โมง  

2. เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลว (ขอ1) อัตรา 
10 % ของปริมาตร 
 3. เติมหางนมลงไป 4 เทา เขยาใหเขากัน 
 4. บรรจุขวดแกว ปดฝา วางไวที่อุณหภูมหิอง 
 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
 ปฏิบัติเชนเดียวกับ 4.1 แตลดปริมาณหางนมลงเหลือ 2 เทา 
ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชวีิต โดยวิธ ีserial dilution plate 
technique เปรียบเทียบกับ การเล้ียงบนอาหารเหลวFFS1 ที่ไมมีการแปรรูปและในอาหาร PSB 
 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
 1. ปฎิบัติการทดลองเชนเดียวกับ การทดลอง 4.1 (ขอ1-2) 
 2. เติม Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1 ลงในสารละลาย (ขอ1) 
 3. เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
 4. นําไปผ่ึงในที่รม จนกระทัง่ผงแปงแหงสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห) เก็บในถุงพลาสติกใส 
ปดปาก วางไวที่อุณหภูมิหอง 
 5. ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชีวติ โดยวิธ ีserial 
dilution plate technique เปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑแปรรูปแบคทีเรีย B.subtilis ที่เล้ียงบนอาหาร 
PSA ซึ่งปฏิบัติดังนี ้
  - เล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปนเวลา 48 ชัว่โมง 
  - เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ขูดเซลแบคทีเรีย 
  - นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูม ิ 18 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
  - รินเอาสวนใสมาผสมกับ Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1  
  - เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
  - นําไปผ่ึงในทีร่ม จนกระทั่งผงแปงแหงสนทิ เก็บในถุงพลาสติกใส ปดปาก วางไว
ที่อุณหภูมหิอง  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
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  นําผลิตภัณฑเหลวที่ไดแยกเก็บเปน 2 แหลง คือเก็บในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส)  และอีกสวนเก็บทีอุ่ณหภูมิปกติ (อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ตรวจผลจํานวนแบคทีเรีย
ที่มีชีวิตรอดโดยวิธ ีserial dilution plate method ทกุ ๆเดือน 
 5.2  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
  นําผลิตภัณฑผงที่ปรุงแตงโดยใชทัลคัมเปนสารนาํพา บรรจุในถุงพลาสติกปดฝา 
แยกเก็บเปน 2 แหลง คือเกบ็ในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)  และอีกสวนเกบ็ที่อุณหภูมิปกติ 
(อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ปฏิบัติเชนเดียวกับผลิตภัณฑเหลว (ขอ 5.1) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
 วิธีปฏิบัติ  
 1. นาํดินที่อบฆาเช้ือแลวมาผสมกับ cell suspension ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยใชปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ทิ้งไว 24 ชม. 
 2. นาํหวัพนัธุขิงที่ลางทําความสะอาดแลว แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis 
ปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนตีอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชม. 

3. ปลูกในดินที่เตรียมไว โดยมีกรรมวิธเีปรียบเทียบคือ   
 - ปลูกขิงในดินที่ราดแบคทเีรีย R. solanacearum (C+) 
 - ปลูกขิงในดินอบฆาเช้ือ (C-) 
 - ปลูกขิงที่แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis ที่แปรรูปจากการเล้ียงเชื้อบน

อาหาร PSA ปกติ 
4. ตรวจผล โดยเช็คจํานวนตนเหีย่ว คิดเปนเปอรเซ็นตของการเกิดโรค 

ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)   
1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
 เปรียบเทยีบวธิีการแปรรูปผลิตภัณฑเหลว 3 รูปแบบ คือ 

1. FFS1+ Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา  

2. PSB + Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร PSB บมเช้ือเปนเวลา 2 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา 

3. FFS1 : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั จากนั้นนาํไปแปร
รูปตามวิธีการขอ 4.1.2 แตไมมีการเติมหางนม 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
 - เตรียมดินปลูกใสกระถาง ปริมาณ 700 กรัมตอกระถาง 
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 - เพาะชํากลาขิงในกระบะเพาะ ใหมีอายปุระมาณ 45 วัน  
- ทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน

ทดลอง วางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ํา 5 กรรมวธิ ีดังนี ้
กรรมวิธีที ่1 คลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร อัตรา 70 กรัมตอดิน 700 กรัม 
กรรมวิธีที ่2 ราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 

ลิตร 50 มล. ตอกระถาง 
กรรมวิธีที ่3 ราดดินดวยสารละลายเช้ือ Bs* อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 ลิตร 50 มล.ตอ

กระถาง 
กรรมวิธีที ่4 Control +  ราดดวยสารละลายเช้ือ Rs อัตรา 50 มล.ตอกระถาง (ปริมาณ 

Rs เทากับ 1.8 x 109 cfu/ml.) 
กรรมวิธีที ่5 Control -  ราดดินดวยน้ําเปลา 
 *  การเตรียมสารละลายเช้ือ Bs ปฏิบัติโดยการเล้ียง Bs บนอาหาร PSA โดยไมมี

การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร จากนั้นนาํมาทําเปน cell suspension ดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ปรับ
ความเขมขนจนไดปริมาณเซล Bs ประมาณ 108 cfu/ml. 

 - ตรวจผลโดยนับจํานวนตนที่เปนโรค คิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโรคเปรียบเทียบกับ
จํานวนตนทัง้หมด 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ทดสอบผลิตภัณฑผงในแปลงปลูกที่ศูนยวจิัยพืชสวนลําปาง อ.หางฉัตร จ.ลําปาง 

โดยวิธีรองกนหลุมและแชหวัพนัธุกอนปลูกวางแผนการทดลองแบบ RCBD 4 ซ้ํา 5 กรรมวิธ ี
ดังนี้  

กรรมวิธีที ่1 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 15  กรัม/น้ํา 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่2 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 30 กรัม/น้าํ 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่3 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  15 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่4 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  30 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่5 Control    

เวลาและสถานที ่    เริ่มตน  ตุลาคม     2548        สิ้นสดุ     กนัยายน      2552   
   กลุมวิจยัโรคพชื   สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
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1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลองพบวา หลังการเล้ียงเชื้อ 240 วัน มีอาหาร 8 สูตรไดแก YP NB NTG GMP 
N1 B N2 และ N5 ที่แบคทเีรีย  B.subtilis สามารถสรางเอ็นโดสปอรประมาณ 102สปอรตอ
มิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเช้ือเปนเวลา 360 ชั่วโมง พบวา B.subtilis  สามารถสรางเอ็นโดสปอรใน
อาหารทั้ง 15สูตร โดยที่ในสูตร N3 และ N4 แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด เทากบั 2.13 x 106 
และ2.34 x 106สปอรตอมิลลิลิตรตามลําดับ และเมื่อเล้ียงเชื้อจนครบ 480 ชัว่โมง พบวา แบคทเีรีย
สามารถสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุดถึง108ในอาหาร 6 สูตร ไดแก N1 B N2 N5 N4 และ N3 โดยมี
ปริมาณเอ็นโดสปอรเทากับ 1.10 x 108 1.38 x 108 1.40 x 108 1.43 x 108 2.48 x 108 และ 3.10 x 
108สปอรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที ่1) 
 การทดสอบสูตรอาหารทีม่ีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร พบวา เมื่อเล้ียง
แบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารที่มีสวนผสมของเศษปลาหมักผสมกับกากถัว่เหลืองอัตรา 1:1 (FFS) 
แบคทีเรียสามารถสรางเอ็นโดสปอรไดปริมาณสูงภายใน 5 วัน คือสรางเอ็นโดสปอรไดถึง 2.1 x 108

สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางที ่2) 
 ดังนัน้สูตรอาหารทเีหมาะสมในการนําไปแปรรูปคือ สูตร FFS1 ซึ่งมีสวนผสมที่ราคาถูก หา
งาย และใชเวลาในการเล้ียงแบคทีเรียไมนานมาก 
2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลอง พบวา หลังการเล้ียงเชื้อในอาหาร N3 เปนเวลา 360 วนั การเขยาบนเคร่ือง
เขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอมิลลิลิตร แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด โดยมี
ปริมาณเทากบั 7.1x108 และ 9.7x108 สปอรตอมลิลิลิตรตามลําดับ ทั้งนี้โดยพบวา การเพิ่ม
ความเร็วรอบของการเขยามากข้ึนซ่ึงเปนการเพิม่ปริมาณออกซิเจนลงในอาหารเล้ียงเชื้อ ก็จะทาํให
ปริมาณการสรางเอ็นโดสปอรเพิ่มมากข้ึนตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis  ที่อุณหภูมิตางๆ 
  ผลการทดลองพบวา แบคทเีรียทดสอบสามารถทนทานทั้งในสภาพอุณหภูมิตํ่า 8 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซียส เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร 5 สูตร  โดยพบวา เมื่อแช
ในน้าํเยน็อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส แบคทีเรียยงัคงมีชวีิตรอดถึงประมาณ 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
ลดปริมาณลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ซึง่มี
ปริมาณเทากบั 107 โคโลนตีอมิลลิลิตร และจากการทดสอบการทนทานในสภาพอุณหภูมิสูง พบวา 
ที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิซึ่งใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก แบคทีเรียสามารถมี
ชีวิตรอดประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร โดยที่ปริมาณไมลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม
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อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส ซึง่มีปริมาณแบคทีเรียประมาณ  107โคโลนีตอมิลลิลิตร และใน
สภาพอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส แบคทีเรียกย็ังคงมีชีวิตรอดถึง 104 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
(ตารางที ่4)  

 จากการทดลองน้ี การตรวจผลจําเปนตองใชวิธกีารนบัโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือโดยวธิ ี
serial dilution plate method เพื่อตรวจสอบเซลที่มีชวีติรอดเทานัน้ และจากลักษณะคุณสมบัติของ
แบคทีเรียในกลุม Bacillus ถาแบคทีเรียอยูในสภาพเปนเซลและยงัไมสรางเอ็นโดสปอร แบคทีเรีย
สามารถเติบโตไดดีที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซยีส 
(http://yalor.yru.ac.th/~dolah/notes/4034605-2-48/MM_404652038_12.doc) และเมื่ออุณหภูมิ
สูงข้ึนเซลแบคทีเรียจะตายลงจนไมสามารถมีชีวิตรอดได โดยเฉพาะถาอุณหภูมิสูงถึง 40 องศา
เซลเซียส ดังนั้นการทีโ่คโลนีแบคทีเรียยงัสามารถเจริญอยูไดบนอาหารเล้ียงเชื้อ ทั้งที่แชในน้ํารอน
อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส แสดงวา เอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis เทานัน้ทีย่ังทนตอ
ความรอนและเจริญกลับมาเปนเซลปกติไดตามเดิม  

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 

 4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยเติมหางนมลงไป 4 เทา พบวา หลังจากเก็บผลิตภัณฑไว
เปนเวลา 2-3 เดือน ในสภาพอุณหภูมหิอง  ปริมาณเซลมีชีวิตของ  Bs ลดลงไมมากนัก แตหลังจาก 
3 เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว และเมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 
เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียลดลงจาก 107 เปน 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
เซลแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร FFS1 ซึ่งไมมีการแปรรูป พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียยังมีปริมาณถึง 
107 โคโลนีตอมิลลิลิตร  

 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยลดปริมาณหางนมลง 2 เทา ผลการทดลอง พบวา หลัง

การเก็บ 1 เดือน ปริมาณเซลมีชีวิตของแบคทีเรีย Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมลิลิลิตร แลวเพิ่ม
ปริมาณเปน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ในเดือนที ่ 2 จากนั้นลดลง เหลือ107 โคโลนีตอมิลลิลิตร ใน
เดือนที ่ 3 และ4 และเมื่อเกบ็ผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน พบวาปริมาณเซลที่มีชวีิตของ Bs กลับ
เพิ่มข้ึนเปน 1010 โคโลนีตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเทากับในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร FFS1 ที่ไมมี
การเติมหางนม แตเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑที่ไดจากการเล้ียง Bs ในอาหารPSB ที่เติมหางนม
ลงไป 2 เทา เมื่อเก็บผลิตภัณฑครบ 5 เดือนปริมาณ Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร(ตาราง
ที่ 7) 

4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
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 จากการทดลอง พบวา การแปรรูปผลิตภัณฑโดยใช ทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารพาหะ
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมคือผลิตภัณฑที่แปรรูปจากแบคทีเรียทีล่างบนอาหาร PSA โดยไมมี
การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนไมแตกตางกนั คือเทากับ 108 
cfu/ml. แตเมื่อเก็บไว 5 เดือน พบวา  ไมพบปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตรอดในกรรมวิธีควบคุม 
ในขณะที่กรรมวิธทีี่แปรรูปจากการกระตุนเอ็นโดสปอรในอาหาร FFS1 ที่ใชทัลคัมและแปงขาวโพด
ลดลงเหลือ 107 cfu/ml. (ตารางที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทยีบข้ันตอนการผลิต พบวา การใชแปงขาวโพดจะคอนขางยุงยาก เนื่องจาก
แปงขาวโพดมีความมนัล่ืน การเกาะติดในข้ันตอนการผสมเช้ือคอนขางยาก  ใชเวลานาน แตขอดี
คือ ผลิตภัณฑที่ไดละลายน้ําไดดีกวาการใชสารทัลคัม ไมเหลือตะกอน และราคาไมตางกนั  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑเหลวที่อุณหภูมิหอง และเก็บใน

ตูเย็น พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทัง้ 2 แหลงเก็บ มีปริมาณ
เพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน 108 โคโลนตีอมิลลิลิตรเปน1010 โคโลนตีอมิลลิลิตร และ109 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมหิองและในตูเยน็ ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 

5.2 ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผง 
 ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑผงที่อุณหภูมิหอง และเก็บในตูเยน็ 

พบวา เมื่อเกบ็ผลิตภัณฑผงเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทั้ง 2 แหลงเก็บ ลดลงเทา ๆ กนั 
คือ จากปริมาณเร่ิมตน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร เหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 8) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
  ในการทดสอบประสิทธิภาพผง ในโรงเรือน พบวา ในกรรมวิธเีปรียบเทยีบ (C-) 
ปริมาณตนขิงที่ปลูกเปรียบเทียบงอกเจริญเปนตนไมถงึ 50 เปอรเซน็ต ซึ่งไดทาํการทดสอบอีก 2 
คร้ัง ก็ยงัประสบปญหาเดิม จึงไมสามารถตรวจผลได ในปพ.ศ.2551 จะทาํการทดสอบอีกคร้ังโดย
ปรับวิธีการ โดยเพาะหวัพนัธุขิงใหงอกกอนทดสอบ และ อีกสวนหนึ่งจะไปทําการทดสอบในระดับ
แปลงปลูกที่จงัหวัดลําปาง    
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  

1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
  ผลการทดลอง พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเหลวในสภาพอุณหภูมิปกติ เปนเวลา 6 
เดือน ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1ทั้งที่เติมหางนม (FFS1+SM) 
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และไมเติมหางนม (FFS) ในการแปรรูป มีปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวติสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรงุ
แตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB (PSB+SM)  และพบวา  ในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑเหลว
ของกรรมวิธทีีเ่ล้ียงในอาหาร FFS1 นัน้การเติมหางนมลงไปในการแปรรูป จะมปีริมาณแบคทเีรีย 
Bs ทีม่ีชีวิตรอดเทากับกรรมวิธีที่ไมเติมหางนม เมื่อเก็บไว 6 เดือนในสภาพอุณหภูมิปกติ และการ
เก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM 
มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ (ตารางที่  10) 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 60 วนั กรรมวธิกีารคลุกดินดวยผลิตภัณฑ

ผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุดคือ 46.94% รองลงมาไดแก กรรมวิธี
การราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell suspension ของ Bs โดย
มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 62.74 และ65.26 ตามลําดับ และทกุกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรค
ไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (Control+) ซึง่มเีปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 83.72  ทั้งนี้
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ (ตารางท่ี 11) 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ผลการทดลอง พบวา หลังการตรวจผลที ่2 เดือนหลังการทดสอบ พบวา กรรมวธิทีี่

แชหัวพันธุกอนปลูก มีอัตราการเกิดโรคเหี่ยวตํ่า โดยการแชหัวพันธุในอัตรา 50 กรัมตอน้ํา 
10 ลิตร เปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 15.7  แตเมื่อนาํมาวิเคราะหสถติิ พบวาทุกกรรมวิธีไม
มีความแตกตางกนัทางสถิติ  

ทั้งนี้การตรวจผลยังไมส้ินสุด และจะสรุปรวบรวม และวิเคราะหผลอีกคร้ังหลังจาก
ส้ินสุดการเก็บเกี่ยวผลผลิต ประมาณเดือนกุมภาพนัธ 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
 จากผลการทดลองสรุปไดวา มีอาหารที่ชวยกระตุนการการสรางเอ็นโดสปอรของ 
B.subtilis  สูงสุด ไดแก N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร
ของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 แตสูตรที่เหมาะสมตอการนาํมาใชใน
ขบวนการแปรรูปคือสูตร FFS1 เนื่องจากสวนผสมมีราคาถกู หาซ้ืองาย และใชเวลาการเล้ียงใน
ระยะส้ันที่สุด การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอนาท ี เปน
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สภาพทีเ่หมาะสมตอการสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรียทดสอบ และพบวา แบคทีเรีย B.subtilis 
สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถงึ 8 องศาเซลเซียสและสูงถึง 100 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูม ิ 40 
องศาเซลเซยีสซ่ึงเปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโดสปอรไมลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัชุดควบคุมคือที่อุณหภูมหิอง 25+2 องศาเซลเซียส  

การแปรรูปเปนผลิตภัณฑผงโดยใชสารทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารนําพาปริมาณเซล
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดหลังการเก็บ 7 เดือนไมมีความแตกตางกนั แตปริมาณลดลงประมาณ 10 
ลานเซล ในขณะที่การแปรรูปจากแบคทีเรียที่เล้ียงบนอาหาร PSA โดยไมมีการกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอร ไมพบการรอดของเซลแบคทีเรีย B.subtilis หลังการเก็บผลิตภัณฑไว 5 เดือน 

การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มี
ชีวิตรอดมีคาไมคงที ่แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมือ่เก็บเปนเวลา 5 เดือน และ
ไมมีความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจาก
อาหาร PSB  

เปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิหองปกติและในตูเย็น พบวา เมือ่เก็บเปน
เวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs ที่มีชวีิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึน โดยในสภาพอุณหภูมปิกติมีปริมาณ
มากกวาที่เก็บในตูเย็น แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซล Bs ที่มีชวีติรอด มีปริมาณลดลงเทากนั
ทั้ง 2 แหลงเกบ็ 

การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผง จะทาํการปรับวิธีการทดสอบในระดับโรงเรือนใหม
ในและจะทดสอบในระดับแปลงปลูกในป พ.ศ.2551 
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  
 จากผลการทดลองสรุปไดวา ในการแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ใน
อาหาร FFS1 นั้น การเติมหางนมลงไปเปนสารนําพาในผลิตภัณฑ ปริมาณการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมปิกติเปนเวลา 6 เดือน และ
พบวา ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิต
สูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพ
อุณหภูมิตํ่า การมีชีวติรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลง
มากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ  

ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง พบวา 
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด รองลงมา
ไดแก กรรมวิธีการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell 
suspension ของ Bs และทุกกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกบักรรมวธิีควบคุม 
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ทั้งนี้การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  

คําขอบคุณ 
- 
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ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
ตารางที ่1  ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหาร 15 สูตร 

     หลังการเล้ียงเชื้อ 240 360 และ 480 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลิลิตร) สูตรอาหาร 

240 ชั่วโมง (10 วัน) 360 ชั่วโมง (15 วัน) 480 ชั่วโมง (20 วัน) 
CA 0 1.02 x 102 1.42 x 102  

MY 0 3.36 x 102 5.70 x 103 

NGA 0 7.28 x 103 2.60 x 105 

PSB 0 8.48 x 103 3.00 x 105 

CPG 0 8.97 x 103 7.00 x 105 

YP 0 1.36 x 104 1.04 x 106 

NB 1.3 x 102 6.45 x 104 1.46 x 106 

NTG 1.27 x 102 8.38 x 104 2.00 x 106 

GMP 1.63 x 102 3.94 x 105 1.04 x 107 

N1 2.23 x 102 7.33 x 105 1.10 x 108 

B 2.46 x 102 8.26 x 105 1.38 x 108 

N2 3.34 x 102 8.28 x 105 1.40 x 108 

N5 3.36 x 102 8.63 x 105 1.43 x 108 

N4 0 2.13 x 106 2.48 x 108 

N3 0 2.34 x 106 3.10 x 108 
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ตารางที ่2 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหารทีม่ีสวนผสมของ 
     สวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร หลังการเล้ียงเชื้อ 72 และ120 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลิลิตร) สูตรอาหาร 

 72 ชั่วโมง (3 วัน)  120 ชั่วโมง (5 วัน) 
FFS1 1.9 x 106 2.1 x 108 

FFS2 1.1 x 106 9.6 x 107 

FM1 1.2 x 106 7.3 x 107 

FM2 8.5 x 105 8.2 x 106 

SM1 8.1 x 105 2.0 x 106 
SM2 2.8 x 105 1.9 x 106 
 
ตารางที่ 3 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหาร N3 ( Parry,J.M. 

          และคณะ,1988) ในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ เปนเวลา 360 วัน  
ณ อุณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 

ความเรว็รอบ (รอบตอนาที) ปริมาณเอ็นโดสปอร (สปอร/มิลลิลิตร) 
50 4.10 x 106 
100 5.60 x 106 
150 7.10 x 108 
200 9.70 x 108 

 
ตารางที่ 4  ปริมาณเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีิตรอด ในอาหาร N3  

(Parry,J.M.และคณะ,1988) ที่แชในน้ําอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 30 นาท ี
อุณหภูมิ (0C) ปริมาณเอ็นโดสปอร (สปอร/มิลลิลิตร) 
8 9.20 x 106 
26 1.60 x 107 
40 1.90 x 107 
60 1.38 x 106 
80 1.43 x 104 
100 1.38 x 104 
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ตารางที่ 5 ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใชหาง 
นมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกับผลิตภัณฑที่เล้ียงในอาหารเศษปลาหมักผสม          
กากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมกีารแปรรูป  เก็บที่อุณหภูมหิอง (25+ 2 0C) 
เปนเวลา 5    เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหาร FFS1 
+หางนม 4 เทา 

ในอาหารFFS1 

0 1/ 1.1 x 108 1.0 x 108 
1 0.7 x 108 5.3 x 108 
2 0.2 x 108 5.9 x 107 
3 5.3 x 106 8.0 x 107 
4 2.8 x 106 8.6 x 107 
5 3.3 x 105 8.3 x 107 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป 

ตารางที่ 6  ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑที่ใชสารทัลคัม และแปง 
       ขาวโพดเปนสารนําพาเปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป  

      เก็บที่อุณหภูมิหอง (25+ 2 0C) เปนเวลา 7 เดือน 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

ทัลคัม 
(อาหาร FFS1)2/ 

แปงขาวโพด 
(อาหาร FFS1)2/ 

ทัลคัม 
(อาหาร PSA)3/ 

0 1/ 1.2 x 108 1.5 x 108 2.1 x 108 
1 0.9 x 108 0.6 x 108 1.5 x 108 
2 1.7 x 107  1.5 x 107 2.0 x 108 
3 2.2 x 107 1.7 x 107 1.5 x 107 
4 1.3 x 107 1.5 x 107 4.3 x 107 
5 3.2 x 107 3.0 x 107 0 
6 1.0 x 107 9.0 x 107 0 
7 1.5 x 107 2.5 x 107 0 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป       2/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร FFS1 กอน
แปรรูป 
3/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป 
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ตารางที่ 7. ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใช 
หางนมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงในอาหารเศษปลาหมกั      
ผสมกากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมีการแปรรูป และในอาหาร PSB เก็บที่อุณหภูมหิอง 
(25+ 2 0C) เปนเวลา  5 เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหารFFS1 +
หางนม 2 เทา 

ในอาหารFFS1 ในอาหาร PSB + 
หางนม 2 เทา 

01/ 5.3 x 108  5.5 x 108 8.5 x 108 
1 1.0 x 107 8.3 x 108 1.0 x 106 
2 7.5 x 108 4.0 x 108 2.0 x 105 
3 1.0 x 107 5.0 x 109 4.0 x 106 
4 5.0 x 107 1.1 x 1010 1.0 x 107 
5 6.1 x 1010 1.0 x 1010 1.0 x 107 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 8  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนดิ 

      เหลว ที่เกบ็ที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) โดยใชหางนม 2 เทาเปน 
      สารนาํพา 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 

01/ 5.3 x 108  5.3 x 108 
1 1.0 x 107 2.5 x 108 
2 7.5 x 108 1.5 x 1010 
3 1.0 x 107 2.6 x 105 
4 5.0 x 107 4.9 x 1010 
5 6.1 x 1010 6.5 x 109 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
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ตารางที่ 9  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิด
ผง ที ่

      เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเย็น (4 oC)    โดยใชทลัคัมเปนสารนาํพา 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 
01/ 6.7 x 108 6.7 x 108 
1 6.0 x 108 1.2 x 108 
2 7.5 x 107 1.5 x 108 
3 2.2 x 107 1.7 x 107 
4 4.3 x 107 1.1 x 107 
5 1.0 x 107 1.7 x 107 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 10  เปรียบเทยีบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูป 
          ชนิดเหลว ที่เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC)  ทีเ่ติมและไมเติม 

หางนมเปนสารนําพา 
ปริมาณเซล Bacillus subtilis  (cfu/ml.) 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 
 เดือนที่ 

FFS1+SM FFS1 PSB+SM FFS1+SM FFS1 PSB+SM 
0 1.4 x 109 1.7 x 109 1.0 x 109 1.4 x 109 1.7 x 109 1.0 x 109 
1 4.0 x 108 2.0 x 108 1.0 x 107 1.0 x 107 6.0 x 106 3.6 x 107 
2 1.0 x 107 9.0x 107 5.0 x 106 4.0 x 107 1.1 x 107 2.1 x 107 
3 5.0 x 107 2.0 x 107 5.0 x 106 1.0 x 107 3.0 x 106 1.2 x 107 
4 2.0 x 107 7.0 x 108 8.0 x 106 9.0 x 106 8.0 x 107 3.2 x 106 
5 5.0 x 107 8.2 x 108 4.0 x 106 8.5 x 106 3.0 x 107 2.0 x 106 
6 1.5 x 107 9.0 x 107 5.0 x 106 2.0 x 106 1.0 x 107 2.0 x 106 
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ตารางที่ 11  เปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวของขิงทีเ่กิดจากแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ที ่
         ทดสอบการควบคุมดวยผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร ที ่15 30 45 และ60 วัน หลังการ 
         ทดสอบ 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค กรรมวธิ ี
 15 DAI 30  DAI 45 DAI 60 DAI 
T1 34.88 44.44 45.83 46.94 
T2 42.50 65.85 67.39 67.74 
T3 43.53 56.32 67.77 68.26 
T4 52.08 68.75 76.19 83.72 
T5 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาคผนวก 
สูตรอาหารทดสอบ 15 สตูร 
Malt-yeast extract (MY) 
 Malt extract    3  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 Glucose    10.00  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
Peptone-calcium carbonate 
 Peptone    5  กรัม 
 CaCO3     3  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
CPG 
 Casamino acid    1  กรัม 
 Peptone    10  กรัม 
 Glucose    10  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
NGA 
 Beef extract    3  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 Glucose    2.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
PSB (wakimoto’broth) 
 Potato     300  กรัม 
 Sucrose    20  กรัม 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O   2  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
B 
 Yeast extract    1  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
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 Peptone    5  กรัม 
 MnSO4. H2O    50  มิลลิกรัม 
 CaCl2. 2H2O    100  มิลลิกรัม 
 MgSO4. 7H2O    500  มิลลิกรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
GMP 
 Glucose    15  กรัม 
 Peptone    6  กรัม 
 Meat  extract    3  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 NaCl     5  กรัม 
 MgSO4. 7H2O    0.25  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
YP 
 Yeast extract    5  กรัม 
 Peptone    10  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
NB 
 Peptone    5  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
NTG 
 Glucose    20  กรัม 
 KH2PO4    0.4  กรัม 
 MgSO4. 7H2O    0.2  กรัม 
 NaCl     1  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
N1 :Norris J.R และคณะ (1981) 
 Peptone    5  กรัม 
 Meat  extract    3  กรัม 
 Mn 2SO4. H2O    0.005  กรัม 
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 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
N2 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Mn 2SO4. H2O    0.03  กรัม 
 KH2PO4    0.25  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
N3 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Peptone    15  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 NaCl     6  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
N4 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O   2  กรัม 
 Peptone    15  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
N5 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O   0.5  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
SM1 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 10  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
SM2 
 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 5.0  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
FM1 
 ปลาปน     10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 10  มิลลิลิตร 
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 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
FM2 
 ปลาปน     10  กรัม 
 โมลาสส (cane molass)   5.0  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
FFS1 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก)  10  มิลลิลิตร 
 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
FFS2 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก)  10  มิลลิลิตร 
 กากถั่วเหลือง    5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 

 
…………………………………………. 
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Figure 1   Bacillus subtilis ,  on potato sucrose agar, 48 hours   

Figure 2  Endospore of  Bacillus subtilis ,  malachite green stained 
                (green color), 100 X 
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Figure 4  Wettable powder products of  Bacillus subtilis endospore,  talcum added  use for carrier 

Figure 3  Liquid products of  Bacillus subtilis endospore, skim milk added  use for carrier 
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การผลิตเช้ือปฏิปกษตอโรคเหี่ยวของมันฝรั่งปริมาณมากเพื่อเกษตรกร 
Mess production of antagonistic bacterial against Ralstonia solanacearum causal 

agent of potato bacterial wilt 
 

วงศ  บุญสืบสกลุ1     ณัฎฐมิา  โฆษิตเจริญกุล1    ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน1  
บูรณี  พั่ววงษแพทย1    สุรียพร บัวอาจ1    ววิัฒน  ภานุอําไพ2 

1/ กลุมงานบกัเตรีวิทยา  กลุมวิจยัโรคพืช  สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
2/ ศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตเชียงใหม 

__________________________________ 
บทคัดยอ 

 ตรวจเอกสารงานวิจัยที่เกีย่วของพบวา เชือ้ Bacillus subtilis เปนเช้ือที่พบไดทัว่ไปใน
ธรรมชาติ (Common micro  flora) เปนจุลินทรียทีม่ีบทบาทสําคัญในการยอยสลายในหวงลูกโซอาหาร
(food chain) สามารถยอยสลายวัสดุธรรมชาติไดอยางกวางขวาง สรางสปอรภายในเซลล (endospore) ที่
ทนตอความแปรปรวนของสภาพธรรมชาติไดดีโดยเฉพาะสภาพที่แหงแลงขาดแคลนอาหาร ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทยีบความสามารถในการมชีีวิตอยูรอดในธรรมชาติระหวาง B.  subtilis กบัเชื้อ R. solanacearum 
สาเหตุโรคเหี่ยวแลว เชื้อ B. subtilis สามารถมีชีวิตอยูรอดในธรรมชาติไดเหนือกวาและมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีในการเจริญในอาหารนมไดเปนอยางดี จงึไดทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่หมาะสมตอการเจริญเติบโต
ใน หองปฏิบัติการของเช้ือ DOA-WB4 และทดสอบการเพิ่มปริมาณเช้ือในอาหารนมชนิดตาง ๆ พบวาเช้ือนี้
สามารถขยายเพิ่มปริมาณเช้ือไดดีที่ 24-48 ชม.และมีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเช้ือ R. 
solanacearum และไดวิธีการตาง ๆ ทีไ่ปปรับใหเกษตรกรสามารถไปเล้ียงเพิ่มเช้ือ DOA-WB4 ปริมาณ
มาก ไดมีการทดสอบพัฒนาเปนชุดสําเร็จใชควบคุมโรคเหี่ยวของมนัฝร่ังที่เกษตรกรสามารถทําไดเอง จาก
การทดสอบความมีชีวิตของเช้ือปฏิปกษนีแ้ละตรวจสอบอายุการใชงานของชุดสําเร็จควบคุมโรคเหี่ยวของ
มันฝร่ังพบวาที่อุณหภูมหิองสามารถเก็บไดนาน 3 เดือน  

คํานํา 
Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวของพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด ปจจุบันถกูจัดใหเปนโรคที่
สําคัญมากที่สุดของโลกโรคหนึง่  เพราะสามารถทําใหเกิดโรคกับพืชตาง ๆ มากกวา 200 ชนิด และที่สําคัญ
ยังไมมวีิธีการใดที่สามารถควบคุมโรคนี้ไดผลดีพอโดยเฉพาะการใชสารเคมีไมแนะนาํใหใชแนวทางในการ
ควบคุมโรคนีต้องเนนทีก่ารปองกนั เพราะเช้ือสาเหตุโรคนี้มีพืชอาศัยกวางขวาง สามารถอยูรอดในดินได 
(soil born disease) สามารถแพรระบาดไปกับน้ําไดเปนอยางดี และที่สําคัญสามารถติดไปกับสวน
ขยายพันธุพืชได  ในประเทศไทยโรคนี้เปนโรคที่สําคัญที่ทาํใหเกิดความเสียหายกับพืชเศรษฐกิจทีสํ่าคัญ 
_________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06 
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หลายชนิด เชน มนัฝร่ัง  ขิง  ปทุมมา  ถัว่ลิสง  พริกตาง ๆ มะเขือตาง ๆ งาและยาสูบ เปนตน  สําหรับการ
ปองกนักําจัด มีรายงานผลการทดลองที่ดําเนินการกอนหนานี้ พบวาเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis WB4 
(BsWB4) ทีแ่ยกไดจากดินบริเวณรากตนมันฝร่ังที่ไมเปนโรคในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรคสามารถปองกนั
ควบคุมการเกดิโรคเหี่ยวที่เกดิจากเชื้อ R. solanacearum ได และพบวาการใชเช้ือปฏิปกษดังกลาวเพียง
อยางเดียวสามารถควบคุมการเกิดโรคนี้ไดคุมทุนที่สุด  ซึ่งถามีการศึกษาหาวิธีการผลิตเชื้อ BsWB4 ใน
ปริมาณมากเพื่อใหเกษตรกรสามารถนําไปใชในการควบคุมโรคดังกลาวได จะเปนประโยชนอยางมาก
สําหรับเกษตรกรผูเพาะปลูกพืชตาง ๆ ที่ถกูเช้ือนี้เขาทาํลายโดยเฉพาะมันฝร่ัง 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

 สารเคมีและเคร่ืองมือที่ใชในหองปฏิบัติการทางโรคพืชวิทยาและจุลชวีวทิยา 
วิธีการ 

วิธีการดําเนนิการวิจยั แบงเปนข้ันตอน ดังนี ้
1. การทดสอบการอาหารเลี้ยงเชื้อหลาย ๆ ชนิด  
2. การเช้ือในปริมาณมากดวยอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่หมาะสมคัดเลือกวิธกีารที่เหมาะสมและ
คุมทุนที่สุด 
3. เก็บรักษาเช้ือในรูปคลังเช้ือที่ 4 องศาเซลเซียส 
4. เปล่ียนสภาพเซลลปกติเปนเซลลสปอร 
5. ผสมเช้ือเคลือบผิววัสดุแพรกระจายเช้ือ (filler) อบแหงที่ 40 องศาเซลเซียส บรรจุ
ภาชนะดวยระบบ   ไลอากาศ (VIA pack) 

6. ทดสอบการควบคุมโรคในแปลงเกษตรกรที่มีโรคดังกลาวระบาดอยางนอย 4 แหง 
ผลการทดลองและวิจารณ 

ตรวจเอกสารงานวิจัยที่เกีย่วของพบวา เชือ้ Bacillus subtilis เปนเช้ือที่พบไดทัว่ไปในธรรมชาติ 
(Common micro  flora) เปนจุลินทรียที่มบีทบาทสําคัญในการยอยสลายในหวงลูกโซอาหาร(food chain) 
สามารถยอยสลายวัสดุธรรมชาติไดอยางกวางขวาง สรางสปอรภายในเซลล (endospore) ที่ทนตอความ
แปรปรวนของสภาพธรรมชาติไดดีโดยเฉพาะสภาพที่แหงแลงขาดแคลนอาหาร ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบ
ความสามารถในการมีชวีิตอยูรอดในธรรมชาติระหวาง B.  subtilis กับเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรค
เหี่ยวแลว เชื้อ B. subtilis สามารถมีชีวิตอยูรอดในธรรมชาติไดเหนือกวาและมีคุณสมบัติทางชีวเคมีในการ
เจริญในอาหารนมไดเปนอยางดี จึงไดทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่หมาะสมตอการเจริญเติบโตใน 
หองปฏิบัติการของเช้ือ DOA-WB4 และทดสอบการเพิ่มปริมาณเชื้อในอาหารนมชนิดตาง ๆ ที่มี
ประสิทธิภาพและไดวิธีการตาง ๆ ที่ไปปรับใหเกษตรกรสามารถไปเล้ียงเพิ่มเช้ือ DOA-WB4 ปริมาณมาก 
ไดมีการทดสอบพัฒนาเปนชุดสําเร็จใชควบคุมโรคเหี่ยวของมันฝร่ังที่เกษตรกรสามารถทําไดเอง  
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จึงไดทดสอบอาหารเล้ียงเชือ้ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตใน หองปฏิบัติการของเช้ือ DOA-WB4 
และทดสอบการเพิ่มปริมาณเชื้อในอาหารนมชนิดตาง ๆ พบวาเชือ้นี้สามารถขยายเพิ่มปริมาณเช้ือไดดีที่ 
24-48 ชม.และมีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเช้ือ R. solanacearum และไดวิธีการตาง ๆ ที่
ไปปรับใหเกษตรกรสามารถไปเล้ียงเพิ่มเช้ือ DOA-WB4 ปริมาณมาก ไดมีการทดสอบพัฒนาเปนชุดสําเร็จ
ใชควบคุมโรคเหี่ยวของมันฝร่ังที่เกษตรกรสามารถทําไดเอง จากการทดสอบความมีชีวิตของเช้ือปฏิปกษนี้
และตรวจสอบอายุการใชงานของชุดสําเร็จควบคุมโรคเหี่ยวของมนัฝร่ังพบวาที่อุณหภูมิหองสามารถเก็บได
นาน 3 เดือน  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
(อยูในระหวางดําเนนิการทดลอง) 
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การควบคุมโรคเหี่ยวแบคทีเรียของมะเขือเทศโดยชีววิธี 
Biological control of tomato bacterial wilt 

 
วงศ บุญสืบสกลุ1   ปยรตัน ธรรมกิจวัฒน1    บูรณี พัว่วงศแพทย1   สุรียพร บัวอาจ1 

 วิลาวลัย ใครครวญ2    ธวัชชัย นิ่มกิง่รัตน3 
1/ กลุมงานบกัเตรีวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช     สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 

2/ ศูนยวิจยัพืชสวนกาญจนบุร ี
3/ศูนยวิจยัพชืสวนศรีสะเกษ 

__________________________________ 
 

บทคัดยอ 
 

 เก็บรวบรวมตัวอยางโรคเหีย่วแบคทีเรียมะเขือเทศ ในพื้นที่ปลูกภาคกลาง แยกเก็บเชื้อ
สาเหตุโรคได 4 ตัวอยาง ไดตัวอยางโรคเหี่ยวแบคทีเรียของมะเขือเทศในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
11 ตัวอยาง ทําการแยกเช้ือบริสุทธิ์แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวจากตัวอยางที่เกบ็จากแหลงปลูกตาง 
ๆ ไดเชื้อที่เปนสาเหตุโรคเหีย่วมะเขือเทศ 9 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบตอเชื้อปฏิปกษทีเ่ก็บรักษา
ไวที่กลุมงานบกัเตรีวิทยา พบวามีเช้ือที่มีคุณสมบัติปฏิปกษ 9 ไอโซเลท ซึ่งจะไดนําเช้ือดังกลาวใช
ทดสอบตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06 
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คํานํา 
มะเขือเทศ(tomato) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Lycopersicon esculentum Mill. เปนพชืที่นยิม

ปลูกกันมากเพราะสามารถบริโภคไดทั้งผลสด ใชปรุงอาหารและผลิตในรูปอุตสาหกรรม พืน้ทีป่ลูก
มะเขือเทศอุตสาหกรรม 27,195 ไร มะเขือเทศรับประทานสด 28,209 ไร (พ.ศ..2540 / 2541)พันธุ
ที่สงเสริม มะเขือเทศอุตสาหกรรม พนัธุเบตา เดตา TW 4 มะเขือเทศรับประทานสด พันธุสีดาทพิย
ตนทนุการผลิต/ไร 7,750 บาท/ไร (พ.ศ. 2542) มะเขือเทศสามารถข้ึนไดกับดินแทบทุกชนิด แตชอบ
ดินรวนที่มีความเปนกรดเปนดาง (pH) ของดินในชวง 6.0-6.8 และความช้ืนของดินพอเหมาะ 
ตองการแสงแดดเต็มที่ตลอดวัน ชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต ระหวาง 21-24 องศา
เซลเซียสปญหาสําคัญในการปลูกมะเขือเทศไดแก ปญหาเร่ืองแมลงและโรค โรคที่สําคัญทาํความ
เสียหายใหแกการปลูกมะเขือเทศมากที่สุดไดแกโรคเหี่ยวแบคทีเรีย (bacterial wilt) เกิดจากการ
เขาทาํลายของเชื้อ Ralstonia solanacearum พบระบาดในทกุแหลงที่มีการปลูกมะเขือเทศ ซึง่ใน
พืช Solanaceae มะเขือเทศจะออนแอตอเชื้อนี้มากทีสุ่ด เกิดและติดโรคไดงายและดีที่สุด โรค
ระบาดไดเร็วและรุนแรง (วนิดา,2542)  R. solanacearum เชื้อนี้เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพชื
เศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด ปจจุบันถูกจดัใหเปนโรคทีสํ่าคัญมากที่สุดของโลกโรคหนึง่  เพราะ
สามารถทําใหเกิดโรคกับพืชตาง ๆ มากกวา 200 ชนิด และที่สําคัญยังไมมีวธิกีารใดที่สามารถ
ควบคุมโรคนี้ไดผลดีพอ โดยเฉพาะการใชสารเคมีไมแนะนําใหใช แนวทางในการควบคุมโรคนีต้อง
เนนที่การปองกัน เพราะเช้ือสาเหตุโรคนีม้พีืชอาศัยกวางขวาง สามารถอยูรอดในดินได (soil born 
disease) สามารถแพรระบาดไปกับน้าํไดเปนอยางดี สามารถติดไปกบัสวนขยายพนัธุพชืได  ใน
ประเทศไทยโรคนี้เปนโรคที่สําคัญที่ทาํใหเกิดความเสียหายกับพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน 
มะเขือตาง ๆ พริกตาง ๆ มนัฝร่ัง  ขิง  ปทุมมา  ถัว่ลิสง งาและยาสูบ เปนตน  สําหรับการปองกัน
กําจัด มีรายงานผลการทดลองท่ีดําเนนิการกอนหนานี ้ พบวาเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
DOA-WB4 ที่แยกไดจากดินบริเวณรากตนมันฝร่ังที่ไมเปนโรคในพื้นทีท่ี่มีการระบาดของโรค
สามารถปองกนัควบคุมการเกิดโรคเหี่ยวของมันฝร่ังที่เกดิจากเชื้อ R. solanacearum ได (วงศ, 
2548) และจากการทดลองใชวิธีผสมผสานวิธกีารตาง ๆ รวมกนัในการควบคุมโรคพบวาการใชเช้ือ
ปฏิปกษDOA-WB4 เพียงอยางเดียวสามารถควบคุมการเกิดโรคนี้ไดคุมทุนที่สุด (วงศ, 2549) และ
ขยายผลการใชเชื้อ DOA-WB4 ในแปลงเกษตรกร พบวาไดผลดี สามารถลดการเกดิโรคได 0-65 % 
(วงศ, 2550)   ถามีการขยายผลการใชเชื้อปฏิปกษในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศทาํนอง
เดียวกับงานวจิัยมันฝร่ังเพื่อหาเช้ือที่สามารถควบคุมโรคเหี่ยวในมะเขือเทศเชนเดียวกันกับที่ใช
ไดผลในมันฝร่ังจะเปนประโยชนตอเกษตรกรผูปลูกมะเขือเทศอยางมาก 

ปจจุปนการควบคุมโรคเหีย่วที่ไดผลดีคือการปองกนัการเกิดโรคซึ่งเปนยทุธศาสตร
การควบคุมโรคในเชิงรับ แตการใชเช้ือปฏิปกษซึ่งเปนเช้ือแบคทเีรียที่นอกจากคุณสมบัติการเปน
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เชื้อปฏิปกษแลวยังควรจะประกอบดวยคุณสมบัติที่ไดเปรียบอ่ืน ๆ อีกเชน มีความสามารถในการ
อยูรอดในธรรมชาติไดดีกวาเชื้อสาเหตุโรค มีความคงทนตอสภาพแวดลอมไดกวางขวางกวาเช้ือ
สาเหตุของโรคและมีอัตรากาเจริญเติบโตที่สูงกวาเช้ือสาเหตุโรค ดวยเหตุผลที่เชือ้ปฏิปกษ DOA-
WB4 เปนเช้ือ B. subtilis ซึง่เปน flora micro organism สามารถพบไดทุกแหงทัว่ไป ไมวาจะเปน
ในอากาศ ในน้ํา ในดิน ซากพืชซากสัตว เชื้อนี้อยูในหวงลูกโซอาหาร(food chain)ของระบบนิเวศ
ทั่วไปในธรรมชาติ ซึ่งโดยธรรมชาติคุณสมบัติเหลานี้ของเชื้อ B. subtilis จะไดเปรียบกวาเชื้อ R. 
solanacearum จึงเปนส่ิงทีถู่กนาํมาใชเปนยทุธศาสตรเชิงรุกของการปองกนักาํจัดเชื้อสาเหตุโรค
เหี่ยวในสภาพธรรมชาติ 

โรคเหี่ยวเขียวที่พบในประเทศไทยเกิดจากเช้ือ R. solanacearum 2 race คือ 
race 1 และrace 3 จากรายงานของ Martin C. 1985 พบวา 90% ของเชื้อ   R. solanacearum  ที่
พบในที่สูงเขตหนาว (cool-climate) เปน race 3 biovar 2A ในพืน้ที่ที่เปนที่ราบ (Low land) เชื้อ
สาเหตุโรคทีพ่บในเขตนี้สวนมากจะเปน race 1 biovar 1, 3, 4 และ 2T ซึ่งเช้ือเหลานี้มพีืชอาศัย
คอนขางกวาง โดยเฉพาะพชืในตระกูล Solanaceae วัชพืชหลายชนดิและพืชทองถิ่น พบระบาด
มากในเขตรอนและก่ึงรอน เชนทางตอนใตของทวีปอเมริกาและเขตเอเซีย  ซึง่ไดมีการใชกลยทุธที่
สามารถควบคุมโรคไดอยางไดผลมาแลว (Frenon 1994) ดังตัวอยางโรคเหี่ยวเขียวที่ระบาดในมัน
ฝร่ังในเขตหนาวทางเหนือของ Dorrigo รัฐ New South Wales ประเทศออสเตรเลียในระหวางป 
1990-1 ไดวางกลยทุธโดยปลูกพืชหมนุเวียนที่ไมใชพชือาศัยของเช้ือนี้หรือไถคืนปลอยใหเปนทุง
หญานาน 2 ปคร่ึง  จากนัน้ใชหวัพนัธุทีส่มบูรณแข็งแรงมีคุณภาพดีและปลอดจากเช้ือสาเหตุโรค
เหี่ยวจากการตรวจสอบดวยมาตรการที่กวดขันเขมงวดของฝายกกักนัพืช ทําใหสามารถปลูกมัน
ฝร่ังในพืน้ที่ดังกลาวไดผลดี (Lioyd 1976) สวนพนัธุที่ไมใชพืชอาศัยไดแกขาวสาลี  ขาว  ขาวโพด  
ขาวฟางและถัว่ cowpea สามารถปลูกสลับกันประมาณ 8-10 เดือนจะลดการระบาดของโรคได
หรือการตรวจเชื้อจากชุดตรวจสอบชนิดสําเร็จ Rs (CIP Kit) ชวยใหการตรวจหาเชือ้ที่ติดมากับหวั
สวนขยายพันธุ ดิน น้ํา ไดถกูนํามาใชในหลาย ๆ ประเทศในทวีปอเมริกาใต เพื่อใชคัดเลือกตนพนัธุ
ที่ใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่ (Frenoh 1994, Mundundu Bouwe 1984 และ Reudu 1990) 
Nesmith and Jenkins (1985) พบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ มกัพบในดินทีม่อิีนทรียหมักตาม
ธรรมชาติ (suppressive and conducive composed soil) Guo et al., (2002) รายงานวาเชือ้
แบคทีเรียที่อยูบริเวณรากพชื (rhizosphere bacteria) ไดแก Pseudomonas sp. J3, Bacillus 
spp. BB11 and FH 17 มีคุณสมบัติสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชและผลิตสารปฏิชีวนะที่
สามารถควบคุมการเกิดโรคเหี่ยวของมะเขือเทศได Frey et al., (1994) ใชเทคนิคทางพนัธุ
วิศวกรรมสรางเช้ือกลายพันธุของเชื้อโรคนี ้ (Hrp- mutant of R. solanacearum by ω-Km 
interposon used genetically engineered) ชวยลดการเกิดโรคเหี่ยวของมะเขือเทศได           



 816 

Aino et al., (1998) รายงานวา endophytic pseudomonads, FPT and FPH มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ Shiomi et al. (1999) พบวาการใช suppressive soil จาก
เมือง Mutsumi ชวยลดความรุนแรงของโรคดังกลาวในมะเขือเทศ Ciampi et al., (1999) ใชสาร
สกัดจากเชื้อ Bacillus subtilis ไอโชเลท A47 และ Pseudomonas fluorescens BC8 ที่มีผลใน
การยับยัง้การเจริญของเช้ือโรคเหี่ยว สามารถควบคุมการเกิดโรคเหี่ยวของมันฝร่ังในสภาพไร 
Sanaina et al., (1998) ใชเชื้อแบคทีเรียบริเวณรากควบคุมโรคเหี่ยวในมันฝร่ังได 24-83 % และใช
ควบคุมไดดีกวาเช้ือโรคนี้ทีก่ลายพันธุเปนเช้ือที่ไมเกิดโรครุนแรง (avirulent mutant of R. 
solanacearum) ซึง่จําแนกเปน Bacillus subtilis, B. cereus และ Enterobacter cloacae  
Karuna et al., (1998) พบวาเช้ือแบคทเีรียปฏิปกษ Pseudomonas fluorescens and Bacillus 
subtilis สามารถควบคุมโรคนี้ไดดีกวา Pseudomonas aeroginosa Kelaniyangoda (1998) 
พบวาการปรับปรุงดิน (soil amendment) ดวยการผสม sun hemp seed (Crotalaria juncea L.) 
10 t/ha + Calcium Oxide 2 t/ha + Urea 200 kg N/ha สามารถควบคุมโรคนี้ทัง้ในมะเขือเทศ
และมันฝร่ัง Suthaya (1984) รายงานวา Bacillus cereus และ Pseudomonas fluorescens ที่
แยกเช้ือไดจากปุยหมักและปุยพืชสดสามารถยับยัง้การเจริญและการทําใหเกิดโรคของเช้ือสาเหตุ
โรคดังกลาวได แตไมสามารถควบคุมโรคในสภาพไร  Urutchata (1991) พบวา P. fluorescens 
NA1 และ Serratia marcescens NA25 สามารถควบคุมโรคดังกลาวในมะเขือเทศไดโดยการแช
รากของกลามะเขือเทศกอนปลูก จากรายงานในประเทศไทยพบเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษที่มีอยูใน
ธรรมชาติที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ R.solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวของมันฝร่ัง (วงศ, 
2548) ไดมีการพัฒนางานวิจัยการตรวจหาเช้ือ  R.solanacearum  สาเหตุโรคเหี่ยวของมนัฝร่ัง 
ดวยชุดตรวจสําเร็จ ELISA KIT จากหวัพนัธุมนัฝร่ัง น้าํและดินที่มีเช้ือนี้ปนเปอนอยู ทาํใหสามารถ
ตรวจเช้ือนี้ได (วงศ, 2543; 2548) สารสกัดจากพลูและเปลานอยสามารถลดการระบาดของโรค
ดังกลาวได (วงศ, 2540)  นอกจากนีย้ังมีวิธีการอ่ืน ๆ ที่สามารถใชในการควบคุมโรคดังกลาวได 
เชน การปรับสภาพความเปนกรดเปนดางของดิน การไถตากดิน การปลูกพืชหมุนเวียนที่ไมใชพชื
อาศัยของเช้ือนี้ การใหน้ําที่ไมสงเสริมการแพรระบาดของเช้ือ การใชเชื้อปฏิปกษ (antagonist) 
สามารถปองกนัและควบคุมโรคเหี่ยวในมนัฝร่ัง (วงศ, 2548) และจากรายงานความกาวหนาผล
การทดลองการควบคุมโรคเหี่ยวของมนัฝร่ังโดยวธิีผสมผสาน ผลการทดลองจาก 1 สถานที ่
(location) พบเบ้ืองตนวาการใชเชื้อปฏิปกษเพยีงอยางเดียวใหผลในการควบคุมโรคดังกลาวไดไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับการใชวิธีการอ่ืน ๆ รวมดวย (อยูในระหวางตีพมิพ) เปนตน  

สําหรับโรคเหีย่วทีเ่กิดจากแบคทีเรียปจจบัุนเช้ือสาเหตุไดเปล่ียนช่ือวทิยาศาสตรเปน 
Ralstonia solanacearum เช้ือนี้เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพืชเศรษฐกจิที่สําคัญหลายชนิด ปจจุบัน
ถูกจัดใหเปนโรคที่สําคัญมากที่สุดของโลกโรคหน่ึง  เพราะสามารถทําใหเกิดโรคกับพืชตาง ๆ 
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มากกวา 200 ชนิด และที่สําคัญยังไมมวีธิีการใดที่สามารถควบคุมโรคนี้ไดผลดีพอ โดยเฉพาะการ
ใชสารเคมีไมแนะนําใหใช แนวทางในการควบคุมโรคนีต้องเนนทีก่ารปองกนั เพราะเช้ือสาเหตุโรคนี้
มีพืชอาศัยกวางขวาง สามารถอยูรอดในดินได (soil born disease) สามารถแพรระบาดไปกับน้ํา
ไดเปนอยางดี สามารถติดไปกับสวนขยายพนัธุพชืได  ในประเทศไทยโรคนี้เปนโรคที่สําคัญทีท่าํให
เกิดความเสียหายกับพชืเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน พริกตาง ๆ มนัฝร่ัง  ขิง  ปทุมมา  ถั่วลิสง 
มะเขือตาง ๆ งาและยาสูบ เปนตน  สําหรับการปองกันกําจัด มีรายงานผลการทดลองท่ีดําเนนิการ
กอนหนานี ้ พบวาเช้ือแบคทเีรีย Bacillus subtilis DOA-WB4 ที่แยกไดจากดินบริเวณรากตนมนั
ฝร่ังที่ไมเปนโรคในพื้นทีท่ี่มีการระบาดของโรคสามารถปองกันควบคุมการเกิดโรคเหีย่วของมันฝร่ังที่
เกิดจากเชื้อ R. solanacearum ได (วงศ, 2548) และจากการทดลองใชวิธีผสมผสานวิธกีารตาง ๆ 
รวมกันในการควบคุมโรคพบวาการใชเชื้อปฏิปกษDOA-WB4 เพียงอยางเดียวสามารถควบคุมการ
เกิดโรคนี้ไดคุมทุนที่สุด (วงศ, 2549) และขยายผลการใชเชื้อ DOA-WB4 ในแปลงเกษตรกร พบวา
ไดผลดี สามารถลดการเกิดโรคได 0-65 % (วงศ, 2550)   ถามีการขยายผลการใชเชื้อปฏิปกษใน
การควบคุมโรคเหี่ยวของพรกิทํานองเดียวกับงานวิจัยมนัฝร่ังโดยการแยกที่มีศักยภาพเปนเช้ือ
ปฏิปกษจากตนที่ไมเปนโรคในทีท่ี่มีการระบาดของโรค คัดเลือกและทดสอบตามขบวนการทาง
วิชาการเพื่อหาเช้ือที่สามารถควบคุมโรคเหี่ยวในพริกเชนเดียวกันกับที่ใชไดผลในมันฝร่ังจะเปน
ประโยชนตอเกษตรกรผูปลูกพริกอยางมาก  

การทดลองจะเก็บตัวอยางดินและรากพืชบริเวณ rhizoplane จากตนปกติและตนทีเ่ปน
โรคในพ้ืนทีท่ี่เกิดโรคระบาด นํามาแยกเช้ือบริสุทธิ์ เก็บรักษาเช้ือในคลัง คัดเลือกเช้ือบริสุทธิ์ทีม่ี
คุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษตอเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยว นาํเช้ือไปทดสอบการควบคุมโรคเหี่ยวในโรงเรือน
ทดลอง คัดเลือกเช้ือปฏิปกษที่สามารถควบคุมโรคในเรือนทดลองมาทดสอบในสภาพแปลงทดลอง
และแปลงเกษตรที่มีการระบาดของโรคโดยธรรมชาติ ตามลําดับ  

  
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
 สารเคมีและเคร่ืองมือที่ใชในหองปฏิบัติการทางโรคพืชวิทยาและจุลชวีวทิยา 

 
วิธีการ 

วิธีการดําเนนิการวิจยั แบงเปนข้ันตอน ดังนี ้
1. สํารวจและเก็บตัวอยางดินและรากจากตนที่ไมเปนโรคในแปลงพริกที่มีการ
ระบาดของโรคเหี่ยวที่ เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย จากแหลงปลูกพริกของประเทศ
ไทย 



 818 

2. แยกเช้ือบริสุทธิ์และเกบ็รักษาในคลังเช้ือหองปฏิบัติการกลุมงานบักเตรีวิทยา
เพื่อใชในการทดลองตอไป 

3. ทดสอบและคัดเลือกเช้ือที่คุณสมบัติเปนปฏิปกษตอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค  
    เหี่ยว 
4. นาํเช้ือเชื้อที่คุณสมบัติเปนปฏิปกษตอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวไปทดสอบ
ความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง  

5. นาํเช้ือที่คุณสมบัติสามารถควบคุมโรคเหี่ยวในโรงเรือนปลูกพืชทดลองไป
ทดสอบการควบคุมโรคเหีย่วในแปลงทดลอง 

6. นําเช้ือที่คุณสมบัติสามารถควบคุมโรคเหี่ยวในในแปลงทดลองไปทดสอบการ
ควบคุมโรคเหีย่วในแปลเกษตรที่มีโรคดังกลาวระบาด 

7. เก็บ รวบรวม วิเคราะหขอมูล การเกิดโรคและผลผลิต เขียนรายงาน  
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 เก็บรวบรวมตัวอยางโรคเหีย่วแบคทีเรียมะเขือเทศ ในพื้นที่ปลูกภาคกลาง แยกเก็บเชื้อ
สาเหตุโรคได 4 ตัวอยาง ไดตัวอยางโรคเหี่ยวแบคทีเรียของมะเขือเทศในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
11 ตัวอยาง ทําการแยกเช้ือบริสุทธิ์แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวจากตัวอยางที่เกบ็จากแหลงปลูกตาง 
ๆ ไดเชื้อที่เปนสาเหตุโรคเหีย่วมะเขือเทศ 9 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบตอเชื้อปฏิปกษทีเ่ก็บรักษา
ไวที่กลุมงานบกัเตรีวิทยา พบวามีเช้ือที่มีคุณสมบัติปฏิปกษ 9 ไอโซเลท ซึ่งจะไดนําเช้ือดังกลาวใช
ทดสอบตอไป 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

(อยูในระหวางดําเนนิการทดลอง) 
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การทดสอบเทคโนโลยีการใชชีวินทรียในการควบคุมโรครากปมในแปลงสาธิต 
Microorganism Application Technology for Controlling 

Root Gall Disease on Demonstration Plot 
 

นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด   ธารทิพย  ภาสบุตร 
กลุมวิจัยโรคพืช     สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื  

 
 

 
บทคัดยอ 

 
 การใชราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus ควบคุมไสเดือนฝอย Meloidogyne 
incognita สาเหตุของโรครากปม  โดยทาํการทดสอบวธิีการใชราปฏิปกษในสภาพแปลงปลูกพริก
ของเกษตรกรในพืน้ที ่ จ. กาญจนบุรี  ในสภาพตนกลาพริกอาย ุ 30 วัน ทีม่ีไสเดือนฝอย M. 
incognita เขาทาํลาย   โดยนําราปฏิปกษที่เพาะเล้ียงในเมล็ดขาวฟางอัตรา 500 กรัม/พืน้ที่แปลง
ทดลองขนาด 1x5 เซนติเมตร รองกนหลุมกอนปลูกกลาพริกและโรยรอบโคนตน  มจีํานวนการใชรา
ปฏิปกษ  โดยวิธีใส 1    2  และ 4  คร้ัง เปรียบเทียบกับไมใสราปฏิปกษ (control)    เมื่อวัดดัชนีการ
เกิดปมที่ระบบรากพริกที่อายุเก็บเกีย่วหรือประมาณ 3 เดือน  ผลการทดสอบพบวา  การใชรา
ปฏิปกษ P. lilacinus ที่ 2 และ 4  คร้ัง มีประสิทธิภาพในการควบคุมไสเดือนฝอย M. incognita 
สามารถลดการเกิดปมได 50-75 % ของระบบราก  หรือมีดัชนีการเกิดปมที่ระบบราก 2.85 และ 
2.54 ตามลําดับ  ในขณะที่การใส 1 คร้ัง และไมใสราปฏิปกษมีดัชนีการเกิดปมทีร่ากพริกเทากบั 
3.54 และ 4.90    
 
 
 
 
 
 
 
__________________________________ 
รหัสโครงการวจิัย  0701490606030151 
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คํานํา 
 
 การศึกษาการใชจุลินทรียและส่ิงมีชวีิตอ่ืนๆ ในการควบคุมไสเดือนฝอยศัตรูพืชมี
มากกวา 500 เร่ือง (Kerry, 1987) เปนเร่ืองเช้ือราใชกับดักหรือหวงดัก 57 % เชื้อราที่เปน 
endoparasite 19 %  แบคทีเรีย 5 %  โปรโตซัว 3 %  rickettsia 2 %   tardigrade <1 %  virus 
<1 %   ไสเดือนฝอย 7 %  ไรตางๆ 2 %  collemmbola 1 %  enchytrid < 1 %  turbellarian < 1 
% แมลงชนิดอ่ืนๆ < 1 %  จะเหน็ไดวาเช้ือราไดมีการศึกษากันมากที่สุดรวม 76% เชื้อราที่มี
การศึกษากันมากไดแก เชื้อรา Paecilomyces lilacinus,  P. nostocoides และ Acremonium 
spp. เปนตน 
 โดย Jatala (1985; 1986) เปนบุคคลแรกทีพ่บวารา Paecilomyces lilacinus (Thom) 
Samson สามารถใชปองกนักําจัดไสเดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. ไดดี  ซึ่งพบวาราชนิดนี้
สามารถควบคุมไสเดือนฝอยศัตรูพืชไดหลายชนิดรวมทั้งไสเดือนฝอยรากปมและ cyst nematodes   
 Dunn (1983) สามารถแยกไดเชื้อรา P. nostocoides จาก cyst ของไสเดือนฝอย
Heterodera zeae  แตเนื่องจากมีรูปรางลักษณะทางสัณฐานและโครงสรางใกลเคียงกับเชื้อรา P. 
lilacinus มาก Godoy et al. (1983)  พิจารณาเหน็วาเปนสายพนัธุที่กลายพันธุมาจากเช้ือรา P. 
lilacinus 
 จากการทดลองในหองปฏิบัติการพบวา P. lilacinus ที่แยกไดจาก isolate ตางๆ มีความ
แตกตางกนัในความสามารถเขาทาํลายไสเดือนฝอย   บาง isolate ไมสามารถเขาทําลายไสเดือน
ฝอยได (Dunn et al., 1982)  สวนการใชเชี้อราชนิดนี้ในสภาพไรนัน้บางคร้ังก็ไมสามารถควบคุม
ไสเดือนฝอยได ถึงแมวาจะมีปริมาณเชื้อราอยูเปนจํานวนมาก (Hewett et al., 1988) จึงเหน็ไดชัด
วาจําเปนจะตองมีการศึกษาขอมูลเกี่ยวเชือ้ราอีกมาก รวมทัง้ปฏิกิริยาระหวางเช้ือรากับไสเดือน
ฝอย การอยูรอดของเช้ือราอาจอยูในรูปของการใชอินทรียวัตถทุี่มอียูในดินหรือในรูปของการเปน
พาราสิตกบัไสเดือนฝอย  ปริมาณและคุณภาพของอินทรียวัตถุทีม่ีอยูในดิน การแขงขันกับจุลินทรีย
อ่ืนๆ   ส่ิงเหลานี้อาจมีอิทธพิลตอการเปนพาราสิตตอไสเดือนฝอย (Stering, 1991) 
 ในปจจุบันมีการศึกษาเช้ือราท่ีแยกไดจากดินหลายชนิด มาใชควบคุมโรคพืชที่เกดิจาก
ไสเดือนฝอย ไดแก รา Paecilomyces  lilacinus  เขาทําลายไขของไสเดือนฝอย Meloidogyne 
incognita และ M. hapla  ในมะเขือเทศ และยังเพิ่มผลผลิตของมะเขือเทศอีกดวย (Sikora, 1992)    
รา Arthrobotrys dactyloides  และ  A. brochopaga  สราง ring traps  รัดรอบๆ ลําตัวของ
ไสเดือนฝอย   A. oligospora  สรางตาขายเหนยีว (sticky nets)  รา Dactylaria haptotyla และ 
Nematoctonus spp. สราง sticky knobs  รา Drechmeria coniospora  และ Hirsutella 
rhossiliensis สรางสปอรเหนยีว ซึง่ราแตละชนิดจะสรางกับดักและสรางเสนใยเขาไปเจริญในตัว
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ไสเดือนฝอยและไสเดือนฝอยจะตายในทีสุ่ด     นอกจากนัน้ยังมีราไมคอรไรซา ไดแก เวสิคูลาร อาร
บัสคูลาร ไมคอรไรซา (วี-เอไมคอรไรซา) ซึ่งเปนเชื้อราทีอ่าศัยอยูรวมกบัรากพืช โดยมีความสัมพนัธ
แบบอํานวยประโยชนซึง่กนัและกัน สามารถชวยเพิม่ผลผลิตใหแกพืช โดยชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชและลดการใชปุย ชวยเพิ่มปริมาณการดูดธาตุฟอสฟอรัส ไนโตรเจน และจุลธาตุ
อาหารใหมากข้ึน (Jackson et al., 2002; Nikitas et al., 2002; Bagyaraj, 1992) และยังชวยให
พืชมีความตานทานตอการเขาทําลายของไสเดือนฝอยในดินที่มีฟอสฟอรัสนอย (มลชัย, 2541)     
เชื้อราวี-เอไมคอรไรซา สามารถลดปริมาณความหนาแนนของไสเดือนฝอยรากปมในมะเขือเทศ
อยางมีนยัสําคัญ และยังมีรายงานการลดความหนาแนนของไสเดือนฝอยกับผักชนิดอ่ืนๆ ดวย 
(Sikora and Schonbeck, 1995)    
 จากการสืบคนขอมูลจุลินทรียที่เปนปฏิปกษกับไสเดือนฝอยศัตรูพืชในประเทศไทย  มี
รายงานผลงานวิจยัโดย สืบศักด์ิ (2533) รายงานวามีเชื้อรามากกวา 400 ชนดิใน 15 สกุล ที่
สามารถเขาทาํลายไสเดือนฝอยได 
 ศรศิลป (2536) ไดรวบรวมรายงานเกี่ยวกับเชื้อราที่สามารถใชควบคุมไสเดือนฝอยไดมี
จํานวน 33 สกุลดวยกนั ในจํานวนนี้มีเชื้อราสกุล Paecilomyces  รวมอยูดวย 
 มนตรี (2538) ไดศึกษาการใชเชื้อรารวมกับแงงขิงที่มีไสเดือนฝอยรากปม โดยใชเช้ือรา
รองกนหลุมกอนปลูกแงงขิงที่มไีสเดือนฝอยรากปมสามารถลดปริมาณไสเดือนฝอยรากปมลงและ
ใหผลผลิตใกลเคียงกับวิธีการใชสารเคมี oxamyl  จุมขิงกอนปลูก 
 ในดานการแยกและเพาะเล้ียงเชื้อรา Paecilomyces ไดมีการศึกษา การแยกเช้ือราจาก
ดินทีน่ิยมใชคือวิธ ีdilution plate (เลขา, 2533; จิรเดช, 2536) สําหรับการเพาะเล้ียงขยายปริมาณ
เชื้อรามีการใชวัสดุหลายชนดิโดยมากจะใชเมล็ดธัญพืช เชน ขาวสาลี ขาวโอต ขาวบาเลย ขาวโพด 
ขาวเจาและขาวฟาง ในประเทศไทย สุภกิจ (2532) และศรศิลป (2536) ใชเมล็ดขาวฟางเปนวสัดุ
ในการเพิ่มปริมาณเช้ือราและไดผลดี 
 โรครากปมทีม่สีาเหตุจากไสเดือนฝอย Meloidogyne spp. ทําความเสียหายใหกับ
พืชผักเกือบทกุชนิดและมกีารแพรระบาดในทุกภูมิภาคของประเทศไทย วิธีการควบคุมและปองกัน
กําจัดโรครากปมตองปฏิบัติกอนการปลูกพืช  เกษตรกรไมสามารถกําจัดไสเดือนฝอยสาเหตุโรคราก
ปมในขณะพืชเปนโรคได  จากการนํารา Paecilomyces lilacinus มาใชควบคุมโรครากปมในระดับ
โรงเรือนและสภาพไรพบวา สามารถควบคมุโรครากปมได  จากรายงานของ นุชนารถ และ อํานวย 
(2550) พบวา การปลูกปอเทืองถึงระยะออกดอกและไถกลบกอนปลูกกระเจ๊ียบเขียว  มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมไสเดือนฝอย Meloidogyne spp. สามารถลดการเกิดปมไดมากกวา 
75 % ของระบบราก  และการปลูกถัว่ลิสงและทาํการไถกลบกอนปลูกและวิธีใชพลาสติกคลุมดิน 1 
เดือน กอนปลูกกระเจ๊ียบเขียว  ลดการเกดิปมได 25-50 % ของระบบราก  อยางไรก็ตาม เกษตรกร
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ไมสามารถกําจัดไสเดือนฝอยสาเหตุโรครากปมในขณะพชืเปนโรคได จากการนาํรา Paecilomyces 
lilacinus และไสเดือนฝอย Steinernema และ Mononchus มาใชควบคุมโรครากปมในระดับ
โรงเรือนพบวา สามารถควบคุมโรครากปมได  ดังนัน้ การนําเช้ือรา P. lilacinus ที่แยกไดในประเทศ
ไทยมาใชควบคุมโรครากปมในพืชสําคัญทางเศรษฐกิจ จึงควรทาํการศึกษาวิธกีารใชรา P. 
lilacinus ที่มปีระสิทธิภาพและเหมาะสมในแปลงของเกษตรกรที่มีปญหาของโรครากปม  เพื่อได
เปนแปลงสาธิตและการทดสอบเทคโนโลยีการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากไสเดือนฝอยรากปมโดยชีว
วิธี  ซึง่จะเปนแนวทางการปองกนักาํจัดโดยชีววธิีที่ปลอดภัยตอส่ิงมีชีวิต และสภาพแวดลอม  
ตลอดจนเพิ่มทางเลือกและการยอมรับของเกษตรกรในการควบคุมโรครากปมตอไป 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาวิธกีารใชราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus ที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมใน
การควบคุมโรครากปมในแปลงเกษตรกร 

 
 

วิธีดําเนินการและอุปกรณ 
 
อุปกรณ 
 1. ราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus 
 2. ไสเดือนฝอยรากปม (Meloidogyne incognita) 
 3. เมล็ดพนัธุพริกกระเหร่ียง 
 4. สารเคม ี อาหารเลี้ยงเช้ือ และเคร่ืองแกวสําหรับใชในหองปฏิบัติการ 
วิธีการ 

 1. เลือกพืน้ทีท่ดลองที่มีการระบาดของไสเดือนฝอยรากปม  และเตรียมแปลงขนาด 1x5 
เมตร จํานวน 16 แปลงยอย 

 2.  เตรียมกลาพริกกระเหร่ียงอาย ุ30 วนั จํานวน 320 ตน   ใชปลูก 20 ตน/แปลงยอย 
 3. เตรียมราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus ที่เจริญบนเมล็ดขาวฟางนึง่ฆาเชื้อ ตาม

เทคนิคของธารทิพย และนุชนารถ (2550) น้ําหนกั 500 กรัม/แปลงยอย   
 4. ปฏิบัติตามแผนการทดลอง   แบบ RCB  มี 4 กรรมวธิี 4 ซ้ํา  กรรมวิธีประกอบดวย 
 กรรมวิธีที ่1  ใสรา P. lilacinus อัตรา 500 กรัม/แปลงยอย พรอมปลูก  
 กรรมวิธทีี ่2  ใสรา P. lilacinus อัตรา 500 กรัม/แปลงยอย พรอมปลูก และใสหลังปลูก 1 

เดือน  
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 กรรมวิธีที ่3   ใสรา P. lilacinus อัตรา 500 กรัม/แปลงยอย พรอมปลูก และใสหลังปลูก 1  
2 และ 3 เดือน  

 กรรมวิธีที ่4   ไมใสราปฏิปกษ (inoculated control) 

 การบันทึกขอมูล  
 - วัดดัชนีการเกิดปมที่ราก ตามวิธีของนุชนารถ และวราภรณ (2550) ดัดแปลงตามวิธี
ของ  Hussey and Jansaen (2001) แบงเปน 5 ระดับดังนี้ :- 0 = ไมมีปม; 1 = มีปมเกิดข้ึน
เล็กนอย;  2 = เกิดปมนอยกวา 25%; 3 = เกิดปม 25-50%; 4 = เกิดปม 50-75%; และ 5 = เกิดปม
มากกวา 75% ของระบบราก 
 
เวลาและสถานที ่
 ระยะเวลา   เร่ิมตนเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกนัยายน 2552 
 สถานที่ดําเนนิการ     แปลงเกษตรกร  จ.กาญจนบุรี 
 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

 จากการทดสอบการใชราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus  อัตรา 500 กรัม/พื้นปลูก 5 
ตารางเมตร ควบคุมไสเดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita สาเหตุของโรครากปมในพริก
ข้ีหนพูันธุกระเหร่ียง  ในแปลงปลูกของเกษตรกร จ.กาญจนบุรี   ผลการทดสอบพบวาระบบราก
พริกที่อายุเก็บเกี่ยวในกรรมวิธีที่ใสราปฏิปกษพรอมปลูกและใสหลังพริกอายุ 1 เดือน (ใส 2 คร้ัง)  มี
ดัชนีการเกิดปมที่ระบบรากไมแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีที่ใสราปฏิปกษพรอมปลูก และใสหลัง
ปลูก 1  2 และ 3 เดือน (4 คร้ัง) เทากับ 2.85 และ 2.54 หรือมีดัชนกีารเกิดปมเทากับระดับ 3 (3 = 
เกิดปมนอยกวา 25-50 %) ตามลําดับ ชวยลดการเกิดปมที่ระบบรากพริกเทากับ 50-75 %  เมือ่
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธทีี่ใสราปฏิปกษ 1 คร้ัง และไมใสราปฏิปกษ  พบวาระบบรากมีดัชนีการเกิด
ปมเทากับ 3.54 และ 4.90 หรือเกิดปมเทากับระดับ 4 (4= เกิดปม 50-75%) และ 5 (5 = เกิดปม > 
75%) ตามลําดับ (ตารางที ่1) จากผลการทดลองแสดงถึงการใชราปฏิปกษ P. lilacinus ในอัตราที่
สูงข้ึนมีผลทําใหลดประชากรไสเดือนฝอยรากปมในดินลดลง  เปนผลจากราเขาทาํลายไขของ
ไสเดือนฝอยทาํใหไขถูกทําลายไมสามารถฟกเปนตัวออนเขาทําลายรากพชืตอเนื่องได   
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ตารางที่ 1  ดัชนีการเกิดปมที่ระบบรากเมื่อมีการใชราปฏิปกษ Paecilomyces lilacinus  ควบคุม
ไสเดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita สาเหตุของโรครากปมพริกในสภาพไร   

 
กรรมวิธ ี ดัชนีการเกิดปมที่ราก1/ 

1. ใสราปฏิปกษอัตรา 500 กรัม/แปลง พรอมปลูก  
2. ใสราปฏิปกษอัตรา 500 กรัม/แปลง พรอมปลูก และใสหลังปลูก 1 เดือน 
3. ใสราปฏิปกษอัตรา 500 กรัม/แปลง พรอมปลูก และใสหลังปลูก 1  2 
และ 3 เดือน 
4. ไมใสราปฏิปกษและใสไสเดือนฝอย (inoculated control) 

3.54 b2/ 
2.85 c 
2.54 c 

 
4.90 a 

CV. (%) 6.24 
 

 1/0 = ไมมีปม; 1 = มีปมเกิดข้ึนเล็กนอย;  2 = เกิดปมนอยกวา 25%; 3 = เกิดปม 25-50%; 
4 = เกิดปม 50-75%; และ 5 = เกิดปมมากกวา 75% ของระบบราก 

2/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละกรรมวิธใีนแนวต้ัง  ไมมีความแตกตางทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% คํานวณโดยการใชวธิี DMRT 
 
 
 อยางไรก็ตาม การนําราปฏิปกษมาใชควบคุมไสเดือนฝอยสาเหตุของโรครากปม  ตอง
คํานึงถึงอัตราการใชและรูปแบบของการใช  รวมถึงตนทนุการผลิตราปฏิปกษเหลานัน้ คุมคากบั
การนาํมาใชประโยชนหรือไม  ตลอดจนการยอมรับของเกษตรกรเปนสําคัญ 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

การใชราปฏิปกษ P. lilacinus ที่อัตรา 500 กรัม/พืน้ที่ 5 ตารางเมตร  รองกนหลุมกอนปลูก
และใสอีก 1-3 คร้ัง หรือเมื่อพืชอายุ 1  2 และ 3 เดือน มีประสิทธิภาพในการควบคุมไสเดือนฝอย 
M. incognita สาเหตุของโรครากปมในพริก  สามารถลดการเกิดปมได 50-75 % ของระบบราก  
ผลของวิจัยสามารถแนะนาํเกษตรกรใชรา P. lilacinus  ควบคุมโรครากปมในแปลงปลูกพริก  และ
พัฒนากระบวนการผลิตขยายราปฏิปกษใหเปนวิธงีายๆ เกษตรกรสามารถเรียนรูและเพาะเล้ียงใช
เองได  ซ่ึงชวยลดตนทุนการผลิตและปลอดภัยตอสภาพแวดลอม 
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การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 
 1. พัฒนากระบวนการผลิตราปฏิปกษ P. lilacinus ใหเปนวิธกีารขยายปริมาณอยาง
งายๆ  ตนทนุตํ่า  เกษตรกรสามารถนําไปทําใชเองได 
 2.  ถายทอดเทคโนโลยีการใชราปฏิปกษ P. lilacinus  ไปยังหนวยงานในสวนภูมิภาค  
นําไปแนะนาํเกษตรกรในพืน้ทีท่ี่ประสบปญหาโรครากปม  
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ศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชสงออก (หนอไมฝรัง่และถั่วลันเตา) 
และพืชนําเขา (พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า) 

Study on the Species of Insect Pests of Exported Crops (Asparagus and 
Garden Pea) and Imported Crops (Cucumis spp. and Brassica spp.) 

 
ศิริณ ี พูนไชยศรี   ชลิดา  อุณหวุฒิ   ลักขณา  บํารุงศร ี  ยุวรินทร  บุญทบ 

สุนัดดา  เชาวลิต   ณัฐวฒัน  แยมยิ้ม   สิทธิศโิรดม  แกวสวสัด์ิ 

กลุมกีฏและสัตววทิยา     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัพืช 

_______________________ 

บทคัดยอ 

โดยการสํารวจรวบรวมตัวอยางแมลงศัตรูพืชทั้งตัวออนและตัวเต็มวัยจากพืชสงออกและ
นําเขา 4 พืช ไดแก พืชสงออก 2 พืช ไดแก หนอไมฝร่ังและถั่วลันเตา  สวนพืชสงออก 2 พืช ไดแก 
พืชตระกูลแตง และพืชตระกูลกะหลํ่า  จากแหลงปลูกพืชดังกลาวทั่วประเทศ  ระหวางเดือนตุลาคม 
2550 ถึงเดือนกันยายน 2552 นําตัวอยางมาตรวจวิเคราะหชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน รวมทั้ง
ตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตรที่ถูกตองและเปนปจจุบันของแมลงศัตรูพืชทั้งหมดที่ไดศึกษา พบแมลง
ศัตรูพืชดังตอไปนี้    พืชสงออก: หนอไมฝรั่ง พบแมลงศัตรู อันดับ Thysanoptera  1 วงศ 5 ชนิด 

ถ่ัวลันเตา พบแมลงศัตรู 3 อันดับ 4 วงศ 6 ชนิด ไดแก อันดับ Thysanoptera 1 วงศ 3 ชนิด อันดับ 
Homoptera 1 วงศ 1 ชนิด  และ อันดับ Lepidoptera 2 วงศ  2 ชนิด สวนพืชนําเขา: พืชตระกูล
แตง พบแมลงศัตรู 3 อันดับ 3 วงศ  5 ชนิด ไดแก อันดับ Homoptera 1 วงศ 1 ชนิด อันดับ 
Thysanoptera 1 วงศ  2 ชนิด และอันดับ Coleoptera 1 วงศ 2 ชนิด  พืชตระกูลกะหล่ํา  พบ
แมลงศัตรู 3 อันดับ 5 วงศ  8 ชนิด ไดแก อันดับ Homoptera  1 วงศ  2 ชนิด อันดับ 
Thysanoptera 1 วงศ 1 ชนิด และอันดับ Lepidoptera 3 วงศ 5 ชนิด ไดจัดทํารายละเอียดชนิด
ของศัตรูพืช รวมทั้งสวนของพืชที่ถูกทําลายไวอยางสมบูรณ 

คํานํา 

ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม รายไดจากการสงออกของประเทศ   สวนใหญมาจาก
สินคาเกษตร  เชน  ไมดอก พืชผักและไมผล  จากการเปดเสรีทางการคาทําใหประเทศไทยในฐานะ
ประเทศสมาชกิองคการคาโลก (World Trade Organization) ตองปฏิบัติตามกฎเกณฑเกีย่วกับ
การคาสินคาเกษตร ภายใตความตกลงวาดวยการบังคับใชมาตรการดานสุขอนามัย และสุขอนามยั    
___________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-07-03-01-01-51   
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พืช (Agreement  on  Application of Sanitary and  Phytosanitary Measure หรือ SPS)  ซึ่งระบุ
ไวชัดเจนวา ประเทศสมาชิกมีสิทธิ์และพันธกรณีพื้นฐาน (right and obligation) ในการกําหนด
มาตรการสุขอนามัยพืชจากตางประเทศ มิใหเขาไปเปนอันตรายหรือเกิดความเสียหายตอสุขภาพ
มนุษย สัตว พืชและส่ิงแวดลอม (อรุณี,2543) วิธีการปฏิบัติคือประเทศผูนําเขาสินคาเกษตรตองมี
การตรวจสอบศัตรูพืช โดยวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis : PRA)  อาจจะเปน
โรคพืช แมลง ไร สัตวศัตรูพืช และวัชพืช ชนิดใดชนิดหนึ่ง  ที่ติดมากับสินคาเกษตรที่นําเขา  โดยที่
ประเทศผูนําเขาจะตองมีการขอบัญชีรายช่ือศัตรูพืช และขอมูลดานศัตรูพืช แตละชนิดของสินคา
เกษตรนั้นๆ ซึ่งประเทศผูสงออกสินคาเกษตรจะตองเปนผูจัดทํา หากประเทศผูสงออกไมมีบัญชี
รายช่ือศัตรูพืชและขอมูลศัตรูพืชที่พรอม  หรือครบถวนตามความตองการของผูนําเขา   ทําให
ประเทศผูนําเขาไมมีขอมูลเพื่อนําไปวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช   นําไปสูการถูกกีดกันทางการคา 
โดยจะไมไดรับอนุญาตใหนําเขาสินคาเกษตรนั้น  
 การศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชสงออก (หนอไมฝร่ังและถั่วลันเตา) มีความจําเปนตองเรง
ดําเนินการเพื่อเตรียมขอมูลใหพรอมสําหรับประเทศคูคานําไปใชในการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช 
เพื่อการนําเขาพืชดังกลาวจากประเทศไทย สวนพืชนําเขา (พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า) ก็
ตองเรงดําเนินการเชนกัน ทั้งนี้เพื่อเตรียมพรอมขอมูลไวสําหรับเปรียบเทียบกับขอมูลบัญชีรายช่ือที่
ประเทศคูคาสงมา ซึ่งนําไปสูการวิเคราะหความเส่ียงที่รวดเร็วข้ึน งานวิจัยคร้ังนี้นอกจากตองการ
ทราบชนิดของแมลงศัตรูแลว ตองมีการตรวจสอบรายช่ือวิทยาศาสตรที่ถูกตองและเปนปจจุบัน  
พรอมกับการเก็บรวบรวมตัวอยางของจริงไวในพิพิธภัณฑ  เพื่อการยืนยัน  ตรวจสอบ และอางอิง 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
 ตัวอยางแมลงศัตรูพืช อุปกรณเก็บตัวอยาง ไดแก สวิงจับแมลง ปากคีบ พูกัน กลอง
พลาสติก ถุงพลาสติก กลองรักษาความเย็น  ขวดฆาแมลง ตูควบคุมอุณหภูมิ ขวดดองแมลง 
สารเคมีตางๆ เชน สารเอททิลอะซิเตท  แอลกอฮอล 70-80% AGA (น้ํายาเก็บตัวอยาเพล้ียไฟ) 
อุปกรณที่ใชจัดรูปรางแมลง โดยวิธีการอบแหง ไดแก   เข็มปกแมลง ไมจัดรูปรางแมลง (setting 
board)   ปากคีบ   ตูอบแมลง    อุปกรณที่ใชในการทําสไลดถาวร ไดแก สารเคมีตางๆ เชน
แอลกอฮอล 60-100% โซเดียมไฮดรอกไซด ไซลีน โคลฟออย  แคนาดาบัลซัม บีคเกอร เตาไฟฟา 
แผนสไลดแกว แผนแกวปดสไลด  กลองถายภาพ  กลองจุลทรรศน compound microscope และ 
stereo microscope  
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วิธีการ 
 สืบคนขอมูลเกี่ยวกับชนิดของแมลงศัตรูพืชของทั้ง 4 พืช จากเอกสารที่มีรายงานเก่ียวกับ
แมลงศัตรูพืชทั้งในและตางประเทศ  ดําเนินการสํารวจ  รวบรวมตัวอยางแมลงศัตรูพืชสงออก 2  
พืช ไดแก หนอไมฝร่ัง และถ่ัวลันเตา สวนพืชนําเขา 2 พืช ไดแก พืชตระกูลแตง  และพืชตระกูล
กะหลํ่า จากแหลงปลูกพืชดังกลาว โดยใชสวิงโฉบ / เคาะหรือเขยากิ่ง  ตน หรือดอกของพืชเพื่อให
แมลงศัตรูพืชตกลงบนอุปกรณที่รองรับ หรือตัดใบ / กิ่ง / ยอดของพืชที่มีแมลงศัตรูพืชเกาะอาศัย
ดวยกรรไกรตัดกิ่ง ใชพูกันเข่ียแมลงศัตรูพืชที่พบใสขวดที่บรรจุน้ํายาดอง หรือนําตัวอยางแมลง
ศัตรูพืชพรอมพืชใสถุงพลาสติก กลองพลาสติก หรือถุงกระดาษ  เก็บตัวอยางดังกลาวในกลอง
รักษาความเย็น  ภายในบรรจุน้ําแข็งแหงเพื่อรักษาตัวอยางใหสดอยูเสมอ  หากตัวอยางที่รวบรวม
ไดอยูในระยะตัวออน เชน เพล้ียไฟ เพล้ียแปง เพล้ียหอย เพล้ียออน หนอนผีเส้ือ  หนอนแมลงวัน
ผลไม ฯลฯ   ตองนําตัวอยางไปเล้ียงในหองปฏิบัติการจนเปนตัวเต็มวัย บันทึกรายละเอียดของ
แมลงศัตรูพืช และขอมูลอ่ืนที่สําคัญ ไดแก ชนิดของพืช สวนของพืชที่พบตัวอยาง ลักษณะการ
ทําลาย วัน / เดือน / ป สถานที่ และช่ือผูเก็บตัวอยาง รวมทั้งบันทึกโดยการถายภาพ นําตัวอยางที่
บันทึกรายละเอียดไปจัดเตรียมตัวอยางแมลง เพื่อวิเคราะหชนิดโดยการจัดรูปราง หรือทําสไลด
ถาวรและอบใหแหง นําตัวอยางไปตรวจวิเคราะหชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่สําคัญทาง
อนุกรมวิธานใตกลองจุลทรรศน และใชเอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดแมลงศัตรูพืชและ
เอกสารรายงานถึงชนิดศัตรูพืชที่พบในประเทศไทยจาก CABI (2003), CABI (2007), Flint (1991), 
Pholboon (1965) และ Wongsiri (1991) ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยางที่เก็บรักษาไวใน
พิพิธภัณฑแมลง จัดทําปายและบันทึกขอมูลรายละเอียดบนปายบันทึกกํากับตัวอยางแมลง ไดแก 
ชื่อวิทยาศาสตร พืชอาหาร  วัน / เดือน / ป  สถานที่และชื่อผูเก็บตัวอยาง รวมทั้งวัน / เดือน / ป 
และช่ือผูวิเคราะหชนิด  นําตัวอยางแมลงศัตรูพืชที่ไดศึกษาวิจัยทั้งหมด เก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑ
แมลง โดยแบงเปนหมวดหมูตามระบบสากลของพิพิธภัณฑส่ิงสําคัญของการจัดทําบัญชีรายช่ือ
ศัตรูพืช (Pest  List)   จําเปนอยางยิ่งที่ตองมีตัวอยางจริงของแมลงศัตรูพืชทุกชนิดที่ไดรายงาน เกบ็
รักษาไวเพื่อการตรวจสอบ / สืบคน / อางอิง   

เวลาและสถานที ่
 เวลา        เดือนตุลาคม 2550  ถงึ เดือนกันยายน 2552 

 สถานที ่  1. แปลงปลูก หนอไมฝร่ัง ถั่วลันเตา พืชตระกูลแตงและพชืตระกูลกะหลํ่า   
                        ทกุภาคของประเทศ 

                            2. หองปฏิบัติการกลุมงานอนกุรมวิธานแมลง กลุมกีฏและสัตววทิยา          
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร 
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ผลการทดลองและวิจารณ 

 การศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชเพื่อการนําเขาและสงออก  ระหวางเดือนตุลาคม 2550 ถึง
เดือนกันยายน 2552 ในพืชสงออก 2  พืช คือ หนอไมฝร่ังและถั่วลันเตา และในพืชนําเขา 2 พืช คือ 
พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า  โดยสํารวจเก็บรวบรวมตัวอยางแมลง จากแหลงปลูกพืช
ดังกลาวทั่วประเทศ  นําตัวอยางมาศึกษาทางอนุกรมวิธาน   โดยตรวจวิเคราะหชนิดและตรวจสอบ
ชื่อวิทยาศาสตรที่ถูกตองและเปนปจจุบันของแมลงศัตรูพืชเพื่อการนําเขาและสงออก  พบแมลง
ศัตรูพืชดังตอไปนี้ 
พืชสงออก   
 หนอไมฝรั่ง   พบแมลงศัตรู  อันดับ Thysanoptera  1 วงศ  5 ชนิด   
 ถ่ัวลันเตา  พบแมลงศัตรู 3 อันดับ 4 วงศ 6 ชนิด ไดแกอันดับ Thysanoptera 1 วงศ 3 
ชนิด อันดับ Homoptera 1 วงศ 1 ชนิด  และอันดับ Lepidoptera  2 วงศ  2 ชนิด 
พืชนําเขา   
 พืชตระกูลแตง พบแมลงศัตรู 3 อันดับ 3 วงศ 5 ชนิด ไดแก อันดับ Homoptera 1 วงศ 1 
ชนิด อันดับ Thysanoptera 1 วงศ 2 ชนิด และอันดับ Coleoptera 1 วงศ 2 ชนิด   
 พืชตระกลูกะหล่ํา พบแมลงศัตรู 3 อันดับ 5 วงศ 8 ชนิด ไดแกอันดับ Homoptera 1 วงศ 
2 ชนิด อันดับ Thysanoptera 1 วงศ 1 ชนดิ และ อันดับ Lepidoptera  3 วงศ 5 ชนิด 

ศัตรูพืชที่พบทัง้หมด มีรายละเอียดดังตอไปนี ้
รายชื่อแมลงศัตรูพืชสงออก (ตุลาคม 2550 - กันยายน 2552)  
 

ช่ือแมลง 
ช่ือพืช 

ช่ือสามัญ ช่ือวิทยาศาสตร 
วงศ อันดับ 

สวนที่ถูก
ทําลาย 

เพล้ียไฟพริก Scirtothrips dorsalis Hood    Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

เพล้ียไฟดอกไม Frankliniella schultzei Trybom    Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

เพล้ียไฟหนอไม 
ฝร่ัง 

Chirothrips spiniceps Hood     Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

เพล้ียไฟขอบ
ปลองหยัก 

Microcephalothrips  abdominalis 
Crawford 

Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

หนอไมฝรั่ง 
  
  
  

เพล้ียไฟฝาย Thrips palmi  Karny    Thripidae Thysanoptera ดอก 
เพล้ียไฟดอกไม
ตะวันตก 

Frankliniella occidentalis  
Pergande   

Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

เพล้ียไฟดอกถ่ัว   Megalurothrips usitatus  Bagnall   Thripidae Thysanoptera 
 

ดอก 

ถ่ัวลันเตา  

  
  

เพล้ียไฟฝาย Thrips palmi  Karny    Thripidae Thysanoptera ดอก 
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รายชื่อแมลงศัตรูพืชสงออก (ตุลาคม 2550 - กันยายน 2552) (ตอ) 
 

ชื่อแมลง 
ชื่อพืช 

ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร 
วงศ 

อันดับ สวนที่ถูก
ทําลาย 

เพล้ียออนถั่ว Aphis craccivora 
Koch   

Aphididae Homoptera ใบออน 

ผีเส้ือหนอนเจาะ
สมอฝาย 

Helicoverpa 
armigera (Hübner) 

Noctuidae Lepidoptera 
 

ดอก 

ถ่ัวลันเตา 
(ตอ) 

ผีเส้ือหนอนเจาะ
ฝกถั่ว   

Lampides bacticus 
(Linnaeus)   

Lycaenidae Lepidoptera 
 

ฝก 

เพล้ียออนฝาย Aphis gossypii  
Glover 

Aphididae Homoptera ใบออน 

เพล้ียไฟดอกไม Frankliniella 
schultzei  Trybom   

Thripidae Thysanoptera ดอก 

เพล้ียไฟฝาย Thrips palmi Karny   Thripidae Thysanoptera ดอก 
ดวงเตาแตงแดง Aulacophora 

indica (Gmelin) 
Chrysomelidae 
 

Coleoptera ใบ 

พืชตระกลู
แตง 
 

ดวงเตาแตงดํา Aulacophora  frontalis  
Baly 

Chrysomelidae Coleoptera ใบ 

 
รายชื่อแมลงศัตรูพืชนาํเขา (ตุลาคม 2550 - กันยายน 2552) 
 

ชื่อแมลง 
ชื่อพืช 

ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร 
วงศ อันดับ 

สวนที่ถูก
ทําลาย 

เพล้ียไฟฝาย Thrips  palmi Karny   Thripidae Thysanoptera ดอก 
เพล้ียออนกะหลํ่า Lipaphis  erysimi 

Kaltenbach   
Aphididae Homoptera 

 
ใบออน 

เพล้ียออนลูกทอ Myzus persicae 
(Sulzer)   

Aphididae Homoptera ใบออน 

ผีเส้ือหนอนคืบ
กะหลํ่า 

Trichoplusia ni 
Hübner   

Noctuidae Lepidoptera ใบ 

พืชตระกลู
กะหล่าํ 

ผีเส้ือหนอนกระทู
หอม 

Spodoptera exigua 
(Hübner) 

 Noctuidae Lepidoptera 
 

ใบ 
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รายชื่อแมลงศัตรูพืชนาํเขา (ตุลาคม 2550 - กันยายน 2552)  (ตอ) 
 

ชื่อแมลง 
ชื่อพืช 

ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร 
วงศ อันดับ 

สวนที่ถูก
ทําลาย 

ผีเส้ือหนอนกระทู
ผัก 

Spodoptera litura 
(Fabricius)   

Noctuidae Lepidoptera 
 

ใบ 

ผีเส้ือหนอน
กะหลํ่าอินเดีย 

Artogeia  canidia 
(Sparman)   

Pieridae Lepidoptera 
 

ใบ 

พืชตระกลู
กะหล่าํ  
(ตอ) 

หนอนใยผัก Plutella   xylostella 
Linnaeus    

Yponomeutidae Lepidoptera ใบ 

 

รายละเอียดแมลงศัตรพูชืสงออก-นําเขาแตละชนดิ 
Scirtothrips dorsalis Hood   

อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 
ชื่อสามัญ เพล้ียไฟพริก: Chilli Thrips      
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟมีขนาดลําตัวยาว 0.05-0.07 เซนติเมตร  สีเหลืองออน ดานบนปลอง
ทองปลองที่ 2 ถึงปลองที่ 7 ทั้งเพศเมียและเพศผูมีรอยปนสีเทาดําและใตรอยปนมีขีดสีดํา  สวน
ทองดานลางเฉพาะเพศเมียมีรอยขีดสีดํา  
พืชอาหาร:  สม  องุน  มะมวง  เงาะ  มังคุด  ทุเรียน  ล้ินจ่ี  ลําไย  สมโอ  พริก  ทับทมิ 

Frankliniella schultzei Trybom   
อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 
ชื่อสามัญ เพล้ียไฟดอกไม: Common Blossom Thrips 
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟที่มีขนาดลําตัวยาว 0.07-0.09 เซนติเมตร  สีเหลืองใสหรือสีน้ําตาล  
สวนหัวคอนขางกวาง  หนวดมี 8 ปลอง  ปลองที่ 1-2 เหลืองใส  ปลองที่ 3-5 สีน้ําตาล  ปลองที่ 6-8  
สีน้ําตาลเขม  อกปลองแรกมีขนขนาดใหญจํานวน  5  คู  ขาทุกคูมีสีเดียวกับลําตัว ขนบริเวณปกคู
หนาเรียงกันเปนเสนปกแบบสมบรูณ สวนทองสีเหลืองใส 
พืชอาหาร:  ขาวฟาง ถัว่ลิสง ฝาย พริก หอมใหญ  พืชตระกูลแตง  ถัว่ลันเตาและดอกไมหลายชนิด 

 
Chirothrips  spiniceps Hood   

อันดับ    Thysanoptera 
วงศ  Thripidae   
ชื่อสามัญ เพล้ียไฟหนอไมฝร่ัง: Asparagus Thrips 
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ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟทีม่ีขนาดลําตัวยาว 0.08-0.10 เซนติเมตร สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
สวนหัวแคบยนืยาวไปทางดานหนา หนวดปลองแรกอวนและใหญกวาปลองอ่ืนๆ ปลองที ่ 2 ขยาย
ออกทางดานขางคลายรูปสามเหล่ียม อกปลองแรกมีลักษณะคลายรูปส่ีเหล่ียมคางหม ู

พืชอาหาร:  หนอไมฝร่ัง 
Microcephalothrips abdominalis Crawford   

อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 
ชื่อสามัญ  เพล้ียไฟขอบปลองหยัก: Composite Thrips 
ลักษณะสาํคัญ  เปนเพล้ียไฟที่มีขนาดลําตัวยาว 0.08-0.10 เซนติเมตร สีน้ําตาล  สวนหัวแคบกวา
สวนอก  ขอบปลายปลองทองทุกปลองมีลักษณะคลายฟนเล่ือย 
พืชอาหาร:  หนอไมฝร่ัง 

Thrips palmi Karny   
อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 
ชื่อสามัญ เพล้ียไฟฝาย: Cotton Thrips 
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟทีม่ีขนาดลําตัวยาว 0.07-0.09 เซนติเมตร  สีเหลือง หนวดมี 7 ปลอง  
สีเหลือง ขาทกุคูสีเดียวกับลําตัว ปกสีเหลือง ขนบริเวณปกคูหนาเรียงกนัเปนเสนปกแบบไมสมบรูณ  
พืชอาหาร:  ถั่วลิสง  ถั่วเหลือง  มันฝร่ัง  ขาวโพด  งา  ทานตะวัน  ฝาย  มะขามเทศ  ตําลึง  บวบ 
มะระ  มะระข้ีนก  ผักบุงจีน  พริก  กะเพรา  กวางตุง  ฟก  ฟกทอง  มะรุม  แตงกวา ถั่วแปปผี  
ถั่วฝกยาว  หอมใหญ  หนอไมฝร่ัง โหระพา ผักชี  กระเจ๊ียบเขียว  มะเขือชนิดตางๆ  มะเขือเทศ  
สะเดา  แตงไทย  พืชตระกูลกะหลํ่า  ลําโพง  กลวยไม  กุหลาบ  จําปา  บัว  เบญจมาศ   ดาวเรือง  
กระทอน  ฝร่ัง  พุทรา  มะมวง  มะละกอ  ทุเรียน  องุน  ล้ินจี่   กลวย  สมเขียวหวาน สมโอ มังคุด  
แตงโม  ทอ  แคนตาลูป  แกวมังกร  มะมวงหิมพานต  ยาสูบ  หมอน หญาขาวนก  พญายอ  วัชพืช   

Frankliniella occidentalis Pergande   
อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 

ชื่อสามัญ เพล้ียไฟดอกไมตะวันตก: Western Flower Thrips 
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟที่มีขนาดลําตัวยาว 0.08-0.10 เซนติเมตร สีเหลือง/น้ําตาลปนเหลือง  
อกปลองแรกมีขนขนาดใหญจํานวน  5  คู   บริเวณดานบนของสวนทองมีรอยปนสีดํา   
พืชอาหาร:  ไมดอกเมืองหนาว  ถั่วลันเตา 
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Megalurothrips usitatus Bagnall   
อันดับ  Thysanoptera 
วงศ  Thripidae 
ชื่อสามัญ เพล้ียไฟดอกถัว่: Flower Bean Thrips 
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียไฟที่มีขนาดลําตัวยาว 0.09-0.11 เซนติเมตร สีน้ําตาลเขมเกือบดํา สวน
หัวแคบกวาสวนอกเล็กนอย หนวดมี 7 ปลอง สีน้ําตาลเขม สวนอกปลองแรกสีน้ําตาลเขม  มีขน
ยาวบริเวณดานขางดานละ 1 คู ขาทุกคูสีน้ําตาลออน ปกสีน้ําตาลใส  ปกคูหนามีแถบสีน้ําตาล
บริเวณโคนปก กลางปก  และปลายปก  ปลองทองสีน้ําตาลเขมทุกปลอง  บริเวณปลายปลองทอง
แตละปลองสีน้ําตาลออน 
พืชอาหาร:  ถั่วเหลือง  ถัว่ลิสง  ถั่วลันเตา  ถั่วพุม  ถัว่มะแฮะ  ทานตะวัน  ฝาย  ขาวโพด  ขาวฟาง   

Aphis craccivora Koch   
อันดับ  Homoptera 
วงศ  Aphididae 
ชื่อสามัญ เพล้ียออนถั่ว: Cowpea Aphid 
ลักษณะสําคัญ  เปนเพล้ียออนขนาดกลาง ลําตัวยาว 0.14-0.22 เซนติเมตร ตัวออนสีเหลืองออน 
ตัวเต็มวัยสีเทาดําหรือสีดํา ลักษณะเปนมันเงา สวนหวัและหนวดปลองสุดทายสีน้ําตาล   
พืชอาหาร:  พืชตระกูลถัว่  ถั่วลันเตา  มนัสําปะหลัง  ละหุง  ผักโขม  สม  ข้ีเหล็ก  กระเจ๊ียบ  ชบา  
มะเขือ 

Helicoverpa armigera (Hübner)   
อันดับ  Lepidoptera 

วงศ  Noctuidae 

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนเจาะสมอฝาย: Cotton Bollworm 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง  3.0-4.0 
เซนติเมตร  ลําตัวและปกสีน้ําตาลออน กลางปกของปกคูหนามีจุดสีดําขางละ 1 จุด  ปกคูหลังขอบ
ปลายปกมีแถบสีดําขนาดใหญ  
พืชอาหาร:  ฝาย  กระเจ๊ียบแดง  กระเจ๊ียบเขียว  กุหลาบ ทุเรียน มังคุด  ขาวโพด  ยาสูบ  ถั่ว
เหลือง ถั่วเขียว  ถั่วลิสง  ถั่วฝกยาว  ถั่วลันเตา มะเขือเทศ  พริก  ทานตะวัน  หนอไมฝร่ัง 
สมเขียวหวาน  สมโอ  องุน  ทุเรียน 

Lampides boeticus (Linnaeus)   
อันดับ  Lepidoptera 

วงศ  Lycaenidae 

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนเจาะฝกถั่ว: Pod Borer Caterpillar 
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ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง  2.0-2.5 
เซนติเมตร หัวและลําตัวสีดําไมมีขนปกคลุม  ปกคูหนาและคูหลังพื้นปกสีดําเหลือบมวง  ปลายปก
มีลักษณะคลายแถบสีเทา  ขอบปกคูหลังมีจุดสีดําเรียงตามชองเสนปก  
พืชอาหาร:  พืชตระกูลถัว่  ถั่วลันเตา 

Aphis gossypii  Glover   
อันดับ  Homoptera 
วงศ  Aphididae 
ชื่อสามัญ เพล้ียออนฝาย: Cotton Aphid 
ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียออนขนาดเล็ก  ลําตัวยาว 0.09-0.18 เซนติเมตร  ตัวออนสีเหลืองจาง
หรือสีขาว   ตัวเต็มวัยสีเขียวอมเหลือง จนถึงสีเขียวเขม  ขาสีเหลือง  หนวดมี 6 ปลอง  หนวดปลอง
ที่ 1, 2 และปลองสุดทายสีน้ําตาลออน 
พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า  พืชตระกูลแตง  มะเขือเปราะ มะเขือพวง  ผักบุงจนี  ฝายฟกทอง  
ตําลึง น้ําเตา  พริกข้ีหนู  พริกหยวก   

Aulacophora indica (Gmelin)   
อันดับ  Coleoptera 
วงศ  Chrysomelidae  
ชื่อสามัญ ดวงเตาแตงแดง: Red Cucurbid Beetle 

ลักษณะสําคัญ เปนดวงที่มีขนาดลําตัววัดจากปลายสุดสวนหัวถึงปลายสุดสวนทองยาว 0.80-
1.00 เซนติเมตร  ลําตัวคอนขางยาว สีแดงอมแสด ปกแข็งเปนมันวาว 
พืชอาหาร:  พืชตระกูลแตง 

Aulacophora  frontalis  Baly   
อันดับ  Coleoptera   
วงศ  Chrysomelidae   
ชื่อสามัญ ดวงเตาแตงดํา: Black Cucurbid Beetle 
ลักษณะสําคัญ เปนดวงที่มีขนาดลําตัววัดจากปลายสุดสวนหัวถึงปลายสุดสวนทองยาว 0.70-
0.80 เซนติเมตร  ลําตัวคอนขางยาวสีน้ําตาลแดงหรือดํา สวนหัวและอกมักมีสีน้ําตาลแดง ปกแข็ง
เปนมัน ขาทุกคูสีเดียวกับสวนหัว 
พืชอาหาร:  พืชตระกูลแตง 

Lipaphis  erysimi  Kaltenbach   
อันดับ  Homoptera 
วงศ  Aphididae 

ชื่อสามัญ เพล้ียออนกะหลํ่า: Turnip Aphid 
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ลักษณะสําคัญ เปนเพล้ียออนขนาดเล็ก ลําตัวยาว 0.14-0.24 เซนติเมตร สีเหลืองแกมเขียวหรือสี
เขียว  มีไขสีขาวตามปลองของลําตัว  หนวดมี 6 ปลอง หนวดปลองที่ 1-2  มีสีขาวจาง สวนปลองที่ 
3-6  สีน้ําตาล 
พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า 

Myzus persicae (Sulzer)   
อันดับ  Homoptera 
วงศ  Aphididae 

ชื่อสามัญ เพล้ียออนลูกทอ: Green Peach Aphid 

ลักษณะสําคัญ  เปนเพล้ียออนขนาดเล็ก ลําตัวยาว 0.12-0.21 เซนติเมตร ตัวออนที่ออกมาใหมๆ 
มีสีชมพูออนปนเหลือง ตัวเต็มวัยสีเหลืองออน หรือสีเหลืองอมเขียว หนวดมี 6 ปลอง หัวและหนวด
สีเหลืองออน 

พืชอาหาร:  ยาสูบ  ขาว  งา  ถั่วตางๆ  มนัฝร่ัง  พืชตระกูลกะหลํ่า 
Trichoplusia ni Hübner   

อันดับ  Lepidoptera 
วงศ  Noctuidae 

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนคืบกะหลํ่า: Cabbage Looper 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง 2.50-3.00 
เซนติเมตร  หัวและลําตัวอวนปอมมีขนสีเทาปกคลุม ปกคูหนาพื้นปกสีเทาเขม  มีรอยแตมสีดํา
กระจายทั่วปก ปกคูหลังพื้นปกสีน้ําตาลออน ขอบปลายปกมีแถบสีดําขนาดใหญ  
พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า  ค่ึนฉาย  มันฝร่ัง  ขาวโพด  บีท  ผักกาดหอม  ผักกวางตุง 
ผักกาดขาว 

Spodoptera exigua (Hübner)   
อันดับ  Lepidoptera 
วงศ  Noctuidae  

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนกระทูหอม: Common Cutworm 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง 2.00-2.50 
เซนติเมตร  ปกคูหนาพื้นปกสีน้ําตาล มีจุดสีน้ําตาลออน 2 จุดตรงกลางปก ปกคูหลังบางใสไมมี
ลวดลาย 
พืชอาหาร:  หอมแดง  กุหลาบ  ถั่วฝกยาว  ถั่วเหลือง  ถั่วลันเตา  องุน  ผักตระกูลกะหลํ่า  
กลวยไม พริก  กระเจ๊ียบเขียว  หนอไมฝร่ัง  มันเทศ  ขาวโพด  ทานตะวัน  หอมใหญ 
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Spodoptera litura (Fabricius)   
อันดับ  Lepidoptera 
วงศ  Noctuidae  

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนกระทูผัก: Beet Armyworm 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง 2.80-3.00 
เซนติเมตร  ปกคูหนาพื้นปกสีน้ําตาลเขมมีเสนสีเหลืองออนพาดกระจายทั่วปก  ปกคูหลังบางใสไม
มีลวดลาย 

พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า  ลําโพง  ละหุง  ยาสูบ  กุหลาบ  บัว  ถั่วเขียว  พลูดาง  สมโอ  
บานช่ืน โปยเซียน  องุน  ทานตะวัน 

Artogeia canidia (Sparman)   
อันดับ  Lepidoptera 
วงศ  Pieridae 

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนกะหลํ่าอินเดีย: Indian Cabbage Caterpillar 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่งถึงขอบปกอีกดานหนึ่งกวาง  4.00-4.50 
เซนติเมตร หัวและลําตัวสีดําไมมีขนปกคลุม ปกคูหนาและคูหลังพื้นปกสีขาว ปลายปกคูหนา มรีอย
แตมคลายจุดสีดํา 2 จุด  ขอบปลายปกมีรอยแตมสีดําขนาดใหญ  ขอบปกคูหลังมีรอยแตมคลาย
จุดสีดํา 5 จุด  
พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า 

Plutella xylostella Linnaeus   
อันดับ  Lepidoptera 
วงศ  Plutellidae 

ชื่อสามัญ ผีเส้ือหนอนใยผัก: Diamond Back Moth 
ลักษณะสําคัญ ขนาดลําตัววัดจากขอบปกดานหนึ่ งถึงขอบปกอีกดานหนึ่ งกวาง  0.6.-0.7 
เซนติเมตร  ปกคอนขางแคบ ปกคูหนาพื้นปกสีเทาเขม มีแตมสีเทาบริเวณขอบบนและขอบลางของ
ปก ปกคูหลัง ปลายปกแหลม พื้นปกสีเทาออนไมมีลวดลาย ขอบลางของปกมีขนยาว 
พืชอาหาร:  พืชตระกูลกะหลํ่า 

การศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชสงออกและนําเขาของพืช 4 พืชในคร้ังนี้ นับวาเปนงานวิจัยที่มี
ประโยชนอยางมากในการคนควา วิจัย และทบทวนเกี่ยวกับศัตรูพืชของพืชที่ไดศึกษา  ซึ่งสามารถ
ใชเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตร ในการที่จะยืนยันถึงการพบหรือไมพบแมลงศัตรูพืชในพืชทั้งหมด
ในชวงเวลาที่ไดศึกษา ซึ่งศัตรูพืชที่พบมีความแตกตางจากที่เคยมีรายงาน อาทิ หนอไมฝร่ัง 
การศึกษาคร้ังนี้พบแมลงศัตรูพืช 5 ชนิด  ซึ่ง Wongsiri (1991) ไดรายงานไวถึง 11 ชนิด 
เชนเดียวกับถั่วลันเตา Wongsiri (1991) ไดรายงานไวถึง 18 ชนิด แตการศึกษาคร้ังนี้พบเพียง 6 
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ชนิด เปนตน ซึ่งการเตรียมพรอมขอมูลบัญชีรายช่ือเพื่อไวประกอบกับสินคาเกษตรที่ตองการนําเขา
สงออก ตองเปนขอมูลที่เปนปจจุบัน มีหลักฐานยืนยันและสามารถตรวจสอบยอนกลับได 

สรุปผลการทดลอง  

 จากการศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชเพื่อการนําเขาและสงออก  ระหวางเดือนตุลาคม 2550 ถึง
เดือนกันยายน 2552    ในพืชสงออก 2  พืช  และพืชนําเขา 2 พืช พบแมลงศัตรู  หนอไมฝรั่ง พบ
แมลงศัตรูทั้งหมด 1 อันดับ 5 ชนิด และถ่ัวลันเตา พบแมลงศัตรูทั้งหมด 3 อันดับ 6 ชนิด  พืช

ตระกูลแตง พบแมลงศัตรูทั้งหมด 3 อันดับ 5 ชนิด  พืชตระกูลกะหล่ํา  พบแมลงศัตรูทั้งหมด 3 
อันดับ 8 ชนิด   ซึ่งการศึกษาในคร้ังนี้นอกจากจะเปนการสํารวจในแหลงที่ปลูกพืชทั้ง 4 ชนิด แลวยัง
นํามาศึกษาทางดานอนุกรมวิธานโดยการตรวจวิเคราะหตามหลักการตรวจวิเคราะหและสืบคน
ขอมูลที่เปนปจจุบัน  ซึ่งจะเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรที่เปนประโยชนอยางมากในการจัดทํา
บัญชีรายช่ือแมลงศัตรูพืชสงออกและพืชนําเขาที่ไดศึกษา และสามารถนําบัญชีรายช่ือศัตรูพืชที่ได
ไปใชในการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชนําเขาทั้ง 4 พืช รวมทั้งนําไปศึกษาเพื่อพิจารณาในการ
กําหนดแมลงศัตรูพืชกักกัน ตลอดจนใชเปนหลักฐานในการสืบคนและอางอิงทางวิชาการสําหรับ
การเจรจาตอรองทางการคา และกําหนดเงื่อนไขการนําเขาพืชตามพระราชบัญญัติกักพืช ซึ่ง
การศึกษาเกี่ยวกับชนิดของศัตรูพืช เพื่อประโยชนทางการคา จําเปนอยางยิ่งจะตองศึกษาอยาง
ตอเนื่องและเตรียมพรอมขอมูลใหเปนปจจุบันตลอดเวลา โดยเฉพาะอยางยิ่งตองประสานกับ
หนวยงานที่เกี่ยวของ เพื่อกําหนดลําดับความสําคัญของพืชหรือสินคาเกษตรที่ตองการสงออกหรือ
นําเขา  ทั้งนี้เพื่อประโยชนสูงสุดของประเทศไทยในการเจรจาตอรองการคากับประเทศคูคา 
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การศึกษาชนิดของโรคพืชของพืชสงออก ไดแก หนอไมฝรั่งและถั่วลันเตา   
พืชนําเขาไดแก พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า 

Diseases Survey and Diagnosis for Exported Plant : Asparagus and Pea, 
Imported plant: Cucumbermand Crucifer 

 
พรพิมล  อธปิญญาคม   พีระวรรณ  พัฒนวิภาส    สณุีรัตน  สมีะเด่ือ   ทัศนาพร  ทัศคร   

ชนินทร  ดวงสะอาด    ณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ    นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด   
กลุมวิจัยโรคพืช     สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 

      
 

บทคัดยอ 
ตรวจคนเอกสารและรวบรวมรายช่ือโรคพชืของโรคของหนอไมฝร่ัง ถัว่ลันเตาพืช พชืตระกูล

แตงและพืชตระกูลกะหลํ่า ที่เกิดในประเทศไทยพบโรคพืชที่เกิดจากรา แบคทีเรีย ไวรัสและไสเดือน
ฝอย และจัดทาํบัญชีรายช่ือโรคพืชของหนอไมฝร่ังและ ถัว่ลันเตาที่มีรายงานในประเทศไทย 

สํารวจ และเก็บตัวอยางโรคของหนอไมฝร่ังและถั่วลันเตา  พบโรคลําตนไหม และโรคแอน
แทรคโนสของหนอไมฝร่ัง   พบอาการโรคของถ่ัวลันเตา ดังนี ้อาการ V-shape  ใบจุดแผลไหม  ใบ
จุดแผลเล็ก  ยอดไหม  โรคเหี่ยว และราแปง    สํารวจ และเก็บตัวอยางโรคของพืชตระกูล แตงและ
พืชตระกูลกะหลํ่า  ไดตัวอยางโรคพืชตระกูลกะหลํ่า จาํนวน 60 ตัวอยาง  พบโรคราน้ําคาง  .ใบจุด   
อาการ V-shape และโรคเนาเละ  ไดตัวอยางโรคพืชตระกูลแตง จํานวน 30 ตัวอยาง  พบโรคราแปง 
ราน้ําคาง ใบจดุ เปลือกแตกยางไหล  และไวรัส   เก็บตัวอยางโรคพืชไวในพิพิธภัณฑโรคพืช  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-01-02-51 
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คํานํา 
ในปจจุบันการนําสินคาเกษตรเพื่อการสงออกและนําเขานัน้จะตองมขีอมูลการระบาดของ

ศัตรูพืชของประเทศที่จะสงสินคาออกและประเทศคูคา และประเทศไทยเปนสมาชิกขององคการ
การคาโลก โดยสมาชิกมีพนัธกรณีตองปฏิบัติภายใตขอตกลงดวยการใชบังคับมาตรการสุขอนามัย
และสุขอนามยัพืช (Agreement of Application of Sanitary and Phytosanitary Measures, SPS 
Agreement)   สําหรับพืชสงออก ไดแก หนอไมฝร่ังและถั่วลันเตา ประเทศไทยมีการสงออกพืชทัง้
สองชนิดไปยงัหลายประเทศ   ประเทศผูนําเขาตองมีการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูของสินคาเกษตร 
ในขณะเดียวกนัการนําเขาสินคาเกษตร ไดแก  พืชตระกูลแตงและพชืตระกูลกะหลํ่า  ซึง่ประเทศ
ไทยก็ตองทําการวิเคราะหความเส่ีบงศัตรูพชื ดังนัน้การสํารวจ การประเมินความรุนแรง และ
การจําแนกชนดิเชื้อสาเหตุของโรคหนอไมฝร่ัง  ถัว่ลันเตา พชืตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า จึงมี
ความสําคัญเนื่องจากไดบัญชีรายช่ือโรคของพืชทั้งสองชนิดซึ่งเปนขอมูลการระบาดและความ
รุนแรงของโรคในปจจุบัน ตลอดจนทราบชนิดสาเหตุของโรค เพื่อนําขอมูลเหลานี้ไปวิเคราะหความ
เส่ียงของศัตรูพืชตอไป   โดยการนําขอมูลที่ไดจากการศึกษาอนกุรมวิธานทั้งหมดไปจัดทําขอมูล
บัญชีรายช่ือศัตรูพืช (Pest List) ซึ่งเปนขอมูลสําคัญอยางยิง่ทีต่องสงใหประเทศคูคาไดนําไป
พิจารณากอนนําเขาสินคาเกษตรจากประเทศไทย ในขณะเดียวกนัขอมูลดานอนุกรมวิธานก็ใชเปน
ขอมูลสําคัญของประเทศ สําหรับเปรียบเทียบกับขอมูลบัญชีรายช่ือของประเทศคูคาที่สงมา  เพือ่
ประกอบในการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis) กอนนําเขาสินคาเกษตรจาก
ประเทศคูคานอกจากนี้ขอมลูดานอนกุรมวิธานยังเปนประโยชนในการจัดทํารายช่ือศัตรูพืชกักกนั 
(Quarantine Pest)  เพื่อการควบคุมศัตรูพืชจากตางประเทศไมใหเขามาแพรกระจายในประเทศ 
 

วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

1. สารเคมีไดแก สารเคมทีี่ใชในการฆาเช้ือ  : สารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรด  แอธิล
แอลกอฮอล 75%  

2. อาหารวุนสังเคราะห potato dextrose agar (PDA), corn meal agar (CMA),   V8 juice 
 agar, RNV เปนตน 

3. กลองจุลทรรศนชนิด Light microscope (LM) และ Stereo microscope พรอมกลอง
ถายภาพ 
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4. วัสดุอุปกรณอ่ืนๆ ในหองปฏิบัติการไสเดือนฝอย ไดแก เคร่ืองแกว  กระบอกพลาสติก  กรวย
แกว จานเล้ียงเช้ือพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 ซม. และกระดาษกรอง (Whatman #2) เปน
ตน 
วิธีการ 
1. สืบคนขอมูลโรคของหนอไมฝรั่ง  ถ่ัวลันเตา  พืชตระกลูแตงและพืชตระกูลกะหล่าํใน
ประเทศไทย 

 สืบคนขอมูลโรคของหนอไมฝร่ัง  ถัว่ลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า ใน
ประเทศไทย จากเอกสารตาง ๆ หรือจากขอมูลอิเล็กโทรนิก 

2. การสาํรวจรวบรวม และศกึษาโรคของหนอไมฝรั่ง  ถ่ัวลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืช
ตระกูลกะหล่าํ  

เก็บตัวอยางโรคหนอไมฝร่ัง  ถั่วลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่าที่แสดงอาการ
โรคที่ใบ ดอก ผล ลําตน และราก โดยเกบ็ตัวอยางจากจังหวัดตาง ๆ ในประเทศไทย  หอตัวอยาง
พืชที่เก็บมาดวยกระดาษหนังสือพิมพ ใสในถุงพลาสติก บันทกึขอมูลสถานที่เกบ็ วันที่เก็บ ผูเกบ็ 
และขอมูลภูมิศาสตร พรอมทั้งบันทึกภาพลักษณะอาการของโรค นาํตัวอยางมาศึกษาลักษณะ
อาการในหองปฏิบัติการ  จัดเก็บโรคพืชที่แสดงอาการที่ใบอัดทบัเปนตัวอยางแหงเขาพิพธิภัณฑ
โรคพืช ทีก่ลุมวิจัยโรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ   กรมวชิาการเกษตร  กรุงเทพ ฯ 
3. การศึกษาสาเหตุโรคพชื  

3.1  การศึกษาสาเหตุจากตัวอยางพืชเปนโรคโดยตรง 
 ศึกษาสาเหตุจากตัวอยางพชืที่เปนโรคโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ เข่ียเช้ือ

จากตัวอยางดอก ใบ ผล กิ่ง ลําตน ราก ของหนอไมฝร่ัง  ถัว่ลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืชตระกลู
กะหลํ่าทีเ่ปนโรคลงบนแผนสไลด (slide) แลวตรวจเช้ือภายใตกลองจลุทรรศน   

3.2  การศึกษาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื้อจากเน้ือเยื่อพืชเปนโรค (Tissue  
transplant)  

แยกเช้ือจากสวนที่เปนโรคของหนอไมฝร่ัง  ถัว่ลันเตา  พืชตระกูลแตงและพชืตระกูล
กะหลํ่า (ตารางท่ี 1 และ 2) ตัดตัวอยางโรคพืชบริเวณทีเ่ปนรอยตอของสวนที่เปนโรคและสวนปกติ
ขนาดประมาณ 2x2 มิลลิเมตร ทาํการฆาเช้ือที่ผิวพชืโดยแชชิ้นสวนพืชลงในสารละลายโซเดียม
ไฮเปอรคลอไรด  5 เปอรเซน็ต เปนเวลา 5 นาท ี  ซับใหแหงดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเช้ือ
แลวจนแหงสนิท นาํช้ินสวนพืชมาวางบนอาหาร half strength Potato Dextrose Agar (1/2 PDA) 
แลวบมไวในอุณหภูมิหองปฏิบัติการ เปนเวลา 1-3 วัน  ตรวจดูเสนใยราภายใตกลองจุลทรรศน
แบบสเตอริโอ  ตัด hyphal tip ของราที่เจริญออกมาจากช้ินตัวอยางพืช วางลงบนอาหาร potato 
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dextrose agar (PDA)  เกบ็ไวที่อุณหภูมหิองจนเช้ือเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ และนําไปศึกษา
รายละเอียดของราเพื่อการจําแนกชนิดของราสาเหตุตอไป  
4. การพิสจูนเชื้อ 

ทําการพิสูจนการเกิดโรคสําหรับโรคพืชทีเ่ปนโรคใหมเทานัน้  โดยทาํการปลูกเช้ือสวนของ
หนอไมฝร่ัง  ถัว่ลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่า โดยทาํแผลและไมทําแผลอยางละ 10  
เปรียบเทยีบกบัการเกิดโรคบนสวนที่ไมปลูกเช้ือดวยวิธเีดียวกนัแยกเช้ือสาเหตุจากตนที่แสดง
อาการโรค  เปรียบเทียบชนดิของราสาเหตุโรคใชในการปลูกเช้ือ 
 
เวลาและสถานที ่

เวลา  เร่ิมตน – ส้ินสุด   
ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 

สถานที ่ แปลงปลูกพืชของเกษตรกร 
   หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวจิัยโรคพืช   

สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. สืบคนขอมูลโรคของหนอไมฝรั่ง  ถ่ัวลันเตา  พืชตระกลูแตงและพืชตระกูลกะหล่าํใน
ประเทศไทย 

ตรวจคนเอกสารและรวบรวมรายช่ือโรคพชืของโรคของหนอไมฝร่ัง และถั่วลันเตาพชืที่เกิด
ในประเทศไทยและจัดทําบัญชีรายช่ือโรคพืชของหนอไมฝร่ังและ ถัว่ลันเตาที่มีรายงานในประเทศ
ไทย พบโรคพชืเกิดจากรา แบคทีเรีย ไวรัสและไสเดือนฝอย (ตารางที ่1) 
2. การสาํรวจรวบรวม และศกึษาโรคของหนอไมฝรั่ง  ถ่ัวลันเตา  พืชตระกูลแตงและพืช
ตระกูลกะหล่าํ  

 สํารวจและเกบ็ตัวอยางโรคชนิดตาง ๆ ของหนอไมฝร่ัง  ถั่วลันเตา  พืชตระกูลแตง
และพืชตระกลูกะหลํ่า จํานวน 7  คร้ัง  ระหวางเดือนกนัยายน 2550 – เดือนตุลาคม 2551 จาก
แหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จังหวัดเชียงราย เชยีงใหม  พะเยา ลําปาง เพชรบูรณ อุตรดิตถ 
ตาก  สระแกว สุพรรณบุรี กาญจนบุรี นครราชสีมา  พบโรคหนอไมฝร่ังจํานวน 10 ตัวอยาง ไดแก 
โรคลําตนไหม และโรคแอนแทรคโนสของหนอไมฝร่ัง  พบโรคถั่วลันเตา จาํนวน 17 ตัวอยาง ไดแก 
อาการ V-shape  ใบจุดแผลไหม  ใบจุดแผลเล็ก  ยอดไหม  โรคเหี่ยว และราแปง    สํารวจ และเก็บ
ตัวอยางโรคของพืชตระกูล แตงและพืชตระกูลกะหลํ่า  ไดตัวอยางโรคพืชตระกูลกะหลํ่า จํานวน 60 
ตัวอยาง  พบโรครานํ้าคาง  .ใบจุด   อาการ V-shape และโรคเนาเละ  ไดตัวอยางโรคพืชตระกูลแตง 
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จํานวน 30 ตัวอยาง  พบโรคราแปง ราน้ําคาง ใบจุด Gummy stem blight  และไวรัส   เก็บตัวอยาง
โรคพืชไวในพพิิธภัณฑโรคพชื  
3. การศึกษาสาเหตุโรคพชื  
 หนอไมฝร่ัง 

พบโรคลําตนไหม สาเหตุเกดิจากรา Phomopsis asparagi ระบาดทีจ่ังหวัดกาญจนบุรี พบ
โรคในเดือนมกราคม กมุภาพันธและมีนาคม  

โรคแอนแทรคโนส สาเหตุเกดิจากรา Colletotrichum gloeosporioides  พบที่จังหวัด
กาญจนบุรี 

ถั่วลันเตา 
พบอาการโรคของถ่ัวลันเตา มีอาการดังนี ้อาการ V-shape  ใบจุดแผลไหม  ใบจุดสาเหตุ

เกิดจาก Ascochyta   ยอดไหม  โรคเหีย่ว สาเหตุเกิดจาก  Fusarium oxysporum  และราแปง   
พบที่จงัหวัดเชยีงใหม  

พืชตระกูลแตง 
พบโรคราแปงสาเหตุเกิดจากรา Oidium  ราน้ําคางสาเหตุเกิดจากรา Pseudoperonospora  

cubensis  ใบจุดสาเหตุเกิดจากรา Cercospora   เปลือกแตกยางไหลสาเหตุเกิดจากรา Didymella 
bryoniae (teleomorp) และยังพบ  Phoma cucurbitacearum  (anamorph) ดวย พบระบาดที่
จังหวัดเชียงราย และพะเยา   ใบดางที่เกิดจากไวรัส 

พืชตระกูลกะหลํ่า 
พบโรคใบจุดสาเหตุเกิดจากเกิดจาก Alternaria brassicicola, A. brassicae , 

Cercospora lactucae-sativa   โรคราน้ําคางสาเหคุเกดิจาก Peronospora parasitica   โรครากบ
วมสาเหตุเกิเดจาก Plasmodiophora brassicae   โรคเนาเละ  อาการ V shape 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
ตรวจคนเอกสารและรวบรวมรายช่ือโรคพชืของโรคของหนอไมฝร่ัง ถัว่ลันเตาพืช พชืตระกูล

แตงและพืชตระกูลกะหลํ่า ที่เกิดในประเทศไทยพบโรคพืชที่เกิดจากรา แบคทีเรีย ไวรัสและไสเดือน
ฝอย และจัดทาํบัญชีรายช่ือโรคพืชในประเทศไทย 

สํารวจ และเกบ็ตัวอยางโรคของหนอไมฝร่ัง พบโรคลําตนไหม และโรคแอนแทรคโนสง   พบ
อาการโรคของถั่วลันเตา ดังนี้ อาการ V-shape  ใบจุดแผลไหม  ใบจุดแผลเล็ก  ยอดไหม  โรคเหี่ยว 
และราแปง    สํารวจ และเก็บตัวอยางโรคของพืชตระกลู แตงและพืชตระกูลกะหลํ่า  ไดตัวอยางโรค
พืชตระกูลกะหลํ่า จํานวน 60 ตัวอยาง  พบโรคราน้าํคาง  .ใบจุด   อาการ V-shape และโรคเนาเละ  
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ไดตัวอยางโรคพืชตระกูลแตง จํานวน 30 ตัวอยาง  พบโรคราแปง ราน้าํคาง ใบจุด เปลือกแตกยาง
ไหล  และไวรัส   เก็บตัวอยางโรคพืชไวในพิพิธภัณฑโรคพืช  
 

คําขอบคุณ (ถามี) 
 

เอกสารอางอิง 
 

ภาคผนวก (ถามี) 
ตารางที่ 1: โรคของหนอไมฝร่ัง ถัว่ลันเตา พชืตระกูลแตงและพืชตระกูลกะหลํ่าที่มรีายงานใน 
  ประเทศไทย 

พืช รา แบคทีเรยี ไวรสั ไสเดือนฝอย 
หนอไมฝร่ัง 10 2 2 5 
ถั่วลันเตา 18 2 2 2 
พืชตระกูลแตง 35 2 9 4 
พืชตระกูลกะหลํ่า 26 5 2 5 
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การศึกษาชนิดวัชพืชในพืชสงออก : หนอไมฝรั่ง 
Study  on  Weed  Species  in  Exported  Crops : Asparagus. 

 
จันทรเพ็ญ   ประคองวงศ1     เบญจมาภรณ   ลิม้ประเสรฐิ2   มัตติกา  ทองรส3 

1 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
2สํานกัการเกษตรอําเภอดําเนินสะดวก      3สาํนักวจิัยพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 6 

___________________________ 

บทคัดยอ 

 การศึกษาชนดิวัชพืชในหนอไมฝร่ัง ไดดําเนนิงานสํารวจในแปลงปลูกหนอไมฝร่ังตามภาค
ตาง ๆ ของประเทศไทยคือ ภาคตะวันตกที่จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ 
ภาคกลางที่จงัหวัด นครปฐม และสุพรรณบุรี  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่จงัหวัดกาฬสินธุ  เร่ิม
ดําเนนิงานต้ังแตเดือนตุลาคม  2550 ถึงเดือนสิงหาคม 2552  จากการสํารวจและศึกษาชนิดวัชพชื
ในแปลงปลูกหนอไมฝร่ัง พบวัชพืชทัง้หมด 60 ชนิด  จัดจําแนกได 24 วงศ  (family)  54 สกุล  
(genus)  60 พันธุ  (species)  วัชพชืชนดิที่พบปริมาณมากและมีความถี่ที่สํารวจพบสูงจะจัดเปน
วัชพืชเดน (dominant species)  ของการสํารวจในครั้งนี้โดยพิจารณาจากคา  sum dominance 
ratio (SDR)  ซึ่งพบ 1 พันธุ/ชนิด คือแหวหมู  (Cyperus rotundus L.)  มีคา SDR เทากับ 19.3 
เปอรเซ็นต สวนวัชพืชทีพ่บวาเดนลําดับรอง (Co-dominant species) มี 6 ชนิดคือ หญาตีนนก 
(Digitaria ciliaris (Retz.) Koel.)  หญานกสีชมพู  (Echinocloa colona (L.)  Link.)  ผักขม 
(Amaranthus viridis L.)  น้ํานมราชสีห  (Euphorbia hirta L.)  ผักเบ้ียใหญ  (Portulaca 
oleracea L.)  และผักเบ้ียหิน  (Trianthema protulacastrum L.)  มีคา  SDR  8.4,  6.4,  6.2,  
5.9,  5.5 และ 5.1  เปอรเซ็นตตามลําดับ  ชนิดวัชพืชที่สํารวจพบในคร้ังนี้สามารถนําไปจัดทาํเปน
บัญชีรายช่ือวชัพืชในแปลงหนอไมฝร่ังเพือ่สงใหประเทศคูคาในการสงออก หรือการขอเปดตลาด
หนอไมฝร่ังตามขอตกลงมาตรการสุขอนามัยพืช (SPS  Agreement)  นอกจากนี้ยงัใชเปนหลักฐาน
ในการสืบคนขอมูล และการจัดทําฐานขอมูลเกี่ยวกับวัชพืชตอไป 

 

 

______________________________  
รหัสโครงการวจิัย   07  01  49  02 
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คํานํา 

 หนอไมฝร่ัง (Asparagus  officinallis L.)  มีถิ่นกําเนิดในทวีปยุโรป และเอเซีย เปนพืชใบ
เล้ียงเด่ียวทีม่อีายุหลายป มลํีาตนใตดิน (rhizome)  สวนของลําตนเหนือดินเจริญมาจากตาขาง 

ของลําตนใตดิน เมื่อเจริญข้ึนมาแลวเรียกหนอ ปลายหนอปกคลุมดวยใบแท เมื่อหนอเจริญ ใบแท
เปนเกล็ดบาง ๆ มีสวนของก่ิงกานที่เปล่ียนแปลงเปนลักษณะเสนทาํหนาที่แทนใบ เรียกคลาโดด 
(cladodes)  หรือ คลาโคฟล  (cladophyll)  ดอกของหนอไมฝร่ังเปนดอกแยกเพศและแยกตน ดอก
ตัวผูลักษณะรูประฆัง สีเขียวแกมเหลือง ขนาดใหญและยาวกวาดอกตัวเมีย เกิดตามขอเปนกลุม ๆ 
ละ 2-3 ดอก ดอกตัวเมียขนาดเล็กมีไมมากเทาดอกตัวผู ผลแบบ เบอรร่ี  (berry)  ขนาดเล็กสีเขียว 
เมื่อแกเปล่ียนเปนสีแดง รูปกลม มีเมล็ด 3-6 เมล็ด สีดํารูปกึ่งกลมและเหล่ียม 
(http:www.ku.ac.th/e-magazine/feb49/agri/spear.htm.) 
 หนอไมฝร่ังจัดเปนพชืผักเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย เนื่องจากเปนประเทศที่
ภูมิอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของหนอไมฝร่ังคือมีอุณหภูมิเฉล่ีย 25-30 องศาเซลเซียส 
หนอไมฝร่ังจงึไมมีการฟกตัว ในขณะที่ประเทศในยุโรป สหรัฐอเมริกา และญ่ีปุน ในชวงฤดูหนาว
หนอไมฝร่ังจะฟกตัว แตตลาดโลกมีความตองการหนอไมฝร่ัง ประเทศไทยจึงตองชวงชิงตลาดนี้ไว
ใหได  อีกทั้งเกษตรกรที่ปลูกหนอไมฝร่ังจะมีรายไดดี และสามารถติดตอขายใหกับบริษัทผูสงออก
ได  เกษตรกรที่ปลูกหนอไมฝร่ังมิไดปลูกเปนแปลงใหญคือ เกษตรกรสวนใหญแตละรายจะมีพื้นที่
ปลูกประมาณ 2-10 ไร และการปลูกจะเร่ิมไมพรอมกนั ผลผลิตของหนอไมฝร่ังจึงทยอยออกและสง
ใหตลาดไดตลอดปชวงที่ผลผลิตหนอไมฝร่ังไดมากและมีคุณภาพคือปลูกในฤดูหนาว(http:www.  
ku.ac.th/e-magazine/febu49/agri/spear.htm.)  เกษตรกรที่ปลูกหนอไมฝร่ังสวนใหญจะมีรายได
ดี ถาปลูกหนอไมฝร่ังไดเกรด ซึ่งบริษทัไดกําหนดข้ึนเพือ่ใชเปนเกณฑในการรับซื้อไดแก เกรด A ตูม 
ราคารับซื้อกิโลกรัมละ 52.61 บาท  เกรด  A บานราคากิโลกรัมละ 42-48 บาท  เกรด B  ราคา
กิโลกรัมละ 30-35 บาท  ในกรณีที่ตกเกรดบริษัทไมรับซื้อ ก็จะขายใหพอคาทองถิน่ในราคากิโลกรัม
ละ 7-27 บาท  (http://it doa.go.th./vichakan/news.news.php.? mew sid=5) 
 แหลงปลูกหนอไมฝร่ังที่สําคัญของประเทศไทย ไดแกจงัหวัดราชบุรี นครปฐม กาญจนบุรี 
สุพรรณบุรี รองลงมาไดแก จังหวัดประจวบคีรีขันธ กาฬสินธุ  มหาสารคาม  สระแกว นครราชสีมา 
อุดรธานี และรอยเอ็ด  พนัธุที่นยิมปลูกไดแก ยูซี 157, บรอคอินพรูฟ, บรอคอิมพีเรียล และแอทวาส 
(ฝายขอมูลสงเสริม และการจัดการสินคา, 2547) 
 ในป  2546 - 49  หนอไมฝร่ังจัดเปนพืชผักสงออกที่มีความสําคัญของประเทศ เนื่องจากมี
มูลคาสงออกเปนอันดับที่ 2 ของกลุมผักสดหรือแชเย็น ตลาดหลักของหนอไมฝร่ังอยูที่ญ่ีปุน และ
ไตหวัน มีมูลคาสูงมากถงึ 625.70 และ 246.85 ลานบาท หรือรอยละ 66.57 และ 26.26 ของมูลคา
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การสงออกหนอไมฝร่ังเฉลี่ยทั้งหมด และมีโอกาสขยายปริมาณการสงออกไดเพิ่มมากข้ึนถาไดผล
ผลิตที่มีคุณภาพตามที่ตลาดทั้งสองกําหนด นอกจากประเทศดังกลาวทั้งสองแลว ประเทศไทยยัง
สามารถขยายฐานการสงออกไปยังประเทศอ่ืน ๆ เชน กลุมประเทศยโุรป และสหรัฐอเมริกา เปนตน 
(http://production.doac.go.th) 
 ปจจุบันภายใตการตกลงวาดวยการบังคับใชมาตรการสขุอนามัยและสุขอนามัยพืช ไดระบุ
ไวชัดเจนวาประเทศสมาชิกมีสิทธิ์และพันธกรณีพื้นฐานในการกาํหนดมาตรการสุขอนามยันัน้จาก
ตางประเทศมใิหเขาไปเปนอันตรายหรือเกดิความเสียหายตอสุขภาพมนุษย สัตว พืช และ
ส่ิงแวดลอม วธิีการปฏิบัติคือ ประเทศผูนาํเขาสินคาเกษตรตองมีการตรวจสอบศัตรูพืช โดย
วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis : PRA)  ซึ่งอาจจะเปนโรคพืช แมลง ไร สัตว
ศัตรูพืช หรือวชัพืช ซึ่งอาจจะติดมากับสินคาเกษตรทีน่ําเขา ประเทศผูนําเขาจึงจะตองรองขอบัญชี
รายช่ือศัตรูพืชและขอมูลดานศัตรูพืชแตละชนิดของสินคาเกษตรนัน้ ๆ ประเทศผูสงออกสินคา
เกษตรจึงตองจัดสงบัญชีรายช่ือศัตรูพืช (Pest List : PL) รวมทั้งขอมูล และข้ันตอนในการผลิตพืช
ประกอบการของเปดตลาด  หากประเทศผูสงออกไมสามารถจัดเตรียมขอมูลดังกลาวขางตนได จะ
ไมไดรับอนุญาตใหนาํเขาสินคาเกษตรนัน้ ๆ  ซึ่งจะเปนการกีดกันทางการคาดานหน่ึง  ดังนัน้หนาที่
ของกรมวิชาการเกษตร ในฐานะที่เปน  NPPO (National Plant Protection Organization)  จึงมี
หนาทีตองเตรียมขอมูลโดยการสํารวจศัตรูพืชที่จะสงออกทุกชนิด 
 สําหรับงานสํารวจวัชพืชในหนอไมฝร่ังนัน้ ไดมีรายงานการสํารวจต้ังแตป พ.ศ. 2546 – 
2548 (เสริมศิริ และจันทรเพญ็, 2548)  แตเพื่อใหไดขอมลูบัญชีรายช่ือของวัชพืชในหนอไมฝร่ังที่
เปนปจจุบัน และครอบคลุมพื้นที่เพิ่มข้ึนจึงไดเร่ิมงานสํารวจวัชพืชในหนอไมฝร่ังอีกคร้ังในป พ.ศ.
2550 – 2552 เพื่อสงใหประเทศคูคาในกรณีที่ขอเปดตลาด ตามขอตกลงมาตรการสุขอนามัย (SPS 
Agrement)  เปนการสนับสนุนการสงออกเพื่อเพิม่รายไดใหเกษตรกร และประเทศ 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
- แปลงสุม  (Sample Plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
- เลนสขยาย และกลองจุลทรรศนแบบสองตา 
- กลองบันทึกภาพ 
- วัสดุ และอุปกรณในการเกบ็ตัวอยางเชน กรรไกร ถงุพลาสติก เฟรมอัดตัวอยาง 

กระดาษหนังสือพิมพ/กระดาษฟาง กระดาษลูกฟูก และเชือกหรือสายรัด 
- อุปกรณในการบันทึกขอมูล เชน กระดาษ หรือแบบฟอรมในการบันทกึขอมลู 
- เอกสารและตําราประกอบการจําแนกและระบุชื่อพืช 
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วิธีการ 
1.  การคนควา และรวบรวมขอมูลวิชาการ 

คนควาเอกสารวิชาการตาง ๆ เกี่ยวกับหนอไมฝร่ัง เชน ชนิดและพนัธุของหนอไมฝร่ัง แหลง 
ปลูก การระบาดของศัตรูพืช และสถิติการสงออก 

วิธีการ 
       แผนการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกหนอไมฝร่ังโดยแบงเขตสํารวจตามภาคตาง ๆ คือ 
ภาคกลาง : จังหวัดนครปฐมที่อําเภอเมือง และอําเภอกาํแพงแสน จังหวัดสุพรรณบุรีที่อําเภออูทอง      
และอําเภอสองพีน่อง ภาคตะวันตก : จังหวัดกาญจนบุรี ที่อําเภอเมือง อําเภอทามวง และอําเภอ
ทามะกา จงัหวัดราชบุรีที่อําเภอเมือง อําเภอดําเนนิสะดวก อําเภอโพธาราม และอําเภอสวนผ้ึง 
จังหวัดเพชรบรีุที่ อําเภอชะอํา และจังหวัดประจวบคีรีขันธ ที่อําเภอกุยบุรี และภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ  :  จังหวัดกาฬสินธุ ที่อําเภอเมือง และอําเภอยางตลาด 
 วิธีสุมตัวอยางวัชพืชในการสํารวจนัน้ใชแปลงสุม (sample plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
วางแปลงสุมโดยวิธี Unrestricted sampling method (Anonymous, 1982)  ทําการสุม 4 จุดตอ
หนึง่แปลง บันทกึจํานวนชนิด นบัปริมาณวัชพืชแตละชนิด และหาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ เก็บ
ตัวอยางวัชพืชที่สมบูรณ คือมีสวนของราก ตน ใบ และดอก อัดไวในแผงไม เพือ่นํามาตากแหง  
รวมถึงการเกบ็เมล็ดที่สมบูรณ และเกบ็รักษาไวที่หองเก็บตัวอยางพรรณไม เพือ่ใชในการศึกษา
เกี่ยวกับวัชพืชตอไป สวนการวิเคราะหลักษณะเชิงปริมาณ (Quantitative characteristic)  ของ
วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงเพ่ือจัดลําดับวัชพืชเดน (dominant species) และวชัพืชรอง (co-
dominant species)  นั้นไดอาศัยคาของ sum dominance ratio  ซึ่งคํานวณไดจากคา relative 
density และคา relative frequency จากสมการดังตอไปนี้ 
 Relative density (RD)  = Density for a species x 100 
      Total density for all species 
 
 Relative frequency (RF) = Frequency value for a species x 100 
      Total frequency value for all species 
 Sum dominant ratio (SDR) = RD  +  RF 
                         2 

 การจาํแนกวชัพืช  (classification)  และการระบุชื่อวทิยาศาสตร (identification)  นัน้ได
อาศัยความชํานาญและประสบการณของนักวชิาการและเอกสารวชิาการดังตอไปนี ้
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เวลาและสถานท่ี 

 ระยะเวลาในการดําเนนิการ เร่ิมต้ังแตสืบคนขอมูล วางแผนการสาํรวจวัชพืชในพ้ืนทีป่ลูก
หนอไมฝร่ัง และรวบรวมตัวอยางวัชพชื ไดดําเนินการต้ังแตเดือนตุลาคม  2550 ถึงเดือนกันยายน  
2552 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 

 การปลูกหนอไมฝร่ังนัน้เกษตรกรนิยมปลูกแบบยกรอง โดยปลูกหนอไมฝร่ังบนสันรอง แนว
รองนั้นอาจจะมีน้ําขังหรือไมมีก็ไดแลวแตสภาพของพื้นทีใ่นแตละภาคหรือจังหวัด การยกรองในที่
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ลุมที่มนี้ําขังนัน้ สันรองกวาง 4-5 เมตร รองน้ํากวางประมาณ 1 เมตร ระยะปลูกระหวางตน 50 
เซนติเมตร ระยะระหวางแถว 1-1.20 เมตร  เกษตรกรที่จังหวัดราชบุรี และนครปฐม จะปลูก
หนอไมฝร่ังในลักษณะดังกลาว สําหรับเกษตรกรในพืน้ทีจ่ังหวัดสุพรรณบุรี กาญจนบุรี 
ประจวบคีรีขันธ และจังหวัดกาฬสินธุนัน้ จะทาํแปลงหนอไมฝร่ังโดยการยกรองเชนกนั  แตเปนการ
ยกรองในที่ดอน คือระหวางรองจะไมมนี้าํขัง ความกวางของสันรองประมาณ 120 – 150 
เซนติเมตร และรองน้าํกวาง 30-40 เซนติเมตร เพียงแตในรองน้าํไมมนี้าํขัง ระยะปลูกก็จะใกลเคียง
กับปลูกในที่ลุม คือระยะหางระหวางตน 50 เซนติเมตร และระยะหางระหวางแถว 150 เซนติเมตร 
 พันธุหนอไมฝร่ังที่เกษตรกรใชปลูกเปนการคาหลักมีจํานวน 8 สายพนัธุไดแก พันธุแมร่ี
วอชิงตัน, พนัธุแคลิฟอรเนีย 309, พนัธุแคลิฟอรเนีย 500, พนัธุยูซี่ 157, พนัธุบรอคอิมปรูพ, พนัธุอ
พอลโล, พนัธุบรอคอิมพีเรียล และพนัธุแอทลาส 
(http://it.doa.go.th/vichakan/news.php?newsid=5) 
 การปลูกหนอไมฝร่ัง พบวามศัีตรูพืชหลายชนิด ดานโรคพืชมีโรคที่สําคัญเชน โรคใบเทียน
รวง, โรคตนไหม, โรคแอนแทรกโนส และโรคเทาเปยก  ดานแมลงมีแมลงที่สําคัญเชน หนอนกระทู
หอม หนอนเจาะสมอฝาย หนอนกระทูผัก  หนอนคืบ เพล้ียไฟฝาย และเพล้ียไฟหอม  
http://it.doa.go.th/vichakan/news.php?newsid=5) ดานวชัพืชนั้นเสริมศิริและจันทรเพ็ญ(2548) 
รายงานชนิดวชัพืชในแปลงหนอไมฝร่ังของประเทศไทย แบงเปนวัชพืชใบแคบ 13 ชนิด ไดแก หญา
นก  หญานกสีชมพ ู หญาหวาย  หญาตีนนก  หญาตีนนกเล็ก  หญาปากควาย  หญาตีนติด  หญา
รังนก  หญาแพรก  หญาดอกขาว  ผักปลาย  ผักปลาบไร  วัชพืชใบกวาง 31 ชนดิไดแก  ผักโขม  
ผักเบ้ียหิน  พรมพระอินทร  ผักเบ้ียใหญ  น้ํานมราชสีห  ผักโขมหนิ  หญาละออง  ปอวัชพืช  ผักโขม
หนาม  เทียนนา  ผักเส้ียนขน  เซงใบมน  กะเม็ง  กระตายจาม  หญายาง  ลูกใตใบ  หญาล้ินงู  
ผักเส้ียน  ผักเส้ียนผี  โคกกระสุน  เงี่ยงปลา  ฮวมชาวนา  ตีนตุกแก  ถั่วผี  กระดุมใบเล็ก  โสน
คางคก  ผักเปดน้ํา  พันงูขาว  สาบแรงสาบกา  ไมยราบ  และวัชพชืพวกกก 3 ชนิด คือ แหวหมู  กก
ทราย และหนวดปลาดุก  สําหรับการกําจัดวัชพืชนัน้สวนใหญใชแรงงานคนถอนหรือตัด กําจัด
วัชพืชเดือนละคร้ังรวมกับการใชแกลบดิบ หรือฟางขาวคลุมดินต้ังแตวัชพืชยงัมขีนาดเล็ก สาร
กําจัดวัชพืชทีแ่นะนาํใหใชในแปลงปลูกหนอไมฝร่ังม ี 2 ชนิดคือ เพนดิเมทาลิน และเมทริบูซนิ พน
คลุมดินกอนวชัพืชงอกกอนยายกลา (นิรนาม, 2547)  แตเนื่องจากหนอไมฝร่ังทีป่ลูกสวนใหญเพื่อ
สงออก จงึมีขอจํากัดเกีย่วกับการใชสารกําจัดศัตรูพืชเกษตรกรจึงมกัไมใชสารกําจัดวัชพืช ถา
ปญหาวัชพืชไมมากจนเกินกําลังของการใชแรงงาน 
 จากการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกหนอไมฝร่ังตามพื้นที่ที่ไดกาํหนดไวในแผนการศึกษาพบ
วัชพืชทั้งหมด 60 ชนิด สามารถจําแนกได 24 วงศ (family)  54 สกุล (genus) 60 พันธุ (species)  
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วิเคราะหขอมลูจากคาความหนาแนน และความถี่ของวัชพืชที่พบแตละชนิดเพื่อหาคา RD RF และ 
SDR ของวัชพชืแตละชนิด สามารถแบงวัชพืชได 4 กลุมดังนี้ (ตารางที ่1) 

1. กลุมวัชพืชเดน (dominant species) เปนวัชพืชที่พบในปริมาณมากและพบบอยคร้ัง 
ในการวางกรอบสํารวจ มีคา SRD  สูงสุดคือ 19.3 เปอรเซ็นต  ซึ่งไดแกแหวหม ู

2. กลุมวัชพืชที่เดนลําดับรอง (co-dominant species)  พบ 6 ชนิด คือ หญาตีนนก 
  หญานกสีชมพู ผักขม  น้ํานมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  และผักเบ้ียหิน มีคา  SDR 8.4, 6.4, 6.2, 5.9, 
5.5 และ 5.1 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

3. กลุมวัชพืชที่พบระดับปานกลาง มีจํานวนวัชพืชที่พบทัง้หมด 16 ชนิด ไดแก หญา 
ตีนกา  หญาตอแหล  หญาปากควาย  หญาหางนกยงูใหญ  หญาดอกขาว  หญาตีนติด  หญายาง  
ผักขมหนิ  สรอยนกเขา  กะเม็ง  ผักเส้ียนผี  หญาละออง  พรมพระอินทร  ผักเส้ียนดอกขาว  หญา
แพรก  เงี่ยงปา  มีคา  SDR  ต้ังแต 1.0 - 3.3 เปอรเซ็นต 

4. กลุมวัชพืชที่พบระดับนอยมจีํานวนทั้งหมด 37 ชนิดมีคา  SDR ตํ่ากวา 1.0 เปอรเซน็ต 
 ไดแก เซงใบมน  ตีนตุกแก  เทยีนนา  หนวดปลาดุก  หญาดอกชมพู  กกสามเหล่ียมใหญ  หปูลา
ชอน  หญารังนก  ตอยต่ิง  ผักเผ็ด  สาบแรงสาบกา  ข้ีไกยาน  ถั่วลิสง  หญากาบหอย  กกขนาก  
ตําแย  โทงเทง  ผักบุง  ผักปลาบ  บานไมรูโรยปา  ปอวัชพืช  ผักแครด  ผักปลาบ  มะระข้ีนก  ลูกใต
ใบ  สะอึก  สาบเสือ  โสนคางคก  โสนดอน  หญาแดง  อุตพิต  หญาล้ินง ู  ครอบฟนสี  
ตดหมูตดหมา  ตําลึง  ผักเส้ียนดอกมวง  และหญาไขเหา 
 วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงหนอไมฝร่ังนัน้สามารถจัดแบงออกตามลักษณะและขนาดของ
ใบ  เพื่อความเหมาะสมในการปองกนักาํจัดโดยใชสารกําจัดวัชพืชใหมีประสิทธิภาพ กลาวคือสาร
กําจัดวัชพืชบางชนิดมีคุณสมบัติกําจัดวัชพืชแบบเลือกทําลาย สารกาํจัดวัชพืชประเภทน้ีมีผลความ
เปนพษิตอวัชพืชบางชนิด แตอาจไมมีผลความเปนพษิตอพืชบางชนดิ ตัวอยางเชน สารกําจัดวชัพืช 
2,4-D ใชกําจัดวัชพืชประเภทใบกวางไดแตไมเปนพิษตอขาว หรือวัชพืชพวกใบแคบ แตสารควิ
ซาโลฟอบ-พ-ีเทฟวริลใชพนคลุมไปบนตนถั่วเหลืองสามารถกําจัดวัชพชืใบแคบไดแตไมเปนพษิตอ
ถั่วเหลือง และวัชพชืใบกวาง ในทางตรงกันขามสารกาํจัดวัชพืชบางชนิดไมเลือกทาํลายสารชนิดมี
คุณสมบัติทําลายหรือเปนพษิกับวัชพืช/พชืทุกชนิดไมวาจะเปนวัชพชืใบแคบ ใบกวาง หรือกก เชน
พาราควอท และไกลโฟเสท เปนตน (นิรนาม, 2547) ดังนัน้เพื่อใหสอดคลองกับขบวนการในการ
ปองกนักําจัดจึงจัดแบงเปนกลุมวัชพืชที่พบในคร้ังนี้ออกเปน 3 กลุมคือ (ตารางที่ 1) 

1. กลุมวัชพืชใบกวาง (B)  44 ชนิด เปนกลุมวัชพืชที่มีขนาดใบกวางกวาวัชพืชใบแคบ มี 
รูปรางหลายแบบ เชน รูปไข รูปกลม หรือเปนเหล่ียม เปนตน ประกอบดวยวัชพืชหลายวงศคือ  
Amaranthaceae,  Euphorbiaceae,  Portulacaceae,  Aizoaceae,  Nyctaginaceae,  
Asteracea,  Papilionoideae,  Scrophulariaceae,  Sterculiaceae,  Onagraceae,  
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Acanthaceae,  Urticaceae,  Solanaceae,  Comvolvulaceae,  Commelinaceae,  Tiliaceae,  
Malvaceae  และ  Rubiaceae 

2. กลุมวัชพืชใบแคบ  (N)  12 ชนิด  เปนกลุมวัชพชืที่ใบขนาดเล็กคือใบแคบแตเรียวยาว 
 ปลายใบแหลม มีเสนใบแบบขนาน  มีสวนของใบและกาบใบ ลําตนมีขอปลอง ใบจะเรียงเปน 2 
แถว เปนวัชพชืในวงศ  Poaceae  ทั้งหมด 

3. กลุมวัชพืชพวกกก (S)  4 ชนิด เปนกลุมวชัพืชทีม่ีใบขนาดเล็ก และแคบเรียวยาว 
เชนเดียวกับวชัพืชใบแคบ แตมขีอแตกตางคือ ลําตนไมมีขอปลองมักเปนเหล่ียม/สามเหล่ียม ใบจะ
เรียงเปน 3 แถว เปนวัชพืชในวงศ  Cyperaceae 

จากการสํารวจวัชพืชในแปลงหนอไมฝร่ังสามารถสรุปวชัพืชทีพ่บในแปลงหนอไมฝร่ังตาม 
ภาค/จังหวัดตาง ๆ ไดดังนี ้
 ภาคกลาง  :  ที่จังหวัดนครปฐม พบวัชพชืทั้งหมด 40 ชนิด เรียงตามลําดับความเดนของ
วัชพืชไดดังนี้  แหวหมู  หญาตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักขม  น้ํานมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  ผักเบ้ียหนิ  
หญาตีนกา  หญาตอแหล  หญาปากควาย  หญาดอกขาว  หญาตีนติด  หญายาง  ผักขมหนิ  พรม
พระอินทร  หญาแพรก  เงีย่งปา  เซงใบมน  ตีนตุกแก  เทียนนา  หนวดปลาดุก  กกสามเหล่ียม
ใหญ  หูปลาชอน  หญารังนก  ตอยต่ิง  หญากาบหอย  โทงเทง  ผักปลาบ  ปอวัชพชื  ผักปลาบ  ลูก
ใตใบ  สะอึก  โสนคางคก  โสนดอน  ครอบฟนสี  ตดหมูตดหมา  ตําลึง  ผักเส้ียนดอกมวง  และ
หญาไขเหา 
  จังหวัดสุพรรณบุรี พบวัชพชืทั้งหมด 19 ชนิด เรียงตามลําดับความเดนของวัชพืช
ไดดังนี้ แหวหมู  หญาตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักขม  น้าํนมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  ผักเบ้ียหิน  หญา
ตอแหล  หญาดอกขาว  กะเม็ง  ผักเส้ียนผี  หญาละออง  ผักเส้ียนดอกขาว  หญาแพรก  ตีนตุกแก  
เทียนนา  หนวดปลาดุก  ผักบุง และโสนคางคก 
 ภาคตะวันตก  :  ที่จังหวัดกาญจนบุรีพบวัชพืชทั้งหมด 37 ชนิด เรียงลําดับตามความเดน
ของวัชพืชไดดังนี ้  แหวหม ู  หญาตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักขม  น้าํนมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  
ผักเบ้ียหิน  หญาตีนกา  หญาตอแหล  หญาปากควาย  หญาหางนกยูงใหญ  หญาตีนติด  หญา
ยาง  ผักขมหนิ  กะเม็ง  ผักเส้ียนผี  หญาละออง  พรมพระอินทร  หญาแพรก  เงี่ยงปา  เซงใบมน  
ตีนตุกแก  เทยีนนา  หญารังนก  ตอยต่ิง  ผักเผ็ด  ถัว่ลิสงนา  ตําแย  ผักปลาบ  ปอวชัพืช  ผักปลาบ  
สะอึก  สาบเสอื  โสนดอน  หญาแดง  หญาล้ินงู  และผักเส้ียนดอกมวง 
  จังหวัดราชบุรี สํารวจพบวัชพืชทัง้หมด  29 ชนิด  เรียงลําดับตามความเดนของ
วัชพืชไดดังนี้  แหวหมู  หญาตีนนก  หญานกสีชมพ ู  ผักขม  น้ํานมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  หญา
ตีนกา  หญาตอแหล  หญาปากควาย  หญาดอกขาว  หญาตีนติด  หญายาง  ผักขมหนิ  กะเม็ง  
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ผักเส้ียนผี  หญาละออง  หญาแพรก  เงีย่งปา  เซงใบมน  เทียนนา  หนวดปลาดุก  หญารังนก  
สาบแรงสาบกา ข้ีไกยาน  ลูกใตใบ  หญาล้ินง ู ผักเส้ียนดอกมวง  และหญาไขเหา 
  จังหวัดเพชรบรีุ สํารวจพบวชัพืชทัง้หมด  19 ชนิด  เรียงลําดับความเดนของวัชพืช
ไดดังนี้  แหวหมู  หญาตีนนก  หญานกสชีมพู  ผักขม  น้ํานมราชสีห  หญาตีนกา  หญาปากควาย  
หญาดอกขาว  หญาตีนติด  หญายาง  ผักขมหิน  กะเม็ง  หญาละออง  หญาแพรก  เทียนนา  หญา
รังนก  ลูกใตใบ  ผักเส้ียนดอกมวง และหญาไขเหา 
  จังหวัดประจวบคีรีขันธ  สํารวจพบวชัพืชทั้งหมด 14 ชนิด เรียงลําดับตามความ
เดนของวัชพืชไดดังนี้  แหวหม ู  หญาตีนนก  หญานกสีชมพ ู  ผักขม  น้ํานมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ  
ผักเบ้ียหิน  หญาตีนกา  หญาปากควาย  หญายาง  สรอยนกเขา  หปูลาชอน  ปอวัชพืช และอุตพิต 
 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  :  ที่จงัหวัดกาฬสินธุ สํารวจพบวัชพืชทั้งหมด 9 ชนิด 
เรียงลําดับตามความเดนของวัชพืชไดดังนี ้  หญาตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักเบ้ียหิน  หญาปาก
ควาย  หญาตีนติด  สรอยนกเขา  ผักเส้ียนผี  พรมพระอินทร  และบานไมรูโรยปา 
 ผลการสํารวจวัชพืชในแปลงหนอไมฝร่ังนัน้ พบวามีชนิดวัชพืชในภาพรวม 60 ชนิด แตใน
สภาพของแปลงหนอไมฝร่ังของเกษตรกรนั้น พบปญหาวัชพืชคอนขางนอย เพราะวากําจัดวัชพชื
โดยใชแรงงานผสมผสานกับการใชวัสดุคลุมดิน เชน แกลบ และฟางขาว และดูแลแปลงอยาง
สม่ําเสมอ คือกําจัดวัชพืชประมาณเดือนละคร้ัง เกษตรกรดูแลไดทั่วถงึเนื่องจากพืน้ที่ปลูก
หนอไมฝร่ังของเกษตรกรสวนใหญแตละรายไมมากคือ 2-5 ไร หรือขนาดใหญก็ประมาณ 10 ไร ใน
กรณีที่เกษตรกรดูแลแปลงดีจะพบวาไมมีวัชพชืหรือมวีัชพืชนอยมาก 
 ขอมูลการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกหนอไมฝร่ังนอกจากจะทาํใหเห็นภาพรวมของการ
แพรกระจายของวัชพืชและปญหาความรุนแรงของวัชพชืแลว ส่ิงทีสํ่าคัญอีกดานคือใชอางอิงทาง
วิชาการตามมาตรฐานสากลในการจัดทําเปนบัญชีรายช่ือวัชพืชในหนอไมฝร่ังสงใหประเทศคูคาใน
กรณีที่มีการรองขอ หรือบางคร้ังในกรณีที่มีปญหาขอขัดแยงเกี่ยวกับศัตรูพืช และเปนเอกสาร
ประกอบการขอเปดตลาดการคากับประเทศตาง ๆ ในการสงออกหนอไมฝร่ัง 
 นอกจากขอมลูรายช่ือวัชพืชที่ไดจากการสํารวจแลว ยงัไดมีการจัดเก็บตัวอยางวัชพืชเพื่อ
จัดทําเปนพรรณไมแหง รวมถึงเมล็ดวัชพชื เพื่อใชเปนหลักฐานในการเทียบเคียงหาช่ือวัชพืช และ
เปนหลักฐานในการสืบคนขอมูลเกี่ยวกับวชัพืชตอไป 
 

 
 
 
 



 859 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

1. การศึกษาชนดิวัชพืชในแปลงหนอไมฝร่ังของประเทศไทย พบวัชพืชทั้งหมด 60 ชนิด 
 จําแนกได 24 วงศ  (family)  54  สกุล  (genus)  60 พันธุ  (species)  และสามารถนาํวัชพืชทีไ่ด
ระบุชื่อ  (indentification)  พรอมทัง้จัดลําดับชนิด (Classification)  ตามอนุกรมวธิานพืชเพื่อจัดทํา
เปนบัญชีรายชื่อวัชพืชในหนอไมฝร่ัง หรือในกรณีการขอเปดตลาดในการสงออกหนอไมฝร่ัง 

2.  วัชพืชเดนในการสํารวจมี 1 ชนิด คือแหวหมู  วัชพืชเดนลําดับรองม ี6 ชนิดคือ หญา 
ตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักขม  น้าํนมราชสีห  ผักเบ้ียใหญ และผักเบ้ียหนิ 

3. การจําแนกวชัพืชตามรูปราง และลักษณะของใบนั้น แยกเปน วัชพืชใบกวางได 44 
 ชนิด วัชพืชใบแคบ 12 ชนดิ และวัชพืชพวกกก 4 ชนิด  ซึ่งจะเปนขอมูลที่เปนประโยชนตองานวจิัย
ดานการจัดการวัชพืชใหมีประสิทธิภาพ 

4. ไดภาพตน และเมล็ดวัชพืชในแปลงหนอไมฝร่ัง เพื่อเตรียมจัดพิมพเอกสารเผยแพร 
เปนคูมือ การจําแนกชนิดวชัพืช และเปนหลักฐานในการสืบคนและงานวิจัยดานวชัพืช 
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ตารางที่ 1คา Relative density (RD)Relative frequency (RF) และ Sum Dominance Ratio (SDR)ของวัชพืชในพ้ืนที่
ปลูกหนอไมฝรั่ง 

% 
ชนิดวชัพืช วงศ 

ประเภท
1 

RD2 RF3 SDR4 

1 แหวหมู Cyperus rotundus L. Cyperaceae S 29.9 8.7 19.3 

2 หญาตีนนก Digitaria ciliaris (Resz.) Koel. Poaceae N 6.8 10.1 8.4 

3 หญานกสีชมพ ู Echinochloa colona (L.) Link. Poaceae B 5.4 7.4 6.4 

4 ผักขม Amaranthus viridis L. Amaranthaceae B 6.3 6.2 6.2 

5 น้ํานมราชสีห Euphorbia hirta L. Euphorbiaceae B 4.4 7.4 5.9 

6 ผักเบ้ียใหญ Portulaca oleracea L. Portulacaceae B 4.8 6.2 5.5 

7 ผักเบ้ียหิน Trianthema portulacastrum L. Aizoaceaee B 4.2 6.0 5.1 

8 หญาตีนกา Eleusine indica L. Gaertn. Poaceae N 3.5 3.2 3.3 

9 หญาตอแหล Leptochloa panicea (Retz.) Ohwi. Poaceae N 2.9 3.6 3.3 

10 หญาปากควาย Dactylocthenium aegyptium (L.) P.B. Poaceae N 2.7 3.2 2.9 

11 หญาหางนกยูงใหญ Arachne racemosa Ohwi. Poaceae N 3.5 2.0 2.8 

12 หญาดอกขาว Leptochloa chinensis (L.) Ness. Poaceae N 2.4 3.0 2.7 

13 หญาตีนติด Brachiaria reptans (L.) Gard & Hubb. Poaceae N 1.7 3.4 2.5 

14 หญายาง Euphorbia heterophylla L. Euphorbiaceae B 2.1 2.6 2.4 

15 ผักขมหิน Boerhavia diffusa (L.) Nyctaginaceae B 2.5 2.0 2.3 

16 สรอยนกเขา Mollugo penthaphylla L. Aizoaceae B 2.5 1.6 2.1 

17 กะเม็ง Eclipta alba L. Asteraceae B 1.7 2.2 1.9 

18 ผักเส้ียนผี Cleome viscosa L. Capparidaceae B 1.0 1.4 1.2 

19 หญาละออง Vernonia cinerea(L.)Less. Asteraceae B 0.8 1.4 1.1 

20 พรมพระอินทร Portulaca quadrifida L. Portulacaceae B 0.5 1.6 1.0 

21 ผักเส้ียนดอกขาว Cleome gynandra L. Capparidaceae B 1.9 0.2 1.0 

22 หญาแพรก Cynodon dactylon (L.)Pers. Poaceae N 1.0 1.0 1.0 

23 เงี่ยงปา Lindernia ciliata Pernel Scrophulariaceae B 1.0 1.0 1.0 

24 เซงใบมน Melochia corchorifolia L. Sterculiaceae B 0.4 1.0 0.7 
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ตารางที ่1 (ตอ)  

% 
ชนิดวชัพืช วงศ 

ประเภท
1 

RD2 RF3 SDR4 

25 ตีนตุกแก Tridax procumbens L. Asteraceae B 0.4 1.0 0.7 

26 เทียนนา Ludwigia hyssopifolia (G.Don) Exell Onagraceae B 0.4 1.0 0.7 

27 หนวดปลาดุก Fimbristylis miliacea (L.) Vahl. Cyperaceae S 0.4 0.8 0.6 

28 หญาดอกชมพู Rhynchelytrum repens (Willd.) C.E.Hubb. Poaceae N 0.3 0.8 0.6 

29 กกสามเหล่ียมใหญ Cyperus sp. Cyperaceae S 0.3 0.8 0.5 

30 หูปลาชอน Emilia sonchifolia (L.) DC. Asteraceae B 0.5 0.6 0.5 

31 หญารังนก Chloris barbata Sw. Poaceae N 0.2 0.6 0.4 

32 ตอยต่ิง Ruellia tuberose L. Acanthaceae B 0.1 0.4 0.3 

33 ผักคราดหัวแหวน Spilanthes paniculata Wall.ex  DC. Asteraceae B 0.1 0.4 0.3 

34 สาบแรงสาบกา Ageratum conyzoides L. Asteraceae B 0.1 0.4 0.3 

35 ข้ีไกยาน Mikania micrantha H.B.K. Asteraceae B 0.1 0.4 0.2 

36 ถั่วลิสงนา Alysicarpus vaginalis (L.)DC. Papilionoideae B 0.1 0.4 0.2 

37 หญากาบหอย Lindernia crustacea (L.) F.Muell. Scrophulariaceae B 0.1 0.4 0.2 

38 กกขนาก Cyperus difformis L. Cyperaceae S 0.2 0.2 0.2 

39 ตําแย Laportea bulbifera (Siebold&Zucc.)Wedd. Urticaceae B 0.1 0.2 0.1 

40 โทงเทง Physalis minima L. Solanaceae B 0.1 0.2 0.1 

41 ผักบุง Ipomoea aquatica  Forsk. Convolvulaceae B 0.1 0.2 0.1 

42 ผักปลาบ Commelina diffusa Burm.f. Commelinaceae B 0.1 0.2 0.1 

43 บานไมรูโรยปา Gomphrena celosioides Mart. Amaranthaceae B 0.0 0.2 0.1 

44 ปอวัชพืช Corchorus olitorius L. Tiliaceae B 0.0 0.2 0.1 

45 ผักแครด Synedrella nodriflora (L.)Gaertn. Asteraceae B 0.0 0.2 0.1 

46 ผักปลาบ Commelina benghalensis L. Commelinaceae B 0.0 0.2 0.1 

47 มะระข้ีนก Momondica charantin L. Cucurbitaceae B 0.0 0.2 0.1 

48 ลูกใตใบ Phyllanthus amarus Schumach et Thonn. Euphorbiaceae B 0.0 0.2 0.1 
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ตารางที่ 1 (ตอ)   

% 
ชนิดวชัพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

49 สะอึก Ipomoea gracilis R.H. Convolvulaceae B 0.0 0.2 0.1 

50 
สาบเสือ 

Chromolaena odoratum 
(L.)R.M.King&H.Robinson 

Asteraceae 
B 0.0 0.2 0.1 

51 โสนคางคก Aeschynomene aspera L. Papilionoideae B 0.0 0.2 0.1 

52 โสนดอน Aeschynomene  americana L. Papilionoideae B 0.0 0.2 0.1 

53 หญาแดง Ischaemun rugosum Salisb. Poaceae N 0.0 0.2 0.1 

54 อุตพิต Typhonium triobatum (L.)Shott. Araceae B 0.0 0.2 0.1 

55 หญาล้ินง ู Hedyotis corymbosa Willd. Rubiaceae B 0.0 0.2 0.1 

56 ครอบฟนสี Abutiton indicum Sweet. Malvaceae B 0.0 0.0 0.0 

57 ตดหมูตดหมา Paederia linearis Hook L. Rubiaceae B 0.0 0.0 0.0 

58 ตําลึง Coccinia grandis (L.) Voigt Cucurbitaceae B 0.0 0.0 0.0 

59 ผักเส้ียนดอกมวง Cleome rutidospema DC. Capparidaceae B 0.0 0.0 0.0 

60 หญาไขเหา Eragrostis ciliata (Roxb.) Ness    Poaceae N 0.0 0.0 0.0 

1 :  B        =   วัชพืชประเภทใบกวาง   N  =  วัชพืชประเภทใบแคบ   S  =  วัชพืชประเภทกก   

2 :  RD      =   Relative density  

3 :  RF       =   Relative frequency  

4 :  SDR     =   Sum Dominance Ratio  
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การศึกษาชนิดวัชพืชในพืชสงออก : ถั่วลันเตา 
Study  on  Weed   Species  in  Exported  Crops : Pisum sativum L. 

 
จันทรเพ็ญ   ประคองวงศ1     เบญจมาภรณ   ลิม้ประเสรฐิ2   มัตติกา  ทองรส3 

1สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช    
2สํานกัการเกษตรอําเภอดําเนินสะดวก      3สํานักวจิยัพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 6 

___________________________ 

บทคัดยอ 

 การสํารวจและศึกษาชนิดวชัพืชในแหลงปลูกถั่วลันเตาไดดําเนินงานในพืน้ที่ปลูกถัว่ลันเตา 
ซึ่งสวนใหญจะอยูบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย คือที่จังหวัด เชยีงใหม ลําพูน ลําปาง และนาน  
ชวงระยะเวลาดําเนนิงานตุลาคม 2550 ถงึ กนัยายน  2552  ทําการสํารวจชนิดและปริมาณวัชพืช
โดยใชแปลงสุม  (sampling plot)  ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร  วางแปลงสุมโดยวิธี  unrestricted 
sampling method  พบวัชพชืทั้งหมด 44 ชนิด จาํแนกได 19 วงศ (family) 49  สกุล (genus)   44  
พันธุ (species)  วัชพืชชนิดทีพ่บในปริมาณมาก และพบบอยคร้ังในการสํารวจมากที่สุดจะเปน
วัชพืชเดน  (dominant species)  โดยพิจารณาจากคา  sum dominance ratio (SDR)  ซึ่งไดแก
สาบแรงสาบกา  (Ageratum conyzoides L.)  มีคา  SDR เทากับ  22.3 เปอรเซ็นต  สวนวัชพืชเดน
ลําดับรอง พบ 4 ชนิดคือ หญาตีนกา  (Eleusine indica L.) Gaertn.  สมกบ  (Oxalis corriculata 
L.) หญาตีนนก  (Digitaria adscendens (L.) Scop.  และหญานกสีชมพ ู (Echinochloa colona 
(L.) Link..มีคา SDR เทากบั 13.5,  9.8, 8.5  และ 6.7  เปอรเซน็ตตามลําดับ  ชนิดวัชพืชที่รวบรวม
ไดในคร้ังนี้สามารถนาํไปจัดทําเปนบัญชีรายช่ือวชัพืชตามหลักสากล เตรียมสงใหประเทศคูคาใน
กรณีที่มีการรองขอจากประเทศทีน่ําเขาถัว่ลันเตา หรือในกรณีการเจรจาขอเปดตลาดใหม ตาม
ขอตกลงสุขอนามยัพืช  (SPS Agrement)  นอกจากนีย้ังใชเปนหลักฐานในการสืบคนขอมูล และ
การจัดทาํฐานขอมูลเกี่ยวกับวัชพืชตอไป 
 
 
 
 
 
 

รหัสโครงการวจิัย   07  01  49  07 
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คํานํา 

 ถั่วลันเตา  (Pisum sativum L.)  มีถิ่นกําเนิดที่ประเทศเอธิโอเปย  เปนพืชฤดูเดียว ลําตน
เล็กเปนเหล่ียม เล้ือยทอด ใบเปนใบยอย 3 ใบ ปลายใบเปลี่ยนเปนมือเกาะ ดอกสีขาว/มวง เปน
แบบสมบูรณเพศ ถัว่ลันเตาแบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก ประเภทฝกเหนี่ยว และแข็ง เมล็ดโต
นิยมปลกูเพื่อรับประทานเมล็ด มีชื่อสามัญเรียกวา sugar snap pea  ถั่วลันเตาอีกประเภทมีขนาด
ของฝกใหญกวา และที่ฝกมีปก ปลูกเพื่อใชรับประทานฝกสด มชีื่อสามัญวา garden pea 
(http://www.vegetweb.com/content/ถัว่ลันเตา)  ในถั่วลันเตาจะมเีบตาแคโรทีนสูง นอกจากนีม้ี
แรธาตุหลายอยางเชน แคลเซ่ียม  และฟอสฟอรัส (http://fruits 2you.com) 
 ถั่วลันเตาเปนพืชที่ชอบอากาศเย็น จึงนิยมปลูกในชวงปลายฝน หรือตนหนาว อุณหภูมิที่
เหมาะสม 13-18 องศาเซลเซียส  พื้นที่ปลูกถัว่ลันเตาในประเทศไทยสวนใหญจึงอยูที่ภาคเหนือ
ตอนบนเชนที ่จังหวัดเชียงใหม ลําพูน และลําปาง ภาคเหนือตอนลางเชนที่จังหวดัเพชรบูรณ ตาก 
และ ภาคตะวนัตกทีจ่ังหวัดกาญจนบุรี สวนใหญเปนการปลูกในฤดูหนาว การปลูกนอกฤดูเชน ใน
ฤดูฝนจะปลกูที่ภาคเหนือตอนลางบริเวณพื้นที่เขาคอ จงัหวัดเพชรบูรณ และอําเภอพบพระ จงัหวดั
ตาก พันธุที่สงเสริมใหปลูกม ี3 พนัธุไดแก พันธุฝาง 7 ซึง่เปนพนัธุฝกใหญ สวนพันธุฝกเล็กคือพนัธุ
เอ็ม เอส 12 และ เอ็ม เจ 55 (http://www.nautilus.cc.th/neath-nutrition/herb-freshbeans.asp.) 
 ถั่วลันเตาเปนพืชผักและผลิตภัณฑผักแปรรูปสงออกที่สําคัญชนิดหนึง่ มีการสงออกในรูป
ของผักแชแข็งอยูในกลุมเดียวกับขาวโพดหวาน กระเจ๊ียบ ตลาดที่สําคัญคือ ญ่ีปุน 
สหราชอาณาจักร สหรัฐอเมริกา สวีเดน และไตหวัน และสงในรูปแบบของผักแชเยน็ ตลาดสงออก
ถั่วลันเตาสวนใหญจะอยูในประเทศแถบเอเชีย เชนประเทศญ่ีปุน มาเลเซีย สิงคโปร และไตหวนั       
(http://www.ryt9.com/s/ryt9/273572) 
 ตามขอตกลงมาตรการสุขอนามยัพืช  (SPS  Agrement)  นั้น การสงออกหรือการขอเปด
ตลาดสินคาเกษตรนั้น ประเทศสมาชกิจะตองเตรียมขอมูลดานหนึง่เกี่ยวกับบัญชีรายช่ือศัตรูพชื
ของประเทศผูสงออก สงใหประเทศผูนําเขาเพื่อประกอบการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest 
Risk Analysis : PRA)  ซึ่งอาจจะเปนโรคพืช แมลง ไร สัตวศัตรูพืช หรือวัชพืชซึง่อาจติดมากับ
สินคาที่นาํเขา ทั้งนี้เพื่อเปนการปกปองอันตรายหรือความเสียหายจากศัตรูดังกลาวอันจะเกิดกบั
สุขภาพมนษุย สัตว และ ส่ิงแวดลอมของประเทศผูนาํเขาสินคาเกษตร  ดังนัน้สํานกัวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช จงึไดจัดทํากจิกรรมยอย การศึกษาศัตรูพืชในประเทศเพ่ือการคาระหวางประเทศ และ
การศึกษาชนดิวัชพืชในพืชสงออก(ถั่วลันเตา) ก็เปนหนึง่การทดลองที่อยูในกิจกรรมยอยดังกลาว 
สําหรับการสํารวจชนิดวัชพืชในถั่วลันเตานัน้ ปจจุบันยงัไมมีรายงานการสํารวจเปนเอกสารวิชาการ
เกี่ยวกับการแพรกระจายของวัชพืชในแปลงปลูกถัว่ลันเตา ขอมูลที่ไดจากการสํารวจสามารถนาํไป
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จัดทําบัญชีรายช่ือศัตรูพืช (Pest List)  เพื่อสงใหประเทศผูนาํเขาเมือ่มีการรองขอ หรือเปนเอกสาร
ประกอบการขอเปดตลาด 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
- แปลงสุม  (Sample Plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
- เลนสขยาย และกลองจุลทรรศนแบบสองตา 
- กลองบันทึกภาพ 
- วัสดุ และอุปกรณในการเกบ็ตัวอยางเชน กรรไกร ถงุพลาสติก เฟรมอัดตัวอยาง 

กระดาษหนังสือพิมพ/กระดาษฟาง กระดาษลูกฟูก และเชือกหรือสายรัด 
- อุปกรณในการบันทึกขอมูล เชน กระดาษ หรือแบบฟอรมในการบันทกึขอมลู 
- เอกสารและตําราประกอบการจําแนกและระบุชื่อพืช 

วิธีการ 

1.  การคนควา และรวบรวมขอมูลวิชาการ 
คนควาเอกสารวิชาการตาง ๆ เกี่ยวกับถั่วลันเตา เชน แหลงปลูก ชนดิและพันธุ การปลูก 

การจัดการศัตรูพืช  และการแพรระบาดของวัชพืช เปนตน 
2.  การสํารวจ และรวบรวมชนิดวัชพืช 
  เนื่องจากถั่วลันเตาเปนพชืทีช่อบอากาศเยน็ ดังนัน้พืน้ที่ปลูกจึงอยูทางภาคเหนือของ
ประเทศไทย การสํารวจวัชพชืในพืน้ที่ปลูกถั่วลันเตาจึงเนนแหลงปลูกดังกลาวขางตนคือ 
ภาคเหนือ : จังหวัด ลําปาง ลําพูน เชยีงใหม เชียงราย นาน และ อุตรดิตถ ภาคตะวันตก : จังหวดั
ตาก และกาญจนบุรี  

วิธีสุมตัวอยางวัชพืชในการสํารวจนัน้ใชแปลงสุม (sample plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
วางแปลงสุมโดยวธิี unrestricted sampling method (Anonymous, 1982)  ทําการสุม 4 จุดตอ
หนึง่แปลง บันทกึจํานวนชนิด นบัปริมาณวัชพืชแตละชนิด และหาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ เก็บ
ตัวอยางวัชพืชที่สมบูรณ คือมีสวนของราก ตน ใบ และดอก อัดไวในแผงไม เพือ่นํามาตากแหง  
รวมถึงการเกบ็เมล็ดที่สมบูรณ และเกบ็รักษาไวที่หองเก็บตัวอยางพรรณไม เพือ่ใชในการศึกษา 
และเปนแหลงสืบคนขอมูลตอไป สวนการวิเคราะหลักษณะเชิงปริมาณ (Quantitative 
characteristic)  ของวัชพืชที่สํารวจพบในแปลงเพื่อจัดลําดับวัชพืชเดน (dominant species) และ
วัชพืชรอง (co-dominant species)  นั้นไดอาศัยคาของ sum dominance ratio  ซึ่งคํานวณไดจาก
คา relative density และคา relative frequency จากสมการดังตอไปนี ้
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Relative density (RD)  = Density for a species x 100 
      Total density for all species 
 
 Relative frequency (RF) = Frequency value for a species x 100 
      Total frequency value for all species 
 Sum dominant ratio (SDR) = RD  +  RF 
                         2 

 การจัดหมวดหมู  (classification)  และการระบุชื่อวทิยาศาสตร (identification)  นั้นได
อาศัยความชํานาญและประสบการณของนักวชิาการและเอกสารวชิาการดังตอไปนี ้
1. นิรนาม.  2545.  วัชพืชสามัญภาคกลาง.  สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย.  หาง 

     หุนสวนจํากัด ฟนนีพ่ับลิชชิ่ง กรุงเทพมหานคร, 10900. 135 หนา. 
2. ปทมา  แซล้ิม และ อภิรักษ  สุขสัย.  2543.  ดอกหญา เลม 1.  กรุงเทพมหานคร.  บริษทั 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 95 หนา. 
3. ปทมา  แซล้ี  และ  อภิรักษ  สุขสัย.  2544.  ดอกหญา เลม 2.  กรุงเทพมหานคร. บริษัท 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 94 หนา. 
4. อําไพ  ยงบุญเกิด  สกล  สุธีสร และ  จเร  สดากร.  วัชพืชในสวนยางพารา.  เอกสารวิชาการ 

สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย หมายเลข 3.  171 หนา. 
5.  Anonymous. 1997. Weeds in the Tropics. Sanbi Printing Co.Ltd.Tokyo. Japan. 304 pp. 
6. Haffiger. E. and H. Scholz.  1980.  Grass Weeds  1. CIBA – GEIGY Ltd., Basle, 

Swizerland.  142 pp. 
7.  Haffiger. E.  and  H. Scholz.  1981.    Grass  Weeds     2.  CIBA – GEIGY  Ltd.,   Basle, 
            Swizerland.  137pp. 
8.  Haselwood, E.L.,  G.G. Motter and R.T. Hirano.  1983.  Handbook of Hawiian Weeds. 

2nd  Ed. Honolulu : Harold L. Lyon Aboretum. 490 pp. 
9.  Moody,  K.,C.E. Munroe,  R.T.  Lubigan and  E.C. Paller, Jr. 1984.  Major Weeds of 

Philippines.  Laguna : Weed Science Society of the Philippines. 328 pp. 
10.  Noda. K. M. Teerawatsakul. C. Prakongvongs  and  L. Chaiwiratnukul. 1994.  Major 

Weeds in Thailand.  Mass Medias Co. Ltd. Bangkok.  Thailand.  164 pp. 



 868 

11.  R. Tavatchai and J.F.  Maxwell.  1994.  Weeds of Soybean Fields in Thailand.  
Multiple Cropping Center.  Faculty of Agriculture.  Chiang Mai University.  Chiang 
Mai Thailand. 408 pp. 

เวลาและสถานท่ี 
 ระยะเวลาในการดําเนนิงาน ต้ังแตสืบคนขอมูล วางแผนการสาํรวจ และสํารวจวชัพืชใน
พื้นที่ปลูกถั่วลันเตา และรวบรวมตัวอยางวัชพืช และเมล็ดเพื่อจัดทาํตัวอยางแหง ไดดําเนินการ
ต้ังแตเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 ถึงเดือน กนัยายน  พ.ศ. 2552 
 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 

 ถั่วลันเตา เปนพืชที่ปลูกกันไมแพรหลายเทาใด ตามทองตลาดมีจําหนายมากมาย เหตุผล
หนึง่คือถั่วลันเตาเปนพืชที่ปลูกคอนขางยาก ตองการการดูแล รักษา และเอาใจใสคอนขางมาก อีก
ทั้งเปนพืชที่ชอบอากาศเย็น จึงปลูกไดดีในชวงฤดูหนาว ดังนั้นในการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกถั่ว
ลันเตา จึงมพีืน้ที่ดําเนนิงานเฉพาะภาคเหนือของประเทศเทานั้น 
 พันธุถั่วลันเตาที่เกษตรกรนิยมปลูกมหีลายพันธุ เชนพนัธุแมโจ 1  พนัธุแมโจ 2  พนัธุฟาง 7
พันธุฝกใหญเชียงราย และพันธุฝกเล็กเชียงราย เปนตน การปลูกถัว่ลันเตานั้น เกษตรกรจะยกรอง
ขนาดแปลงปลูกกวาง 150 เซนติเมตร มีรองระหวางแปลงกวาง 50 เซนติเมตร ปลูกเปน 2 แถว บน
สันรอง ระยะระหวางแถว 100 เซนติเมตร ระหวางตน 30 เซนติเมตร ปลูกหลุมละ 2 ตน ปกคางไม
ไผตรงกลางรองปลูก ใชเชือกฟางหรือเชือกไนลอนซึง่ตรงกลางรองทําคางใหตนถัว่ลันเตายึดเกาะ 
เมื่อตนถัว่ทอดยอด 
 มีรายงานศัตรูของถ่ัวลันเตาทั้งโรคพชื แมลง และวัชพืช โรคพืชที่สําคัญไดแกโรคเหี่ยว โรค
ราแปง สําหรับแมลงพบหนอนแมลงวันเจาะตนถั่ว หนอนเจาะฝกถัว่ลายจุด และหนอนผีเส้ือสีน้ํา
เงิน สวนวัชพชืที่พบในแปลงถั่วลันเตามีทัง้วัชพืชฤดูเดียว เชน หญาตีนนก  หญาตีนกา  หญานกสี
ชมพู  หญาตีนติด  หญาปากควาย  หญาไมกวาด  หญายาง  เทยีนนา  หญากํามะหยี่  ผักเบ้ียหนิ  
ผักเบ้ียใหญ  ผักขม  สาบแรงสาบกา  กกทราย  และหนวดปลาดุก  สวนวัชพืชขามปไดแก แหวหม ู
 การปองกนักาํจัดวัชพืช ควรกําจัดขณะวัชพืชยงัเล็ก โดยการถอนพรวน หรือถากดินต้ืน ๆ 
การใชสารกาํจัดวัชพืชนั้นควรใชอยางระมัดระวัง และเลือกใชสารที่เหมาะตามคาํแนะนาํ เชน  
อะลาคลอร, เมโทลาคลอร และออกซีฟลูออเฟน เปนตน  
(http://www.doa.go.th/library/htm/detail/vegetable/tourlantao/toulantao-index.html)  
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 อยางไรก็ตามปญหาของวัชพืชในแปลงถัว่ลันเตานัน้ สวนใหญจะพบไมมากนัก ทัง้นี้
เนื่องจากเกษตรกรมีการดูแลแปลงดีและสม่ําเสมอ และประกอบกับพื้นที่ปลูกของเกษตรกรแตละ
ไมมาก จึงดูแลไดทั่วถึง 
 จากการสํารวจวัชพืชในแปลงถ่ัวลันเตาตามแผนและพืน้ทีท่ี่กาํหนดดังกลาวขางตน พบ
วัชพืชทั้งหมด 44 ชนิด จําแนกได 18 วงศ (family)   37 สกุล  (genus)   44 พันธุ (species)  ทาํ
การวิเคราะหขอมูลโดยหาคา RD  RF  และ SRD  ของวัชพืชแตละชนิด เพื่อนาํมาเปนตัวกําหนดใน
การแบงกลุมวชัพืชตามปริมาณของวัชพืชที่พบในแปลงสํารวจ  ตามตารางที่ 1  สามารถแบงวัชพืช
ได 4 กลุมคือ 

1. กลุมวัชพืชเดน  (dominant species)  เปนชนิดวัชพืชทีพ่บในปริมาณมาก และสํารวจ 
พบบอยคร้ัง ทาํใหไดคา SDR  สูงที่สุดไดแก สาบแรงสาบกา มีคา  SDR  22.3  เปอรเซ็นต 

2. กลุมวัชพชืเดนลําดับรอง  (co-dominant species)  พบ 4 ชนิด ไดแก หญาตีนกา  สม 
กบ  หญาตีนนก  และหญานกสีชมพู มีคา  SDR  13.5,  9.8,  8.5 และ 6.7เปอรเซน็ตตามลําดับ 

3. กลุมวัชพืชที่พบระดับปานกลางมีจาํนวน 13 ชนิด ไดแก  ผักขม  ผักขมหนาม  แหวหม ู
  ปกนกไส  กะเม็ง  ผักเบ้ียหิน  กระชับ  สมกบ(ดอกชมพู)  กระดุมใบเล็ก  ผักปลาบใบยาว  หญา
คอออน  หญาไขเหา และเงีย่งปา  มีคา  SDR  ต้ังแต 1-3.8 เปอรเซ็นต 

4. กลุมวัชพืชที่พบระดับนอยมคีา  SDR  ตํ่ากวา 1.0 เปอรเซ็นต มทีัง้หมด 26 ชนิด ไดแก 
 ผักปลาบ  หญาแพรก  บานไมรูโรยปา  บัวบก  หญากาบหอย  จอลอ  หญาเกล็ดหอย  ทหารกลา  
กกสามเหล่ียมใหญ  ผักแครด  ผักเส้ียน(ดอกมวง)  หญายาง  คอนกลอง  น้าํนมราชสีห  ไมยราบ  
กกดอกตุม  ผักคราดหัวแหวน  เซงใบมน  เทียนนา  ตําแย  ผักกะสัง  ลูกใตใบ  แวนแกว  หงอนไก
ปา  สรอยนกเขา  และหญางวงชาง 
 นอกจากการจัดแบงกลุมวัชพืชทีสํารวจพบในแปลงถ่ัวลันเตาเปนวชัพืชทัง้ 4 กลุมขางตน
แลวยังสามารถจัดแบงวัชพชืโดยยึดลักษณะขนาดความกวางของใบ เพื่อใหสอดคลองกับ 
ประสิทธิภาพ หรือคุณสมบัติการทาํลายวัชพืชของสารกําจัดวัชพืชซึง่สามารถแบงได ดังนี ้ (ตาม
ตารางที่ 1) 
 1. วัชพืชใบกวาง เปนวัชพืชทีมีขนาดใบกวาง มีรูปรางใบหลายแบบเชน รูปไข รูปกลม หรือ
รูปเหล่ียม เปนตน พบทัง้หมด 36 ชนิด เปนวชัพชืในวงศ  Asteraceae,  Oxalidaceae,  
Amaranthaceae,  Aizoaceae,  Rubiaceae,  Commelinaceae,  Scrophulariaceae,  
Caryophyllaceae,  Capparidaceae,  Euphorbiaceae,  Mimosoideceae,  sterculiaceae,  
Onagraceae,   urticaceae,  Piperaceae,  Umbeliferae  และ  Boraginaceae 
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 2.  วัชพืชใบแคบ  เปนกลุมที่มีความกวางของใบแคบกวาใบกวาง รูปรางใบแคบเรียวยาว 
เปนวัชพืชในวงศ  Poaceae  ทั้งหมด  ลําตนมีขอปลอง  ใบมีสวนของแผนใบและกาบใบ  การเรียง
ของใบเปน 2 แถว พบทัง้หมด 5 ชนิด 
 3. วัชพืชพวกกก มีรูปรางของใบแคบเรียวยาวคลายใบแคบ  แตตนไมมีขอปลอง มีการ
เรียงของใบเปน 3 แถว พบทัง้หมด 3 ชนิดอยูในวงศ  Cyperaceae 
 สรุปวัชพืชที่สํารวจพบในแปลงถั่วลันเตารายจังหวัด ดังนี ้

1. วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงถ่ัวลันเตาที่จงัหวัดเชียงใหมทัง้หมด 41 ชนดิ ไดแก 
  สาบแรงสาบกา  หญาตีนกา  สมกบ  หญาตีนนก  หญานกสีชมพ ู ผักขม  ผักขมหนาม  แหวหม ู 
ปกนกไส  กะเม็ง  ผักเบ้ียหนิ  กระชับ  สมกบ(ดอกชมพู)  กระดุมใบเล็ก  ผักปลาบ  หญาคอออน  
หญาไขเหา  เงี่ยงปา  ผักปลาบ  บานไมรูโรยปา  บัวบก  หญากาบหอย  จอลอ  หญาเกล็ดหอย  
ทหารกลา  กกสามเหล่ียมใหญ  ผักแครด  ผักเส้ียน(ดอกมวง) หญายาง  คอนกลอง  น้ํานมราชสีห  
ไมยราบ  กกดอกตุม  ผักแครดหัวแหวน  เซงใบมน  เทยีนนา  ตําแย  ผักกะสัง  ลูกใตใบ  หงอนไก
ปา  และสรอยนกเขา 

2. วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงถ่ัวลันเตาที่จงัหวัดนาน ทัง้หมด 29 ชนิด ไดแก  สาบแรง 
สาบกา  หญาตีนกา  สมกบ  หญาตีนนก  หญานกสีชมพู  ผักขม  ผักขมหนาม  แหวหม ู  กะเมง็  
ผักเบ้ียหิน  กระชับ  กระดุมใบใหญ  ผักปลาบ  เงี่ยงปา  หญาแพรก  บัวบก  หญากาบหอย  กก
สามเหล่ียมใหญ  ผักแครด  ผักเส้ียน(ดอกมวง)  คอนกลอง  น้าํนมราชสีห  เทียนนา  ตําแย  ลูกใต
ใบ  แวนแกว  หงอนไกปา  สรอยนกเขา และ หญางวงชาง 
 รายงานการศึกษาชนิดวัชพชืในแปลงถ่ัวลันเตาในคร้ังนี ้ สามารถนําไปจัดทาํเปนบัญชี
รายช่ือวัชพืชในถ่ัวลันเตาเพือ่เสนอใหประเทศคูคาในกรณีที่มีการรองขอ หรือในกรณีที่เจรจาขอเปด
ตลาดใหม นอกจากนีย้ังไดรวบรวมตัวอยางตนและเมล็ดวัชพืชเพื่อจดัทําเปนตัวอยางแหง เปน
หลักฐานในการสืบคนขอมลูดานวชัพืช รวมถงึการบันทึกภาพสวนตางๆของวัชพืช เพื่อจัดพิมพเปน
เอกสารวัชพืชตอไป 

สรุปผลการศกึษาและคําแนะนํา 

1. การศึกษาชนดิวัชพืชในแปลงปลูกถัว่ลันเตาในประเทศไทย พบวัชพืชทั้งส้ิน 44 พันธุ 
 (species)  จําแนกได 19 วงศ  (family)  40 สกุล  (genus)  ซึ่งสามารถใชเปนขอมูลในการจัดทาํ
บัญชีรายช่ือวชัพืชในถั่วลันเตาเพื่อสงใหประเทศคูคาในการสงออกถั่วลันเตา หรือในกรณีที่ขอเปด
ตลาดใหม 

2. วัชพืชเดนจากการสํารวจในคร้ังนี้มีเพียง 1 ชนิด คือ สาบแรงสาบกา และวัชพชืเดน 
ลําดับรองมี 4 ชนิดคือ หญาตีนกา  สมกบ  หญาตีนนก และหญานกสีชมพ ู
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3. สามารถจําแนกวัชพืชทีพ่บโดยอาศัยขนาดและรูปรางของใบ ได 3 กลุม คือกลุมวัชพืช 
ใบกวางพบ 36 ชนิด วัชพืชใบแคบ 5 ชนดิ และพวกกก 3 ชนิด ซึ่งจะเปนขอมูลในการเลือกใชสาร
กําจัดวัชพืชใหมีประสิทธิภาพ 

4. ไดตัวอยางวัชพืช จัดทําเปนพรรณไมแหง รวมถึงเมล็ด เพื่อเปนหลักอางอิง และ 
การศึกษาทางดานวชัพืช 
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ตารางที ่1  คา Relative density (RD), Relative frequency (RF) และ Sum Dominance Ratio (SDR) ของวัชพืชในพ้ืนที่ปลกูถั่วลันเตา  

% ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

1 สาบแรงสาบกา Ageratum conyzoides L. Asteraceae B 31.5 13.1 22.3 

2 หญาตีนกา Eleusine indica( L.) Gaertn. Poaceae N 16.9 10.1 13.5 

3 สมกบ  Oxalis corniculata L. Oxalidaceae B 10.0 9.5 9.8 

4 หญาตีนนก Digitaria adscendens(L.)Scop. Poaceae N 11.1 6.0 8.5 

5 หญานกสีชมพ ู Echinochloa colona (L.)Link. Poaceae N 5.7 7.7 6.7 

6 ผักขม Amaranthus viridis L. Amaranthaceae B 2.3 5.4 3.8 

7 ผักขมหนาม Amaranthus spinosus L. Amaranthaceae B 3.0 4.2 3.6 

8 แหวหมู Cyperus rotundus L. Cyperaceae S 2.2 4.2 3.2 

9 ปกนกไส Biden pilosa L. Asteraceae B 3.5 1.8 2.7 

10 กะเม็ง Eclipta alba L. Asteraceae B 1.2 3.6 2.4 

11 ผักเบ้ียหิน Trianthema portulacastrum L. Aizoaceae B 1.7 3.0 2.3 

12 กระชับ Xanthium strumarium L. Asteraceae B 1.0 2.4 1.7 

13 สมกบ ดอกชมพู Oxalis latifolia H.B.K. Oxalidaceae B 1.5 1.8 1.6 

14 กระดุมใบเล็ก Borreria laevis (Lamk.)Griseb. Rubiaceae B 0.9 1.8 1.4 

15 ผักปลาบ Commelina diffusa Burm.f. Commelinaceae B 0.8 1.8 1.3 

16 
หญาคอออน 

Crassocephalum crepidioides 
(Benth.)S.Moore. 

Asteraceae 
B 0.6 1.8 1.2 

17 หญาไขเหา Eragrostis ciliata (Roxb.) Ness        Poaceae N 0.4 1.8 1.1 

18 เงี่ยงปา Lindernia ciliata Pernel   Scrophulariaceae B 0.2 1.8 1.0 

19 ผักปลาบ Commelina benghalensis L. Commelinaceae B 0.6 1.2 0.9 

20 หญาแพรก Cynodon dactylon (L.)Pers. Poaceae N 0.6 1.2 0.9 

21 บานไมรูโรยปา Gomphrena celosioides Mart. Amaranthaceae B 1.0 0.6 0.8 

22 บัวบก Centella asiatica Urban. Umbeliferae B 0.4 1.2 0.8 

23 หญากาบหอย Lindernia crustacia (L.) F.V.M.  Scrophulariaceae B 0.3 1.2 0.7 

24 จอลอ Conyza sumatrensis (Retz.) Walker. Asteraceae B 0.3 1.2 0.7 
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ตารางที่ 1 (ตอ)  

% ชนิดวชัพืช วงศ ประเภท1 
RD2 RF3 SDR4 

25 หญาเกล็ดหอย Dymaria cordata (L.)Willd.ex.R.&S. Caryophyllaceae B 0.3 1.2 0.7 

26 ทหารกลา Galingsoga parviflora Cav. Asteraceae B 0.2 1.2 0.7 

27 กกสามเหล่ียมใหญ Cyperus sp. Cyperaceae S 0.2 1.2 0.7 

28 ผักแครด Synedrella nodiflora (L.)Gaertn. Asteraceae B 0.2 1.2 0.7 

29 ผักเส้ียน (ดอกมวง) Cleome rutidospema DC. Capparidaceae B 0.2 1.2 0.7 

30 หญายาง Euphorbia heterophylla L. Euphorbiaceae B 0.1 1.2 0.7 

31 คอนกลอง Sphaeranthum africanus L. Asteraceae B 0.2 0.6 0.4 

32 น้ํานมราชสีห Euphorbia hirta L. Euphorbiaceae B 0.2 0.6 0.4 

33 ไมยราบ Mimosa pudica L. Mimosoideae B 0.2 0.6 0.4 

34 กกดอกตุม Cyperus killingia Endl. Cyperaceae S 0.1 0.6 0.4 

35 ผักคราดหัวแหวน Spiranthes paniculata Wall. Ex DC. Asteraceae B 0.1 0.6 0.4 

36 เซงใบมน Melochia corchorifolia L. Sterculiaceae B 0.1 0.6 0.3 

37 เทียนนา Ludwigia hyssopifolia (G.Don) Exell Onagraceae B 0.1 0.6 0.3 

38 ตําแย  Laportea bulbifera (Siebold&) Urticaceae B 0.1 0.6 0.3 

39 ผักกระสัง Peperomia pellucida (L.)H.B.&K. Piperaceae B 0.1 0.6 0.3 

40 ลูกใตใบ Phyllanthus amarus Schumach et Thonn. Euphorbiaceae B 0.1 0.6 0.3 

41 แวนแกว Hydrocotyle umbellata L. Umbeliferae B 0.1 0.6 0.3 

42 หงอนไกปา Celosia agentea L. Amaranthaceae B 0.1 0.6 0.3 

43 สรอยนกเขา Mollugo penthaphylla L. Aizoaceae B 0.1 0.6 0.3 

44 หญางวงชาง Heliotropium indicum L. Boraginaceae B 0.1 0.6 0.3 

1 :  B        =   วัชพืชประเภทใบกวาง   N  =  วัชพืชประเภทใบแคบ   S  =  วัชพืชประเภทกก   

2 :  RD      =   Relative density                         

3 :  RF      =  Relative frequency  

4 :  SDR     =   Sum Dominance Ratio  
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงเช้ือ Spongospora subterranean 
ติดมากับหัวพันธุมันฝรั่ง 

Pest Risk Analysis on Spongospora subterranea in Seed Potato 
 

ปรียพรรณ  พงศาพิชณ1   ววิัฒน  ภาณุอําไพ 
ปริเชษฐ  ต้ังกาญจนภาสน1   วันเพญ็  ศรีชาติ1 

1กลุมวิจยัการกักกนัพืช     สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

บทคัดยอ 

จากการสุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาในป 2548-2550 ตรวจพบเช้ือ S. subterranea 
ติดมากับหัวพันธุมันฝร่ังจากสก็อตแลนด 37 รายการ และจากออสเตรเลีย 10 รายการ เมื่อทดสอบ
การเกิดโรคโดยนําหัวพันธุมันฝร่ังที่เปนโรคไปปลูกทดสอบที่ศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัย
การผลิต เชียงใหม (ฝาง) และติดตามตรวจสอบการเกิดโรคในแปลงเกษตรกรที่ใชหัวพันธุมันฝร่ังที่
เปนโรค  ผลการตรวจไมพบโรคทั้งในสถานที่ทําการทดลอง และในแปลงเกษตรกร  ผลการประเมิน
ความเส่ียงของเช้ือ S. subterranea โดยประเมินโอกาสในการเขามา การต้ังรกรากอยางถาวรและ
การแพรระบาด รวมทั้งผลกระทบทั้งทางเศรษฐกิจและส่ิงแวดลอมพบวา เช้ือ S. subterranea มี
ศักยภาพปานกลาง-สูงในการติดเขามากับหัวพันธุมันฝร่ัง โดยพิจารณาจากพื้นที่การระบาดของ
โรคนี้ ในประเทศที่สงออกหัวพันธุมันฝร่ังมายังประเทศไทย และคุณลักษณะของเช้ือที่มีความคงทน
ตลอดระยะเวลาขนสง แตจากสภาพภูมิอากาศของประเทศไทยไมเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือ 
จึงสรุปผลการประเมินโอกาสการตั้งรกรากอยางถาวรอยูในระดับตํ่า สวนการประเมินการแพร
ระบาดของเชื้อในประเทศไทยอยูในระดับปานกลาง เนื่องจากสปอรของเช้ือสามารถแพรใน
ระยะไกลโดยติดไปกับหัวมันฝร่ังและดิน เมื่อพิจารณาถึงผลกระทบทางเศรษฐกิจ และส่ิงแวดลอม 
ผลกระทบโดยตรงคือทําใหผลผลิตมันฝร่ังลดลงและคุณภาพไมเหมาะตอการบริโภค ไมเปนที่
ตองการของโรงงานอุตสาหกรรม สวนผลกระทบทางออมคือ สปอรของเช้ือสามารถคงทนอยูในดิน
ไดเปนเวลานาน ทําใหพื้นที่ที่มีการระบาดไมสามารถปลูกมันฝร่ังได และใชสารเคมีกําจัดเช้ืออาจ
ทําใหเกิดพิษตกคางในดินหรือส่ิงแวดลอม จากผลการประเมินความเส่ียงของเช้ือ  S. subterranea 
แสดงใหเห็นถึงความจําเปนที่ตองมีมาตรการจัดการความเส่ียงใหอยูในระดับที่ยอมรับได โดย 

 
 

รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-02-01-51 
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กําหนดใหประเทศที่ตองการสงหัวพันธุมันฝร่ังมายังประเทศไทยจะตองมีการจัดการโรค powdery 
scab ต้ังแตในแปลงปลูก และในขบวนการเก็บเกี่ยวตองมีการคัดแยกหัวที่เปนโรค และ จะตองมี
การตรวจรับรองโดยหนวยงานที่มีหนาที่รับผิดชอบตามเงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุมันฝร่ังของ
ประเทศไทย 
 

คํานํา 
ปจจุบันประเทศไทยมีการนําเขามันฝร่ังในปริมาณเพิ่มข้ึนทุกป เนื่องจากการขยายตัวอยาง

รวดเร็วของอุตสาหกรรมแปรรูปมันฝร่ังทอดกรอบ (potato chips) ในป พ.ศ. 2550 ประเทศไทย
นําเขามันฝร่ังเพื่อใชทําพันธุเปนปริมาณสูงถึง 3,600 ตัน (กรมศุลกากรม 2551)โดยนําเขาจาก
สหราชอาณาจักรมากที่สุด รองลงมาคือออสเตรเลียและเนเธอรแลนด การนําเขาหัวพันธุใน
ปริมาณมากเชนนี้เส่ียงตอการนําเช้ือโรครายแรง จากตางประเทศติดเขามาแพรระบาดในประเทศ
ไทย  

Spongospora subterranea เปนสาเหตุโรค powdery scab ซึ่งเปนโรคที่สําคัญของมัน
ฝร่ังที่พบในแหลงปลูกมันฝร่ังทั่วโลก ทั้งทวีปยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย แอฟริกา และเอเชีย แตยัง
ไมมีรายงานพบโรคนี้ในประเทศไทย (CPC,2007) เชื้อราสามารถแพรกระจายโดยสปอรที่อยูใน
ระยะพักตัว (resting spore) ติดมากับดินหรือหัวมันฝร่ัง สปอรสามารถพักตัวอยูในดินไดเปน
เวลานานจนกวาสภาพแวดลอมเหมาะสมจะมีการสราง zoospore จํานวนมากเขาทําลายราก และ
หัวมันฝร่ัง ทําใหเกิดอาการปุมปมที่รากหรือแผลสะเก็ดบนหัวมันฝร่ัง สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอ
การแพรระบาดของโรค คือ อุณหภูมิประมาณ 16 – 17 องศาเซลเซียส ดินมีความชื้นสูงและระบาย
น้ําไมดี pH ในดินประมาณ 4.7-7.6 ในปจจุบันยังไมมีวิธีการกําจัดสปอรของเช้ือที่ติดมากับหัวมัน
ฝร่ังหรือเชื้อที่อยูในดินที่ไดผล (CPC,2007; Kole,1954; Stevenson et al., 2004) 

 ผลการตรวจศัตรูพืชในหัวพันธุมันฝร่ังที่นํา เขาจากตางประเทศพบวามี เชื้อ  S. 
subterranea  ติดมากับมันฝร่ังจากประเทศตางๆ  ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการวิเคราะหและประเมิน
ความเส่ียงของเช้ือ เพื่อใชเปนขอมูลในการกําหนดมาตรการควบคุมนําเขาหัวพันธุมันฝร่ัง โดย
ไมใหมีความเส่ียงตอการการที่โรคนี้จะเขามาระบาดในประเทศไทย 
 

วิธีดําเนินการ 
 

 1.  ตรวจเชือ้ S. subterranea ที่ติดมากับหวัพันธุมันฝรั่งที่นาํเขาจากตางประเทศ 
1.1 สุมตัวอยางหวัพนัธุมนัฝร่ังทีน่ําเขาจากตางประเทศ รายการ ละ 600 หัว เพื่อตรวจหา

เชื้อ S. subterranea ที่ติดมากับหัวมนัฝร่ัง 
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  1.2 เก็บตัวอยางหัวมนัฝร่ังทีแ่สดงลักษณะผิดปกติมาตรวจภายใตกลองจุลทรรศน
กําลังขยายสูง โดยเข่ียผงสปอรจากบริเวณแผลบนหัวมันฝร่ังลงบนสไลดแกวแลวหยดน้ํากล่ันหรือ 
lactophenal แลวปดทับดวย cover glass เพื่อตรวจดูสปอรของเชื้อ และเก็บตัวอยางไวใชในการ
ทดลองตอไป 
2.  ศกึษาศักยภาพการเกดิโรค  powdery scab ในสภาพแหลงปลูกมันฝรั่งของประเทศไทย 

2.1  นําหัวพันธุที่ตรวจพบเช้ือ S. subterranea ไปปลูกทดสอบที่ศูนยบริการวิชาการดาน
พืชและปจจัยการผลิตเชียงใหม(ฝาง) ในชวงเดือนธันวาคมถึงมีนาคมโดยแบงเปน 6 วิธีการๆละ 40 
ตนโดยปลูกในบอซีเมนตบอละ 10 ตนดังนี้ 

T1 หัวมนัฝร่ังเปนโรคจากออสเตรเลียคลุกแมนโคเซ็บ 
T2 หัวมนัฝร่ังเปนโรคจากออสเตรเลียไมคลุกแมนโคเซ็บ 
T3 หัวมนัฝร่ังเปนโรคจากสก็อตแลนดคลุกแมนโคเซ็บ 
T4 หัวมนัฝร่ังเปนโรคจากสก็อตแลนดไมคลุกแมนโคเซ็บ 
T5 หัวมนัฝร่ังปกติคลุกแมนโคเซ็บ 
T6 หัวมนัฝร่ังปกติไมคลุกแมนโคเซ็บ 

สารเคมีแมนโคเซ็บใชอัตรา 0.4 กรัมตอหวัมันฝร่ัง 1 กิโลกรัม 
2.2  เก็บขอมูลอุณหภูมิอากาศและอุณหภูมิดินตลอดระยะเวลาที่ทาํการทดลอง 
2.3  สังเกตการณเกิดโรค powdery scab กับหัวมันฝร่ังที่เก็บไดโดยเปรียบเทียบระหวาง

มันฝร่ังที่ปลูกจากหัวเปนโรคและมันฝร่ังที่ปลูกจากหัวปกติ 

3.  ติดตามตรวจสอบการเกิดโรค powdery scab ในแหลงปลูกมันฝรั่งในประเทศไทย 
3.1  ติดตามตรวจสอบโรค powdery scab ในแปลงมันฝร่ังของเกษตรกรในระยะเก็บเกี่ยว

ผลผลิตและที่จุดรับซื้อของบริษัท โดยเนนเฉพาะแปลงที่ปลูกจากหัวพันธุที่นําเขาจากตางประเทศที่ 
ตรวจพบ powdery scab และปลูกในชวงเดือนธันวาคมถึงมกราคมเพราะเปนระยะเวลาท่ีมี
อุณหภูมิตํ่าเหมาะแกการเกิดโรค 

3.2  เก็บตัวอยางหวัมันฝร่ังที่มีอาการผิดปกติมาตรวจในหองปฏิบัติการตอไป 
4. วิเคราะหความเสี่ยงศตัรพูืช 

4.1 การเริ่มขบวนการวเิคราะห (Initiation) 
เปนการอธิบายเหตุผลหรือเจตนารมณของการวิเคราะหความเส่ียงวามีที่มาอยางไร  

 4.2 การประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest Risk Assessment) 
วิเคราะหตามหลักการวเิคราะหความเส่ียงศัตรูพืชตามมาตรฐานระหวางประเทศสําหรับ

มาตรการสุข อนามัยพืช ฉบับที่ 2 แกไขคร้ังที่ 1 เร่ืองคําแนะนําสําหรับการวิเคราะหความเส่ียง
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ศัตรูพืช (FAO, 2005) และมาตรฐานระหวางประเทศสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 
แกไขคร้ังที่ 1 เร่ือง การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกนั (FAO, 2004) 
  4.2.1 การจําแนกประเภทศัตรูพืช 

  รวบรวมขอมูลของเช้ือ S. subterranea  โดยเฉพาะที่เกี่ยวกับการ
แพรกระจายทางภูมิศาสตร ขอมูลทางดานชีววิทยาและความสําคัญทางเศรษฐกิจ เพื่อกําหนด
สถานภาพของ     S. subterranea วามีคุณสมบัติเปนศัตรูพืชกักกันตามมาตรฐานนานาชาติ
สําหรับมาตรการสุขอนามัยพืชฉบับที่ 5 (ฉบับแกไขปรับปรุง) เร่ือง รายการคําอธิบายศัพทบัญญัติ
ดานสุขอนามัยพืช (FAO,2006) ระบุไววา ศัตรูพืชกักกัน หมายถึง ศัตรูพืชชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพ
สําคัญทางเศรษฐกิจตอพื้นที่ ซ่ึงมีปจจัยสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการเจริญแพร
ขยายพันธุ โดยศัตรูพืชชนิดนี้ไมเคยปรากฎในพื้นที่นั้น หรือปรากฎแลวแตยังไม
แพรกระจายอยางกวางขวาง  และอยูภายใตการควบคุมอยางเปนทางการ 

4.2.2  ประเมินโอกาสการเขามาและแพรระบาด (Assessment of the 
probability of introduction and spread) 
            1) ประเมินโอกาสการเขามา (Probability of entry of a pest) ของ S. 

subterranea กับหัวมันฝร่ัง โดยพิจารณาจากปจจัยดังนี้  

   -  การระบาดของศัตรูพืชอยางรุนแรงในแหลงผลิต 

   -  การจัดการศัตรูพืชในแหลงผลิต 

   - ชวงวงจรชวีติของ S. subterranea ซึง่มีโอกาสปะปนเขามากับหัวมัน

ฝร่ัง ภาชนะบรรจุหรือพาหนะขนสง 

   - การรอดชีวิตของ S. subterranea  ภายใตสภาวะแวดลอมขณะขนสง 

   - ความยากงายในการตรวจพบที่จุดนําเขา 

   - ปริมาณและความถีท่ีน่ําเขา 

  2) ประเมนิโอกาสการต้ังรกรากอยางถาวร (Probability of establishment) ของ 
S. subterranea  วามีสามารถที่จะเจริญและแพรขยายพันธุภายใตสภาพแวดลอมของประเทศไทย 
โดยอาศัยขอมลูทางชีววิทยาของเช้ือในพืน้ที่ที่เปนแหลงระบาดเปรียบเทียบกับสภาพแวดลอมของ
ประเทศไทย  ปจจัยทีน่ํามาพิจารณาไดแก 
   - การมพีืชอาศัย  จาํนวนและชนิดพชือาศัย 

  - ความเหมาะสมของสภาพแวดลอม 
  - ความสามารถในการปรับตัวของศัตรูพืช 
  - วิธีการมีชีวิตอยูรอดของศัตรูพืช 
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 3) ประเมินโอกาสการแพรระบาดของ S. subterranea ในประเทศไทย
หลังจากเขามาต้ังรกรากอยางถาวร (Probability of spread after establishment) 

- การกระจายตัวของพืชอาศัย 
- ความสามารถในการขยายพนัธุ 
- วิธีการเคล่ือนยาย วิธีการแพรกระจาย 

  - ศัตรูธรรมชาติ  
  - ส่ิงกีดขวางโดยธรรมชาติ  

4.2.3  การประเมินผลกระทบของศัตรูพืชทางเศรษฐกิจที่อาจเกิดข้ึน  
  1) ผลที่เกิดจากศตรูพืชโดยตรง 
    - ความสูญเสียของผลผลิตในแงปริมาณและคุณภาพ 
    - รูปแบบ จํานวน และความถี่ของความเสียหาย 
    - คาใชจายในการควบคุม 
    - ผลกระทบตอส่ิงแวดลอม 
 2) ผลกระทบทางออม 
    - ผลกระทบตอการสงออก รวมถึงการบังคับใชกฎระเบียบดานสุขอนามยัพืช 
    - ตนทนุการผลิตสูงข้ึนทาํใหราคาสินคาสูงข้ึน 
   - ผลกระทบตอความหลากหลายทางชีวภาพอันเนื่องมาจากการปองกันกําจัด 
   - ผลกระทบตอส่ิงแวดลอมที่เกิดจากการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช 

4.3  การจัดการความเสี่ยงศัตรูพืช 

     ความเส่ียงทั้งหมดจะถูกกําหนดโดยการตรวจสอบผลลัพธจากการประเมินโอกาสเขา

มาเจริญและแพรขยายพันธุของศัตรูพืชและผลกระทบทางดานเศรษฐกิจ กรณีที่พบความเส่ียงอยู

ในระดับที่ไมสามารถยอมรับได ตองดําเนิน การจําแนกมาตรการสุขอนามัยพืชที่จะลดความเส่ียง

ใหถึงระดับที่ยอมรับได หรือตํ่ากวาระดับที่ยอมรับไดโดยพิจารณาจาก 

 - มาตรการสุขอนามัยพืชที่ใชตองมีประสิทธิภาพและเปนไปไดในทางปฏิบัติ 

 - เปนมาตรการที่เคยดําเนินการมากอนหรือกําลังดําเนินการอยูและเปนที่ยอมรับใน

ระดับสากล 

 - กอใหเกิดผลกระทบนอยที่สุด 

มาตรการสุขอนามัยพืชที่มีการนํามาใชในปจจุบัน สามารถแบงไดตามสถานภาพของ
ศัตรูพืชในเสนทางศัตรูพืช ประกอบดวยมาตรการ ดังตอไปนี้ 
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 - มาตรการที่ใชกับสินคาโดยตรง เชนการกําจัดศัตรูพืชกับสินคาดวยสารเคมี คามเย็น
หรือความรอน 

 - มาตรการที่ใชเพื่อปองกันหรือลดปริมาณการเขาทําลายของศัตรูพืชในแหลงผลิต เชน
กําหนดใหตองมีการจัดการศัตรูพืชในแปลงผลิต 
 - มาตรการที่ใชเพื่อใหเกิดความเชื่อมั่นวาในพื้นที่ผลิตหรือแหลงผลิตปราศจากศัตรูพืช  
เชนการนําเขาจากแหลงผลิตที่ปราศจากศัตรูพืช (pest free area) 

 - มาตรการหามนําเขาสินคา เปนมาตรการข้ันรุนแรงที่ใชในกรณีที่ไมสามารถจัดการ
ความเส่ียงใหอยูในระดับที่ยอมรับได 

 
เวลาและสถานที่ทดลอง 
ระยะเวลา : ตุลาคม 2548 ถึง กนัยายน 2550  

สถานทีท่ดลอง :  กลุมวิจยัการกกักนัพชื สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  
                                 ศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตเชียงใหม(ฝาง) 

 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1.  ศกึษาเชือ้ S. subterranea ที่ติดมากับหวัพันธุมันฝรั่งที่นาํเขาจากตางประเทศ 

1.1  สุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจากตางประเทศ เพื่อตรวจโรค powdery scab 

(ภาพที่ 1) ที่ติดมากับหัวมันฝร่ัง พบหัวมันฝร่ังที่มีอาการตุมนูนสีน้ําตาลอมมวงขนาดประมาณ 2 
มิลลิเมตร ผิวหนาปริแตก ภายในมีสปอรลักษณะผงละเอียดสีน้ําตาลเขม (ภาพที่ 2) 
   ป 2548 สุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด ออสเตรเลีย  
เนเธอรแลนดและอิสราเอล จํานวน 48 รายการ  น้ําหนัก 4,746 ตัน ตรวจพบโรค powdery scab 
กับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด 12 รายการน้ําหนัก 1,550.5 ตัน ซึ่งมีหัวพันธุมันฝร่ังที่
มีโรค powdery scab เกินจากเงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุ 1 รายการน้ําหนัก 7.5 ตัน  และตรวจพบ
โรค powdery scab กับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก ออสเตรเลีย 4 รายการน้ําหนัก 164.5 ตันซึ่งมี
หัวพันธุมันฝร่ังที่มีโรค powdery scab เกินจากเงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุมันฝร่ัง 1 รายการน้ําหนัก 
70.5 ตัน(ตารางที่ 1) 
      ป 2549 สุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด ออสเตรเลีย  
เนเธอรแลนด นิวซีแลนด และแคนาดา จํานวน 50 รายการ  น้ําหนัก 4,300 ตัน ตรวจพบโรค 
powdery scab กับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด 14 รายการน้ําหนัก 1,295.5  ตัน และ
จากหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก ออสเตรเลีย 3 รายการน้ําหนัก 141 ตัน (ตารางที่ 1)  
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ป 2550 สุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด ออสเตรเลีย  
เนเธอรแลนด และนิวซีแลนด จํานวน 37 รายการ  น้ําหนัก 3,255 ตัน ตรวจพบโรค powdery scab 
กับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก สก็อตแลนด 11 รายการน้ําหนัก 1,034  ตัน ซึ่งมีหัวพันธุมันฝร่ังที่มี
โรค powdery scab เกินจากเงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุ 1 รายการน้ําหนัก 141 ตัน  และตรวจพบ
โรค powdery scab กับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก ออสเตรเลียไมเกินจากเงื่อนไขการนําเขา 3 
รายการน้ําหนัก 117.5 ตัน (ตารางที่ 1) 

1.2  เก็บตัวอยางหัวมันฝร่ังที่แสดงลักษณะอาการโรคมาตรวจภายใตกลองจุลทรรศน พบ 
cystosori หรือ sporeball อยูภายใตสะเก็ดแผลบนหัวมันฝร่ัง  cystosori มีลักษณะเปนผงละอียด
สีน้ําตาลเขม รูปรางไมแนนอน สวนใหญคอนขางกลมหรือหลายเหล่ียม ประกอบดวย cyst จํานวน
มาก  (ภาพที่ 3 ) 

จากผลการตรวจโรค powdery scab  ที่ติดมากับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจากตางประเทศ
พบวา หัวพันธุมันฝร่ังจากแหลงที่มีสภาพแวดลอมเหมาะตอการระบาดของโรค เชนสก็อตแลนด มี
โอกาสที่โรคจะติดเขามาสูงกวาประเทศที่มีสภาพภูมิอากาศแหงแลงและอุณหภูมิคอนขางสูง เชน
ออสเตรเลีย หรืออิสราเอล พบวามีโรคติดมากับมันฝร่ังนอยหรือไมพบเลย ดังนั้นการตรวจศัตรูพืช 
ณ จุดนําเขา ควรพิจารณาถึงแหลงที่นําเขาที่มีความเส่ียงตางกัน โดยสุมตรวจอยางเขมงวดหากหัว
พันธุมันฝร่ังมาจากแหลงที่มีการระบาดของโรครุนแรง 

 
2.  ศกึษาศักยภาพการเกดิโรค  powdery scab ในสภาพแหลงปลูกมันฝรั่งของประเทศไทย 

2.1 จากผลการทดสอบศักยภาพการเกิดโรค  powdery scab โดยปลูกหัวมันฝร่ังที่เปนโรค
จากออสเตรเลีย สก็อตแลนด และหัวมันฝร่ังปกติ (ภาพที่ 4)โดยเปรียบเทียบระหวางหัวมันฝร่ังที่
คลุกสารเคมีแมนโคเซบและหัวมันฝร่ังที่ไมคลุกสารเคมีพบวา ทั้งรากและหัวมันฝร่ังที่เก็บจากทุก
วิธีการไมมีอาการโรค powdery scab หลังจากนั้นทําการทดลองซํ้าอีก 2 คร้ังในป 2549 และ2550 
โดยใชหัวมันฝร่ังที่เปนโรคและหัวมันฝร่ังปกติ แตไมมีการคลุกสารเคมีกอนปลูก ผลปรากฎวาไมพบ
อาการโรค powdery scab เชนกัน 

2.2 จากการเก็บขอมูลอุณหภูมิอากาศ อุณหภูมิดินและความช้ืนในอากาศในชวงที่ทําการ
ทดลองพบวาชวงเดือนธันวาคมถึงมีนาคมมีคาอุณหภูมิเฉล่ีย 18-24  องศาเซลเซียส และความชื้น
สัมพัทธ 89-96% สวนอุณหภูมิเฉล่ียของดินในบอซีเมนตที่ทําการทดลองเฉล่ีย 15-26 องศา
เซลเซียส 

Kole (1954) รายงานวาอุณหภูมิตํ่าสุดและสูงสุดที่เช้ือยังคงสามารถทําใหเกิดโรคคือ 11 
องศาเซลเซียส และ 22-25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ แมวาอุณหภูมิเฉล่ียขณะที่ทําการทดลองอยู
ในชวงที่เช้ือสามารถเขาทําลายพืชได แตโดยท่ัวไปอุณหภูมิในชวงกลางวันเฉล่ียสูงกวา 25 องศา
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เซลเซียส อุณหภูมิในดินก็เปนปจจัยสําคัญที่สงเสริมการเกิดโรค Hims (1976) รายงานวาโรค 
powdery scab จะระบาดเม่ืออุณหภูมิในดินประมาณ 12-13 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิดินในบอ
ที่ทดลองเฉล่ีย 15-26 องศาเซลเซียส จะเห็นไดวาสภาพแวดลอมที่ทําการทดลองไมเหมาะสมกับ
การเกิดโรค  

 
3.  ติดตามตรวจสอบการเกิดโรค powdery scab ในแหลงปลูกมันฝรั่งประเทศไทย 

ติดตามตรวจสอบการเกิดโรค powdery scab ในแปลงปลูกมันฝร่ังของเกษตกร และที่จุด
รับซื้อหัวมันฝร่ังของบริษัทในจังหวัดเชียงใหม ลําพูนและตาก (ภาพที่ 5 ) ระหวางป 2548-2550 
พบหัวมันฝร่ังที่มีอาการคลายโรค powdery scab แตหลังจากเก็บตัวอยางมาแยกเช้ือใน
หองปฏิบัติการพบวาเปนโรค common scab ที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Steptomyces sp. (ภาพที่ 
6-7) และไมพบโรค powdery scab ในทุกพื้นที่ที่สํารวจ 

เกษตรกรสวนใหญปลูกมันฝร่ังในชวงเดือนธันวาคมถึงมกราคม ซึ่งมีอุณภูมิเฉล่ียตํ่าสุด
และสูงสุด 19-28 องศาเซลซียส และปริมาณน้ําฝน 0.1-.09 มิลลิเมตร (จังหวัดเชียงใหม) (กรม
อุตุนิยมวิทยา, 2551) โดยเฉพาะอยางยิ่งหัวพันธุมันฝร่ังจากสก็อตแลนด ซึ่งตรวจพบวามีโรค 
powdery scab ติดมา มักจะนําเขาในชวงเดือนธันวาคม และเร่ิมปลูกปลาย เดือนธันวาคมถึง
มกราคม ดังนั้นระยะที่เหมาะสมที่เช้ือจะเขาทําลายพืชไดดีคือระยะที่มันฝร่ังเร่ิมสรางหัวจะอยู
ในชวงปลายเดือนมกราคมถึงเดือนกุมภาพันธ ซึ่งอุณภูมิเร่ิมสูงข้ึน ดังนั้นสภาพแวดลอมทั้ง
อุณหภูมิและความช้ืนในดินจึงไมเหมาะสมตอการเกิดโรค รวมทั้งการปฏิบัติของเกษตรกรซ่ึงใช
สารเคมีกําจัดเช้ือรา เชน แมนโคเซบ คลุกหัวพันธุกอนปลูก ซึ่งมีรายงานวาสามารถลดการเกิดโรค
ได (Braithwaite et al.,1994; Merz et al., 2000) และนอกจากนี้เกษตรกรมักจะปลูกมันฝร่ังสลับ
กับพืชที่ไมใชพืชอาศัยของเช้ือ จึงเปนการตัดวงจรโรค  

แตอยางไรก็ตาม แมวาสภาพแวดลอมในประเทศไทยจะไมเหมาะสมตอการเกิดโรค แตก็มี
รายงานพบโรคในประเทศเขตรอนเชน อิสราเอล เซาทแอฟริกาฟลิปปนส และที่รัฐ North Dakota 
พบโรค powdery scab ไนพื้นที่ที่มีอุณหภูมิสูง ปริมาณน้ําฝนนอย และ pH ในดินสูง 
(Spongospora PIN BOARD,2000) ชี้ใหเห็นวาเช้ือสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่
แตกตางได ประกอบกับปญหาสภาวะโลกรอนในปจจุบัน ทําใหสภาพอากาศเปล่ียนแปลง
ตลอดเวลา จึงยังคงมีความเส่ียงที่เช้ือ S.subterranea จะสามารถเจริญและแพรขยายพันธุใน
ประเทศไทยได 
4. วิเคราะหความเสี่ยงศตัรูพืช 

4.1 การเริ่มขบวนการวเิคราะห (Initiation) 
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       Spongospora subterranea เปนสาเหตุโรค powdery scab ซึ่งเปนโรคที่สําคัญของ
มันฝร่ังที่พบในแหลงปลูกมนัฝร่ังทัว่โลก ทั้งทวีปยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย แอฟริกา และเอเชีย เชื้อ
ราสามารถแพรกระจายโดยสปอรที่อยูในระยะพักตัว (resting spore) ติดมากับดินหรือหัวมนัฝร่ัง
(CPC, 2007 ; Stevenson et al., 2004) S. subterranea จัดเปนศัตรูพืชกักกัน ตามประกาศ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กาํหนดศัตรูพืชเปนส่ิงตองหามตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507เนื่องจากเปนศัตรูพืชที่ยงัไมมีรายงานพบในประเทศไทย 

       ปจจบัุนประเทศไทยนาํเขาหัวพนัธุมนัฝร่ังจากประเทศที่เปนแหลงแพรระบาดของโรค 

powdery scab จึงมีความเส่ียงที่เชื้อ S. subterranea จะติดมากับหัวมนัฝร่ัง และจากการสุม

ตัวอยางหวัพนัธุมนัฝร่ังที่นาํเขาในต้ังแตป 2548-2550 ตรวจพบเช้ือ S. subterranea ในหวัพนัธุมัน

ฝร่ังจากสก็อตแลนดและออสเตรเลีย ดังนัน้จึงตองดําเนนิการประเมินความเส่ียงที่เชื้อจะเขามา

แพรระบาดทาํความเสียหาย เพื่อตัดสินใจเลือกใชมาตรการสุขอนามัยพืชที่เหมาะสมมากาํกับดูแล

การนาํเขาหัวพันธุมันฝร่ังจากตางประเทศ 

 4.2  การประเมินความเสีย่งศัตรูพชื (Pest Risk Assessment) 
         4.2.1 การจําแนกประเภทศัตรพูืช 
 
ชื่อวิทยาศาสตร:  Spongospora subterromea f. sp. Subterranean 

Kingdom:  Protozoa 
Phylum:  Plasmodiophoromycota 
Class:   Plasmodiophoromycetes 
Order:   Plasmodiophorales 
Family:  Plasmodiophoraceae 

ชื่อสามัญ:  Powdery scab 
พืชอาศัย: Lycopersicon esculentum (tomato),Solanum tuberosum (potato) 

(CPC,2007)          
แหลงแพรระบาด:  Europe  

Austria, Belgium, Bulgaria, Cyprus, Czechoslovakia, 
Denmark, Finland France, Germany, Greece, Ireland, 
Italy, Malta, Netherlands, Norway Poland, Portugal, 
Romania, Russian, Federation, Sweden, Switzerland 
United Kingdom, Yugoslavia 
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Asia  
China, Taiwan, India, Israel, Japan, Kazakhstan, 
Kyrgyzstan, Lebanon, Nepal, Pakistan, Philippines, Sri 
Lanka, Turkey  

Africa  
Algeria, Burundi, Egypt, Kenya, Madagascar, Mauritius, 
Morocco, Mozambique, Rwanda  

South Africa  
Tanzania, Tunisia, Zimbabwe  

Central America & Caribbean  
Costa Rica, Panama  

North America  
Canada, Mexico,  USA  

South America  
Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador, Peru, 
Uruguay, Venezuela  

Oceania  
Australia, New Zealand (CPC,2007)           

ชีววิทยา   
S. subterranea เปน obligate parasite เชื้อสามารถอยูขามฤดูในรูป cystosori หรือ

sporeball ซึ่งประกอบดวย cyst จํานวนมาก cyst เปนสปอรอยูในระยะพักตัวมีผนังหนา ทนตอ
สภาพแวดลอมไดดี อยูในดินไดนานกวา 6 ป สามารถมีชีวิตรอดผานทอทางเดินอาหารของสัตว
เล้ียง และจะงอกตอเมื่อไดรับการกระตุนจากรากของพืชอาศัย  โดยสรางเปน primary zoospore 
ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส primary zoospore สามารถเคลื่อนที่ในน้ําที่อยูในชองวางระหวาง
เม็ดดินไดในระยะ 2-3 เซนติเมตร และอาจเคล่ือนที่ไปไดมากกวานี้ถาน้ําในดินไหล จากนั้นเขา
ทําลายรากขนออน หรือ stolon แลวสราง sporangial plasmodia ซึ่งจะพัฒนาเปน 
zoosporangia อยูภายในเซลของรากพืช ตอมา zoosporangia จะสราง secondary zoospore 
ซึ่งสามารถเขาทําลายรากและหัวมันฝร่ัง ทําใหเกิดอาการปุมปม (gall) ที่ราก หรือแผลสะเก็ด 
(scab) ที่หัวมันฝร่ัง แผล scab เมื่อแตกออกภายในจะเต็มไปดวย cystosori ซึ่งสามารถหลุดออก
ขณะเก็บเกี่ยว และพักตัวอยูในดินเพื่อรอเขาทําลายมันฝร่ังตอไป หรือ cystosori อาจปนปอนไป
กับหัวอ่ืนๆในขณะเก็บรักษา (CPC,2007; Stevenson et al., 2004) 
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 สภาพแวดลอมที่เหมาะสมที่สุดตอการเกิดโรคคืออุณหภูมิประมาณ 16-17 องศา-
เซลเซียส ดินมีความช้ืนสูงหรือระบายน้ําไมดี pH ในดิน 4.7-7.6 และอุณหภูมิตํ่าสุดและสูงสุดที่เชื้อ
ยังคงสามารถทําใหเกิดโรคคือ 11 องศาเซลเซียส และ 22-25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ระยะที่มัน
ฝร่ังออนแอตอโรคคือประมาณ 7 วันกอนเร่ิมสรางหัว และ 21-28 วันหลังจากเร่ิมสรางหัว (de 
Bore, 2000; Kole,1954) นอกจากนี้ S. subterranea ยังเปนพาหะนําเช้ือ Potato mop top virus 
โดยไวรัสจะติดมากับ cystosori และเขาทําลายพืชผานทาง zoospore (CPC,2007; Stevenson et 
al., 2004) 

 
4.2.2  การประเมินศกัยภาพการเขามา ดํารงชีพอยางถาวรและการแพรระบาด 

             1)  ประเมินโอกาสการเขามาของ S. subterranea กับหวัมันฝรั่ง   
  โอกาสการเขามา ปานกลาง-สูง 

     การระบาดของศัตรูพืชอยางรุนแรงในแหลงผลิต เชื้อ  S. subterranea พบ
ระบาดทั่วไปในพ้ืนที่ปลูกมันฝร่ังทั่วโลก และมีการระบาดอยางรุนแรงในประเทศในแถบพื้นที่ทาง
ตอนเหนือของยุ โ รป  ซึ่ ง เปนแหลงผลิตหัวพันธุมันฝ ร่ังส งออกมายังประเทศไทย  เชน 
สหราชอาณาจักร (สก็อตแลนด) และเนเธอรแลนด นอกจากนี้ประเทศอ่ืนๆที่สงหัวพันธุมันฝร่ังมายัง
ประเทศไทยก็มีการรายงานพบโรคนี้ (CPC,2007) โอกาสการเขามาของ  S. subterranea  ข้ึนอยูระดับ
ความรุนแรงของโรคในแหลงผลิต  แหลงผลิตที่มีสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการเกิดโรค มีการ
ระบาดอยางรุนแรง เชน สก็อตแลนด จึงมีโอกาสสูงที่จะมีโรคติดมากับหัวมันฝร่ัง สวนแหลงผลิตที่
มีสภาพภูมิอากาศแหงแลง และอุณหภูมิคอนขางสูงไมเหมาะตอการเกิดโรค เชน อิสราเอล โอกาส
ที่เชื้อจะติดมาจึงอยูในระดับตํ่า 

- การจัดการศัตรูพืช ณ แหลงผลิต 
     เช้ือ S. subterranea  อาศัยและเขาทําลายสวนของพืชที่อยูใตดิน ดังนั้น

การจัดการศัตรูพืชในแปลงผลิตจึงทําไดยาก ในปจจุบันยังไมมีสารเคมีหรือวิธีการอื่นใดที่ใชกําจัด
เชื้อที่ติดมากับหัวมันฝร่ังหรือในดินที่ไดผลดี  การระบาดของโรคจะเกิดข้ึนอยางรุนแรงเมื่อสภาวะ
แวดลอมเหมาะสมและพืชออนแอตอโรค(CPC,2007; Stevenson et al., 2004) ขบวนการคัดแยก
หลังการเก็บเกี่ยวสามารถลดจํานวนหัวมันฝร่ังที่ติดเชื้อไดแตก็ไมสามารถคัดออกไดทั้งหมด จะเห็น
ไดจากผลการตรวจพบที่จุดนําเขามีปริมาณหัวเปนโรคติดมาจํานวนมาก 

- ชวงวงจรชีวติของ S. subterranea  ซึง่มีโอกาสปะปนเขามากับหัวมันฝร่ัง ภาชนะ
บรรจุหรือพาหนะขนสง หัวมนัฝร่ังเปนเสนทางหลักในการแพรกระจายโรคในระยะไกลโดยที่เช้ือ
สามารถติดมากับหัวมนัฝร่ังและดินในรูปของ cystosori ซึ่งเปนสปอรที่พักตัว และสามารถทนตอ
สภาพแวดลอมไดดี (CPC,2007; Stevenson et al., 2004) 
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-  การรอดชีวิตของ S. subterranea  ภายใตสภาวะแวดลอมขณะขนสง 
          สภาพการขนสงหัวพันธุมันฝร่ังสวนใหญขนสงมาในตูคอนเทนเนอร

ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลซียส และมีความชื้นตํ่า ซึ่งในสภาพเชนนี้สปอรของเช้ือสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดตลอดระยะเวลาขนสง 

-  ความยากงายในการตรวจพบที่จุดนําเขา 
        หัวมันฝร่ังที่ติดเช้ืออยางรุนแรงจะแสดงอาการเปนตุมนูนสีน้ําตาลขนาด

ประมาณ 2 มิลลิเมตร (Stevenson et al., 2004) ซึ่งสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา ถึงแมวา
ลักษณะอาการของโรคจะสามารถตรวจพบไดงาย แตเนื่องจากลักษณะการบรรจุหัวพันธุมันฝร่ัง
เปนกระสอบๆละ 25 กิโลกรัมในตูคอนเทนเนอรขนาดความจุ 23.5 ตัน และปริมาณนําเขาในแตละ
คร้ัง ต้ังแต  1-10 ตูข้ึนไป ทําใหการตรวจที่จุดนําเขาไมสามารถสุมตรวจไดอยางทั่วถึง นอกจากนี้
สปอรของเช้ืออาจติดมากับดินหรือหัวมันฝร่ังที่ปกติได ดังนั้นจึงมีความเส่ียงสูงที่เช้ืออาจเล็ดลอด
จากการตรวจที่จุดนําเขา 

-   ปริมาณและความถี่ทีน่ําเขา 
        ประเทศไทยนาํเขาหัวพันธุมนัฝร่ังจากหลายประเทศจํานวน 40-60 คร้ัง 

เปนปริมาณสงูถึง 4,000-5,000 ตันตอป ดังนัน้จึงมีความเส่ียงสูงทีเ่ชือ้จะติดมากับหัวมนัฝร่ังได 
2) ประเมินศกัยภาพการดํารงชีพอยางถาวร  
โอกาสการดํารงชีพอยางถาวร   ตํ่า 

-  การมีพืชอาศัย จํานวนและชนิดของพืชอาศัย 
S. subterranea  มีพืชอาศัยแคบ คือ มันฝร่ัง มะเขือเทศ พริกและยาสูบ 

และพืชอาศัยที่เช้ือสามารถอยูครบวงวรชีวิตไดเพียงชนิดเดียวคือ มันฝร่ัง (CPC,2007; Stevenson 
et al., 2004)     

-  ความเหมาะสมของสภาพแวดลอม 
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเกิดโรคคืออุณหภูมิตํ่าและดินที่

ระบายน้ําไมดี pHในดินประมาณ 4.7-7.6 (de Bore,2000) อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการเขา
ลายรากพืชคือ 16-17 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิตํ่าสุดและสูงสุดที่เช้ือยังคงสามารถทําใหเกิด
โรคคือ 11 องศาเซลเซียส และ 22-25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Kole;1954) Ledingham (1935) 
รายงานวาเช้ือสามารถเขาทําลายรากของมันฝร่ังไดดีหลังจากปลูกในดินที่มี cystosori เปนเวลา 2 
สัปดาห ที่อุณหภูมิ 18.3 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่มันฝร่ังออนแอตอโรคคือประมาณ 7 วันกอน
เร่ิมสรางหัว และ 21-28 วันหลังจากสรางหัว (de Bore,2000) สภาพอากาศของประเทศไทยในชวง
ระยะเวลาที่ปลูกมันฝร่ังในเดือนธันวาคมถึงมีนาคมมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 19-28 องศาเซลเซียส 
แตโดยทั่วไปจะมีอุณหภูมิในตอนกลางวันเฉล่ียสูงกวา 25 องศาเซลเซียส และปริมาณน้ําฝนนอย 
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(0.1-0.9 มิลลิเมตร) (กรมอุตุนิยมวิทยา 2551)  ประกอบกับพื้นที่ปลูกมันฝร่ังสวนใหญจะเปนดิน
รวน น้ําไมขัง ดังนั้นสภาพแวดลอมของประเทศไทยจึงไมเหมาะสมตอการเกิดโรค 

-  ความสามารถในการปรับตัวของศัตรูพืช 
จากการสืบคนขัอมูลไมมีรายงานเกี่ยวกับความสามารถในการปรับตัว

ใหเขากับสภาพแวดลอมของ S. subterranea  แตจากการสังเกตวาประเทศไทยนําเขาหัวพันธุมัน
ฝร่ังที่มีเช้ือ S. subterranea  ติดเขามาเปนเวลานาน แตจาการสํารวจโรคของมันฝร่ังยังไมมี
รายงานพบโรคนี้ จึงสันนิษฐานไดวาเช้ือ S. subterranea  ไมสามารถปรับตัวใหเขากับ 
สภาพแวดลอมของ ประเทศไทยได หรือมีศักยภาพในการปรับตัวตํ่า    

-  วิธกีารมีชวีติอยูรอดของศัตรูพืช 
       S. subterranea สามารถอยูรอดในรูป cystosori ซึ่งเปนสปอรอยูใน

ระยะพักสามารถอยูในดินไดนานกวา 6 ป และสามารถมีชีวิตรอดผานทอทางเดินอาหารของสัตว
เล้ียง สปอรจะงอกตอเมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมและไดรับการกระตุนจากรากของพืชอาศัย 
(CPC,2007; Stevenson et al., 2004) 

3) ประเมินโอกาสการแพรระบาดของ S. subterranea  ในประเทศไทย 
 โอกาสแพรระบาด  ปานกลาง 
 -  การกระจายตัวของพชือาศัย 

S. subterranea  มีพืชอาศัยที่สามารถอยูครบวงวรชวีติไดเพียงชนิด
เดียวคือ มนัฝร่ัง และ มนัฝร่ังที่ปลูกในประเทศไทยเปนพนัธุ Atlantic และ Spunta ซึง่คอนขาง
ออนแอตอโรค powdery scab (Falloon,1993) พื้นที่ปลูกมันฝร่ังในประเทศไทย จํากัดอยูเฉพาะ
ภาคเหนือและภาคตะวันออก เฉียงเหนือ คือในจังหวัดเชยีงใหม เชียงราย ลําพูน ลําปาง ตาก 
สกลนครและหนองคาย   

-  ความสามารถในการขยายพันธุ   
ภายในแผลสะเก็ดบนหัวมันฝร่ังที่ติดเช้ือจะเต็มไปดวย cystosori ซึ่ง

ประกอบไปดวย 500-1000 cyst  เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมและมีพืชอาศัย   cyst จะสราง 
primary zoospore ซึ่งจะเขาทําลายรากพืชและสราง secondary zoospore ซึ่ง สามารถเขา
ทําลายรากพืชและหัวมันฝร่ังและสราง secondary zoospore ตอไป (Ledingham,1935 ; 
Kole,1954) 

-  วิธกีารแพรกระจาย 
 สปอรของเช้ือสามารถเคล่ือนยายในระยะไกลโดยติดไปกลับหัวมันฝร่ัง 

ดินหรือเคร่ืองมือทางการเกษตร การเคล่ือนยายดินหรือหัวมันฝร่ังจากแหลงที่เปนโรคสามารถ
แพรกระจายเช้ือไดดี หากเกษตรกรนําหัวพันธุจากแหลงเปนโรคไปใชทําพันธุตอในฤดูตอไป 
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นอกจากนี้เช้ืออาจแพรกระจายไปกับน้ําฝนหรือน้ําชลประทานท่ีใชเพาะปลูกได (CPC,2007; 
Stevenson et al., 2004) 

-  ศัตรูธรรมชาติ 
จากขอมูลทางชีววทิยาไมมีศัตรูธรรมชาติของเชื้อ S. subterranea       

 -  ส่ิงกีดขวางโดยธรรมชาติ 
ลักษณะภูมิประเทศของประเทศไทยไมมีส่ิงกีดขวางทางธรรมชาติเชน 

ภูเขา ทะเล หรือทะเลทราย ที่สามารถสกัดกั้นการแพรกระจายของเช้ือได 
 4.2.3 การประเมินผลกระทบทางเศรษฐกิจ  

ผลกระทบทางเศรษฐกิจ  ปานกลาง 
 ความสูญเสียดานเศรษฐกิจไมมีความสําคัญในมันฝร่ังบริโภคสด เมื่อหัวมันฝร่ังที่
จําหนายในตลาดไมไดมีการลางหัว เนื่องจากโรคปรากฏอยูเพียงบริเวณผิวของหัวมันฝร่ัง ซึ่ง
สามารถปอกเปลือกออกได แตในปจจุบันมีความนิยมลางหัวมันฝร่ังสําหรับจําหนายเพื่อบริโภคสด 
หัวมันฝร่ังที่มีอาการ scab ไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค แตในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรคอยาง
รุนแรง เชน สก็อตแลนด มีรายงานความสูญเสียถึง 6-8 ลานปอนดในป 1998 นอกจากนี้ประเทศที่
ผลิตหัวพันธุมันฝร่ังเพื่อการสงออก ประสบปญหาเนื่องจากประเทศผูซื้อไมตองการหวัพนัธุมนัฝร่ังที่
มีโรค powdery scab  ในบางพื้นที่เกษตรกรจําเปนตองยกเลิกการผลิตมันฝร่ังเพื่อใชทําพันธุ 
เนื่องจากมีสปอรของเชื้อปนเปอนในดิน (Wale,2000) 

สําหรับประเทศไทยหากเช้ือ S. subterranea เขามาระบาดทําความเสียหาย 
แมวาผลกระทบจะเกิดข้ึนเฉพาะกับมันฝร่ัง แตจากคุณสมบัติของสปอรของเช้ือที่สามารถคงทนอยู
ในดินไดเปนเวลานาน และยากตอการกําจัดใหหมดไป อาจทําใหพื้นที่ที่มีเชื้ออยูในดินไมสามารถ
ปลูกมันฝร่ังได นอกจากนี้ S. subterranea ยังเปนพาหะของ Potato mop top virus ซึ่งเปนโรคที่
ทําใหตนมันฝร่ังแคระแกรน ชะงักการเจริญเติบโต และภายในหัวมันฝร่ังเกิดอาการแผลสีน้ําตาล 
(spraing) และยังเปนเสนทางใหเชื้อโรคชนิดอ่ืนๆ แอบแฝงติดไปกับหัวพันธุมันฝร่ังดวย   เชนเช้ือรา 
Phytophthora  infestans, P. erythroseptica, Fusarium spp. และ Colletotrichum coccodes 
เปนตน (CPC,2007; Stevenson et al., 2004) 

 
4. 3 การจัดการความเสี่ยงศัตรูพืช 
 มาตรการจัดการความเส่ียง S. subterranea ที่ติดมากับหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาจาก
ตางประเทศ 
 1. มาตรการท่ัวไป 
  1.1 การประเมินวิธีการผลิตและตรวจรับรอง 
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        กําหนดใหมีระบบการตรวจประเมินเพื่อการยอมรับ (accreditation system) 
เกี่ยวกับกระบวนการผลิตหัวพันธุและกระบวนการออกใบรับรองสุขอนามัยพืช  

   1.1.1 การตรวจประเมินกระบวนการผลิตหัวพันธุ (Seed Certification Scheme) 
ณ ประเทศตนทาง เพื่อใหเช่ือมั่นวามีกระบวนการผลิตที่ไดมาตรฐาน มีการตรวจสอบและจัดการ
ศัตรูพืชในแปลงผลิต ตรงตามเกณฑมาตรฐานคุณภาพหัวพันธุ  และปราศจากศัตรูพืชกักกัน 

  1.1.2  การตรวจประเมินกระบวนการออกใบรับรองสุขอนามัยพืชกอนการสงออก 
1) ตรวจสอบความพรอมหองปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคพืช ทั้งดาน    

เคร่ืองมืออุปกรณและบุคลากร 
2) ตรวจสอบมาตรฐานการสุมตัวอยางหัวพันธุ เพื่อการตรวจสอบศัตรูพืช 
3) ตรวจสอบเกณฑการคัดหัวพันธุใหมีเช้ือ S. subterranea และดินไมเกิน

เงื่อนไขที่กําหนด 
4) ตรวจสอบการจัดการศัตรูพืชกับหัวพันธุกอนการออกใบรับรองสุขอนามยั

พืช 
  1.2    การผลิตและการรับรอง 
   1.2.1 หัวพันธุมันฝร่ังตองผานการตรวจรับรองตามขอกําหนดที่ระบุไวในมาตรฐาน
การผลิตและรับรองหัวพันธุมันฝร่ัง (Seed Potatoes Certification Standard) 
   1.2.2  หัวพันธุมันฝร่ังตองผานการตรวจรับรองวาปราศจากศัตรูพืชกักกัน 
 1.3   ขอกําหนดสําหรับดิน 
   - ดินที่มีลักษณะเปนผงติดมากับหัวมันฝร่ัง ตองมีน้ําหนักไมเกิน 100 กรัมตอ
หัวมันฝร่ังน้ําหนัก 100 กรัม สําหรับดินที่มีลักษณะเปนกอนติดบนหัวมันฝร่ังครอบคลุมพื้นที่ผิวเกิน
กวา 20% มีไดไมเกิน 5% จากหัวมันฝร่ังจํานวน 600 หัว 
   แมวาดินเปนส่ิงตองหามตามเปนส่ิงตองหาม ตามประกาศกระทรวงเกษตรและ
สหกรณ เร่ือง กําหนดพืช และพาหะ เปนส่ิงตองหาม ขอยกเวนและเงื่อนไขตามพระราชบัญญัติกัก
พืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 5) พ.ศ. ลงวันที่ 26 เมษายน 2550   แตเนื่องจากหัวมันฝร่ังเปนสวนที่อยูใต
ดิน   ในทางปฏิบัติจึงไมสามารถกําหนดเงื่อนไขใหปราศจากดินได ดังนั้นเพื่อความชัดเจนในการ
ปฏิบัติจึงตองกําหนดมาตรรฐานสําหรับระดับที่ยอมรับไดของดินที่ติดมากับหัวพันธุมันฝร่ัง   
   ตามมาตรฐานแหงชาติสําหรับการรับรองหัวพันธุมันฝร่ังของประเทศออสเตรเลีย 
(National Standard for Certification of Seed Potatoes) กําหนดมาตรฐานสําหรับดินไววาหัว
พันธุมันฝร่ังตองปราศจากดินเทาที่จะสามารถปฏิบัติได (practically free of soil) (APIC,2001) 
สวนมาตรฐานของกลุมประเทศยุโรป United Nations Economic Commission for Europe : 
UNECE  กําหนดวาดินและส่ิงเจือปนอ่ืน (earth and extraneous matter) ตองมีไมเกิน 2% โดย
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น้ําหนัก(UNECE,2005) มาตรฐานการผลิตหัวพันธุมันฝร่ังของประเทศสหรัฐอเมริกา (U.S. 
Standards for Grades of Seed Potatoes) มีขอกําหนดเกี่ยวกับดินโดยแยกเปน ดินที่มีลักษณะ
เปนผง (loose soil) มีไดไมเกิน 0.5 % โดยน้ําหนัก  สําหรับดินที่มีลักษณะเปนกอนติดบนหัวมัน
ฝร่ัง ( caked soil) ครอบคลุมพื้นที่ผิวเกินกวา 25% มีไดไมเกิน 10% จากจํานวนหัวมันฝร่ัง 
(USDA,1997) 
 1.4   ขอกําหนดสําหรับเชื้อ S. subteranea 
   1.4.1 หัวพันธุมันฝร่ังจะตองผานการตรวจลักษณะอาการที่เกิดจากเช้ือ S. 
subteranea โดยหนวยงานที่รับผิดชอบ โดยกําหนดใหระดับที่ยอมรับไดสําหรับอาการที่เกิดจาก
เชื้อ S. subteranea คือ 
   หัวพันธุมันฝรั่งจากสก็อตแลนด : 
   หัวพันธุมันฝร่ังจํานวนไมเกิน 1.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของหัวพันธุมันฝร่ังซึ่ง
แสดงอาการของโรคครอบคลุมพื้นที่ผิว 5 เปอรเซ็นตของหัวมันฝร่ัง 
   หัวพันธุมันฝรั่งจากประเทศอ่ืนๆ :  
   หัวมันฝร่ังที่แสดงอาการของโรคที่สามารถตรวจพบได (5 แผลหรือมากกวาตอหัว) 
ตองมีไมเกิน 2% 
   1.4.2  เมื่อหัวพันธุมันฝร่ังมาถึงประเทศไทย เจาหนาที่กักกันพืชจะตองสุม
ตัวอยางจํานวนอยางนอย 600 หัว เพื่อตรวจโรค powdery scab วาไมเกินระดับที่กําหนด 
   1.4.3  หลังจากอนุญาตใหนําหัวพันธุมันฝร่ังไปปลูก  เจาหนาที่กักกันพืชจะตอง
ติดตามตรวจสอบ ในแปลง เพื่อเฝาระวัง การระบาดของโรค powdery scab 
 แมวา เช้ือ Spongospora subterranea เปนศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย แตพบระบาด
ทั่วไปในแหลงปลูกมันฝร่ังทั่วโลก  ทําใหไมสามารถจะนําเขาจากแหลงที่ปราศจากเช้ือได ประกอบ
กับผลการวิเคราะหความเส่ียง เช้ือ Spongospora subterranea พบวามีโอกาสการเจริญและต้ัง
รกรากในประเทศไทยต่ํา แตก็นับวายังมีความเส่ียงอยู  ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองกําหนด
มาตรการควบคุมโดยกําหนดระดับที่ยอมรับไดของโรค powdery scab บนหัวพันธุมันฝร่ังใหอยูใน
ระดับตํ่า เมื่อเปรียบเทียบกับมาตรฐานของกลุมประเทศยุโรป United Nations Economic 
Commission for Europe: UNEC ซึ่งกําหนดเกี่ยวกับโรค powdery scabไวคือตองมีหัวพันธุมัน
ฝร่ังไมเกิน 3% โดยน้ําหนักของหัวพันธุมันฝร่ังซึ่งแสดงอาการโรคครอบคลุมพื้นที่ผิวเกินกวา 10% 
ของหัวมันฝร่ัง  (UNECE,2005) 

สรุปผลการทดลอง 
จากการสุมตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังที่นําเขาในป 2548-2550 ตรวจพบเช้ือ S. subterranea 

ติดมากับหัวพันธุมันฝร่ังจากสก็อตแลนด และออสเตรเลีย เมื่อทดสอบการเกิดโรคโดยนําหัวพันธุ
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มันฝร่ังที่เปนโรคไปปลูกทดสอบ  และติดตามตรวจสอบการเกิดโรคในแปลงเกษตรกรที่ใชหัวพันธุ
มันฝร่ังที่เปนโรค  ผลการตรวจไมพบโรคทั้งในสถานที่ทําการทดลอง และในแปลงเกษตรกร  

การประเมินศักยภาพในการเขามา การดํารงชีพอยางถาวรและการแพรระบาด รวมทั้ง
ผลกระทบทั้งทางเศรษฐกิจและส่ิงแวดลอมพบวา เช้ือ S. subterranea มีศักยภาพปานกลางถึงสูง 
ในการติดเขามากับหัวพันธุมันฝร่ัง ศักยภาพในการตั้งรกรากอยางถาวรอยูในระดับตํ่าและแพร
ระบาดของเชื้อในประเทศไทยอยูในระดับปานกลาง แตอยางไรก็ดี เมื่อพิจารณาถึงผลกระทบทาง
เศรษฐกิจ และสิ่งแวดลอม หากเช้ือ S. subterranea เขามาระบาดทําความเสียหายในพื้นที่ผลิต
มันฝร่ังของประเทศไทย ผลกระทบโดยตรง นอกจากจะทําใหผลผลิตมันฝร่ังลดลง ยังทําใหคุณภาพ
ไมเหมาะสมตอการบริโภค และไมเปนที่ตองการของโรงงานอุตสาหกรรม สวนผลกระทบดาน
ส่ิงแวดลอมคือ สปอรของเช้ือสามารถคงทนอยูในดินไดเปนเวลานาน ทําใหพื้นที่ที่มีการระบาดไม
สามารถปลูกมันฝร่ังได และการกําจัดเช้ือในดินตองใชสารเคมีที่มีความเขมขนสูงอาจทําใหเกิดพิษ
ตกคางในดินหรือส่ิงแวดลอมได 

จากผลการประเมินความเสี่ยงของเช้ือ  S. subterranea แสดงใหเห็นถึงความจําเปนที่
ตองมีมาตรการจัดการความเส่ียงใหอยูในระดับที่ยอมรับได โดยกําหนดใหประเทศที่ตองการสงหัว
พันธุมันฝร่ังมายังประเทศไทยจะตองมีการจัดการโรค powdery scab ต้ังแตในแปลงปลูก และใน
ขบวนการเก็บเกี่ยวตองมีการคัดแยกหัวที่เปนโรค และ จะตองมีการตรวจรับรองโรค powdery 
scab โดยหนวยงานที่มีหนาที่รับผิดชอบ ตามเงื่อนไขของประเทศไทยกอนที่จะมีการสงออก 
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ภาคผนวก 
 

ตารางที่ 1  ผลการตรวจ powdery scab  ในหวัพันธุมันฝรั่งที่นาํเขาจากตางประเทศ 
 

ผลการตรวจพบ powdery scab 

ประเทศ ป 
ปริมาณนําเขา 

รายการ/น้ําหนัก (ตัน) 
เกินเง่ือนไขท่ีกําหนด* 

รายการ/นํ้าหนัก (ตัน) 
ไมเกินเง่ือนไขท่ีกําหนด 
รายการ/นํ้าหนัก (ตัน) 

สกอตแลนด 48 
49 
50 

30/3,372 
30/2,282 
18/1,974 

1/7.5 
- 

1/141 

11/1,543 
14/12,95 
10/893 

ออสเตรเลีย 48 
49 
50 

13/1,174 
14/1,574 
14/1,001 

1/70.5 
- 
- 

3/94 
3/141 

3/117.5 
เนเธอรแลนด 48 

49 
50 

3/150 
3/162 
3/211 

ไมพบ ไมพบ 

อิสราเอล 48 
49 
50 

1/50 
- 
- 

ไมพบ ไมพบ 

นิวซีแลนด 48 
49 
50 

- 
1/24 
2/69 

ไมพบ ไมพบ 

แคนาดา 48 
49 
50 

- 
2/258 

- 

ไมพบ ไมพบ 

*เงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุมันฝร่ังจากประเทศออสเตรเลียกําหนดระดับที่ยอมรับ
ไดสําหรับโรค  powdery scab  วาตองมีหัวพันธุมันฝร่ังจํานวนไมเกิน 2 เปอรเซ็นตซึ่งแสดงอาการ
ของโรคที่สามารถตรวจพบได(ระดับของโรค powdery scab ซึ่งแสดงอาการที่สามารถตรวจพบได
คือจํานวน 5 รอยแผลหรือมากกวาตอหัว) 

เงื่อนไขการนําเขาหัวพันธุมันฝร่ังสก็อตแลนดกําหนดระดับที่ยอมรับไดสําหรับโรค  
powdery scab  วาตองมีหัวพันธุมันฝร่ังจํานวนไมเกิน 1.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของหัวพันธุมัน
ฝร่ังซึ่งแสดงอาการของโรคครอบคลุมพื้นที่ผิว 5 เปอรเซ็นตของหัวมันฝร่ัง  
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ภาพที่  1   การตรวจศัตรูพืชในหวัพนัธุมนัฝร่ังทีน่าํเขาจากตางประเทศ 
    ก    การสุมตัวอยางหวัพนัธุมนัฝร่ัง ณ ดานนําเขา   
    ข    การตรวจศัตรูพืชในหองปฏิบัติการ  

 ก  ข 

ภาพที่ 2  ลักษณะอาการโรค  powdery scab  
  บนหวัมนัฝร่ัง 

   
 

ภาพที่ 3  cystosori ของเชือ้  S.  subterranea   
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ภาพที่ 4   การทดสอบศักยภาพการเกิดโรค 
   Powdery scab 
 

ภาพที่ 5   การติดตามตรวจสอบโรคในแปลง 
   ผลิตมันฝร่ังของเกษตรกร 
 

ภาพที่ 6   ลักษณะอาการของโรค common   
Scab สาเหตุจาก Streptomyces sp. 

 

ภาพที่ 7   ลักษณะของเช้ือ Streptomyces  
     sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ    
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชขององุน 
นําเขาจากประเทศชิลี 

Study on Pest Risk Analysis for the Importation of Table Grape  
from Chile 

 
ชลธชิา  รักใคร    อุดร  อุณหวุฒิ   สุรพล  ยินอัศวพรรณ   นงพร มาอยูดี 

ณัฏฐพร  อุทยัมงคล   อดุลยรัตน  แคลวคลาด   อลงกต  โพธิ์ดี  
กลุมวิจัยการกักกนัพืช     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 

 
บทคัดยอ 

ประเทศชิลีเปนแหลงผลิตองุนใหญเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากอิตาลีซึ่งมีผลผลิตในป
ดังกลาวปริมาณ 860,000 ตัน  องุนที่ผลิตในชิลีมีทั้งหมด 35 สายพันธุผลผลิต ทั้งหมดเปนองุนไร
เมล็ดคิดเปน 36.7% ขององุนไรเมล็ดทั่วโลกผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและ
จากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของ พบวามีศัตรูพืชรวมทั้งส้ินจํานวน 371 ชนิด เปนแมลง 176 
ชนิด ไร 10 ชนิด ไวรัส 33 ชนิด  ไวรอยด 6 ชนิด แบคทีเรีย 4 ชนิด เช้ือรา 60  ชนิด  ไสเดือนฝอย 
14 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 ชนิด และวัชพืช 66 ชนิด  ผลการประเมินความเส่ียงศัตรูพืชแลวมีความ
จําเปนอยางยิ่งที่ตองปรับมาตรการในการควบคุมการนําเขาใหม กรณีที่เปนแมลงศัตรูพืชกักกันที่มี
ความเสี่ยงสูงกําหนดใหรมยาดวย Methyl bromideที่ประเทศตนทางกอนการสงออก หรือจะรม
เมื่อสินคามาถึงประเทศปลายทางกอนการนําเขาก็ได กรณีเช้ือสาเหตุโรคพืชหลายชนิดนั้น เชนโรค 
Pierce’s disease ที่เกิดจากเช้ือ Xylella fastidiosa ผลการประเมินความเสียงจะออกมาในระดับ
ตํ่าเพราะไมติดมากับผลสด ที่นําเขา และพบวาโรคนี้อยูไดไมเกิน 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิตํ่า ดังนั้น
องุนที่จะสงออกมาประเทศไทยตองเก็บรักษาที่โรงงานบรรจุเอาไวกอนการสงออก 1-2 วัน ที่
อุณหภูมิ 1-3C  และสําหรับวัชพืชทีมีรายงานการแพรระบาดในแปลงผลิตใหมีการจัดการในแปลง
ผลิตและใหมีการตรวจสอบกอนการสงออกทั้งนี้ในการนําเขาผลสดตองไมมีกิ่งกานและใบติดเขา
มาดวย เมื่อสินคาทั้งหมดมาถึงประเทศไทยจะตรวจสอบเอกสารนําเขากอนและจะสุมตัวอยางเพื่อ
ตรวจสอบศัตรูพืชหากไมพบจึงจะอนุญาตใหนําเขามาจําหนายในประเทศไทยได 

 

 

 
รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-02-01-51 
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คํานํา 
พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) 

พ.ศ. 2542  องุนผลสดที่นําเขาจากตางประเทศทุกประเทศรวมทั้งจากชิลีจัดเปนส่ิงไมตองหาม 
(unprohibited materials)เพียงแตแจงการนําเขาโดยไมตองมีการขออนุญาตกอนนําเขา หรือมี
ใบรับรองปลอดศัตรูพืชกํากับมา และไมตองมีคํารับรองพิเศษเพิ่มเติมแตอยางใด จึงมีความเส่ียงที่
จะมีเชื้อโรคแมลงศัตรูพืชติดเขามาจําเปนอยางยิ่งที่จะตองดําเนินการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช 
(pest risk analysis) ของพืชนําเขา ดวยวิธีการตามความตกลงวาดวยการใชมาตรการสุขอนามัย
และสุขอนามัยพืช(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary 
Agreement:SPS ) และใชวิธีการข้ันตอนตามมาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช 
ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกันรวมทั้งการวิเคราะหความ
เส่ียงทางสภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : Pest risk analysis for quarantine pest including 
analysis of environmental risk )โดยมีวัตถุประสงค เพื่อใหทราบวามีศัตรูพืชชนิดใดบางเปน
ศัตรูพืชกักกันและ นํามาพิจารณาหามาตรการเพ่ือจัดการความเส่ียงศัตรูพืชชนิดนั้น ๆ และกําหนด
เปนมาตรการทางดานกฎหมายและทางวิชาการในการควบคุมการนําเขาตอไป หรือเปลี่ยนแปลง
สถานภาพของพืชนําเขาใหเปนส่ิงตองหามหรือส่ิงกํากัดตามพระราชบัญญัติกักพืชพ.ศ. 2507  

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. องุนผลสดทีน่าํเขาจากประเทศชิลี 
2. กลองจุลทรรศน (Stereo microscope) 
3. แผนบันทึกขอมูลศัตรูพืช 
4. วัสดุและอุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช/ศัตรูพืช 
5. หนงัสือ และ วารสารทัง้ในประเทศและตางประเทศ 
6. เอกสารจากมาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การ

วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพชืกักกนัรวมทั้งการวเิคราะหความเส่ียงทาง
สภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : Pest risk analysis for quarantine pest including 
analysis of environmental risk ) 

7. วัสดุและอุปกรณคอมพิวเตอรสําหรับการสืบคนขอมูล 
8. วัสดุอุปกรณรวมทัง้สารเคมทีี่ใชในหองปฏิบัติการ 
9. ดินผสม ปุย สารเคมีกําจัดศัตรูพืช 
10. โรงปลูกพชื 
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วิธีการ 
1. รวบรวมขอมูลทั่วไปของพืช 
2.  รวบรวมขอมลูศัตรูพืชที่มีรายงานในตางประเทศ เปรียบเทียบกับขอมูลในประเทศ 
3.  เก็บตัวอยางและตรวจสอบศัตรูพืชที่ติดมากับพชืนาํเขา ณ จุดทีม่ีการนําเขา 
4.   สํารวจ ติดตามและตรวจสอบศัตรูพืชภายหลังการนําเขาในแหลงปลูก 
5.  วิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชทีม่ีศักยภาพเปนศัตรูพืชกักกนั 
6.   กําหนดมาตรการทางวชิาการ/ กฎหมาย เพื่อควบคุมการนาํเขา 
7.   สรุปผลและเขียนรายงาน 

เวลาและสถานที ่
 ระยะเวลาเร่ิมตน  ตุลาคม 2550 – กนัยายน 2552 ( 2 ป) 

หองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกนัพืช  และ  ดานตรวจพชื 
 

ผลและวจิารณการทดลอง 

องุน  มีชื่อวิทยาศาสตรวา Vitis vinifera Linn. จัดอยูในวงศ Vitidaceae เปนพืชลมลุก มี
ลักษณะเปนไมเล้ือย เนื้อแข็ง มีกิ่งกานเล็ก ตองเลื้อยเกาะกิ่งไม ใบกลม ขอบหยักเวาลึก 3 -7 พู 
โคนใบเวาหัวใจ ดอกออกเปนชอแยกแขนง ดอกยอยขนาดเล็กสีเขียว โคนเช่ือมติดกัน ปลายแยก 5 
กลีบ ผลออกเปนพวง ผลยอยรูปกลมรี ฉํ่าน้ํา ผิวมีนวลเกาะ รสหวาน มีสีเขียว มวงแดง และมวงดํา 
แลวแตพันธุ มี 1-4 เมล็ด  สามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในเขตหนาว เขตกึ่งรอนกึ่งหนาว และเขต
รอน พันธุที่นิยมปลูก พันธุไวทมะละกา มี 2 สายพันธุ คือ ชนิดผลกลมและผลยาว ลักษณะชอใหญ
ยาว การติดผลดีผลมีสีเหลืองอมเขียว รสหวานแหลม เปลือกหนาและเหนียว ในผลหนึ่งๆ มี 1-2 
เมล็ด ชวงเวลาหลังจากตัดแตงกิ่งจนเก็บผลไดประมาณ 4 เดือนครึ่ง ปหนึ่งใหผลผลิต 2 คร้ัง 
ผลผลิตประมาณ 10-15 กิโลกรัม/ตน/คร้ัง พันธุคารดินัล มีลักษณะชอใหญ ผลดก ผลกลมคอนขาง
ใหญ มีสีแดงหรือมวงดํา รสหวาน กรอบ เปลือกบาง จึงทําใหผลแตกงายเมื่อผลแกในชวงฝนตกชุก 
ในผลหนึ่งๆ มีเมล็ด 1-2เมล็ด ชวงเวลาหลังจากตัดแตงกิ่งจนเก็บผลไดใชเวลา 3-3 เดือนคร่ึง ใน
เวลา 2 ป สามารถใหผลผลิตไดถึง 5 คร้ัง ผลผลิตประมาณ 10-15 กิโลกรัม/ตน/คร้ัง  เขตปลูกองุน
ของโลกนั้นกวางมาก สามารถปลูกไดในพื้นที่สูงต้ังแตระดับน้ําทะเลจนถึงระดับความสูง 6,000 ฟุต 
แตแหลงปลูกองุนที่มีคุณภาพดี มักอยูในระดับความสูงจากระดับน้ําทะเลประมาณ 1,000 - 4,000 
ฟุต  ตามราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติมโดย พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 
2542    องุนจากทุกแหลงทั่วโลกเดิมจัดเปนส่ิงไมตองหาม  ข้ันตอนการนําเขาซ่ึงส่ิงไมตองหาม จึง
เพียงแตใหแจงการนําเขาตอพนักงานเจาหนาที่ ณ ดานตรวจพืชที่นําเขาเทานั้น ผลการศึกษา
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เบ้ืองตนของการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชไดจัดใหองุนเปนส่ิงตองหาม ในข้ันตอนการจัดกลุม
ศัตรูพืช (Pests categorization) นั้น พบวา มีส่ิงมีชีวิตทั้งที่เปนศัตรู/ไมเปนศัตรูขององุนรวมทั้งส้ิน
จํานวน 371 ชนิด เปนแมลง 176 ชนิด ไร 10 ชนิด ไวรัส 33 ชนิด  ไวรอยด 6 ชนิด แบคทเีรีย 4 ชนดิ   
เช้ือรา 60 ชนิด  ไสเดือนฝอย 14 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 ชนิด และวัชพืช 66 ชนิด จําเปนอยางยิ่ง
ตองปรับเปล่ียนมาตรการสุขอนามัยที่ใชควบคุมการนําเขาองุนจากตางประเทศเน่ืองจากมีศัตรูพืช
กักกันหลายชนิดที่เปนศัตรูพืชรายแรงซ่ึงมีโอกาสติดกับองุนเขามาแพรระบาดในประเทศไทยได 
การจัดการความเส่ียงศัตรูพืชกักกัน (Risk management) ควรจะประกอบดวยมาตรการ ดังนี้ 
กรณี แมลง  มาตรการในการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่อาจติดมากับองุนนําเขาจากชิลีนั้นในกรณี
ที่เปนแมลงสัตรูพืชกักกันที่มีความเส่ียงตํ่า 9 ชนิด มีความเสี่ยงปานกลาง 4 ชนิดและมีความเสี่ยง
สูง 3 ชนิดกรณีที่มีความเส่ียงตํ่ากําหนดใหตรวจสอบกอนการสงออกที่ประเทศตนทาง ( Visual 
Inspection )ศัตรูพืชที่มีความเส่ียงในระดับปานกลางและสูงนั้นกําหนดใหรมยาดวย Methyl 
bromideโดยประเทศผูนําเขาจะกําหนดอัตรา และระยะเวลาในการรมยา และ/หรือใหเลือกวาจะ
ทําการรมยาที่ประเทศตนทางหรือจะรมเมื่อสินคามาถึงประเทศปลายทางกอนการนําเขา ในการรม
ยานั้นเพื่อปองกันมิใหศัตรูพืชกักกันเขามาแพรระบาดในประเทศไทยเพ่ือกําจัดแมลงไดโดยตรงซ่ึง
ดีกวาการตรวจสอบโดยตรงดวยสายตา (Visual Inspection) กรณีเชื้อสาเหตุ โรคพืช ขององุนที่
สําคัญเชนโรค Zonate leaf spot  ที่เกิดจากเช้ือ Cristulariella moricola นี้เกิดการแพรกระจาย
รุนแรงในสหรัฐอเมริกาป 1993และ 1996 แตปจจุบันในแคลิฟอรเนียไมพบแลว และไดทําการ
สํารวจเพื่อเฝาระวัง  ( Surveillance )หากเมื่อใดมีการตรวจพบเชื้อนี้จะตองแจงใหกรมวิชาการ
เกษตรทราบทันที โรค Pierce’s disease ทีเกิดจากเช้ือ Xylella fastidiosa, โรค Black               
measl esca ที่เกิดจากเช้ือสาเหตุ  Stereum hirsutum, โรค authum leaf spot ที่เกิดจากเช้ือ 
Metschnikowia pulcherrima โรคเหลานี้แมวาผลการประเมินความเสียงจะออกมาในระดับตํ่า
เพราะไมติดมากับผลแมวาจะเปนโรครายแรงก็ตามเชนโรค Pierce’s disease ทีเกิดจากเช้ือ 
Xylella fastidiosa เนื่องจากผลการวิจัยพบวาโรคนี้อยูไดไมเกิน 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิตํ่า ดังนั้นองุน
ที่จะสงออกมาประเทศไทยตองเก็บรักษาที่โรงงานบรรจุเอาไวกอนการสงออกที่อุณหภูมิ1-3     
องศาเซลเซียส อยางไรก็ตามองุนที่นําเขาหามมีใบองุน กิ่งหรือกานติดมากับผลองุนเด็ดขาดหาก
ตรวจพบจะโดนเผาทําลาย และกรณีวัชพืช การบรรจุหีบหอองุนจากสวนตองระมัดระวังมิใหเมล็ด
วัชพืชที่สําคัญทางกักกันพืชของประเทศไทยติดปะปนมากับองุนและทุกคร้ังที่มีการนาํเขาจะทาํการ
สุมตัวอยางเพ่ือการตรวจสอบ (Inspection) วัชพืชกักกันหากพบวามีการติดปะปนมากับองุน
นําเขาและไมมีวิธีกําจัดที่มีประสิทธิภาพสินคาชุดนั้นๆจะถูกยึดเผาทําลาย ถาประเทศผูสงออก
สามารถจัดการความเส่ียงไดครบสามารถสงองุนผลสดเขามาจําหนายที่ประเทศไทยได 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ประเทศชิลีเปนแหลงผลิตองุนใหญเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากอิตาลีซึ่งมีผลผลิตในป
ดังกลาวปริมาณ 860,000 ตัน  องุนที่ผลิตในชิลีมีทั้งหมด 35 สายพันธุผลผลิต ทั้งหมดเปนองุนไร
เมล็ดคิดเปน 36.7% ขององุนไรเมล็ดทั่วโลกผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและ
จากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของ พบวามีศัตรูพืชรวมทั้งส้ินจํานวน 371 ชนิด เปนแมลง 176 
ชนิด ไร 10 ชนิด ไวรัส 33 ชนิด  ไวรอยด 6 ชนิด แบคทีเรีย 4 ชนิด เช้ือรา 60  ชนิด  ไสเดือนฝอย 
14 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 ชนิด และวัชพืช 66 ชนิด  ดําเนินการสุมตัวอยาง องุนนําเขาจากชิลีได
ตัวอยาง 12 ตัวอยาง ยังไมพบศัตรูพืชที่สําคัญทางกักกันพืช ผลการประเมินความเส่ียงศัตรูพืชแลว
มีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองปรับมาตรการในการควบคุมการนําเขาใหม ในเบ้ืองตนกรณีที่เปน
แมลงศัตรูพืชกักกันที่มีความเส่ียงสูงนั้นกําหนดใหรมยาดวย Methyl bromideโดยใหเลือกวาจะทํา
การรมยาท่ีประเทศตนทางกอนการสงออก หรือจะรมเมื่อสินคามาถึงประเทศปลายทางกอนการ
นําเขา เพื่อกําจัดแมลงปองกันมิใหศัตรูพืชกักกันเขามาแพรระบาดในประเทศไทยได    กรณีเชื้อ
สาเหตุ โรคพืช เชนโรค Zonate leaf spot  ที่เกิดจากเชื้อ Cristulariella moricola นี้มีการ
แพรกระจายรุนแรงในสหรัฐอเมริกาป 1993และ 1996 แตปจจุบันไมพบแลว และไดทําการสํารวจ
เพื่อเฝาระวัง  ( Surveillance ) อยูประจํานั้น หากเมื่อใดมีการตรวจพบเชื้อนี้จะตองแจงใหกรม
วิชาการเกษตรทราบทันที สําหรับโรค Pierce’s disease ทีเกิดจากเช้ือ Xylella fastidiosa , โรค 
Black measl esca จากเช้ือสาเหตุ  Stereum hirsutum ,โรค authum leaf spot ที่เกิดจากเช้ือ 
Metschnikowia pulcherrima โรคเหลานี้แมวาผลการประเมินความเสียงจะออกมาในระดับตํ่า
เพราะไมติดมากับผลสด ที่นําเขา และพบวาโรคนี้อยูไดไมเกิน 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิตํ่า ดังนั้นองุนที่
จะสงออกมาประเทศไทยตองเก็บรักษาที่โรงงานบรรจุเอาไวกอนการสงออก 1-2 วัน ที่อุณหภูมิ          
1-3 องศาเซลเซียส  และสําหรับวัชพืชทีมีรายงานการแพรระบาดในแปลงผลิตใหมีการจัดการใน
แปลงผลิตและตรวจสอบกอนการสงออกทั้งนี้ในการนําเขาผลสดตองไมมีกิ่งกานและใบติดเขามา
ดวย เมื่อสินคาทั้งหมดมาถึงประเทศไทยจะตรวจสอบเอกสารนําเขากอนและจะสุมตัวอยางเพื่อ
ตรวจสอบศัตรูพืชหากไมพบจึงจะอนุญาตใหนําเขามาจําหนายในประเทศไทยได 
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชขององุน 
นําเขาจากประเทศออสเตรเลีย 

Study on Pest Risk Analysis for the Importation of Grape from Australia 
 

อลงกต  โพธิดี์    อดุลยรตัน  แคลวคลาด    วรัญญา  มาลี    วาสนา  ฤทธิไ์ธสง 
กลุมวิจัยการกักกนัพืช     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 

___________________________ 
 

บทคัดยอ 
 การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชขององุนนําเขาจากประเทศออสเตรเลีย ดําเนินการระหวาง
เดือนตุลาคม 2551 -กันยายน 2552 ณ กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
เพื่อทราบชนิดศัตรูพืชกักกันที่อาจติดมากับผลสดองุนนําเขาจากประเทศออสเตรเลีย และกําหนด
มาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสม ผลการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชขอมูลศัตรูพืช
ขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชขององุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนดิ ซึง่
เปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศออสเตรเลียจํานวน 120 ชนิด แบงเปน แมลง 45 ชนิด ไร 
9 ชนิด ไสเดือนฝอย 17 ชนิด หอยทาก 1 ชนิด เชื้อรา 20 ชนิด แบคทีเรีย 7 ชนิด ไวรัส 14 ชนิด และ
วัชพืช 7 ชนิด สําหรับศัตรูองุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 28 
ชนิด ไร 6 ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เช้ือรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 
ชนิด ซึ่งจะนําไปวิเคราะหในข้ันตอนตอไป 
 

คํานํา 

จากการที่ประเทศไทยเขาเปนสมาชิกขององคการการคาโลก (World Trade 
organization, WTO) ทําใหประเทศสมาชิกตองปฏิบัติตามขอตกลงวาดวยการใชมาตรการ
สุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Agreement of Application of Sanitary and Phytosanitary 
Measures, SPS Agreement) ซึ่งเปนมาตรการในการปกปองชีวิตมนุษย สัตวและพืช จากส่ิง
ปนเปอน สารพิษ หรือเช้ือโรคที่มีพืชหรือสัตวเปนตัวนํา เพื่อปองกันหรือจํากัดความเสียหายอัน
เนื่องศัตรูพืชที่อาจติดมากับสินคาเกษตรนําเขา สามารถเจริญเติบโต และแพรกระจายออกไปได 
ดังนั้นประเทศผูนําเขาจึงจําเปนตองมีการใชเทคนิคและวิธีการที่เหมาะสมและเปนที่ยอมรับตาม 

_____________________________________ 
รหัสการทดลอง   07-01-49-07-03-02-01-51 
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สากลประเทศ  โดยตองมีการทําการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเพื่อปองกันหรือกําจัดความ
เสียหายที่อาจเกิดข้ึน  ตองมีการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของสินคาเกษตร โดยใชเทคนิคและ
วิธีการที่เหมาะสม ที่พัฒนาโดยองคกรระหวางประเทศ 

องุน มีชื่อวิทยาศาสตรวา Vitis vinifera Linn. จัดอยูในวงศ Vitidacea ปจจุบันผลสดองุน
จากทุกแหลงจัดเปนส่ิงตองหามตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กําหนดพืช และ
พาหะจากแหลงที่กําหนดเปนส่ิงตองหาม ขอยกเวน และเงื่อนไขตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507 (ฉบับที่ 5) พ.ศ. 2550 การอนุญาตนําเขาเพื่อการคาจําเปนตองผานกระบวนการวิเคราะห
ความเส่ียงศัตรูพืชและกําหนดเงื่อนไขการนําเขาเสียกอน จากการศึกษารวบรวมขอมูลศัตรูพืชใน
เบ้ืองตนปรากฏวา มีศัตรูพืชรายแรงหลายชนิดที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทย ซึ่งศัตรูพืชเหลานี้มี
โอกาสที่จะติดเขามากับผลสดองุนนําเขาได หากประเทศไทยไมมีมาตรการสุขอนามัยพืชที่เขมงวด
แลว อาจกอใหเกิดปญหาของศัตรูพืชหลายชนิดที่ไมเคยพบในประเทศติดมากับสินคาที่นําเขา เกิด
การแพรกระจายและเพิ่มปริมาณจนเกิดเปนการระบาดของศัตรูพืชชนิดใหมข้ึน ซึ่งจะสงผลให
เกิดผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศอยางใหญหลวง ดังนั้นจึงไดดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยง
ศัตรูพืชขององุนนําเขา (เฉพาะผลสดเพื่อบริโภค) โดยมีวัตถุประสงคเพื่อใหไดรายชื่อศัตรูพืชที่มี
ศักยภาพในการเปนศัตรูพืชกักกัน และกําหนดมาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสม
สําหรับการนําเขาผลสดองุนจากประเทศออสเตรเลีย เพื่อใชเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรสนับสนุน
ในการประกาศทบทวนมาตรการทางสุขอนามัยพืชสําหรับการนําเขาองุนจากประเทศออสเตรเลีย 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. เอกสารงานวิจัยทั้งในและตางประเทศ ตําราวิชาการ วารสารวิชาการ รายงานการประชุม 
และสัมมนาทางวิชาการ 

2. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช (International Standards for 
Phytosanitary Measures: ISPM) ฉบับที่ 2 เร่ือง คําแนะนําสําหรับการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช 

3. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะหความ
เส่ียงศัตรูพืชกักกันรวมถึงการวิเคราะหความเส่ียงทางสภาพแวดลอม 

4. คูมือสําหรับการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช ตามแนวทางของอนุสัญญาอารักขาพืช
ระหวางประเทศ (IPPC: International Plant Protection Convention) 
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วิธีการ 
การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังตอไปนี ้

ข้ันตอนที่ 1 การเร่ิมตนวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Stage 1: Initiation of Pest Risk 
Analysis) 

ข้ันตอนที ่2 การประเมินความเส่ียงศัตรูพชื (Stage 2: Pest Risk Assessment) 
ข้ันตอนที ่3 การจัดการความเส่ียงศัตรูพืช (Stage 3: Pest risk management) 

 

เวลาและสถานที ่
เวลา   เดือนตุลาคม 2551 ถงึเดือนกันยายน 2553 
สถานที ่ กลุมวิจยัการกกักันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 ในป 2551 ดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชผลการดําเนินงานดังนี้ การเร่ิมตน
วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเนื่องมาจากการปรับปรุงแกไขกฎหมายดานกักกันพืช โดยกําหนดใหผล
สดองุนมีสถานภาพเปนส่ิงตองหาม (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กําหนดพืช และ
พาหะจากแหลงที่กําหนดเปนส่ิงตองหาม ขอยกเวน และเงื่อนไข ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507 (ฉบับที่ 5) พ.ศ. 2550) และตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ.2507 แกไขเพิ่มเติมโดย 
พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551  
การนําเขาส่ิงตองหามเพื่อการคาจําเปนตองผานการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชและกําหนด
เงื่อนไขการนําเขาเสียกอน ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชขององุนนําเขาจาก
ประเทศออสเตรเลียเพื่อทราบชนิดศัตรูพืชกักกันและกําหนดแนวทางหรือมาตรการจัดการความ
เส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสมเพื่อปองกันศัตรูพืชรายแรงที่อาจติดมากับผลสดองุนนําเขา และเสนทางที่
ศัตรูพืชจะติดเขามาคือผลสดองุนที่นําเขามาจากประเทศออสเตรเลียเพื่อการบริโภค 
 ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและจากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช
ของตางประเทศไดขอมูลศัตรูพืชขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชของ
องุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนิด เปนแมลง 166 ชนิด ไร 22 ชนิด ไวรัส 23 ชนิด ไวรอยด 1 ชนิด 
แบคทีเรีย 13 ชนิด เชื้อรา 51 ชนิด ไสเดือนฝอย 42 ชนิด ไฟโตพลาสมา 6 ชนิด และวัชพืช 49 ชนิด 
ซึ่งเปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศออสเตรเลียจํานวน 120 ชนิด แบงเปน แมลง 45 ชนิด 
ไร 9 ชนิด ไสเดือนฝอย 17 ชนิด หอยทาก 1 ชนิด เชื้อรา 20 ชนิด แบคทีเรีย 7 ชนิด ไวรัส 14 ชนิด 
และวัชพืช 7 ชนิด สําหรับศัตรูองุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 
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28 ชนิด ไร 6 ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เชื้อรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 
ชนิด 
 สําหรับการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชขององุนนําเขาจากประเทศออสเตรเลียในข้ันตอน
ตอไป จะดําเนินการในปตอไป 

 

สรุปผลการทดลอง 
 ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและจากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช
ของตางประเทศไดขอมูลศัตรูพืชขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชของ
องุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนิด เปนแมลง 166 ชนิด ไร 22 ชนิด ไวรัส 23 ชนิด ไวรอยด 1 ชนิด 
แบคทีเรีย 13 ชนิด เชื้อรา 51 ชนิด ไสเดือนฝอย 42 ชนิด ไฟโตพลาสมา 6 ชนิด และวัชพืช 49 ชนิด 
ซึ่งเปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศออสเตรเลียจํานวน 120 ชนิด แบงเปน แมลง 45 ชนิด 
ไร 9 ชนิด ไสเดือนฝอย 17 ชนิด หอยทาก 1 ชนิด เชื้อรา 20 ชนิด แบคทีเรีย 7 ชนิด ไวรัส 14 ชนิด 
และวัชพืช 7 ชนิด สําหรับศัตรูองุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 
28 ชนิด ไร 6 ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เชื้อรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 
ชนิด โดยจะนําไปวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชในข้ันตอนตอไป 
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชขององุน 
นําเขาจากประเทศอินเดีย 

Study on Pest Risk Analysis for the Importation of Grape from India 
 

อลงกต  โพธิดี์   สุคนธทพิย  สมบัติ   ณัฎฐพร  อุทัยมงคล   วลัยกร  รัตนเดชากลุ 
อดุลยรัตน  แคลวคลาด 

กลุมวิจัยการกักกนัพืช   สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
___________________________ 

บทคัดยอ 
 การวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชขององุนนําเขาจากประเทศอินเดีย ดําเนินการระหวาง 
เดือนตุลาคม 2551 -กันยายน 2552 ณ กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
เพื่อทราบชนิดศัตรูพืชกักกันที่อาจติดมากับผลสดองุนนําเขาจากประเทศอินเดีย และกําหนด
มาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสม ผลการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชขอมูลศัตรูพืช
ขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชขององุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนดิ ซึง่
เปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศอินเดียจํานวน 114 ชนิด แบงเปน แมลง 50 ชนิด ไร 9 
ชนิด ไสเดือนฝอย 20 ชนิด  เช้ือรา 21 ชนิด แบคทีเรีย 4 ชนิด ไวรัส 7 ชนิด และวัชพืช 3 ชนิด 
สําหรับศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 28 ชนิด ไร 6 
ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เช้ือรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 ชนิด ซึ่งจะ
นําไปวิเคราะหในข้ันตอนตอไป 
 

คํานํา 

จากการที่ประเทศไทยเขาเปนสมาชิกขององคการการคาโลก (World Trade 
organization, WTO) ทําใหประเทศสมาชิกตองปฏิบัติตามขอตกลงวาดวยการใชมาตรการ
สุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Agreement of Application of Sanitary and Phytosanitary 
Measures, SPS Agreement) ซึ่งเปนมาตรการในการปกปองชีวิตมนุษย สัตวและพืช จากส่ิง
ปนเปอน สารพิษ หรือเช้ือโรคที่มีพืชหรือสัตวเปนตัวนํา เพื่อปองกันหรือจํากัดความเสียหายอัน
เนื่องศัตรูพืชที่อาจติดมากับสินคาเกษตรนําเขา สามารถเจริญเติบโต และแพรกระจายออกไปได 
ดังนั้นประเทศผูนําเขาจึงจําเปนตองมีการใชเทคนิคและวิธีการที่เหมาะสมและเปนที่ยอมรับตาม 

_____________________________________ 
รหัสการทดลอง   07-01-49-07-03-02-01-51 
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สากลประเทศ  โดยตองมีการทําการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเพื่อปองกันหรือกําจัดความ
เสียหายที่อาจเกิดข้ึน  ตองมีการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของสินคาเกษตร โดยใชเทคนิคและ
วิธีการที่เหมาะสม ที่พัฒนาโดยองคกรระหวางประเทศ 

องุน มีชื่อวิทยาศาสตรวา Vitis vinifera Linn. จัดอยูในวงศ Vitidacea ปจจุบันผลสดองุน
จากทุกแหลงจัดเปนส่ิงตองหามตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กําหนดพืช และ
พาหะจากแหลงที่กําหนดเปนส่ิงตองหาม ขอยกเวน และเงื่อนไขตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507 (ฉบับที่ 5) พ.ศ. 2550 การอนุญาตนําเขาเพื่อการคาจําเปนตองผานกระบวนการวิเคราะห
ความเส่ียงศัตรูพืชและกําหนดเงื่อนไขการนําเขาเสียกอน จากการศึกษารวบรวมขอมูลศัตรูพืชใน
เบ้ืองตนปรากฏวา มีศัตรูพืชรายแรงหลายชนิดที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทย ซึ่งศัตรูพืชเหลานี้มี
โอกาสที่จะติดเขามากับผลสดองุนนําเขาได หากประเทศไทยไมมีมาตรการสุขอนามัยพืชที่เขมงวด
แลว อาจกอใหเกิดปญหาของศัตรูพืชหลายชนิดที่ไมเคยพบในประเทศติดมากับสินคาที่นําเขา เกิด
การแพรกระจายและเพิ่มปริมาณจนเกิดเปนการระบาดของศัตรูพืชชนิดใหมข้ึน ซึ่งจะสงผลให
เกิดผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศอยางใหญหลวง ดังนั้นจึงไดดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยง
ศัตรูพืชขององุนนําเขา (เฉพาะผลสดเพื่อบริโภค) โดยมีวัตถุประสงคเพื่อใหไดรายชื่อศัตรูพืชที่มี
ศักยภาพในการเปนศัตรูพืชกักกัน และกําหนดมาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสม
สําหรับการนําเขาผลสดองุนจากประเทศอินเดีย เพื่อใชเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรสนับสนุนในการ
ประกาศทบทวนมาตรการทางสุขอนามัยพืชสําหรับการนําเขาองุนจากประเทศอินเดีย 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. เอกสารงานวิจัยทั้งในและตางประเทศ ตําราวิชาการ วารสารวิชาการ รายงานการประชุม 
และสัมมนาทางวิชาการ 

2. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช (International Standards for 
Phytosanitary Measures: ISPM) ฉบับที่ 2 เร่ือง คําแนะนําสําหรับการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช 

3. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะหความ
เส่ียงศัตรูพืชกักกันรวมถึงการวิเคราะหความเส่ียงทางสภาพแวดลอม 

4. คูมือสําหรับการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช ตามแนวทางของอนุสัญญาอารักขาพืช
ระหวางประเทศ (IPPC: International Plant Protection Convention) 
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วิธีการ 
การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังตอไปนี ้

ข้ันตอนที่ 1 การเร่ิมตนวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Stage 1: Initiation of Pest Risk 
Analysis) 

ข้ันตอนที ่2 การประเมินความเส่ียงศัตรูพชื (Stage 2: Pest Risk Assessment) 
ข้ันตอนที ่3 การจัดการความเส่ียงศัตรูพืช (Stage 3: Pest risk management) 

 

เวลาและสถานที ่
เวลา   เดือนตุลาคม 2551 ถงึเดือนกันยายน 2553 
สถานที ่ กลุมวิจยัการกกักันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 ในป 2551 ดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชผลการดําเนินงานดังนี้ การเร่ิมตน
วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเนื่องมาจากการปรับปรุงแกไขกฎหมายดานกักกันพืช โดยกําหนดใหผล
สดองุนมีสถานภาพเปนส่ิงตองหาม (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กําหนดพืช และ
พาหะจากแหลงที่กําหนดเปนส่ิงตองหาม ขอยกเวน และเงื่อนไข ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507 (ฉบับที่ 5) พ.ศ. 2550) และตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ.2507 แกไขเพิ่มเติมโดย 
พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551  
การนําเขาส่ิงตองหามเพื่อการคาจําเปนตองผานการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชและกําหนด
เงื่อนไขการนําเขาเสียกอน ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชขององุนนําเขาจาก
ประเทศอินเดียเพื่อทราบชนิดศัตรูพืชกักกันและกําหนดแนวทางหรือมาตรการจัดการความเสี่ยง
ศัตรูพืชที่เหมาะสมเพื่อปองกันศัตรูพืชรายแรงที่อาจติดมากับผลสดองุนนําเขา และเสนทางที่
ศัตรูพืชจะติดเขามาคือผลสดองุนที่นําเขามาจากประเทศอินเดียเพื่อการบริโภค 
 ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและจากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช
ของตางประเทศไดขอมูลศัตรูพืชขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชของ
องุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนิด เปนแมลง 166 ชนิด ไร 22 ชนิด ไวรัส 23 ชนิด ไวรอยด 1 ชนิด 
แบคทีเรีย 13 ชนิด เชื้อรา 51 ชนิด ไสเดือนฝอย 42 ชนิด ไฟโตพลาสมา 6 ชนิด และวัชพืช 49 ชนิด 
ซึ่งเปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศอินเดียจํานวน 114 ชนิด แบงเปน แมลง 50 ชนิด ไร 9 
ชนิด ไสเดือนฝอย 20 ชนิด  เช้ือรา 21 ชนิด แบคทีเรีย 4 ชนิด ไวรัส 7 ชนิด และวัชพืช 3 ชนิด 
สําหรับศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 28 ชนิด ไร 6 
ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เชื้อรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 ชนิด 
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 สําหรับการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชขององุนนําเขาจากประเทศอินเดียในข้ันตอนตอไป 
จะดําเนินการในปตอไป 

 

สรุปผลการทดลอง 
 ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากเอกสารวิชาการและจากการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช
ของตางประเทศไดขอมูลศัตรูพืชขององุนจากการศึกษารวบรวมรายงานจากทั่วโลกมีศัตรูพืชของ
องุนรวมทั้งส้ินจํานวน 373 ชนิด เปนแมลง 166 ชนิด ไร 22 ชนิด ไวรัส 23 ชนิด ไวรอยด 1 ชนิด 
แบคทีเรีย 13 ชนิด เชื้อรา 51 ชนิด ไสเดือนฝอย 42 ชนิด ไฟโตพลาสมา 6 ชนิด และวัชพืช 49 ชนิด 
ซึ่งเปนศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศอินเดียจํานวน 114 ชนิด แบงเปน แมลง 50 ชนิด ไร 9 
ชนิด ไสเดือนฝอย 20 ชนิด  เช้ือรา 21 ชนิด แบคทีเรีย 4 ชนิด ไวรัส 7 ชนิด และวัชพืช 3 ชนิด 
สําหรับศัตรูพืชขององุนที่มีรายงานในประเทศไทยพบจํานวน 58 ชนิด แบงเปน แมลง 28 ชนิด ไร 6 
ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด เช้ือรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด และวัชพืช 2 ชนิด โดยจะ
นําไปวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชในข้ันตอนตอไป 
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับการนําเขาแครอท 
Study on Pest Risk Analysis for Importation of Carrot (Daucus carota L.) 

 
สุคนธทพิย  สมบัติ     ณฏัฐพร  อุทัยมงคล     วลยักร  รัตนเดชากลุ     

วรัญญา  มาล ี     อลงกต  โพธิ์ดี     
กลุมวิจัยการกักกนัพืช      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 แครอท (Carrot: Daucus carota L.) เปนพืชที่เจริญไดดีในอากาศหนาว จัดอยูวงศอัมเบล
ลิเฟอรอ้ี (Umbelliferae)  มีแหลงผลิตแครอทปริมาณมากที่สุดในโลก คือ สาธารณรัฐประชาชนจีน 
รองลงมาไดแก สหพันธรัฐรัสเซีย สหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐโปแลนด  และ สหราชอาณาจักร 
ตามลําดับ สําหรับประเทศไทยมีการนําเขาแครอทในป 2550 ปริมาณสูงสุดคือ สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน18,863,358.00 กิโลกรัม รองลงมาคือ ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด  ปริมาณ 
770,611.55 กิโลกรัม และ 181,380.00 กิโลกรัม ตามลําดับ ผลการตรวจสอบศัตรูพืชบนแครอท
นําเขาจากตางประเทศ ณ ดานตรวจพืชลาดกระบัง และทาเรือกรุงเทพฯ ระหวางเดือนเมษายน 
2551 - กุมภาพันธ 2552 จํานวน 3 ประเทศ 13 ตัวอยาง ไดแก ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 
พบเชื้อรา Thielaviopsis thielavioides, Alternaria radicina., Rhizopus sp.,Geotichum sp., 
Ulocladium sp. ออสเตรเลียพบเช้ือรา Thielaviopsis  thielavioides  และ Fusarium solani และ
นิวซีแลนด พบเชื้อรา Phoma sp.  

จากผลการศึกษาการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของแครอทนําเขา ในข้ันตอนการจัดกลุม
ศัตรูพืช (Pest categorization) โดยการรวบรวมขอมูลศัตรูพืชจากรายงานและเอกสารวิชาการทั้ง
ในประเทศ และตางประเทศทั่วโลก พบศัตรูพืชของแครอท จํานวนทั้งส้ิน 296 ชนิด เปนศัตรูพืชที่ไมมี
รายงานพบในประเทศไทย 221 ชนิด ในจํานวนนี้เปนศัตรูพืชกักกันที่มีความเส่ียงปานกลาง
สามารถติดเขามา ต้ังรกราก และแพรกระจายจนกอใหเกิดความเสียหายถึงระดับเศรษฐกิจได 
จํานวน 25  ชนิด จึงจําเปนตองมีมาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชกอนการสงออกที่เหมาะสม 
สําหรับแมลงหรือไร เชน การรมยาดวยเมทิลโบรไมดที่ อัตรา 32 กรัมตอลูกบาศกเมตร นาน 2 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียสที่ประเทศตนทาง การจัดการเชื้อสาเหตุโรคพืชสามารถลด
ความ เส่ียงไดโดยการตรวจสอบ และกําจัดต้ังแตในแปลงปลูกกอนเก็บเกี่ยว การจัดการหลัง 

 
รหัสการทดลอง 07-01-49-07-03-02-01-51  
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การเก็บเกี่ยวรวมถึงกอนการสงออกกําหนดมาตรการใหตรวจสอบและระบุคํารับรองลงในใบรับรอง
สุขอนามัยพืชใหปราศจากศัตรูพืชกักกันดังกลาวและเมื่อสินคามาถึงจะถูกสุมตรวจ ณ จุดนําเขา 
หากตรวจพบศัตรูพืชกักกันจะถูกทําลายหรือใหสงกลับ กรณีตรวจพบศัตรูพืชที่ไมใชศัตรูพืชกักกัน 
ทําการกําจัดศัตรูพืชดังกลาวดวยวิธีการที่เหมาะสม 

คํานํา 

จากการที่ประเทศไทยเขาเปนสมาชิกขององคการการคาโลก (World Trade 
organization, WTO) ทําใหประเทศสมาชิกตองปฏิบัติตามขอตกลงวาดวยการใชมาตรการ
สุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Agreement of Application of Sanitary and Phytosanitary 
Measures, SPS Agreement) ซึ่งเปนมาตรการในการปกปองชีวิตมนุษย สัตวและพืช จากส่ิง
ปนเปอน สารพิษ หรือเช้ือโรคที่มีพืชหรือสัตวเปนตัวนํา เพื่อปองกันหรือจํากัดความเสียหายอัน
เนื่องศัตรูพืชที่อาจติดมากับสินคาเกษตรนําเขา สามารถเจริญเติบโต และแพรกระจายออกไปได 
ดังนั้นประเทศผูนําเขาจึงจําเปนตองมีการใชเทคนิคและวิธีการที่เหมาะสมและเปนที่ยอมรับตาม
สากลประเทศ  โดยตองมีการทําการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเพื่อปองกันหรือกําจัดความ
เสียหายที่อาจเกิดข้ึน  ตองมีการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของสินคาเกษตร โดยใชเทคนิคและ
วิธีการที่เหมาะสม ที่พัฒนาโดยองคกรระหวางประเทศ  

สถานการณการผลิตแครอทในตางประเทศทั่วโลก พบวาประเทศที่มีปริมาณการผลิตมาก
ที่สุด เรียงลําดับจากมากไปหานอย คือ สาธารณรัฐประชาชนจีน  สหพันธรัฐรัสเซีย สหรัฐอเมริกา 
สาธารณรัฐโปแลนด  และ สหราชอาณาจักร ตามลําดับ (USDA, 2007)  สําหรับประเทศไทยมีการ
นําเขาแครอทจากหลายประเทศ โดยเฉพาะแครอทนําเขาเพื่อบริโภค ไดแก ประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด เปนตน (สํานักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2550)  
จากการศึกษารวบรวมขอมูลศัตรูพืชในเบ้ืองตนปรากฏวา มีศัตรูพืชรายแรงหลายชนิดที่ยังไมมี
รายงานในประเทศไทย ซึ่งศัตรูพืชเหลานี้มีโอกาสที่จะติดเขามากับแครอทนําเขาได   มาตรการ
กักกันพืชที่ใชควบคุมการนําเขาแครอทปจจุบันไดอาศัยอํานาจตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 
2507 แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช 
(ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 แครอทจัดอยูในประเภทส่ิงกํากัด หากประเทศไทยไมมีมาตรการสุขอนามัย
พืชที่เขมงวดแลว  อาจกอใหเกิดปญหาของศัตรูพืชหลายชนิดที่ไมเคยพบในประเทศติดมากับ
สินคาที่นําเขา เกิดการแพรกระจายและเพิ่มปริมาณจนเกิดเปนการระบาดของศัตรูพืชชนิดใหมข้ึน 
ซึ่งจะสงผลใหเกิดผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศอยางใหญหลวง  ดังนั้น วัตถุประสงคของ
การศึกษานี้ เพื่อศึกษาในเบ้ืองตนการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของแครอทนําเขา เพื่อใชเปน
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ขอมูลทางวิทยาศาสตรสนับสนุนในการประกาศทบทวนมาตรการทางสุขอนามัยพืชสําหรับการ
นําเขาแครอทจากตางประเทศ 

วิธีการดําเนินการ 

อุปกรณและอ่ืนๆ 
1. อาหารเล้ียงเชือ้ ไดแก  Nutrient  Agar (NA) , Potato Dextrose Agar (PDA) 
2. อุปกรณและเคร่ืองมือวิทยาศาสตร สําหรับการแยกเช้ือสาเหตุโรคพชืและแมลง 
3. วัสดุและอุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช 
4. ชุดคอมพิวเตอรที่ติดต้ังระบบอินเตอรเน็ต  
5. เคร่ืองพิมพ  หมึกสี และขาวดํา 
6. แผนเก็บขอมลู  กระดาษ A4 
7. แผนขอมูล Crop Protection Compendium (CABI, 2007) 
8. เอกสารงานวจิัยทัง้ในและตางประเทศ ตําราวิชาการ วารสารวิชาการ รายงานการ

ประชุม  และสัมมนาทางวิชาการ ขอมูลการประชุมอภิปรายจากแหลงตางๆ ทั่วโลก 
9.   ผูเชี่ยวชาญเฉพาะดานโรคพืชและแมลงศัตรูพืช ทั้งในประเทศและตางประเทศ 

วิธีการ 

1.  การรวบรวมขอมูลพืช 

 การรวบรวมขอมูลทั่วไปของพืชแครอท ที่จะดําเนินการวิเคราะหความเส่ียง โดย
ทําการศึกษา คนควา และรวบรวมขอมูลของแครอทจากฐานขอมูล เอกสาร และรายงานทั้งในและ
ตางประเทศ  ตําราวิชาการ วารสารวิชาการ รายงานการประชุมและสัมมนาทางวิชาการ ขอมูลทาง
อิเลคโทนิค หรือเว็บไซท ตางๆ ทั่วโลก เพื่อศึกษาขอมูลทางอนุกรมวิธาน ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
การจําแนกชีววิทยา   การปลูก  การเก็บเกี่ยว  และสถิติการนําเขาแครอทจากตางประเทศ  เปนตน 

2.  การตรวจสอบเช้ือโรคและศัตรพูืชของแครอทท่ีนําเขามาในราชอาณาจกัร (Interception) 
 ทําการสุมเก็บตัวอยางแครอทนําเขาจากตางประเทศ ณ ดานตรวจพืชลาดกระบัง และ
ทาเรือกรุงเทพฯ ระหวางเดือนเมษายน 2551 ถึง กุมภาพันธ 2552 ในอัตรา 2 เปอรเซ็นต 
เชนเดียวกับมาตรฐานการสุมตัวอยางของผักและผลไมของสหรัฐอเมริกา (USDA, 2004) แลว
นํามาตรวจสอบศัตรูพืชดวยตาเปลา และภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายตํ่า เพื่อตรวจหา
ศัตรูพืชที่อาจติดมากับแครอทนําเขา เชน ตัวออน หนอน ไข ดักแด อาการจุด เนา จากนั้นทําการ
จําแนกชนิดของศัตรูพืชในหองปฏิบัติการ กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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3. การวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชของการนําเขาแครอทจากตางประเทศ 

 การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis, PRA) ไดดําเนินการตามมาตรฐาน
นานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช (International Standard for Phytosanitary Measures, 
ISPM) ฉบับที่ 11 แกไขครั้งที่ 1 เร่ือง การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกันรวมถึง
การวิเคราะหความเส่ียงทางสภาพแวดลอม (Pest Risk Analysis for Quarantine Pests 
Including Analysis of Environmental Risks) (FAO, 2004) โดยการดําเนินการวิเคราะหความ
เส่ียงศัตรูพืชประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลักที่สําคัญ ดังนี้  

 3.1 การเริ่มตนการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช (Initiation of pest risk analysis)    

       ข้ันตอนนี้มีจุดมุงหมายเพื่อกําหนดศัตรูพืช และเสนทางศัตรูพืช ซึ่งเกี่ยวของกับทาง
กักกันพืช และทําการพิจารณาการวิเคราะหความเสี่ยงที่สัมพันธกับพื้นที่หนึ่งที่กําหนดซ่ึงจะตอง
วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช  การเร่ิมตนการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช ดําเนินการโดยการรวบรวม
ขอมูลศัตรูพืชของแครอท ที่จะดําเนินการวิเคราะหความเส่ียงจากฐานขอมูล เอกสาร และรายงาน
ทั้งในและตางประเทศ  ตําราวิชาการ วารสารวิชาการ รายงานการประชุมและสัมมนาทางวิชาการ 
ขอมูลทางอิเล็กโทนิก หรือเว็บไซท ตางๆ ทั่วโลกซ่ึงเปนขอมูลลาสุดที่มีรายงานจนถึงปจจุบันนี้และ
เชื่อถือได เพื่อศึกษาขอมูลศัตรูพืชของแครอท ไดแก ชื่อวิทยาศาสตร  ขอมูลทางชีววิทยา แหลง
แพรกระจาย ลักษณะอาการที่ปรากฏบนพืช ความสําคัญของศัตรูพืชและความเสียหายทาง
เศรษฐกิจ วิธีควบคุมและการปองกันกําจัด รวมทั้งขอมูลการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของ
ประเทศ ซึ่งไดทําการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชของแครอทมากอนแลว  ขอมูลดังกลาวจะนํามา
จัดทําบัญชีรายช่ือและจําแนกชนิดของศัตรูแครอท (Pest list and Pest Identification) ที่มีรายงาน
พบในตางประเทศ จากนั้นระบุเสนทาง (Pathway) ซึ่งเกี่ยวของกับทางกักกัน โดยทําการพิจารณา
การวิเคราะหความเส่ียงโดยใชหลักความสัมพันธของชนิดศัตรูแครอทกับเสนทางศัตรูพืช ในกรณีนี้ 
คือ ศัตรูพืชที่สามารถติดมากับหัวหรือรากแครอท และพิจารณาการวิเคราะหความเส่ียงที่สัมพันธ
กับพื้นที่ในประเทศไทย  โดยพื้นที่บางแหงมีพืชอาศัยที่ออนแอตอการเขาทําลายของศัตรูพืชปรากฏ
อยู  และมีปจจัยทางสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญแพรพันธุอยางถาวรของศัตรูพืชซึ่ง
อาจจะติดเขามาพรอมกับการนําเขาแครอท เพื่อบริโภค       

  ผลการวิเคราะหในข้ันตอนน้ีนํามาดําเนินการจําแนกศัตรูพืชและเสนทางศัตรูพืชที่
เกี่ยวของและศัตรูพืชที่ไมมีรายงานพบในประเทศไทย  และเก็บรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของเพื่อใช
ประกอบการวิเคราะห รวมทั้งจําแนกและคัดเลือกศัตรูพืชที่มีศักยภาพเปนศัตรูพืชที่จะตองดําเนิน
มาตรการสุขอนามัยพืช หรือ ชนิดศัตรูพืชที่เปนตัวแทนของศัตรูพืชที่จําเปนตองใชมาตรการสุขอนามัยพืช  
โดยอาจเปนศัตรูพืชชนิดใดชนิดหนึ่งที่เฉพาะเจาะจง  หรือศัตรูพืชที่มีโอกาสปะปนมากับเสนทางศัตรูพืช 
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 3.2    การประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest risk assessment) ประกอบดวยการ
จําแนกประเภทศัตรูพืช (Pest categorization) เพื่อตัดสินวามีศัตรูพืชชนิดใดอยูภายใตหลักเกณฑ
ที่จะเปนศัตรูพืชกักกันหรือไม    การประเมินความเส่ียงที่จะตองดําเนนิการตอไปหลังจากนัน้ คือ 
การประเมนิโอกาสเปนไปไดที่ศัตรูพืชจะเขามา (Introduction)   การเขามาต้ังรกรากอยางถาวร 
(Establishment)   การแพรระบาด (Spread) และศักยภาพที่จะกอใหเกิดผลกระทบทางเศรษฐกิจ 
(Economic Consequences) โดยอาศัยแนวทางการวิเคราะหความเสี่ยงของประเทศ
สหรัฐอเมริกามาปรับใช (USDA, 2000) ดังนี ้

                 3. 2. 1  ประเมินผลกระทบที่ตามมาภายหลังจากศตัรูพืชกักกันเขามา 
(Consequences of Introduction) โดยพจิารณาความเส่ียงจากองคประกอบ 5 ขอ และกําหนด
ความเส่ียงเชงิปริมาณดังนี ้ความเส่ียงตํ่า (1 จุด)   ปานกลาง (2 จุด)    สูง (3 จุด) และรวมความ
เส่ียงแตละองคประกอบเขาดวยกนั  

            องคประกอบที่  1  ความสัมพันธระหวางสภาพภูมิอากาศกับพืชอาศัย 
(Climate-Host Interaction) พิจารณาผลกระทบที่จะตามมาของศัตรูพืชชนิดใหมกับสภาพ
ภูมิอากาศและพืชอาศัยในประเทศไทย ทั้งสภาพที่มีชีวิต(biotic)และไมมีชีวิต(abiotic)  ซึ่งเปน
ปจจัยในการแพรขยายพันธุ โดยกําหนดใหมีคา  “Thai Plant Hardiness Zone” (Thai 
Meteorological Department, 1998-2007)  ซึ่งแบงเปน 5 โซน  คือคาสูงสุด-ตํ่าสุด ดังนี้ 

  โซน 1   ปริมาณน้าํฝน (1,525-1,035 มิลลิเมตรตอป), ความชืน้สัมพนัธ (84-55 
    เปอรเซ็นต), อุณหภูมิอากาศ (39-12  องศาเซลเซียส) 

   โซน 2  ปริมาณน้าํฝน (1,718-1,225 มิลลิเมตรตอป), ความช้ืนสัมพนัธ (83-60 
    เปอรเซ็นต), อุณหภูมิอากาศ (39-15 องศาเซลเซียส)  

   โซน 3   ปริมาณน้าํฝน (1,546 -921 มิลลิเมตรตอป), ความช้ืนสัมพันธ (79- 
     61เปอรเซ็นต), อุณหภูมิอากาศ (39-16  องศาเซลเซียส) 
                โซน 4  ปริมาณน้าํฝน (2,065-1,616 มิลลิเมตรตอป), ความช้ืนสัมพนัธ (83-61 
    เปอรเซ็นต), อุณหภูมิอากาศ (38-18 องศาเซลเซียส)  

   โซน 5  ปริมาณน้าํฝน (2,625 -1,940 มิลลิเมตรตอป), ความช้ืนสัมพันธ (86-70 
    เปอรเซ็นต), อุณหภูมิอากาศ (37-19 องศาเซลเซียส)  
ความเส่ียงตํ่า (1)         สภาพแวดลอมในถิ่นฐานเดิมคลายคลึงกับ plant hardiness 1 โซน 
ความเส่ียงปานกลาง (2)  สภาพแวดลอมในถิน่ฐานเดิมคลายคลึงกับ plant hardiness  2-3  โซน 
ความเส่ียงสูง (3)           สภาพแวดลอมในถิ่นฐานเดิมคลายคลึงกับ plant hardiness มากกวา 4 โซน
               

              ถาศัตรูพืชไมอยูในหลักเกณฑดังกลาว การวิเคราะหความเสี่ยงจะหยุด ณ ข้ันตอนนี ้
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 องคประกอบที่ 2  ชนิดพืชอาศัย (Host range) ความเส่ียงข้ึนอยูกับ
ความสามารถในการดํารงชีพ การแพรพันธุ และศักยภาพในการทําลายพืชของ arthropods 
สัมพันธกับพืชอาศัย สําหรับเช้ือสาเหตุของโรคข้ึนอยูกับความหลากหลายของพืชอาศัย ความ
รุนแรง และความสามารถในการกอใหเกิดโรค มีหลักเกณฑดังนี้ 
   ความเส่ียงตํ่า (1)           ศัตรูพืชสามารถเขาทาํลายพชืหนึง่ชนิดหรือหลายชนิดในจีนัสเดียวกนั 
   ความเส่ียงปานกลาง(2)  ศัตรูพืชสามารถเขาทาํลายพืชหลายชนิดที่อยูในวงศเดียวกัน   
   ความเส่ียงสูง (3)            ศัตรูพืชเขาทาํลายพชืหลายชนิดและหลายวงศ  

 องคประกอบที่ 3  ศักยภาพการแพรกระจาย (Dispersal potential) พิจารณา
จากรูปแบบการขยายพันธุ ความสามารถในการเคล่ือนที่ ปจจัยสงเสริมการแพรกระจาย (ลม น้ํา 
พาหะ มนุษย ฯลฯ)             มีหลักเกณฑดังนี้  
 ความเส่ียงตํ่า (1)           ศัตรูพืชมีการสืบพันธุออกลูกหลานตํ่า มีการแพรกระจายไดนอย  
 ความเส่ียงปานกลาง(2) ศัตรูพืชมีการสืบพันธุไดดี มกีารแพรกระจายวองไว   
            ความเส่ียงสูง(3)            ศัตรูพืชมลูีกหลานหลายรุนในหนึง่ป มีลูกมาก และมีการ
แพรกระจายเร็วและไกล เชนมากกวา 10 กโิลเมตรตอปดวยความสามารถของตัวมันเอง สามารถ
แพรพันธุโดยอาศัยธรรมชาติ ลม น้ํา พาหะ หรือมนุษย  

               องคประกอบที่ 4  ผลกระทบทางเศรษฐกิจ (Economic impact) มีเกณฑ
พิจารณาคือทาํใหผลผลิตลดลง ทาํใหพืชตายหรือเปนพาหะนาํโรค เพิม่ตนทนุการผลิต ผลผลิต
ลดลง สูญเสียตลาดสงออกเนื่องจากการมศัีตรูพืชกักกนั  ไดมีการกาํหนดดังนี ้
 ความเส่ียงตํ่า (1)            ศัตรูพืชไมอยูภายใตหลักเกณฑ หรืออยูใตหลักเกณฑกรณีเดียว                              
 ความเส่ียงปานกลาง (2) ศัตรูพืชอยูภายใตหลักเกณฑ มากกวาหรือยูใน 2 หลักเกณฑ  
 ความเส่ียงสูง (3)            ศัตรูพืชอยูภายใตทุกหลักเกณฑ  

        องคประกอบที่ 5  ผลกระทบดานสิง่แวดลอม (Environmental impact) มี
เกณฑพิจารณาคือผลกระทบเปนอยางมาก  เชน  การทาํลายสภาพนิเวศวิทยา   การสูญเสียความ
หลากหลายทางชีวภาพ  การมีผลกระทบรุนแรงตอส่ิงแวดลอม การคกุคามส่ิงมีชวีิตที่ใกลสูญพนัธุ 
ตองมีมาตรการกําจัดศัตรูพืชหลังจากศัตรูพืชกักกันเขามาแพรระบาดในประเทศไทย ไดมีการ
กําหนดดังนี้   
 ความเส่ียงตํ่า (1)            ศัตรูพืชไมอยูใตหลักเกณฑ  
 ความเส่ียงปานกลาง(2)  ศัตรูพืชอยูภายใตหลักเกณฑ 1 หลักเกณฑ  
 ความเส่ียงสูง (3)            ศัตรูพืชอยูภายใตหลักเกณฑ มากกวาหรืออยูใน 2 หลักเกณฑ  
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 สรุป ประเมินผลกระทบที่ตามมาภายหลังจากศัตรูพืชกักกันเขามา (Assess 
consequences of introduction) ของทั้ง 5 องคประกอบ นํามาพิจารณาวาเปนปจจัยดานชีววิทยาที่
ทําใหศัตรูพืชกักกันมีศักยภาพในการดํารงชีพถาวร แพรกระจาย  และมีผลตอเศรษฐกิจและ
ส่ิงแวดลอม  ดังนี้ 
 ความเส่ียงต่ํา  มีผลรวม 5-8 จุด  
 ความเส่ียงปานกลาง มีผลรวม 9-12 จุด  

 ความเส่ียงสูง  มีผลรวม 13-15 จุด  

             3. 2. 2  ประเมินโอกาสในการเขามาเจริญแพรพันธุและดํารงชพีอยาง
ถาวร (Rating for the likelihood of introduction) โดยพิจารณาจากโอกาสศัตรูพืชจะมีชีวิตอยู
รอด และการเคล่ือนยายไปสูสภาพแวดลอมที่เหมาะสมและพบพชือาศัย ซึง่องคประกอบที่ 6 นี้
พิจารณาจากความเส่ียง 6 ประการ ดังนี ้

 องคประกอบที่ 6. 1 ปริมาณการนําเขาในรอบหนึ่งป (Quantity of 
commodity  imported  annually) โอกาสที่ศัตรูพืชจากตางประเทศเขามาข้ึนอยูกับศัตรูพืชที่
ปะปนมากับสินคา 

ความเส่ียงตํ่า (1)              นอยกวา 10     ตูคอนเทนเนอรตอป  
 ความเส่ียงปานกลาง (2)   10-100             ตูคอนเทนเนอรตอป  
 ความเส่ียงสูง (3)              มากกวา 100   ตูคอนเทนเนอรตอป 

  องคประกอบที่ 6. 2  การมีชีวิตรอดของศัตรูพืชจากการกําจัดศัตรูพืชหลัง
การเก็บเกี่ยว (Survive postharvest treatment) ไดแก การบริหารจัดการ การกําจัดศัตรูพืชในสินคา
ที่จะสงออก เชน การคัดแยก ลาง การใชสารเคมี การเก็บรักษาในหองเย็น ฯลฯ ถาไมมีวิธีกําจัด
ศัตรูพืชจะประเมินความเส่ียงใหอยูในระดับสูง 

      องคประกอบที่ 6. 3   การรอดชีวิตของศัตรูพืชระหวางการขนสง (Survive 
shipment) พิจารณาที่การขนสงที่ดําเนินการอยูปกติในปจจุบัน  
      องคประกอบที่ 6. 4   การที่ไมสามารถตรวจพบศัตรูพืช ณ จุดนาํเขา (Not 
be detected at the port of entry) หากมาตรการตรวจหาศัตรูพืชที่มอียูแลวไมมีประสิทธิภาพ
พอจะกาํหนดใหศัตรูพืชชนดินั้นความเส่ียงสูง  

      องคประกอบที่ 6. 5   การนําเขาหรือเคลื่อนยายสนิคาไปที่มี
สภาพแวดลอมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของศัตรพูืช (Imported or moved subsequently 
to an area with an environment suitable for survival) พิจารณาตําแหนงและสภาพภูมิประเทศ
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ที่คาดวาสินคาจะนํามาวางจําหนายเพื่อประเมินวาสภาพแวดลอมและภูมิอากาศของพื้นทีน่ั้นมี
ความเหมาะสมตอการรอดชีวิตของศัตรูพืชที่ติดมากับสินคานําเขาไดหรือไม 

      องคประกอบที่ 6. 6   การเขามาสัมผัสกับพืชอาศัยที่เหมาะสมเพื่อการ
ขยายพันธุ (Come into contact with host material suitable for reproduction) ถึงแมวาสินคา
ซึ่งมีศัตรูพืชทําลายจะมาถึงพื้นที่มีสภาพแวดลอมและภูมิอากาศความเหมาะสมตอการรอดชีวิต 
พืชอาศัยที่เหมาะสมและแหลงขยายพันธุเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหศัตรูพืชมีชิวิตอยูรอด ศัตรูพืชแตละ
ชนิดตองพิจารณาความหลากหลายของพืชอาศัย   การพิจารณาข้ึนอยูกับความหลากหลายของพืชอาศัย
ของศัตรูพืชนั้น 
             โดยการประเมินองคประกอบที่ 6.1-6.6  ใชหลักเกณฑ  ดังนี้  
  ความเส่ียงตํ่า (1) นอยกวา 0.1% (นอยกวา 1 ใน 1,000) 
  ความเส่ียงปานกลาง (2) ระหวาง 0.1% - 10% (ระหวาง 1 ใน 1,000 ถึง 1 ใน 10 )     
  ความเส่ียงสูง (3)            มากวา 10%  (มากกวา 1 ใน 10)   

 สรุป ประเมนิโอกาสในการเขามาเจริญแพรพันธุและดํารงชีพอยางถาวร (Rating 
for the likelihood of introduction) เปนการรวมผลขององคประกอบ 6 ขอพิจารณาตาม ดังนี้  
  ความเส่ียงตํ่า  มีผลรวม 6-9 จุด 
  ความเส่ียงปานกลาง มีผลรวม 10-14 จุด     
   ความเส่ียงสูง  มีผลรวม 15-18 จุด     

จากน้ันสรุปผลการประเมินความเสี่ยงศัตรูพืชที่ตองมีมาตรการสุขอนามัยพืชมาจัดการ 
(Conclusion/ Pest Risk Potential: Pests Requiring Phytosanitary Measures) เปนการรวม
การประเมินความเส่ียงศัตรูพืชแตละชนิดระหวางผลรวมการประเมินผลกระทบที่ตามมาภาย
หลังจากศัตรูพืชกักกันเขามา กับผลรวมการประเมินโอกาสในการเขามาเจริญแพรพันธุและดํารง
ชีพอยางถาวร โดยกําหนด ดังนี้ 
  ความเส่ียงตํ่า   11-18   จุด  
  มีหลักเกณฑ คือ ไมตองมีมาตรการจัดการความเส่ียงอ่ืนมาดําเนินการ  วิธีการสุม
ตรวจสินคา ณ จุดนําเขามีความเพียงพอและเช่ือมั่นไดวาสินคาปลอดจากศัตรูพืช 
  ความเส่ียงปานกลาง 19-26   จุด  
  มีหลักเกณฑ คือ  อาจมีความจําเปนตองมีมาตรการจัดการความเส่ียงอ่ืนมา
ดําเนินการ 
  ความเส่ียงสูง  27-33   จุด  
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  มีหลักเกณฑ คือ มีความจําเปนตองใชมาตรการจัดการความเ ส่ียง อ่ืนมา
ดําเนินการ  การสุมตรวจสินคา ณ จุดนําเขาไมมีความเพียงพอและเช่ือมั่นไดวาสินคาปลอดจาก
ศัตรูพืช 

 3.3  การจัดการความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest risk management)  เกี่ยวของกับการกําหนด
ทางเลือกสําหรับการจัดการความเส่ียง ทั้งนี้เพื่อลดความเส่ียงที่ระบุในข้ันตอนที่ 2 ทางเลือกเหลานี้
จะถูกประเมินถึงประสิทธิภาพ  ความเปนไปได  และผลกระทบ เพื่อที่จะคัดเลือกหาทางเลือกที่
เหมาะสมที่สุดและกําหนดมาตรการจัดการความเส่ียงทั้งทางกฎหมาย และทางวิชาการภายใต
บทบัญญัติของพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 
2) พ.ศ. 2542  และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 สําหรับการนําเขาแครอทจาก
ตางประเทศ 

ระยะเวลาและสถานท่ี  
เร่ิมตน ตุลาคม 2550 ส้ินสุด กันยายน 2552 รวม 2 ป  
กลุมวิจยัการกกักันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1.  การรวบรวมขอมูลพืช 

 แครอท (carrot) มีชื่อวิทยาศาตรวา Daucus carota L. อยูในวงศเอเปยซีอ้ี (Apiaceae) หรือ
Umbelliferae มีถิ่นกําเนิดอยูแถบเอเซียกลางจนถึงทางตะวันออก ตอมาแพรหลายเขาไปในยุโรป 
และประเทศจีน  แครอทเปนพืชสองฤดู โดยฤดูแรกเจริญทางตน ใบ และราก  ฤดูที่สองจะเจรญิทาง
ดอก และเมล็ด ลักษณะลําตนเปนแผนใบ จะเจริญจากลําตน เปนกลุมมีกานใบยาว  ประกอบดวย
เปลือกบาง(Periderm) และสวนของเนื้อ (Cortex) ซึ่งประกอบดวยทออาหาร และเปนแหลงเก็บ
อาหารสํารอง สวนใหญอยูในรูปของน้ําตาลเปนสวนประกอบ 45-65% ของหัว เนื้อสีขาว เหลือง 
สม แดง มวงและดํา สวนของแกน (inner core) ประกอบดวยทอน้ํา(xylem) และแกน (pith) แครอ
ทสายพันธุที่มีคุณภาพสูงจะมีแกนขนาดเล็ก และมีสีเดียวกับเนื้อหรือมีสวนของเนื้อมากกวาสวน
ของแกน การปลูกฤดูที่สองเพื่อผลผลิตเมล็ดพันธุ ลําตนจะยืดตัว สรางกานดอกยาว 2-4 ฟุต บน
ยอดมีชอดอก ซึ่งชอแรกจะเจริญจากสวนกลางของลําตน ตอจากนั้นชออ่ืนๆ จะเจริญตาม การผสม
เกสรจะเปนแบบผสมขาม สวนใหญแมลงเปนตัวชวยผสมเกสร โดยทั่วไปจะแบงกลุมสายพันธุตาม
ขนาด และรูปทรงของหัว หรือการตลาด หรือการแปรรูป เชน Chantenay (อายุเก็บเกี่ยว 80-180 
วัน) , Imperator (อายุเก็บเกี่ยว 100-120 วัน) , danvers (อายุเก็บเกี่ยว 80-120 วัน)  หรือ Nantes 
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types. (อายุเก็บเกี่ยว 70-120 วัน) สายพันธุเหลานี้จะมีเนื้อสีสม สามารถใชประกอบอาหารและ
แปรรูป  แครอทเปนพืชที่เจริญไดดีในเขตหนาว ชอบสภาพดินที่รวนซุย หนาดินลึก มีอินทรียวัตถุสูง 
ระบายนํ้าไดดี และคอนขางเปนกรด PH 6.5-7.0  ซึ่งสภาพแวดลอมที่เหมาะสม คือ เมล็ดจะงอกได
ดีในอุณหภูมิ 15-25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสําหรับการเจริญเติบโตจะอยูระหวาง 25-28 
องศาเซลเซียส ในกรณีที่อุณหภูมิสูงกวา 28 องศาเซลเซียสการเจริญของใบจะลดลง และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสําหรับการเจริญของหัวอยูระหวาง 18-21 องศาเซลเซียส (นิพนธ, 2545) 

   สถานการณการผลิตแครอทในตางประเทศทั่วโลก ป 2003-2005 มีปริมาณการผลิตมาก
ที่สุด เรียงลําดับจากมากไปหานอย คือ สาธารณรัฐประชาชนจีน (34%) สหพันธรัฐรัสเซีย  (7%) 
สหรัฐอเมริกา  (7%) สาธารณรัฐโปแลนด (4%)  และสหราชอาณาจักร(3%) ตามลําดับ สวนประเทศ
ที่มีการสงออกปริมาณแครอทสูงสุด เรียงลําดับจากมากไปหานอยคือ สาธารณรัฐประชาชนจีน 
เนเธอรแลนด สหรัฐอเมริกา เบลเยียม และฝร่ังเศส ตามลําดับ และมูลคาการสงออกแครอทคือ 
สาธารณรัฐประชาชนจีน สหรัฐอเมริกา เนเธอรแลนด อิตาลี และสเปน ตามลําดับ (USDA, 2007; 
USDA, 2005) สําหรับประเทศไทยมีการการนําเขาแครอทจากหลายประเทศ ไดแก สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน ออสเตรเลีย  และนิวซีแลนด  โดยการนําเขาแครอทปริมาณสูงสุด ในป 2550 คือ
ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีนปริมาณ 18,863,358.00 กิโลกรัม เปนมูลคา 272,472,445.70 บาท 
รองลงมาไดแกประเทศออสเตรเลีย ปริมาณ 770,611.55 กิโลกรัม เปนมูลคา 11,574,860.00 และ
นิวซีแลนด ปริมาณ 181,380.00 กิโลกรัม เปนมูลคา 2,524,314.00 บาท ตามลําดับ (สํานักควบคุม
พืชและวัสดุการเกษตร, 2550) 

2.  การตรวจสอบเช้ือโรคและศัตรพูืชของแครอทท่ีนําเขามาในราชอาณาจกัร (Interception)  

ผลจากตรวจสอบศัตรูพืชบนแครอทนําเขาจากตางประเทศ ณ ดานตรวจพืชลาดกระบัง
และทาเรือกรุงเทพฯ ระหวางเดือน เมษายน 2551 ถงึ กุมภาพันธ 2552 รวมทั้งส้ิน 13 ตัวอยาง 
ไดแก แครอทนําเขาจากสาธารณรัฐประชาชนจนี 8 ตัวอยาง ปริมาณ 240,000 กิโลกรัมพบเชือ้รา 
Thielaviopsis thielavioides, Alternaria radicina., Rhizopus sp.,Geotichum sp., Ulocladium 
sp. ออสเตรเลีย 2 ตัวอยาง ปริมาณ 26,700 กิโลกรัมพบเชื้อรา Thielaviopsis  thielavioides และ 
Fusarium solani และนิวซีแลนด 3 ตัวอยาง ปริมาณ 78,000 กิโลกรัม พบเชื้อรา Phoma sp.  

3.  การวิเคราะหความเสีย่งศัตรูพชืของการนาํเขาแครอทจากตางประเทศ  

 3. 1   การเริม่ตนการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช (Initiation of pest risk analysis) 

 จุดเร่ิมตนของการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับการนําแครอทจากตางประเทศเขามา
ในประเทศไทย   เกิดข้ึนจากการทบทวนดานนโยบายเพื่อปรับปรุงมาตรการสุขอนามัยพืชสําหรับ
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การนําเขาแครอทจากตางประเทศใหรัดกุมยิ่งข้ึน (PRA initiated by the review or revision of a 
policy) เนื่องจากมาตรการควบคุมการนําเขาแครอท ปจจุบันอาศัยอํานาจตามพระราชบัญญัติกัก
พืช พ.ศ. 2507 แกไขเพ่ิมเติม พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542  และพระราชบัญญัติ
กักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 แครอทจัดเปนพืชส่ิงกํากัด  การนําเขาตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืช
กํากับมาดวย  อยางไรก็ตาม การนําเขาที่มีใบรับรองสุขอนามัยพืช แตที่มิไดมีการระบุวามีศัตรูพืช
ชนิดใดบางเปนศัตรูพืชกักกันตลอดจนมาตรการทางกักกันพืชกํากับมาดวยจึงทําใหแครอทนําเขา
ยังมีความเส่ียงที่ศัตรูพืชจะติดเขามา จึงจําเปนตองวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช เพื่อทราบวามี
ศัตรูพืชชนิดใดบางเปนศัตรูพืชกักกัน โดยพื้นที่วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Identification of PRA 
area) ที่กําหนดในการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับการนําเขาแครอท คือ “ประเทศไทย”   

 พื้นที่ที่อยูในอันตราย (Endangered area) ไดแก พื้นที่หนึ่งพื้นที่ใดในประเทศไทย ซึ่งมี
ปรากฏอยูของพืชอาศัยที่ออนแอตอการเขาทําลายของศัตรูพืช และมีปจจัยทางสภาพแวดลอมที่
เหมาะสมตอการเจริญแพรพันธุอยางถาวรของศัตรูพืชซึ่งอาจจะติดเขามากับการนําเขา โดย
เสนทาง(Pathway) ที่ศัตรูพืชจะติดเขามา คือ สวนหัวหรือรากของแครอท ที่ปลูกเปนการคานําเขา
มาจากตางประเทศ เพื่อการบริโภค  
 จากการสืบคนขอมูลของประเทศที่เคยดําเนินการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของแครอท
มากอนแลว พบวา ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดรายงานวา ไสเดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน คือ 
Meloidogyne ethiopica ซึ่งมีความเส่ียงปานกลางสามารถติดมากับเบบ้ีแครอทปลอกเปลือกจาก
เคนยา และเบบ้ีแครอทจากแซมเบีย (USDA, 2007; Porsche, 2006; Lakin, 2005) และ Davi 
et.al (2004) ไดรายงานวาไสเดือนฝอยรากปม (Meloidogyne fallax) ซึ่งมีลักษณะสัญฐานวิทยา
ใกลเคียงกับ M. chitwoodi นั้นยังไมปรากฏพบในสหรัฐอเมริกามีความเส่ียงที่ติดมากับแครอทได  
อีกทั้งการนําเขาแครอทจากนิวซีแลนดไปยังสหรัฐอเมริกา ตองมีการตรวจสอบและรับรองวาปลอด
จากไรศัตรูพืช Halotydeus destructor เปนตน สวนประเทศจาไมกา มีรายงานพบวาแบคทีเรีย 
Xanthomonas camprestris pv. carotae และเช้ือรา Leveillula taurica ซึ่งมีความเสี่ยงปาน
กลางสามารถติดมากับแครอทนําเขาจากคอสตาริกา (MOA, 2005) 

  

3.2  การประเมินความเสีย่งศัตรูพชื (Pest risk assessment) 

 การจัดกลุมศัตรูพืช (Pest categorization) ที่พบบนสวนหัวหรือรากของแครอท       
 ผลการศึกษาขอมูลศัตรูพืชของแครอทโดย พบวา มีส่ิงมีชีวิตทั้งที่รายงานเปนศัตรู และ
ไมเปนศัตรูของแครอท รวมทั้งส้ินจํานวน  296 ชนิด  เปนแมลง 72  ชนิด ไร 4 ชนิด ไสเดือนฝอย 35 
ชนิด หอยทาก 2 ชนิด เช้ือรา 112 ชนิด แบคทีเรีย 16 ชนิด ไวรัส 19  ไวรอยด 1 ชนิด ไฟโตพลาสมา 1 
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ชนิด วัชพืช 36 ชนิด  โดยเปนศัตรูที่มีรายงานพบในประเทศไทย  77 ชนิด เปน แมลง 12  ชนิด ไร  2 
ชนิด  หอยทาก 1 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด เช้ือรา  39 ชนิด ไสเดือนฝอย 12 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด         
ไวรอยด 1 ชนิด ไฟโตรพลาสมา 1 ชนิด  วัชพืช 4  ชนิด  
 ในจํานวนนี้ศัตรูพืชที่ไมมีรายงานพบในประเทศไทยและสามารถติดเขามากับรากของ             
แครอทนําเขา เพื่อการบริโภค ซึ่งที่มีศักยภาพเปนศัตรูกักกัน  จํานวน  25  ชนิด  จากการประเมิน
ความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกันแตละชนิด ในข้ันตอนการประเมินผลกระทบท่ีตามมาภาย
หลังจากศัตรูพืชกักกันเขามา และโอกาสในการเขามาเจริญแพรพันธุและดํารงชีพอยางถาวร พบวา
มีความเส่ียงปานกลาง ไดแก แมลง Psila rosae, Napomyza carotae, Naupactus leucoloma, 
Listronotus oregonensis, Listronotus texanus ไร Halotydeus destructor  ไสเดือนฝอย 
Meloidogyne chitwoodi, Meloidogyne fallax, Meloidogyne ethiopica, Ditylenchus 
destructor, Nacobbus aberrans,  Heterodera schachtii, Heterodera carotae, แบคทีเรีย 
Xanthomonas campestris pv.carotae, Pseudomonas marginalis pv.marginalis, 
Pseudomonas viridiflava เช้ือรา Chalara elegans, Phymatotrichopsis omnivore, 
Mycocentrospora acerina, Pythium sulcatum, Pythium violae, Phytophthora 
megasperma, Phytophthora cryptogea, Phytophthora medicaginis, Fusarium  culmorum  

 3.3   การจัดการความเสีย่งศัตรูพชื (Pest Risk Management)  
        ผลการศึกษาวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชสําหรับการนําเขาแครอท จําเปนอยางยิ่ง
ตองปรับเปล่ียนมาตรการสุขอนามัยที่ใชควบคุมการนําเขาแครอทจากตางประเทศในปจจุบัน 
เนื่องจากพบมีศัตรูพืชกักกัน  25 ชนิด ซึ่งจําเปนตองมีมาตรการสุขอนามัยพืชเพื่อลดความเสี่ยง 
เพื่อมิใหศัตรูพืชกักกันมีโอกาสติดกับแครอทนําเขาและแพรระบาดในประเทศไทยได โดยกําหนดให
แครอทจากทุกแหลงทั่วโลกเปนส่ิงกํากัด ซึ่งอาศัยอํานาจตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 
แกไขเพิ่มเติม พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542  และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) 
พ.ศ. 2551  การนําเขาตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืชจากประเทศตนทาง และมีการรับรองปลอด
ศัตรูพืชกักกัน 25 ชนิด 
 การจัดการความเส่ียงศัตรูพืชกักกัน (Risk management) ควรจะประกอบดวยมาตรการ 
ดังนี้  

การจัดการในแหลงผลิตกอนการเก็บเกี่ยวไดแก 1). แหลงผลิตแครอทตองปราศจาก
แมลง ไร ไสเดือนฝอย  เชื้อรา และแบคทีเรีย ที่เปนศัตรูพืชกักกันทั้ง 25 ชนิด โดยมีโปรแกรมจัดการ
บริหารควบคุมศัตรูพืชในแปลงปลูกอยางมีประสิทธิภาพ เชน การเขตกรรรม  การพนสารเคมีกําจัด
แมลง เช้ือรา และวัชพืช  เปนตน  2). การติดตามตรวจสอบในแปลง เพื่อสํารวจศัตรูพืชกักกันใน
แปลงปลูก 3). และสุมตรวจสอบในหองปฏิบัติการกอนการสงออก  
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  การจัดการหลังการเก็บเกี่ยว เพื่อลดความเส่ียงของศัตรูพืชกักกันที่ทําลายบนหวัแครอท 
ไดแก 1). ตองลางหัวแครอทดวยน้ําใหสะอาดจนกระทั้งหัวแครอทปราศจากดิน และปราศจากส่ิง
ปนเปอนอ่ืนๆ 2). ปฏิเสธการเก็บและบรรจุหีบหอ กรณีแครอทปรากฏความเสียหายจากเคร่ืองกล 
ความเสียหายจากศัตรูพืช รากที่ไมสมบูรณหรือเปนโรค และดินปนเปอน 3). แครอทตองผานการ
เปาดวยความเย็นภายในโรงคัดบรรจุเปนเวลา 1 ชั่วโมง หรือยาวนานเพียงพอที่อุณหภูมิตํ่าถึง 4 oC 
(39.2 oF) และตองเก็บไวที่อุณหภูมิ 0oC ความช้ืนสัมพันธ รอยละ 90 การเคล่ือนไหวทางอากาศ
อยางนอย 19-23 cfm (ลูกบาศกฟุตตอนาที) ตอตันเมื่อเก็บแครอทจํานวนมาก  

การจัดการกอนสงออก ไดแก 1). แครอทตองถูกตรวจสอบจากประเทศตนทาง และ
พบวาปลอดจากศัตรูพืชกักกัน  สําหรับแมลงหรือไร เชน การรมยาดวยเมทิลโบรไมดที่ อัตรา 32 
กรัมตอลูกบาศกเมตร นาน 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียสที่ประเทศตนทาง 2). ตองมี
ใบรับรองสุขอนามัยพืช จากประเทศตนทางซึ่งระบุขอความเพิ่มเติม เพื่อรับรองวา “แครอทมีการ
ตรวจสอบ และพบวาปลอดจากศัตรูพืชกักกัน” 3). แครอทนําเขามาในราชอาณาจักรไทยใน
ลักษณะเพื่อการคาเทานั้น   

การจัดการเมื่อนําเขา ไดแก 1). การตรวจเอกสารการนําเขาตามเงื่อนไขการนําเขาให
ถูกตอง2) แครอทเขามาในราชอาณาจักรไทย จะตองมีสุมตรวจลักษณะทั่วไปบนหัวแครอท และ
สุมตรวจในหองปฏิบัติการ และพบวาปลอดจากศัตรูพืชกักกัน  กรณีตรวจพบศัตรูพืชที่ไมใชศัตรูพืช
กักกัน ทําการกําจัดศัตรูพืชดังกลาวดวยวิธีการที่เหมาะสม 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 แครอท (carrot) เปนพืชที่เจริญไดดีในอากาศหนาว มีแหลงผลิตปริมาณมากที่สุดในโลก 
คือ สาธารณรัฐประชาชนจีน รองลงมาไดแก สหพันธรัฐรัสเซีย สหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐโปแลนด  
และ สหราชอาณาจักร ตามลําดับ สําหรับประเทศไทยมีการนําเขาแครอทในป 2550 ปริมาณมาก
ที่สุดคือสาธารณรัฐประชาชนจีน  รองลงมาไดแก ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด  จากผลการ
ตรวจสอบศัตรูพืชบนแครอทนําเขาจากตางประเทศ ณ ดานตรวจพืชลาดกระบังและทาเรือ
กรุงเทพฯ ระหวางเดือน เมษายน 2551- กุมภาพันธ 2552 รวม 3 ประเทศ 13 ตัวอยาง ไดแก แค
รอทนําเขาจากสาธารณรัฐประชาชนจีน  พบเชื้อรา Thielaviopsis thielavioides, Alternaria 
radicina., Rhizopus sp.,Geotichum sp., Ulocladium sp. ออสเตรเลีย พบเชื้อรา Thielaviopsis  
thielavioides และ Fusarium solani และนิวซีแลนด 3 ตัวอยาง พบเชื้อรา Phoma sp.   และผล
การศึกษาวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชสําหรับการนําเขาแครอท พบวาศัตรูพืชกักกันที่มีความเส่ียง
ปานกลาง มีจํานวน 25 ชนิด ไดแก แมลง Psila rosae, Napomyza carotae, Naupactus 
leucoloma, Listronotus oregonensis, Listronotus texanus ไร Halotydeus destructor  



 923 

ไสเดือนฝอย Meloidogyne chitwoodi, Meloidogyne fallax, Meloidogyne ethiopica, 
Ditylenchus destructor, Nacobbus aberrans,  Heterodera schachtii, Heterodera carotae, 
แบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv.carotae, Pseudomonas marginalis pv.marginalis, 
Pseudomonas viridiflava เช้ือรา Chalara elegans, Phymatotrichopsis omnivore, 
Mycocentrospora acerina, Pythium sulcatum, Pythium violae, Phytophthora 
megasperma, Phytophthora cryptogea, Phytophthora medicaginis, Fusarium  culmorum  
ซึ่งจําเปนตองมีมาตรการสุขอนามัยพืชเพื่อลดความเสี่ยง สําหรับมาตรการควบคุมการนําเขาแค
รอท ปจจุบันอาศัยอํานาจตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติม พระราชบัญญัติกัก
พืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542  และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 กําหนดใหแครอทจาก
ทุกแหลงทั่วโลก จัดเปนพืชส่ิงกํากัด การนําเขาตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืชกํากับมาดวย ตลอดจน
มาตรการจัดการความเส่ียงศัตรูพืชที่เหมาะสม ข้ึนอยูกับชนิดของศัตรูพืชที่มีรายงานการในประเทศ
ผูสงออก ซึ่งมาตรการดําเนินการอาจใชวิธีเดียวหรือหลายๆ วิธีมาปฏิบัติรวมกัน เชน การจัดการใน
แหลงผลิต การจัดการหลังการเก็บเกี่ยว และการจัดการกอนการสงออก หรือ ณ จุดนําเขา เพื่อลด
ความเส่ียงศัตรูพืชกักกันลงมาในระดับที่ยอมรับได  
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การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชของเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุง 
นําเขาจากตางประเทศ 

Study on Pest Risk Analysis for the Importation of Edible Rape Seeds 
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บทคัดยอ 
 การศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชของผักกาดกวางตุง  ที่นําเขาจาก
ตางประเทศ  ไดทําการศึกษาในหองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกันพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช   ผักกาดกวางตุง (Edible Rape : Brassica  Chinensis L.) เปนพืชวงศ 
Brassicaceae ไดสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากทั่วโลก พบศัตรูพืชทั้งหมด จํานวน 31 ชนิด เปนแมลง 
18 ชนิด เชื้อรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด  ไวรัส 2 ชนิด ไสเดือนฝอย 1 ชนิด วัชพืช 3 ชนิด ผลการ
ตรวจเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาพบวัชพืช  9 ชนิด เมื่อทําการวิเคราะหและประเมินความ
เส่ียงแลว  การประเมินศักยภาพของศัตรูพืชที่มีโอกาสติดเขามากับเมล็ด ต้ังรกราก แพรระบาด 
และโอกาสทําความเสียหายทางเศรษฐกิจในประเทศไทย พบวัชพืชที่มี     ความเสี่ยงสูงเปนวัชพืช
กักกัน จํานวน 5 ชนิด ไดแก Chenopodium  album,  Cirsium  arvense,  Polygonum 
aviculare  Rumex  acetosella และ Phalaris minor   ดังนั้นมาตรการจัดความเส่ียงวัชพืช
ดังกลาว  สําหรับเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาและภาชนะที่บรรจุจะตองสะอาด ในพื้นที่ปลูก
เพื่อผลิตเมล็ดพันธุ  และบริเวณใกลเคียงตองไมมีวัชพืชทั้ง 5 ชนิด ในการนําเขาเมล็ดพันธุทุกคร้ัง
จะตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืช  ระบุวาปราศจากวัชพืชกักกันจากประเทศตนทางกํากับมาดวย 
เมื่อมาถึงดานตรวจพืชที่นําเขา ตองแจงใหพนักงานเจาหนาที่ตรวจพืชสุมตัวอยางเมล็ดพันธุ  เพื่อ
ตรวจสอบวัชพืช  ถาหากตรวจพบวัชพืชกักกันจะไมอนุญาตใหนําเขาเมล็ดพันธุล็อตนั้น  โดย
สงกลับประเทศตนทางและ/หรือเผาทําลาย 
 
 
 
รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-02-01-51 
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คํานํา 

ปจจุบันทุกประเทศที่เปนสมาชิกขององคการการคาโลก (WTO) ใหการยอมรับในความตก
ลงการบังคับใชมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (SPS Agreement) ซึ่งอยูบนพื้นฐานและ
สามารถพิสูจนไดโดยทางวิทยาศาสตรสําหรับการคาระหวางประเทศ เชน กรณีการสงออกสินคา
เกษตร ประเทศผูสงออกจะตองสงรายช่ือและขอมูลศัตรูพืชของพืชสงออกตามความตองการของ
ประเทศผูนําเขา เพื่อทําการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชกอนที่จะอนุญาตใหสินคาเกษตรนั้นๆเขา
ประเทศ หรือกรณีการนําเขาสินคาเกษตร ประเทศผูนําเขาจะดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยง
ศัตรูพืชโดยใชขอมูลศัตรูพืชที่มีรายงานในประเทศประกอบการพิจารณา โดยเปรียบเทียบกับขอมูล
ศัตรูพืชของพืชนําเขาจากตางประเทศ เพื่อกําหนดมาตรการควบคุมการนําเขา ซึ่งประเทศไทยถือ
เปนหลักปฏิบัติเชนกัน ดังนั้นในการนําเขาสินคาเกษตรจึงจําเปนตองมีการศึกษาศัตรูพืชเพื่อทราบ
ชนิดและรายละเอียดของศัตรูพืช พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติมโดย
พระราชบัญญัติกักพืช  (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551
กําหนดใหผลไมสวนใหญที่นําเขาจากตางประเทศ เมล็ดพันธุพืชผักตาง ๆ ดอกไมหรือไมประดับ
หลายชนิดจัดเปนส่ิงไมตองหาม เพียงแตแจงการนําเขาโดยไมตองมีการขออนุญาตกอนนําเขา 
หรือมีใบรับรองปลอดศัตรูพืชกํากับมา เมล็ดพันธุพืชผักและผลไมสวนมากจัดเปนสิ่งไมตองหาม 
(unprohibited materials) และบางชนิดที่จัดอยูในประเภทส่ิงกํากัด (Restricted materials) ซึ่งมี
เพียงแคใบรับรองปลอดศัตรูพืชจากประเทศตนทางกํากับมาโดยไมมีคํารับรองพิเศษเพิ่มเติมแต
อยางใด จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองดําเนินการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (pest risk 
analysis) ของพืชนําเขา ตามความตกลงวาดวยการใชมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช
(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Agreement:SPS ) “ มาตรฐาน
นานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 เร่ืองการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับ
ศัตรูพืชกักกันรวมทั้งการวิเคราะหความเส่ียงทางสภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : Pest risk 
analysis for quarantine pest including analysis of environmental risk ) เพื่อใหทราบวามี
ศัตรูพืชชนิดใดบางเปนศัตรูพืชกักกัน นํามาพิจารณาหามาตรการเพ่ือจัดการความเส่ียงศัตรูพืช
ชนิดนั้น ๆ และกําหนดเปนมาตรการทางดานกฎหมายและทางวิชาการในการควบคมุการนาํเขาตอไป 
หรือเปล่ียนแปลงสถานภาพของพืชนําเขาใหเปนส่ิงตองหามหรือส่ิงกํากัดตามพระราชบัญญัติกักพืช
พ.ศ. 2507 ตอไป การศึกษาและวิเคราะหความเส่ียงวัชพืชไดมีการศึกษาเมล็ดวัชพืชของ Popay et 
al. (2003) ไดทําการศึกษาวิเคราะหและประเมินความเส่ียงบนสับปะรดที่นําเขาประเทศนิวซีแลนด 
พบเมล็ดวัชพืชติดปะปนไปกับหัวสับปะรด จํานวน 12 ชนิด ซึ่งจัดเปนวัชพืชรายแรงในเขตรอนและ
อบอุน บางชนิดเปนวัชพืชรายแรงสามารถงอกและเจริญเติบโตในเขตภาคเหนือของนิวซีแลนด 
ไดแก Chromolaena odorata, Brachiaria mutica, Paspalum conjugatum, Rhynchelytrum 
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roseum and Ageratum conyzoides รายงานการตรวจเมล็ดพันธุพืชคลุมดิน 4 ชนิด ของประเทศ
มาเลเซียซึ่งนําเขาจากประเทศไทย ฟลิปปนส และอินโดนีเซีย พบเมล็ดวัชพืชติดปะปนกับเมล็ด
พันธุพืชคลุมดินดังกลาว จํานวน 33 ชนิด เมล็ดวัชพืชซึ่งพบมากที่สุดไดแก Eleusine indica และ 
Cynodon dactylon (Sastroutomo and Sigh, 1988) นอกจากนี้ Zakaria and Nair (1985) ได
รายงานการตรวจสอบเมล็ดพืชคลุมดิน ซึ่งนําเขาประเทศมาเลเซียจากประเทศไทย ศรีลังกา 
อินเดีย และฟลิปปนส พบเมล็ดวัชพืชติดปะปนไปกับเมล็ดพืชคลุมดิน จํานวน 36 ชนิด เมล็ดวัชพืช
ที่พบมากไดแก Mimosa pudica, Crotalaria sp. และ Axonopus spp. รายงานการแพรระบาด
ของวัชพืชรายแรงในตางประเทศพบวา Polygonum convolvulus เปนวัชพืชรายแรงในไรขาวสาลี 
ขาวบาเลย ขาวโอต ขาวฟาง และธัญพืชของประเทศ บัลแกเรีย อังกฤษ ฟนแลนด เยอรมัน อินเดีย 
อิหราน นิวซีแลนด ฯลฯ (Holm et al., 1977)รายงานการงอกของ Thlaspi arvense เปนวัชพืชใบ
เล้ียงคูฤดูเดียว สกุลกะหลํ่างอกไดดีที่ระดับอุณหภูมิ 10-23°C ในที่มีแสงขยายพันธุโดยใชเมล็ด
หนึ่งตนผลิตเมล็ดได 10,000 – 15,000 เมล็ด เมล็ดมีชีวิตอยูในดินไดนาน 6 ป (Hafiger et al., 
1988) Rumex crispus เปนวัชพืชใบกวางอายุหลายป งอกไดดีเมื่อไดรับแสงมากและอุณหภูมิที่
รับ (20-30°C) ขยายพันธุโดยเมล็ด และการแตกรากหนึ่งตนผลิตเมล็ดไดปริมาณ 29,000-60,000 
เมล็ด เมล็ดที่เก็บไวนาน 50 ป สามารถงอกไดถึง 52% บางเมล็ดมีชีวิตอยูไดถึง 80 ป (Holm et al., 
1977) 
อุปกรณ 

1. เมล็ดพันธุ ผักกาดกวางตุง 
2. ถาดนับเมล็ดพันธุ 
3. ตาช่ัง 
4. ปากคีบ 
5. จานแกว 
6. กลองจุลทรรศน (Stereo microscope) 
7. ซีดีรอม ( CPC 2007) 
8. ภาชนะเก็บตัวอยางศัตรูพืช 
9. หนงัสือ และวรสารทั้งในประเทศและตางประเทศ 
10. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามยัพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะห

ความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกนัรวมทัง้การวิเคราะหความเส่ียงทาง
สภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : Pest risk analysis for quarantine pest including 
analysis of environmental risk ) 

11. วัสดุและอุปกรณคอมพิวเตอรสําหรับสืบคนขอมูล 
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วิธีการ 

1.  รวบรวมขอมลูทั่วไปของพืช 
2.  รวบรวมขอมลูศัตรูพืชที่มีรายงานในตางประเทศ เปรียบเทียบกับขอมูลในประเทศ 
3.  เก็บตัวอยางและตรวจสอบศัตรูพืชที่ติดมากับพชืนาํเขา ณ จุดทีม่ีการนําเขา 
4.  สํารวจ ติดตามและตรวจสอบศัตรูพืชภายหลังการนาํเขาในแหลงปลูก 
5.  วิเคราะหและประเมินความเส่ียงศัตรูพืชทีม่ีศักยภาพเปนศัตรูพืชกักกนั 
6.   กําหนดมาตรการทางวชิาการ/ กฎหมาย เพื่อควบคุมการนาํเขา 
7.   สรุปผลและเขียนรายงาน 
 

เวลาและสถานที่   
 ระยะเวลาเร่ิมตน  ตุลาคม 2550 – กนัยายน 2552 ( 2 ป) 

สถานที ่หองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกันพืช  และ  ดานตรวจพืช 
 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

เมล็ดพันธุผักกาดกวางตุง  ผักกาดกวางตุง  (Edible rape : Brassica chinensis L.) 
เปนพืชวงศ Brassicaceae  อายุส้ันฤดูเดียว มีอายุการเก็บเกี่ยว 35–45 วัน  ลําตนต้ังตรงมีสีเขียว   
ใบเด่ียวเรียบ ไมหอตัว ขอบใบเปนรอยฟนเล่ือยเล็กๆ โคนใบหยักเปนคล่ืนเล็กนอย ปลายใบมน 
กานใบที่ติดกับลําตนมีสีเขียวออนเปนรองเรียวกลมข้ึนไปหาแผนใบ กานใบหนา สีขาวอมเขียว   
ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืชจากทั่วโลกพบศัตรูพืชทั้งหมด จํานวน 31 ชนิด เปนแมลง 18 ชนิด    
เชื้อรา 5 ชนิด แบคทีเรีย 3 ชนิด ไวรัส 2 ชนิด ไสเดือนฝอย 1 ชนิด วัชพืช 3 ชนิด ผลการตรวจเมล็ด
พันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาจากตางประเทศพบวัชพืช 9 ชนิด ไดแก Chenopodium album, 
Cirsium arvcnse, Lepidium campestre, Phalaris minor, Polygonum aviculare, Polygonum 
persicaria Ploygonum lapathifolium, Rumex acetose lla และ Rumex crispus เมื่อทําการ
วิเคราะหและประเมินความเส่ียงแลว การประเมินศักยภาพของศัตรูพืชที่มีโอกาสติดเขามากบัเมล็ด 
การต้ังรกราก แพรระบาด และโอกาสทําความเสียหายทางเศรษฐกิจในประเทศไทย พบวัชพืชที่มี
ความเส่ียงตํ่า จํานวน 2 ชนิด ไดแก Polygonum persicaria, Rumex crispus มีความเส่ียงปาน
กลาง 2 ชนิด คือ Lepidium campestre, Polygonum lapathifolium มีความเส่ียงสูง 5 ชนิด ไดแก 
Chenopodium album, Cirsium arvense, Polygonum aviculare และ Rumex acetosella 
Phalaris minor รายงานในตางประเทศโดย Holm et al., 1977 รายงานวา Chenopodium album 
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เปนวัชพืชรายแรงในในแปลงปลูกผักของประเทศ นิวซีแลนด สหรัฐอเมริกา สเปน โปตุเกส นอรเวย 
ญ่ีปุน อินเดีย ฟนแลนด แคนาดา ไอรแลนด และบัลแกเรีย C. album ตนใหญๆ สามารถผลิตเมล็ด
ไดถึง 500,000 เมล็ด Cirsium arvemse เปนวัชพืชรายแรงในแปลงปลูกผักของประเทศบัลแกเรีย 
นิวซีแลนด อิหราน และแปลงปลูกขาวสาลี ขาวฟาง ขาวโอต ขาวไรย และแปลงธัญพืช ของ
ประเทศอังกฤษ ฟนแลนด เยอรมันนี อินเดีย สหรัฐอเมริกา นิวซีแลนด ยูโกสลาเวีย และบัลแกเรีย 
Polygonum aviculare มีแหลงแพรระบาดอยูในหลายประเทศ ไดแก อเจนตินา แคนาดา ซิลี 
สหรัฐอเมริกา ฝร่ังเศส อิตาลี เนเธอรแลนด สเปน ออสเตรเลีย นิวซีแลนด โปแลนด นอรเวย 
ฟนแลนด เดนมารก สวีเดน (Hafliger, T.J. 1988) Rumcx acetosella แพรระบาดอยูในประเทศ
สหรัฐอเมริกา ฝร่ังเศส เยอรมัน อิตาลี แคนาดา ซิลี โปแลนด นอรเวย สเปน สวีเดน สวิสเซอรแลนด 
ฮังการี เนเธอรแลนด เปรู อินเดีย เม็กซิโก ฟนแลนด (Hafliger, T.J. 1988) Phalaris minor        
แพรระบาดในแหลงปลูกพืชของประเทศบราซิล อาเจนตินา ซิลี อิตาลี ฝร่ังเศส ออสเตรเลีย 
นิวซีแลนด สาธารณรัฐประชาชนจีน ญ่ีปุน ฟลิปปนส เกาหลี สหรัฐอเมริกา แคนาดา เม็กซิโก 
โบลิเวีย เปรู โคลัมเบีย เวเนซูเอลา (Hafliger, E. 1981) นอกจากนี้วัชพืชทั้ง 5 ชนิด ยังเปนวัชพืช
กักกัน ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพ่ิมเติม โดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 ซึ่งหามนําเขาจากทุกแหลงทั่วโลก  
ดังนั้นมาตรการในการจัดการความเส่ียงวัชพืชกักกันทั้ง 5 ชนิดมีดังนี้ 

1. เมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาจากตางประเทศและภาชนะที่บรรจุจะตองสะอาด 

2. ในพื้นที่ปลูกเพื่อผลิตเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงและบริเวณใกลเคียงตองไมมีวัชพืช 

กักกันทั้ง 5 ชนิด 

3. ในการนําเขาเมล็ดพันธุทุกคร้ังตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืช ระบุวาปราศจากวัชพืช 

กักกันทั้ง 5 ชนิด จากประเทศตนทางกํากับมาดวย 

4. ในการนําเขาเมล็ดพันธุดังกลาว จะตองนําเขามาทางดานตรวจพืช และตองแจงให
เจาหนาที่กักกันพืชสุมตัวอยางเพื่อตรวจสอบวัชพืช ถาหากตรวจสอบพบวัชพืชกักกัน
จะไมอนุญาตใหนําเขาเมล็ดพันธุล็อตนั้น โดยสงกลับประเทศตนทางและ/หรือเผา
ทําลาย 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ผลการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชของเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาจากตางประเทศ 
พบวัชพืชที่มีความเส่ียงสูงเปนวัชพืชกักกันจํานวน 5 ชนิด ไดแก Chenopodium album, Cirsium 
arvense, Polygonum aviculare, Phalaris minor และ  Rumex acetosella มีความเส่ียงปาน
กลาง 2 ชนิด คือ Lepidium campestre, Polygonum lapathifolium มีความเส่ียงตํ่า 2 ชนิด คือ 
Polygonum persicaria และ Rumex crispus สําหรับมาตรการในการจัดการความเส่ียงไดอาศัย 
พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507  แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 
และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 เพื่อปองกันและสกัดกั้นมิใหวัชพืชกักกันจาก
ตางประเทศเขามาแพรระบาดในแหลงปลูกพืชของประเทศไทยในอนาคต  ดังนั้นไดกําหนด
มาตรการทางดานกักกันพืชโดยกําหนดใหเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงที่นําเขาจากตางประเทศและ
ภาชนะที่บรรจุตองสะอาด ในพื้นที่ปลูก เพื่อผลิตเมล็ดพันธุผักกาดกวางตุงและบริเวณใกลเคียง
ตองไมมีวัชพืชกักกันทั้ง 5 ชนิด การนําเขาเมล็ดพันธทุกคร้ังตองมีใบรับรองสุขอนามัยพืชระบุวา
ปราศจากวัชพืชกักกัน  ดังกลาวจากประเทศตนทางกํากับมาดวย เมื่อเมล็ดพันธที่นําเขามาถึงดาน
ตรวจพืชตองแจงใหเจาหนาที่กักกันพืชทําการสุมตัวอยางเพื่อตรวจสอบวัชพืช ถาหากตรวจพบ
วัชพืชกักกันจะไมอนุญาตใหนําเขาเมล็ดพันธุนั้น โดยสงกลับประเทศตนทาง และ/หรือ เผาทําลาย 
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ศึกษาชนิดของไรศัตรูพืชในหัวหอม และกระเทียมที่นําเขาจากประเทศจีน 
Study on Mites Pest on Imported Onion and Garlic from China 

 
พลอยชมพู  กรวิภาสเรือง   มานิตา  คงชื่นสิน    พิเชฐ  เชาวนวัฒนวงศ 

กลุมกีฏและสัตววทิยา  สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
      

บทคัดยอ 

ผลจากการจําแนกชนิดไรศัตรูพืชบนหัวหอมและกระเทียมที่นําเขาจากประเทศจีนผานทาง
ดานตรวจพืชเชียงแสน จังหวัดเชียงราย ดานตรวจศัตรูพืชมุกดาหาร ดานตรวจศัตรูพืชทาเรือ
กรุงเทพ ดานตรวจศัตรูพืชลาดกระบัง ต้ังแตเดือนกรกฎาคม  2548-สิงหาคม 2552 พบไรรวมทัง้ส้ิน 
23 ชนิด 8 วงศ  เปนไรศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไรตัวห้ํา  8 ชนิด 6 วงศ  ไรที่พบบนกระเทียมเปนไร
ศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไดแก วงศ Acaridae 15 ชนิดคือ  Rhizoglyphus echinopus (Fumouze 
and Robin), Rhizoglyphus robini Claparèdeม Rhizoglyphus sp,  Sancasania berlesei 
(Michael), Sancasania oudemansi (Zachvatkin), Sancasania sp., Sancasania 
mycophagus (Mègnin), Schwiebia sp., Suidasia pontifica Oudemans,, Thyreophagus 
gallgoi (Portus &Gomez), Tyrophagus communis Fan&Zhang, ,Tyrophagus 
putrescentiae (Schrank),  Tyrophagus robertsonae Lynch, Tyrophagus sp., Tyrophagus 
similis Volgin และ วงศ Eriophyidae 1 ชนิดคือ Aceria tulipae (Keifer) ไรศัตรูธรรมชาติพบ 6 
ชนิด 5 วงศ ไดแก วงศ Phytoseiidae 2 ชนิดคือ Amblyseius tareensis Schicha และ 
Amblyseius sp. วงศ Cheyletidae 1 ชนิดคือ Cheyletus sp. ที่เหลืออีก 3 ชนิดอยูในวงศ 
Ascidae  Ameroseiidae และ Stigmaeidae สวนไรที่พบบนหัวหอมเปนไรศัตรูพืช 6 ชนิด 2 วงศ 
ไดแก วงศ Acaridae จํานวน 5 ชนิด คือRhizoglyphus echinopus (Fumouze&Robin), 
Rhizoglyphus robini Claparède, Rhizoglyphus sp. Sancasania berlesei (Michael), S. 
oudemansi (Zachvatkin), Sancasania sp.  และ Tyrophagus communis Fan & Zhang และ
วงศ Eriophyidae จํานวน 1 ชนิด ไรศัตรูธรรมชาติพบ  4 ชนิด 4 วงศ ไดแก Cheyletus fortis 
Oudemans วงศ Cheyletidae และอีก 3 ชนิดอยูในวงศ   Ameroseiidae  Ascidae และ 
Laelapidae   

 
      
รหัสการทดลอง 07-01-49-07-03-03-03-51 
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คํานํา 

ปจจุบันประเทศไทยเปดการคาเสรีกับตางประเทศในหลาย ๆ ประเทศดวยกันเชน ประเทศ
จีน ประเทศออสเตรเลีย อินเดีย เปรู และมีแนวโนมที่จะเปดการคาเสรีกับตางประเทศเพิ่มข้ึนอีก
หลายประเทศ เชน ญ่ีปุน นิวซีแลนด กลุมประเทศ EFTA เกาหลี  (กรมเจรจาการคาระหวาง
ประเทศ, 2549) มูลคาการนําเขาสินคาเกษตร   โดยสวนใหญจะเปนพืชผักผลไมเมืองหนาวท่ี
นําเขามาจากประเทศจีนผานเขามาทางดานตรวจศัตรูพืชในประเทศไทยเชนดานตรวจพชืเชยีงแสน 
ดานตรวจพืชสะเดา  ดานตรวจพืชทาเรือคลองเตย โดยเฉพาะดานตรวจพืชเชียงแสน จ. เชียงราย 
นับเปนดานหลักที่มีการนําเขาสินคาเกษตรจากประเทศจีน สําหรับปริมาณการนําเขากระเทียมสด
ต้ังแต เดือนมกราคม-ธันวาคม ป พ.ศ. 2552   มีปริมาณการนําเขา 40,556  ตัน คิดเปนมูลคา 
307.8 ลานบาท ปริมาณการนําเขาหอมหัวใหญต้ังแต เดือนมกราคม-ธันวาคมปพ.ศ. 2552  มี
ปริมาณการนําเขา 37,691 ตัน  คิดเปนมูลคา 335.20 ลานบาท ปริมาณการนําเขาหอมแดงต้ังแต 
เดือนมกราคม-ธันวาคมป พ.ศ. 2551   มีปริมาณการนําเขา 390 ตัน คิดเปนมูลคา 4  ลานบาท 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552)  การนําเขาหัวหอมและกระเทียมปริมาณสูง มีความเส่ียงที่
จะติดศัตรูพืชรายแรงที่เปนศัตรูพืชกักกันเขามากับสินคา  สรางความเสียหายอยางรายแรงใหกับ
การเกษตรของไทย  โดยเฉพาะไรนับเปนศัตรูที่มีความสําคัญ มีขนาดเล็กทําใหยากแกการ
สังเกตเห็น ซึ่งไดมีรายงานการพบไรศัตรูพืชจากกระเทียมที่นําเขาจากประเทศจีนเขาในประเทศ
นิวซีแลนด ไวหลายชนิดดวยกันไดแก Rhizoglyphus setosus Manson, Rhizoglyphus 
echinopus (Fumouze and Robin), Rhizoglyphus robini Claparède, Tyrophagus longior 
(Gervais), Tyrophagus putrescentiae (Schrank) และ Tetranychus urticae Koch (Pearson , 
2006A) และในพืช ya pear (Pyrus bretshneidori)  ที่นําเขาจากประเทศจีน มีรายงานพบไร
ศัตรูพืชดวยกัน 3 ชนิด ไดแก Byobia mite (Bryobia rubrioculus), European red mite 
(Panonychus ulmi) และ ไรสองจุด (T. urticae) (Pearson, 2006B) สําหรับการศึกษา
อนุกรมวิธานไรศัตรู กระเทียม ในประเทศไทยทั้งในสภาพไรและสภาพการเก็บรักษาไวหลังการเก็บ
เกี่ยว Suthosanee et. al (1980) ไดจําแนกไรศัตรูกระเทียมที่พบในประเทศไทยไว           5 ชนิด 
คือ Aceria tulipae (Keifer), Rhizoglyphus sp., Suidasia sp., Tyrophagus sp. และ 
Caloglyphus sp. วัฒนา  (2546)   รายงานพบไรหลายชนิดดวยกันในหอมและกระเทียมทีป่ระเทศ
ไทยไดแก        T. putrescentiae, Sancasania berlesei (Michael), R. echinopus  และ  
Histiostoma sp.   มานิตา และคณะ (2548) ไดรายงานวา พบไรศัตรูพืชในกระเทียมและหอม
หลายชนิดดวยกันไดแก Caloglyphus berlesei (Michael),  Caloglyphus oudemansi 
(Zachavatkin), R. echinopus , Suidasia medanensis Oudemans, T. putrescentiae, R. 
echinopus และ A. tulipae นอกจากนี้Fan และZhang ป 2007 รายงานพบไรสกุลนี้ในประเทศ
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ไทย 3 ชนิดคือ Tyrophagus  javensis (Oudemans),    T. robertsonae และ T. communis ใน
ประเทศจีน พบไรในสกุลนี้ไว 5 ชนิดดวยกันคือ Tyrophagus tropicus Robertson  Tyrophagus 
neiswanderi Johnston&Bruce , Tyrophagus putrescentiae (Schrank), Tyrophagus 
communis Fan&Zhang และ Tyrophagus similis Volgin,  

 ดังนั้นการจําแนกชนิดไรศัตรูพืชที่ตรวจพบบนสินคานําเขาจากดานตรวจพืชนี้นับวาจะเปน
ประโยชนอยางยิ่ง  เพื่อใชเปนขอมูลในการอางอิงถึงศัตรูพืชที่ติดเขามาภายในประเทศ  อีกทั้งยัง
เปนการปองกันไมใหมีศัตรูพืชรายแรงติดเขามาทําความเสียหายใหกับพืชปลูกของประเทศไทย 
และเปนจุดเร่ิมตนในการจัดทํารายช่ือชนิดของไรศัตรูพืชนําเขาเพื่อนําไปใชอางอิงในดานตรวจพืช
อ่ืน ๆ ที่มีการนําเขาผลิตผลทางการเกษตรตอไป  

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

 1. อุปกรณที่ใชในการเก็บตัวอยางไร : ไดแก  ถุงพลาสติกใสขนาดตาง ๆ   กลองพลาสติก 
พูกันเบอร 0  ขวดดองตัวอยางไร ขนาด 1 แดรม บรรจุแอลกอฮอล 70%  พูกัน กลองพลาสติก
รักษาความเย็นขนาด 68 ควอทซ  แวนขยาย (กําลังขยาย 20x) และกรวยแยกไร (Berlese 
Tullgren funnel) 
 2. อุปกรณสําหรับใชในการเตรียมตัวอยางไร  เพื่อการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน : 
ไดแก กลองจุลทรรศน (stereomicroscope) , ตะเกียงแอลกอฮอล  โคมไฟ พูกันเบอร 0 เข็มเข่ีย
ปลายแหลม และปลายงอ สําลี ตูอบ/เคร่ืองอุนสไลด ต้ังอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส แปนหมุน
สําหรับผนึกขอบสไลด น้ํายาผนึกขอบสไลด 
 3. อุปกรณสําหรับใชในการตรวจจําแนกชนิดของไร : ไดแก กลองจุลทรรศนชนิด 
compound microscope และ key สําหรับใชจําแนกชนิดของไรศัตรูในโรงเก็บ และไรตัวห้ําในวงศ
ตาง ๆ 
 4.  อุปกรณสําหรับใชในการเก็บตัวอยางไร ไดแก ถุงกระดาษ ถุงพลาสติกใสขนาดตาง ๆ 
แอลกอฮอล 95%  และสารเคมีสําหรับดองตัวอยาง 
 5.  อุปกรณสําหรับใชในการเตรียมตัวอยางไร เพื่อการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
ไดแก แผนสไลด แผนปดสไลด ปากกาเขียนกระจก กระดาษบันทึก  กลองใสสไลด สารเคมี สําหรับ
ใชเตรียมน้ํายาเมาทสไลด  สําลี  น้ํายาสําหรับผนึกขอบสไลด 
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วิธีการ 

 1. เก็บตัวอยางไรศัตรูพืชจากหวัหอมและกระเทยีมจากดานตรวจพชืจากดานตรวจพืชตาง 
ๆ นําตัวอยางใบพืชที่ไดใสถุงกระดาษและหอดวยถงุพลาสติกอีกช้ันหนึง่แลวรัดปากถงุดวยยาง
บันทกึขอมูลจากตัวอยางไรที่เก็บได เชน  ชื่อพืช ชื่อผูเก็บ สถานที ่วนัที่เก็บ จากนัน้นาํตัวอยางไป
แชในกลองน้ําแข็งเพื่อรักษาไมใหตัวอยางเสื่อมสภาพเร็ว หากตัวอยางพืชที่ไดสามารถเก็บรักษา
นาน เชน หอมและกระเทยีม ไมตองแชในกลองน้าํแข็งใหนาํตัวอยางใสถุงกระดาษพับปากถุง แลว
นําตัวอยางที่ไดทั้งหมดกลับมาทาํสไลดตอที่หองปฏิบัติการ 

2. นาํตัวอยางมาทาํสไลดถาวร ดวยน้าํยา Hoyer’s solution  ดวยการหยดน้าํยา Hoyer’s 
solution ลงบนสไลด ใชพูกนัเข่ียตัวไรวางลงบนน้ํายา จากนัน้กดตัวไรใหจมลงในน้าํยา จัดตัวไรให
อยูในสภาพที่เห็นสวนตาง ๆ ไดอยางชัดเจน ดวยเข็มเข่ียขนาดเล็ก  ปดตัวอยางดวย แผนแกวปด
สไลด (coverglass)   นําสไลดไปอังบนตะเกียงแอลกอฮอลพอรอน เพื่อใหอวยัวะสวนตาง ๆ ของไร
ยืดออกเต็มที ่ และเพื่อไลฟองอากาศ เขียนหมายเลขรหัสของตัวอยางทีท่ําเสร็จเรียบรอยลงบน
สไลด บันทึกรายละเอียดที่สําคัญของตัวไรลงบนสมุดบันทึก จากนั้น นําตัวอยางทีท่ําเสร็จแลวเขา
ตูอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน จากนัน้นาํสไลดที่ไดมาทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 
สัปดาห จึงผนกึขอบสไลดดวยน้าํยาทาเล็บ 

3.นําสไลดถาวรที่ เสร็จเรียบรอยแลวมาจําแนกชนิดภายใตกลองจุลทรรศนชนิด 
compound microscope ปดปายบันทึกรายละเอียดเกี่ยวกับสถานที่ วันที่ที่เก็บตัวอยาง ชื่อผูเก็บ
และช่ือพืชไวดานซายของแผนสไลด สวน ชื่อวิทยาศาสตรไรที่จําแนกไดไวดานขวาของสไลด  

4.  นําสไลดเกบ็ในกลองเก็บสไลดและเรียงในพิพิธภัณฑตามระบบสากลตอไป 

เวลาและสถานที ่

ทําการศึกษาระหวางเดือน กรกฎาคม  2548- สิงหาคม 2552 โดยการเก็บตัวอยางหวัหอม
และกระเทยีมนําเขาจากดานตรวจพืชเชียงแสน จังหวดัเชียงราย ดานตรวจพืชมกุดาหาร จงัหวัด
มุกดาหาร ดานตรวจพืชทาเรือกรุงเทพ ดานตรวจพืชลาดกระบัง ดานตรวจพืชแมสอด จังหวัดตาก 
ดานตรวจพืชทาเรือแหลมฉบัง จงัหวัดชลบุรี และ ดานตรวจพืชสะเดา จงัหวัดสงขลา   

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

จากการเก็บตัวอยางไรศัตรูพืชบนหัวหอมและกระเทียมที่นําเขาจากประเทศจีนผานทาง
ดานตรวจพืชเชียงแสน จังหวัดเชียงราย ดานตรวจศัตรูพืชมุกดาหาร จังหวัดมุกดาหาร ดานตรวจ
พืชทาเรือกรุงเทพ ดานตรวจพืชลาดกระบัง ต้ังแตเดือน กรกฎาคม  2548-สิงหาคม 2552 พบไรรวม
ทั้งส้ิน 23 ชนิด 8 วงศ  เปนไรศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไรตัวห้ํา  8 ชนิด 6 วงศ  ไรที่พบบนกระเทียม
เปนไรศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไดแก วงศ Acaridae 15 ชนิดคือ  Rhizoglyphus echinopus 
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(Fumouze and Robin), Rhizoglyphus robini Claparède, Rhizoglyphus sp,  Sancasania 
berlesei (Michael), Sancasania oudemansi (Zachvatkin), Sancasania sp.,  Sancasania 
mycophagus (Mègnin), Schwiebia sp., Suidasia pontifica Oudemans,, Thyreophagus 
gallgoi (Portus &Gomez), Tyrophagus communis Fan&Zhang, ,Tyrophagus 
putrescentiae (Schrank),  Tyrophagus robertsonae Lynch, Tyrophagus sp., Tyrophagus 
similis Volgin และ วงศ Eriophyidae 1 ชนิดคือ Aceria tulipae (Keifer) เปนไรตัวห้ํา 6 ชนิด 5 
วงศ ไดแก วงศ Phytoseiidae 2 ชนิดคือ Amblyseius tareensis Schicha และ Amblyseius sp. 
วงศ Cheyletidae 1 ชนิดคือ Cheyletus sp. ที่เหลืออีก 3 ชนิดอยูในวงศ Ascidae  Ameroseiidae 
และ Stigmaeidae  Table 1 และ 2  จากผลการสํารวจและจําแนกชนิดไรที่พบในกระเทียมนําเขา
จากประเทศจีน  พบไรศัตรูพืช 2 ชนิด ที่เปนศัตรูพืชกักกันตามพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) 
พ.ศ. 2551 คือ Tyrophagus similis Volgin และ  Sancasania mycophagus (Mègnin) ชื่อสกุล
เดิมคือ Caloglyphus จากดานตรวจศัตรูพืชเชียงแสน จังหวัดเชียงราย 

สวนไรที่พบบนหัวหอมเปนไรศัตรูพืช 6 ชนิด 2 วงศ ไดแก วงศ Acaridae จํานวน 5 ชนิด 
คือRhizoglyphus echinopus (Fumouze & Robin), Rhizoglyphus robini Claparède, 
Rhizoglyphus sp. Sancassania berlesei (Michael), S. oudemansi (Zachvatkin), 
Sancasania sp.  และ Tyrophagus communis Fan & Zhang และวงศ Eriophyidae จํานวน 1 
ชนิด ไรศัตรูธรรมชาติพบ  4 ชนิด 4วงศ ไดแก Cheyletus fortis Oudemans วงศ Cheyletidae 
และอีก 3 ชนิดอยูในวงศ   Ameroseiidae Ascidae และ Laelapidae  Table 3 และ 4  ไมพบไร
ศัตรูพืชกักกันในหัวหอมนําเขาดังกลาว   สําหรับดานตรวจศัตรูพืชอ่ืน ๆ มีการนําเขาหัวหอมและ
กระเทียมจากประเทศอื่น ๆ เชนดานตรวจศัตรูพืชแมสอด จังหวัดตาก สวนใหญนําเขาหัวหอมและ
กระเทียมจากประเทศพมาพบไรศัตรูบนหัวหอมนําเขา 6 ชนิด 3 วงศ ไรศัตรูธรรมชาติ 2 ชนิด 2 
วงศ ดานตรวจศัตรูพืชสะเดา จังหวัดสงขลา นําเขาหัวหอมและกระเทียมจากประเทศอินโดนีเซีย
พบไรศัตรูบนหัวหอมนําเขา 1 ชนิด 1 วงศ ไรศัตรูธรรมชาติ 1 ชนิด 1 วงศ Appendix 1 และ 2  
สําหรับดานตรวจพืชแหลมฉบังไมพบไรศัตรูพืช จึงไมไดรายงานไวในตารางแสดงผล  การเก็บตัว
อยางไรศัตรูบนหัวหอมและกระเทียม มักประสบปญหาจากตัวอยางที่สงมาจําแนกที่ดองใน
แอลกอฮอลนานเกินไปทําใหตัวอยางแข็ง ไมสามารถจะจัดทาทางที่เหมาะสมกับการจําแนกได 
นอกจากนี้ปญหาที่พบก็คือคูมือการจําแนกที่เกาและไมทันสมัย จึงไดจํานวนชนิดไรที่มีความ
หลากหลายนอย ซึ่งปจจุบัน กลุมงานวิจัยไรและแมงมุม ไดรับคูมือการจําแนกมาใหม โดยคูมือการ
จําแนกนี้เปน ของ Fan และ Zhang ป 2007 ทําใหการจําแนกชนิดของไรมีการเปล่ียนแปลงโดยไร
ในสกุล Tyrophagus ที่พบในประเทศไทยทั้งหมดจากพิพิธภัณฑของกลุมงานวิจัยไรและแมงมุม 
กรมวิชาการเกษตร จากเดิมที่จําแนกเปน T. putrescentiae สวนใหญจะถูกเปล่ียนช่ือ มาเปน T. 
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communis โดยใชลักษณะการจําแนกที่ละเอียดเพิ่มข้ึนคือ ใชลักษณะความยาวของขนดานสัน
หลัง ลักษณะรูปรางของทอ  spermatheca ในเพศเมีย ลักษณะจุดประ (eyespots) บนแผนแข็ง
ดานสันหลัง (prodorsal shield) รูปรางของแผนแข็งบริเวณฐานของ coxa II    รูปรางลักษณะของ
อวัยวะสืบพันธุเพศผูและลักษณะอ่ืนๆ อีกหลายลักษณะ  ซึ่งคูมือการจําแนกชนิดเลมเดิมของ 
Hughes, 1976  ซึ่งใชเพียงขนาดความยาวของขนดานสันหลัง และลักษณะของขน Supracoxal 
seta และ ขน Solenidion  w1  ลักษณะรูปรางของอวัยวะสืบพันธุเพศผู  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ผลจากการจําแนกชนิดไรบนหัวหอมและกระเทียมที่นําเขาจากประเทศจีนผานทางดาน
ตรวจพืชตาง ๆ พบไรรวมทั้งส้ิน 23 ชนิด 8 วงศ  เปนไรศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไรตัวห้ํา  8 ชนิด 6 
วงศ  ไรที่พบบนกระเทียมเปนไรศัตรูพืช 16 ชนิด 2 วงศ ไดแก วงศ Acaridae 15 ชนิดคือ  
Rhizoglyphus echinopus (Fumouze and Robin), Rhizoglyphus robini Claparède, 
Rhizoglyphus sp,  Sancassania berlesei (Michael), Sancasania oudemansi (Zachvatkin), 
Sancasania sp.,  Sancasania mycophagus (Mègnin), Schwiebia sp., Suidasia pontifica 
Oudemans,, Thyreophagus gallgoi (Portus &Gomez), Tyrophagus communis 
Fan&Zhang, ,Tyrophagus putrescentiae (Schrank),  Tyrophagus robertsonae Lynch, 
Tyrophagus sp., Tyrophagus similis Volgin และ วงศ Eriophyidae 1 ชนิดคือ Aceria tulipae 
(Keifer) เปนไรตัวห้ํา 6 ชนิด 5 วงศ ไดแก วงศ Phytoseiidae 2 ชนิดคือ Amblyseius tareensis 
Schicha และ Amblyseius sp. วงศ Cheyletidae 1 ชนิดคือ Cheyletus sp. ที่เหลืออีก 3 ชนิดอยู
ในวงศ Ascidae  Ameroseiidae และ Stigmaeidae สวนไรที่พบบนหัวหอมเปนไรศัตรูพืช 6 ชนิด 
2 วงศ ไดแก วงศ Acaridae จํานวน 5 ชนิด คือRhizoglyphus echinopus (Fumouze & Robin), 
Rhizoglyphus robini Claparède, Rhizoglyphus sp. Sancasania berlesei (Michael), S. 
oudemansi (Zachvatkin), Sancasania sp.  และ Tyrophagus communis Fan & Zhang และ
วงศ Eriophyidae จํานวน 1 ชนิด ไรศัตรูธรรมชาติพบ  4 ชนิด 4 วงศ ไดแก Cheyletus fortis 
Oudemans วงศ Cheyletidae และอีก 3 ชนิดอยูในวงศ   Ameroseiidae Ascidae และ 
Laelapidae   

คําขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ Dr. Zhi-Qiang Zhang จากประเทศนิวซีแลนด ที่ชวยจําแนกชนิดของไร 
ยืนยันช่ือชนิดของไร  และกรุณาใหหนังสือคูมือการจําแนกชนิดไรจํานวนหลายเลม แกกลุมงานวจิยั
ไรและแมงมุม  ขอขอบคุณคุณกอบกุล  วิภาวสุ และหัวหนาดานตรวจพืชเชียงแสน จังหวัดเชียงราย  
คุณอมรศักด์ิ จูทิน และหัวหนาดานตรวจพืชสะเดา จังหวัดสงขลา หัวหนาดานทาเรือกรุงเทพ 
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หัวหนาดานตรวจศัตรูพืชลาดกระบัง คุณสฤษด์ิ ฟุงสุข และหัวหนาดานตรวจพืชมุกดาหาร จังหวัด
มุกดาหาร ขอขอบคุณ คุณสุทัศน  แกวสะอาด คุณอรุณศรี อุยวิรัตน ดานตรวจศัตรูพืชแหลมฉบัง 
คุณวราลักษณ กลิ่นใหญ และหัวหนาดานตรวจพืชแมสอด จังหวัดตาก  ที่ใหความรวมมือในการ
เก็บตัวอยางไรจากหัวหอมและกระเทียมเปนอยางดี 
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Table 1.  Mite pests found on imported garlic from China intercepted at Plant Quarantine 
Station,Thailand ( July, 2005-July, 2008) 

Scientific name of mite Part of plants 
infected by mite 

pests 

Location Remark 

Family Acaridae 
Rhizoglyphus echinopus 
(Fumouze & Robin) 

 
bulb 

 
Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Rhizoglyphus robini Claparède bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Rhizoglyphus sp. bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Sancasania berlesei (Michael) bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Mukdahan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Sancasania oudemansi 
(Zachvatkin) 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Mukdahan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Sancasania mycophagus 
(Mègnin) 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Confirm by Dr. 
Zhi-Qiang 
Zhang 

Sancasania sp. bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Mukdahan Plant 
Quarantine Station 
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Table 1.  (Continous) Mite pests found on imported garlic from China intercepted at Plant 
Quarantine Station,Thailand ( July, 2005-July, 2008))   

Scientific name of mite Part of plants 
infected by mite 

pests 

Location Remark 

Schwiebia sp. bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Suidasia pontifica Oudemans bulb Mukdahan Plant 
Quarantine Station 

 

Thyreophagus gallgoi (Portus 
&Gomez) 

 Mukdahan Plant 
Quarantine Station 

Indentify by 
Dr.Zhi-Qiang 
Zhang 

Tyrophagus communis Fan & 
Zhang 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Mukdahan Plant 
Quarantine Station 

 

Tyrophagus putrescentiae 
(Schrank) 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Tyrophagus robertsonae Lynch bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

 
 

Tyrophagus sp.  Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Mukdahan Plant 
Quarantine Station 

 

 

Tyrophagus similis Volgin bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Confirm by Dr. 
Zhi-Qiang 
Zhang 

Family Eriophyidae 
Aceria tulipae (Keifer) 

bulb Mukdahan Plant 
Quarantine Station  
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Table 2.  Predatory mite found on imported garlic from China intercepted at  Plant 
Quarantine Station, Thailand ( July, 2005-July, 2008) 

Scientific name of mite Location Remark 
Family Ascidae Chiangsan Plant Quarantine 

Station 
 

Mukdahan Plant Quarantine 
Station 
 

 

Family Ameroseiidae Chiangsan Plant Quarantine 
Station 
 

Mukdahan Plant Quarantine 
Station 
 

 

Family Cheyletidae 
Cheyletus sp.  

Chiangsan Plant Quarantine 
Station 
 

Mukdahan Plant Quarantine 
Station 
 

 

Family Phytoseiidae 
Amblyseius tareensis  Schicha 
Amblyseius sp. 

Chiangsan Plant Quarantine 
Station 
 

 

Family Stigmaeidae Mukdahan Plant Quarantine 
Station 
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Table 3.  Mite pests found on imported Shallot and Onion from China intercepted at Plant 
Quarantine Station, Thailand ( July, 2005-August, 22009) 

Scientific name of mite Part of plants infected 
by mite pests 

Location Remark 

Family Acaridae 
Rhizoglyphus echinopus 
(Fumouze and Robin) 

 
bulb 

 
Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Rhizoglyphus robini Claparède bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

Rhizoglyphus sp. bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

 

Sancasania berlesei (Michael) bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Latkrabang Plant 
Quarantine Station 
 

 

Sancasania oudemansi 
(Zachvatkin) 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Port of Bangkok 
Plant Quarantine 
Station 
 

 

Sancasania sp. bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 

 

 

Tyrophagus communis Fan and 
Zhang 

bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
 

Latkrabang Plant 
Quarantine Station 
  

 

Family Eriophyidae bulb Chiangsan Plant 
Quarantine Station 
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Table 4.  Predatory mite were found on imported Shallot and Onion from China 

intercepted at  Plant Quarantine Station,Thailand ( July, 2005-August, 2009) 

Scientific name of mite Location Remark 
Family Ascidae Chiangsan Plant Quarantine Station 

 

 

Family Ameroseiidae Chiangsan Plant Quarantine Station 
 

 

Family Cheyletidae 
Cheyletus  fortis 
Oudemans 

Chiangsan Plant Quarantine Station 
 

 

Family Laelapidae Chiangsan Plant Quarantine Station 
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ภาคผนวก 
APPENDIX1 :  Mite pests found on imported Onion from Indonesia and Myanma 

intercepted at Plant Quarantine Station, Thailand ( July, 2005-July, 2008) 

Scientific name of mite Part of plants infected 
by mite pests 

Location Remark 

Family Acaridae    
Sancasania berlesei 
(Michael) 

bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 
 
 

Imported from 
Myanma 

Sancasania oudemansi 
(Zachvatkin) 

bulb Sadoa Plant 
Quarantine Station 
 
 

Imported from 
Indonesia 

Sancasania sp. bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 
 

Imported from 
Myanma 

Tyrophagus communis 
Fan& Zhang 

bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 
 

Imported from 
Myanma 

Tyrophagus sp.  bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 

Imported from 
Myanma 

Family Eriophyidae 
Aceria tulipae (Keifer) 

bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 
 

Imported from 
Myanma 

Family Histiostomidae bulb Maesod Plant 
Quarantine Station 
 

Imported from 
Myanma 

APPENDIX2 :  Predatory mite found on imported Onion from Indonesia and Myanma 
intercepted at Plant Quarantine Station,Thailand ( July, 2005-July, 2008) 

Scientific name of mite Location Remark 
Family Ascidae MaeSod Plant Quarantine Station 

 

 

Family Cheyletidae 
 

Sadoa Plant Quarantine Station 
MaeSod Plant Quarantine Station 

 

 

 



 945 

การศึกษาชนิดของศัตรูพืชที่ติดมากับเมล็ดพันธุมะเขือเทศนําเขาจาก
ตางประเทศ 

Study on Quarantine pest of Imported  Tomato Seeds 
 

ชลธชิา  รักใคร    ศรีวิเศษ  เกษสังข    ปรียพรรณ  พงศาพิชณ    วันเพ็ญ ศรีชาติ 
ปริเชษฐ  ต้ังกาจนภาสน    วานิช  คําพานิช 

กลุมวิจัยการกักกนัพืช     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 
 

บทคัดยอ 

มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) มีศัตรูพืชรวมทั้งส้ินจํานวน 428 ชนิด เปนแมลง 
192 ชนิด ไร 4 ชนิด ไวรัส 49 ชนิด ไวรอยด 2 ชนิด แบคทีเรีย 26 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 ชนิด รา 97 
ชนิด  ไสเดือนฝอย 49 ชนิด และวัชพืช 52 ชนิด ในจํานวนนี้มีศัตรูพืชที่สําคัญดานกักกักพืชหลาย
ชนิด มีศัตรูพืชกักกันที่มีความเสี่ยงสูง (High risk) 30 ชนิด และไดสืบคนขอมูลศัตรูพืชของมะเขือ
เทศที่มีรายงานการนําเขามาในประเทศระหวางปพ.ศ. 2551-2552 จํานวน 14 ประเทศ เชน 
ประเทศ สหรัฐอเมริกา อินเดีย เนเธอรแลนด ไตหวัน สเปน จีน ญ่ีปุน เกาหลี อินโดนีเซีย อิตาลี ผล
การสืบคนขอมูลศัตรูพืช พบวา มีศัตรูพืชทั้งหมด 162 ชนิด เปนศัตรูพืชกักกันจํานวน 32 ชนิด ได
ดําเนินการสุมเก็บตัวอยางที่จุดนําเขาที่ดานตรวจพืชไดจํานวน 182 ตัวอยาง ผลการตรวจจําแนก
พบชนิดพบเชื้อโรคศัตรูพืชไดแก Furarium moniliform, Fusarium oxysporum ,Fusarium 
solani,Curvularia pallescens,Cladosporium sp. ,Alternaria tenuis ,Drechslera hawaiensis 
ประเทศที่ตรวจพบเช้ือมากที่สุดไดแก สหรัฐอเมริกา ,จีน ,อิตาลี ,อินโดนีเซีย และเนเธอรแลนด  
ประเทศที่ตรวจไมพบเชื้อเชน Israel,Islands,Japan  สําหรับผลการติดตามตรวจสอบเชื้อโรค
ศัตรูพืชในแปลงผลิตของเกษตรกรภายหลังการนําเขา แลวนํามาจําแนกชนิดในหองปฏิบัติการผล
การตรวจไมพบศัตรูพืชกักกัน   

 

 

 

 

 

รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-03-04-51 
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คํานํา 

ปจจุบันทุกประเทศที่เปนสมาชิกขององคการการคาโลก (WTO) ใหการยอมรับในความตก
ลงการบังคับใชมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (SPS Agreement) ซึ่งอยูบนพื้นฐานและ
สามารถพิสูจนไดโดยทางวิทยาศาสตรสําหรับการคาระหวางประเทศ เชน กรณีการสงออกสินคา
เกษตร ประเทศผูสงออกจะตองสงรายช่ือและขอมูลศัตรูพืชของพืชสงออกตามความตองการของ
ประเทศผูนําเขา เพื่อทําการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชกอนที่จะอนุญาตใหสินคาเกษตรนั้นๆเขา
ประเทศ หรือกรณีการนําเขาสินคาเกษตร ประเทศผูนําเขาจะดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยง
ศัตรูพืชโดยใชขอมูลศัตรูพืชที่มีรายงานในประเทศประกอบการพิจารณา โดยเปรียบเทียบกับขอมูล 
ศัตรูพืชของพืชนําเขาจากตางประเทศ เพื่อกําหนดมาตรการควบคุมการนําเขา ซึ่งประเทศไทยถือ
เปนหลักปฏิบัติเชนกัน ดังนั้นในการนําเขาสินคาเกษตรจึงจําเปนตองมีการศึกษาศัตรูพืชเพื่อทราบ
ชนิดและรายละเอียดของศัตรูพืช  

พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ. 2542  กําหนดใหผลไมสวนใหญที่นําเขาจากตางประเทศ เมล็ดพันธุพืชผักตาง ๆ ดอกไมหรือ
ไมประดับหลายชนิดจัดเปนส่ิงไมตองหาม เพียงแตแจงการนําเขาโดยไมตองมีการขออนุญาตกอน
นําเขา หรือมีใบรับรองปลอดศัตรูพืชกํากับมา เมล็ดพันธุพืชผักและผลไมสวนมากจัดเปนส่ิงไม
ตองหาม (unprohibited materials) และบางชนิดที่จัดอยูในประเภทสิ่งกํากัด (Restricted 
materials) ซึ่งมีเพียงใบรับรองปลอดศัตรูพืชจากประเทศตนทางกํากับมาโดยไมมีคํารับรองพิเศษ
เพิ่มเติมแตอยางใด จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองดําเนินการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช  

(pest risk analysis) ของพืชนําเขา ตามความตกลงวาดวยการใชมาตรการสุขอนามัยและ
สุขอนามัยพืช(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Agreement:SPS ) “ 
มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามัยพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะหความเส่ียง
ศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกันรวมทั้งการวิเคราะหความเส่ียงทางสภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : 
Pest risk analysis for quarantine pest including analysis of environmental risk ) เพื่อให
ทราบวามีศัตรูพืชชนิดใดบางเปนศัตรูพืชกักกัน นํามาพิจารณาหามาตรการเพื่อจัดการความเส่ียง
ศัตรูพืชชนิดนั้น ๆ และกําหนดเปนมาตรการทางดานกฎหมายและทางวิชาการในการควบคุมการ
นําเขาตอไป หรือเปล่ียนแปลงสถานภาพของพืชนําเขาใหเปนส่ิงตองหามหรือส่ิงกํากัดตาม
พระราชบัญญัติกักพืชพ.ศ. 2507  
อุปกรณ 

1. ตัวอยางเมล็ดพันธุมะเขือเทศ 
2. กลองจุลทรรศน (Stereo microscope) 
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3. วัสดุอุปกรณวทิยาศาสตรที่ใชในหองปฏิบัติการ 
4. สารเคมีตรวจสอบเชื้อโรคพชื 
5. ภาชนะเก็บตัวอยางพืช 
6. ชุดตรวจสอบศัตรูพืช ( ELISA Kit) 
7. หนงัสือ และวรสารทั้งในประเทศและตางประเทศ 
8. มาตรฐานนานาชาติสําหรับมาตรการสุขอนามยัพืช ฉบับที่ 11 เร่ือง การวิเคราะห

ความเส่ียงศัตรูพืชสําหรับศัตรูพืชกักกนัรวมทัง้การวิเคราะหความเส่ียงทาง
สภาพแวดลอม” (ISPM No. 11 : Pest risk analysis for quarantine pest including 
analysis of environmental risk ) 

วิธีการ 

1. รวบรวมขอมูลทั่วไปของพืช 
2.  รวบรวมขอมลูศัตรูพืชที่มีรายงานในตางประเทศ เปรียบเทียบกับขอมูลในประเทศ 
3.  เก็บตัวอยางและตรวจสอบศัตรูพืชที่ติดมากับพชืนาํเขา ณ จุดทีม่ีการนําเขา 
4.   สํารวจ ติดตามและตรวจสอบศัตรูพืชภายหลังการนําเขาในแหลงปลูก 
5. รวบรวมชนิดของศัตรูพืชที่เปนศัตรูพืชกักกนัที่ตรวจสอบได 
6.   กําหนดมาตรการทางวชิาการ/ กฎหมาย เพื่อควบคุมการนาํเขา 
7.   สรุปผลและเขียนรายงาน 
 

เวลาและสถานที ่

 ระยะเวลาเร่ิมตน  ตุลาคม 2550 – กนัยายน 2552 ( 2 ป) 
หองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกนัพืช  และ  ดานตรวจพชื 

 
ผลและวจิารณการทดลอง 

มะเขือเทศมีส่ิงมีชีวิตทั้งที่เปนศัตรู/ไมเปนศัตรูของมะเขือเทศรวมทั้งส้ินจํานวน 428 ชนิด 
เปนแมลง 192 ชนิด ไร 4 ชนิด ไวรัส 49 ชนิด ไวรอยด 2 ชนิด แบคทีเรีย 26 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 
ชนิด รา 97 ชนิด  ไสเดือนฝอย 49 ชนิด และวัชพืช 52 ชนิด ในจํานวนนี้มีศัตรูพืชที่สําคัญดานกัก
กักพืช ที่มีรายงานพบทําลายบนสวนเมล็ดพันธ ของมะเขือเทศ จํานวน 60 ชนิด เปนแมลง 13 ชนิด 
ไร 4 ชนิด ไวรัส 10 ชนิด ไวรอยด 2 ชนิด แบคทีเรีย 5 ชนิด และรา 6 ชนิด ไสเดือนฝอย 1 ชนิด และ
วัชพืช 19 ชนิด ผลการประเมินความเส่ียงศัตรูพืชกักกัน (Risk assessment) แตละชนิดในเบ้ืองตน
พบวา มีศัตรูพืชกักกันที่มีความเส่ียงสูง (High risk) 30 ชนิดและไดสืบคนขอมูลศัตรูพืชของ 
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มะเขือเทศที่มีรายงานการนําเขามาในประเทศระหวางปพ.ศ. 2551-2552 จํานวน 14 ประเทศ เชน 
ประเทศ สหรัฐอเมริกา อินเดีย เนเธอรแลนด ไตหวัน สเปน จีน ญ่ีปุน เกาหลี อินโดนีเซีย อิตาลี ผล
การสืบคนขอมูลศัตรูพืช พบวา มีศัตรูพืชทั้งหมด 162 ชนิด เปนศัตรูพืชกักกันจํานวน 32 ชนิด ได
ดําเนินการสุมเก็บตัวอยางที่จุดนําเขาที่ดานตรวจพืชไดจํานวน 182 ตัวอยาง ผลการตรวจจําแนก
พบชนิดพบเชื้อโรคศัตรูพืชไดแก Furarium moniliform, Fusarium oxysporum, Fusarium 
solani, Curvularia pallescens, Cladosporium sp.,Alternaria tenuis,Drechslera hawaiensis 
ประเทศที่ตรวจพบเช้ือมากที่สุดไดแก สหรัฐอเมริกา ,จีน ,อิตาลี ,อินโดนีเซีย และเนเธอรแลนด  
ประเทศที่ตรวจไมพบเชื้อเชน Israel,Islands,Japan  สําหรับผลการติดตามตรวจสอบเชื้อโรค
ศัตรูพืชในแปลงผลิตของเกษตรกรภายหลังการนําเขา โดยสุมตัวอยางจากแปลงเกษตรกรจํานวน  
126   ตัวอยาง แลวนํามาจําแนกชนิดในหองปฏิบัติการผลการตรวจพบเช้ือสาเหตุโรคพืช จํานวน 
52 ตัวอยาง ดําเนนิการวิเคราะหและประเมินความเส่ียงแลวพบวาเปนศัตรูพืชชนิดทีม่ีรายงานใน
ประเทศไทยอยูแลว ยงัไมพบศัตรูพืชกักกนั   

สรุปผลการทดลอง 

 มะเขือเทศมีศัตรูพืชรวมทั้งส้ินจํานวน 428 ชนิด เปนแมลง 192 ชนิด ไร 4 ชนิด ไวรัส 49 
ชนิด ไวรอยด 2 ชนิด แบคทีเรีย 26 ชนิด ไฟโตพลาสมา 2 ชนิด รา 97 ชนิด  ไสเดือนฝอย 49 ชนิด 
และวัชพืช 52 ชนิด ในจํานวนนี้มีศัตรูพืชที่สําคัญดานกักกักพืชหลายชนิด มีศัตรูพืชกักกันที่มีความ
เส่ียงสูง (High risk) 30 ชนิด และไดสืบคนขอมูลศัตรูพืชของมะเขือเทศที่มีรายงานการนําเขามาใน
ประเทศระหวางปพ.ศ. 2551-2552 จํานวน 14 ประเทศ เชน ประเทศ สหรัฐอเมริกา อินเดีย 
เนเธอรแลนด ไตหวัน สเปน จีน ญ่ีปุน เกาหลี อินโดนีเซีย อิตาลี ผลการสืบคนขอมูลศัตรูพืช พบวา 
มีศัตรูพืชทั้งหมด 162 ชนิด เปนศัตรูพืชกักกันจํานวน 32 ชนิด ไดดําเนินการสุมเก็บตัวอยางที่จุด
นําเขาที่ดานตรวจพืชไดจํานวน 182 ตัวอยาง ผลการตรวจจําแนกพบชนิดพบเช้ือโรคศัตรูพืชไดแก 
Furarium moniliform, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Curvularia pallescens, 
Cladosporium sp., Alternaria tenuis ,Drechslera hawaiensisประเทศที่ตรวจพบเช้ือมากที่สุด
ไดแก สหรัฐอเมริกา ,จีน ,อิตาลี ,อินโดนีเซีย และเนเธอรแลนด  ประเทศที่ตรวจไมพบเช้ือเชน 
Israel,Islands,Japan  สําหรับผลการติดตามตรวจสอบเช้ือโรคศัตรูพืชในแปลงผลิตของเกษตรกร
ภายหลังการนําเขา แลวนํามาจําแนกชนิดในหองปฏิบัติการผลการตรวจไมพบศัตรูพืชกักกัน   
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 การศึกษาไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขาจากตางประเทศ 
Study on Plant parasitic nematodes Associated with Imported Lily Bulbs 

 
วานิช  คําพานิช 1/    นุชนารถ   ต้ังจิตสมคิด 2/    วนัเพ็ญ  ศรีชาติ 1/ 

ปริเชษฐ  ต้ังกาญจนภาสน 2/ 
1/ กลุมวจิัยการกักกันพชื      สํานกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพืช 
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บทคัดยอ 
การสืบคนขอมูลไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีจากรายงานที่มีในประเทศไทย และ

ตางประเทศ พบวามีไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีทั้งหมดจํานวน 31 ชนิด พบในประเทศไทย 
จํานวน 16 ชนิด เปนไสเดือนฝอยที่เปนศัตรูพืชกักกันตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับ
ที่ 6) พ.ศ. 2550  จํานวน 8 ชนิด และจากการศึกษาไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับหัวพันธุลิลล่ีที่
นําเขาจากเนเธอรแลนด และสาธารณรัฐประชาชนจีน ทางดานตรวจพืชลาดกระบัง ดานตรวจพืช
ทาเรือกรุงเทพฯ และดานตรวจพืชเชียงแสน  ระหวางเดือนตุลาคม 2550 - กันยายน 2552 จํานวน
ทั้งหมด 25 ตัวอยาง ตรวจพบไสเดือนฝอยที่ติดมากับหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขาจากเนเธอรแลนด 
จํานวน 3 ชนิด ไดแก Helicotylenchus pseudorobustus,  Tylenchoryhnchus martini  และ 
Aphelenchoides sp. และหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขาจากสาธารณรัฐประชาชนจีนอีก จํานวน 3 ชนิด 
ไดแก Tylenchoryhnchus martini, Helicotylenchus multicinctus  และ Meloidogyne 
incognita และในการสํารวจ ติดตาม โดยการสุมตัวอยางดินและหัวพันธุลิลล่ีในแปลงปลูกที่ใชหัว
พันธุนําเขาจากตางประเทศในพื้นที่ภาคกลาง จังหวัดนนทบุรี และพื้นที่ภาคเหนือ จังหวัดเชียงราย 
เพื่อตรวจสอบหาชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืช จํานวนทั้งหมด 7 แปลง ตรวจพบไสเดือนฝอย
ศัตรูพืช จํานวน 6 ชนิด ไดแก Helicotylenchus pseudorobustus, Tylenchoryhnchus martini, 
Helicotylenchus multicinctus, Hoplolaimus seinhorsti, Meloidogyne incognita  และ 
Rotylenchulus reniformis   ซึ่งขอมูลดังกลาวนี้จะนําไปใชในการประเมินความเส่ียงศัตรูพืชของ
การนําเขาหัวพันธุลิลล่ีจากตางประเทศเพื่อกําหนดมาตรการในการควบคุมกํากับดูแลเพื่อลดความ
เส่ียงศัตรูพืชอันเนื่องมาจากไสเดือนฝอยศัตรูพืชชนิดที่รายแรงซ่ึงอาจติดมากับหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขา
มาในราชอาณาจักรและอาจจะมาแพรระบาดทําความเสียหายตอการปลูกลิลล่ีในประเทศไทยได 

 
 
รหัสการทดลอง  07-01-49-07-03-03-01-51 
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คํานํา 

  ลิลล่ี (Lily, Lilium spp.) จัดเปนส่ิงกํากัดตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 
(ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550  ประเทศไทยไดมีการนําเขาหัวพันธุลิลล่ีเปนปริมาณมากเพื่อปลูกประดับ
ความสวยงาม และเพื่อขยายพันธุ และภายใตขอตกลงที่วาดวยการบังคับใชมาตรการดาน
สุขอนามัย และสุขอนามัยพืช (Agreement on Application of Sanitary and Phytosanitary 
Measures หรือ SPS Agreement) ซึ่งเปนมาตรการในการปองกันมิใหศัตรูพืชติดมากับพืชและ
ผลิตผลพืชเขามาเปนอันตรายหรือกอใหเกิดความเสียหายตอสุขภาพมนุษย สัตว พืช และ
ส่ิงแวดลอม  ประเทศไทยจะตองเปดเสรีในฐานะที่เปนประเทศสมาชิกองคการการคาโลก และ
จะตองปฏิบัติตามกฎเกณฑเกี่ยวกับการคาสินคาเกษตร ภายใตขอตกลงที่วาดวยการบังคับใช
มาตรการดานสุขอนามัย และสุขอนามัยพืช (Agreement on Application of Sanitary and 
Phytosanitary Measures หรือ SPS Agreement) ซึ่งเปนมาตรการในการปองกันมิใหเขาไปเปน
อันตรายหรือเกิดความเสียหายตอสุขภาพมนุษย สัตว พืช และสิ่งแวดลอม วิธีการปฏิบัติคือ
ประเทศผูนําเขาสินคาเกษตรตองมีการตรวจสอบศัตรูพืช โดยทําการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช 
(Pest Risk Analysis : PRA) ซึ่งอาจจะเปนโรคพืช แมลง ไร สัตวศัตรูพืช และวัชพืช ชนิดใดชนิด
หนึ่ง ซึ่งอาจจะติดมากับสินคาเกษตรหรือแมแตหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขามาจากตางประเทศ 

ปญหาการนําเขานอกจากจะมีดิน และวัสดุปลูกติดมากับหัวพันธุลิลล่ี แลวยังมี
เชื้อโรคพืชไดแกเชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส  และแมลง รวมทั้งอาจจะมีศัตรูพืชชนิดอ่ืนติดมากับหัวพันธุ
ลิลล่ี โดยเฉพาะอยางยิ่งไสเดือนฝอยศัตรูพืชบางชนิดที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทย และเปน
ศัตรูพืชกักกันเชน Aphelenchoides fragariae, Ditylenchus destructor,D. dipsaci, Globodera 
pallida  (Biosecurity Australia, 2000; CPC, 2007; EPPO, 2006) และอาจจะมีไสเดือนฝอย
ชนิดอ่ืนอีก ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองศึกษาชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับ
หัวพันธุลิลล่ีที่นําเขาจากตางประเทศ เพื่อใชเปนขอมูลในการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของลิลล่ีที่
นําเขาจากตางประเทศ และใชกําหนดมาตรการในการควบคุมกํากับดูแลการนําเขาหัวพันธุลิลล่ี 
และลดความเสี่ยงศัตรูพืชอันเนื่องมาจากไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่รายแรงซ่ึงอาจติดมากับหัวพันธุลิล
ล่ี และเขามาระบาดทําความเสียหายตอการเพาะปลูกลิลล่ีในประเทศไทย 
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วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางดิน วัสดุปลูก และหัวพันธุลิลล่ี 
2. อุปกรณแยกไสเดือนฝอย ไดแก เคร่ืองช่ัง ตะแกรง (sieve)  ขนาด 60, 200 และ 

325 mesh กรวยแกว (funnel) พรอมสายยาง  คล๊ิปหนีบสายยาง ถังกะละมัง และ
เคร่ืองพนหมอก (mist Chamber)  

3. เคร่ืองมือตัดเนื้อเยื่อ แทงพาราฟน พรอมสียอมตางๆ 
4. อุปกรณการเตรียมตัวอยางหัวพันธุลิลล่ี ไดแก มีด กรรไกร เคร่ืองปน (blender) 
5. อุปกรณในการทําสไลด  กลองจุลทรรศนแบบ stereo และแบบ compound  
6. อุปกรณเก็บตัวอยาง เชน พล่ัว เสียม ถุงพลาสติก ยางรัด ปากกา 
7. วัสดุวิทยาศาสตรตาง ๆ 
8. วัสดุเกษตรตาง ๆ 
9. สารเคมีตาง ๆ ที่ใชในการยอมสี เชน acid fuchsine,  cotton blue,  lactophenol 

และ glycerine 
วิธีการ 
 1.  สืบคนขอมูลไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลลี่จากรายงานที่มีในประเทศไทยและ
ตางประเทศ 
 ทําการสืบคนขอมูลจากฐานขอมูล  ตําราวิชาการ วารสารทางวิชาการ  รายงานการประชุม
และสัมมนาทางวิชาการ และเอกสารวิชาการที่สามารถสืบคนขอมูลจากแหลงตางๆ ทั่วโลก 
  2.  การตรวจสอบและจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับหัวพันธุลิลลี่
ที่นําเขาจากตางประเทศ    
 2.1 ทําการตรวจสอบและจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับหัวพันธุลิลล่ีที่
นําเขาจากตางประเทศดังตอไปนี้ เนเธอรแลนด และสาธารณรัฐประชาชนจีน โดยสุมเก็บตัวอยาง
วัสดุปลูกที่ลวงหลนอยูในตูบรรจุสินคา และตัวอยางหัวพันธุลิลล่ีที่นําเขา ณ ดานตรวจพืชฯ จํานวน
ทั้งหมด 25 ตัวอยาง (ตัวอยางละ 30 หัว)  
 2.2 ทําการแยกไสเดือนฝอย และตรวจสอบดวยวิธีดังตอไปนี้ ทําการลางตัวอยางที่เก็บ
รวบรวมไดจากในตูบรรจุสินคา และที่ติดมากับหัวพันธุลิลล่ี รวมทั้งนําตัวอยางหัวพันธุลิลล่ี ไปแยก
ไสเดือนฝอยตามวิธีการ 2 วิธีการดังนี้ 
  2.2.1 วิธีการของ Cobb’s sieving & Baermann funnel (นุชนารถ, 2546; 
Zuckerman et al., 1990) มีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

1.  นําตัวอยางวัสดุปลูกหรือพืชประมาณ 500 กรัม นําไปหั่นเปนชิ้นๆ หรือปน 
และนํามาใสในภาชนะพลาสติกเทน้ําลงไปปริมาณที่เทากัน ทิ้งไวประมาณ  30 วินาที เพื่อใหนอน
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กน แลวเทน้ําลงในตะแกรงขนาด 60 mesh (ความยาว 1 นิ้วมี 60 ชอง) โดยมีภาชนะรองรับ เศษ
พืช เศษไม จะติดอยูบนตะแกรง 

2.  นําน้ําที่ผานตะแกรงแรกแลวมาเทลงในตะแกรงขนาด 200 mesh โดยมี
ภาชนะรองรับ ไสเดือนฝอยที่มีขนาดเล็กจะผานตะแกรงลงสูภาชนะที่รองรับอยูดานลาง จะมี
ไสเดือนฝอยบางชนิดที่มีขนาดใหญคางอยูบนตะแกรง เอาน้ําฉีดบนตะแกรงจนนํ้าใส แลวใชน้ําฉีด
ดานหลังตะแกรง โดยมีภาชนะรองรับไสเดือนฝอย 

3.  นําน้ําที่ผานตะแกรงขนาด 200 mesh เทลงในตะแกรงขนาด 325 mesh โดย
ไมตองมีภาชนะรองรับ เนื่องจากไสเดือนฝอยเกือบทุกชนิดจะติดอยูบนตะแกรงนี้ ใชฝอยน้ําฉีด
เบาๆใหทั่วตะแกรงเพื่อใหตะกอนหลุดลงมา หลังจากนั้นเก็บน้ําจากตะแกรงนี้ไวเพื่อกรองตอไป 

4.  นําน้ําที่กรองจากตะแกรงขนาด 325 mesh เทลงบนตะแกรงลวดที่มีกระดาษ
กรองวางอยูดานบน (ใชกระดาษกรองไสเดือนฝอย หรือกระดาษเช็ดหนา 2 ชั้น) แลวนําตะแกรง
ลวดวางบนกรวยที่มีทอยางสวมไว ในกรวยบรรจุน้ําปลายทอยางมีคล๊ิปหนีบสายยางกันน้ําร่ัว ทิ้งไว
ประมาณ 24 ชั่วโมง ไสเดือนฝอยจะวายน้ําไชผานกระดาษกรองมาอยูที่ปลายกานกรวย   
  5.  เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ไขน้ําจากกรวยตัวอยางทั้งหมดไปตรวจสอบ และจําแนก
ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืช ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo และแบบ compound ใน
หองปฏิบัติการ โดยเทียบจากคูมือการจัดจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยทั้งประเทศไทย (สืบศักด์ิ, 
2538;  2541) และตางประเทศ (Anon, 2005; Bell, 2004; Hunt, 1993; Nickle, 1991; Siddiqi, 
2000) 

  2.2.2 วิธีการใชเคร่ืองพนหมอก (mist chamber)  (นุชนารถ และวานิช, 2551)   
มีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

1. การเตรียมตัวอยางหัวพันธุลิลล่ี หั่นรากและกลีบของหัวพันธุใหเปนชิ้นเล็กๆ 
นําไปใสในถุงผากรองชนิดเนื้อผาละเอียด  น้ําหนักหัวพันธุประมาณ 20 กรัม/1 ตัวอยาง/1 ถุง 

2. การเตรียมกรวยแยก  นํากรวยแกวตอสายยางที่กานกรวยและใชคล๊ีปหนีบสาย
ยาง  เทน้ําสะอาดใสลงไปในกรวย นําไปต้ังวางในเคร่ืองพนหมอก หลังจากนั้นนําตัวอยางรากและ
กลีบของหัวพันธุที่อยูในถุงผาวางบนตะแกรงลวดที่อยูบนกรวยพลาสติก  นําไปซอนบนกรวยแกว 

3. เปดเครื่องพนหมอก ปลอยน้ําตามทอสายยางผานหัวพนฝอย  ที่ติดต้ังไว
ดานบนของกรวย  เปดเคร่ืองพนฝอยตลอด 24-48 ชั่วโมง   หลังจากนั้นไขน้ําจากปลายสายยาง
กรวยแกวใสภาชนะแกวใสหรือบีกเกอร  ในปริมาตรน้ํา 50 มิลลิลิตร 

4. นําน้ําที่ไดไปตรวจหาไสเดือนฝอย ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo และ
แบบ compound ในหองปฏิบัติการ และจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืช ภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบ stereo และแบบ compound ในหองปฏิบัติการ โดยเทียบจากคูมือการจัดจําแนก
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ชนิดของไสเดือนฝอยทั้งประเทศไทย (สืบศักด์ิ, 2538; 2541) และตางประเทศ (Anon, 2005; Bell, 
2004; Hunt, 1993; Nickle, 1991; Siddiqi, 2000) 

3. การสํารวจและติดตามไสเดือนฝอยศัตรูพืชในแปลงปลูกลิลลี่ที่ใชหัวพันธุที่
นําเขาจากตางประเทศ  

โดยทําการสุมเก็บตัวอยางดิน และพืชที่พบลักษณะอาการผิดปกติหรืออาการที่
สงสัยวาจะมีไสเดือนฝอยศัตรูพืชระบาดอยูในแปลงปลูกลิลล่ีที่ใชหัวพันธุที่นําเขาจากตางประเทศ 
ในพื้นที่กลาง และภาคเหนือของประเทศไทย ไดแก จังหวัดนนทบุรี และ จังหวัดเชียงราย จํานวน
ทั้งหมด 7 แปลง ซึ่งวิธีการสุมเก็บตัวอยางมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

3.1  สุมตัวอยางดินในพื้นที่ปลูกลิลล่ีประมาณ 10 -15 จุด ตอ 1 ตัวอยาง แตละ
จุดหางกันประมาณ 5 - 10 เมตร  หรือประมาณ 15 จุดตอพื้นที่ 50 ตารางเมตร  

3.2  ตัวอยางดินที่สุมเก็บจะมีน้ําหนักประมาณ 0.5 -1.0 กิโลกรัม   
3.3  หลังจากสุมตัวอยางแลวทําการตรวจสอบและแยกไสเดือนฝอยตามวิธีของ 

Cobb’s sieving & Baermann funnel ดังวิธีการขอ 2 และนําตัวอยางที่ไดไปจําแนกชนิดภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ stereo และแบบ compound ในหองปฏิบัติการ ทําการบันทึกผลการสํารวจ
และติดตามไสเดือนฝอยศัตรูพืชในแปลงปลูกลิลล่ี และจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืช ภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ stereo และแบบ compound ในหองปฏิบัติการ โดยเทียบจากคูมือการจัด
จําแนกชนิดของไสเดือนฝอยทั้งประเทศไทย (สืบศักด์ิ, 2538; 2541) และตางประเทศ (Anon, 
2005; Bell, 2004; Hunt, 1993; Nickle, 1991; Siddiqi, 2000) 

เวลาและสถานที ่
- ระยะเวลา  เร่ิมตน เดือนตุลาคม 2550 และส้ินสุด เดือนกันยายน 2552  
- สถานที่  กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  ดานตรวจพืชฯ  
 สํานักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร และแปลงเกษตรกร 
 ผูผลิตลิลล่ีในพื้นที่จังหวัดภาคกลางและภาคเหนือ 

ผลและวจิารณผลการทดลอง                                                                 
1.  สืบคนขอมูลไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลลี่จากรายงานท่ีมีในประเทศไทย และ
ตางประเทศ 

จากการสืบคนขอมูลไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีจากรายงานที่มีในประเทศไทย และ
ตางประเทศ ไดมีรายงานไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีทั้งหมด 31 ชนิด พบในประเทศไทยจํานวน 
16 ชนิด เปนไสเดือนฝอยที่เปนศัตรูพืชกักกันตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง 
กําหนดศัตรูพืชเปนส่ิงตองหามตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550  
ทั้งหมด 8 ชนิด ที่เปนศัตรูพืชสําคัญของลิลล่ีไดแก   
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1.  Aphelenchoides besseyi   มีชื่อสามัญวา Rice leaf nematode เปนไสเดือนฝอย
ประเภทฝงสวนหัวบางสวนไวในเนื้อเยื่อพืช (ectoparasite) และบางครั้งสามารถเคล่ือนยายอยู
ภายในรากพืช (migratory endoparasite)  มีพืชอาศัย เชน สตรอเบอร่ี  ขาว  ลิลล่ี หอมหัวใหญ 
เบญจมาศ กกทราย  ถั่วเหลือง พืชสกุลปอ  มันเทศ  และ ขาวโพด  ไสเดือนฝอยเมื่อเขาทําลายพืช 
ทําใหพืชแสดงอาการดังนี้ ใบมีรูปรางผิดปกติ ตนพืชเจริญเติบโตชาและแคระแกร็น นอกจากนี้ 
ไสเดือนฝอยชนิดนี้ยังสามารถเขาทําลายหัวพันธุ ใบ ดอก เมล็ดของพืช รวมทั้งทําใหผลผลิตลดลง
ได (CPC, 2007)  

2. Aphelenchoides ritzemabosi  มีชื่อสามัญวา leaf and bud nematode เปนไสเดือน
ฝอยประเภทฝงสวนหัวบางสวนไวในเนื้อเยื่อพืช (ectoparasite) และบางครั้งสามารถเคล่ือนยาย
อยูภายในรากพืช  (migratory endoparasite) มีพืชอาศัย เชน เบญจมาศ แอสเตอร ลิลล่ี 
ทานตะวัน กุหลาบ มะเขือเทศ ยาสูบ  บานช่ืน ไสเดือนฝอย A. ritzemabosi  เขาทําลายสวนของ
กลีบหัวโดยเขาไปทางชองเปดธรรมชาติทําใหพืชแสดงอาการกลีบไหม บางคร้ังทําใหหัวมีขนาด
และรูปรางผิดปกติ และทําใหผลผลิตลดลงได ไสเดือนฝอยชนิดนี้พบในสภาพภูมิประเทศเขตหนาว 
พบในทวีปอเมริกาใตยุโรป เขตมหาสมุทรแปซิฟคบางพื้นที่ (CPC, 2007) 

3. Ditylenchus destructor   มีชื่อสามัญวา  potato rot nematode เปนไสเดือนฝอย
ประเภทเคล่ือนยายและเขาทําลายภายในสวนของพืชที่อยูใตดิน (migratory endoparasite) ไดแก 
ราก และสวนของพืชที่พัฒนาอยูใตดิน เชน ลิลล่ี  หัวมันฝร่ัง กระเทียม เปนตน โดยไสเดือนฝอยเขา
ทําลายภายในหัวผานทาง lenticels จากนั้นเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็ว และทําลายจนหมดทั้งหัว 
และยังสามารถคงความมีชีวิต และพัฒนาอยูในสวนของหัวหลังการเก็บเกี่ยวได ไสเดือนฝอย D. 
destructor สามารถเคล่ือนยายในดินไดเปนระยะส้ันๆ วิธีการแพรกระจายของไสเดือนฝอยท่ี
สําคัญ โดยติดไปกับหัวหรือสวนของพืชอาศัยใตดิน การเคลื่อนยายดินและน้ําชลประทานก็เปน
สาเหตุทําใหแพรกระจายไปในแหลงปลูกพืชอ่ืนๆได  นอกจากนี้ไสเดือนฝอยชนิดนี้ยังมีระยะฟกตัว
ที่ทนทานตอสภาพแวดลอม จึงเปนปญหาในพื้นที่ผลิตที่มีสภาพอากาศหนาวเย็น และความช้ืนสูง 
แตไสเดือนฝอยชนิดนี้ไมทนทานตอความแหงแลง และไมมีการสราง eel worm wool  ถึงแมวา
ไสเดือนฝอยสามารถเคลื่อนยายในดินไดในระยะส้ันๆ แตสามารถเคล่ือนยายไปไกลๆ ไดโดยติดไป
กับหัว    มันฝร่ัง หรือสวนของพืชใตดินอ่ืนๆ หรือติดไปกับดิน เคร่ืองมือการเกษตร น้ําชลประทาน 
และมนุษย   D. destructor มีพืชอาศัยที่สําคัญ เชน ลิลลี่ มันฝร่ัง หอม กระเทียม หัวบีท พริก 
มะเขือเทศ มะเขือมวง แตงกวา ฟกทอง แครอท มันเทศ ขาวโพด สม สตรอเบอรรี ฮอพ ไอริส ทวิลิป 

เมื่อไสเดือนฝอยเขาทําลายพืชทําใหแสดงอาการดังนี้ เปลือกของหัว มีจุดเล็กๆ และมีสีขาวบนหัว 
เมื่อขยายเปนวงกวาง จึงเปล่ียนเปนฝอยสีดํา และเนาในที่สุด ถาเก็บไวในสภาพที่มีความชื้น หัวที่
เนา ไสเดือนฝอยจะแพรกระจายไปยังหัวอ่ืนได  นอกจากนี้ยังทําใหเกิดอาการรากเนา สวนของพชืที่



 956 

อยูเหนือดิน  แสดงอาการผิวแตก และใบเหลือง   ไสเดือนฝอยชนิดนี้พบในสภาพภูมิประเทศเขต
หนาว พบในทวีปอเมริกาเหนือ  ยุโรป เขตเมดิเตอรเรเนียน และทวีปเอเชียบางพื้นที่  นอกจากนี้ D. 
destructor เปนศัตรูพืชที่สําคัญชนิดหนึ่งของลิลล่ีไสเดือนฝอยสามารถอยูไดที่อุณหภูมิ 15-20 
องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ มากกวา 90 เปอรเซ็นต (CPC, 2007) 

4.  Ditylenchus dipsaci  มีชื่อสามัญวา  stem and bulb nematode เปนไสเดือนฝอยที่
ทําลายภายในเนื้อเยื่อพืช (endoparasite) สวนของลําตนและหัวทําใหผนังเซลลแตก สวนของพืช
บนดิน (ลําตน ใบ ดอก) บวมและบิดเบ้ียวและเกิดอาการเซลตายและเนาของโคนลําตน หัวและ
สวนของลําตนใตดิน และระหวางการเก็บรักษาหัวในหองเย็น ทั้งไสเดือนฝอยและอาการเนายังคง
พัฒนากอใหเกิดความเสียหายตอไปได  วงจรชีวิตของ D. dipsaci  ในตนหัวหอมที่สภาพอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 วัน ชวงเวลาของวงจรชีวิตข้ึนอยูกับอุณหภูมิและความแตกตาง
ของไสเดือนฝอยจากแหลงตางๆ อุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมและทําใหมีความสามารถในการ
เขาทําลายสูงที่สุด อยูระหวาง 10-20 องศาเซลเซียส  ตัวเต็มวัยเพศเมียแตละตัวสามารถวางไขได 
200-500 ฟอง ตัวออนทั้ง 4 ระยะมีการพัฒนาอยางรวดเร็ว ภายใตผิวเนื้อเยื่อพืชที่ถูกทําลาย เพื่อ
สรางกลุมของ eelworm wool ซึ่งสามารถอยูรอดในสภาพแหงไดเปนเวลาหลายป โดยอาจติดไป
กับเมล็ดของพืชอาศัย  D. dipsaci   อาจทนทานในดินเหนียวไดเปนเวลาหลายป นอกจากนี้สภาพ
ที่เย็นและช้ืนสงเสริมใหไสเดือนฝอยเขาทําลายเนื้อเยื่อพืชไดงาย  D. dipsaci มีพืชอาศัย เชน ลิลล่ี 
หอม กระเทียม มันฝร่ัง ขาวโพด หัวบีท ยาสูบ ทิวลิป วานส่ีทิศ คารเนช่ัน ทานตะวัน ถั่วลันเตา มัน
เทศ ขาวสาลี พืชตระกูลแตง เมื่อไสเดือนฝอยเขาทําลายทําใหเกิดอาการดังนี้มล็ดพันธุมีสีดํา 
รูปรางผิดปกติ  มีขนาดเล็กกวาเมล็ดปกติ และอาจมีจุดเล็กๆบนผิวของเมล็ดพันธุพืช  ผลผลิต
ลดลงและยังทําใหคุณภาพลดลงดวย เชนทําใหเมล็ดพันธุมีสีดํา รูปรางผิดปกติ มีขนาดเล็กกวา
เมล็ดปกติ อาจมีจุดเล็กๆบนผิวของเมล็ดพันธุพืช  และยังทําใหหัวพันธุเนา และจากการประเมิน
ความเส่ียงศัตรูพืช พบวา มีความสําคัญทางเศรษฐกิจสูง  แหลงแพรระบาดทั่วโลก สามารถ
ถายทอดโรคทางเมล็ดพันธุได  ไสเดือนฝอยชนิดนี้บางคร้ังเขาทําลายพืชรวมกับเช้ือโรคพืชนิดอ่ืน 
กอใหเกิดความเสียหายกับพืชอาศัยไดมากกวาการเขาทําลายของไสเดือนฝอยตามลําพัง  และมี
รายงานความเสียหายจากการเขาทําลายของ D. dipsaci ทําใหสูญเสียผลผลิตถึง 60-80 
เปอรเซ็นต ในประเทศอิตาลีรายงานวาตนกลาหอมตายถึง 60 เปอรเซ็นต กอนถึงระยะการยาย
ปลูกและกระเทียมสูญเสียผลผลิตถึง 50 เปอรเซ็นต ขณะนี้กระเทียมที่ปลูกที่ประเทศฝร่ังเศส และ
โปแลนด สูญเสียผลผลิตมากกวา 90 เปอรเซ็นต (CPC, 2007) 

5.  Globodera pallida  มีชื่อสามัญวา  white potato cyst nematode เปนไสเดือน
ฝอยประเภทฝงตัวอยูภายในพืชสวนใดสวนหนึ่งตลอดไปโดยไมมีการเคลื่อนยาย (sedentary 
endoparasite) ไสเดือนฝอยชนิดนี้ เพศเมียสามารถสรางซีสต (cyst) ได ซึ่งซีสตในระยะเร่ิมแรกจะ
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มีสีขาวบริสุทธิ์ และสีน้ําตาลเขม ไสเดือนฝอยชนิดนี้เขาทําลายพืชไดต้ังแตระยะตัวออนและตัวเต็ม
วัย สวนไขของไสเดือนฝอยจะอยูภายในซีสต ซึ่งบรรจุไขไวมากกวา 500 ฟองตอซีสต  ไขสามารถมี
ชีวิตรอดอยูไดภายในซีสต เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมไขจึงออกจากซีสต และเขาทําลายพืชใน
ลําดับตอไป ไสเดือนฝอย G. pallida สามารถวางไขไดในอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส 
หรือนอยกวา และสามารถปรับตัวไดในสภาพอากาศเย็น อุณหภูมิระหวาง  10-18 องศาเซลเซียส 
(Franco, 1979) วงจรชีวิต ไสเดือนฝอยชนิดนี้มีวงจรชีวิตประมาณ 45 วัน  โดยตัวออนระยะที ่2 จะ
เขาทําลายพืช วางไข และเร่ิมทําลายปลายราก และเคล่ือนที่ไปตามสวนของราก หรือหัวพันธุที่
เหมาะสมจึงเขาไปฝงตัวและดูดกินอาหารจากรากหรือหัวพันธุพืช จนกระทั่งกอนตายจะสรางซีสต
ข้ึนมาหอหุมไขและตัวออนไว  ไสเดือนฝอย G. pallida  มีพืชอาศัยที่สําคัญ เชน พืชในวงศ 
Solanaceae ไดแกมันฝร่ัง มะเขือเทศ มะเขือมวง นอกจากนี้ยังเขาทําลายหัวพันธุของพืชบางชนิด
อ่ืนๆ เชนทิวลิป ลิลล่ี หอม เมื่อไสเดือนฝอยเขาทําลายรากพืช ทําใหเกิดอาการจะชะงักการ
เจริญเติบโต  ใบเหลือง และเหี่ยว สวนของลําตน มีรอยแตก และเมื่อทําลายราก และหัวพันธุจะทํา
ใหรากเนา และแหงตายในที่สุด และพบซีสตบริเวณรากหรือหัวพันธุที่ถูกทําลาย (CPC, 2007) 

6. Hoplolaimus indicus  มีชื่อสามัญวา  lance nematode เปนไสเดือนฝอยประเภท
ฝงสวนหัวบางสวนไวในเนื้อเยื่อพืช และบางชนิดสามารถเคลื่อนยายอยูภายในรากพืช อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโต ประมาณ 30 องศาเซลเซียส ความเปนกรดเปนดาง 7  อยูไดในดิน
รวนปนทราย และมีความชื้นในดิน 16 เปอรเซ็นต   (Gupta and Atwal, 1971)  มีวงจรชีวิต 4-5 
สัปดาห ตอรุน  H. indicus มีพืชอาศัย  เชน ลิลล่ี ขาว กระเจ๊ียบ ถั่วลิสง กะหลํ่า พริก สม แตงกวา 
ฝาย มันเทศ มะเขือเทศ มันฝร่ัง มะมวง ทอ ฝร่ัง ออย มะเขือมวง กลวย สม ขาวโพด และวชัพชืบาง
ชนิด เมื่อไสเดือนฝอยเขาทําลายพืชจะทําลายระบบราก ทําใหปลายรากเปนแผลยาว และรากเร่ิม
กุด โคงงอ และระบบรากลดลง สวนที่อยูเหนือดินชะงักการเจริญเติบโต ใบเร่ิมเปล่ียนสีเปนสีเหลือง 
มีรายงานการแพรระบาดในแปลงประเทศ อินเดีย ทําใหผลผลิตลดลง (CPC, 2007) 

7. Meloidogyne chitwoodi  มีชื่อสามัญวา  Columbia root - knot nematode เปน
ไสเดือนฝอยประเภทฝงสวนหัวบางสวนไวในเน้ือเยื่อพืช มีวงจรชีวิต 3-4 สัปดาห ภายใต
สภาพแวดลอมเหมาะสม ตัวออนที่ออกจากไขจะอยูในดินและรากพืช ตัวออนระยะที่ 2 จะเร่ิมเขา
ทําลายรากพืช ต้ังแตปลายราก เขาไปในเนื้อเยื่อของพืช ทําใหเกิดแผล และเคล่ือนที่เขาไปขางใน
เซลรากพืช และเปล่ียนแปลงโครงสรางทําใหรากพืชเปนปุมปมตามไปดวยมีแผลเซลบริเวณเนื้อเยื่อ
ติดทอน้ําทออาหาร (cortex) ตัวออนหลังจากเขาทําลายรากพืชจะมีลักษณะโปงพอง และ
เปล่ียนแปลงรูปรางคลายไสกอก หลังจากนั้นจะหยุดการเคล่ือนยาย และกินอาหาร มีการลอก
คราบอีก 3 คร้ัง เขาสูระยะตัวเต็มเพศผู ที่มีรูปรางเพรียว (slender) หรือเพศเมีย ที่มีรูปรางคลายลูก
แพร (vermiform bodies)  และหลังจากนั้นไสเดือนฝอยจึงออกจากรากพืช   M. chitwoodi  เมื่อ
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ผานเขาสูฤดูหนาว ไขหรือตัวออนสามารถอยูในสภาพอุณหภูมิตํ่า  วางไขที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และเขาทําลายพืชที่อุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส  ไสเดือนฝอย M. chitwoodi มีพืชอาศัย
กวางเชน มันฝร่ัง มะเขือเทศ  แครอท ผักกาดหัว ลิลล่ี ทิวลิป แกลดิโอลัส ขาวโพด ขาวสาลี พืช
ตระกูลแตง ตระกูลกะหลํ่า เปนตน  เมื่อไสเดือนฝอยเขาทําลายทําใหพืชแสดงอาการดังนี้  สวนที่
อยูเหนือดิน ตนชะงักการเจริญเติบโต ใบซีด และเหลือง และตายในที่สุด สงผลใหผลผลิตลดลง 
สวนที่อยูใตดิน เชนรากและหัวพันธุมีอาการบวม พอง เปนปุมปม  ลิลล่ีที่ถูก M. chitwoodi  เขา
ทําลายแลวใหมีมูลคาทางการตลาดลดลง (CPC, 2007) 

8.  Xiphinema  diversicaudatum มีชื่อสามัญวา  dagger nematode  เปนไสเดือน
ฝอยประเภทฝงสวนหัวบางสวนไวในเนื้อเยื่อพืช มีวงจรชีวิต 6 ระยะ ไดแกระยะไข  ตัวออน 4 ระยะ 
และจึงเขาสูระยะตัวเต็มวัย  มีพืชอาศัย เชน หัวบีท องุน สตรอเบอรรี พลัม ทอ กระเทียม 
เบญจมาศ ลิลล่ี มันฝร่ัง มะเขือเทศ ไสเดือนฝอย X. diversicaudatum  เมื่อเขาทําลายทําใหพืช
แสดงอาการดังนี้  ปลายรากมวนงอ เปนปุม ปม ซึ่งสงผลทําใหตนชะงักการเจริญเติบโต สวน
ลักษณะโดยออมไสเดือนฝอยสามารถถายทอดไวรัส arabis mosaic virus (ArMV) และ  
strawberry latent ringspot nepoviruses (SLRSV) (CPC, 2007) 

นอกจากนี้ยังมีไสเดือนฝอยที่ยังไมรายงานในประเทศไทย และควรเฝาระวังอีกหลาย
ชนิด  เชน Aphelenchus avenae,  Paratrichodorus porosus และในการจะควบคุมไสเดือนฝอย
นั้นจะตองใชมาตรการทางกักกันพืช  (CPC, 2007) 
2.  การตรวจสอบและจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับหัวพันธุลิลลี่ที่
นําเขาจากตางประเทศ 

สุมเก็บตัวอยางหัวพันธุลิลล่ีนําเขา ณ ดานตรวจพืชเพื่อตรวจสอบ และจําแนกชนิดหัวพันธุ
ลิลล่ีที่นําเขาจากตางประเทศ จํานวนทั้งหมด 25 ตัวอยางโดยมีตัวอยางที่นําเขาจากเนเธอรแลนด 
จํานวน  20 ตัวอยาง  ผลการตรวจพบไส เ ดือนฝอยติดมากับหัวพันธุ ลิล ล่ี  3 ชนิดไดแก 
Aphelenchoides sp., Helicotylenchus pseudorobustus,  Tylenchoryhnchus martini และ
ตัวอยางที่นําเขาจากสาธารณรัฐประชาชนจีนจํานวน 5 ตัวอยาง ตรวจสอบพบไสเดือนฝอย 3 ชนิด 
ไดแก Helicotylenchus multicinctus, Tylenchoryhnchus martini และ Meloidogyne incognita 
ซึ่งไสเดือนฝอยแตละชนิดมีลักษณะโดยทั่วไปดังตอไปนี้ 

1. Aphelenchoides  sp.  มีลักษณะทั่วไป ตัวออนมีลักษณะเรียวยาว มีความยาว 0.39 - 
0.44 ไมครอน มีหลอดดูดอาหารที่จางมาก ไมสามารถระบุเพศของไสเดือนฝอยไดจึงไมสามารถ
จําแนกในระดับชนิด (species) ไดเนื่องจากตรวจพบตัวออนในปริมาณที่นอยแตไสเดือนฝอยสกุล
นี้ยังมีอีกหลายชนิดที่มีศักยภาพในการเขาทําลายหัวพันธุ ตน ใบ และดอกของลิลล่ี ไมดอก ไม
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ประดับ และพืชเศรษฐกิจในอณาคต ไสเดือนฝอยที่สําคัญไดแก Aphelenchoides besseyi, 
A.fragariae,  A. ritzemabosi 

2. Helicotylenchus multicinctus  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.52  มิลลิเมตร 
เมื่อตายลําตัวจะโคงเปนรูปตัวซี สวนหัวคอนขางกลม หลอดดูดอาหาร (stylet)  ยาว 24.0  
ไมครอน ตอมสรางน้ํายอย(esophageal gland) เปนกระเปาะยอยทับลําไสใหญทางดานหนา  มี
ชองคลอด (vulva) อยูที่ 74.5  เปอรเซ็นต ของความยาวลําตัว มีรอยยนตลอดลําตัว หางส้ัน และ
โคงงอแบบคร่ึงวงกลม  

3. Helicotylenchus pseudorobustus  มีลักษณะทั่วไป  ตัวเมียมีความยาว 0.4 -1.2 
มิลลิเมตร เมื่อตายลําตัวจะโคงคลายเกลียว (spiral) หรือมวนงอคลายเลขหนึ่งสวนหัวคอนขาง
กลม หลอดดูดอาหาร (stylet) ยาวประมาณ 27 ไมครอน ตอมสรางน้ํายอย (esophageal gland) 
เปนกระเปาะยอยทับลําไสใหญทางดานทอง มีชองคลอด (vulva) อยูที่ 61 เปอรเซ็นต ของความ
ยาวลําตัว มีรอยยนตลอดลําตัว หางส้ัน และโคงงอแบบคร่ึงวงกลม  

4. Meloidogyne incognita  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.5-0.72 มิลลิเมตร 
ความกวาง 0.33-0.52 มิลลิเมตร หลอดดูดอาหารยาว 13.6-15.8 ไมครอน ไสเดือนฝอยชนิดนี้มี
ลําตัวคอนขางกลม มีรูปรางคลายลูกแพร isthmus ส้ัน ซอนทับ basal bulb ลักษณะ perineal 
pattern เปนเสนขยุกขยิก เปนเสนสานกันคลายซอม dosal arch สูง 

5. Tylenchoryhnchus martini  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.70  มิลลิเมตร หัว
กลม หลอดดูดอาหารยาว 18.5 ไมครอน ไสเดือนฝอยชนิดนี้เมื่อตายลําตัวทางดานทองโคง
เล็กนอย  ปลายหางมนกลม สวนตัวผู มีความยาว 0.56  มิลลิเมตร หลอดดูดอาหารยาว 15 
ไมครอน หางยาว ปลายหางเปนรูปกรวย มีเดือยแหลมที่ใชปลอยน้ําเช้ือ ขนาด 20 ไมครอน สวน
ของแพนหางคลุมถึงปลายหาง  และจากการศึกษาเบ้ืองตนพบวาไสเดือนฝอยทั้ง 5 ชนิดนี้ไมมี
ความสําคัญกับหัวพันธุลิลล่ีโดยตรง เพียงแตทําใหรากเปนแผล สวนใหญมีรายงานอยูในประเทศ
ไทย  

แตอยางไรก็ตามยังจะตองมีการเฝาระวัง และตรวจสอบตอไปเพราะวายังมีไสเดือนฝอย
ศัตรูพืชที่รายแรงซ่ึงอาจติดมาหัวพันธุลิลล่ีและเขามาระบาดทําความเสียหายตอการเพาะปลูกลิลล่ี
ในประเทศไทยได เชนไสเดือนฝอย Aphelenchus avenae, Aphelenchoides besseyi, A. 
fragariae, A. ritzemabosi, Ditylenchus destructor, D. dipsaci, Globodera pallida, 
Hoplolaimus indicus, Meloidogyne chitwoodi, Paratrichodorus porosus และ Xiphinema  
diversicaudatum เปนตน 
3. การสํารวจและติดตามไสเดือนฝอยศัตรูพืชในแปลงปลูกลิลลี่ที่ใชหัวพันธุที่นําเขาจาก
ตางประเทศ  
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สุมเก็บตัวอยางดินและหัวพันธุลิลล่ีในพื้นที่ภาคกลาง คือ จังหวัดนนทบุรี จํานวน 2 แปลง   
พบไสเดือนฝอยศัตรูพืช  2 ชนิด ไดแก  Helicotylenchus multicinctus,  Tylenchoryhnchus 
martini และ พื้นที่ภาคเหนือ คือ จังหวัดเชียงราย จํานวน 5 แปลง พบไสเดือนฝอยศัตรูพืช  6 ชนิด 
ไดแก Helicotylenchus pseudorobustus,  Tylenchoryhnchus martini, Helicotylenchus 
multicinctus, Hoplolaimus seinhorsti, Meloidogyne incognita และ Rotylenchulus 
reniformis ซึ่งไสเดือนฝอยแตละชนิดมีลักษณะโดยทั่วไปดังตอไปนี้ 

1. Helicotylenchus multicinctus  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.5 มิลลิเมตร เมื่อ
ตายลําตัวจะโคงเปนรูปตัวซี สวนหัวคอนขางกลม หลอดดูดอาหาร (stylet)  แข็งแรง มีความยาว
ยาว 23.5  ไมครอน ตอมสรางน้ํายอย (esophageal gland) เปนกระเปาะยอยทับลําไสใหญทาง
ดานหนา  ชองคลอด (vulva) อยูที่ 68.5 เปอรเซ็นต ของความยาวลําตัว มีรอยยนตลอดลําตัว หาง
ส้ัน และโคงงอแบบคร่ึงวงกลม  

2. Helicotylenchus pseudorobustus  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.4 -1.2 
มิลลิเมตร เมื่อตายลําตัว จะโคงรูปรางเกลียว (spiral) หรือมวนงอคลายเลขหนึ่ง สวนหัวคอนขาง
กลม หลอดดูดอาหาร (stylet)  ยาวประมาณ 27 ไมครอนตอมสรางน้ํายอย(esophageal gland) 
เปนกระเปาะยอยทับลําไสใหญทางดานทอง มีชองคลอด (vulva) อยูที่ 61 เปอรเซ็นต ของความ
ยาวลําตัว มีรอยยนตลอดลําตัว หางส้ัน และโคงงอแบบคร่ึงวงกลม  

3. Hoplolaimus seinhorsti  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 12.62 มิลลิเมตร หลอด
ดูดอาหารยาว 55.8 ไมครอน ลําตัวทรงกระบอก ผิวหนังมีรอยยนชัดเจนตลอดลําตัว ริมฝปาก
คอนขางนูน สวนของหัวคอนขางต้ัง และโคง basal knob คลายกลีบดอกบัว median bulb กลม 
ทางเดินอาหารสวนทายซอนทับลําไส ชองออกไขอยูประมาณกึ่งกลางลําตัว ปากชองชองคลอด 
(vulva) มีลักษณะคลายเข้ียวยื่นออกมา ไมพบ spermatheca ลําตัวไมซอนทับ rectum มีปลาย
หางกลมมน    

4. Meloidogyne incognita  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.5-0.72 มิลลิเมตร 
ความกวาง 0.33-0.52 มิลลิเมตร หลอดดูดอาหารยาว 13.6-15.8 ไมครอน ไสเดือนฝอยชนิดนี้มี
ลําตัวคอนขางกลม มีรูปรางคลายลูกแพร isthmus ส้ัน ซอนทับ basal bulb ลักษณะ perineal 
pattern เปนเสนขยุกขยิก เปนเสนสานกันคลายซอม dosal arch สูง 

5.  Rotylenchulus reniformis  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.45  มิลลิเมตร 
หลอดดูดอาหารแข็งแรง และมีความยาว 16.2 ไมครอน median bulb กลมรี ทางเดินอาหาร
สวนทายซอนทับลําไสดานทอง หางเรียวยาว ปลายหางมนไมมีรอยยนและมีเสนขางลําตัว 4 เสน 
(สืบศักด์ิ, 2538) สวนตัวผู มีความยาว 0.41  มิลลิเมตร ริมฝปากนูนไมแยกจากลําตัว หลอดดูด
อาหารคอนขางบางยาว 15.9 ไมครอน  แพนหางคลุมเฉพาะเดือยแหลม (spicule) เดือยแหลมที่ใช
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ปลอยน้ําเช้ือ ขนาด 21.5  ไมครอน ไสเดือนฝอยชนิดนี้สามารถเขาทําลายพืชไดโดยการดูดกินทํา
ใหพืชแคระแกรน ใบเหลือง ระบบรากไมแข็งแรง ตนพืชลมงายและตายไปในที่สุด 

6. Tylenchoryhnchus martini  มีลักษณะทั่วไป ตัวเมียมีความยาว 0.73 มิลลิเมตร หัว
กลม หลอดดูดอาหารยาว 18.5 ไมครอน  ลําตัวทรงกระบอก ผนังลําตัวยนเล็กนอย ริมฝปากกลม
ประกอบดวยรอยยน 3 รอย basal knob กลม median bulb กลมรี basal bulb ปลายกลมมนเปน
กระเปาะติดตอกับลําไสโดยไมซอนทับกัน มีรังไข 1 คู ปลายเหยียดตรง หางมีทรงกระบอก ไสเดือน
ฝอยชนิดนี้เมื่อตายลําตัวโคงเล็กทางดานทอง    

จากการศึกษาเบ้ืองตนพบวาไสเดือนฝอยทั้ง 6 ชนิดนี้    สวนใหญมีรายงานอยูในประเทศ
ไทย แตอยางไรก็ตามยังจะตองมีการเฝาระวัง และตรวจสอบตอไปเพราะวายังมีไสเดือนฝอย
ศัตรูพืชที่รายแรงซ่ึงอาจติดมาหัวพันธุลิลล่ีและเขามาระบาดทําความเสียหายตอการเพาะปลูกลิลล่ี
ในประเทศไทยได เชน Aphelenchus avenae, Aphelenchoides besseyi, A. fragariae, A. 
ritzemabosi, Ditylenchus destructor, D. dipsaci, Globodera pallida, Hoplolaimus indicus, 
Meloidogyne chitwoodi, Paratrichodorus porosus   และ  Xiphinema  diversicaudatum  
เปนตน 

สรุปผลการทดลองและคําเสนอแนะ 
1. การสืบคนขอมูลไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีจากรายงานท่ีมีในประเทศไทยและ

ตางประเทศมีรายงานไสเดือนฝอยศัตรูพืชของลิลล่ีทั้งหมด 31 ชนิด พบในประเทศไทยจํานวน 16 
ชนิด เปนไสเดือนฝอยที่เปนศัตรูพืชกักกันตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง กําหนด
ศัตรูพืชเปนส่ิงตองหามตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550  จํานวน 8 
ชนิด  

2. จากการศึกษา ตรวจสอบและจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับและหัว
พันธุลิลล่ีที่นําเขาจากเนเธอรแลนด และสาธารณรัฐประชาชนจีน ทางดานตรวจพืชลาดกระบัง 
ดานตรวจพืชทาเรือกรุงเทพฯ และดานตรวจพืชเชียงแสน  ระหวางเดือนตุลาคม 2550  - กันยายน 
2552 จํานวนทั้งหมด 25 ตัวอยาง ตรวจพบไสเดือนฝอยศัตรูพืชจํานวน  5 ชนิด ซึ่งไมเปนไสเดือน
ฝอยศัตรูพืชกักกัน แตยังมีความจําเปนที่จะตองมีการตรวจสอบอยางละเอียดตอไปเพื่อปองกันการ
แพรระบาดทําความเสียหายตอการเพาะปลูกลิลล่ีในประเทศไทย 

3. ในการสํารวจ ติดตามไสเดือนฝอยศัตรูพืชที่ติดมากับดินและหัวพันธุลิลล่ีในแปลงปลูกที่
ใชหัวพันธุนําเขาจากตางประเทศในพ้ืนที่ภาคกลาง และพื้นที่ภาคเหนือ จํานวนทั้งหมด 7  แปลง 
ตรวจพบไสเดือนฝอยศัตรูพืชจํานวน 6 ชนิด  ซึ่งไมเปนไสเดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน แตอยางไรก็ตาม
ยังมีความจําเปนที่จะตองมีการตรวจสอบ และสํารวจติดตามในทุกๆ พื้นที่ที่มีการปลูกลิลล่ีที่ใชหัว
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พันธุที่นําเขา เพื่อปองกันมิใหไสเดือนฝอยศัตรูพืชชนิดที่รายแรงติดมากับหัวพันธุลิลล่ีซึ่งอาจจะมา
แพรระบาดทําความเสียหายตอการเพาะปลูกลิลล่ีในประเทศไทยตอไป  

4. สามารถนําขอมูลที่ไดไปประกอบการวเิคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชและกําหนดมาตรการ
ในการควบคุมกํากับดูแลการนําเขาหัวพนัธุลิลล่ีและลดความเส่ียงศัตรูพืชอันเนื่องมาจากไสเดือน
ฝอยศัตรูพืชทีร่ายแรงซ่ึงอาจติดมากับหัวพันธุลิลล่ี เชน ตองมีใบรับรองสุขอนามยัพืช 
(Phytosanitary certificate; PC) ในใบรับรองสุขอนามยัพืช ตองระบุขอความวาปลอด หรือ
ปราศจากไสเดือนฝอยที่เปนศัตรูพืชกักกนั 8 ชนิด ตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที ่
6) พ.ศ. 2550 ไดแก Aphelenchoides besseyi, A. ritzemabosi, Ditylenchus destructor, D. 
dipsaci, Globodera pallida, Hoplolaimus indicus, Meloidogyne chitwoodi  และ  
Xiphinema  diversicaudatum  รวมทั้งตรวจสอบศัตรูพืชเบ้ืองตน ณ ดานตรวจ หรือ ณ จุดนําเขา 
พรอมสุมเก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบศัตรูพืชที่อาจจะติดมากับหัวพันธุลิลล่ี  

คําขอบคุณ 
ขอขอบพระคุณ เจาหนาที่ดานตรวจพืชลาดกระบัง ดานตรวจพืชทาเรือกรุงเทพฯ และ

ดานตรวจพืชเชียงแสน สํานกัควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร ทีก่รุณาใหความ
ชวยเหลือในดานการเก็บตัวอยาง และเอ้ืออํานวยในเร่ืองสถานที ่ 
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พัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรอยดกับสวนขยายพันธุของสม 
Development of Viroid Detection on Citrus propagation 
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2/ กลุมวิจยัการกักกันพชื   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช2 

______________________________________ 
 

บทคัดยอ 
 

เชื้อไวรอยดที่เขาทําลายพืชกลุมสมทีม่ีรายงานมีอยูดวยกันหลายชนดิเชน Citrus 
exocortis viroid (CEVd)   Citrus bent leaf viroid (CBLVd)  Citrus viroid II (CVd-II)  Citrus 
viroid-I-LSS (CVd-I-LSS)   Citrus viroid III (CVd-III)   Citrus viroid OS (CVd-OS)  
Japanease citrus viroid (JCVd)  Citrus bark cracking viroid (CBCVd)  และ Hop stunt 
viroid (HSVd)   ซึ่งไวรอยดหลายชนิดถกูประกาศใหเปนเปนศัตรูพืชกักกนั (Quarantine pest)    
ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ือง  กําหนดศัตรูพืชเปนส่ิงตองหามตาม
พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. ๒๕๐๗ (ฉบับที่ ๖) พ.ศ. ๒๕๕๐ ตองมีการตรวจวินจิฉัยสวนขยายพนัธุ
พืชทีน่ําเขา แตเนื่องจากไวรอยดเปนเช้ือสาเหตุโรคพชืทีม่ีขนาดเล็กทีสุ่ดประกอบดวยอารเอ็นเอ
สายเด่ียวที่เปนวงปด และไมมีโปรตีนหอหุมเหมือนไวรัส ซึ่งไมสามารถดวยเทคนิคทางเซรุมวทิยา
ได การนาํใชเทคนิคทางอณุชีววทิยา เชน RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction) เขาชวยในการตรวจจึงเปนวธิกีารที่มปีระสิทธิภาพและเหมาะสม สําหรับการปองกันการ
แพรระบาดและทําความเสียหายของโรค 
 
 
 
 
 
 
_________________________________________ 

รหัสการทดลอง   07-01-49-07-04-01-01-51 
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คํานํา 
สม (Orange, Citrus sinesis)  เปนไมผลที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจสูง มีการปลูกกัน

แพรหลายทัว่โลกรวมถงึประเทศไทยดวย โดยจังหวัดทีม่กีารปลูกมากไดแก เชียงใหม เชียงราย 
แพร นาน สุโขทัย กําแพงเพชร สระบุรี ปทมุธานี พิจิตร ลพบุรี สมทุรสงคราม ชมุพร และ
นครศรีธรรมราช เปนตน พชืสกุลสมมีอยู 130 สกุล ประมาณ 1,500 ชนิด สามารถปลูกไดในสภาพ
ภูมิอากาศเขตกึ่งรอน ต้ังแตซีกโลกเหนือ เขตเมดิเตอรเรเนียน จนถงึซกีโลกใต แบงออกเปน 5 กลุม
ใหญ คือ สม สมเขียวหวาน เลมอนและมะนาว เกรปฟรุตและสมโอ และสมอ่ืน ๆ 

สมเปนผลไมที่มีรสชาติดีและมีคุณคาทางโภชนาการสูง จงึเปนทีน่ิยมบริโภคแพรหลาย
ทั่วโลกทัง้การบริโภคผลสด หรือนาํมาผานกระบวนการแปรรูป เชน น้าํผลไม แยม ผลไมเชื่อม สกัด
น้ํามนัเปนน้าํมันหอมระเหย ใชในอุตสาหกรรมยา และเคร่ืองสําอาง ในป พ.ศ. 2548 มีการนําเขา
ผลสมเขามาในปริมาณถงึ 4,072 ตัน คิดเปนมูลคา 103.6 ลานบาท และมีการสงออกผลสมใน
ปริมาณ 12,939 ตัน คิดเปนมูลคา 248.8 ลานบาท เนือ่งจากสมเปนพืชทีม่ีโรคและแมลงศัตรู
มากมายหลายชนิดดวยกนั ประกอบกับประเทศไทยมีภูมิอากาศที่รอนช้ืน สงเสริมใหโรคและแมลง
ศัตรูพืชสามารถเกิดและเขาทําลายสมไดดี เชน เชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส และไวรอยด จากรายงานมี
เชื้อไวรอยดทีก่อใหเกิดโรคในพืชสกุลสมมปีระมาณ 9 ชนิด ไดแก Citrus exocortis viroid (CEVd)   
Citrus bent leaf viroid (CBLVd)  Citrus viroid II (CVd-II)  Citrus viroid-I-LSS (CVd-I-LSS)   
Citrus viroid III (CVd-III)   Citrus viroid OS (CVd-OS)  Japanease citrus viroid (JCVd)  
Citrus bark cracking viroid (CBCVd)  และ Hop stunt viroid (HSVd)     

โดยลักษณะอาการของโรคที่สําคัญในพืชสกุลสม เชน เช้ือ CEVd จะกอใหเกิดอาการ
เปลือกแตกทีต่นตอ ตนพืชมีอาการแคระแกน และทําใหผลผลิตที่ไดลดลง ในมะนาวจะมีอาการ
แผลเปนจุดที่ใบ และใน citron จะมีอาการใบยนและมวนลงอยางรุนแรง ใบแตกและเซลลตายเปน
แผลสีน้ําตาลที่ใตเสนใบและใบยอด โดยมีอาการแคระแกรนรวม เชื้อชนิดนี้สามารถถายทอดโรค
จากการใชกิ่งพันธุที่เปนโรค การปนเปอนเชื้อจากอุปกรณทางเกษตรตาง ๆ เขาสูบาดแผลของพชื 
dodder โดยสามารถทําความเสียหายใหกบัการผลิตสมไดสูงถึง 5,147 ดอนลา ตอ เฮคแตร ซึ่ง
หากเช้ือไวรอยดเหลานี้ติดเขามากับสวนขยายพันธุของพืชสกุลสมอาจกอใหเกิดความเสียหายกบั
การผลิตสมและพืชชนิดอ่ืนในประเทศไทยได ดังนัน้การปองกันและควบคุมไมใหโรคศัตรูพืชติดเขา
มากับสวนขยายพนัธุสมทีน่าํเขาจากตางประเทศจึงมีความสําคัญเปนอยางยิง่ในการปกปองภาค
การเกษตรของประเทศไทย 
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วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1.  ตูแช 4 องศาเซลเซียส 

2.  ตูแชแข็ง -30 องศาเซลเซียส 

3.  เคร่ืองชัง่ละเอียด ทศนิยม 3 ตําแหนง 

4.  อางควบคุมอุณหภูม ิ

5.  เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 

6.  เคร่ือง Thermal cycler (PCR) 

7.  Gel electrophoresis 

8.  Gel Documentation UV-transilluminator 

9.  พืชทดสอบชนิดตาง ๆ ไดแก Citron  มะเขือเทศพันธุ Rutgers  และ Gynura  

10. เอ็นไซม reverse transcriptase 

11. เอ็นไซม Taq DNA polymerase 

12. 100 bp DNA Ladder  

13. ชุดสกัดอารเอ็นเอ Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen) 

14. ชุด kit สกัด agarose gel: QIAquick Gel Extraction Kit  c 

 15. pGEM-T easy vector (Promega) 

 
วิธีการ 

1.  สาํรวจโรคในสวนสมและเก็บตัวอยางที่แสดงอาการโรคที่คาดวาเกิดจากเชื้อไวรอยด 
 สํารวจโรคในสมในพื้นที่จังหวัดนครปฐม  ราชบุรี และชัยนาท  เก็บตัวอยางสมที่แสดง
อาการโรคที่คาดวาเกิดจากเชื้อไวรอยด คือมีลักษณะอาการตนเต้ียแคระแกร็น ใบเหลืองซีด โคงลง 
และมีอาการเซลลตายที่บริเวณเสนใบ จากนั้นนําตัวอยางดังกลาวปลูกถายเช้ือบนพืชทดสอบ 
Citron  (Citrus medica) และ Gynura ดวยวิธีกล โดยการใชฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 9.0 บด
ตัวอยางพืช จากนั้นโรยผง carborundum ลงบนใบพืชทดสอบ และทาใบพืชทดสอบดวยน้ําค้ัน
จากพืชตัวอยาง เพื่อทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค สังเกตลักษณะอาการที่ปรากฏบน
พืชทดสอบ คือ จะเกิดอาการตนเต้ียแคระแกร็น ใบเหลืองซีด ยอดโคงงอลง และมีอาการเซลลตาย
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ที่บริเวณเสนใบใน Citron สวนใน Gynura จะมีอาการใบยน  โดยอาการของโรคจะแสดงใน
ระยะเวลาต้ังแต 1 - 2 เดือน หลังจากปลูกถายเชื้อ 

2.  สืบคนขอมูลเชื้อไวรอยดที่กอใหเกดิโรคในสมเพื่อออกแบบไพรเมอร 
 สืบคนขอมูลเช้ือไวรอยดที่กอใหเกิดโรคในสมจากฐานขอมูล NCBI (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/) และนําขอมูลลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรอยดที่กอใหเกิดโรคในสม ทุก ๆ สาย
พันธุที่มีรายงานมาใชในการออกแบบไพรเมอร  ซึ่งไดไพรเมอรที่จําเพาะตอกลุมเชื้อไวรอยด
ดังกลาว 

3.  ทดสอบหาวิธกีารสกัดอารเอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อใบสม 
 เปรียบเทยีบหาวิธกีารสกัดอารเอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อใบสม โดยเปรียบเทียบจาก
คุณภาพของอารเอ็นเอของ Citron ที่สกัดไดดวยวิธีการ 4 วิธี ไดแก วิธ ีMacKenzie buffer 
(MacKenzie, D.J. et. al., 1997), วิธ ีRNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), วิธ ีCTAB buffer 
(Jeffries and Tina,  n.d.)  และ วิธ ีMacKenzie buffer ที่นาํมาประยุกต    จากนัน้นาํอารเอ็นเอมา
ตรวจสอบคุณภาพดวยการตรวจสอบ ndhB gene (NADH dehydrogenase ND2 subunit) ซึ่ง
เปน housekeeping gene ในคลอโรพลาสต โดยเทคนิค RT-PCR ซึ่งวธิีการสกัดอารเอ็นเอทัง้ 4 วิธี
มีข้ันตอนดังนี ้
  3.1 วิธ ีMacKenzie buffer:  บดใบ Citron 200 มิลลิกรัม ดวย MacKenzie 
buffer (4M Guanindine thiocyanate, 0.2 M Sodium acetate, 25 mM  EDTA pH 8.0 และ
2.5%  PVP-40) ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร  จนละเอียด  เติม ß-mercaptoethanol ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ดูดสารละลายใสหลอด micro centrifuge ใหม เติมสารละลาย Sarkosyl 
ความเขมขน 20% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส 
นาน 15 นาที จากนั้นดูดของเหลวปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงบน QIAshredderTM column 
(QIAGEN) ปดฝาและนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีที่
อุณหภูมิหอง ดูดสารละลายที่ผาน QIAshredderTM column ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใสหลอด 
micro centrifuge ใหม เติม ethanol (96-100%) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและดูด
สารละลายผสมดังกลาวลงบน RNeasy® mini spin column (QIAGEN) ปดฝาและนําไปปน
ตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 12 นาที ที่อุณหภูมิหอง ทิง้สารละลายที่ผาน 
RNeasy® mini spin column และประกอบ collection tube เดิมเขากบั column เติม QIAGEN 
buffer RW1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน column ปดฝาและนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วนิาท ีทีอุ่ณหภูมิหอง ทิ้งสารละลายที่ผาน RNeasy® mini spin 
column และประกอบ collection tube ใหมเขากับ column จากนัน้เติม QIAGEN buffer RPE 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน column ปดฝาและนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
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นาที เปนเวลา 15 วนิาที ที่อุณหภูมิหอง ทิง้สารละลายทีผ่าน RNeasy® mini spin column และ
ประกอบ collection tube เดิมเขากับ column เติม QIAGEN buffer RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ลงใน column ปดฝาและนาํไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วนิาท ีที่
อุณหภูมิหอง ทิ้งสารละลายที่ผาน RNeasy® mini spin column และประกอบ collection tube 
เดิมเขากับ column และปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 2 นาท ีที่
อุณหภูมิหอง ประกอบ RNeasy® mini spin column เขากับหลอด micro centrifuge ใหม เติม 
RNase-free sterile water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยหยดลงบน filter โดยตรง บมนาน 2 นาที 
จากนั้นปดฝาและนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ีที่
อุณหภูมิหอง เพื่อเก็บสารละลายอารเอ็นเอ 
  3.2 วิธ ีRNeasy Plant Mini Kit:  บดใบ Citron 100 มิลลิกรัม ดวย RLT buffer 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่ม ีß-mercaptoethanol ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จนกระทัง่ตัวอยาง
ละเอียด นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิหอง ดูด
ของเหลวใสสวนบน 400 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol 
(25:24:1) ผสมเบา ๆ ใหเขากัน จากนัน้นาํไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที ที่อุณหภูมหิอง ดูดของเหลวใสสวนบน 300 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เติม sodium 
acetate pH 5.2 ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรสารละลาย และ absolute alcohol ปริมาตร 2.5 เทา
ของปริมาตรสารละลาย ผสมใหเขากนั บมที่ -20 องศาเซลเซียส 15 นาที นําไปปนตกตะกอนที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตะกอนกรดนิวคลีอิกและลาง
ดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมหิอง เก็บตะกอนกรดนวิคลีอิกและลางดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกใหแหง ละลายตะกอนดวยน้าํบริสุทธิ์ที่ไมม ีnuclease ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร  
  3.3  วธิี CTAB (Scottish Agricultural Science Agency):  บดใบ Citron 100 
มิลลิกรัม ดวยสารละลาย CTAB extraction buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 
mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 และ 2.0% PVP-40; Na2SO3 และ PVP-40 เติมกอนใช
งาน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 
รอบตอนาท ีนาน 5 นาที จากน้ันดูดของเหลวใสสวนบนใสหลอด micro centrifuge ใหม เติม 
chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปนตกตะกอนที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส
หลอดใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
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นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดของเหลวใสสวนบน เติม
สารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 0.5 เทาของปริมาตรสารละลาย และ isopropanol แชเย็น 
ปริมาตรเทากบัของปริมาตรสารละลาย ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ขามคืน จากนัน้ปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บตะกอนกรด
นิวคลีอิก ละลายตะกอนดวย TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ isopropanol แชเย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 10 
นาที จากนั้นลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 
13,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที และตากตะกอนกรดนวิคลีอิกใหแหง ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน
นึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
  3.4  วธิ ีMacKenzie buffer ที่นาํมาประยุกตรวมกับการใช chloroform: isoamyl 
alcohol:  บดใบ Citron 200 มิลลิกรัม ดวย MacKenzie buffer (4M Guanindine thiocyanate, 
0.2 M Sodium acetate, 25 mM  EDTA pH 8.0 และ2.5%  PVP-40) ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร  
จนละเอียด  เติม ß-mercaptoethanol ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ดูดสารละลายใส
หลอด micro centrifuge ใหม เติมสารละลาย Sarkosyl ความเขมขน 20% ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาํไปบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปนตกตะกอนที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวใสสวนบนใสหลอด micro 
centrifuge ใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กัน ปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดของเหลวใสสวนบนปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนั นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ีดูดของเหลวใสสวนบน 
เติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 0.5 เทาของปริมาตรสารละลาย และ isopropanol แชเย็น 
ปริมาตรเทากบัของปริมาตรสารละลาย ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ขามคืน จากนัน้ปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บตะกอนกรด
นิวคลีอิก ละลายตะกอนดวย TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ isopropanol แชเย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 10 
นาที จากนั้นลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลติร ปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 
13,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที และตากตะกอนกรดนวิคลีอิกใหแหง ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน
นึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
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4.  ตรวจวินจิฉัยจําแนกชนิดดวยเทคนิค RT-PCR 
 4.1  นําตัวอยางพืชกลุมสม และพืชทดสอบที่ปลูกเช้ือมาสกัดอารเอ็นเอดวยวิธกีารสกัด
อารเอ็นเอที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองกอนหนานี้  
 4.2  ตรวจวินจิฉัยเช้ือไวรอยดดวยเทคนคิ Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) และหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏกิิริยา โดยใชไพรเมอรทัง้ 16 เสน  ผลผลิต
จากปฏิกิริยา PCR ที่ไดจะมขีนาดอยูในชวงต้ังแต 300 ถงึ 400 base pair โดยไพรเมอรมีลําดับ
เบสดังตอไปนี ้

CEVd 
 c- CCG-GGG-ATC-CCT-GAA-GGA-CTT (21 bps) Tm = 61.4 
 h- GGA-AAC-CTG-GAG-GAA-GTC-GAG (21 bps) Tm = 57.9 
 CBLVd   
  c- GTC-GAC-GAC-GAC-CAG-TCA-GCT-CC  (23 bps) Tm = 67.1 
 h- GAA-GGC-TCG-TCA-GCT-GCG-GAG-G (22 bps) Tm = 69.6 
 CVdI 
 c- CCG-AGG-AGC-CCT-CAG-GGG-TTC (21 bps) Tm = 65.8 
 h- AGA-CTT-CTT-GTG-GTT-CCT-GTG-GTG  (24 bps) Tm = 62.7 
 CVdII 
 c- GGC-TCA-AGA-GAG-GAT-CCG-CGG (21 bps) Tm = 67.0  
 h- CCT-GGG-GAA-TTC-TCG-AGT-TGC-CG (23 bps) Tm = 66.4 
  
 CVdIII 
 c- GTC-GAC-GAC-GAC-AGG-TAA-GTT-CCC (24 bps) Tm = 64.4  
 h- GAA-GGC-AGC-TAA-GTT-GGT-GAC-GCC (24 bps) Tm = 66.7  
 CVdIV 
 c- TTC-CCC-GGG-GAT-CCC-TCT-TCA-GG (23 bps) Tm = 65.8 
 h- ATC-TCT-TCA-GAC-TCG-TCG-AGG-GG (23 bps) Tm = 65.3  
 CVdOS 
 c- TTA-CCC-TGG-GGA-CTC-CAC-CGC-CG (23 bps) Tm = 67.5 
 h- AAC-ACG-ATT-GGT-GTT-TCC-CCG-GAG-G  (25 bps) Tm = 65.2  
 HSVd 
 c- TCG-GAA-GAG-CCA-GAA-GG (17 bps) Tm = 54.7 
 h- TGA-GAC-GCG-ACC-GGT-GGC-ATC-ACC-T   (25 bps) Tm = 67.5 
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 4.3  ข้ันตอนการทํา RT-PCR  
  4.3.1  ข้ันตอน Reverse Transcription (RT) เพื่อสรางสาย cDNA จากเชื้อ 
ไวรอยด ปฏิกริิยาประกอบไปดวย  
 2 พิโคกรัม ไพรเมอร สาย c  10.0   ไมโครลิตร 
 ตัวอยางอารเอ็นเอ   3.5   ไมโครลิตร 
          รวม 13.5  ไมโครลิตร 
 
นําเขาเคร่ือง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมการทาํงานดังนี ้100 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี1 
รอบ จากนั้นนาํมาแชน้ําแข็งทันทีต้ังทิ้งไว 2 นาที และนาํเขาเคร่ือง Thermal cycler โดยต้ัง
โปรแกรมการทํางานที ่37 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาที 1 รอบ จากนัน้นาํมาเติมสารดังนี ้
 5X reverse transcriptase buffer    4.0   ไมโครลิตร 
 10 mM dNTPs   2.0   ไมโครลิตร 

 200 U/l reverse transcriptase   0.5   ไมโครลิตร 
           รวม   6.5  ไมโครลิตร 
 
นําเขาเคร่ือง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมการทาํงานที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 1 รอบ 
ซึ่งในข้ันนี้จะได cDNA (Complement DNA) ที่สามารถนํามาเพิ่มปริมาณตอไดโดยเทคนิค PCR ใน
ข้ันตอนตอไป 
 
  4.3.2  ข้ันตอน Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA ให
มากพอที่จะตรวจสอบได ปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
 50 mM MgCl2   0.8   ไมโครลิตร 
 10X PCR buffer   2.0   ไมโครลิตร 
 10 mM dNTPs   0.5   ไมโครลิตร 
 2 พิโคกรัม ไพรเมอร สาย c   2.0   ไมโครลิตร 
 2 พิโคกรัม ไพรเมอร สาย h   2.0   ไมโครลิตร 

 2 U/l Taq DNA Polymerase   0.5   ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ  10.2  ไมโครลิตร 
 cDNA   2.0   ไมโครลิตร 
        รวม 20.0   ไมโครลิตร 
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นําเขาเคร่ือง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมการทาํงานดังนี ้ 
สําหรับเชื้อ  CEVd 

ข้ันที่ 1:  94C  นาน 3 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 2: 94C  นาน 45 วินาที  

ข้ันที่ 3: 56C  นาน 45 วินาท ี

ข้ันที่ 4: 72C  นาน 45 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ข้ันที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ  

ข้ันที่ 6: 20C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
 

สําหรับเชื้อ  CBLVd, CVdII, CVdIV และ CVdOS 

ข้ันที่ 1:  94C  นาน 3 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 2: 94C  นาน 45 วินาที  

ข้ันที่ 3: 64C  นาน 45 วินาท ี

ข้ันที่ 4: 72C  นาน 45 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ข้ันที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ 

ข้ันที่ 6: 20C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
 
สําหรับเชื้อ  CVdI 

ข้ันที่ 1:  94C  นาน 3 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 2: 94C  นาน 45 วินาที  

ข้ันที่ 3: 60C  นาน 45 วินาท ี

ข้ันที่ 4: 72C  นาน 45 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ข้ันที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ 

ข้ันที่ 6: 20C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
 
สําหรับเชื้อ  CVdIII 

ข้ันที่ 1:  94C  นาน 3 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 2: 94C  นาน 45 วินาที  

ข้ันที่ 3: 62C  นาน 45 วินาท ี
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ข้ันที่ 4: 72C  นาน 45 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ข้ันที่ 5: 72C  นาน 7 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 6: 20C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
 

สําหรับเชื้อ  HSVd 

ข้ันที่ 1:  94C  นาน 3 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 2: 94C  นาน 45 วินาที  

ข้ันที่ 3: 52C  นาน 45 วินาท ี

ข้ันที่ 4: 72C  นาน 45 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ข้ันที่ 5: 72C  นาน 7 นาท ี 1 รอบ 

ข้ันที่ 6: 20C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
 

 4.4  ตรวจสอบขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ได ดวยวิธีการอีเล็คโตรโฟริซิสโดย
การใช 2% agarose gel  ละลายในสารละลาย 0.5X TBE buffer แลวนํามาผานสนามไฟฟาที่
ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํา agarose gel ยอมดวยสารละลาย 
ethidium bromide และนําไปดูแถบของดีเอ็นเอดวยเคร่ือง Gel Documentation UV-
transilluminator 
 4.5  ทําการโคลนผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ได เพื่อเพิ่มปริมาณ cDNA ของไวรอยด 
ดวย pGEM-T easy vector (Promega) และนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อจําแนกชนิด
ของเชื้อไวรอยด โดยมีวิธีการดังตอไปนี้ 
  4.5.1  เตรียม cDNA ใหบริสุทธิ์ โดยการนําไปเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ  โดยนํา
ผลผลิตของปฏิกิริยา RT-PCR มาแยกดีเอ็นเอตามขนาดโดยใชวิธีการอีเล็คโตรโฟริซิส ดวย 2% 
agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และตัดเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใกลเคียงกับเช้ือ
ไวรอยด คือมีขนาดประมาณ 370 คูเบส ใสหลอด centrifuge tube  ชั่งน้ําหนักของเจล โดยจะตอง
ไมเกิน 400 มิลลิกรัม  
  4.5.2  สกัดดีเอ็นเอออกจากเจลดวย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 
โดยเติมสารละลาย QG buffer ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักเจล นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซล
เชียส เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลายอยางสมบูรณ เติม isopropanol ปริมาตร 1 เทา
ของน้ําหนักเจล ผสมใหเขากัน จากนั้นจัดชุด column โดยนํา QIAquick spin column วางบน 
collection tube ดูดสารละลายผสมใสใน ชุด column โดยดูดสารละลายไมเกิน 800 ไมโครลิตร 
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นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ทิ้งน้ําใสในหลอด collection tube 
ลาง QIAquick spin column ดวยสารละลาย PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว 3 นาที 
นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ลาง QIAquick spin column 
อีกคร้ังดวยสารละลาย PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว 3 นาที นําไปปนตกตะกอนที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย EB 
buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว 1 นาที และปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที ตรวจสอบขนาดและปริมาณ cDNA ที่ไดดวย 2% agarose gel electrophoresis 
หากไดแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 แถบ จะตองทําการตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการและทําการสกดัดีเอ็นเอ
ออกจากเจลดวย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ซ้ําอีกคร้ังจนไดแถบดีเอ็นเอแถบเดียว 
  4.5.3  เช่ือมตอ cDNA ของเช้ือไวรอยดเขากับพลาสมิดพาหะ  โดยเช่ือมตอ 
cDNA ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวกับพลาสมิด pGEM-T Easy (Promega) ดวยเอนไซม T4 DNA 
Ligase  ซึ่งมีสวนประกอบของปฏิกิริยาดังนี้ 
  T4 DNA Ligase 2X buffer    10.0 ไมโครลิตร 
  PGEM-T easy vector     1.0 ไมโครลิตร 
  PCR product      8.0 ไมโครลิตร 

  T4 DNA Ligase (3 unit/l)    1.0 ไมโครลิตร 
   รวม      20.0 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเชยีส ขามคืน 
  4.5.4  นําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย โดยถายพลาสมิดลูกผสมเขาสู

เซลลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH 5  ใชวิธีการ heat shock transformation 
(Fristch et al., 2001) โดยเติมสารละลายพลาสมิดลูกผสมจากปฏิกิริยา ligation ปริมาตร 20 
ไมโครลิตรใสในหลอดที่มีเซลลแบคทีเรียเจาบานที่ทําใหพรอมรับพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล E. 
coli ปริมาตร 100 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ   แชหลอดทดลองในนํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที 
จากนั้นนําหลอดมาแชในน้ําอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที และรีบนําไปแชในน้ําแข็ง
ทันทีเปนเวลา 5 นาที เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร นําไปแชในน้ําแข็งเวลา 10 
นาที จากนั้นนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 - 3 ชั่วโมง นําไปปนตกตะกอนที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทอาหาร LB เดิมทิ้งและเติมอาหารเหลว LB ใหม
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ลงไปแทน เพื่อละลายตะกอนของเช้ือแบคทีเรีย   ทําการ spread ผิวหนา
อาหารแข็ง LB agar ที่มีแอมพิซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวยสารละลาย 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-6-D-galactoside (X-gal) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร กับสารละลาย  isopropyl-6-D thiogalactopyranoside (IPTG) ความ
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เขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ทิ้งใหผิวหนาของอาหารแหง จากนั้นนําสารละลาย
ของเชื้อแบคทีเรีย spread บนอาหารแข็ง LB agar ดังกลาว นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน เพื่อคัดเลือก colony ของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นสวน cDNA ของเชื้อไวรอยด 
  4.5.5  สกัดพลาสมิดลูกผสม ใชวิธีการ Alkaline lysis (Fristchet al., 2001) โดย
เลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ที่มีสีขาวมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มีการเติมแอมพิซิลิน ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส 
ขามคืน จากนั้นปนตกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีเทอาหารเหลวออก 
เติมสารละลาย  Solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) 
ปริมาตร 100ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex mixture จากนั้นเติมสารละลาย Solution II 
(0.2 N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200ไมโครลิตร ที่เตรียมใหมกอนการใชงาน ผสมใหเขากันแลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และเติมสารละลาย Solution III (3 M 
potassium acetate, 0.2 M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแชบน
น้ําแข็งนาน 5 นาที นําไปปนตกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูด
สารละลายใสหลอดใหม และเติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตร สารละลาย ผสม
ใหเขากันนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปปนตกตะกอนท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทิ้งสารละลายและตากตะกอนพลาสมิดใหแหง 
ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
  4.5.6  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เช่ือมตอในพลาสมิดพาหะ โดยการใชเอ็นไซมตัด
จําเพาะ EcoRI ไปตัดโคลนของพลาสมิดลูกผสม เพื่อแยก cDNA ของไวรอยดออกจากพลาสมิด
ลูกผสม มีสวนประกอบของปฏิกิริยาดังนี้ 
  ดีเอ็นเอ       5.0 ไมโครลิตร 
  10X EcoRI buffer      1.0 ไมโครลิตร 
  เอ็นไซม EcoRI      0.3 ไมโครลิตร 
  เอ็นไซม RNase A     0.5 ไมโครลิตร 
  น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ     3.2 ไมโครลิตร 
   รวม      10.0 ไมโครลิตร 
 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 - 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปตรวจสอบขนาดของดีเอ็น
เอ ดวย 2% agarose gel electrophoresis นําโคลนของพลาสมิดลูกผสมที่ตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 300 - 400 คูเบสไปวิเคราะหหาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  
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  4.5.7  วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือไวรอยด  หลังจากการตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอที่เชื่อมตอในพลาสมิดพาหะและไดโคลนที่มีแถบดีเอ็นเอขนาดตามที่ตองการแลว นํา
โคลนดังกลาวสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอโดยเคร่ือง Automated DNA 
sequencer แลว นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไว
รอยดที่มีการรายงานอยูแลวในฐานขอมูลของ GenBank โดยอาศัยโปรแกรม Blastn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความใกลเคียงมาก
ที่สุด ในการจําแนกชนิดของไวรอยด  
 

เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา:  ต้ังแต ตุลาคม 2550  ถึงกันยายน 2553  รวม 3 ป 
สถานทีว่ิจยั : 1.   กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
  2.   สวนสมของเกษตรกรในพ้ืนทีจ่ังหวัดราชบุรี  นครปฐม  ชยันาท 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1. สํารวจโรคในสวนสมและปลกูถายเชื้อบนพืชทดสอบ Citron และ Gynura 
 จากการสํารวจโรคและเก็บตัวอยางอาการในสวนสมและมะนาวในพ้ืนที่จงัหวัด 

ราชบุรี  นครปฐม  ชยันาท ไดตัวอยางใบมะนาวที่แสดงอาการโรคทีเ่กิดจากเช้ือไวรอยดรวม 2 
ตัวอยาง โดยมีลักษณะอาการใบเหลืองซดี หดลดรูป มอีาการเซลลตายทีบ่ริเวณเสนใบและกานใบ 
และอาการใบบิดมวน (ภาพที่ 1) ผลการปลูกเช้ือลงบนพืชทดสอบไมพบอาการผิดปกติบน Citron  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่1  ลักษณะอาการบนตัวอยางมะนาวที่เปนโรค 
ก: อาการใบเหลืองซีด มีอาการเซลลตายที่บริเวณเสนใบและกานใบ 
ข: อาการใบหดลดรูป และใบบิดมวนกานใบ 

ก ข
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2.  สืบคนขอมูลเชื้อไวรอยดที่กอใหเกดิโรคในมะเขือเทศและออกแบบไพรเมอร 
 จากการสืบคนขอมูลเชื้อไวรอยดที่กอใหเกิดโรคในพืชกลุมสมจากฐานขอมูล NCBI 
(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/) พบวามเีชื้อไวรอยดทีก่อใหเกิดโรคในพืชกลุมสม 8 ชนิด ไดแก  
Citrus exocortis viroid (CEVd),  Citrus bent leaf viroid (CBLVd),  Citrus viroid II (CVd-II)  
Citrus viroid-I-LSS (CVd-I-LSS),  Citrus viroid III (CVd-III),  Citrus viroid OS (CVd-OS)  
Citrus viroid-IV (CVd-IV)  และ Hop stunt viroid (HSVd)  (Hadidi et al., 2003)     
 นําขอมูลลําดับพันธุกรรมของเช้ือไวรอยดที่กอใหเกิดโรคในพืชกลุมสม ทกุ ๆ สายพนัธุที่มี
รายงานจากฐานขอมูลดังกลาวมาใชในการออกแบบไพรเมอร  ซึ่งไดไพรเมอรที่จาํเพาะตอกลุมเช้ือ 
ไวรอยดดังกลาวจํานวนทั้งส้ิน 16 เสน 

3.  ทดสอบหาวิธกีารสกัดอารเอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อใบสม 
 ผลการตรวจเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธกีารสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธีการ ไดแก 
MacKenzie buffer, RNeasy Plant Mini Kit, CTAB buffer และ MacKenzie buffer ที่นาํมา
ประยุกต พบวาทัง้ 4 วธิีการสามารถสกัดอารเอ็นเอจากใบ Citron ไดทั้งหมด เมื่อนาํมาตรวจสอบ
หา ndhB gene (NADH dehydrogenase ND2 subunit) ดวยเทคนคิ RT-PCR ไดแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 188 bp (ภาพที ่2) แสดงใหเห็นวาอารเอ็นเอที่สกัดไดมีคุณภาพที่ดีทั้ง 4 วธิกีาร ยกเวน
วิธีการ MacKenzie buffer ที่นาํมาประยกุต พบวาตะกอนอารเอ็นเอที่ไดจะปริมาณแปง
คอนขางมากซึ่งอาจสงผลรบกวนตอปฏิกิริยา RT-PCR ได และเมื่อเปรียบเทียบวิธกีารสกัดอารเอ็น
เอที่เหลืออีก 3 วิธ ีพบวา วิธกีาร MacKenzie buffer และ RNeasy Plant Mini Kit มีความสะดวก
รวดเร็วในการปฏิบัติงานสูงสุด โดยใชเวลาในการสกัดอารเอ็นเอเพียงคร่ึงวันเทานัน้ แตจําเปนตอง
ใชสารเคมีและชุดสกัดอารเอ็นเอที่มีราคาสูงมาก สวนวธิี CTAB buffer จะใชเวลาในการสกัดอาร
เอ็นเอถงึหนึ่งวันคร่ึง แตสารเคมีที่ใชจะมีราคาทีถู่กกวามาก ซึ่งวิธี CTAB buffer นาจะมีความ
เหมาะสมสําหรับการนาํมาใชในการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรอยดในสมได เนื่องจากไดอารเอ็นเอที่มี
คุณภาพที่ดี และมี unit cost ตอหนวยตํ่าที่สุด 
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4.  ตรวจวินจิฉัยจําแนกชนิดดวยเทคนิค RT-PCR 
 จากการตรวจตัวอยาง สม สมโอ และมะนาว จํานวน 30 ตัวอยาง ดวยเทคนิค Reverse 
RT-PCR  
 
ทดสอบหาเช้ือ Citrus exocortis viroid Citrus bent leaf viroid  และ Hop stunt viroid  ผล
ปรากฏวาไมพบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย ทั้งนี้เนื่องจากตัวอยางอาการทีน่ํามาตรวจสอบทั้งหมดมา
จากแหลงพืน้ที่ปลูกเพียง 4 แหลง ซึง่อาจไมไดเปนสวนทีม่ีการแพรระบาดของโรค 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 จากผลการทดลองในข้ันแรกพบวาวิธกีารสกัดอารเอ็นเอที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อสมม ี3 วิธ ี
ไดแก MacKenzie buffer, RNeasy Plant Mini Kit และ CTAB buffer โดยทัง้ 3 วิธีใหอารเอ็นเอทีม่ี
คุณภาพสูง แตวิธี MacKenzie buffer และ RNeasy Plant Mini Kit มี unit cost ทีสู่งกวาวธิี CTAB 
buffer มาก    

200 bps 

500 bps 

ภาพที่ 2  การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของวิธกีารสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธี โดยการตรวจสอบ ndhB gene 
M = 100 bps DNA Ladder 
1 = MacKenzie buffer,  
2 และ 3 = CTAB buffer  
4 = RNeasy Plant Mini Kit 
5 และ 6 = MacKenzie buffer ที่นาํมาประยุกต 
7 = buffer 

M    1      2     3     4      5     6   
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 ผลการตรวจสอบเชื้อไวรอยดดวยเทคนิค RT-PCR ไมพบแถบดีเอ็นเอที่สนใจ อาจเนื่องจาก
ไมพบตัวอยางที่เปนโรค เพราะจํานวนตัวอยางทีน่ํามาตรวจมาจากแหลงผลิตสมเพยีงไมกี่แหลงปลูก 
อันเนื่องมาจากการทดลองนีไ้มไดรับเงินวิจยัสนับสนุนในปที่ 3 (ปงบประมาณ 2553) ทําใหไม
สามารถดําเนนิการสํารวจโรคเพื่อเก็บตัวอยางได และไมสามารถจัดซื้อสารเคมีที่จาํเปนสําหรับทาํ
การตรวจสอบซ้ําเพื่อยืนยันผลได 
 

ปญหาและอุปสรรค 
 เนื่องจากเงนิสนับสนนุงานวจิัยเร่ืองนี้ไดรับการจัดสรรชา คือไดรับชวงไตรมาสที่สาม ตน
เดือนเมษายน และยังไดรับการสนับสนุนเงินวิจัยเพียง 40 เปอรเซ็นตของที่เสนอขอไว สงผลทาํให
การดําเนินการทดลองไมเปนไปตามแผนการทดลองที่ไดวางแผนไว ซึง่เปนอุปสรรคใหญทีท่ําใหงาน
ทดลองนี้ไมสามารถดําเนนิการทดลองเสร็จส้ินตามเปาหมายได 
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วิจัยและพัฒนาสถานภาพการเปนพืชอาศัยและวิธีกําจัดแมลงดวยความรอน
สําหรับกําจัดแมลงวันผลไมในผลลําไยเพื่อการสงออก 

 
สลกัจิต  พานคํา    อุดร  อุณหวุฒิ   รัชฎา   อินทรกําแหง    ชัยณรัตน  สนศริิ 

มลนิภา  ศรมีาตรภิรมย   ชุติมา ออมกิ่ง  จารุวรรณ  จนัทรา 
กลุมวิจัยการกักกนัพืช       สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 

  จากการเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงวนัผลไม  Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis  
(Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง  พบวาสามารถเพิม่ 
ปริมาณไข และหนอนของแมลงวนัผลไม B. dorsalis ไดในจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ใน
หองปฏิบัติการ จากการศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม Bactrocera dorsalis 
ในระยะไขเปรียบเทยีบกับระยะหนอนในผลลําไยดวยวิธกีารอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, 
VHT) โดยใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวนัผลไม จาํนวน 10 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลลําไย
โดยตรง (artificial inoculation) และนําไปอบไอน้ําเพื่อกําจัดแมลงวนัผลไม  ผลการทดลองพบวา
ในการอบผลลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 50 นาท ีมปีระสิทธิภาพ
ในการกาํจัดแมลงวันผลไมในระยะไขได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) และในการ
อบผลลลําไยดวยวิธกีารอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาท ีมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดแมลงวนัผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 2 ซ้ํา) แสดง
ใหเหน็วาในระยะไขมีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะหนอนวัยที ่1 
  
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 รหัสการทดลอง  07-01-49-07-04 
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คํานํา 
 

ลําไยเปนหนึ่งในผลไมเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และเปนพืชอาศัยของแมลงวัน
ผลไมที่มีความสําคัญดานกักกันพืชระหวางประเทศ ไดแก แมลงวันทอง, Oriental fruit fly, 
Bactrocera dorsalis (Hendel), (Diptera : Tephritidae) (White and Elson-Harris, 1992)  ดวย
เหตุนี้ผลลําไยจากประเทศไทยจึงถูกหามนําเขาประเทศญ่ีปุน ซึ่งไมมีแมลงชนิดดังกลาวนี้แพร
ระบาด ภายใตขอกําหนดของกฏหมายกักกันพืช ขอกําหนดนี้จะถูกยกเลิกไปหากประเทศไทย
สามารถพัฒนาวิธีการกําจัดศัตรูพืชที่ไดมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (plant 
quarantine  treatment)  เพื่อใชสําหรับกําจัดแมลงวันทองในผลลําไยกอนการสงออก 

ในป พ.ศ. 2529 กรมวิชาการเกษตรโดยความชวยเหลือดานวิชาการจากรัฐบาลญ่ีปุน  ได
ศึกษาความเปนไปไดในการใชความรอนกําจัดแมลงวันทอง และแมลงวันแตง, Melon fly, 
Bactrocera cucurbitae Coquillett, ในผลมะมวงพันธุหนังกลางวัน  ผลการศึกษาพบวา  วิธีการ
อบไอน้ํา (Vapor heat treatment, VHT) มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมทั้ง 2 ชนิด ใน
ผลมะมวงพันธุหนังกลางวัน และไดตามมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (Unhawutti 
et al., 1986) และตอมาในป พ.ศ. 2534 ไดมีการวิจัย และพัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวยความรอนดวย 
กรรมวิธีใหม คือ วิธกีารอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heat treatment, 
MVHT) ที่มีประสิทธิภาพสามารถกําจัดแมลงวันผลไมในผลมะมวงครอบคลุมถึง 4 พันธุ  คือ  หนัง 
กลางวัน  น้ําดอกไม   แรด  และพิมเสนแดง   โดยไมมผีลกระทบตอคุณภาพของผลมะมวง   
 (Unhawutti et al., 1991) หนวยงานกักกันพืชของประเทศญ่ีปุนยอมรับใหใชเปนวิธีกําจัดศัตรูพืช
ดานกักกันพืช เพื่อกําจัดแมลงวันผลไมในผลมะมวงกอนการสงออก ตอมาจึงมีการสรางโรงงาน
กําจัดแมลงดวยความรอนขนาดใหญระดับการคา วิธีกําจัดแมลงดวยความรอน โดยเฉพาะอยางยิง่
กรรมวิธีซึ่งอาศัยอากาศเปนส่ือนําความรอน ไดมีการศึกษาวิจัยกันอยางกวางขวางในหลาย
ประเทศสามารถกําจัดแมลงวันทองในผลไมไดหลายชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้วิธีการ
ดังกลาวยังมีขอดีในแงของความปลอดภัยจากสารพิษตกคางภายในผลไม จึงผานการยอมรับได
โดยงายจากประเทศผูนําเขาหากมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลง  ซึ่งลําไยเปนผลไมที่มีปญหา
การสงออกเกี่ยวของกับแมลงวันผลไม   

ปจจุบันยังไมมีวิธีการใดที่มีประสิทธิภาพ และเปนที่ยอมรับสําหรับกําจัดแมลงวันผลไมใน
ผลลําไย  ดวยเหตุนี้ความพยายามที่จะขยายตลาดการสงออกไปยังประเทศที่หามนําเขาผลลําไย
สดจากประเทศไทย จึงจําเปนที่จะตองมีการศึกษาเบ้ืองตนวิธีกําจัดแมลงวันทองในระยะที่ทนทาน
ตอความรอนมากที่สุดในผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําซึ่งใชไดอยางมีประสิทธิภาพกับผลลําไย
นอกจากนี้ยังจําเปนที่จะตองศึกษาถึงความเสียหายและคุณภาพของผลลําไยจากวิธีการอบไอน้ํา
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ดวยเพื่อวิจัย และพัฒนาใหเปนวิธีการกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช สําหรับกําจัดแมลงวันผลไมใน
ผลลําไยกอนการสงออก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตูอบไอน้ํากําจัดแมลงขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 2 เคร่ือง 
2. ตูลดอุณหภูมิผลไม 
3. หองเล้ียงแมลงวนัผลไม 2 หอง 
4. เคร่ืองอางน้ํารอน 
5. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดของผลไม 
6. เคร่ืองวัดคาความหวานของผลไม 
7. หองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก โดยใชอุณหภูมิ 27  
 องศาเซลเซยีส และความช้ืน 75 เปอรเซ็นต 
8. ตูควบคุมอุณหภูมแิละความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก 3 ตู 
9. หองเย็นสําหรับเก็บผลไมที่ใชในการทดลอง 
10. เคร่ืองบันทกึอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธแบบตอเนื่อง 
11. แทงวัดอุณหภูมิขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 
12. เคร่ืองชั่งทศนยิม 2 ตําแหนงสําหรับงานทดลอง 
13. อุปกรณสําหรับเช็คผลการทดลอง ๆ ไดแก พูกนั  ปากคีบ  เคาทเตอร  จานทดลองขนาด

เล็ก (plate) ถาดใสผลไม  ถงุผาตาขาย  ถงุมือ  มีดปอกผลไม  ถงุขยะดํา และอ่ืน ๆ  
 
ขั้นตอนการดําเนินงานมีดังนี้ 
 

1. เล้ียงแมลงวนัผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิม่ปริมาณและเพื่อใชในการทดลอง 
2. ศึกษาเบ้ืองตนการกําจัดแมลงวันผลไมในผลลําไยดวยวธิีการอบไอน้าํ 
3. ศึกษาดานความเสียหายและคุณภาพของผลลําไยจากวธิีการอบไอน้าํ 
4.    รวบรวมขอมูล วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 

 
วิธีการทดลอง 
1. เลีย้งแมลงวันผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพ่ือเพิ่มปรมิาณเพื่อใชในการทดลอง 
 1.1 แมลงที่ใชในการทดลอง  :   ทําการเลี้ยงแมลงวันผลไม B. dorsalis เปนจํานวนมากไว
ในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง โดยเลี้ยงไวในหองเลี้ยงแมลงของกลุมกําจัดศัตรูพืช
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กักกัน กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
โดยสภาพของหองเล้ียงแมลงวันผลไมเปนหองที่ควบคุมอุณหภูมิ ความช้ืน และแสงสวาง หองเล้ียง

แมลงมีขนาด 3.5 x 4.6 x 2.3 ม. อุณหภูมิ 25-27 o ซ. ความชื้นสัมพัทธ 65  5 เปอรเซ็นต แสง
สวางภายในหองไดจากหลอดชีวภาพ (bioluck) จํานวน 20 หลอด  ซึ่งไดติดต้ังไวบนเพดานหอง 
และอีกจํานวน 40 หลอดติดต้ังไวบนผนังรอบหอง โดยไฟจะสวางในระหวางชวงเวลา 6.00 น – 
18.00 น. และติดต้ังหลอดฟลูโอเรทเซ็นขนาด 40 วัตต อีก 1 หลอด เพื่อใหแสงสลัวเลียนแบบ
สภาพของแสงแดดในชวงรุงเชา และพลบคํ่าซึ่งจะชวยกระตุนการผสมพันธุของแมลง  โดยไฟจะ
เปดและปดในชวงเวลา 5.30-6.00 น. และ 18.00-18.30 น. สําหรับตนกําเนิดสายพันธุของ
แมลงวันผลไมไดมาจากผลนอยหนาเก็บรวบรวมในทองที่อําเภอปากชองจังหวัดนครราชสีมา 
แมลงตัวเต็มวัยจะถูกจําแนกชนิดอยางละเอียดภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งคัดแยกเอาเฉพาะ
แมลงวันผลไม B. dorsalis เพียงชนิดเดียว  จากนั้นจึงนําแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยไปเลี้ยงไวใน
หองปฏิบัติการและเพิ ่มจํานวนใหมากขึ้นโดยอาศัยวิธีการเลี ้ยงแมลงดวยอาหารเทียม 
(artificial diet)  

1.2 หลักปฏิบัติในการเล้ียงแมลงวันผลไม : เล้ียงแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยจํานวนมากประมาณ 
20,000 ตัว ไวในกรงเล้ียงแมลงขนาด 65.5 x 69 x 77 ซม. กรงแมลงทําดวยมุงลวดตาขาย
อลูมิเนียมขนาด 16 เมซ ภายในกรงมีจานพลาสติกบรรจุอาหารสําหรับตัวเต็มวัย ซึ่ง
ประกอบดวยสวนผสมโดยน้ําหนักดังนี้ น้ําตาล 10 สวน enzymatic protein hydrolysate 
(Amber series 100) 1 สวน และ yeast extract 1 สวน การใหน้ําจะใชขวดพลาสติก
ทรงกระบอกขนาด 6 x 7.5 ซม. ฝาขวดเจาะรูขนาด 1 มม. จํานวน 3 รู วิธีใหน้ําจะคว่ําขวดน้ําลง
บนกระดาษกรองซึ่งวางอยูบนหลังกรงเล้ียงแมลง หลังจากเลี้ยงแมลงตัวเต็มวัยครบ 7 สัปดาห 
ทําลายแมลงที่ยังหลงเหลืออยูในกรงทั้งหมด ทําความสะอาดกรงเล้ียงแมลงเพื่อเตรียมไวสําหรับใส
แมลงในรุนใหมตอไป ระหวางการทดลองเตรียมแมลงตัวเต็มวัยอายุตางๆ กันไวไมนอยกวา 5 กรง 
มีแมลงมากกวา 100,000 ตัว 

1.3 การควบคุมคุณภาพของแมลงวันผลไม : แมลงวันผลไมซึ่งเล้ียงไวในหองปฏิบัติการจะตอง
มีความแข็งแรงเพื่อที่ขอมูลจากผลการศึกษาวิจัยจะไดถูกตองและเปนที่ยอมรับ ดังนั้นจึงจําเปนที่
จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพของแมลงเปนประจํา เพื่อที่จะสามารถพบส่ิงผิดปกติและแกไขได
ทันที โดยในการเล้ียงแมลงแตละรุนจะตรวจสอบอัตราการฟกของไข (hatching rate) อัตราการ
ออกเปนตัวเต็มวัย (emerging rate) น้ําหนักของดักแด และอัตราสวนของเพศผูและเพศเมีย (sex 
ratio) 
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2. ศึกษาเบ้ืองตนการกําจัดแมลงวนัผลไมในผลลาํไยดวยวธิีการอบไอน้ํา 
 

การศึกษา เบ้ืองตนการกําจัดแมลงวันผลไมในผลลําไยดวยวธิีการอบไอน้ํา 2 วิธกีาร คือ  
1.วิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, VHT) และ 2.วิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืน
สัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) ดําเนินการทดลองโดยใชเคร่ืองตูอบความ
รอนกําจัดแมลงวันผลไม “Sanshu” Vapor Heat Treatment System (Differential Pressure 
Type) (model : EHK-10000, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) จํานวน 2 เคร่ือง 
ซึ่งไดผานการปรับปรุงเครื่องเม่ือเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2549   สําหรับลําไยที่ใชในการทดลอง คือ 
พันธุอีดอ ทําการอบลําไยดวยวิธีการอบไอน้ํา 2 วิธีการ  โดยข้ันตอนของการต้ังรูปแบบ (pattern) 
ของวิธีการอบไอน้ํา 2 วิธีการ ทําไดโดยการใสคาของอุณหภูมิ และความช้ืนสัมพัทธใหสัมพันธกับ
ชวงเวลาที่เหมาะสมกับลําไยเขาไปที่เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนซึ่งติดต้ังไวเพื่อควบคุม
ระบบการเดินเคร่ืองของตูอบไอน้ํา สําหรับวิธีการอบไอน้ํา VHT การผานความรอนของลําไยจะอยู
ภายใตสภาพอากาศรอนความช้ืนสัมพัทธมากกวา 90 เปอรเซ็นต ตลอดเวลา ในขณะที่วิธีการอบ
ไอน้ําปรับสภาพความชื้นสัมพัทธนั้น ในชวงแรกของการเพิ่มอุณหภูมิผลลําไยถึง 43 องศาเซลเซียส 
ความช้ืนสัมพัทธของอากาศเปน 50, 65 และ 80  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  หลังจากนั้นความช้ืน
สัมพัทธจะถูกปรับเปล่ียนใหเพิ่มสูงข้ึนอยูที่ระดับ มากกวา 90 เปอรเซ็นต  โดยการวัดอุณหภูมิผล
ลําไยที่ทดลองอาศัยการวัดจากตัวแทนลําไยทั้งตูกําหนดอุณหภูมิ (sensor fruit) มีน้ําหนัก 12.00 -
13.00 กรัม/ผล เมื่ออบลําไย ครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลาที่กําหนดไวโดยใหอุณหภูมิภายใน
สุดผลล้ินจ่ีคงอยูที่ 46 องศาเซลเซียส นาน 10, 20.30, 40 และ 50 นาที ตามลําดับ   
ตอจากนั้นนําลําไยที่ผานความรอนออกจากตูอบไอน้ํา และทําการลดอุณหภูมิผลลําไยทันทีใน
เคร่ืองลดอุณหภูมิผลไม “Sanshu” Shower Cooling System (Differential Pressure Type) 
(model : SHS-12, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) หลังจากนั้นตรวจผลจาก
เคร่ืองบันทึกขอมูล  
 
เวลาและสถานที ่
ระยะเวลาเริม่ตน  กันยายน  2549  สิ้นสุด    ตุลาคม  2555 รวม         5         ป 

  โครงการวิจยัตอเนื่องระยะเวลา   5    ป      ปที่เสนอขอเปนปที ่2   
 

สถานที ่
จังหวัดระยอง  จันทบุรี  ตราด  ชุมพร  สุราษฎรธานี  นครศรีธรรมราช  เชียงใหม  ลําพูน  

เชียงราย   ขอนแกน   สกลนคร   กาฬสินธุ   มหาสารคาม   นครราชสีมา  สุพรรณบุรี  และ
หองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกันพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร   



 986 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

  จากการเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงวนัผลไม  Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis  
(Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง  พบวาสามารถเพิม่ 
ปริมาณไข และหนอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ไดในจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ใน
หองปฏิบัติการ จากการศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม Bactrocera dorsalis 
ในระยะไขเปรียบเทียบกับระยะหนอนในผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, 
VHT) โดยใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวันผลไม จํานวน 10 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลลําไย
โดยตรง (artificial inoculation) และนําไปอบไอน้ําเพื่อกําจัดแมลงวันผลไม  ผลการทดลองพบวา
ในการอบผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที มีประสิทธิภาพ
ในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะไขได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) และในการ
อบผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดแมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 2 ซ้ํา) แสดง
ใหเห็นวาในระยะไขมีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะหนอนวัยที่ 1 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

1. ไดไขและหนอนของแมลงวันผลไมจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ในหองปฏิบัติการเพื่อใช 
สําหรับงานทดลอง   
2. การศึกษาเบ้ืองตนวิธีการกําจัดแมลงวันผลไมในผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat 
Treatment, VHT) โดยศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม Bactrocera dorsalis 
ในระยะไขเปรียบเทียบกับระยะหนอนในผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, 
VHT) โดยใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวันผลไม จํานวน 10 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลลําไย
โดยตรง (artificial inoculation) และนําไปอบไอน้ําเพื่อกําจัดแมลงวันผลไม  ผลการทดลองพบวา
ในการอบผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที มีประสิทธิภาพ
ในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะไขได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) และในการ
อบผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดแมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 2 ซ้ํา) แสดง
ใหเห็นวาในระยะไขมีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะหนอนวัยที่ 1 
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คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณคุณอนุกูล อวนเสง  คุณสมทิธิ ์ อยูเอ่ียม  คุณมีนา  จริงจิตร  คุณกลัยา วงศ
สุวรรณ คุณประชุม นุยจํานัล และคุณพิสมัย งามผิวเหลืองที่มสีวนชวยในการเตรียมการทดลอง 
รวมถึงการเช็คผลการทดลอง  
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วิจัยและพัฒนาสถานภาพการเปนพืชอาศัยและวิธีกําจัดแมลงดวยความรอน
สําหรับกําจัดแมลงวันผลไมในผลล้ินจี่เพื่อการสงออก 

 
รัชฎา  อินทรกําแหง    อุดร  อุณหวุฒิ    สลักจิต  พานคํา    วลัยกร  รัตนเดชากุล 

วรัญญา มาล ี   ชยัณรัตน  สนศิริ    มลนิภา  ศรีมาตรภิรมย 
ชุติมา  ออมกิ่ง    จารุวรรณ  จันทรา 

กลุมวิจัยการกักกนัพืช     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 
 

บทคัดยอ 
 

  จากการเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงวนัผลไม  Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis  
(Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง พบวาสามารถเพิ่ม 
ปริมาณไข และหนอนของแมลงวนัผลไม B. dorsalis ไดในจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ใน
หองปฏิบัติการ การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวนัผลไม B. dorsalis ในระยะไข
เปรียบเทยีบกบัระยะหนอนวัยที ่ 1 และ 2 ในผลล้ินจ่ีดวยวิธกีารอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, 
VHT) โดยวิธกีาร ใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวนัผลไม จํานวน 10 ฟอง/ตัว ตอผล และหนอน
วัยที ่2  จํานวน 5 ตัวตอผล เขาไปในผลลิน้จ่ีโดยตรง (artificial inoculation) และนาํไปอบไอน้ําเพื่อ
กําจัดแมลงวนัผลไม   ผลการทดลองพบวาในการอบผลล้ินจ่ีดวยวิธกีารอบไอน้ําทีอุ่ณหภูมิ 46 องศา
เซลเซียส นาน 45 นาที มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยไข หนอนวยัที่ 1 และ 2  ได 
โดยทัง้ 3 ระยะมีอัตรการตายเฉล่ีย 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจาํนวน 1 ซ้ํา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รหัสการทดลอง  07-01-49-07-05 
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คํานํา 
 

ล้ินจี่เปนหนึ่งในผลไมเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และเปนพืชอาศัยของแมลงวัน
ผลไมที่มีความสําคัญทางดานกักกันพืชระหวางประเทศ ไดแก แมลงวันทอง, Oriental fruit fly, 
Bactrocera dorsalis (Hendel), (Diptera : Tephritidae) (White and Elson-Harris, 1992)  ดวย
เหตุนี้  ล้ินจ่ีจากประเทศไทยจึงถูกหามนําเขาประเทศญ่ีปุน  ซึ่งไมมีแมลงชนิดดังกลาวนี้แพรระบาด 

ภายใตขอกําหนดของกฏหมายกักกันพืช ขอกําหนดนี้จะถูกยกเลิกไปหากประเทศไทยสามารถ
พัฒนาวิธีการกําจัดศัตรูพืชที่ไดตามมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (plant quarantine 
treatment) เพื่อใชสําหรับกําจัดแมลงวันทองในผลลิ้นจ่ีกอนการสงออก 

ในป พ.ศ. 2529 กรมวิชาการเกษตรโดยความชวยเหลือทางดานวิชาการจากรัฐบาลญ่ีปุน  
ไดศึกษาความเปนไปไดในการใชความรอนกําจัดแมลงวันทอง และแมลงวันแตง, Melon fly, 
Bactrocera cucurbitae Coquillett  ในผลมะมวงพันธุหนังกลางวัน  ผลการศึกษาพบวา  วิธีการอบ
ไอน้ํา (Vapor heat treatment, VHT)  มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมทั้ง 2 ชนิด ในผล
มะมวงพันธุหนังกลางวัน และไดตามมาตรฐานของวิธีการกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (Unhawutti 
et al., 1986) และตอมา ในป พ.ศ. 2534  ไดมีการวิจัย และพัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวยความรอนดวย 
กรรมวิธีใหม คือ วิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heattreatment, 
MVHT) ที่มีประสิทธิภาพสามารถกําจัดแมลงวันผลไมในผลมะมวงครอบคลุมถึง 4 พันธุ   คือ  หนัง 
กลางวัน น้ําดอกไม แรด และพิมเสนแดง  โดยไมมีผลกระทบตอคุณภาพของผลมะมวง  (Unhawutti 
et al., 1991)  หนวยงานกักกันพืชของประเทศญ่ีปุนยอมรับใหใชเปนวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช 
เพื่อกําจัดแมลงวันทองในผลล้ินจี่กอนการสงออก ตอมาจึงมีการสรางโรงงานกําจัดแมลงดวยความ
รอนขนาดใหญระดับการคา วิธีกําจัดแมลงดวยความรอน  โดยเฉพาะอยางยิ่งกรรมวิธีซึ่งอาศัย
อากาศเปนส่ือนําความรอน  ไดมีการศึกษาวิจัยกันอยางกวางขวางในหลายประเทศวาสามารถ
กําจัดแมลงวันทองในผลไมไดหลายชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้วิธีการดังกลาวยังมีขอดี
ในแงของความปลอดภัยจากสารพิษตกคางภายในผลไม จึงผานการยอมรับไดโดยงายจากประเทศ
ผูนําเขาหากมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลง  ซึ่งล้ินจี่เปนผลไมที่มีปญหาการสงออกเกี่ยวของกับ
แมลงวันทอง   
 ปจจุบันยังไมมีวิธีการใดที่มีประสิทธิภาพ และเปนที่ยอมรับสําหรับกําจัดแมลงวันผลไมใน
ผลล้ินจ่ี  ดวยเหตุนี้ความพยายามที่จะขยายตลาดการสงออกไปยังประเทศที่หามนําเขาผลล้ินจี่สด
จากประเทศไทย  จึงจําเปนที่จะตองมีการพิสูจนสถานภาพการเปนพืชอาศัย และการรอดชีวิตของ
แมลงวันผลไมในผลล้ินจี่ และศึกษาเบ้ืองตนวิธีการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะที่ทนทานตอความ
รอนมากที่สุดในผลลิ้นจี่ดวยวิธีการอบไอน้ําซึ่งใชไดอยางมีประสิทธิภาพกับผลล้ินจี่  นอกจากนี้ยัง
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จําเปนตองศึกษาถึงความเสียหาย และคุณภาพของผลล้ินจี่จากวิธีการอบไอน้ําดวย  เพื่อวิจัย และ
พัฒนาใหเปนวิธีการกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช  สําหรับกําจัดแมลงวันทองในผลลิ้นจี่กอนการ
สงออก 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตูอบไอน้ํากําจัดแมลงขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 2 เคร่ือง 
2. ตูลดอุณหภูมิผลไม 
3. หองเล้ียงแมลงวันผลไม 2 หอง 
4. เคร่ืองอางน้ํารอน 
5. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดของผลไม 
6. เคร่ืองวัดคาความหวานของผลไม 
7. หองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก โดยใชอุณหภูมิ 27  
 องศาเซลเซียส และความช้ืน 75 เปอรเซ็นต 
8. ตูควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก 3 ตู 
9. หองเย็นสําหรับเก็บผลไมที่ใชในการทดลอง 
10. เคร่ืองบันทึกอุณหภูมิและความช้ืนสัมพัทธแบบตอเนื่อง 
11. แทงวัดอุณหภูมิขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 
12. เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนงสําหรับงานทดลอง 
13. อุปกรณสําหรับเช็คผลการทดลอง ๆ ไดแก พูกัน  ปากคีบ  เคาทเตอร  จานทดลองขนาด

เล็ก(plate)  ถาดใสผลไม  ถุงผาตาขาย  ถุงมือ  มีดปอกผลไม  ถุงขยะดํา และอ่ืน ๆ  
 
ขั้นตอนการดําเนินงานมีดังนี้ 
 

1. เล้ียงแมลงวันผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิ่มปริมาณและเพื่อใชในการทดลอง 
  2.   ศึกษาสถานภาพการเปนพืชอาศัยและการรอดชีวิตของแมลงวันผลไมในผลล้ินจ่ี 
   ดวยวิธีการอบไอน้ํา 

 3.    ศึกษาเบ้ืองตนวิธกีําจัดแมลงวันทองในระยะทีท่นทานตอความรอนมากที่สุดในผลล้ินจ่ี 
     ดวยวธิีการอบไอน้ํา 
  4.   ศึกษาความเสียหายและคุณภาพของผลล้ินจ่ีจากวิธีการอบไอน้ํา 
  5.    รวบรวมขอมูล วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 
 
 



 991 

วิธีการทดลอง 
1. เลีย้งแมลงวันผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพ่ือเพิ่มปรมิาณเพื่อใชในการทดลอง 
 1.1 แมลงที่ใชในการทดลอง  :   ทําการเล้ียงแมลงวันผลไม B. dorsalis เปนจาํนวนมากไว
ในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง โดยเล้ียงไวในหองเล้ียงแมลงของกลุมกาํจัดศัตรูพืช
กักกัน กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
โดยสภาพของหองเล้ียงแมลงวนัทองเปนหองที่ควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสงสวาง หองเล้ียง

แมลงมีขนาด 3.5 x 4.6 x 2.3 ม. อุณหภูมิ 25-27 o ซ. ความชื้นสัมพัทธ 65  5 เปอรเซ็นต แสง
สวางภายในหองไดจากหลอดชีวภาพ (bioluck) จํานวน 20 หลอด  ซึ่งไดติดต้ังไวบนเพดานหอง 
และอีกจํานวน 40 หลอดติดต้ังไวบนผนังรอบหอง โดยไฟจะสวางในระหวางชวงเวลา 6.00 น – 
18.00 น. และติดต้ังหลอดฟลูโอเรทเซน็ขนาด 40 วัตต อีก 1 หลอด เพื่อใหแสงสลัวเลียนแบบ
สภาพของแสงแดดในชวงรุงเชา และพลบคํ่าซ่ึงจะชวยกระตุนการผสมพันธุของแมลง  โดยไฟจะ
เปดและปดในชวงเวลา 5.30 - 6.00 น. และ 18.00-18.30 น. สําหรับตนกาํเนิดสายพันธุของ
แมลงวันทองไดมาจากผลนอยหนาเก็บรวบรวมในทองที่อําเภอปากชองจงัหวัดนครราชสีมา 
แมลงตัวเต็มวยัจะถกูจําแนกชนิดอยางละเอียดภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งคัดแยกเอาเฉพาะ
แมลงวนัทอง B. dorsalis เพียงชนิดเดียว  จากนั้นจึงนาํแมลงวันทองตัวเต็มวัยไปเล้ียงไวใน
หองปฏิบัติการและเพิ่มจาํนวนใหมากข้ึนโดยอาศัยวิธีการเล้ียงแมลงดวยอาหารเทียม 
(artificial diet)  

1.2 หลักปฏิบัติในการเล้ียงแมลงวนัทอง : เล้ียงแมลงทองตัวเต็มวยัจาํนวนมากประมาณ 20,000 
ตัว ไวในกรงเล้ียงแมลงขนาด 65.5 x 69 x 77 ซม. กรงแมลงทําดวยมุงลวดตาขายอลูมิเนียม
ขนาด 16 เมซ ภายในกรงมีจานพลาสติกบรรจุอาหารสําหรับตัวเต็มวัย ซึ่งประกอบดวย
สวนผสมโดยน้ําหนักดังนี้ น้ําตาล 10 สวน enzymatic protein hydrolysate (Amber 
series 100) 1 สวน และ yeast extract 1 สวน การใหน้าํจะใชขวดพลาสติกทรงกระบอก
ขนาด 6 x 7.5 ซม. ฝาขวดเจาะรูขนาด 1 มม. จํานวน 3 รู วิธีใหน้ําจะคว่าํขวดน้ําลงบนกระดาษ
กรองซ่ึงวางอยูบนหลังกรงเลี้ยงแมลง หลังจากเล้ียงแมลงตัวเต็มวัยครบ 7 สัปดาห ทําลายแมลงที่
ยังหลงเหลืออยูในกรงทัง้หมด ทําความสะอาดกรงเลี้ยงแมลงเพื่อเตรียมไวสําหรับใสแมลงในรุน
ใหมตอไป ระหวางการทดลองเตรียมแมลงตัวเต็มวัยอายุตางๆ กันไวไมนอยกวา 5 กรง มีแมลง
มากกวา 100,000 ตัว 
1.3 การควบคุมคุณภาพของแมลงวันทอง : แมลงวนัทองซึ่งเล้ียงไวในหองปฏิบัติการจะตองมีความ
แข็งแรงเพื่อทีข่อมูลจากผลการศึกษาวิจยัจะไดถูกตองและเปนที่ยอมรับ ดังนัน้จึงจาํเปนที่จะตองมี
การตรวจสอบคุณภาพของแมลงเปนประจํา เพื่อที่จะสามารถพบส่ิงผิดปกติและแกไขไดทันท ี โดย
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ในการเล้ียงแมลงแตละรุนจะตรวจสอบอัตราการฟกของไข (hatching rate) อัตราการออกเปนตัว
เต็มวัย (emerging rate) น้ําหนกัของดักแด และอัตราสวนของเพศผูและเพศเมยี (sex ratio) 

 
 

2.  ศึกษาเบ้ืองตนวิธีกําจัดแมลงวันผลไมในระยะที่ทนทานตอความรอนมากท่ีสุดในผล 
ลิ้นจี่ดวยวิธีการอบไอนํ้า 
 

ดําเนนิการทดลองโดยใชเคร่ืองอบไอน้ํา “Sanshu” Vapor Heat Treatment System 
(Differential Pressure Type) (model : EHK-1000B, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, 
Japan) จํานวน 2 เคร่ือง ล้ินจ่ีที่ใชในการทดลองมนี้ําหนกั 13.50-16.50 กรัม/ผล แมลงวนัทอง
ระยะไขอาย ุ 24 ชั่วโมง และหนอนวัยที่ 1 ไดจากแมลงวันทองตัวเต็มวัยซึง่เล้ียงไวเปนจํานวนมาก
ในหองปฏิบัติการดวยอาหารเทียม (artificial diet) สูตรขาวโพดปน (Watanabe et al., 1973)  โดย
ใสไขและหนอนวัยที ่1 จํานวนอยางละ 10 ฟอง/ ตัว ตอผล และหนอนวัย 2 จํานวน 5 ตัวตอผล ทํา
การอบล้ินจ่ีดวยวธิีอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพทัธ (Modified vapor heat treatment, MVHT) 
โดยชวงแรกของการเพิ่มอุณหภูมิผลล้ินจี่ข้ึนถึง  43 o ซ. อากาศรอนมีความชื้นสัมพัทธ 50 
เปอรเซ็นต  หลังจากนัน้จึงควรปรับเปล่ียนเปนอากาศรอนที่อ่ิมตัวดวยไอน้าํ ความชื้นสัมพัทธ
มากกวา 90 เปอรเซ็นต โดยอบล้ินจ่ีใหอุณหภูมิภายในสุดผลเพิ่มข้ึนถึง 46 องศาเซลเซียส และคง
ความรอนภายในผลไวที ่46 องศาเซลเซยีส เปนเวลานาน 0, 10, 20, 30, 40, 45, 50, 55 และ 60 
นาที การวัดอุณหภูมิผลล้ินจ่ีทีท่ดลองอาศัยการวัดจากล้ินจ่ีกาํหนดอุณหภูมิ (sensor fruit) มี
น้ําหนกั 14.50-14.70 กรัม/ผล เมื่ออบล้ินจี่ ครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลาที่กาํหนดไว นาํล้ินจี่ที่
ผานความรอนออกจากเคร่ืองตูอบความรอน และทาํการลดอุณหภูมิผลล้ินจ่ีทันทโีดยการเปาดวย
พัดลมนาน 1 ชั่วโมง ในเคร่ืองลดอุณหภูมผิลไม “Sanshu” Shower Cooling System (Differential 
Pressure Type) (model : SHS-12, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) จากนั้น
บันทกึผลการทดลองหลังจากอบล้ินจ่ี  7  วัน ทําการบันทึกจาํนวนแมลงรอดชีวิต คํานวณอัตราการ
ตายของแมลงดวยสูตรของ Abbott (Abbott, 1925)  

 

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาเริ่มตน  กันยายน 2549 สิ้นสุด    ตุลาคม  2553  รวม         5         ป 

  โครงการวิจัยตอเนื่องระยะเวลา   5    ป      ปที่เสนอขอเปนปที่ 5   
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สถานที่ 
จังหวัด เชียงใหม เชยีงราย พะเยา  สมทุรสาคร และหองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกกักันพืช  

สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร   
 
ผลและวิจารณผลการทดลอง 
  จากการเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงวนัผลไม  Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis  
(Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง  พบวาสามารถเพิม่ 
ปริมาณไข และหนอนของแมลงวนัผลไม B. dorsalis ไดในจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ใน
หองปฏิบัติการ การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวนัผลไม B. dorsalis ในระยะไข
เปรียบเทยีบกบัระยะหนอนวัยที ่ 1, 2 และ 3 ในผลล้ินจ่ีดวยวิธีการอบไอน้าํ (Vapor Heat 
Treatment, VHT) โดยวิธีการใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวันผลไม จํานวน 10 ฟอง/ ตัว ตอผล 
และหนอนวัยที่ 2 และ3 จํานวน 5 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลล้ินจ่ีโดยตรง (artificial inoculation) 
และนําไปอบไอน้ําเพื่อกาํจัดแมลงวันผลไม   ผลการทดลองพบวาในการอบผลล้ินจ่ีดวยวธิีการอบไอ
น้ําที่อุณหภูม ิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะ
หนอนวยัที่ 2  ได 100 เปอรเซ็นต และในชวงเวลานาน 45 นาที มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวัน
ผลไมในระยะไข และหนอนวัยที ่1 ได 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

1.      ไดไข และหนอนของแมลงวันผลไมจํานวนไมตํ่ากวา 50,000  ตัว ในหองปฏิบัติการ  
เพื่อใชสําหรับงานทดลอง   
2. การศึกษาเบ้ืองตนวิธกีารกําจัดแมลงวันผลไมในผลลําไยดวยวิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat 
Treatment, VHT) การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ในระยะไข
เปรียบเทยีบกบัระยะหนอนวัยที ่ 1 และ 2 ในผลล้ินจ่ีดวยวิธกีารอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, 
VHT) โดยวิธีการใสไข และหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวนัผลไม จํานวน 10 ฟอง/ตัว ตอผล และหนอนวัย
ที่ 2  จํานวน 5 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลล้ินจ่ีโดยตรง (artificial inoculation) และนําไปอบไอน้าํ
เพื่อกาํจัดแมลงวันผลไม   ผลการทดลองพบวาในการอบผลล้ินจ่ีดวยวิธีการอบไอน้าํที่อุณหภูมิ 46 
องศาเซลเซยีส นาน 45 นาที มีประสิทธิภาพในการกาํจัดแมลงวันผลไมในระยไข หนอนวัยที่ 1 และ 
2  ได โดยทั้ง 3 ระยะมีอัตรการตายเฉล่ีย 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน  1 ซ้ํา) 
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คําขอบคุณ 
 

ขอขอบคุณคุณนวลนิสา ต้ังสัจจะกุล  คุณอนุกูล อวนเสง  คุณสมทิธิ์ อยูเอ่ียม  คุณมีนา  
จริงจิตร  คุณกัลยา วงศสุวรรณ  คุณประชุม นุยจํานัล  และคุณพิสมยั งามผิวเหลืองที่มีสวนชวยใน
การเตรียมการทดลอง รวมถึงการเช็คผลการทดลอง  
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วิจัยและพัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวยความรอนสําหรับกําจัดแมลงวันทองใน
มะมวงพันธุมหาชนก  โชคอนันต และเขียวเสวยเพื่อการสงออก 

 
รัชฎา  อินทรกําแหง   อุดร  อุณหวุฒิ   สลักจิต  พานคํา   ชัยณรัตน สนศริิ 

มลนิภา  ศรมีาตรภิรมย   ชุติมา  ออมกิ่ง   จารวุรรณ  จนัทรา 
กลุมวิจัยการกักกนัพืช      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

การศึกษาเบ้ืองตนเปรียบเทียบความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม Bactrocera. 
dorsalis ระยะหนอนวัยที่ 1 ซึ่งเปนระยะที่ทนทานตอความรอนมากที่สุดในผลมะมวงพันธุ
เขียวเสวย มหาชนก และ โชคอนันต เปรียบเทียบกับพันธุหนังกลางวัน ดวยวิธีการอบไอน้ําแบบ
ปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) โดยการใสหนอนวัยที่ 1 
ของแมลงวันผลไม จํานวน 100 ตัว/ผล เขาไปในผลมะมวงโดยตรง (artificial inoculation) แลว
นําไปอบไอน้ําพรอมกับมะมวงหนังกลางวันที่อุณหภูมิ 46.0 oซ, 46.5 oซ, 47.0 oซ, 47.0 oซ นาน 5 
นาที, 47. oซ นาน 10 นาที   ผลการทดลองพบวาหนอนวัยที่ 1 ในมะมวงพันธุโชคอนันตทนทานตอ
ความรอนดวยวิธีการอบไอน้ํา MVHT มากท่ีสุด โดยที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
หนอนวัย 1 ในมะมวงมหาชนก เขียวเสวย และหนังกลางวันมีเปอรเซ็นตการตาย (corrected 
mortality) 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่ในมะมวงโชคอนันตมีเปอรเซ็นตการตาย 97.23 เปอรเซ็นต   

จากผลจากการทดลองดังกลาวจึงไดทําการศึกษาเบ้ืองตนประสิทธิภาพของวธิีการอบไอ-
น้ํา MVHT เพื่อกําจัดหนอนวัยแมลงวนัผลไมระยะที่ 1 ในมะมวงโชคอนันต โดยทําการอบไอน้ําที่
อุณหภูมิ 45.0 oซ, 46 oซ, 47.0 oซ, 47.0 oซ นาน 10 นาท,ี 15 นาท ีและ 20 นาทพีบวาที่อุณหภูมิ 
47.0 oซ นาน 20 นาที สามารถกําจัดแมลงวันผลไมระยะที ่ 1 ได 100 เปอรเซ็นต  ทาํการศึกษา
ประเมินประสิทธิภาพของวธิกีารอบไอน้ํา MVHT ในการกําจัดแมลงวนัผลไมจํานวนมาก (2,000 
ตัว) ในมะมวงพันธุโชคอนนัต โดยการอบไอน้ํา MVHT ที่อุณหภูม ิ 47 องศาเซลเซียส นาน 15, 20 
และ 25 นาท ี  (ผลการทดลองจาก 1 ซ้ํา) พบวา ทกุวิธีการมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวนั
ผลไมในระยะหนอนวัยที ่1 ได 100 เปอรเซ็นต  
 
 
 
 

 
 รหัสการทดลอง  07-01-49-07-06 
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คํานํา 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศที่ผลิตมะมวงไดหลายพันธุ โดยแตละพันธุมีคุณสมบัติที่แตกตาง
กันไปถึงแมการสงออกจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนทุกปแตเปนจํานวนไมมากนัก ดังนั้นการสงเสริมมะมวง
พันธุใหม ๆ เพื่อการสงออกจัดเปนทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถเพิ่มปริมาณการสงออกและเปดตลาด
ใหไดมากข้ึน   มะมวงพันธุมหาชนก  เขียวเสวย  และโชคอนันตเปนอีกพันธุหนึ่งที่กําลังไดรับความ
นิยมเปนอยางมากในประเทศไทย  สามารถรับประทานไดทั้งมะมวงดิบ และมะมวงสุก  อีกทั้งยังมี
เปลือกที่คอนขางหนา เนื้อแนน และทนทานตอโรค  จึงเหมาะสมที่จะสงเสริมใหมีการสงออก  
โดยทั่วไปตลาดมะมวงของประเทศไทยไดแก มาเลเซีย  สิงคโปร  ฮองกง  และสหภาพยุโรป เปน
ตลาดที่ไมมีปญหาทางดานกักกันพืชสามารถสงออกมะมวงพันธุใหม ๆ ไปจําหนายได แตถาใน
อนาคตประเทศไทยตองการที่จะเปดตลาดไปยังบางประเทศที่มีศักยภาพในการซ้ือสูงเชน ญ่ีปุน  
สหรัฐอมเริกา และเกาหลี  ซึ่งเปนประเทศท่ีมีความเขมงวดทางดานกฏหมายกักกันพืชในเร่ืองของ
แมลงวันทอง จําเปนตองทําการกําจัดใหไดกอนการสงออกจึงจะผานการยอมรับไดโดยงายจาก
ประเทศผูนําเขา 
 ในป พ.ศ. 2529 กรมวิชาการเกษตรโดยความชวยเหลือดานวิชาการจากรัฐบาลญ่ีปุน  ได
ศึกษาความเปนไปไดในการใชความรอนกําจัดแมลงวันทอง และแมลงวันแตงในผลมะมวงพันธุ
หนังกลางวัน  ผลการศึกษาพบวา  วิธีการอบไอน้ํา (Vapor heat treatment, VHT) มีประสิทธิภาพ
ในการกําจัดแมลงวันผลไมทั้ง 2 ชนิด ในผลมะมวงพันธุหนังกลางวัน  โดยที่ไดตามมาตรฐานของ
วิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (Unhawutti et al., 1986)  ตอมาในป พ.ศ. 2534 ไดมีการวิจัยและ
พัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวยความรอนดวยกรรมวิธีใหม คือ วิธีการอบไอนํ้าปรับสภาพความชื้น
สัมพัทธ (Modified vapor heat treatment, MVHT) มีประสิทธิภาพสามารถกําจัดแมลงวนัผลไมใน
ผลมะมวงครอบคลุมถึง 4 พันธุ คือ หนังกลางวัน  น้ําดอกไม  แรด  พิมเสนแดง (Unhawutti et al., 
1991) และลาสุดพันธุมหาชนก (รัชฎา และคณะ., 2549) โดยที่วิธีการดังกลาวไมมีผลกระทบตอ
คุณภาพของผลมะมวง  
 การใชวิธีการอบไอน้ําเปนวิธีการทางดานกักกันพืช โดยในแตละประเทศจะใชหลักการ
เดียวกัน คือการเพิ่มความรอนใหกับพืชจนถึงระดับที่สามารถกําจัดแมลงไดเปนที่ยอมรับทางกักกัน
พืช (probit 9) และตองไมทําใหคุณภาพของผลไมเสียหาย อุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธใน
เคร่ืองอบไอน้ําจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของผลไมและแมลงที่ตองการกําจัด นอกจากนี้
วิธีการอบไอน้ํายังมีขอดีในแงของความปลอดภัยจากสารพิษตกคางภายในผลไม ดวยเหตุนี้ความ
พยายามที่จะขยายตลาดการสงออกมะมวงจากประเทศไทยพันธุอ่ืน ๆ ที่นาสนใจไปยังประเทศที่
เขมงวดทางดานกฏหมายกักกันพืช  จึงจําเปนที่จะตองมีการศึกษาความเปนไปไดของวิธีกําจัด
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แมลงดวยความรอนซ่ึงใชไดอยางมีประสิทธิภาพกับผลมะมวงพันธุโชคอนันต และเขียวเสวยเพื่อ
วิจัยและพัฒนาใหเปนวิธีการกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช สําหรับกําจัดแมลงวันทองในผลมะมวง
พันธุโชคอนันต และเขียวเสวยกอนการสงออก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตูอบไอน้ํากําจัดแมลงขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 2 เคร่ือง 
2. ตูลดอุณหภูมิผลไม 
3. หองเล้ียงแมลงวนัผลไม 2 หอง 
4. เคร่ืองอางน้ํารอน 
5. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดของผลไม 
6. เคร่ืองวัดคาความหวานของผลไม 
7. หองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก โดยใชอุณหภูมิ 27  
 องศาเซลเซยีส และความช้ืน 75 เปอรเซ็นต 
8. ตูควบคุมอุณหภูมแิละความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก 3 ตู 
9. หองเย็นสําหรับเก็บผลไมที่ใชในการทดลอง 
10. เคร่ืองบันทกึอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธแบบตอเนื่อง 
11. แทงวัดอุณหภูมิขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 
12. เคร่ืองชั่งทศนยิม 2 ตําแหนงสําหรับงานทดลอง 
13. อุปกรณสําหรับเช็คผลการทดลอง ๆ ไดแก พูกนั  ปากคีบ  เคาทเตอร  จานทดลองขนาด

เล็ก(plate)  ถาดใสผลไม  ถงุผาตาขาย  ถงุมือ  มีดปอกผลไม  ถงุขยะดํา และอ่ืน ๆ  
 
ขั้นตอนการดําเนินงานมีดังนี้ 

1. เล้ียงแมลงวนัทองจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิ่มปริมาณและเพื่อใชในการทดลอง 
2. ศึกษาระยะการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของแมลงวนัทองในมะมวงเขียวเสวย 
3. ศึกษาความทนทานตอความรอนของหนอนแมลงวันทองวัย1 ในมะมวงพันธุมหาชนก 

โชคอนันต และเขียวเสวย   
4.    ศึกษาดานความเสียหายและคุณภาพของผลมะมวงพนัธุเขียวเสวยจากวิธีการอบไอน้ํา 
5.    รวบรวมขอมูล วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 
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วิธีการทดลอง 
1. เลีย้งแมลงวันทองจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิ่มปริมาณเพื่อใชในการทดลอง 
 1.1 แมลงที่ใชในการทดลอง  :   ทําการเลี้ยงแมลงวันทอง B. dorsalis เปนจํานวนมากไว
ในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง โดยเลี้ยงไวในหองเลี้ยงแมลงของกลุมกําจัดศัตรูพืช
กักกัน กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
โดยสภาพของหองเล้ียงแมลงวันทองเปนหองที่ควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสงสวาง หองเล้ียง

แมลงมีขนาด 3.5 x 4.6 x 2.3 ม. อุณหภูมิ 25-27 o ซ. ความชื้นสัมพัทธ 65  5 เปอรเซ็นต แสง
สวางภายในหองไดจากหลอดชีวภาพ (bioluck) จํานวน 20 หลอด  ซึ่งไดติดต้ังไวบนเพดานหอง 
และอีกจํานวน 40 หลอดติดต้ังไวบนผนังรอบหอง โดยไฟจะสวางในระหวางชวงเวลา 6.00 น – 
18.00 น. และติดต้ังหลอดฟลูโอเรทเซ็นขนาด 40 วัตต อีก 1 หลอด เพื่อใหแสงสลัวเลียนแบบ
สภาพของแสงแดดในชวงรุงเชา และพลบคํ่าซึ่งจะชวยกระตุนการผสมพันธุของแมลง  โดยไฟจะ
เปดและปดในชวงเวลา 5.30-6.00 น. และ 18.00-18.30 น. สําหรับตนกําเนิดสายพันธุของ
แมลงวันทองไดมาจากผลนอยหนาเก็บรวบรวมในทองที่อําเภอปากชองจังหวัดนครราชสีมา 
แมลงตัวเต็มวัยจะถูกจําแนกชนิดอยางละเอียดภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งคัดแยกเอาเฉพาะ
แมลงวันทอง B. dorsalis เพียงชนิดเดียว  จากนั้นจึงนําแมลงวันทองตัวเต็มวัยไปเลี้ยงไวใน
หองปฏิบัติการและเพิ ่มจํานวนใหมากขึ้นโดยอาศัยวิธีการเลี ้ยงแมลงดวยอาหารเทียม 
(artificial diet)  

1.2 หลักปฏิบัติในการเลี้ยงแมลงวันทอง : เล้ียงแมลงทองตัวเต็มวัยจํานวนมากประมาณ 
20,000 ตัว ไวในกรงเล้ียงแมลงขนาด 65.5 x 69 x 77 ซม. กรงแมลงทําดวยมุงลวดตาขาย
อลูมิเนียมขนาด 16 เมซ ภายในกรงมีจานพลาสติกบรรจุอาหารสําหรับตัวเต็มวัย ซึ่ง
ประกอบดวยสวนผสมโดยน้ําหนักดังนี้ น้ําตาล 10 สวน enzymatic protein hydrolysate 
(Amber series 100) 1 สวน และ yeast extract 1 สวน การใหน้ําจะใชขวดพลาสติก
ทรงกระบอกขนาด 6 x 7.5 ซม. ฝาขวดเจาะรูขนาด 1 มม. จํานวน 3 รู วิธีใหน้ําจะคว่ําขวดน้ําลง
บนกระดาษกรองซึ่งวางอยูบนหลังกรงเล้ียงแมลง หลังจากเลี้ยงแมลงตัวเต็มวัยครบ 7 สัปดาห 
ทําลายแมลงที่ยังหลงเหลืออยูในกรงทั้งหมด ทําความสะอาดกรงเล้ียงแมลงเพื่อเตรียมไวสําหรับใส
แมลงในรุนใหมตอไป ระหวางการทดลองเตรียมแมลงตัวเต็มวัยอายุตางๆ กันไวไมนอยกวา 5 กรง 
มีแมลงมากกวา 100,000 ตัว 

1.3 การควบคุมคุณภาพของแมลงวันทอง : แมลงวันทองซ่ึงเล้ียงไวในหองปฏิบัติการจะตองมี
ความแข็งแรงเพื่อที่ขอมูลจากผลการศึกษาวิจัยจะไดถูกตองและเปนที่ยอมรับ ดังนั้นจึงจําเปนที่
จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพของแมลงเปนประจํา เพื่อที่จะสามารถพบส่ิงผิดปกติและแกไขได
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ทันที โดยในการเล้ียงแมลงแตละรุนจะตรวจสอบอัตราการฟกของไข (hatching rate) อัตราการออกเปนตัวเต็ม
วัย (emerging rate) น้ําหนักของดักแด และอัตราสวนของเพศผูและเพศเมีย (sex ratio) 
 
2. ศึกษาเบ้ืองตนประสิทธิภาพของวิธกีารอบไอน้ํา MVHT ในการกําจัดหนอน 
แมลงวนัผลไม วัย 1 ในมะมวงโชคอนนัต 

 

ดําเนินการทดลองโดยใชเคร่ืองอบไอน้ํา “Sanshu” Vapor Heat Treatment System 
(Differential Pressure Type) (model : EHK-1000B, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, 
Japan) จํานวน 2 เคร่ือง มะมวงพันธุโชคอนันตที่ใชในการทดลองมี ขนาดกลาง น้ําหนัก 300-360 
กรัม และหนอนวัยที่ 1 ไดจากแมลงวันทองตัวเต็มวัยซึ่งเล้ียงไวเปนจํานวนมากในหองปฏิบัติการ
ดวยอาหารเทียม (artificial diet) สูตรขาวโพดปน (Watanabe et al., 1973)  ศึกษาประสิทธิภาพ
วิธีการอบไอน้ํา MVHT เพื่อกําจัดแมลงวันผลไมวัย 1 ในมะมวงโชคอนันตใหได 100 เปอรเซนต 
โดยการเตรียมมะมวงใหมีหนอนวัยที่ 1 อยูภายในผล ดําเนินการตามข้ันตอนและวิธีการปฏิบัติของ 
อุดร และ คณะ (2544 ก) โดยใสหนอนวัยที่ 1 จํานวน 100 ตัว/ผล ทําการอบมะมวง ดวยวิธีอบไอ
น้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heat treatment, MVHT) อบไอน้ํามะมวงดวย
วิธีการปรับความช้ืนสัมพัทธ (50 %RH) ที่อุณหภูมิ 45.0 oซ, 46 oซ, 47.0 oซ, 47.0 oซ นาน 10 นาที 
15 นาที 47.0 และ 20 นาที ลดอุณหภูมิในผลไมดวยละอองน้ํา (shower cooling) หลังจากนั้นเก็บ
มะมวงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25-27 oซ  ตรวจนับจํานวนหนอนที่รอดชีวิตในผลมะมวงภายหลัง
อบไอน้ํา 5 วันทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา  การบันทึกจํานวนแมลงรอดชีวิต คํานวณอัตราการตาย
ของแมลง ดวยสูตรของ Abbott (Abbott, 1925)  
�  

3. ประเมนิประสิทธิภาพของวธิีการอบไอน้ํา MVHT ในการกาํจัดหนอนแมลงวนัผลไมวัย 1 
จํานวนมากในมะมวงโชคอนันต  

ในแตละวิธีการใชมะมวงโชคอนันตจํานวน 20 ผล โดยใสหนอนวัยที่ 1 จํานวน 100 ตัว/ผล 
เพิ่มข้ึนถึง 47 องศาเซลเซียส นาน 15, 20 และ 25 นาที การวัดอุณหภูมิผลมะมวงที่ทดลองอาศัยการ

วัดจากมะมวงกําหนดอุณหภูมิ (sensor fruit)  ซึ่งมีน้ําหนัก 330  5  กรัม/ผล (325-335) กรัม/ผล  
เมื่ออบมะมวงครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลาที่กําหนดไว นํามะมวงที่ผานความรอนออกจาก
เคร่ืองอบไอน้ํา ลดอุณหภูมิในผลไมดวยละออง และบันทึกผลการทดลองหลังจากอบมะมวง  5  วัน 
หลังจากนั้นเก็บมะมวงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25-27 oซ  ตรวจนับจํานวนหนอนที่รอดชีวิตในผล
มะมวงภายหลังอบไอน้ํา 5 วันทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา  การบันทึกจํานวนแมลงรอดชีวิต คํานวณ
อัตราการตายของแมลง ดวยสูตรของ Abbott (Abbott, 1925)  
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เวลาและสถานที ่
ระยะเวลาเริม่ตน  กันยายน 2549 สิ้นสุด    ตุลาคม  2553  รวม         5         ป 

  โครงการวิจยัตอเนื่องระยะเวลา   5    ป      ปที่เสนอขอเปนปที ่5 
สถานที ่

จังหวัดระยอง  จันทบุรี อางทอง ชัยนาท   สุพรรณบุรี เชียงใหม เชียงราย สุโขทัย 
นครราชสีมา เพชรบูรณ และหองปฏิบัติการกลุมวิจยัการกักกันพืช  สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขา
พืช  กรมวิชาการเกษตร   

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 
 การศึกษาเปรียบเทียบความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ระยะที่

ทนทานตอความรอนมากที่สุดในมะมวงทั้งหมด 4 พันธุ  คือ เขียวเสวย มหาชนก โชคอนันต และ 
หนังกลางวัน พบวาหนอนแมลงวันผลไมวัยที่ 1 ในมะมวงโชคอนันต สามารถทนทานตอความรอน
ดวยวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) 
มากที่สุด โดยที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที สามารถกําจัดแมลงวันผลไมระยะหนอน
วัยที่ 1 ในมะมวงพันธุเขียวเสวย มหาชนก และ หนังกลางวันได 100 เปอรเซ็นต  สวนในมะมวงโชค
อนันตพบหนอนมีชีวิตรอด (อัตราการตาย 97.23 เปอรเซ็นต) ดังนั้นจึงตองมีการประเมิน
ประสิทธิภาพเบ้ืองตนของวิธีการอบไอน้ํา MVHT เพื่อหาอุณหภูมิ และเวลาท่ีเหมาะสมในการกาํจดั
แมลงวันผลไมหนอนวัย 1 ในมะมวงพันธุโชคอนันต โดยทดลองอบไอน้ํามะมวงโชคอนันตที่
อุณหภูมิ 45.0 oซ, 46 oซ, 47.0 oซ, 47.0 oซ นาน 10 นาที 15 นาที และ 20 นาที  พบวาหนอน
แมลงวันผลไมมีอัตราการตายที่ 67.98, 96.64,97.87, 99.59, และ 100 เปอรเซ็นตตามลําดับ  

 การศึกษายืนยันประสิทธิภาพวิธีการอบไอน้ําแบบ MVHT ในการกําจัดแมลงวันผลไมจํานวน
มาก (2,000 ตัว) ในแตละวิธีการ พบวาในการอบผลมะมวงพันธุโชคอนันตดวยวิธีการอบไอน้ํา ที่
อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส นาน 15, 20 และ 25 นาที ทุกวิธีการมีประสิทธิภาพในการกําจัด
แมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ได 100 เปอรเซ็นต (จากการทดลองจํานวน 1 ซ้ํา)  
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

1.  หนอนแมลงวันผลไม B. dorsalis วัยที่ 1 ในผลมะมวงพันธุโชคอนันต สามารถทนทานตอ
ความรอนจากวิธีการอบไอนํ้าแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ ไดมากกวาในมะมวงเขียวเสวย 
มหาชนก และหนังกลางวัน 

2.   จากการประเมินประสิทธิภาพเบ้ืองตนของการอบไอน้ําแบบ MVHT ที่อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที พบวาหนอนแมลงวันผลไมยังมีการรอดชีวิต แตเมื่อคงอุณหภูมิ 47 องศาเซ
สาเซลเซียสไวนาน 20 นาที พบวาสามารถกําจัดแมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ได 100 
เปอรเซ็นต  สวนการประเมินประสิทธิภาพการอบไอน้ําแบบ MVHT กับหนอนแมลงวันผลไมจํานวน
มากพบวา ที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ข้ึนไปสามารถกําจัดหนอนแมลงวันผลไมได 
100 เปอรเซ็นต (ผลการทดลองจาก 1 ซ้ํา) ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการทดสอบซํ้า เพื่อยืนยันผลการ
ทดลองที่แนนอน 

3.  การทดสอบยืนยันประสิทธิภาพวิธีการอบไอน้ําแบบ MVHT เพื่อเปนวิธีการทางดานกักกัน
พืชในมะมวงโชคอนันต จะตองทําการประเมินประสิทธิภาพการกําจัดหนอนแมลงวันผลไมกับ
แมลงจํานวนมาก (Large Scale Confirmatory Test) โดยอุณหภูมิและเวลาท่ีกําหนด ตองสามารถ
กําจัดหนอนแมลงวันผลไมระยะที่ 1 ในมะมวงโชคอนันตไดไมนอยกวา 30,000 ตัว โดยไมมีแมลง
รอดชีวิต 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณคุณนวลนิสา ต้ังสัจจะกุล  คุณอนุกูล อวนเสง  คุณสมิทธิ์ อยูเอ่ียม  คุณมีนา  
จริงจิตร  คุณกัลยา วงศสุวรรณ  คุณประชุม นุยจํานัล  และคุณพิศมัย งามผิวเหลืองที่มีสวนชวยใน
การเตรียมการทดลอง รวมถึงการเช็คผลการทดลอง  
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วิจัยและพัฒนาวิธีการกําจัดแมลงดวยความรอนสําหรับกําจัดแมลงวันผลไม
ในผลสมโอพันธุขาวน้ําผึ้ง และขาวแตงกวาเพ่ือการสงออก 

 
อุดร  อุณหวฒิุ    รัชฎา  อินทรกําแหง    สลกัจิต  พานคํา    ชัยณรัตน  สนศิร ิ

มลนิภา  ศรมีาตรภิรมย    ชุติมา ออมกิ่ง    จารุวรรณ  จันทรา 
กลุมวิจัยการกักกนัพืช      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 
   ไดรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพันธุ ชีววิทยา ของสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และ
ขาวแตงกวาเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานของงานทดลองพบวา พื้นที่ปลูกสมโอกระจายอยูทั่วประเทศ 
ไดแก จังหวัด นครปฐม นครนายก ปราจีนบุรี เชียงราย  เลย ชัยนาท  ชลบุรี  ชุมพร และ
นครศรีธรรมราช และสามารถแบงขนาดของผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงเพื่อใชในงานทดลองได 3 
ขนาด คือ 1.ขนาดเล็ก  มีน้ําหนัก 700 - 900 กรัม 2.ขนาดกลาง มีน้ําหนัก 900 - 1,100 กรัม และ 
3.ขนาดใหญ มีน้ําหนัก 1,100 - 1,300 กรัม  การศึกษาประสิทธิภาพเบ้ืองตนของวิธีการอบไอน้ํา
แบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT 50% RH ) ในการกําจัด
แมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ในผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง เปรียบเทียบกับพันธุทองดีโดยให
อุณหภูมิภายในผลสมโอเทากับ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 นาที 
ผลการทดลองพบวาในการอบสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และทองดี ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 
50 นาที พบอัตราการตายเฉล่ียเทากับ 96.22 และ 95.47 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (จากจํานวน 3 
ซ้ํา) จากผลการวิเคราะหขอมูลพบวาอัตราการตายเฉลี่ยมีคาที่ใกลเคียงกันและเปอรเซ็นตการตาย
ยังไมถึง 100 เปอรเซ็นต จึงจําเปนตองเพิ่มเวลาในการทดลองตอไป  การศึกษาความเสียหายของ
สมโอทั้ง 2 พันธุ โดยใชวิธีการอบไอน้ําดวยวิธีดังกลาว โดยอบผลสมโอที่อุณหภูมิภายในสุดของผล
คงอยูที่ 46 องศาเซลเซียส นาน 0, 1 และ 2  ชั่วโมง ผลการทดลองอยูในข้ันตอนของการวิเคราะห
ขอมูล 

 
 
 
 

 
 

  รหัสการทดลอง  07-01-49-07-09 
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คํานํา 
 

 สมโอเปนหนึ่งในผลไมเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และเปนพืชอาศัยของแมลงวัน
ผลไมที่มีความสําคัญทางดานกักกันพืชระหวางประเทศ ไดแก แมลงวันทอง, Oriental fruit fly, 
Bactrocera dorsalis (Hendel), (Diptera : Tephritidae) (White and Elson-Harris, 1992)  ดวย
เหตุนี้ สมโอจากประเทศไทยจึงถูกหามนําเขาประเทศญ่ีปุน ซึ่งไมมีแมลงชนิดดังกลาวนี้แพรระบาด 
ภายใตขอกําหนดของกฎหมายกักกันพืช ขอกําหนดนี้จะถูกยกเลิกไปหากประเทศไทยสามารถ
พัฒนาวิธีการกําจัดศัตรูพืชที่ไดมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (plant quarantine 
treatment)  เพื่อใชสําหรับกําจัดแมลงวันผลไมในผลสมโอกอนการสงออก 

ในป พ.ศ. 2529 กลุมวิจัยการกักกันพืช กรมวิชาการเกษตรไดรับความชวยเหลือทางดาน
วิชาการจากรัฐบาลญ่ีปุนใหศึกษาถึงความเปนไปไดในการใชความรอนเพื่อกําจัดแมลงวันผลไม 
oriental fruit fly, B. dorsalis และแมลงวันแตง melon fly, B. cucurbitae ในผลมะมวงพันธุหนัง
กลางวัน พบวาวิธีการอบไอน้ํา (Vapor Heat Treatment, VHT) มีประสิทธิภาพในการกําจัด
แมลงวันผลไมทั้ง 2 ชนิด ไดอยางมีประสิทธิภาพตามมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช 
(Unhawutti et al., 1986) และตอมาในป พ.ศ. 2534 ไดมีการวิจัยและพัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวย
ความรอนดวยกรรมวิธีใหม คือ วิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified Vapor 
Heat Treatment, MVHT) ที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมครอบคลุมมะมวงถึง 4 พันธุ 
ไดแก หนังกลางวัน  น้ําดอกไม  แรด และพิมเสนแดง (Unhawutti et al., 1991) โดยไมมีผลกระทบ
ตอคุณภาพของมะมวง หลังจากนั้นกลุมวิจัยการกักกันพืชไดประสบความสําเร็จจากการวิจัยและ
พัฒนาวิธีกําจัดแมลงดวยความรอนเพื่อกําจัดแมลงวันผลไมในผลมังคุด (ป พ.ศ. 2546) มะมวง
พันธุมหาชนก (ป พ.ศ. 2549) (ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว, 2551) และสมโอพันธุ
ทองดี (ป พ.ศ. 2549, ขณะนี้อยูในข้ันตอนของการตรวจสอบผลการวิจัยกอนที่ประเทศญ่ีปุนจะ
อนุญาตนําเขาผลสมโอจากประเทศไทย) (Unhawutti, 2006) วิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืน
สัมพัทธ (MVHT) นอกจากมีประสิทธิภาพกําจัดแมลงวันผลไมไดแลววิธีการดังกลาวยังมีขอดีในแง
ของความปลอดภัยจากสารพิษตกคางภายในผลไม จึงผานการยอมรับไดโดยงายจากประเทศผู
นําเขาหากมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลง ในปจจุบันประเทศไทยไดมีการสรางโรงงานกําจัด
แมลงวันผลไมดวยความรอนขนาดใหญระดับการคากันอยางแพรหลายโดยใชกรรมวิธีอบไอน้ํา
แบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (MVHT) ในการอบผลมะมวง และมังคุดเพื่อการสงออกไป
ประเทศญ่ีปุน เกาหลี และนิวซีแลนด โดยยึดหลักการตามเงื่อนไขและขอกําหนดของแตละประเทศ 
(มลนิภา, 2550)  
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ปจจุบันยังไมมีวิธีการใดที่มีประสิทธิภาพและเปนที่ยอมรับสําหรับกําจัดแมลงวันผลไมใน
ผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงและขาวแตงกวา ดังนั้นจึงควรที่จะมีการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการอบ
ไอน้ําปรับสภาพความชื้นสัมพัทธกับแมลงเปนจํานวนมาก โดยมีวัตถุประสงคหลัก 2 ประการ 
ดังนี้คือ (1) เพื่อยืนยันผลการศึกษาวาหนอนแมลงวันผลไม Oriental Fruit Fly, Bactrocera 
dorsalis (Hendel) วัยที่1ในผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงและขาวแตงกวาทนทานตอความรอนดวยวิธี
อบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธมากที่สุด (2) เพื่อกําหนดกระบวนการอบไอน้ําปรับสภาพ
ความชื้นสัมพัทธที่มีประสิทธิภาพกําจัดหนอนวัยที่ 1 จํานวนไมนอยกวา 30,000 ตัว ในผลสมโอ
พันธุขาวน้ําผ้ึงและขาวแตงกวาใหตายทั้งหมด  
 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตูอบไอน้ํากําจัดแมลงขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 2 เคร่ือง 
2. ตูลดอุณหภูมิผลไม 
3. หองเล้ียงแมลงวนัผลไม 2 หอง 
4. เคร่ืองอางน้ํารอน 
5. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดของผลไม 
6. เคร่ืองวัดคาความหวานของผลไม 
7. หองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก โดยใชอุณหภูมิ 27o ซ. 

และความช้ืน 75 เปอรเซ็นต 
8. ตูควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก 4 ตู 
9. หองเย็นสําหรับเก็บผลไมที่ใชในการทดลอง 
10. เคร่ืองบันทกึอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธแบบตอเนื่อง 
11. แทงวัดอุณหภูมิขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 
12. เคร่ืองชั่งทศนยิม 2 ตําแหนงสําหรับงานทดลอง 
13. อุปกรณสําหรับเช็คผลการทดลอง ๆ ไดแก พูกนั  ปากคีบ  เคาทเตอร  จานทดลองขนาด

เล็ก(plate)  ถาดใสผลไม  ถงุผาตาขาย  ถงุมือ  มีดปอกผลไม  ถงุขยะดํา และอ่ืน ๆ  
 

ขั้นตอนการดําเนินงานมีดังนี้ 
 

1. รวบรวมขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพนัธุ ชวีวทิยาของสมโอพนัธุขาวน้ําผ้ึง และขาว
แตงกวาเพื่อใชเปนขอมูลพืน้ฐานในงานทดลอง 

2. เล้ียงแมลงวนัผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิม่ปริมาณและเพื่อใชในการทดลอง 
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3. ศึกษาประสิทธิภาพเบ้ืองตนของวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความชื้นสัมพัทธ 
(Modified Vapor Heat Treatment, MVHT 50% RH) ในการกําจัดแมลงวนัผลไมในผล
สมโอพนัธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาเปรียบเทยีบกับทองดี    

4. ศึกษาความเสียหาย และคุณภาพของผลสมโอพนัธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาดวยวิธีการ
อบไอน้ํา 

5.    รวบรวมขอมูล วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 
 

วิธีการทดลอง 
1. รวบรวมขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพันธุ, ชีววทิยาของสมโอพันธุขาวน้าํผ้ึง  
และขาวแตงกวาเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในงานทดลอง 
  การรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพันธุ และชีววิทยา ของสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงและ           
ขาวแตงกวาเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานของงานทดลอง โดยการคนหาขอมูลทางเว็บไซตของกรม
วิชาการเกษตร กรมสงเสริมการเกษตร และจากแหลงขอมูลงานวิจัยที่เกี่ยวของตางๆ ทั้งในและ
ตางประเทศ 
 

2. เลีย้งแมลงวันผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพ่ือเพิ่มปรมิาณเพื่อใชในการทดลอง 
 2.1 แมลงที่ใชในการทดลอง  :   ทําการเลี้ยงแมลงวันผลไม B. dorsalis เปนจํานวนมากไว
ในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง โดยเลี้ยงไวในหองเลี้ยงแมลงของกลุมกําจัดศัตรูพืช
กักกัน กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
โดยสภาพของหองเล้ียงแมลงวันผลไมเปนหองที่ควบคุมอุณหภูมิ ความช้ืน และแสงสวาง หองเล้ียง

แมลงมีขนาด 3.5 x 4.6 x 2.3 ม. อุณหภูมิ 25-27 o ซ. ความชื้นสัมพัทธ 65  5 เปอรเซ็นต แสง
สวางภายในหองไดจากหลอดชีวภาพ (bioluck) จํานวน 20 หลอด  ซึ่งไดติดต้ังไวบนเพดานหอง 
และอีกจํานวน 40 หลอดติดต้ังไวบนผนังรอบหอง โดยไฟจะสวางในระหวางชวงเวลา 6.00 น – 
18.00 น. และติดต้ังหลอดฟลูออเรนเซน ขนาด 40 วัตต อีก 1 หลอด เพื่อใหแสงสลัวเลียนแบบ
สภาพของแสงแดดในชวงรุงเชา และพลบคํ่าซึ่งจะชวยกระตุนการผสมพันธุของแมลง  โดยไฟจะ
เปดและปดในชวงเวลา 5.30-6.00 น. และ 18.00-18.30 น. สําหรับตนกําเนิดสายพันธุของ
แมลงวันผลไมไดมาจากผลนอยหนาเก็บรวบรวมในทองที่อําเภอปากชองจังหวัดนครราชสีมา 
แมลงตัวเต็มวัยจะถูกจําแนกชนิดอยางละเอียดภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งคัดแยกเอาเฉพาะ
แมลงวันผลไม B. dorsalis เพียงชนิดเดียว  จากนั้นจึงนําแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยไปเลี้ยงไวใน
หองปฏิบัติการและเพิ ่มจํานวนใหมากขึ้นโดยอาศัยวิธีการเลี ้ยงแมลงดวยอาหารเทียม 
(artificial diet)  
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2.2 หลักปฏิบัติในการเล้ียงแมลงวันผลไม : เล้ียงแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยจํานวนมากประมาณ 
20,000 ตัว ไวในกรงเล้ียงแมลงขนาด 65.5 x 69 x 77 ซม. กรงแมลงทําดวยมุงลวดตาขาย
อลูมิเนียมขนาด 16 เมซ ภายในกรงมีจานพลาสติกบรรจุอาหารสําหรับตัวเต็มวัย ซึ่ง
ประกอบดวยสวนผสมโดยน้ําหนักดังนี้ น้ําตาล 10 สวน enzymatic protein hydrolysate 
(Amber series 100) 1 สวน และ yeast extract 1 สวน การใหน้ําจะใชขวดพลาสติก
ทรงกระบอกขนาด 6 x 7.5 ซม. ฝาขวดเจาะรูขนาด 1 มม. จํานวน 3 รู วิธีใหน้ําจะคว่ําขวดน้ําลง
บนกระดาษกรองซึ่งวางอยูบนหลังกรงเล้ียงแมลง หลังจากเลี้ยงแมลงตัวเต็มวัยครบ 7 สัปดาห 
ทําลายแมลงที่ยังหลงเหลืออยูในกรงทั้งหมด ทําความสะอาดกรงเล้ียงแมลงเพื่อเตรียมไวสําหรับใส
แมลงในรุนใหมตอไป ระหวางการทดลองเตรียมแมลงตัวเต็มวัยอายุตางๆ กันไวไมนอยกวา 5 กรง 
มีแมลงมากกวา 100,000 ตัว 
2.3 การควบคุมคุณภาพของแมลงวันผลไม : แมลงวันผลไมซึ่งเล้ียงไวในหองปฏิบัติการจะตองมี
ความแข็งแรงเพื่อที่ขอมูลจากผลการศึกษาวิจัยจะไดถูกตองและเปนที่ยอมรับ ดังนั้นจึงจําเปนที่
จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพของแมลงเปนประจํา เพื่อที่จะสามารถพบส่ิงผิดปกติและแกไขได
ทันที โดยในการเล้ียงแมลงแตละรุนจะตรวจสอบอัตราการฟกของไข (hatching rate) อัตราการ
ออกเปนตัวเต็มวัย (emerging rate) น้ําหนักของดักแด และอัตราสวนของเพศผูและเพศเมีย (sex 
ratio) 

 

3. ศึกษาเบ้ืองตนวิธกีําจัดแมลงวนัผลไมในระยะทีท่นทานตอความรอนมากทีสุ่ดใน 
ผลสมโอพนัธุขาวนํ้าผ้ึง และขาวแตงกวาดวยวิธกีารอบไอน้ํา 
 

ดําเนินการทดลองโดยใชเคร่ืองตูอบความรอนกําจัดแมลงวันผลไม “Sanshu” Vapor Heat 
Treatment System (Differential Pressure Type) (model : EHK-1000B, Sanshu Sangyo Co., 
Ltd., Kagoshima, Japan) จํานวน 2 เคร่ือง สมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาที่ใชในการ
ทดลองมีน้ําหนัก 1,100 -1,300 กรัม/ผล แมลงวันทองระยะไขอายุ 24 ชั่วโมง และหนอนวัยที่ 1 ได
จากแมลงวันทองตัวเต็มวัยซึ่งเล้ียงไวเปนจํานวนมากในหองปฏิบัติการดวยอาหารเทียม (artificial 
diet) สูตรขาวโพดปน (Watanabe et al., 1973) โดยการศึกษาเปรียบเทียบความทนทานตอความ
รอนระหวางระยะไขและหนอนวัยที่ 1 ของแมลงวันทองในผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวา 
พบวา หนอนวัยที่  1 มีความทนทานตอความรอนมากกวาไขอายุ 24 ชั่วโมง  ในการทดลองนี้ได
ศึกษาเพื่อยืนยันวาหนอนวัยที่ 1 เปนระยะการเจริญเติบของแมลงวันทองที่ทนทานตอความรอน
มากที่สุด โดยการเตรียมสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาใหมีไขและหนอนวัยที่ 1 อยูภายใน
ผล ดําเนินการตามข้ันตอนและวิธีการปฏิบัติของ อุดร และ คณะ (2544 ก) โดยใสไขและหนอนวัย
ที่ 1 จํานวนอยางละ 200 ฟอง/ผล ทําการอบสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาดวยวิธีอบไอน้ํา
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ปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heat treatment, MVHT) โดยชวงแรกของการเพิ่ม
อุณหภูมิผลสมโอข้ึนถึง  43o ซ. อากาศรอนมีความช้ืนสัมพัทธ 50 เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นจึง
ปรับเปล่ียนเปนอากาศรอนที่อ่ิมตัวดวยไอน้ํา ความช้ืนสัมพัทธมากกวา 95 เปอรเซ็นต โดยอบสมโอ
พันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาใหอุณหภูมิภายในสุดผลเพิ่มข้ึนถึง 46 o ซ. และคงความรอน
ภายในผลไวที่ 46o ซ. เปนเวลานาน  30 นาที การวัดอุณหภูมิผลสมโอที่ทดลองอาศัยการวัดจาก

สมโอกําหนดอุณหภูมิ (sensor fruit) จํานวน 3 ผล น้ําหนัก 1,200  25 กรัม/ผล (1,175–1,225) 
กรัม/ผล เมื่ออบสมโอครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลาที่กําหนดไว นําสมโอที่ผานความรอนออก
จากเคร่ืองตูอบความรอน และทําการลดอุณหภูมิผลสมโอทันทีโดยการเปาดวยพัดลมนาน 1 
ชั่วโมง ในเคร่ืองลดอุณหภูมิผลไม “Sanshu” Shower Cooling System (Differential Pressure 
Type) (model : SHS-12, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) จากนั้นเก็บสมโอ
พันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวา ที่ทดลองตามรายละเอียดใน Unahawutti (2006) และบันทึกผล
การทดลองหลังจากอบสมโอ  7  วัน โดยการผาสมโอแตละผล บันทึกจํานวนแมลงรอดชีวิต 
คํานวณอัตราการตายของแมลง ดวยสูตรของ Abbott (Abbott, 1925)  

 

4.ศึกษาความเสียหาย และคุณภาพของผลสมโอพนัธุขาวนํ้าผ้ึง และขาวแตงกวา 
จากวิธกีารอบไอนํ้า 
 

ทําการทดลองกับสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวา โดยการอบสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และ
ขาวแตงกวา ดวยวิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heat treatment, 
MVHT) ซึ่งหลักการทํางานของวิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ ในชวงแรกจะเปนการ
อบสมโอโดยใชอากาศรอน (Hot air treatment, HAT) ที่มีความช้ืนสัมพัทธ 80 เปอรเซ็นต หลังจาก
สมโอมีอุณหภูมิเพิ่มข้ึนถึง 43 o ซ. จึงปรับเปล่ียนไปเปนวิธีการอบไอน้ํา (Vapor heat treatment, 
VHT) อากาศรอนอยูในสภาพที่อ่ิมตัวดวยไอน้ํา ซึ่งมีความช้ืนสัมพัทธ มากกวา 90 เปอรเซ็นต โดย
อบสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาใหอุณหภูมิภายในสุดผลเพิ่มข้ึนถึง 46 o ซ. และคงความ
รอนภายในผลไวที่ 46 o ซ. เปนเวลานาน 0, 1 และ 2 ชั่วโมง ซึ่งการวัดอุณหภูมิผลสมโอที่ทดลอง

อาศัยการวัดจากสมโอกําหนดอุณหภูมิ (sensor fruit) จํานวน 3 ผล น้ําหนัก 1,000  25 กรัม/ผล 
(975–1,025) กรัม/ผล   เมื่ออบสมโอครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลาที่กําหนดไว นําสมโอที่ผาน
ความรอนออกจากเคร่ืองตูอบความรอน และทําการลดอุณหภูมิผลสมโอทันทีโดยการเปาดวยพัด
ลมนาน 1 ชั่วโมง ในเคร่ืองลดอุณหภูมิผลไม “Sanshu” Shower Cooling System (Differential 
Pressure Type) (model : SHS-12, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) จากนั้น
แยกเก็บสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวา ที่ผานความรอนดวยวิธีการอบไอน้ําปรับสภาพ
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ความชื้นสัมพัทธในสภาพอุณหภูมิตํ่า 5 และ 10 o ซ. ภายในตูควบคุมอุณหภูมิและความชื้นขนาด
เล็ก ตามรายละเอียดใน Unahawutti (2006) และบันทึกผลการทดลองหลังจากอบสมโอ 7 วัน โดย
การผาผลสมโอแตละผล บันทึกลักษณะการเปลี่ยนแปลงของสีผิวเปลือกสมโอ และบันทึกผลคา
ความเปนกรด (acidity) และคาความหวาน (brix) ของผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวา 
ตามลําดับ 

เวลาและสถานที ่
ระยะเวลาเริม่ตน  กันยายน 2549 สิ้นสุด  ตุลาคม  2553 รวม         5         ป 

  โครงการวิจยัตอเนื่องระยะเวลา   5    ป      ปที่เสนอขอเปนปที ่3   
 

สถานที ่
นครปฐม  นครนายก  ปราจนีบุรี  เชยีงราย  เชยีงใหม  เลย  ชัยนาท  ชุมพร  นครศรีธรรมราช

เชียงใหม  ลําพนู  เชยีงราย  ขอนแกน  สกลนคร  กาฬสินธุ  มหาสารคาม  นครราชสีมา  
สุพรรณบุรี และหองปฏิบัติการกลุมงานกําจัดศัตรูพืชกักกนั กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวจิัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร   

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 

  จากการรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพันธุ ชีววิทยา ของสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และ
ขาวแตงกวาเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานของงานทดลองพบวา พื้นที่ปลูกสมโอกระจายอยูทั่วประเทศ 
ไดแก จังหวัดนครปฐม  นครนายก  ปราจีนบุรี  เชียงราย  เลย  ชัยนาท  ชุมพร และนครศรีธรรมราช 
(กรมสงเสริมการเกษตร, 2541) นอกจากนี้ทําใหทราบวาขนาดของผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงที่ใช
ทดลองสามารถแบงได 3 ขนาด คือ1.ขนาดเล็ก (S) มีน้ําหนัก 700 – 900 กรัม 2.ขนาดกลาง (M) มี
น้ําหนัก 900 – 1,100 กรัม 3.ขนาดใหญ (L) มีน้ําหนัก 1,100 – 1,300 กรัม การเล้ียงเพิ่มปริมาณ
แมลงวันผลไม Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis (Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมใน
หองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลองทําใหไดไข และหนอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis  ใน
จํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ในหองปฏิบัติการ และเพียงพอตอการทดลอง    การศึกษา
ประสิทธิภาพเบ้ืองตนของวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified Vapor Heat 
Treatment, MVHT 50% RH ) ในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะหนอนวัยที่ 1 ในผลสมโอพันธุ
ขาวน้ําผ้ึง เปรียบเทียบกับพันธุทองดีโดยใหอุณหภูมิภายในสุดของผลสมโอเทากับ 45 o ซ. เปน
เวลานาน 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 นาที ผลการทดลองพบวาในการอบสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และ
ทองดี ที่อุณหภูมิ 45 o ซ. นาน 50 นาที พบอัตราการตายเฉล่ียเทากับ 96.22 และ 95.47 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (จากจํานวน 3 ซ้ํา) จากผลการวิเคราะหขอมูลพบวาอัตราการตายเฉล่ียมีคาที่ใกลเคียง



 

 

1010 

กันและเปอรเซ็นตการตายยังไมถึง 100 เปอรเซ็นต จึงจําเปนตองเพ่ิมเวลาในการทดลองตอไป  
การศึกษาความเสียหายของสมโอทั้ง 2 พันธุ โดยใชวิธีการอบไอน้ําดวยวิธีดังกลาว โดยอบผลสมโอ
ที่อุณหภูมิภายในสุดของผลคงอยูที่ 46 o ซ. นาน 0, 1 และ 2  ชั่วโมง ผลการทดลองอยูในข้ันตอน
ของการวิเคราะหขอมูล 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

 

1.   ไดขอมูลเกี่ยวกับลักษณะประจําพันธุ ชีววิทยา ของสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง และขาวแตงกวาเพื่อ
ใชเปนขอมูลพื้นฐานของงานทดลอง ซึ่งพื้นที่ปลูกสมโอกระจายอยูทั่วประเทศ ไดแก จังหวัด
นครปฐม  นครนายก  ปราจีนบุรี  เชียงราย  เลย  ชัยนาท  ชุมพร และนครศรีธรรมราช นอกจากนี้
ทําใหทราบวาขนาดของผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึงที่ใชทดลองสามารถแบงได 3 ขนาด คือ1.ขนาดเล็ก 
(S) มีน้ําหนัก 700 – 900 กรัม 2.ขนาดกลาง (M) มีน้ําหนัก 900 – 1,100 กรัม 3.ขนาดใหญ (L)  
มีน้ําหนัก 1,100 – 1,300 กรัม   
2.  ไดไข และหนอนของแมลงวันผลไมจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ในหองปฏิบัติการ เพื่อใช 
สําหรับงานทดลอง  
3. การศึกษาประสิทธิภาพเบ้ืองตนของวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ 
(Modified Vapor Heat Treatment, MVHT 50% RH ) ในการกําจัดแมลงวันผลไมในระยะหนอน
วัยที่ 1 ในผลสมโอพันธุขาวน้ําผ้ึง เปรียบเทียบกับพันธุทองดีโดยใหอุณหภูมิภายในผลสมโอเทากับ 
45 o ซ. เปนเวลานาน 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 นาที ผลการทดลองพบวาในการอบสมโอพันธุ
ขาวน้ําผ้ึง และทองดี ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที พบอัตราการตายเฉลี่ยเทากับ 
96.22 และ 95.47 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (จากจํานวน 3 ซ้ํา) จากผลการวิเคราะหขอมูลพบวาอัตรา
การตายเฉล่ียมีคาที่ใกลเคียงกันและเปอรเซ็นตการตายยังไมถึง 100 เปอรเซ็นต จึงจําเปนตองเพิ่ม
เวลาในการทดลองตอไป   
4. การศึกษาความเสียหายของสมโอทั้ง 2 พันธุ โดยใชวิธีการอบไอน้ําดวยวิธีดังกลาว โดยอบผล
สมโอที่อุณหภูมิภายในสุดของผลคงอยูที่ 46 o ซ. นาน 0, 1 และ 2 ชั่วโมง ผลการทดลองอยูใน
ข้ันตอนของการวิเคราะหขอมูล 

 
คําขอบคุณ 

 

ขอขอบคุณคุณอนุกูล อวนเสง คุณสมิทธิ์ อยูเอ่ียม คุณมีนา  จริงจิตร  คุณกัลยา วงศสุวรรณ  
คุณประชุม นุยจํานัล และคุณพิศมัย งามผิวเหลือง ที่มีสวนชวยในการเตรียมการทดลอง รวมถึง
การเช็คผลการทดลอง  
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วิจัยและพัฒนาสถานภาพการเปนพืชอาศัยและวิธีกําจัดแมลงดวยความรอน
สําหรับกําจัดแมลงวันผลไมในผลเงาะเพื่อการสงออก 

 
สลกัจิต  พานคํา    อุดร  อุณหวุฒิ    รัชฎา  อินทรกําแหง   วลัยกร  รัตนเดชากลุ 

วรัญญา  มาล ี   ชัยณรัตน  สนศิร ิ   มลนิภา  ศรมีาตรภิรมย       
ชุติมา  ออมกิ่ง   จารวุรรณ  จนัทรา 

กลุมวิจัยการกักกนัพืช      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

บทคัดยอ 
 

 จากการเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงวนัผลไม  Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis 
(Hendel) จํานวนมากดวยอาหารเทียมในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง  พบวาสามารถเพิม่ 
ปริมาณไข และหนอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ไดในจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ใน
หองปฏิบัติการ การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ในระยะไข
เปรียบเทียบกับระยะหนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ในผลเงาะดวยวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืน
สัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) โดยใสไข หนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ของ
แมลงวันผลไม จํานวน 15 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลเงาะโดยตรง (artificial inoculation) และ
นําไปอบไอน้ําเพื่อกําจัดแมลงวันผลไม    ผลการทดลองพบวาในการอบผลเงาะดวยวธิกีารอบไอน้าํ
ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพกําจัดแมลงวันผลไมในระยไข หนอนวัย
ที่ 1, 2 และ 3 ได โดยมีอัตรการตายเฉล่ียเทากับ 99.3, 98.9, 99.9 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
แสดงใหเห็นวาหนอนวัยที่ 1 มีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะไข หนอนวัยที่ 2 และ 3 
(จากการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง  07-01-49-07-09 
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คํานํา 
 

เงาะเปนหนึ่งในผลไมเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย  และเปนพืชอาศัยของแมลงวัน
ผลไมที่มีความสําคัญดานกักกันพืชระหวางประเทศ  ไดแก แมลงวันทอง, Oriental fruit fly, 
Bactrocera dorsalis (Hendel), (Diptera : Tephritidae) (White and Elson-Harris, 1992) ดวย
เหตุนี้ เงาะจากประเทศไทยจึงถูกหามนําเขาประเทศญี่ปุน  ซึ่งไมมีแมลงชนิดดังกลาวนี้แพรระบาด  
ภายใตขอกําหนดของกฏหมายกักกันพืช ขอกําหนดนี้จะถูกยกเลิกไปหากประเทศไทยสามารถ
พัฒนาวิธีการกําจัดศัตรูพืชที่ไดมาตรฐานของวิธีกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (plant quarantine 
treatment) เพื่อใชสําหรับกําจัดแมลงวันทองในผลเงาะกอนการสงออก 

ในปพ.ศ. 2529 กรมวิชาการเกษตรโดยความชวยเหลือทางดานวิชาการจากรัฐบาลญ่ีปุน 
ไดศึกษาความเปนไปไดในการใชความรอนในการกําจดัแมลงวันทอง และแมลงวันแตง, Melon fly, 
Bactrocera cucurbitae Coquillett, ในผลมะมวงพนัธุหนังกลางวัน  ผลการศึกษาพบวา  วธิีการ 
อบไอน้ํา (Vapor heat treatment, VHT) มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงวันผลไมทั้ง 2 ชนิด ใน 
ผลมะมวงพนัธุหนังกลางวนั  และไดตามมาตรฐานของวิธีกาํจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช (Unhawutti 
et al., 1986) และตอมาในป พ.ศ. 2534 ไดมีการวิจัยและพัฒนาวิธกีําจัดแมลงดวยความรอนดวย
กรรมวิธีใหม คือ วิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ (Modified vapor heat treatment,  
MVHT) ที่มีประสิทธิภาพสามารถกําจัดแมลงวันผลไมในผลมะมวงครอบคลุมถึง 4 พันธุ คือ หนัง
กลางวัน  น้ําดอกไม  แรด  และพิมเสนแดง  โดยไมมีผลกระทบตอคุณภาพของผลมะมวง 
(Unhawutti et al., 1991) หนวยงานกักกันพืชของประเทศญ่ีปุนยอมรับใหใชเปนวิธีกําจัดศัตรูพืช
ดานกักกันพืช  เพื่อกําจัดแมลงวันผลไมในผลมะมวงกอนการสงออก ตอมาจึงมีการสรางโรงงาน
กําจัดแมลงดวยความรอนขนาดใหญระดับการคาเกิดข้ึน วิธีการกําจัดแมลงดวยความรอน  
โดยเฉพาะอยางยิ่งกรรมวิธีซึ่งอาศัยอากาศเปนส่ือนําความรอน ไดมีการศึกษาวิจัยกันอยาง
กวางขวางในหลายประเทศวาสามารถกําจัดแมลงวันผลไมในผลไมไดหลายชนิดไดอยางมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี้วิธีการดังกลาวยังมีขอดีในแงของความปลอดภัยจากสารพิษตกคาง
ภายในผลไม  จึงผานการยอมรับไดโดยงายจากประเทศผูนําเขาหากมีประสิทธิภาพในการกําจัด
แมลง  ซึ่งเงาะเปนผลไมที่มีปญหาการสงออกเกี่ยวของกับแมลงวันผลไม  
 ปจจุบันยังไมมีวิธีการใดที่มีประสิทธิภาพและเปนที่ยอมรับสําหรับกําจัดแมลงวันผลไมใน
ผลเงาะ ดวยเหตุนี้ความพยายามที่จะขยายตลาดการสงออกไปยังประเทศที่หามนําเขาเงาะสดจาก
ประเทศไทย จึงจําเปนที่จะตองมีการพิสูจนสถานภาพการเปนพืชอาศัยของแมลงวันผลไมในผล
เงาะและศึกษาความเปนไปไดของวิธีการกําจัดแมลงดวยความรอนซึ่งใชไดอยางมีประสิทธิภาพกับ
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ผลเงาะ เพื่อวิจัย และพัฒนาใหเปนวิธีการกําจัดศัตรูพืชดานกักกันพืช  สําหรับกําจัดแมลงวันผลไม
ในผลเงาะกอนการสงออก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตูอบไอน้ํากําจัดแมลงขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 2 เคร่ือง 
2. ตูลดอุณหภูมิผลไม 1 เคร่ือง 
3. หองเล้ียงแมลงวนัผลไม 2 หอง 
4. เคร่ืองอางน้ํารอน 
5. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดของผลไม 
6. เคร่ืองวัดคาความหวานของผลไม 
7. หองควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก โดยใชอุณหภูมิ 27  
 องศาเซลเซยีส และความช้ืน 75 เปอรเซ็นต 
8. ตูควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสําหรับงานทดลองขนาดเล็ก 3 ตู 
9. หองเย็นสําหรับเก็บผลไมที่ใชในการทดลอง 
10. เคร่ืองบันทกึอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธแบบตอเนื่อง 
11. แทงวัดอุณหภูมิขนาดเล็กสําหรับงานทดลอง 
12. เคร่ืองชั่งทศนยิม 2 ตําแหนงสําหรับงานทดลอง 
13. อุปกรณสําหรับเช็คผลการทดลอง  ไดแก พูกนั  ปากคีบ  เคาทเตอร จานทดลองขนาด

เล็ก(plate)  ถาดใสผลไม  ถงุผาตาขาย  ถงุมือ  มีดปอกผลไม  ถงุขยะดํา และอ่ืน ๆ  
 
ขั้นตอนการดําเนินงานมีดังนี้ 
 

1. เล้ียงแมลงวนัผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพื่อเพิม่ปริมาณและเพื่อใชในการทดลอง 
2. ศึกษาสถานภาพการเปนพืชอาศัยของแมลงวนัผลไมในผลเงาะ 
3. ศึกษาอัตราการรอดชีวิตของแมลงวันผลไมในผลเงาะ 
4. ศึกษาเบ้ืองตนการกําจัดแมลงวันผลไมในผลเงาะดวยวธิีการอบไอน้าํ 
5. ศึกษาดานความเสียหายของผลเงาะจากวธิีการอบไอน้าํ 
6.    รวบรวมขอมูล วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 
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วิธีการทดลอง 
1. เลีย้งแมลงวันผลไมจํานวนมากดวยอาหารเทียมเพ่ือเพิ่มปรมิาณเพื่อใชในการทดลอง 
 1.1 แมลงที่ใชในการทดลอง  :   ทําการเลี้ยงแมลงวันผลไม B. dorsalis เปนจํานวนมากไว
ในหองปฏิบัติการเพื่อใชในการทดลอง โดยเลี้ยงไวในหองเลี้ยงแมลงของกลุมกําจัดศัตรูพืช
กักกัน กลุมวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
โดยสภาพของหองเล้ียงแมลงวันผลไมเปนหองที่ควบคุมอุณหภูมิ ความช้ืน และแสงสวาง หองเล้ียง

แมลงมีขนาด 3.5 x 4.6 x 2.3 ม. อุณหภูมิ 25-27 o ซ. ความชื้นสัมพัทธ 65  5 เปอรเซ็นต แสง
สวางภายในหองไดจากหลอดชีวภาพ (bioluck) จํานวน 20 หลอด  ซึ่งไดติดต้ังไวบนเพดานหอง 
และอีกจํานวน 40 หลอดติดต้ังไวบนผนังรอบหอง โดยไฟจะสวางในระหวางชวงเวลา 6.00 น – 
18.00 น. และติดต้ังหลอดฟลูออเรนเซนขนาด 40 วัตต อีก 1 หลอด เพื่อใหแสงสลัวเลียนแบบ
สภาพของแสงแดดในชวงรุงเชา และพลบคํ่าซึ่งจะชวยกระตุนการผสมพันธุของแมลง  โดยไฟจะ
เปดและปดในชวงเวลา 5.30-6.00 น. และ 18.00-18.30 น. สําหรับตนกําเนิดสายพันธุของ
แมลงวันผลไมไดมาจากผลนอยหนาเก็บรวบรวมในทองที่อําเภอปากชองจังหวัดนครราชสีมา 
แมลงตัวเต็มวัยจะถูกจําแนกชนิดอยางละเอียดภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งคัดแยกเอาเฉพาะ
แมลงวันผลไม B. dorsalis เพียงชนิดเดียว  จากนั้นจึงนําแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยไปเลี้ยงไวใน
หองปฏิบัติการและเพิ ่มจํานวนใหมากขึ้นโดยอาศัยวิธีการเลี ้ยงแมลงดวยอาหารเทียม 
(artificial diet)  

1.2 หลักปฏิบัติในการเล้ียงแมลงวันผลไม : เล้ียงแมลงวันผลไมตัวเต็มวัยจํานวนมากประมาณ 
20,000 ตัว ไวในกรงเล้ียงแมลงขนาด 65.5 x 69 x 77 ซม. กรงแมลงทําดวยมุงลวดตาขาย
อลูมิเนียมขนาด 16 เมตร ภายในกรงมีจานพลาสติกบรรจุอาหารสําหรับตัวเต็มวัย ซึ่ง
ประกอบดวยสวนผสมโดยน้ําหนักดังนี้ น้ําตาล 10 สวน enzymatic protein hydrolysate 
(Amber series 100) 1 สวน และ yeast extract 1 สวน การใหน้ําจะใชขวดพลาสติก
ทรงกระบอกขนาด 6 x 7.5 ซม. ฝาขวดเจาะรูขนาด 1 มม. จํานวน 3 รู วิธีใหน้ําจะคว่ําขวดน้ําลง
บนกระดาษกรองซึ่งวางอยูบนหลังกรงเล้ียงแมลง หลังจากเลี้ยงแมลงตัวเต็มวัยครบ 7 สัปดาห 
ทําลายแมลงที่ยังหลงเหลืออยูในกรงทั้งหมด ทําความสะอาดกรงเล้ียงแมลงเพื่อเตรียมไวสําหรับใส
แมลงในรุนใหมตอไป ระหวางการทดลองเตรียมแมลงตัวเต็มวัยอายุตางๆ กันไวไมนอยกวา 5 กรง 
มีแมลงมากกวา 100,000 ตัว 

1.3 การควบคุมคุณภาพของแมลงวันผลไม : แมลงวันผลไมซึ่งเล้ียงไวในหองปฏิบัติการจะตอง
มีความแข็งแรงเพื่อที่ขอมูลจากผลการศึกษาวิจัยจะไดถูกตองและเปนที่ยอมรับ ดังนั้นจึงจําเปนที่
จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพของแมลงเปนประจํา เพื่อที่จะสามารถพบส่ิงผิดปกติและแกไขได
ทันที โดยในการเล้ียงแมลงแตละรุนจะตรวจสอบอัตราการฟกของไข (hatching rate) อัตราการ
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ออกเปนตัวเต็มวัย (emerging rate) น้ําหนักของดักแด และอัตราสวนของเพศผูและเพศเมีย (sex 
ratio) 

 
2. ศึกษาเบ้ืองตนวิธกีําจัดแมลงวนัผลไมในผลเงาะดวยวธิีการอบไอน้ํา 
 

ดําเนินการทดลองโดยใชเคร่ืองตูอบความรอนกําจัดแมลงวันผลไม “Sanshu” Vapor Heat 
Treatment System (Differential Pressure Type) (model : EHK-1000B, Sanshu Sangyo Co., 
Ltd., Kagoshima, Japan) จํานวน 2 เคร่ือง ผลเงาะที่ใชในการทดลอง  คือ เงาะพันธุโรงเรียน ซึ่งมี
น้ําหนัก   30-40  กรัม/ผล การอบผลเงาะใช 2 วิธีการคือ 1.วิธีการอบไอน้ํา ( Vapor Heat 
Treatment , VHT) และ2. วิธีการอบไอน้ําปรับสภาพความชื้นสัมพัทธ (Modified vapor heat 
treatment, MVHT) แมลงวันผลไมระยะไขอายุ 24 ชั่วโมง และหนอนวัยที่ 1 ไดจากแมลงวันผลไม
ตัวเต็มวัยซึ่งเล้ียงไวเปนจํานวนมากในหองปฏิบัติการดวยอาหารเทียม (artificial diet)  สูตร
ขาวโพดปน (Watanabe et al., 1973)  ในการเตรียมผลเงาะใหมีไขและหนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ให
อยูภายในผล  ดําเนินการตามข้ันตอนและวิธีการปฏิบัติของ อุดร และ คณะ (2544 ก) โดยใสไข
และหนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ตามจํานวนที่ไดจาการศึกษาอัตราการรอดชีวิตของแมลงวันผลไมใน
ผลเงาะ  การวัดอุณหภูมิผลเงาะที่ทดลองอาศัยการวัดจากผลเงาะกําหนดอุณหภูมิ 
(sensor fruit) จํานวน 3 ผล น้ําหนัก 35-37 กรัม/ผล  เมื่ออบเงาะครบตามอุณหภูมิ และระยะเวลา
ที่กําหนดไวโดยใหอุณหภูมิภายในสุดผลเงาะคงอยูที่ 46 องศาเซลเซียส นาน 10, 20.30, 40 และ 
50 นาที ตามลําดับ  ตอจากนั้นนําเงาะที่ผานความรอนออกจากตูอบไอน้ํา และทําการลดอุณหภูมิ
ผลเงาะทันที ในเคร่ืองลดอุณหภูมิผลไม “Sanshu” Shower Cooling System (Differential 
Pressure Type) (model : SHS-12, Sanshu Sangyo Co., Ltd., Kagoshima, Japan) จากนั้น
เก็บผลเงาะที่ทดลองตามรายละเอียดใน Unahawutti (2005) และบันทึกผลการทดลองหลังจากอบ
ผลเงาะ  7  วัน โดยการผาเงาะแตละผล บันทึกจํานวนแมลงรอดชีวิต คํานวณอัตราการตายของ
แมลง ดวยสูตรของ Abbott (Abbott, 1925) 

 

เวลาและสถานที ่        - 
 
ระยะเวลาเริม่ตน  กันยายน 2549 สิ้นสุด    ตุลาคม  2554  รวม         5        ป 

  โครงการวิจยัตอเนื่องระยะเวลา   5    ป      ปที่เสนอขอเปนปที ่2   
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สถานที ่
 

จังหวัดระยอง  จันทบุรี  ตราด  ชุมพร  สุราษฎรธาน ี  นครศรีธรรมราช  เชยีงใหม  ลําพนู  
เชียงราย  ขอนแกน  สกลนคร  กาฬสินธุ  มหาสารคาม นครราชสีมา สุพรรณบุรี และ
หองปฏิบัติการกลุมงานกาํจัดศัตรูพืชกักกนั กลุมวิจยัการกักกนัพชื  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร   

 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

 การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ในระยะไข
เปรียบเทียบกับระยะหนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ในผลเงาะดวยวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืน
สัมพัทธ (Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) โดยใสไข หนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ของ
แมลงวันผลไม จํานวน 15 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลเงาะโดยตรง (artificial inoculation) และ
นําไปอบไอน้ําเพื่อกําจัดแมลงวันผลไม    ผลการทดลองพบวาในการอบผลเงาะดวยวธิกีารอบไอน้าํ
ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพกําจัดแมลงวันผลไมในระยะไข หนอน
วัยที่ 1, 2 และ 3 ได โดยมีอัตราการตายเฉล่ียเทากับ 99.3, 98.9, 99.9 และ 100 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาหนอนวัยที่ 1 มีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะไข หนอนวัย
ที่ 2 และ 3 (จากการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

1. ไดไขและหนอนของแมลงวันผลไมจํานวนไมตํ่ากวา 50,000 ตัว ในหองปฏิบัติการเพือ่ใช 
สําหรับงานทดลอง   
2.  การศึกษาความทนทานตอความรอนของแมลงวันผลไม B. dorsalis ในระยะไขเปรียบเทียบกับ
ระยะหนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ในผลเงาะดวยวิธีการอบไอน้ําแบบปรับสภาพความช้ืนสัมพัทธ 
(Modified Vapor Heat Treatment, MVHT) โดยใสไข หนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 ของแมลงวันผลไม 
จํานวน 15 ฟอง/ตัว ตอผล เขาไปในผลเงาะโดยตรง (artificial inoculation) และนําไปอบไอน้ําเพื่อ
กําจัดแมลงวันผลไม    ผลการทดลองพบวาในการอบผลเงาะดวยวิธีการอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 46 
องศาเซลเซียส นาน 40 นาที มีประสิทธิภาพกําจัดแมลงวันผลไมในระยะไข หนอนวัยที่ 1, 2 และ 3 
ได โดยมีอัตราการตายเฉล่ียเทากับ 99.3, 98.9, 99.9 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงใหเห็น
วาหนอนวัยที่ 1 มีแนวโนมทนทานตอความรอนมากกวาระยะไข หนอนวัยที่ 2 และ 3 (จากการ
ทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) 
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คําขอบคุณ 
 

ขอขอบคุณคุณอนุกูล อวนเสง  คุณสมทิธิ์ อยูเอ่ียม  คุณมีนา  จริงจิตร  คุณกัลยา วงศ
สุวรรณ  คุณประชุม นุยจํานัล และคุณพศิมัย งามผิวเหลือง ที่มีสวนชวยในการเตรียมการทดลอง 
รวมถึงการเช็คผลการทดลอง  
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การศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเช้ือ Acidovorax avenae  subsp. 
citrulli  กับเมล็ดพันธุพืชสกุลแตงบางชนิดเพื่อการสงออก 

Efficiency of Chemical to Control Acidovorax avenae subsp. citrulli   
some cucubits seeds for Export 

 
วันเพ็ญ  ศรชีาติ     ศรีวิเศษ  เกษสังข    ปรียพรรณ  พงศาพิชณ 
ชลธชิา รักใคร    วานิช  คําพานิช    ปริเชษฐ ต้ังกาญจนภาสน 

 กลุมวิจยัการกักกนัพืช     สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

บทคัดยอ 
 โรคผลเนาแบคทีเรีย (Bacterial  fruit blotch)  ของพืชตระกูลแตง สาเหตุเกิดจาก
แบคทีเรีย Acidovorax  avenae  subsp.  citrulli  (Aac.)  จากการเก็บรวบรวมเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคผลเนาจากแปลงเกษตรกรที่ผลิตเมล็ดพันธุพืชสุกลแตงเพื่อการสงออกของเกษตรกรจาก
ภาคเหนือ  ภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รวม  47  แปลง  ทําการแยกเช้ือแบคทีเรีย
บริสุทธิ์ จํานวน 5 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบความสามารถทําใหเกิดโรคกับพืชทดสอบ 4 ชนิด คือ 
แตงโม เมลอน แตงกวาและ ฟกทอง พบวา ทุกเช้ือสามารถทําใหเกิดอาการฉํ่าน้ําและในบางพืช
ทดสอบตนกลาเกิดอาการใบเนาเละและตนเหี่ยวทั้งตน  และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและ
ตรวจดวยเทคนิค ELISA ผลปรากฏวา แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทใหผลเปนลบ และจากความ
อนุเคราะหจากกลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร และ
ภาควิชาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน ไดรับเช้ือ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli  2 ไอโซเลท ทําการทดสอบการเกิดโรคกับพืช 5 ชนิด คือ บวบเหล่ียม แตงโม  
แตงกวา เมลอนและ ฟกทอง พบวาเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถทําใหเกิดอาการฉํ่าน้ําและ
เนื้อใบยุบตัวโดยที่ตนไมเนาเละในทุกพืชทดสอบ  สวนการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัด
เช้ือแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือและการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ
แบคทีเรียกับเมล็ดพันธุแตงโม พบวา สามารถปลูกเช้ือแบคทีเรียกับเมล็ดพันธุแตงโมนาน 48 
ชั่วโมง สามารถทําใหเกิดโรคกับแตงโมไดดี และสารเคมีที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อ 
Acidovorax avenae subsp. citrulli  จากเมล็ดพันธุแตงโมไดดี คือ สารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค 
เขมขน 110  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา),สารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 220  
มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร และกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 2.0  เปอรเซ็นต 
 
 
รหัสการทดลอง 07-01-49-07-01-02-06-51 
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คํานํา 
 ประเทศไทยมีการผลิตแตงโมและแตงตางๆ เพื่อการบริโภคผลสดเปนจํานวนมาก และยัง
เปนแหลงผลิตเมล็ดพันธุ เพื่อการสงออกที่สําคัญ อีกทั้งเกษตรกรมีทักษะในการเพาะปลูก 
คาแรงงานตํ่าเมื่อเทียบกับประเทศอื่นๆ และเมล็ดพันธุที่ผลิตไดมีคุณภาพดีเปนที่ตองการของ
ประเทศตางๆ ทั่วโลก  เมล็ดพันธุที่ผลิตไดในประเทศไทยแมจะมีคุณภาพดีคือ ความงอกสูง ความ
ตรงตอสายพันธุสูง แตผูซื้อหลายประเทศยังตองการใหรับรองการปลอดโรคพืชโดยระบุขอความลง
ในใบรับรองปลอดศัตรูพืชวาเมล็ดพันธุพืชดังกลาวไดจากพืชปราศจากเช้ือโรคพืชที่สําคัญบางชนิด
ในชวงพืชเจริญเติบโตในแปลงปลูก และเมล็ดพันธุหลังเก็บเกี่ยวปราศจากเช้ือโรคพืชสําคัญบาง
ชนิด  แตพบวา ในป พ.ศ. 2534 มีรายงานพบโรคผลเนาของแตงโมในพื้นที่ปลูกทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งเปนแหลงปลูกเมล็ดพันธุที่สําคัญของประเทศ และในปตอมาพบวาโรคนี้
ระบาดทําความเสียหายตอผลผลิตแตงโมผลสด และแตงโมสําหรับผลิตเมล็ดพันธุซึ่งไดรับความ
เสียหายมากกวา 50%  (Pinyapong, 1994)  และจากการนําเมล็ดพันธุที่ไดจากผลที่เกิดโรคพบวา
อัตราการเขาทําลายมากกวา  80% (Kucharek et al., 1993) และมีรายงานวาเช้ือสาเหตุโรคผล
เนาสามารถติดกับเมล็ดพันธุ เมื่อนําไปปลูกในฤดูตอไปได ดังนั้นเพื่อเปนการสงเสริมการผลิตแตง
สําหรับบริโภคผลสดและผลิตเมล็ดพันธุที่ปลอดโรคและการจัดการโรคผลเนาแบคทีเรียไดอยาง
ถูกตอง จึงไดศึกษาหาวิธีการกําจัดเช้ือ  Acidovorax avenae subsp. citrulli  (Aac.)  ที่ติดมากับ
เมล็ดพันธุเพื่อลดการแพรระบาดของโรคที่ผานทางเมล็ดและสามารถสงเมล็ดพันธุไปจําหนายยัง
ตางประเทศได  

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. แปลงปลูกพืชตระกูลแตงของเกษตรกรที่ผลิตเมล็ดพันธุเพื่อการสงออกในทองที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลาง 

2. อาหารเล้ียงเชือ้  เชน Nutrient Agar (NA)  Starch Agar King’s medium B    เปนตน 
3. สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสารเคมีที่ใชในการทดลองกาํจัดเชื้อ 
4. ชุดตรวจสอบ Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA Kit) ของ  Agdia สําหรับ

ตรวจสอบเชื้อ Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac.) 
5. อุปกรณและเคร่ืองมือวทิยาศาสตรสําหรับแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและการเตรียม

อาหารเล้ียงเชือ้ 
6. โรงเรือนปลูกพืชทีม่ีตาขายกันแมลง 
7. วัสดุและอุปกรณในการปลูกพืช 
8. วัสดุและอุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช 
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วิธีการ 
1. สํารวจและเก็บตัวอยางโรคผลเนาของพืชสกุลแตงจากแปลงเกษตรกรท่ีผลิตเมล็ดพันธุ
เพื่อการสงออก 
 ทําการสํารวจและเก็บตัวอยางใบและผลของพืชสกุลแตง  ไดแก  แตงโม  แตงกวา  เมลอน  
ฟกทองและสควอช  ที่แสดงลักษณะอาการโรคผลเนาของพืชสกุลแตงจากแปลงเกษตรกรท่ีผลิต
เมล็ดพันธุเพื่อการสงออก ในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลาง ไดแก 
จังหวัดขอนแกน  อุดรธานี กาฬสินธุ  มุกดาหาร อุบลราชธานี สกลนคร ลําปาง  นานและ
กาญจนบุรี  โดยเก็บตัวอยางอาการที่สงสัยนําตัวอยางมาศึกษาในหองปฏิบัติการ 
2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์จากโรคผลเนาของพืชสกุลแตง 

นําตัวอยางใบที่มีอาการของโรคผลเนามาลางดวยน้ําสะอาด และทําความสะอาดที่ผิวดวย
แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ตัดเนื้อเยื่อสวนที่เปนโรคมาบดใหละเอียด ใสเนื้อเยื่อพืชที่บดแลวลงใน
น้ํากล่ันที่นึ่งฆาเช้ือที่บรรจุในหลอดทดสอบคนใหเขากัน  แลวนํามาแยกเช้ือบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient Agar (NA) แลวบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีของ
เชื้อแบคทีเรียที่มีสีขาวใส รูปรางกลมนูน ขอบเรียบขนาดเล็ก นํามาเพิ่มปริมาณบนอาหาร NA  โดย
บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง  สวนตัวอยางอาการผลเนา ใหทําการแยกเช้ือ
โดยทําความสะอาดผิวเปลือกบริเวณแผลดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต แลวใชมีดฆาเช้ือโดยจุม
ในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต เผาไฟ รอใหมีดเย็น ตัดบริเวณผิวเปลือกของผลออก แลวจึงใชมีดฆา
เช้ือเจาะเอาเนื้อผลบริเวณแผล วางลงบนสไลดกระจกฆาเช้ือ หยดน้ํากล่ันฆาเช้ือบดตัวอยางให
ผสมกับน้ํากล่ัน แลวนําไปแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเชื้อดําเนินการเชนเดียวกับที่แยกเช้ือจากใบที่เกิด
อาการโรค จนไดเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์  
3.   การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อที่สงสัยในพืชสกุลแตง 

 นําเช้ือแบคทีเรีย ที่แยกไดนํามาศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แลวนํามา
ทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนพืชทดสอบคือ ตนกลาแตงโม เมลอน แตงกวาและ
ฟกทอง  โดยการเตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ โดยนําเช้ือที่คัดเลือกมาเล้ียงบนอาหาร 
NA ที่อุณหภูมิ 28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 3 มิลลิลิตร ลงบน
ผิวหนาอาหารและใชเข็มเข่ียรูปทรงกลมกวาดโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียออกจากผิวหนาอาหาร ปรับ
ความเขมขนของสารแขวนลอยแบคทีเรียใหมีความขุนเทากับ 0.25 เมื่อวัดดวยเคร่ืองสเปคโตร-    
โฟโตมิเตอร ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโมเมตร ซึ่งมีความเขมขนของเช้ือแบคทีเรียประมาณ 106-108 
cfu/มิลลิลิตร สําหรับนําไปปลูกเช้ือบนพืชทดสอบ 

 การปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาลงบนพืชทดสอบ โดยเตรียมพืชทดสอบ 5 ชนิด 
ไดแก ตนกลาบวบเหล่ียม  เมลอน แตงโม แตงกวา และฟกทอง  อายุ 15 วัน ตนกลามีใบจริง
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จํานวน 2 ใบ ใชเข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียที่แยกไดจากอาการ
ที่ผลและใบของโรคผลเนาที่เก็บตัวอยางจากแปลง,  สารแขวนลอยแบคทีเรียที่ไดเช้ือจากกลุมวิจัย
โรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชที่แยกไดจากแตงโม (WMPD1228)  และเช้ือแบคทีเรียจาก
ภาควิชาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกนที่แยกไดจากแตงโม (WMKK) 
แลวจึงทําการฉีดสารแขวนลอยแบคทีเรีย เขาใตใบเล้ียงของพืชทดสอบปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร แลว
จึงคลุมตนพืชทดสอบดวยถุงพลาสติกเปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปดถุงพลาสติกออก ต้ังแต
เร่ิมเพาะเมล็ดจนกระทั้งตรวจผล  ตองราดน้ําลงบนพื้นโรงเรือนเชาและเย็น เพื่อควบคุมเปอรเซ็นต
ความช้ืนใหอยูที่ 60-70 เปอรเซ็นตและอุณหภูมิอยูระหวาง 28-35 องศาเซลเซียส  สังเกตอาการ
ของโรคบนใบเล้ียงของพืชทดสอบเปรียบเทียบกับตนพืชชุดควบคุมที่ทําการปลูกเช้ือโดยใชน้ํากล่ัน
นึ่งฆาเช้ือ 

 
4.  การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาของพืชสกุลแตง  

4.1  การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค direct ELISA  มีข้ันตอนดังนี้ 
4.1.1 เขียนแผนผังของการตรวจตัวอยาง  บัฟเฟอร (buffer),  ชุดควบคุมที่ใหผล

ลบ (negative control), ชุดควบคุมที่ใหผลบวก (positive control)  ขอมูลรายละเอียดของตัวอยาง
ที่ตรวจ และ antiserum ที่ใช ลงบน แผนผังการทดลอง (loading diagram) ใหครบสมบูรณ  

4.1.2 เจือจาง capture antibody ที่จําเพาะกับเช้ือ Aac. ดวยสารละลาย 
Coating buffer ในอัตราสวน 1 ตอ 200 จากนั้นเติมสารละลาย capture antibody ดังกลาวลงใน
หลุมอีไลซาหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในกลองชื้นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมงหรือ
ทิ้งขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.1.3 ลางหลุมอีไลซาดวย PBST buffer 7 - 8 คร้ัง จากนัน้เคาะหลุมอีไลซาใหแหง 
4.1.4 ปรับความเขมขนของสารแขวนลอยแบคทีเรียใหไดความเขมขนเช้ือ

ประมาณ 108 cfu/มิลลิลิตรหรือเตรียมตัวอยาง 1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตรดวยสารละลาย General 
extraction buffer  

4.1.5 เติมสารละลาย General extract buffer, บัฟเฟอร (buffer),  ชุดควบคุมที่
ใหผลลบ (negative control), ชุดควบคุมที่ใหผลบวก (positive control) และ ตัวอยางสาร
แขวนลอยแบคทีเรีย ลงใน ELISA Plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตามตําแหนงบนแผนผังที่เขียนไว 
จากนั้นนําไปบมในกลองชื้นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมงหรือทิ้งขามคืนที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

4.1.6 ลางหลุมอีไลซาดวย PBST buffer 7 - 8 คร้ัง จากนั้นเคาะหลุมอีไลซาใหแหง 
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4.1.7 เติม 1 เทาของEnzyme conjugate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลุมอีไลซา 
นําไปบมในกลองชื้นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 

4.1.8 ลางหลุมอีไลซาดวย PBST buffer 7 - 8 คร้ัง จากนั้นเคาะหลุมอีไลซาใหแหง 
4.1.9 เติมสารละลาย PNP substrate ลงใน หลุมอีไลซาหลุมละ 100 ไมโครลิตร  

นําไปบมในกลองชื้น นาน 30-60 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 3 โมล โซเดียมคลอไรด (3 M 
NaCl) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลดวยตาเปลาหรือนําไปอานคาการดูดกลืนแสงดวย
เคร่ืองอานผลอีไลซา  (ELISA reader) ที่ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร โดยตัวอยางที่ใหผลเปน
บวกจะใหสีเหลืองและตัวอยางที่ปกติจะใส  

 4.2  การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย  
 ดําเนินการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากอาการผลเนา และ
ตรวจสอบดวย เทคนิค indirect ELISA  เพื่อเปนการตรวจสอบยืนยันการจําแนกชนิดเช้ือแบคทีเรีย  
7  วิธี ดังนี้ 

4.2.1.    ความสามารถในการยอยแปง (Starch hydrolysis) 
4.2.2.   ปฏิกิริยาออกซิเดส (Oxidase reaction) 
4.2.3.   การสรางสารเรืองแสง (Fluorescent pigment production) 
4.2.4.   การไฮโครไลด arginine (Arginine hydrolase activity) 
4.2.5    การสราง Levan (Levan production) 
4.2.6    ปฏิกิริยาไลโปโลติต (Lypolytic activity) 
4.2.7    การรีดิวซในเตรท (Nitrate reduction) 
 

5.  การทดสอบการกาํจัดเชื้อแบคทีเรยีสาเหตุโรคผลเนาในพืชสกลุแตงบางชนิด 

 5.1  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

        เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. citrulli  (เช้ือแบคทีเรีย
ที่ไดจากกลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร)ใหมีความขุนเมื่อวัด
ดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโมเมตร ใหมีคาเทากับ 0.25 ซึ่งมีความ
เขมขนของเชื้อแบคทีเรียประมาณ 106-108  cfu/มิลลิลิตรนําสารละลายเกล่ียบนผิวหนาอาหาร
ปริมาตร 300 ไมโครลิตรตอ  1  จานอาหาร แลวนํากระดาษกรองที่แชในสารทดสอบชนิดตางๆ วาง
ตรงกลางจานอาหาร ซึ่งสารเคมีที่นํามาทดสอบ จํานวน 5 ชนิด ชนิดละ 3 ความเขมขนและชุด
ควบคุม (น้ํากล่ันฆาเช้ือ) รวมทั้งส้ิน16  กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซ้ํา ๆ โดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD   ดังนี้ 
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กรรมวิธีที่  1  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 0.5  เปอรเซ็นต  
กรรมวิธีที่  2  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 1.0  เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที่  3  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 2.0  เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที่  4  สารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค (สารซึนามิ 100)  เขมขน 55 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร 
กรรมวิธีที ่ 5  สารเพอรอกซีอ่ะซิติกเอสิค (สารซึนามิ 100)  เขมขน 110 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร 

(ตามคําแนะนาํ) 
กรรมวิธีที่  6 สารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค (สารซึนามิ 100)  เขมขน   220 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร                          
กรรมวิธีที ่ 7  สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด (Benzalkonium Chloride) เขมขน  2.5 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที่  8  สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด (Benzalkonium Chloride) เขมขน 5.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที่  9  สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด (Benzalkonium Chloride) เขมขน 10.0เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่10  สารโซเดียมเบนโซเอท  (Sodium Benzoate)  เขมขน  1.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่11  สารโซเดียมเบนโซเอท  (Sodium Benzoate)  เขมขน  5.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่12  สารโซเดียมเบนโซเอท  (Sodium Benzoate)  เขมขน  10.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่13  สารโซเดียมไฮโปรคลอไรด (Sodium hypochloride)  เขมขน  0.5 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่14  สารโซเดียมไฮโปรคลอไรด (Sodium hypochloride)  เขมขน  1.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่15  สารโซเดียมไฮโปรคลอไรด (Sodium hypochloride)  เขมขน  2.0 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีที ่16  ชุดควบคุม (น้าํกล่ันฆาเช้ือ) 
 นําจานอาหารทดสอบบมอุณหภูมิ 24-35 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน ทําการวัดขนาดวงใส
ที่เกิดข้ึนบนอาหารเล้ียงเชื้อ บันทึกผล 
 5.2  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุแตงโม        
   5.2.1 การศึกษาการถายทอดเชื้อ Acidovorax avenae subsp. citrulli บนเมล็ด
พันธุแตงโม 

 นําเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. citrulli  (เช้ือแบคทีเรียที่ไดจากกลุมวิจัย
โรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร (WMPD1228)) เล้ียงบนอาหาร 
Nutrient agar  เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในอุณหภูมิหอง  แลวนํามาเตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียใหมี
ความขุน 0.25 (เมื่อวัดดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร) หลังจาก
นั้นดูดสารแขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 300 ไมโครลิตร เล้ียงในอาหาร Nutrient blotch ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ที่หยดสาร tween 80 เปนเวลา 48 ชั่วโมง บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบเทากับ 200 
รอบตอนาที ในอุณหภูมิหอง  แลวจึงนําเมล็ดพันธุแตงโมที่สมบูรณที่ทําการฆาเช้ือที่ผิวดวย
สารละลายคลอรอกเขมขน 10 เปอรเซ็นตนาน 3 นาที แลวนําเมล็ดฆาเช้ือตอดวยแอลกอฮอล
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เขมขน 95 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที แลวฆาเช้ือดวยคลอรอกเขมขน 10 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 
หลังจากนั้นนํามาลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2 คร้ัง  นําไปผ่ึงใหแหงในตูถายเชื้อจนแหง นําเมล็ดพันธุ
ที่ไดทดสอบการปลูกเช้ือโดยใชเมล็ดพันธุ 100 เมล็ด แชกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย นําต้ังบน
เคร่ืองเขยาบมในอุณหภูมิหอง ในระยะเวลาตางๆ ดังนี้ 
 กรรมวิธีที ่1  เมล็ดแตงโมแชในสารแขวนลอยแบคทีเรียนาน 12 ชั่วโมง 
 กรรมวิธีที ่2  เมล็ดแตงโมแชในสารแขวนลอยแบคทีเรียนาน 24 ชั่วโมง 
 กรรมวิธีที ่3  เมล็ดแตงโมแชในสารแขวนลอยแบคทีเรียนาน 48 ชั่วโมง 

 หลังจากนั้นนาํเมล็ดพนัธุที่ไดมาผ่ึงใหแหงที่อุณหภูมหิอง แลวจึงนําไปปลูกในดินฆาเชื้อใน
โรงเรือนเปนเวลา 14 วนั บันทึกผลเปอรเซน็ตความงอก  อาการที่เกิดบนใบเล้ียงของตนแตงโม นาํ
ใบเล้ียงที่มีอาการของโรคนาํมาตรวจดวยวิธี ELISA และเปอรเซ็นตการเกิดโรคโดยใชสูตร  
  

  เปอรเซ็นตการเปนโรค = จํานวนตนกลาเปนโรค x 100 
                   จํานวนตนกลาทั้งหมด  

 5.2.2  การทดสอบประสทิธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax 
avenae subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุแตงโม        
  ทําการปลูกเช้ือบนเมล็ดพันธุแตงโมตามระยะเวลาที่เกิดโรคไดดีจากขอ 5.2.1 
หลังจากนั้นนําเมล็ดแตงโมที่ได มาทําการกําจัดเช้ือสาเหตุโรคผลเนา  โดยแชเมล็ดแตงโมใน
สารเคมีที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดผลดีจากขอ 5.1  เปนเวลา 15 นาที  ซึ่งสารเคมีที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อที่ใหผลดี ไดแก กรดไฮโดรคลอริก เขมขน 
2.0  เปอรเซ็นต,  สารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 110 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา), 
สารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 220 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร, สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
เขมขน  2.5, 5.0 และ 10.0 เปอรเซ็นต, เมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ือแลวนําไปลางดวยน้ํากล่ันฆา
เชื้อ 2 คร้ัง และ เมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ืออยางเดียว  ชุดควบคุมมี 2 ชุด คือ เมล็ดพันธุแตงโมที่
เขยาในน้ํากล่ันฆาเช้ือ 48 ชั่วโมง และเมล็ดพันธุแตงโมปกติ  ซึ่งเมล็ดแตงโมทดสอบจากทุก
กรรมวิธีหลังจากลางดวยน้ําประปาแลวนําไปผ่ึงใหแหงเปนเวลา 3 วัน ในอุณหภูมิหอง แลวจึงทํา
การเพาะเมล็ดแตงโมในตะกราพลาสติก 100 เมล็ดตอกรรมวิธี วางตะกราเพาะเมล็ดพันธุใน
โรงเรือนที่มีตาขายกันแมลง  ที่มีอุณหภูมิ 24-35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน แลวคลุมตะกราพืช
ทดสอบดวยถุงพลาสติกเปนเวลา 48 ชั่วโมง  แลวจึงเปดถุงพลาสติกสังเกตอาการกับตนกลาของ
แตงโมหลังการเพาะเมล็ด 14 วัน และนําอาการของตนแตงโมที่สงสัยตรวจดวยวิธีอีไลซา ทําการ
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บันทึกจํานวนตนที่งอก และจํานวนตนที่เปนโรคนํามาคํานวณเปอรเซ็นตการงอก และเปอรเซ็นต
การเปนโรคโดยใชสูตร  

เปอรเซ็นตการเปนโรค = จํานวนตนกลาเปนโรค x 100 
                         จํานวนตนกลาทัง้หมด 
เวลาและสถานที ่
    ตุลาคม 2550  -  กนัยายน 2552  รวม  2 ป 

สถานที่ดําเนนิการ 
1. แปลงปลูกแตงโมและเมลอนของเกษตรกรที่ผลิตเมล็ดพันธุเพื่อการสงออกในทองที่ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ   และภาคกลาง  
2. หองปฏิบัติการกลุมวิจัยการกักกันพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลการทดลองและวิจารณผล 

1. สํารวจและเก็บตัวอยางโรคผลเนาของพืชสกุลแตงจากแปลงเกษตรกรท่ีผลิตเมล็ดพันธุ
เพื่อการสงออก 

เก็บตัวอยางใบและผลของแตงโมและเมลอนที่แสดงอาการโรคผลเนา จากแปลงเกษตรกร
ที่ผลิตเมล็ดพันธุเพื่อการสงออกในทองที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ คือ จังหวัด ขอนแกน  อุดรธานี 
กาฬสินธุ  มุกดาหาร อุบลราชธานี สกลนคร ภาคเหนือ คือ ลําปางและนาน  ภาคกลาง คือ  
กาญจนบุรี  จํานวน 47  แปลง โดยเก็บตัวอยางพืชที่เปนมีอาการที่สงสัยวาเปนโรคผลเนา ซึ่งเกิด
จากเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli ลักษณะของผลแตงโมที่มีอาการโรคผลเนา คือ ผิว
ของผลเปนแผลแตกสีน้ําตาล และแสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณรอบแผล เมื่อตัดดูภายในเนื้อผลมี
อาการฉ่ําน้ําสีน้ําตาล แตเนื้อผลไมเนาเละ และไมมีกล่ินเหม็นเนา  และอาการที่เกิดบนใบแตงโมที่
เก็บตัวอยางมาทดสอบ คือ บริเวณเสนกลางใบ และเสนแขนงของใบมีอาการฉ่ําน้ํา หรือเปนรอยสี
น้ําตาลขอบแผลหยักตามเสนใบ  (ภาพที่ 1) 
2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 จากการนําตัวอยางผลของแตงโมที่แสดงอาการโรคผลเนามาแยกเชื้อในหองปฏิบัติการ 
พบวา สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียบริสุทธิ์ได 5 ไอโซเลท เปนเช้ือจากจังหวัดขอนแกน จํานวน 4  ไอ
โซเลท  คือ 51KK1, 51KK2, 51KK3 และ 51KK4 และแยกเช้ือจากผลเนาของจังหวัดกาญจนบุรี 
ไดเช้ือ จํานวน 1 ไอโซเลท คือ 51KJ1  และจากการอนุเคราะหเช้ือ Acidovorax avenae subsp. 
citrulli จํานวน 2 ไอโซเลท ไดแก เช้ือแบคทีเรียที่ไดจากกลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืชที่แยกไดจากแตงโม (WMPD1228) และเช้ือแบคทีเรียจากมหาวิทยาลัยขอนแกนที่แยก
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ไดจากแตงโม (WMKK) ซึ่งทุกไอโซเลทมีลักษณะโคโลนีสีขาวใส กลม ขอบเรียบ นูนเนื้อผิวหนา
อาหาร  ขนาดเล็ก  และเจริญไดชาบนอาหารเล้ียงเชื้อ 
 
3.   การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อที่สงสัยในพืชสกุลแตง 

 การทดสอบการเกิดโรคบนพืชทั้ง 4 ชนิดไดแก แตงโม แตงกวา เมลอน และฟกทอง พบวา 
แบคทีเรียไอโซเลท 51KJ1 ไมสามารถทําใหเกิดอาการใดๆ บนใบเล้ียงของพืชทดสอบทั้ง 4 ชนิด 
แตแบคทีเรียไอโซเลท 51KK1,  51KK2, 51KK3  และ 51KK4 ทําใหเกิดอาการฉํ่าน้ําทั้งบนใบและ
ใตใบเล้ียงของพืชทดสอบ ทั้ง  4  ชนิด  แตตนแตงโมและแตงกวาเนื้อใบยุบตัว  และตนฟกทองเนื้อ
ใบเนาฉีกขาด สวนอาการฉํ่าน้ําของใบเมลอนลามไปถึงใบจริงและยอดหักพับ สวนชุดควบคุมไม
เกิดอาการผิดปกติกับใบเล้ียงที่ฉีดน้ํากล่ันฆาเช้ือ  (ภาพที่ 2) 

 สวนการทดสอบการเกิดโรคบนพืช 5 ชนิด ไดแก  บวบเหลี่ยม  แตงโม แตงกวา เมลอน 
และฟกทอง กับเช้ือแบคทีเรียจากกลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชที่แยกไดจาก
แตงโม (WMPD1228) และเช้ือแบคทีเรียจากมหาวิทยาลัยขอนแกนที่แยกไดจากแตงโม (WMKK) 
พบวาเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท สามารถทําใหพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิด เกิดอาการรอยฉํ่าน้ําบริเวณ
ที่ปลูกเช้ือบนใบเล้ียงหลังจากปลูกเช้ือและคลุมดวยถุงพลาสติกเปนเวลา 48 ชั่วโมง  สวนตนพืช
ทดสอบที่ฉีดดวยชุดควบคุม (น้ํากล่ันฆาเช้ือ)  ใบเล้ียงเปนปกติ (ภาพที่ 3) 

 
4.  การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาของพืชสกุลแตง  

4.1 การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค direct ELISA 

 จากการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ที่แยกไดจากตัวอยางพชืที่มีอาการคลายโรค
ผลเนาจากแปลงปลูกจากจังหวัดกาญจนบุรีและจังหวัดขอนแกน ดวยเทคนิค indirect ELISA 
ปรากฏวาเช้ือแบคทีเรียทัง้ 5 ไอโซเลท ไดแก 51KJ1, 51KK1,  51KK2, 51KK3  และ 51KK4  ให
ปฏิกิริยาไมเกดิสีเหลือง ซึ่งใหผลเปนลบ แสดงวาไมเปนเช้ือสาเหตุโรคผลเนา  

 การทดสอบเช้ือแบคทีเรียที่ไดจากกลุมวิจยัโรคพืช สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื และ
เชื้อแบคทีเรียจากมหาวิทยาลัยขอนแกน เมื่อนํามาทดสอบดวยเทคนคิ  indirect ELISA ปรากฏวา
เชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท ใหปฏิกิริยาเกิดสีเหลือง ซึง่ใหผลเปนบวก แสดงวาเปนเช้ือสาเหตุโรค
ผลเนา 

 4.2  การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย  
 จากการทดสอบคุณสมบัติของชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียทัง้ 5 ไอโซเลท พบวา เช้ือไอโซเลท 
51KK1, 51KK2, 51KK3 51KK4 และ 51KJ1 ใหผลเชนเดียวกัน  คือ 
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  4.2.1.  ความสามารถในการยอยแปง (Starch hydrolysis)  พบวา ใหผลเปนลบ  
เพราะไมสามารถยอยแปงไดบนอาหาร yeast extract nutrient agar (YNA) 

4.2.2.   ปฏิกิริยาออกซิเดส (Oxidase reaction) พบวาใหผลเปนลบ เนื่องจาก   
ไมเกิดปฏิกิริยาออกซิเดส บนแผนกระดาษ tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
เขมขน 1 เปอรเซ็นต 

4.2.3.    การสรางสารเรืองแสง (Fluorescent pigment production)  พบวาใหผล
เปนบวก  เนื่องจากเกิดการสรางสารเรืองแสงบนอาหาร King’s medium B 

4.2.4.    การไฮโดรไลด arginine (Arginine hydrolase activity) พบวาใหผลเปน
บวก เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาสีไฮโดรไลด เนื่องจากสีของอาหารเปล่ียนจากสีเหลืองสมเปนสีแดง
แสดงวาเกิดแอมโมเนีย 

4.2.8 การสราง Levan (Levan production) พบวาใหผลเปนบวก  คือ โคโลนี
ของเช้ือแบคทีเรียทดสอบที่เจริญบนอาหารมีลักษณะสีขาว  นูน และเปนเมือกเยิ้มบนอาหาร 
nutrient sucrose agar  

4.2.9 ปฏิกิริยาไลโปโลติต (Lypolytic activity) พบวาใหผลเปนลบ เนื่องจาก
แบคทีเรียทดสอบสามารถสรางฝาสีขาวบนอาหาร tween 80 agar การรีดิวซในเตรท (Nitrate 
reduction) 

สวนเช้ือแบคทีเรียไดจากกลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และเช้ือ
แบคทีเรียจากมหาวิทยาลัยขอนแกน ใหผลตรงขามกับเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทขางตน 

 
5.  การทดสอบการกาํจัดเชื้อแบคทีเรยีสาเหตุโรคผลเนาในพืชสกลุแตงบางชนิด 

 5.1  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
        ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเชื้อ
ดวยสารเคมีชนิดตางๆ  พบวา  สารที่ใหลักษณะของวงใสมากที่สุด คือ สารเบนซอลโคเนียมคลอ
ไรด เขมขน 10.0 เปอรเซ็นต ใหขนาดวงใสเทากับ 1.14 เซนติเมตร รองลงมา คือ สารเบนซอลโค
เนียมคลอไรด เขมขน 5.0 เปอรเซ็นต มีขนาดเสนผานศูนยกลางในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียเทากับ 1.09 เซนติเมตร และ สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด เขมขน  2.5 เปอรเซ็นต สาร
เพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 220 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร และสารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 
110 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา) มีขนาดเสนผานศูนยกลางในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียเทากับ 1.09, 0.97 และ 0.51 เซนติเมตร ตามลําดับ  แตมีขนาดเสนผานศูนยกลางใน
การยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียที่เกิดข้ึนกับการทดสอบของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่
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ความเขมขน 5.0 และ 10 เปอรเซ็นต จะสังเกตเห็นสวนขุนเกิดข้ึนบริเวณรอบกระดาษกรองทดสอบ
และจึงเกิดวงใสลอมรอบ ซึ่งตองนําสารนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ
โรคผลเนาในเมล็ดพันธุเพื่อดูผลที่เกิดข้ึนอีกคร้ัง  สวนในการทดสอบการกําจัดเช้ือแบคทีเรียกับกรด
ไฮโดรคลอริกที่ความเขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นต พบวามีเสนผานศูนยกลางในการยับยั้ง
การเจริญของเช้ือเทากับ 0.16, 0.22 และ 0.39 เซนติเมตร ตามลําดับ แตสารเคมีที่ไมสามารถ
กําจัดเชื้อแบคทีเรียได คือ สารโซเดียมเบนโซเอท เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต, สารโซเดียมเบนโซเอท  
เขมขน  5.0 เปอรเซ็นต และสารโซเดียมไฮโปรคลอไรด เขมขน  0.5 เปอรเซ็นต ซึ่งไมเกิดวงใสบน
อาหารเล้ียงเชื้อ เชนเดียวกับน้ํากล่ันฆาเช้ือ (ชุดควบคุม) (ตารางที่ 1, ภาพที่ 4) 

5.2  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุแตงโม        
 5.2.1 การศึกษาการถายทอดเชื้อ Acidovorax avenae subsp. citrulli บนเมล็ด
พันธุแตงโม 
 จากการทดสอบการถายทอดโรคผลเนากับเมล็ดพันธุแตงโม โดยการนําเมล็ดพันธุแตงโม
เขยาในเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli ในอาหาร Nutrient Broth ที่ระยะเวลาตางๆ  
หลังจากนั้นนําเมล็ดพันธุแตงโมไปปลูกในดินเพื่อสังเกตอาการของตนแตงโม  พบวา การปลูกเช้ือ
แบคทีเรียกับเมล็ดพันธุแตงโมเปนเวลานาน 12 ชั่วโมง ใหเปอรเซ็นตการงอกสูงที่สุด คือ 98 
เปอรเซ็นต และตนกลาแตงโมเปนปกติ รองลงมาคือการปลูกเช้ือแบคทีเรียนาน 24 ชั่วโมง ให
เปอรเซ็นตความงอกเทากับ 90 เปอรเซ็นต และพบวาตนกลาของแตงโม บริเวณใบเล้ียงเกิดอาการ
ฉํ่าน้ํา เนื้อใบยุบตัว มีเปอรเซ็นตการเกิดโรค 33.33 เปอรเซ็นต และการปลูกเช้ือแบคทีเรียบนเมล็ด
แตงโมเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใหเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 87 เปอรเซ็นต  แตพบวาใหเปอรเซ็นต
การเกิดโรคมากที่สุด คือ  68.97 เปอรเซ็นต  และเมื่อนําใบที่เกิดอาการไปตรวจดวยเทคนิค ELISA 
พบวาใหผลเปนสีเหลือง (เปนผลบวก) สวนชุดควบคุมไมพบอาการใบเล้ียงฉํ่าน้ํา (ตารางที่ 2) 
 5.2.2  การทดสอบประสทิธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเชื้อ Acidovorax 
avenae subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุแตงโม 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการกําจัดเช้ือ Acidovorax avenae subsp. 
citrulli กับเมล็ดพันธุแตงโม หลังจากปลูกเมล็ดแตงโมทดสอบในโรงเรือน  พบวาเมล็ดพันธุแตงโมมี
เปอรเซ็นตความงอกสูงที่สุด คือ เมล็ดพันธุแตงโมที่กําจัดดวยสารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค เขมขน 
110  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา) มีเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 97 เปอรเซ็นต 
รองลงมาคือ กรดไฮโดรคลอริก เขมขน 2.0  เปอรเซ็นต มีเปอรเซ็นตความงอกของตนแตงโมเทากับ  
95 เปอรเซ็นต ใหผลเปอรเซ็นตความงอกใกลเคียงกับชุดควบคุมทั้ง 2 ชุด คือ เมล็ดพันธุแตงโมที่
เขยาในน้ํากล่ันฆาเช้ือ 48 ชั่วโมง และเมล็ดพันธุแตงโมปกติ ใหเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 100 
และ 98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สวนเมล็ดพันธุแตงโมที่กําจัดเช้ือแบคทีเรียดวยสารเบนซอลโค
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เนียมคลอไรด เขมขน 2.5 เปอรเซ็นต ใหเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 88 เปอรเซ็นต  เมล็ดพันธุ
แตงโมที่กําจัดดวยสารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค เขมขน 220  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร และสารเบนซอล
โคเนียมคลอไรด เขมขน 5.0 เปอรเซ็นต  มีเปอรเซ็นตความงอกเทากับ  86 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคา
เปอรเซ็นตความงอกเทากันกับเมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ือแลวนําไปลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2 คร้ัง 
และใกลเคียงกับเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ืออยางเดียว มีคาเทากับ 83 
เปอรเซ็นต   แตเมล็ดพันธุแตงโมที่กําจัดเช้ือแบคทีเรียดวยสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด เขมขน 
10.0 เปอรเซ็นต  พบวาเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 6 เปอรเซ็นต  ซึ่งอาจเปนผลมาจากสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรดมีความเขมขนสูง ทําใหเปนพิษกับเมล็ดพันธุแตงโมกอใหเกิดการตายของ
เมล็ดพันธุได (ตารางที่ 3) 
 ผลจากการสังเกตอาการของใบเลี้ยงของตนกลาแตงโมท่ีเพาะในโรงเรือนเปนเวลา 14 วัน  
พบวา สารเคมีที่ประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุ
แตงโม คือ สารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 110  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา), สาร
เพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 220  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร และกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 2.0  
เปอรเซ็นต ไมพบอาการฉํ่าน้ําที่ใบเล้ียงของตนแตงโมเลย (ภาพที่ 5ก) เชนเดียวกับชุดควบคุมทั้ง 2 
ชุด คือ เมล็ดพันธุแตงโมที่เขยาในนํ้ากล่ันฆาเช้ือ 48 ชั่วโมง และเมล็ดพันธุแตงโมปกติ สวนตน
แตงโมที่กําจัดเช้ือแบคทีเรียดวยสารเบน-ซอลโคเนียมคลอไรด เขมขน 2.5 และ 5.0  เปอรเซ็นต 
พบวาใบเล้ียงของตนกลาแตงโมแสดงอาการฉํ่าน้ําเนื้อใบยุบตัว 39.51 และ 46.51 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ซึ่งผลที่ไดแสดงวาการทดสอบการกําจัดเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เห็นลักษณะ
ขุนบริเวณรอบของกระดาษกรอง อาจเปนเช้ือแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรด เมื่อนํามาทดสอบการกําจัดเชื้อแบคทีเรียบนเมล็ดพันธุ จึงแสดงอาการของโรคเกิดข้ึนกับ
ตนกลาแตงโม แสดงใหเห็นวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดยังไมสามารถกําจัดเช้ือแบคทีเรียได  
และตนกลาแตงโมที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงโมท่ีปลูกเช้ือแลวนําไปลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2 คร้ัง 
พบวาใบเล้ียงของตนกลาแตงโมมีอาการฉ่ําน้ําและเนื้อใบยุบตัว  56.98 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวา
การลางดวยน้ํากล่ันสามารถกําจัดเชื้อแบคทีเรียไดบางสวน แตกําจัดไมไดทั้งหมด สวนเมล็ดพันธุ
แตงโมที่ปลูกเช้ืออยางเดียว พบวาใบเล้ียงมีอาการ     ฉํ่าน้ําและเนื้อใบยุบตัว 93.98 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 5ข) และเมื่อนําใบเล้ียงของตนกลาแตงโมที่มีอาการฉํ่าน้ําและเนื้อใบยุบตัวไปตรวจสอบ
ดวยเทคนิค ELISA พบวาใหผลเปนบวก แสดงวาใบเล้ียงที่เกิดอาการมีสาเหตุเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. citrulli  (ตารางที่ 3) 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 จากการเก็บรวบรวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาจากแปลงเกษตรกรที่ผลิตเมลด็พนัธุพชื
สุกลแตงเพื่อการสงออกของเกษตรกรจากภาคเหนือ  ภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รวม  
47  แปลง  ทําการแยกเช้ือแบคทีเรียบริสุทธิ์ จํานวน 5 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบความสามารถทํา
ใหเกิดโรคกับพืชทดสอบ 4 ชนิด คือ แตงโม เมลอน แตงกวาและ ฟกทอง พบวา ทุกเช้ือสามารถทํา
ใหเกิดอาการฉํ่าน้ําและในบางพืชทดสอบตนกลาเกิดอาการใบเนาเละและตนเหี่ยวทั้งตน  เมื่อ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและตรวจดวยเทคนิค ELISA ผลปรากฏวา แบคทีเรียทุกไอโซเลท
ใหผลเปนลบ และจากความอนุเคราะหจากกลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื  กรม
วิชาการเกษตร และภาควิชาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน ใหเชื้อ 
Acidovorax avenae subsp. citrulli  จํานวน 2 ไอโซเลท ทําการทดสอบการเกิดโรคกับพืช 5 ชนิด 
คือ บวบเหล่ียม แตงโม  แตงกวา เมลอนและ ฟกทอง พบวาเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถทาํ
ใหเกิดอาการฉํ่าน้ําและเนื้อใบยุบตัวโดยที่ตนไมเนาเละในทุกพืชทดสอบ  สวนการทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือและการทดสอบประสิทธิภาพของ
สารเคมีในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียกับเมล็ดพันธุแตงโม พบวา สามารถปลูกเช้ือแบคทีเรียกับเมล็ด
พันธุแตงโมนาน 48 ชั่วโมงไดผลดี และสารเคมีที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือ Acidovorax 
avenae subsp. citrulli  จากเมล็ดพันธุแตงโมใหไดผลดี คือ สารเพอรอกซี่อะซิติกเอสิค เขมขน 
110  มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร (ตามคําแนะนํา), สารเพอรอกซ่ีอะซิติกเอสิค เขมขน 220  มิลลิลิตรตอ
น้ํา 1 ลิตร และกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 2.0  เปอรเซ็นต 

 
คําขอบคุณ 
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อนุเคราะหเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli  เพื่อใชในการทดสอบการกําจัดดวยสารเคมี 
รวมถึงคุณจิรวัฒน ไกรนรา ที่ชวยในการปลูกเมล็ดพันธุแตงโมที่ทดสอบในโรงเรือน 
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ภาคผนวก 

ตารางที ่1  การเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของขนาดเสนผานศูนยกลางการยับยั้งการเจริญของ 
Acidovorax avenae subsp. citrulli ของสารเคมีชนิดและความเขมขนตางๆ บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ 

                                                            

ชนิดของสารเคมี        ความเขมขน คาเฉลี่ยของขนาดเสนผาน
ศูนยกลางการยับยั้งการเจริญ ของ 
Acidovorax avenae subsp. citrulli 
บนอาหารเลีย้งเชื้อ (เซนติเมตร) 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.5 เปอรเซ็นต 0.16 
เขมขน 37%  1.0 เปอรเซ็นต 0.22 
 2.0 เปอรเซ็นต 0.39 
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด 2.5 เปอรเซ็นต 0.78 
(Benzalkonium Chloride) 5.0 เปอรเซ็นต 1.14 
 10.0 เปอรเซ็นต 1.09 
สารโซเดียมเบนโซเอท 1.0 เปอรเซ็นต 0.00 
(Sodium Benzoate) 5.0 เปอรเซ็นต  0.00 
 10.0 เปอรเซ็นต  0.13 

เขมขนนอยกวา 
½ ของคําแนะนํา 

0.33 

คําแนะนํา 0.51 

สารเพอรอกซีอ่ะซิติกเอสิค 
(Tsunami 100)  
220 ml/H2O 2 l. 

Tsu เขมขน
มากกวา 2 เทา 
ของคําแนะนํา 

0.97 

สารโซเดียมไฮโปรคลอไรด 0.5 เปอรเซ็นต 0.00 
(Sodium hypochloride) 1.0 เปอรเซ็นต 0.17 
เขมขน 5.25% w/w 2.0 เปอรเซ็นต 0.31 
ชุดควบคุม (น้าํกล่ันฆาเช้ือ)  - 0.00 
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ตารางที ่ 2  การเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตความงอกและเปอรเซ็นตการเกิดโรคในการศึกษาการ
ถายทอดเชื้อ Acidovorax avenae subsp. citrulli บนเมล็ดพันธุแตงโม ที่ระยะเวลาตางๆ  

ระยะเวลาการถายทอดเชือ้ 
Acidovorax avenae subsp. 
citrulli บนเมล็ดพันธุแตงโม 

เปอรเซ็นตความงอก เปอรเซ็นตการเกิดโรค 

ปลูกเช้ือนาน 12 ชั่วโมง 98 0.00 

ปลูกเช้ือนาน 24 ชั่วโมง 90 33.33 

ปลูกเช้ือนาน 48 ชั่วโมง 87 68.97 

                                                                             

ตารางท่ี 3  การเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตความงอกและเปอรเซ็นตการเกิดโรคของสารเคมีชนิดและ
ความเขมขนตางๆ  ในการกาํจัดเชื้อ Acidovorax avenae subsp. citrulli กับเมล็ดพันธุ
แตงโม 

ชนิดของสารเคมี            ความเขมขน เปอรเซ็นต
ความงอก 

เปอรเซ็นต
การเกิดโรค 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 37  
เปอรเซ็นต 

2.0 เปอรเซ็นต 95 0 

สารเบนซอลโคเนียมคลอไรด 2.5 เปอรเซ็นต 88 39.77 
(Benzalkonium Chloride) 5.0 เปอรเซ็นต 86 46.51 
 10.0 เปอรเซ็นต 6 100 

คําแนะนํา 97 0 สารเพอรอกซีอ่ะซิติกเอสิค  
(Tsunami 100)  
220 มิลลิลิตร/น้ํา 2 ลิตร 

เขมขนมากกวา 
 2 เทา  ของ
คําแนะนํา 

86 0 

เมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ืออยางเดียว   - 83 93.98 
เมล็ดพันธุแตงโมที่ปลูกเช้ือแลว
นําไปลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2 คร้ัง 

- 86 56.98 

เมล็ดพันธุแตงโมที่เขยาในน้าํกล่ัน
ฆาเช้ือ 48 ชัว่โมง 

- 100 0 

เมล็ดพันธุแตงโมปกติ   - 98 0 
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ภาพที่ 1 ลักษณะของอาการโรคผลเนาสาเหตุเกิดจากเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli   
 ก) ลักษณะอาการบริเวณเปลือกของผลแตงโม  ข) เม่ือตัดดูภายในเน้ือผลมีอาการฉํ่าน้ําสีน้ําตาลบน 

ค) ลักษณะอาการฉํ่าน้ําบริเวณเสนบนใบของตนแตงโม ง) ลักษณะอาการฉํ่าน้ําบริเวณเสนใตใบของตนแตงโม   

ก

ข 

ค 

ง 

 ก 
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ภาพที่ 2  ลักษณะอาการของตนพืชชนิดตางๆ เม่ือทําการปลูกเช้ือทดสอบ  
ก) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงโมที่ทําการปลูกเช้ือทดสอบ     ข) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงโมที่ทําการฉีดน้ํากล่ันฆา 
ค) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงกวาท่ีทําการปลูกเช้ือทดสอบ    ง) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงกวาท่ีทําการฉีดน้ํากล่ันฆา 
จ) อาการของใบเล้ียงตนกลาเมลอนที่ทําการปลูกเช้ือทดสอบ     ฉ) อาการของใบเล้ียงตนกลาเมลอนที่ทําการฉีดน้ํากล่ันฆา 
ช) อาการของใบเล้ียงตนกลาฟกทองที่ทําการปลูกเช้ือทดสอบ    ซ) อาการของใบเล้ียงตนกลาฟกทองที่ทําการฉีดน้ํากล่ันฆา 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ช ซ 
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ภาพที่ 3  ลักษณะอาการของใบเล้ียงของตนพืชทดสอบชนิดตางๆ เม่ือทําการปลูกเช้ือแบคทีเรียจากกลุมวิจัย
โรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ที่แยกไดจากแตงโม (WMPD1228)  
และเช้ือแบคทีเรียจากภาควิชาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกนที่แยกไดจาก
แตงโม (WMKK) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
ก) อาการของใบเล้ียงตนกลาบวบเหล่ียม ข) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงโม 
ค) อาการของใบเล้ียงตนกลาแตงกวา  ง) อาการของใบเล้ียงตนกลาเมลอน 
จ) อาการของใบเล้ียงตนกลาฟกทอง 

 
 
 
 
 
 

 

ข 

 
ง 

จ 

ค 

ก 
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ภาพที่ 4  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีชนิดและความเขมขนตางๆ ในการกําจัดเช้ือ Acidovorax 
avenae subsp. citrulli บนอาหารเล้ียงเช้ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
ก) การทดสอบสารเบนซอลโคเนียมที่ความเขมขนตางๆ เทียบกับชุดควบคุม 
ข) การทดสอบสารเพอรอกซี่อะซิกเอสิคที่ความเขมขนตางๆ เทียบกับชุดควบคุม 
ค) การทดสอบกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนตางๆ เทียบกับชุดควบคุม 
ง) การทดสอบสารโซเดียมเบนโซเอทที่ความเขมขนตางๆ เทียบกับชุดควบคุม 

จ) การทดสอบสารโซเดียมไฮโปรคลอไรด ที่ความเขมขนตางๆ เทียบกับชุดควบคุม 

 
 

ก ข 

ค ง 

จ 
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ภาพที่ 5   ลักษณะใบเล้ียงของตนกลาแตงโม  
ก) ลักษณะใบเล้ียงปกติ   
ข) อาการเน้ือฉํ่าน้ํา เนื้อใบยุบตัวที่เกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ Acidovorax avenae 
subsp. citrulli  บนตนกลาแตงโม  

ข 

ก 
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การเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของรา Guignardia citricarpa  
สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ 

Surveillance and Distribution of Guignardia citricarpa  Caused  
Black Spot Disease of Pummelo 

 
พรพิมล  อธปิญญาคม  สุณีรัตน  สีมะเด่ือ  ชนินทร  ดวงสอาด  

ศรีสรุางค  ลขิิตเอกราช 
กลุมวิจัยโรคพืช  สํานกัวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 

      
 

บทคัดยอ 
 

จากการสํารวจติดตามการระบาดของโรคจุดดําของสมโอในเดือนตุลาคม 2550 – กันยายน 
2551 ในแปลงที่ 1 อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย พบโรคที่ใบในเดือนตุลาคม 2550 – มิถุนายน 
2551  และพบโรคที่ผลในเดือนพฤษภาคม –กันยายน   โดยมีความรุนแรงของโรค 15, 15, 33, 36 
และ 57 เปอรเซ็นต ตามลําดับ   ในแปลงที่ 2 อําเภอเวียงแกน จังหวดัเชียงราย  พบโรคที่ใบในเดือน
พฤศจิกายน 2550 – กุมภาพันธ 2551  และพบโรคที่ผลในเดือนพฤษภาคม –กันยายน   โดยมีความ
รุนแรงของโรค 5, 5, 65, 66  และ 89 เปอรเซน็ต ตามลําดับ  ในแปลงที ่1 อําเภอสามพราน จงัหวัด
นครปฐม พบโรคที่ใบในเดือนมกราคม  – มิถุนายน 2551  และพบโรคที่ผลในเดือนกรกฎาคม –
กันยายน   โดยมีความรุนแรงของโรค 10, 10  และ 15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และในแปลงท่ี 2 
อําเภอนครชัยศรี  จังหวัดนครปฐม พบโรคที่ใบในเดือนตุลาคม 2550  – มีนาคม 2551  และพบโรคที่
ผลในเดือนมถินุายน –กันยายน   โดยมีความรุนแรงของโรค 10, 15, 20  และ 25 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ 

จากการสํารวจติดตามการระบาดของโรคจุดดําของสมโอ ระหวางดือนตุลาคม 2551 – 
กันยายน 2552   ทําการสํารวจโรคจุดดําจํานวน 3 แปลง ที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย ใน
แปลงที่ 1 พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี ้2, 0, 0, 0, 0, 5, 5, 0, 0, 5, 15, 15 เปอรเซ็นต 
และพบโรคทีผ่ลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 7, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0 เปอรเซ็นต  
สําหรับแปลงที่ 2 พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 10, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 10, 15, 0 
เปอรเซ็นต และพบโรคที่ผลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 20, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 5, 5, 10, 15, 0  
 

รหัสการทดลอง 07-01-51-01-01-01-01-51 
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เปอรเซ็นต สวนแปลงที่ 3  พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 10, 10, 0, 0, 0, 0, 0, 10, 10, 
10, 10, 10 เปอรเซ็นต และพบโรคที่ผลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 40, 50, 0, 0, 2, 1, 8, 10, 
10, 10, 10, 20 เปอรเซ็นต 

สํารวจสถานการณโรคจุดดําพบการระบาดของโรคจุดดําที่จังหวัดสมทุรสงคราม  ราชบุรี  
ตราด  เชียงราย  เชียงใหม  ชุมพร  นครศรีธรรมราช  และสงขลา ระหวางเดือนสิงหาคม 2550 – 
พฤศจิกายน 2551  พบโรคจุดดําบนสมโอพันธุทองดี  ทีอํ่าเภอนครชัยศรี อําเภอสามพราน จงัหวดั
นครปฐม  อําเภอบางคณฑี  จังหวัดสมุทรสงคราม  อําเภอดําเนินสะดวก จงัหวัดราชบุรี  อําเภอ
เกาะชาง จงัหวัดตราด  อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชียงราย  อําเภอเมือง อําเภอแมริม จังหวัด
เชียงใหม  อําเภอเมือง จงัหวดัชุมพร  อําเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช อําเภอหาดใหญ  จงัหวดั
สงขลา  พบโรคจุดดําบนสมโอพันธุขาวใหญ  และพวงชมภู ที่ อําเภอเวียงแกน  จงัหวัดเชียงราย  
พันธุจาวเสวย พบโรคจุดดําที่อําเภอทาแซะ  จงัหวัดชุมพร  และพันธุทับทมิสยาม พบโรคจุดดําที่ 
อําเภอปากพนัง จังหวัดนครศรีธรรมราช 

 
คํานํา 

ราสกุล Guignardia  Viala & Ravaz  อยูใน Class Ascomycetes, Order 
Sphaeropsidales, Family Mycosphaerellaceae   มรีา Phyllosticta Pers  เปน Anamorphic 
state อยูใน Class Coelomycetes  สวนใหญราสกุลนี้เจริญอยูบนใบพืชทาํใหเกิดโรคใบจุด โดยรา
สราง pycnidia บนใบพืช conidia มี 1 เซลล นอกจากอยูบนใบพชืแลวรายังเจริญอยูบนกิง่ ลําตน 
ของพืชดวย รา Guignardia เปนสาเหตุโรคพืชที่สําคัญหลายชนิด ไดแก โรค Black spot ของพืช
ตระกูลสมสาเหตุเกิดจาก Guignardia citricarpa (anamorphic state: Phyllosticta citricarpa) 
(Kiely, 1949; Sutton and Waterston, 1966) โรค Black rot ขององุน สาเหตุเกิดจาก Guignardia 
bidwelli (anamorphic state: Phyllosticta ampelicida) (Sivanesan and Holliday, 1981)  โรค
ใบจุดของกลวยสาเหตุเกิดจาก Guignardia musae (anamorphic state: Phyllosticta 
musarumi) (Punithalingam and Holliday, 1975)   

นอกจากราสกลุนี้เปนสาเหตุโรคพืชแลวยงัเปนราเอ็นโดไฟทเจริญอยูบนใบพชืที่ปกติ 
โดยเฉพาะโรค Black spot ของพืชสม ซึ่งมีสาเหตุเกิดจาก G. citricarpa  แตมักพบรา G. 
mangiferae ดวยแตพบวาราดังกลาวไมไดเปนสาเหตุของโรคพืช (Glienke-Blanco และคณะ, 
2002; Baayen และคณะ, 2002) ดังนัน้การศึกษาลักษณะตางของราเพื่อจําแนกชนิดนัน้เปนส่ิงที่
สําคัญและจะทําการพิสูจนการเกิดโรคของราแตละชนิดดวยเพื่อยืนยนัวารานัน้เปนสาเหตุของโรค
หรือไมใชสาเหตุของโรค การจําแนกราสกุลนี้ในระดับ species โดยศึกษาลักษณะ morphological 
characters นั้น จะเหน็ไดวาลักษณะของราทาง morphological characters จะไมแตกตางกนั
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อยางเดนชัด ซึ่งชนิดของราอาจจะมีความสัมพนัธกับพชือาศัย  รา Phyllosticta  ที่เปนสาเหตุของ
โรคพืชอาจมีความแตกตางกบัราที่อาศัยอยูบนใบพชืที่รวงอยูบนพื้นดิน การจําแนกราสกุลนี้
นอกจากใชลักษณะทาง morphological characters  แลวก็ยังใชขอมูลทางนิเวศวทิยาของเชื้อมา
ประกอบการจาํแนก ดังนั้นจึงตองทําการสํารวจการสถานการณโรค black spot ในประเทศไทย 
และศึกษาการจําแนกรา Guignardia citricarpa  ที่เปนสาเหตุโรค black spot และ Guignardia 
mangiferae โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ เพื่อใหไดขอมูลของเช้ือไดแก ชนิดชองเชื้อ
(species) ลักษณะประจําสายพนัธุ และเขตแพรระบาด จะเปนขอมูลและเปนประโยชนตอการ
สงออกสมโอไปยังตางประเทศ  

ราสาเหตุของโรคจะชอบเขาทําลายในสภาพอากาศรอนชื้นโดยเฉพาะในชวงฤดูรอน ซึ่ง
สภาพอากาศดังกลาวเปนลักษณะภูมิอากาศของประเทศที่ปลูกพืชตระกูลสมในแถบ Southeast 
Asia, Africa, South America, Australia ระยะที่ผลออนแอตอการเขาทาํลายคือชวงที่ผลมีอาย ุ4-
5 เดือนแตจะไมแสดงอาการของโรคจนผลกระทัง่สมอายุใกลเกบ็เกี่ยว  มกีารศึกษาเกี่ยวกับ
อิทธิพลของอุณหภูมิ ปริมาณน้ําฝน  ความช้ืนที่ใบ และปริมาณความชื้นสัมพัทธ ทีม่ีผลตอการเกดิ 
การปลอยและการงอกของ ascospores  มากมาย (Pinkerton และคณะ, 1998; Hartman และ
คณะ, 1999; MacHardy และคณะ, 2001; Mondal และ Timmer, 2002; Renato และคณะ, 
2006) ปจจัยตาง ๆ นี้มีความสําคัญตอการเกิดและระบาดของโรค ดังนัน้ขอมูลเหลานี้สามารถนํา
ใชในการควบคุมโรคที่เหมาะสมตอไป เนือ่งจากโรค black spot มีความสําคัญทางเศรษฐกิจมาก 
มีรายงานพบโรคนี้ในทกุแหลงปลูกพชืตระกูลสมใน เอเซียตะวนัออกเฉียงใต แอฟริกา อเมริกาใต 
ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด แตยังไมมีรายงานพบในสหภาพยุโรป (European Union, 2000) และ
สหรัฐอเมริกา (Kotzé, 1981)  โรคนี้จงึจัดเปนศัตรูพชืกักกนัของประเทศในสหภาพยุโรป และ
สหรัฐอเมริกา การนาํเขาสมทั้งสองแหลงนีต้องปลอดโรค black spot     
 

วิธีดําเนินการ 
วิธีการ 

1. กําหนดแปลงทดลองที่จะทําการสํารวจการแพรกระจายของโรค black spot ทั้งหมด 4 
แปลง  ไดแก แปลงสมโออําเภอนครชัยศรีและอําเภอสามพราน จังหวดันครปฐม  และแปลงสมโอ
จํานวน 2 แปลง ในอําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย 

2. สํารวจการแพรกระจายของโรค black spot ของสมโอ จากแปลงสมโอ 4 แปลง  ไดแก 
แปลงสมโออําเภอนครชัยศรีและอําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม  และแปลงสมโอจํานวน 2 
แปลง ในอําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย  โดยสุมตรวจตนสมโอที่เปนโรคอยางมแีบบแผนแตละ
แปลง  กําหนดตรวจ 1 ตน เวน 3 ตน  ประเมินการเกิดโรค 
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 3. รวบรวมสรุปขอมูลการแพรกระจายของโรค black spot ของสมโอ 
 
เวลาและสถานที ่
เวลา   เริ่มตน – สิ้นสุด   

ตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 
 สถานที ่   - แปลงสมโอ อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย 2 แปลง 
    - แปลงสมโอ อําเภอสามพราน  จงัหวัดนครปฐม 1 แปลง 

- แปลงสมโอ อําเภอนครชัยศรี  จังหวัดนครปฐม 1 แปลง 
    - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
กําหนดแปลงสมโอที่จะทาํการสํารวจและประเมินความรุนแรงของโรคจุดดําของสมโอใน

อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย  จํานวน 2  แปลง และที่จังหวัดนครปฐม 2 แปลง ไดแก อําเภอ
นครชัยศรีและอําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม   

การสํารวจระหวางเดือนตุลาคม 2550 – ตุลาคม 2551 
แปลงที่ 1 อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย 

พบโรคที่ใบในเดือนตุลาคม 2550 – มิถุนายน 2551  และพบโรคที่ผลในเดือนพฤษภาคม –
กันยายน   โดยมีความรุนแรงของโรค 15, 15, 33, 36 และ 57 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
แปลงที่ 2 อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย 

พบโรคที่ใบในเดือนพฤศจกิายน 2550 – กุมภาพนัธ 2551  และพบโรคที่ผลในเดือน
พฤษภาคม –กันยายน   โดยมีความรุนแรงของโรค 5, 5, 65, 66  และ 89 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

การสํารวจระหวางเดือนตุลาคม 2551 – ตุลาคม 2552 
จากการสํารวจติดตามการระบาดของโรคจุดดําของสมโอ ระหวางดือนตุลาคม 2551 – 

กันยายน 2552   ทําการสํารวจโรคจุดดําจํานวน 3 แปลง ที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย ใน
แปลงที่ 1 พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี ้2, 0, 0, 0, 0, 5, 5, 0, 0, 5, 15, 15 เปอรเซ็นต 
และพบโรคทีผ่ลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 7, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0 เปอรเซ็นต  
สําหรับแปลงที่ 2 พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 10, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 10, 15, 0 
เปอรเซ็นต และพบโรคที่ผลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 20, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 5, 5, 10, 15, 0  
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เปอรเซ็นต สวนแปลงที่ 3  พบโรคที่ใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 10, 10, 0, 0, 0, 0, 0, 10, 10, 
10, 10, 10 เปอรเซ็นต และพบโรคที่ผลใบโดยมีความรุนแรงของโรคดังนี้ 40, 50, 0, 0, 2, 1, 8, 10, 
10, 10, 10, 20 เปอรเซ็นต 

สํารวจสถานการณโรคจุดดําพบการระบาดของโรคจุดดําที่จังหวัดสมทุรสงคราม  ราชบุรี  
ตราด  เชียงราย  เชียงใหม  ชุมพร  นครศรีธรรมราช  และสงขลา ระหวางเดือนสิงหาคม 2550 – 
พฤศจิกายน 2551  พบโรคจุดดําบนสมโอพันธุทองดี  ทีอํ่าเภอนครชัยศรี อําเภอสามพราน จงัหวดั
นครปฐม  อําเภอบางคณฑี  จังหวัดสมุทรสงคราม  อําเภอดําเนินสะดวก จงัหวัดราชบุรี  อําเภอ
เกาะชาง จงัหวัดตราด  อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชียงราย  อําเภอเมือง อําเภอแมริม จังหวัด
เชียงใหม  อําเภอเมือง จงัหวดัชุมพร  อําเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช อําเภอหาดใหญ  จงัหวดั
สงขลา  พบโรคจุดดําบนสมโอพันธุขาวใหญ  และพวงชมภู ที่ อําเภอเวียงแกน  จงัหวัดเชียงราย  
พันธุจาวเสวย พบโรคจุดดําที่อําเภอทาแซะ  จงัหวัดชุมพร  และพันธุทับทมิสยาม พบโรคจุดดําที่ 
อําเภอปากพนัง จังหวัดนครศรีธรรมราช 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 พบการระบาดของโรคจุดดําของสมโอที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงใหม ระหวางเดือน
ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552    และสํารวจสถานการณโรคจุดดําพบการระบาดของโรคจุดดําที่
จังหวัดสมุทรสงคราม  ราชบุรี  ตราด  เชียงราย  เชียงใหม  ชุมพร  นครศรีธรรมราช  และสงขลา 
ระหวางเดือนสิงหาคม 2550 – พฤศจิกายน 2551  พบโรคจุดดําบนสมโอพนัธุทองดี  ที่อําเภอนคร
ชัยศรี อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม  อําเภอบางคณฑี  จังหวัดสมุทรสงคราม  อําเภอดําเนนิ
สะดวก จังหวดัราชบุรี  อําเภอเกาะชาง จงัหวัดตราด  อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย  อําเภอ
เมือง อําเภอแมริม จังหวัดเชยีงใหม  อําเภอเมือง จงัหวัดชุมพร  อําเภอสิชล จังหวัด
นครศรีธรรมราช อําเภอหาดใหญ  จงัหวดัสงขลา  พบโรคจุดดําบนสมโอพนัธุขาวใหญ  และพวง
ชมภู ที ่อําเภอเวียงแกน  จงัหวัดเชยีงราย  พนัธุจาวเสวย พบโรคจุดดําที่อําเภอทาแซะ  จงัหวัด
ชุมพร  และพนัธุทบัทิมสยาม พบโรคจุดดําที ่อําเภอปากพนงั จังหวัดนครศรีธรรมราช 
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ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของเช้ือรา Guignardia citricarpa สาเหตุโรคจุดดําของ
สมโอ : การเขาทําลายของรา Guignardia citricarpa สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ 

Biology and Ecology of Guignardia citricarpa, the Pomelo Black Spot 
Pathogen : Infection Period of Guignardia citricarpa, the Pomelo Black Spot 

Pathogen 
 

นางสาวสุณรีตัน  สีมะเด่ือ   นางสาวพรพิมล  อธิปญญาคม    
นางสาวศรีสรุางค  ลิขิตเอกราช   นางสาวชนินทร  ดวงสะอาด 

นางสาวธารทิพย  ภาสบุตร 
กลุมวิจัยโรคพืช  สํานกัวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 

      
 

บทคัดยอ 
  

จากการทดลอง เพื่อใหทราบชวงเวลาการเขาทําลายผลสมโอของรา G. citricarpa สาเหตุ
โรคจุดดํา โดยทดลองกรรมวิธีตางๆ คือ เปดถุงหอผลเพื่อใหเช้ือรามีโอกาสไดเขาสูผล เมื่อผลสมโอ
อายุ 0  15  30  45  60  75  90  105 วัน กรรมวิธีควบคุมที่หอผลตลอดเวลาการทดลอง และ
กรรมวิธีที่ไมหอผล ผลการประเมินการเกิดโรคจุดดําบนผลสมโอ หลังการเก็บเกี่ยวผลผลิต ในปที่1 
(พ.ศ. 2551) พบวา กรรมวิธีที่ 5 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 60 วัน และกรรมวิธีที่ 10 ไมหอผล
สมโอ พบการเกิดโรค 2 และ 70 เปอรเซ็นต และความรุนแรงของโรคเฉล่ีย ระดับ 1 และ 3 
ตามลําดับ สวนกรรมวิธีอ่ืนๆไมพบการเกิดโรค และในปที่2 (พ.ศ. 2552) พบวา กรรมวิธีที่ 1 เปดถุง
หอผลเมื่อผลสมโออายุ 0 วัน กรรมวิธีที่ 2 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 15 วัน กรรมวิธีที่ 5 เปดถุง
หอผลเมื่อผลสมโออายุ 60 วัน และกรรมวิธีที่ 10 ไมหอผลสมโอ พบการเกิดโรค 5  1  2  และ10 
เปอรเซ็นต และความรุนแรงของโรคเฉล่ีย ระดับ 1  1  1 และ 3 ตามลําดับ สวนกรรมวิธีอ่ืนๆไมพบ
การเกิดโรค สรุปผลการทดลองในเบื้องตน ไดวาเช้ือรา G. citricarpa มีโอกาสเขาทําลายผลสมโอ
ต้ังแตกลีบดอกรวง จนถึงผลสมโออายุ 60 วัน เพื่อความถูกตองของผลการทดลองจึงทําการทดลอง
ตอในปที่ 3  
 
 
 
รหัสการทดลอง   07-01-51-01-01-01-02-51 
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คํานํา 
 

โรคจุดดํา (Black spot) ของพืชตระกูลสม มีสาเหตุจากรา Guignardia citricarpa Kiely 
(Anamorph: Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der Aa) ทําใหเกิดแผลบนเปลือกของผล
สม ถาอาการรุนแรงจะเปนแผลจุดเล็กทั่วทั้งผล อาการของโรคไมทําใหผลสมเนาหลังการเก็บเกี่ยว 
(Kotzé, 1981) แตจะทําใหราคาของผลผลิตตํ่าลง พันธุพืชตระกูลสมที่ปลูกเปนการคามักออนแอ  
ตอโรคนี้ ไดแก มะนาว สม (โดยเฉพาะพันธุ Valencia) navel oranges (C. sinensis (L.) 
Osbeck) และ grapefruit (C. paradise Macf.) ยกเวน sour orange (C. aurantium L.) และ
พันธุลูกผสมจะตานทานตอโรคนี้ (Kotzé, 1981) 

โรคนี้พบคร้ังแรกในป ค.ศ. 1895 ที่ New South Wales ประเทศออสเตรเลียบนสมพันธุ 
Valencia (Kiely, 1949) และตอมาพบการแพรระบาดในประเทศ South Africa โดยการติดมาจาก
ตาสมที่นําเขามาจากประเทศออสเตรเลีย ปจจุบันมีรายงานโรคนี้ในทุกแหลงปลูกพืชตระกูลสมใน 
เอเชียตะวันออกเฉียงใต แอฟริกาใต อเมริกาใต ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด แตยังไมมีรายงานพบ
ในสหภาพยุโรป (European Union, 2000) และสหรัฐอเมริกา (Kotzé, 1981) โรคนี้จัดเปนศัตรูพืช
กักกันของประเทศในสหภาพยุโรป  

มีการศึกษาพบวาปจจัยตาง ๆ ทางอุตุนิยมวิทยา ไดแก อุณหภูมิ ปริมาณน้ําฝน  ความชื้น
ที่ใบ และปริมาณความช้ืนสัมพัทธ มีผลตอการเกิด การปลอย และการงอกของ ascospores ของ
รา G. citricarpa ซึ่งมีความสําคัญตอการเกิด และระบาดของโรค (Pinkerton et. al., 1998 ; 
Hartman et. al., 1999 ; MacHardy et. al., 2001 ; Mondal et. al., 2002 ; Renato et. al., 
2006) Renato และคณะ (2006) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิ ความชื้นของใบ และปริมาณน้ําฝน   
ตอการผลิต ascospores ของรา G. citricarpa และความรุนแรงของโรคจุดดําของสมพันธุ 
Valencia (sweet orange) และพันธุ Natal ทําการทดลองในสวนสม 2 สวน ใน Mogi Guacu ใน
รัฐ Sao Paulo ประเทศบราซิล ระหวางเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2000 –มีนาคม ค.ศ. 2001 โดยการ
ใช spore trap พบวาการผลิต ascospores ของเชื้อรา ทั้งสองสวนข้ึนอยูกับอุณหภูมิ ความชื้นของ
ใบ และปริมาณน้ําฝน  และพบ ascospores มาก ต้ังแตชวงฤดูใบไมผลิจนถึงฤดูรอนหลังจากมีฝน
ตกคร้ังแรก โดยพบสปอรมากที่สุดในเดือนมกราคมและกุมภาพันธ 

ในประเทศไทยยังไมพบรายงานการศึกษาถึงการเขาทําลายของเชื้อ รา G. citricarpa 
สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ ดังนั้นจึงไดทําการศึกษา เพื่อทราบชวงเวลาการเขาทําลายผลสมโอของ
รา G. citricarpa สาเหตุโรคจุดดํา เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการหาวิธีการปองกันกําจัดโรคที่มี
ประสิทธิภาพตอไป 
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วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

1. สมโอ พนัธุทองดี ในแปลงของเกษตรกร อ.เวยีงแกน จ.เชียงราย 
2. อุปกรณที่ใชในแปลงปลกูพืช ไดแก ถุงหอผลไม (ถุงรีเมย) ปายเลเบล กรรไกรตัดแตงกิ่ง 

เคร่ืองพนสารเคมี และจอบ เปนตน  
3. สารปองกันกําจัดโรคพืช และสารฆาแมลง  
4. วัสดุอุปกรณที่ใชในหองปฏิบัติการเช้ือรา เชน เข็มเข่ีย มีดโกน มีดผาตัด แผนแกวสไลด

พรอมแผนปดสไลด และตะเกียงแอลกอฮอล  
5. กลองจุลทรรศน พรอมกลองถายภาพ และฟลม 

วิธีการ 
1. กําหนดแปลงทดลอง  

กําหนดแปลงทดลอง โดยทดสอบกับแปลงสมโอ พนัธุทองดี ที ่ อ.เวียงแกน จ.เชียงราย 
จํานวน 1แปลง  
2. บันทึกขอมูลสภาพอากาศ 

บันทกึขอมูลสภาพอากาศ ไดแก อุณหภูมิสูงสุด อุณหภูมิตํ่าสุด  ความชื้นสัมพัทธ ปริมาณ
น้ําฝน  และความเร็วลม บริเวณแปลงปลูกสมโอ ในชวงเวลาการทดลอง (กมุภาพันธ - กนัยายน 
2551 และ กุมภาพันธ – กันยายน 2552) 
3. ประเมินการเกิดโรคจุดดําของสมโอ  

เลือกตนสมโอที่ออกดอกอายุสม่ําเสมอ จาํนวน 20 ตน เร่ิมทาํการทดลองหลังจากดอกสม
โอรวงจากตนประมาณ ¾ ของดอกสมโอทั้งหมด หลังจากพนสารเคมีปองกนักาํจัดโรคพืช และ
แมลงศัตรู เปนเวลา 1 วนั สุมผลสมโอ จาํนวน 400 ผล หอผลสมโอที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
0.4 เซน็ติเมตร ดวยถุงหอผลไม ขนาด 35 x 50 เซ็นติเมตร หลังจากหอผลสมโอ 15 วัน สุมเลือกผล
สมโอทีห่อแลว จํานวน 10 ผล จากสมโอแตละตน เอาถุงหอผลออก ทิง้ไว 15 วนั แลวนําถุงหอ
ผลไมมาหอใหมอีกคร้ังหนึ่ง พรอมทัง้ติดปายช่ือใหสัญลักษณไว ทาํเชนนีทุ้ก ๆ 15 วนั จนกระทัง่สม
โอใกลเก็บเกีย่ว 

วางแผนการทดลอง แบบ RCB โดยมี10 กรรมวิธี 4 ซ้ํา ๆ ละ 10 ผล ดังนี ้
กรรมวิธีที1่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ0 วนั (กลีบดอกรวง)  
กรรมวิธีที2่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ15 วัน  
กรรมวิธีที3่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ30 วัน  
กรรมวิธีที4่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ45 วัน  
กรรมวิธีที5่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ60 วัน  
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กรรมวิธีที6่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ75 วัน  
กรรมวิธีที7่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ90 วัน  
กรรมวิธีที8่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ105 วนั  
กรรมวิธีที9่ ไมเปดถุงหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 1) 
กรรมวิธีที1่0 ไมหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 2) 
ประเมินความรุนแรงของโรคจุดดําของสมโอ หลังจากเกบ็เกี่ยวผลผลิต โดยใหระดับความ

รุนแรงของโรคดังนี ้
ระดับ 0  ผลสมโอไมแสดงอาการโรค 
ระดับ 1  เกิดแผลบนผล 1-3 แผล 
ระดับ 2  เกิดแผลบนผล 4-6 แผล 
ระดับ 3  เกิดแผลบนผลมากกวา 6 แผล 
และคํานวณเปอรเซ็นตผลสมโอที่เปนโรค 

4. บันทึกผลการทดลอง 
บันทึกขอมูลอุตุนิยมวิทยา ไดแก อุณหภูมิสูงสุด อุณหภูมิตํ่าสุด ความชื้นสัมพัทธ ปริมาณ

น้ําฝน และความเร็วลม บริเวณแปลงปลูกสมโอ ในชวงเวลาการทดลอง บันทึกการเกิดโรค          
หาคาเฉลี่ยความรุนแรงของการเกิดโรคและเปอรเซ็นตการเกิดโรค 
 
เวลาและสถานที ่

เวลา   เริ่มตน  ตุลาคม 2550    สิน้สุด  กนัยายน 2553 
 สถานที ่ กลุมวิจยัโรคพชื สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช และแปลงปลูกสมโอ
ของเกษตรกร อําเภอ เวยีงแกน จังหวัดเชยีงราย 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

จากการประเมินการเกิดโรคจุดดําบนผลสมโอ หลังการเก็บเกี่ยวผลผลิต ของผลสมโอที่
ทดลองกรรมวิธีตางๆ คือ เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 0  15  30  45  60  75  90  105 วัน
กรรมวิธีควบคุมที่หอผลตลอดเวลาการทดลอง และกรรมวิธีที่ไมหอผล ในปที่1 (พ.ศ. 2551) พบวา 
กรรมวิธีที่ 5 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 60 วัน และกรรมวิธีที่ 10 ไมหอผลสมโอ พบการเกิดโรค 
2 และ 70 เปอรเซ็นต และความรุนแรงของโรคเฉล่ีย ระดับ 1 และ 3 ตามลําดับ สวนกรรมวิธีอ่ืนๆไม
พบการเกิดโรค (ตารางที่ 1) และในปที่2 (พ.ศ. 2552) พบวา กรรมวิธีที่ 1 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโอ
อายุ 0 วัน กรรมวิธีที่ 2 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 15 วัน กรรมวิธีที่ 5 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโอ



 1053 

อายุ 60 วัน และกรรมวิธีที่ 10 ไมหอผลสมโอ พบการเกิดโรค 5  1  2  และ10 เปอรเซ็นต และความ
รุนแรงของโรคเฉล่ีย ระดับ 1  1  1 และ 3 ตามลําดับ สวนกรรมวิธีอ่ืนๆไมพบการเกิดโรค (ตารางที่ 
2)  

ขอมูลอุตุนิยมวิทยา ในชวงเวลาการทดลองปที่1 (กุมภาพันธ ถึง กันยายน 2551) คือ 
อุณหภูมิสูงสุดเฉล่ีย 30.7 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตํ่าสุดเฉล่ีย 20.6 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเฉล่ีย 
23.8 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําฝนเฉล่ีย 5.7 มิลลิเมตร ความช้ืนสัมพัทธเฉล่ีย 74 เปอรเซ็นต และ
ความเร็วลมเฉลี่ย 0.51 กิโลเมตร/ชั่วโมง (ตารางที่ 3) และปที่2 (กุมภาพันธ ถึง กันยายน 2552) คือ 
อุณหภูมิสูงสุดเฉล่ีย 32.4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตํ่าสุดเฉล่ีย 21.4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเฉล่ีย 
26.9 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําฝนเฉล่ีย 8.0 มิลลิเมตร ความช้ืนสัมพัทธเฉล่ีย 73.5 เปอรเซ็นต 
และความเร็วลมเฉลี่ย 0.99 กิโลเมตร/ชั่วโมง (ตารางที่ 4) 

 
ตารางที่ 1 เปอรเซ็นตการเกดิโรคจุดดํา และระดับความรุนแรงของโรค จากการทดลองปที1่  
                 (พ.ศ.2551) 
 

กรรมวธิ ี % การ
เกิดโรค 

ระดับความ
รุนแรงของโรค

เฉลี่ย 

หมายเหตุ 

กรรมวิธีที1่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ0วนั  0 - 
กรรมวิธีที2่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ15วัน  - 
กรรมวิธีที่3 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ30วัน 0 - 
กรรมวิธีที4่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ45วัน 0 - 
กรรมวิธีที5่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ60วัน 2 1 
กรรมวิธีที6่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ75วัน 0 - 
กรรมวิธีที่7 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ90วัน 0 - 
กรรมวิธีที่8 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ105วัน 0 - 
กรรมวิธีที9่ ไมเปดถุงหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 1) 0 - 
กรรมวิธีที1่0 ไมหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 2) 70 3 

ทุกกรรมวิธี ผลสมโอ
สวนใหญถูกไรสนิม 
และเพล้ียไฟทาํลาย 
และบางผลพบราดํา 
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ตารางที่ 2 เปอรเซ็นตการเกดิโรคจุดดํา และระดับความรุนแรงของโรค จากการทดลองปที ่2  
                  (พ.ศ.2552) 
 

กรรมวธิ ี % การเกิด
โรค 

ระดับความรนุแรง
ของโรคเฉลีย่ 

กรรมวิธีที1่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ0วนั  5 1 
กรรมวิธีที2่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ15วัน 1 1 
กรรมวิธีที่3 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ30วัน 0 - 
กรรมวิธีที4่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ45วัน 0 - 
กรรมวิธีที5่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ60วัน 2 1 
กรรมวิธีที6่ เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ75วัน 0 - 
กรรมวิธีที่7 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ90วัน 0 - 
กรรมวิธีที่8 เปดถุงหอผลออกเม่ือผลสมโอ อาย ุ105วัน 0 - 
กรรมวิธีที9่ ไมเปดถุงหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 1) 0 - 
กรรมวิธีที1่0 ไมหอผลสมโอ (กรรมวิธีควบคุม 2) 10 1 

 
ตารางที ่3 ขอมูลอุตุนิยมวทิยา ชวงเดือนกุมภาพนัธ ถึง กันยายน พ.ศ. 2551  
 
เดือน 

 
อุณหภูมิ 
สูงสุด 
 (oC) 

อุณหภูมิ 
ตํ่าสุด 
 (oC) 

อุณหภูมิ 
เฉลี่ย 
(oC) 

ปริมาณ
ฝน 

(มม.) 

ความชื้น
สัมพัทธ 

(%) 

ความเรว็
ลม 

(กม./ชม.) 
ก.พ.-51 28.7 15.7 22.2 1.6 71 0.68 
มี.ค.-51 28.6 13.4 21.0 1.0 71 0.42 
เม.ย.-51 33.5 22.0 27.8 2.9 71 0.29 
พ.ค.-51 31.6 22.8 27.2 4.6 77 1.48 
มิ.ย.-51 31.5 23.4 27.5 7.2 79 0.34 
ก.ค. 51  30.4 23.4 26.9 12.4 81 0.29 
ส.ค.51 30.4 23.4 26.9 10.1 82 0.12 
ก.ย. 51 - - 10.8 - 94.9 0.43 
เฉล่ีย 30.7 20.6 23.8 5.7 74 0.51 
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ตารางที ่4 ขอมูลอุตุนิยมวทิยา ชวงเดือนกุมภาพนัธ ถึง กันยายน พ.ศ. 2552  
 
เดือน 

 
อุณหภูมิ 
สูงสุด 
 (oC) 

อุณหภูมิ 
ตํ่าสุด 
 (oC) 

อุณหภูมิ 
เฉลี่ย 
(oC) 

ปริมาณ
ฝน 

(มม.) 

ความชื้น
สัมพัทธ 

(%) 

ความเรว็
ลม 

(กม./ชม.) 
ก.พ.-52 32.6 14.8 23.7 0.0 65 0.40 
มี.ค.-52 33.4 17.5 25.5 1.0 64 0.22 
เม.ย.-52 33.6 22.0 27.8 2.5 70 1.28 
พ.ค.-52 32.8 23.0 27.9 13.7 75 0.34 
มิ.ย.-52 32.8 23.0 27.9 13.7 75 0.34 
ก.ค. 52  31.1 23.9 27.5 12.6 79 0.93 
ส.ค.52 31.3 23.7 27.5 10.3 81 0.46 
ก.ย. 52 31.7 23.2 27.4 10.3 79 3.94 
เฉล่ีย 32.4 21.4 26.9 8.0 73.5 0.99 

 
หมายเหตุ  ขอมูลจากสถานอุีตุนิยมวทิยาเชียงราย (กลุมงานอากาศเกษตร) อ.เมือง จ.เชียงราย 

 
การทดลองปที่1 เกิดการระบาดของไรสนิม และเพล้ียไฟ รวมทั้งพบราดําในระหวางการ

ทดลอง ซึ่งไรสนิม และเพล้ียไฟ สามารถเขาไปในถุงหอผลได ผลสมโอสวนใหญของทุกกรรมวิธี จึง
ถูกไรสนิม และเพล้ียไฟทําลาย และบางผลพบราดํา ทําใหไมเห็นการเกิดโรค ทําใหไมสามารถสรุป
ผลไดวา เชื้อรา G. citricarpa สาเหตุโรคจุดดํา เขาทําลายผลในชวงใด สวนการทดลองในปที2่ พบ
การเกิดในกรรมวิธีที่ 1 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 0 วัน กรรมวิธีที่ 2 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโอ
อายุ 15 วัน กรรมวิธีที่ 5 เปดถุงหอผลเมื่อผลสมโออายุ 60 วัน และกรรมวิธีที่ 10 ไมหอผลสมโอ  ซึ่ง
จากผลการทดลองในเบ้ืองตน พบวาเช้ือรา G. citricarpa มีโอกาสเขาทําลายผลสมโอตั้งแตกลีบ
ดอกรวง จนถึงผลสมโออายุ 60 วัน เพื่อความถูกตองของผลการทดลองจึงทําการทดลองตอในปที่ 
3  
 

สรุปผลการทดลอง 
จากผลการทดลองในเบื้องตน พบวาเช้ือรา G. citricarpa สามารถเขาทําลายผลสมโอ

ต้ังแตกลีบดอกรวง จนถึงผลสมโออายุ 60 วัน เพื่อความถูกตองของผลการทดลองจึงทําการทดลอง
ตอในปที่ 3  
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การเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของรา Sclerophthora   rayssiae    
และ   Sclerophthora macrospora สาเหตุโรคราน้ําคางของขาวโพด 
Surveillance and  Distribution of Corn Downy Mildew Caused by 

 Sclerophthora   rayssiae   and   Sclerophthora macrospora  
 

พีระวรรณ  พัฒนวิภาส   บูรณี พั่ววงษแพทย   ทัศนาพร ทศัคร  
 อมรรัตน  ภูไพบูลย  

กลุมวิจัยโรคพืช  สํานกัวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
 

บทคัดยอ 
 

                  รวบรวมขอมูลพื้นฐานของขาวโพด และของเช้ือรา Sclerophthora rayssiae  และ           

Sclerophthora macrospora จากเอกสารวิชาการและเวบไซด ไดสํารวจพืน้ที่และวางแผนการเก็บ
ขอมูลโรคราน้าํคางขาวโพดในพืน้ทีท่ี่มีปลูกขาวโพดเพื่อผลิตเมล็ดพนัธุ ในป พ.ศ. 2551 จํานวน 4 
จังหวัด ไดแก จ. เชยีงราย จ. ตาก จ. นครราชสีมา และจ.สระบุรี  สุมเก็บตัวอยางโรคราน้ําคาง
ขาวโพดจํานวน 2 คร้ังเมื่อขาวโพดที่อายุประมาณ 3-4 สัปดาห และเมื่อขาวโพดทีอ่ายุประมาณ 7-
8 สัปดาห ที่ อ. เมือง จงัหวัดเชียงรายจาํนวน  2 แปลง  ที่ อ. แมระมาด และ อ. แมสอด จังหวดั
ตาก จํานวน 4 แปลง ที่ อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา จํานวน 3 แปลง อ. มวกเหล็ก จ. สระบุรี 
จํานวน 1 แปลง  ไมพบเช้ือรา Sclerophthora rayssiae  และ           Sclerophthora macrospore 

สาเหตุโรคราน้าํคางขาวโพดในแปลงเก็บขอมูล  และ ป พ.ศ. 2552  ไดสํารวจพืน้ทีแ่ละวางแผนการ
เก็บขอมูลโรคราน้ําคางขาวโพดซ้ําในพืน้ทีเ่ดิม ไมพบเชือ้รา Sclerophthora rayssiae  และ           

Sclerophthora macrospore สาเหตุโรคราน้าํคางขาวโพดในแปลงเกบ็ขอมูล 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 01 01 03 51 
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คํานํา 

       โรคราน้ําคางของขาวโพดมีสาเหตุจากเชื้อรา 3 genus 10 species ไดแก 
Peronosclerospora sorghi  สาเหตุโรค Sorghum downy mildew  เชื้อ P. maydis สาเหตุโรค 
java downy mildew  เชื้อ P.  philippinensis  สาเหตุโรค Philippine downy mildew  เชื้อ P. 
sacchari  สาเหตุโรค Sugarcane downy mildew เชื้อ Sclerospora graminicola  สาเหตุโรค 
Graminicola downy mildew หรือ Green ear of pearl millet  เชื้อ Sclerophthora  macrospora 
สาเหตุโรค Crazy top  เชื้อ S.  rayssiae var. zeae Payak & Renflo สาเหตุโรค Brown stripe 
downy mildew (Donald, G. W. 2000) ในประเทศไทยมีรายงานโรครานํ้าคางที่มสีาเหตุจากเชือ้ 
Sclerospora sorghi สาเหตุโรค sorghum downy mildew  เชื้อ Sclerophthora.  rayssiae var. 
zeae  สาเหตุโรค brown stripe downy mildew (Pitakspraiwan and Piya, 1976) ขาวโพดที่เปน
โรครานํ้าคาง brown stripe downy mildew พบใบขาวโพดมีลักษณะเขียวสลับเขียวออนขาวโพดที่
เปนโรคนี้จะทาํใหผลผลิตลดลง 20-90% (Payak,1975) เชื้อ Sclerophthora  macrospora 
(Shaw CG, et al. 1976) เชื้อ Sclerophthora.  rayssiae var. zeae  พบในหลายประเทศไดแก 
เนปาล(Shah. S. M. 1976) อินเดีย และปากีสถาน (Donald, G. W. 2000) Sclerophthora  
macrospora พบในอาฟริกาใต (Roth, G. 1967) อเมริกา (Ullstrup A. J. ,1970) ยุโรป และเอเชีย 
(Donald, G. W. 2000) ขาวโพดสวนยอดจะมีใบขาวโพดเล็กๆแตกออกมา ขาวโพดที่เปนโรคนีไ้ม
เกิดความเสียหายมาก (Ullstrup A. J. ,1970)            

  

วิธีดําเนินการ 
 อุปกรณ 
          1.  ถงุพลาสติกสําหรับเก็บตัวอยาง กระดาษหนังสือพิมพ  
             2.  กรอบไมอัดตัวอยางแหงโรคพชื 
             3.  สไลด กระจกปดสไลด  
             4.  กลองจุลทรรศน 
             5.  lactophenol 
วิธีการ 

1 สืบคนขอมลู 
             รวบรวมขอมูลพืน้ฐานของขาวโพดไดแก แหลงปลูก จาํนวนพืน้ที่ปลูก พันธุ และขอมูล
ดานโรคของขาวโพดเพื่อกําหนดแปลงที่จะตองสํารวจเก็บตัวอยาง  ตลอดจนขอมูลรายละเอียด
เกี่ยวกับรา    Sclerophthora.  rayssiae และ Sclerophthora  macrospore  เพื่อใชในการ
จําแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคราน้ําคางของขาวโพด                     
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             2  สํารวจและเก็บขอมูลโรคราน้าํคางขาวโพดในพ้ืนที่ปลูกขาวโพด  
กําหนดจุดสุมสํารวจในในแปลงปลูกขาวโพด โดยกําหนดจุดสํารวจ  10 จุด ตอพืน้ที่ 1 ไร 

การเดินสํารวจในแตละพืน้ที่ทีก่ําหนดโดยเดินสํารวจแบบ ตัวอักษร W ตามวธิีของ  Delp, et al. 
(1986)                     

3   การเก็บตัวอยาง 
             เก็บใบ หรือสวนของขาวโพดที่แสดงอาการโรคราน้ําคาง ถายภาพโรคในสภาพแปลงปลูก  
สุมเก็บตัวอยางใบหรือสวนทีแ่สดงอาการของโรคนําไปตรวจสอบยืนยนัเช้ือสาเหตุใน
หองปฏิบัติการ จัดทําตัวอยางแหงสงเก็บในพิพิธภัณฑโรคพืชเพือ่ใชเปนหลักฐานในการตรวจ
ยืนยนัการเกิดโรคเก็บสปอรของโรคราน้ําคางในรูป permanent slide เพื่อจาํแนกเช้ือ 

4  การบนัทกึขอมูล  
             บันทกึขอมูลระหวางการสาํรวจไดแก สถานที่ วนัที ่ชื่อพืช ระยะการเจริญเติบโตของพืช 
สวนของพืชทีถู่กทาํลาย  ระดับความรุนแรงของโรค การแพรกระจาย สภาพภูมิอากาศ ภูมิประเทศ       
 
เวลาและสถานที ่
                                ตุลาคม 2550 - กนัยายน  2553    
                                 แหลงปลูกขาวโพดของเกษตรกร 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1 สืบคนขอมลู 

                    ไดรวบรวมขอมูลพื้นฐานของขาวโพด และของเช้ือรา Sclerophthora rayssiae  และ           
Sclerophthora macrospora จากเอกสารวิชาการและเวบไซด 

2 สํารวจและเกบ็ขอมูลโรคราน้ําคางขาวโพดในพ้ืนที่ปลูกขาวโพด 
                     ป พ.ศ. 2551 ไดสํารวจพื้นทีแ่ละวางแผนการเก็บขอมูลโรคราน้ําคางขาวโพดในพื้นที่
ที่มีปลูกขาวโพดเพื่อผลิตเมล็ดพันธุ จาํนวน 4 จังหวัด ไดแก จ. เชียงราย จ. ตาก จ. นครราชสีมา 
และ จ.สระบุรี สุมเก็บตัวอยางโรคราน้ําคางขาวโพดคร้ังที่ 1 จากแปลงขาวโพดทีม่ีอาย ุ3-5 สัปดาห 
ที ่อ. เมือง จังหวัดเชยีงรายจํานวน  2 แปลง  ที ่อ. แมระมาด และ อ. แมสอด จังหวดัตาก จาํนวน 4 
แปลง ที่ อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา จาํนวน 3 แปลง อ. มวกเหล็ก จ. สระบุรี จาํนวน 1 แปลง 
จากนั้นสุมเกบ็ตัวอยางโรครานํ้าคางขาวโพดคร้ังที่ 2 เมือ่ขาวโพดที่อายุประมาณ 7-8 สัปดาห  และ
ในป พ.ศ. 2552 ไดสํารวจพืน้ที่และวางแผนการเก็บขอมูลโรคราน้ําคางขาวโพดซ้ําในพืน้ที่เดิม
จํานวน 2 คร้ัง 

     3.  การจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุ 
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                  ผลการศึกษาลักษณะอาการโรคราน้ําคางที่ปรากฏบนขาวโพดและลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุในหองปฏิบัติการจากตัวอยางขาวโพดที่แสดงอาการโรคราน้ําคาง 
ไมพบเชื้อรา 
Sclerophthora rayssiae และ Sclerophthora macrospore สาเหตุโรครานํ้าคางขาวโพดในแปลงเก็บ
ขอมูล  

 
สรุปผลการทดลอง 

                   รวบรวมขอมูลพื้นฐานของขาวโพด และของเช้ือรา Sclerophthora rayssiae  และ           
Sclerophthora macrospora จากเอกสารวิชาการและเวบไซด ไดสํารวจพื้นที่และวางแผนการเก็บ
ขอมูลโรคราน้าํคางขาวโพดในพืน้ทีท่ี่มีปลูกขาวโพดเพื่อผลิตเมล็ดพันธุ ในป พ.ศ. 2551 จํานวน 4 
จังหวัด ไดแก จ. เชยีงราย จ. ตาก จ. นครราชสีมา และจ.สระบุรี  สุมเก็บตัวอยางโรคราน้ําคาง
ขาวโพดจํานวน 2 คร้ังเมื่อขาวโพดที่อายุประมาณ 3-4 สัปดาห และเมื่อขาวโพดทีอ่ายุประมาณ 7-
8 สัปดาห ที่ อ. เมือง จงัหวัดเชียงรายจาํนวน  2 แปลง  ที่ อ. แมระมาด และ อ. แมสอด จังหวดั
ตาก จํานวน 4 แปลง ที่ อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา จํานวน 3 แปลง อ. มวกเหล็ก จ. สระบุรี 
จํานวน 1 แปลง และในป พ.ศ. 2552 ไดสํารวจพืน้ที่และวางแผนการเก็บขอมลูโรคราน้ําคาง
ขาวโพดซํ้าในพื้นที่เดิม นาํมาศึกษาลักษณะอาการโรคราน้ําคางที่ปรากฏบนขาวโพด จําแนกชนดิ
เชื้อสาเหตุ  ผลการทดลองพบวาไมพบเชือ้รา Sclerophthora rayssiae  และ Sclerophthora 
macrospore สาเหตุโรคราน้าํคางขาวโพดในแปลงเก็บขอมูล 
  

เอกสารอางอิง 
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การเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของแบคทีเรีย Pantoea stewartii 

Surveillance and Dissemination of Pantoea stewartii 

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ   พีระวรรณ พัฒนวิภาส   ณัฏฐพร  อุทัยมงคล   ชลธิชา  รกัใคร 

1/ กลุมวิจยัโรคพืช   2/ กลุมวชิากกักนัพืช 

สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 

 

บทคัดยอ 

 เชื้อแบคทีเรีย Pantoea stewartii สาเหตุโรคเหี่ยวของขาวโพด (stewart’s bacterial wilt 

disease of corn) เปนเช้ือที่มีความสําคัญทางกักกันพชื  จากการทีป่ระเทศไทยมกีารนาํเขาเมล็ด

พันธุขาวโพดทําใหมีความเสี่ยงในการเปนสนทาง(pathway) ของเชื้อนี้ที่อาจติดมากับเมล็ดพันธุได 

เนื่องจากเปนโรคที่ถายทอดไดทางเมล็ดพนัธุ(seed transmission) จึงจําเปนตองมีการสาํรวจ 

ติดตามและเฝาระวงัโรคเหี่ยวของขาวโพดเช้ือนี้อยางเปนระบบ เพื่อเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรใน

การจัดทาํบัญชีรายช่ือศัตรูพชื วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช และการกําหนดพื้นที่ปลอดศัตรูพืช  

จากการสํารวจแหลงปลูกขาวโพด 5 แหลง ต้ังแตเดือน ตุลาคม 2551- กันยายน 2552 จาํนวน 50 

แปลง ไดแก จังหวัดแมฮองสอน จํานวน 10 แปลง จังหวัดเชยีงใหม จํานวน 10 แปลง  จังหวดั

เชียงราย จํานวน 10 แปลง จังหวัดลําปาง  จาํนวน 10 แปลง และจังหวัดอุตรดิตถ จาํนวน 10 

แปลง ไมพบอาการโรคเหี่ยวบนตนกลาของขาวโพด ไดทําการเกบ็ตัวอยางทีม่ีอาการใบไหม (leaf 

blight) ทีม่ีลักษณะอาการคลายกับอาการโรคเหี่ยวในตนขาวโพด จํานวน 60 ตัวอยาง นํามา

ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii ดวยวธิี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) โดย

ใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูปจากบริษัท Agdia, Elkhart, Indiana, USA พบวาทุกตรวจอยางตรวจไม

พบเชื้อ  P. stewartii 

 

 

 

 

 
รหัสโครงการ   07-01-51-01-01-01-04-51 
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คํานํา 

 

ประเทศไทยเปนแหลงผลิตขาวโพดที่สําคัญของภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต มพีื้นที

ปลูกประมาณ 7ลานไร  ในป 2547  มีปริมาณการสงออกขาวโพด 871,791 ตันตอป มูลคาการ

สงออกประมาณ 4,651 ลานบาท( ที่มา: สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร) นอกจากนี้ประเทศไทยยัง

มีการสั่งนําเขาเมล็ดขาวโพดมีมูลคานาํเขา เพื่อการบริโภคและเพื่อใชเปนพอพนัธุแมพันธุ เพื่อการ

ผลิตเมล็ดพันธุลูกผสม สําหรับใชในประเทศและสงออก โดย ในป 2547 มีปริมาณนําเขา 75,753 

ตัน มีมูลคาการนําเขา 212 ลานบาท  จากการที่ประเทศไทยมีการนําเขาเมล็ดพนัธุทําใหมีความ

เส่ียงในการเปนสนทาง(pathway) ของศัตรูพืชที่สําคัญที่อาจติดมากับเมล็ดพันธุ เชนโรคเหีย่วของ

ขาวโพด (stewart’s bacterial wilt of corn)ได เนื่องจากเปนโรคที่ถายทอดไดทางเมล็ดพันธุ(seed 

transmission) ในขาวโพดทุกพันธุ เชื้อสาเหตุเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Pantoea stewartii ที่มี

แหลงกาํเนิดด้ังเดิมในประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีรายงานวามีแมลง corn flea bettle ( 

Chaetocnema pulicaria) เปนแมลงพาหะ มีรายงานการระบาดของโรคเหี่ยวของขาวโพดใน

ประเทศอิตาลี ในป 1950 สาเหตุจากการนาํเขาเมล็ดพันธุขาวโพดจากประเทศอเมริกา (FAO, 

1983)  ประเทศไทยมีรายงานการพบโรคเหี่ยวของขาวโพดต้ังแตป 1967 (Bradbury, 1967)  

หลังจากนั้นมาไมมีรายงานการพบโรคนี้อีก(CMI.1987)ตอมาในป 2547  สุดฤดีและคณะ ได

รายงานการพบโรคเหี่ยวของขาวโพดในแปลงทดลองของศูนยวิจัยขาวโพดขาวฟางแหงชาติ อ.ปาก

ชอง จ. นครราชสีมา   จากรายงานการตรวจพบโรคเหี่ยวของขาวโพดนี้จงึจําเปนตองมีการสาํรวจ 

ติดตามและเฝาระวงัโรคเหี่ยวของขาวโพดและเช้ือแบคทีเรีย Pantoea stewartii  อยางเปนระบบ 

เพื่อเปนขอมูลทางวทิยาศาสตร ในการจดัทําวเิคราะหความเส่ียงศัตรูพืช การกาํหนดพื้นที่ปลอด

ศัตรูพืช และใชในการจัดเตรียมบัญชีรายชื่อศัตรูพืช 

 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 
 

1. อุปกรณมาตรฐานในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดแก ตูเข่ียเช้ือชนดิปลอดเชื้อ ตูควบคุม
อุณหภูมิ ตูเยน็สําหรับเก็บตัวอยาง หมอนึ่งความดันไอ  เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูม ิ
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เคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอบ (oven) อุปกรณการแยกเช้ือแบคทีเรีย 
2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณอ่ืนๆที่ใชในหองปฏิบัติการ เชน เคร่ืองชัง่, pH meter  เปนตน 
3. สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  
4. ชุดตรวจสอบสําเร็จรูปจากบริษัท Agdia, Elkhart, Indiana, USA 
 

วิธีการ 
 

1.  ศึกษา รวบรวมขอมูลการนําเขาเมล็ดพันธุขาวโพดจากแหลงผลิตที่มีการแพรระบาด
ของเชื้อ Pantoea stewartii subsp. stewartii  ระหวางป 2550 – ป 2551 

2. จัดทาํแบบฟอรมรายละเอียดของขอมูลที่ตองการบนัทกึไดแก แหลงปลูก ตําบล อําเภอ 
จังหวัด ชวงเวลาในการสํารวจ พิกัดของแหลงปลูก(GPS)  ลักษณะอาการ เปนตน 

3. การสํารวจ การสํารวจโรคเหี่ยวของขาวโพดดําเนนิการสํารวจแบบเฉพาะเจาะจง 
(specific survey)  เพื่อใหทราบขอมูลโรคเหี่ยวของขาวโพดและเช้ือสาเหตุโรคP. stewartii ในพื้นที่
สํารวจและในเวลาที่กําหนด  กําหนดพืน้ทีสํ่ารวจโดยเปนแหลงผลิตเมล็ดพันธุที่สําคัญของประเทศ 
จํานวน 5 แหลงปลูก ใน 5 จังหวัด ไดแก  แมฮองสอน เชียงใหม เชยีงราย ลําปาง  และจังหวัด
อุตรดิตถ วางแผนการสํารวจในพืน้ที่อยางนอย 20 ไร แบงพืน้ที่ออกเปน 4 สวนๆละประมาณ 5 ไร 
แตละสวนทําการสุมสํารวจโดยวิธ ีcompletely randomized design (CRD) . จํานวน 10 จุด
ขนาดพืน้ทีจ่ดุละ 2x2 เมตร สุมตรวจ จุดละ 20 ตัวอยาง ตรวจแบบตัวอักษร W ซาย ตามวิธีของ 
Delp et.al. (1986) ทําการสุมตรวจทุกเดือน 

.4. วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคเหี่ยวของขาวโพดในแปลงปลูก จัดทาํรูปภาพลักษณะอาการ
ของโรคทุกระยะของพชืจัดทําเปนคูมือในการสํารวจ เมือ่ออกสํารวจใหสังเกตจากลักษณะอาการ
ของโรคเปรียบเทียบกับคูมอื และบันทึกลักษณะอาการที่พบ ถายรูป เก็บตัวอยางโรคที่พบใสถงุ
หรือภาชนะที่ใชเก็บตัวอยางพรอมเขียนรายละเอียดกาํกบั รีบนํากลับมาตรวจสอบใน
หองปฏิบัติการเพื่อยืนยันผล 

5. การตรวจจําแนกในหองปฏิบัติการ ตรวจสอบตัวอยางดวยวิธ ีELISA โดยใชชุด
ตรวจสอบสําเร็จรูปจากบริษทั Agdia, Elkhart, Indiana, USA และ วธิี PCR ตามวธิีของ 
Blakemore et.al. (1992)  ยืนยนัโดยการทําการแยกเช้ือสาเหตุจากตัวอยางโรคที่เกบ็มาโดยใช
อาหารเฉพาะ Nigrosine medium 

6. เก็บขอมูลทีไ่ดในรูปdata sheet เพื่อใชในการวิเคราะหทางสถิติ  จดัทํารายงาน
ผลการวิจยั 
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เวลาและสถานที ่
ต.ค.50 – ก.ย.53 ที่กลุมวจิัยโรคพืช สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพชื และ แปลงปลูก

ขาวโพด ในแหลงผลิตเมล็ดพันธุของประเทศไทย 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

จากการสํารวจแหลงปลูกขาวโพด 5 แหลง ต้ังแตเดือน ตุลาคม 2551- กันยายน 2552 
จํานวน 50 แปลง ไดแก จงัหวัดแมฮองสอน จาํนวน 10 แปลง จงัหวดัเชยีงใหม จาํนวน 10 แปลง  
จังหวัดเชียงราย จํานวน 10 แปลง จังหวัดลําปาง  จํานวน 10 แปลง และจังหวัดอุตรดิตถ จํานวน 
10 แปลง ไมพบอาการโรคเหีย่วบนตนกลาของขาวโพด ไดทําการเก็บตัวอยางทีม่ีอาการใบไหม 
(leaf blight) ที่มีลักษณะอาการคลายกับอาการโรคเหี่ยวในตนขาวโพด จํานวน 60 ตัวอยาง นํามา
ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii ดวยวธิี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) โดย
ใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูปจากบริษัท Agdia, Elkhart, Indiana, USA พบวาทกุตรวจอยางตรวจไม
พบเชื้อ  P. stewartii 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

จากการสํารวจแหลงปลูกขาวโพด 5 แหลง ต้ังแตเดือน ตุลาคม 2551- กันยายน 2552 
จํานวน 50 แปลง ไดแก จงัหวัดแมฮองสอน จาํนวน 10 แปลง จงัหวดัเชียงใหม จาํนวน 10 แปลง  
จังหวัดเชียงราย จํานวน 10 แปลง จังหวัดลําปาง  จํานวน 10 แปลง และจังหวัดอุตรดิตถ จํานวน 
10 แปลง ไมพบอาการของโรคเหี่ยวของขาวโพด และยังไมพบเชื้อแบคทีเรีย  P. stewartii  
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 

       ภาพท่ี 1 ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวบน     ภาพที่ 2 ลกัษณะอาการของโรค 
                  เหี่ยวบนตนกลาขาวโพด                                    ตนขาวโพด 
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การเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของเช้ือแบคทีเรีย  
Acidovorax avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาของพืชตระกูลแตง 

 
ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน   ศรีสขุ  พูนผลกลุ   ณัฏฐมิา โฆษิตเจริญกุล  

วงศ บุญสืบสกลุ 
กลุมวิจัยโรคพืช   สํานกัวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

สํารวจการเกดิโรคผลเนา (Fruit blotch) จากเชื้อแบคทเีรีย Acidovorax avenae subsp. 
citrulli ในแปลงผลิตเมลอน (แคนตาลูป) ระหวางเดือนมกราคม 2550 ถึงเดือนมิถนุายน 2551 อ.
อรัญประเทศ จ. สระแกว โดยติดตามการเกิดโรคใน 4 ระยะการเจริญ คือ ระยะกลา ระยะเจริญ
และติดดอก ระยะผลออน และระยะผลแกใกลเก็บเกี่ยวผลผลิต พบการเกิดโรคระยะกลาในระดับ
ตํ่า ลักษณะอาการใบเล้ียงเปนแผลไหมช้าํ ในระยะผลออนมีอาการผลจุดช้ําขนาดเล็ก 0.1-0.3 มม. 
พบผลที่แสดงอาการแผลจุด 20-80 เปอรเซ็นต พืน้ทีแ่ผลจุดกระจายเฉล่ีย 1-50 เปอรเซ็นตของ
พื้นที่ผล ซึง่อาจพัฒนาแผลจุดช้ําขนาดใหญและเขาทาํลายลึกถงึเนือ้ในผลเกิดโรคผลเนาในระยะ
ผลแกเก็บเกีย่วผลผลิต 10-15 % ผลผลิตสวนใหญมีอาการแผลจุดแตไมเกิดอาการผลเนา 80-90 
เปอรเซ็นต สําหรับอาการทีใ่บพบแผลจุดขอบแผลช้ํา ที่กานใบและลําตนพบอาการเนาช้ํา แตเมื่อ
นํามาแยกเช้ือบนอาหารสังเคราะหไมพบแบคทีเรียสาเหตุโรค  

ในป 2552 สํารวจโรคในในพื้นที่ปลูกแคนตาลูปและเมลอน ภาคกลาง ผลการสํารวจโรค
ในพืน้ที่จงัหวดัอยุธยา พบวาระยะกลา มีอาการใบเล้ียงเนาชํ้า ในกะบะเพาะเมล็ด ระยะติดดอก 
และระยะติดผลออน พบอาการใบเหลืองแหง ทั้งสองอาการพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวา 1 % 
โดยตรวจไมพบเช้ือสาเหตุโรค ระยะผลแกใกลเก็บเกี่ยวผลผลิต พบอาการใบจุดขอบแผลชํ้า และ
ผลจุดช้ํา ประมาณ 10-20% แตตรวจไมพบสาเหตุโรคจากการแยกเช้ือบนอาหาร ทั้งนี้ทกุแปลงพบ
อาการโรคอ่ืน ๆ คือ ราน้ําคาง ราแปง ใบดาง พื้นทีจ่ังหวัดสิงหบุรี แปลงเมลอนพนัธุฮันนี่บอล พบ
อาการผลเนา และอาการใบแหง ตรวจไมพบเชื้อแบคทเีรีย แปลงเมลอน อ.หนองมวง จ.ลพบุรี 
ระยะกลา ระยะเจริญและติดดอก และระยะเก็บเกี่ยว ไมพบอาการโรค พบปญหาแมลง และตน
เหี่ยว สวนในแหลงปลูก อ.อรัญประเทศ จ.สระแกว ระยะกลา พบอาการใบไหม 0.3% ระยะเกบ็
เกี่ยว พบปญหามากในฤดูฝน ทีม่ีฝนตกชุก เกิดอาการผลเนา เสียหาย ประมาณ 10% พบโรคจาก
สาเหตุอ่ืน ไดแก ราน้าํคาง ราแปง โรคตนแตงยางไหล ใบดาง และความเสียหายจากแมลง 
 
รหัสการทดลอง  07-01-51-01-01-01-05-51 
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คํานํา 
 

  โรคผลเนา (Fruit blotch) เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas  pseudoalcaligenes  
subsp.  citrulli (Schaad  et al.,1978)  ตอมามีการเปล่ียนช่ือเปน Acidovorax avanae 
subsp.citrulli โรคผลเนาเปนโรคที่สําคัญในการผลิตพชืตระกูลแตง โดยเฉพาะ แตงโม แคนตาลูป 
เมลอน และสควอช พบคร้ังแรกในป ค.ศ. 1965 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา ตอมาพบระบาดในหลาย
ประเทศทัว่โลก ไดแก จีน อิสราเอล ญ่ีปุน ตุรกี บราซิล และออสเตรเลีย (CAB International, 
2005) Latin and Rane (1990) รายงานพบการระบาดในรัฐอินเดียนา ประเทศสหรัฐอเมริกา ทํา
ใหผลผลิตแตงโมที่เจริญเติบโตเต็มที่เนาเสียหายมากถึง 90 เปอรเซ็นต ทําใหเกษตรกรสูญเสีย
รายไดเปนจํานวนมาก ตอมาพบระบาดในอีกหลายรัฐของประเทศสหรัฐอเมริกา ไดแก  ฟลอริดา 
(Somodi  et al.,1991), โอคลาโฮมา (Jacob  et al., 1992)  เซาทคาโรไรนา , นอรธคาโรไรนา, เมร่ี
แลนด (Hopkins et al., 1992)  
  ในประเทศไทย มีรายงานการพบโรคผลเนาแตงโม ในเขต จ.สกลนคร และ จ.นครราชสีมา 
ในป 2536 (ณัฏฐิมา, 2537) ตอมาในป พ.ศ. 2538-2540 ไดศึกษาเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนา 
พบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ ไมสรางสารเรืองแสง (non-fluorescent) สรางเอนไซม oxidase 
รูปรางเปนทอนส้ัน (rod-shape) ลักษณะโคโลนีกลมนนู ขอบเรียบ สีขาวครีม เมื่อนาํเช้ือแบคทีเรีย
ที่แยกไดไปปลูกเช้ือลงบนใบเลี้ยงของตนกลาแตงโมทาํใหตนกลาแสดงอาการ โดยทําใหใบเล้ียง
หลุดรวงภายใน 7 วัน และเมื่อปลูกเช้ือลงบนผลแตงโมสามารถทําใหผลแตงโมเนาเสียภายใน 14 
วัน (ณัฏฐิมา, 2540)  ทั้งนี้เช้ือแบคทีเรีย A. avenae  subsp. citrulli จัดเปนเช้ือตองหามที่สําคัญ
ทางการกักกนัพืช (Wall et al.,1990)    
  

อุปกรณและวิธีการ 
 

 1. การสํารวจโรคในแหลงปลูก 
 

สํารวจ รวบรวมโรคจาก แหลงปลูกพืชตระกูลแตง ไดแก แตงโม แตงแคนตาลูป เมลอน 
เปนตน โดยทําการสุมสํารวจเพื่อประเมินและติดตามการเกิดโรคผลเนาแตง  ในแหลงปลูกที่
สําคัญในการผลิต และในแหลงปลูกที่เคยมีรายงานการเกิดโรคระบาด จากการสอบถามขอมูล
พบวาเกษตรกรในเขตอําเภออรัญประเทศ จังหวัดสระแกว มกีารปลูกเมลอน (แคนตาลูป) ซึง่เปน
พืชตระกูลแตงที่ไดรับความเสียหายจากโรคผลเนามานาน และมีความรุนแรงข้ึนทุกป จงึเลือกสุม
สํารวจโรค โดยการติดตามการเกิดโรคในระยะการเจริญตาง ๆ โดยเมลอน เปนพืชที่มีอายุการเกบ็
เกี่ยว 60-70 วนั จงึแบงชวงการสํารวจ ดังนี ้
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-ระยะกลา อายุ10-20 วัน มใีบเล้ียง 2 คู หรือตนกลาหลังการยายกลามีใบจริง 1-2 ใบ 
-ระยะการเจริญและออกดอก อายุ 21-35 วัน เปนระยะที่ตนเจริญ ออกดอกและติดผล

ออน 
-ระยะติดผล อายุ 36-50 วนั เปนระยะติดผลขนาดเล็ก ถึงขนาดใหญ 
-ระยะผลแกและเก็บเกีย่ว อายุ 51-70 วัน เปนระยะที่ผลใหญและมีการเก็บเกี่ยว 
 
การเก็บและบันทกึขอมูล    
- บันทึกแหลงที่สํารวจ ชื่อพชื พืน้ที่ปลูก พนัธุ ระยะการเจริญของพืช สภาพแวดลอมอ่ืนๆ 
- บันทึกลักษณะอาการการเกิดโรค สวนของพืชที่พบอาการ ประเมินความรุนแรง

ของโรค คิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโรค 
 - บันทึกการเกดิโรคบนพืชอาศัยอ่ืนๆ ลักษณะอาการหรือบนวัชพืชบริเวณแปลง
ปลูก 

สุมตรวจดูอาการผิดปกติทัง้ตน ประเมนิความรุนแรง จํานวน 25 ตนตอแปลง จากนั้น
ประเมินการเกดิโรคในภาพรวมทัง้แปลง   

 
 2. วินจิฉัยตัวอยางโรคพืช และตรวจพิสจูนเชื้อ A. avenae subsp. citrulli  
 

เก็บตัวอยางอาการโรคจากแปลงปลูก นาํมาแยกเช้ือในหองปฏิบัติการบนอาหาร
สังเคราะห  Nutrient glucose agar และ Tween agar เลือกโคโลนีเด่ียว เล้ียงใหไดเชื้อบริสุทธิ ์
จําแนกชนิดของเช้ือ ตรวจเช้ือดวยเทคนคิเซรุมวิทยา และเทคนิคพซีีอาร ทดสอบคุณสมบัติการ
กอใหเกิดโรค โดยการฉีดเซลลแขวนลอยเช้ือเขาใตใบเล้ียงของตนกลาแตงโม และทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีอ่ืน ๆ ของเชื้อ 

 
ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป ต้ังแต ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
สถานทีท่ําการทดลอง หองปฏิบัติการ  กลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพชื 
    แปลงปลูกเมลอนของเกษตรกร อ.อรัญประเทศ จ.สระแกว 
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

 1. การสํารวจโรคในแหลงปลูก 
 

สํารวจโรคในแหลงปลูกเมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแกว ซึง่มีการปลูกเมลอนเปนการคา
มานานนับ 40 ป พื้นที่ปลูกรวม 600 -1,200 ไร ตอป ปลูกมากที่ตําบลผานศึก และตําบลปาไร มี
การปลูกหมุนเวียนตลอดป (5-6 รุนตอป) เกษตรกรมีการยายที่ปลูกเนือ่งจากปญหาศัตรูพืช พนัธุเม
ลอนที่ปลูกไดแก พันธุซันเลด้ี พนัธุสีทอง พนัธุฮนันีเ่วิลด เรดดิว พอรทออเรนท และฮันนีดิ่ว 
เกษตรกรซื้อเมล็ดพันธุลูกผสมจากบริษทัเพื่อนเกษตร และบริษัทตะวนัรุง  

จากการสอบถามเกษตรกร พบวาปญหาโรคที่พบในการผลิต ไดแก ราแปง ราน้ําคาง แต
ไมเปนปญหามากนัก เนื่องจากมีการพนสารเคมีควบคุม และโรคใบดางเหลืองจากไวรัส ยอดหงิก 
เนื่องจากแมลงเปนพาหะนําโรคพบมากแตยังเก็บผลผลิตได และปญหาที่สําคัญคือโรคผลเนา ทาํ
ใหผลเมลอนเนาเสีย ผลผลิตไมมีคุณภาพ โดยเฉพาะในชวงฤดูฝนที่มอีากาศรอนชืน้โรคผลเนาเปน
ปญหามากทีสุ่ด  

ในการปลูกเมลอนเกษตรกรเพาะเมล็ดในถาดหลุมวางเรียงบนแพทอนไมไผบนดิน จากนั้น
ยายกลาปลูก ข้ึนคางไมไผเมื่อตนเร่ิมสูงข้ึนและเล้ือย (ภาพที่ 1) เก็บผลผลิตเมื่อเมลอนอายุ
ประมาณ 60 วัน เก็บผลผลิตรวมกันแลวคัดขนาดและคุณภาพ ผลจากการสํารวจติดตามอาการ
โรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เก็บตัวอยางเพือ่แยกเชื้อและพิสูจนโรค ดังนี ้

 
-ระยะกลา พบอาการใบเล้ียงเนาชํ้า และไหม ในตนกลาหลังการยายปลูกลงแปลง อายุ

ประมาณ 15 วัน (ภาพที ่ 2ก) พบการเกดิโรคตํ่ากวา 1 เปอรเซ็นต ซึ่งตอมาพบวาใบเล้ียงไหมและ
หลุดรวงไป ทาํใหตนเมลอนสามารถเจริญไดปกติ ซึ่ง Hopkins และคณะ (1992) รายงานวาเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาของแตงโมสามารถเขาทําลายไดต้ังแตระยะตนกลา หากอาการรุนแรง
สามารถทําใหตนกลาตายได 

 
-ระยะการเจริญและออกดอก ที่ใบพบอาการแผลจุดขอบแผลช้ําสีเขียวอมเหลืองออน 

(ภาพที ่ 2ข) ซึ่งพบไดเกือบทัง้ตนโดยพบมากบริเวณใบที ่ 2-5 จากยอด พบมาก 20-50 เปอรเซ็นต 
ทั้งนี้ไมมีรายงานอาการโรคทางใบ Hopkins et al. (1992) รายงานวาในระยะตนโตเช้ือแบคทีเรีย
สามารถเขาทาํลายพืชไดแตอาการไมรุนแรงหรือไมแสดงอาการเลยแตแฝงอยูบนตน เมื่อผล
เจริญเติบโตเต็มที่ใกลเก็บเกีย่วเชื้อจะเขาทาํลายผล ทาํใหผลแตงโมแสดงอาการของโรคและเนา
เสียไมสามารถเก็บเกีย่วได 
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-ระยะติดผล พบอาการผลจุดขนาดเล็ก 1 มม. แผลขยายขนาดข้ึนเมื่อผลใหญข้ึน (2-3 
มม.)บางแผลมีอาการจุดนนูชํ้าเปนสีเขียว (ภาพที่ 2ค) พบอาการโรค 20-80 เปอรเซ็นต  และ
อาการกานใบและลําตนเนาช้ํา (ภาพท่ี 2ง) 

 
 -ระยะผลแกและเก็บเกีย่ว พบอาการผลจุด 80-90 เปอรเซ็นต โดยพบอาการผลเนา 5-10 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 2จ-ฉ) เชนเดียวกับอาการโรคผลเนาของแตงโม ผลที่เจริญเติบโตเต็มที่ใกลเกบ็
เกี่ยว พบอาการเปนจุดแผลช้ําฉํ่าน้ํา แผลพัฒนาอยางรวดเร็วเปลี่ยนเปนสีเขียวคล้าํคลายรอยเปอน
น้ํามนัขยายลามไมมีขอบเขต ในเวลา 2-3 วนัจะขยายลามคลุมทั่วทั้งผลทําใหผลแตงโมแตกเนื้อ
แตงโมภายในเนาเสีย ไมสามารถเก็บผลผลิตได (Schaad et al.,1978; Hopkins et al.,1992 ; 
Latin and Rane,1990)  

สําหรับผลเนาที่เกษตรกรเกบ็ผลผลิตออกจากแปลง จะถกูคัดออกและโยนทิง้ไวขางแปลง 
ซึ่งจะเปนแหลงเช้ือในการปลูกพืชรุนตอไป ทําใหเกษตรกรไมสามารถปลูกซ้ําที่ได จึงตองยายทีป่ลูก
บอย ๆ 
 การสํารวจโรคในป 2552 ไดผลเชนเดียวกบัในปที่ผานมา เนื่องจากการปลูกเมลอน  
เกษตรกรจะยายทีป่ลูกโดยเชาที่ใหม ทุกรุนไมปลูกซ้าํที่เดิม หากเกษตรกรจะปลูกซ้ําที่เดิมจะเวน
การปลูกไวอยางนอย 2-3 ป เนื่องจากตองการหลีกเล่ียงปญหาโรคและแมลง    

จากการสํารวจพบวา เกษตรกรปลูกแตงแคนตาลูป และเมลอน หลายพันธุ ไดแก แตงแคน
ตาลูป เนื้อเขียว เปลือกแข็งเปนตาขาย และปลูกเมลอน หลายพนัธุ เนื้อเขียวไดแก ฮันนี่เวิลด เนือ้
สม ไดแก ฮันนี่ดิว ซันสวที เปนตน อายุพชืต้ังแตปลูกจนถึงเก็บเกี่ยวผลผลิต ประมาณ 65-75 วัน 
เกษตรกรรูจกัโรคผลเนา และเรียกวา ราเขาลูก พบทําความเสียหายกับเมลอนมากในระยะเก็บ
เกี่ยว  ปญหาผลเนาจะพบมากในฤดูฝน ที่มีสภาพอากาศรอนอบอาว ฝนชุกติดตอกันหลายวนั  

แปลงแคนตาลูป เมลอน และแตงโม แหลงปลูก อ.บางไทร จ.อยธุยา พบวาเจาของแปลงมี
การรักษาสุขอนามยัของแปลงเปนอยางดี เร่ิมต้ังแตการเพาะกลา เลือกยายกลาทีส่มบูรณแข็งแรง  
และเมื่อตนเจริญข้ึนประมาณ 20-25 วัน จะทาํการมัดโยงตนข้ึนคางแลว หมั่นสํารวจแปลง เด็ดใบ
เล้ียงคูแรก และใบดานลางออกทิ้ง ชวยทําใหลําตนโปรง พบวาสามารถลดปญหาการเกิดโรคผล
เนาได 100 เปอรเซ็นต และสามารถปลูกซํ้าที่เดิมได 

 
 2. วินจิฉัยตัวอยางโรคพืช และตรวจพิสจูนเชื้อ A. avenae subsp. citrulli  
 

การแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนาจากอาการทีเ่กบ็ตัวอยางจากแปลงปลูกเมลอน บน
อาหาร Nutrient glucose agar (NGA) อายุ 48 ชั่วโมง พบแบคทเีรียลักษณะโคโลนีกลมนูนสีขาว
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ขุน ขนาดเล็ก 1-2 มม. บนอาหาร Yeast Extract Dextrose CaCO3 (YDC) โคโลนีกลมสีครีมอม
สม ขอบราบ เมื่อโคโลนีอายุ 4-5 วนัจะสรางคราบเปนรอยบางรอบโคโลนี และบนอาหาร Tween 
agar (TW) อายุ 48 ชั่วโมง แบคทีเรียมีโคโลนีกลมนูนสีขาวขุน ขนาดเล็ก รอบโคโลนีสรางฝาเปน
ตะกอนขาวขุน  (ภาพท่ี 3) แยกเช้ือแบคทีเรียบนอาหารจากตัวอยางทีเ่ก็บรวบรวมไดจากการ
สํารวจ ไดผลดังนี ้

-อาการแผลเนาชํ้าบริเวณใบเล้ียง แยกไดเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli  
 -อาการแผลจดุช้ําที่ใบ จากการเกบ็ตัวอยาง 5 คร้ัง 25 ตัวอยาง แยกเช้ือบนอาหาร
สังเคราะห ไมพบลักษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค โดยสวนมากพบโคโลนีกลมนนูสี
เหลือง ซึ่งเมื่อทําการปลูกเช้ือกลับที่ใบเมลอน ไมเกิดอาการโรค 
 -อาการกานใบเนาชํ้า แยกเช้ือบนอาหารสังเคราะห ไมพบแบคทีเรียสาเหตุโรค  

-อาการผลจุด แผลจุดช้ําทีแ่ยกไดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค ลักษณะอาการแผลจุดที่เปน
รองแผลลึก เมื่อผาผลพบอาการที่เชื้อเขาทําลายทะลุไปถงึเนื้อทาํใหเนื้อเมลอนเปนสีน้ําตาล และ
ทําใหเนื้อเยื่อที่ยึดเกาะเมล็ดลมกลายเปนน้าํ  และอาการแผลจุดช้าํที่เชื้อลุกลาม ไหลเปนรองช้ํา
เปนแนว ตอมาเชื้อลุกลามลงไปที่เนื้อทาํใหเกิดอาการเนาชํ้า (ภาพที ่4) โดยอาการทั้งสองลักษณะ
แยกเช้ือไดเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli  
 จากขอสังเกตพบวาอาการโรคผลเนาของเมลอน มีลักษณะคลายกับอาการโรคผลเนาของ
แตงโม โดยพบไดในระยะกลาและพบอาการที่ผล Hopkins et al. (1992) รายงานวาผลแตงโมที่
เจริญเติบโตเต็มที่ใกลเก็บเกีย่ว พบอาการเปนจุดแผลชํ้าฉํ่าน้าํ แผลพฒันาอยางรวดเร็วเปลี่ยนเปน
สีเขียวคล้ําคลายรอยเปอนน้าํมันขยายลามไมมีขอบเขต แตเมลอนมีลักษณะของผิวเปลือกและเนือ้
ที่แข็งกวาแตงโม ทําใหการพัฒนาอาการเกิดไดชากวาเล็กนอย 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการสํารวจโรคเพื่อการเฝาระวงัการเกดิและการแพรกระจายของเชื้อแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาของพืชตระกูลแตง พบการเกิดโรคระยะ
กลาในระดับตํ่า ลักษณะอาการใบเล้ียงเปนแผลไหมช้ํา ในระยะผลออนมีอาการผลจุดช้ําขนาดเล็ก 
0.1-0.3 มม. พบผลที่แสดงอาการแผลจุด 20-80 เปอรเซ็นต พืน้ที่แผลจุดกระจายเฉล่ีย 1-50 
เปอรเซ็นตของพ้ืนที่ผล ซึง่อาจพัฒนาแผลจุดช้ําขนาดใหญและเขาทําลายลึกถึงเนื้อในผลเกิดโรค
ผลเนาในระยะผลแกเก็บเกีย่วผลผลิต 10-15 เปอรเซ็นต ผลผลิตสวนใหญเปนผลที่มีอาการแผลจุด
แตไมเกิดอาการผลเนา 80-90 เปอรเซ็นต สําหรับอาการที่ใบพบแผลจุดขอบแผลช้ํา ที่กานใบและ
ลําตนพบอาการเนาช้ํา แตเมื่อนํามาแยกเชื้อบนอาหารสังเคราะหไมพบแบคทีเรียสาเหตุโรค  
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         ภาพที่ 1 การปลูกเมลอนของเกษตรกร อ.อรัญประเทศ จ.สระแกว 
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   ภาพท่ี 2 ลักษณะอาการที่คาดวาเปนโรคผลเนา ที่เกบ็รวบรวมตัวอยางมาพิสูจนเช้ือ 
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ภาพที่ 3 ลักษณะ typical โคโลนีเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. citrulli   
 

 
 
 ภาพที ่4 อาการผลเนาของเมลอนเปรียบเทียบลักษณะแผลภายนอกผลและภายในผล 

NG YD

TW 
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ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของแบคทีเรีย Acidovorax avanae  avenae subsp. 
citrulli สาเหตุโรคผลเนาของพืชตระกูลแตง : การมีชีวิตรอด การอาศัยอยู และ
การศึกษาจํานวนประชากรแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli  บนเมล็ดพันธุ

พืชตระกูลแตง ในดิน และน้ําจากแหลงปลูก 
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ปยรัตน   ธรรมกิจวัฒน 

กลุมวิจัยโรคพืช    สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
__________________________________ 

 
บทคัดยอ 

 ไดทําการทดสอบการมีชีวิตรอด การอาศัยอยู และการศึกษาจํานวนประชากรแบคทเีรีย A. 
avenae subsp. citrulli  บนเมล็ดพนัธุแตงโมและเมลอน โดยการปลูกเช้ือ Aac ลงในผลแตงโม
และเมลอน จนไดเมล็ดที่ติดเชื้อ Aac  98 และ 84 % ของเมล็ดทัง้หมด ตามลําดับ จากนั้นเก็บ
เมล็ดติดเชื้อในสภาพเย็น สวนหนึง่นาํมาตรวจการมีชวีติรอดบนอาหาร Tween agar ทุก ๆ เดือน 
และอีกสวนหนึ่งนําไปปลูกทดสอบการถายทอดโรคทุก ๆ 2 เดือน ผลการทดสอบ พบวา หลังการ
เก็บเมล็ดแตงโมและเมลอนที่ติดเชื้อ Aac เปนเวลา 10 เดือน พบปริมาณเมล็ดที่ตรวจพบแบคทเีรีย 
Aac ที่มีชวีิตรอดเทากับ 60% ของจํานวนเมล็ดทั้งหมด และผลการทดสอบการถายทอดโรคของ
เมล็ดติดเชื้อ พบวา หลังการเก็บเมล็ดติดเชื้อเปนเวลา 10 เดือน แตงโมสามารถแสดงอาการของ
โรคในระยะกลาและระยะออกดอกไดถึง 62.79 และ 78.48% และในเมลอนสามารถแสดงอาการ
ของโรคไดถึง 76.92 และ 86.44% ของจํานวนตนทัง้หมด ตามลําดับ 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รหัสการทดลอง 07 01 51 01 01 01 06 51 
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คํานํา 
 

โรคผลเนา (Fruit blotch) เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas  pseudoalcaligenes  
subsp.  citrulli (Schaad  et al.,1978)  ตอมามีการเปล่ียนช่ือเปน A. avanae subsp.citrulli 
(Aac) โรคผลเนาเปนโรคทีสํ่าคัญในการผลิตพืชตระกลูแตง โดยเฉพาะ แตงโม แคนตาลูป เมลอน 
และสควอช พบคร้ังแรกในป ค.ศ. 1965 ทีป่ระเทศสหรัฐอเมริกา ตอมาพบระบาดในหลายประเทศ
ทั่วโลก ไดแก จีน อิสราเอล ญ่ีปุน ตุรก ี บราซิล และออสเตรเลีย (CAB International, 2005) 
 Latin และ Rane (1990) รายงานพบการระบาดในรัฐอินเดียนา ประเทศสหรัฐอเมริกา ทํา
ใหผลผลิตแตงโมที่เจริญเติบโตเต็มที่เนาเสียหายมากถึง 90 เปอรเซ็นต ทําใหเกษตรกรสูญเสีย
รายไดเปนจํานวนมาก ตอมาพบระบาดในอีกหลายรัฐของประเทศสหรัฐอเมริกา ไดแก  ฟลอริดา 
(Somodi  et al.,1991), โอคลาโฮมา (Jacob  et al., 1992)  เซาทคาโรไรนา , นอรธคาโรไรนา, เมร่ี
แลนด (Hopkins et al., 1992)  นอกจากนี้มหาวทิยาลัยไอโอวาสเตรท ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดมี
การศึกษาระยะเวลาการมีชวีิตรอดและการถายทอดโรคของเชื้อ Aac พบวา เมล็ดแตงโมและเม
ลอนที่ติดเชื้อแบคทีเรียนีท้ี่เก็บไวเปนเวลา40 และ 34 ปตามลําดับ ยงัคงมีชวีิตรอดและสามารถ
ถายทอดโรคได ซึ่งชี้ใหเหน็วาแบคทีเรีย Aac มีความทนทานสูง (Block and Shepherd, 2008) 
  ในประเทศไทย มีรายงานการพบโรคผลเนาแตงโม ในเขต จ.สกลนคร และ จ.นครราชสีมา 
ในป 2536 (ณัฏฐิมา, 2537) ตอมาในป พ.ศ. 2538-2540 ไดศึกษาเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคผลเนา 
พบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ ไมสรางสารเรืองแสง (non-fluorescent) สรางเอนไซม oxidase 
รูปรางเปนทอนส้ัน (rod-shape) ลักษณะโคโลนีกลมนนู ขอบเรียบ สีขาวครีม เมื่อนาํเช้ือแบคทีเรีย
ที่แยกไดไปปลูกเช้ือลงบนใบเลี้ยงของตนกลาแตงโมทาํใหตนกลาแสดงอาการ โดยทําใหใบเล้ียง
หลุดรวงภายใน 7 วัน และเมื่อปลูกเช้ือลงบนผลแตงโมสามารถทําใหผลแตงโมเนาเสียภายใน 14 
วัน (ณัฏฐิมา, 2540)   
 ณัฏฐิมา และคณะ (2540) ไดผลิตแอนติซีรัมโดยวธิ ีGlutaraldehyde Fixed Cells เพื่อใช
ในการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae  subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาของแตงโม 
พบวาแอนติซรัีมที่ไดสามารถเกิดปฏิกิริยากับเชื้อ A. avenae  subsp. citrulli ทั้งหมด  4  สายพนัธุ  
แตไมเกิดปฏิกิริยากับเชื้อ Xanthomonas campestris pv.citri ,X. campestris pv.campestris, 
Erwinia carotovora pv.cartovora และ Pseudomonas solanacearum แสดงวาแอนติซีรัมที่ได
คอนขางเฉพาะเจาะจงกับเชือ้ Acidovorax avenae  subsp. citrulli 
  โรคผลเนาพบเปนปญหาระบาดคร้ังแรกในแตงโม ผลทีเ่จริญเติบโตเต็มที่ใกลเก็บเกีย่ว พบ
อาการเร่ิมแรกเปนจุดแผลชํ้าฉํ่าน้าํ แผลพฒันาอยางรวดเร็วเปลี่ยนเปนสีเขียวคล้าํคลายรอยเปอน
น้ํามนัขยายลามไมมีขอบเขต ในเวลา 2-3 วนัจะขยายลามคลุมทั่วทั้งผลทําใหผลแตงโมแตกเนื้อ
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แตงโมภายในเนาเสีย ไมสามารถเก็บผลผลิตได (Schaad et al.,1978; Hopkins et al.,1992 ; 
Latin and Rane,1990)  
 Latin และ Rane (1990) พบวาการระบาดของโรครุนแรงบนผลแตงโมกอนเก็บเกี่ยว 2 
อาทิตย   Hopkins และคณะ (1992) รายงานวาเชือ้แบคทีเรียสาเหตุของโรคผลเนาของแตงโม
สามารถเขาทาํลายไดต้ังแตระยะตนกลาโดยสามารถทาํใหตนกลาตายได แตในระยะตนโตใน
สภาพแปลงปลูกเช้ือแบคทีเรียนี้เขาทําลายไดแตอาการไมรุนแรงหรือไมแสดงอาการเลยแตแฝงอยู
บนตนแตงโม เมื่อผลแตงโมเจริญเติบโตเต็มที่ใกลเกบ็เกี่ยวเช้ือจะเขาทําลายผลแตงโม ทาํใหผล
แตงโมแสดงอาการของโรคและเนาเสียไมสามารถเก็บเกี่ยวได     Frankle  และคณะ (1993) 
รายงานวา เช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคผลเนาของแตงโมสามารถเขาทาํลายผลแตงโมโดยเขาทาง
ปากใบของผลแตงโม เชื้อแบคทีเรียสามารถติดไปกับเมล็ดพันธุ และแพรกระจายไปยังแหลงตางๆ
ทั่วโลกได (Sowell and schaad,1979 ; Rane and Latin,1992) ในปจจุบันเชื้อแบคทีเรีย A. 
avenae  subsp. citrulli จัดเปนเช้ือตองหามที่สําคัญทางดานการกกักันพืช  
( Wall et al., 1990 )    
  การปองกนักาํจัดโรคนี้ไดมีรายงานโดย Hopkins และคณะ (1992) วา วิธีการปองกนั
กําจัดโรคนี้ควรใชเมล็ดพันธุที่ปราศจากโรคและสามารถใชสารเคมีพวกสารประกอบทองแดงลด
การเกิดโรคได โดยฉีดพนขณะที่เร่ิมติดผลควรใช 2-3 คร้ัง แตตองระมัดระวังเนื่องจากสารประกอบ
ทองแดงอาจมผีลทําใหตนแตงโมชะงักการเจริญเติบโตได 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1.  อาหารเล้ียงแบคทีเรีย ไดแก  PSA  

 (Potato sucrose agar) และ Tween agar 
 2. เชื้อแบคทีเรีย A. avanae subsp. citrulli 
 3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ ตูเข่ียเช้ือ ฯลฯ 
 4. ผลแตงโมและเมลอน 

4. ดินปลูก 
 5. กระถางปลูก 
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วิธีการ 
1. ศึกษาการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli บนเมล็ดพนัธุพืชตระกูล

แตง 
1.1 การเตรยีมเมล็ดติดเชือ้ 
การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย Aac 

1.  เล้ียงแบคทีเรีย Aac บนอาหาร  PSA ประมาณ 25 plates เปนเวลา 48 
ชม. 

2. นาํมาทาํเปน cell suspension ดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ปรับความเขมขนใหได
ประมาณ 108 cfu/ml. 
 การเตรียมผลแตงโมและเมลอน 

    นําผลแตงโมพนัธุกนิรี และเมลอน มาลางใหสะอาด จากนัน้ฆาเช้ือทีผิ่ว
ดวยการเช็ดดวยแอลกอฮอล 75%  จากนัน้ผ่ึงใหแหง 

การปลูกเช้ือและการเก็บเมล็ดติดเชื้อ 
    1. ใชเข็มฉีดยาขนาด 5 มล. ดูด cell suspension ของแบคทีเรีย Aac 
ปริมาตร 5 มล. ฉีดเขาที่ผิวเปลือกแตงโมและเมลอน 2 จุด 

2. บมเช้ือไวจนปรากฏอาการของโรค 100% คือผลแตงโมและเมลอน
แสดงอาการผลเนาทั้งผล ซึง่ใชเวลาประมาณ 7 วัน 
   3. ใชมีดที่สะอาดผาผลแตงโมและเมลอน เลือกเก็บเฉพาะเมล็ด นําไปผ่ึง
ในที่รม จนแหงสนทิ เก็บใสถุงพลาสติก แชในตูเยน็ไวทดสอบตอไป 

1.2 การตรวจการมชีีวิตรอดบนเมลด็ติดเชื้อ   
  นาํเมล็ดติดเชือ้มาตรวจสอบการมีชีวิตรอดทุก ๆ 1 เดือน โดยวิธ ีdilution plate technique 
ปฏิบัติดังนี ้
  1. นาํเมล็ดติดเชื้อที่เก็บไว มาแชในน้าํสะอาดนึ่งฆาเช้ือ ปริมาตร 1 มล. โดยใช 1 
เมล็ดตอ 1 หลอด นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา จากนั้นทิ้งไวประมาณ 10 นาท ีนาํน้าํที่ไดไปทําใหเจือ
จาง นาํความเขมขน 106- 108 cfu/ml. มาเกล่ียบนอาหารแข็ง tween  agar 
  2. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชม.  
  3. นับปริมาณเซลล Aac ที่ได นํามาคํานวณคิดเปนเปอรเซ็นตของเมล็ดที่พบเชื้อ
Aac ที่มีชวีิดรอด 

2.  การทดสอบการถายทอดโรคของเมล็ดติดเชื้อ Aac หลังจากเก็บไวเปน
ระยะเวลาหนึ่ง 
 นําเมล็ดแตงโมและเมลอนติดเชื้อที่เก็บไวในตูเยน็อุณหภูมิประมาณ 18 องศาเซลเซียส มา
ปลูกในกระถางปลูก  5 ตนตอกระถาง จาํนวน 25 กระถาง รวม 125 ตน ตอชนิดพืช โดยปลูกทกุ ๆ  
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2 เดือน ในสภาพโรงเรือน  ตรวจผลโดยนับจํานวนตนที่ปรากฏอาการของโรคต้ังแตเร่ิมงอกจนกระทั่ง
ออกดอกหรือเร่ิมติดผล โดยมีกรรมวิธีเปรียบเทยีบโดยการปลูกเมล็ดพนัธุปลอดเช้ือ (เมล็ดพันธุที่ฆา
เชื้อดวยสารละลายคลอร็อกซ 5%) นํามาคํานวณโดยคิดเปนเปอรเซนตของการเกดิโรค เปรียบเทียบ
กับจํานวนตนทั้งหมด  
 
เวลาและสถานที ่    เริ่มตน  ตุลาคม     2551        สิ้นสดุ     กนัยายน      2552   
   กลุมวิจยัโรคพชื   สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. ศกึษาการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli  บนเมล็ดพันธุพชืตระกูล
แตง 
 ผลการทดลองพบวา หลังการเก็บเมล็ดแตงโมติดเชื้อแบคทีเรีย Aac ในตูเย็นเปนเวลา 8 
เดือน พบวาปริมาณเมล็ดแตงโมที่ตรวจพบแบคทีเรีย Aac ที่ยังมชีีวิต ยังมีปริมาณสูงโดยไมตํ่ากวา 
90% ของจํานวนเมล็ดทั้งหมด ซึ่งมีปริมาณใกลเคียงกบัปริมาณเร่ิมตน (ปริมาณเร่ิมตนเทากบั 
98% ของจํานวนเมล็ดทั้งหมด) แตเมื่อเกบ็เมล็ดไวเปนเวลา 10 เดือน พบวาปริมาณเมล็ดแตงโมที่
ตรวจพบ Aac ที่มีชวีิต ลดลงประมาณ 20% โดยมีปริมาณเมล็ดทีต่รวจพบแบคทีเรีย Aac เหลือ
เทากับ 60% ของจํานวนเมล็ดทั้งหมด (ตารางที่ 1) 
 ในการทดสอบบนเมล็ดเมลอน พบวา หลังการเก็บเมล็ดเมลอนในตูเย็นเปนเวลา 9 เดือน 
พบวา ปริมาณเมล็ดเมลอนที่ตรวจพบแบคทีเรีย Aac ที่มีชีวิตมีปริมาณไมตํ่ากวา 80% ของจํานวน
เมล็ดทั้งหมด โดยมีปริมาณลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทยีบกับปริมาณเร่ิมตน (84%) แตเมื่อเก็บไว
เปนเวลา 10 เดือน พบวาปริมาณเมล็ดเมลอนที่ตรวจพบ Aac ที่มชีีวติ ลดลงอยางรวดเร็ว โดยมี
ปริมาณที่ตรวจพบเทากับ 60% ของจํานวนเมล็ดทัง้หมด (ตารางที่ 2) 

 
2.  การทดสอบการถายทอดโรคของเมล็ดติดเชื้อ Aac หลังจากเก็บไวเปนระยะเวลาหนึง่ 
 ผลการทดสอบการนาํเมล็ดแตงโมที่มกีารติดเชื้อ Aac ซึ่งเก็บไวเปนระยะเวลาหน่ึงมาปลูก
เพื่อทดสอบการถายทอดโรค พบวา ตนแตงโมทีเ่จริญเติบโต สามารถแสดงอาการของโรคทุกระยะ
การเจริญเติบโต แตอาการของโรคจะปรากฏรุนแรงในระยะกลาและระยะออกดอกจนถึงเร่ิมติดผล
ออน โดยในระยะกลาอาการจะปรากฏชัดเจนบนใบ ทั้งใบเล้ียงและใบจริง ลักษณะอาการเร่ิมแรก
จะเปนจุดแผลช้ําสีน้าํตาลเขม ลักษณะฉํ่าน้าํ เมื่อจุดแผลขยายใหญ ซึ่งบนใบจริงอาการมักจะ
ขยายและถกูจํากัดดวยเสนเวน แผลที่ลุกลามจะเหน็เปนแผลสีน้าํตาลเขมชัดเจน โดยพบวาหลัง
การเก็บเมล็ดติดเชื้อเปนเวลา 10 เดือน แตงโมสามารถแสดงอาการของโรคในระยะกลาและระยะ
ออกดอกไดถึง 62.79 และ 78.48% ของจํานวนตนทัง้หมด ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
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 ผลการทดสอบ ในเมลอน พบวา อาการของโรคปรากฏไดทุกระยะการเจริญเติบโตและ
ปรากฎลักษณะอาการเชนเดียวกับในแตงโม แตอาการรุนแรงกวา โดยพบการเกิดโรคไมตํ่ากวา 
50% ทั้งนี้ พบวาหลังการเก็บเมล็ดติดเชือ้เปนเวลา 10 เดือน เมลอนสามารถแสดงอาการของโรค
ในระยะกลาและระยะออกดอกไดถึง 76.92 และ 86.44% ของจํานวนตนทัง้หมด ตามลําดับ 
(ตารางที ่4) 
 จากผลการทดลองตารางที ่3 และ4 จะเหน็วา ทัง้เมล็ดแตงโมและเมลอนที่ติดเชื้อซึ่งเก็บไว
มากกวา 2 เดือนข้ึนไป เปอรเซ็นตการเกิดโรคจะปรากฏรุนแรงกวาเดือนเร่ิมตนซ่ึงทําการปลูก
ทดสอบในเดือนพฤศจิกายนซ่ึงเปนชวงอากาศเยน็จึงไมเหมาะสมกับการลุกลามของโรค ทั้งนี้
เนื่องจากโรคนี้จะพัฒนาและลุกลามอยางรวดเร็วในสภาพท่ีมีความช้ืนสูงและอากาศคอนขาง
อบอุน (.....................) 

 สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
การศึกษาการมีชีวิตรอด การอาศัยอยู และการศึกษาจํานวนประชากรแบคทเีรีย A. 

avenae subsp. citrulli  (Aac) บนเมล็ดพันธุพืชตระกลูแตง พบวา แบคทีเรีย Aac สามารถอาศัย
อยูบนเมล็ดแตงโมและเมลอนไดไมตํ่ากวา 10 เดือน  โดยเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย
ลดลงเล็กนอย และยังสามารถถายทอดโรคไดไมตํ่ากวา 50% ของจํานวนเมล็ดทั้งหมดเม่ือนําเมล็ด
ไปปลูก 
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ตารางที่ 1 ปริมาณเมล็ดแตงโมที่ตรวจพบแบคทีเรีย Acidovorax avanae  avenae subsp. 
citrulli  (Aac) ที่มีชวีิต หลังจากเกบ็ไวเปนเวลา 10 เดือน ตรวจผลบนอาหาร Tween agar 
เดือนที่1/ เปอรเซนตเมล็ดที่ตรวจพบ Aac ที่มีชีวิต 

0  (พ.ย. 51) 982/ 
1  (ธ.ค. 51) 96 
2  (ม.ค. 52) 96 
3  (ก.พ. 52) 93 
4  (มี.ค. 52) 94 
5  (เม.ย. 52) 96 
6  (พ.ค. 52) 92 
7  (มิ.ย. 52) 95 
8  (ก.ค. 52) 96 
9  (ส.ค. 52) 80 
10  (ก.ย. 52) 60 
1/   ระยะเวลาเก็บเมล็ดติดเชือ้     2/ ปริมาณเซลลเร่ิมตน 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณเมล็ดเมลอนที่ตรวจพบแบคทีเรีย Acidovorax avanae  avenae subsp. 
citrulli  (Aac) ที่มีชวีิต หลังจากเกบ็ไวเปนเวลา 10 เดือน ตรวจผลบนอาหาร Tween agar 
เดือนที่1/ เปอรเซนตเมล็ดที่ตรวจพบ Aac ที่มีชีวิต 

0  (พ.ย. 51) 842/ 
1  (ธ.ค. 51) 83 
2  (ม.ค. 52) 84 
3  (ก.พ. 52) 80 
4  (มี.ค. 52) 82 
5  (เม.ย. 52) 81 
6  (พ.ค. 52) 83 
7  (มิ.ย. 52) 81 
8  (ก.ค. 52) 84 
9  (ส.ค. 52) 84 
10  (ก.ย. 52) 60 
1/   ระยะเวลาเก็บเมล็ดติดเชือ้     2/ ปริมาณเซลลเร่ิมตน  
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ตารางที่ 3  เปอรเซนตการเกิดโรคผลเนาที่เกิดจากแบคทีเรีย Acidovorax avanae  avenae 
subsp.  citrulli บนพืชแตงโมในระยะกลาและระยะออกดอก 

เปอรเซนตการเกิดโรค เดือนที่ 
ระยะกลา ระยะออกดอก 

0 (พ.ย. 51) 10.01 22.19 
2 (ม.ค. 52) 10.69 35.01 
4 (มี.ค. 52) 8.45 64.16 
6 (พ.ค. 52) 21.05 50.94 
8 (ก.ค. 52) 21.28 65.00 
10 (ก.ย. 52)  62.79 78.48 
 
ตารางที่ 4  เปอรเซนตการเกิดโรคผลเนาที่เกิดจากแบคทีเรีย Acidovorax avanae  avenae 
subsp.  Citrulli บนพืชเมลอนในระยะกลาและระยะออกดอก 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค เดือนที่ 
ระยะกลา ระยะออกดอก 

0 (พ.ย. 51) 52.78 66.09 
2 (ม.ค. 52) 59.40 71.17 
4 (มี.ค. 52) 69.12 64.10 
6 (พ.ค. 52) 85.94 90.63 
8 (ก.ค. 52) 62.50 82.22 
10 (ก.ย. 52)  76.92 86.44 
 
 
 
 

----------------------------------------- 
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  การเฝาระวังการแพรกระจายของไสเดือนฝอย Radopholus similis  
ในไมน้ําและไมดอกไมประดับ 

Surveillance of of Radopholus similis in Aquatic Plant  
and Ornamental Plant 

 
นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด1/   วานิช  คําพานิช2/   

กลุมวิจัยโรคพืช1/  กลุมวจิัยการกักกันพืช2/  สาํนักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 
      

 
บทคัดยอ 

 

การสุมเก็บไมน้ําสกุล Anubias sp. ของฟารมปลูกพรรณไมน้ําเพื่อการสงออกในเขต
กรุงเทพมหานคร โดยทําการเก็บตัวอยางตนไมน้ําพรอมรากจํานวน 10 ตัวอยาง (บอปลูก) ตัวอยาง
ละ 10 ตน/บอ  รวม 100 ตน/เดือน  เร่ิมต้ังแตเดือนมกราคม-เดือนกันยายน 2551  เปนเวลา 9 เดือน 
ตรวจแยกไสเดือนฝอยออกจากรากพืชโดยใชเทคนิค Mist chamber   ผลการตรวจและนับจาํนวน 
พบไสเดือนฝอย R. similis  ในบอปลูกไมน้ําแพรระบาดต้ังแตระดับ 0-20 % ของพืน้ที่สุม โดยตรวจ
พบ R. similis ในรากไมน้าํสูงที่สุดในเดือนมกราคมและมิถุนายน 2551  จํานวน 2 ตัวอยาง คิดเปน 
การแพรระบาดเทากับ 20 % และพบจํานวน R. similis ในรากสูงที่สุดในเดือนมนีาคม 2551 จํานวน 
36 ตัว/ราก 10 ตน/1 ตัวอยาง  รองลงมาคือ เดือนเมษายน 2551 จํานวน 28 ตัว/ราก 10 ตน/1 
ตัวอยาง   และตรวจไมพบในเดือนกมุภาพันธ  กรกฎาคม  สิงหาคม และกันยายน 2551  คิดเปน
คาเฉลี่ยการแพรระบาดของประชากรไสเดือนฝอย R. similis เทากับ 7.78 % ในระยะเวลา 9 เดือน   

การสุมเก็บพรรณไมน้ําของฟารมปลูกเพือ่การสงออกในเขตจังหวัดนครราชสีมา โดยทําการ
เก็บตัวอยางตนและรากไมน้าํสกุล Anubias spp. และไมน้ําสกุลอ่ืนๆ  ทุก 2 เดือน  คือเดือนตุลาคม  
ธันวาคม 2551  กุมภาพนัธ  เมษายน  มถิุนายน และสิงหาคม 2552  รวม 6 คร้ัง  คร้ังละ 50  ชนิด  
ชนิดละ 10 ตน รวม 500 ตน/เดือน  ตรวจแยกไสเดือนฝอยโดยใชเทคนิค mist chamber และการใช
คล่ืนเสียง  พบไสเดือนฝอย R. similis ในรากไมน้ําสกลุ Anubias spp. เทากับ 80  80  20  30  0 
และ 0 % ของตัวอยางที่ตรวจในแตละเดือน เฉล่ียจํานวนไสเดือนฝอยที่พบเทากับ 16   32   53  36  
0 และ 0 ตัว/ราก 10 กรัม ที่ตรวจในแตละเดือน ตามลําดับ  สําหรับพรรณไมน้ําสกุลอ่ืนๆ ตรวจพบ
ไสเดือนฝอย R.similis ในพรรณไมน้ําสกลุ Bacopa spp.และ Ceratopteris spp., ในเดือนธนัวาคม 
2551 จํานวน 10 และ 10 % ของตัวอยางที่ตรวจ ตามลําดับ 

 
 

รหัสการทดลอง  07015101 
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คํานํา 
 

ไสเดือนฝอยศัตรูพืช (plant parasitic nematodes) จัดเปนจุลินทรียสาเหตุโรคพืชที่
สามารถทําใหเกิดความเสียหายตอการปลูกพืชทั้งในดานคุณภาพและปริมาณ พบแพรระบาดใน
หลายประเทศทั่วโลก  และในปจจุบันไสเดือนฝอยศัตรูพืชมีบทบาทสาํคัญตอการกกักันพืชระหวาง
ประเทศเปนอยางยิ่ง โดยเฉพาะการตรวจสอบเพื่อกักกันไสเดือนฝอยศัตรูพืชชนิดที่มีความสําคัญ 
และยังไมมีการแพรกระจายเขามาสูประเทศนั้นๆ ในขณะเดียวกนัการสงออกพืชผัก ไมดอกไม
ประดับ และพืชอ่ืนๆ ไปขายยังตางประเทศ ตองมีความมัน่ใจวาปลอดจากไสเดือนฝอยตองหาม
อยางแทจริง เพื่อลดการกีดกันทางการคาที่อาจเกิดข้ึนไดตามมา  
 ในการสงออกพืชของประเทศไทยไปยังตางประเทศยังคงประสบปญหาเร่ือง การตรวจสอบ
ไสเดือนฝอยศัตรูพืชกักกนัของประเทศน้ันๆ เชนกนั  ตัวอยางของปญหาที่เกิดข้ึนบอยคร้ังคือ การ
ติดไปของไสเดือนฝอย burrowing nematode (Radopholus similis) กับพืชสงออกจากประเทศ
ไทยไปยังตางประเทศ (นุชนารถ, 2551)  
 ไสเดือนฝอยศัตรูพืชบางชนดิตองมีการควบคุมการนาํเขาและนาํผาน  ซึ่งกระทรวงเกษตร
และสหกรณ ไดประกาศใหไสเดือนฝอยดังตอไปนี้เปนศัตรูพืชกักกนัของประเทศไทย คือ Anguina 
agrostis, A. graminis, A. tritici, Aphelenchoides arachidis, A. besseyi, Belonolaimus 
longicaudatus, Bursaphelenchus xylophilus, Cactodera cacti, Ditylenchus destructor, D. 
dipsaci, Dolichodorus heterocephalus, Globodera pallida,  G. rostochiensis, Heterodera 
avenae, H. glycines, H. graminis, H. oryzicola, H. punctata, H. sorghi, H. trifolii, 
Hirschmanniella miticausa, Hoplolaimus columbus, Longidorus sylphus, Meloidogyne 
brevicauda, M. camielliae, M. chitwoodi, M. coffeicola, M. graminis, Nacobbus aberrans, 
Paratrichodorus porosus, Pratylenchus goodeyi, P. loosi, Rhadinaphelenchus 
cocophilus, Rotylenchulus macrodoratus, Scutellonema bradys, Trichodorus viruliferus, 
Xiphinema diversicaudatum (นุชนารถ และ สุรพล, 2549)   

ไสเดือนฝอย Anguina tritici  สามารถติดมากับเมล็ดขาวบารเลย ไรน โอต และขาวสาลี 
(Evan et  al., 1993)    A. tritici  เปน sedentary endoparasite ทีเ่ขาทําลายตนกลาของธัญพชื
และกอใหเกิดอาการหงิกงอและการเจริญเติบโตที่ลดลงของตนกลา  ไสเดือนฝอยชนิดนี้สามารถ
เขาทําลายรวงและเมล็ดธัญพืช ซึง่มีผลทําใหเกิดปมที่เมล็ดและขนาดของเมล็ดธัญพืชลดลง    

Aphelenchoides besseyi สามารถทาํใหเกิดโรค white tip ในขาว และมีการกระจายตัว
ทั่วไปในเขตทีม่ีการปลูกขาวทั่วโลก (Katsumi and Shigeru, 2001)  การตรวจพบไสเดือนฝอยชนิด
นี้ที่ติดมากับเมล็ดขาวในรัฐแคลิฟอรเนียเมื่อไมนานมานี้ มีผลทาํใหเกิดความกงัวลกับผูที่มีสวน
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เกี่ยวของกับอุตสาหกรรมขาวในรัฐแคลิฟอรเนียเปนอยางมาก   A. besseyi   เปนไสเดือนฝอย
ตองหามของรัฐบาลกลางสหรัฐอเมริกา โดยเมล็ดขาวทีม่ีเปลือกทีจ่ะนําเขาอเมริกาจะตองไดรับการ
รับรองวาปลอดจากไสเดือนฝอยชนิดดังกลาว   ในขณะเดียวกนัรัฐบาลตุรกีกป็ระกาศวาขาวที่
นําเขาตุรกีจากสหรัฐอเมริกาตองปลอดจากไสเดือนฝอยชนิดนี้เชนกนั   นอกจากนั้น A. besseyi 
สามารถเขาทาํลายสตรอเบอรร่ีและทําใหเกิดโรค “summer dwarf” หรือ “crimp” ในสหรัฐอเมริกา
และออสเตรเลีย   A. besseyi มีพืชอาศัยกวาง ยกตัวอยางเชน หอม กระเทียม ขาวโพดหวาน ถัว่
เหลือง และพืชผักหลายชนิด มีความสามารถในการอยูรอดภายในเปลือกขาวในสภาพขาดน้าํ 
(anhydrobiosis) เปนเวลานานกวา 3 ป  และเขาทําลายพืชในลักษณะเปน ectoparasite  

A. fragariae  เปนไสเดือนฝอยในสกุล Aphelenchoides อีกชนิดที่เขาทาํลายพชื
พวกอัลฟลฟา สตรอเบอรร่ี และไมดอกไมประดับอีกหลายชนิด (Ganpati and Parwinder, 2004)  
ตนสตรอเบอรร่ีที่ถูกไสเดือนฝอยชนิดนีเ้ขาทําลายจะมีอาการแคระแกร็น ใบบิดเบ้ียวมีขนาดเล็ก
และใบเปล่ียนเปนสีแดง   A. fragariae  ดํารงชีวิตเปนแบบ ectoparasite ของเนื้อเยื่อเจริญของสต
รอเบอรร่ี นอกจากนี้ยงัสามารถอยูรอดไดในสภาพขาดน้ําและที่อุณหภูมิตํ่าไดอีกดวย  พบไดทัง้ใน
เขตหนาวและเขตรอนทั่วโลก   

 Ditylenchus dipsaci คือไสเดือนฝอยที่สามารถติดมากับหอม กระเทียม อัลฟลฟา ที่
นําเขามาจากตางประเทศ (Evan et al., 1993)   D. dipsaci มีการกระจายตัวอยูทั่วโลก แตทาํ
ความเสียหายกับพืชในเขตหนาวเปนสวนใหญ การเขาทาํลายพืชเปนแบบ endoparasite โดยตัว
ออนระยะที่ 4 จะเขาทาํลายตนกลาโดยเฉพาะอยางยิง่ในระยะที่ตนกลายงัไมพนผิวดิน    เมื่อ
ไสเดือนฝอยเขาทําลายตนกลาพืชไดแลว ตัวออนของ D. dipsaci  จะปลดปลอยเอนไซม 
pectinase ทาํใหเซลลพืชแยกออกจากกันและไสเดือนฝอยสามารถเคลื่อนที่ผานไปได  ในกรณีที่
พืชถูกไสเดือนฝอยเขาทาํลายในปริมาณมาก พืชอาจตายหรือแคระแกร็น  ไสเดือนฝอย D. dipsaci 
สามารถเขาทาํลายพืชโดยตรง (direct penetration) หรือการเขาทาํลายผานทางรูเปดของปากใบ 
(stomata) 

ไสเดือนฝอย Radopholus similis เปนไสเดือนฝอยกกักันที่มีความสําคัญอีกชนิดหนึง่ที่
พบในเขตรอนและเขตกึ่งรอนทัว่โลก (Fogain, 2000) โดยเฉพาะอยางยิ่งในแหลงที่มกีารปลูกกลวย  
ประเทศทีพ่บ ไดแก ทุกประเทศในทวีปอัฟริกา  บางประเทศในทวีปเอเชีย อเมริกากลางและใต 
ประเทศคิวบา ออสเตรเลีย และในหลายประเทศในทวปียุโรป  ในสหรัฐอเมริกา ไสเดือนฝอย R. 
similis มีการกระจายตัวในเขตภาคตะวนัออกเฉียงใตของประเทศเปอรโตริโก  และในรัฐฮาวาย 
(Sipes and Delate, 1996) 
 ไสเดือนฝอย R. similis มีพชือาศัยมากกวา 600 ชนิด (Uchida et al., 2003) แตพชือาศัย
ที่สําคัญไดแก กลวย และสม ที่ปลูกในเขตรอน กลวยจัดเปนพชือาศัยที่สําคัญอันดับหนึ่งของ
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ไสเดือนฝอยชนิดนี้ โดยพบวากลวยเกือบทุกสายพนัธุสามารถเปนพืชอาศัยของ R. similis   พชื
ชนิดอ่ืน ๆ ที่จดัเปนพืชอาศัย ไดแก มะพราว ขิง ปาลม อโวกาโด กาแฟ  พริกไทย  ออย  ชา   พชืผัก
และไมดอกไมประดับ หญา  และวัชพืชหลายชนิด   
 ไสเดือนฝอย R. similis สามารถครบวงจรชีวิตไดภายในสวนของ cortex พืช วงจรชวีติของ 
R. similis ในพืชพวกสม พบวา ตัวออนฟกออกจากไขภายในระยะเวลา 3 ถึง 7 วัน และไสเดือน
ฝอยครบวงจรชีวิตภายใน 18 ถึง 20 วัน ที ่ 24 ถึง 26 องศาเซลเซยีส (Evan et al., 1993)  วงจร
ชีวิตของ R. similis จะนานมากข้ึนที่อุณหภูมิตํ่าลง   ตัวเมียของไสเดือนฝอย R. similis จะวางไข
โดยเฉล่ีย 2 ฟองตอวัน   โดยทั่วไปแลว R. similis ตองการตัวผูเพื่อการผสมพนัธุ แตอยางไรกต็าม 
ในบางคร้ังพบวาตัวเมียของไสเดือนฝอย สามารถออกไขไดโดยไมมีการผสมพันธุจากตัวผู 
(parthenogenesis)  ตัวผูของไสเดือนฝอยชนิดนี้ไมมกีารเขาทําลายและดูดกินน้าํเล้ียงจากรากพืช 
(Evan et al., 1993) 
 ไสเดือนฝอย R. similis  จดัเปนศัตรูพืชแบบ migratory endoparasite และทําใหเกิดโรค 
spreading decline ในพชืพวกสม (Duncan and Cohn, 1990) โดยอาการดังกลาวมักเกิดข้ึน
หลังจากไสเดือนฝอยเขาทําลายรากแลวหนึ่งป  สมทีถ่กูไสเดือนฝอยเขาทําลายจะมีจํานวนใบและ
การเจริญเติบโตลดลง สีของใบมีการเปล่ียนแปลงในลักษณะซีดลง  และเกิดอาการ dieback ของ
กิ่งสม   ใบของสมอาจเหี่ยวในเวลากลางวนัแตจะกลับเปนปกติเมือ่เวลาไดรับน้าํหรือเมื่อฝนตก   
สมจะใหผลผลิตลดลงและผลที่ไดจะมีขนาดเล็กและมลัีกษณะเหมือนขาดธาตุอาหาร    ในรัฐ
ฟลอริดาพบวาไสเดือนฝอย R. similis ทาํใหผลผลิตของ grapefruit ลดลง 50 ถึง 80 เปอรเซ็นต 
ในสวนของ orange พบวา ไสเดือนฝอยมีสวนทําใหผลผลิตลดลง 40 ถึง 70 เปอรเซ็นต  ในพชืพวก
อาโวกาโดก็เชนเดียวกันพบวา ผลผลิตลดลงเมื่อถกูไสเดือนฝอยชนิดนีเ้ขาทําลาย    เมื่อทําการขุด
รากที่ระดับความลึก 2.5 ฟุต จากระดับผิวดินพบวา 30 เปอรเซ็นตของรากหาอาหาร (feeder 
roots) ไดถูกทาํลาย และเมือ่ขุดลงไปลึกมากกวานัน้พบวา 90 เปอรเซ็นตของรากทีพ่บไดถูกทาํลาย
โดยไสเดือนฝอย   ในกลวยพบวาการเขาทาํลายของไสเดือนฝอย R. similis ทําใหเกดิอาการโคน
ลมของตนกลวยโดยเฉพาะอยางยิ่งตนทีก่ําลังใหผลผลิต เนื่องจากระบบรากไดถูกทําลาย  ในสวน
ของรากพบวาเกิดอาการเนา (lesion) สีน้ําตาลหรือสีดําที่บริเวณจุดที่ไสเดือนฝอยเขาทาํลาย   เมือ่
ไสเดือนฝอยเคลื่อนที่ผานช้ัน cortex ของรากพืช ทาํใหเกิดโพรง และเปดทางใหเชือ้โรคในดิน เชน 
Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani เขาทําลายรากพืชซึ่งทาํใหเกิดอาการรุนแรงมาก
ยิ่งข้ึน (Sipes et al., 2001) 
  ในประเทศไทย มีรายงานการสํารวจพบ R. similis ในพริกไทย และกลวย ต้ังแตป พ.ศ. 
2506  แตไมมีรายงานความเสียหายที่เกดิจากไสเดือนฝอยชนิดนี ้  เนื่องจากบานเราไมเคยประสบ
ปญหาความเสียหายในพืชสําคัญทางเศรษฐกิจ   แตในปจจุบัน R. similis สรางปญหาใหกับพืช
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สงออกไปยังกลุมสหภาพยุโรปหรือ EU   มีการเผาทาํลายทนัท ีณ ประเทศปลายทาง  และ/หรือ
บางกรณีปฏิเสธการนาํเขา  เนื่องจากมีการตรวจพบ R. similis ในพรรณไมน้ําสกลุ Anubias spp.   
โดยในป พ.ศ. 2550-2551 ไมน้ําจากประเทศไทยถูกเผาทาํลายไป 11 คร้ัง ทําใหมีผลกระทบตอ
ธุรกิจการสงออกพรรณไมน้าํของไทยเปนอยางมาก นอกจากนั้นยังพบไสเดือนฝอยสกุล 
Hirschmanniella spp. ในไมน้าํที่สงไปประเทศโปแลนดถูกเผาทาํลายดวยเชนกนั (นุชนารถ, 
2551)   

 
วิธีดําเนินการ 

 
อุปกรณ 
 1. วัสดุ-อุปกรณเก็บตัวอยางดินและรากพชื ไดแก ถงุพลาสติก ปายติดถุงตัวอยาง พล่ัวมือ 
 2. เคร่ืองพนหมอก (Mist chamber) 
 3. เคร่ืองนับไสเดือนฝอยและวัสดุ-อุปกรณการตรวจแยกไสเดือนฝอย ไดแก จานแกวชนิด 
Syracuse ที่มชีองตารางตรวจนับ  บีกเกอร  กรวยแกว  กรวยพลาสติก  คล๊ีปหนีบ และสายยาง 
 4. กลองจุลทรรศนชนิด Compound microscope และ Stereo microscope 
 
วิธีการ 

1. เลือกบอปลูกพรรณไมน้ําของผูประกอบการไมน้าํสงออกในเขตกรุงเทพมหานคร  และจ. 
นครราชสีมา โดยสุมเลือกจากบอปลูกไมน้าํเกา  
 2. ทําการสุมเก็บตัวอยางตนไมน้าํสกุล Anubias spp. พรอมรากจากแหลงผลิตพรรณไม
น้ําเพื่อการสงออกเขตกรุงเทพมหานคร  เดือนละ 1 คร้ัง จํานวน 10 ตัวอยางๆ ละ 10 ตน/บอ  รวม 
100 ตน เร่ิมมกราคม-สิงหาคม 2551 รวม 8 คร้ัง 
 3. ทําการสุมเก็บตัวอยางตนไมน้าํพรอมรากจากแหลงผลิตพรรณไมน้ําเพื่อการสงออกเขต 
จ. นครราชสีมา  ทุก 2 เดือน จํานวนพรรณไมน้ํา 50 ชนิด ชนิดละ 10 ตน  รวม 500 ตน  เร่ิมสุมเก็บ
เดือนตุลาคม  ธันวาคม 2551  กุมภาพนัธ  เมษายน  มิถนุายน และสิงหาคม 2552  

4. นาํรากไมน้าํแตละตัวอยางมาแยกไสเดือนฝอย 2 วิธ ีคือ 1) วิธพีนหมอกดวยเคร่ือง Mist 
chamber และวิธีใชคล่ืนเสียงดวยเคร่ือง Ultrasonic  ตามเทคนิคดังตอไปนี้ :- 
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วิธีการตรวจแยกไสเดือนฝอยศัตรูพืชปนเปอนในรากไมน้ํา  
1. วิธพีนหมอก (Mist chamber) 
การตรวจแยกไสเดือนฝอย Radopholus similis ที่อาศัยอยูในรากในลักษณะ Endoparasite 

ออกจากรากไมน้ํา  โดยใชเคร่ือง Mist chamber (นุชนารถ และ วานชิ, 2551) เปนวิธีแยกไสเดือน
ฝอยออกจากรากพืชดวยการพนน้ําเปนฝอยลงบนรากพชื  ความชืน้ของละอองน้าํทาํใหไสเดือน
ฝอยเคลื่อนทีอ่อกจากรากพชืลงสูปลายกรวย (ภาพท่ี 1)   

มีข้ันตอนการเตรียมตัวอยางดังนี้ :- 
1. การเตรียมตัวอยางรากไมน้ํา  ทําการตัดรากไมน้ําถงึโคนตน จากนั้นตัดยอยรากใหเปน

ชิ้นเล็กๆ  นาํไปใสในถุงผากรองชนิดเนื้อผาละเอียด  น้ําหนกัรากประมาณ 10 กรัม/1 ตัวอยาง/1 ถุง 
2. การเตรียมกรวยแยก  นาํกรวยแกวตอสายยางที่กานกรวยและใชคล๊ีปหนีบสายยาง  เท

น้ําสะอาดใสลงไปในกรวย  นําไปต้ังวางในเคร่ือง Mist chamber  จากนัน้นาํตัวอยางรากที่อยูในถุง
ผาวางบนตะแกรงลวดท่ีอยูบนกรวยพลาสติก  นําไปซอนบนกรวยแกว 

3. เปดเคร่ือง Mist chamber  ปลอยน้ําตามทอสายยางผานหัวพนฝอย  ที่ติดต้ังไวดานบน
ของกรวย  เปดเคร่ืองพนฝอยตลอด 48 ชม.   หลังจากนั้นไขน้าํจากปลายสายยางกรวยแกวใส
ภาชนะแกวใสหรือบีกเกอร  ในปริมาตรน้าํ 50 มล. 

4.  นาํไปตรวจหาไสเดือนฝอยภายใตกลอง Stereo microscope กําลังขยายอยางนอย 70 
เทา 

2. วิธใีชคลืน่เสียง (Ultrasonic) 
เปนการใชคล่ืนเสียงที่ความถี่ 50/60 KHz  เปนเวลา 10 นาที โดยผานตัวกลางน้ําไป

กระทบรากพืชและคล่ืนเสียงไปรบกวนใหไสเดือนฝอยเคลื่อนที่ออกมานอกราก  มีข้ันตอนการ
เตรียมตัวอยางดังนี ้:- 

นําสวนของตนไมน้าํจํานวน 5 ตน ใสในบีกเกอรแกวและเติมน้าํทวมระบบราก  นาํไปต้ัง
วางในอางของเคร่ือง Ultrasonic ที่บรรจุน้ําสูงเหนือระดับรากไมน้าํที่อยูในบีกเกอร  ทาํการเปด
เคร่ืองเปนเวลา 10 นาที   ปดเคร่ืองและนําน้ําไปผานตะแกรงละเอียดขนาด 400 mesh  แยกได
ไสเดือนฝอยทีอ่ยูบนตะแกรงไปตรวจนับจํานวน R. similis  ภายใตกลองจุลทรรศน 
 
เวลาและสถานที ่

เวลา เร่ิมเดือนตุลาคม 2550  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
สถานที ่ 1) B&B Aquarium Co., Ltd.  ผูประกอบการไมน้ําสงออก  กรุงเทพมหานคร 
 2) Aquatic Plant Center Co., Ltd. ผูประกอบการไมน้าํสงออก  จ.นครราชสีมา 
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ภาพที่  1  การเตรียมตัวอยางรากไมน้าํเพื่อตรวจสอบโดยใชเทคนิค Mist chamber 
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การเฝาระวังการแพรกระจายของไสเดือนฝอย R. similis ในฟารมผลิตไมน้าํสงออก 
พื้นที่ปลูก กรุงเทพมหานคร 

จากการสุมเกบ็ไมน้ําสกุล Anubias sp. ของฟารมปลูกไมน้ําในเขตกรุงเทพมหานคร (ภาพที ่
2)  ซึง่เปนแหลงผลิตพรรณไมน้ําสงออกรายใหญจาํหนายไปยังกลุมสหภาพยุโรป (EU) โดยทําการ
เก็บตัวอยางตนไมน้าํพรอมรากจํานวน 10 ตัวอยาง (บอปลูก) ตัวอยางละ 10 ตน/บอ  รวม 100 ตน/
เดือน  เร่ิมต้ังแตเดือนมกราคม-เดือนกันยายน 2551  เปนเวลา 9 เดือน โดยการแยกไสเดือนฝอย
ออกจากรากพชืดวยเทคนิค Mist chamber   ผลการตรวจและนับจํานวนภายใตกลองจุลทรรศน 
Stereo microscope    พบไสเดือนฝอย R. similis  ในบอปลูกไมน้ํามกีารแพรระบาดต้ังแตระดับ 0-
20 % ของพ้ืนที่สุม  โดยตรวจพบ R. similis ในรากไมน้ําสูงที่สุดในเดือนมกราคมและมิถนุายน 
2551  จํานวน 2 ตัวอยาง คิดเปนการแพรระบาดเทากบั 20 % และพบจํานวน R. similis ในรากสูง
ที่สุดในเดือนมนีาคม 2551 จํานวน 36 ตัว/ราก 10 ตน/1 ตัวอยาง  รองลงมาคือ เดือนเมษายน 2551 
จํานวน 28 ตัว/ราก 10 ตน/1 ตัวอยาง   และตรวจไมพบในเดือนกมุภาพันธ  กรกฎาคม  สิงหาคม 
และกันยายน 2551 (ตารางที่ 1) 
 การตรวจพบไสเดือนฝอย R. similis ในแหลงผลิตพรรณไมน้ําสงออกไปประเทศในกลุม EU 
คิดเปนคาเฉลีย่การแพรระบาดของประชากรไสเดือนฝอย เทากับ 7.78 % ระยะเวลา 9 เดือน  เปน
ขอมูลการตรวจพบที่ไมสูงมาก  เนื่องจากบางเดือนตรวจไมพบ  ซึ่งอาจเปนผลจากจํานวนตัวอยาง
สุมมีปริมาณนอย  โดยสามารถสุมตรวจไดจํานวน 10 บอปลูก/คร้ัง/เดือน เทานัน้ จากจํานวนบอรวม 
300 บอ คิดเปนการสุมตรวจเพียง 3.33 % ของพ้ืนทีป่ลูก เนื่องจากมีขอจํากัดในเร่ืองของราคาตนไม
น้ําที่มีราคาสูง (ราคาจําหนายไป EU ตนละ 1 US $)  และตนไมน้าํที่นาํมาตรวจแยกไสเดือนฝอย
ดวยเทคนิค Mist chamber ไมสามารถนํากลับไปปลูกใหมได  แตอยางไรก็ตาม การตรวจพบ
ไสเดือนฝอยจํานวนนอยหรือมากนั้น ยงัคงมีความสําคัญตอการเฝาระวังไสเดือนฝอย R. similis ใน
แหลงผลิตเพื่อการสงออกพรรณไมน้ําโดยเฉพาะไปประเทศในกลุม EU ซึ่งตองหาวิธีในการกาํจัด
ไสเดือนฝอยไมใหติดไปกับรากพืช  และตองหาวิธีการควบคุมไมใหเกิดการแพรระบาดจากบอสูบอ
ปลูกอ่ืนๆ อีกดวย 
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ภาพที่ 2  ฟารมผลิตพรรณไมน้ําเพื่อการสงออก ในเขตกรุงเทพมหานคร 
 

ตารางที่ 1  จํานวนไสเดือนฝอย Radopholus similia ในรากไมน้ําสกุล Anubias sp. จากบอปลูก
ไมน้ําในเขตกรุงเทพมหานคร   

 
เดือน 
2551 

จํานวนตัวอยาง 
ที่สุมเก็บ1/ 

จํานวนตัวอยางที่พบ  
(จํานวนไสเดือนฝอย R. similis) 

คิดเปน  
% 

มกราคม  10 2 ตัวอยาง 
(ตัวอยางที ่1 = 4 ตัว  ตัวอยางที่ 2 = 6 ตัว) 

20 

กุมภาพนัธ  10 ไมพบ - 
มีนาคม 10 1 ตัวอยาง 

(จํานวน 36 ตัว) 
10 

เมษายน 10 1 ตัวอยาง 
(จํานวน 28 ตัว) 

10 

พฤษภาคม 10 1 ตัวอยาง 
(จํานวน 12 ตัว) 

10 

มิถุนายน 10 2 ตัวอยาง 
(ตัวอยางที ่1 = 5 ตัว  ตัวอยางที่ 2 = 7 ตัว) 

20 

กรกฎาคม 10 ไมพบ - 
สิงหาคม 10 ไมพบ - 
กันยายน 10 ไมพบ - 

 

1/ 1 ตัวอยาง เทากับ 10 ตน 
 



 

 

1096 

2. การเฝาระวังการแพรกระจายของไสเดือนฝอย R. similis ในฟารมผลิตไมน้าํสงออก 
พื้นที่ปลูก จ. นครราชสีมา 

จากการสุมเกบ็พรรณไมน้ําของฟารมปลูกเพื่อการสงออกในเขตจังหวัดนครราชสีมา โดยทาํ
การเก็บตัวอยางตนและรากไมน้ําสกุล Anubias spp. และไมน้ําสกุลอ่ืนๆ  ทุก 2 เดือน  คือเดือน
ตุลาคม  ธนัวาคม 2551  กมุภาพนัธ  เมษายน  มิถนุายน และสิงหาคม 2552  รวม 6 คร้ัง  คร้ังละ 
50  ชนิด  ชนดิละ 10 ตน รวม 500 ตน/เดือน  ตรวจแยกไสเดือนฝอยโดยใชเทคนคิ mist chamber 
และการใชคล่ืนเสียง  พบไสเดือนฝอย R. similis ในรากไมน้าํสกุล Anubias spp. เทากับ 80  80  
20  30  0 และ 0 % ของตัวอยางที่ตรวจในแตละเดือน เฉล่ียจํานวนไสเดือนฝอยทีพ่บเทากับ 16   32   
53  36  0 และ 0 ตัว/ราก 10 กรัม ที่ตรวจในแตละเดือน ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  สําหรับพรรณไมน้ํา
สกุลอ่ืนๆ ตรวจพบไสเดือนฝอย R.similis ในพรรณไมน้ําสกุล Bacopa spp.และ Ceratopteris 
spp., ในเดือนธันวาคม 2551 จํานวน 10 และ 10 % ของตัวอยางที่ตรวจ ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
 
ตารางที ่ 2  จํานวนไสเดือนฝอย Radopholus similia ในรากไมน้ําสกุล Anubias sp. จากบอ

ปลูกไมน้ําในเขตจังหวัดนครราชสีมา  
 

เดือน/ป 
 

จํานวนตัวอยาง 
ที่สุมเก็บ1/ 

จํานวนตัวอยางที่พบ  
(จํานวนไสเดือนฝอย R. similis) 

คิดเปน  
% 

ตุลาคม 51 10 8 ตัวอยาง 
(เฉล่ีย 16 ตัว) 

80 

ธันวาคม 51 10 8 ตัวอยาง 
(เฉล่ีย 32 ตัว) 

80 

กุมภาพนัธ 
52 

10 2 ตัวอยาง 
(เฉล่ีย 53 ตัว) 

20 

เมษายน 52 10 3 ตัวอยาง 
(เฉล่ีย 36 ตัว) 

30 

มิถุนายน 
52 

10 ไมพบ 
 

0 

สิงหาคม 52 10 ไมพบ 
 

0 

 

1/ 1 ตัวอยาง เทากับ 10 ตน 
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ตารางที ่3 จาํนวนไสเดือนฝอย Radopholus similia และไสเดือนฝอยสกุลอ่ืนๆ ในรากพรรณไม
น้ําสกุลตางๆ จากบอปลูกไมน้ําในเขตจังหวัดนครราชสีมา 

 
จํานวนไสเดือนฝอย R. similis  

สกุลของพรรณไมน้าํ ต.ค. 51 ธ.ค. 51 ก.พ. 52 เม.ย. 52 มิ.ย. 52 ส.ค. 52 
ACORUS SPP. 
AGLAONEMA SPP. 
ALTERNANTHERA SPP. 
AMMANIA SPP. 
AMMORICIA AQUATICA 
APONOGETON SPP. 
BACOPA SPP. 
BARCLAYA SPP. 
BOLBITIS SPP. 
CABOMBA SPP. 
CARDAMINE SPP. 
CERATOPTERIS SPP. 
CRINUM SPP. 
CRYPTOCORYNE SPP. 
DRACAENA SPP. 
ECHINODORUS SPP. 
ELODEA SPP. 
EUSTRALIS SPP. 
GYMNOCORONIS SPP. 
HEMIGRAPHIS SPP. 
HYDROCOTYLE SPP. 
HYGROPHILA SPP. 
LILAEOPSIS SPP. 
LIMNOPHILA SPP. 
LOBELIA SPP. 
LUDWIGIA SPP. 
MAYACA SPP. 
MICRANTHEMUM SPP. 
MICROSORIUM SPP. 
MONOSOLENIUM SPP. 
MYRIOPHYLLUM SPP. 
NOMAPHILA SPP. 
NYMPHAEA SPP. 
OPHIOPOGON SPP. 
RORIPPA SPP. 
ROTALA SPP. 
SAGITTARIA SPP. 
SAURURUS SPP. 
SPATHIPHYLLUM SPP. 
SYNGONIUM SPP. 
TRICHOCORONIS SPP. 
VALLISNERIA SPP. 
VESICULARIA SPP. 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

Rado (1) 
- 
- 
- 
- 

Rado (1) 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Praty (1) 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Hirsh (2) 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Meloi(12) 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

Rado = Radopholus similis ;  Praty = Pratylenchus sp. ;  Meloi = Meloidogyne sp. 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
 ผลการตรวจรากไมน้าํสกุล Anubias sp. ณ แหลงผลิตพรรณไมน้ําเพือ่การสงออกในฟารม
ผลิตเขตกรุงเทพมหานคร มีจํานวนคร้ังของการพบไสเดือนฝอย R. similis เขาทําลายราก คิดเปน
คาเฉลี่ยเทากบั 7.78 % ในระยะเวลา 9 เดือน  และพบจํานวนไสเดือนฝอยในรากพืชสูงที่สุดในชวง
เดือนมีนาคม 2551 จํานวน 36 ตัว/1 ตัวอยาง/10 ตน   

ผลการตรวจรากไมน้าํสกุล Anubias spp. และไมน้ําสกุลอ่ืนๆ  พบไสเดือนฝอย R. similis 
ในรากไมน้ําสกุล Anubias spp. เทากับ 80  80  20  30  0 และ 0 % ของตัวอยางที่ตรวจในแตละ
เดือน เฉล่ียจํานวนไสเดือนฝอยที่พบเทากบั 16   32   53  36  0 และ 0 ตัว/ราก 10 กรัม ที่ตรวจใน
แตละเดือน ตามลําดับ สําหรับพรรณไมน้ําสกุลอ่ืนๆ ตรวจพบไสเดือนฝอย R.similis ในพรรณไมน้ํา
สกุล Bacopa spp.และ Ceratopteris spp., ในเดือนธนัวาคม 2551 จํานวน 10 และ 10 % ของ
ตัวอยางที่ตรวจ ตามลําดับ  

จากขอมูลการตรวจพบไสเดือนฝอยดังกลาว  ยังคงตองเฝาระวังการแพรระบาดจากบอสู
บอปลูกอ่ืนๆ  และเรงหาวธิกีารปองกนักาํจัดไสเดือนฝอย R. similis เพื่อลดปญหาการเผาทําลาย
ไมน้ําจากประเทศไทย ณ ประเทศปลายทางอยางเรงดวนตอไป 
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  ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของไสเดือนฝอย Radopholus similis  
ในไมน้ําและไมดอกไมประดับ 

Biology and Ecology of Radopholus similis  
in Aquatic Plant and Ornamental Plant 

 
นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด1/  วานิช  คําพานิช2/   

กลุมวิจัยโรคพืช1/  กลุมวจิัยการกักกันพืช2/   สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
      

 
บทคัดยอ 

 
การศึกษาวงจรชีวิตและความอยูรอดของไสเดือนฝอย Radopholus similis ในพรรณไมน้ํา 

โดยใชไสเดือนฝอย R. similis ที่เพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณในช้ินแครอทสภาพปลอดเช้ือ ปลูกเช้ือในราก
ไมน้ําสกุล Anubias sp. ที่ปลูกในกลองพลาสติกบรรจุทรายหยาบต้ังวางในระดับหองปฏิบัติการ 
จํานวน 20 ตัว/ตน เปนเวลา 25 วัน   พบตัวเต็มวยัเพศเมียของ R. similis เร่ิมวางไขภายในราก  โดย
พบไขของไสเดือนฝอยติดสีแดงของสียอม acid fuchsin    เมื่อนาํไปปลูกเช้ือในตนไมน้าํที่ปลูกใน
บอซีเมนตจาํนวน 100+10 ตัว/ตน  และทําการตรวจรากทกุ 7 วันๆ ละ 5 ตน โดยใชเทคนิคการแยก
ไสเดือนฝอยออกจากรากดวยคล่ืนเสียง พบไสเดือนฝอยเขาสูระบบรากพืชทดสอบที ่ 7 วันหลังปลูก
เชื้อ  และพบไสเดือนฝอยเจริญเติบโตในราก  โดยพบเพศเมียและเพศผูจํานวน 22 และ 8 ตัว 
ตามลําดับ เมือ่เวลาผานไป 14 วัน  ในวันที่ 21 และ 28 วัน  พบไขของไสเดือนฝอยอยูภายในรากพชื  
และเร่ิมพบตัวออนระยะที่ 2 และ 3 รวมวงจรชวีิตของไสเดือนฝอย R. similis ในไมน้ําเทากับ 28 วัน 
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คํานํา 
 
 Burrowing nematode  (Radopholus similis Cobb, 1893; Thorne, 1949) เปนศัตรูพืช
กักกนัของหลายประเทศ พบในแถบยุโรป  อเมริกา และบางประเทศในเอเซีย เชน เกาหลี และ
ญ่ีปุน  ซึ่งแพรระบาดในเขตรอนและเขตกึ่งรอนทั่วโลก (Fogain, 2000)  โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
แหลงที่มีการปลูกกลวย ไดแก ทุกประเทศในทวีปอัฟริกา  บางประเทศในทวีปเอเชีย  ออสเตรเลีย  
อเมริกาใต  และบางรัฐของอเมริกา    พบมีพืชอาศัยมากกวา 600 ชนิด แตพืชอาศัยที่สําคัญ ไดแก 
กลวย และสม ที่ปลูกในเขตรอน กลวยจัดเปนพืชอาศัยที่สําคัญอันดับหนึ่งของไสเดือนฝอยชนิดนี้  
โดยพบวา กลวยเกือบทุกสายพันธุสามารถเปนพืชอาศัยของ R. similis   พืชชนิดอ่ืนๆ ที่จัดเปนพชื
อาศัย ไดแก มะพราว ขิง ปาลม อโวกาโด กาแฟ  พริกไทย  ออย  ชา   พืชผัก  ไมดอกไมประดับ  
หญา  และวัชพืชหลายชนิด   (Uchida et al., 2003)    ไสเดือนฝอย R. similis มลัีกษณะการ
ทําลายแบบ endoparasite โดยดูดกินน้าํเล้ียงบริเวณทอน้าํ-ทออาหารของรากพืช  และ
เจริญเติบโตขยายพันธุอยูภายในรากจนครบวงจรชีวิต   เร่ิมจากตัวออนระยะที ่1 ฟกออกจากไข ใช
เวลา 3-7 วัน  จากนั้นลอกคราบเปนตัวออนระยะที ่2  3 และ 4 ตามลําดับ  เจริญเปนตัวเต็มวัยเพศ
ผู-เพศเมีย   และครบวงจรชีวิตในเนื้อเยือ่ พืชใชเวลา 18-20 วัน ที่อุณหภูมิ 24-26 องศาเซลเซยีส 
วงจรชวีิตนานมากข้ึน เมื่ออุณหภูมิตํ่าลง  ตัวเมียวางไขโดยเฉล่ีย 2 ฟองตอวนั  ในบางคร้ังพบวา 
ตัวเมียสามารถออกไขไดโดยไมมีการผสมพันธุกับตัวผู (parthenogenesis)  และตัวผูของไสเดือน
ฝอยชนิดนีจ้ะไมเขาทําลายหรือดูดกินน้าํเล้ียงจากรากพชื  (Evan et al., 1993)    

ไสเดือนฝอย R. similis  จดัเปนศัตรูพืชแบบ migratory endoparasite และทําใหเกิดโรค 
spreading decline ในพชืพวกสม (Duncan and Cohn, 1990) โดยอาการดังกลาวมักเกิดข้ึน
หลังจากไสเดือนฝอยเขาทําลายรากแลวหนึ่งป  สมทีถ่กูไสเดือนฝอยเขาทําลายจะมีจํานวนใบและ
การเจริญเติบโตลดลง สีของใบมีการเปล่ียนแปลงในลักษณะซีดลง  และเกิดอาการ dieback ของ
กิ่งสม   ใบของสมอาจเหี่ยวในเวลากลางวนัแตจะกลับเปนปกติเมือ่เวลาไดรับน้าํหรือเมื่อฝนตก   
สมจะใหผลผลิตลดลงและผลที่ไดจะมีขนาดเล็กและมลัีกษณะเหมือนขาดธาตุอาหาร    ในรัฐ
ฟลอริดาพบวาไสเดือนฝอย R. similis ทาํใหผลผลิตของ grapefruit ลดลง 50 ถึง 80 เปอรเซ็นต 
ในสวนของ orange พบวา ไสเดือนฝอยมีสวนทําใหผลผลิตลดลง 40 ถึง 70 เปอรเซ็นต  ในพชืพวก
อาโวกาโดก็เชนเดียวกันพบวา ผลผลิตลดลงเมื่อถกูไสเดือนฝอยชนิดนีเ้ขาทําลาย    เมื่อทําการขุด
รากที่ระดับความลึก 2.5 ฟุต จากระดับผิวดินพบวา 30 เปอรเซ็นตของรากหาอาหาร (feeder 
roots) ไดถูกทาํลาย และเมือ่ขุดลงไปลึกมากกวานัน้พบวา 90 เปอรเซ็นตของรากทีพ่บไดถูกทาํลาย
โดยไสเดือนฝอย   ในกลวยพบวาการเขาทาํลายของไสเดือนฝอย R. similis ทําใหเกิดอาการโคน
ลมของตนกลวยโดยเฉพาะอยางยิ่งตนทีก่ําลังใหผลผลิต เนื่องจากระบบรากไดถูกทําลาย  ในสวน
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ของรากพบวาเกิดอาการเนา (lesion) สีน้ําตาลหรือสีดําที่บริเวณจุดที่ไสเดือนฝอยเขาทาํลาย   เมือ่
ไสเดือนฝอยเคลื่อนที่ผานช้ัน cortex ของรากพืช ทําใหเกิดโพรงและเปดทางใหเชือ้โรคในดิน เชน 
Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani เขาทําลายรากพืชซึ่งทาํใหเกิดอาการรุนแรงมาก
ยิ่งข้ึน (Sipes et al., 2001) 
 ในประเทศไทย มีเพยีงรายงานการสํารวจพบ R. similis ในพริกไทย และกลวย ต้ังแตป 
พ.ศ. 2506 (Timm, 1965)  แตไมมีรายงานความเสียหายและการปองกันกําจัดที่เกิดจากไสเดือน
ฝอยชนิดนี ้ เนื่องจากบานเราไมเคยประสบปญหาความเสียหายในพืชที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ   แตในปจจุบัน R. similis สรางปญหาใหกบัพืชสงออกไปยังกลุมสหภาพยุโรปหรือ EU   
มีการเผาทาํลายทนัท ีณ ประเทศปลายทาง  และ/หรือบางกรณีปฏิเสธการนาํเขา  เนื่องจากมีการ
ตรวจพบ R. similis ในพรรณไมน้ําสกุล Anubias spp.   โดยในป พ.ศ. 2550-2551 ไมน้าํจาก
ประเทศไทยถกูเผาทําลายไป 11 คร้ัง ทําใหมีผลกระทบตอธุรกิจการสงออกพรรณไมน้ําของไทย
เปนอยางมาก   นอกจากนัน้ยังพบไสเดือนฝอยสกุล Hirschmanniella spp. ในไมน้าํที่สงไป
ประเทศโปแลนด ถูกเผาทําลายดวยเชนกนั  (นุชนารถ, 2551)   ดังนั้น  จงึมีความจําเปนในการ
ศึกษาวจิัยดานชีววิทยาและนิเวศวทิยา เพื่อทราบพืชอาศัยและการขยายพันธุของไสเดือนฝอย R. 
similis ในไมน้ําและไมดอก-ไมประดับ  เปนขอมูลพืน้ฐานทีจ่ะนาํไปสูวิธีการปองกันกาํจัด R. 
similis อยางมีประสิทธิภาพและเหมาะสม  ตลอดจนแกปญหาการปนเปอนไปกบัรากพืชสงออกอีก
ดวย 
 

วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 
 1. วัสดุ-อุปกรณการแยกไสเดือนฝอยออกจากรากพืช ไดแก เคร่ืองปน  ตะแกรงแยก
ไสเดือนฝอยขนาด 20 40 และ 200 mesh  ชุดกรวยแกวพรอมคลี๊ป  บีกเกอร ตูเข่ียเช้ือ และ 
micropipette    
 2. วัสดุ-อุปกรณเพาะเล้ียงไสเดือนฝอยในช้ินสวนพืช ไดแก  หัวแครอท  สารฆาเช้ือ 
(แอลกอฮอล 75% และ 0.1 % Hyamine)   จานเพาะเล้ียงฆาเชื้อ  และพาราฟลม 
 3. วสัดุ-อุปกรณในการปลูกพชือาศัย ไดแก ไมน้าํสกุล Anubias sp.   กลองส่ีเหล่ียม
พลาสติกใสขนาด 18.5 x 27.5 x 10.0 ซม.  บอซีเมนตเสนผาศูนยกลาง 80 เซนติเมตร  ดินทราย
หยาบนึง่ฆาเช้ือ  และพลาสติกใส 
 4. วัสดุ-อุปกรณในการตรวจ-นับจํานวนไสเดือนฝอย ไดแก กลองจุลทรรศน Compound 
microscope และ Stereo microscope  และเค่ือง Ultrasonic 
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 5. วัสดุ-อุปกรณในการยอมสีราก ไดแก hot plate  สียอม acid fuchsin  สาร lactophenol 
 
วิธีการ 
การศึกษาวงจรชีวิตของไสเดือนฝอย R. similis ในรากไมน้ํา 
 
1.1 การเพาะเลี้ยงไสเดือนฝอย R. similis ในชิ้นแครอท 

1.1.1 การแยกไสเดือนฝอย R. similis ออกจากรากพืช   นาํรากพืชมาลางผานน้าํไหลและ
ทําการตัดรากใหมีความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร  จากนัน้นําช้ินรากใสลงในเคร่ืองปนพรอมทัง้
เติมน้ํากล่ันลงไป  ปน 3 คร้ังๆ ละ 10 วินาที ทิง้ระยะเวลาหางกนัเล็กนอย   เท suspension ที่ได
จากการปนผานตะแกรงขนาด 20 mesh เศษรากพืชขนาดใหญจะติดอยูบนตะแกรง  ไสเดือนฝอย
จะไหลไปกับน้าํผานตะแกรงลงสูภาชนะรองรับ  เทน้ําที่มไีสเดือนฝอยเก็บไวในบีกเกอร  ตอจากนัน้
เทลงในตะแกรงลวดที่มกีระดาษทิชชูรองอยูและนํามาต้ังวางบนกรวยทีม่ีน้ํากล่ัน เปนเวลา 24 ชม. 
(ชวงเวลานี้น้าํจะระเหย ดังนั้น suspension จะเร่ิมแหง ไสเดือนฝอยจะเคลื่อนที่ลงสูปลายกรวย
ผานกระดาษทิชชูและรูของตะแกรง ซึง่ไสเดือนฝอยหนกักวาน้าํจึงทําใหไสเดือนฝอยตกลงไปอยู
บริเวณปลายกรวย)  ทําการเก็บไสเดือนฝอยจากบริเวณปลายกรวย  โดยไขน้ําประมาณ 30 มล. 
ลงสูบีกเกอรขนาด 50 มล.  

1.1.2 การฆาเช้ือที่ผิวของไสเดือนฝอย R. similis   ปฏิบัติในสภาพปลอดเช้ือภายในตูเข่ีย
เชื้อ   โดยนาํไสเดือนฝอยที่อยูในน้ํา 30 มล. ต้ังวางใหตกตะกอนบริเวณกนบีกเกอร   แลวใช 
micropipette คอยๆ ดูดน้ําบริเวณผิวน้าํทิ้งไป  ใหเหลือน้ําที่มีไสเดือนฝอยไมเกนิ 10 มล.  จากนั้น
เทสารละลาย ฆาเช้ือที่ผิวไสเดือนฝอย (0.1 % Hyamine) ลงไปในอัตรา 1 : 1   ใชแทงแกวที่ฆาเช้ือ
แลวกวนน้าํประมาณ 1 นาท ีและต้ังทิ้งไว 15 นาท ีใหไสเดือนฝอยตกตะกอน จากนัน้ดูดน้ําบริเวณ
ผิวน้าํทิง้และลาง-ต้ังตกตะกอนดวยน้ํากล่ันนีง่ฆาเชื้อ ทาํซํ้า 3 คร้ัง 

1.1.3  การเพาะเล้ียงไสเดือนฝอย R. similis ในช้ินแครอท    ปฏิบัติในสภาพปลอดเช้ือ
ภายในตูเข่ียเช้ือ พนแอลกอฮอล 75 % บนหวัแครอท  จากนัน้นาํหวัแครอทไปลนไฟจนกระทั่ง
แอลกอฮอล 75 % หมด (เปลือกเร่ิมดําและแหง)  ตัดปลายหวัแครอทออกและทาํการปอกเปลือก
แครอทลงลึกดวยมีดที่ฆาเช้ือแลว เผามีดทุกคร้ังหลังการปอกเปลือกแครอท  จากนั้นนํามาตัดเปน
ชิ้นวงกลม และนําแครอท 1-2 ชิ้น วางลงในจานเพาะเลี้ยงทีม่ีอาหารวุน 1.5 %   ทําการปลูกเช้ือ
ไสเดือนฝอยลงในช้ินแครอท  โดยใช micropipette ที่ฆาเช้ือแลวดูดไสเดือนฝอยทีเ่ตรียมไวจากขอ 
1.2 หยดลงตรงบริเวณขอบของช้ินแครอทที่อยูในจานเพาะเล้ียง จาํนวน 100+10 ตัว/จาน ปดฝา
และปดขอบฝาดวยพาราฟลม  นําไปบมไวในที่มืด ที่อุณหภูมิประมาณ 28  ํซ  เปนเวลา 1  เดือน 
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1.1.4 การแยกลางไสเดือนฝอย R. similis  ออกจากชิ้นแครอท   นําช้ินแครอทใสลงใน
เคร่ืองปนพรอมทั้งเติมน้าํกล่ันลงไป  ปน 3 คร้ังๆ ละ 10 วินาท ี ทิ้งระยะเวลาหางกนัเล็กนอย 
(ระยะเวลาของการปนข้ึนอยูกับขนาดของช้ินแครอท)     เท suspension ผานตะแกรงขนาด 40 
mesh เศษแครอทขนาดใหญจะติดอยูบนตะแกรง  ไสเดือนฝอยจะไหลไปกับน้าํผานตะแกรงลงสู
ภาชนะรองรับ  เทน้ําที่มีไสเดือนฝอยเก็บไวในบีกเกอร  ตอจากนัน้เทลงในตะแกรงลวดท่ีมกีระดาษ
ทิชชูรองอยูและนํามาต้ังวางบนกรวยที่มนี้าํกล่ัน เปนเวลา 24 ชม. ทาํการเก็บไสเดือนฝอยจาก
บริเวณปลายกรวย  โดยไขน้ําประมาณ 50 มล. ลงสูบีกเกอร  เพื่อเตรียมนับจาํนวนไสเดือนฝอย
สําหรับการปลูกเช้ือในตนพืชอาศัยตอไป 
 
1.2 การปลูกพืชอาศยั (ไมน้ําสกุล Anubias sp.)  

1.2.1  การปลูกในกลองพลาสติก   นําตนไมน้าํสกุล Anubias sp. ปลูกลงในกลอง
ส่ีเหล่ียมพลาสติกใสขนาด 18.5 x 27.5 x 10.0 ซม. ซึง่บรรจุดินทรายหยาบนึง่ฆาเช้ือแลว มีความ
สูงจากพืน้กลองเทากับ 3 ซม.  จาํนวน 20 ตน/กลอง  จากนัน้เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือใหทวมโคน
ตนไมน้ําประมาณ 3 ซม.  ปดฝากลองดวยพลาสติกใสและเจาะรูระบายอากาศ (ภาพที่ 1)  นําไป
ต้ังวางในหองปกติ  ดูแลเติมน้ํากล่ันทุก 7 วนั 
 

 
 
ภาพที่ 1   การปลูกไมน้ําสกุล Anubias sp. เพื่อใชเปนพืชอาศัยของไสเดือนฝอยศัตรูพืชกักกนั  
 Radopholus similis 
 
 1.2.2  การปลูกในบอซีเมนต  เตรียมบอซีเมนตขนาดเสนผาศูนยกลาง 80 เซนติเมตร ทาํ
การบรรจุวัสดุปลูก (ดินทรายหยาบ) ในบอที่ต้ังวางในโรงเรือน  จากนัน้ปลูกไมน้ํา Anubias sp. ลง
ในบอ  20 ตน/บอ  ใชพลาสติกคลุมปดปากบอ  ปลูกดูแลเปนเวลา 2 เดือนกอนทําการทดลอง 
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1.3  การปลกูเชื้อไสเดือนฝอย R. similis ในพืชอาศัย 
 1.3.1 การปลูกเช้ือในกลองพลาสติก   ใช micropipette ดูดไสเดือนฝอย R. similis  
ภายใตกลองจลุทรรศน Stereo microscope จํานวน 20 ตัว/น้าํ 200 ไมโครลิตร/ตน  และหยดลง
ใกลบริเวณรากพืช  โดยในขณะปลูกเช้ือไสเดือนฝอย ใหดินทรายภายในกลองปลูกชุมน้าํเทานั้น  
เพื่อใหไสเดือนฝอยเคลื่อนที่เขาหารากพชืไดเร็วกวาการที่ตนพืชแชน้าํ  หลังจากปลูกเช้ือแลว 12 
ชม. จงึเติมน้ําเทาระดับเดิม   ดูแลตนพชืตามปกติ 
 1.3.2  การปลูกเช้ือในบอซเีมนต  ใช micropipette ดูดไสเดือนฝอย R. similis  ภายใต
กลองจุลทรรศน Stereo microscope จาํนวน 100+10 ตัว/น้าํ 1,000 ไมโครลิตร/ตน  และหยดลง
ใกลบริเวณรากพืช  โดยในขณะปลูกเช้ือไสเดือนฝอย ใหดินทรายภายในบอปลูกชุมน้าํเทานัน้  
เพื่อใหไสเดือนฝอยเคลื่อนที่เขาหารากพชืไดเร็วกวาการที่ตนพืชแชน้าํ  หลังจากปลูกเช้ือแลว 12 
ชม. จงึเติมน้ําเทาระดับเดิม   ดูแลตนพชืตามปกติ 
 
1.4.  การตรวจไสเดือนฝอยในรากพืชโดยวิธยีอมสรีาก 
 นํารากพชืที่ปลูกเช้ือไสเดือนฝอยแลวเปนเวลา 25 วัน  มายอมสีเพื่อตรวจดูการ
เจริญเติบโตของไสเดือนฝอยภายในรากพชื   โดยนํารากพืชมาลางผานน้ําไหล  จากนัน้ใชกรรไกร
ตัดรากใหเปนช้ินเล็กๆ  ใสในบีกเกอรและเติมสียอม acid fuchsin ใน lactophenol  (1 % acid 
fuchsin 5 มล. + lactophenol 100 มล.) ใหทวมราก นําไปตมที่อุณหภูมิประมาณ 80 oซ 
เปนเวลา 20 นาท ี   จากนัน้นาํรากพืชข้ึนจากสารละลาย  แลวลางผานน้ําไหลเพือ่ลางสีสวนเกนิ
ออก  และดูดซับน้ําออกดวยกระดาษทิชชู  นําช้ินรากที่ติดสีใสใน Petri dish และเท lactophenol 
ใหทวมชิน้สวนของราก  ทิ้งไวประมาณ 24 ชม.  เพื่อให lactophenol กัดสียอมที่ติดรากออก สียอม
ทําปฏิกิริยากบัตัวไสเดือนฝอยหรือไขซึ่งเปนสวนประกอบของโปรตีน จะติดสีแดงของ acid fuchsin  
สวนเนื้อเยื่อรากไมติดสี  (นชุนารถ, 2549)  นําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน   
 
1.5. การตรวจแยกไสเดือนฝอยออกจากรากพืชโดยใชคลื่นเสียง 
 ทําการตรวจรากพืชทุก 7 วนั  โดยนาํรากพืชแตละตนทีป่ลูกในบอซีเมนต  ลางผานน้ําไหล 
จากนั้นนําไปใสในภาชนะแกวใสหรือบีกเกอร   เติมน้าํทวมราก  นําไปวางในเคร่ือง Ultrasonic ทีม่ี
น้ําระดับเทากบัในบีกเกอร  เปดคล่ืนเสียงเปนเวลา 20 นาท ี ไดไสเดือนฝอยในน้าํเทผานผากรอง
ละเอียดเพื่อไดไสเดือนฝอยในน้าํใส 
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1.6. บันทกึผล 
 6.1  ตรวจไขไสเดือนฝอยภายในรากยอมสีภายใตกลองจลุทรรศน 
 6.2  ตรวจระยะการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอย R. similis ทุก 7 วัน จนครบวงจรชีวิต  
 
เวลาและสถานที ่
 เวลา เร่ิมเดือนตุลาคม 2550  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที ่ หองปฏิบัติการและโรงเรือนปลูกพืชทดลองกลุมงานไสเดือนฝอย  กลุมวิจยัโรคพืช 
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
การศึกษาวงจรชีวิตของไสเดือนฝอย R. similis ในรากไมน้ํา 
 1.1  การศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ 

การศึกษาวงจรชีวิตและความอยูรอดของไสเดือนฝอย Radopholus similis ในพืชอาศัย  
โดยทําการเพาะเล้ียงเพิม่ปริมาณไสเดือนฝอย R. similis ในช้ินแครอท สภาพปลอดเช้ือ เปนเวลา 2 
เดือน (ตรวจผลคร้ังที่ 1) พบวา ไสเดือนฝอยสามารถเจริญเติบโตและขยายพนัธุใหลูกประมาณ 2 ชั่ว
อายุ  นับจํานวนเฉล่ียจาก 10 ซ้ํา (350  370  420  480  220  180  260  410  330 และ 190/จาน
เพาะเล้ียง) เทากับ 321 ตัว/จานเพาะเล้ียง โดยมีคาตํ่าสุดที ่ 180 ตัว/จานเพาะเล้ียง และสูงที่สุด
เทากับ 480 ตัว/จานเพาะเล้ียง เมื่อนาํไสเดือนฝอยทีเ่พาะเล้ียงจากชิ้นแครอท ไปปลูกเช้ือในรากไม
น้ําสกุล Anubias sp. ที่ปลูกในทรายหยาบ จํานวน 20 ตัว/ตน เปนเวลา 25 วัน   พบตัวเต็มวัยเพศ
เมียของ R. similis เร่ิมวางไขภายในราก  โดยพบไขของไสเดือนฝอยติดสีแดงของสียอม acid 
fuchsin  

ผลการทดลองดังกลาว  เปนรายงานขอมูลการตรวจผลคร้ังที่ 1  เนื่องจากวธิีการเพาะเล้ียง
ไสเดือนฝอย R. similis ในช้ินสวนของพืชหรือในชิ้นแครอทนั้น  ไดดัดแปลงวิธีการเพาะเล้ียงของ  
INIBAP (1997)  ซึ่งยงัมีความยุงยากในข้ันตอนการเพาะเล้ียงและการเตรียมสารฆาเช้ือ ใหปฏิบัติได
งาย รวดเร็วข้ึน และมีตนทนุตํ่า  ตลอดจนยังดัดแปลงวิธีการวางช้ินแครอทบนอาหารวุน 1.5 % เพื่อ
เพิ่มความช้ืนและพื้นที่เคล่ือนตัวใหกับไสเดือนฝอยในขณะบมเพาะอีกดวย   นอกจากนัน้วิธีการปลูก
พรรณไมน้ําในกระบะทรายและการดูแลใหพืชน้ํารอดชวีิตและเจริญเติบโตได ตองใชเวลาใน
การศึกษาเพื่อไดประสบการณและความชํานาญในการปลูก  อยางไรก็ตาม  ผลของงานวิจัยในคร้ังนี้
เปนงานแรกของประเทศไทยในการเพาะเล้ียง R. similis ในช้ินแครอทที่ประสบผลสําเร็จในระดับ
หนึง่  ซึ่งในอนาคตจะสามารถพัฒนาวิธีการใหกาวหนาตอไป  โดยการศึกษาชีววทิยาและนิเวศวทิยา
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ของไสเดือนฝอย R. similis  ในพืชอาศัยทุกชนิด  มคีวามจําเปนตองใช inoculum ในปริมาณที่
เพียงพอตอการทดลอง โดยเฉพาะงานวิจัยดานชีวและนิเวศวิทยาของเชื้อสาเหตุ   ความรูและความ
เขาใจชีววทิยาของเช้ือจุลินทรียสาเหตุโรคพืช จะสามารถตอบโจทยงานวิจยัที่ครอบคลุมไปถึงการ
ปองกันกําจัดไสเดือนฝอย R. similis ซึ่งเปนศัตรูพืชทีม่ีความสําคัญตอการสงออกพืชน้าํ (aquatic 
plant) และไมประดับอ่ืนๆ ตอไป 
 
 1.2  การศึกษาในระดับโรงเรือนปลกูพืช 

เมื่อปลูกเช้ือไสเดือนฝอย R. similis ในตนไมน้าํที่ปลูกในบอซีเมนตจาํนวน 100+10 ตัว/ตน  
และทําการตรวจรากทุก 7 วันๆ ละ 5 ตน โดยใชเทคนิคการแยกไสเดือนฝอยออกจากรากดวยคล่ืน
เสียง พบไสเดือนฝอยเขาสูระบบรากพืชทดสอบที ่ 7 วันหลังปลูกเช้ือ  และพบไสเดือนฝอยเจริญ 
เติบโตในราก  โดยพบเพศเมียและเพศผูจํานวน 22 และ 8 ตัว ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 14 วัน  
ในวนัที ่21 และ 28 วนั  พบไขของไสเดือนฝอยอยูภายในรากพืช  และเร่ิมพบตัวออนระยะที่ 2 และ 
3 รวมวงจรชีวติของไสเดือนฝอย R. similis ในไมน้าํเทากับ 28 วัน 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 
 ไสเดือนฝอย R. similis  สามารถเจริญเติบโตในช้ินแครอทตามวิธีการเพาะเล้ียงที่ดัดแปลง
จาก INIBAP (1997)  โดยเล้ียงไสเดือนฝอยเร่ิมตนจํานวน 50 ตัว เพิม่เปน 321 ตัว/จานเพาะเล้ียง 
หรือเพิ่มข้ึน 6.42 เทา ภายในเวลา 2 เดือน  และเมื่อนาํมาปลูกเช้ือในพืชอาศัย (ไมน้าํสกลุ 
Anubias sp.)  ในระดับหองปฏิบัติการ พบตัวเมียเต็มวยัและไขภายในรากพืชทีเ่วลา 25 วนัหลังใส
ไสเดือนฝอย    
 เมื่อทําการปลูกเช้ือไสเดือนฝอยจํานวน 100 +10 ตัว/ตน ในไมน้ําสกุล Anubias sp. ที่
ปลูกในบอซีเมนต  โดยทําการตรวจแยกโดยใชคล่ืนเสียง ทุก 7 วนั  พบวาไสเดือนฝอยเร่ิมเคลื่อนที
เขารากพชื  และเจริญเติบโตเปนตัวเต็มวยัเพศผูเพศเมยีในสัปดาหที ่2  และในสัปดาหที ่3 และ 4 
พบระยะไขและตัวออน  รวมวงจรชวีิตเทากับ 28 วนั 
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การเฝาระวังโรคไวรัสของกลวยไมที่เกิดจากเช้ือ OFV, TRSV  และ Potyvirus 
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บทคัดยอ 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอยางกลวยไมและเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใชในการตรวจสอบตัวอยางกลวยไม  

ทําการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบดาง necrosis และอาการ
ขีดไหม จากแปลงปลูกกลวยไมรวมทัง้ตัวอยางนําเขาในพืน้ที่ตางๆ มาศึกษาลักษณะอาการ ทาํการ
จดบันทกึรายละเอียดขอมูลแหลงพบ และชนิด พันธุ 

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

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

Tris, 0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบด
ตัวอยางใหละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 
μm ชนิด  High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางสี่เหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทํา
เคร่ืองหมายทีต่ารางของตัวแผน NCM หวัทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถึงตัวอยางสุดทาย 
นําแผน NCM พรอมกับวางกระดาษกรองเบอร 1  ที่ตัดใหมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS 
(0.02M Tris, 0.5 M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาท ีหลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอร 1 
ข้ึนมาพรอมกบัแผน NCM ที่แชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมทีแ่หงและมีขนาด
ใหญกวา โดยใช pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยด
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ตัวอยางน้าํค้ันพืช 1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตาม
รูปแบบที่วางไว เมื่อหยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไว
ประมาณ 10-20 นาที นําแผนตัวอยางทีแ่หงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่มี blocking buffer ( 2%  
non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู 10 มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แชนาน 1 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C หลังจากนัน้เท blocking buffer ออก ใสสวนผสม
ของ IgG ของ Potyvirus  ที่ละลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นัน้
เปนเวลา  1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-
Tween 3    คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase 
(SIGMA A7778) ที่เจือจางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง ลางออกดวย TBS-Tween  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาท ี แลวเทสวนผสม 
substrate  (ละลาย  0.25%  AS- MX  จํานวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , 
pH 8.2 และละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 
เทสวนผสมทั้ง 2 รวมกนั แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา 
ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อเกิดปฏิกิริยาเหน็สีชมพูชัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้ํากล่ันลง
แทน เพื่อเปนการลางและหยุดปฏิกิริยา 

 
2.2 ตรวจหาเชื้อไวรัส OFV, TRSV ดวยกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน 
      นาํตัวอยางกลวยไมในแตละแหลงปลูกที่เก็บรวบรวมในขอ 1 ที่ผานการตรวจหาเช้ือใน

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

 
เวลาและสถานที ่

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

1. เก็บตัวอยางกลวยไมเพื่อใชในการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส 
ในป 2552 ไดเก็บตัวอยางกลวยไมนําเขาจากเนเธอรแลนด, ญ่ีปุน,ไตหวนัของบริษัทไพร

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

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

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
จากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมดังกลาว ที่ไดเก็บตัวอยางในพื้นทีป่ลูกตามแหลงตางๆ 

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

Distribution of Mango Seed Weevil, Sternochetus mangiferae On Mango 
 

สราญจิต  ไกรฤกษ     บุษบง มนสัมัน่คง    สัญญาณี  ศรีคชา 
ยุทธนา  แสงโชติ     ศรุต สุทธิอารมณ    สนุัดดา  เชาวลิต                     
กลุมกีฏและสัตววิทยา      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

_________________________ 

รายงานความกาวหนา 

สํารวจดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง ในป พ.ศ. 2552 จากพื้นที่การปลูกมะมวงที่ปลูกเพื่อการ
สงออกใน จ.เชียงใหม เชียงราย และ ลําพูน รวม 15 สวน ผาเมล็ดมะมวงแกวและมะมวงโชคอนันต 
ประมาณ 4,736 เมล็ด เพื่อตรวจนับปริมาณดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง พบดวงตัวเต็มวัย 40 ตัว 
ดักแด 3 ตัว หนอน 12 ตัว และจําแนกชนิดแลวคือ Sternochetus olivieri  (Faust) Family 
Curculionidae สวนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเก็บผลมะมวงพันธุงามเมืองยาที่ อ.ปกธงชัย จ.
นครราชสีมา จํานวน 2 สวน ผาเมล็ดมะมวง ประมาณ 12,742 เมล็ด พบดวงตัวเต็มวัย 548 ตัว 
ดักแด 15 ตัว หนอน 18 ตัว ดวงงวงที่จําแนกชนิดไดแลวคือ Sternochetus olivieri เชนกัน 

คํานํา 

การสงมะมวงไปตางประเทศนั้น นอกจากจะตองปรับปรุงคุณภาพเพื่อใหตรงตามความ
ตองการของประเทศคูคาแลว ปญหาหนึ่งที่รัฐกําลังดําเนินการแกไขในปจจุบันคือ ปญหาของ
ศัตรูพืชที่อาจติดไปกับผลผลิตได แตละประเทศจะมีมาตรการการนําเขาดานกักกันพืชแตกตางกัน
ไป ดังเชน ตลาดมาเลเซีย สิงคโปร และฮองกงไมเขมงวดเทาตลาดประเทศญี่ปุน สหรัฐอเมริกา 
และออสเตรเลีย ซึ่งมีข้ันตอนการนําเขาสินคาพืชจากตางประเทศที่เครงคัดมาก มะมวงของไทยที่
จะสงไปจําหนายในบางประเทศจะตองผานข้ันตอนและกรรมวิธีควบคุมศัตรูพืชอยางใกลชิด ทั้งนี้
เพื่อปองกันการระบาดของแมลงศัตรูมะมวงที่ติดไป จากประเทศไทย โดยเฉพาะดวงงวงเจาะเมล็ด
มะมวง ที่พบระบาดในประเทศนั้น เปนชนิดที่ไมเคยพบมากอนในประเทศนั้น นับเปนปญหาสําคัญ
ตอการสงมะมวงไปตางประเทศ ดังที่เคยเกิดข้ึนในประเทศอินเดียที่มีการระบาดของ ดวงงวงเจาะ
เมล็ด ชนิด Sternochetus mangiferae (Fabricius) ทําความเสียหายแกมะมวงในอินเดียสูงจน
เปนสาเหตุให สหรัฐอเมริกา ซึ่งเคยส่ังซื้อมะมวงจากอินเดีย งดการสั่งมาต้ังแตป พ.ศ. 2504 เพราะ  
__________________________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-51-01-02-01-01-51 
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เกรงวาดวงงวงชนิดนี้จะติดไประบาดในสหรัฐอเมริกาได  
ดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง (mango seed weevil, mango pulp weevil, mango fruit 

weevil, mango flesh weevil, mango nut weevil) อยูในวงศ Curculionidae อันดับ  Coleoptera 
เปนแมลงศัตรูที่ทําลายและอาศัยในเมล็ด ชนิดที่พบมากในแหลงปลูกมะมวงในประเทศแอฟริกา 
ออสเตรเลีย อินเดีย ประเทศในเอเซียตะวันออกเฉียงใต ประเทศในหมูเกาะแปซิฟก รวมทั้งฮาวาย
และประเทศแถบอินเดียตะวันตกเปนชนิด Sternochetus mangifera (Fabricius) รายงานที่พบใน
ประเทศแอฟริกา อินเดีย อิหราน บังคลาเทศ ศรีลังกา และเอเซียตะวันออกเฉียงใต  ไดแก พมา 
ไทย เวียดนาม มาเลเซีย สิงคโปร อินโดนีเซีย และฟลิปปนส เปนชนิด S. frigidus (Fabricius) การ
สํารวจในประเทศไทย ที่พบสวนใหญเปนชนิด  Sternochetus olivieri (Faust) แตชนิด S. 
frigidus (Fabricius) จะพบนอยกวา สวนชนิด S. mangifera (Fabricius) ยังไมพบเลย รูปราง
ลักษณะของ S. olivieri (Faust) มีขนาดใหญกวา S. frigidus (Fabricius) เล็กนอย ปกแข็งสี
น้ําตาลเขมเปนรูปสามเหล่ียม โดยฐานอยูที่โคนปกมุมแหลมอยูดานลางยาวประมาณ 1/3 ของ
ความยาวปก ถัดมาเปนสีน้ําตาลออนเปนแถบใหญชัดเจนสวนที่เหลือตรงปลายปกสีน้ําตาล ขนาด
ยาว 7.0 - 8.0 มิลลิเมตร  กวาง 4.0 - 4.5 มิลลิเมตร อีกชนิดหนึ่งคือ S. frigidus (Fabricius) เปน
ดวงงวงที่มีงวงยาว รูปรางกลมรี สีน้ําตาล ผิวขรุขระ ปกแข็งมีแถบสีน้ําตาลออนเปนรูปตัว V เร่ิม
จากริมขอบบนปกแข็ง เปนทางลงถึงกลางปกแตยาวไมถึงขอบกลางปก ขนาดยาว 6.0 - 6.5 
มิลลิเมตร กวาง 2.5-3.0 มิลลิเมตร (สมหมาย, 2535)   

ดวงงวงชนิดนี้เคยพบการทําลายในมะมวงที่ปลูกทางภาคเหนือของประเทศไทยจากที่
มีตัวอยางรวบรวมในพิพิธภัณฑแมลง เปนดวงงวงเจาะเมล็ดที่พบเปนครั้งแรก เมื่อป พ.ศ. 2482 
ที ่จ.เชียงใหม และพบอยางตอเนื ่องแตมีปริมาณไมมากนัก ตอมาจึงเริ ่มมีการสํารวจโดย 
Cunningham (1990) รายงานในแหลงการปลูกมะมวง ที่จ.ราชบุรี โดยการเก็บตัวอยางผล
มะมวงทั้งหมด 1,043 ตัวอยาง พบดวงงวงเพียง 9 ตัวอยาง และเปนชนิด Sternochetus 
olivieri (Faust) ซึ่งไมเคยสํารวจพบในประเทศออสเตรเลีย 
 ตอมาในป พ.ศ. 2536 สุชาดา และคณะ(2539) ไดสํารวจที่จ.ราชบุรีในมะมวงพันธุตางๆ 
ไดแก อกรอง ตลับนาค หนองแซง เขียวเสวย พราหมณขายเมีย น้ําดอกไม แตงกวา แกมแดง แรด 
หนังกลางวัน พิมเสน ทองดํา และพันธุแกว รวมทั้งหมดประมาณ 200 กิโลกรัม ไมพบการทําลาย
ของดวงงวงเจาะเมล็ดเลย และสํารวจที่จ.ฉะเชิงเทราในมะมวงพันธุหนังกลางวัน จํานวน 550 
กิโลกรัม ไมพบการทําลายเชนเดียวกัน ในป พ.ศ. 2537 เดือนมิถุนายน สํารวจที่อ.ฝาง จ.เชียงใหม 
ในมะมวงแกว หนังกลางวัน ตลับนาค น้ําดอกไม หนองแซง และพันธุงา พบการทําลาย 15.54 
เปอรเซ็นต ในป พ.ศ. 2538 สํารวจ 2 คร้ัง ที่อ.แมอาย จ.เชียงใหม เดือนมิถุนายน และเดือน
กรกฎาคม ในมะมวงปอม และมะมวงแกว พบการทําลาย 10.19 และ 37.36 เปอรเซ็นต และไดให
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ขอสังเกตวามะมวงที่ปลูกเพื่อการคาไมพบการทําลายของดวงงวงเจาะเมล็ดเลย แตจะพบการ
ทําลายในสภาพการปลูกหลังบานและมักพบที่ตนมะมวงอายุมากกวา 20 ป ข้ึนไป 

การสํารวจของ สราญจิตและคณะ (2545) ในป พ.ศ. 2541 – 2542 จากสวนมะมวง
พันธุน้ําดอกไมที่ปลูกเพื่อการสงออกใน จ.ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ปราจีนบุรี และสระแกว พบการ
ทําลายของดวงงวง 0.50 เปอรเซ็นต จากผลมะมวงอายุประมาณ 60 วัน และไมพบหรือดักแดหรือ
ตัวเต็มวัยภายในเมล็ด ป พ.ศ. 2543 - 2544 ไดสํารวจจากมะมวงที่ปลูกเพื่อบริโภคภายในประเทศ
จากสวนที่ไมไดมีการใชสารฆาแมลงมากนักใน จ.นครราชสีมา ศรีสะเกษ เพชรบูรณ ชัยภูมิ พบการ
เขาทําลาย 8.38 - 65.71 เปอรเซ็นต ในป พ.ศ. 2545 สํารวจจากมะมวงแกวที่ปลูกเพื่อการบริโภค
ในทองถิ่นและไมมีการใชสารฆาแมลงใน จ.ศรีสะเกษ พบการเขาทําลาย 18.19 เปอรเซ็นต จ.
ชัยภูมิ พบ 22.39 เปอรเซ็นต จ.เพชรบูรณ 26.14 เปอรเซ็นต และสํารวจจากเมล็ดมะมวงจาก
โรงงานแปรรูปผลไมที่จ.เพชรบุรี ซึ่งรับซื้อมะมวงแกวจากทั่วประเทศ พบการทําลาย 22.23 
เปอรเซ็นต ดวงงวงทั้งหมดที่เก็บตัวอยางไดนี้นําไปจําแนกชนิดไดวาเปนชนิด Sternochetus 
olivieri (Faust) จัดอยูใน Family Curculionidae  

ปจจุบันประเทศที่เปนสมาชิกขององคการการคาโลก (WTO) ไดนํามาตรการ
สุขอนามัยพืชมาใชเปนขอตอรองในการสงออกและนําเขาสินคาที่เปนผลิตผลเกษตร การสํารวจ 
ติดตามและตรวจสอบศัตรูพืชจึงเปนพื้นฐานที่มีความจําเปนสําหรับใชในการดําเนินการดานอ่ืนๆ 
อีก เชน Pest Risk Analysis, Establishment for pest free area, Pest list, Pest report เปนตน 

ดังเชนการสงออกมะมวง ในประเทศไทยพบดวงงวงเจาะเมล็ด 2 ชนิด คือ Sternochetus olivieri 
(Faust) และ S. frigidus (Fabricius) แตยังไมพบชนิด S. mangiferae (Fabricius) ซึ่งเปนชนิดที่
ประเทศปลายทางไมเคยพบมากอนและประกาศใหเปนแมลงดานกักกันพืช จึงไดดําเนินการสํารวจ
เพื่อตรวจหา (Detection survey) (McMaugh, 2005) เพื่อทราบชนิดและสถานการณการ
แพรกระจายของดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงชนิด S. mangiferae (Fabricius) ในมะมวงเพื่อการ
สงออก   เพื่อนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานของการจัดทําขอมูลศัตรูพืช  (pest list) และใชเปนขอมูล
การออกประกาศการปลอดศัตรูพืชเพื่อสนับสนุนการขอเปดตลาดสินคาเกษตรระหวางประเทศ
ตอไป 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. สวนมะมวง 
2. กลองเล้ียงแมลง ขนาด 20x15x10 เซนติเมตร และขนาด 10x10x15 เซนติเมตร  
3. ขวดแกวสําหรับเก็บรักษาแมลง 
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4.  แอลกอฮอล 80% 
5. เข็มไรสนิม 
6. กลองจุลทรรศน กลองถายภาพ 
7. แวนขยาย ขนาด 10 เทา 
8. กระบอกตวง(cylinder) beaker หลอดแกว พูกัน สําลี เปนตน 
9. คูมือการจําแนกชนิดแมลง 
10. เคร่ืองวัดพิกัด อุปกรณการบันทึกขอมูล สมุดบันทึก แผนบันทึกขอมูล ปากกา 

ยางลบ 

วิธีการ 

ข้ันตอนการทาํงานวิจัย มีดังนี ้
1. พื้นที่ : ดําเนนิการสุมสํารวจในแหลงปลูกเพื่อการสงออกภาคเหนือของประเทศ

ไทย  โดยเฉพาะที่จ.เชยีงใหม เชียงราย และลําพนู และภาคตะวันออกเฉียงเหนือไดแกจ.
นครราชสีมา โดยสุมในสวนมะมวงในแตละแหลงตามสัดสวนพืน้ที่ปลูก โดยวิธีการสุมอยางงาย 
(random sampling)  

2. ชวงเวลาการสาํรวจ : ชวงการเก็บเกี่ยวผลผลิต 1 เดือน โดยสุมสํารวจ 2 คร้ัง 
3. ขนาดตัวอยาง : สุมเก็บผลมะมวงจากตนมะมวง 20 ตน/สวนโดยวธิีสุมอยาง

งาย (random sampling)  ตนละ 10 ผล รอบทรงพุม 
4. นําผลมะมวงที่สุมมาผาดูภายในผลเพื่อเก็บตัวอยางดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง 

เก็บผลมะมวงจากแหลงที่ปลูกเพื่อการสงออกและเพื่อการบริโภคภายในประเทศ 
เลือกพันธุหลักที่เปนพันธุที่ปลูกเพื่อการสงออก ไดแก พันธุแรด น้ําดอกไม หนังกลางวัน มหาชนก 
และพิมเสน และเก็บจากสวนมะมวงพันธุที่ปลูกเพื่อการอุตสาหกรรมแปรรูป ไดแก มะมวงแกว โชค
อนันต เปนตน เก็บตัวอยางแมลงทุกระยะที่พบ ถาเปนระยะไข หนอน และดักแด เก็บรักษาในขวด
ดองแมลง สําหรับตัวเต็มวัยจัดรูปรางโดยใชเข็มไรสนิม จัดเตรียมเพื่อนําไปอบใหแหง และบันทึก
จํานวนผลมะมวงที่ถูกทําลายในแตละสวน นําดวงงวงที่พบไปจําแนกชนิดที่กลุมงานอนุกรมวิธาน
แมลง 

เวลาและสถานที ่

เร่ิมตน   ตุลาคม  2550  ส้ินสุด  กันยายน  2553 รวม 3 ป  
ณ   แหลงปลูกมะมวงภาคเหนือ จ.เชียงใหม เชียงราย และลําพนู  
แหลงปลูกมะมวงภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จ.นครราชสีมา 
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ผลและวจิารณ 

 การสํารวจชนิดของดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง (ตารางท่ี 1) ในสวนมะมวง จ.เชียงใหม 
อ.พราว 6 สวน จํานวน 1,256 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 15 ตัว และหนอน 8 ตัว และ อ.เชียงดาว 5 สวน 
จํานวน 1,822 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 11 ตัว ดักแด 2 ตัว และหนอน 2 ตัว จ.เชียงราย 3 สวน อ.เมือง 
จํานวน 405 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 1 ตัว และ จ.ลําพูน อ.บานโฮง 1 สวน จํานวน 1,253 เมล็ด พบตัว
เต็มวัย 13 ตัว ดักแด 1 ตัว และหนอน 8 ตัว รวมจํานวนเมล็ดมะมวงทั้งส้ิน 4,736 เมล็ด จากสวน
มะมวง 15 สวน เปนมะมวงแกวและมะมวงโชคอนันต พบดวงตัวเต็มวัย 40 ตัว ดักแด 3 ตัว หนอน 
12 ตัว และจําแนกชนิดแลวคือ Sternochetus olivieri  (Faust) Family Curculionidae สวน
มะมวงที่สํารวจนี้มีการปฏิบัติดูแลและการปองกันกําจัดศัตรูพืชปานกลาง ใชสารปองกันกําจัด
ศัตรูพืชเมื่อพบการระบาดของแมลงศัตรูมะมวง 1-2 คร้ัง สวนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตาราง
ที่ 1) เก็บผลมะมวงพันธุงามเมืองยาที่ อ.ปกธงชัย จ.นครราชสีมา จํานวน 2 สวน เปนสวนมะมวง
อินทรียที่จําหนายในประเทศและยังสงออกตลาดตางประเทศ ผาเมล็ดมะมวง ประมาณ 12,742 
เมล็ด พบดวงตัวเต็มวัย 548 ตัว ดักแด 15 ตัว หนอน 18 ตัว นํามาจําแนกชนิดแลว เปนดวงงวง
เจาะเมล็ดมะมวงชนิด Sternochetus olivieri (Faust) Family Curculionidae Order Coleoptera 
เชนกัน 
 จากการสํารวจเพื่อเฝาระวังดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงในป 2551(ตารางที่ 2) มะมวงที่
สํารวจทางภาคใตตอนบนและภาคตะวันตกสวนใหญจะมีการจัดการดูแลอยางดี ไดแกมะมวง
น้ําดอกไม อกรอง โชคอนันต มันเดือนเกา มะมวงแกว แกวลืมรัง ฟาล่ัน เขียวเสวย เปนตน จากการ
ผาเมล็ดมะมวงใน จ.ประจวบคีรีขันธ อ.หัวหิน (1 สวน) อ.สามรอยยอด (35 สวน) อ.ปราณบุรี (3 
สวน) อ.กุยบุรี (3 สวน) รวม 42 สวน และ จ.ราชบุรี อ.วัดเพลง (4 สวน) อ.ปากทอ (2 สวน) รวม 6 
สวน จํานวนทั้งหมด 11,899 เมล็ด พบดวง 15 ตัว ในภาคเหนือ (ตารางที่ 3) เปนมะมวงพันธุเขียว
มรกตที่ จ.ลําพูน อ.บานโฮง (2 สวน) พบดวง 1 ตัว สวนที่ จ.เชียงใหม อ.พราว (1 สวน) อ.เชียงดาว 
(1 สวน) อ.แมแตง (1 สวน) รวม 3 สวน เปนมะมวงแกวและเขียวมรกตที่ปลูกตามเชิงเขา มีการ
จัดการดูแลไมมากนัก จํานวน 2,318 เมล็ด พบดวง 152 ตัว ดวงที่พบทั้งหมดนี้เปนชนิด S. olivieri 
(Faust) Family Curculionidae ซึ่ง Cunningham (1990) ไดสํารวจใน จ.ราชบุรี และ สราญจิต
และคณะ (2545) สํารวจในแหลงปลูกภาคกลางและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบวาเปนชนิด S. 
olivieri (Faust) เชนเดียวกัน  
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

จากการสํารวจชนิดของดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง ที่ไดจากการผาผลและเมล็ดมะมวง 
ชนิดของดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงในสวนมะมวง จ.เชียงใหม อ.พราว จํานวน 1,256 เมล็ด พบตัว
เต็มวัย 15 ตัว และหนอน 8 ตัว และ อ.เชียงดาว จํานวน 1,822 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 11 ตัว ดักแด 2 
ตัว และหนอน 2 ตัว สวนมะมวง จ.เชียงราย อ.เมือง จํานวน 405 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 1 ตัว และ 
สวนมะมวง จ.ลําพูน อ.บาน-โฮง  จํานวน 1,253 เมล็ด พบตัวเต็มวัย 13 ตัว ดักแด 1 ตัว และ
หนอน 8 ตัว รวมจํานวนเมล็ดมะมวงทั้งส้ิน 4,736 เมล็ด จากสวนมะมวงทั้งหมด 15 สวน ซึ่งเปน
มะมวงแกวและมะมวงโชคอนันต พบดวงตัวเต็มวัย 40 ตัว ดักแด 3 ตัว หนอน 12 ตัว เปนที่สังเกต
วาสวนมะมวงที่มีการดูแลสวนเปนอยางดี และมีวิธีการปองกันกําจัดศัตรูพืชชนิดอ่ืนๆ อยูเปนปกติ
แลว มักพบการเขาทําลายของดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงไมมากนัก ดวงทั้งหมดที่นํามาจําแนกชนิด
พบวาเปนดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงชนิด Sternochetus olivieri (Faust) Family Curculionidae 
อยูใน Order Coleoptera  

การสํารวจศัตรูพืชเพื่อสํารวจตรวจหาและการติดตามสถานการณการแพรกระจาย
ดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวงชนิด S. mangiferae (Fabricius) ในมะมวงเพื่อการสงออกนี้ ยังตอง
ดําเนินการตออีกในป 2553 เพื่อใหครอบคลุมทุกพื้นที่การปลูกมะมวงโดยเฉพาะสวนที่การปลูก
มะมวงเพื่อการสงออก อันจะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญตอบทบาทการคาระหวางประเทศตอไป 

คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ เจาของสวนมะมวงทุกๆ สวน ในจังหวัดเชยีงใหม เชยีงราย ลําพนู และ
จังหวัดนครราชสีมา ที่ยนิดีและอํานวยความสะดวกตอการเก็บตัวอยาง ตลอดจนเจาหนาที่จาก
ศูนยวิจยัพืชไรเชียงใหม สํานกัวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1 ที่ชวยเหลือในการติดตอเจาของ
สวนมะมวงภาคเหนือ 
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ตารางที ่1   การเฝาระวงัการเกิดและการแพรกระจายของดวงงวงเจาะเมลด็มะมวง 
                  Sternochetus spp.  ในมะมวง 
 
ขอมูล พฤษภาคม-กรกฎาคม 2552     

 พันธุ จํานวน(เมลด็) ดวง(ตัว) ดักแด(ตัว) หนอน(ตัว) หมายเหตุ 

1 แกว 1,651 25 3 12  

2 เขียวมรกต 3,085 15 0 0  

 รวม 4,736 40 3 12  

      

 สํารวจจากสวนมะมวง 15 สวน     

 จ. เชยีงใหม อ.เชียงดาว 6 สวน    

  อ.พราว 5 สวน    

 จ. เชยีงราย อ.เมือง 3 สวน    

 จ. ลําพนู อ. บานโฮง 1 สวน    

       

ขอมูล มิถุนายน-กรกฎาคม 2552     

 พันธุ จํานวน(เมลด็) ดวง (ตัว) ดักแด(ตัว) หนอน(ตัว) หมายเหตุ 

1 งามเมืองยา 12,742 548 15 18  

  รวม 12,742 548 15 18  

       

 สํารวจจากสวนมะมวง 2 สวน     

 อ.ปกธงชัย  จ.นครราชสีมา     
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ตารางที ่2 การสาํรวจและเก็บผลมะมวงในการเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของ 
ดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง Sternochetus spp. ในแหลงปลูกภาคตะวันตก 
(กุมภาพนัธ-มิถุนายน 2551) 

 

  พันธุ จํานวนผล ดวง ดักแด หนอน หมายเหตุ 
1 แกว 866 3  1  
2 แกวโมง 85     
3 แกวลืมรัง 886     
4 เขียวเสวย 239 2  2  
5 โชคอนันต 1,141 1    
6 ทองดํา 193     
7 น้ําดอกไม 4,771 4 1   
8 ฟาล่ัน 477     
9 มหาชนก 198     

10 มันเดือนเกา 1,018     
11 มันศาลายา 2     
12 หนงักลางวัน 137     
13 อกรอง 1,602 1    
15 อ่ืนๆ 284     
  รวม  11,899 11 1 3 15 ตัว 

       
 เกษตรกร 42 ราย      
 ต.ศาลาลัย ต.ศิลาลอย ต.ไรเกา ต.ไรใหม อ.สามรอยยอด จ.ประจวบคีรีขันธ 
 ต.สามกระทาย อ.กุยบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ 
 ต.หวยมงคล อ.หัวหนิ จ. เพชรบุรี 
      
 เกษตรกรราชบุร ี6 ราย    
 อ.เมือง อ. ปากทอ อ.วัดเพลง จ.ราชบุรี 
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ตารางที ่2 การสาํรวจและเก็บผลมะมวงในการเฝาระวังการเกิดและการแพรกระจายของ 

ดวงงวงเจาะเมล็ดมะมวง Sternochetus spp. ในแหลงปลูกภาคเหนือ (มิถุนายน-
กรกฎาคม 2551) 

 

  พันธุ จํานวนผล ดวง ดักแด หนอน หมายเหตุ 
1 แกว 93 57 3 2  
2 เขียวมรกต 2,065 89    
6 ทองดํา 35 1    
7 โชคอนันต 119 4 1   
8 น้ําดอกไมสีทอง 6     
  รวม  2,318 147 3 2 152 ตัว 

       
 เกษตรกร 5 ราย      
 ต.เหลายาว อ.บานโฮง จ.ลําพูน 
 ต.สันมหาพน อ.แมแตง จ.เชยีงใหม 
 ต.ปงโคง อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม 
 ต.ปาไหน อ.พราว จ.เชียงใหม 
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การเฝาระวังการแพรกระจาย 
ของหนอนเจาะผล, Cryptophlebia ombrodelta (Lower) ในลําไย 

Distribution of Fruit Borer, Cryptophlebia ombrodelta (Lower) on Longan 
  

    บุษบง  มนัสม่ันคง     ศรีจํานรรจ  ศรีจันทรา    พวงผกา  อางมณ ี
ศิริณ ี พูนไชยศรี     พฤทธิชาติ  ปุญวฒัโท    เกรียงไกร  จําเรญิมา 

กลุมกีฏและสัตววทิยา    สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
     

รายงานความกาวหนา 

 สถานการณการแพรระบาดของหนอนเจาะผล Cryptophlebia ombrodelta (Lower) 
ในลําไย ดําเนนิการสํารวจในแหลงปลูกจงัหวัดเชียงใหม เชียงราย และลําพนู ในระยะที่ผลลําไยมี
อายุประมาณ 5 เดือน ถึงระยะเก็บเกี่ยว ระหวางเดือนมิถุนายน - กรกฎาคม ป 2551 และ 2552 
ผลการสํารวจ ในแหลงปลูก อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอด (2) สารภี (3) หาง
ดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3) ปาซาง 
(5) เมืองลําพนู (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จงัหวดัลําพูน และอําเภอพาน (8) จังหวัดเชียงราย 
รวม 51 แปลง จากผลผลิตลําไยที่สุม ป 2551 จํานวน 28,718 ผล  น้ําหนัก 281.51 กิโลกรัม 
ป 2552 จํานวน 38,569 ผล น้ําหนัก 391.02 กิโลกรัม พบหนอนที่ลงทาํลายผลลาํไย 3 ชนิด คือ 
หนอนกินผล, Conogethes punctiferalis  หนอนเจาะผล, Deudorix epijarbas  หนอนเจาะข้ัวผล, 
Conopomorpha sinensis แตไมพบหนอนเจาะผลชนดิ C. ombrodelta ซึ่งตองรอการยืนยันชนิด
จากนักอนกุรมวิธานตอไป 
 

 
 

คําหลัก :   การสํารวจเพื่อตรวจหา (Detection surveys)   การแพรกระจาย (Distribution) 
     ลําไย (Longan)   หนอนเจาะผล, Cryptophlebia ombrodelta 

 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง  07-01-51-01-02-01-02-51 
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คํานํา 

จากการเปดเสรีการคาภายใตองคการการคาโลก (World Tread Organization, WTO)  
ซึ่งได ยกเลิกมาตรการกีดกันทางภาษี และใหใชมาตรการทางสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (SPS 
Agreement) เปนมาตรการทดแทน เพื่อใหประเทศสมาชิกปกปองมิใหศัตรูพืชที่อาจจะติดไปกับ
สินคาพืชจากประเทศหนึ่งไปสูอีกประเทศหนึ่ง เปนการอํานวยความสะดวกดานการคาระหวาง
ประเทศสมาชิก ประเทศไทยเปนประเทศสมาชิกขององคการการคาโลก จึงตองดําเนินการเพื่อ
เตรียมความพรอมในดานวิทยาศาสตร เพื่อใชในการตอรองทางการคาสินคาเกษตรระหวาง
ประเทศ กรมวิชาการเกษตร โดยสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชซึ่งเปนหนวยงานอารักขาพืช
แหงชาติ จึงมีความจําเปนตองเตรียมความพรอมดานขอมูล ทางวิทยาศาสตรทางดานพืชดังกลาว
เพื่อใชในการเจรจาการคาสินคาเกษตรภายใตเงื่อนไขขององคการการคาโลก  การสํารวจ ติดตาม
และตรวจสอบศัตรูพืชเปนงานพื้นฐานที่มีความจําเปนสําหรับใชในการ ดําเนินการดานอ่ืนๆ อีก 
เชน Pest Risk Analysis, Establishment for pest free area, Pest list, Pest report เปนตน ซึ่ง
แนวทางการดําเนินงานจะสอดคลองกับ ISPMs (International Standard for Phytosanitary 
Measures) ฉบับที่ 6 (Guidelines for Surveillance) 
 ลําไยเปนพืชเศรษฐกิจที่มีศักยภาพในการผลิตและการตลาดสูง โดยเฉพาะตลาดสงออก
ทั้งในรูป ผลไมสด ผลไมแชแข็ง และผลิตภัณฑแปรรูป ดังนั้นจึงตองมีขบวนการผลิตอยางถูกตอง
และเหมาะสม เพื่อใหไดผลผลิตที่มีมาตรฐาน มีสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชสามารถแขงขันใน
ตลาดโลก  โดยแหลงปลูกสําคัญของลําไยอยูทางภาคเหนือตอนบน กรมสงเสริมการเกษตร (2546) 
ไดรายงานวา พื้นที่การปลูกลําไย ปการเพาะปลูก 2546 รวมทั้งประเทศ 618,128 ไร ผลผลิตรวม 
396,668 ตัน ผลผลิตเฉล่ีย 642 กก./ไร โดยมีแหลงปลูกใหญอยูในพื้นที่ภาคเหนือ พื้นที่ปลูกมาก
ที่สุด คือ จ.เชียงใหมมีพื้นที่ปลูก 180,770 ไร  รองลงมา จ.ลําพูน 179,806 ไร  จ.เชียงราย 70,533 
ไร ตามลําดับ ลําไยพันธุที่ปลูกมาก ไดแก พันธุอีดอ แหว สีชมพู และเบ้ียวเขียว การผลิตลําไยมัก
ประสบปญหาการใหผลผลิตปเวนป ปที่มีผลผลิตมากมักเกิดปญหาดานการตลาด ลําไยสดมีตลาด
สงออกคอนขางแคบ เนื่องจากมีขอจํากัดหลายอยาง ตลาดสําคัญจึงอยูเฉพาะในภูมิภาคใกลเคียง 
เชน จีน ฮองกง มาเลเซีย และสิงคโปร ตลาดที่ไกลออกไปแตมีปริมาณไมมากนัก ไดแก แคนาดา 
อังกฤษ และเนเธอรแลนด สวนประเทศที่พัฒนาแลวมักจะไมคอยรับซื้อ เนื่องจากกลัวปญหาดาน
โรคแมลงท่ีติดไปกับผลลําไยหรือ ล้ินจี่ กอนที่จะนําเขาตองยื่นคําขอเปดตลาดพรอมขอมูลศัตรูพืช 
ซึ่งประกอบดวยรายช่ือและรายละเอียด เกี่ยวกับศัตรูพืช เพื่อที่ประเทศผูนําเขาจะนําไปวิเคราะห
ความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis, PRA) และอาจจะสอบถามขอมูลเพิ่มเติมเพื่อกําหนด
เงื่อนไขการนําเขา แตที่ผานมาขอมูลเหลานี้ยังขาดอยู จึงมีความจําเปนตองดําเนินการวิจัยเพื่อหา
ขอมูลเกี่ยวกับแมลงศัตรูพืชดังกลาว 



 1128 

จากการดําเนินการการขอเปดตลาดลําไยกับประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งพบขอมูลวาลําไย มี
หนอนเจาะผล Cryptophlebia ombrodelta ลงทําลายดวย  ซึ่งทางประเทศไทยไมมีขอมูลศัตรูพืช
ชนิดนี้  จึงตองดําเนินการเฝาระวังและติดตาม หนอนเจาะผล Cryptophlebia ombrodelta ใน
ลําไยเพื่อการสงออก  เพื่อเปนขอมูลสนับสนุนการดําเนินการขอเปดตลาดการคาตอไป  

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

  1.  แปลงลําไย 
  2.  กรรไกรตัดกิ่ง 

   3.  ถงัน้ําแข็ง   
   4.  เคร่ืองกําหนดพิกัด (GPS) 
   5.  อุปกรณเกบ็ตัวอยางแมลง เชน กลองพลาสติก  ถงุพลาสติก ยางรัดของ  vial   
         แอลกอฮอล 80%  พูกัน  เข็มเข่ีย Label เปนตน 
   6.  อุปกรณเกบ็ขอมูล เชน กระดาน ดินสอ ปากกาเมจิก เปนตน 

วิธีการ 

 ดําเนินการสุมเลือกพื้นที่การสํารวจในแหลงปลูกลําไยทั่วประเทศ และแปลงลําไยในแตละ
จังหวัด โดยใชวิธี purposive sampling ไดพื้นที่การสุมสํารวจ ดังนี้  อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) 
ดอยเตา (2)  ฮอด (2) สารภี (3) หางดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัด
เชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปาซาง (5) เมืองลําพูน (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จังหวัด
ลําพูน และอําเภอพาน (8) จังหวัดเชียงราย รวม 51 แปลง (ภาพที่ 1) ดําเนินการสํารวจในชวงที่ผล
ลําไยมีอายุ 5 เดือน - ระยะเก็บเกี่ยว ดําเนินการสุมสํารวจแมลงในแปลงโดยวิธีการสุมอยางงาย 
(simple random sampling) คือ สุมตัดชอผลลําไยตนละ 4 ทิศๆ ละ 1 ชอ จํานวน 10 ตน/แปลง 
รวมกับการเก็บตัวอยางหนอนเจาะผลที่พบลงทําลายผลลําไย นํามาเล้ียงเพื่อใหเปนตัวเต็มวัยเพื่อ
สงจําแนกตอไป  บันทึกชนิด จํานวนหนอนเจาะผลที่ทําลายผลลําไย  จํานวนผลลําไยที่สุม  พิกัด
พื้นที่  สภาพภูมิอากาศ ขอมูลพืช และการจัดการ 

เวลาและสถานที ่

ทําการสุมสํารวจระหวางเดือนมิถุนายน - กรกฎาคม ป 2551 และ 2552 ในแหลงปลูก
ลําไย จงัหวัดเชียงใหม เชยีงราย และลําพนู 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 

  ผลการสํารวจเพื่อตรวจหาชนดิและการแพรกระจายของของหนอนเจาะผล Cryptophlebia 
ombrodelta ในลําไย ในแหลงปลูก อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) 
หางดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  
ปาซาง (5) เมืองลําพูน (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จังหวัดลําพูน และอําเภอพาน (8) 
จังหวัดเชียงราย รวม 51 แปลง จากผลผลิตลําไยที่สุม ป 2551 จํานวน 28,718 ผล  น้ําหนัก 
281.51 กิโลกรัม ป 2552 จํานวน 38,569 ผล น้ําหนัก 391.02 กิโลกรัม พบหนอนที่ลงทาํลาย
ผลลําไย 3 ชนิด (ตารางที่ 1) คือ หนอนกินผล, C. punctiferalis  หนอนเจาะผล, D. epijarbas  
หนอนเจาะข้ัวผล, C. sinensis (ภาพที่ 3) แตไมพบหนอนเจาะผลชนดิ C. ombrodelta ซึ่งตองรอ
การยนืยนัชนดิจากนกัอนกุรมวิธานตอไป 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

                                                          - 

คําขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ คุณชญานนันท โควอินทร สวนถายทอดเทคโนโลย ี สํานกัวิจัยและพัฒนาการ
เกษตร เขตที ่ 1 จังหวัดเชียงใหม และเจาหนาทีเ่กษตรหลวง ศูนยวิจยัพืชไรเชียงใหม ศูนยวิจัยพชื
สวนเชียงราย  ที่ชวยประสานงานในการเขาพืน้ที ่ คุณสุริยะ เกาะมวงหมู เจาหนาที่วิเคราะห
โครงการ คุณณิชาพร  ฉํ่าประวิง และ นายวรวิช สุดจริตธรรมจริยางกูล นักวชิาการเกษตร   ทีช่วย
ดําเนนิการสํารวจและเก็บขอมูลในแปลง ตลอดจนรวบรวมขอมูลเบ้ืองตนจึงทาํใหงานวิจยันี้สําเร็จ
ลุลวงไปไดดวยดี 

เอกสารอางอิง 

จริยา วิสิทธิ์พานิช  ชาตรี สิทธิกุล  และเยาวลักษณ จนัทรบาง. 2545.  โรคและแมลงศัตรูลําไย 
ล้ินจ่ี  และมะมวง.  หจก.ธนบรรณการพิมพ, จังหวัดเชยีงใหม. 308 หนา. 

กรมสงเสริมการเกษตร.  2546.  สถิติการปลูกลําไย รายจังหวัด ปการเพาะปลูก 2546. 
http://www.doae.go.th/temp.asp?gpg=data/kasetfx 
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ภาพที่ 1  แผนท่ีแสดงจุดสํารวจหนอนเจาะผลในแปลงลําไยของเกษตรกร จังหวัดเชียงใหม 
   เชียงราย  และลําพนู จํานวน 51 แปลง ป 2551 
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ภาพที่ 2  แผนท่ีแสดงจุดสํารวจหนอนเจาะผลในแปลงลําไยของเกษตรกร จังหวัดเชียงใหม 
   เชียงราย  และลําพนู จํานวน 51 แปลง ป 2552 
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ตารางที่ 1  แสดงผลการสํารวจหนอนเจาะผลในพ้ืนที่จงัหวัดเชียงใหม ลําพูน และเชียงราย 
                  ระหวางเดือนมิถุนายน - กรกฎาคม ป 2551 และ 2552 
 

จุดสํารวจ หนอนเจาะข้ัว 
Conopomorpha 
sinensis Bradley 

หนอนเจาะผล 
Deudorix epijarbas 

Moore 

หนอนกนิผลลําไย 
Conogethes 
punciferalis 

 2551 2552 2551 2552 2551 2552 
จ.เชียงใหม (25 แปลง) 
  - อ.พราว (3) + + -   - - - 
  - อ.จอมทอง (6) + + + + + - 
  - อ.ดอยเตา (2) - - - - + + 
  - อ.ฮอด (2) - - - - - - 
  - อ.สารภี (3) - - - - + - 
  - อ.หางดง (2) - - - - - - 
  - อ.สันปาตอง (3) - - - - - - 
  - อ.แมวาง (2) - - - - + + 
  - อ.ดอยหลอ (2) - - - - + + 
       

จ.ลําพูน (18 แปลง)       
  -อ.เวียงหนองลอง (3) - - + + - + 
  - อ.ปาซาง (5) + - + - + - 
  - อ.ล้ี (4) + - + + + + 
  - อ.บานโฮง (3) + - - + + - 
  - อ.เมืองลําพูน (3) + - + - + - 
       

จ.เชียงราย (8 แปลง)       
  - อ.พาน (8) - - + - + + 
       

 

 1/   + = พบ,   - = ไมพบ 
 
 



 1133 

 
 
 

   หนอน Deudorix epijarbas             ผีเส้ือเพศผู Deudorix epijarbas         ผีเส้ือเพศเมีย Deudorix epijarbas          
 

 
 
 
 
 
 
                       หนอน Conogethes punciferalis                ตัวเต็มวัย Conogethes punciferalis              
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                          
                                               หนอน Conopomorpha sinensis 
 
ภาพที่ 3  หนอนเจาะผลในแปลงลําไยของเกษตรกร จังหวัดเชยีงใหม เชียงราย  และลําพนู  
               ระหวางเดือนมิถุนายน - กรกฎาคม ป 2551 และ 2552 
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สถานการณการแพรกระจายของเพล้ียแปง Cataenococcus hispidus  Green  
และPlanococcus lichi Cox ในลําไย 

Distribution of mealybug, Cataenococcus hispidis Green 
and Planococcus lichi Cox on Longan 

 
ศรีจํานรรจ ศรีจันทรา   บุษบง  มนัสมั่นคง   พวงผกา อางมณ ี  ชลิดา อุณหวุฒิ 
ชมัยพร บัวมาศ   วนาพร วงษนิคง   สญัญาณี ศรีคชา   เกรียงไกร จาํเริญมา 

กลุมกีฏและสัตววทิยา  สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

 สถานการณการแพรระบาดของเพล้ียแปง, Cataenococcus hispidus  Green และ  
Planococcus lichi Cox ในลําไย ดําเนนิการสํารวจในแหลงปลูกจงัหวัดเชียงใหม เชียงราย และ
ลําพนู ในระยะที่ผลลําไยมีอายุประมาณ 5 เดือน ถึงระยะเก็บเกี่ยว ในป 2551  และป 2552  ผล
การสํารวจ ในแหลงปลูก อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) หางดง (2)  
สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปาซาง (5) เมอืง
ลําพนู (3) ล้ี (4) และเวยีงหนองลอง (3) จงัหวัดลําพูน และอําเภอพาน (8) จงัหวัดเชยีงราย รวม 51 
แปลง จากผลผลิตลําไยที่สุม 281.51 กิโลกรัม จํานวน 28,718 ผล ในป 2551 และ  391 กิโลกรัม 
จํานวน 38,569 ผล ในป 2552 พบเพล้ียแปงที่ลงทาํลายผลพบประมาณ 4 ชนิด คือ Nipaecoccus 
sp. Pseudococccus sp. Ferrisia vergata และ Unknown ซึง่ตองรอการยนืยนัชนิดจากนัก
อนุกรมวธิานอีกคร้ังหนึ่ง แตไมพบการลงทาํลายของเพลีย้แปงชนิด C. hispidis เลย 

 
 
 

คําหลัก :   การสํารวจเพื่อตรวจหา (Detection surveys)   การแพรกระจาย (Distribution) 
     ลําไย (Longan)   เพล้ียแปง (Mealy bug)    Cataenococcus hispidis Green   
    Planococcus lichi Cox  

 
 
 
 

รหัสการทดลอง  07-01-51-01-02-01-03-51 
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คํานํา 

จากการเปดเสรีการคาภายใตองคการการคาโลก (World Tread Organization, WTO)  
ซึ่งได ยกเลิกมาตรการกีดกนัทางภาษี และใหใชมาตรการทางสุขอนามัยและสุขอนามยัพืช (SPS 
Agreement) เปนมาตรการทดแทน เพื่อใหประเทศสมาชิกปกปองมิใหศัตรูพืชที่อาจจะติดไปกับ
สินคาพชืจากประเทศหนึ่งไปสูอีกประเทศหนึง่ เปนการอํานวยความสะดวกดานการคาระหวาง
ประเทศสมาชกิ ประเทศไทยเปนประเทศสมาชิกขององคการการคาโลก จงึตองดําเนินการเพื่อ
เตรียมความพรอมในดานวิทยาศาสตร เพื่อใชในการตอรองทางการคาสินคาเกษตรระหวาง
ประเทศ กรมวิชาการเกษตร โดยสํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพชืซึ่งเปนหนวยงานอารักขาพชื
แหงชาติ จึงมคีวามจําเปนตองเตรียมความพรอมดานขอมูล ทางวิทยาศาสตรทางดานพชืดังกลาว
เพื่อใชในการเจรจาการคาสินคาเกษตรภายใตเงื่อนไขขององคการการคาโลก  การสํารวจ ติดตาม
และตรวจสอบศัตรูพืชเปนงานพืน้ฐานที่มีความจําเปนสําหรับใชในการ ดําเนนิการดานอ่ืนๆ อีก 
เชน Pest Risk Analysis, Establishment for pest free area, Pest list, Pest report เปนตน ซึ่ง
แนวทางการดําเนนิงานจะสอดคลองกับ ISPMs (International Standard for Phytosanitary 
Measures) ฉบับที่ 6 (Guidelines for Surveillance) 
 ลําไยเปนพืชเศรษฐกิจที่มีศักยภาพในการผลิตและการตลาดสูง โดยเฉพาะตลาดสงออก
ทั้งในรูป ผลไมสด ผลไมแชแข็ง และผลิตภัณฑแปรรูป ดังนั้นจึงตองมีขบวนการผลิตอยางถกูตอง
และเหมาะสม เพื่อใหไดผลผลิตที่มีมาตรฐาน มีสุขอนามยัและสุขอนามัยพืชสามารถแขงขันใน
ตลาดโลก  โดยแหลงปลูกสําคัญของลําไยอยูทางภาคเหนือตอนบน กรมสงเสริมการเกษตร (2546) 
ไดรายงานวา พื้นที่การปลูกลําไย ปการเพาะปลูก 2546 รวมทัง้ประเทศ 618,128 ไร ผลผลิตรวม 
396,668 ตัน ผลผลิตเฉล่ีย 642 กก./ไร โดยมีแหลงปลูกใหญอยูในพืน้ที่ภาคเหนือ พื้นที่ปลูกมาก
ที่สุด คือ จ.เชยีงใหมมีพืน้ทีป่ลูก 180,770 ไร  รองลงมา จ.ลําพนู 179,806 ไร  จ.เชียงราย 70,533 
ไร ตามลําดับ ลําไยพันธุที่ปลูกมาก ไดแก พนัธุอีดอ แหว สีชมพ ูและเบ้ียวเขียว การผลิตลําไยมัก
ประสบปญหาการใหผลผลิตปเวนป ปที่มีผลผลิตมากมกัเกิดปญหาดานการตลาด ลําไยสดมีตลาด
สงออกคอนขางแคบ เนื่องจากมีขอจํากดัหลายอยาง ตลาดสําคัญจึงอยูเฉพาะในภูมิภาคใกลเคียง 
เชน จนี ฮองกง มาเลเซีย และสิงคโปร ตลาดที่ไกลออกไปแตมีปริมาณไมมากนกั ไดแก แคนาดา 
อังกฤษ และเนเธอรแลนด สวนประเทศทีพ่ัฒนาแลวมกัจะไมคอยรับซื้อ เนื่องจากกลัวปญหาดาน
โรคแมลงที่ติดไปกับผลลําไยหรือ ล้ินจ่ี กอนที่จะนาํเขาตองยื่นคําขอเปดตลาดพรอมขอมูลศัตรูพืช 
ซึ่งประกอบดวยรายช่ือและรายละเอียด เกี่ยวกับศัตรูพชื เพื่อที่ประเทศผูนาํเขาจะนําไปวิเคราะห
ความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis, PRA) และอาจจะสอบถามขอมูลเพิม่เติมเพื่อกาํหนด
เงื่อนไขการนําเขา แตที่ผานมาขอมูลเหลานี้ยงัขาดอยู จงึมีความจําเปนตองดําเนนิการวิจัยเพื่อหา
ขอมูลเกี่ยวกับแมลงศัตรูพืชดังกลาว 
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จากการดําเนนิการการขอเปดตลาดลําไยกับประเทศสหรัฐอเมริกา ซึง่ไดสงขอมูลทีพ่บวา
ลําไย มีเพล้ียแปงชนิด C. hispidus  และ P.  lichi  ลงทาํลายดวย  ซึง่ทางประเทศไทยไมมีขอมูล
ศัตรูพืชทั้งสองชนิด  จึงตองดําเนนิการเฝาระวังและติดตาม เพล้ียแปง C. hispidus และ P.  lichi 
ในลําไยเพื่อการสงออก  เพือ่เปนขอมูลสนับสนนุการดําเนนิการขอเปดตลาดการคาตอไป  

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

  1.  แปลงลําไย 
  2.  กรรไกรตัดกิ่ง 

   3.  ถงัน้ําแข็ง   
   4.  เคร่ืองกําหนดพิกัด (GPS) 
   5.  อุปกรณเกบ็ตัวอยางแมลง เชน กลองพลาสติก  ถงุพลาสติก ยางรัดของ  vial   
         แอลกอฮอล 80%  พูกัน  เข็มเข่ีย Label เปนตน 
   6.  อุปกรณทําตัวอยางแมลง เชน  slide  KOH  น้าํกล่ัน แอลกอฮอล 95%  
         สารละลาย carbo xylene กรดแอลกอฮอล น้าํยายอมสี  สารละลายเอ็น- 
         บิวทิวแอลกอฮอล กระดาษกรอง ตูอบ เปนตน 
   7.  อุปกรณเกบ็ขอมูล เชน กระดาน, ดินสอ, ปากกาเมจิก เปนตน 
 

วิธีการ 

ป 2551-2552 
 ดําเนนิการสุมเลือกพืน้ทีก่ารสํารวจในแหลงปลูกลําไยทัว่ประเทศ และแปลงลําไยในแตละ
จังหวัด โดยใชวิธี purposive sampling ไดพื้นที่การสุมสํารวจ ดังนี ้ อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) 
ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) หางดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวดั
เชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปาซาง (5) เมืองลําพูน (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จังหวดั
ลําพนู และอําเภอพาน (8) จงัหวัดเชียงราย รวม 51 แปลง ดําเนนิการสํารวจในชวงที่ผลลําไยมีอายุ 
5 เดือน - ระยะเก็บเกี่ยว ดําเนินการสุมสํารวจแมลงในแปลงโดยวธิีการสุมอยางงาย (simple 
random sampling) คือ สุมตัดชอผลลําไยตนละ 4 ทศิๆ ละ 1 ชอ จํานวน 10 ตน/แปลง รวมกบั
การเก็บผลที่พบการทาํลายของเพล้ียแปงจากตนลําไยโดยตรง เก็บตัวอยางเพล้ียแปงที่ไดใน
แอลกอฮอล 80% บันทึกชนดิและจํานวนเพล้ียแปงทีท่ําลายผลลําไย  จํานวนผลลําไยที่สุม  พิกัด
พื้นที่  สภาพภูมิอากาศ และขอมูลพืชและการจัดการ 
 



 

 

1137 

เวลาและสถานที ่

ทําการสุมสํารวจระหวางเดือนมิถนุายน-กรกฎาคม 2551 และ 2552  ในแหลงปลูกลําไย 
จังหวัดเชียงใหม เชียงราย และลําพนู 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ป 2551 
 ผลการสํารวจเพื่อตรวจหาชนิดและการแพรกระจายของเพล้ียแปง C. hispidus และ P. 
lichi   ป 2551 ในแหลงปลูก อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) หาง
ดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชียงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปาซาง 
(5) เมืองลําพนู (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จงัหวัดลําพูน และอําเภอพาน (8) จังหวดั
เชียงราย รวม 51 แปลง (ภาพท่ี 1) จากผลผลิตลําไยที่สุมทั้งหมด 281.51 กิโลกรัม จํานวน 28,718 
ผล พบเพล้ียแปงที่ลงทาํลายผลลําไยทกุจุดสํารวจ (ตารางที ่ 1) โดยคาดวาจะพบเพล้ียแปง
ประมาณ 4 ชนิด (ภาพที่ 3) คือ Nipaecoccus sp.  Ferrisia vergata  Pseudococcus sp. และ
เพล้ียแปงไมทราบชนิด (Unknown) 1 ชนดิ ซึ่งตองรอการยืนยันชนิดจากนักอนกุรมวิธาน โดยจริยา
และคณะ (2545) รายงานวาเพล้ียแปงที่ลงทําลายผลลําไยในประเทศไทย  คือ เพล้ียแปงชนดิ  
Nipaecoccus sp. 

ป 2552 
 ผลการสํารวจเพื่อตรวจหาชนิดและการแพรกระจายของเพล้ียแปง C. hispidus และ P. 
lichi   ในแหลงปลูก อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) หางดง (2)  สัน
ปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชยีงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปาซาง (5) เมอืง
ลําพนู (3) ล้ี (4) และเวยีงหนองลอง (3) จงัหวัดลําพูน และอําเภอพาน (8) จงัหวัดเชยีงราย รวม 51 
แปลง (ภาพท่ี 2) จากผลผลิตลําไยที่สุมทั้งหมด 391 กิโลกรัม จํานวน 38,569 ผล พบเพล้ียแปง
เกือบทุกจุดสํารวจ ยกเวนจุดสํารวจใน อําเภอหางดง (2) จ.เชียงใหม อําเภอบานโฮง (3) และ 
อําเภอเมือง (3) จงัหวัดลําพูน (ตารางที่ 1) และจากการจําแนกเบ้ืองตนจากการสุมตัดชอผลลําไย
ตนละ 4 ทิศๆ ละ 1 ชอ จํานวน 10 ตน/แปลง ที่จังหวัดเชยีงใหมพบเพล้ียแปงชนิด Pseudococcus 
sp. คอนขางมาก โดยพบใน อําเภอพราว จอมทอง ดอยเตา ฮอด สารภี สันปาตอง และแมวาง 
ชนิด Nipaecoccus sp. พบใน อําเภอจอมทอง สวน Unknown พบใน อําเภอพราว ฮอด สารภี 
และแมวาง จงัหวัดลําพนูพบเพล้ียแปงชนิด Pseudococcus sp. ที่อําเภอปาซาง และอําเภอล้ี และ
พบ Unknown ที่อําเภอเวยีงหนองลอง  และพบเพลี้ยแปงชนิด Nipaecoccus sp. Ferrisia 
vergata Pseudococcus sp. และ Unknown ที่อําเภอพาน จงัหวัดเชียงราย (ตารางที่ 2 ,ภาพที ่3) 
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โดยจากการสาํรวจในป 2552 พบวาปนีผ้ลผลิตลําไยออกมากกวาป 2551 ขนาดผลมีขนาดเล็ก
กวา และพบปริมาณและชนดิของเพล้ียแปงบนผลลําไยนอยกวาป 2551  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

การสํารวจเพือ่ตรวจหาชนดิและการแพรกระจายของเพล้ียแปง Cataenococcus 
hispidus  Green และ Planococcus lichi Cox ในแหลงปลูกลําไยในจังหวัดเชยีงใหม ลําพูนและ
เชียงราย ในป 2551 และป 2552 อําเภอพราว (3)  จอมทอง (6) ดอยเตา (2)  ฮอต (2) สารภี (3) 
หางดง (2)  สันปาตอง (3) แมวาง (2) และดอยหลอ (2) จังหวัดเชยีงใหม  อําเภอบานโฮง (3)  ปา
ซาง (5) เมืองลําพนู (3) ล้ี (4) และเวียงหนองลอง (3) จังหวัดลําพนู และอําเภอพาน (8) จงัหวดั
เชียงราย รวม 51 แปลง ไมพบการลงทําลายของเพล้ียแปงชนิด C. hispidus เลย พบการลง
ทําลายของเพล้ียแปง  4 ชนดิ คือ Nipaecoccus sp.  Ferrisia vergata  Pseudococcus sp. และ
เพล้ียแปงซึ่งยงัจําแนกชนิดไมได (Unknown) อีก 1 ชนดิ    

คําขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ คุณชญานนันท โควอินทร สวนถายทอดเทคโนโลย ี สํานกัวิจัยและพัฒนาการ
เกษตร เขตที ่ 1 จังหวัดเชียงใหม และเจาหนาทีเ่กษตรหลวง ศูนยวิจยัพืชไรเชียงใหม ศูนยวิจัยพชื
สวนเชียงราย  ที่ชวยประสานงานในการเขาพืน้ที ่ คุณสุริยะ เกาะมวงหมู เจาหนาที่วเิคราะห
โครงการ คุณณิชาพร  ฉํ่าประวิง และ นายวรวิช สุดจริตธรรมจริยางกูล นักวชิาการเกษตร   ทีช่วย
ดําเนนิการสํารวจและเก็บขอมูลในแปลง ตลอดจนรวบรวมขอมูลเบ้ืองตนจึงทาํใหงานวิจยันี้สําเร็จ
ลุลวงไปไดดวยดี 

เอกสารอางอิง 

จริยา วิสิทธิ์พานิช ชาตรี สิทธิกุล และเยาวลักษณ จนัทรบาง.  2545.  โรคและแมลงศัตรูลําไย ล้ินจี่  
          และมะมวง.  หจก.ธนบรรณการพิมพ, จังหวัดเชยีงใหม. 308 หนา. 
กรมสงเสริมการเกษตร.  2546.  สถิติการปลูกลําไยรายจังหวัด ปการเพาะปลูก 2546. 
           http://www.doae.go.th/temp.asp?gpg=data/kasetfx 
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ภาพที่ 1  แผนท่ีแสดงจุดสํารวจเพล้ียแปงในแปลงลําไยของเกษตรกร จังหวัดเชียงใหม เชยีงราย 
               และลําพนู จํานวน 51 แปลง ป 2551 
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ตารางที่ 1  แสดงผลการสํารวจเพล้ียแปงในพ้ืนที่จงัหวดัเชียงใหม ลําพูน และเชียงราย 
                  มถิุนายน-กรกฎาคม 2551 และ 2552 
 

จุดสํารวจ ป 2551 ป 2552 
จ.เชียงใหม (25 แปลง)   
  - อ.พราว (3)    + 1/ + 
  - อ.จอมทอง (6) + + 
  - อ.ดอยเตา (2) + + 
  - อ.ฮอด (2) + + 
  - อ.สารภี (3) + + 
  - อ.หางดง (2) + - 
  - อ.สันปาตอง (3) + + 
  - อ.แมวาง (2) + + 
  - อ.ดอยหลอ (2) + + 
   

จ.ลําพูน (18 แปลง)   
  - อ.เวียงหนองลอง (3) + + 
  - อ.ปาซาง (5) + + 
  - อ.ล้ี (4) + + 
  - อ.บานโฮง (3) + - 
  - อ.เมืองลําพูน (3) + - 
   

จ.เชียงราย (8 แปลง)   
  - อ.พาน (8) + + 
   

 

 1/   + = พบ,   - = ไมพบ 
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ภาพที่ 2  แผนท่ีแสดงจุดสํารวจเพล้ียแปงในแปลงลําไยของเกษตรกร จังหวัดเชียงใหม เชยีงราย 
               และลําพนู จํานวน 51 แปลง ป 2552 
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ตารางที่ 2  แสดงผลการสํารวจเพล้ียแปงในพ้ืนที่จงัหวดัเชียงใหม ลําพูน และเชียงราย 
                  มถิุนายน-กรกฎาคม 2552 (เบ้ืองตน) 
 

เพล้ียแปง 
จุดสํารวจ 

Nipaecoccus Ferrisia Pseudococcus Unknown 
จ.เชียงใหม (25 แปลง)     
  - อ.พราว (3)  -  - + +1/ 
  - อ.จอมทอง (6) + - + - 
  - อ.ดอยเตา (2) - - + - 
  - อ.ฮอด (2) - - + + 
  - อ.สารภี (3) - - + + 
  - อ.หางดง (2) - - - - 
  - อ.สันปาตอง (3) - - + - 
  - อ.แมวาง (2) - - + + 
  - อ.ดอยหลอ (2) - - - + 
     

จ.ลําพูน (18 แปลง)     
  - อ.เวียงหนองลอง (3) - - - + 
  - อ.ปาซาง (5) - - + - 
  - อ.ล้ี (4) - - + - 
  - อ.บานโฮง (3) - - - - 
  - อ.เมืองลําพูน (3) - - - - 
     

จ.เชียงราย (8 แปลง)     
  - อ.พาน (8) + + + + 
     

 

 1/   + = พบ,   - = ไมพบ 
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                     Nipaecoccus sp.                                         Pseudococcus sp.         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  Ferrisia vergata                                            Unknown 
 
 
ภาพที่ 3  เพล้ียแปงชนิดทีพ่บในแปลงสํารวจของเกษตรกร จังหวัดเชียงใหม เชยีงราย  และลําพนู  
               มิถนุายน-กรกฎาคม 2551 
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เฝาระวังการแพรกระจายของ Conyza canadensis (L.) Cronq.ในประเทศไทย 
Surveillance of Conyza canadensis (L.) Cronq. Distribution in Thailand. 

 
จันทรเพ็ญ  ประคองวงศ1   จรัญญา  ปนสุภา1   เบญจมาภรณ  ลิ้มประเสรฐิ2 

มัตติกา  ทองรส3 

1 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
2สํานกัการเกษตรอําเภอดําเนินสะดวก   3สํานกัวิจยัพัฒนาการเกษตรเขตที่ 6 

________________________ 

บทคัดยอ 

 การสํารวจติดตามการเกิดข้ึนหรือการไมปรากฏของ  Conyza canadensis (L.) Cronq.  
ไดดําเนินการต้ังแตเดือนตุลาคม  2550 ถงึกนัยายน  2552  พื้นที่สํารวจนัน้มีทัง้พืน้ทีท่ําการเกษตร
เชน แปลงปลูกพืชไร พืชผัก และไมดอกเมืองหนาว กบัพื้นที่ที่ไมไดทําการเกษตรของประเทศไทย 
โดยแบงเปน 6 ภาค คือ  ภาคเหนือ : จังหวัดเชียงราย แมฮองสอน เชยีงใหม นาน ลําพนู แพร และ
อุตรดิตถ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ : ที่จังหวัดเลย หนองคาย นครพนม สกลนคร มุกดาหาร 
ขอนแกน กาฬสินธุ มหาสารคาม นครราชสีมา ชัยภูมิ บุรีรัมย สุรินทร และอุบลราชธาน ี  ภาค
ตะวันตก  :  จังหวัดตาก  กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ภาคกลาง  :  จังหวัดสุโขทัย พิษณุโลก 
เพชรบูรณ นครสวรรค อุทัยธาน ีสุพรรณบุรี สมุทรสงคราม ฉะเชิงเทรา  ภาคตะวนัออก  :  จังหวัด
ปราจีนบุรี สระแกว ชลบุรี ระยอง จนัทบุรี และตราด  ภาคใต  :  จังหวัดระนอง สุราษฏรธานี และ
ภูเก็ต  จากการสํารวจพบจอลอ  Conyza sumantrensis (Retz.)  Walker   ในพืน้ทีท่ั้ง 6 ภาคที่
สํารวจ สวนใหญพบกระจัดกระจายอยูในที่ไมไดทําการเกษตร สําหรับพื้นที่ทาํการเกษตรจะพบใน
แปลงปลูกพืชไร พืชผักและพืชอุตสาหกรรม เชนสวนยางพารา และสวนปาลมน้ํามันเปนตน  และ
ลักษณะทางภูมิศาสตรของพ้ืนที่ทีพ่บจอลอ  จะมีความสูงต้ังแตระดับน้ําทะเลจนถึงระดับความสูง
มากกวา 1,000 เมตร จากระดับน้ําทะเล นอกจากนีพ้บตามขางทางและและบริเวณรอบนอกของ
สวนปาและทีสํ่าคัญคือไมพบการแพรกระจายของ  Conyza canadensis (L.) Cronq 

 
 
 
 
 

รหัสโครงการวจิัย    07 01 51 01  
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คํานํา 

 การเฝาระวัง  (surveillance)  หมายถึง  กระบวนที่เปนทางการเพื่อรวบรวมและบันทึก
ขอมูลเกี่ยวกับการเกิดข้ึนของศัตรูพืช หรือการไมมีปรากฏโดยการสํารวจการติดตามหรือวิธอ่ืีน 
ๆ (นิรนาม,2006)  เพื่อจะไดทราบสถานภาพของศัตรูพืชโดยเฉพาะศัตรูพืชตางถิ่นซ่ึงหมายถงึ
ส่ิงมีชีวิตตาง ๆ เชน พืช สัตว และแมลงเปนตน ทีถู่กนาํเขาจากแหลงกําเนิดตางๆ โดยจะต้ังใจ
หรือไมก็ตาม และศัตรูพืชเหลานี้สามารถอยูรอดในส่ิงแวดลอมใหม ปรับตัวเจริญเติบโตกลายเปน
ปญหาในทองถิ่นหรือแหลงที่เขาไปอยูใหม ในทีน่ี้จะขอกลาวถึงเฉพาะวัชพชื วัชพืชตางถิน่มากมาย
หลายชนิดไดถูกนาํเขามาในประเทศไทย เชน ผักตบชวา หญาขจรจบ สาบเสือ หญายาง และ
ไมยราบยักษ เปนตน พืชดังกลาวไดกลายเปนวัชพืชของประเทศไทยกอใหเกิดปญหาทัง้ในพื้นทีท่าํ
การเกษตร และไมไดทําการเกษตร ในแงของเศรษฐกิจเราตองเสียคาใชจายจํานวนมหาศาลในการ
กําจัด นอกจากนี้ยงัมีผลกระทบดานอ่ืน ๆ อีกซึ่งไมไดกลาวในทีน่ี ้
 อยางไรก็ตามปญหาที่เกิดข้ึนดังกลาวขางตนนัน้สามารถปองกนัไดดวยมาตรการทาง
กฎหมาย เพือ่ปองกันไมใหมีการนาํพืชทีม่ีประวัติเปนวชัพืชรายแรงในหลาย ๆ ประเทศ หรือมี
ศักยภาพที่จะเปนวัชพืชรายแรงเขามาในประเทศ กรมวิชาการเกษตรในฐานะที่มหีนาทีโ่ดยตรงใน
เร่ืองการระบาดของศัตรูพืชก็ไดดําเนนิการทางดานกฎหมาย แตมาตรการกฎหมายอยางเดียวนั้น
จะประสบความสําเร็จไดอยางมีประสิทธิภาพก็ตองอาศัยความรวมมอืจากประชาชน โดย
ประชาชนตองไมเปนผูทาํการแพรกระจายพันธุวัชพืชทีม่ปีญหา และการเฝาระวังติดตามการ
ระบาดของพืชหรือวัชพชืตางถิ่น ซึ่งจะไดกลาวถงึบทบาทของกรมวชิาการเกษตรในฐานะที่เปน
องคกรอารักขาพืชแหงชาติ  (National Plant Protection Organization)  (NPPO) ตอไป 
 ตามมาตรฐานระหวางประเทศวาดวยมาตรการสุขอนามัย(International Standard for 
Phytosanitary Measures) (ISPM)  no.5 (นิรนาม,2006) ไดอธิบายความหมายของศัตรพูืช
กักกนั  (Quarantine Pest)  ไววา คือศัตรูพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจที่มีศักยภาพตอพื้นทีท่ี่
อยูในอันตรายนัน้ และยังไมมีอยูในที่นัน้ หรือมีอยูแตไมแพรกระจายอยางกวางขวาง และกําลังมี
การควบคุมอยูอยางเปนทางการ (นิรนาม,2006) และอีกคําที่มักพบในเร่ืองที่เกี่ยวกับการกกักัน
พืชคือ สิ่งตองหาม  (prohibited articles)  ซึ่งหมายถึง สวนของพืชหรือพาหะการนําเขามีความ
เส่ียงสูงที่ศัตรูพืชรายแรงจะถูกนาํเขามา  (introduced)  เจริญแพรพันธุอยางถาวร  (establish)  
แพรกระจาย  (spread)  และกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจติดตามมาภายหลัง ขอความทัง้ 
2 ดังกลาวคือ ศัตรูพืชกกักัน และสิ่งตองหาม  จะปรากฎอยูในประกาศกระทรวงเกษตรและ
สหกรณซึ่งจะไดกลาวตอไป 
 กรมวิชาการเกษตรไดยกรางประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ 3 ฉบับที่ไดผาน
ความเห็นชอบจากคณะกรรมการกกัพืช และไดสงใหสํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหาร
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แหงชาติ (มกอช.) เพือ่แจงใหประเทศสมาชิกองคการคาโลกทราบและแสดงความคิดเหน็กับ
ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณดังกลาว ประเทศออสเตรเลียเปนหนึง่ในประเทศสมาชิกที่
ใหขอคิดเห็นเกี่ยวกับสถานะภาพของศัตรูพืช ตามที่ไดระบุในทายประกาศกระทรวงฯ คือขอความ
ในขอ 2 “ ที่ใหศัตรูพืชจากทกุแหลงตามทายประกาศนี้ เปนสิ่งตองหาม เนื่องจากเปนศัตรพูืช
กักกนั”  ซึ่งเปนขอความในประกาศกระทรวงฯเร่ือง“กําหนดศัตรูพืชเปนสิ่งตองหามตาม
พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550 “  ที่ไดประกาศ ณ วันที่ 26 เมษายน พ.ศ. 
2550  ศัตรูพืชที่ประเทศออสเตรเลียไดใหขอคิดเห็นนัน้ ไดกลาวถงึรายงานการแพรกระจายของโรค
พืช และวัชพชืหลายชนิดในประเทศไทยที่อยูในทายประกาศกระทรวงฯ ซึ่งในทีน่ีจ้ะขอกลาวเฉพาะ
วัชพืช 2 ชนิด คือ  Conyza canadensis (L.) Cronq. และจอกหหูนยูักษ  (Salvinia molesta 
Mitchell) ดังนัน้จึงขอตัดรายชื่อวัชพืชทั้งสองออกจากบัญชีรายช่ือศัตรูพืชกักกันในประกาศ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ ดังกลาว 
 การชี้แจงตอขอคิดเห็นของประเทศออสเตรเลียในข้ันตนนัน้ กรมวิชาการเกษตรโดยกลุม
วิจัยวชัพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ไดรายงานวาไมพบรายงานการแพรกระจายของ  
C.canadensis (L.)  Cronq.ในประเทศไทย  สวนจอกหหูนยูักษนัน้ในป พ.ศ. 2549 พบการระบาด
ของจอกหหูนยูักษในบริเวณหนองนํ้าขนาดเล็กพืน้ที่ประมาณ 100 ตารางเมตร ที่ตําบลสะเดา 
อําเภอสะเดา จังหวัดสงขลา  แตไดมีการกําจัดและมีวธิีการควบคุมอยางเปนทางการแลว ดังนัน้
กรมวิชาการเกษตร จึงขอยืนยนัใหคงชือ่ของวัชพืชทัง้ 2 ชนิดดังกลาวในบัญชีรายช่ือของศัตรูพืช
กักกนัของประเทศไทยตามประกาศ กระทรวงเกษตรและสหกรณ  
 อยางไรก็ตามเมื่อมีขอคิดเห็นที่แตกตางของประเทศสมาชิกองคการคาโลก และเพื่อใหได
ขอมูลสถานะภาพของ C.caradensis (L.)  Cronq.  และจอกหหูนูในประเทศไทยจึงควรมีงานวิจัย 
และทําการสํารวจ เฝาระวงัการแพรกระจายของวัชพืชทั้งสองชนิด เพื่อจะไดใชเปนหลักฐานทาง
วิชาการตามมาตรฐานสากล ในการอางอิงขอมูลดานศัตรูพืชกักกันตอไป 
 ดังนัน้ สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จึงไดมีโครงการวิจัยเกี่ยวกับการเฝาระวังการ
ระบาดของวัชพืชกักกัน หรือวัชพืชชนิดทีม่ีศักยภาพเปนวัชพืชรายแรง เพื่อติดตามเฝาระวงั รวมถึง
งานวิจยัอ่ืน ๆ ที่เกีย่วของ  สําหรับงานวิจยัในคร้ังนี้เปนการเฝาระวงัการระบาดของ  C.canadensis 
(L.)  Cronq. ซึ่งจะไดขอมูลสถานภาพ  C. canadensis  ที่เปนปจจบัุน ซึ่งจะเปนขอมูลอางอิงใน
กรณีที่มีปญหา หรือขอคิดเห็นที่ขอขัดแยงกนัระหวางประเทศสมาชิกในองคการคาโลกตอไป 
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วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. เลนสขยาย และกลองบันทกึภาพ 
2. วัสดุและอุปกรณในการเก็บตัวอยางพรรณไม 
3. เอกสาร ตําราในการจําแนกพืช และภาพถายของ  Conyza canadensis (L.) Cronq. 

วิธีการ   
1.  การคนควาและรวบรวมขอมูล 
    คนควาเอกสาร เกี่ยวกับการจําแนกพนัธุ (species)  ของพืชในสกุล  Conyza และรายงาน
การแพรกระจายกับปญหาของ  C. canadensis (L.) Cronq.  และ  C. sumatrensis (Retz.) 
Walker 
2. การสํารวจติดตามการระบาดของ  C.canadensis (L.) Cronq.    
 แผนการสํารวจการปรากฏหรือไมปรากฏของ C. canadensis (L.) Cronq.  ในประเทศ
ไทยนัน้ ไดสํารวจทั้งในพื้นทีท่ําการเกษตร และไมไดทําการเกษตร รวมถงึริมถนนตามแนวชายปา
ตามภาคตาง ๆ ซึ่งไดแบงตามที่ไดกําหนดในอักขรานกุรมภูมิศาสตรของราชบัณฑิตสภา บัณฑิต
สภา เลมที่ 1 ป 2552 หนา 3-18 (http:www.thaihomaster.com/showinformation.phy? 
TYPE=I&ID=464)ดังนี ้  
ภาคเหนือ  :  จังหวัดเชยีงราย ที่อําเภอเวียงแกน  เทิง  เชียงแสน  แมสรวย และเวียงปาเปา  
จังหวัดเชียงใหม ที่อําเภอเชียงดาว ฝาง ไชยปราการ  แมริม  สันทราย จงัหวัดลําพูน  กิ่งอําเภอทุง
หัวชาง  บานโฮง  จงัหวัดแมฮองสอน ทีอํ่าเภอเมือง แมสะเรียง  ขุนยวม   ปางมะผา  และปราย  
จังหวัดนานทีอํ่าเภอเมือง  เชียงกลาง  ทุงชาง  ปว  และบอเกลือ  จังหวัดแพร ที่อําเภอเมือง  สูงเมน  
และเดนชัย  และ จังหวัดอุตรดิตถ ที่อําเภอเมือง  และตรอน  
ภาคตะวันตก : จังหวัดตากที่อําเภอ พบพระ  แมสอด  และอุมผาง  จังหวัดกาญจนบุรี  อําเภอทา
มวง  ดานมะขามเต้ีย  พนมทวน  ไทรโยค  ศรีสวัสด์ิ  ทองผาภูม ิและสังขละบุรี  จังหวัดราชบุรี  
อําเภอเมือง  ดําเนนิสะดวก  โพธาราม และสวนผ้ึง  และจังหวัดประจวบคีรีขันธ อําเภอสามรอย
ยอด และกุยบุรี  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ : จังหวัดเลยที่อําเภอนาแหว ดานซาย ทาล่ี เชียงคาน และ ปากชม 
จังหวัดหนองคายที่อําเภอเมือง สังคมทาบอ ศรีเชียงใหมโพนพิสัย บากตาด และบึงกาฬ จังหวัด
นครพนมที่อําเภอเมือง ธาตุพนม นาแก ปลาปาก และเรณูนคร จังหวัดสกลนครทีอํ่าเภอเมือง กดุ
บาก พังโคน  ภูพาน และสวางดินแดน จังหวัดมกุดาหารที่อําเภอเมือง นิคมคําสรอย และดงหลวง 
จังหวัดขอนแกนที่อําเภอเมือง ชุมแพร น้าํพอง พล มญัจคีรี และภูเวียง จังหวัดกาฬสินธุที่อําเภอ
เมือง และยางตลาด จังหวัดมหาสารคามที่อําเภอเมือง โกสุมพิสัย และบรบือ จังหวดันครราชสีมาที่
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อําเภอปากชอง เมือง ปกธงชัย โชคชยั ดานขุนทด จักราชหวยแถลง บัวใหญ และพิมาย จงัหวดั
ชัยภูมิที่อําเภอเมือง เกษตรสมบูรณ คอนสวรรค จัตุรัส และภูเวียง จังหวัดบุรีรัมย ทีอํ่าเภอเมือง ลํา
ปลายมาศ หนองกี ่พุทไธสง และนาโพธิ ์จังหวัดสุรินทรที่อําเภอเมือง ปราสาท และ สังขะ จงัหวดั
อุบลราชธานทีี่อําเภอเมือง วารินชําราบ พิบูลยมงัสาหาร นาจรวย น้ํายนื บุณฑริก เดชอุดม และ
โขงเจียม  
ภาคกลาง  : จังหวัดสุโขทยัที่อําเภอเมืองศรีนคร และศรีสําโรง จังหวดัพิษณุโลกที่อําเภอเมือง ชาติ
ตระการ  พรหมพิราม  และวังทอง  จังหวดัเพชรบูรณทีอํ่าเภอเมืองชนแดน  เขาคอ  หลมสัก  และ
วิเชียรบุรี จงัหวัดนครสวรรคที่อําเภอตากฟา  และตาคลี  จังหวัดอุทัยธานทีี่อําเภอเมือง  หนองฉาง  
บานไร และลานสัก  จงัหวดัอางทองที่อําเภอเมือง และ สามโก  จงัหวัดสุพรรณบุรีที่อําเภอเมือง
ดานชาง และอูทอง จงัหวัดนครปฐมที่อําเภอเมือง และกําแพงแสน  จังหวัดสมุทรสงคราม อําเภอ
เมือง  บางคนที และอัมพวา   
ภาคตะวันออก : จังหวัดปราจีนบุรี ที่อําเภอเมือง  ประจันตคาม และกบินทรบุรี  จงัหวัดสระแกวที่
อําเภอเมือง และวังน้ําเยน็  จังหวัดฉะเชิงเทราที่อําเภอเมือง พนมสารคาม และเขาหินซอน  จังหวัด
ชลบุรีที่อําเภอบางละมุง และศรีราชา  จังหวัดระยอง ทีอํ่าเภอเมือง แกลง และวงัจนัทร  จังหวัด
จันทบุรีที่อําเภอเมือง นายายอาม  แกงหางแมว  สอยดาว  และทาใหม  จังหวัดตราดที่อําเภอเมือง 
และเขาสมิง   
ภาคใต  :  จังหวัดสุราษฏรธานทีี่อําเภอเมือง  พุนพนิ  และไชยา จงัหวัดระนองที่อําเภอเมือง กระ
บุรี  และ  กะเปอร  จงัหวัดพังงาที่อําเภอตะกั่วปา คุระบุรีและทายเหมือง  และจังหวัดภูเก็ตที่อําเภอ
เมือง  กะทู  และถลาง 
 วิธีการสํารวจใชวธิีเดินสํารวจเปนแนวเสนทแยงของพืน้ที่สํารวจ ซึง่ไดแกแปลงพืชไร พืชผัก 
และพืชสวนเชนสวนสมโอ และสวนล้ินจ่ี และพืชอุตสาหกรรม เชน ยางพารา และปาลมน้าํมนั หรือ
ตามแถวริมถนน หรือบริเวณรอบนอกของสวนปา เมื่อพบพืชสกุล  Conyza  ก็จะตรวจดูลักษณะ
ของขนท่ีใบประดับของดอกยอย ซึง่จะเปนลักษณะเดนที่ใชแยก ชนิด/พนัธุ (species) ระหวาง C. 
sumatrensis กับ C.canadensis และบันทึกลักษณะของตน ใบ พรอมทัง้บันทกึสถานที่และ
สภาพแวดลอมของพืน้ที่สํารวจ เก็บตัวอยางเพื่อจัดทาํพรรณไมแหง รวมถงึเมล็ดที่แกและสมบูรณ 
เวลาและสถานที ่

เร่ิมดําเนนิงานต้ังแตเดือนตุลาคม  2550 ถึงเดือนกันยายน  2552 ในพื้นที่ทาํการเกษตร
และไมไดทําการเกษตร บริเวณขางทางและสวนปา 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 พืชสกุล  Conyza  จัดอยูในวงศ (family)  Asteraceae  ลักษณะของพืชในสกุลนี้คือ  เปน
พืชอายุปเดียวหรือหลายปหรือเปนไมพุม ใบ เรียงแบบสลับ  (alternate)  ขอบใบเรียบ หรือจกั
คลายซ่ีฟน  (toothed)  หรือขอบใบเวาลึกเขาหาเสนกลางใบในลักษณะเดียวกับใบประกอบแบบ
ขนนก  (pinnalifid)  ชอดอกประกอบดวยดอกยอยเปนกระจุกมีดอกยอยมากกวา 1 ชนิด 
(Capitula heterogamous)  ชั้นของร้ิวประดับ  (Phyllarics)  มีหลายช้ัน ลักษณะเรียวยาวรูปใบ
หอก หรือรูปคลายส่ีเหล่ียมผืนผาที่มีดานยาว ยาวมากกวากวาง ใบประดับชั้นนอกมีขนาดเล็กกวา
ใบประดับชั้นใน ดอกยอยรอบนอกเปนดอกตัวผู สีขาว/เขียว/เหลือง มหีลายช้ัน รูปรางเปนเสน หรือ
ปลายกวางโคนแคบ ดอกยอยรอบในหรือตรงกลางชอเปนดอกสมบูรณเพศ สีเหลืองออน/เขียว/ขาว 
แตมักจะเปนหมัน มีกลีบดอกเปนรูปสามเหล่ียม กลีบดอกชั้นนอกที่เพิ่มข้ึนจะมีลักษณะเปนขนเสน
ยาวและออน พืชในสกุลนี้มี 60 พนัธุ (species) เจริญเติบโตไดดีในเขตอบอุนและเขตรอน  
(http://plantnet,rbgsyd.nsw.gov.au/cgi_bin/NSWf/.p/?IVI=gn&name=Conyza) 

Key  to the genus Conyza 
1.  Involucral bracts densly hair                                                   ……2 
2.  Leaves linear, oblong or narrow-oblanceolate ; the  
     whole plant appearing pale grey from the spread 
     septate hairs especially dense on the stems and                               ….C.bonariensis 
    around the axis 
2 *  Leaves lanceolate, oblanceolate or spathulate ; plants 

hispid with short septate or glandular hairs, 
giving a yellowish green appearance                                                  …….3 

3   Growth from widely branching below the diffuse 
     inflorencence ; stems and leaves with dense yellow 
     glandular hairs, as well as hispid hairs on the  leaves                          ….C. leucantha  
3 *  Growth form mainly a simple unbranched below 
     a distinct inflorescence;   stems and leaves hispid 
     with septale hairs                                                                                    ……4 
4  Inflorescence of up to 7 heads; involucre darker 
     Than the florets, heads 8-12 mm. long. 15-20 mm. diam                      ….C.primulifolia 
4 *  Inflorescence of many heads ; involucre pale, the 
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     same colour as the florets; heads 4-5 mm. long 3-4 mm. diam            ….C.sumatrensis 
1.  Involucral bracts glabrous or almost so                                                …….5 
5.  Heads campanulate, outer florets with short, but visible, 
     white ligules, involucral bracts pale cream on the innersurface          …….6 
6  Stems conspicuously but not densely hairy with long, 
    spreading septate hairs, leaf margins usually 
    more or less toothed, flat, involucral bracts without 
    an apical red spot                                                                                …….C.canadensis 
6 *  Stem not conspicuously hairy, leaf margins 

entire or crenulate, recurves; involucral 
bracts usually with an apical red dot                                                  …….C.parva 

5 *  Heads hemispherical; outer florets filiform, 
involucral bracts orange or reddish on 
the inner surface, glabrous, without 
an apical red spot                                                                                ……C.bilbaoana 

(htt://plantnet.rbgsyd.nsw.gov.au/cgi_bin/NSWfl.pl?page=nswfl&name=Conyza) 
Compiled and edited by staff of the National Herbarium of New South Wales.  1999-2010  
Royal Botanic Gardens & Domain Trust, Sydney Australia 
 จากตารางกญุแจเพื่อจําแนกพันธุ (species)  ของสกลุ  Conyza จะเหน็ขอแตกตางอยาง
เดนชัดของ C. sumatrensis กับ C. canadensis  ในขอ 1 และ 1 *  คือ ใบประดับของ  C. 
sumatrensis  มีขนปกคลุมหนาแนน สวนใบประดับของ  C. canadensis  จะเกล้ียง (ไมมีขน) หรือ
เกือบเกล้ียง 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของ  C. sumatrensis และ C.canadensis  
ชื่อวิทยาศาสตร    C. sumatrensis  (Retz.)  Walker 
Syn.                  C.albida Willd. ex Spreng 
                         C.floribunda  Kunth 
                           Erigeron floribundes (Kunth.) Sch. Bip. 
                        C.alissima 
                       C.nandia 

 ชื่อสามัญ            fleabane,  tall fleabane,  broad-leaved  fleabane,  white horse weed, 
                           sumatran fleabane,  guernsry fleabane 



 1151 

ชื่อไทย               จอลอ 
ถ่ินกําเนิด          อเมริกาใต 
              พืชอายุปเดียว ตนสูง 1-2 เมตร ปกคลุมดวยขน ไมแตกก่ิงกาน หรือแตกกิง่เมื่อมีชอดอก 
ใบ เปนใบเด่ียวติดแบบสลับ ปกคลุมดวยขนทั้งสองดาน ใบชวงลางของลําตนรูปใบหอกเรียวยาว
หรือ  รูปใบหอกแตกลับเอาดานกวางข้ึนยาว 4-10 ซม.  กวาง 5-12 มม. ขอบใบจักคลายซ่ีฟน  ใบ
ชวงบนของลําตนรูปใบหอกเรียวยาว ขอบใบเรียบ ชอดอก แตกก่ิงมากประกอบดวยดอกยอยแบบ
กระจุกแนน ดอกยอยไมมกีานดอก ยาว 4-6 มม. เสนผาศูนยกลาง 6-10 มม. ใบประดับมีขนปก
คลุมหนาแนน สีเขียวออน ขอบเรียบ ผิวดานในสีน้าํตาลแดง ดอกยอยรอบนอกสีขาวหรือสีครีม 
รูปรางเปนเสนเรียว ดอกยอยรอบในมีจํานวนนอยกวา สีเหลืองออน ผลแบบที่มีเปลือกบางแหง และ
เหนยีว แตเปลือกไมหลอมรวมกับเปลือกของเมล็ด เมื่อแกเปลือกไมแตก มีเมล็ด 1 เมล็ด มักเรียกผล
วาเมล็ด รูปทรงกลมรี มีขนยาวเปนกระจุกที่ดานปลายเมล็ด 
  (http://plantnet.rbgsyd.nsw.gov.au/cgi_bin/NSWflpl?page-nswfl&IvI=sp&name=Conyza-
sumatrensis) 
ชื่อวิทยาศาสตร   C.canadensis (L.) Cronq. 
Syn.                  Erigeron  canadensis  (L.) Cronq. 
                            Leptilon   canadensis 
ชื่อสามัญ      horse weed,  Canadian horse weed<  Canadian fleabane,  coltstail,  
                     marestail,  butter weed 
ชื่อไทย           - 
ถ่ินกําเนิด      อเมริกาเหนือ และอเมริกากลาง 

พืชอายุปเดียว ตนต้ังตรง สูง 50-200 ซม.  ไมแตกก่ิง ยกเวนสวนปลายแตกก่ิงเพื่อออก
ดอก ปกคลุมดวยขนยาว  ใบเด่ียว เรียง ติดกับตนแบบสลับ  ใบทีอ่ยูชวงลางของลําตนรูปใบหอก 
หรือใบหอกหวักลับ เรียวยาว ขอบใบจักเปนซ่ีฟน มีขนออนปกคลุมใบทั้งสองดาน ใบชวงบน หรือ
บริเวณชอดอกมีขนาดเล็กรูปเรียวยาว ขอบใบเรียบแตกก่ิงมาก ประกอบดวยดอกยอยแบบกระจุก
แนน ดอกยอยไมมีกานดอก มีเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1/8 นิ้ว  ใบประดับเกล้ียง หรือมีขนออน
บาง ๆ ดอกยอยที่เรียงตรงกลางดอกสีขาว/ชมพูออน ดอกยอยรอบนอกสีขาว/ชมพอูอน  ผลแบบที่มี
เปลือกบางแหงและเหนียว แตเปลือกมไิดหลอมรวมกบัเปลือกหุมเมล็ด เมื่อแกเปลือกไมแตกมี 1 
เมล็ดมักเรียกผลวาเมล็ดรูปทรงกลมรีมีขนยาวเปนกระจุกที่ปลายเมล็ด  
(http://www.col.org/pages/467659)       
          เมื่อไดศึกษาลักษณะของพืชในสกลุ  Conyza  ทั้ง 2 พนัธุ  (Species)  ตามรายละเอียด
ขางตนแลว ไดออกสํารวจการปรากฏหรือไมปรากฏของ  Conyza  ทั้ง 2 พนัธุ/ชนิด พืน้ที่สํารวจได
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แบงออกเปน 6 ภาค ตามทีก่ําหนดในแผนงานวิจัย โดยสํารวจทั้งในแปลงปลูกพืชไร พืชผัก สวนไมผล 
และพืชอุตสาหกรรม ลักษณะทางภูมิศาสตรของพ้ืนทีสํ่ารวจมทีั้งความสูงระดับน้ําทะเล กับพื้นทีท่ี่ ระ
สูงกวาระดับน้าํทะเลมากกวา 1,000 เมตร 
        ในประเทศไทยมีรายงานการแพรกระจายของพืชในสกุลConyza 2 ชนิดคือ C.sumaternsis 
(Retz.) Walker ซึ่งพบทั่วทกุภาคของประเทศไทยที่ระดับสูงจากน้าํทะเล 100 -1,000 เมตร (Harada 
et al.,1987) สวน Conyza อีกชนิดคือ  C.stricta Willd.var.stricta  แพรกระจายที่ภาคตะวนัออกของ
ทวีปอาฟริกา ทางดานเหนือของประเทศประเทศอินเดีย ถงึทางใตของประเทศจีน และ เอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต ในประเทศไทยพบในไรถั่วเหลือง ทางภาคเหนือ  (Radanachales and J.F., 
1994)   
        การสํารวจและติดตามการแพรกระจายของ C.canadensis (L.) Cronq. นั้น คณะทํางานได
ศึกษาลักษณะเดนที่เปนขอแตกตางระหวาง C.canadensis (L.) Cronq. กับC. sumatrensis 
(Retz.) Walker ตามขอความที่ปรากฏในกุญแจการจําแนกชนิดของพืชในสกุล Conyza  ผลจากการ
สํารวจนัน้ พบ Conyza เพียงชนิดเดียวคือ C. sumatrensis (Retz.) Walker แตไมพบ  
C.canadensis (L.) Cronq.   

การแพรกระจายของจอลอ ( Conyza sumatrensis (Retz.) Walker )  
ภาคเหนือ    พบจอลอในพื้นที่ปลูกพืชไรตาง ๆ เชน ขาวโพด ถั่วเหลือง มันฝร่ังและพืชผัก นอกจากนี้ 
 ตามสวนผลไม เชนสวนสมโอ และล้ินจ่ี กับบริเวณรอบนอกของสวนปา ริมถนนและบริเวณที่วางของ 
บานพักอาศัย รวมถึงพื้นที่รกรางที่ไมไดทําการเกษตร พบจอลอทุกจังหวัดที่สํารวจ 
ภาคตะวันตก  พบจอลอในลักษณะเดียวกับทางภาคเหนือ และพบที่จังหวัดตาก ในแปลงปลูก 
มันฝร่ัง และแปลงปลูกไมดอกตางๆ  ตามริมถนนและที่รกรางไมไดทําการเกษตร  สวนที่จังหวัด 
กาญจนบุรี พบจอลอปริมาณเล็กนอย และสวนใหญจะอยูบริเวณรอบที่พักอาศัย ซึ่งอาจแพรกระจาย 
มาตามธรรมชาติ คือปลิวมากับลม เนื่องจากเมล็ดจอลอนอกจากมีขนาดเล็กแลวยังมีกระจุกขนที่ 
ปลายดานหนึ่งของเมล็ด ชวยทําใหปลิวไปไดไกล นอกจากนี้ยังอาจติดมากับยานพาหนะ วัสดุที่ใช 
ทางการการเกษตรตางๆ คน สัตว ดิน หรือผลผลิตการเกษตรตางๆ เปนตน สวนที่จังหวัดราชบุรีและ 
ประจวบคีรีขันธไมพบจอลอในพื้นที่ที่สุมตรวจ 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  พบจอลอคอนขางมาก โดยเฉพาะแนวริมถนนเลียบแมน้ําโขงจาก 
จังหวัดเลยไปจังหวัดหนองคาย  บริเวณบานพักอาศัยของเกษตรกร และที่รกราง สวนจังหวัดอ่ืนๆพบ 
จอลอแพรกระจายเล็กนอยตามริมถนน และชายปา 
ภาคกลาง    พบจอลอแพรกระจายคอนขางมากในพื้นที่ทําการเกษตรที่อําเภอเขาคอ จังหวัด 
เพชรบูรณ และพบเล็กนอยตามริมถนน และพื้นที่ไมไดทําการเกษตร ทีจังหวัดสุโขทัย  พิษณุโลก และ 
อุทัยธานี สวนจังหวัดนอกเหนือจากที่กลาวมาแลว ไมพบจอลอ 
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ภาคตะวันออก พบจอลอแพรกระจายมากในสวนยางพาราท่ีอําเภอแกงหางแมว จังหวัดจันทบุรีและ 
พบปริมาณเล็กนอยในสวนยางพาราที่จังหวัดฉะเชิงเทรา สวนจังหวัดอ่ืนๆไมพบจอลอในแปลงที่สุม 
สํารวจ 
ภาคใต พบจอลอแพรกระจายมากในสวนยางพารา และสวนสมุนไพรที่อําเภอเมือง และถลาง 
 จังหวัดภูเก็ต และพบปริมาณเล็กนอยในสวนยางพาราที่อําเภอเมือง จังหวัดระนอง 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

จากการสํารวจเพื่อบันทึกขอมูลการปรากฏหรือไมปรากฏของ C.canadensis (L.)Cronq. 
โดยการสุมตรวจพืน้ทีท่ัง้ทีท่าํการเกษตร และไมไดทําการเกษตร ในพืน้ทีท่ี่มีลักษณะทางภูมิศาสตร
ตางๆ คือพืน้ทีท่ี่มีความสูงระดับน้ําทะเล และพื้นทีท่ี่สูงจากระดับน้าํทะเลมากกวา 1,000เมตร  ผล
ของการศึกษา ไมพบการปรากฎของ C.canadensis (L.)Cronq. ตามภาคตางๆทั้ง 6ภาค ของ
ประเทศไทย สวนใหญจะพบการแพรกระจายของ C. sumatrensis (Retz.) Walker ทัง้ในพื้นทีท่าํ
การเกษตร และไมไดทําการเกษตร  และบริเวณรอบนอกของสวนปา ระดับความสูงของพืน้ที่ทีพ่บ
ต้ังแตความสูงระดับน้ําทะเล จนถึงความสูงมากกวา 1,000 เมตร 
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การเฝาระวงัการแพรระบาดของ Euphorbia dentata และ Agrostis spp. ในพืชไร              
The Distribution Surveillance of Euphorbia dentata and Agrostis spp. In Field Crops 

 
คมสัน  นครศรี       จรัญญา  ปนสุภา 

กลุมวิจัยวัชพืช     สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 

บทคัดยอ 

การสํารวจวัชพืช Euphorbia dentata  Michx. และ Agrostis spp. ในพืชไร โดยใชวธิกีาร
แบบ subjective sampling   เพื่อเปนการสํารวจหาขอเท็จจริง (Exploration research) เกี่ยวกบั
การแพรระบาดของวัชพืชทั้ง 2 ชนิดในพืน้ที่ทีก่ําหนด ในเขตอําเภอของจังหวัดนครราชสีมา สุรินทร 
ศรีสะเกษ หนองคาย นครพนม สกลนคร กาฬสินธุ นครนายก สระบุรี ลพบุรี และชัยนาท ผลการ
สํารวจไมพบวชัพืชทัง้ 2 ชนิดในพ้ืนที่ทีก่าํหนด แตพบวัชพืชอ่ืน ๆ ข้ึนในแปลงปลูกพืชที่ทาํการ
สํารวจ จึงเหน็วาควรขยายพ้ืนที่การสํารวจใหมากข้ึนทัง้ภาคกลาง ภาคเหนือ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและใตทั้งหมด 
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คํานํา 

 ในอดีตที่ผานมามีการนาํเขาพืชเพื่อประโยชนอยางใดอยางหนึ่ง และกลายเปนวัชพืช
รายแรงมากมาย ธูปฤๅษี (Typha. angustifolia) นําเขามาเปนไมประดับริมน้ํา และดอกใชจัด
ดอกไม ปจจบัุนระบาดทั่วไปในแหลงน้าํที่มีน้าํทวมขังไมลึกนกั จนถงึที่ดินช้ืนจัดริมน้ํา ตาลหมอน 
(Vernonia eclipta DC) เปนไมเล้ือยในวงศทานตะวัน นําเขามาเปนไมประดับ สรางดอกจํานวน
มาก เมล็ดมขีนาดเล็ก มขีนเล็กๆ ชวยในการปลิวไปตามลม ปจจุบันพบเปนวัชพืชในแถบภาค
ตะวันออก เชน จงัหวัดระยอง  หญาขจรจบดอกใหญ (Pennisetum pedicellatum Trin.)  หญา
ขจรจบดอกเล็ก (Pennisetum polystachyon (L.) Schult.) นําเขามาเปนอาหารสัตวในป 2498  
จากประเทศอินเดีย ( ฤกษ,2530)  หญาพง (Sorghum halepense (L.) Pers.) นําเขามาเพื่อใช
เปนอาหารสัตว  หญาหางนกยูงใหญ (Acrachne racemosa (Roemer & J.A. Schultes) Ohwi  
หรือ Eleusine racemosa Roemer & J.A. Schultes) เพิง่พบระบาดในบางทองที่ของจังหวดั
กาญจนบุรี แตในชวง 4-5 ปที่ผานมามีการระบาดมากในพืน้ที่ปลูกพชืไรหลายชนิด เชน ขาวโพด 
ฝาย พืชผัก ไมดอก ฯลฯ ในพืน้ทีห่ลายจังหวัด เชน กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม นครวสวรรค 
สระบุรี ลพบุรี อุทยัธาน ี เชยีงราย เปนตน และมีแนวโนมจะระบาดมากข้ึน  กนจ้ําขาวดอกใหญ 
(Bidens pilosa L. var. radiata Scherff)  เปนพืชอายุส้ัน 2-3 ป มีถิน่กําเนิดในอเมริกากลาง 
นําเขาจากไตหวนัเพื่อใชเล้ียงผ้ึง เมื่อประมาณป 2541-2542 เนื่องจากพืชนี้สามารถออกดอกตลอด
ป เจริญเติบโตไดรวดเร็ว และพืชชนิดนี้มดีอกสวยงาม สรางเมล็ดจาํนวนมาก เมล็ดมีเปอรเซ็นต
การงอกสูง ปจจุบันพบกระจายทั่วไปในภาคเหนือ และหลายจังหวัดทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
(ศิริพร และคณะ, 2546) การปนเปอนกบัเมล็ดพันธุ เชน หญายาง ซึ่งเปนพืชพื้นเมืองของแอฟริกา 
คาดวาปะปนเขามากับเมล็ดขาวโพด มากกวา 40 ปมาแลว (Teerawatsakul, 1986) กลายเปน
วัชพืชรายแรงสําหรับพชืไร และพืชอ่ืนๆ อีกมากมาย วัชพืช Euphorbia dentata  Michx. มีรายงาน
วามกีารสุมตรวจพบในตัวอยางขาวที่สงออกไปยังประเทศจีน ขณะที ่ Agrostis spp. สุมตรวจพบ
ในตัวอยางปลายขาวที่สงออกไปยังประเทศออสเตรเลีย  ดังนัน้ เพือ่ใหไดขอมูลของวัชพืชทัง้ 2 
ชนิด จงึตองเฝาระวงัการแพรระบาด   โดยการสํารวจในพืน้ที่ปลูกพชืไร เพื่อปองกนัความเสียหายที่
อาจจะเกิดข้ึนไดกับพืชปลูก  ซึ่งจะมีผลตอเงื่อนไขทางการคาในอนาคตของประเทศได 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
 อุปกรณประกอบการสํารวจ 
 1. รูปภาพของวัชพืชทั้ง 2  ชนิด 
 2. ถุงกระดาษและถุงพลาสติก  
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 3. ปากกาและดินสอ 
 4. เชือก 
วิธีการ 
 วางแผนการสํารวจโดยใชวิธีการแบบ Subjective sampling เปนการสํารวจหาขอเท็จจริง 
(Exploration research) เกี่ยวกับการแพรระบาดของวัชพืชทั้ง 2 ชนิดในพื้นที่ที่กําหนด และใช
รูปภาพวัชพืชประกอบในการสํารวจและสอบถามเกษตรกรในพ้ืนที่สํารวจ นอกจากนั้นยังสํารวจ
วัชพืชอ่ืนๆ ที่พบในพื้นที่การสํารวจดวย 
เวลาและสถานที่ 

ทําการสํารวจในระหวางเดือน ตุลาคม 51-กันยายน 2552  ในเขตพื้นที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดนครราชสีมา สุรินทร  ศรีสะเกษ อุบลราชธานี  สกลนคร 
กาฬสินธุ และหนองคาย  และภาคกลาง ไดแก  จังหวัดสระบุรี ลพบุรี ชัยนาท และนครนายก 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

การสืบคนขอมูลของวัชพืชทั้ง 2 ชนิด นัน้ Euphorbia dentate Michx. จัดอยูใน Family 
Euphorbiaceae มีสามัญวา toothed spurge หรือ green poinsettia เปนพืชพื้นเมืองของทวีป
อเมริกาเหนือและทวีปอเมริกาใต สวนในประเทศสหรัฐอเมริกามีการแพรกระจายต้ังแตมลรัฐ 
Massachusetts ถึงมลรัฐ Virginia และจากตะวันตกของประเทศถงึมลรัฐ Arizona แตเปนวัชพืช
รายแรง(noxious weed) ในบางพื้นที่โดยเฉพาะในมลรัฐ Idaho(Callihan and Miller,2009) วัชพืช 
toothed spurge เปนพืชฤดูเดียว(annual) มีความสูงถงึ 90 เซนติเมตร ใบยาว 7.6 เซนติเมตร ใบ
ออกเปนคูอยูตรงกันขาม รูปรางของใบเปนแบบกลมรี ปลายใบแหลมจนถึงใบออกเรียวยาว  
(ovate to linear) ขอบใบเปนฟนปลา ใบและกานใบมขีน และบางตนมีจุดสีมวงแดง 2-3 จุดทีผิ่ว
ใบดานบน ลําตนมีแขนงออกเปนคูอยูตรงกันขามซึ่งจะช้ีทแยงข้ึนดานบน ลําตนมีขน  ทัง้ลําตนและ
ใบเมื่อแตกหักจะมีน้าํ ลักษณะสีขาวขนไหลออกมา ออกดอกในราวเดือน กรกฎาคม ถึง สิงหาคม
ดอกออกที่ปลายม ี 3 พู คลายผาโพกศีรษะขนาด 0.6 เซนติเมตร ผลสีเขียว เมล็ดรูปไขขรุขระเปน
หลุม สีเทา  

สําหรับสกุล Agrostis เปนวัชพืชพชืปา จําพวกหญา ประกอบดวยวัชพืชประมาณ 220 
ชนิด(species) อยูใน Family  Poaceae พบที่ประเทศกรีก (Watson and Dallwitz, 1992)  จัดเปน
วัชพืชประเภทฤดูเดียว (annual) หรืออายขุามป (perennial) มีหัวหรือมีเหงาใตดิน ลําตนเหนือดิน
แผติดกัน นอนราบไปกับพืน้ดิน ใบแหลมเรียวแตในบางชนิดใบจะอวน ชอดอกแบบ Spikelets 
สวนใหญนาํมาใชประโยชนในการทําสนามหญา สนามกอลฟ สวน และอาหารสัตว แตมีบางชนดิ
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สามารถนําใชประโยชนในการปองกนัการกัดเซาะของดินได  (Vergara and Bughrara, 2003)  
สําหรับ Agrostis stolonifera หรือบางคร้ังเรียก Agrostis palustris มีชื่อสามัญวา creeping bent 
เปนหญาในเขตหนาวของทวีปยุโรป นาํเขามาในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวงยุคอาณานิคม เพื่อใช
ในการทําสนามกอลฟ แตถาเปน Agrostis gigantea Roth. มีชื่อสามัญวา redtop, red top bent 
หรือ meadow redtop พบในเขตอบอุนของทวปีเอเชีย  และในเขตรอนพบในอินเดีย 
(Anonymous,2009) redtop เปนพชืพืน้เมืองของทวีปยโุรปและนาํเขาประเทศสหรัฐอเมริกาเพื่อใช
เปนอาหารสัตว  (Carey,2009) สวนในออสเตรเลียพบ 36 ชนิด ม ี3 ชนิดทีน่ํามาใชประโยชนคือ A. 
capillaris (brown-top bent), A. stolonifera (creeping bent) and  A. gigantea (red-top bent)  
ทําสนามหญา แตอยางไรก็ตามวัชพืชเหลานี้จะเปนปญหากบัพืชอาหารสัตวและพืชปลูก  
(Brown  and James,1998)    
                การสํารวจในเขตพื้นที่ทีก่ําหนดไดแก จังหวัดนครราชสีมา( อําเภอ ปากชอง สีค้ิว ปก
ธงชัย วงัน้าํเขียว และครบุรี)  สุรินทร(อําเภอสําโรงทาบ ศีขรภูมิ ทาตูม ลําดวน สังขะ และ รัตนบุรี) 
จังหวัดศรีสะเกษ(อําเภอขุขันธ ภูสิงห กันทรลักษ กันทรารมย วังหนิ พยหุ น้าํเกลี้ยง 
 ศรีรัตนะ  เบญจลักษ และ โนนคูน) จงัหวัดหนองคาย(อําเภอโพนพิสัย เฝาไร รัตนวาป ศรีวิไล และ
พรเจริญ) จงัหวัดสกลนคร(อําเภอคําตากลา อากาศอํานวย ภูพาน และอําเภอเมือง) จังหวัด
นครพนม(อําเภอนาทม ศรีสงคราม นาหวา และโพนสวรรค) จังหวัดกาฬสินธุ(หวยผ้ึง สมเด็จ เมือง 
และยางตลาด) จังหวัดสระบุรี(อําเภอหนองโดน บานหมอ พระพทุธบาท และอําเภอดอนพุด) 
จังหวัดลพบุรี(พัฒนานิคม โคกสําโรง ชัยบาดาล ทาวุง และทาหลวง) จังหวัดชัยนาท(อําเภอเมือง 
วัดสิงห สรรคบุรี และสรรพยา) และจังหวดันครนายก(อําเภอเมือง องครักษ และบานนา)  ในแปลง
ปลูกมันสําปะหลัง ขาวโพด นาขาว พริก มะเขือเปราะ มะเขือเทศ และออย พบวา การสํารวจไมพบ
วัชพืชทั้ง 2 ชนิด คือ Euphorbia dentata and Agrostis spp. แตพบวัชพืชอ่ืนๆ เชน หญาขาวนก
(Echinochloa  crus-galli (L.) Beauv.)       หญานกสีชมพ ู(E.colonum (L.) Link.  หญาดอกขาว
(Leptochloa chinensis (L.) Nees หญาชันกาด (Penicum  repens L. ) หญาตีนกา (Eleusine  
indica (L.) Gaertn. ) หญาตีนนก (Digitaria  ciliaris (Retz.) Koel. ) หญาปากควาย 
(Dactyloctenium  aegyptium (L.) Beauv.) หญาแพรก (Cynodon dactylon (L.) Pers.) หญารัง
นก (Chloris  barbata Sw. ) กะเมง็ (Eclipta  prostrata L.) หญาแดง (Ischaemum rugosum 
Salisb.) ตีนตุกแก (Tridax procumbens L.) ตดหมูตดหมา (Paederia linearis Hook.f.) ถั่วผี 
(Phaseolus lathyroides L.) เทียนนา (Ludwigia hyssopifolia (G.Don) Exell) โทงเทง 
(Physalis minima L.) น้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.) บานไมรูโรยปา (Gomphrena  
celosiodes Mart.) ปอวัชพืช (Corchorus olitorius L.) ผักโขม (Amaranthus viridis L.) ผักโขม
หนาม (A. spinosus L.) ผักโขมหนิ (Boerhavia diffusa L.) ผักเบ้ียหนิ (Trianthema  
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portulacastrum L.) ผักเบ้ียใหญ (Portulaca oleracea L.) ผักปลาบ(Commelina  benghalensis 
L.) ผักเส้ียนผี(Cleome viscosa L.) แมงลักปา (Hyptis suaveolens (L.) Poit.) ไมยราบ (Mimosa 
pudica L.) สาบเสือ (Chromolaena  odoratum (L.) King&Rob. ) เสงใบมน (Melochia  
corchorifolia L.) หญางวงชาง (Heliotropium indicum L. ) หญายาง (Euphorbia  heterophylla 
L.) หญาละออง (Vernonia cinerea (L.) Less.) กกขนาก(Cyperus difformis L.) กกทราย 
(Cyperus  iria  L.) และ หญาแหวหม ู(cypreus  rotundus L.)  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา  

การสํารวจวัชพืช Euphorbia  dentata  Michx. และ Agrostis spp. ในพืชไร ในพื้นที่ที่
กําหนด คือ ในเขตอําเภอของจังหวัดนครราชสีมา สุรินทร ศรีสะเกษ หนองคาย นครพนม สกลนคร 
กาฬสินธุ นครนายก สระบุรี ลพบุรี และชัยนาท ผลการสํารวจไมพบวัชพืชทั้ง 2 ชนิดในพืน้ที่ที่
กําหนด แตพบวัชพืชอ่ืน ๆ ข้ึนในแปลงปลูกพืชที่ทาํการสํารวจ จึงเหน็วาควรขยายพื้นที่การสํารวจ
ใหมากข้ึนทั้งภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและใตทัง้หมด 

เอกสารอางอิง 

ศิริพร ซึงสนธพิร วนิัย สมประสงค  ปราโมทย ไตรบุญ. 2546.  กนจํ้าขาวดอกใหญ วัชพืชชนิดใหม 
           ของไทย. ใน การประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติ คร้ังที่ 6. จงัหวัดขอนแกน 24-27 
            พฤศจิกายน 2546.  
ฤกษ ศยามานนท. 2530. หญาขจรจบในประเทศไทย.หนา 11-15.ใน : รายงานการประชุมทาง 
  วิชาการ เร่ือง หญาขจรจบดอกเหลือง. มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และกระทรวงเกษตร 
  และสหกรณ. ณ โรงแรมสยามธาน ี จังหวัดสุราษฏรธานี 23-24 พฤศจิกายน. 
Anonymous.2009. Agrostis gigantea Roth. . [Online]  Available at  
           http://www.ars-grin.gov/cgi- bin/npgs/html/taxon.pl?2027 [2009  April 16] 
Brown, A.J. and E.A. James. 1998. Biodiversity  and  potential utilization  of  blown- 
             grasses  ( Agrostis spp.) in  Lowland  Victoria. . [Online]  Available at  
             http://www.regional.org.au/au/asa/1998/1/049brown.htm [2009  April 16] 
Callihan,R.H. and T.W.Miller.2009. Idaho’s Noxious Weeds. [Online]  Available at  
                http://www.oneplan.org/Crop/noxWeeds/nxWeed33.asp. [2009  April 12] 
Carey, J.H. 2009. Agrostis gigantea Roth. [Online]  Available at  
               http://www.fs.fed.us/database/feis/plants/graminoid/agrgig/all.html  [2009  April  12] 
Paul L. Redfearn, Jr..2009. [Online]  Available at 



 1160 

http://biology.missouristate.edu/Herbarium/Plants%20of%20the%20Interior%20Hi
ghlands/photographs_of_flowering_plants_E.htm [2010  April 7] 

Teerawatsakul, M. 1986. Ecophysiological studies of Euphorbia geniculata Ort. and its   
             control in corn. In Project report no.4  Highlights of Technical copperation  
             1980- 1985. National Weed Science Research Institute Project by Japan 
              International Cooperation Agency and Department of Agriculture, Ministry 
             of Agriculture and Cooperatives. Thailand. pp 15-132. 
Vergara G. V. and Bughrara S. S.. 2003.  AFLP Analyses of Genetic Diversity in Bentgrass. 

Crop Sci. 43: 2162-2171. 
Watson L.and M.J. Dallwitz. 1992. Grass genera of the world. [Online]  Available at  
 http://delta-intkey.com/grass/www/agrotis.html  [2010  April  7] 
http://species.wikimedia.org/wiki/Agrostis  [2010  April  7] 
http://luirig.altervista.org/flora/agrostis.htm  [2010  April  7] 
http://www.missouriplants.com/Others/Euphorbia_dentata_page.html [2010  April  27] 
http://extension.missouri.edu/publications/DisplayPub.aspx?P=IPM1023-23  
[2010 April  27] 

 

  

ภาพที่ 1  ตน  toothed spurge   ภาพที่ 2  ลาํตนและกานใบมีขน 
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ภาพที ่3 ใบออกกลมรีปลายใบ 
             แหลมขอบใบมลีักษณะ 
            ฟนปลา 

ภาพที่ 4  ใบออกเรียวยาว บางใบมี 
                จุดสีมวง 

  ภาพที่ 1 และ 4   ที่มา : (Paul L. Redfearn, Jr., 2009) 

  

ภาพที่ 5  ชอดอกออกที่ปลายกิ่ง 3 พ ู ภาพที่ 6 ผลเปน capsule มี 3 เมล็ด 

 

ภาพที่ 7 เมลด็ของ toothed spurge  

ภาพที่ 2, 3, 5 และ 6   ทีม่า :  http://www.missouriplants.com/Others/Euphorbia_dentata_page.html 
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ภาพที ่7 ที่มา: : 
http://extension.missouri.edu/publications/DisplayPub.aspx?P=IPM1023-23                                                     

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2 สกลุ Agrostis บางชนิด 

ที่มา : http://species.wikimedia.org/wiki/Agrostis 
          http://luirig.altervista.org/flora/agrostis.htm 

Agrostis capillaris 
Agrostis stolonifera Agrostis gigantea Roth.  
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ลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรม 
รา Fusarium spp.ในประเทศไทย 

DNA Fingerprint and Genetic Variation of Fusarium spp. In Thailand 
 

ธารทพิย  ภาสบุตร    อภิรัชต  สมฤทธิ์    สณุีรัตน สีมะเด่ือ    นภสร ปุญญพิทักษ   
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บทคัดยอ 
 

จากการศึกษาลักษณะพันธุกรรมของรา Fusarium oxysporum โดยวิเคราะหลายพิมพดี
เอ็นเอ (DNA fingerprinting) ดวยเทคนิค AFLP พบวาสามารถแบงการกระจายตัวทางพันธุกรรมของ
เช้ือไดเปน 5 กลุมคือ กลุมที่ 1 ไดแก รา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของ
กลวยน้ําวา จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย 13 สายพันธุ รา F. oxysporum ที่เปน
สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ และรา F. oxysporum ที่
เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของปอเทือง จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ กลุมที่ 2 ไดแกรา F. 
oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวและใบไหมของกลวยไมและวานิลาจากแหลงปลูกภาคกลาง 
2 สายพันธุ กลุมที่ 3 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเปราะ จาก
แหลงปลูกภาคเหนือ 2 สายพันธุ กลุมที่ 4 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตาย
พรายของกลวยน้ําวา จากแหลงปลูกทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2 สายพันธุ กลุมที่ 5 ไดแกรา F. 
oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวยน้ําวา จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 6 
สายพันธุ และจากแหลงปลูกทางภาคกลาง 1 สายพันธุ สวนการศึกษาลักษณะพันธุกรรมของรา F. 
proliferatum โดยวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค RAPD ไมสามารถสรุปผลความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมของรา F. proliferatum แตละไอโซเลทท่ีนํามาทดลองได เนื่องจากพบวา แถบดีเอ็น
เอที่เกิดจากการใชไพรเมอร PFE08 และ PFE12 ไมแสดงใหเห็นความเหมือนและความตางทาง
พันธุกรรมของรา F. proliferatum ที่นํามาทดลอง 
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คํานํา 
 

รา Fusarium spp. จัดอยูใน subdivision Deuteromycotina form – class 
Hyphomycetes form – order Tuberculariales form - family Tuberculariaceae (Ainsworth, 
1973) Fusarium spp. เปนราสาเหตุโรคพืชที่มีความสําคัญ เปนสาเหตุโรคของพืชมากมายหลาย
ชนิด อาศัยในดิน พบไดทั่วไปทุกแหง Fusarium เปนราที่อาศัยในดิน พบไดทั่วไปทุกแหง หลาย
ชนิด (species) เปนสาเหตุโรคพืชที่สําคัญ ซึ่งระบาดทําความเสียหายแก พืชไร พืชหัว พืชผัก ไม
ดอกไมประดับ และไมผลทั้งกอนและหลังการเก็บเกี่ยว ทําใหเกิดโรคอยางรุนแรงกับพืชที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน  โรคถอดฝกดาบของขาว  โรคตายพรายของกลวย  โรคเหี่ยวของ
พืชผัก ไมดอกไมประดับ โรครากเนาของพืชตระกูลถั่ว  โรคโคนเนาและลําตนเนาของธัญพืช เปน
ตน(พัฒนาและคณะ, 2537)  ราในสกุลนี้สวนใหญเปนราในดินสามารถมีชีวิตอยูรอดในดินไดนาน 
ในรูปของสปอรผนังหนาหรือ chlamydospore (Lester และคณะ, 1988; Windels, 1993)  

ปจจุบันการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกชนิด (species) รา
สาเหตุโรคพืชมีความสําคัญและมีการพัฒนาไปอยางมาก มีการนําวิทยาการทางอณูชีววิทยามาใช
ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจัดจําแนกชนิด ตรวจสอบความเหมือนกันหรือ
แตกตางกันของชนิด รวมทั้งการวินิจฉัยสาเหตุของโรคพืชซึ่งโดยทั่วไปดูจากลักษณะสัณฐานวิทยา 
แตหากไดมีการเปรียบเทียบลายพิมพดีเอนเอแลวจะใหผลในทางสนับสนุนลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาไดอีกทางหนึ่ง ใหความถูกตองแมนยําและรวดเร็วมากข้ึน รา Fusarium spp. เปนนราที่มีพืช
อาศัยจํานวนมากและสามารถดํารงชีพอยูในดินไดนานหลายปและเกิดความผันแปร (variation) 
ไดงาย การเก็บรวบรวมตัวอยางและจําแนกช่ือชนิดของรา Fusarium spp. ทําใหทราบการเกิดและ
การระบาดของโรค แหลงแพรกระจาย และไดสายพันธุพรอมขอมูลเก็บรักษาไวใน หนวยเก็บรักษา
สายพันธุจุลินทรียทางการเกษตร ของกรมวิชาการเกษตร ซึ่งการศึกษาที่ผานมา ขอมูลการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA Fingerprint) ของรา Fusarium 
spp. ยังมีไมครบถวน ดังนั้นจึงทําการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของรา Fusarium spp. สาเหตุโรคพชื 
ที่เก็บรวบรวมไวแลวและที่เก็บรวบรวมใหม เพื่อใหไดขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของรา 
Fusarium spp. ซึ่งผลที่ไดจะเปนองคความรูดานโรคพืชนําไปใชเผยแพรไดและเปนขอมูลพื้นฐาน
ในการนําไปวิจัยตอยอดดานอ่ืนๆ ตอไป 
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วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางพืชที่เปนโรคที่คาดวามีสาเหตุจากรา Fusarium spp. จากแหลงปลูกพืชตางๆ 
ในประเทศไทยและรา Fusarium spp. ที่เก็บอยูในหนวยเก็บรักษาจุลินทรียโรคพืช 

2. อาหารเล้ียงเชือ้ ไดแก Water Agar (WA), Potato Dextrose Agar (PDA), Potato 
Dextrose Agar (PDB), Corn Leaf Ager (CLA) และ KCl  

3. กลองถายภาพ กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ  
4. อุปกรณตางๆ ในหองปฏิบัติการ  
5. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วตํ่า และสูง  
6. Gel Electrophoresis เคร่ืองมือตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยแสงยูว ี(UV transiluminator) 
7. สารเคมี ที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ สารเคมีและเอนไซมสําหรับการทาํปฏิกิริยา

พีซีอาร 
 
วิธีการ 
 

1. การศึกษาเชื้อสาเหตุและการจําแนกชนิด 
แยกเช้ือจากเนื้อเยื่อพืชเปนโรค (Tissue transplant) โดยตัดตัวอยางพืชบริเวณที่เปน

รอยตอของสวนที่เปนโรคและสวนปกติใหมีขนาดประมาณ 2 x 2 มิลลิเมตร ฆาเช้ือที่ผิวพืชโดยแช
ชิ้นสวนพืชในสารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที ซับใหแหงดวย
กระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลวจนแหงสนิท นําชิ้นสวนพืชมาวางบนอาหาร water agar บม
เช้ือไวในหองปฏิบัติการ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ตรวจดูเสนใยราภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบสเตอริโอ ตัด hyphal tip ของราที่เจริญออกมาจากช้ินพืช วางลงบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) เก็บไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเชื้อ  

ทําเช้ือบริสุทธิโ์ดยการใช single spore technique  
เข่ียกลุมสปอรลงใน vial ที่มีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ทําสปอรแขวนลอยใหมีปริมาณสปอร

ประมาณ 10 สปอร ตอ 1 loop ภายใต objective กําลังขยายตํ่า ใชหวงลวด (loop) ที่ปลอดเช้ือจุม
ลงในสปอรแขวนลอย แลวลาก (streak) ลงบนผิวหนาของอาหาร WA บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 24 
ชั่วโมง ตักสปอรเด่ียวที่งอก มาเล้ียงบนอาหารที่เหมาะสม ทําการจําแนกชนิด ศึกษาลักษณะของ
สัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อ และจําแนกตามวิธีการของ Nelson และคณะ 
(1983) ดังนี้  
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ศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีรา Fusarium spp. ศึกษาการสราง pigment 
sclerotium และ sporodochium บันทึกลักษณะและวัดขนาดของ conidia conidiophore บันทึก
การสรางและลักษณะของ chlamydospore ทํา slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของ 
sporogenous cell phialide microconidia macroconidia 

2. การศึกษาความสัมพนัธทางพันธกุรรมของรา Fusarium spp. 
การเตรียมเสนใยราและการสกัดดีเอ็นเอ นํารา Fusarium spp. ที่จําแนกชนิดแลวมาเล้ียง

ในอาหารเล้ียงเชื้อ potato dextrose broth (PDB) บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 4 
วัน กรองเสนใย ลางเสนใยดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ นําเสนใยไปเก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง นํามาสกัด DNA โดยนําเสนใย 0.2 กรัม ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรเติม extraction buffer 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปไวใน water bath อุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน เติมสารละลาย 5M Nacl 190 ไมโครลิตร พลิกหลอดกลับไปมา 
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายสวนบนไป
ใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม เติม 100 เปอรเซ็นต เอทานอลที่เย็นจัด 800 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 6 นาที 
เทสวนใสที่เปนสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทเอธานอลทิ้ง เหลือตะกอนดีเอ็นเอที่กนหลอด 
คว่ําหลอดทิ้งตะกอนไวใหแหง ละลายตะกอนดวยน้ํา เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ 

ตรวจผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยนําดีเอ็นเอที่ไดมาแยกขนาดบน agarose gel  

electrophoresis เปนเวลา 30  นาที นําเจลที่ไดไปยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที แลว

ลางเอธิเดียมโบรไมดออกโดยแชเจลในน้ําสะอาด นําเจลไปตรวจสอบดีเอ็นเอภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต ทําการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ  

เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา   เร่ิมตน ตุลาคม    2550 
   ส้ินสุด กันยายน  2552 
สถานทีท่ําการทดลอง กลุมวิจยัโรคพชื สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาเชื้อสาเหตุและการจําแนกชนิด 

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะโคโลนีตามวิธีการและระบบของ 
Nelson et al. (1983) พบวารา F. oxysporum และ F. proliferatum ที่แยกไดจากสวนของพืชที่
เปนโรคและราที่เก็บอยูในหนวยเก็บรักษาจุลินทรีย จํานวน 30 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) มีลักษณะ
ดังนี้ 
F. oxysporum Schlecht ex Fries, emend. Snyder & Hansen  
ชื่อพอง : F. oxysporum Schlecht. Emend. Snyd. & Hans. pro parte  

F. redolens Wollenw.  
F. oxysporum Schlecht. Emend. Snyd. & Hans. var. redolens (Wollenw.) Gordon  
F. oxysporum Schlecht.  
F. oxysporum Schlecht. var. redolens (Wollenw.) Gordon  

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เช้ือราสรางเสนใยฟู ละเอียด สีขาว สีขาวแซมมวง สีชมพูมวง สี
มวงออน จนถึงสีมวงเขม เจริญอยางรวดเร็ว สราง sporodochium สีสมจํานวนมาก โคโลนีดานใต
ผิวอาหารมีสีมวงออน มวงเขม หรือน้ําเงินเขม และสรางเม็ด sclerotium สีน้ําเงิน  
ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : เช้ือราสราง microconidium จํานวนมากเกาะเปนกลุม
แบบ false head บน monophialide ซึ่งเกิดจากดานขางของเสนใย phialide รูปรางคลายขวด
หรือพินโบวล่ิง ไมมีสี มีขนาดส้ันกวา phialide ของ F. moniliforme และ F. solani microconidia 
รูปไข ยาวรี ส้ันปอม จนถึงรูปทรงกระบอก ไมมีสี มี 1-2 เซลล สวนใหญมี 1 เซลล macroconidia 
รูปรางโคงแบบ fusoid-subculate เซลลที่ฐานมีลักษณะคลายเทา (foot-shaped) เซลลที่ปลาย
เรียวแหลม หรือทูมน ผนังบาง ไมมีสี มี septum 3-5 ขนาด 24-26 x 3-4.5 ไมครอน เกิดบน 
conidiophore ที่แตกก่ิงกานมากหรือเกิดบน sporodochium ที่มีลักษณะเปนกอน (tubercularia-
like) เชื้อราชนิดนี้สราง chlamydospore รูปไข หรือทรงกลม ผนังเรียบหรือผนังขรุขระ เกิดที่บริเวณ
สวนปลายเสนใย (terminal) และสวนกลางเสนใย (intercalary) มักเกิดเด่ียว แตบางคร้ังเกิดเปนคู
หรือเปนลูกโซ 

 รา Fusarium oxysporum ทําใหเกิดโรคเหี่ยว (vascular wilt) กับพืชหลายชนิด เปนราทีม่ี
พืชอาศัยกวางมาก ทําความเสียหายกับพืชมากที่สุด และมีความสามารถทําใหเกิดโรคเฉพาะกับ
พืช โดยลักษณะของสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน ดังนั้น นักอนุกรมวิธานราที่ไดศึกษา และจัดระบบ
การจําแนก จึงไดใหชื่อเปน form-species เฉพาะพืชอาศัยแตละชนิด เชน โรคเหี่ยวของแตงเกิด
จาก F. oxysporum f. sp. melonis, โรคเหี่ยวของฝายเกิดจาก F. oxysporum f. sp. vasinfectum 
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และ โรคตนเหี่ยวของถ่ัวเหลืองเกิดจาก F. oxysporum f. sp. glycines ซึ่งขนาดและรูปรางของ 
macroconidia มีความผันแปรบางในระหวาง form-species (Booth, 1971) ในประเทศไทยพบรา
ชนิดนี้กระจัดกระจายอยูทั้งในดินและพืช มากกวาราชนิดอ่ืนโดยเปนสาเหตุของโรคในพืชที่สําคัญ
หลายชนิด ไดแก ธัญพืชเมืองหนาว ฝาย ถั่วลิสง หัวหอม กะหลํ่าปลี แตงโม มะเขือเทศ พริก 
ถั่วฝกยาว และมันฝร่ัง (ปยะวดี, 2533) 
F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg  
ชื่อพอง : F. moniliforme Sheldon pro parte  

F. moniliforme Sheldon emend. Snyd. & Hans. pro parte  
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เสนใยฟู หนาแนน ขณะยังออนมีสีขาว เมื่อมีอายุมากข้ึน มีสีชมพู
สม สีสมชมพู จนถึงสีชมพูมวง โคโลนีเจริญอยางรวดเร็ว ขนาดความยาวของโคโลนีในหลอด
อาหาร มากกวา 7 เซนติเมตร เมื่ออายุ 12 วัน sporodochium มีสีสม ถึงสีสมเขม โคโลนีดานใต
อาหารวุนมีสีสมออน สีมวงแดง จนถึงสีมวงคราม บาง isolate สรางเม็ด sclerotium สีน้ําเงิน  
ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA: ลักษณะโดยทั่วไปคลาย F. moniliforme และ F. 
subglutinans ซึ่ง microconidium เกิดบน microconidiophore ทั้งแบบเปนกลุม (false head) 
และ ตอเนื่องเปนลูกโซ (chain) แตจํานวน conidium ในแตละลูกโซนอยกวา F. moniliforme พบ
สราง phialide ทั้งแบบ mono- และ polyphialide เชนเดียวกับ F. subglutinans และไมสราง 
chlamydospore 

 Nelson, et al. (1983) จัด Fusarium ใน section Liseola จํานวน 4 ชนิด คือ F. 
moniliforme F. proliferatum  F. subglutinans และ F. anthophilum มีลักษณะโดยทั่วไป
ใกลเคียงกันมาก จะแตกตางกันในบางลักษณะอยางใดอยางหนึ่งเทานั้น ดังนั้นการศึกษาเพื่อ
จําแนกชนิด หากใชระบบการจัดจําแนกของ Nelson  ตองดําเนินการตามข้ันตอนของ Nelson และ
มีความละเอียดถี่ถวน รา F. proliferatum มีรายงานของตางประเทศวา พบรานี้บนพืชตระกูล
กลวยไมสกุลDendrobium (http://www.extento.hawaii.edu/kbase/crop/type/f-prolif.htm.) ใน
ประเทศไทยมีรายงานการพบรา F. proliferatum บนเอ้ืองพราวที่ อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม  

 
2. การศึกษาความสัมพนัธทางพันธกุรรมของรา F. oxysporum และ F. proliferatum  

2.1 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของรา F. oxysporum ดวยเทคนิค AFLP 
ใช microsatellite primers (Steenkamp et al., 2005) 9 คู  
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primer ลําดับเบส (5’------>3’) primer ลําดับเบส (5’------>3’) 
MB2F TGCTGTGTATGGATGGATGG MB2R CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG 
MB5F ACTTGGAGGAAATGGGCTTC MB5R GGATGGCGTTTAATAAATCTGG 
MB9F TGGCTGGGATACTGTGTAATTG MB9R TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG 
MB10F TATCGAGTCCGGCTTCCAGAAC MB10R TTGCAATTACCTCCGATACCAC 
MB11F GTGGACGAACACCTGCATC MB11R AGATCCTCCACCTCCACCTC 
MB13F GGAGGATGAGCTCGATGAAG MB13R CTAAGCCTGCTACACCCTCG 
MB14F CGTCTCTGAACCACCTTCATC MB14R TTCCTCCGTCCATCCTGAC 
MB17F ACTGATTCACCGATCCTTGG MB17R GCTGGCCTGACTTGTTATCG 
MB18F GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC MB18R TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC 

 
จากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของรา F. oxysporum พบวา คูไพรเมอร MB11F 

และ MB11R แสดงใหเห็นความแตกตางมากที่สุด จากความแตกตางของราแตละไอโซเลท แบงที่
ความเหมือน 60 เปอรเซ็นต สามารถจัดแบงกลุมได 5 กลุม คือ  

กลุมที่ 1 ไดแก รา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวยน้ําวา 
จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย 13 สายพันธุ รา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยว
ของมะเขือเทศ จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ และรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรค
เหี่ยวของปอเทือง จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ   

กลุมที่ 2 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวและใบไหมของกลวยไมและตน วา
นิลา จากแหลงปลูกภาคกลาง 2 สายพันธุ  

กลุมที่ 3 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเปราะ จาก
แหลงปลูกภาคเหนือ 2 สายพันธุ  

กลุมที่ 4 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวยน้ําวา 
จากแหลงปลูกทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2 สายพันธุ  

กลุมที่ 5 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวยน้ําวา 
จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 6 สายพันธุ และจากแหลงปลูกทางภาคกลาง 1 สายพันธุ 
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M   1 2 3   4  5  6   7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

 
 
 
ภาพที่ 1 ลายพิมพดีเอ็นเอรา F. oxysporum ที่เกิดจากเทคนิค AFLP โดยใชคูไพรเมอร MB11F  
             และ MB11R เคร่ืองหมาย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานใช 100 bp plus fermentas  
             กลุมตัวเลข คือ ดีเอ็นเอ F. oxysporum  
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มะเขือเทศ ตาก 
กลวยนํ้าวานครราชสีมา 
กลวยนํ้าวา อยุธยา 
กลวยนํ้าวา เพชรบุรี 
กลวยนํ้าวา อยุธยา 
สระบุรี 
 
กลวยนํ้าวา หนองคาย 
 
กลวยนํ้าวา อุดรธานี 
กลวยนํ้าวา  จันทบุรี 
  
กลวยนํ้าวา  ชัยภูมิ  
กลวยนํ้าวา ปตตานี  
ปอเทือง แมฮองสอน 
 
กลวยนํ้าวา แพร 
กลวยไม ปราจีนบุรี  
วานิลา ปราจีนบุรี 
พริก แมฮองสอน    
พริก เชียงใหม 
มะเขือเปราะ 
 
กลวย เลย 
กลวย เลย 
กลวย อยุธยา  
 
กลวย สกลนคร 
 
กลวย กาญจนบุรี   
กลวยเชียงใหม 
กลวยแพร  
กลวยเชียงใหม 
 
กลวยแพร  
กลวยเชียงใหม 
กลวยเชียงใหม 

 
 

 
 
ภาพที่ 2 โครงสราง dendrogram ที่ไดจากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของรา F. oxysporum 

สังเคราะหจากไพรเมอร MB11F และ MB11R แสดงสหสัมพันธระหวางสายพันธุที่แยกจาก
พืชชนิดตางๆ คา similarity คํานวณดวยคา Dice's coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม 
UPGMA 

 
 
 
 
 



 1172 

 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของรา F. proliferatum ดวยเทคนิค RAPD ใช  
primers  

 
primer ลําดับเบส (5’------>3’) primer ลําดับเบส (5’------>3’) 
PFE08 CTCTCCGCCA PFE12 GGAGGGTGTT 

 
จากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของรา F. proliferatum 20 ไอโซเลท พบวา การเกิด

แถบดีเอ็นเอจากการใชไพรเมอร PFE08 และ PFE12 (ภาพที่ 3 และภาพที่ 4) ยังไมสามารถ
เปรียบเทียบความเหมือนและความตางได การสรุปผลความสัมพันธทางพันธุกรรมของรา F. 
proliferatum ไอโซเลทตางๆ จึงยังไมสามารถทําได ถึงแมวาแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนจากการใช       
ไพรเมอร PFE12 แถบดีเอ็นเอเลน 3 และเลน 4 แถบดีเอ็นเอเลน 5 และเลน 6 จะใหผลใกลเคียงกัน 
ซึ่งเปนแถบดีเอ็นเอของรา F. proliferatum ที่เปนสาเหตุโรคของกลวยไมและของขาว ตามลําดับ 
ดังนั้นการทดลองนี้จึงเปนการทดลองเร่ิมตนในการศึกษาหาไพรเมอร ชนิดตางๆมาใชเพื่อใหสามารถ
แสดงความแตกตางระหวางราทุกไอโซเลทได  
 

 
 
ภาพที่ 3   ลายพิมพดีเอ็นเอรา F. proliferatum ที่เกิดจากเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร PFE08 M  
               คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน ใช 100 bp plus fermentas  
 

  1   2    3     4      5     6    7    8   9     10   11   12   13 14    15   16   17  18   19   20   21        M 
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ภาพที่ 4   ลายพิมพดีเอ็นเอรา F. proliferatum ที่เกิดจากเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร PFE12  
               M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  
                  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

 การศึกษาลักษณะพันธุกรรมของรา Fusarium oxysporum โดยวิเคราะหลายพิมพ
ดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค AFLP สามารถแบงการกระจายตัวทางพันธุกรรมของรา Fusarium oxysporum 
ไดเปน 5 กลุมคือ กลุมที่ 1 ไดแก รา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวย
น้ําวา จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย 13 สายพันธุ รา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขือเทศ จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ และรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุ
โรคเหี่ยวของปอเทือง จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 1 สายพันธุ  กลุมที่ 2 ไดแกรา F. oxysporum 
ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวและใบไหมของกลวยไมและวานิลา จากแหลงปลูกภาคกลาง 2 สายพันธุ 
กลุมที่ 3 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพริกและมะเขือเปราะ จากแหลงปลูก
ภาคเหนือ 2 สายพันธุ กลุมที่ 4 ไดแกรา F. oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของ
กลวยน้ําวา จากแหลงปลูกทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2 สายพันธุ กลุมที่ 5 ไดแกรา F. 
oxysporum ที่เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพรายของกลวยน้ําวา จากแหลงปลูกทางภาคเหนือ 6 
สายพันธุ และจากแหลงปลูกทางภาคกลาง 1 สายพันธุ  

    1    2    3    4     5   6     7    8     9   10  11   12  13  14   15   16  17  18  H2O 19 20 21  M 
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สวนการศึกษาลักษณะพันธุกรรมของรา F. proliferatum โดยวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ 
ดวยเทคนิค RAPD ไมสามารถสรุปผลความสัมพันธทางพันธุกรรมของราแตละไอโซเลทท่ีนํามา
ทดลองได เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากการใชไพรเมอร PFE08 และ PFE12 ไมแสดงใหเห็น
ความเหมือนและความตางทางพันธุกรรมของรา F. proliferatum ที่นํามาทดลอง ดังนั้นในการ
ทดลองคร้ังตอไปตองทําการศึกษาไพรเมอรจํานวนหลายชุด ใหสามารถแสดงความเหมือนหรือ
ความแตกตางของราแตละไอโซเลท เพื่อที่จะสามารถนําขอมูลมาวิเคราะหได 
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ตารางที่ 1 รา F. oxysporum จํานวน 30 ไอโซเลทและแหลงที่มา 
 
ลําดับ
ที่ 

รหัส ชื่อเชื้อ พืชอาศยั โรค/อาการโรค สถานที่เก็บโรค 

1 DOAC 0874 F. oxysporum f.  มะเขือเทศ ตนเหีย่ว ต.ชองแคบ อ.พบพระ  
จ.ตาก 

2 DOAC 1699 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.ปตตาน ี
3 DOAC 1701 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย ต.ไทยสามัคคี 

 อ.วงัน้าํเขียว  
จ.นครราชสีมา 

4 DOAC 1703 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เลย 
5 DOAC 1704 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย ศูนยศึกษาการพัฒนา

ภู-พาน อ.เมือง  
จ.สกลนคร 

6 DOAC 1705 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.พระนครศรีอยุธยา 
7 DOAC 1706 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.พระนครศรีอยุธยา 
8 DOAC 1707 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.พระนครศรีอยุธยา 
9 DOAC 1708 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.อุดรธาน ี

10 DOAC 1709 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.หนองคาย 
11 DOAC 1710 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.หนองคาย 
12 DOAC 1712 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.หนองคาย 
13 DOAC 1716 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.สระบุรี 
14 DOAC 1717 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เพชรบุรี 
15 DOAC 1718 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.กาญจนบุรี 
16 DOAC 1719 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.จันทบุรี 
17 DOAC 1723 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
18 DOAC 1725 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
19 DOAC 1728 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
20 DOAC 1736 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
21 DOAC 1738 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
22 DOAC 1739 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.เชียงใหม 
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ตารางที่ 1 (ตอ)  
 
ลําดับ
ที่ 

รหัส ชื่อเชื้อ พืชอาศยั โรค/อาการโรค สถานที่เก็บโรค 

23 DOAC 1748 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย จ.ชัยภูม ิ
24 DOAC 1808 F. oxysporum  กลวยน้ําวา ตนเหีย่ว ตายพราย ต.ข้ีเหล็ก อ.แมริม  

จ.เชียงใหม 
25 DOAC 1810 F. oxysporum กลวยไม ตนเหีย่ว ใบไหม ต.เนนิหอม อ.เมือง  

จ.ปราจีนบุรี 
26 DOAC 1811 F. oxysporum วนิลา เถาเหี่ยว ต.เนนิหอม อ.เมือง  

จ.ปราจีนบุรี 
27 DOAC 1812 F. oxysporum ปอเทือง ตนเหีย่ว ต.สบปอง อ.ปางมะผา  

จ.แมฮองสอน 
28 DOAC 1814 F. oxysporum พริก ตนเหีย่ว ต.สบปอง อ.ปางมะผา  

จ.แมฮองสอน 
29 DOAC 1818 F. oxysporum พริก ตนเหีย่ว ต.บอหลวง อ.ฮอด  

จ.เชียงใหม 
30 DOAC 1822 F. oxysporum มะเขือเปราะ ตนเหีย่ว ต.สบปอง อ.ปางมะผา  

จ.แมฮองสอน 
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ลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมรา Phytophthora 
parasitica 1 

 
อมรรัตน  ภูไพบูลย       ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน 

กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช  
      

 

บทคัดยอ 
 ไดศึกษารา Phytophthora spp. ที่ไดจากการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรคราก
เนา โคนเนา ผลเนา จากพชืชนิดตางๆ ในแหลงปลูกทีสํ่าคัญทั่วประเทศ ในป พ.ศ. 2550-2551 
และเช้ือที่มีอยูใน culture collection รวม 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี 
ระยอง จันทบุรี เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบ่ี ภูเก็ต กําแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม 
แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. spp. 33 ไอโซเลท ทีเ่ปนสาเหตุโรคพืช 12 ชนิด คือ หมากผู
หมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวงผลใหญ 
มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาวัว และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะการเจริญของเสนใย 
(ลักษณะโคโลน)ี ลักษณะรูปรางและขนาดสปอรและศึกษาแบบคูผสมของรา Phytophthora. spp. 
จําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวทิยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท เปนสาเหตุ
โรคเนาของพชืที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไมรองเทานารีอิน
ทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา 
จากปราจีนบุรี  คือ รา P. parasitica แตสาเหตุโรคหนายางพาราเนา จากจนัทบุรี คือ รา P. 
botryosa และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาวัว  
 ศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพนัธกุรรมของรา Phytophthora spp. 
ดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 2 ชนิด คือ SSR-PCR และ AFLP ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย 
microsattlelite ไพรเมอร จํานวน 9 คู ไดแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตาง 220 แถบ จากพืชอาศัย 6 
ชนิด ไดแก ยางพารา (โรคหนายางพาราเนา จากปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม  สม 
และ Pythium sp. จากหนาวัว วิเคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e 
(Dice coefficient) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora spp. ออกจากรา Pythium sp. 
ที ่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A เปนรา P. parasitica จาก
ยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา 

                                                 

รหัสโครงการ  09-01-49-02 
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similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรคกลวยไมรองเทานารี กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม ไมพบรูปแบบความสัมพันธทางพันธกุรรมที่ชัดเจนกับพืชอาศัยหรือ
แหลงปลูกพืช ลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ไพรเมอร E+A/M+AAC ไดแถบดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตางกัน 65 แถบ แบงราออกเปน 7 กลุม พบความสัมพันธของลักษณะพนัธุกรรมกับพชื
อาศัยและแหลงปลูกพืชในบางกลุม ไดแก กลุม A เปนไอโซเลท ของรา สาเหตุโรคกลวยไม จาก
จังหวัดเชียงใหม (similarity 45-75 %) (จําแนกทางสัณฐานวิทยาไดเปนรา P. parasitica และ P. 
haveae) กลุม B เปนไอโซเลทของหนาววั จากจังหวัดภูเก็ต ลําปาง และ ปราจีนบุรี ยกเวนไอโซเล
ทจากกรุงเทพมหานคร ที่มคีวามแตกตางจากไอโซเลทอ่ืน จัดอยูในกลุม F เปนสายพันธุที่กอใหเกดิ
โรครุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจากมะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจาก
ยางพารา และสม และกลุม E, F เปนไอโซเลทจากหมากผูหมากเมยีและลองกอง การศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมดวยเคร่ืองหมายโมเลกุลแสดงใหเห็นวารา Phytophthora parasitica 
จากพืชอาศัยชนิดตางกัน มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมคอนขางสูง   
 

คํานํา 
Phytophthora spp. เปนราศัตรูพืชที่สําคัญ ทําลายพืชผลที่สําคัญทางเศรษฐกิจทัว่โลก 

(ทว,ี 2545) ราสกุล Phytophthora บาง species สามารถเล้ียงใหเจริญเติบโตไดบนอาหาร
สังเคราะห เชน P. parasitica สาเหตุโรครากเนาสม และ P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนา
ทุเรียน แตบาง species ก็ไมสามารถเล้ียงได เชน P. infestans ราสาเหตุโรคใบไหมมะเขือเทศและ
มันฝร่ัง หรือมคีวามยากในการเล้ียงเชื้อ เชน           P. milabiris สาเหตุโรคราน้าํฝนลําไย เปนตน 
สําหรับราที่เล้ียงใหเจริญเติบโตบนอาหารสังเคราะหนัน้ แมจะเปน species เดียวกัน เปนสาเหตุ
โรคพืชเดียวกนั แยกไดจากสถานท่ีแตกตางกนั ยงัพบความแตกตางในการเจริญเติบโตบนอาหาร
สังเคราะห เชน รา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนจากแยกจากทเุรียนจังหวัด
จันทบุรี เจริญเติบโตดีและเร็วกวารา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนบางไอโซเลท 
จากจงัหวัดสุราษฎรธานี (อมรรัตน และคณะ, 2546) และพบความแตกตางของความรุนแรงและ
ความออนแอของราใน species เดียวกนั  

การวนิิจฉัยราสาเหตุของโรค โดยทัว่ไปดูจากลักษณะสัณฐานวิทยา แตหากเปรียบเทยีบ
ลายพมิพดีเอนเอ จะใหผลการสนบัสนุนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดอีกทางหนึ่ง 
ตัวอยางเชน การรายงานการระบาดของโรคใบไหมและผลเนาของลําไย โดยขจรศักด์ิและคณะ 
(2542, 2543) รายงานวามสีาเหตุจาก Phytophthora capsici แต อมรรัตนและคณะ (2549) ได
ศึกษารายละเอียดของโรคลําไยดังกลาว ในป พ.ศ. 2547 ยืนยนัวา Phytophthora sp. สาเหตุของ
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โรคกิ่งไหมและใบไหมของลําไย เปน P. mirabilis ซึ่งมีรายงานวาเปนสาเหตุของโรคใบไหมของไม
ดอกชนิดหนึ่ง (Mirabilis jalapa)  

นอกจากนีท้ี่กลุมวิจัยโรคพืช ไดรวบรวมตัวอยางรา Phytophthora สาเหตุโรคพชืที่สําคัญ
ทางเศรษฐกิจเปนจํานวนมาก ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา แบบคูผสม เปนขอมูลพืน้ฐาน
ทางวิชาการของเช้ือไวแลว จึงควรทาํการศึกษาลายพมิพ DNA ของราดังกลาว ซึง่เปนขอมูลทาง
พันธกุรรม เพือ่ใหไดขอมูลพันธกุรรม ลายพิมพดีเอ็นเอ ของ รา Phytophthora parasitica  Dastur 
สาเหตุโรคพชืที่มีพชือาศัยจํานวนมาก และเพื่อใหทราบความสัมพันธของขอมูลกับปจจัยสําคัญ 
เชน แหลงปลูก พืชอาศัยของรา P. parasitica แลวจัดกลุมของเช้ือตามลักษณะขอมูลพันธุกรรม 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. การสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพชื จากแหลงปลูกที่สาํคัญทั่วประเทศและการ
แยกเชื้อสาเหตุ  

ไดสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ 
แลวนําตัวอยางโรคพืชเหลานั้นมาแยกเช้ือบริสุทธิ์ในวันเดียวกนั โดยวธิี tissue transplanting ตัด
บริเวณรอยตอเนื้อเยื่อที่เปนโรคกับเนื้อเยื่อปกติ เปนช้ินสวนขนาด 2x2 มม. ตัวอยางละ 15-20 ชิ้น 

เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง (25  20ซ.) เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัด
ขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้นตัวอยาง เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP อีกคร้ัง 
เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้น
เชื้อ เล้ียงบนอาหาร CA (Carrot agar) แลวแยกเก็บเชื้อบริสุทธิ์แตละตัวอยางในหลอดทดลองที่
หองปฏิบัติการโรคพืช กลุมงานวทิยาไมโค กลุมวิจยัโรคพืช สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรุงเทพฯ  

 
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
 2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 

ไดเล้ียงรา Phytophthora ในจานเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาศูนยกลาง 90 มม. ที่มีอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDA และ CA จํานวน 15 มล. เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย ใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 มม. ทีล่นไฟฆาเชื้อแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อซึง่เล้ียงบนอาหาร 
CA นาน 5 วัน วางใหดานทีม่ีเสนใยของเช้ือคว่ําลงบนอาหารบริเวณกลางจานเล้ียงเชื้อ นําไปบมใน
ตูบมมืดอุณหภูมิหอง จนเชือ้เจริญเติบโตเต็มจานเล้ียงเชื้อ ศึกษาบันทึกลักษณะการเจริญที่ผิวหนา
อาหารและความหนาแนนของเสนใย 
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 2.2 การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของรา  
ไดนํารา Phytophthora ในจานเล้ียงเชื้อ ที่มีอาหารเล้ียงเช้ือ CA จํานวน 15 มล. ตัดชิ้นเช้ือ

ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือแลว ทิ้งไว 24-36 ชั่วโมง นําไปไวใตแสงนีออน (white 
cool) 40 วัตต 2 หลอดระยะ 30 ซม.ที่ใหแสง 200 ftc ที่อุณหภูมหิอง ปลอยไวใตแสงนาน 48 ชม. 
เพื่อใหเชื้อสราง sporangia ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของกานสปอร 
(sporangiophores) วัดความกวาง (length) และความยาว (breadth) ของ sporangia เพื่อหา L : 
B ratio วัดความยาวของกานสปอร (pedicel หรือ stalk) ความยาวของ papilla และวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางของ chlamydospore ศึกษาสปอรทัง้ 2 ชนิด จาํนวนตัวอยางละ 50 สปอร 
 2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา  

ไดเล้ียงรา Phytophthora แตละไอโซเลท บนอาหาร CA วิธีการเดียวกบั ขอ 2.1 จากนัน้ใช 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มม. ที่ลนไฟฆาเช้ือแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของ เชือ้
ดังกลาว (unknown) เล้ียงบนอาหาร CA ในจานเล้ียงเชื้อดานตรงขามกับรา P. palmivora  
มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) 
แลวทําวิธีการเดียวกนักับรา P. palmivora มาตรฐาน mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรค
เนาแกวหนามา) เพื่อหา mating type ของราทกุไอโซเลท นาํเช้ือไปบมที่อุณหภูมหิอง ในที่มืดนาน 
7-10 วัน ศึกษาและบันทึกการสราง sexual structure ของเชื้อ unknown กับ A1 หรือ A2 
มาตรฐาน วัดขนาด (ความกวางและความยาว) ของ oogonia, oospores และ antheridia จํานวน
ไอโซเลทละ 50 สปอร ศึกษาตําแหนงของ antheridia บนผิวของ oogonium และลักษณะของ 
oospore ที่อยูภายในแตละ oogonium 

 
3. การจาํแนกชนิดรา  Phytophthora spp. 

ไดเปรียบเทียบผลการศึกษา ลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร
ชนิดตางๆ คือ sporangia, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores ของราที่
นํามาศึกษา กับ คูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ Waterhouse (1970), Stamps et al 
(1990) และเอกสาร ของ Erwin and Ribeiro (1996)  

การจาํแนกชนิดรา Pythium spp. 
ไดเปรียบเทียบผลการศึกษาลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร

ชนิดตางๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores) ของราที่
นํามาศึกษา กับคูมือการจําแนกชนิด Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสาร
วิชาการของ Robertson (1980) 
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4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

การเตรยีมเสนใย และสกดัดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  นําอาหารเล้ียงเช้ือราที่ไดจาการเขยาจนขุน ใสในหลอด 

microcentrifuge ขนาด 1.5 มล. ตกตะกอนเสนใยโดยการหมุนเหวี่ยงที่ 14000 rpm นาน 5 นาที 

เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ําอีกคร้ังเพื่อใหไดเสนใยมากข้ึน บดเสนใยดวย เม็ดสเตนเลส ขนาด 3.9 มม 

เติม lysis buffer  700 มิลลิลิตร เขยาหลอดดวยเคร่ืองเขยาข ที่ 25 Hz นาน 1 นาที แชหลอดใน 

water bath  ที่ 65C นาน 10 นาที เติม precipatation buffer 224 μl (32μ/ 100 μl lysis buffer) 

และเติม CH2Cl2 100 μl กลับหลอด 10 คร้ัง นําเขาเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 5 นาที 14,000 rpm ดูดน้ําใส 

700 μl ใสหลอด microcentrifuge ใหม เติม isopropanol 700 μl กลับหลอด 10 คร้ัง ตกตะกอน

โดยหมุนเหวี่ยวที่ 14,000 rpm 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol Pulse spin 10 

นาที ดูด ethanol ที่เหลือทิ้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ําที่เติม RNase (10 μg/ml) ประมาณ 10 

μl 

สังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางรา 14 ไอโซเลท ดวยไพรเมอร 9  คู ดังนี ้
 No.  Name  5’-------------------------------------->3’         length 

1 MB2F   TGCTGTGTATGGATGGATGG      20 

 MB2R  CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG   22 

2 MB5F  ACTTGGAGGAAATGGGCTTC   20 

 MB5R  GGATGGCGTTTAATAAATCTGG   22 

3 MB9F  TGGCTGGGATACTGTGTAATTG   22 

 MB9R  TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG    20 

4 MB10F  TATCGAGTCCGGCTTCCAGAAC   22 

 MB10R  TTGCAATTACCTCCGATACCAC   22 

5 MB11F  GTGGACGAACACCTGCATC    19 

 MB11R  AGATCCTCCACCTCCACCTC    20 
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6 MB13F  GGAGGATGAGCTCGATGAAG   20 

 MB13R  CTAAGCCTGCTACACCCTCG    20 

7 MB14F  CGTCTCTGAACCACCTTCATC   21 

 MB14R  TTCCTCCGTCCATCCTGAC    19 

8 MB17F  ACTGATTCACCGATCCTTGG    20 

 MB17R  GCTGGCCTGACTTGTTATCG    20 

9 MB18F  GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC   22 

 MB18R  TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC   22 

 

การทาํปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ ประกอบดวย ddH2O 7.5 μl, 10X PCR 

(add  20 mM MgCl2) 2.5 μl, dNTPs (2.5 mM) 10 μl, Forward primer (10μM) 1 μl, Reverse 

primer (10 μM) 1 μl , DNA template  100 ng 2 μl รวม 25 μl นําหลอดทดลอง เขาเคร่ือง PCR 

ตามโปรแกมตอไปนี้ 94C 2 นาท ี 1 รอบ แลวสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ จํานวน 25 รอบ 

อุณหภูมิ 94C 1 นาท ี  

55-60 C  1 นาที  72C  1 นาท ี และfinal extension 72C 5 นาท ี 

 ตรวจวิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซี
อาร 20 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยก
ขนาดของสายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 
1X Tris-borate EDTA (TBE) แลวตรวจดูแถบและรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994) คา coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996) เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พืชอาศัย 
และ แหลงที่มาของเชื้อ 

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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การเตรยีมเสนใยและสกัดดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  CA วางไวที่อุณหภูมิหอง จนเสนใยเจริญเต็มผิวหนาอาหาร 
เข่ียเสนใยข้ึนมา ลางดวยน้ํากรองนึง่ฆาเชื้อซับน้ําใหแหง (สามารถเก็บเสนใยไวที ่ -20 องศา
เซลเซียสไดนานกอนสกัด) 

การสกัดดีเอ็นเอ นาํเสนใยที่แหงมาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวใสในหลอด
ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ในปริมาตร  0.05 กรัม เติม extraction buffer ( 50 mM Tris HCL, 850 mM 
NaCl, 100 mM EDTA, 1% SPS) ในปริมาตร 0.5 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย Vortex บมไวที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  30 นาที  เติม phenol  และ chloroforml ในปริมาตร 500 
ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex  ทําการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี  ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  เพื่อสกัดเอาเศษเซลลและโปรตีนอ่ืนๆออก ดูด supernatant (สวน
ใสดานบน) ใสหลอดใหมแลวเติมchloroform/isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร  1 เทา  ผสมใหเขา
กัน หมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี  ดูด 
supernatant( สวนใส) ใสหลอดใหม เติม Ethanol ในปริมาตร 2 เทา ของสารละลาย พลิกหลอด
กลับไปกลับมาเบาๆ incubate ที ่ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชัว่โมง หมนุเหวียงที่ความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาท ีเพื่อตกตะกอน DNA เท supernatant (สวน
ใส) ดานบนทิง้ แลวเติม 70% ethanol 200 มิลลิลิตร แลวหมนุเหวียงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที ซ้าํ 2 คร้ัง (เพื่อลาง DNA) เท supernatant (สวนใส) ทิ้ง ตาก
ตะกอน DNA ใหแหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 30 นาที  จากนั้นละลายตะกอน DNA ดวย TE ( 10 
mM Tris- HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 50 μl แลวเก็บไวที ่- 20°C  จากนัน้ตรวจสอบคุณภาพและ
วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธ ี electrophoresis  และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส 
 จัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือดวยเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) โดยปรับ reaction 
และ condition บางสวน ดังนี้ นําดีเอ็นเอของเช้ือแตละสายพันธุ ปรับใหมีความเขมขน 500 นาโน
กรัม ในน้ํา 5.5 ไมโครลิตร เติม restriction buffer ประกอบดวย เอ็นไซม EcoRI (NEB) 5 units, 
MseI (NEB)1 units , 10X Ligase buffer with ATP 1.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 1.1 ไมโครลิตร, 
1 mg/ml BSA 0.55 ไมโคลิตร และน้ํา ปริมาตรรวม 9 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นทําการตอ 
adaptor โดยเติม ligation buffer ประกอบดวย  10X Ligase buffer 0.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 
0.1 ไมโครลิตร, 1 mg/ml BSA 0.05 ไมโครลิตร เอ็นไซม T4DNA ligase (regular conc.) 0.165 
ไมโครลิตร 5  μM EcoRI adapter pair 1 ไมโครลิตร 50 μM MseI adapter pair 1 ไมโครลิตร และ
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ปรับปริมาตรรวมสุดทายเทากับ 12 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 2 
ชั่วโมง  
 
ลําดับเบสของ Adapter 
 EcoRI adapter 5’ –CTCGTAGACTGCGTACC 
    CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
 MseI adapter  5’ –GACGATGAGTCCTGAG 
     TACTCAGGACTCAT -5’ 
 จากนั้นใชตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดเปนตนแบบ เพื่อสังเคราะหสายดีเอ็นเอโดยสุมในปฏิกิริยา
พีซีอาร ประกอบดวย 10X PcR buffer with 15 mM MgCl2 2 ไมโครลิตร, 1.25 mM dNTPs 1.6 
ไมโครลิตร 5 u/ul Taq DNA polymerase 0.125 ไมโครลิตร ไพรเมอร Eco (+selective base)  (5 
uM) 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร Ms (+selective base) (5 uM) 1 ไมโครลิตร และน้ํา ใหมีปริมาตร
สุดทาย  ผสมสารประกอบในปฏิกิริยาดังกลาวขางตนใหเขากัน แลวบมหลอดปฏิกิริยาในเคร่ือง
ควบคุมอุณหภูมิ PE 9700 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) โดยใช
อุณหภูมิ และเวลาในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอดังนี้  
 

ปฏิกิรยิา           อุณหภมิู (oC) เวลา 
1.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเร่ิมตน (initial denaturation)        95  2 นาท ี
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
3.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           66(-1) 30 วินาท ี      

10รอบ 
4.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
5.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
6.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           56  30 วินาท ี      

20รอบ 
7.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
8.สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)         72  15 นาท ี
 ทําปฏิกิริยาซํ้าในข้ันตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซ โดยปรับลดอุณหภูมิ annealing 1 องศา

เซลเซียส ในทุก ๆ รอบ จนอุณหภูมิลดลงเหลือ 56 องศาเซลเซียส แลวสังเคราะหตออีก 20 รอบ 
สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย นาน 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจ
วิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร 20 
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ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยกขนาดของ
สายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 1X Tris-
borate EDTA (TBE)ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักด์ิ 65 วัตต  นาน 2.5 ชั่วโมง แลวตรวจดูแถบ
และรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

จากนั้นจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Phytophthora parasitica จํานวน 19 ไอโซเลท 
จากพืชอาศัย 9 ชนิด คือ กลวยไม หนาวัว เดหลี สะระแหน มะเขือ สม ยางพารา หมากผูหมากเมีย 
และลองกอง โดยไพรเมอร 3 คู ไดแก Eco-AC/ Ms-AG, Eco-AG/MsAC และ Eco-A/ Ms-AAC 

 การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994)  coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996)   เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พชือาศัย 
และ แหลงที่มาของเช้ือ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

1. สํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพืช จากแหลงปลกูที่สาํคัญทั่วประเทศและการแยกเช้ือ
สาเหตุ  

ผลการสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา ตนเนาของพืชที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจแลวแยกเช้ือสาเหตุ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. 
spp. 33 ไอโซเลท จาก 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี ระยอง จนัทบุรี 
เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบี่ ภูเก็ต กาํแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม บนพืช 12 ชนิด 
คือ หมากผูหมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทเุรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวง
ผลใหญ มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาววั และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) 
(ตารางที ่1) 
 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา ที่มีสาเหตุจาก รา 
Phytophthora spp. จากแหลงปลูกพืช ในป พ.ศ.2550-2552 พบ โรคใบไหมของเดหลี (51 Pl Pb 
R 1 L) โรคตนเนาของกลวยไม (51 Or Pb R 1 S Mokara และ 51 Or PB 1 L Vanda) โรคใบไหม 
ตนเนาของหนาวัว (51 An PB 1 L) ซึ่งตรงกับการรายงานของนิยมรัฐ (2544) รายงานการเกิดโรค
เนาดํา หรือโรคใบแหงหนาววั เกิดจาก P. parasitica (นิยมรัฐ, 2544) และโรคโคนเนาของแพงพวย 
(51 MP BK 1 S) นอกจากนีไ้ดศึกษา รา Phytophthora spp. ที่มีอยูใน culture collection บนพชื 
9 (10) ชนิด คือ หมากผูหมากเมีย ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือยาว มะเขือมวงผลเล็ก 
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และมะเขือมวงผลใหญ) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม และหนาวัว ซึ่งเปนพืชใบเล้ียงคู ยงัไม
พบการเขาทาํลายของรานี้ในพืชใบเล้ียงเดี่ยว ตรงกับการรายงานของ Brasier และ Hansen (1992) 
ที่รายงานวารา Phytophthora สวนมากทําใหเกิดโรคกอใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงกับพืชใบ
เล้ียงคู (Brasier and Hansen, 1992) การแยกรา Phytophthora จากสวนตางๆ ของพืชที่เปนโรค 
โดยวิธี tissue transplanting นั้น ความยุงยากคือตองแยกเชื้อบริสุทธิใ์นวนัเดียวกัน มิฉะนัน้จะเกดิ
การปนเปอนไดงาย (อมรรัตนและคณะ, 2544) และตองนํามาแยก รา Phytophthora บนอาหาร
สังเคราะหพิเศษ PDA + BRNAP 2 คร้ัง คร้ังแรกเพื่อแยกเช้ือสาเหตุโรคจากช้ินสวนพืช คร้ังที่สอง
เพื่อทาํใหเช้ือบริสุทธิ์ แลวจึงเล้ียงบนอาหารแข็ง CA (Carrot agar) การแยกเช้ือบริสุทธิ์จากโรคโคน
เนา ใบเนาของกลวยไมและหนาววั ไมสามารถแยกไดโดยงาย เนื่องจากเกษตรกรมีการใชสารเคมี
ในการปองกนักําจัดโรคอยางมาก  

ในรายงานดรรชนีรายช่ือโรคพืชในประเทศไทยของพัฒนาและคณะ (2537) มีการพบและ
รายงานโรคพชืในประเทศไทยที่เกิดจาก รา P. parasitica กวา 30 ชนิด ไดแก พืชไร เชน โรคสมอ
ดํา (Phytophthora boll rot ) ของฝาย, โรคเนาคอดิน (Damping-off) ของปอคิวบา, โรคขอตอเนา 
(Collar rot) ตนเนา (Stem rot) และเนาคอดิน (Damping-off) ของปอแกว, โรคแขงดํา (Black 
shank) ของยาสูบ, โรคใบไหมและลําตนเนา (Phytophthora blight) ของงา, โรครากเนา (Root 
rot) ของหมอนและโรครากเนา (Root rot) ของละหุง พชืสวน เชน โรคยอดเนา (Heart rot) รากเนา 
(root rot) ของสับปะรด, โรครากเนา (root rot) ใบไหม (Leaf blight) ของสมจุก สมจนี, โรครากเนา
ของสมโชกนุ สมโอขาวน้ําผ้ึง  สม Rough lemon, โรคใบรวง Leaf fall (Leaf blight) ของยางพารา, 
โรครากเนา (ระยะกลา) Root rot (Seedling) ของมะมวงหิมพานต, โรคโคนเนา (Foot rot) ของ
มะนาว มะนาวไทย, โรคใบไหม ผลเนา ดอกเนา (Brown rot, Leaf blight) ของมะนาวตาฮิติ, โรค
รากเนาโคนเนาของสมเกล้ียง สมตรา สมเขียวหวาน, โรคลําตนเนา (Stem rot) ของสตรอเบอร่ี, โรค
รากเนาโคนเนา (Stem rot, Collar rot) ของแพสชั่นฟรุต, โรคผลเนาและใบไหม (Fruit rot, Leaf 
blight) ของพุทรา, พืชสวนสมุนไพร โรคโคนและรากเนา (Foot and root rot) ของพริกไทยและพลู 
พืชผัก เชนโรคใบไหม (Leaf blight) ของสะระแหน, โรคโคนตนเนา (Foot rot) ของกระเจ๊ียบแดง, 
โรครานํ้าคาง (Downy mildew) ของผักกาดหัว, โรคผลเนา (Fruit rot) ของมะเขือยาว, โรคโคนเนา
และรากเนาของกลา (Seedling root rot) ของมะกรูด ไมดอกและไมประดับ เชน โรคลําตนเนา 
(stem rot) ของวานหางจระเข, โรคเนาดํา (Black rot) ของกลวยไม เปนตน ซึง่ในปจจุบันไมมีการ
ปลูกพืชไรหลายชนิด หรือมกีารปลูกนอย ไมพบการเขาทาํลายของ รา P. parasitica บนพชื
เหลานั้น เชน ฝาย ปอคิวบา และปอแกว สวนพืชหลายชนิด เชน สับปะรด พืชตระกูลสม พริกไทย 
สะระแหน และมะเขือยาว รา P. parasitica ยังคงแพรระบาดทาํความเสียหายตลอดมาจนถงึ
ปจจุบัน  
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อมรรัตน (2546) รายงานพบการเปนโรครากเนาโคนเนาของสมโชกนุ อายุ 13 ป ที่สวนสม 
ตําบลหนาเขา อําเภอเขาพนม จังหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหีย่วแหงและรวง มีลักษณะ
โคนเนาแหง เมื่อเปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวน
ปกติที่มีสีขาว บางตนมีเสนใยสีขาวของราบางชนิดข้ึนคลุม บางตนพบเห็ดข้ึนแลวยืนตนตาย และ
ยังไดรายงานการพบการเกิดโรคโคนเนารากเนาของลองกองตนใหญในสวนเกษตรกร ที่ตําบลเขา
ใหญ อําเภออาวลึก จงัหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหี่ยวแหงและรวง กาํลังยืนตนตาย เมือ่
เปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวนปกติที่มีสีขาว 
เชนเดียวกนั รากแขนงและรากฝอยทีเ่ปนโรคมีสีน้ําตาล รายงานวาเช้ือสาเหตุของโรครากเนาโคน
เนาสองกองและสมโชกนุ คือ รา P.parasitica และอมรรัตน (2548) รายงานการเกดิโรคผลเนาใน
มะเขือมวง พบวามีอาการฉ่ําน้าํ หรือเนาเล็กนอยบริเวณข้ัวผล อาการเนานี้ขยายออกไปอยาง
รวดเร็ว จนทาํใหเนาเกือบทัง้ผล มีสาเหตุจากรา P.parasitica  
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
  2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 
 ผลการศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ ในระยะการสืบพันธุ
แบบไมใชเพศ การเจริญของเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และ CA ในตูบมมืดอุณหภูมิ 250ซ. 
พบวาการสรางเสนใยบนอาหารแข็ง มลัีกษณะการเจริญเปนเสนตรง มกีิ่งกานแยกออกไปไม
สม่ําเสมอ เสนใยลักษณะใสไมมีสี ไมมีผนังกั้นเสนใย ผิวผนงัเสนใยเรียบ (smooth) ไอโซเลทท่ีแยก
ไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียนมีลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDA คลายดอกรักเร ไอ
โซเลทอ่ืนมีลักษณะการเจริญของโคโลนบีนอาหาร PDA คลายเสนใยแมงมุม (arachnoid) ไอ
โซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา มีเสนใยฟูมากกวาไอโซเลทอ่ืน ๆ เชื้อเจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อ บนอาหาร CA เมื่ออาย ุ5 วัน แตบนอาหาร PDA เชื้อเจริญเติบโตไดชากวา เจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อเมื่ออาย ุ 7 วัน เช้ือสรางเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ CA หนาแนนกวาบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ PDA แตไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางเสนใยบางที่สุด และเจริญเต็มจานเล้ียงเชื้อ บน
อาหาร CA เมือ่อายุ 2 วัน (ตารางที่ 2) 
  2.2. การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของเชื้อ 

ผลการศึกษาลักษณะ รูปรางและขนาดของ sporangium ของ รา Phytophthora spp. 
พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา เชื้อสราง sporangia จํานวนมาก
บนผิวอาหารแข็ง CA เปนรูปไข มีปุมนูน (papilla) ชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.5 : 1 สปอรหลุด
จากกานชสูปอร (sporangiophore) ไดงายเม่ืออายุมาก ดานลางม ีกานสปอร (pedicel หรือ stalk) 

ความยาว 5-20 m ติดอยู เชนเดียวกับ ไอโซเลท  แยกไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียน ที่สปอรมี

ปุมนนูที่ปลาย เมื่อสปอรแกจะหลุดจากกานชูสปอร พรอมมีกาน ส้ันๆ ความยาว 2.5 m ติดอยู 
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สปอรมีรูปราง รีๆ L : B ratio = 1.8 : 1 แตไอโซเลทอ่ืน เชื้อสราง sporangia นอย หรือไมสราง 
sporangia บนผิวอาหารแข็ง CA ตองตัดชิ้นเช้ือที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แลวแชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือ
แลว ทิง้ไว 24-36 ชั่วโมง เช้ือสราง sporangia จํานวนมากในน้ํา ม ี รูปคอนขางกลม รูปแพรหรือ
กลม มีปุมนูนชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.1-1.2 : 1 สปอรติดแนนกับเสนใย สปอรผนังหนา 
ยกเวน ไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางสปอรรูปรางแตกตางจากทกุไอโซเลท (ตารางที่ 2) 
  2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp.  
 ผลการศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp. โดยการวางเช้ือ 
unknown และ รา Phytophthora spp. มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 
(P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และ mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกว
หนามา) โดยวางช้ินเช้ือคนละดานในจานเล้ียงเชื้อ เพื่อหา mating type ของราทุกไอโซเลท ในคร้ัง
นี้ พบ รา Phytophthora spp. จํานวน 8 (9)            ไอโซเลท คือ 45 LK Kr B 1 R, 48-Eg-BK-1-
F, 47 Pi-Pr K 1 L, 49 Ct Kp 1 R, 48-An- PhK 2 L, 49 An Lpa 1 L, 51 An PB 1 L, 51 MP BK 
1 S และไอโซเลทจากทเุรียน เปน matting type A1 รา Phytophthora spp. จํานวน 9 (11) ไอ
โซเลท คือ 47-Dr-Ph B 1 L, 51 Pl Pb R 1 L, 49-Eg-CM 2 S, 48-Km-BaK 1 S, 49 Km Pb R 1 
S, 49 Pi Pb R 1 L, 49-Or Na p 1 L, 47-Or-Pa T 2 L, 46-An-Ba K 1 L, 46-An- NaP 1 L และ 
49 An Lpa 2 L เปน matting type A2 สปอรผนังหนาเกิดจากการผสมทางเพศ (oospore) เปนรา
ที่จะตองผสมตางเพศตางเสนใย (heterothallic fungus) เพศเมีย (oogonium) เพศผู 
(antheridium) เพศผูจะอยูใตเพศเมีย (amphigynous antheridium) สวนไอโซเลท 49-Or CM 2 L 
จากกลวยไมรองเทานารีอินทนนท และ48-An- PhK 1 L, เปน homothallic fungus คือ เกิด 
oospore โดยไมตองผสม สวนไอโซเลทที่ไมพบ mating typeจํานวน 11 ไอโซเลท คือ 49-PR CB 1 
S, 49 –PR PB 1 S, 49-Eg-CM 1 F, 49-Eg-CM 3 F, 48-Pi-RY 2 S, 48-Or-Ra Y 1 L, 49-Or CM 
3 L, 49-Or CM 4 L, 51 Or Pb R 1 S, 51 Or PB 1 L และ 48-An-Ch B 1 L  (ตารางที่ 2) 

mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และรา P. palmivora มาตรฐาน 
mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกวหนามา) จึงใชรา P. palmivora มาตรฐาน 2 ไอ
โซเลทดังกลาวในการศึกษา mating type ของ รา Phytophthora ในคร้ังนี ้ 

ในการศึกษา mating type ผลที่ไดคือ เซลลสืบพันธุ oogonia, antheridia, oospores ซึ่ง
บางคร้ังอาจใชประโยชนจากลักษณะและรูปรางของเซลลสืบพันธุ เปนลักษณะอีกลักษณะหนึง่ที่ใช
จําแนกชนิดของ Phytophthora ได (Waterhouse, 1970) ตําแหนงของ antheridia อยูตรงสวนไหน
ของ oogonia ผลการศึกษาคร้ังนี้พบวา ผิวของ oogonia เรียบ antheridia อยูดานใต หรือ ฐาน
ของ  oogonia เปนแบบ amphigynous antheridium ซึ่งเปนลักษณะประจําของ รา P. parasitica 
(ทว,ี 2545) ในการทดสอบคร้ังนี้ยงัพบ Phytophthora ไอโซเลทท่ีไมผสมกับทัง้ A1 และ A2 อาจ



 1189 

เนื่องจากเปน  Phytophthora ตางชนิดกนัทําใหไมสามารถเขากันได แตเนื่องจากการทดสอบคร้ังนี้
พบ รา P. parasitica ทั้ง  mating type A1 และ mating type A2 จึงสมควรนําราทัง้สอง mating 
type มาทดสอบอีกคร้ัง เพือ่ใชเปน mating type มาตรฐานของรา P. parasitica ได 
 
3. การจาํแนกชนิดรา Phytophthora spp.  

ผลการจําแนกชนิดราทีน่ํามาศึกษา โดยเปรียบเทยีบ ลักษณะการเจริญของเสนใย 
ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอรชนิดตาง ๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, 
antheridia และ oospores) ของรา Phytophthora กับคูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ 
Stamps et al (1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996) และ จาํแนกชนดิรา Pythium 
spp. กับคูมือการจําแนกชนดิ Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสารวิชาการ
ของ Robertson (1980) พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกจากหนายางพารา (จากจังหวดั
จันทบุรี) คือรา P.botryosa ไอโซเลท 49-Or CM 2 L ที่แยกไดจาก กลวยไมรองเทานารีอินทนนท 
คือ รา P. heveae ไอโซเลทท่ีแยกไดจากรากเนาโคนเนาทุเรียน คือ P. palmivora และ ไอโซเลท 
48-An- PhK 1 L ที่แยกไดจากหนาวัว คือ รา Pythium sp. สวนราไอโซเลทอื่น ๆ คือรา P. 
parasitica 

รา P. botryosa เปนสาเหตุโรคใบรวง (leaf fall) และฝกเนา (pod rot) ของยางพารา ใน
ประเทศมาเลเซีย และไทย ซึ่งเช้ือนีเ้ปนสาเหตุของโรคฝกเนาของโกโกดวย (Erwin and Ribeiro, 
1996) สําหรับในประเทศไทยพบการเขาทําลายบนตนยางพารา ทาํใหเกิดโรคใบรวง และโรคฝก
เนา และโรคเสนดํา หรือ เส้ียนดํา (Black stripe) ที่ทาํลายหนายางเสมอ ๆ ในแปลงปลูก (อมรรัตน
, 2551)  

รา P.  heveae  มีการรายงานคร้ังแรก เมื่อป ค.ศ. 1929 เปนสาเหตุโรคเสนดํา (black 
stripe) ของยางพารา (Heveae rubber) ในประเทศมาเลเซีย ตอมาพบรายงานการระบาดของรานี้
กับพืชหลายชนิดในหลายประเทศ เชน ประเทศบราซิล ออสเตรเลีย นิวซีแลนดและสหรัฐอเมริกา 
นอกจากนีม้ีรายงานการเกดิโรคยอดเนายอดดวนของมะพราวในประเทศไอเวอร่ีโคสท (Erwin and 
Ribeiro, 1996) อมรรัตนและคณะ (2550) รายงานคร้ังแรกที่พบ รา P. heveae บนกลวยไม
รองเทานารีอินทนนทในประเทศไทย 

รา P. palmivora เปนสาเหตุของโรครากเนา (root rot) โคนเนา (stem rot) แคงเกอร 
(canker) ใบไหม (leaf blight) ยอดเนา (shoot rot) เหีย่ว (wilt) ผลเนา (fruit rot) กลาเนา 
(seedling rot) ใบจุด (leaf spot) มีพืชมากกวา 138 ชนิด ที่เปนพชือาศัยของราตัวนี้ พืชที่สําคัญๆ 
เชน โกโก มะพราว ยางพารา พริกไทย สาเก สับปะรด ปาลมน้ํามนั มะละกอ ทเุรียน มะมวงหิม
พานต กลวยไม (อมรรัตน, 2552) 
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รา P. parasitica เปนสาเหตุโรคพืชในแหลงปลูกประเทศตาง ๆ ในเขตรอนและกึ่งรอน 
สหรัฐอเมริกา อินเดีย ญ่ีปุน ไตหวนั อารเจนตินา เวนิซเูอลา อิหราน อินโดนีเซีย มาเลเซีย 
ฟลิปปนส เมก็ซิโก เมยีนมา ทาสมาเนีย เยอรมนัน ีบราซิล เปอรโตริโก เปอรตุเกส จาไมกา และ
ประเทศไทย (ทว,ี 2549)  
 
4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

ผลการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมของรา Phytophthora 
spp. จากพืชอาศัย 6 ชนิด ไดแก ยางพารา (จากจงัหวัดปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม 
และ สม และ Pythium sp. จากหนาววั ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย microsattlelite ไพรเมอร 
จํานวน 9 คู ซึ่งเปนไพรเมอรที่ใชสําหรับการจาํแนกรา Fusarium oxysporum complex 
Steenkamp et al., (2005) ไดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 220 แถบ วิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธกุรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e และวิเคราะหคา bootstrap จํานวนสุม 1000 คร้ัง ดวย
โปรแกรม winboot คา bootstrap มีความสัมพนัธกบัความเชื่อมั่นจากการวิเคราะหสายสัมพันธ
ทางววิัฒนาการ คา bootstrap 85-100% แสดงถึงความเช่ือมัน่สูง คา bootstrap 71-84% แสดง
ถึงความเช่ือมัน่ปานกลาง และคา bootstrap 50-70% แสดงถึงความเชื่อมั่นระดับตํ่าของสาย
สัมพันธทางววิัฒนาการ (Richardson et al. 2000) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora 
spp. ออกจากรา Pythium sp. ที่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A 
เปนรา P. parasitica จากยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด 
สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรค
กลวยไมรองเทานารี มีคา bootstrap เปน 100% สําหรับรา P. haveae เปนไอโซเลททีเ่ปนสาเหตุ
โรคในพืชยางพารา แตสามารถเขาทําลายกลวยไมได และมีลักษณะของสปอรคลายกับรา P. 
parasitica ซึ่งจะตองมกีารศึกษาจําแนกโดยใชคุณสมบัติตาง ๆ มากข้ึน กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม และรา P. parasitica ไอโซเลทจากกลวยไม จ.ปทุมธาน ี ซึง่มคีา 
bootstrap สูง 96-97% ดังนั้นมีความเปนไปไดในการจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาวา ไอ
โซเลท Or-PaT1L อาจเปนรา P. palmivora ได (ภาพท่ี 1) ทั้งนี้ไมพบรูปแบบความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมที่ชดัเจนกับพืชอาศัยหรือแหลงปลูกพืช  

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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 ลายพมิพดีเอ็นเอรา Phytophthora จากพืชอาศัย 9 ชนิด ไดแก ยางพารา (ยางพารา
ฉะเชิงเทรา คือจากจงัหวัดปราจีนบุรี) กลวยไม หนาววั เดหลี หมากผูหมากเมยี สะระแหน สม 
มะเขือ และลองกอง  พบวาไพรเมอร EAC+MAG และ EAG+MAC ใหรูปแบบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจน 
ไดแถบดีเอ็นเอขนาดใหญ และแถบดีเอ็นเอที่จาง แตคูไพรเมอร EA+MAAC สามารถใหลายพิมพดี
เอ็นเอทีชั่ดเจน สามารถจําแนกแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตางกนั (polymorphic band) รวม 65 
แถบ (ภาพที ่2) วิเคราะหขอมูลโดยโปรแกรม NTsys 2.22e แบงออกไดเปน 7 กลุม (ภาพที่ 3) ดังนี้ 
กลุม A มีราไอโซเลทสาเหตุโรคเนาดําหรือเนาเขาไสกลวยไม 4     ไอโซเลท กลุม B ประกอบดวยรา
สาเหตุโรคเนาดําหนาวัว 5 ไอโซเลท ยกเวนไอโซเลทจากกรุงเทพฯ ซึง่ไมมีความสัมพันธกับไอโซเล
ทอ่ืน โดยมีขอมูลเพิ่มเติมวาเปนไอโซเลททีส่ามารถกอใหเกิดโรคไดรุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจาก
มะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจากยางพาราและสม กลุม E, F และ G เปนไอ
โซเลทจากหมากผูหมากเมีย ลองกอง และหนาวัว ตามลําดับ ลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP 
ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง มีคา similarity ต้ังแต 12-95% แตสามารถจําแนก
ราที่เขาทําลายพืชอาศัยชนดิเดียวกนัอยูดวยกนัได ตัวอยางคือ กลุม A และ B ที่จัดกลุมเช้ือที่มี
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของพืชอาศัยของกลวยไมและหนาวัว ตามลําดับ แตไอโซเลทของ
กลวยไมจัดกลุมอยูดวยกันที่คา similarity ตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต แมวาจะแยกเกบ็จากแหลงปลูก
ในจังหวัดเชยีงใหมเชนเดียวกัน มีการจัดกลุมรา P. parasitica ในกลุมเดียวกับ P. havaea ที่คา 
similarity สูงถึง 75% และมีคา bootstrap สูงถงึ 98% โดยมีขอมูลการจําแนกทางสัณฐานวิทยาวา
เปนรา P. haveae (เปนไอโซเลทที่เปนสาเหตุโรคในยางพารา) ทัง้นี้ควรจะตองมีการจําแนกโดย
คุณสมบัติอ่ืนเพิ่มเติมเพื่อความชัดเจนในการจําแนก species ไอโซเลทของหนาวัวจากลําปางมี
ความคลายกนัสูงกวา 80 เปอรเซ็นต similarity แตไอโซเลทจากภูเก็ตแตกตางกนั และไอโซเลทจาก
กรุงเทพฯ มีความแตกตางจากไอโซเลทจากแหลงอ่ืนๆ ทีค่า similarity 12 เปอรเซ็นต  

จากการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหจัดกลุมเช้ือตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-
PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจน 
ในขณะที่ลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP สามารถแสดงความสัมพันธของลักษณะทาง
พันธุกรรมกับพืชอาศัย คือพืชอาศัยชนิดเดียวกันจะมีลายพิมพดีเอ็นเอคลายกัน ซึ่งใหผล
เชนเดียวกับรายงานของ ศรีสุข และคณะ (2544) ที่ใชเทคนิค RAPD ในการจัดกลุมรา 
Phytophthora โดยสามารถจําแนกราจากทุเรียน 3 ไอโซเลท ที่ความเหมือนกัน 70 เปอรเซ็นต แต
ไอโซเลทจากกลวยไมจัดรวมในกลุมเดียวกับสมและพริกไทย ที่ความเหมือนกันเพียง 25   
เปอรเซ็นต ทั้งนี้เทคนิค AFLP นับวาเปนเทคนิคที่มีประโยชน สามารถใชในการศึกษาลักษณะทาง
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พันธุกรรม ใหขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม ทั้งในการศึกษาเพื่อการจําแนกชนิดเช้ือรา 
แบคทีเรีย และพืช  

 
สรุปผลการทดลอง 

 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา จาก 14 จังหวัด 
ทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา แลวจําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท 
เปนสาเหตุโรคเนาของพืชที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไม
รองเทานารีอินทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน รา P. botryosa 
เปน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาววั  
 ลายพมิพดีเอ็นเอของราที่แยกไดจากตางพชือาศัยและแหลงปลูกพืช วิเคราะหจัดกลุมเช้ือ
ตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทาง
พันธกุรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางพืชอาศัยหรือแหลงปลูก แตลายพิมพดีเอ็นเอโดย
เทคนิค AFLP บางกลุมสามารถแสดงความสัมพนัธของลักษณะทางพันธุกรรมกบัพืชอาศัย และ
แหลงปลูกพืช  ไมพบความสัมพันธทางพนัธุกรรมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ 
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ตารางที่ 1 ไอโซเลทของรา Phytophthora spp. สาเหตุโรคพืช จากพืน้ที่เพาะปลูกของ

ประเทศไทย (ป พ.ศ. 2545-2551) 
 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
1 หมากผูหมากเมีย 

(Dr=Dracaena 
Palm) 

471-Dr2-Ph B3 14 L5 ใบไหม เพชรบูรณ 

2 เดหลี  
(Pl = Peace lily) 

51 Pl Pb R 1 L ใบไหม อ.เมือง เพชรบุรี 

3 ยางพารา 
(PR = Para 
Rubber) 

49-PR CB 1 S หนายางเนา จันทบุรี (P.botryosa) 

4 ยางพารา 49 –PR PB 1 S  หนายางเนา ศูนยวิจยัยาง ปราจีนบุรี 
5 ลองกอง ลูก ู

LK=Long Kong 
45 LK Kr B 1 R รากเนา บานนายยวนไทย  

ต.เขาใหญ อ.อาวลึก กระบ่ี 
6 ทุเรียน 

Du = Durian 
46-Du-CB 4 S รากเนาโคนเนา 79 ม.2 ต.อางคีรี อ.มะขาม          

จ.จันทบุรี 
7 มะเขือ 

Eg = Egg-plant 
48-Eg-Ba K-1-F 
มะเขือมวงผลเล็ก 

ผลเนา 
 

ดานพชืสงออก ดอนเมือง 
กรุงเทพ ฯ 

8 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 1 F 
มะเขือมวงผลใหญ 

ผลเนา นางอํานวย ใจคํา 43 หมู 3 ต.
ทุงขาวพวง อ.เชียงดาว 
เชียงใหม 

9 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 2 S 
มะเขือมวงผลเล็ก 

รากเนา 
โคนเนา 

บริษัท ยูเนีย่นเพลส ต.ทุงขาว
พวง  
อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม 

10 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 3 F 
มะเขือยาว 

ผล บานปางดะ  อ.สะเมงิ จ.
เชียงใหม 



 1196 

ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
11 สะระแหน 

Km = Kitchen  Mint 
48-Km-BaK 1 S กาน เนาดํา  

ใบไหม 
รานแหนมเนือง   
ดอนเมือง กรุงเทพ ฯ 

12 สะระแหน 
 

49 Km Pb R 1 S กาน เนาดํา  
ใบไหม 

แปลงผัก รานอาหารแซบอีหลี  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

13 สับปะรด 
Pi = Pineapple 

47 Pi-Pr K 1 L 
พันธุปตตาเวยี 

โคนใบ (เนาแหง) กม.5 ปากน้ําปราณ   
อ.ปราณบุรี ประจวบคีรีขันธ 

14 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

49 Pi Pb R 1 L 
 

โคนใบ (เนาเละ) บานหวยทรายใต  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

15 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

48-Pi-RY 2 S 
 

แกนกาน 
โคนตนเนา 

แปลงผูใหญบาน ต.มาบยางพร  
อ.ปลวกแดง จ.ระยอง 

16 สม Ct = citrus 
พันธุเขียวหวาน 

49 Ct Kp 1 R 
 

รากเนา กําแพงเพชร 

17 กลวยไมหวาย 
Or = Orchid 

48-Or-R Y 1 L 
 

โคนใบเนา อ.เมือง จ. ระยอง 

18 กลวยไม Mokara 49-Or Na p 1 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

สุวิทย ล้ิมโปเจริญสุข 77/6 ม.1 
ต.บางแกวฟา อ.นครชัยศรี 
นครปฐม 

19 กลวยไม 
รองเทานารีอินทนนท
(กลาเพาะจาก
เนื้อเยื่อ) 

49-Or CM 2 L 
 

ตนกลา 
ใบ โคนใบเนา  
 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 
ต.หนองควาย อ.หางดง  
จ.เชียงใหม (P. heveae) 

20 กลวยไมรองเทานารี
เหลืองกาญจน 

49-Or CM 3 L 
 

ตนโต  
ใบ โคนใบเนา 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 

21 กลวยไมเอ้ืองกุหลาบ
กระเปาเปด 

49-Or CM 4 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม  

22 กลวยไม 47-Or-Pa T 2 L ใบจุด 
 

อ.เมือง ปทมุธาน ี

23 กลวยไมMokara 51 Or Pb R 1 S 
 

ตนเนา รังกลวยไมวทิยาลัยเกษตรกรรม
เพชรบุรี อ.เมอืง เพชรบุรี (A1) 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
24 กลวยไมVanda 51 Or PB 1 L 

 
ตนเนา 
 

รังกลวยไมบริษัท PSP  อ.เมือง 
ปราจีนบุรี (นยิมรัฐ) (A2) 

25 หนาววั 
An = Anthurium 

46-An-Ba K 1 L ใบไหม อ.มีนบุรี  กรุงเทพฯ 

26 หนาววั 46-An- NaP 1 L ใบไหม อ.พทุธมณฑล นครปฐม 
27 หนาววั 48-An- PhK 1 L กานหนาวัว ภูเก็ต 1 
28 หนาววั 48-An- PhK 2 L กานหนาวัว ภูเก็ต 2 
29 หนาววั 

 
49 An Lpa 1 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ.ลําปาง 
30 หนาววั 

 
49 An Lpa 2 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ. ลําปาง 
31 หนาววั 

 
51 An PB 1 L ใบไหม เนา รังกลวยไมบริษัท PSP อ.เมือง 

ปราจีนบุรี  
32 หนาววั 48-An-Ch B 1 L ใบ อ.เมือง ชลบุรี 
33 แพงพวยฝร่ัง 

Mp = Madagascar 
periwinkle 

51 MP BK 1 S โคนเนา แปลงทดลอง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
บางเขน กรุงเทพ ฯ  

หมายเหตุ  1- ป พ.ศ. ที่เก็บตัวอยาง 
2- ชนิดพืชที่เปนโรค 

หมากผูหมากเมีย  Dr=Dracaena Palm เดหลี Pl = Peace lily 
ยางพารา PR = Para Rubber ลองกอง ลูก ู LK=Long Kong 
ทุเรียน Du = Durian มะเขือ Eg = Egg-plant 
สะระแหน Km = Kitchen Mint สับปะรด Pi = Pineapple 
สม Ct = citrus กลวยไม Or = Orchid 
หนาวัว An = Anthurium แพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) Mp = Madagascar periwinkle 

3-- จังหวัดที่เก็บตัวอยางโรค  
กรุงเทพฯ BK = Bangkok ปทุมธานี Pa T = Pathumthani 
นครปฐม NaP = Nakhonpathom ปราจีนบุรี PB = Prachinburi 
ระยอง  Ra Y = Rayong  จันทบุรี  CB = Chanthaburi 
เพชรบูรณ Ph B = Petchbun เพชรบุรี  Pb R = Petchburi 
ประจวบคีรีขันธ Pr K = Prachuapkhirikhan กระบ่ี Kr B = Krabi 
ภูเก็ต PhK = Phuket กําแพงเพชร Kp = Kamphaengphet 
ลําปาง Lpa = Lampang เชียงใหม CM = Chiangmai 
 4 – ลําดับไอโซเลทที่แยกไดในจังหวัดนั้น 
 5 – สวนของพืชที่เปนโรค 

ใบ L = Leaf ราก R = Root 
ลําตน S = Stem ผล F = Fruit 

เชน 
471-Dr2-Ph B3 14 L5 คือ ไอโซเลท รา Phytophthora spp. สาเหตุโรคใบไหมหมากผูหมากเมีย เก็บจากจังหวัดเพชรบูรณ 

ไอโซเลทที่ 1 แยกไดจากใบ เปนตน 
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ตารางที่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลทรา Phytophthora spp. ที่แยกจากพืชตาง
ชนิด 
 
ที่ ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี L:B ratio ของสปอร mating type 
1 47-Dr-Ph B 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
2 51 Pl Pb R 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A2 
3 49-PR CB 1 S  คลายเสนใยแมงมุม ฟูมากที่สุด 1.5 : 1 (P.botryosa) - 
4 49 –PR PB 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
5 45 LK Kr B 1 R คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
6 46-Du-CB 4 S คลายดอกรักเร 1.8 : 1 P. palmivora A1 
7 48-Eg-Ba K-1-F คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 
8 49-Eg-CM 1 F คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 - 
9 49-Eg-CM 2 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
10 49-Eg-CM 3 F คลายเสนใยแมงมุม 1.11 : 1 - 
11 48-Km-BaK 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2   
12 49 Km Pb R 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.15 : 1 A2 
13 47 Pi-Pr K 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
14 49 Pi Pb R 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.17 : 1 A2 
15 48-Pi-RY 2 S คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 - 
16 49 Ct Kp 1 R คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
17 48-Or-Ra Y 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
18 49-Or Na p 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
ที่ ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี L:B ratio ของสปอร mating type 
19 49-Or CM 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.29 : 1 (P. heveae)  homogynous 
20 49-Or CM 3 L คลายเสนใยแมงมุม 1.12 : 1 - 
21 49-Or CM 4 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
22 47-Or-Pa T 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
23 51 Or Pb R 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.13 : 1 - 
24 51 Or PB 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
25 46-An-Ba K 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
26 46-An- NaP 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
27 48-An- PhK 1 L คลายเสนใยแมงมุม Pythium sp. homogynous 
28 48-An- PhK 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 
29 49 An Lpa 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.16 : 1 A1 
30 49 An Lpa 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.17 : 1 A2 
31 51 An PB 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
32 48-An-Ch B 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.14 : 1 - 
33 51 MP BK 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 



 1200 

 

 
 
ภาพที่ 1  Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธกุรรมรา Phytophthora  และ 

Pythium จากพืชอาศัย 6 ชนิด   ใชขอมูลลายพมิพดีเอ็นเอ สังเคราะหดวย ไพรเมอร microsatellite 
primers (คาวเิคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)   วเิคราะหดวย NTSYS-pc. version 2.22e  
ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คาวิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามา
แสดง)    
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              1 2 3 4      5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19  

                                
 
ภาพที่ 2 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ รา Phytophthora spp. โดยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอร  

E+A/M+AAC ตรวจแถบดีเอ็นเอบน 6% Acrylamide gel ยอมดวย Silver nitrate 
       1. 49 Or-Cm 2 L 2. 49 Or-Cm 3 L 3. 49 Or-Cm 4 L 4. 47 Or PaT 2 L 5. 48 An-PhK 2L 
       6. 48 An-PhK 2L 7.49 An-Lpa 1 L 8. 49 An-Lpa 2 L 9. 51 An-PB 1 L 10. 51 An-PB 1 L 
      11. 46 An-BaK 1 L 12. 47Dr-Ph B 1 L 13. 45 LK-Kr B 1 R 14. 48 Eg-BaK 1 F 
      15. 48 Km-PbR 1 S 16. 51 Deli 17. CHARub 18. 49 Citrus 1 R 19. 49 Citrus 1 R
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ภาพที่ 3  Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธกุรรมรา Phytophthora  จากพืช

อาศัย 9 ชนิด   ใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ AFLP โดยไพรเมอร E+A/M+AAC วิเคราะหดวย 
NTSYS-pc. version 2.22e     ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คา
วิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)     
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ลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือรา Phytophthora capsici สาเหตุโรคลําตนไหม 
ของพริก 

DNA Fingerprinting of Phytophthora capsici, Causal Agent of Chilli 
 Pepper Blight 

    
ศรีสขุ  พูนผลกลุ1    ศิริพงษ  คุมภยั1    ขนษิฐา  วงศวัฒนารัตน2                                     

1สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช      2สํานกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชวีภาพ  
 

 
บทคัดยอ 

 
   การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอของเช้ือรา Phytophthora  capsici สาเหตุโรคลําตนไหมของพริกเพือ่ 
ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของเชือ้ราในแตละแหลงปลูกและกําหนดขอบเขตของศัตรูพืช
กักกนั  ดําเนินการเก็บไอโซเลทของเช้ือราจํานวน  15 ไอโซเลท จากแหลงปลูกพริกของจังหวัด
เชียงใหม เชยีงราย สกลนคร  เพชรบูรณและหนองคาย ระหวางป 2550-2551  การศึกษาใน
หองปฏิบัติการกรมวิชาการเกษตร ป 2552 โดยการใช RAPD primers  และ  microsattlelite  
primers   260  สาย   เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P.capsici  และเช้ือราเปรียบเทียบ ( P. 
palmivora , Pythium  aphanidermatum ) ผลของการสังเคราะหสายดีเอ็นเอของเช้ือราพบวา 
primer 56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราทัง้ 3 ชนิดได primer 15 สาย ใหผลความแตกตาง
ของแถบดีเอ็นเอ  การจําแนกกลุมของแถบดีเอ็นเอ ได 3 กลุม ไดแก P. capsici 12 ไอโซเลท จาก
เชียงใหม  เพชรบูรณ และสกลนครเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต   เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จาก
เชียงรายเหมือนกนั 100  เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici 12 ไอโซเลท 95 เปอรเซ็นต   
P. capsici จากหนองคาย เหมือนกันกับเชื้อรากลุมที่ 1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เช้ือรา P.  
palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกบัเชื้อรา P. capsici ทั้ง 3 กลุม 
30 เปอรเซ็นต การจัดกลุมลายพมิพดีเอ็นเอที่ไดสอดคลองกบัความรุนแรงของโรคบนพืชอาศัย 
 

 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง    09-01-49-02-01-01-10-50 
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คํานํา 
เชื้อรา Phytophthora capsici สาเหตุโรคลําตนไหมของพริกเปนเชื้อราหนึ่งที่ทาํความ

เสียหายตอการปลูกพริกในประเทศไทย (ศรีสุข, 2548)  มีรายงานความเสียหายของพริกตอโรคนี้
ในประเทศจีน เกาหลี และอินเดียซ่ึงเปนแหลงผลิตพริกที่สําคัญ (CABI,2003) เชื้อราสามารถติดไป
กับผลพริก ลําตน ใบ และรากของพืชอาศัย และถูกจดัวาเปนเช้ือรากักกนัพืช มีการศึกษาจําแนก
สายพนัธุ (physiological race)โดยการใชพืชอาศัย  แตไมพบวามีความสัมพันธระหวาง
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคและพืชอาศัย  
( Polach and Webster,1972)   

การศึกษาสัณฐานวิทยาของเช้ือรา 84  ไอโซเลท ดวยการใช isozyme พบวาแบงออกได 3 
กลุม กลุมที ่1 เปนเชื้อราที่แยกไดจากพืชตระกูลมะเขือ  พืชตระกูลแตง  พริกไทย และโกโก กลุมที่ 
2 เปนเช้ือราทีแ่ยกไดจากพชืเขตรอน ไดแก พริกไทย มะละกอ มะคาดาเมียและยางพารา และเช้ือ
ราจากรัฐฮาวายในสหรัฐอเมริกา  กลุมที่ 3 เปนเช้ือราที่แยกจากโกโกของประเทศบราซิล 
(Oudemans and Coffey, 1991) การศึกษาเช้ือรา P. capsici  ที่แยกไดจากพริกดวยการใช
เทคนิค RFLP สามารถจัดกลุมของแถบดีเอ็นเอออกได 4 กลุม (Hwang et al., 1991) ในประเทศ
ไทยมีการจําแนกสายพันธุของเชื้อรานี้ดวยการใชพชือาศัยมาตรฐาน 11 สายพนัธุ (differential 
hosts)  พบวาเชื้อรานี้เปน pathotype ที่ 3 (ศรีสุข, 2550) การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอของเช้ือรา P. 
capsici  คร้ังนี้เพื่อใชประโยชนในการพิจารณาความหลากหลายทางชีวภาพของเชือ้ราที่แยกไดใน
แตละแหลงปลูกของประเทศสําหรับกาํหนดขอบเขตของศัตรูพืชกักกนั  และเพือ่ใชเปนหลักฐาน
อางอิงสําหรับการใชดีเอ็นเอตัวตรวจที่จะมกีารพัฒนาข้ึนจากขอมูลที่ไดจากการศึกษาคร้ังนี ้ 

 
อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ  
1.  เชื้อรา Phytophthora capcisi  15 ไอโซเลท จากจังหวัด  เชียงใหม เพชรบูรณ 
      หนองคาย สกลนคร และเชียงราย 
2.   เชื้อรา P.  palmivora  2 ไอโซเลท   (แยกไดจากรากสมจังหวัดสมทุรสาคร และ 
       รากทุเรียนจังหวัดจนัทบุรี) 
3    เชื้อรา Pythium aphanidermatum   สาเหตุโรคลําตนเนาของพริกที่แยกเช้ือไดจาก 
      ตนพริกในแหลงปลูกจังหวัดนครราชสีมา 
4.  RAPD primers, microsattlelite  primer  ( Univerity of British Columbia,  
     Canada,ชุด 1 และ ชุด  9 ) จํานวน 200  primers และ Operon  primers จํานวน 60 

primers 
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5.  อุปกรณในหองปฏิบัติการโรคพืช   
6.   อุปกรณและสารเคมีสําหรับงานวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ  

วิธีการ 
 รวบรวมตนพริกที่แสดงอาการลําตนไหมจากแหลงปลูกพริก อําเภอแมริม และ  อําเภอสัน

ทรายจังหวัดเชียงใหม  อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ  อําเภอพรรณานิคม จังหวัดสกลนคร 
อําเภอเมือง และ อําเภอเชียงแสน จงัหวัดเชียงราย และ อําเภอเมือง จงัหวดัหนองคาย ซึ่งมีการ
ระบาดของโรคและแยกเชื้อรา   P. capsici  บริสุทธิ์ดวยอาหารเล้ียงเชื้อจําเพาะ (RNV) ตรวจสอบ
ความสามารถในการทําใหพริกเปนโรคและ สายพนัธุของเช้ือราโดยใชพันธุพริกทดสอบ 9 พนัธุ 
ไดแก CM 334,PI 201232, CM 331, CNPH 703, PI 201238, PI 201234,, PI 189550, Early 
calwonder  และ PB 602  เพื่อใชเปรียบเทียบกับลายพมิพดีเอ็นเอที่สรางไดในภายหลัง 

แยกเช้ือรา P.  palmivora  บริสุทธิ์จากรากสมที่เก็บจากจังหวัดสมทุรสงคราม และ จาก
รากทุเรียนที่เก็บจากจังหวดัจันทบุรีดวยวิธีการเดียวกบัการแยกเช้ือรา P. capsici   

แยกเช้ือรา Pythium aphanidermatum   บริสุทธิ์จากรากพริกที่เก็บจากจังหวัด
นครราชสีมาดวยวธิีการเดียวกับการแยกเช้ือรา P. capsici   

 เพิ่มปริมาณเสนใยของเช้ือราทั้ง 18 ไอโซเลท ดวยอาหารเหลว V-8  เปนเวลา 14 วัน    
กรองเสนใย  ลางดวยน้าํกล่ันนึง่ฆาเชื้อหลาย ๆ คร้ัง ผ่ึงเสนใยใหแหง  นําไปบดใหเปนผงละเอียด 

นําผงของเสนใยไปสกัดดีเอ็นเอดวยการใชวิธีการสกัดของ Murray  and Thompson 
(Murray and Thompson, 1980) ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทธานอล แอลกอฮอร 70% เก็บดีเอ็นเอ
ที่สกัดไดในสารละลาย TE และนําไปเก็บในตูปรับอุณหภูมิ   4 องศาเซลเซียส   เพือ่นําไปใชศึกษา
ตอไป 

นําดีเอ็นเอที่เก็บรักษาไวมาวัดความเขมขนดวยเคร่ืองอานความเขมขนของดีเอ็นเอ ปรับ
ความเขมขนดีเอ็นเอตนแบบที่  25 นาโนกรัม เพื่อใชในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ  การเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอ (thermal cycler, Perkin-Elmer 9700) โดยใช RAPD primer 
ชนดิ 10 bases จํานวน 160 สาย (UBC primers ชุด 1 และ Operon primers) และ 
microsattlelite  primer จํานวน 100 สาย (UBC primers ชุด 9) โปรแกรมสังเคราะหดีเอ็นเอใชที่
อุณหภูมิของการสังเคราะหดีเอ็นเอ ที่ 94 องศาเซลเซยีส   นาน 1 นาที   ที่ 35 องศาเซลเซยีส   
นาน 1 นาท ีและ  ที ่72 องศาเซลเซียส   นาน 2 นาท ีจาํนวน 40 รอบ ตอจากนัน้เพิ่มสายดีเอ็นเอ
ตอที่  72 องศาเซลเซียส   นาน 7 นาท ีเกบ็ผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดที ่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส   นาํ
ผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการสังเคราะหไปตรวจผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis  ซึ่งมี
ความเขมขนของ agarose ที่  1 % ในสารละลาย  ethidium bromide ถายภาพดวยเคร่ือง
ถายภาพ นําภาพถายดีเอ็นเอที่ปรากฏไปนับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได คํานวณขอมูล
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แถบดีเอ็นเอดวยโปรแกรม NYSYS.PC   ผลจากการคํานวณไดขอมูลของลายพมิพดีเอ็นเอที่
ตองการ เปรียบเทยีบลายพิมพดีเอ็นเอทีส่รางไดกับขอมูลเบ้ืองตนของสายพนัธุเชื้อรา P. capsici 
ที่ไดจากการเกิดโรคบนพนัธุพริกทดสอบ 
 
ระยะเวลาการดําเนินงานและสถานทีท่ําการทดลอง 

ระยะเวลา    ตุลาคม  2550 –  กนัยายน 2552 
สถานที ่     กลุม วิจัยโรคพืช  สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพชื  และสํานกัวิจยัพฒันา 
                เทคโนโลยีชีวภาพ 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

เก็บตัวอยางเชื้อรา P.  capsici  สาเหตุของโรคลําตนไหม จังหวัดเชียงใหม  หนองคาย  
สกลนคร   เพชรบูรณ และเชียงราย  ได 10,  1,  1,  1  และ  2  ไอโซเลท ตามลําดับ รวม 15  ไอ
โซเลท ตรวจสอบความสามารถในการทาํใหพริกเปนโรคพบวาเช้ือรา 10 ไอโซเลท เชียงใหมทาํให
พริกพนัธุจนิดาเปนโรครุนแรงระดับ  4   เช้ือราไอโซเลทเพชรบูรณ ทําใหพริกพันธุจินดาเปนโรคปาน
กลางระดับ  3.5 เชื้อรา 4 ไอโซเลทจากจังหวัดเชียงราย หนองคายและสกลนคร ทําใหพริกพนัธุ
จินดาเปนโรคตํ่าระดับ  2.5 

เมื่อใช RAPD primers และ  microsattlelite  primer   จํานวน 260  สาย ในการ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอของเชื้อรา และปฏิบัติไดผลเชนเดียวกนั 3 คร้ังการทดลอง  พบวา primer 
56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P. capsici  ได แต primer เพียง 15 สาย  ที่ใหผลความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอ นําแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัไปคํานวณดวยโปรแกรม NYSYS.PC ได
กราฟแสดงความสัมพันธของเช้ือรา  P. capsici ออกเปน 3 กลุม โดยพบวาเช้ือรา P. capsici 12 
ไอโซเลท จากจังหวัดเชียงใหม  เพชรบูรณ และสกลนครมีความเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นตกลุมที่ 2  
เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จากจังหวดัเชียงรายเหมอืนกนั 100  เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชือ้
รา P. capsici 12 ไอโซเลท ในกลุมที ่ 1 ถึง 95 เปอรเซ็นต กลุมที่ 3 เปนเช้ือรา P. capsici จาก
จังหวัดหนองคาย มีความเหมือนกนักับเชื้อรากลุมที่ 1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เชื้อรา P.  
palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทมีความเหมอืนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกับเชือ้รา P. capsiciทั้ง 
3 กลุมเพยีง 30 เปอรเซ็นต อยางไรกต็ามเชื้อรา Pythium aphanidermatum จากจังหวดั
นครราชสีมามคีวามแตกตางกับเชื้อรา P. capsici และเช้ือรา P.  palmivora  อยางมาก โดยพบวา
มีความเหมือนกับเชื้อราทัง้ 2 กลุมเพียง 25 เปอรเซ็นต 

การเปรียบเทยีบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือรา P. capsici 12 ไอโซเลท จาก 5 แหลงปลูก ที่
สรางไดนี้กับความสามารถของการทําใหพริกเกิดโรค พบวาเช้ือราที่มีความสามารถในการทาํให
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เกิดโรคสูง(จากจังหวัดเชยีงใหม) เชื้อราท่ีมีความสามารถในการทาํใหเกิดโรคต่ํา (จากจังหวัด
เชียงราย) ถกูจัดไวในกลุมเดียวกนั  และเช้ือรา ยกเวนเชื้อรา P. capsici ไอโซเลทเพชรบูรณทีม่ี
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคระดับปานกลาง ระดับ 3.5 และเช้ือรา รา P. capsici ไอโซเลทส
กลนคร ที่มีความสามารถในการทําใหเกดิโรคตํ่าระดับ  2.5 ถกูจัดไวในกลุมที่แสดงความสามารถ
ในการทําใหเกิดโรครุนแรงระดับ 4  สําหรับเชื้อรา รา P. capsici ไอโซเลทหนองคายที่มี
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคตํ่าระดับ  2.5 ไมถกูจัดไวในกลุมเดียวกับเชื้อราไอโซเลทอ่ืน ๆ  
ผลการศึกษานี้พบวาการจัดกลุมลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดสอดคลองกับความรุนแรงของโรคบนพชื
อาศัย 

 
สรุปผลการทดลอง  

โรคลําตนไหมของพริกเกิดจากเช้ือรา Phytophthora  capsici  จํานวน  15 ไอโซเลท จาก
แหลง 

ปลูกพริกของจังหวัดเชียงใหม เชียงราย สกลนคร  เพชรบูรณและหนองคาย   จําแนกสายพันธุดวย
พืชทดสอบ 11 ชนิดพบวาเปน Pathotype ที่ 3 มีความรุนแรงของโรคบนพริกพนัธุจนิดาวัดไดระดับ 
4 (รุนแรงมาก) เมื่อใช RAPD primers และ  microsattlelite  primer   จํานวน 260  สาย และ ใน
การสังเคราะหสายดีเอ็นเอของเช้ือราพบวา primer 56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P. 
capsici  ได primer 15 สาย ใหผลความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ  การจําแนกกลุมของแถบดีเอ็น
เอ ได 3 กลุม กลุมที่ 1คือ  P. capsici 12 ไอโซเลท จากเชยีงใหม  เพชรบูรณ และสกลนคร
เหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต กลุมที่ 2  เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จากเชยีงรายเหมือนกัน 100  
เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici 12 ไอโซเลท ในกลุมที่ 1 ถึง 95 เปอรเซ็นต กลุมที ่3 
เปนเช้ือรา P. capsici จากหนองคาย เหมือนกนักับเชือ้รากลุมที ่1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เชือ้รา 
P.  palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici ทั้ง 3 
กลุม 30 เปอรเซ็นต  การจัดกลุมลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดสอดคลองกับความรุนแรงของโรคบนพืช
อาศัย
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Fig. 1  Phylogenetic tree of 16 isolates of Phytophthora capsici  and 2 isolates of P.  
palmivora   constructed   with RAPD data by using  NTSYS.PC  program [P. capsici   
isolates; PMR  = MaeRim,  Chiangmai ; PSM = Sansai , Chiangmai;  PSK  =  
Sakonnakorn; PPB  =  Petchaboon;  PCR  = Chiangrai ; PNK  =  Nongkai , P. palmivora  
isolates; PSS = Samutsakorn ( from tangarine) ;  PJB = Chantaburi (from durian) PNR= 
Pythium  aphanidermatum  isolates from Nakornrachasima.
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Fig. 2   Random amplified polymorphic DNA(RAPD) profiles of amplification with primers 
UBC  
( Univerity of Britich Columbia)  848, 856,858,866,868,873,884,889. and 891 Phytophtora 
capsici   Lane 1-9= from MaeRim,  Chiangmai, Lane 10 =   from Sansai,  Chiangmai;   
Lane 11-12 = from Sakonnakorn, Petchaboon;  Lane 13-14   = Chiamgrai; Lane 15-16  P. 
pamivora; Lan17= Pythium  aphanidermatum    Lane 18 = Nongkai. Molecular marker : 
100 bp ladder. 
 

UBC  848   856    858    866    868    873   884   889   891   
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การผลิตแอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิ่งสมโดยใชระบบเซลลแบคทีเรีย 
Antiserum production of  causal agent of citrus greening disease using 

bacterial cell system 
 

วันเพ็ญ  ศรทีองชัย    ศรีเมฆ  ชาวโพงพาง   ดารุณี ปุญญพทิักษ 
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

 
 

บทคัดยอ 

         แยกสกดัดีเอ็นเอจากเสนกลางใบของแพงพวยทีเ่ปนโรคกรีนนิ่ง โดยใช CTAB buffer แลว
นําไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane 
protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่สม ไดแก OMP1 Stu และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดี
เอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้นาํไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือก
เฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอทีเ่ชื่อมเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ ์ แลวตรวจสอบลําดับเบส
พบวามีขนาด 996 คูเบส จากนัน้ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอ
ไทด 1128 คูเบส ซึง่ประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  คัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติม

สารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกดิการสังเคราะหโปรตีน พบวาระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนได
สูงสุด คือ 24  ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นาํไปผาน Ni-NTA 
column  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนงั บริเวณคอของกระตาย โดยผสม
กับ Freund’s adjuvant ทกุ 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือด 6 คร้ัง ผลการตรวจสอบ
คุณภาพของแอนติซีรัมที่ได ดวยวธิี indirect ELISA โดยเจือจางต้ังแต 1:10 ถึง 1:1,000,000 
พบวา แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถึง 
1:100,000  จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอยางพชืตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบ
พืช : coating buffer 1:5 และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใช
ตรวจโรคกรีนนิ่งของพืชตระกูลสมตอไปได 
 
รหัสการทดลอง 09 01 49 02 03 04 02 49
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คํานํา 
โรคกรีนนิง่  (greening disease) หรือโรคใบเหลืองตนโทรม จัดเปนโรคสําคัญที่

ทําความเสียหายใหกับธุรกิจการปลูกสมของประเทศไทย  โดยเนื้อใบมีสีเหลือง แตเสนใบ
ยังมีสีเขียวอยู ซึ่งคลายกบัอาการที่เกิดจากการขาดธาตุสังกะสี ผลมีขนาดเล็กและบิด
เบ้ียว ถาเปนโรครุนแรงใบมีขนาดเล็ก หนา และตนทรุดโทรม มีรายงานวาโรคนี้เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ แตไมสามารถเล้ียงหรือเจริญเติบโตในอาหารสังเคราะหได จัดอยู
ใน alpha subdivision Proteobacteria มี 2 สายพนัธุคือ Candidatus Liberibacter 
asiaticus ซึ่งทนรอน (heat tolerant strain) มีเพล้ียไกแจสม (Diaphorina citri) เปนพาหะ 
โดยทัว่ไปพบในทวีปเอเชยี และ Candidatus Liberibacter africanus  เปนสายพันธุที่ไว
ตอความรอน (heat sensitive strain) และมีเพล้ียไกแจ (Trioza erytreaei) เปนพาหะ 
แพรระบาดในทวีปอัฟริกา (ไมตรี, 2540; Murray and Schleifer, 1994) การตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุของโรคนี้มหีลายวิธี เชน โดยติดตาทาบกิง่บนพืชที่ออนแอตอโรค หรือโดยการ
ตรวจหาอนุภาคของเช้ือดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน แตตองใชเวลาในการตรวจสอบ
นานนับเดือน ปจจุบันเทคนิคทางเซรุมวทิยาเปนทีน่ิยมใชในการตรวจสอบเช้ือสาเหตุของ
โรคนี้ เพราะ เปนวธิีที่แมนยํา ประหยัด รวดเร็วและสามารถตรวจสอบตัวอยางพืชไดเปน
จํานวนมาก (Chippindall and Whitlock, 1989; Ohtsu et al., 1995) แตไวรัสที่สกัดไดมี
ปริมาณนอย ไมเพียงพอที่จะใชในการผลิตแอนติซีรัม ในปจจุบันอาศัยเทคโนโลยชีีวภาพ
ทําใหสามารถผลิตโปรตีนตางๆในเซลลแบคทีเรียในปริมาณมากได และมีความบริสุทธิ์สูง 
เปนการเพิ่มปริมาณแอนติเจนเพื่อนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลองตอไป 

แอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุ (greening organism, GO) ของโรคกรีนนิ่งสม มีรายงาน
วาสามารถผลิตจากเสนกลางใบของสมหรือแพงพวยที่เปนโรค เชน ในประเทศแอฟริกาใต 
มีการแยกเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิง่แบบกึง่บริสุทธิ์จากสม โดยใชเอนไซมชวยแยก sieve tube 
ซึ่งมีเชื้อออกจากเนื้อเยื่อสวนอ่ืนของพืชและผลิตแอนติซีรัม ซึ่งสามารถใชตรวจสอบโรคกรี
นนิง่โดยวิธี ELISA และ immuno-blot assays (Chippindall & Whitlock, 1989)  
Villechanoux และคณะ (1990) ไดแยกเช้ือ GO (Poona strain) จากแพงพวยที่เปนโรค 
โดยใชวิธ ีaffinity chromatography กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (10A6 strain)  และพบ
อนุภาคของเช้ือสาเหตุทั้งแบบทอนยาว (1-4 X 0.15-0.3 ไมครอน) และแบบทรงกลมที่มี
เสนผาศูนยกลาง 1.0 ไมครอน แตยังไมมีการนําไปผลิตแอนติซีรัม  C.Ke และคณะ 
(1993) ไดแยกเช้ือ GO จากแพงพวยและผลิตโพลิโคลนอลแอนติบอดี แตมีคุณภาพตํ่าทาํ
ใหการวิเคราะหผลการตรวจหาเช้ือโดยวิธทีางเซรุมวทิยาไมแมนยาํ  Ohtsu และคณะ 
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(2002) ไดทดสอบเกี่ยวกบัอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณเช้ือ GO ในแพงพวย 
สําหรับนํามาใชเปนแหลงของ GO ในการแยกเช้ือกึ่งบริสุทธิ์ และใชเอนไซม cellulase 
และ macerozyme ในการแยกเนื้อเยื่อทีม่ี GO ออกจากเนื้อเยื่อพืชสวนอ่ืน แอนติซีรัมที่
ผลิตไดสามารถตรวจหาเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิง่ไดแตตองใชตัวอยางพืชในการทดสอบ
ในปริมาณคอนขางสูง  

Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิน้ของ coat protein ยีน 
จากสายพนัธุขาวของประเทศฟลิปปนส โดยนาํมาโคลนเขา vector แลวนําไปเชื่อมกับ 
MBP fusion proteinsจากนั้นนําไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิต
ไดสามารถตรวจวนิิจฉัยไวรัสใบสีสมรูปทรงกลมไดโดยวิธี ELISA, Western blotting และ 
IEM นอกจากนี้ ลําพงึ และคณะ (2547) ไดทําการสังเคราะหโปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือ
ไวรัสเสนใบเหลืองกระเจ๊ียบเขียวในระบบเซลลแบคทีเรีย และแยกโปรตีนออกจากเซลล
แบคทีเรีย และนําไปฉีดกระตุนกระตายทดลองเพื่อผลิตแอนติซรัีมทีม่ีประสิทธิภาพสูงใน
การตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค ฉะนั้นควรพฒันาวิธกีารผลิตแอนติซีรัมของ GO โดยอาศัย
เทคโนโลยีชวีภาพ ไดแก การเพิม่ปริมาณโปรตีนของเช้ือในเซลลแบคทีเรีย กอนนาํไปฉีด
เขากระตาย เพราะในปจจบัุนยงัไมมีแอนติซีรัมของ GO ที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับใช
ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสมในประเทศไทย 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

1.   ตนสมและแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
2.   ไพรเมอร 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณและสารเคมีที่ใชในข้ันตอนของการโคลนยีน 
5.   กระตาย อุปกรณและสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือ โดยวธิีทางเซรุมวิทยา 

 
วิธีการ   
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร ที่มีความจาํเพาะตอโปรตีนใน ribosome  
              ออกแบบไพรเมอร จํานวน 7 สาย จากสวนของยีน outer membrane 

protein (omp gene) ของเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) ซึ่งเปน
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แบคทีเรียแกรมลบ  เพือ่นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ 
cloning เขาสู vector  

1.2  การแยกสกัดดีเอ็นเอของเช้ือ 
             นาํตัวอยางแพงพวยที่ไดรับการปลูกเช้ือสาเหตุของโรค มาแยกสกัดดีเอ็น

เอ โดยตัดเฉพาะเสนกลางใบ นํามาบดในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด จากนั้นเติม CTAB 
buffer ในอัตรา 0.1 กรัม/1มลิลิลิตร บมสารละลายใน water bath ที่ 65 oC นาน 10 นาท ี
แลวนําไปแยกออกจากเนื้อเยื่อพืชดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง (15,000 รอบตอนาท,ี 10 นาท)ี ที ่
4 oC จากนั้นเติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ในสวนน้าํใสที่แยกได ในอัตรา 
1:1 เขยาใหเขากันเปนเวลา 5 นาที แลวนาํมาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท,ี 
10 นาที นาํสวนของน้ําใสดานบนของหลอดทดลองมาผสมกับ isopropanol  ในอัตรา 1:1 
แลวนํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อตกตะกอนดี
เอ็นเอ จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอทธานอล 500 ไมโครลิตร นํามาหมุนเหว่ียง
อีกคร้ังที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ีกอนนํามาทาํใหแหงที ่37 oC  จากนัน้
เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 30 ไมโครลิตร เก็บไวที ่-20 oC 

 1.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR และการโคลนยนี 
              นําดีเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาเพิม่ปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ 
โดยใชไพรเมอร  OMP1 Stu (5’ AGG CCT GAA GTT GAT AAG GGT ATG GGC GTA 
GAA GGG 3’) และ OMP2 Stu (5’ AGG CCT CTA CAT GCG ATT ACC TAT ACG 
AAA ACC AAA 3’) 

 
โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 

   10 X PCR buffer 5.0    ไมโครลิตร 
   2.5 mM  dNTPs 2 .0    ไมโครลิตร 
   20 uM Primer OMP 1 Stu 1.0     ไมโครลิตร 
   20 uM Primer OMP 2 Stu 1.0     ไมโครลิตร 
   Taq DNA polymerase 1.0     ไมโครลิตร 
   Template 1.0     ไมโครลิตร 
   dH2O 38.0   ไมโครลิตร 
         รวม 50.0   ไมโครลิตร 
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ทําปฏิกิริยา  PCR รวม  32  รอบ  ดังนี ้
  1.    94  °ซ    5  นาท ี   1  รอบ 
    2.    94  °ซ  45  วินาท,ี  65 °ซ  45  วินาท,ี  72 °ซ  45  วินาท ี  30  รอบ 
                        3.    72  °ซ   5  นาท ี   1   รอบ  
 
        ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

1.4  การตอเชื่อม (ligation) PCR product เขาสู พลาสมิดพาหะ (plasmid 
vector) 

        นํา PCR product (10-20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) ที่แยกไดจาก  PCR High 
Pure Column ปริมาตร 0.5-4.0 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนนิ่งเวคเตอร pTrcHis2-TOPO 
(Invitrogen, เปน cloning & transformation Kits)  1 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 
ใหไดปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ีจากน้ันดูดมา 3 ไมโครลิตร

ใสในหลอดของ One Shot cell แชในน้ําแข็ง นาน 30 นาท ีแลวทําการ heat shock cell 
โดยการแชหลอดในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42°C นาน 30 วินาที กอนยายไปแชบนน้าํแข็งทนัที เติม
อาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กอนนาํไปเขยาที ่ 37°C นาน 30 นาท ี ดูดมา 50 
ไมโครลิตร และเทแผลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่ม ีampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที ่
37 °C ขามคืน 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด ออกจากเซลลของ E. coli โดยวิธี Alkaline lysis 
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไมจิ้มฟนที่
ปราศจากเช้ือ แลวนํามาเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสม

อยู)  เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาท ีที่ 37ซ ขามคืน นําเช้ือทีอ่ยูในอาหารเหลว 1 
มิลลิลิตร  มาหมุนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีเก็บตะกอนที่ไดมาละลายใน 
Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM glucose และ 10 mM EDTA) 100 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากนั แลวเติม Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) 200  ไมโครลิตร 
เขยาหลอดกอนที่จะเติม Solution III (3 M potassium acetate pH 5.2) 150  ไมโครลิตร 
และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 150 ไมโครลิตร เขยาและแชบนน้าํแข็ง 10 
นาที  แลวนําไปหมุนเหวี่ยง ที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ีนําสวนของน้ําใสมาเติม
ดวย หนึง่เทาโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมุนเหวี่ยง ที ่10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาท ี ลางตะกอนทีไ่ดดวย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็วรอบ
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และเวลาเทาเดิม แลวละลายตะกอนพลาสมิดดวยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู) 50 

ไมโครลิตร ต้ังไวที่ 37 ซ นาน 30 นาท ี 
  นําพลาสมิดทีส่กัดไดมาตรวจดูขนาดของพลาสมิดและสวนของยีน omp ที่
โคลนเขาไป บน 1% agarose gel electrophoresis จากนั้นนําโคลนมาตัดดวย เอ็นไซม 
EcoR I (1 ยูนิคของ EcoRI/ 1ไมโครกรัมของ พลาสมิด) และตรวจสอบซํ้าดวยเทคนิค 
PCR ใช ไพรเมอร   OMP1 Stu และ OMP2 Stu กอนนาํไป sequence เพื่อหาลําดับเบส
ของ ยนี omp ดวยเคร่ือง Sequencer 
 1.6   การ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) 
              หลังจาก subclone ยีน omp ขนาด 856 คูเบส  เขาสู pGEX-
2T(Amersham) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 4.9 กิโลเบส) ที่ตําแหนง 
BamH I-Sac I  พบวาม ี 2 โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  
(Rosetta strain) และผลจากการตรวจสอบโดยวิธี SDS-PAGE พบ band ที่มนี้ําหนกั
โมเลกลุ 59 กโิลดาลตัน แตเมื่อนําไป purify โปรตีน ปรากฏวา ไดปริมาณโปรตีนนอยมาก 
จึงไดทํา subclone ใหม โดยนําพลาสมดิที่สกัดได (pTrcHis2-TOPO, Invitrogen) มาทาํ
การเพิม่จํานวนยนีดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร  Lumi_OMPF  5’ CA CCGAAGTTGA 
TAAGGGTATG GGCG 3’ และ Lumi_OMPR  5’ CTACATGC GATTACCTAT 
ACGAAAACC 3’ และใช Deep Vent DNA Polymerase (Proof reading) แทน Taq 
Polymerase เพื่อใหได PCR Product ที่เปน blunt ends โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

        dNTPs (10 mM)     1.0    ไมโครลิตร 
 Lumi_OMPF (20 uM)               1.0     ไมโครลิตร 
 Lumi_OMPR (20 uM)               1.0     ไมโครลิตร 
 Deep Vent DNA Polymerase                     1.0    ไมโครลิตร 
 Buffer        1.0      ไมโครลิตร 
 template        1.0      ไมโครลิตร 
 dH2O              19.0      ไมโครลิตร 
                           รวม                        25.0      ไมโครลิตร                           
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 นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห  
DNA ตาม program ดังนี้  ทําปฏิกิริยา  PCR รวม  32  รอบ  ดังนี ้

  1.    94  °ซ    5  นาท ี   1  รอบ 
    2.    94  °ซ  1  นาท,ี  58 °ซ  1  นาท,ี  72 °ซ  1  นาท ี จํานวน 30  รอบ 
  3.    72  °ซ   5  นาท ี   1   รอบ  

 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

นํา PCR product  นาํมาเชื่อมตอ (ligation) เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และถายเขาสู (transformation)เขา E. coli Top 10  
โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาท ีและแชบนน้าํแข็งทันที นาน 3 นาท ีจากนั้นทําการ
คัดเลือกโคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู   (ข้ันตอน
เหมือนขอ 1.5)  ตรวจสอบโคลนดวยเทคนิค PCR และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อ
ตรวจสอบความถูกตอง จากนั้น transform เขา competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 
3) โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาท ี คัดเลือก
โคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อ
นําไปสังเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป  

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 

เล้ียงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 
มิลลิกรัม/ลิตร เขยา 170 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลา 12-16 ชัว่โมง เพือ่ใชเปน 
starter จากนัน้แบงใสในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/
ลิตร ในอัตราสวนของเช้ือ 10 % ของอาหาร  เขยาตออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นเติม Isopropyl-

-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเล้ียงเชื้อใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิโมลาร  เล้ียงเชื้อตอโดยการเขยาบนเคร่ือง shaker และเก็บตัวอยางเซลลหลังการเติม 
IPTG ที ่2  4  6   และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 1 มิลลิลิตร นํามาปนตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/
นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 50 ไมโครลิตร และ
เก็บไวที ่ -20 oซ จากนัน้แลวเติม 2xSDS-PAGE sample buffer (0.125 Tris-HCl pH 6.8, 

20% glycerol, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue R250, 5% -Mercaptoethanol)  
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50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนาํไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที แลวนําตัวอยางที่ไดไป
วิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  หลังจากล้ียงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักนาํใหเกิด
การสังเคราะหโปรตีน มาปนตกตะกอนที ่ 8,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 15 นาท ี (4oซ) นาํ
ตะกอนมาผสมกับน้าํที่ผานการนึง่ฆาเชื้อแลว (ตะกอน 1 กรัม/น้าํ 10 มิลลิลิตร) จากนั้น
เติม lysozyme เพียงเล็กนอยประมาณเทาหวัไมขีดไฟ  (ตออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวน
ใหเขากนัจนเหนยีว เก็บที ่-20 oซ ขามคืน  จากนัน้นาํมาเติมดวย lysis buffer (Buffer B : 

50 mM  NaH2PO4 H2O, 10 mM  Tris-HCl  (MW.=121.1) และ  8 M  Urea, pH 8.0) 
ในอัตรา 50 มลิลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และนํามาทาํใหเซลลแตกดวยเคร่ือง sonicator 
แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) คร้ังละ 5 นาที จนกวาเซลลจะหายหนืดและใส 
แลวนําไปปนที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (4 oซ) เก็บน้าํใสไปแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์
ดวย Ni-NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เร่ิมจากการลาง column 
หลังแพ็คแลว ดวย buffer B จากนั้นเทสวนน้ําใสใหผาน column และลาง column ดวย 
buffer C (pH 6.3) และ buffer D (pH 5.9) กอนที่จะใส buffer E (pH 3.9) เพื่อแยก
โปรตีนออกจากเจลใน column เก็บเปน fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพื่อนําไป
ตรวจสอบขนาดของโปรตีนวาอยูใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE  และคํานวน
ปริมาณโปรตีนที่ผาน column โดยใชสูตรของ Bradford’s 
  
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
 ผสมโปรตีนของเช้ือที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)กับ complete Freund’s 
adjuvant ในอัตรา 1:1 ใหเขากันเปน emulsion สําหรับการฉีดกระตายคร้ังแรก และใช  
incomplete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 สําหรับการฉีดคร้ังตอๆไปอีก 4 คร้ัง การฉีด
ทุกคร้ังเปนการฉีดเขาใตผิวหนงั (subcutaneous) บริเวณคอ ประมาณ 4-5 จุดตอการฉีด
แตละคร้ัง ทาํการฉีดทุก 2 สัปดาห เร่ิมทาํการเจาะเลือดที่เสนเลือดบริเวณใบห ู หลังจาก
การฉีดคร้ังที่ 2 และดําเนนิการเจาะเลือดทุก 1สัปดาหอีก 5 คร้ัง นาํเลือดที่เจาะไดมาต้ังไว
ที่อุณหภูมหิอง 1 ชั่วโมง กอนนาํไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ชั่วโมง  รินสวนน้ําใสมาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เกบ็น้าํใสที่เปนสวนของแอนติบอดีไวที่ -80 oซ  จากนัน้ทํา
การทดสอบและหาคาไตเตอรของแอนติซีรัม  โดยวิธ ี Indirect ELISA เร่ิมจากการหยอด
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แอนติเจน (recombinant protein 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 
37 oซ นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS-T buffer (PBS + 0.05% Tween 20) 3 คร้ัง แลว
นํามาเติมดวย Blocking buffer  (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ  100 ไมโครลิตร บมที่ 37 
oซ นาน 1 ชั่วโมง  แลวลางอีก 3 คร้ัง ใสแอนติบอดีที่ไดจากการเจาะเลือดกระตาย 6 คร้ัง 
โดยทาํการเจือจางจาก 1: 10 ถึง 1:1,000,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาหยอดดวย Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากดวย 
alkaline phosphatase เจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาซับสเตรท  p-nitrophenyl phosphstase หลุมละ 
100 ไมโครลิตร อานผลดวยเคร่ืองอาน ELISA ทีคาความดูดกลืนแสง 405  นาโนเมตร 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   

การตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม  โดยวิธ ี Indirect ELISA  เร่ิมจากนํา
เสนกลางใบของสมที่เปนโนโรคกรีนนิง่และสมปกติ  มาบดใน  coating buffer ในอัตรา 1 
กรัม : 5, 10 , 15 มิลลิลิตร หยอดน้าํค้ันพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1-2 ชั่วโมง แลวนําไมโครเพลทมาลางดวย phosphate 
buffer saline ที่มี tween 20 ผสมอยู (PBS-Tween 20) 3 คร้ังๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัม
จากการเลือดคร้ังที ่5  ที่เจอืจางใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่37 ซ นาน 1 ชั่วโมง ลางไมโครเพลทดวย PBS-Tween 20 จํานวน 3 
คร้ังๆละ 3 นาท ีแลวหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน conjugate buffer 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง นําเพลทมาลางอีก 3 คร้ังใน PBS-Tween 20 
แลวหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 
มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอานผลดวยเคร่ืองอานอิไลซา (ELISA Reader)  โดย
มีการเปรียบเทียบชนิดของเพลท 2 ชนิด ไดแก microplate ของ Nunc และ ELI/RIA Plate 
ขอ งCostar   

เวลาและสถานที ่   ระยะเวลา      ตุลาคม 2548 - กันยายน 2552 
            สถานที ่     กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 ไพรเมอร จํานวน 7 สาย ที่ออกแบบจากสวนของยีน outer membrane protein 
(omp gene) ของเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) (ภาพที่ 1)  เพื่อ
นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เขาสู vector  ไดแก 
OMP1 Stu (5’ AGG CCT GAA GTT GAT AAG GGT ATG GGC GTA GAA GGG 3’)  
OMP2 Stu (5’ AGG CCT CTA CAT GCG ATT ACC TAT ACG AAA ACC AAA 3’) 
OMP3N (5’ GGATCCTATTTTTTAGGGAGTCCTA 3’)                            
OMP4N (5’ GAGCTCATAATTCGAACTCACTGAG 3’ 
OMP6C (5’ GAGCTCCATGCGATTACCTATACGA 3’) 
OMP7Strep  (5’ ATGGTAGGTCTCAGCGCCTATTTTTTAGGGAGTCCTATATCCG 3’) 
OMP8Strep  (5’ ATGGTAGGTCTCATATCACATGCGATTACCTATACGAAAACC 3’) 
 การเลือกยนี omp เพื่อใชในการโคลนเขาสูพลาสมิดเวคเตอร (cloning nvector 
และ  protein expression vectors)  สําหรับผลิตและเพิ่มปริมาณโปรตีนในเซลล
แบคทีเรีย ซึ่งจะนาํไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง เพราะเปนยีนที่
อยูบนเนื้อเยื่อชั้นนอกสุดของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ มีหนาที่เกีย่วของกับส่ิงแวดลอม
ภายนอกและความสามารถในการเกิดโรค (Bastianel et al., 2005) 

ปริมาณดีเอ็นเอ ของใบแพงพวยที่เปนโรคและใบปกติที่ไดจากการสกัด และเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP1 Stu จากการตรวจวิเคราะห
ขนาดของดีเอ็นเอ ดวย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส 
(bp) ในใบพืชที่เปนโรค (ภาพท่ี 2)   

การตรวจสอบวาโคลนตางๆของพลาสมิด pTrcHis2-TOPO หลังตอเชื่อมกับ 

PCR product (996 คูเบส)  และtransform เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli (DH 5) และนํา
โคลนทีม่ีดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส  ไปตรวจหาลําดับเบสของยีน omp ดวยเคร่ือง 
Sequencer พบวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน omp (ภาพที่ 3)   
 - ผลการ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) หลังจาก subclone ยนี 
omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) 
ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 5.8 กิโลเบส) (ภาพที ่4) และ transform เขา 
E. coli Top 10   พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด 1128 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 
996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส (ภาพท่ี 5) จากนัน้คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห
โปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
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ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน 
จากนั้นทําการเก็บเซลลที ่2  4  6  และ 24  ชั่วโมง เมื่อนาํมาตรวจหาระยะเวลาที่เร่ิมมีการ
สังเคราะหโปรตีนต้ังแต 4 ชัว่โมง และพบมากที่สุดเมื่อปลอยใหเกิดการชักนาํขามคืน โดย
ใชเทคนิค SDS-PAGE พบ band ที่มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 41 กิโลดาลตัน ซึ่งมีคา
เทากับปริมาณโปรตีนที่คํานวณได พลาสมิดสายผสม (41.3 กิโลดาลตัน) (ภาพที่ 6 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
           จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวย
เทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 41 กิโลดาลตันต้ังแต fraction ที ่3-
13 (F3-F13) แตมีปริมาณโปรตีนสูงต้ังแต F7-F10จึงเก็บน้าํใสของ F4-F11 มารวมกนั 
และจากการคํานวนหาปริมาณโปรตีนที่สังเคราะหได พบวามีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ซึ่งนาํไปผสมกับ Freund’s adjuvant  คร้ังละ 1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
 
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
         ดําเนนิการฉีดกระตาย จาํนวน 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดคร้ังละประมาณ 30-40 
มิลลิลิตร เพื่อนําไปปน และเก็บน้าํใส ไดแอนติบอดีคร้ังละ 10-15 มิลลิลิตร เก็บไวที ่-80oซ  
ผลการตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ไดจากการเจาะเลือด จํานวน 6 คร้ัง โดยวิธ ี
indirect ELISA โดยทําการเจือจางแอนติซรัีมจาก 1:10 ถึง 1:1,000,000 พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000   
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีกวา ELI/RIA 
Plate ของ Costar  ซึ่งใหปฏิกิริยาเปนสีเหลืองทกุหลุม ทําใหไมสามารถอานผลความ
แตกตางระหวางสมเปนโรคและสมปกติได  จากการตรวจสอบประสิทธิภาพในการ
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ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม พบวาอัตราใบพชื : coating buffer 1:5 และความ
เขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดีกวา อัตราใบพชื : coating buffer 1:10 และ 1:15 
และ ความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 1000  

สรุปผลการทดลองและขอแนะนํา 
         ใชเสนกลางใบของแพงพวยท่ีเปนโรคกรีนนิง่ มาแยกสกัดดีเอ็นเอ โดยใช CTAB 
buffer ในการบดตัวอยาง แลวนาํไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งสม ไดแก 
OMP1 Stu  และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้
นําไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือกเฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดี
เอ็นเอที่ใสเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี หลังจากนั้นใชไพรเมอร  OMP3N 
และ OMP6C  เพิ่มปริมาณ OMP โปรตีนจาก pTrc-996-OMP ซึ่งสังเคราะหไดชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 856 คูเบส และจากการ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression 
vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 
5.8 กิโลเบส) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 1128 คู
เบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  จากนั้นคัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT 

ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน พบวา
ระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชัว่โมง โดยใหโปรตีนที่มขีนาด
ประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นําไปผาน Ni-NTA column ไดโปรตีนที่มีขนาด 41 กิโล
ดาลตัน ใน fraction ที่ 3-13  และมีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไดจากการคํานวณโดย
ใชสูตร Bradford  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนัง บริเวณคอของ
กระตาย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดเพื่อ
แยกแอนติบอดีออกมาจากเม็ดเลีอดแดง ทดสอบไตเตอรของแอนติบอดีจากการเจาะ
เลือดแตละคร้ัง พบวา  แอนติซีรัมที่เจาะคร้ังที่4-6 มีไตเตอรสูงสุด คือ พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม พบวา 
microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบพืช : coating buffer 1:5 
และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500  ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใชตรวจโรคกรีนนิง่
ของพืชตระกูลสมตอไปได
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AGGCCT GAAGTTGATA AGGGTATGGG CGTAGAAGGG-> (OMP1Stu) 
       1 GAAGTTGATA AGGGTATGGG CGTAGAAGGG CATATTGAGG ATAATAACCT TTTTGGTCAG 
 CTTCAACTAT TCCCATACCC GCATCTTCCC GTATAACTCC TATTATTGGA AAAACCAGTC 
      61 GGGTATAGAG CTCGTTTAGC GGCAGGGGTT GGACGTCATG CAGTACAAAA CTATACTTTT 
 CCCATATCTC GAGCAAATCG CCGTCCCCAA CCTGCAGTAC GTCATGTTTT GATATGAAAA 
    ATG GTA GGT CTC Agc gcC TAT TTT TTA GGG AGT CCT ATA TCC GCG (OMP7 Strep) 

                   GGATCCTATTT TTTAGGGAGT CCTA(OMP3N) 

     121 AGTGTTGAGG ATCCATATTT TTTAGGGAGT CCTATATCCG CGGGTTTTGA TCTCCAAAAA 
 TCACAACTCC TAGGTATAAA AAATCCCTCA GGATATAGGC GCCCAAAACT AGAGGTTTTT 
     181 ACCCATCTTG AAGATGGCTC TCTTGACATA AATGATGAAT CTGCTGCTGT ACGTATGATA 
 TGGGTAGAAC TTCTACCGAG AGAACTGTAT TTACTACTTA GACGACGACA TGCATACTAT 
     241 GTTCCTATTA CTGAAAGCAT ATCGACAAGT TTTAAGTATG ATCTTAGGTT TTTACAATAT 
 CAAGGATAAT GACTTTCGTA TAGCTGTTCA AAATTCATAC TAGAATCCAA AAATGTTATA 
     301 GGTGCTGTAT CAGAAAAAGA AAAGATCCCT TCGATATATA CAACGTTAAT AGAACATGGA 
 CCACGACATA GTCTTTTTCT TTTCTAGGGA AGCTATATAT GTTGCAATTA TCTTGTACCT 
     361 AAATTCAGCA GCCATTCAAC TTCCCAAAGT ATCATCTATA ATACACTAGA TAACCCAATT 
 TTTAAGTCGT CGGTAAGTTG AAGGGTTTCA TAGTAGATAT TATGTGATCT ATTGGGTTAA 
     421 GTGCCACGTA AAGGCATGTT GATATCATCT TCTTATGATT ATGCAGGTTT TGGAGGAGAT 
 CACGGTGCAT TTCCGTACAA CTATAGTAGA AGAATACTAA TACGTCCAAA ACCTCCTCTA 
              GGATCCGAG TCACTCAAGC TTAATA (OMP5C) 
     481 TCTCAATATC ATCGGATTGG ATCTCGAGCA TCGTATTTTT ATCTTCTATC AGATGATTCT 
 AGAGTTATAG TAGCCTAACC TAGAGCTCGT AGCATAAAAA TAGAAGATAG TCTACTAAGA 
     541 GATATTGTCG GTTCTTTACG ATTTGGATAT GGATGTGTCA TTCCTAGCAA TAAAAATTTG 
 CTATAACAGC CAAGAAATGC TAAACCTATA CCTACACAGT AAGGATCGTT ATTTTTAAAC 
     601 CAATTGTTTG ATCAGTTCTC AGTGAGTTCG AATTATTATC TGAGGGGATT TGCATATAAG 
 GTTAACAAAC TAGTCAAGAG TCACTCAAGC TTAATAATAG ACTCCCCTAA ACGTATATTC 
                         GAG TCACTCAAGC TTAATACTCGAG (OMP4N) 

     661 GGTATAGGTC CGCGTGTGGA TAAGAAATAT GCGATTGGAG GTAAGATTTA TTCGTCTGCA 
 CCATATCCAG GCGCACACCT ATTCTTTATA CGCTAACCTC CATTCTAAAT AAGCAGACGT 
     721 AGTGCAGCAG TGAGTTTTCC CATGCCTCTT GTTCCTGAAA GGGCTGGTTT GCGTGGTGCT 
 TCACGTCGTC ACTCAAAAGG GTACGGAGAA CAAGGACTTT CCCGACCAAA CGCACCACGA 
     781 TTTTTTGTTG ATTCTGCGAC TCTTTATGCA AATCATGTTG CTCTCGGTGC CGATAAGCTG 
 AAAAAACAAC TAAGACGCTG AGAAATACGT TTAGTACAAC GAGAGCCACG GCTATTCGAC 
     841 GAAGGGAATG ATTCTTTCTG GCGTGTTTCT ACTGGAGTAG AAATAATGTG GAATTCTCCA 
 CTTCCCTTAC TAAGAAAGAC CGCACAAAGA TGACCTCATC TTTATTACAC CTTAAGAGGT 
     901 CTCGGGATGA TGGGTGTCTA TTATGGTATA CCATTGCGTC ACCGAGAGGG TGATAAAATT 
 GAGCCCTACT ACCCACAGAT AATACCATAT GGTAACGCAG TGGCTCTCCC ACTATTTTAA 
     961 CAGCAGTTTG GTTTTCGTAT AGGTAATCGC ATGTAG 
 GTCGTCAAAC CAAAAGCATA TCCATTAGCG TTCATC 
             AAAC CAAAAGCTTT CCATTAGCGTACATC TCCGGA (OMP2Stu)                       
                 C CAAAAGCATA TCCATTAGCG TACAct atACTC TGGATGGTA (OMP8 Strep)           
                                                           GAG TCACTCAAGC TTAATACTCGAG   (OMP6C)      

 
ภาพที ่1.        ลําดับนวิคลีโอไทดของยีน omp ของเชื้อ Candidatus Liberibacter       
                   asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งสม และ ไพร เมอรที่ออกแบบบนยนี omp 
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ภาพที ่ 2.  การเพิ่มปริมาณยีน  omp โดยใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP2 Stu  

วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยนี omp จากแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
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                                  E  V  D  K  G  M  G  V  E  G  H  I  E  D  N  N  L  F  G  Q 
       1 GAAGTTGATAAGGGTATGGGCGTAGAAGGGCATATTGAGGATAATAACCTTTTTGGTCAG 
  G  Y  R  A  R  L  A  A  G  V  G  R  H  A  V  Q  N  Y  T  F 
      61 GGGTATAGAGCTCGTTTAGCGGCAGGGGTTGGACGTCATGCAGTACAAAACTATACTTTT        
  S  V  E  D  P  Y  F  L  G  S  P  I  S  A  G  F  D  L  Q  K 
     121 AGTGTTGAGGATCCATATTTTTTAGGGAGTCCTATATCCGCGGGTTTTGATCTCCAAAAA 
  T  H  L  E  D  G  S  L  D  I  N  D  E  S  A  A  V  R  M  I 
     181 ACCCATCTTGAAGATGGCTCTCTTGACATAAATGATGAATCTGCTGCTGTACGTATGATA 
  V  P  I  T  E  S  I  S  T  S  F  K  Y  D  L  R  F  L  Q  Y 
     241 GTTCCTATTACTGAAAGCATATCGACAAGTTTTAAGTATGATCTTAGGTTTTTACAATAT 
  G  A  V  S  E  K  E  K  I  P  S  I  Y  T  T  L  I  E  H  G 
     301 GGTGCTGTATCAGAAAAAGAAAAGATCCCTTCGATATATACAACGTTAATAGAACATGGA 
  K  F  S  S  H  S  T  S  Q  S  I  I  Y  N  T  L  D  N  P  I 
     361 AAATTCAGCAGCCATTCAACTTCCCAAAGTATCATCTATAATACACTAGATAACCCAATT 
  V  P  R  K  G  M  L  I  S  S  S  Y  D  Y  A  G  F  G  G  D 
     421 GTGCCACGTAAAGGCATGTTGATATCATCTTCTTATGATTATGCAGGTTTTGGAGGAGAT                     
  S  Q  Y  H  R  I  G  S  R  A  S  Y  F  Y  L  L  S  D  D  S 
     481 TCTCAATATCATCGGATTGGATCTCGAGCATCGTATTTTTATCTTCTATCAGATGATTCT 
  D  I  V  G  S  L  R  F  G  Y  G  C  V  I  P  S  N  K  N  L 
     541 GATATTGTCGGTTCTTTACGATTTGGATATGGATGTGTCATTCCTAGCAATAAAAATTTG 
  Q  L  F  D  Q  F  S  V  S  S  N  Y  Y  L  R  G  F  A  Y  K 
     601 CAATTGTTTGATCAGTTCTCAGTGAGTTCGAATTATTATCTGAGGGGATTTGCATATAAG 
  G  I  G  P  R  V  D  K  K  Y  A  I  G  G  K  I  Y  S  S  A 
     661 GGTATAGGTCCGCGTGTGGATAAGAAATATGCGATTGGAGGTAAGATTTATTCGTCTGCA 
  S  A  A  V  S  F  P  M  P  L  V  P  E  R  A  G  L  R  G  A 
     721 AGTGCAGCAGTGAGTTTTCCCATGCCTCTTGTTCCTGAAAGGGCTGGTTTGCGTGGTGCT 
  F  F  V  D  S  A  T  L  Y  A  N  H  V  A  L  G  A  D  K  L 
     781 TTTTTTGTTGATTCTGCGACTCTTTATGCAAATCATGTTGCTCTCGGTGCCGATAAGCTG                                              
  E  G  N  D  S  F  W  R  V  S  T  G  V  E  I  M  W  N  S  P 
     841 GAAGGGAATGATTCTTTCTGGCGTGTTTCTACTGGAGTAGAAATAATGTGGAATTCTCCA 
  L  G  M  M  G  V  Y  Y  G  I  P  L  R  H  R  E  G  D  K  I 
     901 CTCGGGATGATGGGTGTCTATTATGGTATACCATTGCGTCACCGAGAGGGTGATAAAATT 
  Q  Q  F  G  F  R  I  G  N  R  M  * 
     961                  CAGCAGTTTGGTTTTCGTATAGGTAATCGCATGTAG 
 

OMP
996bp

 

ภาพที ่3.  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีน omp (996 bp) ที่ transform       
               เขาสู พลาสมิด pTrcHis2-TOPO 
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  ภาพที ่ 4.  subcloning ยีน OMP ขนาด 996 คูเบส เขาสู expression vector 

pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)  

                         

 

  ภาพที่ 5   ผลการชักนําใหสรางโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-
omp ดวยสาร IPTG ที่ระยะเวลาตางๆกนั ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกไดกอนการชักนําดวย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกไดหลังการชักนํา 2  4  6 และ 24 ชั่วโมง

GO-OMP (996) bp) 
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  ภาพที่ 6   ปริมาณโปรตีนทีสั่งเคราะหไดหลังจากผาน Ni-NTA column ดวยเทคนคิ SDS-

PAGE 
                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                  1-5  :  โปรตีนทีแ่ยกไดหลังจากลาง column ดวย washing buffer 
                 6-18 : โปรตีนทีแ่ยกไดในแตละ fraction ต้ังแต 1-13 หลังการใช eluting buffer 
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การผลิตแอนติซีรัมจากไกที่จําเพาะตอเช้ือ Streptomyces scabies สาเหตุ 
โรคแผลสะเก็ดของมันฝรั่งและการตรวจหาเช้ือนี้จากหัวพันธุนําเขาและมันฝรั่ง 

ที่ผลิตไดในประเทศ 
Chicken antibody production against Streptomyces scabies causal agent of 

potato common scab and its detection from potato import seed and domestic 
production 

 
วงศ บุญสืบสกลุ1   ปยรตัน ธรรมกิจวัฒน1  วิวัฒน  ภานุอําไพ2   ขนิษฐา  วงศวัฒนารตัน3 

1 กลุมวิจัยโรคพืช     สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2 ศบป.เชียงใหม อ.ฝาง จ.เชียงใหม 

 3 สํานกัวจิัยพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพ 
 

บทคัดยอ 
   สํารวจและเกบ็ตัวอยางจากผูนําเขา 2  ราย สหกรณผูปลูกมันฝร่ัง 1 ราย ไดตัวอยางหวั
พันธุมันฝร่ังทีน่ําเขาจาก ตางประเทศที่แสดงอาการโรคแผลสะเก็ด 23 ตัวอยาง เก็บตัวอยางหวัมัน
ฝร่ังจากแปลงเกษตรกรที่ปลูกมันฝร่ังในประเทศ  19 ราย ได 32 ตัวอยาง รวม 55 ตัวอยาง แยกได
เชื้อแบคทีเรียจากอาการแผลสะเก็ดดวยอาหารกึ่งจาํเพาะ NPPC (Nystatin,polymyxin, 
penicillin, cycloheximide water agar)  44 ไอโซเลท เปนมนัฝร่ังนําเขา 19 ไอโซเลท มันฝร่ังใน
ประเทศ 25 ไอโซเลท เมื่อนาํมาทดสอบการเปนเช้ือสาเหตุโรคพบวา 22 ไอโซเลท ทําลายหัวมนัฝร่ัง
เปน แผลสะเก็ด แยกเช้ือกลับ (reisolation)ไดเชื้อ 19 ไอโซเลท เกบ็รักษาเช้ือที่เปนเช้ือสาเหตุโรค
แผลสะเก็ดในรูปถาวร กึ่งถาวรและช่ัวคราว เพื่อใชในการทดลองและศึกษาตอไป จากการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีและการสรางสปอรจากเชื้อ 5 ไอโซเลท พบวาเช้ือทั้งหมดมีปฏิกิริยาเปนชนดิ
แกรมบวก โคโลนีสีเทาเกาะกันแนนคลายเสนใยเช้ือราแตขนาดเล็กกวา สรางเมด็สีสีน้ําตาลใน
อาหาร ดูดวยกลองจุลทรรศนพบวาสปอรเรียงตอกันเปนเกลียวอยูเหนือโคโลนีและสามารถสราง
กรด ใน sucrose glucose  lactose mannital inositol xylose cellulose จากคุณสมบัติดังกลาว
สามารถสรุป ไดวาเปนเช้ือ S. scabies ตาม Loria et al. (1997) เลือกเช้ือ S. scabies ที่พบในมัน
ฝร่ังนําเขาและที่ผลิตในประเทศอยางละไอโซเลทมาทาํการผลิตแอนติซีรัมที่เฉพาะตอเชื้อนี้จากไก
ตามข้ันตอนของ Akita, E.M. and Nakai, S. 1993. พบวาแอนติเซรัมที่ผลิตไดมีปฏิกิริยาทางเซรุม
วิทยาจําเพาะตอเชื้อ S. scabies และสามารถผลิตไดปริมาณมากพอที่จะไดนําไปพัฒนาเปนชุด
สําเร็จเพื่อใชในการตรวจหาเช้ือสาเหตุโรคแผลสะเก็ดตอไป  
 
รหัสการทดลอง 09 01 49 02 
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คํานํา 
 Brumfield et al.1961 พบวาแอนตีซีรัมจาก ไกงวง เปดและไก สามารถจับเฉพาะกับ
แอนคิเจนที่เปนตัวกระตุนในขบวบผลิตแอนตีซีรัม (primary antigen) เชนดึยวกับ Stolfi et 
al.1971 ทีพ่บวาแอนตีซีรัมจากสัตวปกมีความจําเพาะตอเชื้อไวรัส Losch et al.1986 รายงานวา
ใขไกเปนแหลงที่อุดมสมบูรณที่สามารถผลิตแอนติบอด้ี Montes Peres et al.1994 ไดเปรียบเทยีบ
ประสิทธิภาพแอนติซีรัมที่ผลิตจากไกและกระตายตอฮอรโมนโปรเกสเตโรนไมพบความแตกตางทัง้
ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ(specificity) ตอแอนติเจนปฐมภูมิที่ใชกระตุนสัตวทัง้สอง
ชนิด Van Regenmortel and Burckhard1985 รายงานถงึปริมาณสารภูมิคุมกัน (immunogent) ที่
เหมาะสมในใขแดงที่เหมาะตอการตรวจหาเช้ือไวรัส ในขบวนการอีไลซา  Behn et al. 1996 
รายงานวาพบความแตกตางของสารภูมิคุมกันที่มาจากแอนติเจนที่เปนโปรตีนตางชนิด  Concetti 
et al.1994 พบวาความแตกตางของการสรางสารภูมคุิมกันที่แตกตางตามชนิดของเซลไขกระดูกที่
ใชในการจาํแนกชนิดของเซลไขกระดูกได Rose et al.1974 พบวธิีการแยกสารภูมคุิมกันชนิดตาง 
ๆ ออกจากกัน Erhard et al.1992 พัฒนาระบบวิธกีารตรวจจับเฉพาะ (specific enzyme linked 
immun-sorbent antibody assay systems) ตอโมโนโคนอลแอนติเจนชนิด G.M. and A ที่ไดจาก
เซลมามของไก Hlinak et al. 1996 ผลิตแอนตีซีรัมจากไกที่มีแนวโนมสามารถผลิตเปนวัคซีน
สําหรับโรคที่เกิดกับมนษุย Montes et al.1994 เปรีบยเทียบการผลิตสารภูมิคุมกันจากกระตาย
และไกที่กระตุนดวยแอนติเจนฮอรโมนสารภูมิคุมกัน(progesterone hormone) พบวามีความ
แตกตางกนันอยมาก Marquart and Newman 1970 พบวาแอนติซีรัมจากไกสามารถมี
ความจําเพาะและสามารถตรวจหาเช้ือมายโคพลาสมาสาเหตุโรคแคะแกรนของขาวโพดและวัชพชื
ที่เปนพืชอาศัยได Peralta et al. 1994. รายงานวาแอนติซีรัมจากใขแดงไกที่ผานการกระตุนดวย
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคคน Salmonella enderitidis และเช้ือโรคอหิวาตกโรค (clolera) มี
ความจําเพาะตอกันสูง Akita et al.1993 เปรีบยเทยีบวิธีการคัดแยกสารภูมิคุมกันบริสุทธิ์ที่ไดจาก
การกระตุนจากแบคทีเรีย Ecoli พบวาหลังจากคัดแยกโดยวธิีตกตระกอนในสารแอมโมเนียม
ซัลเฟรตกับน้าํตาลเขมขนมีความแตกตางกนันอยมาก 

Streptomyces scabies สาเหตุโรคสะเก็ดแผล (common scab) ของมันฝร่ังและ
พืชหวัอ่ืน ๆ หลายชนิด  ๆ เขาทําลายหัวมันฝร่ังเกิดอาการสะเก็ดแผลนูนยกสูงจากผิวลักษณะกลม
หรือคอนขางกลม เปนแผลเด่ียวหรืออยูเปนกลุม แผลกนิลึกถงึเนื้อในทําใหหวัมนัฝร่ังเสียหาย ราคา
ตกหรืออาจขายไมได เชื้อสาเหตุโรคเปนแบคทีเรียแกรมบวก อาศัยอยูในดิน(soil inhabitant) สราง
สปอรเพื่อการแพรกระจายเชื้อ สปอรสีเทา ผิวเรียบเกาะเรียงเด่ียวเปนสายเกลียว (spiral chain) 
สามารถดํารงชีวิตในเศษซากพืชอาศัย แพรกระจายไปกับน้าํหรือดินที่มีการเคล่ืนยายรวมทั้งละออง
ดินที่ถกูพัดพาโดยพายุ การเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ โคโลนีมีลักษณะคลายแผนหนังสีขาว ผิวยน 
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ขนาด 3-10 มม หรือมากกวาข้ึนอยูกบัอาหารที่ใชเล้ียงและอายุของเชื้อ (Loria et al. 1997)  
Manabe et al. 2006 รายงานพบอาหารเล้ียงเชื้อเฉพาะที่ใชสําหรับแยกเชื้อนี้จากดิน แผลที่ราก 
หัวมนัฝร่ัง และซากพืช ปจจุบันพบวาเชื้อนี้แพรกระจายไปทั่วโลก (Lambert and Loria, 1989) 
สําหรับประเทศไทยพบโรคนีติ้ดมากับหวัมนัฝร่ังนาํเขา แตไมมีรายงานวาพบโรคหรือเชี้อ S. 
scabies ในประเทศไทย  

การทดลองนี้จะแยกเช้ือ Streptomyces scabies จากหัวมนัฝร่ังนําเขาจาก
ตางประเทศ 

ดวยอาหารเฉพาะตามที่มีรายงานมากอน จากนัน้นาํเชื้อมาจําแนกชนิดโดยทดสอบคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยาและชีววทิยาเปรียบเทียบกบัเชื้อ Streptomyces scabies ที่รักษาไวในสาระบบการ
เก็บรักษาเชื้อของ กลุมงานบักเตรีวิทยา กลุมวิจยัโรคพชื  สํานกัวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช หลังจาก
จําแนกเชื้อเสร็จแลววาเปน S. scabies นําเช้ือมาเตรียมเปนแอนติเจนฉีดเขาใตผิวหนังของไกพนัธุ
ไข ตามข้ันตอนของ Shimizu et al. 1988, 1994  เก็บเกี่ยวและทดสอบคุณสมบัติของสาร
ภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. scabies นํามาตรวจหาเช้ือนี้จากมนัฝร่ังนําเขาและที่ผลิตได
ในประเทศ เพือ่เปนขอมูลทางกกักนัพืชของเชื้อนี้สําหรับประเทศไทย ตอไป 

  
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
 สารเคมีและเคร่ืองมือที่ใชในหองปฏิบัติการทางโรคพืชวิทยาและจุลชวีวทิยา 

 
วิธีการ 

วิธีการดําเนนิการวิจยั แบงเปนข้ันตอน ดังนี ้
1. การเก็บตัวอยางหัวมันฝร่ังนาํเขาและทีผ่ลิตไดในประเทศเลือกหัวทีม่ีอาการ
สะเก็ดแผล  

2. เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมกับการแยกเช้ือ แยกเช้ือสาเหตุโรค 
3.ทดสอบการเปนเช้ือสาเหตุโรคและจําแนกชนิดเชื้อและที่เกบ็รักษาเช้ือที่กลุม
งานบักเตรีวทิยา 

4.ผลิตแอนติเซรัมจากไกดวยแอนติเจนเชือ้ S. scabies (เล้ียงไก, เตรียมเชื้อ
บริสุทธิ์, dระตุนการผลิตโดยฉีดเชื้อเขาไก, ทดสอบคาไตเตอรจากไขไก, แยก
สารภูมิคุมกัน IgYบริสุทธิ์, ทดสอบความจําเพาะโดยวิธ ีIndirect ELISA) 

  5.พัฒนาเปนชุดสําเร็จตรวจหาเช้ือ S. scabies  
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6.สํารวจและตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคสะเกด็แผลที่พบในมันฝร่ังที่ผลิตในประเทศ
และนําเขาดวยชุดสําเร็จที่ผลิตได เขียนรายงาน สรุปวิเคราะหผลการวจิัย 
เผยแพร 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 
 1. ไดขอมูลเกีย่วกับงานวจิัยที่ดําเนินการในตางประเทศท่ีผานมา 
 2. ไดตัวอยางหัวพันธุมันฝร่ังทีน่ําเขาจาก ตางประเทศทีแ่สดงอาการโรคแผลสะเก็ดและ
ตัวอยางหวัมนัฝร่ังที่แสดงแผล สะเก็ดจากเกษตรกรทีป่ลูกมันฝร่ังในประเทศ จาํนวน 47 ตัวอยาง    
 3. ตรวจเอกสารงานวิจัยทั้งโครงการ  เตรียมอุปกรณเคร่ืองมือและบุคลากรไปเก็บตัวอยาง
จากโรงเก็บหัวพันธุมัฝร่ังภาคเอกชนผูนําเขาและเกษตรกรผูผลิตมันฝร่ัง ไดตัวอยางหวัพนัธุมนัฝร่ัง
ที่นาํเขาจากตางประเทศที่แสดงอาการโรคแผลสะเก็ดและจากเกษตรกรที่ปลูกมนัฝร่ังในประเทศ 
44 ตัวอยาง ไดเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากอาการแผลสะเก็ดดวยอาหารกึ่งจาํเพาะในหองปฏิบัติการ
ไดเชื้อ 42 ไอโซเลท ทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุโรคจากเชื้อที่แยกไดพบวาเช้ือที่ทาํใหเกิดอาการโรค
แผลสะเก็ด 19 ไอโซเลท 
 4.สํารวจและเก็บตัวอยางจากผูนําเขา 2  ราย สหกรณผูปลูกมันฝร่ัง 1 ราย ไดตัวอยางหัวพันธุ
มันฝร่ังที่นาํเขาจาก ตางประเทศที่แสดงอาการโรคแผลสะเก็ด 23 ตัวอยาง เก็บตัวอยางหวัมนัฝร่ัง
จากแปลงเกษตรกรที่ปลูกมนัฝร่ังในประเทศ  19 ราย ได 32 ตัวอยาง รวม 55 ตัวอยาง แยกไดเชื้อ
แบคทีเรียจากอาการแผลสะเก็ดดวยอาหารกึ่งจําเพาะNPPC 44ไอโซเลท เปนมนัฝร่ังนาํเขา 19 ไอ
โซเลท มนัฝร่ังในประเทศ 25 ไอโซเลท เมือ่นํามาทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุโรคพบวา 22 ไอโซเลท 
ทําลายหัวมนัฝร่ังเปน แผลสะเก็ด แยกเช้ือกลับ (reisolation)ไดเชื้อ 19 ไอโซเลท เก็บรักษาเชือ้ที่
เปนเช้ือสาเหตุโรคแผลสะเก็ดในรูปถาวร กึ่งถาวรและช่ัวคราว เพื่อใชในการทดลองอ่ืน ๆ ตอไป 
 5.จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและการสรางสปอรจากเชื้อ 5ไอโซเลท พบวาเช้ือ
ทั้งหมดมีปฏิกริิยาเปนชนิดแกรมบวก โคโลนีสีเทาเกาะกันแนนคลายเสนใยเช้ือราแตขนายเล็กกวา 
สรางเม็ดสีสีน้าํตาลในอาหาร ดูดวยกลองจุลทรรศนพบวาสปอรเรียงตอกันเปนเกลียวอยูเหนอื
โคโลนีและสามารถสรางกรด ใน sucrose glucose  lactose mannital inositol xylose cellulose 
จากคุณสมบัติดังกลาวสามารถสรุปตาม Loria et al. (1997) ไดวาเปนเช้ือ S. scabies  
 6.นําเชื้อS. scabies ที่แยกไดจากการทดลองนี้มาทาํการผลิตแอนติซีรัมที่เฉพาะตอเชื้อนี้จาก
ไกตามข้ันตอนของ Akita, E.M. and Nakai, S. 1993. พบวาแอนติเซรัมที่ผลิตไดมีปฏิกิริยาทางเซ
รุมวิทยาจําเพาะตอเชื้อ S. scabies และสามารถผลิตไดปริมาณมากพอที่จะไดนาํไปพัฒนาเปนชุด
สําเร็จเพื่อใชในการตรวจหาเช้ือสาเหตุโรคแผลสะเก็ดตอไป 
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การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-2 สาเหตุ
โรคเหี่ยวสับปะรดโดยใชระบบเซลลแบคทีเรีย 

Antiserum production of  Pineapple mealybug wilt-associated virus-2 causing 
pineapple wilt  disease by bacterial cell system 

 
วันเพ็ญ  ศรทีองชัย     ศรีเมฆ  ชาวโพงพาง    เยาวภา ตันติวานิช 

กลุมวิจัยโรคพืช     สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 

 
บทคัดยอ 

          นําใบสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วมาแยกสกดัอารเอ็นเอ โดยใชชดุสกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป 
(RNeasy Kit ของ QIAGEN) แลวนาํไปเพิม่ปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอรจากสวน
ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส PMWaV-2 ไดแกLumi_PMWaV2F (5' CACCGCTCA 
GAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' CCCTGAAACAGCTCCCTG 
GTTCAGCT 3') สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คูเบส จากนั้นนําไปโคลนเขาสู cloning 
vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะโคลนท่ีมชีิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไปใน 
vector นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี Miniprep และมีลําดับนิวคลีโอไทด 909 คูเบส หลังจากนัน้ 
subclone ยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 เขาสู protein expression vector 
(pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมีขนาด 5.8 กโิลเบส และ transform เขา E. coli Top 10   
ตรวจพบวามลํีาดับนิวคลีโอไทด 1041 คูเบส คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลล
ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- 
และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน ซึ่งพบวาระยะเวลาท่ี
สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กโิลดาลตัน 
จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนิค SDS-
PAGE  ปรากฏวา พบ band ขนาด 38 กโิลดาลตันในทกุ fraction และ พบวา โปรตีนสามารถผาน 
column Ni-NTP ไดนอยมาก ขณะนี้กาํลังทาํการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนิดตางๆที่ใชในการแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อไมใหโปรตีนถูกชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
 
 
รหัสการทดลอง 09 01 49 02 03 04 10 51



 1237 

คํานํา 
 สับปะรด  [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยูในวงศ Bromeliaceae เปนพืชเศรษฐกิจที่
สําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดตลอดป เพื่อใชบริโภคสดภายในประเทศ
และแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ มีมูลคาสงออกประมาณปละ13,000-15,000 ลานบาท  โดย
ประเทศไทยครองความเปนผูนําในการผลิตและสงออกสับปะรดเปนอันดับหนึ่งของโลก เปน
เวลานานกวา 10 ปจนถึงปจจุบัน โดยมีตลาดผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป 
ญ่ีปุน และสาธารณรัฐประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) 

ศัตรูพืชเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทําใหผลผลิตและคุณภาพสับปะรด
เสียหายอยางรุนแรง จนบางคร้ังไมสามารถเก็บผลผลิตได ศัตรูสําคัญที่สุดที่กาํลังเปนปญหาสําคัญ
ตอการปลูกสับปะรดของไทยในปจจุบัน ไดแก โรคเหีย่วสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ 
Mealybug wilt of pineapple) พบระบาดเปนคร้ังแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อตนป 
พ.ศ. 2443 และปจจุบันโรคนี้แพรระบาดทั่วไปในประเทศทีม่ีการปลูกสับปะรดเปนการคา เชน 
ออสเตรเลีย ไทยและคิวบา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีรายงานวาพบการระบาดของโรคเหี่ยวใน
แหลงปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรีต้ังแตป พ.ศ. 2532 และทําความเสียหายใหแกผลผลิตอยาง
สูง ตอมาในป พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณ
จังหวัดประจวบคีรีขันธ และเพชรบุรี ซึ่งเปนแหลงปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพืน้ที่ปลูกสับปะรด
เปนอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร ตามลําดับ จากพื้นที่ปลูกทั้ง
ประเทศ 962,693 ไร (สํานกังานเศรษฐกจิการเกษตร, 2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 2547) 
นอกจากนีเ้ร่ิมพบการเขาทาํลายของโรคนีใ้นเขตจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด ซึง่เปนแหลงปลูก
สับปะรดที่สําคัญเพื่อสงโรงงานแปรรูปของภาคตะวนัออก พนัธุที่พบวามกีารระบาดของโรคเหีย่ว 
คือพันธุปตตาเวีย หรือรูจักแพรหลายในนามสับปะรดศรีราชา ซึง่จดัอยูในกลุมพันธุ Smooth 
Cayenne เปนพันธุที่ปลูกมากที่สุดคิดเปนรอยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด เพราะนอกจาก
นิยมปลกูเพื่ออุตสาหกรรมแปรรูปแลว  ยงัเปนพนัธุทีน่ิยมใชบริโภคผลสดอีกดวย (วันเพ็ญ, 2546)   

โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ไดแก
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเปนแบบอารเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
น้ําหนกัโมเลกลุ 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยูในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศ 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยูหนาแนนเฉพาะภายในเซลลทออาหารของพชื  
(Beardsley, 1993)  

ลักษณะอาการของโรค ใบเร่ิมแสดงอาการออนนิ่ม มีสีเขียวออนหรือสีเหลือง ปลายใบแหง
ตายเปนสีน้าํตาลหรือสีแดงลามเขาสูโคนใบ (die back) ใบลูลงและแผแบนไมต้ังข้ึนเหมือนใบปกติ 
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ตอมาตนเหี่ยวและแหงตายในที่สุด รากมขีนาดส้ันและแตกแขนงนอยมาก ทําใหถอนตนข้ึนมาได
งาย ซึ่งตรงขามกับตนปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนน ทาํใหถอนตนข้ึนมาไดยาก ผลมี
ขนาดเล็กมากจนไมสามารถเก็บเกี่ยวได (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยที่
สําคัญและออนแอตอไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถายทอดโดยมเีพล้ียแปง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
D. neobrevipes (Beardsley)] เปนพาหะ (German et al, 1992) 

วิธีการที่สามารถใชจําแนกไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คือ วิธีอิมมูโนวิทยา 
(Immunology) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 (Sether & Hu, 2002) และวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ
ไวรัสแตละชนิด (Beardsley, 1993; Hu et al., 1996) ซึ่งใหผลที่แมนยํา และรวดเร็ว แตตองอาศัย
ความชํานาญเฉพาะดานรวมทั้งตองเสียคาใชจายสูงในการตรวจสอบหนอพันธุสับปะรดเปน
จํานวนมาก และในฮาวายมีรายงานวา สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยว เมื่อไดรับเช้ือไวรัส PMWaV-
2  และไมแสดงอาการของโรคถาไดรับเช้ือ PMWaV-1 เพียงชนิดเดียว แตถาไดรับเช้ือทั้งสองชนิด
สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยวอยางรุนแรง ฉะนั้นควรมีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-2 เพื่อใชใน
การคัดเลือกหนอพันธุปลอดโรคเพื่อนําไปปลูกในปริมาณมาก เพราะเปนวิธีที่งาย คาใชจายไมสูง 
และสามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมาก   แตเนื่องจากปริมาณของคลอสเตอโรไวรัสใน
พืชมีน อย  ทํ า ใหประ สิทธิภาพของแอนติซี รัมที่ ผ ลิตไดยั ง ไม ดีที่ สุด  ในปจจุ บันอา ศัย
เทคโนโลยีชีวภาพทําใหสามารถผลิตโปรตีนตางๆในเซลลแบคทีเรียในปริมาณมากได และมีความ
บริสุทธิ์สูง จึงเปนการเพิ่มปริมาณแอนติเจนเพื่อนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลองตอไป 

 Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิน้ของ coat protein ยีน จาก
สายพนัธุขาวของประเทศฟลิปปนส โดยนํามาโคลนเขา vector แลวนาํไปเชื่อมกบั MBP fusion 
proteinsจากนั้นนําไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิตไดสามารถตรวจ
วินิจฉัยไวรัสใบสีสมรูปทรงกลมไดโดยวิธ ี ELISA, Western blotting และ IEM  ตอมา Cerovska 
และคณะ (2003) ไดทําการผลิตโพลีคลอนอลแอนติบอดีจากยนีโปรตีนหอหุมไวรัส (ยีน CP) ของ
เชื้อ Potato mop-top virus (PMTV) โดยโคลนช้ินของยีน CP เขาสู expression vector แลวเพิม่
ปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกใหบริสุทธิ์และฉีดเขาสัตวทดลองเพือ่
ผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบวาแอนติซีรัมที่ไดสามารถใชตรวจหาไวรัส PMTVไดผลดีโดยใช
เทคนิค ELISA หรือ Osmar และคณะ (2004) ไดนํายนี CP ของเชื้อ Apple stem grooving virus  
(ASGV) มาเพิม่ปริมาณโดยเทคนิค RT-PCR นาํไปโคลนใน vector  ตรวจหาลําดับเบส และ โคลน
เขาสู expression vector  แลวเพิ่มปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให
บริสุทธิ์และฉีดเขาสัตวทดลองเพื่อผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบวาแอนติซีรัมที่ไดสามารถใช
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ตรวจหาไวรัส ASGV ไดผลดีโดยใชเทคนคิ ELISA นอกจากนี ้ ลําพึง และคณะ (2547) ไดทําการ
สังเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัสเสนใบเหลืองกระเจ๊ียบเขียวในระบบเซลลแบคทีเรีย และ
แยกโปรตีนออกจากเซลลแบคทีเรีย และนําไปฉีดกระตุนกระตายทดลองเพื่อผลิตแอนติซีรัมทีม่ี
ประสิทธิภาพสูงในการตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค ฉะนัน้ควรพัฒนาวิธีการผลิตแอนติซีรัมของ 
PMWaV-2 โดยอาศัยเทคโนโลยีชวีภาพ ไดแก การโคลนยีน และนาํมาเพิ่มปริมาณโปรตีนของเช้ือ
ในเซลลแบคทเีรีย กอนนําไปฉีดเขากระตาย  เพื่อใหไดแอนติซีรัมทีม่ีประสิทธิภาพสูงสําหรับใชใน
การคัดเลือกหนอพนัธุปลอดโรคเพื่อนาํไปปลูกในปริมาณมาก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

1.   ตนสับปะรดที่เปนโรคเหี่ยวที่เกิดจากไวรัส PMWaV-2 
2. ไพรเมอร 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณและสารเคมีที่ใชในข้ันตอนของการโคลนยีน 
5.   กระตาย อุปกรณและสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือ โดยวธิีทางเซรุมวิทยา 

 
วิธีการ   
 1. การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร  
              ออกแบบไพรเมอร จํานวน 1 คู จากสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค(cp gene) 
ของเชื้อไวรัสสาเหตุของโรคเหี่ยวสับปะรด ซึ่งมีความจาํเพาะเจาะจงกับ PMWaV-2 ไดแก     
                 Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                 Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
เพื่อนาํไปใชในการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เขาสู vector  

 
1.2 การแยกสกัดอารเอ็นเอของเช้ือ 

                      โดยใชชุดสกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) มีข้ันตอนดังนี ้
                 1.  ชั่งใบสับปะรดที่มีอาการของโรค ประมาณ 0.1 กรัม บดในโกรงที่เยน็โดยการ

เติมไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียด ใชชอนสเตนเลสทีผ่านเผาดวยเปลวไฟ ตักผงละเอียดที่บดไว 

ใสหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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               2.  เติม buffer RLT ที่เติม beta mercaptoethanol (10 ไมโครลิตร/1 มิลลิลิตร

RLT) 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยและนําหลอดไปแชที่ 56 ºซ นาน 1-3 นาที จากนั้นดูด

สวนผสมทั้งหมดใสใน QIAshredder spin column (สีมวง) นํา column ซอนบนหลอดขนาด 2 

มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที น้ําไสจะผาน column 

ลงในหลอดที่รองรับขนาด 2 มิลลิลิตร  สวนเศษช้ินสวนพืชติดอยูดานบนcolumn  

3. เติม  absolute ethanol ในหลอดที่รองรับน้ําใส ปริมาตร 0.5 เทา (225 

ไมโครลิตร) ผสมใหเขากนัโดยใช micropipette ดูดข้ึนลง 

4.   ดูดสวนผสมทั้งหมดใสลงใน RNeasy mini column (สีชมพ)ู และวางซอนบน

หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปหมนุเหวี่ยงตะกอนที่ 12,00 รอบ/นาท ีนาน 15 วนิาท ี    

5.   เททิ้งสวนที่ผาน column  แลวเติมสารละลาย RW1 ลงใน column ปริมาตร

700 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,00 รอบ/นาท ี15 วินาท ี

6.   เททิ้งสวนที่ผาน column  แลวลาง column ดวย RPE 500 ไมโครลิตร โดย

การหมนุเหวีย่ง 12,000 รอบ/นาท ี15 วินาท ี

7.  ยาย column ซอนบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติมน้ํา 

(RNase-free water) 50 ไมโครลิตร ใน column เพื่อชะลาง RNAจาก column รอประมาณ 1 นาที  

กอนนําไปหมนุเหวี่ยงที ่12,000 รอบ/นาท ีนาน 1 นาที  อารเอ็นเอ ที่ไดละลายในน้าํผาน column 

และถูกเก็บไวในหลอดรองรับ จากนัน้นาํไปเก็บไวที ่-80 ºซ    

   1.3  การเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอดวยเทคนิค RT-PCR และการโคลนยีน 
                   นําอารเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใชชุด 
OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) เพิ่มปริมาณของช้ิน cDNA โดยใชไพรเมอร               
                            Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                            Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
 

โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 
        RNase free water       15.0      ไมโครลิตร 
 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer         5.0      ไมโครลิตร
 dNTPs (10 mM)         1.0      ไมโครลิตร
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 Lumi_PMWaV2F (20 uM)                   0.5      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2R (20 uM)                   0.5      ไมโครลิตร 
 QIAGEN OneStep RT-PCR enz. Mix      1.0      ไมโครลิตร 
 RNA template          2.0      ไมโครลิตร  

                           รวม                          25.0      ไมโครลติร 
    

        นาํหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห cDNA  
ตาม program ดังนี ้
       50 º ซ  30   นาท ี  
            94º ซ     15   นาที  (activated hot start Taq DNA pol, deactivated reverse) 
           Denature  94º ซ  45    วินาท ี
           Annealing 58 º ซ            45    วินาท ี      30 รอบ      
           Extension 72 º ซ  45    วินาท ี
           Final extension  72º ซ  5     นาท ี

 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาที   
 

1.4  การตอเชื่อม (ligation) PCR product เขาสู พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) 
        นํา PCR product 2 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนนิ่งเวคเตอร pCR®8/GW/TOPO® 
(Invitrogen)  1 ไมโครลิตร และ salt solution 1 ไมโครลิตร จากนัน้เติมน้าํกล่ันนึง่ฆาเชื้อแลว / 
ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมหิองนาน 5 นาที จากนัน้ดูดมา 3 ไมโครลติรใสในหลอดของ One Shot 
cell แชในน้ําแข็ง นาน 30 นาที แลวทําการ heat shock cell โดยการแชหลอดในน้าํที่มีอุณหภูมิ 42°C 
นาน 30 วินาที กอนยายไปแชบนน้าํแข็งทันท ี เติมอาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กอนนาํไป
เขยาที ่ 37°C นาน 30 นาท ี ดูดมา 50 ไมโครลิตร และเทแผลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่ม ี
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที่ 37 °C ขามคืน 
 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด และการเพิ่มจํานวนยีนโดยเทคนคิ PCR  
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไมจิ้มฟนที่ปราศจากเช้ือ 
แลวนํามาเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู)  เขยาดวย

ความเร็ว 170 รอบตอนาท ีที่ 37ซ ขามคืน นาํเช้ือที่อยูในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร  มาหมุนเหวีย่ง
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ที ่12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีเก็บตะกอนที่ไดมาละลายใน Solution I (25 mM Tris HCl pH 
8.0, 50 mM glucose และ 10 mM EDTA) 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากนั แลวเติม Solution II 
(0.2 N NaOH, 1% SDS) 200  ไมโครลิตร เขยาหลอดกอนที่จะเติม Solution III (3 M potassium 
acetate pH 5.2) 150  ไมโครลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 150 ไมโครลิตร 
เขยาและแชบนน้าํแข็ง 10 นาที  แลวนาํไปหมุนเหวีย่ง ที่ 10,000 รอบตอนาท ีนาน 10 นาท ีนํา
สวนของน้ําใสมาเติมดวย หนึ่งเทาโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมนุเหวี่ยง ที่ 10,000 
รอบตอนาท ี นาน 10 นาท ี ลางตะกอนท่ีไดดวย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็ว
รอบและเวลาเทาเดิม แลวละลายตะกอนพลาสมิดดวยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู) 50 ไมโครลิตร 

ต้ังไวที ่37 ซ นาน 30 นาที  
           นําพลาสมิดที่สกัดไดสงตรวจเพื่อหาลําดับนวิคลีโอไทด จากนัน้ทาํการเพิ่มจาํนวน

ยีนดวยเทคนคิ PCR ใชไพรเมอร   Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R และใช Deep Vent 
DNA Polymerase (Proof reading) แทน Taq Polymerase เพื่อใหได PCR Product ที่เปน blunt 
ends โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

        dNTPs (10 mM)         1.0      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2F (20 uM)                   1.0      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2R (20 uM)                   1.0      ไมโครลิตร 
 Deep Vent DNA Polymerase         1.0      ไมโครลิตร 
 Buffer           1.0      ไมโครลิตร 
 template           1.0      ไมโครลิตร 
 dH2O        19.0      ไมโครลิตร 
                           รวม                          25.0      ไมโครลติร 

    
        นาํหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห  DNA  
ตาม program ดังนี้  
            94º ซ                 5   นาท ี  
           Denature  94º ซ  1    นาท ี
           Annealing 58 º ซ            1    นาท ี      30 รอบ      
           Extension 72 º ซ  1    นาท ี
           Final extension  72º ซ  5     นาท ี
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 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาที   
 

1.6  การ subclone เขาสู protein expression vector 
 นํา PCR product ที่ไดจากขอ1.5 นํามาเช่ือมตอ (ligation) เขาสู expression 

vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และถายเขาสู (transformation)เขา E. coli Top 10  
โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาที จากนั้นทําการคัดเลือก
โคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู   (ข้ันตอนเหมือนขอ 1.5)  
ตรวจสอบโคลนดวยเทคนิค PCR และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบความถูกตอง จากนั้น 
transform เขา competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 3) โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที 
และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาที คัดเลือกโคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชวีนะ 
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อนําไปสังเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป  

  
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชกันาํการสังเคราะห recombinant proteinในเซลล
แบคทีเรีย 

เล้ียงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ทีม่ีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - cp 
ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขยา 170 
รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เพื่อใชเปน starter จากนั้นแบงใสในอาหาร
เหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในอัตราสวนของเช้ือ 10 % ของ
อาหาร  เขยาตออีก 2 ชัว่โมง จากนัน้เติม Isopropyl--D thiogalactopyranoside (IPTG) ใน
อาหารเล้ียงเชือ้ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร  เล้ียงเชื้อตอโดยการเขยาบนเคร่ือง 
shaker และเก็บตัวอยางเซลลหลังการเติม IPTG ที่ 2  4  6   และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 1 มิลลิลิตร 
นํามาปนตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํที่ผานการนึง่ฆา
เชื้อแลว 50 ไมโครลิตร และเก็บไวที่ -20 oซ จากนัน้แลวเติม 2xSDS-PAGE sample buffer (0.125 
Tris-HCl pH 6.8, 20% glycerol, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue R250, 5% -
Mercaptoethanol)  50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที แลวนํา
ตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนคิ SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - 
cp หลังจากล้ียงในอาหารเหลว 2XYT ทีเ่วลาอันเหมาะสมในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 
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มาปนตกตะกอนที ่8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 15 นาที (4oซ) นาํตะกอนมาผสมกับน้ําที่ผานการนึ่ง
ฆาเช้ือแลว (ตะกอน 1 กรัม/น้ํา 10 มิลลิลิตร) จากนัน้เติม lysozyme เพียงเล็กนอยประมาณเทาหัว
ไมขีดไฟ  (ตออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวนใหเขากนัจนเหนียว เก็บที ่ -20 oซ ขามคืน  จากนั้น

นํามาเติมดวย lysis buffer (Buffer B : 50 mM  NaH2PO4 H2O, 10 mM  Tris-HCl  
(MW.=121.1) และ  8 M  Urea, pH 8.0) ในอัตรา 50 มลิลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และนํามาทาํ
ใหเซลลแตกดวยเคร่ือง sonicator แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) คร้ังละ 5 นาท ีจนกวา
เซลลจะหายหนืดและใส แลวนาํไปปนที่ 10,000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที (4 oซ) เก็บน้าํใสไปแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เร่ิมจากการลาง 
column หลังแพ็คแลว ดวย buffer B จากนัน้เทสวนน้าํใสใหผาน column และลาง column ดวย 
buffer C (pH 6.3) และ buffer D (pH 5.9) กอนที่จะใส buffer E (pH 3.9) เพื่อแยกโปรตีนออก
จากเจลใน column เกบ็เปน fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพื่อนาํไปตรวจสอบขนาดของ
โปรตีนวาอยูใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE  และคํานวนปริมาณโปรตีนที่ผาน column 
โดยใชสูตรของ Bradford’s 

 
เวลาและสถานที ่   ระยะเวลา      ตุลาคม 2551 - กันยายน 2553 

            สถานที่      กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 
1. การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)    

  ปริมาณอารเอ็นเอของใบสับปะรดที่เปนโรคเหี่ยวที่เกิดจากไวรัส PMWaV-2 ที่ไดจากการ
สกัด และเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR ใชไพรเมอร Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R 
จากการตรวจวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอ ดวย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 909 คูเบส (bp) (ภาพที่ 1)   

การตรวจสอบโคลนตางๆของพลาสมิด pCR®8/GW/TOPO® หลังตอเช่ือมกับ PCR 
product (909 คูเบส)  โดยการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอของเช้ือไวรัส ดวยเคร่ือง 
Sequencer พบวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 (ภาพที่ 
2)   
 หลังจาก subclone ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส  เขาสู 
expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเปน protein expression vector 
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(ขนาด 5.8 กโิลเบส) (ภาพที ่ 3) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด
1041 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส + Lumio tag 
132 คูเบส (ภาพที่ 4) ขณะนี้กําลังดําเนนิการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลล
ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- 
และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 
 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชกันาํการสังเคราะห recombinant proteinในเซลล
แบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 ชัว่โมง เพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน จากนัน้ทาํ
การเก็บเซลลที่ 2  4  6  8 และ 24  ชั่วโมง เมื่อนํามาตรวจหาระยะเวลาท่ีเร่ิมมีการสงัเคราะห
โปรตีนต้ังแต 4 ชั่วโมง และพบมากที่สุดเมื่อปลอยใหเกิดการชักนําขามคืน โดยใชเทคนิค SDS-
PAGE พบ band ที่มนี้าํหนกัโมเลกุลประมาณ 38 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 5 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 

 จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนคิ 
SDS-PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 38 กโิลดาลตันทุก fraction และ พบวา โปรตีนสามารถ
ผาน column Ni-NTP ไดนอยมาก จึงไดนําโคลนมา purify และสงไปตรวจสอบลําดับเบสอีกคร้ัง
หนึง่  ผลการตรวจสอบลําดับเบสของโคลนท่ีสังเคราะหโปรตีนได พบวาลําดับเบสถูกตอง ขณะนี้
กําลังทําการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนิดตางๆที่ใชในการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อ
ไมใหโปรตีนถกูชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
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ภาพที ่1.  การเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส โดยใชไพรเมอร Lumi_PMWaV2F และ 

Lumi_PMWaV2R   วเิคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส จากสับปะรดที่เปนโรคเหีย่ว 
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ภาพที ่2.  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (909 bp)  
               ที่เชื่อมตอเขาสูพลาสมิด pCR®8/GW/TOPO®

  

 M  A  Q  N   Y  V  A   V  V  E   G  T  I  L   E  S  L   T  A  P 
       1 ATGGCTCAGA ATTACGTAGC CGTAGTAGAA GGCACTATTC TCGAAAGTTT GACGGCTCCA 
 TACCGAGTCT TAATGCATCG GCATCATCTT CCGTGATAAG AGCTTTCAAA CTGCCGAGGT 
  P  K  R  F   R  V  A   T  S  D   V  G  K  Y   Y  D  S   S  K  Y 
      61 CCTAAACGAT TTAGAGTGGC GACGTCTGAT GTGGGGAAAT ATTACGATAG TAGCAAATAC 
 GGATTTGCTA AATCTCACCG CTGCAGACTA CACCCCTTTA TAATGCTATC ATCGTTTATG 
  R  S  V  T   G  V  A   T  A  E   R  D  R  L   P  A  I   E  E  T 
     121 CGCTCTGTAA CGGGCGTAGC TACAGCCGAG AGGGATCGGT TACCAGCGAT AGAGGAAACT 
 GCGAGACATT GCCCGCATCG ATGTCGGCTC TCCCTAGCCA ATGGTCGCTA TCTCCTTTGA 
  E  L  L  A   T  I  P   T  E  A   S  T  D  K   G  V  I   P  E  T 
     181 GAACTATTGG CAACAATCCC AACGGAAGCT TCAACAGATA AGGGTGTTAT TCCCGAGACT 
 CTTGATAACC GTTGTTAGGG TTGCCTTCGA AGTTGTCTAT TCCCACAATA AGGGCTCTGA 
  V  K  R  S   S  N  K   P  E  I   V  D  D  V   S  T  L   L  L  N 
     241 GTTAAGAGGT CGAGTAATAA ACCAGAAATA GTAGATGATG TATCAACGTT GCTGTTAAAT 
 CAATTCTCCA GCTCATTATT TGGTCTTTAT CATCTACTAC ATAGTTGCAA CGACAATTTA 
  P  R  K  N   V  V  L   N  I  G   S  V  K  T   V  P  K   V  V  N 
     301 CCTAGAAAGA ACGTTGTACT AAATATTGGA TCGGTTAAAA CCGTGCCAAA GGTAGTTAAT 
 GGATCTTTCT TGCAACATGA TTTATAACCT AGCCAATTTT GGCACGGTTT CCATCAATTA 
  Q  P  G  L   I  S  R   E  I  A   I  R  I  G   E  A  L   K  E  H 
     361 CAGCCGGGTT TGATATCCCG GGAGATTGCT ATCCGTATAG GAGAGGCTCT GAAGGAACAT 
 GTCGGCCCAA ACTATAGGGC CCTCTAACGA TAGGCATATC CTCTCCGAGA CTTCCTTGTA 
  C  K  Q  V   M  G  S   D  S  S   T  D  L  A   T  Y  F   I  H  L 
     421 TGCAAACAAG TTATGGGTTC GGATAGTAGT ACGGACTTAG CTACATACTT TATACATTTG 
 ACGTTTGTTC AATACCCAAG CCTATCATCA TGCCTGAATC GATGTATGAA ATATGTAAAC 
  I  Q  L  A   I  T  F   S  T  S   K  N  S  E   Y  K  E   F  D  Y 
     481 ATTCAACTCG CTATTACGTT CTCTACATCC AAAAATAGCG AATACAAAGA GTTTGACTAT 
 TAAGTTGAGC GATAATGCAA GAGATGTAGG TTTTTATCGC TTATGTTTCT CAAACTGATA 
  I  E  T  E   T  Q  K   K  I  Y   I  K  D  V   S  E  V   V  E  R 
     541 ATAGAAACAG AGACGCAAAA GAAAATATAC ATCAAGGACG TGAGTGAGGT GGTTGAGAGA 
 TATCTTTGTC TCTGCGTTTT CTTTTATATG TAGTTCCTGC ACTCACTCCA CCAACTCTCT 
  A  A  M  N   S  G  Y   E  N  P   F  R  Q  Y   M  R  Y   F  T  S 
     601 GCGGCGATGA ATTCGGGGTA CGAAAACCCG TTTAGGCAAT ATATGCGTTA TTTTACAAGC 
 CGCCGCTACT TAAGCCCCAT GCTTTTGGGC AAATCCGTTA TATACGCAAT AAAATGTTCG 
  S  S  I  T   L  T  L   N  G  K   I  T  P  N   E  R  T   M  A  H 
     661 TCGAGTATAA CACTAACTTT AAATGGTAAA ATAACACCTA ACGAGAGAAC TATGGCTCAT 
 AGCTCATATT GTGATTGAAA TTTACCATTT TATTGTGGAT TGCTCTCTTG ATACCGAGTA 
  H  G  V  P   K  Q  F   F  A  Y   T  Y  D  F   I  D  P   D  Y  S 
     721 CACGGAGTAC CCAAGCAGTT CTTTGCATAT ACTTACGATT TTATTGACCC CGACTATAGC 
 GTGCCTCATG GGTTCGTCAA GAAACGTATA TGAATGCTAA AATAACTGGG GCTGATATCG 
  L  M  N  H   S  A  I   N  A  Y   N  L  T  R   I  Q  A   F  K  N 
     781 CTCATGAATC ATTCGGCGAT TAATGCTTAC AACTTAACGA GGATTCAAGC ATTTAAGAAT 
 GAGTACTTAG TAAGCCGCTA ATTACGAATG TTGAATTGCT CCTAAGTTCG TAAATTCTTA 
  K  I  A  S   V  N  N   T  M  H   N  T  Y  Q   L  N  Q   G  A  V 
     841 AAGATAGCTT CAGTGAACAA TACTATGCAT AACACATACC AGCTGAACCA GGGAGCTGTT 
 TTCTATCGAA GTCACTTGTT ATGATACGTA TTGTGTATGG TCGACTTGGT CCCTCGACAA 
  S  G  * 
     901 TCAGGGTAG 
 AGTCCCATC 
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ภาพที ่3.  subcloning ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส ขนาด 909 คูเบส เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)  
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PWMaV2AF283103+132
1041 bp

LumioTag

PMWaV2-CP

E coR I (7 42)

H indII I ( 339)

Sm a I  (5 12)

X maI  (5 10)

Nco I  (19)

Nco I  (132)

A v aI  (365 )

A v aI  (5 10) A vaI (7 93)

 
                   NcoI 

                   ~~~~~~~ 
  M  H  H  H   H  H  H   G  A  G   G  C  C  P   G  C  C   G  G  G 
       1 ATGCATCATC ACCATCACCA TGGTGCTGGT GGCTGTTGTC CTGGCTGTTG CGGTGGCGGC 
 TACGTAGTAG TGGTAGTGGT ACCACGACCA CCGACAACAG GACCGACAAC GCCACCGCCG 
  E  N  L  Y   F  Q  G   I  I  T   S  L  Y  K   K  A  G   S  A  A 
      61 GAAAACCTGT ATTTTCAGGG AATTATCACA AGTTTGTACA AAAAAGCAGG CTCCGCGGCC 
 CTTTTGGACA TAAAAGTCCC TTAATAGTGT TCAAACATGT TTTTTCGTCC GAGGCGCCGG 
             NcoI 
            ~~~~~~ 
  A  P  F  T   M  A  Q   N  Y  V   A  V  V  E   G  T  I   L  E  S 
     121 GCCCCCTTCA CCATGGCTCA GAATTACGTA GCCGTAGTAG AAGGCACTAT TCTCGAAAGT 
 CGGGGGAAGT GGTACCGAGT CTTAATGCAT CGGCATCATC TTCCGTGATA AGAGCTTTCA 
  L  T  A  P   P  K  R   F  R  V   A  T  S  D   V  G  K   Y  Y  D 
     181 TTGACGGCTC CACCTAAACG ATTTAGAGTG GCGACGTCTG ATGTGGGGAA ATATTACGAT 
 AACTGCCGAG GTGGATTTGC TAAATCTCAC CGCTGCAGAC TACACCCCTT TATAATGCTA 
  S  S  K  Y   R  S  V   T  G  V   A  T  A  E   R  D  R   L  P  A 
     241 AGTAGCAAAT ACCGCTCTGT AACGGGCGTA GCTACAGCCG AGAGGGATCG GTTACCAGCG 
 TCATCGTTTA TGGCGAGACA TTGCCCGCAT CGATGTCGGC TCTCCCTAGC CAATGGTCGC 
                                         HindIII 
                                         ~~~~~~~ 
  I  E  E  T   E  L  L   A  T  I   P  T  E  A   S  T  D   K  G  V 
     301 ATAGAGGAAA CTGAACTATT GGCAACAATC CCAACGGAAG CTTCAACAGA TAAGGGTGTT 
 TATCTCCTTT GACTTGATAA CCGTTGTTAG GGTTGCCTTC GAAGTTGTCT ATTCCCACAA 
     AvaI 
    ~~~~~~ 
  I  P  E  T   V  K  R   S  S  N   K  P  E  I   V  D  D   V  S  T 
     361 ATTCCCGAGA CTGTTAAGAG GTCGAGTAAT AAACCAGAAA TAGTAGATGA TGTATCAACG 
 TAAGGGCTCT GACAATTCTC CAGCTCATTA TTTGGTCTTT ATCATCTACT ACATAGTTGC 
  L  L  L  N   P  R  K   N  V  V   L  N  I  G   S  V  K   T  V  P 
     421 TTGCTGTTAA ATCCTAGAAA GAACGTTGTA CTAAATATTG GATCGGTTAA AACCGTGCCA 
 AACGACAATT TAGGATCTTT CTTGCAACAT GATTTATAAC CTAGCCAATT TTGGCACGGT 
                                SmaI 
                               ~~~~~~~ 
                                XmaI 
                               ~~~~~~~ 
                                AvaI 
                               ~~~~~~~ 
  K  V  V  N   Q  P  G   L  I  S   R  E  I  A   I  R  I   G  E  A 
     481 AAGGTAGTTA ATCAGCCGGG TTTGATATCC CGGGAGATTG CTATCCGTAT AGGAGAGGCT 
 TTCCATCAAT TAGTCGGCCC AAACTATAGG GCCCTCTAAC GATAGGCATA TCCTCTCCGA 
  L  K  E  H   C  K  Q   V  M  G   S  D  S  S   T  D  L   A  T  Y 
     541 CTGAAGGAAC ATTGCAAACA AGTTATGGGT TCGGATAGTA GTACGGACTT AGCTACATAC 
 GACTTCCTTG TAACGTTTGT TCAATACCCA AGCCTATCAT CATGCCTGAA TCGATGTATG 
  F  I  H  L   I  Q  L   A  I  T   F  S  T  S   K  N  S   E  Y  K 
     601 TTTATACATT TGATTCAACT CGCTATTACG TTCTCTACAT CCAAAAATAG CGAATACAAA 
 AAATATGTAA ACTAAGTTGA GCGATAATGC AAGAGATGTA GGTTTTTATC GCTTATGTTT 
  E  F  D  Y   I  E  T   E  T  Q   K  K  I  Y   I  K  D   V  S  E 
     661 GAGTTTGACT ATATAGAAAC AGAGACGCAA AAGAAAATAT ACATCAAGGA CGTGAGTGAG 
 CTCAAACTGA TATATCTTTG TCTCTGCGTT TTCTTTTATA TGTAGTTCCT GCACTCACTC 
                       EcoRI 
                       ~~~~~~ 
  V  V  E  R   A  A  M   N  S  G   Y  E  N  P   F  R  Q   Y  M  R 
     721 GTGGTTGAGA GAGCGGCGAT GAATTCGGGG TACGAAAACC CGTTTAGGCA ATATATGCGT 
 CACCAACTCT CTCGCCGCTA CTTAAGCCCC ATGCTTTTGG GCAAATCCGT TATATACGCA 
              AvaI 
             ~~~~~~ 
  Y  F  T  S   S  S  I   T  L  T   L  N  G  K   I  T  P   N  E  R 
     781 TATTTTACAA GCTCGAGTAT AACACTAACT TTAAATGGTA AAATAACACC TAACGAGAGA 
 ATAAAATGTT CGAGCTCATA TTGTGATTGA AATTTACCAT TTTATTGTGG ATTGCTCTCT 
  T  M  A  H   H  G  V   P  K  Q   F  F  A  Y   T  Y  D   F  I  D 
     841 ACTATGGCTC ATCACGGAGT ACCCAAGCAG TTCTTTGCAT ATACTTACGA TTTTATTGAC 
 TGATACCGAG TAGTGCCTCA TGGGTTCGTC AAGAAACGTA TATGAATGCT AAAATAACTG 
  P  D  Y  S   L  M  N   H  S  A   I  N  A  Y   N  L  T   R  I  Q 
     901 CCCGACTATA GCCTCATGAA TCATTCGGCG ATTAATGCTT ACAACTTAAC GAGGATTCAA 
 GGGCTGATAT CGGAGTACTT AGTAAGCCGC TAATTACGAA TGTTGAATTG CTCCTAAGTT 
  A  F  K  N   K  I  A   S  V  N   N  T  M  H   N  T  Y   Q  L  N 
     961 GCATTTAAGA ATAAGATAGC TTCAGTGAAC AATACTATGC ATAACACATA CCAGCTGAAC 
 CGTAAATTCT TATTCTATCG AAGTCACTTG TTATGATACG TATTGTGTAT GGTCGACTTG 
  Q  G  A  V   S  G  * 
    1021 CAGGGAGCTG TTTCAGGGTA G 
 GTCCCTCGAC AAAGTCCCAT C 

ภาพที ่4.  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (909 bp) + Lumio tag 132 bp 
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                                                M     1      2      3      4      5     6 
 
                       
 
 
 
 
 
 
 
  
 ภาพที่ 5   ผลการชักนําใหสรางโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-cp ดวย

สาร IPTG ที่ระยะเวลาตางๆกัน ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกไดกอนการชักนําดวย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกไดหลังการชักนาํ 2  4  6  8 และ 24 ชั่วโมง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

38 kDa 
 35 
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ภาพที ่6   ปริมาณโปรตีนทีสั่งเคราะหไดหลังจากผาน Ni-NTA column ดวยเทคนคิ SDS-PAGE 
                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                  1-5  :  โปรตีนทีแ่ยกไดหลังจากลาง column ดวย washing buffer 
                 6-18 : โปรตีนทีแ่ยกไดในแตละ fraction ต้ังแต 1-18 หลังการใช eluting buffer 

 
 
 
 
 

 
 

M     1      2      3     4      5      6      7     8      9 

M    10    11    12    13    14    15    16    17    18 

38 kDa 

38 kDa 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
         

 นําใบสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วมาแยกสกดัอารเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดอารเอ็นเอ
สําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) แลวนาํไปเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร
จากสวนของยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส PMWaV-2 ไดแกLumi_PMWaV2F (5' 
CACCGCTCA GAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' 
CCCTGAAACAGCTCCCTG GTTCAGCT 3') สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คูเบส 
จากนั้นนําไปโคลนเขาสู cloning vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะ
โคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี Miniprep แลวสงไปตรวจสอบ
ลําดับเบส พบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 909 คูเบส หลังจากนัน้ subclone ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค
ของไวรัส PMWaV-2 เขาสู protein expression vector (pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมี
ขนาด 5.8 กิโลเบส และ transform เขา E. coli Top 10   ตรวจพบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 1041 คู
เบส ซึง่ประกอบดวยยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส + Lumio tag 132 คู
เบส ขณะนี้กาํลังดําเนินการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 
(DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl-
-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน พบวาระยะเวลาท่ี
สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กโิลดาลตัน 
จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนิค SDS-
PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 38 กิโลดาลตันทุก fraction และ พบวา โปรตีนสามารถผาน 
column Ni-NTP ไดนอยมาก ขณะนี้กาํลังทาํการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนดิตางๆที่ใชในการแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อไมใหโปรตีนถูกชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
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การตรวจวินิจฉัยโรคใบดางของกลวยไมที่เกิดจากเช้ือไวรัสกลุม Potyvirus 
Detection of mosaic disease of orchids cause by Potyvirus 
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1/กลุมวิจยัโรคพืช    สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2/สํานักผูเชี่ยวชาญ  

_______________________ 
 

บทคัดยอ 
 

การตรวจวนิิจฉัยโรคใบดางของกลวยไมทีเ่กิดจากเชื้อไวรัสกลุม Potyvirus ทาํการเก็บ
ตัวอยางกลวยไมสกุล ฟาเลนอพซิส (Phalaenopsis) ออนซิเดียม (Oncidium) แวนดา (Vanda) 
ชางแดง ชางพลาย (Rhynchostylis) และกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium ) มอคคาลา ตรวจหา
เช้ือไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนโดยใชเทคนิค Brandes’ dip พบ
อนุภาคไวรัสชนิดทอนตรงสัน้ (stiff rod) (ขนาด300 นาโนเมตร) ทําการพิสูจนเชื้อพบวาเปน ORSV 
และพบเชื้อไวรัสชนิดทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดความยาว 550- 650  และ 750-900 นาโน
เมตร รวมปะปนกัน ไดตรวจจําแนกเช้ือไวรัสดวยวธิ ี Immuno electron microscope (IEM) และ
ตรวจดวยวธิี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-
ELISA) พบวาตัวอยางไวรัสทั้งหมดเปน CyMV เนื่องจากอนุภาคไวรัสทั้งหมดถูกเคลือบดวย IgG 
ของ CyMV แตไมเคลือบดวย IgG ของ MAb Poty1 เมื่อดูภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และ
ใหปฏิกิริยาเปนบวกกับ IgG ของ ORSV และ CyMV แตใหปฏิกิริยาเปนลบกับ IgG ของ MAb-
Poty1 ในวิธ ี NCM-ELISA สวนการศึกษาการถายทอดเชื้อตรวจไมพบอาการ systemic บนพืช
ทดสอบและพชือาศัยทัง้ 4 ชนิด คือ Nicotiana benthamiana, Chenopodium  quinoa, 
Capsicum  annuum, Lycopersicon esculentum ซึ่งเปนลักษณะของ Potyvirus บนกลวยไม 
แตจะพบอาการจุดแผลสีเหลือง (chlorotic spot) บนใบพืชทดสอบ ซึ่งเปนอาการท่ีเกิดจากเช้ือ 
CyMV ซึ่งจากการตรวจสอบตัวอยางกลวยไมเพื่อหาเชื้อกลุม Potyvirus ทั้ง 3 วิธีจึงสรุปไดวายังไม
พบเชื้อ Potyvirus ของกลวยไมระบาดในประเทศไทย 

 
 

______________________________________ 
รหัสโครงการ 09-01-49-02-03-04-06 
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คํานํา 
 
        ประเทศไทยมีการสงออกตนกลวยไมเพิ่มปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ บางประเทศมีขอกําหนดใหม ี
ใบรับรองการปลอดเช้ือไวรัส มากกวา 2 ชนิด  ของ CyMV และ ORSV บางประเทศตองการการ
ปลอดจากเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวย  บริษัทหลายแหงผูรับปนตาเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อใหกับ
ลูกคาที่สงมาจากประเทศในยุโรป มีความตองการใหชวยตรวจสอบตนพนัธุเพื่อคัดเลือกใหปลอด
เชื้อจาก CyMV , ORSV , Potyvirus  และ  Tospovirus  ซึ่งมีรายงานการศึกษาโดย Franki (1985)  
พบวาเช้ือไวรัสอีกชนิดทีท่าํใหกลวยไมพนัธุ Dendrobium spp. มีอาการดางคือเชื้อไวรัสในกลุม 
Potyvirus  เปน Dendrobium Mosaic Virus  (DeMV) ซึ่งม ีcoat protein gene ขนาด 1,143 bp 
สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานเช้ือไวรัสชนิดนี้ จากตัวอยางทีน่าํเขามาจากตางประเทศเปน
พันธุ Dendrobium, Oncidium, Phalaenopsis และ Grammatophylum พบอาการดาง แต
ตรวจสอบดวยชุดตรวจสอบของเช้ือ CyMV และ ORSV แลวพบวาเกิดจากเชื้อ ทั้ง 2 ชนิดนี้ และ
พบเปนเชื้อไวรัสที่มีอนุภาคเปนทอนยาวคดประมาณ 750 นาโนเมตร ซึง่เปนเชื้อ CyMV ที่มีขนาด
ต้ังแตชวง 550-900 นาโนเมตร แตอนุภาคขนาด 750-900 นาโนเมตร มีจาํนวนนอยเพยีง ซึ่ง
แนวทางในการศึกษาเพื่อการจําแนกเชื้อไวรัสสาเหตุของอาการดางที่ไมไดเกิดจากเชื้อ CyMV และ 
ORSV โดยการตรวจสอบดวยชุดตรวจสอบของไวรัสทั้งสองชนิด    แลวยังตองหาวธิีการที่เหมาะสม
ในการตรวจวนิิจฉัยเช้ือ Potyvirus ออกจากเชื้อ CyMV ใหชัดเจนเพื่อการปองกนักาํจัดและปองกนั
เชื้อกลุม Poryvirus เขามายงัประเทศไทย            
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วิธีดําเนินการ 
 

 
อุปกรณ 

 
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
- Ultra centrifuge 
- Spectrophotometer 
- แอนติซีรัม monoclonal  antibody ของเชื้อกลุม Potyvirus (MAb-Poty) virus 
- ตูแชแข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการปลูกเช้ือไวรัส 
- สารเคมีและวสัดุที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธ ีELISA 
- พืชทดสอบและพืชอาศัย 

 
วิธีการ 

 
1. เก็บตัวอยางกลวยไมและเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใชในการตรวจสอบตัวอยางกลวยไม  

ทําการเก็บตัวอยางกลวยไมที่พบลักษณะอาการ จากแปลงปลูกกลวยไมรวมทัง้ตัวอยางนําเขา
ในพืน้ที่ตางๆ มาศึกษาลักษณะอาการ และส่ังซื้อแอนติซีรัม monoclonal  antibody ของเชื้อกลุม 
Potyvirus (MAb-Poty) ซึ่งมีคุณสมบัติในการตรวจเช้ือไวรัสในกลุม Potyvirus  
 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอน 

 
2.1 ตรวจหาเชื้อไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอน 

นําตัวอยางกลวยไมจากรังกลวยไม ในแตละแหลงปลูกที่เก็บรวบรวมในขอ 1 มาตรวจสอบ
หาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus โดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนดวยเทคนิค Brandes’ 
dip โดยบดตัวอยางใบพืชใน 0.05 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 บนแผนไสลด  นํากริด 
(grid) ขนาด 300  mesh (มีชองส่ีเหล่ียม 300 ชองตอตารางนิ้ว) มาคว่ําลงบนน้ําค้ันทิง้ไว 1 นาที 
ใชคีมคีบกริดข้ึนจากน้ําค้ัน ซับสวนที่เปนของเหลวรอบกริด หยดน้าํกล่ันลงบนกริดเพื่อชะลางสาร
โมเลกุลใหญ เชนเกลือตางๆออกไป  ทําการยอมสีแบบ negative staining ซึ่งเปนการยอมสีพื้นที่
รอบๆอนุภาคของเช้ือไวรัสดวย 2% Phosphotungstic acid (PTA) นํามาตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
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2.2  ตรวจจําแนกเชื้อไวรัสดวยวิธ ีIEM (Immuno  electron microscope) 

         นาํตัวอยางกลวยไมที่ตรวจพบอนุภาค 550-900 นาโนเมตร มาตรวจสอบดวยวธิี IEM 
โดยบดตัวอยางใบพืชใน 0.05 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 บนแผนไสลด ไดน้ําค้ันพืช นาํ
กริด (grid) ขนาด 300  mesh ( 300 ชองตอตารางนิว้)  ที่เคลือบดวย colloidien และ carbon 
พรอมใช  มาคว่ําลงบนน้ําค้ัน 6  กริด ทิง้ไว 1-3 นาท ี ใช Forceps คีบกริดข้ึนจากน้ําค้ัน ซับสวนที่
เปนของเหลวรอบกริดออก หยดน้าํกล่ันลงบนกริด 10 หยด  เพื่อชะลางเศษพืชชิน้ใหญออกไป แลว
นํากริดไปคว่าํลงบนหยด IgG ของ CyMV  และ MAb Poty1 แยกกัน ทิ้งไวเปนเวลา 10 นาท ีแลว
ยอมสีดวยการหยดสารละลาย  2% Uranyl acetate ผานหนากริด 10 หยด แลวหยดน้าํกล่ันลาง
ผานหนากริด 10 หยด ซับรอบกริดใหแหงดวยกระดาษกรอง ผ่ึงใหแหงแลวนําไปตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 
3. ตรวจวินิจฉัยดวยวธิี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 

นําตัวอยางใบพืชที่ตองการตรวจสอบใสในถงุพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอร = 1:5)  แลวบดตัวอยางให
ละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 μm ชนิด  
High bone N+   ดวยการตีเปนชองตารางส่ีเหล่ียม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทําเคร่ืองหมาย
ที่ตารางของตัวแผน NCM หัวทายเพื่อเรียงลําดับตัวอยางจาก 1  ถงึตัวอยางสุดทาย นาํแผน NCM 
พรอมกับวางกระดาษกรองเบอร 1  ที่ตัดใหมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS (0.02M Tris, 
0.5 M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาท ีหลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอร 1 ข้ึนมาพรอมกบั
แผน NCM ทีแ่ชไวดวยกนั วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมที่แหงและมีขนาดใหญกวา โดยใช 
pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผน NCM ใหแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอยางน้ําค้ันพชื 
1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตามรูปแบบที่วางไว เมือ่
หยดตัวอยางเสร็จแลวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผ่ึงไวประมาณ 10-20 นาที นํา
แผนตัวอยางที่แหงแลวแชลงในกลองส่ีเหล่ียมที่ม ีblocking buffer ( 2%  non fat milk ใน TBS pH 
7.5 ) อยู 10 มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แชนาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง หรือ 
ประมาณ 27-30๐C หลังจากนัน้เท blocking buffer ออก ใสสวนผสมของ IgG ของ Potyvirus  ที่
ละลายอยูใน blocking buffer ใหม  ในอัตรา 1:500  แชแผน NCM นั้นเปนเวลา  1 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิหอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลวจึงลางแผน NCM ดวย TBS-Tween 3    คร้ัง ๆ ละ 3 
นาที เทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่เจอื
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จางเปน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 
1 ชั่วโมง ลางออกดวย TBS-Tween  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาท ี  แลวเทสวนผสม substrate  (ละลาย  
0.25%  AS- MX  จํานวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และละลาย
สาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทสวนผสมทัง้ 2 
รวมกัน แลวเทลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาท ี เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพูชัดเจนแลวเท substrate ออก แลวเทน้ํากล่ันลงแทน เพื่อเปนการลางและ
หยุดปฏิกิริยา 

 
4. ศึกษาการถายทอดเชื้อและการแยกเชื้อ Potyvirus โดยใชพืชทดสอบ 
    นําตัวอยางที่ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบแตเชื้อ CyMV ที่มีขนาดอนุภาค 550-
650 และ 750-900 นาโนเมตร นํามาปลูกเช้ือลงบนพืชทดสอบ Nicotiana benthamiana, 
Chenopodium  quinoa   พริกและมะเขือเทศ เพื่อแยกเชื้อ Potyvirus ออกจาก CyMV   โดยนํา
ตัวอยางใบกลวยไมผสมกับ sodium phosphate buffer pH 7.5 แลวบดใหละเอียด นาํน้าํค้ันมา
ทาลงบนใบพชืทดสอบ ทีโ่รยผงซีไลท (celite) นําพชืทดสอบไปไวในโรงเรือนทดลองเปนเวลา 2 
เดือน หลังจากนัน้ทาํการตรวจสอบอาการของพืชทดสอบเปรียบเทยีบกับตนที่ไมไดปลูกเช้ือ  

 
เวลาและสถานที ่

ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2551  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
สถานที ่     หองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพัฒนาการ 

     อารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร  จตุจกัร  กทม. 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

1. เก็บตัวอยางกลวยไมและเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใชในการตรวจสอบตัวอยางกลวยไม 
    ไดทําการเกบ็ตัวอยางกลวยไมสกุล ฟาเลนอพซิส (Phalaenopsis) ออนซิเดียม (Oncidium) 
แวนดา (Vanda) ชางแดง ชางพลาย (Rhynchostylis) และกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium ) 
มอคคาลา จากแปลงปลูกกลวยไมของเกษตรกรในพืน้ที่จังหวัดกาญจนบุรี จงัหวัดเพชรบุรี จงัหวัด
เชียงใหม จังหวัดสระบุรี จังหวัดนนทบุรี จํานวนทัง้ส้ิน 237 ตัวอยาง และไดส่ังซื้อแอนติซีรัม 
monoclonal  antibody ของเชื้อกลุม Potyvirus (MAb-Poty)  ซึ่งมีคุณสมบัติในการตรวจเช้ือไวรัส
ในกลุม Potyvirus ไดหลายชนิดจากสํานกังานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ (สวทช.) 
ที่ผลิตโดย ดร. อรประไพ  คชนันทน (MAb-Poty1)  และ บริษัท AGDIA  จํากดั (MAb-Poty2)  
MAb ของ Potyvirus จากบริษัท AGDIA มีรายงานจากทางบริษัทวาสามารถใชตรวจสอบจําแนก
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เชื้อ Dendrobium mosaic virus (DeMV) ในประเทศสหรัฐอเมริกา  ตรวจสอบ Ceratobium 
mosaic virus (CeMV) ไวรัสกลุม potyvirus ในประเทศออสเตรเลีย  และตรวจสอบ 
Phalaenopsis chlorotic spot virus (PhCSV) ในกลวยไมสกุล Phalaenopsis ในไตหวนั   
 
2. ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม Potyvirus ดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอน 

 
2.1 ตรวจหาเชื้อไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอน 

ทําการตรวจหาเช้ือไวรัสในกลุม Potyvirus โดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
ดวยเทคนิค Brandes’ dip โดยไดนําตัวอยางกลวยไมพันธุตางๆจํานวน 237 ตัวอยางมาตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาการตรวจดูดวยกลองนัน้ แบงเปน 3 กลุม ดวยกัน   
ดังนี้คือ กลุมที่ 1 เปนตัวอยางทีพ่บอนภุาคไวรัสชนิดทอนตรงส้ัน (stiff rod) มีขนาดความยาว
ประมาณ 300 นาโนเมตร เพยีงชนิดเดียว เปนอนุภาคของเช้ือ ORSV    

        กลุมที่ 2 เปนตัวอยางที่พบอนุภาคไวรัสชนิดทอนยาวคด (flexuous rod) มีขนาดความยาว 
ประมาณ 550-650 และ 750-900 นาโนเมตร รวมอยูกบัอนุภาคของ ORSV ขนาด 300 นาโนเมตร 

กลุมที ่ 3 เปนอนุภาคไวรัสชนิดทอนยาวคด (flexuous rod) ที่มีขนาดอนุภาค 550- 650 
และ 750-900 นาโนเมตร ไมมี ORSV ปน 

  
2.2  ตรวจจําแนกเชื้อไวรัสดวยวิธ ีImmuno  electron microscope (IEM) 
  เมื่อตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาอนุภาคทั้งหมดทีม่ีขนาด 550-650 และ  

750-900 นาโนเมตร ถูกเคลือบดวย IgG ของ CyMV แตไมเคลือบดวย IgG ของ MAb Poty1 จึง
สรุปไดวาเช้ือที่พบเปน CyMV ทั้งหมด และมีขนาดต้ังแต 550-900 นาโนเมตร  
      
3. ตรวจวินิจฉัยดวยวธิี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay   
   (NCM-ELISA) 
     แผนตัวอยางกลวยไมที่ตรวจพบอนุภาคทอนตรงยาว 300 นาโนเมตรซ่ึงเปนกลุมแรก
เกิดปฏิกิริยากบั IgG ของ ORSV  กลุมที่ 2 ตัวอยางที่พบอนุภาค 300,  550-650  และ 750-900 
นาโนเมตร ใหปฏิกิริยาเปนบวกกับ IgG ของ ORSV และ CyMV แตใหปฏิกิริยาเปนลบกับ IgG 
ของ MAb-Poty1 สวนกลุมที ่3 ที่พบอนุภาคขนาด 550-650  และ 750-900 นาโนเมตร ใหปฏิกิริยา
เปนบวกกับ IgG ของ CyMV  ใหปฏิกิริยาเปนลบกับ  IgG ของMAb-Poty1 ดังนั้นจึงสรุปไดวา
อนุภาคไวรัสทีพ่บในกลุม 3 เปน CyMV  
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4. ศึกษาการถายทอดเชื้อและการแยกเชื้อ Potyvirus โดยใชพืชทดสอบ 
    เมื่อนําน้ําค้ันมาทาลงบนใบพืชทดสอบที่โรยดวยผงซีไลท (celite) และทาํการตรวจสอบอาการ
ตนพืชทดสอบในเรือนทดลอง หลังจากปลูกเช้ือแลวเปนเวลา 2 เดือน  จากผลการทดลอง ตรวจไม
พบอาการ systemic บนพชืทดสอบและพืชอาศัยทั้ง 4 ชนิด ของ Potyvirus ของกลวยไม ซึง่พชื
ทดสอบหลังปลูกเช้ือแลว พบอาการดังนี้คือ  

Nicotiana benthamiana เกิดจุดแผลสีเหลือง (chlorotic spot) บนใบที่ปลูกเช้ือ หลังปลูก
เช้ือแลว 7-11 วัน ซึง่เปนอาการที่เกิดจากเช้ือ CyMV เพราะถาเกิดจากเชื้อที่เปน Potyvirus จะ
แสดงลักษณะอาการดางเปน systemic symptom  

Chenopodium  quinoa  หลังปลูกเช้ือได 11-14 วนั จะมีอาการจุดแผลสีเหลือง 
(chlorotic spot) บนใบทีป่ลูกเช้ือ ซึ่งเกิดจากเชื้อ CyMV ทัง้หมด แตถาเปนอาการที่เกิดจาก 
Potyvirus จะเกิดอาการดางเปน systemic symptom 

Capsicum  annuum จะไมพบลักษณะผิดปกติและไมแสดงอาการของโรคที่เกิดจากเช้ือ 
CyMV บนตนพืชทดสอบ เนื่องจาก C.  annuum ไมใชพืชอาศัยของ CyMV เพราะถาเปนเช้ือ 
Potyvirus จะตองเกิดอาการดางเปน systemic symptom บนตนพืชทดสอบดังกลาว 

Lycopersicon esculentum ไมพบลักษณะผิดปกติและอาการของโรคที่เกิดจากเช้ือ 
CyMV บนตนพืชทดสอบ  เพราะ L. esculentum ไมใชพืชอาศัยของ CyMV จึงไมเกิดอาการดาง 
เปน systemic symptom บนพืชทดสอบใหเหน็ 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
จากการทดลองทีท่ําการศึกษาบนกลวยไม โดยวธิ ี NCM-ELISA, IEM  และการใชพืช

ทดสอบ สรุปไดวาสามารถที่จะนํามาใชตรวจสอบเพื่อหาเชื้อ Potyvirus บนกลวยไมได  โดยวิธ ี
NCM-ELISA สุรภีและคณะ (2534) ไดรายงานไวถึงการผลิตแอนติซีรัมของเช้ือ ORSV และพัฒนา
วิธีการตรวจสอบเช้ือ ORSV ดวยวิธ ี  ELISA  ในกลวยไมและไดพัฒนาปรับวธิ ี ELISA ใหเปน
เคร่ืองมือภาคสนามสําหรับตรวจไวรัสของกลวยไมได รวมทัง้ Banttarri และคณะ ( 1985) ได
ทําการศึกษาใชวิธ ี Dot-ELISA มาใชในการตรวจเช้ือไวรัสของมันฝร่ัง PVX PVY และ PVS โดยใช
แผน NCM เปนวัสดุรองรับปฏิกิริยา และไดมีการพฒันาวิธีการตรวจสอบเช้ือไวรัสหลายๆ ชนิดดวย
วิธีรวดเร็ว (multi RIPA) เพียง 2 ข้ันตอน บนแผนรองรับ แบบ Lateral flow test (Tsuda et 
al.,1993) และ Hochleitner and Kraus (2002) ไดพัฒนาวิธ ีLateral flow test ใช Colloidal Gold 
เปนวัสดุแสดงปฏิกิริยาในการทํา dipstick ตรวจสอบไวรัสโดยใชหลักการทางเซรุมวิทยา ซึ่ง
การศึกษาวิธกีารตรวจสอบเชื้อ Potyvirus นี้สามารถใชวิธกีารและแอนติซีรัมดังกลาวในการ
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ตรวจสอบได โดยการตรวจสอบ Potyvirus ของกลวยไมนั้น  มกีารใช MAb ของ  Potyvirus ทั้งของ  
สวทช. และ AGDIA ในการตรวจจําแนกเชื้อ Potyvirus ออกจาก CyMV ได และจากการตรวจสอบ
เชื้อดวยวธิี IEM ซึ่งเช้ือไวรัสที่พบมีขนาด 750-900 นาโนเมตร ปะปนอยูกับเชื้อ CyMV นั้น พบวา
เปนอนุภาคของเชื้อ CyMV ที่มีขนาดต้ังแต 550-900 นาโนเมตร ซึ่ง I Wayan และคณะ (1996) ได
รายงานวาอนภุาคของไวรัส CyMV มีขนาดระหวาง 75-950 นาโนเมตร จากการวัดอนุภาคไวรัส 
CyMV ทั้งหมด 300 อนุภาค นอกจากน้ัน MAb ยงัสามารถตรวจเช้ือ PhCSV ในกลวยไมนาํเขาของ
ใตหวันไดอีก ดังนัน้จึงสรุปไดวาสามารถตรวจสอบหาเช้ือ Potyvirus ไดดวยวิธ ี IEM, NCM-ELISA 
ดวย MAb ของ Potyvirus นอกจากนั้นการใชพืชทดสอบเพื่อศึกษาถึงการถายทอดเชือ้ในพืชตระกูล 
Solanaceae (Nicotiana benthamiana, Capsicum  annuum, Lycopersicon esculentum) 
และ Chenopodium  quinoa โดยแสดงอาการดางเปน systemic symptom  

ดังนัน้จากการศึกษาทดลองกลวยไม ที่ไดเก็บตัวอยางในพืน้ที่ปลูกตามแหลงตางๆ มาทาํ
การตรวจสอบนั้นจึงสรุปไดวายังไมพบเชื้อ Potyvirus ของกลวยไมระบาดในประเทศไทย และ
สามารถนํา MAb ของ  Potyvirus ทั้งของ  สวทช. และ AGDIA มาใชในการตรวจจําแนกเช้ือ 
Potyvirus ออกจาก CyMV ได 
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วิธีการตรวจสอบราสาเหตุโรค Black spot ของสมโอโดยเทคนิค PCR 
Detection of Black Spot Disease on Pummelo by  

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

พรพิมล  อธปิญญาคม1   สุณรีัตน  สมีะเด่ือ1   ศรสีุรางค  ลขิิตเอกราช2 
1กลุมวิจยัโรคพืช      สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 
      

 
บทคัดยอ 

สมโอเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญตอการสงออกพืชหนึง่ในประเทศไทย  ในป 2549 ไดพบการ
ระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอที่อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย ซึง่เปนแหลงผลิตสมโอเพื่อการ
สงออกเนื่องจากเปนพืน้ทีท่ีป่ลอดโรคแคงเคอรของสม โรคนี้เปนโรคที่สําคัญสําหรับการสงออกของ
สมโอ   เนื่องจากประเทศทีน่ําเขาสมโอไมยอมรับสมโอที่แสดงอาการของโรคจุดดํา    วัตถุประสงค
ของการศึกษาคร้ังนี้เพื่อศึกษาวิธกีารตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอ    ผลการทดลองจาก
การแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 isolates 
จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  
27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   และจากการ
ตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึ่งมีลักษณะเปน
เอ็นโดไฟทบนพืช โดยการใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร ITS1 (5’ 
TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC) ได
นํามาทดสอบเพื่อการนําไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอเพื่อการสงออก โดยการ
ทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR 
และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดในระยะการเจริญของสปอรและเสน
ใย โดยมีขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คูเบส และจากการวิเคราะห
ปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 70 ng พบวาสามารถใช
ตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่งเปนระดับตํ่าสุด  แตใน
การศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได  
 
รหัสการทดลอง  09-01-49-02-03-04-13-51 
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คํานํา 
สมโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] เปนไมผลทีม่ศัีกยภาพในการสงออกและยังเปน

ผลไมที่มีคุณคาทางอาหารสูง ใหผลผลิตและผลตอบแทนสูงเนื่องจากสามารถปลูกไดในดินเกือบ
ทุกชนิด ใหผลผลิตไดตลอดทั้งป และสามารถเก็บรักษาไวไดนาน เกษตรกรจึงนยิมปลูกสมโอเพื่อ
การบริโภคในครัวเรือนและปลูกเปนการคากันมาก และเนื่องจากสมโอเปนไมผลที่มีศักยภาพใน
การสงออก จงึทาํใหสมโอเปนไมผลสงออกที่สําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง  สําหรับตลาดสงออก
ที่สําคัญไดแก มาเลเซีย  ฮองกง  และสิงคโปร  การสงออกสมโอของประเทศไทยมแีนวโนมเพิ่มข้ึน  
โดยในป 2548 มูลคาการสงออกสมโอมปีริมาณ 6,293 เมตริกตัน มีมูลคาเทากบั 99,673,000 
บาท และในป 2549 มมีูลคาการสงออกเพิ่มเปนจํานวน 9,387 เมตริกตัน มีมูลคาเทากับ 
132,905,000 บาท (สํานักเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) เห็นไดวาสมโอมีแนวโนมในการสงออกมาก
ข้ึนอยางไรก็ตามประเทศในสหภาพยุโรป  อเมริกา  ญ่ีปุน และ ออสเตรเลีย มีความตองการสมโอ
จากประเทศไทย แตประเทศไทยไมสามารถสงออกสมโอไปยังประเทศดังกลาวไดเนื่องจากประสบ
ปญหาเร่ืองของโรคแคงเกอร (canker) และโรคจุดดํา (black spot)    สําหรับโรคแคงเคอร ใน
ปจจุบันกลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร ไดดําเนินการตรวจ
รับรองสวนสมโอปลอดโรคแคงเคอร ที่อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย  เปนโครงการนาํรองเพือ่
การสงออกไปประเทศเนเธอรแลนด  สําหรับโรคจุดดํานั้นยังไมมีการศึกษาเกีย่วกบัโรคนี้มากนัก 

ราสกุล Guignardia Viala & Ravaz อยูใน Class Ascomycetes, Order 
Sphaeropsidales, Family Mycosphaerellaceae มีรา Phyllosticta Pers เปน Anamorphic 
state อยูใน Class Coelomycetes สวนใหญราสกุลนี้เจริญอยูบนใบพืชทาํใหเกดิโรคใบจุด โดยรา
สราง pycnidia บนใบพืช   Guignardia citricarpa สาเหตุโรค Black spot ของพืชตระกูลสม เปน
เชื้อสําคัญในการกักกันพืช ของประเทศในเขตยุโรป และอเมริกา ซึง่หามนาํเขาผลไมที่มีอาการของ
โรค Black spot โดยเด็ดขาด (Baayen และคณะ, 2002) ปญหาอีกประการหนึ่งของการตรวจพชื
กักกนัเพื่อการนําเขาและสงออก ลักษณะของแผลมีลักษณะหลายชนดิ เชน hard spot lesions 
แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรงกลางมีสีเทาถึงสีแทน ขอบแผลมีสีน้ําตาลดํา ขนาดแผลมี
เสนผานศูนยกลาง 3-10 มิลลิเมตร มักแสดงอาการเม่ือผลสมใกลเปล่ียนสีเปนสีสมหรือเหลือง 
ปกติมักพบ pycnidia เล็ก ๆ บนแผล  ภายในสราง conia ของรา Phyllosticta citricarpa  เปน 
anamorph stage (Sutton and Waterson, 1966; Van der Aa, 1973)  ซึ่งสามารถมองเหน็ 
pycnidia  ดวยตาเปลาและสามารถตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ ลักษณะแผล  
hard spot lesions ที่รุนแรงมากแผลจากจุดเล็ก ๆ จะมารวมตัวกนั ขยายใหญข้ึน และมักพบ 
pycnidia บนแผลมากมาย   อาการอีกชนิดหนึ่งคือ freckle spot หรือเรียกวา false melanose 
แผลจุด เล็ก ขนาดแผลมีเสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร  แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรง
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กลางมีสีเทา แทน  น้าํตาลแดง บริเวณรอบแผลลักษณะนี้ก็มกัพบแผล hard spot lesions กระจาย
อยู แตอยางไรก็ตามอาการทัง้สองนี้ไมแตกตางกนัมาก  ในปจจุบันประเทศ EU ตรวจสอบราสาเหตุ
โรค black spot  โดยการนาํแผลที่ไมพบการสราง pycnidia ของเชื้อไปบมเช้ือเปนเวลา 5 วัน เชือ้
จะสราง pycnidia ข้ึนมา  หลังจากนั้นตองนาํมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ เพือ่ศึกษาลักษณะของโคโลนบีน
อาหารเล้ียงเชือ้และลักษณะทางสัณฐานวทิยาเพื่อจาํแนกความแตกตางของรา G. citricarpa 
(pathogenic)  และ G. mangiferae (non pathogenic) เชื้อทั้งสองมีลักษณะทางสัณฐาน 
คลายกนัมากจึงมักทําใหการจัดจําแนกชนิดผิด (Glienke-Blanco และคณะ, 2002; Baayen และ
คณะ, 2002)  เชื้อเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อชา โดยใชเวลา 14 วนั จึงจะสราง mature pycnidia  
ดังนัน้วิธนีี้ จงึไมสะดวกในการตรวจพืชนาํเขา และสงออกดวยวธิีนี ้  ในปจจุบันมีการพฒันาการ
ตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรค black spot โดยใชการใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  
ซึ่งเปนเคร่ืองมอืที่ใชในการศึกษาอณูชวีวทิยา (molecule biology) ซึ่งเปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพ
และความไวสูง และสามารถใชดีเอ็นเอตนแบบเพยีงปริมาณนอยก็สามารถตรวจสอบเชื้อสาเหตุได 
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อพัฒนา วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการตรวจสอบและวินิจฉัยโรค black spot 
ของสมโอใหมคีวามถกูตอง รวดเร็วและแมนยาํ 

ในประเทศไทย พรพิมลและคณะ (2550 )  ไดพบการระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอพันธุ
ทองดี  ขาวไหญ  และพวงชมภู ที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย  และสมโอพนัธุทองดี  อําเภอ
สามพราน จังหวัดนครปฐม ในป 2549-2550 ทําการแยกเช้ือสาเหตุแยกจากสวนทีแ่สดงอาการของ
โรคและมีจุดดําอยูตรงกลางโดยวิธ ี  tissue transplanting บนอาหาร  potato dextrose agar 
(PDA)  บมเช้ือไวที่อุณหภูมหิองปฏิบัติการ  ราที่แยกไดจําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. ตัวอยางโรค black spot ของสมโอ และราที่แยกไดจากพืช 
2. อาหารเล้ียงเช้ือรา ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) สารเคมทีี่ใชในหองปฏิบัติการ 

ไดแก Tris-HCl , EDTA,  NaCl, SDS, sodium acetate, chloroform : isoamylalcohol, ethanol, 
PCR buffer, MgCl2, dNTP, Taq DNA polymerase 

5. เอ็นไซมที่ใชในการตัดสาย และเช่ือมสายดีเอ็นเอ 
6.วัสดุเคร่ืองแกวตางๆ เชน จานเพาะเล้ียง,บิกเกอร, กระบอกตวง, flask, slide และ 

coverslip เปนตน 
 7. วัสดุวิทยาศาสตร เชน  โกรงบดสาร, หลอด centrifuge, หลอด PCR, QIAquick Gel 
Extraction Kit  
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 8. ครุภัณฑวิทยาศาสตรที่ใชมีดังนี ้  เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA, เคร่ือง centrifuge, เคร่ือง 
electrophoresis, UV transilluminator, เคร่ืองวัดสารละลาย DNA, vortex mixer, ตูเข่ียเช้ือ, 

กลองจุลทรรศน, Refrigerated incubator shaker, ตูเยน็ 4C และ ตูเย็น  -20C 
วิธีการ 

1. การแยกและจําแนกเช้ือสาเหตุ 
-   ศึกษาลักษณะของเช้ือสาเหตุโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศน 

ศึกษาลักษณะของเชื้อสาเหตุภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  โดยใชเข็มเข่ีย เข่ียสวน
ของจุดสีดําทีอ่ยูตรงกลางแผลมาวางบนสไลด mount slide ดวยน้าํหรือ shear’s solution หรือใช
ใบมีดตัดขวางช้ินสวนพชืใหบาง ๆ และนํามาวางบนสไลด mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s 
solution และตรวจดูลักษณะตาง ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound  ถายรูปลักษณะเช้ือ
และบันทกึลักษณะตาง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเช้ือสาเหตุโดยวธิี tissue transplanting   
นําสวนของสมโอที่เปนโรคที่มีจุดแผลสีดําอยูตรงกลางมาตัดเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาด 

0.5x0.5 มิลลิเมตร จํานวน 40 ชิ้น ใหคาบตอสวนที่เปนโรคและไมเปนโรค แชในสารละลายคลอ
ร็อกซ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที  ลางในน้ํานึ่งฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง นาํไปซับบนกระดาษที่ผาน
การฆาเช้ือใหแหง แลวนาํไปเล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  โดยวางช้ินสวนพชื 4 
ชิ้น ตอ 1 จานอาหารเล้ียงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ  นาน 3-7 วัน  แยกราใหบริสุทธิ ์และ
เล้ียงบนอาหาร PDA   

- การจําแนกชนดิรา Guignardia citricarpa 
ศึกษารูปรางลักษณะของราภายใตกลองจลุทรรศน stereo,   compound microscope  

และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)  โดยตรวจดู
ลักษณะ fruiting body และสปอร และศึกษาลักษณะของสปอรและโครงสรางอ่ืน ๆ ของรา โดย
การ mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s solution 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือไดแก ลักษณะของเสนใย ขนาด สี     ลักษณะ
ของสปอร ขนาด สี  ชนิดของ fruiting  body ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo และ compound  
บันทกึขนาด รูปราง  วาดภาพ  และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพ และถายภาพดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope)  นําลักษณะของราดังกลาวมา
เปรียบเทียบกบัคูมือการจัดจําแนกรานี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston 
(1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002) 
2. การเตรียมเชื้อ:  
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 เล้ียงเชื้อที่แยกไดจากอาการแผลโรคจุดดําตละลักษณะอาการ แผลทีย่ังไมเกิดจุดดํา แผล
แสดงอาการจดุดํา  เปนตน บนอาหาร PDA สังเคราะห นาน 7-14 วัน   
3. การสกัดดีเอ็นเอของรา 

นําราที่เล้ียงไวในขอ 2 มาทาํการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการดัดแปลงของ Everett and Rees-
Georgr (2006)  โดยการดัดแปลงวิธีของ Everett and Rees-Georgr (2006) ใสน้าํกล่ันนึง่ฆาเช้ือ 
1-2 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหารเล้ียงเชื้อที่เล้ียงเช้ือไวแตละสายพนัธุ ขูดสปอรและเสนใยของเช้ือ
บนอาหารออกมาโดยใชแทงแกวที่นึง่ฆาเช้ือ  ลางเสนใยและสปอรใหสะอาด หลีกเล่ียงการ
ปนเปอนของอาหาร และนาํไปบดใหละเอียด  จากนัน้ยายสวนที่ไดไปยัง microtube1.5 ml เติม
บัฟเฟอร (150 mw EDTA pH 8, 5 mM tris pH 8, 1%SDS)  และใส RNase (10 ไมโครกรัม) ปน
และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี  เติมบัฟเฟอร 130 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่
14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดสวนใสใสใน QIAshredder Mini Spin Column จากนัน้นาํไป 
ปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ี ยายสวนใสใสใน microtube ใหม เติม 1.5 เทา 
บัฟเฟอร ผสมเบา ๆ ดวยปเปต ใสใน DNeasy Mini Spin Column ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาท ี  จากนัน้เติมบัฟเฟอร 500 ไมโครลิตร ใน DNeasy Mini Spin Column อีกคร้ัง ปน
เหวีย่งที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ยายสวนของ DNeasy Mini Spin Column  ใสใน 
microtube ใหม เติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซียส) 100 ไมโครลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 
นาที  ปนเหวีย่งที ่8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีทาํซํ้าโดยการเติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซยีส) 
100 ไมโครลิตร บมทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ี  ปนเหวี่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที 
ไดเดีเอ็นเอเพือ่นําไปทดสอบข้ันตอไป 
4. การตรวจสอบเช้ือ 

นําดีเอ็นเอของรา G. citricarpa ที่สกัดจากสปอรและเสนใย ทํา PCR โดยใชไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) โดยปฎิกิริยาประกอบดวย 5 นาโนกรัม ของดีเอ็นเอตนแบบ  0.5 
μM ของไพรเมอร (ITS1 และ ITS4), 400 μM dNTP, 1unitTaq DNA Polymerase buffer และ  
3mM MgCl2  ในปริมาตรรวม  2.5 ไมโครลิตร 

PCR program เร่ิมตนดวย denaturing ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 4 นาท ี ตาม
ดวย อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี จํานวน 35 รอบ  annealing ที่ 55 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาท ีและ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาท ีจํานวน 30 รอบ และ
ตามดวยอุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ผลผลิต PCR ที่ไดนํามาตรวจดวย gel 
elrctrophoresis บน 1% agarose gel ใน 1X TAE buffer pH 8.5 
5. การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR 
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 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  โดยการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความ
เขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng 
กับดีเอ็นเอของรา  G. mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดี
เอ็นเอของรา G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng ทําปฏิกิริยาโดยใช PCR program  
ตามขอ 4 
เวลาและสถานที ่

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
 สถานที ่   - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1 การแยกและจําแนกเชือ้สาเหตุ 
 จากการศึกษาคร้ังนี้ไดทําการแยกเช้ือและศึกษาลักษณะตาง ๆ จากแผลที่มีจุดดําอยูตรง
กลางเทานัน้ จากการตรวจใตกลองจุลทรรศน stereo และ compound พบวาจุดดําที่อยูตรงกลาง
แผล เปน fruiting body ของราที่เรียกวา pycndia  และมี conidia เกิดอยูภายใน  ผลการศึกษา
การแยกเช้ือสาเหตุโรคจุดดํา โดยนาํสวนของผลสมโอที่แสดงอาการโรคมาทําการแยกเช้ือบน
อาหารสงัเคราะห PDA จํานวนอยางละ 40  ชิ้น พบวาการแยกเช้ือสาเหตุโรคจากผลเบ้ืองตนบน
อาหาร PDA พบราทีม่ีโคโลนีสีเทาดํา เทากับ 75 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือพบการปนเปอนของ
แบคทีเรีย เนื่องจากอาจเปนเพราะการซับชิ้นสวนพชืไมแหง หรือเกิดการปนเปอนจากเคร่ืองมือหรือ
เทคนิคการปฏิบัติงาน 
 ผลการศึกษาการจําแนกเช้ือสาเหตุโรคจดุดําของสมโอ แยกไดทั้งหมด 65 isolates จําแนก
ชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  27 
isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว  และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates โดยการศึกษา
ลักษณะบนอาหารสังเคราะห PDA  ไดแก ลักษณะของโคโลน ี  และลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ 
ไดแก ลักษณะของ pycnidium, conidia, microcnidia หรือ spermatia ไดจําแนกราสาเหตุเปน 
Guignardia citricarpa Kiely [anamorph: Phyllosticta citricarpa (McAlpine)  โดยเปรียบเทียบ
ลักษณะตางกบัเอกสารที่ศึกษาการจําแนกของราชนิดนี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton 
และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   
ซึ่งมีลักษณะตาง ๆ ดังนี ้
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Guignardia citricarpa Kiely 
Anamorphic stage: Phyllosticta citricarpa (McAlpine) 

=  Phoma citricarpa McAlp 
=  Phyllostictina citricarpa (McAlp) Petrak 

Spermatial stage:  Leptodothiorella Spec. 
โคโลนีบนอาหาร PDA อายุ 7 วัน มีเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย  25  มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ  30 

± 5 องศาเซลเซียส   โคโลนีเจริญเติบโตชามาก  สีเทาดํา  ดานใตวุนมีสีเทาดํา ขอบโคโลนมีี
ลักษณะเปน lobe    ราสราง pycnidia  ประมาณ 8-10 วัน 
 ราสราง pycnidia ตรงกลางแผลบนผลสมโอ รูปรางกลม สีดํา เกดิเด่ียว ๆ หรือบางครั้งพบ
รวมกันเปนกลุม  เจริญฝงตัวอยูใตเนื้อเยื่อพืช สีน้ําตาลดํา ขนาด  90-320  ไมโครมิเตอร  มี  
papillate  ขนาด 10-13 ไมโครมิเตอร  

conidiogenous cells รูปราง  cylindrical  มีขนาด  3.5-8.0 x 2.0-3.0  ไมโครมิเตอร  
conidia  เกิดอยูที่ปลาย conidiogenous cells 

conidia  ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนงักัน้ รูปราง obovate –elliptical    ขนาด 8 x 12 – 6 
x 8  ไมโครมิเตอร  conidia มีเยื่อหุมเซลลลอมรอบ  มี oil drop ภายในสปอร ปลาย conidia มี
ลักษณะ truncate base   มี apical appendage ยาวประมาณ  6-18 ไมโครมิเตอร  
 spermatia ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนังกัน้ รูปราง dumb-bell  ขนาด 5 – 8 x 1-1.5 
ไมโครมิเตอร  มี oil drop อยูภายในเซลล  
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา G. citricarpa ไดมีการอธิบายลักษณะตาง ๆ ของรา
ชนิดนี้โดย (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; 
Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาลักษณะของ 
colony, pycnidia, conidiogenous cells, conidia, spermatia มีลักษณะใกลเคียงกับ
เอกสารอางอิงที่ไดกลาวไว แตอาจมีขนาดแตกตางกันไปซึ่งข้ึนอยูกับสภาพแวดลอม โดยเฉพาะ
อุณหภูมิ อาหารสังเคราะห  แตอยางไรก็ตามลักษณะโดยทั่วไปเหมือนกัน 
 จากการศึกษานี้ไมพบ perithecia และ ascospores   บนใบหรือผลที่เปนโรค  และไมพบ
บนอาหารสังเคราะหเชนกนั  จากการตรวจเอกสารพบวาราชนิดนี้ก็ไมสราง perithecia และ 
ascospores บนอาหารสังเคราะห (Baayen et al., 2002)  ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของเช้ือ เพราะราสกุลนี้บางชนิดสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ 
ascospores   บนอาหารสังเคราะหได   พรพิมล (2550)  ศึกษาโรคผลจุดดําของฝร่ังสาเหตุเกดิ
จาก Guignardia psidii Ullasa & Rawal (anamorph : Phyllosticta psidiicola (Petrak) Van 
der Aa  พบรา G. psidii  บนผลที่เปนโรคและสามารถชักนาํใหสราง ascospores  บนอาหาร 
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yeast extract medium ได   Baayen และคณะ (2002) ศึกษารา Guignardia mangifera  
(anamorphic state: Phllosticta capitalensis) ที่แยกไดจากสมและเปน nonpathogenic isolate  
พบวาสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ ascospores บนอาหารเล้ียงเชื้อ ซึง่ราดังกลาวนี้
สามารถแยกไดจากสมเชนกนั แตความแตกตางที่สราง perithecia และ ascospores บนอาหาร
เล้ียงเชื้อนั้นเปนลักษณะหนึง่ที่ใชสําหรับการแยกระหวาง G.  mangifera  และ G. citricarpa  แต
ไมไดเปนลักษณะสําคัญที่ใชในการจาํแนก 

จากการตรวจเอกสารพบวารา G. citricarpa  สราง perithecia และ ascospores  บนใบ
ของสมที่รวงอยูบนพื้นดิน  และ ascospores นี้เปน primary inoculum ในการเขาทาํลายใบและ
ผลบนตนเมื่อมีอุณหภูมิและความช้ืนที่เหมาะสม เมื่อเขาทาํลายอยูบนใบและผลแลวจะสราง 
conidia ภายใน pycnidia  (Kiely, 1948; 1949; Kotzé, 2000; Baayen et al., 2002) และจาก
การศึกษาคร้ังนี้ไดเก็บใบของสมโอที่อยูใตตนบนพื้นในชวงเดือนกรกฎาคม  2550  มาตรวจใต
กลองจุลทรรศน  stereo พบรา Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก  ไมพบ ascospores ของรา 
G. citricarpa  ที่เปนดังนีเ้นื่องจากใบสมที่เก็บมาสวนใหญอยู ในระยะที่เร่ิมยอยสลายและแปลง
สมโอที่เก็บมานี้ใตตนสมโอมีความช้ืนมาก และ รา Colletotrichum sp. เจริญไดรวดเร็วกวา และ
ราสาเหตุโรคจดุดําเจริญชา ดังนั้นจึงพบ Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก เพราะฉะนั้น
การศึกษา ascospores ของราชนิดนี้ทีพ่ักตัวอยูบนใบที่รวงหลนบนพืน้ก็มีความสําคัญ เนื่องจาก 
ascospores เปน primary inoculum ที่เขาทาํลายใบและผลสมโอ ทําใหทราบชวงระยะเวลาใดทีม่ี
ปริมาณของราสาเหตุอยูบนพื้นดินมาก เพื่อเปนขอมูลและการพยากรณการระบาดของโรคนี้ได  
เพราะฉะนัน้การควบคุม โรคจุดดําของสมโอที่ควรปฏิบัติในเบ้ืองตนคือการเขตกรรมโดยการเกบ็
เศษใบไมและผลที่รวงอยูบนดินทิ้งไปเพื่อเปนการลดปริมาณของ inoculums 
2. การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร 
 ผลของการตรวจสอบรา G.citricarpa และ G.mangiferae ดวยเทคนิค PCR  โดยใชไพร
เมอร ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC)  พบวา สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดีเอ็นเอ
ของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  226 คูเบส  ซึง่สอดคลองกับการ
ทดลองของ  Everett and Rees George (2006a)  แตจากการทดลองคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบ
ผลผลิตของปฏิกิริยาดีเอ็นเอของ G. citricarpa ได อาจเปนเพราะราท่ีแยกไดนี้มกีารเจริญของเช้ือ
ชามาก จากการที่สกัดดีเอ็นเอนัน้ พบปญหาการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืน อยางไรก็ตามการ
ทดลองของ Everett and Rees George (2006a)  สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดี
เอ็นเอของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  501 คู เบส   
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3. การตรวจสอบความไวของปฏกิิริยา PCR 
 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  ในการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 
7 ngกับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็น
เอของรา  G. mangiferae  พบวาเมื่อผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติความเขมขน 70 ng กับดีเอ็นเอ
ของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา  G. 
mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดีเอ็นเอของรา 
G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng  พบวาสามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาของ
รา G. mangiferae ไดที่ระดับดีเอ็นเอของเชื้อที่นอยที่สุดไดที่ 40 pg 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
  จากการแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 

isolates จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. 
mangiferae  27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   
และจากการตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจดุดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึง่มี
ลักษณะเปน endophyte โดยการใชเทคนิค Polymrerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) ไดนํามาทดสอบ เพื่อการนาํไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดํา
ของสมโอเพื่อการสงออก โดยการทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย 
ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดใน
ระยะการเจริญของสปอรและเสนใย โดยมีขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คู
เบส และจากการวิเคราะหปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 
70 ng พบวาสามารถใชตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่ง
เปนระดับตํ่าสุด  แตในการศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได   อยางไรก็ตาม
ควรทําการทดลองอีกคร้ังเนือ่งจากเชื้อสาเหตุทีท่ําการศึกษาเปนเช้ือทีใ่หม การเจริญเติบโตชาและ
เกิดการปนเปอนของเชื้อชนดิอ่ืนทําใหมีปญหาในการสกัดดีเอ็นเอ 
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การพัฒนาเทคนิคพีซีอารในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย 
Acidovorax  avenae  subsp. catleyae สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียกลวยไม 

  
ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน     วงศ  บุญสบืสกลุ     ขนิษฐา  วงศวฒันารัตน 

กลุมวิจัยโรคพืช   สํานกัวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช   สาํนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพ 
 
 

บทคัดยอ 
 

 แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp.cattleyae  สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียของกลวยไม 
พบระบาดในกลวยไมสกุลการคาหลายชนิด ไดแก  สกุลแวนดา สกุลแอสโคเซนดา ลูกผสมแวนดา 
สกุลชาง สกุลฟาแลนอปซิส อาการแผลจุดเร่ิมแรกเปนสีเขียวถึงเหลืองออน ตอมาแผลขยายใหญ
ข้ึนเปนสีน้ําตาลถึงดํา แผลมีลักษณะเปนแองบุมตรงกลาง มีวงสีเหลืองลอมรอบ การทดสอบ
เทคนิคพีซีอารเพื่อการตรวจเช้ือ โดยทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร ดวยไพรเมอร RST49 (5’ 
GATGGCCGTGCCCTTCTTCATC CTCG3’) /RST51 (5’ CATGGCCACGATGAGGATCG 3’) 
(Minsavage, 1995) ตอแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ไอ
โซเลท 206  พบการสังเคราะหแถบดีเอ็นเอจาง ๆ แตไมสังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากไอโซเลท 
PA370 และพบแถบดีเอ็นเอจาง ๆ จากเช้ือ B. gladioli ไมสังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย E. 
caotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi ที่เปนสาเหตุโรคในกลวยไมได 
เชนเดียวกับผลการทดสอบสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ    ดวยไพรเมอร  WFB1 5’-
GACCAGCCACACTGGGAC-3’ และ WFB2 5’-CTGCCGTACTCCAGCGAT-3’ (Walcott et 
al. 2000)   และ AacF2/AacR3 (Schaad, personal contact) ในการศึกษาตอไปจะทดสอบปรับ
สภาพที่เหมาะสมในการสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ และ วิเคราะหลําดับเบส บริเวณ 16s rDNA เพื่อ
พัฒนาเทคนิคเพื่อการตรวจเช้ือตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 09 01 49 02 
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คํานํา 
 

 กลวยไมเปนพชืสงออกที่สําคัญของประเทศไทย ทัง้การสงออกไมตัดดอก มาลัยกลวยไม 
หรือตนกลวยไมลูกผสมตาง ๆ ซึ่งโรคพืชทีเ่กิดจากแบคทเีรียของกลวยไม มีรายงานพบแบคทีเรีย 3 
ชนิดที่เปนสาเหตุโรคในกลวยไม  ซึ่งปจจุบันเร่ิมเปนปญหาที่สําคัญในการผลิต และการสงออก 
นอกจากนีย้ังมีการนาํเขาพนัธุกลวยไมชนิดใหม ๆ ทําใหมีความเส่ียงสูงในการติดมาของเช้ือสาเหตุ
โรคสายพนัธุใหม เนื่องจากนโยบายเปดการคาเสรีในปจจุบัน การนําเขาพืชในกลุมนี้ยงัมีสถานะ
เปนส่ิงไมตองหาม จึงมีความเส่ียงตอการแพรระบาดของเช้ือสายพนัธุใหมๆ ทําความเสียหายกบั
ธุรกิจการสงออกกลวยไม และไมดอกไมประดับอ่ืน ทัง้นีใ้นประเทศไทยยังไมมฐีานขอมูลที่สมบูรณ
ของเชื้อแบคทเีรียสาเหตุโรคกลวยไม สําหรับการวเิคราะหความเส่ียงศัตรูพืช และการวางแผนการ
ควบคุมศัตรูพืช รวมถงึขอมูลเชื้อเพื่อการคัดพันธุตานทานโรค การพัฒนาเทคนคิพีซีอารเพื่อการ
ตรวจเช้ือและจําแนกแบคทีเรียสาเหตุโรคกลวยไม จะชวยใหสามารถตรวจวินิจฉัยโรค และสาเหตุ
ของการเกิดโรคไดรวดเร็ว เพื่อการปองกนักําจัด หรือการตรวจเช้ือนาํเขาหรือสงออก 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การแยกเชื้อและการเก็บรักษาเชื้อ   
เก็บตัวอยางโรคใบจุดแบคทีเรียกลวยไมจากแหลงปลูกตาง ๆ ทําการแยกเช้ือจากสวนที่

เปนโรค โดยตัดเนื้อเยื่อพืชสวนที่เกิดโรคเปนชิ้นเล็ก ๆ ลางดวยน้ํากรองฆาเช้ือ 1-2 คร้ัง จากนั้น
หยดน้ํากรองฆาเช้ือบนช้ินสวนพืช บดดวยแทงแกวลนไฟฆาเช้ือ จนเซลลพืชแตก ทิ้งไว 3-5 นาท ีใช
ลูปลนไฟฆาเช้ือแตะไปลากบนอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGAบมจานเล้ียงเชื้อไวทีอุ่ณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่มีมีลักษณะโคโลนีกลมสีขาวใส ขอบเรียบ 
ขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร นํามาทําใหบริสุทธิ์บนอาหาร NGA ทดสอบคุณสมบัติการ
กอใหเกิดโรค แลวเก็บเชื้อบริสุทธิ์แตละไอโซเลทในหลอดอาหารเอียง  น้ํานึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิหอง
เพื่อใชในการศึกษาระยะส้ัน และเก็บในกลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
สําหรับการศึกษาระยะยาว 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
เล้ียงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient broth บมเชื้อบนเคร่ืองเขยา 100 rpm เปน

เวลา 24 ชั่วโมง ใชไปเปตดูดเชื้อ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสใน tube ทําการหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว  
14,000 rpm เปนเวลา 3 นาที ดูด supernatant (สวนใส) ที่อยูดานบนทิง้ เก็บตะกอนเซลล
แบคทีเรีย นาํไปสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด Genomic DNA Purification Kit #K0512 (Fermentous 
Life Science) ตามข้ันตอน ดังนี ้ ละลายตะกอนเซลลแบคทีเรีย ดวยน้ํากรองนึง่ฆาเชื้อ ปริมาตร 
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200 มิลลิลิตร นาํผสมใหเขากันดวย vortex เติม Lysis solution 400 มิลลิลิตร เติม Chloroform 
600 มิลลิลิตร (ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดไปมา) นาํไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 rpm เก็บ 
supernatant ใสหลอดใหม เติม Precipitation 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวย vortex  หมนุ
เหวีย่งที่ความเร็ว  14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ี ดูด supernatant ทิ้ง เติม NaCl Solution 100 
มิลลิลิตร (ละลายตะกอนใหเขากนัดี) เติม Cold ethanol 300 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ ทาํการหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว  14,000 rpm  
เก็บตะกอนดีเอ็นเอ เติม 70% ethanol 300 มิลลิลิตร เพื่อลางดีเอ็นเอ หมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว  
14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ี   ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี 
ละลายตะกอนดีเอ็นเอ ดวย TE buffer ( 10 mM Tris- HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 
μl เก็บไวที่ - 20°C  จากนัน้ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอบนอะกาโรส 0.8% ดวยวธิี 
eletophoresis  เก็บสารละลายดีเอ็นเอ ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 

3. ทดสอบปฏิกิรยิาพีซีอารในการตรวจเชื้อ Acidovorax avenae subsp. cattleyae 

ทดสอบปฏิกิริยาพซีีอาร ในการสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ ดวยไพรเมอร 2 คู โดยสังเคราะห
ไพรเมอรจากบริษัท QIAGEN Operon (QIAGEN, Cologne, Germany) และไดรับการอนุเคราะห
ไพรเมอร AacR2/ AacF3 จาก Dr.Norman Schaad ดังนี ้

ไพรเมอร    ลําดับเบส                                                  ขนาด (bp)     อางอิง 
 RST49  5’-GATGGCCGTGCCCTTCTTCATCCTCG-3’     390   Minsavage et al. 1995 
RST51   5’-CATGGCCACGATGAGGATCG-3’ 
WFB1  5’-GACCAGCCACACTGGGAC-3’      Walcott et al. 2000 
WFB2 5’-CTGCCGTACTCCAGCGAT-3’  
____________________________________________________________________________
เตรียมตัวอยางเพื่อทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร ในการสังเคราะหเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ  โดยปริมาตร
รวมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย
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สารประกอบในปฏิกิริยาพีซอีาร     ปริมาตร (ไมโครลิตร)         ความเขมขนสุดทาย 
10 X บัฟเฟอร     2.5     1 X 
MgCl2      1.5     1.5 mM 
dNTPs 2.5 mM     2     0.2 mM 
ไพรเมอร ชนิดที1่  25 pM    1     25 pM 
ไพรเมอร ชนิดที่ 2 25 pM   1     25 pM 
Taq DNA polymerase 5 U/ ul  0.25     1.25 U 
ดีเอ็นเอตนแบบ 50 นาโนกรัม  1     50 ng 
น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ   15.75    - 
 
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอ ดวยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ PE 2400 thermal cycler (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) โดยใชอุณหภูมิและเวลา ในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้ 
 

อุณหภูมิและเวลาในการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยคูไพรเมอร ปฏิกิริยา 
RST49/RST50 WFB1/WFB2  AacF2/AacR3 

1.เร่ิมตนแยกสายดีเอ็นเอแมแบบ 
  (initial denaturation) 
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ 
 (denaturation) 
3.ไพรเมอรจับดีเอ็นเอแมแบบ 
 (annealing) 
4.สังเคราะหสายดีเอ็นเอ 
 (extension) 
5.สังเคราะหสายดีเอ็นเอรอบสุดทาย 
 (final extension) 

94oC   2 นาท ี
 
94 oC   30 วินาท ี
 
53 oC   1 นาท ี
 
72 oC   1 นาท ี
 
72 oC   7 นาท ี
 

94oC   2 นาท ี
 
94 oC   15 วินาท ี
 
55 oC   40 วินาท ี
 
72 oC   1 นาท ี
 
72 oC   7 นาท ี
 

94oC   2 นาท ี
 
94 oC   15 วินาท ี
 
60 oC   40 วินาท ี
 
72 oC   1 นาท ี
 
72 oC   7 นาท ี
 

 
ทุกคูไพรเมอรทําปฏิกิริยาซํ้าในข้ันตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซ 35 รอบ และหยุดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ตรวจวิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่
ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega,Madison, WI) 1 ไมโครลิตร 
และ Gel star (สีที่ติดฉลากแถบดีเอ็นเอ) แยกขนาดของสายดีเอ็นเอ ดวยอะกาโรส เจลเจลอิเลค
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โตรโฟริซิส ใช 2% อะกาโรส เจล ใน 0.5X TBE บัฟเฟอร ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักด์ิ  100 
โวลต นาน 40 นาท ี ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวย Dark reader 

 
ระยะเวลาดําเนินการ 1ป ต้ังแต ตุลาคม 2551 – กันยายน 2552 
สถานทีท่ําการทดลอง หองปฏิบัติการ กลุมวิจยัโรคพืช สํานกัวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การแยกเชื้อและการเก็บรักษาเชื้อ   
ลักษณะอาการการเกิดโรคในระยะเร่ิมแรก พบแผลจุดเล็กสีครีมอมเหลืองหรือแผลจุดสี

เขียวออน กลางแผลมีลักษณะเนื้อเยื่อที่ยบุตัวเปนแอง ขอบแผลสีเขม และวงนอกสุดลอมรอบดวย 
halo สีเหลืองหรือเขียวออน ขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร โดยมากพบบริเวณใบยอด หรือใบออน 
ตอมาอาการพัฒนา มีลักษณะแผลคอนขางกลม กลางแผลสีน้ําตาลออนหรือเขม ขอบแผลเปนวงสี
น้ําตาลเขม กลางแผลมีลักษณะเนื้อเยื่อที่แหงยุบตัวเปนแอง ลอมรอบดวย halo สีเหลือง ขนาด
แผลเฉล่ีย 3-5 มิลลิเมตร  

จากการแยกเช้ือบนอาหาร NGA แบคทีเรียเจริญหลังบมเช้ือที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 
36-48 ชั่วโมง มีลักษณะโคโลนีกลมสีขาวใส ขอบเรียบ ขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร เมื่อเกบ็
เชื้อแบคทีเรียไวเปนเวลานานกวา 5-7 วัน จะพบบริเวณขอบของโคโลนีมีคราบสีขาวใสขอบไมเรียบ
บาง ๆ รอบโคโลนี   
เก็บเชื้อลงในน้ํา บนอาหารเอียงเททับดวยพาราฟน เพือ่ใชในการทดลอง  

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอ ของแบคทีเรียสาเหตุโรคกลวยไม จํานวน 16 ไอโซเลท ประกอบดวย แบคทีเรีย     

A. avanae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดกลวยไม แบคทีเรีย Burkholderia gladioli สาเหตุ
โรคเนา แบคทีเรียสาเหตุโรคเนาเละ E. carotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi 
(ตารางที่ 1) 

3. ทดสอบปฏิกิรยิาพีซีอารในการตรวจเชื้อ Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
ปฏิกิริยาพีซีอาร โดยคูไพรเมอร RST49 และ RST50 สามารถสังเคราะหเพิม่ปริมาณแถบดี

เอ็นเอ ขนาดประมาณ 390 bp จากดีเอ็นเอแมแบบของเช้ือ A. avenae subsp. citrulli ไอโซเลท 
PA 212 และพบแถบดีเอ็นเอจาง ๆ ของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  ไอโซเลท PA 206 และ 
Burkholderia gladioli ไอโซเลท PA198 (ภาพที่ 3) ไมพบการสงัเคราะหแถบดีเอ็นเอจากไอโซเลท 
PA370 และ PA377 และไมพบการสังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสาเหตุโรคเนาเละ E. 
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carotovora subsp. carotovora  และ E. chrysanthemi คูไพรเมอร WFB1/WFB2 พบการ
สังเคราะหดีเอ็นเอจากแบคทเีรีย Aacat. ไอโซเลท PA206, PA370, PA377 และ Aac. ไอโซเลท 
PA212 แตไมพบการสงัเคราะหแถบดีเอ็นเอจากเช้ือชนดิอ่ืน เชนเดียวกับไพรเมอร AacF2/AacR3 
(ตารางที ่ 2) ทั้งนี้ไพรเมอรที่นํามาทดสอบทั้งหมด เปนไพรเมอรสําหรับแบคทีเรีย A. avenae 
subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาพืชตระกูลแตง จงึใหผลการทดสอบที่ไมชัดเจนตอแบคทีเรีย A. 
avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคกลวยไม ทั้งนี้จะไดทดสอบปรับสภาพของ อุณหภูมิ 
annealing ในการสังเคราะหแถบดีเอ็นเอตอไป  
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp.cattleyae  สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียของกลวยไม 
พบระบาดในกลวยไมสกุลการคาหลายชนิด ไดแก  สกลุแวนดา สกุลแอสโคเซนดา ลูกผสมแวนดา 
สกุลชาง สกุลฟาแลนอปซิส อาการแผลจุดเร่ิมแรกเปนสีเขียวถงึเหลืองออน ตอมาแผลขยายใหญ
ข้ึนเปนสีน้ําตาลถึงดํา แผลมลัีกษณะเปนแองบุมตรงกลาง มวีงสีเหลืองลอมรอบ การทดสอบ
เทคนิคพีซีอารเพื่อการตรวจเชื้อ โดยทดสอบปฏิกิริยาพีซอีาร ดวยไพรเมอร RST49 (5’ 
GATGGCCGTGCCCTTCTTCATC CTCG3’) /RST51 (5’ CATGGCCACGATGAGGATCG 3’) 
(Minsavage, 1995) ตอแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรีย ไอโซเลท 206, 370  พบการ
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอจาง ๆ   
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 ภาพที ่1 โรคใบจุดแบคทีเรียกลวยไมสกลุแวนดา 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ภาพที ่2 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
    บนอาหาร NGA (ซาย) และบนอาหาร YDC (ขวา) 
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ภาพที ่3 แถบดีเอ็นเอจากการสังเคราะห ดวยไพรเมอร RST49/RST51 
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ตารางที ่1 ไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกลวยไม และแหลงทีม่าของเช้ือ ที่ใชในการทดลอง 
ไอโซเลท พืชอาศยั แหลงปลูก หมายเหตุ 

206 แวนดา อ. ทามวง จ.กาญจนบุรี Aaca 
356 ฟาแลนอปซิส อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี Aaca 
357 กลวยไมชาง อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี Aaca 
370 แวนดา อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี Aaca 
377 แคทลียา อ. โพธาราม จ.ราชบุรี Aaca 
390 ชางแดง อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค Aaca 
391 แวนดา อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค Aaca 
393 ฟาแลนอปซิส อ. โกรกพระ จ. นครสวรรค Aaca 
212 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแกว Aac. 
166 ออนซิเดียม เขตบางเขน กทม. Ecc. 
198 ชางเขาแกะ อ.สามพราน จ.นครปฐม Bg. 
248 แวนดา อ. บานโปง จ. ราชบุรี Ech. 
 
ตารางที ่2  ไอโซเลทของเชือ้แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง และผลของปฏิกิริยาพีซีอาร  

      ดวยไพรเมอร RST49/RST51, WFB1/WRB2 และ AacF2/AacR3 
เช้ือ/ ไอโซเลท RST49/RST51 WFB1/WRB2 AacF2/AacR3 
A. avenae subsp. cattleyae 
PA206 

+  + + 

PA370 - + + 
PA377 - + + 
A. avenae subsp. citrulli 
PA212 

++ ++ ++ 

E. carotovora subsp. carotovora 
PA166  

- - - 

E. chrysanthemi 
PA248  

- - - 

B. gladioli 
PA198  

+ - - 

Nd = not determine ; + faint band, ++ strong band 
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การใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชในเมล็ด 
พันธุขาว 

Determination of Weedy Rice Contamination in Rice Seed Lots by Molecular 
Biology Technique 

 
1จรรยา  มณโีชติ   1วันเพญ็  ศรทีองชยั    2ศันสนยี  จําจด    3กิ่งกาญจน  พิชญกุล 

1สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช  
2ภาควิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เชียงใหม 

3สํานกัผูเชี่ยวชาญ  
 บทคัดยอ  

 
การแพรระบาดของขาววัชพชืโดยการปนเปอนไปกับเมล็ดพันธุขาวนัน้ ไดกอใหเกดิปญหา

รุนแรงในปจจบัุน สาเหตุเนื่องจากขาววชัพืชมีการปรับตัวและสามารถเลียนแบบลักษณะทาง
สัณฐานของขาวปลูกที่ข้ึนรวมกันไดดี ทาํใหการจาํแนกดวยสายตาไมสามารถทําได การทดลองนี้
ไดพัฒนาวิธกีารตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพชืในเมล็ดพันธุขาวโดยใชความแตกตางของ 
coleoptiles รวมกับเทคนิคทางชีวโมเลกลุโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล SSRs  สุมเก็บตัวอยาง
ประชากรขาววัชพืชชนิดขาวดีด เปลือกเมล็ดสีฟาง ไมมีหางที่ปลายเมล็ด เยื่อหุมเมล็ดสีขาวเหมือน
ขาวปลูก แตเมล็ดรวงทัง้หมด จากแปลงที่มกีารระบาดในแหลงปลูกขาวภาคกลาง ภาคเหนือ
ตอนลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จํานวนทั้งหมด 20 ประชากร  เบ้ืองตนนําเมล็ดไปเพาะ
ทดสอบการเจริญเติบโตของตนออนเปรียบเทียบกับขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี1และชัยนาท1 
หลังจากนั้นยายปลูกเพื่อเกบ็ตัวอยางใบสําหรับวเิคราะหดีเอ็นเอ เปรียบเทียบกับขาวปาสามัญ 1 
ประชากรและขาวปลูก 6 พนัธุ ไดแก สุพรรณบุรี1 ชัยนาท1 ปทุมธาน1ี  พษิณุโลก2 ขาวดอกมะลิ
105 และ กข6 ผลการตรวจสอบการเจริญเติบโตของตนออนพบวาขาววชัพืชทุกประชากรมีความ
ยาวตนออนเฉล่ียมากกวาขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี 1 แตมี 3 ประชากร (15%)ไมแตกตางจากขาว
ปลูกพนัธุชัยนาท 1 สวนการตรวจสอบขาววัชพืช 20 ประชากร จํานวน 386 ตน โดยใชเคร่ืองหมาย
โมเลกุล SSRs  พบไพรเมอร 7 ตัว ที่สามารถจําแนกความแตกตางระหวางขาวปาและขาวปลูกที่ใช
เปนพนัธุตรวจสอบ ไดแก RM1 RM206 RM225  RM280 RM341 RM481 และ RM588 ความ
แมนยําในการตรวจสอบการปนเปอนของขาววชัพืชนัน้ ข้ึนอยูกับจาํนวนไพรเมอรที่ใช และเมื่อใช
ไพรเมอรรวมกนัทัง้ 7 ตัวสามารถตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชไดทั้งหมดทุกตน 100% 
สําหรับผลการวิเคราะหโครงสรางทางพนัธกุรรมพบวาขาววัชพืชมพีันธกุรรมของขาวปลูกหลายๆ  

รหัสการทดลอง 09-01-49-02-04-01-01-51   
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พันธุรวมอยูในตนเดียวกันหรือมีพันธุกรรมขาวปารวมกับขาวปลูก ขาววัชพืชที่เก็บตัวอยางจากภาค 
กลางและภาคเหนือตอนลางถูกจัดอยูในกลุมเดียวกนักบัขาวปลูกพันธุสุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 และ
พิษณุโลก 2 ขณะที่ขาววัชพืชที่เก็บตัวอยางมาจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือถูกจดัใหอยูในกลุม
เดียวกับขาวปลูกพนัธุขาวดอกมะลิ 105 กข 6 และปทมุธานี 1 โดยสรุปวิธีการนี้สามารถนาํไปใชใน
การตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชชนิดที่มีลักษณะภายนอกเหมือนขาวปลูกทกุประการได
อยางถูกตองและแมนยาํ 

คํานํา 
ประเทศไทยเปนสวนหนึง่ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาวปลูก จงึมกัพบขาวที่

เปนเครือญาติ (relative races) ข้ึนอยูรวมดวย ประกอบดวย ขาวปลูก(Oryza sativa L.) ขาววัชพืช 
Oryza sativa f. spontanea) และขาวปาสามัญ (O. rufipogon Griff.) ที่เปนบรรพบุรุษ ขาวทั้งสาม
ชนิดมีควมใกลชิดทางพนัธกุรรมมากเนื่องจากมีจํานวนโครโมโซม 2n=24 และมีชุดจีโนมเปนชนิด AA 
เหมือนกนั (Vaughan and Morishima, 2003) ทําใหผสมขามกนัและเกิดการปนเปอนยนีระหวางกนั
ไดในสภาพธรรมชาติ (Oka, 1988)  โดยปกติ การผสมขามเกิดข้ึนไดเปนทิศทางเดียว คือจากเกสรตัว
ผูของขาวปลูกที่เปนพืชผสมตัวเอง ปลิวไปตกบนเกสรตัวเมียของขาวปาที่เปนพชืผสมขาม 
(Morishima et al., 1980; Morishima, 1988; Song et al., 2003) เกิดเปนลูกผสมที่เปน spontanea 
form หรือ ขาววัชพืช (weedy rice)   

ในปพ.ศ. 2544 พบการระบาดรุนแรงของขาววัชพืชชนิดขาวหาง เปนคร้ังแรกของประเทศ
ไทย ที่ตําบลเขาสามสิบหาบ อําเภอทามะกา จังหวัดกาญจนบุรี  และสองปตอมาพบการระบาดของ
ขาววัชพืช ชนดิขาวดีด ที่อําเภอลาดหลุมแกว จงัหวัดปทุมธาน ี พื้นทีก่ารระบาดเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว
ในระยะเวลาเพียง 3 ป  โดยเร่ิมจาก 5 หมื่นไรในปพ.ศ. 2547  กลายเปน 2 ลานไรในปพ.ศ. 2550 
ปจจุบัน พบระบาดทัว่ไปในเขตภาคกลางจนถึงเหนอืตอนลาง  และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ รวม 26 
จังหวัด (จรรยา,2547ก ; จรรยา,2547ข; จรรยา และศันสนยี, 2548; จรรยา, 2552; Maneechote et 
al., 2004)  ขาววชัพืชถูกจําแนกได 3 ชนดิตามความแตกตางทางลักษณะภายนอก คือ ขาวหาง ขาว
ดีด และขาวแดง  ชนิดทีเ่ปนปญหารายแรงคือ ขาวหางและขาวดีด เพราะเจริญเติบโตไดรวดเร็วใน
ระยะแรก และสูงขมขาวปลูกในระยะแตกกอ  ออกดอกกอนขาวปลูก แตชาวนาไมสามารถเก็บเกี่ยว
ไดเพราะเมล็ดรวงหมด ทําใหผลผลิตขาวลดลงไดต้ังแต 10-100% (จรรยา, 2552) และทําใหชาวนา
สูญเสียผลกําไรไรละ1,500-4,400 บาท (อริยา, 2547)  
 สาเหตุสําคัญประการหนึ่งทีท่ําใหเกิดการแพรระบาดของขาววัชพชื คือ ปนเปอนไปกับเมล็ด
พันธุขาว เนือ่งจากเกษตรกรทํานาปละ 2-3 คร้ัง จึงไมสามารถเก็บเมล็ดพนัธุไวใชในฤดูตอไปได 
จําเปนตองซื้อเมล็ดพันธุใหมทกุฤดู จงึมโีอกาสสูงที่จะไดเมล็ดพันธุทีม่ีการปนเปอนของขาววชัพืช ใน
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เบ้ืองตน การตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชดวยสายตานัน้ทําไดโดยใชลักษณะภายนอกที่
ตางกนั เชนความยาวเมล็ด สีเปลือกเมล็ด และ สีเยื่อหุมเมล็ด  แตวิธีนี ้เร่ิมมปีญหา เมื่อขาววชัพืชเร่ิม
มีการปรับตัวจนลักษณะดังกลาวเหมือนกับขาวปลูก เชนมีความยาวเมล็ดใกลเคียงกบัเมล็ดขาวปลูก สี
เปลือกเปล่ียนจากสีน้ําตาลแดงเปนสีฟาง และเยื่อหุมเมล็ดเปล่ียนจากสีแดงเปนสีขาวเหมือนขาวปลูก  
 Wague (1992) ไดทดลองเพาะเมล็ดขาววัชพืช 2 ประชากรเปรียบเทียบกับขาวปลูก 2 พนัธุ 
พบวาตนออนขาววัชพืชทั้ง 2 ประชากรเจริญเติบโตไดดีกวาและมีความยาวของ coleoptiles มากกวา
ขาวปลูก จากการทาํงานรวมับเกษตรกรในพื้นที่ระบาดของขาววัชพชื ไดพบวา ขาววัชพืชมีการ
เจริญเติบโตของตนออนที่เร็วกวาขาวปลูก ถึงแมวาเมล็ดขาววัชพืชจะงอกมาจากใตดิน ในขณะทีข่าว
ปลูกงอกอยูบนผิวดิน (จรรยา, 2552) ดังนัน้ความยาวของ coleoptiles ของตนออนขาววัชพืชนัน้ อาจ
เปนลักษณะหนึ่งที่สามารถนาํมาใชจาํแนกเมล็ดขาววชัพชืออกจากขาวปลูกได 
     จรรยา และ คณะ (2549) รายงานวา หลังจากเกษตรกรใชวิธีการกําจัดขาววัชพืชแบบ
ผสมผสานอยางตอเนื่องมานาน 4 ฤดูปลูก จนกระทั่งไมสามารถจําแนกการปนเปอนของเมล็ดขาววชัพืช
ในพนัธุขาวสุพรรณบุรี 1 ไดดวยสายตา  จึงตองใชวธิีการตรวจสอบดีเอ็นเอ โดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล 
RM1 จึงสามารถตรวจพบการปนเปอนของขาววัชพชืในเมล็ดพันธุขาวประมาณ 3% อยางไรก็ตาม ขาว
วัชพืชที่ระบาดอยูในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก จึงจาํเปนตองมกีารคัดเลือกหา
วิธีการตรวจสอบที่แมนยําและครอบคลุมประชากรขาววัชพืชไดอยางกวางขวาง ดังนัน้ การใชวิธีการ
ตรวจสอบหลายวธิีรวมกนั นาจะทําใหประสิทธิภาพในการจําแนกการปนเปอนของขาววชัพืช มีความ
แมนยําและถกูตองมากข้ึน 

วัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาวิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธภิาพ และแมนยํา สําหรับใชการ
จําแนกการปนเปอนของขาววัชพืชในเมล็ดพันธุขาว 

วิธีดําเนินการ 
ในชวงระหวางเดือนตุลาคม 2550 ถงึเดือนมีนาคม 2551 ออกสํารวจแปลงนาเกษตรกรที่มี

การระบาดของขาววัชพชืในแหลงปลูกขาวภาคกลาง ภาคเหนือตอนลาง และภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเลือกขาววัชพชืชนิดขาวดีด ซึ่งมีลักษณะภายนอกใกลเคียงกับขาวปลูก
มากที่สุด คือมีทรงกอต้ังตรง จํานวนเมล็ดตอรวงมาก การติดเมล็ดดี เปลือกเมล็ดสีฟางหรือน้าํตาล
ออน ปลายเมล็ดไมมีหาง แตเมล็ดรวงกอนขาวปลูก พรอมทัง้บันทึกชื่อพันธุขาวที่เกษตรกรนยิม
ปลูกในแหลงตางๆ เพื่อใชเปนขอมูลในการคัดเลือกพันธุขาวสําหรับใชเปนพันธุเปรียบเทยีบ 
อุปกรณ 

พันธกุรรมขาวที่ใชในการทดลอง ม ีดังนี ้
 1. ขาววัชพืช สุมเก็บตัวอยางขาววัชพชื (weedy rice, Oryza sativa f spontanea)ชนดิขาวดีด 
ที่ระบาดในแหลงปลูกขาวในภาคเหนือตอนลาง (จงัหวัดพิษณุโลก และพิจิตร) ภาคตะวันออกเฉียง 
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เหนือ (จังหวัดกาฬสินธุ และอุบลราชธานี) และภาคกลาง (จังหวัดลพบุรี สระบุรี อยุธยา นครปฐม 
และปทุมธานี) จํานวน 20 ประชากร โดยทกุประชากรนั้น มีเยื่อหุมเมล็ดสีขาวเหมือนขาวปลูก แต
เมล็ดรวงทั้งหมดเม่ือสุกแก (ตารางที ่1)    
2. ขาวพนัธุเปรียบเทียบ  ใชพันธุคัดของขาวปลูก 6 พันธุ (O. sativa L.) จาก กรมการขาวไดแก 
พันธุ สุพรรณบุรี 1 (SPR1) ชัยนาท 1 (CNT1) ปทุมธานี 1 (PTT1) พษิณุโลก 2 (PSL2) ขาวดอก
มะลิ 105 (KDML105) และ กข 6 (RD6) และขาวปาสามัญ (O. rufipogon Griff.) จากจงัหวัด
ปราจีนบุรี (PC) 1 ประชากรเปนพนัธุมาตรฐานเปรียบเทียบ 
วิธีการ 

นําประชากรขาววชัพืชทั้ง 20 ประชากร มาทดสอบลักษณะเปรียบเทยีบกับพนัธุมาตรฐาน  
 7 พนัธุ โดยแบงเปน 3 การทดลอง โดยการวัดการเจริญเติบโตของตนออน ลักษณะทางสัณฐาน 
และการประเมินในระดับดีเอ็นเอ มีรายละเอียดดังนี ้
การทดลองที ่1  ความแตกตางดานการเจริญเติบโตของตนออน  

สุมเมล็ดขาววชัพืชและขาวปลูก ตัวอยางละ 50 เมล็ด นํามาเพาะบนกระดาษกรองชุบน้าํ
ใน Petri dishes 48 ชั่วโมง จากนั้นเลือกเมล็ดที่เร่ิมงอกตัวอยางละ 10 เมล็ด ยายปลกูในกลอง
พลาสติกขนาด 17 x 25 x 10 ซม3 บรรจุวุนที่มีความเขมขน 5 % w/v จํานวน 450 มิลลิลิตร ใน 1 
กลองวางตัวอยางเมล็ดขาวเปนแถวไดจํานวน 15 ตัวอยาง มีระยะหางระหวางแถว 1 ซม และระยะ
ระหวางเมล็ด 0.5 ซม แตละกลองจะรวมขาวปลูกพนัธุเปรียบเทียบ (check genotypes) จํานวน 2 
พันธุ คือพันธุสุพรรณบุรี 1 (SPR1)  และชัยนาท 1 (CNT1) ปลูกทดสอบรวมดวย ดังนัน้แตละกลอง
จะปลูกขาววัชพืช 13 แถวและขาวปลูก 2 แถว วางแผนการทดลองแบบ RCB โดยปลูกทดสอบ 3 
ซ้ําในแตละประชากร หลังจากนั้น ใชอะลูมิเนยีมฟอลยดหุมกลองใหมิดชิด เพือ่ปองกันไมใหตน
ออนไดรับแสง  

หลังเพาะเมล็ดที่เร่ิมงอก 5 วัน วัดความยาวของตนออน (จากเมล็ดถึงปลาย coleoptile) 
ทุกตน และวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวอยางโดยใชวิธกีารวเิคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) แบบ One-Way Classification เปรียบเทียบความแตกตางระหวางขาว
วัชพืชกับขาวปลูกพนัธุตรวจสอบโดยใชวธิี Least Significant Difference (LSD)  
การทดลองที ่2  ประเมนิความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวทิยา 
 หลังจากวัดความยาวของตนออนของแตละประชากรในการทดลองที ่ 1 แลว จึงยายตน
ออนจํานวน 20-30 ตนตอประชากร ปลูกในกระถางพลาสติกบรรจุดินขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 
นิ้ว วางไวในเรือนทดลอง  เมือ่ขาวมีอายุประมาณ 30 วัน จึงเก็บตัวอยางใบของแตละตน เพื่อนําไป
วิเคราะหในระดับดีเอ็นเอในการทดลองที ่3 
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 เมื่อถงึระยะออกรวง บันทกึลักษณะทรงกอ สีตามสวนตางของใบและดอก รูปรางล้ินใบ 
ขนาดของเกสรตัวผูและการมีหางที่ปลายเมล็ด ตามวธิกีารของ สงกรานตและคณะ, 2538 และ
Chitrakorn (1995)  
การทดลองที ่3  ตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของขาววชัพืชออกจากขาวปลูกโดยใช
เคร่ืองหมายโมเลกุล 

เก็บตัวอยางใบแยกตนๆ ละ 2-3 ใบ ประชากรละ 20-25 ตน พับใสถงุกระดาษเก็บตัวอยาง 
ทําใหตัวอยางใบขาวแหง โดยนําถุงเก็บตัวอยางที่บรรจตัุวอยางใบขาวใสในภาชนะปดที่มี silica 
gel เปนสารดูดความชืน้ หลังจากแหงแลวเก็บตัวอยางใบในถุงปดผนกึและเก็บรักษาไวในตูควบคุม
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส (0C) เพื่อใชสําหรับข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

โดยบดตัวอยางใบที่แหงแลวใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว กอนนาํไปสกัดดีเอ็นเอโดยวิธ ี
CTAB (Panaud et al., 1996) โดยมีข้ันตอนดังนี ้
การสกัดดีเอ็นเอ 
 นําตัวอยางใบที่บดจนละเอียดแลวบรรจุ eppendorf tube จากนัน้ใส extraction buffer 
ซึ่งประกอบดวย deionized water, 4% CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8), 20mM EDTA (pH 8), 

1.4 M NaCl และ 0.4%  -mercaptoethanol จากนั้น จึงนาํดีเอ็นเอที่สกัดไดมาละลายดวย TE 
buffer เพื่อตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 1.2% เก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 0C 
การทาํปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction)  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR (Panaud et al., 1996) โดยใช 
microsatellite หรือ Simple Sequence Repeats (SSRs) primers เติมสารผสมปริมาตร 20 
ไมโครลิตร (μl) ตอ 1 หลอด ซึ่งประกอบไปดวย deionized water 16 μl, 10X buffer 2 μl, 50 
mMMgCl2 1 μl, 25 mMdNTP 0.16 μl, primer 0.2 μl, 5 unit Taq DNA Polymerases 0.1 μl, 
DNA template 1 μl ลงในหลอด eppendorf tube ขนาด 2 มิลลิลิตร (ml) นาํเขาเคร่ือง PCR  
การวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR 

ในเบ้ืองตน ไดทําการคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุล SSRs จํานวน 48 ตําแหนง ทีก่ระจาย
อยูบนโครโมโซมทัง้ 12 โครโมโซม ซึ่งคาดวาจะสามารถจําแนกความแตกตางระหวางขาวปลูกและ
ขาวปาสามัญได โดยใชพันธุขาว 6 พันธุ คือ พันธุสุพรรณบุรี 1 (SPR1) ชัยนาท 1 (CNT1) 
ปทุมธานี 1 (PTT1) พิษณุโลก 2 (PSL2) ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105)กข 6 (RD6)  และ และ
ขาวปาสามัญ (PC) 1 ประชากร เปนพนัธุมาตรฐานเปรียบเทียบ หลังจากนัน้คัดเลือกเคร่ืองหมาย
โมเลกุล ทีส่ามารถจําแนกความแตกตางระหวางขาวปาและขาวปลูกไดจํานวน 7 ไพรเมอร 
(primer) แลว (ตารางที ่1)  จึงนาํมาใชวิเคราะหตัวอยางขาววัชพชืทัง้ 20 ประชากร 
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ตารางที่ 1  ลําดับเบสของไพรเมอร จํานวน repeat motif คา annealing temperature(oC) และ
ตําแหนงบนโครโมโซมของไพรเมอร 7 ตัว ที่ใชในการทดลอง 

ไพร
เมอร 

Repeat 
motif 

Annealing 
temperature 

ตําแหนงบนโครโมโซม ลําดับเบสของไพรเมอร 

RM1 (GA)26 55 1 F: GCGAAAACACAATGCAAAAA 
    R: GCGTTGGTTGGACCTGAC 
RM206 (CT)21 55 11 F: CCCATGCGTTTAACTATTCT  
    R: CGTTCCATCGATCCGTATGG 
RM225 (CT)18 55 6 F: TGCCCATATGGTCTGGATG 
    R: GAAAGTGGATCAGGAAGGC 
RM280 (GA)16 55 4 F: ACACGATCCACTTTGCGC 
    R: TGTGTCTTGAGCAGCCAGG 
RM341 (CTT)20 55 2 F: CAAGAAACCTCAATCCGAGC 
    R: CTCCTCCCGATCCCAATC 
RM481 (CAA)12 55 7 F: TAGCTAGCCGATTGAATGGC 
    R: CTCCACCTCCTATGTTGTTG  
RM588 (TGC)9 55 6 F: TTGCTCTGCCTCACTCTTG 
    R: AACGAGCCAACGAAGCAG 
F= Forward Primer  R = Reverse Primer 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทาํ PCR ไปตรวจสอบดวย 10% polyacrylamide gel 
electrophoresis นําแผนเจลที่ไดยอมดวยสาร Ethidium bromide เพื่อนาํไปดูการเกิดลายพิมพดี
เอ็นเอภายใตแสงยูวีของเคร่ือง UV transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองดิจติอล เพื่อนาํไป
วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ โดยการตรวจนับแถบทีป่รากฏในนํ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) 
เดียวกนั ถาหากมีแถบใหคะแนนเปน 1 และไมมีแถบใหคะแนนเปน 0 แลวนํามาวิเคราะหรวมโดย
เพิ่มไพรเมอรคร้ังละ 1ตัว เปรียบเทียบกบัขาวปลูกและขาวปาสามัญ จนครบทัง้หมด 7 ตัว  
วิเคราะหโครงสรางพนัธกุรรมของประชากรโดยใชโปรแกรม STRUCTURE (Pritchard et al., 
2000) และวิเคราะหความแตกตางระหวางประชากรโดยใช cluster analysis (Nei and Kumar, 
2000) 
เวลาและสถานที่ดําเนนิการ 
 ดําเนนิการระหวางเดือนตุลาคม 2550-กันยายน 2552 ที่เรือนทดลองกลุมวิจยัวัชพชื 
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร ทีห่องปฏิบัติการของกลุมงานไวรัสวิทยา 
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร  และทีห่องปฏิบัติการของภาควิชาพืชไร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม จงัหวัดเชียงใหม 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
การทดลองที ่1  ความแตกตางดานการเจริญเติบโตของตนออน  
 เมื่อเพาะในทีม่ืดเปนเวลา 5 วนั กอนวัดความยาว coleoptile ของแตละประชากร พบวา
ในระยะตนออน ประชากรขาววชัพืชสวนใหญ มีอัตราการเจริญเติบโตไดรวดเร็วกวาขาวพันธุปลูก  
 
ตารางที่ 2  ความยาวตนออน (%) ของขาววชัพืชทั้ง 20 ประชากร หลังจากเพาะบนวุนในสภาพ
ไมมีแสงเปนเวลานาน 5 วัน เปรียบเทียบกับขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 และ ชัยนาท 1 

ความยาวตนออน (%) เม่ือเปรียบเทียบกับ ประชากร 
 

แหลงที่มา 
 

คาเฉล่ีย   
(มม.) สุพรรณบุรี1 ชัยนาท 1 

1 พิษณุโลก 27.9 104 ns 135** 

2 พิษณุโลก 27.1 101 ns 131** 

3 พิษณุโลก 33.5 125** 161*** 

4 พิจิตร 32.2 121** 155*** 

5 พิจิตร 26.9 101 ns 130** 
6 กาฬสินธุ 36.6 137*** 176*** 
7 กาฬสินธุ 38.2 143*** 184*** 
8 กาฬสินธุ 34.7 130** 167*** 
9 กาฬสินธุ 41.5 156*** 200*** 
10 กาฬสินธุ 35.7 134** 172*** 
11 กาฬสินธุ 37.8 142*** 182*** 
12 กาฬสินธุ 33.4 125** 161*** 
13 กาฬสินธุ 37.9 142*** 183*** 
14 อุบลราชธานี 38.3 144*** 185*** 
15 อุบลราชธานี 39.5 148*** 190*** 

16 สระบุรี 31.9 120** 154*** 

17 สระบุรี 38.0 143*** 183*** 

18 พระนครศรีอยุธยา 32.6 122** 157*** 

19 นครปฐม 33.9 127** 163*** 

20 ปทุมธานี 31.8 119** 153*** 

สุพรรณบุรี 1 กรมการขาว 26.7 100 129*** 

ชัยนาท1 กรมการขาว 20.7   78*** 100 
**แตกตางจากขาวพันธุเปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P < 0.01 และ *** แตกตางจากขาวพันธุ
เปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P < 0.001 เม่ือเปรียบเทียบโดยใช วิธี Least Significant Difference  
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โดยที่ขาวพนัธุสุพรรณบุรี1 และชัยนาท1 มีคาเฉลี่ยของความยาว coleoptile เทากับ 26.7 
และ 20.7 มม. ตามลําดับสวนขาววัชพืชทัง้ 20 ประชากร มีความยาว coleoptile อยูระหวาง 26.9-
41.5 มม. (ตารางที ่2)  

เปนทีน่าสังเกตวาขาววัชพืชทุกประชากรทีต่รวจสอบมี coleoptile  ยาวกวาสุพรรณบุรี1 (ภาพที ่
1) คิดเปน 100% ที่ตรวจสอบไดดวยวิธนีี้ แต มี 3 ประชากรที่มีความยาว coleoptile ไมแตกตางจากพันธุ
ชัยนาท1 หรือคิดเปน15% ทีย่ังไมสามารถตรวจสอบได อยางไรก็ตาม Hakizimana et al. (2000) พบวา
ลักษณะความยาวของ coleoptile ในขาวสาลีนัน้  บางสวนถกูควบคุมดวยสภาพแวดลอม และบางสวน
ถูกควบคุมดวยพนัธุกรรมดังนั้น วิธีการวัดความแตกตางในการเจริญเติบโตของตนออนนี ้สามารถใช
ตรวจสอบขาววัชพืชไดสวนหน่ึง จงึจําเปนตองใชวธิีอ่ืนรวมในการตรวจสอบใหไดทัง้หมด 

 
ภาพที่ 1 ตนออนของขาววชัพืช (ซาย) เปรียบเทียบกับขาวพนัธุสุพรรณบุรี 1 (ขวา) หลังจากเพาะ 
ในที่มืด เปนเวลานาน 5 วนั 
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การทดลองที ่2 ประเมินความแตกตางของลักษณะทางสัณฐาน 

 ขาววัชพืชทุกประชากรที่ศึกษามีลักษณะทางสัณฐานไมแตกตางจากขาวปลูกพันธุ
สมัยใหมทีน่ิยมปลูกกนัทัว่ไปในระบบนาหวาน ในทุกตัวอยางพบวา ทุกตนมีทรงกอต้ัง (ยกเวน
ตัวอยางที ่3 และ 12 ทีพ่บบางตนมีทรงกอแบบกึ่งแผ) มีกาบใบ แผนใบและปลองเปนสีเขียว มี
เข้ียวใบและขอตอใบสีเขียวออน ล้ินใบสีขาวมี 2 แฉก สําหรับลักษณะดอกพบวามียอดดอกและ
เกสรตัวเมียสีขาว เกสรตัวผูมีขนาดใหญประมาณคร่ึงหนึ่งของขนาดดอก ทกุดอกไมมีหางที่ปลาย 
(ไมไดแสดงขอมูล) ดังนัน้หากขาววัชพืชชนิดนี้แพรระบาดลงไปในแปลงและมีความสูงใกลเคียง
กับขาวปลูกเกษตรกรจะไมสามารถจําแนกความแตกตางออกจากขาวปลูกดวยตาเปลาไดเลย จะ
สังเกตุไดก็ในระยะสุกแกเทานั้นเมื่อเมล็ดขาววชัพืชรวงออกจากรวงทั้งหมด (ศันสนียและคณะ, 
2548; จรรยา,2552; Niruntrayakul, 2008)      

การทดลองที ่3  ตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของขาววชัพืชโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล  
จากการทดสอบเบื้องตน เพือ่จําแนกความแตกตางระหวางขาวปลูกกบัขาวปาสามญัโดยใช
เคร่ืองหมายโมเลกุล 48 ตําแหนง ไดคัดเลือกไพรเมอรจํานวน 7 ตัวไดแก RM1, RM 206, RM225, 
RM280, RM 341, RM481 และ RM588  ที่สามารถจาํแนกความแตกตางระหวางพนัธุขาวปลูกที่ใช
และระหวางขาวปลูกกับขาวปาสามัญ และเมื่อใช ตรวจสอบพันธุกรรมตัวอยางขาววัชพืช 20 
ประชากร จาํนวนทัง้หมด 386 ตน (ตารางที ่3)   

ในการทดลองคร้ังนี้ไพรเมอร RM1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการจําแนกความแตกตางของ
การแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกนั (อัลลีล) โดยพบวาเกิดความแตกตางระหวางพนัธุตรวจสอบ
ทั้ง 7 ประชากร (ตารางที ่4) รองลงมาไดแกไพรเมอร RM481 จําแนก 7 ประชากรไดเปน 6 กลุม 
RM586 จําแนกได 5 กลุม และที่เหลืออีก 4 ตัวจําแนกได 3 ถึง 4 กลุม เมื่อนาํไพรเมอรทั้ง 7 ตัวมา
ตรวจสอบประชากรขาววัชพชื (ภาพที ่2-8) พบวาขาววัชพืชมีความแตกตางทางพันธกุรรมทั้ง
ระหวางประชากรและระหวางตนภายในประชากร ขาววัชพืชทุกตนแตกตางจากขาวปลูกตรงที่แต
ละตนจะมพีนัธุกรรมหลายชนิดปนกันอยู (admixture) ซึง่เปนผลจากการผสมขามระหวางขาว
วัชพืชกับขาวปลูก (Niruntrayakul, 2008) 

ความแมนยาํของการตรวจสอบโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุลจะเพิ่มข้ึนตามจํานวนไพรเมอร
ที่ใช (ตารางที ่5)ในการทดลองคร้ังนี ้พบวา ไพรเมอร RM1เพียงตัวเดียวจะแยกตนที่มีพนัธกุรรม
ผสม (admixture)ไดเพียง75 ตนจากทัง้หมด 386 ตน คิดเปน19.4%   ที่เหลือ 311 ตนมีพนัธกุรรม
เหมือนกับขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 จํานวน 70 ตน (18.1%) มีพนัธุกรรมเหมือนขาวพันธุชัยนาท1 
จํานวน 35  ตน (9.1%) มพีนัธุกรรมเหมือนขาวพนัธุปทมุธานี1 จํานวน 35  ตน (9.1%) มี
พันธกุรรมเหมอืนขาวพันธุพษิณุโลก 2  จํานวน49  ตน (12.7%) พันธกุรรมเหมือนขาวพันธุขาวดอก
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มะลิ 105 จํานวน50  ตน (13.0%) พันธกุรรมเหมือนขาวพนัธุกข6  จํานวน35 ตน (9.1%) และ37 
ตน มีพันธุกรรมเหมือนขาวปาสามัญ คิดเปน 9.6%ของจํานวนตนทัง้หมด 386 ตนของขาววัชพืช
ทั้งหมด 20 ประชากร  เมื่อใชตรวจสอบรวมกับไพรเมอร RM206  สามารถตรวจสอบพันธกุรรมขาว
วัชพืชไดเพิม่ข้ึนเปน 71.0%  และเมื่อเพิ่มจาํนวนไพรเมอร เปน 3  4  5 และ 6 ตัวจะแยกออกได
เพิ่มเปน 90.2% 94.7% 98.5%และ 99.8% ตามลําดับ เมื่อใชจํานวนไพรเมอรในการตรวจสอบ
รวมกันทัง้ 7 ตัวพบวาสามารถจําแนกขาววชัพืชออกจากขาวปลูกไดทกุตน คิดเปน 100% (ตารางที่ 
5) พยอมและคณะ (2551) รายงานวา การจําแนกความแตกตางระหวางพันธุขาวขาวดอกมะลิ105 
และพันธุขาวปทุมธาน ี1 ในระดับดีเอ็นเอนั้น ตองใชไพรเมอรทัง้หมด 13  ตัว แตถาตองการจําแนก
ความแตกตางระหวางพันธุขาวขาวดอกมะลิ105 และพันธุขาวชัยนาท1 แลวตองใชไพรเมอร
ทั้งหมด 23  ตัว 

 เมื่อศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมภายในประชากรขาววัชพืชจากแตละภาค ภาคละ 2 
ประชากร  ไดแกขาววัชพืชจากภาคเหนือตอนลาง (8 = กาฬสินธุ และ 9 = อุบลราชธานี) จากภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ  (13= กาฬสินธุ และ 16 = อุบลราชธานี) และจากภาคกลาง (22 = ปทุมธานี 
และ26 =พระนครศรีอยุธยา) เปรียบเทยีบกับพนัธุขาวปลูก 6 ประชากร และขาวปาสามัญ 1 
ประชากร วิเคราะหโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR marker 7 ตําแหนง ตามวิธีของ Pritchard et 
al. (2000)  แสดงตัวอยางการวิเคราะหโครงสรางพันธุกรรมประชากรทั้งหมดรวมกนัโดยใช พบวา
สามารถจําแนกประชากรออกโดยอาศัยทีม่าของบรรพบรุุษตางกนั โดยแบงทีม่าได 4 กลุม แทน
ดวยแตละสี ไดแก  

1) กลุมสีแดง ประกอบดวยขาวปลูกพันธุสุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 และพิษณุโลก 1  

2) กลุม สีเหลือง ประกอบดวยขาวปลูกพนัธุปทุมธาน ี1 

3) กลุมสีน้าํเงนิ ประกอบดวยขาวปลูกพนัธุขาวดอกมะลิ 105 และ กข 6 

4) กลุมสีเขียว ไดแก ขาวปาสามัญ 

 ผลการวิเคราะหพบวาในขาวปลูกพนัธุแททกุพนัธุ ทุกตนภายในประชากรจะมีโครงสราง
พันธกุรรมเหมอืนกนัหมด ในขณะที่โครงสรางพันธุกรรมของขาวปาและขาววัชพืชนั้นมีความแตกตาง
ระหวางตนภายในประชากร ในประชากรขาววชัพืช พบความแตกตางต้ังแตระดับภายในตน ระหวาง
ตนภายในประชากร ระหวางประชากร และระหวางทองที่แตละภาค (ภาพที ่9) ภายในตนพบวา
พันธกุรรมของขาววัชพืชเกิดจากการผสมขามระหวางขาวปลูกและขาวปา (มีแถบสีเขียวปนรวมกับสี
อ่ืน) และขาวปลูกกับขาววชัพืช โดยพบจากขาววัชพืชทกุประชากรที่ศึกษามีตนทีม่ีพนัธุกรรมของขาว
ปลูกมากกวาหนึง่พนัธุรวมกับขาวปาหรือบางตนมีแถบสีของขาวปลูกทั้ง 3 ชนิดรวมกันแสดงใหเหน็
ถึงการผสมกลับไปหาขาวปลูก ประชากรขาววัชพืชที่เกบ็ตัวอยางจากภาคเหนือตอนลาง (หมายเลข 
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8 9 และ 22) ไดรับการถายทอดทางพนัธุกรรมสวนใหญมาจากขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี 1 หรือ
ชัยนาท 1 หรือพิษณุโลก 1 (สีแดง) สวนประชากรขาววชัพืชทีเ่ก็บตัวอยางจากภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ มักตรวจพบพันธุกรรมของขาวปลูกพนัธุขาวดอกมะลิ 105 หรือ กข 6 (สีน้ําเงิน) 
ปะปนอยูมาก  และพบพันธกุรรมชนิดขาวปลูกปทุมธาน ี1 ในตัวอยางที่ 13 16 และ 26  เปนทีน่า
สังเกตวาขาววัชพืชจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลางมีชนิดพนัธุกรรมภายในแตละตน
เปนจํานวนมากกวาตัวอยางขาววัชพืชจากภาคเหนือตอนลาง แสดงวาขาววัชพชืจากสองแหงแรก
เกิดมานานกวาขาววัชพชืจากภาคเหนือตอนลาง จงึทาํใหมีโอกาสผสมขามกับพันธุตางๆ ไดมากกวา 
ซึ่ง Langevin et al. (1990) ไดรายงานวา อัตราการผสมขามระหวางขาวปลูกและขาววัชพืช มีคาอยู
ระหวาง 1 ถงึ 52%   

 เมื่อนําประชากรทั้งหมดมาจัดกลุมโดยใช cluster analysis (Nei and Kumar, 2000)
พบวาขาววัชพืชชนิดไมมหีางนี้จะมีความใกลชิดกับขาวปลูกมากกวาขาวปา (PC) ขาววัชพืชที่พบ
แตละทองที่จะมีพนัธุกรรมใกลชิดกับขาวปลูกทีพ่บนยิมปลูกในทองที่เหลานัน้ (ภาพที่ 10) จากการ
ทดลองนี้พบวาขาววัชพชืที่เก็บตัวอยางมาจากภาคกลาง (C1-C5) และภาคเหนือตอนลาง (LN1-
LN5 ยกเวน LN4) จะถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันกับขาวปลกูพนัธุสุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 และ
พิษณุโลก 2 ขณะที่ขาววัชพชืที่เก็บตัวอยางมาจากจังหวดักาฬสินธุและอุบลราชธานใีนภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและ LN4 จากจังหวดัพิจิตรถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกับขาวปลูกพนัธุขาวดอก
มะลิ 105 กข 6 และปทุมธานี 1 ดังนัน้ในการทดสอบการปนเปอนของขาววัชพชืโดยใชเคร่ืองหมาย
โมเลกุลจะตองพิจารณาถงึแหลงที่แพรระบาด พนัธุขาวที่นยิมปลูกควรนํามารวมเปนพนัธุ
ตรวจสอบดวยจึงจะสามารถเขาใจแหลงที่มาของการเกิดขาววชัพืชแตละชนิดได  ซึง่การศึกษา
วิธีการสุมตัวอยางเมล็ดพนัธุขาว เพื่อใหไดขนาดตัวอยางที่เหมาะสมและสามารถใชเปนตัวแทน
ของตัวอยางทีจ่ะตรวจสอบไดดี จําเปนตองมีดําเนินการวิจัยตอไป 

 นอกจากนี ้การใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพือ่ตรวจสอบการปนเปอนของเมล็ดขาววชัพชื 
ชนิดที่ไมสามารถจําแนกไดดวยลักษณะสัณฐานภายนอก นัน้ จะชวยสนับสนนุการบังคับใช
กฎหมายตามพระราชบัญญัติพันธุพืช พ.ศ. 2518 ที่แกไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติพันธุพืช 
(ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2552 ประกาศสําหรับเมล็ดพันธุควบคุม ขาวเปลือกเจา กาํหนดใหมีเมล็ดขาวพนัธุ
อ่ืนเจือปนไดไมเกิน 20 เมล็ดและมีเมล็ดขาววชัพืชที่เปนขาวแดง เจือปนไดไมเกิน 10 เมล็ด ของ
น้ําหนกัเมล็ดพันธุขาว 500 กรัม ตามที่กลาวมาขางตนแลววาในปจจุบันมีขาววัชพืช ชนิดที่เมล็ด
ขาวสารสีขาวเกิดข้ึนแลวในแหลงปลูกขาวในภาคตางๆของประเทศไทย หากไมมวีิธกีารตรวจสอบ
เพื่อควบคุมการเจือปนใหไดตามมาตรฐานที่กาํหนดไว ขาววัชพืชดังกลาวสามารถสรางความ
เสียหายใหแกผลผลิตขาวทัง้ดานปริมาณและคุณภาพได 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 ความแตกตางของความยาว coleoptile เมื่อเพาะเมล็ดในที่มืด  พบวา ขาววัชพืชทัง้ 20 
ประชากร ม ีcoleoptile ยาวกวาขาวพันธุสุพรรณบุรี1 แตมี  3 ประชากรที่ไมพบความ
แตกตางจากขาวพันธุชัยนาท 1 คิดเปนประชากรที่ตรวจสอบไมได 15%   

 ขาววัชพืชทุกประชากรที่ศึกษามีลักษณะทางสัณฐาน ไดแก ลักษณะทรงกอ สีตามสวน
ตางของใบและดอก รูปรางล้ินใบ ขนาดของเกสรตัวผูและการมหีางทีป่ลายเมล็ดไม
แตกตางจากขาวปลูกพนัธุสมัยใหม ตองรอจนถงึระยะสุกแก จงึพบวาเมล็ดรวงทั้งหมด จึง
เปนวธิีที่ใชเวลานานเกินไปทีจ่ะใชในการตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืช 

 พบไพรเมอร 7 ตัว ไดแก RM1 RM206 RM225  RM280 RM341 RM481 และ RM588 ที่
สามารถแยกพันธกุรรมของขาววัชพืชออกจากขาวปลูกได 

 การตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลนัน้เปนวธิีที่มีความ
แมนยํามากทีสุ่ด ประสิทธิภาพในการจําแนกขาววชัพืชนั้น ข้ึนอยูกับชนิดและจํานวนไพร
เมอรที่ใช หากตองการตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชไดทั้งหมด 386 ตน หรือ 
100% ตองใชไพรเมอรรวมกนั 7 ตัว 

 ผลการวิเคราะหโครงสรางประชากรพบวา ขาวปลูกพันธุแททุกพนัธุ ทกุตนภายใน
ประชากรจะมีโครงสรางพันธุกรรมเหมือนกันหมด ในขณะที่โครงสรางพนัธุกรรมของขาว
ปาและขาววัชพืชนัน้มีความแตกตางระหวางตนภายในประชากร 

 เมื่อวิเคราะหความสัมพันธของขาววชัพืชและขาวปลูกที่ใชตรวจสอบ พบวาขาววัชพืชจาก
ภาคกลางและภาคเหนือตอนลางถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันกับขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี 1 
ชัยนาท 1 และพิษณุโลก 2 ขณะที่ขาววัชพืชที่เก็บตัวอยางมาจากภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือถกูจัดใหอยูในกลุมเดียวกับขาวปลูกพนัธุขาวดอกมะลิ 105 กข 6 
และปทุมธาน ี1 

 การเลือกใชเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชนัน้ ตอง
พิจารณาถึงแหลงที่ขาววัชพชืแพรระบาด และควรเลือกพันธุขาวที่เกษตรกรนิยมปลกูมาใช
เปนพนัธุตรวจสอบ 

 
การนาํไปใชประโยชน 

1. สามารถนําวิธกีารนี้ไปใชตรวจสอบการปนเปอนของขาววัชพืชในเมล็ดพันธุขาว 6 พันธุ ไดแก 
สุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 ปทมุธานี 1 พิษณุโลก 2 ขาวดอกมะลิ 105 และกข 6 ไดอยางถูกตองแมนยาํ
และเปนมาตรฐานเดียวกนัในทกุหองปฏิบัติการ 
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2. เพื่อใชเปนวิธปีองปรามการจําหนายเมล็ดพันธุควบคุมขาวเปลือกเจา ตามพระราชบญัญัติพันธุพืช 
พ.ศ. 2518 ซึ่งจะเปนวิธีการที่สามารถชวยลดปญหาการระบาดของขาววัชพืชทีเ่ปนอุปสรรคสําคัญ
เพิ่มตนทนุการผลิตใหเกษตรกร และลดปริมาณผลผลิตขาวในภาพรวมของประเทศ  

3. สามารถประยกุตใชเปนวธิีการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety) ของขาวตัดแตงสาร
พันธกุรรม (GMOs) โดยการตรวจสอบการปนเปอนยีนระหวางขาวปลูกและขาววัชพชื และขาวปาได
ในอนาคต 
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ตารางที่ 3 แหลงที่มาของขาววชัพืช 20 ประชากรและจํานวนตนของแตละประชากรที่ใชในการ
ตรวจสอบดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 

ประชากร แหลงที่มาของขาววัชพืช จํานวนตน 
ที ่ ภาค จังหวัด  
1 เหนือตอนลาง พิษณุโลก 18 
2 เหนือตอนลาง พิษณุโลก 18 
3 เหนือตอนลาง พิษณุโลก 15 
4 เหนือตอนลาง พิจิตร 20 
5 เหนือตอนลาง พิจิตร 19 
6 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 20 
7 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 23 
8 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 18 
9 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 17 

10 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 19 
11 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 20 
12 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 22 
13 ตะวันออกเฉียงเหนือ กาฬสินธุ 20 
14 ตะวันออกเฉียงเหนือ อุบลราชธาน ี 18 
15 ตะวันออกเฉียงเหนือ อุบลราชธาน ี 20 
16 กลาง สระบุรี 20 
17 กลาง สระบุรี 20 
18 กลาง พระนครศรีอยธุยา 18 
19 กลาง นครปฐม 23 
20 กลาง ปทุมธาน ี 18 

รวม 386 
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ตารางที่ 4  ชนิดของอัลลิล  (allele) ที่ตรวจพบในขาวปลูก 6 พันธุ และขาวปาสามัญ 1 ประชากร 
เมื่อวิเคราะหโดยใช เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR markers 7 ตัว 

 ชนิดของอัลลิลที่ตรวจพบโดยใช เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR markers พันธุขาว 
  RM1 RM206 RM481 RM280 RM225 RM341 RM588 
สุพรรณบุรี1  AA AA AA AA AA AA AA 
ชัยนาท1  BB AA BB AA BB BB BB 
ปทุมธาน1ี  CC BB CC AA BB AA BB 
พิษณุโลก2  DD AA BB AA CC EE CC 
ขาวดอกมะลิ105  HH BB HH BB BB CC DD 
กข6  GG BB GG CC BB CC BB 
ขาวปาสามัญ  EE EE EE DD DD DD EE 
Polymorphic group  7 3 6 4 4 4 5 
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ตารางที ่ 5  ความถี่ของพันธุกรรม (Genotypic frequency, % ) ของขาววัชพชืแตละตนที่จําแนกเปนชนิดพันธุกรรมผสม (admixture) หรือชนิดขาวปลูก  (crop rice type) 6 พันธุ 
(SPR1, CNT1, PTT1, PSL2 , KDML105, RD6)  และขาวปาสามัญ (wild rice) เมื่อตรวจสอบโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SSR markers ตั้งแต 1-7 ตัว 

พันธุกรรมชนิดขาวปลูกและขาวปาสามัญ จํานวนไพร
เมอร 

จํานวนตน
ขาววัชพืช 

พันธุกรรมผสม 
(%) SPR1 CNT1 PTT1 PSL2 KDML105 RD6 Wild rice 

รวม 
(%) 

1 386 75 70 35 35 49 50 35 37 311 
  (19.4) (18.1) (9.1) (9.1) (12.7) (13.0) (9.1) (9.6) (80.6) 

2 386 274 43 10 23 14 11 7 4 112 
  (71.0) (11.1) (2.6) (6.0) (3.6) (2.8) (1.8) (1.0) (29.0) 

3 386 348 23 5 4 3 2 1 0 38 
  (90.2) (6.0) (1.3) (1.0) (0.8) (0.5) (0.3) (0.0) (9.8) 

4 386 365 16 0 3 2 0 0 0 21 
  (94.7) (4) (0) (0.7) (0.5) (0) (0) (0) (5.3) 

5 386 380 6 0 0 0 0 0 0 6 
  (98.5) (1.5) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (1.5) 

6 386 385 1 0 0 0 0 0 0 1 
  (99.8) (0.2) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0.2) 

7 386 386 0 0 0 0 0 0 0 0 
  (100) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) 

1 primer: RM1; 2 primers: RM1 and RM206; 3 primers: RM1, RM206 and RM481; 4 primers: RM1, RM206, RM481 and RM280;  
5 primers: RM1, RM206, RM481, RM280 and RM225; 6 primers: RM1, RM206, RM481, RM280, RM225 and RM341 
7 primers: RM1, RM206, RM481, RM280, RM225, RM341 and RM588 

1300 



 1301 

 
ภาพที่ 2 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจงัหวัด
พิษณุโลก (แถวท่ี 1-10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทยีบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ 
และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-27) โดยใชไพรเมอร RM1 

SPR1    = ขาวพนัธุสุพรรณบุรี 1 (พันธุคัด)  
CNT1    = ขาวพนัธุชยันาท 1 (พันธุคัด)  
PTT1   = ขาวพนัธุปทมุธานี 1 (พันธุคัด)  
PSL2   = ขาวพนัธุพษิณุโลก 2 (พนัธุคัด)  
KDML105 = ขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 (พันธุคัด)    
RD6    = ขาวพนัธุกข 6 1 (พันธุคัด) 
Wild rice = ขาวปาสภาพธรรมชาติในจังหวัดปราจนีบุรี 
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ภาพที่ 3 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจังหวัดพิษณุโลก (แถวท่ี 1-
10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทียบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-
27) โดยโดยใชไพรเมอร RM206 

 
ภาพที่ 4 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจังหวัดพิษณุโลก (แถวท่ี 1-
10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทียบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-
27) โดยโดยใชไพรเมอร RM225 

SPR1    = ขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 (พันธุคัด)  
CNT1    = ขาวพันธุชัยนาท 1 (พันธุคัด)  
PTT1   = ขาวพันธุปทุมธานี 1 (พันธุคัด)  
PSL2   = ขาวพันธุพิษณุโลก 2 (พันธุคัด)  
KDML105 = ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (พันธุคัด)    
RD6    = ขาวพันธุกข 6 1 (พันธุคัด) 
PC  = ขาวปาสภาพธรรมชาติในจังหวัดปราจีนบุรี 
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ภาพที่ 5 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจังหวัดพิษณุโลก (แถวท่ี 1-
10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทียบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-
27) โดยโดยใชไพรเมอร RM280 

 
ภาพที่ 6 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจังหวัดพิษณุโลก (แถวท่ี 1-
10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทียบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-
27) โดยโดยใชไพรเมอร RM341 

SPR1    =  ขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 (พันธุคัด)  
CNT1    =  ขาวพันธุชัยนาท 1 (พันธุคัด)  
PTT1   =  ขาวพันธุปทุมธานี 1 (พันธุคัด)  
PSL2   =  ขาวพันธุพิษณุโลก 2 (พันธุคัด)  
KDML105 =  ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (พันธุคัด)    
RD6    =  ขาวพันธุกข 6 1 (พันธุคัด) 
PC  =  ขาวปาสภาพธรรมชาติในจังหวัดปราจีนบุรี 
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ภาพที่ 7 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจงัหวัด
พิษณุโลก (แถวท่ี 1-10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทยีบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ 
และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-27) โดยโดยใชไพรเมอร RM481 

SPR1    =  ขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 (พนัธุคัด)  
CNT1    =  ขาวพันธุชยันาท 1 (พันธุคัด)  
PTT1   =  ขาวพันธุปทุมธาน ี1 (พันธุคัด)  
PSL2   =  ขาวพันธุพษิณุโลก 2 (พนัธุคัด)  
KDML105 =  ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (พันธุคัด)    
RD6    =  ขาวพันธุกข 6 (พันธุคัด) 
PC  =  ขาวปาสภาพธรรมชาติในจังหวัดปราจนีบุรี 
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ภาพที่ 8 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของขาววัชพืช 2 ประชากรที่เก็บจากแปลงเกษตรกรจงัหวัด
พิษณุโลก (แถวท่ี 1-10) และจังหวัดกาฬสินธุ (แถวท่ี 11-20)  เปรียบทยีบกับกับขาวปลูก 6 พันธุ 
และขาวปา 1 ประชากร (แถวท่ี 21-27) โดยโดยใชไพรเมอร RM588 

SPR1    =  ขาวพันธุสุพรรณบุรี 1 (พนัธุคัด)  
CNT1    =  ขาวพันธุชยันาท 1 (พันธุคัด)  
PTT1   =  ขาวพันธุปทุมธาน ี1 (พันธุคัด)  
PSL2   =  ขาวพันธุพษิณุโลก 2 (พนัธุคัด)  
KDML105 =  ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (พันธุคัด)    
RD6    =  ขาวพันธุกข 6 (พันธุคัด) 
Wild rice =  ขาวปาสภาพธรรมชาติในจังหวัดปราจนีบุรี 
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ภาพที่ 9 โครงสรางประชากรขาวปลูก 6 พันธุ (1-6) ขาวปา 1 ประชากร (7) และขาววัชพืชจาก
ภาคเหนือตอนลาง (8 = กาฬสินธุ และ 9 = อุบลราชธานี) จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  (13= 
กาฬสินธุ และ 16 = อุบลราชธานี) และจากภาคกลาง (22 = ปทุมธานี และ26 =
พระนครศรีอยธุยา) เมื่อวิเคราะหโดยใชไพรเมอรรวมกัน 7 ตัว แตละแทงเปนตัวแทนของแตละ
ประชากรๆ ละ 10 ตน 
กลุมสีแดง ไดแก สุพรรณบุรี 1 ชัยนาท1 และพิษณุโลก 2 
กลุมสีเหลือง  ไดแก ปทุมธานี 1 
กลุมสีน้าํเงนิ  ไดแก ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 6 
กลุมสีเขียว  ไดแก ขาวปาสามัญ 
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ภาพที ่10   แผนผังแสดงความสัมพันธของขาวปลูก 6 พนัธุ  (SPR1, CNT1, PTT1, PSL2,  KDML105 
และRD6) ขาววัชพืช 20 ประชากรจากภาคเหนือตอนลาง  (LN1-LN5)  ภาคกลาง (C1-C5) ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ (NE1-NE10)  และขาวปาสามัญจากปราจีนบุรี  (PC)   จากเครื่องหมายโมเลกุล 7 
ตําแหนงเมื่อวเิคราะหดวยวธิี UPGMA โดยอาศัยคา Nei’s genetic distance 
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การควบคุมโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนโดยใชเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ 
Controlling Phytophthora Root Rot and Stem Rot of Durian  

by Antagonistic Microorganism 
 

นลินี  ศวิากรณ      พจนา  ตระกลูสขุรตัน 
       กลุมวจิยัโรคพืช     สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 

 
บทคัดยอ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษรวม 8 ไอโซเลท ตอเชื้อสาเหตุโรค
รากเนาโคนเนาของทุเรียน (Phytophthora   palmivora ) บนอาหารเล้ียงเชื้อ พบวาเช้ือจุลินทรีย
ปฏิปกษทัง้ 8 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญเติบโตตอเชื้อราสาเหตุ P.   palmivora 
และเมื่อนําเชือ้จุลินทรียปฏิปกษทีม่ีประสิทธิภาพดีบนอาหารเล้ียงเช้ือที่ไดจากการทดสอบในป 
2551-2552 จํานวน 34 ไอโซเลท มาทดสอบดวยวิธกีาร baiting โดยเมื่อใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ
จํานวน 3 คร้ัง ลงไปในดินบมเช้ือ(infested soill) พบวา เช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่สามารถลดและ
กําจัดปริมาณ sporangium ในดินบมเช้ือโดยไมพบ sporangium ในดินบมเช้ือเลย มีจาํนวน 8 ไอ
โซเลท ไดแกไอโซเลท 5607A,5807-1,5808-1 ,5809-1, 5907,5908,5923 และ 5932 โดยมี
เปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค 0% รองลงมา ไดแก 5805 และ 5806 มีเปอรเซน็ต
ความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค 6.25% ในขณะที่กรรมวิธีเปรียบเทยีบ(Control) มีเปอรเซ็นตเชือ้
ราสาเหตุโรคในปริมาณสงู 92.50%  และเมื่อนาํเช้ือจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยัง้และ
กําจัดเชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนในดิน จํานวน 8 ไอโซเลท มาทดสอบการเกิดโรค
บนใบทุเรียน พบวา เช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่ไมกอใหเกิดโรคกับทุเรียนมีเพียง 2 ไอโซเลท ไดแก ไอ
โซเลท 5808-1  และ 5809-1 สวนเช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่ทาํใหเกิดโรคบนใบทุเรียนโดยแสดงอาการ
วงสีเหลืองรอบบริเวณทีท่ําแผลมีจํานวน 6  ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท 5607A,5807-1, 
5907,5908,5923 และ 5932 ดังนัน้เช้ือจุลินทรียปฏิปกษทีม่ีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งและกําจัด
เชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนโดยไมทําใหทเุรียนแสดงอาการเกิดโรค ไดแก ไอโซเลท 
5808-1  และ 5809-1   ซึ่งจากการนําเช้ือจุลินทรียปฏิปกษทัง้ 2 ไอโซเลท มาจาํแนกชนิดดวยวิธ ี
16S rDNA  พบวา เช้ือจุลินทรียปฏิปกษทัง้ 2 ไอโซเลท เปนเช้ือแบคทีเรียชนดิเดียวกนั คือ 
Bacillus  subtilis  strain CMG M8  

 
 
รหัสโครงการ  07 01 49 02 
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คํานํา 
 

ทุเรียน (Durian) มีชื่อวทิยาศาสตรวา Durio zibethinus Murr อยูในวงศ (Family) 
Bombacaceae  เชื่อวาทุเรียนมีถิน่กาํเนิดแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ทุเรียนในประเทศไทย
เขาใจวาคงนาํพันธุมาจากมาเลเซียเขามาปลูกในสมัยกรุงศรีอยุธยาและในระยะแรกคือทุเรียนพนัธุ
พื้นเมือง( มนสั.2545)  ในปจจุบันทุเรียนจัดเปนผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ  จนไดรับการ
ยกยองใหเปน” ราชาแหงผลไม” (นายดํา,2535) พนัธุที่ชาวสวนนยิมปลูกมากทีสุ่ดคือหมอนทอง
53.98 % ชะนี37.30 % กานยาว5.75% กระดุม2.97 % (นิรนาม, 2535)   ในป 2550 ไทยสงออก
ทุเรียนปริมาณ 180,222 เมตริกตัน มูลคา 3,480,014,000 บาท และในป 2551ไทยสงออกทุเรียน
ปริมาณ 222,560 เมตริกตัน มูลคา 3,823,845,000 บาท โดยสงออกเปนทุเรียนสด แชแข็ง กวน
และอบแหง (นิรนาม,2551)   
 โรครากเนาและโคนเนาเปนโรคที่มีมานานมากกวา 30 ปและสรางความเสียหายต้ังแตใน
อดีตจนถึงปจจุบันมากกวา 40,000 ไร (นรินาม,2537) การปองกนักาํจัดมีหลายวิธ ีถึงแมจะใชตน
ตอตานทานโรครวมกับการใชสารเคมี  การระบาดของโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนก็ยงัคงเกิด
ข้ึนอยูเปนประจํา  ซึง่การใชสารเคมีสามารถควบคุมโรคไดในระยะส้ันๆ เทานัน้   การควบคุมโดยชวี
วิธีเปนอีกทางเลือกหนึ่งซึง่จะนํามาใชควบคุมโรครากเนาโคนเนา ซ่ึงในปจจุบันมกีารจําหนายเช้ือรา
ไตรโคเดอรมาชวยลดปริมาณเช้ือราสาเหตุโรครากเนาและโคนเนา  แตการระบาดของโรคก็ยังคงมี
อยูและยังเปนปญหาที่สําคัญตอการปลูกทุเรียน  ดังนัน้จึงไดทาํการศึกษาเพื่อหาเช้ือจุลินทรีย
ปฏิปกษอ่ืน ๆ ที่เฉพาะเจาะจงซ่ึงมีประสิทธิภาพดีในการควบคุมโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน เพื่อ
นําไปพฒันาเปนผลิตภัณฑใหเกษตรกรมทีางเลือกและวิธีการที่ดีในการปองกนักาํจัดโรครากเนา
และโคนเนาของทุเรียนตอไป  

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ   
1. เชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน (Phytophthora palmivora) 
2. ดินอบฆาเช้ือ , ขาวโอต และถวยพลาสติก ขนาด 12X12 เซนติเมตร 
3. ตนทุเรียน กระถาง และดินปลูก 
4.   อาหารเล้ียงเชื้อ PDA, PSA 
5.   กลองจุลทรรศน และวัสดุอุปกรณวิทยาศาสตรในหองปฏิบัติการ 
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วิธีการ 
1. ศึกษาประสิทธภิาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษทีแ่ยกไดตอเชือ้ราสาเหตุโรครากเนาและ
โคนเนาของทุเรียน บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
      1.1  เล้ียงเช้ือราสาเหตุโรครากเนาและโคนเนาที่แยกไดบนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน 
      1.2  เล้ียงเช้ือจุลินทรียปฏิปกษในหลอดอาหาร PSA เปนเวลา 2 วัน จากนัน้นาํมาใสน้ํา 9 มล. 
และขูดเชื้อออกจากอาหาร  แลวนํามาปนใหเขากนัดวย vortex mixer 
      1.3 นาํกระดาษทดสอบ ( paper disc ) ทีน่ึ่งฆาเช้ือมาวางที่ขอบจานอาหารเล้ียงเชื้อที่เตรียม
ในขอ 1.1 โดยวางใหหางจากขอบจานอาหารทัง้ 4 ดานดานละ 1.5 ซม. 

1.4 ดูดสารละลายเช้ือในขอ 1.2  ดวย micro pipette จํานวน  1 ไมโครลิตร มาหยดบน
กระดาษทดสอบที่วางบนจานอาหารแตละจุดในขอ 1.3  
      1.5  ในกรรมวิธีเปรียบเทียบจะดูดน้ํานึ่งฆาเช้ือดวย  micro pipette จํานวน  1 ไมโครลิตร  
มาหยดบนกระดาษทดสอบที่วางบนจานอาหารแตละจุดในขอ 1.3 
      1.6 นาํจานอาหารในขอ 1.4 และ 1.5 มาบมที่อุณหภูมหิองจนเสนใยของเช้ือราสาเหตุใน
กรรมวิธีเปรียบเทียบเจริญเติบโตเต็มจานอาหาร 
       1.7 ทาํการตรวจวัดขนาดของเสนผาศูนยกลางของเชื้อราสาเหตุ  เสนผาศูนยกลางของ
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษ และบริเวณยับยัง้  
       1.8 ตรวจวิเคราะห สรุปผลการทดลองโดยวัดขนาดและหาคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาทีเ่กิดข้ึนของ
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อราสาเหตุบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

    เปอรเซน็ตปฏิกิริยาการยบัยั้ง  = A – B   X   100   
            A 
A =   คาเฉลีย่ของเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อราบนอาหารเล้ียงเชือ้ราในกรรมวธิีเปรียบเทยีบ 
B =  คาเฉลี่ยของเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราบนอาหารเล้ียงเชื้อราทีว่างเชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษชนิดเดียวกนัทัง้ 4 ดาน 
 
2. ศึกษาประสิทธภิาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษทีแ่ยกไดตอเชือ้ราสาเหตุโรครากเนาและ
โคนเนาดวยวิธี Baiting  

2.1 การเตรียมดินบมเช้ือ   เตรียมอาหาร oat meal medium  โดยการบรรจุขาวโอต 5 
กรัม/น้ํา 20 มล. ใสจานเล้ียงเชื้อ นึง่ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121º ซ. ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ีแลวนาํเช้ือรา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของ
ทุเรียนที่เล้ียงบนอาหาร PDA มาเล้ียงบนอาหาร oat meal medium  ที่เตรียมไว นําไปบมที่
อุณหภูมิหองจนเสนใยเจริญเติบโตเต็มจานเล้ียงเชื้อใชเวลาประมาณ 10 วัน จากนั้นนํามาปนใน
อัตราสวน เชือ้รา 1 plate / น้ํา 200 มล. นําไปคลุกกับดิน 1 ก.ก. ที่ผานการนึ่งฆาเช้ือดวยวิธ ี
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autoclave ที่อุณหภูมิ 121º ซ. ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาท ีจํานวน 3 คร้ัง 
บมเช้ือในดิน 4 สัปดาห กอนนาํไปใช  

2.2  เล้ียงเชื้อจุลินทรียปฏิปกษบนอาหารเล้ียงเชื้อ  เปนเวลา  3  วัน  แลวนาํไปผสมน้ํา  100  มล. 
2.3  ชัง่ดินบมเชื้อที่เตรียมไวในขอ 2.1 จาํนวน 50 กรัม ใสในถวยพลาสติก ขนาด 12 X 12 

ซม. แลวเติมเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่เตรียมไวในขอ 2.2 ลงไป สวนกรรมวิธีเปรียบเทยีบใหเติมน้ํานึง่
ฆาเช้ือ 100 มล. โดยไมใสเชือ้จุลินทรียปฏิปกษ บมทิง้ไวในอุณหภูมิหอง 3 วัน 

2.4  เติมน้ํานึง่ฆาเช้ือลงไป 50 มล. ตัดใบสมโอ ขนาด 1 X 1 ซม. ลงไปจํานวน 10 ใบ บม
ไวในอุณหภูมหิอง 3 วนั แลวนาํใบมาตรวจหา Sporangium ของเชื้อรา P. palmivora ที่ติดอยูขอบ
ใบทั้ง 4 ดาน  

2.5 การประเมินและตรวจใหคะแนนของ Sporangium ที่พบ ดังนี ้
ระดับ 0 = ไมพบ sporangium 
ระดับ 1 = พบ sporangium 1 – 10 spore/ใบ 
ระดับ 2 = พบ sporangium 11 – 20 spore/ใบ 
ระดับ 3 = พบ sporangium 21 – 30 spore/ใบ 
ระดับ 4 = พบ sporangium มากกวา 30 spore/ใบ 

               2.6 นํามาคํานวณวิเคราะหเปรียบเทียบหาเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค 
เปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค = ผลรวม(ระดับXจํานวนใบท่ี baiting ในแตละระดับ)X100 

                                                                         จาํนวนใบที่ baiting ทั้งหมด X ระดับสูงสุด 
 
3. ทดสอบเชือ้จุลินทรยีปฏิปกษตอการเกิดโรคกับใบทุเรียน 

3.1 ตัดชําใบทุเรียนแลวใชสําลีพนักานใบดวยวธิี detached, s leaf จากนัน้นาํมาวางใน
กลองพลาสติกใสที่มีกระดาษฟางที่เปยกวางใหความชื้น 
 3.2 นํา cork borer มาเจาะทําแผลบนใบทุเรียนโดยทําแผลระหวางเสนกลางใบทั้งสอง
ขางๆ ละ 2 จดุ 
 3.3 นําเช้ือแบคทีเรียทมีีความสามารถในการลดปริมาณ sporangium ในขอ 2 มาเล้ียงบน
จานอาหาร PSA เปนเวลา 3 วัน จากนั้นใช  cork borer เจาะแลวนาํไปวางบนใบทุเรียนทีท่ําแผล
เตรียมไวในขอ 3.2 จุดละ 1 ชิ้น  
 3.4 สวนกรรมวิธีเปรียบเทยีบ นําอาหารที่ไมไดเล้ียงเชือ้แบคทีเรียมาเจาะวางบนใบทุเรียน
โดยทาํเชนเดียวกับขอ 3.2 และ 3.3 
 3.5 ตรวจผลการทําใหเกิดโรคบนแผลที่ปลูกเช้ือแบคทีเรียและกรรมวิธเีปรียบเทยีบ 
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4. จําแนกชนิดของเชื้อจุลนิทรียปฏิปกษไอโซเลท 5808-1 และ 5809-1 ดวยวธิี 16S rDNA 
โดยสงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไปจําแนกที่  คณะวทิยาศาสตร  ภาควิชาจุลชีววิทยา  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
เวลาและสถานที ่ ตุลาคม  2551  – กันยายน   2552 

     หองปฏิบัติงานกลุมเทคโนโลยกีารจัดการโรคพืช  สอพ.  กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
    
1. ศึกษาประสิทธภิาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษทีแ่ยกไดตอเชือ้ราสาเหตุโรครากเนาและ
โคนเนาบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  พบวา จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษรวม 8 
ไอโซเลท ซึ่งแยกไดจากสมโอ จาํนวน 7 ไอโซเลท และทุเรียน จาํนวน 1 ไอโซเลท พบวา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญเติบโตตอเชื้อราสาเหตุ P.   palmivora  
ที่แยกไดจากแปลงปลูกสมโอ ไดแก ไอโซเลท 5832, 5834 ,5831, 5828, 5835, 5803-6 และ 
5802-6 ซึ่งใหปฏิกิริยายับยัง้การเจริญเติบโตโดยสรางวงใสกวางขนาด 10.0, 8.4,8.0,7.9,7.9,7.1 
และ  6.3  มม. ตามลําดับ  สวนที่แยกไดจากแปลงปลูกทุเรียนในจงัหวัดจันทบุรี  ไดแก ไอโซเลท  
5937   สรางวงใสกวางขนาด 9.2 มม.  (ตารางที่ 1)  
 
2.ศึกษาประสิทธภิาพของเชื้อจุลินทรยีปฏิปกษที่แยกไดตอเชื้อราสาเหตุโรครากเนาและ
โคนเนาดวยวิธ ี baiting  จากการนําเช้ือจุลินทรียปฏิปกษทีม่ปีระสิทธิภาพดีในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา P.   palmivora  บนอาหารเล้ียงเชื้อที่ไดจากการทดสอบในป 2551-2552 
จํานวน 34 ไอโซเลท มาทดสอบดวยวธิีการ baiting พบวา เชือ้จุลินทรียปฏิปกษสามารถลด
ปริมาณ sporangium ของเช้ือรา P.   palmivora  ในดินบมเช้ือได โดยเมื่อใสเชื้อจลิุนทรียปฏิปกษ
ลงไปคร้ังที ่ 1 ทําใหจํานวน sporangium ลดลงในทกุไอโซเลท และเช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่สามารถ
ลดปริมาณ sporangium ในดินบมเชื้อไดมากที่สุด ไดแก ไอโซเลท 5908 โดยมีเปอรเซ็นตความอยู
รอดของเช้ือราสาเหตุโรคตํ่าที่สุด คือ 36.25% รองลงมา ไดแก ไอโซเลท 5907 มีเปอรเซ็นตความ
อยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค คือ 37.50% และกรรมวิธีเปรียบเทียบ(Control) มีเปอรเซ็นตเชือ้รา
สาเหตุโรคในปริมาณสูงเทากับ 100.00% และเมื่อใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงไปคร้ังที่ 2 พบวา 
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่สามารถลดปริมาณ sporangium ในดินบมเชื้อไดมากที่สุด ไดแก ไอโซเลท 
5908 โดยมีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรคตํ่าที่สุด คือ 12.50% รองลงมา ไดแก ไอ
โซเลท 5907 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค คือ 13.75% และรองลงมาอีกไดแก ไอ
โซเลท 5923 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค คือ 15.00 % และกรรมวิธีเปรียบเทยีบ
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(Control) มเีปอรเซ็นตเชื้อราสาเหตุโรคในปริมาณสงูเทากบั 96.25% และเมื่อใสเชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษลงไปคร้ังที่ 3 ซึ่งเปนคร้ังสุดทาย พบวา เชือ้จุลินทรียปฏิปกษที่สามารถกําจัดปริมาณ 
sporangium ในดินบมเช้ือโดยไมพบ sporangium ในดินบมเช้ือเลย มีจํานวน 8 ไอโซเลท ไดแก ไอ
โซเลท 5607A,5807-1,5808-1 ,5809-1, 5907,5908,5923 และ 5932 รองมา ไดแก ไอโซเลท 
5805 และ 5806 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค คือ 6.25% ในขณะทีก่รรมวิธี
เปรียบเทยีบ(Control) มีเปอรเซ็นตเชื้อราสาเหตุโรคในปริมาณสูงเทากับ 92.50% (ตารางที่ 2) 
 
3. ทดสอบเชื้อจุลินทรียปฏิปกษตอการเกิดโรคบนใบทุเรยีน เมื่อนําเช้ือจุลินทรียที่มี
ประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนและกําจัดเชื้อราสาเหตุโรค
ในดิน จํานวน 8 ไอโซเลท มาทดสอบการเกิดโรคบนใบทเุรียน พบวา มเีชื้อจลิุนทรียปฏิปกษเพยีง 2 
ไอโซเลท ที่ไมกอใหเกิดโรคกับทุเรียน ไดแก ไอโซเลท 5808-1  และ 5809-1 สวนเชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษทีท่ําใหเกิดโรคบนใบทุเรียนโดยแสดงอาการวงสีเหลืองรอบบริเวณทีท่ําแผลมีจํานวน 6  ไอ
โซเลท ไดแก ไอโซเลท  5607A,5807-1, 5907,5908,5923 และ 5932  

 
4. จําแนกชนิดของเชื้อจลุินทรยีปฏิปกษไอโซเลท 5808-1 และ 5809-1 ดวยวิธี 16S rDNA  
พบวา เชื้อจุลินทรียปฏิปกษทั้ง 2 ไอโซเลท เปนเช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกนัคือ Bacillus  subtilis  
strain CMG M8  
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษรวม 8 ไอโซเลท ตอเชื้อสาเหตุโรค
รากเนาโคนเนาของทุเรียน (P.   palmivora ) บนอาหารเล้ียงเช้ือ พบวาเช้ือจุลินทรียปฏิปกษทีม่ี
ประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญเติบโตตอเชื้อราสาเหตุ P.   palmivora ที่แยกไดจากแปลงปลูก
สมโอ ไดแก ไอโซเลท 5832, 5834 ,5831, 5828, 5835, 5803-6 และ 5802-6  ซึ่งใหปฏิกิริยา
ยับยั้งการเจริญเติบโตโดยสรางวงใสกวางขนาด 10.0, 8.4,8.0,7.9,7.9,7.1 และ  6.3  มม. 
ตามลําดับ  สวนที่แยกไดจากแปลงปลูกทุเรียนในจังหวัดจันทบุรี  ไดแก ไอโซเลท  5937   สรางวง
ใสกวางขนาด 9.2 มม. และเมื่อนาํเช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเช้ือรา P.   palmivora บนอาหารเล้ียงเชื้อที่ไดจากการทดสอบในป 2551-2552 
จํานวน 34 ไอโซเลท มาทดสอบดวยวธิีการ baiting พบวา เชือ้จุลินทรียปฏิปกษสามารถลด
ปริมาณ sporangium ของเช้ือรา P. parasitica ในดินบมเช้ือได โดยเมื่อใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลง
ไปคร้ังที่ 1 ทาํใหจํานวน sporangium ลดลงในทุกไอโซเลท และเช้ือจลิุนทรียปฏิปกษที่สามารถลด
ปริมาณ sporangium ในดินบมเช้ือไดมากที่สุด ไดแก ไอโซเลท 5908 ทําใหเชื้อราสาเหตุโรคราก
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เนาโคนเนาสามารถอยูรอดในดินบมเชื้อไดนอยที่สุด เทากับ 36.25% รองลงมา ไดแก ไอโซเลท 
5907 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค เทากบั 37.50% และกรรมวิธีเปรียบเทียบ
(Control)มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรคในปริมาณสูงเทากบั 100.00% และเมื่อใส
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงไปคร้ังที่ 2 พบวา เชื้อจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลท 5908 ทําใหเชื้อราสาเหตุ
โรครากเนาโคนเนาสามารถอยูรอดในดินบมเช้ือไดนอยที่สุด เทากับ 12.50%  รองลงมา ไดแก ไอ
โซเลท 5907 และ 5923 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค เทากับ 13.75% 15.00 % 
ตามลําดับ และกรรมวิธีเปรียบเทียบ(Control) มีเปอรเซ็นตเชื้อราสาเหตุโรคในปริมาณสูงเทากบั 
96.25% และเมื่อใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงไปคร้ังที่ 3 ซึ่งเปนคร้ังสุดทาย พบวา เชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษที่สามารถกําจดัปริมาณ sporangium ในดินบมเชื้อโดยไมพบ sporangium ในดินบมเช้ือ
เลย มีจํานวน 8 ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท 5607A,5807-1,5808-1 ,5809-1, 5907,5908,5923 และ 
5932 รองมา ไดแก ไอโซเลท 5805 และ 5806 มีเปอรเซ็นตความอยูรอดของเช้ือราสาเหตุโรค คือ 
6.25% ในขณะที่กรรมวธิีเปรียบเทียบ(Control) มีเปอรเซ็นตเชื้อราสาเหตุโรคในปริมาณสูงเทากบั 
92.50% ซึ่งแสดงใหเห็นวาเช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่ใสลงในดินบมเช้ือราสาเหตุโรครากเนาโคนเนา
ของทุเรียนจะมีประสิทธิภาพดีที่สุดโดยจะทําลายเชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนไดจน
หมดเมื่อใสเชือ้จุลินทรียปฏิปกษลงในดินบมเช้ืออยางนอย 3 คร้ัง และเมื่อนําเชื้อจุลินทรียทีม่ี
ประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคและกําจัดเชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน
ในดิน จํานวน 8 ไอโซเลท มาทดสอบการเกิดโรคบนใบทเุรียน พบวา มเีชื้อจุลินทรียปฏิปกษเพยีง 2 
ไอโซเลท ที่ไมกอใหเกิดโรคกับทุเรียน ไดแก ไอโซเลท 5808-1  และ 5809-1 สวนเชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษทีท่ําใหเกิดโรคบนใบทุเรียนโดยแสดงอาการวงสีเหลืองรอบบริเวณทีท่ําแผลมีจํานวน 6  ไอ
โซเลท ไดแก ไอโซเลท 5607A,5807-1,5907,5908,5923 และ 5932 ดังนัน้เช้ือจุลินทรียปฏิปกษที่
มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งและกาํจัดเชื้อราสาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียนโดยไมมีผลตอ
การทาํใหทุเรียนแสดงอาการเกิดโรค ไดแก ไอโซเลท 5808-1  และ 5809-1   ซึ่งจากการนาํ
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษทัง้ 2 ไอโซเลท มาจําแนกชนิดดวยวธิี 16S rDNA  พบวา เชื้อจุลินทรีย
ปฏิปกษทัง้ 2 ไอโซเลท ไดแก 58081- และ 5809-1เปนเช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกนัทั้ง 2 ไอโซเลท 
คือ Bacillus  subtilis  strain CMG M8  
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ตารางที่1  ปฏิกิริยาของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อรา P.   palmivora   สาเหตุโรครากเนาและ
โคนเนาของทุเรียนบนอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

ไอโซเลท แหลงปลูก/พืช ปฏิกิริยาการยบัยั้ง (%) บริเวณวงใส  ( มม. ) 
5937 

5802-6 
5803-6 
5828 
5831 
5832 
5834 
5835 

จันทบุรี/ทุเรียน 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 
สมุทรสงคราม/สมโอ 

60.27 
54.34 
56.85 
59.13 
57.99 
59.36 
59.13 
59.59 

9.2 
6.3 
7.1 
7.9 
8.0 

10.0 
8.4 
7.9 

 
 
ตารางที่2  ศึกษาความสามารถของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษในการลดปริมาณเชื้อราสาเหตุโรคในดิน
บมเช้ือ( infested soil )  ดวยวิธ ี baiting  
 

คาความอยูรอดของเช้ือสาเหตุ  ไอโซเลท 
คร้ังที่ 1 ลําดับที ่ คร้ังที่ 2 ลําดับที ่ คร้ังที่ 3 ลําดับที ่

control 
61 
5607A 
5803 
5804 
5805 
5806 
5807-1 
5808-1 
5809-1 
5824 

100.00o 
100.00o 
43.75a 

82.50j-m 
75.00g-i 
70.00e-h 
76.25h-k 
55.00bc 
52.50b 
52.50b 

86.25lmn 

24 
24 
3 

18 
14 
12 
16 
6 
4 
5 
8 

96.25p 
76.25o 
17.50a 
53.75hij 
42.50de 
43.75def 
43.75def 
26.25b 
15.00a 
16.25a 

60.00klm 

31 
30 
6 

18 
12 
13 
13 
7 
4 
5 

23 

92.50k 
36.25h 
0.00a 

20.00def 
8.75b 
6.25b 
6.25b 
0.00a 
0.00a 
0.00a 

21.25ef 

19 
12 
1 
8 
3 
2 
2 
1 
1 
1 
9 
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5825 
5826 
5828 
5831 
5832 
5835 
5903 
5904 
5906 
5907 
5908 
5910 
5912 
5913 
5919 
5920 
5922 
5923 
5926 
5927 
5928 
5932 
5934 
5937 

83.75k-m 
82.50j-m 
83.75k-n 
66.25def 
86.25lmn 
61.25cd 
78.75i-l 
75.00g-j 
91.25n 
37.50a 
36.25a 

87.50mn 
66.25def 
78.75i-l 

90.00mn 
82.50j-m 
86.25lmn 
67.50d-g 
66.25def 
65.00de 
82.50j-m 
67.50d-g 
73.75f-i 
83.75k-n 

19 
18 
19 
10 
20 
7 

17 
15 
23 
2 
1 

21 
10 
17 
22 
18 
20 
11 
10 
9 

18 
11 
13 
19 

57.50jk 
58.75jkl 

63.75lmn 
36.25c 

43.75def 
41.25cd 
40.00cd 
47.50efg 
55.00ijk 
13.75a 
12.50a 
75.00o 

45.00d-g 
58.75jkl 

60.00klm 
68.75n 

65.00mn 
15.00a 
56.25jk 
42.50de 
65.00mn 
16.25a 

48.75fgh 
50.00ghi 

21 
22 
25 
8 

13 
10 
9 

15 
19 
2 
1 

29 
14 
22 
24 
28 
27 
3 

20 
11 
26 
5 

16 
17 

36.25h 
13.75c 
36.25h 

15.00cd 
27.50g 

17.50cde 
25.00fg 
13.75c 
37.50h 
0.00a 
0.00a 
62.50j 

17.50cde 
25.00fg 
40.00h 
51.25i 
38.75h 
0.00a 

37.50h 
17.50cde 

51.25i 
0.00a 

17.50cde 
37.50h 

12 
4 
12 
5 
11 
6 
10 
4 
14 
1 
1 
18 
6 
10 
16 
17 
15 
1 
13 
7 
17 
1 
7 
14 

cv 4.9%* * 5.1%* * 10.3%* * 

mean 72.856 46.499 23.143 
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การถายทอดโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเพล้ียแปง 
Transmission of Pineapple mealybug wilt-associated virus by mealybug 

 
วันเพ็ญ  ศรทีองชัย1     กาญจนา  วาระวิชะนี1    สุเทพ  สหายา2    

1กลุมวิจยัโรคพืช     สาํนกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2 กลุมกฏีและสัตววิทยา     สาํนักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงสีชมพูจากแปลงที ่จ. เพชรบุรี มาเล้ียงใหปลอดไวรัสในกรงกันแมลง   
จากนั้นนําหนอสับปะรดมาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  PMWaV-2  จํานวน  20  หนอ 
โดยเทคนิค RT-PCR  ไพรเมอรที่ใชตรวจ PMWaV-1 ไดแก  Pa222-F1 (5′-ACA GGA AGG ACA 
ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะใหแถบ band 
ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คูเบส สําหรับไพรเมอรที่ใชตรวจ  PMWaV-2 คือ  Pa224-F2   (5′-CAT ACG 
AAC TAG ACT CAT ACG-3′)  และ Pa225-R2         (5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′) 
ใหแถบ bandของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คูเบส พบวา ม ี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนาํมาปลูกใน
กระถาง  ดูแลใสปุยหนอสับปะรดซึ่งเก็บไวในกรงกันแมลง ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปง
ปลอดไวรัสใหมีเพียงพอ และรอใหหนอมอีายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  รหัสการทดลอง  01-08-49-01-02-01-03-52 
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คํานํา 
  สับปะรด [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยูในวงศ Bromeliaceae มีถิ่นกําเนิดใน
ประเทศบราซิลและปารากวยั  เร่ิมมกีารนาํเขามาปลูกในประเทศไทยโดยชาวโปรตุเกสต้ังแตป 
พ.ศ. 2223 และปลูกกระจายไปทั่วทุกภาคของประเทศ ตามความเหมาะสมของพืน้ที่และชนิดพนัธุ 
สับปะรดจัดเปนผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดตลอด
ป เพื่อใชบริโภคสดภายในประเทศและแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ เชน สับปะรดกระปอง น้าํ
สับปะรด สับปะรดกวน สับปะรดแชแข็งและสับปะรดอบแหง มีมูลคาสงออกประมาณปละ 
13,000-15,000 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2545) โดยประเทศไทยครองความเปน
ผูนําในการผลิตและสงออกสับปะรดเปนอันดับหนึ่งของโลก เปนเวลานานกวา 10 ปจนถงึปจจบัุน 
โดยมีตลาดผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญ่ีปุน และสาธารณรัฐประชาชนจีน 
(กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) 

ศัตรูพืชเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทาํใหผลผลิตและคุณภาพสับปะรด
เสียหายอยางรุนแรง จนบางคร้ังไมสามารถเก็บผลผลิตได ศัตรูสําคัญที่สุดที่กาํลังเปนปญหาสําคัญ
ตอการปลูกสับปะรดของไทยในปจจุบัน คือ “โรคเหี่ยว” ซึ่งพบระบาดเปนคร้ังแรกในรัฐฮาวาย 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อตนป พ.ศ. 2443 และปจจุบันโรคนี้แพรระบาดทัว่ไปในประเทศทีม่ีการ
ปลูกสับปะรดเปนการคา เชน ออสเตรเลีย ไทย และคิวบา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีรายงานวา
พบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหลงปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรีต้ังแตป พ.ศ. 2532 และทํา
ความเสียหายใหแกผลผลิตอยางสูง (Dilokkunanant et al., 1996) ดวยเหตุที่เกษตรกรมีการนาํ
หนอพันธุจากแหลงที่มีโรคระบาด ซึง่เกิดจากเช้ือไวรัส PiWV (Pineapple wilt virus)ไปปลูก จงึทํา
ใหโรคเหี่ยวแพรระบาดมายงัภาคตะวนัตก  ในป พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูก
สับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ และเพชรบุรี ซึ่งเปนแหลงปลูกสําคัญของ
ประเทศ โดยมีพื้นที่ปลูกสับปะรดเปนอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร 
ตามลําดับ จากพืน้ที่ปลูกทัง้ประเทศ 962,693 ไร โดยพบการแพรระบาดของโรคสูงถึง 90% ของ
พื้นที่ในเขต ตําบลหนองพลับ อําเภอหวัหนิ จงัหวัดประจวบคีรีขันธ พันธุทีพ่บวามกีารระบาดของ
โรคเหี่ยว คือ พันธุปตตาเวยี หรือรูจักแพรหลายในนามสับปะรดศรีราชา เปนพนัธุทีป่ลูกมากที่สุด
คิดเปนรอยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด  จัดอยูในกลุมพันธุ Smooth Cayenne เปนพนัธุที่
นอกจากนยิมปลูกเพื่ออุตสาหกรรมแปรรูปแลว  ยังเปนพนัธุหลักเพียงพนัธุเดียวมาโดยตลอด 
นอกจากนีย้ังเปนพนัธุที่นยิมใชบริโภคผลสดอีกดวย (วันเพ็ญ, 2546)  

โรคเหี่ยว เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ไดแก 
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร จัดอยูในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) กระจายอยูหนาแนนเฉพาะภายใน
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เซลลทออาหารของพืช (Van Regenmortel, 2000; Sether et al., 2001) โดยมีเพล้ียแปง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
D. neobrevipes (Beardsley)] เปนพาหะ โดยทัว่ไปพบ D. brevipes  ในแทบทกุแหงทีม่ีการปลูก
สับปะรด รวมทั้งประเทศไทย และมีมด ไดแก มดคันไฟ (Solenopsis sp.) และมดหัวโต (Pheidole 
sp.) เปนตัวพาเพล้ียแปงใหกระจายจากทีห่นึง่ไปยังอีกทีห่นึง่ (ชํานาญ พทิักษ และคณะ, 2540; 
Beardsley, 1993) ทั้งยังมีวัชพืชชนิดตางๆเปนแหลงหลบซอนของมดและเพล้ียแปง ลักษณะ
อาการของโรคที่เดนชัด คือใบเร่ิมแสดงอาการออนนิ่ม มีสีเขียวออนหรือสีเหลือง ปลายใบแหงตาย
เปนสีน้าํตาลหรือสีแดงลามเขาสูโคนใบ (die back) ใบลูลงและแผแบนไมต้ังข้ึนเหมือนใบปกติ 
ตอมาตนเหี่ยวและแหงตายในที่สุด รากมีขนาดส้ันและแตกแขนงนอยมาก ทาํใหถอนตนข้ึนมาได
งาย ซึ่งตรงขามกับตนปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนน ทาํใหถอนตนข้ึนมาไดยาก ผลมี
ขนาดเล็กมากจนไมสามารถเก็บเกี่ยวได และโรคนี้ไมสามารถถายทอดโดยวิธกีล (mechanical 
inoculation) (German et al. , 1992; สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื, 2546) 
  ปจจัยสําคัญในการแพรระบาดของโรคเหีย่วในแปลงปลูกคือ เพล้ียแปง ซึง่ในประเทสไทย
พบวา มีเพล้ียแปงสีชมพูในแปลงปลูกสับปะรด ฉะนัน้จึงเหน็ควรมกีารศึกษาเกี่ยวกับการถายทอด
โรคเหี่ยวโดยเพล้ียแปง เพื่อนําไปใชเปนขอมูลในการปองกันกําจัดโรคนี้ไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ  
1. ตนสับปะรดทีเ่ปนโรคเหีย่ว 
2. หนอพันธุสับปะรดที่ปลอดโรค 
3. เพล้ียแปงสีชมพ ู
4. โรงเรือนทดลอง และกรงกนัแมลง 
5.  ดินและกระถางสําหรับปลูกสับปะรด 

        6.  อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือไวรัสโดยเทคนิคอณูชีววทิยา 
 
วิธีการ  
 1.  เพล้ียแปงที่ใชเปนพาหะในการทดสอบ 
                   สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงทัง้สีชมพูจากแปลงปลูกสับปะรดใน จ. เพชรบุรี มาเล้ียงให
ปลอดจากไวรัสสาเหตุโรคเหีย่วของสับปะรดบนผลฟกทองในกลองกนัแมลง โดยยายเพล้ียแปงไป
บนฟกทองผลใหมทกุเดือน อยางนอย 3 รุน (generation) เพื่อใหเพล้ียแปงปลอดไวรัส กอนจะ
นําไปใชเปนพาหะในการถายทอดโรค 
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2. การเตรียมแหลงของไวรัส 
             นําตนสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วจากแปลงปลูกมาตรวจสอบวาเปนไวรัส Pineapple 

mealybug wilt-associated virus 1 (PMWaV-1) หรือ 2 (PMWaV-2) โดยเทคนิคอณูชีววทิยา 
และเก็บไวในเรือนทดลองเพือ่ใชเปนแหลงของไวรัส 

2.1 การแยกสกัดอารเอ็นเอของของไวรัสจากใบสับปะรด                             
 โดยใชชุดสกดัสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท 
EPICENTRE) 

1. เก็บตัวอยางพชื  1 – 5  มิลลิกรัม  ใชทําไดทันที หรือจะแชเก็บที ่– 70 ซ 
2. ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ทําใหเจือจางใน 300 

ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 ตัวอยาง) ใส  5 ไมโครลิตร  ในหลอด 
1.5  มิลลิลิตร 

3. บดตัวอยางพชืใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใสหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
4.  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซึ่งผสมกับ  Proteinase K แลว (ขอ 2) 

300 ไมโครลิตร  และผสมใหเขากัน 

5. นําไปบมที่  65 ซ  นาน  15  นาท ี(ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex  ทุกๆ 5  นาที)                                             
            นาํสารละลายเซลลพืชที่ไดมาแชในน้าํแข็ง  นาน  3 – 5 นาที   

6. เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ในสารละลายของ RNA ของ
เซลลพืช  300  ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex นาน 10 วนิาที   

7. นํามาปนที ่ 10,000 รอบ/นาท ี นาน  10  นาที  
8. ทิ้งตะกอน  และเก็บสวนใสใสหลอดใหม 

9. เติม Isopropanal  500  ไมโครลิตร โดยตองเยน็จัดโดยแชที่ -20 ซ แลวพลิกหลอดข้ึนลง 
30-40 คร้ัง 

10. นําสารละลายขอ 4  มาปน 10,000 รอบ/นาที ที่  4ซ  นาน  10  นาที  
11. ลางตะกอนดวย  75  %  ethanol  500  ไมโครลิตร แลว quick spin (ลาง 2 คร้ัง) 

12. dry  ตะกอนใน  37ซ   นานประมาณ  2  ชั่วโมง 
13. ละลายตะกอนของ RNA ที่ไดใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร 

2..2  การเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR 
              นําอารเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช  

        ไพรเมอร ที่มีความจําเพาะกับไวรัส PMWaV แตละ strain (Sether and Hu, 2002a) ไดแก       
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                 Pa222-F1         5′-ACA GGA AGG ACA ACA CTC AC-3′       PMWaV-1 
                 Pa223-R1         5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′  
                 Pa224-F2       5′-CAT ACG AAC TAG ACT CAT ACG-3′       PMWaV-2 
                 Pa225-R2         5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′  
                  โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

 
RT-PCR Profile 

20 ul. Reaction (ใชชุดของ Bioneer) 
dH2O             6   ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)          1    ไมโครลิตร 
RNA  template            5    ไมโครลิตร 

    บมที ่ 95 ซ  3 นาท ีแลวแชบนน้าํแข็ง.อีก  5 นาท ีจากนัน้เติม 
 5X RT  buffer             4   ไมโครลิตร 
 
10 mM  dNTP 1  ไมโครลิตร  
DTT              2   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 37 ซ  10 นาท ี แลวเติม 
M-MLV Reverse Transcriptase           1   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 45 ซ  50  นาท ี
PCR  Profile 

20 ul. Reaction  
GoTaq®Green Master Mix (Promega)         10.0    ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)            0.5    ไมโครลิตร 
Primer  F (100 พิโคโมล)             0.5   ไมโครลิตร 
dH2O               6.0    ไมโครลิตร 
Template (ที่ไดจาก RT-PCR)                                                 3.0    ไมโครลิตร 

 
นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห cDNA  

ตาม program ดังนี ้
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 94 ซ      5  นาท ี

 94 ซ 1.30  นาท ี      

55 ซ 1.30  นาท ี .      35   รอบ 

72 ซ 1.30  นาท.ี   

72 ซ 10  นาท ี
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 2 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  
 
         3.   การเตรียมหนอพนัธุสับปะรดปลอดไวรัส 
                   รวบรวมหนอพนัธุสับปะรดทีแ่ข็งแรง ไมแสดงอาการของโรคเหี่ยว จากศูนยวิจยัพชื
สวนเพชรบุรี จํานวน 20  หนอ มาตรวจสอบวาปลอดไวรัสทั้งสอง strain หรือไม ดวยเทคนิค RT-
PCR  จากนัน้นาํมาเก็บรักษาในโรงเรือนกันแมลง และใสปุยบํารุงตนใหมีอายุประมาณ 3-4 เดือน 
กอนจะนําไปใชเปนพชืทดลองในการทดสอบการถายทอดโรคเหี่ยวโดยเพล้ียแปง 
 
 เวลาและสถานที่  ระยะเวลา  ตุลาคม 2551 – กันยายน  2553 
    สถานที ่  - กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวจิัยโรคพืช   
                                              สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1.  เพล้ียแปงที่ใชเปนพาหะในการทดสอบ 
             เพล้ียแปงทั้งสีชมพจูากแปลงปลูกสับปะรด สามารถขยายพนัธุไดดีบนผลฟกทอง และถา
ใหเพล้ียแปงอยูในทีม่ืด โดยนํากลองกระดาษมาครอบกลองเล้ียงอีกชัน้หนึ่ง เพล้ียแปงจะ
ขยายพนัธุไดดีกวาการเล้ียงในที่สวาง ทัง้นี้เพราะในธรรมชาติเพล้ียแปงสีชมพูมักอาศัยอยูตามซอก
กาบใบโคนตน หรือบริเวณรากสับปะรด  
 
2.    การเตรียมแหลงของไวรัส       
                 นาํหนอสับปะรดที่แสดงอาการเหี่ยว จากแหลงปลูก มาตรวจสอบวาเกิดจากไวรัส 
PMWaV-1 หรือPMWaV-2  โดยเทคนิค RT-PCR  จากนัน้นาํมาปลูกในกระถาง อยางละ 3 กระถาง 
และเก็บไวในโรงเรือนกนัแมลง เพื่อใชเปนแหลงของไวรัสในการทดลองตอไป 
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3.   การเตรียมหนอพนัธุสับปะรดปลอดไวรัส 
         หนอสับปะรดที่นํามาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1  และ  PMWaV-2  จํานวน  20  
หนอ โดยเทคนิค RT-PCR  พบวา มี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนํามาปลูกในกระถาง  ดูแลใสปุย
หนอสับปะรดซ่ึงเก็บไวในกรงกันแมลง  ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปงปลอดไวรัสใหมี
เพียงพอ และรอใหหนอมีอายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป  

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 สํารวจและเกบ็เพล้ียแปงสีชมพูจากแปลงที ่จ. เพชรบุรี มาเล้ียงใหปลอดไวรัสในกรงกันแมลง   
จากนั้นนําหนอสับปะรดมาตรวจสอบวาปลอดไวรัส  PMWaV-1 และ  PMWaV-2  จํานวน  20  หนอ 
โดยเทคนิค RT-PCR  ไพรเมอรที่ใชตรวจ PMWaV-1 ไดแก  Pa222-F1 (5′-ACA GGA AGG ACA 
ACA CTC AC-3′) และ    Pa223-R (5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′) จะใหแถบ band 
ของดีเอ็นเอ ขนาด 589 คูเบส สําหรับไพรเมอรที่ใชตรวจ  PMWaV-2 คือ  Pa224-F2   (5′-CAT ACG 
AAC TAG ACT CAT ACG-3′)  และ Pa225-R2         (5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′) 
ใหแถบ bandของดีเอ็นเอ ขนาด 609 คูเบส พบวา ม ี 12 หนอที่ปลอดไวรัส จึงไดนาํมาปลูกใน
กระถาง  ดูแลใสปุยหนอสับปะรดซึ่งเก็บไวในกรงกันแมลง ขณะนี้อยูในข้ันตอนเล้ียงขยายเพล้ียแปง
ปลอดไวรัสใหมีเพียงพอ และรอใหหนอมอีายุที่เหมาะสําหรับใชในการถายทอดไวรัสตอไป 
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การคัดเลือกและขยายหนอพันธุสับปะรดปลอดจากไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยว 
Selection and Propagation of Pineapple Suckers Free From 

Pineapple mealybug wilt-associated virus 
 

วันเพ็ญ  ศรทีองชัย    มัลลกิา  นวลแกว    สาวิตรี  เขมวงศ    เขมิกา  โขมพัตร 
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

 
บทคัดยอ 

 
 จาการสาํรวจและเก็บตนสับปะรดที่มีลักษณะสมบูรณในพืน้ที่ปลูกสับปะรดจากศูนยวจิัย
พืชสวนเพชรบุรี  ศูนยวิจยัพืชไรสงขลา และศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตตรัง 
จํานวน 109 100 และ 100 ตน ตามลําดับ รวมเปน 309 หนอ หลังจากนาํมาตรวจสอบไวรัสของ
โรคเหี่ยวทัง้ 2 strain  (PMWAV-1 & PMWAV-2) ดวยเทคนิค RT-PCR  ผลปรากฏวา มีหนอ
สับปะรดที่ผานการตรวจแลววาปลอดไวรัสจํานวน   37  หนอ จงึนํามาขยายหนอพนัธุปลอดโรคใน
อาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช พบวาการฟอกฆาเช้ือที่ติดมากับหนอสับปะรดปลอดไวรัส ดวย 0.3% 
ไฟซาน , 10 % และ 5% คลอร็อกซ และ 70% แอลกอฮอล  สามารถลดการปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อไดดี หลังจากเล้ียงหนอปลอดโรคในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่
สูตรชักนําใหเกิดการแตกกอ (สูตรอาหาร MS + BA 1 ppm) ตาเจริญเปนหนอออนภายใน 6 
สัปดาห  จงึทําการตัดแยก (subculture) ลงเล้ียงในสูตรอาหารชักนาํใหเกิดการแตกกอ เพื่อเพิม่
ปริมาณตนออน  และยายอาหารทุก 1-2 เดือน ขณะนี้ขยายปริมาณตนออนสับปะรดใหไดปริมาณ
300 ขวด  และสงใหศูนยวิจยัพืชสวนเพชรบุรี 150 ขวด เพื่อดําเนินการขยายตนออนและเรงรากใน
อาหารสูตร MS+IBA 0.5 ppm ใหไดเปนตนออนที่สมบูรณ และไดทําการยายปลูกในวัสดุปลูก 
(ดิน : ข้ีเถาแกลบ : ขุยมะพราว อัตราสวน 1 : 1 : 1) จํานวน 1,400 ตน ดูแลรักษาภายใตโรงเรือน
อนุบาล และใหปุยละลายน้าํสูตร 16-16-16 สัปดาหละ 1 คร้ัง และพนสารกาํจัดเพลี้ยแปงเดือนละ 
1 คร้ัง พรอมทั้งโรยยากําจัดมด พบวาทกุตนมีการเจริญเติบโตไดดี และจะไดมีการสุมตรวจไวรัส
สาเหตุโรคเหี่ยวในตนสับปะรดเหลานี้ตอไป 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 01 08 49 01 02 01 04 51  
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คํานํา 
 สับปะรด  [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยูในวงศ Bromeliaceae เปนพืชเศรษฐกิจที่
สําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดตลอดป เพื่อใชบริโภคสดภายในประเทศ
และแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ มีมูลคาสงออกประมาณปละ13,000-15,000 ลานบาท  โดย
ประเทศไทยครองความเปนผูนําในการผลิตและสงออกสับปะรดเปนอันดับหนึ่งของโลก เปน
เวลานานกวา 10 ปจนถึงปจจุบัน โดยมีตลาดผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป 
ญ่ีปุน และสาธารณรัฐประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) 
 ศัตรูพืชเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทําใหผลผลิตและคุณภาพสับปะรด
เสียหายอยางรุนแรง จนบางคร้ังไมสามารถเก็บผลผลิตได ศัตรูสําคัญที่สุดที่กําลังเปนปญหาสําคัญ
ตอการปลูกสับปะรดของไทยในปจจุบัน ไดแก โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ 
Mealybug wilt of pineapple)โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus 
(PMWaVs ไดแก PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาด
ประมาณ 1,200 X 12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเปนแบบอารเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded 
RNA, ssRNA) และมีน้ําหนักโมเลกุล 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยูในสกุล คลอสเตอโรไวรัส 
(Closterovirus) วงศ คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยูหนาแนนเฉพาะภายในเซลล
ทออาหารของพืช  (Beardsley, 1993)  สามารถตรวจสอบและจําแนกชนิดของ PMWaVs โดย
เทคนิค RT-PCR  (Sether and Hu, 2002a, 2002b) 

ลักษณะอาการของโรค ใบเร่ิมแสดงอาการออนนิ่ม มีสีเขียวออนหรือสีเหลือง ปลายใบแหง
ตายเปนสีน้ําตาลหรือสีแดงลามเขาสูโคนใบ (die back) ใบลูลงและแผแบนไมต้ังข้ึนเหมือนใบปกติ 
ตอมาตนเหี่ยวและแหงตายในที่สุด รากมีขนาดส้ันและแตกแขนงนอยมาก ทําใหถอนตนข้ึนมาได
งาย ซึ่งตรงขามกับตนปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนน ทําใหถอนตนข้ึนมาไดยาก ผลมี
ขนาดเล็กมากจนไมสามารถเก็บเกี่ยวได (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยที่
สําคัญและออนแอตอไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถายทอดโดยมีเพล้ียแปง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
D. neobrevipes (Beardsley)] เปนพาหะ (German et al, 1992) 

โรคเหี่ยวสับปะรดสามารถติดไปกับหนอพันธุ ในปจจุบันมีการนําหนอพันธุจากแหลงที่มี
โรคระบาดไปปลูกหรือขยายพันธุในแหลงที่ยังไมมีโรคนี้ระบาด ทําใหโรคเหี่ยวแพรระบาดจากที่
หนึ่งไปยังอีกที่หนึ่งไดรวดเร็วยิ่งข้ึน เนื่องจากอาจมีไวรัสแฝงอยูในหนอพันธุแมวาจะไมแสดงอาการ
ของโรคใหก็ตาม (วันเพ็ญ, 2546)  ถาสับปะรดมีราคาสูงข้ึน ยิ่งทําใหเกิดความขาดแคลนหนอพันธุ
ที่จะนํามาปลูก ทําใหเกษตรกรซื้อหนอพันธุจากแหลงที่มีโรคระบาดมาปลูกและเก็บหนอพันธุ
เหลานี้ไวใชในฤดูถัดไป ปญหาดังกลาวนี้เคยเกิดข้ึนในฮาวาย จึงไดมีการผลิตหนอพันธุปลอดโรค
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โดยอาศัยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ  เพื่อนําไปปลูกขยายในแปลงและใชในงานทดลองดานการ
ถายทอดโรค (Sether et al., 1998) ในประเทศไทยมีนักวิจัยทําการศึกษาเร่ืองการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อจากหนอพันธุสับปะรด (สถาบันวิจัยพืชสวน, 2546) ซึ่งสามารถนํามาใชในกระบวนการ
ขยายพันธุสับปะรดปลอดโรคเหี่ยวได ฉะนั้นควรมีการดําเนินการคัดเลือกและขยายหนอพันธุ
สับปะรดปลอดโรค เพื่อปลูกทดแทนหนอที่มีเช้ือไวรัสติดไปและแพรระบาดอยางรุนแรงในแหลง
ปลูกสับปะรดที่สําคัญของประเทศ 

      

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

1. หนอพันธุสับปะรดที่ปลอดโรค 

2. อุปกรณและสารเคมีในการเพาะเล้ียงเยื่อพืช 

3. หองควบคุมอุณหภูมิสําหรับการเพาะเล้ียงเยื่อพืช 
4. อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือไวรัสโดยเทคนิคอณูชีววทิยา 

5. สารเคมีสําหรับใชปองกนักําจัดศัตรูพืชในโรงเรือนทดลอง      
 

วิธีการ   
1.  การตรวจสอบหนอพันธุสับปะรดที่ไดจากแหลงปลูกทีไ่มมีโรคเหี่ยวระบาด โดยเทคนิคอณู
ชีววทิยา (RT-PCR) 

   สํารวจพื้นที่ปลูกสับปะรด ในแปลงทดลองของศูนยวิจัยพืชสวนเพชรบุรี  ศูนยวิจัยพืชไร
สงขลา และศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตตรัง จากน้ันเก็บตัวอยางตนสับปะรดพันธุ
ปตตาเวียที่มีลักษณะสมบูรณ ไมแสดงอาการของโรคเหี่ยวในพื้นที่ดังกลาว และนํามาตรวจสอบ
ไวรัสของโรคเหี่ยวทั้ง 2 strain  (PMWAV-1 & PMWAV-2) ดวยเทคนิค RT-PCR   
โดยมีข้ันตอนการปฏิบัติ ดังนี้ 

1.1 การแยกสกัดอารเอ็นเอของไวรัสจากใบสับปะรด  

       โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE) 
1. เก็บตัวอยางพชื  1 – 5  มิลลิกรัม  ใชทําไดทันที หรือจะแชเก็บที ่– 70 ซ 

2. ดูด Proteinase K (50 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร ทําใหเจือจางใน 300 
ไมโครลิตรของ Tissue and Cell Lysis Solution (1 ตัวอยาง) ใส  5 ไมโครลิตร  ในหลอด 
1.5  มิลลิลิตร 

3. บดตัวอยางพชืใน ไนโตรเจนเหลว  และเก็บใสหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 



 1329 

4.  เติมสารละลาย Tissue and Cell Lysis Solution ซึ่งผสมกับ  Proteinase K แลว (ขอ 2) 
300 ไมโครลิตร  และผสมใหเขากัน 

5. นําไปบมที่  65 ซ  นาน  15  นาท ี(ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex  ทุกๆ 5  นาที)                                             
            นําสารละลายเซลลพืชที่ไดมาแชในน้าํแข็ง  นาน  3 – 5 นาที   

6. เติม MPC Protein Precipitation Reagent  175 ไมโครลิตร. ในสารละลายของ RNA ของ
เซลลพืช  300  ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช  Vortex นาน 10 วนิาที   

7. นํามาปนที ่ 10,000 รอบ/นาท ี นาน  10  นาที  
8. ทิ้งตะกอน  และเก็บสวนใสใสหลอดใหม 

9. เติม   Isopropanal  500  ไมโครลิตร โดยตองเย็นจัดโดยแชที่ -20 ซ แลวพลิกหลอดขึ้น
ลง 30-40 คร้ัง 

10. นําสารละลายขอ 4  มาปน 10,000 รอบ/นาที ที่  4ซ  นาน  10  นาที  
11. ลางตะกอนดวย  75  %  ethanol  500  ไมโครลิตร แลว quick spin (ลาง 2 คร้ัง) 

12. dry  ตะกอนใน  37ซ   นานประมาณ  2  ชั่วโมง 
13. ละลายตะกอนของ RNA ทีไ่ดใน  TE  buffer 15-20 ไมโครลิตร 

 
1.2  การเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค RT-PCR 

              นําอารเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช  
        ไพรเมอร ที่มีความจําเพาะกับไวรัส PMWaV แตละ strain (Sether and Hu, 2002a) ไดแก            

                 Pa222-F1         5′-ACA GGA AGG ACA ACA CTC AC-3′       PMWaV-1 
                 Pa223-R1         5′-CGC ACA AAC TTC AAG CAA TC-3′  
                 Pa224-F2       5′-CAT ACG AAC TAG ACT CAT ACG-3′       PMWaV-2 
                 Pa225-R2         5′-CCA TCC ACC AAT TTT ACT AC-3′  
 

โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 
RT-PCR Profile 

20 ul. Reaction (ใชชุดของ Bioneer) 
dH2O             6   ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)          1    ไมโครลิตร 
RNA  template            5    ไมโครลิตร 

    บมที ่ 95 ซ  3 นาท ีแลวแชบนน้าํแข็ง.อีก  5 นาท ีจากนัน้เติม 
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 5X RT  buffer             4   ไมโครลิตร 
10 mM  dNTP 1  ไมโครลิตร  
DTT              2   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 37 ซ  10 นาท ี แลวเติม 
M-MLV Reverse Transcriptase           1   ไมโครลิตร 

    บมที ่ 45 ซ  50  นาท ี
PCR  Profile 

20 ul. Reaction  
GoTaq®Green Master Mix (Promega)         10.0    ไมโครลิตร 
Primer  R (100 พิโคโมล)            0.5    ไมโครลิตร 
Primer  F (100 พิโคโมล)             0.5   ไมโครลิตร 
dH2O               6.0    ไมโครลิตร 
Template (ที่ไดจาก RT-PCR)                                                 3.0    ไมโครลิตร 

 
นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห cDNA  

ตาม program ดังนี ้

 94 ซ      5  นาท ี

 94 ซ 1.30  นาท ี      

55 ซ 1.30  นาท ี .      35   รอบ 

72 ซ 1.30  นาท.ี   

72 ซ 10  นาท ี
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 2 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  
          การตรวจสอบหาไวรัส PMWaVs เร่ิมตรวจสอบ PMWaV-1 ที่ติดมากับหนอพันธุกอน 
หลังจากนั้นนาํหนอที่ตรวจไมพบไวรัส PMWaV-1 มาตรวจหา PMWaV-2 อีกคร้ัง 
  สําหรับการตรวจสอบไวรัส PMWaV1,2 ในจังหวัดสงขลา พทัลุง และตรัง ใชชุดสกัดอารเอ็น
เอของบริษัท Rochs และเพิ่มปริมาณ cDNA และอานคาวเิคราะหผลดวยเคร่ือง Real-time PCR 

2. ขยายหนอพันธุปลอดโรคเหีย่วโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ  

       นาํหนอสับปะรดที่ผานการตรวจแลววาปลอดไวรัส  มาฟอกฆาเช้ือที่ติดมากับหนอพนัธุโดยแช 
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 หนอใน 70% แอลกอฮอล นาน 15 นาท ีกอนยายไปแชใน 0.3% ไฟซาน (physan) นาน 30 นาท ี 
จากนั้นนําหนอมาแชใน 10 %  คลอร็อกซ (clorox) ที่มี 0.01% ทวนี 20 (Tween 20) ผสมอยู และ
เขยาดวยเคร่ืองเขยา นาน 15 นาที ฟอกฆาเช้ืออีกคร้ังใน 5%  คลอร็อกซ ทีม่ี 0.01% ทวนี 20 ผสม
อยู และเขยาดวยเคร่ืองเขยา นาน 10 นาที ลางหนอดวยน้ํากล่ันนึง่ฆาเช้ือ 3 คร้ังๆละ 5 นาที ผ่ึงให
แหงพอหมาดๆ แลวตัดแบงหนอเปน 4 สวน จากนัน้นาํมาเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อสูตรชกั
นําใหเกิดการแตกกอ (สูตรอาหาร MS + BA 1 ppm) (สถาบันวิจัยพชืสวน, 2546) นอกจากนีย้ังได
ทําการฟอกฆาเช้ือที่ติดมากับหนอ โดยเปลี่ยนข้ันตอนจากสาร คอปเปอรออสซีคลอไรด และ เมอร
คิวริค คลอไรด เปนสาร ไฟซาน (physan) และ แอลกอฮอล (ethanol) โดยเร่ิมจากการแชหนอใน 
70% แอลกอฮอล นาน 15 นาท ีกอนยายไปแชใน 0.3% ไฟซาน นาน 30 นาท ี เพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการฆาเช้ือทีติ่ดอยูในหนอพันธุ หลังจากตาเจริญเปนหนอใหม ประมาณ 6 สัปดาห 
ทําการตัดแยก (subculture) ลงเล้ียงในสูตรอาหารชักนาํใหเกิดการแตกกอ และยายอาหารทุก 1-2 
เดือน จนไดจํานวนตนออนในปริมาณมากพอ ใหยายเปนตนเด่ียวลงเล้ียงบนอาหารสูตรชักนาํให
เกิดราก (MS+IBA 0.5 ppm) และสุมตรวจสอบวาตนเหลานีย้ังปลอดไวรัสหรือไม โดยใชเทคนิค
อณูชีววทิยา (RT-PCR) 

3.  ปลูกขยายหนอพันธุปลอดโรคเหี่ยวจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ   

         นําตนออนสับปะรดปลอดโรคที่ชักนาํใหเกิดรากแลวในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ มาปลกูในวัสดุ
ปลูก (ดิน : ข้ีเถาแกลบ : ขุยมะพราว อัตราสวน 1 : 1 : 1) จํานวน 1400 ตน ดูแลรักษาภายใต
โรงเรือนอนบุาลของศูนยวจิยัพืชสวนเพชรบุรี และใหปุยละลายน้ําสูตร 16-16-16 สัปดาหละ 1 คร้ัง 
และพนสารกําจัดเพล้ียแปงเดือนละ 1 คร้ัง พรอมทัง้โรยยากาํจัดมด เพื่อขยายเพิ่มปริมาณหนอ
สับปะรดปลอดโรคตอไป 

 

เวลาและสถานที ่     ระยะเวลา      ตุลาคม 2550 - กันยายน 2553 
            สถานที ่        กลุมงานไวรัสวทิยา   กลุมวิจยัโรคพชื                      
                                                สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

                                             ศูนยวิจัยพืชสวนเพชรบุรี 
                                                       สํานกัวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 8 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1.  การตรวจสอบหนอพันธุสับปะรดที่ไดจากแหลงปลูกทีไ่มมีโรคเหี่ยวระบาด โดยเทคนิคอณู
ชีววทิยา (RT-PCR) 
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  จาการสาํรวจพื้นที่ปลูกสับปะรด ในศูนยวิจัยพืชสวนเพชรบุรี  ศูนยวจิัยพืชไรสงขลา และ
ศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตตรัง จากนัน้เก็บตนสับปะรดที่มีลักษณะสมบูรณใน
พื้นที่ดังกลาว จํานวน 109 100 และ 100 ตน ตามลําดับ จากนัน้นาํมาตรวจสอบไวรัสของโรคเหีย่ว
ทั้ง 2 strain  (PMWAV-1 & PMWAV-2) ดวยเทคนิค RT-PCR  ผลปรากฏวา การตรวจสอบไวรัส 
PMWAV-1 โดยใชไพรเมอร  Pa222-F1 และ  Pa223-R1 จะใหแถบ band ขนาด 589 คูเบส ในการ
วิเคราะหผลดวย agarose gel electrophoresis (ภาพที่ 1) และการตรวจหาไวรัส PMWAV-2 โดย
ใชไพรเมอร  Pa224-F2 และ  Pa225-R2 ใหแถบ band ขนาด 609 คูเบส (ภาพที ่2) พบวา มีหนอ
สับปะรดที่ผานการตรวจแลววาปลอดไวรัสทั้งสอง strain    23 จากหนอที่เก็บจากศูนยวิจัยพืชสวน
เพชรบุรี จากนั้นไดนาํหนอเหลานี้มาขยายพนัธุโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื สําหรับสับปะรด
พันธุปตตาเวยีจากแปลงปลูกในศูนยวิจยัพืชไรสงขลา และในศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัย
การผลิตตรัง แหลงละ 100 ตัวอยาง พบวามีตนที่ปลอดไวรัสทั้งสอง strain  จํานวน 46 และ 34 ตน 
ตามลําดับ จากนัน้นาํมาเล้ียงใหแตกหนอและเก็บหนอพันธุเพื่อยืนยนัผลวิเคราะหอีกคร้ัง ผลปรากฏ
วา มีหนอสับปะรดที่ปลอดไวรัสทั้ง 2  strain เพียง 14  หนอ หลังจากนัน้สงใหกลุมงานไวรัสวทิยา
นาํไปขยายพนัธุโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อตอไป 

 

 
           
          ภาพที่ 1.   ผลวิเคราะหการตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-1 ของสับปะรดโดยใช 
                             ไพรเมอร Pa222-F1 และ  Pa223-R1 

                               1 :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder) 
             2-15 :   ตัวอยางสับปะรดที่เก็บจากแปลง 
                 16 :  ตนปกติ 
                17 :   ตนเปนโรคที่เกิดจาก PMWaV-1 

 1     2      3     4     5     6     7     8      9   10   11    12    13   14    15   16    17 
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                  ภาพที ่2.   ผลวิเคราะหการตรวจสอบดีเอ็นเอของไวรัส PMWaV-2 ของ 
                                      สับปะรดโดยใช ไพรเมอร Pa224-F1 และ  Pa225-R1 

                                          1 :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100  bp. DNA Ladder) 
                         2-15 :   ตัวอยางสับปะรดที่เก็บจากแปลง 
                            16 :  ตนปกติ 
                            17 :   ตนเปนโรคที่เกิดจาก PMWaV-2 
 

2. ขยายหนอพันธุปลอดโรคเหี่ยวโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
 จากการทดลองพบวา การฟอกฆาเช้ือที่ติดมากับหนอสับปะรดปลอดไวรัส ดวย 0.3% ไฟ

ซาน , 10 % และ 5% คลอร็อกซ และ 70% แอลกอฮอล  สามารถลดการปนเปอนของเช้ือจุลินทรีย
ในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อไดดี อาจเปนเพราะวา ไฟซาน สามารถใชในการฆาเช้ือรา แบคทีเรีย และ
สาหราย ซึ่งนิยมใชกับกลวยไม  และเปนสารไมมีสีทําใหหนอหลังฟอกดูสะอาด ไมเหมือนกับการใช
คอปเปอรออสซีคลอไรด ซึ่งทําใหหนอมีสีฟาปนเปอน 

 หลังจากเล้ียงหนอปลอดโรคในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่สูตรชักนําใหเกิดการแตกกอ (สูตร
อาหาร MS + BA 1 ppm) ตาเจริญเปนหนอออนภายใน 6 สัปดาห จึงทาํการตัดแยก (subculture) 
ลงเล้ียงในสูตรอาหารชักนาํใหเกิดการแตกกอ เพื่อเพิ่มปริมาณตนออน และยายอาหารทกุ 1-2 เดือน 
ขณะนี้ดําเนินการขยายหนอพันธุสับปะรดปลอดโรคในอาหารสูตรเรงตนออน จํานวน 300 ขวด 
พรอมมีการสุมตรวจหนอสับปะรดในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ จํานวน 60 ตัวอยาง พบวา ไมมกีาร
ปนเปอนของไวรัสสาเหตุของโรคเหี่ยว จากนัน้ไดสงหนอพันธุปลอดไวรัสจํานวน 150 ขวด ไปเล้ียงใน
อาหารเรงรากที่ศูนยวิจัยพืชสวนเพชรบุรี ดวยอาหารสูตร MS ทีม่ี IBA 0.5 ppm ขณะนี้สามารถเพิ่ม
ปริมาณหนอปลอดโรคไดจํานวน 574 ขวด และตนขนาดเล็กทีเ่ล้ียงดวยอาหารสูตร MS ที่มี BA 1 
ppm จํานวน 228 ขวด เพื่อจะนําลงปลูกในดินตอไป  นอกจากนี้ไดนําหนอปลอดโรคจากจังหวัด

    1     2      3      4      5      6     7      8      9     10     11     12    
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สงขลาและตรังที่ผานการตรวจสอบเรียบรอยแลว จํานวน 14 หนอ มาฟอกฆาเชื้อและเล้ียงในอาหาร
ชักนาํใหเกิดตนออน พบวา เร่ิมมหีนอออนสีเขียวเจริญจากตา และมีการปนเปอนของเชื้อราและ
แบคทีเรียประมาณ 10-15%  ขณะนี้ไดตนออนและกําลังเพิ่มปริมาณจํานวนตนออนในอาหารสูตร
เรงตน   

3.  ปลูกขยายหนอพันธุปลอดโรคเหี่ยวจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ   

           ศูนยวจิัยพืชสวนเพชรบุรี ไดนาํตนออนของสับปะรดปลอดโรคจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
จํานวน 1400 ตน ออกปลูกในวัสดุปลูก (ดิน : ข้ีเถาแกลบ : ขุยมะพราว อัตราสวน 1 : 1 : 1) ดูแล
รักษาภายใตโรงเรือนอนุบาล และใหปุยละลายน้ําสูตร 16-16-16 สัปดาหละ 1 คร้ัง และพนสาร
กําจัดเพล้ียแปงเดือนละ 1 คร้ัง พรอมทั้งโรยยากําจัดมด พบวาทกุตนมกีารเจริญเติบโตไดดี และจะ
ไดมีการสุมตรวจไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวในตนสับปะรดเหลานี้ตอไป 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
  จาการสํารวจและเก็บตนสับปะรดที่มีลักษณะสมบูรณในพืน้ที่ปลูกสับปะรดจากศูนยวจิัย
พืชสวนเพชรบุรี  ศูนยวิจยัพืชไรสงขลา และศูนยบริการวิชาการดานพืชและปจจัยการผลิตตรัง 
จํานวน 109 100 และ 100 ตน ตามลําดับ รวมเปน 309 หนอ หลังจากนาํมาตรวจสอบไวรัสของ
โรคเหี่ยวทัง้ 2 strain  (PMWAV-1 & PMWAV-2) ดวยเทคนิค RT-PCR  ผลปรากฏวา มีหนอ
สับปะรดที่ผานการตรวจแลววาปลอดไวรัสจํานวน   37  หนอ จงึนํามาขยายหนอพนัธุปลอดโรคใน
อาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช พบวาการฟอกฆาเช้ือที่ติดมากับหนอสับปะรดปลอดไวรัส ดวย 0.3% 
ไฟซาน , 10 % และ 5% คลอร็อกซ และ 70% แอลกอฮอล  สามารถลดการปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อไดดี หลังจากเล้ียงหนอปลอดโรคในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่
สูตรชักนําใหเกิดการแตกกอ (สูตรอาหาร MS + BA 1 ppm) ตาเจริญเปนหนอออนภายใน 6 
สัปดาห  จงึทําการตัดแยก (subculture) ลงเล้ียงในสูตรอาหารชักนาํใหเกิดการแตกกอ เพื่อเพิม่
ปริมาณตนออน  และยายอาหารทุก 1-2 เดือน ขณะนี้ขยายปริมาณตนออนสับปะรดใหไดปริมาณ
300 ขวด  และสงใหศูนยวิจยัพืชสวนเพชรบุรี 150 ขวด เพื่อดําเนินการขยายตนออนและเรงรากใน
อาหารสูตร MS+IBA 0.5 ppm ใหไดเปนตนออนที่สมบูรณ และไดทําการยายปลูกในวัสดุปลูก 
(ดิน : ข้ีเถาแกลบ : ขุยมะพราว อัตราสวน 1 : 1 : 1) จํานวน 1,400 ตน ดูแลรักษาภายใตโรงเรือน
อนุบาล และใหปุยละลายน้าํสูตร 16-16-16 สัปดาหละ 1 คร้ัง และพนสารกาํจัดเพลี้ยแปงเดือนละ 
1 คร้ัง พรอมทั้งโรยยากําจัดมด พบวาทกุตนมีการเจริญเติบโตไดดี และจะไดมีการสุมตรวจไวรัส
สาเหตุโรคเหี่ยวในตนสับปะรดเหลานี้ตอไป 
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การสํารวจและรวบรวมวัชพืชในมันฝรั่ง 
Survey  and  Collection  of  Weed  Species  in  Potato. 

 
จันทรเพ็ญ   ประคองวงศ1     เบญจมาภรณ   ลิม้ประเสรฐิ2    มัตติกา  ทองรส3 

1 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
2สํานกัการเกษตรอําเภอดําเนินสะดวก    3สํานกัวจิยัพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 6 

___________________________ 

บทคัดยอ 
 การสํารวจและรวบรวมวัชพชืในแปลงปลูกมันฝร่ัง ไดดําเนนิงานในแหลงปลูกมัน 

ฝร่ังที่ภาคเหนือ คือจังหวัดลําพนูที่อําเภอทุงหัวชาง เชียงใหมที่อําเภอไชยปราการ  อําเภอสันทราย 
แมฮองสอนทีอํ่าเภอปางมะผา แลภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จงัหวัดสกลนคที่อําเภอโคกศรีสุพรรณ 
อําเภอเมือง อําเภอพรรณนานิคม และอําเภอพังโคน และภาคตะวนัตกที่อําเภอพบพระ ชวงเวลา
ดําเนนิงานต้ังแตตุลาคม 2550 ถึงกนัยายน  2552  ทําการสํารวจโดยใชแปลงสุม  (Sampling plot)  
ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร  วางแปลงสุมโดยวธิี  unrestricted sampling method พบวชัพืชทัง้หมด 43 
ชนิด จาํแนกได 19 วงศ (family) 39 สกุล (genus) 43 พันธุ  (species) วิเคราะหลักษณะเชิง
ปริมาณ (Quantitative characteristic)  ของวัชพืชที่สํารวจพบในแปลงโดยอาศัยคาของ SDR  
(sum dominance ratio)   สามารถจัดกลุมวัชพชืเดน (dominant species) ไดวัชพืช 3 ชนิดคือ 
สาบแรงสาบกา  (Ageratum conyzoides L.)  หญานกสีชมพู  (Echinochloa colona (L.) Link.)  
และ หญายาง  (Euphorbia heterophyllum L.)  มีคา  SDR 11.5, 9.9  และ 9.4  เปอรเซนต
ตามลําดับ  วชัพืชเดนลําดับรอง  (Co-dominant species)  มี 5 ชนิดเชนกันไดแก  หญาตีนกา  
(Eleusine indica (L.) Gaertn.)  หญาตีนนก  (Digitaria adscendens (L.) Scop. กระดุมใบใหญ  
(Borreria latifolia (Aubl), Schum.)  หญาตีนติด  (Brachiaria reptan (L.) & Hubb.) และ  
สะเดาดิน (Hydrolea zeylanica (L.)Valh.) มีคา  SDR  8.6, 8.0, 5.8, 5.4 และ 5.4  เปอรเซน็ต
ตามลําดับ รายช่ือวัชพืชที่ไดจากการสํารวจนัน้ สามารถนาํไปจัดทําบัญชีรายช่ือประกอบการ
วิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest risk analysis)  ในการนําเขาหวัพนัธุมนัฝร่ังตามขอตกลง
มาตรการสุขอนามยัพืช  ( SPS  Agrement)   รวมถึงไดตัวอยางวัชพืช และเมล็ดเพื่อเปน
หลักฐานการสืบคนขอมูลเกี่ยวกับวัชพืชตอไป 
 
 

รหัสโครงการวจิัย   09  02  49  01 
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คํานํา 

 มันฝร่ัง  (Solanum  tuberosum L.)  เปนพืชลมลุกจัดอยูในวงศ  solanaceae  ลําตนต้ัง
ตรงสูง 50-100 เซนติเมตร มีขนบาง ๆ ตามลําตน ใบเปนใบประกอบมีใบยอยหลายคู ปลายค่ี 

ดอกเปนดอกชอ ชอดอกยอยเปนชอกระจุก ดอกยอยเปนดอกสมบูรณเพศ กลีบดอก 5 สีขาว น้าํ
เงิน แดง และมวง  ผล กลมคลายมะเขือเทศ หัวมนัฝร่ังเปนสวนของไหลหรือลําตนใตดินที่
เปล่ียนแปลงไปทําหนาที่สะสมอาหาร หัวมันฝร่ังมีตา เปรียบเสมือนเปนขอของลําตน ตานี้จะเจริญ
เปนหนอหรือตนไดหัวมนัฝร่ังมีรูปรางต้ังแตกลมกึ่งกลมรีและรูปรางยาว 
(http:mygirl121.exteen.com./20080908/entry-15) 
 มันฝร่ังหรือมีชือ่เรียกอีกวา มันอลู ตามคําเรียกของชาวอินเดีย มีถิน่กาํเนิดในทวีปอเมริกา
ใต บริเวณประเทศเปรู และเร่ิมนาํเขาไปปลูกในประเทศไอรแลนดในตนศตวรรษที่ 18 จึงนยิม
เรียกวา ไอริสโฟเตโต  แหลงปลูกมันฝร่ังที่เหมาะสมและใหผลผลิตสูงนัน้ จําเปนตองมีอุณหภูมิ
คอนขางตํ่าระหวาง 15–18 องศาเซลเซียส  นอกจากน้ียังตองการความยาวแสงหรือชวงเวลา
กลางวัน 12-13 ชั่วโมง ดังนัน้แหลงปลูกมนัฝร่ังของประเทศไทยจึงอยูที่ภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ และการปลูกมนัฝร่ังนั้นสามารถปลูกไดทั้งในและนอกฤดูกาล  การปลูกในฤดู
เร่ิมต้ังแตเดือนพฤศจิกายน และเกบ็เกี่ยวในเดือนมนีาคม  แหลงปลูกสําคัญอยูมี่อําเภอแมแตง  สัน
ทราย  ไชยปราการ และฝาง  การปลูกนอกฤดูกาลมักปลูกตามไหลเขา เชนที่ อําเภอเชียงดาว การ
ปลูกนอกฤดูแบงออกเปน 2 รุนคือ รุนแรกปลูกเดือนเมษายน และเกบ็เกี่ยวในเดือนสิงหาคม สวน
รุนที ่2 ปลูกในเดือนกรกฎาคมและเก็บเกีย่วในเดือนตุลาคม  พันธุมันฝร่ังที่นยิมปลกูในประเทศไทย
ที่นยิมปลูกมี 2 พันธุ คือ สปุนตา และ แคนทิแบค  (http://siweb.bss.go.th/qa/search-des 
cription.asp?QA-ID=196)  พืน้ที่ปลูกมนัฝร่ังสงโรงงานในป 2550 มีพื้นที่เพาะปลูก  45,963 ไร 
เพิ่มข้ึนจากป 2546 ซึ่งมีพืน้ที่ปลูกเพียง 35,928 ไร 
 ปจจุบันคนไทยนิยมบริโภคมันฝร่ังเพิ่มมากข้ึนทัง้อาหารประเภทเรงดวน และอาหารวาง 
ประเภทขบเค้ียว ดังนัน้มันฝร่ังซึ่งใชเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตอาหารดังกลาวจึงเพิ่มปริมาณ
ความตองการมากข้ึน จัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึง่ทีเ่กษตรกรนิยมปลูกในภาคเหนือ และ
ใหผลตอบแทนสูงเมื่อเทยีบกับพืชอ่ืน ๆ โดยจะมีกาํไรอยูระหวาง 6,000-9,000 บาทตอไร แตการ
ปลูกมันฝร่ังนัน้ตองนําเขาหวัพนัธุมนัฝร่ังจากตางประเทศ ในป พ.ศ.2550  มีการนําเขาหวัพนัธุมัน
ฝร่ังพันธุโรงงานปริมาณ 3,863 ตัน มูลคา 98.2 ลาน 
 การนาํเขาสินคาเกษตรนัน้ หากไมมมีาตรการสขุอนามยัพืชที่เขมแข็ง นอกจากจะ
เสียเปรียบประเทศคูคาแลว ยังมีผลทาํใหเกิดปญหาของศัตรูพืชชนดิที่ไมเคยพบในประเทศไทยติด
มากับสินคาทีน่ําเขา และแพรกระจายเปนศัตรูพืชชนดิใหมทาํใหเกดิผลเสียตอผลผลิตการเกษตร
ภายในประเทศ การสาํรวจศัตรูพืชในมันฝร่ังจึงเปนส่ิงจําเปนดานหนึ่ง เพื่อจะไดขอมูลในการจัดทํา
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บัญชีรายช่ือศัตรูพืชประกอบการวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชเบ้ืองตนของพืชนําเขา ในดานของ
วัชพืชนัน้ ยังขาดรายงานทีเ่ปนวิชาการเกีย่วกับการสํารวจวัชพืชในมนัฝร่ัง ดังนั้นจึงไดดําเนนิงาน
ดานการสํารวจวัชพืชตามแหลงปลูกมันฝร่ังของประเทศ เพื่อจะไดขอมูลเปนหลักฐานอางอิงทาง
วิชาการตอไป 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
- แปลงสุม  (Sample Plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
- เลนสขยาย และกลองจุลทรรศนแบบสองตา 
- กลองบันทึกภาพ 
- วัสดุ และอุปกรณในการเกบ็ตัวอยางเชน กรรไกร ถงุพลาสติก เฟรมอัดตัวอยาง 

กระดาษหนังสือพิมพ/กระดาษฟาง กระดาษลูกฟูก และเชือกหรือสายรัด 
- อุปกรณในการบันทึกขอมูล เชน กระดาษ หรือแบบฟอรมในการบันทกึขอมลู 
- เอกสารและตําราประกอบการจําแนกและระบุชื่อพืช 

วิธีการ 
1.  การคนควา และรวบรวมขอมูลวิชาการ 

คนควาเอกสารวิชาการตาง ๆ เกี่ยวกับมนัฝร่ังเชน ชนิดและพันธุของมันฝร่ัง การเขตกรรม 
และดูแลดานศัตรูพืช  ปญหาและการแพรระบาดของวัชพืช เปนตน 
2.  การสํารวจ และรวบรวมชนิดวัชพืช 

     วางแผนการสํารวจวัชพชืในแปลงปลูกมันฝร่ัง ซึง่มแีหลงปลูกไมมากนักเมื่อเทยีบกับพชื 
เศรษฐกิจอ่ืนๆ และเนื่องจากมันฝร่ังเจริญเติบโตไดดี ใหผลผลิตสูงในสภาพอากาศคอนขางเยน็ 
ดังนัน้พืน้ทีท่ี่จะสํารวจนั้น จึงอยูในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ สําหรับ
ภาคเหนือนัน้ไดสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกมันฝร่ังที ่ จังหวัดลําปาง ลําพนู เชียงใหม แมฮองสอน 
และเชียงราย และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือที่จงัหวัด สกลนคร นครพนม และมุกดาหาร และภาค
ตะวันตก ทีจ่ังหวัดตาก  

วิธีสุมตัวอยางวัชพืชในการสํารวจนัน้ใชแปลงสุม (sample plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
วางแปลงสุมโดยวิธี Unrestricted sampling method (Anonymous, 1982)  ทําการสุม 4 จุดตอ
หนึง่แปลง บันทกึจํานวนชนิด นบัปริมาณวัชพืชแตละชนิด และหาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ เก็บ
ตัวอยางวัชพืชที่สมบูรณ คือมีสวนของราก ตน ใบ และดอก อัดไวในแผงไม เพือ่นํามาตากแหง  
รวมถึงการเกบ็เมล็ดที่สมบูรณ และเกบ็รักษาไวที่หองเก็บตัวอยางพรรณไม เพือ่ใชในการศึกษา 
และเปนแหลงสืบคนขอมูลตอไป สวนการวิเคราะหลักษณะเชิงปริมาณ (Quantitative 
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characteristic)  ของวัชพืชที่สํารวจพบในแปลงเพื่อจัดลําดับวัชพืชเดน (dominant species) และ
วัชพืชรอง (co-dominant species)  นั้นไดอาศัยคาของ sum dominance ratio  ซึ่งคํานวณไดจาก
คา relative density และคา relative frequency จากสมการดังตอไปนี ้
 Relative density (RD)  = Density for a species x 100 
      Total density for all species 
 
 Relative frequency (RF) = Frequency value for a species x 100 
      Total frequency value for all species 
 Sum dominant ratio (SDR) = RD  +  RF 
                         2 

 การแบงหมวดหมูวัชพืช  (classification)  และการระบุชื่อวิทยาศาสตร (identification)  
นั้นไดอาศัยความชํานาญและประสบการณของนักวิชาการและเอกสารวิชาการดังตอไปนี้ 
1. นิรนาม.  2545.  วัชพืชสามัญภาคกลาง.  สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย.  หาง 

     หุนสวนจํากัด ฟนนีพ่ับลิชชิ่ง กรุงเทพมหานคร, 10900. 135 หนา. 
2. ปทมา  แซล้ิม และ อภิรักษ  สุขสัย.  2543.  ดอกหญา เลม 1.  กรุงเทพมหานคร.  บริษทั 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 95 หนา. 
3. ปทมา  แซล้ี  และ  อภิรักษ  สุขสัย.  2544.  ดอกหญา เลม 2.  กรุงเทพมหานคร. บริษัท 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 94 หนา. 
4. อําไพ  ยงบุญเกิด  สกล  สุธีสร และ  จเร  สดากร.  วัชพืชในสวนยางพารา.  เอกสารวิชาการ 

สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย หมายเลข 3.  171 หนา. 
5.  Anonymous. 1997. Weeds in the Tropics. Sanbi Printing Co.Ltd.Tokyo. Japan. 304 pp. 
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เวลาและสถานท่ี 
 ระยะเวลาในการดําเนนิงาน ต้ังแตสืบคนขอมูล วางแผนการสาํรวจ และสํารวจวชัพืชใน
พื้นที่ปลูกมนัฝร่ัง และรวบรวมตัวอยางวัชพืช ไดดําเนินการต้ังแตเดือนตุลาคม 2550 ถึงเดือน 
กันยายน  2552 

ผลการวิจารณผลการศกึษา 

 การปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกรมีทั้งแบบปลูกไมยกรอง และยกรอง การปลูกแบบไมยกรอง
นั้น จะขุดรองตามแนวยาวแปลงลึกประมาณ 1 หนาจอบ  ระยะระหวางรอง 75-90 เซนติเมตร วาง
หัวพันธุมันฝร่ังในรองหางตกัน 20-30 เซนติเมตร แลวกลบ เปนวิธีทีน่ิยมปลูกที่อําเภอพบพระ 
จังหวัดตาก การปลูกแบบยกรองก็จะมีทัง้ปลูกแบบแถวเด่ียว และแถวคู ถาปลูกแถวเด่ียวสันรองจะ
กวาง 75-90 เซนติเมตร ถาปลูกแถวคูสันรองกวาง 1-1.2 เมตร การจะปลูกวิธไีหนแลวแตความ
ชํานาญของเกษตรกร และการใชเคร่ืองจักรกล สําหรับการกําจัดวชัพืชนั้น มักจะใชสารกําจัดวชัพืช
ชนิดคุมการงอกของเมล็ดวัชพืช เชน เมทริบูซิน พนหลังจากปลูกมนัฝร่ังและกอนวชัพืชงอก  และ
การกําจัดวัชพชืโดยใชแรงงานถอนหรือใชจอบดาย ในแปลงที่เกษตรกรมีการวางแผนการกําจัด
วัชพืชที่มีประสิทธิภาพ มกัจะไมประสบกบัปญหาวัชพชืมากเทากับโรคและแมลง 
 มีรายงานชนิดวัชพืชในแปลงมันฝร่ังซึง่ไดแก หญานกสีชมพู  หญาตีนติด  หญาตีนนก  
หญาแพรก  หญาไมกวาด  หญาปากควาย  หญาตีนกา  หญาหางหมา  กะเม็ง  ผักปลาบ  หญา
ยาง  เซงใบยาว  ตีนตุกแก  เทียนนา  โทงเทง  น้ํานมราชสีห  ปอปา  ผักโขม  ผักคราดหัวแหวน  ผัก
โขมหิน  ผักแครด  ผักเบ้ียหิน  ผักเบ้ียใหญ  ผักเผ็ดแมว  ผักเส้ียน  ไมยราบเครือ  สาบแรงสาบกา  
หญากาํมะหยี ่  เขมรเล็ก  หญางวงชาง  หญาละออง  อีเหนีย่ว  ผักไผน้ํา  แหวหม ู  และกกทราย  
(นิรนาม , 2547) 

วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงปลูกมันฝร่ังตามแผนและวิธกีารที่ไดกาํหนดไวนั้น พบวัชพืช
ทั้งหมด   43   ชนิด  จาํแนกได 19 วงศ  (family)  39 สกุล  (genus)  43  พันธุ  (species)  และ
จากการวิเคราะหลักษณะเชิงปริมาณของวัชพืชที่สํารวจไดทั้งหมด  เพื่อจัดกลุมวัชพชืตามคา  SDR 
ได 4 กลุม ดังนี ้(ตารางที่ 1 ) 
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1. กลุมวัชพืชเดน  (dominant species)  เปนกลุมวัชพชืทีพ่บในปริมาณมากและ 
จํานวนคร้ังในการสํารวจพบบอยกวาวัชพชืนิดอ่ืน ๆ พบทั้งหมด 3 ชนิด ไดแก สาบแรงสาบกา  
หญานกสีชมพู และหญายาง มีคา  SDR  11.5, 9.9 และ 9.4 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

2. กลุมวัชพืชเดนลําดับรอง  (co-dominant species)  เปนกลุมวัชพชืทีพ่บในลําดับรอง 
 มีคา SDR  8.6, 8.0, 5.8 และ 5.4  เปอรเซ็นตตามลําดับ 

3. กลุมวัชพืชที่พบระดับปานกลาง มีจํานวน 13 ชนิด ไดแก  ผักขม  สมกบ(ดอกชมพ)ู 
  กระดุมขน  แหวหม ู  ผักแครด  ผักงวงชาง  หญาแพรก  หญาคอออน  กะเม็ง  ผักคราดหัวแหวน  
ผักเบ้ียหิน  เซงใบมน และ กระดุมใบเล็ก  มีคา  SDR  1.0 - 4.6 เปอรเซ็นต 

4. กลุมวัชพืชที่พบในระดับนอย มีคา  SDR  คํ่ากวา 1.0 เปอรเซ็นต มีจาํนวน 22 ชนิด 
 คือ ผักกาดนา  ผักปลาบ  หญาขาวนก  ผักเบ้ียใหญ  ผักขมฝร่ัง  ทหารกลาขน  น้ํานมราชสีห  ปก
นกไส  ทหารกลา  สมกบ  โทงเทง  ผักขมหนาม  ลูกใตใบ  สมกบ  หญาขจรจบดอกเล็ก  
ตดหมูตดหมา  บัวบก  ไมยราบเล้ือย  หญาโขยง  หญาคา  หญาปากควาย  และมะตอมเส้ือ 
 นอกจากรายงานชนิดวัชพืชในภาพรวมท้ังหมดดังกลาวขางตนแลว ยงัมีขอมูลชนิดวัชพืชที่
พบในแตละภาคที่สํารวจ ซึง่สวนใหญจะเปนชนิดที่ใกลเคียงกนั  
ภาคเหนือ   

จังหวัดเชียงใหม  ไดสํารวจที่ อําเภอไชยปราการ (ตําบลศรีดงเย็น และปงคํา)  อําเภอ 
สันทราย (ตําบลแฝกใหม และเจดียแมครัว)  พบวัชพืชดังตอไปนี้ สาบแรงสาบกา  หญานกสีชมพ ู 
หญายาง  หญาตีนกา  หญาตีนนก  หญาตีนติด  ผักขม  แหวหม ู กะเม็ง  ผักเบ้ียใหญ  ผักขมฝร่ัง  
บัวบก  ไมยราบเล้ือย และมะตอมเส้ือ 

จังหวัดลําพูน ที่อําเภอทุงหัวชาง วัชพืชทีพ่บไดแก สาบแรงสาบกา  หญานกสีชมพ ู
  หญาตีนกา  หญาตีนนก  ผักขม  แหวหมู  กะเม็ง และ โทงเทง ชนดิวัชพืชพบไมมากนัก เนื่องจาก
มีแปลงปลูกมนัฝร่ังไมมาก ประกอบกับเกษตรกรไดมีการกําจัดวัชพืชทั้งใชแรงงาน และสารกาํจัด
วัชพืช 
ภาคตะวันตก 

จังหวัดตาก  ที่อําเภอพบพระ  เกษตรกรจะปลูกมนัฝร่ังมากกวาจังหวัดอ่ืน ๆ มีการ 
ปลูกมันฝร่ังแทบทกุตําบลทีอํ่าเภอพบพระ เชน ตําบลชองแคบ ตําบลรวมไทยพฒันา  ตําบลคีรี
ราษฎร และตําบลเสรีราษฎร เปนตน นอกจากนี้ยงัมีการปลูกมนัฝร่ัง 2 คร้ังในแตละปคือชวงเดือน
ธันวาคม และเดือนพฤษภาคม  วัชพืชที่พบจึงมีมากชนดิกวาจังหวัดอ่ืน ๆ แตปญหาเร่ืองวัชพืชกจ็ะ
ไมมากเนื่องจากเกษตรกรมกีารกําจัดวัชพชือยางตอเนื่อง วัชพืชทีพ่บไดแก  สาบแรงสาบกา  หญา
ยาง  หญาตีนกา  หญาตีนนก  กระดุมใบใหญ  สะเดาดิน  ผักขม  สมกบ  กระดุมขน  ผักแครด  
หญางวงชาง  หญาแพรก  หญาคอออน  กะเมง็  ผักคาดหัวแหวน  ผักเบ้ียหิน  เซงใบมน  กระดุม
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ใบเล็ก  ผักปลาบ  หญาขาวนก  ผักเบ้ียใหญ  ผักขมฝร่ัง  ทหารกลาขน  น้าํนมราชสีห  ปกนกไส  
ทหารกลา  สมกบ(ดอกชมพู)  โทงเทง  ผักขมหนาม  สมกบ  หญาขจรจบดอกเล็ก  ตดหมูตดหมา  
ไมยราบเล้ือย  หญาโขยง  หญาคา และ หญาปากควาย 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ แปลงปลูกมันฝร่ังไมมากนัก มีแปลงปลูกมนัฝร่ังที่จังหวัดสกลนคร 
หลายอําเภอคืออําเภอโคกศรีสุพรรณ อําเภอเมือง อําเภอพรรณนานิคม และอําเภอพังโคน  วัชพืชที่
พบไดแก สาบแรงสาบกา  หญานกสีชมพ ู หญาตีนกา  หญาตีนนก  หญาตีนติด  สะเดาดิน  ผักขม  
สมกบ  หญางวงชาง  หญาแพรก  เซงใบมน  ผักกาดนา  หญาขาวนก  และโทงเทง 
 นอกจากนีว้ัชพืชที่สํารวจพบอาจจัดแบงกลุมของวัชพชืตามลักษณะและขนาดของใบ เพื่อ
ความเหมาะในการเลือกใชสารกําจัดวชัพชืตามคุณสมบัติหรือการเลือกทําลายของสารโดยแบงได 
3 กลุมคือ 

1.  กลุมวัชพืชใบกวาง (B)  ประกอบดวยวัชพืชจาํนวน 32 ชนิด วัชพชืดังกลาว มีขนาดของ
ใบกวางและมีรูปรางใบหลายแบบ เชน รูปไข รูปกลม หรือเปนเหล่ียม เปนตน ประกอบดวยวัชพืช
จากหลายวงศคือ  Asteraceae  Euphorbiaceae,  Rubiaceae,  Hydrophyllaceae,  
Amaranthaceae,  Oxalidaceae,  Boraginaceae,  Aizoaceae,  Sterculiaceae,  
Portulacaceae,  Chenopodiaceae,  Solanaceae,  Umbeliferae  และ  Mimosoideae 

2.  กลุมวัชพืชใบแคบ (N) ประกอบดวยวัชพืชจํานวน 9 ชนิด  จัดอยูในวงศ  Poaceae 
ทั้งหมด  เปนกลุมที่มีขนาดของใบแคบ เรียวยาว มีสวนของแผนใบและกาบใบ  ลําตนมีขอปลอง
ชัดเจน และใบเรียงเปน 2 แถว 

3. กลุมพวกกก  เปนวัชพืชที่มีใบขนาดเล็กเหมือนพวกใบแคบ แตไมมีกาบใบ ลําตนไมมี 
ขอปลอง  มกีารเรียงของใบเปน 3 แถว พบ 1 ชนิด คือ แหวหม ู

ขอมูลที่ไดจากการสํารวจนีจ้ะเปนเอกสารวิชาการที่เปนปจจุบัน สามารถใชอางอิงในการ 
จัดทําบัญชีรายช่ือวัชพืชในมันฝร่ัง เพื่อเปนขอมูลประกอบการวเิคราะหความเส่ียงเบ้ืองตนของการ
นําเขามันฝร่ัง ในการกําหนดชนิดศัตรูพชืกักกนั  (Quarantine Pest)  และกําหนดมาตรการ
สุขอนามัยพืชที่เหมาะสม โดยไมขัดแยงกับขอตกลงระหวางประเทศ ซึ่งจะเปนมาตรการการ
ปองกนัการระบาดของศัตรูพืชตางถิน่ไมใหระบาดเขมาในประเทศไทย นอกจากนี้ยงัไดรวบรวม
ตัวอยางตนวัชพืชที่สมบูรณ และเมล็ด เพือ่เปนหลักฐานในการสืบคนขอมูลเกี่ยวกบัวัชพืชตอไป 

สรุปผลการศกึษาและคําแนะนํา 

1.  การสํารวจและศึกษาชนดิวัชพืชในแปลงปลูกมนัฝร่ัง ในแถบภาคเหนือและภาคตะวันตกและ
ตะวันออกเฉียงเหนือ พบวชัพืชทัง้หมด 43 ชนิด จําแนกได 19 วงศ  (family)  39 สกลุ  (genus)  
43  พนัธุ  (species) 
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2.  วัชพืชเดนในแปลงมันฝร่ัง พิจารณาตามคา  SDR  มี 3 ชนิด คือ สาบแรงสาบกา  หญานกสี
ชมพู  และหญายาง  มีคา  SDR  11.5,  9.9,  และ 9.4 เปอรเซ็นตตามลําดับ  และพบวาสาบแรง
สาบกาเปนวัชพืชทีพ่บทุกแปลงสํารวจ วัชพืชเดนลําดับรอง  มี 5 ชนิด คือ หญาตีนกา  หญาตีนนก  
กระดุมใบใหญ หญาตีนติด และ สะเดาดิน 
3.  สามารถจัดกลุมวัชพืชตามขนาด และรูปรางของใบได 3 กลุมคือ กลุมวัชพชืใบกวางพบ 32 
ชนิด  วัชพืชใบแคบ 10 ชนดิ  และวัชพืชพวกกก 1 ชนดิ 
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ตารางที ่1  คา Relative density (RD), Relative frequency (RF) และ Sum Dominance Ratio (SDR) ของวัชพืชในพื้นที่ปลกูมันฝรั่ง  

% 
ชนิดวัชพชื วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

1 สาบแรงสาบกา Ageratum conyzoides L. Asteraceae B 12.8 10.2 11.5 

2 หญานกสีชมพ ู Echinochloa colona(L.)Link. Poaceae N 15.7 4.1 9.9 

3 หญายาง Euphorbia heterophyllumL. Euphorbiaceae B 10.8 8.1 9.4 

4 หญาตีนกา Eleusine indica (L.)Gaertn. Poaceae N 7.3 9.9 8.6 

5 หญาตีนนก Digitaria adscendens(L.)Scop Poaceae N 5.1 10.9 8.0 

6 กระดุมใบใหญ Borreria latifolia (Aubl.)Schum. Rubiaceae B 5.7 5.8 5.8 

7 หญาตีนติด Brachiaria reptans(L.)Gard.& Hubb. Poaceae N 5.6 5.2 5.4 

8 สะเดาดิน Hydrolea zeylanica (L.)Valh. Hydrophyllaceae B 5.7 5.1 5.4 

9 ผักขม Amaranthus viridis L. Amaranthaceae B 4.4 4.8 4.6 

10 สมกบดอกชมพ ู Oxalis latifolia H.B.K. Oxalidaceae B 7.8 1.0 4.4 

11 กระดุมขน Mitracarpus vilosus (Sw.)DC. Rubiaceae B 7.7 1.0 4.4 

12 แหวหม ู Cyperus rotundusL. Cyperaceae S 4.3 4.3 4.3 

13 ผักคราดหัวแหวน Synedrella nodiflora (L.)Gaertn. Asteraceae B 2.8 4.6 3.7 

14 หญางวงชาง Helliotropium indicum L. Boraginaceae B 2.3 3.0 2.7 
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ตารางที่1(ตอ) 

% 
ชนิดวัชพชื วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 
15 หญาแพรก Cynodon dactylon(L.)Pers. Poaceae N 1.2 3.6 2.4 

16 หญาคอออน Crassocephalum crepidioides (Benth.)S.Moore. Asteraceae B 1.7 2.8 2.3 

17 กะเมง็ Eclipta alba L. Asteraceae B 0.6 2.3 1.5 

18 ผักเผ็ด Spiranthes paniculata Wall. Ex DC. Asteraceae B 0.6 2.0 1.3 

19 ผักเบี้ยหิน Trianthema portulacastrum L. Aizoaceaee B 0.5 2.0 1.3 

20 เซงใบมน Melochia corchorifolia L. Sterculiaceae B 0.3 2.0 1.2 

21 กระดุมใบเล็ก Borreria laevis (Lamk.)Griseb. Rubiaceae B 0.4 1.5 1.0 

22 ผักกาดนา Blumea napifolia DC. Asteraceae B 0.2 1.3 0.7 

23 ผักปลาบ Commelina benghalensis L. Commelinaceae B 0.1 1.3 0.7 

24 หญาขาวนก Echinochloa crus-gallli(L.)Beauv. Poaceae N 0.2 1.0 0.6 

25 ผักเบี้ยใหญ Portulaca oleracea L. Portulacaceae B 0.3 0.8 0.5 

26 ผักขมฝรั่ง Chenopodium ficifolium Smith. Chenopodiaceae B 0.2 0.8 0.5 

27 ทหารกลาขน Galinsoga ciliata (Raf.)Blake. Asteraceae B 0.4 0.5 0.5 

28 น้ํานมราชสีห Euphorbia hirta L. Euphorbiaceae B 0.1 0.8 0.4 
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ตารางที่1(ตอ) 
ชนิดวัชพชื วงศ ประเภท1 % 

   RD2 RF3 SDR4 
29 ปกนกไส Biden pilosa L. Asteraceae B 0.2 0.5 0.3 

30 ทหารกลา Galinsoga parviflora Cav. Asteraceae B 0.2 0.5 0.3 

31 สมกบ (ดอกชมพู) Oxalis latifolia H.B.K.. Oxalidaceae B 0.2 0.5 0.3 

32 โทงเทง Physalis minima L. Solanaceae B 0.1 0.5 0.3 

33 ผักขมหนาม Amaranthus spinosus L. Amaranthaceae B 0.0 0.5 0.3 

34 ลูกใตใบ Phyllanthus amarus Schum.&Thonn. Euphorbiaceae B 0.0 0.5 0.3 

35 สมกบ Oxalis corniculata (L.). Oxalidaceae B 0.0 0.5 0.3 

36 หญาขจรจบดอกเล็ก Pennisetum polystachyon(L.)Schult. Poaceae N 0.0 0.5 0.3 

37 ตดหมูตดหมา Paederia linearis Hook. f. Rubiaceae B 0.0 0.3 0.1 

38 บัวบก Centella asiatica Urban Umbeliferae B 0.0 0.3 0.1 

39 ไมยราบเลื้อย Mimosa invisa Mart. Mimosoideae B 0.0 0.3 0.1 

40 หญาโขยง Rottboellia exaltata L.f. Poaceae N 0.0 0.3 0.1 

41 หญาคา Imperata cylindrica (L.)P.Beauv. Poaceae N 0.0 0.3 0.1 
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ตารางที่1(ตอ) 
ชนิดวัชพชื วงศ ประเภท1 % 

   RD2 RF3 SDR4 
42 หญาปากควาย Dactylocthenium aegptium (L.)B.P. Poaceae N 0.0 0.3 0.1 

43 มะตอมเสื้อ Sphaeranthus indicus L. Asteraceae B 0.0 0.3 0.1 

1 :  B          =   วัชพืชประเภทใบกวาง   N  =  วัชพืชประเภทใบแคบ   S  =  วัชพืชประเภทกก    

2 :  RD       =   Relative density 

3 :  RF        =   Relative frequency 

4 :  SDR     =   Sum Dominance Ratio  
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สํารวจและรวบรวมวัชพืชในมันสําปะหลัง 
Survey and Collection of Weed Species in Cassava. 

 
จันทรเพ็ญ   ประคองวงศ1     จรัญญา   ปนสภุา1     เบญจมาภรณ   ลิ้มประเสริฐ2   

มัตติกา  ทองรส3 

1 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
2สํานกัการเกษตรอําเภอดําเนินสะดวก   3สํานกัวิจยัพัฒนาการเกษตรเขตที่ 6 

     

บทคัดยอ 

 การสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกมันสําปะหลัง  ไดดําเนินงานสํารวจในแหลงปลูกมัน
สําปะหลังที่ภาคเหนือ ภาคตะวันตก ภาคกลาง  ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
ต้ังแตเดือนมกราคม 2551 ถึงเดือนสิงหาคม  2552 เปนระยะเวลา 2 ป พบวัชพืชทั้งหมด  32    
วงศ  (family)  80  สกุล  (genuus) 103  พันธุ (species) ไดประเมินจัดลําดับของวัชพืช โดย
พิจารณาจาก ปริมาณและจํานวนคร้ังในการสํารวจพบวัชพืชแตละชนิด และคํานวณคา  sum 
dominant ratio (SRD)  สามารถจัด กลุมวัชพืชเดน  (dominant species)  และ วัชพืชลําดับรอง 
(co-dominant species)   ไดดังนี้ คือ  วัชพืชเดนจากการสํารวจในครั้งนี้ไดแก  หญาสาบ  
(Chromolaena sp.) มีคา SDR 20.2 เปอรเซ็นต  สําหรับกลุมวชัพืชลําดับรอง พบ  8 ชนิด                   
ไดแก  หญาตีนนก (Digitaria ciliaris (Resz.) Koel). หญาแหวหมู (Cyperus rotundus L. ) 
แมงลักคา(Hyptis sauveolens Point.)  กระดุมขน (Mitracapus vilosus (SW.)DC.) หญาปาก
ควาย (Dactyloctenium aegyptium(L.)P.B.)  ตีนตุกแก (Tridax procumbens L. ) หญาขน( 
Brachiaria reptans (L.)Gard.&Hubb. ) และ เทยีนนา (Ludwigia hyssopifolia (G.don.) 
Excell. )  มีคา SDR 8.4,  7.2, 5.5, 3.8, 3.7, 3.5, 3.2, และ 3.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ขอมูลจาก
การสํารวจในคร้ังนี้  สามารถนําไปอางอิง และจัดทําเปนบัญชีรายช่ือวัชพืชตามหลักสากล เพื่อสง
ใหกับประเทศคูคาในการสงออกผลผลิตตามมาตรการสขุอนามัย และสุขอนามยัพชื นอกจากนีย้ัง
ใชเปนหลักฐานในการสืบคนขอมูล และการจัดทําฐานขอมูลเกี่ยวกับวชัพืชตอไป 
 
 
 

รหัสโครงการวจิัย  09  02  49  01 
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คํานํา 

 มันสําปะหลัง ชื่อทั่วไปภาษาอังกฤษเรียกวา  Cassava  หรือ  Tapioca  มีชื่อวิทยาศาสตร
วา Manihot esculenta  จัดอยูในวงศ  Euphorbiaceae  ลําตนมีลักษณะคลายขอเนื่องจาก
ปรากฏรองรอยของกานใบทีแ่กรวงหลนไปเปนลักษณะคลายขอ  กานใบยาว แผนใบหยักเวาเปน
แฉกมี 3-9 แฉก ดอกตัวผู และดอกตัวเมียอยูในชอเดียวกัน ดอกตัวผูมขีนาดเล็กอยูทีส่วนปลายของ
ชอดอก สวนดอกตัวเมียมีขนาดใหญกวาอยูสวนโคนของชอดอก ดอกตัวเมียจะบานกอนดอกตัวผู
ประมาณ 1สัปดาห ดังนั้นการผสมเกสรจึงเปนการผสมขามตน(http:/www.oae.go.th/AgroMag/ 
WeeklyNews/listWeeklyMenu.php.) 
 หลังจากการปลูกมันสําปะหลังแลวประมาณ 2 เดือน รากจะเร่ิมสะสมแปงและมีขนาด
ใหญข้ึนตามอายุเรียกวาหวั ในดินทีมีความอุดมสมบูรณดี มันสําปะหลังที่มีอายุมากกวา 1 ป บาง
พันธุอาจใหหวัน้าํหนักหลายสิบกิโลกรัม  สวนตาง ๆ ของมันสําปะหลังมีกรดไฮโดรไชยานิค (HCN)  
ซึ่งเปนสารที่เปนพษิตอมนษุย และสัตว ใบและเปลือก มีสารนี้มากกวาเนื้อสด เพราะมีกรดไฮโดรไช
ยานิคตํ่ากวา และกอนจะบริโภคควรนํามันสําปะหลังมาปอกเปลือก หมัก เค่ียว ยางปง หรือตม 
กรดไฮโดรไชยานิคจะลดลงจนถึงปริมาณที่รางกายคนเราสามารถเปล่ียนกรดไฮโดรไชยานิคเปน
สารอื่นที่ไมเปนอันตราย (http:/www.matichon.co.tk/ prahachat_detail.php?_ tag=02inv 
8240950 &day=2007-09-24sionid=0203) 
 มันสําปะหลังเปนพืชที่เจริญเติบโตไดดีในที่อุณหภูมิสูง ดังนัน้ประเทศที่ผลิตมนัสําปะหลัง
มากจึงเปนประเทศที่อยูในบริเวณเสนศูนยสูตรระหวางเสนรุงที่  20 องศาเหนือและใต ประเทศที่
ปลูกมากไดแก บราซิล  อินโดนีเซยี  ไนจีเรีย  ไทย และอินเดีย  สําหรับประเทศไทยผลิตมัน
สําปะหลังไดมากเปนอันดับ 5 ของโลก และสามารถปลกูไดทั่วประเทศ แตแหลงปลูกที่สําคัญอยูที่
ภาคตะวันออกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัด ชลบุรี  ระยอง  ปราจีนบุรี  นครราชสีมา 
และชัยภูมิ 
(http:/www.matichon.co.tk/prahachat_detail.php?_tag=02inv08240950&day=2007-09-24 
sionid=0203) 
 มันสําปะหลังสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือ ชนิดหวาน เปนมันสําปะหลังที่ใชเพื่อการ
บริโภค มีปริมาณกรดไฮโดรไชยานิคตํ่า ไมมีรสขม สามารถใชหัวสดไดโดยตรง เชนนําไปนึ่ง เชื่อม 
ทอด ซึ่งไดแกมันสําปะหลังพันธุหานาที พันธุระยอง 2 เปนตน อีกชนิดเปนชนิดขม เปนมัน
สําปะหลังที่มีรสขมไมเหมาะสําหรับการบริโภคของมนุษยหรือใชหัวสดเล้ียงสัตวโดยตรง เนื่องจาก
มีปริมาณไฮโดรไชยานิคสูง มีความเปนพิษตอรางกาย ตองนําไปแปรรูปเปนมันอัดเม็ด หรือมันเสน 
จึงนําไปเล้ียงสัตวได ซึ่งไดแกพันธุระยอง 1,  พันธุระยอง 3, พันธุระยอง 5, พันธุระยอง 60, พันธุ
ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 (http.//www.doa.go.th/pl_data/CASS/1stst/st02.html) 
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 ในประเทศไทยมีการใชมันสําปะหลังเปนอาหารนอยมาก สวนใหญใชแปรรูปทําแปง และ
แปรรูปเปนอาหารสัตวในรูปมันเสน และมันอัดเม็ด สําหรับแปงมันสําปะหลังนั้นมีการผลิตได
ประมาณปละ 400,000 ตัน สงออกประมาณ 200,000 ตัน  บริโภคภายในประเทศประมาณ 
150,000- 200,000 ตัน  สําหรับมันอัดเม็ดหรือมันเสนนั้น มีสัดสวน 70 % ของผลิตภัณฑ  โดยมี
มูลคาสงออกประมาณ 40 % ตลาดที่สําคัญไดแกสหภาพยุโรปและจีน (http.//www.doa.go.th/pl_ 
data/CASS/1stst/st02.html) 
 ปจจุบันไดมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับมันสําปะหลังอยางกวางขวางทั้งเร่ืองของการปรบัปรุง
พันธุ และการเขตกรรม แตสําหรับการรายงานการสํารวจ และรวบรวมวัชพืชในพื้นที่ปลูกมัน
สําปะหลังของประเทศนั้นมีนอยมากและยังไมมีรายงานการสํารวจตามมาตรฐานสากล อีกทั้งไม
ครอบคลุมพื้นที่ปลูกซ่ึงเกษตรกรไดมีการขยายพ้ืนที่ปลูกมันสําปะหลังเพิ่มมากข้ึน  ดังนั้นจึงได
ดําเนินการสํารวจวัชพืชในแหลงปลูกมันสําปะหลังของประเทศเพื่อเปนหลักฐานในการสืบคนขอมลู
ทางดานวัชพืช และเปนขอมูลในการจัดทําบัญชีรายช่ือวัชพืช สงใหกับประเทศคูคาในกรณีสงออก
สมโอ ตามขอตกลงมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช ซึ่งจากการประชุมตกลงวาดวยภาษี
ศุลกากรและการคา (General Agreement On Tariffs and Trade ; GATT)  ต้ังแตป ค.ศ. 2490 
หลายรอบจนถึงรอบอุรุกวัย (Uruguay Round) เปนรอบสุดทายที่ผานมา และไดมีการจัดต้ัง
องคการคาโลก (World Trade Organization : WTO)  ในเดือนกรกฎาคม 2538 ที่ผานมา 
ความสําคัญขอหนึ่งในขอตกลงดานการเกษตรของรอบอุรุกวัยคือการใชมาตรการสุขอนามัยและ
สุขอนามัยพืช (Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures, 
SPS) ซึ่งหลักการของขอตกลงนี้คือ ประเทศสมาชิก GATT หรือ WTO ในปจจุบันมีสิทธิในการ
ปกปองสุขอนามัย และชีวิตของคน สัตว และพืช โดยอยูบนพื้นฐานทางวิทยาศาสตรและพิสูจนได 
แตหามออกกฎระเบียบดังกลาวใหเปนอุปสรรคตอการคา ฉะนั้นจึงจําเปนตองมีกรอบมาตรฐานให
สมาชิกถือปฏิบัติรวมกันซ่ึงกรอบมาตรฐานดังกลาว องคกรระหวางประเทศที่เกี่ยวของและประเทศ
สมาชิกของ GATT/WTO สวนใหญก็เปนสมาชิกอยูดวยแลว ดานสุขอนามัย (santitary) CODEX / 
WTO  เปนองคกรที่รับผิดชอบในการออกมาตรฐาน (standard) แนวปฏิบัติ  (guideline) และ
คําแนะนํา (Recommendation)  ดานสุขอนามัยพืชก็มีกรอบมาตรฐานของ IPPC (Internation 
Plant Protection Convention)  ดังนั้นทุกประเทศสมาชิกสามารถออกกฎระเบียบภายใตกฎหมาย
ของแตละประเทศได แตตองไมเกินกรอบมาตรฐานองคกรที่เกี่ยวของ ปจจุบัน IPPC ไดออก
มาตรฐานดานสุขอนามัยพืชมาแลว 29 มาตรฐานคือ  International Standard for Phytosanitary 
Measures, ISPM no.1 – no.29 ในบรรดามาตรฐานทั้งหมดมีอยูบางมาตรฐานที่แสดงถึง
ความสําคัญในการจัดทําบัญชีรายช่ือศัตรูพืช และการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช คือ มาตรฐานที่ 
2 14 19 และ 21 (https://www.ippc.int/IPP/En/default.jsp) แตกฎเกณฑภายใตการตกลงวาดวย
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การบังคับใชสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชไดระบุชัดเจนวาประเทศสมาชิกมีสิทธิและพันธกรณี
พื้นฐาน (right and obligation)  ในการกําหนดมาตรการสุขอนามัยพืชจากตางประเทศมิใหเขาไป
เปนอันตราย หรือเกิดความเสียหายตอสุขภาพมนุษย สัตว พืช และส่ิงแวดลอม  วิธีการปฏิบัติคือ
ประเทศผูนําเขาสินคาตองมีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยวิธีวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืช (Pest Risk 
Analysis : PRA)  ซึ่งอาจเปนโรคพืช แมลง ไร สัตว ศัตรูพืช หรือวัชพืช ชนิดใดชนิดหนึ่ง ซึ่งอาจติด
มากับสินคาเกษตรที่นําเขา การวิเคราะหความเส่ียงศัตรูพืชของประเทศผูนําเขาจะดําเนินการได 
ตองมีการรองขอบัญชีรายชื่อศัตรูพืช และขอมูลดานศัตรูพืชแตละชนิดของสินคาเกษตรนั้น ๆ ซึ่ง
ประเทศผูสงออกสินคาเกษตรจะตองเปนผูจัดสงบัญชีรายช่ือศัตรูพืช (Pest List : PL) รวมทั้งขอมูล
และข้ันตอนในการผลิตประกอบการขอเปดตลาด (market access)  หากประเทศผูสงออกไมมี
บัญชีรายช่ือศัตรูพืชที่พรอมครบถวนตามความตองการของผูนําเขา ก็จะทําใหไมสามารถวิเคราะห
ความเส่ียงศัตรูพืชได และไมไดรับอนุญาตใหนําเขาสินคาเกษตรนั้น ๆ  ทําเกิดการกีดกันทาง
การคา ดังนั้นจึงควรจัดเตรียมบัญชีรายช่ือของพืชเศรษฐกิจตาง ๆ ที่มีศักยภาพในการสงออกเพิ่ม
เปนการสรางรายไดใหกับประเทศ 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
- แปลงสุม  (Sample Plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
- เลนสขยาย และกลองจุลทรรศนแบบสองตา 
- กลองบันทึกภาพ 
- วัสดุ และอุปกรณในการเกบ็ตัวอยางเชน กรรไกร ถงุพลาสติก เฟรมอัดตัวอยาง 

กระดาษหนังสือพิมพ/กระดาษฟาง กระดาษลูกฟูก และเชือกหรือสายรัด 
- อุปกรณในการบันทึกขอมูล เชน กระดาษ หรือแบบฟอรมในการบันทกึขอมลู 
- เอกสารและตําราประกอบการจําแนกและระบุชื่อพืช 

วิธีการ 
1.  การคนควา และรวบรวมขอมูลวิชาการ 

คนควาเอกสารวิชาการตาง ๆ เกี่ยวกับมนัสําปะหลัง เชน ชนิดและพนัธุของมันสําปะหลัง 
ทางการคา การปลูกและดูแลรักษาดานอารักขาพชื และการแพรระบาดของวัชพืช เปนตน 
2.  การสํารวจ และรวบรวมชนิดวัชพืช 

      แผนการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกมนัสําปะหลังโดยแบงเขตสํารวจตามภาคตาง ๆ ซึง่ได 
แบงตามที่ไดกําหนดในอักขรานุกรมภูมิศาสตรไทยของราชบัณฑิตสภา บัณฑิตสภา เลมที่ 1 ป 
2525 หนา 3-18 (http/www.thaihomaster.com/showinformation.php? TYPE=l&ID=464) คือ 
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ภาคเหนือ : จังหวัดอุตรดิต ที่อําเภอ ทองแสนขัน และอําเภอพิชัย ภาคตะวันตก : จังหวัดตากที่
อําเภอพบพระ และอําเภอวังเจา จังหวัดกาญจนบุรี ที่อําเภอเมือง อําเภอดานมะขามเต้ีย อําเภอ
ไทรโยค และอําเภอทองผาภูมิ จังหวัดเพชรบุรี ที่อําเภอชะอํา  จังหวัดราชบุรีมี่อําเภอเมือง อําเภอ
จอมบึง และอําเภอสวนผ้ึง ภาคกลาง : จังหวัดพิษณุโลกที่อําเภอพรหมพิราม และ อําเภอบานไร 
จังหวัดกําแพงเพชรที่อําเภอโกสัมพีนคร และอําเภอเมือง จังหวัดอุทัยธานีที่อําเภอบานไร และ
อําเภอลานสัก จังหวัดชัยนาทที่อําเภอเนินขาม และจังหวัดสุพรรณบุรีที่อําเภอดานชาง  ภาค
ตะวันออก  :  จังหวัดปราจีนบุรี ที่อําเภอประจันตคาม อําเภอกบินทรบุรี และอําเภอเมือง จังหวัด
สระแกวที่อําเภอเมือง อําเภอวัฒนานคร อําเภอคลองหาด อําเภอวังสมบูรณ อําเภอวังน้ําเย็น 
อําเภอทาตะเกียบ จังหวัดฉะเชิงเทราที่อําเภอสนามชัยเขต อําเภอพนมสารคาม และอําเภอ เขาหิน
ซอน จังหวัดชลบุรีที่อําเภอบางละมุง และอําเภอศรีราชา จังหวัดระยองที่อําเภอแกลง อําเภอวัง
จันทร และอําเภอเมือง จังหวัดจันทบุรีที่อําเภอนายายอาม อําเภอแกงหางแมว อําเภอสอยดาว 
และอําเภอทาใหม และจังหวัดตราดที่อําเภอเขาสมิง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  :  จังหวัด
นครราชสีมาที่อําเภอปากชอง อําเภอสูงเนิน อําเภอปกธงชัย อําเภอหนองบุญมาก อําเภอจักราช 
อําเภอหวยแถลง อําเภอวังน้ําเขียว และอําเภอดานขุนทด จังหวัดบุรีรัมยที่อําเภอกระสัง อําเภอลํา
ปลายมาศ จังหวัดศรีสะเกษ ที่อําเภอกันทรารมย จังหวัดอุบลราชธานีที่อําเภอสวางวีระวงศ อําเภอ
พิบูลยมังสาหาร  อําเภอ โขงเจียม อําเภอสิรินธร อําเภอบุญฑริก และอําเภอเดชอุดม จังหวัดยโสธร 
ที่อําเภอเลิงนกยาง และอําเภอกุดชุม จังหวัดชัยภูมิที่อําเภอเมือง และอําเภอจัตุรัส จังหวัด
มหาสารคามที่อําเภอบรบือ จังหวัดขอนแกนที่อําเภอบานไผ จังหวัดมุกดาหารที่อําเภอเมือง 
จังหวัดนครพนม ที่อําเภอธาตุพนม และอําเภอทาอุเทน จังหวัดเลยที่อําเภอหนองหัน อําเภอเชียง
คาน อําเภอเมือง และอําเภอปากชม และ จังหวัดหนองคายที่อําเภอสังคม 
 วิธีสุมตัวอยางวัชพืชในการสํารวจนัน้ใชแปลงสุม (sample plot) ขนาด 0.5 x 0.5 เมตร 
วางแปลงสุมโดยวิธี Unrestricted sampling method (Anonymous, 1982)  ทําการสุม 4 จุดตอ
หนึง่แปลง บันทกึจํานวนชนิด นบัปริมาณวัชพืชแตละชนิด และหาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ เก็บ
ตัวอยางวัชพืชที่สมบูรณ คือมีสวนของราก ตน ใบ และดอก อัดไวในแผงไม เพือ่นํามาตากแหง  
รวมถึงการเกบ็เมล็ดที่สมบูรณ และเกบ็รักษาไวที่หองเก็บตัวอยางพรรณไม เพือ่ใชในการศึกษา 
และเปนแหลงสืบคนขอมูลตอไป สวนการวิเคราะหลักษณะเชิงปริมาณ (Quantitative 
characteristic)  ของวัชพืชที่สํารวจพบในแปลงเพื่อจัดลําดับวัชพืชเดน (dominant species) และ
วัชพืชรอง (co-dominant species)  นั้นไดอาศัยคาของ sum dominance ratio  ซึ่งคํานวณไดจาก
คา relative density และคา relative frequency จากสมการดังตอไปนี ้
 Relative density (RD)  = Density for a species x 100 
      Total density for all species 
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 Relative frequency (RF) = Frequency value for a species x 100 
      Total frequency value for all species 
 Sum dominant ratio (SDR) = RD  +  RF 
                         2 

 การจําแนกวชัพืช  (classification)  และการระบุชื่อวทิยาศาสตร (identification)  นัน้ได
อาศัยความชํานาญและประสบการณของนักวชิาการและเอกสารวชิาการดังตอไปนี ้
1. นิรนาม.  2545.  วัชพืชสามัญภาคกลาง.  สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย.  หาง 

     หุนสวนจํากัด ฟนนีพ่ับลิชชิ่ง กรุงเทพมหานคร, 10900. 135 หนา. 
2. ปทมา  แซล้ิม และ อภิรักษ  สุขสัย.  2543.  ดอกหญา เลม 1.  กรุงเทพมหานคร.  บริษทั 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 95 หนา. 
3. ปทมา  แซล้ี  และ  อภิรักษ  สุขสัย.  2544.  ดอกหญา เลม 2.  กรุงเทพมหานคร. บริษัท 
          อมรินทร พร้ินต้ิงแอนดพับลิชชิ่ง จํากัด. 94 หนา. 
4. อําไพ  ยงบุญเกิด  สกล  สุธีสร และ  จเร  สดากร.  วัชพืชในสวนยางพารา.  เอกสารวิชาการ 

สมาคมวทิยาการวัชพืชแหงประเทศไทย หมายเลข 3.  171 หนา. 
5.  Anonymous. 1997. Weeds in the Tropics. Sanbi Printing Co.Ltd.Tokyo. Japan. 304 pp. 
6. Haffiger. E. and H. Scholz.  1980.  Grass Weeds  1. CIBA – GEIGY Ltd., Basle, 

Swizerland.  142 pp. 
7.  Haffiger. E.  and  H. Scholz.  1981.    Grass  Weeds     2.  CIBA – GEIGY  Ltd.,   Basle, 
            Swizerland.  137pp. 
8.  Haselwood, E.L.,  G.G. Motter and R.T. Hirano.  1983.  Handbook of Hawiian Weeds. 

2nd  Ed. Honolulu : Harold L. Lyon Aboretum. 490 pp. 
9.  Moody,  K.,C.E. Munroe,  R.T.  Lubigan and  E.C. Paller, Jr. 1984.  Major Weeds of 

Philippines.  Laguna : Weed Science Society of the Philippines. 328 pp. 
10.  Noda. K. M. Teerawatsakul. C. Prakongvongs  and  L. Chaiwiratnukul. 1994.  Major 

Weeds in Thailand.  Mass Medias Co. Ltd. Bangkok.  Thailand.  164 pp. 
11.  R. Tavatchai and J.F.  Maxwell.  1994.  Weeds of Soybean Fields in Thailand.  

Multiple Cropping Center.  Faculty of Agriculture.  Chiang Mai University.  Chiang 
Mai Thailand. 408 pp. 
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เวลาและสถานที ่
 ระยะเวลาในการดําเนนิงาน ต้ังแตสืบคนขอมูล วางแผนการสาํรวจ และสํารวจวชัพืชใน
พื้นที่ปลูกมนัสําปะหลัง และรวบรวมตัวอยางวัชพชื ไดดําเนินการต้ังแตเดือนมกราคม 2551 ถึง
เดือน สิงหาคม  2552 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 

 มันสําปะหลังเปนพืชที่ปลูกงาย ขายคลอง มีราคาดี และมีโรคแมลงศัตรูนอย  นอกจากนี ้
ยังมีลักษณะเดนอีกหลายอยางคือ สามารถข้ึนไดในดินที่มีความอุดมสมบูรณตํ่า และยังเปนพืชทน
แลงไดดี หลังจากมนัสําปะหลังต้ังตัวแลว แมจะไมมีฝนตกตํ่าติดตอกันระยะยาวนานเปนเดือนมนั
สําปะหลังก็ไมตาย พอไดฝนก็จะใชแปงทีห่ัวมาสรางยอดและไปเจริญเติบโตตอไป ดวยคุณสมบัติ
ดังกลาวขางตนกสิกรในประเทศไทยจึงนิยมปลูก ประกอบกับปจจุบันมันสําปะหลังเปนหนึ่งในพชื
พลังงานทีน่ํามาเปนวัสดุในการผลิตเอทานอล ทําใหกสิกรนิยมปลูกมันสําปะหลังอยางแพรหลาย
เพิ่มมากข้ึน จงึพบวากสิกรไดปลูกมันสําปะหลังในพืน้ทีลุ่ม และทีว่างเปลาทัว่ๆไป 
 พันธุมันสําปะหลังที่ปลูกในประเทศไทยมีอยู 3 พนัธุคือ พนัธุที่ใชหวัเปนอาหาร เรียกวา
พันธุหานาที มีกรดไฮโดรไซยานกิ ในหวัตํ่า เมื่อตมแลวเนื้อจะซุย นุมไมขม  สังเกตไดที่กานใบมสีี
แดงเขม พนัธุที่ใชหวัในอุตสาหกรรม พนัธุนี้ปลูกเปนจํานวนมากนบัลาน ๆ ไร เปนพันธุที่มีปริมาณ
แปงในหวัมาก และมีกรดไฮโดรไซยานิกสูง กานใบมสีีเขียวออนปนแดง และอีกพันธุใชเปนไม
ประดับเรียกมนัดาง 
 การปลูกมนัสําปะหลังนั้น กสิกรจะใชทอนพนัธุมนัสําปะหลังโดยใชลําตนมนัสําปะหลังตัด
เปนทอนยาวประมาณ 25 เซนติเมตร เลือกใชทอนพนัธุจากสวนกลาง และสวนโคนของลําตนและ
สวนโคนของลําตน ระยะปลูกใชระยะระหวางแถว 1 เมตร ระยะระหวางตน 0.7 – 1 เมตร โดยใช
ทอนพันธุปกลงไปบนดินโดยปกเอียงประมาณ 45 องศา 
 ฤดูปลูกมันสําปะหลังในบานเรา สามารถปลูกไดตลอดป กสิกรในแถบจังหวัดชลบุรี ระยอง 
และนครราชสีมา ปลุกมันสําปะหลังตลอดป แตจังหวัดอ่ืน ๆ ปลูกมากในเดือนเมษายน และ
พฤษภาคม  ตามผลการทดลองของกรมวิชาการเกษตร พบวาการปลูกมนัสําปะหลังในเดือน
มิถุนายนถงึกรกฎาคมจะใหผลผลิตสูง (http://kanchanapisek.on.th/kp6/BOOK5/chapter4/t5-
4-12,htm#sect4) 
 วัชพืชเปนปญหาหนึง่ทีจ่ะทาํใหผลผลิตของมันสําปะหลังลดลงได 20 – 90 เปอรเซ็นต และ
ระยะทีว่ัชพชืจะรบกวนมากที่สุดคือระยะที่มันยังเล็กอายุประมาณ 1-2 เดือน มีรายงานวัชพชืที่
สําคัญไดแก หญาขจรจบดอกเล็ก หญาขจรจบดอกใหญ หญาตีนติด หญาตีนกา หญาตีนนก หญา
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ปากควาย หญานกสีชมพ ูหญาแพรก หญายาง ผักโขมหิน ผักเบ้ียหนิ เถาจิงจอ และ หญาแหวหม ู
(นิรนาม, 2547) 
 การสํารวจวัชพืชในมันสําปะหลังคร้ังนี้ไดเลือกแปลงปลูกที่มนัสําปะหลังอายุตาง ๆ เชน 
ต้ังแตเร่ิมปลูกทอนพันธุอายปุระมาณ 1-2 เดือน และชวงที่มนัสําปะหลังโตคลุมพืน้ที่อายปุระมาณ 
4-5 เดือน รวมถึงระยะกอนเก็บเกี่ยวคือ 6-12 เดือน 
 วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงมันสําปะหลังนัน้มีความแตกตางกนัไปในแตละทองที่ตาม
ฤดูกาล ขนาดของตนและการดูแลจัดการของกสิกรเจาของแปลง กลาวคือในฤดูแลงจะพบวัชพชื
นอยมากทั้งชนิดและปริมาณ นอกจากนี้ขนาดและอายุของตนมันสําปะหลังก็มีผลตอชนิดและ
ปริมาณวัชพืชเชนกนัคือแปลงที่ตนมันสําปะหลังเจริญเติบโตและมีรมเงาคลุมพื้นที ่ โดยเฉพาะ
แปลงที่กสิกรมีการดูแลจัดการวัชพืชสม่าํเสมอจะพบวัชพืชนอยมากบางแปลงอาจไมพบวัชพืชเลย 
แตตรงกันขามแปลงที่กสิกรไมไดจัดการวัชพืชหรือมกีารดูแลจัดการทีดี่วัชพืชจะข้ึนรกมาก 
 จากการสํารวจวัชพืชในแปลงปลูกมนัสําปะหลังตามพืน้ทีท่ี่ไดกําหนดในแผนดังกลาว
ขางตน พบวัชพืชทัง้หมด 103 ชนิด สามารถจําแนกได 32 วงศ (family) 80  สกุล (genus)  และ
103 พันธุ  (species)  ทําการวิเคราะหขอมูลโดยหาคา RD RF และ SDR ของวัชพืชแตละชนิด 
เพื่อนาํมาเปนตัวกําหนดในการจัดแบงกลุมวัชพชืตามปริมาณ และความถ่ีทีพ่บวัชพืชแตละชนิดใน
แปลงสํารวจ เพื่อใหเหน็รายละเอียดของการกระจายตัวและปริมาณของวัชพืชรายชนิดในแปลง
ปลูกมันสําปะหลัง  และจากขอมูลตามตารางที ่1 สามารถแบงกลุมวัชพืชได 4 กลุมดังนี ้
 กลุมที ่ 1 เปนกลุมวัชพชืเดนในการสํารวจคร้ังนีพ้บเพยีง 1 ชนิด หรือ พันธุ(species) คือ
หญาสาบ มีคา  SDR สูงสุด คือ 20.2 เปอรเซ็นต ซึง่เปนคาที่สูงกวาวัชพืชในลําดับรองมาก ทั้งนี้
เนื่องจาก หญาสาบสามารถเจริญเติบโตไดตลอดป ผลิตเมล็ดไดจํานวนมาก และเมล็ดงอกไดดี 
ดังนัน้บางจุดสํารวจจึงพบตนออนของหญาสาบจํานวนมากกวารอยตนตอแปลงสํารวจ  
 กลุมที ่ 2  เปนกลุมวัชพชืทีพ่บในลําดับรองพบวัชพืช 8 ชนิด/พนัธุ (species)  ไดแก หญา
ตีนนก หญาแหวหม ูแมงลักคา กระดุมขน หญาปากควาย ตีนตุกแก หญาขน และ เทียนนา มีคา 
SDR 8.4,  7.2, 5.5, 3.8, 3.7, 3.5, 3.2, และ 3.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ วัชพืชในกลุมนี้จัดเปน
วัชพืชสามัญทีพ่บเหน็ทั่วไป 
 กลุมที่ 3  เปนกลุมวัชพชืทีพ่บระดับปานกลาง มีจํานวนชนิดวัชพืชจากการสํารวจมากกวา
วัชพชืในกลุมที่ 2คือพบทัง้หมด  14 ชนิด/พนัธุ  ไดแก โสนดอน ลูกใตใบ หญายาง ไมยราบ 
สาบแรงสาบกา กระดุมใบใหญ หนวดปลาดุก สรอยนกเขา หญานกสีชมพ ูกระตายจาม สาบเสือ 
หญาไขเหา ตดหมูตดหมา หญาทาพระ มีคา SDR 1.0 – 2.6 เปอรเซ็นต  
 กลุมที ่ 4  เปนกลุมวัชพชืที่พบระดับนอย เปนกลุมวัชพืชที่พบปริมาณนอย และไมพบ
บอยคร้ังจากการสํารวจ พบวาวชัพืชในกลุมนี้มีจาํนวนชนิดวัชพืชมากที่สุดคือ 80 ชนิด/พนัธุ ที่มีคา 
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SDRตํ่ากวา 1.0 เปอรเซ็นต ไดแก ปอวัชพชื ถั่วลิสงนา หญาตีนกา หญาละออง น้ํานมราชสีห หญา
ชันกาด หญากาบหอย ไมยราบเลื้อย สะอึก หญานมหนอน ผักแครด พันงูเขียว หญาแพรก ผัก
ปลาบนา หญาหนวดแมว (กก) ตอยต่ิง ผักขม หญาขจรจบดอกเล็ก  ครอบฟนสี ผักเบ้ียใหญ 
ขยุมตีนหมา หญาคา กินกุงนอย กระดุมใบเล็ก กกดอกตุม หญาไมกวาด ผักเส้ียนผี  กระถนิทุง ผัก
ขมหนาม หญาขจรจบดอกเหลือง  เงี่ยงปา ผักเส้ียน (ดอกชมพู) กะทกรก พะดอเงียว กกทราย 
หนาดเหล่ียม หญาดอกชมพ ูหญาหวาย ถั่วผี ผักขมหนิ หญานิ้วหน ูหญาดอกขาว หญากาํมะหยี ่
สมกบ กกสามเหล่ียม กะเม็ง หญาขน ผักบุง ผักปลาบ มะหิง่เมน หญาคอออน เฟน หวยชินสีห 
หญาไมกวาดใบใหญ หนาดนอย (ดอกเหลือง) หญาเจาชู ตําแย โคกกระสุน ผักเส้ียน(ดอกขาว) กก
สามเหล่ียมใหญ โทงเทง ผักปลาบ กกสามเหล่ียมเล็ก คอนกลอง กก จอลอ จิงจอ ผักเบ้ียหิน หญา
ตอแหล หญาไผ หญารังนก กนิกุงหลวง ทหารกลา ทหารกลาขน บานเทีย่ง หญาขจรจบดอกใหญ 
และหญาสะกาดน้ําเค็ม มีคา SDR ตํ่ากวา 1.0 เปอรเซน็ต 
 วัชพืชที่สํารวจพบในแปลงมันสําปะหลังดังกลาวขางตนสามารถจัดแบงออกตามลักษณะ
และขนาดของใบเพ่ือความเหมาะสมในการเลือกใชสารกําจัดวัชพืชใหมีประสิทธิภาพคือ แบงเปน
วัชพืชใบกวาง (B)  68 ชนิด    เปนวัชพืชทีม่ีขนาดของใบกวางและรูปรางของใบหลายแบบ เชน รูป
ไข และรูปทรงกลม เปนตน ประกอบดวยวัชพืชที่จัดอยูในวงศตาง ๆ คือ Asteraceae Laminaceae 
Rubiaceae Onagraceae Papilionaceae Euphorbiaceae Mimosoideae Aizoaceae 
Scrophulariaceae 
Tiliaceae Convolvulaceae Verbenaceae Commelinaceae Acanthaceae Malvaceae 
Portulacaceae 
Capparidaceae Xyridaceae Passifloraceae Sterculiaceae Nyctaginaceae Oxalidaceae 
Lythraceae 
Urticaceae Zygophyllaceae และ  Solanaceae  และเปนวัชพืชวัชพืชใบแคบ(N) ที่มีขนาดของ
ใบแคบเรียวยาวมีสวนของใบและกาบใบ มีขอและปลอง การเรียงของใบเปน 2 แถว มีจาํนวน 25  
ชนิด  จัดอยูในวงศ Poaceae ทั้งหมด และวัชพชืพวกกก (S) เปนวัชพืชทีม่ีขนาดของใบแคบเรียว
ยาวคลายพวกใบแคบ แตไมมีขอและปลอง มกีารเรียงของใบเปน 3 แถว จัดอยูในวงศ 
Cyperaceae       ทั้งหมดเชนกนั มีจาํนวน  10 ชนิด  และเฟน (F) 1 ชนิด (ตารางที ่1) 
 จากการสํารวจสามารถสรุปวัชพืชในพ้ืนทีห่รือแปลงปลูกมันสําปะหลังแยกตามภาคตาง ๆ 
ไดดังนี้ 
 ภาคเหนือ  :  มีพื้นที่ปลูกมันสําปะหลังนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกบัภาคอ่ืน ๆ ไดทําการ
สํารวจวัชพืชในแปลงมันสําปะหลังเพยีงจงัหวัดเดียวคือ จังหวัดอุตรดิต พบวัชพืชทัง้หมด 7 ชนดิ 
ไดแก หญาตีนนก  หญาปากควาย  สรอยนกเขา  สาบเสือ  แมงลักคา  ลูกใตใบ  และหญาสาบ 
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 ภาคตะวันตก  :  มีพื้นทีป่ลูกมันสําปะหลังในหลายจังหวัด จากการสํารวจวัชพืชในพืน้ที่
ดังกลาว พบวชัพืช 56 ชนิด ไดแก กกทราย  กระดุมขน  กระดุมใบใหญ  กระทกรก  กะเม็ง  หญา
ขจรจบดอกเล็ก  ขยุมตีนหมา  ครอบฟนสี  โคกกระสุน  เงีย่งปา  ตดหมูตดหมา  ตีนตุกแก  ถัว่ผี  
เทียนนา  น้าํนมราชสีห  ปอวัชพืช  ผักขมหนาม  ผักขมหิน  ผักแครด  ผักเบ้ียหนิ  ผักเบ้ียใหญ  ผัก
ปลาบ  ผักปลาบ  พะดอเงียว  ฟนงูเขียว  แมงลักคา  ไมยราบเล้ือย  ลูกใตใบ  สรอยนกเขา  สะอึก  
สาบแรงสาบกา  สาบเสือ  โสนดอน  หญากํามะหยี่  หญาขน  หญาคอออน  หญาดอกขาว  หญา
ดอกชมพ ู  หญาตีนติด  หญาตีนนก   หญาตีนกา  หญาทาพระ  หญานกสีชมพู  หญานมหนอน  
หญาปากควาย  หญาแพรก  หญายาง  หญาสาบ  หญาหนวดปลา  หญาหวาย  หนวดปลาดุก  
หนาดนอย  หนาดเหล่ียม  แหวหมู    ทหารกลา และ Galingsoga parviflora  . 
 ภาคกลาง  :  มีพื้นที่ปลูกมันสําปะหลังในหลายจังหวดัเชนกนั ไดทาํการสํารวจพบวัชพืช
ในแปลงปลูกมันสําปะหลังทั้งหมด 33 ชนิด คือ กระดุมขน  กระตายจาม  หญาขจรจบดอกเหลือง  
เงี่ยงปา  เซงใบมน  ตดหมตูดหมา  ตีนตุกแก  ถัว่ผี  ถัว่ลิสงนา  เทียนนา  น้ํานมราชสีห  ผักปลาบ
นา  แมงลักคา  ไมยราบเล้ือย  ลูกใตใบ  สรอยนกเขา  สะอึก  สาบแรงสาบกา  สาบเสือ  โสนดอน  
หญาไขเหา  หญาคา  หญาตีนกา  หญาตีนติด  หญาตีนนก  หญานมหนอน  หญาไผ  หญาปาก
ควาย  หญายาง  หญาสาบ  แหวหม ูและ  Conyza sumatrensis 

ภาคตะวันออก  :  จัดเปนภาคหนึ่งที่มกีารปลูกมนัสําปะหลังอยางแพรหลายและจากการ
สํารวจวัชพืชจงึพบวามวีัชพชืมากถึง 69 ชนิด ไดแก  กกดอกตุม  กกทราย  กกสามเหล่ียม  กินกุง
นอย  กนิกุงหลวง  กระดุมขน  กระดุมใบเล็ก  กระดุมใบใหญ กระตายจาม  กระถ่ินทุง  หญา
ขจรจบดอกเล็ก  หญาขจรจบดอกใหญ  หญาขจรจบดอกเหลือง  คอนกลอง  ครอบฟนสี  เงีย่งปา    
จิงจอ  ขยุมตีนหมา  เซงใบมน  ตดหมูตดหมา  ตอยต่ิง  ตีนตุกแก    ถัว่ลิสงนา  ถั่วผี  เทียนนา  
น้ํานมราชสีห  ปอวัชพืช  ผักขม  ผักขมหนิ  ผักแครด  ผักบุง  ผักปลาบ  ผักปลาบ  ผักเส้ียน(ดอก
ชมพ)ู  ผักเส้ียนผี  เฟน (Lygodium sp)  มะหิง่เมน  แมงลักคา  ไมยราบ  ไมยราบเครือ  ลูกใตใบ  
สรอยนกเขา  สะอึก  สาบแรงสาบกา  สาบเสือ  โสนดอน  หวยชินสีห  หญากาบหอย  หญาไขเหา  
หญาโขยง  หญาคา  หญาชันกาด  หญาดอกขาว  หญาตีนกา  หญาตีนติด  หญาตีนนก  หญานก
สีชมพู หญานมหนอน  หญาฟนหนู  หญาปากควาย  หญาแพรก  หญาไมกวาด  หญายาง  หญา
ละออง  หญาสาบ  หญาหนวดแมว  หนวดปลาดุก  แหวหม ู และ Panicum  maximum   

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  : เปนภาคที่มีการปลูกมนัสําปะหลังมากที่สุดในปพ.ศ.  2552
มีพื้นที่ปลูกมนัสําปะหลังมากถงึ 7.7 พนัไร  (http:/as.doa.go.th/fieldcrops/cas/oth/001.pdf ) 
จากการสํารวจวัชพืชในแปลงมันสําปะหลังพบวัชพืชทัง้หมด 76 ชนดิ  ไดแก  กก  กกดอกตุม  กก
สามเหล่ียมเล็ก  กกสามเหล่ียมใหญ  กระดุมขน  กระดุมใบเล็ก  กระดุมใบใหญ  กระตายจาม  
กะทกรก  กะเม็ง  กนิกุงนอย  หญาขจรจบดอกใหญ  หญาขจรจบดอกเล็ก  หญาขจรจบดอกเหลือง  
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ขยุมตีนหมา  ครอบฟนสี  เงีย่งปา  หญาสะกาดน้ําเค็ม  เซงใบยาว ตําแย  ตีนตุกแก    ถั่วลิสงนา  
เทียนนา  โทงเทง  น้ํานมราชสีห  ปอกระเจา  ปอวัชพืช  ผักขม  ผักขมหนาม  ผักแครด  
ผักเบ้ียใหญ  ผักปลาบน  ผักปลาบ ผักเส้ียนผี  ฟนงูเขียว  พะคอเงียว  แมงลักคา  มะหิง่เมน  
ไมยราบ  ไมยราบเครือ  ลูกใตใบ  สมกบ  สรอยนกเขา  สาบแรงสาบกา  สาบเสือ  สะอึก  โสนดอน  
หญากาบหอย  หญาไขเหา  หญาโขยง  หญาคา  หญาเจาชู  หญาชันกาด  หญาดอกชมพ ู  หญา
ตอแหล  หญาตีนกา  หญาตีนติด  หญาตีนนก  หญาทาพระ  หญานกสีชมพ ู  หญานมหนอน  
หญาปากควาย  หญาแพรก  หญามาเลเซีย  หญาไมกวาด  หญายาง  หญารังนก  หญาละออง  
หญาสาบ  หญาหนวดแมว (กก)  หญาหวาย  หนวดปลาดุก  แหวหม ู  หญาล้ินง ู  Conyza 
sumatrensis   และCyanotis axillaris 

จากการจัดลําดับวัชพืช และสรุปไดวาพบวชัพืชเดน 1 ชนิด   และวัชพชืลําดับรอง 8   ชนิด 
ตามที่ไดกลาวแลวในขางตน แสดงใหเหน็วาวชัพืชในกลุมวัชพชืเดนและวัชพชืรองทัง้  9  ชนิด
ดังกลาว  เปนวัชพืชที่พบในปริมาณมากคือมีความหนาแนนของจํานวนตนตอตารางเมตรสูง 
นอกจากนีย้ังสํารวจพบบอยคร้ัง หรือมีความถี่ในการสาํรวจพบสูงกวาวัชพืชชนิดอ่ืน ๆ  จึงจัดเปน
กลุมวัชพืชที่เปนปญหาและระบาดรุนแรงมากกวาวชัพชือ่ืน ๆ ในกลุมที่สํารวจพบ 

ขอมูลจากการสํารวจวัชพืชในพ้ืนทีห่รือแปลงปลูกมนัสําปะหลังในคร้ังนี้สามารถนําไป
จัดทําเปนบัญชีรายช่ือวัชพืชในมนัสําปะหลังเพื่อเตรียมเสนอตอประเทศคูคาในกรณีที่มีการรองขอ 
หรือมีการเปดตลาดระหวางประเทศแหลงใหม นอกจากขอมูลรายช่ือวัชพืชที่ไดจากการสํารวจแลว 
ยังไดตัวอยางตนวัชพืชเพื่อจัดทําเปนตัวอยางพรรณไมแหง และไดรวบรวมเมล็ดวัชพืชที่สมบูรณ
นํามาตากแหงบรรจุไวในขวดแกว และบันทึกขอมูลตาง ๆ เชน ชื่อวทิยาศาสตร ชื่อทองถิ่น สถานที ่
และวันเวลาทีท่ําการเก็บเมล็ดติดไวที่ขางขวด ตามมาตรฐานสากล เพื่อใชสําหรับเทียบเคียงหาช่ือ
เมล็ดในกรณีที่มีเมล็ดปนเปอนมากับสินคาการเกษตร ทั้งผลผลิตการเกษตรทีน่ําเขาและสงออก
รวมถึงสินคาอุตสาหกรรม ดังเชนกรณีรถยนตที่มีเมล็ดวชัพืชติดกับตัวถังและลอรถยนตที่สงออกไป
ยังประเทศออสเตรเลีย หรือเมล็ดที่พบในกระเพาะของนก เปนตน 

สรุปผลการศกึษาและคําแนะนํา 

1.  การสํารวจวัชพืชในพ้ืนที่ปลูกมนัสําปะหลังตามภาคตาง ๆ คือ ภาคเหนือ ภาคตะวันตก ภาค    
กลาง ภาคตะวันออก และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบวัชพืชทั้งหมด  103 ชนิด  (species)  
จัดจําแนกได   32 วงศ  (family)  80 สกุล  (genus)  สามารถเปนขอมูลในการจัดทําบัญชี
รายช่ือวัชพืชทีเ่ปนปจจุบันตามหลักสากล เพื่อจัดสงใหประเทศคูคาในการสงออกมันสําปะหลัง
หรือในกรณีทีข่อเปดตลาดใหม 
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2.  วชัพืชเดนจากการสํารวจในคร้ังนี ้มี 1 ชนิด คือหญาสาบ วัชพชืลําดับรองมี  8 ชนิด คือ หญา
ตีนนก  หญาแหวหม,ู แมงลักคา กระดุมขน หญาปากควาย ตีนตุกแก หญาขน และ เทยีนนา 

3. จากการสํารวจวัชพืชในคร้ังนี้จําแนกเปนวัชพืชใบกวางได 68  ชนดิ วัชพืชใบแคบ  25  ชนดิ  
วัชพืชกก   10   ชนิด และเฟน 1 ชนิด การจําแนกวัชพชืตามรูปรางและลักษณะของใบนัน้ จะ
เปนประโยชนตอการเลือกใชสารกําจัดวัชพืชใหมีประสิทธิภาพ เนือ่งจากสารกาํจัดวัชพืชบาง
ชนิด มีคุณสมบัติกําจัดวัชพืชแตกตางกนั เชน สารกาํจัดวัชพืชบางชนิดจะเลือกทาํลายเฉพาะ
พืชใบกวาง บางชนิดเลือกทาํลายเฉพาะพืชใบแคบเปนตน  

4.   ไดภาพวัชพืชเพื่อเตรียมจัดพิมพเปนคูมือการจําแนกวัชพืช 
5. ไดเมล็ดวัชพืชเพื่อใชเปนหลักฐานในการเทียบเคียงหาช่ือชนิดวัชพืช และใชในงานวิจยัดาน
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ตารางที่ 1  คา Relative density (RD), Relative frequency (RF) และ Sum Dominance Ratio (SDR) ของวัชพืชในพื้นที่ปลูกมันสําปะหลัง 

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

1 หญาสาบ Chromolaena sp. Asteraceae B 29.1 11.3 20.2 

2 หญาตีนนก Digitaria ciliaris (Resz.) Koel. Poaceae N 7.5 9.3 8.4 

3 แหวหมู Cyperus rotundus L. Cyperaceae S 8.9 5.6 7.2 

4 แมงลักคา Hyptis sauveolens Point. Laminaceae B 8.7 2.4 5.5 

5 กระดุมขน Mitracapus vilosus (SW.)DC. Rubiaceae B 4.1 3.6 3.8 
6 หญาปากควาย Dactyloctenium aegyptium(L.)P.B. Poaceae N 2.5 5.0 3.7 

7 ตีนตุกแก Tridax procumbens L. Asteraceae B 3.0 4.0 3.5 

8 หญาตีนติด Brachiaria reptans (L.)Gard.&Hubb. Poaceae N 2.8 3.5 3.2 

9 เทียนนา Ludwigia hyssopifolia (G.don.) Excell.  Onagraceae B 3.2 2.9 3.1 

10 โสนดอน Aeschynomene americana L. Papilionaceae B 1.7 3.5 2.6 

11 ลูกใตใบ Phyllanthus amarus Schum.&Th. Euphorbiaceae B 1.7 2.9 2.3 

12 หญายาง Euphorbia heterophylla L. Euphorbiaceae B 2.3 2.2 2.3 

13 ไมยราบ Mimosa pudica L.  Mimosoideae B 1.4 2.8 2.1 

14 สาบแรงสาบกา Ageratum conyzoides L. Asteraceae B 2.4 1.4 1.9 
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 1363 

ตารางที ่1  (ตอ)  

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

15 กระดุมใบใหญ Borreria latifolia (aubl.)Schum Rubiaceae B 1.7 2.0 1.9 

16 หนวดปลาดุก Fimbristylis miliacea (L.)Vahl Cyperaceae S 1.4 1.6 1.5 

17 สรอยนกเขา Mollugo penthaphylla L. Aizoaceae B 1.3 1.5 1.4 

18 หญานกสีชมพู Echinochloa colona (L.)Link. Poaceae N 1.0 1.7 1.3 

19 กระตายจาม Scoparia dulcis L. Scrophulariaceae B 1.0 1.5 1.3 

20 สาบเสอื Chromolaena odoratum (L.)R.M.King& Asteraceae B 0.7 1.8 1.2 

21 หญาไขเหา Eragrostis sp. Poaceae S 1.6 0.6 1.1 

22 ตดหมูตดหมา Paederia linearis Hook.f. Rubiaceae B 0.4 1.7 1.0 

23 หญาทาพระ Richadia scabra L. Rubiaceae B 1.0 1.0 1.0 

24 ปอวัชพืช Corchorus olitorius L. Tiliaceae B 0.5 1.2 0.8 

25 ถั่วลิสงนา Alysicarpus vaginalis (L.)DC. Papilionoideae B 0.4 1.1 0.7 

26 หญาตีนกา Eleusine indica L. Gaertn. Poaceae N 0.4 1.1 0.7 

27 หญาละออง Vernonia cinerea(L.)Less. Asteraceae B 0.4 1.1 0.7 

28 น้ํานมราชสีห Euphorbia hirta L. Euphorbiaceae B 0.3 1.1 0.7 
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ตารางที ่1  (ตอ)  

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

29 หญาชันกาด Panicum repen L. Poaceae N 0.6 0.8 0.7 

30 หญากาบหอย Lindernia crustacia(L.)F.V.M. Scrophulariaceae B 0.6 0.7 0.7 

31 ไมยราบเลื้อย Mimosa invisa Mart.  Mimosoideae B 0.3 1.0 0.7 

32 สะอึก Ipomoea gracilis R.H. Convolvulaceae B 0.2 1.0 0.6 

33 หญานมหนอน Paspalum conjugatum Berg. Poaceae N 0.4 0.7 0.6 

34 ผักแครด Synedrella nodriflora (L.)Gaertn. Asteraceae B 0.4 0.7 0.6 

35 พันงูเขียว Stachytarpheta indica(L.)Vahl Verbenaceae B 0.6 0.4 0.5 

36 หญาแพรก Cynodon dactylon (L.)Pers. Poaceae N 0.3 0.7 0.5 

37 ผักปลาบนา Cyanotis axillaris Roem.&Schult. Commelinaceae B 0.2 0.7 0.5 

38 หญาหนวดแมว (กก) Bulbostylis barbata (Rottb.)C.B.Clark. Cyperaceae S 0.3 0.7 0.5 

39 ตอยติ่ง Ruellia tuberosa L. Acanthaceae B 0.4 0.6 0.5 

40 ผักขม Amaranthus viridis L. Amaranthaceae B 0.3 0.6 0.4 

41 หญาขจรจบดอกเล็ก Pennicetum polystachyon (L.)Schut. Poaceae N 0.3 0.6 0.4 

42 ครอบฟนสี Abutilon indicum (L.)Sweet. Malvaceae B 0.2 0.6 0.4 
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ตารางที ่1  (ตอ)  

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

43 ผักเบีย้ใหญ Portulaca oleracea L. Portulacaceae B 0.2 0.6 0.4 

44 ขยุมตีนหมา Ipomoea pes-tigridis L. Convolvulaceae B 0.1 0.6 0.4 

45 หญาคา Imperata cylindrica (L.) Beauv. Poaceae N 0.2 0.5 0.3 

46 กินกุงนอย Murdannia nudriflora (L.) Brenan Commelinaceae B 0.2 0.5 0.3 

47 กระดุมใบเล็ก Borreria laevis(Lamk.)Griseb. Rubiaceae B 0.3 0.4 0.3 

48 กกดอกตุม Cyperus kyllingia Endl.  Cyperaceae S 0.2 0.4 0.3 

49 หญาไมกวาด Sida acuta Burm.f. Malvaceae B 0.1 0.5 0.3 

50 ผักเสี้ยนผ ี Cleome viscosa L. Capparidaceae B 0.2 0.4 0.3 

51 กระถินทุง Xyris indica L. Xyridaceae B 0.3 0.2 0.3 

52 ผักขมหนาม Amaranthus spinosus L. Amaranthaceae B 0.2 0.4 0.3 

53 หญาขจรจบดอกเหลือง Pennicetum setosum (Swz.)L.C.Rich. Poaceae N 0.1 0.4 0.2 

54 เงี่ยงปา Lindernia ciliata (Colsm)Penn. Scrophulariaceae B 0.1 0.4 0.2 

55 ผักเสี้ยน (ดอกชมพู) Cleome rutidospema DC. Capparidaceae B 0.1 0.4 0.2 

56 กะทกรก Passiflora foetida L. Passifloraceae B 0.1 0.4 0.2 
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ตารางที ่1  (ตอ)  

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

57 หญาโขยง Rottboellia exaltata L.f. Poaceae N 0.1 0.3 0.2 

58 พะดอเงียว Dicanthium annulatum (Forssk.)Stapf. Poaceae N 0.1 0.3 0.2 

59 กกทราย Cyperus iria L. Cyperaceae S 0.1 0.3 0.2 

60 หนาดเหลี่ยม Laggera pterodonta (DC.)Sch.Bip.ex Oliv.. Asteraceae B 0.2 0.1 0.2 

61 หญาดอกชมพู Rhynchelytrum repens (Willd.) C.E.Hubb. Poaceae N 0.1 0.2 0.2 

62 หญาหวาย Eragrostis tenella  (L.)P.Beauv.ex.Roem et.Schult. Poaceae N 0.1 0.2 0.2 

63 ถั่วผี Pentapetes phoenicea L. Sterculiaceae B 0.0 0.2 0.1 

64 ผักขมหิน Boerhavia electa L. Nyctaginaceae B 0.1 0.2 0.1 

65 หญานิ้วหนู Fimbristylis dichotoma (L.)Valh. Cyperaceae S 0.0 0.2 0.1 

66 หญาดอกขาว Leptochloa chinensis (L.)Nees. Poaceae N 0.0 0.2 0.1 

67 หญากํามะหยี ่ Lagascea mollis Cav. Asteraceae B 0.1 0.1 0.1 

68 หญามาเลเซีย Axonopus compressus (Sw.)P.Beauv. Poaceae N 0.1 0.1 0.1 

69 สมกบ Oxalis corniculata L. Oxalidaceae B 0.0 0.1 0.1 

70 กกสามเหลีย่ม Scirpus grossus L. Cyperaceae S 0.0 0.1 0.1 
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ตารางที ่1  (ตอ) 

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

71 กะเม็ง Eclipta alba L. Asteraceae B 0.0 0.1 0.1 

72 หญาขน Brachiaria mutica (Forsk)Stapf. Poaceae B 0.0 0.1 0.1 

73 ผักบุง Ipomoea aquatica  Forsk. Convolvulaceae B 0.0 0.1 0.1 

74 เซงใบมน Melochia corchorifolia L. Sterculiaceae B 0.0 0.1 0.1 

75 ผักปลาบ Commelina benghalensis L. Commelinaceae B 0.0 0.1 0.1 

76 มะหิ่งเมน Crotalaria pallida Aiton Papilionoideae B 0.0 0.1 0.1 

77 หญาคอออน Crassocephalum crepidioides (Benth.) S. Moore. Asteraceae B 0.0 0.1 0.1 

78 เฟน Lygodium sp. Schizaeaceae F 0.1 0.1 0.1 

79 หวยชินสีห Rotala indica (Willd.)Koehne Lythraceae B 0.1 0.1 0.1 

80 หญาไมกวาดใบใหญ Sida rhombifolia L. Malvaceae B 0.1 0.1 0.1 

81 หนาดนอย (ดอกเหลือง) Gnaphalium affine D.Don. Asteraceae B 0.1 0.1 0.1 

82 หญาเจาชู Heteropogon contortus (L.)Roem.&Schult. Poaceae N 0.0 0.1 0.1 

83 ตําแย Laportia bulbifera(Siebold&Zucc).Wedd. Urticaceae B 0.0 0.1 0.0 

84 โคกกระสุน Tribulus terrestis L. Zygophyllaceae B 0.0 0.1 0.0 
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ตารางที ่1  (ตอ)          

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

        

85 ผักเสี้ยน (ดอกขาว) Cleome gynandra L. Capparidaceae B 0.0 0.1 0.0 

86 กกสามเหลีย่มใหญ Cyperus sp. Cyperaceae S 0.0 0.1 0.0 

87 โทงเทง Physalis minima L. Solanaceae B 0.0 0.1 0.0 

88 ผักปลาบ Commelina diffusa Burm.f. Commelinaceae B 0.0 0.1 0.0 

89 กกสามเหลีย่มเล็ก Cyperus imbricatus L. Cyperaceae S 0.0 0.1 0.0 

90 คอนกลอง Spheranthus africanus L. Asteraceae B 0.0 0.1 0.0 

91 กก Cyperus sp. Cyperaceae S 0.0 0.1 0.0 

92 จอลอ Conyza sumatrensis( Retz.)Walker. Asteraceae B 0.0 0.1 0.0 

94 ผักเบีย้หิน Trianthema portulacastrum L. Aizoaceaee B 0.0 0.1 0.0 

95 หญาตอแหล Leptochloa panicea (Retz.)Ohwi. Poaceae N 0.0 0.1 0.0 

96 หญาไผ Ottochloa nodosa (Kunth)Dandy Poaceae N 0.0 0.1 0.0 

97 หญารังนก Chloris barbata Sw. Poaceae N 0.0 0.1 0.0 

98 กินกุงหลวง Cyanotis axiiaris R.& S. Commelinaceae B 0.0 0.0 0.0 
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ตารางที ่1  (ตอ) 

% 
ชนิดวัชพืช วงศ ประเภท1 

RD2 RF3 SDR4 

99 ทหารกลา Galinsoga paviflora Cav. Asteraceae B 0.0 0.0 0.0 

100 ทหารกลาขน  Galinsoga ciliata (Raf.) Blake. Asteraceae B 0.0 0.0 0.0 

101 บานเที่ยง Pentapetes phoenicea L. Sterculiaceae B 0.0 0.0 0.0 

102 หญาขจรจบดอกใหญ Pennicetum pedicellatrumTrin. Poaceae N 0.0 0.0 0.0 

103 หญาสะกาดน้ําเค็ม Paspalum distichum L. Poaceae N 0.0 0.0 0.0 

1       :  B          =   วัชพืชประเภทใบกวาง   N  =  วัชพืชประเภทใบแคบ   S  =  วัชพืชประเภทกก   F  =  เฟน     
2       :  RD       =   Relative density  
3       :  RF        =   Relative frequency 

4       :  SDR     =   Sum Dominance Ratio  dominant ratio 
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การจําแนกและคัดเลือกราไมคอรไรซาที่มีผลตอการงอกของกลวยไม 
Identification and Screening of Mycorrhizal Fungi for 

Seed Germination of Orchid 
 

พรพิมล  อธปิญญาคม1     ศรสีุรางค  ลิขิตเอกราช2 

1กลุมวิจยัโรคพืช    สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 

      
 

บทคัดยอ 
ราไมคอรไรซาเปนราที่เจริญอยูรวมกับรากกลวยไม ชวยสงเสริมการงอกของเมล็ดกลวยไม 

เพื่อใหทราบชนิดของราไมคอรไรซาที่อยูรวมกับรากกลวยไมชนิดตาง ๆ ในประเทศไทย  จงึได
รวบรวม แยก และจําแนกราไมคอรไรซาจากกลวยไมชนดิตาง ๆ 8 ชนดิ ไดแก รองเทานารีฝาหอย  
รองเทานารีเหลืองกระบ่ี  รองเทานารีเหลืองปราจนี  เอ้ืองชาง  วานน้าํทอง  อ้ัวพวงมณี  เอ้ืองขาว
เหนยีวลิง และ เอ้ืองดินใบหมาก  จากจังหวัดเชียงใหม อุบลราชธานี กาญจนบุรี กระบ่ี และ
กรุงเทพ ฯ  ระหวางเดือนตุลาคม 2549 – เดือนกันยายน 2551  โดยทําการแยกราจากเสนใยที่
เจริญอยูในเซลลชั้นคอรเท็กซของรากกลวยไม ผลการดําเนนิงานไดราทั้งหมด 40 สายพนัธุ   ซึง่
สามารถจําแนกชนิดราเปนราสกุล Rhizoctonia   3 ชนิด  เปน Binucleate Rhizoctonia ไดแก 
Rhizoctonia globularis, R. goodyerae-repentis  และ R. repens     เมื่อนาํราไมคอรไรซา
ทั้งหมดมาทาํการคัดเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar (OMA) พบเจริญไดดีบน 
OMA  5 isolates คือ R. globularis (RZO 0009),   R. goodyerae-repentis  (RZO 0036)    
และ R. repens (RZO 0010, 0021, 0022)  เมื่อนาํทัง้ 5 isolates  มาทดสอบการมีประโยชนตอ
การเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึง่กันและกนั พบวา รา R. 
repens  (RZO  0010)  มีศักยภาพในการกระตุนใหเมล็ดเอ้ืองดินใบหมากงอกได 100 เปอรเซ็นต 
ในระยะเวลา 21 วัน และสงเสริมใหเมล็ดพัฒนาเจริญเปนตนออนได 45 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 
120 วัน ซึ่งแตกตางกับ R. repens (RZO 0021, 0022) และ R. globularis (RZO 0009)  ซึ่ง
สามารถกระตุนใหเมล็ดกลวยไมงอกได  98.8, 98.2 และ 96.0 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา  21  วัน 
แตสามารถเจริญเปนตนออนในเวลา 120 วัน ไดเพยีง 23.2,  22.0 และ  17.6 เปอรเซ็นต  ในขณะ
ที่รา   R. goodyerae-repentis  (RZO 0036) และกรรมวิธีเพาะเมล็ด  
 
รหัสการทดลอง 09-02-49-01-02-01-24-51 
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ที่ไมไดใสราไมคอรไรซา สามารถกระตุนใหเมล็ดงอกไดเพียง 20 และ 15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
เทานัน้ ไมสามารถพฒันาเปนตนออนไดและตายในทีสุ่ด  จากการทดลองนี้รา R. repens   (RZO  
0010)  มีศักยภาพสูงที่สุดในการสงเสริมการงอกและการพัฒนาเปนตนออนของกลวยไมเอ้ืองดิน
ใบหมากและไดตนออนที่แข็งแรงในการนาํไปเพาะเล้ียงในเรือนทดลอง  ราไมคอรซาทั้งหมดไดเก็บ
รักษาเช้ือบริสุทธิท์ี่แยกไดใน liquid paraffin และบน slant PDA ภายใตอุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส  ที่กลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  
 

คํานํา 
ราสกุล Rhizoctonia  เปนราไมคอรไรซาชนิดหนึง่ทีเ่จริญอยูรวมกับรากกลวยไมโดยมี

ความสัมพันธแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึง่กันและกนั (symbiosis) โดยราสรางเสนใยเขาไปในราก
กลวยไม เจริญอยูในเซลลชั้นคอรเท็กซ สรางโครงสรางภายในเซลลเรียกวา peloton   ราชนิดนี้
ไมไดเขาทําลายรากพชื แตจะใหธาตุอาหารแกพืช เชนธาตุคารบอน ซึง่เปนแหลงใหพลังงานที่
สําคัญกับพืชและชวยสงเสริมใหเมล็ดกลวยไมงอก (Hadley, 1982; Harley and Smith, 1983) 
ในทางตรงกันขามราสกุลนี้เปนสาเหตุของโรคพืชหลายชนิดไดแก โรคใบติดของทุเรียนสาเหตุเกดิ
จาก Rhizoctonia solani  โรคกาบใบแหงของขาว สาเหตุเกิดจาก R. solani เปนตน  (Sneh et al., 
1991) แตสําหรับความสัมพันธกับพชืตระกูลกลวยไมแลว ราชนดินีม้ีความสัมพนัธแบบเกื้อกูลเอ้ือ
ประโยชนซึ่งกนัและกนัระหวางกลวยไมกับรา ในดานชวยสงเสริมการงอกของเมล็ดกลวยไม 
เนื่องจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสมในเมล็ดนอยมากทําใหไมมอีาหารไปเล้ียงใน
ขณะที่กลวยไมงอก ดังนัน้เมล็ดกลวยไมบางชนิดจึงงอกยากหรือไมงอกเลย แตอยางไรก็ตามใน
สภาพธรรมชาติพบวามีราไมคอรไรซาเจริญอยูในรากกลวยไมแบบ เกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึ่งกันและ
กัน และสวนใหญเปนราในสกุล Rhizoctonia  ซึ่งเปนจุลินทรียที่มคีวามสัมพันธกับการงอกของ
เมล็ดกลวยไม  ชวยใหเมล็ดกลวยไมสามารถงอกได โดยใหธาตุอาหารและกระตุนการเจริญเติบโต
ของตนกลา (Clements, 1988)   

 งานวิจยัเร่ืองความสัมพันธของราไมคอรไรซากับรากกลวยไมเร่ิมมกีารศึกษาต้ังแตป 1899 
โดย Bernard เปนบุคคลแรกที่ศึกษาไมคอรไรซากลวยไม พบความสัมพันธทีเ่ฉพาะเจาะจงของรา
กับกลวยไมโดยราชวยกระตุนการเจริญและการงอกของเมล็ด Bernard ไดดําเนินการทดลองโดย
แยกราจากรากกลวยไม Cattleya และพบวารานี้ชวยกระตุนการเจริญของกลวยไม Cattleya   แต
เมื่อนําราชนิดนั้นมาเล้ียงรวมกับกลวยไม Phalaenopsis และ  Odontoglossum   ปรากฏวารา
ไมไดชวยกระตุนการเจริญของตนกลาทัง้สองชนิดนี้แตทําใหกลวยไมดังกลาวตาย จากการทดลอง 
Bernardสรุปวาราไมคอรไรซาที่เจริญรวมกับรากกลวยไม มีความเฉพาะเจาะจงตอกลวยไมแตละ
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ชนิด(Bernard, 1909)  ตอมา Hadley (1970) ศึกษาการเพาะเมล็ดแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึ่งกนั
และกัน ระหวางรา Rhizoctonia ที่แยกไดจากรากกลวยไมตาง ๆ รวม 32 สายพันธ พบวารา
เหลานั้นไมมีความเฉพาะเจาะจงตอกลวยไม  จากนัน้ก็มีการศึกษาถึงความเฉพาะเจาะจงของรา
และรากกลวยไมกันมาก และพอสรุปวากลวยไมบางชนิดก็มีความเฉพาะเจาะจงกับราบางชนิด
เชนกนั 

ในตางประเทศไดมีการศึกษาราไมคอรไรซากลวยไมกนัมาก ไดแก ประเทศออสเตรเลีย 
สหราชอาณาจักร เดนมารก แคนาดา สหรัฐอเมริกา ญ่ีปุน ไตหวนั สิงคโปร อินเดีย และประเทศ
ไทย  โดยเฉพาะในประเทศออสเตรเลีย ที่ Kings Park Botanic Garden ไดผลิตไมคอรไรซากับ
เมล็ดกลวยไมขายเปนการคา เนนทางดานการอนุรักษพันธุกลวยไม   

ในประเทศไทยมีการศึกษาเกี่ยวกับราไมคอรไรซากลวยไมไมมากนัก สวนใหญเปน
การศึกษาไมคอรไรซาของกลวยไมดิน ทีม่ีรายงานไดแก นนัทนาและคณะ (2543)  Manoch และ
คณะ (2000)   Athipunyakom และคณะ (200; 2002a; 2002b)  เปนตน ดังนัน้จึงมี
ความสําคัญทีค่วรจะทาํการศึกษาโดยเฉพาะการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุราไมคอรไร
ซาของกลวยไม โดยการรวบรวมและจําแนกชนิดราในระดับ species เพื่อนํามาใชประโยชนในการ
เพาะเมล็ดกลวยไมแบบเกื้อกูลซึ่งกนัและกัน (symbiotic germination)  โดยเฉพาะเมล็ดกลวยไมที่
งอกยาก   เมล็ดกลวยไมทีก่ําลังสูญพันธุ ซึ่งจะเปนการอนุรักษพนัธุกลวยไม และยังเปนประโยชน
ตอกลุมผูเล้ียงกลวยไมเพื่อการคาตอไปในอนาคต 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1.  อุปกรณเกบ็ตัวอยางราก ไดแก พล่ัว  กรรไกรตัดแตงกิ่ง  และภาชนะเก็บราก 
2.  สารเคมีไดแก สารเคมทีี่ใชในการฆาเช้ือ  : สารละลายคลอร็อกซ   แอธิลแอลกอฮอล 75%   
3. อาหารวุนสังเคราะห  
4. อุปกรณเคร่ืองแกว และอุปกรณในการแยกเช้ือ  
5. กลองจุลทรรศนแบบ compound และ stereo พรอมอุปกรณถายภาพ   
 
วิธีการ 
1. เก็บตัวอยางรากกลวยไม  

เก็บรากกลวยไมดินที่ปลูกในกระถาง  และปลูกในดิน  จากแหลงตาง ๆ  ในภาคเหนือ ภาค 
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กลาง ภาคตะวันออก และภาคใต โดยตัดรากหอกระดาษ ใสถงุพลาสติค และบันทึกรายละเอียด
ชนิดกลวยไม แหลงที่เกบ็  และวนัที่เก็บ  เก็บบรรจุรากกลวยไมหอตัวอยางลงในกลองเก็บความ
เย็น เพื่อนํามาทําการแยกเช้ือในหองปฏิบัติการ   
2.  การแยกราจากเสนใยที่เจริญอยูในชั้นคอรเท็กซของรากกลวยไม  

แยกราไมคอรไรซาจากรากกลวยไม  โดยทําความสะอาดรากกลวยไม  แชชิ้นสวนรากใน 
สารละลายคลอร็อกซ  5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที ลางดวยน้ํานึง่ฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง   และนําช้ินสวน
รากมาตัดเปนช้ินบาง ๆ  ภายใตกลองจุลทรรศน stereo  ในตูปลอดเช้ือ แยกเสนใยราที่เจริญอยู
รวมกันในชัน้คอรเท็กซของรากกลวยไม มาวางบนอาหารวุนสังเคราะหสูตร NDY (1/6)  ผสมสาร
ปฏิชีวนะ steptomycin   และ tetracycline  บมไวที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ  เปนเวลา 3-10 วัน ใช
เข็มปลายแหลมตัดปลายเสนใยมาวางบนอาหาร PDA  บมไวที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ     
3. การจําแนกราไมคอรไรซา  
 3.1 ลักษณะของราบนอาหารเล้ียงเชื้อ สีของโคโลนีดานบนและดานลางอาหารเล้ียงเช้ือ 
รวมทัง้การสรางเม็ด sclerotium 

 3.2 ศึกษารูปรางลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราภายใตกลองจุลทรรศน stereo และ 
light microscope โดยศึกษาลักษณะและวัดขนาดของเสนใย ลักษณะเสนใยต้ังฉาก  ลักษณะ
รูปรางและขนาดของ monilioid cell ของราท่ีเจริญบนอาหาร และ การสราง sclerotiumถายภาพ
ราจากกลองจลุทรรศนแบบ compound  เปรียบเทียบลักษณะของราดังกลาวกบัคูมือการจัด
จําแนกชนิดรา (Moore, 1987; Sneh et al., 1991; Roberts, 1999) 
 3.3 ศึกษาจํานวนนวิเคลียสตอหนึง่เซลลโดยการยอมสีดวย Safranin O (Bandoni, 1979)   

4. คัดเลือกราไมคอรไรซา 
 4.1 นําราไมคอรไรซาที่แยกไดจากรากกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากมาแยกใหไดเชือ้บริสุทธิ์
บนอาหาร PDA  และเล้ียงรา บนอาหาร PDA สําเร็จรูป  ใหเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ นาน 
5-7 วัน 

4.2 และนํามาคัดเลือกโดยเล้ียงบนอาหาร OMA  โดยเทอาหาร OMA ลงในจานอาหาร
เล้ียงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไวใหเย็น ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.7 เซนติเมตร  ตัดเสนใยของรา  นาํมาวางบนกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มีอาหารแตละชนิด บม
ไวที่อุณหภูมหิองปฏิบัติการ 

บันทึกผลการทดลอง 
วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีของเสนใยของราบนอาหารแตละชนิดเมื่อเสนใยของ

ราบนอาหารชนิดใดชนิดหนึง่เจริญเต็มอาหารเล้ียงเช้ือ 
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5. ทดสอบศกัยภาพของราไมคอรไรซาที่เปนประโยชนตอการเพาะเมล็ดกลวยไม 
วางแผนการทดลองแบบ CRD  มี 6 กรรมวิธี  5 ซ้ํา  คือ 
กรรมวิธีที ่1 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ใสรา R. repens (ROZ 0010) บน

อาหาร OMA 
กรรมวิธีที ่2 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ใสรา R. repens (ROZ 0021) บน

อาหาร OMA 
กรรมวิธีที ่3 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ใสรา R. repens (ROZ 0022) บน

อาหาร OMA 
กรรมวิธีที ่4 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ใสรา R.a globularis (ROZ 0021) 

บนอาหาร OMA 
กรรมวิธีที ่5 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ใสรา R. goodyerae-repentis  

(ROZ 0036) บนอาหาร OMA 
กรรมวิธีที ่6 เพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดยไมใสราไมคอรไรซา  เล้ียงบน

อาหาร OMA 

5.1 เตรียมฝกกลวยไม 
 5.2 เตรียมราไมคอรไรซา   เล้ียงราไมคอรไรซาที่คัดเลือกมาไดจากขอ 4 โดยคัดเลือกมา

จํานวน 5 isolates ที่สามารถเจริญไดดีบนอาหาร OMA จนกระทั่งเต็มจานอาหารเล้ียงเชื้อ 
5.3 เตรียมอาหาร OMA ใสลงในขวดขนาด  5x10 เซนติเมตร และเตรียมกระดาษกรอง 

Whatman No. 1 ตัดเปนรูปส่ีเหล่ียมผืนผาขนาด 1x4 เซนติเมตร และนําไปนึ่งฆาเช้ือ 
 5.4 เพาะเมล็ดแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึง่กนัและกนั (Symbiotic Germination) 
 ทําการเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากในสภาพปลอดเชื้อโดยวิธขีอง Athipunyakom 

(2004) และใชมีดผาตัดที่ฆาเช้ือแลวกรีดฝกกลวยใมตามแนวยาว ผาคร่ึงเปน 2 ซีก  ใชปากคีบคีบ
เมล็ดกลวยไมใสลงในขวดน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือแลว และนําไปปรับปริมาณของเมล็ดดวย 
Haemacytometer  ใหมีปริมาณเมล็ดกลวยไมจํานวน 100 เมล็ด/มลิลิลิตร  

ใชปากคีบคีบกระดาษกรอง Whatman No. 1 ขนาด 1x4 เซนติเมตร ที่เตรียมไวในขอ 5.3  
มาวางลงบนอาหาร OMA ที่อยูในขวดโดยเทคนิคปลอดเชื้อ   จากนัน้นาํเมล็ดกลวยไมในขวดที่อยู
ในน้าํมาเขยาใหสม่ําเสมอและใชไปเปตทีน่ึ่งฆาเช้ือแลวดูดสารละลายที่มีเมล็ดกลวยไมมาจาํนวน 
1 มิลลิลิตร (มีเมล็ดกลวยไม 100 เมล็ด )  ใสลงบนกระดาษกรองทีว่งาบนอาหาร OMA  แลวใช 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร      ตัดเสนใยของราไมคอรไรซาที่เตรียมไวในขอ 
5.2   นาํมาวางบนอาหาร OMA  หางจากกระดาษกรอง 1.5 เซนติเมตร เก็บไวในที่มืด ที่
อุณหภูมิหองปฏิบัติการ จนกระทัง่เมล็ดกลวยไมเร่ิมงอกจึงนําออกมาวางภายใตแสง 
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บันทึกผลการทดลอง 

 บันทกึผลการทดลองโดยตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกและการพฒันาการเจริญของเมล็ด
กลวยไมเปนตนออนภายใตกลองจุลทรรศน stereo ในชวงระยะ 21, 60 และ 120  วนัหลังจากทํา
การเพาะเมล็ด   

วิธีการประเมินผลโดยใชวธิขีอง Athipunyakom  (2004) 
0 = เมล็ดที่สมบูรณ ยังไมงอก (no germination) 
1 = embryo ขยายตัวและเปลือกหุมเมล็ดแตก (seed coat ruptured by  
  enlarged embryo) 
2 = embryo มีลักษณะเปนกอนกลมปลายแหลมมีรากขนออนเจริญออกมา  
  (presence of rhizoids) 
3 = ผลิใบยอดปลายแหลม 1 ใบ (presence of leaf primordium) 
4 = สรางใบจริง (appearance of the first true leaf) 
5 = ตนออนมีใบยอด (elongation of initial leaf) 
6 = สรางระบบราก (elongation of root) 

 
เวลาและสถานที ่

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2548 – กันยายน 2552 
 สถานที ่   - แหลงพืชธรรมชาติ 
    - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1. เก็บตัวอยางรากกลวยไม  
จากสํารวจและเก็บรวบรวมกลวยไมจากจงัหวัดเชียงใหม อุบลราชธานี กาญจนบุรี กระบ่ี 

และกรุงเทพ ฯ  ระหวางเดือนตุลาคม 2548 – เดือนกันยายน 2551  จากกลวยไม 8 ชนิด ไดแก 
รองเทานารีฝาหอย (Paphiopedilum bellatulum) รองเทานารีเหลืองกระบ่ี (P. exul) รองเทานารี
เหลืองปราจีน (P. concolor)  เอ้ืองชาง  (Cymbidium tracyanum)  วานน้าํทอง  (Ludisia 
discolor)  อ้ัวพวงมณี  (Calanthe rubens)  เอ้ืองขาวเหนยีวลิง (C. rosea) และ เอ้ืองดินใบหมาก 
(Spathoglottis plicata)  
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2. การจําแนกราไมคอรไรซา  
จากการจําแนกราไมคอรไรซาจากตัวอยางรากกลวยไม ที่เก็บจากแหลงตาง ๆ แยกเช้ือได 

30 สายพนัธุ   จําแนกชนิดของราโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ ลักษณะของโคโลน ี 
ลักษณะและขนาดของเสนใย  ลักษณะ รูปราง และขนาดของ monilioid cell ของราที่เจริญบน
อาหาร   การสราง sclerotium  และจํานวนนิวเคลยีสตอเซลล  จากการศึกษาไดรา Rhizoctonia 
จํานวน 30  สายพนัธุ  จําแนกชนิดไดรา  Rhizoctonia globularis, R. goodyerae-repentis  และ 
R. repens  (ตารางที่ 1)  

รายละเอียดของรามีดังนี ้

Rhizoctonia globularis  H.K. Saksena & Vaartaja, Can.J.Bot. 38: 939, 1960   
พืชอาศัย :   เอ้ืองดินใบหมาก    

โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร เมื่ออาย ุ7 วัน ที่อุณหภูมิหอง
ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว ถึงขาวอมชมพู  เสนใยเจริญอยูใตอาหาร และเสนใยเจริญข้ึนมาเหนือ
อาหารบริเวณตรงกลางโคโลนีเกิดเปนวงเรียงซองกัน  บนอาหาร potato dextrose agar   เสนใย
เจริญใตอาหาร และรวมตัวกันอยางหลวม ๆ เกิดเปน sclerotia  

เสนใยมีขนาด 2.5-3.5 ไมครอน  ไมมีสี มผีนังกั้นเซลล  นวิเคลียสเปน binucleate เสนใย
ต้ังฉาก แตสวนใหญเอียงเปนมุม 45 องศาเซลเซียส มากกวาเสนใยต้ังฉาก  

Monilioid cells  ไมมีสี รูปรางกลมถงึคอนขางกลม ขนาด 8.0- x 10.5 ไมครอน  แตกก่ิง
กานส้ัน ๆ  หรือไมแตกก่ิงกานเลย  เรียงตอกันประมาณ  3-8 เซลล บางคร้ัง monilioid cells รวมตัว
กนัเปนกลุม ตอมาพฒันาเปน sclerotium เจริญอยูใตวุนอาหารเรียกวา microsclerotium  

การศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถชักนําราใหสรางสปอรระยะการสืบพันธุแบบใชเพศได   ซึ่งการ
ชักนาํใหราสรางสปอรระยะนี้ยากมาก สวนใหญมกัพบในสภาพธรรมชาติ    รา Endoperplexa 
enodulosa เปนระยะสืบพนัธุแบบใชเพศของราชนิดนี ้

ราชนิดนีม้ีลักษณะใกลเคียงกับรา R. repens ที่บรรยายลักษณะของราโดย Curtis (1939) 
และ Burgeff (1959)  ซึ่งลักษณะของโคโลนีของรา R. globularis ที่มีเสนใยเจริญข้ึนมาเหนือ
อาหารบริเวณตรงกลางโคโลนีเกิดเปนวงเรียงซองกันชัดเจนกวา R. repens  และมีขนาดของ 
monilioid cells ที่เล็กกวา ทาํใหสามารถแยกชนิดไดอยางชัดเจน (Saksena and Vaartaja, 1960) 

Rhizoctonia repens  N. Bernard, Ann. Sci. Nat, IX (9) ; 31 (1909)   

พืชอาศัย : เอ้ืองขาวเหนียวลิง  เอ้ืองชาง  รองเทานารีฝาหอย  รองเทานารีเหลืองปราจีน  
รองเทานารีเหลืองกระบ่ี  อ้ัวพวงมณี    เอ้ืองดินใบหมาก    
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โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร เมื่ออาย ุ7 วัน ที่อุณหภูมิหอง
ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว ถึง ครีม เสนใยเจริญอยูใตอาหาร เกิดเปนวงเรียงซองกัน   บนอาหาร 
Corn meal agar  โคโลนี สีขาวถึงครีม เสนใยเจริญใตอาหาร และรวมตัวกันอยางหลวม  ๆ 
เกิดเปน sclerotia  

เสนใยไมมีสี  ขนาด 2.5-4.0 ไมครอน มีผนงักั้นเซลล  นวิเคลียสเปน binucleate  เสนใยต้ัง
ฉาก Monilioid cells  ไมมีสี รูปรางกลมถึงรี ขนาด 6.5-10.8  x 7.5-14.2ไมครอน เรียงตอกันเปน
ลูกโซส้ัน ๆ  แตกกิ่งกานส้ัน ๆ  หรือไมแตกก่ิงกานเลย บางคร้ัง monilioid cells รวมตัวกันเปนกลุม 
ตอมาพัฒนาเปน sclerotium เจริญอยูใตวุนอาหารเรียกวา microsclerotium  การศึกษาคร้ังนี้ไม
สามารถชักนาํราใหสรางสปอรระยะการสบืพันธุแบบใชเพศได  

รา Tulasnella  deliquescens  เปนระยะสืบพันธุแบบใชเพศของราชนิดนี ้ 
รา R. repens  เปนราทีพ่บแพรหลายในรากกลวยไมหลายชนิด ซึ่ง Bernard (1909) เปน

บุคคลแรกที่แยกราชนิดนี้มาจากรากกลวยไมแคทลียา  (Laelio-Cattleya canhamiana) ซึ่งมี
ลักษณะของโคโลนี  ขนาดของเสนใย และลักษณะตาง ๆ ใกลเคียงกับการศึกษาคร้ังนี้   

ตอมา Curtis (1939)  และ Burgeff (1959) ทําการศึกษาแยกราไมคอรไรซาจากกลวยไม
หลายชนิดใน Wisconsin และจําแนกชนิดเปนรา R. repens  มีลักษณะของเสนใยเจริญอยูใต
อาหาร และมีขนาดของ monilioid cells ใกลเคียงกับลักษณะของ Bernard บรรยายไว   

Currarh et al (1987) พบรา R. repens .ในรากของกลวยไม Platanthera obtusata ใน
เมืองอัลเบอรตา ประเทศแคนาดา 

ในประเทศอินเดีย Senthikumar และ Krishnamurthy (1998) ไดศึกษาลักษณะทางเซลล
วิทยาของรา R. repens ที่แยกไดจากรากของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก  ซึ่งตรงกับการศึกษาคร้ังนี้
ที่แยกราชนิดนี้ไดในเอ้ืองดินใบหมากเชนเดียวกนั 

Rhizoctonia  goodyerae - repentis  Costantin & Dufour,  Mycotaxon 29: 94. 1987   

พืชอาศยั:  วานน้าํทอง (Lusidia discolor)  เอ้ืองดินใบหมาก 
โคโลนี เจริญอยางเร็วบนอาหาร PDA  และโคโลนีมีเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร เมื่อ

อายุ 4 วัน  ทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส  โคโลนีมีสีขาว ถึง ครีม เมื่อออนและเปล่ียนเปนสีน้าํตาล
อมสมเมื่อแก เกิด  concentric zonation  บนอาหาร  เสนใยที่เจริญอยูเหนืออาหารไมมีสีและ
เปล่ียนเปนสีแทน หลังอายุ 14  วัน  มกัพบเสนใยหรือ moniliod cells รวมตัวกันเปนกลุม ตอมา
พัฒนาเปน sclerotium เจริญอยูใตวุนอาหารเรียกวา microsclerotium  

เสนใยกวาง 4.0 – 5.3 ไมครอน  มีผนงักัน้เซลล  เสนใยต้ังฉาก  monilioid cells รูปราง
คลายถงัเบียร ถึงรูปรี ขนาด 15.4–(20.6)–26.4 x 6.9–(10.6)–11.3 ไมครอน  นวิเคลียสม ี 2 
นิวเคลียส ตอ 1 เซลล (binucleate)  
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การศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถชักนําราใหสรางสปอรระยะการสืบพันธุแบบใชเพศได  รา 
Ceratobasidium  corginerum  เปนระยะสืบพันธุแบบใชเพศของราชนิดนี ้

R.  goodyerae – repentis  เปนราไมคอรไรซาที่พบในกลวยไมดินหลายชนิด (Alexander 
and Hadley, 1985; Currah et al., 1990; Zelmer and Currah, 1997) และยังพบในกลวยไม
เกาะอาศัยดวย Richardson et al. (1993) รายงานแยกไดราชนิดนี้จากกลวยไมเกาะอาศัย  
Campylocentrum micranthum ในประเทศคอสตาริกา  

Warcup  and Talbot (1971)  ศึกษาการชักนํารา R.  goodyerae – repentis  ใหสราง
ระยะสืบพนัธุแบบใชเพศ โดยแยกราจากรากกลวยไมเกาะอาศัย 2 ชนิด ไดแก Pomatocalpa 
macphersonii  และ Robiquetia wassellii   จากรัฐควีนแลนสตอนเหนือ ประเทศออสเตรเลีย  
จําแนกชนิดไดรา R. goodyerae-repentis   และสามารถชักนาํราใหสรางระยะการสืบพันธุแบบใช
เพศ คือ รา C. corginerum   

4. คัดเลือกราไมคอรไรซา 
การคัดเลือกราไมคอรไรซาจากจํานวน 25 isolates  คัดเลือกจากราที่เจริญไดดีบนอาหาร 

oat meal agar (OMA)  จากการคัดเลือกคร้ังนี้สามารถคัดเลือกได 5 isolates โดยราเจริญบน
อาหาร OMA เต็มจานอาหารเล้ียงเชื้อภายใน 3 วัน  คือ Rhizoctonia  globularis (RZO 0009),   
R. goodyerae-repentis  (RZO 0036)    และ R. repens (RZO 0010, 0021, 0022)  จากนั้นนาํ
ราทั้ง 5 isolates นี้ไปทดสอบศักยภาพในการเพาะเมล็ดกลวยไมแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึ่งกนั
และกัน  ในสภาพปลอดเชื้อบนอาหาร OMA ซึ่งเปนอาหารสําหรับการเจริญของราไมคอรไรซา 
ไมใชอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่ในการเพาะเมล็ดกลวยไม  ในการคัดเลือกราไมคอรไรซาที่เจริญบน
อาหาร OMA ภายในเวลา 3 วัน นั้น เพราะวาราไม-คอรไรซาที่เจริญไดเร็วนั้นจะสามารถสัมผัส
เมล็ดกลวยไมไดเร็วกวาและสรางเสนใยเขาไปในเมล็ดกลวยไมไดอยางเร็วกม็ีผลทาํใหสามารถ
กระตุนการงอกของเมล็ดกลวยไมไดอยางรวดเร็ว  สําหรับราที่เจริญบนอาหาร OMA ไดชานัน้ 
โอกาสที่ราจะสัมผัสกับเมล็ดก็ชาไปดวยทําใหเกิดการกระตุนการงอกของเมล็ดชาลงไปดวย  ดังนัน้
จึงตองทําการคัดเลือกราไมคอไรซาเพื่อนาํไปทดสอบศักยภาพในการสงเสริมการงอกของเมล็ด
กลวยไม 

5. ทดสอบศกัยภาพของราไมคอรไรซาที่เปนประโยชนตอการเพาะเมล็ดกลวยไม 
 การทดสอบการเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากรวมกับราไมคอรไรซาแบบเกื้อกูลเอ้ือ

ประโยชนซึ่งกนัและกนั  และไดคัดเลือกมา 5 isolates พบวา ราไมคอรไรซาทั้ง 5 ชนิดนี ้สามารถ
กระตุนใหเมล็ดกลวยไมงอกไดภายใน 21 วัน ในสภาพปลอดเชื้อ (ตารางที่ 2)  และจากการ
ตรวจสอบการงอกและการพฒันาของเมล็ดกลวยไมภายใตกลองจุลทรรศนพบวาหลังจากเพาะ
เมล็ด 21 วัน พบวา embryo เร่ิมขยายตัว  และพบเสนใยเจริญอยูรอบเมล็ด ซึ่งเสนใยของรานีม้ี
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ลักษณะต้ังฉาก เปนลักษณะของราไมคอรไรซาที่ปลูกเช้ือไป เมื่อเปรียบเทียบกบัเมล็ดกลวยไม
กอนที่จะปลูกเช้ือลงไป  ตอมาเอ็มบิโอขยายตัวและเปลือกหุมเมล็ดแตกออก และราสรางกลุมของ
เสนใย( peloton)  เขาไปอยูระหวางเซลลในเมล็ด  กลุมของเสนใยที่ราสรางข้ึนนีเ้มื่อสลายตัวไป
กลายเปนน้ําตาล และธาตุอาหารที่เมล็ดไปใชในการเจริญเปนตนออน 

เมล็ดกลวยไมที่เพาะรวมกับราไมคอรไรซาหลังจาก 21  วัน พบวา รา R. repens  (RZO  
0010)  มศัีกยภาพสามารถกระตุนใหเมล็ดเอ้ืองดินใบหมากงอกไดสูงสุดคือ 100% ในระยะเวลา 
21 วันหลังจากเพาะ (ตารางที่ 2)  ซึ่งเชนเดียวกับ  R. repens (RZO 0021, 0022) และ R. 
globularis (RZO 0009)  ก็สามารถกระตุนใหเมล็ดกลวยไมงอกไดถึง 98.8, 98.2 และ 96.0 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ในระยะเวลา  21  วัน ในขณะที่รา   R. goodyerae-repentis  (RZO 0036)  
และกรรมวิธีการเพาะเมล็ดที่ไมใสราไมคอรไรซาสามารถกระตุนใหเมล็ดงอกไดเพียง 20 และ 15 
เปอรเซ็นต เทานัน้   จากการทดลองนี้รา R. repens   (RZO  0010)  มศัีกยภาพสูงที่สุดในการ
กระตุนใหเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากงอกไดสูงสุดภายในเวลา 21 วัน   ในทางตรงกันขามกับรา 
R. goodyera-repentis  เมื่อนําไปเพาะกบัเมล็ดกลวยไมนั้นพบวากลวยไมสามารถงอกไดในระยะ
ที ่ embryo ขยายตัวและเปลือกหุมเมล็ดแตก (ระยะที ่ 1)  เพียง 10 เปอรเซ็นต เทานัน้และไม
สามารถพัฒนาเปนระยะอ่ืน ๆ ได  ทั้ง ๆ ที่ราชนิดนีก้็แยกมาจากกลวยไมชนิดเดียวกนั แสดงวา
ชนิดของราไมคอรไรซามีความจําเพาะเจาะจงตอรากกลวยไมซึ่งสอดคลองกับงานวิจยัของ 
Narmatha et al. (2000) ศึกษาการเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากและ Dendrobium โดยใช
ราไมคอรไรซาที่แยกไดจากเอ้ืองดินใบหมากพบวาราไมคอรไรซาสามารถกระตุนการงอกของเมล็ด
เอ้ืองดินใบหมากถงึ 98 เปอรเซ็นต . ในขณะที่ราไมคอรไรซาชนิดนี้สามารถกระตุนการงอกของ
เมล็ดกลวยไม  Dendrobium ไดเพียง 36 เปอรเซ็นต เทานัน้ 

หลังจากเพาะเมล็ด 120 วนั พบวา รา R. repens  (RZO  0010)  มีศักยภาพสามารถ
สงเสริมใหเมล็ดพัฒนาเจริญเปนตนออนได 45 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 120 วนั  ซึง่เชนเดียวกับ  
R. repens (RZO 0021, 0022) และ R. globularis (RZO 0009)  สามารถชวยในการพัฒนาการ
เจริญเปนตนออนของกลวยไมในเวลา 120 วัน ไดเพียง 23.2,  22.0 และ  17.6  เปอรเซ็นต  
ตามลําดับ ในขณะที่รา   R. goodyerae-repentis  (RZO 0036) และกรรมวิธกีารเพาะเมล็ดที่ไม
ใสราไมคอรไรซาสามารถกระตุนใหเมล็ดงอกไดเพียง 20 และ 15 เปอรเซ็นต  เทานั้น และไม
สามารถพัฒนาเปนตนออนได  จากการทดลองน้ีคัดเลือกไดรา R. repens   (RZO  0010)  มี
ศักยภาพสูงทีสุ่ดในการสงเสริมการงอกและการพฒันาเปนตนออนของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก
และไดตนออนที่แข็งแรงในการนาํไปเพาะเล้ียงในเรือนทดลอง ซึ่งมคีาแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ
ทางสถิติกับราไมคอรไรซาอ่ืน ๆ ที่แยกได  (ตารางที ่ 3)  สําหรับการเมล็ดกลวยไมที่ไมไดใสไมคอร
ไรซานั้นเมล็ดสามารถงอกไดในระยะที ่ embryo ขยายตัวและเปลือกหุมเมล็ดแตก แตไมสามารถ
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เจริญพัฒนาเปนตนออนได เพราะฉะนั้นการเพาะเมล็ดกลวยไมรวมกับราไมคอรไรซานั้นจึงเปน
ทางเลือกหน่ึงของการขยายพันธุกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 

 ราไมคอรซาทัง้หมดไดเก็บรักษาเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกไดใน liquid paraffin และบน slant 
PDA ภายใตอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ที่กลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพชื  

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

จากการรวบรวมและจําแนกราไมคอรไรซาจากรากกลวยไมปกติ จาํนวน 8 ชนิด ระหวาง
เดือนตุลาคม 2549 – เดือนกันยายน 2551  และทําการแยกราไมคอรไรซาจากเสนใยของราทีเ่จริญ
อยูในเซลลชัน้คอรเท็กซของรากกลวยไม ไดราทั้งหมด 30 สายพันธุ   ซึ่งสามารถจําแนกชนิดราเปน
ราสกุล Rhizoctonia  3 ชนดิ เปน Binucleate Rhizoctonia ไดแก Rhizoctonia globularis, R. 
goodyerae-repentis  และ R. repens   และนาํราไมคอรไรซาทั้งหมดมาทาํการคัดเลือกการ
เจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar (OMA) พบราไมคอรไรซาจํานวน 5 isolates คือ R. 
globularis (RZO 0009), R. goodyerae-repentis  (RZO 0036) และ R. repens (RZO 0010, 
0021, 0022) ที่สามารถเจริญไดดีบนอาหาร OMA มาทดสอบศักยภาพท่ีมีประโยชนตอการเพาะ
เมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากแบบเกื้อกูลเอ้ือประโยชนซึ่งกนัและกนั พบวา รา R. repens  (RZO  
0010)  มีศักยภาพสามารถกระตุนใหเมล็ดเอ้ืองดินใบหมากงอกได 100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 
21 วัน และสงเสริมใหเมล็ดพัฒนาเจริญเปนตนออนได 45 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 120 วัน  และ
ไดตนออนที่แข็งแรงในการนําไปเพาะเล้ียงในเรือนทดลอง  ราไมคอรซาทั้งหมดไดเก็บรักษาเชื้อ
บริสุทธิ์ที่แยกไดใน liquid paraffin และบน slant PDA ภายใตอุณหภูมิที่ 15 องศาเซลเซียส  ที่
กลุมวิจยัโรคพชื  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
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ภาคผนวก  
ตารางที่ 1 :   ราไมคอรไรซากลวยไมที่แยกไดจากรากกลวยไมชนิดตาง ๆ จากแหลงตาง ๆของ

ประเทศไทยระหวางเดือนกนัยายน 2548 – เดือนตุลาคม 2551 

ชื่อกลวยไม แหลงเก็บ สายพันธุ ราไมคอรไรซากลวยไม 

รองเทานารีเหลืองกระบ่ี   อ. เหนือคลอง  จ. กระบ่ี RZO 0012 Rhizoctonia repens 
 อ. เมือง   จ.กระบ่ี RZO 0013  
 อ. เขาพนม  จ. กระบ่ี RZO 0029  
 อ. อาวลึก  จ. กระบ่ี RZO 0030  
รองเทานารีเหลือง
ปราจีน              

อ. ทองผาภูม ิ จ. กาญจนบุรี RZO 0018 Rhizoctonia repens 

 อ. ไทรโยค  จ. กาญจนบุรี RZO 0019  
 อ. เมือง จ. กาญจนบุรี RZO 0020  
รองเทานารีฝาหอย อ. เมือง   จ.กระบ่ี RZO 0014 Rhizoctonia repens 
 อ. เขาพนม  จ. กระบ่ี RZO 0015  
 อ. อาวลึก  จ. กระบ่ี RZO 0025  
 อ. เหนือคลอง  จ. กระบ่ี RZO 0026  
วานน้าํทอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

กรุงเทพ ฯ 
RZO 0028 Rhizoctonia goodyerae-

repens 
 สวนพฤกษศาสตรสิริกิต์ิ จ. 

เชียงใหม 
RZO 0017  

 อ. แมริม  จ. เชียงใหม RZO 0008  
เอ้ืองดินใบหมาก อ.มูเซอ   จ.ตาก RZO 0053 Rhizoctonia goodyerae-

repens 
อ้ัวพวงมณี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

กรุงเทพ ฯ 
RZO 0027 Rhizoctonia repens 

เอ้ืองชาง อ. แมแตง  จ. เชียงใหม RZO 0005 Rhizoctonia repens 
 อ. แมริม  จ. เชียงใหม RZO 0006  
 สวนพฤกษศาสตรสิริกิต์ิ จ. 

เชียงใหม 
RZO 0007  

 อุบลราชธาน ี RZO 0016  
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เอ้ืองขาวเหนียวลิง อ. แมแตง  จ. เชียงใหม RZO 0001 Rhizoctonia repens 
 อ. แมริม  จ. เชียงใหม RZO 0002  
 สวนพฤกษศาสตรสิริกิต์ิ จ. 

เชียงใหม 
RZO 0003  

 อ. พราว  จ. เชียงใหม RZO 0004  
เอ้ืองดินใบหมาก เขตบางซื่อ  กรุงเทพ ฯ RZO 0021 Rhizoctonia repens 
  RZO 0037  
  RZO 0039  
  RZO 0040  
  RZO 0041  
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

กรุงเทพ ฯ 
RZO 0022  

  RZO 0042  
  RZO 0043  
 วงศสวาง  กรุงเทพ ฯ RZO 0023  
 อ. แมริม  จ. เชียงใหม RZO 0010  
  RZO 0044  
  RZO 0048  
 อ. แมแตง  จ. เชียงใหม RZO 0011  
 เอ. พราว  จ. เชียงใหม RZO 0024  
เอ้ืองดินใบหมาก สวนพฤกษศาสตรสิริกิต์ิ จ. 

เชียงใหม 
RZO 0009 Rhizoctonia globularis 

  RZO 0038  
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ตารางที่ 2: เปอรเซ็นตการงอกและการพฒันาการเจริญของตนออนของเอื้องดินใบหมากหลังจากเพาะเมล็ดรวมกับราไมคอรไรซา  21, 60, 120 วัน  
การพัฒนาของกลวยไมระยะตาง ๆ หลังทําการเพาะเมล็ดกลวยไมรวมกับราไมคอรไรซา 

21 วัน 60 วัน 120 วัน ราไมคอรไรซา 
0 1 2 1 2 3 4 5 2 3 4 5 6 

Rhizoctonia repens  
(ROZ 0010) 

0 8.0 92.0 2.4 5.1 30.0 47.5 14.0 0 13.0 13.0 34.0 45.0 

Rhizoctonia repens  
(ROZ 0021) 

1.2 9.8 89.0 5.7 26.9 20.5 30.2 6.0 0 18 22 28 23.2 

Rhizoctonia repens  
(ROZ 0022) 

1.8 26.0 72.2 8.8 22.8 18 39 5 0 30 23.6 26 22 

Rhizoctonia globolaris 
(ROZ 0009) 

4.0 26.0 70.0 11.0 43.0 29.0 11.0 2.2 14.0 16.0 25.4 25.0 17.6 

Rhizoctonia goodyerae-repentis (ROZ 0036) 80.0 20.0 0 8.0 - - - - - - - - - 
Control 85.0 15.0 0 - - - - - - - - - - 

1385 
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ตารางที่ 3 ระยะการเจริญเติบโตเปนตนออนของเมล็ดกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก  
  (Spathoglottis  plicata) ที่เพาะรวมกับราไมคอรไรซา (Rhizoctonia spp.)  

ชนิดตาง ๆเปรียบเทยีบกับการเพาะเมล็ดกลวยมีไมใสราไมคอรไรซา (control) 
 

ชนิดของราไมคอรไรซา 
การพัฒนาการเจริญเปนตนออน ระยะที่ 

6 (%) 

R. repens  (ROZ 0010) 45.0a1/ 
R. repens  (ROZ 0021) 23.2b 
R. repens  (ROZ 0022) 22.0b 
R. globularis (ROZ 0009) 12.0c 
R. goodyerae-repentis (ROZ 0036) 0d 
ไมใสราไมคอรไรซา (control) 0d 
 

1/ ตัวเลขที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในคอลัมนเดียวกนัไมแตกตางกนัทางทางสถิติทีร่ะดับ
ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต โดยวธิี DMRT 
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จุลินทรียสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
Enhance plant growth by using endophytic fungi 

 
ชนินทร  ดวงสอาด     พรพิมล  อธิปญญาคม     สุณีรัตน  สีมะเด่ือ 

กลุมวิจัยโรคพืช     สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 
 

บทคัดยอ 
 

 จากการแยกเช้ือราเอ็นโดไฟทจากตนคะนาปกติที่ไมมีการเขาทาํลายของโรคและแมลง
จํานวน 2 พืน้ที ่ จาก ตําบลวังขนาย อําเภอทามวง จังหวัดกาญจนบุรี และ ตําบลดอนยายหอม 
อําเภอเมือง จังหวัดนครปฐม โดยนําสวนของใบและลําตนมาฆาเช้ือที่ผิวดวยวิธ ี triple surface 
sterilization ไดเชื้อราจํานวน 70 ไอโซเลท เมื่อตรวจและบงชนิดแลวพบวา เชื้อราที่แยกไดสามารถ
จัดกลุมของเช้ือราไดเปน 4 taxa คือ Alternaria spp., Nigrospora sp., Pestalotiopsis sp. และ 
Mycelia Sterilia 
 จากการคัดเลือกเช้ือราเอ็นโดไฟทที่เจริญมีอัตราการเจริญเร็วที่สุดจํานวน 5 ไอโซเลทไดแก 
Nigrospora sp. 3 ไอโซเลท (Nigrospora1, Nigrospora2 และ Nigrospora3)และ Alternaria sp. 
2 ไอโซเลท (Alternaria1 และ Alternaria2) มาทาํการทดสอบผลของเช้ือราเอ็นโดไฟทตอ
เปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดคะนา พบวาเช้ือราเอ็นโดไฟท 4 ไอโซเลท ยกเวน Alternaria1 มี
เปอรเซ็นตความงอกของตนกลาคะนาไมแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอ็นโดไฟทในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
คะนาในระยะตนกลาเมื่อวัดผลจากน้ําหนกัสดและน้ําหนักแหงของตนกลาพบวา ตนกลาทีป่ลูก
ดวยเชื้อราเอ็นโดไฟท Nigrospora1 มีน้ําหนกัสดและน้าํหนักแหงมากที่สุด เมื่อจาํแนกชนิดของเชื้อ
ราเอ็นโดไฟทพบวาคือ Nigrospora sacchari แตทุกกรรมวิธีไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัชุดควบคุมซึง่ไมไดปลูกดวยเช้ือราเอนโดไฟท 
 

 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 09-02-49-01-02-01-01-49 
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คํานํา 
 

 เชื้อเอ็นโดไฟท (endophyte) หมายถงึ เชื้อจุลินทรียที่อาศัยอยูในพชื โดยไมทําให

พืชเกิดโรคและมีความสัมพนัธกนัแบบ mutualistic symbiosis เชื้อเอ็นโดไฟทบางชนิดสราง

สารประกอบบางอยางหรือปฏิกิริยาเคมีตางๆ ระหวางเชื้อรากับพืชอาศัย ทาํใหเยือ้เยื่อลดความ

ดึงดูดตอพวก herbivores และบางสายพันธุกระตุนใหพืชเกิดความตานทาน สงเสริมการเจริญ 

เติบโตของพืช ในทางกลับกัน เชื้อเอ็นโดไฟทไดรับประโยชนจากพืชโดยอาศัยสารอาหารตางๆ

จากพืช และดํารงชีวิตอยูภายในตนพืช นอกจากนี้แลวยังพบวา เชือ้เอ็นโดไฟทบางสายพนัธุ

สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืชได และสามารถใชเปน biological control agents โดย

เปนปฏิปกษตอเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคพชื หรือกระตุนใหเกิดความตานทานของโรคแบบ 

systemic ได (Chanway, 1998) 

Bacon (1977) พบวา เชือ้ราเอ็นโดไฟทสวนใหญสามารถใชสวนประกอบของเซลล

พืชได มกีารสรางเอนไซมและสรางองคประกอบที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของพืช และสรางสาร

ที่สามารถใชประโยชนในทางเภสัชกรรมหรือทางเกษตรกรรมได และมีการศึกษาพบวาตนกลา

กะหลํ่าปลีที่คลุกเมล็ดดวยเชื้อรา Heteroconium chaetospira ที่ไดจากรากกะหลํ่า มีการ

เจริญเติบโตทีส่มบูรณ พืชมีความแข็งแรง โดยเช้ือราเอนโดไฟท H. chaetospira สามารถ 

กระตุนการเจริญเติบโตของตนกลากะหลํ่า (Narisawaและคณะ,1998) และจากรายงาน

การศึกษาของ Meganc และ Linda (2008) พบวาเชื้อราเอนโดไฟท Fusarium บางชนิด 

Nigrospora oryzae, Acremonium zeae และ Periconia macrospinosa สามารถกระตุนให

ขาวโพดสรางสารทุติยภูมิ ทีม่ีผลทําใหขาวโพดมีความตานทานโรค 

ดังนัน้ในการวจิัยคร้ังนี้ จงึทําการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือราเอ็นโดไฟทในการสง 

เสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยแยกเช้ือราเอ็นโดไฟทจากคะนาและนํามาทดสอบประสิทธ ิ

ภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของคะนาในระยะกลา 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. อุปกรณเก็บตัวอยางไดแก พล่ัวมือ ถงุพลาสติก 

2. วัสดุอุปกรณในหองปฏิบัติการ ไดแก ตูเข่ียเช้ือ หมอนึง่ความดัน ตูอบฆาเช้ือ 
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3. อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บิกเกอร สไลด

และแผนแกวปดสไลด กระบอกตวง แทงแกว ตะเกียงแอลกอฮอล 

4. เข็มเข่ียปลายแหลม หวงถายเช้ือ ปากคีบ ใบมีดผาตัด มดี 

5. ผาขาวบาง กระดาษซับนึ่งฆาเช้ือแลว (อาจใชกระดาษทชิชูหรือกระดาษกรอง) 

6. แผนพลาสติกสําหรับรองตัดสวนตางๆของพืช 

7. กลองจุลทรรศนแบบ compound และ sterio 

8. อาหารแยกและเล้ียงเช้ือ ไดแก water agar (WA) และ potato dextrose agar (PDA) 

9. สารเคมีที่ใชในการฆาเช้ือ ไดแก สารละลายโซเดยีมไฮเปอรคลอไรด และ เอธิล     

แอลกอฮอล 75% 

10. วัสดุปลูก และกระถางพลาสติก 

11. เมล็ดพันธุคะนา 

12. ตนคะนาปกติที่ไมมีโรคและแมลงเขาทําลาย 

 
วิธีการ 

1. การแยกและจําแนกกลุมเชื้อราเอ็นโดไฟท 

1.1 การเก็บตัวอยางพชื  

เก็บตัวอยางคะนาโดยเก็บตนที่ปกติที่ไมมกีารเขาทําลายของแมลงและไมมีอาการ
ของโรค หอดวยกระดาษ ใสถุงพลาสติก  และบันทกึรายละเอียด ชนดิพืช แหลงทีเ่ก็บ  วันที่เก็บ    
ผูเก็บ 

1.2 การทดสอบการฆาเชื้อทีผิ่วกอนนํามาแยกเชื้อราเอ็น โดไฟท 
ทดสอบการฆาเช้ือที่ผิวสวนตางๆ ของตนคะนาดวยโซเดียมไฮเปอรคลอไรด เพื่อ

ไมใหเชื้อราที่แยกไดเปนเช้ือที่เจริญหรือติดบริเวณผิวของสวนตางๆเชน ผิวใบ ซึง่ตองทดสอบกอน
นํามาแยกเช้ือราเอ็นโดไฟทที่เจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช เพื่อหาระยะเวลา ความเขมขนทีเ่หมาะ 
สมในการแชชิ้นสวนใบ กิ่ง ลําตน และรากของตนสมนุไพรในโซเดียมไฮเปอรคลอไรดความเขมขน
ตางๆกนั มีข้ันตอนดังนี ้

1. นําตัวอยางตนคะนาที่ไมเปนโรคมาลางน้าํใหสะอาด 
2. ตัดตนคะนาแตละสวนที่จะทําการแยกใหไดความยาวประมาณ 1 ซม. 
3. นําผาขาวบางมาหอชิน้สวนของพืชที่ตัดได จากนัน้นาํมาแชในแอลกอฮอล 

75% เปนเวลา 15 วินาท ี
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4. นําผาขาวบางที่หอชิน้สวนของพืชทั้งหมด แชในโซเดียมไฮเปอรคลอไรด
ความเขมขนตางๆคือ 0, 1, 3 และ 5% ในเวลานานตางๆกันคือ 1, 3 และ 5 นาท ีซับใหแหงดวย
กระดาษซับทีฆ่าเช้ือแลว 

5. นําผาขาวบางที่หอชิน้สวนของพืชทั้งหมดแชในแอลกอฮอล 75% เปนเวลา 
15 วินาท ีซับใหแหงดวยกระดาษซับทีฆ่าเช้ือแลว 

6. นําช้ินสวนของพืชวางบนจานอาหารเล้ียงเชื้อ PDA (Potato Dextrose 
Agar) โดยแตละจานอาหารวาง 5 ตําแหนง บมไวที่อุณหภูมิหอง 

7. ตรวจดูเชื้อราที่เจริญออกมาจากแตละช้ินสวนของพืช วิเคราะหผลของการ
เจริญของเช้ือราที่เวลาและความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอไรทตางๆกัน 

1.3 การแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท 
นําตัวอยางพชืผานข้ันตอนการฆาเช้ือที่ผิวตามขอ 1.2 ตามความเขมขนที่

ผานการทดสอบ ตรวจดูเชือ้ราที่เจริญออกมาจากเนื้อเยื่อของแตละช้ินพืช แยกเช้ือราที่ไดไปทําเปน
เชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร PDA และเก็บใน PDA slant เพื่อจําแนกชนิดของเช้ือราตอไป  

1.4 การตรวจสอบและจําแนกกลุมของเชือ้ราเอ็นโดไฟท 
ตรวจลักษณะทางสัณฐานวทิยา สังเกตลักษณะการเจริญของเช้ือราบน

อาหารที่เพาะเลี้ยง ตรวจลักษณะรูปราง ขนาดและโครงสรางที่เช้ือราสรางข้ึน ภายใตกลอง
จุลทรรศน เปรียบเทยีบลักษณะตางๆของเช้ือราเอ็นโดไฟท เพื่อจําแนกกลุมของเช้ือรา 

1.5 การทดสอบการเจรญิของเชื้อราเอ็นโดไฟท  
นําเช้ือราเอ็นโดไฟท ที่แยกไดจากพืชสมุนไพรมาทดสอบประสิทธิภาพในการ

เจริญ โดยนาํเช้ือราเอ็นโดไฟททีม่ีอัตราการเจริญเร็วทีสุ่ด เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพตอ
การเจริญของคะนาในระยะกลาตอไป 

 
2. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟทตอการงอกและการเจริญเติบโต

ของพืชในระยะกลา  

2.1 เตรียม suspension ของเช้ือราเอ็นโดไฟท โดยใชเชื้อราเอ็นโดไฟทในการทดสอบ

จํานวน 5 ไอโซเลท  

2.2 ทําการฆาเช้ือที่ผิวเมล็ดคะนา โดยแชในโซเดียมไฮเปอรคลอไรท 1% นาน 1 นาท ี

แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ันที่ฆาเช้ือแลว 3-4 คร้ัง จากนั้นนําเมล็ดขาวที่ผานการฆาเช้ือที่ผิวแลว 

มาแชลงใน suspension ของเชื้อราเอ็นโดไฟท โดยทาํการแชทิง้ไวกอนปลูก 24 ชัว่โมง 
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2.3 ทดสอบผลของเช้ือราเอ็นโดไฟทตอการงอกของเมล็ดคะนา นําเมล็ดคะนาที่ปลูก

ดวยเชื้อราเอ็นโดไฟท มาวางเพาะบนกระดาษช้ืนในจานอาหาร โดยทําการทดสอบ 4 ซ้ําๆละ 

100 เมล็ด หลังจากนัน้ 5-7 วัน ทําการวัดผลโดยตรวจจากเปอรเซน็ตความงอกของเมล็ดคะนา 

เพื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุมซึ่งไมไดปลูกดวยเชื้อราเอ็นโดไฟท จากน้ันนาํขอมูลที่ไดมาทาํการ

วิเคราะหผลทางสถิติ 

2.4 ทดสอบผลของเช้ือราเอ็นโดไฟทตอการเจริญของกลาคะนา นาํเมล็ดคะนาที่ปลูก

ดวยเชื้อราเอ็นโดไฟท ปลูกลงในกระบะบรรจุวัสดุเพาะ วางแผนการทดลองแบบ RCB โดยทํา

การทดลองกรรมวิธีละ 8 ซ้ํา ประเมินผลโดยเปรียบเทียบลักษณะการเจริญ น้ําหนกัสด และ

น้ําหนกัแหง นาํขอมูลที่ไดมาทาํการวิเคราะหผลทางสถติิ 

 
เวลาและสถานที ่
 ระยะเวลา           2 ป เร่ิมตน เดือนตุลาคม 2552 
                 ส้ินสุด เดือนกนัยายน 2553 
 สถานที ่       หองปฏิบัติการกลุมวิจัยโรคพืช 
          โรงเรือนทดลองกลุมวิจัยโรคพืช 
           สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1. การแยกและจําแนกกลุมเชื้อราเอ็นโดไฟท 

 เก็บตัวอยางคะนาที่ไมแสดงอาการของโรคจาก 2 พืน้ที ่คือ จังหวัดกาญจนบุรี และ
จังหวัดนครปฐม แยกเช้ือราเอ็นโดไฟทจากใบและลําตนของตัวอยางคะนาจากจังหวัดกาญจนบุรี
และจังหวัดนครปฐม แยกได 23  และ 47 ไอโซเลท ตามลําดับ รวม 70 ไอโซเลท เช้ือราที่แยกได
สามารถจัดกลุมของเช้ือราไดเปน 4 taxa คือ Alternaria spp., Nigrospora sp., Pestalotiopsis sp. 
และ Mycelia Sterilia คัดเลือกเช้ือราเอ็นโดไฟทเพื่อทดสอบประสิทธภิาพของเช้ือราเอ็นโดไฟท
จํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก Nigrospora1, Nigrospora2, Nigrospora3, Alternaria1 และ 
Alternaria2 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟทตอการงอกและการเจริญเติบโตของพชื

ในระยะกลา  

 จากการคัดเลือกเช้ือราเอ็นโดไฟทที่เจริญมีอัตราการเจริญเร็วที่สุดจํานวน 5 ไอโซเลทไดแก 
Nigrospora sp. 3 ไอโซเลท (Nigrospora1, Nigrospora2 และ Nigrospora3)และ Alternaria sp. 
2 ไอโซเลท (Alternaria1 และ Alternaria2) มาทาํการทดสอบผลของเช้ือราเอ็นโดไฟทตอ
เปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดคะนา พบวาเช้ือราเอ็นโดไฟท 4 ไอโซเลท ยกเวน Alternaria1 มี
เปอรเซ็นตความงอกของตนกลาคะนาไมแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(ตารางที ่1)  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอ็นโดไฟทในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
คะนาในระยะตนกลาเมื่อวัดผลจากน้ําหนกัสดและน้ําหนักแหงของตนกลาพบวา ตนกลาทีป่ลูก
ดวยเชื้อราเอ็นโดไฟท Nigrospora1 มีน้ําหนกัสดและน้าํหนักแหงมากที่สุด เมื่อจาํแนกชนิดของเชื้อ
ราเอ็นโดไฟทพบวาคือ Nigrospora sacchari แตทุกกรรมวิธีไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัชุดควบคุมซึง่ไมไดปลูกดวยเช้ือราเอ็นโดไฟท (ตารางที ่2 และ 3) 
 จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาเช้ือราเอ็นโดไฟทที่แยกไดจากคะนาสวนใหญเปนเชื้อราที่มีราย 
งานวาสามารถเปนเช้ือราสาเหตุโรคพชื และเมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพตอการงอกและการ
เจริญของคะนาแมจะไมทาํใหพืชเกิดความเสียหาย แตเชือ้ราเอ็นโดไฟททีท่ําการทดสอบ ยังไมผลตอ
การสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ดังนั้นจึงจะทําการศึกษาโดยแยกเช้ือราเอ็นโดไฟทจากพชือาศัย
ชนิดอ่ืนที่อาจจะมีเชื้อราเอ็นโดไฟททีม่ีศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช รวมถงึการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคพชืตอไป 
  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 แยกเช้ือราเอ็นโดไฟทจากตนคะนาปกติที่ไมมีการเขาทาํลายของโรคและแมลงจํานวน 2 
พื้นที ่จาก ตําบลวังขนาย อําเภอทามวง จังหวัดกาญจนบุรี และ ตําบลดอนยายหอม อําเภอเมือง 
จังหวัดไดเชื้อราจํานวน 70 ไอโซเลท เชือ้ราที่แยกไดสามารถจัดกลุมของเช้ือราไดเปน 4 taxa คือ 
Alternaria spp., Nigrospora sp., Pestalotiopsis sp. และ Mycelia Sterilia 
 จากการคัดเลือกเช้ือราเอ็นโดไฟทที่เจริญมีอัตราการเจริญเร็วที่สุดจํานวน 5 ไอโซเลท มา
ทําการทดสอบผลของเช้ือราเอ็นโดไฟทตอเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดคะนา พบวาเช้ือราเอ็นโด
ไฟท 4 ไอโซเลท มีเปอรเซ็นตความงอกของตนกลาคะนาไมแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุม และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟทในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของคะนาในระยะตนกลาพบวา ตนกลาที่ปลูกดวยเช้ือราเอ็นโดไฟท Nigrospora1 มีน้าํหนักสด
และน้ําหนกัแหงมากที่สุด เมื่อจําแนกชนดิของเช้ือราเอ็นโดไฟทพบวาคือ Nigrospora sacchari 
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แตทุกกรรมวิธไีมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไมไดปลูกดวยเชื้อรา
เอ็นโดไฟท 
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ตารางที ่1 เปรียบเทยีบเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดคะนาที่ปลูกดวยเชื้อราเอ็นโดไฟทชนิด
ตางๆ 

กรรมวิธ ี เปอรเซ็นตความงอก1 
ปลูกดวย Nigrospora1   74.50 ab2 
ปลูกดวย Nigrospora2                         74.00 a  
ปลูกดวย Nigrospora3 75.00 ab 
ปลูกดวย Alternaria1 74.30 ab 
ปลูกดวย Alternaria2 75.30 ab 
ชุดควบคุม                         75.80 b 

CV (%) 1.4 % 
   1 คาเฉลี่ยจาก 4 ซ้ําๆ ละ 100 เมล็ด 
   2 ตัวอักษรเหมือนกนัแสดงวาไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

เปรียบเทยีบโดยวิธี Duncan Multiple Range Test ที่ความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที ่2 เปรียบเทยีบผลของเชื้อราเอ็นโดไฟทตอน้ําหนกัสดของกลาคะนา 
กรรมวิธ ี น้ําหนกัสด (กรัม)1 

ปลูกดวย Nigrospora1                           2.64 a2 
ปลูกดวย Nigrospora2 2.21 a 
ปลูกดวย Nigrospora3 2.37 a 
ปลูกดวย Alternaria1 2.20 a 
ปลูกดวย Alternaria2 2.02 a 
ชุดควบคุม  2.19 a 

CV (%) 28.9 % 
   1 คาเฉลี่ยจาก 8 ซ้ําๆ ละ 2 ตน 
   2 ตัวอักษรเหมือนกนัแสดงวาไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

เปรียบเทยีบโดยวิธี Duncan Multiple Range Test ที่ความเชื่อมั่น 95% 
 
ตารางที ่3 เปรียบเทยีบผลของเชื้อราเอ็นโดไฟทตอน้ําหนกัแหงของกลาคะนา 

กรรมวิธ ี น้ําหนกัแหง (กรัม)1 
ปลูกดวย Nigrospora1                           0.43 a2 
ปลูกดวย Nigrospora2 0.34 a 
ปลูกดวย Nigrospora3 0.38 a 
ปลูกดวย Alternaria1 0.33 a 
ปลูกดวย Alternaria2 0.34 a 
ชุดควบคุม  0.39 a 

CV (%) 25.4 % 
   1 คาเฉลี่ยจาก 8 ซ้ําๆ ละ 2 ตน 
   2 ตัวอักษรเหมือนกนัแสดงวาไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

เปรียบเทยีบโดยวิธี Duncan Multiple Range Test ที่ความเชื่อมั่น 95% 
 



 1395 

การคัดเลือก และทดสอบประสิทธิภาพเช้ือ Bacillus spp. ในการควบคุมเช้ือ
แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae สาเหตุโรคใบไหม

หนาวัว 
 

ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน      ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกลุ 
เพลินพิศ  สงสังข     วงศ  บุญสืบสกลุ 

กลุมวิจัยโรคพืช         สาํนักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

บทคัดยอ 
คัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus sp. จาก Culture collection และแยกแบคทีเรีย Bacillus sp. 

ที่เจริญครอบคลุมบริเวณผิวใบหนาวัว จากแหลงปลูกตาง ๆ คัดเลือกไอโซเลททีม่ีประสิทธภิาพการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. dieffenbachiae  บนอาหาร Nutrient glucose 
agar ดวยเทคนิค paper disc diffusion เลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรค โดยเกิดบริเวณยับยั้งเปนวงใส (clear zone) รัศมีการยับยั้งเปนบริเวณกวาง จาํนวน  
5 ไอโซเลท ไดแก 20w1, 1g7, 20w4, 2g24 และ 772 ทดสอบการควบคุมโรค บนตนหนาววัพนัธุ
ออนแอ 2 พันธุ คือ โรเซตตา และทรอปคอล ดวยวิธกีารพนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
sp. ในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD 10 treatment  10 ซ้าํ 
เปรียบเทยีบกบัการใช Bacillus sp. การคา 1 ชนิด และการทดลองเปรียบเทยีบไมพนสาร ผลการ
ควบคุมโรคพบวาการทดลองทีพ่นดวย Bacillus sp. สายพนัธุ 1G7 และ 1G7+P772 ใหผลในการ
ควบคุมโรคไดดี ทําการทดลองซํ้าในป 2552 โดยทดสอบการควบคุมโรคดวยแบคทีเรียปฏิปกษ บน
หนาววัพนัธุโรซา ระหวางเดือนพฤษภาคม ถึงเดือนกรกฎาคม หลังการพนแบคทีเรียปฏิปกษแบบ
สายพนัธุเด่ียวและแบบผสมสายพันธุ ควบคุมโรคเปนเวลา 2 เดือน พบวากรรมวิธกีารพนแบคทีเรีย
ปฏิปกษ 1G7+KA2+20W1 ใหผลในการควบคุมโรคดีที่สุด รองลงมาคือ 20W1  

 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 09-02-49-01-02-01-16-49 
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คํานํา 
โรคใบไหมหนาวัว เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae จาก
การสํารวจในสวนเกษตรกรในพืน้ที่ตาง ๆ สวนมากพบอาการเขาทาํลายที่ใบออน ถึงใบกลาง ๆ 
ของลําตน อาการเปนแผลจดุช้ําฉํ่าน้ํา บริเวณใกลขอบใบ ที่มีตอมคายนํ้า ซึง่เปนจุดที่เชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเขาทําลายไดงาย ทั้งนี้อาการแผลจุดช้ําสังเกตไดชัดเจนจากดานใตใบหนาวัว ตอมา
เนื้อเยื่อใบบริเวณที่ถกูเช้ือแบคทีเรียเขาทาํลายจะเปนสีเหลือง เมื่อจดุช้ําฉํ่าน้ําเจริญเชื่อมตอกันทํา
ใหเกิดอาการแผลไหมจากบริเวณขอบใบ หรือบางคร้ังอาจพบอาการไหมบริเวณกลางใบ เชื้อ
แบคทีเรียที่เขาทาํลายพืชเจริญเพิ่มปริมาณ แลวเคลื่อนยายไปยังบริเวณทอลําเลียงของกานใบพชื
และลําตน โดยเช้ือแบคทีเรียจะไปทาํลายเซลลพืชและอุดตันขัดขวางการเคล่ือนยายอาหารและน้าํ 
ทําใหตนหนาววัเกิดอาการขาดน้ํา ใบแกของหนาวัวทีอ่ยูดานลางเนือ้ใบจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง ลํา
ตนหลักของหนาวัวที่ถูกเช้ือเขาทาํลาย จะเนาชํ้าเปลีย่นเปนสีน้าํตาลเขม ทําใหบริเวณจุดเจริญเสีย
ไป ใบหลุดรวงจากตนหนาวัว เมื่อพชืไมสามารถลําเลียงน้ําและอาหารไปเล้ียงลําตนได ตนหนาวัว
จะแสดงอาการเหี่ยวหรือเนาตายในที่สุด หากจานรองดอกของหนาวัวที่มีรูปทรงคลายหัวใจถกูเช้ือ
แบคทีเรียเขาทําลาย เรียกวาอาการดอกไหม นอกจากนี้อาจพบการเขาทําลายของแบคทีเรียทาง
ปากใบ ทาํใหเกิดอาการเปนจุดวงฉํ่าน้ํารอบแผลเปนสีน้ําตาล (ปยรัตน, 2548; ปยรัตน และคณะ, 
2550) 
 เนื่องจากยังไมมีสารเคมทีี่มปีระสิทธิภาพในการควบคุมโรค แนวทางการควบคุมโรคดวย
เชื้อปฏิปกษไดมีการศึกษากันมาบาง โดยเสมอใจ และคณะ (2548) ไดศึกษาการควบคุมโรคไหม
ของหนาววัดวยแบคทีเรียปฏิปกษโดยชีววิธีในพื้นที่ปลูกภาคใต โดยรวบรวมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
จากวัสดุปลูก ใบพืชที่เปนโรค และใบพืชปกติ ดวยวิธ ี dilution plate บนอาหาร King’s B และ 
Nutrient agar เก็บเชื้อแบคทีเรียไวทั้งหมด จํานวน 1,387 ไอโซเลท ทดสอบปฏิกิริยายับยั้งเช้ือ X. 
axonopodis pv. dieffenbachiae  คัดเลือกไดเชื้อแบคทีเรีย 18 ไอโซเลท จําแนกเปนเช้ือ Bacillus 
subtilis เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคโดยใชกลุมเช้ือ 3 ไอโซเลท โดยกลุมเช้ือ B1128, 
B1317 และ B1348 มีประสิทธภิาพในการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคไดดีที่สุด โดยจะ
ดําเนนิการทดสอบในโรงเรือนตอไป นอกจากนี ้Fernandez et al. (1989) แยกเช้ือจากเนื้อเยื่อดาน
ในของกานใบหนาววั นาํมาทดสอบพบวา สามารถควบคุมโรคใบไหมได ตอมารายงานของ 
Fernandez et al. (1990, 1991) พบวาการควบคุมโรคใบไหมหนาววัยงัมคีวามผันแปรของ
ประสิทธิภาพในการควบคุม ซึ่งตองมกีารวจิัยเพื่อปรับใชตอไป  
 การทดลองนีม้ีวัตถปุระสงคเพื่อการคัดเลือกเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ ที่มีการรวบรวมไวใน 
Culture collection และเก็บรวบรวมเชื้อจากแหลงปลูกหนาววัและไมดอกไมประดับอ่ืน เพื่อพัฒนา
สําหรับควบคุมโรคใบไหมหนาวัว 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

 1. การเก็บรวบรวมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.  
 โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียจาก culture collection จํานวน 67 ไอโซเลท และแยกเก็บเชื้อจาก
บริเวณผิวใบ และในทอลําเลียงน้าํอาหารบริเวณกานใบของหนาววัและกลวยไม แยกเก็บเชือ้
แบคทีเรีย Bacillus sp. ดวยวิธ ีdilution spread plate บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) 
เก็บรักษาแบคทีเรียบริสุทธิ์แตละไอโซเลทบนอาหารเอียงเททับดวยพาราฟนเหลว  
 
 2. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพ 
 คัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. ดวยวิธ ี paper disc diffusion โดยผสมเซลล
แขวนลอยเช้ือ X. axonopodis pv. dieffenbachiae ในอาหาร NGA โดยใชเซลลแขวนลอยเช้ือ 5 
มล. เติมลงในอาหาร 200 มล. ผสมใหเขากัน แลวเททบับนจานอาหาร NGA ที่เทรองพ้ืนไวบาง ๆ 
ทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหง (ประมาณ 2-3 ชั่วโมง) จงึวางกระดาษตาปลาท่ีหยดเซลลแขวนลอยเช้ือ 
Bacillus spp. 5 ไมโครลิตร วางกระดาษตาปลา 4 จดุตอจานเล้ียงเช้ือ ตรงกลางวางกระดาษตา
ปลาทีห่ยดน้ํากรองนึง่ฆาเช้ือเพื่อเปนการทดลองควบคุม (ภาพแสดงการวางกระดาษตาปลา) 
 

                                                
  

บมจานเลี้ยงเช้ือในถุงพลาสติก ในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผลหลังการ
ทดสอบ 24, 48, 72 และ หลังการทดสอบ 7 วัน โดยวัดความกวางรัศมีบริเวณสวนใส และวัดเสน
ผานศูนยกลางหลังการทดสอบ 7 วัน 
  
 
 3. การทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคใบไหมหนาววัในโรงเรือนปลูกพชื
ทดลอง 

 ป 2551 ทดสอบการควบคุมโรคในโรงเรือนปลูกพชืทดลองโดยใชหนาววัพนัธุออนแอ 2 
พันธุ คือ    โรเซตตา และทรอปคอล วางแผนการทดลองแบบ CRD เปน 10 กรรมวิธี โดยใช 
Bacillus sp. ไอโซเลทเดียว และผสม 2 ไอโซเลท โดยเลือกไอโซเลทจาก collection ผสมกบั 
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Bacillus sp.  ที่แยกจากใบหนาววั เปรียบเทียบกับการใช Bacillus sp. การคา 1 ชนิด และการ
ทดลองเปรียบเทียบไมพนสาร  
 ป 2552 ทดสอบการควบคุมโรคในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง โดยใชหนาวัว พนัธุโรซา อาย ุ4 
เดือน ทดสอบ 3 ซ้ํา ๆ ละ 5 ตน วางแผนการทดลองแบบ RCB 10 กรรมวิธี ประกอบดวย  
 กรรมวิธีที ่1 เซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท 1G7 
 กรรมวิธีที ่2 เซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท 20W1 
 กรรมวิธีที ่3 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KA2 
 กรรมวิธีที ่4 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท 1G7+KA2 
 กรรมวิธีที ่5 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท 1G7+KA2+20W1 

กรรมวิธีที ่6 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KA2+KA14+KA16 
 กรรมวิธีที ่7 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KA2+KA16 
 กรรมวิธีที ่8 พนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KA2+KA14 
 กรรมวิธีที ่9 พนสารเคมี บอรโดมิกซเจอร 

กรรมวิธีที ่10 การทดลองเปรียบเทียบพนน้ําเปลา 
 
ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป ต้ังแต ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
สถานทีท่ําการทดลอง หองปฏิบัติการ และโรงเรือนปลูกพืชทดลอง  

กลุมวิจยัโรคพชื สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช 
    

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

 1. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพ 
ป 2551 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จาก Culture collection และแยกแบคทีเรีย 

Bacillus sp. ที่เจริญครอบคลุมบริเวณผิวใบหนาวัว จากแหลงปลูกตาง ๆ จํานวน 68 ไอโซเลท ทํา
การทดสอบคัดเลือกไอโซเลทที่มปีระสิทธภิาพการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย X. axonopodis  
pv. dieffenbachiae  ไอโซเลท P139 พบวาแบคทีเรีย Bacillus spp. จํานวน 52 ไอโซเลท สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือ X. axonopodis pv.dieffenbachiae มีบริเวณสวนใสกวางเฉล่ีย 0.05 -0.9 
มม. โดยไอโซเลทที่มปีระสิทธิภาพดีในการยับยั้ง ไดแก 20W24, Antหางหม2ู, 1G7, 20W1, 2G24, 
20W4, Ant-an1, P772, 20W17, 20W18  
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ป 2552 ทดสอบคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืช มีรัศมีการยับยั้งเฉลี่ย 0.4-0.9 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลาง 1.3-2.3 
เซนติเมตร (ตารางที่   ) 

 
 3. การทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคใบไหมหนาววัในโรงเรือนปลูกพชื
ทดลอง 

เลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพดีในการยบัยั้งเกิดบริเวณสวนใสกวาง 5 ไอโซเลท ไดแก 
20W1, 1G7, 20W4, 2G24 และไอโซเลท P772 ทดสอบการควบคุมโรคในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 
กรรมวิธีทีพ่นดวย Bacillus sp. สายพันธุ 1G7 และ 1G7 +P 772 ใหผลในการควบคุมโรคไดดีกวา
กรรมวิธีอ่ืน ๆ   
 Fukui et al. (1999) แยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเชื้อ X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae จากน้าํ sap ที่อยูบริเวณทอลําเลียง และจากน้ําทีพ่ชืคายออกมาจากตอมคายน้ํา 
พบวาการใชกลุมเช้ือแบคทีเรียที่แยกจากน้ําที่พืชคายออกมาจากตอมคายน้ํา มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมอาการโรคทีเ่กิดทางใบได ติดตามการเขาทําลายพืชดวยสายพันธุ bioluminescent 
พบวาหลังพนเซลลแขวนลอยของกลุมเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสามารถลดความรุนแรง ของการเขา
ทําลายจากเช้ือบริเวณตอมคายน้าํของพชืได และเมื่อพนเซลลแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษบน
บาดแผล สามารถยับยัง้การเขาทาํลายพืชทางบาดแผลได แตเมื่อทดสอบการใชเชื้อแตละชนดิ
เด่ียว ๆ ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ X. axonopodis pv.dieffenbachiae ได Alvarez and 
Mizumoto (2001) จําแนกชนิดของจุลินทรียปฏิปกษที่มปีระสิทธิภาพในการควบคุมโรคไหมหนาววั 
ที่แยกเช้ือจากผิวใบพืช ประกอบดวย Sphingomonas chlorophenolica, Microbacterium 
testaceum, Brevundimonas veslcularis และ Herbaspirillum rubrisulbalbicans ซึ่งจุลินทรีย
ทั้งส่ีชนิดสามารถมีชีวิตรอดเจริญบนผิวใบพืชไดนานถึงสองเดือน ชวยปกปองพชืจากการเขา
ทําลายของเช้ือสาเหตุโรค โดยการพนจุลินทรียปฏิปกษทุกสัปดาห พบสามารถควบคุมโรคได 75 
เปอรเซ็นต Fujii et al. (2002) ทดสอบการใชจุลินทรียปฏิปกษเพื่อควบคุมโรครวมกับการใชพนัธุ
พืชตานทานจากการดัดแปลงพันธุกรรม พบวาตนหนาวัวที่ดัดแปลงพนัธุกรรมมีการปลดปลอย
สารเคมีเปนโปรตีนที่ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย แตไมมีผลการยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียปฏิปกษทั้ง 
4 ชนิด โดยเช้ือจุลินทรียปฏิปกษชวยใหตนหนาววัมรีะบบรากที่สมบูรณแข็งแรง ตนพืชแข็งแรง 
ออกดอกเร็ว ตนโตสูง จํานวนใบ และขนาดของใบใหญข้ึน ทั้งนี้จากการศึกษารายงานตาง ๆ การ
ใชจุลินทรียปฏิปกษเปนแนวทางในการควบคุมโรคใบไหมหนาววัที่ดีมีประสิทธิภาพ ซึ่งในอนาคต
จะผลิตเปนชีวภัณฑควบคุมโรค  
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สรุป 
พบแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย       

X. axonopodis  pv. dieffenbachiae ไดดี มีเสนผานศูนยกลางความกวางของสวนใสบริเวณยบัยั้ง
เฉล่ีย 1.5-2.5 เซนติเมตร จํานวน 10 ไอโซเลท คัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย (ภาพที่ 1) จากแหลงปลูกตางกัน 3 แหลง เลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพดีในการ
ยับยั้งเกิดบริเวณสวนใสกวาง จํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก 20W1, 1G7, 20W4, 2G24 เปนเช้ือ
แบคทีเรียจาก culture collection และ P772 แยกจากใบหนาววั (ยังไมไดจําแนกชนิดของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ) ทดสอบการควบคุมโรคในโรงเรือนปลูกพืชทดลองโดยใชหนาววัพนัธุออนแอ   2 
พันธุ พบวาการทดลองท่ีพนดวย Bacillus sp. ทุก 7 วนั จํานวน 5 คร้ัง สายพันธุ 1G7 ใหผลในการ
ควบคุมโรคไดดีที่สุด โดยมีความรุนแรงของการเกิดโรคตํ่าสุด เทากับ 2.3 รองลงมาคือ Bacillus sp. 
สายพนัธุ 2G24 และ 20W1 ความรุนแรงในการเกิดโรคเทากนั คือ 2.6  โดยการทดลองเปรียบเทียบ
มีความรุนแรงในการเกิดโรคในระดับ 3.2 (ภาพที่ 2) การทดลองควบคุมโรคในป 2552 พบวาพบวา
กรรมวิธีการพนแบคทีเรียปฏิปกษ 1G7+KA2+20W1 ใหผลในการควบคุมโรคดีที่สุด รองลงมาคือ 
20W1 สําหรับการพนสารเคมีพบอาการเปนพิษตอพืช  
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 ภาพที่ 1 บริเวณวงใส (clear zone) จากการยับยัง้การเจริญของเช้ือ Xanthomonas   
                        axonopodis pv. dieffenbachiae  ดวยแบคทีเรียปฏิปกษ    
   (ก) Bacillus sp. ไอโซเลท 20W1  

(ข) Bacillus sp. ไอโซเลท 1G7  
(ค) Bacillus sp. ไอโซเลท 2G24  
(ง) Bacillus sp. ไอโซเลท 20W4 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข ค ง 
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     ภาพท่ี 2 ผลการควบคุมโรคใบไหมหนาวัว ดวยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  
          ในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง  

(ก) การทดลองเปรียบเทียบ  
(ข) แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท 1G7                                         

               (ค) แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลท 20W4  
            (ง) แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลท 20W1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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ตารางที ่1   การทดสอบประสิทธิภาพรัศมีบริเวณใสการยับยั้งของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus sp. 
       ตอเชื้อ X. axonopodis pv. dieffenbachiae  

แบคทีเรียปฏิปกษ รัศมีบริเวณใส (เซนติเมตร) เสนผานศูนยกลางบริเวณใส (เซนติเมตร) 
1G7 0.9 2.3 

20W1 0.9 2.3 
KA2 1.0 2.5 

20W4 0.8 2.1 
2G24 0.8 2.1 
SA8 0.6 1.7 
PA12 0.7 1.9 
KA14 0.6 1.7 
KA16 0.9 2.3 

หมายเหต:ุ รัศมีบริเวณใส วัดหลังการบมเช้ือ เปนเวลา 48 ชั่วโมง เสนผานศูนยกลาง วัดหลังการบมเชื้อ 5 วัน 

 
 ตารางที ่2  ผลการทดสอบการควบคุมโรคใบไหมหนาวัวดวยแบคทีเรียปฏิปกษ  

% Incidence  Severity แบคทีเรียปฏิปกษ 
Rep1 Rep2 Rep3 Rep1 Rep2 Rep3 

Control 60 40 60 1.8 0.8 1.6 
1G7 80 60 60 1.8 0.6 1.2 
20W1 60 40 60 1.4 0.6 1.2 
KA2 80 60 60 1.8 0.8 1.8 
1G7+KA2 80 60 60 1.6 1.6 1.2 
1G7+KA2+20W1 60 80 20 1.2 1.6 0.4 
KA2+KA14+KA16 80 60 60 1.6 1.5 1.2 
KA2+KA16 60 60 60 1.4 1.4 1.0 
KA2+KA14 100 60 60 1.6 1.2 1.2 
บอรโดมิกซเจอร 80 40 60 1.0 0.6 0.6 
หมายเหต:ุ คาเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา ๆ ละ 5 ตน; Incidence นับจํานวนตนที่เกิดโรค/จํานวนตนทั้งหมด คิดเปน

เปอรเซ็นต ;Severity  ใหคะแนนความรุนแรงในการเกิดโรค 0, ไมเกิดโรค; 1, เกิดโรค 1-10%, 2 เกิดโรค 11-
25% 
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ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora 

Study on preservation technique of Erwinia carotovora 

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ     ดารณุี  ปุญญพิทักษ    สุรยีพร  บัวอาจ 

1/ กลุมวิจยัโรคพืช    สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

 

บทคัดยอ 

 นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธตีางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสโครงการ   09-02-49-02-01-07-01-51 
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คํานํา 

วิธีการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชมหีลายวิธกีาร ไดแก การเก็บรักษาไวภายใต

น้ํามนั (Zensen et al. 1944, และ Graham, 1952) วิธีเก็บไวในน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ือ ซึ่งมีรายงานวา

สามารถเก็บไวไดนาน 2-3 ป (Devay et al. 1963,  Kelman and Person, 1961) เก็บดวยวิธี 15 

% glycerol ใน Deep freezing (Quadling, 1960, Sleemsman and Leben, 1978) วิธีการนี้สวน

ใหญใชในเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Quadling (1960) ไดรายงานสามารถเก็บรักษาเช้ือ 

Xanthomonas campestris pv. phascoli และ Erwinia spp และ Pseudomonas spp. ไวไดนาน 

18 เดือนที่อุณหภูมิ –200C   Sleesman and Leben (1978) รายงานการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย

สาเหตุโรคพชืได 2 ถึง 3 ปที่อุณหภูมิ –700C และวิธี Lyophilization เปนวธิีการเกบ็รักษาเช้ือที่ใช

ในการเก็บระยะยาว (long-term preservation) (Dhimgra and Simclair, 1985)  ไดมีรายงาน

วิธีการ Lyophilization สามารถเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพชืไดเปนระยะเวลามากกวา 10 

ป (Proom and Hemmon, 1949,  Stark and Herrington, 1931) 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. อุปกรณมาตรฐานในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดแก ตูเข่ียเช้ือชนดิปลอดเชื้อ ตูควบคุม
อุณหภูมิ ตูเยน็สําหรับเก็บตัวอยาง หมอนึ่งความดันไอ  เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูม ิ
เคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอบ (oven) อุปกรณการแยกเช้ือแบคทีเรีย 
2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณอ่ืนๆที่ใชในหองปฏิบัติการ เชน เคร่ืองชัง่, pH meter  เปนตน 
3. สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  

 
วิธีการ 

ทดสอบวิธกีารเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  วธิตีางๆ จาํนวน  8 วิธ ี
ทําการวางแผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวิธี จาํนวน 4 ซ้าํ ไดแก 

กรรมวิธีที ่1 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
กรรมวิธีที ่2 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ10 oC 
กรรมวิธีที ่3 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูมหิอง 
กรรมวิธีที ่4 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูม1ิ0 oC 
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กรรมวิธีที ่5 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่6 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
กรรมวิธีที ่7 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่8 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
 

ขั้นตอนและวิธีการวิจัย ดําเนินการตามขั้นตอนตอไปน้ี 
1. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ Erwinia carotovora จํานวน  5  สายพนัธุ 

ที่แยกไดจากพืชตระกูลกระหลํ่า และตระกูลผักกาด 
2. เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทัง้หมดในอาหารเล้ียงเชื้อ Potato semisynthetic agar (PSA) ให

ไดโคโลนีเด่ียวอายุ 48 ชัว่โมง 
3. เก็บรักษาดวยวิธีการตางๆตามกรรมวธิีทดลอง 
4. ตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือแบคทีเรียทีท่ดสอบในทกุๆกรรมวิธ ีทุก 3 เดือน โดย

ในกรรมวิธทีี่เก็บภายใตเหยอืกแข็งเมื่อนาํออกมาตองแชในน้าํแข็งไวตลอดเพื่อใหอุณหภูมิไม
เปล่ียนแปลงฉับพลัน คอยๆเย็นลง  

5. บันทกึลักษณะโคโลน ี ความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และอัตราการเจริญเติบโตในแต
ละกรรมวิธ ี
 
เวลาและสถานที ่

ต.ค.50 – ก.ย.53 ทีก่ลุมวจิัยโรคพืช สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

เชื้อแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท เมื่อนํามาศึกษาวธิีการเก็บ
รักษาวธิีตางๆ จํานวน  8 วธิ ีพบวา เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยงัคงมีชวีิตอยู 
ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีมีลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมีตรงตามเดิมทุกประการ 
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ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาไสเดือนฝอยกําจัดแมลง 
Studies on Preservation Technique of Entomopathogenic Nematodes 

 
นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด  

กลุมวิจัยโรคพืช    สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 

 
 

บทคัดยอ 
 

การเก็บรักษาไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2 และ Heterorhabditis sp. PRh 
isolate ใหคงความมีชวีิตและคงศักยภาพในการกําจัดแมลง  ในสารอุมความชื้นชนิดตางๆ โดย 
Steinernema sp. KPs No.2 เก็บรักษาในข้ีเล่ือย  ข้ีเล่ือยปนดินทราย  ข้ีเล่ือยปนโพลิเมอร  ดินพีท  
กอนฟองน้ําตัด  โพลิเมอร และน้ํากล่ัน จาํนวน 5 ลานตัวตอถุง  นาํมาตรวจนบัเปอรเซ็นตการตาย
ของไสเดือนฝอยหลังการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิหอง (27+2oซ) ทกุๆ 1 เดือน  พบวา การเก็บรักษาใน
สารโพลิเมอร  สามารถรักษาสภาพของไสเดือนฝอยไดนานกวาสารอุมความช้ืนชนดิอ่ืนๆ  โดยมี
ระยะการเก็บนาน 3 เดือน  พบเปอรเซน็ตการตายเพยีง 11 % รองลงมาคือ ข้ีเล่ือยปนโพลิเมอร  
พบการตาย 15 % ที่ระยะเวลา 3 เดือน  แตการเก็บรักษาไสเดือนฝอยในกอนฟองน้าํพบวามี
เปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอยเพิ่มข้ึนต้ังแตเดือนที ่1 2 และ 3 หรือเทากับ 18   46  และ 74 % 
ตามลําดับ  เมื่อทําการทดสอบศักยภาพของไสเดือนฝอย Steinernema  sp. KPs No.2  ที่เกบ็
รักษาในสารโพลิเมอรเปนระยะเวลา 3  4 และ 5 เดือน  ในการกําจัดแมลงทดสอบ (หนอนกนิไขผึ้ง) 
พบวามีศักยภาพในการฆาหนอนทดสอบตายเทากบั 95  80 และ 60 % ตามลําดับ   สําหรับการ
เก็บรักษาไสเดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh  ในวัสดุเก็บรักษา 5 ชนิด คือ โพลิเมอร ข้ีเล่ือย  
กอนฟองน้ํา ดินทราย และนํ้ากล่ัน  จาํนวน 1 ลานตัวตอภาชนะๆ ละ 10 ซ้ํา  และตรวจนับ
เปอรเซ็นตการตายทกุ 1 เดือน พบวาเดือนที ่ 1  มีเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอยเทากับ 14  
22  46  48 และ 16  เปอรเซ็นต  เดือนที่ 2  เทากับ 17  25  50  56 และ 21 เปอรเซ็นต และเดือนที ่
3 เทากับ 34  48  62  84 และ 57 เปอรเซ็นต ของการเก็บรักษาในโพลิเมอร ข้ีเล่ือย  กอนฟองน้าํ 
ดินทราย และน้ํากล่ัน  ตามลําดับ     เมื่อนําไสเดือนฝอยที่เก็บรักษาในวัสดุเก็บรักษาชนิดตางๆ 
เปนเวลา 3  เดือน  มาทดสอบศักยภาพในการฆาหนอนทดสอบ (Galleria mellonella) พบวา 
ไสเดือนฝอยมีศักยภาพในการฆาหนอนทดสอบตายเทากับ  90  75  40  5 และ 65 % ตามลําดับ 
 
รหัสการทดลอง  09-02-49-01 
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คํานํา 
 

ไสเดือนฝอยในวงศ Steinernematidae เรียกช่ือสามัญ (common name) วา 
steinernematid คนพบคร้ังแรกในป ค.ศ. 1923 โดย Steiner ในประเทศเยอรมัน   ไดมีการศึกษา
และพัฒนาไสเดือนฝอยชนดินี้เปนเวลามากกวา 80 ป ซึ่งพบวาไสเดือนฝอยมีแบคทีเรียแกรมลบใน
วงศ Enterobacterio-ceae สกุล Xenorhabdus  sp.  อยูรวมกนัในลักษณะพึ่งพาอาศัยหรือ
เรียกวา symbiosis   โดยเซลลของแบคทีเรียเหลานี้อาศัยอยูบริเวณลาํไสสวนหนาของไสเดือนฝอย
ระยะเขาทําลาย (infective-stage juvenile)  ไสเดือนฝอยเปนตัวพาแบคทีเรียเขาสูตัวแมลง   โดย
ผานทางชองเปดตามธรรมชาติของแมลง ไดแก ทางปาก ชองขับถาย และรูหายใจทางผิวหนัง 
(spiracle)  จากนั้นเขาสูชองวางภายในตัวแมลง (haemocoel) ซึ่งมีน้าํเลือด (haemolymph)   
ไสเดือนฝอยจะปลดปลอยแบคทีเรียสูกระแสเลือดแมลง และรวมกนัสรางสารพิษ (toxin) ทําให
แมลงเกิดภาวะเลือดเปนพิษ (septicemia)  และตายอยางรวดเร็วภายในเวลาไมเกิน 48 ชม.   
เซลลของแบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณในน้ําเลือดของแมลง  และไสเดือนฝอยจะเจริญเติบโตโดย
ใชเซลลของแบคทเีรียในการขยายพนัธุ ซึ่งเปนแบบจบัคูผสมพันธุระหวางเพศผูและเพศเมยี เรียก
การผสมพนัธุแบบนี้วา amphimictic    ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตอยูภายในแมลงที่ตายแลว
ประมาณ 2-3 ชั่วอาย ุ (generation) ข้ึนอยูกับขนาดของแมลง  เมื่อแมลงเร่ิมแหงเปนซาก 
(cadaver) ไสเดือนฝอยตัวออนระยะที่สาม (third-stage juvenile) จะสะสมอาหารสํารอง (food 
reserve) ประเภทไขมันสะสม (lipid stroage) บริเวณเนือ้เยื่อที่อยูระหวางผิวหนงักับกลามเนื้อชอง
ทอง (hypodermal chord) และดูดกลืนเซลลแบคทีเรียเก็บไวในชอง lumen ของลําไสสวนหนา  
และเคลื่อนตัวออกจากซากของแมลงเพื่อรอแมลงเหยื่อตัวใหมตอไป (Akhurst and Boemare,  
1990) 
 ความสัมพันธรวมกันระหวางไสเดือนฝอยและแบคทีเรีย (nematode-bacterium 
complex)  ไดรับความสนใจจากนักวิทยาศาสตร ที่จะพัฒนาศัตรูธรรมชาติของแมลงชนิดนี้มาใช
ประโยชน  โดยเฉพาะใชกําจัดแมลงระยะตัวหนอนทีเ่ปนศัตรูสําคัญในพืช  จงึมกีารศึกษาและ
พัฒนาไสเดือนฝอยในกลุมนี้ต้ังแตเร่ิมคนพบคร้ังแรกจนถึงปจจุบัน มีการพฒันาการเพาะเล้ียง
ขยายปริมาณไสเดือนฝอยในอาหารเทียมชนิดตางๆ (artificial media) ไดสําเร็จต้ังแตป ค.ศ. 1931 
โดย Glaser  ซึ่งเปนวธิีการเพาะเล้ียงแบบ axenic culture ที่ไมมีเซลลของ symbiotic bacteria 
รวมดวย  ตอมามีการพัฒนาวิธีการเพาะเล้ียงเปนแบบ monoxenic culture ที่มี symbiotic 
bacteria รวมดวย (Bedding, 1981)  ซึ่งใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงกวาแบบเดิม   นอกจากน้ี 
ไสเดือนฝอยยงัไดรับการรับรองจาก EPA ถึงความปลอดภัยตอพืช สัตวเลือดอุนและมนุษย รวมทั้ง
ปลอดภัยตอสภาพแวดลอม (Gaugler and Kaya, 1990)    ไสเดือนฝอยจึงไดรับความสนใจอยาง
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กวางขวางทั่วโลก  ที่จะพัฒนาใหนาํมาใชประโยชนเชนเดียวกับแบคทีเรีย Bt (Bacillus 
thuringiensis) และไวรัส NPV (nuclear polyhedrosis virus)  ซึ่งเปนจุลินทรียกาํจัดแมลงศัตรู
สําคัญตางๆ  โดยเฉพาะแมลงศัตรูพชืในพืน้ทีท่ําการเกษตร  เปนการปองกนักําจัดโดยชีววิธ ี
(biological control agent)  เพื่อชวยลดการใชสารเคมีกาํจัดแมลง  ซึง่เปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตทุก
ชนิดและสภาพแวดลอม  
 นอกจากนัน้ นักวจิัยยงัใหความสําคัญในการคนหาชนดิและสายพนัธุใหมๆ ในเขตตางๆ 
ทั่วโลก  ทัง้ในยุโรป  อเมริกา  ออสเตรเลีย เอเซีย และบางประเทศในแอฟริกา  เพื่อไดสายพนัธุ
พื้นเมืองหลากหลายชนิด  และศึกษาการกระจายตัวของไสเดือนฝอยในธรรมชาติของถิ่นที่อยู  จาก
รายงานการกระจายตัวของไสเดือนฝอย steinernematid ในภูมิภาคตางๆ   พบวาในยุโรปตอน
เหนือเทากับ 37-49 %  และพบในทุกประเทศที่มกีารสํารวจในทวีปยุโรป  ไดแก สาธารณรัฐเชค
โกสโลวาเกีย 36.8 %   สวเีดน 25 %  ฟนแลนด 5.8 %  สาธารณรัฐไอรแลนด  10.4 %  นอรเวย 
18.3 %   และสวิสเซอรแลนด 26.5 %      ในทวีปอเมริกามีการศึกษาการกระจายตัวและรายงาน
ใน 5 ประเทศของอเมริกาเหนือ-กลางคือ แคนาดา สหรัฐอเมริกา เมก็ซิโก คิวบา และเปอรโตริโก    
และใน 3 ประเทศของอเมริกาใตคือ บราซิล อุรุกวัย และอารเจนตินา    นอกจากนั้นยังมีรายงานใน
ประเทศออสเตรเลียและนิวซีแลนด    สวนในทวีปเอเซยีมีการสาํรวจและศึกษาการแพรกระจายของ
ไสเดือนฝอย รายงานใน 9 ประเทศ คือ ญ่ีปุน จีน อินเดีย  ศรีลังกา  เกาหลี  โอมาน  มาเลเซีย  เวยี
ตนาม และไทย   ในทวีปแอฟริกาไดรายงานการสํารวจคนพบในประเทศเคนยาในปจจุบันไสเดือน
ฝอยมีบทบาทสําคัญในการนํามาใชกาํจัดแมลงหลายชนิด โดยเฉพาะแมลงศัตรูสําคัญในพืช
เศรษฐกิจ ไดแก กลุมหนอนผีเส้ือในอันดับ (order) Lepidoptera เชน หนอนกระทูผัก (common 
leafworm, Spodoptera litura)  หนอนกระทูหอม (beet armyworm, S. exigua)  และหนอน เจาะ
สมอฝาย (American bollworm, Heliothis armigera)   กลุมหนอนดวงในอันดับ Coleptera เชน 
ดวงหมัดกระโดด (flea betle, Phyllotreta sinuata)  หนอนดวง Japanese beetle และดวงงวง
องุน (vine weevil, Otiorhynchus sulcatus) เปนตน   ไดมีการคัดเลือกชนิดและสายพันธุไสเดือน
ฝอย steinernematid นํามาผลิตเปนการคา 6 ชนิด คือ S. carpocapsae, S. glaseri, S. feltiae, 
S. riobrave, S. scapterisci  และ S. kushidai   ผลิตเปนผลิตภัณฑจําหนายทั่วโลกมากกวา 40 
บริษัท ทั้งในยโุรป อเมริกา ออสเตรเลีย และเอเซีย ไดแก บริษทั MicroBio ผลิตไสเดือนฝอย S. 
feltiae ควบคุมหนอนแมลงวันทําลายเห็ด (mushroom sciarids) ในผลิตภัณฑชื่อ Nemasys  และ
ไสเดือนฝอย S. carpocapsae ควบคุมดวงงวงองุน (vine weevil) ในผลิตภัณฑชื่อ Nemasys     
บริษัท Biosys ผลิตไสเดือนฝอย S. carpocapsae  ควบคุมหนอนดวง Japanese beetle   และ
บริษัท Ciba-Geigy ผลิตไสเดือนฝอย S. carpocapsae (S25) และ S. feltiae (S27) ควบคุมดวง
งวงองุนสีดํา (black vine weevil)  
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 ปจจุบันไสเดือนฝอยในสกุล Steinernema spp.จาํแนกได 26 ชนิดคือ S. kraussei 
Steiner, 1923 syn. Aplectana kraussei  Steiner, 1923; S. glaseri Steiner, 1929; S. feltiae 
Filipjev, 1934; S. affinie Bovien, 1937; S. carpocapsae Weiser, 1955; S. arenarium 
(anomalae) Kozodoi, 1984; S. intermedium Poinar, 1985; S. rarum De Doucet, 1986; S. 
kushidai Mamiya, 1988; S. ritteri Doucet & Doucet, 1990; S. scapterisci Nguyen & Smart, 
1990; S. caudatum Xu et al., 1991;  S. neocurtillae Nguyen & Smart, 1992 b; S. 
longicaudum Shen, 1992; S. cubanum Mracek et al., 1994; S. puertoricense Roman & 
Figueroa, 1994; S. riobrave Cabanillas et al., 1994; S. bicornutum Tallosi et al., 1995; S. 
oregonense Liu & Berry, 1996; S. monticolum Stock et al., 1997; S. karii Waturu et al., 
1997; S. abbasi Elawad et al., 1997; S. ceratophorum Jian et al., 1997; S. siamkayai 
Stock et al., 1998; S. tami Luc et al., 2000 และ S. thailandense Tangchitsomkid, 2001 
(นุชนารถ, 2544) 
 ในสกุล Heterorhabditis spp. จาํแนกได 8 ชนิด คือ  H. bacteriophora Poinar, 1976, 
H. zealandica Wouts, 1979; H. megidis Poinar et al., 1987; H. indica Poinar et al., 1992; 
H. argentinensis Stock, 1993; H. hawaiiensis Gardner et al., 1994; H. brevicaudis Liu, 
1994; และ H. marelata Liu and Berry, 1996  (นุชนารถ, 2544) 
 การคนหาไสเดือนฝอยทีม่ีประโยชนจากธรรมชาติ  เพื่อนาํข้ึนมาพฒันาและนาํกลับไปใช
ควบคุมศัตรูพืช   ไดเพิ่มความสําคัญและมีการศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของในหลายๆ ดาน    โดยเฉพาะ
งานวิจยัข้ันพืน้ฐาน  ซึ่งดําเนินงานโดยนักวิจัยในแตละสาขาเพื่อคนหาจุดสําคัญของการนาํมาใชให
มีประสิทธิภาพสูงสุด เพือ่นําสายพนัธุพื้นเมืองมาใชควบคุมศัตรูพืชในทองถิน่ทีม่ีสภาพแวดลอม
เดิม  จึงเปนงานวิจัยที่ไดรับความสนใจจากนักวิจัยทั่วโลก    รวมทัง้ประเทศไทยไดเร่ิมมีการสํารวจ
เก็บรวบรวมไสเดือนฝอยกาํจัดแมลงเปนคร้ังแรกในป พ.ศ. 2539  สามารถแยกไดไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงจํานวน 9 ไอโซเลท   จัดอยูใน family Steinernematidae จํานวน 8 ไอโซเลท  โดยกําหนด
รหัสตามจงัหวดัที่พบคือ จังหวัดกาญจนบุรี (KB)  พิจิตร (PC)  อยุธยา (AY)  กาฬสินธุ (KS)  
มหาสารคาม (MK)   ขอนแกน (KK)   หนองคาย (NK)  และสระแกว (SK)  และ family 
Heterorhabditidae จํานวน 1 ไอโซเลท คือ รอยเอ็ด (RE)   นํามาเก็บรวบรวมเปน culture 
collection ณ กลุมงานไสเดือนฝอย กรมวชิาการเกษตร (นุชนารถ, 2543) 

ไสเดือนฝอย order Rhabditida (family Steinernematidae และ Heterorhabditidae) 
จัดเปนศัตรูธรรมชาติของแมลง ที่ไดรับความสนใจในการพัฒนานําไปใชประโยชนโดยเฉพาะใชใน
การกําจัดแมลงศัตรูพืชทางการเกษตรเพื่อลดหรือทดแทนสารปองกันกําจัดศัตรูพืช  ซึ่งในปจจบัุน
ขยายผลเปนผลิตภัณฑจําหนายเปนการคาแพรหลายทัว่โลก   ดังนั้น การอนุรักษเก็บรักษาและ
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คัดเลือกไสเดือนฝอยสายพนัธุใหมๆ เพื่อนาํไปสูการวิจัยและพัฒนาเปนสารชีวภัณฑกําจัดแมลง
ศัตรูพืช จึงเปนงานวิจัยที่สามารถนาํไปสูผูใชประโยชนจากผลงานไดอยางเปนรูปธรรม   งานวิจยั
มุงเนนการเกบ็รักษาไสเดือนฝอยแตละไอโซเลทใหมีชวีิตและคงศักยภาพในการเปน bio-agent 
กําจัดศัตรูพืช เพื่อการนําไปใชประโยชนทางการเกษตรตอไป 
 

วิธีดําเนินการ 
 
อุปกรณ 
 1. ไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2 แยกไดจากดินในพืน้ที่ จ.กําแพงเพชร และ 
ไสเดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh แยกไดจากดินในพืน้ที ่จ.เพชรบุรี 
 2. หนอนกินรังผ้ึงที่เพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ 
 3. สารอุมความชื้น ไดแก ฟองนํ้า  โพลิเมอร  ข้ีเล่ือย  ดินทราย  ดินพที และน้ํากล่ัน 
 4. วัสดุ-อุปกรณสําหรับหองปฏิบัติการไสเดือนฝอย 
  
วิธีการ 

1. ทําการเก็บไสเดือนฝอย Steinernema sp.  KPs  No.2  ในสารอุมความช้ืนชนิดตางๆ 
คือ ข้ีเล่ือย   ข้ีเล่ือยปนดินทราย   ข้ีเล่ือยปนโพลิเมอร    ดินพีท    กอนฟองน้าํตัดขนาด 1x1x1 ซม.    
โพลิเมอร และน้ํากล่ัน จํานวน 5 ลานตัวตอถุง ชนดิละ 15 ซ้ํา  นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
(27+2oซ) จากนัน้ทาํการตรวจนับจาํนวนไสเดือนฝอยทกุๆ 1 เดือน เดือนละ 3 ซ้ํา เปนเวลา 5 เดือน  
คํานวณเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอย  และไสเดือนฝอยทีม่ีชวีิตนํามาทดสอบศักยภาพใน
การฆาแมลงทดสอบ (หนอนกนิรังผ้ึง) คํานวณเปอรเซน็ตการตายของแมลงทดสอบ 

2. ทาํการเก็บรักษาไสเดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh  ในวัสดุเก็บรักษา 5 ชนิด คือ 
โพลิเมอร ข้ีเล่ือย  กอนฟองน้ํา ดินทราย และน้ํากล่ัน  จํานวน 1 ลานตัวตอภาชนะๆ ละ 10 ซ้ํา  
และตรวจนับเปอรเซ็นตการตายทกุ 1 เดือน คํานวณเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอย  และ
ไสเดือนฝอยทีม่ีชีวิตนาํมาทดสอบศักยภาพในการฆาแมลงทดสอบ (หนอนกนิรังผ้ึง) คํานวณ
เปอรเซ็นตการตายของแมลงทดสอบ 
 
เวลาและสถานที ่

ระยะเวลา  เร่ิมเดือนตุลาคม 2549  ส้ินสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที ่  หองปฏิบัติการกลุมงานไสเดือนฝอย  กลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การเก็บรกัษาไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2   
ผลการเก็บรักษาไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2  ในสารอุมความช้ืนชนิดตางๆ 

คือ ข้ีเล่ือย  ข้ีเล่ือยปนดินทราย  ข้ีเล่ือยปนโพลิเมอร  ดินพที  กอนฟองน้ําตัด  โพลิเมอร และน้ํา
กล่ัน จํานวน 5 ลานตัวตอถงุ  นํามาตรวจนับเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอยหลังการเก็บรักษา
ที่อุณหภูมหิอง (27+2oซ) ทุกๆ 1 เดือน  พบวาการเก็บรักษาไสเดือนฝอยในสารโพลิเมอร และข้ี
เล่ือยผสมสารโพลิเมอร สามารถคงความมีชีวิตองไสเดือนฝอยไดนานที่สุด  โดยการเก็บเปน
ระยะเวลา 3 เดือน  มีเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอยเทากับ 11 และ 15 % ตามลําดับ  และ
เมื่อเก็บที่ระยะเวลา 4 เดือน ไสเดือนฝอยที่เก็บในสารโพลิเมอรยังคงรอดชีวิตเทากับ 70 %   
เปรียบเทยีบกบัการเก็บรักษาในกอนฟองน้ําสังเคราะห  และข้ีเล่ือยปนดินทราย พบวาไสเดือนฝอย
มีการตายเทากับ 46 และ 32 % ตามลําดับ ในเวลาการเก็บเพยีง 2 เดือน  และเกบ็ระยะเวลานาน 
3 เดือน ตายมากกวา 50 % ของสารทัง้สองชนิด   สําหรับการเก็บรักษาในดินพทีพบวา เก็บไดนาน 
3 เดือน มีเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอยเทากับ 22 %  แตอยางไรก็ตาม การนําดินพทีมาใช
เปนวัสดุหรือสารเก็บรักษาไสเดือนฝอย  ควรตองนึง่ฆาเช้ือกอนเพือ่ควบคุมจุลินทรียหรือไสเดือน
ฝอยชนิดอ่ืนๆ ปนเปอนได (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที ่ 1  เปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2  ที่เก็บรักษาในสาร

อุมความช้ืนชนิดตางๆ ในแตละเดือน รวม 5 เดือน 
 

% การตายของไสเดือนฝอยในชวงระยะเวลาการเก็บ (เดือน) ชนิดสารอุม 
ความช้ืน 1 2 3 4 5 

1. ข้ีเล่ือย   
2. ข้ีเล่ือยปนทราย   
3. ข้ีเล่ือยปนโพลิเมอร   
4. ดินพีท   
5. กอนฟองน้าํตัด   
6. โพลิเมอร  
7. น้าํกล่ัน 

12 
16 
5 
6 

18 
2 
1 

22 
32 
7 

10 
46 
5 
8 

42 
56 
15 
22 
74 
11 
35 

76 
80 
36 
48 
100 
30 
55 

100 
100 
52 
78 
- 

47 
62 

คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา 
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เมื่อทําการทดสอบศักยภาพของไสเดือนฝอย Steinernema  sp. KPs No.2  ที่เก็บรักษา
ในสารโพลิเมอรเปนระยะเวลา 3  4 และ 5 เดือน  ในการกาํจัดแมลงทดสอบ (หนอนกนิไขผึ้ง) 
พบวามีศักยภาพในการฆาหนอนทดสอบตายเทากบั 95  80 และ 60 % ตามลําดับ 
 
2. การเก็บรกัษาไสเดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh   

ผลการเก็บรักษาไสเดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh  ในวัสดุเก็บรักษา 5 ชนิด คือ โพ
ลิเมอร ข้ีเล่ือย  กอนฟองน้ํา ดินทราย และน้ํากล่ัน  จํานวน 1 ลานตัวตอภาชนะๆ ละ 10 ซ้ํา  และ
ตรวจนับเปอรเซ็นตการตายทุก 1 เดือน พบวาเดือนที่ 1  มีเปอรเซ็นตการตายของไสเดือนฝอย
เทากับ 14  22  46  48 และ 16  เปอรเซ็นต  เดือนที ่2  เทากับ 17  25  50  56 และ 21 เปอรเซ็นต 
และเดือนที ่ 3 เทากับ 34  48  62  84 และ 57 เปอรเซ็นต ของการเก็บรักษาในโพลิเมอร ข้ีเล่ือย  
กอนฟองน้ํา ดินทราย และน้าํกล่ัน  ตามลําดับ      

เมื่อนําไสเดือนฝอยที่เก็บรักษาในวัสดุเก็บรักษาชนิดตางๆ เปนเวลา 3  เดือน  มาทดสอบ
ศักยภาพในการฆาหนอนทดสอบ (Galleria mellonella) พบวา ไสเดือนฝอยมีศักยภาพในการฆา
หนอนทดสอบตายเทากับ  90  75  40  5 และ 65 % ตามลําดับ 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

การเก็บรักษาไสเดือนฝอย Steinernema sp. KPs No.2  และ Heterorhabditis sp. PRh  
ใหคงความมีชวีิตและคงศักยภาพในการกาํจัดแมลงดีทีสุ่ดคือ การเก็บรักษาในสารโพลิเมอร  
สามารถรักษาสภาพของไสเดือนฝอยไดนานกวาสารอุมความชืน้ชนิดอ่ืนๆ  โดยมีระยะการเก็บนาน 
3 เดือน  มีเปอรเซ็นตการตายเทากับ 11 และ 34 % ตามลําดับ 

เมื่อทําการทดสอบศักยภาพในการกาํจัดแมลงของไสเดือนฝอย Steinernema  sp. KPs 
No.2  ทีเ่ก็บรักษาในสารโพลิเมอรเปนระยะเวลา 3  4 และ 5 เดือน  พบวามีศักยภาพในการฆา
หนอนกนิไขผึ้งตาย เทากับ 95  80 และ 60 % ตามลําดับ  และ Heterorhabditis sp. PRh  ที่เกบ็
รักษาในสารโพลิเมอรเปนเวลา  3  เดือน  พบวามีศักยภาพในการฆาหนอนกินไขผ้ึงตาย เทากับ  
90  %  
 
 
 
 

 



 

 

1416 

เอกสารอางอิง 
 

นุชนารถ ต้ังจติสมคิด.  2543.  ไสเดือนฝอยที่มีประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืช,  น. 223-
246.  ใน พัฒนาการเกษตรไทยยุคเทคโนโลยีชีวภาพ, สํานักวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี 
ชีวภาพ.  กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 

นุชนารถ  ต้ังจิตสมคิด.  2544. อนุกรมวิธานไสเดือนฝอยกําจัดแมลง STEINERNEMATID.  กอง
โรคพืชและจุลชีววทิยา กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 63 หนา. 

Akhurst, R.J. and N.E. Boemare.  1990.  Biology and taxonomy of Xenorhabdus. Pages 
75-90.  In : Entomopathogenic Nematodes in Biological Control. CRC Press, Inc., 
Boca Raton, Florida. 

Bedding, R.A.  1981.  Low cost in vitro mass production of Neoaplectana and 
Heterorhabditis species (Nematoda) for field control of insect pests.  Nematologica  
27 : 109-114. 

Glaser, R.W.  1931.  The cultivation of a nematode parasite of an insect.  Science  614. 
Gaugler, R. and H.K. Kaya.  1990.  Entomopathogenic Nematodes in Biological Control.  

CRC Press, Inc. Florida.  365 p. 
 

__________________________ 



 1417 

สํารวจ รวบรวมและจําแนกราเขมาดํา1 
Surveying,Collecting and Identification of the Smut Fungi 

 
พรพิมล  อธปิญญาคม1     พจนา  ตระกูลสุขรัตน1     ศรสีุรางค  ลิขิตเอกราช2 

1กลุมวิจยัโรคพืช     สาํนกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 

 
 

บทคัดยอ 
สํารวจ รวบรวมราเขมาดํา ไดราเขมาดําทั้งหมดจํานวน 145 ตัวอยาง จากจังหวัดตาง ๆ 

ระหวางเดือนตุลาคม 2548 ถึง กันยายน 2551  จําแนกชนิดโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของรา จําแนกชนิดไดราเขมาดําได 13 genera 66 species และ unidentified species 1 ชนิด 
สวนใหญราเขมาดําที่พบยังไมมีรายงานในประเทศไทย และจากการสํารวจรวบรวมราเขมาดําคร้ัง
นี้พบราเขมาดําชนิดใหมที่จํานวนทั้งหมด 12 ชนิด ไดแก Macalpinomyces siamensis  บน 
Coelorachis striata  พบที่อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม   Sporisorium clandestinum  บน 
Aristida setacea ที่อําเภอนาคู  จังหวัดกาฬสินธุ  S. likhitekarajae บน Ischemum sp. ที่อําเภอ
ศรีสงคราม  จังหวัดนครพนม  S. pseudosorghi  บน Pseudosorghum pseudosorghi  ที่เข่ือน
จุฬาภรณ อําเภอคอนสาน จังหวัดชัยภูมิ  S. trispicatae บน Eulalia trispicata ที่เข่ือนแมงัด 
อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม  Tilletia chiangmaiensis บน Arundinella bengalensis   ที่
อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม  T. isachneicola บน Isachne globosa ที่อําเภอตะกั่วปา  จังหวัด
พังงา T. filisora บน Pennisetum setosum พบ 3 แหลง ไดแก เข่ือนจุฬาภรณ อําเภอคอนสาน 
จังหวัดชัยภูมิ  อําเภอนครไทย และ อําเภอ วังทอง จังหวัดพิษณุโลก,  T. lageniformis บน 
Hyparrhenia rufa พบ 2 แหลง ไดแก เข่ือนแมงัด อําเภอแมแตง และ อําเภอพราว  จังหวัด
เชียงใหม T. setariae-parviforae บน Setaria parviflora  ที่อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร  T. 
thailandica บน Eragrostis amabilis ที่อําเภอดานซาย จังหวัดเลย และ Yelsemia droserae บน 
Drosera burmanni  เปนพืชใบเล้ียงคู ที่อําเภอโนนคูณ จังหวัดอุบลราชธานี   ตัวอยางแหงของรา
เขมาดําเก็บไวที่พิพิธภัณฑโรคพืช กลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการ
เกษตร  

                                                  
รหัสการทดลอง  09-02-49-01-02-01-23-51 



 1418 

คํานํา 
ราเขมาดํา (Smut fungi) จัดอยูใน  Order Ustilaginales  Class Basidiomycetes ทําให

เกิดโรคกับพืชหลายชนิด แพรกระจายอยูทั่ว ราเขมาดํามักเขาทําลายรังไขของเมล็ดธัญญพืชและ
หญา รวมทั้งเขาทําลายผล แตก็มีราเขมาดําหลายชนิดที่ทําลายใบ ลําตน และสวนของดอก 
(Agrios, 2005) 

ราเขมาดํา หรือ smut fungi  เปนราสาเหตุโรคพืชที่เปน basidiomycetous microfungi  
สราง teliospores พบโดยทั่วไปมีอยูประมาณ 77 genera 1,450 species  ประมาณ 53% ทําลาย
พืชตระกูลหญาและธัญญพืช และอีก 14% ทําลายพืชตระกูล  

Cyperaceae   มีพืชอาศัยประมาณ 4,100 ชนิด  ราเขมาดําสวนใหญมีพืชอาศัยจําเพาะ 
พืชที่ถูกทําลายมีลักษณะแคระแกร็นและเกิดความเสียหายของเมล็ดพืช ราสรางสปอรเปนกลุมผงสี
ดําใน sorus บนสวนของพืชที่เปนโรค เชนที่ รังไข  เกสรตัวผู ชอดอก ลําตน ใบ และเมล็ด  ราเขมา
ดําบางชนิดเชน Entorrhiza สราง gall บนรากพืช  (McKenzie and Vánky, 2001) 

โรคเขมาดํา (smut disease) ทําความเสียหายแกธัญญพืชชนิดตาง ๆ มาก พบไดทั่วไป 
เขาทําลายเมล็ด มีผงสปอรสีดําอยูภายในเมล็ด ทําใหผลผลิตและคุณภาพลดลง เช้ือราสาเหตุโรค
ที่พบทั่วไป  ลักษณะสําคัญคือการรวมกันของ compatible spores หรือเสนใย ราสราง 
teliospores ไดแก genera Ustilago ทําใหกิดโรคราเขมาดําของขาวโพด ขาวสาลี ขาวบารเลย 
และอ่ืน ๆ  Tilletia หลาย species ทําใหเกิดโรค bunt หรือ stinking smut ของขาวสาลี 
Sphacelotheca  หลาย species ทําใหเกิดโรคเขมาดําของขาวฟาง (loose smut of sorghum)  
Neovossia และ Entyloma เช้ือราเขาทําลายเมล็ดต้ังแตในชวงรังไข แลวเจริญพรอมกับการเกิด
ของเมล็ด ทําใหทั้งผลและเมล็ดและผลเปนโรค บางชนิดทําลายใบ  ลําตน  และชอดอก  บางชนิด
เขาทําลายเมล็ดต้ังแตยังไมโผลจากดิน หรือระยะตนกลาแลวเมื่อตนพืชเจริญ ก็ทําลายชอดอกดวย 
แตบางชนิดทําลายพืชเฉพาะแหง เชน ที่ใบ ลําตน ทําใหเซลลที่มีเชื้ออยูเต็มไปดวยผงสปอร มีการ
บวมโตเนื่องจากเซลลขยายใหญข้ึนเพราะผงสปอร พืชอาจตายและแคระแกรนได 

ราเขมาดําจัดเปนราที่มีความสําคัญเชนเดียวกับราสนิม หรือ rust fungi  พืชอาศัยของรา
เขมาดํา ไดแก Angiosperm โดยเฉพาะพืชใน family Cyperaceae และ Gramineae และสามารถ
เขาทําลายพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจไดหลายชนิดเชน ออย  ขาวโพด ขาวฟาง เปนตน  
Basidiospore ของราเขมาดํา เมื่องอกใหกําเนิด primary mycelium ซึ่งเปน monokaryotic ระยะ
ที่เปน primary mycelium นี้ส้ันมาก ชีพจักรสวนใหญของราจึงมีเสนใยเปน secondary mycelium 
(N+N) ซึ่งเจริญอยูในเนื้อเยื่อพืช โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของ meristem แมวาราเขมาดําจะพบ
เปน parasite บนสวนของพืชที่มีชีวิต แตก็มีหลาย species ที่สามารถมีชีวิตอยูได โดยการเปน 



 1419 

saprobe ในดิน และบางพวกอาจนํามาเล้ียงและเจริญจนครบชีพจักรไดบนอาหารเล้ียงเชื้อ (วิจัย, 
2546) 
  สําหรับในประเทศไทยนั้นมีการศึกษาราเขมาดําบนขาวโพด (Panichsukpatana and 
Boon-long, 2002) ออย (Ouvanich , 2002) เดือย Titatarn et al., 1983) ยังไมคอยมีการศึกษารา
เขมาดําบนพืชอาศัยอ่ืน ๆ เชนพืชตระกูลหญา ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้เปนการสํารวจและจําแนก
ชนิดราเขมาดําบนพืชตระกูล Cyperacaea ในประเทศไทยทําใหทราบชนิดของราและพบวายังมีรา
เขมาดําอีกหลายชนิดมากที่ยังไมมีรายงานในประเทศไทยและบางชนิดยังไมมีรายงานในประเทศ
อ่ืนดวย ดังนั้นการสํารวจ ศึกษาการรวบรวม และจําแนกชนิดของราเขมาดํานี้จึงมีความสําคัญเพื่อ
เปนขอมูลพื้นฐานในการปรับปรุงพันธุพืช เชน ออย เพื่อตานทานโรคเขมาดํา  และเนื่องจากราเขมา
ดําในแตละพืช หรือพืชเดียวกัน จะมีความหลากหลายของเช้ือ  เพราะฉะนั้นการจําแนกชนิดเช้ือรา
เขมาดํานั้นมีประโยชนเพื่อเปนฐานขอมูล การเก็บตัวอยางแหงไวในพิพิธภัณฑพืช เพื่อเปนตัว
เปรียบเทียบในการตรวจเมล็ดพันธุพืชนําเขา ซึ่งจะเปนประโยชนในงานกักกันพืช  ตลอดจนเปน
พื้นฐานในการศึกษาจําแนกอนุกรมวิธานราดําของพืชตาง ๆ ในประเทศไทยเพื่อสรางนัก
อนุกรมวิธานทางดานราสาเหตุโรคพืช 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางพืชที่เปนโรคราเขมาดําจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย 
2. สารเคมี ไดแก Shear’s solution, lactophenol, lactic acid, 3-5% KOH, 

Methylene blue in lactophenol 
3. กลองจุลทรรศนแบบ compound และ stereo พรอมอุปกรณถายภาพ และกลอง

จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด SEM (Scanning Electron Microscope) JEOL  
JSM-5600 LV 

วิธีการ 
1. สํารวจรวบรวมราเขมาดําจากแหลงตาง ๆ  
 สํารวจเก็บตัวอยางโรคราเขมาดําจากสวนของรังไข  เกสรตัวผู ชอดอก ลําตน ใบ ราก และ
เมล็ด จากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2548 – เดือนกันยายน  2552  บันทึก
รายละเอียด ชนิดพืช แหลงที่เก็บ วันที่เก็บ และลักษณะอาการของโรค นํามาทําศึกษาชนิดและ
แยกเช้ือสาเหตุในหองปฏิบัติการ ตัวอยางแหงเก็บไวที่พิพิธภัณฑโรคพืช  กลุมวิจัยโรคพืช  
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพ ฯ 
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2. การศึกษาราเขมาดํา 
 2.1  ศึกษาราเขมาดําโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช (Direct observation) 

ศึกษาลักษณะของราเขมาดําบนสวนตาง ๆ ของพืช ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  
บันทึกลักษณะตาง ๆ ใชเข็มปลายแหลมเข่ียสวนของรา ไดแก สปอร หรือสวนขยายพันธุของรา มา
วางบนสไลด หรือใชใบมีดตัดขวางช้ินสวนพืชใหบาง ๆ หยดน้ําหรือสียอม และปดทับดวย cover 
slip และตรวจดูลักษณะตาง ๆ ของราภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound  และกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน (Scanning electron microscope) Vánky  (2002)   

2.2 การจําแนกราเขมาดํา 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร และถายภาพจากกลองจุลทรรศน (Benson, 

H.J., 1998) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน  นําลักษณะของราดังกลาวเปรียบเทียบกับคูมือการ
จัดจําแนกชนิดราเขมาดํา ที่ใชกันทั่วไปไดแก Vánky  (2002)   
เวลาและสถานที่ 

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2548 – กันยายน 2552 
 สถานที่   - แหลงพืชธรรมชาติ 
    - แปลงปลูกพืชของเกษตรกร 
    - หองปฏิบัติการกลุมงานวิทยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. สํารวจรวบรวมราเขมาดําจากแหลงตาง ๆ  

สํารวจ รวบรวมราเขมาดําจากภาคตาง ๆ ในประเทศไทยทั้งหมด 33 จังหวัด   ไดแก
จังหวัดกระบี่ กาญจนบุรี  กาฬสินธุ  กรุงเทพ ฯ  ขอนแกน  จันทบุรี  ชัยภูมิ  ชลบุรี  เชียงใหม  
เชียงราย  ชุมพร  นครพนม นครสวรรค  บุรีรัมย  ประจวบคีรีขันธ  พะเยา พังงา  พิษณุโลก  
เพชรบุรี  แพร ภูเก็ต  เลย  ศรีสะเกษ  สกลนคร  สระแกว  สระบุรี  สมุทรสงคราม  สุรินทร สุราษฎร
ธานี หนองคาย อุดรธานี อุตรดิตถ  และอุบลราชธานี  ไดราเขมาดําจํานวนทั้งหมด 145  ตัวอยาง 
ตัวอยางแหงราเขมาดําเก็บไวที่พิพิธภัณฑโรคพืช กลุมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพ ฯ  
2. การศึกษาราเขมาดํา 

ผลการศึกษาจากตัวอยางราเขมาดําบนพืชอาศัยตาง ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
stereo และ compound และศึกษาลักษณะผิวของสปอรโดยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสอง
กราด จัดจําแนกราเขมาดําได 13 genera 66 species และ unidentified species 1 ชนิด สวน
ใหญราเขมาดําที่พบยังไมมีรายงานในประเทศไทย   สวนใหญราเขมาดําที่พบยังไมมีรายงานใน
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ประเทศไทย และจากการสํารวจรวบรวมราเขมาดําคร้ังนี้พบราเขมาดําชนิดใหมจํานวนทั้งหมด 12 
ชนิด ไดแก Macalpinomyces siamensis  บน Coelorachis striata  พบที่อําเภอพราว จังหวัด
เชียงใหม   Sporisorium clandestinum  บน Aristida setacea ที่อําเภอนาคู  จังหวัดกาฬสินธุ  S. 
likhitekarajae บน Ischemum sp. ที่อําเภอศรีสงคราม  จังหวัดนครพนม  S. pseudosorghi  บน 
Pseudosorghum pseudosorghi  ที่เข่ือนจุฬาภรณ อําเภอคอนสาน จังหวัดชัยภูมิ  S. 
trispicatae บน Eulalia trispicata ที่เข่ือนแมงัด อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม  Tilletia 
chiangmaiensis บน Arundinella bengalensis   ที่อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม  T. 
isachneicola บน Isachne globosa ที่อําเภอตะกั่วปา  จังหวัดพังงา T. filisora บน Pennisetum 
setosum พบ 3 แหลง ไดแก เข่ือนจุฬาภรณ อําเภอคอนสาน จังหวัดชัยภูมิ  อําเภอนครไทย และ 
อําเภอ วังทอง จังหวัดพิษณุโลก,  T. lageniformis บน Hyparrhenia rufa พบ 2 แหลง ไดแก เข่ือน
แมงัด อําเภอแมแตง และ อําเภอพราว  จังหวัดเชียงใหม T. setariae-parviforae บน Setaria 
parviflora  ที่อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร  T. thailandica บน Eragrostis amabilis ที่อําเภอ
ดานซาย จังหวัดเลย และ Yelsemia droserae บน Drosera burmanni  เปนพืชใบเล้ียงคู ที่
อําเภอโนนคูณ จังหวัดอุบลราชธานี  ตัวอยางแหงของราเขมาดําเก็บไวที่พิพิธภัณฑโรคพืช กลุม
วิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพฯ 
ราเขมาดําที่พบมีดังนี้ และไดบรรยายลักษณะของราเขมาดําชนิดใหมจํานวนทั้งหมด 12 ชนิด 

Cintractia axicola  (Berk.) Cornu, Ann. Sci Nat. Bot., Sér. 6, 15: 279, 1883 
พบบน Fimbristylis dichotoma  อําเภอนครไทย จังหวัดพิษณุโลก บานวังเย็น  จังหวัด

เลย อําเภอแมจัน และ อําเภอเชียงแสน  จังหวัดเชียงราย  อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม  อําเภอ
เมือง  อําเภอเหนือคลอง และอําเภอปลายพระยา  จังหวัดกระบ่ี  อําเภอตะกั่วปา จังหวัดพังงา  
อําเภอทาแซะ จังหวัดชุมพร และ อําเภอละหานทราย จังหวัดบุรีรัมย    อําเภอบานตาขุน  จังหวัดสุ
ราษฎรธานี   รา C. axicola ที่พบในประเทศไทยนี้เปนชนิดเดียวกับที่  Lee (1950) และVánky 
(2002) รายงานไว ราชนิดนี้มีพืชอาศัยหลายชนิดในตระกูล Cyperaceae พบแพรกระจายอยูทั่วไป 
โดยเฉพาะในเขตรอนชื้นและกึ่งเขตรอน 

Cintractia limitata G.P.Clinton, Proc. Boston Soc. Nat. Hist. 31:399, 1904. 
พบบน  Cyperus corymbosus:  ที่อําเภอโกสุมพิสัย จังหวัดขอนแกน และพบบน   

Cyperus mitis:  อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรสงคราม    และอําเภอปราณบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ    
และพบบน Cyperus  ที่จังหวัดเพชรบุรี 
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รา Cintractia limitata ที่พบในประเทศไทยนี้เปนชนิดเดียวกับที่  Lee (1950) รายงานไว  
พบบน C. compressus  ที่ประเทศจีนและไตหวัน และมีรายงานพบราชนิดนี้บนพืชตระกูล 
Cyperaceae หลายชนิด พบแพรกระจายอยูทั่วไป โดยเฉพาะในเขตรอนชื้นและกึ่งเขตรอน 

Cintractia mitchellii  Vánky, Mycotaxon 62:159, 1997 
พบบน Fimbristylis acuminata: อําเภอวารอนชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี พบบน  F. 

tetragona:  ที่อําเภอทาตูม จังหวัดสุรินทร  และอําเภอพังโคน  จังหวัดสกลนคร  และพบบน  F. 
parviflora  ที่อําเภอศรีสงคราม  จังหวัดนครพนม (ตารางที่ 1) 

รา Cintractia mitchellii  พบคร้ังแรกที่เมือง Perth ประเทศออสเตรเลีย โดย Andrew A. 
Mitchell พบบน Fimbristylis schultzii (Vánky, 1997) 

Conidiosporomyces ayresii (Berk.) Vánky, in Vánky & Bauer, Mycotaxon 43: 429 (1992) 
 พบบน Panicum maximum  ที่จังหวัดเพชรบุรี  เข่ือนปราณบุรี อําเภอปราณบุรี จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ  อําเภอทองผาภูมิ และ อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี  อําเภอเวียงปาเปา  
จังหวัดเชียงราย  และท่ีอําเภอเขาพนม จังหวัดกระบ่ี  พบบน Panicum ที่อําเภอเวียงปาเปา  
จังหวัดเชียงราย  พบบน  Megathyrsus maximus ที่อําเภอทับสะแก และอําเภอบางสะพานนอย  
จังหวัดประจวบคีรีขันธ   

Dermatosorus eleocharides Sawada ex L. Ling, Mycologia 41: 268 (1949) 
 พบบน Eleocharis dulcis ที่จังหวัดภูเก็ต    

Dermatosorus schoenoplecti  Vánky & R.G. Shivas, Fungal Diversity 14: 244 (2003)    
 พบบน Schoenoplectus juncoides อําเภอเชียงแสน จังหวัดเชียงราย   และพบราชนิดนี้
ทางเหนือของรัฐควีนสแลนด ประเทศออสเตรเลีย และประเทศแคมารูน   

Entyloma bidentis Henn., in Engler, Die Pflanzenwelt Ost-Afrikas, C: 49 (1895) 
 พบบน Biden pilosa  เข่ือนจุฬาภรณ  อําเภอคลองสาน จังหวัดชัยภูมิ   อําเภอสอง  
จังหวัดแพร   

Eriocaulago jagdishwarri (J.N. Mishara) Vánky, Mycol. Balcan. 2: 114 (2005) 
 พบบน Eriocaulon  ที่อําเภอศรีสงคราม จังหวัดนครพนม 

Franzpetrakia microstegii Thirum. & Pavgi, in Pavgi & Thirumalachar, Sydowia, 1: 2 
(1957) 
 พบบน Microstegium vagans  ที่อําเภอสังขละบุรี  จ. กาญจนบุรี 

Macalpinomyces arundinellae-setosae R.G.Shivas & Vánky, Mycol. Balcan. 2: 101 (2005) 
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พบบน Arundinella setosa  อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม   ราชนิดนี้พบคร้ังแรกและมี
รายงานพบเฉพาะทางเหนือของรัฐควีนสแลนด ประเทศออสเตรเลีย เทานั้น (Shivas & Vánky, 
2005). 

Macalpinomyces bothriochloae (L.Ling) Vánky, Fungal Diversity 15: 225 (2004) 
พบบน Bothriochloa bladhii อําเภอหางดง จังหวัดเชียงใหม  และพบบน Bothriochloa 

pertusa  อําเภอเชียงแสน และอําเภอเวียงปาเปา จังหวัดเชียงราย    
Macalpinomyces bursus (Berk.) Vánky, Mycotaxon 81: 427 (2002) 
 พบบน Themeda villosa ที่อําเภอเวียงเชียงรุง จังหวัดเชียงราย และพบวา หญาชนิดนี้ปน
พืชอาศัยชนิดใหมของรา M. bursus ที่พบในประเทศไทย 
Malcalpinomyces  ewartii (McAlpine) Vánky & R.G. Shivas, Mycotaxon 80: 346 (2001) 
 พบบน Sorghum nitidum ที่อําเภอชุน จังหวัดพะเยา 
Macalpinomyces siamensis R.G.Shivas, Vánky & P. Athipunyakom sp. nov., Mycol. 
Balcan. 3: 108 (2006) (Fig. 8A) 

พบบน  Coelorachis striata  อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม    ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่
พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori  เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก  รูปรางทรงกระบอกยาว ขนาด 1-2 × 10-20 
มิลลิเมตร โคงหรือบิด เยื่อหุมหนา ปกคลุมไปดวยขนแข็ง  ผนังหุม sorus (peridium)  เร่ิมแรกมีสี
เขียวตอมาเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล เมื่อแกจะแตกออกตามแนวยาว ภายในมีกลุมสปอรสีน้ําตาลเขม 
และกลุมของ  sterile cells รวมตัวกันลักษณะเปนผงแปง 

Spores  รูปรางกลม คอนขางกลม ถึงรูปรีตรงกลางกวาง ขนาด 6.5-9 × 7-9.5 ไมครอน สี
น้ําตาลเขมอมเขียว ผนังเรียบ หนา 0.5-1 ไมครอน   ที่ผิวของสปอรมีลักษณะเหมือนหนามยื่น
ออกมา หนาแนนปานกลาง หนามสูงประมาณ 0.5 ไมครอน  กวาง 0.3-0.4 ไมครอน  ผิวสปอรมี
ลักษณะคลายฟนเล่ือย  

Sterile cells  รวมตัวกันเปนกลุม เกาะกันอยางหลวม ๆ  เซลลเดียวมีรูปรางกลม คอนขาง
กลม หรือรูปรีตรงกลางกวาง ขนาด  6.5-14.5 × 6.5- 17 ไมครอน สีคอนขางใส ผนังเรียบ หนา 0.5 
ไมครอน ผนังเรียบ   

Microbotryum  tenuisporum (Cif.) Vánky, Mycotaxon 67: 50 (1998) 
พบบน Polygonum aff. barbatum L.: บริเวณสะพานแมน้ําแมกลอง อําเภอเมือง จังหวัด

กาญจนบุรี  

Moesziomyces bullatus (J.Schröt.) Vánky, Bot. Not. 130: 133 (1977) 
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พบบน Leersia lexandra ที่อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี   อําเภอดอยสะเก็ด 
จังหวัดเชียงใหม อําเภอเวียงเชียงรุง จังหวัดเชียงราย  และพบบน Polytrias amaura  โรงแรมกรีน
เวิลด อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี (ตารางที่ 1)  รา Moesziomyces bullatus พบมากบน
หญา  Echinochloa, Leersia, Paspalum, Pennisetum  และ  Uranthoecium.   ราเขมาดําชนิดนี้
พบบนหญา Polytrias ซึ่งเปนพืชอาศัยชนิดใหมที่พบคร้ังแรกในประเทศไทย    

Pilocintractia adrianae Vánky, Mycotaxon 95: 54 (2006) 
 พบบน Fimbristylis miliacea ที่จังหวัดแพร  

Pilocintractia fimbristylidicola (Pavgi & Mundk.) Vánky, Mycol. Balcan. 1: 173 (2004)  
 พบบน Fimbristylis bisumbellata  ที่จังหวัดประจวบคีรีขันท   

Sporisorium amaurae Vánky & C. Vánky, Mycotaxon 62: 136 (1997) 
พบบน Polytrias amaura ที่ อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพฯ  จังหวัดชุมพร  อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย 
และอําเภอเมือง จังหวัดชุมพร 

Sporisorium andropogonis-aciculati (Petch) Vánky, Mycotaxon 18: 328 (1983) 
พบบน Chrysopogon aciculatus  อําเภอทาตูม จังหวัดสุรินทร    

Sporisorium anthistiriae (Cobb) Vánky, in Vánky & Guo, Acta Mycol. Sinica, Suppl. 1: 230 
(1986) [1987] 

พบบน Themeda triandra  อําเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร  พบบน Themada australis ที่
อําเภอเวียงเชียงรุงและอําเภอเวียงปาเปา จังหวัดเชียงราย   

Sporisorium arthraxonis (Pat.) L.Guo, Mycosystema 2: 221 (1989) 
พบบน  Arthraxon hispidus อําเภอหางดง จังหวัดเชียงใหม    ราชนิดนี้พบคร้ังแรกและมี

รายงานพบเฉพาะที่ประเทศเวียดนามเทานั้น   

Sporisorium bernstii Vánky, Mycotaxon 85: 37 (2003) 
 พบบน Schizachyrium sanguineum ที่เข่ือนแมงัด อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม  
 รายงานนี้เปนรายงานคร้ังที่สองที่พบราชนิดนี้บน S. sanguineum ซึ่งมี type specimen 
ที่สุมาตรา (Shivas etal., 2008) 
Sporisorium clandestinum R.G.Shivas, Vánky & P.Athipunyakom, Mycol. Balcan. 3: 108 
(2006) 
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พบบน Aristida setacea Retz.: อําเภอนาคู จังหวัดกาฬสินธุ  พบบน A. balansae ที่
อําเภอศรีสงครสม จังหวัดนครพนม   

ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  
Sori  เกิดในรังไข บางอัน ของชอดอก เห็นไมชัดเจน อยูภายในกาบใบลางมีลักษณะคลาย

หนวดแหลม   รูปรางคลายกระสวย เนื้อเยื่อขยายตัว  มีขนาด 0.5-1 × 3-4 มิลลิเมตร  ผนังหุม 
sorus เร่ิมแรกมีสีเทาหมน บาง แตกออกเม่ือแก ภายในมีกลุมของ spore ball สปอรและ sterile 
cells  เกาะรวมตัวกัน ถึง ลักษณะเปนเม็ดแปง สีดํา  

Spore balls  รูปรางและขนาดไมแนนอน รูปรางคอนขางกลม รูปไข รูปรีตรงกลางกวาง 
รูปเรียวยาว หรือรูปรางไมแนนอน มีขนาด 30-70 x 40-80(-100) ไมครอน  สีน้ําตาลแกมเขียว
มะกอก ถึงทึบแสง สปอรเกาะรวมตัวกัน >10 หรือ >100 สปอร ซึ่งแยกออกจากกันไดงาย  

Spores  รูปรางกลม รูปไข รูปรีตรงกลางกวง ขนาด  5-6.5 × 5.5-7 ไมครอน  สีน้ําตาลอม
เขียวมะกอก ผนังสปอรไมคอยเรียบ หนา 0.5-0.8 ไมครอน  ผิวของสปอรมีตุมเล็ก ๆ ยื่นออกมา  ถงึ
มีลักษณะเปนคล่ืน  

Sterile cell อยูกันเปนกลุมหรืออยูเด่ียว ๆ รูปรางและขนาดไมแนนอน รูปรางกลม 
รูปไข รูปรีตรงกลางกวาง หรือไมแนนอน ขนาด 5-10.5 × 6.5-14(-16) ไมครอน  (Fig. 2C) 
สีเหลืองอมน้ําตาล ผนังเรียบ หรือไมคอยเรียบ หนา  1-2.5(-3) ไมครอน 
ผิวเรียบหรือบางคร้ังพบผิวขรุขระ มีตุมส้ัน ๆ  

Sporisorium cruentum (J.G.Kühn) Vánky, Symb. Bot. Upsal. 24: 115 (1985) 
พบบน Sorghum propinquum  อําเภอเชียงแสนและอําเภอขุนตาล จังหวัดเชียงราย  

และพบบนขาวฟาง (Sorghum bicolor)  

Sporisorium dichanthicola (Mundkur & Thirum.) Vánky, Fungal Diversity 15: 229 (2004) 
พบบน Dichanthium caricosum  เข่ือนจุฬาภรณ  อําเภอคลองสาน จังหวัดชัยภูมิ อําเภอ
เชียงแสน จังหวัดเชียงราย และ 

อําเภอดอกคําใต จังหวัดพะเยา   ราชนิดนี้พบคร้ังแรกและมีรายงานพบเฉพาะในประเทศอินเดีย
เทานั้น  

Sporisorium doidgeae (Zundel) Langdon & Fullerton, Mycotaxon 6: 452 (1978) 
พบบน Bothriochloa bladhii  อําเภอเชียงแสน จังหวัดเชียงราย  พบบน Bothriochloa  ที่

อําเภอดอกคําใต จังหวัดพะเยา   

Sporisorium exsertum (McAlpine) L. Guo, Mycosystema 3: 80 (1990) 
 พบบน Themeda triandra ที่อําเภอเวียงเชียงรุง จังหวัดเชียงราย 
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Sporisorium flagellatum (Syd., P.Syd. & Butler) Vánky, Mycotaxon 62: 139 (1997) 
พบบน Ischaemum indicum  อําเภอเชียงแสน จังหวัดเชียงราย   

Sporisorium holstii (Henn.) Vánky, Mycotaxon 51: 162 (1994) 
พบบน Themeda triandra  อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร   

Sporisorium inopinatum Vánky, Mycotaxon 81: 384 (2002) 
พบบน Aristida sp.: อําเภอนาคู จังหวัดกาฬสินธุ   จาการสํารวจคร้ังนี้พบรา 

Sporisorium inopinatum  บนพืชอาศัยดังกลาวเพียง 1 sorus เทานั้น  

Sporisorium ischaemicola (L.Ling) Vánky, Mycotaxon 89: 99 (2004) 
พบบน Ischaemum indicum  อําเภอลําดวน จังหวัดสุรินทร บานโพธิ์ จังหวัดหนองคาย 

อําเภอถลาง จังหวัดภูเก็ต จังหวัดพิษณุโลก  และ อําเภอเวียงเชียงรุง อําเภอเชียงแสน จังหวัด
เชียงราย   
Sporisorium likhitekarajae  R.G. Shivas, Athipunyakom & Mc Taggart, sp. nov.  

พบบน Ischaemum sp. ที่อําเภอศรีสงคราม จังหวัดนครพนม  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่
พบครั้งแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori เกิดอยูในชอดอกยอยทั้งหมดของชอดอก ราเขาทําลายสวนของดานในสุดของ
ดอกตัวเมีย บางสวนอยูในกลีบดอกชั้นนอกสุด  มีผนังหุม sori สีน้ําตาลแกมเหลืองปกคลุม sori 
อยู ตอมาจะแตกออกในทุกที่ ภายในประกอบดวยกลุมของ spore ball รวมกันอยูเปนจํานวนมาก 
คลายกอนแปง  ลักษณะคลายกระสวย มักพบ columellae  

Spore balls ลักษณะของสปอรรวมตัวกัน  ขนาดและรูปรางไมแนนอน รูปรางคอนขาง
กลม รูปไข รูปเรียวยาว หรือรูปรางไมแนนอน ขนาด 30 – 120 x 25-70 ไมครอน  สีน้ําตาลแกมแดง
เขมถึงสีคอนขางทึบแสง  ประกอบดวยสปอรรวมกันประมาณ 10 – 100 สปอร  

Spores  รูปรางคอนขางกลม รูปไข รูปทรงรีตรงกลางกวางถึงรูปรางไมแนนอน 
และรูปรางหลายเหล่ียม ขนาด 8.0-13.5 x 6.5-10.0 ไมครอน  สปอรมี 2 แบบ สปอรดานนอก สี
น้ําตาลแกมแดงเขม ผนังหนา 0.5-2.0 ไมครอน ผิวผนังเปนจุดเล็ก ขรุขระ หนาแนนอยางปานกลาง 
สวนที่ติดดานขางเรียบ ผิวสปอรเรียบ สวนที่ไมติดดานใดมีลักษณะเปนคล่ืนถึงคลายฟนละเอียด 
ดานในของสปอร สีน้ําตาลแกมเหลืองออน ผนังหนา 0.5 ไมครอน ผนังเรียบ 

Sterile cell ไมพบ 

Sporisorium manilense (Syd. & P.Syd.) Vánky, Mycotaxon 59: 110 (1996) 
พบบน Sacciolepis indica  อําเภอโนนคูน จังหวัดศรีสะเกษ  และ อําเภอพังโคน  อําเภอ

ภูพาน  จังหวัดสกลนคร  (ตารางที่ 1)   
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Sporisorium ophiuri (Henn.) Vánky, Publ. Herb. Ustilag. Vánky (HUV) 3: 9 (1986) 
พบบน Rottboellia cochinchinensis  อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย   

Sporisorium paspali-thunbergii (Henn.) Vánky, Publ. Herb. Ustilag. V�nky (HUV) 3: 9 
(1986) 

พบบน Paspalum orbiculare  อําเภอโนนคูน จังหวัดศรีสะเกษ    
Sporisorium pseudosorghi Vánky, R.G. Shivas & Athipunyakom, Mycol. Balcan. 3: 108 
(2006) 

พบบน Pseudosorghum fasciculare  ที่เข่ือนจุฬาภรณ  อ. คลองสาน  จ. ชัยภูมิ  รา
เขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori ราเขาทําลายชอดอกทั้งหมด  sori กวางประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 
7-8 เซ็นติเมตร แฝงตัวอยูในสวนปลายของกาบใบ  ภายในมีกลุมของสปอร ลักษณะเปนผงสีดํา  
เกาะรวมกันกับ sterile cell และมี columella  ลักษณะยาว  โคงเล็กนอยหรือมีลักษณะเปนคล่ืน 
อยูตรงกลาง บางคร้ังยังพบเศษที่เหลืออยูที่แกนของดอก  ไมคอยพบ columella แตกก่ิงกานส้ัน ๆ 
ที่ปลาย  

Spores เซลลเดียว รูปรางกลม  คอนขางกลม ถึงรูปรีตรงกลางกวาง มีขนาด  7-9 × 8-
10.5 ไมครอน สีน้ําตาลอมเหลืองเขม ผนังเรียบ หนาประมาณ 0.5-0.8 ไมครอน  ผิวสปอรขรุขระ 
มีตุมยื่นออกมาเปนจุด ๆ อยางหนาแนน  ผิวสปอรภายนอกเรียบ  

Sterile cells เกาะกันเปนกลุมมีรูปรางไมแนนอน  sterile cells 
มีเซลลเดียวลมีรูปรางและขนาดไมแนนอน   รูปรางคอนขางกลม รูปรีตรงกลางกวาง 
ถึงรูปรางไมแนนอน มีดานหนึ่งดานใดหรือหลายดานที่มีลักษณะแบนราบ มีขนาด  4-12 × 5.5-13 
ไมครอน สีคอนขางใส  ผนังหนาประมาณ 0.5 ไมครอน ผนังเรียบ  

Sporisorium sacchari (Rabenh.) Vánky, Symb. Bot. Upsal. 24: 120 (1985) 
พบบน Saccharum arundinaceum  etz.: อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี  อําเภอ

แมสาย อําเภอเชียงของ อําเภอเวียงเชียงรุง จังหวัดเชียงราย  อําเภอชาติตระการ จังหวัดพิษณุโลก 
และอําเภอนายูง จังหวัดสกลนคร  พบบน   Saccharum  spontaneum  ที่อําเภอเมือง จังหวัดเลย  
พบบน   Saccharum sp. [c.f. arundinaceum Retz.]:  เข่ือนจุฬาภรณ  อําเภอคลองสาน จังหวัด
ชัยภูมิ  และ อําเภอเมือง จังหวัดอุตรดิตถ  และพบบน   Saccharum sp. ที่อําเภอน้ําโส  จังหวัด
อุดรธานี   
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Sporisorium shivasioru Vánky 
 พบบน Eulalia trispicata จังหวัดเชียงใหม 

Sporisorium sorghi C.G. Ehrenberg ex H.F. Link, 1825 
พบบนขาวฟาง (Sorghum bicolor) ที่จังหวัดนครสวรรค (ตารางที่ 1)  

Sporisorium  tenue (Syd. & P. Syd.) Vánky, Diversity 15: 238 (2004) 
 พบบน Bothriochloa bladhii  ที่อําเภอชาติตระการ  จังหวัดพิษณุโลก  
Sporisorium trispicatae Vánky, R.G. Shivas & Athipunyakom, Mycol. Balcan. 3: 108 
(2006)   

พบบน Eulalia trispicata  ที่เข่ือนแมงัด  อ. แมแตง จ. เชียงใหม  ราเขมาดําชนิดนี้เปนรา
ที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก รูปรางทรงกระบอกยาว และสวนปลายเรียว 
ติดอยูกับสวนของกานและปลายยอดเกสรตัวเมีย  ขนาด  1 × 10-30 มิลลิเมตร  ผนังหุม sori 
มีสีน้ําตาลออนในระยะแรก และแตกออกตรงสวนปลายตามแนวยาว ภายในประกอบดวยกลุมของ 
spore balls มีลักษณะเปนผงคลายแปง สีดํา  ลอมรอบ columella รูปรางยาว  columella 
บางสวนอาจแตกออก  

Spore balls รูปรางกลม  รูปไข  รูปทรงรีตรงกลางกวาง  ถึงรูปรางไมแนนอน ขนาด  40-
90 × 50-140 ไมครอน   สีน้ําตาลแดงดํา  ประกอบดวยจํานวนสปอรต้ังแต 10 
หรือหลายรอยสปอรรวมกันและสามารถแยกออกจากกันไดงาย 

Spores มีสองรูปแบบ  สปอรดานนอก (outer spore) มีรูปรางคอนขางกลม ellipsoidal 
ถึงรูปรางหลายเหล่ียม  ขนาด 9.5-12 × 10.5-14.5 ไมครอน  สีน้ําตาลแกมเหลืองเขม  
ผนังสปอรหนา 0.5-1.5 ไมครอน  สวนที่หนาที่สุดของผิวสปอรจะมีผนังขรุขระ (verrucose)  
สปอรดานใน (inner spore) มีลักษณะกลมหรือรูปรางหลายเหล่ียม ขนาดเทากับสปอรดานนอก 
สีน้ําตาลแกมเหลืองออน ผนังหนา 0.5 ไมครอน ผิวสปอรเรียบหรือเปนจุดเล็ก ๆ 

Sterile cells  ไมพบ 

Sporisorium sp. 1 
 พบบนหญา unidentified ที่อําเภอเมือง  จังหวัดเชียงราย   

Sporisorium sp. 2 
 พบบนหญา unidentified ที่อําเภอเมือง  จังหวัดเชียงราย   
Tilletia  chiangmaiensis R.G.Shivas, Vánky & P.Athipunyakom, sp. nov.,  Mycol. Balcan. 
3: 112 (2006)  
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พบบน Arundinella bengalensis อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม   ราเขมาดําชนิดนี้เปนรา
ที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori  เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก  รูปรางทรงกระบอกยาว สวนใหญมักพบรูปรา
วงโคงงอหรือบิดเปนเกลียว ขนาด  1-2 × 10-30 มิลลิเมตร  ผนังหุม sori หนา  เร่ิมแรกมีสีเขียว
ตอมาเปลียนเปนสีน้ําตาล  และแตกออกตามแนวยาวเม่ือแก ภายในมีกลุมสปอรลักษณะเปนผง
แปง สีดํา เกาะรวมตัวกันกับ  sterile cells 

Spores  รูปรางกลม คอนขางกลม ถึง รูปทรงรีตรงกลางกวาง  ขนาด 19-26.5 × 
19-28 ไมครอน  สีน้ําตาลช็อคโกแลต  คอนขางทึบแสงหรือทึบแสง ผนังหนา 1.5-2.5(-3) ไมครอน 
มีตุมหรือหนามยื่นออกมาสูงประมาณ 1-1.5(-2) ไมครอน บนผิวของสปอรมีจุดสีคอนขางดํา 
รูปรางหลายเหล่ียมกระจายอยู 9-15 ตอเสนผานศูนยกลางของสปอร  ในสวนกลางที่มองเห็นมีจุด 
42-62       บนเสนรอบวง  

Sterile cells  มีจํานวนมาก รูปรางและขนาดผันแปร รูปรางกลม คอนขางกลม รูปทรงรี 
ถึงรูปรางไมแนนอน ขนาด  10-28 x 11-36 ไมครอน  สีน้ําตาลแกมเหลืองออน ผนังหนา 1.5-5.5 
ไมครอน  ผิวผนังเรียบ ถึงผนังขรุขระเปนหนามแบบ verrucose-echinulate ละเอียดถึงหยาบ  
Tilletia filisora R.G. Shivas, Vánky & P.Athipunyakom, Mycol. Balcan. 3: 113 (2006)  

พบบน Pennisetum setosum  เข่ือนจุฬาภรณ  อําเภอคลองสาน จังหวัดชัยภูมิ  อําเภอ
นครไทย  อําเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก และ อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม   และพบบน 
Pennisetum sp. ที่อําเภอแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี 

ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น 
Sori  เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก  สังเกตเห็นไดยาก  รูปรางทรงกระบอกแคบ ลักษณะ
ใกลเคียงคลายรูปกระสวย  ขนาด 0.3-0.7 × 2-6 มิลลิเมตร  สวนใหญมักอยูในกลีบดอก มีผนังปก
คลุม ลักษณะบาง คงทน  สีเทา ของพืชอาศัย สวนปลายยอด  เมื่อแกจะแตกออกตามแนวยาว 
ภายในมีกลุมของสปอรและ sterile cell สีดํา ระยะแรกเกาะกันเปนกอน ตอมาจะมีลักษณะเปนผง
แปง  
Spores  รูปราง ขนาด  สี และผิวของสปอร ผันแปรมาก  รูปรางกลม รูปทรงรี ถึงรูปราง
หลายเหล่ียม ขนาด  12-20 × 13-24 ไมครอน  สีเหลือง – สีน้ําตาลออกช็อคโกแลตเขม ถึงคอนขาง
ทึบแสง   ผนังสปอรหนา  2-3.5 ไมครอน  ผิวสปอรขรุขระ มีปุมยื่นออกมาสูงประมาณ  1-2.5 
ไมครอน ปุมมีลักษณะแบนหรือกลม  ปุมลักษณะราบแบนหรือปลายกลมมน   ปุมที่ปรากฏเห็นใน
ผิวของสปอรมีลักษณะกลมถึงรูปหลายเหล่ียม เปนจุดสีดํา มีประมาณ 8-16 ตอเสนผานศูนยกลาง
ของสปอร  และมีการจัดเรียงตัวของจุดประมาณ 25-45  บนวงตามเสนศูนยสูตร  
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Sterile cells  มีขนาดและรูปรางที่แตกตางกัน  รูปรางกลม รูปทรงรีตรงกลางกวาง ถึงรูปรางไม
แนนอน ขนาด  8-22 × 9.5-23(-30) ไมครอน สีคอนขางใส ถึง น้ําตาลออกแหลือง  ผนังหนา 
subhyaline to pale 1-2.5 ไมครอน  ผิวสปอรเรียบถึงขรุขระเปนหนามละเอียดแบบ  verrucose-
echinulate 

Tilletia ischaemi Vánky & N.D.Sharma, J. Mycopathol. Res. 39: 71 (2001)  
พบบน Ischaemum rugosum อําเภอเชียงแสน  อําเภอเวียงเชียงรุง อําเภอวังชิ้น จังหวัด

เชียงราย    ราชนิดนี้พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศอินเดีย 
Tilletia isachneicola R.G. Shivas, Athipunyakom & McTaggart  

พบบน  Isachne globosa  อ.ตะกั่วปา  จ.พังงา  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและ
มีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Sori    เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก กระจายอยูในสวนของกลีบดอก  รูปรางกลม 
เส นผ านศ ูนย กลางยาว  1-1.5 มิลล ิ เมตร   ผนังปกคล ุม  sor i  
เร ิ ่มแรกม ีส ี เข ียวและเปล ี ่ยนเป นส ีน ้ ํ าตาลเม ื ่อแก     peridium 
จะเป ดออกในสวนยอดภายในประกอบดวยกล ุ มของสปอร  เกาะรวมก ันก ับ  ster i le 
cel ls ล ักษณะคลายผงแป ง  ส ีด ํา  

Spores  ร ูปร างกลม  คอนข างกลม  ร ูปไข   
ร ูปทรงร ีตรงกลางกว างถ ึงร ูปร างไม แน นอน  ขนาด  16 -24 × 17-26 ไมครอน  
ส ีน ้ ําตาลแกมเข ียวมะกอกเข ม  ผน ังหนา  1.5-3.5 ไมครอน   
ผ ิวสปอร ม ีป ุ มย ื ่นออกมาประมาณ  1-2 ไมครอน  ล ักษณะท ู หร ือส วนปลายแบน  
ส ี เข ม  พื ้นท ี ่หลายเหล ี ่ยมหร ือค อนข างหลายเหล ี ่ยม  มีประมาณ  10-16 
ตอเส นผ านศ ูนย กลางของสปอร    และในส วนกลางของสปอร ม ีประมาณ  40-50  
บนเสนรอบวงของสปอร  

Sterile cells  รูปรางคอนขางกลม รูปทรงรีตรงกลางกวางหรือรูปคอนขางหลายเหล่ียม 
มีขนาดไมแนนอน  ขนาด 7 – 30 × 11 – 35 ไมครอน สีคอนขางใสหรือน้ําตาลแกมเหลืองจาง 
ผนังหนา 1.5 – 5. ไมครอน ผิวผนังเรียบ  ลักษณะเปนจุดเล็กอยางหนาแนน ถึงผิวผนังขรุขระ  
Tilletia  lageniformis Vánky, C.Vánky, R.G.Shivas & P.Athipunyakom, sp. nov., Mycol. 
Balcan. 3: 115 (2006) 

พบบน Hyparrhenia rufa  เข่ือนแมงัด อําเภอแมแตง และอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม  
ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  
Sori  เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก   อยูใน floral envelopes บางคร้ังก็สังเกตุเห็นได

ยาก บางคร้ังก็สามารถมองเห็นได รูปรางลักษณะ flask-shaped เมื่อยังออนอยู แตก็มักพบ
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ลักษณะรูปไข รูปคลายกระสวยกวาง รูปทรงรี หรือรูปคลายทรงกระบอกเม่ือแหง  ขนาด 0.8-2 × 2-
5 มิลลิเมตร เร่ิมแรกมี ผนังปกคลุม  บาง สีเทา เกิดอยูบนสวยปลาย ภายในประกอบดวยกลุมของ
สปอรและ   sterile cells  รวมตัวกัน สีดํา เมื่อสวนปลายเปดออกจะเห็นกลุมของสปอรอัดตัวกัน
แนนและมีลักษณะเปนผงแปงเมื่อแก  

Spores  รูปรางกลม คอนขางกลม รูปทรงรีตรงกลางกวาง หรือรูปหลายเหล่ียม ขนาด  18-
25 × 18.5-27 ไมครอน  สีน้ําตาลช็อคโกแลต หรือทึบแสง ผนังหนา 2-3 ไมครอน ผนังมปุีมลักษณะ
แบนราบตรงปลายมีลักษณะกลมมน ยื่นออกมา สูงประมาณ 1-2.5 ไมครอน  เมื่อสังเกตบริเวณผิว
จะเห็นลักษณะเปนจุดเขม ลักษณะกลมถึงรูปหลายเหล่ียม มีประมาณ 12-17 ตอเสนผาน
ศูนยกลางของสปอร  และมีการจัดเรียงตัวของจุดประมาณ 41-54  บนวงตามเสนศูนยสูตร  

Sterile cells  รูปรางกลม รูปทรงรี ถึงรูปรางไมแนนอน ขนาด 10.5-30 × 11-35 
ไมครอน สีคอนขางใส ถึงสีน้ําตาลแกมเหลืองออน ผนังหนา 1-3 ไมครอน ผิวผนังเรียบ หรือขรุขระ 
แบบละเอียดถึงหยาบ  

Tilletia setariae-parviflorae Vánky & R.G.Shivas sp. nov., in Vánky, Mycotaxon 99: 11 
(2007) 

พบบน Setaria parviflora  ที่ อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราทีพ่บ
คร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น  

Tilletia thailandica Vánky & R.G.Shivas sp. nov., in Vánky, Mycotaxon 99: 19 (2007) 
พบบน Eragrostis amabilis  อําเภอดานซาย จังหวัดเลย  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบ

คร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น   
Sori  เกิดอยูในรังไขบางอันของชอดอก เห็นไมเดนชัด รูปไข หรือรูปทรงรี ขนาด 0.3-0.5 x 

0.4-1 มิลลิเมตร  อยูใน  the floral envelopes  เร่ิมแรกมี peridium ปกคลุม สีเทาเขม ผนังบาง 
เมื่อ peridium แตกออก ภายในมีประกอบดวยกลุมของสปอรและ sterile cells รวมตัวกันอยู เกาะ
ติดกันเปนกอน ถึง ลักาณะผงแปง สีดํา  หรือ sori สลายตัวไปเปนช้ินเล็ก ๆ  

Spores  รูปรางกลม คอนขางกลม ถึงรูปทรงรีตรงกลางกวาง ขนาด  16-21 x 17.5-21.5 
ไมครอน สีน้ําตาลแดงถึงสีเหลือง ผนังหนา ผิวผนังมีปุมยื่นออกมา สูงประมาณ  2-2.5 ไมครอน 
ปุมมีลักษณะแบน มักไมคอยพบปลายคอนขางแหลม เมื่อสังเกตุจากผิวจะเห็นจุดสีดําเขม รูปราง
หลายเหล่ียมหระจายตัวกันอยูที่ผิว มีประมาณ  5-7 ตอเสนผานศูนยกลางสปอร  แยกกันโดยเสน 
สีใส ลักษณะแคบ เมื่อสังเกตุจากสวนกลางจะเห็นปุม ประมาณ  21-29 ปุมเรียงตัวกันเปนวงตาม
เสนศูนยสูตร ไมพบ hyaline sheath  
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Sterile cells  มีขนาด สี และผิวผนังสปอรผันแปร รูปรางกลม คอนขางกลมถึงรูปทรงรี 
ขนาด 8-23 x 9.5-25 ไมครอน สีน้ําตาลแกมเหลืองออนถึงคอนขางใส ผนังหนา  0.5-1.5 ไมครอน 
ผิวผนังเรียบ  ผนังขรุขระกระจายตัวอยู หรือเปนปุมรวมตัวกันเปนกลุม ใหญ รูปทรงกระบอก  

Tilletia vittata (Berk.) Mundk., Trans. Brit. Mycol. Soc. 24: 312 (1940) 
พบบน Oplismenus compositus อําเภอเมือง จังหวัดอุตรดิตถ  อําเภอเวียงปาเปา 

อําเภอแมสรวย จังหวัดเชียงราย อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม  จังหวัดเลย  

Trichocintractia utriculicola M. Piepenbring, Can. J. Bot. 73: 1095, 1995 
พบบน On Rhynchospora corymbosa: อําเภอทาแซะ จังหวัดชุมพร  อําเภอตะกั่วปา 

จังหวัดพังงา  อําเภอเขาพนม จังหวัดกระบี่  และอําเภอละหานทราย จังหวัดบุรีรัมย (พรพิมล และ
คณะ, 2550)  
 Piepenbring (1994) ศึกษาราเขมาดํา  Cintractia utriculicola  บน  Rhynchospora  
spp. ราสราง  sori  ใน spikelets  ซึ่งแตกตางจาก Cintractia spp.   และต้ัง genus  ใหมของ 
Cintractia utriculicola เปน Trichocintractia  
 ราชนิดนี้พบมากในเขตรอนชื้น บนพืชอาศัยตระกูล Cyperaceae ไดแก Rhynchospora 
corymbosa, R. cyperoides, R gigantean (Vánky, 2002) 

Ustilago coicis Bref., Unters. Gesammtgeb. Mykol. 12: 110 (1895) 
พบบน Coix lachryma-jobi L.: อําเภอวังสระพุง จังหวัดเลย  

Ustilago cynodontis (Pass.) Henn., Bull. Herb. Boissier 1: 114 (1893) 
พบบน  Cynodon dactylon  ศูนยวิจัยพืชไรระยอง อําเภอเมือง จังหวัดระยอง อําเภอ

เมือง จังหวัดขอนแกน  อําเภอบานหมอ จังหวัเสระบุรี อําเภอแมแตง จังหวัดเชียงใหม  หมูบานชล
นิเวศน และ สระน้ําบริเวณกลุมวิจัยกักันพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพ ฯ 

Ustilago engenula Syd., P.Syd & E.J.Butler, Ann. Mycol. 10: 251 (1912) 
พบบน Eragrostis japonica อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรีอําเภอตรอน จังหวัด

อุตรดิตถ  จังหวัดอุดรธานี  จังหวัดพิษณุโลก  อําเภอแมสวย จังหวัดเชียงราย  และอําเภอเหนือ
คลอง จังหวัดกระบ่ี  
Ustilago esculenta  Henn., Hedwigia 34: 10 (1895) 
 พบบน Zizania latifolia (หนอไมน้ํา) ที่สถานีทดลองขาว อําเภอดหนือคลอง จังหวัดกระบ่ี 

Ustilago maydis (DC.) Corda, Icones fungorum 5: 3 (1842) 
พบบน  Zea mays  อําเภอวังสระพุง จังหวัดเลย   นครราชสีมา และนครสวรรค 

Ustilago neyraudiae Mundk., Trans. Brit. Mycol. Soc. 24: 323 (1940) 
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พบบน Neyraudia reynaudiana  อําเภอหางดง และ เข่ือนแมงัด อําเภอแมแตง อําเภอ
พราว จังหวัดเชียงใหม   

อําเภอน้ําโส จังหวัดเลย  

Ustilago phragmitis L.Ling, Sydowia 4: 76 (1950) 
พบบน Phragmites karka  อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี  อําเภอเขาพนม จังหวัด

กระบ่ี  และอําเภอพระแสง จังหวัดสุราษฎรธานี 

Ustilago planetella R.G. Shivas, Vánky & Athipunyakom in Vánky 

พบบน Eragrostis japonica อําเภอตรอน จังหวัดอุตรดิตถ  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบ
คร้ังแรกและมีรายงานพบใน 

ประเทศไทยเทานั้น   

Sori    เกิดในชอดอกยอยบางชอของชอดอก ราทําลายสวนในสุดของดอก สังเกตเห็นไม
ชัดเจน รูปรางกลม รูปไขหรือรูปทรงรีตรงกลางกวาง ขนาด 0.2-0.5 × 0.2-0.6 ไมครอน  บางคร้ังอ
ยาในกาบชอยอย peridium สีเทา บาง ปกคลุม ตอมาแตกออกเมื่อแก ภายในประกอบดวยกลุม
ของสปอรอัดกันแนน สีน้ําตาลเขม 

Spores    เมื่อสังเกตุจากดานขางมีลักษณะเปนวงถึงรูปวงรี ขนาด 7-10 ไมครอน มีผนัง 2 
ชั้น ผนังบาง ดาน polar areas ไมมีสี และกวาง  บริเวณวงเสนศูนยสูตรสีเขมกวา เมื่อสังเกตุจาก
ดานหนาสปอรมีลักษณะกลม คอนขางกลม หรือรูปทรงรีตรงกลางกวาง ขนาด 8-10.5 x 9-12 
ไมครอน สีน้ําตาลแกมเหลืองออน มีจุดกลมตรงกลางตรงสวน polar area มีเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ  3-5 ไมครอน ผนังสปอรหนา  1 ไมครอน และสีเขม บริเวณวงเสนศูนยสูตร และหนา 0.5 
ไมครอนที่บริเวณ  ผิวสปอรมีลักษณะเรียบถึงขรุขระแบบ punctate-verruculose  ผิวสปอร
ภายนอกเรียบถึงลักษณัเปนคล่ืนคอนขางละเอียดที่บริเวณ  

Ustilago scitaminea Syd., Ann. Mycol. 22: 281 (1924) 
พบบนออย (Saccharum officinarum)  อําเภอบรรพตพิสัย จังหวัดนครสวรรค และอําเภอ

บานโปง จังหวัดราชบุรี  

Ustilago trichophora (Link) Körn., Hedwigia 16: 36 (1877) 
พบบน Echinochloa colonum  อําเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก  

Yelsemia droserae R.G.Shivas, Vánky & P.Athipunyakom, Mycol. Balcan. 3: 115 (2006)  
พบบน Drosera burmanni Vahl: อําเภอโนนคูน จังหวัดอุบลราชธานี   พืชอาศัยชนิดนี้

เปนพืขใบเล้ียงคู  ราเขมาดําชนิดนี้เปนราที่พบคร้ังแรกและมีรายงานพบในประเทศไทยเทานั้น   
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Sori  ราสราง sori ใน capsiles (เมล็ด) ของ Drosera  เปนพืชกินแมลง รา Yelsemia 
droserae ที่พบคร้ังนี้เปนราเขมาดําชนิดที่สองที่พบในพืชที่กินแมลง  เกิดอยูในถุงหุมทั้งหมด
ของชอดอกแตละอัน เขาทําลายเมล็ด ทําใหเมล็ดบวม  sori รูปรางกลม เสนผานศูนยกลางยาว  
1.5-2 มิลลิเมตร  สีน้ําตาลดําเขม  เมื่อแกถุงหุมจะแตกแยกออกตามแนวยาว  ภายใน
ประกอบดวยกลุมของสปอรมีลักษณะเปนผลคลายแปง สีดํา อัดแนนกันอยู 

Spores  รูปรางกลม  คอนขางแบนราบ เมื่อสังเกตดานขางของสปอรมีลักษณะคอนขาง
กลม หรือรูปทรงรีตรงกลางกวาง กวาง 25-33 ไมครอน สวนของวงตามแนวเสนศูนยสูตรมีสีน้ําตาล
เขม กวาง 20-28 ไมครอน และดานตรงขาม 2 ดาน  polar cap  ลักษณะบวม รูปกรวยถึงคอนขาง
กลม สีเหลืองออน บนดานที่แบน สูง 3-7 ไมครอน กวาง 12-20 ไมครอน  สปอรดานหนามีลักษณะ
กลม รูปรี รูปไขถึงรูปรางหลายเหล่ียม ขนาด 25-33.5 × 28-38 ไมครอน สีน้ําตาลเขมถึงคอนขาง
ทึบแสงมีวงตรงก่ึงกลาง ผนังสปอรของวงตามแนวเสนศูนยสูตรหนา 1.5-3 ไมครอน บางกวา (1-
1.5 μm)  สวนใตของ the polar areas  ผนังขรุขระ  ผิวสปอรภายนอกหยาบ 

รา Yelsemia lowrieana R.G.Shivas & Vánky  เปนอีกชนิดหนึ่งที่พบบน Byblis rorida 
ซึ่งเปนพืชกินแมลง พบทางตะวันตกของประเทศออสเตรเลีย ราเขาทําลายลําตน ดอก และ 
เมล็ด  (Shivas & Vánky 2003) 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

สํารวจ รวบรวมราเขมาดํา ไดราเขมาดําทั้งหมดจํานวน 91 ตัวอยาง จากจังหวัดตาง ๆ 
จํานวน 26 จังหวัด  ระหวางเดือนตุลาคม 2548 ถึง กันยายน 2552  จําแนกชนิดโดยศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของรา จําแนกชนิดไดราเขมาดําได 13 genera 52 species  สวนใหญราเขมา
ดําที่พบยังไมมีรายงานในประเทศไทย และจากการสํารวจรวบรวมราเขมาดําคร้ังนี้พบราเขมาดํา
ชนิดใหมที่จํานวนทั้งหมด 10 ชนิด  ตัวอยางแหงของราเขมาดําเก็บไวที่พิพิธภัณฑโรคพืช กลุมวิจัย
โรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  
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สํารวจรวบรวมและจําแนกราสกุล Cercosporoid  fungi และ teleomorph1 
Surveying, Collecting, and Identification  of Cercosporoid fungi  

and their teleomorph 
 

พรพิมล  อธปิญญาคม     สณุีรัตน  สมีะเด่ือ      ศรีสุรางค  ลิขติเอกราช 
1กลุมวิจยัโรคพืช   สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 

2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 
      

 
บทคัดยอ 

การสํารวจและเก็บตัวอยางราสาเหตุโรคพืชสาเหตุเกิดจาก Cercosporoid fungi  จํานวน 
48 ตัวอยาง  จากพืช 27 ชนิด ในแหลงตาง ๆ ของประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2550-
กันยายน 2552  แลวนําไปศึกษาเพื่อจําแนกชนิดของเช้ือโดยตรง (Direct observation) การแยก
เชื้อจากเนื้อเยือ่พืชที่เปนโรค (Tissue transplanting) การจําแนกชนิดของเช้ือสาเหตุโดยการศึกษา
ลักษณะตาง ๆ ของราบนเนื้อเยื่อพชื ลักษณะสัณฐานวทิยาของเช้ือ พบวาจําแนกไดรา 5 สกุล 
(genera)  16 ชนิด (species) ไดแก Asperisporium caricae, Cercospora citrullina, C. 
coffeicola, C. lactucae-sativae, C. subsessilis, C. zinnia,  Corynespora cassiicola,  
Passalora bougainvillea, P. henningsii, P. arachidicola, P. personata,  
Pseudocercospora dendrobii, Ps. Jujubae, Ps. kaki,  Ps. musae  (teleomorph: 
Mycosphaerella musicola) และ Ps.stahlii และราที่ไมสามารถจาํแนกชนิดได (undidentified 
species) ไดแก  Mycosphaerella 5 ชนิด พบบนใบจุดของบวบ รงทอง ล้ินจี่ ล้ินมงักร และ
เล็บครุฑ Cercospora spp. 6 ชนิด  บนใบนางแยม สมโอ กวางตุง ผักปรัง มะระ และทุเรียน และ 
Cladosporium 2 ชนิด พบบนใบจุดแคนตาลูปและขาไก   และจําแนกชนิดราสาเหตุโรคใบจุดจาก
ตัวอยางที่เก็บไวในพพิิธภัณฑโรคพืช จาํนวน 12 ตัวอยาง ไดแก Cercospora (ใบจุดบานช่ืน),  
Corynespora cassiicola (ใบจุดมะละกอและแคนตาลูป),  P. henningsii (ใบจุดมันสําปะหลัง), 
P. arachidicola (ใบจุดถั่วลิสง), P. personata (ใบจุดถั่วลิสง), citrullina (ตําลึง), C. lactucae-
sativae (ใบจุดผักสลัด), C. subsessilis (ใบจุดสะเดา), C. zinnia,  Pseudocercospora kaki 
(พลับ), Pseudocercospora jujubae (พุทรา),  Pseudocercospora musae (กลวย) 

                                                  
รหัสการทดลอง 09-02-49-01-02-01-24-51 
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คํานํา 
รา Cercosporoid fungi เปนกลุมราที่ใหญที่สุดใน Hyphomycetes  ซึ่งราในกลุมนี้จะมีรา 

Mycosphaerella  Johanson  เปน teleomorphs  จัดอยูใน Order Dothideales, Family 
Mycosphaerellaceae (Crous et al., 2000)   รา Mycosphaerella เปนกลุมราที่ใหญทีสุ่ดใน 
Ascomycetes   มีมากกวา 2,000 ชนิด และมี  anamorphic  ประมาณ 23  genera   กลุมที่ใหญ
ที่สุดของ anamorphic genera  ของรา Mycosphaerella  ไดแก Cercospora มีประมาณ 700 
ชนิด, Pseudocercospora มีประมาณ 1,300 ชนิด, Passalora  มีประมาณ 550 ชนิด 

ราในกลุมนี้เปนสาเหตุโรคพชืที่สําคัญหลายชนิด  สวนใหญ รา Cercosporoid fungi มักเปน
สาเหตุของโรคใบจุด ทําใหเกิดแผลทุกสวนของพืช ไดแก ดอก ผล bracts เมล็ด และ pedicle  รา 
Mycosphaerella musicola, M. fijensis  เปนสาเหตุโรค Sigatoka ของกลวย  M. graminicola 
เปนสาเหตุของโรค Septoria leaf blotch ของธัญญพืช   M. fragariae เปนสาเหตุโรคใบจุดสตรอ
เบอรี  M. citri  เปนสาเหตุโรค greasy spot ของสม   M. pini  เปนสาเหตุโรค needle blight ของ
สน 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. อุปกรณเก็บตัวอยาง ไดแก  กระดาษ  ถุงพลาสติค  ปากกาเคมี  ดินสอ  กรรไกรตัดกิ่ง  
และ GPS 

2. อุปกรณจัดเก็บตัวอยางแหง ไดแก แผนไมอัดทับตัวอยาง  กระดาษ   
3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ ไดแก  slide  cover slip   ปากคีบ   เข็มเข่ียปลายแหลม   

ใบมีดโกน   ตะเกียง   ยาทาเล็บ 
4. สารเคมีสําหรับ mount slide ไดแก  lactophenol ,  lactic acid, shear’s sulution  
5.  สารเคมีไดแก สารเคมีที่ใชในการฆาเช้ือ  : สารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรด   แอธิล

แอลกอฮอล 75%    
6  อาหารวุนสังเคราะห corn meal agar (CMA), potato dextrose agar (PDA) 
7. อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก จานอาหารเล้ียงเชื้อ  ขวดดูแรน  บีกเกอร   เปนตน   
8. วัสดุอุปกรณอ่ืนๆ ในหองปฏิบัติการ   ไดแก ตูเข่ียเช้ือ  หมอนึ่งความดัน ตูอบฆาเช้ือ

เคร่ืองแกว   เปนตน 
9. กลองจุลทรรศน compound microscope และ stereo microscope พรอมกลอง

ถายรูปและ camera lucida สําหรับวาดภาพราจากกลองจุลทรรศน 
 



 1439 

วิธีการ 

1. สํารวจรวบรวมตัวอยางโรคพืชที่เกิดจากรา Cercosporoid fungi และ teleomorph 
 สํารวจเก็บตัวอยางโรคพืชจากสวนของใบ ดอก ผล กิ่ง ลําตน  และรากของพืช จากแหลง
ตาง ๆ ของประเทศไทย บันทึกรายละเอียด ชนิดพืช  แหลงที่เก็บ  วันที่เก็บ และลักษณะอาการของ
โรค หอตัวอยางพืชดวยกระดาษหนังสือพิมพ ใสในถุงพลาสติก บรรจุหอตัวอยางลงในกลองเก็บ
ความเย็น เพื่อนํามาทําศึกษาชนิดและแยกเช้ือสาเหตุในหองปฏิบัติการ  และจัดเก็บตัวอยางแหง
ของพืชไวในพิพิธภัณฑโรคพืช  กลุมวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการ
เกษตร  

2. การศึกษารา Cercosporoid fungi และ teleomorph จากสวนที่เปนโรค  
 2.1 การศึกษาราจากเน้ือเยื่อพืชโดยตรง (Direct observation) 

ศึกษาลักษณะอาการของราสาเหตุโรคและสังเกตลักษณะของโครงสรางที่ใหกําเนิดสปอร
ของราที่เกิดบนใบ ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  บันทึกลักษณะตาง ๆ ใชเข็มปลายแหลม
เข่ียสวนของรา ไดแก สปอร หรือสวนขยายพันธุของรา มาวางบนสไลด หรือใชใบมีดตัดขวาง
ชิ้นสวนพืชใหบาง ๆ หยดน้ําหรือสียอม และปดทับดวยแผน cover slip และตรวจดูลักษณะตาง ๆ 
ของราภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound   
 ถาไมพบสปอรของราบนช้ินสวนพืชที่เปนโรคหลังจากตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
stereo และเม่ือเข่ียเช้ือดูแลว ไมพบราบนชิ้นสวนพืชใหทํา moist chamber โดยนําตัวอยางพืชมา
บมไวในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆาเช้ือแลว วางชิ้นสวนพืชที่เปนโรคไวบนกระดาษกรองที่นึ่งฆาเช้ือ
แลวและหยดน้ํานึ่งที่ฆาเช้ือแลวบนกระดาษกรองเพื่อใหความช้ืน  บมไวอุณหภูมิหองปฏิบัติการ 
นาน 3-7 วัน ใชเข็มปลายแหลมเข่ียราที่เจริญอยูบนชิ้นสวนพืชมาตรวจดูใตกลองจุลทรรศนแบบ 
compound  บันทึกลักษณะตาง ๆ วัดขนาดสวนตาง ๆ ของราและถายภาพจากกลองจุลทรรศน 
 2.2  การศึกษาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื้อจากเน้ือเยื่อพืชที่เปนโรค (Tissue 
transplanting) 

ตัดตัวอยางพชืที่เปนโรคบริเวณที่เปนรอยตอของสวนที่เปนโรคและสวนปกติขนาด
ประมาณ 2x2 มิลลิเมตร ทําการฆาเช้ือที่ผิวพืช โดยแชชิ้นสวนพืชลงในสารละลายคลอร็อกซ  5 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาท ี  ซับใหแหงดวยกระดาษกรองที่ผานการนึง่ฆาเช้ือแลวจนแหงสนทิ นาํ
ชิ้นสวนพชืมาวางบนอาหาร half strength Potato Dextrose Agar (1/2 PDA) และ Malt Extract 
Agar (MEA) ตองทําภายใต aseptic condition   บมไวในอุณหภูมหิองปฏิบัติการ  เปนเวลา 1-3 
วัน  ตรวจดูเสนใยราภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  ตัดปลายเสนใย (hyphal tip) ของราที่
เจริญออกมาจากช้ินสวนพชื  วางลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  เก็บไวที่
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อุณหภูมิหองปฏิบัติการ  จนเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเชื้อ และนําไปศึกษารายละเอียดของรา
เพื่อการจาํแนกชนิดของราตอไป  เก็บรักษาสายพันธุราไวในอุณหภูม ิ15 องศาเซลเซียส    

2.3 การจาํแนกชนิดรา Cercosporoid fungi และ teleomorph  
1  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือไดแก ลักษณะของเสนใย ขนาด สี   

ลักษณะของสปอร สี ขนาด  ชนิดของโครงสรางที่ใหกาํเนิดสปอร  
2  นาํลักษณะสัณฐานที่ไดจากการศึกษาของราดังกลาวเปรียบเทียบกบัคูมือการ 

จัดจําแนกชนดิรา Cercosporoid fungi และ teleomorph ไดแก Chupp (1954); Sivanesan 
(1984); Crous (1998); Hsieh and Goh (1990);   Ellis (1971, 1993);  Hanlin (1992, 1998); 
Guo and Hsieh (1995);  Hyde et al.  (2000); Shin and Kim (2001)    และ  Crous and Braun 
(2003) 
เวลาและสถานที ่
เวลา   

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 
 สถานที ่   - แหลงพืชธรรมชาติ 
    - แปลงปลูกพชืของเกษตรกร 
    - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1. ผลสาํรวจรวบรวมตัวอยางราสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากรา Cercosporoid fungi และ  

teleomorph  
ผลการสํารวจรวบรวมและเก็บตัวอยางสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากรา Cercosporoid fungi 

และ teleomorph ไดตัวอยางโรคพืชทั้งหมด 48 ตัวอยาง  จากพืชทั้งหมด 27 ชนิด  ในจังหวัด
กาญจนบุรี  กรุงเทพฯ  ขอนแกน  จันทบุรี  ชัยนาท เชียงใหม  เชียงราย  นครปฐม  นครนายก  
นครราชสีมา  นครสวรรค  ตาก  ตราด  ปทุมธานี  ปราจีนบุรี  พะเยา  พิจิตร  เพชรบูรณ  เพชรบุรี  
ราชบุรี  สงขลา และสระบุรี ตัวอยางโรคพืชที่รวบรวมไดทั้งหมดนํามาศึกษาในหองปฏิบัติการโดย
การศึกษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง  การทํา moist chamber  และโดยวิธีการแยกราจากเนื้อเยื่อ
พืชที่เปนโรค รายละเอียดชนิดพืชที่เก็บตัวอยางโรค รายละเอียดชนิดพืชที่เก็บตัวอยางโรค และ
จําแนกราแสดงอยูในตารางที่ 1 
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2. การศึกษารา Cercosporoid fungi และ teleomorph จากสวนที่เปนโรค  
จําแนกไดรา 5 สกุล (genera)  16 ชนิด (species) ไดแก Asperisporium caricae (ใบจุด

มะละกอ), Cercospora citrullina (ตําลึง), C. coffeicola (ใบจุดกาแฟ), C. lactucae-sativae 
(ใบจุดผักสลัด), C. subsessilis (ใบจุดสะเดา), C. zinnia (ใบจุดบานช่ืน),  Corynespora 
cassiicola (ใบจุดมะละกอและแคนตาลูป),  Passalora bougainvillea (ใบจุดเฟองฟา), P. 
henningsii (ใบจุดมันสําปะหลัง), P. arachidicola (ใบจดุถั่วลิสง), P. personata (ใบจุดถั่วลิสง),  
Pseudocercospora dendrobii (ใบจุดกลวยไม), Ps. Jujubae (ใบจุดพุทรา), Ps. Kaki (ใบจุด
พลับ),  Ps. musae  (teleomorph: Mycosphaerella musicola) (ใบจุดกลวย) Ps.  stahlii (ใบจุด
กะทกรก) และราที่ไมสามารถจําแนกชนดิได  ชนิด (undidentified species) ไดแก
Mycosphaerella 5 ชนิด พบบนใบจุดของบวบ รงทอง ล้ินจ่ี ล้ินมงักร และเล็บครุฑ   Cercospora 
spp. 6 ชนิด  บนใบนางแยม สมโอ กวางตุง ผักปรัง มะระ และทุเรียน และ Cladosporium 2 ชนิด 
พบบนใบจุดแคนตาลูปและขาไก   
3. การศึกษาชนิดของเชื้อสเหตุจากตัวอยางพิพธิภณัฑโรคพืช  

จําแนกราจากตัวอยางโรคพชืในพพิิธภัณฑโรคพืชทั้งหมด 12 ตัวอยาง ดังนี ้
Cercospora citrullina (ตําลึง), C. lactucae-sativae (ใบจุดผักสลัด), C. subsessilis 

(ใบจุดสะเดา), C. zinnia (ใบจุดบานช่ืน),  Corynespora cassiicola (ใบจุดมะละกอและแคนตา
ลูป),  P. henningsii (ใบจุดมันสําปะหลัง), P. arachidicola (ใบจุดถัว่ลิสง), P. personata (ใบจุด
ถั่วลิสง), Pseudocercospora kaki (พลับ), Pseudocercospora jujubae (พุทรา),  
Pseudocercospora musae (กลวย) 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
การสํารวจและเก็บตัวอยางราสาเหตุโรคพืชสาเหตุเกิดจาก Cercosporoid fungi  จํานวน 

48 ตัวอยาง  จากพืช 27 ชนิด ในแหลงตาง ๆ ของประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2550-
กันยายน 2552  การจาํแนกชนิดของเช้ือสาเหตุโดยการศึกษาลักษณะตาง ๆ ของราบนเนื้อเยื่อพชื 
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ พบวาจําแนกไดรา 5 สกุล (genera)  16 ชนิด (species) ไดแก 
Asperisporium caricae, Cercospora citrullina, C. coffeicola, C. lactucae-sativae, C. 
subsessilis, C. zinnia,  Corynespora cassiicola,  Passalora bougainvillea, P. henningsii, 
P. arachidicola, P. personata,  Pseudocercospora dendrobii, Ps. Jujubae, Ps. kaki,  Ps. 
musae  (teleomorph: Mycosphaerella musicola) และ Ps.  stahlii และราที่ไมสามารถจาํแนก
ชนิดได  ชนิด (undidentified species) ไดแก  Mycosphaerella 5 ชนิด พบบนใบจุดของบวบ รง
ทอง ล้ินจ่ี ล้ินมังกร และเล็บครุฑ Cercospora spp. 6 ชนิด  บนใบนางแยม สมโอ กวางตุง ผักปรัง 



 1442 

มะระ และทเุรียน และ Cladosporium 2 ชนิด พบบนใบจุดแคนตาลูปและขาไก   และจําแนกชนดิ
ราสาเหตุโรคใบจุดจากตัวอยางที่เกบ็ไวในพพิิธภัณฑโรคพืช จาํนวน 12 ตัวอยาง ไดแก 
Cercospora citrullina (ตําลึง), C. lactucae-sativae (ใบจุดผักสลัด), C. subsessilis (ใบจุด
สะเดา), C. zinnia (ใบจุดบานช่ืน),  Corynespora cassiicola (ใบจุดมะละกอและแคนตาลูป),  
P. henningsii (ใบจุดมันสําปะหลัง), P. arachidicola (ใบจดุถั่วลิสง), P. personata (ใบจุดถั่ว
ลิสง), Pseudocercospora kaki (พลับ), Pseudocercospora jujubae (พุทรา),  
Pseudocercospora musae (กลวย) 
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ภาคผนวก  
ตารางที ่1 รายช่ือรา Cercosporoid fungi และteleomorph บนพชือาศัยตาง ๆ  ระหวางป 
2550-2552 

รา พืชอาศยั แหลงที่เก็บ 

Asperisporium caricae มะละกอ ขอนแกน 
Cercospora citrullina ตําลึง ปทุมธานี  สงขลา  พิจิตร เชียงใหม  

กาญจนบุรี 
Cercospora coffeicola กาแฟ เพชรบูรณ 
Cercospora lactucae-sativae ผักสลัด เชียงใหม  เชียงรย 
Cercospora subsessilis สะเดา ชัยนาท   เพชรบูรณ 
Cercospora zinniae บานช่ืน เพชรบุรี  พะเยา  กาญจนบุรี 
Corynespora cassiicola มะละกอ เชียงราย ( 2 ตัวอยาง)  ปราจีนบุรี  

สระบุรี 
 แคนตาลูป นครสวรรค  ตาก 
Passalora bougainvillae เฟองฟา เพชรบูรณ  เชยีงราย 
Passalora henningsii มัน

สําปะหลัง 
ตราด  ระยอง 

Passalora arachidicola ถั่วลิสง เพชรบุรี  เพชรบูรณ 
Passalora personata ถั่วลิสง เชียงใหม   พะเยา 
Pseudocercospora dendrobii กลวยไม นครปฐม 
Pseudocercospora jujubae พุทรา เชียงใหม  เชียงราย  นครราชสีมา  

สระบุรี  นครปฐม  ราชบุรี กาญจนบุรี 
Pseudocercospora kaki พลับ เพชรบูรณ  เชยีงใหม 
Pseudocercospora musae  
(teleomorph: Mycosphaerella musicola) 

กลวย เชียงใหม 

Pseodocercospora stahlii กะทกรก ปทุมธาน ี

Mycoshaerella  sp. 1 ล้ินจ่ี เชียงราย 
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ตารางที่ 1(ตอ) 

รา พืชอาศยั แหลงที่เก็บ 

Mycoshaerella  sp. 2 บวบ เชียงใหม 
Mycoshaerella  sp. 3 เล็บครุฑ เชียงราย  กรุงเทพ ฯ 
Mycoshaerella  sp. ล้ินมังกร ตาก 
Mycoshaerella  sp. รงทอง จันทบุรี 
Cercospora sp. 1 นางแยม นครนายก 
Cercospora sp. 2 สมโอ พิจิตร 
Cercospora sp. 3 กวางตุง พิจิตร 
Cercospora sp. 4 ผักปรัง เชียงใหม 
Cercospora sp. 5 มะระ เชียงใหม 
Cercospora sp. 6 ทุเรียน นครราชสีมา 
Cladosporium sp. ขาไก เพชรบุรี 
Cladosporium sp.  แคนตาลูป พะเยา 
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สํารวจ รวบรวม และจําแนกรา Fusarium สาเหตุโรคพืช  
Surveying, Collecting and Identification of Plant Pathogenic Fusarium    1 

 
อภิรัชต  สมฤทธิ์    ยทุธศักด์ิ  เจียมไชยศร ี   ธารทิพย  ภาสบุตร    สุณีรัตน  สีมะเด่ือ 

กลุมวิจัยโรคพืช     สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื  
      

 
บทคัดยอ 

 
การรวบรวมและเก็บตัวอยางพืชเปนโรคที่คาดวามีสาเหตุจากเชื้อรา Fusarium ใน

พื้นที่เพาะปลูกพืชของเกษตรกรตามภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2550 – 
กันยายน 2552เมื่อนําตัวอยางพืชเปนโรคมาแยกเชื้อราบริสุทธิ์บนอาหาร WA สามารถจําแนกได
เปนเช้ือรา Fusarium จํานวน 68 ไอโซเลท และเมื่อจําแนกชนิด (species) ของเช้ือราบริสุทธิ์
ทั้งหมด โดยอาศัยลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA, CLA และ KCL และ
จําแนกตามวิธีการของ Nelson และคณะ (1983) สามารถจําแนกไดเชื้อรา Fusarium 6 ชนิด 
(species)  ไดแก F. equiseti, F. moniliforme,                     F. oxysporum, F. proliferatum, F. 
semitectum และ F. solani ซึ่งเช้ือรา Fusarium ทั้งหมดแยกไดจากพืช 24 ชนิดที่ปลูกในพื้นที่ 20 
จังหวัด ไดแก กลวยน้ําวาเปนโรคตายพราย  กลวยไมสกุลแคทรียาเปนโรคตนเนา กลวยไมสกุล
แดงกิตติเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุลคาลิบโซเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุลแวนดาเปนโรคโคนใบ
ไหมดํา กลวยไมสกุลรองเทานารีเปนโรคเห่ียว กลวยไมสกุลเอ้ืองพราวเปนโรคใบจุดและใบไหม 
กลวยไมสกุลหวายเปนโรคใบไหม ขาวเปนโรคถอดฝกดาบและโรคเมล็ดดาง ตนกลาขาวเปนโรคใบ
จุดสีน้ําตาลดํา ขาวโพดเปนโรคลําตนเนา หรือโรคเสนใบแดง ขาวฟางเปนโรคลําตนเนาแดง ขิงเปน
โรคเหี่ยว แตงไทยเปนโรคเหี่ยวและผลเนา แตงแคนตาลูปเปนโรคลําตนและผลเนา ถั่วลันเตาเปน
โรคเหี่ยว ปอเทืองเปนโรคเหี่ยว พริกหยวกเปนโรคเหี่ยว พริกชี้ฟาเปนโรคเหี่ยว มะเขือเทศเปนโรค
ตนเหี่ยว มะเขือเปราะเปนโรคเห่ียว ยาสูบเปนโรคเหี่ยว หอมใหญเปนโรคเหี่ยว และแอสเตอรเปน
โรคตนเหี่ยว 

 
 

 

                                                 

รหัสการทดลอง 09-02-49-01-02-01-25-51 
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คํานํา 
Fusarium Fries เปนราจัดอยูใน subdivision Deuteromycotina, form–class 

Hyphomycetes, form–order Tuberculariales, form-family Tuberculariaceae Fusarium เปน
ราอาศัยในดิน พบไดทั่วไปทุกแหง เชื้อรา Fusarium สาเหตุโรคพืชเปนพวกที่เขาทําลายและทําให
เกิดโรคทางระบบทอลําเลียงของพืช ทําใหเกิดโรคเนาในหัว เหงา และรากพืช และเปนสาเหตุโรค
พืชที่สําคัญ ซึ่งระบาดทําความเสียหายแก พืชไร พืชหัว พืชผัก ไมดอกไมประดับ และไมผลทั้งกอน
และหลังการเก็บเกี่ยว โรคสําคัญในตางประเทศที่เกิดจากรา Fusarium และทําความเสียหายมาก 
ไดแก โรคเหี่ยวในกลวย (Panama wilt) โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ พริก ปอ (flax) ฝาย ถั่วลิสง ถั่ว
เหลือง ถั่วลันเตา หัวหอม มันฝร่ัง กลวย สม และ แอปเปล ในประเทศไทยพบราสกุลนี้หลายชนิด
กระจัดกระจายอยูทั้งในดินและพืช มากกวาราชนิดอ่ืนโดยเปนสาเหตุของโรคในพืชที่สําคัญหลาย
ชนิด ไดแก ธัญพืชเมืองหนาว  ฝาย ถั่วลิสง หัวหอม กะหลํ่าปลี แตงโม มะเขือเทศ พริก ถั่วฝกยาว 
และ มันฝร่ัง แตโรคที่พบวา เช้ือรา Fusarium ทําความเสียหายใหกับพืชในประเทศไทยมากที่สุด
คือโรคเหี่ยว (Fusarium wilt disease) กับพืชลมลุก และพืชผักหลาย ๆ ชนิด และโรคผลเนา 
(Fusarium fruit rot) ที่ทํามีการระบาดทําความเสียหายใหกับผลผลิตพืชเพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะกับ
พืชตระกูลแตง ที่มีการขยายพื้นที่ปลูกเพื่อจําหนายในประเทศ และสงออกจําหนายยังตางประเทศ 
ในตางประเทศมีรายงานการเขาทําลายของเช้ือ Fusarium ในพืชตระกูลแตงหลายชนิดดวยกนั เชน 
F. oxysporum สาเหตุโรค fusarium wilt นอกจากนั้นยังมีเชื้อ Fusarium สาเหตุโรคผลเนา คือ เชื้อ
รา F. graminum Corda,  F. graminearum Schwabe, F. acuminatum Ellis & Everh. sensu 
Gordon, F. avenaceum (Fr.:Fr.) Sacc., F. culmorum (W. G. Sm.) Sacc., F. moniliforme J. 
Sheld. แมที่ผานมาไดมีรายงานการศึกษาโรคที่เกิดจากเช้ือ Fusarium ในประเทศไทยบางแลว แต
ก็เปนขอมูลที่สามารถอธิบายไดเพียงบางสวนหรือชวงระยะเวลาหนึ่งเทานั้น ซึ่งในปจจุบันประเทศ
ไทยไดมีการปลูกพืชพันธุที่คลายคลึงกับพันธุที่ผลิตในตางประเทศหรือนําเขาพันธุพืชมาจาก
ตางประเทศมาปลูกเปนการคา ซึ่งพืชเหลานี้มีรายงานการพบโรคเหี่ยวและโรคผลเนาจากเช้ือรา
สกุล Fusarium อยูเสมอ ดังนั้นจึงเปนส่ิงที่นาสนใจอยางยิ่งในการวางแผนการศึกษาเพื่อรวบรวม
ขอมูลวาปจจุบันประเทศไทย มีเช้ือรา Fusarium ชนิด (species) ใหมเกิดข้ึนเปนสาเหตุของโรค
เหี่ยวและผลเนาเกิดข้ึนหรือไม เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมต้ังอยูในเขตรอนช้ืน 
ทําใหจุลินทรียสาเหตุโรคพืชมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมเพื่อปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่
เปล่ียนไป และความเสียหายของผลผลิตเนื่องจากจุลินทรียโรคพืชจึงเกิดเปนประจําทุกป ซึ่งผลจาก
การศึกษาจะทําใหเขาใจ แหลงที่มา การผันแปรและการพัฒนาของเช้ือ Fusarium ในการทําใหเกิด
โรค นอกจากนั้นจากการศึกษายังทําใหทราบพื้นที่การเกิดโรค แหลงแพรกระจาย และได culture 
ของ isolate ตางๆ ที่จัดจําแนกช่ือชนิดแลวพรอมขอมูลเก็บรักษาไวใน culture collection         
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ของกรมวิชาการเกษตร เพื่อใชเปนเคร่ืองมือในการศึกษาวิจัยทางดานตางๆ เชน เปรียบเทียบ
ลักษณะที่อาจผันแปรที่เกิดข้ึนของเช้ือในชวงปที่ตางกัน หรือใชศึกษาทางดานอณูชีววิทยา 
เปรียบเทียบการจัดจําแนกทาง DNA กับการจําแนกทางสัณฐานวิทยาเพื่อยืนยันชื่อที่ถูกตองของ
เชื้อบางชนิด (species) หรือศึกษาการสรางสารพิษ รวมถึงการมีประโยชนอ่ืนเปนตน 

 
วิธีดําเนินการ 

 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางพืชที่เปนโรคที่เกิดจาก Fusarium จากแหลงปลูกพืชตางๆ ในประเทศไทย 
2. อาหารเล้ียงเชือ้ ไดแก WA (Water Agar), PDA (Potato Dextrose Agar), CLA 

(Corn Leaf Agar) และ KCL 
3. กลองถายภาพ กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ 
4. อุปกรณตางๆ ในหองปฏิบัติการ 
5. วัสดุอุปกรณสําหรับปลูกตนไมในโรงเรือนทดลอง เชน กระถางปลูกตนไมขนาดความจุ 

10 ลิตร ดิน พล่ัว  บัวรดน้าํ ฯลฯ 
6. เมล็ดพันธุ หรือตนกลาพืช สําหรับทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคของ 

Fusarium  แตละไอโซเลท 
วิธีการ 

กรรมวิธีและวธิีการทดลอง :  
1. การเก็บตัวอยางพืชที่เปนโรค 

ทําการเก็บรวบรวมตัวอยางพืชที่แสดงอาการเหี่ยว และ ผลเนา จากแหลงปลูกพืช
ตางๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย บันทึกขอมูลในแปลงปลูก บันทึกและถายภาพลักษณะอาการ
ของโรค 

2. การแยกเช้ือ Fusarium จากพืชที่เปนโรค 
2.1 วิธีการวางเนื้อเยื่อพืชเปนโรคในกลองชื้น (moist chamber method) โดยนํา

ชิ้นสวนพืชที่เปนโรควางลงบนกระดาษกรองในจานเล้ียงเชื้อ บมไวที่อุณหภูมิหอง เมื่อเช้ือราสราง
สปอร จึงแยกสปอรจากผิวช้ินสวนพืช 

2.2 วิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชที่เปนโรคบนอาหารเล้ียงเชื้อ (tissue 
transplanting method) โดยตัดช้ินสวนพืชระหวางสวนเปนโรคและสวนปกติ หรือบริเวณทอน้ําทอ
อาหารของลําตนและสวนโคนของพืชที่แสดงอาการโรคเหี่ยว หรือ บริเวณผลที่มีอาการเนา ใหมี
ขนาดประมาณ 5 x 5 มิลลิเมตร ฆาเช้ือบริเวณผิวของช้ินสวนพืชดวยคลอร็อกซ 10 เปอรเซ็นต 
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(chlorox 10%) นาน 3-4 นาที แลวแตขนาดของช้ินสวนพืช ยายลงวางบนอาหาร WA บมเชื้อ 24-
36 ชั่วโมง ที่ 28 °ซ. เมื้อเสนใยเจริญออกมา จึงแยกเสนใยเช้ือลงเล้ียงบนอาหาร PDA 

3. การศึกษาและการจําแนกชนดิ 
3.1 ทําเช้ือบริสุทธิโ์ดยการใช single–spore technique  

เข่ียกลุมสปอรลงใน vial ที่มีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ ทําสปอรแขวนลอยใหมี
ปริมาณสปอรประมาณ 10 สปอร ตอ 1 ลูป (loop; หวงลวด) ภายใตเลนส objective กําลังขยาย
ตํ่า ใชลูปที่ปลอดเช้ือแตะสปอรแขวนลอย แลวขีด (streak) ลงบนผิวหนาของอาหาร WA บมเชื้อที่
อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง จากนั้นใชเข็มเข่ียตักสปอรเด่ียวที่งอก มาเล้ียงบนอาหาร PDA 

3.2 การจําแนกชนิด : ทาํการศึกษาลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบน
อาหารเล้ียงเชือ้ และจําแนกตามวิธกีารของ Nelson และคณะ (1983) ตามข้ันตอนตอไปนี้ 

- ศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Fusarium และศึกษาการสราง 
pigment, sclerotium และ sporodochium บนอาหาร PDA 

- บันทึกลักษณะและวัดขนาดของ conidium, conidiophore บนอาหาร CLA อายุ 
10-14 วัน ที่อุณหภูมิ 26-28 °ซ. ภายใตแสง NUV (near ultraviolet) 

- บันทึกการสราง และลักษณะของ chlamydospore บนอาหาร KCl อายุ 30 วัน ที่
อุณหภูมิ 26-28 °ซ. ภายใตแสง NUV (near ultraviolet) 

- ทํา slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของ sporogenous cell, phialide, 
microconidium, macroconidium 

3.3  การบันทกึขอมูล 
1. บันทึกขอมูลในแปลงปลูก ระดับความเสียหายของโรค บันทึกและถายภาพ

ลักษณะอาการของโรค 

2. บันทึกลักษณะโคโลนีที่เจริญของเช้ือบริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA 

3. บันทกึลักษณะสัณฐานและขนาดของเช้ือ ไดแก sporogenous cell, phialide, 
microconidium, macroconidium 

4. บันทกึชนิด (species) ของเชื้อ Fusarium ที่พบบนพชืและสถานทีพ่บโรค 
4. การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค 
 1. เตรียมตนพืชสําหรับทดสอบ : โดยเตรียมดินรวน ใสกระถางปลูกตนไมขนาด

ความจุ 10 ลิตร นําเมล็ดพนัธุหรือตนกลาพืช มาปลูกในกระถางที่บรรจุดินแลว วางกระถางปลูกพืช
ไวในโรงเรือน ที่แสงแดดสองถึง ดูแลรดน้าํและใหปุย  
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 2. เตรียม inoculum: เล้ียงเชื้อรา Fusarium ที่ตองการทดสอบ บนอาหาร PDA 
ประมาณ 7 วัน จากนั้นถายเชื้อลงในอาหารเมล็ดขาวฟางที่นึ่งฆาเช้ือเรียบรอยแลว บมเช้ือเปน
เวลา 14 วัน จากนั้น ชั่งเมล็ดขาวฟางที่มีเช้ือราเจริญอยูจํานวน 30 กรัม แบงเปน 3 สวน ๆ ละ 10 
กรัม ฝงไวที่โคนตนพืชที่ตองการทดสอบ สําหรับเช้ือ Fusarium ทีทําใหเกิดอาการโรคทางดอก ผล 
และใบ ก็นําเมล็ดขาวฟางที่มีเช้ือราเจริญอยู มาทําสปอรแขวนลอยในนํ้า ปรับใหมีความหนาแนน
ของสปอรเทากับ 1.0x105  สปอรตอ 1 มิลลิลิตร นําสปอรแขวนลอยพน บริเวณสวนที่พบการเกิด
โรค ตรวจสอบการเกิดโรคและลักษณะอาการที่เกิดข้ึน หลังจากปลูกเช้ือแลว 1 สัปดาห 

3. ดําเนินการตามวิธีการ Koch’s postulate: นําเนื้อเยื่อพืชที่พบโรค มาแยกเช้ือ และ
จําแนกชนิดตามวิธีการที่ไดดําเนินการมาในหัวขอ การศึกษาและการจําแนกชนิด เมื่อไดเช้ือรา 
Fusarium ชนิดเดียวกับที่ใชปลูกเช้ือแลว ก็นํามาปลูกเช้ือซ้ําอีกคร้ังในพืชชนิดเดิม ตรวจสอบการ
เกิดโรคและลักษณะอาการที่เกิดข้ึน  

4. บันทึก และสรุปผลที่ได   
 

เวลา  เดือน ตุลาคม 2550 – เดือน กันยายน 2553 
สถานที ่ 1. กลุมงานวทิยาไมโค กลุมวิจัยโรคพืช สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

 2. แปลงปลูกพืชของเกษตรกร  
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

การรวบรวมและเก็บตัวอยางพืชเปนโรคที่คาดวามีสาเหตุจากเชื้อรา Fusarium ในพืน้ที่
เพาะปลูกพืชของเกษตรกรตามภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2550 – กันยายน 
2552เมื่อนําตัวอยางพืชเปนโรคมาแยกเชื้อราบริสุทธิ์บนอาหาร WA สามารถจําแนกไดเปนเชื้อรา 
Fusarium จํานวน 68 ไอโซเลท และเมื่อจําแนกชนิด (species) ของเช้ือราบริสุทธิ์ทั้งหมด โดยอาศัย
ลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA, CLA และ KCL และจําแนกตามวิธีการ
ของ Nelson และคณะ (1983) สามารถจําแนกไดเช้ือรา Fusarium 6 ชนิด (species)  ไดแก F. 
equiseti, F. moniliforme, F. oxysporum, F. proliferatum, F. semitectum และ F. solani ซึ่งเช้ือ
รา Fusarium ทั้งหมดแยกไดจากพืช 24 ชนิดที่ปลูกในพื้นที่ 20 จังหวัด ไดแก กลวยน้ําวาเปนโรค
ตายพราย  กลวยไมสกุลแคทรียาเปนโรคตนเนา กลวยไมสกุลแดงกิตติเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุล
คาลิบโซเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุลแวนดาเปนโรคโคนใบไหมดํา กลวยไมสกุลรองเทานารีเปนโรค
เหี่ยว กลวยไมสกุลเอ้ืองพราวเปนโรคใบจุดและใบไหม กลวยไมสกุลหวายเปนโรคใบไหม ขาวเปน
โรคถอดฝกดาบและโรคเมล็ดดาง ตนกลาขาวเปนโรคใบจุดสีน้ําตาลดํา ขาวโพดเปนโรคลําตนเนา 



 1450 

หรือโรคเสนใบแดง ขาวฟางเปนโรคลําตนเนาแดง ขิงเปนโรคเหี่ยว แตงไทยเปนโรคเหี่ยวและผลเนา 
แตงแคนตาลูปเปนโรคลําตนและผลเนา ถั่วลันเตาเปนโรคเหี่ยว ปอเทืองเปนโรคเหี่ยว พริกหยวกเปน
โรคเหี่ยว พริกช้ีฟาเปนโรคเหี่ยว มะเขือเทศเปนโรคตนเหี่ยว มะเขือเปราะเปนโรคเหี่ยว ยาสูบเปนโรค
เหี่ยว หอมใหญเปนโรคเหี่ยว และแอสเตอรเปนโรคตนเหี่ยว โดยอาการของโรคที่เกิดจากเชื้อรา 
Fusarium ในพืชแตละชนิดมีลักษณะอาการ และสถานที่พบโรคแตกตางกันไป ดังแสดงใน ตารางที่ 
1  

สําหรับรายละเอียดของเช้ือรา Fusairum จํานวน 6 ชนิดมีดังนี้ 
1. Fusarium equiseti (Corda) Sacc.  

ชื่อพอง : F. equiseti (Corda) Sacc. pro parte  
  F. scirpi Lambotte & Fautr. var. compactum Wollenw  
  F. scirpi Lambotte & Fautr. var. filiferum (Preuss) Wollenw. 
  F. roseum Lk, ememd. Snyd. & Hans. ‘Equiseti’ pro parte 
  F. roseum Lk. ememd. Snyd. & Hans. ‘Gibbosum’ pro parte 
  F. roseum Lk. ememd. Snyd. & Hans. var. gibbosum (Wollenw.) 

Messianen & Cassini pro parte 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เชื้อราสรางเสนใยเจริญเร็ว โคโลนีสีขาว ตอมา

เปล่ียนเปนสีครีม ครีมอมสมออน จนถึงน้ําตาลออน ใตโคโลนีมีสีครีมปนน้ําตาล เมื่อโคโลนีมีอายุ
มากสรางสปอโรโดเชียม (sporodochium) สีสม ไมโค 

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA: เชื้อราไมคอยสราง microconidium หาก
สรางมีรูปไข เซลลเดียว  macroconidium  รูปรางคลายเคียว สวนปลายเรียวยาวและโคง เซลลที่
ฐานมีลักษณะ คลายเทา (foot-shaped) ชัดเจน มี 3-5 ผนังกั้น (septate) ไฟอะไลด (phialide) 
เปนแบบ monophialide มีทั้งแบบแตกกิ่งกาน และไมแตกก่ิงกาน (branched and unbranched 
monophialide) เชื้อราชนิดนี้สรางสปอรผนังหนา หรือ chlamydospore จํานวนมาก มีทั้งเกิดเด่ียว 
ๆ หรือตอกันเปนลูกโซ หรือ รวมกันเปนกลุม มีทั้งแบบผนังเรียบและผนังขรุขระ  

เชื้อรานี้พบมากในเขตอบอุน และเขตกึ่งรอน มีพืชอาศัยหลายชนิด เปนสาเหตุของโรค
รากและลําตนเนาของพวกธัญพืช แตไมรุนแรง พบบนเมล็ดของขาวฟาง ขาวโพด ขาวสาลี 
Albemochus esculentus, Capsicum annum, Dennisetum glaucum และ Phaseolus 
aureus (Neergaard, 1977) ในประเทศไทยมีรายงานวา เช้ือรานี้เปนสาเหตุของโรคโคนเนาแหง
ของขาวสาลี และขาวบารเลย (พัฒนาและคณะ, 2531) และแยกไดจากแคนตาลูปที่แสดงอาการ
เหี่ยว จากตนหนอไมฝร่ังที่แสดงอาการไหม และใบจุดของหญาคา (ปยะวดี, 2533) และในดิน
เกษตรกรรม (พัฒนาและคณะ, 2528) 
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2. F. moniliforme Sheldon  
 ชื่อพอง : F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg   
   F. fujikuroi Nirenberg   
    F. moniliforme var. subglutinans Wr. & Reink 
   F. moniliforme Sheldon emend. Snyd. & Hans. pro parte   

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เชื้อราสรางเสนใยฟู สีขาว เจริญอยางรวดเร็ว เมื่อ
มีอายุมากข้ึนเสนใยมีสีชมพู ชมพูแซมดวยสีมวง จนถึงสีชมพูอมมวง ขนาดความยาวของโคโลนีใน
หลอดอาหารโดยเฉล่ียวัดได 7.8 เซนติเมตร เมื่ออายุ 12 วัน สราง sporodochium สีสมบนผิวหนา
อาหาร โคโลนีดานใตวุนอาหารมีสีมวง หรือมวงคราม พบการสรางเม็ด sclerotium สีเขียวอมน้ํา
เงิน กระจายในวุนอาหาร 

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA: เชื้อราสราง microconidium จํานวนมาก 
โดยสรางเปนกลุม (false head) และสรางตอกันเปนลูกโซยาวบน microconidiophore แบบ 
monophialide  microconidia รูปไข (oval) ถึงรูปกระบอง (club-shaped) มี 1 เซลล ไมมีสี ขนาด 
2-3 x 6-9 ไมครอน  macroconidium สรางบน conidiophore แบบ monophialide ที่แตกก่ิงกาน
และรวมกันเปนกลุม (mass) บน sporodochium ที่มีสีสม และมีรูปรางแบบ cushion-shaped  
macroconidium รูปราง fusiform โคงเล็กนอยจนถึงเกือบตรง ชวงกลางสปอรคอนขางแคบยาว 
และผนังทั้งสองดานขนานกัน เซลลที่ฐานลักษณะคลายเทา (foot-shaped) ไมมีสี มี septum 3-6 
ขนาด 20-24 x 3.5-4 ไมครอน เชื้อรานี้ไมสราง chlamydospore  

F. moniliforme สราง microconidium ไดดี และสรางจํานวนมากบนอาหารเล้ียงเชื้อ 
แตบาง isolate สราง macroconidium จํานวนนอย ลักษณะสําคัญที่ใชจําแนกคือ conidiophore 
เปนแบบ monophialide ไมมีการสราง polyphialide และมีการสราง microconidium ทั้งแบบเปน
กลุม (false head) และแบบตอกันเปนลูกโซ ที่มีความยาวมาก บางคร้ังมีจํานวนถึง 50 conidium 
ตอ 1 ลูกโซ (Nelson et al., 1983) พัฒนาและคณะ (2543) ไดศึกษาโรคถอดฝกดาบของขาวใน
ประเทศไทยระหวางป พ.ศ.2537-2538 และอภิรัชตและคณะ (2545) ไดศึกษารวบรวมเช้ือรา 
Fusarium สาเหตุโรคถอดฝกดาบของขาว พบวา ไอโซเลทตางๆ ที่แยกไดจากอาการโรคถอดฝก
ดาบ ในทองที่ภาคเหนือและภาคกลาง มี microconidiophore ลักษณะเปน mono- และ 
polyphialide ซึ่งเปนลักษณะของ F. proliferatum ในประเทศมาเลเซียมีรายงานพบราทั้ง 2 ชนิดนี้ 
เปนสาเหตุโรคถอดฝกดาบของขาว (Salleh, 1988) 
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3. F. oxysporum Schlecht ex Fries, emend. Snyder & Hansen 
 ชื่อพอง :  F. oxysporum Schlecht. Emend. Snyd. & Hans. pro parte 

  F. redolens Wollenw.  
  F. oxysporum Schlecht. Emend. Snyd. & Hans. var. redolens (Wollenw.) 

Gordon  
  F. oxysporum Schlecht.  
  F. oxysporum Schlecht. var. redolens (Wollenw.) Gordon  
 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เช้ือราสรางเสนใยฟู ละเอียด สีขาว สีขาวแซมมวง สี
ชมพูมวง สีมวงออน จนถึงสีมวงเขม เจริญอยางรวดเร็ว สราง sporodochium สีสมจํานวนมาก 
โคโลนีดานใตผิวอาหารมีสีมวงออน มวงเขม หรือน้ําเงินเขม และสรางเม็ด sclerotium สีน้ําเงิน 

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : เช้ือราสราง microconidium จํานวนมากเกาะ
เปนกลุมแบบ false head บน monophialide ซึ่งเกิดจากดานขางของเสนใย phialide รูปรางคลาย
ขวดหรือพินโบวล่ิง ไมมีสี มีขนาดสั้นกวา phialide ของ F. moniliforme และ F. solani  
microconidia รูปไข ยาวรี ส้ันปอม จนถึงรูปทรงกระบอก ไมมีสี มี 1-2 เซลล สวนใหญมี 1 เซลล 
macroconidia รูปรางโคงแบบ fusoid-subculate เซลลที่ฐานมีลักษณะคลายเทา (foot-shaped) 
เซลลที่ปลายเรียวแหลม หรือทูมน ผนังบาง ไมมีสี มี septum 3-5 ขนาด 24-26 x 3-4.5 ไมครอน 
เกิดบน conidiophore ที่แตกก่ิงกานมากหรือเกิดบน sporodochium ที่มีลักษณะเปนกอน 
(tubercularia-like) เช้ือราชนิดนี้สราง chlamydospore รูปไข หรือทรงกลม ผนังเรียบหรือผนัง
ขรุขระ เกิดที่บริเวณสวนปลายเสนใย (terminal) และสวนกลางเสนใย (intercalary) มักเกิดเด่ียว  
แตบางคร้ังเกิดเปนคูหรือเปนลูกโซ  

เช้ือราชนิดนี้ทําใหเกิดโรคเหี่ยว (vascular wilt) กับพืชหลายชนิด เปนราที่มีพืชอาศัย
กวางมาก ทําความเสียหายกับพืชมากที่สุด และมีความสามารถทําใหเกิดโรคเฉพาะกับพืช โดย
ลักษณะของสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน ดังนั้น นักอนุกรมวิธานราท่ีไดศึกษา และจัดระบบการ
จําแนก จึงไดใหชื่อเปน form-species เฉพาะพืชอาศัยแตละชนิด เชน โรคเหี่ยวของแตงเกิดจาก 
F. oxysporum f. sp. melonis, โรคเหี่ยวของฝายเกิดจาก F. oxysporum f. sp. vasinfectum 
และ โรคตนเหี่ยวของถ่ัวเหลืองเกิดจาก F. oxysporum f. sp. glycines ซึ่งขนาดและรูปรางของ 
macroconidia มีความผันแปรบางในระหวาง form-species (Booth, 1971) 

  
4. F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg  
 ชื่อพอง :  F. moniliforme Sheldon pro parte  
   F. moniliforme Sheldon emend. Snyd. & Hans. pro parte  
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ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เสนใยฟู หนาแนน ขณะยังออนมีสีขาว เมื่อมีอายุมาก
ข้ึน มีสีชมพูสม สีสมชมพู จนถึงสีชมพูมวง โคโลนีเจริญอยางรวดเร็ว ขนาดความยาวของโคโลนีใน
หลอดอาหาร มากกวา 7 เซนติเมตร เมื่ออายุ 12 วัน sporodochium มีสีสม ถึงสีสมเขม โคโลนี
ดานใตอาหารวุนมีสีสมออน สีมวงแดง จนถึงสีมวงคราม บาง isolate สรางเม็ด sclerotium สีน้ํา
เงิน  

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : ลักษณะโดยทั่วไปคลาย F. moniliforme และ 
F. subglutinans ซึ่ง microconidium เกิดบน microconidiophore ทั้งแบบเปนกลุม (false head) 
และ ตอเนื่องเปนลูกโซ (chain) แตจํานวน conidium ในแตละลูกโซนอยกวา F. moniliforme พบ
สราง phialide ทั้งแบบ mono- และ polyphialide เชนเดียวกับ F. subglutinans และไมสราง 
chlamydospore  

Nelson, et al. (1983) จัด Fusarium ใน section Liseola จํานวน 4 ชนิด คือ F. 
moniliforme, F. proliferatum, F. subglutinans และ F. anthophilum มีลักษณะโดยทั่วไป
ใกลเคียงกันมาก จะแตกตางกันในบางลักษณะอยางใดอยางหนึ่งเทานั้น ดังนั้นการศึกษาเพื่อ
จําแนกชนิด ตองใชความละเอียดถี่ถวน และดําเนินการตามข้ันตอนของ Nelson, et al. (1983) 
(หากใชระบบการจัดจําแนกของ Nelson) และควรศึกษาจํานวนหลายๆ isolate เพื่อเปรียบเทียบ
กั น  ในต า งประ เทศ มี ร ายงานพบ เ ช้ื อ รานี้ บนพื ชตระกู ลกล วย ไม สกุ ล  Dendrobium 
(http://www.extento.hawaii.edu/kbase/crop/type/f-prolif.htm.) และอภิรัชตและคณะ (2545) 
ไดศึกษารวบรวมเชื้อรา Fusarium สาเหตุโรคถอดฝกดาบของขาว พบวาเกิดจากเช้ือรา F. 
proliferatum เนื่องจากเชื้อรานี้สรางกานชูโคนีเดียแบบ polyphialide 

 
5. F. semitectum Berk. & Rav.  

 ชื่อพอง :  F. roseum Lk. emend. Snyd. & Hans. pro parte 
F. roseum Lk. emend. Snyd. & Hans. var. arthrosporioides 

(Sherb.) Messiaen & Cassini pro parte  
 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เสนใยฟูหนา ขณะยังออนมีสีขาวนวล เมื่ออายุมากข้ึน

มีสีน้ําตาลออน จนถึงสีน้ําตาลเหลือง เจริญอยางรวดเร็ว ขนาดความยาวของโคโลนีบนหลอด
อาหารมากกวา 7 เซนติเมตร เมื่ออายุ 12 วัน สราง sporodochium สีสมออนบนผิวหนาอาหาร 
โคโลนีดานใตอาหารวุน มีสีน้ําตาลออนจนถึงสีน้ําตาลเขม 

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : ไมคอยพบสราง microconidium สวน 
macroconidium มี 2 ลักษณะ ลักษณะแรกรูปรางคลายกระสวย (spindle-shaped) ตรงหรือโคง
เล็กนอย เซลลที่ฐานมี papilla เปนตุมเล็กๆ ไมมีรูปรางคลายเทา (foot-shaped) สวนปลายเรียว
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แหลม ไมมีสี มี septum 3-5 ขนาด 17-28 x 2.5-4 ไมครอน เกิดบน conidiophore แบบ mono- 
และ polyphialide ที่แตกก่ิงกานหรือไมแตกก่ิงกาน และชูลอยในอากาศอยูกับกลุมเสนใย ลักษณะ
ที่สอง รูปราง fusoid-shaped โคง เซลลที่ฐานมีลักษณะคลายเทา (foot-shaped) ปลายเรียว
แหลมถึงทูมน ไมมีสี มี septum 3-5 ขนาด 17-28 x 2.5-4 ไมครอน ลักษณะคลาย F. oxysporum 
มาก เกิดบน conidiophore แบบ mono- และ polyphialide ที่แตกก่ิงกานมาก และอยูเปน mass 
ที่เรียกวา sporodochium เช้ือราชนิดนี้สราง chlamydospore รูปกลม ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5-
10 ไมครอน เกิดเด่ียวหรือตอเปนลูกโซ ที่สวนกลางเสนใย  

โดยปกติ เชื้อราชนิดนี้เปนพวก saprophyte หรือ secondary invader กับพชื มกัพบ
เสมอบนเมล็ดพืชหลังการเกบ็เกี่ยว ทาํความเสียหายกับเมล็ด ทาํใหเมล็ดมีคุณภาพตํ่า สูญเสีย
ความงอก และเช้ือรายังสามารถติดไปกบัเมล็ดได (seed-borne) (Neergaard, 1977) 

   
6. F. solani (Mart.) Appel & Wollenw. Emend. Snyd. & Hans                  

ชื่อพอง :  F. javanicum Koorders 
   F. coeruleum (Libert) Sacc. 
   F. solani (Mart.) Sacc. 
   F. eumartii Capenter 
   F. illudens Booth 
   F. ventricosum Appel. & Wollenw. 
   F. solani (Mart.) Sacc. var. coeruleum (Sacc.) Booth 
   F. tumidum Sherb. 
   F. solani (Mart.) Sacc. var. coeruleum (Sacc.) Bilai 
   F. solani (Mart.) Sacc. var. ventricosum (Appel & Wollenw.) Joffe 

 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA :  เสนใยฟู ขณะยังออนมีสีขาวนวล เมื่ออายุมากข้ึนมีสี
ครีม หรือสีครีมแซมดวยสีน้ําเงิน เจริญอยางรวดเร็ว ขนาดความยาวของโคโลนีในหลอดอาหาร
เล้ียงเชื้อ 7 เซนติเมตร เมื่ออายุได 12 วัน sporodochium บนผิวอาหารมีลักษณะเปนเล่ือมมัน สี
ครีม บางคร้ังเสนใยยุบตัวลง เห็นแตเฉพาะ sporochium จํานวนมาก บาง isolate มีสีน้ําเงินแกม
เขียว โคโลนีดานใตวุนอาหารมีสีครีม สีน้ําเงินแกมเขียว หรือสีคราม อาจสรางหรือไมสรางเม็ด 
sclerotium  
 ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : microconidium เกิดเปนกลุมแบบเปนกลุม 

(false head) บน conidiophore แบบ monophialide ซึ่งอาจแตกกิ่งกานหรือไมแตกกิ่งกาน 
microconidium รูปไข รูปไต มี 1-2 เซลล ไมมีสี ขนาด 8-16 x 2-4 ไมครอน macroconidia ไมมีสี 
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รูปทรงกระบอก ลักษณะอวน (stout) บริเวณกลาง conidium คอนขางตรง และผนัง 2 ดานขนาน
กันจนเกือบตลอด โคงเขาเล็กนอยตรงสวนหัวและสวนทาย เซลลปลายสุดโคงมน เซลลที่ฐานมี
ลักษณะคลายทา (foot-shaped) ขนาดส้ัน หรือเปน notch มี septum 3-5  ขนาด 35-55 x 4.5-6 
ไมครอน macroconidiophore อาจแตกกิ่งกานหรือไมแตกก่ิงกานเปนแบบ monophialide เช้ือรา
ชนิดนี้สราง chlamydospore สีน้ําตาล รูปไขหรือทรงกลม ผนังเรียบหรือขรุขระ เกิดเด่ียว เปนคู 
หรือตอกันเปนลูกโซ ที่บริเวณสวนปลายหรือสวนกลางเสนใย chlamydospore มีขนาด 10-17 x 9-
12 ไมครอน  

False head ของกลุม microconidium มีขนาดคอนขางใหญ เมื่อเทียบกับ false 
head ของ F. oxysporum และ F. moniliforme สวน monophialide ที่สราง microconidium มี
ความยาวเปน 2 และ 3 เทาของ monophialide ของ F. moniliforme และ F. oxysporum 
ตามลําดับ  

โรคเรงตายของถ่ัวเหลืองในประเทศไทย นลินีและคณะ (2545) ไดศึกษาตัวอยางถั่ว
เหลืองที่เปนโรคนี้จํานวนมากจากหลายแหลงปลูกของประเทศ และรายงานวาทุก isolate ที่
ทําการศึกษามีลักษณะและขนาดใกลเคียงกับ F. solani form B (FSB) ซึ่งเปรียบเทียบกับรายงาน
จากตางประเทศที่จําแนก strain ของ F. solani สาเหตุโรคเรงตายของถ่ัวเหลืองเปน 2 strains คือ 
F. solani form A (FSA) และ F. solani form B (FSB) 

 
สําหรับการทดสอบในหัวขอที่ 4. การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค จะได

ดําเนนิการตอไปในปงบประมาณ 2553 ซึ่งจะไดนาํผลการทดสอบมารายงานตอไป 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 

การรวบรวมและเก็บตัวอยางพืชเปนโรคที่คาดวามีสาเหตุจากเชื้อรา Fusarium ใน
พื้นที่เพาะปลูกพืชของเกษตรกรตามภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ระหวางเดือนตุลาคม 2550 – 
กันยายน 2552 สามารถจําแนกไดเปนเช้ือรา Fusarium จํานวน 68 ไอโซเลท และเมื่อจําแนกชนิด 
(species) ของเช้ือราบริสุทธิ์ทั้งหมด ตามวิธีการของ Nelson และคณะ (1983) สามารถจําแนกได
เช้ือรา Fusarium 6 ชนิด (species)  ไดแก F. equiseti, F. moniliforme, F. oxysporum, F. 
proliferatum, F. semitectum และ F. solani ซึ่งเช้ือรา Fusarium ทั้งหมดแยกไดจากพืช 24 ชนิด
ที่ปลูกในพื้นที่ 20 จังหวัด ไดแก กลวยน้ําวาเปนโรคตายพราย  กลวยไมสกุลแคทรียาเปนโรคตน
เนา กลวยไมสกุลแดงกิตติเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุลคาลิบโซเปนโรคใบไหม กลวยไมสกุล
แวนดาเปนโรคโคนใบไหมดํา กลวยไมสกุลรองเทานารีเปนโรคเหี่ยว กลวยไมสกุลเอ้ืองพราวเปน
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โรคใบจุดและใบไหม กลวยไมสกุลหวายเปนโรคใบไหม ขาวเปนโรคถอดฝกดาบและโรคเมล็ดดาง 
ตนกลาขาวเปนโรคใบจุดสีน้ําตาลดํา ขาวโพดเปนโรคลําตนเนา หรือโรคเสนใบแดง ขาวฟางเปน
โรคลําตนเนาแดง ขิงเปนโรคเหี่ยว แตงไทยเปนโรคเหี่ยวและผลเนา แตงแคนตาลูปเปนโรคลําตน
และผลเนา ถั่วลันเตาเปนโรคเหี่ยว ปอเทืองเปนโรคเหี่ยว พริกหยวกเปนโรคเหี่ยว พริกช้ีฟาเปนโรค
เหี่ยว มะเขือเทศเปนโรคตนเหี่ยว มะเขือเปราะเปนโรคเหี่ยว ยาสูบเปนโรคเหี่ยว หอมใหญเปนโรค
เหี่ยว และแอสเตอรเปนโรคตนเหี่ยว 

สําหรับการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค จะไดดําเนินการตอไปใน
ปงบประมาณ 2553 ซึ่งจะไดนําผลการทดสอบมารายงานตอไป 
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ตารางที ่1  ชนิด (species) ของเชื้อรา Fusarium ชนิดพืชทีพ่บเชื้อ ลักษณะอาการ  และ สถานทีพ่บเชื้อรา Fusarium  ระหวางการสาํรวจ เก็บตัวอยาง และจําแนก

ชนิดเชื้อรา Fusarium สาเหตุโรคพืช ตั้งแต เดือนตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
ชนิด 

Fusarium 
ชนิดพืชที่พบเชื้อ จํานวน 

ไอโซเลท 
ชื่อโรค ลักษณะอาการ สถานที่พบ 

 
F. equiseti แอสเตอร 1 โรคเหี่ยว ใบและลําตนเหี่ยวและแหง บริเวณรากมีแผลสี

น้ําตาลดํา 
อ.แมริม จ.เชียงใหม (1 ไอโซเลท) 

ขาวโพด 4 โรคลําตนเนา หรือ  
โรคเสนใบแดง 

ใบของตนเปนโรคเหี่ยวสลด เสนใบมีสีแดงลํา
ตนแหงตาย หรือแตก เนื้อเยื่อภายในลําตนมี
แผลสีชมพูอมมวง 

อ.พุทธบาท จ.สระบุรี (3 ไอโซเลท) 
อ.อูทอง จ.สุพรรณบุรี (1 ไอโซเลท) 

F. moniliforme 

ขาวฟาง 4 โรคลําตนเนาแดง ใบและยอดของตนเปนโรคบิดงอ ยอดไมแตกใบ
เปนปกติ ตนแคระแกรน เนื้อเยื่อภายในลําตนมี
แผลสีแดงเขม 

อ.อูทอง จ.สุพรรณบุรี (3 ไอโซเลท) 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา (1 ไอโซเลท) 

F. oxysporum กลวยน้ําวา 
 

9 โรคตายพราย 
 (F. oxysporum f. sp. 

cubense) 

ใบดานนอกของลําตนจํานวน 3-4 ใบ หักพับ 
และเปลี่ยนเปนสีเหลือง เนื้อเยื่อทอลําเลียง
ภายในลําตนเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 

อ.เชียงคาน จ.เลย (1 ไอโซเลท), 
อ.แมริม จ.เชียงใหม (1 ไอโซเลท) 
อ.ฝาง จ.เชียงใหม (1 ไอโซเลท) 
อ.ทาฉาง จ.สุราษฎรธานี (1 ไอโซเลท) 
อ.หนองเสือ จ.ปทุมธานี (2 ไอโซเลท) 
อ.สังคม จ.หนองคาย (2 ไอโซเลท) 
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ตารางที ่1  (ตอ) 

ชนิด 
Fusarium 

ชนิดพืชที่พบเชื้อ จํานวน 
ไอโซเลท 

ชื่อโรค ลักษณะอาการ สถานที่พบ 
 

ขิง  1 โรคเหี่ยว 
(F. oxysporum f. sp. 

zingiberi) 

ใบเหลือง ตนเหี่ยว แคระแกรน เมื่อขุดแงงขิง พบแผลเนาสี
น้ําตาล ปกคลุมดวยเสนใยเชื้อราสีขาว 

อ.ภูเรือ จ.เลย F. oxysporum 

ถั่วลันเตา 2 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยว ใบเหลือง จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน เนื้อเยื่อ
ภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.สะเมิง จ.เชียงใหม 

 แคนตาลูป 1 ขั้วและผลเนา ตนเหี่ยว ใบสลด ขั้วผลมีแผลไหมแหงเปนสีน้ําตาล รอย
แผลลุกลามจากขั้วเขาสูเนื้อผล 

อ.แมริม จ.เชียงใหม 

พริกหยวก 1 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน 
เนื้อเยื่อภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.เชียงแสน จ.เชียงราย 

พริกชี้ฟา 6 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน 
เนื้อเยื่อภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.ปางมะผา จ.แมฮองสอน (1 ไอโซเลท) 
อ.สันทราย จ.เชียงใหม (5 ไอโซเลท) 

 

ปอเทือง  1 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน 
เนื้อเยื่อภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.ปางมะผา จ.แมฮองสอน 

 มะเขือเปราะ  1 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน 
เนื้อเยื่อภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.ปางมะผา จ.แมฮองสอน 
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ตารางที ่1  (ตอ) 

ชนิด 
Fusarium 

ชนิดพืชที่พบเชื้อ จํานวน 
ไอโซเลท 

ชื่อโรค ลักษณะอาการ สถานที่พบ 
 

มะเขือเทศ  2 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน เนื้อเยื่อ 
ภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.ศรีเชียงใหม จ.หนองคาย (1 ไอโซเลท) 
อ.เมือง จ.สกลนคร (1 ไอโซเลท) 

ยาสูบ 1 โรคเหี่ยว ตนเหี่ยวฟุบทั้งตน ใบสลด จน เหลืองแหงตายไปทั้งตน เนื้อเยื่อ 
ภายในโคนตนมีแผลสีน้ําตาล 

อ.แมลาว จ.เชียงราย 

F. oxysporum 

หอมใหญ  1 โรคเหี่ยว ใบสลด จนเหลืองแหงตายไปทั้งตน เนื้อเยื่อที่โคนตนมีแผลเนา 
 มีเสนใยของสีขาวปกคลุม 

อ.สันปาตอง จ.เชียงใหม 

กลวยไมสกุลคาลิบโซ 1 โรคใบไหม ใบมีจุดแผลไหมสีดํา และแผลยุบตัว อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

กลวยไมสกุลแคทรียา 1 โรคตนเนา ใบและลําตนเหี่ยวและแหง บริเวณรากมีแผลสีน้ําตาลดํา อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

F. proliferatum 

กลวยไมสกุลแดงกิตติ  1 โรคใบไหม ใบมีจุดแผลไหมสีดํา และแผลยุบตัว อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

F. proliferatum กลวยไมสกุลหวาย  7  โรคใบไหม ใบมีจุดแผลไหมสีดํา และแผลยุบตัว อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี (3 ไอโซเลท) 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา (1 ไอโซเลท) 
อ.นคชัยศรี จ.นครปฐม (3 ไอโซเลท) 
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ตารางที ่1  (ตอ) 
 

ชนิด 
Fusarium 

 
ชนิดพืชที่พบเชื้อ 

 
จํานวน 
ไอโซเลท 

 
ชื่อโรค 

 
ลักษณะอาการ 

 
สถานทีพ่บ 

 
F. proliferatum ขาว 

 
13 โรคถอดฝกดาบ หรือ 

โรคหลาว 
ตนขาวผอมมสีีเขียวออน ลําตนยางปลอง สูง
กวาปกติ โคนตนและรากมีแผลเนาสีน้ําตาลดํา 
เมื่อดึงมักขาดงาย บางครั้งพบเสนใยสีชมพู
บริเวณโคนหรือขอที่ยางปลองขึ้นมา 

อ.แมสรวย จ.เชียงราย (2 ไอโซเลท) 
อ.สันทราย จ.เชียงใหม (2 ไอโซเลท) 
อ.เมือง จ.แพร (1 ไอโซเลท)  
อ.บุณฑริก จ.อุบลราชธานี (2 ไอโซเลท) 
อ.เดชอุดม จ.อุบลราชธานี (2 ไอโซเลท) 
อ.เมือง จ.สุรินทร (3 ไอโซเลท)  
อ.กระสัง จ.สุรินทร (1 ไอโซเลท) 

F. semitectum 
 

ขาว 1 โรคเมล็ดดาง เมล็ดขาวและรวงขาวมีแผลเปนจุดสีเทาปน
ชมพู เมล็ดขาวลีบแหง 

อ.ปางมะผา จ.แมฮองสอน 

F. semitectum 
 

ขาว 1 โรคใบจุด ตนกลาขาวสูงประมาณ 15 เซนติเมตร มีใบเปน
แผลจุดสีน้ําตาลขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร 

กระจายทั่วใบ 

อ.สามชกุ จ.สุพรรณบุรี 

 แตงไทย 1 โรคเหี่ยวและผลเนา ตนและใบเหีย่วฟุบ บริเวณโคนและรากมีแผลสี
น้ําตาล ถงึน้าํตาลแดง ผลมีแผลเนายุบตัว และ
มีเสนใยสีขาวปกคลุม 

อ.คลองสามวา จ.กรุงเทพมหานคร 
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ตารางที ่1  (ตอ) 

 
ชนิด 

Fusarium 

 
ชนิดพืชที่พบเชื้อ 

 
จํานวน 
ไอโซเลท 

 
ชื่อโรค 

 
ลักษณะอาการ 

 
สถานทีพ่บ 

 
F. semitectum 

 
แตงแคนตาลูป 1 โรคผลเนา ผลมีแผลเนายบุตัว และมีเสนใยสีขาวปกคลุม จ.สระแกว 

กลวยไมสกุลรองเทา
นารี 

1 โรคเหี่ยว ใบและลําตนเหี่ยวและแหง บริเวณรากมีแผลสี
น้ําตาลดํา 

อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

กลวยไมสกุลแวนดา 1 โรคโคนใบไหมดํา โคนใบมีจุดแผลไหมสีดํา ตนเหี่ยว อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

F. solani 

กลวยไมสกุลเอื้อง
พราว 

1 โรคใบจุดและใบไหม ใบจุดแผลสีน้ําตาลดํา กระจัดกระจายทั่วใบ อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี 

 แตงแคนตาลูป 3 โรคลําตนเนาและผล
เนา 

ตนและใบเหีย่วฟุบ บริเวณโคนและรากมีแผล
สีน้ําตาล ถงึน้าํตาลแดง ผลและขั้วผลมีแผล
เนายุบตัว และมีเสนใยสีขาวปกคลุม 

อ.พยหุะคีรี จ.นครสวรรค (1 ไอโซเลท) 
จ.สระแกว (2 ไอโซเลท) 

รวม      68 ไอโซเลท 6 ชนิด (species)  
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ภาคผนวก  
 

อาหารเลี้ยงเชื้อราท่ีใชในการทดลอง 
 
 1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝร่ัง (Potato)    200  กรัม 
  น้ําตาล Dextrose     20   กรัม 
  วุนผง (Agar)       15  กรัม 
  น้ํากล่ัน                   1  ลิตร 
 
 2. Potato Dextrose Agar (PDA) ที่เตรียมข้ึนตามวิธีการของ Nelson และคณะ (1983) 
  มันฝร่ัง (Potato)    250  กรัม 
  น้ําตาล Dextrose     20   กรัม 
  วุนผง (Agar)       20  กรัม 
  น้ํากล่ัน                   1  ลิตร 
 
 3. Water Agar 1.5% (WA) 
  วุนผง (Agar)                  15  กรัม 
  น้ํากล่ัน                     1  ลิตร 
 

4. Corn Leaf Agar (CLA) 
  วุนผง (Agar)                  15  กรัม 
  น้ํากล่ัน                     1  ลิตร 
  ใบขาวโพดขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร ที่นึง่ฆาเช้ือแลว 

                เตรียมโดยวางใบขาวโพดที่ฆาเช้ือแลว ที่อุณหภูมิ 121 oซ. ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ WA 1.5% 
แลวเก็บจานอาหารไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-4 วัน เมื่อไมพบการปนเปอนของเช้ือรา จึงใชเล้ียงเชื้อราได 
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สํารวจ รวบรวม และจําแนกเช้ือราสกุล Curvularia spp. 
Survey Collect  and Identification of  Curvularia spp. 

 
พีระวรรณ  พัฒนวิภาส1    ทัศนาพร  ทัศคร1    ธารทิพย  ภาสบุตร1 

1 กลุมวจิัยโรคพืช     สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
 

บทคัดยอ 
               สํารวจและเก็บตัวอยางพืชที่มีลักษณะอาการไหมและจุดจากแหลงปลูกในประเทศไทย
ตรวจลักษณะอาการของโรคในแปลงปลูก นําตัวอยางพืชที่เปนโรคมาจําแนกเช้ือในหองปฏิบัติการ 
ถายรูปตัวอยางโรคแลวจัดทาํ permanent slide เพื่อการวนิิจฉัยโรค สามารถจําแนกเปนเช้ือรา
สกุล Curvularia ทัง้ส้ิน 41 ไอโซเลท ดังนี ้โรคพืชที่มีสาเหตุจากเช้ือ Curvularia lunata  ไดแก โรค
ใบจุดขาวโพดมี โรคเมล็ดดางขาว โรคใบจุด โรคใบไหมเยอบีรา โรคเมล็ดเนาดําขาวฟาง  โรคใบ
ไหมสบูดํา มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia  eragrostidis  ไดแกโรคใบไหมปาลมน้ํามนั โรคดอกสนิม
หรือโรคจุดสนมิบนดอกกลวยไมสกุลหวาย มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia  tuberculata  ไดแก โรค
จุดบนกลวยไมสกุลออยซิเดียม  มีสาเหตุจากเชื้อ     Curvularia  prasadii  ไดแก โรคใบจุดแก
ลดดิโอลัส มีสาเหตุจากเชื้อ  Curvularia pallescens  ไดแก โรคใบไหมล้ินมังกร  มีสาเหตุจากเช้ือ  
Curvularia sp.  ไดแก ใบจดุบานช่ืน และ ฝกจุดกระเจ๊ียบแดง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
 

รหัสการทดลอง 09 02 49 01 
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คํานํา 
 

       เชื้อราสกลุ Curvularia จัดอยูใน From-class Hyphomycetes Form –order 
Hyphomycetales From-family Dematiaceae โดยเช้ือราจะสราง conidium ที่ม ี3-5 เซลล รูปราง
โคง เซลตรงกลางมีสีเขมกวาเซลลหวัทาย เกิดบนกาน conidiophore สีเขมไมแตกก่ิงกาน แตอาจ
มีการ proliferation ออกทางดานขางใกลสวนปลาย ทําใหสรางสปอรเพิ่มข้ึนไดอีก และกาน 
conidiophore มีลักษณะเปนขอหัก (geniculate) (วิจัย, 2551)       เชื้อราสกุล Curvularia เปน
สาเหตุโรคที่สําคัญของพืชไรและพืชสวนหลายชนิด มีรายงานโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Curvularia 
lunata บนขาวโพดโดยใบขาวโพดจะมีอาการจุดเล็กๆขนาดเทาหวัเข็มหมุดสีเขียวออนตอมาตรง
กลางจุดจะแหงมีสีเทาหรือน้าํตาลออน (ขจรศักด์ิ,2509) แตงฝร่ัง แตงเทศ(ปราณีตและคณะ, 
2532) แกลดิโอลัส(ประสาทพร, 2521) พบจุดสีน้าํตาลเขมบนใบ กรรณิการและคณะรายงานวา
พบโรคผลเนาบนล้ินจ่ีโดยล้ินจ่ีทีพ่บมีจุดสีน้ําตาลเขมบนผลล้ินจ่ีทาํใหผลผลิตล้ินจ่ีเนาเสียเร็ว และ
เชื้อรา Curvularia lunata เปนสาเหตุของโรคผลเนาดําบนมะละกอ นอกจากนีเ้ชื้อรา Curvularia 
lunata เปนสาเหตุโรคเมล็ดเนาดําบนขาวฟาง(Chandrasrikul, 1962) เชื้อรา Curvularia  
eragrostidis สาเหตุโรคดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมบนกลวยไม(ศิริลักษณและคณะ, 2521) โดยทํา
ใหดอกกลวยไมเปนจุดสีเหลืองอมน้าํตาลตอมาจุดขยายใหญข้ึนเปลีย่นเปนสีเขมคลายสีสนมิ และ
เปนสาเหตุโรคใบไหมบนปาลมน้ํามัน(ปรานีและคณะ, 2522)  เชื้อรา Curvularia  spp. สาเหตุของ
โรคฝกจุดหรือฝกลาย(Pot spot) บนกระเจ๊ียบเขียว(นิยมรัฐและลักษณา, 2533) โรคใบจุดบนตน
กลาของมะพราว(ศรีสุรางค และคณะ, 2526) โรคใบจุดบนยางพารา(พงษเทพ, 2531) การเกิดโรค
ของพืชที่มีรายงานไวแตเดิมอาจเกิดการเปล่ียนแปลง เนื่องจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสม หรือ
จากการเขตกรรม เนื่องจากเกษตรกรมกีารดูแลรักษาที่ดีข้ึนกวาเดิม หรืออาจเปนเพราะความ
ตานทานของพืชเอง ทีท่าํใหเชื้อลดความรุนแรงลงหรือหมดไป ในทางตรงขามความรุนแรงของโรค
อาจมีมากข้ึน หรือมกีารแพรระบาดของโรคเพิ่มมากข้ึน อีกทั้งในปจจุบันการปลูกพืชมกีาร
เปล่ียนแปลงสถานที่และชนดิพืช มกีารนําพชืจากตางประเทศเขามาปลูก ดังนั้นการสํารวจ 
รวบรวมเช้ือรา Curvularia spp. จึงมีความจาํเปนเพื่อใหทราบถึงการแพรระบาดของเช้ือรา 
Curvularia spp. ในประเทศไทยสําหรับเปนขอมูลพืน้ฐานตอการนาํไปศึกษาดานอ่ืนตอไป 
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วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 
             1. อุปกรณเก็บตัวอยางโรคพืช ไดแก กรรไกรตัดแตงกิ่ง ถุงพลาสติกสําหรับเก็บตัวอยาง 
กระดาษหนังสือพิมพ   ปากกาเคม ีหนงัยาง กรอบไมอัดตัวอยางแหงโรคพืช 
             2. สารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรด แอธิลแอลกอฮอล 75% 
             3. อาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA), water agar (WA)  
             4. วสัดุอุปกรณในหัองปฏิบัติการ ไดแก จานอาหารเล้ียงเช้ือ ขวดดูแรน บีกเกอร กระบอก
ตวงใบมีดผาตัด เข็มเข่ียปลายแหลม สไลด cover slip  
             5. ตูปลอดเช้ือ หมอนึ่งความดัน ตูอบความรอน เคร่ืองชั่ง 
             6. กลองจุลทรรศน  
 
วิธีการ 
1. สํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคของพืชผัก ไมผล พืชไร และวชัพชื ที่มีลักษณะอาการ
ไหมหรือจุดจากแหลงปลูกทัว่ประเทศ 
             สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางโรคของพืชผักไมผล พืชไร และวัชพืช  จากแหลงปลูกที่
สําคัญทั่วประเทศ ไดแก แหลงปลูกในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันตกและภาคใต ระหวางเดือน ตุลาคม 2550 ถึง กันยายน 2552 ตรวจลักษณะอาการของโรค
ในแปลงปลูก ถายภาพตัวอยางโรค บันทกึรายละเอียด ชนิดพืช แหลงที่เก็บ วนัทีเ่กบ็ และลักษณะ
อาการของโรค หอตัวอยางพืชดวยกระดาษหนังสือพิมพ ใสในถุงพลาสติก บรรจหุอตัวอยางลงใน
กลองเก็บความเย็น เพื่อนาํมาศึกษาชนดิและแยกเชื้อสาเหตุในหองปฏิบัติการโรคพืช กลุมงาน
วิทยาไมโค กลุมวิจัยโรคพืช สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพืช กรุงเทพฯ  
 
2. การศึกษาลกัษณะอาการของโรคบนพืชตางๆ 
 2.1 การศึกษาราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพชื (Direct observation) 
              ศึกษาลักษณะอาการของโรคบนพืชไมผล พืชผัก พืชไร และวัชพืช  ในสภาพธรรมชาติ 
และสังเกตลักษณะของ ราทีเ่กิดบนพืช ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo บันทึกลักษณะตาง ๆ 
ใชเข็มปลายแหลมเข่ีย สปอร หรือสวนขยายพนัธุของรา มาวางบนสไลด หรือใชใบมีดตัดขวาง
ชิ้นสวนพชืใหบาง ๆ หยดน้าํ และปดทบัดวย cover slip และตรวจดูลักษณะตาง ๆ ของราภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ compound 
           2.2  การแยกเชื้อราโดยวิธ ีTissue transplant   
             นําตัวอยางพืชทีม่ีลักษณะอาการไหมหรือจุดมาแยกเช้ือบริสุทธิ์ดวยวิธ ี  tissue 
transplant  โดยตัดชิ้นสวนของพืชที่เปนโรคขนาด 3x5 มม. ฆาเช้ือภายนอกดวยโซเดียมไฮเปอร
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คลอไรด  10% เปนเวลา 2-4 นาท ีแลวลางดวยน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ืออีก 2 คร้ัง วางบนอาหารเล้ียงเชือ้ 
PDA ในสภาพปลอดเช้ือ บมเช้ือไวนาน 2-3 วัน ทํา hyphal tip isolation นําเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกได
เล้ียงบนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA เพื่อจําแนกเชื้อตอไป  
 
3. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของเชือ้รา Curvularia 
          ศึกษาลักษณะและสีของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชือ้ ลักษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวิทยาของ
เชื้อ Curvularia  สาเหตุโรคพืช โดยจัดทาํ permanent slide เพื่อการวินิจฉัยสาเหตุโรค แลว
ถายภาพเช้ือราสาเหตุโรคใตกลองจุลทรรศน  
 
4. การจาํแนกชนิด เชื้อรา Curvularia 
            นําลักษณะของราดังกลาวเปรียบเทียบผลการศึกษา ลักษณะของกานสปอร และ สปอร  
กับคูมือการจําแนกเชื้อรา class Hyphomycetes ของ Ellis M.B. (1971) 
 
เวลาและสถานที ่
            ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
            กลุมวจิัยโรคพืช สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพชื  
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

1. การสํารวจรวบรวมตัวอยางโรคพืชจากแหลงปลูกตางๆ 
              ผลการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางโรคพืชทีม่ีลักษณะอาการไหมหรือจุดของพืชผัก ไม
ดอกไมประดับ ไมผล พืชไร และวัชพืช   ไดรวบรวมตัวอยางพืชที่แสดงลักษณะอาการไหมหรือจุด
จากแหลงปลูกพืชในภาคเหนือ 17 ตัวอยาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื -3 ตัวอยาง ภาคกลาง   15 
ตัวอยาง ภาคตะวันตก จาํนวน 2 ตัวอยาง ภาคตะวันออก จาํนวน 3 ตัวอยาง  ภาคใต จํานวน 1 
ตัวอยาง รวมทั้งหมด 41 ตัวอยาง จากแหลงปลูกจงัหวัดตางๆ ไดแก เชียงใหม ตาก พษิณุโลก 
อุตรดิตถ  สระบุรี  กาญจนบุรี สุพรรณบุรี กรุงเทพมหานคร นครปฐม สระแกว กระบ่ี ปราจีนบุรี 
เชียงราย ปทมุธานี ลําปางชัยนาท และนครราชสีมา โดยแบงเปนไมดอกไมประดับ จํานวน 18 
ตัวอยาง และพืชไร จํานวน 23 ตัวอยาง 
(ตารางที ่1)  
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2.  การจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุ 
                ผลการศึกษาลักษณะอาการทีป่รากฏบนพืชแตละชนิดและลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของเชื้อราสาเหตุในหองปฏิบัติการจากตัวอยางพืชตางๆ ที่แสดงอาการโรค โดยเปรียบเทียบกบั
เอกสารการจัดจําแนกเชื้อรา class Hyphomycetes ของ Ellis M.B. (1971) สามารถจัดจาํแนก
ชนิดของเช้ือรา Curvularia ได 41 ไอโซเลท เปน 6  ชนิด คือ 
 
1. เชื้อ Curvularia lunata  (Wakker) Boedijn 
             โคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อมีสีดําอมเขียว สปอรสีน้ําตาลออน รูปรางตรงหรือโคง ปลาย
เรียว มี 3 septate โดยเซลลที่สามมีขนาดใหญสุดและมีสีเขมกวาหัวทาย มีฐานสปอรชัดเจน  

           1.1  โรคใบจุดขาวโพด  
                 ลักษณะอาการ  
                     อาการของโรคสวนใหญจะแสดงใหเห็นบนใบ แตบางคร้ังอาจพบบนกาบใบ และฝก
ดวย ระยะแรกเกิดเปนจุดเล็กๆ สีเขียวออน ตอมาตรงกลางจุดจะแหงมีสีเทาหรือสีน้ําตาลออน 
ลอมรอบดวยวงแหวนสีน้าํตาลแดงในท่ีสุดจะเปล่ียนเปนสีน้าํไหมและมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบ
อีกชั้นหนึง่ จุดใหญเต็มที่จะมีเสนผานศูนยกลาง  
           1.2  โรคเมล็ดเนาดําขาวฟาง   
                 ลักษณะอาการ 
                    เมื่อเมล็ดขาวฟางเร่ิมแก และในอากาศมีความช้ืนสูง เช้ือราจะสรางสปอรข้ึนปกคลุม
เมล็ดขาวฟาง ทาํใหเห็นเมล็ดขาวฟางมผีงสีเทาหรือดําข้ึนปกคลุม ซึ่งเช้ือราชนิดนี้มีผลตอคุณภาพ
ของเมล็ดขาวฟาง เนื่องจากประเทศไทยมีอากาศรอนชื้นเช้ือราหลายชนิดเปนสาเหตุของโรคเมล็ด
เนาดําขาวฟาง ซึ่งเช้ือราจะเขาทาํลายในฤดูฝนเม่ือเมล็ดใกลแกเชื้อราจะสรางสปอรปกคลุมเมล็ด
ทําใหเกิดเปนสีดํา สีชมพู สีสม ข้ึนอยูกบัชนิดของเช้ือราที่เขาทําลาย สําหรับโรคเมล็ดเนาดําขาว
ฟางที่มีสาเหตุจาก เชื้อราCurvularia lunata  จะมีผงสีเทาหรือดําข้ึนปกคลุม (นิรนาม, 2549)      
          1.3 โรคใบไหมสบูดํา   
                ลักษณะอาการ 
                    จุดสีน้ําตาลเขมบนใบสบูดํา ตอมาจุดจะขยายเปนแผลสีน้ําตาลเขมขนาดแผลไม
แนนอนบนใบสบูดํา ในสภาพแวดลอมทีม่คีวามช้ืนสูงแผลจะขยายรวมกันทําใหใบไหมแหง 
             1.4 โรคใบจุดหนาวัว   
                ลักษณะอาการ 
                    แผลกลมสีน้ําตาลเขมขอบแผลสีเหลือง กลางแผลมีสีเทา ขนาดแผล 3-5 มิลลิเมตร 
บนใบหนาวัว เมื่อมีความชื้นสูงแผลจะขยายใหญข้ึน 
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   1.5 โรคใบไหมเยอบีรา   
                ลักษณะอาการ 
                    ใบของเยอบีรามีแผลคอนขางกลมสีน้าํตาลขอบสีน้ําตาลเขม เมื่อมีความช้ืนสูงแผล
จะมีขนาดใหญข้ึน ในพันธุที่ออนแอและสภาพแวดลอมเหมาะสมพบหลายแผลในหนึ่งใบและแผล
สามารถขยายรวมกันทาํใหใบไหมแหงได 
 
2. เชื้อ     Curvularia  prasadii R. L. & B. L. Mathur 
                 สปอรตรงหรือโคงเล็กนอย คลายกระบอง มี3-4 septate สปอรบางอันมีสีน้ําตาลหรือ
น้ําตาลเขมทกุเซลล บางสปอรเซลลแรกมีสีออน หรือบางสปอรเซลลแรกและเซลลทายมีสีออนกวา
เซลลตรงกลาง  
            2.1 โรคใบจุดแกลดดิโอลัส 
                 ลักษณะอาการ 
                    จุดสีน้ําตาลแดงบนใบแกลดดิโอลัส ขนาดของแผลไมเทากนั ตอมาจุดขยายใหญข้ึน
ทําใหเกิดแผลไหมแหงสีน้าํตาล  
 
3. เชื้อ Curvularia pallescens Boedijn 
                      โคโลนีบนอาหารเล้ียงเชือ้มีสีน้ําตาลหรือน้ําตาลอมเทา สปอรตรงหรือโคง
เล็กนอย สปอรสีน้ําตาลออน ม ี3 septate ผนังกั้นเซลลที่อยูตรงกลาง มกัจะไมอยูกึ่งกลาง  
            3.1 โรคใบไหมลิน้มังกร 
                    ลักษณะอาการ 
                    พบแผลรูปไขขนาดเล็กบนใบของล้ินมงักร ภายในแผลมสีีซีดคลายฟางขาว ขอบแผล
สีน้ําตาลเขม 
 
4. เชื้อ Curvularia eragrostidis (P. Henn) J.A. Meyer 
            สปอรรูปไข ผิวเรียบ สีน้ําตาลเขม ไมมีต่ิงยืน่ออกมา ม3ี septate  สปอรมีรูปรางเปนแบบ
สมมาตร กานชูสปอรสีน้ําตาล  ตรงหรือโคง สวนปลายมักบิดงอ 
            4.1 โรคดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมบนกลวยไมสกลุหวาย 
                 ลักษณะอาการ 
                    ดอกกลวยไมเปนจุดสีเหลืองอมน้ําตาลตอมาจุดขยายใหญข้ึนเปลี่ยนเปนสีเขมคลาย
สีสนิม พบระบาดรุนแรงในกลวยไมสกุลหวาย ทัศนาพรและ สุรภี(2548 )รายงานวาเช้ือรา C. 
eragrostidis เปนสาเหตุโรคดอกสนิมหรือจุดสนิม เปนโรคที่จักกันดีในหมูผูปลูกเล้ียงกลวยไมเพื่อ
ตัดดอกขายตางประเทศ บางคร้ังอาจแสดงอาการระหวางการขนสง เปนมากกับกลวยไมสกุลหวาย
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โดยเฉพาะหวายมาดาม หวายขาว หวายชมพูและหวายซีซาร ลักษณะอาการ ปรากฏบนกลีบดอก
กลวยไม โดยเร่ิมแรกเปนจุดขนาดเล็กสีน้ําตาลเหลือง เมื่อจุดเหลานี้ขยายโตข้ึนจะเขมเปนสีสนิม มี
ลักษณะคอนขางกลม ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.1–0.3 มิลลิเมตร ลักษณะดังกลาวจะ
ปรากฏชัดเจนบนดอกหวายมาดาม แตอาการบนหวายขาวจะเปนแผลสีน้ําตาลไมเปนแผลสีสนิม
ชัดเจนอยางบนหวายมาดาม โรคนี้ระบาดไดดีในชวงฤดูฝนโดยเฉพาะถามีฝนตกติดตอกันเปน
เวลานานๆ หรือมีน้ําคางลงจัด โดยจะระบาดติดตอกันรวดเร็วทั่วทั้งรังกลวยไมและบริเวณใกลเคียง  
                    4.2 โรคใบไหมปาลมน้ํามนั 
                          ลักษณะอาการ 
                          โรคนี้พบระบาดรุนแรงในระยะตนกลา   ลักษณะอาการเร่ิมตนพบแผลบนใบของ
ปาลมน้าํมนัมลัีกษณะบุมตรงกลางมีสีน้ําตาล  รอบแผลมีวงสีเหลืองลอมรอบ  แผลรูปรางกลม
รี    เมื่อเกิดระบาดรุนแรง  แผลขยายตัวรวมกันทําใหใบไหมแหงมวนงอ  และเปราะฉีกขาด
งาย  การเจริญเติบโตของตนกลาชะงกัไมเหมาะในการนําไปปลูก  ในกรณีที่โรครุนแรงทําใหตน
กลาถงึตายได 
 
5. เชื้อ Curvularia  tuberculata Jain 
                     โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีดํา หรือ น้าํตาลอมเทา สปอรมีรูปรางตรง รูปไข หรือ
คลายกระบอง  ผนงัสปอรหยาบ สปอร ม3ี-5 septate   
                 5.1 โรคดอกจุดบนกลวยไมสกลุออยซิเดียม 
                      ลักษณะอาการ 
                            ดอกกลวยไมมีอาการจดุกลมขนาดเล็กสีน้ําตาลเขมหรือดําบนกลีบดอก เมื่อมี
ความช้ืนสูงจดุกลมจะขยายใหญข้ึนทําใหเกิดแผลไหมบนกลีบดอก  
 
6. เชื้อ Curvularia  sp. 
                     โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมี น้ําตาลอมดํา สปอรมีรูปรางโคงสองขางไมเทากัน เซลล
ที่สามมีขนาดใหญกวาเซลลอ่ืนๆ 
                  6.1 โรคจุดฝกกระเจีย๊บแดง 
                            ลักษณะอาการ 
                             อาการเริ่มแรกพบแผลกลมบุมสีดําบนฝกกระเจ๊ียบตอมาแผลเปล่ียนเปนสีเทา
ขอบแผลสีดํา นอกจากนี้สามารถพบแผลไดทั้งกลีบเล้ียง และกานฝก 
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                  6.2 ใบจุดบานชื่น 
                            ลักษณะอาการ 
                             แผลคอนขางกลมสีเทาขอบแผลสีน้าํตาลบนใบบานช่ืน ในฤดูที่มีความชื้นสูง
สามรถพบแผลไดหลายแผลในหนึ่งใบเมือ่แผลขยายรวมกันทําใหใบไหมแหงได 
 

สรุปผลการทดลอง 
                          สํารวจและเก็บตัวอยางพชืที่มีลักษณะอาการไหมและจุดจากแหลงปลูกใน
ประเทศไทยศึกษาลักษณะอาการของโรคบนพืชตางๆในแปลงปลูก นําตัวอยางพืชที่เปนโรคมา
จําแนกเชื้อบริสุทธิ์ดวยวิธ ี  tissue transplant ในหองปฏิบัติการ ถายรูปตัวอยางโรคแลวจัดทาํ 
permanent slide เพื่อการวินิจฉัยโรค สามารถจําแนกเปนเช้ือราสกุล Curvularia ทัง้ส้ิน 41 ไอ
โซเลท 6 สกุล โรคพืชที่มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia lunata  ไดแก โรคใบจุดขาวโพดมี จํานวน 17  
isolate  โรคเมล็ดดางขาว จํานวน 2  isolate  โรคใบจุดหนาววั จาํนวน 2  isolate โรคใบไหมเยอบี
รา จํานวน 3  isolate  โรคเมล็ดเนาดําขาวฟาง จํานวน 1  isolate โรคใบไหมสบูดํา จํานวน 2  
isolate  มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia  eragrostidis  ไดแกโรคใบไหมปาลมน้ํามนั จาํนวน 1  
isolate    โรคดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมบนดอกกลวยไมสกุลหวาย จาํนวน 5 isolate  มีสาเหตุจาก
เชื้อ Curvularia  tuberculata  ไดแก โรคจุดบนกลวยไมสกุลออยซิเดียม  มีสาเหตุจากเชื้อ     
Curvularia  prasadii  ไดแก โรคใบจุดแกลดดิโอลัส จํานวน 2 isolate  มีสาเหตุจากเช้ือ  
Curvularia pallescens  ไดแก โรคใบไหมล้ินมงักร จาํนวน 1  isolate มีสาเหตุจากเช้ือ  
Curvularia sp.  ไดแก ใบจุดบานช่ืน จํานวน 3  isolate และ ฝกจุดกระเจ๊ียบแดง จํานวน 1  
isolate   
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Table 1  Survey Collect and Identification of  Curvularia spp. 
ไอโซเลท พืช เชื้อสาเหตุ การทาํลาย แหลงที่พบ 

1 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ บานแกงเส้ียน  อ. เมือง 
จ. กาญจนบุรี 

2 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ ต. ปากชอง  อ. ปากชอง  
จ. นครราชสีมา   

3 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ ต. ซับมวง อ. ปากชอง. 
นครราชสีมา   

4 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ ต. พญาเย็น อ. ปากชอง 
จ. นครราชสีมา   

5 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ ต. พญาเย็น อ. ปากชอง 
จ. นครราชสีมา   

6 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. เมือง จ. พษิณุโลก 
7 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. มวกเหล็ก  จ. สระบุรี 
8 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. พระพทุธบาท จ. 

สระบุรี 
9 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. น้าํปาด จ. อุตรดิตถ 
10 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. เมือง จ. เชยีงใหม 
11 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. สันทราย จ. เชียงใหม 
12 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. แมแจม จ. เชียงใหม 
13 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. แมระมาด จ. ตาก 
14 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ  อ. แมสอด จ. ตาก 
15 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ กิ่งอ.วังมวง จ. สระบุรี 
16 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. แมลาว จ.เชียงราย 
17 ขาวโพด Curvularia lunata ใบ อ. อรัญประเทศ จ. 

สระแกว 
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Table 1  (cont.) 
ไอโซเลท พืช เชื้อสาเหตุ การทาํลาย แหลงที่พบ 

18 ขาว Curvularia lunata เมล็ด อ. เมือง จ. ปทุมธาน ี
19 ขาว Curvularia lunata เมล็ด อ. เมือง จ. เชยีงราย 
20 สบูดํา Curvularia lunata ใบ อ. แมระมาด จ. ตาก 
21 สบูดํา Curvularia lunata ใบ จ. กรุงเทพมหานคร 
22 ขาวฟาง Curvularia lunata เมล็ด อ. อูทอง จ. สุพรรณบุรี 
23 หนาววั Curvularia lunata ใบ จ. ปราจีนบุรี 
24 หนาววั Curvularia lunata ใบ อ. เมือง จ. ลําปาง 
25 เยอบีรา Curvularia lunata ใบ อ. เมือง จ. ลําปาง 
26 เยอบีรา Curvularia lunata ใบ อ. เมือง จ. ปทุมธาน ี
27 เยอบีรา Curvularia lunata ใบ อ. สรรบุรี จ. ชยันาท 
28 ปาล

น้ํามนั 
Curvularia 

eragrostidis 
ใบ จ. กระบ่ี 

29 กลวยไม
สกุลหวาย 

Curvularia 
eragrostidis s 

ดอก อ. สามพราน จ. นครปฐม 

30 กลวยไม
สกุลหวาย 

Curvularia 
eragrostidis s 

ดอก จ, สุพรรณบุรี 

31 กลวยไม
สกุลหวาย 

Curvularia 
eragrostidis s 

ดอก จ. ปราจีนบุรี 

32 กลวยไม
สกุลหวาย 

Curvularia 
eragrostidis s 

ดอก อ. ทามวง จ. กาญจนบุรี 

33 กลวยไม
สกุลหวาย
แคระ 

Curvularia 
eragrostidis s 

ดอก จ. กรุงเทพมหานคร 

34 กลวยไม
สกุลออยซิ
เดียม 

Curvularia  
tuberculata 

ดอก จ. กรุงเทพมหานคร 
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Table 1  (cont.) 
ไอโซเลท พืช เชื้อสาเหตุ การทาํลาย แหลงที่พบ 

35 แกลดดิโอลัส Curvularia  
prasadii 

ใบ จ. ตาก 
 

36 แกลดดิโอลัส Curvularia  
prasadii 

ใบ อ. เมือง จ. เชยีงราย 

37 ล้ินมังกร Curvularia 
pallescens 

ใบ จ. ตาก 

38 บานช่ืน Curvularia sp. ใบ อ. โคกตูม จ. ลพบุรี 
39 บานช่ืน Curvularia sp. ใบ อ. เมือง 

จ. พระนครศรีอยุธยา 
40 บานช่ืน Curvularia sp. ใบ อ. แมลาว จ. เชียงราย 
41 กระเจ๊ียบแดง Curvularia sp. ฝก อ. เมือง จ.สุพรรณบุรี 
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