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วิสัยทัศน์ 

กรมวิชาการเกษตรเป็นองค์กรที่เป็นเลิศด้านการวิจัยและพัฒนาด้านพืช เครื่องจักรกลการเกษตร  
และเป็นศูนย์กลางรับรองมาตรฐานสินค้าเกษตรด้านพืชในระดับสากล บนพื้นฐานการอนุรักษ์

ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม 
 

ค่านิยม 

ซื่อสัตย์  โปร่งใส  งานวิจัยมีคุณภาพ 
 

วัฒนธรรมองค์กร  

รักองค์กร ทำงานอย่างมีเป้าหมาย และมุ่งผลสัมฤทธิ์ 
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1. สร้างและถ่ายทอดองค์ความรู้จากการวิจัยด้านพืชและเครื่องจักรกลเกษตรสู่กลุ่มเป้าหมาย 
2. กำหนดและกำกับดูแลมาตรฐานระบบการผลิตและผลิตพันธุ์พืชและปัจจัยการผลิตพัฒนา 

ระบบการตรวจรับรองสินค้าเกษตรด้านพืชให้เป็นที่ยอมรับในระดับสากล 
3. อนุรักษ์และพัฒนาการใช้ประโยชนจ์ากความหลากหลายทางชีวภาพด้านพืชแมลงและจุลนิทรีย์ 
4. กำกับ ดูแล และพัฒนากฏหมายที่กรมวิชาการเกษตรรับผิดชอบ 
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ค ำน ำ 
  “รายงานผลงานวิจัย ประจ าปี 2562” เป็นเอกสารวิชาการที่ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช
จัดท าต่อเนื่องติดต่อกัน 16 ปี จากผลงานวิจัยของนักวิจัย กลุ่มกีฏและสัตววิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช กลุ่มวิจัยวัชพืช 
กลุ่มวิจัยการกักกันพืช และกลุ่มบริหารศัตรูพืช ที่ด าเนินงานด้วยงบประมาณ ภายใต้แผนงานวิจัยและพัฒนา   
กรมวิชาการเกษตร ปี 2559 - 2564 ประกอบด้วยแผนงานวิจัย 2 แผนงาน ได้แก่ 1.แผนงานวิจัยมาตรการ
สุขอนามัยพืช ประกอบด้วย 1 ชุดโครงการวิจัย (4 โครงการวิจัย) ได้แก่ 1) โครงการวิจัยมาตรการสุขอนามัยพืช   
ในการน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร 2) โครงการวิจัยการศึกษาชนิดศัตรูพืชที่ติดมากับพืชน าเข้า                     
3) โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีก าจัดศัตรูพืชกักกันของพืชส่งออก 4) โครงการวิจัยการศึกษาสถานภาพศัตรูพืช
กักกันในประเทศไทย 2. แผนงานวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ประโยชน์ของชีวภัณฑ์สู่เชิง
พาณิชย์ ประกอบด้วย 1 ชุดโครงการวิจัย (4 โครงการวิจัย) ได้แก่ 1) โครงการวิจัยต้นแบบการผลิตชีวภัณฑ์ที่มี
ประสิทธิภาพเพื่อการขยายผลสู่เชิงพาณิชย์ 2) โครงการวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์
ในการควบคุมศัตรูพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจ 3) โครงการวิจัยการผสมผสานเทคโนโลยีการใช้ชีวภัณฑ์เพื่อควบคุม
ศัตรูพืช 4) โครงการวิจัยส ารวจและศึกษาศักยภาพชีวภัณฑ์ควบคุมศัตรูพืชทางการเกษตร แผนงานวิจัยเดี่ยว 
จ านวน 8 แผน (โครงการวิจัยเดี่ยว) 1) แผนงานวิจัยการพัฒนาระบบการจัดการศัตรูพืชที่ต้านทานต่อสารป้องกัน
ก าจัดศัตรูพืช 2) แผนงานวิจัยเทคนิคเพิ่มประสิทธิภาพการใช้สารป้องกันก าจัดศัตรูพืช 3) แผนงานวิจัยการ
บริหารศัตรูพืชแบบบูรณาการ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตของพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ 4) แผนงานวิจัยและ
พัฒนาการใช้สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชเพื่อใช้เป็นค าแนะน าในการผลิตพืชบริโภคภายในประเทศและส่งออก     
5) แผนงานวิจัยอนุกรมวิธานชีววิทยาและการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เพื่อ
การวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย 6) แผนงานวิจัยการศึกษาและการจัดการพืชต่างถิ่นที่รุกรานนิเวศเกษตร 
7) แผนงานวิจัยชนิดของแมลงพาหะน าโรค (Insect vectors) ที่ก่อให้เกิดโรคส าคัญกับพืชเศรษฐกิจในประเทศ
ไทย 8) แผนงานวิจัยและพัฒนาการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุล เพื่อการน าเข้าและ
ส่งออกสินค้าเกษตร  

  ส าหรับแผนงานวิจัยอ่ืน ๆ ได้แก่ ขิง เกษตรอินทรีย์ ไม้ผลเศรษฐกิจ ระบบการผลิตพืชในเขต
พื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน พัฒนาเทคโนโลยีการผลิตพืชเศรษฐกิจเฉพาะพื้นที่ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง เทคโนโลยีการผลิตพืชท้องถิ่นในเขตภาคกลางและภาคตะวันตก ความคุ้มค่าทาง
เศรษฐกิจและการยอมรับเทคโนโลยีใหมท่ดแทน ชาโยเต้ ปาล์มน้ ามัน เมล็ดพันธุ์พืช ส้มเปลือกล่อน กล้วย กาแฟ 
มะคาเดเมีย มันฝรั่ง พริก มะเขือเทศ กล้วยไม้ ข้าวโพดฝักสด ถั่วเขียว เครื่องพ่นสารเพื่อป้องกันศัตรูข้าว 
สมุนไพรและเครื่องเทศ องุ่น มันเทศ ไม้ดอกไม้ประดับ ข้าวฟ่าง เป็นการรวมการด าเนินงานจาก 32 แผนงานวิจัย            
17 โครงการวิจัยเดี่ยว 26 โครงการวิจัย รวมทั้งสิ้น 43 โครงการวิจัย 50 กิจกรรม ที่ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืชต้องรับผิดชอบในฐานะหัวหน้าการทดลอง รวมจ านวนการทดลองทั้งสิ้น 271 การทดลอง เป็นการทดลองร่วม 
27 การทดลอง  

  การจัดท ารายงานผลงานวิจัยเล่มนี้ เสร็จสมบูรณ์ เพราะนักวิจัยจากกลุ่มวิจัย ของส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช มุ่งหวังจะเผยแพร่ผลงานด้านอารักขาพืชที่ตนได้วิจัยด้วยความพากเพียร และมุ่งมั่น ให้
ผู้สนใจได้น าข้อมูลไปใช้ประโยชน์ ทั้งการอ้างอิง การประยุกต์ เพื่อขยายผล ตลอดจนการต่อยอดผลงานวิจัย 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จึงขอขอบคุณผู้เกี่ยวข้องทุกท่านไว้ในโอกาสนี้  

 
 

( นายศรุต   สุทธิอารมณ์ ) 
ผู้อ านวยการส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตข้าวโพดฝักสด (01-13-59-02)  
  กิจกรรมที่ 3. การวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการอารักขาข้าวโพดฝักสด  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

     

➢ 3.3 การป้องกันกำจัดเชื้อรา Peronosclerospora sorghi.......... 
สาเหตุโรคราน้ำค้างในข้าวโพดหวานในพ้ืนที่ปลูกข้าวโพดที่สำคัญ 
01-13-59-02-03-00-05-60 

 

      
❖ พีระวรรณ พัฒนวิภาส และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยการพัฒนาระบบการจัดการศัตรูพืชที่ต้านทานต่อสารป้องกันกำจัดศัตรูพืช 
(โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 
โครงการวิจัย วิจัยการพัฒนาระบบการจัดการศัตรูพืชที่ต้านทานต่อสารป้องกันกำจัดศัตรูพืช 
(03-29-60-01) 

 

  
กิจกรรมที่ 1. การศึกษาความต้านทานและการจัดการความต้านทานศัตรูพืชในพืช
บริโภคและพืชอาหารสัตว์ 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.4 การจัดการสารฆ่าแมลงในการป้องกันกำจัด....................... 
หนอนเจาะสมอฝ้าย Helicoverpa armigera (HÜbber) ในพื้นที่
ปลูกมะเขือเทศที่สำคัญ 
03-29-60-01-01-00-10-62 

1 

      
❖ ธีราทัย บุญญะประภา และคณะ  

    

 ➢ 1.5 รูปแบบการใช้สารฆ่าแมลงโดยการหมุนเวียน..................... 
กลุ่มสารตามกลไกออกฤทธิ์เพ่ือป้องกันกำจัดหนอนใยผักในกะหล่ำปลี 
03-29-60-01-01-00-03-60 

10 

      ❖ สมศักดิ์ ศิริพลตั้งมั่น และคณะ  

    

 ➢ 1.7 ความต้านทานและการจัดการสารกำจัดไรในไร.................
สองจุด Tetranychus urticae Koch ในสตรอเบอรี่ 
03-29-60-01-01-00-11-62 

25 

      
❖ ณพชรกร ธไภษัชย์ และคณะ  
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 ➢ 1.8 สถานการณ์ความต้านทานสารกำจัดวัชพืช....................... 
ของวัชพืชในแหล่งปลูกสับปะรดที่สำคัญและการจัดการ 
03-29-60-01-01-00-07-61 

 

      
❖ สิริชัย สาธุวิจารณ์ และคณะ  

    

 ➢ 1.9 ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางสัณฐาน........................ 
ของหญ้าข้าวนก (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.) กับ
ความต้านทานต่อสารกำจัดวัชพืช quinclorac 
03-29-60-01-01-00-04-60 

41 

      
❖ จรัญญา ปิ่นสุภา และคณะ  

     

➢ 1.10 พ้ืนที่เสี่ยงต่อการระบาดของหญ้าข้าวนก....................... 
ที่มีกลไกความต้านทานต่อสารกำจัดวัชพืชแบบ multiple 
resistance ในนาข้าว 
 03-29-60-01-01-00-06-60 

58 

      
❖ ปรัชญา เอกฐิน และคณะ  

     

➢ 1.11 สถานการณ์ความต้านทานสารกำจัดวัชพืช........................ 
ของวัชพืชในแหล่งปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ที่สำคัญและการจัดการ 
03-29-60-01-01-00-05-60 

 

      
❖ สิริชัย สาธุวิจารณ์ และคณะ  

     

➢ 1.12 ความเป็นพิษของสารฆ่าแมลงชนิดต่าง ๆ ..................... 
ต่อเพลี้ยไฟพริก Scirtothrips dorsalis Hood ในมะนาว 
03-29-60-01-01-00-08-61 

81 

      
❖ สุภราดา สุคนธาภิรมย์ ณ พัทลุง และคณะ  

     

➢ 1.13 การจัดการสารฆ่าแมลงในการป้องกันกำจัด.................. 
เพลี้ยไฟพริก Scirtothrips  dorsalis  Hood ในมะนาว 
03-29-60-01-01-00-09-61 

97 

      
❖ สุภราดา สุคนธาภิรมย์ ณ พัทลุง และคณะ  

     

➢ 1.14 ความต้านทานต่อสารฆ่าแมลงในเพลี้ยไฟพริก............... 
Scirtothrips dorsalis Hood ที่ทำลายมะม่วง 
03-29-60-01-01-00-11-62 

110 

      ❖ สุภราดา สุคนธาภิรมย์ ณ พัทลุง และคณะ  
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➢ 1.15 การจัดการสารฆ่าแมลงแบบหมุนเวียนตามกลุ่ม............ 
กลไกการออกฤทธิ์เพ่ือป้องกันกำจัดเพลี้ยไฟในมะม่วง 
03-29-60-01-01-00-12-62 

124 

      
❖ศรีจำนรรจ์ ศรีจันทรา และคณะ  

     

➢1.16 ความต้านทานต่อสารฆ่าแมลงในเพลี้ยไฟฝ้าย ............... 
Thrips palmi Karny ที่ทำลายเมล่อน 
03-29-60-01-01-00-13-62 

135 

      
❖ สุภราดา สุคนธาภิรมย์ ณ พัทลุง และคณะ  

     

➢1.17 สถานการณ์หญ้าตีนกา (Eleusine indica) ................... 
ต้านทานสารกำจัดวัชพืชกลุ่ม Aryloxyphenoxy-propionate 
ในแหล่งปลูกผักและการจัดการ 
03-29-60-01-01-00-14-62 

146 

      
❖ จรัญญา ปิ่นสุภา และคณะ  

  
กิจกรรมที่ 2. การศึกษาความต้านทานและการจัดการความต้านทานศัตรูพืชในไม้ดอกไม้
ประดับ 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.2 การจัดการสารฆ่าแมลงในการป้องกันกำจัด...................... 
เพลี้ยไฟพริก Scirtothrips dorsalis Hood ในกุหลาบพวง 
03-29-60-01-02-00-04-61 

157 

      
❖ ศรีจำนรรจ์ ศรีจันทรา และคณะ  

    

 ➢ 2.3 ความต้านทานและการจัดการสารกำจัด............................ 
ไรในไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus kanzawai Kishida ในกุหลาบ 
03-29-60-01-02-00-02-60 

174 

      
❖ อัจฉราภรณ์ ประเสริฐผล และคณะ  

    

 ➢ 2.4 การเปลี่ยนแปลงความเป็นพิษของสารฆ่าแมลง................ 
spinetoram และ emamectin benzoate ในเพลี้ยไฟฝ้าย 
Thrips palmi ที่ทำลายกล้วยไม้ 
03-29-60-01-02-00-05-62 

186 

      ❖ สุภราดา สุคนธาภิรมย์ ณ พัทลุง และคณะ  
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แผนงานวิจัย วิจัยเทคนิคเพิ่มประสิทธิภาพการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืช (โครงการวิจัยเดี่ยว) 
 โครงการวิจัย วิจัยเทคนิคเพิ่มประสิทธิภาพการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืช (03-33-60-01)  
  กิจกรรมที่ 1. วิจัยและพัฒนาเทคนิคการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืช  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.1 พัฒนาเทคนิคการพ่นสารชีวภัณฑ์ในการ......................... 
ป้องกันกำจัดด้วงเจาะเห็ด (Cyllodes biplagiatus) ในเห็ด
นางฟ้าช่วงเก็บเกี่ยว 
03-33-60-01-01-00-01-60 

191 

      
❖ สิริกัญญา ขุนวิเศษ และคณะ  

    

 ➢ 1.2 พัฒนาเทคนิคการพ่นสารในการป้องกันกำจัด................... 
เพลี้ยจักจั่นฝ้ายศัตรูกระเจี๊ยบเขียว 
03-33-60-01-01-00-02-60 

208 

      
❖ สิริกัญญา ขุนวิเศษ และคณะ  

    

 ➢ 1.3 พัฒนาเทคนิคการพ่นสารด้วยเครื่องพ่นสาร...................... 
แบบแรงลมขนาดใหญ่เพ่ือป้องกันกำจัดโรคและแมลงศัตรูพืชที่
สำคัญในแปลงองุ่นแบบสภาพไร่ 
03-33-60-01-01-00-03-61 

 

      
❖ วรวิช  สุดจริตธรรมจริยางกูร และคณะ  

    

 ➢ 1.4 พัฒนาเทคนิคการพ่นสารด้วยคานหัวฉีด........................... 
เพ่ือป้องกันกำจัดโรคและแมลงศัตรูพืชที่สำคัญในแปลงองุ่นแบบ
สภาพร่องสวน 
03-33-60-01-01-00-04-61 

 

      
❖ วรวิช  สุดจริตธรรมจริยางกูร และคณะ  

    

 ➢ 1.5 พัฒนาเทคนิคการพ่นสารด้วยคานหัวฉีด........................... 
แบบต่าง ๆ ในการป้องกันกำจัดแมลงศัตรูที่สำคัญในกล้วยไม้ 
03-33-60-01-01-00-05-61 

225 

      
❖ พฤทธิชาติ ปุญวัฒโท และคณะ  

    

 ➢1.6 เทคนิคการใช้ไส้เดือนฝอย……………………………………………  
Steinernema carpocapsae Weiser ควบคุมด้วงหมัดผักใน
คะน้าด้วยระบบการให้น้ำแบบสปริงเกอร์ 
03-33-60-01-01-00-06-62 

 

      ❖ สุภางคนา ถิรวุธ และคณะ  
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 ➢1.7 เทคนิคการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืชเพ่ือควบคุม............ 
หนอนกออ้อยด้วยระบบการให้น้ำแบบน้ำหยด 
03-33-60-01-01-00-07-62 

 

      
❖ สุภางคนา ถิรวุธ และคณะ  

    

 ➢ 1.8 การฉีดสารเข้าต้นเพ่ือป้องกันกำจัดเพลี้ยไฟ .................... 
เพลี้ยไก่แจ้ และหนอนชอนใบส้มเขียวหวาน 
03-33-60-01-01-00-08-62 

 

      
❖ สุภางคนา ถิรวุธ และคณะ  

  
กิจกรรมที่ 2. การศึกษาผลของการใช้สารแบบผสม สารเสริมประสิทธิภาพและ
คุณภาพน้ำที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการป้องกันกำจัดศัตรูพืช 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.4 ประสิทธิภาพสารกำจดัวัชพืชประเภทพ่นก่อนวชัพืชงอก....... 
(pre - emergence herbicide) ผสมร่วมกับประเภทพ่นหลังวัชพืชงอก 
post- emergence herbicide) เพ่ือกำจัดวัชพืชในมันสำปะหลงั 
03-33-60-01-02-00-04-61 

237 

      
❖ ยุรวรรณ อนันตนมณี และคณะ  

    

 ➢ 2.5 ประสิทธิภาพสารกำจัดวัชพืชประเภทพ่นก่อนวัชพืช.....
งอก (pre - emergence herbicide) ผสมร่วมกับประเภทพ่น
หลังจากวัชพืชงอก (post- emergence herbicide) ในอ้อย 
03-33-60-01-02-00-05-61 

259 

      
❖ ปรัชญา เอกฐิน และคณะ  

    

 ➢ 2.6 ผลของสารเสริมประสิทธิภาพที่มีต่อประสิทธิภาพ............ 
ในการป้องกันกำจัดและความคงทนของสารฆ่าแมลงที่ใช้ในการ
ป้องกันกำจัดหนอนใยผัก (Plutella xylostella L.) 
03-33-60-01-02-00-06-62 

 

      
❖ นลินา ไชยสิงห์ และคณะ  

    

 ➢ 2.10 ประสิทธิภาพสารกำจัดวัชพืชคู่ผสมระหว่าง.................... 
สารกำจัดวัชพืชประเภทใช้ก่อนวัชพืชงอกในอ้อยตอ 
03-33-60-01-02-00-07-62 

279 

 
      

❖ ภัทร์พิชชา รุจิระพงศ์ชัย และคณะ 
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➢ 2.11 การสังเคราะห์และทดสอบประสิทธิภาพ......................... 
อนุภาคนาโนคอปเปอร์ในการควบคุม โรคใบจุดพริกที่เกิดจาก
แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 
03-33-60-01-02-00-08-62 

      
❖ ดารุณี ปุญญพิทักษ์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยการบริหารศัตรูพืชแบบบูรณาการเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตของพืช
เศรษฐกิจที่สำคัญ (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 

โครงการวิจัย วิจัยการบริหารศัตรูพืชแบบบูรณาการเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตของพืช
เศรษฐกิจที่สำคัญ (03-34-60-01) 

 

   กิจกรรมที่ 1. ป้องกันกำจัดโดยวิธีผสมผสาน (IPC) เพื่อควบคุมศัตรูพืชที่สำคัญ  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.5 การป้องกันกำจัดแมลงวันแตงแบบผสมผสานใน................ 
พืชตระกูลแตง 
03-34-60-01-01-00-05-62 

291 

      
❖ สัญญาณี ศรีคชา และคณะ  

  กิจกรรมที่ 2. การบริหารศัตรูพืชแบบผสมผสาน (IPM) ในพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    
การทดลอง ➢ 2.4 การบริหารแมลงศัตรูกะหล่ำปลีโดยวิธีผสมผสาน............. 

03-34-60-01-02-00-04-62 
299 

      
❖ สมศักดิ์ ศิริพลตั้งมั่น และคณะ  

    

 ➢ 2.5 เทคโนโลยีการป้องกันกำจัดศัตรูพืชแบบผสมผสาน.......... 
ในถั่วฝักยาว 
03-34-60-01-02-00-05-62 

314 

      
❖ นพพล สัทยาสัย และคณะ  

    

 ➢ 2.6 เทคโนโลยีการป้องกันกำจัดศัตรูพืชแบบผสมผสาน.......... 
ในมะเขือเปราะ 
03-34-60-01-02-00-06-62 

324 

      
❖ สัญญาณี ศรีคชา และคณะ  

    
 ➢ 2.7 การจัดการศัตรูพริกแบบผสมผสาน................................... 

03-34-60-01-02-00-07-62 
 

      

❖ วิภาดา ปลอดครบุรี และคณะ 
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แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาเพื่อเพิ่มการผลิตกาแฟคุณภาพ  

 

โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตและ
วิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว (01-58-59-03) 

 

  
กิจกรรมที่ 3. วิจัยและพัฒนาการบริหารจัดการศัตรูพืชของกาแฟและวิทยาการหลัง
การเก็บเกี่ยว 

 

   กิจกรรมย่อยที่ -  

    

การทดลอง ➢ 3.5 การจัดการวัชพืชในสวนกาแฟอะราบิกา ..........................  
3.5.2 ศึกษาประสิทธิภาพสารกำจัดวัชพืชประเภทพ่นหลังวัชพืช
งอกในสวนกาแฟ 
01-58-59-03-03-00-06-60 

332 

 
      

❖ จรัญญา ปิ่นสุภา และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาพันธุ์และเทคโนโลยีในการเพิ่มผลผลิตมะพร้าวให้เพียงพอกับความ
ต้องการ 

 

 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์มะพร้าว (01-56-59-03)  

  กิจกรรมที่ 2. การพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพ่ิมจากผลพลอยได้จากการแปรรูปมะพร้าว  

   กิจกรรมย่อยที่ -  

    

การทดลอง ➢2.2 ศึกษาการใช้ประโยชน์จากสารสกัดแทนนิน......................
จากเปลือกมะพร้าว ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของแมลงศัตรู
มะพร้าว 
01-56-59-03-02-00-02-62 

 

      
❖ พัชรีวรรณ จงจิตเมตต์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยการปรับปรงุพันธุ์และศึกษาเทคโนโลยีการผลิตมะคาเดเมีย (โครงการวิจัยเดี่ยว)  

 โครงการวิจัย วิจัยการปรับปรุงพันธุ์และศึกษาเทคโนโลยีการผลิตมะคาเดเมีย (01-55-59-01)  

  กิจกรรมที่ 2. การศึกษาเทคโนโลยีการผลิตมะคาเดเมีย  

    

การทดลอง ➢2.5 การศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดแมลงศัตรู.…...... 
มะคาเดเมีย 
01-55-59-01-02-00-06-62 

348 

      
❖ บุษบง มนัสมั่นคง และคณะ  

    

 ➢ 2.6 ทดสอบเทคโนโลยีการจัดการการป้องกันกำจัด……..……… 
สัตว์ฟันแทะศัตรูมะคาเดเมียโดยวิธีผสมผสาน 
01-55-59-01-02-05-01-61 

352 

      
❖ วิชาญ วรรธนะไกวัล และคณะ  
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แผนงานวิจัย วิจัยพัฒนาพันธุ์และเทคโนโลยีการผลิตมันฝรั่ง (โครงการวิจัยเดี่ยว) 
 โครงการวิจัย วิจัยพัฒนาพันธุ์และเทคโนโลยีการผลิตมันฝรั่ง (01-27-59-01)  
  กิจกรรมที่ 1. การวิจัยพัฒนาพันธุ์และการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่ง  

   กิจกรรมย่อยท่ี 1.2 การทดสอบปฏิกิริยาต้านทานโรคของมันฝรั่ง  

    

การทดลอง ➢ 1.2.1 การทดสอบความต้านทานของพันธุ์มันฝรั่ง................... 
ต่อรา Phytophthora infestans 
01-27-59-01-01-02-01-61 

372 

      
❖ ธารทิพย ภาสบุตร และคณะ  

    

 ➢ 1.2.2 การทดสอบปฏิกิริยาของพันธุ์มันฝรั่งต่อเชื้อ…………………....... 
แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  สาเหตุโรคเหี่ยวของมันฝรั่ง 
01-27-59-01-01-02-02-61 

390 

      ❖ รุ่งนภา ทองเคร็ง และคณะ  

    

 ➢ 1.2.3 การทดสอบปฏิกิริยาของเชื้อพันธุกรรม.......................... 
มันฝรั่งต่อไส้เดือนฝอยรากปม 
01-27-59-01-01-02-03-61 

402 

      
❖ ไตรเดช ข่ายทอง และคณะ  

    

 ➢ 1.2.4 การทดสอบความต้านทานของพันธุ์มันฝรั่ง................... 
ต่อเชื้อไวรัส Potato virus Yn (PVY strain n) 
01-27-59-01-01-02-04-61 

409 

      
❖ สิทธิศักดิ์ แสไพศาล และคณะ  

  กิจกรรมที่ 3. การวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการจัดการศตัรูพืชสำคัญของมันฝรั่ง  

   กิจกรรมย่อยที่ 3.1 การวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการจัดการแมลงศัตรูสำคัญของมันฝรั่ง  

    

การทดลอง ➢ 3.1.2 การทดสอบประสิทธิภาพสารฆ่าแมลงในการ.................
ป้องกันกำจัดด้วงเจาะหัวมันฝรั่ง 
03-05-59-02-01-00-29-61 

 

      
❖ อุราพร หนูนารถ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาการผลิตพืชในระบบอินทรีย์  
 โครงการวิจัย วิจัยพัฒนาการป้องกันกำจัดศัตรูพืชในการผลิตพืชระบบเกษตรอินทรีย์ (03-03-59-02)  

  
กิจกรรมที่ 2. ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดพืชต่อแมลงศัตรูพืชและแมลงศัตรู
ธรรมชาติจากแปลงปลูกพืชอินทรีย์ (2559-2563) 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี –  
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การทดลอง ➢ 2.7 การศึกษาประชากรของแมลงและไรศัตรูเมล่อน………..….. 
อินทรีย์ที่ปลูกในโรงเรือนตาข่ายและการศึกษาประสิทธิภาพ 
ของสารสกัดจากพืชต่อแมลงและไรศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติใน
ห้องปฏิบัติการ 
03-03-59-02-02-00-07-62 

420 

      
❖ อทิติยา  แก้วประดิษฐ์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ประโยชน์ของชีวภัณฑ์สู่เชิงพาณิชย์  

 
โครงการวิจัย วิจัยต้นแบบการผลิตชีวภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพเพื่อการขยายผลสู่เชิงพาณิชย์ 
(03-05-62-04) 

 

  กิจกรรมที่ -  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1. ต้นแบบผลิตมวนเพชฌฆาตอย่างเป็นระบบเพ่ือ………………. 
การควบคุมแมลงศัตรูพืชอย่างยั่งยืน 
03-05-62-04-00-00-01-62 

 

      ❖ สาทิพย์ มาลี และคณะ  

    

 ➢ 2. ต้นแบบผลิตแมลงช้างปีกใสอย่างเป็นระบบเพ่ือ……………… 
การควบคุมแมลงศัตรูพืชอย่างยั่งยืน 
03-05-62-04-00-00-02-62 

 

      
❖ ประภัสสร เชยคำแหง และคณะ  

    

 ➢ 3. ต้นแบบการผลิตแมลงหางหนีบขาวงแหวนและ………………. 
แมลงหางหนีบสีน้ำตาลเพ่ือการควบคุมแมลงศัตรูพืชอย่างยั่งยืน 
03-05-62-04-00-00-03-62 

429 

      
❖ นันทนัช พินศรี และคณะ  

 
โครงการวิจัย วิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์ในการควบคุม
ศัตรูพืชที่สำคัญทางเศรษฐกิจ (03-05-59-02) 

 

  กิจกรรมที่ 1. การผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์ในการควบคุมแมลง ไร และสัตว์ศัตรูพืช  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.6 วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงมวนเขียวดูดไข่.................... 
Cyrtorhinus lividipennis Reuter) เป็นปริมาณมาก และการ
นำไปใช้ควบคุมเพลี้ยกระโดดสนี้ำตาล Nilaparvata lugens (Stål)) 
03-05-59-02-01-00-06-59 

443 

      ❖ ณัฏฐิณี ศิริมาจันทร์ และคณะ  

    
  

 
 
 



- 10 - 

รายงานผลงานวจิยัประจำป ี๒๕๖๒ สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   
 

กรมวชิาการเกษตร 

➢ 1.8 การผลิตและการใช้ไรตัวห้ำ Amblyseius spp.................
ควบคุมเพลี้ยไฟ 
03-05-59-02-01-00-08-59 

450 

      ❖ อทิติยา แก้วประดิษฐ์ และคณะ  

     

➢ 1.9 การผลิตขยายและใช้หอยตัวห้ำวงศ์ Streptaxidae ............ 
 ควบคุมหอยทากศัตรูพืชโดยชีววิธี 
03-05-59-02-01-00-09-59 

455 

      ❖ ดาราพร รินทะรักษ์ และคณะ  

     

➢ 1.13 การใช้ไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave .............. 
ควบคุมด้วงหมัดผักในคะน้า 
03-05-59-02-01-00-13-59 

 

      
❖ วิไลวรรณ เวชยันต์ และคณะ  

     

➢ 1.14 ประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง........................ 
Steinernema riobrave ในการควบคุมด้วงงวงมันเทศ  
Cylas formicarius 
03-05-59-02-01-00-14-59 

 

      ❖ วิไลวรรณ เวชยันต์ และคณะ  

     

➢ 1.15 ประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง................. 
Steinernema ในการควบคุมด้วงเจาะเห็ด Cyllodes biplagiatus 
03-05-59-02-01-00-15-59 

 

      ❖ วิไลวรรณ เวชยันต์ และคณะ  

     

➢ 1.23 การศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงแตนเบียนดักแด้................... 
      หนอนหัวดำมะพร้าว Opisina arenosella Walker  

(Lepidoptera: Oecophoridae) ชนิดท้องถิ่นและนำเข้า 
03-05-59-02-01-00-23-61 

470 

      
❖ ณัฏฐิณี ศิริมาจันทร์ และคณะ  

     

➢ 1.24 ศึกษารูปแบบบรรจุภัณฑ์มวนพิฆาต............................... 
 Eocanthecona furcellata (Wolff) ที่เหมาะสมเพ่ือการ
นำไปใช้ประโยชน์ 
03-05-59-02-01-00-24-61 

 

      
❖ สาทิพย์ มาลี และคณะ  
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➢ 1.25 การศึกษาวิธีการใช้ด้วงเต่า Cryptolaemus ................ 
montrouzieri Mulsant ควบคุมเพลี้ยแป้งในมันสำปะหลัง 
03-05-59-02-01-00-25-61 

479 

      
❖ ณัฏฐิณี ศิริมาจันทร์ และคณะ  

     

➢ 1.26 ศึกษาวิธีการผลิตขยายด้วงเต่าสตีธอรัส ........................ 
Stethorus pauperculus (Weise) (Coleoptera: 
Coccinellidae) และประสิทธิภาพในการควบคุมไรศัตรูพืช 
03-05-59-02-01-00-26-61 

486 

      
❖ อัจฉราภรณ์ ประเสริฐผล และคณะ  

     

➢ 1.27 การใช้ชีวภัณฑ์ในการควบคุมหนอนหัวดำ...................... 
มะพร้าวในมะพร้าว 
03-05-59-02-01-00-27-61 

499 

      
❖ นันทนัช พินศรี และคณะ  

     

➢ 1.28 การศึกษาระดับความเป็นพิษของไวรัส NPV ................ 
ต่อหนอนผีเสื้อศัตรูพืช 
03-05-59-02-01-00-28-61 

513 

      ❖ อนุสรณ์ พงษ์มี และคณะ  

     

➢ 1.29 ศึกษาอัตราการใช้ไวรัส NPV ในการควบคุม.................. 
หนอนกระทู้หอมในหอมแบ่งด้วยวิธีการพ่นสารแบบน้ำน้อย 
03-05-59-02-01-00-29-61 

 

      
❖ อิศเรส เทียนทัด และคณะ  

     

➢ 1.30 การใช้ไวรัส NPV ในการควบคุมหนอนกระทู้ผัก............ 
(Spodoptera litura (Fabricius)) ในเผือก 
03-05-59-02-01-00-30-61 

522 

      
❖ อนุสรณ์ พงษ์มี และคณะ  

     

➢ 1.32 วิธีการที่เหมาะสมในการประยุกต์ใช้.............................. 
เชื้อราเขียวเมตาไรเซียมในการควบคุมด้วงแรดในสภาพไร่ 
03-05-59-02-01-00-32-61 

532 

      ❖ เมธาสิทธิ์ คนการ และคณะ  
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➢ 1.33 ประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง......................... 
ในการควบคุมแมลงนูนหลวง Lepidiota stigma Fabricius 
03-05-59-02-01-00-33-61 

544 

      ❖ สุวิมล วงศ์พลัง และคณะ  

     

➢ 1.35 ทดสอบผลของสารป้องกันกำจัดแมลงศัตรู……………….. 
มะพร้าวต่อแมลงศัตรูธรรมชาติของหนอนหัวดำมะพร้าว  
(Opisina arenosella Walker) 
03-05-59-02-01-00-35-62 

556 

      ❖ พัชรีวรรณ  จงจิตเมตต ์ และคณะ  

     

➢ 1.36 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus thuringiensis………… 
(Xentari) โดยใช้เครื่องพ่นสารชนิดต่าง ๆ ในการป้องกันกำจัดหนอน
กระทู้หอม Spodoptera exigua (HÜbner)  ในหอมแบ่ง 
03-05-59-02-01-00-36-62 

566 

      ❖ สิริกัญญา  ขุนวิเศษ และคณะ  

     

➢ 1.37 การผลิตและการใช้แมลงช้างปีกใส ............................... 
Chrysoperla carnea (stephens) ควบคุมเพลี้ยอ่อน  
Aphis sp. ในสตรอเบอร์รี่ 
03-05-59-02-01-00-37-62 

 

      ❖ ประภัสสร เชยคำแหง และคณะ  

     

➢1.38 การผลิตขยายและการใช้มวนตาโต................................. 
Geocoris ochropterus Fieber เพ่ือควบคุมเพลี้ยอ่อน 
03-05-59-02-01-00-38-62 

 

      ❖ ภัทรพร สรรพนุเคราะห์ และคณะ  

  กิจกรรมที่ 2. การผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์ในการควบคุมโรคพืช  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.8 การพัฒนาชีวภัณฑ์ Bacillus subtilis ............................ 
และวิธีการใช้ เพื่อควบคุมโรคเหี่ยวของมันฝรั่งที่เกิดจาก
แบคทีเรีย 
03-05-59-02-02-00-08-61 

573 

      ❖ รุ่งนภา ทองเคร็ง และคณะ  
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➢ 2.9 การพัฒนากระบวนการผลิตสารชีวภัณฑ์…………………….. 
Bacilus subtilis ไอโซเลท 20W16 และ/หรือ 20W33 เพ่ือใช้
ควบคุมเชื้อรา Colletorichum gloeosporioides สาเหตุโรค
แอนแทรคโนสพริก 
03-05-59-02-02-00-09-62 

588 

      
❖ บุษราคัม อุดมศักดิ์ และคณะ  

     

➢ 2.10 การพัฒนาผลิตภัณฑ์ Bacillus subtilis แบบผง........... 
เพ่ือควบคุมโรคใบจุดสีน้ำตาลของกล้วยไม้ที่เกิดจากเชื้อ
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
03-05-59-02-02-00-10-62 

595 

      
❖ กาญจนา ศรีไม้ และคณะ  

     

➢ 2.11  การพัฒนารูปแบบการผลิตและการใช้สาร.................... 
ออกฤทธิ์จากเห็ดเรืองแสงสิรินรัศมี Neonothopanus nambi 
(Speg.) R.H. Petersen & Krisai ต่อการควบคุมโรคเน่าดำ 
ในกล้วยไม้ 
03-05-59-02-02-00-11-62 

604 

      
❖ สุรีย์พร บัวอาจ และคณะ  

     

➢ 2.12 ศักยภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก.................... 
เห็ดเรืองแสง Neonothopanus nambi (Speg.) R.H. 
Petersen & Krisai ในการควบคุมโรครากเน่า และผลเน่าของ
ทุเรียนที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Phytopthora palmivora 
(Butler) Butler 
03-05-59-02-02-00-12-62 

614 

      ❖ สุรีย์พร บัวอาจ และคณะ  

 โครงการวิจัย วิจัยการผสมผสานเทคโนโลยีการใช้ชีวภัณฑ์เพื่อควบคุมศัตรูพืช (03-05-59-03)  

  กิจกรรมที่ -  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2. การสังเคราะห์เทคโนโลยีการป้องกันกำจัดศัตรูพืช............. 
โดยชีววธิีในปาล์มน้ำมัน 
03-05-59-03-00-00-02-61 

622 

      
❖ ปราสาททอง พรหมเกิด และคณะ  
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➢ 3. เทคโนโลยีการป้องกันกำจัดแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี............. 
ในกระเจี๊ยบเขียวแบบผสมผสาน 
03-05-59-03-00-00-03-62 

      
❖ ภัทรพร สรรพนุเคราะห์ และคณะ  

    

 ➢ 4. ทดสอบเทคโนโลยีการใช้ก้อนเชื้อเห็ดเรืองแสงสิรินรัศมี..... 
Neonothopanus nambi (Speg.) R.H. Petersen & Krisai 
ควบคุมโรครากปมในแปลงพริก 
03-05-59-03-00-00-04-62 

631 

      
❖ สุรีย์พร บัวอาจ และคณะ  

 โครงการวิจัย วิจัยสำรวจและศึกษาศักยภาพชีวภัณฑ์ควบคุมศัตรูพืชทางการเกษตร (03-05-59-01)  

  
กิจกรรมที่ 1. สำรวจและศึกษาศักยภาพของชีวภัณฑ์ในการควบคุมแมลงไรและสัตว์
ศัตรูพืช 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.13 การคัดเลือกอนุภาคไวรัส เอ็น พี วี ที่มีศักยภาพ............ 
ในการป้องกันกำจัดหนอนใยผัก 
03-05-59-01-01-00-13-61 

 

      
❖ สุชลวัจน ์ว่องไวลิขิต และคณะ  

    

 ➢ 1.14 การคัดแยกชนิดและทดสอบประสิทธิภาพ..................... 
การก่อโรคในหนูของโปรโตซัวสกุล Eimeria (Apicomplexa: 
Coccidia) จากหนูนาใหญ่ (ricefield rat: Rattus 
argentiventer (Robinson and Kloss, 1916)) เพ่ือนำมาผลิต
เป็นสารชีวภัณฑ์กำจัดหนู 
03-05-59-01-01-00-14-61 

643 

      
❖ วิชาญ วรรธนะไกวัล และคณะ  

    

 ➢ 1.15 ชนิดและศักยภาพของบั่วตัวห้ำในการควบคุม................ 
เพลี้ยแป้ง 
03-05-59-01-01-00-15-62 

 

      
❖  ประภัสสร เชยคำแหง และคณะ  

    

 ➢ 1.16 การคัดเลือกสารสกัดจากพืชบางชนิด เพ่ือป้องกันกำจัด 
เพลี้ยแป้ง (Phenacoccus sp.) และเพลี้ยอ่อนฝ้าย  
(Aphis gossypii Glover)ในพืชผัก 
03-05-59-01-01-00-16-62 

 

      
❖ ยุทธนา  แสงโชติ และคณะ  
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 ➢ 1.17 ศึกษาศักยภาพเชื้อรา Metarhizium spp......................... 
และ Beauveria spp. ในการควบคุมมอดเจาะผลกาแฟพันธุ์ 
อะราบิก้า (Hypothenemus hampei)  
03-05-59-01-01-00-17-62 

657 

      
❖ เมธาสิทธิ์  คนการ และคณะ  

    

 ➢ 1.18 ศึกษาชนิดและประเมินศักยภาพแมลงศัตรูธรรมชาติ.....
ของหนอนใยผัก Plutella xylostella L. ในแหล่งปลูกภาคกลาง 
03-05-59-01-01-00-18-62 

 

      
❖ สาทิพย์ มาลี และคณะ  

    

 ➢ 1.19 การศึกษาชนิดของแบคทีเรีย Streptomyces...............  
ที่มีศักยภาพในการกำจัดหอยศัตรูพืช 
03-05-59-01-01-00-19-62 

668 

      
❖ อภินันท์ เอี่ยมสุวรรณสุข และคณะ  

  กิจกรรมที่ 2. สำรวจและศึกษาศักยภาพของชีวภัณฑ์ในการควบคุมโรคพืช  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.4 การทดสอบอัตราที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะ................. 
บางชนิดในการควบคุมโรคกรีนนิ่งในต้นกล้าและกิ่งตอนส้ม 
03-05-59-01-02-00-03-60 

2401 

      
❖ แสนชัย คำหล้า และคณะ  

    

 ➢ 2.6 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพ........
ในการควบคุมโรคเน่าดำของคะน้า 
03-05-59-01-02-00-05-61 

681 

      ❖ กาญจนา ศรีไม้ และคณะ  
     ➢ 2.7 การคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ ............................. 

Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอย
รากปมในพริก 
03-05-59-01-02-00-06-61 

691 

      ❖ วีรกรณ์ แสงไสย์ และคณะ  

     ➢ 2.8 การคัดเลือกเชื้อราปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพในการ................. 
ควบคุมเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเหี่ยวของพริก 
03-05-59-01-02-00-07-62 

710 

      ❖ มะโนรัตน์ สุดสงวน และคณะ  



- 16 - 

รายงานผลงานวจิยัประจำป ี๒๕๖๒ สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   
 

กรมวชิาการเกษตร 

     ➢ 2.9 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรีย............. 
ปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคใบจุดพริกที่เกิดจากแบคทีเรีย 
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 
03-05-59-01-02-00-08-62 

718 

      ❖ ดารุณี ปุญญพิทักษ์ และคณะ  

     ➢ 2.10 การคัดเลือกและทดสอบแบคทีเรีย................................
Bacillus spp.ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคเน่าคอดิน 
(damping-off) สาเหตุจากเชื้อรา  Pythium aphanidermatum ใน
มะเขือเทศ 
03-05-59-01-02-00-09-62 

723 

      ❖ บุษราคัม อุดมศักดิ์ และคณะ  

     ➢ 2.11 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพเชื้อ..................... 
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคราแป้ง (powdery mildew) 
พืชตระกูลแตง 
03-05-59-01-02-00-10-62 

730 

      ❖ ทัศนาพร ทัศคร และคณะ  

     ➢2.12 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพ...….. 
ในการควบคุมโรคแคงเกอร์ของมะนาว 
03-05-59-01-02-00-11-62 

745 

      ❖ กาญจนา ศรีไม้ และคณะ 
 

 

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนากล้วยไม้  
 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนากล้วยไม้สกุลหวายเพื่อการค้า ระยะท่ี 2 (01-24-59-01)  
  กิจกรรมที่ 3. เทคโนโลยีการป้องกันกำจัดแมลงศัตรูสำคัญในกล้วยไม้สกุลหวาย  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 3.5 ประสิทธิภาพของการใช้สารฆ่าแมลง...............................
แบบเดี่ยวและแบบผสม (Tank mixtures) ในการป้องกันกำจัด
เพลี้ยไฟฝ้าย (Thrips palmi Karny) และผลกระทบต่ออายุการ
ใช้งานของหัวฉีด 
01-24-59-01-03-00-05-60 

752 

      
❖ สุชาดา สุพรศิลป์ และคณะ  
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➢ 3.7 พัฒนารูปแบบการใช้สารฆ่าแมลงโดยการ......................... 
หมุนเวียนกลุ่มกลไกการออกฤทธิ์เพ่ือป้องกันกำจัดเพลี้ยไฟฝ้าย 
ในกล้วยไม้สกุลหวาย   
01-24-59-01-03-00-07-61 

781 

      
❖ ศรีจำนรรจ์ ศรีจันทรา และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาไม้ดอกไม้ประดับท่ีมีศักยภาพในเชิงการตลาด  

 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาปทุมมาและกระเจียวเพื่อการค้า (01-22-59-01)  

  กิจกรรมที่ 1. การจัดการโรคเหี่ยวของปทุมมาและกระเจียวโดยวิธีผสมผสาน  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.2  การจัดการโรคเหี่ยวของปทุมมา.....................................
โดยวิธีผสมผสาน 
01-22-59-01-01-00-02-61 

801 

      
❖ บูรณี พั่ววงษ์แพทย์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตพืชเศรษฐกิจเฉพาะพื้นที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง (02-08-59-02) 

 

 โครงการวิจัย วิจัยการเพิ่มศักยภาพการผลิตน้อยหน่าคุณภาพ  
  กิจกรรมที่ 1. การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตน้อยหน่า  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2. ศึกษาประสิทธิภาพและวิธีการใช้สารป้องกันกำจัด............ 
โรคพืชที่เหมาะสมในการป้องกันกำจัดโรคกิ่งแห้งของน้อยหน่า 
02-08-59-02-01-00-04-62 

 

      ❖ พจนา  ตระกูลสุขรัตน์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตกล้วย  

 โครงการวิจัย วิจัยการปรับปรุงพันธุ์กล้วย (01-44-59-01)  

  กิจกรรมที่ 3. การปรับปรุงพันธุ์กล้วยน้ำว้าต้านทานโรคตายพราย  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 3.1 การคัดเลือกกล้วยน้ำว้าสายพันธุ์ต้านทาน......................... 
ต่อโรคตายพรายที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. 
cubense (FOC)  
01-44-59-01-03-00-01-59 

 

      
❖ อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และคณะ  
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แผนงานวิจัย วิจัยการรวบรวมและประเมินโรคและการจัดการการผลิตกล้วยหอมส่งออก 
(โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 
โครงการวิจัย วิจัยการรวบรวมและประเมินโรคและการจัดการการผลิตกล้วยหอมส่งออก 
(01-177-61-01) 

 

  กิจกรรมที่ -  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1. การสำรวจและประเมินสถานการณ์การเกิดโรค................... 
ของกล้วยหอมในประเทศไทย 
01-177-61-01-00-00-01-61 

 

      
❖ อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาพันธุ์และเทคโนโลยีการผลติองุ่น (โครงการวิจัยเดี่ยว)  

 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาพันธุ์และเทคโนโลยีการผลติองุ่น (01-151-60-01)  

  
กิจกรรมที่ 3. ทดสอบประสิทธิภาพสารฆ่าแมลง เชื้อไวรัสและสารสะเดาแมลงศัตรูที่
สำคัญในองุ่น 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 3.3 ทดสอบประสิทธิภาพสารฆ่าแมลงและสารสะเดา................... 
กับเพลี้ยไฟพริก 
01-151-60-01-03-00-03-62 

808 

      
❖ สราญจิต  ไกรฤกษ์ และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืช เพื่อใช้เป็นคำแนะนำในการผลิตพืช
บริโภคภายในประเทศและส่งออก (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 
โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาการใช้สารป้องกันกำจัดศัตรูพืช เพื่อใช้เป็นคำแนะนำในการ
ผลิตพืชบริโภคภายในประเทศและส่งออก (03-32-60-01) 

 

  
กิจกรรมที่ 1. ศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดศัตรูพืชเพื่อเป็นคำแนะนำสำหรับ
พืชผักท่ีมีปัญหาการส่งออกไปสหภาพยุโรป 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.11 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดแมลง..................
หวี่ขาวยาสูบ, Bemisia tabaci (Gennadius) ในมะเขือเปราะ 
03-32-60-01-01-00-11-62 

818 

      
❖ สุชาดา สุพรศิลป์ และคณะ  

    

 ➢1.12 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดเพลี้ยไฟพริก............. 
Scirtothrips dorsalis Hood ในพริก 
03-32-60-01-01-00-12-62   

827 

      
❖ สมศักดิ์ ศิริพลตั้งมั่น และคณะ  
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 ➢1.13 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด.............................. 
แมลงหวี่ขาวยาสูบ, Bemisia tabaci (Gennadius)  ในกะเพรา 
03-32-60-01-01-00-11-62 

 

      
❖ อุราพร หนูนารถ และคณะ  

     

➢ 1.14 ศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดวัชพืช...................
ประเภทพ่นก่อนวัชพืชงอกในผักชีฝรั่ง 
03-32-60-01-01-00-11-62 

835 

      
❖ จรัญญา ปิ่นสุภา และคณะ  

  

กิจกรรมที่ 2. ศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจดัศัตรูพืชเพื่อเป็นคำแนะนำสำหรับพืชผัก 
ไม้ผล ไม้ดอกไม้ประดับ และพืชไร่ สำหรับบริโภคภายในประเทศและการส่งออก 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.21 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดโรคราแป้ง............. 
(powdery mildew) ในแตงเทศสาเหตุจากเชื้อ Oidium sp. 
03-32-60-01-02-00-21-61 

844 

      ❖ ทัศนาพร ทัศศร และคณะ  

     

➢ 2.22 ประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดเชื้อราในการควบคุม..........
โรคราสนิมสาเหตุจากเชื้อ Puccinia allii Rud.ในกุยช่าย 
03-32-60-01-02-00-22-61 

857 

      
❖ นพพล สัทยาลัย และคณะ  

     

➢ 2.23 ทดลองประสิทธิภาพของสารป้องกันกำจัด....................
โรคสแคปขององุ่นสาเหตุจากเชื้อรา Sphaceloma 
ampelinum de Bary  
03-32-60-01-02-00-03-60 

871 

      
❖ พจนา ตระกูลสุขรัตน์ และคณะ  

     

➢ 2.24 ทดสอบประสิทธิภาพสารฆ่าแมลง................................... 
ในการป้องกันกำจัดเพลี้ยไฟในมะลิ 
03-32-60-01-02-00-24-61 

883 

      
❖ สมรวย รวมชัยอภิกุล และคณะ  

     

➢ 2.25 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด........................... 
โรคราสนิมของลีลาวดี 
03-32-60-01-02-00-25-61 

893 

      ❖ วรางคณา โชติเศรษฐี และคณะ  
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➢ 2.26 การศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด....................... 
วัชพืชประเภทก่อนงอกในถั่วฝักยาว 
03-32-60-01-02-00-26-61 

902 

      
❖ อมฤต ศิริอุดม และคณะ  

     

➢ 2.27 ทดสอบประสิทธิภาพสารกำจัดวัชพืช............................ 
ไกลโฟเซตสูตรต่าง ๆ ต่อการควบคุมวัชพืช 
03-32-60-01-02-00-27-61 

 

      
❖ สิริชัย สาธุวิจารณ์ และคณะ  

     

➢ 2.28 การทดสอบประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด.................... 
เพลี้ยไฟพริกในเงาะ 
03-32-60-01-02-00-28-61 

918 

      
❖ ยุทธนา แสงโชติ และคณะ  

     

➢ 2.29 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด........................... 
ด้วงเต่าแตงแดงและหนอนแมลงวันชอนใบในแตงกวา 
03-32-60-01-02-00-29-62 

928 

      ❖ สมศักดิ์ ศิริพลตั้งมั่น และคณะ  

     

➢ 2.30 ทดสอบประสิทธิภาพสารฆ่าแมลงในการ.......................
ป้องกันกำจัดเพลี้ยจักจั่นฝ้าย Amrasca biguttula biguttula 
(Ishida) ในกระเจี๊ยบเขียวโดยวิธีรองก้นหลุม 
03-32-60-01-02-00-30-62 

934 

      
❖ สมรวย รวมชัยอภิกุล และคณะ  

     

➢ 2.31 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดด้วงหมัดผัก........ 
ในกวางตุ้ง 
03-32-60-01-02-00-31-62 

940 

      
❖ พวงผกา  อ่างมณี และคณะ  

     

➢ 2.32 ศึกษาประสิทธิภาพสารกำจัดวัชพืชประเภท.................. 
ก่อนวัชพืชงอกในผักข้ึนฉ่าย 
03-32-60-01-02-00-32-62 

947 

     

 
 
 
 
 

❖ อุษณีย์  จินดากุล และคณะ  
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➢ 2.33 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดโรคพืช................
ในการป้องกันกำจัดโรคใบจุดสีม่วง (purple blotch) ของ
หอมหัวใหญ่ที่มสีาเหตุจากเชื้อรา Alternaria porri (Ellis) 
Ciferri 
03-32-60-01-02-00-33-62 

958 

      
❖ ธารทิพย ภาสบุตร และคณะ  

     

➢ 2.34 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัด........................... 
โรคราสนิมของข้าวโพดหวานสาเหตุจากเชื้อรา  
Puccinia polysora 
03-32-60-01-02-00-34-62 

 

      
❖ พีระวรรณ พัฒนวิภาส และคณะ  

     

➢ 2.35 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดเพลี้ยแป้ง...........
Pseudococcus cryptus Hempel ในมังคุด 
03-32-60-01-02-00-35-62 

965 

 
      

❖ ศรุต สุทธิอารมณ์ และคณะ  

     

➢ 2.37 ประสิทธิภาพของสารป้องกันกำจัดโรคพืช.....................
ในการป้องกันกำจัดโรคใบไหม้มันฝรั่งที่มีสาเหตุจากเชื้อรา
Phytophthora infestans  
03-32-60-01-02-00-36-62 

970 

      ❖ ยุทธศักดิ์ เจียมไชยศรี และคณะ  

     

➢ 2.38 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดหนอนกระทู้.......
Spodoptera spp. ในกุหลาบ 
03-32-60-01-02-00-37-62 

974 

      
❖ ศรีจำนรรจ์ ศรีจันทรา และคณะ  

     

➢ 2.39 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดโรค..................... 
ต้นเน่าแห้งของกล้วยไม้สาเหตุจากเชื้อรา Sclerotium rolfsii Sacc. 
03-32-60-01-02-00-38-62 

 

      
❖ สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ และคณะ  

     

➢ 2.40 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดโรคพืช................
ในการป้องกันกำจัดโรคใบไหม้ของหน้าวัวที่มีสาเหตุจากเชื้อ 
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae  
03-32-60-01-02-00-39-62 

978 

      
❖ บูรณี พั่ววงษ์แพทย์ และคณะ  
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➢ 2.41 ทดลองประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดโรคเน่าดำ........... 
ถั่วเขียวสาเหตุจากเชื้อรา Macrophomina phaseolina 
03-32-60-01-02-00-40-62 

987 

      
❖ อมรรัชฎ์ คิดใจเดียว และคณะ  

     

➢ 2.52  การศึกษาประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดวัชพืช............
ประเภทก่อนงอกในเผือก 
03-32-60-01-02-00-41-62 

995 

      
❖ ภัทร์พิชชา รุจิระพงศ์ชัย และคณะ  

     

➢ 2.53 ประสิทธิภาพสารฆ่าแมลงในการป้องกันกำจัด.............. 
แมลงหวี่ขาวยาสูบ Bemisia tabaci (Gennadius) ในถั่วเหลือง 
03-32-60-01-02-00-42-62 

1002 

      
❖ สิริกัญญา  ขุนวิเศษ และคณะ  

     

➢ 2.54 ทดสอบประสิทธิภาพสารป้องกันกำจัดหนอนแดง......... 
ในชมพู่ 
03-32-60-01-02-00-43-62 

1011 

      
❖ กรกต ดำรักษ์ และคณะ  

     

➢ 2.55 ประสิทธิภาพของสารป้องกันกำจัดไรศัตรูพืช................  
ในการป้องกันกำจัดไรแดงแอฟริกัน  
(Eutetranychus africanus (Tucker)) ในมะละกอ 
03-32-60-01-02-00-44-62 

1018 

      ❖ ณพชรกร ธไภษัชย์ และคณะ  

     

➢ 2.56 ประสิทธิภาพของสารเคมีชนิดเม็ดในการป้องกัน........... 
กำจัดโรครากปมของปทุมมา 
03-32-60-01-02-00-45-62 

1026 

      
❖ ไตรเดช ข่ายทอง และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยมาตรการสุขอนามัยพืช  
 โครงการวิจัย วิจัยมาตรการสขุอนามัยพืชในการนำเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร (03-04-59-01)  
  กิจกรรมที่ 1. ศึกษาศัตรูพืชในประเทศเพื่อการค้าระหว่างประเทศ  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    
การทดลอง ➢ 1.1 การศึกษาชนิดแมลงศัตรูพืชของพืชนำเข้าและส่งออก..... 

03-04-59-01-01-00-01-59 
1033 

      
❖ เกศสุดา สนศิริ และคณะ  
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➢ 1.2  การศึกษาชนิดของไรศัตรูพืชของพืชส่งออก..................
และพืชนำเข้า 
03-04-59-01-01-00-02-59  

1052 

      
❖ พลอยชมพู กรวิภาสเรือง และคณะ  

     

➢ 1.3 การศึกษาชนิดของโรคพืชของพืชส่งออก...........................  
ได้แก่ กล้วย มะยงชิด ขนุน หญ้าสนาม แก้วมังกร และสับปะรด 
พืชนำเข้า ได้แก่ เมลอน มะนาว พริก มะเขือ ถั่วเหลือง และแตงกวา 
03-04-59-01-01-00-03-59 

 

      
❖ มะโนรัตน์ สุดสงวน และคณะ  

     

➢ 1.4 การศึกษาชนิดของวัชพืชของพืชส่งออก ได้แก่................. 
ขนุน และหญ้าสนาม พืชนำเข้า ได้แก่ พริก และมะเขือ 
03-04-59-01-01-00-04-59 

1063 

      
❖ ธัญชนก จงรักไทย และคณะ  

  กิจกรรมที่ 2. ศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.11 การศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของ..................... 
ผลเชอรี่สดนำเข้าจากสาธารณรัฐอิสลามอิหร่าน 
03-04-59-01-02-00-11-61 

1092 

      ❖ ชวลิต จิตนันท์ และคณะ  

     

➢ 2.12 การศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของ..................... 
ผลพลัมสดนำเข้าจากสาธารณรัฐแอฟริกาใต้และรัฐอิสราเอล 
03-04-59-01-02-00-12-62 

1136 

      
❖ วรัญญา มาลี และคณะ  

     

➢ 2.13 การศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของผลท้อสด.......
นำเข้าจากสาธารณรัฐแอฟริกาใต้และรัฐอิสราเอล 
03-04-59-01-02-00-13-62 

1145 

      
❖ ชวลิต จิตนันท์ และคณะ  

     

➢ 2.14 การศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของเมล็ดพันธุ์.....
ผักชีนำเข้าจากสาธารณรัฐอิตาลี 
03-04-59-01-02-00-14-62 

1157 

      
❖ ณัฐสุดา บรรเลงสวรรค์ และคณะ  
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➢ 2.15 การศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของเมล็ดพันธุ์.....
มะเขือเทศนำเข้าจากรัฐอิสราเอล 
03-04-59-01-02-00-15-62 

1167 

      
❖ สุคนธ์ทิพย์  สมบัติ และคณะ  

  กิจกรรมที่ 3. การประเมินมาตรการสุขอนามัยพืชในการนำเข้าสินค้าเกษตร  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 3.4 การประเมินมาตรการสุขอนามัยพืชในการนำเข้าผล........
มะเขือเทศสดจากประเทศมาเลเซีย 
03-04-59-01-03-00-03-61 

1200 

      
❖ คมศร แสงจินดา และคณะ  

  กิจกรรมที่ 4. ศึกษามาตรการสุขอนามัยพืชเพื่อการเปิดตลาดสินค้าเกษตร  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 4.2 ศึกษามาตรการสุขอนามัยพืชในการส่งออก....................... 
ผลมะละกอ 
03-04-59-01-04-00-02-61 

1210 

      ❖ อลงกต โพธิ์ดี และคณะ  

     

➢ 4.3 ศึกษามาตรการสุขอนามัยพืชในการส่งออก..................... 
ต้นและดอกกล้วยไม้ 
03-04-59-01-04-00-03-61 

1219 

      ❖ วารีรัตน์ สมประทุม และคณะ  

     

➢ 4.4 ศึกษามาตรการสุขอนามัยพืชในการส่งออก..................... 
เมล็ดพันธุ์แตงโม 
03-04-59-01-04-00-04-62 

1250 

      ❖ คมศร แสงจินดา และคณะ  

     

➢4.5ศึกษามาตรการสุขอนามัยพืชในการส่งออก........................
เมล็ดพันธุ์มะระ 
03-04-59-01-04-00-05-62 

1257 

      

❖ วาสนา  ฤทธิ์ไธสง และคณะ 
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 โครงการวิจัย วิจัยการศึกษาชนิดศัตรูพืชที่ติดมากับพืชนำเข้า (03-04-59-02)  
  กิจกรรมที่ 1. ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับพืชและส่วนของพืชท่ีนำเข้าเพื่อขยายพันธุ์  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.1 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์............................ 
มะเขือเทศนำเข้าจากอินเดีย จีน สหรัฐอเมริกา และเนเธอร์แลนด์ 
03-04-59-02-01-00-01-59 

 

      
❖ ปรียพรรณ พงศาพิชณ์ และคณะ  

    

 ➢ 1.2 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์แตงโม.................
นำเข้าจาก ญี่ปุ่น และอิสราเอล  
03-04-59-02-01-00-02-59 

1267 

      
❖ วันเพ็ญ ศรีชาติ และคณะ  

    

 ➢ 1.3 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์เมลอน..................
นำเข้าจากญี่ปุ่น และอิสราเอล  
03-04-59-02-01-00-03-59 

1283 

      
❖ วันเพ็ญ ศรีชาติ และคณะ  

    

 ➢ 1.4 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์พริก..................... 
นำเข้าจากอินเดีย จีน เนเธอร์แลนด์ และสหรัฐอเมริกา 
03-04-59-02-01-00-04-59 

1296 

      
❖ วานิช คำพานิช และคณะ  

     

➢ 1.8 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์........................... 
ผักกาดหัวนำเข้าจากนิวซีแลนด์ และญี่ปุ่น 
03-04-59-02-01-00-08-61 

1310 

      
❖ โสภา มีอำนาจ และคณะ  

     

➢ 1.9 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวโพด.............. 
นำเข้าจาก อินเดีย และ สหรัฐอเมริกา 
03-04-59-02-01-00-09-61 

1326 

      
❖ ชลธชิา รักใคร่ และคณะ  

     

 
➢ 1.13 ชนิดศัตรูพืชกักกันที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์......................... 
ผักกาดกวางตุ้งนำเข้าจากประเทศนิวซีแลนด์และสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน 
03-04-59-02-01-00-10-62 

 

1340 

      
❖ จันทร์พิศ เดชหามาตย์ และคณะ  
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➢ 1.14 การตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาในเมล็ดพันธุ์................... 
มะเขือเทศนำเข้า 
03-04-59-02-01-00-11-62 

1348 

      
❖ วาสนา รุ่งสว่าง และคณะ  

 โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดศัตรูพืชกักกันของพืชส่งออก (03-04-59-03)  

  กิจกรรมที่ 1. วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยวิธีการอบไอน้ำเพื่อการส่งออก  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.5 วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยความร้อนสำหรับ......... 
กำจัดแมลงวันผลไม้ Bactrocera latifrons (Hendel) ในส้มโอ
พันธุ์ขาวแตงกวาเพ่ือการส่งออก 
03-04-59-03-01-00-05-62 

1356 

      
❖ พุฒิพงษ์ เพ็งฤกษ์ และคณะ  

     

➢ 1.6 วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยความร้อนสำหรับ......... 
กำจัดแมลงวันผลไม้ Bactrocera  dorsalis (Hendel)  
ในผลมะนาวแป้นพิจิตร 1 เพ่ือการส่งออก 
03-04-59-03-01-00-06-62 

1377 

      ❖ สลักจิต พานคำ และคณะ  

     

➢ 1.7 วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยความร้อนสำหรับ......... 
กำจัดแมลงวันผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel)  
ในผลส้มโอทับทิมสยามเพ่ือการส่งออก 
03-04-59-03-01-00-07-62 

1404 

      ❖ ชัยณรัตน์ สนศิริ  และคณะ  

     

➢ 1.8 วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยความร้อนสำหรับ......... 
กำจัดแมลงวันผลไม้ Bactrocera  dorsalis (Hendel)  
ในผลมะละกอฮอลแลนด์เพื่อการส่งออก 
03-04-59-03-01-00-08-62 

1430 

      ❖ มลนิภา ศรีมาตรภิรมย์ และคณะ  

     

➢ 1.9 วิจัยและพัฒนาวิธีกำจัดแมลงด้วยความร้อนสำหรับ......... 
กำจัดแมลงวันผลไม้ Bactrocera  dorsalis (Hendel)  
ในผลแก้วมังกรเนื้อแดงเพ่ือการส่งออก 
03-04-59-03-01-00-09-62 

1441 

      ❖ ปวีณา บูชาเทียน และคณะ  
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โครงการวิจัย วิจัยการศึกษาสถานภาพศัตรูพืชกักกันในประเทศไทย (03-04-59-04) 
  กิจกรรมที่ 1. การศึกษาศัตรูพืชในประเทศเพื่อการค้าระหว่างประเทศ  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 9. การศึกษาสถานภาพของไร Aceria guerreronis Keifer ........ 
ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-09-60 

1456 

      
❖ พลอยชมพู กรวิภาสเรือง และคณะ  

    

 ➢ 10. การติดตามการระบาดและเฝ้าระวังแมลงวันทอง............
ชนิด Bactrocera carambolae (Drew & Hancock) ในเขต
ภาคใต้ 
03-04-59-04-01-00-10-60 

1494 

      
❖ สัญญาณี ศรีคชา และคณะ  

     

➢ 11. การศึกษาสถานภาพเชื้อไวรัส.......................................
Sri Lankan Cassava Mosaic Virus ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-11-61 

1518 

      
❖ ภูวนารถ มณีโชติ และคณะ  

     

➢ 12. การศึกษาสถานภาพของรา ............................................. 
Bipolaris zeicola (G.L.Stout) Shoemaker สาเหตุโรค 
Northern Corn Leaf Spot ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-12-62 

1530 

      
❖ ชนินทร  ดวงสอาด และคณะ  

     

➢ 13. การศึกษาสถานภาพของเชื้อแบคทีเรีย............................ 
Burkholderia glumae สาเหตุโรค Bacterial Panicle Blight 
ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-13-62 

1542 

      
❖ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล และคณะ  

     

➢ 14. การศึกษาสถานภาพแบคทีเรีย......................................... 
Pseudomonas syringae pv.tomato สาเหตุโรค Bacterial 
speck ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-14-62 

1547 

      
❖ ชลธชิา รักใคร่ และคณะ  
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➢ 15. การศึกษาสถานภาพเชื้อไวรัส........................................... 
Maize Dwarf Mosaic Virus ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-15-62 

1555 

      
❖ สิทธิศักดิ์  แสไพศาล และคณะ  

     

➢  16. การศึกษาสถานภาพของเชื้อไวรัส.................................... 
Pepper Mild Mottle Virus ของพริก 
03-04-59-04-01-00-16-62 

 

      
❖ เยาวภา  ตันติวานิช และคณะ  

     

➢ 17. การศึกษาสถานภาพของเชื้อไวรัส....................................  
African Cassava Mosaic Virus  (ACMV) ในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-17-62 

1562 

      
❖ กาญจนา วาระวิชะนี และคณะ  

     

➢ 18. การศึกษาสถานภาพของแบคทีเรีย Xylella fastidiosa....... 
ขององุ่นในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-18-62 

1571 

      
❖ ธิดาวรรณ ชมเดช และคณะ  

     

➢ 19. การศึกษาสถานภาพด้วงฟูเรอโรส.....................................  
Pantomorus cervinus (Boheman) ในพืชตระกูลส้ม 
03-04-59-04-01-00-19-62 

1578 

      ❖ ภัทรา อุปดิษฐ์ และคณะ  

     

➢ 20. การศึกษาสถานภาพเพลี้ยหอย.........................................  
Aspidiotus nerii Bouché ของพืชตระกูลส้มในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-20-62 

1586 

      
❖ ดนัย ชัยเรือนแก้ว และคณะ  

     

➢ 21. การศึกษาสถานภาพวัชพืช Chenopodium album L........ 
ของพืชผักในประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-21-62 

1595 

      
❖ ชุติมา อ้อมกิ่ง และคณะ  

     

➢ 22. การศึกษาสถานภาพของไสเดือนฝอยรากปม................... 
Meloidogyne thailandica ในขิงของประเทศไทย 
03-04-59-04-01-00-22-62 

1602 

      
❖ ธิติยา  สารพัฒน์ และคณะ  
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แผนงานวิจัย วิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา  และการจำแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืช
และศัตรูธรรมชาติ เพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 
โครงการวิจัย วิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา  และการจำแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของ
ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย (03-30-60-01) 

 

  กิจกรรมที่ 1. สำรวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ  

   
กิจกรรมย่อยท่ี 1.1 สำรวจชนิด และอนุกรมวิธานของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืชและ
ศัตรูธรรมชาติ 

 

    

การทดลอง   ➢ 1.1.1 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย...........................  
Aspidiotinae (Hemiptera: Coccoidea: Diaspididae)  
ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-01-60 

 

      
❖ ชมัยพร บัวมาศ และคณะ  

    

 ➢ 1.1.3 อนุกรมวิธานเพลี้ยจักจั่นศัตรมูะม่วง ............................ 
(Hemiptera: Cicadellidae) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-03-60 

1610 

      
❖ เกศสุดา สนศิริ และคณะ  

    

 ➢ 1.1.4 อนุกรมวิธานผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo.........................  
(Lepidoptera: Crambidae: Crambinae) ในประเทศไทย   
03-30-60-01-01-01-04-60 

 

      ❖ สุนัดดา เชาวลิต และคณะ  

    

 ➢ 1.1.5 สำรวจความหลากชนิดหอยทากบกศัตรูพืช.................. 
ในระบบนิเวศเกษตรและสิ่งแวดล้อม 
03-30-60-01-01-01-05-60 

1626 

      
❖ ดาราพร รินทะรักษ์ และคณะ  

     

➢ 1.1.8 ความหลากชนิดและความสัมพันธ์ทาง.......................... 
พันธุกรรมของหนูหริ่งสกุล Mus (Rodentia: Murinae) ที่พบใน
ประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-08-60 

1637 

      
❖ วิชาญ วรรธนะไกวัล และคณะ  

     

➢ 1.1.9 อนุกรมวิธานของแตนเบียนสกุล Encarsia................... 
(Hymenoptera: Aphelinidae) ศัตรูธรรมชาติของแมลงหวี่ขาว 
(Hemiptera: Aleyrodidae) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-09-60 

1666 

      
❖ จารุวัตถ์ แต้กุล และคณะ  
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➢ 1.1.10  อนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์........................ 
Chrysopidae ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-10-60 

2380 

      
❖ อาทิตย์ รักกสิกร และคณะ  

     

➢ 1.1.11 อนุกรมวิธานมวนตัวห้ำสกุล Orius ............................ 
(Hemiptera: Anthocoridae) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-11-60 

1683 

      
❖ จอมสุรางค์ ดวงธิสาร และคณะ  

     

➢ 1.1.12 ชนิดของเพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae).......... 
ในพืชผัก(วงศ์แตง กะหล่ำ พริก มะเขือ และถั่ว) ของประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-12-61 

1700 

      
❖ เกศสุดา สนศิริ และคณะ  

     

➢ 1.1.13 อนุกรมวิธานมวนสกุล Nysius ................................... 
(Hemiptera: Lygaeidae) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-13-61 

1710 

      ❖ จอมสุรางค์ ดวงธิสาร และคณะ  

     

➢ 1.1.14 อนุกรมวิธานและการศึกษาชนิดของตั๊กแตน............... 
 (Orthoptera) ในพืชไร่เศรษฐกิจที่สำคัญของประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-14-61 

1716 

      
❖ จารุวัตถ์ แต้กุล และคณะ  

     

➢ 1.1.15 อนุกรมวิธานของผีเสื้อหนอนร่านวงศ์ ........................ 
Limacodidae ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-15-61 

1727 

      
❖ อาทิตย์ รักกสิกร และคณะ  

     

➢ 1.1.16 ชนิดของแมลงหวี่ขาว (Hemiptera: Aleyrodidae) ……. 
ในพืชผักสวนครัวเพ่ือการส่งออกของประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-16-62 

 

      
❖ สุนัดดา เชาวลิต และคณะ  

     

➢ 1.1.17 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย ……………………. 
Diaspidinae (Hemiptera: Coccoidea: Diaspididae)  
ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-17-62 

 

      
❖ ชมัยพร  บัวมาศ และคณะ  
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➢ 1.1.18 อนุกรมวิธานเพลี้ยแป้งในราก ………………………………. 
วงศ์ Rhizoecidae (Hemiptera:  Coccoidea) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-18-62 

 

      
❖ ชมัยพร  บัวมาศ และคณะ  

     

➢ 1.1.19 อนุกรมวิธานและความหลากชนิดของ …………………. 
แตนเบียนไข่ของแมลงกลุ่มมวนวงศ์ Pentatomidae ศัตรูพืช
สำคัญทางการเกษตรในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-19-62 

1736 

      
❖ จารุวัตถ์ แต้กุล  และคณะ  

     

➢ 1.1.20 อนุกรมวิธานของแมลงช้างสีน้ำตาล………………………  
วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ 
Coniopterygidae ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-20-62 

1746 

      
❖ อาทิตย์ รักกสิกร และคณะ  

     

➢  1.1.21 อนุกรมวิธานไรขาว วงศ์ Tarsonemidae …………… 
ในประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-21-62 

1758 

      
❖ พลอยชมพู กรวิภาสเรือง และคณะ  

     

➢ 1.1.22 การจัดจำแนกชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง…………….. 
ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย 
03-30-60-01-01-01-22-62 

 

      
❖ พัชรีวรรณ จงจิตเมตต์ และคณะ  

     

➢ 1.1.23 อนุกรมวิธาน การแพร่กระจาย พืชอาศัยของ………….. 
แมลงวันหนอนชอนใบในวงศ์ Agromyzidae (Order : Diptera) 
ในพืชผัก 
03-30-60-01-01-01-23-62 

1768 

      
❖ ยุวรินทร์ บุญทบ และคณะ  

   
กิจกรรมย่อยท่ี 1.2  สำรวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช
และจุลินทรีย์ควบคุมโรคพืช 

 

    
การทดลอง ➢ 1.2.1  ศึกษาราสกุล Phytophthora ในเผือก....................... 

03-30-60-01-01-02-01-60 
1780 

 

      
❖ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว และคณะ  
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➢ 1.2.2 การจำแนกชนิดของราสกุล Curvularia ..................... 
และ Bipolaris 
03-30-60-01-01-02-02-60 

1807 

      
❖ มะโนรัตน์ สุดสงวน และคณะ  

     

➢ 1.2.6 การจำแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล .......................... 
Radopholus ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับส่งออก 
03-30-60-01-01-02-06-60 

1826 

      
❖ ธิติยา สารพัฒน์ และคณะ  

     

➢ 1.2.11 ศึกษาชนิดและเขตการแพร่กระจายของรา.................
Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
03-30-60-01-01-02-11-61 

1849 

      
❖ ธารทิพย ภาสบุตร และคณะ  

     

➢ 1.2.12 การตรวจวินิจฉัยและจำแนกเชื้อไวรัสสาเหตุโรค........ 
ของชวนชม (Adenium obesum) 
03-30-60-01-01-02-12-62 

 

      
❖ เยาวภา  ตันติวานิช และคณะ  

  
กิจกรรมที่ 2. ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต 
การเข้าทำลาย พืชอาหาร และการแพร่กระจาย) 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี 2.1 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช  

    

การทดลอง ➢ 2.1.8 ศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด...........................  
Bactrocera umbrosa (Fabricius) 
03-30-60-01-02-01-08-62 

1856 

      
❖ กรกต ดำรักษ์ และคณะ  

    

 ➢ 2.1.9 ศึกษาชนิด ชีววิทยา และการแพร่กระจาย.................... 
เชิงภูมิศาสตร์ของหอยน้ำศัตรูพืชสกุล Physella 
03-30-60-01-02-01-09-62 

1872 

      
❖ อภินันท์ เอ่ียมสุวรรณสุข และคณะ  

    
กิจกรรมย่อยท่ี 2.2 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของโรคพืช 

 

    การทดลอง ➢ 2.2.1  ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา ............................ 
Phyllosticta citriasiana 
03-30-60-01-02-02-01-60 

 

      ❖ พรพิมล อธิปัญญาคม  และคณะ  
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     ➢ 2.2.2 การศึกษาพืชอาศัย และเขตการแพร่............................. 
กระจายของเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเหี่ยวของ
พืชในประเทศไทย 
03-30-60-01-02-02-02-60 

2358 

      ❖ อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และคณะ  

     ➢ 2.2.3  ชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด.................. 
ของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า  
03-30-60-01-02-02-03-60 

1879 

      ❖ ทิพวรรณ กันหาญาติ และคณะ  

     ➢ 2.2.4 การศึกษาสาเหตุและการถ่ายทอดโรคใบหงิกของส้มโอ….......... 
03-30-60-01-02-02-04-60 

2409 

      ❖ แสนชัย คำหล้า และคณะ  
     ➢ 2.2.5 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา ........................... 

Curvularia eragrostidis และรา Curvularia oryzae 
03-30-60-01-02-02-05-60 

1894 

      ❖ มะโนรัตน์ สุดสงวน และคณะ  

     ➢ 2.2.6 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา ........................... 
Neoscytalidium  dimidiatum 
03-30-60-01-02-02-06-61 

1924 

      ❖ พรพิมล อธิปัญญาคม และคณะ  

     ➢ 2.2.7 การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาและชีวโมเลกุล............. 
ของเชื้อ Pepper vein yellows virus (PeVYV) ที่เข้าทำลาย
พริกในประเทศไทย 
03-30-60-01-02-02-07-62 

1941 

      ❖ ภูวนารถ มณีโชติ และคณะ  

     ➢ 2.2.8 การจำแนกชนิดเชื้อ Crinivirus ของพืชตระกูลแตง...... 
ในประเทศไทย 
03-30-60-01-02-02-08-62 

1954 

      ❖ ภูวนารถ มณีโชติ และคณะ  

   กิจกรรมย่อยท่ี 2.3 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช  
    การทดลอง ➢ 2.3.4 ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของกระดุมใบใหญ่...................

(Borreria latifolia (Aubl), Schum. 
03-30-60-01-02-03-04-61 

1962 

      ❖ ธัญชนก จงรักไทย และคณะ  
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  กิจกรรมที่ 3. การจำแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    การทดลอง ➢ 3.3 การสำรวจโรคและจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา................
Cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช 
03-30-60-01-03-00-03-60 

1972 

      ❖ ชนินทร ดวงสอาด และคณะ  

     ➢ 3.4 การสำรวจโรคและจัดทำรหัสดีเอ็นเอบาร์โค้ด................... 
ของราสนิมสาเหตุโรคพืช 
03-30-60-01-03-00-04-60 

1995 

      ❖ ชนินทร ดวงสอาด และคณะ  
     ➢ 3.5 การจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Alternaria................... 

สาเหตุโรคพืช 
03-30-60-01-03-00-05-60 

 

      ❖ สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ และคณะ  

     ➢ 3.7 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือจำแนกชนิดแมงมุม................. 
แม่หม้ายสกุล Latrodectus ในประเทศไทย 
03-30-60-01-03-00-07-60 

2016 

      ❖ วิมลวรรณ โชติวงศ์ และคณะ  

     ➢ 3.9 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือจำแนกเชื้อรา.......................... 
Trichoderma asperellum  Trichoderma harzianum และ  
Trichoderma viride 
03-30-60-01-03-00-09-60 

2045 

      ❖ ชนินทร ดวงสอาด และคณะ  

     ➢ 3.11 การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือการจำแนก...................... 
ชนิดเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera (Thysanoptera: 
Tubulifera) ในประเทศไทย 
03-30-60-01-03-00-11-61 

2060 

      ❖ อิทธิพล บรรณาการ และคณะ  

     ➢ 3.12 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือจำแนกเชื้อรา........................ 
Chaetomium cupreum และ Chaetomium globosum 
03-30-60-01-03-00-12-61 

2069 

      ❖ ชนินทร ดวงสอาด และคณะ  
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     ➢ 3.13 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจำแนกแมงมุม.................. 
วงศ์ Salticidae 
03-30-60-01-03-00-13-61 

2082 

      ❖ วิมลวรรณ โชติวงศ์ และคณะ  

     ➢ 3.14 การจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Curvularia .............. 
สาเหตุโรคพืช 
03-30-60-01-03-00-14-62 

2090 

      ❖ มะโนรัตน์ สุดสงวน และคณะ  

     ➢ 3.15 การศึกษาชนิดแมลงวันผลไม้เผ่า (Tribe) Dacini.......... 
(Diptera: Tephritidae) ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
03-30-60-01-03-00-15-62 

2098 

      ❖ ยุวรินทร์ บุญทบ และคณะ  
 
แผนงานวิจัย วิจัยการศึกษาและการจัดการพืชต่างถิ่นที่รุกรานในนิเวศเกษตร (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 โครงการวิจัย วิจัยการศึกษาและการจดัการพืชต่างถิ่นที่รุกรานในนเิวศเกษตร (03-27-60-01)  
  กิจกรรมที่ -  
   กิจกรรมย่อยท่ี -  
    การทดลอง ➢ 4. ชีววิทยาและการแพร่กระจายของหญ้ายอดหนอน.............. 

(Spigelia anthelmia L.) 
03-27-60-01-00-00-04-61 

2108 

      ❖ ธัญชนก จงรักไทย และคณะ  

     ➢ 5. ชีววิทยาและการแพร่กระจายของพืชต่างถิ่น .................... 
3 ชนิด : เอื้องชมพู Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex 
D.Don) H.Gross; Dandelion (Taraxacum officinale G. H. 
Weber ex Wigg.) และ False Dandelion (Hypochaeris 
radicata L.) ในพ้ืนที่เกษตรที่สูง 
03-27-60-01-00-00-05-61 

2122 

      ❖ เอกรัตน์ ธนูทอง และคณะ  

     ➢ 6. การจัดการวัชพืชประเภทใบกว้าง : หญ้ายางนงนุช............ 
(Euphorbia sp.) หญ้ายอดหนอน (Spigelia anthelmia L.) 
และเอ้ืองชมพู (Persicaria capitata (Buch.- Ham. ex D.Don) 
03-27-60-01-00-00-06-62 

2147 

      ❖ ธัญชนก จงรักไทย และคณะ  
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➢ 7. การจัดการกกระจุก (Cyperus entrerianus Boeckl.)............. 
03-27-60-01-00-00-07-62 

2160 

      ❖ เอกรัตน์ ธนูทอง และคณะ  

    

 ➢ 8. ชีววิทยาและการจัดการมะเขือต่างถิ่น : มะเขือหนาม ...........
(Solanum sisymbriifolium Lam.) 
03-27-60-01-00-00-08-62 

2167 

      
❖ อัณศยา พรมมา และคณะ  

แผนงานวิจัย วิจัยชนิดของแมลงพาหะนำโรค (Insect vector) ที่ก่อให้เกิดโรคสำคญักับพืช
เศรษฐกิจในประเทศไทย (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 

โครงการวิจัย วิจัยชนิดของแมลงพาหะนำโรค (Insect vector) ที่ก่อให้เกิดโรคสำคญักับ
พืชเศรษฐกิจในประเทศไทย (03-47-61-01) 

 

  กิจกรรมที่ -  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1. ชีวชนิด (biotype) ของแมลงหวี่ขาวยาสูบ.......................... 
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:Aleyrobiae)  
ที่เป็นพาหะของโรคใบหงิกเหลืองในพริก (Pepper Yellow 
Leafcurl Virus) ในภาคตะวันตกของประเทศไทย 
03-47-61-01-00-00-01-61 

 

      
❖ สุนัดดา เชาวลิต และคณะ  

    

 ➢ 2. ชนิดของเพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae) ................. 
ที่เป็นพาหะของเชื้อ Polerovirus สาเหตุโรคเส้นใบเหลืองในพริก
และ ใบเหลืองแตงกวา 
03-47-61-01-00-00-02-61 

2173 

      
❖ เกศสุดา สนศิริ และคณะ  

    

 ➢ 3. ชนิดของเพลี้ยแป้ง (Hemiptera: Pseudococcidae).............. 
ที่เป็นพาหะของโรคเหี่ยวสับปะรด  (Pineapple Mealybug Wilt) ใน
เขตภาคตะวันออกและภาคตะวันตกของประเทศไทย 
03-47-61-01-00-00-03-61 

 

      ❖ ชมัยพร บัวมาศ และคณะ  

    

 ➢ 4. ชนิดของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม Diaphorina citri……………....……..  
(Hemiptera: Psyllidae) ที่เป็นพาหะนำโรคกรีนนิ่ง Huanglongbin 
(Citrus greening disease) ของพืชตระกูลส้มในประเทศไทย 
03-47-61-01-00-00-04-61 

2188 

      ❖ จอมสุรางค์ ดวงธิสาร และคณะ  
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แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลเพื่อ 
การนำเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

 

 
โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและ 
ชีวโมเลกุลเพื่อการนำเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร (03-31-60-01) 

 

  กิจกรรมที่ 1. การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการนำเข้าสินค้าเกษตร  

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 1.1. การตรวจแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis.............. 
subsp. sepedonicus  จากหัวพันธุ์มันฝรั่งนำเข้าโดยเทคนิค Real 
time PCR 
03-31-60-01-01-00-01-60 

2202 

      
❖ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล และคณะ  

    

 ➢ 1.2. การตรวจแบคทีเรีย ........................................................ 
Clavibacter michiganensis.subsp. Nebraskensis จาก
เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่นำเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยเทคนิค  
Real time PCR 
03-31-60-01-01-00-02-60 

2211 

      
❖ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล และคณะ  

    

 ➢ 1.4 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia glumae .......... 
ในข้าวด้วยเทคนิค Real time PCR 
03-31-60-01-01-00-04-62 

2221 

      
❖ ทิพวรรณ กันหาญาติ และคณะ  

     

➢ 1.5 พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย..............................
Ralstonia solanacearum species complex สาเหตุโรค
เหี่ยวของกล้วย 
03-31-60-01-01-00-05-62 

2229 

      
❖ ทิพวรรณ กันหาญาติ และคณะ  

  
กิจกรรมที่ 2. การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ในประเทศเพื่อ 
การป้องกันกำจัด และการส่งออก 

 

   กิจกรรมย่อยท่ี -  

    

การทดลอง ➢ 2.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบ Immuno Strip ........................ 
เพ่ือตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. 
campestris สาเหตุโรคเน่าดำของคะน้า 
03-31-60-01-02-00-01-60 

2234 

      ❖ รุ่งนภา ทองเคร็ง และคณะ  
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 ➢ 2.2 การผลิตแอนติบอดีของเชื้อไวรัส...................................... 
Watermelon Silver Mottle Virus (WSMoV) ในระบบเซลล์
แบคทีเรีย  
03-31-60-01-02-00-02-60 

2245 

      
❖ กาญจนา วาระวิชะนี และคณะ  

    

 ➢ 2.3 การตรวจสอบรา Phyllosticta citriasiana ................... 
Wulandari, Crous and Gruyter ด้วยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction 
03-31-60-01-02-00-03-60 

2260 

      
❖ พรพิมล อธิปัญญาคม และคณะ  

    

 ➢ 2.5 การผลิตแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส ...................................... 
Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) 
03-31-60-01-02-00-05-61 

2283 

      
❖ สิทธิศักดิ์ แสไพศาล และคณะ  

    

 ➢ 2.6 การตรวจสอบรา Neoscytalidium  dimidiatum.............. 
ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction  
03-31-60-01-02-00-06-61 

2290 

      
❖ พรพิมล อธิปัญญาคม และคณะ  

     

➢ 2.7 การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ ................................... 
Pepper Chat fruit Viroid (PCFVd) ในเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ 
03-31-60-01-02-00-07-61 

 

      
❖ วาสนา รุ่งสว่าง และคณะ  

    

 ➢ 2.8 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือตรวจ........................  
สอบโรคใบด่างลายของข้าวโพดที่เกิดจากเชื้อไวรัส Sugarcane 
Mosaic Virus (SCMV) 
03-31-60-01-02-00-08-61 

 

      ❖ ภูวนารถ มณีโชติ และคณะ  

     

➢ 2.9 ผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT Kit ........................................... 
(Gold Labeling IgG Flow Test) จากแอนติบอดีของโปรตีน
ลูกผสม SecA ต่อเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย 
03-31-60-01-02-00-09-61 

2300 

      ❖ กาญจนา วาระวิชะนี และคณะ  
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 ➢ 2.10 การพัฒนาชุดตรวจเชื้อไวรัสทริสเทซ่า............................. 
ของพืชตระกูลส้ม 
03-31-60-01-02-00-10-61 

2421 

      
❖ แสนชัย คำหล้า และคณะ  

     

➢ 2.11 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบแมลงวันแตง ....................... 
Zeugodacus cucurbitae (Coquillet) (Diptera: 
Tephritidae) ด้วยไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง 
 03-31-60-01-02-00-11-61 

2305 

      
❖ ยุวรินทร์ บุญทบ และคณะ  

     

➢ 2.12 การผลิตโปรตีนและแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ................... 
immunodominant Membrane protein (Imp)  
ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อย โดยอาศัยระบบ
เซลล์แบคทีเรียในประเทศไทย 
03-31-60-01-02-00-12-62 

2319 

      
❖ กาญจนา วาระวิชะนี และคณะ  

     

➢ 2.13 การตรวจสอบแบคทีเรีย ................................................ 
Xanthomonas campestris pv. campestris ที่ติดมากับเมล็ด
ด้วยเทคนิค Real-time PCR 
03-31-60-01-02-00-13-62 

2327 

      
❖ รุ่งนภา ทองเคร็ง และคณะ  

     

➢ 2.14 การตรวจไส้เดือนฝอยรากปม ........................................ 
Meloidogyne enterolobii ด้วยเทคนิคแลมป์ 
03-31-60-01-02-00-14-62 

2336 

      
❖ ไตรเดช ข่ายทอง และคณะ  

     

➢ 2.15 การพัฒนาการตรวจสอบแมลงวันทองฝรั่ง .................... 
Bactrocera correcta (Diptera: Tephritidae) เพ่ือการนำเข้า
และส่งออกด้วยไพร์เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง 
03-31-60-01-02-00-15-62 

2348 

      

❖ ยุวรินทร์ บุญทบ และคณะ 

 

 

 

หมายเหตุ  ชื่อการทดลองที่นักวิจัยแจ้งไม่ตรงกับชื่อการทดลองจากกองแผนงาน 
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อนุกรมวิธานไรขาว วงศ์ Tarsonemidae ในประเทศไทย 
Taxonomic Study of Mite Family Tarsonemidae in Thailand 

 
พลอยชมพู กรวิภาสเรือง1/  พิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ์2/    

วิมลวรรณ โชติวงศ์1/  อัจฉราภรณ์ ประเสริฐผล1/  อทิติยา แก้วประดิษฐ์1/    
1/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

2/รักษาการผู้เชี่ยวชาญด้านศัตรูพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

จากการส ารวจไรขาวเพ่ิมขึ้นอีก 80 ตัวอย่างในพ้ืนที่ 15 จังหวัด ได้แก่ อุดรธานี อุบลราชธานี 
หนองคาย สกลนคร ชุมพร นครศรีธรรมราช สตูล พัทลุง สงขลา นครปฐม ราชบุรี  ชลบุรี  
สมุทรสงคราม สมุทรสาคร และน่าน พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 5 ชนิด เป็นไรศัตรูพืช 4 ชนิด ไรตัวห้ า 1 
ชนิด ได้แก่ไรขาวพริก Polyphagotarsonemus latus (Banks) ไรขาวภายในขั้วผลมะพร้าวจ านวน 
2 ชนิดคือ Steneotarsonemus furcatus De Leon และ Steneotarsonemus sp. ไม่พบเพศผู้ใน
การจ าแนก จึงจ าแนกได้ในระดับสกุล และไรขาวข้าว Steneotarsonemus spinki Smiley ส าหรับ
ไรตัวห้ าพบ 1 ชนิดคือ Amblyseius largoensis (Muma) พบภายในขั้วผลมะพร้าว พบร่วมด้วยกับไร 
S.  furcatus 

 

ค าน า 
ไรขาว (tarsonemid mite) อยู่ในวงศ์ Tarsonemidae มีถ่ินอาศัยอยู่กว้างขวาง เช่น กินเชื้อ

รา กินสาหร่าย กินพืช เป็นตัวห้ าของไรชนิดอ่ืน เป็นตัวเบียนในแมลง แบบพ่ึงพาอาศัยกันกับแมลง 
และเป็นศัตรูที่ส าคัญทางเศรษฐกิจ ไรขาวเป็นไรที่มีขนาดเล็กรองลงมาจากไรสี่ขา มีสีขาวใส แผ่นหลัง
นูน รูปรี กลม หรือล าตัวยาว ขึ้นอยู่กับชนิดของไร โดยมากแล้วตัวผู้จะมีขนาดเล็กกว่าตัวเมีย อย่าง
เห็นได้ชัด ไรขาวมีรายงานทั่วโลก 529 ชนิด 40 สกุล (Lin and Zhang, 2002) ไรขาวในวงศ์ 
Tarsonemidae เป็นไร พบเข้าท าลายพืชทั้ ง ในสภาพโรง เรื อนและสภาพไร่  เช่น  ไรขาว 
Polyphagotarsonemus latus Banks มีรายงานแพร่กระจายทั่วโลกถึง 124 ประเทศ บนพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญมากถึง 34 ชนิด เช่น ส้ม มะนาว มะม่วง องุ่น กาแฟ เป็นต้น (CABI, 2018) 
นอกจากนี้มีรายงานพบไรขาว Steneotarsonumus spinki Smiley เป็นศัตรูที่ส าคัญในข้าว 
Tarsonemus myceliophagus เ ป็ น ไ ร ข า วที่ พ บ เ ข้ า ท า ล า ย เ ห็ ด หล า ยช นิ ด  (Cho, 2013) 
Phytonemus pallidus เป็นศัตรูที่ส าคัญในสตรอเบอรี่ และไม้ดอกหลายชนิดในโรงเรือน (Zhang, 
2003) ชนิดที่มีความส าคัญเข้าท าลายพืชไปทั่วโลกเช่น Polyphagotarsonemus latus (Banks) เข้า
ท าลายพริก ถั่ว ถั่วเหลือง ถั่วลันเตา มะเขือเทศ แตงกวา และพืชอ่ืน ๆ อีกมากมาย ในหลาย ๆ  
ค าหลัก : ไรศัตรูพืช ไรขาว ไรขาวพริก  
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-01-21-62 
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ประเทศ เช่น ประเทศบราซิล ออสเตรเลีย อินเดีย ญี่ปุ่น เกาหลี  (Lin and Zhang, 2002; Venzon  
et al., 2008) Tarsonemus setifer Ewing  เป็นไรขาวที่มีเขตการแพร่กระจายไปในหลาย ๆ ทวีป
เช่นในทวีปยุโรป อเมริกาเหนือ บนพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญเช่น ทับทิม สตรอเบอรี่ ท้อ องุ่น กุหลาบ ไผ่ 
blackberry dewberry raspberry และพืชอ่ืนอีกหลายชนิด  Tarsonemus smithi Ewing มีรายงาน
พบในแอปเปิล ส้ม ท้อ พลัม มะเขือเทศ และไม้ดอกพวกเบญจมาศ โดยมีรายงานพบในประเทศ
โป รตุ เ ก ส  เ ว อจิ เ นี ย  แล ะ  สห รั ฐ อ เ ม ริ ก า  (Jepson et al., 1975) Phytonemus pallidus 
(Zimmerman) เป็นไรศัตรูที่ส าคัญในสตรอเบอรี่ในยุโรปและอเมริกาเหนือ (Fountain et al., 2010) 
Steneotarsonemus concavuscutum Lofego and Gondim เป็นไรขาวที่รายงานการเข้าท าลาย
ในขั้วผลมะพร้าวขนาดเล็กท่ีประเทศบราซิล (Lofego and Gondim, 2006)  ในประเทศจีนมีรายงาน
การพบไรขาวทั้งหมด 93 ชนิด 15 สกุล (Lin and Zhang, 1999) ส าหรับประเทศไทยมีรายงานการ
พบไรขาวอยู่ 7 ชนิด 4 สกุล ในขณะที่ทั่วโลกมีรายงานการพบมากถึง 529 ชนิด (Lin and Zhang, 
2002) ได้แก่ Polyphagotarsonemus latus (Banks) (Baker, 1975) ไรชนิดนี้พบดูดกินน้ าเลี้ยง
บริเวณใบอ่อน หรือยอดที่แตกใหม่ และท าให้ใบหงิก ขอบใบม้วนลง ยอดอ่อนแตกเป็นฝอย ก้านใบยืด
ออก ใบเรียวเล็ก ท าให้พืชชะงักการเจริญเติบโต และมีรายงานเข้าท าลายพืชปลูกได้หลายชนิดเช่น  
ส้มโอ ชา พริก ฝ้าย ปอกระเจา บวบ ถั่วเขียว โหระพา มันฝรั่ง มะม่วง และไม้ดอกหลายชนิด เช่น เยอ
บีร่า เบญจมาศ ไซคลาเมน (วัฒนาและคณะ, 2543) Steneotarsonemus spinki Smiley และ  
Steneotarsonemus oryzae พบในนาข้าว (พิเชฐและคณะ, 2548; Wongsiri, 1991; Charanasri 
et al., 1977; Kongchuensin et al., 2005), Tarsonemus cryptocephaus (Ewing) พบ ใ น
กล้วยไม้ (วัฒนาและคณะ, 2526) Tarsonemus weitei Banks พบในองุ่น ส่วนอีก 2 ชนิดคือ 
Hemitarsonemus sp. และ Tarsonemus sp. พบในลิ้นจี่ และองุ่น ตามล าดับ (วัฒนาและมานิตา, 
2533; วัฒนาและคณะ, 2535; พิเชฐและคณะ, 2548)      

เนื่องจากไรขาวเป็นไรที่มีขนาดเล็กมากการใช้กล้องจุลทรรศน์ในการจ าแนกชนิด  ในอดีต
เทคโนโลยีของกล้องยังไม่ทันสมัย ไม่สามารถท่ีจะส่องดูลักษณะที่ส าคัญของไรขาวได้ และข้อจ ากัดของ
กล้องและคู่มือการจ าแนกชนิดของไรขาวไม่สมบูรณ์และละเอียดมากพอ ปัจจุบันด้วยเทคโนโลยีอัน
ทันสมัยของกล้องจุลทรรศน์ ท าให้มีคู่มือการจ าแนกชนิดไรขาวนี้ได้อย่างละเอียด และซับซ้อนมากกว่า
คู่มือเดิม ใช้ตรวจสอบและจ าแนกชนิดของไรขาวจากต่างประเทศที่ติดมากับส้มแมนดาริน ประเทศ
อเมริกา ทางด่านตรวจศัตรูพืชแหลมฉบังพบมีชื่อว่า Dendroptus sp. ยังไม่สามารถจ าแนกได้ถึง
ระดับชนิด เนื่องจากไม่พบไรตัวผู้ในตัวอย่างที่ส่งมาจ าแนก แต่ไรขาวนี้เป็นสกุลที่ไม่มีรายงานการพบ
ในประเทศไทยมาก่อน ดังนั้นไรขาวชนิดนี้จึงอาจเป็นไรศัตรูพืชชนิดใหม่ก็ได้ จากข้อมูล ตาม
พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2550 พบว่ามีไรศัตรูพืชกักกันที่เป็นสิ่งต้องห้าม
ตามพระราชบัญญัติอยู่ทั้ง หมด 32 ชนิด เป็นไรแดงวงศ์ Tetranychidae ทั้งหมด 25 ชนิด ไรสี่ขาวงศ์ 
Eriophyidae 3 ชนิด ไรศัตรูในโรงเก็บวงศ์ Acaridae 4 ชนิด โดยไม่มีไรขาวที่เป็นศัตรูพืชที่ส าคัญ 
ประกาศในพระราชบัญญัตินี้เลย ดังนั้นการส ารวจไรขาวในครั้งนี้ จะได้ข้อมูลที่ถูกต้องและทันสมัย 
เพ่ือใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานแจ้งให้กับหน่วยงานที่เกี่ยวข้องทราบ ใช้ประกาศเพ่ิมเติมถึงชนิดของไรขาวที่
เป็นศัตรูที่ส าคัญที่ยังไม่มีรายงานพบในประเทศ เพ่ือประโยชน์ในการต่อรองเจรจาทางการค้าและเป็น
การป้องกันไม่ให้มีไรขาวชนิดที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจจากต่างประเทศ ติดเข้ามาท าความเสียหาย
ให้กับประเทศได้  
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
 อุปกรณ์ที่มีอยู่แล้ว 

1. อุปกรณ์ที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างไร: ได้แก่ ถุงพลาสติกใสขนาดต่าง ๆ ถุงกระดาษ ปากกา
เขียนแก้ว กล่องพลาสติกรักษาความเย็นขนาด 68 ควอทซ์ แว่นขยาย (ก าลังขยาย 20x)  
 2. อุปกรณ์ส าหรับใช้ในการเตรียมตัวอย่างไร เพ่ือการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน: ได้แก่ 
กล้องจุลทรรศน์ (stereo microscope), โคมไฟ พู่กันเบอร์ 0 เข็มเขี่ยปลายแหลม และปลายงอ ส าลี 
ตู้อบ/เครื่องอุ่นสไลด์ ตั้งอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส แป้นหมุนส าหรับผนึกขอบสไลด์ น้ ายาผนึกขอบ
สไลด์ 
 3. อุปกรณ์ส าหรับใช้ในการตรวจจ าแนกชนิดของไร: ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound 
microscope ติดอุปกรณ์วาดภาพ (camera lucida) คู่มือการจ าแนกชนิด (key) ส าหรับใช้จ าแนก
ชนิดของไรศัตรูพืช 
 4. อุปกรณ์วาดภาพ ได้แก่ กระดาษ ดินสอ ยางลบ ปากกา Rotring หมึกด า กระดาษลอก
ลาย กระดาษเขียนแบบ 
 อุปกรณ์การวิจัยที่ต้องการเพิ่มเติม  
 1.  อุปกรณ์ส าหรับใช้ในการเก็บตัวอย่างไร ได้แก่ ถุงกระดาษ ถุงพลาสติกใสขนาดต่าง ๆ  
 2.  อุปกรณ์ส าหรับใช้ในการเตรียมตัวอย่างไร เพ่ือการศึกษาลักษณะชนิดของไรศัตรูพืช ได้แก่ 
แผ่น slide, coverglass, กล่องใส่สไลด์, สารเคมี ส าหรับใช้เตรียมน้ ายาเมาท์สไลด์ ส าลี น้ ายาส าหรับ
ผนึกขอบสไลด์แผ่นพลาสติกเจาะรู จานแก้ว  
วิธีการ 

 1 .  การเก็บและรักษาตัวอย่างไรขาว 
1.1 ส ารวจ และเก็บรวบรวมตัวอย่างไรในวงศ์ Tarsonemidae  โดยท าการส ารวจบนใบพืช

ทั้งใต้ใบและบนใบพืชที่แสดงอาการผิดปกติโดยเฉพาะบริเวณยอดอ่อน ผลอ่อน และดอกของพืชซึ่ง
มักจะพบไรขาวเข้าท าลาย บนพืชปลูกต่าง ๆ ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ โดยส ารวจบนพ้ืนที่ภาค
กลาง ภาคตะวันตก ภาคใต้ ภาคตะวันออก และ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ สุพรรณบุรี ชัยนาท 
นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี สมุทรสาคร ประจวบคีรีขันธ์ สงขลา เชียงใหม่ ล าพูน ล าปาง แพร่ 
จันทบุรี ระยอง ชลบุรี สระแก้ว ปราจีน บุรี ขอนแก่น นครราชสีมา โดยจะท าการส ารวจตลอดทั้งป    

1.2 โดยเก็บใบ กิ่ง ผล หรือส่วนต่าง ๆ ของพืช ที่แสดงอาการผิดปกติลงในกล่องพลาสติก 
หรือถุงกระดาษพับปากถุง บันทึกข้อมูลเกี่ยวกับตัวอย่างไร เช่น ชื่อพืช ผู้เก็บ สถานที่ที่เก็บตัวอย่างไร 
บันทึกข้อมูลพิกัด (GPS)  จากนั้นน าตัวอย่างแช่ลงในกระติกน้ าแข็งก่อนน ากลับมายังห้องปฏิบัติการ  

1.3 การท าสไลด์ถาวรภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereomicroscope หยด Hoyer’s 
solution ลงบนสไลด์ 1 หยด ใช้พู่กันเขี่ยตัวไรลงบนหยดน้ ายาจัดตัวอย่างไรให้อยู่ในสภาพที่เห็นส่วน
ต่าง ๆ ได้ชัดเจน โดยจัดท่าทางของไรขาวให้อยู่ในท่าคว่ า และท่าตะแคงข้าง เพ่ือตรวจดูลักษณะต่าง 
ๆ ที่ใช้ในการจ าแนก จากนั้นปิดสไลด์ด้วย coverglass ใช้ปากกาเขียนแก้ววงกลมล้อมรอบตัวไรทันที
หลังจากท าสไลด์เรียบร้อยแล้ว เพ่ือสะดวกในการหาตัวไรได้ง่ายขึ้น น าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ทิ้งไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ ผนึกขอบ coverglass ด้วยน้ ายาทาเล็บ และปิดป้ายบันทึกข้อมูล
เกี่ยวกับ สถานที่เก็บ วันที่ ชื่อผู้เก็บและพืชอาศัยที่ด้านขวามือของแผ่นสไลด์ 
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2.  การศึกษาอนุกรมวิธาน 
น าตัวอย่างไรที่ท าสไลด์ถาวรแล้วมาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานภายใต้กล้อง compound 

microscope จ าแนกชนิด จากต าราต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง วาดรูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช้ในการจ าแนก
ชนิดพร้อมทั้งท า คู่มือการจ าแนกชนิด ส าหรับใช้ในการจ าแนกชนิดของไรขาวในวงศ์ Tarsonemidae 
ที่ส าคัญของประเทศไทย ปิดป้ายบันทึกผลการจ าแนกไว้ด้านซ้ายมือของแผ่นสไลด์ก่อนที่จะน าเข้าเก็บ
ในพิพิธภัณฑ์ 

เวลาและสถานที่ 
 พ้ืนที่ปลูกผัก และไม้ผลทั่วประเทศ ได้แก่ จังหวัดนครปฐม ราชบุรี สมุทรสาคร มหาสารคราม 
ชลบุรี น่าน ชัยภูมิ อุดรธานี นครราชสีมา สกลนคร หนองคาย ชุมพร พัทลุง สตูล และสงขลา 
  กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรม
วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 50 ถนนพหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 
10900  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการส ารวจไรขาวในพ้ืนที่ 15 จังหวัด 18 อ าเภอ จ านวน 80  ตัวอย่าง ได้แก่จังหวัด 
อุดรธานี อุบลราชธานี หนองคาย สกลนคร ชุมพร นครศรีธรรมราช สตูล พัทลุง สงขลา นครปฐม 
ราชบุรี ชลบุรี สมุทรสงคราม สมุทรสาคร และน่าน พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 5 ชนิด เป็นไรศัตรูพืช 4 ชนิด 
ไรตัวห้ า 1 ชนิด ได้แก่ พริกพบไรขาวพริก Polyphagotarsonemus latus (Banks) ท าให้ยอดใบ
พริกหงิกม้วนงอ มะพร้าวพบไรขาวภายในขั้วผลมะพร้าวจ านวน 2 ชนิด  ไรขาวที่พบบนในขั้วผล
มะพร้าว มีสีขาว ตัวแก่มีสีขาวอมน้ าตาล ตัวเมียมีขนาดใหญ่กว่าตัวผู้ ตัวผู้มีขนาดเล็ก เคลื่อนไหว
ว่องไว ไรขาวที่พบบนมะพร้าวนี้ได้แก่ Steneotarsonemus furcatus De Leon ท าให้เกิดแผลนูน
แข็งสีน้ าตาล ปลายแผลเรียบเป็นเส้นตรง บางลูกอาจแสดงอาการผลบิดเบี้ยว ซึ่งแตกต่างกว่าอาการที่
พบบนผลมะพร้าวที่เกิดจากอาการเข้าท าลายของไรสี่ขามะพร้าว ที่ปลายแผลจะมีลักษณะปลายแผล
แหลม ผลเล็กลีบ อีกชนิดคือ Steneotarsonemus sp. ไม่พบเพศผู้ในการจ าแนก จึงจ าแนกได้เพียง
ระดับสกุล ชนิดสุดท้ายที่พบได้แก่ไรขาวข้าว Steneotarsonemus spinki Smiley ซึ่งไรชนิดนี้เป็นไร
ที่มีความส าคัญในข้าว ท าให้กาบใบข้าวเป็นสีน้ าตาล ไหม้ คล้ายอาการของโรค ส าหรับไรตัวห้ าพบ 1 
ชนิดคือ Amblyseius largoensis (Muma) โดยพบภายในขั้ วผลมะพร้ าวพบร่วมด้วย กับ ไร  
S.  furcatus 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

จากการส ารวจไรขาวเพ่ิมขึ้นอีก 80 ตัวอย่างในพ้ืนที่ 15 จังหวัด ได้แก่ อุดรธานี อุบลราชธานี 
หนองคาย สกลนคร ชุมพร นครศรีธรรมราช สตูล พัทลุง สงขลา นครปฐม ราชบุรี  ชลบุรี  
สมุทรสงคราม สมุทรสาคร และน่าน พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 5 ชนิด เป็นไรศัตรูพืช 4 ชนิด ไรตัวห้ า 1 
ชนิด ได้แก่พริกพบไรขาวพริก Polyphagotarsonemus latus (Banks) ท าให้ยอดใบพริกหงิกม้วนงอ 
มะพร้าวพบไรขาวภายในขั้วผลมะพร้าวจ านวน 2 ชนิด คือ Steneotarsonemus furcatus De Leon 
ท าให้เกิดแผลนูนแข็งสีน้ าตาล ปลายแผลเรียบเป็นเส้นตรง อีกชนิดคือ Steneotarsonemus sp. ไม่
พบเพศผู้ในการจ าแนก จึงจ าแนกได้ในระดับสกุล และไรขาวข้าว Steneotarsonemus spinki 
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Smiley ซึ่งไรชนิดนี้เป็นไรที่มีความส าคัญในข้าว ท าให้กาบใบข้าวเป็นสีน้ าตาล ไหม้ คล้ายอาการของ
โรค ส าหรับไรตัวห้ าพบ 1 ชนิดคือ Amblyseius largoensis (Muma) โดยพบภายในขั้วผลมะพร้าว
พบร่วมด้วยกับไร S.  Furcatus 
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Table 1 Host plants and symptoms of Tarsonemid mites in Thailand 

Scientific name of 
mite 

Common 
name 

Host plant Location 
Symptom of 

injury 
GPS 

Lat (N) Long (E) 
Polyphagotarsonemus 
latus (Banks) 

Broad 
mite 

chili Ban Dung District, Udon Thani 
Province 

Leaf curl 17°38.588' 103°06.464' 

   Phang Khon District, Sakon 
Nakhon Province 

 17°25.213' 103°43.703' 

   Jumpon Sub-district, Phon Phisai 
District, Nong Khai Province 

 18°03.442' 103°06.276' 

   Bong tai Sub-district, Sawang 
Daen Din District, Sakon Nakhon 
Province 

 17°24.632' 103°22.318' 

 Broad 
mite 

eggplant.  Lam Hoei Sub-district, Don Tum 
District, Nakhon Phathom 
Province 

Leaf curl 13°57.467' 100°02.754' 

Steneotarsonemus 
furcatus De Leon 

- coconut Lumpum Sub-district, Mueang 
District, Phatthalung Province 

Scanty squarely 
brown patches of 
damaged tissue on 
the fruit surface 

07º41.739' 100º08.634' 

   Laem Son Sub-district, La-ngu 
District, Satun Province 

06º54.707' 099º41.706' 



1765 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   กรมวชิาการเกษตร 

Table 1 Host plants and symptoms of Tarsonemid mites in Thailand (Continue) 

Scientific name of 
mite 

Common 
name 

Host plant Location 
Symptom of 

injury 
GPS 

Lat (N) Long (E) 
Steneotarsonemus 
furcatus De Leon 

- coconut Pak nam Sub-district, La-ngu District, 
Satun Province 

Scanty squarely 
brown patches 
of damaged 
tissue on the 
fruit surface 

06º52.744' 099º41.527' 

   Khon Klan Sub-district, Thung Wa 
District, Satun Province 

06º58.892' 099º40.770' 
   06º59.548' 099º40.584' 

   Tung bu Lang Sub-district, Thung Wa 
District, Satun Province 

07º01.831' 099º40.477' 

   Chumpon Sub-district, Sathing Phra 
District, Songkhla Province 

07º36.007' 100º24.096' 

   Thungkha Sub-district, Mueang 
District, Chumphon Province 

 10º25.651' 099º09.258' 

   Ban Phaeo Sub-district, Ban Phaeo 
District, Samut Sakhon Province 

 13º28.20' 100º04.50' 

   pangpuay Sub-district, Damnoen 
Saduak District, Ratcha Buri Province 

 - - 

   Takian Tia Sub-district, Bang Lamung 
District, Chon Buri Province 

 
 

13º00.681' 100º58.512' 
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Table 1 Host plants and symptoms of Tarsonemid mites in Thailand (Continue) 

Scientific name of 
mite 

Common 
name 

Host plant Location 
Symptom of 

injury 
GPS 

Lat (N) Long (E) 
Steneotarsonemus sp.   coconut   Jompluak Sub-district, Bang Khonthi 

District, Samut Songkhram Province 
Scanty squarely 
brown patches 
of damaged 
tissue on the 
fruit surface 

13º28.50' 99º58.28' 

   Wa Ta Baek Sub-district, Thep Sathit 
District, Chaiyaphum Province 

15º23.106' 101º25.886' 

   Klong Noi Sub-district, Pak Phanang 
District, Nakhon Si Thammarat 
Province 

08º22.384' 100º06.146' 

   Chumpon Sub-district, Sathing Phra 
District, Songkhla Province 

 07º36.159' 100º23.789' 

    07º36.071' 100º22.881' 
  eggplant Wiang Sa District, Nan Province Discoloration on 

the inside of the 
leaf sheath 

18º36.223' 100º31.469' 

Steneotarsonemus 
spinki Smiley 

 rice Nong Khon Sub-district, Mueang 
District, Ubon Ratchathani Province 

13º49.29.713' 100º36.0.495' 

Table 2 Predatory mite associated with mite on Tarsonemid mites in Thailand 

Scientific name of predatory mite 
Associated mtie 

pest 
Location 

GPS 
Lat (N) Long (E) 

Family Phytoseiidae 
Amblyseius largoensis (Muma) 

Steneotarsonemus 
furcatus De Leon 

Pangpuay Sub-district, Damnoen Saduak 
District, Ratcha Buri Province 

- - 
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Figure 1 A. ไรขาวมะพร้าว Steneotarsonemus furcatus De Leon เพศเมีย 

               B. อาการที่เกิดจากการเข้าท าลายของไร 
 

 
Figure 2 A. ไรขาวพริก เพศผู้ด้านบน และเพศเมีย Polyphagotarsonemus latus (Banks) 

       B. อาการท่ีเกิดจากการเข้าท าลายของไรในพริก 
 
 

  

A B 

A B 
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อนุกรมวิธาน การแพร่กระจาย พืชอาศัยของแมลงวันหนอนชอนใบในวงศ์ 
Agromyzidae (Order : Diptera) ในพืชผัก 

Taxonomy, Distribution and Host Plants of Leafminer Flies in Family 
Agromyzidae (Order: Diptera) in vegetable crops 

 
ยุวรินทร์ บุญทบ    สุนัดดา เชาวลิต    ชมัยพร บัวมาศ     

เกศสุดา สนสิริ    สิทธิสิโรดม แก้วสวัสดิ์ 
 กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 
ท ำกำรส ำรวจ เก็บตัวอย่ำง แมลงวันหนอนชอนใบจำกแปลงพืชผักชนิดต่ำง ๆ ในเขตพ้ืนที่

ภำคกลำง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม กรุงเทพมหำนคร สุพรรณบุรี รำชบุรี และ เพชรบุรี และในเขตพ้ืนที่
ภำคใต้ได้แก่ จังหวัดสุรำษฎร์ธำนี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์  ตรัง นรำธิวำส และนครศรีธรรมรำช พบ
แมลงวันหนอนชอนใบเข้ำท ำลำยพืชผักหลำกหลำยชนิด เช่น สร้อยทอง  โหระพำ แตงกวำ ฟักทอง 
หอมแดง ถั่วฝักยำว มะเขือเทศ กวำงตุ้ง ผักกำดเขียว จินจุยฉ่ำย แตงโม บวบ คะน้ำ และ เมล่อน น ำ
ใบพืชที่พบลักษณะกำรเข้ำท ำลำยของแมลงวันหนอนชอนใบมำเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำร ได้ตัวเต็มวัย
จ ำนวน 1,344  ตัวอย่ำง ท ำกำรแยกแมลงวันหนอนชอนใบเพศผู้และเพศเมีย ถ่ำยรูปลักษณะส ำคัญ 
ต่ำง ๆ เช่น ส่วนหัว (head) อก (thorax) ส่วนท้อง (abdomen) เก็บรักษำตัวอย่ำงไว้ในแอลกอฮอล์ 
95% และท ำสไลด์ถำวรของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) ของแมลงวันหนอนชอนใบที่เข้ำ
ท ำลำยถั่วฝักยำว จ ำนวน 40 ตัวอย่ำง และท ำกำรจ ำแนกแมลงวันหนอนชอนใบที่ส ำรวจทั่งหมดด้วย
ลักษณะสันฐำนวิทยำภำยนอกและอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้พบแมลงวันหนอนชอนใบ 2 ชนิดได้แก่ 
Liriomyza sativae Blanchard และ Liriomyza chinensis (Kato, 1949) 

ค าหลัก: อนุกรมวิธำน กำรแพร่กระจำย พืชอำศัย แมลงวันหนอนชอนใบ Agromyzidae  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-01-01-23-62 
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ค าน า 

แมลงวันหนอนชอนใบในอดีตจัดเป็นแมลงศัตรูพืชชนิดรอง (minor pests) แต่ปัจจุบันพบว่ำ
แมลงวันหนอนชอนใบได้เพ่ิมจ ำนวนประชำกรอย่ำงรวดเร็ว เกิดควำมต้ำนทำนยำฆ่ำแมลงในกำร
เพำะปลูกพืชผัก และไม้ดอกไม้ประดับหลำยชนิด (Parrella et al., 1984)  และพบว่ำแมลงวันหนอน
ชอนใบเริ่มเป็นแมลงศัตรูพืชที่ก่อให้เกิดปัญหำใหญ่ขึ้นทั่วโลก  และจำกกำรศึกษำที่ผ่ำนมำท ำให้ทรำบ
ว่ำมนุษย์เป็นตัวกลำงส ำคัญที่ก่อให้เกิดกำรแพร่กระจำยของแมลงวันหนอนชอนใบจำกพ้ืนที่หนึ่งไปยัง
อีกพ้ืนที่หนึ่ง (Minkenberg, 1988) และโดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในปัจจุบันนี้มีกำรค้ำขำยกันอย่ำงเสรีทั่ว
โลก และในประเทศไทยนั้นมีกำรส่งออกผลิตภัณฑ์ทำงกำรเกษตรของไทยไปสู่ประเทศต่ำงๆ ทั่วโลก 
โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง ในพืชผักนั้น จำกกำรตรวจสอบพบว่ำแมลงวันหนอนชอนใบเป็นปัญหำส ำคัญที่
ส่งผลต่อกำรส่งออกผลิตผลทำงกำรเกษตร เนื่องจำกแมลงวันหนอนชอนใบสำมำรถเข้ำท ำลำยและ
ก่อให้เกิดควำมเสียหำยอย่ำงมำกให้กับพืชหลำกหลำยชนิด  แต่จะพบมำกในพืชในวงศ์ (Family) 
Cucurbitaceae ซึ่ งได้แก่  พืช ตระกูลแตงชนิดต่ำงๆ  (Spencer, 1973) พืชตระกูลถั่ว ในวงศ์ 
(Family) Leguminosae เช่น ถั่วชนิดต่ำงๆ ในวงศ์ Solanaceae เช่น พืชตระกูลมะเขือ และในวงศ์ 
Cruciferaceae เช่น กะหล่ ำปลี ผักกวำงตุ้ง (Stegmaier, 1966) และจำกกำรแพร่กระจำยตัวอย่ำง
รวดเร็วของแมลงวันหนอนชอนใบรวมทั้งควำมหลำกหลำยของพืชอำหำรนั้น ท ำให้แมลงวันหนอนชอน
ใบสำมำรถเข้ำท ำควำมเสียหำย ส่งผลให้ผลผลิตลดลงและพืชอำจตำยได้ในที่สุด  ด้วยเหตุนี้จึงมีควำม
จ ำเป็นอย่ำงยิ่งที่ต้องเร่งท ำกำรศึกษำอนุกรมวิธำนของแมลงวันหนอนชอนใบที่เข้ำท ำลำยพืชผักสวน
ครัว โดยเฉพำะพืชผักที่มีควำมส ำคัญต่อกำรส่งออก เพรำะข้อมูลชนิด กำรแพร่กระจำย รวมทั้งพืช
อำหำรของแมลงวันหนอนชอนใบนั้น จะสำมำรถน ำมำเป็นข้อมูลพ้ืนฐำนที่ส ำคัญที่จะสนับสนุน
กำรศึกษำค้นคว้ำวิจัยด้ำนอ่ืนๆ เช่นกำรแพร่ระบำด และกำรแปรผันประชำกร เป็นต้น ซึ่งควำมรู้
ทำงด้ำนต่ำงๆ เหล่ำนี้จะเป็นฐำนข้อมูลในกำรวำงยุทธศำสตร์และยุทธวิธีในกำรบริหำรจัดกำรแมลงวัน
หนอนชอนใบอย่ำงยั่งยืนต่อไปในอนำคต 

 

วิธีด าเนินการ 
1. เก็บรวบรวมตัวอย่ำงแมลงวันหนอนชอนใบในแปลงเพำะปลูกพืชต่ำงๆ ทั่วประเทศ 

และจำกกำรที่แมลงวันหนอนชอนใบนั้นมีกำรเข้ำท ำลำยพืชอำหำรแตกต่ำงกัน ดังนั้นจึงต้องพยำยำม
เก็บรวบรวมตัวอย่ำงของ ตัวอ่อนจำกพืช ให้ได้มีควำมหลำกหลำยที่สุด  โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่ำง
จำกพ้ืนที่ต่ำงๆ ทั่วทุกภำคของประเทศไทย (ในแต่ละปีจะออกเก็บตัวอย่ำง ภำคต่ำงๆ ดังนี้ ภำคกลำง 
ภำคตะวันตก ภำคเหนือ ภำคะวันออก ภำคใต้และภำคตะวันออกเฉียงเหนือ) โดยเลือกจังหวัดที่เป็น
ตัวแทนของพ้ืนที่ท ำกำรเกษตรของภูมิภำคนั้นๆ ดังนี้  
   - ภำคเหนือ: จังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย ล ำพูน และน่ำน  
  - ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ: จังหวัดนครรำชสีมำ ชัยภูม ิ ขอนแก่น อุดรธำนี อุบลรำชธำน ี
หนองคำย และมหำสำรคำม 
  - ภำคตะวันตก: จังหวัดกำญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ และตำก 
   - ภำคตะวันออก: จังหวัดจันทบุรี และระยอง  
   - ภำคใต้: จังหวัดสุรำษฎรธ์ำนี ชุมพร ระนอง ตรัง พัทลุง สงขลำ นครศรีธรรมรำช กระบี่ 
พังงำ และภูเก็ต 
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- ภำคกลำง: จังหวัดกรุงเทพมหำนคร นครปฐม สมุทรสงครำม สมุทรสำคร รำชบุรี และ 
เพชรบุรี  

ซึ่งคำดว่ำภำยใน 3 ปีจะสำมำรถเก็บตัวอย่ำงแมลงวันหนอนชอนใบได้ทั่วทุกภำคของประเทศไทย 
โดยจะมีกำรเก็บรวบรวมตัวอย่ำงจำกแปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวำ ฟักทอง ถั่วฝักยำว บวบ ฟัก
และอ่ืนๆ จำกนัน้ใส่ถุงพลำสติกหรือกล่องพลำสติก เพ่ือให้ระบำยอำกำศได้ดี บันทึกวันที่ เดือน พ.ศ. 
และสถำนที่เก็บ และน ำกลับมำเลี้ยงยังห้องปฏิบัติกำรจนเป็นตัวเต็มวัย 
 2. เตรียมตัวอย่ำงตัวเต็มวัย  เพ่ือใช้ในกำรจ ำแนกชนิดแมลงวันหนอนชอนใบ โดยใช้ตัวอย่ำง
ตัวเต็มวัยที่อบแห้ง หรืออำจฆ่ำด้วยเอทิลอำซีเตด หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว  แช่ในช่องน้ ำแข็ง 4 - 5  
ชั่วโมง วิธีนี้จะท ำให้สีไม่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อได้ตัวอย่ำงแล้วใช้เข็มขนำดเล็ก (micropin) แทงด้ำนบน
ส่วนอกแล้วจึงเสียบ micropin กับโฟม หรือค๊อกขนำดเล็กที่มีเข็มปักแมลงเสียบอยู่ โดยมีป้ำยเล็ก ๆ 
กับกับโดยบอก สถำนที่ วันเดือนปี ผู้ เก็บอีกชิ้นเป็นชื่อพืชที่เก็บมำ รวมทั้งมีป้ำยบันทึกแยกชื่อพืช
อำหำรที่เก็บมำ และชื่อแมลงที่จ ำแนกได้อีก 1 ป้ำย 
 3. น ำตัวอย่ำงแมลงวันหนอนชอนใบมำตรวจจ ำแนกวิเครำะห์ชนิดจำกลักษณะภำยนอก
ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope โดยใช้ตัวอย่ำงแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละชนิดที่น ำมำ
ศึกษำจ ำนวน 20 ตัวอย่ำงแต่หำกเป็นชนิดที่หำยำกนั้น จ ำนวนที่ใช้ในกำรศึกษำขึ้นอยู่กับปริมำณของ
ตัวอย่ำงที่เก็บรวบรวมตัวอย่ำง แล้วบันทึกรำยละเอียดต่ำงๆ เช่น รูปร่ำง ลักษณะ ขนำด และสี เป็น
ต้น โดยตรวจสอบลักษณะที่ส ำคัญทำงอนุกรมวิธำนด้วยกำรใช้เอกสำรเพ่ือประกอบเป็นแนวทำงกำร
วินิจฉัยกำรจ ำแนกชนิดแมลง จำก Malipatil, M. B., Ridland, P. M., Rauf, A., Watung, J., & 
Kandowangko, D.  ( 2004) .  New records of Liriomyza Mik ( Agromyzidae:  Diptera) 
leafminers from Indonesia.  Formosan Entomol, 24, 287-292 แ ล ะ  Lim G. S, S. S. 
Sastroutomo, W.H.  Loke.1999.  Workshop on leafminers of vegetables in Southeast 
Asia. CABI-SEARC ประกอบกำรเปรียบเทียบกับตัวอย่ำงที่เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรม
วิชำกำรเกษตร 

4. บันทึกลักษณะสัณฐำนวิทยำโดยกำรถ่ำยภำพใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมถึงให้รำยละเอียดบน
แผ่นป้ำยบันทึกของแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยำศำสตร์ที่จ ำแนกได้ วัน/เดือน/ปี 
สถำนที่พบตัวอย่ำง และชื่อผู้เก็บตัวอย่ำง 
 5. แมลงวันหนอนชอนใบบำงชนิดที่ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำภำยนอกคล้ำยคลึงกันมำก และ
ยำกในกำรตรวจวินิจฉัยชนิดนั้น จะต้องมีกำรท ำสไลด์ถำวรของอวัยวะเพศ (genitalia) ซึ่งได้แก่ 
aedeagus ในเพศผู้ และอวัยวะวำงไข่ในเพศเมีย เพ่ือวัดขนำดและศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 
ด้วยวิธีกำรดังต่อไปนี้ 
   - ตัดส่วนท้องของแมลงวันหนอนชอนใบแช่ในน้ ำยำโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% ที่
อุณหภูมิห้องประมำณ 1คืน เพื่อให้ผนังส่วนท้องและไขมันที่ไม่ต้องกำรย่อยสลำย 

 - น ำชิ้นส่วนออกจำกน้ ำยำ แช่ในน้ ำกลั่น เขี่ยเอำไขมันและส่วนที่ไม่ใช่อวัยวะเพศออก โดยใช้
เข็มแหลมเขี่ยเอำเฉพำะอวัยวะเพศออกมำจำกส่วนของท้อง และแช่ในแอลกอฮอล์ (alcohol) 75% 
และ 95% ตำมล ำดับ นำนครั้งละ 5 นำที เพ่ือเป็นกำรดึงน้ ำที่อยู่ภำยในเนื้อเยื่อให้ออกไปจนหมด 
เนื่องจำกหำกดึงน้ ำออกไม่หมดจะท ำให้อวัยวะเพศที่อยู่ในสไลด์หดตัวเมื่อน ำไปอบภำยใต้อุณหภูมิสูง 
40 - 45OC เกิดควำมเสียหำย ไม่สำมำรถเก็บรักษำสไลด์ไว้ได้เป็นเวลำนำน  

-  น ำส่วนของอวัยวะเพศแช่ในกรดซิทริค (citric acid) ประมำณ 3 นำท ี
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-  เขี่ยอวัยวะเพศมำวำงบนสไลด์ที่หยดน้ ำยำที่จะท ำสไลด์ คือ canada balsam แล้วปิดทับ
ด้วยกระจกปิดสไลด์ 

-  น ำไปอบให้แห้งเป็นระยะเวลำ 2 - 6 สัปดำห์ ในตู้อบอุณหภูมิ 40 - 45OC จึงน ำออกมำ
ศึกษำภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ และเพ่ือเก็บไว้เป็นหลักฐำนอ้ำงอิง  

-  บันทึกรำยละเอียดของแผ่นสไลด์ เช่น ชนิดแมลงวันหนอนชอนใบ วัน/เดือน/ปี ที่ท ำสไลด์ 
และชื่อผู้ท ำสไลด์ 

6. จัดท ำแนวทำงวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของแมลงวันหนอนชอนใบที่รวบรวมได้พร้อม
ภำพประกอบ 

7. จัดเก็บตัวอย่ำงที่ได้จำกศึกษำไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชำกำรเกษตร โดยแบ่งเป็น
หมวดหมู่ตำมระบบสำกลของกำรเก็บรักษำตัวอย่ำงแมลง (แมลงวันหนอนชอนใบทุกชนิดที่รำยงำนไว้
ต้องเก็บรักษำตัวอย่ำงจริงไว้เพื่อกำรตรวจสอบ สืบค้น และอ้ำงอิงในภำยหลัง) 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ท ำกำรส ำรวจ เก็บตัวอย่ำง แมลงวันหนอนชอนใบจำกแปลงพืชผักชนิดต่ำง ๆ ในเขตพ้ืนที่
ภำคกลำง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม กรุงเทพมหำนคร สุพรรณบุรี รำชบุรี และ เพชรบุรี และในเขตพ้ืนที่
ภำคใต้ได้แก่ จังหวัดสุรำษฎร์ธำนี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ตรัง นรำธิวำส และนครศรีธรรมรำช พบ
แมลงวันหนอนชอนใบเข้ำท ำลำยพืชผักหลำกหลำยชนิด เช่น สร้อยทอง  โหระพำ แตงกวำ ฟักทอง 
หอมแดง ถั่วฝักยำว มะเขือเทศ กวำงตุ้ง ผักกำดเขียว จินจุยฉ่ำย แตงโม บวบ คะน้ำ และ เมล่อน 
(Figure 1 และ Table 1) น ำใบพืชที่มีลักษณะกำรเข้ำท ำลำยของแมลงวันหนอนชอนใบมำเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติกำร (Figure 2)  ได้ตัวเต็มวัยจ ำนวน 1,344 ตัวอย่ำง ท ำกำรแยกแมลงวันหนอนชอนใบ
เพศผู้และเพศเมีย  โดยแมลงวันหนอนชอนใบเพศเมีย จะมีลักษณะเป็นท่อแข็งยำวยื่นออกมำจำกส่วน
ปลำยท้อง (heavily sclerotized tube) แต่ในแมลงวันหนอนชอนใบเพศผู้จะมีลักษณะคล้ำยก้อนสี
ด ำติดอยู่บริเวณปลำยของส่วนท้อง (Figure 3)  ถ่ำยรูปลักษณะส ำคัญต่ำง ๆ เช่น ส่วนหัว (head) อก 
(thorax) ส่วนท้อง (abdomen) (Figure 4) เก็บรักษำตัวอย่ำงไว้ในแอลกอฮอล์ 95% และท ำสไลด์
ถำวรของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) เพ่ือใช้ในกำรจ ำแนกชนิด เนื่องจำกอวัยวะสืบพันธุ์
เพศผู้โดยเฉพำะ distiphallus นั้น เป็นส่วนที่มีควำมแตกต่ำงกันในแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละชนิด 
จำกกำรจ ำแนกแมลงวันหนอนชอนใบที่ส ำรวจได้โดยลักษณะสันฐำนวิทยำภำยนอกและอวัยวะสืบพันธุ์
เพศผู้  พบแมลงวันหนอนชอนใบ 2 ชนิดได้แก่ Liriomyza sativae (Figure 5-6 และ 9) และ 
Liriomyza chinensis (Figure 7-8 และ 10) 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

จำกกำรส ำรวจ เก็บตัวอย่ำง แมลงวันหนอนชอนใบจำกแปลงพืชผักชนิดต่ำง ๆ ในเขตพ้ืนที่
ภำคกลำง และในเขตพ้ืนที่ภำคใต้  พบแมลงวันหนอนชอนใบเข้ำท ำลำยพืชผักหลำกหลำยชนิด น ำใบ
พืชที่แมลงวันหนอนชอนใบเข้ำท ำลำยมำเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำรนั้น ได้ตัวเต็มวัยจ ำนวน 1,344 
ตัวอย่ำง และจำกจ ำแนกแมลงวันหนอนชอนใบด้วยลักษณะทำงสันฐำนวิทยำภำยนอก และอวัยวะ
สืบพันธุ์ เพศผู้  พบแมลงวันหนอนชอนใบ2 ชนิดได้แก่  Liriomyza sativae Blanchard และ 
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Liriomyza chinensis (Kato, 1949) และด ำเนินกำรจ ำแนกแมลงวันหนอนชอนใบที่รวบรวมได้ในปี
กำรศึกษำต่อไป 
 

ค าขอบคุณ 
ข้ำรำชกำร พนักงำนรำชกำร ลูกจ้ำงประจ ำ และพนักงำนจ้ำงเหมำบริกำร ของกลุ่มงำน

อนุกรมวิธำนแมลงในกำรช่วยเหลือเก็บตัวอย่ำงแมลงวันหนอนชอนใบ จึงท ำให้งำนวิจัยในครั้งนี้ส ำเร็จ 
และลุล่วงไปด้วยดี  

 
เอกสารอ้างอิง 

Malipatil, M. B., Ridland, P. M., Rauf, A., Watung, J., & Kandowangko, D. (2004). New 
records of Liriomyza Mik ( Agromyzidae:  Diptera)  leafminers from Indonesia. 
Formosan Entomol, 24, 287-292. 

Parrella MP, Jones VP, Youngman RR, Lebeck LM. 1985. Effect of leaf mining and leaf 
   stippling of Liriomyza spp. on photosynthetic rates of chrysanthemum. Annals  
   of the Entomological Society of America 78: 90-93. 
Spencer KA.  1973.  Agromyzidae ( Diptera)  of economic importance.  The Hague. 

Natherland. 418 p. 
Stegmaier CE. 1966. Host plants and parasites of Liriomyza trifolii in Florida (Diptera: 

Agromyzidae). Florida Entomologist 49: 75-80. 
 
 

 
 

Figure 1 Examples of vegetable from which leaf miner were collected in Thailand 

 

 

http://www.fcla.edu/FlaEnt/
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Figure 2 Mass-rearing of leaf miner from host plants in the insect laboratory 

 

 
Figure 3 Abdomen of leaf miner 
(A) Female abdomen 
(B) Male abdomen 
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Figure 4 The important characteristics of leaf miner for identification 

   (A)  Head   (B)  Thorax 
    (C)  Pronotum   (D)  Abdomen 

 

 
Figure 5 Adult of Liriomyza sativae 

(A) Male  (B)  Female 
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Figure 6 The important characteristics of leaf miner for identificationLiriomyza sativae 

(A) Head  (B) Thorax 
  (C)  Pronotum (D) Abdomen 

 

 
Figure 7 Adult of Liriomyza chinensis 

(A) Male  (B)  Female 
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Figure 8 The important characteristics of leaf miner for identification Liriomyza chinensis 

(A) Head  (B) Thorax 
    (C) Pronotum     (D) Abdomen 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 Male genitalia of Liriomyza sativae (lateral view) 
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Figure 10 Male genitalia of Liriomyza chinensis (lateral view) 
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Table 1 Fruit collection data showing common name, scientific name, family, date, location, latitude, longitudeand number of samples 

 
  

No. Common Name Scientific Name Family Date Location Latitude Longitude Male Female Total

1 Cucumber Sucumis sativus Linn Cucurbitaceae 31.01.2018 Surin, Mueang Surin, Sawai 14˚48'18.2" 103˚20'39.5" 53 60 113

2 Angled Loofah Luffa acutangula (L.) Roxb. Cucurbitaceae 31.01.2018 Surin, Mueang Surin, Sawai 14˚48'18.2" 103˚20'39.5" 209 200 409

3 Shallot Allium ascalonicum  L.  Amaryllidaceae 21.03.2018 Kanchanaburi, Tha Muang, Tha Muang 10 33 43

4 Yardlong bean Vigna unguiculata Fabaceae 21.03.2018 Kanchanaburi, Tha Muang, Tha Muang

5 Golden Rod Solidage caradensis Compositae 08.05.2018 Nakhon Pathom, Nakhon Chai Si, Si Maha Pho 13˚52'3" 100˚10'53" 1 2 3

6 Sweet Basil Ocimum basilicum  Linn. Labiatae 08.05.2018 Nakhon Pathom, Nakhon Chai Si, Si Maha Pho 13˚52'3" 100˚10'53" 16 16 32

7 Cucumber Sucumis sativus Linn Cucurbitaceae 23.05.2018 Kanchanaburi, Tha Muang, Thung Thong 15 6 21

8 Pumpkin Cucurbita maxima  Duchesne. Cucurbitaceae 19.06.2018 Suphan Buri, U Thong, Chorakhe Sam Phan 14˚18'27" 99˚51'37"

9 Cucumber Sucumis sativus Linn Cucurbitaceae 25.07.2018 Kanchanaburi, Tha Muang, Thung Thong 25 90 115

10 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 05.09.2018 Kanchanaburi, Tha Maka, Takhram En 72 89 161

11 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 13.09.2018 Kanchanaburi, Tha Maka, Don Cha-em 9 0 9

12 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 13.09.2018 Kanchanaburi, Tha Maka, Takhram En 12 17 29

13 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 13.09.2018 Kanchanaburi, Tha Muang, Thung Thong 38 98 136

14 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Luang (1) 18˚08'47.9" 98˚20'47.1" 1 5 6

15 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Luang (2) 18˚09'08.9" 98˚20'38.6" 14 16 30

16 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Luang (3) 18˚09'22.3" 98˚20'35.8" 2 3 5

17 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Sali (4) 18˚09'00.1" 98˚14'49.7" 1 1 2

18 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Sali (5) 18˚08'58.1" 98˚15'04.3" 4 1 5

19 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Sali (6) 18˚08'34.1" 98˚15'16.9" 13 6 19

20 Tomato Lycopersicon esculentum  Mill Solanaceae 03.10.2018 Chiang Mai, Hot, Bo Sali (7) 18˚08'44.4" 98˚15'12.3" 14 0 14

21 Chanese Cabbage Brassica Chinensis Linn. Cruciferae 24.10.2018 Chon Buri, Bang Lamung, Nong Prue 12˚56'21.9" 100˚54'18.0" 5 0 5

22 Tomato Lycopersicon esculentum Mill Solanaceae 06.12.2018 Suphan Buri, U Thong, Chorakhe Sam Phan 14˚18'27" 99˚51'37" 2 3 5

23 Yardlong bean Vigna unguiculata   Fabaceae 06.12.2018 Suphan Buri, U Thong, Chorakhe Sam Phan 14˚18'27" 99˚51'37" 1 1 2

24 Yardlong bean Vigna unguiculata   Fabaceae 11.12.2018 Nakhon Pathom, Nakhon Chai Si, Huai Phlu 13˚52'31" 100˚15'17" 2 0 2

25 Cucumber Sucumis sativus  Linn Cucurbitaceae 06.01.2019 Chanthaburi, Pong Nam Ron, Thap Sai 12˚56'23.0" 102˚16'20.9" 20 32 52
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Table 1 Fruit collection data showing common name, scientific name, family, date, location, latitude, longitudeand number of samples (continued) 

No. Common Name Scientific Name Family Date Location Latitude Longitude Male Female Total

26 Yardlong bean Vigna unguiculata Fabaceae 07.01.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, DOA 4 2 6

27 Tomato Lycopersicon esculentum Mill Solanaceae 22.01.2019 Nakhon Pathom, Mueang, Sam Khwai Phueak 13˚51'18.9" 100˚07'08.9" 3 2 5

28 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 22.01.2019 Nakhon Pathom, Mueang, Sam Khwai Phueak 13˚51'18.9" 100˚07'08.9" 20 12 32

29 Yardlong bean Vigna unguiculata  Fabaceae 22.01.2019 Kanchanaburi, Tha Muang, Nong Tak Ya 13˚46'10.9" 99˚34'07.2" 14 19 33

30 Chanese Cabbage Brassica Chinensis  Linn. Cruciferae 28.01.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, DOA 1 0 1

31 Tomato Lycopersicon esculentum Mill Solanaceae 28.01.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, DOA 14 13 27

32 Chanese Cabbage Brassica Chinensis Linn. Cruciferae 12.02.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, DOA 14˚25'59" 100˚57'47" 1 1 2

33 Choy Sum B. juncea Czern. et Coss. Brassicaceae 14.02.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, DOA 14˚25'59" 100˚57'47" 2 0 2

34 Smooth Loofah Luffa cylindrica (L.) M.Roem. Cucurbitaceae 14.03.2019 Bangkok, Lad ayo, Chatuchak, Rice Department 13˚50'58" 100˚34'23" N/A N/A N/A

35 Pumpkin Cucurbita maxima  Duchesne. Cucurbitaceae 13.03.2019 Sa Kaeo, Wang Sombun, Wang Thong 13˚23'40.15" 102˚7'26.57" N/A N/A N/A

36 Cucumber Sucumis sativus  Linn Cucurbitaceae 20.03.2019 Chumphon, Tha Sae, Tha Sae 10˚40'29" 99˚10'14" N/A N/A N/A

37 White mugwort Artemisia lactiflora Asteraceae. 10.04.2019 Nakhon Pathom, Kamphaeng Saen 14˚1'53" 99˚58'16" 7 5 12

38 Melon Cucumis melo  L. Cucurbitaceae 10.04.2019 Bangkok, Thawi Watthana 3 3 6

39 Chanese Cabbage Brassica Chinensis Linn. Cruciferae 18.04.2019 Ang Thong, Mueang Ang Thong 14˚34'09.7" 100˚28'53.2" N/A N/A N/A

40 Chinese cabbage Brassica Chinensis  Linn. Cruciferae 18.04.2019 Phra Nakhon Si Ayutthaya, Maha Rat, Tha To 14˚34'09.7" 100˚28'53.2" N/A N/A N/A

41 Yardlong bean Vigna unguiculata Fabaceae 19.04.2019 Nakhon Pathom, Mueang, Sam Khwai Phueak 13˚55'3" 99˚56'47" N/A N/A N/A

42 Smooth Loofah Luffa cylindrica (L.) M.Roem. Cucurbitaceae 22.05.2019  Nakhon Si Thammarat, Lan Saka, Lan Saka 8˚18'47.9" 99˚45'42.4" N/A N/A N/A

43 Marigold Tagetes erecta  L. Compositae 22.05.2019  Nakhon Si Thammarat, Lan Saka, Lan Saka 8˚18'47.9" 99˚45'42.4" N/A N/A N/A

44 Yardlong bean Vigna unguiculata   Fabaceae 25.05.2019 Phetchaburi, Tha Yang, Khao Krapuk 12˚44'51.1" 99˚42'27.1" N/A N/A N/A

45 Chinese cabbage Brassica Chinensis  Linn. Cruciferae 25.05.2019 Phetchaburi, Tha Yang, Khao Krapuk 12˚44'51.1" 99˚42'27.1" N/A N/A N/A

46 Smooth Loofah Luffa acutangula  (L.) Roxb. Cucurbitaceae 25.05.2019 Phetchaburi, Tha Yang, Khao Krapuk 12˚44'51.1" 99˚42'27.1" N/A N/A N/A

47 Smooth Loofah Luffa acutangula  (L.) Roxb. Cucurbitaceae 25.05.2019  Phetchaburi,  Cha-am, Sam Phraya 12˚43'26.1" 99˚53'35.2" N/A N/A N/A

48 Yardlong bean Vigna unguiculata Fabaceae 25.05.2019  Phetchaburi,  Cha-am, Sam Phraya 12˚43'26.1" 99˚53'35.2" N/A N/A N/A

49 Cucumber Sucumis sativus  Linn Cucurbitaceae 31.05.2019 Ratchaburi, Damnoen Saduak,Tha Nat  13˚32'38.8" 99˚56'30.8" N/A N/A N/A

50 Smooth Loofah Luffa acutangula  (L.) Roxb. Cucurbitaceae 31.05.2019 Nakhon Pathom, Mueang, Sam Khwai Phueak 13˚50'14.0" 100˚07'37.6" N/A N/A N/A

51 Celery Aqium graveolens  L. Apiaceae 05.06.2019 Nakhon Pathom, 'Kamphaeng Saen 14˚07'04.66" 100˚01'06.49" N/A N/A N/A

Total 608 736 1344
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ศึกษาราสกุล Phytophthora ในเผือก 
Studt on Phytophthora species of Taro 

 
อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/  ชนินทร ดวงสอาด1/  มะโนรัตน์ สุดสงวน1/ 

สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/  พชร ธิตานนท์1/  ดารณี เจริญผล1/ 
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ ผู้เชี่ยวชาญ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

Abstract 

 Taro leaf blight samples were collected from plantation located in Phetchaburi, 
Prachuap Khiri Khan, Kanchanaburi, Suphan Buri, Nakhon Pathom, Phetchabun, Saraburi, 
Nakhon Ratchasima, Sukhothai and Chiang Mai provinces, 110 specimens 117 isolates. Ten 
specimens had been observed and identified using morphological and molecular data of 
ß- tubulin and translation elongation factor 1-alpha gene regions.  It was found that P. 
colocasiae.  This fungi grow well on V8, CA OMA and PDA and sporulation on CA and PDA. 
It can be stored in slant PDA tube at least 10 months both in incubator (17OC) and at room 
temperature (27OC)  but at room temperature (27OC) , survival decreases and is more 
contaminated than storing in an incubator ( temperature 17OC) .   In vitro growth and 
sporulation of P.  colocasiae, pH 5, 6, 7 and temperature of 25OC and 30OC were the 
optimum conditions for growth while those of sporulation were pH 5, 6, and 25OC. 
Keywords: Phytophthora, taro, Taro leaf blight 
 

บทคัดย่อ 
การศึกษาราสกุล Phytophthora ในเผือก ได้รวบรวมและเก็บตัวอย่างเผือกที่แสดงอาการ

โรคใบจุดตาเสือ 110 ตัวอย่าง 117 ไอโซเลท  ในจังหวัดเพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ กาญจนบุรี 
สุพรรณบุรี นครปฐม เพชรบูรณ์ สระบุรี นครราชสีมา สุโขทัย และจังหวัดเชียงใหม่ ศึกษาและจ าแนก
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาแ ล ะข ้อ ม ูล ช ีว โ ม เ ล ก ุล ข อ งย ีน ต า แ หน ่ง  ß- tubulin แ ล ะ 
translation elongation factor  พบว่า คือ  P . colocasiae ราเจริญได้ดีบนอาหาร V8, CA 
OMA และ PDA สร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร CA และ PDA  สามารถเก็บรักษาไว้ในหลอดอาหารเอียง 
PDA ได้อย่างน้อย 10 เดือน ทั้งในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17OC) และ ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC)  
แต่ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC) การมีชีวิตรอดลดลงและมีการปนเปื้อนมากกว่าการเก็บในตู้เก็บ
เชื้อ (อุณหภูมิ 17OC)  รานี้เจริญได้ดีที่ pH 5, 6 และ pH 7  อุณหภูมิ 25OC และอุณหภูมิ 30OC รา
สร้างสปอร์ได้ดีที ่pH 5, 6 และ pH 7 อุณหภูมิ 25OC 
ค าหลัก: รา Phytophthora เผือก ใบจุดตาเสือ 
 
 
รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-02-01-60 
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ค าน า 

เผือก (Colocasia esculenta (L.) Schott.) ประชากรของประเทศในเขตร้อนเกือบทั่วโลก
รู้จักเผือกเป็นอย่างดี บางประเทศรับประทานเผือกเป็นอาหารหลัก บางประเทศรับประทานเผือกเป็น
อาหารรอง ประเทศเหล่านั้นจึงปลูกเผือกเป็นพืชเศรษฐกิจพืชหนึ่งของประเทศ (สารานุกรมไทย
ส าหรับเยาวชน, ม.ป.ท.)  ส าหรับประเทศไทย เผือกถือเป็นพืชเศรษฐกิจระดับท้องถิ่นที่ส าคัญอีกพืช
หนึ่ง  คนไทยนิยมบริโภคเผือกเพราะมีกลิ่นหอมและรสชาติดี เป็นพืชหัวที่เป็นพืชอาหารที่ส าคัญอีก
ชนิดหนึ่ง (มาลินี และคณะ, ม.ป.ท.)  การปลูกเผือกมีทุกภาคของประเทศ  ปี 2559/60 มีพ้ืนที่ปลูก
ประมาณ 16,148 ไร่ ผลผลิตประมาณ 26,830 ตัน ผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 2,836 กิโลกรัมต่อไร่ 
จังหวัดที่เป็นแหล่งปลูกที่ส าคัญ ได้แก่ จังหวัดสระบุรี  นครปฐม เพชรบุรี และจังหวัดสุพรรณบุรี 
(ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2560) 

โรคใบจุดตาเสือ (โรคใบไหม้; Taro leaf blight) อาการเริ่มแรกบนใบ เป็นจุดขี้แมลงวันเล็กๆ 
สีน้ าตาลเข้ม หรือจุดสีน้ าตาลอ่อน ปรากฎเห็นชัดบนผิวใบ (Brooks, 2005) จากแผลขยายใหญ่ขึ้นเป็น
วงๆ ต่อกัน  ลักษณะพิเศษ คือ บริเวณขอบแผลมีหยดสีเหลืองข้น ซึ่งต่อมาแห้งเป็นเม็ดๆ เกาะอยู่เป็น
วงๆ เมื่อบีบจะแตกเป็นผงละเอียด สีสนิม ในระยะที่รุนแรงแผลขยายติดต่อกัน และท าให้ใบม้วนพับเข้า
และแห้งเหี่ยว หรืออาจเน่าเละถ้าอากาศชื้นมีฝนพร า อาการบนก้านใบ จะเกิดแผลฉ่ าน้ ายาวรี สีน้ าตาล
อ่อน แผลขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงๆ เช่นกัน ต่อมาจะเน่า แห้ง เป็นสีน้ าตาล มีหยดสีเหลืองข้นด้วย  
ท าให้ก้านต้านทานน้ าหนักใบไม่ได้จึงหักพับ มีผลท าให้ใบแห้ง พบมากในระยะโรครุนแรง และมีลมพัด 
อาการเป็นระยะนี้ท าให้ผลผลิตลดลง และเชื้อนี้อาจเข้าท าลายหัวเผือกด้วยท าให้หัวเผือกเน่าเสียหายได้ 
โรคนี้เป็นโรคที่รุนแรงที่สุดของเผือกที่พบในประเทศไทยและในต่างประเทศ โรคนี้เริ่มระบาดเมื่อมีฝนตก
และอากาศชุ่มชื้น ถ้ามีฝนตกหนักและติดต่อกันหลายๆ วัน โรคจะระบาดอย่างรวดเร็ว ในแปลงที่เป็น
รุนแรง เผือกจะมีใบเหลืองประมาณต้นละ 3-4 ใบ เท่านั้น เผือกที่เป็นโรคนี้ถ้ายังไม่เริ่มลงหัว หรือลงหัว
ไม่โตนักจะเสียหายหมด หัวที่ลงจะไม่ขยายเพ่ิมขนาดขึ้น ในช่วงที่หมอกลงจัด เผือกจะเป็นโรคนี้ได้ง่าย
เช่นเดียวกัน (อมรรัตน์, 2552; กลุ่มวิจัยโรคพืช, 2555) โรคสามารถแพร่กระจายอย่างรวดเร็วในสภาพที่
มีเมฆมากและฝนตกไม่สม่ าเสมอ อุณหภูมิประมาณ 28 องศาเซลเซียส และจะเกิดการระบาด  
เมื่อเวลากลางคืนมีอุณหภูมิต่ าต่อเนื่องกัน ประมาณ 20 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 90-100 
เปอร์เซนต ์(Nath, et al., 2013) 
 P.  colocasiae จ ัดอยู ่ใน  class Oomycetes family Pythiaceae ล ักษณะของรานี ้  
เป็นราน้ า เส้นใยสีขาว ไม่มีผนังกั้น แตกกิ่งก้าน สร้างสปอร์ 4 ชนิด ได้แก่ sporangia เกิดบนก้าน 
sporangiophores มีการขยายพันธุ์ทั้งแบบไม่ใช้เพศให้ก าเนิด zoospores ภายใน sporangium ส่วน
การขยายพันธุ์แบบใช้เพศให้ก าเนิด oospores ซึ่งเกิดจากการผสมระหว่างเพศผู้ (antheridium) และ
เพศเมีย (oogonium) และ chlamydospores เชื้ออยู่ข้ามฤดูในรูปของ oospore และเส้นใยในพืช
ที่เป็นโรค เมื่อความชื้นเหมาะสมจะเกิด sporangia ให้ก าเนิด zoospore ที่มีหางว่ายน้ าได้ เข้า
ท าลายพืชต่อไป (Erwin and Ribeiro, 1996) 

P. colocasiae มีพืชอาศัยส่วนมากเป็นพืชพวก aroids (Araceae) รวมทั้ง พืชตระกูลเผือก 
[ Colocasia esculenta ( taro, kalo, dasheen)  แ ล ะ  Alocasia macrorrhiza ( giant taro) ] 
(Brooks, F.E. 2005) มีรายงานในประเทศอินเดีย ว่า P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบไหม้และหัวเน่า
ที่ร้ายแรงที่สุดของเผือก (Raj et al., 2011) พบได้ทุกพื้นที่ที่มีการปลูกเผือกในฮาวายและยังพบได้
ในพ้ืนที่อ่ืนอีก ได้แก่ ปาปัวนิวกินี , เกาะโซโลมอน, ฟิลิปปินส์, เกาะกวม,ซามัวตะวันตก, อินเดีย, 
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ไต้หวัน และทรินิแดด เป็นต้น (Anonymous, n.p.) ท าให้ผลผลิตลดลง 25-50% (Gollifer and 
Brown, 1974; Jackson et al., 1980) ในประเทศไทย อมรรัตน์ (2552 ; 2556) รายงานว่ารา  
P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบแห้ง ใบไหม้ ใบจุดตาเสือกับ เผือก บอนน้ า บอนเขียว และคูณ 

ในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์เผือกให้ต้านทานโรคใบจุดตาเสือของบางประเทศ มีการน า
วิธีการ Isozyme analysis and DNA markers (RAPD) มาระบุความแตกต่างทางพันธุกรรมของ 
P. colocasiae ไอโซเลทต่างๆ ทั้งภายในและนอกประเทศ  ซึ่งเผือกจากการปรับปรุงพันธุ์ควรมีการ
ทดสอบการต่อตา้นเชื้อนี้ ก่อนที่จะออกเป็นพันธุ์ใหม่ต่อไป (Brooks, 2005) 

Mei-ju Lin and Wen-Hsiung Ko (2008) ท าการส ารวจและเก็บใบเผือกที่แสดงอาการโรค
มาแยกเชื้อได้ 7 ไอโซเลท จากนั้นน ามาวินิจฉัยว่าเป็น P. colocasiae โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ล าดับของ ITS (Internal Transcribed Spacer) และความสามารถในการท าให้เกิดโรคบนเผือก 

ในประเทศไทย มีรายงานเกี่ยวกับรา Phythopthora หลายสปีชี ที่ท าให้เกิดโรคกับพืชต่างๆ 
หลายชนิด แต่การศึกษาเกี่ยวรา Phythopthora ที่ท าให้เกิดโรคใบจุดตาเสทอของเผือก ยังมีน้อย  
จึงควรมีการศึกษาข้อมูลต่างๆ ของรานี้ เพ่ือให้ได้ทราบชนิด และลักษณะประจ าพันธุ์ ซึ่งเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานในการหาวิธีการป้องกันก าจัดโรค เพ่ือเตรียมพร้อมส าหรับน ามาใช้ก าหนดแผนการป้องก าจัด
ได้รวดเร็วทันเหตุการณ์ และยังเป็นข้อมูลอ้างอิงในการจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรูพืช เพ่ือประโยชน์ในการ
น าเข้าและส่งออกสินค้า และเพ่ือเก็บในศูนย์รวบรวมราสาเหตุโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช และตัวอย่าง
แห้งโรคพืชเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 
 

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่างและอุปกรณ์จัดเก็บตัวอย่างแห้ง ได้แก่ ปากกาเคมี , ดินสอ, กระดาษ

หนังสือพิมพ์, ถุงพลาสติก, กรรไกรตัดแต่งกิ่ง, ไม้ทับตัวอย่าง, ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษา
ตัวอย่าง และ GPS ฯลฯ 

2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์, ปากคีบ, เข็มเขี่ยปลายแหลม
, ใบมีดโกน, ใบมีดผ่าตัด, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ยาทาเล็บ (แบบใส), cork borer, เครื่องปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูง (centrifuge) , เครื่อง Polymerase chain reaction (PCR machine) , เครื่องเขย่า 
(vortex), เครื่อง tissue lyser, gel tank, เครื่องก าเนิดกระแสไฟ , gel plate, comb, PCR tube, 
เครื่องอ่านผล PCR (gel doc) , microwave, micropipette ขนาด 10 , 100 , 200 และ 1000 
ไมโครลิตร, tips ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร, กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ 
stereo, water bath หรือ incubation chamber ฯลฯ 

3. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์, ขวดดูแรน, กระบอกตวง, จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ฯลฯ 
4. สารเคมี  ได้แก่  lactophenol, lactic acid, oil immersion, sodium hypochlorite, 

ethyl alcohol ฯลฯ 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น potato dextrose agar (PDA), Potato Carrot Agar (PCA), V-8 

juice agar, และ Carrot Agar (CA) ฯลฯ 
6 .  ต า ร าส าหรั บ ใช้ ในการจั ดจ าแนกรา  Phytophthora (Phytophthora Diseases 

Worldwide, Identifying Species by Morphology and DNA Fingerprints) 
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วิธีการ 
 1. การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรา Phytophthora 

เก็บและรวบรวม และเก็บตัวอย่างโรคใบจุดตาเสือของเผือก จากแหล่งปลูก ได้แก่ จังหวัด
เชียงใหม่ นครสวรรค์ พิษณุโลก สิงห์บุรี นครราชสีมา สุรินทร์ สระบุรี ปราจีนบุรี อยุธยา นครปฐม 
ราชบุรี สุพรรณบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร และสุราษฏร์ธานี โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค 
ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่
สมบูรณ์และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะขึ้นปกคลุม เนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ 
พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดและ
ท าการสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ 
กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร 
 2. การจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 - การแยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์   ด้วยวิธี Tissue transplanting โดยตัดบริเวณรอยต่อ
เนื้อเยื่อที่เป็นโรคกับเนื้อเยื่อปกติเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 มิลลิเมตร แช่ในสารละลายโซเดียม
ไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษ
ที ่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar ผสม BRNAP (PDA+BRNAP) 
(Masago et al., 1972) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบ
โคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจากชิ้นตัวอย่างพืช มาเลี้ยงบนอาหาร PDA+BRNAP อีกครั้ง บ่ม
ที่ อุณหภูมิห้อง (27 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจาก
ชิ้นวุ้น มาเลี้ยงบนอาหาร  Carrot Agar (CA) (อมรรัตน์ และคณะ , 2556) แล้วท าให้เป็นรา
บริสุทธิ์จากสปอร์เดี่ยว โดยน าราที่เจริญบนอาหารวุ้นแครอท ไปเก็บไว้ในที่มืด 72 ขั่วโมง แล้ว
น าออกไปไว้ใต้แสงนีออน ที่อุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชั่วโมง ใช้เข็มเขี่ยที่ฆ่าเชื้อแล้ว จุ่มในน้ ากลั่น
บริสุทธิ์ มาแตะกลุ่มสปอร์ แล้วน าไปเขี่ยให้สปอร์กระจายบนอาหารวุ้น (water agar: WA)  แล้ว
ตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อแยกสปอร์เดี ่ยว น าไปวางบนอาหาร PDA ทิ้งไว้ 72 ชั่วโมง ให้
สปอร์เจริญสร้างกลุ่มสปอร์ แล้วตัดขอบโคโลนี ไปเลี้ยงในหลอดอาหาร PDA (อมรรัตน์, 2556) ใน
หลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

- การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (คู่มือการจ าแนกชนิด Phytophthora ของ Stamps 
et al. (1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996)) 
  -  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเชื้อ 

เลี้ยงรา Phytophthora บนอาหาร PDA หรืออาหาร CA เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญของ
เส้นใย ใช้เครื่องเจาะรู (Cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยบริเวณขอบ
โคโลนีของเชื้อซึ่งเลี้ยงบนอาหาร นาน 5 วัน วางให้ด้านที่มีเส้นใยของเชื้อคว่ าลงบนอาหารบริเวณกลาง
จานเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มในตู้บ่มมืดอุณหภูมิห้อง จนเชื้อเจริญเติบโตเต็มจานเลี้ยงเชื้อ บันทึกลักษณะการ
เจริญที่ผิวหน้าอาหารและความหนาแน่นของเส้นใย 
  -  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา 

น ารา Phytophthora ในจานเลี้ยงเชื้อ ที่มีอาหาร  CA จ านวน 15 มิลลิเมตร ที่บ่มในตู้บ่ม 
นาน 72 ชั่วโมง น าไปไว้ใต้แสงนีออน (White cool) 40 วัตต์ 2 หลอด ระยะ 30 เซนติเมตร ที่ให้แสง 
200 แรงเทียน (Foot candle; ftc) ที่อุณหภูมิห้อง ปล่อยไว้ใต้แสงนาน 48 ชั่วโมง เพ่ือให้เชื้อสร้าง
สปอร์ แ ร ง เ จี ย  ( Sporangia)  ศึ กษ าและบั นทึ ก ลั กษณะกา รแตกแขน งขอ งก้ า นส ป อ ร์  
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(Sporangiophores) วัดความยาว (Length) และความกว้าง (Breadth) ของ สปอร์แรงเจีย เพ่ือหา
อัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง 
 -  จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช  ตัวอย่างโรคพืชที่เก็บมาได้ ส่วนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอย่างแห้ง 
โดยตัดส่วนของพืชบริเวณที่แสดงอาการโรค วางบนกระดาษฟาง พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช 
แล้วปิดทับด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัดตัวอย่างโรคพืช น าไปวางผึ่งลม ไม่ให้ถูกแดด 
เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอย่างพืชแห้ง จึงน ามาเก็บในถุงกระดาษส าหรับเก็บตัวอย่างแห้ง 
พร้อมลงรายละเอียดข้อมูลตัวอย่างตามระบบสากล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิด
ของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู้เก็บ และชื่อผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์
ตัวอย่างแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 3.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม 

สกัดดีเอ็น 
 โดยเลี้ยงรา Phytophthora ที่ต้องการศึกษาในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิห้อง 
(27 องศาเซลเซียส) ให้มีอายุประมาณ 7 วัน จากนั้นเขี่ยเส้นใยของรา  ย้ายลงในหลอดส าหรับสกัด
ดีเอ็นเอ  สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป ปฏิบัติตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต โดยก่อนสกัด จะเติม
เอ็นไซม์ Proteinase K เพ่ือช่วยในการย่อยผนังเซลล์ ใช้ที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร 
หลังจากสกัดได้ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) หากยังไม่ท า PCR ทันที จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธี การ 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  โดยต าแหน่ งของดี เ อ็น เอ เป้ าหมาย คือ  translation 
elongation factor 1-alpha (Tef1) ด้วยคู่ไพร์เมอร์ ELONGF1/ELONGR1 (Kroon et al., 2004) 
ß-tubulin ด้วยคู่ไพร์เมอร์ TUBuF2/TUBuR1(Kroon et al., 2004) และ Internal Transcribed 
Spacer (ITS) DC6 (Cooke et al., 2000)/ITS4 (White et al., 1990) เอนไซม์ที่ใช้ส าหรับ
ท าปฏิกิริยาส าหรับการวิจัยนี้ คือ Taq DNA Polymerase และก าหนดค่า annealing temperature 
คือ 56 องศาเซลเซียส ส าหรับไพร์เมอร์ของยีนทั้ง 3 ต าแหน่ง 

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ

ที่ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB 
buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การวิเคราะห์และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ดีเอ็นเอของรา Phytophthora มาท าการวิเคราะห์ โดยน าเส้นดี

เอ็นเอ 2 เส้นที่ได้จาก forward และ reverse primer มาเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Genious version 
8.1.9 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) บันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทาง
พันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 
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 บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอ และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช 
รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ 
จะจัดเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดของ Phytophthora โดยวิเคราะห์เบื้องต้นจากต าแหน่ง ITS (883 bases/taxa) 
และท าการวิ เคราะห์  concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation 
elongation factor 1-alpha (1,863 bases/taxa; Tub2 = 944, TEF1 = 919) ด้วย phylogenetic 
criteria คือ Maximum Likelihood (ML)  มีรายละเอียดการวิเคราะห์ ดังนี้  เตรียมไฟล์ phy 
วิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ 
GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ วิ เคราะห์ด้วย rapid bootstrap 
(command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด maximum likelihood bootstrap 
จ านวน 1000 ครั้ง 
 4.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD  5 กรรมวิธี 10 ซ้ า โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี คือ 

กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
กรรมวิธีที่ 2 V8 juice agar (V8 A) 
กรรมวิธีที่ 3 Oat meal agar (OMA) 
กรรมวิธีที่ 4 Carrot agar (CA) 
กรรมวิธีที่ 5 Corn meal agar (CMA) 
วิธีการทดลอง 
น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหารทดสอบชนิดต่างๆ ในจานเลี้ยงเชื้อ 

บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  
การบันทึกข้อมูล 
วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบน

อาหารชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ เพ่ือ
เปรียบเทียบการเจริญของราบนอาหารสูตรต่างๆ 
 5.  ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae 

น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ใน
หลอดทดลอง  จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มน าไปเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17 oC) และ ที่อุณหภูมิห้อง 
(อุณหภูมิ 27 oC) เมื่อได้ระยะเวลาตามแผนน าหลอดเชื้อมาแยกเชื้อเพ่ือดูการมีชีวิตของเชื้อ 

การบันทึกข้อมูล 
การเจริญและการสร้างสปอร์ หลังการเก็บรักษา 2  4  6  8  และ10  เดือน 

 6.  ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญ
และสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae 

วางแผนการทดลองแบบ 3 x 4 Factorial in RCB จ านวน 20 ซ้ า โดยปัจจัยแรก เป็น ระดับ
อุณหภูมิ 3 ระดับ ได้แก่  25oC  30 oC และ 35 oC และปัจจัยที่สอง เป็น ระดับความเป็นกรดเป็นด่าง 
(pH) ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ระดับ ได้แก่ pH 6 7 8 9 และ 10 
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วิธีการทดลอง 
น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร CA ที่ปรับความเป็นกรดเป็นด่าง 

(ด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ ไฮโดรคลอริคแอซิค) ในจานเลี้ยงเชื้อ จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

การบันทึกข้อมูล 
วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยรา ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ 

เวลาและสถานที่ 
 ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
 ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค  กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  และ
แปลงเผือกของเกษตรกร 
 

ผลและวิจารณ์การทดลอง 

1. การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรา Phytophthora 
 เก็บตัวอย่างเผือกที่เป็นโรคใบจุดตาเสือจากแหล่งปลูกเผือก (Table 1) รวม 110 ตัวอย่าง  
แยกราสาเหตุโรคจากส่วนก้านใบและใบเผือกที่แสดงอาการ (Figure 1 and 2) เก็บเป็นราบริสุทธิ์ เพ่ือ
ใช้ศึกษา 117 ไอโซเลท 

2. การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
-  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเชื้อ 
การเจริญเติบโตของรา Phytophthora ในระยะการสืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ บนอาหารแข็ง 2 

ชนิด คืออาหารวุ้นมันฝรั่ง (PDA) และอาหารวุ้นแครอท (CA)  บ่มไว้ที่มืดอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
(Figure 3)  พบว่าการสร้างเส้นใยบนอาหารแข็ง มีลักษณะการเจริญเป็นเส้นตรง แตกกิ่งก้านออกไป
สม่ าเสมอ เส้นใยใสไม่มีสี ไม่มีผนังกั้นเส้นใย ผิวผนังเส้นใยเรียบ (Smoot) ใม่มีการโป่งพอง การเจริญ
บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง เต็มจานเลี้ยงเชื้อใช้เวลา 9 วัน แต่บนอาหารวุ้นแครอท เชื้อเจริญเติบโตช้ากว่า 
เต็มจานเลี้ยงเชื้อใช้เวลา 11 วัน   นอกจากนี้ บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง ราสร้างเส้นใยหนาแน่นกว่า แต่บน
อาหารวุ้นแครอทสร้างสปอร์แรนเจีย (Sporangia) มากกว่าบนอาหารวุ้นมันฝรั่ง 

-  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา (Figure 4 and 5) 
รา Phytophthora สร้างสปอร์แรนเจียจ านวนมาก มีรูปร่างหลายแบบตั้งแต่ รูปไข่ หรือ

รูปค่อนข้างยาว หรือรูปไข่  ขนาดสปอร์แรนเจีย 98.71-179.40 x 87.78-144.40  μm  อัตราส่วน
ความยาวต่อความกว้าง เท่ากับ 1.40:1  ด้านบนของสปอร์แรนเจียมีส่วนเปิดเป็นทางออกของสปอร์
ที่มีหางและว่ายน้ าได้ เด่นชัด 

3. การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม 
การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora ที่แยกได้จากตัวอย่างเผือกที่แสดงอาการโรคใบจุด

ตาเสือ จากแหล่งปลูกเผือก 110 ตัวอย่าง  117 ไอโซเลท จากข้อมูลของลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบว่าเป็น P. colocasiae ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละแหล่งปลูก เมื่อพิจารณาจากพิกัด
ภูมิศาสตร์และวิธีการปลูก สามารถแบ่งได้ 5 กลุ่ม เลือกมากลุ่มละ 2 ไอโซเลท รวม 10 ไอโซเลท 
(Figure 6) เพื่อเปรียบเทียบและจ าแนกเบื้องต้นด้วยข้อมูลพันธุกรรมของยีนต าแหน่ง ITS พบว่า 
รา P. colocasiae และรา Phytophthora ทั้ง 10 ไอโซเลท มีความใกล้เคียงกับ P. meadii มาก 
จึงวิเคราะห์เพ่ิมเติมด้วย concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation 
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elongation factor 1-alpha โดยเปรีบบเทียบกับราใน genus Phytophthora จ านวน 69 taxa โดย
มี  Pythium aphanidermatum เ ป็ น  outgroup (Table 2)   เ มื่ อ วิ เ ค ร า ะห์  phylogenetic 
reconstruction พบว่ารา Phytophthora ทั้ง 10 ไอโซเลท  สามารถจ าแนกได้เป็น P. colocasiae 
(Figure 7)  อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาใน clade ของ P. colocasiae จะพบว่าราที่ได้จากการศึกษา
ครั้งนี้ทั้ง 10 ไอโซเลท มีความหลากหลาย  โดยความหลากหลายนี้อาจมีความสอดคล้องตามชนิดของ
พืชอาศัยที่แตกต่าง เช่น ไอโซเลท M0193 ที่แยกได้จากใบบอนพบว่ามีความแตกต่างอย่างชัดเจนกับ
ไอโซเลทอ่ืน ๆ ใน clade เดียวกัน (Figure 7) รวมถึงความหลากหลายที่อาจเกิดจากความแตกต่าง
ของพ้ืนที่เก็บตัวอย่าง ซึ่งเมื่อพิจารณาภายใน clade ของรา P. colocasiae จะพบว่ามีแนวโน้มของ
ความหลากหลายอย่างน้อย 5 กลุ่ม 

4.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae  
ชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา P. colocasiae ที่ 7 วัน  พบว่า รา P. colocasiae 

เจริญบนอาหาร CMA ได้เร็วที่สุดโดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย 78.0 มิลลิเมตร  รองมา 
ได้แก่ V8, CA, OMA และ PDA มีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย  69.30, 64.30, 58.70 และ 
52.20 มิลลิเมตร ตามล าดับ (Table 3, Figure 8)  

ที่ 14 วัน พบว่า บนอาหาร PDA รา P. colocasiae มีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย 
85.10 มิลลิเมตร  ส ่วนบนอาหารชนิด อื ่น รา P.  colocasiae เจริญเต็มจานอาหารแล้ว  
โดยบนอาหาร CMA เจริญเต็มจานอาหารที่ 8 วัน แต่ให้เส้นใยที่น้อยและบางติดอาหาร ส่วนบน
อาหาร V8, CA และ OMA เ จร ิญ เต ็มจานอาหารที ่ 10 ว ัน   แต ่ถ ึงแม ้การ เจร ิญของ  รา 
P. colocasiae บนอาหาร PDA จะเจริญได้ช้ากว่า  แต่เส้นใยหนาแน่นกว่าอาหารชนิดอื่น 
ส่วนบนอาหาร OMA ถึงจะมีการเจริญของเส้นใยดีและราสามารถสร้างสปอร์แรงเจียมได้ แต่
ยากต่อการสังเกตุ เนื่องจากสีของอาหารมีสีขาวขุ่น 

ลักษณะเส้นใยบนอาหารต่างๆ ดังนี้ 
-  PDA เส้นใยสีขาว แน่น ค่อนข้างหยิก เจริญเป็นวงถี่ๆ เห็นชัดเจน เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหาร

เล็กน้อย 
-  CA เส้นใยสีขาว หยิก เจริญเป็นวง เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหาร 
-  V8 เส้นใยสีขาว หยิก เจริญเป็นวงเห็นชัดเจน เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหารมาก 
-  OMA เส้นใยสีขาว หยาบ หยิกเล็กน้อย เจริญแบนราบติดผิวอาหาร แต่เห็นการเจริญยาก 

เนื่องจากอาหารมีสีขาวขุ่น สีเดียวกับเส้นใย 
-  CMA  เส้นใยสีขาว บางมาก ค่อนข้างตรง เจริญแบนราบติดผิวอาหาร 
ชนิดอาหารที่เหมาะสมการสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae พบว่า รา P. colocasiae  

ไม่สร้างสปอร์แรงเจียมบนอาหาร CMA  ส่วนบนอาหารอ่ืนๆ สามารถสร้างสปอร์ได้เรียงล าดับ ดังนี้  
CA, PDA, OMA และ V8A (Table 4, Figure 9)  ซึ่งสอดคล้องกับ Jeffers (2006) ที่ใช้อาหาร CA 
และ V8A ในการศึกษาการระบุชนิดของรา Phytophthora 
 5. ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae 

หลังการเก็บรักษา 2 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17oC) และ ที่อุณหภูมิห้อง 
(อุณหภูมิ 27oC) การเจริญของราปกต ิ ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย 

หลังการเก็บรักษา 4 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17oC) และ ที่อุณหภูมิห้อง 
(อุณหภูมิ 27oC) การเจริญของราเริ่มลดลง ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย 



1788 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

หลังการเก็บรักษา 6 เดือน พบว่า การเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17oC) การเจริญของรา
ไม่แตกต่างจากการเก็บที่ 4 เดือน การเก็บที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27oC) การเจริญของราลดลง ส่วน
การสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย และเริ่มพบการปนเปื้อน 

หลังการเก็บรักษา 8 เดือน พบว่า การเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17oC) และที่อุณหภูมิห้อง 
(อุณหภูมิ 27 oC) มีการเจริญของลดลง ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย และมีการปนเปื้อน 

หลังการเก็บรักษา 10 เดือน พบว่า การเก็บในตู้ เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17 oC) และที่
อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27 oC) มีการเจริญของลดลง  ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย และมีการ
ปนเปื้อนเพ่ิมข้ึน 
 6. ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญ
และสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae 
 ผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ต่อการเจริญของรา P. colocasiae 
ที่ pH 10 ไม่มีการเจริญของรา ที่อุณหภูมิ 35oC ส่วนที่อุณหภูมิ 30oC และอุณหภูมิ 25 oC 
มีการเจริญเป็นปกติ  pH 5, 6, 7, 8 และ 9 มีการเจริญช้า ที่อุณหภูมิ 35oC ส่วนที่อุณหภูมิ 30oC 
และอ ุณหภ ูม ิ 25 oC ม ีการ เจร ิญ เป ็นปกต ิ ซึ ่ง สอดคล ้องก ับ  Tsopmbeng et al.  (2014)  
ที่รายงานว่า ที่ pH 10 การเจริญของรา P. colocasiae ต่ ากว่าที่ pH อ่ืนๆ ในทุกอุณหภูมิ และ
เจริญสูงสุดที่อุณหภูมิ 27 oC, 30 oC, 24 oC, 21 oC และ 18 oC  ตามล าดับ  และ ที่ pH 6.5 เหมาะสม
ที่สุดส าหรับการเจริญของรา P. colocasiae (Sahu et al., 2000) 

ผลของความเป็นกรดเป็นด่ าง  (pH)  และอุณหภูมิ  (T)  ต่อการสร้ างสปอร์ของรา  
P. colocasiae ที่ pH 9 ไม่มีการสร้างสปอร์ ที่อุณหภูมิ 35oC และอุณหภูมิ 30oC ที่อุณหภูมิ 25 oC 
สร้างสปอร์ได้ปกติ  ส าหรับ pH 5, 6, 7 และ 8 มีการสร้างสปอร์ที่อุณหภูมิ 30°C ได้ แต่น้อยกว่า ที่
อุณหภูมิ 25°C ซึ่งสามารถสร้างสปอร์ได้ดีเป็นปกติ 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

ผลการรวบรวมและเก็บตัวอย่างเผือกที่แสดงอาการโรคใบจุดตาเสือ 110 ตัวอย่าง ในจังหวัด
เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม เพชรบูรณ์ สระบุรี นครราชสีมา สุโขทัย และ
จังหวัดเชียงใหม่ แยกได้ 117 ไอโซเลท เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรม 
พบว่าเป็น P. colocasiae  ราเจริญได้ดีบนอาหาร V8, CA OMA และ PDA  สร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร 
CA และ PDA  สามารถเก็บรักษาไว้ในหลอดอาหารเอียง PDA ได้อย่างน้อย 10 เดือน ทั้งในตู้เก็บเชื้อ 
(อุณหภูมิ 17oC) และ ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27oC)  แต่ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27oC) การมีชีวิต
รอดลดลงและมีการปนเปื้อนมากกว่าการเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17oC) รานี้เจริญได้ดีที่ pH 5, 6 และ 
pH 7  อุณหภูมิ 25oC และอุณหภูมิ 30oC  ราสร้างสปอร์ได้ดีที่ pH 5, 6 และ pH 7 อุณหภูมิ 25oC  
ส าหรับที่ pH 10 การเจริญและการสร้างสปอร์ ลดลงเมื่อมีอุณหภูมิสูงขึ้น  ท าการจัดเก็บตัวอย่างแห้งโรค
พืชไว้ในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร และเก็บรักษาสายพันธุ์บริสุทธิ์ของเชื้อไว้ใน culture collection 

จากการทดลองนี้ ถึงแม้จะสามารถจ าแนกสาเหตุโรคใบจุดตาเสือของเผือกได้ ว่าเป็น P. 
colocasiae  แต่เมื่อพิจารณาใน clade ของ P. colocasiae ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ทั้ง 10 ไอโซ
เลท ยังมีความหลากหลาย โดยความหลากหลายนี้อาจมีความสอดคล้องตามชนิดของพืชอาศัยที่
แตกต่าง เช่น ไอโซเลท M0193 ที่แยกได้จากใบบอนพบว่ามีความแตกต่างอย่างชัดเจนกับไอโซเลทอ่ืน 
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ๆ ใน clade เดียวกัน รวมถึงความหลากหลายที่อาจเกิดจากความแตกต่างของพ้ืนที่เก็บตัวอย่าง ซึ่ง
เมื่อพิจารณาภายใน clade ของรา P. colocasiae จะพบว่ามีแนวโน้มของความหลากหลายอย่าง
น้อย 5 กลุ่ม จึงน่ามีการน าไปศึกษาต่อไป  และสามารถให้ค าแนะน าเบื้องต้นในการปลูกเผือกเพ่ือลด
ปัญหาการเกิดโรคใบจุดตาเสือ หากปลูกในสภาพที่มีอุณหภูมิประมาณ 25oC - 30oC ควรปรับค่า pH
ของดินประมาณ 8-10 เพ่ือลดการเจริญและสร้างสปอร์ของราสาเหตุโรค 
 

ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณพ่ี ๆ และน้อง ๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความช่วยเหลือ และ
ความร่วมมือใน การด าเนินการทดลองทุกขั้นตอน รวมถึงก าลังใจที่มีให้กันเสมอมา 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight 

No. Sampling location 
1 สายหนึ่ง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
2   ท่ายาง เพชรบุรี 
3 ม.7 บ้านประชาสุขสาร ทุ่งสมอ เขาค้อ เพชรบูรณ์ 
4 ม.7 บ้านประชาสุขสาร ทุ่งสมอ เขาค้อ เพชรบูรณ์ 
5  วังโบสถ์ หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
6  วังโบสถ์ หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
7 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
8 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
9 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
10 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
11 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
12 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
13 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
14 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
15 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
16 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
17 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
18 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
19 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
20 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
21 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
22 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
23 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
24 ม.5 (บ้านวังกะโห้) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
25 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
26 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
27 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
28 ม.1 บ้านท่ายาง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
29 ม.7 บ้านหนองบ้วย ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
30 ม.7 บ้านหนองบ้วย ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
31 ม.9 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
32 ม.9 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
33 ม.9 สาย 2 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
34 ม.9 สาย 2 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
35 ม.4  บ้านไสค้าน ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
36 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (continue) 

No. Sampling location 
37 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
38 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
39 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
40 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
41 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
42 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
43 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
44 บ้านหัวทุ่ง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
45 บ้านหัวทุ่ง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
46 ม.2 บ้านทุ่งแฝก หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
47  หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
48 ม.4 บ้านโป่งกะสัง หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
49 ม.11 บ้านเขาตกน้ า หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
50 ม.11 บ้านเขาตกน้ า หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
51 ซ. พัชรี ม.4 บ้านโป่งกะสัง หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
52 ม.3  บ้านหาดขาม หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
53 ม.7   ท่าเรือ ท่ามะกา กาญจนบุรี 
54 ม.7 ท่าเรือ ท่ามะกา กาญจนบุรี 
55 วัดเทวธรรม ม.3 บ้านศาลตึก ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
56 ม.6  บ้านหนองสองตอน ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
57 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
58 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
59 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
60 ม.1  ซ.12  บ้านกร่างทอง ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
61 ม.1  ซ.13  บ้านกร่างทอง ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
62 วัดสันติคีรีศรีบรมธาตุ ม.5 ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
63 ม.2  บ้านส านักคร้อ ตะคร้ าเอน ท่ามะกา กาญจนบุรี 
64 ม.1  บ้านท่ากระบือ เกาะส าโรง เมือง กาญจนบุรี 
65 ม.7  หนองยายทรัพย์ สระยายโสม อู่ทอง สุพรรณบุรี 
66 ม.4  บ้านโซ่ง สระยายโสม อู่ทอง สุพรรณบุรี 
67 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
68 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
69 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
70 ม.3  บ้านดอนบุปผา บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
71 ม.3  บ้านดอนบุปผา บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
72 ม.5  บ้านกล้วย บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (continue) 

No. Sampling location 
73 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตาปอ้ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
74 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตาปอ้ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
75 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
76 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
77 วัดดงขี้เหล็ก  ม.4  บ้านดงขี้เหล็ก วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
78 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
79 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
80 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
81 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
82 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
83 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
84 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
85 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
86 ม.6 หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
87 117/1 ม.11 หนองงูเหลือม เมือง นครปฐม 
88 ม.8 ห้วยหมอนทอง ก าแพงแสน นครปฐม 
89 ม.9  บ้านหนองขี้แรด ตะคร้ าเอน ท่ามะกา กาญจนบุรี 
90  วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
91 ม.6 วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
92 ม.6 วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
93 ม.1  บ้านป่ากระพุ่ม หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
94 ม.1  บ้านป่ากระพุ่ม หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
95 ม.5  บ้านหนองโรง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
96 ม.2  บ้านหนองเหมือง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
97 ม.2  บ้านหนองเหมือง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
98 ม.1  บ้านตาลพร้า ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
99 ม.6  บ้านบึงงาม นครเดิฐ ศรีนคร สุโขทัย 
100 ม.6  บ้านบึงงาม นครเดิฐ ศรีนคร สุโขทัย 
101 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
102 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
103 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
104 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
105 ม.5 บ้านหนองสนวน กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
106 ม.7 บ้านหนองแดง กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
107 ม.7 บ้านหนองแดง กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
108 ม.7 บ้านหนองตูม สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (continue) 

No. Sampling location 
109 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
110 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 

 
 

  
 

  
Figure 1 Symptoms of taro leaf blight on leaf and petiole 

 
 

  
Figure 2 Symptoms of taro leaf blight on the upper leaf surface (dark brown flecks or 

light brown spots, circular, zonate, some with yellow halos) (left) and on the 
lower leaf surface, spots have a water-soaked, or dry gray appearance (right) 
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Figure 3 Colony types of Phytophthora isolated from taro on Potato dextrose agar 

(PDA)  after 9 days incubation ( left)  and on Carrot agar (CA)  after 11 days 
incubation (right) 

 

   
 

 
 

Figure 4 Microscopic view of mycelium and sporangium of Phytophthora on Potato 
   dextrose agar (PDA) 
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Figure 5 Microscopic view of sporangium of Phytophthora on Carrot agar (CA) 

 

 

 
Figure 6 Phytophthora colocasiae isolates used for genetic characteristics
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Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No.a 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora andina EC3421 Solanum muricatum Ecuador AY564045 AY564102 
P. arecae CBS148.88 Chamaedorea seifrizzi x erumpens USA AY564049 AY564105 
P. boehmeriae CBS291.29 Boehmeria nivea Japan AY564050 AY564106 
P. botryosa CBS533.92 Hevea brasiliensis Thailand AY564051 AY564107 
P. brassicae CBS179.87 Brassica oleracea The Netherlands AY564083 AY564139 
P. cactorum P6183 Rubus idaeus USA AY564052 AY564108 
P. cinnamomi 10A6 Persea americana - AY564054 AY564110 
P. citricola P1817 Medicago sativa South Africa AY564055 AY564111 
P. citrophthora PD94/353 Citrus limonium Cyprus AY564056 AY564112 
P. clandestina R193 Trifolium subterranea Australia AY564057 AY564113 
P. colocasiae IMI368918 Colocasia esculenta Malaysia AY564058 AY564114 
P. colocasiae M0186 C. esculenta Moo 5, Ban Nong Sa-nguan, Kut 

Bot Sub-district, Soeng Sang 
District, Nakhon Ratchasima 

Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0187 C. esculenta Huai Mon Thong Subdistrict, 
Kamphaeng Saen District, 
Nakhon Pathom Province, 

Thailand 

this study this study 
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Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification (continue) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora colocasiae M0188 C. esculenta Moo 6, Ban Nong Khe, Suk Phaibun Sub-

district, Soeng Sang District, Nakhon 
Ratchasima Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0189 C. esculenta Moo 5, Khok Mai Sub-district, Ban Mo District, 
Saraburi Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0190 C. esculenta Moo 9, Nong Han Sub-district, San Sai District, 
Chiang Mai Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0192 C. esculenta Baan Sai Nueng, Tha Khoi Subdistrict, Tha 
Yang District, Phetchaburi Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0193 C. esculenta var. aquatilis Moo 7, Prachasuksan Village, Thung Samo 
Sub-district, Khao Kho District, Phetchabun 

Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0194 C. esculenta Moo 7, Prachasuksan Village, Thung Samo 
Sub-district, Khao Kho District, Phetchabun 

Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0195 C. esculenta Ban Nong Yai Sub Sra Yai Som Sub-district, U 
Thong District, Suphan Buri Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0196 C. esculenta Ban Nong Suk, Ban Krang Si Prachan District 
Suphan Buri Province, Thailand 

this study this study 

P. cryptogea HR1/ss/pp/99 S. lycopersicum UK AY564059 AY564115 

P. drechsleri CBS292.35 Beta vulgaris var. altissima USA AY564060 AY564116 
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Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification (continue) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 

Phytophthora erythroseptica CBS951.87 S. tuberosum Australia AY564061 AY564117 

P. fragariae var. fragariae I A2 Fragaria x ananassa - AY564062 AY564118 

P. fragariae var. fragariae II NS4 Fragaria x ananassa - AY564063 AY564119 

P. fragariae var. rubi I FVR67 Rubus idaeus - AY564064 AY564120 

P. fragariae var. rubi II FVR30 R. idaeus Scotland AY564065 AY564121 

P. gonapodyides P245 Salix matsudana UK AY564066 AY564122 

P. heveae CBS296.29 Hevea brasiliensis Malaysia AY564067 AY564123 

P. hibernalis CBS522.77 Aquilegia vulgaris New Zealand AY564068 AY564124 

P. humicola IMI302303 citrus orchard soil via citrus bait Taiwan AY564069 AY564125 

P. hybrid-Dutch variant PD92/1471 Alnus cordata The Netherlands AY564053 AY564109 

P. idaei R66 - UK AY564070 AY564126 

P. ilicis PD91/595 Ilex aquifolium The Netherlands AY564071 AY564127 

P. infestans haplotype Ia Pic99186 S. stoliniferum Mexico AY564035 AY564093 

P. infestans haplotype IIa Dr98004 S. tuberosum - AY564036 AY564094 

P. infestans haplotype IIb Can4 - The Netherlands AY564037 - 

P. inflata IMI342898 Syringa UK AY564072 AY564128 

P. insolita IMI288805 soil Taiwan AY564073 AY564129 

P. ipomoeae Pic99165 Ipomoea longipedunculata Mexico AY564043 AY564100 

P. iranica CBS374.72 S. melongena Iran AY564074 AY564130 
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Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification (continue) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 

Phytophthora katsurae CBS587.05 soil Taiwan AY564075 AY564131 

P. lateralis CBS168.42 Chamaecyparis lawsoniana USA AY564076 AY564132 

P. meadii CBS219.88 H. brasiliensis India AY564077 AY564133 

P. megakarya IMI337098 Theobroma cacao Equatorial Guinea AY564078 AY564134 

P. megasperma MEG23 Malus sylvestris Australia AY564079 AY564135 

P. mirabilis type I Pic99129 Mirabilis jalapa Mexico AY564038 AY564095 

P. mirabilis type II P3001 M. jalapa Mexico AY564039 AY564096 

P. mirabilis type III Pic99145 M. jalapa Mexico AY564040 AY564097 

P. mirabilis type IV G4-4 M. jalapa Mexico AY564041 AY564098 

P. mirabilis type V G15-4 M. jalapa Mexico AY564042 AY564099 

P. multivesiculata PD95/8679 Cymbidium The Netherlands AY564080 AY564136 

P. nicotianae P582 Nicotiana tabacum USA AY564081 AY564137 

P. palmivora CBS236.30 Cocos nucifera India AY564082 AY564138 

P. phaseoli CBS556.88 Phaseolus lunatus - AY564044 AY564101 

P. pseudotsugae PSE1 Pseudotsuga menziesii USA AY564084 AY564140 

P. quininea CBS407.48 Cinchona officinalis Peru AY564085 AY564141 

P. ramorum European-type USA 0.13 Quercus agrifolia USA AY564092 AY564149 

P. ramorum US-type - - - - AY564148 

P. richardiae CBS240.30 Zantedeschia aethiopica USA AY564086 AY564142 
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Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification (continue) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora sinensis P1475 - - AY564087 AY564143 
P. sojae P6497 Glycine max - AY564047 AY564104 
P. sp. Spathiphyllum - Spathiphyllum spp. - AY564091 AY564147 
P. syringae CBS364.52 Prunus armeniaca New Zealand AY564088 AY564144 
P. tentaculata CBS552.96 Chrysanthemum leucanthemum Germany AY564089 AY564145 
P. tropicalis PD97/11132 Rosa spp. The Netherlands AY564046 AY564103 
P. vignae CBS241.73 Vigna sinensis Australia AY564090 AY564146 
Pythium aphanidermatum PD93/51 Rhododendron catawbiense The Netherlands AY564048 - 

a Dataset referred to Kroon (2010), except the taxa obtained from this study. 
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Figure 7 Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of concatenated 
   ß- tubulin2 and TEF1 gene regions.  Bootstrap support values ( ≥ 70% )  from 
   1,000 replicates above nodes 
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Table 3 Effect of different media on radial growths of Phytophthora colocasiae at 7 
   and 14 day 

Media Day 7 (mm.) Day 14 (mm.) 

PDA 52.2 e1/ 85.1 b 
CA 64.3 c 90.0 a 
OMA 58.7 d 90.0 a 
CMA 78.0 a 90.0 a 
V8  69.3 b 90.0 a 
CV 15 4 

1/ Mean followed by different letter in the same column are significantly different at the 5% level. 
 
Table 4 Effect of different media on sporangium production of Phytophthora 
 colocasiae at 7 day 

Media Day 7 

PDA 5.01 b 
CA 7.48 a 
OMA 2.54 c 
CMA 0.00 d 
V8  1.69  c 
CV 84 

1/ Mean followed by different letter in the same column are significantly different at the 5% level. 
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Figure 8 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 7 day 
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Figure 9 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 14 day 
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การจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia และ Bipolaris 
Identification of Curvularia and Bipolaris 

 
มะโนรัตน์ สุดสงวน1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/ 

ชนินทร ดวงสอาด1/  สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ 
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ ผู้เชี่ยวชาญ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
 Plant disease samples caused by Curvularia and Bipolaris had been collected 
from various plantations located in Chiang Rai, Chiang Mai, Phayao, Lamphun, Uttaradit, 
Bangkok, Nakhon Nayok, Nakhon Pathom, Phitsanulok, Phetchabun, Lop Buri, Sukhotai, 
Nakhon Ratchasima, Surin, Kanchanaburi, Tak, Prachuap Khiri Khan, Ratchaburi, 
Chanthaburi, Chachoengsao, Sakaeo, Krabi, Chumphon and Surat Thani provinces 
during October 2017 to September 2019. The spot symptoms which found on maize, 
rice, oil palm, orchid, dragon fruit and weeds were observed and 107 samples were 
collected for further investigation. The sixty-five isolates, which were obtained from 107 
specimens, were identified based on morphological data such as colonization, conidia 
and conidiophores. The result showed that 65 isolates were identified as Curvularia 
and 37 isolates were identified as Bipolaris. The taxa in the group of Curvularia 
comprised of C. akii, C. clavata, C. lunata, C. oryzae, C. eragrostidis and C. pallescens. 
Whereas the taxa in the group of Bipolaris comprised of B. bicolor, B. cactivora, B. 
maydis and B. oryzae. All specimens from this study have been curated as pest 
reference in plant disease collection herbarium at Plant Pathology Research Group, 
Plant Research and Development, Department of Agriculture, Bangkok, Thailand. 

Keywords : Leaf spot, leaf blight, Curvularia, Bipolaris 
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บทคัดย่อ 
ศึกษาชนิดของราสกุล Curvularia และ Bipolaris โดยเก็บตัวอย่างโรคพืชที่แสดงอาการใบ

จุดและใบไหม้ ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 - กันยายน 2562 จ านวน 107 ตัวอย่างจากแปลงปลูกพืช 
ข้าวโพด ข้าว ปาล์มน  ามัน กล้วยไม้ แก้วมัวกร และหญ้าสนามกอล์ฟจากจังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ 
พะเยา ล าพูน อุตรดิตถ์ กรุงเทพมหานคร นครนายก นครปฐม พิษณุโลก เพชรบูรณ์ ลพบุรี สุโขทัย 
นครราชสีมา สุรินทร์ กาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี จันทบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก้ว กระบี่ 
ชุมพร และสุราษฎร์ธานี แยกราจากตัวอย่างโรคพืชด้วยวิธี tissue transplanting ได้รา Curvularia 
spp. จ านวน 65 ไอโซเลท และ Bipolaris spp. จ านวน 37 ไอโซเลท จ าแนกชนิดด้วยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาโดยดูลักษณะการเจริญเติบโตบนอาหารเลี ยงเชื อ ลักษณะ conidia และ conidiophore 
พบว่ารา Curvularia ที่ ได้จากการศึกษา ได้แก่  C.  akii, C. clavata, C. lunata, C. oryzae,  
C. eragrostidis และ C. pallescens และรา Bipolaris ได้แก่ B. bicolor B. cactivora B. maydis 
และ B. oryzae ตัวอย่างที่ได้จากการศึกษาจัดท าเป็นตัวอย่างแห้งเก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่ม
วิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  

ค าหลัก :  โรคใบจุด โรคใบไหม้ Curvularia Bipolaris 
 

ค าน า 

ราสกุล Curvularia  และ Bipolaris (Teleomorph: Cochiobolus Drechsler) จัดอยู่ใน
Division Ascomycota Class Dothideomycetes Order Pleosporales Family Pleosporales  
มีรายงานพบ 183 records (Curvularia) และ 132 records (Bipolaris) (Indexfungorum, 2019) 
เชื อราทั ง 2 สกุลนี สามารถพบได้ทั่วไปและเป็นสาเหตุของโรคพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญหลายชนิด เช่น ใบ
จุดปาล์มน  ามัน ใบจุดสีน  าตาลของข้าว โรคเมล็ดด่างข้าว โรคใบจุดข้าวสาลี โรคใบไหม้ข้าวโพด และ 
โรคที่ส าคัญในข้าวบาร์เลย์และข้าวสาลี ได้แก่ โรค root rot leaf spot และ seedling blight (จิตรา, 
2547; Manamgoda et al. , 2011; 2012 Kumar et al, 2002; Knight et al, 2010; Gurung et 
al., 2013) มีรายงานพบโรคใบจุดใน switch grass เป็นครั งแรกในทางตอนเหนือของรัฐดาโกต้า 
ประเทศสหรัฐอเมริกาโดยสาเหตุจากเชื อรา B. oryzae พบโรคใบจุดในอ้อยเป็นครั งแรกในประเทศจีน 
ซึ่งมีเชื อรา B. spicifera เป็นเชื อสาเหตุของโรค (Krupinsky et al., 2004; Lin et al., 2012) และ
พบมีรายงานโรคใบจุดที่ส าคัญของ gladiolus โดยมีเชื อรา Curvularia gladioli เป็นเชื อราสาเหตุ
ของโรค นอกจากนี พบเป็นเชื อราสาเหตุของโรคใบไหม้ของข้าวโพดในประเทศสหรัฐอเมริกาและ
อังกฤษก่อให้เกิดการสูญเสียผลผลิตเป็นจ านวนมาก (Manamgoda et al., 2014; Torros et al., 
2015; Ullstrup A.J., 1972) มีการส ารวจและศึ กษาชนิ ดของรา  Curvularia และ Bipolaris  
โดยนิยม (2542) ท าการศึกษาความหลากหลายของราดินและราโรคพืชในดินปลูกพืชไร่ในจังหวัด
สกลนครพบว่าสามารถแยกรา C. eragrostidis ได้จากดินปลูกมันส าปะหลัง และดินปอแก้ว ในปี 
2553 พีระวรรณ และคณะ ท าการส ารวจ รวบรวม และจ าแนกเชื อราสกุล Curvularia โดยเก็บ
ตัวอย่างพืชที่มีลักษณะอาการไหม้และใบจุด มาท าการแยกเชื อสาเหตุโรค พบว่าสามารถแยกได้เชื อ 
Curvularia ทั งหมด 45 ไอโซเลท โดยแยกเชื อสาเหตุได้จากพืชที่เป็นโรคต่างๆ ดังนี  โรคใบจุดข้าวโพด 
โรคเมล็ดด่างข้าว โรคใบจุด โรคใบไหม้เยอบีร่า โรคเมล็ดเน่าด าข้าวฟ่าง โรคใบไหม้สบู่ด า โรคใบไหม้
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วัชพืชหญ้ายาง โรคใบไหม้ปาล์มน  ามัน โรคดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมบนดอกไม้สกุลหวาย โรคจุดบน
กล้วยไม้สกุลออยเดียม โรคใบแกลดดิโอลัส โรคใบไหม้ลิ นมังกรใบจุดบานชื่น และ ฝักจุดกระเจี๊ยบแดง 
 ในปี  2002 Manoch et al. ท ากา รศึ กษ า เชื อ ร าส า เ หตุ ข อ ง โ ร คข้ า วและแ ย ก ร า  
C. pallescens ได้จากเมล็ดข้าวพันธุ์ชัยนาท 1 และรายงานแยกรา Curvularia และ Bipolaris  
จากข้าวโพด ข้าว และหญ้าด้วยวิธี tissue transplanting พบเชื อราจ านวน 19 ชนิด ซึ่ง 1 ใน 19 
ชนิด (เลขา และคณะ, 2544) นอกจากนี  สมศิริ และ ศศิวิมล (2011) รายงานการส ารวจโรคที่ส าคัญ
ของดอกกล้วยไม้ตัดดอกสกุลหวายเอียสกุลที่ผลิตเป็นการค้า (Dendrobium ‘Earsakul’) พบโรค
ส าคัญที่ดอก คือ โรคเกสรด าและแยกเชื อราที่แยกได้ดังนี  A. alternata C. lunata Drechslera sp. 
Nigrospora sp. Fusarium sp. และ Cladosporium sp. และโรคดอกสนิมแยกเชื อราได้ดั งนี   
A. alternata C.  eragostidis C. lunata Nigrospora sp. และ  Drechslera sp. จ ากร าย ง าน
ดังกล่าวในข้างต้นพบว่าเชื อราสาเหตุโรคพืชทั ง 2 ชนิดนี  สามารถพบก่อโรคได้ในพืชทุกชนิดและ
ก่อให้เกิดปัญหาผลผลิตลดลงและไม่ได้มาตรฐาน ดังนั น จึงมีความจ าเป็นที่ต้องท าการส ารวจ เก็บ
รวบรวม และจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia  และ Bipolaris เพ่ือทราบถึงการระบาดและเพ่ือ
ศึกษาหาแนวทางในการป้องกันก าจัดและลดปัญหาการเกิดโรคจากเชื อสาเหตุทั ง 2 ชนิดนี  และ
สามารถลดการสูญเสียของผลผลิตท าให้เกษตรมีผลผลิตที่สามารถเก็บเกี่ยวได้มากขึ นและเพ่ือเพ่ิม
ผลผลิตที่มีคุณภาพและสามารถส่งออกได้มากยิ่งขึ นส่งผลดีต่อเศรษฐกิจทั งในประเทศและต่างประเทศ 
 

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ มีด กรรไกร กรรไกรตัดก่ิง ถุงพลาสติก กระดาษบันทึก ปากกา

เคมี เครื่องระบุพิกัด 
2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื อ หม้อนึ่งความดัน ตู้อบฆ่าเชื อ 
3. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลี ยงเชื อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บีกเกอร์  สไลด์ 

และแผ่นกระจกปิดสไลด์ กระบอกตวง แท่งแก้ว ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
4. เข็มเขี่ยปลายแหลม ห่วงถ่ายเชื อ ปากคีบ ใบมีดผ่าตัด ด้ามมีด 
5. กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ stereo พร้อม กล้องถ่ายภาพ 
6. อาหารแยกและเลี ยงเชื อ ได้แก่ Water Agar (WA), ½Potato Dextrose Agar (½PDA) 

และ Potato Dextrose Agar (PDA) 
7. สารเคมีที่ใช้ในการฆ่าเชื อ ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ และเอธิลแอลกอฮอล์ 

75% 
8. อุปกรณ์ท าตัวอย่างแห้ง ได้แก่ กระดาษหนังสือพิมพ์ ไม้อัดตัวอย่าง กระดาษฟาง และซอง

กระดาษส าหรับใส่ตัวอย่าง 
วิธีการ 

1. การเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกพืชชนิดต่าง ๆ เก็บตัวอย่างโรคพืช ได้แก่ ใบ ดอก 
ผล กิ่ง ล าต้น และราก จากแปลงปลูกพืชชนิดต่าง ๆ เช่น ข้าวโพด ข้าว ข้าวฟ่าง อ้อย ปาล์มน  ามัน 
แก้วมังกร และกล้วยไม้ เป็นต้น จากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศไทย เช่น จังหวัดนครราชสีมา สุรินทร์ 
เพชรบูรณ์ ลพบุรี สระบุรี พิษณุโลก สุโขทัย เชียงใหม่ เชียงราย กระบี่ และสุราษฎร์ธานี เป็นต้น ห่อ
ด้วยกระดาษ ใส่ถุงพลาสติก และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหล่งที่เก็บ วันที่เก็บ ผู้เก็บ ข้อมูลพิกัด
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ภูมิศาสตร์ และแบ่งตัวอย่างโรคพืชมาอัดทับตัวอย่างแห้ง จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ 
กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร 

2. การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
- แยกเชื อราโดยตรงจากเนื อเยื่อพืช ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื อรา

โดยตรงจากชิ นส่วนพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  หรือ ท า moist chamber บ่มที่
อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 วัน เมื่อพบเชื อราสร้างเส้นใยหรือโคนิเดีย (conidia) โดยตรวจดู
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และใช้เข็มปลายแหลมเขี่ยส่วนของรามาวางบนสไลด์ หรือใช้
ใบมีดตัดขวางชิ นส่วนพืชให้บาง ๆ และตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
compound ถ่ายรูปและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื อ 

-  แยกเชื อราโดยวิธี Tissue transplant  น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ น
สี่เหลี่ยมขนาด 2x2 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปร์
คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน  านึ่งฆ่าเชื อแล้ว 3 ครั ง น าไปซับบนกระดาษที่ผ่านการฆ่า
เชื อให้แห้ง แล้วน าชื นพืชไปวางบนอาหาร ½PDA PDA หรือ WA บ่มที่อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส 
นาน 3-7 วัน เมื่อพบเส้นใยของราที่เจริญออกจากชิ นพืชให้ท าการแยกราบริสุทธิ์เลี ยงบนอาหารเลี ยง
เชื อ PDA และเก็บรักษาสายพันธุ์ราเพื่อศึกษาต่อไป 

3. การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 - ศึกษารูปร่างลักษณะของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย 
ก้านชูสปอร์ (conidiophores) โคนิเดีย (conidia) และโครงสร้างอื่น ๆ เช่น fruiting body, ต าแหน่ง
การเกิดของสปอร์ เป็นต้น โดยการใช้เข็มปลายแหลมเขี่ยโครงสร้างของราน ามาวางบนแผ่นสไลด์และ
หยดด้วยน  า หรือ shear’s solution ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์และน าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
compound 
 - ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา ได้แก่ ลักษณะของโคโลนี ขนาด และสี ลักษณะของ
เส้นใย ลักษณะของก้านชูสปอร์ และลักษณะของสปอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ 
compound  บันทึกขนาด รูปร่าง และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ 

- จ าแนกชนิดของรา ตามเอกสารของ Ellis (1971, 1976)  
4. เก็บรักษาสายพันธุ์ราและตัวอย่างแห้ง 
เก็บรักษาราที่แยกได้ ไว้ที่ อุณหภูมิ  15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว้ใน  Culture 

Collection และเก็บตัวอย่างแห้งโรคพืชไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
เวลาและสถานที่  

ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกพืชต่าง ๆ   
เก็บรวมรวมตัวอย่างโรคพืชที่มีลักษณะอาการจุดหรือไหม้ของพืชต่าง ๆ จ านวน 107 ตัวอย่าง

จากจังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ล าพูน อุตรดิตถ์ กรุงเทพมหานคร  นครนายก นครปฐม 
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พิษณุโลก เพชรบูรณ์ ลพบุรี สุโขทัย นครราชสีมา สุรินทร์ กาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี 
จันทบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก้ว กระบี่ ชุมพร และสุราษฎร์ธานี (Table 1 และ Figure 1) ตัวอย่างแห้ง
โรคพืชที่ได้จากการศึกษา จ านวน 107 ตัวอย่าง น าไปเก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จ ากรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ   

การแยกและจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 แยกเชื อราสาเหตุของโรคจากตัวอย่างพืชที่แสดงอาการของโรคใบจุดและใบไหม้และศึกษา
ลักษณะของทางสัณฐานของเชื อราที่แยกได้ โดยศึกษาลักษณะของโคโลนี ขนาด และสี ลักษณะของ
เส้นใย ลักษณะของก้านชูสปอร์ และลักษณะของโคนิเดีย โดยเปรียบเทียบกับเอกสารการจ าแนกเชื อ
ร า  Dematiaceous hyphomycetes แ ล ะ  more Dematiaceous hyphomycetes ข อ ง  
Ellis (1971, 1976) และ The Genera of Hyphomycetes ของ Seifert et al. (2011) สามารถ
จ าแนกชนิดได้ดั งนี  Curvularia spp.  จ านวน 65 ไอโซเลท 6 ชนิด ได้แก่  Curvularia akii,  
C. clavata, C. lunata, C. oryzae, C. eragrostidis และ C. pallescens ราสกุล Bipolaris spp. 
จ านวน 37 ไอโซเลท 4 ชนิด ได้แก่ B. bicolor B. cactivora B. maydis และ B. oryzae  (Figure 2 
และ 3)  

Scientific Classification 
 Kingdom: Fungi 
 Phylum:  Ascomycota 
 Class:  Dothideomycetes 
 Subclass: Pleosporomycetidae 
 Order:  Pleosporales 
 Family:  Pleosporaceae 
 Genus:  Curvularia, Bipolaris 

Curvularia akii (Tsuda & Ueyama) 
 โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีเทา สร้างก้านชูสปอร์ (conidiophore) แบบเดี่ยวหรือ
เป็นกลุ่ม มีสีน  าตาล โคนิเดีย (conidia) มีลักษณะทรงกระบองตรงหรือโค้งเล็กน้อย ผนังเรียบ มีผนัง
กั น (septate) 3 เส้น มีสีน  าตาล เซลล์บริเวณกลางมีสีเข้มกว่าบริเวณหัวท้าย เซลล์ที่ 3 จากฐานจะมี
ลักษณะโป่งพองและมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์อ่ืน สามารถแยกได้จากโรคใบไหม้ข้าวโพดเช่นเดียวกับ
การศึกษาของกัญญา (2545) ที่ท าการแยกราชนิดนี จากข้าวโพดที่มีอาการใบไหม้   

Curvularia clavata Jain 
โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีน  าตาลด า สร้างก้านชูสปอร์ลักษณะตรงหรือโค้งงอ ผนัง

เรียบ สีน  าตาล โคนิเดียมี ลักษณะเป็นรูปกลมรีคล้ายไข่ (elilipsoid) ผนังเรียบ มีสีน  าตาลเข้ม มีผนัง
กั น 3 เส้น มี 4 เซลล์ โดยเซลล์ส่วนกลางมีสีเข้มกว่าเซลล์บริเวณหัวท้าย แยกได้จากใบจุดและใบไหม้
ข้าวโพดเช่นเดียวกับการศึกษาของกัญญา (2545) แยกราชนิดนี โดยแยกจากข้าวโพดที่มีอาการใบไหม้ 
และหญ้าพะดอเงียวที่มีอาการใบจุด 

Curvularia eragrostidis (P. Henn.) J. A. Meyer (Figure 4) 
โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีเทาเข้มจนถึงด า สร้างก้านชูสปอร์ผนังเรียบ สีน  าตาล  

โคนิเดียมีรูปร่างคล้ายถังเบียร์ (barrel shaped) เซลล์ที่อยู่ตรงกลางโป่งออก ผนังเรียบ มี 4 เซลล์  
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มีสีน  าตาลเซลล์บริเวณปลายทั ง 2 ข้างของ conidia มีสีอ่อนกว่าเซลล์ที่อยู่บริเวณตรงกลาง และผนัง
กั นที่อยู่กึ่งกลางของโคนิเดียมีสีเข้าจนถึงด ามองเห็นชัดเจนซึ่งเป็นลักษณะเด่นของเชื อราชนิดนี โคนิเดีย
เกิดเป็นกลุ่มบริเวณปลายก้านชูสปอร์ แยกได้จากโรคดอกจุดสนิมของกล้วยไม้เช่นเดียวกับงานวิจัย
ของพีระวรรณ และคณะ (2553) มีรายงานพบเชื อราชนิดนี ได้ทั งในดินและพืชหลายชนิด เช่น อ้อย 
ข้าวโพด ข้าวฟ่าง เป็นต้น (นิยม, 2542; Domsch et al., 1993) นอกจากนี พบมีรายงานการเกิดโรค
ผลเน่าของสับปะรดสาเหตุจากเชื อรา C. eragrostidis เป็นครั งแรกในประเทศบราซิล (Ferreira et 
al., 2014) 
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (Figure 5) 

โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีตาลเข้มจนถึงด า สร้างก้านชูสปอร์ เกิดแบบเดี่ยว  
ผนังเรียบ มีสีน  าตาล โคนีเดียมีลักษณะโค้งเล็กน้อย ผนังเรียบ มีผนังกั น 3 เส้น และมี 4 เซลล์ บริเวณ
กลางเซลล์มีสีน  าตาลเข้มกว่าเซลล์หัวท้าย แยกจากใบจุดข้าวโพด เมล็ดด่างข้าว และหญ้าสนามกอล์ฟ 
เช่นเดียวกับรายงานของ พีระวรรณ และคณะ (2553) แยกราชนิดนี ได้จาก โรคใบจุดข้าวโพด  
โรคเมล็ดด่างข้าว โรคเมล็ดเน่าด าข้าวฟ่าง โรคใบไหม้สบู่ด า โรคใบจุดหน้าวัว โรคใบไหม้เยอรบีร่า  
โรคใบไหม้หญ้ายาง นอกจากนี พบเชื อราชนิดนี ในดินปลูกอ้อย ปอ และมันส าปะหลัง สถานีทดลองพืช
ไร่สกลนคร จังหวัดสกลนคร และพบเป็นราเอนโดไฟลท์ในใบ Globba sp. จากอุทยานแห่งชาติเขา
ใหญ่ จังหวัดนครราชสีมา (นิยม, 2542; Kokaew, 2011) 

Curvularia oryzae Bugnicourt (Figure 6) 
โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีเทาเข้ม สร้างก้านชูสปอร์ เกิดแบบเดี่ยว ผนังเรียบ  

มีสีน  าตาล โคนีเดียมีลักษณะตรงหรือโค้งเล็กน้อย ผนังเรียบ มีผนังกั น 3 เส้น และมี 4 เซลล์  
มีสีน  าตาลจนถึงน  าตาลปนด า บริเวณกลางเซลล์มีสีน  าตาลเข้มกว่าเซลล์หัวท้าย แยกได้จากใบจุดและ
ใบไหม้ของปาล์มน  ามันเช่นเดียวกับการวิจัยของ Sunpapoa and Kittimorakul (2014) รายงานรา 
C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดของปาล์มน  ามัน 

Curvularia pallescens Boedijn 
โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีด าปนเขียว สร้างก้านชูสปอร์ผนังเรียบ มีสีน  าตาล โคนีเดีย

มีลักษณะเป็นทรงรี ปลายเซลล์งอเล็กน้อย หัวท้ายมน ผนังเรียบ มีผนังกั น 3 เส้น และมี 4 เซลล์ 
บริเวณกลางเซลล์มีสีน  าตาลอ่อนแต่เข้มกว่าเซลล์หัวท้าย แยกได้จากข้าวโพด มีรายงานพบในกล้วยไม้
ดินพันธุ์เหลืองพิสมร จังหวัดตรัง ข้าวโพด หญ้าขน จังหวัดนครราชสีมา หญ้าตีนกา หญ้าปากควาย 
จังหวัดนนทบุรี หญ้าพะดอเงียว และหญ้ามาเลเซีย จังหวัดกรุงเทพฯ (กัญญา, 2545; คนึงนิจ, 2545) 

Bipolaris bicolor (Mitra) Shoemaker (Figure 7) 
Synonym:  

≡Helminthosporium bicolor Mitra, 1931. Transactions of the British Mycological 
Society 15 (3-4): 286. 

≡Drechslera bicolor (Mitra) Subram. & B.L. Jain, 1966, Current Science 35 (14): 
354. 

โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีน  าตาล สร้างก้านชูสปอร์ผนังเรียบ มีสีน  าตาล โคนีเดียมี
ลักษณะทรงกระบอกปลายมน มีสีน  าตาลทอง ผนังกั นแบบ pseudoseptate มี 7-8 เซลล์ บริเวณ
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เซลล์หัวท้ายมีผนังกั นสีเข้มและเซลล์สีอ่อนกว่าบริเวณอ่ืน มี hilum อยู่ที่ฐานของโคนีเดีย เมื่อให้
ความชื น 24 ชั่วโมง เส้นใยจะงอกออกมาบริเวณหัวและท้ายเซลล์ 
Bipolaris cactivora (Petr.) Alcorn (Figure 8) 
Synonymy: 

≡Helminthosporium cactivora Pertr., 1931, Gartenbauwissenenschaft 5: 226. 
≡Drechslera cactivora (Petr.) M.B. Ellis, 1971, Dematiaceous Hyphomycetes: 

432. 
โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีเทาเข้ม สร้างก้านชูสปอร์มีสีน  าตาล ผนังเรียบ โคนีเดียมี

ลักษณะทรงกระบอกแหลมปลายมน มีสีน  าตาล ผนังกั นแบบ pseudoseptate 2-4 เส้น มี 3-5 เซลล์ 
แยกได้จากผลแก้วมังกร และมีรายงานเป็นโรคที่ส าคัญท าให้เกิดผลเน่าของแก้วมังกรในประเทศ
เวียดนาม (He et al., 2012) 
Bipolaris maydis Y. Nisik & (Miyake) Shoemaker 
Synonymy:  

≡Helminthosporium maydis Y. Nisik. & Miyake, 1926, Ber. Ohara Inst. Iandw. Biol.: 
243. 

≡Drechslera maydis (Y. Nisik. & C. Miyake) Subram. & B.L. Jain, 1966, Current 
Science 35 (14): 354. 

โคโลนีบนอาหาร PDA มีสีเทาอมน  าตาลถึงน  าตาลเข้ม สร้างก้านชูสปอร์มีผนังเรียบ สีน  าตาล
จนถึงน  าตาลเข้ม โคนีเดียมีลักษณะโค้งงอ ผนังเรียบ มีสีน  าตาลอ่อนจนถึงน  าตาลทองเข้ม มี 5-11 
เซลล์ และมี hilum อยู่บริเวณส่วนฐาน แยกได้จากโรคใบไหม้ข้าวโพดเช่นเดียวกับรายงานของ กัญญา 
(2545) แยกเชื อชนิดนี จากใบข้าวโพดที่เป็นโรคใบไหม้ 
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker 
Synonym:  

≡Helminthosporium oryzae Breda de Haan, 1900, Bulletin de I’Institut 
Botanique de Buitenzorg 6: 11. 

≡Drechslera oryzae (Brede de Haan) Subram. & B.L. Jain, 1966, Current Sxience 
35(14): 354. 

≡Luttrellia oryzae (Breda de Haan) Gornostai, Vodorosli, 1978, Griby I Mkhi 
Dal’nego Vostoka: 81. 

≡Helminthosporium macrocarpum Grew., 1825, Scott. Cypt. Fl. (Edinburgh): pl. 
148. 

โคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA มีสีเทาจนถึงเทาด า สร้างก้านชูสปอร์มีลักษณะตรงหรือโค้งงอ 
ผนังเรียบ สีน  าตาลจนถึงน  าตาลเข้ม โคนีเดียมีลักษณะโค้งงอ แบบ fusoid หรือ obclavate ผนังเรียบ 
มีสีน  าตาล มี 6-14 เซลล์ แยกได้จากได้จากโรคเมล็ดด่างข้าวเช่นเดียวกับรายงานของ กัญญา (2545) 
แยกเชื อชนิดนี จากใบและเมล็ดข้าว 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืชในช่วงเดือนกันยายน 2559 - กันยายน 2562  

จากจังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ล าพูน อุตรดิตถ์ กรุงเทพมหานคร  นครนายก นครปฐม 
พิษณุโลก เพชรบูรณ์ ลพบุรี สุโขทัย นครราชสีมา สุรินทร์ กาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี 
จันทบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก้ว กระบี่ ชุมพร และสุราษฎร์ธานี จ านวน 107 ตัวอย่างและแยกราจาก
ตัวอย่างโรคพืชได้ จ านวน 102 ไอโซเลท ดังนี  Curvularia spp. จ านวน 65 ไอโซเลท 6 ชนิด ได้แก่ 
Curvularia akii, C. clavata, C. lunata, C. oryzae, C. eragrostidis แ ล ะ  C. pallescens  
ราสกุล Bipolaris spp.  จ านวน 37 ไอโซเลท 4  ชนิด ได้แก่  Bipolaris bicolor B. cactivora  
B. maydis และ B. oryzae และน าตัวอย่างที่ได้จากการศึกษาจัดท าเป็นตัวอย่างแห้ง จ านวน 107 
ตัวอย่าง เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร กรุงเทพฯ  

 
ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณพ่ีๆ และน้องๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความช่วยเหลือในการเก็บ
ตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูลในการท างานวิจัยในครั งนี  
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Table 1 Plant disease samples collected from different location during October 2017 
to September 2019  

 

Common 
name 

Scientific 
name 

location 

Province District Sub-district 

Dendrobium Dendrobium 
spp. 

Nakhon Pathom Bang Len Naraphirom 

    Khlong Nok 
Krathung 

  Nakhon Nayok Ongkharak Khlong Yai 

  Kanchanaburi Tha Maka Nong lan 

Dragon fruit  Bangkok Don Mueang Don Mueang 

 Rice Oryza sativa Phetchabun Khao Kho Khao Kho 

  Surin Mueang Surin Bu Ruesi 

  Sukhothai Thung Saliam Khao Kaeo Si 
Sombun 

Maize Zea mays Lop Buri  Chai Badan Chai Narai 
  Phetchabun Mueang Phetchabun Na Ngua 
   Khao Kho Khao Kho 
    Thung Samo 
  Phayao Chiang Muan Sa 
  Taki Phop Phra Ruam Thai- 

Phatthana 
  Chiang Mai  Mae Ai Tha Ton 
   Chai Prakan  
   San Pa Tong Thung Satok 
   Amphoe San Sai Nong Han 
  Chiang Rai Mueang Chiang Rai Mae Khao Tom 
   Mae Suai  
   Mae Lao    
   Mae Chan Pa Tueng 
  Lamphun Li  
  Uttaradit Phichai Tha Sak 
  Sukhothai Sukhothai Sukhothai Pak Khwae 
   Sawankhalok Wang Mai Khon 
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Table 1 Plant disease samples collected from different location during October 2017 
to September 2019 (Continute) 

 
  

Common 
name 

Scientific 
name 

location 

Province District Sub-district 
Maize Zea mays Phitsanulok Phrom Phiram Matong 

Tha Chang 
   Bang Rakam Plak Raet 

   Mueang 
Phitsanulok 

Ban Pa 

  Nakhon Ratchasima  Sikhio - 

   Pak Chong - 

  Nakhon Pathom  Kamphaeng Sae Kamphaeng Sae 

    Thung Bua 

  Kanchanaburi Tha Maka Phra Thaen 

   Tha Muang Wang Khanai 
  Sa Kaeo Aranyaprathet Thap Phrik 
  Chantaburi   
  Prachuap Khiri Khan  Kui Buri Kui Buri 
Palm oil Elaeis 

guineensis 
Surat Thani Kanchanadit Tha U-thae 

   Tha Chana Khan Thuli 
   Mueang Surat- 

Thani 
Khlong Noi 
 

  Krabi Nuea Khlong Pakasai 
   Mueang Krabi Khao Khram 
   Khlong Thom Khlong Thom 
  Chumphon Lamae  
Coconut Cocos 

nucifera 
Surat Thani Kanchanadit Tha U-thae 

   Tha Chana Khan Thuli 
  Ratchaburi Bang Phae Wang Yen 
  Chumphon Sawi  
Manila grass Zoysia sp. Chachoengsao - - 
Hybrid 
bermuda 
grass (Tifdwarf 
grass) 

 
- 

Chonburi - - 
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Figure 1 Plant disease samples : disease symptom on various plant from different 

location 
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Figure 2 Colonies of A) Curvularia and B) Bipolaris on PDA at 14 days 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3  Conidia of the genus Curvularia isolated from: A) Flower rusty spot of 

dendrobium, B) Leaf spot of maize and C) Leaf spot of manila grass 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 Conidia of the genus Bipolaris isolated from: A) Leaf spot of coconut,         B) 
Northern Corn Leaf Blight of maize and C) Fruit rot of dragon fruit   

 

B A 

A B C 

A C B 
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 Figure 4 Curvularia eragrostidis :  
   A)  Symptom of flower rusty spot disease on orchid flower  
   B - D) Conidiophores and conidia  
   E - H) Conidia  
  

A B 

F E 

C D 

G H 
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  Figure 5 Curvularia lunata : 
    A) Symptom of dirty panicle disease on rice 

B - C) Conidiophores and conidia  
D - I) Conidia 

 
  
 
  
  

A B C 

D E F 
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  Figure 6 Curvularia oryzae :  
    A) Symptom of leaf spot on oil palm leaf 
    B - D) Conidiophores and conidia  
    E - F) Conidia  
 
 
 
 
 
 
 
 

Bข A 

E 

C 

H G F I 
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Figure 7 Bipolaris bicolor :  
A - B) Symptom of blight on maize 
C - H) Conidia 

  

F 

C 

E 

D B A 
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B C 

D E G F 

A 

Figure 8 Bipolaris cactivora : A) Symptom of fruit rot on dragon fruit 
     B and C) Conidiophores and conidia on dragon fruit 
     D and E)  Conidiophores and conidia  
     F and G) Conidia 
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การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus  
ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับส่งออก 

The Taxonomic Classification of the Genus Radopholus in  
export ornamental plants. 

 
ธิติยา  สารพัฒน์    ไตรเดช ข่ายทอง 

กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

Abstract 
The genus Radopholus found in exported ornamental plants, especially aquatic 

plants and Zanzibar gem ( Zamioculcas zamiifolia) , the research team began to 
diagnose plant-parasitic nematodes from September 2017 to October 2019, a total of 
2,583 population samples.  The results showed the genus Radopholus had been 
detected in 26 populations which were 1.0 % of all samples. Morphological comparison 
of 28 female samples with diagnostics of the EPPO PM 7/88 (1) :  Radopholus similis. 
Species is Radopholus similis. And the experiment showed R. similis has little effect on 
the export of aquatic plants and Zanzibar gem by the monitory process for exportation 
ornamental and aquatic plant populations sent for nematode diagnostics before 
exporting every 2 months. This experiment was found only 9 aquatic plants which was 
had had R. similis. This research team used to diagnose plant-parasitic nematodes from 
year 2013 to present 2019 found that moreover 85 species of aquatic plants and 
Zanzibar gem never found R. similis.  In this study, they have plants from eleven genera 
within the Araceae, Poaceae, Brassicaceae, Apiaceae families that are risk of 
encountering R.  similis.  because they had reported this nematode has been observed 
infecting in these families (e.g. The family Araceae consists of Cryptocoryne spp., Pistia 
spp. , Spathiphyllum spp. , Syngonium spp. , and Zamioculcas zamiifolia.  The family 
Poaceae included of only Cyperus spp. The family Brassicaceae consists of only Rorippa 
spp.  The family Apiaceae contains Hydrocotyle spp. , Chlorophytum spp.  and 
Hydrocotyle spp. )  but they have never been found burrowing nematode. This result 
showed that many factors that cause of R. similis is very few the impact on these plants 
exporting.  Because it is possible that more than, 85 species of aquatic plants and 
Zanzibar gem are not the main plant hosts of R.  similis and they are not particularly 
reported to be susceptible to R.  similis.  Combined with the good management  
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-02-60-60 
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of enterprise, such as cleaning and disinfection of facilities, growing medium and tool 
used by aseptic technique, attention of the workers to prevent the spread of infection, 
disinfecting and destroying the accumulation of pathogens etc.   Especially, the 
cooperation with the Plant Protection Research and Development Office, DOA to 
process monitor for exportation plants for nematode diagnostics before exporting every 
2 months.  This research can concluded that R. similis nematode has a low impact on 
exportation of aquatic plants and Zanzibar gem.  

 
บทคัดย่อ 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล  Radopholus เพศเมียจ านวน  
28 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับการวินิจฉัยของ EPPO PM 7/88 (1) : Radopholus similis พบว่าเป็น 
ไส้เดือนฝอย Radopholus similis เพียงชนิดเดียว และจากการเก็บตัวอย่างไม้ประดับส่งออก
โดยเฉพาะพรรณไม้น  า และกวักมรกต ผลการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในพรรณไม้น  า  
และ กวักมรกตเพ่ือการส่งออกนี  คณะวิจัยได้เริ่มด าเนินการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชตั งแต่ 
กันยายน 2560 ถึง ตุลาคม 2562 ซึ่ง รวมทั งสิ นจ านวน 2,583 กลุ่มประชากรตัวอย่าง พบไส้เดือน
ฝอยสกุล Radopholus  จ านวน 26 กลุ่มประชากร คิดเป็นร้อยละ1.0 ของจ านวนตัวอย่างทั งหมด 
จากผลการทดลองพบว่า R. similis มีผลกระทบเพียงเล็กน้อยต่อการส่งออกของพรรณไม้น  า และกวัก
มรกต โดยการติดตามสุ่มกลุ่มประชากรตัวอย่างพืชเพ่ือตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชก่อนการ
ส่งออกทุก 2 เดือน พบว่ามีพืชเพียง 9 ชนิดที่พบ R. similis และจากการตรวจติดตามจากปี 2556  
ถึงปัจจุบัน 2562 พบว่าพรรณไม้น  ากว่า 85 ชนิด และกวักมรกต ไม่เคยพบไส้เดือนฝอยชนิดนี  ในพืช
วงศ์ที่มีความเสี่ยงที่จะพบ R. similis เนื่องจากมีรายงานการเป็นพืชอาศัยหลายวงศ์ เช่น พืชวงศ์บุก 
(Arecaceae) ได้แก่ Cryptocoryne spp., Pistia spp., Spathiphyllum spp., Syngonium spp., 
และกวักมรกต (Zamioculcas zamiifolia) วงศ์หญ้า (Poaceae) เช่น Cyperus  spp. วงศ์ผักกาด 
(Brassicaceae) เช่น Rorippa spp. วงศผักชี (Apiaceae) เช่น Hydrocotyle spp., Chlorophytum  
spp. และ Hydrocotyle spp. เปนตน พบว่าไม่เคยพบไส้เดือนฝอย Burrowing nematode นี   
ผลการทดลองนี พบว่ามีหลายปัจจัยที่ท าให้ไส้เดือนฝอย R. similis มีผลกระทบน้อยกับการส่งออกพืช
เหล่านี  เพราะเป็นไปได้ว่าพรรณไม้น  ากว่า 85 ชนิด และกวักมรกต ไม่ใช่พืชอาศัยหลัก โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งไม่เคยมีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยที่อ่อนแอต่อ R. similis ประกอบกับการจัดการของสถาน
ประกอบการที่ดี เช่น การมีสภาพของโรงเรือนที่ดี วัสดุปลูก และอุปกรณ์สะอาดปราศจากเชื อ ความ
ใส่ใจของผู้ปฏิบัติงานเพ่ือไม่ให้เชื อแพร่กระจาย การฆ่าเชื อ และการท าลายแหล่งสะสมของเชื อ  
เป็นต้น รวมถึงความร่วมมือกับภาครัฐในการติดตามโดยสุ่มกลุ่มประชากรตัวอย่างพืช เพ่ือตรวจ
วินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชก่อนการส่งออกทุก 2 เดือน ซึ่งการวิจัยครั งนี สามารถสรุปได้ว่าไส้เดือน
ฝอย R.similis มีผลกระทบในระดับต่ าต่อการส่งออกพรรณไม้น  าและ กวักมรกต  

ค าหลัก: ไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ไม้ประดับส่งออก Burrowing nematode Radopholus similis 
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ค าน า 

ไส้เดือนฝอย Radopholus similis (Burrowing nematode) เป็นศัตรูพืชกักกัน มากกว่า 
55 ประเทศ เนื่องจากความรุนแรงของการระบาด และความยากในการป้องกันก าจัด ในปี 1928  
ไส้เดือนฝอย R. similis (เดิมเรียกว่า R. citrophilus หรือ R. similis citrus race) ท าให้เกิดโรค 
“spreading decline” ในการปลูกส้มของรัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐฯ โดยท าให้ผลผลิตส้มลดลง 40 
ถึง 70 เปอร์เซ็นต์ และใน grapefruits ซึ่งเป็นพืชในตระกูลส้มอีกชนิดหนึ่งผลผลิตลดลง 50 ถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ เหตุการณ์ในครั งนี  ได้มีการใช้โปรแกรมการป้องกันก าจัดที่เรียกว่า ‘Push and Treat’ 
และ ‘Buffer’ในการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคซึ่งใช้เวลาต่อเนื่องยาวนานหลายปี มีผู้ค านวณ
ค่าใช้จ่ายของโปรแกรมดังกล่าวนี พบว่ามีค่าใช้จ่ายสูงประมาณ 20 ,000 เหรียญสหรัฐต่อเฮกตาร์ แม้
ค่าใช้จ่ายสูง แต่ก็ท าให้ไส้เดือนฝอยชนิดนี ลดลงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์  อย่างไรก็ตามในปี 1983 
โปรแกรมนี ตอ้งยุติลง เพราะมีการปนเปื้อนของสารป้องกันก าจัดไส้เดือนฝอยในแหล่งน  าดื่ม จากนั นได้
มีการใช้ methyl bromide และการตัดรากของพืชออก แต่มียังค่าใช้จ่ายสูง ต่อมาได้มีการหลีกเลี่ยง
การแพร่ระบาดของโรคต้นโทรมของส้มซึ่งเกิดจากไส้เดือนฝอย R. similis ของบริเวณแหล่งปลูกส้มบน
สันเขาของรัฐฟลอริดาซึ่งได้ค านึงถึงการจัดการในระดับสูงเป็นส าคัญ เช่น การผลิตต้นกล้าต้องได้รับ
ใบรับรองว่าปลอดศัตรูพืช โรงเรือนเพาะกล้าต้องได้รับการเก็บตัวอย่าง และการตรวจสอบอย่าง
สม่ าเสมอ เพ่ือที่จะได้มีสิทธิ์ได้รับใบรับรอง การเคลื่อนย้ายดินเข้าไปในขอบเขตที่ก าหนด และ
เกี่ยวข้องกับการปลูกส้มต้องมีใบรับรองว่าดินนั นมาจากแหล่งปลอดศัตรูพืชชนิดนี  ซึ่งการวิเคราะห์
ต้นทุนต่อผลตอบแทนของโปรแกรมการออกใบรับรองที่สามารถเป็นไปได้ในการลดความสูญเสียที่เกิด
จากไส้เดือนฝอย burrowing nematode นี  มีอัตราผลตอบแทนของการลงทุนเพ่ือให้มูลค่าผลผลิต
เพ่ิมขึ น 40 ล้านเหรียญสหรัฐต่อปี อยู่ประมาณ 14 ต่อ 1 เท่า (Suit and Brooks,1957; Poucher 
et.al.,1967; O’Bannon,1977; Duncan et.al.,1990 and  Lehman,1995) เหตุการณ์ในครั งนี 
เปรียบเสมือนจุดเริ่มต้นของมาตรการต่างๆในการควบคุมการระบาดของโรค โดยได้ออกมาตรการ
กักกันพืช ห้ามน าเข้าพืชที่มีไส้เดือนฝอย R. similis (R. similis citrus race หรือ R. citrophilus) มี
การจ ากัดพื นที่ในการแพร่ระบาด และมีความพยายามในการก าจัดไส้ เดือนฝอยชนิดนี ให้หมดไปใน
แทบทุกประเทศของโลก 

ความสูญเสียของผลผลิตที่เกิดจากไส้เดือนฝอย R. similis sensu lato นี ยังเป็นศัตรูส าคัญใน
การปลูกกล้วยในทวีป แอฟริกา ออสเตรเลีย อเมริกากลางและอเมริกาใต้ หมู่เกาะในทะเลแคริเบียน 
ซึ่งท าให้เกิดโรคที่เรียกว่า “blackhead banana disease” หรือ “banana toppling disease”  
ท าให้เกิดการโค่นล้มของกล้วยในขณะออกเครือเพราะหัวกล้วยและระบบรากได้ถูกไส้เดือนฝอยเข้า
ท าลาย ท าให้ไม่สามารถรับน  าหนักของเครือกล้วยได้จึงโค่นล้มก่อนที่จะเก็บผลผลิตและด้วยเหตุของ
การแพร่กระจายเชื อไปกับหัวกล้วยและหน่อกล้วยท าให้แทบทุกภูมิภาคมีไส้เดือนฝอยชนิดนี  อีกทั ง
ไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus มีพืชอาศัยมากกว่า 250 ชนิด ยกตัวอย่างเช่น กล้วย ส้ม ขิง ปาล์ม 
กาแฟ พริกไทย อ้อย ชา ไม้ดอกไม้ประดับ เช่น หน้าวัว ฟิโลเดนดรอน เป็นต้นในปี 1953 มีการระบาด
ครั งใหญ่ของโรคเหลืองพริกไทย (yellow disease of Piper nigrum) ซึ่งเกิดจาก R. similis ในการ
ปลูกพริกไทยของประเทศอินโดนีเซีย โดยเกิดความเสียหายเกือบ 90 เปอร์เซ็นต์ของการผลิตทั ง
ประเทศซึ่งความเสียหายครั งนี ได้สูญเสียต้นพริกไทยกว่า 22 ล้านต้น และมีการรายงานว่าแพร่กระจาย
ไปในแหล่งปลูกพริกไทยอ่ืนได้แก่ อินเดีย พบว่า R. similis เป็นสาเหตุของโรค slow wilt ที่ท าให้ผล
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ผลิตของพริกไทยลดลง (Ramana et.al, 1987; Roland,N.P and Maurice, M., 2006; Haegman 
et. al., 2010)  

แม้ประเทศไทยไม่มีรายงานความเสียหายของพืชที่เกิดจากไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
แต่พบว่าได้เกิดปัญหาการส่งออกพืชไปยังสหภาพยุโรป ถูกปฏิเสธการน าเข้าเนื่องจากมีการตรวจพบ 
R. similis ในพรรณไม้น  า Anubias spp. ในระหว่างปี พ.ศ 2550 ถึง 2551 ไม้น  าจากประเทศไทยถูก
เผาท าลายไป 11 ครั ง ท าให้มีผลกระทบต่อผู้ส่งออกพรรณไม้น  าของไทยเป็นอย่างมาก (นุชนารถ, 
2551) ในการขอใบรับรองสุขอนามัยพืชเพ่ือส่งออก ของผู้ประสงค์ส่งออกพืชหลายชนิด อาทิ พืช
ตระกูล Citrus, Araceae, Marantaceae, Musaceae เป็นต้น ต้องได้รับการรับรองว่าปราศจาก
ไส้เดือนฝอย R. similis และ R. citrophilus และการส่งออกพืชที่เป็น ต้นพันธุ์ กิ่งพันธุ์ และพืชเพ่ือ
ปลูก (plant intend for planting) เช่น พรรณไม้น  าส่งออก ไม้ประดับ ไปยังหลายประเทศ ต้องได้รับ
การรับรองว่าปราศจากไส้เดือนฝอยดังกล่าวด้วยเช่นกัน ในการขอใบรับรองสุขอนามัยพืชนั นต้องมีใบ
รายงานผลการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชดังกล่าว ซึ่งออกให้โดยกลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัย
โรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ดังนั นวัตถุประสงค์และเป้าหมายของการ
วิจัยนี  เพ่ือจัดจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับส่งออก 
ให้ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน พร้อมแนวทางการวินิจฉัย (Key) ซึ่งผลที่ได้จากการ
วิจัยในครั งนี จะท าให้เกิดข้อมูลที่ส าคัญส าหรับผู้เกี่ยวข้องกับการส่งออกพืช และผู้ตรวจรับรองการ
ปราศจากศัตรูพืชกักกันโดยเฉพาะไส้เดือนฝอยศัตรูพืช และส าคัญที่สุดคือเป็นฐานข้อมูลอ้างอิงของ
ศัตรูพืชของประเทศไทยและเป็นมาตรฐานที่สามารถสร้างความเชื่อมั่นให้แก่ประเทศผู้น าเข้าได้ 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1.ไม้ประดับส่งออก (พรรณไม้น  าส่งออก และ กวักมรกต) 
2.อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการไส้เดือนฝอย  

วิธีการ 
การเก็บตัวอย่างไม้ประดับส่งออกจะได้รับการสุ่มและเก็บตัวอย่างจากฟาร์มโดยกลุ่มงาน

ศัตรูพืชกักกัน กลุ่มวิจัยการกักกันพืช แล้วจึงส่งตัวอย่างพืชมาตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ที่กลุ่ม
งานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช โดยเฉพาะพรรณไม้น  าซึ่งเป็นไม้
ประดับส่งออกเพ่ือเลี ยงในตู้ปลา และไม้ประดับอื่น เช่น กวักมรกต มีขั นตอนการตรวจวินิจฉัยดังนี  

1. การแยกไส้เดือนฝอยศัตรูพืชจากรากพืช โดยการใช้เครื่องก าเนิดคลื่นเสียงอัลตร้าโซนิค 
(Ultrasonic Sonicator) ซึ่งประยุกต์จากการแยกไส้เดือนฝอยศัตรูพืชด้วยการใช้คลื่นเสียง โดยน า
ตัวอย่างพืชที่ได้รับล้างให้สะอาดบรรจุในภาชนะแก้วแล้วเติมน  าให้ท่วมระบบราก จากนั นน าไปวางใน
อ่างของเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงอัลตร้าโซนิค ปรับระดับของน  าในอ่าง และภาชนะแก้วที่บรรจุพรรณไม้
น  าให้อยู่ในระดับเดียวกัน โดยค านึงถึงเหมาะสมกับของการเกิดคลื่นเสียงฯ เปิดคลื่นเสียงฯเป็นเวลา 
20 นาที (นุชนารถ, 2555) เมื่อครบก าหนดเวลาดังกล่าว น าน  าในภาชนะแก้วที่บรรจุพรรณไม้น  าแต่ละ
ตัวอย่าง กรองผ่านตะแกรงโลหะ Cobb sieving ขนาด 20 mesh  150 mesh และ ขนาด 400 
mesh ตามล าดับ จากนั นเก็บน  าที่อยู่บนตะแกรงโลหะ ขนาด 400 mesh ใส่ในภาชนะแก้ว น าน  าใน
ภาชนะแก้ว ที่ได้ ของแต่ละตัวอย่าง ตั งไว้ประมาณ 2 ชั่วโมงเป็นอย่างน้อย เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยตกลง
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ด้านล่างของภาชนะ จากนั นดูดน  าส่วนบนทิ งอย่างแผ่วเบา เพ่ือไม่ให้เกิดการฟุ้งกระจายของตะกอน 
คงเหลือน  าในภาชนะแก้วประมาณ 10 -15 มิลลิลิตร หรือปริมาณที่เหมาะกับถ้วยนับตัวอย่าง ในกรณี
น  า ที่ได้จาก มีความขุ่น ซึ่งจะท าให้ไม่สามารถมองเห็นไส้เดือนฝอยได้อย่างชัดเจนภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ฯ ต้องน าน  าของตัวอย่างดังกล่าวกรองผ่านกรวยโดยวิธี Baermann funnel method  
หรือ เพ่ือความสะดวกใช้ Oostenbrink dish แทนกรวยก็ได้ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นเก็บน  าที่ผ่าน
การกรองใส่ในภาชนะแก้ว 
  2.การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเบื องต้น น าน  าที่เหลือในภาชนะแก้ว จากข้อใส่ในถ้วย
นับตัวอย่าง( Syracuse Dish) แล้วน าไปตรวจวินิจฉัย และนับจ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ (Inverted Microscope) การจัดจ าแนกสกุลไส้เดือนฝอยโดย
เปรียบเทียบกับ คู่มือการจ าแนกสกุลของไส้เดือนฝอย Plant-parasitic nematodes ; A pictorial 
key to genera (Mai et.al., 1996)  
 3.การท าสไลด์ถาวรของไส้เดือนฝอยศัตรู เมื่อพบว่าเป็นไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จึง
น าไปท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ De Grisse,1969 โดยย่อดังนี  ขั นตอนที่ 1 เขี่ยตัวไส้เดือนฝอยลง
ใน straining block เติมน  า 400 µl น าไปต้มใน water bath ที่อุณหภูมิ 55 C นาน 5 นาที ตรวจดู
ไส้เดือนฝอยแล้วเติม Solution I ประมาณ 0.5 ml น าไปใส่ไว้ในขวดโหลที่บรรจุ Ethanol 96% 
น าเข้าตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40 C นาน 12 ชั่วโมง ขั นตอนที่ 2 น า straining block ออกจากตู้อบ และ
ขวดโหลที่บรรจุ Ethanol 96% แล้วเติม Solution II เล็กน้อย ปิดฝาน าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 40 C 
นาน แล้วน ามาเติมอีก 4 ครั ง ทุก 1 ชั่วโมง 30 นาที ก่อนกลับบ้านเติม Solution III เล็กน้อยน าเข้า
ตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40 C นาน 24 ชั่วโมง ขั นตอนที่ 3 น า straining block ออกจากตู้อบ ตรวจดู
ไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เมื่อไม่พบการหดตัวของผนังล าตัวไส้เดือนฝอย ก็สามารถน า
ไส้เดือนฝอยไปใช้ในการท าสไลด์ถาวรได้ โดยน าไส้เดือนฝอยมาวางลงในสไลด์โดยหยด anhydrous 
glycerin ลงบนสไลด์แก้วเขี่ยไส้เดือนฝอยที่เตรียมไว้จัดเรียงเป็นแถวโดยใช้ไม้เขี่ยกดให้ทุกตัวติดกับผิว
สไลด์อย่าให้ตัวลอยจัดเรียงให้สวยงามง่ายแก่การดูรายละเอียดต่างๆภายใต้กล้อง ก่อนปิด cover slip 
ยาแนวขอบด้วยยาทาเล็บให้สนิท แล้วเก็บในกล่องสไลด์ 

4.การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus โดยเปรียบเทียบกับ
เอกสารการจัดจ าแนกชนิดของ EPPO PM 7/88 (1): Radopholus similis และเอกสารอ่ืนที่
เกี่ยวข้อง โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูง differential interference contrast (DIC)  พร้อมคอมพิวเตอร์และอุปกรณ์ถ่ายภาพ 
และโปรแกรมการวัดขนาด  โดยมีลักษณะส าคัญที่ต้องบันทึก อาทิ  ความยาวของล าตัว ลักษณะริม
ฝีปาก ความยาวของ stylet ลักษณะหาง เส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว ความยาวของ oesophagus ค่า 
De Man’s ratios เช่น ค่า a  (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัว) ค่า b 
(อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อความยาวของ oesophagus ) ค่า c (อัตราส่วนของความยาวล าตัว
ต่อความยาวของหาง) เป็นต้น 

เวลาและสถานที่ด าเนินการ 
 - ระยะเวลา (เริ่มต้น ต.ค.2559-สิ นสุด ก.ย.2562) 
 - สถานที่ด าเนินการ ห้องปฏิบัติการ และโรงเรือนของกลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กลุ่มงานศัตรูพืชกักกัน กลุ่มวิจัยการกักกันพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช และสถานประกอบการผู้ส่งออกไม้ประดับ 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การเก็บตัวอย่างไม้ประดับส่งออกโดยเฉพาะพรรณไม้น  าซึ่งเป็นไม้ประดับส่งออกเพ่ือเลี ยงในตู้
ปลา และไม้ประดับอื่น เช่น กวักมรกต ผลการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในพรรณไม้น  าและกวัก
มรกต คณะวิจัยได้ เริ่มด าเนินการตรวจวินิจฉัยไส้ เดือนฝอยศัตรู พืชตั งแต่  กันยายน 25 60  
ถึง ตุลาคม 2562 ซึ่งได้น าเฉพาะข้อมูลผลการตรวจของสถานประกอบการ 4 แห่ง ซึ่งส่งตัวอย่างเข้า
มาตรวจอย่างสม่ าเสมอในช่วงเวลาดังกล่าว รวมทั งสิ นจ านวน 2,583 กลุ่มประชากรตัวอย่าง โดย
จ านวนต้นของตัวอย่างแต่ละครั งขึ นกับจ านวนต้นพืชที่ต้องการส่งออก ซึ่งพบไส้เดือนฝอยสกุล 
Radopholus  จ านวน 26 กลุ่มประชากร (ดังแสดงในตารางที่ 1) คิดเป็นร้อยละ 1.0 ของจ านวน
ตัวอย่างทั งหมด ส่วนจ านวนตัวของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ที่พบส่วนใหญ่พบเพียง 1 ตัวต่อ
ครั ง แต่โดยเฉลี่ยพบ จ านวน 6 ตัวต่อกลุ่มประชากร ในช่วงปี 2550 ถึง 2552 ไม้ประดับจากประเทศ
ไทยได้ถูกปฏิเสธการน าเข้าจากสหภาพยุโรป เนื่องจากมีการตรวจพบไส้เดือนฝอย R. similis จ านวน 
11 ครั ง เป็นการพบในพืช Anubias spp. 10 ครั ง และพบในพืช Calathea sp.1 ครั ง หลังจากนั น
การสกัดกั นการน าเข้าลดลงมาตามล าดับเช่น ในช่วงปี 2553 ถึง 2559 มีการสกัดกั นการน าเข้า 5 ครั ง 
พบในพืช Anubias spp.  2 ครั ง  และพืช Calathea sp. , Philodendron sp. , และกล้วย พัด
(Ravenala madagascariensis) อย่างละ 1 ครั ง ในช่วงปี 2560 ถึง 2562 มีการสกัดกั นการน าเข้า
เพียง 1 ครั งพบในพืช Acorus spp.ซึ่งจะเห็นได้ว่าส่วนใหญ่เป็นการพบในพืช Anubias spp. อย่างไร
ก็ตาม จากการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในพรรณไม้น  าเพ่ือการส่งออก จ านวน 2,168 ตัวอย่าง 
ระหว่าง ตุลาคม 2556 ถึง มิถุนายน 2559 พบไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จ านวน 7 กลุ่ม
ประชากร พบในพืช 3 ชนิด ได้แก่ Acorus spp. Aglaonema spp. และ Lindernia spp. ไม่พบใน
พืช Anubias spp. และในการการวิจัยครั งนี  พบ R. similis ในพืช Anubias spp. สามครั ง ในปี 
2560 เท่านั น ในส่วนของพืช Vallisneria spp. จากประเทศมาเลเซียที่เคยถูกสกัดกั นการน าเข้าจาก
สหภาพยุโรปเนื่องจากพบไส้เดือนฝอย R. similis นั น ส าหรับประเทศไทยพืช Vallisneria spp.  
ซึ่งเป็นไม้ประดับที่มีการส่งออกอย่างต่อเนื่อง จากการติดตามโดยการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืช
ก่อนการส่งออกทุก 2 เดือน จาก ปี 2556 ถึงปัจจุบัน 2562 นี  ไม่พบว่ามีไส้เดือนฝอย R. similis  
ในพืช Vallisneria spp.  และมีไม้ประดับหลายชนิดที่ไม่พบ R. similis  เช่น กวักมรกต เป็นไม้
ประดับอีกชนิดหนึ่งซึ่งไม่พบ การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชจาก 2556 ถึง ปัจจุบัน 2562 ไม่พบ 
R. similis  (EFSA Panel on Plant Health, 2017 และ ธิติยา และคณะ, 2559)  การศึกษานี เป็น
การศึกษาส าหรับพืชที่ปลูกเพ่ือส่งออกที่ปลูกในโรงเรือนเป็นหลัก และ ซึ่งอาจจะกล่าวได้ว่าเป็นเพราะ
การจัดการที่ดีของสถานที่ปลูก และในส่วนของพืช Anubias spp. ที่มีการพบไส้เดือนฝอยดังกล่าว
ลดลง และบางแห่งของสถานที่ผลิตในช่วงปี 2560 ถึง 2562 นี ไม่พบ R. similis เพราะการจัดการของ
สถานที่ปลูกที่ดีขึ น และเนื่องจากสถานที่ดังกล่าวปลูกพืชจ านวนน้อยชนิดจึงมีความสามารถในการ
ดูแลที่ดีกว่าการปลูกพืชหลายชนิดเพราะพืชแต่ละชนิดต้องการดูแลและการจัดการที่แตกต่างกัน 
อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาการพบ R. similis (ในตารางที่ 1) พบว่ามีพืชเพียงไม่กี่ชนิดที่พบ ได้แก่ 
Acorus spp.  Anubias minima ,Anubias nana, Anubias spp. ,Hygrophila spp. ,Lilaeopsis 
spp. และ Micranthemum spp. และเป็นการพบเพียง 1 เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่างจ านวนมากถึง 
2,583 กลุ่มประชากรตัวอย่าง ซึ่งส่วนหนึ่งมาจากการจัดการสถานที่ปลูกดีขึ น และความร่วมมือในการ
ติดตามโดยสุ่มกลุ่มประชากรตัวอย่างพืชเพ่ือตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชก่อนการส่งออกทุก  
2 เดือน และอีกส่วนน่าจะมาจากไม้ประดับที่ส่งออกเหล่านี  ไม่ใช่พืชที่อ่อนแอต่อ R. similis ซึ่งมี
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ยกตัวอย่างดังนี   กระเจี๊ยบเขียว (Abelmoschus esculen), ไผ่ (Bambusa spp.), ผักกาดแดง 
(Beta vulgaris), กระหล่ าปลี (Brassica oleracea), พริกหยวก (Capsicum annuum), แตงโม 
(Citrullus lanatus) , แคนตาลู ป  (Cucumis melo) , สตรอว์ เ บ อ ร์ รี (Fragaria ananassa) ,
ผักกาดหอม(Lactuca sativa) ข้าว (Oryza sativa) และ ปักษาสวรรค์(Strelitzia reginae) เป็นต้น 
และนอกจากนี ยังพบว่า R. similis มีพืชอาศัยกว่า 250 ชนิด ซึ่งโดยส่วนใหญ่อยู่ ในวงศ์ บุก 
(Arecaceae) และพืชวงศ์อ่ืน เช่น วงศ์หญ้า (Poaceae) วงศ์ผักกาด (Brassicaceae) วงศผักชี 
(Apiaceae) เป็นต้น (EFSA Panel on Plant Health ,2014) การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืช
จาก 2556 ถึง ปัจจุบัน 2562 ซึ่งมีพืชกว่า 106 ชนิดที่ส่งเข้ามาตรวจพบว่า R. similis มีในพืชเพียง 9 
ชนิด เท่านั น แต่ไม่ได้พบในพืชที่อยู่ในวงศ์ที่มีรายงานการเป็นพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยชนิดนี  
ยกตัวอย่างเช่นพืชวงศ์บุก (Arecaceae) ได้แก่ Cryptocoryne spp., Pistia spp., Spathiphyllum 
spp., Syngonium spp., และ Zamioculcas zamiifolia  วงศ์หญ้า (Poaceae) ซึ่งเป็นวงศ์เดียว
กับข้าว เช่น Cyperus  spp. วงศ์ผักกาด (Brassicaceae) เช่น Rorippa spp. วงศผักชี (Apiaceae) 
เช่นHydrocotyle spp.,Chlorophytum  spp. และHydrocotyle spp.เปนตน พบว่าไม่เคยพบ R. 
similis ในพืชเหล่านี  รวมทั งพืชกว่า 85 ชนิดที่ไม่เคยพบ Burrowing nematode นี  ซึ่งอาจจะเป็นได้
ว่าพืชเหล่านี ไม่ใช่พืชอาศัย หรือเป็นเพราะการจัดการของสถานประกอบการที่ดีก็เป็นได้ 

ในส่วนการศึกษาในแปลงของประเทศไทยพบว่าในปี พ.ศ.2508 (1965) พบไส้เดือนฝอย  
R. similis ครั งแรกในกล้วย และฝรั่งที่ เกษตรกลางบางเขน  และในปี 2529 จากการศึกษา
อนุกรมวิธานไส้เดือนฝอยในวงศ์ Pratylenchidae ในประเทศไทย พบ R. similis ในดินรอบรากกล้วย 
และพริกไทย ในจังหวัด จันทบุรี นครราชสีมา และยะลา ( สืบศักดิ์,2538 และ Pliansinchai and 
Boonduang, 1986) ในปี 2556 มีการศึกษาเกี่ยวกับ  migratory endoparasitic nematodes  
ในกาแฟ และกล้วย จากการส ารวจไม่พบ Burrowing nematode ซึ่งเป็นหนึ่งในไส้เดือนฝอยนี   
(ไตรเดชและคณะ 2556) และในการส ารวจสวนพริกไทยเพ่ือใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพของสาร
ป้องกันก าจัดไส้เดือนฝอยในการควบคุมไส้เดือนฝอยสาเหตุโรคเหลืองของพริกไทย ไม่พบ R. similis 
แม้ว่าพริกไทยจะเป็นพืชที่อ่อนแอต่อไส้เดือนฝอยชนิดนี  โดยตรวจพบเพียงไส้เดือนฝอยรากปม 
(Meloidogyne incognita)  (ธิติยา และคณะ2558) ซึ่งสอดคล้องกับการวิเคราะห์ความเสี่ยงของ  
R. similis ของสหภาพยุโรป โดยได้มีการทดลองและตรวจสอบ ในหลายด้านไม่ว่าจะเป็นการน าเข้า 
การตั งรกราก การแพร่กระจาย  ผลกระทบจากการติดเชื อจากไม้ประดับที่น าเข้า เส้นทางหลักของการ
น าเข้าพืชที่น่าจะมีการติดเชื อไส้เดือนฝอย R. similis สู่สหภาพยุโรป ซ่ึงเดิมมีการแยก R. citrophilus  
กับ R. similis โดย R. citrophilus  อยู่ใน Annex II, Part A, Section I of Council Directive 2000
/29/EC เป็นศัตรูพืชควบคุมเพราะเป็นสิ่งมีชีวิตที่อันตรายไม่มีอยู่ในสหภาพยุโรปอยู่ในระดับ A1  
และ R.  similis  อยู่ ใน  Annex II, Part A, Section II of Council Directive 2000/29/EC เป็น
ศัตรูพืชควบคุมเพราะเป็นสิ่งมีชีวิตที่อันตรายซึ่งมีอยู่ในสหภาพยุโรปซึ่งอยู่ในระดับ A2   แต่จาก
การศึกษาเพ่ิมเติมพบว่า R. citrophilus เป็นชื่อพ้องรอง (junior synonym) ของ R.similis และมี
การศึกษาและการทดลองหลากหลายเพื่อดูผลกระทบของ R. similis  ต่อพืชในสหภาพยุโรป คณะวิจัย
นี ขอยกตัวอย่างเพียงหนึ่งการทดลอง ได้มีทดลองการติดเชื อของส้ม ซึ่งพบว่า R. similis ที่มาจากไม้
ประดับสามารถติดเชื อในส้มได้ในการทดลองในโรงเรือนทดลอง แต่ในพื นที่แปลงกลางแจ้งมีการติด
เชื ออยู่ในระดับต่ า คาดว่ากลุ่มประชากรของ R.similis ไม่อยู่ในระดับที่ท าให้เกิดความเสียหายของส้ม
ที่ปลูกกลางแจ้งได้ ซึ่งอาจจะเป็นเพราะการเพ่ิมขึ นอุณหภูมิ เนื่องจากโลกร้อนท าให้จ านวนของ  
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R. similis ลดลง ถึงอย่างไรก็ตาม R.similis ยังเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่ส าคัญของโลก แม้ว่าจากการ
วิเคราะห์ความเสี่ยงในครั งนี  R.similis จะมีผลกระทบต่อสหภาพยุโรปในระดับต่ าก็ตาม (EFSA Panel 
on Plant Health, 2017) 
 การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเบื องต้น ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัว
กลับ (Inverted Microscope) ก่อนที่จะน าไปท าสไลด์ถาวรของไส้เดือนฝอย Radopholus ต้องจัด
จ าแนกเป็นไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ตาม คู่มือการจ าแนกสกุลของไส้เดือนฝอย Plant-
parasitic nematodes ; A pictorial key to genera (Mai et.al., 1996) ดังนี  พบว่าเป็น ไส้เดือน
ฝอยสกุล Radopholus โดยมีลักษณะสัณฐานวิทยาดังนี   เป็นไส้เดือนฝอยที่มี stylet มองเห็นได้
ชัดเจน แข็งแรง และมี stylet basal knobs บริเวณส่วนหัวค่อนข้างกลม และมีโครงสร้างแข็งแรง ท า
ให้มองเห็นอย่างชัดเจนภายใต้กล้อง ส่วนหัวไม่มี  setae ตัวเต็มวัยเพศเมียมีรูปร่าง เรียวยาว 
(vermiform)   ส่วนหลอดอาหาร (esophagus) แบ่งออกเป็น 3 ส่วน มีการซ้อนทับล าไส้ไปด้านหลัง 
ต าแหน่งของ vulva อยู่ใกล้กึ่งกลางล าตัว ประมาณ 50-69 เปอร์เซ็นต์ มี ovaries 2 ด้านของ vulva 
มีเพศเมีย และล าไส้ค่อนข้างสีเข้มมองเห็นได้ชัดเจน และมีเพศผู้ที่มีลกษณะแตกต่างกัน (sexual 
dimorphism) 

การท าสไลด์ถาวร และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย
สูง differential interference contrast (DIC)  พร้อมคอมพิวเตอร์  และอุปกรณ์ถ่ายภาพ และ
โปรแกรมการวัดขนาด โดยเปรียบเทียบกับเอกสารการจัดจ าแนกชนิดของ EPPO PM 7/88 (1): 
Radopholus similis เป็นส าคัญ และเอกสารอ่ืนที่เกี่ยวข้อง เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ที่พบในการศึกษาครั งนี  จ านวน 28 ตัว กับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ R. similis ตาม ค านิยามชนิด และรูปภาพของ R. similis ในการศึกษาครั งนี ไม่พบ
เพศผู้ของไส้เดือนฝอยชนิดนี  จึงเปรียบเทียบเฉพาะลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเพศเมีย และหน่วย
วัดทั งหมดของการศึกษาในครั งนี เป็น ไมครอน (µm) ตามเอกสารอ้างอิงของ EPPO ผลการวิจัยนี 
สามารถจัดจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล  Radopholus ที่พบได้เป็น Radopholus similis 
(Cobb, 1893) Thorne, 1949 โดยมีการจัดหมวดหมู่ดังนี  

Domain Eukaryota 
    Kingdom Metazoa 
        Phylum Nematoda 
           Class Secernentea 
        Order Tylenchida 

     Suborder Tylenchina 
Family Pratylenchidae  

                Subfamily Radopholinae  
                             Genus Radopholus  
                                Species: Radopholus similis  
ซึ่งมีชื่อพ้องดังนี : 

Tylenchus similis Cobb,1893 
Tylenchus granulosus Cobb, 1893 
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Tylenchus acutocaudatus Zimmerman, 1898 
Tylenchus biformis Cobb, 1909 
Anguillulina similis (Cobb, 1893) Goodey, 1932 
Rotylenchus similis (Cobb, 1893) Filipjev, 1936 
Radopholus citrophilus Huettel, Dickson & Kaplan, 1984 

และยังมีชื่อพ้องอ่ืน (Siddiqi, 2000) 
ลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอย R. similis เมื่อเปรียบเทียบกับคู่มือของ A.Y. Ryss 

(Ryss,2003)  และ คู่มือของ Nickle (Nickle,1991) เป็นไส้เดือนฝอยที่มีขนาดเล็กกว่า 1 มิลลิเมตร 
เพศเมียส่วนหัวค่อนข้างกลม และมีโครงสร้างแข็งแรง และยกสูงแยกจากล าตัวเพียงเล็กน้อย ลักษณะ
คล้ายโดม ส่วนบริเวณ lib region มี 6 annules ส่วนของ Stylet ชัดเจน และพัฒนาดี และมี Stylet 
knobs ค่อนข้างกลม และค่อนข้างเท่ากัน  ส่วนของ oesophagus ค่อนข้างยาว และล าไส้ซ้อนทับ
ล าตัวด้านหลัง มีเส้นข้างล าตัว 4 เส้นมีความข้างกว้างค่อนข้างเท่ากัน ต าแหน่ง Vulva อยู่ค่อนข้าง
กึ่งกลางความยาวของล าตัว มีแขนงของระบบสืบพันธุ์สองแขนงตรงข้ามกันด้านหน้าและด้านหลัง 
(Didelphic) ซึ่งแขนงของระบบสืบพันธุ์ทั งสองด้านมีลักษณะและความยาวใกล้เคียงกัน แต่โดยส่วน
ใหญ่แขนงของระบบสืบพันธุ์ด้านหน้ามีความยาวกว่าเล็กน้อย ภายในระบบสืบพันธุ์ มี spermatheca 
ลักษณะกลม และพบ sperm cells ใน spermatheca เป็นแท่งเล็ก ( rod-like) ไม่พบ sperm cells 
ที่ค่อนข้างกลม ผิวของล าตัวค่อนข้างเรียบ ส่วนของหางมีลักษณะ รูปทรงโคนค่อนข้างยาว (elongate-
conoid) บริเวณส่วนใสของปลายหางค่อนข้างยาว ลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอย R. similis 
แสดงในภาพที่ 1 

การวัดลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอย R.similis เปรียบเทียบกับเอกสารการจัดจ าแนก
ชนิดของ EPPO PM 7/88 (1) พบว่าความยาวของล าตัวของตัวอย่างที่ศึกษา (Body length)  
อยู่ในช่วงเดียวกันกับของ EPPO ซึ่งอยู่ที่  510 ถึง 820 โดยเฉลี่ย 655 และการศึกษานี  534 ถึง 663 
(592±33.3)  ส่ วนความยาว Stylet อยู่ ในช่วงใกล้ เคียงกันมากของ EPPO 16–23 (18.5)  
และการศึกษานี  16-18 (17±0.42) แขนงของระบบสืบพันธุ์ส่วนหน้า (Female gonad anterior 
branch)  และแขนงของระบบสืบพันธุ์ส่วนหลัง (Female gonad posterior branch) ความยาว
ค่อนข้างใกล้เคียงกัน แม้ว่าส่วนหน้าจะยาวกว่าเล็กน้อย ความยาวของแขนงของระบบสืบพันธุ์ ส่วน
หน้าของ EPPO 112–297 (174) และแขนงของระบบสืบพันธุ์ ส่วนหน้าของไส้เดือนฝอยในการศึกษา
นี ความยาวอยู่ที่ 108-138 (126±7.18) ความยาวของแขนงของระบบสืบพันธุ์ ส่วนหลังของ EPPO 
103–269 (165) และการศึกษานี  103-132 (117±7.44)  เส้นผ่านของร่างกายบริเวณทวาร (Body 
diameter at the anus) ของ EPPO 13–24 (17.7) และการศึกษานี  13-16 (14±0.85) ความยาว
ของส่วนปลายหัวถึงต าแหน่ง Excretory pore ของ EPPO 59–115 (88)  และ ของการศึกษานี  75-
96 (85±5.21) สัดส่วนของต าแหน่งของ Vulva ต่อความยาวล าตัว (Vulva %) อยู่ที่ ของ EPPO 50–
67 (57) และการศึกษานี  50-61 (57±1.91) เปอร์เซ็นต์ ค่า De Man’s ratios โดยเปรียบเทียบค่า a  
(อัตราส่วนของความยาวของล าตัวต่อส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัว)  ของ EPPO 20–34 (27)  และของ
การศึกษานี  30-38 (33±1.94)  ค่า b (อัตราส่วนของความยาวของล าตัวต่อความยาวของ 
oesophagus) ของ EPPO  6–10 (7.9) และ ของการศึกษานี  8-10 (9±0.46) ค่า c (อัตราส่วนของ
ความยาวของล าตัวต่อความยาวหาง)  7–13 (9.4)  และของการศึกษานี  7-11 (10±0.73)  ของ
การศึกษานี ยังได้ศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของ hyaline region length  9-15 (11±1.24) จึงจัดจ าแนก
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ชนิดได้เป็น Radopholus similis (Cobb, 1893) Thorne, 1949 ซึ่งค่าการวัดลักษณะทางสัณฐาน
ของไส้เดือนฝอย R. similis เปรียบเทียบกับเอกสารการจัดจ าแนกชนิดของ EPPO PM 7/88 (1) 
(แสดงในตารางที่ 2)  

ไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus มีความหลากหลายของชนิดมากปัจจุบันพบว่ามี 30 ชนิด ซึ่ง
ประเทศออสเตรเลียมีความหลากหลายมากถึง 25 ชนิด (Luc, 1987) จากการศึกษาของ 
Quénéhervé (2009) และTan et.  al. , (2010) คาดว่าความหลากหลายของไส้ เดือนฝอย 
Radopholus ในออสเตรเลียมีสาเหตุ เนื่องจากมีการแลกเปลี่ยนและเคลื่อนย้ายพืชที่ติดเชื อมาจาก
ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และเป็นที่น่าสังเกตว่าในช่วงทศวรรษ ที่ผ่านมาได้มีรายงานในการพบ
ชนิดใหม่ของไส้เดือนฝอยสกุลนี หลายชนิด โดยพบว่า มีการพบชนิดใหม่ในเวียดนาม 3 ชนิด 
นิวซีแลนด์ 1 ชนิด ออสเตรเลีย 2 ชนิด และอินโดนีเซีย 1 ชนิด (Volcy, 2010) 
 ในส่วนประเทศไทยปี พ.ศ.2508 (1965) พบไส้เดือนฝอย R. similis ครั งแรกในกล้วยและฝรั่ง 
ที่ เกษตรกลางบางเขน โดยนายTimm และ การอนุกรมวิธานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
ประเทศไทย พบเพียงชนิดเดียว R. similis (Pliansinchai and Boonduang, 1986 สืบศักดิ์,2538 
และ นุชนารถ ตั งจิตสมคิด และช่อทิพย์ ศัลยพงษ์, 2556) จากข้อมูลของ  EPPO quarantine Pest 
ประเทศที่พบ R. similis ในเอเชีย ได้แก่ ประเทศบรูไน อินเดีย (บางรัฐ) อินโดนีเซีย ญี่ปุ่น (ไม่มีการ
ยืนยัน) มาเลเซีย (รัฐ Peninsular) โอมาน ปากีสถาน ฟิลิปปินส์ ศรีลังกา เยเมน และรวมทั งประเทศ
ไทย จากการศึกษาของ Nguyen และคณะในปี  2003 ได้รายงานว่าพบไส้ เดือนฝอยสกุล 
Radopholus ชนิดใหม่ในทุเรียน คือ R. duriophilus ซึ่งมีผู้วิจัยได้เปรียบเทียบกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ R. similis ของการศึกษานี  พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา อยู่ในช่วงที่ใกล้เคียงกัน 
ซึ่งจะศึกษาต่อในทางชีวโมเลกุลซึ่งอาจจะพบความแตกต่างกันก็เป็นได้ เพราะเป็นที่น่าสังเกตว่า
เวียดนามเป็นประเทศเพ่ือนบ้านของไทย แต่ไม่เคยมีรายงานว่าพบ R. similis  นอกจากนี  ยังมีไส้เดือน
ฝอยสกุล Radopholus ที่ใกล้เคียงกับ R. similis อีก เช่น R. musicola ซึ่งพบในออสเตรเลียโดย
พบว่าสามารถเข้าท าลายกล้วยที่ต้านทานต่อ R. similis ได้ โดยมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียง
กันแต่ก็มีความแตกต่างกันในส่วนของ R. musicola มีเส้นข้างล าตัว 4 เส้นมีเท่ากับ R. similis  
แต่ความข้างกว้างของเส้นคู่ในแคบเข้าหากัน มีระยะความกว้างไม่เท่ากัน  และส่วนของปลายหาง
ค่อนข้างแคบและมีเดือยแหลมที่ปลายหาง ส่วนใสของหาง (hyaline region length) สั นกว่าของ  
R. similis และไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียงกับ R. similis 
ได้แก่ R. bridgei ซึ่งตรวจพบจากการสกัดกั นการน าเข้าพรรณไม้น  า จากประเทศสิงคโปร์และมาเลเซีย 
พบว่าแตกต่างกันในส่วนของ เส้นข้างล าตัว 4 เส้นมีเท่ากับ R. similis    แต่ความข้างกว้างของเส้นคู่
ในแคบกว่าคู่นอก ภายในระบบสืบพันธุ์ มี spermatheca ลักษณะกลม ขนาดใกล้เคียงกัน และพบ 
sperm cells ใน  spermatheca เ ป็ นแท่ ง เ ล็ ก  (  rod- like)  คล้ า ย  R.  similis แต่  R.  bridgei  
มี sperm cells ที่ค่อนข้างกลมด้วย และค่า a ของ R. bridgei  (อัตราส่วนของความยาวของล าตัวต่อ
ส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัว) น้อยกว่า R. similis แสดงว่าตัวอย่าง R. bridgei  ที่มีความยาวของล าตัว
เท่ากับ R. similis ต้องมีส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัวมีค่ามากกว่าจึงท าให้มีค่า a น้อยกว่า R. similis  
ซึ่งสามารถเรียงล าดับของค่า a จากมากไปน้อยได้ดังนี  R. similis, R. musicola, และ R. bridgei  
ตามล าดับ ซึ่งเป็นการยืนยันว่าในไม้ประดับส่งออกพรรณไม้น  าส่งออก มีเพียง R. similis ชนิดเดียว  
ไม่พบชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ต่างถ่ิน (alien species)  
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus  เพศเมียจ านวน 28 

ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับการวินิจฉัยของ EPPO PM 7/88 (1) พบว่าเป็น ไส้เดือนฝอย  Radopholus 
similis เพียงชนิดเดียว และจากการเก็บตัวอย่างไม้ประดับส่งออกโดยเฉพาะพรรณไม้น  าซึ่งเป็นไม้
ประดับส่งออกเพ่ือเลี ยงในตู้ปลา และไม้ประดับอ่ืน เช่น กวักมรกต ผลการตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอย
ศัตรูพืชในพรรณไม้น  า และกวักมรกต เพ่ือการส่งออกนี  คณะวิจัยได้เริ่มด าเนินการตรวจวินิจฉัย
ไส้เดือนฝอยศัตรู พืชตั งแต่ กันยายน 2560 ถึง ตุลาคม 2562 ซึ่ง รวมทั งสิ นจ านวน 2,583  
กลุ่มประชากรตัวอย่าง พบไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus  จ านวน 26 กลุ่มประชากร คิดเป็น 
ร้อยละ 1.0 ของจ านวนตัวอย่างทั งหมด จากผลการทดลองพบว่า R. similis มีผลกระทบเพียงเล็กน้อย
ต่อการส่งออกพรรณไม้น  า และ กวักมรกต จากการติดตามโดยสุ่มกลุ่มประชากรตัวอย่างพืชเพ่ือตรวจ
วินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชก่อนการส่งออกทุก 2 เดือน พบว่ามี พืชเพียง 9 ชนิดที่พบ R. similis  
และจากการตรวจติดตามจากปี 2556 ถึงปัจจุบัน 2562 พบว่าพรรณไม้น  ากว่า 85 ชนิด รวมทั ง  
กวักมรกต ไม่เคยพบไส้เดือนฝอยชนิดนี  และในพืชวงศ์ที่มีความเสี่ยงที่จะพบ R. similis เนื่องจากมี
รายงานการเป็นพืชอาศัยหลายวงศ์ เช่นพืชวงศ์บุก (Arecaceae) ได้แก่ Cryptocoryne spp., Pistia 
spp., Spathiphyllum spp., Syngonium spp., และกวักมรกต (Zamioculcas zamiifolia) วงศ์
หญ้า (Poaceae) เช่น Cyperus  spp. ซึ่งเป็นวงศ์เดียวกับข้าว และข้าวเป็นพืชที่อ่อนแอต่อไส้เดือน
ฝอยชนิดนี  วงศ์ผักกาด (Brassicaceae) เช่น Rorippa spp. วงศผักชี (Apiaceae) เช่น Hydrocotyle 
spp. , Chlorophytum  spp.  และ  Hydrocotyle spp.  เป นต น พบว่าไม่ เคยพบไส้ เดือนฝอย 
Burrowing nematode นี  รวมทั งการสกัดกั นการน าเข้าของสหภาพยุโรปก็ลดลงตามล าดับด้วย และ
คณะวิจัยพบว่ามีหลายปัจจัยที่ท าให้ไส้เดือนฝอย R. similis มีผลกระทบน้อยกับการส่งออกพืชเหล่านี  
เพราะเป็นไปได้ว่าพืชเหล่านี ไม่ใช่พืชอาศัยหลัก โดยเฉพาะอย่างยิ่งไม่เคยมีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยที่
อ่อนแอต่อ R. similis ประกอบกับการจัดการของสถานประกอบการที่ดี เช่น การมีสภาพของโรงเรือน
ที่ดี วัสดุปลูกและอุปกรณ์สะอาดปราศจากเชื อ ความใส่ใจของผู้ปฏิบัติงานเพ่ือไม่ให้เชื อแพร่กระจาย 
การฆ่าเชื อ และการท าลายแหล่งสะสมของเชื อ เป็นต้น รวมถึงความร่วมมือกับภาครัฐในการติดตาม
โดยสุ่มกลุ่มประชากรตัวอย่างพืช เพ่ือตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชก่อนการส่งออกทุก 2 เดือน   
จึงสามารถสรุปได้ว่าไส้เดือนฝอย R.similis มีผลกระทบในระดับต่ าต่อการส่งออกพรรณไม้น  าและ 
กวักมรกต แต่อย่างไรก็ตาม R.similis ยังเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่ส าคัญของโลก ดังนั นทั งสถาน
ประกอบการ และภาครัฐจะต้องรักษาระดับของการท างานให้ดีอย่างต่อเนื่องเพ่ือรักษาโอกาสทางการ
ค้ากับสหภาพยุโรปต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณ นายวานิช ค าพานิช กลุ่มงานศัตรูพืชกักกัน กลุ่มวิจัยการกักกันพืช นางสาว
อังคณา พวงเงินมาก นายอนุทธัต อู่หิรัญ นายอภิชัย อยู่เอ่ียม กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร และสถานประกอบการผู้ส่งออกไม้ประดับ และพรรณไม้น  าทุกแห่งที่
ให้ความร่วมมือกับภาครัฐอย่างดียิ่ง  
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Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant 
 populations sent for nematode diagnostics per year 

Ornamental and aquatic 
plants The number of plant-  The number of R.similis 

for exportation populations sent for populations are found 

 
nematode diagnostics  

per year 
in plant samples 

per year 

  2017 2018 2019 2017 2018 2019 
Acorus spp. 15 16 17 3 8 5 
Aglaonema spp. 12 13 12 0 0 0 
Alternanthera spp. 11 13 12 0 0 0 
Ammania spp. 10 12 14 0 0 0 
Ammoricia aquatica  0 6 7 0 0 0 
Anubias barteri 'Broad Leaf'  15 12 11 2 0 0 
Anubias barteri var. barteri 7 6 5 0 0 0 
Anubias coffefolia  7 6 5 0 0 0 
Anubias congensis  13 15 12 0 0 0 
Anubias lanceolata 7 7 6 0 0 0 
Anubias minima 13 12 12 1 0 0 
Anubias nana 14 13 11 1 0 0 
Anubias spp. 19 18 19 1 0 0 
Aponogeton spp. 4 6 6 0 0 0 
Bacopa spp. 12 12 13 0 0 0 
Barclaya spp. 11 12 8 0 0 0 
Bolbitis spp. 11 12 12 0 0 0 
Bucephalandra spp. 7 6 6 0 0 0 
Cabomba spp. 12 14 15 0 0 0 
Cardamine spp. 6 11 7 0 0 0 
Ceratophylum spp. 4 6 7 0 0 0 
Ceratopteris spp. 7 6 6 0 0 0 
Chlorophytum spp. 11 12 13 0 0 1 
Cordyline spp. 5 8 6 0 0 0 
Crinum spp. 2 8 5 0 0 0 
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Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant
 populations sent for nematode diagnostics per year (continue) 

Ornamental and aquatic 
plants The number of plant-  The number of R.similis 

for exportation populations sent for populations are found 

 
nematode diagnostics  

per year 
in plant samples 

per year 

  2017 2018 2019 2017 2018 2019 
Cryptocoryne blassi 3 5 3 0 0 0 
Cryptocoryne spp. 11 12 14 0 0 0 
Cyperus spp. 6 6 6 0 0 0 
Dracaena spp. 11 13 13 0 0 0 
Echinodorus spp. 12 14 14 0 0 0 
Eichhornia spp. 10 12 12 0 0 0 
Eleocharis spp. 12 15 13 0 0 0 
Elodea spp. 10 12 14 0 0 0 
Eriocaulon spp. 1 1 7 0 0 0 
Eustralis spp. 6 7 7 0 0 0 
Fittonia spp. 1 2 6 0 0 0 
Fissdens.spp 0 3 0 0 0 0 
Gratiola spp. 8 12 12 0 0 0 
Glossostigma spp. 10 12 14 0 0 0 
Gymnocoronis spp. 6 8 6 0 0 0 
Hedyotis spp. 6 6 6 0 0 0 
Hemianthus spp. 6 7 6 0 0 0 
Hemigraphis spp. 11 13 12 0 0 0 
Heteranthera spp. 9 12 10 0 0 1 
Homalomera spp. 6 6 6 0 0 0 
Hottonia spp. 4 6 6 0 0 0 
Hydrocotyle spp. 10 13 13 0 0 0 
Hygrophila spp. 11 12 16 0 0 1 
Hygrophyza spp. 0 5 6 0 0 0 
Isoetes spp.  6 6 7 0 0 0 
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Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant    
    populations sent for nematode diagnostics per year (continue) 

Ornamental and aquatic 
plants The number of plant-  The number of R.similis 

for exportation populations sent for populations are found 

 
nematode diagnostics 

 per year 
in plant samples 

per year 

 2017 2018 2019 2017 2018 2019 
Juncus spp. 6 6 6 0 0 0 
Lagenandra spp. 6 6 6 0 0 0 
Lilaeopsis spp. 10 14 14 0 0 1 
Limnobium spp 0 1 7 0 0 0 
Limnophila spp. 12 14 15 0 0 0 
Lindernia spp. 10 12 13 0 0 0 
Lobelia spp. 11 12 14 0 0 0 
Ludwigia spp. 10 12 12 0 0 0 
Lysimachia spp. 6 7 6 0 0 0 
Marsilea spp. 6 6 6 0 0 0 
Mayaca spp. 6 5 7 0 0 0 
Micranthemum spp. 12 13 12 1 0 0 
Microsorium spp. 11 14 12 0 0 0 
Monosolenium spp. 8 6 6 0 0 0 
Murdannia spp. 0 6 6 0 0 0 
Myriophyllum spp. 7 6 10 0 0 0 
Nesae spp. 0 2 7 0 0 0 
Najas spp. 4 8 6 0 0 0 
Nomaphila spp. 10 12 13 0 0 0 
Nuphar spp. 4 7 6 0 0 0 
Nymphaea spp. 10 14 13 0 0 0 
Nymphooides spp. 6 8 7 0 0 0 
Ophiopogon spp. 11 13 12 0 0 0 
Pandanus spp. 4 6 7 0 0 0 
Panthorum spp. 0 4 7 0 0 0 
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Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant 
   populations sent for nematode diagnostics per year (continue) 

Ornamental and aquatic 
plants The number of plant-  The number of R.similis 

for exportation populations sent for populations are found 

 
nematode diagnostics 

 per year 
in plant samples 

per year 

  2017 2018 2019 2017 2018 2019 
Phyllanthus spp. 0 5 7 0 0 0 
Piptospatha spp. 6 7 7 0 0 0 
Pista spp. 10 12 13 0 0 0 
Pogostemon spp. 6 6 6 0 0 0 
Polygonum spp. 6 6 7 0 0 0 
Proserpinaca spp. 5 6 6 0 0 0 

Ranalisma spp. 0 1 4 0 0 0 
Ranunculus spp. 6 7 6 0 0 0 
Riccia spp. 0 1 7 0 0 0 
Rorippa spp. 6 6 8 0 0 0 
Rotala spp. 10 12 12 0 0 0 
Sagittaria spp. 10 14 13 0 0 0 
Salvinia spp. 9 13 13 0 0 0 
Samolus spp. 0 1 0 0 0 0 
Saururus spp. 11 13 13 0 0 0 
Spathiphyllum spp. 6 7 6 0 0 0 
Staurogyne spp. 6 6 7 0 0 0 
Syngonium spp. 10 12 12 0 0 0 
Tonina spp. 6 6 6 0 0 0 
Trapa spp. 11 13 11 0 0 0 
Trichocoronis spp. 6 7 5 0 0 0 
Utricularia spp. 0 7 6 0 0 0 
Vallisneria spp. 12 15 14 0 0 0 
Vesicularia spp. 10 12 12 0 0 0 
Zamioculcas zamiifolia 26 10 16 0 0 0 
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Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant 
   populations sent for nematode diagnostics per year (continue) 

  

The total number of plant 
populations sent for nematode 

diagnostics per year. 

The total number of R.similis 
populations are found in plant 

populations per year. 
    

2017 759 9 
2018 901 8 
2019 923 9 

 
Table 1 The monitory process for exportation ornamental and aquatic plant    
    populations sent for nematode diagnostics per year (continue) 

The total number of plant populations The total number of R. Similis 
in three years. populations in three years. 

2583 26 
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Table 2 Morphometric characteristics of R. similis comparison between this study and  
   PM 7/88 (1) :  Radopholus similis of EPPO Bulletin from 28 different samples
   (measurement in µm and in the form: mean± standard deviation)  

Character 
Female 

EPPO This  
study 

S2 S3 S4 S5 S6 S7 S17 S18 S19 S20 

Body length 510–820 
(655) 

534-663 
(592±33.3) 

594 547 587 597 579 590 561 593 552 534 

Stylet length 16–23 (18.5) 16-18 
(17±0.42) 

17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 

Female gonad 
anterior 
branch 

112–297 
(174) 

108-138 
(126±7.18) 

130 120 130 108 134 132 120 133 138 129 

Female gonad 
posterior 
branch 

103–269 
(165) 

103-132 
(117±7.44) 

124 105 129 107 113 106 109 127 124 118 

Body 
diameter at 

the anus 

13–24 (17.7) 13-16 
(14±0.85) 

13 14 14 13 15 13 15 14 16 13 

Distance from 
Excretory pore 

to head tip 

59–115 (88) 75-96 
(85±5.21) 

90 80 83 86 86 84 80 89 81 83 

Vulva % 50–67 (57) 50-61 
(57±1.91) 

57 57 58 57 57 53 56 56 50 57 

a 20–34 (27) 30-38 
(33±1.94) 

33 31 32 35 34 36 32 31 30 32 

b 6–10 (7.9) 8-10 
(9±0.46) 

8 9 9 10 8 9 9 9 9 9 

c 7–13 (9.4) 7-11 
(10±0.73) 

10 9 10 10 10 10 7 11 11 8 

hyaline 
 

            

region length  9-15 
(11±1.24) 

11 11 9 10 13 12 12 10 11 12 
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Table 2 Morphometric characteristics of R. similis comparison between this study and  
   PM 7/88 (1) :  Radopholus similis of EPPO Bulletin from 28 different samples
   (measurement in µm and in the form: mean± standard deviation) (continue) 

Character 
Female 

EPPO This  
study 

S21 S22 S23 S24 S25 S27 S28 S29 S30 S31 

Body length 510–820 
(655) 

534-663 
(592±33.3) 

580 596 542 655 581 613 561 605 605 621 

Stylet 
length 

16–23 
(18.5) 

16-18 
(17±0.42) 

17 17 17 17 17 16 17 17 16 17 

Female 
gonad 

anterior 
branch 

112–297 
(174) 

108-138 
(126±7.18) 

126 121 123 137 127 131 116 132 133 124 

Female 
gonad 

posterior 
branch 

103–269 
(165) 

103-132 
(117±7.44) 

121 120 113 132 125 125 115 120 123 121 

Body 
diameter at 
the anus 

13–24 
(17.7) 

13-16 
(14±0.85) 

14 13 13 15 15 13 13 14 16 15 

Distance 
from 

Excretory 
pore to 
head tip 

59–115 
(88) 

75-96 
(85±5.21) 

86 78 87 90 81 75 77 88 86 92 

Vulva % 50–67 
(57) 

50-61 
(57±1.91) 

57 57 61 57 55 57 57 57 58 57 

a 20–34 
(27) 

30-38 
(33±1.94) 

36 35 30 38 31 31 32 34 31 31 

b 6–10 
(7.9) 

8-10 
(9±0.46) 

9 9 8 10 9 9 9 9 9 9 

c 7–13 
(9.4) 

7-11 
(10±0.73) 

10 10 10 10 10 10 8 9 10 10 

hyaline             
region 
length 

 9-15 
(11±1.24) 

10 12 13 12 11 13 11 12 10 10 
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Table 2. Morphometric characteristics of R. similis comparison between this study and
    PM 7/88 (1) :  Radopholus similis of EPPO Bulletin from 28 different samples 
    (measurement in µm and in the form: mean± standard deviation) (continue) 

Character 
Female 

EPPO 
This  

study S32 S42 S43 S44 S45 S46 S47 S48 

Body length 
 510–820 

(655)  
534-663 

(592±33.3) 
633 607 663 637 553 570 584 642 

Stylet 
length  16–23 (18.5)  

16-18 
(17±0.42) 

16 17 17 16 17 18 17 16 

Female 
gonad 
anterior 
branch 

112–297 
(174) 

108-138 
(126±7.18) 121 115 136 120 122 124 131 121 

Female 
gonad 
posterior 
branch  

103–269 
(165) 

103-132 
(117±7.44) 115 119 117 118 103 106 118 115 

Body 
diameter at 
the anus  13–24 (17.7)  

13-16 
(14±0.85) 14 14 15 14 13 13 15 14 

Distance 
from 
Excretory 
pore to 
head tip  59–115 (88)  

75-96 
(85±5.21) 77 90 91 93 85 87 84 96 

Vulva %  50–67 (57) 
50-61 

(57±1.91) 
57 54 58 59 58 58 58 58 

a 20–34 (27)  
30-38 

(33±1.94) 
35 34 34 31 31 34 30 34 

b 6–10 (7.9)  
8-10 

(9±0.46) 
9 9 10 9 9 10 9 10 

c 7–13 (9.4)  
7-11 

(10±0.73) 
9 9 10 10 10 9 9 10 

hyaline            
region 
length   

9-15 
(11±1.24) 10 11 15 11 10 11 9 11 
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Figure 1 Differential interference contrast ( DIC)  microscope photographs of female 
   Radopholus similis (A-B) : general view (C-E) : anterior part (F-G) : excretory 
   pore (H) : a vulva (I) : the female genital system composed of two opposed 
   branches (didelphic) with spermatheca filled with rod-like sperm (J) : female 
   gonad anterior branch (K) : female gonad posterior branch (L-M) : lateral field 
   near midbody (N-P) : tails 
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ศึกษาชนิดและเขตการแพร่กระจายของรา Colletotrichum spp. 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

Study the Species and Epidemic Area, Colletotrichum spp. 
Causal Agent of Chili Anthracnose Disease 

 
ธารทิพย  ภาสบุตร   อภิรัชต์ สมฤทธิ์   อมรรัชฏ์  คิดใจเดียว 

มะโนรัตน์  สุดสงวน 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

 

รายงานความก้าวหน้า 

เก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส ระหว่างเดือน ตุลาคม 2560 ถึง เดือน
กันยายน 2562 จากแหล่งปลูกพริกในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาค
ตะวันออก ได้ตัวอย่างพริกที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส จ านวน 70 ตัวอย่าง น าตัวอย่างที่ได้มา
ศึกษาในห้องปฏิบัติการเพ่ือแยกเชื้อราสาเหตุโรคออกจากผลพริก แยกได้รา Colletotrichum spp. 
จ านวน 80 ไอโซเลต ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของรา Colletotrichum spp. จ านวน 69 ไอ
โซเลต จัดกลุ่มของราตามลักษณะรูปร่างของ โคนิ เดีย เป็น  2 กลุ่ม คือ กลุ่มโคนิ เดียรูปร่าง
ทรงกระบอกหรือรูปกระสวยตรง และ กลุ่มโคนิเดียรูปร่างโค้งคล้ายพระจันทร์เสี้ยว และได้จ าแนก
ชนิดของรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกเป็น  Colletotrichum capsici 
(Syd.) Butl. and Bisby Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. and Sacc แ ล ะ
Colletotrichum acutatum Simmonds ส่วนการศึกษาความสัมพันธ์ของรา  Colletotrichum 
spp. โดยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี รวมทั้งรา Colletotrichum spp. ที่ยังจ าแนกชนิดไม่แล้ว
เสร็จจะได้ด าเนินการในปี พ.ศ. 2563 ต่อไป 

ค าหลัก : Colletotrichum  โรคแอนแทรคโนสของพริก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-02-11-61 
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ค าน า 

พริก (Chili ; Capsicum spp.) เปนพืชเศรษฐกิจที่ ส าคัญชนิดหนึ่ งของประเทศไทย  
ที่นิยมปลูก ได้แก่ พริกขี้หนูผลใหญ่ พริกชี้ฟ้า พริกขี้หนูสวน  พริกหยวก พริกเหลือง พริกหนุ่ม  
พริกกะเหรี่ยง และ พริกหวาน เป็นต้น เมื่อน าพริกแต่ละชนิดมาจัดกลุ่ม จัดได้ 3 กลุ่ม คือ 1.กลุ่ม 
พริกใหญ่ (Capsicum annuum L.) พริกกลุ่มนี้มีขนาดผลกว้างประมาณ 1-3 เซนติเมตร ยาว 8-20 
เซนติเมตร มีความเผ็ดในระดับน้อยถึงเผ็ดปานกลาง พริกที่ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มพริกใหญ่ ได้แก่  
พริกบางช้าง พริกมัน พริกหนุ่ม พริกเหลือง พริกซอส  และพริกหวาน  2.กลุ่มพริกขี้หนูใหญ่ 
(Capsicum annuum L.)ขนาดของผลโดยประมาณกว้าง 0.3-1 เซนติเมตร ผลยาว 3-8 เซนติเมตร 
มีรสเผ็ด พริกที่จัดอยู่ในกลุ่มพริกขี้หนูใหญ่ ได้แก่ พริกจินดา พริกหัวเรือ พริกห้วยสีทน พริกยอดสน
และพริกช่อ 3. กลุ่มพริกขี้หนูเล็ก (Capsicum frutescens L.) ขนาดผลโดยประมาณยาวน้อยกว่า 
 3 เซนติเมตร พริกขี้หนูผลเล็กเป็นพริกที่มีรสเผ็ดจัด ตัวอย่างพริกขี้หนูเล็ก ได้แก่ พริกขี้หนูหอม  
พริกขี้นกและพริกกะเหรี่ยง (วิลาวัณย์, 2557) ในระบบการปลูกพริกโรคที่ส าคัญที่สุดโรคหนึ่งคือ  
โรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) หรือ โรคกุ้งแห้งของพริก ซึ่งจะพบระบาดท าความเสียหายต่อ
ปริมาณและคุณภาพของผลผลิตพริกในแปลงปลูกพริกของเกษตรกรในทุกแหล่งปลูก (นิรนาม, 2552) 
มีรายงานว่าเกิดจากราสกุล Colletotrichum หลายสปีชีส์ ซึ่งโดยส่วนใหญ่พบว่ามีสาเหตุจากรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. แ ล ะ ร า  Colletotrichum capsici 
(Syd.) Butler & Bisby การแพร่ระบาดของโรคนี้เกิดจากโคนิเดียของเชื้อราบนผลพริกที่เป็นโรคแพร่
ไปกับลม น้ าฝน และแมลง เชื้อราอยู่ข้ามฤดูปลูกโดยเส้นใย ราที่อาศัยอยู่ในเมล็ดจะเข้าท าลายต้นกล้า
ในระยะพืชงอกเป็นต้นกล้าเกิดอาการกล้าเน่าตายและเข้าท าลายพืชต่อเนื่องในระยะติดผลกระทั่งผล
เริ่มสุกแก่ (Chandra et al., 2009; Than et.al., 2008) ลักษณะอาการส่วนใหญ่มักพบบนผลพริกใน
ระยะเริ่มสุกก่อนที่จะเปลี่ยนสี อาการในระยะแรกจะปรากฏเป็นจุดฉ่ าน้ าเล็กๆ แผลบุ๋มลึกลงไป
เล็กน้อย ต่อมาแผลขยายขนาดออกไปในลักษณะวงรี หรือวงกลม เกิดเป็นวงด าซ้อนกันเป็นชั้นๆ 
บางครั้งจะพบเมือกเยิ้มสีส้มอ่อนที่บริเวณแผล ผลพริกที่เป็นโรคจะเหี่ยวแฟบ สีเหลืองซีด ผลโค้งงอ 
ในสภาพแวดล้อมเหมาะสม และหรือพริกเป็นพันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรค แผลจะขยายลุกลามสู่ต้นอ่ืนๆ
อย่างรวดเร็ว ท าความเสียหายมาก บางแปลงอาจเก็บเกี่ยวผลผลิตไม่ได้เลย โรคแอนแทรคโนสในพริก
จะระบาดรุนแรงมากในสภาพฟ้าอากาศที่มีความชื้นสูง และอุณหภูมิร้อนอบอ้าว (Robert et. al., 
2001; Chandra et al., 2009; Than et.al., 2008) 

ปัจจุบันระบบนิเวศน์เกษตรมีการเปลี่ยนแปลงอยู่เสมอ ทั้งสภาพอากาศและชนิดของพันธุ์พืช
ที่ปลูก จึงอาจมีแนวโน้มท าให้ราสาเหตุโรคมีความผันแปรในหลายๆด้านรวมทั้งความสามารถในการท า
ให้เกิดโรค ซึ่งพบว่าปัจจุบันพบการเขาท าลายผลพริกไดทุกระยะทั้งที่ผลยังเขียวและผลที่เปลี่ยนสีแล้ว 
ดังนั้นการศึกษาชนิดและเขตการแพร่กระจายของรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรค
โนสพริก จึงมีความส าคัญที่ท าให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐานและชนิดของราสาเหตุโรคบนพริกแต่ละสายพันธุ์ 
รวมทั้งแหล่งการแพร่ระบาดของโรค ซึ่งข้อมูลดังกล่าวเป็นข้อมูลพื้นฐานส าคัญส าหรับการศึกษาวิธีการ
ป้องกันก าจัดโรค รวมทั้งได้สายพันธุ์รา Colletotrichum spp. เก็บรักษาไว้ในหน่วยเก็บรักษา
จุลินทรีย์ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร เพ่ือการอนุรักษแ์ละใช้ประโยชน์ในด้านอื่นๆต่อไป  
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. ตัวอย่างพริกเป็นโรคที่รวบรวมได้จากแปลงปลูก 
2. อุปกรณ์เก็บตัวอย่างโรคพืช 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดต่างๆ วุ้น มันฝรั่ง 
4. กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูง 
5. วัสดุอุปกรณ์ต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ 
6. วัสดุอุปกรณ์ส าหรับการบันทึกข้อมูลและบันทึกภาพ 

วิธีการ 
1. เก็บรวมรวมตัวอย่างพริกทีแ่สดงอาการเป็นโรคแอนแทรคโนส 

เก็บรวบรวมตัวอย่างพริกท่ีแสดงอาการเป็นโรคแอนแทรคโนสจากแหล่งปลูกพริกที่ส าคัญโดย
ก าหนดพ้ืนทีห่รือแหล่งปลูกดังนี้ 

ภาคกลาง เช่น จังหวัดสุโขทัย สุพรรณบุรี เพชรบูรณ์  พิษณุโลก พิจิตร ก าแพงเพชร 
นครสวรรค์ พระนครศรีอยุธยา นครปฐม ลพบุรี   

ภาคเหนือ เช่น จังหวัดเชียงราย แม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ ล าพูน ล าปาง แพร่ น่าน พะเยา 
อุตรดิตถ ์ 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดอุบลราชธานี นครราชสีมา ชัยภูมิ ขอนแก่น ร้อยเอ็ด 
นครพนมอ านาจเจริญศรีสะเกษ เลย 

ภาคตะวันออกเช่น จังหวัดปราจีนบุรี สระแก้ว ระยอง ชลบุรี จันทบุรี ตราด ฉะเชิงเทรา 
ภาคตะวันตก เช่น จังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
ภาคใต้ เช่น จังหวัดกระบี่ ชุมพร นครศรีธรรมราช พัทลุง สุราษฏร์ธานี  
วางแผนการเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ปลูก โดยการสุ่มเก็บตัวอย่างโรค 5 แถวต่อแปลง ก าหนดการ

สุ่มแบบแถวเว้นแถว น าตัวอย่างโรคที่ได้ห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก เจาะระบาย
ความชื้น น าตัวอย่างพืชมาแยกเชื้อราสาเหตุโรคและศึกษาชนิดที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค 
กลุ่มวิจัยโรคพืช  
2. การศึกษารา Colletotrichum spp.  

2.1  ศึกษาเชื้อสาเหตุจากเนื้ อเยื่อพืชโดยตรง (Direct observation) ศึกษาลักษณะ
โครงสร้างที่สร้างโคนิเดียของราบนผลพริกที่เป็นโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo ใช้เข็มปลาย
แหลมย้ายโคนิเดียหรือโครงสร้างที่สร้างส่วนขยายพันธุ์ของรามาวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวาง
ชิ้นส่วนพืชให้บาง ๆ ตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound ถ้าไม่พบ
โคนิเดียของราบนชิ้นส่วนพืช น าชิ้นส่วนพืชมาวางในกล่องที่ท าให้ชื้น (moist chamber) วางไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 1-2 วัน ตรวจดูชิ้นส่วนพืชเมื่อพบการสร้างกลุ่มโคนิเดีย ใช้เข็มปลายแหลมเขี่ยย้ายส่วน
ของราที่เจริญอยู่บนชิ้นส่วนพืชมาตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound บันทึกลักษณะต่าง ๆ 
วัดขนาดส่วนต่าง ๆ ของราและถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์ ย้ายกลุ่มโคนิเดียไปเลี้ยงให้บริสุทธิ์ 

2.2  ศึกษาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรค (Tissue transplanting) ตัด
ตัวอย่างพืชที่เป็นโรคบริเวณที่เป็นรอยต่อของส่วนที่เป็นโรคและส่วนปกติ ฆ่าเชื้อที่ผิวชิ้นส่วนพืชโดย
แช่ในสารละลายคลอร็อกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3-5 นาที ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการนึ่งฆ่า
เชื้อแล้วจนแห้งสนิท น าชิ้นส่วนพืชมาวางบนอาหาร half strength Potato Dextrose Agar (1/2 
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PDA) ภายใต้ aseptic condition บ่มไว้ที่ อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 2-3 วัน ตรวจดูเส้นใยรา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo ตัดปลายเส้นใย (hyphal tip) ของราที่เจริญออกมาจากชิ้นส่วน
พืช วางลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ จนเชื้อเจริญ
เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ศึกษารายละเอียดของรา เพ่ือจ าแนกชนิดและเก็บรักษาสายพันธุ์ราไว้ใน
หน่วยเก็บรักษาจุลินทรีย์ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร  

2.3  จ าแนกชนิดของรา Colletotrichum spp.  
-  ศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารสังเคราะห์ เช่น ลักษณะการเจริญและสีของโคโลนี ลักษณะ

โครงสร้างที่ให้ก าเนิดโคนิเดีย   
-  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของรา เช่น ลักษณะและขนาดของเส้นใย ลักษณะรูปร่าง สีและ

ขนาดของโคนิเดีย ลักษณะรูปร่าง สีและขนาดของแอพเพรสซอเรีย (appressoria) โดยวิธีการเลี้ยงรา
บนสไลด์ (slide culture) 

-  น าลักษณะสัณฐานที่ได้จากการศึกษาเปรียบเทียบกับคู่มือ เอกสารและวิธีการจัดจ าแนก
ชนิดรา Colletotrichum spp. ของ Sutton (1980) Bailey and Jeger (1992) วิรัชและคณะ 
(2528) รัติยาและคณะ (2553) และ วรานันท์ (2554) 
3. ศึกษาความสัมพันธ์ของเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 

ตามวิธีการของ วรานันท์ (2554)   
ศึกษาการสร้าง clear zone บนอาหาร Casein hydrolysis medium (CHM)  

เลี้ยงเชื้อราบนอาหาร PDA  เมื่อมีอายุ 5 วัน ย้ายเชื้อมาทดสอบบนอาหาร CHM ที่มีความ
เข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้แสง black light เป็นเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน บันทึกผลโดยวัดขนาดของ clear zone ศึกษา
ความสัมพันธ์ของ clear zone และชนิดของรา Colletotrichum spp. แต่ละไอโซเลต  
ศึกษาการสร้าง clear zone บนอาหาร Casein from bovine milk medium (CBM) 

น าเชื้อรา Colletotrichum แต่ละชนิดที่ให้ค่า clear zone ที่แตกต่างกัน จากการศึกษาการ
สร้าง clear zone บนอาหาร Casein hydrolysis medium โดยคัดเลือกไอโซเลตที่สร้าง clear 
zone ในระดับมากที่สุดและน้อยที่สุด มาเลี้ยงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นย้ายเชื้อมา
ทดสอบบนอาหาร CBM ภายใต้แสง black light เป็นเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน บันทึกผลโดยวัดขนาดของ clear zone ศึกษา
ความสัมพันธ์ของ clear zone และชนิดของรา Colletotrichum spp. แต่ละไอโซเลต  
การบันทึกข้อมูล 

บันทึกรายละเอียดของข้อมูลในการส ารวจเช่น ชื่อที่อยู่ที่ตั้งของแปลง วัน เดือน ปีที่เก็บ
ตัวอย่าง พันธุ์พริก เป็นต้น 

บันทึกลักษณะทางสัณฐานของเชื้อราเช่น ลักษณะการเจริญและสีของโคโลนี ลักษณะและ
ขนาดของเส้นใย ลักษณะรูปร่าง ขนาดและสีของโคนิเดีย รูปร่างและขนาดของแอพเพรสซอเรีย 

บันทึกขนาดของ clear zone บนอาหาร CHM และ CBM 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา  เริ่มต้น เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2560 สิ้นสุด เดือน กันยายน พ.ศ. 2563 
สถานที่ท าการทดลอง แปลงปลูกพริกของเกษตรกร และห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยโรคพืช 

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. เก็บรวบรวมตัวอย่างพริกที่แสดงอาการเป็นโรคแอนแทรคโนส 
ระหว่างเดือน ตุลาคม 2560 ถึง เดือนกันยายน 2561 เก็บตัวอย่างผลพริกที่แสดงอาการโรค

แอนแทรคโนสจากแหล่งปลูกพริกในเขตภาคเหนือและภาคกลางได้แก่ จังหวัด เชียงราย เชียงใหม่ 
สุโขทัย แพร่ พิษณุโลก และสุพรรณบุรี ได้ตัวอย่างพริก ในกลุ่ม Capsicum annuum ได้แก่ พริก
ขี้หนูผลใหญ่พันธุ์จินดา พันธุ์ฮอตเตอร์ พันธุ์หัวเรือ พริกในกลุ่ม Capsicum frutescens หรือพริก
ขี้หนูผลเล็กได้แก่ พริกกะเหรี่ยง และพริกในกลุ่ม Capsicum chinense Jacq. หรือพริกผลใหญ่ได้แก่ 
พริกหนุ่มเขียว พริกย า พริกหยวก จ านวน 40 ตัวอย่าง  

ระหว่างเดือน ตุลาคม 2561 ถึง เดือนกันยายน 2562 เก็บตัวอย่างผลพริกที่แสดงอาการโรค
แอนแทรคโนส จากแหล่งปลูกพริกในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคตะวันออกได้แก่ จังหวัด 
บึงกาฬ หนองคาย ชัยภูมิ สกลนคร นครพนม อุบลราชธานี ศรีสะเกษ นครราชสีมา ระยอง และ
จันทบุรี ได้ตัวอย่างพริก ในกลุ่ม Capsicum annuum ได้แก่ พริกขี้หนูผลใหญ่พันธุ์จินดา พันธุ์เรดธัน
เดอร์ พันธุ์ฮอตเตอร์ พันธุ์หัวเรือ พริกในกลุ่ม Capsicum frutescens หรือพริกขี้หนูผลเล็กได้แก่ 
พริกช่อ พริกส้มหรือพริกเล็บมือนาง พริกกะเหรี่ยง และพริกในกลุ่ม Capsicum chinense Jacq. 
หรือพริกผลใหญ่ได้แก่ พริกหนุ่มเขียว พริกย า พริกหยวก จ านวน 30 ตัวอย่าง  

น าตัวอย่างที่ได้มาศึกษาในห้องปฏิบัติการเพ่ือแยกเชื้อราสาเหตุโรคออกจากพืชโดยตรง 
(Direct observation) และโดยการแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรค (Tissue transplanting) แยก 
ได้รา Colletotrichum spp. จ านวน 80 ไอโซเลต ศึกษาลักษณะการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน เก็บรักษาสายพันธุ์ราในหน่วยเก็บรักษาจุลินทรีย์ทางการเกษตร กรม
วิชาการเกษตร 
2. การศึกษารา Colletotrichum spp. จากส่วนของพืชท่ีเป็นโรค 

แยกเชื้อรา Colletotrichum spp. จากผลพริก แบบ single conidia แล้วตัดปลายเสนใยที่
งอกมาเลี้ยงบน อาหาร PDA ศึกษาลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร ศึกษาลักษณะทางสัณฐานและ
เก็บรักษาสายพันธุ์ราไว้ในหน่วยเก็บรักษาจุลินทรีย์ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร  
3. การศึกษารา Colletotrichum spp.   

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานของรา Colletotrichum spp. โดยเปรียบเทียบกับคู่มือการ
จัดจ าแนกชนิดรา Colletotrichum spp. ตามเอกสารและวิธีการของ Sutton (1980) Bailey and 
Jeger (1992) วิรัชและคณะ (2528) รัติยาและคณะ (2553) และ วรานันท์ (2554) จัดกลุ่มของรา
ตามลักษณะรูปร่างของโคนิเดีย เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มโคนิเดียรูปร่างทรงกระบอกหรือกระสวยตรง 
และ กลุ่มโคนิเดียรูปร่างโค้ง จัดจ าแนกชนิดของรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
พริกในเบื้องต้นได้เป็น Colletotrichum capsici (Syd.) Butl. and Bisby (Sutton, 1980)  ลักษณะ
อาการ เริ่มแรกแผลมีลักษณะคอนขางกลมยุบตัวลึกลงจากผิวผล ขยายขนาดตามความยาวของผลเป็น
วงรี หรือรูปไข่ บางแผลตรงกลางมีสีเข้มขอบมีสีอ่อน มีจุดสีด าซึ่งเปนกลุมของ acervuli เรียงเป็นวง
ซ้อนกัน มองเห็นได้ชัด บน acervuli มีกลุ่มสปอร์ (spore mass) สีครีมถึงสีชมพูอมส้ม มักพบ setae 
สีด ายาวสูงกวากลุ่มสปอร์ ส่วนใหญ่พบการเกิดโรคบนผลพริกที่แก่จัดหรือผลพริกที่สุกแดง 

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA โคโลนีมีสีเทาถึงสีเทาด า เส้นใยฟูเหนืออาหารเล็กน้อย 
บางครั้งแบนราบไปบนอาหาร พบกลุ่มของโคนิเดียเมื่อเชื้อเจริญได้ 10-14 วัน ลักษณะกลุ่มโคนิเดีย
เป็นเมือกสีครีมถึงส้มอ่อน เกิดซ้อนกันเป็นวง เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เส้นใยของราใสไม่มีสี มีผนัง
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กั้น (septum) โคนิเดียเซลล์เดียว ใส (hyaline) ไม่มีสี รูปร่างโค้งคล้ายเคียวหรือพระจันทร์เสี้ยว 
(falcate) ปลายเรียวแหลม ผนังเรียบ 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. and Sacc (Sutton, 1980) 
 ลักษณะอาการโรค แผลเริ่มแรกมีลักษณะฉ่ าน้ าสีเข้มยุบตัวลึกลงเป็นแอ่งลึกจากผิวผล รูป
ร่างคอนข้างกลมถึงยาวรี แผลจะขยายขนาดตามความยาวของผล บริเวณแผลพบจุดสีด าขนาดเล็ก 
ซึ่งเป็นกลุม acervuli ของราฝังอยู่ในผิวพืช เรียงซ้อนกันเป็นวง มีกลุ่มสปอร์ (spore mass) ลักษณะ
เป็นเมือกสีส้มจ านวนมากบริเวณแผล ไม่พบการสร้าง setae ส่วนใหญ่พบการเกิดโรคบนผลพริกที่แก่
จัดเริ่มเปลี่ยนสีและผลที่สุกแดง 
 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA โคโลนีมีสีขาวอมเทา เมื่อมีอายุมากขึ้นมีสีเทาถึงสีเทาเข้ม 
เส้นใยเจริญฟูเหนืออาหาร เมื่อเชื้อเจริญได้ 10-14 วัน เริ่มพบกลุ่มของโคนิเดียเป็นเมือกสีส้ม ลักษณะ
ของโคนิเดีย (conidia) เมื่อดูด้วยกลองจุลทรรศน์ โคนิเดียรูปทรงกระบอกตรง เซลล์เดียว ปลายมน 
ฐานตัดตรง ผนังเรียบ ใส ไม่มีสี เส้นใยของราใสไม่มีสี มีผนังกั้น 

Colletotrichum acutatum Simmonds (Sutton, 1980)   
ลักษณะอาการ แผลมีลักษณะฉ่ าน้ าสีเข้ม ยุบตัวลึกลงเป็นแอ่งลึกจากผิวผล เริ่มแรกมีรูปร่าง

ค่อนข้างกลม เมื่อขยายใหญ่ตามความยาวของผล เปนรูปวงรีหรือรูปร่างไม่แน่นอน ไมพบการสราง 
setae มีกลุ่มสปอร์ (spore mass) สีสมจ านวนมากบริเวณแผล พบอาการเกิดกับผลพริกทั้งที่ยังอ่อน
มีสีเขียวและผลพริกทีแ่ก่จัดเริ่มเปลี่ยนสี  

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA มีสีขาวส้มอมชมพู หรือสีเทาอมชมพู เส้นใยคล้ายก ามะหยี่ฟู
เหนืออาหารเล็กน้อย เจริญช้ากว่า C. gloeosporioides ลักษณะของโคนิเดียเมื่อดูใตกลองจุลทรรศน์ 
โคนิเดียเซลล์เดียว ใส ผนังเรียบ รูปร่างหลายแบบมีทั้งรูปกระสวย รูปทรงกระบอกตรง ปลายเรียว
แหลมด้านใดด้านหนึ่งหรือทั้งสองด้าน และรูปร่างคล้ายกระบอง เส้นใยของราใสไม่มีสี มีผนังกั้น 
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Fig.1 Anthracnose symptoms on chilli fruits 
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ศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (Fabricius)  
The Biology of BreadFruit Fly (Bactrocera umbrosa (Fabricius)) 
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รายงานความก้าวหน้า 

 ด ำเนินกำรส ำรวจและเก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง และส้มมุด ที่ถูกแมลงวัน
ผลไม้เข้ำท ำลำยในพ้ืนที่ธรรมชำติหรือพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร เพ่ือตรวจหำแมลงวันผลไม้ชนิด 
Bactrocera umbrosa ในเขตพ้ืนที่ 16 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี กำญจนบุรี 
สมุทรสำคร รำชบุรี  ระยอง ตรำด จันทบุรี  เพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี  
นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ และสตูล ในเดือนพฤศจิกำยน 2561 - สิงหำคม 2562 และน ำผลไม้
มำยังห้องปฏิบัติกำรเพ่ือศึกษำต่อโดยกำรเลี้ยงหนอนในผลไม้จนเป็นตัวเต็มวัย พบ B. umbrosa ใน
เขตจังหวัดภำคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร นครศรีธรรมรำช สงขลำ และสตูล โดยพบเข้ำท ำลำยผลขนุน 
จ ำปำดะ และฝรั่ง ซึ่งจะด ำเนินกำรเก็บรวบรวมผลไม้ในแหล่งส ำรวจที่พบ B. umbrosa เพ่ิมเติมเพ่ือ
น ำมำเลี้ยงขยำยพันธุ์ในห้องปฏิบัติกำร ส ำหรับกำรศึกษำวงจรชีวิตและตำรำงชีวิตต่อไป 

ค าหลัก : ชีววิทยำ แมลงวันผลไม้ Bactrocera umbrosa (Fabricius) 

ค าน า 

 แมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (Fabricius) จัดอยู่ ในอันดับ Diptera วงศ์ 
Tephritidae เป็นหนึ่งในแมลงวันผลไม้ที่ส ำคัญในประเทศไทยที่มีจ ำนวนกว่ำ 10 ชนิด มีเขต
แพร่กระจำยทั่วไปในประเทศไทย มีพืชอำศัยจ ำพวกขนุน และจ ำปำดะ (มนตรี, 2544 และกลุ่มบริหำร
ศัตรูพืช, 2557) ตัวเต็มวัยมีขนำดล ำตัวและสีสันใกล้เคียงกับแมลงวันผลไม้ชนิด B. correcta กลำงปีก
มีแถบสีน้ ำตำลพำดตำมแนวขวำง (มนตรี , 2544) ตัวเต็มวัยเพศผู้ถูกดึงดูดได้ด้วยสำรล่อ Methyl 
Eugenol มีพืชอำหำรเป็นพืชหลำยชนิดในวงศ์เดียวกันหรือวงศ์ใกล้เคียง (oligophagous) (Clarke et 
al., 2001) พบเข้ำท ำลำยทั่วไปในพืชสกุลขนุน หรือ Artocarpus วงศ์ Moraceae (Allwood et. al., 
1999; Leblanc et al., 2012) และยังมีตัวอย่ำงตัวเต็มวัยที่ได้จำกหนอนในผลมะระ (Momordica 
charantia L.) ซึ่งเป็นพืชในวงศ์ Cucurbitaceae ด้วย (Hardy, 1973) โดยขอบเขตกำรแพร่กระจำย
ของ B. umbrosa นั้น พบมีเขตกำรแพร่กระจำยในประเทศไทย มำเลเซีย สิงค์โปร์ ฟิลิปปินส์ เปรู 
อินโดนีเซีย นิวเฮบริดีส์ นิวแคลิโดเนีย ปำปัวนิวกีนี สำธำรณรัฐปำเลำ และไมโครเนเซีย (กลุ่มบริหำร
ศัตรูพืช, 2555; Hardy, 1973) และมีรำยงำนกำรเก็บตัวอย่ำง B. umbrosa ตัวเต็มวัยเพศผู้ ใน
ประเทศไทย จำกจังหวัดสงขลำ และจังหวัดตรัง เมื่อ พ.ศ. 2534 โดยกำรฟักจำกผลขนุน (Artocarpus 
heterophyllus) (Drew and Romig, 2013) และมีรำยงำนว่ำพบ B. umbrosa ใน 
 
รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-02-01-08-62 
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ประเทศไทยจำกภำคใต้จนถึงบริเวณเพนนินซูล่ำ ประเทศมำเลเซีย จึงถือว่ำแมลงวันผลไม้ชนิดนี้เป็น
ชนิดที่พบได้ทั่วไปในภำคใต้ (Clarke et al. , 2001) เช่นเดียวกันกับ Danjuma (2013) ที่ ได้
ท ำกำรศึกษำถึงควำมหลำยของชนิดแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera ในสวนฝรั่งทำงภำคใต้ของ
ประเทศไทย ด้วยกำรใช้กับดักสำรล่อตัวเต็มวัย Methyl eugenal และ Torula yeast ในจังหวัด
นรำธิวำส สงขลำ ตรัง และสุรำษฎร์ธำนี พบแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera ทั้งหมด 31 ชนิด โดยพบ 
B. umbrosa ซึ่งเป็นหนึ่งใน 8 ชนิดของแมลงวันผลไม้ที่พบได้จำกกับดักสำรล่อตัวเต็มวัยในทุกสถำนี
กำรทดลอง นอกจำกนี้ ยุวรินทร์ และคณะ (2554); ยุวรินทร์ และคณะ (2555) ได้ท ำกำรศึกษำ
อนุกรมวิธำนของแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera ในภำคต่ำง ๆ ของประเทศไทย และศึกษำ
อนุกรมวิธำนแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera จำกสำรล่อแมลงในเขตภำคใต้ของประเทศไทย พบ
แมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera 15 และ 17 ชนิด ตำมล ำดับ โดยไม่พบแมลงวันผลไม้ชนิด B. 
umbrosa จำกพืชผักผลไม้ที่เก็บรวบรวมมำจำกแหล่งต่ำง ๆ ที่เข้ำส ำรวจ พบเพียงตัวเต็มวัยเพศผู้จำก
กับดัก Steiner ที่ใช้สารล่อ Methyl eugenol ที่ติดตั้งในแปลงปลูกพืช ชมพู่ ลําไย กระท้อน และ
มะม่วง และได้อธิบายลักษณะรูปร่าง คือ มีขนาดลําตัวยาว 5.8-6.5 มม. ปีกยาว 5.8-6.5 มม. หัวสี
เหลือง frons สีเหลืองอมน้ําตาล มีจุดสีดําขนาดกลางใต้หนวด 2 จุด มีขน inferior fronto-orbital 2 
คู่ และขน superior fronto-orbital 1 คู่ หนวดปล้องที่ 1 สีเหลืองหนวดปล้องที่ 2,3 สีน้ําตาล ปลาย 
arista สีน้ําตาลดํา อก scutum สีดํา mesonotum มีแถบข้างอกทั้งสอง สีเหลือง scutellum สี
เหลือง ขาสีเหลือง ปีกใส บริเวณ cell C และ bc เป็นสีน้ําตาลแดง costal เป็นแถบกว้าง และมีแถบ
ขวางปีกสีน้ําตาล จาก costal ขยายมาจนเกือบถึง M 1+2 และมีแถบขวางปีกสีน้ําตาล จาก costal 
ลงมาด้านล่าง 3 แถบ และบริเวณ cubital มีสีน้ําตาลแดง ท้องปล้องแรกสีน้ําตาล ปล้องที่ 3-5 มีสี
น้ําตาลอ่อน ปล้องท้องด้านบนปล้องที่ 4 และปล้องท้องปล้องที่ 5 มีแถบสีดําขนาดสั้นขวาง โดยมีเขต
การแพร่กระจาย จังหวัดกรุงเทพ นครปฐม เชียงใหม่ ตรัง กาญจนบุรี จันทบุรี  นครราชสีมา ชัยภูมิ 
ชุมพร ระนอง สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง ภูเก็ต กระบี่ สงขลา และพังงา จำกข้อมูลกำร
ดังกล่ำวจะเห็นได้ว่ำแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa มีแนวโน้มเป็นศัตรูพืชที่มีกำรแพร่กระจำยได้
ทั่วไป อำจเข้ำท ำลำยในผลผลิตและมีโอกำสปนเปื้อนติดไปกับผลผลิตในภำคกำรเกษตรที่ส ำคัญได้ใน
อนำคต โดยในปัจจุบันกำรศึกษำเกี่ยวกับแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa ในประเทศไทยมีน้อยมำก 
และยังขำดข้อมูลทำงด้ำนชีววิทยำ ซึ่งเป็นข้อมูลพ้ืนฐำนที่ส ำคัญ และสำมำรถน ำไปใช้ส ำหรับกำร
ศึกษำวิจัยต่อยอดในด้ำนอื่น ๆ ได้ต่อไป เช่น ทำงด้ำนนิเวศวิทยำ กำรเข้ำท ำลำย และกำรป้องกันก ำจัด 
เป็นต้น สำมำรถน ำไปปรับใช้เป็นค ำแนะน ำและวิธีกำรที่จะช่วยลดปัญหำกำรเข้ำท ำลำยของแมลงวัน
ผลไม้ในผลผลิตของเกษตรกร ท ำให้ได้ผลผลิตที่มีคุณภำพมำกขึ้นและตรงกับควำมต้องกำรของตลำด
ได ้

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
 1. ตัวอย่ำงผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่ถูกแมลงวันผลไม้เข้ำท ำลำยในธรรมชำติหรือ
ในพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร 
 2. อุปกรณ์ส ำหรับผ่ำผลไม้ และภำชนะ 



1858 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 3. กรงเลี้ยงแมลง ขนำด 35x35x50 เซนติเมตร กล่องพลำสติกส ำหรับใส่ผลไม้ ขนำด 22x29x10 
เซนติเมตร กล่องพลำสติกส ำหรับเลี้ยงแมลง ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซนติเมตร สูง 6.5 เซนติเมตร 
และกระบอกพลำสติก ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 2.5 เซนติเมตร สูง 4.5 เซนติเมตร 
 4. กระดำษกรองเบอร์ 91 พู่กัน ส ำลี ปำกคีบ (Forceps) 
 5. เอทิลแอลกอฮอล์ 95% 
 6. ขี้เลื่อย 
 7. ตะแกรงร่อนเบอร์ 20 
 8. Brewer’s yeast และน้ ำตำลไอซ์ซิ่ง 
 9. จำนเลี้ยงเชื้อขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซนติเมตร 
 10. กล้อง Stereo microscope 
 11. อุปกรณ์ส ำหรับบันทึกข้อมูล และบันทึกพิกัดทำงภูมิศำสตร์ 
วิธีการ       
 1. การเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (ปี 2562) 
  โดยกำรเก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่ถูกแมลงวันผลไม้เข้ำ
ท ำลำยในธรรมชำติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร ในเขตภำคกลำง เช่น จังหวัดนครปฐม 
สมุทรสำครและสุพรรณบุรี ภำคตะวันออก เช่น จังหวัดจันทบุรี ตรำดและระยอง ภำคตะวันตก เช่น 
จังหวัดกำญจนบุรี รำชบุรี เพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ และภำคใต้ เช่น จังหวัดชุมพร สุรำษฎร์ธำนี 
นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำและสตูล บันทึกชนิดผลไม้ บันทึกข้อมูลสถำนที่ วัน/เดือน/ปี และพิกัด
ทำงภูมิศำสตร์ที่เก็บผลไม้ น ำผลไม้มำยังห้องปฏิบัติกำรเพ่ือศึกษำต่อ โดยใส่กล่องพลำสติกที่รองด้วย
ตะแกรงวำงผลไม้ และรองก้นด้วยขี้เลื่อยสูงประมำณ 1 นิ้ว เมื่อหนอนแมลงวันผลไม้เข้ำสู่ระยะท่ี 3 จะ
ออกจำกผลไม้มำเข้ำดักแด้ในขี้เลื่อย คอยตรวจดูดักแด้ในขี้เลื่อยทุก 2 วัน เมื่อดักแด้เริ่มเปลี่ยนเป็นสี
น้ ำตำลเข้ม จึงร่อนขี้เลื่อยด้วยตะแกรงร่อน เพ่ือแยกดักแด้ออกมำน ำไปใส่กล่องพลำสติกและคลุมทับ
ด้วยขี้เลื่อยสูงประมำณ 0.5 นิ้ว น ำไปไว้ในกรงเลี้ยงแมลง ที่ภำยในมีน้ ำและอำหำรส ำหรับตัวเต็มวัย 
(Brewer’s yeast และน้ ำตำลไอซ์ซิ่ง อัตรำส่วน 3:7) เมื่อตัวเต็มวัยฟักออกมำและมีอำยุประมำณ 7-
10 วัน จะเป็นช่วงที่ตัวเต็มวัยมีกำรพัฒนำเจริญเติบโตมีสีสันเต็มที่แล้ว จึงท ำกำรฆ่ำตัวเต็มวัยโดยน ำไป
ใส่ในหลอดแก้วแช่ในช่องท ำน้ ำแข็ง (freezer) นำน 4-5 ชั่วโมง แล้วน ำไปจ ำแนกชนิดและตรวจนับ
จ ำนวน 

- การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกชนิดผลไม้ บันทึกข้อมูลสถำนที่ วัน/เดือน/ปี และพิกัดทำงภูมิศำสตร์ที่เก็บ

ผลไม ้
 2. การศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (ปี 2563) 
  เก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่ถูกแมลงวันผลไม้ชนิด  B. 
umbrosa เข้ำท ำลำย มำเลี้ยงต่อในห้องปฏิบัติกำร เมื่อได้ตัวเต็มวัยแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 
จึงน ำมำเลี้ยงขยำยพันธุ์ต่อจนได้รุ่นที่ 1 (F1) เพ่ือท ำกำรศึกษำชีววิทยำในห้องปฏิบัติกำร ดังนี้ 
  2.1 วงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa โดยด ำเนินกำรศึกษำวงจรชีวิต
ในระยะต่ำงๆ  
   ระยะไข่ ศึกษำอำยุของไข่ด้วยกำรท ำ Hatching Rate โดยเขี่ยไข่ลงบน
กระดำษกรองเบอร์ 91 ที่ให้ควำมชื้นตลอดเวลำ แล้วเก็บไว้ในจำนเลี้ยงเชื้อขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 
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เซนติเมตร จำกนั้นตรวจนับและบันทึกจ ำนวนหนอนที่ฟักออกจำกไข่ทุก 6 ชั่วโมง ท ำ 5 ซ้ ำ ๆ ละ 100 
ฟอง 
   ระยะหนอน ศึกษำอำยุและลักษณะของหนอนวัยต่ำง ๆ โดยเลี้ยงหนอนใน
เนื้อผลไม้ เช่น ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด บันทึกขนำด ลักษณะ และกำรตำยของหนอนวัยต่ำง ๆ 
โดยศึกษำจำกหนอน 100 ตัว 
   ระยะดักแด้ ศึกษำอำยุและลักษณะของดักแด้ โดยท ำกำรบันทึกขนำด และ
ลักษณะของดักแด้ โดยศึกษำจำกดักแด้ 100 ดักแด้ 
   ระยะตัวเต็มวัย ศึกษำอำยุขัย กำรผสมพันธุ์ กำรวำงไข่ และลักษณะของตัว
เต็มวัย โดยเลี้ยงแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 1 คู่ ในกล่องพลำสติกขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 
เซนติเมตร สูง 6.5 เซนติเมตร ที่ภำยในมีน้ ำ อำหำร และกระบอกพลำสติกขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 
2.5 เซนติเมตร สูง 4.5 เซนติเมตร เจำะรูขนำดเล็กจ ำนวน 20 รู ภำยในใส่ชิ้นเนื้อผลไม้ เช่น ขนุน 
จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด เพ่ือล่อให้แมลงวำงไข่ บันทึกปริมำณไข่ทุกวันจนตัวเต็มวัยเพศเมียตำย 
นอกจำกนี้ท ำกำรบันทึกลักษณะตัวเต็มวัยทั้งเพศผู้และเพศเมีย ลักษณะกำรจับคู่ผสมพันธุ์ และกำร
ตำยของตัวเต็มวัย โดยศึกษำจำกแมลงวันผลไม้จ ำนวน 10 คู่ 
  2.2 ตำรำงชีวิต (Life table) ของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa ท ำกำรศึกษำบน
ผลไม้ เช่น ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด โดยน ำมำเจำะรูขนำด 1x1x1 เซนติเมตร จำกนั้นน ำ
กระดำษสีด ำขนำด 0.5x0.5 เซนติเมตร วำงในช่องที่เจำะไว้ แล้วน ำไข่ของแมลงวันผลไม้ชนิด B. 
umbrosa วำงในกระดำษจ ำนวน 100 ฟองต่อผล ท ำ 3 ซ้ ำ จำกนั้นปิดช่องที่เจำะไว้ด้วย parafilm 
บันทึกจ ำนวนไข่ที่ ฟัก หนอนวัยต่ำง  ๆ ดักแด้ และตัวเต็มวัย แล้วน ำมำค ำนวณตำมวิธีของ 
Southwood (1966) 
 - การบันทึกข้อมูล 
  - บันทึกข้อมูลอำยุและลักษณะของไข่ หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย ในกำรศึกษำ
วงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 
  - บันทึกข้อมูลจ ำนวนไข่ที่ฟัก หนอนวัยต่ำงๆ ดักแด้ และตัวเต็มวัย ในกำรค ำนวณ
ตำรำงชีวิตของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 
เวลาและสถานที่ 

- เริ่มต้น ตุลำคม พ.ศ. 2561 สิ้นสุด กันยำยน พ.ศ. 2563 
- ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มบริหำรศัตรูพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
-    แหล่งปลูกผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ในพ้ืนที่ธรรมชำติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูก

ของเกษตรกรที่ถูกแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa เข้ำท ำลำย ในเขตภำคกลำง เช่น จังหวัดนครปฐม 
สมุทรสำคร และสุพรรณบุรี หรือภำคตะวันออก เช่น จังหวัดจันทบุรี ตรำด และระยอง หรือภำค
ตะวันตก เช่น จังหวัดกำญจนบุรี รำชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ หรือภำคใต้ เช่น จังหวัดชุมพร 
สุรำษฎร์ธำนี นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ และสตูล 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 จำกกำรส ำรวจเก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่ถูกแมลงวันผลไม้เข้ำ
ท ำลำย (Figure 1) ในธรรมชำติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร ในเขตพ้ืนที่ 16 จังหวัด คือ เขต
พ้ืนที่ภำคกลำง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร และสุพรรณบุรี เขตพ้ืนที่ภำคตะวันออก ได้แก่ 
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ระยอง ตรำด และจันทบุรี  เขตพ้ืนที่ภำคตะวันตก ได้แก่ กำญจนบุรี  รำชบุรี  เพชรบุรี  และ
ประจวบคีรีขันธ์ เขตพ้ืนที่ภำคใต้ ได้แก่ ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ และสตูล 
ในเดือนพฤศจิกำยน 2561 - สิงหำคม 2562 และน ำผลไม้มำยังห้องปฏิบัติกำรเพ่ือศึกษำต่อโดยกำร
เลี้ยงหนอนที่พบในผลไม้จนเข้ำดักแด้และฟักเป็นตัวเต็มวัย (Figure 2) พบชนิดแมลงวันผลไม้ที่ฟัก
ออกเป็นตัวเต็มวัย มี 4 ชนิด ได้แก่ Bactrocera dorsalis, Bactrocera correcta Bactrocera 
carambolae และ Bactrocera umbrosa (Figure 2 C.) โดยพบ B. dorsalis จ ำนวนมำกที่สุด 
6,048 ตัว จำกผลขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่เก็บรวบรวมจำกจังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี 
กำญจนบุรี สมุทรสำคร รำชบุรี ระยอง ตรำด จันทบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี 
นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ และสตูล พบ B. correcta จ ำนวน 935 ตัว จำกผลขนุน สำเก ฝรั่ง ที่
เก็บรวบรวมจำกจังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี กำญจนบุรี สมุทรสำคร รำชบุรี และประจวบคีรีขันธ์ พบ 
B. carambolae จ ำนวน 382 ตัว จำกผลขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่เก็บรวบรวมจำกจังหวัด
นครปฐม สุพรรณบุรี กำญจนบุรี สมุทรสำคร รำชบุรี ระยอง ตรำด จันทบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ และพบ B. umbrosa จ ำนวน 638 ตัว (Table 
1) จำกผลขนุน จ ำปำดะ ฝรั่ง ที่เก็บรวบรวมจำกจังหวัดชุมพร นครศรีธรรมรำช สงขลำ และสตูล โดย
จะด ำเนินกำรเลี้ยงขยำยพันธุ์แมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa ในห้องปฏิบัติกำร เพ่ือศึกษำวงจรชีวิต
และตำรำงชีวิตต่อไป 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 จำกกำรส ำรวจและเก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ ำปำดะ สำเก ฝรั่ง  และส้มมุด ที่ถูกแมลงวัน
ผลไม้เข้ำท ำลำยพ้ืนที่ธรรมชำติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร เพ่ือตรวจหำแมลงวันผลไม้ชนิด B. 
umbrosa ในเขตพ้ืนที่ 16 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี กำญจนบุรี สมุทรสำคร รำชบุรี 
ระยอง ตรำด จันทบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี นครศรีธรรมรำช พัทลุง สงขลำ 
และสตูล ในเดือนพฤศจิกำยน 2561 - สิงหำคม 2562 และน ำผลไม้มำยังห้องปฏิบัติกำรเพ่ือศึกษำต่อ
โดยกำรเลี้ยงหนอนในผลไม้จนเป็นตัวเต็มวัย พบ B. umbrosa ในเขตจังหวัดภำคใต้ ได้แก่ จังหวัด
ชุมพร นครศรีธรรมรำช สงขลำ และสตูล โดยพบเข้ำท ำลำยผลขนุน จ ำปำดะ และฝรั่ง ซึ่งจะ
ด ำเนินกำรเก็บรวบรวมผลไม้ในแหล่งส ำรวจที่พบ B. umbrosa เพ่ิมเติมเพ่ือน ำมำเลี้ยงขยำยพันธุ์ใน
ห้องปฏิบัติกำร ส ำหรับกำรศึกษำวงจรชีวิตและตำรำงชีวิตต่อไป 

ค าขอบคุณ  

 ขอขอบคุณ คุณอดุลยรัตน์ แคล้วคลำด นักวิชำกำรเกษตรปฏิบัติกำร และเจ้ำหน้ำที่จำก
ศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรนครปฐม คุณวรเมธ บุญรอต เจ้ำพนักงำนกำรเกษตร และเจ้ำหน้ำที่
จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรรำชบุรี คุณลัคนำ จันทรวงศ์ศรี นักวิชำกำรเกษตร และเจ้ำหน้ำที่
จำกศูนย์วิจัยพืชไร่สุพรรณบุรี คุณกองทอง ตรุษศำสน นักวิชำกำรส่งเสริมกำรเกษตรช ำนำญกำร และ
เจ้ำหน้ำที่จำกส ำนักงำนเกษตรอ ำเภอหนองปรือ คุณยุทธ ทนโม๊ะ นักวิชำกำรเกษตรปฏิบัติกำร และ
เจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรระยอง คุณกมลภัทร ศิริพงษ์ นักวิชำกำรเกษตรช ำนำญ
กำร และเจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรจันทบุรี คุณเครือวัลย์ ดำวงษ์ นักวิชำกำรเกษตร
ปฏิบัติกำร และเจ้ำหน้ำที่จำกส ำนักวิจัยและพัฒนำกำรเกษตรเขตที่ 6 คุณอุดมพร เสื อมำก 
ผู้อ ำนวยกำรศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรชุมพร และเจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตร
ชุมพร คุณสำรีรัตน์ ไชยสอง นักวิชำกำรเกษตร และเจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำเมล็ดพันธุ์พืชสุ
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รำษฎร์ธำนี คุณชัยยศ ศรีคชำ สวนผลไม้จังหวัดนครศรีธรรมรำช คุณศยำมล แก้วบรรจง นักวิชำกำร
เกษตรช ำนำญกำร และเจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรสงขลำ คุณอภิญญำ สุรำวุธ 
นักวิชำกำรเกษตรช ำนำญกำรพิเศษ และเจ้ำหน้ำที่จำกส ำนักวิจัยและพัฒนำกำรเกษตรที่ 8 คุณ
สมศักดิ์ แสงพระจันทร์ นักวิชำกำรเกษตรปฏิบัติกำร และเจ้ำหน้ำที่จำกศูนย์วิจัยพืชไร่สงขลำ และ 
อำจำรย์ ดร.เบญจวรรณ ยันต์วิเศษภักดี คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี มหำวิทยำลัยรำชภัฏสงขลำ 
ที่ให้ควำมอนุเครำะห์ข้อมูลสถำนที่และแหล่งส ำรวจเก็บผลไม้ในกำรทดลอง และขอขอบคุณเจ้ำหน้ำที่
กลุ่มบริหำรศัตรูพืชทีใ่ห้กำรช่วยเหลืองำนวิจัยทุกท่ำน ท ำให้งำนวิจัยชิ้นนี้ส ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
20/11/2018 Nakhon Pathom  13°59'23.2"N 

99°58'16.3"E 
guava Bactrocera dorsalis 

Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

490 
162 
74 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°59'23.0"N 
99°58'18.3"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
 

7 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°59'15.1"N 
99°58'13.7"E 

breadfruit - - 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°56'31.4"N 
99°56'44.8"E 

breadfruit - - 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°48'58.6"N 
100°13'22.0"E 

breadfruit Bactrocera dorsalis 
 

2 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°49'36.3"N 
100°12'46.9"E 

jackfruit - - 

20/11/2018 Nakhon Pathom  13°49'36.3"N 
100°12'46.8"E 

breadfruit - - 

29/11/2018 Kanchanaburi 14°14'52.0"N 
99°49'17.8"E 

breadfruit Bactrocera dorsalis 11 

04/12/2018 Suphanburi 14°14'35.5"N 
99°54'44.0"E 

jackfruit - - 

04/12/2018 Suphanburi 14°10'20.9"N 
99°56'38.7"E 

breadfruit - - 

04/12/2018 Suphanburi 14°10'16.3"N 
99°56'50.6"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

89 
3 
2 

04/12/2018 Suphanburi 14°10'16.4"N 
99°56'50.5"E 

breadfruit - - 

04/12/2018 Suphanburi 14°18'16.0"N 
99°51'46.1"E 

breadfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

56 
1 
7 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°44'14.1"N 
99°26'44.4"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

23 
1 
2 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°43'44.8"N 
99°24'19.9"E 

jackfruit - - 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°43'44.1"N 
99°24'19.7"E 

guava Bactrocera dorsalis 17 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°43'47.0"N 
99°24'03.9"E 

jackfruit - - 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°43'31.6"N 
99°24'01.8"E 

jackfruit - - 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°40'26.0"N 
99°26'20.3"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

168 
9 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°36'48.5"N 
99°30'24.1"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

64 
12 
8 
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
22/01/2019 Kanchanaburi 14°33'02.8"N 

99°27'35.0"E 
breadfruit Bactrocera dorsalis 

Bactrocera correcta 
17 
5 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°39'33.5"N 
99°25'34.0"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 

210 
12 

22/01/2019 Kanchanaburi 14°35'48.9"N 
99°28'14.7"E 

jackfruit - - 

22/02/2019 Samut Sakhon 13°35'36.7"N 
100°13'14.7"E 

jackfruit - - 

22/02/2019 Samut Sakhon 13°35'49.0"N 
100°13'13.7"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 

9 
6 

22/02/2019 Samut Sakhon 13°35'47.4"N 
100°13'12.9"E 

guava Bactrocera dorsalis 5 

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'43.3"N 
99°46'34.1"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'33.1"N 
99°46'42.7"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'32.2"N 
99°46'38.2"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'34.1"N 
99°46'35.7"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'36.0"N 
99°46'37.2"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°21'07.7"N 
99°46'04.9"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°19'33.2"N 
99°34'12.5"E 

breadfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°19'31.8"N 
99°34'09.3"E 

jackfruit  -   

19/03/2019 Ratchaburi 13°19'52.6"N 
99°33'56.0"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

57 
28 
2 

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'38.2"N 
100°12'28.7"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

108 
126 
2 

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'37.9"N 
100°12'10.2"E 

jackfruit -  

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'37.9"N 
100°12'10.2"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

132 
79 
2 

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'52.6"N 
100°12'22.5"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

1,193 
229 
12 
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'53.9"N 

100°12'19.3"E 
guava Bactrocera dorsalis 

Bactrocera correcta 
154 
47 

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'43.3"N 
100°12'16.4"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

178 
78 
1 

29/03/2019 Nakhon Pathom  13°46'49.2"N 
100°03'13.9"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

225 
138 
4 

01/04/2019 Rayong 12°54'09.3"N  
101°31'59.0"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 76 

01/04/2019 Rayong 12°53'55.9"N 
101°31'37.1"E 

breadfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°53'54.3"N  
101°31'37.2"E 

jackfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°54'25.1"N  
101°32'06.0"E 

jackfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°54'24.2"N  
101°32'07.5"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

82 
6 

02/04/2019 Rayong 12°52'31.3"N  
101°36'23.1"E 

jackfruit  -  

02/04/2019 Rayong 12°52'34.4"N  
101°36'24.4"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 2 

02/04/2019 Rayong 12°52'29.2"N  
101°36'31.1"E 

jackfruit  -  

02/04/2019 Rayong 12°52'23.3"N  
101°36'22.2"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'15.6"N  
102°27'36.1"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°17'24.2"N  
102°23'39.3"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'59.5"N  
102°27'06.6"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'48.2"N  
102°27'00.7"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

85 
3 

03/04/2019 Trat 12°15'42.7"N  
102°30'13.3"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°07'09.2"N  
102°41'39.6"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

165 
4 

03/04/2019 Trat 12°23'08.1"N  
102°22'19.1"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Chanthaburi 12°31'06.3"N  
102°09'53.6"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Chanthaburi 12°32'14.4"N  
102°07'31.4"E 

breadfruit  -  
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'53.9"N 

100°12'19.3"E 
guava Bactrocera dorsalis 

Bactrocera correcta 
154 
47 

20/03/2019 Samut Sakhon 13°33'43.3"N 
100°12'16.4"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

178 
78 
1 

29/03/2019 Nakhon Pathom  13°46'49.2"N 
100°03'13.9"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae  

225 
138 
4 

01/04/2019 Rayong 12°54'09.3"N  
101°31'59.0"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 76 

01/04/2019 Rayong 12°53'55.9"N 
101°31'37.1"E 

breadfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°53'54.3"N  
101°31'37.2"E 

jackfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°54'25.1"N  
101°32'06.0"E 

jackfruit  -  

01/04/2019 Rayong 12°54'24.2"N  
101°32'07.5"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

82 
6 

02/04/2019 Rayong 12°52'31.3"N  
101°36'23.1"E 

jackfruit  -  

02/04/2019 Rayong 12°52'34.4"N  
101°36'24.4"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 2 

02/04/2019 Rayong 12°52'29.2"N  
101°36'31.1"E 

jackfruit  -  

02/04/2019 Rayong 12°52'23.3"N  
101°36'22.2"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'15.6"N  
102°27'36.1"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°17'24.2"N  
102°23'39.3"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'59.5"N  
102°27'06.6"E 

jackfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°18'48.2"N  
102°27'00.7"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

85 
3 

03/04/2019 Trat 12°15'42.7"N  
102°30'13.3"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Trat 12°07'09.2"N  
102°41'39.6"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

165 
4 

03/04/2019 Trat 12°23'08.1"N  
102°22'19.1"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Chanthaburi 12°31'06.3"N  
102°09'53.6"E 

breadfruit  -  

03/04/2019 Chanthaburi 12°32'14.4"N  
102°07'31.4"E 

breadfruit  -  
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
03/04/2019 Chanthaburi 12°33'10.0"N  

102°06'57.5"E 
breadfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°30'45.8"N  
102°10'21.5"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 1 

04/04/2019 Chanthaburi 12°34'24.8"N  
102°09'43.6"E 

breadfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°35'20.9"N  
102°09'14.0"E 

breadfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°36'49.9"N  
102°08'18.4"E 

breadfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°38'54.4"N  
102°04'24.0"E 

breadfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°41'15.2"N  
102°03'01.6"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

140 
7 

04/04/2019 Chanthaburi 12°41'17.6"N  
102°03'00.5"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

241 
18 

04/04/2019 Chanthaburi 12°45'27.9"N  
102°00'22.2"E 

champedak  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°45'44.0"N  
102°00'15.8"E 

jackfruit  -  

04/04/2019 Chanthaburi 12°45'48.3"N  
102°00'18.6"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

29 
1 

04/06/2019 Phetchaburi 12°50'01.4"N  
99°43'60.0"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 
Bactrocera carambolae 

98 
3 

04/06/2019 Prachuap Khiri 
Khan 

11°53'03.8"N  
99°47'43.3"E 

jackfruit  -  

04/06/2019 Prachuap Khiri 
Khan 

11°20'36.2"N  
99°32'59.6"E 

guava Bactrocera dorsalis 
Bactrocera correcta 
Bactrocera carambolae 

88 
8 
13 

26/07/2019 Chumphon 10°49'57.1"N 
99°13'07.8"E 

jackfruit Bactrocera umbrosa 53 
Bactrocera dorsalis 9 
Bactrocera carambolae 11 

26/07/2019 Chumphon 10°48'43.4"N 
99°14'15.7"E 

breadfruit  -   

26/07/2019 Chumphon 10°48'44.0"N 
99°14'17.7"E 

champedak Bactrocera umbrosa 28 

26/07/2019 Chumphon 10°48'21.4"N 
99°14'22.8"E 

horse 
mango 

Bactrocera dorsalis 236 
Bactrocera carambolae 8 

26/07/2019 Chumphon 10°21'12.8"N 
99°06'58.2"E 

breadfruit  -   

26/07/2019 Surat Thani 9°39'58.6"N 
99°06'20.4"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 250 
Bactrocera carambolae 6 

26/07/2019 Surat Thani 9°39'55.3"N 
99°06'23.3"E 

horse 
mango 

Bactrocera dorsalis 52 
Bactrocera carambolae 4 
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
26/07/2019 Surat Thani 9°39'47.0"N 

99°06'13.2"E 
champedak  - 0 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°25'09.4"N 
99°51'15.0"E 

horse 
mango 

Bactrocera dorsalis 57 
Bactrocera carambolae 12 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°25'27.2"N 
99°51'20.6"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 5 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°23'15.1"N 
99°49'43.6"E 

guava  - 0 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°26'21.6"N 
99°45'56.8"E 

champedak  - 0 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°26'07.7"N 
99°46'44.4"E 

guava Bactrocera umbrosa 9 
Bactrocera dorsalis 19 

27/07/2019 Nakhon Si 
Thammarat 

8°25'57.5"N 
99°46'33.4"E 

guava Bactrocera dorsalis 5 

19/08/2019 Songkhla 7°11'53.2"N 
100°35'24.5"E 

breadfruit  - 0 

19/08/2019 Songkhla 7°09'10.4"N 
100°32'41.1"E 

champedak Bactrocera umbrosa 42 
Bactrocera dorsalis 100 
Bactrocera carambolae 17 

19/08/2019 Songkhla 7°09'10.4"N 
100°32'43.9"E 

champedak Bactrocera umbrosa 4 
Bactrocera dorsalis 15 

19/08/2019 Songkhla 7°09'10.4"N 
100°32'41.5"E 

champedak Bactrocera dorsalis 8 

20/08/2019 Songkhla 6°53'41.3"N 
100°21'19.3"E 

champedak Bactrocera umbrosa 18 
Bactrocera dorsalis 386 
Bactrocera carambolae 86 

20/08/2019 Songkhla 6°53'23.3"N 
100°21'02.1"E 

champedak Bactrocera umbrosa 13 

20/08/2019 Songkhla 6°53'19.5"N 
100°24'20.6"E 

guava Bactrocera dorsalis 182 
Bactrocera carambolae 6 

20/08/2019 Songkhla 6°53'06.6"N 
100°23'41.5"E 

jackfruit Bactrocera umbrosa 117 
Bactrocera dorsalis 19 

20/08/2019 Songkhla 6°58'08.1"N 
100°26'07.5"E 

champedak Bactrocera umbrosa 89 
Bactrocera dorsalis 33 
Bactrocera carambolae 7 

20/08/2019 Songkhla 7°00'24.7"N 
100°18'13.8"E 

jackfruit Bactrocera umbrosa 134 
Bactrocera dorsalis 13 

20/08/2019 Songkhla 7°00'24.8"N 
100°18'13.8"E 

champedak  -   

20/08/2019 Songkhla 7°00'27.5"N 
100°18'06.8"E 

champedak Bactrocera umbrosa 3 

24/08/2019 Chumphon 10°49'56.9"N 
99°13'07.9"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 3 
Bactrocera carambolae 1 
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Table 1 Species and number of individuals of fruit flies reared from fruits (i.e. jackfruit, 
breadfruit, champedak, guava and horse mango) in 16 provinces, November 
2018 – August 2019 (continue)  

 
Date Province Location Fruit Specie Number of 

individuals 
24/08/2019 Chumphon 10°49'44.6"N 

99°13'09.4"E 
jackfruit Bactrocera dorsalis 10 

24/08/2019 Surat Thani 9°39'46.7"N 
99°06'12.8"E 

champedak  -   

26/08/2019 Songkhla 6°58'09.0"N 
100°34'07.1"E 

champedak Bactrocera dorsalis 91 

26/08/2019 Satun 6°46'12.9"N 
100°08'35.0"E 

champedak Bactrocera umbrosa 24 

26/08/2019 Satun 6°45'54.5"N 
100°08'37.5"E 

champedak Bactrocera umbrosa 33 

26/08/2019 Satun 6°45'44.1"N 
100°03'54.0"E 

champedak Bactrocera umbrosa 71 

26/08/2019 Satun 6°47'32.5"N 
100°04'59.9"E 

guava Bactrocera dorsalis 238 
Bactrocera carambolae 38 

26/08/2019 Songkhla 6°57'00.5"N 
100°08'03.3"E 

champedak Bactrocera dorsalis 32 

27/08/2019 Phatthalung 7°33'52.4"N 
100°07'26.5"E 

jackfruit Bactrocera dorsalis 63 
Bactrocera carambolae 6 
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Figure 1 Fruit samples 

 

 

 

Jackfruit Fruit fly larvae 

Champedak Guava 

Breadfruit Horse mango 
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Figure 2 Fruit flies reared from fruit samples 
A. Larvae  
B. Pupae 
C. Adults of Bactrocera umbrosa  

 

A. 

B. 

C. 
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ศึกษาชนิด ชีววิทยา และการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ 
ของหอยน ้าศัตรูพืชสกุล Physella 

Species, biology, and geographical distribution  
of aquatic pest snail Physella 

 
อภินันท์ เอี่ยมสุวรรณสุข    ดาราพร รินทะรักษ์     ศุภกร วงษ์เรืองพิบูล     

กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
ด ำเนินศึกษำชนิด ชีววิทยำ และกำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ของหอยน  ำศัตรูพืชสกุล 

Physellaตั งแต่เดือนตุลำคม 2561 – กันยำยน 2563 ได้ตัวอย่ำงหอย Physella ทั งหมด 80 ตัวอย่ำง
จำก 3 จังหวัด (จังหวัดกรุงเทพ กำญจนบุรี และนครปฐม) พบว่ำเป็นชนิด Physella acuta จ ำนวน 
78 ตัวอย่ำง และ Physella sp. 1 จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง หอยชนิดนี พบอำศัยอยู่กับพืชน  ำบำงชนิด ได้แก ่
สำหร่ำยหำงกระรอก และบัวประดับ จำกกำรศึกษำลักษณะกำรวำงไข่ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำมี
ลักษณะเป็นเมือกเหนียวห่อหุ้มกลุ่มไข่อีกชั นหนึ่ง จ ำนวนไข่ต่อคลัสเตอร์ประมำณ 11-43 ฟอง จะต้อง
มีกำรศึกษำชีววิทยำ และกำรเจริญเติบโตจนครบวงชีวิตในห้องปฏิบัติกำรต่อไป 

ค้าหลัก ชนิด ชีววิทยำ กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ หอยน  ำ Physella  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-02-01-09-62 



1873 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ค้าน้า 

ประเทศไทยมีควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของพันธุ์พืชน  ำหลำยชนิดที่มีควำมสวยงำม  มี
ศักยภำพสูงในกำรเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส ำคัญของประเทศไทย ต่ำงประเทศต้องกำรและให้รำคำสูง ไม้
น  ำประดับสร้ำงรำยได้ให้กับประเทศนับร้อยล้ำนบำทและมีแนวโน้มที่จะเติบโตต่อไปในอนำคต 
อย่ำงไรก็ตำมอุปสรรคส ำคัญของกำรผลิตไม้น  ำและกำรส่งออกคือปัญหำกำรเข้ำท ำลำยจำกหอยน  ำ
ศัตรูพืชซึ่งสร้ำงควำมเสียหำยแก่พรรณไม้น  ำ นอกจำกนี ตัวและไข่หอยยังติดไปกับต้นไม้ ท ำให้เสียเวลำ
ในกำรล้ำงท ำควำมสะอำดก่อนน ำส่งออก ถ้ำหำกมีกำรพบเห็นตัวและไข่หอยติดไปกับพรรณไม้น  ำ
ส่งออกจะถูกเผำท ำลำย ท ำให้ภำพพจน์กำรส่งออกไม้น  ำของประเทศไทยเสื่อมเสียอีกด้วย 

กรมวิชำกำรเกษตรก ำลังท ำกำรวิจัยหอยศัตรูพรรณไม้น  ำและส ำรวจควำมหลำกชนิดของหอย
น  ำในระบบนิเวศเกษตร พบว่ำหอยน  ำศัตรูพืชสกุล Physella (วงศ์ Physidae) เป็นหนึ่งในชนิดที่มี
ควำมส ำคัญเนื่องจำกสำมำรถท ำควำมเสียหำยแก่พรรณไม้น  ำประดับเป็นอย่ำงมำก มักพบหอยและไข่
หอยสกุลนี ติดไปกับไม้น  ำ และเข้ำท ำลำยโดยกำรกัดกินใบจนเสียหำย ทั งนี หอยชนิดนี ไม่ได้มีถิ่นอำศัย
ดั งเดิมอยู่ในประเทศไทย มีศักยภำพในกำรรุกรำนสูง จำกกำรส ำรวจเบื องต้นมีรำยงำนกำรพบในแหล่ง
น  ำในประเทศไทยดังเช่นเขื่อนล ำพระเพลิง ณ จังหวัดนครรำชสีมำ  

อย่ำงไรก็ตำม ยังขำดข้อมูลพื นฐำนเกี่ยวกับหอย Physella ในด้ำนของชีววิทยำดังเช่น 
อนุกรมวิธำน วงจรชีวิต กำรสืบพันธุ์ แหล่งที่อยู่อำศัย และอำหำร เป็นต้น กำรแพร่กระจำยเชิง
ภูมิศำสตร์ ทั งนี ข้อมูลทำงด้ำน ชีววิทยำ กำรแพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ จะท ำให้เข้ำใจถึงธรรมช ำติ
และพฤติกรรมของหอยน  ำศัตรูพืชชนิดนี ได้ดียิ่งขึ น และสำมำรถใช้เป็นข้อมูลพื นฐำนในกำรอ้ำงอิงเชิง
วิชำกำร เพ่ือกำรป้องกันก ำจัดและมีควำมจ ำเป็นต่อกำรวำงแผนเพ่ือกำรจัดกำรหอยน  ำศัตรูพืชอย่ำงมี
ประสิทธิภำพ (pest management) ต่อไปได ้
 

วิธีด้าเนินการ 

อุปกรณ์ 
 กล่องพลำสติกขนำดต่ำง ๆ  
 กระดำษอเนกประสงค์ 
 เวอร์เนีย (เครื่องมือวัดขนำดเปลือกหอย) 
 อำหำรปลำชนิดเม็ด 
 กล้องถ่ำยรูปดิจิตอล 
 สำหร่ำย และไม้น  ำ 
 ผักสด 
 ตู้ปลำ  
 เครื่องก ำเนิดออกซิเจน 
 GPS 
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วิธีการ 
1) เก็บตัวอย่ำงหอยและศึกษำกำรแพร่กระจำย  

1.1 ส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงหอยสกุล Physella ในแหล่งน  ำตำมธรรมชำติ และแปลงปลูก
พรรณไม้น  ำของเกษตรกรในพื นที่ภำคเหนือ จังหวัดเชียงใหม่ ภำคกลำง จังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม 
ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ จังหวัดนครรำชสีมำ ชัยภูมิ ภำคตะวันออก จังหวัดฉะเชิงเทรำ จันทบุรี  
ภำคตะวันตก จังหวัดกำญจนบุรี รำชบุรี ประจวบคีรีขันธ์ และภำคใต้ จังหวัดกระบี่ ตรัง ชุมพร ระนอง 
และสุรำษฎร์ธำนี 

1.2 วิธีกำรเก็บตัวอย่ำง ด ำเนินกำรเก็บตัวอย่ำงในพื นที่ที่ก ำหนด โดยแบ่งเก็บพื นที่ละ 5 จุด 
ตำมขอบตลิ่ง พื นดินขอบบ่อ และพันธุ์พืชน  ำ 

กำรบันทึกข้อมูล :  
- บันทึกพิกัดกำรกระจำยของหอยสกุล Physella โดยเครื่อง GPS และน ำมำท ำแผนที่กำร

กระจำยพันธุ์โดยใช้โปรแกรม Google Earth 
- บันทึกชนิดพันธุ์ไม้น  ำที่พบในบริเวณแหล่งน  ำที่หอยสกุล Physella อำศัยอยู่ บันทึกลักษณะ

ทำงภูมิศำสตร์ของพื นที่ที่เก็บตัวอย่ำง 
- บันทึกค่ำวิเครำะห์คุณภำพน  ำจำกแหล่งที่เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ ค่ำ pH และค่ำออกซิเจน

ละลำยน  ำ (Dissolved Oxygen, DO) 
2) ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ น  ำหนักและจ ำแนกชนิด 

น ำหอยที่เก็บตัวอย่ำงมำได้มำวัดควำมสูงของเปลือก (จำก apex จนถึงด้ำนล่ำงสุดของ 
aperture) ควำมยำวของเปลือก ควำมกว้ำงของรูเปิด (aperture) จ ำนวนวง (whorl) ลักษณะของ
เปลือก ชั่งน  ำหนักหอย น ำมำสร้ำงกรำฟหำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมยำว ควำมสูงของเปลือกและ
น  ำหนัก ด้วยวิธี correlation analysis 

จ ำแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเปลือก ดังเช่น ลักษณะรูปทรงของเปลือก 
(shell shape) รูเปิด (aperture) จ ำนวนวง (whorl) ลักษณะตีน (foot) ตำมวิธีกำรในคู่มือของ 
Brown (1994) 
3) ศึกษำวงจรชีวิต  

3.1) น ำหอยมำเลี ยงเพ่ือศึกษำวงจรชีวิตในกล่องพลำสติกขนำด 13 x 13 เซนติเมตร สูง 10 
เซนติเมตร ที่ภำยในบรรจุน  ำประมำณ 3 ลิตร พร้อมสำหร่ำยหำงกระรอก น ำไปเลี ยงในบริเวณท่ีมีแสง 
อุณหภูมิ 25±2 องศำเซลเซียส ให้อำหำรปลำชนิดเม็ดและผักกำดหอมทุก 3 วัน และท ำกำรเปลี่ยน
ถ่ำยน  ำและให้แคลเซียมผงทุก 7 วัน วัดควำมสูงควำมยำวของเปลือก น  ำหนัก วัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง
และอุณหภูม ิ 

3.2) เมื่อหอยเกิดกำรผสมพันธุ์และวำงไข่ บันทึกจ ำนวนไข่ต่อกลุ่ม ให้น ำไข่มำเลี ยงในกล่อง
พลำสติกบรรจุน  ำและสำหร่ำยหำงกระรอกกล่องใหม่  เมื่อลูกหอยรุ่นที่ 1 ฟักออกมำจำกไข่แล้ว นับ
จ ำนวน ชั่งน  ำหนักและวัดขนำดลูกหอยที่เกิดขึ นใหม่ทุกสัปดำห์ 

3.3) เลี ยงลูกหอยรุ่นที่ 1 จนกระทั่งเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยและสำมำรถผสมพันธุ์ได้  ให้
ด ำเนินกำรตำมข้อที่ 3.1 และ.3.2 จนกระท่ังเกิดลูกหอยรุ่นที่ 2 

- กำรบันทึกข้อมูล 
- บันทึกลักษณะสัณฐำนวิทยำภำยนอก เช่น ลักษณะรูปร่ำง สี และลวดลำยบนเปลือก 

ตรวจดูรำยละเอียดภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  
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- บันทึกควำมกว้ำงและควำมสูงของเปลือก ควำมกว้ำงของวงรอบเปลือกควำมกว้ำง ขนำด
ของปำกเปิดเปลือก 
เวลาและสถานที่ 
 ด ำเนินกำรทดลองตั งแต่เดือนตุลำคม 2561 – กันยำยน 2563 โดยเก็บตัวอย่ำงหอยสกุล 
Physella ตำมธรรมชำติและแปลงปลูกทั่วประเทศไทย น ำมำศึกษำชนิด ชีววิทยำ และกำร
แพร่กระจำยเชิงภูมิศำสตร์ ณ กลุ่มงำนวิจัยสัตววิทยำกำรเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัย
พัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ได้อุปกรณ์ที่จ ำเป็นต่อกำรเก็บตัวอย่ำงหอย ได้ตัวอย่ำงหอยศัตรูพืช Physella จำกกรุงเทพ 40 

ตัวอย่ำง และจังหวัดกำญจนบุรี 32 ตัวอย่ำง  นครปฐม 8 ตัวอย่ำง ลักษณะเด่นของหอยในสกุลนี คือ มี
เปลือกเวียนซ้ำย ไม่มีฝำปิด มีสีของเปลือกที่พบตั งแต่สีน  ำตำลออกส้มยันสีด ำสนิท สีของ foot มีสีด ำ พบ
อำศัยอยู่ในแหล่งน  ำนิ่งที่ใสสะอำด มีพืชอำศัยดังนี  คือ สำหร่ำยหำงกระรอก  Hydrilla verticillata และ
บัวประดับ Nymphaea spp. สำมำรถเคลื่อนไหวได้รวดเร็วกว่ำหอยน  ำศัตรูพืชชนิดอ่ืน ๆ เช่น Radix พบ
หอยในสกุลนี  2 ชนิด ได้แก่ Physella acuta ซึ่งมีลักษณะเปลือกเป็นรูปไข่ apex แหลม มีควำมยำว
เปลือก (shell length) ตั งแต่ 4-11 มม. เฉลี่ยเท่ำกับ 8.24±2.11 มม. มีควำมกว้ำงเปลือก (shell width) 
ตั งแต่ 2-7 มม. เฉลี่ยเท่ำกับ 4.67±1.19 มม. มีควำมยำวรูเปิด (aperture length) ตั งแต่ 3-8 มม. เฉลี่ย
เท่ำกับ 5.74±1.37 มม. มีควำมกว้ำงรูเปิด (aperture width) ตั งแต่ 2-6 มม. เฉลี่ยเท่ำกับ 3.84±1.17 มม. 
และมีจ ำนวนวงรอบ (whorl) ตั งแต่ 4-5 วง และ Physella sp. 1 ซึ่งจะมีลักษณะเปลือกทรงเหลี่ยม  
มี apex ที่มีลักษณะแบน โดยพบ P. acuta 80 ตัวอย่ำงในพื นที่ 3 จังหวัด ได้แก่ กรุงเทพ กำญจนบุรี และ
นครปฐม ส่วน Physella sp. 1 พบเพียง 2 ตัวอย่ำงในกรุงเทพเท่ำนั น  จำกกำรศึกษำลักษณะกำรวำงไข่ใน
ห้องปฏิบัติกำร พบว่ำมีลักษณะของไข่คล้ำยกับไข่ของหอยศัตรูพืช Radix กล่ำวคือ มีลักษณะเป็นเมือก
เหนียวห่อหุ้มกลุ่มไข่อีกชั นหนึ่ง จ ำนวนไข่ต่อคลัสเตอร์ประมำณ 11-43 ฟอง ไข่จะฟักเป็นลูกหอยภำยใน 
2-5 วัน และเริ่มวำงไข่ครั งแรกได้เมื่อลูกหอยอำยุ 30-35 วัน จะต้องมีกำรศึกษำชีววิทยำ และกำร
เจริญเติบโตจนครบวงชีวิตในห้องปฏิบัติกำรต่อไป 

 
สรุปผลการทดลองและค้าแนะน้า 

จำกกำรศึกษำตัวอย่ำงหอยสกุล  Physella จ ำนวน 80 ตัวอย่ำงจำกจังหวัดกรุงเทพ 
กำญจนบุรี และนครปฐม พบว่ำเป็นชนิด Physella acuta จ ำนวน 78 ตัวอย่ำง และ Physella sp. 
1 จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง หอยชนิดนี พบอำศัยอยู่กับพืชน  ำบำงชนิด ได้แก่ สำหร่ำยหำงกระรอก และบัว
ประดับ จำกกำรศึกษำลักษณะกำรวำงไข่ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำมีลักษณะเป็นเมือกเหนียวห่อหุ้ม
กลุ่มไข่อีกชั นหนึ่ง จ ำนวนไข่ต่อคลัสเตอร์ประมำณ 11-43 ฟอง จะต้องมีกำรศึกษำชีววิทยำ และกำร
เจริญเติบโตจนครบวงชีวิตในห้องปฏิบัติกำรต่อไป 
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Figure 1 Physella acuta (left) and Physella sp. 1 (right) 
 

Table 1 All Physella samples collected throughout Thailand  

Province Species 
Physella acuta Physella sp. 1 

Bangkok 40 2 
Kanchanaburi 32 - 
Nakhon Pathom 8 - 
Total 80 2 

 

1 cm 

1 cm 
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ชีววิทยาของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกลุม็อคคาร่า 
Biology of the Bacteria Causal Agent of Leaf Spot Disease  

on Mokara Orchid  
 

ทิพวรรณ กันหาญาติ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล   บูรณี พั่ววงษ์แพทย์  
รุ่งนภา ทองเคร็ง     กาญจนา ศรีไม้ 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

Abstract 

Biology of the bacteria causal agent of leaf spot on Mokara orchid  
was conducted during October 2016– September 2019.  The results showed that  
the bacterial pathogen can grow at temperatures of 10-40oC.  Bacteria does not grow 
on medium containing more than 5 ppm of streptomycin and more than 9,000 ppm  
of cupric sulfate.  Pathogenicity test revealed that the bacteria was able to produce  
leaf spot symptom on Mokara ( Bangkhuntien, Calypso, Jitti) , Vanda ( Vanda Famui)  
and Rhynchostylis ( Changdaeng)  but does not show typical leaf spot symptom  
on Dendrobium (Bom)  and Cattleya orchid.  Inoculation of onion bulb exhibited bulb 
scale turns brown while spraying the bacteria on corn leaves were not appeared disease 
symptom.  For the survival on plant debris, bacteria were recovered from orchid leaf  
60 days after fall down which suggests that orchid leaf residues could be a primary 
source of inoculum.  The bacterial pathogen had been pre- identified using specific 
primer to P.  stewartii subsp.  indologenes, which showed the positive reactions.  
To confirm the identification, phylogenetic reconstruction had been conducted  
to identify the bacterial isolations collected from previous study.  The result of ML 
analysis of concatenated dataset of four house-keeping genes, namely gyrB, rpoB, atpD 
and infB, confirmed that all bacterial isolations from leaf spot of Mokara orchid  
in Thailand were resembled of P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T.  

Keyword : mokara, leaf spot 
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บทคัดย่อ 

ศึกษาชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าตั้งแต่เดือน
ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส 
เชื้อไม่เจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้นมากกว่า 5 ppm และทองแดง
ความเข้มข้นมากกว่า 9,000 ppm สามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์บางขุน
เทียน คาลิปโซ จิตติ กล้วยไม้สกุลแวนดา (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) และกล้วยไม้สกุลช้าง (ช้างแดง) แต่ไม่ท าให้
เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และแคทลียา การปลูกเชื้อโดยฉีดเชื้อสาเหตุเข้าสู่หัวหอมใหญ่ท า
ให้กาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ส่วนการปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดโดยการพ่นไม่ท า
ให้เกิดอาการโรคจุดสีขาว เก็บข้อมูลการอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียในเศษซากพืชอาศัย พบว่าใบ
กล้วยไม้ที่แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียหลังจากร่วงแล้วจนถึง 
60 วัน เมื่อตรวจสอบเบื้องต้นโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. 
indologenes พบว่าให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก การจ าแนกชนิดของเชื้อเพ่ือยืนยันผลการตรวจสอบ
โดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) จากยีน gyrB, rpoB, 
atpD และ infB ท าให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่พบ
ระบาดในประเทศไทยใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T  

ค าหลัก : ม็อคคาร่า โรคใบจุด 
 

ค าน า 

ในปี 2554 เกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าในเขตจังหวัดสมุทรสาครและนครปฐม 
ประสบกับปัญหาการระบาดของโรคใบจุดของกล้วยไม้ โดยมีลักษณะอาการเป็นจุดกลมสีน้ าตาลด า 
รอบแผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน ในแปลงที่มีการระบาดของโรครุนแรงท าให้ใบร่วง กลีบดอกไหม้ และ
ช่อดอกหักพับไม่ได้คุณภาพไม่สามารถส่งขายได้ จากการศึกษาเชื้อสาเหตุ พบว่าเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย
โคโลนีสีเหลือง ผลการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการ
สืบค้นข้อมูล ไม่พบรายงานเชื้อแบคทีเรียสาเหตุที่เป็น Facultative anaerobe โคโลนีสีเหลืองที่ท าให้
เกิดโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมาก่อน (นิยมรัฐ,  2544; 
ปิยรัตน์และคณะ, 2552; Chuenchitt et al., 1983) ดังนั้น เพ่ือให้การป้องกันก าจัดโรคนี้ได้ผลและมี
ประสิทธิภาพจึงจ าเป็นต้องทราบชนิดที่ถูกต้องตลอดจนข้อมูลทางด้านชีววิทยาอ่ืนๆ มากขึ้น การ
ทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล 
ม็อคคาร่า เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงแก่นักวิชาการในการท าวิจัยและแนะน าเกษตรกรในการป้องกันก าจัด 
รวมถึงเป็นข้อมูลส าหรับในการจัดท าข้อมูลศัตรูพืช (pest list)  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ 
2. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
3. หม้อนึ่งความดันไอ  
4. เครื่องเขยา่ชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
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5. เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง  
6. ตู้อบ 
7. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
8. เครื่องชั่ง 
9. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  
10. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ และท าปฏิกิริยา PCR 

วิธีการ 
 1. ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 

น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บ
จุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืชมาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) เขย่าที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร Potato semi-
synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 2. ทดสอบชนิดพืชอาศัยของเชื้อ 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ ดังนี้ 

2.1 กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์ต่างๆ เช่น บางขุนเทียน คาลิปโซ่ จิตติ 
 2.2 กล้วยไม้สกุลอื่น เช่น แวนด้า หวาย ช้าง แคทลียา  

2.3 พืชที่มีรายงานการก่อให้เกิดโรคจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Pantoea เช่น ข้าวโพด หอม 
โดยใช้เข็มท าแผลบนพืชทดสอบแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตร หรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลง

บนพืชทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก และพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s 
postulation) 

3. สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA และ NA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 10, 30, 35, 40 และ 45 องศา

เซลเซียส สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารทุกวันจนถึง 28 วัน 
4. การเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดง  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร mannitol-glutamate (MG) ที่มี 0.025% yeast extract 

(MGY) ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบน
อาหารแข็ง MGY ที่มี cupric sulfate (MGYCu) ความเข้มข้น 375, 500, 750, และ 1,000 μg/ml 
และอาหาร streptomycin (MGYSm) 50, 75, 100 และ 500 μg/ml เปรียบเทียบกับเลี้ยงบนอาหาร 
MGY บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ตรวจการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหาร  

5. การอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียบนพืชอาศัย  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ใช้เข็มท าแผลบนพืชแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 
2 ไมโครลิตรหรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลงบนพืชทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก ท าการแยกเชื้อ
จากพืชอาศัย เศษซากพืชอาศัย และวัสดุปลูก ทุก 1 เดือน โดยมีวิธีการดังนี้ 
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การแยกเชื้อจากผิวพืชอาศัย แช่ใบพืชอาศัยในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 90 มิลลิลิตร  เขย่าบน
เครื่องเขย่า เป็นเวลา 30 นาที  น ามาท าให้เจือจางโดย วิธี tenfold serial dilution ตั้งแต่ 10-1-10-6 
จากนั้นน าสารแขวนลอยที่ได้ 0.1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงบนอาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อสาเหตุบนอาหาร 

การแยกเชื้อจากพืชอาศัยหรือเศษซากพืชอาศัย ตัดใบพืชอาศัยเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาล้ างด้วย
แอลกอฮอล์ 70% นาน 5 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง บดใบพืชในน้ ากลั่น และ
เลี้ยงบนอาหาร PSA และอาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 หลังจากนั้นบ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อสาเหตุบนอาหาร 

6. การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR  
ตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย Pantoea 

stewartii subsp. indologenes ตามรายงานของ Gehring et al. (2014) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ
เชื้อแบคทีเรีย P. ananatis ตามรายงานของ Kido et al. (2008) โดยใช้ปริมาตรรวมในการท า
ปฏิกิริยา PCR 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One 
PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.2 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Germany
) ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส และตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., UK) 

7. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย multilocus sequence analysis (MLSA) 
ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยน าเชื้อ

แบคทีเรีย 1 ลูป ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase  
K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้น
ดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยง
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ ว  10,000 รอบต่อนาที  นาน 3 นาที  น า  QIAamp Spin Column ใส่ ในหลอด 
microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยง
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ท าการเพ่ิมปริมาณ housekeeping gene เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล 
ม็อคคาร่าจ านวน 4 ยีน ได้แก่ ยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา 
PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR 
Master Mix (GeneDirex® Inc., Taipei, Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็น
เ อด้ ว ย เ ค รื่ อ ง ค วบคุ ม อุณหภู มิ  Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, 
Goettingen, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้เริ่มต้นแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) 
ที่ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบต่อที่ อุณหภูมิ 94  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่อุณหภูมิ 



1883 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจ
วิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose 
ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้
แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., Cambridge, UK) 
ส่งผลผลิต PCR วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen Korea ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ด้วยโปรแกรม Bioedit (Hall, 1999) จัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์
ส าเร็จรูป MEGA X (Kumar et al., 2018) แล้วน าข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของเชื้อแบคทีเรีย type strain ที่มีรายงานอยู่ใน GenBank และจัดล าดับความสัมพันธ์ของ
แบคทีเรียโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม 
RAxML v 8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนดค่า model of evolution แบบ GTRGAMMA และ
ก าหนดค่า maximum likelihood bootstrap 1,000 ซ้ า 
เวลาและสถานที่ 

เวลา  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561  
สถานที ่  ห้องปฏิบัติการและเรือนทดลอง กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช  

   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บ

จุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืช มาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร  PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสามารถฟ้ืนฟูเชื้อแบคทีเรียได้ จ านวน 10 ไอโซเลท  

2. ทดสอบชนิดพืชอาศัยของเชื้อ 
ทดสอบชนิดกล้วยไม้ที่เป็นพืชอาศัยของเชื้อ โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืน
แสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml 
ท าการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ โดยใช้เข็มฉีดยาแทงบริเวณผิวใบเพ่ือท าแผลบนพืชทดสอบแล้วหยดเชื้อ
ลงบนแผล 2 ไมโครลิตร พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสาย
พันธุ์บางขุนเทียน คาลิปโซ่ จิตติ กล้วยไม้สกุลแวนด้า (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) และสกุลช้าง (ช้างแดง) แต่ไม่ท า
ให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และแคทลียา (Figure 1) การทดสอบในพืชที่มีรายงานการ
ก่อให้เกิดโรคจากเชื้อสาเหตุสกุล Pantoea พบว่าหอมหัวใหญ่ที่ท าการปลูกเชื้อโดยวิธีการฉีดเชื้อ
สาเหตุเข้าสู่หัวหอมใหญ่ หลังจากปลูกเชื้อ 7 วัน เมื่อผ่าดูด้านในกาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็น
สีน้ าตาลอาการคล้ายคลึงกับรายงานของ Carr et al. (2013)  ซึ่งเกิดจากเชื้อ P. ananatis และ
รายงานของ Stumpf et al. (2018) ซึ่งเกิดจากเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes การปลูกเชื้อ
สาเหตุในข้าวโพดด้วยวิธีการทาผงคาร์โบแรนดัมบนใบข้าวโพดก่อนแล้วพ่นเชื้อสาเหตุ พบว่าข้าวโพด
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แสดงอาการใบช้ าเป็นสีเขียวเข้มไม่สอดคล้องกับรายงานของ Krawczyk et al. (2010) ซึ่งรายงาน
อาการของโรคบนใบข้าวโพดมีลักษณะเป็นจุดสีขาวเกิดจากเชื้อ P. ananatis  

3. สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA 

และ NA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 10, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส เชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้ถึง
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

4. การเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดง  
ทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดงของเชื้อสาเหตุ พบว่าเชื้อแบคทีเรีย

ไม่สามารถเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้น 5 ppm และทองแดงความ
เข้มข้น 9,000 ppm 

5. การอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียบนพืชอาศัย 
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า จ านวน 10 ไอโซเลท เลี้ยงบน

อาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อ
โดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อ
ประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า โดยใช้เข็มฉีดยาแทงบริเวณผิวใบ
เพ่ือท าแผลบนพืชทดสอบแล้วพ่นเชื้อลงบนใบกล้วยไม้ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก ท าการแยก
เชื้อจากพืชอาศัย เศษซากพืชอาศัย และวัสดุปลูกทุก 1 เดือน ผลการแยกเชื้อบนกล้วยไม้พบแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชบนใบที่แสดงอาการของโรคในทุกเดือนที่ตรวจถึงแม้แผลบนใบจะแห้งแล้วก็ตาม โดยใบ
ที่แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียจนถึง 60 วัน สอดคล้องกับ
รายงานของ Sauer et al. (2015) ที่ท าการศึกษาความสามารถในการมีชีวิตรอดบนเศษซากพืชอาศัย
ของเชื้อ P. ananatis สาเหตุโรคจุดสีขาวของข้าวโพด โดยพบว่าสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียบน
เศษซากของข้าวโพดหลังจากเก็บเกี่ยวแล้ว 60 วัน และยังตรวจพบเชื้อแบคทีเรียได้บนใบข้าวโพดที่ยัง
ไม่แสดงอาการของโรคและบนพืช Digitaria horizontalis ซึ่งไม่ใช่พืชอาศัยของเชื้อ แสดงให้เห็น
แหล่งที่เชื้อแบคทีเรียอาศัยและมีชีวิตรอดโดยอาศัยอยู่ในรูปแบบ epiphyte ส าหรับการแยกเชื้อจาก
วัสดุปลูกหรือดินปลูกไม่ได้ด าเนินการเนื่องจากกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าไม่ได้ใช้วัสดุปลูกและไม่มีพืช
อาศัยอ่ืนที่ใช้วัสดุปลูกหรือดินในการเพาะปลูก 

จากข้อมูลเชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่อาศัยบนเศษซากพืชได้นาน 60 วัน จึงสามารถเป็นแหล่ง
ในการแพร่กระจายเชื้อไปยังแหล่งอ่ืนได้ ดังนั้น ค าแนะน าในการป้องกันก าจัดโรคใบจุดของกล้วยไม้
สกุลม็อคคาร่าจึงควรเก็บเศษซากพืชที่เป็นโรคออกจากแปลงและเผาท าลายทิ้ง ทั้งนี้เพ่ือเป็นการลด
แหล่งในการแพร่กระจายของเชื้อภายในแปลงปลูกและแหล่งอ่ืนๆ ที่มีการเคลื่อนย้ายไปท้ิง 

6. การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR  
ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย  

P. stewartii subsp. indologenes และ P. ananatis พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าให้ผลปฏิกิริยาเป็นบวกสอดคล้องกับรายงานของ Gehring et al. (2014) โดย
ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 267 bp (galE) และ 422 bp (recA) ของเชื้อ  
P. stewartii subsp. indologenes และให้ผลการตรวจสอบเป็นลบ โดยไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ
เป้าหมายขนาดประมาณ 343 bp ของเชื้อ P. ananatis เมื่อตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียตามรายงานของ 
Kido et al. (2008) (Figure 2) 
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7.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย multilocus sequence analysis (MLSA) 
ท าการเพ่ิมปริมาณยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ

กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าด้วยเทคนิค PCR จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอเป้าหมายที่ได้ พบว่ายีน gyrB, 
rpoB, infB มีขนาดประมาณ 1,000 bp และยีน atpD มีขนาดประมาณ 800 bp จัดเรียงข้อมูลล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB เพ่ือวิเคราะห์แบบ multilocus sequence 
analysis เปรียบเทียบกับ Pantoea spp. ที่เป็น type strain และมีข้อมูลของทั้ง 4 ยีนในฐานข้อมูล 
Genbank สร้างเป็นแผนภูมิต้นไม้เพ่ือจัดจ าแนกเชื้อ โดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ 
Maximum Likelihood (ML) ประเมินความเชื่อมั่นของแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี bootstrap จ านวน 
1,000 ซ้ า โดยมีเชื้อแบคทีเรีย Erwinia spp. เป็น outgroup พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าจัดกลุ่มร่วมกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T 
แยกกลุ่มออกจากเชื้อแบคทีเรีย  P. agglomerans LMG 1268T, P. ananatis LMG 2665T และ  
P. allii LMG 24248T โดยแยกกลุ่มชัดเจนจากเชื้อแบคทีเรีย P. cypripedii LMG 2657T ซึ่งพบใน
กล้วยไม้ cypripedium (cypripedium orchids) ของสหรัฐอเมริกา (Figure 3)  

เชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes เป็นเชื้อชนิดใหม่ตั้งชื่อตามคุณสมบัติของ
เชื้อที่สามารถสร้าง indole ได้ พบเข้าท าลายเฉพาะข้าวฟ่างหางกระรอก (foxtail millet: Setaria 
italica) และ pearl millet (Pennisetum americanum) ซึ่งเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (Grimont and 
Grimont, 2009) แต่จากการศึกษาของ Stumpf et al. (2018) พบว่าเชื้อ P. stewartii subsp. 
indologenes ท าให้เกิดอาการเน่ากลางหัวของหอมหัวใหญ่ (center rot of onion) ได้ นับเป็นเชื้อ
สาเหตุชนิดใหม่ที่ท าให้เกิดโรคในหอมหัวใหญ่นอกจากเชื้อ P. ananatis, P. agglomerans และ  
P. allii ที่พบรายงานแล้ว สนับสนุนผลการศึกษานี้ที่เริ่มพบการแพร่ระบาดของเชื้อ  P. stewartii 
subsp. indologenes ในพืชชนิดใหม่ในกลุ่มพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และเป็นรายงานครั้งแรกของเชื้อ  
P. stewartii subsp. indologenes ที่พบท าให้เกิดโรคใบจุดในกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าและยังไม่เคยมี
รายงานการระบาดของเชื้อชนิดนี้ในกล้วยไม้ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมาก่อน  โดยเชื้อ
แบคทีเรียมีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ใน genus เดียวกันและพบรายงานใน
พืชวงศ์ Orchidaceae คือ P. cypripedii LMG 2657T ซึ่งพบเป็นสาเหตุโรค brown spot rot ของ
กล้วยไม้ cypripedium ในรัฐแคลิฟอร์เนียของสหรัฐอเมริกา โดยมีข้อสันนิษฐานการระบาดของโรคใน
ครั้งนี้เกิดจากการปรับตัวของเชื้อที่เดิมอาศัยอยู่ในรูปแบบ epiphyte ท าให้เกิดโรคได้แต่ไม่รุนแรง
เพราะจากการสอบถามข้อมูลจากเกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้ พบว่าเกษตรกรเคยเห็นลักษณะอาการของ
โรคมาก่อนแต่ไม่รุนแรง และข้อสันนิษฐานอีกประการหนึ่งคือการปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ท าให้เกิดความ
อ่อนแอต่อเชื้อเนื่ องจากกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า เป็นกล้วยไม้ลูกผสม 3 สกุล ( Arachnis x 
Ascocentrum x Vanda) และจากการส ารวจเบื้องต้นพบการระบาดของโรคในกล้วยไม้สกุลแวนด้า
และสกุลเข็ม (Ascocentrum) แล้ว แต่ไม่รุนแรงเหมือนม็อคคาร่าแต่ทั้งนี้อาจเป็นเพราะกล้วยไม้สกุล
แวนด้าส่วนใหญ่ส่งออกต่างประเทศจึงมีการดูแลแปลงอย่างดี เมื่อมีอาการของโรคกล้วยไม้จะถูกแยก
ออกจากแปลงจึงพบการระบาดของโรคค่อนข้างน้อย ทั้งนี้เชื้อ P. stewartii subsp. indologenes 
เป็นเชื้อแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งที่ต้องเฝ้าระวังและติดตามสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื้อใน
กล้วยไม้สกุลอ่ืนๆ เพ่ือไม่ให้ส่งผลกระทบต่อการปลูกและการส่งออกกล้วยไม้ไปต่างประเทศ โดยมี
ข้อสังเกตจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าเชื้อสามารถท าให้เกิดโรคเฉพาะในกลุ่มกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด 
(monopodium) ได้แก่ ม็อคคาร่า แวนด้า และช้าง แต่ไม่ท าให้เกิดโรคในกล้วยไม้กลุ่มที่มีการ
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เจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ (sympodium) ได้แก่ หวายและแคทลียา ทั้งนี้ยังมีกล้วยไม้อีกหลาย
สกุลที่ต้องท าการทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันข้อสังเกตดังกล่าวโดยกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด ได้แก่ 
กล้วยไม้สกุลเข็ม (Ascocentrum) สกุลฟาแลนอปซิส (Phalaenopsis) สกุลอะแรคนิส (Arachnis) 
กล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ ได้แก่ รองเท้านารี ออนซิเดียม  

การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า โดย 
ทิพวรรณ และคณะ (2562) เบื้องต้น พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีสีเหลือง สามารถเจริญ
ได้ทั้งในสภาพที่มีอากาศและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) และเชื้อสามารถสร้าง indole 
(indole production) ได้ โดยคุณสมบัติดังกล่าวคล้ายคลึงกับเชื้อแบคทีเรีย Pantoea spp. จาก
ข้อมูลการจัดล าดับความสัมพันธ์ของเชื้อบริเวณ 16S rDNA ร่วมกับรายงานพืชอาศัยและคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีที่ส าคัญที่ใช้พิจารณาในการจ าแนกเชื้อ Pantoea spp. ทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ P. stewartii 
subsp.  stewartii, P.  stewartii subsp.  indologenes, P.  agglomerans, P.  ananatis, P.  allii 
และ  P.  cypripedii (Erwinia cypripedii)  คื อคว ามสามา รถ ในการส ร้ า ง  indole ( indole 
production) พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า เชื้อ  P. stewartii 
subsp. indologenes เชื้อ P. ananatis และเชื้อ P. allii มีคุณสมบัติดังกล่าว โดยเชื้อ P. stewartii 
subsp. indologenes พบเข้าท าลายเฉพาะ foxtail millet (Setaria italica) และ pearl millet 
(Pennisetum americanum) (Grimont and Grimont, 2009) ส่วนเชื้อ P. ananatis มีรายงานท า
ให้เกิดโรคในพืชอาศัยหลายชนิด เช่น honeydew melons (Wells et al., 1987) แคนตาลูป 
(Bruton et al., 1991) หอม (Gitaitis and Gay, 1997) sudangrass (Azad et al., 2000) ข้าวโพด 
(Paccola-Meirelles et al., 2001) ยูคาลิปตัส (Coutinho et al., 2002) netted melon (Kido et 
al., 2008) ข้าวฟ่าง (Cota et al., 2010) และข้าว (Mondal et al., 2011) เป็นต้น และเชื้อ P. allii 
มีรายงานท าให้เกิดโรคในหอมหัวใหญ่ (Brady et al. , 2011) จากรายงานพืชอาศัยของเชื้อ  
P. ananatis ที่ค่อนข้างกว้างสามารถเข้าท าลายพืชได้หลายวงศ์รวมทั้งรายงานของณัฏฐิมาและวนิดา 
(2539) ซึ่งพบเชื้อ P. ananatis เป็นแบคทีเรียสาเหตุโรคเนื้อแกนของสับปะรดในประเทศไทย จึงท า
ให้สรุปในเบื้องต้นว่า เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่ามีความคล้ายคลึงกับเชื้อ 
P. ananatis แต่ในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้เทคนิค PCR ในการตรวจสอบเชื้อเพ่ิมเติม พบว่าให้ผล
ตรวจสอบเป็นบวกเมื่อใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes และให้ผล
ตรวจสอบเป็นลบเมื่อใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ P. ananatis จากนั้นยืนยันผลการตรวจสอบโดยใช้ 
multilocus sequence analysis (MLSA) ในการจ าแนกชนิดของเชื้อ เนื่องจากล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rDNA gene เพียงต าแหน่งเดียวไม่สามารถใช้จ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่มีความ
ใกล้ชิดกันสูงได้ดีเหมือนวิธี DNA-DNA hybridization กับเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบ (type strain) เพ่ือดู
ความคล้ ายคลึ งกั นทาง พันธุ กรรมของ เชื้ อแบคที เ รี ย  ( Stackbrandt and Goebel, 1994)  
แต่การศึกษาส่วนใหญ่มีข้อจ ากัดเรื่องการขาดแคลนเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบเพ่ือใช้ในการศึกษา ปัจจุบัน
จึงมีการจ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค MLSA วิธีการนี้ เป็นการวิเคราะห์กลุ่มของ 
housekeeping gene ที่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียจ านวน 4-7 ยีน เปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต้นแบบที่รวบรวมไว้ใน Genbank โดยข้อมูล
การจ าแนกชนิดสอดคล้องกับการศึกษา DNA–DNA hybridization ท าให้นิยมใช้จ าแนกชนิด
แบคทีเรียมากขึ้นเนื่องจากสะดวกและสามารถลดข้อจ ากัดเรื่องไม่มี type strain ในการศึกษาได้ โดย
มีรายงานการใช้เทคนิคนี้ส าหรับจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย Pantoea หลายชนิดได้สอดคล้องกับวิธี DNA-
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DNA reassociation เช่น Brady et al. (2008) น าเชื้อ Pantoea สาเหตุโรคพืช โรคคน และจาก
สิ่ งแวดล้อม มาศึกษา multilocus gene sequencing ของ housekeeping gene จ านวน 4  
ยีน ได้แก่ gyrB, rpoB, atpD และ infB พบว่าสามารถใช้จ าแนกเชื้อได้ดีเหมือนกับเทคนิค DNA-DNA 
hybridization และ Delétoile (2009)  ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและจ าแนก เชื้ อ  
P.  agglomerans โดยทดสอบคุณสมบัติทางชีว เคมีและ API 20E จ าแนกเชื้อ เบื้ องต้น เป็น  
P. agglomerans จ านวน 28 สายพันธุ์ น ามาศึกษา multilocus gene sequencing ของ 6 ยีน 
ได้แก่ fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB, rpoB, atpD และ infB พบว่าสามารถแยกเชื้อ P. agglomerans 
ออกจากเชื้อ Pantoea ต่างสปีชีส์ได้ จากข้อได้เปรียบของเทคนิค MLSA ที่สามารถเปรียบเทียบเชื้อที่
ศึกษากับเชื้อสายพันธุ์อ่ืนจากทั่วโลกโดยใช้ฐานข้อมูล  GenBank จึงนับเป็นอีกวิธีหนึ่งซึ่งสามารถ
น ามาใช้ในการจ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียเพ่ือลดข้อจ ากัดเรื่องขาดแคลนเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบ ( type 
strain) ส าหรับใช้จ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี DNA–DNA hybridization ได้ โดยต้องพิจารณา
คัดเลือกยีนพ้ืนฐานที่ท าหน้าที่ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียและแบคทีเรียจ าเป็นต้องรักษา
คุณสมบัตินั้นไว้ให้คงที่โดยหลีกเลี่ยงการท าให้เกิดการกลายพันธุ์ต่อยีนนั้นน้อยที่สุด  จากข้อมูล
การศึกษาทั้งหมดนี้ท าให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่
พบระบาดในประเทศไทยคือ เชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. Indologenes 

  
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-40 
องศาเซลเซียส ไม่เจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้นมากกว่า 5 ppm และ
ทองแดงความเข้มข้นมากกว่า 9,000 ppm สามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสาย
พันธุ์บางขุนเทียน คาลิปโซ จิตติ กล้วยไม้สกุลแวนด้า (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) และกล้วยไม้สกุลช้าง (ช้างแดง) 
แต่ไม่ท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และแคทลียา การปลูกเชื้อโดยฉีดเชื้อสาเหตุเข้าสู่หัว
หอมใหญ่ท าให้กาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ส่วนการปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดโดย
การพ่น ไม่ท าให้เกิดอาการโรคจุดสีขาว เชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่รอดในใบกล้วยไม้ที่แสดงอาการของ
โรคและร่วงจากต้นแล้วจนถึง 60 วัน ดังนั้น ค าแนะน าในการป้องกันก าจัดโรคใบจุดของกล้วยไม้
สกุลม็อคคาร่าจึงควรเก็บเศษซากพืชที่เป็นโรคออกจากแปลงและเผาท าลายทิ้ง ทั้งนี้เพ่ือเป็นการลด
แหล่งในการแพร่กระจายของเชื้อภายในแปลงปลูกและแหล่งอ่ืนๆ ที่มีการเคลื่อนย้ายไปทิ้ง  
เชื้อสามารถท าให้เกิดโรคเฉพาะในกลุ่มกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด (monopodium) ได้แก่ ม็อคคาร่า 
แวนด้า และช้าง แต่ไม่ท าให้ เกิดโรคในกล้วยไม้กลุ่มที่มีการเจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ 
(sympodium) ได้แก่ หวายและแคทลียา โดยต้องท าการทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือสนับสนุนผลการศึกษา
ดังกล่าวในกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด ได้แก่ กล้วยไม้สกุลเข็ม (Ascocentrum) สกุลฟาแลนอปซิส 
(Phalaenopsis) สกุลอะแรคนิส (Arachnis) กล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ ได้แก่ 
รองเท้านารี ออนซิเดียม ตรวจสอบเชื้อเบื้องต้นโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย  
P. stewartii subsp. indologenes พบว่าให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก การจ าแนกชนิดของเชื้อเพ่ือ
ยืนยันผลการตรวจสอบโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) 
จากยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB ท าให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่พบระบาดในประเทศไทยใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. 
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indologenes LMG 2632T และเป็นรายงานครั้งแรกของเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes  
ที่พบท าให้เกิดโรคใบจุดในกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 
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Figure 1 Leaf spot disease of Mokara orchid and pathogenicity test 
A. Disease symptom  
B. Pathogenicity test on Mokara orchid leaf 
C. Pathogenicity test on Vanda orchid leaf 
D. Pathogenicity test on Rhynchostylis orchid leaf 
E. Pathogenicity test on Dendrobium orchid leaf 
F. Pathogenicity test on Cattleya orchid leaf 



1892 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified for detection Pantoea 
   stewartii subsp. indologenes using galE and recA primers, M: onemark 

  100,lane 1–14: bacterial isolated from leaf spot disease of  mokara orchid 
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Figure 3 Maximum-likelihood tree based on the concatenated gyrB, rpoB, atpD and 

  infB nucleotide sequences showing the relationships of Mokara orchid isolates  
  and type strains of species. Bootstrap values based on 1,000 replicates are  
  shown at branch nodes 
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ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Curvularia eragrostidis และรา C. oryzae 
Study on biology and ecology of Curvularia eragrostidis and C. oryzae 

 
มะโนรัตน์ สุดสงวน1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/   

ชนินทร ดวงสอาด1/  สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ 
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ ผู้เชี่ยวชาญ สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
Leaf spot and leaf blight diseases of oil palm had been collected from Trang, 

Surat Thani, Krabi, Nakhon Si Thammarat provinces.  Specimens of flower rusty 
spot disease of dendrobium were collected from Nakhon Pathom and Nakhon Nayok 
provinces.  Curvularia eragrostidis and C.  oryzae had been isolated from diseased 
tissues by tissue transplanting method.   It was found that C.  eragrostidis could be 
isolated from Dendrobium and C.  oryzae could be isolated from oil palm leaves.  
To study the biology of these Curvularia taxa, C.  eragrostidis isolate number F028-5, 
F028-6 and F029-4 and C. oryzae isolate number P001, P002 and P003 were selected. 
The result showed that the growth rate of all C.  eragrostidis isolates was higher  
on PDA and CMA when compared to MEA, CZA, OMA and V8.  The optimum 
temperature for C.  eragrostidis growth was at 25ºC.  The growth rate of all C.  oryzae 
isolates was the best on CMA and the optimum temperature for C. oryzae growth was 
at 30ºC. The pathogenicity study revealed that C. eragrostidis showed disease symptom 
on Dendrobium leaves after three days of inoculation.  In addition,  
C.  oryzae showed the symptom of infection on oil palm leaves after 7 days of 
inoculation.  

Keywords : leaf spot, leaf blight, flower rusty spot, C. eragrostidis, C. oryzae 
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บทคัดย่อ 

ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Curvularia eragrostidis และรา C. oryzae โดยเก็บ
ตัวอย่างโรคใบจุดและใบไหม้ปาล์มน้ำมันจากจังหวัดตรัง สุราษฎร์ธานี กระบี่ และนครศรีธรรมราช 
และเก็บตัวอย่างโรคดอกจุดสนิมจากจังหวัดนครปฐมและนครนายก แยกราจากตัวอย่างโรคพืชด้วยวิธี 
tissue transplanting ได้รา  C. eragrostidis จากกล้วยไม้ จำนวน 10 ไอโซเลท และ C. oryzae 
จากปาล์มน้ำมัน จำนวน 15 ไอโซเลท นำรา C. eragrostidis ไอโซเลทที่ F028-5 F028-6 และ F029-
4 และ และนำรา C. oryzae ไอโซเลทที่ P001 P002 และ P003 มาทำการทดสอบชนิดอาหารและ
อ ุณหภ ูม ิ ท ี ่ เหมาะสมต ่อการ เจร ิญ ของรา  พบว ่ า ร า  C.  eragrostidis  ท ั ้ ง  3  ไอ โซ เลท  
การเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร PDA และ CMA เมื่อเทียบกับอาหาร MEA CZA OMA และ V8 
รา C. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลท เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร CMA และ CZA เมื่อนำราทั้ง 6 ไอโซ
เลทมาทดสอบกับอุณหภูมิ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ พบว่ารา  
C. eragrostidis และ C. oryzae มีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส 
ตามลำดับ นำเชื้อราทั้ง 6 ไอโซเลทมาทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัยเบื้องต้นในระดับห้องปฏิบัติการ 
พบว่ารา C. eragrostidis สาเหตุโรคดอกจุดสนิมแสดงอาการของโรคบนดอกกล้วยไม้เป็นเวลา 3 วัน
หลังปลูกเชื้อ รา C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดปาล์มน้ำมันแสดงอาการของโรคบนใบปาล์มน้ำมันเป็น
เวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ  

คำหลัก :  โรคใบจุด โรคใบไหม้ โรคดอกจุดสนิม C. oryzae C. Ragrostidis 
 

คำนำ 
รา Curvularia eragrostidis และ C. oryzae เป็นระยะสืบพันธ ุ ์ของรา Cochiobolus 

Drechsler พบแพร่กระจายทั่วไปและเป็นสาเหตุก่อให้เกิดโรคกับพืชเศรษฐกิจที่สำคัญหลายชนิด เช่น 
ปาล์มน้ำมัน กล้วยไม้  และข้าว เป็นต้น (จิตรา และคณะ , 2557; วรรณิภา และคณะ, 2555; เลขา 
และคณะ, 2544) นอกจากรายงานการเกิดโรคในปาล์มน้ำมันแล้ว พบมีรายงานการเกิดโรคต่าง ๆ ดังนี้ 
Muthukumar and Venkatesh (2013) รายงานพบโรคใบไหม้ของต้นกาบหอยแครง (boat lily) 
เป็นครั้งแรกในอินเดียโดยสาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อรา C. eragrostidis และ Ferreira et al. (2014) 
รายงานพบเชื้อรา C. eragrostidis เป็นสาเหตุของโรคเน่าหลังการเก็บเกี่ยว (postharvest rot) ของ
สับปะรดเป็นครั้งแรกในประเทศบราซิล  

ในประเทศไทย Kittimorakul et al. (2013) ทำการสำรวจโรคใบไหม้และใบจุดของต้นกล้า
ปาล์มน้ำมันในภาคใต้ของประเทศไทย โดยทำการเก็บตัวอย่างโรค 277 ตัวอย่าง จาก 11 จังหวัดใน
ภาคใต้ของประเทศไทย ทำการแยกเชื ้อราสาเหตุโรคได้ 197 ไอโซเลท สามารถจัดจำแนกเป็น 
Curvularia 149 ไอโซเลท และ Colletotrichum 48 ไอโซเลท ในป ี  2514 Sunpapoa and 
Kittimorakul ได้ทำการจัดจำแนกรา C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน้ำมันในประเทศ
ไทย โดยทำการเก็บตัวอย่างต้นกล้าปาล์มที่มีอายุ 3-4 เดือนที่แสดงอาการโรคใบจุดและนำมาแยกเชื้อ
ราสาเหตุ ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา และนำไปตรวจสอบอีกครั้งโดยวิธีทางอนูชีวโมเลกุล 
จากการศึกษาพบว่าเชื้อรา C. oryzae เป็นเชื้อราสาเหตุที่เข้าทำลายต้นปาล์มในระยะต้นกล้า 
 นอกจากนี้ อารีรัตน์ (2550) รายงานรา C. eragrostidis เป็นเชื้อราสาเหตุโรคดอกจุดสนิมใน
ดอกกล้วยไม้เชื้อราดังกล่าวเจริญได้ดีในเนื้อเยื่อของดอกกล้วยไม้ในสภาวะที่มีความชื้นสูงของโรงเรือน
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อาการของโรคส่วนใหญ่จะสังเกตเห็นได้ชัดในระหว่างการขนส่ง พีระวรรณ และคณะ (2553) สำรวจ 
รวบรวม และจำแนกเชื้อราสกุล Curvularia โดยเกบ็ตัวอย่างพืชที่มีลักษณะอาการไหม้และจุด มาทำ
การแยกเชื้อสาเหตุโรค พบว่าสามารถแยก C. eragrostidis ได้แก่ โรคใบไหม้ปาล์มน้ำมัน และโรค
ดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมบนดอกไม้สกุล จากที่กล่าวมาในข้างต้นเชื้อราสาเหตุโรคทั้ง 2 ชนิดนี้สร้าง
ความเสียหายให้กับเกษตรกรผู้เพาะปลูกปาล์มน้ำมันและกล้วยไม้เป็นอย่างมาก ดังนั้น จึงมีความ
จำเป็นที่ต้องทำการสำรวจ เก็บรวบรวม และทำการศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา และการระบาดของเชื้อ
รา C. eragrostidis และ C. oryzae เพื่อหาแนวทางในการป้องกันกำจัดและลดปัญหาการเกิดโรค
จากเชื้อสาเหตุทั้ง 2 ชนิดนี้ และสามารถลดการสูญเสียของผลผลิตทำให้เกษตรมีผลผลิตที่สามารถเก็บ
เกี่ยวได้มากขึ้นและหากมีการจัดการและการบำรุงรักษาพืชที่ดีควบคู่ไปด้วยนอกจากช่วยลดการ
สูญเสียแล้วสามารถช่วยให้ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพมากยิ่งขึ้นส่งผลดีต่อเศรษฐกิจทั้งในประเทศและ
ต่างประเทศ 

 
วิธีดำเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ มีด กรรไกร กรรไกรตัดก่ิง ถุงพลาสติก กระดาษบันทึก ปากกา

เคมี เครื่องระบุพิกัด 
2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อ หม้อนึ่งความดัน ตู้อบฆ่าเชื้อ 
3. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บีกเกอร์ สไลด์ 

และแผ่นกระจกปิดสไลด์ กระบอกตวง แท่งแก้ว ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
4. เข็มเขี่ยปลายแหลม ห่วงถ่ายเชื้อ ปากคีบ ใบมีดผ่าตัด ด้ามมีด 
5. กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ stereo พร้อม กล้องถ่ายภาพ 
6. อาหารแยกและเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ Water Agar (WA), ½Potato Dextrose Agar (½PDA) 

และPotato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Czapek’s Agar (CZA), Corn Meal 
Agar (CMA), Oat Meal Agar (OMA) และ V-8 juice Agar (V8) 

7. สารเคมีที่ใช้ในการฆ่าเชื้อ ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ และ เอธิลแอลกอฮอล์ 
75% 

8. อุปกรณ์ทำตัวอย่างแห้ง ได้แก่ กระดาษหนังสือพิมพ์ ไม้อัดตัวอย่าง กระดาษฟาง และซอง
กระดาษสำหรับใส่ตัวอย่าง 
วิธีการ 

การศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae บนอาหาร
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

เก็บตัวอย่างโรคพืช สำรวจและเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกปาล์มน้ำมันและแหล่งปลูก
กล้วยไม้ในประเทศไทย ห่อด้วยกระดาษ ใส่ถุงพลาสติก และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช  แหล่งที่เก็บ 
วันที่เก็บ  ผู้เก็บ ข้อมูลพิกัด ภูมิศาสตร์ และแบ่งตัวอย่างโรคพืชมาอัดทับตัวอย่างแห้ง จัดเก็บใน
พิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร  

การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
- ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

แบบ stereo หรือ ทำ moist chamber บ่มที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 วัน เมื่อพบราสร้าง
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เส้นใยหรือ conidia ตรวจดู ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาวางบนสไลด์ หรือ
ใช้ใบมีดตัดขวางชิ ้นส่วนพืชให้บาง ๆ และ ตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
compound ถ่ายรูปลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ  

- แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant นำส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 
2x2 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็น โรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปร์คลอไรท์ 10 % 
เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ำนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง นำไปซับบน กระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง แล้ว
นำไปเลี ้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose Agar หรือ water agar บ่มที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 3-7 วัน แยกเชื้อราให้ บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA 

การทดสอบอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae 
บนอาหารสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ำ 6 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
  กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
  กรรมวิธีที่ 2 Malt extract agar (MEA) 
  กรรมวิธีที่ 3 Czapek’s agar (CZA) 
  กรรมวิธีที่ 4 Corn meal agar (CMA) 
  กรรมวิธีที่ 5 Oat meal agar (OMA) 
  กรรมวิธีที่ 6 V-8 juice agar (V8) 

เทอาหารแต่ละชนิดในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้
อาหารเย็น ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของราที่เตรียมไว้ 
นำมาวางบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารแต่ละชนิด วางทิ้งไว้ในห้องปฏิบัติการ   วัดขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของโคโลนีราที่เจริญบนอาหารแต่ละชนิด เป็นเวลา 7 และ 14 วัน บันทึกผล และนำผล
มาวิเคราะห์สถิต ิ

 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา  C. eragrostidis และรา C. oryzae 
บนอาหารสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ำ 5 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
  กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 

เทอาหาร PDA ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้
อาหารเย็น ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของราที่เตรียมไว้ 
นำมาวางบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และนำไปเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิต่าง ๆ ดังนี้ 25 30 35 40 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ  วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีราที่เจริญบน
อาหารแต่ละชนิด ที่บ่มในอุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 7 และ 14 วัน บันทึกผล และนำผลมาวิเคราะห์
สถิติ 
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การศึกษาพืชอาศัยของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae 
 1. ปลูกพืชทดสอบชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ปาล์มน้ำมัน และกล้วยไม้ 

2. เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของรา C. eragrostidis และ C. oryzae โดยเลี ้ยงเชื ้อบน
อาหาร PDA ในจานเลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 14-21 วัน จากนั้น เทน้ำที่ผ่านการ
นึ่งฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร ใช้แผ่นสไลด์ขูดสปอร์บนผิวหน้าอาหารเบาๆ เทสารแขวนลอย
สปอร์ (spore suspension) ลงในบีกเกอร์ที ่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว นำไปเขย่าด้วยเครื ่องเขย่า
ความเร็ว 100 ครั้งต่อนาที นาน 30 นาที เพื่อให้สปอร์กระจายออกจากกันโดยสม่ำเสมอ ตรวจนับ
จำนวนสปอร์ด้วย haemacytometer เพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อ 106  โคนิเดียต่อมิลลิลิตร 

3. ทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัย 
- ทดสอบการเกิดโรคเบื้องต้นบนใบปาล์มน้ำมันและดอกกล้วยไม้ โดยทำแผลบนใบปาล์ม

น้ำมันจากนั ้นพ่นสารแขวนลอยสปอร์ของรา C. oryzae และทำแผลบนดอกกล้วยไม้ พ่นสาร
แขวนลอยสปอร์ของรา C. eragrostidis ที่เตรียมไว้ปริมาณเชื้อ 106 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร สำหรับ
กรรมวิธีควบคุมพ่นด้วยน้ำนึ่งฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียวเพื่อเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 7-14 วัน ตรวจบันทึกการเกิดโรคทุกวัน เมื่อพืชเป็นโรคนำส่วนที่แสดงอาการโรคมาแยกเชื้อ
บริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันการเกิดโรค 

- ทดสอบการเกิดโรคบนต้นกล้าปาล์มน้ำมัน เตรียมต้นกล้าปาล์มน้ำมันที่อายุประมาณ 3-4 
เดือน โดยทำแผลบนใบพืชและพ่นสารแขวนลอยสปอร์  C. oryzae ที่เตรียมไว้ปริมาณเชื้อ 106 โค
นิเดียต่อมิลลิลิตรและตัดชิ้นวุ้นที่มีเชื้อวางบนแผล และทำแผลบนดอกกล้วยไม้พ่นสารแขวนลอยสปอร์
รา C. eragrostidis และตัดชิ้นวุ้นที่มีเชื้อวางบนแผล สำหรับกรรมวิธีควบคุมพ่นด้วยน้ำนึ่งฆ่าเชื้อเพียง
อย่างเดียวเพื่อเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ รดน้ำตามปกติ และ ตรวจบันทึกการเกิดโรคทุกวัน เมื่อพืช
เป็นโรคนำส่วนที่แสดงอาการของโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันการเกิดโรค 
เวลาและสถานที่  

ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรม

วิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อราสาเหตุโรค 
เก็บตัวอย่างโรคใบจุดและใบไหม้ปาล์มน้ำมันจากแปลงปลูกปาล์มน้ำมันในจังหวัดสุราษฎร์

ธานี ตรัง กระบี่ และนครศรีธรรมราช จำนวน 29 ตัวอย่าง และเก็บตัวอย่างโรคดอกจุดสนิมจากแปลง
ปลูกกล้วยไม้ในจังหวัดนครปฐมและนครนายก จำนวน 13 ตัวอย่าง (Table 1 และ Figure 1) แยก
เชื้อราจากตัวอย่างโรคพืชได้ราสกุล Curvularia จำนวน 25 ไอโซเลท จำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเป็นรา C. oryzae จำนวน 15 โอโซเลท และ C. eragrostidis จำนวน 10 ไอโซเลทและจัดเก็บ
เป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์ และตัวอย่างโรคพืชจากการศึกษา จำนวน 42 ตัวอย่างจัดทำเป็นตัวอย่างแห้งโรค
พืชเข้าพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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การทดสอบอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae 
บนอาหารสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

จากการนำรา C. eragrostidis จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ F028-5 F028-6 และ F029-4  
ที่แยกได้จากกล้วยไม้ (Figure 2) มาทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนิด ได้แก่ Potato Dextrose 
Agar (PDA) , Malt Extract Agar (MEA) , Czapek’ s Agar (CZA) , Corn Meal Agar (CMA) , Oat 
Meal Agar (OMA) และ V-8 juice Agar (V8) เป็นเวลา 14 วัน พบว่า F028-5 สามารถเจริญเติบโต
ได้ดีที ่สุดบนอาหาร CMA โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ CZA  
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 8.91 เซนติเมตร การเจริญของโคโลนีบนอาหารทั้ง 2 ชนิด ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอาหาร OMA PDA V8 
และ MEA โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.62  8.46  8.09 และ 6.96 เซนติเมตร ตามลำดับ (Table 
2 และ Figure 4) 

C. eragrostidis ไอโซเลท F028-6 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร OMA CMA CZA 
MEA และ PDA ซึ่งมีอัตราการเจริญเท่ากัน คือ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 9.00 เซนติเมตร 
เซนติเมตร ซึ่งการเจริญของโคโลนีบนอาหารทั้ง 5 ชนิด ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอาหาร V8 โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.80 เซนติเมตร 
(Table 2 และ Figure 5) 

C. eragrostidis ไอโซเลท F029-4 สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนอาหาร CMA CZA PDA OMA 
V-8A และ MEA ซึ่งมีอัตราการเจริญ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 9.00 8.95 8.89 8.88 และ 
8.85 เซนติเมตร ตามลำดับ การเจริญของโคโลนีบนอาหารทั้ง 6 ชนิด ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (Table 2 และ Figure 6) 

จากการนำรา C. oryzae จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ P001 P002 และ P003 ที่แยกได้จาก
ปาล์มน้ำมัน (Figure 3) มาทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ PDA MEA CZA CMA OMA 
และ V8 เป็นเวลา 14 วัน พบว่า C. oryzae ไอโซเลท P001 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร 
CMA มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.90 เซนติเมตร  รองลงมา ได้แก่ CZA และ OMA ซึ่งมีอัตราการเจริญ
เท่ากัน คือ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 8.86 เซนติเมตร ซึ่งการเจริญของโคโลนีบนอาหารทั้ง 3 
ชนิด ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอาหาร V8 
และ PDA โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.34 และ 7.17 เซนติเมตร ตามลำดับ (Table 3 และ Figure 
7) 

C. oryzae ไอโซเลท P002 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร CMA มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 8.88 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ CZA มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.88 เซนติเมตร MEA 
PDA และ V8 ซึ่งมีอัตราการเจริญเท่ากัน คือ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 8.87 เซนติเมตร และ 
OMA ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 8.83 เซนติเมตร ซึ่งการเจริญของโคโลนีบนอาหารทั้ง 6 ชนิด ไม่
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Table 3 และ Figure 8) 

C. oryzae ไอโซเลท P003 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร CZA มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 8.63 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ CMA OMA MEA PDA และ V8 มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 7.88 7.14 7.13 6.65 และ 5.62 เซนติเมตร ตามลำดับ ซึ่งการเจริญของโคโลนีบนอาหาร
ทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ OMA MEA PDA ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่าง
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อย่างมีนัยสำคัญกับอาหาร CZA CMA และ V8 โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.63 7.88 และ 5.62 
เซนติเมตร ตามลำดับ (Table 3 และ Figure 9) 

การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae 
บนอาหารสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. eragrostidis จำนวน 3 ไอโซเลท 
ได้แก่ F028-5 F028-6 และ F029-4 ที ่อ ุณภูมิต ่าง ๆ ดังนี ้ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และ 
อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน พบว่ารา C. eragrostidis ไอโซเลท 
F028-5 มีการเจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศา
เซลเซียส) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ อุณหภูมิ 30 และ 35 องศา
เซลเซียส ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7.03 และ 6.01 เซนติเมตร ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส การเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 
องศาเซลเซียส) ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส (Table 4 และ Figure 10) 

C. eragrostidis ไอโซเลท F028-6 มีการเจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ อุณหภูมิ 30 และ 
35 องศาเซลเซียส ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.50 และ 8.28 เซนติเมตร ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งการเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง
ปฏิบัติการ ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส (Table 4 และ Figure 11) 

C. eragrostidis ไอโซเลท F029-4 การเจริญได้ดีที ่ส ุดที ่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส) ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 เซนติเมตร รองลงมา 
ได้แก่ อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.68 และ 8.25 เซนติเมตร 
ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งการเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส)  ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่ มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส (Table 4 และ Figure 12) 

จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. oryzae จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ 
P001 P002 และ P003 ที ่อุณภูมิต่าง ๆ ดังนี ้ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิห้อง
ปฏิบัติการ เป็นเวลา 14 วัน พบว่ารา รา C. oryzae ไอโซเลท P001 เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.00 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 
(27 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.12 7.40 และ 
6.65 เซนติเมตร ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งรา C. oryzae  ไอโซเลท 
P001 มีการเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่อุณหภูมิ 25 และ 35 องศา
เซลเซียส แต่การเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส)  ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Table 5 และ Figure 13) 

C. oryzae ไอโซเลท P002 เจริญได้ดีที ่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6.71 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 
องศาเซลเซียส)  และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.61 4.66 และ 4.23 
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เซนติเมตร ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งรา  C. oryzae ไอโซเลท P001  
การเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส)  และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
และพบว่าการเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 องศา
เซลเซียส)  ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับ
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (Table 5 และ Figure 14) 

C. oryzae ไอโซเลท P003 เจริญได้ดีที ่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6.97 เซนติเมตร รองลงมา ได้แก่ อุณหภูมิ 25 35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง
ปฏิบัติการ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.62 4.23 และ 4.08 เซนติเมตร ตามลำดับ แต่ไม่เจริญที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งรา C. oryzae  ไอโซเลท P003 การเจริญของโคโลนีที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอุณหภูมิ 25  35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง
ปฏิบัติการ (27 องศาเซลเซียส) แต่อุณหภูมิ 25 35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ (27 
องศาเซลเซียส) ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Table 5 และ Figure 15) 

การศึกษาพืชอาศัยของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae  
นำราทั ้ง 6 ไอโซเลทจากข้างต้น C. eragrostidis (F028-5 F028-6 และ F029-4) และ  

C. oryzae (P001 P002 และ P003) มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เพื่อนำไปทดสอบการเกิดโรค
เบื้องต้นบนพืชอาศัยที่เตรียมไว้ ได้แก่ ปาล์มน้ำมัน และ กล้วยไม้ในโรงเรือนทดลอง (Figure 16) 
ทดสอบพืชอาศัยโดยการพ่นสปอร์ของเชื้อและวางชิ้นวุ้นที่มีเชื ้อลงบนพืชที่ทำแผลไว้  พบว่าดอก
กล้วยไม้แสดงอาการของโรคภายในเวลา 3 วันหลังปลูกเชื้อ และเมื่อทำการบ่มเชื้อต่อไปอาการของ
โรครุนแรงมากขึ้นและกระจายทั่วทั้งดอกภายในเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ (Figure 17) ใบปาล์มน้ำมัน
แสดงอาการของโรคภายในเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ และหากทำการบ่มเชื้อต่อไปแผลมีขนาดใหญ่ขึ้น
บนใบปาล์มน้ำมันเริ ่มแสดงอาการไหม้ (Figure 18) เมื่อนำดอกล้วยไม้และใบปาล์มน้ำมันที่แสดง
อาการของโรคมาทำการแยกเชื้อ พบว่าสามารถแยกได้เชื้อชนิดเดียวกับเชื้อท่ีได้ทำการปลูกทดสอบ  

การทดสอบดอกกล้วยไม้และใบปาล์มน้ำมันในเรือนทดลองพบว่าดอกกล้วยไม้แสดงอาการ
ของโรคเพียงเล็กน้อย ใช้เวลานานจึงพบอาการของโรค อาการของโรคจะชะงักและไม่พบการกระจาย
ของโรคเมื่อเทียบกับการทดสอบเบื้องต้นในห้องปฏิบัติการ ส่วนใบปาล์มน้ำมันแสดงอาการของโรค
ชัดเจนและมีการกระจายของโรคไปยังบริเวณใบที่ไม่ได้ทำการปลูกเชื้อโดยพบอาการของโรคที่ใบอ่อน
ที่บริเวณยอดที่กำลังแตกใหม่ ส่วนใบแก่พบอาการของโรคบ้างเล็กน้อย เมื่อนำดอกกกล้วยไม้และใบ
ปาล์มน้ำมันที่แสดงอาการของโรคมาทำการแยกเชื้อพบว่าสามารถแยกได้เชื้อชนิดเดียวกับเชื้อที่ไดท้ำ
การปลูกทดสอบ แสดงให้เห็นว่าเชื้อราสามารถก่อโรคกับพืชอาศัยได้ และเป็นเชื้อราสาเหตุของโรค
ดอกจุดสนิมของกล้วยไม้และโรคใบจุดปาล์มน้ำมัน แต่เนื่องจากการทดสอบในเรือนทดลองพืชแสดง
อาการของโรคน้อยมาก และใช้ระยะเวลานานกว่าการทดสอบในห้องปฏิบัติการจึงแสดงอาการของ
โรค อาจเนื่องจากสภาพแวดล้อมในโรงเรือนไม่เหมาะสมต่อการก่อโรคของเชื้อสาเหตุจึงทำให้ลักษณะ
อาการของโรคไม่ชัดเจนและไม่รุนแรงเท่ากับทดสอบเบื้องต้นในระดับห้องปฏิบัติการ  

นอกจากนี้ ได้สำรวจการเกิดโรคในสภาพแปลงปลูกพืชของเกษตรกร พบว่าในแปลงปลูกดอก
กล้วยไม้พบมีการระบาดของโรคในช่วงฤดูฝนและช่วงหลังฤดูการเก็บเกี่ยวข้าวนาปรังในแถบอำเภอ
บางเลน จังหวัดนครปฐมและมักพบโรคดอกจุดสนิมในแปลงที่กำลังจะรื้อถอนเพ่ือปลูกต้นใหม่ เกษตร
จะปล่อยแปลงและไม่บำรุงรักษา ในแปลงปลูกดอกกล้วยไม้โดยทั่วไปเกษตรกรมักไม่ปล่อยให้กล้วยไม้
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เกิดโรคนี้ เนื่องจากหากเกิดการระบาดจะส่งผลกระทบต่อการจำหน่ายดอก เกษตรกรจึงทำการฉีดพ่น
สารเคมีกำจัดโรคพืชอย่างสม่ำเสมอ และทำการดูแลรักษาต้นกล้วยไม้เป็นอย่างดีจึงไม่พบการระบาด
ของโรคดอกจุดสนิมในแปลงเกษตร ส่วนโรคใบจุดและใบไหม้ของปาล์มน้ำมันพบทั้งปาล์มระยะต้น
กล้าและต้นที ่ เร ิ ่มให ้ผลผลิต แต่พบมากในปาล์มระยะต้นกล้าเน ื ่องจากสภาพแวดล้อมใน
โรงเรือนเพาะชำต้นกล้ามีความชื้นสูงและมีการจัดวางต้นกล้าในลักษณะที่ชิดกันและอัดแน่นจึงส่งผล
ต่อการแพร่กระจายของเชื้อรวมทั้งการให้น้ำมีผลต่อการกระจายของเชื้อจากต้นที่เป็นโรคไปสู่ต้นที่
ปกติได้ส่วนในปาล์มต้นโตการปลูกจะมีระยะห่างและในแปลงปลูกความชื้นต่ำกว่าแปลงเพาะและ
เนื่องจากการเกิดโรคไม่รุนแรงจึงไม่ส่งผลกระทบต่อการต่อการให้ผลผลิต  

จากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับการทำแผลและวางเชื้อโดยตรงกับการพ่นด้วยสปอร์ของ
เชื้อพบว่าการวางเชื้อบนแผลพืชแสดงอาการชัดเจนกว่าการพ่นด้วนสปอร์ของเชื้อซึ่งอาจเกิดจาก
ความชื้นจากอาหารวุ้นช่วยให้เชื้อสามารถเจริญได้การพ่นสปอร์ความชื้นจากสภาพแวดล้อมอาจไม่
เหมาะสมต่อการงอกของสปอร์จึงส่งผลให้เชื้อมีปริมาณลดจึงทำให้เชื้อก่อโรคได้น้อยกว่าการทำแผล
และตัดชิ้นวุ้นอาหารพร้อมเชื้อสาเหตุลงไปวางบนแผล นอกจากนี้พบว่าใบพืชที่ไม่ทำแผลไม่พบอาการ
ของโรคหรือหากพบมีเพียงเล็กน้อยจากใบอ่อนของปาล์มน้ำมัน ทั้งนี้ในช่วงที่ทำการทดลองเป็นช่วงที่
อากาศค่อนข้างร้อน และแห้ง และเป็นโรงเรือนแบบเปิด ไม่สามารถควบคุมอุณหภูมิ ความชื้นได้  
ทำให้สภาพอากาศไม่เหมาะสมต่อการเกิดโรค ซึ่งในการศึกษาในครั้งต่อไปอาจต้องมีการปรับปรุงใน
เรื่องของวิธีการปลูกเชื้อ จำนวนพืชที่ใช้ในการทดลอง และสถานที่ทำการทดลองให้มีความเหมาะสม
มากกว่านี้ 

 
สรุปผลการทดลองและคำแนะนำ 

เก็บตัวอย่างโรคใบจุดและใบไหม้ปาล์มน้ำมันจากแปลงปลูกปาล์มน้ำมัน จำนวน 29 ตัวอย่าง 
จากจังหวัดสุราษฎร์ธานี ตรัง กระบี่ และนครศรีธรรมราช และเก็บตัวอย่างโรคดอกจุดสนิมจากแปลง
ปลูกกล้วยไม้ จำนวน 13 ตัวอย่าง จากจังหวัดนครปฐมและนครนายก แยกเชื้อราจากตัวอย่างโรคพืช
ได้ราสกุล Curvularia จำนวน 25 ไอโซเลท จำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นรา C. oryzae 
จำนวน 15 โอโซเลท และ C. eragrostidis จำนวน 10 ไอโซเลทจัดเก็บเป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์ และ
ตัวอย่างโรคพืชจากการศึกษาจัดเก็บเป็นตัวอย่างแห้งโรคพืช จำนวน 42 ตัวอย่าง เข้าพิพิธภัณฑ์โร ค
พืช กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร  

การทดสอบชนิดอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของราพบว่ารา C. eragrostidis  
ทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนอาหาร CMA และ PDA เมื่อเปรียบเทียบกับอาหาร MEA 
CZA OMA และ V8 ผลการทดสอบกับอุณหภูมิต่าง ๆ พบว่ารา C. eragrostidis ทั้ง 3 ไอโซเลท  
มีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

การทดสอบชนิดอาหารและอุณหภูมิที ่เหมาะสมต่อการเจริญของราพบว่ารา C. oryzae  
ทั้ง 3 ไอโซเลท P001 และ P002 มีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร CMA และ PDA และ P003 
เจริญเติบโตได้ดีที ่สุดบนอาหาร CZA และผลการทดสอบกับอุณหภูมิต่าง ๆ พบว่ารา C. oryzae  
ทั้ง 3 ไอโซเลท มีการเจริญเติบโตได้ดีที ่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที ่อุณหภูมิ  
40 องศาเซลเซียส  

จากการทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัยพบว่าสภาพแวดล้อม อายุของพืช และการดูแลรักษา
มีผลต่อการเกิดโรคโดยสังเกตได้จากการทดสอบเบื้องต้นในห้องปฏิบัติการและการทดสอบพืชอาศัยใน
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สภาพโรงเรือน โดยพบว่าในห้องปฏิบัติการกล้วยไม้เริ่มแสดงอาการของโรคในเวลา 3 วันหลังปลูกเชื้อ 
และเม่ือทำการบ่มเชื้อต่อไปพบการกระจายของเชื้อทั่วดอกในเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ ปาล์มน้ำมันเริ่ม
แสดงอาการของโรคในเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อและเมื่อทำการบ่มต่อไปพบขนาดของแผลบนใบปาล์ม
น้ำมันขยายขนาดใหญ่กว้างขึ้นและเมื่อนำดอกกล้วยไม้และใบปาล์มน้ำมันที่แสดงอาการของโรคมาทำ
การแยกเชื้อกลับพบว่าสามารถแยกได้เชื้อชนิดเดียวกับเชื้อที่ทำการปลูกทดสอบในเรือนทดลองอาการ
ของโรคดอกจุดสนิมบนกล้วยไม้แสดงอาการหลังปลูกไม่ชัดเจนมีการชะงักการเจริญของเชื้อโดยบริเวณ
แผลพบสีเขียวล้อมรอบและไม่พบการกระจายของเชื้อบนดอกกล้วยไม้และพืชแสดงอาการของโรค
น้อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับการปลูกเชื้อทดสอบเบื้องต้นในห้องปฏิบัติการ ใบปาล์มน้ำมันแสดง
อาการของโรคชัดเจนและมีการกระจายของโรคไปยังบริเวณใบที่ไม่ได้ทำการปลูกเชื้อโดยพบอาการ
ของโรคท่ีใบอ่อนที่บริเวณยอดที่กำลังแตกใหม่ ส่วนใบแก่พบอาการของโรคบ้างเล็กน้อย ทั้งนี้เนื่องจาก
สภาพแวดล้อมในโรงเรือนเป็นสภาพแวดล้อมแบบเปิด ซึ่งมีสภาพที่แตกต่างจากแปลงปลูกพืชของ
เกษตรกรจึงส่งผลต่อการทดลองทำให้การเกิดโรคไม่ชัดเจนและอาการของโรคไม่รุนแรงเท่าสภาพ
แปลงปลูกพืชของเกษตรกร ดังนั้นการศึกษาในครั้งต่อไปอาจต้องมีการปรับปรุงเรื่องสภาพแวดล้อม 
อายุพืช วิธีการปลูกเชื้อ จำนวนพืชทดสอบ ระยะเวลา และสถานที่ในการทด เพื่อผลการทดลองที่
แม่นยำมากยิ่งขึ้น 

 
คำขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ นางสาวศรีสุรางค์ ลิขิตเอกราช อดีตผู้เชี่ยวชาญด้านโรคพืช กรมวิชาการเกษตร
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กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การดำเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูลใน
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เอกสารอ้างอิง 
จิตรา กิตติโมรากุล  วสันณ์ เพชรรัตน์ และ เสมอใจ ชื่นจิตต์. 2557. การควบคุมเชื้อ Curvularia 
 oryzae สาเหตุโรคใบจุดปาล์มน้ำมัน โดยการใช้สารเคมีและชีววิธี. วารสารพืชศาสตร์สงขลา
 นครินทร์. 1(1): 39-47. 
พีระวรรณ พัฒนวิภาส  ทัศนาพร ทัศคร และ ธารทิพย ภาสบุตร. 2555. การป้องกันกำจัดโรคดอกจุด
 สนิมของกล้วยไม้ที่มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia eragrostidis โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์
 และสารเคมี. หน้า 284-293.  ใน : รายงานผลการวิจัยประจำปี 2555.  สำนักวิจัยพัฒนาการ
 อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
เลขา มาโนช  กัญญา เจริญไทย  คะนึงนิจ บุศราคำ  พรพิมล อธิปัญญาคม  อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และ 
 อรอุมา เจียมจิตต์. 2544. เชื ้อราโรคพืช รา endophyte และราดินในประเทศไทย. หน้า 
 502-510. ใน : การประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั ้งที ่ 39. 5-7 
 กุมภาพันธ์ 2544. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. กรุงเทพฯ. 
วรรณนิภา มธุรส  พัฒน ทวีโภค  จุฬาภรณ์ กำเนิดเพชร  อุดมศักดิ์ เลิศสุชาตวนิช และ รัตนนุช 
 จันทร์เพ็ญ. 2555. หน้า 1144-1150.  ใน : การประชุมวิชาการแห่งชาติ ครั ้งที่ 9. 6-7 
 ธันวาคม 2555. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน. นครปฐม. 



1904 

รายงานผลงานวจิยัประจำป ี๒๕๖๒ สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

อารีร ัตน์ เทียนขาว. 2550. ประสิทธิภาพของเชื ้อรา Trichoderma spp. ในการยับยั ้งเชื ้อรา
 Curvularia eragrostidis และควบคุมโรคดอกจุดสนิมของกล้วยไม้สกุลหวาย . วิทยานิพนธ์
 ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 85 หน้า. 
Ellis, M.B.  1971.  Dematiaceous Hyphomycetes.  Commonwealth Mycological Institute, 
 Kew, Surry. 608 p. 
Ellis, M. B.  1976.  More Dematiaceous Hyphomycetes.  Commonwealth Mycological 
 Institute, Kew, Surry. 507 p. 
Ferreira, A.  P.  S. , D.  B.  Pinho, A.  R.  Machado and O.  L.  Pereira.  2014.  First report of 
 Curvularia eragrostidis causing postharvest rot on pineapple in Brazil.  Plant 
 Pathology. 98(9):1,277. 
Kittimorakul, J. , C.  Pornsuriya, A.  Sunpapao and V.  Petcharat.  2013.  Survey and 
 identification of leaf blight and leaf spot diseases of oil palm seedling in 
 Southern Thailand. Plant Pathology. 12(3):149-153. 
Muthukumar, A.  and A.  Venkatesh.  2013.  First report of leaf blight of boat lily caused 
 by Curvularia eragrostidis in India. New Biological Report. 2(2):167-169. 
Sunpapoa, A.  and J.  Kittimorakul.  2014.  Disease note:  identification of Curvularia 
 oryzae as cause of leaf spot disease on oil palm seedling in nurseries of 
 Thailand. Phytoparasitica. 42:529-533. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1905 

รายงานผลงานวจิยัประจำป ี๒๕๖๒ สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

Table 1 leaf spot and leaf blight of oil palm and  flower rusty spot of dendrobium 
collected from different location during October 2016 to September 2018 

 

Common 
name 

Scientific name 
location 

Province District Sub-district 
Oil Palm Elaeis 

guineensis 
Surat Thani Khian Sa - 

    Ban Sadet 
    Phuang Phrom 

Khon 
   Kanchanadit Tha U-thae 
    Takhian Thong 
   Tha Chana - 
   Mueang Surat- 

Thani 
Khlong Noi 

   Ban Na San Thung Tao- Mai 
   Tha Chang Khlong Sai 
  Trang Sikao Sikao 
   Huai Yot - 
  Krabi Mueang Krabi Khao Khram 
    Krabi Noi 
  Si Thammarat Pak Phanang Khlong Noi 
Dendrobium Dendrobium 

spp. 
Nakhon Pathom Bang Len Naraphirom 

    Khlong Nok 
Krathung 

  Nakhon Nayok Ongkharak Bang Pla Kot 
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Table 2 The growth of three isolates of C. eragrostidis on different media 

Media 028-5 028-6 029-4 
7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 

PDA 7.9450a 8.4600ab 9.0000a 9.0000a 8.8850a 8.9500a 
MEA 5.2450c 6.9600c 7.7900b 9.0000a 8.1250b 8.8450a 
CZA 7.7950ab 8.9050a 8.7850a 9.0000a 9.0000a 9.0000a 
CMA 7.3600ab 9.0000a 9.0000a 9.0000a 9.0000a 9.0000a 
OMA 7.5950ab 8.6200ab 9.0000a 9.0000a 8.4900ab 8.8900a 
V8 7.1800b 8.0850b 8.6750a 8.8000b 8.5500ab 8.8800a 
C.V. (%) 15.27 10.71 7.74 2.02 2.02 2.61 

1/ Means followed by the same letter within a column are not significantly different at P-0.05 according to   
   Duncan’s Multiple Range Test 

 

Table 3 The growth of three isolates of C. oryzae on di f ferent media 

Media 
P001 P002 P003 

7 days 14 days 7 days 14 days 7 days 14 days 
PDA 4.8750d 7.1700c 6.3900d 8.8600a 3.8600c 6.6500c 
MEA 7.8100b 8.6900b 8.8000a 8.8600a 4.4400bc 7.1300c 
CZA 8.6550a 8.8600a 8.8850a 8.8650a 4.8500b 8.6250a 
CMA 8.8750a 8.8950a 8.9050a 8.8800a 6.5250a 7.8750b 
OMA 7.1650c 8.8600a 7.5200b 8.8250a 4.6900b 7.1350c 
V8 5.1550d 8.3400b 6.6800c 8.8600a 3.7200c 5.6200d 
C.V. (%) 22.92 9.31 14.00 1.32 25.41 24.93 

 1/ Means followed by the same letter within a column are not significantly different at P=0.05 according to   
   Duncan’s Multiple Range Test 
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Table 4 The growth of three of C. eragrostidis at different temperature 

Temperature 
028-5 028-6 029-4 

7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 
Room Temp. 

(Control) 7.4850 a 9.0000 a 8.3100 a 9.0000 a 8.6600 a 9.0000 a 
25˚C 7.3350 a 9.0000 a 7.7900 a 9.0000 a 7.7200 b 9.0000 a 
30˚C 6.2500 b 7.0250 b 8.3400 a 8.5000 b 8.4600 a 8.6750 b 
35˚C 4.0700 c 6.0100 c 7.9900 a 8.2800 b 7.8400 b 8.2500 c 
40˚C 0.0000 d 0.0000 d 0.0000 b 0.0000 c 0.0000 c 0.0000 d 
C.V. (%) 57.46 55.32 51.52 51.07 51.48 50.83 

1/ Means followed by the same letter within a column are not significantly different at P=0.05 according to   
   Duncan’s Multiple Range Test 
 

Teble 5 The growth of three of C. oryzae at different temperature 

Temperature 
P001 P002 P003 

7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 7 Days 14 Days 
Control  
(Room Temp.) 7.4545a 8.1227ab 3.2000bc 4.6636bc 3.1318b 4.0773b 
25˚C 5.5650b 7.3950bc 3.5400ab 5.6050b 3.3450b 4.6200b 
30˚C 7.3750a 9.0000a 4.0300a 6.7100a 5.0185a 6.9650a 
35˚C 4.4800b 6.6450c 2.8600c 4.2250c 2.9750b 4.2250b 
40˚C 0.0000c 0.0000d 0.0000d 0.0000d 0.0000c 0.0000c 
C.V. (%) 58.22 53.3 54.81 56.44 59.69 59.01 

1/ Means followed by the same letter within a column are not significantly different at P=0.05 according to   
   Duncan’s Multiple Range Test 
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Figure 1 Plant disease samples 
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Figure 2 Colonies and conidia of C. eragrostidis isolated from flower rusty spot disease 
 of dendrobium : A, B) F028-5, C, D) F028-6 and E, F) F029-4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Colonies and conidia of c.  oryzae 3 isolated from leaf spot disease of oil 

palm : A, B) P001, C, D) P002 and E, F) P003 

A 

B F D 

C E 

F D B 

C A E 
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Figure 4 Colonies of C. eragrostidis  (F028-5) on different media at 14 days 
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Figure 5 Colonies of C. eragrostidis  (F028-6) on different media at 14 days 
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Figure 6 Colonies of C. eragrostidis (F029-4) on different media at 14 days 
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Figure 7 Colonies of C. oryzae (P001) on different media at 14 days 
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Figure 8 Colonies of C. oryzae (P002) on different media at 14 days 
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Figure 9 Colonies of C. oryzae (P003) on different media at 14 days 
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Figure 10 Colonies of C. eragrostidis (F028-5) at different temperature at 14 days 
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Figure 11 Colonies of C. eragrostidis (F028-6) at different temperature at 14 days 
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Figure 12 Colonies of C. eragrostidis (F029-4) at different temperature at 14 days 
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Figure 13 Colonies of C. oryzae (P001) on different temperature at 14 days 
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Figure 14 Colonies of C. oryzae (P002) at different temperature at 14 days 
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Figure 15 Colonies of C. oryzae (P003) at different temperature at 14 days 
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Figure 16 Oil palm and orchid in greenhouse 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17 The preliminary pathogenicity test results:  symptom presented at 7 days 
after inoculation, spot symptom of C. eragrostidis on Dendrobium 

control F028-5 

F028-6 F029-4 
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Figure 18 The preliminary pathogenicity test results:  symptom presented at 14 days  

after inoculation, spot symptom of C. oryzae on oil palm leaves 

Control P001 P002 P003 
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ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Neoscytalidium dimidiatum Crous &  
Slippers and Gruyter 

Study on Biology and Ecology of Neoscytalidium dimidiatum Crous &  
Slippers and Gruyter 

 
พรพิมล อธิปัญญาคม1/  ชนินทร ดวงสอาด2/   

มะโนรัตน์ สุดสงวน2/  
1/ ผู้เชี่ยวชาญ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

โรคที่ส ำคัญแก้วมังกรคือโรคล ำต้นจุดสีน  ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown spot or stem 
canker) สำเหตุเกิดจำกรำ Neoscytalidium dimidiatum รำเข้ำท ำลำยทั งที่ดอก ล ำต้นและผล  
ท ำให้เกิดควำมเสียหำยกับเกษตรกรเป็นจ ำนวนมำก ส ำหรับประเทศไทยนั นยังมีข้อมูลยังไม่มี
กำรศึกษำรำยละเอียดของชีววิทยำและนิเวศของรำ N. dimidiatum เพรำะฉะนั นจึงมีควำมจ ำเป็นที่
จะต้องศึกษำลักษณะทำงชีววิทยำ นิเวศวิทยำของรำชนิดนี เพ่ือเป็นข้อมูลของเชื อเพ่ือในกำรศึกษำหำ
วิธีกำรป้องกันก ำจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภำพและเหมำะสม  ผลกำรศ ึกษำวงจรช ีว ิตของรำ  
N. dimidiatum ที่อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ โดยเก็บกิ่งของแก้วมังกรปกติมำท ำกำร
แยกเชื อ ไม่พบรำ N. dimidiatum และเก็บส่วนที่เป็นโรคมำ 3 ระยะ ระยะที่ 1 โรคแสดงอำกำร
จุดขำว มีจ ุดแดงตรงกลำง จำกกำรศึกษำไม่พบเชื  อ   ระยะที ่ 2  ล ักษณะแผลจำกจุดขำว
เปลี่ยนเป็นแดงหรือน  ำตำลและต่อมำเปลี่ยนเป็นสเก็ดสีน  ำตำลนูนขึ น จำกกำรศึกษำไม่พบ เชื อ 
ระยะที่ 3 แผลจำกระยะที่ 2 ขยำยใหญ่ขึ น พบส่วนขยำยพันธุ์ของเชื อรำสีด ำอยู่ตรงกลำง พบเชื อ
รำ N. dimidiatum สร้ำงสปอร์แบบ pycnidiospore อยู่ในส่วนขยำยพันธ์ของเชื อรำ เรียกว่ำ 
pycnidia และเก็บส่วนของดอกมำศึกษำเชื อสำเหตุ จำกกำรตรวจแยกเชื อบนอำหำร PDA ไม่พบ
เชื อสำเหต ระยะที่ 4 เก็บผลอ่อน ส่วนที่เป็นโรค ส่วนปกติมำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร 
ผลจำกกำรตรวจแยกเชื อของผลปกติ ไม่พบเชื อสำเหตุ ส่วนผลอ่อนที่เป็นโรค มีลักษณะแผลจุดขำว
นั นจำกกำรแยกเชื อ ไม่พบเชื อสำเหตุ กำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ  
N. dimidiatum จ ำนวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ M 0328 (จำกจังหวัดสกลนคร) M 0331 (จำกจังหวัด
อุทัยธำนี) M 0354 (จำกจังหวัดจันทบุรี) และ M 0355 (จำกจังหวัดนครรำชสีมำ) พบว่ำ รำทั ง  
4 ไอโซเลตนี เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอำหำร PDA เจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ 9 เซ็นติเมตร นำน 
3 วัน 

ค าหลัก : แก้วมังกร โรคล ำต้นจุดสีน  ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ โรคแอนแทรคโนส Neoscytalidium 
dimidiatum Colletotrichum gloeosporioides  Bipolaris cactivora 
 

รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-02-02-06-61 
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ค าน า 

  แก้วมังกรเป็นผลไม้ที่ ได้รับควำมนิยมสูง เพรำะมีสมญำนำมว่ำเป็น ‘ผลไม้สุขภำพ”  
ของผู้สูงอำยุ ผู้ป่วยโรคเบำหวำน คนอ้วนที่ต้องกำรลดน  ำหนัก และสำมำรถป้องกันโรคมะเร็ งได้ 
เนื่องจำกในเมล็ดมีสำรแอนติออกซิเดนซ์สูง ดังนั นผู้บริโภคจึงนิยมบริโภคแก้วมังกรกันมำกขึ นและยัง
เป็นที่นิยมของผู้บริโภคในต่ำงประเทศด้วย จึงมีกำรขยำยไปสู่ตลำดต่ำงประเทศ  และในปัจจุบันแก้ว
มังกรยังเป็นพืชที่นิยมปลูกเป็นกำรค้ำในอีกหลำยประเทศ ได้แก่ ประเทศออสเตรเลีย บนำซิลลัมเบีย 
คอสตำริก้ำ อียิปต์ อิสรำเอล ญี่ปุ่น มัวริเทียส เม็กซิโก นิกำรำกัว ไต้หวัน อเมริกำ และเวียดนำม 
อย่ำงไรก็ตำมกำรส่งออกแก้วมังกรยังจ ำกัดอยู่กับเฉพำะบำงประเทศเท่ำนั น ปริมำณกำรส่งออกแก้ว
มังกร ในปี  2557 ประเทศไทยส่งออกแก้วมังกรไปประเทศซำอุดิอำระเบีย มีมูลค่ำมำกเป็น 
อันดับ 1 จ ำนวน 3,005,814 บำท รองลงมำได้แก่ประเทศกำร์ตำร์และฝรั่งเศส ซึ่งมีมูลค่ำกำรส่งออก
เท่ำกับ 1,818,238 บำท และ 1,431,945 บำท ตำมล ำดับ อย่ำงไรก็ตำมประเทศไทยก็มีควำม
พยำยำมต้องกำรขยำยตลำดไปยังประเทศสหรัฐอเมริกำ ซึ่งจะท ำให้กำรผลิตแก้วมังกรมีควำมส ำคัญ
มำกขึ น ถ้ำเกษตรกรสำมำรถผลิตแก้วมังกรที่มีคุณภำพดีก็สำมำรถเพ่ิมรำยได้ให้กับเกษตรกร  
แต่ในปัจจุบันปัญหำที่ส ำคัญต่อกำรผลิตแก้วมังกรที่ส ำคัญอย่ำงหนึ่งคือปัญหำด้ำนศัตรูพืช โดยเฉพำะ
ปัญหำโรคพืชเป็นปัญหำที่ส ำคัญมำก มีผลท ำให้เกษตรกรเลิกปลูกกันมำก เช่นพื นที่ปลูกในจังหวัด
จันทบุรี จำกข้อมูลดังกล่ำวเบื องต้นแล้วว่ำในปี 2557 พื นที่ปลูกแก้วมังกรในจังหวัดจันทบุรีและ
สมุทรสำครลดลง ซึ่งแต่เดิมเมื่อเริ่มปลูกแก้วมังกรในปี 2540 เกษตรกรได้รับผลผลิตมำกมำย ไม่พบ
ปัญหำกำรระบำดของศัตรูพืช เนื่องมำจำกเป็นพืชใหม่ กำรสะสมของศัตรูพืชยังไม่มำก แต่ในปัจจุบันนี 
พบกำรระบำดของโรคมำก เกษตรกรไม่สำมำรถควบคุมและป้องกันก ำจัดโรคได้ โรคระบำดทั งที่ล ำต้น
และผล ท ำให้ผลผลิตลดลงอย่ำงมำก มีกำรใช้สำรเคมีป้องกันก ำจัดศัตรูพืชกันมำก และใช้สำรป้องกัน
ก ำจัดศัตรูพืชไม่ถูกต้อง ท ำให้ต้นทุนกำรผลิตสูง บำงสวนต้องรื อแปลงปลูกทิ งเลย กำรป้องกันก ำจัดโรค
ของแก้วมังกรที่ส ำคัญที่เกษตรกรจะต้องปฏิบัติคือกำรก ำจัดส่วนที่เป็นโรคทิ ง แต่เกษตรกรไม่สำมำรถ
ปฏิบัติได้ ส่วนใหญ่จะทิ งเศษซำกส่วนที่เป็นโรคไว้ในแปลง จึงมีกำรสะสมของเชื อโรคมำก เมื่อมีกำร
ปลูกในฤดูต่อไปก็จะเกิดกำรระบำดของโรคง่ำยและรวดเร็ว และประเทศไทยอยู่ในประเทศเขตร้อน 
กำรปลูกแก้วมังกรซึ่งเป็นพืชวงศ์กระบองเพชรนั น ถ้ำปลูกในพื นที่ๆ มีอำกำศร้อนและมีฝนตก ท ำให้
เชื อสำมำรถแพร่กระจำยและระบำดได้อย่ำงรวดเร็ว  

ส ำหรับในประเทศไทยนั น โรคที่ส ำคัญคือโรคล ำต้นจุดสีน  ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown 
spot or stem cancer) สำเหตุเกิดจำกรำ Neoscytalidium dimidiatum รำเข้ำท ำลำยทั งที่ดอก 
ล ำต้นและผล (Athipunyakom et al., 2015) ซึ่งในปัจจุบันพบกำรระบำดของโรคนี ในหลำยประเทศ
ในเขตประเทศเอเชียนั น ได้แก่ ประเทศไต้หวัน (Chuang et al. 2012; Lin et al., 2015)  จีน (Yi et 
al., 2013; 2015). มำเลเซีย (Masratul et al., 2015) และเวียดนำม (Hieu et al., 2015) ดันนั น
ปัญหำโรคที่ส ำคัญที่สุดที่ระบำดในหลำยประเทศในเขตเอเชีย คือโรคล ำต้นจุดสีน  ำตำลหรือโรคแคง
เคอร์ มีกำรระบำดของโรคอย่ำงรวดเร็ว และกำรป้องกันก ำจัดค่อนข้ำงยำก ซึ่งแต่ละประเทศก ำลังเร่ง
ด ำเนินงำนวิจัยศึกษำอยู่ ส ำหรับประเทศไทยนั นยังมีข้อมูลยังไม่มีกำรศึกษำรำยละเอียดของชีววิทยำ
และนิเวศของรำ N. dimidiatum เพรำะฉะนั นจึงมีควำมจ ำเป็นที่จะต้องศึกษำลักษณะทำงชีววิทยำ 
นิเวศวิทยำของรำชนิดนี เพ่ือเป็นข้อมูลของเชื อเพ่ือในกำรศึกษำหำวิธีกำรป้องกันก ำจัดโรคพืชที่มี
ประสิทธิภำพและเหมำะสมตลอดจนสำมำรถน ำข้อมูลนี ไปวิเครำะห์ควำมเสี่ยงศัตรูพืชได้ 



1926 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ กระดำษ ถุงพลำสติค ปำกกำเคมี ดินสอ กรรไกรตัดกิ่ง และ GPS 
2. อุปกรณ์จัดเก็บตัวอย่ำงแห้ง ได้แก่ แผ่นไม้อัดทับตัวอย่ำง กระดำษ   
3. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่ slide cover slip ปำกคีบ เข็มเขี่ยปลำยแหลม ใบมีดโกน 

ตะเกียง ยำทำเล็บ 
4. สำรเคมีส ำหรับ mount slide ได้แก่ lactophenol, lactic acid, shear’s sulution  
5. สำรเคมีได้แก่ สำรเคมีที่ใช้ในกำรฆ่ำเชื อ: สำรละลำยโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ แอธิลแอลกอฮอล์ 

75%  
6 อำหำรวุ้นสังเครำะห์ corn meal agar (CMA), potato dextrose agar (PDA) 
7. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จำนอำหำรเลี ยงเชื อ ขวดดูแรน บีกเกอร์   เป็นต้น   
8. วัสดุอุปกรณ์อ่ืนๆ ในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื อ หม้อนึ่งควำมดัน ตู้อบฆ่ำเชื อเครื่องแก้ว 

เป็นต้น 
9. กล้องจุลทรรศน์ compound microscope และ stereo microscope พร้อมกล้องถ่ำยรูป

และ camera lucida ส ำหรับวำดภำพรำจำกกล้องจุลทรรศน์ 

วิธีการ 
1. ศึกษาวงจรชีวิตของรา N. dimidiatum  

1.1 ก าหนดแปลงทดลอง 
ติดต่อเกษตรกรแปลงแก้วมังกร จังหวัดนครรำชสีมำ วัดพิกัดภูมิศำสตร์ ก ำหนดแปลง 

ทดลอง 
1.2 เก็บตัวอย่างพืชมาตรวจหาสปอร์ ของรา N. dimidiatum บนส่วนต่างของพืช 
เก็บแก้วมังกรระยะต่ำง ๆ โดยระยะที่ 1 เก็บส่วนของแก้วมังกรหลังจำกตัดแต่งกิ่งแล้วทั งที่เป็นโรค 

และส่วนที่ปกติ มำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร ระยะที่ 2 เก็บส่วนของแก้วมังกรที่แตกออกมำใหม่และ
ที่แตกออกมำแล้ว มำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร ระยะที่  3 เก็บดอก มำท ำกำรแยกเชื อใน
ห้องปฏิบัติกำร ระยะที่ 4 เก็บผลอ่อน ส่วนที่เป็นโรค ส่วนปกติมำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร 
ระยะที่ 5 เก็บผลแก่ มำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร ห่อตัวอย่ำงพืชด้วยกระดำษหนังสือพิมพ์  
ใส่ในถุงพลำสติก เพ่ือน ำมำท ำศึกษำชนิดและแยกเชื อสำเหตุในห้องปฏิบัติกำร น ำตัวอย่ำงที่เก็บมำ
ตรวจหำสปอร ์

1.3 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช  

 ศึกษำลักษณะอำกำรของโรคและแยกเชื อรำโดยตรงจำกชิ นส่วนพืช ภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ stereo หรือ ท ำ moist chamber บ่มที่ อุณหภูมิห้องปฏิบัติกำร นำน 5-10 วัน  
เมื่อพบเชื อรำสร้ำงเส้นใยหรือ conidium ตรวจดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื อ
รำมำวำงบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวำงชิ นส่วนพืชให้บำง ๆ และตรวจดูลักษณะต่ำง ๆ ภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ compound ถ่ำยรูปลักษณะเชื อและบันทึกลักษณะต่ำง ๆ ของเชื อ 
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แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplanting น ำส่วนของพืชที่เป็นโรคมำตัดเป็นชิ น 
สี่เหลี่ยมขนำด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คำบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสำรละลำยโซเดียมไฮ
โปรคลอไรท์ 10 % เป็นเวลำ 3-5 นำที ล้ำงในน  ำนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว 3 ครั ง น ำไปซับบนกระดำษที่ผ่ำนกำรฆ่ำ
เชื อให้แห้ง แล้วน ำไปเลี ยงบนอำหำร PDA บ่มที่อุณหภูมิ ห้องปฏิบัติกำร นำน 7-21 วัน แยกเชื อรำให้
บริสุทธิ์ และเลี ยงบนอำหำร PDA   

1.4 การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช ศึกษำรูปร่ำงลักษณะของเชื อรำภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์ stereo และ compound microscope โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย conidiophore และ
สปอร์ และศึกษำลักษณะของสปอร์และโครงสร้ำงอ่ืน ๆ ของเชื อรำ โดยกำร mount slide ด้วยน  ำ
หรือ shear’s solution ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเชื อได้แก่ ลักษณะของเส้นใย ขนำด สี 
ลักษณะของสปอร์ conidiophore สี ขนำด ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ compound 
บันทึกขนำด รูปร่ำง วำดภำพ และบันทึกภำพด้วยกล้องถ่ำยภำพ และถ่ำยภำพด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope) 

1.5 บันทึกข้อมูลสิ่งแวดล้อม 
บันทึกข้อมูลสภำพสิ่งแวดล้อม ได้แก่ อุณหภูมิสูงสุด อุณหภูมิต่ ำสุด ควำมชื นสัมพัทธ์ ปริมำณ

น  ำฝน  
1.6 เก็บรักษาตัวอย่างแห้งโรคพืช 
เก็บตัวอย่ำงโรคพืชและมำจัดท ำตัวอย่ำงแห้ง โดยน ำส่วนของพืชที่แสดงอำกำรโรค วำงบน

กระดำษฟำง พร้อมแนบกระดำษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดำษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผง
ไม้อัดตัวอย่ำงโรคพืช เปลี่ยนกระดำษทุกวัน จนกระทั่งตัวอย่ำงพืชแห้ง แล้วน ำตัวอย่ำงแห้งโรคพืชมำ
เก็บในถุงกระดำษ  พร้อมลงรำยละเอียดข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอำกำรโรค สถำนที่เก็บ ชนิดของ
รำสำเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู้เก็บ และชื่อผู้จัดจ ำแนกชนิดรำ เป็นต้น แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์
ตัวอย่ำงแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
2. ศึกษาชนิดของอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

2.1 การทดสอบอาหารที่ เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD มี 10 ซ  ำ 6 กรรมวิธี โดยให้อำหำรแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
กรรมวิธีที่ 2 Malt extract agar (MEA) 
กรรมวิธีที่ 3 Czapek’s agar  (CzA) 
กรรมวิธีที่ 4 Oat meal agar (OMA) 
กรรมวิธีที่ 5 V-8 juice agar (V-8 A) 
กรรมวิธีที่ 6 Corn meal agar (CMA) 

วิธีการทดลอง 
เทอำหำรแต่ละชนิดในจำนอำหำรเลี ยงเชื อขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซนติเมตร ทิ งไว้ให้

อำหำรเย็น ใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของเชื อรำที่เตรียมไว้ 
น ำมำวำงบนกลำงจำนอำหำรเลี ยงเชื อที่มีอำหำรแต่ละชนิด วำงทิ งไว้ในห้องปฏิบัติกำร 
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การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของโคโลนีของเส้นใยเชื อรำบนอำหำรแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่

เจริญบนอำหำรชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ และน ำผลมำวิเครำะห์สถิติ 
2.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร

สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD มี 10 ซ  ำ 9 กรรมวิธี โดยให้อำหำรแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 

กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ   25   องศำเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ   30   องศำเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ   35   องศำเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ   40   องศำเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิห้องปฏิบัติกำร 

วิธีการทดลอง 
เทอำหำร PDA ลงในจำนอำหำรเลี ยงเชื อขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซนติเมตร ทิ งไว้ให้

อำหำรเย็น ใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.7 เซนติเมตร ตัดเส้นใยของเชื อรำที่เตรียมไว้ 
น ำมำวำงบนกลำงจำนอำหำรเลี ยงเชื อ และน ำไปเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิต่ำง ๆ คือ 25 30 35 40 
องศำเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติกำร 

การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของโคโลนีของเส้นใยเชื อรำบนอำหำรแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่

เจริญบนอำหำรชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ และน ำผลมำวิเครำะห์สถิต ิ
3. ศึกษาพืชอาศัยของรา N. dimidiatum  

3.1 เตรียมพืชทดสอบในต้นกล้า 
เตรียมพืชทดสอบชนิดต่ำงๆ ได้แก่ แก้วมังกร มะม่วง มันส ำปะหลัง ส้ม กล้วย เป็นต้น ใน 

โรงเรือนปลูกพืชทดลอง  
3.2 เตรียมรา conidial suspension ของรา N. dimidiatum 
เตรียม conidial suspension ของรำ N. dimidiatum โดยเลี ยงเชื อบนอำหำร PDA ในจำน

เลี ยงเชื อ ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติกำร เป็นเวลำ 14-21 วัน จำกนั น ล้ำงสปอร์บนผิวหน้ำอำหำรด้วยน  ำที่
ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว น ำไปเขย่ำด้วยเครื่องเขย่ำควำมเร็ว 100 ครั งต่อนำที นำน 30 นำที เพ่ือให้ 
conidia กระจำยออกจำกกันโดยสม่ ำเสมอ แล้วตรวจนับจ ำนวน conidia ด้วย haemacytometer 
เพ่ือให้ได้ปริมำณเชื อ 106-108  โคนิเดียต่อมิลลิลิตร 

3.3. เตรียมรา N. dimidiatum บนอาหารสังเคราะห์ 
เลี ยงรำ N. dimidiatum บน อำหำรอำหำรสังเครำะห์ PDA ในจำนเลี ยงเชื อที่อุณหภูมิห้อง 

ปฏิบัติกำร เป็นเวลำ 14-21 วัน จำกนั นน ำ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.7 เซนติเมตร  
เจำะบนอำหำรที่มีเชื อเจริญเติบโตอยู่ 

3.4 ทดสอบพืชอาศัยในต้นกล้า  
เตรียมต้นกล้ำ และพ่น conidial suspension ของรำ N. dimidiatum ที่เตรียมไว้ มีปริมำณ

เชื อ 106-108 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร บนพืชทดสอบต่ำงๆ โดยกำรท ำแผลที่ใบพืช และมีกรรมวิธีพ่นน  ำนึ่ง
ฆ่ำเชื อเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ รดน  ำตำมปกติ และ ตรวจบันทึกกำรเกิดโรคทุกวัน เมื่อพืชเป็นโรคน ำ
ส่วนที่แสดงอำกำรโรคมำแยกเชื อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันกำรเกิดโรค 
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เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลำคม 2560 – กันยำยน 2563 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. ศึกษาวงจรชีวิตของรา N. dimidiatum  
1.1 ก าหนดแปลงทดลอง 
ก ำหนดแปลงทดลองเพ่ือเก็บตัวอย่ำงในอ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ   
1.2 เก็บตัวอย่างพืชมาตรวจหาสปอร์ ของรา N. dimidiatum บนส่วนต่างของพืช 
1.3 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
1.4 การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
จำกกำรเก็บตัวอย่ำงโรคแก้วมังกรจำกแปลงที่อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ และ

น ำม ำแยก เชื  อ ได ้ร ำ2 ชน ิด  ได ้แ ก ่ Neoscytalidium dimidiatum และ  Colletotrichum 
gloeosporioides แยกเชื  อบริส ุทธ์เก็บไว้ที ่อ ุณหภูมิ 15 และ -20 องศำเซลเซียส เพื ่อศึกษำ
รำยละเอียดของเชื อต่อไป (Figure 1) 

เก็บตัวอย่ำงกิ่งที่ไม่เป็นโรคและไม่เป็นโรคมำแยกจำกอ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ 
จ ำนวน 5 จ ำนวน 5 ตัวอย่ำง จำกกำรแยกเชื  อ และจ ำแนกชนิดของรำโดยศึกษำลักษณะทำง
สัณฐำนวิทยำจ ำแนกชนิดได้เป็นรำ N. dimidiatum จ ำนวน 2 ไอโซเลต และ Colletotrichum 
sp จ ำนวน 3 ไอโซเลต แยกเชื อบริสุทธ์เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 และ -20 องศำเซลเซียส เพื่อศึกษำ
รำยละเอียดของเชื อต่อไป 

จำกกำรเก็บตัวอย่ำงส่วนที่เป็นโรคและส่วนที่ปกติในเดือนพฤศจิกำยน 2560 - เดือนมีนำคม 
2561 มำแยกเชื อ  พบว่ ำ ใน เดื อนพฤศจิ ก ำยน  ไม่ พบ เชื อกิ่ ง  ใน เดื อน ธั น วำคม  กิ่ งป กติ 
พบรำ Colletotrichum gloeosporioides ในช่วงเดือนมกรำคม ไม่พบรำที่กิ่งปกติและยังไม่พบกิ่ง 
ที่เป็นโรค ในเดือนกุมภำพันธ์ พบรำ N. dimidiatum และ C. gloeosporioides บนส่วนของกิ่งที่
เป็นโรคและพบรำ C. gloeosporioides บนส่วนกิ่งปกติ ในช่วงเดือนมีนำคม - เดือนมิถุนำยน พบรำ 
N. dimidiatum และ C. gloeosporioides บนส่วนของกิ่งที่ เป็นโรค ในช่วงเดือนกรกฎำคม -
กันยำยน เก็บส่วนของผลแก้วมังกรมำแยกเชื อโดยวิธี Tissue transplanting พบรำ Bipolaris 
cactivora, Colletotrichum truncatum และ Neocystalidium dimidiatum (Table 1) 
 1.5 การศึกษาวงจรชีวิตของรา N. dimidiatum   

ศึกษำวงจรชีวิตของรำ N. dimidiatum ที่อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ 
- เก็บกิ่งของแก้วมังกรปกติมำท ำกำรแยกเชื อ ไม่พบรำ N. dimidiatum และเก็บ 

ส่วนที่เป็นโรคมำ 3 ระยะ 
 ระยะที่ 1 โรคแสดงอำกำรจุดขำว มีจุดแดงตรงกลำง จำกกำรศึกษำไม่พบเชื  อ 

(Figure 2) 
 ระยะที ่ 2  ล ักษณะแผลจำกจุดขำวเปลี ่ยน เป ็นแดงหรือน  ำตำลและต ่อมำ
เปลี่ยนเป็นสเก็ดสีน  ำตำลนูนขึ น จำกกำรศึกษำไม่พบเชื อ (Figure 3) 
 ระยะที่ 3 แผลจำกระยะที่ 2 ขยำยใหญ่ขึ น มีส่วนขยำยพันธุ์ของเชื อรำสีด ำ  
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อยู่ตรงกลำง พบเชื อรำ N. dimidiatum สร้ำงสปอร์แบบ pycnidiospore อยู่ในส่วนขยำยพันธ์
ของเชื อรำ เรียกว่ำ pycnidia (Figure 4) และเก็บส่วนของดอกมำศึกษำเชื อสำเหตุ จำกกำรตรวจ
แยกเชื อบนอำหำร PDA ไม่พบเชื อสำเหตุ 

 ระยะที่ 4 เก็บผลอ่อน ส่วนที่เป็นโรค ส่วนปกติมำท ำกำรแยกเชื อใน  
ห้อง ปฏิบัติกำร ผลจำกกำรตรวจแยกเชื อของผลปกติ ไม่พบเชื อสำเหตุ ส่วนผลอ่อนที่เป็นโรค  
มีลักษณะแผลจุดขำวนั นจำกกำรแยกเชื อ ไม่พบเชื อสำเหตุ  
2. ศึกษาชนิดของอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

ผลกำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ N. dimidiatum ไอโซเลต  
M 0328 (จำกจังหวัดสกลนคร) ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ รำไอโซเลตนี เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบน
อำหำร PDA โดยเจริญเต็มจำนอำหำรเลี  ยงเชื  อเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซ็นติเม ตร นำน 3 วัน 
รองลงมำได้แก่อำหำร CZA และ V-8 A โคโลนีของเชื อมีเส้นผ่ำนศูนย์เท่ำกับ 8.93 และ 8.92 
เซ็นติเมตร ตำมล ำดับ โดยไม่มีควำมแตกต่ำงกันทำงสถิติ (Table 2 และ Figure 5) 

ผลกำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ N. dimidiatum ไอโซเลต  
M 0331 (จำกจังหวัดอุทัยธำนี) ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ รำไอโซเลตนี เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบน
อำหำร PDA MEA OMA และ CZA โดยเจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ 9 เซ็นติเมตร นำน 3 วัน 
รองลงมำได้แก่อำหำร V-8 A โดยมีเส้นผ่ำนศูนย์เท่ำกับ 8.97 ตำมล ำดับ โดยไม่มีควำมแตกต่ำงกัน
ทำงสถิติ (Table 2 และ Figure 6) 

ผลกำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ N. dimidiatum ไอโซเลต  
M 0354 (จำกจังหวัดจันทบุรี) ในห้องปฏิบัติกำร  พบว่ำรำไอโซเลตนี  เจริญเติบโตได้ดีที ่สุดบน
อำหำร PDA OMA  V-8 A และ CZA โดยเจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ 9 เซ็นติเมตร นำน 3 วัน 
(Table 2 และ Figure 7) 

ผลกำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ N. dimidiatum ไอโซเลต  
M 0355 (จำกจังหวัดนครรำชสีมำ) ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ รำไอโซเลตนี เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบน
อำหำร PDA  โดยเจริญเต็มจำนอำหำรเลี  ยงเชื  อเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 9 เซ็นติเมตร นำน 3 วัน 
รองลงมำได้แก่อำหำร V-8 A OMA และ CZA โคโลนีของเชื อมีเส้นผ่ำนศูนย์เท่ำกับ 8.97 8.85 
และ 8.80 เซ็นติเมตร ตำมล ำดับ โดยไม่มีควำมแตกต่ำงกันทำงสถิติ (Table 2 และ Figure 8) 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

ศึกษำวงจรชีวิตของรำ N. dimidiatum ที่อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ โดยเก็บกิ่ง
ของแก้วมังกรปกติมำท ำกำรแยกเชื อ ไม่พบรำ N. dimidiatum และเก็บ 
ส่วนที่เป็นโรคมำ 3 ระยะ ระยะที่ 1 โรคแสดงอำกำรจุดขำว มีจุดแดงตรงกลำง จำกกำรศึกษำไม่
พบเชื อ ระยะที่ 2 ลักษณะแผลจำกจุดขำวเปลี่ยนเป็นแดงหรือน  ำตำลและต่อมำเปลี่ยนเป็นสเก็ดสี
น  ำตำลนูนขึ  น จำกกำรศึกษำไม่พบ เชื  อ ระยะที ่ 3 แผลจำกระยะที ่ 2 ขยำยใหญ่ขึ  น พบส่วน
ขย ำย พ ัน ธุ ์ข อ ง เชื  อ ร ำส ีด ำ อ ยู ่ต ร งก ล ำ ง  พ บ เชื  อ ร ำ  N. dimidiatum ส ร ้ำ งส ป อ ร ์แ บ บ 
pycnidiospore อยู่ในส่วนขยำยพันธ์ของเชื อรำ เรียกว่ำ pycnidia และเก็บส่วนของดอกมำศึกษำ
เชื อสำเหตุ จำกกำรตรวจแยกเชื อบนอำหำร PDA ไม่พบเชื อสำเหต ระยะที่ 4 เก็บผลอ่อน ส่วนที่
เป็นโรค ส่วนปกติมำท ำกำรแยกเชื อในห้องปฏิบัติกำร ผลจำกกำรตรวจแยกเชื อของผลปกติ ไม่
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พบเชื อสำเหตุ ส่วนผลอ่อนที่เป็นโรค มีลักษณะแผลจุดขำวนั นจำกกำรแยกเชื อ ไม่พบเชื อสำเหตุ  
กำรศึกษำชนิดของอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญของรำ N. dimidiatum จ ำนวน 4 ไอโซเลต 
ได้แก่ M 0328 (จำกจังหวัดสกลนคร)  M 0331 (จำกจังหวัดอุทัยธำนี)  M 0354 (จำกจังหวัด
จันทบุรี) และ M 0355 (จำกจังหวัดนครรำชสีมำ) พบว่ำ รำทั ง 4 ไอโซเลตนี เจริญเติบโตได้ดีที่สุด
บนอำหำร PDA  เจริญเต็มจำนอำหำรเลี ยงเชื อ 9 เซ็นติเมตร นำน 3 วัน  
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Table 1 Plant pathogenic fungi isolated from various of plants part affected in  
  different time 

Plant Pathogenic fungi 
Various parts of plants 

Month/year Healthy 
flower 

Infected 
flower 

Healthy 
stem 

Infected 
stem 

Healthy 
fruit 

Infected 
fruit 

Neoscytalidium dimidiatum     -    November 2017 
Colletotrichum gloeosporioides   -    November 2017 
Colletotrichum truncatum       November 2017 
Neoscytalidium dimidiatum         December 2017 
Colletotrichum gloeosporioides       December 2017 
Colletotrichum truncatum       December 2017 
Neoscytalidium dimidiatum         January 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       January 2018 
Colletotrichum truncatum       January 2018 
Neoscytalidium dimidiatum         February 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       February 2018 
Colletotrichum truncatum       February 2018 
Neoscytalidium dimidiatum         March 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       March 2018 
Colletotrichum truncatum       March 2018 
Neoscytalidium dimidiatum         April 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       April 2018 
Colletotrichum truncatum       April 2018 
Neoscytalidium dimidiatum         May 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       May 2018 
Colletotrichum truncatum       May 2018 
Neoscytalidium dimidiatum         June 2018 
Colletotrichum gloeosporioides       June 2018 
Colletotrichum truncatum       June 2018 
Bipolaris cactivora       July 2018 
Colletotrichum truncatum       July 2018 
Neocystalidium dimidiatum       July 2018 
Bipolaris cactivora       August 2018 
Colletotrichum truncatum       August 2018 
Neocystalidium dimidiatum       August 2018 
Bipolaris cactivora       September 2018 
Colletotrichum truncatum       September 2018 
Neocystalidium dimidiatum       September 2018 
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Table 2 Colony growth of 4 isolates of Neoscytalidium dimidiatum (after 3 days on  
  various media 

Medium Isolate 
M0328 

Isolate 
M0331 

Isolate 
M0354 

Isolate M 
0355 

PDA 9.00 a 9.00 a 9.00 a 9.00 a 
MEA 7.38 b 9.00 a 6.91 b 6.10 b 
OMA 7.64 b 9.00 a 9.00 a 8.85 a 
CMA 5.26 c 4.23 b 3.57 c 4.20 c 
V-8 A 8.92 a 8.97 a 9.00 a 8.97 a 
CZA 8.93 a 9.00 a 9.00 a 8.80 a 
CV 17.99 21.88 26.49 25.24 

 
Remark:  M0328  isolated from Sakon Nakhon 

M0331  isolated from Uthai Thani  
M0354  isolated from Chanthaburi 
M0355 isolated from Nakhon Ratchasima 

 

 
Figure 1 Dragon fruit diseases in Pak Chong District, Nakhon Ratchasima  

  Province 
 a) Stem canker/brown spot symptom  

  b) Anthracnose symptom 
 c) Neoscytalidium dimidiatum on stem canker/brown spot symptom 

  d) Colletotrichum gloeosporioides on anthracnose symptom 
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Figure 2 Stage 1 Minute chlorotic depressed spots often with a red fleck at the center 
 

 
Figure 3 Stage 2 Elevation of the spot center turning red or grey 
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Figure 4 Stage 3 Spot expands with the center forming a hard brown scab with  

  pycnidia embedded in surface.  
  a-d) Stage 3  
  e) pynidium 
  f) pycnidiospore 
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Figure 5 Cultural characteristics of Neoscytalidium dimidiatum (M 0328) collected 
     from Brown spot or stem canker of dragon fruit in Sakon Nakhon after 3 
     days on various media 
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Figure 6 Cultural characteristics of Neoscytalidium dimidiatum (M 0331) collected 
     from Brown spot or stem canker of dragon fruit in Uthai Thani after 3 days 
     on various media 
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Figure 7 Cultural characteristics of Neoscytalidium dimidiatum (M 0354) collected 
     from Brown spot or stem canker of dragon fruit in Chanthaburi after 3 days 
     on various media 
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Figure 8 Cultural characteristics of Neoscytalidium dimidiatum (M 0355) collected 
     from Brown spot or stem canker of dragon fruit in Nakhon Ratchasima after 
     3 days on various media 
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การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาและชีวโมเลกุลของเช้ือ Pepper vein yellows virus 
(PeVYV) ที่เข้าท าลายพริกในประเทศไทย 

Study on Biology and Molecular Biology   
of Pepper vein yellows virus (PeVYV) infecting Pepper in Thailand 

 
ภูวนารถ มณีโชติ1/  เกศสุดา สนศิริ2/ วาสนา รุ่งสว่าง3/  วิจิตรา โชคบุญ4/  

1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
3/ กลุ่มวิจัยการกักกันพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
4/ กลุ่มวิชาการ  ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่  6 

 

รายงานความก้าวหน้า 

เก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการใบเหลืองคล้ายโรคไวรัสที่เกิดจากเชื้อ  PeVYV ได้แก่ อาการ
เนื้อใบเหลืองคล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร เส้นใบเขียว ใบม้วนขึ้น และใบเสียรูปทรง ในจังหวัด
กาญจนบุรี จ านวน 3 ตัวอย่าง สุพรรณบุรี จ านวน 2 ตัวอย่าง กรุงเทพมหานคร จ านวน 3 ตัวอย่าง 
และอยุธยา จ านวน 4 ตัวอย่าง น ามาตรวจสอบในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค One-Step RT-PCR 
ตรวจพบเชื้อ PeVYV จ านวน 4 ตัวอย่าง เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณท่ีไม่แปลรหัสด้าน
ปลาย 5´ (Untranslated region: UTR) ยีน P0 ยีน P3 (coat protein: CP) และบริเวณที่ไม่แปล
รหัสด้านปลาย 3´ (Untranslated region: UTR) ของเชื้อ PeVYV ทั้ง 3 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต
กรุงเทพมหานคร (BK) ไอโซเลตกาญจนบุรี (KR) และ ไอโซเลตสุพรรณบุรี (SB) มีความคล้ายคลึงกัน
ของ 5´ UTR ที่ระดับ 98-100 เปอร์เซ็นต์ ยีน P0 ที่ระดับ 86.5-91.6 เปอร์เซ็นต์  ยีน P3 ที่ระดับ 
99.2-99.8 เปอร์เซ็นต์ และ 3´ UTR ที่ระดับ 99-99.5 เปอร์เซ็นต์  ส่วนกรดอะมิโน มีความคล้ายคลึง
กันของยีน P0 ที่ระดับ 86.4-87.7 เปอร์เซ็นต์  ยีน P3 ที่ระดับ 99.1-99.5 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับไอโซเลต
อยุธยาอยู่ระหว่างการด าเนินวิเคราะห์จีโนม 

 
ค าน า 

 พริกจัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีการปลูกอย่างกว้างขวางตามแหล่งต่าง ๆ ทั่วโลกเป็นจ านวนมาก 
ปัญหาและอุปสรรคส าคัญที่มีผลท าให้ผลผลิตนั้นลดลงเป็นอย่างมาก คือ ความเสียหายที่เกิดจากการ
เข้าท าลายของเชื้อไวรัส ซึ่งพบว่ามีเชื้อไวรัสอย่างน้อย 68 ชนิดที่สามารถเข้าท าลายต้นพริกและท า
ให้ผลผลิตพริกลดลง (Knierim et al., 2013) ส าหรับประเทศไทยโรคไวรัสที่ก่อความเสียหายให้กับพริก
มากที่สุดคือ โรคใบด่างที่ เกิดจากเชื้อ Cucumber mosaic, Chilli veinal mottle virus, Tobacco 
mosaic virus, Pepper yellow leaf curl virus, Capsicum chlorosis virus (กรมวิชาการเกษตร, 2552) 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-02-02-07-62 
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และ Tomato necrosis virus (Chiemsombat et al., 2010; Hassani-mehraban et al., 2011) 
นอกจากนี้ Knierim et al. (2013) รายงานการพบเชื้อ Pepper vein yellows virus (PeVYV) ใน
พริกที่แสดงอาการของโรค เช่น ใบด่าง ใบเหลือง ใบด่างประ เส้นใบเหลือง ใบลดรูปและเสียรูปและล า
ต้นแคระแกรน ตามแหล่งปลูกพริกในจังหวัดกาญจนบุรี นครปฐม และราชบุรี   

เนื่องจากว่ามีการรายงานการพบเชื้อ PeVYV ในแปลงปลูกพริกในประเทศไทย แต่ข้อมูล
ของเชื้อ PeVYV ยังมีน้อย การวิจัยครั้งนี้มีเป้าหมายเพ่ือที่จะศึกษาข้อมูลทางชีววิทยาและชีวโมเลกุล
ของเชื้อ เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานของเชื้อไวรัสซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์พริก และยัง
สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบให้มีประสิทธิภาพต่อไป 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพริกที่แสดงอาการโรค 
2. สารเคม ี
 - ชุดไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ชิ้นดีเอ็นเอ 
 - ไนโตรเจนเหลว 
 - ชุดสกัด RNeasy Mini Kit (QAIGEN) 
 - One step RT-PCR (QIAGEN) 
 - 100 bp DNA Ladder with 6X Loading Dye (Biotechrabbit, Germany) 
 - Agarose gel (SeaKem, USA) 
 - RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology, Korea) 
 - 10X TAE Buffer 
3. เครื่องมือและอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ 
 - โกร่งบดตัวอย่างพืช 
 - เครื่องปั่นตกตะกอน Mini Spin (Eppendorf, USA) 
 - เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ Pipetman Kit (Gilson, France) 
 - อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 
 - เครื่องควบคุมอุณหภูมิ Thermo cycler  
 - เครื่องแยกสารพันธุกรรม Wide Mini-Sub Cell GT Basic System (Biorad, USA) 
 - เครื่อง ChemiDoc Gel Imaging System (BioRad, USA) 
 - เครื่องก าหนดต าแหน่ง GPS eTrex-10 (Garmin, USA) 
 - เครื่องผสมสาร Vortex mixer (Fisher Scientific, USA) 
 - หลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร 
 - หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มล. และ 2 มล. 
วิธีการ 

1. การส ารวจและเก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการของโรค  
 ส ารวจและเก็บตัวอย่างพริกที่มีลักษณะอาการใบด่าง ใบเหลือง เส้นใบใส และเสียรูป จาก
แหล่งปลูกพริกจากที่ต่าง ๆ ได้แก่ จังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก 
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สุพรรณบุรี เชียงใหม่ และเชียงราย โดยการส ารวจ ในพ้ืนที่ประมาณ 2 ไร่ ท าการส ารวจทุกแถวปลูก 
ในกรณีที่พ้ืนที่ส ารวจมีพ้ืนที่มากกว่า 2 ไร่ขึ้นไป จะท าการสุ่มส ารวจโดยส ารวจแถวเว้นแถว พร้อมทั้ง
ถ่ายภาพในแปลงปลูก ลักษณะอาการท่ีพบในพริกและบันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ 

2. การตรวจสอบเชื้อไวรัสในพริก 
 เนื่องจากพริกที่แสดงอาการโรคไวรัสที่กล่าวมาข้างต้นนั้น อาจจะเกิดจากการติดเชื้อไวรัสชนิด
อ่ืน หรือมีการการติดเชื้อไวรัสมากกว่า 1 ชนิด ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจหาเชื้อไวรัสสชนิดอ่ืนๆ เช่น 
CMV, Begomovirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tospovirus และ Polerovirus ด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ Universal primers ต่อเชื้อไวรัสแต่ละชนิด หากตัวอย่างพริกที่ให้ผลบวกกับเชื้อ Polerovirus 
จะน ามาตรวจสอบและวิเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ PeVYV ต่อไป  

3. การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากพืช  
 โดยใช้ RNeasy Mini Kit (QAIGEN) ตามค าแนะน าของบริษัท มีขั้นตอนดังนี้ บดใบพืช 100 
มิลลิกรัม ด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด แล้วย้ายใบพืชที่บดละเอียดมาใส่ในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร 
แล้วเติม Buffer RLT ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วย้ายไปใส่ใน QIAshredder spin 
column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 2 นาที จากนั้นดูดส่วนใสที่ได้ใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้วเติม 99% ethanol ปริมาตร 0.5 เท่าของส่วนใสที่ได้ ผสมให้เข้ากัน แล้วดูดส่วนผสมนั้น
ไปใส่ใน RNeasy spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 15 วินาที แล้วทิ้งส่วน
ของเหลวใส จากนั้นเติม Buffer RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 15 วินาที ทิ้งส่วนของเหลวใส แล้วเติม Buffer RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 rpm นาน 2 นาที แล้วทิ้งส่วนของเหลวใส จากนั้นย้าย RNeasy spin column มา
วางบนหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม Nuclease free water ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 2 นาที เสร็จแล้วเก็บอาร์เอ็นเอที่ได้ไว้ใช้งานในขั้นตอนต่อไป 

4. ไพรเมอร์และการสังเคราะห์ส่วนของ Readthrough Domain (RTD) และท้ังจีโนมของเชื้อ 
PeVYV  
 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของ RTD ของไวรัส โดยใช้ไพรเมอร์ที่รายงานโดย Murakami 
and Kawano (2017) ซึ่งจะได้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 730 คู่เบส 
           Forward primer PeVYV-F    5'-GAGAAAGACAACTGTTAAAACTCCA-3' 
               Reverse primer PeVYV-R    5'-TCGTGAGTTTAGGTACTATTCCTTCCT-3' 
 สังเคราะห์ส่วนของ RTD ของเชื้อไวรัส PeVYV จากอาร์เอ็นเอรวมที่เตรียมได้ โดยใช้ส่วนผสม
ของ One step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตร
ส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
  Nuclease free water   10   ไมโครลิตร 
  5x buffer     4   ไมโครลิตร 
  10 mM dNTPs     1   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVYV-F                0.5   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVYV-R                0.5   ไมโครลิตร 
  enzyme mix     1   ไมโครลิตร 
  RNA template     3   ไมโครลิตร 
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ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาใน
การสังเคราะห์ดังนี้ 
           1) First strand synthesis  50 o C 30 นาที 
     Predenaturation   94 oC 15 นาที 
2) Three step-cycling   35 cycles  
      Denaturation   94 oC  30 วินาที 
      Annealing    55 oC  30 วินาที 
      Extension    72 oC  45 วินาที 
          3) Final extension   72 oC  10 นาที 
 ส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทั้งจีโนมไวรัสโดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากล าดับนิวคลิโอ
ไทด์ของ PeVYV ของประเทศญี่ปุ่นในฐานข้อมูล GenBank (accession no. AB594828) ซึ่งจะได้
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 6,244 คู่เบส  
   Forward primer    PeVGF-F    5'- ACAAAATATACGAAGAGAGAG-3' 
                      Reverse primer    PeVGF-R    5'- ACATCATAGACCAGG-3' 
โดยใช้ส่วนผสมของ One step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร 
ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
  Nuclease free water   10   ไมโครลิตร 
  5x buffer     4   ไมโครลิตร 
  10 mM dNTPs     1   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVFG-F                0.5   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVFG-R                0.5   ไมโครลิตร 
  enzyme mix     1   ไมโครลิตร 
  RNA template     3   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาใน
การสังเคราะห์ดังนี้ 
           1) First strand synthesis  50 oC 30 นาที 
     Predenaturation   94 oC 15 นาที 
2) Three step-cycling   35 cycles  
      Denaturation   94 oC  30 วินาที 
      Annealing    55 oC  30 วินาที 
      Extension    72 oC  6 นาที 30 วินาที 
          3) Final extension   72 oC  10 นาที 
 เ มื่ อปฏิ กิ ริ ย า เ ส ร็ จ สมบู รณ์ ต ร ว จสอบดี เ อ็ น เ อผลผลิ ตด้ ว ย  1 . 2%  agarose gel 
electrophoresis ที่ เ ติ ม  Redsafe Nucleic Acid Straining Solution ใ น  1X TAE buffer ใ ช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง 
ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad, USA) 
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5. การโคลนยีน  
 แยกดีเอ็นเอผลผลิตออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit 
(Favorgen, Taiwan) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตรวจสอบขนาดและปริมาณดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย 1.2% 
agarose gel electrophoresis เชื่อมต่อดีเอ็นเอเข้ากับ พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega, USA) 
โดยเติมดีเอ็นเอ 150 นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-T easy vector 
50 นาโนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 
อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli 
(E.coli) สายพันธุ์ JM109 โดยใช้วิธี heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2000) 
คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของ RTD หรือจีโนมของไวรัส ด้วยวิธี blue-white 
selection แล้วตรวจสอบโคลนของพลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยน าเซลล์แบคทีเรียที่
ให้โคโลนีสีขาวจ านวน 10 โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 8 ไมโครลิตรใช้เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบ แล้วตรวจสอบยีนที่ต้องการด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ RTD หรือจีโนมของเชื้อ PeVYV 

6. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน  
  วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของดีเอ็นเอผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR มาจ าแนกยีนด้วยโปรแกรม 
Blastn และ Blastp (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แล้วเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลิโอไทด์และ
กรดอะมิโนของเชื้อ PeVYV ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ความผันแปรทางพันธุกรรมจาก
ข้อมูลยีนโปรตีนด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์และจัดกลุ่มของ PeVYV ไอ
โซเลทต่าง ๆ จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 10 (Kumar et al., 2018) 

ระยะเวลาด าเนินการ  ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 

สถานที่ด าเนินการ 
1.  ห้องปฏิบัติการไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 2.  แปลงปลูกพริก ในจังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก 
สุพรรณบุรี เชียงใหม่ และเชียงราย 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างพริกแสดงอาการโรคไวรัส 
 เก็บตัวอย่างพริก จ านวน 12 ตังอย่างที่แสดงอาการใบเหลืองคล้ายโรคไวรัสที่เกิดจากเชื้อ 
PeVYV (ภาพที่ 1) ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี กรุงเทพมหานคร และอยุธยา น ามาตรวจสอบใน
ห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค One-Step RT-PCR  ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างพริกมีดังนี้ 
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จังหวัด ลักษณะอาการ 
จ านวนวอย่าง 

ที่เก็บ 
จ านวนตัวอย่าง 

ที่เป็นโรค 
กาญจนบุรี เนื้อใบเหลืองคล้ายกับอาการขาด

ธาตุอาหาร เส้นใบเขียว และใบเสีย
รูปทรง 

3 1 

สุพรรณบุรี เนื้อใบเหลือง ซีด คล้ายกับอาการ
ขาดธาตุอาหาร เส้นใบเขียว ใบม้วน
งอขึ้นและใบเสียรูปทรง 

2 1 

กรุงเทพมหานคร เนื้อใบเหลืองคล้ายกับอาการขาด
ธาตุอาหาร เส้นใบเขียว 

3 2 

อยุธยา เนื้อใบเหลืองคล้ายกับอาการขาด
ธาตุอาหาร เส้นใบเขียว 

4 1 

2. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ 
 นิวคลิโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ PeVYV แต่ละไอโซเลตหรือแต่ละสายพันธุ์ (strain) ที่พบมี
รายงานในฐานข้อมูล GenBank อยู่ระหว่าง 6,125 – 6,244 นิวคลิโอไทด์ จากการศึกษาครั้งนี้ได้
วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณท่ีไม่แปลรหัสด้านปลาย 5´ (Untranslated region: UTR) ยีน 
P0 ยีน P3 (coat protein: CP) และบริเวณท่ีไม่แปลรหัสด้านปลาย 3´ (Untranslated region: UTR)  
ของเชื้อ PeVYV ทั้ง 3 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร (BK) ไอโซเลตกาญจนบุรี (KR) และ
ไอโซเลตสุพรรณบุรี (SB) ดังนี้ 
 2.1 บริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 5 ของเชื้อ PeVYV  ทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 50 นิวคลิโอ
ไทด์ (ภาพท่ี 2) มีความคล้ายคลึงกันท่ี 98% - 100%  
 2.2 ยีน P0 ของเชื้อ PeVYV  ทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 750 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะ
มิโนได้ 249 เรซิดิวส์ ค านวณน้ าหนักโมเลกุลได้ 28.35-28.59 กิโลดาลตัน จากการท า multiple 
alignment ของล าดับนิวคลิโอไทด์ (ภาพที่ 3) และกรดอะมิโน (ภาพที่ 4) ของโปรตีน P0 พบว่ามี
ความคล้ายคลึงกันกที่ระดับ 86.5% - 91.6% และ 86.4% - 87.7% ตามล าดับ 
 2.3 ยีน P3 ของเชื้อ PeVYV มีขนาด 621 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 206  
เรซิดิวส์ ค านวณน้ าหนักโมเลกุลได้ 22.94 - 22.97 กิโลดาลตัน จากการท า multiple alignment 
ของล าดับนิวคลิโอไทด์ (ภาพที่ 5) และกรดอะมิโน (ภาพที่ 6) ของโปรตีน P3 พบว่ามีความคล้ายคลึง
กันกที่ระดับ 99.2% - 99.8% และ 99.1% - 99.5% ตามล าดับ 
 2.4 บริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 3’ ของเชื้อ PeVYV  ทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 402 นิวคลิ
โอไทด์ (ภาพท่ี 7) มีความคล้ายคลึงกันท่ี 99% - 99.5%  
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ภาพที่ 1  ลักษณะอาการของพริกที่แสดงอาการใบเหลือง ใบเสียรูปทรง ใบม้วนงอข้ึน พบในจังหวัด 
             กาญจนบุรี สุพรรณบุรี กรุงเทพมหานคร และ อยุธยา 
 
 

 

ภาพที่ 2  ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 5´ ของเชื้อ PeVYV ท าการวิเคราะห์ 
             แบบ multiple alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
             PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
             PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
             PSB: ไอโซเลตสระบุรี     
             (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน     
 

PBK-5´UTR   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGACTTCTTCAAGTTTT   50 

PKR-5´UTR   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGATTTCTTCAAGTTTT   50 

PSB-5´UTR   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGACTTCTTCAAGTTTT   50 

             ************************************ ************* 
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ภาพที่  3  ล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน P0 ของเชื้อ PeVYV ท าการวิ เคราะห์  แบบ multiple  
              alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
              PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
              PSB: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน     
 
 

PBK-P0   ATGAACTTCGAACTGATTAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

PKR-P0   ATGAACTTCGAACTGATCAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

PSB-P0   ATGAACTTCGAACTAATCAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

         ************** ** ****************************************** 

 

PBK-P0   TACAGAGAAAGAATCCTAAATTTAGCAGTATTCCTAAGTCAATATCTCGTAACCGTTCAG  120 

PKR-P0   TACAGAGAGAGAATCCTAAACTTAGCAGTATTCTTAACTCAATACCTCATAACCGTCCAA  120 

PSB-P0   TATAGAGAAAGAATCCTAAATTTAGCAGTATTCTTAAGTCAATACCTCGTAACCGTCCAA  120 

         ** ***** *********** ************ *** ****** *** ******* **  

 

PBK-P0   GAAAATGCAACTACAAATCATTTTCTCCGCTCTATTTGTGCTCTCCTCCCTTTCCTTCTC  180 

PKR-P0   GAAAATGCAACTACAAACCATTTTCTTCGCTCTATTTGTGCTCTCCTCCCTTTCCTTCTC  180 

PSB-P0   GAAAATGCAACTACAAACCATTTTCTTCGCTCTATTTGTGCTCTTCTCCCTTTCCTTCTC  180 

         ***************** ******** ***************** *************** 

 

PBK-P0   AGCACCAGATGCCCCTTTGTGGCAGGGAATGCTCCGCACAGGAACACCAAACGGGAATAT  240 

PKR-P0   AGCAGCCAATGTCCCTTTTTATCAGGGAATACACCGCACCGGAACGGCAAGCGGGAACAG  240 

PSB-P0   AGCAGCCAATGTCCCTTTTTATCAGGGAATACACCGCACCGGAACGGCAAGCGGGAACAG  240 

         **** *  *** ****** *  ******** * ****** *****  *** ****** *  

 

PBK-P0   AAGCGAATTTCCCGGCTGGCCCTTTTCTGCGGAGTTAACATTACTTCCAGCTGTGAAGGA  300 

PKR-P0   AAACGAGTCTATAGACTCGCTCTTTACTGTGGAGTTAACATCAATCCTTGCTGGAAAGGA  300 

PSB-P0   AAGCGAGTCTCTAAGCTCGCTCTTTACTGTGGAGTTAACATCGCTCCTTGCTGGAATGGA  300 

         ** *** * *     ** ** **** *** ***********   * *  ****  * *** 

 

PBK-P0   GAGGTTACAACCTCCGCTTGGCTCCAAACCGATAATAACCTCGGAGCCCCACGAACCCAC  360 

PKR-P0   GAGGCCTTTTCCCCCGTTTGGCTCCAAACCGATAATAAACTCGGAGCCCCACGAGCCCAC  360 

PSB-P0   AAGGCCTCATCCTCCGCTTGGCTCCAAACCGATAACAACCTCGGAGCCCCACGAGCCCAC  360 

          ***      ** *** ****************** ** *************** ***** 

 

PBK-P0   CTTAAGAGACGCGCTGGATCTGCTATGGCAAGTTATATCCAGAGATTCCAGACGCCTCTC  420 

PKR-P0   TTTGAAAGAGGCGCTGGATCTGCTTTGGCAAGTTATCTCCAGAGATTCCAAACGCCTCTA  420 

PSB-P0   CTTAAGAGACGCGCTGGATCTGCTATGGCAAGTTATATCCAGAGATTCCAGACGCCTCTC  420 

          ** * *** ************** *********** ************* ********  

 

PBK-P0   TTCCAAGGCGCAGAAGAATTTTCAAGATTCTTGCGCGTATGGACTCACCACTGCGAAGGC  480 

PKR-P0   TTCCACGGCGCAGGCGAATTTACAAAGTTCTTGCGCATCTGGACTCGCCACTGCGAAACA  480 

PSB-P0   TTCCAGGGCGCAGAAGAGTTTTCAAGATTCCTGCGCGTATGGACTCACCACTGCGAAAGC  480 

         ***** *******  ** *** ***  *** ***** * ******* **********    

 

PBK-P0   GTGGTTGAAAGGAGCCTTCCAAAGCTTTCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

PKR-P0   GTGGTTGAGAGGAGCTTTCCAAAGCTTCCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

PSB-P0   GTGGTTGAAGGGAGCTTTCCAAAGCTTTCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

         ********  ***** *********** ******************************** 

 

PBK-P0   CATCTGGGTCATTGTCTCCTGGATCTTTTATCTGGGGACGACATTTACTGTGCCCGTCGT  600 

PKR-P0   CATCTGGGTCACTGTCTCCTGGACCTTCTATCTAGTGACGACTTTTACAATTCCCGTCGT  600 

PSB-P0   CATCTGGGTCATTGTCTCCTGGACCTTCTATCTAGTGACGACATTTACCATGCCCGTCGT  600 

         *********** *********** *** ***** * ****** *****  * ******** 

 

PBK-P0   TTGTCTCGCGTTGCTTTACGCCTGTACGGAATTTATGGTGAAAGCATTGTTATGGATGTT  660 

PKR-P0   ATGTCTCGCATTGCTTTATGCCTTCACAACATTTATGGTGATGGCATTGCAGTGGATGTT  660 

PSB-P0   TTGTCTCGCGTTGCTTTATGCCTGCACAGAATTTATGGTGAAAGCATTGCGATGGATGTT  660 

          ******** ******** ****  **   ***********  ******   ******** 

 

PBK-P0   TACCGGTTGGCCCACATGCCTCGCTCAGCTTATATTAAAAGCGGGGAAGACTATCTTCAC  720 

PKR-P0   TACCGGTTGGCCCACATGCCTCGCTCAGTTTATATTAAAAGCGGGGAAAACTATCTTCAC  720 

PSB-P0   TACCGGCTGGCCCATTTGCCTCGCTCAGTTAGTTTTAAAAGCGGGGAGGACTATCTTCAC  720 

         ****** *******  ************ *  * *************  *********** 

 

PBK-P0   GGTTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

PKR-P0   GGTTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

PSB-P0   GATTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

         * **************************** 
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ภาพที่ 4  ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน P0 ของเชื้อ PeVYV ท าการวิเคราะห์ แบบ multiple  
              alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
              PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
              PSB: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน     

PKR-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLTQYLITVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

PBK-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLSQYLVTVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

PSB-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLSQYLVTVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

            ********************************:***:*********************** 

 

PKR-P0      SSQCPFLSGNTPHRNGKREQKRVYRLALYCGVNINPCWKGEAFSPVWLQTDNKLGAPRAH 120 

PBK-P0      STRCPFVAGNAPHRNTKREYKRISRLALFCGVNITSSCEGEVTTSAWLQTDNNLGAPRTH 120 

PSB-P0      SSQCPFLSGNTPHRNGKREQKRVSKLALYCGVNIAPCWNGKASSSAWLQTDNNLGAPRAH 120 

            *::***::**:**** *** **: :***:*****  . :*:. : .******:*****:* 

 

PKR-P0      FERGAGSALASYLQRFQTPLFHGAGEFTKFLRIWTRHCETVVERSFPKLPVDRGLIVELW 180 

PBK-P0      LKRRAGSAMASYIQRFQTPLFQGAEEFSRFLRVWTHHCEGVVERSLPKLSVDRGLIVELW 180 

PSB-P0      LKRRAGSAMASYIQRFQTPLFQGAEEFSRFLRVWTHHCESVVEGSFPKLSVDRGLIVELW 180 

            ::* ****:***:********:** **::***:**:*** *** *:*** ********** 

 

PKR-P0      HLGHCLLDLLSSDDFYNSRRMSRIALCLHNIYGDGIAVDVYRLAHMPRSVYIKSGENYLH 240 

PBK-P0      HLGHCLLDLLSGDDIYCARRLSRVALRLYGIYGESIVMDVYRLAHMPRSAYIKSGEDYLH 240 

PSB-P0      HLGHCLLDLLSSDDIYHARRLSRVALCLHRIYGESIAMDVYRLAHLPRSVSFKSGEDYLH 240 

            ***********.**:* :**:**:** *: ***:.*.:*******:***. :****:*** 

 

PKR-P0      GSQIQKELQ 249 

PBK-P0      GSQIQKELQ 249 

PSB-P0      DSQIQKELQ 249 

            .******** 
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ภาพที่  5  ล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน P3 ของเชื้อ PeVYV ท าการวิ เคราะห์  แบบ multiple  
              alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
              PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
              PSB: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน     
 
 
 
 
 

PBK-P3      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

PKR-P3      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

PSB-P3      ATGAATACGGGAGGGGTTAGGAGAAATAATAATGGAAATGGTGGATCACGTAACACCCGC 60 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA 120 

PKR-P3      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA 120 

PSB-P3      CGTCGTAGACGCCCACGACAGGTTCGCCCTGTCGTTGTGGTCGCACCCCCTGGGCGCACA 120 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT 180 

PKR-P3      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT 180 

PSB-P3      CGGCGAGGAAATCGAAGACGACGAAATGGAGGCAGGAACCGAAGAAGCCGAAATAGAGTT 180 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT 240 

PKR-P3      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT 240 

PSB-P3      GGAGGAAGGTCGAGCAACAGCGAAACTTTCATCTTCAACAAGGACTCAATCAAGGATAGT 240 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGAGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA 300 

PKR-P3      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGTGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA 300 

PSB-P3      TCCTCAGGATCTGTCACCTTCGGGCCGAGTTTATCAGAGAGCGTCGCGCTTTCAGGTGGA 300 

            ***************************:******************************** 

 

PBK-P3      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA 360 

PKR-P3      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA 360 

PSB-P3      GTTCTCAAAGCCTACCATGAATATAAGATCACAATGGTCAACATACGCTTCGTCAGTGAA 360 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT 420 

PKR-P3      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT 420 

PSB-P3      TCCTCTTCCACAGCGGAGGGCTCCATCGCTTACGAGCTGGACCCCCACTGCAAGCTTACT 420 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG 480 

PKR-P3      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG 480 

PSB-P3      AGTCTCCAATCCACCCTGCGCAAGTTCCCCGTCACCAAAGGCGGGCAAGCGACTTTTCGG 480 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC 540 

PKR-P3      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC 540 

PSB-P3      GCTTCGCAGATTAACGGGGTAGAGTGGCATGATACATCCGAAGATCAATTTAGGCTGCTC 540 

            ************************************************************ 

 

PBK-P3      TACAGAGGCAACGGGACAAAGAACGTTGCTGCCGGTTtCTTtCAGATCCGGTTTACTGTG 600 

PKR-P3      TACAAAGGCAACGGGACGAAGAACGTTGCCGCCGGTTtCtTTCAGATCCGGTTtACTGtg 600 

PSB-P3      TACAAAGGCAACGGGACGAAGAACGTTGCCGCCGGTTtCTTtCAGATCCGGTTtACTGTG 600 

            ****.************.*********** ****************************** 

 

PBK-P3      CAACTGCACAACCCCAAATGA 621 

PKR-P3      CAaTTGCACAACCCCAAATGA 621 

PSB-P3      CAATTGCACAACCCCAAATGA 621 

            *** ***************** 
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ภาพที่ 6  ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน P3 ของเชื้อ PeVYV ท าการวิเคราะห์ แบบ multiple  
              alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
              PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
              PSB: ไอโซเลตสระบุรี     
              (*) ระบุนิวคลิโอไทด์ที่เหมือนกัน   
  

PKR-P3      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

PBK-P3      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

PSB-P3      MNTGGVRRNNNGNGGSRNTRRRRRPRQVRPVVVVAPPGRTRRGNRRRRNGGRNRRSRNRV 60 

            ************************************************************ 

 

PKR-P3      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPCLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE 120 

PBK-P3      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPSLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE 120 

PSB-P3      GGRSSNSETFIFNKDSIKDSSSGSVTFGPSLSESVALSGGVLKAYHEYKITMVNIRFVSE 120 

            ***************************** ****************************** 

 

PKR-P3      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL 180 

PBK-P3      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL 180 

PSB-P3      SSSTAEGSIAYELDPHCKLTSLQSTLRKFPVTKGGQATFRASQINGVEWHDTSEDQFRLL 180 

            ************************************************************ 

 

PKR-P3      YKGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK 206 

PBK-P3      YRGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK 206 

PSB-P3      YKGNGTKNVAAGFFQIRFTVQLHNPK 206 

            * ************************ 
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ภาพที่ 7  ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 3´ของเชื้อ PeVYV ท าการวิเคราะห์    
             แบบ multiple alignment  ด้วยโปรแกรม ClustalW   
              PBK: ไอโซเลตกรุงเทพมหานคร 
              PKR: ไอโซเลตกาญจนบุรี 
              PSB: ไอโซเลตสระบุรี     

PKR-3’UTR      CTCTGGGACCTTAAATTCTGTGAGCATAATTTGTAGTCCAAGCTCTATGACTATAAAGAA 60 

PBK-3’UTR      CTCTGGGACCTTAAATTCTGTGAGCATAATTTGTAGTCCAAGCTCTATGACTATAAAGAA 60 

PSB-3’UTR      CTCTGGGACCTTAAATTCTGTGAGCATAATTTGTAGTCCAAGCTCTATGACTATAAAGAA 60 

               ************************************************************ 

 

PKR-3’UTR      ACGAGCACACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAGCTCTATGAC 120 

PBK-3’UTR      ACGAGCACACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAGCTCTATGAC 120 

PSB-3’UTR      ACGAGCACACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAGCTCTATGAC 120 

               ************************************************************ 

 

PKR-3’UTR      TTTAAAATAACGAGCATACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAG 180 

PBK-3’UTR      TTTAAAATAACGAGCATACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAG 180 

PSB-3’UTR      TTTAAAATAACGAGCATACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGGCAGTCTAAG 180 

               ************************************************************ 

 

PKR-3’UTR      CTCTATGACTTTAAAATAACGAGCGTACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTAGAACCCAGG 240 

PBK-3’UTR      CTCTATGACTTTAAAATAACGAGCGTACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCAGG 240 

PSB-3’UTR      CTCTATGACTTTAAAATAACGAGCGTACTGAACTCCAAGCCTGTTAGAGTATAACCCACG 240 

               *************************************************** ****** * 

 

PKR-3’UTR      TCGTCATTAGCTGTAGACGTAATATCAGCGGTCCAGTGTTGAAGGCTGTAAAACACTGAG 300 

PBK-3’UTR      TCGTCATTAGCTGTAGACGTAAAATCAGCGGTCCAGTGTTGAAGGCTGTAAAACACTGAG 300 

PSB-3’UTR      TCGTCATCAGCTGTAGACGTAAAATCAGCGGTCCAGTGTTGAAGGCTGTAAAACACTGAG 300 

               ******* **************:************************************* 

 

PKR-3’UTR      TAACTCACAGCAACGAAACCCGCAGACAGATCTGTGTGGAAGTAGGCATCATAATTCTTA 360 

PBK-3’UTR      TAACTCACAGCAACGAAACCCGCAGACAGATCTGTGTGGAAGTAGGCATCATAATTCTTA 360 

PSB-3’UTR      TAACTCACAGCAACGAAACCCGCAGACAGATCTGTGTGGAAGTAGGCATCATAATTCTTA 360 

               ************************************************************ 

 

PKR-3’UTR      GGGTAGGGGGGTGTATAGATACCCCCCCCTGGTCTATGATGT 402 

PBK-3’UTR      GGGTAGGGGGGTGTATAGATACCCCCCCCTGGTCTATGATGT 402 

PSB-3’UTR      GGGTAGGGGGGTGTATAGATACCCCCCCCTGGTCTATGATGT 402 

               ****************************************** 
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การจ าแนกชนิดเชื้อ Crinivirus ของพืชตระกูลแตงในประเทศไทย 
Identification of Crinivirus species infecting cucurbit plants in Thailand 

 
ภูวนารถ มณีโชติ1/  เกศสุดา สนศิริ2/ วาสนา รุ่งสว่าง3/  วิจิตรา โชคบุญ4/  

1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มกฏีและสัตวิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

3/ กลุ่มวิจัยการกักกันพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
4/กลุ่มวิชาการ  ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 6 

 

รายงานความก้าวหน้า 

 จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตง ได้แก่ แตงกวา มะระ และ ฟักทอง ที่แสดง
อาการเส้นใบ ใบเหลืองและใบเสียรูปทรง ในจังหวัดกาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม่สระแก้ว และ
กรุงเทพมหานคร รวมทั้งสิ้น 110 ตัวอย่าง มาตรวจสอบด้วยเทคนิค One Step RT-PCR ด้วย 
universal primers ของเชื้อไวรัสในกลุ่ม เชื้อ Crinivirus ผลปรากฏว่า ไม่พบแถบดีเอ็นเอเชื้อ 
Crinivirus ในทุกตั วอย่ า งที่ น ามาตรวจสอบด้ วย เทคนิค  One-Step Reverse transcription 
polymerase chain reaction (One-Step RT-PCR) ในห้องปฏิบัติการ 

 
ค าน า 

 พืชตระกูลแตง เช่น แตงกวา ฟักทอง เมล่อน แตงโม แคนตาลูป สควอช และมะระ เป็นพืชที่
มีการปลูกอย่างกว้างขวางทั่วโลก รวมถึงประเทศไทยซึ่งมีการปลูกมากเพ่ือใช้บริโภคและผลิตเมล็ด
พันธุ์ส่งออกโดยเฉพาะในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลาง การระบาดของโรค
พืชโดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสยังคงเป็นปัญหาที่ส าคัญในการผลิตพืชตระกูลแตง เพราะท าให้พืช
นั้นเกิดความเสียหายและผลผลิตลดลง ซึ่งถ้าหากพืชถูกเชื้อไวรัสเข้าท าลายในระยะต้นกล้าจะส่งผลให้
ต้นพืชแคระแกรนหรือถ้าหากรุนแรงมากก็จะท าให้ต้นพืชตาย ซึ่งเชื้อไวรัสที่ส าคัญของพืชตระกูลแตง 
ที่มีรายงานการระบาดในแหล่งปลูกในประเทศไทย เช่นไวรัสในกลุ่ม Cucummovirus, Potyvirus, 
Tobamovirus, Tospovirus, Polerovirus และ Crinivirus เป็นต้น เชื้อไวรัสในจีนัส Crinivirus 
ได้แก่  Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)  และ Cucurbit chlorotic yellows 
virus (CCYV) พบว่าเป็นสาเหตุที่ท าให้ผลผลิตพืชตระกูลแตงลดลงอย่างมากและมีการระบาดตาม
พ้ืนที่ปลูกพืชตระกูลแตงทั่วโลก ทั้งในแถบเมดิเตอร์เรเนียน อเมริกา และเอเชียมากถึง 80 -100% 
(Abou- Jawdah et al. , 2000 ; Abrahamian et al. , 2014 ; Marco and Aranda, 2005 ; 
Wintermantel et al., 2009) โดยพืชที่ติดเชื้อจะแสดงอาการใบซีด จุดซีดระหว่างเส้นใบ ใบด่างลาย 
ใบเหลือง และล าต้นแคระแกรน การแพร่กระจายของโรคนี้เกิดขึ้นได้ง่ายและรวดเร็วโดยมีแมลงหวี่
ขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) เป็นแมลงพาหะ (Kao et al., 2000; Louro et al., 2000; Orfanidou 
et al., 2014) 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-02-02-08-62 
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 ในประเทศไทยยังไม่มีข้อมูลของเชื้อ Crinivirus หรืออาจจะยังมีน้อย การวิจัยครั้งนี้มี
เป้าหมายเพ่ือจะจ าแนกชนิดของเชื้อ Crinivirus ที่แยกจากพืชตระกูลแตง ศึกษาข้อมูลทางชีววิทยา
เกี่ยวกับอาการบนพืชอาศัยและพันธุกรรมของเชื้อ รวมทั้งวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อที่พบในแหล่ง
ต่าง ๆ จากข้อมูลล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานของเชื้อไวรัสซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์พืชตระกูลแตง และยังสามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบให้มีประสิทธิภาพ
ต่อไป 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชตระกูลที่แสดงอาการโรค 
2. สารเคม ี
 - ชุดไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ชิ้นดีเอ็นเอ 
 - ไนโตรเจนเหลว 
 - ชุดสกัด RNeasy Mini Kit (QAIGEN) 
 - One step RT-PCR (QIAGEN) 
 - 100 bp DNA Ladder with 6X Loading Dye (Biotechrabbit, Germany) 
 - Agarose gel (SeaKem, USA) 
 - RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology, Korea) 
 - 10X TAE Buffer 
3. เครื่องมือและอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ 
 - โกร่งบดตัวอย่างพืช 
 - เครือ่งปั่นตกตะกอน Mini Spin (Eppendorf, USA) 
 - เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ Pipetman Kit (Gilson, France) 
 - อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 
 - เครื่องควบคุมอุณหภูมิ Thermo cycler  
 - เครื่องแยกสารพันธุกรรม Wide Mini-Sub Cell GT Basic System (Biorad, USA) 
 - เครื่อง ChemiDoc Gel Imaging System (BioRad, USA) 
 - เครื่องก าหนดต าแหน่ง GPS eTrex-10 (Garmin, USA) 
 - เครื่องผสมสาร Vortex mixer (Fisher Scientific, USA) 
 - หลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร 
 - หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มล. และ 2 มล. 
วิธีการ 
1 การส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตงท่ีแสดงอาการของโรค  
  ส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตงที่มีลักษณะอาการใบด่าง ใบเหลือง เส้นใบใส 
และเสียรูป จากแหล่งปลูกต่าง ๆ ได้แก่ จังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี หนองคาย นครปฐม 
กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก สุพรรณบุรี เชียงใหม่ และเชียงราย โดยการส ารวจ ในพ้ืนที่ประมาณ 2 ไร่ ท า
การส ารวจทุกแถวปลูก ในกรณีที่พ้ืนที่ส ารวจมีพ้ืนที่มากกว่า 2 ไร่ข้ึนไป จะท าการสุ่มส ารวจโดยส ารวจ
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แถวเว้นแถว พร้อมทั้งถ่ายภาพในแปลงปลูก ลักษณะอาการที่พบในแปลงปลูกและบันทึกพิกัดทาง
ภูมิศาสตร์ 
2 การตรวจสอบเชื้อไวรัสในพืชตระกูลแตง  

เนื่องจากพืชตระกูลแตงที่แสดงอาการโรคไวรัสที่กล่าวมาข้างต้นนั้น อาจจะเกิดจากการติด
เชื้อไวรัสชนิดอื่น หรือมีการการติดเชื้อไวรัสมากกว่า 1 ชนิด ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจหาเชื้อไวรัสสชนิด
อ่ืนๆ เช่น CMV, Begomovirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tospovirus และ Polerovirus ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ Universal primers ต่อเชื้อไวรัสแต่ละชนิด หากตัวอย่างพืชตระกูลแตง ที่ให้ผล
บวกกับเชื้อ Crinivirus จะน ามาตรวจสอบและวิเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ CYSDV และ 
CCYV ต่อไป (รายละเอียดไพรเมอร์ 1.4) 
3 การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากพืช 
 โดยใช้ RNeasy mini kit (QIAGEN) ตามค าแนะน าของบริษัท มีขั้นตอนดังนี้ บดใบพืช 100 
มิลลิกรัม ด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด แล้วย้ายใบพืชที่บดละเอียดมาใส่ในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร 
แล้วเติม Buffer RLT ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วย้ายไปใส่ใน QIAshredder spin 
column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 2 นาที จากนั้นดูดส่วนใสที่ได้ใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้วเติม 99% ethanol ปริมาตร 0.5 เท่าของส่วนใสที่ได้ ผสมให้เข้ากัน แล้วดูดส่วนผสมนั้น
ไปใส่ใน RNeasy spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 15 วินาที แล้วทิ้งส่วน
ของเหลวใส จากนั้นเติม Buffer RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 15 วินาที ทิ้งส่วนของเหลวใส แล้วเติม Buffer RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 rpm นาน 2 นาที แล้วทิ้งส่วนของเหลวใส จากนั้นย้าย RNeasy spin column มา
วางบนหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม Nuclease free water ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 2 นาที เสร็จแล้วเก็บอาร์เอ็นเอที่ได้ไว้ใช้งานในขั้นตอนต่อไป 
4 ไพรเมอร์และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไวรัสจีนัส Crinivirus  
 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ universal primers เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน RdRp บน 
RNA1 ของไวรัสในจีนัส Crinivirus ซึ่งจะได้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 745 คู่เบส (Wintermantel and 
Hladky, 2010) ดังนี้ 
      Forward primer    CriniRdRp251F    5'- TNGGNAARGGNGARAG -3' 
                Reverse primer     CriniRdRp995R    5'- GTRTTNGAYAACCAHGTRTTHG -3' 
 เมื่อมีตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับ universal primers ก็จะน ามาตรวจหาชนิดของไวรัสด้วยไพร
เมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ CYSDV หรือ CCYV โดยจะเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน Hsp70h บน RNA2 ดังนี้     
 เชื้อ CYSDV ได้ขนาดดีเอ็นเอ 749 คู่เบส (Abrahamian et al., 2013)   
  Forward primer    CY-HSPF    5'- AATCAGTTTGTGACAGTCTAGG -3' 
                  Reverse primer     CY-HSPR    5'- GGTTTCTTCTCGCACTCCA -3' 
 เชื้อ CCYV ได้ขนาดดีเอ็นเอ 462 คู่เบส (Okuda et al., 2010)   
        Forward primer    CY-HSPF    5'- AATCAGTTTGTGACAGTCTAGG -3' 
                  Reverse primer     CY-HSPR    5'- GGTTTCTTCTCGCACTCCA -3' 
        โดยใช้ส่วนผสมของ One step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 
200 ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
  Nuclease free water   10   ไมโครลิตร 
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  5x buffer     4   ไมโครลิตร 
  10 mM dNTPs     1   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVYV-F                0.5   ไมโครลิตร 
  10 pmole PeVYV-R                0.5   ไมโครลิตร 
  Enzyme mix     1   ไมโครลิตร 
  RNA template     3   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาใน
การสังเคราะห์ดังนี้ 
           1) First strand synthesis  50 oC 30 นาที 
     Predenaturation   94 oC 15 นาที 
 2) Three step-cycling   35 cycles  
      Denaturation   94 oC  30 วินาที 
      Annealing    55 oC  30 วินาที 
      Extension    72 oC  45 วินาที 
          3) Final extension   72 oC  10 นาท ี
                  เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเ อ็นเอผลผลิตด้วย 1.2%  agarose gel 
electrophoresis ที่ เ ติ ม  Redsafe Nucleic Acid Straining Solution ใ น  1X TAE buffer ใ ช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง 
ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad, USA) 
5 การโคลนยีน  
 แยกดีเอ็นเอผลผลิตออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit 
(Favorgen, Taiwan) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตรวจสอบขนาดและปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วย 
1.2% agarose gel electrophoresis เชื่อมต่อดี เ อ็นเอเข้ากับ พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 
(Promega, USA) โดยเติมดีเอ็นเอ 150  นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, 
pGEM-T easy vector 50 นาโนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่ เซลล์แบคทีเรีย 
Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์ JM109 โดยใช้วิธี heat shock transformation คัดเลือกโคโลนี
ของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของ Hsp70h ด้วยวิธี Blue-white selection แล้วตรวจสอบโคลนของพ
ลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยน าเซลล์แบคทีเรียที่ให้โคโลนีสีขาวจ านวน 10 โคโลนี
และสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 8 ไมโครลิตรใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วตรวจสอบยีนที่ต้องการ
ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน Hsp70h ของเชื้อ Crinivirus 
6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน  
 วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของดีเอ็นเอผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR มาจ าแนกยีนด้วย
โปรแกรม Blastn และ Blastp (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แล้วเปรียบเทียบกับล าดับ
นิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของเชื้อ Crinivirus ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ความผัน
แปรทางพันธุกรรมจากข้อมูลยีนโปรตีนด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์
และจัดกลุ่มของ CYSDV หรือ CCYV ไอโซเลทต่าง ๆ จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วย
โปรแกรม MEGA 10 (Kumar et al., 2018) 
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ระยะเวลาด าเนินการ  ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 
สถานที่ด าเนินการ 1.  ห้องปฏิบัติการไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 2.  แปลงปลูกพริก ในจังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี นครปฐม กาญจนบุรี 
ราชบุรี ตาก สุพรรณบุรี เชียงใหม่ และเชียงราย 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 1. เก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตง ได้แก่ แตงกวา มะระ และ ฟักทอง ที่แสดงอาการเส้นใบและ
ใบเหลืองในจังหวัดกาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม่สระแก้ว และกรุงเทพมหานคร รวมทั้งสิ้น 110 
ตัวอย่าง มาตรวจสอบด้วยเทคนิค One Step RT-PCR ด้วย universal primers ของเชื้อไวรัสในกลุ่ม 
เชื้อ Crinivirus ผลปรากฏว่า ไม่พบแถบดีเอ็นเอเชื้อไวรัสในทุกตัวอย่าง 
 

จังหวัดที่เก็บตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง 
ผลการตรวจหาเชื้อ 
Crinivirus 

1. กาญจนบุรี 15 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 
2. สุพรรณบุรี 18 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 

3. เชียงราย 30 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 

4. เชียงใหม่ 20 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 

5. สระแก้ว 20 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 

6. กรุงเทพมหานคร 7 ไม่พบเชื้อ Crinivirus 

รวมทั้งสิ้น 110 - 

 2. เก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตง ที่แสดงอาการเส้นใบและใบเหลืองในจังหวัดกาญจนบุรี จ านวน 
10 ตัวอย่าง และสุพรรณบุรี จ านวน 10 ตัวอย่าง เชียงราย จ านวน 10 ตัวอย่าง และเชียงใหม่ จ านวน 
20 ตัวอย่าง มาตรวจสอบด้วยเทคนิค One Step RT-PCR ด้วย universal primers ของเชื้อไวรัสใน
กลุ่ม เชื้อ Crinivirus ผลปรากฏว่า ไม่พบแถบดีเอ็นเอเชื้อไวรัสในทุกตัวอย่าง 
 

เอกสารอ้างอิง 

Abou- Jawdah, Y. , Sobh, H. , Fayad, A. , Lecoq, H. , Delécolle, B. , Trad- Ferré, J. , 2000 . 
 Cucurbit yellow stunting disorder virus: A new threat to cucurbits in Lebanon. J. 
 Plant Pathol. 80(1), 55-60. 
Abrahamian, P.E., Abou-Jawdah, Y., 2014. Whitefly-transmitted criniviruses of cucurbits: 
 current status and future prospects. Virus Dis. 25(1), 26-38. 
Abrahamian, P. E. , Seblani, R. , Sobh, H. , Abou- Jawdah, Y. , 2 0 1 3 .  Detection and 
 quantitation of two cucurbit criniviruses in mixed infection by real-time RT-PCR. 
 J. Virol. Methods 193(2), 320-326. 
Kao, J., Jia, L., Tian, T., Rubio, L., Falk, B.W., 2000. First report of Cucurbit yellow stunting 
 disorder  virus  (Genus Crinivirus) in North America. Plant Dis. 84(1), 101-101. 



1959 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

Louro, D. , Vicente, M. , Vaira, A. M. , Accotto, G. P. , Nolasco, G. , 2000.  Cucurbit yellow 
 stunting disorder virus (Genus Crinivirus)  Associated with the yellowing disease 
 of cucurbit crops in Portugal. Plant Dis. 84(10), 1156-1156. 
Marco, C. F. , Aranda, M. A. , 2005.  Genetic diversity of a natural population of Cucurbit 
 yellow stunting disorder virus. J. Gen. Virol. 86(Pt 3), 815-822. 
Kumar, S. , Stecher G. , Li M. , Knyaz C.  and Tamura K.  2018.  MEGA X:  Molecular 
 Evolutionary Genetics Analysis across Computing Platforms.  Mol.  Biol.  Evol. 
 35(6): 1547-1549. 
Orfanidou, C. , Maliogka, V. I. , Katis, N. I. , 2014.  First report of Cucurbit chlorotic yellows
 virus in cucumber, melon, and watermelon in Greece.  Plant Dis.  98( 10) ,
 1446-1446. 
Wintermantel, W. M. , Hladky, L. L. , 2010.  Methods for detection and differentiation of 
 existing and new crinivirus species through multiplex and degenerate primer RT-
 PCR. J. Virol. Methods 170(1-2), 106-114. 
Wintermantel, W. M. , Hladky, L. L. , Cortez, A. A. , Natwick, E. T. , 2009.  A new expanded 
 host range of Cucurbit yellow stunting disorder virus includes three agricultural 
 crops. Plant Dis. 93(7), 685-690. 
  



1960 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 

 
 
ภาพที่ 1 ลักษณะอาการของพืชตระกูลแตง ได้แก่ แตงกวา (1ก-ค) มะระ (1ง-จ) และบวบ (1ฉ)  
            ที่แสดงอาการเนื้อใบเหลือง และใบจุดเหลือง 
  



1961 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 

 

 

 
ภาพที่ 2 ลักษณะอาการของพืชตระกูลแตง ได้แก่ ฟักทอง (ก)  (ข-ง) และ บวบ (จ-ฉ) ที่แสดงอาการ 
            เนื้อใบเหลือง และใบจุดเหลือง Crinivirus 
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ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของกระดุมใบใหญ่ (Borreria latifolia (Aubl), Schum.) 
Biology and Ecology of Borreria latifolia (Aubl.) Schum. 

 
ธัญชนก จงรักไทย อัณศยา พรมมา  เอกรัตน์ ธนูทอง 
กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
Surveying and collecting specimens of Spermacoce alata Aubl.by detection 

survey method in agricultural and environmental areas in the north region, central 
region, Eastern region, Western region, Northeastern region and Southern region.  
It was found in the rubber plantations. And palm oil Chanthaburi Province Pineapple 
farm in Prachuap Khiri Khan province and along the coconut plantation walkway  
In Nakhon Si Thammarat province. The germination was not found under laboratory 
conditions. But the percentage of germination in the net house 86 percent. S. alata 
had life cycle average 231 days. A life cycles could produce 2 ,850 seeds per plant.  
It was growth rate non-significant between the competition of single and multi-plant. 
A fruit had. 2  loops, each loop has 1  seed, yellow-brown , 2 .0 -3 .4  mm in length,  
0 .6 -1 .6  mm in width. S. alata can re-planting from all parts, including the base,  
the middle and shoot of plant. The seeds could germinate at the soil surface. Now, 
the botanist has change scientific name from Borreria latifolia (Aubl), Schum.  
to spermacoce alata Aubl. 
Keywords: Biology ecology Borreria latifolia  
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บทคัดย่อ 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดกระดุมใบใหญ่ โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ พบกระดุมใบใหญ่ในพ้ืนที่ในสวนยางพารา และปาล์มน้ ามัน 
จังหวัดจันทบุรี ไร่สับปะรดในจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และบริเวณริมทางเดินสวนมะพร้าว ในจั งหวัด
นครศรีธรรมราช ไม่พบการงอกภายใต้สภาพห้องปฏิบัติการ แต่มีเปอร์เซ็นต์ความงอกในสภาพเรือน
ทดลอง 86 เปอร์เซ็นต์ กระดุมใบใหญ่ มีวงจรชีวิต 231 วันโดยเฉลี่ย เนื่องจากมีการติดดอก และเมล็ด
ไม่พร้อมกัน โดย 1 ต้น ที่สมบูรณ์ สามารถผลิตเมล็ดได้ จ านวน 2,850 เมล็ด ทั้งนี้กระดุมใบใหญ่มีการ
เจริญเติบโตไม่แตกต่างกัน ทั้งในสภาพการแข่งขัน และไม่มีการแข่งขัน กระดุมใบใหญ่ 1 ผลมี 2 ลูป 
แต่ละลูป มี 1 เมล็ดมีสีเหลือง-น้ าตาล มีขนาดยาว 2.0-3.4 มิลลิเมตร กว้าง 0.6-1.6 มิลลิเมตร  
โดยกระดุมใบใหญ่ สามารถขยายพันธุ์ได้จากทุกส่วนของต้น และเมล็ดงอกได้เพียงที่ระดับผิวดิน และ
จากการปรับเปลี่ยนข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ ปัจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงชื่อวิทยาศาสตร์จากเดิม 
Borreria latifolia (Aubl), Schum. เป็น Spermacoce alata Aubl. 

ค าหลัก : ชีววิทยา นิเวศวิทยา กระดุมใบใหญ่ 
 

ค าน า 
กระดุมใบใหญ่ (Spermacoce alata Aubl.) เป็นพืชฤดูเดียว ล าต้นตั้งตรงหรือทอดแผ่ไป

ตามพ้ืนดินชูยอดขึ้น ต้นเป็นสี่ เหลี่ยม ตามเหลี่ยมแผ่ เป็นปีก แตกแขนงน้อย มีขนเล็กน้อย  
สูงถึง 60 ซม. ใบเดี่ยวเรียงตรงข้าม รูปไข่กลับหรือรูปรี แผ่นใบมีขนประปรายทั้ง 2 ด้าน ผิวใบด้านบน
ระคายมือเล็กน้อย ผิวใบด้านล่างมีขนอ่อนนุ่มปกคลุม ก้านใบสั้น ดอก ออกเป็นกระจุกตามซอกใบ 
กลีบดอกมีสีขาวหรือสีชมพู ผลรูปร่างรีหรือค่อนข้างกลม เปลือกผลย่นและมีขน ผลแก่จะแตกตามยาว 
เมล็ดสีน้ าตาลรูปทรงรียาว (วิรัช และคณะ , 2547) ขยายพันธุ์ด้วยเมล็ด เนื่องจากเมล็ดค่อนข้าง
สมบูรณ์ แต่ขณะงอกจ าเป็นต้องมีแสง เมื่องอกแล้วจะมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และสามารถ
ขยายพันธ์ได้อีกภายในระยะเวลา 2 เดือน การที่กระดุมใบใหญ่สามารถผลิตเมล็ดได้มาก จึงมีความ
สมารถในการแข่งขันกับพืช แก่งแย่งอาหารและน้ า ท าให้น้ าหนักแห้ง และความสูงของยางพารา  
ในระยะเริ่มปลูกลดลง 12 และ 17% ตามล าดับ การเจริญเติบโตร่วมกันกับพืชอ่ืน ๆ กระดุมใบใหญ่
จะมีช่วงวิกฤตของการแข่งขันในยางพาราที่ระยะ 4-6 สัปดาห์หลังปลูก (Suryaningtyas and Terry, 
1993) ในข้าวไร่ที่ระยะ 4-8 สัปดาห์หลังหยอดเมล็ด (Tjitrosoedirdjo, 1992) 
 กระดุมใบใหญ่เจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อนชื้น พ้ืนที่ที่มีฤดูแล้งสั้น มีทั้งแดดและร่มเงา  
ในพ้ืนที่ท าการเกษตร นอกพ้ืนที่ท าการเกษตร ริมถนน หรือริมแม่น้ า สามารถเติบโตได้ทั้งในดิน  
ที่ขาดความอุดมสมบูรณ์ และโดยชอบดินทราย (Soerjani et al., 1987) นอกจากนี้ยังพบได้ถึงระดับ
ความสูง 1,600 เมตรในไทย (Harada et al., 1987) กระดุมใบใหญ่ เป็นวัชพืชที่พบในอ้อย  
ยางพารา ปาล์มน้ ามัน สวนผลไม้ ชา มันส าปะหลัง และพืชไร่หลายปี เช่น ข้าวโพดถั่วเหลือง และข้าว 
(Holm, 1982; Alcantara and Carvalho, 1983; Barnes and Chan, 1990; Tjitrosemito, 1990; 
Tjitrosoedirdjo, 1992; Tiw et al., 1994; Kon et al., 1995) 
 จากการส ารวจพบว่า กระดุมใบใหญ่ มีแนวโน้มในการแพร่กระจายได้ดีมาก ดังนั้นจึงเห็นควร
ที่จะท าการศึกษาข้อมูลทางด้านชีววิทยา และนิเวศวิทยาเพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการหาแนวทางการ
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ป้องกันก าจัดวัชพืชสกุลนี้ เนื่องจากพ้ืนฐานทางด้านชีววิทยาของวัชพืชช่วยให้สามารถวางแผนในการ
จัดการวัชพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพท าให้สามารถลดการใช้สารก าจัดวัชพืชที่เกินความจ าที่อาจมี
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และระบบนิเวศเกษตร ความสัมพันธ์ระหว่างวัชพืช และสิ่งแวดล้อม ระบบ
การปลูกพืช และการจัดการพ้ืนที่เพาะปลูก หรือหากเกษตรไม่ต้องการใช้สารก าจัดวัชพืช ก็หันมาใช้
แรงงานคน แต่ปัจจุบันอยู่ในภาวะขาดแคลนแรงงานภาคการเกษตร และราคาแพง เกษตรกรบางราย
เลือกท่ีจะปล่อยให้วัชพืชตายเอง ซึ่งเป็นการปล่อยเมล็ดลงสู่ดิน และพร้อมที่จะระบาดในฤดูปลูกถัดไป 
หรือเมื่อดินมีความชื้นพอ ประกอบกับมีการใช้ เครื่องจักรกลทางการเกษตรมากขึ้น ตั้งแต่ขั้นตอน
เตรียมดิน จนถึงการเก็บเกี่ยว ซึ่งการเคลื่อนย้ายเครื่องจักรกลเหล่านี้มักไม่มีการค านึงถึงเมล็ดวัชพืช
ที่ดินไปกับเครื่องจักรกล และน าไปแพร่พันธุ์ในพ้ืนที่ อ่ืนต่อไป ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องศึกษา 
ชีววิทยา และนิเวศวิทยา เพ่ือให้ได้ข้อมูลพ้ืนฐานสนับสนุนการแจ้งเตือนเกษตรกร และแนวทางการ
จัดการวัชพืชชนิดนี้ 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล  
2. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope)  
3. เลนส์ขยาย 10 เท่า ส าหรับการตรวจสอบเบื้องต้นในภาคสนาม 
4. จานแก้ว บีกเกอร์ กระบอกตวง หลอดแก้วก้นตัด และเครื่องแก้วอ่ืนๆ ที่จ าเป็น ส าหรับ

การศึกษาในห้องปฏิบัติการ 
5. กระดาษกรอง ผงวุ้น ผงเซลลูโลส พลาสติกใสส าหรับปิดอาหาร 
6. กรรไกร มีด เสียม หรือพ่ัว ส าหรับตัด/ขุด ตัวอย่างพืช 
7. ดินและกระถาง ส าหรับปลูกพืชทดสอบในเรือนทดลอง 
8. แผงอัดตัวอย่างพรรณไม้พร้อมกระดาษฟูก ฟองน้ าและหนังสือพิมพ์ พร้อมเชือกไส้ตะเกียง

และป้ายชื่อส าหรับผูกตัวอย่างพืช 
9. กระดาษติดตัวอย่างพืช พร้อมแฟ้มปก 
10. ขวดแก้ว และน้ ายาส าหรับดองตัวอย่างพืช (หากจ าเป็น) 
11. น้ ายาชุบตัวอย่างวัชพืช ประกอบด้วย ฟีนอล เมอคิวริคคลอไรด์ เอทธิลอัลกอฮอล์ 
12.  การบูร  
13. เครื่องรับสัญญาณดาวเทียม เพ่ือระบุพิกัด 
14. อุปกรณ์อ่ืน ๆ ที่จ าเป็น เช่น ถุงพลาสติกขนาดต่าง ๆ กระถางขนาดต่าง ๆ พร้อมดินและ

ป้ายปัก ส าหรับปลูกพืชตัวอย่างเพ่ือเก็บเมล็ด และศึกษารายละเอียดของพืชเพ่ิมเติม 
15. สมุดบันทึก 

วิธีการ 
1. ศึกษานิเวศวิทยา  

 1.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดกระดุมใบใหญ่ ใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ (จังหวัดเชียงราย แม่ฮ่องสอน ล าปาง  
และอุตรดิตถ์) ภาคกลาง (จังหวัดนครสวรรค์ นครปฐม ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี และอยุธยา)  
ภาคตะวันออก (จังหวัดจันทบุรี ตราด ปราจีนบุรี และระยอง) ภาคตะวันตก (จังหวัดกาญจนบุรี ตาก 
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และราชบุรี) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัดนครราชสีมา นครพนม บุรีรัมย์ ร้อยเอ็ด ศรีสะเกษ 
และหนองคาย) และภาคใต้ (จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ระนอง นครราชสีมา และสงขลา) บันทึกข้อมูล 
สถานที่หรือพิกัดที่ เก็บตัวอย่าง ได้แก่ อ าเภอ จังหวัด และพิกัดภูมิศาสตร์ สภาพนิเวศ ได้แก่  
สภาพพ้ืนที่ที่ขึ้นเป็นพื้นที่แห้ง ชื้นแฉะ น้ าท่วมขัง หรือร่มเงา พืชปลูก ได้แก่ ชนิดพืชปลูก อายุพืชปลูก 
หรือระยะการเจริญของพืชปลูก เช่น อยู่ในระยะต้นกล้า ออกดอก หรือให้ผลผลิต สภาพวัชพืช ได้แก่ 
การถูกท าลายโดยศัตรูธรรมชาติ ระยะต้นกล้า ออกดอก สร้างเมล็ด หรือแห้งตาย 

1.2 การจัดท าตัวอย่างแห้ง น าตัวอย่างกระดุมใบใหญ่มาอัดในแผงพรรณไม้ ขนาดประมาณ 
50 X 30 เซนติเมตร เมื่อแห้งแล้วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร้อมติดป้าย 
ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้  
ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 

1.3 เมล็ด น าเมล็ดที่เก็บได้ไปท าความสะอาด ผึ่งในที่ร่มให้แห้ง แบ่งเป็นสองส่วน คือ ส่วนที่ 
1 น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ ส่วนที่ 2 เก็บใส่กล่องพลาสติก  
พร้อมติดป้าย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บ
รักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 

2. ศึกษาการงอกในห้องปฏิบัติการ  
น าเมล็ดที่เก็บจากที่ต่าง ๆ มารวมกัน เลือกเมล็ดที่สมบูรณ์ จ านวน 50 เมล็ด ใส่ในจานแก้ว 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร ที่บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร 
ปิดฝา จ านวน 10 ซ้ าน าไปวางในห้องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิห้อง บันทึกจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน  
ในระยะเวลา 30 วัน หรือจนเมล็ดงอกหมด 

3. การเจริญเติบโต และความสามารถในการผลิตเมล็ด  
วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

  กรรมวิธีที่ 1. ต้นวัชพืชจ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
  กรรมวิธีที่ 2. ต้นวัชพืชจ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 

กรรมวิธีที่ 3. ต้นวัชพืชจ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 4 ต้นวัชพืชทั้งหมดที่งอก 

วิธีการปฏิบัติการทดลอง หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด  
1.5 ตารางเมตร หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอนออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวัน
เดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง จ านวนตามกรรมวิธีต่าง ๆ ที่ก าหนด กรรมวิธีๆ ละ 4 ซ้ า  
บันทึกการเจริญเติบโต เป็นระยะเวลา 3 เดือนหรือจนพืชตาย บันทึก ความสูงต้น จ านวนกิ่ง  
ทุกสัปดาห์ วันที่ออกดอก ระยะเวลาที่พัฒนาจากดอกเป็นผล ผลแก่ จ านวนผลต่อต้น จ านวนเมล็ดต่อ
ผล ค านวณการผลิตเมล็ดต่อต้น การผลิตเมล็ด/ตารางเมตร วงจรชีวิต 

4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ จากส่วนของต้น  
หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังวัชพืชงอก  

1 สัปดาห์ ถอนออกให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์แข็งแรง  
เมื่อต้นมีอายุ 1 เดือน น าชิ้นส่วนเหนือดินของวัชพืชมาตัดแบ่งเป็นท่อนๆ ละ 5 -10 เซนติเมตร  
แยกท่อนพันธุ์ออกตามระยะห่างจากโคน ได้แก่ ท่อนโคน กลางต้น และปลายยอด น ามาปักช าใน
กระถางขนาด 12 นิ้ว กระถางละ 10 ท่อน จ านวน 10 ซ้ า บันทึกจ านวนกิ่งที่แตกยอดใหม่ จากกิ่งที่
ปักช า แล้วน าไปวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย 



1966 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

5. ศึกษาการงอกของเมล็ดที่ความลึกของระดับดินระดับต่าง ๆ  
 วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 

บรรจุดินใส่กระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ให้ผิวดินห่างจาก
ขอบบนของกระถาง 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เซนติเมตร น าเมล็ดที่ แก่และมีลักษณะสมบูรณ์ 
จ านวน 100 เมล็ด โรยลงให้ทั่วกระถาง แล้วเติมดินจนถึงระดับห่างจากขอบบนของกระถาง  
5 เซนติเมตร บันทึก จ านวนเมล็ดงอกในแต่ละกรรมวิธีทุกวัน นาน 60 วัน หรือจนกว่าเมล็ดจะงอกหมด 
เวลาและสถานที่  

ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 ณ ภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ได้แก่ 
ภาคเหนือ (จังหวัดเชียงราย แม่ฮ่องสอน ล าปาง และอุตรดิตถ์) ภาคกลาง (จังหวัดนครสว รรค์ 
นครปฐม ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี และอยุธยา) ภาคตะวันออก (จังหวัดจันทบุรี ตราด ปราจีนบุรี 
และระยอง ) ภาคตะวันตก (จังหวัดกาญจนบุรี ตาก และราชบุรี) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัด
นครราชสีมา นครพนม บุรีรัมย์  ร้อยเอ็ด ศรีสะเกษ และหนองคาย) และภาคใต้  (จั งหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ ระนอง นครราชสีมา และสงขลา) และศึกษาชีววิทยา ในห้องปฏิบัติการ และเรือน
ทดลอง กลุ่มวิจัยวัชพืช  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการปรับเปลี่ยนข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ ปัจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงชื่อวิทยาศาสตร์จาก

เดิม Borreria latifolia (Aubl), Schum. เป็น (Spermacoce alata Aubl.)  
1. ศึกษานิเวศวิทยา  
1.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดกระดุมใบใหญ่ โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 

survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ จ านวน 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดเชียงราย 
เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน ล าพูน ล าปาง และน่าน ภาคกลาง จ านวน 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดพิจิตร 
ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี สิงห์บุรี และเพชรบูรณ์ ภาคตะวันออก จ านวน 4 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด
ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด ภาคตะวันตก 4 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ราชบุรี และ
ประจวบคุรีขันธ์ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 5 จังหวัด ได้แก่ นครราชสีมา ขอนแก่น ชัยภูมิ บุรีรัมย์ 
และเลย ภาคใต้ จ านวน 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด ชุมพร นครศรีธรรมราช ภูเก็ต พังงา และระนอง) 
พบกระดุมใบใหญ่ในพ้ืนที่ในสวนยางพารา และปาล์มน้ ามัน จังหวัดจันทบุรี ไร่สับปะรดในจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ และบริเวณริมทางเดินสวนมะพร้าว ในจังหวัดนครศรีธรรมราช (Table 1) (Figure 1) 

1.2 การจัดท าตัวอย่างแห้ง น าตัวอย่างกระดุมใบใหญ่มาอัดในแผงพรรณไม้ ขนาดประมาณ 
50 X 30 เซนติเมตร เมื่อแห้งแล้วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร้อมติดป้าย 
ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ 
กลุ่มวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 
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1.3 เมล็ด สีเหลือง-น้ าตาล มีขนาดยาว 2.0-3.4 มิลลิเมตร กว้าง 0.6-1.6 มิลลิเมตร โดย
ตัวอย่างเมล็ด เก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 

2) ศึกษาการงอกในห้องปฏิบัติการ พบว่า ในสภาพอุณหภูมิห้อง ไม่พบการงอก และได้ท า
การทดลองเพ่ือศึกษการงอกในสภาพเรือนทดลองเพ่ิมเติม ในกระถาง พบเริ่มมีการงอกตั้งแต่ที่ ระยะ  
7 วันหลังปลูก และมีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงถึง 86 เปอร์เซ็นต ์

3) การเจริญเติบโต และความสามารถในการผลิตเมล็ด พบว่า จากการทดลองในทุก
กรรมวิธีมีการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยกระดุมใบใหญ่มีการเจริญแบบเลื้อยไปกับพ้ืน  
มีความกว้างทรงพุ่มเฉลี่ย 49.9 เซนติเมตร ความกว้างสูงสุด 66.2 เซนติเมตร ต่ าสุด 39.0 เซนติเมตร 
มีจ านวนแขนงที่ แตกจากต้นหลักเฉลี่ย  27.4 แขนง โดยมีจ านวนสูงสุด 65.0 แขนงต่อต้น  
ต่ าสุด 10.0 แขนงต่อต้น มีจ านวนใบต่อต้นเฉลี่ย 326.0 ใบต่อต้น มีจ านวนสูงสุด 734.0 ใบต่อต้น 
ต่ าสุด 162.0 ต่อต้น มีน้ าหนักแห้งเฉลี่ย 17.1 กรัมต่อต้น โดยมีค่าสูงสุด 30.8 กรัมต่อต้น ต่ าสุด  
8.2 กรัมต่อต้น กระดุมใบใหญ่ จะงอกหลังจากเพาะเมล็ด 7 วัน ออกดอกที่ระยะ 56 -62 วันหลังงอก 
ดอกบานที่ 8-10 วันหลังออกดอก ติดผลที่ระยะ 7-12 วันหลังดอกบาน เมล็ดแก่ที่ระยะ 18-23 วัน
หลังติดผล และต้นเริ่มเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ที่ระยะ 127 หลังติดผลชุดแรก โดยกระดุมใบใหญ่  
มีการติดดอก และเมล็ดเกิดขึ้นไม่พร้อมกัน เป็นแบบทยอยไปเรื่อย ๆ ทั้งนี้ 1 ต้น ที่สมบูรณ์ 1 รอบ
วงจรชีวิต สามารถผลิตเมล็ดได้ จ านวน 2,850 เมล็ด ซึ่งในแต่ละกรรมวิธีมีความสูง ขนาดทรงพุ่ม และ
จ านวนกิ่งต่อต้น ไม่แตกต่างกันทางสถิติ กระดุมใบใหญ่ 1 ผลมี 2 ลูป แต่ละลูป มี 1  

4) ความสามารถในการขยายพันธุ์ จากส่วนของต้น พบว่า กิ่งที่ปักช า ท่อนโคน กลางต้น 
และปลายยอด ของต้น มีจ านวนกิ่งท่ีแตกยอดใหม่ 49, 68 และ 52 เปอร์เซ็นต์ (Table 3) 

5) ศึกษาการงอกของเมล็ดที่ความลึกของระดับดินระดับต่าง ๆ พบว่า เมล็ดงอกเพียงที่
ระยะ 5 เซนติเมตร จากผิวดิน โดยมีความงอก 53 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับอ่ืน ๆ ไม่มีการงอกของเมล็ด  
แต่เมื่อมีการพลิกดินกลับขึ้นมาพบว่า เมล็ดสามารถงอกได้อีก (Table 3) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดกระดุมใบใหญ่ โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ จ านวน 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดเชียงราย 
เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน ล าพูน ล าปาง และน่าน ภาคกลาง จ านวน 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดพิจิตร 
ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี สิงห์บุรี และเพชรบูรณ์ ภาคตะวันออก จ านวน 4 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด
ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด ภาคตะวันตก 4 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ราชบุรี และ
ประจวบคุรีขันธ์ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 5 จังหวัด ได้แก่ นครราชสีมา ขอนแก่น ชัยภูมิ บุรีรัมย์ 
และเลย ภาคใต้ จ านวน 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด ชุมพร นครศรีธรรมราช ภูเก็ต พังงา และระนอง  
พบกระดุมใบใหญ่ในพ้ืนที่ในสวนยางพารา และปาล์มน้ ามัน จังหวัดจันทบุรี ไร่สับปะรดในจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ และบริเวณริมทางเดินสวนมะพร้าว ในจังหวัดนครศรีธรรมราช ไม่พบการงอกภายใต้
สภาพห้องปฏิบัติการ แต่มีเปอร์เซ็นต์ความงอกในสภาพเรือนทดลอง 86 เปอร์เซ็นต์ กระดุมใบใหญ่ 
จะงอกหลังจากเพาะเมล็ด 7 วัน ออกดอกที่ระยะ 56-62 วันหลังงอก ดอกบานที่ 8-10 วันหลังออก
ดอก ติดผลที่ระยะ 7-12 วันหลังดอกบาน เมล็ดแก่ที่ระยะ 18 -23 วันหลังติดผล และต้นเริ่ม
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ที่ระยะ 127 หลังติดผลชุดแรก กระดุมใบใหญ่ มีการติดดอก และเมล็ดไม่พร้อม
กัน โดย 1 ต้น ที่สมบูรณ์ 1 รอบวงจรชีวิต สามารถผลิตเมล็ดได้ จ านวน 2 ,850 เมล็ด ซึ่งในแต่ละ
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กรรมวิธีมีความสูง ขนาดทรงพุ่ม และจ านวนกิ่งต่อต้น ไม่แตกต่างกันทางสถิติ กระดุมใบใหญ่ 1 ผลมี 
2 ลูป แต่ละลูป มี 1 เมล็ด สีเหลือง-น้ าตาล มีขนาดยาว 2.0-3.4 มิลลิเมตร กว้าง 0.6-1.6 มิลลิเมตร 
โดยกระดุมใบใหญ่ สามารถขยายพันธุ์ได้ จากทุกส่วนของต้นทั้ง ท่อนโคน กลางต้น และปลายยอด 
และเมล็ดงอกได้เพียงที่ระดับ 5 เซนติเมตรจากผิวดิน และจากการปรับเปลี่ยนข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ 
ปัจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงชื่อวิทยาศาสตร์จากเดิม Borreria latifolia (Aubl), Schum. เป็น 
(Spermacoce alata Aubl.) 
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ขอขอบคุณ พนักงานราชการ ลูกจ้างประจ า และพนักงานจ้างเหมา ของกลุ่มวิจัยวัชพืช  
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เอกสารอ้างอิง 
วิรัช จันทรัศมี ชอุ่ม เปรมัษเฐียร ทวี แสงทอง จันทร์เพ็ญ ประคองวงศ์ ไชยยศ สุพัฒนกุล มาลี ณ นคร 

สุนันทา เพ็ญสุต ศรีสม สุวรรณวงศ์ ศิริพร ซึงสนธิพร. 2547. วัชพืชสามัญภาคกลาง. สมาคม
วิทยาการวัชพืชแห่งประเทศไทย. กรุงเทพ. 135 น. 

Alcantara EN de, Carvalho DAde, 1983. Survey of weeds in cassava (Manihot esculenta 
Crantz) in the mining district of Diamantina (Alto Jequitinhonha), Minas Gerais. 
Planta Daninha, 6(2):138-143 

Barnes DE, Chan LG, 1 9 9 0 . Common Weeds of Malaysia and their Control. Kuala 
Lumpur, Malaysia: Ancom Berhad Persiaran Selangor.Chee, 1994 p.  

Harada J, Paisooksantivatana Y, Zunsontiporn, 1 9 8 7 .  Weeds in the Highlands of 
Northern Thailand. National Weed Science Research Institute Project. Bangkok, 
Thailand: Department of Agriculture. 

Holm L, 1982. The biology and distribution of some weeds important to the tropics. 
In: Heong KL, Lee BS, Lim TM, Teoh CH, Ibrahim Y, ed. Proceedings of the 
International Conference on Plant Protection in the Tropics. Malaysian Plant 
Protection Society Kuala Lumpur Malaysia, 85-97. 

Suryaningtyas H, Terry PJ, 1 9 9 3 .  Critical period of weed competition in rubber 
seedlings. Brighton crop protection conference, weeds. Proceedings of an 
international conference, Brighton, UK, 22 -25  November 1993  Farnham, UK; 
British Crop Protection Council (BCPC), Vol. 3:1177-1181 

Soerjani M, Kostermans AJGH, Tjitrosoepomo G, 19 87 . Weeds of Indonesia. Jakarta, 
Indonesia: Balai Pustaka, 716 pp.  

Tjitrosemito S, 1990. A study on weed control in soybean. BIOTROPIA, No. 4:49-56 
Tjitrosoedirdjo SS, 1 9 9 2 . Borreria latifolia (Aubl.) K. Sch. Weed Info Sheet No. 1 3 . 

Bogor, Indonesia: The Southeast Asian Weed Information Centre (SEAWIC). 
 



1969 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

Tiw KP, Allard JL, Kon KF, 1 9 9 4 .  Weed management in full and zero tillage: 
comparative efficiency and weed dynamics. In: Proceedings of the Fourth 
International Conference on Plant Protection in the Tropics. Kuala Lumpur, 
Malaysia: Malaysian Plant Protection in the Tropics, 228-230. 

Table 1 Survey location of Spermacoce alata Aubl 

Region Province Present Absent Location 

North Chiang Rai 
 

 
 

 
Chiang Mai 

 

 

 

 
Mae Hong Son 

 

 

  Lamphun    

 Lampang    

 
Nan 

 

 

 Central Phichit 
 

 

 

 
Lop Buri 

 

 

 

 
Saraburi 

 

 

 

 
Suphan Buri 

 

 

 

 
Sing Buri 

 

 

  Phetchabun    
East Chon Buri    

 Rayong    
 Chanthaburi   Oil palm and para rubber 

(N 12.631647, E 101.898024) 
 Trad    

Northeastern  Nakhon Ratchasima    
 Khon Kaen    
 Chaiyaphum    
 Buri Ram    
 Loei    

Western  Kanchanaburi    
 Tak    
 Ratchaburi    
 Prachuap Khiri Khan   Pineapple crop 

(N 12.269229, E 99.834116) 
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Table 1 Survey location of Spermacoce alata Aubl (continue) 

Region Province Present Absent Location 
Southern Chumphon    

     
 Nakhon Sri 

Thammarat 
  

Coconut crop 
 Phuket    
 Phang Nga    
 Ranong    

 
Table 2 The ability to propagate from part of Spermacoce alata Aubl 

Treatments Number of brunching (brunch/plant) 
Base part 49.00 a 
Central part 68.00 a 
Shoot part 52.00 a 

C.V. (%) 14.5 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different 
at 5% level by LSD 
 

Table 3 Seed germination at various soil depths 

Treatments Germination (%) 
Place seeds on the soil surface 53.00 a1/ 
Place seeds at 5 Cm. soil depths  0.00 b 
Place seeds at 10 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 15 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 20 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 25 Cm. soil depths 0.00 b 

C.V. (%) 76.08 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% 
level by LSD 
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Figure 1 Spermacoce alata Aubl (1) Flowers (2) Seed (3, 4) 
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การส ารวจโรคและจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช  
Disease Survey and DNA Barcoding of Plant Pathogenic  

Cercosporoid fungi 
 

ชนินทร ดวงสอาด1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/   สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/ 
อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ มะโนรัตน์  สุดสงวน1/  สุทธิณี ลิขิตตระกูลรุ่ง3/ 

1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ ผู้เชี่ยวชาญ     ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

3/ กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1 
 

Abstract 
Plant disease samples caused by cercosporoid fungi had been collected during 

October 2016 –  September 2019.  Plant disease samples were collected 
from plantation located in Krabi, Phangnga, Nakhon Si Thammarat, Surat Thani, 
Yasothon, Chaiyaphum, Chiangrai, Chiangmai, Lampang, Bangkok, Phetchabun, 
Ratchaburi and Phetchaburi provinces.  Sixty-nine specimens had been observed and 
identified using morphological and molecular data of Internal Transcribed Spacer (ITS) 
and translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) gene regions. It was found that the 
causal agent could be identified as Corynespora cassiicola,  Passalora arachidicola, 
Pseudocercospora dendrobii, Pseu. abelmoschi Pseu. cruenta and Cercospora zinnia, 
which isolated from Carica papaya, Arachis hypogaea, Orchid sp. , Abelmoschus sp. , 
Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. Unguiculate and Zinnia sp., respectively. 

Keywords: leaf spot Cercosporoid DNA barcoding 
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บทคัดย่อ 
เพ่ือจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช เก็บตัวอย่างพืชที่แสดง

อาการใบจุดที่เกิดจากรา cercosporoid ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือนกันยายน 2562  จากจังหวัด 
กระบี่ พังงา นครศรีธรรมราช สุราษฎร์ธานี ยโสธร ชัยภูมิ เชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง กรุงเทพ เพชรบูรณ์ 
ราชบุรี และเพชรบุรี จ านวน 69 ตัวอย่าง ศึกษาและจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และข้อมูล 
ชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) และ translation elongation factor 1-
alpha (EF1-α) ของรา cercosporoid จ านวน 6 ไอโซเลท ที่แยกได้จากตัวอย่างใบจุดมะละกอ ใบจุดถั่ว
ลิสง ปื้นเหลืองกล้วยไม้ ใบจุดกระเจี๊ยบเขียว ใบจุดถั่วฝักยาว และใบจุดบานไม่รู้โรย พบว่าเชื้อราดัง
กล่าวคือ Corynespora cassiicola, Passalora arachidicola, Pseudocercospora dendrobii, Pseu. 
abelmoschi Pseu. cruenta และ Cercospora zinnia ตามล าดับ  

ค าหลัก: ใบจุด cercosporoid ดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
 

ค าน า 

Cercosporoid เป็นกลุ่มของราที่จัดอยู่ใน order Capnodiales family Mycosphaerellaceae 
ราในกลุ่ม  cercosporoid เป็นสาเหตุของโรคพืชและท าความเสียหายให้แก่ พืชหลายชนิด 
ทั้งในกลุ่มของพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคู่ รวมถึงพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ (Pollack, 1987) 
ราในกลุ่มนี้ประกอบด้วยกว่า 40  genera (Groenewald, 2013) โดยราส่วนใหญ่อยู่ ใน genus 
Pseudocercospora Cercospora Passalora รากลุ่ม cercosporoid ส่วนใหญ่ลักษณะการเข้า
ท าลายที่พบได้โดยทั่วไปคือจะพบอาการใบจุด ( leaf spot) และสามารถพบว่าท าให้เกิดแผล 
(necrotic lesion) บนดอกไม้ ผล และส่วนอ่ืนๆของพืช (Agrios, 2005) รวมถึงก่อให้เกิดความ
เสียหายแก่พืชหลังการเก็บเก่ียว เช่น ผลเน่า (Silva and Pereira, 2008) 

รา  cercosporoid เป็นรากลุ่มใหญ่ในกลุ่ม Hyphomycetes (Crous and Braun, 2003) 
มีการจ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามวิธีที่มีการปฏิบัติกันมา โดยแต่เดิมรากลุ่ม 
cercosporoid ประกอบไปด้วยสองระยะของวงจรชีวิต คือระยะ telemorph และ anamorph 
ซึ่ ง ร ะย ะ  teleomorph ของ ร า  cercosporid มั กอยู่ ใ น  genus Mycosphaerella Johanson 
และร าชนิ ดนี้ ยั ง เ ป็ น ร ะยะ  telemorph ของ ร า อ่ื นๆ อี กหล ายสกุ ล ขอ ง  Coelpmycetes 
และ Hyphomycetes (Crous et al., 2007) ความซ้ าช้อนและซับซ้อนของทั้งสองระยะการเจริญนี้ 
ท าให้เกิดความยุ่งยากและสับสนในการจัดจ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid ปัจจุบันได้มีการน า
เทคนิคและข้อมูลทางชีวโมเลกุลมาช่วยบ่งชี้ หรือแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์และวิวัฒนาการ 
(phylogeny) ของราในหลายสกุลหรือสปีชีส์ ที่มีความใกล้เคียงกัน บนพืชอาศัยต่างๆกัน หรือพืช
อาศัยที่มีความใกล้เคียงกัน โดยน าข้อมูลจากหลายๆด้านเช่น ข้อมูลชีวโมเลกุลจากหลายต าแหน่ง 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พืชอาศัย ลักษณะทางภูมิศาสตร์ที่เก็บตัวอย่าง มาวิเคราะห์รวมกันอย่าง
เป็นระบบ (systematics study) ท าให้พบว่า ราที่จัดว่าเป็น Mycosphaerella ที่แท้จริงนั้น มีเพียง
เชื้อรา Ramularia (Braun, 1998) เพียงชนิดเดียว อีกทั้งการศึกษาที่ใช้ลักษณะของข้อมูลทาง
พันธุกรรมมาเกี่ยวข้อง แสดงให้เห็นว่ารา cercosporoid อ่ืนๆ ก็มีความจ าเพาะในระดับ genus นั้นๆ 
โดยไม่มีความเกี่ยวข้องใดๆกับ genusอ่ืนๆ ในแง่ของลักษณะการสืบพันธุ์ของวงจรชีวิต ดังนั้นในการ
จ าแนกชนิดของรา โดยราแต่ละชนิดจะมีเพียง 1 ชื่อ ทั้งสองระยะของการสืบพันธุ์ โดยลักษณะของ 
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teleomorph และ anamorph จะเป็นลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือการจ าแนกชนิดของราชนิดนั้นๆ 
ตามข้อก าหนดของการก าหนดชื่อตามหลักสากล (Article 59 of the International Code for 
Nomenclature of algae, fungi and plants (ICN) (Hawksworth, 2011; Norvell, 2011)  

การจ าแนกชนิดของรา cercosporoid โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถจ าแนกได้จาก
ลักษณะของ conidia เช่น การจ าแนกชนิดของรา Cercospora โดยหนึ่งในลักษณะที่ใช้บ่งชี้คือความหนา 
(thickening) ของ conidial scars (Deighton, 1987) ซึ่งลักษณะความหนาของส่วนนี้มีความคล้ายคลึงกับ
ราหลายชนิดที่มีลักษณะที่มีความใกล้เคียงกับรา Cercospora  เช่น Camptomeris Cercosporella 
Cercosporidium Fusicladium Mycovellosiella Passalora Phaeoisariopsis Phaeoramularia 
Sirosporium Cercoseptoria Mycocentrospora Pseudocercospora และ  Stigmina (Deighton, 
1967, 1974, 1976, 1979) นอกจากลักษณะของ conidia แล้ว ยังคงมีลักษณะอ่ืนๆที่ใช้ในการจ าแนกรา 
Cercospora ออกจากรากลุ่มอ่ืนที่มีความใกล้เคียงกัน เช่น Braun (1995) จ าแนกรา Cercospora 
ออกจากเชื้อรา Passalora และ Phaeoisariopsis โดยอาศัยลักษณะของ stroma 

ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ค่อนข้างใกล้เคียงกันท าให้การจ าแนกชนิดค่อนข้าง  มีความ
สับสน ท าให้พบว่ามีมักมีการจัดกลุ่มของรา Cercospora ขึ้นมาใหม่ หลังจากการจ าแนกด้วยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาที่ซับซ้อนมากข้ึน เช่น Crous และ Braun (2003) จัดกลุ่มของรา cercosporoid ใหม่
หลังจากที่ศึกษาตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากราใน สกุล Cercospora และ Passalora กว่า 3,500 ตัวอย่าง 
โดยอาศัยลักษณะของ conidial scar hila และลักษณะความเข้มของ conidia และ conidiophore มี
ร า ห ล า ย ช นิ ด ที่ ถู ก จ า แ น ก ใ ห้ เ ป็ น  Pseudocercospora แ ม้ จ ะ มี ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง  scar 
ที่หนา ทั้งนี้เพราะลักษณะทางสัณฐานวิทยาอ่ืนๆ ค่อนข้างที่จะเข้า ลักษณะของรา Pseudocercospora 
มากกว่าที่จะเป็นรา Cercospora เช่น P. mississipiensis P. madhauliensis (Ruiz and Braun, 
1989) และยังพบอีกว่าลักษณะ scar ของ Pseudocercospora มีความคล้ายคลึง (synapomorphy) 
กับรา Parapithomyces clitoriae (Alcorn, 1992) นอกจากนี้ยังพบการวินิจฉัยรา Cercospora ใน
บางสปีชีส์ ถูกจัดเป็นกลุ่มสปีชีส์ เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่พบไม่เพียงพอต่อการจัดจ าแนก 
ท าให้ราในกลุ่มนี้จัดเป็น complex species เช่นกัน เช่น Cercospora apii ประกอบไปด้วยมากกว่า 
280 ไอโซเลท ที่จ าแนกเป็น C. apii โดยทุกไอโซเลทมีความแตกต่างของลักษณะทางสัณฐานวิทยา แต่
ลักษณะความแตกต่างดังกล่าวไม่เพียงพอในการจ าแนกราไอโซเลทนั้นๆ ออกจาก C. apii (Ellis, 1971; 
Crous and Braun, 2003; Nicoli et al., 2011) 

 ในประเทศไทยมีการศึกษาโรคพืชที่เกิดจากราในกลุ่ม cercosporoid แล้วในระดับหนึ่ง แต่ใน
การจ าแนกราชนิดนี้ส่วนใหญ่ยังคงใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น สนธิรัตน์ และคณะ (2523) 
รายงานพบรา Cercospora จ านวน 21 สปีชีส์ นอกจากนี้ ในดรรชนีโรคพืชของประเทศไทย รายงาน
พบเชื้อรา Cercospora จ านวน 47 สปีชีส์ และไม่สามารถวินิจฉัยในระดับสปีชีส์ได้อีก 13 ขนิด และอีก 
49 สปีชีส์  รายงานโดย Petcharat และ Kanjanamaneesathian (1989) Phengsintham et al. 
(2012) รายงานพบการเข้าท าลายของรา cercosporoid ในเขตภาคเหนือของประเทศไทย จ านวน 
14 ชนิด ได้แก่ Cercospora Passalora Pseodocercospora และ Zasmidium โดยเป็นการพบเป็น
ครั้งแรกจ านวน 2 ชนิดในประเทศไทยคือ Cercospora verniciferae และ Zasmidium cassiicola 

ปัจจุบันได้มีการน าข้อมูลของรหัสพันธุกรรมหรือ DNA มาใช้ประกอบการจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ 
โดยมีการถอดรหัสพันธุกรรมจากแต่ละต าแหน่งบน DNA ซึ่งจะมีความจ าเพาะต่อชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยแต่ละ
ต าแหน่งก็จะมีความแปรผันในระดับที่แตกต่างกัน โดยรหัสพันธุกรรมที่ถอดรหัสได้จากแต่ละต าแหน่งสามารถ
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ใช้เป็นข้อมูลเพ่ือการจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ (DNA barcoding) (Cräutlein et al., 
2011) โดยการน าไปเปรียบเทียบกับรหัสพัธุกรรมอ้างอิง (reference libraries) ที่ทราบชนิดแล้ว ต าแหน่งของ
รหัสพันธุกรรม (locus) ของราที่นิยมน ามาถอดรหัส โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือการจ าแนก ศึกษาวิวัฒนาการ และ
ประชากรของสิ่งมีชีวิตนั้นมีหลายต าแหน่ง หรือแม้กระทั่งมีการถอดรหัสทั้งจีโนมซึ่งจะบรรจุข้อมูลทาง
พันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ (Next Generation Sequencing) เช่น Internal Transcribed Spacer 
(ITS) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่นิยมใช้ (Seifert, 2009) ซึ่งต าแหน่งนี้มีสามารถบอกความแตกต่างได้ในระดับสปีชีส์ 
(White et al., 1990) เนื่องจากการถอดรหัสข้อมูลจากต าแหน่ง ITS บางครั้งไม่เพียงพอในการจัดจ าแนก จึงต้อง
อาศัยข้อมูลของดีเอ็นเอจากยีนต าแหน่งอ่ืนมากกว่าหนึ่งต าแหน่งร่วมในการวิเคราะห์ (Liu et al., 2012) เพ่ือ
จ าแนกความแตกต่างในระดับสปีชีส์ เช่น Small Subunit (SSU) Large Subunit (LSU) Intergenic Spacer 
(IGS) Mitochondria cytochrome oxidase subunit 3 (CO3) และอ่ืน  ๆ(Aime, 2006; Beenken et al., 2012; 
Bennett et al., 2011; Dixon et al., 2010; Minnis et al., 2012; Goodwin et al. 2001; Yun et al., 2011) 

ในประเทศไทย ถึงแม้พบว่ามีบางรายงานได้มีการน าข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุลมาประกอบ
การศึกษาของรากลุ่ม cercosporoid เช่น การศึกษาโดย To-Anun et al. (2011) Nakashia et al. 
(2007) และ Phensintham et al. (2013) แต่ข้อมูลที่มีก็ยังไม่มีความหลายหลาก อีกทั้งรากลุ่ม 
cercosporoid สามารถเข้าท าลายพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะสินค้าทางเกษตรเกษตร
ที่มีการส่งออก เช่น พืชผัก ไม้ดอก ดังนั้น ดังนั้นหากข้อมูลของบัญชีรายชื่อศัตรูพืชมีความครอบคลุม
และมีรายละเอียดข้อมูลในเชิงลึกมาสนับสนุน จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน าเข้าและส่งออกสินค้า  

เนื่องจากปัจจุบันความก้าวหน้าของเทคโนโลยีทางด้านชีวโมเลกุล เข้ามามีบทบาทในงานด้าน
อนุกรมวิธานมากขึ้น โดยมีการน าเทคนิคและข้อมูลทางชีวโมเลกุลมาช่วยเปรียบเทียบในบ่ง
การชี้หรือจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์  (genealogical concordance) ควบคู่กับการวินิจฉัยด้วย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และข้อมูลทางชีวโมเลกุลที่ได้นั้น สามารถใช้เป็นข้อมูลเฉพาะเพ่ือการ
วินิจฉัยราชนิดนั้นๆ (DNA barcoding) ท าให้ท าให้สามารถชี้ชัดในการจ าแนก ในกรณีที่การวินิจฉัย
เชื้อสาเหตุไม่สามารถชี้ขาดได้ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ดังนั้นการทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาและจ าแนกชนิดของรา cercosporoid สาเหตุ
โรคพืชในระดับสปีชีส์ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และข้อมูลด้านชีวโมเลกุล และ ได้ DNA 
barcode ของรา cercosporoid เพ่ือใช้เป็นหลักฐานอ้างอิงในการจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรู พืช 
เพ่ือประโยชน์ในการน าเข้าและส่งออกสินค้า  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ถุงพลาสติก ถุงกระดาษ กรรไกรตัดแต่งก่ิง ไม้ทับตัวอย่าง 

กระดาษหนังสือพิมพ์ ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง 
2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
  - Microcentrifuge 
  - Thermal cyclers  
  - Vortex 
  - Tissue Lyser  
  - Gel electrophoresis  
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  - เครื่องถ่ายภาพเจล  
  - microwave  
  - micropipette ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  
  - Dry heat block 
3. วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10 100 200 และ 1000 

ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 
4. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
5. สารเคมี ได้แก่  
   - Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™)  
   - High fidelity Phusion® DNA Polymerase (New England Biolabs)  
   - Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Glucanex®)  
    - Lithium Borate buffer (LB)  
   - PureDireX Genomic DNA Isolation Kit  
   - QIAquick Gel Extraction Kit  
   - SERVA HiSens Stain G 
   - Nuclease-Free Water 
   - ไพร์เมอร์ ได้แก่ the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et 

al., 1990) ITS1/ITS4 (White et al., 1990) และ the translation elongation factor 1-alpha 
(EF1-α) EF1-728F/EF1-986R (Carbone and Kohn, 1999) และ EF1-728F (Carbone and 
Kohn, 1999)/EF-2 (O’Donnell et al., 1998) 

   - อาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) และ rose bengal agar (RBA) 
 6. Sequence assemble programs ได้แก่ Geneious Prime 2020 (http://www. 

geneious.com; Kearse et al., 2012) 

วิธีการ 
1.  เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรากลุ่ม cercosporoid 
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรากลุ่ม cercosporoid จากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย ได้แก่ 

ภาคเหนือ จ.เชียงใหม่ จ.เชียงราย จ.พะเยา จ.ล าพูน จ.อุตรดิตถ์ ภาคกลาง จ.สุโขทัย จ.พิษณุโลก 
จ. สุพรรณบุรี จ.นครสวรรค์ จ.นครปฐม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จ.นครราชสีมา จ.ขอนแก่น 
จ.สุรินทร์ จ.ศรีษะเกษ จ.อุดรธานี ภาคตะวันตก จ.ตาก จ.กาญจนบุรี จ.เพชรบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์  
จ.ราชบุรี ภาคใต้ จ.ชุมพร จ.สุราษฎร์ธานี จ.ตรัง จ.กระบี่ โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค  
ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่
สมบูรณ์และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะขึ้นปกคลุม เนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียดของ
การเก็บตัวอย่าง วันที่ พิกัด สถานที่ ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน าแยกเชื้อให้
บริสุทธิ์ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรค
พืช กรมวิชาการเกษตร ทั้งนี้ตัวอย่างโรคที่ใช้ในการศึกษา จะรวมถึงตัวอย่างแห้งของโรคพืชที่เกิดจาก
รากลุ่ม cercosporoid ที่เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช   
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2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะอาการของโรค และเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรค และจ าแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ stereo microscope หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 
วัน เมื่อพบราสร้างเส้นใยหรือ conidia น ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้เข็มเข่ียส่วนของเชื้อ
ราวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืช (cross section) ให้บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะ
ต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ compound microscope ถ่ายรูปและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

3.แยกราโดยวิธี Tissue transplanting และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
- แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยม

ขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์
คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการ
ฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 
องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร  PDA 
Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

- แยกราโดยวิธี dilution plate technique โดยใช้ปลายมีดผ่าตัดเบอร์ 11 ที่ผ่านการฆ่า
เชื้อแล้ว ตักเอาส่วนขยายพันธุ์ (fruiting body) ของราที่เจริญอยู่กลางแผล ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
stereo microscope จากนั้นน ามาวางบนอาหาร PDA ที่หยดน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณ 1 มิลลิลิตร 
ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ เอียงจานเลี้ยงเชื้อโดยวนเป็นลักษณะวงกลมนานประมาณ 1-3 นาที จากนั้น 
เทของเหลวที่อยู่ในจานเลี้ยงเชื้อ ลงบน PDA จานใหม่ หากผิวหน้าอาหาร PDA เริ่มแห้ง ให้เติมน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณอีกประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ จากนั้นท าซ้ าแบบเดิมอีก 
จนได้จานเลี้ยงเชื้ออย่างน้อย 3 จาน บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 10 วัน หากพบราเจริญขึ้น
ก่อนเวลา 10 วัน ให้ท าการคัดทิ้ง เนื่องจากราในกลุ่ม cercosporoid เจริญช้า ซึ่งจะใช้ระยะเวลานาน
กว่า 10 วัน จึงจะพบ colony 

ศึกษาลักษณะของรา 
น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของราบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี (pigment) 
ศึกษา และบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใย conidia 
conidiophore และโครงสร้างอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ compound 
microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัดขนาดไว้ 

จ าแนกชนิดรา cercosporoid สาเหตุโรคพืช 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา cercosporoid ที่ศึกษากับคู่มือของ Deighton (1967, 

1974, 1976 และ 1979) Ellis (1971) Braun (1995) และ Crous and Braun (2003) 
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4. จ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรมสกัดดี
เอ็นเอ 

ตัก และย้ายเส้นใยของรา cercosporoid ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลง
ในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท า Polymerase Chain Reaction (PCR) ของ

ต าแหน่ง the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990) ITS1/ITS4 (White 
et al. , 1990)  และ  the translation elongation factor 1-alpha (EF1-α)  EF1-728F/EF1-986R 
(Carbone and Kohn, 1999) และ EF1-728F (Carbone and Kohn, 1999)/EF-2 (O’Donnell et al., 
1998) ด้วย Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของ
ปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส 

 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม gel 1%  
และผสม  SERVA HiSens Stain G ใน อัตราส่ วน 1:50,000 ผสม pcr product 5 ไมโครลิ ตร  
ด้วย loading dye 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% 
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์  
pcr product ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท า purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence 
และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทาง
พันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consensus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta 
ไฟล์) แต่ละต าแหน่งมาจัดเรียง (align) เป็นชุดข้อมูล (dataset) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh 
and Toh, 2008)  ต ร ว จสอบกา ร จั ด เ รี ย ง ข อ งชุ ด ข้ อ มู ล  ( alignment)  ด้ ว ย วิ ธี  MUSCLE  
ในโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) ใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 
2007) เพ่ือกรองส่วนที่เป็น ambiguous sequence  

ท า dataset ของแต่ละต าแหน่ง และ partitioned (combined) dataset ของต าแหน่ง TEF1  
และ ITS บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ .nexus โดยใช้โปรแกรม Mesquite 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดของรา cercosporoid โดยวิเคราะห์จากต าแหน่ง ITS และ TEF1 วิเคราะห์ 
combined dataset ของ  TEF1 และ ITS (1,239 bases/ taxa; TEF1 = 679, ITS = 560)  ด้ ว ย 
phylogenetic criteria คือ Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดย
โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA 
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ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a)  
เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 

- การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา  
เชื้อราที่แยกได้เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA 
Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่ อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates)  
จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก 
และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูล
ประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป 

เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
แปลงปลูกพืชในประเทศไทย 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
เก็บตัวอย่างของพืชที่แสดงอาการใบจุด (Figure 1) จากจังหวัด กระบี่ พังงา นครศรีธรรมราช 

สุราษฎร์ธานี ยโสธร ชัยภูมิ เชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง กรุงเทพ เพชรบูรณ์ ราชบุรี และเพชรบุรี 
จ านวน 69 ตัวอย่าง (Table 1) น าตัวอย่างมาท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สกัดและเพ่ิม
ปริมาณของ DNA ต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS)  และ translation elongation 
factor (EF1-α) ของรา cercosporoid จ านวน 6 ไอโซเลท ที่แยกได้จากตัวอย่างใบจุดมะละกอ  
ใบจุดถั่วลิสง ปื้นเหลืองกล้วยไม้ ใบจุดกระเจี๊ยบเขียว และใบจุดบานไม่รู้โรย ท าการวิเคราะห์ 
ตรวจสอบความถูกต้องของ consensus sequence และวิเคราะห์ชนิดพบว่าเชื้อราดังกล่าวคือ 
Corynespora cassiicola,  Passalora arachidicola,  Pseudocercospora dendrobii, Pseu. 
abelmoschi และ Cercospora zinnia ตามล าดับ โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

ใบจุดมะละกอ 
เชื้อราสาเหตุ  
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, Mycological Papers 34: 5 (1950) 

Synonymy: 
 = Helminthosporium cassiaecola Berk. & M.A. Curtis (1868) 

= Helminthosporium cassiicola Berk. & M.A. Curtis, Journal of the Linnean 
Society. Botany 10: 361 (1869)  

= Cercospora melonis Cooke, Gardeners' Chronicle: 271 (1896) 
= Corynespora mazei Güssow, Zeitschrift für Pflanzenkrankheiten und 
Pflanzenschutz 16: 13 (1906) 

= Helminthosporium warpuriae Wakef., Bulletin of Miscellaneous Informations 
of the Royal Botanical Gardens Kew 1918: 233 (1918) 
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= Helminthosporium papayae Syd., Annales Mycologici 21 (1-2): 105 (1923) 
= Cercospora vignicola E. Kawam., Kin-rui (Fungi) 1 (2): 20 (1931) 
= Helminthosporium vignae L.S. Olive, Phytoprotection 35: 830 (1945) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Pleosporomycetidae 
Order  Pleosporales 
Family  Corynesporascaceae 
Genus  Corynespora 
Species cassiicola 

พืชและส่วนที่พบ ใบมะละกอ (Carica papaya)  
ลักษณะอาการของโรค พบอาการบนใบโดยพบลักษณะแผลจุดน้ าตาลอ่อนตรงกลางสีขาว

และมีสีเหลืองล้อมรอบ ขนาดแผลมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2-3 มิลลิเมตร แผลมีทั้งลักษณะเป็น
วงกลมหรือแบบเหลี่ยม  (Figure 2) มักพบการแสดงอาการในใบล่างๆหรือใบแก่ หากมีอาการหรือการ
เข้าท าลายที่รุนแรงใบจะหลุดร่วง เชื้อราสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้โดยลมและฝน  

ลักษณะของเชื้อ  เชื้อราเจริญได้ดีบนอาหาร PDA เส้นใยสีเขียวเข้ม ก้านชูสปอร์เป็นกลุ่มสี
น้ าตาลอ่อน มีผนังกั้นไม่แตกก้าน ขนาดประมาณ 100-800 x 4-11 µm พบทั้งลักษณะตรงและโค้ง มี
ลักษณะโป่งพองตรงผนังกั้น สปอร์หรือโคนีเดียยาวต่อกันเป็นเส้น ลักษณะเป็นแท่งยาวหรือคล้าย
กระบอง มีสีจางแต่จะมีสีน้ าตาลเข้มข้นเมื่อสปอร์เริ่มแก่ ผนังเซลล์ตรงฐานหนา ผนังเรียบ สปอร์มีผนัง
กั้นพบได้ระหว่าง 4-20 ช่อง ขนาดประมาณ 40-500 x 9-22 µm 

พืชอาศัย ราชนิดนี้มีพืชอาศัยที่กว้างทั้ง พืชไร่ พืชสวน ไม้ดอกไม้ประดับ รวมถึงวัชพืช เช่น 
ยางพารา มันส าปะหลัง มะเขือ มะละกอ พริก ถั่วเหลือง แตงกวา อย่างไรก็ตาม Dixon et al. (2009) 
รายงานว่าเมื่อท าการเปรียบเทียบเชื้อรา C. cassiicola ที่แยกได้จากพืชอาศัยชนิดต่างๆ พบว่าเชื้อรา
ดังกล่าวมีความหลากหลายทางชีวภาพและเป็น complex species และพบว่าเชื้อรา C. cassiicola 
มีความจ าเพาะเจาะจงต่อพืชอาศัย เช่น C. cassiicola ที่แยกได้จากมะละกอ  

Consensus sequences 
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  

GTAGGGGCCTCGCCCCCTTCGAGATAGCACCCTTTGTTTATGAGCACCTCTCGTTTCCTCGGCAGGCTCGCCTG
CCAACGGGGACCCACCACAAACCCATTGTAGTACAAGAAGTACACGTCTGAACAAAACAAAACAAACTATTTAC
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTAGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCCGCGCGCCTGGACTCGCCTCA
AAAGCATTGGCGGCCGGTTCCCAGCAGGCCACGAGCGCAGCAGAGCAAGCGCTGAAGTGGCTGCGGGTCGGC
GCACCATGAGCCCCCCCACACCAGAATTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG 

Translation Elongation Factor 1 (EF1-α) 
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CACCAACAGCGACGGTTTGACGCATGTCACGGACAGCGAAACGACCGAGAGGAGGGTAGTCAGTGAAAGCCTC
AACGCACATGGGCTTGGAGGGAACCATCTTGACGATGGCGGCGTCACCGGACTTGATGAACTTGGGAGAGTTC
TCAACAGACTTTCCGGTACGGCGGTCAATCTTCTCGAGGAGCTCAGAGAACTTGCAAGCAATGTGGGCGGTGT
GGCAGTCGAGGACTGGGGCGTAACCAGCACCGACCTGACCAGGGTGGTTGAGGACGATGACCTGGGCGTTGAA
GGACTCGGCACCCTTGGGGGGGTCGTTCTTGGAGTCACCGGCAACGTTACCACGACGGATCTCCTTGACGGAG
ACGTTCTTGACGTTGAAGCCGACGTTGTCACCGGGGACACCCTCGGTGAGCTGCTCGTGGTGCATCTCGACGG
ACTTGACTTCAGTGGTGACACAGCGGGGGCGAAAGTGACGACCATACCGGCCTTGATGATACCGGTCTCGACA
CGACCGACGGGCACCGTGCCAATACCACCAATCTTGTAAACATCCTGGAAGGGGAAAACGGAAGGGCTTGTCC
GTGGGACGGCTGGGAGGGTCGATGGCGTCGATGGCCTCGAGGAGGGTCTTACCAGTGGCCTTGGCCTTGGTCT
CCTTCTCCCAACCCTTGTACCAGGGGCAGTTGGATGAGGCCTCAATCATGTTGTCACCGTTGAAACCGGAGATG
GGGACGAAGGGAACGTGCTTGGGGTTGTAGCCGACCTTCTTGATGAAGTTGGAGGTCTCCTTGATGATCTCCT
GGTAACGCTCCTCGGACCACTTGGTGGTGTCCATTTTGTTGATGGCAACGATGAGCTGCTTGACACCGAGGGT
GTAAGCGAGGAGAGCGTGCTCACGAGTCTGGCCATCCTTGGAGATACCAGCCTCGAACTCACCAGTACCGGCG
GCAATGATGAGAATAGCGCAGTCGGCCTGGGAGGTACCAGTGATCATGTTCTTGATAAAATCACCATGACCAG 

ใบจุดถั่วลิสง 
เชื้อราสาเหตุ 

Passalora arachidicola (Hori) U. Braun, New Zealand Journal of Botany 37 (2): 303 
(1999) 

Synonymy: 
=Cercospora arachidicola Hori, Rep. (Annual) Nishigahara Agric. Exp. Sta. 
Tokyo: 26 (1917)  
=Cercospora arachidis var. macrospora Maffei, Riv. Patol. Veg.: 7 (1922) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Dothideomycetidae 
Order  Capnodiales 
Family  Mycosphaerellaceae 
Genus  Passalora 
Species arachidicola 

พืชและส่วนที่พบ ใบถั่วลิสง  

ลักษณะอาการของโรค พบอาการบนใบโดยพบลักษณะแผลจุดกลมสีน้ าตาลเข้มและมีสี
เหลืองล้อมรอบ ขนาดแผลมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1-10 มิลลิเมตร (Figure 3) การเข้าท าลายของ
เชื้อราชนิดนี้มักพบในระยะแรกของการปลูกหรือต้นอ่อน จึงเรียกโรคใบจุดที่พบในระยะนี้ว่า early 
leaf spot หากในระยะต้นแก่อาจพบการเข้าท าลายของเชื้อรา Cercosporidium personatum 
(late leaf spot)  
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ลักษณะของเชื้อ  ก้านชูสปอร์เป็นกลุ่มสีน้ าตาลอ่อน มีผนังกั้น 0-2 septate ไม่แตกก้าน 
มักจะพบลักษณะคล้ายข้อต่อ (Figure 3) ขนาดประมาณ 3-5 x 15-45 µm สปอร์หรือโคนีเดียสี
น้ าตาลอ่อนหรือสีจาง ลักษณะคล้ายกระบอง เป็นเส้นยาว บางครั้งพบลักษณะโค้ง สปอร์มีผนังกั้นพบ
ได้ระหว่าง 3-12 septate ขนาดประมาณ 3-5 x 35-110 µm ฐานของสปอร์ลักษณะกว้างกว่าส่วน
ปลาย ยอดมีลักษณะมนเล็กน้อย 

พืชอาศัย ถั่วลิสง (Arachis hypogaea L.)  

Consensus sequence 
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCGCGAGCCCGACCTCCAACCCTTTGTGCACCAACT
CTGTTGCTTCGGGGGCGACCCCGCCGTCTGGGCGACGGCGCCCCCGGAGGTCGTCAAAACACTGCATCTCTGC
GTCGGAGTCGTCAAGTAAATTGAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCG
TGGTATTCCGCGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTAGCTTGGTATTGGGCGTGCGGTT
CCGCGCGCCTTAAAGTCTCCGGCTGAGCAGTCCGTCTCTAAGCGTTGTGGCACATATTTCGCTGCAGAGTCCG
GGCGGCTTTCGGCCGTTAAATCTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG 

ใบปื้นเหลือง 

เชื้อราสาเหตุ  
Pseudocercospora dendrobii (H.C. Burnett) U. Braun & Crous, Mycosphaerella and 
its anamorphs: 1. Names published in Cercospora and Passalora: 156 (2003) 

Synonymy: 
 ≡Cercospora dendrobii H.C. Burnett, Proc. Florida State Hort. Soc.: 465-466  
            (1965)  

=Pseudocercospora dendrobii Goh & W.H. Hsieh, Cercospora and similar fungi  
  from Taiwan: 255 (1990) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Dothideomycetidae 
Order  Capnodiales 
Family  Mycosphaerellaceae 
Genus  Pseudocercospora 
Species dendrobii 
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พืชและส่วนที่พบ ใบกล้วยไม้  

ลักษณะอาการของโรค พบอาการบนใบโดยพบลักษณะเป็นปื้น ไม่มีขอบแผลชัดเจน อาการ
เริ่มแรกพบลักษณะสีเหลืองซีดบนผิวใบหรือหน้าใบ ขนาดแผลประมาณ 3-10 mm เมื่อแผลขยายหรือ
เริ่มแก่จะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลหรือเทาด า (Figure 4) หากมีอาการหรือการเข้าท าลายที่รุนแรงใบจะ
หลุดร่วง เชื้อราสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้โดยลมและฝน  

ลักษณะของเชื้อ  พบการสร้าง fruiting body สีเขียวมะกอกบนกระจายผิวใบ อาจพบการ
เกาะกลุ่มเป็นจุดเล็ก ๆ สีเข้ม ไม่พบการสร้าง secondary mycelium stromata มีขนาดเล็กขนาด
ความกว้างประมาณ 90 µm ลักษณะกลม สีเขียวมะกอกปนน้ าตาล conidiophores พบเป็นช่อหลวม 
(loosely fasciculate) หรืออัดกันแน่น (densely fasciculate) โผล่ออกมาจาก stromata และแตก
กิ่งก้านอย่างชัดเจน conidiophores มีสีเขียวกมะกอก หรือ สีเขียวมะกอกปนน้ าตาล  สีอ่อนตรง
ปลาย ลักษณะตรงหรือโค้งเล็กน้อย มีผนังกั้นที่ชัดเจน 1-5 septate ขนาด 40-80 x 3-4.5 µm 
conidial scars ลักษณะบาง conidia มีลักษณะ acicular หรือ aciculo-obclavate สีเขียวมะกอก
อ่อน หรือเข้มเล็กน้อย ลักษณะตรงหรือโค้งเล็กน้อย conidia มี 5-9 septate ลักษณะกลมมนตรง
ปลาย และส่วนฐานค่อนข้างป้าน ขนาด 40 -80 x 3-3.5 µm hilum ไม่หนาและไม่ติดกัน
(inconspicuous)  

พืชอาศัย กล้วยไม้ (Orchid sp.)  

Consensus sequences 

Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
AACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCTCACGCCCGACCTCCAACCCTTTGTGAACACATCTTGTTGCT
TCGGGGGCGACCCTGCCGGCACTACTTAGCCGGGCGCCCCCGAAGGTCTCCAAACACTGCATCTTTGCGTCGG
AGTTTCAACAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTC
CGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCGTCGCGGCTCCGCGC
GCCTTAAAGTCTCCGGCTGAGCCATTCGTCTCTAAGCGTTGTGGATTTTCTAATTCGCTTCGGAGTGCGGGTGG
CCGCGGCCGTTAAATCTTTACTTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG 

Translation Elongation Factor 1 (EF1-α) 
CGAGAAGGTAAGCTACCACCATCACCACATCGCCGCCGTCACACGACTGCAACACCACTTTTTTCGCTCTTATC
ATCGTTGCGCTGGCGACGAGGGGCAAATTTGGTGGGGTGCGAGAATTTTGGCGCTTCGGCTCCACAGCCAATG
ACCTCACCCCATATCCACTTCACATTCCTCCGCTCATTTCAGCGACGACGGCGACGGCGATGTGCTTCACACTT
GAACAGCTCGCTAACGACATGCCTCACAGGAAGCTGCCGAACTTGGTAAGGGTTCCTTCAAGTA 

ใบจุดกระเจี๊ยบเขียว 

เชื้อราสาเหตุ  
Pseudocercospora abelmoschi (Ellis & Everh.) Deighton, Mycological Papers 140: 
138 (1976) 
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Synonymy: 
≡Cercospora abelmoschi Ellis & Everh., J. Inst. Jamaica: 347 (1893)  
=Cercospora hibisci Tracy & Earle, Bulletin of the Torrey Botanical Club 22: 
179 (1895)  
=Cercospora hibisci-manihotis Henn., Hedwigia 43: 146 (1904) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Dothideomycetidae 
Order  Capnodiales 
Family  Mycosphaerellaceae 
Genus  Pseudocercospora 
Species abelmoschi 

พืชและส่วนที่พบ ใบกระเจี๊ยบเขียว  

ลักษณะอาการของโรค พบอาการที่ชัดเจนบริเวณใต้ใบโดยพบลักษณะของเชื้ออยู่เป็นกลุ่ม
ปื้นสีน้ าตาลเข้มถึงเทาด า บนผิวใบหรือหน้าใบจะพบลักษณะสีซีดไม่ชัดเจน หากมีอาการหรือการเข้า
ท าลายที่รุนแรงใบจะหลุดร่วง เชื้อราสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้โดยลมและฝน (Figure 5) 

ลักษณะของเชื้อ  พบการสร้าง fruiting body สีน้ าตาลเข้มหรือเทาด าใต้ผิวใบ stromata มี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 20-30 µm conidiophores อัดกันแน่น (densely fasciculate) 
โผล่ออกมาจาก stromata และแตกก่ิงก้านอย่างชัดเจน conidiophores มีสีน้ าตาลอ่อน ลักษณะตรง
หรือโค้งเล็กน้อย มีผนังกั้นที่ชัดเจน 1-5 septate ขนาด 60-150 x 3.5-4.5 µm conidial scars 
ลักษณะหนา conidia มีลักษณะ solitary หรือ acropleurogenous สีน้ าตาลอ่อน ลักษณะตรงหรือ
โค้งเล็กน้อย conidia มี 3-6 septate ขนาด 33-58 x 4.5-8.5 µm (Figure 5) 

พืชอาศัย กระเจี๊ยบเขียว (Abelmoschus sp.) 

Consensus sequences 

Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
ACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCTCACGCCCGACCTCCAACCCTTTGTGAACCAAACTTGTTGCTT
CGGGGGCGACCCTGCCGACGACTTCGTCGCCGGGCGCCCCCGGAGGTCTTCTAAACACTGCATCTTTGCGTCG
GAGTTTAAACAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATT
CCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCGTCGCGGTGTTTCC
GCGCGCCTTAAAGTCTTCCGGCTGAGCTGTCCGTCTCTAAGCGTTGTGGATTTTTCAATTCGCTTCGGAGTGCG
GATGGCCGCGGCCGTTAAATCTTTATTCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT 
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Translation Elongation Factor 1 (EF1-α) 
AAGGTAAGCCATCGCCATCACTTTTTCGCGGCCGCCGCTCGACTACAACACCATTTTTTCGCTCTTATCATCGT
TGCGCTGGCGACGAGGGGCAAATTTTGGTGGGGTGCGAGAATTTCGACTCGGCTCCACAGCCAATGACTTCAT
CTCAAGCCCAGTGCCCATCCCTCTTCCATCACTTCTGGCATCGACAGCGATGTTCATTCGTGAACAACGGCATC
GACGATCGCCTCTTCTCTCTATCTGAACAGCTCACTAACGATGTCCCTCACAGGAAGCCGCCGAACTTGGCAAG
GGTTCCT 

ใบจุดบานชื่น 

เชื้อราสาเหตุ  
Cercospora zinniae Ellis & G. Martin, Journal of Mycology 1 (1): 20 (1885) 

Synonymy: 
=Cercospora atrocincta Heald & F.A. Wolf (1911)  
=Cercospora atricincta Heald & F.A. Wolf, Mycologia 3 (1): 14 (1911)  
=Cercosporina zinniae Takah. & Yosh., Pl. Protect. Tokyo: 17 (1953) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Dothideomycetidae 
Order  Capnodiales 
Family  Mycosphaerellaceae 
Genus  Cercospora 
Species zinniae 

พืชและส่วนที่พบ ใบและกลีบดอกบานชื่น 

ลักษณะอาการของโรค พบอาการที่ชัดเจนทั้งบนผิวใบ หากอาการรุนแรงจะพบอาการบน
กลีบดอก เริ่มแรกแผลมีขนาดเล็กประมาณ 0.5 mm. และเมื่อแผลขยายอาจมีขนาดใหญ่ถึง 8 mm. 
แผลมีลักษณะกลมจนถึงรูปร่างไม่แน่นอน ตรงกลางแผลมีสีขาวจนถึงเทา ขอบแผลสีน้ าตาล น้ าตาล
แดง หรือน้ าตาลเข้ม เชื้อราสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้โดยลมและฝน (Figure 6) 

ลักษณะของเชื้อ  พบการสร้าง fruiting body ทั้งผิวใบและใต้ใบ แต่พบมากกว่าบนผิวใบ พบ 
stromata น้อย สีน้ าตาลเข้ม conidiophores อัดกันแน่นเป็นกลุ่ม (densely fasciculate) กลุ่มละ
ประมาณ 2-20 และแตกกิ่งก้านอย่างชัดเจน conidiophores มีสีน้ าตาลอ่อนจนถึงเขียวมะกอกปน
น้ าตาลอ่อน ลักษณะตรงหรือโค้งเล็กน้อย ลักษณะเรียวเล็ก มักพบ 2-3 spore scars ตรงบริเวณส่วน
ยอดหรือปลายของ conidiophore ขนาด 4-6 x 10-120 µm µm conidial ใสไม่มีสี จ านวน septate 
ไม่แน่นอน conidia มีลักษณะ acicular หรือ obclavate ปลายมนเล็กน้อย ขนาด 2-4 x 20-140 µm 

พืชอาศัย บานชื่น (Zinnia sp.)  
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ใบจุดถั่วฝักยาว 

เชื้อราสาเหตุ  
Pseudocercospora cruenta (Sacc.) Deighton, Mycological Papers 140: 142 (1976)  

Synonymy: 
≡Cercospora cruenta Sacc., Michelia 2 (6): 149 (1880)  
=Cercospora phaseolorum Cooke, Grevillea 12 (61): 30 (1883)  
=Cercospora vignae Ellis & Everh., Journal of Mycology 3 (2): 19 (1887)  
=Cercospora viguae Ellis & Everh., Journal of Mycology 3 (2): 19 (1887)  
=Cercospora dolichi Ellis & Everh., Journal of Mycology 5 (2): 71 (1889)  
=Cercospora vignae Racib., Zeitschrift für Pflanzenkrankheiten und 
Pflanzenschutz 8: 66 (1898)  
=Cercospora raciborskii Matsumoto & Nagaoka, J. Plant Protect.: 714 (1931)  
=Cercospora vignae-sinensis F.L. Tai & C.T. Wei, Sinensia 4: 126 (1933)  
=Cercospora neovignae W. Yamam., Trans. Sapporo Nat. Hist. Soc.: 142 (1934)  
=Cercospora vignae-sinensis Sawada, Report of the Department of Agriculture 
Government Research Institute of Formosa 85: 125 (1943)  

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Dothideomycetes  
Subclass Dothideomycetidae 
Order  Capnodiales 
Family  Mycosphaerellaceae 
Genus  Pseudocercospora 
Species cruenta 

พืชและส่วนที่พบ ใบถั่วฝักยาว  

ลักษณะอาการของโรค พบอาการที่ชัดเจนบริเวณใต้ใบโดยพบลักษณะของเชื้ออยู่เป็นกลุ่ม
ปื้นสีน้ าตาลเข้มถึงเทาด า บนผิวใบหรือหน้าใบจะพบลักษณะสีซีดไม่ชัดเจน หากมีอาการหรือการเข้า
ท าลายที่รุนแรงใบจะหลุดร่วง เชื้อราสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้โดยลมและฝน  

ลักษณะของเชื้อ  พบการสร้าง fruiting body สีน้ าตาลเข้มหรือเทาด าใต้ผิวใบ stromata มี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 20-30 µm conidiophores อัดกันแน่น (densely fasciculate) 
โผล่ออกมาจาก stromata และแตกก่ิงก้านอย่างชัดเจน conidiophores มีสีน้ าตาลอ่อน ลักษณะตรง
หรือโค้งเล็กน้อย มีผนังกั้นที่ชัดเจน 0-3 septate ลักษณะยอดแบบ conic ขนาด 10-75 x 3-5 µm 
conidia มีลักษณะ cylindric หรือ cylindro-obclavate หรือลักษณะตรงหรือโค้งเล็กน้อย มีสีน้ าตาล
อ่อนจนถึงใส conidia มี 3-14 septate ขนาด 25-120 x 2-5 µm  



1987 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

พืชอาศัย ถั่วฝักยาว (Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. unguiculate) 

Consensus sequences 

Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
AACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCTCACGCCCGACCTCCAACCCTTTGTGAACCAAACTTGTTGCT
TCGGGGGCGACCCTGCCGACGACTTCGTCGCCGGGCGCCCCCGGAGGTCTTCTAAACACTGCATCTTTGCGTC
GGAGTTTAAACAAATTAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTAT
TCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCGTCGCGGTGTTCC
GCGCGCCTTAAAGTCTTCCGGCTGAGCTGTCCGTCTCTAAGCGTTGTGGATTTTTCAATTCGCTTCGGAGTGCG 

Translation Elongation Factor 1 (EF1-α) 
TCGAGAAGGTAAGCCATCGCCATCACCTTTTCACGACCGCCGCTCGACTACAATACCATTTTTTTCGCTCTTAT
CATCGTTGCGCTGGCGACGAGGGGCAAAATTTGGTGGGGTGCGAGAATTTCTACTCGGCTCCACAGCCAATGA
CTTCATCTCAAGCCCACTACCCATTCCGTCTCCGTCACCTCTGGCATCGACAGCGATGTTATCTGTGAACAATG
GCATCGACGAGCGCTTGTTGTCACTATCTGAACAGTCCACTAACGACATGCCTCACAGGAAGCCGCCGAACTC
GGTAAGGGTTCCTTCAAGTA 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
เก็บตัวอย่างของพืชที่แสดงอาการใบจุดที่เกิดจากรา cercosporoid จ านวน 69 ตัวอย่าง 

ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือนกันยายน 2562  จากจังหวัด กระบี่ พังงา นครศรีธรรมราช สุราษฎร์
ธานี ยโสธร ชัยภูมิ เชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง กรุงเทพ เพชรบูรณ์ ราชบุรี และเพชรบุรี สกัดและเพ่ิม
ปริมาณของ DNA ต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS)  และ translation elongation factor 
1-alpha (EF1-α) ของรา cercosporoid จ านวน 6 ไอโซเลท ที่แยกได้จากตัวอย่างใบจุดมะละกอ ใบจุด
ถั่วลิสง ปื้นเหลืองกล้วยไม้ ใบจุดกระเจี๊ยบเขียว ใบจุดถั่วฝักยาว และใบจุดบานไม่รู้โรย ท าการ
วิเคราะห์ ตรวจสอบความถูกต้องของ consensus sequence วิเคราะห์ชนิดเบื้องต้นพบว่าเชื้อราดัง
ก ล่ า ว คื อ  คื อ  Corynespora cassiicola,  Passalora arachidicola,  Pseudocercospora 
dendrobii, Pseu. abelmoschi Pseu. cruenta และ Cercospora zinnia ตามล าดับ ข้อมูลที่ได้
สามารถใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบ
ในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือและความช่วยเหลือในการเก็บ
ตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูล รวมถึงก าลังใจที่มีให้กันเสมอมา 
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Table 1 Leaf spot specimens caused by cercosporoid fungi collected from this study 
(2016-2019) 

Host Locations 
Lilium Mueang district, Khon Kaen province 
Nelumbo nucifera Nongharn sub-district, Mueang district, Chiangmai province 
Amaryllis Um Mao sub-district, Thawat Buri district, Roi Et province 
Vigna sinensis Ban Sai Nung, Tha Koi sub-district, Tha Yang district, Phetchaburi 

province 
Zinnia sp. Thung Song district, Nakhon Si Thammarat province 
Manihot esculenta Fhahoun sub-district, Ko Wang district, Yasothon province 
Allium ascalonicum Fhahoun sub-district, Ko Wang district, Yasothon province 
Streblus aspera Fhahoun sub-district, Ko Wang district, Yasothon province 
Weed Lum Lam Chee sub-district, Ban Khwao district, Chaiyaphum 

province 
Weed Ban Thung, Kao Kham sub-district, Mueang district, Krabi 

province 
Pennisetum polystachyon Krabi Noi sub-district, Mueang district, Krabi province 
Streblus aspera Huay Yod district, Krabi province 
Arachis hypogaea Huay Sai Nuea sub-district, Cha-am district, Phetchaburi  
Gomphrena globosa Thung Song district, Nakhon Si Thammarat province 
Lycopersicon esculentum Ban Bang Por, Klong Noi district, Nakhon Si Thammarat province  
Carica papaya Ban Bang Por, Klong Noi district, Nakhon Si Thammarat  
Moringa oleifera Ban Bang Por, Klong Noi district, Nakhon Si Thammarat  
Aeschynanthus hildebrandii Ban Bang Por, Klong Noi district, Nakhon Si Thammarat province  
Euphorbia heterophylla Ban Bang Nien, Klong Noi district, Nakhon Si Thammarat 

province  
Rhynchostylis coelestis Klong Noi sub-district, Pak Panang district, Nakhon Si Thammarat 

province 
Abelmoschus sp. Mueang district, Surat Thani province 
Persea americana Tha Chana district, Surat Thani province 
Coccinia grandis Tha Chana district, Surat Thani province 
Helianthus anuus KG farm, Nhong Kwai sub-district, Hang Dong district, Chiangmai 

province 
Dendrobium sp. Nabirom sub-district, Bang lan district, Nakhon Pathom province 
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Figure 1 Leaf spot specimens caused by cercosporoid fungi collected from this study 
(2016-2019) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Leaf spot symptom on Carica papaya 
(a-b), conidiophores of C. cassiicola (c) 



1993 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure 3 Leaf spot symptom on Arachis hypogaea 
          (a) conidiophores (b) and conidia  
          (c) of P. arachidicola 

 

 

 

 

 

    

 
 

Figure 4 Leaf spot symptom on Orchid sp. and conidia of Pseudocercospora 
 dendrobii 
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Figure 5 Leaf spot symptom on Abelmoschus sp. and characters of conidiophore and 
conidia  

 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 6 Leaf spot symptoms on leaves and petals of Zinnia sp. 
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การส ารวจโรคและจัดท ารหัสดีเอ็นเอบาร์โค้ดของราสนิมสาเหตุโรคพืช  
Disease Survey and DNA Barcoding of Plant Pathogenic Rust Fungi 

 
ชนินทร ดวงสอาด1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/   สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  

อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ มะโนรัตน์  สุดสงวน1/  สุทธิณี ลิขิตตระกูลรุ่ง3/   
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ ผู้เชี่ยวชาญ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
3/ กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 1 

 

Abstract 
Plant disease samples caused by rust fungi had been collected during October 

2016 – September 2019. Plant disease samples were collected from plantation located 
in Lampang, Uttaradit, Chiangrai, Chiangmai, Phichit Phayao, Phrae, Phetchabun, 
Phitsanulok, Phetchaburi, Krabi, Phangnga, Nakhon Si Thammarat, Surat Thani, Nakhon 
Ratchasima, Lop Buri, Yasothon, and Chaiyaphum provinces.  Sixty- two specimens had 
been observed and identified using morphological and molecular data of the Large 
Subunit (LSU), the Small Subunit (SSU) and Internal Transcribed Spacer (ITS) gene regions. 
It was found that the causal agent could be identified as Olivea tectonae, Puccinia 
horiana, Hemileia vastatrix, Uromyces appendiculatus, Phakopsora pachyrhizi and 
Puccinia sorghi, which isolated from Tectona grandis, Chrysanthemum sp. , Coffea 
robusta, Phaseolus vulgaris, Glycine max and Zea mays, respectively. 

Keywords: rust fungi, DNA barcoding 
 

บทคัดย่อ 
เพ่ือจัดท ำดีเอ็นเอบำร์โค้ดของรำสนิมสำเหตุโรคพืช เก็บตัวอย่ำงพืชที่แสดงอำกำรโรครำสนิม 

ระหว่ำงเดือนตุลำคม 2559 – เดือนกันยำยน 2562 จำกจังหวัด ล ำปำง อุตรดิตถ์ เชียงรำย เชียงใหม่ 
พิจิตร พะเยำ แพร่ เพชรบูรณ์ พิษณุโลก เพชรบุรี กระบี่ พังงำ นครศรีธรรมรำช สุรำษฎร์ธำนี 
นครรำชสีมำ ลพบุรี ยโสธร และชัยภูมิ จ ำนวน 62 ตัวอย่ำง ศึกษำและจ ำแนกด้วยลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำและข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต ำแหน่ง Large Subunit (LSU) Small Subunit (SSU) และ
ต ำแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) ของรำสนิม จ ำนวน 6 ไอโซเลท จำกตัวอย่ำงใบที่พบ
สปอร์ของรำสนิม ได้แก่ สัก เบญจมำศ ถั่วฝักยำว กำแฟ ถั่วเหลือง และข้ำวโพดหวำน พบว่ำเชื้อรำดัง
กล่ำวคือ Olivea tectonae Puccinia horiana Hemileia vastatrix Uromyces appendiculatus 
Phakopsora pachyrhizi และ Puccinia sorghi ตำมล ำดับ  

ค าหลัก :  รำสนิม ดีเอ็นเอบำร์โค้ด 
 

รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-03-00-04-60 
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ค าน า 

รำสนิม (Rust fungi) ใน order Pucciniales, sub-phylum Pucciniomycotina, phylum 
Basidiomycota (Aime, 2006; Cummins and Hiratsuka, 2003) รำสนิม จัดเป็นรำสำเหตุโรคพืช
กลุ่มใหญ่ (Kirk et al., 2008; Kolmer et al., 2009) ที่ประกอบด้วย มำกกว่ำ 7,000 สปีชีส์จำก 
160 วงศ์ ภำยใต้  14 สกุล (Aime, 2006; Cummins and Hiratsuka, 2003; Cline et al. , 2013; 
Kolmer et al. , 2009; Ono and Aime, 2006; Swann et al. , 2001; Webster and Weber, 2007) 
และคำดกำรณ์ว่ำยังมีอีกหลำยชนิดที่ยังไม่ถูกค้นพบ โดยเฉพำะในพ้ืนที่เขตร้อนชื้น (Shivas and Hyde, 
1997) รำสนิมสำมำรถเข้ำท ำลำยและสร้ำงควำมเสียหำยให้แก่พืชได้อย่ำงหลำกหลำย เช่น อ้อย กำแฟ 
ข้ำวโพด ถั่วเขียว ถั่วเหลือง ไม้ดอกไม้ประดับ พืชตระกูลขิง และอ่ืนๆ รำสนิม มีลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำที่หลำกหลำย โดยลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำจะขึ้นกับระยะของกำรเจริญเติบโตของวงจรชีวิตที่มี
มำกถึง 5 ระยะ และในแต่ระยะมีกำรสร้ำงสปอร์ที่มีลักษณะทำงสัญฐำนวิทยำที่แตกต่ำงกัน (Cummins 
and Hiratsuka, 2003; Eckardt, 2006; Petersen, 1974) อีกทั้งรำสนิมบำงชนิดสำมำรถเจริญและ
แพร่ขยำยพันธุ์ได้บนพืชอำศัยเพียงชนิดเดียว แต่บำงชนิดต้องอำศัยบนพืชต่ำงชนิดกันอย่ำงน้อยสอง
ชนิดเพ่ือให้ครบวงจรชีวิต (Cunningham, 1931) เพ่ือกำรเจริญเติบโตและสร้ำงส่วนขยำยพันธุ์ในระยะ
ที่จ ำเพำะเจำะจง เนื่องจำกรำสนิมมีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อพืชอำศัย และมีระยะกำรเจริญเติบโตใน
วงจรชีวิตที่ซับซ้อน ดังนั้น ในกำรจ ำแนกชนิดของรำสนิมแต่เดิมจึงอำศัยข้อมูลของพืชอำศัย ลักษณะ
ทำงสัณฐำนวิทยำ และลักษณะวงจรชีวิตของรำสนิม มำใช้ในกำรจัดจ ำแนกชนิด  

ในประเทศไทย รำสนิมสำมำรถเข้ำท ำลำยและท ำให้เกิดโรคกับพืชหลำยชนิด โดยเฉพำะพืช
ส ำคัญทำงเศรษฐกิจ เช่นโรครำสนิมของข้ำวโพด ที่เกิดจำก Puccinia polysora และ Puccinia 
sorghi (ชุติมันต์ และคณะ, 2547) โรครำสนิมของกำแฟ ที่เกิดจำก Hemileia vastatrix โรครำสนิม
ของอ้อย ที่เกิดจำก Puccinia melanocephala (เฉลิมพล และคณะ, 2547; ธนำคร และคณะ, 
2526) โรครำสนิมของข้ำวสำลี ที่เกิดจำก Puccinia recondite f. sp. tritici  โรครำสนิมของถั่ว
เหลือง ที่เกิดจำก Phakopsora pachyrhizi  โรครำสนิมของถั่วลิสง ที่เกิดจำก Puccinia arachidis 
โรครำสนิมของถั่วฝักยำวที่เกิดจำก Uromyces phaseoli varvignae (วิจัย, 2551) ระหว่ำงปี 1980-
1994 มีกำรส ำรวจโรครำสนิมในประเทศไทย พบว่ำมีจ ำนวนประมำณ 64 สปีชีส์ จำก 17 วงศ์ โดยพบ
บนพืชจ ำนวน  66  สปี ชี ส์  (Giatgong, 1980 ; Gjaerum, 1995 ; Kakishima et al. , 1988 ; 
Lohsomboon et al., 1986, 1988, 1992, 1994; Lorsuwan et al., 1984; Ono et al., 1988a,b)  
ซึ่งกำรจ ำแนกชนิดใช้ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ ผลกำรส ำรวจล่ำสุดโดย Engkhaninum et al. 
(2005) รำยงำนพบรำสนิมจ ำนวน 10 สปีชีย์ จำก 7 วงศ์ ได้แก่ Crossospora fici Crossospora 
zizyphi Maravalia achroa Pileolaria shiraiana Puccinia cara Ravenelia japonica 
Sphaerophragmium clemensiae Uredo musae Uredo operculinae Uromyces 
commelinae โดยเป็นรำยงำนกำรพบครั้งแรกบนพืชจ ำนวน 6 ชนิด 

เนื่องจำกปัจจุบันควำมก้ำวหน้ำของเทคโนโลยีทำงด้ำนชีวโมเลกุล เข้ำมำมีบทบำทในงำนด้ำน
อนุกรมวิธำนมำกขึ้น โดยมีกำรน ำเทคนิคและข้อมูลทำงชีวโมเลกุลมำช่วยเปรียบเทียบในบ่งกำรชี้หรือ
จ ำแนกชนิดของจุลินทรีย์ (genealogical concordance) ควบคู่กับกำรวินิจฉัยด้วยลักษณะทำง
สัณฐำนวิทยำ และข้อมูลทำงชีวโมเลกุลที่ได้นั้น สำมำรถใช้เป็นข้อมูลเฉพำะเพ่ือกำรวินิจฉัยรำชนิด
นั้นๆ (DNA barcoding) (Cräutlein et al., 2011) โดยกำรน ำไปเปรียบเทียบกับรหัสพันธุกรรม
อ้ำงอิง (reference libraries) ที่ทรำบชนิดแล้ว ต ำแหน่งของรหัสพันธุกรรม (locus) ของเชื้อรำที่นิยม
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น ำมำถอดรหัส โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือกำรจ ำแนก ศึกษำวิวัฒนำกำร และประชำกรของสิ่งมีชีวิตนั้นมี
หลำยต ำแหน่ง เช่น Internal Transcribed Spacer (ITS) ซึ่งเป็นต ำแหน่งที่นิยมใช้ (Seifert, 2009) 
ซึ่งต ำแหน่งนี้มีสำมำรถบอกควำมแตกต่ำงได้ในระดับสปีชีส์ (White et al., 1990) ท ำให้มีกำรค้นพบ
รำสำเหตุโรคพืชใหม่หลำยชนิด รวมถึงรำสนิม อย่ำงไรก็ตำม กำรถอดรหัสข้อมูลจำกต ำแหน่ง  
ITS ในรำสนิมค่อนข้ำงยำก (Liu et al., 2012) ดังนั้นจึงมีกำรใช้ข้อมูลของพันธุกรรมในต ำแหน่งอ่ืน
ประกอบเพ่ือจ ำแนกและแนกควำมแตกต่ำงในระดับสปีชีส์  เช่น  the Small Subunit (SSU)  
the Large Subunit (LSU)  the Intergenic Spacer ( IGS)  Mitochondria cytochrome oxidase 
subunit 3 (CO3) และอ่ืนๆ (Aime, 2006; Beenken et al., 2012; Bennett et al., 2011; Dixon 
et al., 2010; Minnis et al., 2012; Yun et al., 2011) 

กำรรำยงำนและกำรศึกษำรำสนิมในประเทศไทยเป็นกำรรำยงำน และจัดจ ำแนกด้วยลักษณะ
ทำงสัณฐำนวิทยำ ข้อมูลกำรจ ำแนกชนิดของรำสนิมที่มีข้อมูลทำงด้ำนชีวโมเลกุลเข้ำมำประกอบยัง
น้อยหรือไม่ครอบคลุม อีกทั้งยังมีกำรศึกษำและรำยงำนว่ำ รำสนิมหลำยสปีชีส์มีแนวโน้มว่ำมีควำม
ซับซ้อน (complex species) จำกข้อมูลลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำไม่เพียงพอต่อกำรจ ำแนก รวมถึง
ควำมซับซ้อนในกำรจัดจ ำแนกของรำสนิม ท ำให้กำรจ ำแนกชนิดของรำสนิมโดยใช้ข้อมูลทำงด้ำน
สัณฐำนวิทยำ ร่วมกับข้อมูลชีวโมเลกุลจึงมีควำมส ำคัญ หำกทรำบถึงชนิดของรำสนิมบนพืชอำศัยต่ำงๆ 
นอกจำกสำมำรถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐำนในด้ำนกำรจ ำแนกชนิดของรำสนิมแล้ว ยังสำมำรถเป็นข้อมูล
พ้ืนฐำนในกำรศึกษำวิวัฒนำกำรของรำสนิม ประโยชน์ในทำงด้ำนโรคพืช  กำรเกษตรทั่วไป  
และสำมำรถใช้ข้อมูลเหล่ำนี้ในกำรใช้ส ำหรับกำรอ้ำงอิงหรือยืนยันในกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อศัตรูพืช 
เพ่ือประโยชน์ในกำรน ำเข้ำและส่งออกสินค้ำ 

ดังนั้นกำรทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษำและจ ำแนกชนิดของรำสนิม (Pucciniales) 
สำเหตุโรคพืชโดยลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและข้อมูลด้ำนชีวโมเลกุล และได้ DNA barcode ของรำ
สนิม (Pucciniales) สำเหตุโรคพืช เพ่ือใช้เป็นหลักฐำนอ้ำงอิงในกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อศัตรูพืช  
เพ่ือประโยชน์ในกำรน ำเข้ำและส่งออกสินค้ำ  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ ถุงพลำสติก ถุงกระดำษ กรรไกรตัดแต่งกิ่ง ไม้ทับตัวอย่ำง 

กระดำษหนังสือพิมพ์ ซองกระดำษส ำหรับเก็บและรักษำตัวอย่ำง 
2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่  
  - Microcentrifuge 
  - Thermal cyclers  
  - Vortex 
  - Tissue Lyser  
  - Gel electrophoresis  
  - เครื่องถ่ำยภำพเจล  
  - microwave  
  - micropipette ขนำด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  
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  - กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  
  - Dry heat block 
3. วัสดุในห้องปฏิบัติกำร สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนำด 10 100 200 และ 1000 

ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่ำตัด เข็มเขี่ยปลำยแหลม ปำกคีบ 
4. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
5. สำรเคมี ได้แก่  
   - Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™)  
   - High fidelity Phusion® DNA Polymerase (New England Biolabs)  
   - Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Glucanex®)  
    - Lithium Borate buffer (LB)  
   - PureDireX Genomic DNA Isolation Kit  
   - QIAquick Gel Extraction Kit  
   - SERVA HiSens Stain G 
   - Nuclease-Free Water 

  - ไพร์เมอร์ ได้แก่ the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1F/ITS4B (Gardes 
and Bruns, 1993)  the Large Subunit (LSU)  Rust2inv (Aime, 2006) /  LR7 (Vilgalys and 
Hester, 1990)  และ ท ำ  nested PCR ด้วย LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990)  และthe 
Small Subunit (SSU) NS1 (White et al., 1990)/Rust18SR (Aime, 2006)  

6.  Sequence assemble programs ไ ด้ แ ก่  Geneious Prime 20. 0. 3 (http: / /www. 
geneious.com; Kearse et al., 2012) 

วิธีการ 
1.  เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราสนิม 
เก็บตัวอย่ำงโรคพืชที่เกิดจำกโรครำสนิมวงศ์ Pucciniales จำกแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย  

ในเขตภำคเหนือได้แก่ จังหวัด เชียงใหม่ เชียงรำย พะเยำ ล ำพูน อุตรดิตถ์ ภำคกลำงได้แก่   
จังหวัด สุโขทัย พิษณุโลก สุพรรณบุรี  นครสวรรค์ นครปฐม ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่  
จังหวัด นครรำชสีมำ ขอนแก่น สุรินทร์ ศรีษะเกษ อุดรธำนี ภำคตะวันตกได้แก่ ตำก กำญจนบุรี 
เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ รำชบุรี ภำคใต้ได้แก่ ชุมพร สุรำษฎร์ธำนี ตรัง กระบี่ โดยเลือกเก็บส่วนที่
แสดงอำกำรของโรค ห่อตัวอย่ำงด้วยกระดำษ โดยรักษำสภำพของตัวอย่ำงในสภำพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วน
ของแผลที่เกิดจำกรำสนิมอยู่ในสภำพที่สมบูรณ์ และลดควำมชื้นเพ่ือหลีกเลี่ยงกำรปนเปื้อนจำกเชื้อรำ
ชนิดอ่ืนทีจ่ะขึ้นปกคลุม บันทึกข้อมูลรำยละเอียด วันที่ พิกัด สถำนที่ที่เก็บตัวอย่ำง ผู้เก็บ พืชอำศัย และ
ลักษณะอำกำรของโรค จำกนั้นน ำมำจ ำแนกชนิดและท ำกำรสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติกำร ตัวอย่ำง
แห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิกำร กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชำกำรเกษตร ทั้งนี้ตัวอย่ำง
โรคที่ใช้ในกำรศึกษำ จะรวมถึงตัวอย่ำงแห้งของโรคพืชที่เกิดจำกรำสนิม ที่เก็บรักษำในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

2.  ศึกษา และจ าแนกชนิดของราสนิมสาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเชื้อได้แก่ ลักษณะของ teliospore urediniopsore 

spermatia และลักษณะอ่ืนๆ ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Stereo และ Compound เพ่ือบันทึก
ขนำด รูปร่ำงและบันทึกภำพ รวมถึงกำรบันทึกข้อมูลของพืชอำศัย จ ำแนกชนิดรำสนิม สำเหตุโรคพืช 
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โดยเปรียบเทียบลักษณะของรำสนิมที่ศึกษำ กับคู่มือหรือวรรณกรรมของ Aime (2006) Cummins 
and Hiratsuka (2003) Cline et al. (2013) Kolmer et al. (2009) Ono and Aime (2006) และ 
Swann et al. (2001) 

3.  จ าแนกชนิดของราสนิมสาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักชิ้นส่วนของรำสนิมที่พบบนชื้นส่วนของพืช ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo ย้ำยลง 
ในหลอดส ำหรับกำรสกัดดีเอ็นเอ ท ำกำรสกัดตำมวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษำดี
เอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศำเซลเซียส เพ่ือรักษำสภำพและคุณภำพของดีเอ็นเอ 

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกแต่ละตัวอย่ำง มำท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเ อ็นเอต ำแหน่ง the Large 
Subunit (LSU) Small Subunit (SSU) Internal Transcribed Spacer ( ITS) และ Cytochrome 
Oxidase 3 (CO3) ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase 
และ Phusion DNA Polymerase ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยำตำมที่ผู้ผลิตแนะน ำ 
ก ำหนดใช้ค่ำ annealing temperature ของแต่ละต ำแหน่ง LSU SSU ITS และ CO3 ที่ 62 60 60 
และ 58 องศำเซลเซียส ตำมล ำดับ 

 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม gel 1% และ
ผสม  SERVA HiSens Stain G ใ น อั ต ร ำส่ ว น  1: 50,000 ผสม  pcr product 5 ไ ม โ ค รลิ ต ร  
ด้วย loading dye 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันจำกนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ควำมเข้มข้น 1% 
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่ำนสำรละลำย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์  
pcr product ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท ำ purification และหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ 

 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น ำข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มำท ำกำรวิเครำะห์ โดยน ำ forward sequence 
และ reverse sequence ที่ได้มำเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล ำดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท ำกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท ำกำรศึกษำกับฐำนข้อมูลทำง
พันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

- การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษำสำยพันธุ์เชื้อรำ และเก็บรักษำดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จำกกำรศึกษำ  
เชื้อรำที่แยกได้เก็บรักษำไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอำหำร PDA 
Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่ อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates)  
จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศำเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำร
อำรักขำพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก 
และรำยงำนเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงส ำหรับกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อโรคพืช รวมถึงสำมำรถใช้เป็นข้อมูล
ประกอบในกำรศึกษำด้ำนวิวัฒนำกำรต่อไป 
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เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลำคม 2559 – กันยำยน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
แปลงปลูกพืชในประเทศไทย 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

เก็บตัวอย่ำงของพืชที่แสดงอำกำรของโรครำสนิม (Figure 1) จำกจังหวัดล ำปำง อุตรดิตถ์ 
เชียงรำย เชียงใหม่ พิจิตร พะเยำ แพร่ เพชรบูรณ์ พิษณุโลก เพชรบุรี กระบี่ พังงำ นครศรีธรรมรำช 
สุรำษฎร์ธำนี นครรำชสีมำ ลพบุรี ยโสธร และชัยภูมิ จ ำนวน 62 ตัวอย่ำง (Table 1) น ำตัวอย่ำงมำ
ท ำกำรศึกษำภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ ตักสปอร์จำกตัวอย่ำงใบที่พบสปอร์ของรำสนิม ได้แก่   
สัก เบญจมำศ ถั่วฝักยำว และกำแฟ ภำยใต้กล้อง stereo microscope จำกนั้นสกัดดีเอ็นเอตำมวิธี
ของ Doungsa-ard, et al. (2015) และเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ ต ำแหน่ง Large Subunit (LSU)  
the Small Subunit (SSU) และต ำแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) โดยใช้ Phusion 
DNA Polymerase วิเครำะห์เพื่อกำรจัดจ ำแนกด้วยวิธี Phylogenetic reconstruction ได้ผลดังนี้ 

ราสนิมสัก 
เชื้อราสาเหตุ 

Olivea tectonae (Racib.) Thirum., Current Science 18 (5): 176 (1949) 

Synonymy: 
≡Chaconia tectonae T.S. Ramakr. & K. Ramakr., Indian Phytopathology 2 (1): 
19 (1949) 
≡Olivea neotectonae Buriticá & Salazar-Yepes, Revista, Facultad Nacional de 
Agronomía Medellín: 3652 (2007) 
≡Olivea tectonae (T.S. Ramakr. & K. Ramakr.) J.L. Mulder, CMI Descriptions of 
Pathogenic Fungi and Bacteria 365 (1973) 
=Tegillum neotectonae (Buriticá & Salazar-Yepes) Doweld, Index Fungorum 36: 
1 (2013) 
=Tegillum tectonae (Racib.) Doweld: 1 (2013)  
=Uredo tectonae Racib., Parasitische Algen und Pilze Java's 1: 28 (1900) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
Subphylum Pucciniomycotina 
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales 
Family  Chaconiaceae 
Genus  Olivea 
Species tectonae 
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พืชและส่วนที่พบ ใบสัก  

ลักษณะอาการของโรค พบจุดสีน้ ำตำลส้มกระจำยทั่วใบ เมื่อลูบหรือดูบริเวณใต้ใบจะพบ
สปอร์เป็นผงฝุ่นสีส้มหรือน้ ำตำล พบกระจำยทั่วใบ หำกอำกำรรุนแรงจะท ำให้ใบร่วง (Figure 2)  

ลักษณะของเชื้อ  uredenia อยู่บริเวณใต้ผิวใบ สีส้มเหลือง เป็นจุดขนำดเล็กประมำณ 0.2-
0.5 mm. เมื่อเจริญเต็มที่ uredenia จะปริออก ภำยในบรรจุ urediniospores รูปร่ำงรีคล้ำยไข่  
สีเหลืองส้มขนำดประมำณ 18-28 × 14-22 µm ผนังเซลล์ของสปอร์ใสไม่มีสีหนำประมำณ 2 µm  
ไม่มี germ pore มักพบปนกับ telia  

พืชอาศัย สัก (Tectona grandis L.)  
Consensus sequence 

Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
CCCGAAGGTAAACCTCCTGACCCACATGTGACCTTGTAGTTGCTTCTGTTGATTCTGTCGGCGTCTGGACGGCC
GTCGCGCCGCCCGCGACCCGGAACCAGGCGGCCGCCTGGGACCAATATCAACTCTTTGTATCCACTAGTCTTC
TGATCAGCCGCACGGCACCAAGAAATGGATCAAAACTTTCCTTACAGAAGGGAGGGATCCGTGAATTGGAAAA
CGCAACGAACCGTGAAAAGTAAAGGGAATTGTGGAATTCTAGGAATCATGCAATCTTTGAATGTTCATTGCGCC
TGCCAGCATTTTGGCGGGGATGGCTGTTCGAGGGACATTTCAACCCTCGAGCTCCCCTTTGGAAGTCCGGGAG
TTGGGACCTGTAGACTTACCGTTTGTGAAACCATGGATTTGTGGCTGTGATTCATTTACCTCCGCGTAGAATCT
ATACACCGCATCGGAAACTCGGCGGGGCCACCCCGCAAAACCCCTTAATTTGGGAACATTTATCATTGAACAAG
AAAGATTACCCGCTGAACTTAATCATAACAATGTAACGGAAG 

ราสนิมขาวเบญจมาศ 
เชื้อราสาเหตุ 

Puccinia horiana Henn., Hedwigia Beiblätter 40: 25 (1901) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
Subphylum Pucciniomycotina 
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales 
Family  Pucciniaceae 
Genus  Puccinia 
Species horiana 

พืชและส่วนที่พบ ใบเบญจมำศ  

ลักษณะอาการของโรค พบจุดสีน้ ำตำลส้มกระจำยทั่วใบ เมื่อลูบหรือดูบริเวณใต้ใบจะพบ
สปอร์เป็นผงฝุ่นสีส้มหรือน้ ำตำล พบกระจำยทั่วใบ หำกอำกำรรุนแรงจะท ำให้ใบร่วง (Figure 3)  

ลักษณะของเชื้อ  uredenia อยู่บริเวณใต้ผิวใบ สีส้มเหลือง เป็นจุดขนำดเล็กประมำณ 0.2-
0.5 mm. เมื่อเจริญเต็มที่ uredenia จะปริออก ภำยในบรรจุ urediniospores รูปร่ำงรีคล้ำยไข่  
สีเหลืองส้มขนำดประมำณ 18-28 × 14-22 µm ผนังเซลล์ของสปอร์ใสไม่มีสีหนำประมำณ 2 µm  
ไม่มี germ pore มักพบปนกับ telia teliospore มีสีเหลืองใส แบบ 2 เซลล์ มีระยำงค์ตรงปลำยยอด 
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พืชอาศัย เบญจมำศ (Chrysanthemum)  

Consensus sequence 
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCTGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTATTAAAAGAACTAGAGTGCAC
TTTATTGTGGCTTGACCCCTTTTAAATATATCACCCAAACTATTTTAACACTTGGATGCATGAATTTTTGAAAGG
TTCATTGCAATTGAGTATAAGTAACTTCTTTTTACTAAGAAATGTTACATTACCCCCCCCCCCCTTTATTTTTTA
CCCCCTTTTTTATTATATAACACAAGTTTAAATGAATGTAAAAAACCCTTTAATTATAAAATAACTTTTAACAAT
GGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAAAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAACC
CTCTCACAAAATAATTTTTGTTAATTATTTAGTGGATGTTGAGTGTTGCTGTCATTAGCTCACTTTAAATATATC
AGTCACTTTTTTTTTTTTTTCAAATAAGTTGGATTGACTTGGTGTAATAATTTTTTCATCAAGGAAAGTAGCAAT
ACTTGCCAGCTTTTGTTTTGAAAAAAAAAAAGAAGACTTCTAAAAACCCAAAATTAATCTTTAAGACCTCAAATC
AGGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAG 

ราสนิมกาแฟ 

เชื้อราสาเหตุ  
Hemileia vastatrix Berk. & Broome, Gardeners' Chronicle: 1157 (1869) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
Subphylum Pucciniomycotina  
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales  
Genus  Hemileia  
Species vastatrix 

พืชและส่วนที่พบ ใบกำแฟ (Coffea robusta)  

ลักษณะอาการของโรค เริ่มพบเป็นจุดสีเหลืองขนำดเล็กบนผิวใบเมื่อโรคเริ่มพัฒนำจะพบจุด
ขยำยใหญ่ขึ้น ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงประมำณ 3-25 mm. โดยสีเหลืองจะเปลี่ยนเป็นสีน้ ำตำลส้ม  
พบกำรสร้ำงสปอร์บริเวณใต้ใบ โดยบนใบจะเห็นเป็นจุดสีซีด หำกพบอำกำรรุนแรงบริเวณแผลจะ
กลำยเป็นสีน้ ำตำลเข้มและแผลมีลักษณะแห้งและใบกำแฟจะร่วง เชื้อสำมำรถแพร่กระจำยได้โดยลม 
(Figure 4) 

ลักษณะของเชื้อ  sori สร้ำงบริเวณใต้ใบ อยู่เป็นกลุ่มลักษณะเป็นวงขนำดประมำณ 3-25 mm. 
มีสี เหลืองถึงเหลืองส้ม (Figure 4) มี clavate filaments รอบ stomata โดยตรงส่วนปลำยของ 
filaments จะติดกับ pedicels ของ urediospores ซึ่งมีลักษณะใส ขนำด 28-36 x 18-28 µm ผิวของ 
urediospore มีลักษณะเป็น warted ตรงส่วนโค้ง และเรียบตรงส่วนโคน หรือด้ำนเรียบ ผนังหนำ 1 µm 
teliospores รูปร่ำงแบบ spherical ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 20-28 µm ผนังใส เรียบ หนำ 1 µm  
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พืชอาศัย Coffea arabica, C. canephora, C. liberica และ Coffea spp. 

Consensus sequences  
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
CGAATTTAACCCCGGCGGTTAGGCATATATAATTCTCTCTGAGGGTTGTATGTGTTCTAATCTTTTTTTTTTTAT
TTTCAACCACAAATTTATACATATGTATATATGTATTATTTACTATCAAGTAAATAAATATAAAACTTTTAACAA
TGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATTTTTGAACGCATATTGCGCCTTTTGGCTATTCCAAAAGGTACACCTGTTTGAGAGTATGAAAG
GTCAGGGTGTTGAGAGAGTTATTAAAAAAAAGAAAAAGGCAAAGTAACACTTTAAGTGTTATTTTGTCTTTGAT
TTTTTTTTTCTCTTAGCATCTTGGATATTGGGTGCTTGCCATTATTAAGTTTGATGGCTCACCTTAAATTTATAA
GTTGTTTTTTATTAAGGATGAAAAGTCTTTTGATGGCTTGATGTTATTGATATATGAAATGTCATTCATCAAGAA
ATCAGGGGGGTGACTAACCTTGATGAGAAATGTTGACTTT 

Large Subunit (LSU) 
CTAACAAGGATTCCCCTAGTAATGGCGAATGAAGAGGGAAAAGCCCAATTTTGTAATCTGGCCCTTTTAGGGTC
CGAGTTGTAAAGTGAAGAGGTGCTTTCTTGTGCTGGACCATATATAAGTCTGTTGGAATACAGCATCATTGAAG
GTGAGAATCCTGTCTAATGATATGGACTACCAGTGCTTTTATGAAGCAGTCTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGTGAGAGACCGATAGCAAACAAGTACCG
TGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTATGTGAAATTGTTAAAAGGGAAACACTTGAAG
TTAGACTTGATAATGTCAGTTCAGCCTTTTATTAGGGTGTATTCTGTGCATTATCAGACCAACATCAATTTTGGG
TGTTAGATAAGGGTTTGGGAAATGTAGCAACTTTGGTTGTGTTATAGTCCTGAATTTCATATATAATGCCCAAG
ATTGAGGAGATTCACAGTAAGCTGGAAAGAGATTTTCAGTAGGTCACCAAAATGGTTGACACTCTTACTATGGA
TGTTGGTGCAATAGCTTTAAATGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGCTTGCAAGTATTTGA
GTGGTAAAACTCACATGCGCAATGAAAGTGAATGTAAATGGGATCCAAAA 

Large Subunit (SSU) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAATTAAGAGTGCACTTAATTGTGGCTTGAAATTTTACTTAT
TTACACCCAACGTCTTCGGGACACTGCGGCAATTTATTGCTTAGCGAATTTAACCCCTGCGGTTAGGCATATAT
AATTCTCTCTGAGGGTTGTATGTGTTCTAATCTTTGTTTTTTTTATTTTCAACCACAAATTTATACATATGTATA
TATGTATTATTTACTATCAAGTAAATAAATATAAAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAG
AACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATTTTTGAACGCATATTGCG
CCTTTTGGCTATTCCAAAAGGTACACCTGTTTGAGAGTATGAAAGGTCAGGGTGTTGAGAGAGTTATTAAAAAA
AAAGAAAAAGGCAAAGTAACACTTTAAGTGTTATTTTGTCTTTGATTTTTTTTTTTCTCTTAGCATCTTGGATAT
TGGGTGCTTGCCATTATTAAGTTTGATGGCTCACCTTAAATTTATAAGTTGTTTTTTTATTAAGGATGAAAAGTC
TTTTGATGGCTTGATGTTATTGATATATGAAATGTCATTCATCAAGAAATCAGGGGGGTGACTAACCTTGATGA
GAAATGTTGACTTTATAAACACATGTTAAAAGATAAATAAAAAGTAAAAGATAAAAAAAATTAAAAATTAAAAAT
TAAAGGGAAAGAAGTAAAAAGAATGAGAGGTATGACATATT 

ราสนิมถั่วฝักยาว 

เชื้อราสาเหตุ  

Uromyces appendiculatus F. Strauss, Exantheme der Pflanzen. Up.: 277 (1833) 

Classification  
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Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
Subphylum Pucciniomycotina  
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales  
Family  Pucciniaceae 
Genus  Uromyces  
Species appendiculatus 

พืชและส่วนที่พบ ใบถั่วฝักยำว (Phaseolus vulgaris)  

ลักษณะอาการของโรค พบได้มำกที่สุดบนใบ อำกำรเริ่มแรกเริ่มจุดสีเขียวซีดหรือเหลืองที่มี
ลักษณะกลมเล็กต่อมำตอนกลำงจุดจะนูนขึ้น ต่อมำจะแตกออกพบผงหรือกลุ่มของสปอร์สีน ้ำตำลแดง 
กรณีที่ เป็นรุนแรงจะพบจุดแผลสนิมเกิดขึ้นเป็นจ ำนวนมำกมำย จนปกคลุมทั่วใบ (Figure 5)  
เชื้อสำมำรถแพร่กระจำยได้โดยลม 

ลักษณะของเชื้อ  pycnia หรือ aecia พบได้ทั้งบริเวณผิวใบและใต้ใบ อยู่เป็นกลุ่มเล็ก 
(Figure 5)ขนำดประมำณ 8 mm. ลักษณะแบบ cupulate aecia มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.25-
0.3 mm. aeciospores มีรูปร่ำงแบบ angular ellipsoidal ขนำด 15-26 µm ผนังใสไม่มีสี ผิวแบบ 
verrucose หนำ 1-1.5 µm urediospores รูปร่ำงแบบ ellipsoidal จนถึง obovoidal ขนำด 20-
30 x 20-26 µm ผนังหนำ 1-2 µm มีจ ำนวน 2 pores แบบ±equatorial หรือ superequatorial 
teliospores รูปร่ำงแบบ ellipsoidal มีลักษณะ umbonate ตรงส่วนปลำยยอด ขนำด 28-38 x 20-
36 µm ผนังเรียบ อำจพบลักษณะ warted หรือ striate ได้บำงครั้ง ผนังด้ำนข้ำงหนำ 2.5-3.5 µm 
และมีควำมหนำของผนังตรงส่วนยอด 4-8 µm pedicels แบบ fragile ลักษณะใส จนถึงสีน้ ำตำลจำง 
pedicels ยำวประมำณ 20 µm (Figure 5) 

พืชอาศัย Phaseolus spp. และ Vigna spp. 

Consensus sequences  
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
AAATGAGTGCACTTTATTGTGGCTCAAAACTTTTTATTTTTTAACCCCAAGACTTGTTTGTGTGGCGTCTTTGCC
ATTGCACTCAGGTATACGTAACACTTTTGTGTTACATTACCCCCCTCCCCAATTTTTTTTTTTTTATAAACACAT
GTTGAAATAAGAATGTAATATATATATATCTTGAAAATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCATATCGAT
GAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCT
TGCATCTTTTGGTATTCCAAAAGGTATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAAATCTCTCATCAAATTAATTTTTGGTGG
ATTTTGAGTGCGCTGTTATCTAGCTCACTTTAAATATATAAGTTCTTATCTTATTATGTTGGATTGACTTGGTGT
AATATTTAACTTTTGTTTCACCAAGGAAAGCTGCAATGCTTGCCAATGTTTTCAAGTCA 

Large Subunit (LSU) 
CCCCTAGTAATGGCGAATGAAAAGGGAAAAGCCCAAATTTGTAATCTGGCTCTCCTGAGACCGAATTGTCATCC
TTTTAACTGTTTTCAGTGCTGGACCATATATCAGACCGTCTGACAACGCTTCATCATATAAGGAGAGAATCCTG
GTAATGATATGGACTCCCATTGCGATATGATACAGACTCTAAGAACCAAGTTGTTTGGGAATGCATCTCAAAGA
CGGCGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGATGACAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGA
CCAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTAAAAGGGAAACAATTGAAGTTAGACTTGTTATT
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GTTAGTTCAACCTTTTTTTTAAAGGGAGTATTCTGATGATTAACAGACCAACATCAACTTTTGAGTGTTGGAGA
AGGGTTTAAGGAAATGTAGCAGTCTCTGATTGTGTTATAGTCCTGAGCTTTGATACAATGCTTAAGGTTGAGGA
TTGCAGTAAGCCTCTTTTTTTTTTTGGGGGGAAACA 

ราสนิมถั่วเหลือง 

เชื้อราสาเหตุ  

Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., Annales Mycologici 12 (2): 108 (1914) 

Synonymy: 
 ≡Physopella pachyrhizi (Syd. & P. Syd.) Azbukina, Novosti Sistematiki Nizshikh 
Rastenii 7: 224 (1970)  

Classification  

Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
Subphylum Pucciniomycotina  
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales  
Family  Phakopsoraceae 
Genus  Phakopsora 
Species pachyrhizi 

พืชและส่วนที่พบ ใบถั่วเหลือง  

ลักษณะอาการของโรค พบได้มำกที่สุดบนใบ อำกำรเริ่มแรกเริ่มจุดสีเขียวซีดหรือเหลืองที่มีลักษณะ
กลมเล็กต่อมำตอนกลำงจุดจะนูนขึ้น ต่อมำจะแตกออกพบผงหรือกลุ่มของสปอร์สีน ้ำตำลแดง กรณีที่
เป็นรุนแรงจะพบจุดแผลสนิมเกิดขึ้นเป็นจ ำนวนมำกมำย จนปกคลุมทั่วใบ (Figure 6) เชื้อสำมำรถ
แพร่กระจำยได้โดยลม 

ลักษณะของเชื้อ ไม่พบกำรสร้ำง pycnia หรือ aecia แต่พบ uredia ใต้ใบขนำดประมำณ 0.4 mm 
ภำยในพบ payaphyses ลักษณะโค้ง สีใส ขนำดยำว 25-45 µm ปลำยยอดหนำ 8-13 µm peridium 
อยู่รวมเป็นกลุ่ม มีผนังเซลล์หนำขนำด 10-15 x 8-12 µm urediospores รูปร่ำงแบบ globose  
ถึง subglobose หรือบำงครั้งพบลักษณะแบบ ellipsoid มีสีส้ม ไม่ค่อยพบ germpores มีขนำด 20-
28 x 18-22 µm ส่วนใหญ่พบแต่ urediospores ไม่ค่อยพบกำรสร้ำง teliospores บนถั่วเหลือง  

พืชอาศัย  ถั่วเหลือง (Glycine max)  

Consensus sequences  
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
AGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATAAAAAGCTAAAGAGTGCACTT
TATTGTGGCTCAAAACTAAACTTTTTAATAAACCCATTTAATTGGCTCATTGATTGATAAGATCTTTGGGCAATG
GTAGCTTTGAAAAAAGCTGCAACCCACCTATTAATCATAATCTTTTTTTTTTTAACTCAAAGTCAAATAGAATGT
TTTATAAATTTAAATATATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCATATCGATGAAGAACACAGTGAA
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ATGTGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCAAGTTTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTGGTATT
CCAAAAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCTCAACATTATTTCTTTTTTTTAAAGGGAAATTGTTGGA
TTTTGAGTGTTGCTGTTGCTTTTTTTTGCAGCTCACTTTAAATAAATAAATATATATAAGTTTCAGTATATTTTG
ATGTAATAATAAAATCATTTCATCAAAAAAATAAATATATGTGAGATTTATTATAACATTAATTGAATGTAAATT
TTTTTTTAAGACCTCAAATCAGGTGAGACTACCCACTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG 

Small Subunit (SSU) 
GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGATACCTTACTACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGA
GCTAATACATGCTGAAAAACCCTAACCTTTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATGGCCCTCGGG
TCTCTTTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTTGTGCTGGTGATGCTTCATTCAAATATCTGCC
CTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGATGACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCC
GGAGAGAGGGCCTGAGAAACGGCCCTCAAATCTAAGGATTGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACAC
AGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGTATGGCTCTTTTGGGTCTTACAATTGGAATGAGTACAATTTAAATC
TCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT
AAAGTTGTTGACGTTAAAAAGCTCGTAGTCGAACTTCGGTCTCTGGCAGTTGGTCCGCCATTTGGTGTGTACTG
ATTTGTTGGAGGCTTACCTCTTGGTGAGCCTCAATGCACTTTACTGGGTGTTGAGGGGAACCAGGATTTTTACT
TTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCTATTGCCTGAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGTG
ATCCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATTACCGTAATGATTAATAGGGTCAGTTGGGGGCATTTGTATTACATCGTC
AGAGGTGAAATTCTTGGATTGATGTAAGACAAACTACTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGACTTCATTGATCAA
GAACGAAGGTTAAGGGTTCAAAAACGATCAGATACCGTTGTAGTCTTAACAGTAAACTATGCCGACTGGGGATC
AGACAAGGATTTATAATGACTTGTTTGGCACCCAAAGGGAAACCTGAAGTTTAGGTTCGTGGGGGAGTACGGTC
ACAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGTGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAA
CACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAGTAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCGTGATTTTGTGGTTGG
TGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACCTTCTCCTGC
TAAATAGTCCAGCTGGCTACGGCTGGCTGCTGACTTCTTAGAGGGACTATCAACGTTTAGTTGATGGAAGTTGG
AGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACCAGGCCAGCGAGT
ATATCACCTTATCTGAAAAGATTGGGTAATCTTGGGAAACCTGGTCGTGATGGGGATAGAGCATTGCAATTATT
GCTCTTCAACGAGGAATACCTAGTAAGCGTATGTCATCAGCATGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACA
CCGCCCGTCGCTACTACCGATTGGATGGCTTAGTGAGGCGTTCGGAGAGCCTATAAGGAGCTGGCAACAGCAC 

ราสนิมข้าวโพดหวาน 

เชื้อราสาเหตุ  

Puccinia sorghi Schwein., Transac. of the American Philosophical Society 4 (2): 295 

Synonymy: 
 ≡Dicaeoma sorghi (Schwein.) Kuntze, Revisio generum plantarum 3 (2): 1-576 
(1898)  
=Puccinia maydis Berenger, Atti Ruin. sc. ital. Milano: 475 (1844)  
=Puccinia zeae Berenger, Herb. Viv. Mycol. Suppl. no. 18: no. 18 (1851)  

Classification  

Kingdom Fungi  
Phylum Basidiomycota 
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Subphylum Pucciniomycotina  
Class  Pucciniomycetes  
Order  Pucciniales  
Family  Pucciniaceae 
Genus  Puccinia 
Species sorghi 

พืชและส่วนที่พบ ใบข้ำวโพดหวำน 

ลักษณะอาการของโรค พบได้มำกที่สุดบนใบ อำกำรเริ่มแรกเริ่มจุดสีเขียวซีดหรือเหลืองที่มีลักษณะ
กลมเล็กต่อมำตอนกลำงจุดจะนูนขึ้น ต่อมำจะแตกออกพบผงหรือกลุ่มของสปอร์สีน ้ำตำลแดง กรณีที่
เป็นรุนแรงจะพบจุดแผลสนิมเกิดขึ้นเป็นจ ำนวนมำกมำย จนปกคลุมทั่วใบ ส่วนใหญ่จะพบบนผิวใบ
(Figure 7) เชื้อสำมำรถแพร่กระจำยได้โดยลม 

ลักษณะของเชื้อ ไม่พบกำรสร้ำง pycnia หรือ aecia แต่พบ uredia บนผิวใบเป็นจ ำนวนมำก สร้ำง
ตำมแนวยำวของใบ เมื่อ uredia แตกหรือเปิด ภำยในมี urediospores สีน้ ำตำลทองจ ำนวนมำกมี
ขนำด (22-)23-31(-33) x (20-)21-28 รูปร่ำงแบบ globose ถึง short-ellipsoid ผนังด้ำนนอกหนำ 
1.3-2.3 µm สีเหลืองทอง ด้ำนนอกสีเข้มน้ ำตำลเหลือง ผนังด้ำนในหนำ 2.0-3.3 µm มี germpores 
จ ำนวน 3 หรือ 3-4((-5)) บริเวณก่ึงกลำงสปอร์ 

พืชอาศัย  ข้ำวโพด (Zea mays L.) 

Consensus sequences  
Internal Transcribed Spacer (ITS) region  
GCACTTAATTGTGGCTCGACCCCTTTTAAACTCACCCCAAACTTTCAAAGACTCTTTTGCATGGTTTGTAACAA
ATCATTGCACCTGAGTAAAAGTAACATTCTTGATTGAATGTTACATTACCCACCCCCTTTTATTTTTCCAAAACT
TTTTTTTTACACATACACACAAGTTTAAAAGAATGTAAACAACCACCTTTAATTATAAAATAACTTTTAACAATG
GATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCCTTTTGGTATTCCAAAAGGCACACCTGTTTGAGTGTCATGAAACCC
TCTCACAAAATAAATAATTTTTATTATGATTTTTGTGGATGTTGAGTGCTGCTGTGTTACACATAGCTCACTTTA
AATGTATAAGTCATCTTCTTTATATAGCAAAAAAGAAGAGATGGATTGACTTGATGTGTAATAATTTTTTTTTCA
TCACATTGAGGAAAGTAGCAATACTTGCCATCTTTATATTATTTTGTTGTTGAGATAGAGACTACTAAACAAACA
ATTTAAAATTTAAGACCTCAAATCAGGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

Large Subunit (LSU) 
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCCTTTTGGTATTCCAAAAGGCACACCTGT
TTGAGTGTCATGAAACCCTCTCACAAAATAAATAATTTTTATTATGATTTTTGTGGATGTTGAGTGCTGCTGTGT
TACACATAGCTCACTTTAAATGTATAAGTCATCTTCTTTATATAGCAAAAAAGAAGAGATGGATTGACTTGATGT
GTAATAATTTTTTTTTCATCACATTGAGGAAAGTAGCAATACTTGCCATCTTTATATTATTTTGTTGTTGAGATA
GAGACTACTAAACAAACAATTTAAAATTTAAGACCTCAAATCAGGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGAGGGAAAAGCCCAAATTTG
TAATCTGACTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTTGAGAACTGTTTTCAGTGCTGGACCATGTATAAGTCTGTT
GAAAAGCAGCATCATTGAGGGTGATAATCCCGTTTATGATATGGACTACCAGTGCATTATGATACAGTCTCTAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATAGGTGAGAGACC
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GATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTGCGTGAAATTGTTA
AAAGGGAAACAATTGAAGTTAGACTTGTTATTATTAGTTCAACCTTTTTGGAGTATTCTAATGATTAACAGACCA
ACATCAATTTTTGAGTGTTGGAGAAGGGTTTAAGGAAATGTAGCAGTCTCTGACTGTGTTATAGTCCTGAGCTT
TGATACAATGCTTAAGATTGAGGAAGGCAGTAAGCGCATGTTGTGTGTGTGGAACAAACTAATGTTCTTCTTAC
TGAGGATGTTGGTGTAATAGCTTTAAATGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGCCTGCGAGT
ATTTGGGTGCTTGAAACCCTTATGCGTAATGAAAGTAAATGTAAATGGGATCTGTTAAAAGTGCACCATTGACC
AGTCCAGATTATTTATATGATGGTACTGAGTAAGAGCAAGTATGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCT
GAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATT
TGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGAT 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เก็บตัวอย่ำงพืชที่แสดงอำกำรโรครำสนิมจำกแหล่งปลูกในพ้ืนที่จังหวัดล ำปำง อุตรดิตถ์ 
เชียงรำย เชียงใหม่ พิจิตร พะเยำ แพร่ เพชรบูรณ์ พิษณุโลก เพชรบุรี กระบี่ พังงำ นครศรีธรรมรำช  
สุรำษฎร์ธำนี นครรำชสีมำ ลพบุรี ยโสธร และชัยภูมิ จ ำนวน 62 ตัวอย่ำง ศึกษำและจ ำแนกด้วย
ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต ำแหน่ง  Large Subunit (LSU) Small 
Subunit (SSU) และต ำแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) ของรำสนิม จ ำนวน 6 ไอโซเลท 
จำกตัวอย่ำงใบที่พบสปอร์ของรำสนิม ได้แก่ สัก เบญจมำศ ถั่วฝักยำว กำแฟ ถั่วเหลือง และข้ำวโพด
หวำน  พบว่ ำ เชื้ อ ร ำดั ง กล่ ำ วคื อ  Olivea tectonae Puccinia horiana Hemileia vastatrix 
Uromyces appendiculatus   Phakopsora pachyrhizi และ Puccinia sorghi ตำมล ำดับ ข้อมูล
ที่ได้สำมำรถใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงส ำหรับกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อโรคพืช รวมถึงสำมำรถใช้เป็นข้อมูล
ประกอบในกำรศึกษำด้ำนวิวัฒนำกำรต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณกลุ่มงำนวิทยำไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ควำมร่วมมือและควำมช่วยเหลือในกำร
เก็บตัวอย่ำง กำรด ำเนินกำรทดลอง และกำรเก็บข้อมูล รวมถึงก ำลังใจที่มีให้กันเสมอมำ 
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Table 1 Rust disease specimens collected from this study (2016-2019) 

Common name Scientific name location Lat. Long. 

Sorghum Sorghum bicolor Nakhoratchasima  15° 11' 40.0622" 101° 29' 42.5740'' 

Peanut Arachis hypogaea Lopburi 14° 57' 26.8660''  101° 16' 21.0011'' 

Bamboo Bambusa vulgaris Lampang 18° 19' 33.7337'' 99° 16' 31.8475'' 

Teak Tectona grandis Phrae 18° 01' 01.9'' 99° 42' 55.8'' 

Guinea grass Megathyrsus maximus Nakhoratchasima  15° 8' 32.5187'' 101° 50' 58.3782'' 

Bermuda grass Cynodon dactylon Uttaradit 17° 34' 49.6'' 100° 07' 08.1'' 

Maize Zea mays Uttaradit 70° 34' 49.7451'' 100° 07' 8.1989'' 

Coffee Coffea robusta Chiang Rai 20° 5' 19.4812'' 99° 58' 39.8915'' 

Blady grass Imperata cylindrica Chiang Rai 20° 3' 40.2543'' 99° 57' 23.8213'' 

Grass Apluda sp. Uttaradit 17° 50' 14.3338'' 100° 3' 20.2243'' 

Bermuda grass Cynodon dactylon Uttaradit 17° 49' 31.9007'' 100° 4' 31.9007'' 

Grass Cynodon dactylon Uttaradit 17° 49' 31.7298'' 100° 4' 15.1078'' 

Golden shower Cassia fistula Phichit 16° 16' 37.2320'' 100° 35' 57.2604'' 

Grass Cynodon dactylon Uttaradit 17° 50' 14.3629'' 100° 3' 23.6889'' 

Sorghum Sorghum bicolor Nakhoratchasima  15° 6' 2.0426'' 101° 25' 47.3486'' 

Weed Cynodon dactylon Uttaradit 17° 50' 14.3338''  100° 3' 20.2243'' 

Teak Tectona grandis Nakhoratchasima  15° 6' 2.0426'' 101° 25' 42.3486'' 

Globe amaranth Gomphrena globosa Phayao 19° 5' 38.7834'' 99° 54' 37.6888'' 

Grass Cynodon dactylon Phrae 18° 15' 12.4412'' 100° 13' 41.4469'' 

Weed Cynodon dactylon Phrae 18° 15' 12.4413'' 100° 13' 41.4469'' 

Wild sugarcane Saccharum spontaneum Phitsanulok 17° 42' 31.9007'' 100° 4' 11.4627'' 

Grass Cynodon dactylon Phitsanulok 17° 50' 14.3629'' 100° 3' 23.5859'' 

Grass Cynodon dactylon Chiang Rai 19° 39' 37.7013'' 99° 32' 49.4195'' 

Globe amaranth Gomphrena globosa Chiang Mai 18° 57' 58.8930'' 99° 14' 30.2139'' 

Maize Zea mays Chiang Mai 18° 56' 45.8935'' 98° 58' 55.8608'' 

Soybean Glycine max Chiang Mai 18° 54' 20.6499'' 99° 00' 42.0400'' 

Blady grass Imperata cylindrica Chiang Rai 19° 49' 28.8331'' 99° 45' 39.8342'' 

Lemon Grass Cymbopogon citratus Chiang Rai 19° 46' 29.4117'' 99° 39' 12.6582'' 

Grass Cynodon dactylon Chiang Rai 19° 46' 29.7841'' 99° 39' 12.9850'' 

Grass Cynodon dactylon Chiang Rai 19° 46' 29.7841'' 99° 39' 12.9850'' 

Bamboo Bambusa vulgaris Chiang Rai 19° 46' 32.0395'' 99° 39' 8.2557'' 

Spanish needles Bidens biternata Chiang Rai 19° 46' 31.4483'' 99° 39' 8.0433''  

Peanut Arachis hypogaea Chiang Rai 19° 46' 29.4112'' 99° 39' 12.6582''  

Grass Cynodon dactylon Chiang Rai 19° 49' 28.8331'' 99° 45' 39.8342'' 
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Figure 1 Rust disease specimens collected from this study (2016-2019) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Rust disease symptom on Tectona grandis (a) sori on lower leaf 
    (b) urediniospores of O. tectonae (c) 
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Figure 3 Rust disease symptom on Chrysanthemum (a-d) teliospore of P. horiana (e) 
 

 

 

 

 

 

Figure 4 Rust disease symptom on coffee and sori of H. vastatrix  
 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Aecia of rust on P. vulgaris and teliospore of U. appendiculatus 
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Figure 6 Rust disease symptom on Glycine max 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 7 Rust disease symptom on Zea mays 
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การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกชนิดแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus ในประเทศไทย 
DNA Barcoding for Identification Spider Fauna in Genus Latrodectus 
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Abstract 
Spider genus Latrodectus or widow spiders is an important in public health 

medical. These spiders have an unusually potent venom containing the 
neurotoxin latrotoxin and found in cassava plantations, which are economic crops that 
can be grown in every region and may harm to farmers.  Unfortunately, species of this 
genus are notoriously difficult to identify using morphology. Molecular diagnostic tools 
provide valuable support for the rapid and accurate identification of morphologically 
indistinct widow spider species.  DNA barcoding of the mitochondrial Cytochrome 
Oxidase I (COX1)  gene could be employed to increase the accuracy of Spider genus 
Latrodectus identifications. The samples were collected from all regions of Thailand. A 
652 bp portion of COX1 was sequenced from 58  spider specimens.  Sequences were 
analysed using a ‘barcode’  approach and also phylogenetic analysis.  Species were 
identified using standard nucleotide BLAST from GENBANK.  BLAST sequence similarity 
searches of GenBank showed 99-100% similarity to each other / GENBANK sequences 
for three species of the widow spiders complex (L.  geometricus, L.  thoracicus and L. 
tredecimguttatus) were found. Phylogenetic analyses (Neighbor Joining and Maximum 
Likelihood)  of the sequences gave consistent results.  Neighbor- joining distance and 
Maximum Likelihood analyses were used to investigate patterns of clustering of the 
widow spiders sequences with other Latrodectus from origin country.  Cox1  proved 
effective in resolving L. geometricus separate from L. thoracicus 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 03-30-60-01-03-00-07-60 

https://en.wikipedia.org/wiki/Latrotoxin
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กับ L. tredecimguttatus meanwhile L. thoracicus กับ L. tredecimguttatus are the same 
species. This study provides basic information on the number of species of spider genus 
Latrodectus present in Thailand. However, an understanding of the classification within 
the Latrodectus group will requires further study making use of additional genes, 
including the potentially informative ITS and ribosomal RNA.  

Keywords:  widow spiders, Latrodectus, DNA barcoding, mitochondrial DNA COI gene, 
molecular diagnostics 

 

บทคัดย่อ 
แมงมุมสกุล Latrodectus หรือแมงมุมแม่ม่าย (widow spider) เป็นแมงมุมที่มีความส าคัญ

ทางด้านสาธารณสุขเนื่องจากเป็นกลุ่มแมงมุมที่มีพิษต่อระบบประสาทและพบในแปลงปลูกมัน
ส าปะหลังซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจที่ปลูกได้ทุกภาค จึงอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อเกษตรกร แมงมุมกลุ่มนี้มี
ลักษณะโครงสร้างอวัยวะสืบพันธุ์ ตลอดจนสีสันบนล าตัวที่คล้ายกันหรือเหมือนกัน ท าให้ยากต่อการ
จ าแนกชนิดแมงมุมโดยวิธีสัณฐานวิทยา ดังนั้นการใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดช่วยในการวินิจฉัยชนิด 
ท าให้ได้ผลที่ถูกต้องแม่นย าและรวดเร็วมากขึ้น วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้คือ การใช้ลักษณะ
ทางพันธุกรรม หรือดีเอ็นเอบาร์โค้ด จ าแนกและยืนยันชนิดแมงมุมสกุล Latrodectus โดยเก็บ
ตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายจากทุกภูมิภาคของประเทศไทย และสกัด เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน
ต าแหน่ง COX1 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลจากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบ
บนฐานข้อมูล GenBank (standard nucleotide BLAST) พบแมงมุมสกุล Latrodectus ทั้งสิ้น  
3 ชนิด ได้แก่ L. geometricus, L. thoracicus และ L. tredecimguttatus และจากการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเพ่ือช่วยยืนยันการจ าแนกแมงมุมสกุล Latrodectus โดยท าการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ของต าแหน่ง COX1 จาก 58 ตัวอย่าง ได้แก่ L. geometricus จ านวน 
48 ตัวอย่าง L. thoracicus จ านวน 5 ตัวอย่าง และ L. tredecimguttatus จ านวน 5 ตัวอย่าง น าไป
วิเคราะห์ด้วย Neighbor Joining และ Maximum Likelihood พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน L. geometricus แยกออกมาจาก L. thoracicus 
กับ L. tredecimguttatus อย่างชัดเจน และความสัมพันธ์ภายในกลุ่ม L. geometricus มีลักษณะ
เป็น monophyletic ในขณะที่ L. thoracicus กับ L. tredecimguttatus เป็นแมงมุมชนิดเดียวกัน 
ดังนั้นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus  
มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างจากกลุ่ม L. thoracicus และ L. tredecimguttatus อย่างชัดเจน
อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทราบข้อมูลเบื้องต้นของจ านวนชนิดของ แมงมุมสกุล 
Latrodectus ในประเทศไทย แต่การจ าแนกชนิด ต้องมีการศึกษาต่อไปโดยเพิ่มข้อมูลของยีนต าแหน่ง
อ่ืนมาร่วมวิเคราะห์ 

ค าหลัก: Latrodectus แมงมุมแม่ม่าย widow spider ดีเอ็นเอบาร์โค้ด พันธุกรรม 
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ค าน า 
แมงมุมสกุล Latrodectus หรือแมงมุมแม่ม่าย (widow spider) จัดอยู่ในวงศ์ Theridiidae 

นับว่าเป็นแมงมุมที่มีความส าคัญทางด้านสาธารณสุขเนื่องจากเป็นกลุ่มแมงมุมที่มีพิษ พิษของแมงมุม
แม่ม่ายมีชื่อเรียกเฉพาะว่า Latrotoxin มีผลหลักต่อระบบประสาท (neurotoxin) ของสัตว์มีกระดูก
สันหลัง โดยพิษจะท าให้เกิดช่องว่างบริเวณปลายเซลล์ประสาท ส่งผลให้แคลเซียมไอออน (Ca2+) ไหล
เข้าสู่ปลายเซลล์ประสาทซึ่งเป็นกลไกให้เกิดการปล่อยสารสื่อประสาท ( neurotransmitter) 
ตลอดเวลา ท าให้เกิดการส่งกระแสประสาทอย่างต่อเนื่องและมากกว่าปกติ ท าให้กล้ามเนื้อเกร็งจน
เป็นอัมพาต ซึ่งสาเหตุการเสียชีวิตเกิดจากกล้ามเนื้อกระบังลมและกล้ามเนื้อหัวใจหยุดท าง าน 
(Cristopher et al., 2004; Shukla and Broome, 2007) แมงมุมแม่ม่ายเป็นกลุ่มแมงมุมที่มีการ
แพร่กระจายกว้างขวางทั่วโลก พบได้ทั้งในเขตร้อนและเขตอบอุ่นทั้งบริเวณที่เป็นแผ่นดินใหญ่ และ
เกาะในมหาสมุทร (Shukla & Broome, 2007)  หลายชนิดแพร่กระจายจากการติดไปกับการขนส่ง
สินค้าของมนุษย์ และส่วนใหญ่มักพบอาศัยอยู่ในแหล่งชุมชน ปัจจุบันทั่วโลกพบทั้งสิ้น 31 ชนิด 
(Platnick, 2014 )  โ ด ย ในทวี ป เ อ เ ชี ย มี ร า ย ง าน ก า ร พบ  4  ชนิ ด  คื อ  L.  geometricus,  
L. erythromelas, L. hasselti และ L. elegans (Schmidt and Klaas, 1991; Knoflach and van 
Harten, 2002; Yoshida, 2003) จากการสืบค้นเอกสารทางวิชาการ มีงานที่เกี่ยวข้องกับแมงมุม
แม่ม่ายในประเทศไทย 2 เรื่อง เรื่องแรกเป็นงานวิจัยที่กล่าวถึงการพบแมงมุมแม่ม่ายสีน้ าตาล  
L. geometricus ในประเทศไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 1987 (พ.ศ. 2530) หรือเมื่อ 26 ปีที่แล้วที่ ระดับความ
สูง 1,500 เมตร บนดอยสุเทพที่จังหวัดเชียงใหม่ โดย Dr. Konrad Thaler (Knoflach and van 
Harten, 2002) และบทความวิชาการในวารสารสารศิริราชปีที่ 32 ฉบับที่ 11 ซึ่งตีพิมพ์ในปี พ.ศ. 
2523 รายงานว่ามีผู้ป่วยถูกแมงมุมกัดที่จังหวัดขอนแก่น และคาดว่าเป็นชนิด L. curacaviensis 
(Sucharit, 1980) แต่การวินิจฉัยและจ าแนกชนิดของแมงมุมไม่มีความถูกต้องตามหลักอนุกรมวิธาน
แมงมุมเนื่องจากในบทความดังกล่าวกล่าวถึงแมงมุมที่มีลักษณะตัวสีน้ าตาลและมีขนบนล าตัวจ านวน
มาก อาศัยอยู่บนพ้ืนดินและใช้เพียงความยาวของเขี้ยว (chericera) ในการจ าแนกชนิดแมงมุม แต่
ลักษณะดังกล่าวแตกต่างจากลักษณะของแมงมุมแม่ม่ายอย่างสิ้นเชิงโดยแมงมุมแม่ม่ายสีน้ าตาลไม่มี
ขนบนล าตัวจ านวนมากและไม่ได้อาศัยอยู่บนพ้ืน และที่ส าคัญความยาวของเขี้ยว (chericera) ไม่
สามารถน ามาใช้ในการจ าแนกชนิดของแมงมุมได้ อย่างไรก็ตามเอกสารเหล่านี้ ไม่ได้รายงานการพบ
แมงมุมแม่ม่ายอย่างเป็นทางการในประเทศไทย รวมถึงไม่มีตัวอย่างแมงมุมที่ใช้เป็นหลักฐานในการ
ตรวจสอบเพื่อยืนยันชนิดดังนั้นข้อมูลดังกล่าวจึงไม่สามารถน ามาอ้างอิงหรือใช้ประโยชน์ได้ 

แมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus ได้แยกสายวิวัฒนาการมาจากบรรพบุรุษร่ วมกัน 
(monophyletic group) เพียงไม่กี่กลุ่ม โดยแบ่งเป็นสายวิวัฒนาการสองกลุ่มหลัก ๆ คือ กลุ่มสาย
วิวัฒนาการของแมงมุมแม่ม่ายด า (Latrodectus mactans clade) และกลุ่มสายวิวัฒนาการของแมง
มุมแม่ม่ายสีน้ าตาล (Latrodectus geometricus clade) นอกจากนี้ยังมีอีกหลายชนิดที่ยังหาข้อสรุป
ไม่ได้ โดยในแต่ละกลุ่มสายวิวัฒนาการจะมีลักษณะโครงสร้างอวัยวะสืบพันธุ์ตลอดจนสีสันบนล าตัวที่
คล้ายกันหรือเหมือนกัน และหลายชนิดในกลุ่มเดียวกันยังสามารถผสมพันธุ์ข้ามชนิดกันและให้ลูกที่ไม่
เป็นหมันได้ ท าให้เกิดปัญหาในการจ าแนกทางอนุกรมวิธานของแมงมุมกลุ่มนี้เนื่องจากเป็นกลุ่มที่มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน (complex species) (Garb et al., 2004) 

การจ าแนกชนิดแมงมุมโดยใช้วิธีสัณฐานวิทยานั้นจะศึกษาแมงมุมระยะที่เป็นตัวเต็มวัย
เท่านั้นและมักใช้เวลานาน ส่วนมากแมงมุมที่พบมักจะอยู่ในระยะตัวอ่อนท าให้มีปัญหาในการจ าแนก
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เนื่องจากอวัยวะเพศยังพัฒนาการไม่สมบูรณ์ท าให้วินิจฉัยชนิดผิด และแมงมุมบางกลุ่มจะมีลักษณะที่
ตัวผู้และตัวเมียมีขนาดรูปร่างที่แตกต่างกันท าให้ขาดข้อมูลในการวินิจฉัยชนิด ซึ่ง Platnick (2009) 
รายงานว่า ตัวอย่างแมงมุมที่ได้จากการจัดจ าแนก 46% พบเพียงแค่เพศเดียวเท่านั้น และอีก 1.5% 
เป็นแมงมุมที่อยู่ในระยะตัวอ่อนโดยอาจจะเป็นแมงมุมที่เป็นชนิดใหม่ (new species) แต่การจ าแนก
โดยใช้ DNA barcoding สามารถการจ าแนกชนิดแมงมุมในระยะตัวอ่อนได้ด้วย 

ดังนั้นการใช้ DNA Barcoding จึงเป็นงานวิจัยพ้ืนฐานที่ส าคัญ ท าให้ทราบถึงชนิดและเขต
การแพร่กระจายของแมงมุมที่เป็นข้อมูลล่าสุดที่มีความถูกต้องและทันสมัย อีกทั้งยังเป็นข้อมูลที่
ต่างประเทศยอมรับกันทั่วโลกนอกจากนี้ยังเป็นการรวบรวมและเก็บรักษาตัวอย่างแมงมุมไว้ใน
พิพิธภัณฑ์กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุมของกรมวิชาการเกษตร เพ่ือใช้ เป็นแหล่งอ้างอิง สืบค้น ตาม
หลักมาตรฐานสากล 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
-  อุปกรณ์ท่ีใช้เก็บตัวอย่าง ได้แก่ สวิงจับแมลง หลอดแก้วทดลอง ขวดดองตัวอย่างแมงมุมขนาด

ต่าง ๆ กัน กล่องพลาสติกใสขนาดต่าง ๆ กัน กระดาษทิชชู่ ปากคีบ พู่กัน ถุงพลาสติกใสขนาดต่าง ๆ 
สารเคมี ได้แก่ alcohol 95%, ethyl acetate  

-  อุปกรณ์ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ lactic acid, 10% KOH, จานแก้ว petridish, ซิลิกาเจลสี
ขาวส าหรับใช้ใน column chromatography, กล้องจุลทรรศน์ (stereomicroscope), หลอดแก้ว
ขนาดเล็ก  

  -  สารเคมีและอุปกรณ์ในการศึกษาดีเอ็นเอ เช่น ชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction kit: 
Isolate Genomic DNA Kit) , GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Bioline, Australia) , Agarose 
gel (Bioline, Australia)  และ TBE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) , MyTag 
(Bioline, Australia), MgCl2, RNase A (0.5g/ml) และ Protinase K Solution (0.3g/ml) 
          -  สารเคมี และ primer ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

วิธีการ 
1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2560-2562) 

 วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยแมงมุมแม่ม่ายเพื่อน ามา
ศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายตามใต้โต๊ะ เก้าอ้ี ใต้พ้ืน
รถยนต์ แปลงมันส าปะหลัง และขอบชายป่า ทั้งช่วงเวลากลางวันและกลางคืนโดยสังเกตใยที่ใช้ในการ
ดักเหยื่อ ท าการเก็บตัวอย่างแมงมุมโดยวิธีจับโดยตรงด้วยหลอดพลาสติกใส โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่าง
จากพ้ืนที่  18 จังหวัด ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ภาคเหนือได้แก่ ล าปาง น่าน แพร่ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ นครรราชสีมา ขอนแก่น ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ อุบลราชธานี ภาคกลางได้แก่ 
กรุงเทพมหานคร ชัยนาท เพชรบูรณ์ พิษณุโลก ภาคตะวันออกได้แก่ ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ภาคตะวันตก
ได้แก่ กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ สุราษฎร์ธานี  บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ 
(Global Positioning System: GPS) โดยแบ่งเป็น พ้ืนที่ต่าง ๆ ดังนี้  

 (1) แปลงผลไม้ พืชไร่  
 (2) โกดังสินค้า  
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 (3) พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เช่น สวนพฤกษศาสตร์ อุทยานแห่งชาติ 
รายละเอียดจังหวัดที่เป็นตัวแทนพ้ืนที่ที่ต้องการไปเก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่าย  
 

ปี 2560 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  
(1) ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สมุทรสงคราม สมุทรปราการ นนทบุรี อยุธยา สระบุรี 

ก าแพงเพชร 
(2) ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ตาก และประจวบคีรีขันธ์ 

 

ปี 2561 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  
(1)  ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 
(2) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด นครราชสีมา ขอนแก่น เลย หนองคาย 

หนองบัวล าภู  
ปี 2562 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  

(1)  ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเพชรบูรณ์ พิษณุโลก น่าน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง 
และล าพูน 

(2)  ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พังงา พัทลุง ตรัง และ
สงขลา                       

1.2 น าตัวอย่างที่ได้มาฆ่าด้วยขวดน็อคแมลงที่บรรจุด้วยสารเอทิลอะซิเตต จากนั้นเก็บรักษา
ตัวอย่างแมงมุมในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 95% เพ่ือน าไปศึกษาดีเอ็นเอ ส าหรับตัวอย่างที่
ต้องการเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ให้เก็บรักษาในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75%  

1.3 บันทึกชื่อแมงมุม วันที่จับ สถานที่จับ ชื่อผู้เก็บ ลงในป้ายกระดาษขาวแผ่นเล็ก ๆ แล้วใส่
ลงในหลอดแก้วที่ดองแมงมุม 

1.4 เก็บรักษาตัวอย่างแมงมุมที่ศึกษาดีเอ็นเอไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เพ่ือรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

2. การศึกษาอนุกรมวิธาน (ด าเนินการปี 2560-2561) 
- วิธีการเตรียมตัวอย่าง 
น าตัวอย่างออกจากหลอดแก้วโดยใช้พู่กันเขี่ยตัวอย่างให้ขึ้นมาด้านบนของหลอดแก้ว ใช้คีมคีบ

ตัวอย่างออกมาและใช้เข็มเขี่ยเขี่ยขาแมงมุมให้กางออก วางตัวอย่างไว้ในจานแก้วที่มีที่มีซิลิกาเจลสี
ขาวและถูกแช่ด้วยแอลกอฮอล์ 95% ให้เต็ม จากนั้นน าไปวางไว้ใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโค
ปรุ่น Olympus SZH-ILLD stereomicroscope ส าหรับการเตรียมอวัยวะเพศเมีย (epigynum) จะ
ใช้เข็มเขี่ยเจาะรอบ ๆ อวัยวะเพศ จากนั้นจึงดึง spermathecae และ copulatory duct ออกมาและ
น าไปแช่ในโปรติเนสเค (proteinase K) ประมาณ 3-5 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดเนื้อเยื่อส่วนที่ไม่ต้องการ
ออกไป จากนั้นน าไปล้างในน้ าสะอาด น า spermathecae และ copulatory duct ใส่ในหลอดแก้ว
ขนาดเล็กแล้วจึงน ากลับไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม ส าหรับการเตรียม pedipalps ให้ดึงออกทางด้านซ้าย
ของตัวแมงมุมใส่จานแก้วที่มีแอลกอฮอล์ 75% จากนั้นน า 10% KOH มาต้มที่ อุณหภูมิ 60๐C 
ประมาณ 5-10 นาที และน ามาเทลงในจานแก้วที่มี pedipalp ให้ท่วมตัวอย่างโดยการเทแอลกอฮอล์ 
75% ทิ้งไปก่อน แช่จนกระทั่งอวัยวะเพศผู้ขยายตัวออก จึงน าไปศึกษาดูรายละเอียดต่าง  ๆ ใต้กล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จน า  pedipalp ใส่ในหลอดแก้วขนาดเล็กและน า
กลับไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม 
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- การจ าแนกชนิด 
น าตัวอย่างแมงมุม อวัยวะเพศเมีย และ อวัยวะเพศผู้ มาจ าแนกชนิดด้วยคู่มือวินิจฉัยการ

จ าแนกชนิดและจากต าราต่าง ๆ โดยเฉพาะเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในแถบทวีป
เอเซีย ได้แก่ Yoshida (2003, 2009), Ono (2002), Song et al. (1999) จากนั้นบรรยายลักษณะ
ทางอนุกรมวิธาน วัดความยาวของทั้งล าตัว ความยาวและความกว้างของ ส่วนหัวรวมกับส่วนอก 
(carapace) ความยาวและความกว้างของ ส่วนท้อง (abdomen) ความยาวของขาในแต่ละปล้อง 
ได้แก่ ปล้องที่ 3 (femur), ปล้องที่ 4 (patella), ปล้องที่ 5 (tibia), ปล้องที่ 6 (metatarsus), ปล้องที่ 
7 (tarsus) บันทึกรูปและบรรยายลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธาน เก็บและรักษาตัวอย่างแมงมุมไว้ใน
พิพิธภัณฑ์กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 

3. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (ด าเนินการปี 2561-
2562) 

2.1 น าตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดี
เอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตามค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป  (Tissue 
Genomic DNA Extraction Mini Kit; Favorgen, Taiwan) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท โดยใช้คีม
คีบดึงขาด้านขวาของแมงมุมจ านวนหนึ่งข้าง (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก 
(microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืน (ตัวอย่างแมง
มุมที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือเป็น Voucher specimen) เติม FATG1 buffer 
ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และ Protinase K Solution (0.3g/ml) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ปิดหลอดให้
สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เติม RNase A (0.5g/ml) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แล้วเติม FATG2 
buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เขย่าให้
สม่ าเสมอ เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  
จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน FATG Mini Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่น
เหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม 
W1 Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม Wash Buffer ปริมาณ 750 
ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจาก
การตกตะกอน) และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาทีอีกครั้ง ย้ายหลอด 
FATG Mini Column มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และชะล้าง
อีเอ็นเอด้วยสารละลาย Elution Buffer  ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 
นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอ ที่
ได้เกบ็ในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 

2.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ดังนี้ 

 

Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 
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แมงมุมแม่ม่าย Latrodectus geometricus เตรียมปฏิกิริยา PCR  ปริมาตรทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย  

   1 reaction  (ไมโครลิตร) 

Green mastermix  26 
ddH2O  20 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   50 
 

น าปฏิกิริยา PCR ใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial-
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย denaturing ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ 
extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 
30 รอบ) จากนั้น final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  

2. 3 ตร ว จสอบผลิ ตภัณฑ์  PCR (PCR product)  ด้ ว ย วิ ธี ก า รท า อิ เ ล็ ก โท ร โฟรี ซี ส 
(Electrophoresis) โดยหยดผลิตภัณฑ์ PCR ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1.2% และให้
ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ 400 mp 
เป็นเวลา 45 นาที  

2.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ PCR ของแมงมุมแม่ม่ายที่ได้ไปท า
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี   

2.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท าการ
วิเคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมงมุมแม่ม่ายที่น ามาศึกษาทั้งหมด 
(Sequence assembly) โดยโปรแกรมที่สามารถวิ เคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์  
(assemble) ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) 
และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในแมงมุมแม่ม่ายแต่ละชนิด ด้วยโปรแกรม 
ClustalW (Thomson et al., 1994) ศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ภายใน
และระหว่างชนิด ด้วยโปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) และความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการโดยการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยวิธี Neighbor Joining (NJ) และ Maximum 
Likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) 

2.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดน าผลที่ได้มา
ตรวจสอบชนิด กับฐานข้อมูล Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวมฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ จากทั่วโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้องข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด โดยใช้โปรแกรม 
BLASTn (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990) และ BOLD (Barcode of Life 
Data System; http://www.boldsystems.org) โดยข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้จะถูกเก็บบันทึกเพ่ือ
จัดเตรียมฐานข้อมูลและใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงตรวจสอบความถูกต้องของชนิดแมงมุมในสกุลนี้ รวมทั้ง
น าไปใช้อ้างอิงทางวิชาการส าหรับงานอนุกรมวิธานและงานกีฏวิทยาด้านอ่ืน ๆ ส าหรับดีเอ็นเอที่สกัด
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ได้ จะจัดเก็บไว้เป็นดีเอ็นเออ้างอิงที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมงมุม กลุ่มงานวิจัยไร
และแมงมุม ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
- การบันทึกข้อมูล 
1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมงมุมแม่ม่ายที่ใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่ง
ประกอบด้วยพิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี สถานที่เก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายแต่ละชนิด และชื่อผู้
เก็บตัวอย่าง 
3) ชื่อวิทยาศาสตร์ของแมงมุมแม่ม่าย เขตการแพร่กระจาย และแนวทางการวินิจฉัยชนิด 
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2559 - กันยายน 2562 

สถานที่ : 1) พ้ืนที่ 18 จังหวัด ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ภาคเหนือได้แก่ ล าปาง น่าน แพร่ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ นครรราชสีมา ขอนแก่น ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ อุบลราชธานี ภาคกลางได้แก่ 
กรุงเทพมหานคร ชัยนาท เพชรบูรณ์ พิษณุโลก ภาคตะวันออกได้แก่ ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ภาคตะวันตก
ได้แก่ กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ สุราษฎร์ธานี  
   2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างแมงมุมแม่ม่าย 
ผลจากการส ารวจชนิดแมงมุมแม่ม่ายในประเทศไทยตามใต้โต๊ะ เก้าอ้ี ใต้พ้ืนรถยนต์ แปลงมัน

ส าปะหลัง และขอบชายป่า (Table 1) ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2562 ในพ้ืนที่ 18 
จังหวัด พบแมงมุมแม่ม่ายในประเทศไทย จ านวน 2 ชนิด ได้แก่ Latrodectus geometricus C. L. 
Koch, 1841 และ Latrodectus elegans Thorell, 1898 จ านวน 205 ตัวอย่าง โดยแมงมุมทั้ง 2 
ชนิดมีแหล่งที่อยู่อาศัยที่แตกต่างกัน L. geometricus อาศัยในแหล่งชุมชนและใกล้ชิดกับคนและมี
การกระจายตัวทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย ซึ่งแตกต่างจาก L. elegans ที่อาศัยอยู่ในพ้ืนที่ป่า
ห่างไกลจากแหล่งชุมชนและมีการกระจายตัวในภาคกลาง ตะวันออก ตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ตะวันตกของประเทศไทย (Figure 1) 

จากการส ารวจในบางพ้ืนที่อย่างต่อเนื่องพบว่าประชากรของแมงมุมแม่ม่ายทั้งสองชนิดลดลง
อย่างเห็นได้ชัดจากพ้ืนที่เดิม โดยสาเหตุเกิดมาจากแหล่งอาศัยเดิมได้มีการเปลี่ยนแปลงไป การถูกแตน
เบียนในวงศ์ Eurytomidae เบียนไข่ นอกจากนี้ยังพบว่าแมงมุมขายาว Pholcidae และแมงมุม 
Scytodidae (Figure 6) เป็นศัตรูธรรมชาติที่ช่วยควบคุมปริมาณแมงมุมแม่ม่ายสีน้ าตาล อีกทั้งแมงมุม
แม่ม่ายมีพฤติกรรมการล่าพวกเดียวกันเอง (cannibalism) จึงท าให้จ านวนประชากรลดลงอย่างเห็นได้
ชัดเจน ยิ่งไปกว่านี้จากข่าวสารที่มีความคลาดเคลื่อนเกี่ยวกับพิษของแมงมุมแม่ม่ายสีน้ าตาลในสื่อ
ออนไลน์ และช่องข่าวต่าง ๆ ท าให้ประชาชนมีการตื่นตระหนกและหวาดกลัวต่อแมงมุมทุกชนิดจึงฉีด
พ่นสารเคมีเพ่ือท าลายแมงมุมทุกชนิดที่พบ จึงท าให้ปัจจุบันแมงมุมแม่ม่ายอยู่ในสถานะที่พบได้ยาก ยิ่ง
ไปกว่านี้แมงมุมแม่ม่ายหลังเพลิงเป็นแมงมุมที่มีนิสัยชอบสันโดษ มีแหล่งอาศัยที่ไม่เฉพาะเจาะจง และ
มีการปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้น้อยจึงท าให้มีโอกาสที่จะสูญพันธุ์  
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2. การศึกษาอนุกรมวิธาน  
จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานของแมงมุมแม่ม่ายในประเทศไทยเพ่ือจ าแนกชนิด

ตัวอย่างแมงมุมทั้งหมดที่เก็บได้ในห้องปฏิบัติการโดยการใช้ลักษณะที่ส าคัญในการจ าแนกชนิด  
เช่น ลักษณะการจัดเรียงของตา ลักษณะของ endite ลักษณะของ fovea ระยะห่างระหว่างตา 
ลักษณะ sternum labium maxillae ความยาวของขา ลักษณะรูปร่างและลวดลายบนด้านหลัง 
ของส่วนท้อง แถบสีส้มหรือสีแดงรูปร่างคล้ายนาฬิกาทรายบริเวณด้านล่างของส่วนท้อง ขนแข็งที่มี
ลักษณะโค้งงอเป็นฟันเลื่อยเรียงต่อกันคล้ายซี่หวีที่บริเวณขาปล้องสุดท้าย ( tarsus) ของขาคู่ที่   
4 ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ์ เพศผู้  ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ์ เพศเมีย พบแมงมุมในสกุล 
Latrodectus ทั้งหมด 2 ชนิดสามารถจ าแนกชนิดได้ 2 ชนิด ได้แก่ Latrodectus geometricus  
C. L. Koch, 1841 และ Latrodectus elegans Thorell, 1898 จากการศึกษาโครงสร้างอวัยวะ
สืบพันธุ์ของ L. geometricus พบว่า spermatheca วางขนานชิดกัน กระเปาะส่วนหน้า (anterior 
lobes) และกระเปาะส่วนท้าย (posterior lobes) มีขนาดเท่ากัน ส่วน copulatory duct ขดเป็นวง
จ านวน 4 วง สัมพันธ์กับวงขดของ embolus ในอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ที่มี 4 วงเท่ากัน สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Garb et al. (2004) ส่วน L. elegans พบว่า spermatheca ที่กระเปาะส่วนหน้า 
(anterior lobes) อยู่ในต าแหน่งห่างกัน และกระเปาะส่วนท้ายอยู่ในต าแหน่งชิดกัน (v – shape) 
กระเปาะส่วนหน้าและส่วนท้ายมีขนาดแตกต่างกันชัดเจน ส่วน copulatory duct ขดเป็นวงจ านวน 
3 วง สัมพันธ์กับลักษณะวงขดของ embolus ในอวัยวะสืบพันธ์เพศผู้ที่มี 3 วงเท่ากัน (Lotz, 1994; 
Levi, 1983) 

เนื่องด้วยกลุ่มแมงมุมแม่ม่ายหลายชนิดมีสีสันและลักษณะภายนอกที่ใกล้เคียงกัน (sibling 
species) และยังมีอีกหลายตัวอย่างที่มีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาก้ ากึ่งระหว่าง L. hasselti และ 
L. elegans จึงท าการเก็บรักษาตัวอย่างไว้ในแอลกอฮอล์ 95% ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือ
น าไปสกัดดีเอ็นเอ และศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดต่อไป 

 ส าหรับคู่มือการวินิจฉัยชนิดที่ใช้ในการจ าแนกและลักษณะอนุกรมวิธานของแมงมุมแม่ม่ายใน
สกุล Latrodectus แต่ละชนิดมีดังนี้ 
Key to species of Latrodectus in Thailand 
Female:  

1. Dorsum of abdomen have symmetrical markings consist loop- like brown 
spots, Distinct orange or dark brown hourglass marking on the ventral surface 
present. 3(E)..................................................................................................2 

-  Abdomen black with bright red pattern on dorsum taking the shape of 
streaks, posterior half chevron shape extending laterally and on anterior half 
two curved bands (5D.); ventrally an hour-glass mark...........................2 

2. Seminal receptacles pararell ( 2 B) , Copulatory ducts coiled, dumb-
bellshaped spermathecae paired, spermathecae ducts with 4 loops 
(2B)..........................................................................................................geometricus 



2025 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

-  Copulatory ducts coiled three times around the seminal receptacles 
(4B)……………....................................... ......................................................... elegans 

Male: 
1. Dorsum of abdomen have symmetrical markings consist loop-like brown 

spots similar   with female 
(3F)……………………………………………………………………...........…………….……..……………...2 

- Dorsal region of the abdomen is transverse irregular bars by white and black, 
longitudinal orange patch at the posterior dorsal  (5C)………………….2 

2.  Embolus with 4 loops (2D)…………………………………………………… geometricus      

- Embolus with 3 loops (4C)………………………………………….………….……..elegans                                                                                               

วงศ์ Theridiidae Sundevall, 1833 (แมงมุมขาหวี, comb-footed or cobweb spiders)  
 แมงมุมขาหวี เป็นแมงมุมที่มีความหลากหลายทางด้านสัณฐานวิทยา ประกอบด้วยสมาชิกที่
ถูกจ าแนกชนิดเรียบร้อยแล้วจ านวน 124 สกุล 2,514 ชนิด ซึ่งแต่ละสกุลจะมีรูปร่างลักษณะที่ผันแปร
แตกต่างกันเช่น สกุล Argyrodes จะมีส่วนท้องที่ยาวมากกว่าปกติซึ่งถ้ามองด้านข้างจะเห็นเป็น
ลักษณะคล้ายรูปสามเหลี่ยม สกุล Ariamnes ส่วนท้องมีรูปร่างลักษณะคล้ายแส้ สกุล Proroncidia 
จะมีหนามยาวรอบ ๆ บริเวณส่วนท้อง โดยทั่วไปแมงมุมมีนิสัยแยกกันอยู่เนื่องจากถ้าอยู่รวมกันจะมี
พฤติกรรมกินกันเอง (cannibalism) แต่แมงมุมขาหวีส่วนใหญ่เป็นแมงมุมที่อาศัยอยู่ร่วมกันเป็นสังคม 
(Avilés, 1997) เช่น Anelosimus eximius (Keyserling, 1884) จะอยู่รวมกันเป็นพันตัวและช่วยกัน
สร้างรังขนาดใหญ่ (Agnarsson, 2002) และ เป็นที่รู้จักอย่างดี ว่าสกุล Argyrodes ชอบอาศัยอยู่
ร่วมกับแมงมุมชนิดอ่ืนที่เป็นเจ้าของรังแบบลักษณะ Kleptoparasitic ซึ่งเป็นรูปแบบปฏิสัมพันธ์ที่
ผิดปกติโดยการที่อาศัยอยู่ร่วมกับเจ้าของรังและขโมยพวกเศษซากอาหารจากเจ้าของรัง (Elgar, 1993) 
ส่วนใหญ่แมงมุมวงศ์นี้พบอาศัยอยู่ในทรงพุ่มของต้นไม้ ตามใบไม้ บางชนิดอาศัยอยู่ใต้ใบไม้โดยสร้าง
เส้นใยยุ่ง ๆ กระจายคลุมตัว เช่น สกุล Chrysso ส าหรับสกุล Nihonhimea จะน าใบไม้แห้งมาม้วน
แล้วสร้างเป็นรังนอนและสร้างเส้นใย 3 มิติเพ่ือดักเหยื่อ  

สกุล Latrodectus Walckenaer, 1805 
N.B.: ถูกพิจารณาว่าเป็น senior synonym ของ Chacoca Badcock, 1932 โดย Levi, 1959 
ตัวอย่างต้นแบบ (Type species):  L. 13decimguttatus Walckenaer, 1805 
ลักษณะประจ าสกุล (Generic description):  

มีการจัดเรียงตาเป็น 2 แถวโดยตาด้านข้างถูกแยกออกมาจากตากลางคู่หน้าและตาด้านหลัง
อย่างชัดเจน ไม่มีฟันบน chelicerae แผ่นแข็งด้านบน (carapace) มีลักษณะรูปร่างคล้ายลูกแพร์ 
fovea มีลักษณะเป็นหลุมตามด้านขวาง ท้องของเพศเมียมีลักษณะเป็นรูปทรงกลมป่อง ส่วนเพศผู้มี
ลักษณะคล้ายสี่เหลี่ยมผืนผ้า สีและลวดลายของส่วนท้องมีความผันแปรตั้งแต่สีครีม แดง ไปจนกระทั่ง
สีด า ส่วนเครื่องหมายที่มีลักษณะคล้ายรูปนาฬิกาทรายสีส้มที่อยู่ด้านใต้ของส่วนท้องมักจะปรากฎให้
เห็น เพศเมียมีขนาดใหญ่มากโดยมีขนาดล าตัวเกือบถึง 1 เซนติเมตร เพศผู้มีขนาดล าตัวเล็กกว่าเพศ
เมียประมาณ 4-5 เท่า บริเวณขาปล้องสุดท้าย (tarsus) ของขาคู่ท่ี 4 มีขนแข็งที่มีลักษณะโค้งงอเป็นฟัน

https://wsc.nmbe.ch/reference/3330
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เลื่ อย เรี ยงต่ อกั น เป็ นแถว เห็ นชั ด เจนคล้ ายซี่ หวี  สร้ า ง ใยไม่ เป็ นระ เบี ยบเป็ นลั กษณะ  
3 มิติเพ่ือท ารัง แต่สร้าง gumfoot lines (Figure 3B) เพ่ือเป็นใยดักเหยื่อในเวลากลางคืน ขนาด
spinneret คู่กลางมีขนาดเล็กกว่าคู่หน้าและคู่หลังมาก ขาคู่ที่ 1 และ 4 ยาวมากกว่าคู่ที่ 2 และ 3 และ
มี cololus ขนาดใหญ่ 

                        Latrodectus geometricus C.L. Koch, 1841 (Figure 3E, F) 
ตัวอย่างต้นแบบ (Holotype): ปัจจุบันเก็บไว้ที่ Museum für Naturkunde, Berlin (ZMB) ประเทศ
เยอรมัน 
ประวัติทางอนุกรมวิธาน (Taxonomic history): 

ค้นพบครั้งแรกโดย Koch ในปี 1841 และพบแพร่กระจายที่ Vaterland ประเทศนอร์เวย์ 
อเมริกาใต้ และโคลัมเบีย ต่อมาปี 1875 Thorell ได้พบตัวอย่างที่ประเทศแอฟริกา Karsch (1878) 
พบตัวอย่างที่แอฟริกาได้จ าแนกชนิดผิดและตั้งชื่อว่า Theridium zickzack ในปี Keyserling รายงาน
เพ่ิมเติมว่าแมงมุมชนิดนี้แพร่กระจายไปยังแถบประเทศเขตอบอุ่นและประเทศอเมริกา จนกระทั่ง 
Badcock (1932) ได้จ าแนกชนิดผิดโดยเขาได้คิดแมงมุมที่พบเป็น new species โดยเขาได้ตั้งชื่อ 
genus และ species ใหม่เป็น Chacoca distincta โดยให้เหตุผลว่าสกุล Chacoca แตกต่างจาก
สกุล Latrodectus ตรงที่ตาด้านข้างแยกออกจากตาคู่กลางและคู่หลังอย่างชัดเจน แต่เมื่อดูจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะอวัยวะสีบพันธุ์เพศเมียพบว่าเป็นชนิดเดียวกัน  Smithers, 
1944 ได้พิจารณาทางลักษณะทางสัณฐานวิทยาและพบว่า L. concinnus ที่ถูกตั้งขึ้นโดย Pickard-
Cambridge ในปี 1904 เป็น synonym ของ L. geometricus ต่อมา Caporiacco, 1949 ได้จ าแนก
ช นิ ด ผิ ด แ ล ะ คิ ด ว่ า เ ป็ น  new species จึ ง ตั้ ง ชื่ อ  L.  geometricus modestus,  
L. geometricus subalbicans  และ L. geometricus obscuratus  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Description) 

ความยาวล าตัวโดยเฉลี่ย: เพศผู้ 2.56 มิลลิเมตร  เพศเมีย 7.60 มิลลิเมตร 
หัวและอก (Carapace): สีน้ าตาลเข้มถึงด า มีความยาวมากกว่าความกว้าง แผ่นแข็งด้านบน 

(carapace) มีลักษณะรูปร่างคล้ายลูกแพร์ fovea มีลักษณะเป็นหลุมตามด้านขวาง ส่วนหัวแคบกว่า
ส่วนอก มี 8 ตา เรียง 2 แถว (4-4) แบบ recurve โดยแถวหน้าเรียงโค้งมากกว่าแถวหลัง ระยะห่าง
ระหว่างตาข้างด้านหน้ากับตากลางคู่หน้ามีขนาดเท่ากัน ตาข้างของตาแถวหลังแยกห่างออกจากตาคู่
กลางแถวหลังอย่างเด่นชัด sternum สีน้ าตาลอ่อนปกคลุมด้วยขน labium ยาวมากกว่าด้านกว้าง  
maxillae ยาวมากกว่าด้านกว้าง เห็น scapulae ชัดเจน chelicerae สีน้ าตาลเหลืองมีขนาดเล็ก ไม่มี
ฟันบน chelicerae ขามีสีน้ าตาลอ่อนบริเวณข้อต่อระหว่างปล้องขามีสีด าเข้ม ความยาวขา 4 ขา เรียง
จากมากไปหาน้อยดังนี้ 1, 4, 2, 3 

ท้อง (Abdomen): สีพ้ืนของส่วนท้อง (abdomen) มีความหลากหลายสูงตั้งแต่สีขาวสว่าง 
สีเทา สีน้ าตาลอ่อน สีน้ าตาลเข้ม ไปจนถึงสีด า กึ่งกลางด้านบนของส่วนท้องมีจุดรูปวงกลมหรือ
สามเหลี่ยมสีส้ม แดง หรือสีน้ าตาลเข้ม ล้อมรอบด้วยขอบสีขาว เรียงต่อกันเป็นแถว 3 จุด เชื่อมต่อ
ด้วยแถบสีเดียวกันพาดไปทางด้านท้ายล าตัว สองข้างของแนวกลางตัวด้านบนส่วนท้อง มีจุดสีด า เรียง
ต่อกันข้างละ 4 จุด เห็นชัดในแมงมุมขนาดเล็ก ส่วนแมงมุมที่มีอายุมากจะเห็นชัดเพียงข้างละ 3 จุด 
แต่ละจุดมีแถบสีอ่อนเชื่อมต่อพาดไปด้านข้างของส่วนท้องเกิดเป็นลวดลายสีอ่อนสลับเข้มตัดกับสีพ้ืน
ของส่วนท้อง ด้านล่างของส่วนท้องมีแถบสีส้มหรือสีแดงรูปร่างคล้ายนาฬิกาทรายเป็นลักษณะเด่น 
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(ภาพท่ี 3D) ส่วนของอวัยวะชักใย (spinnerets) ล้อมรอบด้วยแถบสีเข้มเรียงสลับกับสีอ่อนอย่างละ 6 
แถบ โครงสร้างอวัยวะสืบพันธุ์มีส่วนของ spermatheca รูปร่างคล้ายดัมเบล 1 คู่ วางชิดขนานกัน 
(parallel spermatheca) (Figure 2B) โดย spermatheca แต่ละอัน มีกระเปาะส่วนหน้า (anterior 
lobes) และกระเปาะส่วนท้าย (posterior lobes) ที่มีขนาดเท่ากัน ส่วน spermatheca เชื่อมต่อกับ
ท่อ copulatory ducts ที่ขดซ้อนกันจ านวนข้างละ 4 วง (Figure 2B) ส าหรับโครงสร้างอวัยวะ
สืบพันธุ์เพศผู้จะอยู่บริเวณด้านหน้าสุดของตัวเต็มวัยเพศผู้ จะมีส่วนของขาแปลง (palp) 1 คู่ ท าหน้าที่
ส าหรับเก็บน้ าเชื้อชั่วคราวและส่งถ่ายน้ าเชื้อต่อไปยังเพศเมีย โดยบนขาแปลงแต่ละข้าง มีส่วนของ 
embolus ที่ยาวและพันเป็นเกลียวขดเป็นวงซ้อนกัน จ านวน 4 วง (Figure 2C และ D) และมี 
colulus ขนาดใหญ่ 

เขตการแพร่กระจาย (Distribution): แอฟริกา อเมริกา โปแลนด์ ตะวันออกกลาง 
ปากีสถาน อินเดีย ไทย ญี่ปุ่น ปาปัวนิวกินี ออสเตรเลีย และฮาวาย ในประเทศไทยสามารถพบทั่วทุก
ภาค ภาคเหนือได้แก่ ล าปาง น่าน แพร่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ นครรราชสีมา ขอนแก่น 
ศรีษะเกษ บุรีรัมย์ อุบลราชธานี ภาคกลางได้แก่ กรุงเทพมหานคร นครปฐม เพชรบูรณ์ พิษณุโลก ภาค
ตะวันออกได้แก่ ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ภาคตะวันตกได้แก่ กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้
ได้แก่ สุราษฎร์ธานี 

Latrodectus elegans Thorell, 1898 (Figure 5C และ D) 
ประวัติทางอนุกรมวิธาน (Taxonomic history): 
ค้นพบครั้งแรกโดย Thorell ในปี 1898 บริเวณภูเขา Carin Chebà ประเทศพม่า ต่อมาในปี 1909 
Simon ได้พบตัวอย่างที่ ฮานอย ประเทศเวียดนามแต่เนื่องจากตัวอย่างที่พบมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาใกล้เคียงกับ L. hasselti จากประเทศออสเตรเลีย และใกล้เคียงกับ L. elgans ดังนั้นจึงตัดสินใจ
ตั้งชื่อว่า Latrodectus hasselti elegans ในปี 1998 Zhu ได้จ าแนกชนิดผิดโดยได้ตั้งชื่อว่าเป็น L. 
mactans ต่ อ ม า  Song, Zhu and Chen, 1999 ไ ด้ จ า แ น ก ช นิ ด ผิ ด โ ด ย ไ ด้ ตั้ ง ชื่ อ ว่ า เ ป็ น  
L. mactans ปี 2002 ได้รายงานพบ L. elgans ในประเทศญี่ปุ่นโดย Ono ต่อมา Kananbala, et 
al. , 2012 รายงานการพบ  L. elgans  ครั้งแรกที่หมู่บ้าน Thawai เมือง Ukhrul รัฐ Manipur 
ประเทศอินเดีย 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Description) 

ความยาวล าตัวโดยเฉลี่ย : เพศผู้ 2.28 มิลลิเมตร เพศเมีย 7.22 มิลลิเมตร 
หัวและอก (Carapace): Carapace ถูกปกคลุมด้วยขนสั้น ๆ สีด ากระจายตัวแบบไม่

สม่ าเสมอ มีความยาวมากกว่าความกว้าง แผ่นแข็งด้านบน (carapace) มีลักษณะรูปร่างคล้ายลูกแพร์ 
fovea มีลักษณะเป็นหลุมตามด้านขวาง ส่วนหัวแคบกว่าส่วนอก มี 8 ตา เรียง 2 แถว (4-4) แบบ 
recurve โดยแถวหน้าเรียงโค้งมากกว่าแถวหลัง ระยะห่างระหว่างตาข้างด้านหน้ากับตากลางคู่หน้ามี
ขนาดเท่ากัน ตาข้างของตาแถวหลังแยกห่างออกจากตาคู่กลางแถวหลังอย่างเด่นชัด sternum สี
น้ าตาลอ่อนปกคลุมด้วยขน labium ยาวมากกว่าด้านกว้าง  maxillae ยาวมากกว่าด้านกว้าง เห็น 
scapulae ชัดเจน chelicerae สีน้ าตาลเหลืองมีขนาดเล็ก ไม่มีฟันบน chelicerae ส่วนขามีสีด าเข้ม 
ความยาวขา 4 ขา เรียงจากมากไปหาน้อยดังนี้ 1, 4, 2, 3 

ท้อง (Abdomen): สีพื้นของส่วนท้อง (abdomen) มีสีด าสนิท ด้านบนของส่วนท้องมีแถบสี
แดงหรือสีส้มสดพาดขวางจากข้างล าตัวด้านหนึ่งไปยังอีกด้านหนึ่งจ านวน 4 แถบ โดยแถบสีที่สองถึงสี่
ด้านท้ายตัวเชื่อมต่อกัน (Figure 5A, D) แถบสีดังกล่าวมีรูปร่างคล้ายเปลวเพลิง ส าหรับเพศผู้ส่วนท้อง
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มีสีขาวสลับด า ตอนท้ายด้านบนส่วนหลังมีแถบสีแดง ด้านล่างของส่วนท้องมีแถบสีแดงรูปร่างคล้าย
นาฬิกาทรายซึ่งบางพ้ืนที่ไม่พบแถบสีแดงนี้ โครงสร้างอวัยวะสืบพันธุ์มีส่วนของ spermatheca รูปร่าง
คล้ายดัมเบล 1 คู่ วางตัวในลักษณะที่กระเปาะส่วนหน้า (anterior lobes) อยู่ห่างกัน และกระเปาะ
ส่วนท้าย (posterior lobes) อยู่ชิดกัน มองดูคล้ายตัววี (V-shaped  spermatheca) โดยกระเปาะ
ส่วนหน้า (anterior lobes) มีขนาดใหญ่กว่ากระเปาะส่วนท้าย (posterior lobes) อย่างชัดเจน ส่วน 
spermatheca เชื่อมต่อกับท่อ copulatory ducts ที่ขดซ้อนกันจ านวนข้างละ 3 วง (Figure 4B) 

ส าหรับโครงสร้างอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้จะอยู่บริเวณด้านหน้าสุดของตัวเต็มวัยเพศผู้ จะมีส่วน
ของขาแปลง (palp) 1 คู่ ท าหน้าที่ส าหรับเก็บน้ าเชื้อชั่วคราวและส่งถ่ายน้ าเชื้อต่อไปยังเพศเมีย โดย
บนขาแปลงแต่ละข้าง มีส่วนของ embolus ที่ยาวและพันเป็นเกลียวขดเป็นวงซ้อนกัน จ านวน 3 วง 
(Figure 4C) และมี colulus ขนาดใหญ่ 
เขตการแพร่กระจาย (Distribution): อินเดีย พม่า จีน และญี่ปุ่น ส าหรับในประเทศไทยพบที่จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ ฉะเชิงเทรา ขอนแก่น อุบลราชธานี ลพบุรี ชลบุรี และชัยนาท  
3. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

  การศึกษาครั้งนี้ท าการสกัดดีเอ็นเอของแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus 100 ตัวอย่าง  
L. elegans 30 ตัวอย่าง เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน COX1 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็น
เอจากแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus จ านวน 48 ตัวอย่าง L. thoracicus จ านวน 5 ตัวอย่าง และ 
L. tredecimguttatus จ านวน 5 ตัวอย่าง บันทึกผลนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่
เราเรียกว่า Barcode (ภาคผนวกท่ี 1) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายที่ท าการศึกษา
มาเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์ของแมงมุมแม่ม่ายที่รายงานในฐานข้อมูลสากล คือ Gen Bank เพ่ือ
เป็นการยืนยันความถูกต้องของดีเอ็นเอบาร์โค้ด พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ ของแมงมุมแม่ม่ายที่
ท าการศึกษามีความคล้ายคลึงกับฐานข้อมูลสูงถึง 99 - 100% 

จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าแมงมุมแม่ม่ายบางตัวอย่างเมื่อน า PCR product (ผลผลิต PCR) 
มาท าการตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ด้วยวิธีการ Gel electrophoresis กลับไม่แสดงแถบแบนบน
แผ่นเจล จึงได้ปรับเปลี่ยนวิธีตั้งแต่เปลี่ยนอุณหภูมิ ในขั้นตอน Denaturation, Annealing และ 
Extension จ านวนรอบของ cycle จนกระทั่งเปลี่ยน primer ซึ่ง primer ที่สามารถท าให้ผลผลิต 
PCR แสดงแถบแบนบนแผ่นเจลได้คือ   

  C1J1718 GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC และ  
C1N2191 CCC GGT AAA ATT AAA ATA TAA ACT TC (Simon et al., 1994) 

การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus   
 จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus เพ่ือใช้
ยืนยันข้อมูลการจัดจ าแนกชนิด โดยท าการวิเคราะห์  sequences ของต าแหน่ง COX1 จาก 58 
ตัวอย่าง ได้แก่ L. geometricus จ านวน 48 ตัวอย่าง และ L. elegans จ านวน 10 ตัวอย่าง และสร้าง 
Phylogenetic tree โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน COX1 ของแมงมุมแม่ม่าย Steatoda triangulosa 
จ า น ว น  1  ช นิ ด  เ ป็ น สิ่ ง มี ชี วิ ต น อก ก ลุ่ ม  แ ล ะ ใ ช้ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ยี น  COX1 ข อ ง  
L. geometricus จาก อาร์เจนติน่า ฟลอริด้า และแอฟริกาใต้ ซึ่งเป็นแหล่งที่พบแมงมุมแม่ม่ายสี
น้ าตาลครั้งแรกร่วมในการวิเคราะห์ จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วย Neighbor Joining (NJ) และ 
Maximum Likelihood (ML) พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่
สอดคล้องกัน (Figure 8-9)  โดยแมงมุมแม่ม่ าย L.  geometricus ได้แยกกลุ่ มออกมาจาก  
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L. thoracicus และ L. tredecimguttatus อย่างชัดเจน และเมื่อพิจารณาดูความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของกลุ่มแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus พบว่าความสัมพันธ์ภายในกลุ่มมีลักษณะเป็น 
monophyletic ส่วนกลุ่ม L. thoracicus และ L. tredecimguttatus มีข้อมูลทางพันธุกรรมที่
เหมือนกันนั่นคือเป็นชนิดเดียวกัน ดังนั้นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาสามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมงมุม
แม่ม่ายสกุล Latrodectus สามารถจัดจ าแนกความแตกต่างระหว่างกลุ่มได้ แต่การจัดจ าแนกชนิด
ภายในกลุ่มต้องเพ่ิมข้อมูลของดีเอ็นเอของยีนต าแหน่งอ่ืนมาร่วมวิเคราะห์ ซึ่งยีนต าแหน่ง COX1 
สามารถจ าแนกได้เพียงความแตกต่างในระดับกลุ่มของ L. geometricus L. thoracicus และ  
L. tredecimguttatus เท่านั้น อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทราบข้อมูลเบื้องต้น
ของจ านวนชนิดของแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus ในประเทศไทย แต่การยืนยันชนิดหรือจัด
จ าแนกชนิดภายในกลุ่มของ Latrodectus complex นั้นต้องมีการศึกษาต่อไป 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 จากเก็บรวบรวมตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus ทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยตามใต้
โต๊ะ เก้าอ้ี ใต้พ้ืนรถยนต์ แปลงมันส าปะหลัง และขอบชายป่า ทั้งช่วงเวลากลางวันและกลางคืนโดย
สังเกตใยที่ใช้ในการดักเหยื่อ จากพ้ืนที่ภาคเหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาค
ตะวันตก และภาคใต้ พบแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus จ านวน 205 ตัวอย่าง และในการจ าแนก
ทางอนุกรมวิธานโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้นพบแมงมุมแม่ม่าย จ านวน 2 ชนิด ได้แก่  
L. geometricus และ L. elegans จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ในแอลกอฮอล์ 95% ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพ่ือเป็นการรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอ ท าการสกัดดีเอ็นเอและพีซีอาร์ บริเวณยีน 
COX1 ได้ข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus จ านวน 48 ตัวอย่าง และ  
L. thoracicus จ านวน 5 ตัวอย่าง L. tredecimguttatus จ านวน 5 ตัวอย่าง 

จากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบข้อมูลทางชีวโมเลกุลของแมงมุมแม่ม่ายที่มีความซับซ้อนหรือ
ใกล้เคียงกัน ซึ่งเป็นการยากที่จะใช้เพียงลักษณะสัณฐานภายนอกมาเป็นตัวจัดจ าแนก และยืนยันว่า 
COX1 เป็นยีนที่สามารถใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดในแมงมุมแม่ม่ายกลุ่ม Latrodectus 
complex ได้ เนื่องจากยีน COX1 มีความแตกต่างมากพอที่จะท าให้แยกสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันออกจาก
กันได้ เป็นยีนที่มีบริเวณอนุรักษ์ (conserve area) มีขนาดนิวคลีโอไทด์มีความเหมาะสมคือประมาณ 
500-800 คู่เบส ง่ายต่อการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ดังนั้น ไพรเมอร์ที่เป็น universal primer จะสามารถ
เข้ามาจับและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ได้ง่ายและรวดเร็ว นอกจากนี้ล าดับดีเอ็นเอของ
ยีน COX1 ยังสามารถแยกความแตกต่างในสิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันมากได้อีกด้วย และการ
เลือกบริเวณที่จะน ามาใช้เป็นนั้นมีความส าคัญมาก เพราะหากเลือกขนาดและบริเวณที่น ามาใช้เป็นดี
เอ็นเอบาร์โค้ดได้เหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษาจะท าให้สามารถน าไปใช้ได้ง่ายสะดวก
และรวดเร็วมากยิ่งขึ้น  การศึกษาครั้งนี้พบว่าเมื่อใช้ COX1 มีบางตัวอย่างทีไ่ม่สามารถแสดงผลดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดของแมงมุมแม่ม่ายได้เลย ดังนั้นจึงมีการศึกษาเพ่ิมเติมด้วยไพรเมอร์ C1J1718 และ C1N2191 
แสดงผลผลิต PCR แสดงแถบแบนบนแผ่นเจล นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้ได้วิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการโดยวิธีการ Neighbor Joining  และ Maximum Likelihood  พบว่าแมงมุมแม่ม่าย
สกุล Latrodectus แยกออกมาจากแมงมุมแม่ม่ายสกุล Steatoda อย่างเห็นได้ชัดเจน ในขณะที่กลุ่ม 
L. thoracicus และ L. tredecimguttatus มีข้อมูลทางพันธุกรรมที่เหมือนกันนั่นคือเป็นชนิดเดียวกัน 
เนื่องจากฐานข้อมูล L. elegans ไม่ได้อยู่ใน Genbank จึงท าให้ประมวลผลพันธุกรรมออกมาเป็นชนิด
ที่ ใ ก ล้ เ คี ย ง นั่ น ก็ คื อ  L.  thoracicus แ ล ะ  L.  tredecimguttatus  
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หากต้องการศึกษาการแบ่งกลุ่มที่ชัดเจนมากขึ้นจะต้องใช้จ านวนยีนที่มาศึกษาเพ่ิมเติมมากขึ้น ดังเช่น
งานวิจัยของ Garb et al., 2004 ที่ใช้ยีนในการศึกษาถึง 5 ต าแหน่ง (COX1, H3, 28S rRNA, 18S 
rRNA, 16S rRNA) งานวิจัยของ Vink et al., 2008 ที่ใช้ยีนศึกษามากกว่า 1 ชนิด เช่น (COX1, ITS1, 
ITS2)  
 นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ยังช่วยยืนยันจ านวนชนิดของแมงมุมม่ายสกุล 
Latrodectus ในประเทศไทย ให้มีความสอดคล้องและทันสมัยเทียบเท่าระดับสากล ดังเช่นงานวิจัย
ของ Garb et al . ,  2004 ที่ ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมงมุมแม่ม่ายสกุล 
Latrodectus ชีวภูมิศาสตร์ และประวัติการแพร่กระจาย พบว่า geometricus clade เป็นแมงมุม
แม่ม่ายที่พบแพร่กระจายอยู่ทั่วไปทั้งในเขตร้อนและเขตอบอุ่นและเป็นพ่ีน้องกับ  the African  
L. Rhodesiensis ส่วน mactans clade ประกอบด้วย Latrodectus ชนิดอ่ืนที่มาจาก แอฟริกา 
อิสราเอล สเปน ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ และอเมริกาเหนือ อเมริกาใต้  
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Table 1 Spider Fauna in genus Latrodectus found in Thailand between 2016 until 2019 

Scientific name Habitat Location Reference 

Latrodectus   Restaurant  Suan Phueng, Rachaburi W. Chotwong 

geometricus Rest room Nong Kum, Kanchanaburi W. Chotwong 

C. L. Koch, 1841 Cricket shop Chatuchak, Bangkok J. Bangtha 
 House Pranburi, Prachuap Khiri Khan W. Chotwong 
 Restaurant  Nakronpathom R. Pongpattana 
 Restaurant  Lampang R. Pongpattana 
 Restaurant  Chokchai, Nakhon Ratchasima W. Chotwong 
 Cactus greenhouse Tha Ang, Nakhon Ratchasima W. Chotwong 

 Restaurant  Nai Wiang, Nan W. Chotwong 
 Restaurant  Ban Phai, Phrae W. Chotwong 
 Restaurant  Wang Thong, Phitsanulok W. Chotwong 
 Restaurant  Nong Ruea, Khon Kaen J. Bangtha 
 Restaurant  Sao Thong Chai, Si Sa Ket J. Bangtha 
 Abandoned shop Nong Ya Lat, Sisaket J. Bangtha 

 Restaurant  Khok Makham, Buri Ram J. Bangtha 

 Forest Na Chaluai, Ubon Ratchathani J. Bangtha 

 Local market Thakhanon, Surat Thani J. Bangtha 

 

Cricket farm Wang Yai, Phetchabun Phetchabun 
highland 
agricultural  

 House  Thung Phaya, Chachoengsao J. Bangtha 

    Chon Buri R. Pongpattana 

Latrodectus  Edge of forest  Pranburi, Prachuap Khiri Khan J. Bangtha 

elegans Cassava field Thung Phaya, Chachoengsao S. Chaowarit 
Thorell, 1898 Edge of cassava 

field 
Nai meuang, Khon Kaen L. Chalermkiat 

 Grass Na Chaluai, Ubon Ratchathani R. Pongpattana 
 Grass Lop Buri R. Pongpattana 
 Laterite pond Lop Buri R. Pongpattana 

  
Edge of cassava 
field 

Thammamun, Chai Nat L. Chalermkiat 
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Figure 1 Distribution map of spider genus Latrodectus in Thailand 
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Figure 2 Genitalia and Epigyne structure of Latrodectus geometricus  
A. Epigyne 
B. Spermathecae and copulatory duct   
C, D. left palpus show embolus with 4 loops 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
Figure 3 Latrodectus geometricus  

A. the comb on the fourth tarsus B. gumfoot lines  
C. Habitat D. red abdominal ‘‘hour-glass’’ mark 
E. Adult female with egg sac F. Adult male 
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Figure 4  Genitalia and Epigyne structure of Latrodectus elegans A.  Epigyne 

B.Spermathecae and copulatory duct C. Left palp of male show embolus with 
3 loops D. Left palp of male show extending embolus  

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5 Latrodectus elegans A.  Habitat B.  Egg sacs C.  subadult male D.  subadult 

female 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6 Scytodes fusca A. Dorsal part B. Ventral part and epigynum 

A B 

C D 

A B 

C D 
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Figure 7 PCR product from gene COX1 from L. geometricus (lanes 1 – 5),  

  L. thoracicus (lanes 6 - 8) and L. tredecimguttatus (lanes 9 - 10) 
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Figure 8 Neighbor joining analysis phylogenetic tree based on COX1 gene sequences. 

Steatoda triangulosa was used as outgroup.  The scale bar =  0 . 02 
substitutions per nucleotide position.  Percent bootstrap values above 50 
(1000 replicates) are indicated at notes.   

 

 RBR0105-LCO1490 
 RBR0106-LCO1490 
 RBR0104-LCO1490 

 PLK0209-LCO1490 
 PLK0206-LCO1490 
 PLK0202-LCO1490 
 PKN0101-LCO1490 
 NMA0206-LCO1490 
 NMA0203-LCO1490 
 NMA0201-LCO1490 
 NAN0211-LCO1490 
 NAN0208-LCO1490 
 NAN0205-LCO1490 
 NAN0202-LCO1490 
 LPG0101-LCO1490 
 CBI0201-LCO1490 
 KKN0101-LCO1490 
 NAN0201-LCO1490 
 NAN0204-LCO1490 
 NAN0207-LCO1490 
 NAN0210-LCO1490 
 NMA0102-LCO1490(2) 
 NMA0202-LCO1490 
 NMA0205-LCO1490 
 NPTI0101-LCO1490 
 PLK0201-LCO1490 
 PLK0204-LCO1490 
 PLK0208-LCO1490 

 NMA0102-LCO1490 
 PLK0211-LCO1490 
 CBI0202-LCO1490 
 NAN0102-LCO1490 
 NAN0203-LCO1490 
 NAN0206-LCO1490 
 NAN0209-LCO1490 
 NMA0101-LCO1490 
 NMA0201-LCO1490(2) 
 NMA0204-LCO1490 
 NMA0207-LCO1490 
 PLK0101-LCO1490 
 PLK0203-LCO1490 
 PLK0207-LCO1490 
 PLK0210-LCO1490 
 PLK0212-LCO1490 
 RBR0101-LCO1490 
 RBR0102-LCO1490 
 RBR0103-LCO1490 

 NAN0101-LCO1490 
 CBI0101-LCO1490 

Argentina_Latrodectus_geometricus 
 Florida_Latrodectus_geometricus 

 South Africa_Latrodectus_geometricus 
 PKN0201-C1-J-1718 

 PKN0202-LCO1490 
 PKN0202-C1-J-1718 

 CNT0101-C1-J-1718 
 KKN0201-C1-J-1718 

 Steatoda_triangulosa 
64 
75 
99 

100 

72 52 

100 

81 

65 

93 

33 

0.00 

0.00 

0.00 
0.00 

0.02 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.01 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 
0.00 
0.00 
0.00 

0.00 
0.00 
0.00 

0.00 

0.00 
0.00 

0.00 
0.00 

0.00 
0.01 
0.01 

0.06 
0.00 
0.00 

0.02 
0.08 

0.02 

0.01 0.00 

0.07 

0.00 

0.00 

0.01 

0.00 

0.020 

L. thoracicus  and L. tredecimguttatus 



2040 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 
 
Figure 9  Maximum likelihood phylogenetic tree based on COX1 gene sequences, 

showing the phylogenetic relationship among Latrodectus sp.  Specimens 
and Steatoda triangulosa was used as outgroup.  The number of sites are 
650, and scale bar =  0 . 0 2  substitutions per nucleotide position.  Percent 
bootstrap values above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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ภาคผนวก 

DNA Barcode ของแมงมุมแม่ม่าย Latrodetus geometricus เพ่ิมปริมาณ DNA ด้วย 
COX1  
รายละเอียดของ DNA Barcode ของแมงมุมแม่ม่าย L. geometricus จ านวน 10 ตัวอย่าง 
ตัวอย่างที ่1  CBI0101 
ATCGNATTAAANTTTCNATCCGNNAATAATATAGNAATAGCTCCTGCTAATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAA
TTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATAAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATA
GCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGG
ATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATAGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAA
TAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCACCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCC
CCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACCGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAA
TATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAGTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAAT
ACAAAGTCCCAATATCTTTATGNNTTGTT 

ตัวอย่างที ่2 CBI0201 
AAATAGGATCCCCTCCCCCTGCAGGGTCAAAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTAA
TACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATA
AACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAA
ATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATA
GAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCAC
CCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACC
GGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAG
TTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTTTGTTGACACA 

ตัวอย่างที ่3 LPG0101 
TTGAACAAATAGGATCCCCTCCCCCTGCAGGGTCAAAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCC
TGCTAATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTC
CATATAAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAAT
AGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCT
TCTATAGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCG
GTGCACCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGC
ATGACCGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTA
TGGCAGTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGATTTTGTTGACCA 

ตัวอย่างที ่4 NAN0101 
TTTAGATTTGTTGANACTCTTTCNGTGCAGGGGCAAAAAAAGATCGTATTAGAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTC
CTGCTAATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATT
CCATATAAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAA
TAGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTC
TTCTATAGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCG
GTGCACCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGC
ATGACCGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAAAACTCTTA
TGGCAGTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGNTTTGTTTGACAC 

ตัวอย่างที ่5 NAN0102 
TAGATTTGTTGACATCTTTACGTGAAGGGGAAAAAAAAACGTATTAGAATTTCTATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTA
ATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATAT
AAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAA
AATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTAT
AGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCA
CCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGAC
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CGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCA
GTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTTTTGGTTGACA 

ตัวอย่างที ่6 NAN0201 
TTTAGATTTGTTGANATCTTCCGGTGGAGGGGCAAAAAAAGATGTATTAGAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCT
GCTAATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCC
ATATAAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATA
GCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTT
CTATAGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGG
TGCACCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCA
TGACCGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTAT
GGCAGTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTTTGGTTGACAC 

ตัวอย่างท่ี 7 NAN0202 
CCCTTCCCGTGCAGGGGCAGAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTAATACAGGTAAT
GATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATAAACGTATATT
CAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAAATCTACTGAT
CTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATAGAAGAAATAA
ATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCACCCAACATTAG
CGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACCGGTTACAATTA
CATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAGTTCCTACTATA
GCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTTTGGTTGAA 

ตัวอย่างที ่8 NMA0101 
AAATAGGATCCCCTCCCCCTGCAGGGTCAAAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTAA
TACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATA
AACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAA
ATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATA
GAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCAC
CCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACC
GGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAG
TTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCATT 

ตัวอย่างที ่9 NPT0101 
GGGATGATCAGTTGTATAATGTAATTGTAACCGGTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCAGTATTAATTGGGGGA
TTTGGAAATTGGTTGGTTCCGCTAATGTTGGGTGCACCGGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTACC
TCCCTCATTATTATTATTATTTATTTCTTCTATAGAAGAGATAGGGGTAGGGGCAGGATGAACGATTTATCCCCCTTTATCCGGAT
TAGAAGGCCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTTGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGGGCATCTTCAATTATAGGAGCTATTAA
TTTTATTTCTACTATTTTGAATATACGTTTATATGGAATGAGAATGGAGAAGGTTAGATTATTTGTTTGATCAGTGTTAATTACAG
CTGTTTTACTTTTATTATCATTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACTATATTATTGACGGATCGAAATTTTAATACATCTTTTTTT
GACCCTGCAGGGGGAGGGGATCCTATTTTGTTTCAACATTTGTTTTGATTTTTTGNTCACCC 

ตัวอย่างที ่10 PLK0101 
AAATAGGATCCCCTCCCCCTGCAGGGTCAAAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTAA
TACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATA
AACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAA
ATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATA
GAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCAC
CCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACC
GGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAG
TTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTTTGTTGACCCA 
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รายละเอียดของ DNA Barcode ของ แมงมุมแม่ม่าย L. elegans จ านวน 10 ตัวอย่าง 
ตัวอย่างที ่1 PKN0201 
TGAACTATTTMTCCTCCTTTRTCAAGATTAGARGGTCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTTTACATTTRGCAG
GNGCNTCTTCTATTATRGGGGCTATTAATTTTATTTCTACTATTATNAATWTACGTTTGGTTGGNATATCTATRGAAAARGTAAG
ATTATTTGTTTGNTCNGTWTTNATTACTGCNGTNTTNTTATTATTATCATTACCTGTNTTGGCAGGGGCNATNACNATANTATTA
ACTGATCGTAATTTTAATACNTCATTTTTTGATCCNGCAGGAGGGGGTGATCCTATNTTGTTTCNACATTTGTTTTGATTTTTTGG
NCANCCTGAAGTTTATATTTTANTTTTACCGGGA 

ตัวอย่างที ่2 PKN0202 
GCAAATCANAACAAATGTTGAACAAGATAGGATCACCCCCTCCTGCAGGATCAAAAAATGAAGTATTAAAATTACGATCAGTTAA
TAATATTGTAATTGCCCCTGCCAATACAGGTAATGATAATAATAATAATACTGCAGTAATTAAAACTGACCAAACAAATAATCTTA
CTTTTTCTATAGATATCCCAACCAAACGTATATTCATAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCCCCTATAATAGAAGAAGCTCCTGCT
AAATGTAAAGAAAAAATTGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGACCATCTAATCTTGATAAAGGAGGATAAATAGTTCACCCTG
ATCCCACTCCAACTTCTTCTAAAGAAGAAATAAACAATAAAATTAAAGAAGAAGGCAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATACGA
GGAAAAGCTATATCAGGAGCTCCTAATATTAGAGGAACTAATCAATTTCAAAAATCCTCC 

ตัวอย่างที ่3 CNT0101 
GAGCTCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTGCCTTCTTCTTTAATTTTATTGTTTATTTCTTCTTT
AGAAGAAGTTGGAGTGGGATCAGGGTGAACTATTTATCCTCCTTTATCAAGATTAGAGGGTCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTT
GCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAGCTTCTTCTATTATAGGGGCTATTAATTTTATTTCTACTATTATGAATATACGTTTGGT
TGGGATATCTATAGAAAAAGTAAGATTATTTGTTTGGTCAGTTTTAATTACTGCAGTATTGTTATTATTATCATTACCTGTATTGG
CAGGGGCAATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTTAATACTTCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGGGGTGATCCTATCTTGTTT
CAACATTTGTTTTGATTTTTTGGCCATCCTGAAGTTTATATTTTATTTTTACCGGGA 

ตัวอย่างที ่4 PKN0101 
AGGATCCCCTCCCCCTGCAGGGTCAAAAAAAGATGTATTAAAATTTCGATCCGTCAATAATATAGTAATAGCTCCTGCTAATACA
GGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATCTAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATAAACG
TATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCAGCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAAATCT
ACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATCCTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATAGAAG
AAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCCGGTGCACCCAA
CATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAAAAAAAATTATTACAAAAGCATGACCGGTT
ACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCAATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAGTTCC
TACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATGTTT 

ตัวอย่างที ่5 CBI010 
AATAATATAGNAATAGCTCCTGCTAATACAGGTAATGATAATAAAAGTAAAACAGCTGTAATTAACACTGATCAAACAAATAATC
TAACCTTCTCCATTCTCATTCCATATAAACGTATATTCAAAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCTCCTATAATTGAAGATGCCCCA
GCTAAGTGTAAAGAAAAAATAGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGGCCTTCTAATCCGGATAAAGGGGGATAAATCGTTCATC
CTGCCCCTACCCCTATCTCTTCTATAGAAGAAATAAATAATAATAATAATGAGGGAGGTAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATT
CGAGGGAATGCTATATCCGGTGCACCCAACATTAGCGGAACCAACCAATTTCCAAATCCCCCAATTAATACTGGTATTACTATAA
AAAAAATTATTACAAAAGCATGACCGGTTACAATTACATTATACAACTGATCATCCCCTAATATTCTTCCAGGTTGACCTAATTCA
ATTCGAATAAGAACTCTTATGGCAGTTCCTACTATAGCAGCCCAAGCTCCAAATACTAAATACAAAGTCCCAATATCTTTATG 

ตัวอย่างที ่6 PKN0102 
TTTGGAGCTTGGGCTGCTATAGTAGGAACTGCCATAAGAGTTCTTATTCGAATTGAATTAGGTCAACCTGGAAGAATATTAGGGG
ATGATCAGTTGTATAATGTAATTGTAACCGGTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCAGTATTAATTGGGGGATTT
GGAAATTGGTTGGTTCCGCTAATGTTGGGTGCACCGGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCATTATTATTATTATTTATTTCTTCTATAGAAGAGATAGGGGTAGGGGCAGGATGAACGATTTATCCCCCTTTATCCGGATTA
GAAGGCCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTTGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGGGCATCTTCAATTATAGGAGCTATTAATT
TTATTTCTACTATTTTGAATATACGTTTATATGGAATGAGAATGGAGAAGGTTAGATTATTTGTTTGATCAGTGTTAATTACAGCT
GTTTTACTTTTATTATCATTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACTATATTATTGACGGATCGAAATTTTAATACATCTTTTTTTGA
CCCTGCAGGGGGAGGGGATCCTATTTTGTTTCAACATTTGTTTTGATTTTTTGGTCACCCT 
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ตัวอย่างที ่7 CNT0102 
TTGGNCCCTGAATTAGAGCAGGAATACATAAGAACATCTGTGTAAGACTTTTAATTCGAGCTGAATTAGGAAATCCCGGATCTTT
AATTGGAGATGACCAAATTTATAATACTATTGTAACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCTATTATAATTG
GAGGATTTGGTAATTGATTAGTTCCCCTGATATTAGGAGCCCCTGATATAGCCTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTTTGATT
CTTACCCCCCTCTCTCACCCTTTTAATTTCAAGAAGAATCGTAGAAAATGGAGCAGGTACTGGTTGAACTGTCTATCCCCCCCTA
TCTTCTAATATTGCTCATGGAGGTAGTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCTGGTATTTCATCGATTTTAGGAGC
TATTAATTTTATTACCACTATTATTAATATACGAGTTAATGGACTTTCATTTGATCAAATACCTTTATTTGTTTGAGCTGTTGGTA
TTACTGCTTTACTCCTTCTTTTATCATTGCCAGTTTTAGCTGGAGCTATCACAATATTATTAACGGATCGTAATTTAAATACATCA
TTCTTTGATCCTGCAGGTGGAGGAGACCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

ตัวอย่างที ่8 KKN0201 
GAGCTCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTGCCTTCTTCTTTAATTTTATTGTTTATTTCTTCTTT
AGAAGAAGTTGGAGTGGGATCAGGGTGAACTATTTATCCTCCTTTATCAAGATTAGAGGGTCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTT
GCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAGCTTCTTCTATTATAGGGGCTATTAATTTTATTTCTACTATTATGAATATACGTTTGGT
TGGGATATCTATAGAAAAAGTAAGATTATTTGTTTGGTCAGTTTTAATTACTGCAGTATTGTTATTATTATCATTACCTGTATTGG
CAGGGGCAATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTTAACACTTCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGGGGTGATCCTATTTTGTTT
CAACATTTATTTTGATTTTTTGGCCATCCTGAAGTTTATATTTTAATTTTACCGGGA 

ตัวอย่างที ่9 KKN0202 
CAAATAAATGTTGAACAAAATAGGATCACCCCCTCCTGCAGGATCAAAAAATGAAGTGTTAAAATTACGATCAGTTAATAATATT
GTAATTGCCCCTGCCAATACAGGTAATGATAATAATAACAATACTGCAGTAATTAAAACTGACCAAACAAATAATCTTACTTTTTC
TATAGATATCCCAACCAAACGTATATTCATAATAGTAGAAATAAAATTAATAGCCCCTATAATAGAAGAAGCTCCTGCTAAATGTA
AAGAAAAAATTGCAAAATCTACTGATCTCCCTCTATGACCCTCTAATCTTGATAAAGGAGGATAAATAGTTCACCCTGATCCCAC
TCCAACTTCTTCTAAAGAAGAAATAAACAATAAAATTAAAGAAGAAGGCAATAATCAAAATCTTAAATTATTTATACGAGGAAAA
GCTATATCAGGAGCTCCTAATATTAGAGGAACTAATCAATTTCAAAATCCTCCA 

ตัวอย่างที ่10 CBI0202 
TATTGGAGCTTGGGCTGCTATAGTAGGAACTGCCATAAGAGTTCTTATTCGAATTGAATTAGGTCAACCTGGAAGAATATTAGGG
GATGATCAGTTGTATAATGTAATTGTAACCGGTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCAGTATTAATTGGGGGATT
TGGAAATTGGTTGGTTCCGCTAATGTTGGGTGCACCGGATATAGCATTCCCTCGAATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTACCT
CCCTCATTATTATTATTATTTATTTCTTCTATAGAAGAGATAGGGGTAGGGGCAGGATGAACGATTTATCCCCCTTTATCCGGATT
AGAAGGCCATAGAGGGAGATCAGTAGATTTTGCTATTTTTTCTTTACACTTAGCTGGGGCATCTTCAATTATAGGAGCTATTAAT
TTTATTTCTACTATTTTGAATATACGTTTATATGGAATGAGAATGGAGAAGGTTAGATTATTTGTTTGATCAGTGTTAATTACAGC
TGTTTTACTTTTATTATCATTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACTATATTATTGACGGATCGAAATTTTAATACATCTTTTTTTG
ACCCTGCAGGGGGAGGGGATCCTATTTTGTTTCAACATTTGTTTTGATTTTTTGGTCACCCTGGAAGTTTAAA 
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การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกเชื้อรา Trichoderma asperellum 
T. harzianum และ T. viride 

DNA barcoding for Trichoderma asperellum, T. harzianum 
and T. viride identification 

 
ชนินทร ดวงสอาด1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/   สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/ 

อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ มะโนรัตน์  สุดสงวน1/  สุทธิณี ลิขิตตระกูลรุ่ง3/ 
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ ผู้เชี่ยวชาญ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
3/ กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 1 

 

รายงานความก้าวหน้า 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา Trichoderma ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือน
กันยายน 2562  ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ 
T. viride จากการจ าแนกเชื้อรา Trichoderma จ านวน 20 ไอโซเลท ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และชี ว โ ม เ ล กุ ล ข อ งยี น ต า แ หน่ ง  translation elongation factor 1- alpha (EF1-α)  RNA 
polymerase II gene ( rpb2)  แ ล ะ  Internal Transcribed Spacer ( ITS)  พบว่ า คื อ  เ ชื้ อ ร า  
T. asperellum และ T. harzianum  

ค าหลัก : Trichoderma asperellum T. harzianum T. viride barcoding 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง  03-30-60-01-03-00-09-60 
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ค าน า 

เชื้อราหลายสปีชีย์ใน genus Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) มีความส าคัญ
ทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะทางด้านการเกษตรที่มีการใช้เชื้อรา ใน genus Trichoderma เป็นสารชีว
ภัณฑ์ (biocontrol agent) (de los Santos-Villalobos et al., 2013; Kindermann et al., 1998; 
Mbarga et al., 2012) อันเนื่องมาจากคุณสมบัติในการยับยั้ง เชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยเชื้อรา 
Trichoderma เป็นเชื้อราที่มีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็วเมื่อเทียบกับ เชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด 
จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการแย่งใช้สารอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญ รวมถึงยังสามารถใช้สารอาหาร 
และเจริญในเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (mycoparasite) นอกจากนี้ เชื้อรา Trichoderma  
ยังสร้างสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด และสารที่เชื้อรา 
Trichoderma สร้างขึ้นยังส่งผลดีต่อพืช โดยช่วยในการเจริญเติบโต (plant growth) รวมถึงกระตุ้น
ให้พืชมีความแข็งแรงต่อการเข้าท าลายของ เชื้อราสาเหตุโรคพืช (plant defence responses) ดังนั้น 
เชื้อรา Trichoderma จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ถูกน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืช โดยไม่ก่อให้เกิด
ผลเสียแก่พืช เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และช่วยลดการใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัดโรคพืช 

Trichoderma asperellum T.  harzianum และ T.  viride เป็นเชื้อราที่ เป็นที่รู้ จักใน 
genus Trichoderma และมีการน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีอย่างแพร่หลาย ซึ่งมีการ
ส่งเสริมให้ใช้ในการป้องกันก าจัดโรคพืชโดยทั้งทางภาครัฐและเอกชน รวมถึงมีการผลิต เชื้อรา  
T. asperellum T. harzianum และ T. viride ในเชิงการค้า การตรวจสอบความถูกต้องของชนิด
ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง หากมีการใช้
ชนิดของเชื้อรา Trichoderma ไม่ถูกต้องหรือไม่เป็นไปตามวัตถุประสงค์ เช่น เกิดการปนเปื้อน หรือ
การผสมกันของเชื้อราปฏิปักษ์มากกว่า 1 ชนิด จะส่งผลกระทบต่อผลประสิทธิภาพและความยั่งยืน
ของการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช (Druzhinina et al., 2010) ในปัจจุบันมีหลายบริษัทมาขอขึ้น
ทะเบียนชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์ ของ เชื้อรา T.  asperellum T.  harzianum และ T.  viride  
แต่เนื่องจากลักษณะความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาเชื้อราใน genus Trichoderma นั้นมีความ
แตกต่างเพียงเล็กน้อย จึงท าให้ยากต่อการจ าแนกในระดับสปีชีย์ 

ในการจัดจ าแนกเชื้อรา Trichoderma สามารถท าได้โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Rifai, 
1969; Bissett, 1984; Bissett, 1991a-c; Bissett, 1992) เช่น รูปร่างลักษณะและขนาดของ conidia 
สี ลักษณะผิว conidia (ornamentation) ลักษณะการแตกกิ่งก้าน การฟอร์มเส้นใยแบบ sterile หรือ 
fertile ความยาวที่ยื่นออกมาจากก้านชูสปอร์ แต่ทั้งนี้ ลักษณะความแตกต่างที่มีการรายงานหรือ
บันทึกไว้ดังกล่าวสามารถใช้แยกความแตกต่างของได้อย่างชัดเจนส าหรับบางสปีชีส์ แต่ไม่สามารถแยก
ความแตกต่างได้ หรือมีความคลุมเครือระหว่าง strain ของบางสปีชีส์ (Singh et al., 2014) เช่น ใน
เ ชื้ อ ร า  T.  harzianum ซึ่ ง มี ห ล า ย ก า ร ศึ ก ษ า พ บ ว่ า  เ ชื้ อ ร า ที่ ถู ก จั ด จ า แ น ก ว่ า เ ป็ น  
T. harzianum มีมากกว่า 1 ชนิด ซึ่ง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมถึงลักษณะของ cultures นั้นมี
ความแตกต่าง  แต่ เป็นความแตกต่างที่คลุมเครือ และไม่ เ พียงพอหรือสามารถจัดจ าแนก 
(Muthumeenakshi et al., 1994; Fujimori and Okuda, 1994; Zimand et al., 1994) 

ปัจจุบันมีศึกษาการจัดจ าแนกและวิวัฒนาการของเชื้อรา Trichoderma โดยใช้ลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรม (DNA) กันมากขึ้น โดยส่วนใหญ่ ใช้ต าแหน่ง internal transcribed spacer (ITS) 
(Dodd et al., 2000; Kindermann et al., 1998) แต่พบว่าการจ าแนกด้วย ITS เพียงหนึ่งต าแหน่ง
ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างรา Trichoderma บางสปีชีส์ได้ เนื่องจากเชื้อรา Trichoderma 
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เหล่านั้นมีวิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกัน มักจะมีความคล้ายคลึงหรือมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียง
กันมาก เช่น มีรายงานว่า T. asperellum เป็น complex species (มีมากกว่า 1 สปีชีส์ภายใต้ชื่อ  
T. asperellum) และลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น ลักษณะของ conidia ไม่สามารถใช้อ้างอิง  
หรือเปรียบเทียบเพ่ือจ าแนกชนิดได้ แต่เมื่อใช้ลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) จ านวน 4 ต าแหน่ง 
ได้แก่  the Internal Transcribed Spacer ( ITS)  translation elongation factor 1 ( tef1) RNA 
polymerase subunit 2 ( rpb2) and actin (ACT)  ในการจัดจ าแนก (Samuels and Ismaiel, 
2009) พบว่า เชื้อราชนิดนี้ประกอบไปด้วย T. asperellum และ T. asperelloides ซึ่งได้รับการ
บันทึกเป็นอีกสปีชีส์ของเชื้อรา Trichoderma (Samuels et al., 2010) นอกจากนี้ยังพบว่า ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของทั้งสอง สปีชีส์นี้ มีความใกล้เคียงอย่างมากกับเชื้อรา T. yunnanense โดย
สามารถแยกความแตกต่างได้โดยเปรียบเทียบข้อมูลของดีเอ็นเอเท่านั้น (Samuels et al., 2010) 
ส าหรับเชื้อรา T. harzianum นั้น Chaverri et al. (2003) ท าการเปรียบเทียบลักษณะทางด้าน
พันธุกรรมจาก 4 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS tef1 calmodulin และ actin 

เชื้อรา Trichoderma ที่พบในประเทศอินเดียจ านวนหลายไอโซเลทที่จัดจ าแนกด้วยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาว่าเป็น T. viride แต่เมื่อใช้ข้อมูลของดีเอ็นเอจากต าแหน่ง ITS และ elongation 
factor พบว่าเชื้อราเหล่านี้คือเชื้อรา T. asperellum หรือ T. asperelloides (Siram et al., 2013) 
จากการศึกษาลักษณะของ conidia ของ เชื้อรา T. harzianum พบว่ามีความใกล้เคียงกับ conidia 
ของเชื้อรา T. viride โดยมีความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของลักษณะ ความหนาแน่น และเฉดสีของ 
conidia อีกทั้ง เชื้อรา T. viride ยังมีความใกล้เคียงกับ T. asperellum ดังนั้น ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา ไม่สามารถใช้อ้างอิงเพ่ือจัดจ าแนกอย่างชัดเจนได้ (Singh et al., 2014)  

ในปัจจุบันการจัดจ าแนกชนิดของเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถบ่งชี้ชนิดของ
เชื้อราได้ในระดับ genus แต่ในการจัดจ าแนกในระดับสปีชีส์ต้องมีการพิจารณาลักษณะทางด้าน
พันธุกรรม (DNA) มาร่วมวิเคราะห์ เพ่ือบ่งชี้ความแตกต่างและการจัดจ าแนกท่ีถูกต้อง กลุ่มวิจัยโรคพืช
เป็นหน่วยงานที่รับผิดชอบในการตรวจสอบความถูกต้องของสายพันธุ์ที่ขอขึ้นทะเบียน ดังนั้น
การศึกษาการจัดจ าแนกเชื้อรา T. asperellum  T. harzianum และ T. viride โดยใช้ลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรม (DNA) จึงมีความส าคัญ โดยข้อมูลและผลที่ได้จากการวิจัยจะได้มาซึ่งวิธีการในการ
ตรวจสอบชนิดเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ในการขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์
กับกรมวิชาการเกษตร ที่มีความแม่นย า และถูกต้อง ทั้งนี้การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความถูกต้องของ
ชนิดของเชื้อรา Trichoderma จะก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้ใช้สารชีวภัณฑ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อ
เกษตรกร รวมถึงประสิทธิภาพและความยั่งยืนในการใช้เชื้อรา Trichoderma ในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรคพืช อีกทั้งข้อมูลของลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) ที่ได้จากการศึกษา สามารถใช้เป็น
ฐานข้อมูลเ พ่ือใช้ เปรียบเทียบหรือศึกษาความหลากหลายและการวิวัฒนาการของ เชื้อรา  
T. asperellum T. harzianum และ T. viride  

ดังนั้นการทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือจ าแนกชนิดของเชื้อรา Trichoderma ที่ถูกต้อง  
และเพ่ือให้ได้เชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride มาตรฐาน เพ่ือน าไปประยุกต์ใน
การตรวจสอบเชื้อราดังกล่าวในสารชีวภัณฑ์ที่น ามาข้ึนทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร  
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วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ถุงพลาสติก ถุงกระดาษ กรรไกรตัดแต่งกิ่ง ไม้ทับตัวอย่าง 
กระดาษหนังสือพิมพ์ ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง 

2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
  - Microcentrifuge 
  - Thermal cyclers  
  - Vortex 
  - Tissue Lyser  
  - Gel electrophoresis  
  - เครื่องถ่ายภาพเจล  
  - microwave  
  - micropipette ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  
  - Dry heat block 
3. วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10 100 200 และ 1000 

ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 
4. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
5. สารเคมี ได้แก่  
   - Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™)  
   - High fidelity Phusion® DNA Polymerase (New England Biolabs)  
   - Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Glucanex®)  
    - Lithium Borate buffer (LB)  
   - PureDireX Genomic DNA Isolation Kit  
   - QIAquick Gel Extraction Kit  
   - SERVA HiSens Stain G 
   - Nuclease-Free Water 

  - ไพร์เมอร์ ได้แก่ ITS1/ ITS4 (White, 1990) EF1-728F (Carbone and Kohn, 
1999)  /  TEF1_R (Samuels et al. , 2002)   fRPB2-5F/ fRPB2-7cR (Liu et al. , 1999)  CAL-
228F/CAL-737R (Carbone and Kohn, 1999)  Triact1/Triact2 (Samuels et al. , 2006)  และ 
LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990) 

6.  Sequence assemble programs ไ ด้ แ ก่  Geneious Prime 2020 ( http: / / www. 
geneious.com; Kearse et al., 2012)   

วิธีการ 
1. ศึกษาข้อมูลของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
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รวบรวมข้อมูลสถานะของอนุกรมวิธานของรา Trichoderma ให้เป็นปัจจุบัน ได้แก่ ชื่อ
วิทยาศาสตร์ ชื่อพ้อง การจัดจ าแนกชนิดของ Trichoderma โดยใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุล  

2. เก็บและรวบรวมตัวอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
ตัวอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่น ามาใช้ในการวิจัย น ามา

จาก culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร กรุงเทพฯ จากสารชีวภัณฑ์ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride  
ที่มีขายในท้องตลาดในปัจจุบัน รวมถึงไอโซเลทที่มีการส่งเสริมโดยหน่วยงานของภาครัฐ โดยตัวอย่าง
ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ทั้งหมดจากการเก็บตัวอย่าง จะน ามาแยก
เพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์  เ พ่ือใช้ในการสกัด DNA ต่อไป เชื้อรา T.  asperellum T.  harzianum  
และ T. viride ที่ใช้ในการศึกษาจะจัดเก็บใน culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและ
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ ส าหรับเป็นข้อมูลหรือตัวอย่างอ้างอิงต่อไป 

3. ศึกษา และจ าแนกชนิดของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

แยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

ศึกษาลักษณะของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของรา

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี 
(pigment) ศึกษา และบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใย 
conidia conidiophore และโครงสร้างอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ 
compound microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัด
ขนาดไว้ 

จ าแนกชนิดเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Trichoderma ที่ศึกษากับคู่มือของ Rifai (1969) Bissett 

(1984) Bissett (1991a-c) และ Bissett (1992) 

4. จ าแนกชนิดของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride โดยใช้ข้อมูล
พันธุกรรม 
 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักหรือเขี่ย เส้นใยรวมถึง conidia ของเชื้อรา T.  asperellum T.  harzianum และ  
T. viride ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอดส าหรับการสกัด ท าการสกัดตาม
วิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 
เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ   
T. asperellum T. harzianum และ T. viride ต าแหน่ง ITS TEF1-α cal1 acl1 LSU และ rpb2 
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ก าหนด annealing temperature ของแต่ละต าแหน่งที่ 56 องศาเซลเซียส และ 60 ส าหรับต าแหน่ง 
LSU ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase ใช้ cycling และ 
condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะน า 

 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่
ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย  Lithium Borate buffer  
(LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ 
และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence 
และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูล
ทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence  

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta 
ไฟล์) มาจัดเรียง (align) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 2008) จากนั้นตรวจสอบ
การจัดเรียง (alignment) โดยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม the MEGA (Kumar et al., 2008) จากนั้น
ใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) ท าการรวมชุดข้อมูลของดีเอ็นเอต าแหน่ง 
LSU และ EF1 เป็น combined dataset บันทึกชุด alignment ในรูปแบบไฟล์ .nexus หรือ .nex 
โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
ป ร ะม ว ล ผ ล แ ล ะ วิ เ ค ร า ะห์ ข้ อ มู ล  ใ ช้ ส อ ง เ ก ณ ฑ์ ม า ต ร ฐ า น คื อ  Maximum Likelihood  
และ Bayesian Inference เตรียมชุดของข้อมูลที่จะใช้ในการวิเคราะห์ในแต่ละวิธี ดังนี้ 
Maximum Likelihood (ML) เตรียมไฟล์ .phy ใช้โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) 
ในการวิ เคราะห์  ก าหนดค่า  model of evolution แบบ GTRGAMMA วิ เคราะห์ด้วย rapid 
bootstrap (command –f a) เริ่มวิเคราะห์จาก random starting tree และ ก าหนดค่า 1000 ซ้ า 
ส าหรับ maximum likelihood bootstrap 

Bayesian inference (BI)  เ ต รี ย ม ไฟล์  . nexus ใ ช้ โ ป ร แกรม  MrBayes (Ronquist  
and Huelsenbeck, 2003)  โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  Markov Chain Monte Carlo (MCMC)  ค่ า ตั้ ง ต้ นที่ ใ ช้ 
ในการวิ เคราะห์ดั งนี้  “Mcmc startingtree=user ngen=10 000 000 temp=0.25 nruns=4  
samplefreq=1000 pintfreq=1000 nchains=4 savebrlens=yes stoprules=yes stopval=0.01;” 
ปรับค่า generation temperature substitution model parameters จ านวน generation และ 
burninเพ่ือให้ได้ concensus topology ตรวจสอบความเชื่อมั่นของผลวิเคราะห์ด้วย cumulative 
and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008) 
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 การบันทึกข้อมูล 
 เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราใน Culture Collection ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) ข้อมูล
รหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึกและใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิงส าหรับ การตรวจสอบสารชีวภัณฑ์ที่น ามาขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร รวมถึงสามารถใช้
เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป จัดเก็บดีเอ็นเอต้นแบบไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศา
เซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา Trichoderma ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือน
กันยายน 2562 (Figure 1) ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Trichoderma ดังนี ้

Trichoderma harzianum Rifai, Mycological Papers 116: 38 (1969) 

Synonymy: 
= Sporotrichum narcissi Tochinai & Shimada, Trans. Sapporo nat. Hist. Soc.: 
124 (1930)  

= Trichoderma nunbergii Svilv., ZentBl. Bakt. ParasitKde, Abt. 2: 135 (1932) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Sordariomycetes  
Subclass Hypocreomycetidae 
Order  Hypocreales 
Family  Hypocreaceae 
Genus  Trichoderma 
Species harzianum 

Optimum Growth Temperature  30-35 °C  

ลักษณะของเชื้อ เชื้อราสร้างสปอร์น้อยบนอาหาร PDA สร้างสปอร์สีเขียว (Figure 2) เป็นวง
ชั้น ๆ บางครั้งพบสปอร์สีเขียวเหลืองบริเวณขอบวงแต่ละชั้น ไม่มีกลิ่น ลักษณะของ phialides เป็น
แบบ ampulliform ตรงปลายแคบ ความยาวประมาณ 6.2-7.5 µm กว้างประมาณ 3.2-3.5 µm 
สปอร์มีลักษณะกลมแบน ขนาด (2.0-)2.5-3.0(-3.7) x (2.2-)2.7-3.5(-4.2) µm ผนังปอร์ผนังเรียบ 

Enzyme Production protease chitinase ß-1,3-glucanase (Kamala et al., 2015) 
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Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg, Sydowia 51: 81 (1999) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Sordariomycetes  
Subclass Hypocreomycetidae 
Order  Hypocreales 
Family  Hypocreaceae 
Genus  Trichoderma 
Species asperellum 

Optimum Growth Temperature  30-35 °C  

ลักษณะของเชื้อ บนอาหาร PDA เชื้อราสร้างสปอร์สีเขียว (Figure 3) เป็นวงชั้น ๆ บริเวณวง
แต่ละชั้นจะไม่พบการสร้างสปอร์ ไม่มีกลิ่น ลักษณะของ phialides เป็นแบบ terminated branches 
และ lageniform ยาว (4.0-)6.2-9.7(-15.2) µm กว้าง (2.5-)3.0-3.5(-5.0) µm สปอร์มีลักษณะกลม
แบน หรือกลมรี ขนาด (2.2-)3.0-3.5(-4.7) x (3.0-)3.5-4.0(-4.7) µm สีเขียว ผนังปอร์ลักษณะแบบ 
warted ไม่พบการสร้าง chlamydospores บนอาหาร 

Enzyme Production protease chitinase ß-1,3-glucanase (Kamala et al., 2015) 

Trichoderma viride Pers., Neues Magazin für die Botanik 1: 92 (1794) 

Synonymy: 
=Pyrenium lignorum Tode, Fungi Mecklenburgenses Selecti 1: 33, tab. 3, fig. 29 

(1790)  
=Trichoderma glaucum E.V. Abbott, Iowa State College Journal of Science: 27 

(1927) 
=Hypocrea rufa (Pers.) Fr., Summa vegetabilium Scandinaviae 2: 383 (1849) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Sordariomycetes  
Subclass Hypocreomycetidae 
Order  Hypocreales 
Family  Hypocreaceae 
Genus  Trichoderma 
Species viride 
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Optimum Growth Temperature  25-30 °C  

ลักษณะของเชื้อ  บนอาหาร PDA เชื้อราสร้างสปอร์สีเขียว บางครั้งพบว่าเชื้อสร้างกลิ่นคล้าย
กลิ่นของมะพร้าว สปอร์มักพบสร้างกระจุกอยู่ตรงกลางโคโลนี ขนาดประมาณ 1-4 mm (Figure 4) 
ลักษณะของ phialides เป็นแบบ lageniform มักพองตรงกลาง ลักษณะตรง ปลายแบบตะขอ ยาว 
(5.0-)6.5-11(-18) µm กว้าง (1.5-)2.5-3.5(-4.0) µm สปอร์มีลักษณะกลมแบน ขนาด (2.7-)3.2-
4.2(-5.0) x (3.0-)3.5-4.5(-5.5) µm สีเขียว ผนังปอร์ลักษณะแบบ warted 

Enzyme Production protease chitinase ß-1,3-glucanase (Kamala et al., 2015) 
จากการจ าแนกเชื้อรา Trichoderma จ านวน 20 ไอโซเลท ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

และชี ว โ ม เ ล กุ ล ข อ งยี น ต า แ หน่ ง  translation elongation factor 1- alpha (EF1-α)  RNA 
polymerase II gene ( rpb2)  และ  Internal Transcribed Spacer ( ITS)  พบว่ าคื อ  เชื้ อ ร า  T. 
asperellum และ T. harzianum (Figure 5) 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา T.  asperellum T.  harzianum และ  
T. viride จากการจ าแนกเชื้อรา Trichoderma ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลของยีน
ต าแหน่ง  translation elongation factor 1-alpha (EF1-α)  RNA polymerase II gene ( rpb2) 
และ Internal Transcribed Spacer (ITS) พบว่าคือ เชื้อรา T. asperellum และ T. harzianum 
อย่างไรก็ตามพบว่ามีความหลากหลายในระดับโมเลกุลของเชื้อรา T. asperellum หลายไอโซเลท 
(Figure 5) จึงต้องวิเคราะห์เพื่อเปรียบเทียบไอโซลเทของเชื้อรา Trichoderma เพ่ิมเติมต่อไป 

เมื่อสิ้นสุดงานวิจัย ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง จะใช้เป็นฐานข้อมูล และองค์ความรู้เพ่ือใช้ใน
การต่อยอดงานวิจัยวิจัย โดยข้อมูลและผลที่ได้จากการวิจัย จะท าให้ได้วิธีการจัดจ าแนก และชนิดที่
ถูกต้อง รวมทั้งข้อมูลลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA Barcode) ของเชื้อรา T. asperellum  
T. harzianum และ T. viride เพ่ือใช้เปรียบเทียบความเหมือนหรือแตกต่างของเชื้อรา เมื่อมีการขอ
ขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์กับกรมวิชาการเกษตร โดยการตรวจสอบเพ่ือยืนยันความถูกต้องของชนิด  
ซึ่งจะก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้ ใช้สารชีวภัณฑ์ เชื้อรา Trichoderma โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
ต่อเกษตรกร อีกทั้งข้อมูลลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) ที่ได้จากการศึกษา สามารถใช้เป็น 
ข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านพันธุศาสตร์ เพ่ือศึกษาความหลากหลาย และวิวัฒนาการของเชื้อรา 
Trichoderma ในประเทศไทย และข้อมูลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์ทางการศึกษาในหน่วยงานราชการ 
กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ สถาบันการศึกษา และหน่วยงานเอกชน 

 

ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณพ่ีๆ และน้องๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือและความ
ช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูล รวมถึงก าลังใจที่มีให้กันเสมอมา 
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Figure 1 Trichoderma used in this study 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 2 Trichoderma harzianum on PDA 
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Figure 3 Trichoderma harzianum on PDA 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Trichoderma viride on PDA 
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Figure 5 Phylogram of species of Trichoderma obtained from maximum likelihood 
analylis using RAxML with combined dataset of the ITS TEF and rpb2 gene 
regions. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 replicates are shown 
above nodes 
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การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อการจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera  
(Thysanoptera: Tubulifera) ในประเทศไทย 

DNA Barcoding for Identification of Thirps in Suborder Tubulifera  
(Thysanoptera: Tubulifera) in Thailand 

 
อิทธิพล บรรณาการ  เกศสุดา สนศิริ  สิทธิศิโรดม  แก้วสวัสดิ์ 

กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
ส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไฟในแปลงปลูกพืช เช่น ปอเทือง มะละกอ แตงกวำ  

ส้มโอ ถั่วฝักยำว หน่อไม้ฝรั่ง แก้วมังกร ดีปลี เป็นต้น ในทุกภูมิภำคของประเทศไทย บันทึกรำยละเอียด
ของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้ เช่น พืชอำหำร สถำนที่เก็บ ค่ำพิกัดทำงภูมิศำสตร์ (GPS) และชื่อผู้เก็บลงใน
ขวดดองเพลี้ยไฟที่บรรจุน้ ำยำ AGA และแอลกอฮอล์ 95% น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้มำศึกษำ
ลักษณะทำงอนุกรมวิธำนเพ่ือตรวจจ ำแนกชนิด ด ำเนินกำรท ำสไลด์ถำวร ณ ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำน
อนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช สำมำรถเก็บรวบรวมเพลี้ย
ไฟได้ 133 ตัวอย่ำงและสำมำรถจ ำแนกชนิดเพลี้ยไฟได้  2 ชนิดคือ เพลี้ยไฟท่อ Haplothrips 
gowdeyi (Franklin) และเพลี้ยไฟ Podothrips sp. ซึ่งอยู่ในอันดับ Thysanoptera อันดับย่อย 
Tubulifera วงศ์  Phlaeothripidae 131 และ 2 ตัวอย่ำงตำมล ำดับ  โดยพบที่จังหวัดสุ โขทัย 
ก ำแพงเพชร เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ รำชบุรี กำญจนบุรี  เป็นต้น ท ำให้ทรำบถึงชนิดของเพลี้ยไฟ
อันดับย่อย Tubulifera ที่ส ำคัญ พืชอำหำรที่ส ำรวจพบเพลี้ยไฟ เขตกำรแพร่กระจำยของเพลี้ยไฟอันดับ
ย่อย Tubulifera ในประเทศไทย และได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera ที่ถูกต้องส ำหรับ
ด ำเนินกำรทดลองหำดีเอ็นเอบำร์โค้ด โดยกำรใช้โปรแกรมส ำเร็จรูปส ำหรับกำรหำล ำดับพันธุกรรมของ
ยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟท่อ และเพลี้ยไฟ Podothrips sp. อยู่ใน
กลุ่มเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera วงศ์ Phlaeothripidae 
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ค าน า 
เพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera เป็นเพลี้ยไฟอีกอันดับย่อยหนึ่ งที่มีควำมส ำคัญทำง

กำรเกษตร โดยเพลี้ยไฟในอันดับย่อยนี้มักพบเป็นศัตรูส ำคัญของชนิดพืชที่มีโครงสร้ำงของใบค่อนข้ำง
หยำบและหนำ เช่น มะม่วง มะม่วงหิมพำนต์ ขนุน มังคุด กระท้อน ไทร และพืชพลังงำนที่ส ำคัญ เช่น 
สบู่ด ำ มันส ำปะหลัง และปำล์มน้ ำมัน โดยเพลี้ยไฟในอันดับย่อย Tubulifera ระยะที่เป็นตัวอ่อนของ
แต่ละชนิดนั้นจะไม่มีควำมแตกต่ำงกันมำกเหมือนกับอันดับย่อย Terebrantia ที่สำมำรถวิเครำะห์
ชนิดได้บ้ำงในเบื้องต้นจำกขนำด สีของล ำตัว และลวดลำยบนล ำตัว  จึงท ำให้กำรศึกษำและวิเครำะห์
เพลี้ยไฟในอันดับย่อยนี้ได้ค่อนข้ำงยำก ในประเทศไทยมีรำยงำนถึงชนิดของเพลี้ยไฟอันดับย่อยนี้
ค่อนข้ำงน้อย เช่น Haplothrips gowdeyi (Franklin) และ Haplothrips sp. เป็นศัตรูส ำคัญของ 
มะม่วง ถั่วฝักยำว ส้มเขียวหวำน มะม่วงหิมพำนต์ ส้มโอ เงำะ ล ำไย ลิ้นจี่ กล้วย ชนิด Gynaikothrips 
ficorum และ Gynaikothrips sp. ชนิด Ernothrips sp. และ ชนิด Liothrips sp. ซึ่งเป็นศัตรูส ำคัญ
ของไทร (ศิริณี, 2544) นอกจำกนี้ยังมีตัวอย่ำงเพลี้ยไฟอันดับย่อยนี้ที่เก็บ-รักษำในพิพิธภัณฑ์แมลง  
ซึ่งยังไม่ได้ด ำเนินกำรศึกษำต่อถึงระดับชนิด จึงจ ำเป็นต้องด ำเนินกำรศึกษำสัณฐำนวิทยำ และล ำดับ
พันธุกรรมของเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera ซึ่งจะท ำให้ทรำบถึงชนิดที่แน่นอนของเพลี้ยไฟอันดับ
ย่อย Tubulifera ทั้งนี้จะท ำให้ชนิดที่ถูกต้องและเหมำะแก่กำรป้องกันก ำจัด อีกทั้งยังสำมำรถ
วิเครำะห์ชนิดของเพลี้ยไฟศัตรูพืชในระยะไข่และตัวอ่อนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ นอกจำกนี้กำรศึกษำ
ล ำดับพันธุกรรมจะท ำให้ทรำบถึงควำมแปรปรวนของยีนเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera ในพ้ืนที่ทุก
ภูมิภำคของประเทศไทยว่ำมีควำมแตกต่ำงหรือใกล้เคียงกันอย่ำงไร กำรศึกษำนี้จะได้ข้อมูลซึ่งไม่มี
หน่วยงำนอ่ืนในประเทศท ำวิจัยเชิงลึกเช่นนี้  อีกทั้งยังเป็นกำรวิเครำะห์ชนิดศัตรูพืชโดยวิธีใหม่ที่
ทันสมัย สำมำรถเผยแพร่วิธีกำรและผลกำรศึกษำให้กับนักวิชำกำรทั่วไป บริษัทเอกชน และ
ผู้ประกอบกำรที่เกี่ยวข้องกับกำรเกษตร ทั้งนี้ข้อมูลทำงสัณฐำนวิทยำ และล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ย
ไฟอันดับย่อย Tubulifera ที่วิเครำะห์ได้นี้สำมำรถน ำมำศึกษำ phylogeny กับเพลี้ยไฟที่ท ำลำยพืช
อ่ืนๆ ได้ในอนำคต 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้จำกแปลงปลูกพืช อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ สวิงจับแมลง  
ปำกคีบ พู่กัน ขวดดอง กล่องพลำสติก ถุงพลำสติก ถังรักษำควำมเย็น อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรท ำสไลด์
ถำวร ได้แก่ สำรเคมีต่ำงๆ เช่น น้ ำกลั่น แอลกอฮอล์ 50 -100% AGA โซเดียมไฮดรอกไซด์ 10%  
โคลฟออย แคนำดำบัลซัม เข็มเขี่ย แผ่นสไลด์แก้ว แผ่นแก้วปิดสไลด์ กล่องสไลด์ถำวร และ ตู้อบสไลด์
ถำวร อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรท ำ PCR ได้แก่ สำรเคมีต่ำงๆ เช่น แอลกอฮอล์ 99% กรดอะซิติก DNeasy 
Kit, dNTP mixtures, 10X PCR buffer, Automatic pipette บีกเกอร์  หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 
DNA Thermal Cycle เค รื่ อ ง  Electrophoresis, Gel Documentary, Gene Amp PCR ก ล้ อ ง
จุลทรรศน์ชนิด stereo microscope และ compound microscope ที่ติด camera lucida เป็น
อุปกรณ์เสริมช่วยในกำรวำดภำพแมลงที่พบ กล้องถ่ำยภำพ อุปกรณ์วำดภำพ ได้แก่ ปำกกำ rotring 
และกระดำษไขเขียนแบบ เอกสำรประกอบกำรจ ำแนกชนิดของเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera  
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วิธีการ 

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
ส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไฟในแปลงปลูกพืช เช่น ปอเทือง มะละกอ แตงกวำ  

ส้มโอ ถั่วฝักยำว หน่อไม้ฝรั่ง แก้วมังกร ดีปลี เป็นต้น ในทุกภูมิภำคของประเทศไทย เพ่ือศึกษำจ ำนวน
ชนิดของเพลี้ยไฟ โดยใช้วิธีกำรตีหรือเขย่ำส่วนของพืช เช่น ใบ และดอก ให้เพลี้ยไฟตกลงบนกระดำษ
ขำวที่รองรับ และใช้พู่กันเขี่ยเพลี้ยไฟแต่ละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ำยำ AGA (Alcohol 60%: 
Glycerine: Acetic acid อัตรำส่วน 10:1:1) ส ำหรับศึกษำลักษณะสัณฐำนวิทยำและ แอลกอฮอล์ 
95% ส ำหรับศึกษำล ำดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) รวมทั้งเก็บตัวอย่ำงที่มี
ชีวิตด้วย บันทึกรำยละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได้ เช่น พืชที่เก็บ ส่วนของพืชที่เก็บ สถำนที่เก็บ ค่ำ
พิกัดทำงภูมิศำสตร์ (GPS) วันที่เก็บ และชื่อผู้เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟ น ำตัวอย่ำงทั้งหมดที่รวบรวม
ได้กลับไปยังห้องปฏิบัติกำร และน ำตัวเต็มวัยที่เก็บรวบรวมได้ทั้งหมดมำจ ำแนกชนิดเบื้องต้นภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ โดยน ำตัวเต็มวัยในน้ ำยำ AGA ไปท ำสไลด์ถำวร และน ำตัวเต็มวัยที่บรรจุใน 
แอลกอฮอล์ 95% เก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ในกำรทดลองทำงอณูชีววิทยำ 
ด ำเนินกำรท ำสไลด์ถำวรของเพลี้ยไฟ ตำมวิธีกำรของ ศิริณี (2544) บันทึกลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 
โดยกำรถ่ำยภำพใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมถึงให้รำยละเอียดบนแผ่นป้ำยบันทึกของขวดดองตัวอ่อนและ
ตัวเต็มวัย ได้แก่ ชื่อวิทยำศำสตร์ที่จ ำแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถำนที่เก็บตัวอย่ำง และชื่อผู้เก็บตัวอย่ำง 
จัดท ำแนวทำงวินิจฉัยชนิด (key) ของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้ จัดเก็บตัวอย่ำงที่ได้ศึกษำไว้ในพิพิธภัณฑ์
แมลง โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตำมระบบสำกล 

เวลาและสถานที่ 
 เวลา  เดือนตุลำคม 2561 ถึง เดือนกันยำยน 2562 
 สถานที ่ 1. แปลงปลูกพืชในทุกภูมิภำคของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง ห้องปฏิบัติกำรกลำง  

   กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
จำกกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงเพลี้ยไฟในแปลงปลูกพืช เช่น ปอเทือง มะละกอ แตงกวำ   

ส้มโอ ถั่วฝักยำว หน่อไม้ฝรั่ง แก้วมังกร ดีปลี เป็นต้น บันทึกรำยละเอียดของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้ เช่น 
พืชอำหำร สถำนที่เก็บ ค่ำพิกัดทำงภูมิศำสตร์ (GPS) และชื่อผู้เก็บลงในขวดดองเพลี้ยไฟที่บรรจุน้ ำยำ 
AGA และแอลกอฮอล์ 95% น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้มำศึกษำลักษณะทำงอนุกรมวิธำนเพ่ือ
ตรวจจ ำแนกชนิด โดยใช้แนวทำงกำรวินิจฉัยซึ่งปรับปรุงมำจำก (Palmer et al., 1989) และ (ศิริณี, 
2544) ณ ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำร
อำรักขำพืช สำมำรถจ ำแนกชนิดเพลี้ยไฟได้ 2 ชนิดคือ เพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) 
และเพลี้ ย ไฟ  Podothrips sp. ซึ่ งอยู่ ใน อันดั บ  Thysanoptera อัน ดับ ย่ อย  Tubulifera วงศ์ 
Phlaeothripidae จ ำนวน 131 และ 2 ตัวอย่ำง โดยมีลักษณะทำงอนุกรมวิธำนดังนี้ 

Haplothrips gowdeyi (Franklin, 1908) 

ล ำตัวขนำดเฉลี่ย 1.2-1.5 มิลลิเมตร ล ำตัวและขำมีสีน้ ำตำลเข้ม ส่วนปลำยขำมีสีน้ ำตำลอ่อน 
เพศผู้มีขนำดล ำตัวเล็กกว่ำเพศเมีย เพศเมียมีปีกขนำดใหญ่ ส่วนหัวมีควำมยำวมำกกว่ำควำมกว้ำง เส้น
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ขนด้ำนหลังตำเดี่ยวอยู่บริเวณขอบของตำรวมและมีควำมยำวเท่ำขนำดควำมกว้ำงของตำรวม ส่วน
ปำกอยู่ในระนำบเดียวกันกับเส้นขนด้ำนหลังตำเดี่ยว มีหนวด 8 ปล้อง หนวดปล้องที่ 3 -4 สีเหลือง 
หนวดปล้องที่ 5-6 มีสีเหลืองที่บริเวณโคนและมีสีน้ ำตำลอ่อนที่ส่วนปลำย หนวดปล้องที่ 3 และ 4  
เป็นที่ตั้งของอวัยวะรับควำมรู้สึก 2 และ 4 เส้นตำมล ำดับ อกปล้องแรกมีขนำดใหญ่ มีเส้นขนขนำด
ใหญ่และยำว 5 คู่ ฐำนอกปล้องแรกเจริญดี แผ่นแข็งด้ำนล่ำงของอกปล้องที่สองมีรูปร่ำงคล้ำยเรือ และ
มีร่องแคบลึกบริเวณตรงกลำงของส่วนอก ด้ำนล่ำงของอกปล้องสุดท้ำยไม่มีเส้นเชื่อมระหว่ำงอกคู่กลำง
กับอกคู่สุดท้ำย ปลำยขำคู่หน้ำมีฟันแหลมที่บริเวณส่วนปลำย ปีกคู่หน้ำมีสีซีดแต่มีสีเข้มที่บริเวณฐำน
ปีก ปีกคู่หน้ำประกอบด้วยเส้นขนที่ตั้งเป็นคู่กัน 8 เส้นแผ่นแข็งด้ำนล่ำงโคนปีกเป็นรูปสำมเหลี่ยม ส่วน
ท้องมีเส้นขนขนำดใหญ่ที่บริเวณแผ่นแข็งด้ำนหลังปล้องท้องยกเว้นปล้องท้องปล้องที่ 9 แผ่นแข็งปล้อง
ท้องปล้องที่ 2-7 มีเส้นขนรูปโค้งปล้องละ 2 คู่ ในขณะที่ปล้องท้องปล้องที่ 9 มีเส้นขนตรงยำวเท่ำกับ
ควำมยำวของปล้องท้องปล้องท่ี 10 ปลำยส่วนท้องแคบกว่ำส่วนหัว (ภำพท่ี 1) 

Podothrips sp. 
ล ำตัวขนำดใหญ่เฉลี่ย 1.5-1.8 มิลลิเมตร ล ำตัวสีน้ ำตำลปลำยขำมีสีเหลือง เพศผู้มีขนำดล ำตัว

เล็กกว่ำเพศเมีย มีปีกขนำดใหญ่ทั้งเพศผู้และเพศเมีย ส่วนหัวมีควำมยำวมำกกว่ำควำมกว้ำง ส่วนแก้ม
นูนและแคบลงทำงด้ำนล่ำง มีเส้นจำงๆ ด้ำนหลังของตำรวม ปลำยเส้นขนด้ำนหลังตำเดี่ยวมีลั กษณะ
คล้ำยลูกตุ้ม และยำวไม่ถึงขอบด้ำนหลังของตำรวม ส่วนปำกไม่ได้อยู่ในระนำบเดียวกันกับเส้นขน
ด้ำนหลังตำเดี่ยว มีหนวด 8 ปล้อง ปล้องหนวดปล้องที่ 3-4 มีขนำดใหญ่ สีเหลือง ปล้องหนวดปล้องที่ 
6-8 สีน้ ำตำลอ่อน หนวดปล้องที่ 3-4 เป็นที่ตั้งของอวัยวะรับควำมรู้สึก 1 และ 2 เส้น ตำมล ำดับ อก
ปล้องแรกมีขนำดใหญ่ ฐำนอกด้ำงล่ำงยำวเป็นสองเท่ำของขอบอกด้ำนบน มีเส้นขนขนำดใหญ่ที่
บริเวณมุมบนและมุมล่ำงของส่วนอกรวม 4 เส้นและมีขนำดใหญ่กว่ำเส้นขนบนบริเวณขอบปล้องอก 
สังหลังอกปล้องกลำงมีเส้นแบ่งกึ่งกลำงอย่ำงชัดเจน สันหลังอกปล้องสุดท้ำยไม่มีลวดลำยแบบร่ำงแห 
เส้นขนบนสันหลังอกปล้องสุดท้ำยมีขนำดเล็ก ปลำยขำคู่หน้ำมีตะขอโค้งและยำวยื่นออกมำจำกปลำย
ขำ ปีกคู่หน้ำมีเส้นขนเรียงบริเวณขอบปีก 1 แถว แผ่นแข็งด้ำนล่ำงโคนปีกเป็นรูประฆัง ปล้องท้อง
ปล้องที่ 9 มีเส้นขนแหลมควำมยำวเท่ำกับปล้องท้องปล้องที่ 10  และควำมยำวของปล้องท้องปล้องที่ 
10 สั้นกว่ำส่วนหัว เส้นขนด้ำนข้ำงปล้องท้องปล้องที่ 10 ยำวกว่ำเส้นขนที่บริเวณปลำยส่วนท้อง  
(ภำพท่ี 2) 
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ตัวอย่ำงสไลด์ถำวร 

 

         
        ส่วนหวัและอกปล้องแรก 

          
 
 แผ่นแข็งด้ำนล่ำงของส่วนอก 

          
           ปล้องท้องปล้องที่ 9-10 

 
ภาพที่ 1 ลักษณะทั่วไปของเพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) 
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ตัวอย่ำงสไลด์ถำวร 

 
        ส่วนหวัและอกปล้องแรก 

          
สันหลังอกปล้องสุดท้ำย         แผ่นแข็งด้ำนล่ำงของส่วนอก 

 
ภาพที่ 2 ลักษณะสัณฐำนวิทยำของเพลี้ยไฟ Podothrips sp. 

 
ด ำเนินกำรศึกษำและวิเครำะห์ล ำดับเบสดีเอ็นเอผลผลิตของเพลี้ยไฟทั้ง 2 ชนิด โดยกำรศึกษำ

ควำมสัมพันธ์กับประวัติกำรวิวัฒนำกำรทำงชีวโมเลกุลของเพลี้ยไฟ (Molecular phylogenetics     
of Thysanoptera) และใช้โปรแกรม neighbor joining/UPGMA แสดงค่ำระยะห่ำงทำงพันธุกรรม 
(sequence divergence) พบว่ำ เพลี้ยไฟท่อ และเพลี้ยไฟ Podothrips sp. อยู่ในกลุ่มเพลี้ยไฟอันดับ
ย่อย Tubulifera วงศ์ Phlaeothripidae กำรศึกษำนี้ท ำให้ทรำบถึงชนิดของเพลี้ยไฟอันดับย่อย 
Tubulifera ในประเทศไทยทั้งด้ำนสัณฐำนวิทยำและอณูชีววิทยำ ซึ่งยังไม่มีกำรศึกษำมำก่อน สำมำรถ
ใช้เป็นข้อมูลศัตรูพืชที่ส ำคัญของไม้ผล ไม้ดอกไม้ประดับ และพืชไร่ นอกจำกนี้กำรศึกษำนี้ยังสำมำรถ
น ำมำประยุกต์ใช้เพ่ือพัฒนำวิธีกำรจ ำแนกชนิดเพลี้ยไฟหรือแมลงชนิดอ่ืนๆ โดยมีข้อได้เปรียบที่
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สำมำรถวิเครำะห์ตัวอย่ำงแมลงได้ทุกระยะทั้งระยะไข่ ตัวอ่อน ดักแด้ และตัวเต็มวัย ให้ผลที่ถูกต้อง
แม่นย ำ และรวดเร็วโดยไม่ต้องอำศัยเวลำในกำรเลี้ยงตัวอย่ำงแมลงนั้นๆ ในห้องปฏิบัติกำรเพ่ือใช้ตัว
เต็มวัยในกำรจ ำแนกชนิด อีกทั้งยังสำมำรถเผยแพร่วิธีกำรและผลกำรศึกษำให้กับเจ้ำหน้ำที่ด่ำนตรวจ
พืชส ำหรับใช้ตรวจวินิจฉัยชนิดแมลงทั้งในระยะไข่และตัวอ่อนได้อย่ำงทันต่อเหตุกำรณ์ ช่วยลด
ระยะเวลำกำรกักเก็บสินค้ำเพ่ือตรวจสอบ และสำมำรถป้องกันชนิดแมลงศัตรูพืชส ำคัญที่ติดมำกับ
สินค้ำน ำเข้ำได้ทันต่อเหตุกำรณ์ 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

กำรศึ กษ ำดี เอ็ น เอบ ำร์ โค้ ด เพ่ื อกำรจ ำแนกชนิ ด เพลี้ ย ไฟ อันดั บ ย่ อย  Tubulifera 
(Thysanoptera: Tubulifera) ในประเทศไทย โดยส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไฟในแปลง
ปลูกพืช เช่น ปอเทือง มะละกอ แตงกวำ  ส้มโอ ถั่วฝักยำว หน่อไม้ฝรั่ง แก้วมังกร ดีปลี เป็นต้น ในทุก
ภูมิภำคของประเทศไทย บันทึกรำยละเอียดของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้ เช่น พืชอำหำร สถำนที่เก็บ     
ค่ำพิกัดทำงภูมิศำสตร์ (GPS) และชื่อผู้เก็บลงในขวดดองเพลี้ยไฟที่บรรจุน้ ำยำ AGA และแอลกอฮอล์ 
95% น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้มำศึกษำลักษณะทำงอนุกรมวิธำนเพ่ือตรวจจ ำแนกชนิด 
ด ำเนินกำรท ำสไลด์ถำวร ณ ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ 
ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช สำมำรถเก็บรวบรวมเพลี้ยไฟได้ 133 ตัวอย่ำงและสำมำรถจ ำแนก
ชนิดเพลี้ยไฟได้ 2 ชนิดคือ เพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) และเพลี้ยไฟ Podothrips 
sp. ซึ่งอยู่ในอันดับ Thysanoptera อันดับย่อย Tubulifera วงศ์ Phlaeothripidae 131 และ 2 
ตัวอย่ำงตำมล ำดับ โดยพบที่จังหวัดสุโขทัย ก ำแพงเพชร เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ รำชบุรี กำญจนบุรี 
เป็นต้น ท ำให้ทรำบถึงชนิดของเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera ที่ส ำคัญ พืชอำหำรที่ส ำรวจพบเพลี้ยไฟ 
เขตกำรแพร่กระจำยของเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera ในประเทศไทย และได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟอันดับ
ย่อย Tubulifera ที่ถูกต้องส ำหรับด ำเนินกำรทดลองหำดีเอ็นเอบำร์โค้ด โดยกำรใช้โปรแกรมส ำเร็จรูป
ส ำหรับกำรหำล ำดับพันธุกรรมของยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟท่อ และ
เพลี้ยไฟ Podothrips sp. อยู่ในกลุ่มเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera วงศ์ Phlaeothripidae 
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ภาคผนวก 

สถานที่พบ จ านวนตัวอย่างและพืชอาหารของเพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) 

สถานที่พบ  จ านวน
ตัวอย่าง  

พืชอาหาร  พิกัดทางภูมิศาสตร์  

ต.กระจำย อ.ป่ำติ้ว จ.ยโสธร 9 ทำนตะวัน N 15° 87 ́ 8”  
E 104° 19 ́ 38” 

ต.บ่ง อ.เมือง จ.อ ำนำจเจริญ 9 ปอเทือง N 15° 52 ́ 26”  
E 104° 39 ́ 24” 

ต.บุ่งหวำย อ.วำรินช ำรำบ  
จ.อุบลรำชธำนี 

6 ดำวเรือง N 15° 9 ́ 5”        
E 104° 45 ́ 50” 

ต.หนองโสน อ.นำงรอง  
จ.บุรีรัมย์  

10 ดำวเรือง N 14° 44 ́ 7”       
E 102° 55 ́ 6” 

ต.ศรีนำวำ อ.เมือง  
จ.นครนำยก 

8 กระท้อน N 14° 15 ́ 5”       
E 101° 16 ́ 41” 

ต.ศรีนำวำ อ.เมือง  
จ.นครนำยก 

6 มะยงชิด N 14° 13 ́ 35”     
E 101° 16 ́ 9” 

ต.สำริกำ อ.เมือง จ.นครนำยก  7 มังคุด N 14° 17 ́ 16”     
E 101° 13 ́ 48” 

ต.หนองโพรง อ.ศรีมหำโพธิ์  
จ.ปรำจีนบุรี  

5 ข้ำวโพด N 13° 57 ́ 2”       
E 101° 30 ́ 11” 

ต.โรงช้ำง อ.เมือง จ.พิจิตร 2 บัว N 16° 27 ́ 45”     
E 100° 17 ́ 1”  

ต.โรงช้ำง อ.เมือง จ.พิจิตร 5 พุด N 16° 29 ́ 6”       
E 100° 17 ́ 1”  

ต.ท่ำดินด ำ อ.ชัยบำดำล  
จ.ลพบุรี 

6 หน่อไม้ฝรั่ง N 15° 7 ́ 20”     
E 101° 8 ́ 20”  

ต.น้ ำชุน อ.หล่มสัก  
จ.เพชรบูรณ์ 

2 โหระพำ N 16° 42 ́ 54”  
E 101° 10 ́ 51” 

ต.น้ ำชุน อ.หล่มสัก  
จ.เพชรบูรณ์ 

2 ถั่วฝักยำว N 16° 42 ́ 50”  
E 101° 10 ́ 51” 

ต.ท่ำชัย อ.ศรีสัชนำลัย  
จ.สุโขทัย 

5 มะม่วง N 17° 24 ́ 35”       
E 99° 48 ́ 14” 
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สถานที่พบ จ านวนตัวอย่างและพืชอาหารของเพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) (ต่อ) 

สถานที่พบ  จ านวนตัวอย่าง  พืชอาหาร  พิกัดทางภูมิศาสตร์  
ต.ท่ำชัย อ.ศรีสัชนำลัย  
จ.สุโขทัย 

5 ดำวเรือง N 16° 28 ́ 55”       
E 99° 44 ́ 14” 

ต.มหำชัย อ.ไทรงำม  
จ.ก ำแพงเพชร 

3 บัว N 17° 24 ́ 41”     
E 99° 48 ́ 21” 

ต.หนองศำลำ อ.ชะอ ำ  
จ.เพชรบุรี 

6 ดำวเรือง N 12° 53 ́ 50.4”     
E 99° 59 ́ 20.7” 

ต.หนองจอก อ.ท่ำยำง  
จ.เพชรบุรี 

9 ปอเทือง N 12° 58 ́ 00.5”     
E 99° 58 ́ 52.5” 

ต.อ่ำวน้อย อ.เมือง 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

3 มะละกอ N 11° 55 ́ 00.5”     
E 99° 47 ́ 59.6” 

ต.ทับใต้ อ.หัวหิน  
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

4 แก้วมังกร N 12° 32 ́ 26.0”     
E 99° 49 ́ 38.8” 

ต.รำงบัว อ.เมือง จ.รำชบุรี 
 

3 มะละกอ N 13° 32 ́ 01.1”     
E 99° 33 ́ 35.5” 

ต.ช่องสะเดำ อ.เมือง 
จ.กำญจนบุรี 

2 แก้วมังกร N 14° 12 ́ 26.3”     
E 99° 12 ́ 13.9” 

ต.ด่ำนมะขำมเตี้ย อ.ด่ำน
มะขำมเตี้ย จ.กำญจนบุรี 

8 ข้ำวโพด N 13° 50 ́ 08.1”     
E 99° 19 ́ 09.7” 

ต.ทุ่งทอง อ.ท่ำม่วง  
จ.กำญจนบุรี 

3 กระเจี๊ยบ N 13° 53 ́ 53.2”     
E 99° 38 ́ 50.2” 

รวม 131   
 
 
สถานที่พบ จ านวนตัวอย่างและพืชอาหารของเพลี้ยไฟ Podothrips sp. 

สถานที่พบ  จ านวน
ตัวอย่าง  

พืชอาหาร  พิกัดทางภูมิศาสตร์  

ต.โรงช้ำง อ.เมือง จ.พิจิตร 1 ไส้ไก่ N 16° 26 ́ 7”     
E 100° 17 ́ 1” 

ต.โรงช้ำง อ.เมือง จ.พิจิตร 1 บำนไม่รู้โรย N 16° 26 ́ 7”     
E 100° 17 ́ 1” 

รวม 2   
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การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกเชื้อรา 
Chaetomium cupreum และ C. globosum DNA barcoding for 
identification of Chaetomium cupreum and C. globosum 

 
ชนินทร ดวงสอาด1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/   สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  

อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ มะโนรัตน์  สุดสงวน1/  สุทธิณี ลิขิตตระกูลรุ่ง3/   
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ผู้เชี่ยวชาญ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
3/ กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 1 

 

รายงานความก้าวหน้า 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา  Chaetomium ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 –  
เดือนกันยายน 2562 ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum 
จากการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่า ได้ไอโซเลทที่พ้องกับเชื้อรา  Chaetomium 
จ านวน 4 ไอโซเลท และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ต าแหน่ง translation elongation factor 1-alpha 
(EF1-α)  Internal Transcribed Spacer ( ITS)  RNA polymerase II subunit ( rpb2)  the large 
subunit (LSU) และ ß-tubulin 2 gene (tub2) ตรวจสอบความถูกต้องของ consensus sequence 
เพ่ือจ าแนกชนิดต่อไป 

ค าหลัก : Chaetomium cupreum, C. globosum, DNA barcoding 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง  03-30-60-01-03-00-12-61 
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ค าน า 

ปัจจุบันการน าจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการเป็นปฏิปักษ์ (antagonist) มาใช้ประโยชน์  
และเริ่มมีบทบาทและความส าคัญทางเศรษฐกิจด้านการเกษตร เชื้อราหลายชนิดที่มีคุณสมบัติ 
เป็นเชื้อราปฏิปักษ์และน ามาใช้เป็นสารชีวภัณฑ์ (biocontrol agent) เนื่องมาจากคุณสมบัติ 
ในการยับยั้ ง เชื้อราสาเหตุโรคพืช เช่น เชื้อรา Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales)  
(de los Santos-Villalobos et al., 2013; Kindermann et al., 1998; Mbarga et al., 2012) และ 
เ ชื้ อ ร า  Chaetomium ( Sordariomycetes, Sordariales)  ( Soytong, 1990; Soytong, 2001) 
ลักษณะของเชื้อราปฏิปักษ์จะมีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อราสาเหตุโรคพืช  
จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการแย่งใช้สารอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญ สามารถใช้สารอาหารและเจริญ
ในเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (mycoparasite) บางชนิดสร้างสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช เช่น C. globosum สร้างสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Pythium ultimum ส า เ หตุ โ ร ค  damping-off ของ  sugar beet (Di-Pietro et al. , 199 1 )  
เ ชื้ อ ร า  C.  cupreum สร้ า งสารปฏิ ชี วนะและยับยั้ ง การ เจริญของ เชื้ อ ร า  Fusarium sp. , 
Macrophomina phaseolina,  Phomopsis sp. ,  Cercospora kikuchii,  Colletotrichum 
dematium var. truncate, Phomopsis sp. และ Rhizoctonia solani (Yeh and Sinclair, 1980) 
และพบว่าสารที่ เชื้อราปฏิปักษ์บางชนิดสร้างขึ้นมีผลดีต่อพืชโดยช่วยในการเจริญเติบโต  
(plant growth) รวมถึงกระตุ้นให้พืชมีความแข็งแรงต่อการเข้าท าลายของเชื้อราสาเหตุโรคพืช  
(plant defence responses) จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการควบคุมโรคพืชโดยไม่ก่อให้เกิดผลเสียแก่
พืช เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดยช่วยลดการใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัดโรคพืช  

เชื้อราใน genus Chaetomium (Sordariomycetes, Sordariales) มีมากกว่า 400 ชนิด 
(RodrÍguez et al., 2002; Wang and Zheng 2005a, b; Wang et al., 2014) เป็นเชื้อราที่สามารถ
พบและแยกได้โดยทั่วไปจากรากพืชและดิน ในประเทศไทยมีรายงานว่าพบเชื้อราปฏิปักษ์ชนิดนี้
ประมาณ 20 ชนิด  (Gené and Guarro, 1996; Petcharat and Soytong, 1991; Somrithipol, 
2004; Somrithipol et al. , 2004; Soytong, 1991; Udagawa, 1973)  ก า ร จั ด จ า แนก เ ชื้ อ ร า 
Chaetomium สามารถท าได้โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Doveri, 2013) เช่น ลักษณะและ
ต าแหน่งของ ascomata setae รูปร่างลักษณะและขนาดของ ascospores (von Arx et al., 1986; 
Doveri, 2013) 

การจัดจ าแนกและวิวัฒนาการของเชื้อรา Chaetomium ใช้ลักษณะทางด้านพันธุกรรม 
(DNA) กันมากขึ้น (Lee and Hanlin, 1999; Untereiner et al., 2001; Greif et al., 2009; Asgari 
and Zare, 2011; Pornsuriya et al., 2011; Wang et al., 2014) แต่เนื่องการศึกษาส่วนใหญ่ใช้
จ านวนตัวอย่างที่จ ากัด ท าให้ผลการศึกษาความแตกต่างรวมถึงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของ  
เชื้อรา Chaetomium ที่ไม่มีความชัดเจน ท าให้การจัดจ าแนกเชื้อรา Chaetomium ด้วยลักษณะทาง
พันธุกรรมมีความคลุมเครือ (Wang et al., 2014) Wang et al. (2014) ใช้ข้อมูลของดีเอ็นเอจากยีน 
5 ต าแหน่งคือ the Large Subunit (LSU)  the Internal Transcribed spacer ( ITS)  β-tubulin 
elongation factor (TEF1-α) และ the large subunit of RNA polymerase II (RPB1) เพ่ือแยก
ความแตกต่างของ C.  indicum พบว่ามี เชื้ อรา Chaetomium จ านวน 6 ชนิด  ภายใต้ชื่อ  
C. indicum (Wang et al., 2014)  
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Pornsuriya et al. (2008) แยกเชื้อรา Chaetomium หลายชนิด จากดินในพ้ืนที่เพาะปลูก
สั ป ป ะ ร ด ใ น จั ง ห วั ด พั ท ลุ ง  ไ ด้ แ ก่  C.  aureum, C.  bostrychodes, C.  carinthiacum,  
C. cochliodes, C. cupreum, C. flavigenum, C. gracile, C. perlucidum และ C. succineum 
ซึ่งเชื้อราเหล่านี้มีลักษณะที่ใกล้เคียงกัน ต่อมามีรายงานว่า เชื้อรา C. siamense ซึ่งมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาใกล้เคียงกับเชื้อรา C. cupreum มาก แต่เมื่อท าการเปรียบเทียบด้วยลักษณะทาง
พันธุกรรม (DNA) กลับพบว่าเชื้อราทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกัน  (Pornsuriya et al., 2011)  
และพบข้อบ่งชี้ว่าเชื้อรา C. cupreum ที่รายงานพบในประเทศไทยมีความหลากหลาย แต่ความ
หลากหลายนี้ไม่สามารถจ าแนกได้ด้วยการวิเคราะห์ ITS เพียงต าแหน่งเดียว และ มีแนวโน้มเป็น 
complex species ที่อาจมีมากกว่า 1 ชนิดภายใต้ชื่อ C. cupreum เช่นเดียวกับ C. globosum 
(Pornsuriya et al., 2011) 

Chaetomium cupreum และ C. globosum ถูกเลือกจากจ านวนหลายชนิดของเชื้อรา 
Chaetomium ที่มีการใช้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี และมีการส่งเสริมให้ใช้ในการป้องกันก าจัด
โรคพืชโดยทั้งทางรัฐและเอกชน รวมถึงมีการผลิต เชื้อรา C. cupreum และ C.  globosum  
ในเชิงพาณิชย์ ปัจจุบันหลายบริษัทได้แสดงความประสงค์ขอขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ของเชื้อรา  
C. cupreum และ C. globosum เป็นสารชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์ การตรวจสอบความถูกต้องของ
ชนิดของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ที่น าไปใช้ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช  
จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากส่งผลต่อประสิทธิภาพในการป้องกันและก าจัดเชื้อสาเหตุโรคพืช 
แต่เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา genus Chaetomium ชนิด มีความคล้ายคลึงกัน
มากและลักษณะความแตกต่างที่พบไม่เพียงพอท าให้เกิดข้อจ ากัดต่อการจัดจ าแนก อีกทั้งการจัด
จ าแนกนั้นต้องอาศัยความเชี่ยวชาญและช านาญเป็นอย่างยิ่ง จึงต้องมีการพิจารณาน าลักษณะทางด้าน
พันธุกรรม (DNA) มาร่วมวิเคราะห์ เพ่ือบ่งชี้ความแตกต่างและการจัดจ าแนกที่ถูกต้อง  

เนื่องจากกลุ่มวิจัยโรคพืช เป็นหน่วยงานที่รับผิดชอบในการตรวจสอบความถูกต้องของสาย
พันธุ์ที่ขอขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์  ดั งนั้นการศึกษาเ พ่ือจ าแนกเชื้ อรา C.  cupreum และ  
C. globosum โดยใช้ลักษณะทางด้านพันธุกรรม จึงมีความส าคัญ ข้อมูลและผลที่ได้จากการวิจัยจะ
ได้มาซึ่งวิธีการที่มีความแม่นย าและถูกต้อง ในการตรวจสอบชนิดของเชื้อราที่ระบุในสารชีวภัณฑ์ที่
น ามาขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร ทั้งนี้การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความถูกต้องของชนิดของเชื้อรา
ในสารชีวภัณฑ์ จะก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้ใช้สารชีวภัณฑ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อเกษตรกร อีกท้ัง
ข้อมูลของลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) ที่ได้จากการศึกษาสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลเพ่ือใช้
เปรียบเทียบ หรือศึกษาความหลากหลายและการวิวัฒนาการของ  เชื้อรา C. cupreum และ  
C. globosum ในประเทศไทยต่อไป 

ดั งนั้ นการทดลองนี้ มี วั ตถุประสงค์  เ พ่ือให้ ได้ เชื้ อรา Chaetomium cupreum และ  
C. globosum มาตรฐานที่ได้รับการจ าแนกชนิดอย่างถูกต้อง และเพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐานของ
เชื้ อรา  C.  cupreum และ C.  globosum เ พ่ื อใช้ ตรวจสอบความถู กต้ อ งของชนิ ด เชื้ อ ร า  
C. cupreum และ C. globosum ในสารชีวภัณฑ์ที่น ามาขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์กับกรมวิชาการเกษตร 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ถุงพลาสติก ถุงกระดาษ กรรไกรตัดแต่งกิ่ง ไม้ทับตัวอย่าง 
กระดาษหนังสือพิมพ์ ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง 

2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
  - Microcentrifuge 
  - Thermal cyclers  
  - Vortex 
  - Tissue Lyser  
  - Gel electrophoresis  
  - เครื่องถ่ายภาพเจล  
  - microwave  
  - micropipette ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  
  - กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  
  - Dry heat block 
3. วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10 100 200 และ 1000 

ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 
4. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
5. สารเคมี ได้แก่  
   - Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™)  
   - High fidelity Phusion® DNA Polymerase (New England Biolabs)  
   - Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Glucanex®)  
    - Lithium Borate buffer (LB)  
   - PureDireX Genomic DNA Isolation Kit  
   - QIAquick Gel Extraction Kit  
   - SERVA HiSens Stain G 
   - Nuclease-Free Water 

  - ไพร์เมอร์ ได้แก่ ITS1/ITS4 (White, 1990) EF1-728F (Carbone and Kohn, 
1999) / TEF1_R (Samuels et al., 2002)  fRPB2-5F/fRPB2-7cR (Liu et al., 1999) และ 
LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990) 

6. Sequence assemble programs ไ ด้ แ ก่  Geneious Prime 2020 ( http: / / www. 
geneious.com; Kearse et al., 2012) 

วิธีการ 
1. ศึกษาข้อมูลของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum 
รวบรวมข้อมูลสถานะของอนุกรมวิธานของรา Chaetomium ให้เป็นปัจจุบัน ได้แก่ ชื่อ

วิทยาศาสตร์ ชื่อพ้อง การจัดจ าแนกชนิดของ Chaetomium โดยใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุล  
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2. เก็บและรวบรวมตัวอย่างเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum  
ตัวอย่างเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ที่น ามาใช้ในการวิจัย น ามาจาก culture 

collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
จากสารชีวภัณฑ์ของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ที่มีขายในท้องตลาดในปัจจุบัน  
รวมถึงไอโซเลตที่มีการส่งเสริมโดยหน่วยงานของภาครัฐ โดยตัวอย่างของเชื้อรา C. cupreum และ  
C. globosum ทั้งหมดจากการเก็บตัวอย่าง จะน ามาแยกเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ เพ่ือใช้ในการสกัด DNA 
ต่อไป เชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ที่ใช้ในการศึกษาจะจัดเก็บใน culture collection 
ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ-เกษตร กรุงเทพฯ ส าหรับเป็น
ข้อมูลหรือตัวอย่างอ้างอิงต่อไป   

3. ศึกษา และจ าแนกชนิดของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum โดยใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา 

แยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร  PDA Slant ในหลอดแก้ว 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

ศึกษาลักษณะของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum 
น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของรา

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี 
(pigment) ศึกษา และบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใย 
conidia conidiophore และโครงสร้างอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ 
compound microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัด
ขนาดไว้ 

จ าแนกชนิดเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Chaetomium ทีศ่ึกษากับคู่มือของ von Arx et al. (1986) 

และ Doveri (2013) 

4.  จ าแนกชนิดของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum โดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 

 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักหรือเขี่ยเส้นใยรวมถึง conidia ของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ที่เลี้ยงบน
อาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอดส าหรับการสกัด ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-
ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและ
คุณภาพของดีเอ็นเอ 

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายต าแหน่ง EF1-
α ITS rpb2 LSU และ  tub2 ด้ ว ยวิ ธี  Polymerase Chain Reaction (PCR)  โ ดย ใช้  Taq DNA 
Polymerase ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะน า ก าหนดใช้ค่า annealing 
temperature ของแต่ละต าแหน่งที่ 56 องศาเซลเซียส และ 60 ส าหรับต าแหน่ง LSU 
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 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่
ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB 
buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence 
และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูล
ทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

 การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta 

ไฟล์) มาจัดเรียง (align) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 2008) จากนั้นตรวจสอบ
การจัดเรียง (alignment) โดยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม the MEGA (Kumar et al., 2008) โดยท า
แยกแต่ละชุดของ gene จากนั้นเอาต าแหน่งที่มีความน่าเชื่อถือต่ าออกจาก alignment โดยการ  
โดยใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) ทั้งนี้ก่อนการใช้โปรแกรม Gblock 
ควรพิจารณา alignment ก่อนว่าช่วงของข้อมูลที่มีความแปรผันนั้นเป็นความแปรผันที่โดยธรรมชาติ
หรือไม่ บันทึกชุด alignment ในรูปแบบไฟล์ .nexus หรือ .nex โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 ประมวลผลและวิ เคราะห์ข้อมูล ใช้สองเกณฑ์มาตรฐานคือ Maximum Likelihood  
และ Bayesian Inference เตรียมชุดของข้อมูลที่จะใช้ในการวิเคราะห์ในแต่ละวิธี ดังนี้ 

Maximum Likelihood (ML) รูปแบบไฟล์คือ .phy โปรแกรมที่ใช้คือ RAxML v8.1.15 
(Stamatakis, 2014) โดยก าหนดค่า model of evolution แบบ GTRGAMMA ท าการวิเคราะห์ด้วย 
rapid bootstrap ( command – f a)  ก า หนด ให้ เ ริ่ ม วิ เ ค ร า ะห์ จ า ก  random starting tree  
และ 1000 ซ้ า ส าหรับ maximum likelihood bootstrap 

Bayesian inference (BI) รูปแบบไฟล์คือ .nexus โปรแกรมที่ใช้คือ MrBayes (Ronquist 
and Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ค่าตั้งต้นที่ใช้ในการ
วิ เ ค ร า ะ ห์ ดั ง นี้  “ Mcmc startingtree= user ngen= 10 000 000 temp= 0. 25 nruns= 4 
samplefreq=1000 pintfreq=1000 nchains=4 savebrlens=yes stoprules=yes stopval=0.
01;” ปรับค่า generation temperature substitution model parameters จ านวน generation 
และ burninเ พ่ือให้ ได้  concensus topology ตรวจสอบความเชื่ อมั่นของผลวิ เคราะห์ด้ วย 
cumulative and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008)  
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 การบันทึกข้อมูล 
เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราใน Culture Collection ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) ข้อมูล

รหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึกและใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิงส าหรับ การตรวจสอบสารชีวภัณฑ์ที่น ามาขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร รวมถึงสามารถใช้
เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป จัดเก็บดีเอ็นเอต้นแบบไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศา
เซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา Chaetomium ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 – เดือน
กันยายน 2562 ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา C. cupreum และ C. globosum ดังนี้ 

Chaetomium cupreum L.M. Ames, Mycologia 41 (6): 642 (1949) 

Synonymy: 
≡Chaetomium trilaterale var. cupreum (L.M. Ames) J.C. Cooke, Mycologia 65 
(5): 1218 (1973)  
≡Arcopilus cupreus (L.M. Ames) X. Wei Wang & Samson, Studies in Mycology 
84: 217 (2016) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Sordariomycetes  
Subclass Sordariomycetidae 
Order  Sordariales 
Family  Chaetomiaceae 
Genus  Chaetomium 
Species cupreum 

ลักษณะของเชื้อ  โคโลนีของเชื้อราและ ascomata มีชมพูถึงแดง ascomata รูปร่างคล้ายไข่ 
ขนาด 79.7-142.7 x 94.7-151.5 µm เส้นของ ascomatal ลักษณะ arcuate ปลายแบบ circinate 
หรือขด มีผนังกั้น asci รูปร่างแบบกระบองมีสปอร์อยู่ภายในจ านวน 8 ascospores ต่อ ascus สปอร์
มีรูปร่างแบบ reniform ขนาด 4.7-6.7 x 6.710.0 µm มี apical germ pore 1 รอูยู่ด้านบนสปอร์ 
(Figure 1) (Pornsuriya et al., 2008) 
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หมายเหตุ ชื่อวิทยาศาสตร์ปัจจุบันของ C. cupreum คือ Arcopilus cupreus (L.M. Ames) X. Wei 
Wang & Samson, Studies in Mycology 84: 217 (2016) 

Chaetomium globosum Kunze ex Fr., Systema Mycologicum 3: 255 (1829) 

Synonymy: 
≡Chaetomium globosum Kunze, Mykologische Hefte 1: 15, tab. 1, fig. 9 (1817)  
=Chaetomium globosum var. affine Tschudy (?)  
=Chaetomium kunzeanum var. chlorina Sacc. (?)  
=Chaetomium affine Corda, Icones fungorum hucusque cognitorum 4: 37, tab. 
8, fig. 101 (1840)  

=Chaetomium olivaceum Cooke & Ellis, Grevillea 6 (39): 96 (1878)  
=Chaetomium kunzeanum Zopf (1881)  
=Chaetomium spirale Zopf, Nova Acta Academiae Caesareae Leopoldino-
Carolinae Germanicae Naturae Curiosorum 42 (5): 275 (1881)  

=Chaetomium cochlioides Palliser (1910)  
=Chaetomium cochliodes Palliser, North American Flora 3 (1): 61 (1910)  
=Chaetomidium barbatum Traaen, Nytt Magazin for Naturvidenskapene 52: 19 

(1914)  
=Chaetomium subterraneum Swift & Povah, Mycologia 21 (4): 210 (1929)  
=Chaetomium ochraceum Tschudy, American Journal of Botany 24: 472 

(1937)  
=Chaetomium fibripilium L.M. Ames, Mycologia 42 (5): 642 (1950)  
=Chaetomium mollipilium L.M. Ames, Mycologia 42 (5): 644 (1950)  
=Chaetomium lusitanicum M.R.M. Gomes, Estudos e Informação: 3 (1953)  
=Chaetomium subglobosum Sergeeva, Not. syst. Pl. non-vasc.: 172 (1960)  
=Chaetomium rectum Sergeeva, Not. syst. Pl. non-vasc.: 143 (1961)  
=Chaetomium spiculipilium L.M. Ames, A monograph of the Chaetomiaceae: 
37 (1963) 

Classification  
Kingdom Fungi  
Phylum Ascomycota 
Subphylum Pezizomycotina 
Class  Sordariomycetes  
Subclass Sordariomycetidae 
Order  Sordariales 
Family  Chaetomiaceae 
Genus  Chaetomium 
Species globosum 



2077 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ลักษณะของเชื้อ  โคโลนีของเชื้อรามีสีเหลืองถึงเหลืองอ่อน ascomata ลักษณะกลม จนถึง
รูปร่างคล้ายไข่ ความสูง 210-300 µm เส้นผ่าศูนย์กลาง 145-220 µm เริ่มแรก ascomata ไม่มีสี แต่
สะท้อนต่อแสงได้  สปอร์อยู่ เป็นกลุ่มบน  ascomata ascomatal มีลักษณะ translucent ยาว 
flexuous และ บาง (Figure 2) asci อาจพบได้ไม่บ่อยเนื่องจากลักษณะนี้จะปรากฏและคงอยู่ไม่นาน 
สปอร์มีสีน้ าตาลเข้ม รูปร่างแบบ biapiculate ขนาด 9.5-11(-11.5) x 7.5-8.5(-9) µm มี apical 
germ pore 1 รูอยู่ด้านบนสปอร์ (Wang et al., 2016) 

หมายเหตุ C. globosum เป็น species complex ประกิบไปด้วยอย่างน้อย 12 ชนิด (Wang et al., 
2016) 

จากการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่า ได้ ไอโซเลทที่ พ้องกับเชื้อรา 
Chaetomium จ านวน 4 ไอโซเลท และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ต าแหน่ง translation elongation 
factor 1- alpha (EF1-α)  Internal Transcribed Spacer ( ITS)  RNA polymerase II subunit 
(rpb2) the large subunit (LSU) และ ß-tubulin 2 gene (tub2) ตรวจสอบความถูกต้องของ 
consensus sequence เพ่ือจ าแนกชนิดต่อไป 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

ได้ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา C. globosum และ C. cupreum และได้ ไอโซ
เลทที่ พ้องกับเชื้อรา Chaetomium จ านวน 4 ไอโซเลท และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ต าแหน่ง 
translation elongation factor 1- alpha (EF1-α)  Internal Transcribed Spacer ( ITS)  RNA 
polymerase II subunit ( rpb2)  the large subunit (LSU)  แ ล ะ  ß- tubulin 2 gene ( tub2) 
ตรวจสอบความถูกต้องของ consensus sequence เพ่ือจ าแนกชนิดต่อไป 

เมื่อสิ้นสุดงานวิจัยข้อมูลที่ได้จากการทดลอง จะใช้เป็นฐานข้อมูลและองค์ความรู้เพ่ือใช้ในการ
ต่อยอดงานวิจัยวิจัย และได้วิธีการและข้อมูลลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA barcode) ของเชื้อรา 
Chaetomium เพ่ือใช้ตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของเชื้อรา Chaetomium ที่มีการขอขึ้น
ทะเบียนสารชีวภัณฑ์กับกรมวิชาการเกษตร ซึ่งจะก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้ใช้สารชีวภัณฑ์เชื้อรา 
Chaetomium โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อเกษตรกร อีกทั้งข้อมูลลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) ที่ได้
จากการศึกษาเป็นประโยชน์ทางการศึกษาในหน่วยงานราชการ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ์ สถาบันการศึกษา  และหน่วยงานเอกชน โดยสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐาน เพ่ือศึกษา
ความหลากหลายและวิวัฒนาการของเชื้อรา Chaetomium ในประเทศไทย  

 
ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณพ่ีๆ และน้องๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือและความ
ช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูล รวมถึงก าลังใจที่มีให้กันเสมอ
มา 
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Figure 1  ลักษณะของเชื้อรา Chaetomium cupreum (Pornsuriya et al., 2008) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 ลักษณะของเชื้อรา Chaetomium globosum 
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การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกแมงมุมวงศ์ Salticidae 
DNA Barcoding to Identify Spider Family Salticidae 

 
วิมลวรรณ โชติวงศ์1/  กาญจนา วาระวิชะนี2/  พิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ์3/   

พลอยชมพู กรวิภาสเรือง1/  อัจฉราภรณ์ ประเสริฐผล1/  อทิติยา  แก้วประดิษฐ์1/   
1/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

2/กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
3/รักษาการผู้เชี่ยวชาญด้านศัตรูพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างแมงมุมกระโดดในพ้ืนที่ 11 จังหวัดได้แก่ จังหวัดราชบุรี 
กาญจนบุรี สมุทรสาคร เพชรบุรี ขอนแก่น ระยอง จันทบุรี ตราด พิษณุโลก แพร่ และน่าน สามารถ
เก็บรวบรวมตัวอย่างแมงมุมกระโดดได้ 40 ตัวอย่าง ได้ข้อมูลรายละเอียดของแมงมุมกระโดดที่รวบรวม
ได้จากหญ้าข้างทาง พ้ืนที่การเกษตร และพ้ืนที่ป่าธรรมชาติ สถานที่เก็บ ค่าพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) 
น าตัวอย่างแมงมุมกระโดดที่รวบรวมได้มาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเพ่ือจ าแนกชนิดและเก็บ
รักษาตัวอย่างแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75% เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือจ าแนก
และวิเคราะห์ชนิดตัวอย่าง ส าหรับตัวอย่างบางส่วนเก็บรักษาในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 90% (เพ่ือใช้
น าไปศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด) และน าไปเก็บที่ตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรักษาคุณภาพ
ของดีเอ็นเอ และวางแผนขั้นตอนการศึกษาดีเอนเอบาร์โค้ดในล าดับต่อไป 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-03-00-13-61 
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ค าน า 
แมงมุมกระโดด (jumping spider) เป็นแมงมุมที่อยู่ในวงศ์ Salticidae มีความหลากหลาย

มากที่สุดกว่าแมงมุมในวงศ์อ่ืน ปัจจุบันทั่วโลกจ าแนกได้ 510 สกุล และ 4,600 ชนิด ซึ่งคิดเป็นปริมาณ
ร้อยละ 13 ของแมงมุมทั้งหมด (Platnick, 1998) แมงมุมกระโดดเป็นแมงมุมที่มีขนาดเล็กและมีระบบ
สายตาดีที่สุดในบรรดาแมงมุมทั้งหมด ลักษณะเด่นคือตากลางคู่หน้ามีขนาดใหญ่มากและมีตาข้าง
ขนาดเล็ก 3 คู่ ท าให้สามารถมองเห็นได้รอบทิศ เป็นตัวห้ าที่ออกหากินในเวลากลางวันโดยการสะกด
รอยตามและตะครุบเหยื่อ (Foelix, 1996) แมงมุมกระโดดสามารถพบได้ทั่วไปในพืชเศรษฐกิจต่างๆ 
อยู่ทั่วไปตามต้นไม้ บนหญ้า และพ้ืนดิน และมีบทบาทส าคัญในการช่วยควบคุมประชากรแมลงศัตรูพืช
หลายๆ ชนิด เช่น Zeuxippus sp. นิสัยว่องไว จับเหยื่อกินโดยตรง ได้แก่ แมลงวัน ด้วง และผีเสื้อ
หนอนกอข้าว ซึ่งพบทั่วไปในนาข้าว นอกจากนี้วิภาดา (2539) รายงานว่า Lyssomanes sp. พบจับ
เหยื่อที่บริเวณใบกล้วยไม้ Myrmarachne plataleoides จากการศึกษาพบว่าสามารถกินแมลงวัน 
มวน และตัวอ่อนของมด Heliophanus sp. หากินในเวลากลางวันบริเวณใบกล้วยไม้ พบว่าสามารถ
กินผีเสื้อ และเพลี้ยจักจั่น Evarcha flavocincta หากินบริเวณใบกล้วยไม้ในเวลากลางวัน พบว่า
สามารถกินผีเสื้อ และแมลงวันผลไม้ Evarcha sp. พบว่าสามารถกินผีเสื้อ และแมลงวันผลไม้  

ปัจจุบัน วิภาดาและคณะ (2533, 2543, 2548)  ได้ศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมกระโดดใน
ประเทศไทยและจ าแนกได้เพียง 11 ชนิด และยังมีแมงมุมกระโดดอีกเป็นจ านวนมากที่ยังไม่ได้
ท าการศึกษาทางด้านอนุกรมวิธานรวมถึงการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืช 
นอกจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือน ามาจ าแนกชนิดของแมงมุมแล้วการศึกษาล าดับ
พันธุกรรมของแมงมุมนับว่ามีความส าคัญเป็นอย่างมาก เนื่องจากงานวิจัยทางด้าน  DNA Barcoding 
ถือว่าเป็นงานวิจัยพ้ืนฐานที่ส าคัญและเป็นที่ยอมรับกันทั่วโลกว่ามีความถูกต้องและแม่นย า ดังนั้น
การศึกษาทางสัณฐานวิทยาควบคู่กับล าดับพันธุกรรม จะท าให้ได้การวินิจฉัยที่ถูกต้องและแม่นย า 
นอกจากนี้ยังเป็นการรวบรวมและเก็บรักษาตัวอย่างแมงมุมไว้ในพิพิธภัณฑ์กลุ่มงานวิจัยไรและแมง
มุมของกรมวิชาการเกษตร เพ่ือใช้เป็นแหล่งอ้างอิง สืบค้น ตามหลักมาตรฐานสากล 

 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์ที่ใช้เก็บตัวอย่าง ได้แก่ สวิงจับแมลง หลอดแก้วทดลอง ขวดดองตัวอย่างแมงมุม
ขนาดต่างๆ กัน กล่องพลาสติกใสขนาดต่าง ๆ กัน กระดาษทิชชู่ ปากคีบ พู่กัน ถุงพลาสติกใสขนาด
ต่าง ๆ กัน สารเคมี ได้แก่ alcohol 95% ethyl acetate 

2. อุปกรณ์ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ กรดแล็กติก จานแก้ว petridish ทรายละเอียด กล้อง
จุลทรรศน์ (stereomicroscope) tube ขนาดเล็ก ดินสอ ปากกา rotring เบอร์ 1, 2, 3 เอกสารด้าน
อนุกรมวิธานแมงมุมที่เก่ียวข้อง 

3. สารเคมีและอุปกรณ์ในการศึกษาดีเอ็นเอ ได้แก่ ชุดสกัดสารดีเอ็นเอ (DNA extraction 
kit: Isolate Genomic DNA Kit), GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas), Agarose gel 
(SeaKem)  แ ล ะ  TE Buffer ( 1 0  mM Tris-HCl, 1  mM EDTA, pH 8 . 0 ) , NaCl, NaOH, EDTA, 
Proteinase K, dNTP mixture, 10X PCR buffer, สารเคมีและ primer ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ, 
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Automatic pipette, บี ก เ กอร์ , หลอด ไม โ ค ร เ ซน ตริ ฟิ ว จ์ , DNA Thermal Cycle, เ ค รื่ อ ง 
Electrophoresis, Gel Documentary, Gene Amp PCR  

4. อุปกรณ์ในการเขียนผลงานวิจัยและเผยแพร่ ได้แก่ อุปกรณ์ในการถ่ายภาพ กล้อง
จุลทรรศน์ ติดตั้งด้วยกล้องถ่ายภาพ อุปกรณ์คอมพิวเตอร์ วัสดุส านักงาน 
วิธีการ  

1. การเก็บตัวอย่างแมงมุม  
การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมงมุมวงศ์ Salticidae จากพ้ืนที่

การเกษตร และพ้ืนที่ป่าธรรมชาติ โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่าง ๆ ทั่วทุกภาคของประเทศ
ไทย บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) จับแมงมุมโดยใช้มือหรือหลอดทดลองช่วยในการจับ เก็บรักษา
ตัวอย่างแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 90% (เพ่ือใช้น าไปศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด) บันทึกข้อมูล
เกี่ยวกับตัวอย่างแมงมุม เช่น ชื่อแมงมุม วันที่จับ สถานที่จับ ชื่อผู้จ าแนกชนิด ลงในป้ายกระดาษขาว
แผ่นเล็ก ๆ แล้วใส่ลงในหลอดแก้วที่ดองแมงมุมและน าไปเก็บที่ตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เพ่ือรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โคด ตัวเต็มวัยบางส่วนน ามาเก็บ
รักษาตัวอย่างแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75% เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงในพิพิธภัณฑ์   

2. การศึกษาอนุกรมวิธาน  
แมงมุมที่เก็บรักษาไว้ น ามาจ าแนกเป็นวงศ์ สกุล ชนิด การจ าแนกศึกษาจากต าราต่าง  ๆ 

จากเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุม ถ่ายรูปและบรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน ท า 
key เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการจ าแนก เก็บและรักษาตัวอย่างแมงมุมไว้ในพิพิธภัณฑ์กลุ่มกีฏและสัตว
วิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 

3. การสกัด ดีเอ็นเอ  
การสกัด ดีเอ็นเอ สามารถใช้ตัวอย่างสดที่เก็บได้จากแปลงโดยเก็บรักษาตัวอย่างใน

แอลกอฮอล์ 95% หรือในกรณีที่ตัวอย่างสดไม่สามารถสกัดได้เราสามารถใช้ตัวอย่างแมงมุมใน
พิพิธภัณฑ์ที่เก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 75% ได้ แต่ทั้งนี้การสกัดจะส าเร็จหรือไม่นั้นขึ้นอยู่กับระยะเวลา
ที่เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์ด้วยการสกัดดีเอ็นเอใช้ Qiagen DNeasy Tissue Kits โดยในกรณีที่ตัวอย่าง
ที่เก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 95% สามารถใช้ขาแมงมุม 1-2 ขา แต่ถ้าเป็นตัวอย่างที่เก็บรักษาใน
แอลกอฮอล์ 75% ต้องใช้ขา 4 ขารวมทั้งแผ่นแข็งส่วนอกด้านบน ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจ์ จากนั้นเติม
สารท าละลายบัฟเฟอร์ ATL 180 µl และ เอ็นไซม์ย่อยสลายโปรตีน (proteinase K) 20 µl จากนั้น
น าไป incubated ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ทิ้งไว้ 1 คืน 
เติมสารละลายบัฟเฟอร์ AL 200 µl เข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส 15 นาที แล้วใส่ เอทานอล 99% 200 ไมโครลิตร ดูดสารละลายส่วนที่ใส 2 µl ไปที่ DNeasy 
Mini spin column จากนั้นน าไปเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 8,000 รอบ/นาที 1 นาที 
ท าการล้าง ดีเอ็นเอ โดยการดูดสารละลายส่วนที่ใส 2 µl ไปที่ DNeasy Mini spin column เติม
สารละลายบัฟเฟอร์ AW1 500 µl จากนั้นน าไปเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 8,000 รอบ/
นาที 1 นาที จากนั้นล้าง ดีเอ็นเอ ครั้งที่ 2 โดยดูดสารละลายส่วนที่ใส 2 µl ไปที่ DNeasy Mini spin 
column เติมสารละลายบัฟเฟอร์ AW2 500 µl จากนั้นน าไปเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 
14,000 รอบ/นาที 3 นาที ท าการย้าย ดีเอ็นเอจาก silica membrane ลงในtube อันใหม่โดยดูด
สารละลายส่วนที่ใส 2 ไมโครลิตรไปที่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์และเติมสารละลายบัฟเฟอร์ AE 200 µl 
จากนั้นน าไปเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 8,000 รอบ/นาที 1 นาที ทิ้งไว้ 1 คืน  



2085 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

4. การเพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอ ด้วยวิธี PCR เพ่ือตรวจวินิจฉัยชนิดแมงมุมวงศ์ Salticidae  
ไพร์เมอร์ที่ใช้ส าหรับทดลองได้แก่ C1-J-1751 และ C1-N-2776  (Hedin and Maddison, 2001) 
อ้างอิงจากการทดลองเรื่อง Revision of Australian jumping spider genus Servaea (Aranaea: 
Salticidae)  including use of DNA sequence data and predicted distributions ข อ ง 
Richardson and Gunter, 2012 

 C1-J-1751 :  (5’-GAGCTCCTGATATAGCTTTTCC-3’) 
C1-N-2776 :  (5’-GGATAATCAGAA TATCGTCGAGG-3’)  
ด าเนินการโดยใช้ชุดเพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอ ส าเร็จรูป Qiagen DNeasy Tissue Kits โดยใช้  

ดี เ อ็ น เ อ  ตั้ ง ต้ น  1 µl (10-20 ng) , dNTPs 0. 2 mM, 0. 6U Perkin– Elmer AmpliTaq DNA 
polymerase 1. 25µl of forward primer, 1. 25µl of reverse primer, 17. 3 µl of Millipore 
water ซึ่งรวมสารละลายตั้งต้นปฏิกิริยาที่ใช้ทั้งสิ้น 25 µl ด าเนินปฏิกิริรยา PCR อุณหภูมิรอบ (PCR 
thermocycler step:  Initial denaturation, Denaturation, Annealing and Extention)  ต าม
ขั้นตอนดังนี้ 94๐C นาน 2 นาที 94๐C นาน 25 วินาที รอบแรก 50๐C รอบที่ 2 44.5๐C นาน 25 
วินาที และ 65๐C นาน 2 นาที และท า final Extension อีกรอบ 72๐C นาน 10 นาที ใช้ระยะเวลา 
40 รอบ หลังจากขั้นตอน PCR น าสารที่ได้ 4 ไมโครลิตร ทดสอบใน 1% w/v agarose gel และ
วิเคราะห์ล าดับเบสโดยน าไปเทียบเคียงกับDatabaseแมงมุม 
เวลาสถานที่ท าการทดลอง  

ท าการศึกษาระหว่างเดือน ตุลาคม 2560-กันยายน 2563 โดยการส ารวจและเก็บตัวอย่างบน
พ้ืนที่ 11 จังหวัดได้แก่ จังหวัดราชบุรี กาญจนบุรี  สมุทรสาคร เพชรบุรี ขอนแก่น ระยอง จันทบุรี 
ตราด พิษณุโลก แพร่ และน่าน 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างแมงมุมกระโดดในพ้ืนที่ 11 จังหวัดได้แก่ จังหวัดราชบุรี 
กาญจนบุรี สมุทรสาคร เพชรบุรี ขอนแก่น ระยอง จันทบุรี ตราด พิษณุโลก แพร่ และน่าน สามารถ
เก็บรวบรวมตัวอย่างแมงมุมกระโดดได้ 50 ตัวอย่าง น าไปศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานและจ าแนกชนิดใน
ห้องปฏิบัติการ โดยการใช้ลักษณะทางอนุกรมวิธานที่ส าคัญในการจ าแนกชนิด เช่น การจัดเรียงตัวของ
ตา ระยะห่างระหว่างตา เส้นขนที่ตา ลักษณะรูปร่าง และลวดลายบนส่วนหลัง ความยาวของขา 
ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้  ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย ผลจากการจ าแนกพบแมงมุม
กระโดด 4 ชนิด ได้แก่ Hyllus diardi (Walckenaer, 1837) จ านวน 5 ตัวอย่าง แมงมุมคล้ายมด 
Myrmarachne plataleoides (O. Pickard-Cambridge, 1869) จ านวน 15 ตัวอย่าง แมงมุมกระโดด 
Phintella vittata (C. L. Koch, 1846) จ านวน 20 ตัวอย่าง และ Plexippus paykulli จ านวน 10 
ตัวอย่าง ด าเนินการศึกษาและวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอผลผลิตของแมงมุมทั้ง 4 ชนิด จากนั้นเตรียม
ตัวอย่างเพ่ือจ าแนกและวิเคราะห์ชนิด และน าไปสกัด DNA พร้อมทั้งท า PCR ด้วยยีน COI 

 
ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุมที่ท าให้งานวิจัยครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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ตัวอย่างรายละเอียดข้อมูลสารพันธุกรรมที่ได้จากการท า PCR  ด้วยยีน COI 
>SNI0102 
ANTCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATTTAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCATTAATATTA
TTATTCATTTCTTCTATAGCTGAGATAGGAGTAGGAGCTGGATGAACTGTTTATCCTCCATTAGCAT
CTATTGTTGGACATAATGGAGTATCTGTAGATTTTGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCTGGAGCTTC
ATCTATTATAGGTGCTATTAATTTTATTTCTACTGTTATTAATATACGTTCTATTGGAATGAGATTAG
ATAAGGTTCCTTTATTTGTGTGATCAGTTTTAATTACAGCTGTATTATTGCTTTTATCTTTACCTGT
ATTAGCAGGTGCTATTACTATATTATTAACTGATCGAAATTTTAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTG
GTGGAGGAGATCCTATTTTATTTCAACATTTATTTTGATTTTTTGGGCACCCTGAAGTATATATTTT
GATTTTACCTGGATTTGGAATTATTTCTCATATTATTAGATCTTCTGTAGGAAAAAAGGAGACTTTT
GGTTCTTTAGGTATAATTTATGCTATAGTGGGAATTGGAGGAATAGGATTTGTTGTATGGGCACATC
ATATATTTTCTGTAGGAATGGATGTAGATACTCGGGCTTATTTTACAGCTGCTACTATAATTATTGC
TGTACCTACTGGTATTAGGATTTTTAGATGAATAGCTACTTTATATGGTTCTTATTTTAAAATTGATA
CTCCTTTATTATGGAGAATTGGATTTGTATTTTTATTTACTCTGGGTGGGATTACTGGAGTAATTTT
ATCTAATTCATCATTAGATATTGTATTACATGATACTTATTATGTTGTAGCTCATTTTCATTATGTATT
AAGAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATGGCTGGAATTACTTATTGATTTCCTTTATTTTTTGGA 
 
>SNI0103 
GNCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATTTAAGATTTTGATTACTACCTCCTTCATTAATATTAC
TATTCATTTCTTCTATAGCTGAGATAGGAGTAGGAGCTGGATGAACTGTTTATCCTCCATTAGCATC
TATTGTTGGACATAATGGAGTATCTGTAGATTTTGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCTGGAGCTTCA
TCTATTATAGGTGCTATTAATTTTATTTCTACTGTTATTAATATACGTTCTATTGGAATGAGATTAGA
TAAGGTTCCTTTATTTGTGTGATCAGTTTTAATTACAGCTGTATTATTGCTTTTATCTTTACCTGTAT
TAGCAGGTGCTATTACTATATTATTAACTGATCGAAATTTTAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGG
TGGAGGAGATCCTATTTTATTTCAACATTTATTTTGATTTTTTGGGCACCCTGAAGTATATATTTTG
ATTTTACCTGGATTTGGAATTATTTCTCATATTATTAGATCTTCTGTAGGAAAAAAGGAGACTTTTG
GTTCTTTAGGTATAATTTATGCTATAGTGGGAATTGGAGGAATAGGATTTGTTGTATGGGCACATCA
TATATTTTCTGTAGGAATGGATGTAGATACTCGGGCTTATTTTACAGCTGCTACTATAATTATTGCT
GTACCTACTGGTATTAGGATTTTTAGATGAATAGCTACTTTATATGGTTCTTATTTTAAGATTGATAC
TCCTTTATTATGGAGAATTGGATTTGTATTTTTATTTACTCTAGGTGGGATTACTGGAGTAATTTTA
TCTAATTCATCATTAGATATTGTATTACATGATACTTATTATGTTGTAGCTCATTTTCATTATGTATTA
AGAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATGGCTGGAATTACTTATTGATTTCCTTTATTTTTTGGAACTA
TTTTAAGAGAAAAAAAACTAATCTTTCAATTCATNNTCATATTTATTGGTGTGAATTTAACTTTTTT
TCCTCAACATTTTTT 
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>SNI0104 
TGAGGAAAAAGTTAAATTCACACCAATAAATATGATTATGAATTGAAGATTAGTTTTTTTTTCTCT
TAAAATAGTTCCAAAAAATAAAGGAAATCAATAAGTAATTCCAGCCATAATAGCAAATACAGCCC
CTATTCTTAATACATAATGAAAATGAGCTACAACATAATAAGTATCATGTAATACAATATCTAAT
GATGAATTAGATAAAATTACTCCAGTAATCCCACCTAGAGTAAATAAAAATACAAATCCAATTCT
CCATAATAAAGGAGTATCAATTTTAAAATAAGAACCATATAAAGTAGCTATTCGTCTAAAAATCC
TAATACCAGTAGGTACGGCAATAATTATAGTAGCAGCTGTAAAATAAGCCCGAGTATCTACATCC
ATTCCTACAGAAAATATATGATGTGCCCATACAACAAATCCTATTCCTCCAATTCCCACTATAGC
ATAAATTATACCTAAAGAACCAAAAGTCTCCTTTTTTCCTACAGAAGATCTAATAATATGAGAAA
TAATTCCGAATCCAGGTAAAATCAAAATATATACTTCAGGGTGCCCAAAAAATCAAAATAAATGT
TGAAATAAAATAGGATCTCCTCCACCAGCAGGATCAAAAGAAGATGTATTAAAATTTCGATCAGT
TAATAATATAGTAATAGCACCGGCTAATACAGGGAAAGATAAAAGCAATAATACAGCTGTAATTA
AAACTGATCACACAAATAAAGGAGCCTTATCTAATCTCATTCCAATAGAACGTATATTAATAACA
GTAGAAATAAAATTAATAGCGCCTATAATAGATGAAGCTCCAGCTAAATGTAAAGAAAAAATTGC
AAAATCTACAGATACTCCATTATGTCCAACAATAGATGCTAATGGAGGATGAACAGTTCATCCAG
CTCCGACTTCTATCTCAGCTATCGATGAANGATGAGTA 
 
>SNI0201 
GAGCTCTGATATGGCTTTTCCTCGAATGATAATTTAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTTTAATGT
TATTGTTTATTTCATCAATAGCTGAAATAGGAGTGGGAGCAGGATGAACAGTTTATCCACCTTTAG
CTTCAATTATTGGACATAATGGAAGATCTGTAGATTTTGCTATTTTTTCTTTACATTTGGCTGGAGC
TTCTTCTATTATAGGGGCCATTAATTTTATTACTACGGTAATTAATATACGGGTTAGGGGAATATCTT
TAGATAAAACTCCTTTATTTGTATGATCAGTAGTAATTACTGCTGTTCTATTATTATTGTCATTACCA
GTTCTAGCTGGTGCTATTACTATATTATTGACTGATCGAAATTTTAATACTTCTTTTTTTGATCCTG
CTGGAGGAGGAGATCCTATTTTATTTCAGCATTTATTTTGGTTTTTTGGTCATCCGGAGGTATATAT
TTTAATTTTACCAGGATTTGGTATTGTTTCTCATATTATTAGATCTTCTGTAGGAAAGCGAGAACCG
TTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAGTAGGAATTGGAGGAATGGGATTTGTAGTATGAGCT
CATCATATATTTTCTGTAGGAATGGATGTAGATACTCGTGCTTATTTTACTGCGGCTACTATAATTAT
TGCAGTTCCAACGGGAATTAAGGTATTTAGATGAATAGCTACTTTATATGGATCTTATTTTAAAATT
GATTCACCTTTATTGTGATGCATTGGGTTTGTTTTTTTATTTACTTTAGGAGGAATTACGGGAGTG
GTATTATCTAATTCTTCATTAGATATTGTTTTACATGATACTTATTATGTGGTTGCTCATTTTCATTA
TGTATTAAGAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCTGGGATTACTTATTGGTTTCCTTTATTTTTT
GGATCAGTATTAAGAGAAAAAAAAACTAAGTTACAATTTATAGTAATATTTTTAGGAGTAAATATAA
CTTTTTTTCCTCAACATTTTTTGGGTTTAAATGGTATGCCTCGACGA 
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>SNI0202 
ACCCAAAATGTTGAGGAAAAAGTTATATTTACTCCTAAAAATATTACTATAAATTGTAACTTAGT
TTTTTTTTCTCTTAATACTGATCCAAAAAATAAAGGAAACCAATAAGTAATCCCAGCTATAATAG
CAAATACAGCTCCTATTCTTAATACATAATGAAAATGAGCAACCACATAATAAGTATCATGTAAA
ACAATATCTAATGAAGAATTAGATAATACCACTCCCGTAATTCCTCCTAAAGTAAATAAAAAAAC
AAACCCAATGCATCACAATAAAGGTGAATCAATTTTAAAATAAGATCCATATAAAGTAGCTATTC
ATCTAAATACCTTAATTCCCGTTGGAACTGCAATAATTATAGTAGCCGCAGTAAAATAAGCACGA
GTATCTACATCCATTCCTACAGAAAATATATGATGAGCTCATACTACAAATCCCATTCCTCCAAT
TCCTACTATTGCATAAATTATTCCTAAAGAACCAAACGGTTCTCGCTTTCCTACAGAAGATCTAA
TAATATGAGAAACAATACCAAATCCTGGTAAAATTAAAATATATACCTCCGGATGACCAAAAAAC
CAAAATAAATGCTGAAATAAAATAGGATCTCCTCCTCCAGCAGGATCAAAAAAAGAAGTATTAAA
ATTTCGATCAGTCAATAATATAGTAATAGCACCAGCTAGAACTGGTAATGACAATAATAATAGAA
CAGCAGTAATTACTACTGATCATACAAATAAAGGAGTTTTATCTAAAGATATTCCCCTAACCCGT
ATATTAATTACCGTAGTAATAAAATTAATGGCCCCTATAATAGAAGAGCTCCAGCCAAATGTAAA
GAAAAAATAGCAAAATCTACAGATCTTCCATTATGTCCAATAATTGAAGCTAAAGGTGGATAAAC
TGTTCATCCTGCTCCCACTCCTATTTCAGCTATTGATGAAATAAACATACATTAAAGAAGGAGGT
AATAATCAAATCTTAAATTATTCATTCGAGGAAAAGCCATATC 
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การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Curvularia สาเหตุโรคพืช 
DNA Barcording of Plant Pathogenic Curvularia 

 
มะโนรัตน์ สุดสงวน1/  พรพิมล อธิปัญญาคม2/ 

ชนินทร ดวงสอาด1/  สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ1/  อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว1/ 
1/ กลุ่มวิจัยโรคพืช   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ ผู้เชี่ยวชาญ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
เก็บตัวอย่างโรคพืชเพ่ิมเติม จ านวน 11 ตัวอย่าง น ามาแยกเชื้อรา  Curvularia ได้จ านวน  

10 ไอโซเลท สกัดดีเอ็นเอของเชื้อรา Curvularia จากงานทดลองที่เกี่ยวข้อง จ านวน 30 ไอโซเลท 
และได้ DNA template จ านวน 30 ไอโซเลท จ าแนกชนิดของเชื้อราในเบื้องต้นด้วยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาสามารถจ าแนกได้ดังนี้ C. eragrostidis และ C. oryzae ขณะนี้รอผลทางชีวโมเลกุลเพ่ือ
เป็นข้อมูลในยืนยันควบคู่กับข้อมูลทางสัณฐานวิทยาต่อไป และตัวอย่างโรคพืชที่ได้จากการศึกษา
จ านวน 11 ตัวอย่างจัดท าเป็นตัวอย่างแห้งโรคพืชเข้าพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  

ค าหลัก :  โรคใบจุด โรคใบไหม้ Curvularia  
 

ค าน า 

รา Curvularia Boedijn (1933) เป็นระยะสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของรา Cochliobolus 
Drechsler ( 1934)  ร า ช นิ ด นี้ จั ด อ ยู่ ใ น  Kingdom fungi Phylum Ascomycota Class 
Dothideomycetes Order Pleosporales Family Pleosporaceae ( Mycobank, 2019)  
พบแพร่กระจายทั่วไปและเป็นสาเหตุก่อให้เกิดโรคพืชที่ส าคัญของพืชหลายชนิด เช่น ปาล์มน้ ามัน 
กล้วยไม้ และข้าว เป็นต้น (จิตรา และคณะ , 2557; วรรณิภา และคณะ, 2555; กลุ่มอารักขาพืช 
ส านักงานเกษตรจังหวัดกาญจนบุรี , 2558; เลขา และคณะ, 2544) ปัจจุบันมีรายงานการค้นพบ
ทั้งหมด 145 ชนิด (Indexfungorum, 2019) 

Cui and Sun (2012) รายงานพบเชื้อรา Curvularia lunata เป็นสาเหตุของโรคใบจุดของ
บัวเป็นครั้งแรก ในเมือง Pingxiang ประเทศจีน ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้บัวแห้งตายถึง 60 เปอร์เซ็นต์และ
ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตท าให้ผลผลิตลดลงถึง 10-15 เปอร์เซ็นต์ บัวที่เกิดโรคจะมีลักษณะ
เป็นจุดสีม่วงแกมน้ าตาลเกิดบนใบมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-3 เซนติเมตร ต่อมาบริเวณตรงกลาง
แผลจะเปลี่ยนเป็นสีเทาถึงขาวและขอบแผลจะเป็นสีน้ าตาลเข้มถึงด า นอกจากนี้ มีรายงานพบหญ้า 
Switchgrass (Panicum virgatum cv. Alamo) มีลักษณะอาการใบจุดสีน้ าตาลและอาการ necrotic 
root ซึ่งพบเป็นครั้งแรกใน Knoxville รัฐ Tennessee ประเทศสหรัฐอเมริกาแยกราสาเหตุโรคพืชที่ 
 

 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-03-00-14-62 

https://en.wikipedia.org/wiki/Karel_Bernard_Boedijn
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แสดงลักษณะอาการของโรค เชื้อที่แยกได้มีลักษณะโคโลนีสีน้ าตาลเข้มถึงด า สร้าง stromata สีด า 
conidiophores มีสีน้ าตาลด า ไม่แตกกิ่งก้าน มีผนังกั้น polytretic sympodial และ geniculate 
สร้างโคนิเดียที่บริเวณปลาย โคนีเดียมีลักษณะสีน้ าตาลด า รูปร่าง cymbiform มีผนังกั้น 3-4 septate 
เซลล์บริเวณส่วนกลางของโคนิเดียประมาณ 1-2 เซลล์ มีขนาดใหญ่กว่าบริเวณปลาย ซึ่งมีลักษณะ
คล้ายคลึงกับรา C. lunata var. aeria (Cochliobolus lunatus) (Fajolu et al., 2012)  

ในประเทศไทย Kittimorakul et al. (2013) ท าการส ารวจโรคใบไหม้และใบจุดของต้นกล้า
ปาล์มน้ ามันในภาคใต้ของประเทศไทย โดยท าการเก็บตัวอย่างโรค 277 ตัวอย่าง จาก 11 จังหวัดใน
ภาคใต้ของประเทศไทย ท าการแยกเชื้อราสาเหตุโรคได้ 197 ไอโซเลท สามารถจัดจ าแนกเป็น 
Curvularia 149 ไอโซเลท และ Colletotrichum 48 ไอโซเลท แสดงให้เห็นถึงความส าคัญของปัญหา
โรคใบจุดในระยะต้นกล้าของปาล์มน้ ามัน นอกจากนี้ Sunpapoa and Kittimorakul (2014) รายงาน
รา C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน้ ามัน โดยแยกเชื้อราสาเหตุของโรคจากต้นกล้า
ปาล์มที่มีอายุ 3-4 เดือนที่แสดงลักษณะอาการของโรคใบจุด และน าเชื้อราสาเหตุโรคที่แยกได้มาศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา และวิธีทางอนูชีวโมเลกุลร่วมด้วย 

สมศิริ และ ศศิวิมล. 2011. รายงานการส ารวจโรคที่ส าคัญของดอกกล้วยไม้ตัดดอกสกุล
หวายเอียสกุลที่ผลิตเป็นการค้า (Dendrobium ‘Earsakul’) พบโรคส าคัญที่ดอก คือ โรคเกสรด าและ
โรคดอกสนิม โดยพบเชื้อราที่แยกได้จากโรคเกสรด า ได้แก่ Alternaria alternata, C. lunata, 
Drechslera sp., Nigrospora sp., Fusarium sp. และ Cladosporium sp. และเชื้อราแยกได้จาก
โรคดอกสนิม ได้แก่  เชื้อรา A.  alternata, C.  eragostidis, C.  lunata, Nigrospora sp.  และ 
Drechslera sp. น าเชื้อราที่แยกได้ไปทดสอบการเกิดโรคกับดอกกล้วยไม้ พบว่า เชื้อสาเหตุของโรค
เกสรด า คือ C. lunata และเชื้อราสาเหตุของโรคดอกสนิม คือ A. alternata และ C. eragrostidis 
ในปี (2559) วรัญญู และ นิวัฒ ได้รายงานโรคของกล้าไม้พะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre 
ex Laness) พบว่ามีเชื้อรา Curvularia sp. มีความเกี่ยวข้องต่อการเกิดโรคใบจุดของกล้าไม้พะยูง 
และมีรายงานการศึกษาเชื้อราโรคพืชและเชื้อราอ่ืนๆ บนข้าวโพด ข้าว และหญ้าโดยวิธี tissue 
transplanting พบเชื้อราจ านวน 19 ชนิด ซึ่ง 1 ใน 19 ชนิดนี้พบทั้งเชื้อราสกุล Curvularia และ 
Bipolaris และแยกรา C. pallescens ได้จากเมล็ดข้าวพันธุ์ชัยนาท  1 (เลขา และคณะ , 2544; 
Manoch et al., 2002) นอกจากรายงานการพบรา Curvularia สาเหตุโรคพืชแล้วยังมีรายงานรา 
Curvularia จากวัชพืชชนิดต่าง ๆ ได้แก่ หญ้าแห้วหมู หญ้าปากควาย หญ้านกสีชมพู หญ้าตีนกา หญ้า
ตีนนก หญ้าตีนติด หญ้าโขย่ง หญ้าขจรจบดอกเล็ก น้ านมราชสีห์ ผักขม ผักเบี้ยหิน และผักยาง (จิตรา
, 2547) 

จากงานวิจัยที่กล่าวมาในข้างต้นแสดงให้เห็นว่ารา Curvularia เป็นสาเหตุของโรคพืชหลาย
ชนิด และการจัดจ าแนกชนิดของราในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา อาจมีบ้างบาง
งานวิจัยที่น าเทคนิคทางด้านชีวโมเลกุลร่วมด้วย การจัดจ าแนกรา Curvularia ยังมีความสับสน  
และมีปัญหาเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใช้ในการจัดจ าแนกนั้นมีความคล้ายคลึงกัน 
กับรา Bipolaris และรา 2 ชนิดนี้มีระยะสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศเป็นรา Cochliobolus Drechsler 
(1934) เหมือนกัน Jeon et al., (2015) ได้น าข้อมูลทางสัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุลมา
ท าการจัดจ าแนกชนิดของรา Curvularia โดยเลือกใช้ multi loci seguences (rDNA internal 
transcribed spacer (ITS), large ribosomal subunit (28S) และ glyceraldehyde 3-phosphate 
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dehydrogenase gene (GAPDH)) เพ่ือจ าแนกและจัดกลุ่มของรา Curvularia spicifera นอกจากนี้ 
Sun et al., (2003) ได้ท าการแยกรา C. geniculata group โดยใช้ Brn1 gene sequences จ าแนก
ชนิดและเพ่ือยืนยันความแตกต่างของราในกลุ่มนี้ ซึ่งรา  C. geniculata group ประกอบไปด้วย  
C.  affinis C.  fallax และ  C.  senegalensis ซึ่ ง ร าทั้ ง  3 ชนิ ดนี้ มี ลั กษณะคล้ ายคลึ งกับรา  
C. geniculate มาก หากใช้ข้อมูลด้านลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวคงไม่เพียงพอต่อการ
ยืนยันผลความแตกต่างจึงต้องมีข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุลมาช่วยยืนยันผลความแตกต่างเพ่ือความ
ถูกต้องและแม่นย ายิ่งขึ้น ดังนั้น การศึกษารา Curvularia จึงจ าเป็นต้องใช้ทั้งข้อมูลด้านลักษณะ
สัณฐานควบคู่กับข้อมูลด้านชีวโมเลกุลเพ่ือยืนยันผลการจัดจ าแนกที่ถูกต้องและแม่นย ามากขึ้น และ
ข้อมูลทางชีโมเลกุลที่ได้สามารถน าไปศึกษาต่อทางด้านวิวัฒนาการของราชนิดนี้ เพ่ือเป็นข้อมูลในการ
สืบค้นและเป็นแหล่งอ้างอิงในการท างานวิจัยต่อไป  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ มีด กรรไกร กรรไกรตัดก่ิง ถุงพลาสติก กระดาษบันทึก ปากกา

เคมี เครื่องระบุพิกัด 
2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อ หม้อนึ่งความดัน ตู้อบฆ่าเชื้อ Microcentrifuge 

Thermal cyclers, Vortex, Tissue Lyser, Gel electrophoresis เครื่องถ่ายภาพเจล microwave 
micropipette ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร และ Dry heat block 

3. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บีกเกอร์ กระบอก
ตวง แท่งแก้ว ตะเกียงแอลกอฮอล์ สไลด์ และแผ่นกระจกปิดสไลด์ 

4. เข็มเขี่ยปลายแหลม ห่วงถ่ายเชื้อ ปากคีบ ใบมีดผ่าตัด ด้ามมีด 
5. กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ stereo พร้อมกล้องถ่ายภาพ 
6. อาหารแยกและเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ Water Agar (WA), ½Potato Dextrose Agar (½PDA) 

และ Potato Dextrose Agar (PDA) 
7. สารเคมีที่ใช้ในการฆ่าเชื้อ ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ และเอธิลแอลกอฮอล์ 

75% 
8. สารเคมี ได้แก่ Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™), High fidelity 

Phusion® DNA Polymerase (New England Biolabs) , Lysing Enzymes from Trichoderma 
harzianum (Glucanex®) , Lithium Borate buffer (LB) , PureDireX Genomic DNA Isolation 
Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, SERVA HiSens Stain G, Nuclease- Free Water, ไพ ร์ เ มอร์  
ได้แก่ the Internal Transcribed Spacer (ITS) และ the Large Subunit (LSU) 

9. อุปกรณ์ท าตัวอย่างแห้ง ได้แก่ กระดาษหนังสือพิมพ์ ไม้ทับตัวอย่าง กระดาษฟาง และซอง
กระดาษส าหรับใส่ตัวอย่าง 

 
 
 

วิธีการ 
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1. การเตรียมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรา Curvularia และดีเอ็นเอต้นแบบ  
ตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Curvularia ที่จะน ามาศึกษาในงานวิจัยนี้ ใช้ตัวอย่างที่ได้จาก

การส ารวจโรคพืชที่เกิดจากรา Curvularia และจากงานทดลองที่เกี่ยวข้อง รวมถึงตัวอย่างแห้งที่เก็บ
ไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  
หากดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้มีน้อยอาจมีการเก็บรวบรวมเชื้อเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมความหลากหลายในการ
วิเคราะห์ 

2. ศึกษาและจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 

- ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นส่วนพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบ stereo หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 5-10 วัน เมื่อพบเชื้อรา
สร้างเส้นใยหรือ conidium ตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาวางบน
สไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืชให้บาง ๆ และตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
compound ถ่ายรูปลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

- แยกเชื้อราโดยวิธี tissue transplanting น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยม
ขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอ
ไรท์ 10 เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง น าไปซับบนกระดาษที่ผ่านการ
ฆ่าเชื้อให้แห้ง แล้วน าไปเลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 7-21 วัน แยก
เชื้อราให้บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ ได้แก่ ลักษณะของโคโลนี เส้นใย ขนาด และสี
ลักษณะของสปอร์ และ ลักษณะของ conidiophore สี และขนาด ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
stereo และ compound บันทึกขนาด รูปร่าง และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ และจ าแนกชนิด
ของราตามเอกสารของ Ellis (1971, 1976) โดยสามารถใช้ข้อมูลบางส่วนจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้องซึ่งได้
มีการศึกษาและจ าแนกชนิดของเชื้อรา Curvularia เพ่ือประกอบการวิเคราะห์ต่อไป 

3. การจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia สาเหตุโรคพืช โดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
การสกัดดีเอ็นเอ 

 น าเส้นใยและโคนีเดียของรา Curvularia ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม  
ใส่ลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard et al. (2015) เก็บรักษาดี
เอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 ทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของคู่ไพร์เมอร์ของต าแหน่ง Large Subunit (LSU) Internal 
Transcribed Spacer (ITS) และ glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH) 
จากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายต าแหน่ง LSU, 
ITS และ GAPDH ด้วยวิธี  Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase 
และ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase โดยใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยา
ตามท่ีผู้ผลิตแนะน า  
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 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่
ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer  
(LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ 
และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) ที่ได้จากการทดลองมาท าการวิเคราะห์ โดยน า 
forward sequence และ reverse sequence ที่ ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม 
Geneious version 8.1.9 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูล
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่
ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ 
type sequence 

 การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta 
ไฟล์) ที่ได้จากการทดลองและจากการรวบรวมข้อมูล มาจัดเรียง (align) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 
(Katoh and Toh, 2008)  จ า กนั้ น ต ร ว จสอบกา ร จั ด เ รี ย ง  ( alignment)  โ ด ย วิ ธี  MUSCLE  
ในโปรแกรม MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al., 
2016) จากนั้นใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) ท าการรวมชุดข้อมูลของดี
เอ็นเอต าแหน่ง LSU ITS และ GAPDH เป็น combined dataset บันทึกชุด alignment ในรูปแบบ
ไฟล์ .nexus หรือ .nex โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

 การเก็บรักษา 
 การเก็บรักษาสายพันธุ์ เชื้อราโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant เก็บรักษาไว้ใน Culture 
Collection ที่ อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates)  
ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

เวลาและสถานที่  
ตุลาคม 2561 – กันยายน 2563 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

แยกราจากตัวอย่างโรคพืชจากดอกกล้วยไม้ ปาล์มน้ ามัน และมะพร้าว จ านวน 11 ตัวอย่าง 
(Figure 1) สามารถแยกได้รา Curvularia จ านวน 10 ไอโซเลท เก็บสายพันธุ์บริสุทธิ์เพ่ือศึกษาทาง
ลักษณะสัณฐานวิทยาและสกัดดีเอ็นเอต่อไป  
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แยกราจากตัวอย่างที่มีเพ่ิมเติมและเลี้ยงเชื้อรา Curvularia (Figure 2) เพ่ือเตรียมสกัดดีเอ็น
เอ จ านวน 35 ไอโซเลท พร้อมทั้งสกัดดีเอ็นเอของรา Curvularia จ านวน 30 ไอโซเลท และได้ DNA 
template ของรา Curvularia จ านวน 30 ไอโซเลท ตัวอย่างโรคพืชที่ได้จากการศึกษาจัดท าเป็น
ตัวอย่างแห้งโรคพืชเข้าพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
กรมวิชาการเกษตร จ านวน 11 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดของเชื้อราในเบื้องต้นด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาสามารถจ าแนกได้ดังนี้ C. eragrostidis และ C. oryzae ขณะนี้รอผลทางชีวโมเลกุลเพ่ือเป็น
ข้อมูลในยืนยันควบคู่กับข้อมูลทางสัณฐานวิทยาต่อไป 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เก็บตัวอย่างโรคพืชเพ่ิมเติม จ านวน 11 ตัวอย่าง น ามาแยกเชื้อรา Curvularia ได้จ านวน 10 
ไอโซเลท สกัดดีเอ็นเอของเชื้อรา Curvularia จากงานทดลองที่เก่ียวข้อง จ านวน 30 ไอโซเลท และได้ 
DNA template จ านวน 30 ไอโซเลท จ าแนกชนิดของเชื้อราในเบื้องต้นด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา
สามารถจ าแนกได้ดังนี้ C. eragrostidis และ C. oryzae ขณะนี้รอผลทางชีวโมเลกุลเพ่ือเป็นข้อมูลใน
ยืนยันควบคู่กับข้อมูลทางสัณฐานวิทยาต่อไป และตัวอย่างโรคพืชที่ได้จากการศึกษา จ านวน 11 
ตัวอย่างจัดท าเป็นตัวอย่างแห้งโรคพืชเข้าพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  

 

ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การ
ด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูลในการท างานวิจัยในครั้งนี้ 
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Figure 1 Plant disease samples caused by Curvularia 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Colonies of Curvularia spp. from various plant disease samples 
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การศึกษาชนิดแมลงวันผลไม้เผ่า (Tribe) Dacini (Diptera: Tephritidae)   
ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

Molecular Identification of Fruit Fly in Tribe Dacini  
(Diptera: Tephritidae) Using DNA Barcode 

 
ยุวรินทร์  บุญทบ    จารุวัตถ์ แต้กุล    ชมัยพร บัวมาศ เกศสุดา สนสิริ    สุนัดดา เชาวลิต 

กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
 

 

รายงานความก้าวหน้า 

จ ำแนกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini ออกจำกแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ โดยพบว่ำแมลงวัน
ผลไม้ใน Tribe Dacini มีลักษณะพิเศษที่แตกต่ำงจำกแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ คือ ไม่มีตำเดี่ยว 
(oceli) มี CuPical (CuP) cell ยำวกว่ำแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ และมักพบจุดเงำสีด ำ มีลักษณะ
เป็นรูปไข่ (ceromata) บริเวณท้องปล้องที่ 5 และจ ำแนกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini  ที่เกบ็รวบรวม
ได้จำกบริเวณภำคกลำงและภำคใต้ ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี สุรำษฎร์ธำนี ชุมพร เพชรบุรี 
และกรุงเทพมหำนคร พบแมลงวันผลไม้ 3 สกุล คือ Bactrocera, Zeugodacus และ Dacus  
ท ำกำรสกัด DNA และเพ่ิมปริมำณ DNA ด้วยยีน cox1 จำกตัวอย่ำงแมลงวันแตง Z. cucurbitae  
ได้ DNA barcode จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง และแมลงวันผลไม้ Z. caudatus จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง  
รวมเป็นได้ข้อมูลดีเอ็นเอบำร์โค้ดของแมลงวันผลไม้ใน Tribe Dacini จำกภำคใต้และภำคกลำง 2 ชนิด 
20 ตัวอย่ำง และสกัด DNA แมลงวันผลไม้ Tribe Dacini เพ่ิมเติมจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ Z. isolata 
และ Z. tau จ ำนวนชนิดละ 10 ตัวอย่ำง รวมทั้งหมด 20 ตัวอย่ำง และเก็บรักษำไว้ที่ตู้เก็บควำมเย็นที่
อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ในกำรศึกษำดีเอ็นเอบำร์โค้ดเพ่ิมเติมในปีถัดไป 

ค าหลัก: แมลงวันผลไม้, Dacini ดีเอ็นเอบำร์โค้ด 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

รหัสกำรทดลอง 03-30-60-01-03-00-15-62 
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ค าน า 

แมลงวันผลไม้หรือแมลงวันทอง (Fruit Flies) เป็นแมลงศัตรูพืชที่มีควำมส ำคัญมำกส ำหรับ
ผลไม้และพืชผักในเขต tropical และ subtropical โดยเฉพำะในประเทศไทยนั้นพบตัวเต็มวัย
แมลงวันผลไม้เข้ำท ำลำยผลไม้และผักชนิดต่ำงๆ โดยกำรวำงไข่ กับผลไม้ที่ มีเปลือกบำง หรืออ่อนนุ่ม 
จำกนั้นตัวหนอนจะเจริญเติบโตอยู่ภำยในผลท ำให้ผลไม้เน่ำเสียก่อนกำรเก็บเกี่ยว ทั่วโลกพบแมลงวัน
ผลไม้มำกมำยหลำกหลำยชนิด และด้วยควำมสำมำรถในกำรเข้ำท ำลำยของแมลงวันผลไม้นี้เอง ทั่ว
โลกจึงจัดให้แมลงวันผลไม้ เป็นแมลงศัตรูพืชที่ก่อให้เกิดควำมเสี ยหำยเป็นอันดับต้นๆ ของโลก 
แมลงวันผลไม้ที่เป็นศัตรูที่มีควำมส ำคัญได้แก่แมลงวันผลไม้ใน Tribe Dacini ซึ่งเป็นกลุ่มที่ท ำควำม
เสียหำยอย่ำงมำกต่อผลผลิตทำงกำรเกษตร จำกกำรส ำรวจพบว่ำทั่วโลกมีแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini 
มำกกว่ำ 700 ชนิด (Krosch et al., 2012) แต่ในทวีปเอเชียนั้นพบว่ำแมลงวันผลไม้ในTribe Dacini 
นั้น มีกำรเข้ำท ำลำยผลผลิตทำงกำรเกษตรเป็นอย่ำงมำก โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งกำรเข้ำท ำลำยของ
แมลงวันผลไม้ในสกุล Dacus Fabricius, สกุล Bactrocera Macquart และสกุล Zeugodacus 
Hendel  

         ปัจจุบันประเทศไทยมีกำรศึกษำอนุกรมวิธำนตัวอ่อนและตัวเต็มวัยของแมลงวันผลไม้ Tribe 
Dacini แต่พบว่ำแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini นั้นมีลักษณะทำงสัณฐำนภำยนอกใกล้เคียงกันมำก เป็น
กลุ่มที่มีควำมซับซ้อน (complex) ซึ่งมีควำมยำกในกำรจัดจ ำแนกเป็นอย่ำงยิ่งหำกใช้เพียงลักษณะ
สัณฐำนภำยนอกเป็นตัวตรวจวินิจฉัยชนิด (ยุวรินทร์ และคณะ, 2551)  โดยเฉพำะแมลงวันผลไม้ใน
กลุ่ม Zeugodacus tau และ Bactrocera dorsalis complex นั้นก่อให้ เกิดควำมสับสนแก่นัก
อนุกรมวิธำนเป็นอย่ำงมำก และยังมีแมลงวันผลไม้ใน  Tribe Dacini อีกหลำยชนิดที่แม้จะเป็นเป็น
ชนิดเดียวกัน แต่มีควำมแปรผันทำงรูปร่ำงลักษณะภำยนอก ซึ่งยำกต่อกำรตัดสินใจว่ำเป็นควำมแปร
ผันทำงสัณฐำนภำยในสปีชีส์เดียวกัน หรือ เป็นควำมแตกต่ำงระหว่ำงสปีชีส์ (Cameron et al., 2010; 
Hernández-Ortiz et al., 2012; Schutze et al., 2012)  

แมลงวันผลไม้ Tribe Dacini นั้นก่อให้เกิดควำมเสียหำยต่อกำรเกษตรในทวีปเอเชียเป็นอย่ำง
ยิ่ง (White & Elson-Harris, 1992) และจำกควำมเสียหำยที่เกิดขึ้นจำกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini 
นั้น ท ำให้มีกำรศึกษำชนิดของแมลงวันผลไม้ กำรแพร่กระจำย และชนิดของพืชอำหำรกันอย่ำง
กว้ำงขวำง เพ่ือน ำข้อมูลที่ ได้ไปใช้เป็นแนวทำงในกำรควบคุม ก ำจัด แต่ในปัจจุบันกำรศึกษำ
อนุกรมวิธำนของแมลงวันผลไม้ในประเทศไทยนั้นจะใช้เพียงลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำภำยนอกเท่ำนั้น 
และ กำรศึกษำทำงด้ำนอนุกรมวิธำนแมลงวันผลไม้จึงเป็นงำนที่ต้องอำศัยประสบกำรณ์และควำม
ช ำนำญของนักอนุกรมวิธำน ซึ่งควำมน่ำเชื่อถือในกำรตรวจวินิจฉัยนั้นยังไม่มีควำมเป็นสำกล ดังนั้น
กำรประยุกต์ใช้เทคโนโลยีต่ำงๆ ที่น่ำเชื่อถือและมีกำรยอมรับในระดับสำกลมำร่วมใช้ในกำรจัดจ ำแนก
ชนิดแมลงวันผลไม้นั้นมีควำมส ำคัญอย่ำงยิ่ง ดังนั้นกำรศึกษำครั้งนี้จึงเป็นกำรใช้เทคนิคทำงชีวโมเลกุล
มำศึกษำ DNA Barcode ของแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini เพ่ือใช้ในจ ำแนกชนิดของแมลงวันผลไม้ 
นอกจำกนี้ยังสำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ในกำรศึกษำขั้นสูงขึ้นไปอีก  เช่น โครงสร้ำงพันธุกรรม 
(Genetic structure) และพันธุศำสตร์ประชำกร (Population genetic)  ของแมลงวันผลไม้ Tribe 
Dacini อีกทั้งสำมำรถน ำข้อมูลด้ำน DNA Barcode ที่ได้เป็นฐำนข้อมูลในกำรศึกษำชนิดของแมลงวัน
ผลไม้ที่มีในประเทศไทยให้มีมำตรฐำนทัดเทียมสำกล และใช้ข้อมูลเหล่ำนี้เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อกำร
น ำเข้ำส่งออกพืช ผักของไทยอีกด้วย 
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วิธีด าเนินการ 

1. วิธีการด าเนินการวิจัยสาหรับการศึกษาล าดับพันธุกรรม 

    1.1 น ำตัวอย่ำงแมลงวันผลไม้ที่ท ำกำรจ ำแนกด้วยลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ มำท ำกำร
สกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใช้วิธีกำรตำม Boontop et al., 2017 ร่วมกับค ำแนะน ำของชุด
สกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูป (ISOLATE II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมำกับผลิตภัณฑ์
บ ริษั ท  โดยน ำขำด้ ำนขวำจ ำน วนสำมข้ ำงของแมลงวั น ผล ไม้  (25 mg) ม ำใส่ ในห ลอด 
microcentrifuge ขนำด 1.5 ml (ตัวอย่ำงแมลงที่ เหลือเก็บไว้ เพ่ือเป็นตัวอย่ำงในพิพิธภัณฑ์ 
(Voucher specimen)) จำกนั้นเติม Lysis BufferGL ปริมำณ 180 ไมโครลิตร และ Proteinase K 
Solution ปริมำณ 25 ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพำรำฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกัน
กำรปนเปื้อน จำกนั้นบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 16 - 20 ชั่วโมง แล้วเติม Lysis 
BufferG3 ปริมำณ 200 ไมโครลิตรและบ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำ
ให้สม่ ำเสมอ  เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมำณ 210 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน  
จำกนั้นดูดสำรละลำยทั้งหมดใส่ใน ISOLATE II Genomic DNA tube ที่สวมอยู่บน collection 
tube น ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็วสูง 11,000 รอบต่อนำที  ป็นเวลำ 1 นำที (ท้ิงของเหลวที่เหลือจำกกำร
ปั่นเหวี่ยง) เติม Wash Buffer GW1 ปริมำตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นควำมเร็ว
สูง 11,000x g เป็นเวลำ 1 นำที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจำกกำรตกตะกอน) จำกนั้นเติม Wash Buffer 
GW2 ปริมำณ 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงควำมเร็วสูง 11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 1 นำที 
จำกนั้น ทิ้งของเหลวที่เหลือจำกกำรตกตะกอน และปั่นเหวี่ยงควำมเร็วสูง 11,000 รอบต่อนำที เป็น
เวลำ 1 นำทีอีกครั้ง ย้ำยหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มำใส่ในหลอดทดลองขนำดเล็ก 
(microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และเติม Elution Buffer G ปริมำณ 50 ไมโครลิตร ท ำกำรบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นน ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็วสูง 11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 1 
นำทีจำกนั้นน ำ DNA ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือให้ในวิธีกำรต่อไป 

 
1.2 ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ด้วยยีน co1 โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ดังนี้ 

Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 
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ท ำปฏิกิริยำ PCR  โดยกรรมวิธีดังนี้  
 

   1 reaction  (µl) 

Buffer 5X Buffer  5 
Tag MyTag; Cat No. BIO-21114 0.1 
Water H2O 15.9 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   25 
 

น ำดีเอ็นเอต้นแบบพร้อมด้วย Master Mixed ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมำณชิ้นส่วนของดีเอ็น โดย
ใช้สภำวะปฏิกิริยำ PCR ดังนี้  initial-denaturing ที่ อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลำ 3 นำที ตำมด้วย 
denaturing annealing ที่อุณหภูมิ 94 °C นำน 30 วินำที annealing ที่อุณหภูมิ 50 °C นำน 30 
วินำที และ  extension 72 °C นำน 30 วินำที (ท ำซ้ ำ denaturing, annealing และ extension 
จ ำนวน 35 รอบ) จำกนั้น Final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลำ 5 นำที  

    1.3 ตรวจสอบ PCR product โดยกำรตรวจสอบขนำดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องกำร 
โดยกำรให้ประจุของสำรที่มีประจุแยกออกจำกกัน ด้วยวิธีกำรท ำอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
โดยหยด ผลิตภัณฑ์ PCR  ลงในอะกำโรสเจลที่มีควำมเข้มข้น 2 % และให้ PCR product เคลื่อนที่
ผ่ำนสำรละลำย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้ำที่ควำมต่ำงศักย์ 100 โวลล์, 400 mp 
(Voltage) เป็นเวลำ 45 นำที  

    1.4 ตรวจหำล ำดับนิวคลีโอไทด์  โดยส่งตัวอย่ำง PCR product ของแมลงวันผลไม้ที่ได้ไป
ท ำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหำล ำดับนิวคลีโอไทด์   วิเครำะห์โดย Molecular Genetics 
Research Facility ของ Queensland University of Technology, Australia  

   1.5 น ำข้อมูลของล ำดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่ำนกำรหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ มำท ำ
กำรวิเครำะห์ โดยท ำกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่น ำมำศึกษำทั้งหมด 
(Sequence assembly) โดยโปรแกรมท่ีสำมำรถวิเครำะห์ข้อมูลและจัดล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(assemble) เช่น Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5  

   1.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ มำตรวจสอบชนิด กับ Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่ง
เก็บรวบรวมฐำนข้อมูล ทำงพันธุกรรมจำกท่ัวโลกอีกครั้งเพ่ือยืนยันควำมถูกต้องข้อมูลดีเอ็นเอบำร์โค้ด 
ในกำรศึกษำจะถูกเก็บบันทึก และรำยงำนเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงส ำหรับกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อแมลง
ศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศำเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงำน
อนุกรมวิธำนแมลง ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืชนอกจำกนี้ยังสำมำรถน ำ ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอที่
ได้มำศึกษำโครงสร้ำงพันธุกรรมต่อได้อีก 
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2. การศึกษาโครงสร้างพันธุกรรมของแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini 
           2.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง โดยเตรียมข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ จำกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini 
ชนิดต่ำงๆที่ได้จำกกำรส ำรวจ จำกภำคต่ำงๆ ทั่วทุกภูมิภำคของประเทศไทย  (6 ภำค) และภำคละ 2 
จังหวัดเป็นอย่ำงน้อย โดย ในกำรศึกษำพันธุศำสตร์ประชำกำรนั้นเพ่ือควำมน่ำเชื่อถือ ควรใช้ตัวอย่ำง
จำกพ้ืนที่เดียวกัน อย่ำงน้อย ละ 5 - 10 ตัวอย่ำงต่อหนึ่งพื้นที่   

2.2 กำรข้อมูลของดีเอ็นเอที่ผ่ำนกำรถอดรหัส (Sequence Alignment) น ำ sequence ที่
บันทึกไว้ในรูปแบบ FASTAไฟล์ มำจัดเรียง (alignment) ด้วยโปรแกรม the MEGA version 4 
(Kumar et al., 2008)  

2.3 กำรประมวลผลและวิเครำะห์ข้อมูล (Genetic structure)  
ด้วยกำรใช้ โปรแกรม Arleguin  มำศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม (gene diversity) ด้วย
กำรศึกษำ FST ร่วมกับ Tamura and Nei model evolution (ΦST) (Excoffier et al., 1992). 
         2.4 จำกนั้น น ำข้อมูลที่ได้มำศึกษำ โครงสร้ำงของ Haplotype และกำรกระจำยตัวของ 
Haplotype ของแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini ด้วย โปรแกรม NETWORK Version 4.6.1.1 
(Bandelt et al., 1999) โดยเลือกใช้ parameter เป็น Median joining networks ร่วมกับ 
maximum parsimony  
 2.5   จัดเก็บตัวอย่ำงที่ใช้ศึกษำไว้ในพิพิธภัณฑ์โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตำมระบบ สำกลของกำร
เก็บรักษำตัวอย่ำงแมลง   (แมลงวันผลไม้ทุกชนิดที่รำยงำนไว้ต้อง เก็บรักษำตัวอย่ำงจริงไว้เพ่ือกำร
ตรวจสอบ สืบค้น และอ้ำงอิงในภำยหลัง) 
 2.6 ท ำกำรบันทึกข้อมูล และจัดท ำรำยงำน 

การบันทึกขอ้มูล 
 1) บันทึกข้อมูล DNA barcode ในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
 2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมลงวันผลไม้ที่ใช้เป็นต้นแบบ
งำนวิจัย ซึ่งประกอบด้วยพิกัดทำงภูมิศำสตร์ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่ำงแมลงวันผลไม้แต่ละชนิด และ
ชื่อผู้เก็บตัวอย่ำง 
  3) ชื่อวิทยำศำสตร์ของแมลงวันผลไม้ พร้อมทั้งรำยละเอียดของพืชอำหำรที่พบแมลงวันผลไม้
เข้ำท ำลำย เช่น ชนิดพืช ชื่อวิทยำศำสตร์   

สถานที่ท าการทดลอง 

 1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่ำงๆ  ของภำคกลำง ภำคตะวันตก ภำคเหนือ ภำคะวันออก  ภำค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภำคใต้  

 2) ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตวิวทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำร
อำรักขำพืช 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จ ำแนกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini ออกจำกแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ โดยพบว่ำแมลงวัน
ผลไม้ใน Tribe Dacini มีลักษณะพิเศษที่แตกต่ำงจำกแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ คือ ไม่มีตำเดี่ยว 
(oceli) มี CuPical (CuP) cell ยำวกว่ำแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ และมักพบจุดเงำสีด ำ มีลักษณะ
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เป็นรูปไข่ (ceromata) บริเวณท้องปล้องที่ 5 และจ ำแนกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini  ที่เก็บรวบรวม
ได้จำกบริเวณภำคกลำงและภำคใต้ ได้แก่จังหวัดนครปฐม สุพรรณบุรี สุรำษฎร์ธำนี ชุมพร เพชรบุรี 
และกรุงเทพมหำนคร พบแมลงวันผลไม้ 3 สกุล คือ Bactrocera, Zeugodacus และ Dacus 
(Figure 1)  ท ำกำรสกัด DNA และเพ่ิมปริมำณ DNA ด้วยยีน cox1 จำกตัวอย่ำงแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae ได้ DNA barcode จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง (Table 1) และแมลงวันผลไม้ Z. caudatus 
จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง (Table 2) รวมเป็นได้ข้อมูลดีเอ็นเอบำร์โค้ดของแมลงวันผลไม้ใน Tribe Dacini 
จำกภำคใต้และภำคกลำงจ ำนวน 2 ชนิด 20 ตัวอย่ำงและได้สกัด DNA แมลงวันผลไม้ Tribe Dacini 
เพ่ิมเติมจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ Z. isolata และ Z. tau (Figure 2) จ ำนวนชนิดละ 10 ตัวอย่ำง รวม
ทั้งหมด 20 ตัวอย่ำง และเก็บรักษำไว้ที่ตู้เก็บควำมเย็นที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ใน
กำรศึกษำดีเอ็นเอบำร์โค้ดเพิ่มเติมในปีถัดไป 

 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
จำกกำรเก็บรวบรวมตัวจำกแมลงวันผลไม้จำกกับดัก budget trap พร้อมด้วยสำรล่อคือฟรีโร

โมน 2 ประเภทได้ แก่ Methyl eugenol และ Cue lure รวมทั้งเก็บผัก ผลไม้ที่ถูกท ำลำยโดยตัวอ่อน
มำเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำรจำกบริเวณภำคกลำงและภำคใต้นั้น  สำมำรถแยกแมลงวันผลไม้ Tribe 
Dacini ออกจำกแมลงวันผลไม้ Tribe อ่ืน ๆ และจ ำแนกแมลงวันผลไม้ Tribe Dacini  ที่พบได้
แมลงวันผลไม้ 3 สกุล คือ Bactrocera, Zeugodacus และ Dacus  จำกนั้นท ำกำรสกัด DNA และ
เพ่ิมปริมำณ DNA ด้วยยีน cox1 จำกตัวอย่ำงแมลงวันผลไม้สกุล Zeugodacus จ ำนวน 2 ชนิดได้แก่ 
แมลงวันแตง Z. cucurbitae และแมลงวันผลไม้ Z. caudatus ได้ DNA barcode ชนิดละ 10 
ตัวอย่ำง รวมเป็นได้ข้อมูล DNA barcode ของแมลงวันผลไม้ใน Tribe Dacini จำกภำคใต้และภำค
กลำง 2 ชนิด 20 ตัวอย่ำง และสกัด DNA แมลงวันผลไม้ใน Tribe Dacini เพ่ิมเติมจ ำนวน 2 ชนิด 
ได้แก่ Z. isolata และ Z. tau จ ำนวนชนิดละ 10 ตัวอย่ำง รวมทั้งหมด 20 ตัวอย่ำง  

 
ค าขอบคุณ 

ข้ำรำชกำร พนักงำนรำชกำร ลูกจ้ำงประจ ำ และพนักงำนจ้ำงเหมำบริกำร ของกลุ่มงำน
อนุกรมวิธำนแมลงในกำรช่วยเหลือเก็บตัวอย่ำงแมลงวันผลไม้ จึงท ำให้งำนวิจัยในครั้งนี้ส ำเร็จ และ
ลุล่วงไปด้วยดี  
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(A)                                    (B)                                      (C) 

Figure 1 Fruit fly in Tribe Dacini 
(A) Fruit fly Genus  Bactrocera 
(B) Fruit fly Genus  Zeugodacus 
(C) Fruit fly Genus  Dacus 

 
 
 
 
 
 
 

                        (A)                                  (B) 

Figure 2   Fruit fly in Tribe Dacini for DNA extraction 
(A) Zeugodacus isolate 
(B)  Zeugodacus tau 
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Table 1 DNA barcode of Zeugodacus cucurbitae  

No. CODE DNA barcode 

1 DC0101 
 

AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTT
CTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

2 DC0102 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTT
CTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

3 DC0103 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAG 
CCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTAT
ACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

4 DC0104 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTT
CTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

5 DC0105 TATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATGATCAAATCTATA
ATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTAG
TACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCCTCTCTTACAT
TACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAATTATCGCTCATG
GTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAAATTTCATTACTA
CAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTT
TACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGG
CTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

6 DC0106 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTT
CTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

7 DC0107 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGATG
ATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTTG
GAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTC
CCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCATCAA
TTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCGTAA
ATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGA
CAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTGCCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTT
CTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 
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Table 1 DNA barcode of Zeugodacus cucurbitae (continue) 

No. CODE DNA barcode 

8 DC0108 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGAT
GATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTT
GGAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACC
TCCCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCAT
CAATTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCG
TAAATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTAT
TGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCT

CTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 
9 
 
 

DC0109 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGAT
GATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTT
GGAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACC
TCCCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCAT
CAATTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCG
TAAATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTAT
TGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCT

CTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

10 DC0110 AGCTTGAGCAGGTATAGTGGGAACATCTCTTAGAATCTTAGTCCGGGCAGAACTGGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGAT
GATCAAATCTATAATGTCATCGTAACAGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTCATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGATTT
GGAAATTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCGCCAGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACC
TCCCTCTCTTACATTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCCCTTTCAT
CAATTATCGCTCATGGTGGAGCCTCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCTGGTATTTCATCAATTTTAGGGGCCG
TAAATTTCATTACTACAGTAATTAATATGCGATCAACAGGAATCACATTTGACCGGATACCTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTAT
TGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGACCGAAATTTAAACACCT

CTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC 

 
Table 2 DNA barcode of Zeugodacus caudatus  

No. CODE DNA barcode 

1 DC0201 
 

TTGAGCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATC
AAATTTATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTA
ACTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCT
TCACTTACACTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAAT
CATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAA
TTTTATTACTACAGTAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAAC
AGCCTTATTATTACTACTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTT
CTTCGACCCAGCCGGAGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGTCACC 

2 DC0202 TTGAGCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATC
AAATTTATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTA
ACTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCT
TCACTTACACTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAAT
CATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAA
TTTTATTACTACAGTAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAAC
AGCCTTATTATTACTACTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTT
CTTCGACCCAGCCGGAGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATTTT 

3 DC0203 AGAGCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCA
AATTTATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAA
CTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTT
CACTTACACTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCATTC
ATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAAT
TTTATTACTACAGTAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACA
GCCTTATTATTACTACTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTC
TTCGACCCAGCCGGAGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGA 

4 DC0204 TGAGCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCA
AATTTATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAA
CTGACTAGTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTT
CACTTACACTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATC
ATCGCTCATGGAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAAT
TTTATTACTACAGTAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACA
GCCTTATTATTACTACTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTC
TTCGACCCAGCCGGAGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATT 
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Table 2 DNA barcode of Zeugodacus caudatus (continue) 

No. CODE DNA barcode 

5 DC0205 AGCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATT
TATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACT
AGTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACA
CTACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATG
GAGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACA
GTAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACAGCCTTATTATTACT
ACTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAGCCGGAG
GTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTG 

6 DC0206 TAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATTTATAATGTAAT
CGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACTAGTACCCCTAA
TACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACACTACTTTTAGTG
AGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATGGAGGAGCTTCTG
TTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAACATA
CGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACAGCCTTATTATTACTACTTTCATTACC
TGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAGCCGGAGGTGGAGACCCT
ATTTTATACCAACATTTATTCTGATTT 

7 DC0207 GCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATTT
ATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACTA
GTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACAC
TACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATGG
AGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACAG
TAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACAGCCTTATTATTACTA
CTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAGCCGGAG
GTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGA 

8 DC0208 GCAGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATTT
ATAATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACTA
GTACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACAC
TACTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATGG
AGGAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACAG
TAATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACAGCCTTATTATTACTA
CTTTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAG 

9 
 
 

DC0209 GTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATTTATAA
TGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACTAGTAC
CCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACACTACTT
TTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATGGAGGAG
CTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACAGTAATT
AACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTTACAGCCTTATTATTACTACTTTC
ATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAGCCGGAGGTGGA
GACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATTT 

10 DC0210 AGGTATAGTAGGAACATCTTTGAGAATTTTAGTTCGAGCAGAATTAGGTCACCCAGGAGCCCTAATTGGAGATGATCAAATTTAT
AATGTAATCGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAACTGACTAGT
ACCCCTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTACTGCCTCCTTCACTTACACTA
CTTTTAGTGAGCAGTATAGTAGAAAATGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCCCTCTCATCAATCATCGCTCATGGAG
GAGCTTCTGTTGATCTAGCTATTTTTTCTTTACATCTAGCTGGAATTTCCTCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATTACTACAGTA
ATTAACATACGATCTACAGGAATTACATTCGACCGAATACCATTATTTGTTTGAGCAGTAGTGCTAACAGCCTTATTATTACTACT
TTCATTACCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAACTTAAATACCTCTTTCTTCGACCCAGCCGGAGGT
GGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGA 
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ชีววิทยา และการแพร่กระจายของหญ้ายอดหนอน (Spigelia anthelmia L.) 
Biology and Distributions of Spigelia anthelmia L. 

 
ธัญชนก จงรักไทย อัณศยา พรมมา เอกรัตน์ ธนูทอง 

กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
 

Abstract 
 Survey and collect specimens of S. anthelmia L. by detection a survey 
method in agricultural and environmental areas in the north region, 3 provinces, in 
the central region, 10 provinces, in the eastern region, 5 province, in the western 
region, 5 provinces, in northeast region, 1 province and southern region, 5 provinces, a 
total of 25 provinces, It was found S. anthelmia L. in 2 provinces, Rayong and 
Chanthaburi province, in agricultural areas such as para-rubber and road side. The 
seed of S. anthelmia L. was an ovate, rough skin, brown-dark brown. The seeds were 
good to spread. Because seeds of S. anthelmia L. can fly to a distance in various 
direction by blasted mature fruit. Seeds had an average germination percentage of 86 
percent. And had a high percentage of germination. S. anthelmia L. in treatment 1 (1 
tree/plot) was tree height. and the canopy highest but not significant from another 
treatments. S. anthelmia L. had an average life cycle of 74 days after germination. 
There are 2 seeds per fruit. The number of fruits per plant in a life cycle was the 
maximum 312 fruits per plant, 624 seeds per plant. The leaf has allelopathic 
potential. It can inhibit the growth of Mimosa pigra L. 
Keywords : biology distributions Spigelia anthelmia L.) 
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บทคัดย่อ 
ส ารวจ และเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดหญ้ายอดหนอน โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 

survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ 3 จังหวัด ภาคกลาง 10 จังหวัด ภาค
ตะวันออก 5 จังหวัด และภาคตะวันตก 1 จังหวัด ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 1 จังหวัด และภาคใต้ 5 
จังหวัด รวม 25 จังหวัด พบหญ้ายอดหนอน 2 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดระยอง และจันทบุรี ในพ้ืนที่ท า
การเกษตร ได้แก่ สวนยางพารา และกรุงเทพฯ บริเวณข้างทาง หญ้ายอดหนอน มีลักษณะเมล็ดคล้าย
รูปไข่ ผิวขรุขระ สีน้ าตาล-น้ าตาลเข้ม การแพร่กระจายของเมล็ดท าได้ดีเนื่องจากเมล็ดแก่แล้วแตก
สามารถดีดออกไปได้ระยะไกล หรือสามารถติดไปกับภาชนะ หรือวัตถุที่อยู่ใกล้เคียงได้ดี เมล็ดมี
เปอร์เซ็นต์ความงอกเฉลี่ย 86 เปอร์เซ็นต์ โดยหญ้ายอดหนอนมีความสูง และทรงพุ่มในสภาพไม่มีการ
แข่งขันสูงกว่าต้นที่มีการแข่งขัน แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ ซึ่งหญ้ายอดหนอนมีวงจรชีวิตโดยเฉลี่ย 74 วัน
หลังงอก การออกดอก ติดผล และเมล็ดแก่ เป็นแบบทยอย 1 ผล มีเมล็ดจ านวน 2 เมล็ด ใน 1 วงจร
ชีวิต มีจ านวนผลสูงสุด 312 ผลต่อต้น คิดเป็น 624 เมล็ดต่อต้น และมีเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดในสภาวะ
การแข่งขัน โดยเฉลี่ย 48 เปอร์เซ็นต์ และหญ้ายอดหนอนมีคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น โดยใบ
แห้งสามารถยับยั้งความยาวรากไมยราบยักษ์ได้ 
 

ค าหลัก : ชีววิทยา การแพร่กระจาย หญ้ายอดหนอน 
 

ค าน า 
 Mohamad and Kostermans. (1987) รายงานว่า หญ้ายอดหนอน (Spigelia anthelmia 
L.) มีถ่ินก าเนิดในประเทศอเมริกา เป็นพืชฤดูเดียว ล าต้นตั้ง ไม่แตกแขนง สูง 10-90 เซนติเมตร ล าต้น
รูปทรงกระบอก กลวง ใบรูปขอบขนานแกมรูปไข่ หรือ รูปไข่หอกแกมรูปไข่ ออกแบบตรงข้าม ผิวใบ
เรียบ หรือเป็นคลื่นเล็กน้อย ดอกเป็นแบบไม่แยกเพศ ออกที่ปลายยอด พบมีการกระจายเขตร้อน ของ
ประเทศแอฟริกา มาเลเซีย และมีการน าเข้าไปยังประเทศ จาวาในปี 1845 และ และแพร่กระจายไป
ยังเกาะสุมาตรา จาวา และเกาะซุนดา เป็นวัชพืชริมชายหาด ริมแม่น้ า พ้ืนที่การเกษตร ริมทาง พ้ืนที่
ท านาในพ้ืนที่สูง ออกดอกตลอดปี Dunham (2014) รายงานว่า หญ้ายอดหนอน พบเป็นพืชพ้ืนเมือง
ของหมู่เกาะอินเดียตะวันตกและของทวีปอเมริกาใต้ พบโดยทั่วไป มีคุณสมบัติทางยา จึงถูกน ามาท า
การทดลองเพ่ือใช้ท าผลิตภัณฑ์ทางเภสัชวิทยา Jegede et al. (2006), Olorunfemi et al. (2009). 
รายงานว่ามีการใช้ หญ้ายอดหนอน เป็นสมุนไพร และเป็นวัชพืชปีเดียวที่พบโดยทั่วไปในพ้ืนที่
เพาะปลูก และยังพบบริเวณพ้ืนที่นอกการเกษตร เช่น ข้างถนน โดยสามารถเจริญเติบโตได้สูงถึง  
30 เซนติเมตร การศึกษาสารสกัดของ หญ้ายอดหนอน เพ่ือฆ่าพยาธิ โดยทดลองในหนู หญ้ายอด
หนอน เป็นวัชพืชที่ยังไม่พบรายงานในประเทศไทย พบแพร่กระจายในพ้ืนที่ท าการเกษตร ในภาคใต้ 
และภาคตะวันออก โดยพบขึ้นหนาแน่น คาดว่าน่าจะมีการขยายพันธุ์ และแข่งขันกับพืชอ่ืน ๆ ได้ดี 
เนื่องจากบริเวณที่พบหญ้ายอดหนอนจะเจริญกันอย่างหนาแน่น และไม่พบวัชพืชอ่ืนปะปน ดังนั้น 
การศึกษาชีววิทยาและการแพร่กระจายของวัชพืชนี้ จะท าให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือการท านายการ
ระบาด และการจัดการพืชตัวนี้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงท าการทดลองนี้เพ่ือศึกษาชีววิทยา 
และนิเวศวิทยา ของหญ้ายอดหนอน หาแนวทางการจัดการ และป้องกันการแพร่ระบาด ให้เขียน
ความส าคัญ หลักการและเหตุผลที่ท าการทดลองปัญหาที่ต้องแก้ไข  วัตถุประสงค์และเป้าหมายของ
การวิจัย การตรวจเอกสาร  อ้างถึงรายงานหรือผลงานที่ท ามาแล้วว่าเกี่ยวข้องสัมพันธ์กับงานที่ท า
อย่างไร  เพื่อสนับสนุนและเน้นให้เห็นความส าคัญของงานที่ท า 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์  

1) กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล 
2) กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) 
3) เลนส์ขยาย 10 เท่า ส าหรับการตรวจสอบเบื้องต้นในภาคสนาม 
4) กรรไกร มีด เสียม หรือพ่ัว ส าหรับตัด/ขุด ตัวอย่างพืช 
5) แผงอัดตัวอย่างพรรณไม้พร้อมกระดาษฟูก ฟองน้ า และหนังสือพิมพ์ พร้อมเชือกไส้ 

     ตะเกียงและป้ายชื่อติดตัวอย่างพืช 
6) กระดาษติดตัวอย่างพืช 
7) กล่องใส่เมล็ดพืช 
8) ขวดแก้ว และน้ ายาส าหรับดองตัวอย่างพืช (หากจ าเป็น) 
9) น้ ายาชุบตัวอย่างวัชพืช ประกอบด้วย ฟีนอล เมอคิวลิคคลอไรด์ 
10) การบูร 
11) อุปกรณ์อ่ืน ๆ ที่จ าเป็น เช่น ถุงพลาสติกขนาดต่าง ๆ กระถางขนาดต่าง ๆ พร้อมดินและ

       ป้ายปัก  
12) สมุดบันทึก   

วิธีการ 
1. ส ารวจและเก็บตัวอย่าง  

ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ด โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection survey) โดยมี
หญ้ายอดหนอนเป็นพืชเป้าหมาย สุ่มเดินแบบซิกแซก รูปตัว W โดยมีพ้ืนที่ในการสุ่มไม่น้อยกว่า 10% 
ของพ้ืนที่ส ารวจในนิเวศเกษตรภาคเหนือ (ตาก สุโขทัย ล าพูน พะเยา แพร่ น่าน เชียงราย แม่ฮ่องสอน 
เชียงใหม่ เชียงราย) ภาคกลาง (กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ฉะเชิงเทรา ระยอง 
จันทบุรี ตราด) และภาคใต้ (ชุมพร สุราษฏร์ธานี ระนอง ภูเก็ต) จังหวัดละ 10 แปลง (หลังฤดูฝน  
5 แปลง และในฤดูร้อน 5 แปลง) โดยการสุ่มเดินแบบซิกแซก รูปตัว W เมื่อพบพืชเป้าหมาย  
จะท าการส ารวจพ้ืนที่ใกล้เคียง เพ่ือทราบขอบเขตการระบาดในแหล่งนั้น พร้อมเก็บตัวอย่างและ
ถ่ายภาพเป็นหลักฐาน น าตัวอย่างต้นมาจัดท าตัวอย่างแห้ง ส่วนเมล็ดน าไปท าความสะอาด ผึ่งในที่ร่ม
ให้แห้ง น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปท าการทดลองต่อไป บันทึก
ข้อมูล สถานที่หรือพิกัดที่เก็บตัวอย่าง สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูกหลัก วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ ร่องรอยการ
ถูกท าลายโดยศัตรูธรรมชาตินพื้นที่ส ารวจ 
2. ศึกษาลักษณะเมล็ด และการงอกในห้องปฏิบัติการ และสภาพเรือนทดลอง  

- ลักษณะเมล็ด  
 สุ่มเลือกเมล็ดที่สมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด ศึกษาลักษณะ รูปร่าง ขนาด ด้วยกล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายต่ า การบันทึกข้อมูล รูปร่าง ลักษณะ ลวดลายและสีของผิวเมล็ด ความกว้าง ความยาวของ
เมล็ด น้ าหนักต่อ 100 เมล็ด 

- การงอกในห้องปฏิบัติการ  
สุ่มเลือกเมล็ดที่สมบูรณ์  จ านวน 50 เมล็ด ใส่ ในจานแก้ว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  

9.5 เซนติเมตร ที่บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร แล้วปิดฝา จ านวน 10 จาน 
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น าไปวางในห้องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิห้อง บันทึกข้อมูล จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน นาน 30 วัน  
หรือจนกว่าเมล็ดงอกหมด 

- การงอกในห้องสภาพเรือนทดลอง  
น าเมล็ดที่เก็บจากท่ีต่าง ๆ มาเลือกเมล็ดที่แก่และสมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด โรยในกระถาง

เส้นผ่านศูนย์กลาง 20 เซนติเมตร ที่บรรจุดินจนถึงขอบล่างของกระถาง จ านวน 10 กระถาง รดน้ าให้
ความชื้นทุกวัน บันทึกข้อมูล จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน นาน 30 วัน หรือจนกว่าเมล็ดงอกหมด 
3. ศึกษาการเจริญเติบโต การสร้างเมล็ด วงจรชีวิต  

วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
กรรมวิธีที่ 1 หญ้ายอดหนอน จ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 2 หญ้ายอดหนอน จ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 3 หญ้ายอดหนอน จ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 4 หญ้ายอดหนอน ทั้งหมดท่ีงอก 

หว่านเมล็ด จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร เมื่อเมล็ดงอก 1 สัปดาห์ 
ถอนให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง จ านวนต้นตาม
กรรมวิธีต่าง ๆ ที่ก าหนด สังเกตการณ์เจริญเติบโต และบันทึกข้อมูล วันที่งอก หลังจากหว่าน ความสูง 
และขนาดทรงพุ่ม ทุก 7 วัน วันที่ออกดอก และวันที่ติดเมล็ด (นับจากวันที่งอก) จ านวนเมล็ดต่อผล 
จ านวนผลต่อต้น เมื่อพืชทดลองมีใบยอดเหลือง (พืชเริ่มตาย) ถอน ล้างท าความสะอาด บันทึกน้ าหนัก
สด จ านวนช่อดอก จ านวนผลต่อช่อ จ านวนเมล็ดต่อผล และน าไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง บันทึกน้ าหนักแห้ง น าข้อมูลที่ได้ค านวณหาค่าเฉลี่ยระยะเวลาการงอก การ
เจริญเติบโต การออกดอก การแก่ของเมล็ด เพ่ือหาระยะเวลาที่พืชเริ่มงอกจนถึงสร้างเมล็ดแก่ ที่จะใช้
ขยายพันธุ์ต่อไป (ครบวงจรชีวิต 1 รอบ) ค านวณความสามารถในการผลิตเมล็ดพันธุ์ต่อต้น 
ความสามารถในการผลิตเมล็ดต่อพ้ืนที่  
4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ด้วยกิ่ง  

หว่านเมล็ด จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังงอก 1 สัปดาห์  
ถอนออกให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง เมื่อมีอายุ  
1 เดือน ถอนออกจากแปลง ท าการตัดแขนงบริเวณโคนต้น ให้แต่ละกิ่งมีความยาวประมาณ  
10 เซนติเมตร น าไปปักช า (วางแนวนอน แล้วกลบด้วยดิน) ในกระบะปูน จ านวน 10 กระถาง ๆ ละ 
10 กิ่ง บันทึกข้อมูล จ านวนหน่อที่เกิดขึ้นต่อกิ่ง ทุก 7 วัน  
5. ศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น ในห้องปฏิบัติการ  

ทดสอบฤทธิ์ทางอัลลิโลพาธิในห้องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method (Fujii et al., 
2004) ในห้องปฏิบัติการ โดยใช้ไมยราบยักษ์เป็นพืชทดสอบ  

วางแผนการทดลอง แบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า 5 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
กรรมวิธีที่ 1 ใบแห้งหญ้ายอดหนอน  หนัก 0.01 กรัม 
กรรมวิธีที่ 2 ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0.05 กรัม 
กรรมวิธีที่ 3 ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0.1 กรัม 
กรรมวิธีที่ 4 ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0.5 กรัม 
กรรมวิธีที่ 5 ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0 กรัม (ชุดควบคุม) 
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น าใบแห้งหญ้ายอดหนอนที่ผ่านการอบแห้งที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน ชั่งใบแห้งหญ้า
ยอดหนอนตามกรรมวิธีที่ก าหนด ใส่ลงในหลอดแก้วก้นตัด เส้นผ่านศูนย์กลาง 29 มิลลิเมตร ความสูง 
130 มิลลิเมตร ที่บรรจุสารละลายวุ้น 0.3% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เมื่อวุ้นชั้นล่างเย็น เติมลงไปอีก  
10 มิลลิลิตร ให้ใบแห้งหญ้ายอดหนอนอยู่กึ่งกลางระหว่างชั้นของวุ้น เมื่อวุ้นชั้นบนเย็น น าต้นอ่อน
ไมยราบยักษ์ท่ีเริ่มงอก (มีรากยาวประมาณ 1-2 มิลลิเมตร) วางบนวุ้นหลอดละ 6 เมล็ด ปิดปากหลอด
ด้วยพลาสติกใส น าไปวางในตู้ควบคุมอุณหภูมิ ที่ 30 องศาเซลเซียส ให้แสงตลอดเวลา นาน 7 วัน 
บันทึกข้อมูล ความยาวราก และต้นของไมยราบยักษ์ ชั่งน้ าหนักสดโดยรวมของไมยราบยักษ์ในแต่ละ
หลอด 
เวลาและสถานที่    

ระหว่าง ตุลาคม 2560-กันยายน 2562 ณ นิเวศเกษตรภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคใต้ และ
ห้องปฏิบัติการ และเรือนทดลอง กลุ่มวิจัยวัชพืช 
 

ผลและวิจารณ์การทดลอง 
1) ส ารวจ และเก็บตัวอย่าง  

ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดหญ้ายอดหนอน โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ 3 ได้แก่ เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน และน่าน
จังหวัด ภาคกลาง 10 จังหวัด ได้แก่ พิจิตร ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี สิงห์บุรี เพชรบูรณ์ เพชรบุ รี 
ราชบุรี นครปฐม และกรุงเทพฯ ภาคตะวันออก 5 จังหวัด ได้แก่ ชลบุรี ระยอง จันทบุรี ตราด และ
สระแก้ว ภาคตะวันตก 1 จังหวัด ได้แก่ ประจวบคีรีขันธ์ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 1 จังหวัด ได้แก่ 
นครราชสีมา ภาคใต้ 5 จังหวัด ได้แก่ ชุมพร นครศรีธรรมราช ภูเก็ต พังงา และระนอง รวม 25 
จังหวัด พบหญ้ายอดหนอน 2 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดระยอง และจันทบุรี ในพ้ืนที่ท าการเกษตร ได้แก่ 
สวนยางพารา และกรุงเทพฯ บริเวณข้างทาง โดยส ารวจพ้ืนที่เดิมซ้ าในฤดูฝน ได้ตัวอย่างหญ้ายอด
หนอน 40 ตัวอย่าง โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 
(Table 1) (Figure 1)  
2) ศึกษาลักษณะเมล็ด และการงอกในห้องปฏิบัติการ และสภาพเรือนทดลอง 

ลักษณะเมล็ด หญ้ายอดหนอน  มีลักษณะเมล็ดคล้ายรูปไข่ ผิวขรุขระ สีน้ าตาล -น้ าตาลเข้ม 
(Figure 2) การแพร่กระจายของเมล็ดท าได้ดีเนื่องจากเมล็ดแก่แล้วแตกสามารถดีดออกไปได้ระยะไกล 
จึงท าให้สามารถแพร่กระจายไปได้ไกลจากต้นเดิม หรือสามารถติดไปกับภาชนะ หรือวัตถุที่อยู่
ใกล้เคียงได้ด ี

การงอกในห้องปฏิบัติการ ในสภาพอุณหภูมิห้อง พบว่า เมล็ดที่เก็บจากต้นที่เรือนทดลอง
กลุ่มวิจัยวัชพืช มีเปอร์เซ็นต์ความงอกเฉลี่ย 86 เปอร์เซ็นต์ โดยมีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงที่สุด  
99.5 เปอร์เซ็นต์ และต่ าสุด 70.0 เปอร์เซ็นต์ (Figure 3) แสดงให้เห็นว่าเมล็ดไม่มีการพักตัว และมี
เปอร์เซ็นต์การงอกสูง จึงมีโอกาสในการพัฒนาไปเป็นวัชพืชได้ในอนาคต โดยเมล็ดจะงอกโดยการแทง
ทะลุผ่านส่วนขั้วของเมล็ดออกมา (Figure 4)  

การงอกในห้องสภาพเรือนทดลอง พบว่า เมล็ดเริ่มงอกที่ระยะ 7 วันหลังเพาะเมล็ด และมี
เปอร์เซ็นต์ความงอกสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้เวลา 15-20 วัน (Figure 5) 
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3. การศึกษาการเจริญเติบโต การสร้างเมล็ด วงจรชีวิต  
เริ่มวัดการเจริญเติบโตคือความสูงและขนาดทรงพุ่ม ที่ระยะ 7 วันหลังงอก พบว่า  

การเจริญเติบโตของหญ้ายอดหนอนในกรรมวิธีที่ 1 ซึ่งมีหญ้ายอดหนอน 1 ต้น มีการเจริญเติบโตทั้ง
ความสูง และความกว้างทรงพุ่มมากกว่ากรรมวิธีอ่ืน ๆ แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ ในส่วนจ านวนใบต่อต้น 
แขนงต่อต้น ช่อดอกต่อต้น ช่อดอต่อแขนง น้ าหนักแห้งต่อต้น ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ  
แต่การสร้างเมล็ด จ านวนผล และจ านวนเมล็ดต่อต้น ในกรรมวิธีที่ปลูก 1 , 3 และ 5 ต้นต่อกระบะ  
มีจ านวนไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีจ านวนระหว่าง 110.1-112.9 ผลต่อต้น คิดเป็น 220.2-224 
เมล็ดต่อต้น มากกว่าและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีที่มีจ านวนต้นทั้งหมดที่งอก 
(47.6 ต้นต่อกระบะ) ในขณะที่ หญ้ายอดหนอนสามารถสร้างผลได้สูงสุด 312 ผลต่อต้น คิดเป็น  
624 เมล็ดต่อต้น ใน 1 วงจรชีวิต จากการทดลอง แสดงให้เห็นว่าภายใต้สภาวะที่มีการแข่งขันสูงการ
เจริญเติบโตอาจไม่แตกต่างกัน แต่มีผลต่อผลผลิต โดยต้นที่มีการเจริญเติบโตโดยไม่ถูกแก่งแย่งปัจจัย
ต่าง ๆ มีผลผลิตมากกว่าสภาพที่มีการแข่งขันสูง (Figure 6-7) (Table 2) 

วงจรชีวิต โดยเฉลี่ย 74 วันหลังงอก โดยหญ้ายอดหนอนงอกที่ระยะ 7 วันหลังปลูก  
ออกดอกท่ีระยะ 23 วันหลังงอก ติดผลที่ระยะ 7 วันหลังออกดอก ผลแก่ท่ีระยะ 7 วันหลังติดผล ทั้งนี้ 
การออกดอก ติดผล และเมล็ดแก่ เป็นแบบทยอย ไม่เกิดขึ้นพร้อมกันทั้งหมด ซึ่งวงจรชีวิตทั้งหมดของ
หญ้ายอดหนอนจากเริ่มงอกจนกระทั้งต้นเริ่มแห้งตาย ใช้เวลาเฉลี่ย 75 วัน (Figure 9) ซึ่งมีเมล็ด
จ านวน 2 เมล็ดต่อผล และจ านวนผลต่อต้นใน 1 วงจรชีวิต สูงสุด 312 ผลต่อต้น คิดเป็น 624 เมล็ด
ต่อต้น/1 วงจรชีวิต โดยมีเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดในสภาวะการแข่งขันเฉลี่ย 48 เปอร์เซ็นต์ 
4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ด้วยกิ่ง  

จากการปักช าแขนงบริเวณโคนต้น พบว่า มีความงอกเพียง 5.8 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่า
ขยายพันธ์โดยไม่อาศัยเพศได้ไม่ดีเท่าการขยายพันธ์ด้วยเมล็ด 
5. การศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น ในห้องปฏิบัติการ  

จากการทดสอบฤทธิ์ทางอัลลิโลพาธิในห้องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method (Fujii et 
al., 2004 โดยใช้ไมยราบยักษ์เป็นพืชทดสอบ พบว่า ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0.5 กรัม สามารถ
ยับยั้งความยาวรากของไมยราบยักษ์ได้สูงที่สุด 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับกรรมวิธี
ที่ใช้ ใบแห้งหญ้ายอดหนอน หนัก 0.05 และ 0.1 กรัม ที่มีความยาวรากไมยราบยักษ์ 65.56 และ 
83.20 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่มากกว่าและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีใช้ใบแห้ง
หญ้ายอดหนอน หนัก 0.01 กรัม แสดงให้เห็นว่าใบแห้งหญ้ายอดหนอนมีผลทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น 
โดยสามารถยับยั้งความยาวของรากไมยราบยักษ์ได้ โดยในส่วนของความยาวต้น พบว่า ใบแห้งหญ้า
ยอดหนอน หนัก 0.5 กรัม มีผลในการยับยั้งความยาวต้นไมยราบยักษ์ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ มากกว่า
และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอ่ืน ๆ ที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเพียง 13.15 -15.17 
เปอร์เซ็นต์เท่านั้น ในส่วนของน้ าหนักสดของเมล็ดไมยราบยักษ์ พบว่า กรรมวิธีใช้ใบแห้งหญ้ายอด
หนอน หนัก 0.5 กรัม ไม่พบน้ าหนักแห้งของไมยราบยักษ์เนื่องจากเมล็ดฝ่อ และเน่าตายไป น้อยกว่า
และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอ่ืน ๆ ที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (Table 3) จากผล
การทดลองท าให้ทราบว่าใบแห้งหญ้ายอดหนอนมีผลยังยั้งการเกิดรากของเมล็ดที่ก าลังงอก 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า : 
จากการส ารวจ และเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดหญ้ายอดหนอน ในพ้ืนที่ 25 จังหวัด พบหญ้า

ยอดหนอน 2 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดระยอง และจันทบุรี ในพ้ืนที่ท าการเกษตร ได้แก่ สวนยางพารา 
และกรุงเทพฯ บริเวณข้างทาง โดยส ารวจพ้ืนที่เดิมซ้ าในฤดูฝน และเมล็ดหญ้ายอดหนอนยังไม่มีการ
งอกในสภาพเรือนทดลอง หญ้ายอดหนอน มีลักษณะเมล็ดคล้ายรูปไข่ ผิวขรุขระ สีน้ าตาล-น้ าตาลเข้ม 
การแพร่กระจายของเมล็ดท าได้ดีเนื่องจากเมล็ดแก่แล้วแตกสามารถดีดออกไปได้ระยะไกล จึงท าให้
สามารถแพร่กระจายไปได้ไกลจากต้นเดิม หรือสามารถติดไปกับภาชนะ หรือวัตถุที่อยู่ใกล้เคียงได้ดี 
เมล็ดมีเปอร์เซ็นต์ความงอกเฉลี่ย 86 เปอร์เซ็นต์ โดยมีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงที่สุด 99.5 เปอร์เซ็นต์ 
และต่ าสุด 70.0 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าเมล็ดไม่มีการพักตัว และมีเปอร์เซ็นต์ตการงอกสูง  
โดยเมล็ดจะงอกโดยการแทงทะลุผ่านส่วนขั้วของเมล็ด ทั้งนี้หญ้ายอดหนอนมีความสูง และทรงพุ่มใน
สภาพไม่มีการแข่งขันสูงกว่าต้นที่มีการแข่งขัน แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ ซึ่งหญ้ายอดหนอนมีวงจรชีวิต
โดยเฉลี่ย 74 วันหลังงอก โดยหญ้ายอดหนอนงอกที่ระยะ 7 วันหลังปลูก ออกดอกท่ีระยะ 23 วันหลัง
งอก ติดผลที่ระยะ 7 วันหลังออกดอก ผลแก่ที่ระยะ 7 วันหลังติดผล โดยการออกดอก ติดผล และ
เมล็ดแก่ เป็นแบบทยอย ไม่เกิดขึ้นพร้อมกันทั้งหมด 1 ผล มีเมล็ดจ านวน 2 เมล็ด และจ านวนผลต่อ
ต้นใน 1 วงจรชีวิต สูงสุด 312 ผลต่อต้น คิดเป็น 624 เมล็ดต่อต้น/1 วงจรชีวิต โดยมีเปอร์เซ็นต์การ
อยู่รอดในสภาวะการแข่งขันเฉลี่ย 48 เปอร์เซ็นต์ และหญ้ายอดหนอนมีคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ
เบื้องต้น โดยใบแห้งหญ้า สามารถยับยั้งความยาวรากไมยราบยักษ์ได้ ทั้งนี้ควรน าข้อมูลชีววิทยา
เบื้องต้นนี้ ไปศึกษาการป้องกันก าจัดต่อไป 
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Table 1 Survey location of Spigelia anthelmia 

Region Province Present Absent Location 
Northern  Chiang Mai   

  Mae Hong Son   
  Nan    

Central Phichit    
 Lop Buri    

 
Saraburi 

 
  

 
Suphan Buri 

 
  

 
Sing Buri 

 
  

 Phetchabun    
 Phetchaburi    
 Ratchaburi    
 Nakhon Pathom    
 Bangkok   ข้างทางรถไฟ 

Eastern Chon Buri    
 Rayong   แปลงยางพารา 
 Chanthaburi   แปลงยางพารา 
 Trad    
 Sa Kaeo    

Western  Prachuap Khiri Khan    
Northeastern Nakhon Ratchasima    

Southern Chumphon     
 Nakhon Sri Thammarat    
 Phuket    
 Phang Nga    
 Ranong    
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Table 2 The growth of Spigelia anthelmia L. 

Treatments Height canopy Leaves/tree Branch/tree 
Inflorescence 

/tree 
Inflorescence 

/branch 
Fruits/tree Seed/tree 

Dry weight 
/tree 

1 tree/plot 14.02 a1/ 16.6 a 40.8 a 7.2 a 16.4 a 2.4 a 110.8 a 221.6 a 4.6 a 

3 tree/plot 11.8 a 14.7 a 26.1 a 4.8 a 13.6 a 2.8 a 112.9 a 225.9 a 3.5 a 

5 tree/plot 12.7 a 15.3 a 37.0 a 6.6 a 20.2 a 3.1 a 110.1 a 220.2 a 4.8 a 

All germinate 13.3 a 14.4 a 24.4 a 4.5 a 11.6 a 2.6 a 45.7 b 91.5 b 3.3 a 

C.V. (%) 10.9 12.1 41.3 29.2 31.7 21.1 38.9 38.9 39.5 
1/Means within the same column followed by the same letters are not significantly different at 95% level by DMRT 
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Table 3 Effect of dry leaves for root and shoot growth. (percent of inhibitions) 

Treaments 
percent of inhibitions Fresh weight  

(gram) Root Shoot 

1. Dry leaves of S. anthelmia L. 0.01 gram 44.30 b1/ 15.17 b 0.26 b 

2. Dry leaves of S. anthelmia L. 0.05 gram 65.56 ab 14.86 b 0.31 b 

3. Dry leaves of S. anthelmia L. 0.1 gram 83.20 ab 13.15 b 0.30 b 

4. Dry leaves of S. anthelmia L. 0.5 gram 100.00 a 100.00 a 0.00 a 

5. Dry leaves of S. anthelmia L. 0 gram (control) 0.00 c 0.00 c 0.35 b 

CV 34.90 33.20 26.70 
1/Means within the same column followed by the same letters are not significantly different at 95% level by DMRT 
 

     

Figure 1 Spigelia anthelmia (1) and Inflorescence (2) 
 

 
Figure 2 Seed of Spigelia anthelmia L.  
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Figure 3 Germinations rate of Spigelia anthelmia L. in laboratory 

 
 

 
Figure 4 Germination of Spigelia anthelmia L. 
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Figure 5 Germination rate of Spigelia anthelmia L. in plot 

 
 

 
Figure 6 Height of Spigelia anthelmia L. 
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Figure 7 Canopy of Spigelia anthelmia L. 

 
 

 
 

Figure 8 Spigelia anthelmia L. in plot
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Figure 9 Life cycle of S. anthelmia L. 
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ชีววิทยาและการแพร่กระจายของพืชต่างถิ่น 3 ชนิด : เอื้องชมพู (Persicaria 
capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross ; Dandelion (Taraxacum officinale 

G. H. Weber ex Wigg.) และ False Dandelion (Hypochaeris radicata L.)  
ในพื้นที่เกษตรที่สูง 

(Biology and Distribution of 3 Alien Plants Species : Pink-head 
knotweed (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross ; Dandelion 

(Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.) and False Dandelion 
(Hypochaeris radicata L.) in Highland agriculture) 

 
เอกรัตน์ ธนูทอง 1/  ธัญชนก จงรักไทย 1/ อัณศยา พรมมา 1/  ฉัตรนภา ข่มอาวุธ 2/ 

1/ กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
2/ ศูนย์วิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม่ สถาบันวิจัยพืชสวน 

 

Abstract 
Study biology and distribution of 3 alien plants species namely Pink-head 

knotweed (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross), Dandelion (Taraxacum 
officinale G. H. Weber ex Wigg.) and False Dandelion (Hypochaeris radicata L.) was 
conducted during October 2017 – September 2019. Survey in highland agriculture 
areas and another ecosystem found Pink-head knotweed, Dandelion and False 
Dandelion in Khun Wang Royal Project Development Center Chiang Mai province.  
and only found Dandelion in Khun Sathan National Park and Khun Sathan Watershed 
Research Station Nan province. The results showed that seed of Pink-head knotweed 
are brown to dark brown, achene, narrow ovoid shape triangular, surface smooth and 
glossy. The germination test in net house has 44 %. The plant can fast grow. The first 
flowering and seed setting was seen 2 months after cutting, and develop from flower 
bud to blooming 9-10 days, and seed maturing begins 3-5 days after flowering.  
The plant can produce 4,911-13,991 seed/plant. Effect of allelopathy from Pink-head 
knotweed on Mimosa pigra L. grown in the laboratory test. The allelopathy from 
stem and leaves were affected seedling growth. The leaves 0.5 g had inhibited root 
and shoot 90.4 % and 46.2 %. Seed of Dandelion are brownish, oblong, at apex awn. 
Pappus bristle, white, length 0.4-0.5 cm fused apex of seed. Pappus help to float 
along the wind. The germination test in net house has 53 %. The first flowering and 
seed setting was seen 3 months after planting, and develop from flower bud to 
blooming for 7-9 days, and seed maturing begins 5 days after flowering. The plant can 
produce 3,819-6,488 seed/plant. Effect of allelopathy from Dandelion on Mimosa 
pigra L. grown in the laboratory test. The allelopathy from root stem leaves and 
inflorescence were affected seedling growth.  
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-27-60-01-00-00-05-61 
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The leaves 0.5 g had inhibited root and shoot 100 %. and Seed of False Dandelion 
are brown to dark brown, narrow oblong, surface with as a network-like pattern. 
Pappus bristle, white, length 0.8-1.0 cm fused apex of seed. Pappus help to float 
along the wind. The germination test in nethouse has 86 %. The first inflorescence 
was seen 4 months after planting, flowering and seed setting was seen 5 months after 
planting, and develop from flower bud to blooming for 8-10 days. , and seed 
maturing begins 7 days after flowering. The plant can produce 10,688-15,787 
seed/plant. Effect of allelopathy from False Dandelion on Mimosa pigra L. grown in 
the laboratory test. The allelopathy from root stem leaves and inflorescence were 
affected seedling growth. The leaves 0.5 g had inhibited root and shoot 100 %. 

Keywords : Persicaria capitata, Taraxacum officinale, Hypochaeris radicata, biology 
and distribution, allelopathy 
 

บทคัดย่อ 
 การศึกษาชีววิทยาและการแพร่กระจายของพืชต่างถิ่น 3 ชนิด ได้แก่ เอ้ืองชมพู (Persicaria 
capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross) Dandelion (Taraxacum officinale G. H. Weber 
ex Wigg.) และ False dandelion (Hypochaeris radicata L.) ในพ้ืนที่เกษตรที่สูงของประเทศไทย 
ท าการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 การส ารวจพบเอ้ืองชมพู Dandelion 
และ False dandelion บริเวณพ้ืนที่ท าการศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง จังหวัดเชียงใหม่  
และพบเฉพาะ Dandelion บริเวณพ้ืนที่ท าการอุทยานแห่งชาติขุนสถาน และสถานีวิจัยต้นน้ าขุน
สถาน จังหวัดน่าน  การศึกษาชีววิทยา พบว่า เอ้ืองชมพูมี เมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลด า ทรงรูปไข่แคบ 
(narrow ovoid) ด้านข้างเป็นสันสามเหลี่ยม ผิวเรียบเป็นมันเงาวาวเล็กน้อย มีเปอร์เซ็นต์ความงอก 
ในเรือนทดลอง 44 เปอร์เซ็นต์ หลังจากตัดช ามีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว เริ่มออกดอก และสร้าง
เมล็ดที่ระยะ 2 เดือนหลังตัดช า ใช้เวลาพัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 9-10 วัน และหลังจากดอกบาน  
3-5 วัน เมล็ดสุกแก่  สามารถผลิตเมล็ดได้  4,911-13,991 เมล็ดต่อต้น การศึกษาคุณสมบัติ 
ทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น พบว่า ล าต้นและใบของเอ้ืองชมพู สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
ไมยราบยักษ์ได้ โดยใบแห้ง 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและล าต้นได้ 90.4  
และ 46.2 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ   Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลอ่อน รูปขอบขนาน (oblong)  
บริเวณปลายมีรยางค์เป็นหนามสั้นๆ และมีแพปพัส  (pappus) สีขาว ยาว 0.4-0.5 เซนติเมตร 
 ติดอยู่ที่ปลายสุดของเมล็ด มีเปอร์เซ็นต์ความงอกในเรือนทดลอง 53 เปอร์เซ็นต์ เริ่มออกดอกและ
สร้างเมล็ดที่ระยะ 3 เดือนหลังย้ายปลูก ใช้เวลาพัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 7-9 วัน และหลังจาก
ดอกบานประมาณ 5 วัน เมล็ดสุกแก่ สามารถผลิตเมล็ดได้ 3,819-6,488 เมล็ดต่อต้น การศึกษา
คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น พบว่า ราก ล าต้น ใบ และช่อดอกของ Dandelion สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของไมยราบยักษ์ได้ โดยใบแห้ง 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและ
ล าต้นได้ 100 เปอร์เซ็นต์  และ False Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม รูปขอบขนานแคบ 
(narrow oblong) ผิวเป็นร่องคล้ายตาข่ายขนาดเล็กตามยาว และมีแพปพัส (pappus) คล้ายขนนก  
สีขาว ยาว 0.8-1.0 เซนติเมตร ติดอยู่ที่ปลายสุดของเมล็ด มีเปอร์เซ็นต์ความงอกในเรือนทดลอง  
86 เปอร์เซ็นต์ เริ่มแทงช่อดอกที่ระยะ 4 เดือนหลังย้ายปลูก ออกดอกและสร้างเมล็ดที่ระยะ 5 เดือน
หลังย้ายปลูก ใช้เวลาพัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 8-10 วัน และหลังจากดอกบานประมาณ 7 วัน 
เมล็ดสุกแก่ สามารถผลิตเมล็ดได้ 10,688-15,787 เมล็ดต่อต้น การศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ
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เบื้องต้น พบว่า ราก ล าต้น ใบ และช่อดอกของ False Dandelion สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
ไมยราบยักษ์ได้ โดยใบแห้ง 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและล าต้นได้  100 
เปอร์เซ็นต ์
ค าหลัก : เอ้ืองชมพู Dandelion False dandelion ชีววิทยาและการแพร่กระจาย อัลลิโลพาธิ 

 
ค าน า 

วัชพืชร้ายแรงในแต่ละประเทศ มักเป็นพืชที่ไม่ได้มีถิ่นก าเนิดในประเทศนั้นๆ และมักเป็น 
พืชต่างถ่ินที่ถูกชักน าเข้าไปในถิ่นใหม่ การน าเข้าหรือชักน าพืชต่างถ่ินเหล่านี้มักมีมนุษย์เข้าไปเกี่ยวข้อง
ด้วยเสมอ อาจเป็นการน าเข้าโดยความตั้งใจหรือไม่ตั้งใจก็ตาม เช่น การน าเข้าเพ่ือใช้เป็นไม้ประดับ 
ปลูกเพ่ือความสวยงามตามสวนหย่อม แปลงไม้ดอก ไม้น้ าในตู้ปลา เนื่องจากลักษณะของต้น ใบ หรือ
ดอก ของพืชเหล่านี้มักมีความสวยงาม แปลกตา อัณศยาและคณะ (2557) ได้ส ารวจวัชพืชในพ้ืนที่
เกษตรที่สูงทางภาคเหนือของประเทศไทย พบพืชต่างถิ่นหลายชนิด บางชนิดมีรายงานการเป็นวัชพืช 
หรือเป็นพืชต่างถิ่นที่รุกรานในต่างประเทศ เช่น เอ้ืองชมพู (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex 
D.Don) H.Gross) มีรายงานเป็นวัชพืชในประเทศจีน และญี่ปุ่น โดยในจีนพบเป็นวัชพืชในสวนชา 
Dandelion (Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.) มี ร า ย ง าน ก า ร เป็ น วั ช พื ช ใน
ต่างประเทศ ในพืชปลูกหลายชนิด ทั้งพืชผัก พืชไร่ และไม้ผล (Villaseñor and Espinosa, 1998; 
Hourdajian, 2 0 06) False Dandelion (Hypochaeris radicata L.) เป็ น วั ช พื ชที่ ร ะบ าด ใน
สหรัฐอเมริกาถึง 42 รัฐ และถูกจัดเป็นวัชพืชร้ายแรง Class B (Plant Database, 2014) ซึ่งการตรวจ
พบพืชรุกราน วิเคราะห์ความเสี่ยงหรือโอกาสที่จะเป็นวัชพืชร้ายแรงได้โดยเร็ว จะท าให้ประหยัดเวลา
และงบประมาณในการจัดการ โดยการศึกษาแนวทางการป้องกันก าจัดวัชพืชต่างถิ่น เป็นการหา
แนวทางในการจัดการ ควบคุม เพ่ือลดการเกิดวัชพืชชนิดใหม่ในพ้ืนที่การเกษตร และป้องกันไม่ให้ 
แพร่ระบาดไปยังพ้ืนที่อนุรักษ์ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาชีววิทยา ได้แก่ การงอก
ของเมล็ด การเจริญเติบโต ศักยภาพการผลิตเมล็ด และการแพร่ระบาดของเอ้ืองชมพู Dandelion 
และ False Dandelion 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

- กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล 
- กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  (Stereo microscope) 
- แผงอัดตัวอย่างพรรณไม้พร้อมกระดาษฟูก ฟองน้ า หนังสือพิมพ์ และป้ายชื่อติดตัวอย่างพืช 
- เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบดิจิตอล 
- เครื่องชั่งน้ าหนักแบบทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
- วัสดุและอุปกรณ์อ่ืนๆ เช่น กระถางขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 นิ้ว กระบะปูนขนาด 1x1 

เมตร ดินปลูก ไม้บรรทัด ถุงกระดาษ และป้ายแสดงกรรมวิธี 
วิธีการ 
1. การส ารวจเพื่อศึกษาการแพร่กระจาย 
 ส ารวจการแพร่กระจายของเอ้ืองชมพู Dandelion และ False Dandelion ในพ้ืนที่เกษตร 
ที่สูงของประเทศไทย ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยใช้วิธีการส ารวจแบบสื บพบ 
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(detection survey) โดยการสุ่มเดินแบบซิกแซก รูปตัว W มีพ้ืนที่ส ารวจไม่น้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต์
ของพ้ืนที่ เมื่อพบพืชเป้าหมาย ท าการส ารวจพ้ืนที่ใกล้เคียง เพ่ือทราบขอบเขตการระบาดในแหล่งนั้น 
บันทึกสถานที่หรือพิกัดที่พบ สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูกหลัก และแมลงศัตรูธรรมชาติ ที่พบในพ้ืนที่ที่
ส ารวจ 
2. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการงอกของเมล็ด 

2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา น าเมล็ดเอ้ืองชมพู Dandelion และ False Dandelion  
ที่เก็บจากที่ต่างๆ มารวมกัน แล้วสุ่มเมล็ดจ านวนชนิดละ 100 เมล็ด วัดขนาด และถ่ายภาพภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ บันทึกข้อมูล 1) ความกว้าง ความยาวของเมล็ด 2) น้ าหนักต่อ 100 เมล็ด 3) รูปร่าง 
ลักษณะ และสีของผิวเมล็ด 

2.2 การงอกของเมล็ดในสภาพเรือนทดลอง น าเมล็ดเอ้ืองชมพู Dandelion และ False 
Dandelion ที่เก็บจากที่ต่างๆ มาเลือกเมล็ดที่แก่และสมบูรณ์ จ านวนชนิดละ 50 เมล็ด โรยในกระถาง
เส้นผ่านศูนย์กลาง 8 นิ้ว ที่บรรจุดินจนถึงขอบล่างของกระถาง จ านวน 10 ซ้ า รดน้ าให้ความชื้นทุกวัน 
บันทึกข้อมูล จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน นาน 30 วัน หรือจนกว่าเมล็ดงอกหมด  และน าไปค านวณเป็น
เปอร์เซ็นต์ความงอก 
3. ศึกษาวงจรการเจริญเติบโต ความสามารถในการแข่งขัน และศักยภาพการผลิตเมล็ด 

3.1 ศึกษาวงจรการเจริญเติบโต ท าการคัดเลือกต้นเอ้ืองชมพูในสภาพธรรมชาติ แล้วตัดให้
แต่ละกิ่งมีจ านวน 3 ข้อ ส าหรับ Dandelion และ False Dandelion คัดเลือกต้นกล้า ในสภาพ
ธรรมชาติที่มีขนาดใกล้เคียงกัน จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงลงในกระถางเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 นิ้ว เป็นเวลา 
1 เดือน แล้วจึงย้ายปลูกลงกระบะปูนขนาด 1x1 เมตร ชนิดละ 1 ต้นต่อกระบะ จ านวน 15 กระบะ 
บันทึกการเจริญเติบโต ดังนี้ 1) ความยาวกิ่ง ขนาดทรงพุ่ม และจ านวนใบ ทุก 30 วัน 2) วันที่เริ่มออก
ดอก ระยะดอกแรกบาน และวันที่เมล็ดสุกแก่ (นับจากวันที่ย้ายปลูก) 3) จ านวนช่อดอกต่อต้น 4) 
จ านวนเมล็ดต่อช่อดอก 5) จ านวนเมล็ดต่อต้น จนกระทั่งต้นออกดอกและติดเมล็ดมากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต ์หรือต้นตาย 

3.2 ความสามารถในการแข่งขัน 
 วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 7 ซ้ า 3 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 พืชทดลอง จ านวน 1 ต้นต่อตารางเมตร 
กรรมวิธีที่ 2 พืชทดลอง จ านวน 3 ต้นต่อตารางเมตร 
กรรมวิธีที่ 3 พืชทดลอง จ านวน 5 ต้นต่อตารางเมตร 

 ย้ายปลูกต้นเอ้ืองชมพู Dandelion และ False Dandelion ในพ้ืนที่ขนาด 1 ตารางเมตร 
ตามกรรมวิธีที่ก าหนด เพ่ือศึกษาความสามารถในการแข่งขันของพืชดังกล่าวในอัตราที่แตกต่างกัน โดย
บันทึกความยาวกิ่ง ขนาดทรงพุ่ม และจ านวนใบ ทุก 30 วัน 

3.3 ศักยภาพการผลิตเมล็ด 
 วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 7 ซ้ า 3 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 พืชทดลอง จ านวน 1 ต้นต่อตารางเมตร 
กรรมวิธีที่ 2 พืชทดลอง จ านวน 3 ต้นต่อตารางเมตร 
กรรมวิธีที่ 3 พืชทดลอง จ านวน 5 ต้นต่อตารางเมตร 
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 ย้ายปลูกต้นเอ้ืองชมพู Dandelion และ False Dandelion ในพ้ืนที่ขนาด 1 ตารางเมตร 
ตามกรรมวิธีที่ก าหนด เพ่ือศึกษาศักยภาพในการผลิตเมล็ดของพืชดังกล่าวในอัตราที่แตกต่างกัน โดย
บันทึกจ านวนเมล็ดของแต่ละต้นในแต่ละกรรมวิธี 
4. ศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น 

ทดสอบคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิในห้องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method โดยใช้ไมยราบ-
ยักษ์ (Mimosa pigra L.) เป็นพืชทดสอบ วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 5 กรรมวิธี 
ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 ไม่ใส่ใบพืชทดลอง (ชุดควบคุม) 0 กรัม 
กรรมวิธีที่ 2 ใบพืชทดลองแห้ง จ านวน 0.01 กรัม 
กรรมวิธีที่ 3 ใบพืชทดลองแห้ง จ านวน 0.05 กรัม 
กรรมวิธีที่ 4 ใบพืชทดลองแห้ง จ านวน 0.1 กรัม 
กรรมวิธีที่ 5 ใบพืชทดลองแห้ง จ านวน 0.5 กรัม 

น าใบพืชทดลองแห้งที่ได้จากการอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน มาชั่งน้ าหนัก  
ตามกรรมวิธีที่ก าหนด ใส่ลงในหลอดแก้วก้นตัด เส้นผ่านศูนย์กลาง 29 มิลลิเมตร ความสูง 130 
มิลลิเมตร ที่บรรจุสารละลายวุ้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เมื่อวุ้นชั้นล่างเย็น เติมลงไปอีก 
10 มิลลิลิตร ให้ใบพืชทดลองอยู่กึ่งกลางระหว่างชั้นของวุ้น เมื่อวุ้นชั้นบนเย็น น าต้นอ่อนไมยราบยักษ์
ที่เพ่ิงเริ่มงอก (มีรากโผล่ออกมา 1-2 มิลลิเมตร) วางบนวุ้นหลอดละ 6 เมล็ด ปิดปากหลอดด้วย
พลาสติกใส น าไปวางในตู้ควบคุมอุณหภูมิ ที่ 30 องศาเซลเซียส ให้แสงตลอดเวลา เมื่อครบ 7 วัน  
ล้างต้นอ่อนไมยราบยักษ์ น าไปวัดความยาวรากและต้น และน าข้อมูลที่ ได้ไปค านวณเปอร์เซ็นต์ 
การยับยั้งการเจริญดังนี้  

การยับยั้งการเจริญ (%)  =  [(A-B)/A] x 100 
A =  ค่าเฉลี่ย (จาก 5 ซ้ า) ความยาวรากหรือล าต้น/ต้นไมยราบยักษ์ในชุดควบคุม 
B =  ค่าเฉลี่ย (จาก 5 ซ้ า) ความยาวรากหรือล าต้น/ต้นไมยราบยักษ์ในชุดที่ได้รับสารสกัด 

 ส าหรับส่วนของราก ล าต้น และช่อดอก ของ Dandelion และ False Dandelion ท าการ
ทดลองและบันทึกข้อมูลเช่นเดียวกับใบ 
เวลาและสถานที่  

ท าการทดลอง ระหว่างเดือน  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 ในพ้ืนที่เกษตรที่สูงของ
ประเทศไทย ภาคเหนือ ทดลองในห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรม
วิชาการเกษตร กรุงเทพฯ และเรือนทดลองศูนย์วิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม่ (ขุนวาง) ต าบลแม่วิน 
อ าเภอแม่วาง จังหวัดเชียงใหม่ 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การแพร่กระจาย 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดเอ้ืองชมพู (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex 
D.Don) H.Gross)  Dandelion (Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.)  แ ล ะ  False 
dandelion (Hypochaeris radicata L.) ในพ้ืนที่เกษตรที่สูงของประเทศไทย ภาคเหนือ จ านวน 9 
จังหวัด ได้แก่ เพชรบูรณ์ เชียงใหม่ เชียงราย แม่ฮ่องสอน ล าปาง ตาก ล าพูน น่าน และอุตรดิตถ์  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จ านวน 2 จังหวัด ได้แก่ ขอนแก่น และเลย พบเอ้ืองชมพู Dandelion และ 
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False dandelion บริเวณพ้ืนที่ท าการศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง ต าบลแม่วิน อ าเภอแม่วาง 
จังหวัดเชียงใหม่ และพบเฉพาะ Dandelion บริเวณพ้ืนที่ท าการอุทยานแห่งชาติขุนสถานและสถานี
วิจัยต้นน้ าขุนสถาน ต าบลสันทะ อ าเภอนาน้อย จังหวัดน่าน (Table 1) สอดคล้องกับที่ อัณศยาและ
คณะ (2557) ได้ส ารวจพบเอ้ืองชมพู Dandelion และ False dandelion ในบริเวณพ้ืนที่เกษตรที่สูง 
อ าเภอแม่วาง จังหวัดเชียงใหม่ โดยพบขึ้นกระจัดกระจายในพ้ืนที่ว่าง ข้างอาคาร และบริเว ณ 
สนามหญ้า 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการงอกของเมล็ด 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเมล็ด 
 เอ้ืองชมพูมีเมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลด า ทรงรูปไข่แคบ (narrow ovoid) ด้านข้างเป็นสัน
สามเหลี่ยม ตรงกลางโค้งมนนูนขึ้น ผิวเรียบเป็นมันเงาวาวเล็กน้อย (Figure 1) เมล็ดกว้างประมาณ 
0.95 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 1.84 มิลลิเมตร และมีน้ าหนัก 100 เมล็ด เฉลี่ย 0.0476 กรัม (Table 
2) สอดคล้องกับที่ Kantachot and Chantaranothai (2011) ได้ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
ผลในพืชวงศ์เอ้ืองเพ็ดม้า (Polygonaceae) ในประเทศไทย พบว่า Persicaria capitata (Buch.-
Ham. ex D.Don) H.Gross มีลักษณะรูปทรงของผลเป็นสันสามเหลี่ยม (triangular) และมีผิวของผล
เรียบถึงเป็นคลื่น 

Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลอ่อน รูปขอบขนาน (oblong) มีขนสั้นนุ่มปกคลุมผิวเมล็ด 
บริเวณปลาย มีรยางค์เป็นหนามสั้นๆ และมีแพปพัส (pappus) สีขาว ยาว 0.4-0.5 เซนติเมตร ติดอยู่
ที่ปลายสุดด้านหนึ่งของเมล็ด ช่วยพยุงให้เมล็ดปลิวไปตามลมได้ไกล  (Figure 2) เมล็ดกว้างประมาณ 
0.71 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 3.60 มิลลิเมตร และมีน้ าหนัก 100 เมล็ด เฉลี่ย 0.0348 กรัม (Table 
2) สอดคล้องกับที่ Hourdajian (2006) รายงานว่า Dandelion เป็นวัชพืชที่ควบคุมได้ยากมากที่สุด
ชนิดหนึ่ง เนื่องจากเมล็ดสามารถแพร่กระจายได้ง่ายและเร็วด้วยกระแสลม 

False Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม รูปขอบขนานแคบ (narrow oblong)  
ผิวเป็นร่องคล้ายตาข่ายขนาดเล็กตามยาว และมีแพปพัส (pappus) คล้ายขนนก สีขาว ยาว 0.8-1.0 
เซนติเมตร ติดอยู่ที่ปลายสุดด้านหนึ่งของเมล็ด ช่วยพยุงให้เมล็ดปลิวไปตามลมได้ไกล  (Figure 3) 
เมล็ดกว้างประมาณ 0.66 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 5.65 มิลลิเมตร และมีน้ าหนัก 100 เมล็ด เฉลี่ย 
0.0847 กรัม (Table 2) 
 การงอกของเมล็ด 
 ศึกษาการงอกของเมล็ดเอ้ืองชมพู  Dandelion และ False dandelion ในเรือนทดลอง 
พบว่า เอ้ืองชมพูเริ่มงอกที่ 9 วันหลังเพาะเมล็ด งอกสูงสุดที่ 41 วันหลังเพาะเมล็ด โดยมีเปอร์เซ็นต์
ความงอกเฉลี่ย 44 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบการงอกเพ่ิมขึ้นตั้งแต่ที่ระยะ 42 วันหลังเพาะเมล็ด  
(Figure 4) ส าหรับ Dandelion เริ่มงอกที่ 7 วันหลังเพาะเมล็ด งอกสูงสุดที่ 23 วันหลังเพาะเมล็ด 
โดยมีเปอร์เซ็นต์ความงอกเฉลี่ย 53 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบการงอกเพ่ิมขึ้นตั้งแต่ที่ระยะ 24 วันหลัง
เพาะเมล็ด (Figure 5) ในขณะที่ False Dandelion เริ่มงอกที่ 5 วันหลังเพาะเมล็ด งอกสูงสุดที่ 23 
วันหลังเพาะเมล็ด โดยมีเปอร์เซ็นต์ความงอกเฉลี่ย 86 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบการงอกเพ่ิมขึ้นตั้งแต่ที่
ระยะ 24 วันหลังเพาะเมล็ด (Figure 6) 
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ศึกษาวงจรการเจริญเติบโต ความสามารถในการแข่งขัน และศักยภาพการผลิตเมล็ด 
วงจรการเจริญเติบโต 
เอ้ืองชมพูมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว โดยเดือนที่  2 หลังการตัดช า มีความยาวกิ่งและ

จ านวนใบเพ่ิมขึ้นเป็น 2 เท่า เมื่อเทียบกับเดือนแรก พร้อมทั้งเริ่มออกดอกและสร้างเมล็ดที่ระยะ 2 
เดือนหลังตัดช า ใช้เวลาพัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 9-10 วัน และเมล็ดสุกแก่ (เมล็ดเปลี่ยนเป็น 
สีน้ าตาล) ที่ระยะ 3-5 วันหลังจากดอกบาน (Figure 7) จากนั้นการเจริญเติบโตทางล าต้น ใบ และ
ดอก เพิ่มข้ึนอย่างต่อเนื่อง ล าต้นและกิ่งมีลักษณะทอดเลื้อยไปตามพ้ืนดิน สามารถสร้างรากงอกติดกับ
ผิวดิน ตามข้อมีการเจริญเติบโตสร้างยอดและใบใหม่ ปลายยอดตั้งขึ้น สามารถพาดไปตามพืชอ่ืนได้ 
เช่นเดียวกับลักษณะการเจริญเติบโตของผักขมหินเลื้อย (Boerhavia repens L.) และผักขมหิน 
ใบแหลม (Boerhavia diandra L.) (ศิริพรและคณะ , 2558) และสอดคล้องกับที่  ศิริพร (2558) 
รายงานว่า เอ้ืองชมพูเป็นวัชพืชในแปลงชาในมณฑลยูนนาน สาธารณรัฐประชาชนจีน สามารถยกตัว
สูงขึ้นอยู่ในพุ่มของชาได้ ดังนั้นเอ้ืองชมพูจึงจัดเป็นวัชพืชอายุข้ามปี (perennial weed) เช่นเดียวกับที่ 
Zhang and Hirota (2000) ระบุว่าเอ้ืองชมพูเป็นพืชอายุหลายปี พบทั้งในที่เพาะปลูกและริมทาง
หลวงของประเทศจีน 

Dandelion มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วเช่นเดียวกับเอ้ืองชมพู โดยเดือนที่ 2 หลังย้ายปลูก 
มีความกว้างทรงพุ่มและจ านวนใบเพ่ิมขึ้นเป็น 2 เท่า เมื่อเทียบกับเดือนแรก เริ่มออกดอกและสร้าง
เมล็ดที่ระยะ 3 เดือนหลังย้ายปลูก ใช้เวลาพัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 7-9 วัน และเมล็ดสุกแก่ 
ที่ระยะประมาณ 5 วันหลังจากดอกบาน (Figure 8) จากนั้นการเจริญเติบโตทางล าต้น ใบ และดอก 
เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง จนถึงที่ระยะ 5 เดือนหลังย้ายปลูก ความกว้างทรงพุ่มเริ่มคงที่ แต่จ านวนใบและ
ช่อดอกยังคงเพ่ิมขึ้น เนื่องจากตาที่อยู่บริเวณโคนต้นสามารถพัฒนาเป็นยอดและใบใหม่ได้ ประกอบ
กับรากแก้วมีลักษณะเป็นรากสะสมอาหาร Dandelion จึงจัดเป็นวัชพืชอายุข้ามปี (perennial 
weed) เช่นเดียวกับที่  Anderson (1999); Hourdajian (2006) รายงานว่า Dandelion เป็นพืช
เนื้ออ่อน อายุหลายปี มีรากแก้วหนาและแข็งแรง สามารถเจริญลงไปในดินได้ถึง 3 เมตร บริเวณ
ด้านบนของรากแก้วมีตาที่สามารถสร้างต้นอ่อนได้ และมีชีวิตรอดอยู่ได้แตกต่างกันไปตามสภาพ
นิเวศน์ ตั้งแต่ 2-3 ปี จนถึง 10 ปี 

False Dandelion มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว โดยเดือนที่ 2 หลังย้ายปลูก มีความกว้าง
ทรงพุ่มและจ านวนใบเพ่ิมขึ้นเป็น 2 และ 4 เท่า ตามล าดับ เมื่อเทียบกับเดือนแรก และเริ่มแทง 
ช่อดอกที่ระยะ 4 เดือนหลังย้ายปลูก ออกดอกและสร้างเมล็ดที่ระยะ 5 เดือนหลังย้ายปลูก ใช้เวลา
พัฒนาจากดอกตูมถึงดอกบาน 8-10 วัน และเมล็ดสุกแก่ที่ระยะประมาณ 7 วันหลังจากดอกบาน 
(Figure 9) จากนั้นการเจริญเติบโตทางล าต้น ใบ และดอก เพิ่มข้ึนอย่างต่อเนื่อง จนถึงที่ระยะ 6 เดือน
หลังย้ายปลูก ความกว้างทรงพุ่มเริ่มคงที่ แต่จ านวนใบและช่อดอกยังคงเพ่ิมขึ้น เนื่องจากตาที่อยู่
บริเวณโคนต้นสามารถพัฒนาเป็นยอดและใบใหม่ได้  อีกทั้ งก้านช่อดอกย่อยแตกออกเป็นคู่ 
(dichotomous) ประกอบกับรากแก้วมีลักษณะเป็นรากสะสมอาหาร False Dandelion จึงจัดเป็น
วัชพืชอายุข้ามปี (perennial weed) เช่นเดียวกับ Dandelion ซึ่งสอดคล้องกับที่  Washington 
State Noxious Weed Control Board (2010) ร ะบุ ว่ า  False Dandelion มี ลั ก ษ ณ ะค ล้ า ย 
Dandelion สามารถขยายพันธุ์ด้วยเมล็ด หน่อ และส่วนของรากได้ 
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ความสามารถในการแข่งขัน 
 ศึกษาศักยภาพการเจริญเติบโตของเอ้ืองชมพู Dandelion และ False dandelion ในสภาพ
ที่มีการแข่งขันของพืชดังกล่าวในอัตราที่แตกต่างกัน ดังนี้ 1, 3 และ 5 ต้นต่อตารางเมตร ผลการศึกษา
พบว่า เอ้ืองชมพูมีความยาวกิ่งในเดือนที่ 1-5 ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะที่เดือนที่ 6 
กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีความยาวกิ่งสูงสุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ กรรมวิธี 3 
และ 5 ต้นต่อตารางเมตร ที่มีความยาวกิ่งน้อยที่สุด (Table 3) จ านวนใบในเดือนที่ 1-4 ทุกกรรมวิธีไม่
แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะที่เดือนที่ 5 และ 6 กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีจ านวนใบสูงสุด  
ไม่แตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธี 3 ต้นต่อตารางเมตร แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธี 
5 ต้นต่อตารางเมตร ที่มีจ านวนใบน้อยที่สุด (Table 4) จากข้อมูลแสดงให้เห็นว่า เอ้ืองชมพูมีการ
เจริญเติบโตอย่างอิสระในระหว่างเดือนที่ 1-5 เมื่อเข้าสู่เดือนที่ 6 จึงเริ่มเกดิการแข่งขันแข่งขันข้ึน 

Dandelion มีความกว้างทรงพุ่มในเดือนที่ 1-5 ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ (Table 5) 
จ านวนใบ เดือนที่ 1 และ 4 ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะที่เดือนที่  2, 3 และ 5  
กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีจ านวนใบสูงสุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธี 5 ต้น
ต่อตารางเมตร ที่มีจ านวนใบน้อยที่สุด (Table 6) อาจเนื่องมาจากการเจริญ เติบโตของต้น 
Dandelion มีลักษณะเป็นพุ่มแบบกระจุกซ้อน และมีการเรียงตัวของใบแบบกระจุกซ้อน ( rosette) 
โดยใบมีลักษณะเรียงเวียนถี่คล้ายกุหลาบซ้อนและแผ่ออกทุกทิศทางเป็นรัศมีจากแกนกลางของล าต้น  
(พูนพิภพ, 2549) ท าให้สามารถเจริญเติบโตได้อย่างอิสระ ไม่เกิดการแข่งขันกับต้นอื่นๆ 

False Dandelion มีความกว้างทรงพุ่มในเดือนที่ 1 และ 2 ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ ในขณะที่เดือนที่ 3 กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีความกว้างทรงพุ่มสูงสุด ไม่แตกต่างทาง
สถิติกับกรรมวิธีที่มี 5 ต้นต่อตารางเมตร แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธี 3 ต้นต่อ
ตารางเมตร ที่มีความกว้างทรงพุ่มน้อยที่สุด และในเดือนที่ 4-6 กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร  
มีความกว้างทรงพุ่มสูงสุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ กรรมวิธี 3 และ 5 ต้นต่อตารางเมตร 
ที่มีความกว้างทรงพุ่มน้อยที่สุด (Table 7) จ านวนใบในเดือนที่ 1-6 ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(Table 8) อาจเนื่องมาจากการเจริญเติบโตของต้น False Dandelion มีลักษณะเช่นเดียวกับต้น 
Dandelion 

ศักยภาพการผลิตเมล็ด 
 ศึกษาศักยภาพในการผลิตเมล็ดของต้นเอ้ืองชมพู Dandelion และ False dandelion  
ในสภาพที่มีการแข่งขันของพืชดังกล่าวในอัตราที่แตกต่างกัน ดังนี้ 1, 3 และ 5 ต้นต่อตารางเมตร  
ผลการศึกษาพบว่า เอ้ืองชมพูมีศักยภาพในการผลิตเมล็ดลดลงตามจ านวนต้นที่เพ่ิมขึ้นในพ้ืนที่ปลูกที่
เท่ากัน โดย กรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีจ านวนเมล็ดเฉลี่ยสูงสุด ไม่แตกต่างทางสถิติกับ
กรรมวิธีที่มี 3 ต้นต่อตารางเมตร ซึ่งมีจ านวนเมล็ดเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 9,860-13,991 เมล็ดต่อต้น  
แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีที่มี 5 ต้นต่อตารางเมตร ที่มีจ านวนเมล็ดเฉลี่ยน้อย
ที่สุด คือ 4,911 เมล็ดต่อต้น (Table 9) ส าหรับศักยภาพในการผลิตเมล็ดของต้น Dandelion และ 
False dandelion นั้นมีแนวโน้มลดลงตามจ านวนต้นที่ เพ่ิมขึ้นเช่นกัน แต่ในทุกกรรมวิธีมีค่า 
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีจ านวนเมล็ดเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 3,819-6,488 เมล็ดต่อต้น และ 10,688-
15,787 เมล็ดต่อต้น ตามล าดับ (Table 10 and 11) อย่างไรก็ตามเอ้ืองชมพู Dandelion และ False 
dandelion ในกรรมวิธีที่มี 1 ต้นต่อตารางเมตร มีจ านวนเมล็ดเฉลี่ยต่อต้นมากกว่ากรรมวิธีอ่ืนๆ 
ดังนั้นหากพบต้นของพืชดังกล่าวในพ้ืนที่เพียง 1 ต้นต่อตารางเมตร ควรก าจัดออกเนื่องจากพืช
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ดังกล่าวสามารถผลิตเมล็ดได้มากกว่า 5,000 เมล็ดต่อต้น เช่นเดียวกับที่ จรัญญาและคณะ (2561) 
รายงานว่า หากพบต้นบาหยาในพ้ืนที่เพียง 1 หรือ 2 ต้น ควรก าจัดออกจากพ้ืนที่ เนื่องจากต้นบาหยา
สามารถผลิตเมล็ดได้มากกว่า 1,000 เมล็ดต่อต้น และมีเปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดมากกว่า 90 
เปอร์เซ็นต ์
ศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น 
 การศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้นในส่วนต่างๆ ของเอ้ืองชมพู Dandelion และ 
False dandelion โดยใช้ไมยราบยักษ์เป็นพืชทดสอบ พบว่า ล าต้นและใบแห้งของเอ้ืองชมพูสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของต้นอ่อนไมยราบยักษ์ได้ โดยล าต้นและใบแห้ง 0.5 กรัม มีผลในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของรากและล าต้นไมยราบยักษ์ ได้ดีที่สุด เท่ากับ 86.9 90.4 30.6 และ 46.2 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งลดลงตามน้ าหนักของล าต้นและใบแห้งที่ลดลง ยกเว้น
ในส่วนของใบแห้งที่ 0.01-0.1 กรัม กลับส่งเสริมการเจริญเติบโตของล าต้นไมยราบยักษ์ (Table 12) 
ส าหรับราก ล าต้น ใบ และช่อดอกของ Dandelion สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของต้นอ่อน
ไมยราบยักษ์ ได้ เช่น เดียวกัน โดยราก ล าต้น ใบ และช่อดอก 0.5 กรัม  มีผลในการยับยั้ ง 
การเจริญเติบโตของรากไมยราบยักษ์ได้ดีที่สุด เท่ากับ 88.3 85.2 100 และ 84.2 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ และยับยั้งการเจริญเติบโตของล าต้นไมยราบยักษ์ได้ดีที่สุด เท่ากับ 71.3 52.7 100 และ 
39.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งลดลงตามน้ าหนักของส่วนดังกล่าวที่ลดลง ยกเว้น
ในส่วนของใบ และช่อดอกแห้งที่ 0.01 กรัม กลับส่งเสริมการเจริญเติบโตของล าต้นไมยราบยักษ์ 
(Table 13) เช่นเดียวกับราก ล าต้น ใบ และช่อดอกของ False Dandelion ก็สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของต้นอ่อนไมยราบยักษ์ได้ โดยราก ล าต้น ใบ และช่อดอก 0.5 กรัม มีผลในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของรากไมยราบยักษ์ได้ดีที่สุด เท่ากับ 87.3 87.3 100 และ 84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
และ ยับยั้งการเจริญเติบโตของล าต้นไมยราบยักษ์ได้ดีที่สุด เท่ากับ  49.7 52.5 100 และ 46.5 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งลดลงตามน้ าหนักของส่วนดังกล่าวที่ลดลง ยกเว้นใน
ส่วนของใบแห้งท่ี 0.01 กรัม กลับส่งเสริมการเจริญเติบโตของล าต้นไมยราบยักษ์ (Table 14)  

จะเห็นได้ว่าทุกส่วนของพืชทดลองมีคุณสมบัติทางอัลลิ โลพาธิ  โดยสามารถยับยั้ ง 
การเจริญเติบโตของไมยราบยักษ์ได้ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นตามน้ าหนักของ
ส่วนต่างๆ ที่เพ่ิมขึ้น ยกเว้นบางส่วนของพืชทดลองที่มีน้ าหนักต่ าสุด กลับส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ล าต้นไมยราบยักษ์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในส่วนของพืชดังกล่าวมีกลุ่มสารที่มีคุณสมบัติคล้ายฮอร์โมน
พืช (Hormone-like Herbicides) โดยจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในกรณีที่ใช้ปริมาณน้อย 
แต่หากใช้ปริมาณมากจะมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกับ สาร 2 , 4-D ที่ใช้เพ่ิมจ านวน
เซลล์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในทางกลับกันก็สามารถใช้เป็นสารก าจัดวัชพืชได้หากใช้ในปริมาณมาก 
โดยจะท าให้พืชมีการเจริญเติบโตผิดปกติ ใบและล าต้นบิดเป็นเกลียวหรือแตก ต้นแคระแกรน หรือ
อาจถึงตายได้ (กลุ่มวิจัยวัชพืช , 2560; พัชรียา, 2560) อีกทั้งสอดคล้องกับที่ อาทิตยาและคณะ 
(2552) รายงานว่าสารสกัดน้ าจากใบแห้งของล าดวน กระดังงาจีน และน้อยหน่า ในอัตราส่วนต่างๆ  
มีผลยับยั้งการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของต้นกล้าหญ้าขจรจบดอกเล็กและหญ้ารังนก 
ที่ระดับแตกต่างกัน เมื่ออัตราส่วนของใบแห้งต่อน้ ากลั่นสูงขึ้นการยับยั้งก็เพ่ิมขึ้นด้วย แต่สารสกัด  
ที่อัตราส่วนในระดับต่ าจะมีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของต้นกล้า 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 การแพร่กระจายของเอ้ืองชมพู (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross) 
Dandelion ( Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.)  แ ล ะ  False dandelion 
(Hypochaeris radicata L.) ในพ้ืนที่ เกษตรที่สูงภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ 
ประเทศไทย พบการแพร่กระจายของพืชดังกล่าวบริเวณพ้ืนที่ท าการศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง 
จังหวัดเชียงใหม่ และพบเฉพาะ Dandelion บริเวณพ้ืนที่ท าการอุทยานแห่งชาติขุนสถาน และสถานี
วิจัยต้นน้ าขุนสถาน จังหวัดน่าน 
 เอ้ืองชมพูมีเมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลด า ทรงรูปไข่แคบ (narrow ovoid) ด้านข้างเป็นสัน
สามเหลี่ยม เป็นวัชพืชอายุข้ามปี เมล็ดสุกแก่ที่ระยะ 3-5 วันหลังจากดอกบาน สามารถผลิตเมล็ดได้ถึง 
13,991 เมล็ดต่อต้น เมล็ดสามารถงอกในดินได้ 44 เปอร์เซ็นต์ คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น 
พบว่า ล าต้นและใบ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของต้นอ่อนไมยราบยักษ์ได้ โดยใบแห้ง 0.5 กรัม 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและล าต้นได้ดีที่สุดอยู่ 90.4 และ 46.2 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 

Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลอ่อน รูปขอบขนาน (oblong) มีขนสั้นนุ่มปกคลุมผิวเมล็ด และ 
มีแพปพัสสีขาว ยาว 0.4-0.5 เซนติเมตร ติดอยู่ที่ปลายสุดของเมล็ด ช่วยพยุงให้เมล็ดปลิวไปตามลมได้
ไกล จัดเป็นวัชพืชอายุข้ามปี เมล็ดสุกแก่ที่ระยะประมาณ 5 วันหลังจากดอกบาน สามารถผลิตเมล็ดได้
ถึง 6,488 เมล็ดต่อต้น เมล็ดสามารถงอกในดินได้ 53 เปอร์เซ็นต์ คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น 
พบว่า ราก ล าต้น ใบ และช่อดอก สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของต้นอ่อนไมยราบยักษ์ได้ โดยใบ
แห้ง 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและล าต้นได้ดีที่สุดถึง 100 เปอร์เซ็นต ์

False Dandelion มีเมล็ดสีน้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม รูปขอบขนานแคบ (narrow oblong)  
ผิวเป็นร่องคล้ายตาข่ายขนาดเล็กตามยาว และมีแพปพัสคล้ายขนนก สีขาว ยาว 0.8-1.0 เซนติเมตร 
ติดอยู่ที่ปลายสุดของเมล็ด ช่วยพยุงให้เมล็ดปลิวไปตามลมได้ไกล จัดเป็นวัชพืชอายุข้ามปี  เมล็ดสุกแก่
ที่ระยะประมาณ 7 วันหลังจากดอกบาน สามารถผลิตเมล็ดได้ถึง 15,787 เมล็ดต่อต้น เมล็ดสามารถ
งอกในดินได้ 86 เปอร์เซ็นต์ คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น พบว่า ราก ล าต้น ใบ และช่อดอก 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของต้นอ่อนไมยราบยักษ์ได้ โดยใบแห้ง 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของรากและล าต้นได้ดีที่สุดถึง 100 เปอร์เซ็นต ์

การก าจัดเอ้ืองชมพู Dandelion และ False dandelion ควรก าจัดก่อนที่พืชจะออกดอก
หรือสร้างเมล็ด เพ่ือไม่ให้มีการเพ่ิมเมล็ดลงไปในดิน หากก าจัดด้วยวิธีตัด ถาก หรือขุด ควรที่จะท าลาย
ส่วนที่อยู่ใต้ดิน เนื่องจากวัชพืชดังกล่าวเป็นวัชพืชอายุข้ามปี สามารถขยายพันธุ์โดยใช้ล าต้นที่อยู่ใต้ดิน 
หรือการใช้สารก าจัดวัชพืชควรเป็นสารประเภทดูดซึม เพ่ือที่จะเคลื่อนย้ายไปท าลายส่วนที่อยู่ใต้ดินได้  

เอ้ืองชมพู Dandelion และ False dandelion จัดเป็นวัชพืชอายุข้ามปี สามารถสร้าง 
หน่วยขยายพันธุ์ได้ทั้งจากเมล็ดและส่วนของล าต้น ดังนั้นควรศึกษาการเจริญเติบโต การออกดอกและ
สร้างเมล็ด ในระยะเวลาเพ่ิมขึ้นอย่างน้อย 1 – 2 ปี เพ่ือให้ทราบถึงการเจริญเติบโตในแต่ละฤดูกาล 
และความสามารถในการผลิตเมล็ดที่แท้จริง 

การศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น พบว่าทุกส่วนของเอ้ืองชมพู  Dandelion และ 
False dandelion ที่ใช้ทดลองสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากและล าต้นของไมยราบยักษ์ได้ 
ดังนั้นจึงควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับชนิดและปริมาณของสารยับยั้งการเจริญเติบโตที่มีอยู่ภายใน
พืชดังกล่าว รวมทั้งศึกษาแนวทางท่ีจะน าไปใช้ประโยชน์ทางการเกษตรต่อไป 
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Table 1 Survey location of 3 Alien Plants Species (Pink-head knotweed, Dandelion and 
 False Dandelion) in Highland agriculture 

Region Province Present Absent Location 

North Phetchabun 


 
 

 
Chiang Mai  



Outside the Agricultural Area 

 
Chiang Rai 

 


 
 

Mae Hong Son 
 



 
 

Lampang 
 



  Tak    
 Lamphun    
 Nan   Outside the Agricultural Area 
 Uttaradit    

Northeastern Loei    
 Khon Kaen    

 
Table 2 Size and Weight of Pink-head knotweed Dandelion and False Dandelion 

Plants Width (mm)* Length (mm)* Weight 100 seeds (g) 
Pink-head knotweed (Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross) 
minimum 0.76 0.91 0.0417 
maximum 1.12 2.00 0.0509 
mean 0.95 ±0.08 1.84 ±0.14 0.0476 ±0.0031 
mode 0.91 1.91 - 
Dandelion (Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.) 
minimum 0.62 3.19 0.0278 
maximum 0.86 4.03 0.0411 
mean 0.71 ±0.05 3.60 ±0.21 0.0348 ±0.0050 
mode 0.73 3.67 - 
False Dandelion (Hypochaeris radicata L.) 
minimum 0.53 4.62 0.0799 
maximum 0.79 6.65 0.0875 
mean 0.66 ±0.05 5.65 ±0.48 0.0847 ±0.0041 
mode 0.68 5.79 - 

* Width and Length average from 100 seeds 
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Table 3 The branch length of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross  
 (centimeter) 

Treatments 
  Number of months   

1 2 3 4  5  6 
1 plant/plot   3.1 a1/ 6.5 a 8.7 a 15.5 a  18.7 a  22.0 a 
3 plant/plot 2.1 a 4.1 a 6.0 a 11.3 a  15.6 a  16.2 b 
5 plant/plot 2.3 a 4.4 a 5.8 a 9.9 a  14.2 a  14.9 b 

C.V. (%) 35.7 39.3 27.8 37.3  21.1  19.0 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 

Table 4 Number of leaves of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross  
  (leaves per tree) 

Treatments 
  Number of months 

1 2 3 4 5 6 
1 plant/plot 5.0 a 8.4 a 19.4 a 68.7 a 127.1 a 148.5 a 
3 plant/plot 4.3 a 6.7 a 16.1 a 59.4 a 106.8 ab 125.6 ab 
5 plant/plot 4.4 a 6.3 a 16.1 a 36.0 a 82.8 b 89.0 b 

C.V. (%) 18.2 40.4 38.7 38.5 26.2 23.3 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 
Table 5 The canopy of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg. (centimeter) 

Treatments 
Number of months 

1 2 3 4 5 
1 plant/plot   2.3 a1/ 7.3 a 11.2 a 29.4 a 36.0 a 
3 plant/plot 3.5 a 6.9 a 13.4 a 27.4 a 29.6 a 
5 plant/plot 4.0 a 6.7 a 13.1 a 26.4 a 29.3 a 

C.V. (%) 58.5 31.1 33.2 16.7 28.0 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
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Table 6 Number of leaves of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg. (leaves per tree) 

Treatments 
Number of months 

1 2 3 4 5 
1 plant/plot   4.6 a1/ 9.8 a 21.3 a 44.8 a 54.0 a 
3 plant/plot 3.8 a 7.2 ab 19.2 a 35.1 a 45.9 ab 
5 plant/plot 3.5 a 5.4 b 15.5 b 31.8 a 41.4 b 

C.V. (%) 32.2 25.3 12.7 26.5 28.4 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 
Table 7 the canopy of Hypochaeris radicata L. (centimeter) 

Treatments 
  Number of months   

1 2 3 4  5  6 
1 plant/plot   10.6 a1/ 24.2 a 29.5 a 74.5 a  78.1 a  82.3 a 
3 plant/plot 10.9 a 21.4 a 24.4 b 58.1 b  62.2 b  66.4 b 
5 plant/plot 10.2 a 20.7 a 25.3 ab 58.6 b  61.3 b  66.2 b 

C.V. (%) 40.7 13.2 13.1 10.5  9.2  10.9 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 
Table 8 Number of leaves of Hypochaeris radicata L. (leaves per tree) 

Treatments 
  Number of months   

1 2 3 4  5  6 
1 plant/plot   3.0 a1/ 14.4 a 23.4 a 55.0 a  68.4 a  83.0 a 
3 plant/plot 1.9 a 9.4 a 20.5 a 46.8 a  66.8 a  74.8 a 
5 plant/plot 3.2 a 10.3 a 20.4 a 52.9 a  67.4 a  74.4 a 

C.V. (%) 62.3 32.8 14.8 23.6  10.6  11.5 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
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Table 9 Number of inflorescences and seeds of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex  
   D.Don) H.Gross  

Treatments 
    Inflorescences   Seeds (seed/tree) 

(inflorescence/tree) Developed seeds Undeveloped seeds 
1 plant/plot   131 a1/ 13,991 a 2,822 a 
3 plant/plot 117 a 9,860 ab 1,797 a 
5 plant/plot 76 a 4,911 b 1,733 a 

C.V. (%) 44.4 62.3 51.2 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 
Table 10 Number of inflorescences and seeds of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg 

Treatments 
    Inflorescences Seeds (seed/tree) 

(inflorescence/tree) 
 

Developed seeds 
Undeveloped 

seeds 
1 plant/plot   27 a1/  6,488 a 272 a 
3 plant/plot 19 ab  4,088 a 411 a 
5 plant/plot 18 b  3,819 a 319 a 

C.V. (%) 25.7  41.4 56.4 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
 
Table 11 Number of inflorescences and seeds of Hypochaeris radicata L. 

Treatments 
    Inflorescences Seeds (seed/tree) 

(inflorescence/tree) 
 

Developed seeds 
Undeveloped 

seeds 
1 plant/plot   228 a1/  15,787 a 2,420 a 
3 plant/plot 189 a  11,341 a 1,658 a 
5 plant/plot 168 a  10,688 a 1,623 a 

C.V. (%) 46.5  18.2 37.0 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
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Table 12 Inhibitory effect of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross on  
   M. Pigra growth 

P. capitata  
(Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross 

Concentration (g) 
Inhibition (%) 

Root length Shoot height 
Stem 0 0.0 d1/ 0.0 c 

 0.01 28.5 c 14.8 b 
 0.05 62.1 b 16.2 b 
 0.1 77.6 ab 19.8 ab 
 0.5 86.9 a 30.6 a 

 
C.V. (%) 15.2 10.0 

Leaves 0 0.0 d 0.0 b 

 
0.01 38.4 c -10.9 c 

 
0.05 79.3 b -8.6 bc 

 
0.1 82.9 b -5.3 bc 

 
0.5 90.4 a 46.2 a 

 
C.V. (%) 6.68 181.6 

1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT
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Table 13 Inhibitory effect of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg. on M. Pigra growth 

T. officinale  
G. H. Weber ex Wigg. 

Concentration (g) 
Inhibition (%) 

Root length Shoot height 
Root 0 0.0 d1/ 0.0 c 

 0.01 33.6 c 10.3 c 
 0.05 65.7 b 27.4 b 
 0.1 82.4 ab 48.0 a 
 0.5 88.3 a 71.3 a 

 
C.V. (%) 19.3 17.0 

Stem 0 0.0 d 0.0 b 

 
0.01 23.8 c 4.8 b 

 
0.05 57.8 b 18.9 b 

 
0.1 76.7 ab 26.7 ab 

 
0.5 85.2 a 52.7 a 

 
C.V. (%) 23.1 63.6 

Leaves 0 0.0 e 0.0 d 

 
0.01 31.0 d -11.3 e 

 
0.05 74.8 c 18.8 c 

 
0.1 86.4 b 46.4 b 

 
0.5 100.0 a 100.0 a 

 
C.V. (%) 8.11 25.4 

Inflorescence 0 0.0 b 0.0 c 

 
0.01 18.8 b -20.9 c 

 
0.05 62.2 a 6.6 b 

 
0.1 80.8 a 17.4 ab 

 
0.5 84.2 a 39.7 a 

 
C.V. (%) 23.8 156.8 

1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
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Table 14 Inhibitory effect of Hypochaeris radicata L. on M. Pigra growth 

H. radicata L. Concentration (g) 
Inhibition (%) 

Root length Shoot height 
Root 0 0.0 b1/ 0.0 c 

 0.01 15.1 b 15.8 b 
 0.05 70.3 a 22.6 ab 
 0.1 83.0 a 34.5 ab 
 0.5 87.3 a 49.7 a 

 
C.V. (%) 21.0 54.9 

Stem 0 0.0 d 0.0 b 

 
0.01 48.0 c 17.8 b 

 
0.05 66.8 b 19.8 b 

 
0.1 81.0 a 33.7 b 

 
0.5 87.3 a 52.5 a 

 
C.V. (%) 8.5 36.1 

Leaves 0 0.0 d 0.0 d 

 
0.01 37.3 c 0.1 d 

 
0.05 76.9 b 12.5 c 

 
0.1 83.4 b 34.9 b 

 
0.5 100.0 a 100.0 a 

 
C.V. (%) 16.0 28.4 

Inflorescence 0 0.0 b 0.0 b 

 
0.01 36.9 b -1.0 b 

 
0.05 61.5 a 7.8 b 

 
0.1 80.2 a 22.6 ab 

 
0.5 84.0 a 46.5 a 

 
C.V. (%) 22.7 88.6 

1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level 
by DMRT 
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Figure 1 Seed of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross 
 

 
 

Figure 2 Seed of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg. 
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Figure 3 Seed of Hypochaeris radicata L. 
 

 
 

Figure 4 Seed germination of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross in net house 
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Figure 5 Seed germination of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg. in net house 
 

 
 

Figure 6 Seed germination of Hypochaeris radicata L. in net house 
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Figure 7 Growth cycle of Persicaria capitata (Buch.-Ham. ex D.Don) H.Gross
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Figure 8 Growth cycle of Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.
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Figure 9 Growth cycle of Hypochaeris radicata L. 
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การจัดการวัชพืชประเภทใบกว้าง : หญ้ายางนงนุช (Euphorbia graminae Jacq.)   
หญ้ายอดหนอน (Spigelia anthelmia L.) และเอื้องชมพู (Persicaria capitata 

(Buch.- Ham. ex D.Don) 
Broadleaf Weed Management: Euphorbia graminae Jacq., Spigelia 

anthelmia L. and Persicaria capitata (Buch.- Ham. ex D.Don 
 

ธัญชนก  จงรักไทย อัณศยา  พรมมา เอกรัตน์  ธนูทอง 
กลุ่มวิจัยวัชพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 
 การจัดการหญ้ายอดหนอน หญ้ายางนงนุช และเอ้ืองชมพู โดยใช้วัสดุคลุมดิน และอุณหภูมิ 
ท าการทดลองระหว่าง ตุลาคม 2551 - กันยายน 2562 โดยการใช้วัสดุคลุมดิน ได้แก่ พลาสติกคลุม
แปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา และใบและต้นธูปฤาษี เปรียบเทียบกับการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน  
พบการงอกของหญ้ายอดหนอนทุกกรรมวิธี โดยการใช้พลาสติกคลุมแปลง และใบและต้นธูปฤาษี 
สามารถควบคุมการงอกของหญ้ายอดหนอนได้ดีที่สุด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่
ระหว่าง 2.3 - 25.8 เปอร์เซ็นต์ หญ้ายางนงนุช การใช้พลาสติกคลุมแปลง สามารถควบคุมการงอกได้
ดีที่สุด โดยไม่พบการงอกของหญ้ายางนงนุช แตกต่างจากกรรมวิธีอ่ืนๆ และเอ้ืองชมพู การใช้พลาสติก
คลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา และใบและต้นธูปฤาษี พบการงอกน้อยที่สุด ไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 0.0-3.5 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการอบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืชทั้งสาม
ชนิด โดยใช้อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับการไม่อบวัสดุปลูกและ
เมล็ดวัชพืช หญ้ายอดหนอน และหญ้ายางนงนุช ทุกกรรมวิธีที่อบวัสดุปลูกและเมล็ด มีความงอกไม่
แตกต่างกับการไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ด โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 32.0 - 49.3 และ 7.6 – 18.4 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเอ้ืองชมพู การอบวัสดุปลูกและเมล็ดที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
มีความงอกน้อยสุด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 1.1 – 9.8 เปอร์เซ็นต ์ 

ค าหลัก : การงอกของเมล็ด วัสดุคลุมดิน หญ้ายางนงนุช หญ้ายอดหนอน อุณหภูมิ เอ้ืองชมพู 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-27-60-01-00-00-06-61 
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ค าน า 
หญ้ายางนงนุช (Euphorbia graminae Jacq.) หญ้ายอดหนอน (Spigelia anthelmia L.) 

และเอ้ืองชมพู (Persicaria capitata (Buch.- Ham. ex D.Don) เป็นพืชต่างถิ่นที่สามารถเจริญเติบโต
ได้ดีในสภาพภูมิอากาศของประเทศไทย และสามารถสร้างหน่วยขยายพันธุ์ได้ โดยหญ้ายางนงนุช
สามารถออกดอกได้ตลอดปี ท าให้สามารถสร้างเมล็ดและงอกเป็นต้นใหม่ได้ เป็นจ านวนมากในแต่ละปี 
(ศิริพร, 2557) หญ้ายอดหนอน เป็นพืชฤดูเดียว แต่สามารถงอก และออกดอกได้ตลอดทั้งปี
เช่นเดียวกับหญ้ายางนงนุช ส่วนเอ้ืองชมพู เจริญเติบโตได้ดีในสภาพอากาศเย็น โดยเฉพาะทางเหนือ
ของประเทศไทย (อัณศยา และคณะ, 2558) ทั้งนี้ หญ้ายอดหนอน และเอ้ืองชมพู พบมีรายงานเป็น
วัชพืชแล้วในต่างประเทศ (Mohamad et al., 1987; CABI, 2012) และพบว่าเอ้ืองชมพูต้านทานต่อ
สารก าจัดวัชพืชหลายชนิด (Foo et al., 2010)  

การป้องกันก าจัดวัชพืชนั้นมีหลายวิธี โดยกลุ่มวิจัยวัชพืช (2555) รายงานว่า การควบคุม
วัชพืชในการปลูกพืชอาจท าได้หลายวิธี แต่ละวิธีอาจให้ผลการก าจัดวัชพืชได้มากน้อยต่ างกัน  
แล้วแต่ความเหมาะสมของสภาพพ้ืนที่และความพร้อมของผู้ปฏิบัติที่จะใช้วิธีการไหน หรืออาจน าเอา
หลาย ๆ วิธีมาประยุกต์ใช้ร่วมกันตามความเหมาะสม วิธีการควบคุมวัชพืชอาจแยกได้เป็น 2 วิธี  
ดังนี้ วิธีการแรกคือ การควบคุมวัชพืชโดยไม่ใช้สารก าจัดวัชพืช เช่น การใช้วัสดุคลุมดินเพ่ือสร้างสภาพ
ที่ ไม่ เหมาะสมต่ อการงอก และการ เจ ริญ เติบ โ ตของวั ช พืช  ท า ให้ ลดปัญหาวั ช พืช ไ ด้   
เช่น  เ พ็ญศรี  และจรัญ  (2553)  ได้ ศึ กษาวัสดุคลุมดิน เ พ่ือก าจั ดวั ช พืช ในกวาวเครื อขาว  
พบว่า น้ าหนักแห้งของวัชพืชแปลงที่ก าจัดวัชพืชด้วยแรงงาน มีน้อยที่สุด แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกับ
การใช้พลาสติกสีด าเทา และแผ่นชีวมวล วิธีการที่สองคือ การควบคุมวัชพืชโดยใช้สารเคมี  
ซึ่งประกอบด้วย 2 ประเภท คือ สารก าจัดวัชพืชประเภทใช้ก่อนวัชพืชงอก และประเภทใช้หลังวัชพืช
งอก โดยสารก าจัดวัชพืชประเภทใช้ก่อนวัชพืชงอกที่นิยมใช้ เช่น acetochor, alachlor, atrazine, 
diuron, metolachlor, metribuzin, oxadiazon, oxyfluorfen, pendimethalin เป็นต้น และสาร
ก าจัดวัชพืชประเภทใช้หลังวัชพืชงอกที่นิยมใช้ เช่น glyphosate, glufosinate-ammonium และ 
paraquat เป็นต้น (กลุ่มวิจัยวัชพืช, 2555) 
 เนื่องจากพืชทั้งสามชนิดเป็นพืชต่างถิ่น ประเทศไทยจึงยังไม่มีวิธี ในการจัดการ ดังนั้นหากใน
ระยะแรกที่มีการส ารวจพบซึ่งยังมีปริมาณน้อย แล้วมีวิธีการจัดการที่เหมาะสมเตรียมไว้ จะช่วยให้
ประหยัดทรัพยากรในการจัดการ รวมทั้งป้องกันการระบาดที่จะตามมาในอนาคตได้ 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1) กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล 
2) กระบะสี่เหลี่ยมขนาด 30 x 30 นิ้ว 
3) กระบะสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 30 นิ้ว 
4) พลาสติกคลุมแปลง 
5) ฟางข้าว 
6) แกลบดิบ 
7) แกลบเผา 
8) ใบและต้นธูปฤาษี 
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9) ตู้อบ 
10) สมุดบันทึก 

วิธีการ 
1. ผลของวัสดุคลุมดินต่อการงอกของเมล็ด  

วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 4 ซ้ าๆ ละ 3 กระบะ 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
กรรมวิธีที่ 1 พลาสติกคลุมแปลง 
กรรมวิธีที่ 2 ฟางข้าว 
กรรมวิธีที่ 3 แกลบดิบ 
กรรมวิธีที่ 4 แกลบเผา 
กรรมวิธีที่ 5 ใบและต้นธูปฤาษี 
กรรมวิธีที่ 6 ไม่ใช้วัสดุคลุมดิน 

 เตรียมกระบะสี่เหลี่ยมขนาด 30 x 30 นิ้ว ใส่ดินร่วนเป็นวัสดุปลูก จากนั้นหยอดเมล็ดหญ้า
ยางนงนุช 100 เมล็ดต่อกระถาง แล้วท าการคลุมด้วยวัสดุต่างๆ ตามกรรมวิธีที่ก าหนด บันทึกจ านวน
เมล็ดที่งอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แต่ไม่เกิน 1 เดือน น าไปค านวณเปอร์เซ็นต์ความงอก โดยใช้สูตร
ดังนี้ 
  ความงอก (%) = (จ านวนเมล็ดที่งอก/จ านวนเมล็ดทั้งหมดที่หว่าน) x 100 
 ส าหรับหญ้ายอดหนอน และเอ้ืองชมพู ท าการทดลองเช่นเดียวกับหญ้ายางนงนุช 
2. ผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดในวัสดุปลูก 

ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการงอก โดยวางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 4 ซ้ าๆ ละ 3 
กระถาง 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (40 ºC) 
กรรมวิธีที่ 2 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (50 ºC) 
กรรมวิธีที่ 3 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (60 ºC) 
กรรมวิธีที่ 4 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (70 ºC) 
กรรมวิธีที่ 5 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (80 ºC) 
กรรมวิธีที่ 6 ไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช (control) 

 น าเมล็ดหญ้ายางนงนุชที่แก่ และสมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด ผสมในวัสดุปลูก 1 กิโลกรัม 
น าไปอบที่อุณหภูมิต่างๆ ตามกรรมวิธีที่ก าหนด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าวัสดุปลูกและเมล็ด
วัชพืชที่อบเรียบร้อยแล้ว ใส่ในกระบะสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 30 นิ้ว รดน้ าเพื่อให้ความชื้น บันทึกจ านวน
เมล็ดที่งอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แต่ไม่เกิน 30 วัน น าไปค านวณเปอร์เซ็นต์ความงอก โดยใช้สูตร
ดังนี้ 
  ความงอก (%) = (จ านวนเมล็ดที่งอก/จ านวนเมล็ดทั้งหมดที่หว่าน) x 100 
 ส าหรับหญ้ายอดหนอน และเอ้ืองชมพู ท าการทดลองเช่นเดียวกับหญ้ายางนงนุช 
เวลาและสถานที่ 
 ท าการทดลอง ระหว่าง ตุลาคม 2561 - กันยายน 2562 (ระยะเวลา 1 ปี) ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ  
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ผลของวัสดุคลุมดินต่อการงอกของเมล็ด  

หญ้ายอดหนอน บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน เป็นเวลา 30 วัน พบว่าการไม่ใช้วัสดุคลุม
ดินหญ้ายอดหนอนงอกในวันที่ 4 หลังหว่านเมล็ด ในขณะที่การใช้พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว  
แกลบดิบ แกลบเผา และใบและต้นธูปฤาษี เมล็ดงอกในวันที่ 5 หลังหว่านเมล็ด และตลอดระยะเวลาที่
บันทึกข้อมูล พบว่าการใช้แกลบดิบ และไม่ใช้วัสดุคลุมดิน มีการงอกของเมล็ดใกล้เคียงกัน และเมื่อ
ครบ 30 วันหลังหว่านเมล็ด พบว่าการใช้พลาสติกคลุมแปลง และใบและต้นธูปฤาษี สามารถควบคุม
การงอกได้ดีที่สุด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 2.3 - 25.8 เปอร์เซ็นต์ น้อยกว่า
และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับการใช้ฟางข้าว แกลบดิบ และไม่ใช้วัสดุคลุมดิน ในขณะที่การ
ใช้ฟางข้าว และแกลบดิบ ควบคุมการงอกได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติจากการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน โดยมี
ความงอกอยู่ระหว่าง 63.1 - 89.5 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1) 

หญ้ายางนงนุช บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน เป็นเวลา 30 วัน พบว่าการใช้พลาสติกคลุม
แปลง ไม่พบเมล็ดหญ้ายางนงนุชงอกตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลอง ส่วนการใช้ฟางข้าว พบเมล็ด
งอกในวันที่ 7 หลังหว่านเมล็ด และการใช้แกลบดิบ แกลบเผา ใบและต้นธูปฤาษี และไม่ใช้วัสดุคลุมดิน 
พบเมล็ดงอกในวันที่ 5 หลังหว่านเมล็ด และตลอดระยะเวลาที่ทดลอง พบว่าการใช้แกลบดิบ และไม่ใช้
วัสดุคลุมดิน มีการงอกของเมล็ดใกล้เคียงกัน และเมื่อครบ 30 วันหลังหว่านเมล็ด พบว่าการใช้
พลาสติกคลุมแปลง สามารถควบคุมการงอกได้ดีที่สุด โดยไม่พบการงอกของหญ้ายางนงนุช แตกต่าง
จากกรรมวิธีอ่ืนๆ ในขณะที่การใช้ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา ใบและต้นธูปฤาษี ควบคุมการงอกได้
ไม่แตกต่างจากการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 31.4 - 52.7 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 1 
และภาพท่ี 2)  

เอ้ืองชมพู เนื่องจากเอ้ืองชมพูงอกและเจริญเติบโตค่อนข้างช้า จึงบันทึกข้อมูลเป็นเวลา 
60 วัน พบว่าการใช้พลาสติกคลุมแปลง และฟางข้าว ไม่พบการงอกตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลอง 
ส่วนการใช้แกลบดิบ แกลบเผา ใบและต้นธูปฤาษี และการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน พบเมล็ดงอกในวันที่ 20, 
23, 21 และ 7 หลังหว่านเมล็ด และการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน พบการงอกมากกว่าสองเมล็ดในวันที่ 8, 9, 
10, 13 และ 15 วันหลังหว่านเมล็ด และหลังวันที่ 15 หลังหว่านเมล็ด พบว่าเมล็ดงอกน้อยกว่าสอง
เมล็ดเช่นเดียวกับการใช้พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบด า และใบและต้นธูปฤาษี  
และเมื่อครบ 60 วันหลังหว่านเมล็ด พบว่า การใช้พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา 
และใบและต้นธูปฤาษี พบการงอกน้อยที่สุด แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง  
0.0-3.5 เปอร์เซ็นต์ น้อยกว่าและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน ที่มีความ
งอก 34.8 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 1 และภาพท่ี 3)  
 จากผลการทดลอง พบว่า การใช้พลาสติกคลุมแปลงสามารถควบคุมการงอกของเมล็ดวัชพืช
ทั้งสามชนิดได้ดีที่สุด เช่นเดียวกับ เพ็ญศรี และจรัญ (2553) ที่รายงานว่า การศึกษาวัสดุคลุมดินเพ่ือ
ก าจัดวัชพืชในกวาวเครือขาว พบว่า น้ าหนักแห้งของวัชพืชแปลงที่ก าจัดวัชพืชด้วยแรงงาน มีน้อยที่สุด 
แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกับการใช้พลาสติกสีด าเทา และแผ่นชีวมวล 
ผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดในวัสดุปลูก 

หญ้ายอดหนอน บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน เป็นเวลา 30 วัน พบว่าทุกกรรมวิธีเมล็ด
หญ้ายอดหนอนงอกในวันที่ 7 หลังหว่านเมล็ด และงอกใกล้เคียงกันตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลอง 
และเมื่อครบ 30 วันหลังหว่านเมล็ด พบว่าการอบวัสดุปลูก และเมล็ดหญ้ายอดหนอน ที่อุณหภูมิ 40, 
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50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีความงอกไม่แตกต่างกับการไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดหญ้ายอด
หนอน โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 32.0 - 49.3 เปอร์เซ็นต ์(ตารางที่ 2 และภาพท่ี 4) 

หญ้ายางนงนุช บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน เป็นเวลา 30 วัน พบว่าทุกกรรมวิธีเมล็ดหญ้า
ยางนงนุชงอกในวันที่ 5 หลังหว่านเมล็ด และงอกใกล้เคียงกันตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลอง และ
เมื่อครบ 30 วันหลังหว่านเมล็ด พบว่าการอบวัสดุปลูกและเมล็ดหญ้ายางนงนุช ที่อุณหภูมิ 40 , 50, 
60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีความงอกไม่แตกต่างกับการไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดหญ้ายางนงนุช 
โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 7.6 – 18.4 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 2 และภาพท่ี 5) 

เอ้ืองชมพู เนื่องจากเอ้ืองชมพูงอก และเจริญเติบโตค่อนข้างช้า จึงบันทึกข้อมูลเป็นเวลา 60 
วัน พบว่า การอบวัสดุปลูกและเมล็ดเอ้ืองชมพู ที่อุณหภูมิ 40 , 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส และ
การไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดเอ้ืองชมพู เมล็ดงอกในวันที่ 12 หลังหว่านเมล็ด ในขณะที่การอบวัสดุปลูก
และเมล็ดเอ้ืองชมพู ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เมล็ดงอกในวันที่ 13 หลังหว่านเมล็ด และทุก
กรรมวิธีเมล็ดงอกใกล้เคียงกันตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลอง และเมื่อครบ 60 วันหลังหว่านเมล็ด 
พบว่าการอบวัสดุปลูกและเมล็ดเอ้ืองชมพู ที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีความงอกน้อยสุด 
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 1.1 – 9.8 เปอร์เซ็นต์ น้อยกว่าและแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติกับการไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดเอ้ืองชมพู ที่มีความงอก 23.3 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
2 และภาพท่ี 6) 

จากผลการทดลอง การอบวัสดุปลูกและเมล็ดนาน 24 โมง พบว่าหญ้ายอดหนอน และหญ้า
ยางนงนุช ทุกกรรมวิธีไม่มีผลต่อการงอกของเมล็ด ในขณะที่ที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
สามารถควบคุมการงอกของเมล็ดเอ้ืองชมพูได้ ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเมล็ดวัชพืชแต่ละชนิดทนต่อความ
ร้อนได้แตกต่างกัน และระยะเวลาที่ใช้อบวัสดุปลูกและเมล็ดอาจยังไม่เพียงพอต่อการฆ่าเมล็ดวัชพืช 
อาจต้องใช้ระยะเวลาในการอบนานขึ้น เช่น Egley (1990) ได้ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการงอกและ
รอดชีวิตของเมล็ดวัชพืช 8 ชนิด พบว่าในดินแห้ง (ความชื้น 2%) เมล็ดมีความทนทานอุณหภูมิสูงได้ถึง 
60 องศาเซลเซียส แต่ไม่เกิน 7 วัน ในขณะที่เมล็ดส่วนใหญ่ถูกฆ่าตายที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
หลังจาก 7 วัน  
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 การใช้วัสดุคลุมดิน ได้แก่ พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา และใบและต้น
ธูปฤาษี เปรียบเทียบกับการไม่ใช้วัสดุคลุมดิน พบการงอกของหญ้ายอดหนอนทุกกรรมวิธี โดยการใช้
พลาสติกคลุมแปลง และใบและต้นธูปฤาษี สามารถควบคุมการงอกของหญ้ายอดหนอนได้ดีที่สุด  
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 2.3 - 25.8 เปอร์เซ็นต์ หญ้ายางนงนุช การใช้
พลาสติกคลุมแปลง สามารถควบคุมการงอกได้ดีที่สุด โดยไม่พบการงอกของหญ้ายางนงนุช แตกต่าง
จากกรรมวิธีอ่ืนๆ และเอ้ืองชมพู การใช้พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา และใบและ
ต้นธูปฤาษี พบการงอกน้อยที่สุด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 0.0-3.5 
เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองการใช้พลาสติกคลุมแปลงสามารถควบคุมการงอกของเมล็ดวัชพืชทั้ง
สามชนิดได้ดี นอกจากนี้ยังมีวัสดุคลุมดินอ่ืนๆ ที่สามารถใช้เป็นวัสดุคลุมดินได้ โดยเฉพาะใบและต้น
ธูปฤาษี แต่การใช้ต้องตัดในช่วงที่ยังไม่ออกดอก เพ่ือป้องกันธูปฤาษีแพร่กระจายไปยังพ้ืนที่อ่ืน 
 การอบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืชทั้งสามชนิด โดยใช้อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส เปรียบเทียบกับการไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช หญ้ายอดหนอน และหญ้ายางนงนุช การ
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อบวัสดุปลูกและเมล็ดที่อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีความงอกไม่แตกต่างกับ
การไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ด โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 32.0 - 49.3 และ 7.6 – 18.4 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ และเอ้ืองชมพู การอบวัสดุปลูกและเมล็ดที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีความงอก
น้อยสุด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีความงอกอยู่ระหว่าง 1.1 – 9.8 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลอง
ทุกกรรมวิธีที่อบวัสดุปลูกและเมล็ดหญ้ายอดหนอน และหญ้ายางนงนุช ไม่แตกต่างกับการไม่อบวัสดุ
ปลูกและเมล็ดวัชพืช แสดงว่าอุณหภูมิและระยะเวลาที่อบดังกล่าวไม่ได้ผล ดังนั้นจึงควรใช้อุณหภูมิที่
สูงขึ้น หรือใช้ระยะเวลาอบนานขึ้น ซึ่งจ าเป็นต้องมีการทดลองต่อไป 
  

ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณ พนักงานราชการ ลูกจ้างประจ า และพนักงานจ้างเหมา ของกลุ่มวิจัยวัชพืช ที่ช่วย
ให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
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Table 1 Effect of mulching materials on seed germination in Spigelia anthelmia,  
 Euphorbia graminae and Persicaria capitata 

Treatments 
Seed germination (%)  

S. anthelmia E. graminae P. capitata 
Mulching Film 2.3 a1/ 0.0 a 0.0 a 

Straw 63.1 cd 31.4 b 0.0 a 
Rice Husk 89.5 d 52.7 b 3.5 a 

Rice Husk Ash 39.7 bc 37.8 b 0.4 a 
Cat-tail 25.8 ab 38.2 b 0.2 a 
Control 87.8 d 51.2 b 34.8 b 
C.V. (%) 22.8 26.5 88.8 

1/Means followed by a different letter are significantly different at 5% level by HSD 
 
Table 2 Effect of temperature on seed germination in Spigelia anthelmia, Euphorbia 
 graminae and Persicaria capitata 

Treatments 
Seed germination (%)  

S. anthelmia E. graminae P. capitata 
40 0C 32.7ns 7.6ns 18.7 bc1/ 
50 0C 34.8 11.6 15.9 bc 
60 0C 35.7 9.4 19.9 bc 
70 0C 44.2 18.4 9.8 ab 
80 0C 32.0 9.1 1.1 a 

Control 49.3 11.6 23.25 c 
C.V. (%) 25.64 91.87 34.8 

1/Means followed by a different letter are significantly different at 5% level by HSD 
nsAverage are not significantly different at 5% level by ANOVA 
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Note T1 = Mulching Film, T2 = Straw, T3 = Rice Husk, T4 = Rice Husk Ash, T5 = Cat-tail, T6 = Control 

 

Figure 1 Effect of mulching materials on seed germination in Spigelia anthelmia 
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Note T1 = Mulching Film, T2 = Straw, T3 = Rice Husk, T4 = Rice Husk Ash, T5 = Cat-tail, T6 = Control 

 

Figure 2 Effect of mulching materials on seed germination in Euphorbia graminae 
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Note T1 = Mulching Film, T2 = Straw, T3 = Rice Husk, T4 = Rice Husk Ash, T5 = Cat-tail, T6 = Control 

 

Figure 3 Effect of mulching materials on seed germination in Persicaria capitata 
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Note T1 = 40 0C, T2 = 50 0C, T3 = 60 0C, T4 = 70 0C, T5 = 80 0C, T6 = 0 0C 

 

Figure 4 Effect of temperature on seed germination in Spigelia anthelmia 
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Note T1 = 40 0C, T2 = 50 0C, T3 = 60 0C, T4 = 70 0C, T5 = 80 0C, T6 = 0 0C 

 

Figure 5 Effect of temperature on seed germination in Euphorbia graminae 
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Note T1 = 40 0C, T2 = 50 0C, T3 = 60 0C, T4 = 70 0C, T5 = 80 0C, T6 = 0 0C 

 

Figure 6 Effect of temperature on seed germination in Persicaria capitata 
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การจัดการกกกระจุก (Cyperus entrerianus Boeckl.) 
Deep-Rooted Sedge (Cyperus entrerianus Boeckl.) Managemen 

 
เอกรัตน์ ธนูทอง  ธัญชนก จงรักไทย  อัณศยา พรมมา  จรัญญา  ปิ่นสุภา 

กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 

 การจัดการกกกระจุก (Cyperus entrerianus Boeckl.) โดยท าการศึกษาผลของวัสดุคลุมดิน
ต่อการงอกของเมล็ดกกกระจุก พบว่า การใช้ฟางข้าว แกลบดิบ พลาสติกคลุมแปลง ใบและต้นธูปฤาษี 
สามารถควบคุมการงอกได้ดีที่สุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยกกกระจุกสามารถงอกได้เพียง 
0.05 0.05 0.00 และ 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่การใช้แกลบเผา กกกระจุกสามารถงอกได้ 
0.94 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กับการไม่ใช้วัสดุคลุมดินที่มีเปอร์เซ็นต์ความงอก 
32.41 เปอร์เซ็นต์ และจากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดกกกระจุก พบว่ากรรมวิธีอบ
วัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืชที่อุณหภูมิ 40 45 50 55 60 องศาเซลเซียส กกกระจุกสามารถงอกได้ไม่
แตกต่างกันทางสถิติกับกรรมวิธีไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช โดยมีเปอร์เซ็นต์ความงอก 3.70 3.95 
5.00 6.95 6.42 และ 5.78 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 

ค าหลัก: พืชต่างถ่ิน กกกระจุก การจัดการ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รหัสการทดลอง 03-27-60-01-00-00-07-62 
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ค าน า 
วัชพืชร้ายแรงในแต่ละประเทศ มักเป็นพืชที่มิได้มีถิ่นก าเนิดในประเทศนั้นๆ และมักเป็นพืช

ต่างถิ่นที่ถูกชักน าเข้าไปในถิ่นใหม่ สามารถปรับตัวเข้ากับสิ่งแวดล้อมใหม่ได้ดี เจริญเติบโตได้รวดเร็ว 
ขยายพันธุ์ได้ดี สร้างหน่วยขยายพันธุ์ได้มากในเวลารวดเร็ว และมักมีการพักตัวเมื่อสภาพแวดล้อมไม่
เหมาะสม (Muenscher, 1980) ศิริพร และคณะ (2558) ได้ท าการส ารวจพบกกที่ยังไม่มีรายงานใน
ประเทศไทย คือ กกกระจุก (Cyperus entrerianus Boeckeler) ในพ้ืนที่ก่อสร้างในกรุงเทพมหานคร 
จากการสืบค้นมีรายงานว่า กกกระจุกเป็นพืชที่มีถิ่นก าเนิดในอเมริกาใต้ พบในแถบตะวันออกเฉียงใต้
ของสหรัฐอเมริกา รัฐ Texas, Louisiana, Florida, Georgia และจัดเป็นพืชที่รุกรานใน South 
Carolina (Invasive Plant Atlas of the United State, 2 0 14 ) แ ล ะ  Texas (Gonzalez and 
DallaRosa, 2007)  King et al. (2012) รายงานว่าในพ้ืนที่ที่มีกกกระจุกขึ้นปกคลุม โดยไม่มีพืชอ่ืน
ขึ้นร่วมด้วย พบว่าสามารถสร้างเมล็ดได้ถึง 1,300-3,100 กิโลกรัมต่อเฮกแตร์ หรือ 208-496 กิโลกรัม
ต่อไร่ และสามารถงอกได้ถึง 63-97 เปอร์เซ็นต์ Bryson and Carter (2012) รายงานว่ากกกระจุกแต่
ละกอสามารถสร้างเมล็ดได้ 1 ,000,000-2,000,000 เมล็ดต่อปี หรือผลิตเมล็ดลงในดิน ได้ถึง 
100,000-350,000 เมล็ดต่อตารางเมตร (Leck and Schutz, 2005) และจากการศึกษาชีววิทยาและ
การแพร่กระจายของกกกระจุก พบว่าในประเทศไทยพบการแพร่กระจายในพ้ืนที่ 2 จังหวัด คือ 
จังหวัดสมุทรปราการ และ นนทบุรี โดยกกกระจุกไม่สามารถงอกได้ในห้องปฏิบัติการ แต่งอกได้ใน
สภาพเรือนทดลองมีการงอก 32 เปอร์เซ็นต์ จากการศึกษาการเจริญเติบโต และการสร้างเมล็ด พบว่า 
มีความสูงอยู่ระหว่าง 26.2 - 30.7 เซนติเมตร จ านวนหน่ออยู่ระหว่าง 9 – 14 หน่อต่อต้น ช่อดอก
อ่อนอยู่ระหว่าง 1 – 2 ช่อต่อต้น ช่อดอกแก่อยู่ระหว่าง 1 – 4 ช่อต่อต้น จ านวนเมล็ดอยู่ระหว่าง 
35,333 - 115,977 เมล็ดต่อต้น และมีวงจรชีวิต 72 วัน และการศึกษาคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ
เบื้องต้นในห้องปฏิบัติการ พบว่า ราก ใบ ก้านช่อดอก และช่อดอกของกก กระจุก สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของรากและล าต้นของไมยราบยักษ์ได้ โดยใบของกกกระจุก 0.5 กรัม สามารถยับยั้งการ
เจริญของล าต้นไมยราบยักษ์ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ (อัณศยาและคณะ, 2561) จากการศึกษาชีววิทยาและ
การแพร่กระจายของกกกระจุกดังกล่าว ท าให้ทราบถึงการเจริญเติบโต ความสามารถในการขยายพันธุ์ 
การงอกของเมล็ด และคุณสมบัติการเป็นพืชที่รุกรานในประเทศไทย และการแพร่ระบาดของ 
กกกระจุก หากแต่ยังขาดแนวทางการป้องกันและการจัดการกกกระจุก เพ่ือให้ทราบถึงวิธีการจัดการ
ต่างๆ ดังนั้นการศึกษานี้ จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการจัดการกกกระจุกในรูปแบบต่างๆ ได้แก่  
การใช้วัสดุคลุมดิน การใช้อุณหภูมิ และการใช้สารก าจัดวัชพืช 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล 
2. ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) 
3. กระบะสี่เหลี่ยมขนาด 30 x 30 นิ้ว และขนาด 10 x 30 นิ้ว 
4. พลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา ใบและต้นธูปฤาษี 
5. เมล็ดกกกระจุก 
6. อุปกรณ์อ่ืนๆ ที่จ าเป็น เช่น ดินปลูกและป้ายปัก สมุดบันทึก 
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วิธีการ 
1. การเตรียมเมล็ดวัชพืช 

เก็บตัวอย่างเมล็ดกกกระจุก น าไปท าความสะอาด เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศา- 
เซลเซียส จนกว่าจะใช้ทดลอง 

2. ผลของวัสดุคลุมดินต่อการงอกของเมล็ด 
วางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design;  

RCB) จ านวน 4 ซ้ าๆ ละ 3 กระบะ 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
กรรมวิธีที่ 1 พลาสติกคลุมแปลง 
กรรมวิธีที่ 2 ฟางข้าว 
กรรมวิธีที่ 3 แกลบดิบ 
กรรมวิธีที่ 4 แกลบเผา 
กรรมวิธีที่ 5 ใบและต้นธูปฤาษี 
กรรมวิธีที่ 6 ไม่ใช้วัสดุคลุมดิน 

เตรียมกระบะสี่เหลี่ยมขนาด 30 x 30 นิ้ว ใส่ดินร่วนเป็นวัสดุปลูก จากนั้นหยอดเมล็ด  
100 เมล็ดต่อกระถาง แล้วท าการคลุมด้วยวัสดุต่างๆ ตามกรรมวิธีที่ก าหนด บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอก
ทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แต่ไม่เกิน 1 เดือน น าไปค านวณเปอร์เซ็นต์ความงอก โดยใช้สูตรดังนี้ 

ความงอก (%) = (จ านวนเมล็ดที่งอก/จ านวนเมล็ดทั้งหมดที่หว่าน) x 100 

3. ผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดในวัสดุปลูก 
ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการงอกโดยอ้างอิงจากกรรมวิธีของ Ruth M.D. et al, 2007  

โดยวางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design; RCB) 
จ านวน 4 ซ้ าๆ ละ 3 กระบะ 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 2 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 3 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 4 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 5 อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 6 ไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช 

น าเมล็ดที่แก่และสมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด ผสมในวัสดุปลูก 1 กิโลกรัม และน าไป 
อบที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยแต่กรรมวิธีท า 4 ซ้ า จากนั้นน าวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืชที่
อบเรียบร้อยแล้ว ใส่ในกระบะสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 30 นิ้ว กระบะละ 1 กิโลกรัม และรดน้ าเพ่ือให้
ความชื้น บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แต่ไม่เกิน 30 วัน น าไปค านวณเปอร์เซ็นต์
ความงอก โดยใช้สูตรดังนี้ 

ความงอก (%) = (จ านวนเมล็ดที่งอก/จ านวนเมล็ดทั้งหมดที่หว่าน) x 100 

เวลาและสถานที่ 
ท าการทดลอง ระหว่าง เดือนตุลาคม 2561 – กันยายน 2562 (ระยะเวลา 1 ปี ) ณ  

เรือนทดลอง กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1.  การเตรียมเมล็ดวัชพืช  
 เก็บเมล็ดกกกระจุกมาท าความสะอาด และคัดเลือกเมล็ดที่สมบูรณ์ แล้วเก็บรักษาไว้ใน 

ตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส เตรียมส าหรับน าไปใช้ในการทดลอง (Figure 1) 
2. ผลของวัสดุคลุมดินต่อการงอกของเมล็ด 

จากศึกษาผลของวัสดุคลุมดินต่อการงอกของเมล็ดกกกระจุกตามกรรมวิธีที่ก าหนด โดย 
คลุมด้วยพลาสติกคลุมแปลง ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา ใบ -ต้นธูปฤาษี และไม่ใช้วัสดุคลุมดิน  
(ชุดควบคุม) พบว่า การใช้ฟางข้าว แกลบดิบ พลาสติกคลุมแปลง ใบและต้นธูปฤาษี สามารถควบคุม
การงอกได้ดีที่สุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยกกกระจุกสามารถงอกได้เพียง 0.05 0.05 
0.00 และ 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่การใช้แกลบเผา กกกระจุกสามารถงอกได้ 0.94 
เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กับการไม่ใช้วัสดุคลุมดินที่มีเปอร์เซ็นต์ความงอก 32.41 
เปอร์เซ็นต์ (Table 1 and Figure 2) 

3. ผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดในวัสดุปลูก 
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการงอกของเมล็ดกกกระจุกตามกรรมวิธีที่ก าหนด โดย

อบวัสดุปลูกและเมล็ดกกกระจุก ที่อุณหภูมิ 40 45 50 55 60 องศาเซลเซียส และไม่อบวัสดุปลูกและ
เมล็ดวัชพืช (ชุดควบคุม) พบว่ากรรมวิธีอบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืชที่อุณหภูมิต่างๆ กกกระจุก
สามารถงอกได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับกรรมวิธีไม่อบวัสดุปลูกและเมล็ดวัชพืช (ชุดควบคุม) โดยมี
เปอร์เซ็นต์ความงอก 3.70 3.95 5.00 6.95 6.42 และ 5.78 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเปอร์เซ็นต์
ความงอกมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนตามอุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้น (Table 2 and Figure 3) 

 
เอกสารอ้างอิง 

ศิริพร ซึงสนธิพร  ธัญชนก จงรักไทย อัณศยา สุริยะวงศ์ตระการ  และกาญจนา พฤษพันธ์. 2558.ศึกษา
 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และการจ าแนกเมล็ดวัชพืชสกุลกก (Cyperus L.). ใน : รายงาน
 ผลงานวิจัยประจ าปี 2557 เล่ม 4. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
อัณศยา พรมมา  ศิริพร ซึงสนธิพร  ธัญชนก จงรักไทย เอกรัตน์ ธนูทอง และกาญจนา พฤษพันธ์. 
 2558. ชีววิทยาและการแพร่กระจายของกกกระจุก (Cyperus entrerianus Boeckl.). ใน : 
 ผลงานวิจัยประจ าปี 2561 เล่ม 1. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
Bryson, C.T. and R. Carter. 2012. Growth, Reproductive Potential, and Control 

Strategies for Deeproot Sedge (Cyperus entrerianus). Weed Technology. 26(1) : 
122-129. 

Gonzalez L. and J. DallaRosa. 2007. Cyperus entrrerianus Boeckl. (Deep-rooted sedge). 
 (Online). Available. http://www.texasinvasives.org/plant_database/.php?symbol=
 CYEN2. (January 2, 2015). 
Invasive Plant Atlas of the United State. 2014. Deeprooted sedge: Cyperus  

entrerianus. Boeckl. (Online). Available. http://www.invasiveplantatlas.org/ 
subject.html?sub= 10954#maps. (January 2, 2015). 
 
 

http://www.texasinvasives.org/plant_database/.php?symbol


2164 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

King J.R., W.C. Conway, D.J.Rosen and B.P.Oswald. 2012. Seed biomass production and  
germination reates of Cyperus entrerianus. Journal of the Torrey Botanical 
Seociety 139(1) : 76-85. 

Leck, M. A. and W. Schutz. 2005. Regeneration of Cyperaceae, with particular  
reference to seed ecology and seed banks. Plant Ecology and Evolutionary 
Systematics 7:95–133. 

Muenscher, W. C. 1980. Weeds. 2nd edition. Cornell University Press, Ithaca and  
 London. 
 
Table 1 Effect of mulch on Deep-Rooted Sedge seed germination 

Treatments Seed germination (%) 

Mulching Film 0.00 a1/ 

Rice Straw 0.05 a 

Rice Husk 0.05 a 

Rice Huck Charcoal 0.94 b 

Leave and Leaf sheath of Bulrush 0.00 a 

control 32.41 c 

C.V. (%) 27.1 
1/ Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level  
   by DMRT 
 
Table 2 Effect of temperature on Deep-Rooted Sedge seed germination 

Treatments Seed germination (%) 

Baking substrate media and seeds in temperature 40 ºC 3.70 a1/ 

Baking substrate media and seeds in temperature 45 ºC 3.95 a 

Baking substrate media and seeds in temperature 50 ºC 5.00 a 

Baking substrate media and seeds in temperature 55 ºC 6.95 a 

Baking substrate media and seeds in temperature 60 ºC 6.42 a 

control 5.78 a 

C.V. (%) 37.5 
1/ Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level  
   by DMRT 
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Figure 1 Seeds of Deep-Rooted Sedge 
 

  
Mulching Film Rice Straw 

  
Rice Husk Rice Huck Charcoal 

  
Leave and Leaf sheath of Bulrush Control 

 

Figure 2 Effect of mulch on Deep-Rooted Sedge seed germination 
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Temperature 40 ºC Temperature 45 ºC 

  
Temperature 50 ºC Temperature 55 ºC 

  
Temperature 60 ºC Control 

 

Figure 3 Effect of temperature on Deep-Rooted Sedge seed germination 
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ชีววิทยา และการจัดการมะเขือหนาม (Solanum sisymbriifolium Lam.) 
Biology and Management of Solanum sisymbriifolium Lam. 

 
อัณศยา  พรมมา    ธัญชนก  จงรักไทย   เอกรัตน์  ธนูทอง 

กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
การส ารวจการแพร่กระจายของมะเขือหนาม (Solanum sisymbriifolium) ท าการทดลอง

ระหว่าง ตุลาคม 2551 - กันยายน 2562 โดยส ารวจในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ทั้งหมด  
32 แหล่ง ในพ้ืนที่ 13 จังหวัด ครอบคลุมพ้ืนที่ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคตะวันตก 
พบมะเขือหนามแพร่กระจายในภาคกลางเพียงจังหวัดเดียวคือ ต าบลชะอ า สามพระยา และไร่ใหม่
พัฒนา อ าเภอชะอ า จังหวัดเพชรบุรี โดยพบการแพร่กระจายเป็นระยะทางประมาณ 14 กิโลเมตร 
พ้ืนที่ประมาณ 65 ตารางกิโลเมตร  

ค าหลัก : การแพร่กระจาย ชีววิทยาและการจัดการ มะเขือหนาม วัชพืช 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-27-60-01-00-00-08-62 
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ค าน า 

 จากการส ารวจในจังหวัดเพชรบุรีพบพืชในวงศ์มะเขือหนึ่งชนิดที่แพร่กระจายในพ้ืนที่ว่าง
เปล่า และข้างถนน พ้ืนที่ประมาณ 2 ไร่ และพบต้นขนาดเล็ก ซึ่งคาดว่างอกมาจากเมล็ด โดยพืช
ดังกล่าวเป็นไม้พุ่มมีเนื้อไม้ สูงประมาณ 0.5-1 เมตร ใบเป็นใบประกอบ กลีบดอกสีขาว-ม่วง กลีบเลี้ยง
สีเขียวมีหนาม ผลถูกห่อหุ้มด้วยกลีบเลี้ยง โดยผลอ่อนสีเขียว ผลแก่สีส้ม-แดง ภายในผลมีเมล็ดเป็น
จ านวนมาก ช่อผลคล้ายมะเขือเทศ ลักษณะพิเศษคือ ล าต้น และกลีบเลี้ยงมีหนามแหลม และจากการ
ค้นคว้าเอกสารเบื้องต้น พบว่ามีลักษณะคล้ายกับ Solanum sisymbriifolium Lam. (USDA, 2015) 
ซึ่งพบแพร่กระจายในหลายพ้ืนที่ ได้แก่ เอเชีย แอพริกา อเมริกาใต้ และยุโรป โดยในเอเชีย พบใน
ประเทศ จีน อินเดีย ญี่ปุ่น เกาหลี ไต้หวัน และ ตุรกี (CABI, 2015) และมีรายงานพบเป็นวัชพืชใน
แอฟริกาใต้ (Byrne et al., 2002; King et al., 2011) เนื่องจากพืชดังกล่าวมีลักษณะพิเศษคือ ล าต้น 
และกลีบเลี้ยงมีหนามแหลมดังนั้นเพ่ือให้ง่ายต่อการจดจ าจึงเรียกว่า “มะเขือหนาม”เพ่ือให้สอดคล้อง
กับลักษณะของพืช 

วัชพืชร้ายแรงหลายชนิดสามารถสร้างเมล็ด ได้จ านวนมาก เมล็ดมีการพักตัว เมื่อ
สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม หรือมีอายุยาว นอกจากนี้หลายชนิดยังมีขนาดเล็ก ยากต่อการตรวจสอบ 
หรือมีขนาดใกล้เคียงกับเมล็ดพืชปลูก ท าให้แยกออกจากเมล็ดพันธุ์พืชปลูกได้ยาก (Muenscher, 
1980) นอกจากนี้การแพร่กระจายของวัชพืชนั้น เมล็ดเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญแล้ว วัชพืชยังสามารถ
ขยายพันธุ์จากส่วนอ่ืนๆ ได้ โดย พรชัย (2540) รายงานว่าในกรณีที่สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม หรือ
ส่วนของล าต้น และใบถูกก าจัดออกไป ไม่สามารถผลิตเมล็ดได้ วัชพืชสามารถพัฒนาส่วนของล าต้นให้
ขยายพันธุ์ต่อไปได้ เช่น ไหล (stolon และ runner) เหง้า (rhizome) หัว (tuber) และ Bulb 
เนื่องจากมะเขือหนามสามารถสร้างเมล็ดได้เป็นจ านวนมาก รูปร่างและขนาดใกล้เคียงกับพืชวงศ์
มะเขือ ดังนั้นโอกาสในการแพร่กระจายโดยเมล็ดจึงสูง นอกจากนี้จากการสังเกตเบื้องต้นพบว่ามะเขือ
หนามเป็นพืชอายุหลายปี ล าต้นมีเนื้อไม้ อาจจะขยายพันธุ์โดยล าต้นได้เช่นกัน ดังนั้นการศึกษา
ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของหญ้ามะเขือหนาม รวมถึงวิธีการจัดการ จึงเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่มี
ความส าคัญอย่างยิ่ง เพ่ือให้ได้ข้อมูลพ้ืนฐานสนับสนุนการแจ้งเตือนเกษตรกร และเป็นข้อมูล
ประกอบการวางแผนป้องกันและก าจัดที่เหมาะสมต่อไป 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
- กล้องถ่ายรูปแบบดิจิตอล  
- กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope)  
- เลนส์ขยาย 10 เท่า ส าหรับการตรวจสอบเบื้องต้นในภาคสนาม 
- กรรไกร มีด เสียม หรือพลั่ว ส าหรับตัด/ขุด ตัวอย่างพืช 
- ดินและกระถาง ส าหรับปลูกพืชทดสอบในเรือนทดลอง 
- แผงอัดตัวอย่างพรรณไม้พร้อมกระดาษฟูก ฟองน้ าและหนังสือพิมพ์ พร้อมเชือกไส้

ตะเกียงและป้ายชื่อส าหรับผูกตัวอย่างพืช 
- กระดาษติดตัวอย่างพืช พร้อมแฟ้มปก 
- น้ ายาชุบตัวอย่างวัชพืช ประกอบด้วย ฟีนอล เมอคิวริคคลอไรด์ เอทธิลแอลกอฮอล์ 
- การบูร  
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- เครื่องรับสัญญาณดาวเทียม เพ่ือระบุพิกัด 
- อุปกรณ์อ่ืนๆ ที่จ าเป็น เช่น ถุงพลาสติกขนาดต่างๆ กระถางพลาสติก กระบะปูน และ

ป้ายแสดงกรรมวิธี  
- สมุดบันทึก 

วิธีการ 
ศึกษานิเวศวิทยา 

1) ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดมะเขือหนาม โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ 
(detection survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในจังหวัดเชียงใหม่ ล าพูน ลพบุรี เพชรบุรี 
ประจวบครีีขันธ์ สมุทรสงคราม สระบุรี สุพรรณบุรี ชลบุรี ระยอง ตราด กาญจนบุรี และราชบุรี บันทึก 
สถานที่หรือพิกัดท่ีเก็บตัวอย่าง สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูกหลัก ลักษณะพืชเป้าหมาย การถูกท าลายโดย
ศัตรูธรรมชาติ วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ แมลง และศัตรูธรรมชาติ ที่พบในพ้ืนที่ที่ส ารวจ 
 2) การจัดท าตัวอย่างแห้ง น าตัวอย่างมะเขือหนามมาอัดในแผงพรรณไม้ ขนาดประมาณ 50 
X 30 เซนติเมตร เมื่อแห้งแล้วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร้อมติดป้าย ระบุ 
ชื่อวัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่ม
วิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 

3) เมล็ด น าเมล็ดที่เก็บได้ไปท าความสะอาด ผึ่งในที่ร่มให้แห้ง แบ่งเป็นสองส่วน คือ ส่วนที่ 1 
น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ ส่วนที่ 2 เก็บใส่กล่องพลาสติก พร้อมติด
ป้าย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ 
ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 

เวลาและสถานที่ 
 ท าการทดลอง ระหว่าง ตุลาคม 2561 - กันยายน 2562 (ระยะเวลา 1 ปี) ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ และพ้ืนที่การเกษตรและ
สิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคตะวันตก 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดมะเขือหนาม โดยใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ทั้งหมด 32 แหล่ง ในพ้ืนที่ 13 จังหวัด ได้แก่ ภาคเหนือ 2 
จังหวัด ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ และล าพูน ภาคกลาง 6 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดลพบุรี เพชรบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ สมุทรสงคราม สระบุรี และสุพรรณบุรี ภาคตะวันออก 3 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดชลบุรี 
ระยอง และตราด และภาคตะวันตก 2 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี และราชบุรี พบมะเขือหนาม
แพร่กระจายในต าบลชะอ า สามพระยา และไร่ใหม่พัฒนา อ าเภอชะอ า จังหวัดเพชรบุรี โดยพบการ
แพร่กระจายเป็นระยะทางประมาณ 14 กิโลเมตร พ้ืนที่ประมาณ 65 ตารางกิโลเมตร (ตารางท่ี 1 และ
ภาพที่ 1) 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 จากการส ารวจในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ทั้งหมด 32 แหล่ง ในพ้ืนที่ 13 จังหวัด 
ครอบคลุมพ้ืนทีภ่าคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันตก และภาคตะวันออก พบมะเขือหนามแพร่กระจายใน
ภาคกลางเพียงจังหวัดเดียวคือ ต าบลชะอ า สามพระยา  และไร่ใหม่พัฒนา อ าเภอชะอ า จังหวัด
เพชรบุรี โดยพบการแพร่กระจายเป็นระยะทางประมาณ 14 กิโลเมตร พ้ืนที่ประมาณ 65 ตาราง
กิโลเมตร เนื่องจากแหล่งที่พบยังอยู่ในพ้ืนเพียงจังหวัดเดียว ดังนั้นหากมีวิธีการป้องกันก าจัดที่มี
ประสิทธิภาพ จะช่วยป้องกันการแพร่กระจายไปยังพ้ืนที่อ่ืนๆ ได้ ซึ่งจะต้องมีการศึกษาต่อไปในอนาคต 
 

ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณ พนักงานราชการ และจ้างเหมาบริการ ของกลุ่มวิจัยวัชพืช ที่ช่วยให้งานวิจัยนี้
ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
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Table 1 Survey locations 

Region Sub-district District Province Habitat Latitude-N Longitude-E 

Northern Hang Dong Hot Chiang Mai  roadside 18.213855 98.584218 

 - Fang Chiang Mai  non-crop 19.908995 99.03836 

 Ban Luang Chom Thong Chiang Mai  cabbage 18.541592 98.558003 

  Pa Phai Li Lamphun chilli 17.887803 98.9294631 

Central Hua Lam Tha Luang Lop Buri Eggplant 15.002323 101.322916 

 *Sam Phraya  Cha-Am Phetchaburi pineapple 12.65596 99.893946 

 *Sam Phraya  Cha-Am Phetchaburi non-crop 12.656259 99.894353 

 *Sam Phraya  Cha-Am Phetchaburi non-crop 12.65607 99.86785 

 *Rai Mai Phatthana Cha-Am Phetchaburi non-crop 12.634915 99.45582 

 *Rai Mai Phatthana Cha-Am Phetchaburi roadside 12.645362 99.865604 

 *Cha-Am Cha-Am Phetchaburi non-crop 12.667673 99.92852 

 *Cha-Am Cha-Am Phetchaburi roadside 12.650918 99.947134 

 *Cha-Am Cha-Am Phetchaburi roadside 12.686313 99.947464 

 *Sam Phraya  Cha-Am Phetchaburi roadside 12.725955 99.924834 

 Khao Krapuk Tha Yang Phetchaburi pineapple 12.712543 99.73883 

 Thap Tai Hua Hin Prachuap Khiri Khan pineapple 12.524493 99.832647 

 Ao Noi Mueang Prachuap Khiri Khan pineapple 11.918289 99.798445 

 Saeng Arun Thap Sakae Prachuap Khiri Khan coconut 11.55279 99.632758 

 Tha Kha Amphawa Samut Songkhram coconut 13.473204 99.982696 

 Than Kasem Phraputthabath Saraburi roadside 14.750901 100.834435 

 Ban Krang Si Prachan Suphan Buri Eggplant 14.6223248 100.1413297 

  Nong Phak Nak Sam Chuk Suphan Buri Eggplant 14.7345317 100.0664588 

Eastern Khao Kaew Tha Mai Chanthaburi pineapple 12.839515 101.951148 

 Pong Bang Lamung Chonburi  roadside 12.8731499 101.0638406 

 Wang Wa Klaeng  Rayong pineapple 12.7815069 101.6155107 

 Huai Thab Mon Khao Chamao Rayong pineapple 12.964563 101.68803 

 Chum Saeng Wang Chan Rayong pineapple 12.954443 101.543103 

 Saen Tung Khao Saming Trat pineapple 12.4272858 102.3771021 

  Paneet Khao Saming Trat pineapple 12.4840504 102.3516131 

Western Sai Yok Sai Yok Kanchanaburi Jackfruit 14.4865217 98.8461641 

 Nong Rong Phanom Thuan Kanchanaburi Eggplant 14.184443 99.644033 

  Samo Phlue Ban Lat Ratchaburi roadside 13.0581923 99.9350202 

*Locations found S. sisymbriifolium. 
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Figure 1 Solanum sisymbriifolium; a) flower b) fruit and c) the S. sisymbriifolium tree 
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ชนิดของเพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae) ที่เป็นพาหะของเช้ือ Polerovirus 
สาเหตุโรคเส้นใบเหลืองในพริกและใบเหลืองแตงกวา 

Species of Aphid (Hemiptera: Aphididae) Insect Vectors of the 
Polerovirus causing agent of Pepper Vein Yellowing Disease and 

Cucumber Yellowing Disease 
 

เกศสุดา สนศิริ1/  ภูวนารถ มณีโชติ2/  จารุวัตถ์ แต้กุล1/  ยุวรินทร์ บุญทบ1/  
1/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า  
 พริก (Capsicum sp.) และแตงกวา (Cucumis sativus L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของ
ประเทศไทย มีการปลูกกันอย่างแพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ เนื่องจากคนนิยมบริโภคและเป็นที่
ต้องการของตลาดทั้งในและต่างประเทศ แต่ในการผลิตพืชดังกล่าวมักประสบปัญหาและอุปสรรค
เกี่ยวกับโรคและแมลงศัตรูเข้าท าลาย ท าให้ผลผลิตและคุณภาพลดลง เพลี้ยอ่อน (Aphid) (Hemiptera: 
Aphididae) เป็นแมลงศัตรูส าคัญสามารถท าลายใบพืชโดยทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยดูดกินน้ าเลี้ยงจาก
เซลล์พืชบริเวณใต้ใบ หรือส่วนอ่อนๆท าให้ใบหงิกงอ ร่วงหล่น ต้นแคระแกรน นอกจากดูดกินน้ าเลี้ยง
จากเซลล์พืชแล้วเพลี้ยอ่อนยังเป็นพาหะถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช เนื่องจากมีปากแบบแทงดูด 
(piercing sucking) สามารถถ่ายทอดอนุภาคไวรัสไปยังเซลล์พืช โดยที่ไม่ท าให้เซลล์พืชเสียหายมาก
นัก ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพ่ือทราบชนิดเพลี้ยอ่อนพาหะและชนิดของโรคพืช
ความสัมพันธ์ของการถ่ายทอดโรคระหว่างชนิดของเพลี้ยอ่อนกับโรคพืชและพืชอาศัย โดย
ท าการศึกษาระหว่างเดือน ตค.60 – กย. 62 โดยท าการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนศัตรู
พริกและแตงกวา ลักษณะของใบพริก และแตงกวาที่แสดงอาการโรคเส้นใบเหลือง และโรคใบเหลือง 
ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ตาก และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดละ 5 แปลง 
รวม 150 ตัวอย่าง น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกและ DNA 
Barcode เพ่ือจัดจ าแนกชนิด และน าใบพืชที่แสดงอาการโรคมาตรวจสอบเชื้อ Polerovirus (PeVYV) 
จากการจัดจ าแนกชนิดจากลักษณะสันฐานวิทยาภายนอกและวิเคราะห์ DNA Barcode พบว่าเพลี้ย
อ่อนที่ส ารวจพบในพริกและแตงกวา ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา นครราชสีมา 
และตาก เป็นเพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis gossypii Glover และท าการตรวจสอบเชื้อ PeVYV ด้วยเทคนิค 
One Step RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อไวรัสในกลุ่ม PeVYV ท าการวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ นิวคลิโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ PeVYV แต่ละไอโซเลตหรือแต่ละสายพันธุ์ (strain) ที่พบมี
รายงานในฐานข้อมูล GenBank อยู่ระหว่าง 6,125 – 6,244 นิวคลีโอ จากการศึกษาครั้งนี้ได้ 
ค าหลัก : เพลี้ยอ่อน Aphididae โรค Polerovirus  
 
 
  
รหัสการทดลอง 03-47-61-01-00-00-02-61 
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วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 5´(Untranslated region: UTR) ยีน 
P0 และบางส่ วนของยีน P3 (coat protein: CP) ของเชื้อ PeVYV ทั้ ง 3 ไอโซเลต ได้แก่  ไอโซเลต 
กรุงเทพมหานคร (BK) ไอโซเลตกาญจนบุรี(KR) และไอโซเลตสุพรรณบุรี (SB) 

 
ค าน า 

พริก (Capsicum sp.) และแตงกวา (Cucumis sativus L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของ
ประเทศไทย มีการปลูกกันอย่างแพร่หลายทั่วทุกภาคของประเทศ เนื่องจากเป็นพืชอาหารที่คนนิยม
บริโภคและเป็นที่ต้องการของตลาดทั้งในและต่างประเทศ สามารถสร้างอาชีพและรายได้จ านวนมาก
ให้แก่เกษตรกร แต่ในการผลิตพืชดังกล่าวมักประสบปัญหาและอุปสรรคเก่ียวกับโรคและแมลงศัตรูเข้า
ท าลาย ท าให้ผลผลิตและคุณภาพลดลง ไม่เป็นที่ต้องการของตลาด เพ่ิมต้นทุนในการผลิต เพลี้ยอ่อน 
(Aphid) (Hemiptera: Aphididae) เป็นแมลงศัตรูส าคัญของทั้งพืชไร่และพืชผักหลายชนิด เช่น พริก 
พืชตระกูลแตง มันฝรั่ง และยาสูบ เป็นต้น ซึ่งสามารถท าลายใบพืชโดยทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยดูดกิน
น้ าเลี้ยงจากเซลล์พืชบริเวณใต้ใบ หรือส่วนอ่อนๆ เช่น ยอดอ่อน ตาอ่อน ใบ ดอก หลังการเข้าท าลาย
จะท าให้ใบหงิกงอ ร่วงหล่น ต้นแคระแกรน และขับถ่ายของเสียที่มีส่วนผสมของน้ าตาลที่เหลือใช้ 
เรียกว่า มูลน้ าหวาน (honeydew) ซึ่งเป็นอาหารของมดและราด า ราด าจะเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว
ปกคลุมใบ ใบจึงไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้อย่างเต็มที่ นอกจากจะดูดกินน้ าเลี้ยงจากเซลล์พืชแล้ว
เพลี้ยอ่อนยังเป็นพาหะถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช เพลี้ยอ่อนที่พบในเขตร้อนและเขตอบอุ่นมี
มากกว่า 200 ชนิด ที่เป็นพาหะน าเชื้อไวรัส (Brunt et al., 1996; Nault 1997; พัชรินทร์ 2555) 
เพลี้ยอ่อนจัดเป็นแมลงพาหะที่ส าคัญเนื่องจากมีลักษณะเด่นคือ มีปากแบบแทงดูด (piercing 
sucking) สามารถถ่ายทอดอนุภาคไวรัสไปยังเซลล์พืช โดยที่ไม่ท าให้ เซลล์พืชเสียหายมากนัก 
นอกจากนี้เพลี้ยอ่อนยังมีลักษณะเด่นที่ท าให้ประสิทธิภาพในการถ่ายทอดโรคไวรัสดีกว่าแมลงอ่ืนๆคือ 
เป็นแมลงที่สืบพันธุ์โดยไม่อาศัยเพศ ท าให้ประชากรเพลี้ยอ่อนเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ก่อให้เกิดการ
ระบาดของเชื้อไวรัสเป็นไปได้อย่างรวดเร็ว ในระยะเวลาอันสั้น (พัชรินทร์, 2555)   
 เชื้อไวรัสในกลุ่ม Polerovirus  จะท าให้พืชอาการม้วนขึ้นเข้าหากันของขอบด้านข้าง สีซีดจาง 
โดยเฉพาะใบล่าง และกิ่งก้านใบมีการตั้งชูขึ้น ส่วนของแคระแกร็น และอาจมีแผลเนื้อเยื่อตายแห้งตาย 
(necrosis) ในเนื้อเยื่อท่อล าเลียงอาหารในส่วนของล าต้นและก้านใบ (Ryazantsev and Zavriev, 
2009) การถ่ายทอดและการแพร่ระบาดของไวรัสชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ์ได้ ดังนั้นเมื่อน าหัว
พันธุ์ที่เป็นโรคไปปลูกจะมีส่วนอย่างมากท่ีท าให้ผลผลิตลดลง ซึ่งเชื้อนี้ไม่สามารถถ่ายทอดโดยวิธีสัมผัส 
แต่สามารถถ่ายทอดได้โดแมลงพาหะจ าพวกเพลี้ยอ่อน แบบ persistent manner (Mayo et al. 
2000) ซึ่งโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสนี้ไมมีทางแก้ไขนอกจากการป้องกัน และวิธีการป้องกันก าจัดที่ได้ผล
และมีประสิทธิภาพก็คือการป้องกันก าจัดแมลงพาหะที่จะน าเชื้อไวรัสมาปล่อยสู่พืช 
 ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จะท าให้ทราบชนิดของเพลี้ยอ่อนที่ระบาดในพ้ืนที่ปลูกพริกและ
แตงกวาของประเทศไทย และสามารถใช้เป็นข้อมูลในการศึกษาชนิดของเพลี้ยอ่อนที่มีศักยภาพในการ
เป็นพาหะน าเชื้อไวรัสมาสู่พริกและแตงกวา เพ่ือเป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาหาแนวทางการ
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ป้องกันก าจัดที่มีประสิทธิภาพ รวมถึงการเฝ้าระวัง การพยากรณ์การระบาด ตลอดจนการวางแผนใน
การจัดการกรณีท่ีมีการตรวจพบการระบาดของเชื้อไวรัสในพริกและแตงกวาต่อไป  

 
วิธีด าเนินการ 

ปี 2561  
1) ศึกษา DNA Barcode ของเพลี้ยอ่อนที่เป็นศัตรูในพริกและแตงกวา  

 เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อน แตงกวา พริก และพืชอาศัยอื่นๆ จากแปลงปลูกที่แสดงอาการ
ของโรคที่ เกิดจากเชื้อ Polerovirus ในแหล่งปลูกพริกและแตงกวา ได้แก่  จังหวัดกาญจนบุรี 
สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุทธยา และนครราชสีมา โดยท าการส ารวจ จ านวน 5 แปลงต่อจังหวัด  
ตัวอย่างที่ได้จากการส ารวจแบ่งตัวอย่างเป็น 3 ส่วน คือ 
  - ส่วนที่ 1 น าไปตรวจหาเชื้อ Polerovirus 
  - ส่วนที่ 2 น าไปศึกษาชนิดและ DNA barcode ของเพลี้ยอ่อน 
   - ส่วนที่ 3 น าไปศึกษาการถ่ายทอดโรคระหว่างเพลี้ยอ่อนกับเชื้อ Polerovirus และ
พืชอาศัยอ่ืน 
  การบันทึกข้อมูล   
  - พืชอาหาร พันธุ์พืช อายุของพืช พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วันที่ ปริมาณการพบ ชื่อผู้
เก็บตัวอย่าง และปัจจัยแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ความชื้น พืชปลูกข้างเคียง สภาพแวดล้อมทั้งในและ
นอกแปลง ฯลฯ 
 1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอก 

 1) น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัยที่ส ารวจได้ บางส่วนมาท าสไลด์ถาวร โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Blackman and Eastop (2000)   
  2) น าสไลด์ที่ผ่านการอบจนแห้งมาตรวจวิเคราะห์จ าแนกชนิดภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ตรวจสอบลักษณะส าคัญต่างๆ ที่ใช้ในการจ าแนกชนิดกับเอกสารแนวทางการวินิจฉัยเพลี้ย
อ่อน ลักษณะส าคัญของเพลี้ยอ่อนที่ใช้ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ ส่วนหัว ; ร่องหนวดและร่องบริเวณ
หน้าผาก ความสั้นยาวของหนวด จ านวนปล้องและความยาวส่วนปลายของปล้องสุดท้าย ความยาว
ของปาก ส่วนอก; ความยาวของปลายขาคู่หลังและหนามบนน่องขา ส่วนท้อง ; จะมีตุ่มขนาดเล็ก
ปรากฏบริเวณปล้องท้องปล้องที่ 1 และ 7 โดยเฉพาะปล้องที่ 7 ต าแหน่งของตุ่มขนาดเล็กท่ีปรากฏอยู่
ด้านบนหรือด้านล่างรูหายใจใช้เป็นลักษณะส าคัญในการจ าแนกระดับสกุล แต่ในเพลี้ยอ่อนบางชนิดไม่
ปรากฏตุ่มดังกล่าว วาดรูปแสดงลักษณะต่างๆที่ส าคัญ  
 3) จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษา เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตาม
ระบบสากล เพ่ือตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 

 4) การบันทึกข้อมูล 
    - บันทึกรายละเอียดต่างๆ ของเพลี้ยอ่อนที่ส ารวจพบ เช่น ลักษณะ รูปร่าง ขนาด 

สี ฯลฯ พร้อมทั้งถ่ายภาพเพลี้ยอ่อนในแต่ละระยะ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายที่ต้องติดไว้
กับสไลด์เพลี้ยอ่อนแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และ วั น/
เดือน/ปีที่ท าสไลด์ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช้เมาท์ (mount) สไลด์  
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1.2 การศึกษาล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยอ่อน  

1) น าตัวอย่างตัวเต็มวัยเพลี้ยอ่อน ที่ได้จากการส ารวจ ดองไว้ในแอลกอฮอล์ 70 -
95% และเก็บในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

  2) ท าการสกัดสารพันธุกรรม (DNA Extraction) จ านวน 3 ตัวอย่าง/แปลง ด้วยชุด 
สกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป ( ISOLATE II Genomic DNA kit; Cat No. BIO-52067) ดังวิธีการ
ต่อไปนี้ 

- การเตรียมตัวอย่าง (Sample preparation): น าตัวเต็มวัยที่ไม่มีปีก 1 ตัว มาใส่ใน
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml  

- เตรียมการสลายผนังเชลล์ (pre-lysis): โดยการเติม Lysis Buffer GL ปริมาณ 180 
ไมโครลิตร และ Protinase K Solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ปิดหลอดให้สนิทพร้อมทั้งพันด้วย
พาราฟิล์ม (Paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 
20 ชั่วโมง  

- ท าการย่อยตัวอย่าง (Lyse sample): เขย่าอย่างรวดเร็ว และเติม Lysis Buffer 
G3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และบ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และเขย่าให้
สม่ าเสมอ 

- เตรียมพร้อมในการจับสารพันธุกรรม (Adjust DNA binding conditions): เขย่า
อย่างรวดเร็ว และเติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (ethanol 100%) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร และเขย่าให้
สม่ าเสมอ 

- ท าการจับสารพันธุกรรม (Bind DNA): ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน ISOLATE II 
Genomic DNA tube และตกตะกอนโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้ง
ของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) 

- ล้างตะกอน (Wash silica membrane): เติม Wash Buffer GW1 ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่ 
เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม Wash Buffer GW2 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และตกตะกอน
โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการ
ตกตะกอน 

- ตกตะกอนสารพันธุกรรมให้แห้ง (Dry silica membrane): ตกตะกอนโดยการปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube 
มาใส่ใน 
หลอดทดลองขนาดเล็ก 1.5 ไมโครลิตร 

- ละลายสารพันธุกรรม (Elute DNA): เติม  Elution Buffer G ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร จากนั้น ท าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ตกตะกอนโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
11,000x g เป็นเวลา 1 นาท จากนั้นน า DNA ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ในวิธีการ
ต่อไป 
  3) ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA เป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน mtCOI ของเพลี้ยอ่อน (Hebert et al., 2003) 
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โดยเพ่ิมปริมาณชิ้น  DNA เป้าหมาย โดยใช้ส่วนผสมของ MyTag HS Red DNA Polymerase 
(Bioline, Australia) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสมรวม 25 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
   Nuclease-free water    14.5   ไมโครลิตร 
   5x MyTaq Red Reaction Buffer   5   ไมโครลิตร 
   10 pmole LCO1490                            1   ไมโครลิตร 
   10 pmole HCO2198              1   ไมโครลิตร 
   MyTaq HS Red DNA Polymerase  0.5   ไมโครลิตร 
   DNA template        3   ไมโครลิตร  
 น าส่วนผสมของ MyTag HS Red DNA Polymerase ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ
สารพันธุกรรม (PCR machine) โดยใช้อุณหภูมิ และระยะเวลาดังนี้ Predenaturation ที่อุณหภูมิ 
94°C เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ, ตามด้วย Denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 20 
วินาที, Annealing ที่อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 20 วินาที, extension 72 °C เป็นเวลา 45 วินาที 
จ านวน 35 รอบ และ Final extension ที่อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 5 นาที 4) ตรวจสอบ PCR 
product ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) โดยหยอด PCR product ลงใน 2 % 
agarose gel ใน 0.5 X TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์, 400 mp 
(Voltage) เป็นเวลา 45 นาที  
  5) ท าให้ PCR product มีความบริสุทธิ์ด้วย Isolate II PCR and Gel kit; Cat No. 
BIO-52060 ด้วยขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
        -   การเตรียมตัวอย่าง (Sample preparation): โดยการน า PCR product มา
เติมน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปริมาณ 30 ไมโครลิตร และเติม Binding Buffer CB  

- ท าการจับสารพันธุกรรม (Bind DNA): ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน ISOLATE II 
PCR and GELColumn และตกตะกอนโดยการปั่นเหวี่ยงที่เร็ว 11,000x g เป็นเวลา 30 วินาที 
จากนั้นทิ้งของเหลวที่เหลือ 
จากการตกตะกอน 
        - ล้างตะกอน (Wash silica membrane): โดยการเติม Wash Buffer CW 
ปริมาณ 700 ไมโครลิตร และตกตะกอนโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที 
จากนั้นทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน (ท าช้ าสองครั้ง) 
       - ตกตะกอนสารพันธุกรรมให้แห้ง (Dry silica membrane): ตกตะกอนด้วยเครื่อง
ปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube 
มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก 1.5 ไมโครลิตร 
      -  ละลายสารพันธุกรรม (Elute DNA): โดยการเติม Elution Buffer G ปริมาณ 15 
ไมโครลิตร จากนั้น ท าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ตกตะกอนโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

Primer Sequence Base 
LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' 25 
HCO2198 5'-TAAACTTCAGGGTGCCAAAAAATCA-3' 25 
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11,000x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน า DNA ที่บริสุทธิ์ (Purified DNA) ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 
  6) ท าการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) เพ่ือตรวจหาล าดับ
เบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยส่งตัวอย่างดีเอ็นเอเป้าหมายที่บริสุทธิ์ของเพลี้ยอ่อนไปวิเคราะห์หา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ประเทศเกาหลีใต้ 

          7) น าข้อมูลของดีเอ็นเอที่ได้มาท าการวิเคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับเบส
เพลี้ยอ่อนที่น ามาศึกษาทั้งหมด  (Sequence assembly) เพ่ือให้ได้ DNA barcoding ที่มีความ
ถูกต้อง โดยโปรแกรมที่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดท ารหัสดีเอ็นเอ (assemble) เช่น Bioedit 
Sequence Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999). 
                 8) บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่า Barcode น าผลที่ได้มา
เปรียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเพลี้ยอ่อนที่อยู่ในฐานข้อมูล GeneBank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวม
ฐานข้อมูล ทางพันธุกรรมศาสตร์จากทั่วโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้อง  

ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcode) ในการศึกษาจะถูกเก็บบันทึก และรายงาน
เพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช นอกจากนี้ยังสามารถน า ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ ที่ได้มาศึกษาโครงสร้างพันธุกรรมต่อได้
อีก 

2) ศึกษาวงจรชีวิตเพลี้ยอ่อนในพริกและแตงกวา 
น าตัวเต็มวัยเพลี้ยอ่อนที่ได้จากการเก็บตัวอย่าง มาเลี้ยงในกล่องเลี้ยงแมลงที่มีพืชอาหาร

บรรจุอยู่ ท าการแยกเพลี้ยอ่อนตัวเต็มวัยชนิดไม่มีปีก ใส่ในกล่องพลาสติกกล่องละ 1 ตัว พร้อมพืช
อาหาร ท าการตรวจสอบทุก 2 ชั่วโมง ท าการทดลอง 15 ซ้ า สังเกตุพฤติกรรมและระยะเวลาลอกคราบ
ในแต่วัย 

การบันทึกข้อมูล 
- ระยะตัวอ่อน 
- ระยะตัวเต็มวัย 
- พฤติกรรมในแต่ละระยะ 

3) ศึกษาชนิดเชื้อ Polerovirus ในพริกและแตงกวาด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล    
สกัด DNA จากต้นพริกและแตงกวาที่ได้รับการถ่ายเชื้อ Polerovirus ด้วยปฏิกิริยา One 

step RT-PCR สังเคราะห์ยีน CP บางส่วนของเชื้อ Polerovirus จากอาร์เอ็นเอรวมที่เตรียมได้ โดย
ไพรเมอร์ที่ใช้สังเคราะห์ยีน CP บางส่วนของเชื้อไวรัสในจีนัส Polerovirus ประกอบด้วยไพรเมอร์ 
Pol3870F (5'-YTVGGTTTYAAAGTCGAGG-3') (Sharman et al. , 2015)  แ ล ะ ไพ ร เม อ ร์  AS3 
(5'CACGCGTCIACC TATTTIGGRTTITG-3') (Abraham et al., 2008) โดยได้ชิ้ นดี เอ็น เอขนาด
ประมาณ 360 คู่เบส และใช้ส่วนผสมของ one step RT-PCR (QIAGEN) ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์
ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
   Nuclease-free water  11   ไมโครลิตร 
   5x buffer     4   ไมโครลิตร 
   10 mM dNTPs     1   ไมโครลิตร 
   10 pmole Pol3870F              0.5   ไมโครลิตร 
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   10 pmole AS3            0.5   ไมโครลิตร 
   enzyme mix     1   ไมโครลิตร 
   RNA template     2   ไมโครลิตร 
   ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) 
โดยท าปฏิกิริยา 
ในการสังเคราะห์ดังนี้ 
            1) First strand synthesis  50 oC 30 นาที 
       Predenaturation   94 oC 15 นาที 
          2) Three step-cycling   35 cycles 
       Denaturation   94 oC  20 วินาที 
        Annealing    55 oC  20 วินาที 
        Extension    72 oC  30 วินาที 
            3) Final extension   72 oC   5 นาท ี
 
  เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเอ็นเอผลผลิตด้วย  1.2% agarose gel 
electrophoresis ทีเ่ติม Redsafe Solution ใน 1X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 35 
นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง gel documentation 
   การโคลนยีนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีไทด์ 
          แยก DNA ออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต จากนั้นตรวจสอบขนาดและปริมาณ DNA ที่ได้
ด้วย 1% agarose gel electrophoresis แล้วเชื่อมต่อ DNA เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy 
(Promega) โดยเติม DNA 150 นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-
T easy vector 50 นาโนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 16 oC นานข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli  
(E.coli) ส าย พันธุ์  JM109 โดยใช้ วิ ธี  heat shock transformation (Sambrook and Russell, 
2001) คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของเชื้อ Polerovirus ด้วยวิธี blue-white 
selection แล้วตรวจสอบโคลนของพลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค  PCR โดยน าเซลล์
แบคทีเรียที่ให้โคโลนีสีขาวจ านวน 10 โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 2 ไมโครลิตรใช้
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน CP บางส่วนของเชื้อ Polerovirus 

การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
                  วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA จากปฏิกิริยา PCR มาท าการวิเคราะห์หา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
เมื่ อ ได้ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ แ ล้ ว จ ะน าม าวิ เค ร าะห์ ด้ ว ย โป รแ ก รม  Blastn แ ล ะ  Blastp 
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แล้ ว เปรียบ เที ยบกับ ล าดั บนิ วคลี โอ ไทด์ ของเชื้ อ 
Polerovirus ที่มีรายงานอยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมจากข้อมูลยีน 
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CP ด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์และจัดกลุ่มของเชื้อไวรัสกลุ่ม 
Polerovirus ชนิดต่าง ๆ จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 6 (Tamura et 
al., 2013)  

 4) การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยอ่อน ส่วนของพืชที่พบตัวอย่าง ลักษณะการท าลาย ลักษณะ
อาการของพืชที่เป็นโรค วัน /เดือน /ปี สถานที ่พิกัดภูมิศาสตร์ (GPS)  และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง รวมทั้ง
บันทึกโดยการถ่ายภาพ 
เวลาและสถานที่ 

เวลา        ตุลาคม 2560 - กันยายน 2562 
สถานที่      - แหล่งปลูกพริกและแตงกวา ในจังหวัด สุพรรณบุรี กาญจนบุรี  
    พระนครศรีอยุธยา ตาก และนครราชสีมา  
 

-  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  และ
ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนศัตรูพริกและแตงกวา ลักษณะของใบพริก 
และแตงกวาที่แสดงอาการโรคเส้นใบเหลือง และโรคใบเหลือง ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี 
พระนครศรีอยุธยา ตาก และจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดละ 5 แปลง รวม 150 ตัวอย่าง (Figure 1, 2) 
น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกและจัดท าสไลด์ถาวรเพ่ือจัด
จ าแนกชนิด และน าเพลี้ยอ่อนอีกส่วนเก็บไว้ในแอลกอฮอล์ 95% ส าหรับศึกษา DNA Barcode และ
น าใบพืชที่แสดงอาการโรคมาตรวจสอบเชื้อ PeVYV (Figure 3) จากการวินิจฉัยชนิดจากลักษณะ
สันฐานวิทยาภายนอกและวิเคราะห์ DNA Barcode พบว่าเพลี้ยอ่อนที่ส ารวจพบในพริกและแตงกวา 
ในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา นครราชสีมา และตาก เป็นเพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis 
gossypii Glover พร้อมทั้งได้เตรียมต้นพริกและแตงกวาที่ปลอดโรค และที่เป็นโรค ส าหรับการ
ถ่ายทอดโรค เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของเพลี้ยอ่อน จ านวนวันที่รับเชื้อ จ านวนตัว และจ านวนวันที่
ถ่ายทอดเชื้อ ของเพลี้ยอ่อนกับเชื้อในพริก และได้ท าการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและวงจรชีวิต
ของเพลี้ยอ่อนฝ้าย A. gossypii ในห้องปฏิบัติการพบว่า เพลี้ยอ่อนฝ้ายเป็นเพลี้ยอ่อนขนาดเล็ก ล าตัว
ยาว 1.30 - 1.58 มิลลิเมตร ตัวอ่อนออกมาใหม่ๆมีขนาดเล็กมากสีเหลืองจางจนเกือบขาว เมื่อโตขึ้นมี
สีเหลืองอมเขียว จนถึงเขียวเข้ม หนวดปล้องที่ 1, 2 และส่วนปลายหนวดของหนวดปล้องสุดท้ายสี
น้ าตาลอ่อน หนวดยาวแต่สั้นกว่าล าตัวมีจ านวน 6 ปล้อง ปากยาวถึงโคนขาคู่หลัง ไซฟังคูไลสีด าเข้ม
ยาวกว่าส่วนหาง ส่วนหางรูปร่างคล้ายลิ้น สี อ่อนกว่าไซฟังคูไล มีขน 4-7เส้น เพลี้ยอ่อนฝ้าย           
A. gossypii มีตัวอ่อน 4 ระยะ ใช้เวลา 6-7 วัน ระยะตัวเต็มวัย 12-30 วัน (Figure 4) และท าการ
ตรวจสอบเชื้อ PeVYV ที่พบในต้นพริกที่ท าการส ารวจพบในจังหวัด กาญจนบุรี และสุพรรณบุรี ด้วย
เทคนิค One Step RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อไวรัสในกลุ่ม PeVYV ท าการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ นิวคลิโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ PeVYV แต่ละไอโซเลตหรือแต่ละสายพันธุ์ (strain) 
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ที่พบมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank อยู่ระหว่าง 6,125 – 6,244 นิวคลีโอ (Figure 6) จาก
การศึกษาครั้งนี้ได้วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณที่ไม่แปลรหัสด้านปลาย 5´ (Untranslated 
region: UTR) ยีน P0 และบางส่วนของยีน P3 (coat protein: CP) ของเชื้อ PeVYV ทั้ง 3 ไอโซเลต 
ได้แก่ ไอโซเลต กรุงเทพมหานคร (BK) ไอโซเลตกาญจนบุรี(KR) และไอโซเลตสุพรรณบุรี (SB) ดังนี้  
 1. บริเวณท่ีไม่แปลรหัสด้านปลาย 5  

    เชื้อ PeVYV ทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 50 นิวคลิโอไทด์ (Figure 7) มีความคล้ายคลึงกันที่ 
98% - 100%  
 2. ยีน P0  

   เชื้อ PeVYV ทั้ง 3 ไอโซเลต มีขนาด 750 นิวคลิโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 249  
เรซิดิวส์ ค้านวณน้้าหนักโมเลกุลได้ 28.35-28.59 กิโลดาลตัน จากการท้า multiple alignment ของ
ล้าดับนิวคลิโอไทด์ (Figure 8) และกรดอะมิโน (Figure 9) ของโปรตีน P0 พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน
กันที่ระดับ 86.5% - 91.6% และ 87.7% - 86.4% ตามล้าดับ 
 3. ยีน P3 บางส่วน 
    ยีน P3 ของเชื้อ PeVYV มีขนาด 621 นิวคลิโอไทด์ จากการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์
ครั้งนี้ได้มาเพียงบางส่วนจ้านวน 366 นิวคลิ โอไทด์ ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องวิเคราะห์ให้ครบจ้านวน 
นิวคลิโอไทด์ทั้งยีนก่อนจึงจะสามารถวิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันและน้้าหนักโมเลกุลของโปรตีนได้
และแยกเชื้อไวรัสให้บริสุทธิ์ไว้ในต้นพริก ส าหรับในแตงกวาจากการส ารวจไม่พบไวรัสในกลุ่ม PeVYV  

ศึกษาความสัมพันธ์ของเพลี้ยอ่อนในการถ่ายทอดเชื้อ PeVYV ในพริก โดยศึกษาจ านวนวันที่
รับ เชื้อ จ านวนตัว และจ านวนวันที่ ถ่ ายทอดเชื้อ ซึ่ งอยู่ ระหว่างการตรวจสอบเชื้อไวรัสใน
ห้องปฏิบัติการ 
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Figure 1 Surveying aphids and diseases in cucumber plantations 
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Figure 2 Surveying aphids and diseases in chilli plantations 

 
Figure 3 Extraction of DNA, aphids in the laboratory 
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Figure 4 Study the biology of Aphis gossypii Glover in the laboratory 

 
 

 
Figure 5 Symptoms of chilli that show yellow leaves, broken leaves, shape and  

  curled leaves 
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Figure 6 Showing the DNA band of 357 nucleotide viruses examined with One Step  
             RT- PCR using a specific pair of primers 
 

 
 

Figure 7 Multiple aligment of nucleotide of 5´ UTR of Pepper vein yellows virus by ClustalW 
         PBK: Isolate Bangkok 
               PKR: Isolate Kanchanaburi 
               PSB: Isolate Salaburi     
               (*) refers the nucleotides are identical in all sequence    

PBK-P0   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGACTTCTTCAAGTTTT   50 

PKR-P0   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGATTTCTTCAAGTTTT   50 

PSB-P0   ACAAAATATACGAAGAGAGAGAGCCCTTGCCAGTGACTTCTTCAAGTTTT   50 

         ************************************ ************* 
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Figure 8 Multiple aligment of nucleotide of P0 gene Pepper vein yellows virus by ClustalW 
  PBK: Isolate Bangkok 
                PKR: Isolate Kanchanaburi 
                PSB: Isolate Salaburi     
               (*) refers the nucleotides are identical in all sequence    
 
 

 

 

PBK-P0   ATGAACTTCGAACTGATTAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

PKR-P0   ATGAACTTCGAACTGATCAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

PSB-P0   ATGAACTTCGAACTAATCAACGGAAGCCATCTTAAAGTTTCCCTCACTCGCAAGCTCGGT  60 

         ************** ** ****************************************** 

 

PBK-P0   TACAGAGAAAGAATCCTAAATTTAGCAGTATTCCTAAGTCAATATCTCGTAACCGTTCAG  120 

PKR-P0   TACAGAGAGAGAATCCTAAACTTAGCAGTATTCTTAACTCAATACCTCATAACCGTCCAA  120 

PSB-P0   TATAGAGAAAGAATCCTAAATTTAGCAGTATTCTTAAGTCAATACCTCGTAACCGTCCAA  120 

         ** ***** *********** ************ *** ****** *** ******* **  

 

PBK-P0   GAAAATGCAACTACAAATCATTTTCTCCGCTCTATTTGTGCTCTCCTCCCTTTCCTTCTC  180 

PKR-P0   GAAAATGCAACTACAAACCATTTTCTTCGCTCTATTTGTGCTCTCCTCCCTTTCCTTCTC  180 

PSB-P0   GAAAATGCAACTACAAACCATTTTCTTCGCTCTATTTGTGCTCTTCTCCCTTTCCTTCTC  180 

         ***************** ******** ***************** *************** 

 

PBK-P0   AGCACCAGATGCCCCTTTGTGGCAGGGAATGCTCCGCACAGGAACACCAAACGGGAATAT  240 

PKR-P0   AGCAGCCAATGTCCCTTTTTATCAGGGAATACACCGCACCGGAACGGCAAGCGGGAACAG  240 

PSB-P0   AGCAGCCAATGTCCCTTTTTATCAGGGAATACACCGCACCGGAACGGCAAGCGGGAACAG  240 

         **** *  *** ****** *  ******** * ****** *****  *** ****** *  

 

PBK-P0   AAGCGAATTTCCCGGCTGGCCCTTTTCTGCGGAGTTAACATTACTTCCAGCTGTGAAGGA  300 

PKR-P0   AAACGAGTCTATAGACTCGCTCTTTACTGTGGAGTTAACATCAATCCTTGCTGGAAAGGA  300 

PSB-P0   AAGCGAGTCTCTAAGCTCGCTCTTTACTGTGGAGTTAACATCGCTCCTTGCTGGAATGGA  300 

         ** *** * *     ** ** **** *** ***********   * *  ****  * *** 

 

PBK-P0   GAGGTTACAACCTCCGCTTGGCTCCAAACCGATAATAACCTCGGAGCCCCACGAACCCAC  360 

PKR-P0   GAGGCCTTTTCCCCCGTTTGGCTCCAAACCGATAATAAACTCGGAGCCCCACGAGCCCAC  360 

PSB-P0   AAGGCCTCATCCTCCGCTTGGCTCCAAACCGATAACAACCTCGGAGCCCCACGAGCCCAC  360 

          ***      ** *** ****************** ** *************** ***** 

 

PBK-P0   CTTAAGAGACGCGCTGGATCTGCTATGGCAAGTTATATCCAGAGATTCCAGACGCCTCTC  420 

PKR-P0   TTTGAAAGAGGCGCTGGATCTGCTTTGGCAAGTTATCTCCAGAGATTCCAAACGCCTCTA  420 

PSB-P0   CTTAAGAGACGCGCTGGATCTGCTATGGCAAGTTATATCCAGAGATTCCAGACGCCTCTC  420 

          ** * *** ************** *********** ************* ********  

 

PBK-P0   TTCCAAGGCGCAGAAGAATTTTCAAGATTCTTGCGCGTATGGACTCACCACTGCGAAGGC  480 

PKR-P0   TTCCACGGCGCAGGCGAATTTACAAAGTTCTTGCGCATCTGGACTCGCCACTGCGAAACA  480 

PSB-P0   TTCCAGGGCGCAGAAGAGTTTTCAAGATTCCTGCGCGTATGGACTCACCACTGCGAAAGC  480 

         ***** *******  ** *** ***  *** ***** * ******* **********    

 

PBK-P0   GTGGTTGAAAGGAGCCTTCCAAAGCTTTCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

PKR-P0   GTGGTTGAGAGGAGCTTTCCAAAGCTTCCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

PSB-P0   GTGGTTGAAGGGAGCTTTCCAAAGCTTTCTGTGGACCGTGGTCTCATTGTGGAGCTTTGG  540 

         ********  ***** *********** ******************************** 

 

PBK-P0   CATCTGGGTCATTGTCTCCTGGATCTTTTATCTGGGGACGACATTTACTGTGCCCGTCGT  600 

PKR-P0   CATCTGGGTCACTGTCTCCTGGACCTTCTATCTAGTGACGACTTTTACAATTCCCGTCGT  600 

PSB-P0   CATCTGGGTCATTGTCTCCTGGACCTTCTATCTAGTGACGACATTTACCATGCCCGTCGT  600 

         *********** *********** *** ***** * ****** *****  * ******** 

 

PBK-P0   TTGTCTCGCGTTGCTTTACGCCTGTACGGAATTTATGGTGAAAGCATTGTTATGGATGTT  660 

PKR-P0   ATGTCTCGCATTGCTTTATGCCTTCACAACATTTATGGTGATGGCATTGCAGTGGATGTT  660 

PSB-P0   TTGTCTCGCGTTGCTTTATGCCTGCACAGAATTTATGGTGAAAGCATTGCGATGGATGTT  660 

          ******** ******** ****  **   ***********  ******   ******** 

 

PBK-P0   TACCGGTTGGCCCACATGCCTCGCTCAGCTTATATTAAAAGCGGGGAAGACTATCTTCAC  720 

PKR-P0   TACCGGTTGGCCCACATGCCTCGCTCAGTTTATATTAAAAGCGGGGAAAACTATCTTCAC  720 

PSB-P0   TACCGGCTGGCCCATTTGCCTCGCTCAGTTAGTTTTAAAAGCGGGGAGGACTATCTTCAC  720 

         ****** *******  ************ *  * *************  *********** 

 

PBK-P0   GGTTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

PKR-P0   GGTTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

PSB-P0   GATTCCCAGATTCAGAAGGAACTACAGTGA  750 

         * **************************** 



2187 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   กรมวชิาการเกษตร 

 
 

Figure 9 Multiple aligment of amino acid of P0 protein of Pepper vein yellows virus by Clustal W  
               PBK: Isolate Bangkok 
                PKR: Isolate Kanchanaburi 
                PSB: Isolate Salaburi     
               (*) refers the amino acids are identical in all sequence    
 

 

PKR-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLTQYLITVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

PBK-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLSQYLVTVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

PSB-P0      MNFELINGSHLKVSLTRKLGYRERILNLAVFLSQYLVTVQENATTNHFLRSICALLPFLL 60 

            ********************************:***:*********************** 

 

PKR-P0      SSQCPFLSGNTPHRNGKREQKRVYRLALYCGVNINPCWKGEAFSPVWLQTDNKLGAPRAH 120 

PBK-P0      STRCPFVAGNAPHRNTKREYKRISRLALFCGVNITSSCEGEVTTSAWLQTDNNLGAPRTH 120 

PSB-P0      SSQCPFLSGNTPHRNGKREQKRVSKLALYCGVNIAPCWNGKASSSAWLQTDNNLGAPRAH 120 

            *::***::**:**** *** **: :***:*****  . :*:. : .******:*****:* 

 

PKR-P0      FERGAGSALASYLQRFQTPLFHGAGEFTKFLRIWTRHCETVVERSFPKLPVDRGLIVELW 180 

PBK-P0      LKRRAGSAMASYIQRFQTPLFQGAEEFSRFLRVWTHHCEGVVERSLPKLSVDRGLIVELW 180 

PSB-P0      LKRRAGSAMASYIQRFQTPLFQGAEEFSRFLRVWTHHCESVVEGSFPKLSVDRGLIVELW 180 

            ::* ****:***:********:** **::***:**:*** *** *:*** ********** 

 

PKR-P0      HLGHCLLDLLSSDDFYNSRRMSRIALCLHNIYGDGIAVDVYRLAHMPRSVYIKSGENYLH 240 

PBK-P0      HLGHCLLDLLSGDDIYCARRLSRVALRLYGIYGESIVMDVYRLAHMPRSAYIKSGEDYLH 240 

PSB-P0      HLGHCLLDLLSSDDIYHARRLSRVALCLHRIYGESIAMDVYRLAHLPRSVSFKSGEDYLH 240 

            ***********.**:* :**:**:** *: ***:.*.:*******:***. :****:*** 

 

PKR-P0      GSQIQKELQ 249 

PBK-P0      GSQIQKELQ 249 

PSB-P0      DSQIQKELQ 249 

            .******** 
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ชนิดของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) และการเป็น
พาหะน าโรคกรีนนิ่ง (Huanglongbin) (Citrus greening 
disease)ของพืชตระกูลส้มในประเทศไทย 

Species of Citrus Psyllid (Hemiptera: Psyllidae) and Insect Vectors of 
the Citrus Greening Disease (Huanglongbin) in Citrus Species in Thailand 

 
จอมสุรางค์ ดวงธิสาร1/  แสนชัย ค าหล้า2/  จารุวัตถ์ แต้กุล1/   

1/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
        2/กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
รายงานความก้าวหน้า  

เพลี้ยไก่แจ้ส้ม (Citrus Psyllid) เป็นแมลงศัตรูพืชส ำคัญของพืชตระกูลส้ม ท ำลำยพืชตระกูล
ส้ม โดยตัวอ่อนและตัวเต็มวัยดูดกินน้ ำเลี้ยงจำกตำและยอดอ่อนของต้นส้ม ส ำหรับตัวอ่อนขณะดูดกิน
จะกลั่นสำรสีขำวมีลักษณะเป็นเส้นด้ำย ชักน ำให้เกิดรำด ำติดตำมมำ ใบที่ถูกท ำลำยจะหงิกงอ เหี่ยว
แห้ง ถ้ำท ำลำยถึงขั้นรุนแรงท ำให้ใบร่วงติดผลน้อยหรือไม่ติดผลเลย และยังเป็นพำหะถ่ำยทอด 
โรคกรีนนิ่ง (Citrus greening disease) ซึ่งเป็นโรคที่ส ำคัญที่สุดของพืชตระกูลส้มอีกด้วย ส ำหรับใน
ประเทศไทยข้อมูลของเพลี้ยไก่แจ้ส้มยังมีอยู่น้อยมำก และยังไม่เคยมีกำรส ำรวจ รวบรวม จ ำแนกชนิด 
ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ รวมทั้งศึกษำรหัสทำงพันธุกรรมของแมลงชนิดนี้มำก่อน นอกจำกนี้ยัง
ไม่มีกำรศึกษำที่สำมำรถยืนยันได้ว่ำเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่มีอยู่ในประเทศไทยสำมำรถถ่ำยทอดโรคกรีนนิ่งสู่
พืชได้  

วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ คือ เพ่ือทรำบชื่อชนิด ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ ข้อมูลรหัสทำง
พันธุกรรมของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม และทรำบข้อมูลรหัสทำงพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย Ca. L. asiaticus 
รวมทั้งประสิทธิภำพในกำรถ่ำยทอดเชื้อโรคไปสู่พืช ซึ่งเป็นข้อมูลที่ส ำคัญในกำรน ำไปสู่กำรหำแนวทำง
ในกำรบริหำรจัดกำรและป้องกันก ำจัดที่มีประสิทธิภำพต่อไป จำกกำรส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำง
เพลี้ยไก่แจ้ส้ม จำกแหล่งปลูกพืช เช่น มะนำว ส้ม ส้มโอ ตำมภูมิภำคต่ำงๆ ของประเทศไทย ในเขต
พ้ืนที่ภำคกลำง ภำคเหนือ และภำคใต้ ในระหว่ำงเดือนตุลำคม 2560 - กันยำยน 2562 ท ำกำร
วิ เครำะห์ชนิดของเพลี้ยไก่แจ้ส้มโดยใช้ เทคนิคชีวโมเลกุล สำมำรถจ ำแนกชนิดได้  1 ชนิด  
คือ Diaphorina citri (Kuwayama) รวมทั้งน ำไปตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) พบว่ำเป็นเชื้อ Ca.  L.  Asiaticus สำเหตุโรคกรีนนิ่ งในพืชตระกูลส้ม 
นอกจำกนีไ้ด้ท ำกำรเตรียมต้นพืชตระกูลส้ม (มะนำว ส้ม) และต้นแก้ว ส ำหรับเลี้ยงเพลี้ยไก่แจ้ส้มให้ได้
โคโลนีของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่บริสุทธิ์ เพ่ือท ำกำรทดสอบกำรถ่ำยทอดโรคต่อไป 

ค าหลัก: เพลี้ยไก่แจ้ส้ม  โรคกรีนนิ่ง พืชตระกูลส้ม 

 

รหัสกำรทดลอง 03-47-61-01-00-00-04-61 



2189 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ค าน า 
 เพลี้ยไก่แจ้หรือ jumping plant lice จัดอยู่ใน Superfamily Psylloidea (Aubert, 1987) 
เป็นแมลงที่ดูดกินน้ ำเลี้ยงจำกพืชและมีควำมจ ำเพำะเจำะจงกับพืชอำหำร  (Malenovsky et al. 
2012) เป็นแมลงศัตรูพืชที่มีควำมส ำคัญกับพืชผลทำงกำรเกษตรหลำยชนิด และยังเป็นแมลงพำหะ
ถ่ำยทอดเชื้อโรคสู่พืชได้อีกด้วยอำทิเช่น เพลี้ยไก่แจ้สกุล  Psylla ท ำให้เกิดโรค “Pear decline 
disease” เพลี้ยไก่แจ้สกุล Diaphorina ให้เกิดโรค “Asian Citrus greening disease” เพลี้ยไก่แจ้
สกุล  Trioza ให้ เกิดโรค “African Citrus greening disease”และโรค “Carrot proliferation 
disease”  (Aubert, 1987)  เพลี้ ย ไก่แจ้ ในสกุ ล  Cacopsylla ท ำ ให้ เกิด โรค  “phytoplasma 
diseases” ในแอ๊ปเปิ้ล เป็นต้น (Jarausch et al. 2009) 

เพลี้ยไก่แจ้ส้ม (Citrus Psyllid) เป็นแมลงศัตรูพืชส ำคัญของพืชตระกูลส้ม โดยตัวอ่อนและ 
ตัวเต็มวัยจะดูดกินน้ ำเลี้ยงจำกต้นพืช ท ำให้ใบพืชม้วน หงิกงอ ส ำหรับตัวอ่อนขณะดูดกินจะมีกำร
ปล่อยน้ ำหวำน (honeydew) ออกมำชักน ำให้เกิดรำด ำติดตำมมำ และยังเป็นแมลงพำหะถ่ำยทอดเชื้อ
โรคกรีนนิ่ง (Citrus greening disease) สู่พืชได้อีกด้วย (Aubert, 1987)  

โรคกรีนนิ่ง (Citrus greening disease) เป็นโรคที่ส ำคัญของพืชตระกูลส้มทั่วโลกโดยเฉพำะ
ในแถบเอเชีย สร้ำงควำมเสียให้กับประเทศที่ปลูกส้มอย่ำงมำกมำยรวมทั้งประเทศไทยด้วย ในประเทศ
ไทยมีรำยงำนกำรส ำรวจพบโรคกรีนนิ่งครั้งแรกในปี พ.ศ. 2516 (ขวัญดำว, 2552) โรคนี้เกิดจำก
แบคทีเรียแกรมลบที่อำศัยอยู่ในท่ออำหำรของพืช จัดอยู่ในสกุล Candidatus Liberibacter มี 3 สำย
พันธุ์คือ Ca. L. asiaticus พบในเอเชีย Ca. L. africanus พบในแอฟริกำ และCa. L. americanus 
เป็นสำยพันธุ์ที่พบในรัฐเซำเปำโล ประเทศบรำซิล (Teixeira et al. 2008) ในธรรมชำติเชื้อแบคทีเรีย
สำเหตุโรคกรีนนิ่งสำมำรถถ่ำยทอดได้โดยมีเพลี้ยไก่แจ้ส้ม (psyllids) ที่ส ำคัญ 2 ชนิด คือ Trioza 
erytreae (Del Guerico) พบในประเทศแถบแอฟริกำ และD. citri พบในประเทศแถบเอเชีย (Huang 
et al. 1990) 
 ต้นส้มที่ได้รับเชื้อจะแสดงอำกำรใบเล็กเหลือง ชี้ตั้ง คล้ำยกับอำกำรขำดธำตุอำหำร ผลผลิต
ลดลงไม่มีคุณภำพ มักจะร่วงก่อนอำยุกำรเก็บเกี่ยว ต้นส้มจะแสดงอำกำรทรงกับทรุดอยู่หลำยปี และ
ตำยในที่สุด (ไมตรี 2534, 2544) ซึ่งส่งผลกระทบต่อผลผลิตส้ม ท ำให้ส้มขำยได้รำคำตกต่ ำ นับว่ำเป็น
ปัญหำส ำคัญปัญหำหนึ่งของเกษตรกร (ส ำนักงำนพำนิชย์จังหวัดเชียงใหม่, 2553) ในประเทศไทยพบ
เพลี้ยไก่แจ้ส้มเริ่มระบำดรุนแรงในแหล่งปลูกส้มเขียวหวำนในภำคเหนือ และภำคตะวันออก และได้
แพร่กระจำยลงสู่แหล่งปลูกภำคกลำงที่จังหวัดปทุมธำนี โดยพบไข่และตัวอ่อนระยะส้มเขียวหวำนแตก
ยอดอ่อน พบปริมำณมำกช่วงเดือน มกรำคม-มีนำคม และพฤษภำคม-กรกฎำคม (กรมวิชำกำรเกษตร, 
2555) ดำรุณีและคณะ (2553) ได้ท ำกำรส ำรวจ เก็บตัวอย่ำงและจ ำแนกเชื้อโรคกรีนนิ่งของพืชตระกูล
ส้มที่แสดงอำกำรโรคกรีนนิ่งจำกจังหวัดต่ำงๆ ของประเทศไทย ในเขตภำคเหนือ ภำคกลำง ภำค
ตะวันออก ภำคตะวันตก และภำคใต้ จ ำนวน 98 ตัวอย่ำง ตรวจพบเชื้อโรคกรีนนิ่ง จ ำนวน  62 
ตัวอย่ำง และคัดเลือกตัวอย่ำง ที่ตรวจพบเชื้อโรคกรีนนิ่ง จ ำนวน 12 ตัวอย่ำง มำท ำกำรโคลนนิ่ง และ
วิเครำะห์ ล ำดับนิวคลีโอไทด์และหำควำมสัมพันธ์ของเชื้อโรคกรีนนิ่งของพืชตระกูลส้มพบว่ำ ตัวอย่ำง
ส้มเขียวหวำน ส้มโชกุน ส้มโอ และตระกูลมะนำวที่ส ำรวจทั้งหมดอยู่ในกลุ่ม Ca. L. asiaticus ส ำหรับ
ในประเทศไทยข้อมูลของเพลี้ยไก่แจ้ส้มยังมีอยู่น้อยมำก และยังไม่เคยมีกำรส ำรวจ รวบรวม จ ำแนก
ชนิด ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ รวมทั้งศึกษำรหัสทำงพันธุกรรมของแมลงชนิดนี้มำก่อน 
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นอกจำกนี้ยังไม่มีกำรศึกษำที่สำมำรถยืนยันได้ว่ำเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่มีอยู่ในประเทศไทยสำมำรถถ่ำยทอด
โรคกรีนนิ่งสู่พืชได้ 

ดังนั้น จึงจ ำเป็นต้องมีกำรส ำรวจ รวบรวม ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ และรหัสทำง
พันธุกรรมของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่เป็นพำหะน ำโรคกรีนนิ่งสู่พืช เพ่ือทรำบชื่อชนิด ลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำ ข้อมูลรหัสทำงพันธุกรรมของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม และทรำบข้อมูลรหัสทำงพันธุกรรมของเชื้อ
แบคทีเรีย Ca. L. asiaticus รวมทั้งประสิทธิภำพในกำรถ่ำยทอดเชื้อโรคไปสู่พืช ซึ่งเป็นข้อมูลที่ส ำคัญ
ในกำรน ำไปสู่กำรหำแนวทำงในกำรบริหำรจัดกำรและป้องกันก ำจัดที่มีประสิทธิภำพต่อไป 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
 1) ตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่รวบรวมได้จำกแหล่งปลูกพืชตระกูลส้ม (ส้มโอ มะนำว ส้ม) ของ
เกษตรกร 
 2) อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ หลอดดูดแมลง (aspirator) ขวดฆ่ำแมลง ขวดดองแมลง ปำก
คีบพู่กัน กล่องพลำสติก ถุงพลำสติก ถังรักษำควำมเย็นและเครื่องวัดค่ำพิกัดภูมิศำสตร์ (GPS) 
 3) สำรเคมีต่ำงๆ ที่ใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำง เช่น เอทิลอะซีเตท แอลกอฮอล์ 95% 
 4) อุปกรณ์ที่ใช้จัดรูปร่ำงแมลง ได้แก่ เข็มไร้สนิมเบอร์ 3 กระดำษสำมเหลี่ยม ปำกคีบ 
(forcep) ตู้อบแมลง ฯลฯ 
 5) สำรเคมีและอุปกรณ์ในกำรศึกษำสำรพันธุกรรม เช่น ชุดสกัดสำรพันธุกรรม (Tissue 
Genomic DNA Extraction Mini Kit; Cat. No: FATGK001-1)  
 6) กล้องจุลทรรศน์ชนิด  stereo microscope  compound microscope และกล้อง
ถ่ำยภำพจำกกล้องจุลทรรศน์ 
 7) อุปกรณ์คอมพิวเตอร์ (กระดำษ แผ่นบันทึกข้อมูล หมึกพิมพ์ ซีดี) 
 8) เอกสำรประกอบกำรจ ำแนกชนิดของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม 

วิธีการ 
ปี 2561  
1) ศึกษา ชนิด และ DNA Barcode ของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่เป็นพาหะโรคกรีนนิ่งในพืช

ตระกูลส้ม (ส้มเขียวหวาน มะนาว ส้มโอ) 
1.1) การเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยไก่แจ้ส้ม 

 เก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มจำกพ้ืนที่ปลูกพืชตระกูลส้ม (ส้มเขียวหวำน มะนำว 
ส้มโอ) ของเกษตรกร โดยท ำกำรส ำรวจ 5 แปลง/จังหวัด ในเขตภำคเหนือ ภำคกลำง และภำคใต้ของ
ประเทศไทย ดังต่อไปนี้    
 ภำคเหนือ ได้แก่  จังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย  พิจิตร และก ำแพงเพชร (=20 แปลง) 
 ภำคกลำง ได้แก่  จังหวัดชัยนำท นครปฐม และปทุมธำนี (=15 แปลง) 
 ภำคใต้  ได้แก่ จังหวัดนครศรีธรรมรำช กระบี่ และตรัง (=15 แปลง) 
 1.2) การตรวจสอบชนิดของเพลี้ยไก่แจ้ส้มจากสัณฐานวิทยาภายนอก 
  1.2.1) น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มได้จำกกำรเก็บรวบรวมในข้อ 1.1 มำจัดรูปร่ำง น ำไป
อบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส ใช้เวลำ 5-7 วัน  
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  1.2.2) น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มมำตรวจจ ำแนกวิเครำะห์ชนิด โดยดูลักษณะภำยนอก
ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ Stereo microscope บันทึกลักษณะสัณฐำนวิทยำ เช่น ขนำดล ำตัว รูปร่ำง สี 
ลักษณะของส่วนหัว อก ท้อง เพ่ือน ำไปเปรียบเทียบกันแต่ละชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่ส ำคัญทำง
อนุกรมวิธำนด้วยกำรใช้เอกสำรแนวทำงกำรวินิจฉัยของ Bhavani (2004) และ Hodkinson (1979) 
ประกอบกำรเปรียบเทียบกับตัวอย่ำงที่เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
  6) จัดเก็บตัวอย่ำงที่ได้ศึกษำไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตำมระบบสำกลของ
กำรเก็บรักษำตัวอย่ำงแมลง เพ่ือกำรตรวจสอบ สืบค้น และอ้ำงอิงในภำยหลัง 
  7) กำรบันทึกข้อมูล 

- บันทึกข้อมูลหมำยเลข (Lot number) ตัวอย่ำงในแต่ละครั้งที่ท ำกำรส ำรวจ
อย่ำงละเอียดโดยจะแยกเป็นชนิด พืชอำศัย และสถำนที่ 

- ถ่ำยภำพลักษณะต่ำงๆ ของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่ได้จำกกำรศึกษำ 
-  บันทึกลักษณะสัณฐำนวิทยำ  

 1.3) การตรวจสอบ D N A  b a r c o d e  ของเพลี้ยไก่แจ้ส้มโดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล 
การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรม 
  1.3.1) น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่ได้จำกกำรเก็บรวบรวมในข้อ 1.1 มำดองไว้ใน
แอลกอฮอล์ 95% และเก็บในตู้เก็บรักษำอุณหภูมิ -20 องศำเชลเซียส  
  1.3.2) ท ำกำรสกัดสำรพันธุกรรม (DNA Extraction) ด้วยชุดสกัดสำรพันธุกรรม
ส ำเร็จรูป (Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit; Cat. No: FATGK001-1) ซึ่งเป็นชุดสกัดสำร
พันธุกรรมที่ใช้ส ำหรับเนื้อเยื่อสัตว์ ดังวิธีกำรต่อไปนี้ 
 - กำรเตรียมตัวอย่ำง (Sample preparation): น ำตัวเต็มวัยเพลี้ยไก่แจ้ส้ม 1 ตัว มำใส่
ในหลอด microcentrifuge ขนำด 1.5 ml  
 - เตรียมกำรสลำยผนังเซลล์ โดยกำรเติม FATG1 Buffer ปริมำณ 200 ไมโครลิตร และ
Protinase K Solution ปริมำณ 20 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ใส่ตัวอย่ำงแมลงไว้แล้ว บดสำรและแมลง
ให้เข้ำกันโดยละเอียด ปิดหลอดให้สนิท และน ำไปผสมสำรให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำผสมสำร (vertex) 
จำกนั้นพันด้วย พำรำฟีน (Paraffin)  เพ่ือป้องกันกำรปนเปื้อน จำกนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศำ
เซลเซียส ทิ้งไว้ตลอดทั้งคืน  
 - หลังจำกบ่มตัวอย่ำงไว้ทั้งคืน น ำไปผสมสำรให้เข้ำกันอีกครั้งด้วยเครื่องเขย่ำผสมสำร 
(vertex) จำกนั้นท ำกำรย่อยตัวอย่ำง โดยเติม FATG2 Buffer ปริมำณ 200 ไมโครลิตร น ำไปผสมสำร
ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำผสมสำร (vertex) และบ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที 
 - เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (ethanol 96-100%) ปริมำณ 200 ไมโครลิตร น ำไปผสม
สำรให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำผสมสำร (vertex) และน ำไปตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงขนำดเล็ก 
(spin) เป็นเวลำ 10 วินำที 

- เตรียมหลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก (FATG Mini Column) ใส่ในหลอดรองรับสำรที่
เหลือจำกกำรกรอง (Collection Tube) แล้วดูดสำรละลำยทั้งหมดที่ได้จำกกำรตกตะกอน ปริมำณ 
620 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก (FATG Mini Column) ที่ท ำกำรเตรียมไว้แล้ว 
เพ่ือท ำกำรกรอง จำกนั้นน ำไปปั่นด้วยเครื่องปั่นควำมเร็วสูง 13,000 x g เป็นเวลำ  1 นำที (ทิ้ง
ของเหลวที่เหลือจำกกำรตกตะกอน) 
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- น ำหลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก (FATG Mini Column) ใส่ในหลอดรองรับสำรที่
เหลือจำกกำรกรอง (Collection Tube) หลอดใหม่ เติมสำร W1 Buffer 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก (FATG Mini Column) จำกนั้นน ำไปปั่นด้วยเครื่องปั่นควำมเร็วสูง 
13,000 x g เป็นเวลำ  1 นำที (ทิ้งของเหลวทีเ่หลือจำกกำรตกตะกอน) 

- เติม  Wash Buffer ปริมำณ 750 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก 
(FATG Mini Column) จำกนั้นน ำไปปั่นด้วยเครื่องปั่นควำมเร็วสูง 13,000 x g เป็นเวลำ  1 นำที (ทิ้ง
ของเหลวที่เหลือจำกกำรตกตะกอน) 

- ตกตะกอนสำรพันธุกรรมให้แห้ง (Dry silica membrane): ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่น
ควำมเร็วสูง 13,000 x g เป็นเวลำ  3 นำที   

- หลอดกรองดีเอ็นเอขนำดเล็ก (FATG Mini Column) ที่ตกตะกอนสำรพันธุกรรมแล้ว
มำใส่ในหลอดรองรับสำรที่เหลือจำกกำรกรอง (Collection Tube) หลอดใหม่ และท ำกำรละลำยสำร
พันธุกรรม (Elute DNA): โดยกำรเติม  Elution Buffer ที่ท ำกำรอุ่นร้อน ปริมำณ 30 ไมโครลิตร 
จำกนั้น ท ำกำรบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 3 นำที ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นควำมเร็วสูง 13,000 x g 
เป็นเวลำ 1 นำที  ซึ่งจะได้ DNA จำกเพลี้ยไก่แจ้ส้ม จำกนั้นน ำ DNA ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศำ
เซลเซียส เพื่อใช้ในวิธีกำรต่อไป 
  1.3.3) ท ำกำรเพ่ิมปริมำณยีน mtCOI ด้วยวิธีกำร Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใช้ Primer DCITRI COI-L และ DCITRI COI-R (Boykin et al., 2012) 
 

Primer Sequence (5'      3') Base 
DCITRI COI-L AGG AGG TGG AGA CCC AAT CT 20 
DCITRI COI-R TCA ATT GGG GGA GAG TTT TG 20 

สังเครำะห์ยีน mtCOI ของเพลี้ยไก่แจ้ส้มจำก DNA ที่เตรียมได้ ท ำปฏิกิริยำในหลอดพีซีอำร์ 
(PCR) ขนำด 200 ไมโครลิตร ปริมำตรส่วนผสมรวม 50 ไมโครลิตรประกอบด้วย 

Nuclease free water    16   ไมโครลิตร 
   Green Mastermix    25   ไมโครลิตร 
   DCITRI COI-L     2   ไมโครลิตร 
   DCITRI COI-R      2   ไมโครลิตร 
   DNA template      5   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ำกันดี แล้วน ำไปเข้ำเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท ำปฏิกิริยำใน
กำรสังเครำะห์ดังนี้ 
   1)  Predenaturation   94 oC   5 นำท ี          

2) Three step-cycling   35 cycles 
     Denaturation    94 oC  30 วินำที 
     Annealing    50 oC  30 วินำที 
     Extension    72 oC  45 วินำที 
            3) Final extension   72 oC 10 นำท ี
 1.3.4) ตรวจสอบ PCR product โดยกำรตรวจสอบขนำดของชิ้นส่วนของสำร
พันธุกรรมที่ต้องกำร โดยกำรให้ประจขุองสำรที่มีประจุแยกออกจำกกัน ด้วยวิธีกำรท ำอิเล็กโทรโฟรีซีส  
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(Electrophoresis) โดยหยด PCR product ลงในอะกำโรสเจลที่มีควำมเข้มข้น 1.5 %  (1.5% 
agarose gel) และให้ PCR product เคลื่อนที่ผ่ำนสำรละลำย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้
กระแสไฟฟ้ำ 100 โวลล์, 400 mp (Voltage) เป็นเวลำ 45 นำที  
 1.3.5) ท ำกำรตรวจหำล ำดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) โดยส่งตัวอย่ำง 
DNA ที่บริสุทธิ์ของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม ส่งตรวจที่ประเทศเกำหลี 
                 1.3.6) น ำข้อมูลล ำดับเบสของดีเอ็นเอที่บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ ที่ได้มำ
ตรวจสอบชนิด กับ GeneBank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บรวบรวมฐำนข้อมูลทำงพันธุกรรมศำสตร์จำกทั่วโลก 
เพ่ือยืนยันควำมถูกต้อง ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอที่ได้กำรศึกษำจะถูกเก็บบันทึกและรำยงำน เพ่ือใช้เป็น
ข้อมูลอ้ำงอิงส ำหรับกำรจัดท ำบัญชีรำยชื่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
–20 องศำเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช  
 1.3.7) กำรบันทึกข้อมูล  
         - บันทึกข้อมูลล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ยไก่แจ้ส้มในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ 

1.4) การศึกษาวงจรชีวิตเพลี้ยไก่แจ้ส้ม (เพิ่มเติม) 
 1.4.1) น ำเพลี้ยไก่แจ้ส้ม เพศผู้ 5 ตัว เพศเมีย 5 ตัว มำเลี้ยงในกล่องพลำสติก โดยน ำ
ยอดอ่อนของต้นแก้วที่พันด้วยส ำลีชุบน้ ำมำวำงไว้ในกล่องพลำสติกเพ่ือเป็นอำหำรและให้เพลี้ยไก่แจ้
ส้มวำงไข ่
 1.4.2) สังเกตกำรวำงไข่ กำรฟักไข่ กำรเปลี่ยนแปลงจำกตัวอ่อนจนเป็นตัวเต็มวัยทุกวัน 
จดบันทึกเวลำกำรเปลี่ยนแปลงรวมทั้งถ่ำยรูปเพลี้ยไก่แจ้ส้มในทุกระยะกำรเปลี่ยนแปลง  

ปี 2562 
1) ศึกษาข้อมูลรหัสทางพันธุกรรมของเชื้อ Ca. L. asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งในพืช

ตระกูลส้ม (ส้มเขียวหวาน มะนาว ส้มโอ) ที่พบในเพลี้ยไก่แจ้ส้มในประเทศไทย  
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจากแมลง 

- เตรียมตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่ได้จำกกำรเก็บรวบรวมในจังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย  
พิจิตร ก ำแพงเพชร ชัยนำท นครปฐม ปทุมธำนี นครศรีธรรมรำช กระบี่ และตรัง  (5 แปลง/จังหวัด) 
จำกนั้นน ำตัวอย่ำงแมลง (ตัวเต็มวัย 3 ตัว/แปลง แปลงละ 3 ซ้ ำ) มำบดให้ละเอียดในสำรละลำย
บัฟเฟอร์  60 – 150 ไมโครลิตร (1M Tris pH 8.0, 0.5M EDTA pH 8.0, 1M NaCl, 10%SDS, 
Proteinase K (2mg/ml) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 12 ชั่วโมง แล้วเติมสำรละลำย Phenol: 
Chlorofrom:Isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมำตร 1 เท่ำ ผสมสำรละลำยให้เข้ำกัน (vortex อย่ำง
น้อย 20 วินำที) น ำไปปั่นเหวี่ยง ที่ควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 5 นำที ดูดเก็บเฉพำะ
สำรละลำยใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมสำรละลำย Chlorofrom:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมำตร 1 
เท่ำ ผสมสำรละลำยให้เข้ำกัน (vortex) น ำไปปั่นเหวี่ยง ที่ควำมเร็ว 13,000 รอบต่อนำที นำน 10 
นำที ดูดเก็บเฉพำะสำรละลำยใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมสำรละลำย 3M Sodium acetate ปริมำตร 
0.1 เท่ำ ผสมสำรละลำยให้เข้ำกัน น ำไปเก็บไว้ที่ -20 องศำเซลเซียส 30 นำที เติมสำรละลำย 2-
propanol ปริมำตร 1 เท่ำ พลิกกลับหลอดไปมำเบำๆ น ำไปปั่นเหวี่ยง ที่ควำมเร็ว 13,000 รอบต่อ
นำที นำน 20 นำที ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% แอลกอฮอล์ ปล่อยให้ตะกอนแห้งที่อุณหภูมิห้อง
แล้วละลำยตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer (1M Tris pH 8.0, 0.5M EDTA pH 8.0) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
-20 องศำเซลเซียส ส ำหรับน ำไปใช้ในกำรทดลองขั้นต่อไป หรือกำรใช้ชุดสกัด Wizard Genomic 
DNA Purification kit (Promega) 
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1.2 วิธีการตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
- น ำสำรละลำยดีเอ็นเอ ที่สกัดไว้มำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยด้วยเทคนิค PCR 

ตำมวิธีกำรของ Jagoueix et. al. (1994) ด้วยคู่ไพร์เมอร์ OI1 และ OI2c ซึ่งมีควำมจ ำเพำะกับยีน ใน
ส่วน 16S ribosomal RNA (16S rRNA) เป็นตัวเริ่มต้นในกำรเพ่ิมปริมำณยีนเป้ำหมำย จำกปฏิกิริยำ 
PCR จะแสดงแถบดีเอ็นเอ ขนำดประมำณ 1160 เบส  
ล ำดับเบสคู่ไพรเมอร์ OI1 และ OI2c  ดังนี้ 

 Forward OI:  5’-GCG CGT ATG CAA TAC GAG CGG CA-3’ 
 Reverse OI2c:  5’-GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T-3’ 

ส่วนประกอบส ำคัญท่ีใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ปริมำตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก่  
- น้ ำกลั่นที่นึ่งฆ่ำเชื้อแล้ว (dH2O)                 7.0  ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ (OI1) (10 pmol)        1.0 ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ (OI2c) (10 pmol)    1.0 ไมโครลิตร 
- Green master mix (2x)             10.0   ไมโครลิตร 
- ดีเอ็นเอ ต้นแบบ         1.0 ไมโครลิตร 

     รวม      20.0   ไมโครลิตร 
- น ำส่วนประกอบกำรท ำปฏิกิริยำ PCR มำผสมกันแล้วน ำไปท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็น

เอเป้ำหมำย ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งโปรแกรมกำรท ำงำน ดังนี้ 
ขั้นที่ 1:  94C  นำน 2 นำที  1 รอบ 
ขั้นที่ 2: 94C  นำน 40 วินำที  
ขั้นที่ 3: 60C  นำน 1 นำที 
ขั้นที่ 4: 72C  นำน 1 นำท ี **(ข้ันที่ 2 - 4)  34 รอบ** 
ขั้นที่ 5: 72C  นำน 10 นำที  1 รอบ  
ขั้นที่ 6: 15C  นำน 15 นำที  1 รอบ (ขั้นที่ 6 ไม่จ ำเป็นใส่ก็ได้) 

   - เมื่อปฏิกิริยำเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเอ็นเอ ผลผลิตด้วย 1.2% agarose gel 
electrophoresis ที่เต็ม MyTag HS Red DNA ใน 1x TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์ นำน 
35 นำที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ผลผลิตในเจลภำยใต้แสง UV ด้วยเครื่อง gel documentation 
 1.3 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  
  บันทึกข้อมูลข้อมูลรหัสทำงพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย Ca. L. asiaticus และหำ
ควำมสัมพันธ์ของเชื้อโรคกรีนนิ่งจำกเพลี้ยไก่แจ้ส้ม  

2) การเลี้ยงโคโลนีของเพลี้ยไก่แจ้ส้มท่ีบริสุทธิ์ส าหรับทดสอบการถ่ายทอดโรค 
  2.1) เตรียมต้นพืชตระกูลส้ม (ส้ม มะนำว) ที่ปลอดโรคกรีนนิ่ง ส ำหรับเลี้ยงเพลี้ยไก่แจ้ส้ม 
  2.2) น ำเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่เก็บตัวอย่ำงจำกแหล่งปลูกพืชตระกูลส้ม (ส้มโอ มะนำว) ที่ไม่

แสดงอำกำรเกิดโรคกรีนนิ่ง ในภำคกลำงของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดปทุมธำนี นครปฐม มำ
เพำะเลี้ยงบนต้นมะนำว ต้นแก้ว โดยเลี้ยงในกรงตำข่ำยส ำหรับเลี้ยงแมลง จนได้เพลี้ยไก่แจ้ส้มซึ่งเป็น
โคโลนีบริสุทธิ์ส ำหรับใช้ทดสอบกำรถ่ำยทอดโรค 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
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กำรส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้ม จำกแหล่งปลูกพืช เช่น มะนำว ส้ม ส้มโอ 
ฯลฯ ตำมภูมิภำคต่ำงๆ ของประเทศไทย ในเขตพ้ืนที่ภำคกลำง ภำคเหนือ และภำคใต้ ในระหว่ำงเดือน
ตุลำคม 2560 - กันยำยน 2562 (Figure A-C ) และท ำกำรวิเครำะห์ชนิดโดยใช้แนวทำงกำรวินิจฉัย
ของ Bhavani (2004) และ Hodkinson (1979) รวมทั้งตรวจสอบ DNA barcode ของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม
โดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุลสำมำรถจ ำแนกชนิดได้ 1 ชนิด คือ D. citri (Table 1) โดยมีรำยละเอียดดังนี้  

Diaphorina citri (Kuawayama, 1907) (Figure D-G) 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (description)  

ล าตัว (body): ตัวเต็มวัยมีควำมยำวล ำตัวประมำณ 3-4 มิลลิเมตร ล ำตัวมีสีน้ ำตำลกระด่ำง    
กระด ำ 

หัว (head):  ส่วนหัวมีสีน้ ำตำลสว่ำง 
หนวด (antennae): หนวดตรงส่วนปลำยมีสีด ำ และมีจุดสีน้ ำตำลสว่ำง 2 จุด ตรงส่วนกลำง

ของปล้องหนวดส่วนปลำย  
ปีก (hemelytra): ปีกคู่หน้ำตรงครึ่งส่วนปลำยของปีกมีควำมกว้ำงที่สุด มีสีน้ ำตำล

กระด ำกระด่ำงอยู่รอบๆ บริเวณตรงครึ่งส่วนปลำยของปีก  
ขา (leg): มีลักษณะเรียวยำว มีน้ ำตำลอ่อน ส่วนของโคนขำ (femur) มีสีน้ ำตำลด ำ ส่วนของ

ปลำยขำ (tarsus) ปล้องสุดท้ำยมีสีด ำ และเล็บ (claw) มีสีด ำ 
อวัยวะสืบพันธุ์ : 

 เพศผู้: ปล้องท้องเรียวเล็ก ปลำยส่วนท้องมีสีด ำ อวัยวะสืบพันธุ์ไม่มีลักษณะเรียวแหลม และ
โค้งงอขึ้นติดกับส่วนท้องด้ำนบน 

เพศเมีย: ปล้องท้องอ้วนกลม ปลำยส่วนท้องมีสีด ำ อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียมีลักษณะเรียว
แหลม ยื่นตรง ไม่โค้งงอขึ้นติดกับส่วนท้องด้ำนบน 

แหล่งที่ส ารวจพบ (distribution): จังหวัดนครปฐม ชัยนำท ปทุมธำนี เชียงใหม่ เชียงรำย 
พิจิตรก ำแพงเพชร นครศรีธรรมรำช กระบี่ และตรัง 

ความส าคัญและพืชอาศัย:  ตัวอ่อนและตัวเต็มวัย ดูดกินยอดอ่อน ใบอ่อน ของพืชตระกูลส้ม
เป็นอำหำร โดยเป็นพำหะน ำเชื้อโรคกรีนนิ่งเข้ำสู่พืชตระกูลส้มได้ 

รวมทั้งยังได้ท ำกำรศึกษำวงจรชีวิตของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม D. citri  เพ่ิมเติม เพ่ือทรำบระยะกำร
เปลี่ยนแปลงในแต่ละวัยที่ชัดเจน โดยท ำกำรเพำะเลี้ยงด้วยยอดอ่อนต้นแก้วในกล่องพลำสติก พบว่ำ 
เพลี้ยไก่แจ้ส้มผสมพันธุ์และวำงไข่ใช้เวลำ 1-2 วัน ไข่มีลักษณะยำวเรียวรูปไข่ มีสีเหลืองอมส้ม ตัวอ่อน
มีทั้งหมด 5 ระยะ ระยะไข่เปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 1 ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 1 ล ำตัวมี
ขนำดเล็ก สีเหลืองอมส้ม ลอกครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 2 ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 2 
ล ำตัวมีขนำดใหญ่ขึ้น สีเหลืองอมส้ม เริ่มเห็นตุ่มปีกชัดเจน ลอกครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 3 
ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 3 ล ำตัวขยำยใหญ่ขึ้น ลอกครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 4 ใช้เวลำ 
2-3 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 4 ล ำตัวขยำยใหญ่ขึ้น และตุ่มปีกแผ่ออกขยำยใหญ่ขึ้น ส่วนตัวอ่อนวัยที่ 5 ล ำตัว
ขยำยใหญ่ขึ้น และตุ่มปีกแผ่ออกขยำยใหญ่ขึ้น ปลำยส่วนท้องเปลี่ยนเป็นสีด ำก่อนจะลอกครำบเป็นตัว
เต็มวัย ตัวอ่อนวัยที่ 5 ใช้เวลำ 2-3 วัน (Figure H) 

นอกจำกนี้ได้เก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้มจำกพ้ืนที่ปลูกพืชตระกูลส้ม (ส้มเขียวหวำน 
มะนำว ส้มโอ) ของเกษตรกร เพ่ิมเติม ในเขตภำคเหนือ ภำคกลำง และภำคใต้ ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ 
เชียงรำย  พิจิตร ก ำแพงเพชร ชัยนำท นครปฐม ปทุมธำนี นครศรีธรรมรำช กระบี่ และตรัง น ำไปสกัด
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ดีเอ็นเอ และน ำไปตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction  (PCR) พบว่ำ
เป็นเชื้อ Ca. L. Asiaticus สำเหตุโรคกรีนนิ่งในพืชตระกูลส้ม (Figure I) รวมทั้งได้ท ำกำรเตรียมต้น
พืชตระกูลส้ม (มะนำว ส้ม) และต้นแก้ว ส ำหรับเลี้ยงเพลี้ยไก่แจ้ส้มให้ได้โคโลนีของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่
บริสุทธิ์ เพ่ือท ำกำรทดสอบกำรถ่ำยทอดโรคต่อไป (Figure J-N) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
จำกกำรส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไก่แจ้ส้ม จำกแหล่งปลูกพืช เช่น มะนำว ส้ม  

ส้มโอ ฯลฯ ตำมภูมิภำคต่ำงๆ ของประเทศไทย ในเขตพ้ืนที่ภำคกลำง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม ชัยนำท 
และปทุมธำนี เขตพ้ืนที่ภำคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย พิจิตร และก ำแพงเพชร เขตพ้ืนที่
ภำคใต้ ได้แก่ นครศรีธรรมรำช กระบี่ และตรัง ในระหว่ำงเดือนตุลำคม 2560 - กันยำยน 2562 ท ำ
กำรวิเครำะห์ชนิดโดยใช้แนวทำงกำรวินิจฉัยของ Bhavani (2004) และ Hodkinson (1979) และ
ตรวจสอบ DNA barcode ของเพลี้ยไก่แจ้ส้มโดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุลสำมำรถจ ำแนกชนิดได้ 1 ชนิด 
คือ D. citri รวมทั้งน ำไปตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction  (PCR) 
พบว่ำเป็นเชื้อ Ca. L. Asiaticus สำเหตุโรคกรีนนิ่งในพืชตระกูลส้ม นอกจำกนี้ได้ท ำกำรเตรียมต้นพืช
ตระกูลส้ม (มะนำว ส้ม) และต้นแก้ว ส ำหรับเลี้ยงเพลี้ยไก่แจ้ส้มให้ได้โคโลนีของเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่บริสุทธิ์ 
เพ่ือท ำกำรทดสอบกำรถ่ำยทอดโรคต่อไป 

จำกกำรศึกษำวงจรชีวิตของเพลี้ยไก่แจ้ส้มเพ่ิมเติม พบว่ำ เพลี้ยไก่แจ้ส้มผสมพันธุ์และวำงไข่
ใช้เวลำ 1-2 วัน ไข่มีลักษณะยำวเรียวรูปไข่ มีสีเหลืองอมส้ม ตัวอ่อนมีทั้งหมด 5 ระยะ ระยะไข่
เปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 1 ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 1 ล ำตัวมีขนำดเล็ก สีเหลืองอมส้ม ลอก
ครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 2 ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 2 ล ำตัวมีขนำดใหญ่ขึ้น สีเหลืองอม
ส้ม เริ่มเห็นตุ่มปีกชัดเจน ลอกครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 3 ใช้เวลำ 2-4 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 3 
ล ำตัวขยำยใหญ่ขึ้น ลอกครำบเปลี่ยนแปลงเป็นตัวอ่อนวัยที่ 4 ใช้เวลำ 2-3 วัน ตัวอ่อนวัยที่ 4 ล ำตัว
ขยำยใหญ่ขึ้น และตุ่มปีกแผ่ออกขยำยใหญ่ขึ้น ส่วนตัวอ่อนวัยที่ 5 ล ำตัวขยำยใหญ่ขึ้น และตุ่มปีกแผ่
ออกขยำยใหญ่ขึ้น ปลำยส่วนท้องเปลี่ยนเป็นสีด ำก่อนจะลอกครำบเป็นตัวเต็มวัย ตัวอ่อนวัยที่ 5 ใช้
เวลำ 2-3 วัน รวมระยะเวลำตั้งแต่ระยะไข่จนถึงตัวเต็มวัยใช้เวลำประมำณ 21 วัน 
 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณนักกีฏวิทยำ นักวิชำกำรโรคพืช และเจ้ำหน้ำที่กลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏ

และสัตววิทยำ และกลุ่มวิจัยโรคพืชทุกท่ำน ที่มีส่วนช่วยในกำรส ำรวจ เก็บรวบรวมตัวอย่ำงแมลง และ
เตรียมตัวอย่ำงแมลงเพ่ือกำรจัดจ ำแนกชนิด ตลอดจนตรวจสอบ DNA barcode ของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม
โดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล ท ำให้งำนวิจัยชิ้นนี้ส ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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Table 1 Example of DNA Barcode D. citri   
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ชนิดแมลง DNA Barcode 
Diaphorina citri : 369 CTGATTTTTTGGACTCCTGAAGTGTACATTCTTATTCTTCCGGGGTTTGGGCTAATCTCACATATTACTACACAAGAAA

GAGGTAAAACTTCAGCATTCGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATATTAACTATTGGAATTTTAGGATTTATTGTATG
AGCTCACCACATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGACTCACGAGCTTATTTTACTTCAGCAACCATAATTATTGCAGTA
CCGACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGACTAGCTACAATTTACGGAATAAAAATAAAATTTTCTCCAAGTATTTCATGAT
CATTAGGATTTATCTTCCTTTTTACAGTAGGAGGACTTACAGGAGTAATTTTAGCAAATTCATCAATTGACATTATTCT
TCATGACACTTATTATGTAGTTGCCCACTTTCACTATGTGTTATCAATAGGGGCTGTATTTGCCATTATTGCTAGATTT
ATTAATTGATACCCTTTATTAACAGGAAATACAATAAATAAAACTTTACTTAAAGCTCAATTTTTAAGAACCTTCGTCG
GAGTAAACACTACCTTTTTCCCCCAACACTTCTTAGGACTTATAGGAATGCCACGACGATACTCGAACTATCCAGATCT
TCTCATTTTCTGGAATATTATTTCTTCCTTAGGGTCTATAATTTCACTATTTTCAGTATTACTACTTATAATCATTATCT
GAGAAGCAATAACTTCTAATCGAATTGTTTTATTCAATAGAAATTATATAATAATAGAATGAATGCAAAACTCTCCCCC
AATTGATAACACATAGTGAAAGTGGGCA 

Diaphorina citri : 328 TTCTGATTTTTTGGAATCCTGAAGTGTACATTCTTATTTCTTCCGGGGTTTGGGTTAATCTCACATATTACTACACAAG
AAAGAGGTAAAACTTCAGCATTCGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATATTAGCTATTGGAATTTTAGGATTTATTGT
ATGAGCTCACCACATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGACTCACGAGCTTATTTTACTTCAGCAACCATAATTATTGCA
GTACCGACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGACTAGCTACAATTTACGGAATAAAAATAAAATTTTCTCCAAGTATTTCAT
GATCATTAGGATTTATCTTCCTTTTTACAGTAGGAGGACTTACAGGAGTAATTTTAGCAAATTCATCAATTGACATTAT
TCTTCATGACACTTATTATGTAGTTGCCCACTTTCACTATGTGCTATCAATAGGGGCTGTATTTGCCATTATTGCTAGA
TTTATTAATTGATACCCTTTATTAACAGGAAATACAATAAATAAAACTTTACTTAAAGCTCAATTTTTAAGAACCTTCGT
CGGAGTAAACACTACCTTTTTCCCCCAACACTTCTTAGGACTTATAGGAATGCCACGACGATACTCGAACTATCCAGAT
CTTCTCATTTTCTGAAATATTATTTCTTCCTTAGGGTCTATAATTTCACTATTTTCAGTATTACTACTTATAATCATTAT
CTGAGAAGCAATAACTTCTAATCGAATTGTTTTATTCAATAGAAATTATATAATAATAGAATGAATGCAAAACTCCCCC
CCCATGGAGAA 

Diaphorina citri : 333 TCTGATTTTTTGGACATCCTGAAGTGTACATTCTTATTCTTCCGGGGTTTGGGTTAATCTCACATATTACTACACAAGA
AAGAGGTAAAACTTCAGCATTCGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATATTAGCTATTGGAATTTTAGGATTTATTGTA
TGAGCTCACCACATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGACTCACGAGCTTATTTTACTTCAGCAACCATAATTATTGCAG
TACCGACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGACTAGCTACAATTTACGGAATAAAAATAAAATTTTCTCCAAGTATTTCATG
ATCATTAGGATTTATCTTCCTTTTTACAGTAGGAGGACTTACAGGAGTAATTTTAGCAAATTCATCAATTGACATTATT
CTTCATGACACTTATTATGTAGTTGCCCACTTTCACTATGTGCTATCAATAGGGGCTGTATTTGCCATTATTGCTAGAT
TTATTAATTGATACCCTTTATTAACAGGAAATACAATAAATAAAACTTTACTTAAAGCTCAATTTTTAAGAACCTTCGTC
GGAGTAAACACTACCTTTTTCCCCCAACACTTCTTAGGACTTATAGGAATGCCACGACGATACTCGAACTATCCAGATC
TTCTCATTTTCTGAAATATTATTTCTTCCTTAGGGTCTATAATTTCACTATTTTCAGTATTACTACTTATAATCATTATC
TGAGAAGCAATAACTTCTAATCGAATTGTTTTATTCAATAGAAATTATATAATAATAGAATGAATGCAAAACTCTCCCC
CCANTGAAAA 

Diaphorina citri : 350 TTCTGATTTTTTGGAATCCTGAAGTGTACATTCTTATTCTTCCGGGGTTTGGGTTAATCTCACATATTACTACACAAGA
AAGAGGTAAAACTTCAGCATTCGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATATTAGCTATTGGAATTTTAGGATTTATTGTA
TGAGCTCACCACATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGACTCACGAGCTTATTTTACTTCAGCAACCATAATTATTGCAG
TACCGACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGACTAGCTACAATTTACGGAATAAAAATAAAATTTTCTCCAAGTATTTCATG
ATCATTAGGATTTATCTTCCTTTTTACAGTAGGAGGACTTACAGGAGTAATTTTAGCAAATTCATCAATTGACATTATT
CTTCATGACACTTATTATGTAGTTGCCCACTTTCACTATGTGCTATCAATAGGGGCTGTATTTGCCATTATTGCTAGAT
TTATTAATTGATACCCTTTATTAACAGGAAATACAATAAATAAAACTTTACTTAAAGCTCAATTTTTAAGAACCTTCGTC
GGAGTAAACACTACCTTTTTCCCCCAACACTTCTTAGGACTTATAGGAATGCCACGACGATACTCGAACTATCCAGATC
TTCTCATTTTCTGAAATATTATTTCTTCCTTAGGGTCTATAATTTCACTATTTTCAGTATTACTACTTATAATCATTATC
TGAGAAGCAATAACTTCTAATCGAATTGTTTTATTCAATAGAAATTATATAATAATAGAATGAATGCAAAACTCTCCCC
CCCAATGAAAA 
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Figure A-C) Collecting Psyllids 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure D-E) Adult D. citri 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

Figure F-G) adult F) male G) female 
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 Figure H) life cycle D. citri   
 

                    

 
 
        Figure I) ตรวจสอบเชื้อโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 
 
 
 
 

M =100 bp ladder (Thermo Scientific) 
 1 = 244/3 – Lot 244 
2 = 271/2 – Lot 271 
3 = 272/2 – Lot 272 
4 = 273/2 – Lot 273 
5 = 289/1 – Lot 289 
6 = 294/3 – Lot 294 
7 = 295/1 – Lot 295 
8 = 297/2– Lot 297 
9 = 298/2 – Lot 298 
10 = ใบพืชที่มีเชื้อกรีนนิ่ง 
11 = dH

2
O 

 

I 
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Figure J-K) เตรียมต้นพืชตระกูลส้ม (มะนำว ส้ม) และต้นแก้ว ส ำหรับเลี้ยงเพลี้ยไก่แจ้ส้มที่บริสุทธิ์ 

 
                    

                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure M-N) เพำะต้นส้มที่บริสุทธิ์เพื่อใช้ในกำรทดสอบกำรถ่ำยทอดโรคกรีนนิ่ง 

J K 
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การตรวจแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus   
จากหัวพันธุ์มันฝร่ังน าเข้าโดยเทคนิค Real-Time PCR 

Detection of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus from 
Potato Tuber Import by Real-Time PCR   

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล1/  ทิพวรรณ  กันหาญาติ1/  รุ่งนภา  ทองเคร็ง1/  ชลธิชา รักใคร่2/  

1/กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/กลุ่มวิจัยการกักกันพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
Potato Ring Rot Caused by Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus is an 

economically important disease for the potato seed industry. This is the most regulated 
disease of potatoes around the world. Thailand has imported a large number of potato 
tubers from other countries for consumption and cultivation.  There is a risk that the 
bacterium will be contaminated with potato tubers. Effective pest detection techniques 
are used to prevent the entry of pests that may be attached to agricultural products. 
This research aims to develop an efficient and rapid method for detecting  
C.  michiganensis subsp.  sepedonicus.  Real-  Time PCR was used for the detection of  
C.  michiganensis subsp.  sepedonicus in potato tubers.  The primer, Cms probe was 
designed based on the intergenic spacer region of the 16S– 23S rRNA genes of  
C. michiganensis subsp. Sepedonicus. However, C. michiganensis subsp. Sepedonicus 
has not been found in Thailand. Therefore, it is necessary to synthesize the DNA of the 
16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer gene of C. michiganensis subsp. Sepedonicus 
as a DNA positive control for specificity and sensitivity testing. The results showed that 
Cms probe was only specific with C.  michiganensis subsp.  Sepedonicus and able to 
detect the lowest concentration of DNA at 25 pg / reaction. The result of the detection 
of C.  michiganensis subsp.  Sepedonicus from potato tubers that imported from 
Australia using Real- Time PCR showed that not found C.  michiganensis subsp. 
sepedonicus. 
Keywords: Potato Ring Rot, Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus, Detection 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-00-01-60  
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บทคัดย่อ 
แบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus สาเหตุโรคเน่าวงแหวน 

(Bacterial Ring Rot disease) ของมันฝรั่งเป็นแบคทีเรียที่ท าความเสียหายให้กับระบบการผลิตหัว
พันธุ์มันฝรั่งในหลายๆประเทศ ประเทศไทยน าเข้าหัวพันธุ์มันฝรั่งเพ่ือการบริโภคและใช้เพาะปลูกเป็น
จ านวนมาก ท าให้มีความเสี่ยงที่จะมีศัตรูพืชกักกันติดเข้ามากับหัวพันธุ์มันฝรั่ง การหาวิธีการตรวจสอบ
วินิจฉัยแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีประสิทธิภาพเป็นวิธีการหนึ่งที่ใช้ส าหรับป้องกันการเข้ามาของ
ศัตรูพืชที่อาจติดมากับสินค้าเกษตร การทดลองนี้จึงมีจุดมุ่งหมายในการพัฒนาวิธีการตรวจหา
แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ที่มีประสิทธิภาพ และรวดเร็ว เทคนิค Real-
Time PCR ถูกน ามาใช้ในการตรวจหา แบคทีเรีย  C. michiganensis subsp. sepedonicus ในหัว
พันธุ์มันฝรั่ง โดยใช้ไพรเมอร์ Cms probe ซึ่งได้ออกแบบมาจากยีน16S ribosomal RNA gene ส่วน 
16S- 23S ribosomal RNA intergenic spacer ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย  C. michiganensis subsp. 
sepedonicus  การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cms probe มีความเฉพาะเจาะจงกับ
แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus เท่านั้น ไม่เพ่ิมกับเชื้อแบคทีสาเหตุโรคพืชและ
แบคทีเรียชนิดอื่นๆ ที่แยกได้จากหัวมันฝรั่ง ที่ใช้ทดสอบ การทดสอบความไว พบว่าสามารถตรวจสอบ
แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 25 pg/ 
ปฏิกิริยา ผลการสุ่มตรวจหัวพันธุ์มันฝรั่งน าเข้าจากประเทศออสเตรเลียด้วยวธี Real-Time PCR  
ไม่พบเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ในตัวอย่างที่ตรวจ 

ค าหลัก: โรคเน่าวงแหวน วิธกีารตรวจสอบวินิจฉัยโรคพืช ศัตรูพืชกักกัน 
 

ค าน า 
แบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus สาเหตุโรคเน่าวงแหวน 

(Bacterial Ring Rot disease) ของมันฝรั่งเป็นแบคทีเรียที่ท าความเสียหายให้กับระบบการผลิตหัว
พันธุ์มันฝรั่งในหลายๆประเทศ แบคทีเรียเข้าท าลายส่วนท่อน้ าท่ออาหารของต้นมันฝรั่ง ท าให้เกิด
อาการเหี่ยวแห้งและต้นมันฝรั่งตายแบคทีเรียจะเข้าไปอยู่ในหัวพันธุ์ ถ้าปริมาณแบคทีเรียไม่มากจะ
แฝงอยู่ในหัวพันธุ์ หากมีปริมาณแบคทีเรียมากจะท าให้หัวพันธุ์เน่าได้ มีรายงานความเสียหายที่เกิด
จากโรคเน่าวงแหวนในประเทศสหรัฐอเมริกา โรคนี้ท าให้ผลผลิตเสียหายถึง 50% ในประเทศรัสเซีย
เสียหาย 30% แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus มีความส าคัญทางกักกันพืช โดย
ในกลุ่มสหภาพยุโรปจัดให้อยู่ในกลุ่ม EPPO A2 พบมีการระบาดในบางประเทศของสหภาพยุโรปแต่
หลายประเทศในสหภาพยุโรปที่เป็นแหล่งผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่ง ไม่พบการระบาดของแบคทีเรียนี้  
ส าหรับประเทศไทยแบคทีเรียนี้เป็นศัตรูกักกันพืช ยังไม่รายงานการพบแบคทีเรียชนิดในประเทศไทย 
แต่ประเทศไทยมีการน าเข้าหัวพันธุ์มันฝรั่งเข้ามาจากต่างประเทศเพ่ือเข้าโรงงานผลิตแผ่นมันฝรั่งและ
มาเพ่ือใช้เพาะปลูก ประเทศท่ีไทยน าเข้ามันฝรั่งมีหลายประเทศ ได้แก่ สหรัฐอเมริกา แคนาดา ที่มีการ
ระบาดของโรคเน่าวงแหวน ท าให้มีความเสี่ ยงที่ เป็นเส้นทาง  (pathway)  ของแบคที เรีย  
C. michiganensis subsp. sepedonicus  ที่อาจติดมากับหัวพันธุ์ได้ ท าให้ต้องมีการสุ่มหัวพันธุ์มัน
ฝรั่งที่น าเข้าเพ่ือตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus จากทุกตู้สินค้าที่เข้ามา 
การตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีประสิทธิภาพเป็นวิธีการหนึ่งที่จ าเป็นต้องมีการพัฒนา
มาใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจหาแบคทีเรีย โดยวิธีการตรวจต้องมีประสิทธิภาพ มีความไวในการตรวจ 
สามารถตรวจหาแบคทีเรียพบในระดับปริมาณน้อย ดังนั้น การทดลองนี้จึงมีจุดมุ่งหมายในการพัฒนา
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วิธีการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus โดยวิธี Real Time PCR ให้มี
ประสิทธิภาพ รวดเร็ว และความแม่นย าสูง เป็นที่ยอมรับจากประเทศน าเข้า และสามารถน าไปใช้เป็น
วิธีมาตรฐานในการตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าวงแหวนจากหัวพันธุ์มันฝรั่งน าเข้าได้ 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การ

แยกเชื้อแบคทีเรีย 
2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดัน

ไอ  เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven)  
เครื่อง Thermocycler ( Biometra ®)  

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

วิธีการ 
1. การเตรียม DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus  
เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ไม่มีรายงานการปรากฏพบใน

ประเทศ ไทย ดังนั้นจึงจ า เป็นต้องสังเคราะห์ยีน 16S ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus เพ่ือ
น ามาใช้เป็น DNA positive control เพ่ือด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ต่อไป 
2. การคัดเลือก probe ส าหรับ Real-Time PCR  

สืบค้นข้อมูล probe ส าหรับ Real-Time PCR ที่มีรายงานว่า สามารถใช้ในการตรวจ
วินิจฉัยโรคเน่าวงแหวนของมันฝรั่งได้ผลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. sepedonicus คัดเลือก probe ที่เฉพาะเจาะจง จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ probe ไป
สังเคราะห์เพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคเน่าวงแหวนโดยวิธี Real time PCR ต่อไป  
3. การทดสอบ DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus 
ทดสอบ  DNA positive control ของแบคที เ รี ย  Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus ที่สังเคราะห์จากส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. 
michiganensis subsp. sepedonicus ด้วย conventional PCR โดยใช้ไพรเมอร์ FP Cm primer 
5′ -TGTCGAGGGCATGTTGCACG-3 /  RP Cm primer 5′ -GGAGACAGAATTGACCAATGAT-3 ที่
เฉพาะเจาะจงกับ แบคทีเรียกลุ่ม Clavibacter michiganensis ( Bach et al.,2003) และ Real-
Time PCR โดยใช้ probe ที่ได้คัดเลือกไว้ 
4. การสกัด genomic DNA และทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real-Time PCR 

การสกัด genomic DNA  
การแยก genomic DNA แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบให้บริสุทธิ์ ใช้วิธีของ Pitcher et al. 

(1989) โดยใช้แบคทีเรียอายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB ใช้ลูปฆ่าเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรีย ให้เต็มหนึ่ง
ลูป ละลายใน 1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) น าไป
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ปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Germany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน้ าใสข้างบน เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM 
Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ เครื่องปั่น vortex เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ 
Guanidine thiocyanate–EDTA–Sarkosyl solution ผสมให้เข้ากัน เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 
7.5 M ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น-20 °C ผสมให้เข้ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาทีเติมด้วย 
500 ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วย 
เครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Germany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที เก็บส่วนน้ าใสข้างบน ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุสาร isopropanol ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 °C 
จ านวน 378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บ 
ตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย 
150 ไมโครลิตร ของ 70% ethanol จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย 
TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอนเอ ที่ช่วง 
คลื่น A260/A280 ด้วยเครื่อง spectrophotometer (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., 
USA) และปรับความเข้มข้น DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
เพ่ือ น าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction  

ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real-Time PCR  
โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real Time PCR 

จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม 
ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการ ท าปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา ทดสอบสภาวะที่เหมาะสม
ของ Real time PCR  
5. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real Time PCR  

ในการตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus เป็นการทดสอบ primer 
ที่สังเคราะห์ไว้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดย
ใช้ DNA เชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่
มีรายงานท าให้เกิดโรคในมันฝรั่ง ความเข้มข้นของ DNA ที่ 50 ng และทดสอบความไวในการ
ตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus (sensitivity) ของ primer โดยใช้
สภาพที่ เหมาะสมที่ ได้  จากข้อ  3 โดยใช้  DNA ของแบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp. 
sepedonicus ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม  
6. ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 

sepedonicus จากหัวพันธุ์มันฝรั่งที่น าเข้า  
ท าการสุ่มตัวอย่างหัวพันธุ์ฝรั่งน าเข้าจากด่านตรวจพืช จ านวน 0.1% น ามาผ่าดูลักษณะ

อาการของโรคเน่าวงแหวน ตัดเอาส่วนท่อน้ า ท่ออาหารของตัวอย่างมาใส่หลอด 1.5 ml 
microcentrifuge ที่ เติมด้วย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บดตัวอย่างด้วย 
plastic disposable pestles ให้ละเอียด น าไปตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ที ่5,000 rpm เป็น
เวลา 5 นาที เก็บส่วนบนที่เป็นน้ าใสใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ทิ้งส่วนตะกอน น า 2 
ul ของตัวอย่างเป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาที่กล่าวมาแล้วข้างต้น 
และทุกตัวอย่างเปรียบเทียบกับการตรวจเชื้อบนอาหาร semi-selective for C. michiganensis 
subsp. sepedonicus 
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เวลาและสถานที่ 
เวลา  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
สถานที่ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ

อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การเตรียม DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus  
สื บ ค้ น ยี น ส่ ว น  1 6 S- 2 3 S ribosomal RNA intergenic spacer ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย  

C. michiganensis subsp. sepedonicus จาก Gen Bank :ซึ่งเป็นยีนที่ใช้ส าหรับออกแบบไพรเมอร์
ส าหรับใช้ในการตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ได้รายละเอียดดังนี้ 

ด าเนินการสั่งสังเคราะห์ของยีนส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของ
แบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp.  sepedonicus จ ากบริ ษั ท  Thermo Fisher Scientific 
GENEART GmbH ประเทศเยอรมันนี เพ่ือน ามาใช้เป็น DNA positive control เพ่ือด าเนินการ
ทดสอบไพรเมอร์ต่อไป 
2. การคัดเลือก probe ส าหรับ Real-Time PCR  

สืบค้นข้อมูล probe ส าหรับ Real-Time PCR ที่ใช้ส าหรับตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. sepedonicus ที่ได้มีรายงานว่า สามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคเน่าวงแหวนของมันฝรั่ง 
ได้ผลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus  คัดเลือกได้ 
Cms probe ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ตาม
รายงานของ Bach et al (2003) โดยมีล าดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้  

Cms probe  FAM -5′ TTCCGTCGTCCCTTGAGTGGAT3′ -TAMRA  
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ probe ไปสังเคราะห์เพ่ือใช้ในการทดสอบการสภาพที่เหมาะสม 

และการตรวจวินิจฉัยโรคเน่าวงแหวนโดยวิธี Real time PCR ต่อไป 

3. การทดสอบ DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus 

ทดสอบ DNA positive control ที่สังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic 
spacer ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ด้วย conventional PCR และ 
Real-Time PCR ผลการทดสอบพบว่า การทดสอบด้วย conventional PCR โดยใช้ไพรเมอร์ FP 
Cm/RP Cm primer ที่เฉพาะเจาะจงกับ แบคทีเรียกลุ่ม Clavibacter michiganensis  พบว่าดีเอ็น
เอสังเคราะห์ของเชื้อ 3 สายพันธุ์ ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 200 bp ได้แก่ สายพันธุ์ LMG 
2889, LMG 2901 และ K0090 (ภาพที่ 1) สอดคล้องกับผลทดสอบด้วย Real-Time PCR โดยใช้ 
Cms probe  ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสังเคราะห์ของเชื้อ 3 สายพันธุ์ จึงใช้ดีเอ็นเอสังเคราะห์

เชื้อแบคทีเรีย Accession number 
C. michiganensis subsp. sepedonicus LMG 2889 U09382 
C. michiganensis subsp. sepedonicus LMG 2901 JN613837 
C. michiganensis subsp. sepedonicus K0090 HM181750 
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ของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็น DNA positive control ส าหรับทดลองต่อไป 
4. ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR 

ผลการทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR ส าหรับตรวจเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. sepedonicus มีรายละเอียดดังต่อไปนี้  

น าดี เ อ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. 
michiganensis subsp. sepedonicus มาวัดความเข้มข้นของดีเอนเอที่ช่วงคลื่น A260/A280 ด้วย
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (U2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข้มข้นดี
เอ็นเอเท่ากับ 50 ng/ul ท าปฏิกิริยา real-time PCR ด้วยเครื่อง LightCycler® 480 (Roche 
Diagnostics, Thailand) ในการท าปฏิกิริยาจ านวน 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X LightCycler® 
480 Probes Master (Roche Diagnostics, Thailand) , 0.25 uM primer, 0.25 uM probe, น้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ และดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 1 ไมโครลิตร โดยมีรายละเอียดโปรแกรมส าหรับ
ท าปฏิกิริยา real-time PCR ดังนี้ 
 

Program cycles Target (°C) Hold time 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

Acquisition 
mode 

Pre-incubation 1 95 00:10:00 4.40 none 
Amplification 40 95 00:00:20 4.40 none 

  66 00:01:00 2.20 none 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 

  
5. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time PCR 

ผลทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time 
PCR ในการตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus โดยใช้ไพรเมอร์ทีส่ังเคราะห์
ไว้  

การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cms probe มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย C. 
michiganensis subsp. sepedonicus โดยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. sepedonicus เท่านั้นไม่เพ่ิมกับเชื้อแบคทีสาเหตุโรคพืชและแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่แยกได้จาก
หัวมันฝรั่ง จ านวน 10 ไอโซเลท ที่ใช้ทดสอบ (ภาพท่ี 2) 

การทดสอบความไว โดยใช้ DNA ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus 
ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม ผลการทดสอบพบว่า สามารถ
ตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอ
คือ 25 pg/ ปฏิกิริยา (ภาพท่ี 3) 
6.ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 
sepedonicus จากหัวพันธุ์มันฝรั่งที่น าเข้า  

สุ่มเก็บตัวอย่างหัวพันธุ์มันฝรั่งน าเข้าจากประเทศออสเตรเลีย จ านวน 12 ตัวอย่าง เพ่ือแยก
เชื้อและตรวจด้วย Real time PCR ผลการแยกเชื้อไม่พบเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะคล้ายเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. sepedonicus จากนั้นด าเนินการตรวจเชื้อที่แยกได้และน าส่วนบนที่เป็น
น้ าใสจากตัวอย่างที่เตรียมไว้ใส่หลอด ผลการตรวจเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้และตัวอย่างมันฝรั่งที่น าเข้า
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จากออสเตรเลีย 12 ตัวอย่าง ไม่พบเชื้อแบคทีเรีย C.  michiganensis subsp.  sepedonicus  
(ภาพท่ี 4) 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ไม่มีรายงานการปรากฏพบใน

ประเทศไทย ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องมีดีเอ็นเอของเชื้อที่สั่งสังเคราะห์บางส่วนของยีนส่วน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus จ านวน 4 
สายพันธุ์ เพ่ือน ามาเป็น DNA positive control  

การสืบค้นข้อมูลล าดับ nucleotide ของยีนที่ส าคัญของแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. sepedonicus ใน GenBank เพ่ือน ามาออกแบบ primer ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย 
C.  michiganensis subsp.  sepedonicus พบว่ ายี นที่ น ามาออกแบบไพรเมอร์ คื อ  ยีน  16S 
ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic space 

การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cms probe มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย  
C.  michiganensis subsp.  sepedonicus โ ด ย เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อ เ ฉ พ า ะ แ บ ค ที เ รี ย  
C. michiganensis subsp. sepedonicus เท่านั้น ไม่เพ่ิมกับเชื้อแบคทีสาเหตุโรคพืชและแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนๆ ที่แยกได้จากหัวมันฝรั่ง จ านวน 10 ไอโซเลท ที่ใช้ทดสอบ การทดสอบความไว โดยใช้ DNA 
ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโน
กรัม ถึ ง  100 เฟมโตกรัม พบว่า  สามารถตรวจสอบแบคที เรี ย  C.  michiganensis subsp. 
sepedonicus ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 25 pg/ ปฏิกิริยา  

สุ่มเก็บตัวอย่างหัวพันธุ์มันฝรั่งน าเข้าจากประเทศออสเตรเลีย จ านวน 12 ตัวอย่าง เพ่ือแยก
เชื้ อและตรวจด้ วย  Real time PCR ไม่พบเชื้ อแบคที เ รี ยที่ มี ลั กษณะคล้ าย เชื้ อแบคที เรีย  
C. michiganensis subsp. sepedonicus ผลการตรวจเชื้อที่แยกได้และน าส่วนบนที่เป็นน้ าใสของ
ตัวอย่างมันฝรั่งที่น าเข้าจากออสเตรเลีย 12 ตัวอย่าง ไม่พบเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 
sepedonicus 
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ภาพที่ 1 แสดงผลทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus ด้วย conventional PCR โดย  
ช่อง M คือ  ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน OneMark 100  
ช่อง 1  คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus LMG 2889 
ช่อง 2  คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus LMG 2901 
ช่อง 3  คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus K0090 
ช่อง 4  คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus Ac-1405 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 แสดงผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์กับแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่แยกได้จากหัวมันฝรั่ง 

พบว่าไพรเมอร์ Cms probe มีความเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus  

 
 
  

K0090 

LMG 2889 
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ภาพที่ 3 แสดงผลทดสอบความไวของไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA 

intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. sepedonicus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 แสดงผลการตัวอย่างหัวพันธุ์มันฝรั่งน าเข้าจากประเทศด้วย Real time PCR 
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การตรวจแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis   
จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยเทคนิค Real time PCR 

Detection of  Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis  from 
Corn seeds import from United States of America  by Real time PCR 

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล1/  ทิพวรรณ  กันหาญาติ1/  รุ่งนภา  ทองเคร็ง1/  ชลธิชา รักใคร่2/  

1/กลุ่มวิจัยโรคพืช   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/กลุ่มวิจัยการกักกันพืช    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
Goss's Bacterial Wilt ( corn)  or Leaf Blight of corn caused by Clavibacter 

michiganensis subsp.  nebraskensis is a major disease of corn and has an original and 
epidemic source in the United States.  This bacterium will be transmitted through seed 
( seed transmission)  and is a quarantine pest of Thailand.  Thailand has imported corn 
seeds from the United States for seed production.  There is a risk that the bacteria  
C. michiganensis subsp. nebraskensis will be contaminated with seeds. The objective of 
this experiment to develop the detection of C. michiganensis subsp. nebraskensis by real 
time PCR. Real time PCR is an efficient and rapid method for detecting  

C. michiganensis subsp. nebraskensis. The primer, Cmn probe was designed based 
on the intergenic spacer region of the 16S–23S rRNA genes of C.  michiganensis subsp. 
nebraskensis.  However, C.  michiganensis subsp.  nebraskensis has not been found in 
Thailand. Therefore, it is necessary to synthesize the DNA of the 16S-23S ribosomal RNA 
intergenic spacer gene of C. michiganensis subsp. nebraskensis as a DNA positive control 
for specificity and sensitivity testing. The results showed that Cmn probe primer was only 
specific with C.  michiganensis subsp.  nebraskensis and able to detect the lowest 
concentration of DNA at 50 pg / reaction. The result of the detection of C. michiganensis 
subsp.  nebraskensis from corn seeds that imported from the United States using Real-
time PCR showed that not found C. michiganensis subsp. nebraskensis. 
Keywords:  bacterial detection, Goss's Bacterial Wilt, Clavibacter michiganensis subsp. 
nebraskensis, Real-time PCR 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-00-02-60  
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บทคัดย่อ 
  โรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) โรคที่
ส าคัญของข้าวโพดและเป็นศัตรูกักกันพืชของประเทศไทย เชื้อสาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Clavibacter 
michiganensis subsp. nebraskensis ที่มีแหล่งก าาเนิดดั้งเดิมและระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกา 
สามารถถ่ายทอดได้ทางเมล็ดพันธุ์ (seed transmission) ประเทศไทยมีการน าเข้าเมล็ดพันธุ์จาก
ประเทศสหรัฐอเมริกา ท าให้มีความเสี่ยงที่แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis  
อาจติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ การทดลองนี้จึงมีจุดมุ่งหมายในการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis ด้วยวิธี real time PCR ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและ
ความแม่นย าสูง โดยออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp.  nebraskensis จ า ก ยี น 16S ribosomal RNA gene ส่ ว น  16S- 23S ribosomal RNA 
intergenic spacer เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ไม่มีรายงานการ
ปรากฏพบในประเทศไทย ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องสังเคราะห์ดีเอ็นเอส่วนของยีน 16S-23S ribosomal 
RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis เพ่ือน ามาเป็น DNA 
positive control  การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cmn probe มีความเฉพาะเจาะจงกับ
แบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp.  nebraskensis เท่ านั้ น  ไม่ เ พ่ิมกับแบคที เ รี ย ในกลุ่ ม 
Clavibacter spp. และแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่แยกได้จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ทดสอบ การทดสอบความ
ไว พบว่าสามารถตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ได้ที่ความเข้มข้น
ต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 50 pg/ ปฏิกิริยา ผลการสุ่มตรวจเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้าจากประเทศ
สหรัฐอเมริกาด้วยวธี Real time PCR ไม่พบเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis 
ในตัวอย่างที่ตรวจ 

ค าหลัก: การตรวจสอบแบคทีเรียโรคพืช โรคเหี่ยวข้าวโพด 
 

ค าน า 

ประเทศไทยเป็นแหล่งผลิตข้าวโพดที่ส าคัญของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีพ้ืนที่ปลูก 
ประมาณ 7 ล้านไร่ ประเทศไทยสั่งน าเข้าเมล็ดข้าวโพดเพ่ือการบริโภคและใช้เป็นพ่อพันธุ์แม่พันธุ์ เพ่ือ 
การผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม ส าหรับใช้ในประเทศและส่งออกไปยังประเทศต่างๆ โดยในปี 2556  
มีปริมาณการน าเข้า ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ จ านวน 182,174,288 กิโลกรัม/ปี มูลค่าการน าเข้า 
751,421,853 บาท มีปริมาณการส่งออกข้าวโพด 561,133,133 กิโลกรัมต่อปี มูลค่าการส่งออก 
ประมาณ 4,138,610,061 ล้านบาท (ที่มา: ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร) จากการที่ประเทศไทยมี 
การน าเข้าเมล็ดพันธุ์ท าให้มีความเสี่ยงในการเป็นเส้นทาง (pathway) ของศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญที่อาจ 
ติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ โรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of 
corn) โรคที่ส าคัญของข้าวโพดและเป็นศัตรูกักกันพืชของประเทศไทย เชื้อสาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย 
Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis ที่มีแหล่งก าเนิดดั้งเดิมในประเทศสหรัฐอเมริกา 
พบระบาดอย่างกว้างขวางในประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถถ่ายทอดได้ทางเมล็ดพันธุ์ ( seed 
transmission) ประเทศไทยมีการน าเข้าเมล็ดพันธุ์จากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีมูลค่าการน าเข้า 
85,984,962 บาท ท าให้มีความเสี่ยงที่แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis อาจติด
มากับเมล็ดพันธุ์ได้ ดังนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีประสิทธิภาพจึงมีความ
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จ าเป็นที่ใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจหาแบคทีเรียศัตรูกักกันเพ่ือป้องกันไม่ให้แบคทีเรียศัตรูกักกันเข้า
มาในประเทศไทย การทดลองนี้ จึ งมีจุดมุ่ งหมายในการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคที เรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis โดยวิธี real time PCR ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและ
ความแม่นย าสูง สามารถตรวจหาแบคทีเรียพบในปริมาณน้อย เป็นที่ยอมรับจากประเทศน าเข้า และ
สามารถน าไปใช้เป็นวิธีตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าจากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้าได้ การพัฒนา
เทคนิคการตรวจวินิจฉัยแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskeksis สาเหตุโรคเหี่ยว 
(Goss's Bacterial Wilt of corn) ของข้าวโพด ได้มีการพัฒนาโดย Gross and Vidaver (1979) ได้
ร ายงานการ ใช้ อาหารที่ เ หมาะสม semi- selective medium CNS ในการแยกแบคที เ รี ย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis จากตัวอย่างพืชและดิน โดยจะได้แบคทีเรียโคโลนีสีเหลือ
งอมส้ม มีเมือก ขอบเรียบ เป็นประกาย โคโลนีมีผิวคล้ายเนย มีขนาด 4 มม.หลังจาก 6 วันที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส Pastrik and Rainey (1999) ได้ศึกษาการจัดจ าแนกและความแตกต่างของ
แบคทีเรียในกลุ่ม C. michiganensis species โดยใช้เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
ท าให้ได้ primer ที่เฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรียในกลุ่ม C. michiganensis โดยสามารถแยกความ
แตกต่างของ 5 ชนิดได้ด้วยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ เฉพาะเจาะจง C. michiganensis subsp. 
sepedonicus ได้ขนาด 502  bp, C.  michiganensis subsp.  michiganensis ขนาด 210  bp,  
C. michiganensis subsp. insidiosus ขนาด 393 bp, C. michiganensis subsp. tessellarius 
ขนาด 587 bp และ C. michiganensis subsp. nebraskensis ขนาด 393 bp .Ye et.al. (2014) 
ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis จากเมล็ดข้าวโพดที่
น าเข้า โดยได้พัฒนาวิธี nested PCR ใช้ primer CM1/CM4 และ PSM1/CM3 พบว่าสามารถ
ตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ระดับดีเอ็นเอในปริมาณต่ าสุดที่ตรวจ
ได้ที่ 8 fg และในระดับเซลล์แบคทีเรียได้ 6.8 CFU และมีความไวในการตรวจมากกว่าเทคนิค PCR 
ด้วย primer PSM1/CM3 ผลจากการสุ่มตรวจเมล็ดพันธุ์ 100 เมล็ดที่น าเข้ามาจากสหรัฐอเมริกา วิธี 
nested PCR สามารถตรวจพบ 24% ส่วนเทคนิค PCR ตรวจได้เพียง 8% เท่านั้น ซึ่งวิธีการตรวจสอบ
สามารถใช้เป็นวิธีการประจ าในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp nebraskensis จาก
ตัวอย่างเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดน าเข้า เทคนิค Real time PCR เป็นเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นมาจากข้อจ ากัดของ
เทคนิค  PCR (Polymerase chain reaction)  ท า ให้ สามารถตรวจวิ เคราะห์ เชิ งปริมาณได้  
(Quantitative) เห็น ผลได้แบบทันที (real time & on line) บนหน้าจอคอมพิวเตอร์ (Higuchi et 
al., 1992) ในขณะที่ เทคนิค PCR ไม่สามารถวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ และการวิเคราะห์ผลต้องท าใน
แผ่นวุ้นใช้เวลานานและ ย้อมด้วยสาร ethidium bromide ที่อันตราย (Reischl and Kochanowski, 
1999) เทคนิค Real time PCR เป็นการพัฒนาน าเทคโนโลยี 2 ส่วน ได้แก่ การพัฒนาเทคโนโลยีการ
ตรวจหาดีเอ็นเอใน สารละลายโดยใช้สารเรืองแสง (Fluorescence reporters) ต่างๆ และการใช้
เครื่อง thermocycler ซึ่งเป็นเครื่องควบคุมอุณหภูมิขึ้นลงตามระยะเวลาที่ก าหนดมารวมกันเป็น
เครื่อง Real time themocycler โดยเพ่ิมส่วนที่เป็นแหล่งก าเนิดแสงเพ่ือไปก่อให้เกิดการเรืองแสง
ของชิ้นดีเอ็นเอ และส่วนตรวจวัดการเรืองแสงที่เกิดขึ้น ณ เวลานั้นๆ (Higuchi et al., 1992) 
Gudmestad et al. (2004) ได้มกีารออกแบบไพรเมอร์จากยีน cellulaseA (CelA) gene sequence 
เ พ่ื อ ใ ช้ กั บ เ ทคนิ ค  Real time PCR ใ นก า รต ร ว จห าแบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp. 
sepedonicus จากหัวพันธุ์มันฝรั่งเพ่ือรับรองหัวพันธุ์ในอุตสาหกรรมการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา ไพรเมอร์ CelA มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 
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sepedonicus มีความไวในการตรวจมากกว่าไพรเมอร์อ่ืน ได้แก่ CMS50/72a โดยสามารถตรวจได้ใน
ระดับ 10 เซลล์/ml การตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus โดยเทคนิค 
Real time PCR ด้วยไพรเมอร์ CelA เป็นวิธีการที่ให้ผลการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพ แม่นย า และ
รวดเร็ว 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การ

แยกเชื้อแบคทีเรีย 
2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดัน

ไอ  เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven)  
เครื่อง Thermocycler ( Biometra ®)  

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  เมล็ดข้าวโพด 

วิธีการ 
1. การเตรียม DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp 

nebraskensis 
เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp nebraskensis ไม่มีรายงานการปรากฏพบใน

ประเทศ ไทย ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องสังเคราะห์ยีน 16S ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp nebraskensis เพ่ือ
น ามาใช้เป็น DNA positive control เพ่ือด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ต่อไป 

2. การคัดเลือก specific primer  
สืบค้นข้อมูล primer ที่มีรายงานว่า สามารถใช้ในการตรวจโรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt 

of corn) หรือโรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) ได้ผลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย C. 
michiganensis subsp.  nebraskensis คัดเลือก primer จากนั้นน าล าดับเบสของ primer ไป
สังเคราะห์เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคโดยวิธี Real time PCR ต่อไป  
3. การสกัด genomic DNA และทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR 

การสกัด genomic DNA  
การแยก genomic DNA แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบให้บริสุทธิ์ ใช้วิธีของ Pitcher et al. 

(1989) โดยใช้แบคทีเรียอายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB ใช้ลูปฆ่าเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรีย ให้เต็มหนึ่ง
ลูป ละลายใน 1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) น าไป
ปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Germany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน้ าใสข้างบน เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM 
Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ เครื่องปั่น vortex เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ 
Guanidine thiocyanate–EDTA–Sarkosyl solution ผสมให้เข้ากัน เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 
7.5 M ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น-20 °C ผสมให้เข้ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาทีเติมด้วย 
500 ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วย 
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เครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Germany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที เก็บส่วนน้ าใสข้างบน ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุสาร isopropanol ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 °C 
จ านวน 378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บ 
ตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย 
150 ไมโครลิตร ของ 70% ethanol จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย 
TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอนเอ ที่ช่วง 
คลื่น A260/A280 ด้วยเครื่อง spectrophotometer (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., 
USA) และปรับความเข้มข้น DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
เพ่ือ น าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction  

ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR  
โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR 

จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม 
ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา ทดสอบสภาวะที่เหมาะสม
ของ Real time PCR  
4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time PCR  

ในการตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis เป็นการทดสอบ primer 
ที่สังเคราะห์ไว้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดย
ใช้ DNA เชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่
มีรายงานท าให้เกิดโรคในข้าวโพด ความเข้มข้นของ DNA ที่ 50 ng และทดสอบความไวในการ
ตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis (sensitivity) ของ primer โดยใช้
สภาพที่ เหมาะสมที่ ได้  จากข้อ  3 โดยใช้  DNA ของแบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp. 
nebraskensis ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม  
5. ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 

nebraskensis จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้า  
ท าการสุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้าจากด่านตรวจพืชตามวิธีของ ASTA น ามาบด

แล้วที่เติมด้วย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บดตัวอย่างด้วย plastic disposable 
pestles ให้ละเอียด น าไปตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บ
ส่วนบนที่เป็นน้ าใสใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ทิ้งส่วนตะกอน น า 2 ul ของตัวอย่าง
เป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาที่กล่าวมาแล้วข้างต้น และทุกตัวอย่าง
เ ป รี ย บ เที ยบกั บ ก า รต ร วจ เ ชื้ อ บนอาห าร  semi- selective for C.  michiganensis subsp. 
nebraskensis 
- เวลาและสถานที่ 

เวลา  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
สถานที่ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ

อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การเตรียม DNA positive control ของแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. 

nebraskensis  
สืบค้นยีนส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของ  C.  michiganensis 

subsp. nebraskensis จาก Gen Bank :ซึ่งเป็นยีนที่ใช้ส าหรับออกแบบไพรเมอร์ส าหรับใช้ในการ
ตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ได้รายละเอียดดังนี้ 

 
ด าเนินการสั่งสังเคราะห์ของยีนส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของ

แบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp.  nebraskensis จากบริ ษั ท  Thermo Fisher Scientific 
GENEART GmbH ประเทศเยอรมันนี เพ่ือน ามาใช้เป็น DNA positive control เพ่ือด าเนินการ
ทดสอบไพรเมอร์ต่อไป 
2. คัดเลือก specific primer  

ด าเนินการสืบค้นข้อมูลล าดับ nucleotide ของยีนที่ส าคัญของแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. nebraskensis ใน GenBank เพ่ือน ามาออกแบบ primer ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. nebraskensis โดยพบว่ายีนที่น ามาออกแบบไพรเมอร์คือ ยีน  16S 
ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer โดยได้ไพรเมอร์ดังนี้  

FP Cm primer  5′-TGTCGAGGGCATGTTGCACG-3′ 
RP Cm primer   5′-GGAGACAGAATTGACCAATGAT-3′ 
Cmn probe   FAM -5′ TTCCGTCGTCCTTTCGTGGATG 3′ -TAMRA  

3. การสกัด genomic DNA และทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR 
ทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer 

ของ เชื้ อ  C.  michiganensis subsp.  nebraskensis ด้ ว ย  conventional PCR พบว่ าดี เ อ็น เอ
สังเคราะห์ของเชื้อสายพันธุ์ NCPPB2578 ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 200 bp (ภาพที่ 1) 
สอดคล้องกับผลทดสอบด้วย real time PCR จึงใช้ดีเอ็นเอสังเคราะห์ของเชื้อสายพันธุ์ NCPPB2578
เป็น DNA positive control ส าหรับทดลองต่อไป  

ผลการทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR ส าหรับตรวจเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. nebraskensis มีรายละเอียดดังต่อไปนี้  

น าดี เ อ็น เอสั ง เคราะห์ ส่ วน  16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer ของ เชื้ อ  
C. michiganensis subsp. nebraskensis มาวัดความเข้มข้นของดีเอนเอที่ช่วงคลื่น A260/A280 
ด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (U2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความ
เข้มข้นดีเอ็นเอเท่ากับ 50 ng/ul ท าปฏิกิริยา real-time PCR ด้วยเครื่อง LightCycler® 480 (Roche 
Diagnostics, Thailand) ในการท าปฏิกิริยาจ านวน 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X LightCycler® 
480 Probes Master (Roche Diagnostics, Thailand) , 0.25 uM primer, 0.25 uM probe, น้ า

เชื้อแบคทีเรีย Accession number 
C. michiganensis subsp. nebraskensis  ATCC27794 JX216836 
C. michiganensis subsp. nebraskensis  NCPPB2578 JX216839 
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กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ และดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 1 ไมโครลิตร โดยมีรายละเอียดโปรแกรมส าหรับ
ท าปฏิกิริยา real-time PCR ดังนี้ 
 

Program cycles Target (°C) Hold time 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

Acquisition mode 

Pre-incubation 1 95 00:10:00 4.40 none 
Amplification 40 95 00:00:20 4.40 none 

  66 00:01:00 2.20 none 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 

  
4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time PCR 

การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cmn probe มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย 
C.  michiganensis subsp.  nebraskensis โ ด ย เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อ เ ฉ พ า ะ แ บ ค ที เ รี ย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis เท่านั้น ไม่เพ่ิมกับแบคทีเรียในกลุ่ม Clavibacter spp. 
และแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่แยกได้จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ทดสอบ (ภาพท่ี 2) 

การทดสอบความไว โดยใช้ DNA ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis 
ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม ผลการทดสอบพบว่า สามารถ
ตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอ
คือ 50 pg/ ปฏิกิริยา (ภาพท่ี 3) 
5. ทดสอบ วิ ธี  Real time PCR ใ นกา รตรวจหาแบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp. 

nebraskensis จากเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้า  
สุ่มเก็บตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกา จ านวน 10 ตัวอย่าง เพ่ือแยก

เชื้อและตรวจด้วย Real time PCR ผลการแยกเชื้อไม่พบเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะคล้ายเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. nebraskensis จากนั้นด าเนินการตรวจเชื้อที่แยกได้และน าส่วนบนที่เป็น
น้ าใสจากตัวอย่างที่เตรียมไว้ใส่หลอด ผลการตรวจเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้และเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้า
จากประเทศสหรั ฐอเมริ กา  10 ตั วอย่ า ง  ไม่พบเชื้ อแบคที เ รี ย  C.  michiganensis subsp. 
nebraskensis (ภาพท่ี 4) 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ไม่มีรายงานการปรากฏพบ
ในประเทศไทย ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องมีการขออนุญาตน าเข้าจากต่างประเทศ โดยการน าเข้าสิ่งต้องห้าม
เพ่ือการทดลองหรือวิจัยในครั้งนี้จึงเป็นดีเอ็นเอของเชื้อที่สั่งสังเคราะห์บางส่วนของยีนส่วน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis จ านวน 1 
สายพันธุ์ เพื่อน ามาเป็น DNA positive control  

การสืบค้นข้อมูลล าดับ nucleotide ของยีนที่ส าคัญของแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. nebraskensis ใน GenBank เพ่ือน ามาออกแบบ primer ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย 
C.  michiganensis subsp.  nebraskensis พบว่ ายีนที่ น ามาออกแบบไพรเมอร์คื อ  ยีน  16S 
ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic space 
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การทดสอบความจ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์ Cms probe มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย  
C.  michiganensis subsp.  nebraskensis โ ด ย เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อ เ ฉ พ า ะ แ บ ค ที เ รี ย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis เท่านั้น ไม่เพ่ิมกับแบคทีเรียในกลุ่ม Clavibacter spp. 
และแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่แยกได้จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพด จ านวน 10 ไอโซเลท ที่ใช้ทดสอบ การทดสอบ
ความไว โดยใช้ DNA ของแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ที่มีความเข้มข้น 8 
ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม พบว่า สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. nebraskensis ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 50 pg/ ปฏิกิริยา  

สุ่มเก็บตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกาจ านวน 10 ตัวอย่าง เพ่ือแยก
เชื้ อและตรวจด้ วย  Real time PCR ไม่พบเชื้ อแบคที เ รี ยที่ มี ลั กษณะคล้ าย เชื้ อแบคที เรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis ผลการตรวจเชื้อที่แยกได้และน าส่วนบนที่เป็นน้ าใสของ
เมล็ดข้าวโพดที่น าเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกา 10 ตัวอย่าง ไม่พบเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis 
subsp. nebraskensis  
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ภาพที่ 1 แสดงผลทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis ด้วย conventional PCR โดย  
ช่อง M คือ  ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน OneMark 100  
ช่อง 1  คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis  

   ATCC27794 
ช่อง 2 คือ  ดีเอ็นเอสังเคราะห์เชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis   

      NCPPB2578 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 แสดงผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์กับแบคทีเรียในกลุ่ม Clavibacter spp. และ

แบคทีเรียอ่ืนๆ ที่แยกได้จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดพบว่าไพรเมอร์  Cmn probe มีความ
เฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer 
ของเชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis  
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ภาพที่ 3 แสดงผลทดสอบความไวของไพรเมอร์กับดีเอ็นเอสังเคราะห์ส่วน 16S-23S ribosomal RNA 

intergenic spacer ของเชื้อ C. michiganensis subsp. nebraskensis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 แสดงผลการตัวอย่างหัวพันธุ์เมล็ดข้าวโพดน าเข้าจากประเทศสหรัฐอเมริกาด้วย Real time PCR  
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การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Burkholderia glumae ในข้าว 
ด้วยเทคนิค Real-Time PCR  

Detection of Burkholderia glumae in Rice by Real-Time PCR  
 

ทิพวรรณ กันหาญาติ ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล   บูรณี พั่ววงษ์แพทย์  
รุ่งนภา ทองเคร็ง     กาญจนา ศรีไม้ 

กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 

สืบค้นข้อมูลและทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา Real-Time PCR ส าหรับ
ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia glumae ในข้าว ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 
พบรายงานไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเบื้องต้นจ านวน 4 คู ่ด าเนินการทดสอบและคัดเลือกไพรเมอร์ส าหรับใช้
ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ได้เฉพาะเจาะจง จ านวน 3 คู่ไพรเมอร์ คือ GL-13F/GL-14R, 
Forward/Reverse และ  Glu-FW/Glu-RW  ส่วนคู่ไพรเมอร์ BG1F/BG1R ไม่เฉพาะเจาะจงต่อ
แบคทีเรีย B. glumae เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 138 bp ของเชื้อ B. gladioli ได้ด้วย 
ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae สาเหตุโรครวงไหม้
ของข้าวด้วยเทคนิค Real-Time PCR และได้สภาวะที่เหมาสมในการท าปฏิกริยา Real-Time PCR  
ของคู่ไพรเมอร์ BG1F/BG1R และคู่ไพรเมอร์ Forward/Reverse 

ค าหลัก : การตรวจสอบ โรครวงไหม้ ข้าว 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-01-00-04-62 



 2222 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ค าน า 

เชื้อแบคทีเรีย Burkholderia glumae เป็นสาเหตุท าให้เกิดโรครวงไหม้ (bacterial panicle 
blight) ของข้าว พบรายงานครั้งแรกที่ประเทศญี่ปุ่นและแพร่ระบาดในพ้ืนที่ปลูกข้าวของหลาย
ประเทศทั่วโลก โดยเชื้อสร้างความเสียหายท าให้ผลผลิตของข้าวลดลงสูงสุดถึง 75 % (Trung et al., 
1993) ส าหรับในประเทศไทยยังไม่พบรายงานการเกิดโรคจากเชื้อชนิดนี้ แต่เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย 
B. glumae สามารถติดไปกับเมล็ด (seed-borne) และเชื้อสามารถเจริญได้ถึงแม้มีอุณหภูมิสูงถึง 
41 องศาเซลเซียส  จึงท าให้เป็นที่กังวลของหลายประเทศเพราะเริ่มมีรายงานการแพร่ระบาดของโรค
รวงไหม้ในประเทศเขตร้อนและกึ่งร้อนมากขึ้น (Ham et al., 2011) หากเกิดการแพร่ระบาดของเชื้อ
แบคทีเรีย B. glumae ในไทยย่อมส่งผลกระทบทางเศรษฐกิจเนื่องจากข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจหลักที่
ส าคัญของประเทศไทยซึ่งมีพ้ืนที่ปลูกประมาณ 62 ล้านไร่กระจายอยู่ทั่วประเทศ (ส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2559)  แบคทีเรีย B. glumae จึงนับเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชที่ส าคัญอีกชนิดหนึ่งทางด้าน
กักกันพืชที่ต้องมีการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของเชื้อโดยเฉพาะอย่างยิ่งการเคลื่อนย้ายหรือน าเข้า
เมล็ดพันธุ์ข้าวจากประเทศที่มีการระบาดของโรค ดังนั้นการหาวิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคที่
เฉพาะเจาะจง รวดเร็ว และตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยได้ จะสามารถลดโอกาสการแพร่ระบาดของ
เชื้อที่อาจติดมากับเมล็ดได้ จากรายงานของ Nandakumar et al. (2009) พบว่าเชื้อแบคทีเรีย  
B. gladioli เป็นสาเหตุอาการรวงไหม้ในข้าวได้เช่นเดียวกัน ท าให้การตรวจสอบในเบื้องต้นโดยดูจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อและลักษณะอาการของโรคท าได้ยากขึ้น เทคนิค real-time 
polymerase chain reaction (real-time PCR) เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่มีประสิทธิภาพ ตรวจสอบ
ได้อย่างรวดเร็ว มีความแม่นย าสูง และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยในตัวอย่างพืชได้  
ดังรายงานของ Sayler et al. (2006) ที่ใช้ real-time PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
จากเมล็ดและต้นข้าวโดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากล าดับเบสของ 16S-23S rDNA ITS พบว่าสามารถ
ตรวจเชื้อได้ที่จ านวน 1-10 เซลล์ และรายงานของ Kim et al. (2012) ซึ่งใช้เทคนิค real-time bio-
PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae จากเมล็ดข้าว ได้ที่ 1 CFU ต่อปฏิกิริยา จากข้อดีของ
เทคนิคงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือน าเทคนิค Real-Time PCR มาใช้ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย  
B. glumae สาเหตุโรครวงไหม้ของข้าว เพ่ือลดโอกาสการแพร่ระบาดของเชื้อที่อาจติดมากับเมล็ดและ
สามารถน าไปปรับใช้ในงานเฝ้าระวังศัตรูพืชกักกันต่อไปในอนาคตได้ 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ 
2. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
3. หม้อนึ่งความดันไอ  
4. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
5. เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง  
6. ตู้อบ 
7. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
8. เครื่องชั่ง 
9. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  
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10. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ ท าปฏิกิริยา PCR และ Real-
Time PCR 

วิธีการ 
1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ  
น าเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก International Rice Research 

Institute (IRRI) เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในข้าว และแบคทีเรียสาเหตุโรคอ่ืนๆ ที่เก็บรักษาไว้ใน แหล่ง
เก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืช มาเลี้ยงบนอาหาร Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA 
Mini kit (Qiagen, USA) ขั้นตอนตามแนะน าของบริษัท โดยน าเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไว้ 1 ลูป ละลาย
ในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย 
absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน 
QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติม
บัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้ว
เติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 
นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

2. สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์และทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค Real-Time PCR ใน
การตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae 

2.1 สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ 
สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ในข้าวได้อย่าง

เฉพาะเจาะจง และคัดเลือกเพ่ือสั่งสังเคราะห์ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค Real-Time PCR
ต่อไป โดยมีรายงานไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเบื้องต้นจ านวน 4 คู่ ดังนี้ 
Primer Sequence (5’-3’) Amplicon size 

(bp) 
Reference 

BG1F CCGCGCTGTTCATGAGGGATAA 138 Kim et al. (2012) 
BG1R CGGGCGGAACGACGGTAAGT   
Forward ACGTTCAGGGATRCTGAGCAG 282 Sayler et al. (2006) 
Reverse AGTCTGTCTCGCTCTCCCGA   
Glu-FW GAAGTGTCGCCGATGGAG 529 Maeda et al. (2006) 
Glu-RW CCTTCACCGACAGCACGCAT   
GL-13f ACACGGAACACCTGGGTA 400 Takeuchi et al. (1997) 
GL-14r TCGCTCTCCCGAAGAGAT   
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2.2 ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค Real-Time PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย 
B. glumae 

ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae สาเหตุ
โรครวงไหม้ของข้าวด้วยเทคนิค Real-Time PCR โดยใช้ไพรเมอร์เบื้องต้นจ านวน 4 คู่ ท าการทดสอบ
ปฏิกิริยา Real-Time PCR ด้วยเครื่อง LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Thailand) โดยใช้
ชุดน้ ายา LightCycler 480 SYBR green I master (Roche Diagnostics, Thailand)  ในการท า
ปฏิกิริยาจ านวน 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X LightCycler 480 SYBR Green I Master 
(Faststart Taq DNA polymerase, Reaction buffer, dNTP, SYBR green dye และ MgCl2), 0.25 
uM primer และดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย B. glumae 1 ไมโครลิตร โดยมีขั้นตอนดังนี้ initial-
denaturing 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที , denaturing 95 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที , 
annealing 63 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที, extension 72 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที (ท าซ้ า 
denaturing, annealing และ extension จ านวน 45 รอบ) และ final extension 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จากนั้นท าการวิเคราะห์ความถูกต้องของชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายจากค่า melting 
temperature (Tm) ด้วยการเพ่ิมอุณหภูมิตั้งแต่ 72-95 องศาเซลเซียส โดยเพ่ิม 0.1 องศาเซลเซียส/ 
วินาที เมื่อสิ้นสุดให้ลดอุณหภูมิลงที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที โดยมีรายละเอียดโปรแกรม
ส าหรับท าปฏิกิริยา Real-Time PCR ในเบื้องต้นดังนี้ 

Program cycles Target 
(°C) 

Hold time 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

Acquisition mode 

Pre-incubation 1 95 00:03:00 4.40 none 
Amplification 45 95 00:00:10 4.40 none 
  63 00:00:20 2.20 none 
  72 00:00:15 4.40 none 
  72 00:05:00 4.40 single 
Melting curve 1 95 00:00:05 4.40 none 
  72 00:01:00 2.20 none 
  95 00:00:00 0.10 continuous 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 

การรายงานผลการมีหรือไม่มีผลผลิตดีเอ็นเอเป้าหมายได้จากการวิเคราะห์ค่า Cp และ 
melting curve เปรียบเทียบกับ เชื้ อแบคที เรีย  B.  glumae ซึ่ ง ได้ รับความอนุ เคราะห์จาก 
International Rice Research Institute (IRRI)   

เวลาและสถานที่ 
เวลา  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562  
สถานที ่ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช   

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ  
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่ใช้ในการทดลองและเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ที่เก็บรักษาไว้
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ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืชมาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB เขย่าที่อุณหภูมิ  
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit 
(Qiagen, USA) โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย 1 ลูป ในการสกัดดีเอ็นเอขั้นตอนตามค าแนะน าของบริษัท  
เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 
2. สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์และทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค Real-Time PCR ใน

การตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ในข้าวได้อย่าง

เฉพาะเจาะจง และสั่งสังเคราะห์ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค Real-Time PCR โดยมี
รายงานไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเบื้องต้นจ านวน 4 คู่ ด าเนินการทดสอบและคัดเลือกไพรเมอร์ส าหรับใช้
ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ได้เฉพาะเจาะจง จ านวน 3 คู่ไพรเมอร์ คือ GL-13F/GL-14R, 
Forward/Reverse และ  Glu-FW/Glu-RW ส่วนคู่ไพรเมอร์ BG1F/BG1R ไม่เฉพาะเจาะจงต่อ
แบคทีเรีย B. glumae เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 138 bp ของเชื้อ B. gladioli pv. gladioli ได้ด้วย 
ทดสอบคู่ไพรเมอร์ส าหรับใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae  

โดย ช่อง M คือ  ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน OneMark 100  
ช่อง 1 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 2 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 3 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
ช่อง 4 คือ  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
ช่อง 5 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 6 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 7 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
ช่อง 8 คือ  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
ช่อง 9 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 10 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 11 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
ช่อง 12 คือ  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
ช่อง 13 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
ช่อง 14 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
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ช่อง 15 คือ  เชื้อแบคทีเรีย B. glumae 
ช่อง 16 คือ  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 

ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae สาเหตุ
โรครวงไหม้ของข้าวด้วยเทคนิค Real-Time PCR พบว่าคู่ไพรเมอร์ BG1F/BG1R มีสภาวะที่เหมาสม
ในการท าปฏิกริิยา Real-Time PCR ดังนี ้
 

Program cycles Target 
(°C) 

Hold time 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

Acquisition mode 

Pre-incubation 1 95 00:03:00 4.40 none 
Amplification 40 95 00:00:10 4.40 none 

  63 00:00:20 2.20 none 
  72 00:00:30 4.40 none 

Melting curve 1 95 00:00:05 4.40 none 
  65 00:01:00 2.20 none 
  95 00:00:00 0.10 continuous 

Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 
 

 
คูไ่พรเมอร์ Forward/Reverse มีสภาวะที่เหมาสมในการท าปฏิกริยา Real-Time PCR ดังนี ้
 

Program cycles Target 
(°C) 

Hold time 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

Acquisition mode 

Pre-incubation 1 95 00:03:00 4.40 none 
Amplification 40 95 00:00:10 4.40 none 

  63 00:00:20 2.20 none 
  72 00:00:30 4.40 none 

Melting curve 1 95 00:00:05 4.40 none 
  65 00:01:00 2.20 none 
  95 00:00:00 0.10 continuous 

Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 
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สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ในข้าวได้อย่าง
เฉพาะเจาะจง และสั่งสังเคราะห์ โดยมีรายงานไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเบื้องต้นจ านวน 4 คู่ ด าเนินการ
ทดสอบและคัดเลือกไพรเมอร์ส าหรับใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย B. glumae ได้เฉพาะเจาะจง 
จ านวน 3 คู่ไพรเมอร์ คือ GL-13F/GL-14R, Forward/Reverse และ Glu-FW/Glu-RW  ส่วนคู่ไพร
เมอร์ BG1F/BG1R ไม่เฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย B. glumae เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 138 
bp ของเชื้อ B. gladioli ได้ด้วย ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย 
B. glumae สาเหตุโรครวงไหม้ของข้าวด้วยเทคนิค real-time PCR และได้สภาวะที่เหมาสมในการท า
ปฏิกริยา real-time PCR ของคู่ไพรเมอร์ BG1F/BG1R และคู่ไพรเมอร์ Forward/Reverse  

 
เอกสารอ้างอิง 

ส านักเศรษฐกิจการเกษตร. 2559. สถิติการเกษตรของประเทศไทย ปี 2558. โรงพิมพ์ส านักงาน
 พระพุทธศาสนาแห่งชาติ, กรุงเทพฯ. 215 น. 
Ham, J. H. , R. A.  Melanson and M. C.  Rush.  2011.  Burkholderia glumae:  next major 
 pathogen of rice? Mol. Plant Pathol. 12:329-339.  
Kim, B.K. , M.S.  Cho, M.H.  Kim, H. J.  Choi, M. J.  Kang and H.S.  Shim.  2012.  Rapid and 
 specific detection of Burkholderia glumae in rice seed by real- time Bio- PCR 
 using species-specific primers based on an rhs family gene. Plant Dis. 96: 577–580.  
Maeda Y. , H.  Shinohara, A.  Kiba, K.  Ohnishi, N.  Furuya, Y.  Kawamura, T.  Ezaki, P. 
 Vandamme, S. Tsushima and Y. Hikichi. 2006. Phylogenetic study and multiplex 
 PCR- based detection of Burkholderia plantarii, Burkholderia glumae and 
 Burkholderia gladioli using gyrB and rpoD sequences. Int J Syst Evol Microb, 56: 
 1031–1038. 
Nandakumar, R. , A.  Shahjahan, X.  Yuan, E.  Dickstein, D.  Groth, C.  Clark and R. R. 
 Cartwright.  2009.  Burkholderia glumae and B.  gladioli cause bacterial panicle 
 blight in rice in the southern United States. Plant Dis. 93: 896-905.  
Sayler, R.J., R.D. Cartwright and Y.N. Yang. 2006. Genetic characterization and real-time 
 PCR detection of Burkholderia glumae, a newly emerging bacterial pathogen of 
 rice in the United States. Plant Dis. 90: 603–610. 



 2228 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

Takeuchi, T. , H.  Sawada, F.  Suzuki and I.  Matsuda.  1997.  Specific detection of 
 Burkholderia plantarii and B.  glumae by PCR using primers selected from the 
 16S-23S rDNA spacer regions. Ann. Phytopathol. Soc. Jpn. 63: 455-462. 
Trung, H.M., N.V. Van, N.V. Vien, D.T. Lam and M. Lien. 1993. Occurrence of rice grain 
 rot disease in Vietnam. Int Rice Res Notes 18: 30. 



2229 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum species 
complex สาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย 

Detection of Ralstonia solanacearum Species Complex cause of 
Bacterial Wilt Disease of Banana  

ทิพวรรณ กันหาญาติ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล   บูรณี พั่ววงษ์แพทย์  
รุ่งนภา ทองเคร็ง     กาญจนา ศรีไม้ 

กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
สืบค้นข้อมูลและทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา PCR ส าหรับตรวจสอบเชื้อ

แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum species complex สาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย ตั้งแต่เดือน
ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 พบรายงานไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเชื้อเบื้องต้นจ านวน 3 ชุด มีไพรเมอร์ 
7 คู่ ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ส าหรับตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย  พบว่า
ไพรเมอร์ 759/760 และไพรเมอร์ 121F/121R สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยว
ของกล้วยไดเ้ฉพาะเจาะจง 
ค าหลัก : การตรวจสอบ โรคเหี่ยว กล้วย 
 

ค าน า 
โรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum เป็นโรคพืชที่มีความส าคัญมาก

โรคหนึ่งของกล้วยเนื่องจากก่อให้เกิดความเสียหายอย่างรุนแรงแก่พืชจนไม่สามารถให้ผลผลิตได้
โดยเฉพาะในโคลอมเบียท าความเสียหายสูงถึง 100% (Álvarez et al., 2015) ในเอเชียพบการแพร่
ระบาดของโรคครั้งแรกที่ประเทศฟิลิปปินส์ (Rillo, 1979) ประเทศอินเดีย (Mondal et al., 2012) และ
ต่อมาพบที่ประเทศมาเลเซีย (Zulperi and Sijam, 2014) ส าหรับในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการ
ระบาดของโรคท่ีเกิดจากเชื้อชนิดนี้ในกล้วย (วนิดา, 2542) แต่เนื่องจากประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกกล้วย
เพ่ือบริโภคท้ังภายในประเทศและส่งออกกระจายอยู่ทั่วทั้งประเทศ (ส านักเศรษฐกิจการเกษตร, 2560) 
และมีรายงานการระบาดของโรคเหี่ยวของกล้วยที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียในประเทศเพ่ือนบ้านที่มี
ชายแดนติดกับประเทศไทย จึงต้องหาวิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคที่เฉพาะเจาะจง รวดเร็ว และ
สามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยได้ เพ่ือเตรียมความพร้อมส าหรับการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของ
เชื้อเพราะหากเกิดการแพร่ระบาดจะเป็นไปอย่างรวดเร็วและกว้างขวางเนื่องจากเชื้อสามารถติดไปกับ
เครื่ องมือทางการเกษตรที่ ใช้ ในแปลงและส่วนขยายพันธุ์ของพืช ได้  เทคนิค Polymerase 
chainreaction (PCR) เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่มีความจ าเพาะ ตรวจสอบได้อย่างรวดเร็ว และ
สามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยในตัวอย่างพืชได้ ดังรายงานของ Opina et al. (1997) ที่ใช้ 
เทคนิค PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum พบว่าสามารถตรวจเชื้อได้ที่จ านวน 1.4-
20 เซลล์ จากข้อดีของเทคนิคงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิค PCR มาใช้ตรวจสอบเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย เพ่ือลดโอกาสการแพร่ระบาดของเชื้อที่อาจติดมากับส่วน
ขยายพันธุ์และสามารถน าไปปรับใช้ในงานเฝ้าระวังศัตรูพืชกักกันต่อไปในอนาคตได้ 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-01-00-05-62 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ 
2. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
3. หม้อนึ่งความดันไอ  
4. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
5. เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง  
6. ตู้อบ 
7. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
8. เครื่องชั่ง 
9. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  
10. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ และท าปฏิกิริยา PCR  

วิธีการ 
1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ  

 น าเชื้อแบคทีเรียที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืช มาเลี้ยงบนอาหาร 
Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการ
แยกสกัด   ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) ขั้นตอนตามแนะน าของ
บริษัท โดยน าเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไว้ 1 ลูป ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน 
collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection 
tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่น
เหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp 
Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศา
เซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

2. คัดเลือกไพรเมอร์และทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค  PCR ในการตรวจเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย 

2.1 สืบค้นข้อมูลและคัดเลือกไพรเมอร์ 
 สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วยได้
อย่างเฉพาะเจาะจง และคัดเลือกเพ่ือสั่งสังเคราะห์ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR 
ต่อไป โดยมีรายงานคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจเชื้อเบื้องต้น ดังนี้ 

 



2231 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

Primer Sequence (5’-3’) Amplicon size 
(bp) 

Reference 

759 GTCGCCGTCAACTCACTTTCC 281 Opina et al. (1997) 
760 GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG   
93F CGCTGCGCGGCCGTTTCAC 477 Cellier et al. (2015) 
93R CGGTCGCGGCATGGGCTTGG   
5F GCGCGCGAGGCTGGTGATGT 661  
5R TGGGTTCGCAGGCGGACAGC   

Nmult21:1F 
Nmult21:2F 
Nmult23:AF 
Nmult22:InF 
Nmult22:RR 

CGTTGATGAGGCGCGCAATTT 
AAGTTATGGACGGTGGAAGTC 

ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT 
ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA 
TCGCTTGACCCTATAACGAGTA 

144 
372 
91 
213 

Fegan and Prior (2005) 

2.2 ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของ
กล้วย 

ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของ
กล้วยด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็น
เอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 50 ng/µl, 1X One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., Taipei, 
Taiwan)  และไพรเมอร์ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® 
(Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Goettingen, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลา
ให้เริ่มต้นแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยก
สายดีเอ็นเอแม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็น
เอแม่แบบ (annealing) ที่ อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
(extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final 
extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดี
เอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel 
electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 โวลต์ 
นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge 
Platinum (Uvitec Ltd., Cambridge, UK)   

เวลาและสถานที่ 
เวลา  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562  
สถานที ่  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช   

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ  
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่ใช้ในการทดลองและเก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของ

กลุ่มวิจัยโรคพืชมาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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48 ชั่วโมง ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยใช้เชื้อ
แบคทีเรีย 1 ลูป ในการสกัดดีเอ็นเอขั้นตอนตามค าแนะน าของบริษัท เก็บรักษาดีเอ็นเอที่ได้ไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

2. คัดเลือกไพรเมอร์และทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค  PCR ในการตรวจเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย 

สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วยได้
อย่างเฉพาะเจาะจง และสั่งสังเคราะห์ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR โดยมีรายงานไพร
เมอร์ที่ใช้ตรวจเชื้อเบื้องต้นจ านวน 3 ชุด มีไพรเมอร์ 7 คู่ ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ส าหรับตรวจ
วินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย พบว่ามีไพรเมอร์ 759/760 ตามรายงานของ Opina 
et al. (1997) และ 121F/121R ตามรายงานของ Tan (2003) สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วยไดเ้ฉพาะเจาะจง 

  ไพรเมอร์ 759/760 (Opina et al., 1997) 
 

ไพรเมอร์ 121F/121R (Tan, 2003) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรายงานว่าสามารถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วยได้

อย่างเฉพาะเจาะจง และสั่งสังเคราะห์ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR โดยมีรายงานไพร
เมอร์ที่ใช้ตรวจเชื้อเบื้องต้นจ านวน 3 ชุด มีไพรเมอร์ 7 คู่ ด าเนินการทดสอบไพรเมอร์ส าหรับตรวจ
วินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย พบว่ามีไพรเมอร์ 759/760 ตามรายงานของ Opina 
et al. (1997) และ 121F/121R ตามรายงานของ Tan (2003) สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วยได้เฉพาะเจาะจง 
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การพัฒนาชุดตรวจสอบ Immuno Strip เพ่ือตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas  campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่าด าของคะน้า 

Development of Immuno-Strip for the Detection of Xanthomonas  
campestris pv. campestris the Causal Agent of Chinese Kale  

Black Rot Disease 
 

รุ่งนภา  ทองเคร็ง    ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล 
บูรณี  พั่ววงษ์แพทย์   ทิพวรรณ  กันหาญาติ 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

Abstract 
Development of Immuno Strip for the detection of Xanthomonas campestris 

pv. campestris (Xcc) the causal agent of Chinese kale black rot disease was carried out 
to obtain the ease, rapid, high efficiency and accuracy of diagnostic method.  
The experiment was carried out during October 2016 to September 2019.  Specific 
antiserum for Xcc was produced with Membrane protein complex (MPC)  the titer was 
1:128,000. The IgG was purified by precipitation with saturated ammonium sulfate and 
dialysis in 0. 5x PBS.  The concentration of the IgG was 1 mg/ml.  The IgG was labelled 
with Colloidal Gold and painted on conjugated release pad. Goat anti rabbit (GAR) was 
used for control line and the prepared IgG was used for the test line on S&S-AE 99 
nitrocellulose membrane. The test kit was then assembled and tested. The sensitivity 
of the kit was 104 cfu/ml and could detect Xcc in 1:2000 plant sap within 10-15 minutes. 
The Xcc diagnostic kit obtained from this research will be introduced to Chinese kale 
farmer for a convenient rapid disease diagnosis for efficient disease management. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-01-60  
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บทคัดย่อ 

การพัฒนาชุดตรวจสอบ  Immuno Strip ส าหรับตรวจแบคที เ รี ย  Xanthomonas  
campestris pv. campestris (Xcc) สาเหตุโรคเน่าด าของคะน้า มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิคการ
ตรวจสอบโรคให้มีความสะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ แม่นย า และสามารถใช้งานได้ง่าย ด าเนินการ
ทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2559 - กันยายน 2562  ผลิตแอนติซีรัมที่จ าเพาะต่อเชื้อ Xcc ด้วย 
Membrane protein complex (MPC) ได้ค่าไตเตอร์เท่ากับ 1:128,000 มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
เชื้อ Xcc เตรียม IgG ให้บริสุทธิ์ โดยการตกตะกอนด้วย saturated ammonium sulfate และ 
dialysis ใน 0.5x PBS วัดความเข้มข้นให้ได้ปริมาณ IgG เท่ากับ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปติดฉลาก
ด้วยสารละลาย Colloidal Gold ระบายลงบน conjugated release pad ใช้ Goat anti rabbit 
(GAR) ในการท า control line ใช้ IgG ที่เตรียมไว้ท า test line บน nitrocellulose membrane 
ชนิด S&S-AE 99 ประกอบเป็นชุดตรวจสอบ ผลการทดสอบประสิทธิภาพพบว่าสามารถตรวจสอบ
แบคทีเรียได้ปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร และตรวจเชื้อได้ในน้ าคั้นพืชที่เจือจาง  
1: 2,000 ภายในเวลา 10-15 นาที จากงานวิจัยนี้สามารถน าชุดตรวจแบคทีเรีย Xcc ไปแนะน าให้
เกษตรกรผู้ปลูกคะน้าใช้งานได้อย่างสะดว และทราบผลได้รวดเร็ว เพ่ือหาแนวทางการป้องกันก าจัด
โรคได้อย่างมีประสิทธิภาพและทันต่อสถานการณ์การระบาดของโรค 

ค าหลัก : ชุดตรวจแบคทีเรีย  อิมมูโนสตริป โรคขอบใบทอง พืชตระกูลกะหล่ า 
 

ค าน า 

 โรคขอบใบทองหรือเน่าด ามีสาเหตุจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris 
เป็นโรคที่พบได้ทั่วไปและเป็นปัญหามากกับพืชตระกูลกะหล่ า ซึ่งประกอบด้วย บล็อกโคลี่ (broccoli) 
กะหล่ าดาว (Brussels sprouts) กะหล่ าปลี (cabbage) กะหล่ าดอก (cauliflower) collards คะน้า 
(kale) กะหล่ าปม (kohlrabi) มัสตาร์ด (mustard) radish rutabaga และ turnip โรคเน่าด าท าให้
ผลผลิตเสียหายค่อนข้างมาก โดยเฉพาะในช่วงที่สภาวะแวดล้อมเหมาะสม พืชจะเริ่มแสดงอาการโรค
ให้เห็นในส่วนใบ โดยใบจะเริ่มเหลืองจากขอบใบแล้วลามลึกเข้ามาในเนื้อใบจนจรดแกนกลางของใบ
เป็นรูปตัววี (V) เส้นใบบริเวณนี้จะมีสีน้ าตาลด า ต่อมาจะเกิดอาการแห้งจากขอบใบ ใบเหี่ยวเฉาและ
หลุดจากต้น เมื่อตัดล าต้นตามขวางจะพบว่าส่วนที่เป็นท่อน้ า (xylem) เน่ามีสีด า ในระยะกล้าที่งอก
ใหม่ๆ จะเกิดอาการเน่าด าที่ขอบใบเลี้ยง ต่อมาใบเลี้ยงจะเหี่ยวและต้นกล้าตาย นอกจากอาการ
ดังกล่าวแล้ว บางครั้งพบอาการแผลจุดบนใบกับพืชตระกูลกะหล่ าบางชนิด เช่น ผักคะน้า โดยจะเริ่ม
เกิดจุดแผลขนาดเล็กๆ ต่อมาจุดขนาดใหญ่ข้ึนมีสีน้ าตาล ขนาดประมาณ ๑ มิลลิเมตร และถ้าความชื้น
สูงจะปรากฏลักษณะฉ่ าน้ ารอบจุดแผลสีน้ าตาล เมื่อจุดแผลเกิดใกล้ชิดกันท าให้เกิ ดลักษณะไหม้  
แห้งตายเป็นหย่อมๆ เนื้อใบที่เป็นแผลขาดทะลุเป็นรู การแพร่ระบาดของโรคนี้ที่ส าคัญและไปได้ไกล
ที่สุด คือการติดไปกับเมล็ดพันธุ์และแพร่ไปยังต้นกล้าอ่ืนในแปลงเพาะกล้า ส่วนการเกิดโรคในแปลง
เกิดจากต้นกล้าที่ได้รับเชื้อในแปลงเพาะ หรือจากเชื้อที่ที่ตกค้างอยู่ในเศษซากพืชในดิน หรือในพืช
อาศัยที่ตกค้างอยู่ในแปลง (volunteer plants) แล้วแพร่กระจายโดยน้ าฝน หรือน้ าที่ใช้รดต้นพืช  
เชื้อเข้าสู่พืชทางระบบราก ทางปากใบ (stomata) ต่อมคายน้ า (hydathodes) หรือทางแผลแล้ว
กระจายไปสู่ส่วนต่างๆ ทาง xylem เชื้อแพร่กระจายจากต้นเป็นโรคไปยังต้นข้างเคียงโดยไปกับลม ฝน 
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น้ า ชลประทาน เป็นต้น การระบาดของโรคจะเกิดได้ดีเมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสม และพืชเกิด
บาดแผลโดยแมลงกัดกิน หรือแผลจากการเขตกรรม  
 จากการระบาดที่พบในปัจจุบันท าความเสียหายให้แก่เกษตรกรอย่างมากเนื่องมาจาก
เกษตรกรไม่สามารถจ าแนกชนิดของโรคได้ถูกต้องในระยะแรกท าให้เกิดการแพร่ระบาด ดังนั้นหาก
เกษตรกรสามารถวินิจฉัยและรู้ถึงสาเหตุที่ถูกต้องจะท าให้สามารถป้องกันก าจัดได้อย่างถูกต้องและ
รวดเร็ว  การตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชจ าเป็นต้องมีการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพและความแม่นย าเพ่ิมมาก
ขึ้น และที่ส าคัญต้องมีการพัฒนาให้รวดเร็วขึ้น เพ่ือสามารถน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชอย่างมี
ประสิทธิภาพ เนื่องจากการวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืชเป็นหัวใจส าคัญในการอารักขาพืช เมื่อมีการ
ตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชอย่างถูกต้องแม่นย า ประกอบกับการตรวจที่รวดเร็ว ท าให้สามารถหาแนวทางการ
ป้องกันก าจัดศัตรูพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้ควบคุมการระบาดของศัตรูพืชได้ทันสถานการณ์ 
ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการตรวจสอบสาเหตุโรคหลายชนิด ซึ่งเทคนิคต่างๆ เหล่านั้นอาจต้องใช้เวลาใน
การตรวจสอบนาน หรือมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่สะดวกต่อการปฏิบัติงานในภาคสนามและการให้บริการ
ตรวจสอบผลิตผลเกษตร งานวิจัยนี้จึงได้น า เทคนิค Immuno Strip มาปรับใช้ในการตรวจสอบ
แบคทีเรียชนิดนี้ เพ่ือให้สามารถตรวจสอบแบคทีเรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ สะดวกรวดเร็ ว และ
ถูกต้องแม่นย ามากข้ึน 
 เทคนิค Immuno Strip มี พ้ืนฐานมาจากเทคนิค  latex agglutination test เริ่มคิดค้น
พัฒนาขึ้นครั้งแรกโดย Singer and Plotz (1956) เพ่ือให้เกิดความรวดเร็ว สะดวก ลดค่าใช้จ่ายในการ
ตรวจเชื้อไวรัส ต่อมา Yallow and Berson (1959) ได้พัฒนาเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีหรือ 
lateral flow test ขึ้นจากพ้ืนฐานของ 3 เทคนิค คือ latex agglutination tests, sandwich assay 
และโครมาโทกราฟี เพ่ือใช้ตรวจหา anti-insulin antibodies จากแนวคิดที่ว่าแอนติบอดี 2 ชนิด  
มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปที่แตกต่างกันบนแอนติเจน ดังนั้นหากน าแอนติบอดีชนิดที่หนึ่งมาติดกับ 
solid support แล้ว เมื่อเติมตัวอย่างที่มีแอนติเจนลงไป แอนติเจนดังกล่าวจะถูกจับโดยแอนติบอดีที่
ติดกับ solid support แอนติเจนที่เกาะอยู่กับแอนติบอดีนี้จะถูกตรวจ โดยแอนติบอดีตัวที่สองซึ่งติด
ฉลากกับอนุภาค bead ที่มีขนาดต่างกันเช่น latex bead, erythrocytes, colloidal dyes หรือ 
metal solution ท าให้สามารถอ่านค่าปฏิกิริยาได้จากสี bead ที่เกิดขึ้น (Garland et al., 1986; 
Borque  et al., 1995) สุรภี และคณะ (2551) ได้พัฒนาชุดตรวจสอบไวรัส 11 ชนิด และแบคทีเรีย 
2 strain โดยวิธี  Gold labeled IgG Flow Technique (GLIFT) ในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ ได้แก่  
กล้วยไม้ มันฝรั่ง ถั่วเหลือง พืชผัก และยาสูบ เสาวรส มะละกอ ปทุมมา และพืชตระกูลแตง โดยการ
น าแอนติซีรัมของเชื้อแต่ละชนิดมาสกัด IgG และปรับความเข้มข้นเป็น 1 มก./มล. และทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของ IgG ต่อเชื้อด้วยเทคนิค DIBA จากนั้นน ามาติกฉลากด้วยอนุภาคทองขนาด 
40 นาโนเมตร ทดสอบอัตราที่ใช้กับชนิดของ membrane ขั้นตอนสุดท้ายประกอบเป็นชุดตรวจสอบ
ส าเร็จรูป ซึ่งเมื่อน าไปทดสอบกับพืช ใช้เวลาในการตรวจ ประมาณ 5 นาที และชุดตรวจสอบนี้
สามารถเก็บในสภาพแห้งที่อุณหภูมิห้องได้นาน 2 ปี 
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วิธีด าเนินการ 
วิธีการ 
1. การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์และทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลิน 
 1.1 การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

น าโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Xcc 1 มิลลิลิตร เจือจางด้วยน้ ากลั่น 9 มิลลิลิตร 
ในบีกเกอร์ กวนด้วย magnetic stirrer ช้าๆ เติม saturated ammonium sulfate 10 มิลลิลิตร ที
ละหยดขณะกวนด้วย  magnetic stirrer บ่มไว้ 45 นาที ที่ อุณหภูมิห้อง น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือ
ตกตะกอนโปรตีนของ IgG ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาที ดูด
ส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนโปรตีนด้วย 0.5xPBS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้ว dialysis ใน 0.5x PBS นาน 
4 ชั่วโมง 3 ครั้ง จากนั้นน าไปวัดความเข้มข้นของ IgG ด้วย spectrophotometer ที่ OD 280 แล้ว
ค านวณความเข้มข้น IgG ที่แยกได้จากสูตร O.D.280/1.4 = 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

1.2 การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ในการท าปฏิกิริยาเชื้อ Xcc 
ตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินด้วยวิธี indirect ELISA เตรียมสารแขวนลอย

เชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมี PBS เป็น negative control ส าหรับ
เคลือบในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 
ล้างด้วย PBST (Phosphate buffer+0.05% Tween 20) หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง 
นานครั้งละ 3 นาที เติม blocking solution (PBS+2% skim milk) หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ เริ่มจาก  
0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร โดยมี อิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ เข้มข้น  
25 ไมโครกรัม/มิลิลิตร ท าปฏิกิริยากับ PBS เป็น negative control น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง นานครั้งละ 3 นาที 
เติม Goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphates ที่เจือจางใน PBST  อัตราส่วน 
1 : 1000 หลุมละ 200 ไมโครลิตร  บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง   ล้างด้วย  
PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที แล้วเจือจางสาร PNPP ใน substrate 
buffer อัตราส่วน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 30 และ 60 นาที เมื่อครบเวลาดังกล่าววัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง ( Optical  density 
; OD ) ด้วยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร  
 1.3 การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  
 ทดสอบคุณภาพของ IgG ในการท าปฏิกิริยากับเชื้อ Xcc โดยวิธี DIBA บดตัวอย่างใบ
คะน้าที่เป็นโรคใบเน่าด าด้วย extraction buffer ในอัตรา 1:10 (ตัวอย่างพืช : บัฟเฟอร์) เตรียมน้ าคั้น
ใบคะน้าปกติเช่นเดียวกัน และเตรียมเซลล์แขวนลอยของเชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อ
มิลลิลิตร น าน้ าคั้นพืชและเซลล์แขวนลอยเชื้อมาหยดลงบนแผ่น NCM ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
หลังจากนั้นน าแผ่น NCM ที่หยดตัวอย่างแล้วแช่ลงในกล่องที่มี blocking solution (2% skim milk) 
เป็นเวลา 30 นาที หลังจากครบเวลาแล้ว ย้ายแผ่น NCM ไปแช่สารละลาย IgG ที่เจือจาง 1:500  
ใน TBS เขย่านาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ล้างด้วย TBST 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นน าแผ่น NCM 
มาแช่ใน GAR เจือจาง 1:10,000 ใน TBS บ่มนาน 30 นาที ล้าง 3 ครั้ง ตรวจสอบปฏิกิริยาด้วย 
BCIP/NP หยุดปฏิกิริยาด้วยน้ ากลั่นเมื่อสังเกตเห็นปฏิกิริยาชัดเจน 
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2. การพัฒนาชุดตรวจ Immuno strip 
2.1 การติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG)   

ใช้สารละลายอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 40 นาโนเมตร 
(Biodot, USA) OD 1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม IgG ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร กวนด้วย magnetic stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต์ Bovine Serum 
Albumin กวนต่ออีก 45 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนที่ 12,000g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วน
ใสทิ้ง ละลายตะกอนด้วย gold diluted buffer pH 7.4 ให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมน้ าตาล
ซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ เก็บ IgG ที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.2. การหาความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad  
การติดฉลากอนุภาคทองกับ IgG ใช้สารละลายอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาด 

40 นาโนเมตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม IgG ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร กวนด้วย magnetic stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต์ Bovine Serum Albumin 
กวนต่ออีก 45 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนที่ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง 
ละลายตะกอนด้วย gold diluted buffer pH 7.4 ให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจาง
อนุภาคทองใน gold diluted buffer แบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 (0.3 เท่า) และ 1:4 (0.6 
เท่า) เติมน้ าตาลซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ เก็บ IgG ที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองที่ 4 องศาเซลเซียส น าไป
ระบายลงบนแผ่น CRP ประกอบเป็นชุดตรวจสอบ เปรียบเทียบความเข้มสีบนเส้น control line  

2.3. การเตรียมแผ่น conjugate release pad (CRP) 
น าแผ่น CRP (วัสดุเป็น cotton linters paper) ตัดให้มีขนาด กว้างประมาณ 0.8-

1.0 เซนติเมตร ยาวประมาณ 15-18 เซนติเมตร (ขึ้นกับขนาดของ Backing pad ที่เลือกใช้) ใช้พู่กัน
เบอร์ 0 จุ่ม gold conjugated IgG ป้ายลงบนแผ่น CRP ตรงกึ่งกลางแผ่น โดยใช้ Gold conjugated 
IgG ประมาณ 90 ไมโครลิตร/15 เซนติเมตร คิดเป็นอัตรา 5 ไมโครลิตร/เซนติเมตร น าไปอบแห้งที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

2.4. การท าเส้น test line และ control line 
ใช้แผ่นไนโตรเซลลูโลส (NCM) วัสดุที่ใช้เป็น S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ มี

ความกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร ตามขนาดของ backing pad ใช้ดินสอท า
เครื่องหมายด้านบนแผ่น และเครื่องหมายต าแหน่งเส้น control line ที่จะอยู่ห่างจากริมบนของแผ่น 
NCM 1 เซนติ เมตร และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจากเส้น control line 0.5 เซนติ เมตร ใช้
ปากกาหมึกซึม (ขนาด 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม Anti-rabbit IgG ที่อัตราความเข้มข้น 1:3 จ านวน 40 
ไมโครลิตร/แผ่น ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาแล้วลากเส้นจากด้านซ้ายไปทางขวา
เพียงเบาๆ เป็นเส้น control line และใช้ปากกาหมึกซึมด้ามใหม่ จุ่มซับ IgG (เข้มข้น 1 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) จ านวน 40 ไมโครลิตร/แผ่น ปฏิบัติเช่นเดียวกับท าเส้น control line เป็นเส้น test line 
น าไปอบแห้ง 2 ชั่วโมงท่ี 37 องศาเซลเซียส 

2.5. การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
วางแผ่นเมมเบรนที่มี test line และ control line ลงในช่องที่ก าหนดบนแผ่น

พลาสติกกาวรองพ้ืน (plastic backing polyester) ที่มีขนาด 6x18 เซนติเมตร วางแผ่น CRP ให้เกย
ทับแผ่นเมมเบรน ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร วางแผ่นใยแก้วรับตัวอย่างน้ าคั้นพืช (sample pad) เกย
ทับ CRP 1-2 มิลลิเมตร และวางแผ่นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับด้านบนของแผ่น
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เมมเบรน 1-2 มิลลิเมตร ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็นเส้นที่มีความกว้างเท่ากับ 0.4 เซนติเมตร 
บรรจุลงในตลับพลาสติก การเก็บชุดตรวจไว้ในระยะยาวต้องเก็บในถุงอลูมินัมฟอยด์ ที่ปิดสนิทเพ่ือ
ป้องกันความชื้น 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 การเตรียมตัวอย่างคะน้าส าหรับทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเก็บ
ตัวอย่างคะน้าที่แสดงอาการเน่าด าจากแปลงปลูกของเกษตรกร และตัวอย่างคะน้าที่แสดงอาการ  
เน่าด าที่ได้จากการปลูกเชื้อ ล้างท าความสะอาดตัวอย่างด้วยน้ าไหลผ่าน ตัดแบ่งตัวอย่างพืชบริเวณที่
แสดงอาการออกเป็น 2 ส่วน ให้มีขนาดชิ้นละ 1 กรัม น าชิ้นพืชไปบดในสารละลายบัฟเฟอร์ (DOA 
Extraction buffer pH 5.6) อัตราส่วน 1 กรัม/10 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมน าไปทดสอบกับชุดตรวจสอบ
อิมมูโนสตริป และบดชิ้นพืชในน้ านึ่งฆ่า อัตราส่วน 1 กรัม/10 มิลลิลิตร ส าหรับน าไปตรวจสอบ
ปริมาณเชื้อ Xcc  บนอาหาร PSA  

3.1 การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 3.1.1 การทดสอบความไวในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ 
  ทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจเชื้อ Xcc บริสุทธิ ์
โดยเจือจางสารละลายเชื้อแบคทีเรีย Xcc ในสารละลายบัฟเฟอร์ ครั้งละ 10 เท่า ให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมีสารละลาย
บัฟเฟอร์ และน้ านึ่งฆ่าเชื้อเป็น negative control หยดสารละลายเชื้อแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงบนชุดตรวจสอบดูปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับการทดสอบเชื้อ  Xcc บริสุทธิ์ที่ผสม
ในน้ าคั้นใบคะน้าปกติให้มีความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางแบบ 10 เท่า 
เหมือนข้างต้นและเปรียบเทียบกับวิธีการ indirect ELISA โดยเคลือบหลุม ELISA ด้วยเชื้อบริสุทธิ์และ
เชื้อบริสุทธิ์ที่ผสมในน้ าคั้นใบคะน้าปกติ น าไปท าปฏิกิริยากับโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Xcc  
อ่านค่าปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  
  3.1.2 การทดสอบความไวในการตรวจตัวอย่างคะน้าที่เป็นโรคเน่าด า 
   เตรียมตัวอย่างพืชตามวิธีการเตรียมตัวอย่างคะน้า ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพ
ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปข้างต้น เจือจาง 1:10, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 และ 1:2000 
ทดสอบน้ าคั้นพืชแต่ละความเจือจางกับชุดตรวจสอบอิมมู โนสตริป โดยมีน้ าคั้นใบคะน้าปกติเป็น 
negative control แล้วตรวจผลของการเกิดปฏิกิริยา เปรียบเทียบกับวิธีการ indirect ELISA  
โดยเคลือบหลุม ELISA ด้วยน้ าคั้นตัวอย่างใบคะน้าตามค่าความเจือจางข้างต้น น าไปท าปฏิกิริยากับโพ
ลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Xcc อ่านค่าปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

3.2 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
3.2.1 ทดสอบความจ าเพาะกับเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

     เตรียมเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได้แก่ E. carotovora subsp. carotovora, 
Pantoea sp., Xcc และเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิวใบคะน้าที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน ที่เป็น
เชื้อบริสุทธิ์น ามาละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ ให้มีปริมาณเชื้อ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมี
สารละลายบัฟเฟอร์ เป็น negative control  
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  3.2.2 ทดสอบความจ าเพาะกับตัวอย่างคะน้า 
     เตรียมตัวอย่างคะน้าที่ได้จากการปลูกเชื้อ และตัวอย่างคะน้าที่เก็บจากแปลงตาม
วิธีการเตรียมตัวอย่างคะน้าส าหรับทดสอบชุดตรวจอิมมูโนสตริปข้างต้น โดยมีน้ าคั้นใบคะน้าปกติเป็น 
negative control 

เวลาและสถานที่ 
 - เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2562 
 - ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์และทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลิน 
1.1 การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

 การเตรียม IgG บริสุทธิ์จากโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อ Xcc โดยใช้แอนติ
ซีรัมครั้งที่ 5 ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและท า dialysis แล้ว น าสารละลาย 
IgG ที่ ไ ด้ จ า กก า รท า  dialysis มา วั ด ค่ า ก า รดู ด กลื นแส งที่  280 นา โน เ มต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 
spectrophotometer และค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนที่ได้ (ตารางที่ 1) ปรับความเข้มข้น
ของ IgG ให้มีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ก่อนน าไป conjugate 
กับ Colloidal gold  
 1.2 การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ 
  จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินด้วยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางอิมมู
โนโกลบูลินบริสุทธิ์ เริ่มจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับเชื้อ 
Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบว่าอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ที่เจือจาง 100 นาโน
กรัม/มิลลิลิตร สามารถท าปฏิกิริยากับเชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตรได้ มีค่าการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร เท่ากับ 1.405 โดยไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับน้ าคั้นพืชปกติ  

1.3 การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  
 อิมมูโนโกลบูลินท าปฏิกิริยากับน้ าคั้นตัวอย่างใบคะน้าที่มีอาการโรคเน่าด า และแบคทีเรีย 
Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ซึ่งให้ผลของปฏิกิริยาเป็นสีม่วง และพบว่าอิมมูโน
โกลบูลินไม่ท าปฏิกิริยากับน้ าคั้นใบคะน้าปกติ เมื่อเจือจางท่ี 1:500 
2. การพฒันาชุดตรวจ Immuno strip 
 2.1 การติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG)   

สารละลาย Gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง 540 นาโนเมตร 
แสดงการเกิดปฏิกิริยาชัดเจนบน test line และ control line มีสีม่วงคมชัด จึงเป็นความเข้มข้นของ
อนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad (CRP) ส าหรับการพัฒนาชุด
ตรวจอิมมูโนสตริปส าหรับตรวจแบคทีเรีย Xcc 
 2.2 การหาความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad 
 เมื่อน าสารละลาย Gold conjugated IgG ที่มีค่า  O.D.  เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง  
540 นาโนเมตร มาเจือจางแบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 และ 1:4 แล้วน าไประบายลงบน
แผ่น CRP จากผลการทดลองพบว่า Gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง 
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540 นาโนเมตร จะเกิดปฏิกิริยาเป็นสีม่วงชัดเจนบน test line และ control line ในขณะที่   
Gold conjugated IgG ที่ท าการเจือจาง 1:2 และ1:4 จะเกิดปฏิกิริยาสีชมพูค่อนข้างชัดเจนบน test 
line แต่จะเกิด ปฏิกิริยาเป็นสีชมพูอ่อนไม่ชัดเจนบน control line  

 2.3 การเตรียมแผ่น conjugate release pad (CRP) 
  น าแผ่น CRP ตัดให้มีขนาด กว้างประมาณ 0.8-1.0 เซนติเมตร ยาวประมาณ 15-18 
เซนติเมตร ใช้พู่กันเบอร์ 0 จุ่ม gold conjugated IgG ป้ายลงบนแผ่น CRP ตรงกึ่งกลางแผ่น โดยใช้ 
Gold conjugated IgG ประมาณ 90 ไมโครลิตร/15 เซนติเมตร อัตรา 5 ไมโครลิตร/เซนติเมตร  
น าไปอบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จะได้แผ่น CRP พร้อมน าไปประกอบเป็นชุด
ตรวจสอบ Immuno strip 
 2.4 การท าเส้น test line และ control line 
  ใช้แผ่นไนโตรเซลลูโลส (NCM) วัสดุที่ใช้เป็น S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ มีความกว้าง 
2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร ตามขนาดของ backing pad ใช้ดินสอท าเครื่องหมาย
ด้านบนแผ่น และเครื่องหมายต าแหน่งเส้น control line ที่จะอยู่ห่างจากริมบนของแผ่น NCM  
1 เซนติเมตร และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจากเส้น control line 0.5 เซนติเมตร ใช้ปากกาหมึกซึม 
(ขนาด 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม Anti-rabbit IgG ที่อัตราความเข้มข้น 1:3 จ านวน 40 ไมโครลิตร/แผ่น 
ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาแล้วลากเส้นจากด้านซ้ายไปทางขวาเพียงเบาๆ  
เป็นเส้น control line และใช้ปากกาหมึกซึมด้ามใหม่ จุ่มซับ IgG (เข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
จ านวน 40 ไมโครลิตร/แผ่น ปฏิบัติเช่นเดียวกับท าเส้น control line เป็นเส้น test line น าไปอบแห้ง 
2 ชั่วโมงท่ี 37 องศาเซลเซียส 
 2.5 การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 วางแผ่นเมมเบรนที่มี test line และ control line ลงในช่องที่ก าหนดบนแผ่นพลาสติกกาว
รองพ้ืน (plastic backing polyester) ที่มีขนาด 6x18 เซนติเมตร วางแผ่น CRP ให้เกยทับแผ่น 
เมมเบรนประมาณ 1-2 มิลลิเมตร วางแผ่นใยแก้วรับตัวอย่างน้ าคั้นพืช (sample pad) เกยทับ CRP  
1-2 มิลลิเมตร และวางแผ่นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับด้านบนของแผ่นเมมเบรน 
1-2 มิลลิเมตร ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็นเส้นที่มีความกว้างเท่ากับ 0.4 เซนติเมตร การเก็บชุด
ตรวจไว้ในระยะยาวต้องเก็บในถุงอลูมินัมฟอยด์ ที่ปิดสนิทเพื่อป้องกันความชื้น 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 3.1 ทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
  3.1.1 ทดสอบความไวในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ 
  จากการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยการเจือจางสารละลายเชื้อ
แบคทีเรีย Xcc ในสารละลายบัฟเฟอร์ ครั้งละ 10 เท่า ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 108, 107, 106, 105, 
104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบว่าชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจเชื้อ
ปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ที่ผสมในน้ า
คั้นใบคะน้าปกติให้มีความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางแบบ 10 เท่า  
เหมือนข้างต้น พบว่าสามารถตรวจเชื้อปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตรเช่นเดียวกัน  
 3.1.2 ทดสอบความไวในการตรวจตัวอย่างใบคะน้าที่เป็นโรค 
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  ท าการเจือจางน้ าคั้นใบคะน้าที่แสดงอาการของโรคเน่าด าแบบ 10 เท่า โดยมีน้ าคั้นใบ
คะน้าปกติเป็น negative control พบว่าชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจพบเชื้อได้ในน้ าคั้น
พืชที่แสดงอาการของโรคท่ีเจือจาง 1: 2,000  

3.2 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 3.2.1 ทดสอบความจ าเพาะกับเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
  ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาขึ้นให้ผลการทดสอบเป็นลบกับเชื้อแบคทีเรีย  
E. carotovora subsp. carotovora, Pantoea sp., และเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิวใบคะน้าที่มี
ลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน 
 3.2.2 ทดสอบความจ าเพาะกับตัวอย่างคะน้า 
  เมื่อน าตัวอย่างคะน้าที่มีลักษณะอาการต่างๆ มาทดสอบกับชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
พบว่ามีเฉพาะอาการโรคเน่าด าที่เกิดจากเชื้อ Xcc เท่านั้นที่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเกิดปฏิกิริยาเป็น
บวก เมื่อเปรียบเทียบกับปฏิกิริยาที่ได้จากค้ันใบคะน้าที่มีลักษณะอาการต่างๆ และใบคะน้าปกติ 
  

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 

 ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปมีความไวในการตรวจเชื้อ Xcc 104 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  
ตรวจเชื้อในน้ าคั้นพืชที่การเจือจาง 1: 2,000 ได้ ชุดตรวจอิมมูโนสตริปมีความจ าเพาะเจะจงต่อเชื้อ 
Xcc จากผลการทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่พบบนผิวใบคะน้าและอาการผิดปกติในคะน้าที่มี
ลักษณะอาการคล้ายโรคเน่าด า พบว่ามีเฉพาะอาการโรคเน่าด าที่เกิดจากเชื้อ Xcc เท่านั้นที่ชุด
ตรวจสอบอิมมูโนสตริปเกิดปฏิกิริยาเป็นบวก เมื่อเปรียบเทียบกับปฏิกิริยาที่ได้จากคั้นใบคะน้าที่มี
ลักษณะอาการต่างๆ และใบคะน้าปกติ ซึ่งชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาได้ในการทดลองนี้ 
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจโรคเน่าด าของคะน้าได้ ณ จุดตรวจโรค (point of care)  
ในสภาพแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ เพ่ือให้เกิดการตรวจวินิจฉัยโรคที่รวดเร็ว แม่นย า น ามาสู่ การ
แนะน าการควบคุมโรคในสภาพแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 
เอกสารอ้างอิง 

สุรภี  กีรติยะอังกูร  วันเพ็ญ  ศรีทองชัย  ณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และ เยาวภา  ตันติวานิช. 2551. 
 รายงานผลวิจัยเรื่องเต็ม “โครงการผลิต GLIFT kit เพ่ือวินิจฉัยโรคไวรัสและแบคทีเรียของพืช
 เศรษฐกิจเชิงพาณิชย์” กรมวิชาการเกษตร. 67 หน้า. 
Divinagracia, G.G. , B.L.  Candole and E.T.  Cadapan.   1984.   Some studies on bacterial 
 brown spot of orchids caused by Pseudomonas cattleyae (Pavarino) saverlesco. 
 Summary in Philippine Phytopathology 20: 3-4. 
Garland, D. L. , S.  Leuy, R.  Miller, S.  Moore and S.  Reicherg.   1986.   Comparison of 

techicon latex particle immunoassay for theophyline with the abbot TDX and 
high pressure liquid chromatography methods.  Clinical Chemistry 32: 1104. 

Singer, J.M. and C.M. Plotz.  1956.  The latex fixation test application to the serologic 
diagnosis of rheumatoid arthritis.  American Journal of Medicine 21: 888-892. 

Yallow, R. S.  and S. A.  Berson.   1959.   Assay of plasma insulin in human subjects by 
immunological methods. Nature 184: 1648-1649. 



2243 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ตารางที่ 1 การแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์จากโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Xcc บริสุทธิ์ ด้วยการ
     dialysis 

ครั้งที่วัด 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

1 2.696 1.883 
2 2.708 1.934 
3 2.762 1.972 
4 2.797 1.998 
5 2.257 1.612 
ค่าเฉลี่ย 2.64 1.870 

 
 

TBS Tris-saline buffer 
H ใบคะน้าปกติ 
D ใบคะน้าเป็นโรค 

 P เชื้อแบคทีเรีย Xcc 

ภาพที่ 1 การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) 
 

 



2244 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 การทดสอบความไว (sensitivity) ของตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

 

108    107  106  105  104  103  102  101 

ภาพที่ 4  ลักษณะอาการโรคเน่าด า (black rot) ของคะน้า 

ภาพที่ 5 การเกิดปฏิกิริยาเป็นบวกของตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
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การผลิตแอนติบอดีของเชื้อไวรัส  Watermelon silver mottle virus ในระบบ
เซลล์แบคทีเรีย 

Antibody Production for Watermelon Silver Mottle Virus in the  
Bacterial cell system 

  
กาญจนา  วาระวิชะนี แสนชัย  ค าหล้า 

กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

บทคัดย่อ 

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus โดยใช้
โปรตีนลูกผสมส่วน coat protein ที่ผลิตในระบบเซลล์แบคทีเรีย ค่าความเจือจางของแอนติซีรั่มสูงสุด
ที่ 16,384 เท่า พบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีมีความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัส  WSMoV ตรวจพบเชื้อไวรัส
ได้ในส่วนของ ยอด ใบ กิ่งก้านและผิวผลของแตงโมด้วยเทคนิค indirect ELISA แต่พบว่าโพลีโคลนอล
แอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) กับตัวอย่างแตงโมปกติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจ
แบบ DAS-ELISA  Kit ทางการค้าที่มีจ าหน่าย 

 
Abstract 

Production of Polyclonal Antibody prepared against coat protein gene of 
Watermelon silver mottle virus acquired from bacteria system.  The titer of polyclonal 
antibody is 16,384 times.  Infected watermelon samples from various parts; shoots, 
leaves, vines tendrils and fruit rind showed positive against polyclonal antibody using 
indirect ELISA technique. However, polyclonal antibody has also cross reaction against 
healthy watermelon comparison to antibody purchased from commercial product. 

ค าหลัก :  แตงโม , ทอสโพไวรัส , โพลี โคนอลแอนติบอดี , Watermelon Silver mottle virus 
(WSMoV), recombinant protein, indirect-ELISA 

   

 

 

 

  

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-02-60 
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ค าน า 

ทอสโพไวรัส (Tospovirus) เชื้อสาเหตุโรคพืชส าคัญชนิดหนึ่งสามารถสร้างความเสียหายแก่
พืชเศรษฐกิจส าคัญหลายชนิดทั่วโลก มีพืชอาศัยกว้างมากกว่า 600 ชนิด ทั้งไม้ผล ไม้ประดับ 
และพืชผั ก  (Peters and Goldbach, 1995 )  จั ดอยู่ ใ น  Family Bunyaviridae และ  Genus 
Tospovirus อนุภาคไวรัสมีลักษณะทรงกลม (spherical) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 80-120 
นาโนเมตร กรดนิวคลีอิกเป็นอาร์เอ็นเอ (RNA) สายเดี่ยว จ านวน 3 โมเลกุล คือ L-RNA ขนาด 
8.9 กิโลเบส  M-RNA ขนาด 4.8 กิโลเบส และ S-RNA ขนาด 2.9 กิโลเบส  กรดนิวคลีอิกแต่ละโมเลกุล
ห่อหุ้มด้วยโปรตีน (nucleocapsid protein)  และมีเยื่อหุ้ม (envelope) ประกอบด้วยไขมันและไกล
โคโปรตีน 2 ชนิด มีเพลี้ยไฟเป็นแมลงพาหะในการถ่ายทอดโรคความสัมพันธ์แบบคงทน (persistent) 
เชื้อไวรัสสามารถเพ่ิมปริมาณได้ทั้งในพืชและแมลงพาหะ (Chen et al., 1990; Cortes et al.,1998) 
ลั ก ษ ณ ะ อ า ก า ร ข อ ง โ ร ค ที่ พ บ แ ต ก ต่ า ง กั น ไ ป ต า ม ช นิ ด เ ชื้ อ ไ ว รั ส  ช นิ ด พื ช อ า ศั ย 
และสภาพแวดล้อม (German et al., 1992) พบรายงานการเกิดโรคในกลุ่มประเทศแถบเอเชีย  
ได้แก่ ไต้หวัน ญี่ปุ่น และจีน ประสบปัญหาการระบาดโรคจากทอสโพไวรัส (Tospovirus) กับพืช
ตระกู ลแตง  สา เหตุ หลั ก เกิ ดจ าก ไวรั ส  Watermelon silver mottle virus (WSMoV)  เป็ น 
ทอสโพไวรัส ใน serogroup IV สร้างความเสียหายอย่างมากกับผลผลิตเมลอน (Yeh et al., 1992 ; 
Okuda et al. , 2002; Rao X.  et al. , 2011)  ส าหรับประเทศไทย เชื้ อไวรัส  WSMoV ระบาด 
และสร้ า งความ เสี ยหายกับผลผลิ ต เมลอนและแตง โม ใน พ้ืนที่ ปลู กหลายจั งหวั ด  เช่ น 
ขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  กาฬสินธุ์  กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก เชียงใหม่ เชียงราย และล าพูน 
เป็นต้น (วิมล และคณะ, 2547; ศลิษฎ์ และอรอุมา, 2562) แปลงปลูกพืชตระกูลแตงที่มีการระบาด
เชื้อไวรัส WSMoV ส่วนใหญ่พบเพลี้ยไฟชนิด Thrips tabaci เป็นแมลงพาหะ (พิสสรรณ และคณะ, 
2549) ลักษณะอาการที่พบ ใบเป็นแผลเนื้อเยื่อตาย เถาแตงแสดงอาการเนื้อเยื่อตายสีน้ าตาลไหม้ลาม
จากส่วนยอดลงมา ผลเป็นแผลสะเก็ดสีด าเงาลักษณะแผลรูปร่างไม่แน่นอน ผลมีขนาดเล็กท าให้เมล็ด
พันธุ์ที่ผลิตได้ไม่มีคุณภาพ (วิมล และคณะ, 2547; วิมล, 2548 ; Pongsapich and Chiemsombat, 
2002 ; Rao X. et al., 2011) สร้างปัญหาให้เกษตรกรและบริษัทผู้ผลิตเมล็ดพันธุ์เป็นอย่างมาก ทั้งนี้
ทอสโพไวรัสเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชกักกันการตรวจรับรองเพ่ือการส่งออกไปยังต่างประเทศ เช่น Le 
(1970) เคยรายงานไว้ว่า Tomato spotted wilt virus (TSWV) สามารถถ่ายทอดผ่านเมล็ดไม้ดอกซิ
เนอราเรีย cineraria ได้สูงถึง 96 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้น หากมีปัญหาเรื่องการปนเปื้อนได้ในเมล็ดพันธุ์
ส่งออกอาจจะส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจในภาพรวมของประเทศ 

ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัสที่นิยมและมีความหน้าเชื่อถือ คือ การตรวจสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสโดยตรง เช่น วิมล และคณะ (2548) ท าการตรวจวินิจฉัยทอสโพไวรัสด้วย
เทคนิค multiplex RT-PCR จากตัวอย่างแตงโมจากส่วนพบดีเอ็นเอขนาด nucleocapsid gene  
(N เชื้อไวรัส WSMoV ขนาด 828 คู่เบส  และเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาโดยการใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับ
เชื้อไวรัส เช่น เทคนิค ELISA ซึ่งมีข้อได้เปรียบ คือ วิธีการและเครื่องมือไม่ซับซ้อนน้อยกว่าการตรวจ
สารพันธุกรรม ตรวจสอบตัวอย่างได้มากต่อครั้งและมีความแม่นย า อรประไพ และคณะ (2556) ได้ท า
การผลิตโพลโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถตรวจทอสโพไวรัส ใน serogroup IV  
ได้หลายชนิด ดังนั้น งานวิจัยนี้ต้องการพัฒนาแอนติบอดีที่สามารถตรวจเชื้อไวรัส WSMoV ได้จ าเพาะ
ขึ้นเพ่ือประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาที่มีการระบาดอยู่ใน
แหล่งปลูกแตงโมของประเทศไทยสามารถประยุกต์ใช้ประโยชน์ในด้านการปรับปรุงพันธุ์ที่ให้ทนทาน
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ต่อเชื้อไวรัสและการตรวจติดตามหากเชื้อไวรัสมีการกลายพันธุ์ในอนาคต ตรวจเมล็ดพันธุ์น าเข้าหรือ
ส่งออกส าหรับใช้ท าพันธุ์เพ่ือให้มั่นใจว่าปราศจากเชื้อไวรัส WSMoV ที่อาจปนเปื้อนได้ รวมทั้ง การ
ผลิตแอนติบอดีได้เองสามารถลดข้อจ ากัดเรื่องต้นทุนต่อหน่วยที่ค่อนข้างสูงมากเมื่อซื้อจากบริษัท
การค้าเพ่ือใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อสาเหตุและแอนติบอดีท่ีได้ยังเป็น  
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 
2. อุปกรณ์ห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
 - เครื่องชั่งละเอียด (precision balance) 2 และ 4 ต าแหน่ง 
 - ตู้แช่แข็ง -20, -40  องศาเซลเซียส (freezer) 
 - ตู้ดูดควัน / ตู้ดูดไอสารเคมี (Fume Hood) 
 - อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (water bath shaker) 
 - เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
 - เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) 
  - เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 
 - เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
 - เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate 
Spectrophotometer) 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   
 - โกร่งบดตัวอย่าง (mortars and pestles)  
 - หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 0.5, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
 - ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
 - เพลทแบบ 96 หลุม (96-microwell plate)  
4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
 - ชุดสกัดอาร์เอ็นเอส าเร็จรูป FavorPreptm Total  RNA Mini kit (FAVOGEN) 
 -  ชุ ด ส กั ด เ จ ล แ ล ะ พี ซี อ า ร์ ส า เ ร็ จ รู ป  FavorPreP GEL/ PCR Purification Mini Kit 
(FAVORGEN) 
 - ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป FavorPreP Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN) 
 - SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNAPolymerase 
(Invitrogen) 
 - ดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRuler 100 bp, 1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific)  
 - โปรตีนมาตรฐาน BLUtra Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-PM001-0500)  
 - Agarose  gel (SeaKem®) 
 - Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Gels, 1.0 mm, 10 well (Invitrogen)  
 - สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin, laboratory grade) 
 - ชุดไพรเมอร์ (Primer set) 
 - พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega) 
 - พลาสมิดพาหะ pBAD/His A, B, and C vector (Invitrogen) 
 - competent cell  (E. coli สายพันธุ์ Top 10) (Invitrogen) 
 - ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen) 
 - แอนติบอดีต่อเชื้อ WSMoV (ELISA Reagent Set for WSMoV, Agdia) 



2248 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   กรมวชิาการเกษตร 

วิธีการ 

1. การเก็บตัวอย่างพืช 
เก็บตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น ที่แสดงลักษณะอาการโรคคล้ายทอส

โพไวรัสเข้าท าลายจากเชื้อไวรัส WSMoV โดยเก็บส่วนต่าง ๆ ของพืช ใส่ถุงพลาสติกที่ถูกหุ้มด้วย
กระดาษหนังสือพิมพ์พร้อมเขียนหมายเลยตัวอย่าง วันที่ สถานที่เก็บจากนั้นจึงน าตัวอย่างเก็บไว้ใน
กระติกน้ าแข็งตลอดเวลา เพ่ือน ามาตรวจวินิจฉัยที่ห้องปฏิบัติการ ต่อไป 

2. การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 
 สกัดอาร์เอ็นเอจากส่วนต่างๆ ของแตงโมงที่เก็บจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น ด้วยชุด
สกัดส าเร็จรูป FavorPreptm Total  RNA Mini kit (FAVOGEN) ดังนี้ ชั่งน้ าหนักตัวอย่างพืชแต่ละ
ส่วนที่ต้องการทดสอบประมาณ 0.1 กรัม ใส่ในโกร่งแล้วเติมไนโตรเจนเหลวบดให้เป็นผงละเอียด เติม 
FARB buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เติม 2B-mercaptoethanol ปริมาตร  10 ไมโครลิตร บด
ตัวอย่างให้เป็นเนื้อเดียวกัน  แล้วย้ายสารละลายใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  ปั่นเหวี่ยง
ตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นเทสารละลายลงใน Filter 
Column (สีขาว) ที่บรรจุอยู่ใน Collection tube แล้วปั่นเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 
1 นาที เก็บสารละลายส่วนใสมาเติม 70 % ethanol ปริมาตร 500  ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ 
ด้วยไมโครปิเปตต์ทิป หลังจากนั้นเทสารละลายส่วนใสลงใน FARB Mini Column (สีแดง) ที่บรรจุอยู่
ใน Collection tube ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วย้าย FARB Mini 
Column (สีแดง) ใส่ ในหลอด Collection tube อันใหม่ เติม Wash Buffer 1 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วย้าย FARB Mini Column (สี
แดง) ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่ เติม Wash Buffer 2  ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที (ท าซ้ าอีก 2 ครั้ง) แล้วย้าย FARB Mini Column 
(สีแดง) ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่ ปั่นเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที 
หลังจากนั้นย้าย FARB Mini Column (สีแดง) ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 ไมโครลิตร แล้วเติม 
Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 2 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ได้สารละลายอาร์เอ็นเอและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ ที่ -20 องศาเซลเซียส
เพ่ือใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR ต่อไป  

3. การสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)   

สังเคราะห์  N gene ของเชื้อไวรัส WSMoV ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบให้ครอบคลุม 
Nucleocapsid gene (N gene/CP gene) จ านวน 1 คู่ คือ ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 (10 pmol)  
(5’ATG TCT AAC GTT AAG CAG CTT 3’) และไพรเมอร์ WSMoV-N-R3 (10 pmol) (5’ TTA CAC 
TTC CAA GGA AGT GCT 3’) เพ่ือใช้ประกอบปฏิกิริยา One step  RT-PCR  (Invitrogen) ดังนี้ น้ า
กลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ (dH2O) จ านวน 18 ไมโครลิตร, 2x buffer จ านวน 25 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 mM) 
จ านวน 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 (10 pmol) จ านวน 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ WSMoV-
N-R3 (10 pmol) จ านวน 1 ไมโครลิตร, เอนไซม์ SuperScript™ III /platinum Taqmix จ านวน 2 
ไมโครลิตร (,0.1 unit/µl) และอาร์เอ็นเอต้นแบบจ านวน 2 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร ท าการสังเคราะห์ WSMoV-CP gene ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM 
Thermal Cycler, BIO-RAD) ตั้งรอบปฏิกิริยา ดังนนี้ ขั้นที่ 1: cDNA synthesis ที่ 48C นาน 30 
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นาที ขั้นที่ 2: Pre-denature 94C นาน 1 นาท ีขั้นที่ 3 : denature 94C นาน 15 วินาที ขั้นที่ 4 : 
annealing 60C นาน 30 วินาที ขั้นที่ 5: Extension 68C นาน 1 นาที (วนซ้ าขั้นที่ 3 – 5 จ านวน 
30 รอบ) Post-extension 68C นาน 10 นาที และ Hold ที่ 15C และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder ท าการ
วิเคราะห์และบันทึกภาพด้วยเครื่อง  ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD 

4. เพิ่มบริเวณจดจ าของ restriction enzyme site กับไพรเมอร์ 
เลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่เหมาะสมน ามาออกแบบต าแหน่งจดจ า

บริเวณ 5’ และบริเวณ 3’ ของคู่ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 /WSMoV-N-R3 และเพ่ิมต าแหน่ง stop 
codon (TAA)  บริเวณ 3’ เพ่ือใช้ประกอบปฏิกิริยาการสังเคราะห์ WSMoV-CP adapter ด้วยเทคนิค 
PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD)  

5. ตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะและโคลนยีนเข้า Expression vector  
น าชิ้นยีน WSMoV-CP adapter และพลาสมิดพาหะ pBad/HisA Expression vector ตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI และ EcoRI แบบ Double digestion ตามค าแนะน าของผลิตภัณฑ์
(FastDigest® enzyme, Fermentas, Canada) และโคลนยีน digested WSMoV-CP adapter โดย
เชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ digested pBad/HisA Expression vector (Invitrogen) ด้วยเอนไซม์ T4 
DNA Ligase  บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ถ่ายพลาสมิดสายผสมเข้าสู่คอมพีเทนซ์ E. 
coli สายพันธุ์ Top 10  ด้วยวิธีการ heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) 
ท าการเลือกโคโลนีของแบคทีเรียที่มีพลาสมิดสายผสมด้วยเทคนิค blue white colony และ
ตรวจสอบยีนเป้าหมายด้วยเทคนิค colony PCR 

6. เตรียม starter gene ทดสอบกระตุ้นแสดงออกของโปรตีนลูกผสมและวิเคราะห์ขนาดด้วย 
วิธีSDS-PAGE   

การเตรียม starter gene โดยน าโคลนเชื้อแบคทีเรีย  E. coli  สายพันธุ์ Top 10 จ านวน 1 
โคโลนี ที่ตรวจสอบแล้วว่ามีพลาสมิดสายผสมของชิ้นยีน WSMoV-CP adapte/6xHisTag  ใน 
pBAD/His A expression vector (WSMoV -CP recombinant  protein) เลี้ยงในอาหารเหลว 
2XYT ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 10 
ไมโครลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้ว
น าสารละลาย starter gene ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 50 ไมโครลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสารละลาย 20% L-Arabinose ความเข้มข้นแตกต่าง
กันอย่างน้อย 5 ระดับ เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับกระตุ้นให้มีการสร้างโปรตีนลูกผสม และ
หาช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตีนลูกผสม หลังจากนั้นวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนด้วยวิธี  
SDS-PAGE ด้ วย  TGX Stain-Free FastCast Acrylamine Kit, 12 % (BIO-RAD, Cat#1610185)  
ด้วยเครื่อง Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD, Cat#1658005) ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ 120 
เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นย้อมแถบโปรตีนด้วยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue เขย่าที่
อุณหภูมิห้อง นาน 2 ชั่วโมง ล้างสีย้อมส่วนเกินออกด้วยสารละลาย  Destaining  เขย่าที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 2 ชั่วโมง เปรียบเทียบขนาดโปรตีนลูกผสมกับแถบโปรตีนมาตรฐาน BLUtra Prestained 
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Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-PM001-0500) ตรวจสอบแถบโปรตีนและบันทึกภาพด้วย
เครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 

7. การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์  
เตรียมเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10 ที่มีพลาสมิดสายผสม WSMoV-CP-adapter 

gene/6xHisTag (WSMoV-CP recombinant  protein) เพ่ือน ามาใช้เป็น starter gene ตามวิธีการ
ข้อ 6 จากนั้นน าสารละลาย starter gene ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 500 ไมโครลิตร 
เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีนด้วย
สารละลาย 20% L-Arabinose ตามความเข้มข้นที่เลือกให้เหมาะสม เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ตามช่วงเวลาที่เลือกให้เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนมากที่สุด ท าการตกตะกอนเซลล์
แบคทีเรียด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บ
ตะกอนมาละลายด้ วย  lysis buffer A น า ไป sonicate ด้ วย เครื่ อง  ultra schall BANDELIN 
SONOPULS HD  และแยกสกัดโปรตีน WSMoV -CP recombinant  protein ให้บริสุทธิ์ด้วย 
ProBond™ Nickel-Chelating Purification System ตามค าแนะน าของผลิ ตภัณฑ์  (Novex, 
Catalog Numbers R801-01) ท าการวิเคราะห์ปริมาณและความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-
PAGE  

8. ผลิตแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง  
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV-CP ในสัตว์ทดลอง โดยเตรียม

แอนติเจนโปรตีนลูกผสมของ WSMoV-CP recombinant  protein ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ผสมกับ complete Freund’s adjuvant (CFA)  ในอัตราส่วน 1:1 ให้ผสมเข้ากันเป็น 
emulsion ใช้ฉีดเข้ากล้ามเนื้อ (immunized intramuscular) ของกระต่าย (New Zealand White 
rabbit) ในครั้งแรก ส าหรับการฉีดครั้งต่อไปผสมแอนติเจนกับ Incomplete Freund’s adjuvant 
(IFA) ในอัตราส่วนและปริมาตรเท่าเดิม ใช้ฉีดสัตว์ทดลองทุก ๆ 2 สัปดาห์ รวมอีก 3 ครั้ง หลังจากฉีด
สัตว์ทดลองครั้งที่ 2 ท าการเก็บเลือดโดยเจาะเส้นเลือดบริเวณใบหู และด าเนินการเก็บเลือดต่อเนื่อง
ทุก ๆ 1 สัปดาห์อีก 5 ครั้ง    

9. ทดสอบประสิทธิภาพโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตด้วยเทคนิค ELISA  
บดตัวอย่างพืชเป็นโรคใน carbonate coating buffer, pH 9.6 หยดลงในหลุมของโครเพลท 

(96-microwell plate) 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ล้างไมโครเพลท
ด้วย phosphate buffer saline ที่มี tween 20 ผสมอยู่ (1X PBST) 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที เจือจางโพลี
โคลนอลแอนติบอดีเชื้อไวรัส WSMoV ที่ผลิตได้ใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 หยด
ลงในหลุมของไมโครเวลเพลท 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างไม
โครเพลทด้วย 1X PBST จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วเคาะ plate ให้แห้ง เพ่ือเติม Goat anti-
rabbit IgG with alkaline phosphatase (AP3074, formerly Roche 1814206) ที่เจือจางใน PBS 
1 : 3,000 หยดลงในหลุมของไมโครเพลท 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
ล้างไมโครเพลทด้วย 1X PBST จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วเคาะ plate ให้แห้ง จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน  2  ชั่วโมง  ล้างด้วย 1X PBST จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที เตรียม 1x PNP 
substrate solution  เติมลงในไมโครเพลท ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 
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องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 405 nm ด้วยเครื่อง Microplate Readers (Multiskan™ GO, ThermoFisher Scientific, 
USA) 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา ตุลาคม 2559-กันยายน 2562 
สถานที ่ กลุม่งานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง 

ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. ผลการเก็บตัวอย่างพืช 
ตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น โดยเก็บส่วนต่าง ๆ ของพืชที่แสดง

อาการจุดเนื้อเยื่อฉ่ าน้ าและไหม้ตายเป็นสีน้ าตาลสีด าบริเวณยอด ใบ กิ่งก้าน และขั้วผล (ภาพที่ 1A-
C) ผิวผลระยะเริ่มแรกแสดงอาการเนื้อเยื่อฉ่ าน้ าเป็นจุดนูนใส ผิวผลสีไม่สม่ าเสมอลักษณะด่างเหลือง 
ต่อมาจุดเนื้อเยื่อเป็นแผลไหม้ด าลึกเข้าเนื้อผลขยายติดกันจนเป็นแผลขนาดใหญ่ และแห้งเป็นสะเก็ดสี
น้ าตาลเข้มหรือสีขาวกระจายทั่วผล  (ภาพที่ 2A-D) ซึ่งลักษณะอาการโรคที่พบจากแปลงปลูก
เกษตรกร จ. ขอนแก่น คล้ายกับอาการโรคจากเชื้อไวรัส  WSMoV เข้าท าลาย (กาญจนา และคณะ, 
2558) จึงน ามาตรวจยืนยันเชื้อสาเหตุในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค RT-PCR ก่อนใช้ทดลองต่อไป 

2. ผลการสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค RT-PCR  
 น าตัวอย่างแตงโมส่วน ยอด ใบ กิ่งก้าน ขั้วผล และผิวผล ที่เก็บจากแปลงปลูกเกษตรกร       
จ. ขอนแก่น มาสกัดชุดสกัดอาร์เอ็นเอส าเร็จรูป FavorPreptm Total RNA Mini kit (FAVOGEN) ได้
สารละลายอาร์เอ็นเอมาสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค 
RT-PCR โดยคู่ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3/ WSMoV-N-R3 เมื่อตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
เจลอิเล็กโทรฟอรีซิส พบว่า ทุกส่วนของพืชที่ใช้ทดสอบสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดที่ประมาณ 
800 bp ซึ่งเป็นส่วนของ Nucleocapsid gene (N gene/CP gene) ของเชื้อไวรัส WSMoV เมื่อ
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder (ภาพที่ 3) ดังนั้น คู่ไพร์เมอร์ WSMoV-N-
F3/ WSMoV-N-R3 ที่ออกแบบส าหรับการทดลองครั้งนี้สามารถสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน     
N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV ได้  

3. ผลการเพิ่มบริเวณจดจ าของ restriction enzyme site กับไพรเมอร์ 
ไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่บริเวณ 5’ และ

บริเวณ 3’ ได้แก่ PstI (5´-CTGCA↓G-3´ 3´-G↓ACGTC-5´) และ   EcoRI (5´-G↓AATTC-3´ 3´-

CTTAA↓G-5´) ตามล าดับ และเพ่ิมต าแหน่ง stop codon (TAA)  บริเวณ 3’ จ านวน 1 คู่ (ตารางที่

1) ส าหรับใช้เป็นส่วนประกอบปฏิกริิยาการสังเคราะห์ WSMoV-CP gene adapter ด้วยเทคนิค PCR 
ท าการตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,100 bp 
เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder  
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4. ผลตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและโคลนยีนเข้า Expression vector 
ตัดชิ้นยีน WSMoV-CP adapter และพลาสมิดพาหะ pBad/HisA Expression vector ด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI และ EcoRI แบบ Double digestion ท าการเชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ T4 DNA 
Ligase โคลนยีนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10 คัดเลือกด้วยเทคนิค colony PCR โดยคู่ไพร์
เมอร์ pBAD-F/pBAD-R พบว่า โคโลนีแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น WSMoV-CP 
gene/6xHisTag จะแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ ~ 950 เบส เมื่อเทียบกับโคโลนีแบคทีเรียปกติ
ที่ได้รับเฉพาะพลาสมิด Expression vector จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 300 เบส (ภาพที่ 
4) ซึ่งเป็นขนาดของล าดับเบสบางส่วนของ pBAD/His A expression vector เมื่อส่งวิเคราะห์หา
ล าดับ นิวคลีโอไทด์ที่ FIRST BASE LABORATORIES SDN BHD ประเทศมาเลเซีย พบว่า  WSMoV-
CP gene/6xHisTag  มีจ านวน 954 นิวคลีโอไทด์  และพบล าดับเบสทั้ง start codon (ATG) และ 
stop codon (TAA)  เมื่อตรวจต าแหน่ง  frame shift  ของการแปลรหัสล าดับแอมิโนพบการจัดเรียง 
กรดแอมิโนได้ถูกต้องจ านวน 318 เรซิดิวส์  และพบต าแหน่งแอมิโนของ HHHHHH-Polyhistidine 
Region (6xHisTag) เพ่ือประโยชน์ส าหรับการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยระบบ ProBond™ Nickel-
Chelating Purification System (Invitrogen, USA.)  

5. ผลการแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์  
เลี้ ยงแบคที เรีย  E .  col i  สายพันธุ์  Top 10 ที่มีพลาสมิดสายผสม  WSMoV -CP 

gene/6xHisTag/pBAD-HisA expression vector  (fusion protein)  เหนี่ยวน าโปรตีนลูกผสมให้
แสดงออกด้วยสารละลาย 20% L-(+)-Arabinose จ านวน 2 เท่า ในสารแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียที่
เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  
ทดสอบการสกัดโปรตีนด้วยวิธี Native condition และ denature condition และวิเคราะห์การ
แสดงออกโปรตีนลูกผสมด้วยวิธี  SDS-PAGE พบว่า การสกัดโปรตีนลูกผสมแบบ denature 
condition ได้ผลผลิตโปรตีนออกมาได้มากกว่าแบบ Native condition จากนั้นเก็บส่วนน้ าใส 
(supernatant) จากการสกัดโปรตีนลูกผสมแบบ denature condition ท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี 
ProBond™ Nickel-Chelating Purification System แบบวิธี affinity column chromatography 
หลังจากวิเคราะห์ด้วยวิธี  SDS-PAGE พบ fusion protein  ทีข่นาดประมาณ 36 กิโลดาลตัน (โปรตีน 
WSMoV-CP-Protein ขนาดประมาณ 31 กิโลดาลตัน และโปรตีน pBAD/HisA-6xHisTag ขนาด
ประมาณ 5  กิโลดาลตัน) แต่มีปริมาณน้อยเนื่องจากมีโปรตีนอ่ืน ๆ ปนเปื้อนค่อนข้างมาก และวัด
ความเข้มข้นของ fusion protein ด้วยเครื่อง Microplate spectrophotometer (Multiskan™ 
Go,Thermo Scientific, USA) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ได้ความเข้มข้นค่อนข้างต่ าเพียง 
0.244 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยทั่วไปความเข้มข้นของโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการฉีดกระต่ายเพ่ือ
แอนตินบอดีอยู่ระหว่าง 0.3 – 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร [300 – 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร] ส าหรับใช้
เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลองให้ผลิตแอนตินบอดีต่อ Coat protein ของเชื้อไวรัส WSMoV 
6. ผลการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและการตรวจเชื้อไวรัส WSMoV 

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ WSMoV โดยใช้ recombinant WSMoV coat 
protein ฉีดเข้าสู่กระต่ายบริเวณกล้ามเนื้อ ( immunized muscular) แล้วท าการเก็บแอนติซีรัม
ทั้งหมด 5 ครั้ง ปริมาณรวม 50 มิลลิลิตร จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมที่เก็บมาทั้งหมด   



2253 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   กรมวชิาการเกษตร 

5 ครั้ง ด้วยเทคนิค indirect ELISA พบว่า มีค่าไตเตอร์สูงสุด 16 ,384 เท่า เมื่อน าแอนติบอดีมา
ตรวจสอบความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัส โดยใช้ตรวจตัวอย่างแตงโม ส่วนยอด ใบ กิ่งก้าน ขั้วผล และผิวผล 
จากจังหวัดขอนแก่น ที่เป็นโรคจากเชื้อไวรัส WSMoV พบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถตรวจเชื้อ
ไวรัส WSMoV ได้ แต่พบว่าเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) กับตัวอย่างแตงโมปกติค่อนข้างสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดตรวจแบบ DAS-ELISA Kit ยี่ห้อ Agdia (ตารางที่ 2) ดังนั้นโพลีโคลนอลแอนติบดีที่
ผลิตได้ในครั้งนี้จึงยังไม่มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับแอนติบอดีที่มีจ าหน่ายเพ่ือการค้าเนื่องจากการ
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับตัวอย่างพืชปกติซึ่งอาจท าให้มีการแปลผลการตรวจผิดพลาดได้ หากผู้ทดสอบไม่
คุ้นเคยกับเชื้อไวรัส WSMoV หรือเพ่ือลดการการปฏิกิริยากับตัวอย่างพืชปกติอาจมีความจ าเป็น
ต้องการเจือจางแอนติบอดีกับตัวอย่างพืชปกติ(cross-absorption) ก่อนน าไปใช้ 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

โปรตีนลูกผสมส่วน coat protein ของเชื้ อไวรัส  Watermelon silver mottle virus 
(WSMoV) ที่ถูกผลิตในระบบเซลล์แบคทีเรียสามารถกระตุ้นให้สัตว์ทดลองสร้างโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV มีค่าความเจือจางของแอนติซีรั่มสูงสุดที่ 16,384 เท่า ตรวจพบเชื้อ
ไวรัสได้ในส่วนของ ยอด ใบ กิ่งก้านและผิวผลของแตงโม แต่พบว่าเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) 
กับตัวอย่างแตงโมปกติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจแบบ DAS-ELISA  Kit (Agdia® Inc) ดังนั้นการท า 
cross-absorption สามารถเพ่ิมความแม่นย าในการตรวจเชื้อไวรัสในตัวอย่างพืชได้ 

 
Table 1 Primers for WSMoV-CP adapter synthesis (WSMoV-CP-F3 (Pstl)/WSMoV-CP-        

  F3 (EcoRI) 

Primer Name Primer Sequences 5’       3’ bp Tm °C Product 
Size (bp) 

WSMoV-CP-F3 (Pstl) GAG AT CTGCAG C ATG TCT 
AAC GTT AAG CAG CTT 

33 72-73 
 

~ 950 

WSMoV-CP-F3 (EcoRI)   TGC TTA GAATTC C TTA CAC 
TTC CAA GGA AGT GCT   

34 
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Table 2 Efficiency of Polyclonal Antibody Ab-WSMoV-CP Against WSMoV Viruses in 
    Watermelon Samples with Indirect ELISA Technique 

Samples Ab-WSMoV-CP/1 Ab-WSMoV /2 
Shoots 1.460/3 3.056 
Leaves 1.384 2.871 
Vines 0.673 2.521 
Rinds 0.442 1.643 
WSMoV samples (Agdia®)  
(positive control)   

1.803 3.299 

Buffer (negative control)   0.138 0.018 
Healthy watermelon (negative 
control)   

0.364 0.103 

Note  
/1 means: an antibody produced using a recombinant WSMoV coat protein 
in this experiment 
/2 means: WSMoV antibody purchased from Agdia® Inc. 
/3 means: Absorbance (optical density) at 405 nm 
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Figure 1 Watermelon infected by WSMoV (A-C) showed water-soaked, black necrotic  

  patches on shoots, leaves, vines, tendrils tissues 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 Watermelon fruit exhibited water-soaked transparent raised spot and  

  uneven yellow mosaic rind (A-B), Necrotic spots coalesced and turned  
  intodark brown or white spots 

  

(A) (B) (C) 

(A) (B) 

(C) (D) 
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Figure 3 Gel electrophoresis of RT-PCR products of WSMoV N gene using 

  WSMoV-N-F3/ WSMoV-N-R3 primers 
M = 100 bps DNA ladder (fermentas®) 
1 = infected watermelon shoots 
2 = infected watermelon leaves 
3 = infected watermelon vines 
4 = infected watermelon tendrils 
5 = infected watermelon rinds 
6 = healthy watermelon (negative control) 
7 = dH2O (negative control) 

 

  

M       1       2       3       4       5       6       7 

1000 bp  
500 bp  

~ 1000 bp  



2257 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   กรมวชิาการเกษตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Gel electrophoresis of WSMoV-CP gene/6xHisTag plasmid using pBad- 

  F / pBad-R primers by colony PCR 
M = 1 kp  DNA Ladder (fermentas®)  
1  = pBad/HisA Expression vector inserted wiht WSMoV-CP gene/6xHisTag 

~ 950 bp  
2 =  pBad/HisA Expression vector without WSMoV-CP gene/6xHisTag ~ 

300 bp 
  

~ 950 bp  

 300 bp  

1000 bp  

300 bp  

1    1     2   M 

500 bp  
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การตรวจสอบรา Phyllosticta citriasiana ด้วยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction 

Detection of Phyllosticta citriasiana by Polymerase Chain Reaction 
 

พรพิมล อธิปัญญาคม1/  ชนินทร ดวงสอาด2/   
มะโนรัตน์ สุดสงวน2/  

1/ ผู้เชี่ยวชาญ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
Tan spot disease of pummelo caused by Phyllosticta citriasiana, which closely 

related to P. citricarpa (syn. Guignardia citricarpa), the causal agent of black spot disease 
of pummelo, has been listed as a quarantine pest for several countries, especially in 
Europe and America. The status of P. citricarpa (syn. G. citricarpa) is absent from Thailand. 
The limitation and similarity of morphological characters of Phyllosticta species resulted 
in uncertainty identification between P.  citricarpa (quarantine pest and absent from 
Thailand)  and P.  citriasiana ( the causal agent of tan spot disease of pummelo in 
Thailand). To clarify and confirm the identification of the causal agent of spot disease of 
pummelo, this study was conducted to develop detection technique for P.  citriasiana 
based on genealogical concordance approach in order to support the pummelo export 
from Thailand to overseas as well as to monitor the tan spot disease on the import of 
Citrus.  In addition, the accuracy in identification will led to the effectiveness of plant 
disease management. To clarify and confirm the identification of the causal agent of spot 
disease of pummelo, this study was conducted to identify species of Phyllosticta isolated 
from spot lesions on pummelo and also others isolates from some plants based on 
genealogical concordance approach.  The phylogenetic reconstruction of ITS, TEF1 and 
ACT gene dataset revealed that the causal of tan spot disease of Citrus maxima 
(pummelo)  was P.  citriasiana.  Based on the results from this study, the status of P. 
citricarpa (syn. G. citricarpa), causal agent of black spot disease, in Thailand is determined 
as absence.  In addition, the isolates of Phyllosticta from Musa acuminata, Punica 
granatum, Psidium guajava, Hyalocereus undatus and Dendrobium ‘Hybrids’  
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-03-60 
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were identified as P.  capitalensis.  It was also found that the endophyte Phyllosticta 
obtained from Paris polyphylla and C.  maxima had similar identity to P.  capitalensis. 
In order to reduce the limitations of morphological identification and the requirement 
of fast and accurate diagnosis, the species- specific primer was designed to detect  
P.  citriasiana.  Three pairs of primers from this study namely, PcDOAF1/ ITS4 
PcDOAF3/ ITS4 and PcDOAF3/  PcDOAR3 as well as published primers, Pca8/ ITS4 และ 
Pca9/ ITS4, showed the highly specific results to P. citriasiana. In addition, the process 
of detection had been validated and could detect P.  citriasiana directly from plant 
tissue. The fungal isolation from plant materials was not required, which could reduce 
the time for detecting from more than 15 days to 2 days.  Developed the detection 
method can support the fast and accurate diagnosis of P. citriasiana, which could bring 
the advantages for making a decision for disease management as well as support the 
export and import of Citrus commodities 

Key words:  pummelo, Tan spot disease, Phyllosticta citriasiana, Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 

 
บทคัดย่อ 

Phyllosticta citriasiana เป็นสาเหตุโรคจุดน ้าตาลของส้มโอ (tan spot) รานี มีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลใกล้ชิดกับรา  Guignardia citricarpa มากและรา G. citricarpa  
เป็นศัตรูพืชกักกันของประเทศในสหภาพยุโรป และสหรัฐอเมริกา ซึ่งสถานภาพของรา G. citricarpa 
ยังไม่ปรากฏอยู่ในประเทศไทย ส้าหรับประเทศไทยพบรา P. citriasiana เป็นสาเหตุโรคจุดน ้าตาลบน
ผลของส้มโอที่ส่งออกไปยุโรป ดังนั นจึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพ่ือวินิจฉัยโรค
ใหรวดเร็วและแม่นย้ายิ่งขึ นก อนการแสดงอาการของโรค โดยการใช เทคนิคทางชีวโมเลกุล  
เพ่ือตรวจสอบวินิจฉัยสาเหตุโรคก่อนการส่งออกและการน้าเข้าสินค้าเกษตรตลอดจนเพ่ือการป้องกัน
ก้าจัดที่มีประสิทธิภาพ จากการจัดจ้าแนกด้วยชุดข้อมูลของรหัสพันธุกรรมต้าแหน่ง ITS TEF1 and 
ACT พบว่าเชื อสาเหตุของโรคจุดสีน ้าตาลของส้มโอในประเทศไทย คือ P. citriasiana ดังนั น 
สถานภาพของรา P. citricarpa ยังไม่ปรากฏอยู่ในประเทศไทย นอกจากนี พบว่ารา Phyllosticta 
สาเหตุของโรคบนพืชอาศัยชนิด อ่ืน ๆ ได้แก่  กล้วย ทับทิม ฝรั่ ง  กล้วยไม้  แก้วมังกร คือ  
P. capitalensis และยังพบว่าราชนิดนี เป็นราชนิดเอนโดไฟท์ของส้มโอและตีนฮุ้ง เพ่ือลดข้อจ้ากัดของ
การจ้าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเพ่ือการวินิจฉัยโรคที่รวดเร็ว แม่นย้า จึงพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบรา P. citriasiana โดยใช เทคนิคทางชีวโมเลกุล จากการศึกษาครั งนี ได้ไพร์เมอร์ที่มี
ความจ้าเพาะต่อรา  P. citriasiana จ้านวน 3 คู่  ได้แก่ PcDOAF1/ ITS4 PcDOAF3/ ITS4 และ 
PcDOAF3/ PcDOAR3 รวมถึงไพร์เมอร์ที่มีรายงานได้แก่ Pca8/ ITS4 และ Pca9/ ITS4 สามารถ
ตรวจจับรา P. citriasiana ได้ และสามารถน้าเยื อเยื่อจากบริเวณท่ีแสดงอาการมาตรวจได้โดยตรงโดย
ใช้ระยะเวลาเพียง 2 วัน ช่วยลดขั นตอนและระยะเวลาจากวิธีการเดิมที่ต้องแยกหาเชื อราสาเหตุ ซึ่งใช้
เวลานานกว่า 15 วัน ผลจากการศึกษาครั งนี นอกจากสามารถตรวจสอบวินิจฉัยสาเหตุโร คได้อย่าง
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รวดเร็วเพ่ือการป้องกันก้าจัดที่มีประสิทธิภาพแล้ว ยังสามารถสนับสนุนและเพ่ิมศักยภาพในวินิจฉัย
สาเหตุโรคก่อนการส่งออกและการน้าเข้าสินค้าเกษตรโดยเฉพาะพืชกระกูลส้มได้อีกด้วย 

ราสกุล Phyllosticta เป็นสาเหตุโรคพืชแล้วยังเป็นราเอ็นโดไฟท์ซึ่งเป็นสกุลเด่นที่พบ 
เจริญอยู่ในพืชแทบทุกชนิด โดยเฉพาะโรค Black spot ของพืชส้ม ซึ่งมีสาเหตุเกิดจาก Phyllosticta 
citricarpa ( Teleomorph state:  Guignardia citricarpa)  แ ต่ มั ก พ บ ร า  P.  capitalensis 
(Teleomorph state: G. mangiferae)  เจริญอยู่ในผลส้มด้วยแต่ไม่แสดงลักษณะอาการ (Glienke-
Blanco et al., 2002; Baayen et al., 2002) เช่นเดียวกับโรค Tan spot ของส้มโอ สาเหตุเกิดจาก
รา Phyllosticta citriasiana ก็พบรา P. capitalensis เจริญอยู่ด้วย และเม่ือท้าการแยกเชื อก็มักพบ
ราทั งสองชนิดนี   รา P. citriasiana เป็นราที่พบในประเทศจีน เวียดนาม และ ไทย จากรายงาน  
ไม่พบราชนิดนี ในสหภาพยุโรปและสหรัฐอเมริกา (Wang et al. , 2012; Wikee et al. , 2011; 
Wulandari et al. , 2009)  แต่ในขณะเดียวกันมีรายงานพบรา Phyllosticta citribrazilliensis  
C. Glienke & Crous ที่แยกได้จากแผล necrotic spots บนผลส้มโอในประเทศบราซิล ดังนั นการ
ส่งออกส้มโอไปประเทศเหล่านี และการน้าเข้าส้มมาจากประเทศบราซิลจะต้องมีมาตรการในการ
ควบคุมการระบาดของโรค 

เนื่องจากรา Phyllosticta citriasiana เป็นสาเหตุโรค Tan spot ของส้มโอ มีรายงานพบใน
ประเทศไทย ในปี 2550 (Wulandari et al., 2009) และมีรายงานแพร่ระบาดในส้มประเทศจีน 
(Seaver, 2012) เวียดนาม ด้วยเหมือนกัน ราเข้าท้าลายผลส้มโอระยะใกล้สุกและเข้าท้าลายใบ 
ส้าหรับพืชอาศัยของราชนิดนี  ยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับพืชอาศัยเลย  (Wang et al., 2012; Wikee 
et al., 2011; Wulandari et al., 2009) จากการศึกษาของ Walandari และคณะ (2009) รายงาน
ว่ารานี มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลใกล้ชิดกับรา Guignardia citricarpa มาก  
ซึ่งรา G. citricarpa  เป็นศัตรูพืชกักกันของประเทศในสหภาพยุโรป และสหรัฐอเมริกา  เนื่องการ
ตรวจสอบรา P. citriasiana และโรค อาจจะได้ราหลายชนิดในสกุล Phyllosticta ที่เป็นเอ็นโดไฟท์  
P.  capitalensis ซึ่ งจะพบมากในเขตร้อนร้อนและกึ่ งร้ อนชื น ในพืช พื น เมืองและพืช อ่ืนๆ  
รา P. capitalensis สามารถเข้าไปเจริญในแผลได้ โดยทั่วไปการตรวจสอบเชื อสาเหตุเบื องต้น ได้แก่
การน้าผลส้มโอไปบ่มเชื อ ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ และน้าไปแยกเชื อโดยวิธี  Tissue 
transplanting การจ้าแนกชนิดเชื อสาเหตุ ซึ่งอาจจะท้าให้การจ้าแนกชนิดของเชื อผิดพลาดได้ และ
ต้องใช้เวลาหลายวัน (7-15 วัน) ดังนั นการพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพ่ือวินิจฉัยโรคใหรวดเร็วและ
แม่นย้ายิ่งขึ นกอนการแสดงอาการของโรค โดยการใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลก็เปนแนวทางหนึ่งที่จะ
สามารถตรวจสอบความแตกต่างระหว่างรา P. citriasiana และ P. capitalensis เพ่ือตรวจสอบ
วินิจฉัยสาเหตุโรคก่อนการส่งออกและการน้าเข้าสินค้าเกษตรตลอดจนเพ่ือการป้องกันก้าจัดที่มี
ประสิทธิภาพ ซึ่งวิธีการตรวจสอบวินิจฉัยราทั งสองชนิดนี ต้องเป็นวิธีการที่เป็นมาตรฐานและเป็นที่
ยอมรับจากประเทศผู้ค้า 

ค าหลัก: ส้มโอ โรคจุดน ้าตาล Phyllosticta citriasiana Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

- อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ถุงพลาสติก, ถุงกระดาษ, กรรไกรตัดแต่งกิ่ง, ไม้ทับตัวอย่าง, 
กระดาษหนังสือพิมพ์, ซองกระดาษส้าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง 

- อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge)  เครื่อง 
Polymerase chain reaction (PCR machine) เครื่องเขย่า (vortex) เครื่อง tissue lyser gel tank 
เครื่องก้าเนิดกระแสไฟ gel plate comb เครื่องถ่ายภาพเจล เครื่อง microwave micropipette 
ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร กล้องจุลทรรศน์แบบ compound กล้องจุลทรรศน์แบบ 
stereo พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ water bath และ heat block 

- วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10 100 200 และ 1000 
ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 

- อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
- สารเคมี ได้แก่ เอนไซม์ส้าหรับท้าปฏิกิริยา Taq DNA Polymerase Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase Proteinase K enzyme Lithium Borate buffer (LB) ชุดส้าหรับการ
สกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ Microbial DNA Isolation Kit Power Plant Isolation Kit ชุดส้าหรับการสกัด
เจล ชุดส้าหรับท้าความสะอาดดีเอ็นเอ Stain G loading dye agarose gel (PCR grade) PCR water 
DNA ladder อาหารเลี ยงเชื อ เช่น potato dextrose agar (PDA) และ ไพร์เมอร์ ได้แก่ the Internal 
Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990)  

- Sequence assemble programs ได้แก่ Bioedit และ Geneious version 8.1.9  
วิธีการ 
การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Phyllostica citriasiana 

1. สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Phyllosticta และ รา P. citriasiana  
ได้แก่ รายละเอียดของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอาการของโรค การเข้าท้าลาย การแพร่

ระบาด ความเสียหายจากการเข้าท้าลายของรา การจัดจ้าแนกโดยรหัสพันธุกรรม  
2. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Phyllosticta  
 2.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Phyllosticta ที่แยกได้จากตัวอย่าง 

พืชท่ีเป็นโรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช และฐานข้อมูลนานาชาติ (2560-2561) 

2.1.1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราใน genus Phyllosticta  
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากราในสกุล Phyllosticta จากแหล่งปลูกพืชในประเทศ 

ไทย บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการ
ของโรค ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการ
เกษตร 

2.1.2 แยกราให้บริสุทธิ์  
แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน้าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ น 

สี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียม
ไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน ้านึ่งฆ่าเชื อแล้ว 3 ครั ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่



2264 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ผ่านการฆ่าเชื อ แล้วน้าไปวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี ยงเชื อ บ่มที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื อราให้บริสุทธิ์ จากนั นน้าเชื อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี ยงบน
อาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

2.1.3 จ าแนกชนิดของรา Phyllosticta  
 โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Phyllosticta ที่ศึกษากับคู่มือการจ้าแนกชนิดที่
เกี่ยวข้อง 

2.1.4 สกัดดีเอ็นเอของรา Phyllosticta (DNA extraction) จากตัวอย่างราที่ 
แยกได้จากตัวอย่างพืชที่แสดงอาการของโรคที่เกิดจากราในสกุล Phyllosticta และจาก Culture 
Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

เขี่ยเส้นใยของรา Phyllosticta ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ายลงในหลอดส้าหรับสกัด 
ดีเอ็นเอ เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่าด้วย TissueLyser ที่ความถ่ี 30 รอบต่อวินาที นาน 3 
นาที และท้าการสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard และคณะ 
(2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 

2.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ 

ต้าแหน่ง ITS ก้าหนดใช้ค่า annealing temperature ที่ 62 องศาเซลเซียส ด้วยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR)  โ ด ย ใ ช้  Taq DNA Polymerase และ  Phusion High- Fidelity DNA 
Polymerase โดยใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน้า 

2.1.6 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR  
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท้า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ นส่วนของดีเอ็น 

เอที่ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท้าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading 
dye และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั นหยอดลงใน 
agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer 
(LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท้าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ 
และหาล้าดับนิวคลีโอไทด์    

  2.1.7 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น้าข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท้าการวิเคราะห์ โดยน้า forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious 
version 8.1.9 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท้าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท้าการศึกษา
กับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธี เปรียบเทียบกับ type 
sequence  

3. รวบรวมข้อมูลล าดับเบสของราในสกุล Phyllosticta จาก GenBank  
รวบรวมข้อมูลล้าดับเบสต้าแหน่ง ITS ของราใน genus Phyllosticta ที่มีใน GenBank 

ทั งหมด เพ่ือน้ามาเปรียบเทียบกับข้อมูลรหัสพันธุกรรมที่ได้จากข้อ 2.1 
4. การเปรียบเทียบข้อมูลล าดับเบสของราในสกุล Phyllosticta  
น้าข้อมูลล้าดับเบสต้าแหน่ง ITS ของราใน genus Phyllosticta ทั งหมดท่ีได้จากข้อ 2.1 และ  
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2.2 มาจัดเรียง และบันทึกเป็นชุดข้อมูลในรูปแบบ fasta ไฟล์ โดยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม the 
MEGA (Kumar et al., 2008) หรือใช้โปรแกรม online จากเวปไซด์ www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/   

5. ออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อรา P. citriasiana  
ออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อรา P. citriasiana โดยการพิจารณาชุดข้อมูลของราใน

สกุล Phyllosticta และ ใช้โปรแกรม GPRIME 
6. ทดสอบไพร์เมอร์ (Primers validation)  
ทดสอบประสิทธิภาพและความจ้าเพาะของไพร์เมอร์ที่ออกแบบได้กับดีเอ็นเอของรา  

P. citriasiana และราใน สกุล Phyllosticta โดยท้าตามขั นตอน 2.1.5 – 2.1.7 
การตรวจสอบรา Phyllostica citriasiana ในตัวอย่างต่างๆ ของพืชตระกูลส้ม โดยใช้ไพร์เมอร์ที่
มีความจ าเพาะต่อ P. citriasiana  

1. การเตรียมตัวอย่างต้นแบบดีเอ็นเอ (DNA templates) จากแหล่งตัวอย่างๆ พร้อมวิธีการ
สกัด ดังนี้ 
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจาก clean culture หรือ mixed cultures ของรา Phyllosticta  

เขี่ยเส้นใยของรา Phyllosticta ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ายลงในหลอดส้าหรับสกัดดีเอ็นเอ 
เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่าด้วย TissueLyser ที่ความถี่ 30 รอบต่อวินาที นาน 3 นาที 
และท้าการสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard และคณะ (2015) 
เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 

1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบส้มสด และตัวอย่างใบส้มร่วง 
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบส้มสด หรือใบร่วง จากใบที่ไม่แสดงอาการของโรค มาล้างน ้า

ให้สะอาด น้ามาฆ่าเชื อที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.5 % นาน 2 นาที จากนั นล้างด้วยน ้านึ่งฆ่าเชื อ
อีกครั งหนึ่ง และน้าตัวอย่างใบส้มมาแช่น ้านึ่งฆ่าเชื อ เก็บที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
รินน ้าออกแล้วซับด้วยกระดาษซับจนแห้ง นานประมาณ 5 นาที ย้ายชิ นตัวอย่างใบส้มลงในถุงพลาสติก 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง น้าตัวอย่างใบส้มออกมาผึ่งที่อุณหูมิห้อง (22-26 
องศาเซลเซียส) นานประมาณ 17 ชั่วโมง ภายใต้แสงฟลูออเรสเซ็นต์ จากนั นประมาณ 4 วัน ท้าการ
ตรวจหาเส้นใยของราที่เจริญออกมาก และอีกประมาณ 10 วัน ตรวจหา fruiting bodies ของรา
จากนั นน้าตัวอย่างใบพืชที่ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างมากท้าการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Meyer 
และคณะ (2012) และ Doungsa-ard และคณะ (2015) 

1.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างผลส้ม 
น้าตัวอย่างผลส้มมาล้างน ้าให้สะอาด จากนั นฆ่าเชื อที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.5 % 

นาน 2 นาที จากนั นล้างด้วยน ้านึ่งฆ่าเชื ออีก จากนั นใช้ใบมีดผ่าตัดที่ผ่านการลนไฟ เฉือนเอาผิวผลส้ม
บริเวณที่แสดงอาการจุดรวมถึงเนื อเยื่อรอบแผล ขนาดประมาณ 2 x 2 mm ใส่ลงในหลอดสกัดดีเอ็น
เอ จากนั นท้าการสกัดตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard และคณะ (2015) 

1.4 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างกิ่งและยอดอ่อนของส้ม 
น้าตัวอย่างกิ่งหรือยอดอ่อนของส้มมาล้างน ้าให้สะอาด จากนั นฆ่าเชื อที่ผิวด้วยโซเดียมไฮ

โปคลอไรท์ 1.5 % นาน 2 นาที จากนั นล้างด้วยน ้านึ่งฆ่าเชื ออีก จากนั นใช้ใบมีดผ่าตัดที่ผ่านการลนไฟ 
เฉือนเอาบริเวณผิวที่แสดงอาการจุดรวมถึงเนื อเยื่อรอบแผล ขนาดประมาณ  1-2 mm จากนั นหั่นให้
เป็นชิ นเล็กๆ ใส่ลงในหลอดสกัดดีเอ็นเอ เขย่าด้วย TissueLyser ที่ความถี่ 30 รอบต่อวินาที นาน 6 
นาที  และท้าการสกัดตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard และคณะ (2015) 
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1.5 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างดิน 
น้าตัวอย่างดินที่เก็บบริเวณรอบรากของต้นส้ม โดยแยกเอาส่วนของเศษซากพืชหรือใบ

พืชออกจากตัวอย่างดิน ประมาณ 0.1 กรัมใส่ลงในหลอดสกัดดีเอ็นเอ เขย่าด้วย TissueLyser ที่
ความถี่ 20 รอบต่อวินาที นาน 5 นาที  และท้าการสกัดตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ 
Doungsa-ard และคณะ (2015) 

2. Nested Polymerase Chain Reaction (PCR) 
น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ

ต้าแหน่ง ITS (ITS1/ ITS4) ก้าหนดค่า annealing temperature ที่ 62 องศาเซลเซียส ด้วยวิธี  
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase และ Phusion High-Fidelity 
DNA Polymerase โดยใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะน้า จากนั นน้า PCR 
product ที่ได้มาท้า PCR อีกครั งหนึ่ง โดยใช้ไพร์เมอร์จ้าเพาะต่อ รา P. citriasiana ที่ออกแบบได ้

3. การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท้า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่

ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท้าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB 
buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท้าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหา
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

4. การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น้าข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท้าการวิเคราะห์ โดยน้า forward sequence 

และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท้าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท้าการศึกษากับฐานข้อมูล
ทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

- การบันทึกข้อมูล 
 เก็บรักษาสายพันธุ์ราที่ได้จากการเก็บตัวอย่าง และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ 

ราที่แยกได้จากการเก็บตัวอย่าง เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช
โดยเลี ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ข้อมูลของรหัสดี
เอ็นเอ (DNA barcode) จะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส้าหรับการจัดท้าบัญชี
รายชื่อโรคพืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอ
ต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Phyllostica citriasiana 
1. สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Phyllosticta และ รา P. citriasiana  

สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Phyllosticta และ รา P. citriasiana ได้แก่  
รายละเอียดของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอาการของโรค การเข้าท้าลาย การแพร่ระบาด ความ
เสียหายจากการเข้าท้าลายของรา 

รายละเอียดของรา  Phyllosticta  ดังนี  
 Scientific name Phyllosticta 
 Kingdom  Fungi 
 Division  Ascomycota 
 Class   Dothideomycetes 

Subclass  Incertae sedis 
 Order   Botryosphaeriales 
 Family   Botryosphaeriaceae 
 Genus   Phyllosticta 
 Perfect state  Guignardia 

ราสกุลนี เจริญอยู่บนใบพืชท้าให้เกิดโรคใบจุดกับพืชหลายชนิด โดยราสร้าง pycnidia  
บนใบพืชและที่ผล conidia มี 1 เซลล์ นอกจากอยู่บนใบพืชแล้วรายังเจริญอยู่บนกิ่ง ล้าต้น  
ของพืชด้วย และที่ส้าคัญรานี เป็นสาเหตุของโรคจุดด้าหรือ Citrus Black Spot ของพืชตระกูลส้ม
ส า เ ห ตุ เ กิ ด จ า ก  Guignardia citricarpa ( anamorphic state:  Phyllosticta citricarpa)  
(Kiely, 1949; Sutton and Waterston, 1966) ราสกุล Phyllosticta เป็นสาเหตุโรคพืชแล้วยังเป็น
ราเอ็นโดไฟท์ซึ่งเป็นสกุลเด่นที่พบเจริญอยู่ในพืชแทบทุกชนิด  โดยเฉพาะโรคจุดด้าของส้ม ซึ่งมีสาเหตุ
เกิดจาก มักพบรา P. capitalensis (Teleomorph state: G. mangiferae)  เจริญอยู่ในผลส้มด้วย
แต่ไม่แสดงลักษณะอาการ (Glienke-Blanco et al., 2002; Baayen et al., 2002) เช่นเดียวกับโรค
จุดน ้าตาล (Tan spot) ของส้มโอ สาเหตุเกิดจากรา Phyllosticta citriasiana (Figure 1) ก็พบรา  
P. capitalensis เจริญอยู่ด้วย และเมื่อท้าการแยกเชื อก็มักพบราทั งสองชนิดนี  รา P. citriasiana 
เป็นราที่พบในประเทศจีน เวียดนาม และ ไทย จากรายงาน ไม่พบราชนิดนี ในสหภาพยุโรปและ
สหรั ฐ อ เ ม ริ ก า  ( Wang et al. , 2012; Wikee et al. , 2011; Wulandari et al. , 2009)  แ ต่ ใ น
ขณะเดียวกันมีรายงานพบรา Phyllosticta citribrazilliensis C. Glienke & Crous ที่แยกได้จาก
แผล necrotic spots บนผลส้มโอในประเทศบราซิล ดังนั นการส่งออกส้มโอไปประเทศเหล่านี และการ
น้าเข้าส้มมาจากประเทศบราซิลจะต้องมีมาตรการในการควบคุมการระบาดของโรค นอกจากนั นโรค 
Black rot ขององุ่น สาเหตุ เกิดจาก Guignardia bidwelli (anamorphic state:  Phyllosticta 
ampelicida) (Sivanesan and Holliday, 1981) โรคใบจุดของกล้วยสาเหตุเกิดจาก Guignardia 
musae (anamorphic state: Phyllosticta musarumi) (Punithalingam and Holliday, 1975) 
โรคผลเน่ าของฝรั่ ง  สาเหตุ เกิดจาก Guignardia psidii  (anamorphic state:  Phyllosticta 
psidiicola) (Gonzlez and Rondn, 2005) เป็นต้น 
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2. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Phyllosticta  
 2.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Phyllosticta ที่แยกได้จากตัวอย่าง 

พืชที่เป็นโรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช และฐานข้อมูลนานาชาติ  

รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราใน genus Phyllosticta ที่แยกได้จากตัวอย่าง 
พืชที่เป็นโรคและจาก Culture Collection  ได้ทั งหมด 10 ไอโซเลต (DOA 009, 010, 011, 018, 
019 058, 040, 088, 090 และ 201) (Table 1) ของกลุ่มวิจัยโรคพืช  ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช  และน้ามาเลี ยงเชื อให้บริสุทธิ์บนอาหาร V-8 agar เพ่ือน้ามาสกัดดี เอ็น เอ 

รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราสกุล Phyllosticta จากฐานข้อมูลนานาชาติ  
ของรา Phyllosticta จาก Wikee et al., 2013 (Table 2) โดยจะศึกษาล้าดับเบสเพ่ือหาความ
แตกต่างที่เฉพาะเจาะจงต่อ Phyllosticta citriasiana บนต้าแหน่ง ITS  

2.1.1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราใน genus Phyllosticta  
  เก็บตัวอย่างโรคพืชมาแยกเชื อสาเหตุ ดังนี  ที่เกิดจาก Phyllosticta มาแยกเชื อ 

1. โรคจุดน ้าตาล (tan spot) ของส้มโอพันธุ์ทับทิมสยาม จาก อ้าเภอปากพนัง  
จังหวัดนครศรีธรรมราช  มาแยกเชื อในห้องปฏิบัติการ ได้รา 2 ไอโซเลต จ้าแนกเชื อราโดยศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราบนอาหาร PDA จ้าแนกชนิดเป็นราในสกุล Phyllosticta ทั ง 2 ไอโซ
เลต พบว่าราสร้างสปอร์ในระยะ anamorph state ทั ง 2 ไอโซเลต และเก็บตัวอย่างส้มโอโรคจุด
น ้าตาล จากอ้าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย มาแยกเชื อและจ้าแนกชนิดได้รา Phyllosticta 
citriasiana (Figure 2) 

2. โรคผลจุดด้าของผลฝรั่ง มาแยกเชื อในห้องปฏิบัติการ ได้ราสกุล 
Phyllosticta 1 ไอโซเลต  

3.  อาการใบจุดของใบวาสนา มาแยกเชื อในห้องปฏิบัติการ ได้ราสกุล
Phyllosticta 1 ไอโซเลต  

4. อาการใบจุดของส้มโอ จังหวัดนครปฐม มาแยกเชื อในห้องปฏิบัติการ ได้รา
สกุล Phyllosticta จ้านวน 2 ไอโซเลต (จากวัดไร่ขิง อ้าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม และอ้าเภอ
พุทธมณฑล จังหวัดนครปฐม) (Figure 3) 

5. อาการใบจุดส้มโอ อ้าเภอเกษตรสมบูรณ์ จังหวัดชัยภูมิ จ้านวน 4 ไอโซเลต 
6. ใบจุดกล้วยไม้ อ้าเภอเมือง จังหวัดยะลา 

2.1.2 แยกราให้บริสุทธิ์  
  แยกราจากข้อ 2.1.1 บริสุทธิ์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการสกัด
ดีเอ็นเอ 

2.1.3 จ าแนกชนิดของรา Phyllosticta  
 จากตัวอย่างโรคจุดน ้าตาลของส้มโอพันธุ์ทับทิมสยาม  โรคผลจุดด้าของฝรั่ง  อาการ

ใบจุดของใบวาสนา  อาการใบจุดส้มโอ อ้าเภอเกษตรสมบูรณ์ จังหวัดชัยภูมิ และใบจุดกล้วยไม้ อ้าเภอ
เมือง จังหวัดยะลา ท้าการแยกเชื อบริสุทธิ์และจ้าแนกชนิดเป็นรา Phyllosticta spp. ทั งหมด 

2.1.4 สกัดดีเอ็นเอของรา Phyllosticta (DNA extraction) จากตัวอย่างราที่ 
แยกได้จากตัวอย่างพืชท่ีแสดงอาการของโรคที่เกิดจากราในสกุล Phyllosticta และจาก Culture 
Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
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2.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
2.1.6 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR  
2.1.7 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 โดยเลี ยงรา Phyllosticta จ้านวน 6 ไอโซเลต  ได้แก่ Phyllosticta mangifera-
indica (018) แยกได้จากมะม่วง Phyllosticta sp (040) แยกได้จากขนุน P. captilalensis (058) 
แยกได้จากต้นวาสนา P. captilalensis (201) แยกได้จากทับทิม   Phyllosticta sp (118) แยกได้
จากกล้วยไม้ Dendrobium  และ Phyllosticta sp (121) แยกได้จากฝรั่ง และแยกได้จากกล้วย 2 ไอ
โซเลต (Table 1) และสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของรา Phyllosticta spp. จ้านวน 10 ไอ
โซเลต  โดยใช้ต้าแหน่ง Internal Transcribed Spacer โดยใช้คู่ ไพรเมอร์ ITS1/ ITS4 และส่ง 
Sequencing จากนั นท้าการวิเคราะห์ และตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ และจัดเรียงล้าดับของนิวคลี
โอไทด์เพ่ือเปรียบเทียบชุดข้อมูลเพ่ือท้าการวิเคราะห์เพ่ือยืนยันการจัดจ้าแนก และวิเคราะห์หา
ต้าแหน่งที่มีความจ้าเพาะต่อ Phyllosticta citriasiana เพ่ือออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อไป 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ และจัดเรียงล้าดับของนิวคลีโอไทด์
เพ่ือเปรียบเทียบชุดข้อมูลเพ่ือท้าการวิเคราะห์เพ่ือยืนยันการจัดจ้าแนก และวิเคราะห์หาต้าแหน่งที่มี
ความจ้าเพาะต่อ Phyllosticta citriasiana เพ่ือออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อไป 
ท้าการออกแบบและได้คู่ไพร์เมอร์จ้านวน 3 คู่ เพ่ือใช้ทดสอบความจ้าเพาะในการตรวจคัดเลือกการ
วิเคราะห์รา Phyllosticta citriasiana และทดสอบความจ้าเพาะของไพร์เมอร์กับข้อมูลล้าดับเบส
ของราในสกุล Phyllosticta ในฐานข้อมูล GenBank (Figure 4) 

2.1.8 ทดสอบความจ าเพาะและความสามารถของคู่ไพร์เมอร์ในการตรวจจับรา  
P. citriasiana จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่างโดยปฏิกริยา PCR 
 ด้าเนินการตรวจสอบความจ้าเพาะของไพร์เมอร์ที่ท้าการออกแบบในการทดลองนี  
ต่อรา Phyllosticta spp.  จ้ านวน 6 เส้น คือ PcDOAF1,  PcDOAR1,  PcDOAF2,  PcDOAR2, 
PcDOAF3 และ PcDOAR3 พบว่าไพร์เมอร์ PcDOAF1 และ PcDOAF2 จ้าเพาะต่อ P. citriasiana 
เพียงชนิดเดียว แต่ PcDOAF3 สามารถ align ได้ทั งรา P. citriasiana และ P. citrimaxima (Figure 
5) ทั งนี  reverse ไพร์เมอร์ทั ง 3 แบบ (PcDOAR1 PcDOAR2 และ PcDOAR3) มีความจ้าเพาะต่้า  
ซึ่ ง ส ามารถ  anneal กั บ  Phyllosticta หลายชนิ ด  ไ ด้ แก่  P.  citriasiana, P.  citrimaxima,  
P. citricarpa, P. brazilianiae, P. citrichinaensis, P. citribrazilliensis และ P. brazilianiae 

 ท้าการ optimize ไพร์เมอร์จ้านวน 8 คู่  ต่อรา P. citriasiana isolate M0086 
ไ ด้ แ ก่  PcDOAF1 / PcDOAR1, PcDOAF1/ ITS4, PcDOAF2/ PcDOAR2, PcDOAF2/ ITS4, 
PcDOAF3/PcDOAR3, PcDOAF3/ ITS4 (ออกแบบในการทดลองนี ) , Pca8-F/ ITS4 และ Pca9-
F/ITS4 (ออกแบบโดย Wang et al., 2011) ได้ annealing temperature อยู่ระหว่างอุณหภูมิ 46-
60 โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 56-60 องศาเซลเซียส (Figure 6) 

 ผลการทดสอบ primer จ้านวน 8 คู่ ต่อ DNA ที่สกัดจาก culture ของ รา  
Phyllosticta ไอโซเลตต่างๆ ได้แก่ M0085, M0086, M0089, M0387, M0413, M0414 M0415 
แ ล ะ Colletotrichum sp.  isolate M0301 พ บ ว่ า  PcDOAF1 / ITS4 , PcDOAF3 / PcDOAR3 , 
PcDOAF3/ITS4, Pca8-F/ITS4 และ Pca9-F/ITS4 มีความจ้าเพาะต่อ P. citriasiana (Figure 7) 
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ผลการทดสอบไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4, PcDOAF3/ITS4, Pca8/ITS4 และ  
Pca9/ITS4 ต่อ DNA ที่สกัดจากแผลจุดสีน ้าตาลที่ตัดจากเนื อเยื่อผิวส้มโอที่แสดงอาการจุดสีน ้าตาล 
พบว่าไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4, PcDOAF3/ITS4, Pca8/ITS4 และ Pca9/ITS4 สามารถตรวจจับได้ 
(Figure 8) 

ผลการทดสอบไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4 ต่อ DNA ที่สกัดจากใบส้มโอที่มีระยะห่าง 
จากแผลจุดสีน ้าตาลที่ระยะ 0 0.5 1 1.5 2 2.5 และ 3 เซนติเมตร (Figure 9) พบว่าเบื องต้น ไพร์
เมอร์ PcDOAF1/ITS4 สามารถตรวจจับรา P. citriasiana ได้ ในเนื อเยื่อใบส้มโอที่มีระยะห่างจาก
แผลจุดสีน ้าตาลได้ห่างสุดประมาณ 1.5-3 เซนติเมตร (Figure 9) 

ท้าการทดสอบไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4 กับตัวอย่างผลส้มโอที่แสดงอาการจุดสี 
น ้าตาล ตัวอย่างผลปกติ ตัวอย่างใบส้มโอที่แสดงอาการจุดสีน ้าตาล ตัวอย่างใบปกติ และกิ่งของส้มโอ 
โดยสกัดจากตัวอย่างเนื อเยื่อผิวจากผลส้มโอที่แสดงอาการจุดสีน ้าตาล ตัวอย่างผลปกติ ตัวอย่างใบส้ม
โอที่แสดงอาการจุดสีน ้าตาล ตัวอย่างใบปกติ และกิ่งของส้มโอ รวมจ้านวน 138 ตัวอย่าง และ
ด้าเนินการทดลองไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4 ต่อ DNA ที่สกัด พบว่าไพร์เมอร์ PcDOAF1/ITS4 
สามารถตรวจจับรา P. citriasiana บนใบและผลที่แสดงอาการจุดสีน ้าตาลได้ แม้แผลจุดสีน ้าตาลจะ
อยู่ในระยะเริ่มต้นและยังไม่พบการสร้าง fruiting body (Figure 10A)และให้ผลการตรวจจับที่ชัดเจน
ขึ นเมื่อแผลจุดสีน ้าตาลพบโครงสร้างของ fruiting body (Figure 10B) 
 ทั งนี ได้ทดสอบไพร์ เมอร์กับตัวอย่างปกติที่ ไม่แสดงอาการเ พ่ือยืนยันความ
ประสิทธิภาพ ของไพร์เมอร์ที่ได้ ไม่พบหรือไม่แสดงผลบวกในการตรวจจับรา P. citriasiana  
บนตัวอย่างปกติใด ๆ ดังนั นจากการทดลองนี  ได้ไพร์เมอร์ที่มีประสิทธิภาพและจ้าเพาะต่อในการ
ตรวจจับรา P. citriasiana จ้านวน 3 คู่คือ PcDOAF1/ITS4 PcDOAF3/ PcDOAR3 PcDOAF3/ITS4 
รวมถึงไพร์เมอร์ Pca8/ITS4 และ Pca9/ITS4 ที่ออกแบบโดย Wang et al. (2012) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบรา P. citriasiana โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล จากการศึกษา
ครั งนี ได้ไพร์เมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อรา  P. citriasiana จ้านวน 3 คู่  ได้แก่ PcDOAF1/ ITS4 
PcDOAF3/ITS4 และ PcDOAF3/ PcDOAR3 รวมถึงไพร์เมอร์ที่มีรายงานได้แก่ Pca8/ITS4 และ 
Pca9/ITS4 สามารถตรวจจับรา P. citriasiana ได้ และสามารถน้าเยื อเยื่อจากบริเวณที่แสดงอาการ
มาตรวจได้โดยตรงโดยใช้ระยะเวลาเพียง 2 วัน ช่วยลดขั นตอนและระยะเวลาจากวิธีการเดิมท่ีต้องแยก
หาเชื อราสาเหตุ ซึ่งใช้เวลานานกว่า 15 วัน ผลจากการศึกษาครั งนี นอกจากสามารถตรวจสอบวินิจฉัย
สาเหตุโรคได้อย่างรวดเร็วเพ่ือการป้องกันก้าจัดที่มีประสิทธิภาพแล้วยั งสามารถสนับสนุนและเพ่ิม
ศักยภาพในวินิจฉัยสาเหตุโรคก่อนการส่งออกและการน้าเข้าสินค้าเกษตรโดยเฉพาะพืชกระกูลส้มได้
อีกด้วย 
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ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณ ดร. ชนินทร ดวงสอาด ที่ให้ความช่วยเหลือในงานทางด้านชีวโมเลกุล พัฒนา
เทคนิคในการตรวจวินิจฉัยรา P. citriasiana สาเหตุโรค Tan spot ของส้มโอ ซึ่งสามารถตรวจผลได้
รวดเร็ว แม่นย้า และมีประสิทธิภาพ จนประสพความส้าเร็จในการพัฒนา และขอขอบคุณ นางสาวศรี
สุรางค์ ลิขิตเอกราช (อดีตผู้เชี่ยวชาญด้านโรคพืช) นางสาวมะโนรัตน์ สุดสงวน และกลุ่มงานวิทยาไมโค 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือ และความช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การด้าเนินการทดลอง และ
การเก็บข้อมูล รวมถึงก้าลังใจที่มีให้กันเสมอมา 
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Table 1: List of Phyllosticta collected in this study 
 

Isolate Phyllosticta Host Location Source 

009 Phyllosticta sp. Citrus maxima Wiang Kaen, Chiang Rai collection 

010 P. citriasiana  Citrus maxima Wiang Kaen, Chiang Rai collection 

011 Phyllosticta sp. Citrus maxima Wiang Kaen, Chiang Rai collection 

018 P. mangifera-indica  Mangifera indica Chanthaburi collection 

019 P. citriasiana  Citrus maxima Nakhon Pathom collection 

040 Phyllosticta sp. Artocarpus heterophyllus Bangkok collection 

058 P. captilalensis  Dracaena goldieana Bangkok collection 

201 P. captilalensis  Punica granatum Chiang Rai collection 

088 P. citriasiana  Citrus maxima Chiang Dao, Chiang Mai collection 

090 P. citriasiana  Citrus maxima Kasetsombun, Chaiyapum collection 

 P. captilalensis  Dendrobium sp. Chiang Rai collection 

091 Phyllosticta sp. Citrus maxima Kasetsombun, Chaiyapum isolation 

092 Phyllosticta sp. Citrus maxima Kasetsombun, Chaiyapum isolation 

093 Phyllosticta sp. Citrus maxima Kasetsombun, Chaiyapum isolation 

094 Phyllosticta sp. Citrus maxima Kasetsombun, Chaiyapum isolation 

116 Phyllosticta sp. Citrus maxima Samparn, Nakhon Pathom isolation 

117 Phyllosticta sp. Citrus maxima Phutthamonthon,  
Nakhon Pathom 

isolation 

118 Phyllosticta sp. Dendrobium sp. Sai Noi, Nonthaburi isolation 

119 Phyllosticta sp. Citrus maxima Phanang,  
Nakhon Sri Thammarat 

isolation 

120 Phyllosticta sp. Citrus maxima Phanang,  
Nakhon Sri Thammarat 

isolation 

121 Phyllosticta sp. Guava psidii Samparn, Nakhon Pathom isolation 

 Phyllosticta sp. Dendrobium sp. Mae Tang, Chiang Mai isolation 

 Phyllosticta sp. Musa sp. Mae Tang, Chiang Mai isolation 
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Table 2 Phyllosticta isolates from Wikee et al., 2013 
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Table 2 Phyllosticta isolates from Wikee et al., 2013 (Continued) 
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Table 2 Phyllosticta isolates from Wikee et al., 2013 (Continued) 

 
 

1CPC: Culture collection of P.W. Crous, housed at CBS; IFO: Institute For Fermentation, Osaka, Japan; 
IMI:  International Mycological Institute, CABI-Bioscience, Egham, Bakeham Lane, U.K. ; LGMF:  Culture 
collection of Laboratory of Genetics of Microorganisms, Federal University of Parana, Curitiba, Brazil, 
CBS:  CBS- KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, the Netherlands; ZJUCC:  Zhejiang University 
Culture Collection, China; MFLUCC:  Mae Fah Luang University Culture Collection; CGMCC:  China, 
General Microbiological Culture Collection, Beijing, China; MUCC:  Culture Collection, Laboratory of 
Plant Pathology, Mie University, Tsu, Mie prefecture, Japan. Type and ex-type cultures are in bold.2ITS: 
Internal transcribed spacers 1 and 2 together with 5.8S nrDNA; LSU:  large subunit 28S nrDNA; TEF1: 
partial translation elongation factor 1-𝛼 gene; ACT: partial actin gene; GPDH: partial glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase gene. ( Wikee et al. 2013) 
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Figure 1 Phyllosticta citriasiana. (Photo by: Wulandari et al., 2009) 

a–c) Symptoms on fruit of Citrus maxima. 
d) Colony on malt extract agar.  
e) Pycnidia sporulating on sterile pine needles on tap-water agar. 
f–h) Conidiogenous cells giving rise to solitary conidia.  
i, j) Conidia with mucoid sheath and apical mucilaginous appendage 

visible. Scale bars = 10 µm 
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Figure 2 Phyllosticta citriasiana isolated from tan spot of Pummelo. 

a) Hard spot lesions with pycnidia in the center of the tissue 
b) Pycnidia (400X)   
c) Conidium (1000X) 
d) Conidium with mucoid sheath and apical mucilaginous appendag (1000X) 
e) Spermatial state, spermogonium 1000X 
f) SEM photomicrograph of spermatia 1000X g) Colony on PDA, 7 days at 30+2°C 

 h) Colony with loab margin 
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Figure 3 Phyllosticta sp. Isolated from fruit of pummelo at Nakhon Pathom province. 

a) Tan spot on pummelo fruit at Wae Rai-Khing, Nakhon Pathom province  
b) conidium  
c) Tan spot on pummelo fruit at Phutthamonthon, Nakhon Pathom province  
d) conidium 
 

CBS120486_Phyllosticta_citriasiana ITS region from TYPE material 
TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATACGTAATCCTGAAAGGTAAT 
GGAAGGGGAGGCCGTAAAAAAGCCGCCCAACCTACCTTCACACCCTTGTGTATCTACCACGTTGCTTTGGCGGGCCGACCCGGTTT
TGACCCGGGCGGTCGGTGCCCCCAGCCTAGTTTATGGGCCAGGACGCCTGGCTAAGTGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGCGAT
TATTTTGTGTAGTCCTGAGAATTCATTTAATGAAGTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGACGTCCGCTGCCGGACGCGCCTGGAAGACCTCGG
CGACGGCGTCTCAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGGAGGGAGGCGCTGGCCGCCGGACAATCGACCTTCGG
TCACTATTTTTCCAAGGTTGACCT 
 
M0086 Phyllosticta citriasiana 
GAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATACGTAATCCTGAAAGGTAATGGAAGGG
GAGGCCGTAAAAAAGCCGCCCAACCTACCTTCACACCCTTGTGTATCTACCACGTTGCTTTGGCGGGCCGACCCGGTTTTGACCCG
GGCGGTCGGTGCCCCCAGCCTAGTTTATGGGCCAGGACGCCTGGCTAAGTGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGCGATTATTTTGT
GTAGTCCTGAGAATTCATTTAATGAAGTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGACGTCCGCTGCCGGACGCGCCTGGAAGACCTCGGCGACGG
CGTCTCAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGGAGGGAGGCGCTGGCCGCCGGACAATCGACCTTCGGTCACTAT
TTTTCCAAGGTTGACCTCGGATCAGG 

Figure 4 Aligning sites of specific primers on ITS region of Phyllosticta citriasiana 
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Figure 5 The specificity of primers to Phyllosticta citriasiana 
 

 
Figure 6 The PCR optimization of 8 pairs of primer 

a 

b 
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Figure 7 The specificities of primers to fungal taxa (1: P. capitalensis;  

 2-3: P. citriasiana;   4: Phyllosticta on Punica granatum;  
 5: Phyllosticta on guava;    6: Phyllosticta on Dendrobium;  
 7: Phyllosticta on Musa sp.;   8: Colletotrichum) 

 
 

 
Figure 8 The specificity of primers to DNA of P. citriasiana obtained from brown spot  

   symptom on Citrus fruits (1: No. 597/1-1; 2: No. 597/1-2; 3: No. 597/2-1;  
   4: No. 597/2-2; 5: No. 597/3-1; 6: No. 597/3-2; 7: No. 598-1; 8: No. 598-2) 
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Figure 9 The sensitivity of PcDOAF1/ITS4 primers to P. citriasiana based on the differe
    nce of distances from original symptom 
 

 
 

Figure 10 The specificity of primers PcDOAF1/ITS4 to DNA of P. citriasiana obtained 
      from brown spot symptoms at different stages (A: initial stage, fruiting body 
      of fungus absence; B: symptom with fru it ing body of fungus) 
 



2283 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

การผลิตแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) 
Antiserum Production of Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) 

 

สิทธิศักดิ์  แสไพศาล 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
 Protein synthesized Leek yellow stripe virus -coat protein gene (LYSV-CP gene) 
according to GenBank database (NCBI Reference Sequence: NP_734102.1) gene had 863 
bp and was translated into 288 amino acid residue with molecular weight of 32.18 KDa. 
The LYSV-CP gene was cloned into pET 100/D-TOPO® ( Invitrogen)  expression vector 
and transferred to bacteria into the E.  coli strain K12 DH10BTMT1R and induced for 
protein synthesis by IPTG.  The protein was purified by Ni-NTA column using SDS-PAGE 
techniques find the protein size.   The Result of detecting the protein strips is found 
approximately 32 KDa and the protein is used as an antigen injectable to rabbit and 
draw blood collection. Examination with indirect ELISA found that the titor of antiserum 
value 1:6400 and 1:102400 has 1.373 and 1.078 respectively. 

Keywords : Garlic, Leek yellow stripe virus (LYSV), antiserum 
 

บทคัดย่อ 

การสังเคราะห์โปรตีน Leek yellow stripe virus -coat protein gene (LYSV-CP gene) 
โดยใช้ฐานข้อมูลของ GenBank: ในส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ coat protein (NCBI Reference 
Sequence: NP_734102.1) จ านวน 863 bp แปลรหัสได้กรดอะมิโนจ านวน 288 residues โปรตีนมี
น  าหนักโมเลกุลเท่ากับ 32.18 KDa ท าการโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส LYSV-CP gene ที่ได้
เข้าสู่ expression vector pET 100/D-TOPO® (Invitrogen) และถ่ายฝากเข้าเชื อแบคทีเรีย E. coli 
สายพันธุ์ K12 DH10BTMT1R จากนั นแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์โดย Ni-NTA column และหาขนาดโปน
ตีนที่ได้ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ผลการตรวจสอบหาแถบโปรตีนพบขนาดประมาณ 32 KDa และน า
โปรตีนที่ได้ใช้เป็นแอนติเจนฉีดกระต่ายและเจาะเลือดตรวจสอบค่าไตเตอร์ของ แอนติซีรัมที่ได้ด้วยวิธี 
indirect ELISA พบว่าค่าไตเตอร์ที่ 1:6400 และ 1:102400 ได้ 1.373 และ 1.078 ตามล าดับ 

ค าหลัก : กระเทียม, เชื อไวรัส, แอนติซีรัม 

 

 
 
 
รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-05-61 
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ค าน า 

 ปัจจุบันมีการปลูกกระเทียมเพ่ิมมากขึ น ซึ่งต้องประสบปัญหาการระบาดของแมลงและโรค ที่
มีเชื อสาเหตุมาจากเชื อรา แบคทีเรีย ไส้เดือนฝอย รวมทั งไวรัส ส่งผลกระทบต่อผลผลิตและคุณภาพ
ของกระเทียม ซึ่งโรคไวรัสที่มีสาเหตุมาจากเชื อ Leek yellow stripe virus (LYSV) เป็นเชื อในกลุ่ม 
Potyviruses เมื่อติดเชื อ LYSV ในแปลงสามารถเข้าท าลายต้นหอมได้ถึง 100% (Bos, 1983) ส่วน
การสูญเสียผลผลิตในกระเทียมสูงถึง 60% และสูงถึง 84% เมื่อติดเชื อไวรัสชนิดอื่นในกลุ่ม potyvirus 
ร่วมด้วย อัตราการงอกในกระเทียมได้รับผลกระทบและลดลงถึง 60% (Lot et al., 1998) ซึ่งโรคนี มี
เพลี ยอ่อน Myzus persicae และ Aphis fabae เป็นพาหะน าโรคที่ส าคัญ ท าให้เกิดการแพร่ระบาด
ในแปลงปลูกและเป็นแมลงปากดูดที่มีความส าคัญต่อการแพร่กระจายของเชื อไวรัส (Lunello et al., 
2002) ดังนั นงานวิจัยชิ นนี จึงมีความต้องการผลิตแอนติซีรัมที่เฉพาะเจาะจงต่อเชื อไวรัส LYSV เพ่ือใช้
ในการตรวจสอบเชื อไวรัส LYSV โดยต้องท าการแยกเชื อไวรัส มาท าการผลิตแอนติซีรัมและท าให้แอน
ติซีรัมบริสุทธิ์ ก่อนน าไปทดสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อเชื อไวรัส LYSV ก่อนน าแอนติซีรัมที่มีความ
เฉพาะเจาะจงนั นไปใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธีการทางเซรุ่มวิทยาต่อไป 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์  

- เครื่อง centrifuge 
- ยีนสังเคราะห์ coat protein gene (CP) ของ Leek yellow stripe virus (LYSV)    
- พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
- เครื่อง Spectrophotometer 

วิธีการ 
1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างกระเทียมจากแปลงปลูกของเกษตรกร 

 เก็บตัวอย่างกระเทียมที่มีอาการของเชื อไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) เพ่ือเตรียม
แอนติเจนท าการเก็บตัวอย่างกระเทียมที่พบลักษณะอาการใบด่าง เป็นขีด จากแปลงปลูกของ
เกษตรกรในพื นที่ปลูกกระเทียม เพ่ือตรวจหาเชื อไวรัส LYSV และท าการเตรียมต้นพืชปลอดโรคและ
เป็นโรค รวมทั งปลูกพืชทดสอบเพ่ือเตรียมเพิ่มปริมาณเชื อ  
2. การเตรียมแอนติเจนด้วยการสังเคราะห์ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อไวรัส LYSV จาก
ฐานข้อมูล GenBank 
 เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์โปรตีน จึงได้ท าการสั่งสังเคราะห์โปรตีน LYSV coat 
protein gene (LYSV-CP gene)  โดยใช้ฐานข้อมูลของ GenBank :  Leek yellow stripe virus, 
complete genome, NCBI Reference Sequence: NC_004011.1 ในส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
coat protein และจากนั นจึงสั่งโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP) ที่ได้
นั นเข้าสู่ expression vector pET100/D-TOPO® (Invitrogen) โดยบริษัท Invitrogen หลังจากได้
โคลนที่มี LYSV-CP gene แทรกอยู่ใน pET100/D-TOP expression vector แล้วจึงน าพลาสมิดนั น
มาถ่ า ยฝาก เข้ า เ ชื อ แบคที เ รี ย  E.  coli ส าย พันธุ์  K12 DH10BTMT1R ด้ ว ยวิ ธี  heat shock 
transformation (Sombrook and Russel, 1989) น าไปเลี ยงบนอาหาร 2XYT agar ที่ เติมสาร
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ปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร คัดเลือกโคโลนีเพ่ือตรวจหาส่วนของ LYSV-CP gene โดย
วิธี PCR ก่อนน าไปสังเคราะห์โปรตีนในขั นตอนต่อไป  
3. การชักน าการสังเคราะห์ recombinant protein ในเซลล์แบคทีเรียและ แยกโปรตีนของเชื้อให้
บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column 
 เลี ยงแบคทีเรีย E. coli  K12 DH10BTMT1R ที่มี LYSV-CP gene แทรกอยู่ใน pET 100/D-
TOP expression vector ในอาหารเหลว  2XYT 100 มิลลิลิตร ที่ เติมสารปฏิชีวนะ  ampicillin  
100 มิลลิกรัม/ลิตร เขย่า 170 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็น 
starter จากนั นแบ่งใส่ในอาหารเหลว  2XYT ปริมาตร 1 ลิตร ที่ เติมสารปฏิชีวนะ  ampicillin  
100 มิลลิกรัม/ ลิตร ในอัตราส่วนของเชื อ 10 เปอร์เซ็นต์ของอาหาร เขย่าต่ออีก 3 ชั่วโมง (เก็บ
ตัวอย่างเซลล์ก่อนเติม IPTG) จากนั นเติม Isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหาร
เลี ยงเชื อเพ่ือชักน าให้เกิดการสร้างโปรตีน โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิโมลาร์ เลี ยงเชื อต่อ
โดยการเขย่าบนเครื่อง shaker เป็นเวลา 2 4 6 8 และ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของยีน
จากนั นท าการเก็บเซลล์ที่เวลาต่างๆ โดยน ามาปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ 8,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
เป็นเวลา 15 นาที ทิ งอาหารเลี ยงเชื อส่วนใสและน าตะกอนมาผสมกับน  าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื อแล้ว 
(ตะกอน 1 กรัม/น  า 10 มิลลิลิตร) จากนั นเติม lysozyme เพียงเล็กน้อยประมาณเท่าหัวไม้ขีดไฟ  
(ต่ออาหารเหลว 1 ลิตร) และกวนให้เข้ากันจนเหนียว เก็บที่ -20°C ข้ามคืน จากนั นน ามาเติมด้วย 
lysis buffer (Buffer B:50 mM NaH2PO4·H2O, 10 mM Tris-HCl (MW=121.1) และ 8 M Urea, 
pH 8.0) ในอัตรา 50 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และน ามาท าให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง sonicator 
แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) ครั งละ 5 นาที จนกว่าเซลล์จะหายหนืดและใส แล้วน าไป
ปั่นที ่10,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บน  าใสไปแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-
NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เริ่มจากการล้าง column หลังแพ็คแล้ว  
ด้วย buffer B จากนั นเทส่วนน  าใสให้ผ่าน  column และล้าง column ด้วย buffer C (pH 6.3)  
และ buffer D (pH 5.9) ก่อนที่จะใส่ buffer E (pH 3.9) เพ่ือแยกโปรตีนออกจากเจลใน column 
เก็บเป็น fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือนาไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนว่าอยู่ใน fraction 
ใด โดยเทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
(Laemmli, 1970) 

4. การผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง  
ผสมโปรตีนของเชื อที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กับ complete Freund’s adjuvant 

ในอัตรา  1:1 ให้ เข้ากันเป็น  emulsion ส าหรับการฉีดกระต่ายครั งแรก และใช้  incomplete 
Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 ส าหรับการฉีดครั งต่อๆ ไปอีก 4 ครั ง การฉีดทุกครั งเป็นการฉีดเข้า
ใต้ผิวหนัง (subcutaneous) บริเวณคอ ประมาณ 4-5 จุดต่อการฉีดแต่ละครั ง ท าการฉีดทุก 2 สัปดาห์ 
เริ่มท าการเจาะเลือดที่เส้นเลือดบริเวณใบหู หลังจากการฉีดครั งที่  2 และด าเนินการเจาะเลือดทุก  
1 สัปดาห์อีก 6 ครั ง น  าเลือดที่เจาะได้มาตั งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง ก่อนน าไปเก็บที่ 4°C อีก  
24 ชั่วโมง รินส่วนน  าใสมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  8000 g นาน 10 นาที เก็บน  าใสที่เป็นส่วนของ
แอนติบอดีไว้ที่ -80 °C จากนั นท าการทดสอบและหาค่าไทเทอร์ (titer) ของแอนติซีรัม โดยวิธี 
Indirect ELISA เริ่มจากการหยอดแอนติเจน (recombinant protein 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS-T buffer (PBS+0.05% Tween 
20) 3 ครั ง แล้วน ามาเติมด้วย Blocking buffer (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ 100 ไมโครลิตร  
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บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างอีก 3 ครั ง ใส่แอนติบอดีที่ได้จากการเจาะเลือดกระต่าย 7 ครั ง  
โดยท าการเจือจางจาก 1:10 ถึง 1:204,800 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง
เพลทอีก 3 ครั งก่อนน ามาหยอดด้วย Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากด้วย alkaline phosphatase 
เจือจาง 1:2,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างเพลทอีก 3 ครั งก่อนน ามา
ซับสเตรท p-nitrophenyl phosphstase หลุมละ 100 ไมโครลิตร อ่านผลด้วยเครื่องอ่าน ELISA ที่
ค่าความดูดกลืนแสง 405  นาโนเมตร 

5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได้  
การตรวจสอบเชื อ ไว รั ส  Leek yellow stripe virus (LYSV)  โ ดยวิ ธี  Indirect ELISA  

เริ่มจากน า positive control ที่มีจ าหน่ายจากบริษัท เคลือบหลุมของไมโครเพลท (microplate)  
ตามค าแนะน าของบริษัทโดยใช้ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 4°C ข้ามคืน แล้วน าไมโครเพลท 
มาล้างด้วย phosphate buffer saline ที่ม ีtween 20 ผสมอยู่ (PBS-Tween 20) 3 ครั งๆละ 3 นาที 
หยอดแอนติ ซี รั ม จ ากการ เลื อดครั ง ที่  5 ที่ เ จื อจ า ง ใน  conjugate buffer 1:100 ปริ ม าตร  
100 ไม โครลิ ต ร /หลุ ม  บ่ มที่  37°C นาน  1 ชั่ ว โ ม ง  ล้ า ง ไม โคร เพลทด้ วย  PBS-Tween 20  
จ านวน 3 ครั งๆละ 3 นาที แล้วหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน conjugate buffer 100 
ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่  37°C นาน  1 ชั่ ว โมง น า เพลทมาล้ าง อีก  3 ครั ง ใน  PBS-Tween 20  
แล้วหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 มิลลิลิตร) 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอ่านผลด้วยเครื่องอ่านอิไลซา (ELISA Reader) โดยใช้เพลทชนิด 
polysorp microplate    

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา   เริ่มเดือนตุลาคม 2560  สิ นสุดเดือนกันยายน 2561 
สถานที ่     ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช   

     ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กทม. 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การส ารวจและเก็บตัวอย่างกระเทียมจากแปลงปลูกของเกษตรกร 
เก็บตัวอย่างใบกระเทียมที่มีอาการคล้ายโรคที่เกิดจากเชื อไวรัส Leek yellow stripe virus 

(LYSV) เป็นแถบสีเหลืองอ่อนที่ส่วนปลายใบและเป็นขีดๆ บนใบมีขนาดเล็กและท าให้เกิดแถบสีเหลือง
ผิดปกติบนใบ จากแปลงปลูกกระเทียมของเกษตรกรในพื นที่ อ.ฝาง อ.ไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ ใน
เบื องต้นได้ใช้ชุดตรวจสอบ POCY kit ของกล้วยไม้ท าการตรวจสอบตัวอย่างใบกระเทียมเนื่องจากเชื อ
ไวรัส LYSV เป็นเชื อไวรัสที่จัดอยู่ในกลุ่ม Potyvirus ซึ่งผลการตรวจสอบพบเชื อไวรัสในกลุ่ม Potyvirus 
กับตัวอย่างใบกระเทียม จึงได้น าตัวอย่างใบกระเทียมดังกล่าวมาท าศึกษาต่อไป 
2. การสังเคราะห์ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อไวรัส BYMV จากฐานข้อมูล GenBank  

การสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ LYSV-CP gene โดยใช้ฐานข้อมูลของ GenBank : Leek 
yellow stripe virus, complete genome, NCBI Reference Sequence: NC_004011.1 ในส่วน
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ coat protein (NCBI Reference Sequence: NP_734102.1) ได้ล าดับ 
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นิวคลีโอไทด์จ านวน 863 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโนจ านวน 288 เรสิดิวส์ คือ  
ageefdagaq anknqksgad kaieqrnpst sqasthgknd sssselsmgk dkdvnvgttg 
tfsvprikqi sqkgiaipmd gersilnldh llhykpsqlc isntratrtq fmawkarlqd 
eygvtasems iilnglmvwc iengtspnin gvwtmmdgee qvefplrpvv ehaqptlrqi 
mahfsalaea yiemrnseqa ympryglqrn ltdmslarya fdfyevtsrt pvrareahaq 
mkaaalrnsr prlfgldgnv ttmdedterh tahdvnarmh hldgahmq  

 ซึ่งเมื่อวิเคราะห์กรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม ProtScale (https://web.expasy.org/cgi-bin/ 
protparam/protparam) โปรตีนมีน  าหนักโมเลกุลเท่ากับ 32.18 KDa จากนั นจึงสั่งโคลนยีนโปรตีน
ห่ อหุ้ ม อนุ ภ าค ไว รั ส  LYSV-CP gene ที่ ไ ด้ นั น เ ข้ า สู่  expression vector pET100/D-TOPO® 
(Invitrogen) โดยบริษัท Invitrogen 
3. การชักน าการสังเคราะห์ recombinant protein ในเซลล์แบคทีเรีย และแยกโปรตีนของเชื้อ 
LYSV ให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column  
 การชักน าให้มีการสังเคราะห์ recombinant protein ด้วยการเติม IPTG: Isopropyl-ß-D-
thiogalactopyranoside เป็นเวลา 2 4 6 8 และ 24 ชั่วโมง แล้วน ามาวิเคราะห์หาโปรตีนและขนาด
ของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าภายหลังจากการเติม IPTG 8 ชั่วโมง เซลล์แบคทีเรียสามารถ
สร้าง recombinant protein ได้ในปริมาณมาก จากการตรวจสอบขนาดโปรตีนหลังแยกให้บริสุทธิ์
โดย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าในแต่ละ fraction ที่ท าการเก็บทั งหมด จาก 
fraction ที่ F1-F9 พบว่ามีปริมาณโปรตีนใน fraction ที่ F2-F9 ที่สามารถพบแถบ recombinant 
protein CP-LYSV ที่มีขนาดประมาณ 32 KDa และจาก recombinant protein ที่ได้นั นมีความ
บริสุทธิ์และได้ปริมาณโปรตีนเพียงพอส าหรับการน าไปใช้เป็นแอนติเจนในการฉีดสัตว์ทดลองเพ่ือสร้าง
แอนติบอดี เนื่องจากโปรตีน CP-LYSV เป็นโปรตีนที่กระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันต่ าและเมื่อน าโปรตีน 
CP-LYSV ที่แยกได้บริสุทธิ์ไปฉีดเข้าสัตว์ทดลองจะท าให้ antigenic determinant ของโปรตีน CP-
LYSV ยังคงเหมือนเดิม (Pillai et al., 1995) น าโปรตีนที่ได้ไปเป็นแอนติเจนนั นต้องท าการตรวจ
ค านวณหาปริมาณของโปรตีนก่อน โดยท าการตรวจสอบและเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ตามวิธี
วัดปริมาณโปรตีนของ Bradford (1976) โดยน าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
Bovine serum albumin, Sigma (BSA) ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน ตรวจสอบบน  15% SDS–
PAGE และจากผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ได้พบว่า สารละลายโปรตีนที่ได้นั นมีความเข้มข้น
ประมาณ 1.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปผสมกับ Freund’s adjuvant ครั งละ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
เพ่ือใช้เป็นแอนติเจนฉีดเข้ากระต่ายเพ่ือให้มีการสร้างแอนติบอดีและน าแอนติบอดีที่ได้ไปศึกษา
ทางด้านเซรุ่มวิทยาต่อไป 
4. การผลิตแอนติซีรัมด้วยการฉีดกระต่ายและการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได้ 
 ด าเนินการฉีดกระต่ายที่สะโพกจ านวน 5 ครั ง เริ่มเก็บแอนติซีรัมที่ ใบหูกระต่ายใน 
สัปดาห์ที่ 2 หลังฉีดแอนติเจนจนครบ ท าการเก็บเลือด (เก็บเลือดครั งละประมาณ 10-15 มิลลิลิตร) 
และน าเลือดท่ีได้ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง แล้วใช้เข็มกรีดตามขอบด้านในของบีกเกอร์ 
น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4°C ข้ามคืน หลังจากนั นจึงน าไปแยกส่วนใสจากก้อนเลือด ปั่นเหวี่ยงที่ 6720xg 
นาน 10 นาที เพ่ือตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เก็บส่วนใสที่เป็นแอนติซีรัมที่ได้แบ่งเก็บแช่ที่ -20°C  
และผสม 0.02% โซเดียมเอไซด์ เก็บท่ี 4°C  

หลังจากท่ีได้แอนติซีรัมมาแล้ว ท าการตรวจสอบไตเตอร์ของแอนติซีรัมที่ได้ด้วยวิธี indirect ELISA  

https://web.expasy.org/cgi-bin/%20protparam/protparam)%20โปรตีน
https://web.expasy.org/cgi-bin/%20protparam/protparam)%20โปรตีน
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โดยใช้โปรตีน CP-LYSV ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับแอนติซีรัมที่เจือจาง
ระดับต่างๆ ตั งแต่ 1:100-1:102400 พบว่า ค่าไตเตอร์จากการเจาะเลือดครั งที่ 4 และ 5 สูงกว่าครั งที่ 
1, 2 และ 3 โดยครั งที่ 4 มีค่าไตเตอร์ 1:6400 ซึ่งวัดค่าด้วยเครื่องอ่าน ELISA reader (Thermo 
Fisher Scientific: Version 1.00.40, Finland) ที่ A405 ได ้1.373 และครั งที่ 5 มีค่าไตเตอร์ 1:102400 
ซึ่งวัดค่า ELISA ที่ A405 ได้ 1.078 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 สังเคราะห์โปรตีน LYSV coat protein gene (LYSV-CP gene) โดยใช้ฐานข้อมูลของ 
GenBank :  Leek yellow stripe virus, complete genome, NCBI Reference Sequence: 
NC_004011.1 ในส่วนของล าดับนิวคลี โอไทด์  coat protein (NCBI Reference Sequence: 
NP_734102.1) ได้ล าดับ นิวคลีโอไทด์จ านวน 863 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโนจ านวน 288  
เรสิดิวส์ พบโปรตีนมีน  าหนักโมเลกุลเท่ากับ 32.18 KDa จากนั นโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส 
LYSV-CP gene ที่ ได้ เข้ าสู่  expression vector pET 100/D-TOPO® ( Invitrogen)  โดยบริษัท 
Invitrogen และน ามาถ่ายฝากเข้าเชื อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ K12 DH10BTMT1R แยกโปรตีนให้
บริสุทธิ์โดย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากการทดลองพบแถบโปรตีนขนาด 32.18 
KDa และน าโปรตีนที่ได้เป็นแอนติเจนส าหรับการฉีดกระต่ายและเจาะเลือดเพ่ือผลิตแอนติซีรัมที่มี
ความจ าเพาะต่อเชื อไวรัส โดยท าการฉีดจ านวน 5 ครั ง ท าการตรวจสอบไตเตอร์ของแอนติซีรัมที่ได้
ด้วยวิธี indirect ELISA พบว่า ค่าไตเตอร์จากการเจาะเลือดครั งที่ 4 และ 5 สูงกว่าครั งที่ 1, 2 และ  
3 โดยครั งที่ 4 มีค่าไตเตอร์ 1:6400 ซึ่งวัดค่าด้วยเครื่องอ่าน ELISA reader ที่ A405 ได้ 1.373 และ
ครั งที่ 5 มีค่าไตเตอร์ 1:102400 ซึ่งวัดค่า ELISA ที่ A405 ได้ 1.078 
 ซึ่งจากผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการผลิตแอนติซีรัมสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบ
เชื อไวรัส LYSV ได้อย่างมีความเฉพาะเจาะจงด้วยวิธีการทางเซรุ่มวิทยา นอกจากนั นแอนติซีรัมที่ผลิต
ขึ นได้นี ยังสามารถเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถน าไปใช้ในการตรวจหาเชื อ LYSV นอกเหนือจาก
แอนติบอดีท่ีมีจ าหน่ายในท้องตลาดที่น าเข้ามาจากต่างประเทศและจ าหน่ายในราคาท่ีแพง    
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French garlic cultivars.  Plant Disease 82(12 ) :  1381 -1385 .Lunello, P. , Ducasse, D.A. , 
 Heiguera, M. , Nome, S.F. , and Conci, V.C. 2002. An Argentineanisolate of Leek 
 yellow stripe virus from leek can be transmitted to garlic.  Journal of Plant 
 Pathology 84(1): 11-17. 

 
 

 
 

Figure 1 Symptoms of Leek yellow stripe virus (LYSV) on Galic 
 
 

               
 

Figure 2 Transformation of LYSV CP gene (863 bp) into the plasmid pET 100/D-TOPO® 
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การตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum  
ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction  

Detection of Neoscytalidium dimidiatum by Polymerase Chain Reaction  
 

พรพิมล อธิปัญญาคม1/  ชนินทร ดวงสอาด2/   
มะโนรัตน์ สุดสงวน2/  

1/ ผู้เชี่ยวชาญ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/ กลุ่มวิจัยโรคพืช   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

โรคที่ส้ำคัญแก้วมังกรคือโรคล้ำต้นจุดสีน ้ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown spot or stem 
cancer) สำเหตุเกิดจำกรำ Neoscytalidium dimidiatum รำเข้ำท้ำลำยทั งที่ดอก ล้ำต้นและผล ท้ำ
ให้เกิดควำมเสียหำยกับเกษตรกรเป็นจ้ำนวนมำก เพรำะฉะนั นจึงมีควำมจ้ำเป็นที่จะต้องศึกษำพัฒนำ
วิธีกำรตรวจสอบเพ่ือวินิจฉัยโรคในขณะที่ยังไม่แสดงอำกำรของโรค  ซึ่งสำมำรถตรวจสอบโรคให้
รวดเร็วและแม่นย้ำยิ่งขึ นกอนกำรแสดงอำกำรของโรคจะปรำกฏเพ่ือเป็นข้อมูลของเชื อในกำรศึกษำหำ
วิธีกำรป้องกันก้ำจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภำพและเหมำะสม 

สืบค้นข้อมูลของรำในสกุล Neoscytalidium และ รำ N. dimidiatum ได้แก่ รำยละเอียด
ของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอำกำรของโรค กำรเข้ำท้ำลำย กำรแพร่ระบำด พืชอำศัย ควำม
เสียหำยจำกกำรเข้ำท้ำลำยของรำ กำรจัดจ้ำแนกโดยรหัสพันธุกรรม และรวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรม
ของรำในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จำกตัวอย่ำงพืชที่เป็นโรคและจำก Culture Collection 
ของกลุ่มงำนวิทยำไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช จ้ำนวน 12 ไอโซเลต  
พร้อมทั งเก็บตัวอย่ำงโรคของแก้วมังกร และเฟิรนเขำกวำงมำแยกเชื อ ผลจำกกำรแยกเชื อจำกล้ำต้น
และผลของแก้วมังกรที่เป็นโรคแยกได้รำจ้ำนวน 30 ไอโซเลต จำกเฟิรนเขำกวำงมังกรที่เป็นโรคแยกได้
รำจ้ำนวน 2 ไอโซเลต แยกให้ได้เชื อบริสุทธิ์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส  เพ่ือใช้ในกำรสกัดดี
เอ็นเอ จำกผลกำรจ้ำแนกชนิดเชื อสำเหตุโรคของแก้วมังกร 30 ไอโซเลตและต้นเขำกวำง จ้ำนวน 2 ไอ
โซเลต โดยศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ จ้ำแนกชนิดเป็นรำ Neoscytalidium dimidiatum 
ทั งหมด 
ค าหลัก  : แก้วมังกร โรคล้ำต้นจุดสีน ้ ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ Neoscytalidium dimidiatum 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสกำรทดลอง 03-31-60-01-02-00-06-61 



2291 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ค าน า 

แก้วมังกรเป็นพืชวงศ์กระบองเพชร (Cactaceae) มีชื่อวิทยำศำสตร์ Hylocereus undatus 
(Haworth) Britton & Rose มีถิ่นก้ำเนิดในทวีปอเมริกำกลำง ประเทศเม็กซิโก บริเวณแปซิฟิก 
ประเทศกัวเตลมำลำ คอสตำริกำ และเลซัลวำดอ  และเรียกผลไม้ชนิดนี ว่ำ pitaya (พิไทอำ) หรือ 
pitahaya (พิทำไฮอำ) หรือ strawberry pear ประเทศไทยเรียกผลไม้ชนิดนี ว่ำแก้วมังกร (dragon 
fruit)  แก้วมังกรเป็นพืชไม้เลื อยมีล้ำต้น 3 แฉก ๆ เป็นหยัก ๆ คล้ำยครีบมังกร ที่ตำข้ำงมีหนำม 1 -5 
หนำม แฉกนั นอวบน ้ำซึ่งเป็นใบที่เปลี่ยนรูป ล้ำต้นจริงอยู่กึ่ งกลำงของแฉก เมื่อต้นสมบูรณ์มีอำยุ
ประมำณ 2 ปี จำกกิ่งปักช้ำ ฤดูกำลของผลแก้วมังกรมีช่วงยำวพอสมควร ตั งแต่พฤษภำคมถึงตุลำคม 
(สุรพงษ์, 2544) 

ส้ำหรับในประเทศไทยนั น  โรคที่ส้ำคัญคือโรคล้ำต้นจุดสีน ้ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown 
spot or stem cancer) สำเหตุเกิดจำกรำ Neoscytalidium dimidiatum รำเข้ำท้ำลำยทั งที่ดอก 
ล้ำต้นและผล (Athipunyakom et al., 2015)  ซึ่งในปัจจุบันพบกำรระบำดของโรคนี ในหลำย
ประเทศในเขตประเทศเอเชียนั น ได้แก่ ประเทศไต้หวัน (Chuang et al. 2012; Lin et al., 2015) 
จีน (Yi et al., 2013; 2015). มำเลเซีย (Masratul et al., 2015) และเวียดนำม (Hieu et al., 2015) 
ดังนั นปัญหำโรคของแก้วมังกรที่ส้ำคัญที่สุดที่ระบำดในหลำยประเทศในเขตเอเชีย คือโรคล้ำต้นจุดสี
น ้ำตำลหรือโรคแคงเคอร์ มีกำรระบำดของโรคอย่ำงรวดเร็ว และกำรป้องกันก้ำจัดค่อนข้ำงยำก ซึ่งแต่
ละประเทศก้ำลังเร่งด้ำเนินงำนวิจัยศึกษำอยู่ รำ Neoscytalidium dimidiatum เจริญเข้ำไปใน
เนื อเยื่อพืชและสำมำรถเข้ำไปพักตัวอยู่ในพืชได้โดยยังไม่แสดงอำกำร ถ้ำแก้วมังกรแสดงอำกำรของโรค
ชัดเจนแล้ว แสดงว่ำเชื อรำเข้ำไปท้ำลำยพืชและสร้ำงส่วนขยำยพันธุ์ของเชื อรำและสปอร์ ท้ำให้กำร
ป้องกันก้ำจัดโรคยำกมำกขึ น เพรำะฉะนั นจึงมีควำมจ้ำเป็นที่จะต้องศึกษำพัฒนำวิธีกำรตรวจสอบเพ่ือ
วินิจฉัยโรคในขณะที่ยังไม่แสดงอำกำรของโรค ซึ่งสำมำรถตรวจสอบโรคได้อย่ำงรวดเร็วและแม่นย้ำ
ยิ่งขึ นกอนกำรแสดงอำกำรของโรคจะปรำกฏเพ่ือเป็นข้อมูลของเชื อในกำรศึกษำหำวิธีกำรป้องกัน
ก้ำจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภำพและเหมำะสม  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

- อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ ถุงพลำสติก, ถุงกระดำษ, กรรไกรตัดแต่งกิ่ง, ไม้ทับตัวอย่ำง, 
กระดำษหนังสือพิมพ์, ซองกระดำษส้ำหรับเก็บและรักษำตัวอย่ำง 

- อุปกรณ์ ในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่ เครื่องปั่นเหวี่ยงควำมเร็วสูง (centrifuge) เครื่อง 
Polymerase chain reaction (PCR machine) เครื่องเขย่ำ (vortex) เครื่อง tissue lyser gel tank 
เครื่องก้ำเนิดกระแสไฟ gel plate comb เครื่องถ่ำยภำพเจล microwave micropipette ขนำด 10 
100 200 และ 1000 ไมโครลิตร กล้องจุลทรรศน์แบบ compound กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo 
พร้อมอุปกรณ์ถ่ำยภำพ water bath และ heat block 

- วัสดุในห้องปฏิบัติกำร สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนำด 10 100 200 และ 1000 
ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่ำตัด เข็มเขี่ยปลำยแหลม ปำกคีบ 

- อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
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- สำรเคมี ได้แก่ เอนไซม์ส้ำหรับท้ำปฏิกิริยำ Taq DNA Polymerase Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase Proteinase K enzyme Lithium Borate buffer (LB) ชุดส้ำหรับกำร
สกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ Microbial DNA Isolation Kit Power Plant Isolation Kit ชุดส้ำหรับกำรสกัด
เจล ชุดส้ำหรับท้ำควำมสะอำดดีเอ็นเอ Stain G loading dye agarose gel (PCR grade) PCR 
water DNA ladder อำหำรเลี ยงเชื อ เช่น potato dextrose agar (PDA) และ ไพร์เมอร์ ได้แก่ the 
Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990)  

- Sequence assemble programs ได้แก่ Bioedit และ Geneious version 8.1.9  
วิธีการ 
การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum 

1. สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Neoscytalidium และ รา N. dimidiatum  
ได้แก่ รำยละเอียดของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอำกำรของโรค กำรเข้ำท้ำลำย กำรแพร่

ระบำด ควำมเสียหำยจำกกำรเข้ำท้ำลำยของรำ กำรจัดจ้ำแนกโดยรหัสพันธุกรรม  
2. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium  

2.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จากตัวอย่าง
พืชที่เป็นโรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช 

2.1.1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราใน genus Neoscytalidium  
เก็บตัวอย่ำงโรคพืชที่เกิดจำกรำในสกุล Neoscytalidium จำกแหล่งปลูกพืชในประเทศ

ไทย บันทึกข้อมูลรำยละเอียด วันที่ พิกัด สถำนที่ที่เก็บตัวอย่ำง ผู้เก็บ พืชอำศัย และลักษณะอำกำร
ของโรค ตัวอย่ำงแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิกำร  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชำกำร
เกษตร 

2.1.2 แยกราให้บริสุทธิ์  
แยกรำโดยวิธี Tissue transplant โดยน้ำส่วนของพืชที่เป็นโรคมำตัดเป็นชิ นสี่เหลี่ยม

ขนำด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คำบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสำรละลำยโซเดียมไฮเปอร์
คลอไรท์ 10 % เป็นเวลำ 3-5 นำที ล้ำงในน ้ำนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว 3 ครั ง ซับให้แห้งด้วยกระดำษที่ผ่ำนกำร
ฆ่ำเชื อ แล้วน้ำไปวำงบนอำหำร Potato Dextrose Agar (PDA) ในจำนเลี ยงเชื อ บ่มที่ อุณหภูมิ 27 
องศำเซลเซียส นำน 3-5 วัน แยกเชื อรำให้บริสุทธิ์ จำกนั นน้ำเชื อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี ยงบนอำหำร  PDA 
Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษำต่อไป 

2.1.3 จ าแนกชนิดของรา Neoscytalidium  
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรำ Neoscytalidium ศึกษำกับคู่มือกำรจ้ำแนกชนิดที่

เกี่ยวข้อง 
2.1.4 สกัดดีเอ็นเอของรา Neoscytalidium (DNA extraction) จากตัวอย่างราที่

แยกได้จากตัวอย่างพืชที่แสดงอาการของโรคที่เกิดจากราในสกุล Neoscytalidium และจาก 
Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

เขี่ยเส้นใยของรำ Neoscytalidium ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ำยลงในหลอดส้ำหรับสกัดดี
เอ็นเอ เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่ำด้วย TissueLyser ที่ควำมถี่ 30 รอบต่อวินำที นำน 3 
นำที และท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ ตำมวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et al. 
(2015) เก็บรักษำดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศำเซลเซียส 
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2.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)  
น้ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกแต่ละตัวอย่ำง มำท้ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยของ

ต้ำแหน่ง ITS ก้ำหนดใช้ค่ำ annealing temperature ที่ 62 องศำเซลเซียส ด้วยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โ ด ย ใ ช้  Taq DNA Polymerase แ ล ะ  Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase โดยใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยำตำมท่ีผู้ผลิตแนะน้ำ 

2.1.6 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR  
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จำกกำรท้ำ PCR โดยตรวจสอบขนำดของชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่

ต้องกำร ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท้ำกำรผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมำตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตำมล้ำดับ ผสมให้เข้ำกันจำกนั นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ควำมเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่ำนสำรละลำย Lithium Borate buffer (LB 
buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท้ำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหำ
ล้ำดับนิวคลีโอไทด์    

 2.1.7 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
น้ำข้อมูลล้ำดับนิวคลี โอไทด์  (sequence) มำท้ำกำรวิ เครำะห์  โดยน้ำ forward 

sequence และ reverse sequence ที่ได้มำเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious 
version 8.1.9 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล้ำดับนิ
วคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท้ำกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท้ำกำรศึกษำ
กับฐำนข้อมูลทำงพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธี เปรียบเทียบกับ type 
sequence  

รวบรวมข้อมูลล้ำดับเบสของรำในสกุล Neoscytalidium จำก GenBank  
รวบรวมข้อมูลล้ำดับเบสต้ำแหน่ง ITS ของรำใน  genus Neoscytalidium ที่มีใน 

GenBank ทั งหมด เพ่ือน้ำมำเปรียบเทียบกับข้อมูลรหัสพันธุกรรมที่ได้จำกข้อ 2.1 
3. การเปรียบเทียบข้อมูลล าดับเบสของราในสกุล Neoscytalidium  

น้ำข้อมูลล้ำดับเบสต้ำแหน่ง ITS ของรำใน genus Neoscytalidium ทั งหมดที่ได้จำกข้อ  
2.1 และ 2.2 มำจัดเรียง และบันทึกเป็นชุดข้อมูล ในรูปแบบ  fasta ไฟล์  โดยวิธี  MUSCLE  
ใน โป รแ ก รม  the MEGA (Kumar et al., 2008) ห รื อ ใช้ โป รแ ก รม  online จ ำก เวป ไซ ด์ 
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/   

4. ออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อรา N. dimidiatum  
ออกแบบไพร์เมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะต่อรำ N. dimidiatum โดยกำรพิจำรณำชุดข้อมูลของรำ

ในสกุล Phyllosticta และ ใช้โปรแกรม GPRIME 
5. ทดสอบไพร์เมอร์ (Primers validation)  

ทดสอบประสิทธิภำพและควำมจ้ำเพำะของไพร์เมอร์ที่ออกแบบได้กับดีเอ็นเอของรำ   
N. dimidiatum และรำใน สกุล Neoscytalidium โดยท้ำตำมขั นตอน 2.1.5 – 2.1.7 

การตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum ในตัวอย่างต่างๆ ของพืช โดยใช้ไพร์เมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อ N. dimidiatum  

1. การเตรียมตัวอย่างต้นแบบดีเอ็นเอ (DNA templates) จากแหล่งตัวอย่างๆ พร้อม
วิธีการสกัด ดังนี้ 
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจาก clean culture หรือ mixed cultures ของรา Phyllosticta  
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เขี่ยเส้นใยของรำ Neoscytalidium ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ำยลงในหลอดส้ำหรับสกัดดี
เอ็นเอ เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่ำด้วย TissueLyser ที่ควำมถี่ 30 รอบต่อวินำที นำน 3 
นำที และท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ ตำมวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et al. 
(2015) เก็บรักษำดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศำเซลเซียส 

1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างล าต้น 
สกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงพืชที่ไม่แสดงอำกำรของโรค มำล้ำงน ้ำให้สะอำด น้ำมำฆ่ำเชื อที่

ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.5 % นำน 2 นำที จำกนั นล้ำงด้วยน ้ำนึ่งฆ่ำเชื ออีกครั งหนึ่ง และน้ำ
ตัวอย่ำงพืชมำแช่น ้ำนึ่งฆ่ำเชื อ เก็บที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส นำน 30 นำที รินน ้ำออกแล้วซับด้วย
กระดำษซับจนแห้ง นำนประมำณ 5 นำที ย้ำยชิ นตัวอย่ำงพืชลงในถุงพลำสติก บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 42 
องศำเซลเซียส นำน 6 ชั่ วโมง น้ ำตัวอย่ำงออกมำผึ่ งที่ อุณหูมิห้อง (22-26 องศำเซลเซียส)  
นำนประมำณ 17 ชั่วโมง ภำยใต้แสงฟลูออเรสเซ็นต์ จำกนั นประมำณ 4 วัน ท้ำกำรตรวจหำเส้นใยของ
รำที่เจริญออกมำก และอีกประมำณ 10 วัน ตรวจหำ fruiting bodies ของรำจำกนั นน้ำตัวอย่ำงใบพืช
ที่ผ่ำนกระบวนกำรเตรียมตัวอย่ำงมำกท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอตำมวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ 
Doungsa-ard, et al. (2015) 

1.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างผลแก้วมังกร 
น้ำตัวอย่ำงผลแก้วมังกรมำล้ำงน ้ำให้สะอำด จำกนั นฆ่ำเชื อที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

1.5 % นำน 2 นำที จำกนั นล้ำงด้วยน ้ำนึ่งฆ่ำเชื ออีก จำกนั นใช้ใบมีดผ่ำตัดที่ผ่ำนกำรลนไฟ เฉือนเอำผิว
ผลแก้วมังกรบริเวณที่แสดงอำกำรจุดรวมถึงเนื อเยื่อรอบแผล ขนำดประมำณ 2 x 2 mm ใส่ลงใน
หลอดสกัดดีเอ็นเอ จำกนั นท้ำกำรสกัดตำมวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et 
al. (2015) 

1.4 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างดิน 
น้ำตัวอย่ำงดินที่เก็บบริเวณรอบรำกของต้นแก้วมังกร โดยแยกเอำส่วนของเศษซำกพืช

หรือใบพืชออกจำกตัวอย่ำงดิน ประมำณ 0.1 กรัมใส่ลงในหลอดสกัดดีเอ็นเอ เขย่ำด้วย TissueLyser 
ที่ควำมถี่ 20 รอบต่อวินำที นำน 5 นำที  และท้ำกำรสกัดตำมวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ 
Doungsa-ard, et al. (2015) 

2. Nested Polymerase Chain Reaction (PCR) 
น้ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกแต่ละตัวอย่ำง มำท้ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยของ

ต้ำแหน่ง ITS (ITS1/ITS4) ก้ำหนดค่ำ annealing temperature ที่  62 องศำเซลเซียส ด้วยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โ ด ย ใ ช้  Taq DNA Polymerase แ ล ะ  Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase โดยใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยำตำมที่ผู้ผลิตแนะน้ำ 
จ ำกนั น น้ ำ  PCR product ที่ ได้ ม ำท้ ำ  PCR อี กค รั งห นึ่ ง  โด ย ใช้ ไพ ร์ เม อ ร์ จ้ ำ เพ ำะต่ อ  ร ำ  
N. dimidiatum ที่ออกแบบได้ 

3. การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จำกกำรท้ำ PCR โดยตรวจสอบขนำดของชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่

ต้องกำร ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท้ำกำรผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมำตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตำมล้ำดับ ผสมให้เข้ำกันจำกนั นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ควำมเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่ำนสำรละลำย Lithium Borate buffer (LB 
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buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท้ำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหำ
ล้ำดับนิวคลีโอไทด์   

4. กำรวิเครำะห์ และตรวจสอบล้ำดับนิวคลีโอไทด์ 
น้ำข้อมูลล้ำดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มำท้ำกำรวิเครำะห์ โดยน้ำ forward sequence 

และ reverse sequence ที่ได้มำเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล้ำดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท้ำกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท้ำกำรศึกษำกับฐำนข้อมูล
ทำงพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

การบันทึกข้อมูล 
แยกได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำง เก็บรักษำไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดย

เลี ยงบนอำหำร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ 
(DNA barcode) จะถูกเก็บบันทึก และรำยงำนเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงส้ำหรับกำรจัดท้ำบัญชีรำยชื่อ
โรคพืช รวมถึงสำมำรถใช้เป็นข้อมูลประกอบในกำรศึกษำด้ำนวิวัฒนำกำรต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่
สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศำเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้ำนักวิจัย
พัฒนำกำรอำรักขำพืช  
เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น  ตุลำคม 2560 – กันยำยน 2563 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum 
1. สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Neoscytalidium และ รา N. dimidiatum  
    สืบค้นข้อมูลของรำในสกุล Neoscytalidium และ รำ N. dimidiatum ได้แก่ รำยละเอียด

ของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอำกำรของโรค กำรเข้ำท้ำลำย กำรแพร่ระบำด พืชอำศัย  
ควำมเสียหำยจำกกำรเข้ำท้ำลำยของรำ กำรจัดจ้ำแนกโดยรหัสพันธุกรรม 

รายละเอียดของรา  Neoscytalidium  ดังนี  
 Scientific name Neoscytalidium 
 Kingdom  Fungi 
 Division  Ascomycota 
 Class   Dothideomycetes 
 Order   Botryosphaeriales 
 Family   Botryosphaeriaceae 
 Genus   Neoscytalidium 
 Species  N. dimidiatum 

พืชอาศัย 
แก้วมังกร (Hylocereus undatus)  มันส้ำปะหลัง (Manihot esculenta)  องุ่น  

(Vitis vinifera) มะรุมป่ำ (Albizia lebbeck) หำงนกยูงฝรั่ง (Delonix regia) มะเดื่อฝรั่ง (Ficus 
carica) ม ะ เดื่ อ  ห รื อ  ไท ร  (Ficus spp.)  น น ท รี  (Peltophorum petrocarpum) โพ ท ะ เล 
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(Thespesia populena) เบย์เบอร์รี (Arbutus) เกำลัด (Castanea) ส้ม (Citrus) วอลนัต (Juglans) 
กล้วย (Musa) พลัม  เชอร์รี  ลูกท้อ เอพริคอต ซำกุระ และ อัลมอน  (Prunus) และ มะม่วง 
(Mangifera indica) Populus Rhus และ Sequoiadendron  

การเจริญเติบโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา 
 รำสร้ำงเส้นใยลักษณะรูปร่ำงเป็นคลื่นและไม่แน่นอน โคโลนีเจริญเติบโตเร็ว เส้นใยฟูเจริญบน
อำหำร เส้นใยรวมกันเป็นก้อน เส้นใยเริ่มแรกมีสีอ่อนและเปฃี่ยนเป็นสีน ้ำตำลด้ำและเปลี่ยนเป็นสีด้ำ
เมื่ออำยุมำกขึ น สร้ำงสปอร์เรียกว่ำ arthroconidia ภำยในส่วนขยำยพันธุ์เรียกว่ำ pycnidia มักพบ
ทั ง 2 ชนิด 
 ที่อยู่อาศัยและนิเวศวิทยาของรา 
  รำชนิดนี พบในเขตร้อนและเขตกึ่งร้อน เช่น อเมริกำใต้ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อินเดีย และ
แอฟริกำใต้  รวมทั งเชื อรำชนิดนี อยูในแอฟริกำตะวันตกและใต้ แถบคำริเบียน และเอเชีย แต่ก็มีบำง
ชนิดพบเจริญประเทศในเขตหนำวซึ่งอำจจะเป็นกำรแพร่กระจำยมำจำกประเทศเขตร้อน 
รำชนิดนี พบในดินและไม้ที่สลำยตัว 
 สาเหตุโรคพืช 
  Neoscytalidium dimidiatum เป็นรำสำเหตุโรคพืชท้ำให้พืชมีอำกำรจุดคล้ำยแคงเคอร์ 
และอำกำรจุดบนล้ำต้นของพืช หรือบนผล รวมทั งแผลเน่ำด้ำในผล และแผลเน่ำสีน ้ำตำลในล้ำต้นของ
แก้วมังกรที่มีรำยงำนในประเทศจีน มำเลเซีย เวียดนำม และประเทศไทย และยังมีรำยงำนเป็นโรคแคง
เคอร์ที่ล้ำต้นขององุ่นในเมืองแคลิฟอร์เนียในประเทศสหรัฐอเมริกำด้วย 

2. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium 
 2.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จาก 

ตัวอย่างพืชที่เป็นโรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และฐานข้อมูลนานาชาติ  
   รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของรำในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จำกตัวอย่ำง
พืชที่เป็นโรคและจำก Culture Collection ของกลุ่มงำนวิทยำไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้ำนักวิจัย
พัฒนำกำรอำรักขำพืช จ้ำนวน 12 ไอโซเลต 

2.1.1. เก็ บ แ ล ะ ร ว บ ร ว ม ตั ว อ ย่ า ง โ ร ค พื ช ที่ เ กิ ด จ า ก ร า ใ น  genus 
Neoscytalidium 

   เก็บตัวอย่ำงโรคของแก้วมังกรและเฟิรนเขำกวำงมำแยกเชื อ ผลจำกกำรแยกเชื อจำก
ล้ำต้นและผลของแก้วมังกรที่เป็นโรคแยกได้รำจ้ำนวน 30 ไอโซเลต  และผลจำกกำรแยกเชื อจำกโรค
ของเฟิรนเขำกวำงมังกรที่เป็นโรคแยกได้รำจ้ำนวน 2 ไอโซเลต 

2.1.2 แยกราให้บริสุทธิ์  
  แยกรำจำกข้อ 2.1.1 บริสุทธิ์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ในกำรสกัด
ดีเอ็นเอ 

2.1.3 จ าแนกชนิดของรา Neoscytalidium 
 จำกผลกำรจ้ำแนกชนิดเชื อสำเหตุโรคของแก้วมังกร 30 ไอโซเลตและเฟิรนเขำกวำง 

จ้ำนวน 2 ไอโซเลต จ้ำแนกชนิดเป็นรำ Neoscytalidium dimidiatum ทั งหมด 
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2.1.4 สกัดดีเอ็นเอของรา Phyllosticta (DNA extraction) จากตัวอย่างราที่ 
แยกได้จากตัวอย่างพืชท่ีแสดงอาการของโรคที่เกิดจากราในสกุล Phyllosticta และจาก Culture 
Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

2.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
2.1.6 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR  
2.1.7 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 เลี ยงรำ Neoscytalidium บนอำหำร PDA สังเครำะห์ จ้ำนวน 10 ไอโซเลต ซึ่งแยก
ได้จำกแก้วมังกร (8 ไอโซเลต) มันส้ำปะหลัง (1 ไอโซเลต) และเฟิร์นเขำกวำง (1 ไอโซเลต) สกัดดีเอ็น
เอของรำ Neoscytalidium ทั ง 10 ไอโซเลตๆ ละ 2 ต้ำแหน่ง ได้แก่ ITS และ TEF ส่ง sequencing 
จ้ำนวน 40 reactions จำกนั นท้ำกำรวิเครำะห์ล้ำดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจัดท้ำ consensus sequences 
ของรำ Neoscytalidium ทั ง 10 ไอโซเลตๆ ละ 2 ต้ ำแหน่ ง เมื่ อกำรวิ เครำะห์ชนิดของรำ 
เปรียบเทียบกับชุดข้อมูลกับฐำนข้อมูลต่ำง ๆ และพบว่ำคือ รำ N.dimidiatum และจำกกำรวิเครำะห์
แ ล ะ อ อ ก แ บ บ ไพ ร เม อ ร์ ที่ จ้ ำ เพ ำ ะ ต่ อ ร ำ  N. dimidiatum โด ย เริ่ ม ท ด ล อ งอ อ ก แ บ บ 
โด ย ใช้ ต้ ำ แ ห น่ ง  Internal Transcribed Spacer (ITS) ได้ ไพ ร์ เม อ ร์ จ้ ำ น ว น  5  คู่  ได้ แ ก่ 
NdDOAF1 /NdDOAR1  NdDOAF2 /NdDOAR2  NdDOAF3 /NdDOAR3  NdDOAF4 /NdDOAR4 
และ NdDOAF5/NdDOAR5 เพ่ือด้ำเนินกำรทดสอบควำมจ้ำเพำะต่อไป 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

สืบค้นข้อมูลของรำในสกุล Neoscytalidium และ รำ N.dimidiatum ได้แก่ รำยละเอียด
ของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอำกำรของโรค กำรเข้ำท้ำลำย กำรแพร่ระบำด พืชอำศัย ควำม
เสียหำยจำกกำรเข้ำท้ำลำยของรำ กำรจัดจ้ำแนกโดยรหัสพันธุกรรม และรวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรม
ของรำในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จำกตัวอย่ำงพืชที่เป็นโรคและจำก Culture Collection 
ของกลุ่มงำนวิทยำไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช จ้ำนวน 12 ไอโซเลต  
พร้อมทั งเก็บตัวอย่ำงโรคของแก้วมังกรและเฟิรนเขำกวำงมำแยกเชื อ ผลจำกกำรแยกเชื อจำกล้ำต้น
และผลของแก้วมังกรที่เป็นโรคแยกได้รำจ้ำนวน 30 ไอโซเลต จำกเฟิรนเขำกวำงมังกรที่เป็นโรค 
แยกได้รำจ้ำนวน 2 ไอโซเลต แยกให้ได้เชื อบริสุทธิ์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ในกำร
สกัดดีเอ็นเอ จำกผลกำรจ้ำแนกชนิดเชื อสำเหตุโรคของแก้วมังกร 30 ไอโซเลตและต้นเขำกวำง  
จ้ำนวน 2 ไอโซเลต โดยศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ จ้ำแนกชนิดเป็นรำ Neoscytalidium 
dimidiatum ทั งหมด 

 
เอกสารอ้างอิง 

พรพิมล อธิปัญญำคม  ศรีสุรำงค์ ลิขิตมงคล  พจนำ ตระกูลสุขรัตน์  ดำรุณี ปุญญพิทักษ์   
บูรณี พั่ววงศ์แพทย์  นุชนำรถ ตั งจิตสมคิด  ณัฎฐิมำ โฆษิตเจริญกุล  และอมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์.  
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 ประจ้ำปี 2550. ส้ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร. จตุจักร กรุงเทพฯ 
 หน้ำ 1024 – 1034 
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ผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow Test) จากแอนติบอดี
ของโปรตีนลูกผสม SecA ต่อเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย 

Development of  Test Kit for Detection SecA Protein of Sugarcane 
White Leaf Diseases 

 
กาญจนา  วาระวิชะนี แสนชัย  คำหล้า 

สิทธิศักดิ์  แสไพศาล   นายภูวนารถ  มณีโชติ 
กลุ่มงานไวรัสวิทยา  สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

จากการวิเคราะห์ขนาด ปริมาณ และความบริสุทธิ ์ของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE        
ไม่สามารถแยกแถบโปรตีนลูกผสม partial SecA recombinant protein ออกจากโปรตีนของ
แบคทีเรีย ดังนั้น ความเข้มข้นสารละลาย 20% L-(+)-Arabinose ปริมาตร 1 เท่า ไม่สามารถการ
กระตุ้นให้โปรตีนเป้าหมายให้แสดงออก จึงอยู่ระหว่างการปรับความเข้มข้นของสารละลาย  20% L 
(+) Arabinose ให้เหมาะสมเพื ่อกระตุ ้นให้แบคทีเรียสามารถเหนี ่ยวนำการสังเคราะห์โปรตีน
เป้าหมายได้มากที่สุด  

คำหลัก : อ้อย, ไฟโตพลาสมา,Sugarcane white leaf, expression protein, SecA recombinant  
protein, SecA gene, fusion protein, partial secA-adapter gene/6xHisTag, 20% L-(+)-
Arabinose 

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 
รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-09-61 
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คำนำ 
ปัญหาการระบาดของโรคใบขาวอ้อยสาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมาส่งผลกระทบต่อผลผลิต

อ้อยในภาพรวมของประเทศอย่างมากตั้งแต่ปี 2495 จนถึงปัจจุบัน   คิดพื้นที่ความเสียหายกว่า 
200,000 ไร่ มูลค่าความเสียหายกว่า 1,000 ล้านบาท และถือเป็นโรคอุบัติซ้ำซากที่ทำให้คุณภาพ
ของผลผลิตอ้อยลดลงและเพิ่มต้นทุนการผลิตให้กับเกษตรกรสูงขึ้นจากการรื้อแปลงเดิมทิ้งเพื่อปลูก
ใหม่  เชื้อสาเหตุโรคดังกล่าวสามารถติดไปได้กับส่วนขยายพันธุ์หากเกษตรกรนำไปปลูกจึงเป็นการ
แพร่กระจายโรคในพื้นที่นั้นๆ และพื้นที่ใกล้เคียงได้อย่างดีเนื่องจากมีแมลงพาหะ คือ เพลี้ยจักจั่นสี
น้ำตาลช่วยถ่ายทอดโรค รวมทั้งปัจจุบันยังไม่มีเทคโนโลยีใดที่สามารถแก้ไขปัญหาโรคใบขาวได้ร้อย
เปอร์เซ็นต์  ในขณะนี้มีการควบคุมการแพร่ระบาดเน้นการใช้ท่อนพันธุ์สะอาดปราศจากโรคควบคู่กับ
การจัดการแปลงที่ดีและเฝ้าระวังแมลงพาหะ ทั้งนี้ ระหว่างกระบวนการผลิตพืชปลอดโรคค่อนข้าง
ยุ่งยาก ใช้เวลาค่อนข้างนาน และค่าใช้จ่ายสูง แต่คุ้มค่าต่อการลงทุน ดังนั้น ก่อนผลิตพืชปลอดโรค
ควรมีวิธีตรวจสอบพืชเริ่มต้นว่าปลอดเชื้อสาเหตุโรค ซึ่งเทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาสามารถตรวจ
วินิจฉัยหาเชื้อสาเหตุได้ถึงระดับยีนและให้ผลการตรวจแม่นยำ แต่ข้อจำกัดที่สำคัญของเทคนิคนี้มีอยู่
หลายประการ เช่น ผู้ปฏิบัติต้องมีความเชี่ยวชาญ ต้นทุนการตรวจสอบ เครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ที่
ใช้จำเฉพาะ เป็นต้น ดังนั้น จึงนำเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาเข้ามาช่วยตรวจสอบหาเชื้อสาเหตุดังกล่าว 
ข้อดีคือ เป็นเทคนิคที่ไม่มีความซับซ้อนในการปฏิบัติงานเท่าเทคนิคทางด้านอณูชีววิทยา สามารถ
ตรวจตัวอย่างต่อครั้งได้จำนวนมากและยังคงให้ผลการตรวจค่อนข้างแม่นยำ Shen and Lin (1993) 
หลักการของเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาอาศัยความเหมาะสมระหว่างโปรตีนโครงสร้างของเชื้อสาเหตุต่อ
แอนติซีรั่มของเชื้อสาเหตุชนิดนั้น ๆ เทคนิคที่นิยม คือ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) แต่เซลล์เชื้อไฟโตพลาสมาเองมีข้อจำกัดในเรื่องการแยกสกัดหากได้แอนติเจนที่ไม่บริสุทธิ์จะ
ส่งผลให้แอนติบอดีที่ผลิตคุณภาพไม่ดี เมื่อนำมาใช้ตรวจวินิจฉัยทำให้เกิดความคลาดเคลื่อนของผล
วิเคราะห์ได้  ทั้งนี้ จากรายงานของ Kakizawa et. al. (2001) สังเคราะห์ SecA protein ของเชื้อ 
Onion yellow phytoplasma จากการ expression protein โดยอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรีย 
Escherichia coli แก้ปัญหาเรื่องการแยกเชื้อไฟโตพลาสมาให้บริสุทธิ์เพื่อใช้เป็นแอนติเจนในการ
ผลิตแอนติบอดีได้ 

จึงเป็นที ่มาของงานวิจัยทำการสังเคราะห์โปรตีนลูกผสม  SecA (SecA recombinant  
protein) จาก secA gene โดยอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli  เพื่อพัฒนาต่อยอด
เป็นชุดตรวจสอบสำเร็จรูป  ที่สามารถตรวจสอบได้ง่ายในทางปฏิบัติ ไม่จำกัดกลุ่มผู้ใช้ โดยเฉพาะ
เกษตรกร บริษัทเอกชน รวมถึงนักวิชาการที่เกี่ยวข้องนำไปใช้ประโยชน์ได้จริงในทางปฏิบัติ  
 

วิธีดำเนินการ 
อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 
2. อุปกรณ์ห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 
 - เครื่องชั่งละเอียด (precision balance) 2 และ 4 ตำแหน่ง  
 - ตู้แช่แข็ง -20, -40  องศาเซลเซียส (freezer) 
 - เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
 - เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) 
 - เครื่อง Gel electrophoresis 
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 - เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   
 - โกร่งบดตัวอย่าง (mortars and pestles) 
 - หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 0.5, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
 - ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร   
 - เพลทเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
 - วัสดุที ่ใช้ประกอบชุดตรวจสอบ Immuno Strip ได้แก่ nitrocellulose membrane 
AE99, sample pad, conjugate pad, absorption pad, backing pad 
 - ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร)  
 - พู่กันเบอร์ 0  
 -  ไม้บรรทัด 
4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่ 
 -  ช ุ ด ส ก ั ดพลาสม ิ ด ด ี เ อ ็ น เ อสำ เ ร ็ จ ร ู ป  FavorPreP Plasmid Extraction Mini Kit 
(FAVORGEN) 
 - Agarose gel (SeaKem®)  
 - Tryptone Powder 
 - Yeast Extract Powder 
 - BL21 Star DE3 One Shot Competent, 20 rxn (Invitrogen,USA) 
 - E. coli สายพันธุ์ Top 10 
 - T4 DNA ligase (HC), 500 u 
 -  พลาสมิดพาหะ pBAD/His A, B, and C vector (Invitrogen,USA) 
 -  โ ปรต ี นมาตรฐาน  BLUtra Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-
PM001-0500)  
 - TGX Stain-Free FastCast Acrylamine Kit, 12 % (BIO-RAD, Cat#1610185)   
 - สารปฏิชีวนะ (antibiotic, laboratory grade) แอมพิซิลลิน (ampicillin) 
 - ชุดไพรเมอร์ (Primer set)  
 - สารแขวนลอยอนุภาคทอง (Colloidal Gold) 
 - Goat anti-rabbit IgG 
วิธีการ 
1. การเตรียม starter gene 

เลี้ยงแบคทีเรีย  E. coli สายพันธุ์ Top 10 จำนวน 1 โคโลนี ที่มีพลาสมิดสายผสมของชิ้นยีน 
partial secA-adapter gene/6xHisTag ถูกบรรจุใน pBAD/His A expression vector ในอาหาร
เหลว 2XYT ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็น starter gene ในขั้นตอนต่อไป 
2. กระตุ้นการการแสดงออกโปรตีนลูกผสมของ partial SecA recombinant  protein  

เติมสารละลายแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียที่เลี้ยงเป็น starter gene ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ใสในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 50 ไมโครลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ประมาณ 2 ชั่วโมง นำมาทดสอบวัดค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร     จนได้ค่าประมาณเท่ากับ 0.5–0.7 ทำการเหนี่ยวนำการสังเคราะห์โปรตีนลูกผสมของ 
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partial SecA recombinant  protein ด้วยสารละลาย 20% L-Arabinose เพื่อหาความเข้มข้น
และช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นให้โปรตีนลูกผสมแสดงออก  
3. วิเคราะห์ขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE  

แยกวิเคราะห์ขนาดโปรตีนลูกผสมของ partial SecA recombinant  protein ด้วยวิธี  
SDS-PAGE  ด้วย TGX Stain-Free FastCast Acrylamine Kit, 12 % (BIO-RAD, Cat#1610185) 
ด้วยเครื่อง Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD, Cat#1658005) ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ 120 
เป็นเวลา 45 นาที จากนั ้นย้อมสีเจล SDS ด้วยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue เขย่าที ่
อ ุณหภูมิห ้อง นาน 2 ชั ่วโมง ล้างสีย ้อมส่วนเกินออกด้วยสารละลาย  Destaining  เขย่าที ่
อุณหภูมิห้อง นาน 2 ชั่วโมง เปรียบเทียบขนาดโปรตีนลูกผสมกับแถบโปรตีนมาตรฐาน BLUtra 
Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-PM001-0500) และแสดงผลด้วยเครื ่อง
วิเคราะห์เจล และบันทึกภาพ ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD 
4. การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์ 

เติมสารละลายแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียที่เลี้ยงเป็น starter gene ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 500 ไมโครลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้น
เหนี่ยวนำการสังเคราะห์โปรตีนลูกผสมของ partial SecA recombinant protein ด้วยสารละลาย 
20% L-Arabinose ตามความเข้มข้นที่เลือกให้เหมาะสม เขย่าต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตาม
ช่วงเวลาที่สามารถผลิตโปรตีนได้มากที่สุด จากนั้นทำการตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยการหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 7000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บตะกอนมาละลายด้วย 
lysis buffer A นำไป sonicate ด้วยเครื ่อง ultra schall BANDELIN SONOPULS HD และแยก
สกัด partial SecA recombinant protein ให้บริสุทธิ ์ด ้วย ProBond™ Nickel-Chelating 
Purification System ตามคู่มือแนะนำ (Novex, Catalog Numbers R801-01) ทำการวิเคราะห์
ขนาด ปริมาณ และความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE (ตามวิธีการข้อ 3)    
 
5. ทำการบันทึกข้อมูลและจัดทำรายงาน 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา ตุลาคม 2560-กันยายน 2563 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง ของสำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
หลังจากเหนี่ยวนำการสังเคราะห์โปรตีนลูกผสม partial SecA recombinant  protein 

ด้วยสารละลาย 1 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose เพื่อเหนี่ยวนำให้สารละลายแขวนลอยเซลล์
แบคทีเรียที่รับพลาสมิดลูกผสมเกิดการสังเคราะห์โปรตีนเป้าหมาย แล้วนำมาทำให้บริสุทธิด้วย 
ProBond™ Nickel-Chelating Purification System และวิเคราะห์ขนาด ปริมาณ และความ
บริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE พบว่า ไม่สามารถแยกแถบโปรตีนลูกผสม partial SecA 
recombinant protein ออกจากโปรตีนอื่นๆ ของแบคทีเรียที่ปนเปื้อนอยู่ ได้ ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
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ความเข้มข้นของสารละลาย 20% L (+) Arabinose ยังไม่เหมาะสมต่อการกระตุ ้นให้โปรตีน
เป้าหมายแสดงออก 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

ความเข้มข้นของสารละลาย 20% L-(+)-Arabinose ปริมาตร 1 เท่า พบว่า ไม่เหมาะสม
สำหรับกระตุ ้นให้โปรตีนลูกผสม partial SecA recombinant protein แสดงออก เพราะไม่
สามารถแยกแถบโปรตีนเป้าหมายดังกล่าวออกจากโปรตีนอื่นๆ ของแบคทีเรียที่ปนเปื้อนอยู่ได้ เมื่อ
วิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE ดังนั้น จึงควรปรับความเข้มข้นสารละลาย 20% L-(+)-Arabinose 
และหาช่วงเวลาที่เหมาะสมที่โปรตีนเป้าหมายสังเคราะห์ได้มากที่สุด เพ่ือไม่ให้กระทบต่อขั้นตอนการ
แยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์  และให้ได้ความเข้มข้นที่เพียงพอสำหรับใช้เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ้น
สัตว์ทดลองให้ผลิตโพลีโคนอลแอนติบอดีเพ่ือนำไปผลิตเป็นชุดตรวจสอบสำเร็จรูปได้ 
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การพัฒนาวิธีการตรวจสอบแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillet) 
(Diptera: Tephritidae)  ด้วยไพร์เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง 

Development Diagnostic Technique of the Economically Important Fruit 
Fly, Zeugodacus cucurbitae (Coquillet) (Diptera: Tephritidae) 

Using Species Specific Primer 
 

ยุวรินทร์ บุญทบ1/   ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล2/   นพรัตน์ บัวหอม3/ 
 

1/ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สำนักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
 2/ กลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

3/ กลุ่มบริการส่งออกสินค้าเกษตร สำนักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร 
 

รายงานความก้าวหน้า 
ทำการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae โดยการนำลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ (sequences) ของยีน Cox1 จากแมลงวันผลไม้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแมลงวันผลไม้ที่มีใน
ประเทศไทย (native species) จำนวน 8 ชนิด ได้แก่ B. carambolae, B. cilifera, B. dorsalis, 
B. latifrons, B. umbrosa, Z. caudatus, Z. cucurbitae และ Z. tau และกลุ่มแมลงวันผลไม้ที่ไม่
เคยสำรวจพบในประเทศไทย (exotic species) และเป็นแมลงกักกัน (quarantine pest) ของไทย
จำนวน 2 ชนิดได้แก่ B. tryoni และ B. neohumeralis และรวบรวมลำดับนิวคลีโอไทด์แมลงวันผลไม้
บางส่วนจากฐานข้อมูลของ Genebank มาจัดลำดับและทำการตรวจหา ตำแหน่ง single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) โดยใช้โปรแกรม Vector NIT (invitrogen) ซึ่งตำแหน่ง SNPs ที่พบนั้นจะ
เป็นตำแหน่งที่ใช้ระบุชนิดของแมลงแตง Z. cucurbitae เท่านั้น และเป็นตำแหน่งที่ไม่พบในแมลงวัน
ผลไม้ชนิดอื่น ๆ เพื่อหาตำแหน่งที่มีความเหมาะสมในการออกแบบ Forward primer และ Reverse 
primer และทำการสังเคราะห์ไพรเมอร์ที่ที ่มีความจำเพาะเจาะจงกับแมลงวันแตง Z. cucurbitae 
และทำ PCR โดยไพรเมอร์ที่ที่ได้ออกแบบไว้โดยทดสอบกับแมลงวันแตง . cucurbitae ในระยะไข่ 
หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย และนำรหัสพันธุกรรมจาก PCR product ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วย
ไพรเมอร์ที่มีมีประสิทธิภาพและความจำเพาะเจาะจงกับแมลงวันแตงZ. cucurbitae (Zcur-F1 กับ 
Zcur-R1) มาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank พบว่าไพรเมอร์ที ่ที ่ทำการ
ออกแบบไว้มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ซึ่งจะนำไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบไปใช้
กับตัวอย่างท่ีตรวจพบจากด่านตรวจพืชต่าง ๆ ในปีงบประมาณถัดไป 

คำหลัก: แมลงวันแตง Z. cucurbitae ไพรเมอร์  

 

 

 

 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-11-61 
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คำนำ 

ปัจจุบันการส่งออกผักและผลไม้เป็นรายได้ที่มีความสำคัญของเกษตรกรไทยและจากความ
เคร่งครัดในการนำเข้าผลไม้จากไทยไปสู่ตลาดโลกที่มีมาตรฐานสูงขึ้น อีกทั้งจากสภาวะการแข่งขัน
การส่งออกพืช ผัก และผลไม้ของประเทศในภูมิอาเซียนที่สูงขึ้นตามลำดับนั้น การจำแนกแมลง
ศัตรูพืชที่มีโอกาสติดไปกับการส่งออกหรือนำเข้านั้นมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่งที่จะนำมาประกอบการ
เป็นข้อมูลยืนยันประกอบการส่งออกและนำเข้า ดังนั้นการจำแนกชนิดแมลงศัตรูพืชโดยเฉพาะ
แมลงวันผลไม้ซึ่งเป็นศัตรูที่สำคัญของผักและผลไม้ให้มีความถูกต้อง และรวดเร็ว จะสามารถช่วย
ประหยัดเวลาในการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งสร้างมาตรฐานการตรวจวินิจฉัยให้เทียบเท่าระดับสากลจึง
มีความจำเป็นอย่างยิ่ง โดยการตรวจสอบชนิดศัตรูพืชแบบดั้งเดิม ( traditional taxonomy) จะใช้
เพียงลักษณะภายนอกของตัวเต็มวัยเท่านั้นในการตรวจวินิจฉัย และจากการจำแนกชนิดจากรูปร่าง
ลักษณะของไข่ หรือตัวอ่อนนั้นเป็นเรื่องที่ทำการศึกษาได้ยาก เพราะไข่และตัวหนอนของแมลงวัน
ผลไม้นั้นมีลักษณะคล้ายคลึงกันมาก ดังนั้นในการศึกษาชนิดของแมลงวันผลไม้จึงนิยมจำแนกใน
ระยะตัวเต็มวัยเท่านั้น และในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชที่พบในการส่งออกหรือนำเข้านั้น หากมีการ
สำรวจพบระยะไข่ หรือตัวอ่อนของแมลงวันผลไม้นั้นติดอยู่กับพืช ผัก และผลไม้ ก็จะทำให้ต้อง
เสียเวลาในการนำมาเลี้ยงเพื่อให้เป็นตัวเต็มวัย ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาประมาณ 1 เดือนในการเลี้ยง 
ดังนั้นเวลาที่ต้องเสียไปในการเลี้ยงแมลงวันผลไม้ในระยะไข่ หรือตัวหนอนเพื่อให้เป็นตัวเ ต็มวัยนั้น
เป็นสิ่งที่ต้องคำนึงถึงเป็นอย่างมาก เพราะความล่าช้าที่เกิดขึ้นนั้นจะส่งผลกระทบต่อการนำเข้าผัก
และผลไม้ระหว่างประเทศ (Armstrong et al., 1997) ดังนั้นการประยุกต์ใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
ซึ่งเป็นเทคนิคหนึ่งที่ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าเป็นวิธีการที่แม่นยำ ถูกต้อง และมีประสิทธิภาพสูงในการ
นำไปใช้วินิจฉัยชนิดของแมลงวันผลไม้ ให้เกิดความสะดวกรวดเร็วในการจำแนกชนิดของแมลงวัน
ผลไม้ในการส่งออกหรือนำเข้า และการทำงานด้านกักกันพืช จะก่อให้เกิดประโยชน์อย่างยิ่ง ดังนั้น
การออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อชนิดของศัตรู พืช (species - specific primer) จาก
ยีน cox1 ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น DNA Barcode (ดีเอ็นเอมาตรฐานบริเวณสั้นๆ ที่มีศักยภาพในการใช้
ระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตได้) ของแมลงจึงมีความจำเป็นอย่างยิ่งที่จะนำมาพัฒนาเทคนิคที่จะสามารถ
นำมาใช้ในด่านตรวจพืชส่งออกและนำเข้า โดยเฉพาะในปัจจุบันนี้ยังไม่มีข้อมูลเกี่ยวกับไพรเมอร์ที่มี
ความเหมาะสมและเฉพาะเจาะจงต่อชนิดของแมลงศัตรูพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ
ไทย 

ในประเทศไทยพบแมลงวันผลไม้ tephritid หลากหลายชนิด แต่มีแมลงวันผลไม้ 2 ชนิด
หลักที่ก่อให้เกิดความเสียหายกับพืชที่สำคัญทางเศรษฐกิจ ได้แก่ แมลงวันผลไม้กลุ่ม Bactrocera 
dorsalis complex และแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillet) (Guamán, 2009) 
แมลงทั้งสองชนิดเป็นแมลงศัตรูพืชที่สำคัญต่อการผลิต ผัก ผลไม้ ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายของ
ผลผลิตเป็นอย่างมาก (กรมวิชาการเกษตร, 2012) โดยแมลงวันผลไม้ทั้งสองชนิดนั้นจัดเป็นศัตรูพืชที่
มีภัยคุกคามที่สำคัญต่อพืชผักของประเทศไทยเป็นอย่างยิ่ง แต่จากงานวิจัยที่ผ่านมา พบว่ามีงานวิจัย
ที่เกี่ยวข้องกับแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม Bactrocera dorsalis complex มากมาย แต่สำหรับแมลงวัน
แตง Z. cucurbitae นั้นยังมีน้อยมาก โดยงานวิจัยส่วนมากมักจะเน้นเกี่ยวกับการศึกษาชีววิทยา
และการศึกษาชนิดของแมลงวันแตง Z. cucurbitae โดยใช้การศึกษาทางอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
นอกจากนี้ในพืชผักที่มีความสำคัญในการส่งออกของไทยนั้น  พบว่าแมลงวันแตง Z. cucurbitae 
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จัดเป็นศัตรูพืชที่มีสำคัญดับหนึ่ง ซึ่งส่วนมากจะเป็นพืชตระกูลแตง (Family Cucurbitaceae) ได้แก่ 
ฟัก แตงกวา แตงโม เมล่อน และแตงไทย เป็นต้น ด้วยสาเหตุดังกล่าวจึงพบแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae สร้างความเสียหาย และมักติดไปกับพืช ผัก ที่ต้องการส่งออก (Piñero et al., 2006; 
Koyama et al., 2004) ส่งผลกระทบต่อเนื่องต่อการส่งออกพืช ผัก ผลไม้ของไทยไปยังต่างประเทศ 
รวมทั้งเป็นสาเหตุหลักในการกีดกันทางการค้าระหว่างประเทศอีกด้วย  

และในปัจจุบันนี้ประเทศไทยใช้การตรวจวินิจฉัยชนิดของแมลงวันแตง Z. cucurbitae โดย
ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกของตัวเต็มวัย เป็นเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยเพียงเท่านั้น 
ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จะเป็นการศึกษาแรกในการออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงกับแมลงวัน
แตง Z. cucurbitae จากการประยุกต์หลักการพื้นฐานของกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) 
กับ species specific DNA Barcode ซึ ่งจะใช้เพียงขั ้นตอนการทำ PCR และ electrophoresis 
เท่านั้น ดังนั้นระยะเวลาที่ใช้ในการศึกษาชนิดแมลงวันผลไม้จะสั้นมาก (ใช้ระยะเพียง 1 - 2 วัน) 
เท่านั้นก็สามารถตรวจวินิจฉัยชนิดของแมลงวันผลไม้ในทุกระยะการเจริญเติบโต ไม่ว่ าจะเป็นระยะ 
ไข่ หนอน ดักแด้ หรือตัวเต็มวัย ก็จะพิสูจน์ได้ว่าแมลงวันผลไม้ที่ตรวจพบนั้นเป็นแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae หรือไม่ จากประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง ความรวดเร็ว และ
ประหยัดเวลาในการตรวจวินิจฉัย จะก่อให้เกิดประโยชน์เป็นอย่างยิ ่งในการพัฒนาเ ทคนิคการ
ตรวจสอบศัตรูพืชเพ่ือการส่งออกและนำเข้าของประเทศไทย 

 

วิธีดำเนินการ 

1. การเก็บตัวอย่าง (ดำเนินการปี 2561) 

 วิธีดำเนินการวิจัยเก็บตัวอย่างทั ้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยเพื ่อนำมาสกัดและศึกษารหัส
พันธุกรรม 
 1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมลงวันทองจากพื้นที่การเกษตร และ
พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง 
ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้) ซึ่งคาดว่าภายในหนึ่งปี
จะสามารถเก็บตัวอย่างได้ 3 ภาค ภาคละ 3 -5 จังหวัด และในแต่ละจังหวัดจะเก็บสามจุดสำรวจ 
และใช้กับดักฟีโรโมน 2 ประเภทได้แก่ CUE lure และ Methyl Eugenol โดยติดตั้งใน พื้นที่ เก็บ
ตัวอย่างละ 5 อัน/ต่อจุดสำรวจ บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) โดยแบ่งเป็น พื้นที่ต่างๆ ได้แก่ 
แปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวา ฟักทอง ถั่วฝักยาว บวบ ฟักและอื่นๆ แปลงผลไม้ เช่น มะเฟือง 
ชมพู่ ฝรั่ง มะม่วง พุทราและอ่ืนๆ 
 1.2 นำส่วนของพืชที่พบร่องรอยการเข้าทำลายของแมลงวันผลไม้มายังห้องปฏิบัติการ แยก
ชนิดของตัวหนอนและทำการดองด้วยแอลกอฮอล์ 95-100% (เพื่อใช้นำไปศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด
ของตัวอ่อน) นำตัวอ่อนที่เหลือใส่กล่องพลาสติกที่มีตะแกรงรองก้นซึ่งด้านล่างใส่ขี้เลื่อย และนำกล่อง
พลาสติกใส่ในกรงผ้าเพื่อให้ตัวเต็มวัยเจริญออกมาให้อาหาร คือ น้ำตาลผสม บรีเวอร์ยีสต์ในอัตรา 
1:4 เพ่ือให้สีบนลำตัวพัฒนาได้ดี 
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 1.3 นำตัวเต็มวัยบางส่วนดองไว้ในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ตู้เก็บรักษา
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและนำไปใช้ในการออกแบบ ไพรเมอร์ที่
มีความเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae 

1.4 เตรียมตัวอย่างตัวเต็มวัยบางส่วนเพื่อใช้ในการจำแนกชนิดและเป็นข้อมูลอ้างอิงใน
พิพิธภัณฑ์ โดยใช้ตัวอย่างตัวเต็มวัยที่อบแห้งหรือฆ่าด้วยเอทิลอาซีเตด หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว 
แช่ในช่องน้ำแข็ง 4 - 5 ชั่วโมง วิธีนี้จะทำให้สีไม่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อได้ตัวอย่างแล้วใช้เข็มขนาดเล็ก 
(micropin) แทงบริเวณด้านข้างของส่วนอกใต้ปีก ให้ไปทางด้านหน้าของลำตัว แล้วจึงเสียบ 
micropin กับโฟมหรือค๊อกขนาดเล็กที่มีเข็มปักแมลงเสียบอยู่ โดยมีป้ายเล็ก ๆ บันทึกกำกับ บอก 
สถานที่ วันเดือนปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก แยกบันทึกชื่อพืช ที่เก็บมา และชื่อแมลงที่จำแนก
ได้อีก 1 ป้าย 

2. วิธีการดำเนินการวิจัยสำหรับการศึกษาลำดับรหัสพันธุกรรม (ดำเนินการปี 2561) 

2.1 นำตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ทำการจำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาทำการสกัด
ดีเอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตาม Boontop et al., 2017 ร่วมกับคำแนะนำของชุด
สกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป (ISOLATE II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์
บร ิษ ัท  โดยนำขาด ้านขวาจำนวนสามข ้ างของแมลงว ันผลไม ้  ( 25 mg)  มาใส ่ ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (ตัวอย่างแมลงที ่เหลือเก็บไว้เพื ่อเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ 
(Voucher specimen)) จากนั้นเติม Lysis BufferGL ปริมาณ 180 ไมโครลิตร และ Protinase K 
Solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกัน
การปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 20 ชั่วโมง แล้วเติม Lysis 
BufferG3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและบ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และ
เขย่าให้สม่ำเสมอ  เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากัน  จากนั ้นดูดสารละลายทั ้งหมดใส่ใน ISOLATE II Genomic DNA tube ที ่สวมอยู ่บน 
collection tube นำไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที  ป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่
เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม Wash Buffer GW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย 
เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้น
เติม Wash Buffer GW2 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีอีกครั้ง ย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ในหลอด
ทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และเติม Elution Buffer G ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร ทำการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีจากนั้นนำ DNA ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อให้ใน
วิธีการต่อไป 
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2.2 ทำการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ดังนี้ 

Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 

 
ทำปฏิกิริยา PCR  โดยกรรมวิธีดังนี้  

   1 reaction  (µl) 

Buffer 5X Buffer  5 
Tag MyTag; Cat No. BIO-21114 0.1 
Water H2O 15.9 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   25 
 

นำดีเอ็นเอต้นแบบพร้อมด้วย Master Mixed ใส่ในเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็น โดย
ใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี ้ initial-denaturing ที ่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย 
denaturing annealing ที่อุณหภูมิ 94 °C นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 
วินาที และ  extension 72 °C นาน 30 วินาที (ทำซ้ำ denaturing, annealing และ extension 
จำนวน 35 รอบ) จากนั้น Final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 5 นาที  

2.3 ตรวจสอบ PCR product โดยการตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ โดย
การให้ประจุของสารที่มีประจุแยกออกจากกัน ด้วยวิธีการทำอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) โดย
หยด ผลิตภัณฑ์ PCR ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 2 % และให้ PCR product เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้าที ่ความต่างศักย์ 100 โวลล์, 400 mp 
(Voltage) เป็นเวลา 45 นาที  

2.4 ตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งตัวอย่าง  PCR product ของแมลงวันผลไม้ที่ได้ไปทำ
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริส ุทธ ิ ์ และหาลำดับนิวคลีโอไทด์   ว ิเคราะห์โดย Molecular Genetics 
Research Facility ของ Queensland University of Technology, Australia  

2.5 นำข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่านการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ มาทำการ
วิเคราะห์ โดยทำการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที ่นำมาศึกษาทั ้งหมด 
(Sequence assembly) โดยโปรแกรมที ่สามารถว ิเคราะห์ข ้อม ูลและจัดลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(assemble) เช่น Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5  

2.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ มาตรวจสอบชนิด กับ Gene Bank ซึ่งเป็นแหลง่เก็บ
รวบรวมฐานข้อมูล ทางพันธุกรรมจากทั่วโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้องข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ 
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3. ออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae (ดำเนินการปี 2562) 

3.1 นำลำดับนิวคลีโฮไทด์ของยีน Cox1 จากแมลงที่ทำการสำรวจ และแมลงวันผลไม้ชนิด
ต่างๆ ที ่เป็นแมลงกักกัน จากข้อมูลของ Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) 
มาจัดลำดับและทำการตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม chromas (เวอร์ชั่น2.33) และ BioEdit (เวอร์ชั่น
7.0.9.0) เพื ่อตรวจหาลำดับนิวคล ีโอไทด์บร ิ เวณที่ ม ีความจำเพาะเจาะจงก ับแมลงว ันแตง 
Z. cucurbitae เท่านั ้น ซึ ่งมีความยาวประมาณ 500-800 คู ่เบส โดยเลือกตำแหน่ง single - 
nucleotidepolymorphism (SNP) ซึ ่งจะใช้ระบุชนิดของแมลง Z. cucurbitae เท่านั ้น ซึ ่งไม่
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแมลงวันชนิดอื่นๆ ได้ 

3.2 ออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะเจาะจงทั้งแบบฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สโดยอาศัยโปรแกรมที่ใหบ้ริการ
ฟรีแบบออนไลน์ เช่น GeneFisher (http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/) โดย
ความยาวของไพรเมอร์มีขนาด 18-25 คู่เบส 

 3.3 นำลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์จากข้อ 3.2 มาวิเคราะห์ primer, dimer hairpin และ 
false priming sites โดยใช้โปรแกรม Oligo (version 6.0) software  

 3.4 วิเคราะห์ความจำเพาะเจาะจงของ specific primer ที่ออกแบบไว้จากข้อ 3.2 โดยการ
เปรียบเทียบ (BLAST) กับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI database เพื่อตรวจสอบความ
ถูกต้องและความจำเพาะเจาะจง 

 3.5 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบาร์โค้ดด้วยไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สที่จำเพาะเจาะจงสำหรับ
แมลงวันแตง Z. cucurbitae ที่ออกแบบได้ มาเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ในตัวอย่างแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae ในระยะต่างๆ เช่น ไข่ ตัวหนอน ดักแด้และตัวเต็มวัย จากตัวอย่างแมลงวันแตงที่เลี้ยง
ไว้ในห้องปฏิบัติการและจากแมลงวันที่สำรวจพบในพืช ผัก และผลไม้ที่พบในภูมิภาคต่างๆ ของไทย
รวมทั้งจากผัก ผลไม้ทีส่่งออกจากด่านตรวจพืชที่มีการส่งออก  

  3.6 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของแมลงแตง Z. cucurbitae ที่สังเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
ด้วยวิธีการเจล อิเล็คโตรโฟริซิส ด้วย 2% agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer โดยอาศัย
ความต่างศักย์ของกระแสไฟฟ้าและประจุไฟฟ้า 

 3.6 ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลสำเร็จรูป QIAquickGel 
Extraction Kit, Qiagen (Germany) 

 3.7 ส่งผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ 

 3.8 เปร ียบเทียบลำดับนิวคล ีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)   

4. ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae 
(ดำเนินการปี 2563) 

 4.1 นำไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบมาทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบาร์โค้ดในแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae กับตัวอย่างแมลงวันแตง Z. cucurbitae ที่เลี้ยงไว้ในห้องปฏิบัติการ ในระยะต่างๆ 
เช่น ไข่ ตัวหนอน ดักแด้และตัวเต็มวัย ด้วยวิธี PCR 

http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/
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 4.2 ทดสอบไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบาร์โค้ดกับแมลงวันที่พบในพืช 
ผัก และผลไม้ที่พบบริเวณด่านตรวจพืชที่มีการส่งออกด้วยวิธี PCR 

 4.3 ทำการบันทึกข้อมูล และจัดทำรายงาน 
การบันทึกข้อมูล 

1. ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ได้จากการเลี้ยงและรวบรวมจากกับดักล่อแมลง บันทึกข้อมูลโดย 
มีป้ายเล็ก ๆ บันทึกกำกับ บอก สถานที่ วันเดือนปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก แยกบันทึกชื่อพืช ที่
เก็บมา และชื่อแมลงที่จำแนกได้อีก 1 ป้าย 

2. ตัวอย่างดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ทำการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเจาะลงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae โดยการนำลำดับนิ
วคลีโอไทด์ (sequences) ของยีน Cox1 จากแมลงวันผลไม้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแมลงวันผลไม้ที่มีใน
ประเทศไทย (native species) จำนวน 8 ชนิด ได้แก่ B. carambolae, B. cilifera,  B. dorsalis, B. 
latifrons, B. umbrosa, Z. caudatus, Z. cucurbitae และ Z. tau และกลุ่มแมลงวันผลไม้ท่ีไม่เคย
สำรวจพบในประเทศไทย (exotic species) และเป็นแมลงกักกัน (quarantine pest) ของไทยจำนวน 
2 ชนิดได้แก่ B. tryoni และ B. neohumeralis และรวบรวมลำดับนิวคลีโอไทด์แมลงวันผลไม้
บางส่วนจากฐานข้อมูลของ Genebank มาจัดลำดับและทำการตรวจหา ตำแหน่ง single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) โดยใช้โปรแกรม Vector NIT (invitrogen) ซึ่งตำแหน่ง SNPs ที่พบนั้นจะ
เป็นตำแหน่งที่ใช้ระบุชนิดของแมลงแตง Z. cucurbitae เท่านั้น และเป็นตำแหน่งที่ไม่พบในแมลงวัน
ผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ เพ่ือหาตำแหน่งที่มีความเหมาะสมในการออกแบบ Forward primer (Figure 1) และ 
Reverse primer (Figure 2)  

จากนั้นใช้โปรแกรม Oligo cal และใส่ sequences ที่ได้มาเพื่อหาความเหมาะสมของไพร
เมอร์ที่จะออกแบบซึ่งควรมีคุณสมบัติดังนี้- มีขนาด 18 -23 คู่เบส  

- ห้ามมีเบสซ้ำ เช่น AA เพราะจะไม่มีความ specific  
- อุณหภูมิระหว่าง 55 – 60 องศาเซลเซียส 
- ปลาย 3 ของ forward และ reverse ควรเป็น C หรือ G 
- GC content ควรอยู่ระหว่าง 40 -50% แต่ไม่ควรเกิน 70% 

และจากการการออกแบบพบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงได้ 2 คู่ 
(Table 1)  
และวิเคราะห์ตำแหน่งของไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้ด้วยโปรแกรม Primer map พบว่าทุกไพรเมอร์มี
ตำแหน่งอยู่บนยีน Cox1 ของแมลงวันแตง Z. cucurbitae เท่านั้น (Figure 3) และเมื่อตรวจสอบ
ความจำเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ทั ้งหมด คือ COIZcu-F1, COIZcu-F2 และ COIZcu-R1 โดย
โปรแกรม BlastN ของฐานข้อมูล NCBI พบว่าไพรเมอร์ทุกเส้นมีความจำเพาะเจาะจงกับยีน Cox1 
ของแมลงวันแตง Z. cucurbitae เท่านั ้น (Figure 4 - 6) จากนั ้นทำการสังเคราะห์ไพรเมอร์ที่มี
ความจำเพาะเจาะจงกับแมลงวันแตง Z. cucurbitae และทำ PCR โดยไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบไว้ ซึ่ง
พบว่า ไพรเมอร์คู่ที่ 1 (Zcur-F1 กับ Zcur-R1 โดยทดสอบกับแมลงวันแตง Z. cucurbitae ในระยะ
ไข่ หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย (Figure 7) และนำรหัสพันธุกรรมจาก PCR product ที่ได้จากการ
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เพิ่มปริมาณด้วบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจงกับแมลงวันแตง Z. cucurbitae (Zcur-F1 กับ 
Zcur-R1) มาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank พบว่าไพรเมอร์ที ่ที ่ทำการ
ออกแบบไว้มีประทธิภาพและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ซึ่งจะนำไพรเมอร์
ที่ได้ออกแบบไปใช้กับตัวอย่างท่ีตรวจพบจากด่านตรวจพืชต่าง ๆ ในปีงบประมาณถัดไป 

 

สรุปผลการทดลองและคำแนะนำ 
ในระหว่างตุลาคม 2561 – กันยายน 2562 นี้ได้ทำทำการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเจาะจง

ต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae โดยการนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 จากแมลงวันผลไม้ 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มแมลงวันผลไม้ที่มีในประเทศไทย (native species) จำนวน 8 ชนิด และกลุ่มแมลงวัน
ผลไม้ที่ไม่เคยสำรวจพบในประเทศไทย ซึ่งเป็นแมลงกักกันของไทยจำนวน 2 ชนิด และรวบรวมลำดับ
นิวคลีโอไทด์แมลงวันผลไม้จากฐานข้อมูลของ Genebank มาหาตำแหน่ง single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) ที่ใช้ระบุชนิดของแมลงแตง Z. cucurbitae เท่านั้น และเป็นตำแหน่งที่ไม่
พบในแมลงวันผลไม้ชนิดอื่น ๆ มาออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเจาะจง และทำการทดสอบด้วย PCR 
พบว่าไพรเมอร์ที ่ท ี ่ได ้ออกแบบไว้ม ีประสิทธิภาพและความจำเพาะเจาะจงกับแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae ทุกระยะการเจริญเติบโต ซึ่งจะนำไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบไปใช้กับตัวอย่างที่ตรวจพบ
จากด่านตรวจพืชต่าง ๆ ในปีงบประมาณ 2563 ต่อไป 

 

คำขอบคุณ 
ข้าราชการ พนักงานราชการ ลูกจ้างประจำ และพนักงานจ้างเหมาบริการ ของกลุ่มงาน
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ลุล่วงไปด้วยดี  
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Figure 1 Species specific primer designing (forward primer) for Zeugodacus cucurbitae 
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Figure 2 Species specific primer designing (reverse primer) for Zeugodacus cucurbitae 
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Figure 3 Species specific primer position (forward and reverse primer) for Zeugodacus      

cucurbitae  
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Figure 4 BlastN results of species specific primer (COIZcu-F1) 

 

Figure 5 BlastN results of species specific primer (COIZcu-F2) 



2317 

รายงานผลงานวจิยัประจำป ี๒๕๖๒ สำนกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 

Figure 6 BlastN results of species specific primer (COIZcu-R1) 
   

 
Figure 7 PCR results using species specific primer (Zcur-F1 and Zcur-R1) from different 
   stages of Zeugodacus cucurbitae. 

  Lane 1 - 4 = egg of Z. cucurbitae   
  Lane 8 - 12 = lavae of Z. cucurbitae 
  Lane 15 - 19 = pupae of Z. cucurbitae 
  Lane 22 - 26 = adults of Z. curcubitae 
  Lane 6, 13, 20 and 27 = negative control (ddH2O)    
  Lane 7, 14, 21 and 28 = positive control (adults of Z.cucurbitae) 
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Table 1 Primer name, sequences, position, base pair, temperature (Tm), %GC and pcr 
   product 

No. Primer 
name 

Sequences position base   
pair 

Tm %            
GC 

PCR product 
size 

 

1 

 

Zcur-F1 

 

TGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTC 

 

518-542 

 

    25 

 

52 

 

44 

 

 

83 
 Zcur-R1 AGCCGGGTCGAAGAAAGAGGTG 580-601     22 60 59 

2 Zcur-F2 CTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCG 488-512     25 53 48  

113  Zcur-R1 AGCCGGGTCGAAGAAAGAGGTG 580-601     22 60 59 
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การผลิตโปรตีนและแอนติบอดีที่จ าเพาะ ต่อ immunodominant membrane 
protein (Imp) ของเช้ือไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

โดยอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรีย 
Imp Protein and Antibody Production against Phytoplasma causing 

Sugarcane White Leaf Diseases in Bacterial Cell System   
 

กาญจนา  วาระวิชะนี แสนชัย  ค าหล้า 
กลุ่มงานไวรัสวิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 
ปี 2562 ได้โคโลนีแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น imp gene/6xHisTag ส าหรับ

ใช้ทดสอบขั้นตอนการสังเคราะห์โปรตีนในระบบเซลล์แบคทีเรียเพ่ือผลิตแอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้น
สัตว์ทดลองให้ผลิตโพลีโคนอลแอนตินบอดีต่อ imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย 
ในปี 2563 ต่อไป   

ค าหลัก : ไฟโตพลาสมา, โรคใบขาวอ้อย,sugarcane white leaf, Immunodominant membrane 
protein genes (IDPs), imp gene 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-12-62 
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ค าน า  
Immunodominant membrane protein genes ( IDPs)   เป็นกลุ่มยีนอีกชนิดหนึ่ งที่มี

ศักยภาพสูงสามารถน ามาพัฒนางานวิจัยด้านการตรวจวินิจฉัยเชื้อไฟโตพลาสมาได้ จากรายงานพบว่า
สามารถตรวจพบกลุ่มยีน IDPs ได้ง่ายภายใน cytoplasm ของพืชที่ถูกเชื้อไฟโตพลาสมาเข้าท าลาย  
(Barbara et al., 2002; Konnerth et al., 2016) ซึ่งกลุ่มยีน IDPs หลังแปลรหัสเป็นโปรตีนแล้วพบ
อยู่ 3 ชนิด คือ (1) immunodominant membrane protein (Imp) (Morton et al., 2003) ; (2) 
immunodominant membrane protein A (IdpA) (Blomquist et al., 2001) ; (3) antigenic 
membrane protein (Amp) (Kakizawa et al., 2009)  รายงานพบเชื้อไฟโตพลาสมาในกลุ่ม 16Sr-
II เป็นสาเหตุโรคพุ่มแจ้มะนาว (lime withes’ broom, LWB) ได้ทดสอบน า imp gene มาผลิต Imp 
recombinant protein ในระบบเซลล์แบคทีเรียได้แอนติเจนบริสุทธิ์ใช้ผลิตแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง
เมื่อน ามาตรวจด้วยเทคนิค western blot พบว่าจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ่มแจ้
มะนาว (Siampour et al., 2012) และจากรายงานโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกผลิตจาก imp gene 
และ expression ในระบบแบคทีเรียสามารถน ามาใช้ตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ่มแจ้
มะนาวด้วยเทคนิค DAS-ELISA และ DIBA (dot immunosorbent assay) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(Shahriyari et al., 2011) (Shahriyari et al., 2013) และจากรายงานในเซลล์พืชที่ถูกเชื้อไฟโต
พลาสมา Rice yellow dwarf group เข้าท าลายสามารถตรวจพบการสะสม Imp protein ซึ่งอาจ
เป็นไปได้ว่าต าแหน่งการสะสมบ่งบอกถึงลักษณะความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดของโรคพืชกับเชื้อไฟโต
พลาสมา (Kakizawa et al., 2009) และที่ส าคัญอีกหนึ่งอย่าง Sugarcane white leaf จัดอยู่ในกลุ่ม 
16Sr-XI และอยู่ใน Poaceae (หรือ Gramineae) เช่นเดียวกันกับ Rice yellow dwarf (Seemüller 
et. al., 1998) ดังนั้น ถ้าสามารถท าการผลิตโปรตีนจาก imp gene ของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค
ใบขาวอ้อยโดยอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรียได้  จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ดีส าหรับเตรียมแอนติเจนให้
บริสุทธิ์ซึ่งอาจแก้ปัญหาเรื่องการปะปนของโปรตีนพืชก่อนน าไปใช้ ในกระบวนการผลิตแอนติบอดีใน
สัตว์ทดลองเพ่ือน ามาใช้ตรวจสอบหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวโดยเทคนิคทางอิมมูโนวิทยา
ในรูปแบบของเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ได้แม่นย ายิ่งขึ้น 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 
2. อุปกรณ์ห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
 - เครื่องชั่งละเอียด (precision balance) 2 และ 4 ต าแหน่ง 
 - ตู้แช่แข็ง -20, -40  องศาเซลเซียส (freezer) 
 - ตู้ดูดควัน / ตู้ดูดไอสารเคมี (Fume Hood) 
 - อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 - เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
 - เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) 
 - เครื่อง Gel electrophoresis 
 - เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   
 - โกร่งบดตัวอย่าง (mortars and pestles)  
 - หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 0.5, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
 - ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
 -  ชุ ด ส กั ด เ จ ล แ ล ะ พี ซี อ า ร์ ส า เ ร็ จ รู ป  FavorPreP GEL/ PCR Purification Mini Kit 
(FAVORGEN) 
 - ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป FavorPreP Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN) 
 - SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNAPolymerase 
(Invitrogen) 
 - ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp, 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)  
 - โปรตีนมาตรฐาน BLUtra Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-PM001-0500)  
 - Agarose  gel (SeaKem®) 
 - Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Gels, 1.0 mm, 10 well (Invitrogen)  
 - สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin, laboratory grade) 
 - ชุดไพรเมอร์ (Primer set) 
 - พลาสมิดพาหะ pBAD/His A, B, and C vector (Invitrogen) 
 - competent cell  (E. coli สายพันธุ์ Top 10 ) (Invitrogen) 
 -  ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen) 
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วิธีการ  
1. ออกแบบไพรเมอร์ให้มีบริเวณจดจ าของ restriction enzyme site  

ออกแบบไพรเมอร์โดยเพ่ิมบริเวณจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะแบบ double digest 
restriction enzyme (adapter) ทีบ่ริเวณ 5’ และบริเวณ 3’ ของคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ imp gene 
ของเชื้อไฟโตพลาสมาและเพ่ิมต าแหน่ง stop codon (TAA)  บริเวณ 3’ เพ่ือใช้ประกอบปฏิกิริยาการ
สังเคราะห์ imp gene-adapter ด้วยเทคนิค PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM 
Thermal Cycler, BIO-RAD)  
2. การสังเคราะห์ imp gene-adapter เชื้อไฟโตพลาสมา ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR)   

ท าการสังเคราะห์ imp gene-adapter เชื้อไฟโตพลาสมา ด้วยเทคนิค PCR ปริมาตรรวม 50 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O) จ านวน 21 ไมโครลิตร DreamTaq Green 
PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific™) จ านวน 25 ไมโครลิตร (0.1  unit/µl) ไพรเมอร์ 
forward- PstI และ reverse-EcoRI อย่างละ 1 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอต้นแบบจ านวน 2 ไมโครลิตร 
น าปฏิกิริยาที่เตรียมเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมายด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM 
Thermal Cycler, BIO-RAD) ตั้งโปรแกรม ดังนี้ ขั้นที่ 1: Pre-denature 94C นาน 5 นาที ขั้นที่ 2: 
denature 94C นาน 30 วินาที ขั้นที่ 3: annealing 55C นาน 30 วินาที ขั้นที่ 4: Extension 
72C นาน 1 นาที (วนซ้ าขั้นที่ 2 – 4 จ านวน 30 รอบ) ขั้นที่ 5: Post-extension 68C นาน 10 
นาที และขั้นที่ 6: Hold ที่ 15 C และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค gel electrophoresis 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100  bp DNA Ladder แสดงผลและบันทึกภาพด้วยเครื่อง
วิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
3. ตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและโคลนยีนเข้า Expression vector  

น าชิ้นยีน imp gene-adapter และพลาสมิดพาหะ pBad/HisA Expression vector ตดั
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI และ EcoRI แบบ Double digestion (FastDigest® enzyme, 
Fermentas, Canada) ปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ดังนี้ 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา 
1. น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)   จ านวน 15 ไมโครลิตร 
2. 10X FastDigest™ Green Buffer จ านวน 2 ไมโครลิตร 
3. ดีเอ็นเอเป้าหมาย (up to 1 µg)  จ านวน 2 ไมโครลิตร 
4. FastDigest enzyme (PstI)  จ านวน 1 ไมโครลิตร 
5. FastDigest enzyme (EcoRI)  จ านวน 1 ไมโครลิตร 

ผสมส่วนประกอบปฏิกิริยาให้เข้ากันดี แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath) นาน 5 นาที และตรวจสอบผลของปฏิกิริยา Double digestion ด้วยเทคนิค gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder แสดงผลและบันทึกภาพ
ด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
4. การโคลนยีน digested imp gene-adapter กับ digested pBad/HisA Expression vector 

สกัดชิ้นยีน digested imp gene-adapter ให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดเจลและพีซีอาร์ส าเร็จรูป 
FavorPreP GEL/PCR Purification Mini Kit (ตามคู่มือแนะน า, FAVORGEN) น ามาเชื่อมต่อกับ 
พลาสมิดพาหะ digested pBad/HisA Expression vector ด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase(Promega) 



2323 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

ปฏิกิริยารวม 10 ไมโครลิตร ดังนี้   
ส่วนประกอบปฏิกิริยา 
1. น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)     จ านวน 5 ไมโครลิตร 
2. 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase  จ านวน 2 ไมโครลิตร 
3. digested imp gene-adapter (8.3 ng)   จ านวน 1 ไมโครลิตร 
4. digested pBad/HisA Expression vector (50 ng) จ านวน 1 ไมโครลิตร 
5. T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µl)   จ านวน 1 ไมโครลิตร 

หมายเหตุ สูตรค านวณความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยาอัตรา 1:1 ของ insert : vector ดังนี้ 
ng of vector × kb size of insert × insert:vector molar ratio   = ng of insert  
kb size of vector 

ผสมส่วนประกอบปฏิกิริยาให้เข้ากันดี แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน และถ่ายพ
ลาสมิดสายผสมเข้าสู่คอมพีเทนเซลล์ (competent cell) แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10  ด้วย
วิธีการ heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) และตรวจสอบโคลน
แบคทีเรียที่คาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสมด้วยเทคนิค colony PCR โดยคู่ไพร์เมอร์ pBAD-F/pBAD-R 
(ตารางที่ 1) และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค gel electrophoresis เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 100 bp DNA Ladder แสดงผลและบันทึกภาพด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ 
Touch Imaging System, BIO-RAD) 

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2561-กันยายน 2564 
สถานที ่ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช 

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
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ผลการทดลองและวิจารณ์  

ได้ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จ านวน 1 คู่ ที่มีบริเวณจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (double 
digest restriction enzyme) บริเวณ 5’ และ  3’ คือ PstI (5´-CTGCA↓G-3´ 3´- G↓ACGTC -5´) 
และ EcoRI (5´-G↓AATTC-3´ 3´-CTTAA↓G-5´) ตามล าดับ และเพ่ิมต าแหน่ง ATG (start codon) 
บริเวณ 5’ และ TAA (stop codon)  บริเวณ 3’ ของคู่ไพรเมอร์ และน าคู่ไพรเมอร์ IMP3-F (Pstl) 
และ IMP3-R (EcoRI) มาสังเคราะห์ชิ้นดีเอ็น imp gene PstI/EcoRI (imp gene adapter) ที่ขนาด
ประมาณ 500 bp (ภาพที่ 1) เมื่อท าการ Double digest gene ด้วย PstI restriction enzyme 
และ EcoRI restriction enzyme ทั้งส่วน imp gene-adapter และ pBad/HisA Expression vector 
(Invitrogen) แล้วเชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase  ถ่ายดีเอ็นเอพลาสมิดสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย 
E.  coli สายพันธุ์  Top 10  (competent cell) ด้วยวิธีการ heat shock transformation เมื่อ
คัดเลือกด้วยเทคนิค  colony PCR โดยคู่ไพรเมอร์ pBAD-F/pBAD-R  พบว่า โคโลนีแบคทีเรียที่
ได้รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น imp gene/6xHisTag แสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ  800 bp 
เมื่อเทียบกับโคโลนีแบคทีเรียปกติที่ได้รับเฉพาะพลาสมิด Expression vector จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่
ขนาดประมาณ 300 bp ซึ่งเป็นขนาดของล าดับเบสบางส่วนของ pBAD/His A  expression vector 
เมื่อส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ FIRST BASE LABORATORIES SDN BHD ประเทศมาเลเซีย 
พบว่า แปลรหัสโปรตีนได้ถูกต้องตามกรอบการอ่านรหัส (Frameshift)  
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า  

ในปี 2562  ได้โคโลนีแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น imp gene/6xHisTag แสดง
แถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ ~ 800 เบส และแปลรหัสโปรตีนได้ถูกต้องตามกรอบการอ่านรหัส 
(Frameshift) สามารถน าไปทดสอบการสังเคราะห์โปรตีนสายผสมในระบบเซลล์แบคทีเรียเพ่ือผลิต
แอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลองให้ผลิตโพลีโคนอลแอนตินบอดีต่อ imp gene ของเชื้อไฟโต
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย ในปี 2563 ต่อไป   
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ตารางท่ี 1 แสดงล าดับเบสคู่ไพรเมอร์ pBAD-F/pBAD-R  

Primer Name Primer Sequences  5’       3’ bp Tm °C 
pBAD forward primer 5’ ATG CCA TAG CAT TTT TAT CC 3’ 20 50 

 pBAD reverse primer  5’GAT TTA ATC TGT ATC AGG 3’ 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ผลการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของ imp gene PstI/EcoRI (imp gene adapter) 

  ด้วยเทคนิค PCR โดยคู่ไพร์เมอร์ IMP3-F (Pstl)/IMP3-R (EcoRI)   
M    = 100 bps DNA Ladder (fermentas®) 

           1    = แสดงแถบดีเอ็นเอ imp gene PstI/EcoRI (imp gene-adapter)               
                      ที่ขนาดประมาณ 500 bp  
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การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv.campestris ที่ติดมากับ
เมล็ดด้วยเทคนิค Real-time PCR 

Detection of Xanthomonas campestris pv. campestris in Seeds 
Using Real-time PCR technique 

 
รุ่งนภา  ทองเคร็ง  ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล 
บูรณี  พั่ววงษ์แพทย์  ทิพวรรณ  กันหาญาติ 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

รายงานความก้าวหน้า 
 น ำเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) จำกศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์
จุลินทรีย์สำเหตุโรคพืช ของกรมวิชำกำรเกษตร แยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ และน ำไปตรวจสอบ 
ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ DLH120  5’CCGTAGCACTT 
AGTGCAATG 3’ กับ DLH125 : 5’GCATTTCCATCGGTCACGATTG 3’ เป็นคู่ไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ 
X. campestris จำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน hrpF และใช้คู่ไพรเมอร์ DLH109 : 5’ATGTC 
GCTCAACACGCTTTC-3’ กับ DLH112 : 5’-GTTTTGCGTGTAGCCCTTTGC-3’ เป็นคู่ไพรเมอร์ที่
จ ำเพำะต่อ Brassica spp. จำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS ผลกำรตรวจด้วยคู่ ไพรเมอร์ 
DLH120/DLH125 ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ PCR ขนำด 619 คู่ เบส และผลกำรตรวจด้วยคู่ ไพร
เมอร์DLH109/DLH112 ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ PCR ขนำด 1,400 คู่เบส ท ำกำรสืบค้นข้อมูลไพรเมอร์
ส ำหรับใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc ด้วยเทคนิค Real-time PCR คัดเลือกไพรเมอร์และน ำล ำดับเบส
ของไพรเมอร์ไปสังเครำะห์เพ่ือใช้ในกำรตรวจสอบเชื้อ Xcc ดังนี้ ตรวจ Xcc (hrpF) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
DLH153 : GTAATTGATACCGCACTGCAA กับ DLH154 : CACCGCTCCAG CCATATT และตรวจ 
Brassica spp.  ( ITS)  ด้วยคู่ ไพรเมอร์  DLH155 :  CAACGGATATCT CGGCTCTC กับ DLH156 : 
TTGCGTTCAAAGACTCGATG อยู่ระหว่ำงกำรทดสอบหำสภำวะที่เหมำะสมของกำรท ำปฏิกิริยำ 
Real-time PCR  
 
 
 
 
 

รหัสกำรทดลอง 03-31-60-01-02-00-13-62 
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ค าน า 

 โ ร คขอบ ใบทองหร ือ เน ่ำ ด ำ ม ีส ำ เหต ุจ ำก เชื ้อ  Xanthomonas campestris pv. 
campestris เป็นโรคที ่พบได้ทั ่วไปและเป็นปัญหำมำกกับพืชตระกูลกะหล่ ำ ซึ ่งประกอบด้วย  
บล็อกโคลี ่ (broccoli) กะหล่ ำดำว (Brussels sprouts) กะหล่ ำปลี (cabbage) กะหล่ ำดอก 
(cauliflower)  collards คะน ้ำ  (kale)  กะหล่ ำปม (kohlrabi)  ม ัสตำร ์ด  (mustard)  radish 
rutabaga และ turnip โรคเน่ำด ำท ำให้ผลผลิตเสียหำยค่อนข้ำงมำก โดยเฉพำะในช่วงที่สภำวะ
แวดล้อมเหมำะสม พืชจะเริ่มแสดงอำกำรโรคให้เห็นในส่วนใบ โดยใบจะเริ่มเหลืองจำกขอบใบแล้ว
ลำมลึกเข้ำมำในเนื้อใบจนจรดแกนกลำงของใบเป็นรูปตัววี (V) เส้นใบบริเวณนี้จะมีสีน้ ำตำลด ำ 
ต่อมำจะเกิดอำกำรแห้งจำกขอบใบ ใบเหี่ยวเฉำและหลุดจำกต้น เมื่อตัดล ำต้นตำมขวำงจะพบว่ำ
ส่วนที่เป็นท่อน้ ำ (xylem) เน่ำมีสีด ำ ในระยะกล้ำที่งอกใหม่ๆ จะเกิดอำกำรเน่ำด ำที่ขอบใบเลี้ยง 
ต่อมำใบเลี้ยงจะเหี่ยวและต้นกล้ำตำย นอกจำกอำกำรดังกล่ำวแล้ว บำงครั้งพบอำกำรแผลจุดบนใบ
กับพืชตระกูลกะหล่ ำบำงชนิด เช่น ผักคะน้ำ โดยจะเริ่มเกิดจุดแผลขนำดเล็กๆ ต่อมำจุดขนำดใหญ่
ขึ้นมีสีน้ ำตำล ขนำดประมำณ ๑ มิลลิเมตร และถ้ำควำมชื้นสูงจะปรำกฏลักษณะฉ่ ำน้ ำรอบจุดแผล
สีน้ ำตำล เมื่อจุดแผลเกิดใกล้ชิดกันท ำให้เกิดลักษณะไหม้ แห้งตำยเป็นหย่อมๆ เนื้อใบที่เป็นแผล
ขำดทะลุเป็นรู กำรแพร่ระบำดของโรคนี้ที่ส ำคัญและไปได้ไกลที่สุด คือกำรติดไปกับเมล็ดพันธุ์และ
แพร่ไปยังต้นกล้ำอ่ืนในแปลงเพำะกล้ำ ส่วนกำรเกิดโรคในแปลงเกิดจำกต้นกล้ำที่ได้รับเชื้อในแปลง
เพำะ หรือจำกเชื ้อที ่ที ่ตกค้ำงอยู ่ในเศษซำกพืชในดิน หรือในพืชอำศัยที ่ตกค้ำงอยู ่ในแปลง 
(volunteer plants) แล้วแพร่กระจำยโดยน้ ำฝน หรือน้ ำที่ใช้รดต้นพืช เชื้อเข้ำสู่พืชทำงระบบรำก 
ทำงปำกใบ (stomata) ต่อมคำยน้ ำ (hydathodes) หรือทำงแผลแล้วกระจำยไปสู ่ส่วนต่ำงๆ  
ทำง xylem เชื้อแพร่กระจำยจำกต้นเป็นโรคไปยังต้นข้ำงเคียงโดยไปกับลม ฝน น้ ำ ชลประทำน 
เป็นต้น กำรระบำดของโรคจะเกิดได้ดีเมื่อสภำพแวดล้อมเหมำะสม และพืชเกิดบำดแผลโดยแมลง
กัดกิน หรือแผลจำกกำรเขตกรรม  
 กำรแพร่ระบำดของโรคนี้ที่ส ำคัญและไปได้ไกลที่สุด คือกำรติดไปกับเมล็ดพันธุ์และแพร่
ไปยังต้นกล้ำอื่นในแปลงเพำะกล้ำ จำกกำรระบำดที่พบในปัจจุบันท ำควำมเสียหำยให้แก่เกษตรกร
อย่ำงมำก (ศศิธร, 2545) Berg et. al. (2006) ได้พัฒนำวิธีกำรตรวจเชื้อ X. campestris pv. 
campestris สำเหตุโรคเน่ำด ำของผักกำดโดยใช้เทคนิค multiplex real-time PCR พบว่ำเทคนิค
นี้มีควำมรวดเร็วใช้เวลำน้อยกว่ำกำรตรวจด้วยเทคนิค PCR มีควำมเฉพำะเจำะจง และสำมำรถ
ตรวจเชื้อในปริมำณต่ ำได้ จำกกำรพัฒนำเทคนิค real-time PCR ให้สำมำรถตรวจเชื้อจำกเมล็ดได้
เป็นประโยชน์แก่บริษัทที่ผลิตเมล็ดพันธุ์มำก สำมำรถน ำเทคนิคนี้ไปใช้ตรวจสอบเพื่อคัดเลือกเมล็ด
พันธุ์และหำวิธีกำรควบคุมโรค รวมถึงหำวิธีกำรฆ่ำเชื้อที่ติดมำกับเมล็ดได้  
 เ ทคน ิค  Real- time PCR เ ป ็น เ ทคน ิคที ่พ ัฒน ำขึ ้น มำ จำกข ้อ จ ำ ก ัด ขอ ง เทคน ิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ท ำให้สำมำรถตรวจวิเครำะห์เชิงปริมำณได้ (Quantitative) 
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เห็นผลได้แบบทันที (real time & on line) บนหน้ำจอคอมพิวเตอร์ (Higuchi et. al., 1992) 
ในขณะที่เทคนิค PCR ไม่สำมำรถวิเครำะห์เชิงปริมำณได้ และกำรวิเครำะห์ผลต้องท ำในแผ่นวุ้น 
ใช้เวลำนำนและย้อมด้วยสำร ethedium bromide ที่อันตรำย (Reischl and Kochanowski, 
1999) เทคนิค Real-time PCR เป็นกำรพัฒนำน ำเทคโนโลยี 2 ส่วน ได้แก่ กำรพัฒนำเทคโนโลยี
กำรตรวจหำดีเอ ็นเอในสำรละลำยโดยใช ้สำรเร ืองแสง ( Fluorescence reporters)  ต ่ำงๆ  
และกำรใช้เครื ่อง thermal cycler ซึ่งเป็นเครื่องควบคุมอุณหภูมิขึ้นลงตำมระยะเวลำที่ก ำหนด  
มำรวมเป ็นเครื ่อง  Real- time PCR โดยเพิ ่มส ่วนที ่เป ็นแหล ่งก ำ เน ิดแสงเ พื ่อไปก ่อให ้เ ก ิด  
กำรเรืองแสงของชิ้นดีเอ็นเอ และส่วนตรวจวัดกำรเรืองแสงที่เกิดขึ้ น ณ เวลำนั้น (Higuchi et. al., 
1992) Mavrodieva et.al. (2004) พัฒนำเทคนิค real-time PCR ในกำรตรวจสอบโรคแคงเคอร์
ทุกสำยพันธุ์ ที่มีควำมไว รวดเร็ว และวิเครำะห์ตำมเวลำจริงที่เกิดขึ้นในหลอด PCR โดยสำมำรถ
น ำไปใช้เครื ่อง RAPID machine ที ่สำมำรถพกพำไปใช้ในแปลงปลูกได้ น ำไปใช้ตรวจสอบ  
โรคแคงเคอร์ในแปลงปลูกโดยสำมำรถตรวจสอบใบส้มที ่เป็นโรคเพียงจุดแผลเล็กๆแผลเดียว  
โดยมีควำมไวในกำรตรวจจับควำมเข้มข้นต่ ำสุดของเชื ้อ X.axonopodis pv. citri 10 หน่วย
โคโลนี/แผล และเป็นกำรรำยงำนผลครั้งแรกในกำรใช้วิธีนี้ ไปตรวจหำเชื้อ X. axonopodis pv. 
citri บนตัวอย่ำงแห้งโรคพืช ที่เก็บไว้ตั้งแต่ปี 1912 ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ณัฎฐิมำ และคณะ (2556) 
ได้พัฒนำกำรตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri สำเหตุโรคแคงเกอร์
ของพ ืชตระก ูลส ้มด ้วย เทคน ิค  Real- time PCR โดยใช ้ primer D1/D2 และ primer 2/3  
ที่ออกแบบมำจำก ยีน avirulence/pathogenicity (pthA gene) ผลกำรทดสอบพบว่ำ primer 
D1/D2 และ primer 2/3 มีควำมเฉพำะเจำะจงกับแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สำยพันธุ์ 
canker A โดยสำมำรถเพิ่มปริมำณ DNA จำก DNA ต้นแบบและเซลล์แบคทีเรีย X axonopodis 
pv.  citri ที ่พบในประเทศไทยทั ้ง  50 ไอโซเลท  มีควำมไว (sensitivity)  ในกำรตรวจเชื ้อที่ 
ควำมเข้มข้นต่ ำสุดของ DNA  เท่ำกับ 5 พิโคกรัม และควำมเข้มข้นต่ ำสุดของเซลล์แบคทีเรียที่ตรวจ
ได ้ค ือ 81 หน ่วยโคโลน ี/ม ิลล ิล ิตร  ผลกำรตรวจหำแบคทีเร ีย X.  axonopodis  pv.  citri  
จำกตัวอย่ำงโรคแคงเกอร์ที่เก็บมำจำกแปลงปลูกส้มโอที่ อ.เวียงแก่น จ.เชียงรำย ด้วยเทคนิค real 
time PCR โดย primer D1/D2 และ primer 2/3 จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง พบว่ำ primer ทั้ง 2 คู่ 
สำมำรถตรวจพบแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ได้ทั้ง 10 ตัวอย่ำง 
 

วิธีด าเนินการ 
วิธีการ 
1. เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง 
 เชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)  (จำกศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์
จุลินทรีย์สำเหตุโรคพืช ของกรมวิชำกำรเกษตร) 
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2. การแยก genomic DNA ของเชื้อ Xcc ให้บริสุทธิ์ 
  กำรแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ใช้วิธีของ Pitcher et al. (1989) โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย
บริสุทธิ์  Xcc สำเหตุโรคเน่ำด ำของคะน้ำ อำยุ 48 ชั่วโมง บนอำหำรแข็ง NA (nutrient agar)  
ใช้ลูปฆ่ำเชื้อแตะเชื้อแบคทีเรียให้เต็มลูป ละลำยใน 1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M 
NaCl และ  0. 01M EDTA pH 8. 0)  น ำ ไ ปปั่ น ตกต ะก อน ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง หมุ น เ ห วี่ ย ง  Hettich  
(Universal 116, Germany) ที่ควำมเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนำที นำน 5 นำที ทิ้งส่วนใสข้ำงบน  
เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้เข้ำกัน
โดยใช้ เครื่องปั่น (vortex) เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine thiocyanate – EDTA – 
Sarkosyl solution ผสมให้เข้ำกัน เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M ammonium acetate  
ที่แช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส ผสมให้เข้ำกันวำงบนน้ ำแข็ง 5 นำที เติมด้วย 500 ไมโครลิตร 
chloroform/iso-amyl-alcohol ผสมให้เข้ำกัน น ำไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich 
(Universal 116, Germany) ที่ควำมเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที เก็บส่วนน้ ำใส
ข้ำงบน ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุสำร isopropanol ที่แช่ เย็นในตู้  -20 องศำเซลเซียส จ ำนวน  
378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันโดยกำรพลิกหลอดกลับไปกลับมำ จำกนั้นน ำไปปั่นตกตะกอน  
เพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ที่ควำมเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ล้ำงตะกอนดีเอ็น
เอด้วย 150 ไมโครลิตร ของ 70% ethanol จ ำนวน 2 ครั้ง ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ละลำยตะกอน 
DNA ด้วย TE buffer pH 8.0 ปริมำณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมำณควำมเข้มข้นและคุณภำพของดีเอ็น
เ อ  ที่ ช่ ว ง ค ลื่ น  A260/ A280 ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  spectrophotometer ( U 2001 UV/ Vis, Hitachi 
Instuments, Inc., USA) และปรับควำมเข้มข้น DNA ของเชื้อให้มีควำมเข้มข้น 50 นำโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือน ำไปทดสอบปฏิกิริยำ Polymerase chain reaction 
3. การตรวจสอบ genomic DNA ของ Xcc ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 กำรทดสอบท ำปฏิกิริยำ PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ DLH120 : 5’CCGTAGCACTTAGTGCAATG 
3’ DLH125 : 5’GCATTTCCATCGGTCACGATTG 3’ เป็นคู่ไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ X. campestris 
จ ำ ก ล ำ ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ส่ ว น ข อ ง ยี น  hrpF แ ล ะ ใ ช้ คู่ ไ พ ร เ ม อ ร์  DLH109 : 
5’ATGTCGCTCAACACGCTTTC-3’ DLH112 : 5’-GTTTTGCGTGTAGCCCTTTGC-3’ เป็นคู่ไพรเมอร์
ที่จ ำเพำะต่อ Brassica spp. จำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS ท ำปฏิกิริยำ PCR ปริมำตร  
20 ไมโครลิตร (19 ul reaction mixture + 1 ul genomic DNA) โดยใช้สภำวะปฏิกิริยำ PCR อุณหภูมิ 
94 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที 94 องศำเซลเซียส 1 นำที 60 องศำเซลเซียส 1 นำที 72 องศำเซลเซียส 
1 นำที จ ำนวน 30 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 10 นำที และหยุดปฏิกิริยำที่อุณหภูมิ 8 องศำ
เซลเซียส น ำ PCR product ที่ได้ไปรันเจลอีเอ็กโตรโฟรีซีส โดยใช้ 1.5% agarose gel ใน 0.5x TBE 
buffer กระแสไฟฟ้ำที่ควำมต่ำงศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที  
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4. การเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา real-time PCR 
  สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรำยงำนว่ำสำมำรถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc ที่ติดมำกับเมล็ดด้วย
เทคนิค Real-time PCR ได้ผลดี มีควำมเฉพำะเจำะจงต่อเชื้อแบคทีเรีย Xcc คัดเลือกไพรเมอร์จำกนั้น
น ำล ำดับเบสของไพรเมอร์ไปสังเครำะห์เพ่ือใช้ในกำรตรวจสอบเชื้อ Xcc ที่ติดมำกับเมล็ดโดยวิธี Real-
time PCR โดย Berg et al. (2006) ได้ออกแบบไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ X. campestris จำกล ำดับนิ
วคลีโอไทด์ส่วนของยีน hrpF และออกแบบไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ X. campestris from brassica 
จำกส่วนของยีน ITS น ำไพรเมอร์มำทดสอบท ำปฏิกิริยำ real-time PCR 
 Xcc (hrpF) 
   DLH153 GTAATTGATACCGCACTGCAA 
   DLH154 CACCGCTCCAGCCATATT 
  Brassica spp. (ITS) 
   DLH155 CAACGGATATCTCGGCTCTC 
   DLH156 TTGCGTTCAAAGACTCGATG 

เวลาและสถานที่ 
 - เริ่มต้น ตุลำคม 2561 สิ้นสุด กันยำยน 2564 
 - ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนบักเตรีวิทยำ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง 
 น ำเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) จำกศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์
จุลินทรีย์สำเหตุโรคพืช ของกรมวิชำกำรเกษตร มำเลี้ยงบนอำหำร Wakimoto’s medium (PSA)  
เพ่ือใช้ในกำรทดลอง 
2. การแยก genomic DNA ของเชื้อ Xcc ให้บริสุทธิ์ 
 แยก genomic DNA ของเชื้อ Xcc ตำมวิธีกำรสกัด DNA โดยใช้ Phenaol : Chloroform  
และกำรแยก genomic DNA โดยใช้ชุด PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen จำกนั้นน ำ 
genomic DNA ของเชื้อ Xcc ที่แยกได้จำกทั้ง 2 วิธี ไปทดสอบปฏิกิริยำ Polymerase chain reaction  
3. การตรวจสอบ genomic DNA ของ Xcc ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 กำรทดสอบท ำปฏิกิริยำ PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ DLH120 : 5’CCGTAGCACTTAGTGCAATG 3’ 
DLH125 : 5’GCATTTCCATCGGTCACGATTG 3’ เป็นคู่ไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ X. campestris จำก
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน hrpF  และใช้คู่ไพรเมอร์ DLH109 : 5’-ATGTCGCTCAACACGCTTTC-
3’ DLH112 : 5’-GTTTTGCGTGTAGCCCTTTGC-3’ เป็นคู่ไพรเมอร์ที่จ ำเพำะต่อ Brassica spp. จำก
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS ท ำปฏิกิริยำ PCR ปริมำตร 20 ไมโครลิตร (19 ul reaction mixture + 
1 ul genomic DNA) โดยใช้สภำวะปฏิกิริยำ PCR อุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที 94 องศำ
เซลเซียส 1 นำที 60 องศำเซลเซียส 1 นำที 72 องศำเซลเซียส 1 นำที จ ำนวน 30 รอบ และ อุณหภูมิ 72 



2332 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

องศำเซลเซียส 10 นำที และหยุดปฏิกิริยำที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส น ำ PCR product ที่ได้ไปรันเจล
อีเอ็กโตรโฟรีซีส โดยใช้  1.5% agarose gel ใน 0.5x TBE buffer กระแสไฟฟ้ำที่ควำมต่ำงศักย์   
100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที ผลกำรตรวจด้วยคู่ไพรเมอร์ DLH120/DLH125 ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ PCR 
ขนำด 619 คู่เบส (ภำพที่ 1) และผลกำรตรวจด้วยคู่ไพรเมอร์DLH109/DLH112 ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ 
PCR ขนำด 1,400 คู่เบส (ภำพที่ 2) 
4. การเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา Real-time PCR 
 สืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่มีรำยงำนว่ำสำมำรถใช้ตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc ที่ติดมำกับเมล็ดด้วย
เทคนิค Real-time PCR ได้ผลดี มีควำมเฉพำะเจำะจงต่อเชื้อแบคทีเรีย Xcc คัดเลือกไพรเมอร์และน ำ
ล ำดับเบสของไพรเมอร์ไปสังเครำะห์เพ่ือใช้ในกำรตรวจสอบเชื้อ Xcc ดังนี้ 
 Xcc (hrpF) 
   DLH153 GTAATTGATACCGCACTGCAA 
   DLH154 CACCGCTCCAGCCATATT 
 Brassica  spp. (ITS) 
   DLH155 CAACGGATATCTCGGCTCTC 
   DLH156 TTGCGTTCAAAGACTCGATG 
 กำ รทดสอบปฏิ กิ ริ ย ำ  real- time PCR ท ำ ใ นถ ำดพล ำสติ กหลุ ม ขน ำด  96 หลุ ม 
(LightCycler@480 Multiwell Plate 96, Roche) ใช้ปริมำณรวมของปฏกิิริยำ จ ำนวน 20 ul ประกอบ
ไปด้วย 1X LightCycler 480 SYBR Master, Roche Diagnostic (FastStart Taq DNA polymerase, 
Reaction buffer, dNTP mix (with dUTP instead of dTTP)  แ ล ะ  6. 4 mM MgCl2)  ส ำห รั บคู่  
probe primer Xcc (hrpF) และ Brassica spp.  ( ITS) ควำมเข้มข้นของไพรเมอร์  0.1- 0.4 uM 
(ปรับเปลี่ยนควำมเข้มข้นเพ่ือให้ได้สภำวะที่เหมำะสมของปฏิกิริยำ) และ 1-5 ul DNA ของ Xcc แล้ว
น ำไปเข้ำเครื่อง real-time PCR  (LightCycler® 480 System, Roche) โปรแกรมส ำหรับปฏิกิริยำ 
real-time PCR ทดสอบหำช่วงระยะเวลำที่เหมำะสม เริ่มที่ 95  C 15 วินำที 95  C 3 วินำที และ 56 - 
66  C 1 นำที (ปรับเปลี่ยนเพ่ือให้ได้ระยะเวลำที่เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ) จ ำนวน 40 รอบ โดย
ทดสอบปฏิกิริยำตำมโปรแกรมดังนี้ 

Program cycles Target (°C) Hold time  
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate ( 
°C/s) 

Acquisition mode 

Pre-incubation 1 95 00:02:30 4.40 none 
Amplification 30 95 00:00:20 4.40 none 
  63 00:00:20 2.20 none 
  72 00:00:15 4.40 none 
Melting curve 1 95 00:00:15 4.40 none 
  40 00:00:15 2.20 none 
  95 00:00:00 0.11 continuous 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 
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ซึ่งจำกผลกำรทดสอบปฏิกิริยำ real-time PCR ของคู่ไพรเมอร์ DLH153 : GTAATTGATACC 
GCACTGCAA, DLH154 : CACCGCTCCAGCCATATT, P7: ATGCCGG CGAGTTTCCACG พบว่ำ
ต้องปรับโปรแกรมเพ่ือหำสภำวะที่เหมำะสมของกำรท ำปฏิกิริยำต่อไป  

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 น ำเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) จำกศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์
จุลินทรีย์สำเหตุโรคพืช ของกรมวิชำกำรเกษตร แยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ และน ำไปตรวจสอบ 
ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ผลกำรตรวจด้วยคู่ไพรเมอร์ DLH120/DLH125  
ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ PCR ขนำด 619 คู่เบส และผลกำรตรวจด้วยคู่ไพรเมอร์DLH109/DLH112  
ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำ PCR ขนำด 1,400 คู่เบส ท ำกำรสืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ส ำหรับใช้ตรวจเชื้อ
แบคทีเรีย Xcc ด้วยเทคนิค Real-time PCR คัดเลือกไพรเมอร์และน ำล ำดับเบสของไพรเมอร์ไป
สังเครำะห์เพ่ือใช้ในกำรตรวจสอบเชื้อ Xcc อยู่ระหว่ำงกำรทดสอบหำสภำวะที่เหมำะสมของกำรท ำ
ปฏิกิริยำ Real-time PCR  
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑ์จำกปฏิกิริยำ PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ DLH120/DLH125 เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ
ส่วน hrpF  ได้แถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 619 คู่เบส 

 

ภาพที่ 2  ผลิตภัณฑ์จำกปฏิกิริยำ PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ DLH109/DLH112 เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ

ส่วน Brassica spp. ITS  ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 1.4 kb คู่เบส  
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ภาพที่ 3  ผลกำรทดสอบคู่ไพรเมอร์จำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน hrpF ด้วยปฏิกิริยำ Real-  
  time PCR 
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การตรวจไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne enterolobii ด้วยเทคนิคแลมป ์
Detection of Root-knot Nematode Meloidogyne enterolobii using Loop 

Mediated Isothermal Amplification PCR Technique  
 

ไตรเดช  ข่ายทอง   ธิติยา  สารพัฒน์   ทิพวรรณ กันหาญาติ 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

การด าเนินงานในปี 2561 เก็บตัวอย่างดินจากสวนฝรั่ง จ. นครปฐม และสมุทรสาคร รวม 24 
ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 16 ตัวอย่าง เลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณได้ประชากรที่บริสุทธิ์ 9 ตัวอย่าง ตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทางสัณฐานวิทยา 
โดยใช้ลักษณะ perineal pattern ของตัวเต็มวัยเพศเมีย ลักษณะของตัวเต็มวัยเพศผู้ และตัวอ่อน
ระยะที่สอง และตรวจยืนยันด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะ Me-F/Me-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 
236 คู่เบส  และคู่ไพรเมอร์จ าเพาะ MK7-F/MK7-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 520 คู่เบส ซึ่งยืนยันว่าเป็น
ไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii 

ค าหลัก: ไส้เดือนฝอยศัตรูพืช การตรวจวินิจฉัย โรครากปมฝรั่ง ศัตรูพืชอุบัติใหม่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-14-62 
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ค าน า 
 เทคนิคแลมป์ (Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)) พีซีอาร์เป็นเทคนิคที่
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัยการท างานของเอ็นไซม์ Bst DNA polymerase ที่อุณหภูมิคงที่ 
60 ถึง 65 องศาเซลเซียส และใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบอย่างจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการถึง 
4 เส้น ประกอบด้วย 6 ต าแหน่ง ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการเพ่ิมปริมาณนั้น ท าให้วิธีนี้เป็นวิธีที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงสูง (Notomi et al., 2000) วิธีนี้จะใช้เวลาในการท าปฏิกิริยาสั้นมากไม่เกิน  
1 ชั่วโมง โดยตรวจผลการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอได้จากความขุ่น (turbidity) ที่เกิดขึ้น เนื่องจาก 
การจับ กันของ pyrophosphate ions กับ  magnesium ions เกิ ด เป็ นตะกอน  magnesium 
pyrophosphate สีขาวขึ้นในสารละลายซึ่งสังเกตได้ด้วยตาเปล่า โดยเทคนิคแลมป์นี้ใช้เพียงตู้บ่มเชื้อ
ที่ตั้งอุณหภูมิ 60 ถึง 65 องศาเซลเซียส ไม่ต้องการผู้เชี่ยวชาญในการทดสอบ ขั้นตอนในการทดสอบไม่
ยุ่งยาก และให้ผลการทดสอบภายในเวลา 1-2 ชั่วโมง เทคนิคแลมป์พีซีอาร์มีการน าไปผลิตเป็น 
ชุด kits ในเชิงการค้าเพ่ือตรวจสอบเชื้อหลายชนิด เช่น ไวรัส แบคทีเรีย รา และปรสิตที่ก่อโรคใน
มนุษย์ (Moriand Notomi, 2009) ส าหรับการน ามาใช้ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยศัตรูพืชมีรายงาน
การใช้เทคนิคนี้ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่ส าคัญบางชนิด เช่น ไส้เดือนฝอยศัตรูต้นสน 
(pinewood nematode) Bursaphelenchus xylophilus (Kikuchi et al., 2009) ไส้เดือนฝอยราก
โ พ ร ง  Radopholus similis (Peng et al., 2012) ไ ส้ เ ดื อ น ฝ อ ย ศั ต รู ส้ ม  Tylenchulus 
semipenetrans (Lin et al., 2016) ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. (Niu et al., 2011), 
ไส้เดือนฝอยรากปม M. hapla (Peng et al., 2017) ส าหรับไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii 
นั้น Niu et al. (2012) ได้ประเมินประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ในการตรวจไส้เดือนฝอยรากปม  
M. enterolobii ที่แยกจากตัวอย่างรากและตัวอย่างดิน โดยตรวจบริเวณของ 5s rDNA-IGS2  
พบว่า มีความจ าเพาะต่อประชากรของ M. enterolobii สามารถตรวจติดตามได้ที่ปริมาณดีเอ็นต่ าสุด 
10 fg และ He et al. (2013) ใช้ เทคนิคแลมป์  ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอย  M. enterolobii  
จากตัวอย่างพืช โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน ITS ระหว่าง 
M. enterolobii และไส้เดือนฝอยรากปมชนิดอื่น ๆ 
 ไส้ เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. มีประมาณ 100 ชนิด (species) (Hunt and 
Handoo, 2009) แต่ชนิดที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจมีประมาณ 10 ชนิด และมี  4 ชนิด  
คื อ  M. incognita, M. javanica, M. arenaria แ ล ก  M. hapla ไ ส้ เ ดื อ น ฝ อ ย ร า ก ป ม  
M. enterolobii  (syn. M. mayaguensis) (Karssen et al., 2012) พบครั้งแรกที่มณฑลไห่หนาน 
ประเทศจีน ต่อมามีรายงานการพบในหลายประเทศในทวีปแอฟริกา เอเชีย  อเมริกา และยุโรป  
ในประเทศไทยมีรายงานการพบ M. enterolobii ในสวนฝรั่ง จ. นครปฐม ในปี พ.ศ. 2555 ซึ่งตรวจ
ยืนยันโดยใช้ esterase phenotype และ PCR ในยีนส่วนไมโตคอนเดรีย (Jindapunnapat, 2012)  
ไส้เดือนฝอยรากปมชนิดนี้มีความส าคัญเนื่องจากสามารถท าความเสียหายรุนแรงในพืชหลายชนิ ด  
และที่ส าคัญคือสามารถเข้าท าลายพืชหลายชนิดที่มียีนต้านทานไส้เดือนฝอยรากปม (Castagnone-
Sereno, 2012; Kiewnick et al., 2009)  ในปี ค.ศ. 2010  M. enterolobii อยู่ ในบัญชีรายชื่อ
ศัตรูพืชประเภท A2 ของ European Plant Protection Organization ซึ่งเป็นศัตรูพืชที่พบใน
สหภาพยุ โรป  แต่มี การควบคุม เช่น เดี ยวกับศัตรู พื ชกั กกัน  (Castagnone-Sereno, 2012)  
จากความสามารถในการแพร่กระจายและตั้งถิ่นฐานของไส้เดือนฝอยรากปมชนิดนี้ท าให้หลายประเทศ
ประกาศให้ M. enterolobii เป็นศัตรูพืชกักกัน (Elling, 2013) การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยรากปม 
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M. enterolobii ให้ถูกต้องแม่นย าจึงมีความจ าเป็น เพ่ือวางแผนในการป้องกันก าจัด เทคนิคแลมป์พีซี
อาร์เป็นเทคนิคที่มีความเหมาะสมในการน าไปปฏิบัติในภาคสนาม หรือห้องปฏิบัติการที่ไม่มีเครื่องมือ
วิเคราะห์ราคาสูง ชุดไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii  
ได้มีผู้ออกแบบไว้แล้ว อย่างไรก็ตามการน ามาใช้ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปม  M. enterolobii 
ในประเทศไทย ควรมีการทดสอบเพ่ือให้เกิดความมั่นใจถึงประสิทธิภาพ ความถูกต้องแม่นย า  
และข้อจ ากัดต่าง ๆ ก่อนการน าไปใช้ 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์และวิธีการ  
- สิ่งที่ใช้ในการทดลอง 

 อุปกรณ์เก็บตัวอย่างดิน อุปกรณ์ส าหรับแยกไส้เดือนฝอยออกจากดินและส่วนของพืช อุปกรณ์
ส าหรับปลูกพืช สารฆ่าแมลง ปุ๋ยเคมี กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูงและกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า คอมพิวเตอร์และอุปกรณ์ถ่ายภาพ สไลด์ ถ้วยนับ
ตัวอย่าง อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยา เช่น เครื่องปั่นเหวี่ยง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 
เครื่องอิเล็กโตรโฟรีซีส  

- แบบและวิธีการทดลอง 
 ไม่วางแผนการทดลอง 
- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. เก็บตัวอย่างและจ าแนกไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้สัณฐานวิทยา    
 การเก็บตัวอย่างดิน และรากพืช 
   เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกพืชที่มีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยรากปม 
โดยเก็บตัวอย่างจ านวน 20 จุดต่อแปลง ความลึก ประมาณ 15-20 เซนติเมตร โดยใช้ท่อเก็บตัวอย่าง
ดิน เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 นิ้ว คลุกเคล้าเข้าด้วยกันให้ได้ตัวอย่างดินอย่างน้อยแปลงละ 1 กิโลกรัม ใส่ใน
ถุงพลาสติก บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ และชนิดพืชปลูก รวมทั้งเก็บตัวอย่างราก หรือส่วนของพืชที่
แสดงอาการที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม 
   การแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและพืช 
   แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดิน 250 กรัมโดยวิธีการกวนตัวอย่างดินในน้ า
ปริมาตร 2 ลิ ตร ตั้ งทิ้ งไว้  3  นาที  และกรองน้ าส่ วนบนผ่ านตะแกรงโลหะที่ มี ขนาดช่อง  
850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงโลหะที่มีขนาดช่อง 38 ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างดินที่ค้างอยู่บน
ตะแกรงอันล่างและน าตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยู่บนตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่
มีน้ าสะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s Tray Technique) ตรวจไส้เดือนฝอย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ แยกไส้เดือนฝอยรากปมจากพืชโดยการคีบกลุ่มไข่จากรากหรือ
ส่วนของพืชโดยตรง 
   การเลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือน าไปใช้ในการทดลอง 
   น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนปลูกในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอย
รากปมในกระถาง หลังจากนั้น 45 วัน ล้างรากมะเขือเทศด้วยน้ าสะอาด เลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอย
รากปม โดยเริ่มเลี้ยงจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม โดยคีบกลุ่มไข่ 1 กลุ่มจากรากด้วยปากคีบ น าไปแช่ในน้ า
สะอาดในถ้วยนับตัวอย่าง ตรวจดูการฟักของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า 
น าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยและไข่ใส่ลงในกระถางที่ปลูกต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือน เลี้ยงไว้
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ประมาณ 60 วัน เพ่ือให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยรากปมชนิดเดียวกันที่บริสุทธิ์ หากเป็นตัวอย่างรากที่
มีกลุ่มไข่ จะเลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม โดยคีบกลุ่มไข่มาแช่ในน้ ากลั่น ตรวจดูการฟัก
ของตัวอ่อนระยะที่สอง แล้วน าไปเทใส่ในต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนที่ปลูกในกระถางใน
ดินอบฆ่าเชื้อ 
   การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา 
   ตรวจลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้น โดยแยกตัวเต็มวัยไส้เดือนฝอยรากปมเพศเมียจาก
รากมะเขือเทศ แช่ใน lactic acid 45% นาน 30 นาที ตัดส่วนของผนังล าตัว (cuticle) บริเวณส่วน
ก้นวางบนสไลด์ในหยดกลีเซอรอล ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ น าไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูง เตรียมไส้เดือนฝอยเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐาน โดยคงสภาพไส้เดือนฝอยตามวิธีการ
ของ Seinhorst (1959) ตรวจสอบรูปร่างลักษณะทางสัณฐาน วัดขนาดส่วนต่างๆ เปรียบเทียบกับ
ลักษณะของไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii ในเอกสารวิชาการ (Yang and Eisenback, 1983; 
Rammah and Hirschmann, 1988) โดยตรวจสอบลักษณะต่างๆ เช่น ลักษณะส่วนหัวของตัวเต็มวัย
เพศเมีย ส่วน hyaline region บริเวณหางของตัวอ่อนระยะที่สอง (EPPO, 2011)   

2. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง และตรวจสอบชนิดด้วยเทคนิค PCR 
 ก ารส กั ด ดี เ อ็ น เอ ใช้ วิ ธี ก า รต าม  Schizas et al., 1 9 97  ร่ ว ม กั บ ค า แ น ะน า ข อ ง 
GeneReleaser® (BioVentures) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ เขี่ยไส้เดือนฝอย 1 ตัว ใส่ลงบนหยด PCR 
Buffer II (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8.3) 20 ไมโครลิตร บนสไลด์แก้ว ตัดตัวไส้เดือน
ฝอยออกเป็น 2-3 ท่อน โดยใช่ส่วนปลายของ pipette tip ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 500 ไมโครลิตร น าหลอดแช่ในน้ าที่ อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาที  
เติม proteinase K  ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่มที่ 
55C ใน water bath เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดใส่ใน heating block ที่อุณหภูมิ 100C 
เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K ใส่ GeneReleaser® 20 ไมโครลิตรลงใน
หลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟ เป็นเวลา 6 นาที ถ้าเตาไมโครเวฟเป็นชนิด 750 วัตต์ (สามารถ
ปรับเวลาตามก าลังไฟของเตาไมโครเวฟให้ได้ 4,500 วัตต์-นาที ซึ่งเป็นช่วงที่เหมาะสม) 
 ตรวจสอบชนิ ดของไส้ เดื อนฝอยรากปม M. enterolobii โดยใช้ คู่ ไพ รเมอร์  MK7-F: 
5’GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA 3’ และ MK7-R : 5’CGAACTCGCTCGAACTCGAC 3’ และคู่ ไพร
เมอร์  Me-F: 5’AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG 3’ และ Me-R: 5’TCAGTTCAGGCAGGATCAACC 3’ 
ท าป ฏิ กิ ริ ย า PCR ป ริ ม าต ร  20 ไม โค รลิ ต ร โดย ใส่  GoTaq® Green Master Mix (Promega)  
10 ไมโครลิตร forward และ reverse primer (ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) อย่างละ  
0.5 ไม โครลิ ตร และ DNA template 1 ไม โครลิ ตร ในหลอด PCR ขนาด  0.2 ไม โครลิ ต ร  
โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที อุณภูมิ 94 องศาเซลเซียส  
นาน 1 นาที, อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ส าหรับคู่ไพรเมอร์ MK7-F/MK7-R ,และ
อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ส าหรับคู่ไพรเมอร์ Me-F/Me-R, อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที ทั้งหมด 40 รอบ ตามด้วย อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส น า PCR product ที่ได้ไปตรวจด้วยเจลอีเอ็กโตรโฟรีซีส โดยใช้ 1.5% 
agarose gel ใน 0.5x TBE buffer กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 30 นาท ี
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3. การทดสอบเทคนิคแลมป์พีซีอาร์ 
  การทดสอบสภาวะที่เหมาะสม 
 ท าปฏิกิริยาแลมป์ตามวิธีการของ Notomi et al. (2000) โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบโดย 
Niu et al. (2012) ซึ่ งตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน 5S rDNA-IGS2 ในปฎิกิริยาปริมาตร  
25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10x Bst DNA polymerase buffer 2.5 µL, 1.4mM dNTP, FIP และ 
BIP primers อย่างละ 1.6 µM, F3 และ B3 outer primers อย่างละ 0.2 µM, LF and LB primers 
อย่างละ 0.8 µM, 0.8 M betaine, 8 U Bst DNA polymerase และ 1 µL purified genomic 
DNA ซึ่งมีดีเอ็นเอประมาณ 10 นาโนกรัม หาสภาวะที่เหมาะสมโดยท าปฏิกิริยาที่ 60-65 องศา
เซลเซียส นาน 30 45 60 หรือ 75 นาที และหยุดปฏิกิริยาโดยบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
น าผลผลิตปฏิกิริยาที่ได้ไปตรวจด้วยเจลอีเอ็กโตรโฟรีซีส โดยใช้ 1.5% agarose gel ใน 0.5x TBE 
buffer กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 30 นาที หรือตรวจสอบโดยเติมสาร 1:10 
fluorescent dye SYBR Green I ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และตรวจภายใต้แสง UV 
  การทดสอบความไว (sensitivity) 
  ทดสอบความไวของปฏิกิริยา โดยการท า 10-fold dilution ของดีเอ็นเอไส้เดือนฝอยรากปม 
M. enterolobii โดยใช้ดีเอ็นเอความเข้มข้นเริ่มต้นที่ 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เปรียบเทียบกับวิธี 
conventional PCR (ใช้คู่ไพรเมอร์ MeF3/B3) โดยท าการทดสอบ 3 ซ้ า 
  การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (specificity) 
  ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเทคนิคแลมป์พีซีอาร์ โดยทดสอบกับดีเอ็นเอของไส้เดือน
ฝอย รากป มชนิ ด อ่ื น ๆ  ไส้ เดื อน ฝอยศั ต รู พื ช สกุ ล อ่ืน ๆ  เช่ น  Radopholus Pratylenchus 
Hirschmaniella Rotylenchulus Tylenchorhynchus Helicotylenchus รวมทั้งไส้ เดือนฝอยที่
ไม่ใช่ศัตรูพืชชนิดต่างๆ ที่มักพบในตัวอย่างดิน ซึ่งเป็นตัวอย่างไส้เดือนฝอยจากพ้ืนที่ต่างๆ ในประเทศ
ไทย ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเทคนิคแลมป์ เปรียบเทียบกับวิธี conventional PCR  
ที่ใช้ universal primers ส าหรับไส้เดือนฝอย เช่น VRF1/F2 และคู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอย
รากปม M. enterolobii เช่น SCAR marker Mk7-F/R ท าการทดสอบ 3 ซ้ า 
  การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ในการตรวจตัวอย่าง 
  ทดสอบการตรวจตัวอย่างปมรากพืชจากเรือนทดลอง 
  ปลูกเชื้อลงในต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดา อายุ 14 วัน โดยใช้ตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม  
M. enterolobii ระยะที่สอง เก็บตัวอย่างปมรากพืชมาสกัดดีเอ็นเอ หลังปลูกเชื้อ 7 14 21 และ  
30 วัน ครั้งละ 20 ปม โดยล้างรากให้สะอาด แช่ใน 0.52% NaClO นาน 10 นาที ล้างรากด้วยน้ า
สะอาด 3 รอบ ตัดปมรากมะเขือเทศ 1 ปมใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube ใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ 
Extracta DNA Prep for PCR – Tissue (Quantabio) วิธีการตามเอกสารที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ 
โดยบดตัวอย่างปมรากพืชในหลอด microcentrifuge เติมน้ ายา extraction reagent ให้ท่วม
ตัวอย่าง บ่มที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ตั้งทิ้งให้เย็น เติม stabilization buffer ปริมาตร
เท่ากับ extraction buffer ที่ใช้ น าตัวอย่างดีเอ็นเอไปทดสอบด้วยแลมป์พีซีอาร์ เปรียบเทียบกับ 
conventional PCR  ใช้ปมรากพืชที่ปลูกเชื้อด้วยไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita และรากพืชที่
ไม่ได้ปลูกเชื้อเป็นกรรมวิธีควบคุม ตรวจการเข้าท าลายรากของไส้เดือนฝอยรากปมโดยการย้อมสีราก
ด้วย Acid Fuchsin 
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  ทดสอบการตรวจตัวอย่างปมรากพืชจากแปลงปลูกพืช 
  เก็บตัวอย่างรากพืชที่มีการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมจากแปลงเกษตรกรในพ้ืนที่ที่มี
การระบาดของไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii เช่น จ.นครปฐม และ จ. ราชบุรี บันทึกชนิดพืช 
พิกัดทางภูมิศาสตร์ น ารากมาล้างรากให้สะอาด แช่ใน 0.52% NaClO นาน 10 นาที ล้างรากด้วยน้ า
สะอาด 3 รอบ สกัดดีเอ็นเอจากปมรากพืชโดยตาม Hu et al. (2011) ซึ่งดัดแปลงจาก Stanton et 
al. (1998) น าปมรากพืช 1 ปม ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 50 mM 
NaOH 45 ไมโครลิตร บดตัวอย่างแล้วบ่มที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม 1 M Tris-HCl (pH 
8.0) 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ปั่น เหวี่ยงที่  10000 x g นาน 1 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอด 
microcentrifuge เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปทดสอบต่อไป เปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉัย
โดยเทคนิคแลมป์กับ conventional PCR 
 การบันทึกข้อมูล 

บันทึกผลของปฏิกิริยาแลมป์ที่อุณหภูมิและระยะเวลาต่าง ๆ ผลการทดสอบความจ าเพาะ
เจาะจงของเทคนิคแลมป์เปรียบเทียบกับ conventional PCR ผลการตรวจปมรากมะเขือเทศด้วย
เทคนิคแลมป์เปรียบเทียบกับ conventional PCR ผลการตรวจปมรากพืชจากแปลงปลูกของ
เกษตรกรด้วยเทคนิคแลมป์เปรียบเทียบกับ conventional PCR 

- การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
 - เปรียบเทียบผลของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิและระยะเวลาต่าง ๆ กัน  
 - เปรียบ เทียบความไวของเทคนิคแลมป์ กับ  conventional PCR โดยเปรียบ เที ยบ
ประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอต่าง ๆ  
 - เปรียบเทียบผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเทคนิคแลมป์กับ conventional PCR 
โดยค านวณเปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยาที่เป็นบวก 
 - เปรียบเทียบผลการตรวจปมรากพืชจากแปลงปลูกของเกษตรกรด้วยเทคนิคแลมป์กับ 
conventional PCR 
เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น ตุลาคม 2561 สิ้นสุด กันยายน 2563 
กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 การเก็บตัวอย่างดิน การแยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดิน การเลี้ยงเพิ่มปริมาณ

ไส้เดือนฝอย   
เก็บตัวอย่างดินจากสวนฝรั่งจ านวน 24 ตัวอย่าง จาก อ. สามพราน จ. นครปฐม 5 ตัวอย่าง 

อ. บ้านแพ้ว จ. สมุทรสาคร 4 ตัวอย่าง อ. กระทุ่มแบน จ. สมุทรสาคร 15 ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอย
จากตัวอย่างดิน ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 16 ตัวอย่าง ปลูกมะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ ในตัวอย่าง
ดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือให้ครบวงจรชีวิตและสร้างกลุ่มไข่ เพ่ือใช้เตรียมประชากร
ไส้เดือนฝอยที่บริสุทธิ์โดยการเลี้ยงจาก 1 กลุ่มไข่ เลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยรากปมได้ 9 ตัวอย่าง 
จาก ต.หนองนกไข่ อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสาคร 4 ตัวอย่าง ต.เกษตรพัฒนา อ.บ้านแพ้ว  
จ.สมุทรสาคร 3 ตัวอย่าง ต. ท่าไม้ อ.กระทุ่มแบน จ. สมุทรสาคร 1 ตัวอย่าง และ ต. บ้านใหม่  
อ. สามพราน จ. นครปฐม 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) 
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การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยรากปมที่ได้  จาก perineal pattern ของตัว

เต็มวัยเพศเมีย ลักษณะของตัวเต็มวัยเพศผู้ และตัวอ่อนระยะที่สอง เปรียบเทียบกับ OEPP/EPPO 
Bulletin (2016) 46 (2), 190-201 พบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii (ภาพที่ 2) 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย 
Perineal pattern มีลักษณะกลมหรือรูปไข่ ส่วน dorsal arch ค่อนข้างสูงส่วนใหญ่

มีลักษณะโค้งมน 
ตัวเต็มวัยเพศผู้ 
มี labial disk ลักษณะกลมมีขนาดใหญ่ซึ่งรวมเข้ากับ medial lips กลายเป็น 

dorsoventrally elongate lip region ส่วน labial disk นูนขึ้นเล็กน้อย medial lips มีลักษณะ 
crescent-shaped ส่วน lip region มีลักษณะสูง โค้งมน แยกออกจากล าตัวเล็กน้อย หางสั้นโค้งมน 
phasmids มีขนาดเล็ก ลักษณะเป็นรู อยู่ระดับเดียวกับ anus 

ตัวอ่อนระยะที่สอง 
ยาวประมาณ 436.6 (405.0-472.9) ไมโครเมตร hemizonid อยู่เหนือ excretory 

pore ประมาณ 1-2 annules lateral lips มีขนาดใหญ่ ลักษณะเป็นสามเหลี่ยม ส่วนหัวมีลักษณะ
ปลายตัด (truncate) stylet knob ใหญ่และกลม หางแหลม ปลายหางมน ส่วน hyaline tail 
terminus ชัดเจน 

การตรวจสอบด้วยวิธี PCR 
ตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปมด้วยคู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ M. enterolobii โดยคู่ไพรเมอร์ 

Me-F/Me-R ได้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาขนาด 236 คู่เบส และคู่ไพรเมอร์ MK7-F/MK7-R ผลิตภัณฑ์
จากปฏิกิริยาขนาด 520 คู่เบส ซึ่งตรงกับ M. enterolobii (ภาพที่ 3) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 เก็บตัวอย่างดินจากสวนฝรั่ง จ. นครปฐม และสมุทรสาคร รวม 24 ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอย
จากตัวอย่างดินและตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 16 ตัวอย่าง เลี้ยงเพ่ิมปริมาณได้ประชากรที่บริสุทธิ์ 
9 ตัวอย่าง ตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทางสัณฐานวิทยาและวิธี PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์
จ าเพาะ พบว่าเป็น M. enterolobii 
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Table 1 Number of samples and locations 

No. 
Location 

RKN 
detec
tion 

Me 
Morpho 
logical ID 

Me 
PCR ID 

Sub District District Province 
1 Ban Mai Sam Phran Nakhon Pathom    
2 Ban Mai Sam Phran Nakhon Pathom    
3 Tha Mai Krathum Baen Samut Sakhon    
4 Ban Mai Sam Phran Nakhon Pathom    
5 Bang Chang Sam Phran Nakhon Pathom    
6 Bang Chang Sam Phran Nakhon Pathom    
7 Kaset Phatthana Ban Phaeo Samut Sakhon    
8 Kaset Phatthana Ban Phaeo Samut Sakhon    
9 Kaset Phatthana Ban Phaeo Samut Sakhon    
10 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
11 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
12 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
13 Khlong Tan Ban Phaeo Samut Sakhon    
14 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
15 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
16 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
17 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
18 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
19 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
20 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
21 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
22 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
23 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
24 Nong Nok Khai Krathum Baen Samut Sakhon    
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Figure 1 (A) Galled tomato root from tomato plant grown in soil samples from fields 

   infested with root-knot nematodes. (B) Single eggmass was detached from 
   the root and placed in sterile water (C) Hatched juveniles were inoculated 
   into tomato plants grown in sterile soil (D) pure nematode population were 
   obtained and used for further study 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 (A) Female perineal pattern (B,C) head and tail region of male and (D,E) head
    and tail of second stage juvenile of M.enterolbii  
 

 

 



2347 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3 (A) Detection of M. enterolobii with Me-F/Me-R primers yielded 236 bp fragment 

  and (B) Detection of M. enterolobii with MK7-F/MK7-R primers yielded 520 bp 
   fragment.  

 

 



2348 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวชิาการเกษตร 

การพัฒนาการตรวจสอบแมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta (Diptera: 
Tephritidae) เพ่ือการน าเข้าและส่งออกด้วยไพร์เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง 

Development Diagnostic Technique of the Economically Important Fruit 
Fly, Bactrocera correcta (Diptera: Tephritidae) for Benefit of Import - 

Export Product Using Species-Specific Primer 
 

ยุวรินทร์  บุญทบ1/   ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล2/ 
นพรัตน์ จันทร์หอม3/ ชุติกาญจน์  ใจแล4/ 

1/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
2/กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

3/กลุ่มบริการส่งออกสินค้าเกษตร ส านักควบคุมวัสดุทางการเกษตร 

4/ด่านตรวจพืชท่าอากาศยานสุววรรณภูมิ  ส านักควบคุมวัสดุทางการเกษตร 

 
 

รายงานความก้าวหน้า 
 สืบค้นข้อมูลที่เกี่ยวกับไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta 
เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่มีความทันสมัยมากสุด และรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้เพ่ิมเติม โดยการเก็บ
รวบรวมแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่ท าการเกษตรภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ท าการสกัด DNA และเพ่ิม
ปริมาณ DNA ด้วยยีน cox1 เพ่ือยืนยันชนิดของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และ  แมลงวันผลไม้มี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจอีก 10 ชนิดได้แก่ B. carambolae, B. cilifera, B. dorsalis, B. latifrons, 
B. umbrosa, B. zonata, Z. caudata, Z. cucurbitae, Z. isolata และ Z. tau เก็บรักษา DNA 
ทั้งหมดไว้ในตู้เก็บรักษอุณหภูมิ - 20 องซาเซลเชียส เพื่อน าไปใช้ในการออกแบบออกแบบไพรเมอร์ที่มี
เฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ต่อไป 

ค าหลัก : แมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta ไพร์เมอร์ เฉพาะเจาะจง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-15-62 
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ค าน า 
 

ปัจจุบันการน าเข้าและส่งออกผัก ผลไม้มีมาตรฐานที่สูงขึ้น ดังนั้นหากมีการตรวจพบสิ่ง
ปนเปื้อนโดยเฉพาะแมลงศัตรูพืชที่ติดมากับผลผลิตทางการเกษตรนั้น จะต้องมีมาตรการและวิธีการที่
เป็นมาตรฐานระดับสากล และวิธีการที่น ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยชนิดศัตรูนั้นจะต้องมีความสะดวก  
รวดเร็ว และประหยัด ส าหรับประเทศไทยนั้นการน าเข้าและส่งออกพืช ผัก ผลไม้ในปัจจุบันนี้ พบว่า 
แมลงวันผลไม้ (Tephritid fruit fly) เป็นศัตรูพืชที่ก่อให้เกิดการปนเปื้อนสูงมาก  เนื่องจากแมลงวัน
ผลไม้เพศเมียจะวางไข่ ตัวหนอนเจริญเติบโต และกัดกินอยู่ภายในผล ยากต่อการสังเกตเห็น ท าให้มี
โอกาสติดไปภายใน ผัก และผลไม้ได้สูง ส่งผลเสียหายเป็นอย่างยิ่งในการส่งออก ก่อให้เกิดการกีดกัน
ทางการค้าตามมาอีกด้วย 

ทั่วโลกพบแมลงวันผลไม้มากกว่า 5,000 ชนิด แต่ในประเทศไทยนั้นพบว่า แมลงวันผลไมใน
สกุล Bactrocera และสกุล Zeugodacus นั้นสามารถท าลายผลผลิตทางการเกษตรได้หลากหลาย 
ไม่ว่าจะเป็น ผักหรือ ผลไม้ แต่ส าหรับผลไม้ที่เกษตรกรนิยมปลูกกันอย่างกว้างกว้าง ส าหรับการการ
บริโภคภายในประเทศ  รวมทั้งส่งออกไปยังตลาดโลกเป็นจ านวนมาก เช่น ฝรั่ง มะม่วง และชมพู่ นั้น  
พบว่าแมลงวันผลไม้ Bactrocera dorsalis และแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta เป็นศัตรูที่ก่อให้เกิด
ความเสียหายและมีความส าคัญทางเศรษฐกิจเป็นอย่างยิ่ง (ยุวรินทร์ และคณะ 2554) แต่ในปัจจุบันนี้ 
มีงานวิจัยมากมายเกี่ยวกับแมลงวันผลไม้ B. dorsalis แต่ส าหรับงานวิจัยเกี่ยวกับ แมลงทองฝรั่ง B. 
correcta นั้นยังมีน้อยมาก และจากงานวิจัยด้านนิ เวศวิทยาที่ผ่านมาพบว่าแมลงทองฝรั่ง B. 
correcta นั้น สามารถเข้าท าลายพืชได้มากกว่า 30 วงศ์ (Family) ใน 60 ชนิด (species) เช่น ชมพู่ 
มะม่วง ฝรั่ง เชอรี่ พุทรา และพริก   

ดังนั้นแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta จัดเป็นหนึ่งในแมลงวันผลไม้ที่มีความส าคัญต่อการ
น าเข้าและส่งออก แต่ปัจจุบันนี้ประเทศไทยใช้การตรวจวินิจฉัยชนิดของแมลงทองฝรั่ง B. correcta 
โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกของตัวเต็มวัย (Traditional taxonomy) เป็นเครื่องมือใน
การตรวจวินิจฉัยเพียงเท่านั้น ซึ่งสามารถตรวจวินิจแต่หากมีการส ารวจพบแมลงวันผลไม้ ในระยะไข่ 
หนอน หรือดักแด้  น ามาตรวจวินิจฉัยนั้นยังไม่เป็นที่นิยม และขาดความน่าเชื่อถือ เนื่องจากลักษณะ
ไข่ และตัวอ่อนของแมลงวันผลไม้นั้น มีความคล้ายคลึงกันมาก และหากต้องการศึกษาชนิดแมลงวัน
ผลไม้จากตัวอ่อน จะต้องน าตัวอ่อนมาท าสไลด์ถาวรเพ่ือศึกษารายละเอียดจากสัณฐานวิทยาภายนอก
ในส่วนต่างๆ เช่นส่วนปาก (mouth hook) และรูหายใจด้านหน้า (anterior spiracles) และปลาย
ท้อง (posterior spiracles) นอกจากนี้หากมีการตรวจพบตัวอ่อนในการส่งออกหรือน าเข้าผลผลิต
ทางการเกษตรนั้น  ผู้ที่ท าการตรวจวินิจฉัยจะต้องใช้ระยะเวลาในการเลี้ยงเพ่ือให้ตัวอ่อน หรือดักแด้
นั้นเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยเพ่ือน ามาตรวจวิเคราะห์ชนิดซึ่งค่อนข้างใช้เวลานานและเป็นผลเสียต่อ
การค้าผักผลไม้ตามมา (Armstrong et al., 1997) 

 

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จะเป็นครั้งแรกในการทดสอบไพร์เมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อ แมลงทอง
ฝรั่ง B. correctaที่ประเทศจีนได้น ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยแมลงทองฝรั่ง B. correcta ที่ตรวจพบ
จากชมพู่ที่ส่งออกไปจากประเทศไทย (Jiang et al., 2013) ว่าไพร์เมอร์ดังกล่าวนั้นมีความเหมาะสม  
และมีประสิทธิภาพเพียงพอในการน ามาใช้หรือไม่ นอกจากนี้จะท าการออกแบบไพร์เมอร์ที่มี
เฉพาะเจาะจงกับแมลงทองฝรั่ง       B. correcta ให้มีความเหมาะสมและสามารถน ามาใช้ตรวจ
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วินิจฉัยแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ในประเทศไทย  โดยการออกแบบออกแบบไพร์เมอร์ที่มี
เฉพาะเจาะจงกับแมลงทองฝรั่ง B. correcta ในครั้งนี้จะเป็นการประยุกต์หลักการพ้ืนฐานของ
กระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการ PCR กับ species - specific primer จาก DNA 
Barcode และจะใช้เพียงขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณ DNA จากการท า PCR และ electrophoresis ซึ่ง
จะสามารถตรวจวินิจฉัยชนิดได้ภายในวันเดียว และสามารถตรวจวินิจฉัยแมลงวันทองฝรั่งได้ทุกระยะ 
ไม่ว่าจะเป็นระยะ ไข่ หนอน ดักแด้ หรือตัวเต็มวัย ซึ่งประโยชน์จากการศึกษาครั้งนี้จะท าให้เกิดความ
รวดเร็ว ประหยัดเวลาในการตรวจวินิจฉัย และเป็นการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบศัตรูพืชเพ่ือการ
ส่งออกและน าเข้าของประเทศไทย และสามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการประยุกต์กับการตรวจ
วินิจฉัยแมลงศัตรูพืชชนิดอื่นๆ อีกด้วย 

 
วิธีด าเนินการ 

1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2562) 

วิธีด าเนินการวิจัยเก็บตัวอย่างทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยเพื่อน ามาสกัด DNA  

1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่การเกษตร และ
พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง 
ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้) ซึ่งคาดว่าภายในหนึ่งปี
จะสามารถเก็บตัวอย่างได้ครบทั้ง 6 ภาค ภาคละ 3 -5 จังหวัด และในแต่ละจังหวัดจะเก็บสามจุด
ส ารวจในพ้ืนที่การปลูกผัก ผลไม้ชนิดต่าง เช่น ฝรั่ง ชมพู่ มะม่วง พุทราและอ่ืนๆและใช้กับดักฟีโรโมน 
2 ประเภทได้แก่ CUE lure และ Methyl Eugenol โดยติดตั้งในพ้ืนที่เก็บตัวอย่างละ 5 อัน/ต่อจุด
ส ารวจ บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) โดยแบ่งเป็น  
 1.2 น าส่วนของพืชที่พบร่องรอยการเข้าท าลายของแมลงวันผลไม้มายังห้องปฏิบัติการ แยก
ชนิดของตัวหนอนและท าการดองด้วยแอลกอฮอล์ 95-100% (เพ่ือใช้น าไปทดสอบกับไพร์เมอร์ที่มี
ความเฉพาะเจาะจงกับแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta) น าตัวอ่อนที่เหลือใส่กล่องพลาสติกที่มีตะแกรง
รองก้นซึ่งด้านล่างใส่ขี้เลื่อย และน ากล่องพลาสติกใส่ในกรงผ้าเพ่ือให้ตัวเต็มวัยเจริญออกมาให้อาหาร 
คือ น้ าตาลผสมบรีเวอร์ยีสต์ในอัตรา 1:4 เพ่ือให้สีบนล าตัวพัฒนาได้ดี และน าตัวเต็มวัยบางส่วนดองไว้
ในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรักษา
คุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. 
correcta 
 1.3 เตรียมตัวอย่างตัวเต็มวัยบางส่วนเพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิดและเป็นข้อมูลอ้างอิงใน
พิพิธภัณฑ์ โดยใช้ตัวอย่างตัวเต็มวัยที่อบแห้งหรือฆ่าด้วยเอทิลอาซีเตท หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว แช่
ในช่องน้ าแข็ง 4 - 5 ชั่วโมง วิธีนี้จะท าให้สีไม่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อได้ตัวอย่างแล้วใช้เข็มขนาดเล็ก 
(micropin) แทงบริเวณด้านข้างของส่วนอกใต้ปีก ให้ไปทางด้านหน้าของล าตัว แล้วจึงเสียบ 
micropin กับโฟมหรือค๊อกขนาดเล็กที่มีเข็มปักแมลงเสียบอยู่ โดยมีป้ายเล็กๆ บันทึกก ากับ บอก 
สถานที่ วันเดือนปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก แยกบันทึกชื่อพืช ที่เก็บมา และชื่อแมลงที่จ าแนก
ได้อีก 1 ป้าย 
 1.4 ตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิดจากลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Stereo 
microscope แล้วบันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น รูปร่าง ลักษณะ ขนาด และสี เป็นต้น โดยตรวจสอบ
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ลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของแมลงวันผลไม้
ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือยืนยันชนิดของแมลงวันผลไม้
พร้อมทั้ง แยกตัวอย่างแมลงวันผลไม้เพ่ือการสกัดดีเอ็นเอ 

2. วิธีการด าเนินการวิจัยส าหรับการศึกษาล าดับรหัสพันธุกรรม (ด าเนินการปี 2562) 

2.1 น าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดี
เอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตาม Boontop et al., 2017 ร่วมกับค าแนะน าของชุดสกัดดี
เอ็นเอส าเร็จรูป (ISOLATE II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท 
โดยน าขาด้านขวาจ านวนสามข้างของแมลงวันผลไม้ (25 mg) มาใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 
1.5 ml (ตัวอย่างแมลงที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ (Voucher specimen)) จากนั้น
เติม Lysis BufferGL ปริมาณ 180 ไมโครลิตร และ Protinase K Solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตร
ปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 20 ชั่วโมง แล้วเติม Lysis BufferG3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและ
บ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และเขย่าให้สม่ าเสมอ  เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 
(absolute alcohol) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน 
ISOLATE II Genomic DNA tube ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่น เหวี่ยงความเร็วสู ง 
11,000 รอบต่อนาที  ป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม Wash Buffer 
GW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000x g เป็นเวลา 1 
นาที (ทิ้งของเหลวที่ เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม Wash Buffer GW2 ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งของเหลวที่
เหลือจากการตกตะกอน และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีอีกครั้ง ย้าย
หลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 
ไมโครลิตร และเติม Elution Buffer G ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ท าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีจากนั้นน า DNA ที่ได้
เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ในวิธีการต่อไป 

 
2.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ดังนี้ 

 

Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 
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ท าปฏิกิริยา PCR  โดยกรรมวิธีดังนี้  

   1 reaction  (µl) 

Buffer 5X Buffer  5 
Tag MyTag; Cat No. BIO-21114 0.1 
Water H2O 15.9 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   25 
 

น าดีเอ็นเอต้นแบบพร้อมด้วย Master Mixed ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็น โดย
ใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้  initial-denaturing ที่ อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย 
denaturing annealing ที่อุณหภูมิ 94 °C นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 
วินาที และ  extension 72 °C นาน 30 วินาที (ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension 
จ านวน 35 รอบ) จากนั้น Final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 5 นาที  

2.3 ตรวจสอบ PCR product โดยการตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ โดย
การให้ประจุของสารที่มีประจุแยกออกจากกัน ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) โดย
หยด ผลิตภัณฑ์ PCR ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 2 % และให้ PCR product เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลล์, 400 mp 
(Voltage) เป็นเวลา 45 นาที  

2.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งตัวอย่าง PCR product ของแมลงวันผลไม้ที่ได้ไปท า
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์โดย Molecular Genetics 
Research Facility ของ Queensland University of Technology, Australia  

2.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท า
การวิเคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่น ามาศึกษาทั้งหมด 
(Sequence assembly) โดยโปรแกรมท่ีสามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(assemble) เช่น Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5  

2.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ มาตรวจสอบชนิด กับ Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ
รวบรวมฐานข้อมูล ทางพันธุกรรมจากทั่วโลกอีกครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้องข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 
3. ทดสอบและออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta (ด าเนินการ
ปี 2563) 

3.1 ทดสอบ species - specific primer ทีได้จากการสืบค้นข้อมูลจาก  Jiang และคณะ 
(2013) ว่ามีความเหมาะสมในการน ามาตรวจสอบกับแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ในประเทศไทย
หรือไม่ โดยอ้างอิงไพร์เมอร์จาก Jiang และคณะ (2013)  
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Primer Name Sequence SIZE 

BCOR-F          
COR-F 5′-TGACTTGTCCCCCTAATACTG-
3′  

281 

BCOR-R         
BCOR-R 5′-GTCGATCGCATGTTAATAACG-
3′ 

281 
 

โดยเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอด้วยกรรมวิธีดังนี้  
เตรียมสารเคมี (Master Mixed) และ DNA template ดังนี้ 

   1 reaction  (µl) 
Buffer 5X Buffer  6 
dNTPs dNTPs 2 
Tag MyTag; Cat No. BIO-21114 2.5 
Water H2O 35.6 
Primer Forward BCOR-F          3 
Primer Reverse BCOR-R 3 
DNA   2 
Total   52 

น าดีเอ็นเอต้นแบบพร้อมด้วย Master Mixed ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็น โดย
ใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial-denaturing ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาท ี ตามด้วย 
denaturing annealing ที่อุณหภูมิ 94 °C นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 
วินาที และ extension 72 °C นาน 30 วินาที (ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension 
จ านวน 35 รอบ) จากนั้น F i n a l  e x t e n s i o n  ที่อุณหภูมิ 7 2  ° C  เป็นเวลา 5  นาที  

 3.2 ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธีการเจลอิเล็คโตรโฟริซิส ด้วย 1.5 % agarose gel ใน
สารละลาย 1X TBE buffer โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลล์, 400 mp (Voltage) เป็น
เวลา 45 นาที  
4. ออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta (ด าเนินการปี 2563 - 
2564) 

4.1 น าล าดับนิวคลีโฮไทด์ของยีน Cox1 จากแมลงที่ท าการส ารวจ และแมลงวันผลไม้ชนิด
ต่างๆ ที่เป็นแมลงกักกัน จากข้อมูลของ Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  มา
จัดล าดับและท าการตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม chromas (เวอร์ชั่น 2.33) และ BioEdit (เวอร์ชั่น 
7.0.9.0) เพ่ือตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับแมลงวันทองฝรั่ง B. 
correcta เท่านั้น ซึ่งมีความยาวประมาณ 500-800 คู่เบส โดยเลือกต าแหน่ง single - nucleotide 
polymorphism (SNP) ซึ่งจะใช้ระบุชนิดของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta เท่านั้น ซึ่งไม่สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแมลงวันชนิดอื่นๆ ได้ 
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 4.2 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงทั้งแบบฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สโดยอาศัยโปรแกรมที่ให้บริการ
ฟรีแบบออนไลน์ เช่น GeneFisher (http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/) โดย
ความยาวของไพรเมอร์มีขนาด 18-25 คู่เบส 
 4.3 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์จากข้อ 3.2 มาวิเคราะห์ primer, dimer hairpin 
และ false priming sites โดยใช้โปรแกรม Oligo (version 6.0) software  
 4.4 วิเคราะห์ความจ าเพาะเจาะจงของ specific primer ที่ออกแบบไว้จากข้อ 3.2 โดยการ
เปรียบเทียบ (BLAST) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI database เพ่ือตรวจสอบความ
ถูกต้องและความจ าเพาะเจาะจง 
 4.5 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบาร์โค้ดด้วยไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สที่จ าเพาะเจาะจงส าหรับ
แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ที่ออกแบบได้ มาเพ่ิมปริมาณ PCR product ในตัวอย่างแมลงวันทอง
ฝรั่ง B. correcta ในระยะต่างๆ เช่น ไข่ ตัวหนอน ดักแด้และตัวเต็มวัย จากตัวอย่างแมลงวันทองฝรั่ง 
B. correcta ที่เลี้ยงไว้ในห้องปฏิบัติการและจากแมลงวันที่ส ารวจพบในพืช ผัก และผลไม้ที่พบใน
ภูมิภาคต่างๆ ของไทยรวมทั้งจากผัก ผลไม้ที่ส่งออกจากด่านตรวจพืชที่มีการส่งออก  
 4.6 ตรวจสอบ  PCR product ของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ที่สังเคราะห์ด้วยเทคนิค 
PCR ด้วยวิธีการเจลอิเล็คโตรโฟริซิส ด้วย 1.5% agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer โดย
อาศัยความต่างศักย์ของกระแสไฟฟ้าและประจุไฟฟ้า 
 4.7 ท าบริสุทธิ์  PCR product ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลส าเร็จรูป QIAquickGel 
Extraction Kit, Qiagen (Germany) 
 4.8 ส่ง PCR product ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ 
 4.9 เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูล GenBank 
 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)   

5. ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta  
(ด าเนินการปี 2563 - 2564) 

 5.1 น าไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบมาทดสอบโดยทดสอบความฉพาะเจาะจงต่อแมลงวัน
ทองฝรั่ง B. correcta กับตัวอย่างแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ที่เลี้ยงไว้ในห้องปฏิบัติการ และกับ
แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta  ที่พบในพืช ผัก และผลไม้ที่พบจากด่านตรวจพืชที่มีการส่งออกใน
ระยะต่างๆ เช่น ไข่ ตัวหนอน ดักแด้และตัวเต็มวัย       
 5.2 ท าการบันทึกข้อมูล และจัดท ารายงาน 
การบันทึกข้อมูล 

1. ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ได้จากการเลี้ยงและรวบรวมจากกับดักล่อแมลง บันทึกข้อมูลโดย 
มีป้ายเล็ก ๆ บันทึกก ากับ บอก สถานที่ วันเดือนปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก แยกบันทึกชื่อพืช ที่
เก็บมา และชื่อแมลงที่จ าแนกได้อีก 1 ป้าย 

2. ตัวอย่างดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

สืบค้นข้อมูลที่เกี่ยวกับไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta 
เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่มีความทันสมัยมากสุด และรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้เพ่ิมเติม โดยการเก็บ

http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/
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รวบรวมแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่ท าการเกษตรภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ท าการแยกชนิดแมลงวัน
ทองฝรั่ง B. correcta (Figure 1) และสกัด DNA แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta จ านวน 20 ตัวอย่าง 
นอกจากนี้ท าการจ าแนกชนิดและสกัด DNA แมลงวันผลไม้ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจได้อีก 10 
ชนิดได้แก่ B. carambolae, B. cilifera, B. dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, B. zonata, Z. 
caudata, Z. cucurbitae, Z. isolata และ Z. tau (Figure 2) โดยท าการสกัด DNA ชนิดละ 5 
ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 50 ตัวอย่าง  

ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยยีน cox1 เพ่ือยืนยันชนิดของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta 
และแมลงวันผลไม้ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจโดยเฉพาะการส่งออกทั้ง 10 ชนิด (Figure 3)  จากนั้น
เก็บรักษา DNA ทั้งหมดไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ – 20 องซาเซลเชียส เพ่ือน าไปใช้ในการออกแบบ
ออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta ต่อไป 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
        ผลการศึกษาระหว่างเดือนตุลาคม 2562 - กันยายน 2563 นั้นได้ท าการสกัด DNA และท าการ
เพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยยีน cox1 ของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันผลไม้มีความส าคัญ
ทางเศรษฐกิจโดยเฉพาะการส่งออกทั้ง 10 ชนิด เก็บรักษา DNA ทั้งหมดไว้ในตู้เก็บรักษอุณหภูมิ - 20 
องซาเซลเชียส เพ่ือใช้ในการออกแบบออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. 
correcta ต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

ข้าราชการ พนักงานราชการ ลูกจ้างประจ า และพนักงานจ้างเหมาบริการ ของกลุ่มงาน
อนุกรมวิธานแมลงในการช่วยเหลือเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้ จึงท าให้งานวิจัยในครั้งนี้ส าเร็จ และ
ลุล่วงไปด้วยดี  
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Figure 1 Bactrocera correcta (Bezzi)    
 

 
 

Figure 2 Economic importance fruit flies for species specific primer designing 
               (A)  B. carambolae  (B)  B. cilifera  (C). B. dorsalis 

    (D)  B. latifrons  (E)  B. umbrosa (F)  B. zonata 
    (G) Z. caudate  (H)  Z. cucurbitae (I) Z. Isolate 

 (J) Z. tau  
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Figure 3 PCR results using the cox1 (LCO1490/HCO2198) universal primer pair. 
Lane 1:  B. carambolae  Lane 2:  B. cilifera      
Lane 3:  B. dorsalis   Lane 4:  B. latifrons 
Lane 5:  B. umbrosa   Lane 6:  B. zonata 
Lane 7:  Z. caudatus   Lane 8:  Z. cucurbitae    
Lane 9:  Z. isolata   Lane 10: Z. tau   
( - ) = negative control (ddH2O) ( + ) = positive control (B. correcta)    
M =  Marker 
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การศึกษาพืชอาศัย และเขตการแพร่กระจายของเชื้อรา Fusarium oxysporum  
สาเหตุโรคเหี่ยวของพืชในประเทศไทย 

Hosts and Distribution areas of Pathogenic Fusarium oxysporum  
causing Wilt Disease of Crops in Thailand 

 
อภิรัชต์  สมฤทธิ์ 

ธารทิพย  ภาสบุตร   อมรรัชฏ์  คิดใจเดียว 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

 

Abstract 
Plants showing wilt symptom were collected from plantation areas of Thailand 

during October 2016 - September 2019. Sixty isolates of plant pathogenic F. oxysporum 
from 17 provinces were derived from tissue transplanting isolation method.  
A pathogenicity test of each collected isolates was conducted by Koch’ s postulate 
procedure.  Species identification of pure culture obtained from single spore method 
was studied by their morphological characteristic growing on CLA (Corn Leaf Agar) and 
a slide culture method, in a laboratory of Mycology group, Plant Disease Research 
Group, Plant Protection Research and Development Office, Department of Agriculture, 
which revealed 9 different host plants referring to different 9 formae speciales ( f.  sp. ) 
of F.  oxysporum.  Collected diseases were banana wilt disease.  (Panama disease of 
banana; Kluai Nam Wa and Kluai Khai)  withered wilt disease of basil Coriander wilt 
disease, wilt disease of chili, wilt disease of tomato, wilt disease of chrysanthemums, 
wilt disease of tobacco,  wilt disease of pes and wilt disease of Pak Wan ban from 17 
provinces, including Kanchanaburi, Chanthaburi, Chiang Mai, Chiang Rai, Nakhon 
Phanom, Nakhon Ratchasima, Bueng Kan, Phitsanulok, Mukdahan, Lamphun, Loei, Nong 
Khai, Sukhothai, Suphan Buri, Songkhla, Udon Thani and Ubon Ratchathani.  When 
assessing the disease in areas with Panama disease, it was found that on average the 
tree number of wilt diseased Kluai Nam Wa found was approximately 5-10 percent per 
surveyed area, while average the tree number of wilt diseased Kluai Khai found was 
approximately 30-40 percent per surveyed area.  An average the tree number of wilt 
diseased Pea found was approximately 20 percent per surveyed area, including wilt of 
chrysanthemums found  
 
 
 
รหัสการทดลอง 03-30-60-01-02-02-02-60 
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approximately 10 percent per surveyed area, wilt of coriander found approximately 5 
percent per surveyed area, wilt of Pakhwan Ban was found approximately 15-20 percent 
per surveyed area, wilt disease of chili found approximately 5 percent per surveyed 
area, wilt disease of tomato found approximately 5 percent per surveyed area, wilt 
disease of tobacco found approximately 5 percent per surveyed area and wilt disease 
of basil found approximately 5 percent per surveyed area.  
 

บทคัดย่อ 
การรวบรวมและเก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคเหี่ยวที่คาดว่ามีสาเหตุจากเชื้อรา 

Fusarium oxysporum ในพ้ืนที่เพาะปลูกพืชตามภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ระหว่างเดือนตุลาคม 
2559 – กันยายน 2562 เมื่อน าตัวอย่างพืชเป็นโรคมาแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potaro Dextrose 
Agar) และแยกเชื้อราบริสุทธิ์บนอาหาร WA (Water Agar) แล้วน ามาทดสอบความสามารถในการ
ก่อให้เกิดโรคโดยวิธีการ Koch’s postulate รวมทั้งศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เจริญบน
อาหาร CLA (Corn Leaf Agar) และการท า Slide Culture ที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่ม
วิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจัดจ าแนกได้เป็นเชื้อรา F.oxysporum จ านวน 
60 ไอโซเลท จากอาการโรคเหี่ยวของพืช 9 ชนิด ได้แก่ โรคเหี่ยวของกล้วย (โรคตายพรายของกล้วย
น้ าว้า และกล้วยไข่) โรคเหี่ยวของโหระพา โรคเหี่ยวของผักชี โรคเหี่ยวของพริก โรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ โรคเหี่ยวของยาสูบ โรคเหี่ยวของถั่วลันเตา และ โรคเหี่ยวของ
ผักหวานบ้าน จาก 17 จังหวัด ได้แก่ กาญจนบุรี, จันทบุรี, เชียงใหม่, เชียงราย, นครพนม, นครราชสีมา
, บึงกาฬ, พิษณุโลก, มุกดาหาร, ล าพูน, เลย, หนองคาย, สุโขทัย, สุพรรณบุรี, สงขลา, อุดรธานี และ 
อุบลราชธานี เมื่อประเมินการเกิดโรคในพ้ืนที่ที่พบโรคตายพราย (Panama disease) พบว่า โดยเฉลี่ย
จ านวนต้นที่พบโรคคือ 5-10 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคตายพราย (panams disease) ของ
กล้วยไข่ พบว่า มีต้นกล้วยไข่เป็นโรคประมาณ 30 – 40 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของถั่ว
ลันเตา พบว่า เป็นโรคประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ พบว่า เป็น
โรคประมาณ 10 เปอร์เซ็นตต์่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักชี พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์
ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักหวานบ้าน พบว่า เป็นโรคประมาณ 15 - 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่
ส ารวจ โรคเหี่ยวของพริก พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของยาสูบ พบว่า เป็นโรค
ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารจ และโรคเหี่ยวของโหระพา พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 
เปอร์เซ็นตต์่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ  

ค าหลัก : โรคตายพราย, โรคเหี่ยว, Wilt, F. oxysporum  
 

ค าน า 
 เชื้อราสาเหตุโรคพืชในสกุล Fusarium ที่รู้จักกันดีว่าเป็นสาเหตุของโรคพืชที่ท าความเสียต่อ
พืชที่ปลูกอย่างรุนแรง คือเชื้อรา F. oxysporum (เชื้อราชนิด (species) นี้ส่วนใหญ่ท าให้เกิดโรคกับ
พืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่นพืชไร่, พืชหัว, ผัก, ไม้ประดับและไม้ผล ทั้งในระยะเวลาก่อนเก็บเกี่ยวและ
หลังการเก็บเก่ียว ปัญหาโรคที่เกิดข้ึนนี้ท าให้เกษตรกรเกิดการสูญเสียมูลค่าและก าไรของผลผลิตที่พวก
เขาคาดว่าจะได้รับ เชื้อรา F. oxysporum เริ่มต้นบุกรุกเข้าท าลายพืชจากดินที่ปนเปื้อนหรือเป็นที่
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อาศัยอยู่ของเชื้อราสาเหตุ ผ่านทางช่องเปิดของรากเข้าไปยังระบบล าเลียงของพืช หรือผ่านทาง
บาดแผล เชื้อราเข้าไปเจริญทางเส้นใยและขยายพันธุ์อยู่ในระบบล าเลียงน้ าและอาหารของพืชได้แล้ว 
ท าให้ระบบท่อล าเลียงอุดตัน ส่งผลให้ของสารอาหารและน้ าผ่านไปเลี้ยงส่วนต่าง ๆ ของพืชที่อยู่เหนือ
พ้ืนดินได้  ดังนั้นอาการเหี่ยวหรือสีเหลืองเหี่ยวจึงปรากฏให้เห็นกับต้นพืช ในขณะเดียวกันพืชที่เป็นโรค
ก็จะแสดงอาการเน่าของเนื้อเยื่อท่อล าเลียง เนื้อเยื่อบริเวณติดกัน บริเวณหัวหรือเหง้า โคนต้น รวมถึง
ราก โดยทั่วไป เชื้อรา F. oxysporum เป็นที่รู้จักกันดีในประเทศไทย ว่าเป็นเชื้อราโรคพืชที่ท าให้เกิด
โรคอย่างรุนแรงกับพืชบ่อย ๆ ทั้งพืชที่ปลูก ถึงแม้ว่าอาการของโรคที่เกิดขึ้นกับพืชจะสังเกตเห็นหรือ
จดจ าได้ง่ายว่าแสดงอาการเหี่ยวของต้นพืช แต่อาการที่แสดงออกดังกล่าวนี้ เป็นลักษณะของต้นพืชที่
ติดเชื้อหรือเชื้อราเข้าไปท าลายจนไม่สามารถแก้ไขหรือเยียวยาไปแล้ว การขยายพ้ืนที่ปลูกพืชไปยัง
พ้ืนที่ใหม่ที่มีเชื้อราโรคพืชชนิดนี้อยู่แล้ว หรือการน าส่วนขยายพันธุ์ของพืชที่ติดเชื้อไปขยายปลูกใน
พ้ืนที่ใหม่ เป็นสาเหตุท าให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคต่อไปได้เรื่อย ๆ บางสถานการณ์ ถึงแม้เกษตรกร 
จะไม่ได้ขยายพ้ืนที่ปลูก แต่ได้ปลูกพืชชนิดเดียวกันอย่างต่อเนื่องกันในพ้ืนที่เดียวกัน ก็เป็นสาเหตุท าให้
เชื้อรา F. oxysporum มีอาหาร มีชีวิตอยู่รอดบนเศษซากพืช และเพ่ิมจ านวนมากขึ้น เมื่อจ านวน
ประชากรของเชื้อราสาเหตุโรคเพ่ิมมากข้ึน ก็เป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคท่ีชัดเจน และท าความเสียหายต่อ
พืชที่ปลูกอย่างรุนแรงมากขึ้นได้ การศึกษาวิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือทราบชนิดและวงศ์พืชอาศัย
ของเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุที่ท าให้เกิดโรคเหี่ยวกับพืชในประเทศไทย และเพ่ือทราบ
ข้อมูลความเสียหาย และขอบเขตการแพร่กระจายของเชื้อรา F. oxysporum สาเหตุที่ท าให้เกิดโรค
เหี่ยวกับพืชในประเทศไทย จึงได้วางขอบเขตของการวิจัยครอบคลุมด้านการรวบรวมข้อมูลชนิด 
(hosts) และวงศ์พืชอาศัย (Family) ของเชื้อรา F. oxysporum ที่เป็นสาเหตุของโรคเหี่ยวของพืชที่
ผลิตเป็นการค้า รวมถึงพ้ืนที่การเกิดโรค แหล่งแพร่กระจาย และได้ culture ของ isolate ต่างๆ ที่จัด
จ าแนกชื่อชนิดแล้วพร้อมข้อมูลเก็บรักษาไว้ใน culture collection ของกรมวิชาการเกษตร ผลหรือ
ข้อมูลที่ได้จากการศึกษานี้ คาดว่าจะเป็นข้อมูลพื้นฐานที่ส าคัญอย่างยิ่งในการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อราชนิด
นี้ต่อไปในอนาคต ทั้งการศึกษาเพ่ือหาวิธีการป้องกันก าจัดโรค การศึกษาระบบนิเวศน์และระดับ
ประชากรของเชื้อในพ้ืนที่เพาะปลูกพืช การศึกษาความหลากหลายของเชื้อราในระดับท้องถิ่นหรือใน
ระดับประเทศ การศึกษาในระดับโมเลกุลเพ่ือให้จัดจ าแนกชนิดของเชื้อราอย่างถูกต้อง การศึกษาการ
จัดชั้นที่ถูกต้องของเชื้อราในระดับ formae specials รวมถึงการศึกษาวิธีการตรวจหาเชื้อราที่อาจจะ
ติดไปกับพืชส่งออกที่ส าคัญ ทั้งนี้เนื่องจากประเทศไทยมีพ้ืนที่ตั้งอยู่ในเขตร้อนชื้นของโลก  อีกทั้ง
สถานการณ์การเปลี่ยนแปลงของโลกที่ร้อนขึ้นในทุกวันนี้ ซึ่งคาดว่าท าให้สภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อ
การเจริญของเชื้อราโรคพืชชนิดนี้  รวมถึงความสามารถที่จ าเพาะเจาะจงในการก่อให้โรคกับพืชอย่าง
จ าเพาะเจาะจง จึงท าให้การศึกษาที่ด าเนินไปพร้อมการส ารวจหาเชื้อราและส ารวจการเกิดโรค จะเป็น
แนวทางที่ส าคัญอย่างยิ่งส าหรับการพยากรณ์การระบาดของโรค และการเตรียมพร้อมในการป้องกัน
การเกิดโรคอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

อุปกรณ์ 
1. พืชที่เป็นโรคเที่เกิดจากเชื้อรา Fusarium oxysporum จากแหล่งปลูกพืชต่างๆ ใน

ประเทศไทย 
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ WA (Water Agar), PDA (Potato Dextrose Agar) และ CLA 
(Corn Leaf Agar)  

3. กล้องถ่ายภาพ กล้องจุลทรรศน์พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ 
4. อุปกรณ์ต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ 
5. วัสดุอุปกรณ์ส าหรับปลูกต้นไม้ในโรงเรือนทดลอง เช่น กระถางปลูกต้นไม้ขนาดความจุ 

10 ลิตร ดิน พลั่ว  บัวรดน้ า ฯลฯ 
6. เมล็ดพันธุ์ หรือต้นกล้าพืช ส าหรับทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค 

(pathogenicity) 
วิธีการ 

กรรมวิธีและวิธีการทดลอง :  
1. การเก็บตัวอย่างพืชที่เป็นโรค 

ท าการเก็บรวบรวมตัวอย่างพืชที่แสดงอาการเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อราที่พบในแหล่ง
ปลูกพืชต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย บันทึกข้อมูลในแปลงปลูก บันทึกและถ่ายภาพลักษณะ
อาการของโรค 

2. การแยกเชื้อ F.oxysporum จากพืชที่เป็นโรค 
2.1 วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (tissue transplanting 

method) โดยตัดชิ้นส่วนพืชระหว่างส่วนเป็นโรคและส่วนปกติ หรือบริเวณท่อน้ าท่ออาหารของล าต้น
และส่วนโคนของพืชที่แสดงอาการโรคเหี่ยว หรือ บริเวณผลที่มีอาการเน่า ให้มีขนาดประมาณ 5 x 5 
มิลลิเมตร ฆ่าเชื้อบริเวณผิวของชิ้นส่วนพืชด้วยคลอร็อกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (chlorox 10%) นาน 3-4 
นาที แล้วแต่ขนาดของชิ้นส่วนพืช ย้ายลงวางบนอาหาร WA บ่มเชื้อ 24-36 ชั่วโมง ที่ 28 °ซ. เมื้อเส้น
ใยเจริญออกมา จึงแยกเส้นใยเชื้อลงเลี้ยงบนอาหาร PDA 

3. การศึกษาและการจ าแนกชนิด 
3.1 ท าเชื้อบริสุทธิ์โดยการใช้ single–spore technique  

เขี่ยกลุ่มสปอร์ลงใน vial ที่มีน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ท าสปอร์แขวนลอยให้มีปริมาณ
สปอร์ประมาณ 10 สปอร์ ต่อ 1 ลูป (loop; ห่วงลวด) ภายใต้เลนส์ objective ก าลังขยายต่ า ใช้ลูปที่
ปลอดเชื้อแตะสปอร์แขวนลอย แล้วขีด (streak) ลงบนผิวหน้าของอาหาร WA บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 
24 ชั่วโมง จากนั้นใช้เข็มเข่ียตักสปอร์เดี่ยวที่งอก มาเลี้ยงบนอาหาร PDA 

3.2 การจ าแนกชนิด: ท าการศึกษาลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ และจ าแนกตามวิธีการของ Nelson และคณะ (1983) ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 

- ศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Fusarium และศึกษาการสร้าง pigment, 
sclerotium และ sporodochium บนอาหาร PDA และศึกษาลักษณะและวัดขนาดของ conidium, 
conidiophore บนอาหาร CLA อายุ 10-14 วัน ที่ อุณหภูมิ 26-28 °ซ. ภายใต้แสง NUV (near 
ultraviolet) 

- ท า  slide culture เ พ่ื อ ศึ ก ษ า ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง  sporogenous cell, phialide, 
microconidium, macroconidium 

3.3 การบันทึกข้อมูล 
บันทึกข้อมูลในแปลงปลูก ระดับความเสียหายของโรค บันทึกและถ่ายภาพ

ลักษณะอาการของโรค ลักษณะโคโลนีที่เจริญของเชื้อบริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
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ลักษณะสัณฐานและขนาดของเชื้อ ได้แก่ sporogenous cell, phialide, microconidium, 
macroconidium   

4. การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค 
 1. เตรียมต้นพืชส าหรับทดสอบ: โดยเตรียมดินร่วน ใส่กระถางปลูกต้นไม้ขนาดความ

จุ 10 ลิตร น าเมล็ดพันธุ์หรือต้นกล้าพืช มาปลูกในกระถางที่บรรจุดินแล้ว วางกระถางปลูกพืชไว้ใน
โรงเรือน ที่แสงแดดส่องถึง ดูแลรดน้ าและให้ปุ๋ย  

 2. เตรียม inoculum: เลี้ยงเชื้อรา F. oxysporum ทีแ่ยกได้จากพืชเป็นโรคเหี่ยว  
บนอาหาร PDA ประมาณ 7 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหารเมล็ดข้าวฟ่างที่นึ่งฆ่าเชื้อ

เรียบร้อยแล้ว บ่มเชื้อเป็นเวลา 14 วัน จากนั้น ชั่งเมล็ดข้าวฟ่างที่มีเชื้อราเจริญอยู่จ านวน 30 กรัม 
แบ่งเป็น 3 ส่วน ๆ ละ 10 กรัม ฝังไว้ที่โคนต้นพืชที่ต้องการทดสอบ ตรวจสอบการเกิดโรคและลักษณะ
อาการท่ีเกิดข้ึน หลังจากปลูกเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์เป็นต้นไป 

3. ด าเนินการตามวิธีการ Koch’s postulate: น าเนื้อเยื่อพืชที่พบโรค มาแยกเชื้อ และ
จ าแนกชนิดตามวิธีการที่ได้ด าเนินการมาในหัวข้อ การศึกษาและการจ าแนกชนิด เมื่อได้เชื้อรา  
F. oxysporum ชนิดเดียวกับที่ใช้ปลูกเชื้อแล้ว ก็น ามาปลูกเชื้อซ้ าอีกครั้งในพืชชนิดเดิม ตรวจสอบ
และบันทึกผลการเกิดโรคและลักษณะอาการที่เกิดขึ้น    

5. การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคเหี่ยวกับพืชที่อยู่ในวงศ์ (Family) 
เดียวกัน 
 ท าการทดสอบเหมือนการทดสอบในข้อที่ 4 โดยน าเชื้อรา F.oxysporum ที่แยกได้ มาปลูก
ลงในพืชที่อยู่ในวงศ์เดียวกันกับพืชที่พบและได้เก็บตัวอย่างโรค  

1. เตรียมต้นพืชส าหรับทดสอบ: โดยเตรียมดินร่วน ใส่กระถางปลูกต้นไม้ขนาดความจุ 
10 ลิตร น าเมล็ดพันธุ์หรือต้นกล้าพืช มาปลูกในกระถางที่บรรจุดินแล้ว วางกระถางปลูกพืชไว้ใน
โรงเรือน ที่แสงแดดส่องถึง ดูแลรดน้ าและให้ปุ๋ย  

2. เตรียม inoculum: เลี้ยงเชื้อรา F. oxysporum ที่แยกได้จากพืชเป็นโรคเหี่ยว  
บนอาหาร PDA ประมาณ 7 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหารเมล็ดข้าวฟ่างที่นึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว 
บ่มเชื้อเป็นเวลา 14 วัน จากนั้น ชั่งเมล็ดข้าวฟ่างที่มีเชื้อราเจริญอยู่จ านวน 30 กรัม แบ่งเป็น 3 ส่วน ๆ 
ละ 10 กรัม ฝังไว้ที่โคนต้นพืชที่ต้องการทดสอบ ตรวจสอบการเกิดโรคและลักษณะอาการที่เกิดขึ้น 
หลังจากปลูกเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์เป็นต้นไป 

3. ด าเนินการตามวิธีการ Koch’s postulate: น าเนื้อเยื่อพืชที่พบโรค มาแยกเชื้อ และ
จ าแนกชนิดตามวิธีการที่ได้ด าเนินการมาในหัวข้อ การศึกษาและการจ าแนกชนิด เมื่อได้เชื้อรา  
F. oxysporum ชนิดเดียวกับที่ใช้ปลูกเชื้อแล้ว ก็น ามาปลูกเชื้อซ้ าอีกครั้งในพืชชนิดเดิม ตรวจสอบ
และบันทึกผลการเกิดโรคและลักษณะอาการที่เกิดขึ้น    
 
เวลาและสถานที่ 

เวลา :  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562  ระยะเวลา 3 ปี  
สถานที่ :  กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
  แปลงปลูกพืชของเกษตรกร  
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การเก็บรวบรวมตัวอย่างพืชที่แสดงอาการเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อราที่พบในแหล่งปลูกพืชต่างๆ 

ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ในช่วงเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2562 รวมระยะเวลา 3 ปี
แล้วน ามาแยกหาเชื้อราสาเหตุโรคบนอาหาร PDA และ เลี้ยงเชื้อราให้ได้เชื้อราบริสุทธิ์ น ามาจ าแนก
ชนิดของเชื้อราโดยตรวจดูลักษณะโครงสร้างทางสัณฐานวิทยา พบว่า ได้เชื้อราบริสุทธิ์ที่เป็นสาเหตุ
ของโรคเหี่ยวพืช จ านวน 60 ไอโซเลท (isolates) จากพืช 9 ชนิด ได้แก่ กล้วย (โรคตายพรายของ
กล้วยน้ าว้า และกล้วยไข่) โหระพา ผักชี พริก มะเขือเทศ เบญจมาศ ยาสูบ ถั่วลันเตา และ 
ผักหวานบ้าน จาก 17 จังหวัดพ้ืนที่ที่พบโรคตายพรายของกล้วยน้ าว้า ได้แก่ จ.กาญจนบุรี (อ.ไทรโยค 
3 ไอโซเลท), จ.เชียงใหม่ (อ.เชียงดาว 1 ไอโซเลท, อ.เมือง 1 ไอโซเลท, อ.แม่ริม 2 ไอโซเลท, อ.สะเมิง 
1 ไอโซเลท), จ.เชียงใหม่ (อ.เชียงของ 1 ไอโซเลท, อ.เชียงแสน 1 ไอโซเลท, อ.พญาเม็งราย 1 ไอโซเลท
, อ.แม่สาย 2 ไอโซเลท), จ.นครพนม (อ.ท่าอุเทน 3 ไอโซเลท), จ.นครราชสีมา (อ.ปากช่อง 1 ไอโซ
เลท), จ.บึงกาฬ (อ.บึงโขงหลง 1 ไอโซเลท), จ.ล าพูน (อ.เมือง 1 ไอโซเลท), จ.สุพรรณบุรี (อ.ศรี
ประจันต์ 2 ไอโซเลท), จ.สงขลา (อ.หาดใหญ่ 2 ไอโซเลท), จ.พิษณุโลก (อ.บางกระทุ่ม 5 ไอโซเลท), จ.
สุโขทัย (อ.ศรีส าโรง 3 ไอโซเลท), จ.มุกดาหาร (อ.เมือง 1 ไอโซเลท), จ.เลย (อ.เชียงคาน 4 ไอโซเลท, 
อ.ด่านซ้าย 1 ไอโซเลท, อ.ภูเรือ 3 ไอโซเลท), จ.อุดรธานี (อ.นายูง 3 ไอโซเลท) ส าหรับเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคตายพรายของกล้วยน้ าว้าในพ้ืนที่เก็บตัวอย่างโรคนั้น เมื่อประเมินการเกิดโรคจาก
การนับคร่าว ๆ ของจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่นั้น ๆ พ้ืนที่ที่พบโรคตายพราย (Panama 
disease) พบว่า พื้นที่ปลูกกล้วยน้ าว้าส่วนใหญ่เป็นพ้ืนที่ว่างของสวนผลไม้ ปลายไร่ หรือปลายนา มี
จ านวนต้นประมาณ 50 – 100 ต้น พบว่า โดยเฉลี่ยจ านวนต้นที่พบโรคคือ 5-10 เปอร์เซ็นต์ บางแห่ง
เป็นพื้นที่ปลูกริมแม่น้ า หรือชายเขาหรือมีจ านวนต้นที่ปลูกส่วนใหญ่ จ านวน 200 – 400 ต้น มีจ านวน
ต้นที่พบโรคเฉลี่ย 10 - 20 เปอร์เซ็นต์เช่น ที่ จ.พิษณุโลก และ จ.เลย และ ส าหรับการส ารวจโรคตาย
พรายที่เกิดจากเชื้อรา F. oxysporum f. sp. cubense ในกล้วยอ่ืน ได้พบ โรคตายพราย (panams 
disease) ของกล้วยไข่ (Kluai Khai; lady finger, AA) ที่ อ.ขลุง จ.จันทบุรี (อ.ขลุง 3 ไอโซเลท) เมื่อ
ประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่นั้น ๆ พบว่า มีต้นกล้วยไข่เป็นโรคประมาณ 
30 – 40 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) โรคตายพรายของกล้วยไข่ พบครั้งแรกที่ อ.ขลุง จ.จันทบุรี และ
แพร่กระจายไปสู่แหล่งปลูกกล้วยไข่เป็นการค้าและส่งออกในอ าเภออ่ืน ๆ แต่ยังไม่มีการรายงานความ
เสียหายอย่างชัดเจน จากการส ารวจ ได้พบ โรคเหี่ยวของถั่วลันเตาที่ จ.เชียงใหม่ (อ.สันทราย 1 ไอโซ
เลท) ในพ้ืนที่ปลูกประมาณ 200 ตารางวา หรือ 2 งานเมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูก
ทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ ที่ จ.เชียงใหม่ (อ.
จอมทอง 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกประมาณ 800 ตารางวา หรือ 2 ไร่ เมื่อประเมินการเกิดโรคจาก
จ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ โรคเหี่ยวของผักชี ที่ จ.
นครราชสีมา (อ.ปากช่อง 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกประมาณ 100 ตารางวา หรือ 1 งาน เมื่อประเมิน
การเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ โรคเหี่ยวของ
ผักหวานบ้าน ที่ จ.อุบลราชธานี (อ.สว่างวีระวงศ์ 2 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกประมาณ 400 ตารางวา 
หรือ 1 ไร่ เมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพื้นที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 15 - 
20 เปอร์เซ็นต ์โรคเหี่ยวของพริก ที่ จ.สุโขทัย (อ.ศรีส าโรง 1 ไอโซเลท) จ.เชียงราย (อ.เชียงแสน 1 ไอ
โซเลท) และ จ.หนองคาย (จ.ศรีเชียงใหม่ 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกแต่ละแห่งประมาณ 400 ตารางวา 
หรือ 1 ไร่ เมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 
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เปอร์เซ็นต์ โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ ที่ จ.สุพรรณบุรี (อ.อู่ทอง 1 ไอโซเลท) จ.กาญจนบุรี (อ.ไทรโยค 1 
ไอโซเลท) และ จ.เชียงใหม่ (อ.แม่แตง 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกแต่ละแห่งประมาณ 400 ตารางวา 
หรือ 1 ไร่ เมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 
เปอร์เซ็นต์ โรคเหี่ยวของยาสูบ ที่ จ.เชียงใหม่ (อ.แม่แตง 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูกแต่ละแห่งประมาณ 
800 ตารางวา หรือ 2 ไร่ เมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมดในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรค
ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ และโรคเหี่ยวของโหระพา ที่ จ.กาญจนบุรี (อ.ท่าม่วง 1 ไอโซเลท) ในพ้ืนที่ปลูก
แต่ละแห่งประมาณ 200 ตารางวา หรือ 2 งาน เมื่อประเมินการเกิดโรคจากจ านวนต้นที่ปลูกทั้งหมด
ในพ้ืนที่ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) 

เชื้อราทั้ง 60 ไอโซเลทเป็นเชื้อรา F. oxysporum ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการเข้า
ท าลายพืชอาศัย หรือ Formae speciales (f. sp.) ที่แตกต่างกัน จ านวน 9 Formae speciales  
(f. sp.) อย่างไรก็ตามเชื้อราทุกไอโซเลทมีลักษณะการเจริญบนอาหาร และลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ทีค่ล้ายกัน ดังนี้ 

 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA : เชื้อราสร้างเส้นใยฟู ละเอียด สีขาว สีขาวแซมม่วง สีชมพู
ม่วง สีม่วงอ่อน จนถึงสีม่วงเข้ม เจริญอย่างรวดเร็ว สร้าง sporodochium สีส้มจ านวนมาก โคโลนี
ด้านใต้ผิวอาหารมีสีม่วงอ่อน ม่วงเข้ม หรือน้ าเงินเข้ม และสร้างเม็ด sclerotium สีน้ าเงิน (Figure 1) 

ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร CLA : เชื้อราสร้าง microconidium จ านวนมากเกาะ
เป็นกลุ่มแบบ false head บน monophialide ซึ่งเกิดจากด้านข้างของเส้นใย phialide รูปร่างคล้าย
ขวดหรือพินโบว์ลิ่ ง  ไม่มีสี  มีขนาดสั้นกว่า phialide ของ F.  moniliforme และ F.  solani  
microconidia รูปไข่ ยาวรี สั้นป้อม จนถึงรูปทรงกระบอก ไม่มีสี มี 1-2 เซลล์ ส่วนใหญ่มี 1 เซลล์ 
macroconidia รูปร่างโค้งแบบ fusoid-subculate เซลล์ที่ฐานมีลักษณะคล้ายเท้า (foot-shaped) 
เซลล์ที่ปลายเรียวแหลม หรือทู่มน ผนังบาง ไม่มีสี มี septum 3-5 ขนาด 24-26 x 3-4.5 ไมครอน 
เกิดบน conidiophore ที่แตกกิ่งก้านมากหรือเกิดบน sporodochium ที่มีลักษณะเป็นก้อน 
(tubercularia-like) เชื้อราชนิดนี้สร้าง chlamydospore รูปไข่ หรือทรงกลม ผนังเรียบหรือผนัง
ขรุขระ เกิดที่บริเวณส่วนปลายเส้นใย (terminal) และส่วนกลางเส้นใย (intercalary) มักเกิดเดี่ยว  
แต่บางครั้งเกิดเป็นคู่หรือเป็นลูกโซ่ (Figure 1) 

ลักษณะอาการทั่วไป : ต้นพืชมีลักษณะเหลือง แคระแกรน หรือเหี่ยวเฉา คล้ายขาดน้ า 
เมื่อตัดโคนต้นตามขวาง พบจุดสีน้ าตาลอ่อน น้ าตาลเข้ม จนถึงสีน้ าตาลด า บริเวณท่อน้ าท่ออาหาร 
หรือผ่าตามยาว พบบริเวณท่อน้ าท่ออาหารมีสีน้ าตาลอ่อนสลับกับน้ าตาลด าเป็นทางยาว  

การศึกษาข้อมูลของเชื้อชนิดนี้ พบว่าเชื้อราท าให้เกิดโรคเหี่ยว (vascular wilt) กับพืช
หลายชนิด เป็นราที่มีพืชอาศัยกว้างมาก ท าความเสียหายกับพืชมากที่สุด และมีความสามารถท าให้
เกิดโรคเฉพาะกับพืช โดยลักษณะของสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกัน ดังนั้น นักอนุกรมวิธานราที่ได้ศึกษา 
และจัดระบบการจ าแนก จึงได้ให้ชื่อเป็น form-species เฉพาะพืชอาศัยแต่ละชนิด เช่น โรคเหี่ยว
ของแตงเกิดจาก F. oxysporum f. sp. melonis, โรคเหี่ยวของฝ้ายเกิดจาก F. oxysporum f. sp. 
vasinfectum และ โรคต้นเหี่ยวของถั่วเหลืองเกิดจาก F. oxysporum f. sp. glycines ซึ่งขนาดและ
รูปร่างของ macroconidia มีความผันแปรบ้างในระหว่าง form-species (Booth, 1971) 
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จากการศึกษาตัวอย่างโรคเหี่ยวของพืชที่เก็บรวบรวมได้จากพืชเป็นโรคในหลาย ๆ พื้นที่ของ
ประเทศไทย เมื่อน ามาแยกเชื้อราบริสุทธิ์ แล้วทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคตามวิธี 
Koch’s postulate ท าให้ไดเ้ชื้อรา F. oxysporum ที่เป็นสาเหตุของโรคพืชดังนี้ 

 
1. โรคเหี่ยวหรือโรคตายพรายของกล้วย (Banana, Musa sapientum Linn.):  

เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum f. sp. cubense (Foc).  
ลักษณะอาการ: อาการโรคตายพรายที่พบในต้นกล้วย เริ่มจากเชื้อราเข้าสู่ราก เหง้า 

หรือ บริเวณล่างของต้นกล้วย อาการของโรคเหี่ยวยังไม่แสดงให้เห็นที่ต้นอย่างชัดเจนภายในเวลา  
1 สัปดาห์ แต่จะเริ่มแสดงออกให้สังเกตเห็นได้ในอีกหลายเดือนต่อมา ลักษณะของต้นกล้วยที่เป็นโรค
จะมีอาการหักพับของก้านใบที่อยู่ด้านนอกของล าต้นเทียม (pseudostem) จากนั้นก้านใบเริ่มหักพับ
หลายใบมากขึ้น ใบกล้วยที่หักพับเริ่มเหลือง แล้วเหี่ยวแห้งเป็นสีเหลืองน้ าตาล บางครั้งใบกล้วยที่ยัง
อ่อนอาจไม่หักพับแต่จะแสดงอาการเหลือง เมื่อเชื้อราเข้าสู่ต้นกล้วยแล้ว ก็จะกระจายไปตามท่อน้ าท่อ
อาหารของต้น เจริญและเพ่ิมจ านวนจนอุดตันท่อล าเลียง ท าให้การไหลของน้ าและอาหารไม่เป็นไป
ตามปกติ เมื่อผ่าดูภายในล าต้นด้านขนานท่อน้ าท่ออาการ พบว่าเนื้อเยื่อเน่าเป็นสีน้ าตาลจนถึงด า
กระจายไปตามความยาวของท่อน้ าท่ออาหาร เมื่ออาการเน่ากระจายทั่วทั้งต้น หรือเข้าสู่เหง้า ก็จะท า
ให้ต้นกล้วยเหี่ยว และแห้งตายไปในที่สุด ในต้นกล้วยที่ยังอายุน้อย จะพบอาการใบเหลือง เหี่ยวแห้ง 
ยืนต้นตายในที่สุด แต่โดยทั่วไปแล้ว ความอาการท่ีรุนแรงของโรคมักแสดงออกมาอย่างชัดเจนหลังจาก
ที่ต้นกล้วยมีอายุ 4 เดือนเป็นต้นไป ในระยะการออกดอกหรือแทงปลีกล้วย อาการเหี่ยวของโรคจะ
แสดงออกอย่างชัดเจนและบางครั้งเกิดอย่างรุนแรงและตายไป ก่อนที่กล้วยจะผลิตผลของกล้วย   

จากการส ารวจได้พบโรคตายพรายเกิดกับทั้งกล้วยน้ าว้า และกล้วยไข่ ซึ่งอาการโรคที่
เห็นภายนอกของกล้วยไข่นั้น ใบที่เหี่ยวเหลือง มักจะไม่หักพับ เหมือนโรคตายพรายของกล้วยน้ าว้า 
ส่วนอาการโรคภายในล าต้นเทียมของกล้วยไข่นั้น มีลักษณะคล้ายกับที่เกิดกับล าต้นเทียมของกล้วย
น้ าว้า (Figure 2 and 3) 

โรคตายพรายของกล้วยน้ าว้า แพร่ระบาดได้ดีในช่วงฤดูฝน โดยส่วนใหญ่เชื้อสาเหตุโรคติดไป
กับหน่อพันธุ์ที่ใช้ขยายพันธุ์ จากต้นหรือแปลงปลูกท่ีมีการเกิดโรคมาก่อน  

จากการส ารวจได้พบโรคตายพรายของกล้วยน้ าว้าเกิดกระจายทั่วไปแทบทุกพ้ืนที่ในการ
ปลูกกล้วยน้ าว้า ซึ่งเปอร์เซ็นต์ความเสียหายที่พบนั้น มีมากหรือน้อยแตกต่างกันไป ตั้งแต่ 5-10 
เปอร์เซ็นต ์ส่วนโรคตายพรายของกล้วยไข่ พบที่ อ.ขลุง จ.จันทบุรี พบท าความเสียหายเป็นจ านวนมาก 
ในพ้ืนที่ปลูกกล้วยไข่ เพ่ือการค้า (Figure 4) ระดับความเสียหาย มีตั้งแต่ 30-40 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) 

2. โรคเหี่ยวของโหระพา (Basil, Ocimum basilicum L.)  
เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum 

ลักษณะอาการ: อาการของโรคเริ่มต้นจาก ส่วนยอดของต้นเริ่มแสดงอาการ แล้วใบเหลือง 
จากนั้นก็จะเหี่ยวเป็นสีน้ าตาล อาการเหี่ยวเริ่มจากส่วนยอดของต้นลงมา จากนั้นอาการเนื้อเยื่อท่อ
ล าเลียงเน่าเป็นสีน้ าตาลเริ่มพบเห็นชัดเจนบริเวณส่วนโคนต้น และรากเน่าเสียหายเป็นสีน้ าตาลด า อาการ
โรคเหี่ยวที่รุนแรงท าให้ต้นพืชแสดงอาการเหี่ยวแห้ง และยืนต้นตายไปในที่สุด สภาพแวดล้อมที่ อุณหภูมิ
และความชื้นสัมพันธ์สูง เป็นสิ่งส่งเสริมให้การพัฒนาของอาการโรคเกิดมากอย่างชัดเจน (figure 5) โรค
เหี่ยวของต้นโหระพาที่เกิดจากเชื้อรา F. oxysporum พบจ านวน 1 ไอโซเลท (ตัวอย่าง) จาก อ.ท่าม่วง  
จ.กาญจนบุรี เปอร์เซ็นต์ความเสียหายที่พบในแปลงปลูกประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (Table 1)   
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โรคเหี่ยวของโหระพา มีรายงานการพบโรคนี้ครั้งแรกที่ สหรัฐอเมริกา  ในปี 1991 
จากนั้นได้มีการพบโรคนี้กับพืชตระกูลกระเพราโหระพา ได้ทั่วไปใน แคนาดา และสหรัฐอเมริกา คาด
ว่าโรคนี้ได้แพร่ไปทั่วอเมริกาเหนือเนื่องจากติดมากกับเมล็ดพันธุ์ที่น ามาจากประเทศอิตาลี  เชื้อราฟิว
ซาเรียมที่เป็นสาเหตุโรคเหี่ยว และตายของพืชตระกูลกระเพราโหระพา คือเชื้อรา Fusarium 
oxysporum  
f. sp. basilicum เชื้อราแพร่กระจายโดยผ่านทางเมล็ดที่ติดเชื้อ และเชื้อที่อยู่อาศัยในดินมาหลายปี  
เชื้อราเข้าท าลายท่อล าเลียงน้ าในล าต้นพืช แล้วขวางกั้นการดูน้ าขึ้นสู่ต้นพืช ท าให้ใบพืชเหี่ยวอย่าง
รวดเร็ว เนื่องจากการขาดน้ า ลักษณะอาการที่พบโดยทั่วไปคือ พบรอยเส้นขีดสีน้ าตาลอ่อน ที่โคนต้น 
(http://www.pestnet.org/fact_sheets/ginger_fusarium_yellows_292.htm) 

3. โรคเหี่ยวของผักชี (Coriander,  Coriandrum sativum L.) 
เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum 

ลักษณะอาการ: อาการของโรคเริ่มต้นจาก ส่วนยอดของต้นเริ่มแสดงอาการ แล้ว
ใบเหลือง จากนั้นก็จะเหี่ยวเป็นสีน้ าตาล อาการเหี่ยวเริ่มจากส่วนยอดของต้นลงมา จากนั้นอาการ
เนื้อเยื่อท่อล าเลียงเน่าเป็นสีน้ าตาลเริ่มพบเห็นชัดเจนบริเวณส่วนโคนต้น และรากเน่าเสียหายเป็นสี
น้ าตาลด า อาการโรคเหี่ยวที่รุนแรงท าให้ต้นพืชแสดงอาการเหี่ยวแห้ง และยืนต้นตายไปในที่สุด 
สภาพแวดล้อมที่ อุณหภูมิและความชื้นสัมพันธ์สูง เป็นสิ่งส่งเสริมให้การพัฒนาของอาการโรคเกิดมาก
อย่างชัดเจน (figure 6) โรคเหี่ยวของผักชี พบที่ อ.เมือง จ.นครราชสีมาจ านวน 1 ไอโซเลท (ตัวอย่าง)  
เปอร์เซ็นต์ความเสียหายที่พบในแปลงปลูกประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ (Table 1)   

มีรายงานการพบโรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อราฟิวซาเรียมครั้งแรก ในรัฐแคลิฟอร์เนีย 
สหรัฐอเมริกา เมื่อปี 2005 ผักชีหรือผักชี (Coriandrum sativum) เป็นผักใบใน Apiaceae และปลูก
ในเชิงพาณิชย์ในแคลิฟอร์เนียเป็นหลักส าหรับใช้เป็นสมุนไพรสด ในช่วงปี 2002 -2003 ในชายฝั่ง
แคลิฟอร์เนีย (เขตซานต้าบาร์บาร่า) ทุ่งผักชีเชิงพาณิชย์แสดงอาการของโรคเหี่ยว มีผลกระทบท าให้
เจริญเติบโตช้า และมีลักษณะแคระแกรน ใบที่อยู่ด้านล่างของต้นกลายเป็นสีเหลืองถึงน้ าตาลแดง และ
ใบพืชเหี่ยวเฉามากในช่วงกลางวันที่ร้อนจัด โคนล าต้นจนถึงส่วนปลายราก แสดงอาการท่อล าเลียงเน่า
เป็นสีน้ าตาลอ่อน ถึงน้ าตาลแดง เมื่ออาการโรคเกิดรุนแรงมากขึ้น พืชก็ตายในที่สุด (Koike, S.T.,  
2005) 

4. โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ (Tomato, Lycopersicon esculentum Mill.) 
เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum (could be F. oxysporum f. sp. lycpersici (Fol)). 

การจัดกลุ่มในระดับ race ของเชื้อรากลุ่ม formae specials นี้ ในประเทศไทย ผู้วิจัยได้เริ่มวางแผน
เพ่ือด าเนินการศึกษาแล้วเนื่องจากยังขาดความกระจ่างชัดเจนของกลุ่ม  race ของเชื้อรา Fusarium 
สาเหตุโรคเหี่ยวในประเทศไทย  

ลักษณะอาการ: ส่วนใหญ่อาการของโรคมักจะพบในระยะที่ต้นมะเขือเทศเจริญเต็มที่ 
ช่วงหลังออกดอกและเริ่มสร้างผล อาการเริ่มแรกของโรคคือใบที่อยู่ด้านล่างของล าต้นเริ่มเหลือง และ
ยอดเริ่มฟุบเหี่ยว อาการเหลืองของใบจะเริ่มที่เนื้อเยื่อบางส่วนของใบ ต่อมาเมื่ออาการลุกลามอาการ
เหลืองเหี่ยวจะเกิดขึ้นทั่วทั้งพ้ืนที่ใบ การพัฒนาของอาการโรคจะเริ่มจากบางส่วนของต้นพืชก่อน 
จากนั้นอาการเหี่ยวเหลืองกระจายไปทั่วทั้งต้น ต้นมะเขือเทศมักยืนต้นตายก่อนที่จะสร้างดอกและ
สร้างผลอย่างสมบูรณ์ ความเสียหายของโรคเหี่ยวนี้พบได้ทั่วในพ้ืนที่ปลูกมะเขือเทศ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งพ้ืนที่ปลูกมะเขือเทศขนาดใหญ่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซึ่งพ้ืนที่ดังกล่าวเป็น
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พ้ืนปลูกมะเขือเทศเพ่ือจ าหน่ายผลสด และผลิตเมล็ดพันธุ์ของมะเขือเทศเพ่ือจ าหน่ายเป็นการค้าไปยัง
แหล่งปลูกมะเขือเทศพ้ืนที่ อ่ืน ๆ ของประเทศ  จาก อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี และ อ.ไทรโยค  
จ.กาญจนบุรี แยกเชื้อบริสุทธิ์ (figure 7) 

5. โรคเหี่ยวของถั่วลันเตา (Green pea, Pisum sativum L.) 
เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum 
ลักษณะอาการ: อาการของโรคเริ่มต้นจากสีเขียวของใบจางกว่าใบของต้นปกติ และ

เหี่ยวจากส่วนยอดของต้น จากนั้นอาการเนื้อเยื่อท่อล าเลียงเน่าเป็นสีน้ าตาลจะเริ่มพบเห็นชัดเจน
บริเวณส่วนโคนต้น อาการโรคเหี่ยวที่รุนแรงท าให้ต้นพืชแสดงอาการเหลือง จากนั้นเหี่ยวแห้ง และยืน
ต้นตายไปในที่สุด สภาพแวดล้อมที่ อุณหภูมิและความชื้นสัมพันธ์สูง เป็นสิ่งส่งเสริมให้การพัฒนาของ
อาการโรคเกิดมากอย่างชัดเจน อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ แยกเชื้อบริสุทธิ์ ได ้(figure 8) 

6. โรคเหี่ยวของพริก (Chilli and Pepper; Capsicum annuum L.) 
เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum 
ลักษณะอาการ: อาการของโรคเริ่มต้นจากสีเขียวของใบจางกว่าใบของต้นปกติ และ

เหี่ยวจากส่วนยอดของต้น จากนั้นอาการเนื้อเยื่อท่อล าเลียงเน่าเป็นสีน้ าตาลจะเริ่มพบเห็นชัดเจน
บริเวณส่วนโคนต้น อาการโรคเหี่ยวที่รุนแรงท าให้ต้นพืชแสดงอาการเหลือง จากนั้นเหี่ยวแห้ง และยืน
ต้นตายไปในที่สุด สภาพแวดล้อมที่ อุณหภูมิและความชื้นสัมพันธ์สูง เป็นสิ่งส่งเสริมให้การพัฒนาของ
อาการโรคเกิดมากอย่างชัดเจน ที่ อ.เมือง จ.สุโชทัย อ.เชียงแสน จ.เชียงราย และ อ.ศรีเชียงใหม่  
จ.หนองคาย แยกเชื้อราได้เชื้อรา F. oxysporum 3 ไอโซเลท  (figure 9) 

7.  โรคเหี่ยวของยาสูบ (Tobacco, Nicotiana tabacum) 
เชื้อราสาเหตุ: F. oxysporum.  
ลักษณะอาการ: เชื้อราเมื่อเข้าสู่พืชจะท าให้พืชเกิดอาการใบส่วนที่อยู่ด้านล่างของล าต้น

เหลืองและเหี่ยวแห้งตาย ลักษณะอาการที่เด่นชัดของโรคเหี่ยวยาสูบคือ มักพบอาการต้นเหี่ยวด้านใด
ด้านหนึ่งของต้นก่อน บางครั้งใบของต้นที่เป็นโรคอาจยังไม่เหี่ยว แต่ก็มักแสดงอาการแกรนอย่าง
ชัดเจน เมื่ออาการเหี่ยวพัฒนาขึ้นยอดจะเหี่ยวและโน้มงอลง ใบยอดเหลืองและเหี่ยวในที่สุด  
ท่อล าเลียงในล าต้นด้านที่แสดงอาการเหี่ยวมักเน่าเป็นสีน้ าตาลตลอดทางยาวของระบบท่อล าเลียง 
อาการท่อล าเลียงเน่าตายนี้สามารถพบได้บนเส้นใบและรากของต้นที่เป็นโรคด้วย (figure 10) 

8. โรคเหี่ยวของเบญจมาศ (Chrysanthemum, Chrysanthemum morifolium) 
เชื้อราสาเหตุ: F. oxysporum.  
ลักษณะอาการ: อาการเริ่มแรกพบใบเหลืองเหี่ยว หรือบางครั้งอาจจะเหี่ยวโดยที่ยังเขียว

อยู่ ต้นแกรน และส่วนของต้นด้านใดด้านหนึ่งเหี่ยวและล าต้นเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลด า บางครั้งอาการ
เหี่ยวเกิดขึ้นคล้ายต้นพืชขาดน้ า แต่ในที่สุดก็เหี่ยวไม่ฟ้ืน และต้นแห้งตายในที่สุด เนื้อเยี่อภายในท่อ
ล าเลียงของต้นที่ เป็นโรคมักเน่าเป็นสีน้ าตาลตลอดแนวยาวของท่อ โดยปกติเชื้อราสามารถ
แพร่กระจายได้โดยติดไปกับดิน และยอดที่น าไปขยายพันธุ์ เชื้อสาเหตุของโรคเจริญและแพร่กระจาย
ได้ดีในสภาพที่อากาศอบอุ่น มีความชื้นในอากาศสูง การให้น้ ามากหรือต้นแช่น้ าในแปลงปลูกที่ระบบ
การระบายน้ าไม่ดี การเตรียมหรืออบไอร้อนฆ่าเชื้อในวัสดุปลูกเป็นสิ่งที่ช่วยไม่ให้การเกิดโรคหรือ
แพร่กระจายของโรคได้ดีวิธีหนึ่ง (figure 11) 

9. โรคเหี่ยวของผักหวานบ้าน (Pak Wan Ban, Sweet leaf ; Sauropus 
androgynus) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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เชื้อราสาเหตุ : F. oxysporum จากการศึกษาความสามารถในการก่อให้เกิดโรค พบ
ความชัดเจนว่า เชื้อราชนิดนี้เป็นสาเหตุที่แท้จริงของโรคเหี่ยวที่เกิดกับผักหวานบ้าน และขณะนี้อยู่
ระหว่างการศึกษาการแพร่กระจายและความรุนแรงของเชื้อราที่ท าให้เกิดอาการของโรคกับต้น
ผักหวานบ้านในจังหวัดอุบลราชธานี   

ลักษณะอาการ: อาการของโรคมักพบในระยะที่ต้นผักหวานบ้านเป็นต้นกล้าตั้งแต่ต้น
เล็กที่เกิดจากการปักช า อาการเริ่มแรกของโรคคือใบที่อยู่ด้านล่างของล าต้นเริ่มเหลือง ที่เนื้อเยื่อ
บางส่วนของใบ ต่อมาเมื่ออาการลุกลามอาการเหลืองเหี่ยวจะเกิดขึ้นทั่วทั้งพ้ืนที่ใบ และร่วงหล่น การ
พัฒนาของอาการโรคจะเริ่มจากบางส่วนของต้นพืชก่อน จากนั้นอาการเหี่ยวเหลืองกระจายไปทั่วทั้ง
ต้น ต้นผักหวานบ้านเมื่อใบร่วงเกือบหมด มักเหี่ยวแล้วยืนต้นตาย ความเสียหายของโรคเหี่ยวนี้พบได้
ทั่วในพ้ืนที่ปลูกผักหวานบ้าน โดยเฉพาะแปลงเพาะช าต้นผักหวานบ้าน เมื่ออาการของโรครุนแรงมาก 
ส่วนโคนต้นจะปริแตก เนื้อเยื่อท่อล าเลียงเน่าเป็นสีน้ าตาลตามความยาวของท่อ จากโคนต้นด้าน
ล่างสุดขึ้นไปสู่ส่วนที่อยู่ยอดเรื่อย ๆ (figure 12) 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การรวบรวมและเก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคเหี่ยวที่คาดว่ามีสาเหตุจากเชื้อรา 
Fusarium oxysporum ในพ้ืนที่เพาะปลูกพืชตามภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ระหว่างเดือนตุลาคม 
2559 – กันยายน 2562 เมื่อน าตัวอย่างพืชเป็นโรคมาแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potaro Dextrose 
Agar) และแยกเชื้อราบริสุทธิ์บนอาหาร WA (Water Agar) แล้วน ามาทดสอบความสามารถในการ
ก่อให้เกิดโรคโดยวิธีการ Koch’s postulate รวมทั้งศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เจริญบน
อาหาร CLA (Corn Leaf Agar) และการท า Slide Culture ที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่ม
วิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจัดจ าแนกได้เป็นเชื้อรา F.oxysporum จ านวน 
60 ไอโซเลท จากอาการโรคเหี่ยวของพืช 9 ชนิด ได้แก่ โรคเหี่ยวของกล้วย (โรคตายพรายของกล้วย
น้ าว้า และกล้วยไข่) โรคเหี่ยวของโหระพา โรคเหี่ยวของผักชี โรคเหี่ยวของพริก โรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ โรคเหี่ยวของยาสูบ โรคเหี่ยวของถั่วลันเตา  และ โรคเหี่ยวของ
ผักหวานบ้าน จาก 17 จังหวัด ได้แก่ กาญจนบุรี, จันทบุรี, เชียงใหม่, เชียงราย, นครพนม, นครราชสีมา
, บึงกาฬ, พิษณุโลก, มุกดาหาร, ล าพูน, เลย, หนองคาย, สุโขทัย, สุพรรณบุรี, สงขลา, อุดรธานี และ 
อุบลราชธานี เมื่อประเมินการเกิดโรคในพ้ืนที่ที่พบโรคตายพราย (Panama disease) พบว่า โดยเฉลี่ย
จ านวนต้นที่พบโรคคือ 5-10 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคตายพราย (panams disease) ของ
กล้วยไข่ พบว่า มีต้นกล้วยไข่เป็นโรคประมาณ 30 – 40 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของถั่ว
ลันเตา พบว่า เป็นโรคประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ พบว่า เป็น
โรคประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักชี พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์
ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักหวานบ้าน พบว่า เป็นโรคประมาณ 15 - 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่
ส ารวจ โรคเหี่ยวของพริก พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของยาสูบ พบว่า เป็นโรค
ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารจ และโรคเหี่ยวของโหระพา พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 
เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ  
  แม้ในงานวิจัยนี้ ได้ส ารวจพบโรคเหี่ยวของพืช ที่เกิดจากเชื้อรา F. oxysporum ในประเทศ
ไทยเพียงไม่กี่ชนิดของฟอร์มสปีชีส์ (formae speciales; f. sp.) แต่ในปัจจุบัน จากการค้นเอกสาร
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ข้อมูลเกี่ยวกับ F. oxysporum พบว่าได้มีรายงานในต่างประเทศทั่วโลกว่าพบโรคเหี่ยวของพืชต่าง ๆ 
ซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อรา F. oxysporum ที่แตกต่างชนิดของฟอร์มสปีชีส์ (formae speciales; f. sp.) 
โดยอาศัยความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของพืชอาศัย (kinds and varieties of hosts) ได้ถึง 58 
ฟอร์มสปีชีส์ (formae speciales) ดังนี้ F. oxysporum f. sp. basilicum โรคเหี่ยวของพืชตระกูล
กระเพรา โหระพา (basil and sweet basil), F. oxysporum f. sp.  narcissi โรคหัวเน่าของดอก
นาร์ซิสซัส (narciscus) หรือดอกแดฟโฟดิล (daffodil), F. oxysporum f. sp. cubense โรคตาย
พรายของกล้วยและเฮลิโคเนีย (bananas and heliconia), F. oxysporum f. sp. melonis โรคเหี่ยว
ของแตง (melon), F. oxysporum f. sp. erythroxyli โรคเหี่ยวของโคคา (coca), F. oxysporum f. 
sp.  betae โรคเหี่ ยว เหลืองของต้นบีท หรือชูการ์บีท ( sugar beet) , F.  oxysporum f.  sp. 
conglutinans โ รค เหี่ ย ว ของค า โนล า  หรื อผั กกาดคา โนล า  ( canola) , F.  oxysporum f. 
sp. corianderii โรคเหี่ยวของผักชี (coriander), F. oxysporum f. sp. dianthi โรคเหี่ยวของต้น
ดอกผีเสื้อ (dianthus), F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici โรคโคนและรากเน่าของมะเขือ
เทศ (tomato),  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum โรครากและล าต้นเน่าของแตงกวา 
(cucumber), F. oxysporum f. sp. chrysanthemi โรคเหี่ยวของเบญจมาศ (chrysanthemum), 
F. oxysporum f. sp. lactucae โรคเหี่ยวของผักกาดหอม (lettuce), F. oxysporum f. sp. apii 
โรคเหี่ยวของคื่นฉ่าย (celery), F. oxysporum f. sp. niveum โรคเหี่ยวของแตงโม (watermelon, 
F. oxysporum f. sp.  vasinfectum  โรคเหี่ยวของฝ้าย (cotton), F. oxysporum f. sp. ciceris 
โรคเหี่ยวของถั่วลูกไก่ (chickpea), F. oxysporum f. sp. cyclaminis โรคเหี่ยวดอกไซคลาเมน 
(cyclamen), F. oxysporum f. sp. lycopersici โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ (tomato), F. oxysporum 
f. sp. phaseoli โรคเหี่ยวของถั่ว (bean), F. oxysporum f. sp. batatas โรคเหี่ยวของมันเทศ 
( sweet potato) , F.  oxysporum  f.  sp.  nicotianae โ ร ค เ หี่ ย ว ข อ ง ย า สู บ  ( tobacco) ,  
F. oxysporum f. sp. cucumerinum โรคเหี่ยวของแตงกวา (Cucumis sativus), F. oxysporum 
f. sp. cepae โรคเหี่ยวของหอม (onion), F. oxysporum f. sp. albedinis โรคเหี่ยวของอินทผลัม 
(date palm), F. oxysporum  f.sp. callistephi โรคเหี่ยวของแอสเตอร์ (aster), F. oxysporum f. 
sp. cannabis โรคเหี่ยวของกัญชา (hemp), F. oxysporum  f. sp. carthami โรคเหี่ยวของดอก
ค าฝอย (safflower) , F.  oxysporum  f.sp.  citri โรคเหี่ ยวของส้ม ,  พืชตระกูลส้ม (citrus) ,  
F. oxysporum  f. sp. coffeae โรคเหี่ยวของกาแฟ (coffee), F. oxysporum  f. sp. cumini โรค
เหี่ยวของยี่หร่า (cumin), F. oxysporum  f. sp. elaeidis โรคเหี่ยวของปาล์มน้ ามัน (oil palm),  
F. oxysporum  f. sp. fabae โรคเหี่ยวของถั่วปากอ้า (broad bean; faba), F. oxysporum  f. sp. 
fragariae โรคเหี่ยวของสตรอเบอรี่ (strawberry), F. oxysporum  f. sp. gladioli โรคเหี่ยวของ
แกลดิโอลัส (gladiolus) , F. oxysporum f. sp. glycines โรคเหี่ยวของถั่วเหลือง (glycine or 
soybean) , F.  oxysporum f.  sp.  heliotropae โ ร ค เหี่ ย ว ขอ ง เ ฮลิ โ อ โ ท รปี  ( heliotrope) ,  
F. oxysporum f. sp. lagenariae โรคเหี่ยวของน้ าเต้า (bottle gourd), F. oxysporum  f. sp. 
lentis โรคเหี่ ยวของถั่ ว เลนทิล  ( lentil) , F.  oxysporum  f.  sp.  lili โรคเหี่ ยวของลิลี่  ( lily) ,  
F. oxysporum  f. sp. lini โรคเหี่ยวของป่านลินิน (flax), F. oxysporum  f. sp. lupine โรคเหี่ยว
ของลู พิน ( lupin) , F.  oxysporum  f.  sp.  medicagiris โรคเหี่ ยวของถั่ ว อัลฟัลฟา (alfalfa) ,  
F. oxysporum  f. sp. melongenae โรคเหี่ยวของมะเขือม่วง (eggplant), F. oxysporum  f. sp. 
orthoceras โรคเหี่ยวของพืชวงศ์ดาวดิน (broomrape; Orobanche spp.) , F. oxysporum  f. sp. 
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passiflorae โรคเหี่ยวหรือโรคโคนเน่าของแพสชั่นฟรุท (passion fruit), F. oxysporum  f. sp. pisi 
โรคเหี่ยวถั่วลันเตา (green pea; pea), F. oxysporum  f. sp. psidii โรคเหี่ยวของฝรั่ง (guava), F. 
oxysporum  f.  sp.  ranunculi โรคเหี่ยวของต้นดอกบัตเตอร์คัพ (buttercups, spearworts, 
and water crowfoots) , F.  oxysporum  f.  sp.  raphani โ รค เหี่ ย ว ของแรดิ ช  ( radish) , F. 
oxysporum  f. sp. seasmi โรคเหี่ยวของงา (sesame), F. oxysporum  f. sp. spinaciae โรค
เหี่ยวของผักโขม (spinach), F. oxysporum  f. sp, tracheiphilum โรคเหี่ยวของถั่วพุ่ม (cowpea), 
F. oxysporum  f.sp. tuberose โรคเหี่ยวของซ่อนกลิ่นไทย (tuberose), F. oxysporum  f. sp. 
udum โรคเหี่ยวของถั่วมะแฮะ (pigeon pea), F. oxysporum  f. sp. vanilae โรคเหี่ยวของวานิลา 
( vanilla)  แ ล ะ  F.  oxysporum  f.  sp.  zingiberi โ ร ค เ หี่ ย ว ข อ ง ขิ ง  ( ginger) 
(http: / /www.pestnet.org/ fact_sheets/ginger_fusarium_yellows_292.htm)  หรื ออาจจะ
มากกว่านี้ หากมีรายงานการพบใหม่เรื่อย ๆ 
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Table 1 Sixty isolates of pathogenic F.  oxysporum were collected from the fields, 
 classified by morphology and preserved  in the fungal pathogen culture 
 collection laboratory, Mycology Working Group, Plant Disease Research Group, 
 Plant Protection Research and Development Office , Department of Agriculture 

 
No. of 
Isolate 

 
Species  

(and formae 
speciales;  

f. sp.) 

 
Host  

  
Disease/ 

Symptom 

Collected location 
(Province/ District) 

Severity 
percentage 
in average 

(%) 

1-3 F. oxysporum f. sp. 
cubense  

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 

Kanchanaburi/  
Sai Yok (3 isolates) 

5 -10  

4-8 F. oxysporum f. sp. 
cubense 

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 
 

Chiang Mai/ Chiang 
Dao (1 isolate), Muang 
(1 isolate),  Mae Rim (2 

5 -10 
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 isolates), Samoeng (1 
isolate) 

9-13 F. oxysporum f. sp. 
cubense 

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 
 

Chiang Rai/ Chiang 
Khong (1 isolate), 
Chiang Saen (1 isolate), 
Mae Sai (2 isolates), 
Phaya Mengrai (1 
isolate)  

10-15 

14-16 F. oxysporum f. sp. 
cubense  

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 
 

Nakorn Phanom/ Tha 
Uthen (3 isolates)  

5 -10 

17 F. oxysporum f. sp. 
cubense 

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 
 

Nakorn Rachasima/ Pak 
Chong (1 isolates)  

10 

18 F. oxysporum f. sp. 
cubense  

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 
 

Bueng Kan/ Bueng 
Khong Long (1 isolate)  

10  

19 F. oxysporum f. sp. 
cubense 

Kluai 
Nam Wa 

(ABB) 

Panama 
disease/ 

wilt 

Lam Phun/  Muang ( 1 
isolate)  

10  

 

 

Table 1 Sixty isolates of pathogenic F.  oxysporum were collected from the fields, 
 classified by morphology and preserved  in the fungal pathogen culture 
 collection laboratory, Mycology Working Group, Plant Disease Research Group, 
 Plant Protection Research and Development Office , Department of 
 Agriculture (continue) 

No. of 
Isolate 

Species 
(and formae 

speciales; 
f. sp.) 

 
Host 

 
Disease/ 
Symptom 

Collected 
Location 

(Province/ 
District) 

Severity 
percentage 
in average 

(%) 
20-21 F. oxysporum f. 

sp. cubense  
Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

Suphan Buri/ Si 
Prachan (2 
isolates)  

5 -10 

22-23 F. oxysporum f. 
sp. cubense 

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

SongKhla/  Had 
Yai (2 isolates) 

5 -10 
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24-28 F. oxysporum f. 
sp. cubense  

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

Phitsanulok/ 
Bang Krathum 
(5 isolates)  

10- 20 

29-31 F. oxysporum f. 
sp. cubense 

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

Sukhothai/ Si 
Samrong (3 
isolates)  

5 -10 

32 F. oxysporum f. 
sp. cubense  

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

Mukdahan/ 
Muang (1 
isolate)  

5 -10 

33-42 F. oxysporum f. 
sp. cubense 

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

 

Loei/ Chaing 
Khan (4 isoltes), 
Dan Sai (3 
isoltes), Phu 
Ruea (3 
isolates)  

10-20 

43-45 F. oxysporum f. 
sp. cubense 

Kluai Nam 
Wa (ABB) 

Panama 
disease/ wilt 

Udon Thani/ Na 
Yung (3 isoltes)  

10-20 

46-48 F. oxysporum f. 
sp. cubense 

Kluai Khai 
(Lady 

Finger; AA)  

Panama 
disease/ wilt 

Chanthaburi/ 
Khlung (3 
isoltes) 

30-40 

49 F. oxysporum  Green pea Wilt 
 

Chiang Mai/ 
San Sai (1 
isolate)  

20 

 

 

 

Table 1 Sixty isolates of pathogenic F.  oxysporum were collected from the fields, 
 classified by morphology and preserved  in the fungal pathogen culture 
 collection laboratory, Mycology Working Group, Plant Disease Research Group, 
 Plant Protection Research and Development Office , Department of 
 Agriculture (continue) 

No. of 
Isolate 

Species  
(and formae 

speciales;  
f. sp.) 

 
 

Host  

 
Disease/ 

Symptom 

Collected 
Location 

(Province/ District) 

Severity 
percentage 
in average 

(%) 
50 F. oxysporum  Chrysanthem

um 
Wilt 

 
Chiang Mai/ Chom 
Thong (1 isolate) 

10 

51 F. oxysporum  Coriander Wilt 
 

Nakorn Rachasima/ 
Muang (1 isolate) 

5 
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52-53 F. oxysporum Pak Wan Ban, 
Sweet leaf 

Wilt 
 

Ubon Rachathani/ 
Sawang Wirawong 
(2 isolates) 

10-15 

54 F. oxysporum  Chilli Wilt 
 

Sukhothai/ Si 
Samrong (1 isolate) 

5  

55 F. oxysporum Chilli Wilt 
 

Chiang Rai/ Chiang 
Saen (1 isolate)  

5  

56 F. oxysporum Chilli wilt 
 

Nong Khai/ Sri 
Chiang Mai (1 
isolate)  

5 

57 F. oxysporum f. 
sp. lycopersici 

Tomato Wilt 
 

Suphan Buri/ U 
Thong (1 isolate) 

5 

58 F. oxysporum f. 
sp. lycopersici 

Tomato wilt 
 

Kanchanaburi/  
Sai Yok (1 isolate) 

5 

59 F. oxysporum Tobacco Wilt 
 

Chaiang Mai/ Mae 
Tang (1 isolate) 

5 

60 F. oxysporum  Basil Wilt 
 

Kanchanaburi/ Tha 
Muang (1 isolate) 

5 

 Totals   60 isolates  
 

 

 

 

Figure 1 Colony Characteristic of F. oxysporum isolates on PDA 
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Monophialides สร้าง macroconidia Chlamydospores Culture บนอาหาร PDA 

   

Figure 2 Morphology of F. oxysporum Schlecht ex Fries, emend. Snyder & Hansen 
 

 

   

 

Figure 3 Symptom of Panama disease in Kluai Nam Wa (ABB)  
caused by F. oxysporum f.sp. cubense 

 

 Culture on PDA 
Chlamydoapores 

 Monophialides สร้าง microconidia เป็นกลุ่มแบบ false heads. 
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Figure 4 Symptom of Panama disease in Kluai Khai (lady finger; AA)  
caused by F. oxysporum f.sp. cubense 

 

  
 

Figure 5 Symptom of Wilt disease in basil caused by F. oxysporum  

      
 

Figure 6 Symptom of Wilt disease in coriander caused by F. oxysporum  
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Figure 7 Symptom of Wilt disease in tomato caused by F. oxysporum  
(F. oxysporum f.sp. lycopersici) 

 
 

    

Figure 8 Symptom of Wilt disease in green pea caused by F. oxysporum 
 

  

Figure 9 Symptom of Wilt disease in chilli caused by F. oxysporum 
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Figure 10 Symptom of Wilt disease in tobacco caused by F. oxysporum 

    
 
 

Figure 11 Symptom of Wilt disease in chrysanthemum caused by F. oxysporum 

 

  

Figure 12 Symptom of Wilt disease in Pak Wan Ban (Sweet leaf; Sauropus androgynous) 
caused by F. oxysporum 
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อนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ในประเทศไทย 
Taxonomy of Green Lacewings (Family Chrysopidae) in Thailand 

 
อาทิตย์ รักกสิกร จารุวัตถ์ แต้กุล พลอยชมพู กรวิภาสเรือง ชมัยพร บัวมาศ อิทธิพล บรรณาการ 

ประภัสสร เชยค าแหง สิทธิศิโรดม แก้วสวัสดิ์ 
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

  

Abstract 
 This study on taxonomy of green lacewings (Family Chrysopidae)  is based on 
collections from plantation areas in all parts of Thailand between October 2017 – 
September 2019, and examination of specimens in the Insect Museum, Department of 
Agriculture.  As a result, 8 species of green lacewings were identified in 2 subfamilies 
and 4 tribes:  Nobilinus albardae ( MacLachlan, 1875) , Ankylopteryx octopunctata 
( Fabricius, 1793) , Ankylopteryx anomala Brauer, 1 8 6 4 , Evanochrysa evanescens 
( MacLachlan, 1869) , Italochrysa aequalis ( Walker, 1853) , Italochrysa japonica 
( MacLachlan, 1875) , Mallada basalis ( Walker, 1853)  and Plesiochrysa ramburi 
(Schneider, 1851). Three species, A. anomala M. basalis and P. ramburi, can be found 
in all parts of Thailand. M. basalis and P. ramburi are agriculturally important species 
which can be used in biological pest control, especially to control pests with sucking-
mouthparts nowadays. 
 

บทคัดย่อ 
การศึกษาอนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae โดยการส ารวจเก็บรวบรวม

ตัวอย่างในแปลงพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2562 
และจากตัวอย่างแมลงช้างปีกใส ที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร พบว่าสามารถ
วินิจฉัยได้จ านวน 8 ชนิด ใน 2 วงศ์ย่อย และ 4 เผ่า คือ Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) 
Ankylopteryx octopunctata ( Fabricius, 1793)  Ankylopteryx anomala Brauer, 1 8 6 4 
Evanochrysa evanescens ( MacLachlan, 1869)  Italochrysa aequalis ( Walker, 1853) 
Italochrysa japonica ( MacLachlan, 1875)  Mallada basalis ( Walker, 1853)  แ ล ะ 
Plesiochrysa ramburi (Schneider, 1851) โดยชนิดที่สามารถพบได้ทุกภูมิภาคของประเทศไทย มี
จ านวน 3 ชนิด คือ A. anomala M. basalis และ P. ramburi ทั้งนี้ชนิด M. basalis และ P. 
ramburi มีความส าคัญทางการเกษตร โดยน ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี โดยเฉพาะกลุ่ม
แมลงปากดูด ในปัจจุบัน 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-01-01-10-60 



2381 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวิชาการเกษตร 

ค าน า 
แมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae เป็นแมลงขนาดเล็กถึงขนาดกลาง ล าตัวเรียวยาวและ

บอบบาง หนวดเรียวยาวแบบเส้นด้าย (filiform) มีตารวม 1 คู่ มักมีสีเหลืองทอง ไม่มีตาเดี่ยว ปากกัด
กินแบบ orthognathous ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้องมักมีสีเขียวอ่อน ขาเป็นแบบขาเดิน (walking 
leg) มีจ านวน 3 คู่ ปีกมี 2 คู่ แบบเยื่อบาง (membranous) (ศานิต, 2550; ไสว, 2544) แมลงช้างวงศ์ 
Chrysopidae มีความส าคัญทางเศรษฐกิจมากที่สุดและมีจ านวนชนิดมากที่สุดในอันดับ Neuroptera 
โดยมีสมาชิกในวงศ์นี้ทั่วโลกประมาณ 1,250 ชนิด ซึ่งในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบประมาณ 
105 ชนิด (Brooks & Barnard, 1990; New, 2003) 

แมลงช้างปีกใสหลายชนิดเป็นศัตรูธรรมชาติของศัตรูพืชที่มีความส าคัญ โดยตัวอ่อนเป็นแมลง
ตัวห้ าของแมลงศัตรูพืช โดยเฉพาะแมลงปากดูด ได้แก่ เพลี้ยอ่อน เพลี้ยแป้ง และแมลงหวี่ขาว เป็นต้น 
ในปัจจุบันมีการน าแมลงช้างปีกใสบางชนิดมาใช้ควบคุมการระบาดของแมลงศัตรูพืชปากดูดที่ท าความ
เสียหายพืชเศรษฐกิจหลายชนิด ได้ผลการป้องกันก าจัดที่ดี โดยเฉพาะในสวนไม้ผล รวมถึงพืชไร่หลาย
ชนิด (พิมลพร และคณะ, 2544; พิมลพร, 2545; รัตนา, 2544; รัตนา และประภัสสร, 2554) 

เนื่องจากงานการควบคุมศัตรูพืชโดยชีววิธี มีความส าคัญมากในการอารักขาพืชผลทาง
การเกษตร โดยเฉพาะในประเทศไทย ดังนั้น การศึกษาอนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์ 
Chrysopidae ในประเทศไทยนี้จึงมีความส าคัญที่ท าให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐาน และทราบชนิดของแมลง
ช้างปีกใสที่อาศัยในระบบนิเวศเกษตรของประเทศไทย เพ่ือประโยชน์ในการพัฒนาการป้องกันก าจัด
โดยชีววิธี หรือคัดเลือกชนิดแมลงช้างปีกใสชนิดใหม่ๆ จากธรรมชาติของประเทศไทย มาใช้ควบคุมการ
ระบาดของแมลงศัตรูพืชได้ดียิ่งข้ึน ต่อไป 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1) ตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ที่รวบรวมได้จากแปลงปลูกพืชเศรษฐกิจ 
และตัวอย่างท่ีเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร 

2)  อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ สวิงจับแมลง ขวดฆ่า ขวดดอง ปากคีบ พู่กัน กล่อง
พลาสติก ถุงพลาสติก ซองกระดาษใส่ตัวอย่างแมลง ถังรักษาความเย็นและเครื่องวัดค่าพิกัดภูมิศาสตร์ 
(GPS) 

3)  สารเคมีต่างทีใช้ในการเก็บตัวอย่าง เช่น เอทิลอะซีเตท แอลกอฮอล์ 80% 
4)  อุปกรณ์ที่ใช้จัดรูปร่างแมลง ได้แก่ เข็มไร้สนิม เข็มหมุดหัวกลม ไม้จัดรูปร่างแมลง 

ปากคีบ โหลชื้น ตู้อบแมลง ฯลฯ 
5) อุปกรณ์ที่ใช้ในการท าสไลด์ถาวร ได้แก่ สารเคมีต่างๆ เช่น น้ ากลั่น Ethyl alcohol 

50 - 100%, sodium hydroxide 10%, clove oil และ canabalsam เข็มเขี่ย แผ่นสไลด์แก้ว แผ่น
แก้วปิดสไลด์ กล่องสไลด์ถาวร ตู้อบสไลด์ถาวร 

6) กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo microscope, Compound microscope และกล้อง
ถ่ายภาพ 

7) อุปกรณ์วาดภาพ ได้แก่ Camera lucida ปากกา roting และกระดาษไขเขียนแบบ 
8) เอกสารประกอบการจ าแนกชนิดของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ได้แก่ 

Brooks & Barnard (1990), New (1980: 2003) และ Winterton (1995) 
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วิธีการ 
1) เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae โดยส ารวจจากแหล่งปลูก

พืชเศรษฐกิจ ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน มะนาว เงาะ ล าไย ลิ้นจี่ และ
พืชผักต่างๆ เป็นต้น 

2)  การเก็บตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae แบ่งเป็น 3 วิธี ดังนี้ 
 -  การเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง (insect net) โฉบเพ่ือเก็บตัว

แมลงช้างปีกใสจากแปลงปลูกพืชในช่วงเวลากลางวัน ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar)ซึ่งบรรจุน้ ายาเอ
ททิล อะซิเตด (Ethyl acetate) หลังจากแมลงช้างปีกใสตายแล้ว เก็บลงในซองกระดาษสามเหลี่ยม
แยกใส่ไว้ในกล่องใส่ตัวอย่างแมลง น ากล่องใส่ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความเย็นอีกชั้นเพื่อป้องกัน
ไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสีย 

 -  การใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ติดตั้งในแปลงเกษตร เพ่ือดึงดูดแมลงช้างใน
ช่วงเวลากลางคืน คัดเลือกแมลงช้างปีกใสที่ต้องการศึกษา ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่าซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิ
เตด และเก็บตัวอย่างโดยใช้ซองกระดาษสามเหลี่ยมเช่นเดียวกัน 

 -  การส ารวจและเก็บตัวอย่างระยะตัวอ่อนแมลงช้างปีกใส โดยการเดินสุ่มส ารวจ
ทั่วแปลงเก็บตัวอ่อนแมลงช้างปีกใสทุกระยะใส่กล่องพลาสติกพร้อมเหยื่อศัตรูพืชที่พบ และส่วนของพืชที่
พบ น ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการทั้งตัวอ่อนแมลงช้างและศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ เพ่ือศึกษาชีวประวัติ  เปลี่ยน
เหยื่ออาหารและท าความสะอาดกล่องเลี้ยงตัวอ่อนแมลงช้างเมื่อกล่องเลี้ยงเริ่มสกปรก บันทึกระยะเวลา
การเจริญเติบโตโดยดูจากการลอกคราบของตัวอ่อนแต่ละระยะ บันทึกขนาด สี รูปร่าง หรือรายละเอียด
อ่ืนๆ ที่สังเกตได้ เลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัยรอจนปีกและสีของตัวเต็มวัยพัฒนาเต็มที่จึง ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า น า
ตัวอย่างที่ได้ไปจัดรูปร่างเพื่อรอการจ าแนกชนิด  

3) การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืชเศรษฐกิจในแปลงนั้น พันธุ์พืช อายุพืช ศัตรูพืชที่เป็น
เหยื่อ ลักษณะการท าลายของศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้
เก็บตัวอย่างขนาดพ้ืนที่ และข้อมูลอ่ืนๆ ในระบบนิเวศน์ที่สามารถบันทึกได้ 

4) น าตัวอย่างแมลงช้างปีกใสจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง (setting board) โดยใช้เข็มไร้
สนิม (stainless steel) เบอร์ 000, 00, 0, 1 หรือ 3 ปักกลางอกด้านบน จัดปีกให้กางออกโดยให้ขอบ
บนของปีกคู่หลังตั้งฉากกับล าตัว และขอบบนของปีกคู่หลังไม่ซ้อนทับกับขอบล่างของปีกคู่หน้า น าไป
อบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 15-30 วัน  

5)  การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Brooks & Barnard 
(1990), New (1980: 2003) และ Winterton (1995) ดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด 
Stereo แล้วบันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง ลักษณะ และสี  ฯลฯ  โดยตรวจสอบ
ลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชนิดแมลงช้างปีกใส วงศ์ 
Chrysopidae ด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิด ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลง
ที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร ส าหรับแมลงช้างปีกใสบางชนิดซึ่งมีลักษณะภายนอก
ใกล้เคียงกันมากจ าเป็นต้องใช้อวัยวะสืบพันธุ์ประกอบในการจ าแนก  ซึ่งมีขั้นตอนการท าสไลด์อวัยวะ
สืบพันธุ์ดังนี้ 

 -  ตัดส่วนท้องของแมลงช้างปีกใสแช่ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10% 
ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง หรือต้มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10% ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 – 20 นาที    
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 -  ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล้างโพแทสเซียมไฮ    
ดรอกไซด์ที่ยังหลงเหลืออยู่ออกให้หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย้อมสีด้วยเกจส์สเตน (Gage’s slain) ซึ่ง
เป็นสารละลายของแอซิตฟุซซิน 0.5 กรัม กรดเกลือ 10% 25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แช่
ทิ้งไว้นาน 2 - 3 นาที หรือนานถึง 12 ชั่วโมง ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับโครงสร้างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ์ของ
ตัวอย่างแมลงช้างปีกใสที่จะติดสีได้ง่ายหรือยาก 

 -  ย้ายตัวอย่างลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผ่าเอาอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้อง ถ้าเป็นเพศ
ผู้ใช้ปากคีบปลายแหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้องปล้องสุดท้ายได้เลย แต่ถ้าเป็นเพศเมียใช้มีด
ผ่าตัดผ่าผนังล าตัวด้านข้างออกเพ่ือป้องกันการเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ์ใช้ปากคีบปลายแหลมค่อยๆ
แยกผนังล าตัวออกจากอวัยวะสืบพันธุ์ จากนั้นใช้พู่กันเบอร์ 00 หรือเบอร์ 0 และท าความสะอาดไขมัน
ส่วนเกินออกให้หมด 

 -  ย้ายตัวอย่างลงแอลกอฮอล์ 30% จัดรูปร่างอวัยวะสืบพันธุ์ให้ได้ตามลักษณะที่
ต้องการ ถ้าเป็นตัวอย่างที่โครงสร้างอ่อนนิ่มหรือบอบบาง ให้ก าจัดน้ าออกให้หมดก่อนโดยการ ย้าย
ตัวอย่างแช่ในแอลกอฮอล์ 60% ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 80% เป็นเวลา 20 นาที  แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 10 นาที น า
ตัวอย่างแช่ในโคลฟออย (clove oil) 20-30 นาที เพื่อใหต้ัวอย่างใส                       

 -  ย้ายอวัยวะสืบพันธุ์ วางบนสไลด์ที่หยดน้ ายาคานาดา บาลซัม (canada balsam) 
แล้วปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์น าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 50 °C นาน 4 - 6 สัปดาห์ จึงน า
ออกมาศึกษา  

6)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร้อมทั้งถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Compound 
วาดรูปโดยใช้เครื่องมือ camera lucida บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของแมลงช้างปีกใสแต่
ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ ปีที่จ าแนกชนิด ชื่อผู้จ าแนกชนิด และรหัสก ากับตัวแมลง 
พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บพืชที่พบ ศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ และวิธีการเก็บตัวอย่าง 

7)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae 
ที่รวบรวมได้พร้อมภาพประกอบ 

8)  จัดเก็บตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ทุกชนิดที่จ าแนกเรียบร้อยแล้วไว้
ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่างแมลง เพ่ือการ
ตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 
เวลาและสถานที่ 

1) แหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน มะนาว 
เงาะ ล าไย ลิ้นจี่ และพืชผักต่างๆ เป็นต้น ตามภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทย  

2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 จากตัวอย่างแมลงช้างปีกใส ที่เก็บรวบรวมได้จากการส ารวจในแปลงพืชเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2562 และตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ 
Chrysopidae ที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร พบว่าสามารถวินิจฉัยได้จ านวน 8 
ชนิด ใน 2 วงศ์ย่อย และ 4 เผ่า  
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 ทั้งนี้สามารถวินิจฉัยชนิด โดยใช้รูปวิธาน (key) ที่ปรับปรุงจากแนวทางการวินิจฉัยของ 
Brooks & Barnard (1990), New (1980: 2003) และ Winterton (1995) ดังนี้ 

1. ที่ฐานปีกคู่หน้าไม่พบเส้นขวางปีก  basal subcostal crossvein (bsx) ปรากฏอยู่ (Figure 
2) ในแต่ละปล้องหนวด มีกลุ่มของเส้นขนเรียงตัวเป็นวงรอบปล้องหนวด จ านวน 5 ชุด
............................................. (Subfamily Apochrysinae)……………………………….Nobilinus 
albardae (MacLachlan, 1875) 

 1’.  ที่ฐานปีกคู่หน้าพบเส้นขวางปีก basal subcostal crossvein (bsx) ปรากฏอยู่  
(Figure 1) ในแต่ละปล้องหนวด มีกลุ่มของเส้นขนเรียงตัวเป็นวงรอบปล้องหนวด จ านวน 4 
ชุด........................................................................................................................ ...................
(Subfamily Chrysopinae)……………………………………………………........…………………………….2 

2. ที่บริเวณปลายปีกคู่หน้าพบเส้นขวางปีก ระหว่างเส้นปีก subcosta (Sc) และ radial vein ที่ 
1 (R1) จ านวนไม่มากกว่า 2 เส้น ส่วนฐานของ costal area มักจะขยายกว้างออก (Figure 
3,4) ....................................................................................................................... ...........
(Tribe Ankylopterygini)………………………………………………………………………………………...3 

2’. ที่บริเวณปลายปีกคู่หน้าพบเส้นขวางปีก ระหว่างเส้นปีก subcosta (Sc) และ radial vein ที่ 
1 (R1) จ านวนมากกว่า 2 เส้น (Figure 1) ส่วนฐานของ costal area มักจะไม่ขยายกว้างออก 
………………………………………………………………………………………………………………….……….……4 

3. ที่ฐานปีกพบ intramedian cell (im-cell) ปรากฏอยู่ (Figure 3)............................................. 
Ankylopteryx octopunctata (Fabricius, 1793) 

3’.  ที่ฐานปีกไม่พบ intramedian cell (im-cell) ปรากฏอยู่(Figure 4)....................................... 
................................................................Ankylopteryx anomala Brauer, 1864 
4. im-cell รูปสี่เหลี่ยม (Figure 5,6)..............................................................................................  
(Tribe Belonopterygini)……………………………………………………………………............…………………5 
4’. im-cell รูปสามเหลี่ยม (Figure 1,7,8) ………………………………………………………………………… 
(Tribe Chrysopini)………………………….........……………………………………………………………….………7 
5. im-cell มีความยาวสั้นกว่า 2nd median cell (m2-cell) (Figure 5)……………………………………………… 

…………………………………………… Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) 
5’. im-cell มีความยาวใกล้เคียงกับ 2nd median cell (m2-cell) (Figure 6)……………………………………6 
6. มีแถบสีด าพาดทางด้านหลังและด้านล่างของส่วนท้องเป็นลายสลับเหลืองและด า

.....................................……………………………………………………………………..Italochrysa 
japonica (MacLachlan, 1875)  

6’. ส่วนท้องไม่มีลวดลายสลับเหลืองและด า ............................................................................. 
Italochrysa aequalis (Walker, 1853) 
7. มีแถบสีเหลืองพาดตามความยาวล าตัว จากอกปล้องแรกถึงปลายส่วนท้อง เห็นได้ชัดเจน เส้น

ขวางปีก gradate crossveins จ านวน 2 ชุด (og และ ig) และมีความยาวใกล้เคียงกัน 
(Figure 7) ตัวแมลงช้างมีขนาดค่อนข้างเล็ก ……………………………………............................. 
Mallada basalis (Walker, 1853)  
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7’.  ไม่มีแถบสีเหลืองพาดตามความยาวล าตัว เส้นขวางปีก gradate crossveins จ านวน 2 ชุด 
(og และ ig) และมีความยาวไม่เท่ากัน โดย inner gradate crossveins (ig) สั้นกว่า outer 
gradate crossveins (og) (Figure 8) ตัวแมลงช้างมีขนาดค่อนข้างใหญ่ ............................ 
Plesiochrysa ramburi (Schneider, 1851) 

โดยมีรายละเอียดของชนิดที่วินิจฉัยได้ ดังนี้ 
Order Neuroptera 
 Suborder Hemerobiiformia 
  Superfamily Hemerobioidea Latreille, 1802 
  Family Chrysopidae Schneider, 1851 
   Subfamily Apochrysinae (Handlirsch, 1908) 
   Tribe Apochrysini (Handlirsch, 1908) 
    Genus Nobilinus Navás, 1913 

Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) (Figure 9.) 
   Subfamily Chrysopinae Schneider, 1851 
   Tribe Ankylopterygini Navás, 1910 
    Genus Ankylopteryx Brauer, 1864 
    Subgenus Ankylopteryx Brauer, 1864 
Ankylopteryx (Ankylopteryx) octopunctata (Fabricius, 1793) (Figure 10.) 

    Subgenus Sencera Navás, 1925 
Ankylopteryx (Sencera) anomala Brauer, 1864 (Figure 11.) 

   Tribe Belonopterygini Navás, 1913 
    Genus Evanochrysa Brooks & Barnard, 1990 

Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) (Figure 12.) 
    Genus Italochrysa Principi, 1946 

Italochrysa aequalis (Walker, 1853) (Figure 13.) 
Italochrysa japonica (MacLachlan, 1875) (Figure 14.) 

   Tribe Chrysopini Schneider, 1851 
    Genus Mallada Navás, [1925] 

Mallada basalis (Walker, 1853) (Figure 15.) 
    Genus Plesiochrysa Adams, 1982 

Plesiochrysa ramburi (Schneider, 1851) (Figure 16.) 
1. Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) (Figure 9.) 

 Apochrysa albardae MacLachlan, 1875: Tijdschrift voor Entomologie 18: 3. 
 Apochrysa phantoma Gerstaecker, 1894: Mitt[h]eilungen aus dem Naturwissenschaftlichen 
Verein für Neu-Vorpommern und Rugen 25: 153. 
 Nobilinus insignitus Navás, 1913: Annales de la Société Scientifique de Bruxelles 37(pt. 2): 
296. 
 Nobilinus albardae insignitus Navás: Winterton and Brooks (2002) Ann. Entomol. Soc. Am. 95(1): 25. 
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ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 แมลงช้างขนาดใหญ่ ความยาวล าตัว ประมาณ 18 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบเส้นด้าย 
(filiform) สีน้ าตาลอ่อนยาวประมาณ 20 มิลลิเมตร ในแต่ละปล้องหนวด มีกลุ่มของเส้นขนเรียงตัว
เป็นวงรอบปล้องหนวด จ านวน 5 ชุด ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทอง ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้อง รวมถึง
ขา มีสี เขียวอ่อน ทางด้านหลังของปล้องอกมีแถบสีด าขนาดใหญ่พาดจรดฐานปีก ปีกไม่มี  
pterostigma ความยาวของปีกหน้า ประมาณ 30 มิลลิเมตร ปีกคู่หน้ามีขนาดใหญ่กว่าคู่หลัง 
โดยเฉพาะส่วนฐานของ costal area จะขยายกว้างออก ที่ฐานปีกคู่หน้าไม่พบเส้นขวางปีก  basal 
subcostal crossvein ปรากฏอยู่ ที่บริเวณปลายปีกพบเส้นขวางปีก ระหว่างเส้นปีก subcosta และ 
radial vein ที่ 1 จ านวนมาก ที่บริเวณปีก พบจุดสีด าในปีกคู่หน้าแต่ละข้าง จ านวน 1 จุด บริเวณ
กลางปีก  
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และไทย (New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดกรุงเทพมหานครฯ 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนกุมภาพันธ์ 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา จ านวน 1 ตัวอย่าง ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร จับในปี พ.ศ. 
2497 

2. Ankylopteryx octopunctata (Fabricius, 1793) (Figure 10.) 
 Hemerobius octopunctatus Fabricius, 1793: Ent. Syst. II p. 85, 16. 
 Hemerobius candidus Fabricius, 1798: Ent. Suppl.: 202. 
 Chrysopa candida Schneider, 1851: Mon. Chrysop.: 161. 
 Hemerobius trimaculatus Girard, 1853: Ann. Soc. Ent. Fr., 3 (87): 163. 
 Chrysopa punctata Hagen, 1858: Syn. Neur. Ceyl., 1: 483. 
 Ankylopteryx candida Brauer, 1864: Verh. Zool. Bot. Ges. Wien, 14: 901. 
 Ankylopteryx punctata Brauer, 1864: Verh. Zool. Bot. Ges. Wien, 14: 901. 
 Ankylopteryx trimaculata Brauer, 1864: Verh. Zool. Bot. Ges. Wien, 14: 901. 
 Ankylopteryx sigillaris Gerstaecker, 1893: Mitt. Naturw. Ver. Neu-vorpomm. U. Rugen., 25: 162. 
 Ankylopteryx octopunctata Weele, 1909: Notes Leyden Mus., 31: 57. 
 Ankylopteryx octopunctata Handschin, 1935: Revue Suisse Zool., 42: 695. 
 Ankylopteryx octopunctata Ghosh, 1980: Rec. Zool. Serv. India, 77: 251. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 แมลงช้างขนาดเล็กถึงขนาดกลาง ความยาวล าตัว ประมาณ 12 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาว
แบบเส้นด้าย (filiform) สีน้ าตาลอ่อนยาวประมาณ 15 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทอง ส่วนหัว 
ส่วนอก และส่วนท้อง รวมถึงขา มีสีเขียวอ่อน มีแถบสีเหลืองพาดตามความยาวล าตัว จากอกปล้อง
แรกถึงปลายส่วนท้อง ความยาวของปีกหน้า ประมาณ 15 มิลลิเมตร ปีกคู่หน้ามีขนาดใหญ่กว่าคู่หลัง 
โดยเฉพาะส่วนฐานของ costal area จะขยายกว้างออก ที่ฐานปีกพบ im-cell ปรากฏอยู่ ที่บริเวณ
ปลายปีกไม่พบเส้นขวางปีก ระหว่างเส้นปีก subcosta และ radial vein ที่ 1 ที่บริเวณปีก พบจุดสีด า
ในปีกคู่หน้าแต่ละข้าง จ านวน 3 จุด ในต าแหน่งดังนี้ บริเวณก่อนเส้นปีก subcosta จะบรรจบกับเส้น
ปีก costa (pterostigma) ที่ basal inner gradate crossvein และที่ basal cubital cell ส่วนใน
ปีกคู่หลัง พบจุดสีด าในปีกแต่ละข้าง จ านวน 1 จุด ที่ต าแหน่ง pterostigma  
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: อินเดีย ศรีลังกา จีน ญี่ปุ่น เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ 
และไทย (New, 2003) 
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การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดเชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน น่าน สุพรรณบุรี 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนมีนาคม มิถุนายน กันยายน และพฤศจิกายน 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ได้รวบรวมจากกับดักแสงไฟ แต่จากการสืบค้นเอกสาร พบว่าเหยื่อของแมลงช้าง
ปีกใสชนิดนี้ ได้แก่ เพลี้ยอ่อน เพลี้ยแป้ง แมลงหวี่ขาว (New, 2003) รวมถึงไข่และหนอนวัยอ่อนของ
หนอนหัวด าศัตรูมะพร้าว (Wei, C.S. et al., 1985)  

3. Ankylopteryx anomala Brauer, 1864 (Figure 11.) 
 Ankylopteryx anomala Brauer 1864: 901. Lectotype ♂, NHMW (visum). 
 =Sencera scioneura Navás 1924 [1925]: 27. Holotype ♂, ZMB (visum).  

 =Sencera feae Navás 1929: 371. Holotype ♂, MCSN (visum).  
 =Sencera feai Navás 1930: 23 [lapsus calami pro S. feae Navás 1929].  
 =Sencera exquisita Nakahara 1955: 143. Holotype ♂, NMNS (visum).  
 Ankylopteryx (Sencera) anomala Brauer: Brooks and Barnard 1990: 157 [combination 

implied].  
 Ankylopteryx (Sencera) scioneura (Navás): Brooks and Barnard 1990: 157 [combination 

implied].  
 Ankylopteryx (Sencera) feae (Navás): Brooks and Barnard 1990: 157 [combination 

implied].  
 Ankylopteryx (Sencera) exquisita (Nakahara): Brooks and Barnard 1990: 157 [combination 

implied]; 
 Yang et al. 2005: 56.  
 Ankylopteryx exquisita (Nakahara): Tsukaguchi 1995: 131. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 แมลงช้างขนาดเล็ก ความยาวล าตัว ประมาณ 10 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบเส้นด้าย 
(filiform) สีขาวยาวประมาณ 12 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทอง ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้อง 
รวมทั้งขา มีสีเขียวอ่อน ทางด้านหลังของปล้องอกมีแถบสีด าขนาดใหญ่พาดจรดฐานปีก ความยาวของ
ปีกหน้า ประมาณ 10 มิลลิเมตร ปีกคู่หน้ามีขนาดใหญ่กว่าคู่หลังเล็กน้อย โดยเฉพาะส่วนฐานของ 
costal area จะขยายกว้างออก ที่ฐานปีกไมพ่บ im-cell ปรากฏอยู่ ที่บริเวณปลายปีกพบเส้นขวางปีก 
ระหว่างเส้นปีก subcosta และ radial vein ที่ 1 จ านวน 1 เส้น ที่บริเวณปีก พบจุดสีด าในปีกคู่หน้า
แต่ละข้าง จ านวน 3 จุด ในต าแหน่งดังนี้ บริเวณก่อนเส้นปีก subcosta จะบรรจบกับเส้นปีก costa 
(pterostigma) ที่ basal inner gradate crossvein และท่ี basal cubital cell ส่วนในปีกคู่หลัง พบ
จุดสีด าในปีกแต่ละข้าง จ านวน 2 จุด ที่ต าแหน่ง pterostigma และบริเวณ distal cubital cell 
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: อินเดีย ศรีลังกา เนปาล จีน ไต้หวัน ญี่ปุ่น เมียนมาร์ เวียดนาม 
มาเลเซีย บรูไน อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ ออสเตรเลีย วานูอาตู และไทย (Breitkreuz et al., 2015: 
Brooks & Barnard, 1990: Leblanc et al., 2015: New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดขอนแก่น นครราชสีมา เพชรบูรณ์ นครปฐม กาญจนบุรี 
พัทลุง  
และสุราษฎร์ธานี 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนมกราคม กุมภาพันธ์ มีนาคม พฤษภาคม มิถุนายน สิงหาคม และพฤศจิกายน 
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หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ได้รวบรวมจากกับดักแมลงวันผลไม้ จากการสืบค้นเอกสาร พบว่าแมลงช้างชนิด
นี้เพศผู้ ตอบสนองต่อสาร methyl eugenol จึงมักพบแมลงช้างชนิดนี้ในกับดักแมลงวันผลไม้ที่ใช้สาร
นี้เป็นสารดึงดูดแมลงวันผลไม้ และในดอกไม้บางชนิดที่สร้างสารชนิดนี้ (Breitkreuz et al., 2015) 

4. Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) (Figure 12.) 
 Nothochrysa evanescens McLachlan, 1869: Entomologist's Monthly Magazine 6: 25. 
 Nothochrysa evanescens javanica van der Weele, 1909:  Notes from the Leyden 
Museum 31: 78. 
 Evanochrysa evanescens (MacLachlan): Brooks and Barnard (1990) Bulletin of the British 
Museum (Natural History), Entomology Series 59: 173-174.  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 แมลงช้างขนาดใหญ่ ความยาวล าตัว ประมาณ 18 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบ

เส้นด้าย (filiform) สีน้ าตาลเข้มยาวประมาณ 25 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทอง ส่วนหัว ส่วนอก 
และส่วนท้อง รวมทั้งขา มีสีเหลืองอมเขียว ความยาวของปีกหน้า ประมาณ 27 มิลลิเมตร ปีกคู่หน้าไม่
มี pterostigma ปีกคู่หน้ามีขนาดใหญ่กว่าคู่หลังเล็กน้อย ที่ฐานปีกพบ im-cell รูปทรงสี่เหลี่ยม
ปรากฏอยู่ และมีความยาวสั้นกว่า m2-cell ที่บริเวณปลายปีกพบเส้นขวางปีก gradate crossveins 
จ านวน 2 ชุด (og และ ig) ปีกคู่หลังมี pterostigma ไม่มีลวดลายบนปีกทั้ง 2 คู่ 
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: มาเลเซีย และอินโดนีเซีย (New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดเพชรบุรี 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนเมษายน 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา ได้จากกับดักแสงไฟ  

5. Italochrysa aequalis (Walker, 1853) (Figure 13.) 
 Chrysopa aequalis Walker, 1853:  List of the specimens of neuropterous insects in the 

collection of the British Museum. Part II.: 266. 
 Nothochrysa sumatrana Albarda, 1881: Neuroptera. Pp. 1-22 in Veth, P. J. (ed.). Midden-

Sumatra.  Reizen en Onderzoekingen der Sumatra- Expeditie, Uitgerust door het Aardrijkskundig 
Genootschap, 1877- 1879, beschreven door de Leden der Expeditie, onder toezicht van Prof.  P.  J. 
Veth. Vierde [4th] Deel (Natuurlijke Historie) , Eerste [1st] Gedeelte (Fauna) , Vijfde [5th] Afdeeling: 
15. 
 Nothochrysa polychroa Gerstaecker, 1894: Mitt[h]eilungen aus dem 
Naturwissenschaftlichen Verein für Neu-Vorpommern und Rugen 25: 163. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

แมลงช้างขนาดกลาง ความยาวล าตัว ประมาณ 13 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบเส้นด้าย 
(filiform) สีน้ าตาลอมแดงยาวประมาณ 15 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีฟ้า ส่วนหัวสีเหลือง ส่วนอก และ
ส่วนท้องมีสีเหลืองอ่อนและมีลายสีแดงกระจายทั่วไป ขามีสีเหลือง ปีกทั้ง 2 คู่มี pterostigma ความ
ยาวของปีกหน้า ประมาณ 15 มิลลิเมตร ปีกคู่หน้ามีขนาดใหญ่กว่าคู่หลังเล็กน้อย ที่ฐานปีกพบ im-
cell รูปทรงสี่เหลี่ยมปรากฏอยู่ และมีความยาวใกล้เคียงกันกับ m2-cell ที่บริเวณปลายปีกพบเส้น
ขวางปีก gradate crossveins จ านวน 2 ชุด (og และ ig) ไม่มีลวดลายบนปีกทั้ง 2 คู่ 
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: อินเดีย จีน มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ และอินโดนีเซีย (New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ และจันทบุรี 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนพฤษภาคม กรกฎาคม สิงหาคม และกันยายน 
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หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา ได้จากกับดักแสงไฟ และตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร 
6. Italochrysa japonica (MacLachlan, 1875) (Figure 14.) 

 Nothochrysa japonica McLachlan, 1875:  A sketch of our present knowledge of the 
neuropterous fauna of Japan ( excluding Odonata and Trichoptera) .  Transactions of the [ Royal] 
Entomological Society of London 23: 182. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

แมลงช้างขนาดกลาง ความยาวล าตัว ประมาณ 13 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบเส้นด้าย 
(filiform) สีน้ าตาลเข้มยาวประมาณ 15 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทองอมเขียว ส่วนหัวและส่วน
อกปล้องแรก มีสีขาวและมีแถบสีแดงพาดทางด้านหลัง ส่วนอกปล้องที่ 2 จนถึงส่วนท้องมีสีเหลืองอ่อน 
มีแถบสีด าพาดทางด้านหลังและด้านล่างของส่วนท้องเป็นลายสลับเหลืองและด า ขามีสีเหลืองอ่อน ปีก
ทั้ง 2 คู่มี pterostigma ความยาวของปีกหน้า ประมาณ 15 มิลลิเมตร ที่ฐานปีกพบ im-cell รูปทรง
สี่เหลี่ยมปรากฏอยู่ และมีความยาวใกล้เคียงกันกับ m2-cell ที่บริเวณปลายปีกพบเส้นขวางปีก 
gradate crossveins จ านวน 2 ชุด (og และ ig) ไม่มีลวดลายบนปีกทั้ง 2 คู่ 
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: จีน ญี่ปุ่น ไต้หวัน ศรีลังกา สิงคโปร์ และมาเลเซีย (New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดอุบลราชธานี 
ฤดูกาลที่พบ: เดือนมิถุนายน 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา ได้จากกับดักแสงไฟ  

7. Mallada basalis (Walker, 1853) (Figure 15.) 
 Chrysopa basalis Walker, 1853:  List of the specimens of neuropterous insects in the 

collection of the British Museum. Part II.: 239. 
 Chrysopa microphya McLachlan, 1883: Annals and Magazine of Natural History 12 (5): 

300. 
 Chrysopa jolyana Navás, 1910: Revue Russe d'Entomologie 10: 194. 
 Chrysopa latotalis Banks, 1910: Psyche 17: 101. 
 Chrysopa olatatis Banks, 1910: Psyche 17: 101. 

 Chrysopa formosana Esben-Petersen, 1913: Entomologische Mitteilungen 2: 257. 
 Chrysopa tagalica Banks, 1914: Proceedings of the Entomological Society of 
Washington 15: 174. 
 Chrysopa peterseni Okamoto, 1919: Entomological Magazine, Kyoto 4: 10. 
 Chrysopa skottsbergi Esben-Petersen, 1924: More Neuroptera from Juan Fernandez 
and Easter Island. Pp. 309-313 in Skottsberg, C. (ed.). The Natural History of Juan Fernandez and 
Easter Island. Vol. 3 (Zoology), Part III. : 310. 
 Mallada stigmatus Navás, 1925: Revista de la [Real] Academia de Ciencias Exactas 
Fisico-Quimicas y Naturales de Zaragoza 9 (1): 24. 
 Chrysopa delmasi Navás, 1927: Memorie dell'Accademia Pontifica dei Nuovi Lincei, Rome 
10 (2): 20. 
 Chrysopa delmasi var. densata Navás, 1927: Memorie dell'Accademia Pontifica dei Nuovi 
Lincei, Rome 10 (2): 21. 
 Mallada delmasinus Navás, 1935: Memorias de la Real Academia de Ciencias y Artes de 
Barcelona 25 (3): 56. 
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 Anisochrysa paradoxa Nakahara, 1955: Kontyû 23: 146. 
 Mallada basalis (Walker): Brooks and Barnard (1990) Bulletin of the British Museum 
(Natural History), Entomology Series 59: 224. 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
แมลงช้างขนาดค่อนข้างเล็ก ความยาวล าตัว ประมาณ 10 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาวแบบ

เส้นด้าย (filiform) สีน้ าตาลอ่อนยาวประมาณ 15 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทองอมเขียว ส่วน
หัว ส่วนอก และส่วนท้อง รวมถึงขา มีสีเขียวอ่อน มีแถบสีเหลืองพาดตามความยาวล าตัว จากอกปล้อง
แรกถึงปลายส่วนท้อง ปีกทั้ง 2 คู่มี pterostigma สังเกตได้ชัดในเพศผู้ และจางลงในเพศเมีย ความ
ยาวของปีกหน้า ประมาณ 10 มิลลิเมตร ที่ฐานปีกพบ im-cell รูปทรงสามเหลี่ยมปรากฏอยู่ ที่บริเวณ
ปลายปีกพบเส้นขวางปีก gradate crossveins จ านวน 2 ชุด (og และ ig) และมีความยาวใกล้เคียง
กัน ไม่มีลวดลายบนปีกทั้ง 2 คู่  
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: พบเขตการแพร่กระจายกว้างทางภูมิภาคตะวันตกของมหาสมุทร
แปซิฟิก ได้แก่ จีน ไต้หวัน ศรีลังกา สิงคโปร์ มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ ออสเตรเลีย และไทย 
(New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ เชียงราย น่าน อุตรดิตถ์ เพชรบูรณ์ 
ขอนแก่น นครราชสีมา นครสวรรค์ ชัยนาท สิงห์บุรี อ่างทอง ปราจีนบุรี ระยอง จันทบุรี นครปฐม 
กาญจนบุรี สุพรรณบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร นครศรีธรรมราช และกรุงเทพมหานครฯ 
ฤดูกาลที่พบ: พบได้ตลอดทั้งป ี
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา ได้ตัวเต็มวัยจากกับดักแสงไฟ และตัวอ่อนจากแปลงปลูกพืชเศรษฐกิจ 
โดยส่วนมากมักพบในแปลงไม้ผลที่มีความร่มเงาและความชื้นสูง ได้แก่ ส้ม เงาะ ล าไย และมะม่วง โดย
พบว่าเหยื่อของแมลงช้างปีกใสชนิดนี้ ได้แก่ เพลี้ยอ่อน เพลี้ยหอย เพลี้ยแป้ง และแมลงหวี่ขาว 

8. Plesiochrysa ramburi (Schneider, 1851) (Figure 16.) 
 Chrysopa ramburi Schneider, 1851: Symbolae ad monographiam generis Chrysopae, 
Leach. Vratislaviae.: 107. 
 Chrysopa jaluitana Kempny in Schnee, 1904: Zoologische Jahrbücher 20: 403. 
 Chrysopa vicina Kempny, 1904: Verhandlungen der Kaiserlich-Königlichen Zoologisch-
Botanischen Gesellschaft in Wien 54: 354. 
 Chrysopa neutra Navás, 1910: Brotéria (Zoológica) 9: 47. 
 Chrysopa deutera Navás, 1914: Annales de la Société Scientifique de Bruxelles 38 (pt. 2): 
106. 
 Chrysopa notosticta Navás, 1914: Annales de la Société Scientifique de Bruxelles 38 (pt. 
2): 104. 
 Chrysopa reaumuri Navás, 1914: Revista de la Real Academia de Ciencias Exactas Fisicas 
y Naturales de Madrid 12: 646. 
 Chrysopa controversa Lacroix, 1920: Bulletin de la Société Entomologique de France 
1920: 104. 
 Plesiochrysa ramburi (Schneider): Brooks and Barnard (1990) Bulletin of the British 
Museum (Natural History), Entomology Series 59: 233. 
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ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
แมลงช้างขนาดกลางถึงค่อนข้างใหญ่ ความยาวล าตัว ประมาณ 12 มิลลิเมตร หนวดเรียวยาว

แบบเส้นด้าย (filiform) สีน้ าตาลอ่อนยาวประมาณ 15 มิลลิเมตร ตารวม 1 คู่ สีเหลืองทองอมเขียว 
ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้อง รวมถึงขา มีสีเขียว ปีกทั้ง 2 คู่มี pterostigma ความยาวของปีกหน้า 
ประมาณ 15 มิลลิเมตร ที่ฐานปีกพบ im-cell รูปทรงสามเหลี่ยมปรากฏอยู่ ที่บริเวณปลายปีกพบเส้น
ขวางปีก gradate crossveins จ านวน 2 ชุด (og และ ig) และมีความยาวไม่เท่ากัน โดย inner 
gradate crossveins (ig) สั้นกว่า outer gradate crossveins (og) ไม่มีลวดลายบนปีกทั้ง 2 คู่  
การกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์: พบเขตการแพร่กระจายกว้างทางภูมิภาคตะวันตกของมหาสมุทร
แปซิฟิก ได้แก่ จีน ไต้หวัน ศรีลังกา สิงคโปร์ มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ ออสเตรเลีย และไทย 
(New, 2003) 
การกระจายพันธุ์ในประเทศไทย: จังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ เชียงราย น่าน อุตรดิตถ์ พิษณุโลก 
เพชรบูรณ์ ขอนแก่น นครราชสีมา นครสวรรค์ ชัยนาท สิงห์บุรี อ่างทอง ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา ระยอง 
จันทบุรี นครปฐม กาญจนบุรี สุพรรณบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และ
กรุงเทพมหานครฯ  
ฤดูกาลที่พบ: พบไดต้ลอดทั้งปี 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษา ได้ตัวเต็มวัยจากกับดักแสงไฟ และตัวอ่อนจากแปลงปลูกพืชเศรษฐกิจ 
โดยส่วนมากมักพบในแปลงพืชไร่และพืชผัก ที่มีแสงแดดจัด ได้แก่ มันส าปะหลัง มะเขือ และกระเจี๊ยบ
มอญ โดยพบว่าเหยื่อของแมลงช้างปีกใสชนิดนี้ ได้แก่ เพลี้ยจักจั่น เพลี้ยหอย เพลี้ยแป้ง และแมลงหวี่
ขาว 
 จากการส ารวจเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ในแปลงพืช
เศรษฐกิจของประเทศไทย สามารถพบแมลงช้างปีกใสจ านวน 8 ชนิด ทั้งนี้ อาจเป็นเพราะในสภาพ
แปลงเกษตร มักมีการปลูกพืชเศรษฐกิจเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง ไม่มีความหลากหลายของพืชและแมลง
เหยื่อ อีกทั้งมีการใช้สารป้องกันก าจัดศัตรูพืช อาจเป็นเหตุให้พบจ านวนชนิดแมลงช้างปีกใสไม่มากนัก 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
การศึกษาอนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae โดยการส ารวจเก็บรวบรวม

ตัวอย่างในแปลงพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2562 
และจากตัวอย่างแมลงช้างปีกใส ที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร พบว่าสามารถ
วินิจฉัยได้จ านวน 8 ชนิด ใน 2 วงศ์ย่อย และ 4 เผ่า คือ N. albardae A. octopunctata A. 
anomala E. evanescens I. aequalis I. japonica M. basalis และ P. ramburi โดยชนิดเด่นที่
สามารถพบได้ทุกภูมิภาคของประเทศไทย และพบได้เกือบตลอดทั้งปี มีจ านวน 3 ชนิด คือ A. 
anomala M. basalis และ P. ramburi ทั้งนี้ชนิด M. basalis และ P. ramburi เป็นแมลงตัวห้ าที่มี
ความส าคัญทางการเกษตร โดยมีการน ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี โดยเฉพาะกลุ่มแมลงปาก
ดูด เช่น เพลี้ยอ่อน เพลี้ยหอย เพลี้ยแป้ง และแมลงหวี่ขาว ได้ในปัจจุบัน นอกจากนี้หากมีการส ารวจ
แมลงช้างปีกใส ในพ้ืนที่ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพมากกว่าในพ้ืนที่เกษตรกรรมซึ่งมักพบความ
หลากหลายทางชีวภาพน้อย อีกทั้งการศึกษาชีววิทยาของแมลงช้างปีกใสชนิดนั้นๆ ควบคู่กันกับการ
ส ารวจ อาจท าให้สามารถค้นหาชนิดใหม่ๆ ที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืชโดยชีววิธีได้ใน
อนาคต 
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ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณ คุณวุฒิพล ปฐมวัฒนานุรักษ์ คุณภราดร ดอกจันทร์ ผู้ร่วมการทดลองทุกท่าน 
ตลอดจนผู้ที่ได้ให้ความอนุเคราะห์อ่ืนๆ ที่อาจไม่ได้กล่าวถึงครบทุกท่านในที่นี้ ที่ได้ให้ความช่วยเหลือ
ในการด าเนินงานจนส าเร็จลุล่วงได้ ขอขอบคุณอย่างสูงอีกครั้ง มา ณ ที่นี้ 
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Figure 1 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings (Tribe Chrysopini). 
    bsx; basal subcostal crossvein, ig; inner gradate crossveins, im; intramedian 
    cell, m1 and m2; 1st and 2nd median cell, og; outer gradate crossveins, R; radius, 
    Rs; radial sector, Sc; subcosta, St; pterostigma. (From: Brooks & Barnard, 1990) 
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Figure 2 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Nobilinus. 
    (From: Brooks & Barnard, 1990) 
 

 
Figure 3 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Ankylopteryx,  
   subgenus Ankylopteryx. (From: Brooks & Barnard, 1990) 
 

im-cell 
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Figure 4 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Ankylopteryx, 
   subgenus Sencera. (From: Brooks & Barnard, 1990) 

 

 
Figure 5 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Evanochrysa.
   (From: Brooks & Barnard, 1990) 

 

 
Figure 6 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Italochrysa.
    (From: Brooks & Barnard, 1990) 

im-cell 

im-cell 
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Figure 7 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Mallada.
    (From: Brooks & Barnard, 1990) 

 

 
Figure 8 Wing venetion pattern in fore wing of the green lacewings; genus Plesiochrysa.
   (From: Brooks & Barnard, 1990) 

 

 
Figure 9 Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) male 
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og 
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Figure 10 Ankylopteryx (Ankylopteryx) octopunctata (Fabricius, 1793) male 

 

 
Figure 11 Ankylopteryx (Sencera) anomala Brauer, 1864 male 
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Figure 12 Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) male (left) female (right) 

 

 
Figure 13 Italochrysa aequalis (Walker, 1853) male (left) female (right) 



2399 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวิชาการเกษตร 

 
Figure 14 Italochrysa japonica (MacLachlan, 1875) male 

 

 
Figure 15 Mallada basalis (Walker, 1853) male (left) female (right) 



2400 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๒ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื  กรมวิชาการเกษตร 

 
Figure 16 Plesiochrysa ramburi (Schneider, 1851) male (left) female (right) 
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การทดสอบอัตราที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะบางชนิดในการควบคุมโรคกรีนนิ่ง 
ในต้นกล้าและกิ่งตอนส้ม 

Efficacy of some antibiotics for controlling greening disease in  
citrus seedling and marcotting 

 
แสนชัย  ค าหล้า  กาญจนา วาระวิชะนี 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

Abstract 
Greening disease is caused by the gram- negative bacteria Candidatus 

Liberibacter asiaticus, which lives within the phloem cells.  Citrus greening infects all 
citrus commercially grown and there is no suitable method to address the problem 
that is agreeable among growers, government agencies and consumers.  Greening 
disease in Thailand is spread via citrus vegetative propagations and insect vector; citrus 
psyllid ( Diaphorina citri) .  Elimination of bacterial pathogens from infected citrus 
seedlings is a promising approach to alleviate spreading disease. In this experiment, the 
infected mandarin ( Citrus reticulata Blanco)  seedling roots were immersed in 
tetracycline and ampicillin solutions at 500, 1,500 and 10,000 ppm, respectively.  Four 
months after root treatment, no greening pathogen detected. However citrus greening 
disease reappears from the fifth month onwards. 
Keywords: citrus greening, Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus, 
antibiotics 

บทคัดย่อ 
โรคกรีนนิ่งเกิดจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ Candidatus Liberibacter asiaticus ซึ่งอาศัยอยู่

ภายในเซลล์ท่ออาหารของพืชและสามารถท าให้เกิดโรคกับพืชตระกูลส้มทุกชนิดที่ปลูกเป็นการค้าใน
ปัจจุบันและไม่มีวิธีการที่เหมาะสมในการจัดการปัญหาโรคกรีนนิ่งที่เป็นที่ยอมรับทั้งในส่ วนของ
เกษตรกรผู้ปลูก หน่วยงานที่เกี่ยวข้อง และผู้บริโภคทั่วไป โรคกรีนนิ่งในประเทศไทยแพร่ระบาดโดย 
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคติดไปกับกิ่งตอนหรือต้นกล้าส้มและการถ่ายทอดโดยเพลี้ยไก่แจ้ส้ม (citrus 
psyllid, Diaphorina citri) ดังนั้นการก าจัดชื้อแบคทีเรียสาเหตโรคที่ติดไปกับกิ่งตอนหรือต้นกล้าส้ม
จึงเป็นแนวทางหนึ่งที่จะช่วยบรรเทาปัญหาการแพร่ระบาดของโรคกรีนนิ่งได้ การทดลองนี้ได้ท าการ
ทดสอบการก าจัดเชื้อในต้นกล้าส้มเขียวหวานโดยใช้สารปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินและสารปฏิชีวนะแอมพิ
ซิลลิน อัตรา 500, 1,500 และ 10,000 พีพีเอ็ม ตามล าดับ พบว่าหลังการแช่สารปฏิชีวนะ 4 เดือน 
ตรวจไม่พบเชื้อโรคกรีนนิ่ง แต่สามารถตรวจพบเชื้อได้ตั้งแต่เดือนที่ 5 เป็นต้นไป 
ค าหลัก : โรคกรีนนิ่ง, โรคฮวงลองบิง, สารปฏิชีวนะ, แอมพิซิลลิน, เตตร้าไซคลิน 

 

รหัสการทดลอง 03-05-59-01-02-00-03-60 
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ค าน า 
โรคกรีนนิ่ง ( Greening disease) มีรายงานครั้งแรกเมื่อปี พ.ศ. 2472 โดย Oberholzer และ

คณะในประเทศแอฟริกาใต้ จากการศึกษาในระยะต่อมาพบว่าได้เคยมีรายงานการศึกษาโรคกรีนนิ่งใน
ประเทศจีนตั้งแต่ปี พ.ศ. 2462 โดย Reinking กล่าวว่าพบโรคนี้ครั้งแรกในเขตจังหวัด กวางสี โดย
เรียกชื่อตามอาการที่ปรากฎว่า โรคยอดเหลือง (yellow shoot) ในปัจจุบันเป็นที่ยอมรับกันโดยทั่วไป
แล้วให้เรียกโรคดังกล่าวว่า ฮวงลังบิง (ฮวงลองบิง) หรือ Yellow Shoot แทน โรคกรีนนิ่ง แต่อย่างไรก็
ตามในปัจจุบันยังนิยมเรียก โรคกรีนนิ่ง ควบคู่กันไป ส าหรับประเทศไทยมีรายงานเกี่ยวกับโรคกรีนนิ่ ง
ครั้งแรกเมื่อปี พ.ศ. 2516 โดยกลุ่มงานไวรัสวิทยา กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร 
(ไมตรีและคณะ) ในกลุ่มส้มเปลือกล่อนเช่นเดียวกันกับที่มีรายงานในประเทศแอฟริกาและประเทศจีน 
ซึ่งในขณะนั้นยังไม่ทราบว่าเกิดจากเชื้อโรคชนิดใดจึงเรียกเชื้อที่ตรวจพบซึ่งจ ากัดอยู่เฉพาะภายในท่อ
อาหารพืชว่า เชื้อคล้ายแบคทีเรีย (Bacteria-like organism) ต่อมาในปี 1984 Garnier and Bovѐ 
(Bovѐ, 2006) สามารถพิสูจน์ได้ว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดแกรมลบมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
100 – 800 นาโนเมตร จึงเสนอชื่อในครั้งแรกว่า Candidatus Liberobacter africanus และใน
ปัจจุบันเปลี่ยนเป็น Candidatus Liberibacter africanus และจากการศึกษาต่อมาพบเพ่ิมอีก 2 ชนิด 
คือ Candidatus Liberibacter asiaticus, Candidatus Liberibacter americanus , ต่อมาพบการ
ระบาดในประเทศบราซิลและสหรัฐอเมริกาในปี 2004 และ 2005 ตามล าดับ แม้จะมีการศึกษาวิจัย
จากทั่วโลกปัญหาโรคกรีนนิ่งก็ยังคงมีเพ่ิมมากขึ้นอย่างต่อเนื่องโดยเฉพาะในปัจจุบัน จึงท าให้ผลผลิต
ส้มลดลง ขณะเดียวกันก็ท าให้ราคาส้มเพ่ิมขึ้นอย่างมากเช่นเดียวกัน  เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคยังไม่
สามารถเลี้ยงบนหาอาหารสังเคราะห์ได้เหมือนแบคทีเรียทั่วไป อาศัยอยู่เฉพาะในท่ออาหารพืช และยัง
มีแมลงพาหะคือเพลี้ยไก่แจ้ส้ม ท าให้แพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้โรคกรีนนิ่งเป็นปัญหาที่ยัง
ไม่ได้รับการแก้ไขหรือมีสารเคมีที่มีประสิทธิภาพให้การป้องกันก าจัดโรคได้ อย่างไรก็ตามมีรายงาน
เกี่ยวกับการใช้สารปฏิชีวนะทรีทต์ตาส้มก่อนน าไปติดบนต้นตอท าให้กิ่งที่แตกออกมาใหม่ปราศจากเชื้อ
โรคกรีนนิ่ง (Zhang et al.,2012) แต่ส าหรับการฉีดสารปฏิชีวนะเพนนิซิลินและเตตร้าซัยคลินเข้าล า
ต้นส้มที่ให้ผลผลิตแล้วโดยตรง ในระยะแรกต้นส้มจะมีอาการดีขึ้น แต่ในระต่อมาต้นส้มจะแสดงอาการ
โรคอีกหลังจากการเลิกใช้สารปฏิชีวนะ (Bovѐ et al., 1980, ไมตรี, 2516, Hong-Ji Su, 2002)  
ดังนั้นการน าสารปฏิชีวนะมาใช้กับต้นกล้าหรือกิ่งตอนส้มเพ่ือก าจัดหรือลดปริมาณเชื้อจึงอาจเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยบรรเทาหรือลดความรุนแรงของโรคกรีนนิ่งได้ 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 
- ต้นตอส้มพันธุ์แรงเพอไลม์  
- ตาส้มเขียวหวานปลอดโรค 
- ตาส้มพันธุ์มาดามไวนัส (madam vinous) เป็นโรคกรีนนิ่ง 

2. วัสดุวิทยาศาสตร์  
- หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร (appendorft®)  
- โกร่งและบดตัวอย่าง(mortar and pestle) 
- หลอดพีซีอาร์ (PCR microtube) 
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- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 (balance) 
- อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง(Centrifuge) 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (GeneAmp® PCR System 9700, PE Applied 

BioSystem, USA) 
- ชุดอุปกรณ์รันเจล (Agarose gel electrophoresis equipment ) 
- เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDocTM Touch Imaging System Bio-

RAD, USA) 
3. สารเคมีวิทยาศาสตร์ 
- ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus 

สาเหตุโรคกรีนนิ่ง 
- สารปฏิชีวนะ(Laboratory grade); แอมพิซิลลิน(Ampicillin), เตตร้าไซคลิน 

(Tetracycline) 
- ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
- GeneJET Plant DNA Purification Mini Kit 
- TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
- GoTaq® Green Master mix (Promega, USA) 
- GeneRuler 1kb /100 bp DNA Ladder (Fermentas®) 
- Agarose gel 

4. วัสดุเกษตร  
- ดินปลูกพืช ถุงเพาะช า ปุ๋ยเคมี 16-16-16 สารป้องกันก าจัดแมลง 
- มีดติดตา, กรรไกรตัดก่ิง, เทปพันกิ่ง 

วิธีการ 
1. เตรียมต้นกล้าส้มเขียวหวานส าหรับทดสอบ 

1.1 เพาะเมล็ดส้มพันธุ์แรงเพอร์ไลม์ (Rangpur lime) ส าหรับใช้เป็นต้นตอ ในวัสดุปลูกสูตร
ผสมไทย-เยอรมัน เมื่อต้นกล้าส้มมีอายุ 3 เดือน ท าการย้ายลงถุงเพาะช า เมื่อต้นกล้าส้มมีอายุ 8 – 10 
เดือน หรือมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 8 – 10 มม. ท าการติดตาส้มเขียวหวาน(Citrus 
reticulata Blanco)ปลอดโรค หลังจากนั้น 4 เดือน ท าการสกัดดีเอ็นเพ่ือตรวจสอบการปลอดโรคกรี
นนิ่งด้วยเทคนิคพีซีอาร์  

1.2 ติดตาส้มพันธุ์มาดามไวนัสที่เป็นโรคกรีนนิ่งจ านวน 2 ตา/ต้น หลังจากนั้น 3 เดือน ท าการ
สกัดดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบการเกิดโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิคพีซีอาร์เพ่ือยืนยันว่าต้นกล้าส้มเขียวหวาน
ได้รับการถ่ายทอดเชื้อ Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่ง และใช้เป็นต้นกล้า
ส้มส าหรับน าไปทดสอบการก าจัดเชื้อด้วยสารปฏิชีวนะ 
2. การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะในการควบคุมโรคกรีนนิ่ง 

เตรียมสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลลินและสารละลารปฏิชีวนะเตตร้าไซคลิน  3 ระดับ คือ 
500, 1,500, 10,000 พีพีเอ็ม และใช้น้ าสะอาดเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ น าต้นกล้าส้มเขียวหวานล้าง
รากให้สะอาด แล้วท าการแช่รากต้นกล้าส้มเขียวหวานด้วยสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
(Ampicillin) และเตตร้าไซคลิน (Tetracycline) ที่ ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 5 ต้นต่อกรรมวิธี 
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นาน 24 ชั่วโมง และแช่ในน้ าสะอาดเป็นกรรมวิธีควบคุม จากนั้นจึงย้ายลงปลูกในกระถางและเก็บ
รักษาไว้โรงเรือนกันแมลง เพ่ือตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus 
สาเหตุโรคกรีนนิ่ง ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยเริ่มตรวจเชื้อหลังจากแช่สารปฏิชีวนะแล้ว 3 เดือน 
3. การตรวจสอบการติดเชื้อด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

น าตัวอย่างใบส้มเขียวหวานมาท าการสกัดดีเอ็นเอโดยชั่งตัวอย่างใบส้ม ประมาณ 0.1 กรัม น า
ใส่โกร่งแล้วเติมไนโตรเจนเหลวบดให้เป็นผงละเอียด สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป 
DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) และเติม AP1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรที่เติม 
RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น าใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 65 ºซ นาน 10 นาที 
จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column หมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  เก็บส่วนน้ าใส มาเติม absolute ethanol ปริมาตร 
1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column หมุนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หมุน
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที น าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ด้วยไพร์เมอร์ OI1/ OI2c (Jagoueix et al., 1996) เป็นตัวเริ่มต้นในการ
เพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมาย จากปฏิกิริยา PCR จะแสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,160 เบส  
ล าดับเบสคู่ไพรเมอร์  OI1  และ OI2c  ดังนี้ 

 OI1 :  5’ GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA 3’ 
 OI2c :  5’ GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT 3’ 
 ส่วนประกอบส าคัญท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)                7.0  ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ forward (OI1) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ reverse (OI2c) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- Green master mix            10.0   ไมโครลิตร 
- ดีเอ็นเอต้นแบบ         1.0 ไมโครลิตร 

     รวม    20.0   ไมโครลิตร 
น าส่วนประกอบการท าปฏิกิริยา PCR มาผสมกันแล้วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เป้าหมาย ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 
ขั้นที่ 1:  94C  นาน 2 นาที  1 รอบ 
ขั้นที่ 2: 94C  นาน 40 วินาที  
ขั้นที่ 3: 60C  นาน 60 วินาที 
ขั้นที่ 4: 72C  นาน 60 วินาที (ข้ันที่ 2 - 4) 36 รอบ 
ขั้นที่ 5: 72C  นาน 7 นาที  1 รอบ  

น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1%  
gel agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 10 ไมโครลิตร โดย
เปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน า agarose gel มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่าง
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ศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย  ethidium bromide 
นาน 15 นาที และแช่น้ าเปล่า 10 นาที และน าแผ่น agarose gel มาส่องดูขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง
วิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) ท าการบันทึกภาพและสรุปผลที่
เกิดข้ึน 
การบันทึกข้อมูล 
 1. การรอดชีวิตของต้นกล้าส้มเขียวหวานหลังการแช่ในสารละลายปฏิชีวนะ 
 2. การตรวจหาเชื้อโรคกรีนนิ่งของต้นกล้าส้มเขียวหวานก่อนและหลังการแช่ในสารละลาย
ปฏิชีวนะ 
เวลาและสถานที่ 
 เริ่มต้น ตุลาคม 2560 สิ้นสุด กันยายน 2562 
 ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. เตรียมต้นกล้าส้มเขียวหวานส าหรับทดสอบ 

 ต้นกล้าส้มเขียวหวานจ านวน 35 ต้น หลังการติดด้วยตาส้มพันธุ์มาดามไวนัสที่เป็นโรคกรีนนิ่ง
จ านวน 2 ตา (figure 1) พบว่าต้นกล้าส้มเขียวหวานแสดงการโรคกรีนนิ่งมีอาการใบด่างเป็นจุดจ้ า ด่าง
ลายไม่สม่ า เสมอหนาแข็ง  ( figure 2)  และเมื่ อน ามาตรวจหาเชื้ อแบคที เรีย  Candidatus 
Liberibaacter asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพร์เมอร์ IO1/OI2c พบแถบดีเอ็น
เอขนาด 1,160 bp ซึ่งแสดงว่าทุกต้นเป็นโรคกรีนนิ่งนิ่ง (figure 3) 

2. การรอดชีวิตของต้นกล้าส้มเขียวหวานหลังการแช่ในสารละลายปฏิชีวนะ 
 หลังน าต้นกล้าส้มทั้ง 35 ต้น แช่สารละลายปฏิชีวนะและแช่ในน้ าสะอาดแล้วย้ายลงปลูกในถุง
ปลูกและเก็บไว้ในโรงเรือนทดลอง พบว่ากรรมวิธีที่แช่ในสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่อัตรา 500, 
1,500 และ 10,000 พีพีเอ็ม และกรรมวิธีที่แช่ในน้ าสะอาดต้นกล้าส้มรอดชีวิตทุกต้น ส่วนกรรมวิธีที่
แช่ในสาระลายปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินอัตราความเข้มข้น 500 พีพีเอ็ม ต้นกล้าส้มมีอาการเหลือง ใบ
เปลี่ยนเป็นสีเหลืองและหลุดร่วง แต่ต้นกล้าส้มยังมีชีวิตและมีการแตกยอดใหม่ ส่วนกรรมวิธีที่แช่ต้น
กล้าส้มในสารละลายปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินที่อัตรา 1,500 และ 10,000 พีพีเอ็ม พบว่าภายในสัปดาห์
แรกแสดงอาการใบเหี่ยวเปลี่ยนเป็นสีเหลืองชัดเจน แห้งติดต้นก่อนที่ต้นกล้าส้มจะตายในที่สุด (figure 4) 

3. ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะในการควบคุมโรคกรีนนิ่ง 
ตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus ในต้นกล้าส้มที่ได้รับการ

แช่ในสารละลายปฏิชีวนะและน้ าสะอาดด้วยเทคนิคพีซีอาร์พบว่า กรรมวิธีที่แช่ด้วยสารละลาย
ปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินอัตราความเข้มเข้ม 1,500 และ 10,000 พีพีเอ็ม ต้นกล้าส้มแสดงอาการใบเหี่ยว
เปลี่ยนเป็นสีส่งผลให้ทุกต้นตายภายใน 1 เดือน จึงไม่สามารถน ามาตรวจหาเชื้อโรคกรีนนิ่งได้ ส่วนอีก 
5 กรรมวิธีที่เหลือประกอบด้วย กรรมวิธีที่แช่ในสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่อัตรา 500 , 1,500 
และ 10,000 พีพีเอ็ม กรรมวิธีที่แช่สารละลายปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินที่อัตรา 500 พีพีเอ็ม และกรรมวิธี
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ควบคุมแช่ในน้ าสะอาด ตามล าดับ จากการตรวจติดตามเชื้อโรคกรีนนิ่งครั้งที่ 1 หลังการแช่สาร
ปฏิชีวนะแล้ว 3 เดือน ตรวจไม่พบเชื้อโรคกรีนนิ่ง แต่สามารถตรวจพบเชื้อโรคกรีนนิ่งหลังแช่สาร
ปฏิชีวนะแล้ว 5 เดือนและต้นกล้าส้มแสดงอาการของโรคกรีนนิ่งชัดเจนขึ้น ส่วนกรรมวิธีที่แช่ด้วยน้ า
สะอาดสามารถตรวจพบได้ตั้งแต่ 1 เดือนหลังการทดสอบและต้นกล้าส้มแคระแกร็นแสดงอาการของ
โรคกรีนนิ่งรุนแรง 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
การแช่รากต้นกล้าส้มในสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่อัตราความเข้มข้น 1,500 และ 

10,000 พีพีเอ็ม สามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus สาเหตุของ
โรคกรีนนิ่งได้ท าให้ต้นกล้าส้มมีการเจริญเติบโตดีกว่าการแช่สารปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินที่อัตราความ
เข้มข้น 500 พีพีเอ็ม ซึ่งสามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Candidatus Liberibacter asiaticus ได้เน
เดียวกับสารละลายปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน แต่มีผลกระทบกับต้นกล้าส้มค่อนข้างมากคือแสดงอาการ
ใบเหลืองและหลุดร่วง จึงท าให้ต้นกล้าส้มชะงักการเจริญเติบโต และสารละลายปฏิชีวนะเตตร้าไซคลิน
ที่อัตราสูง 1,500 และ 10,000 พีพีเอ็ม มีผลท าให้ต้นกล้าส้มตาย และไม่พบอาการดังกล่าวในต้นกล้า
ส้มที่แช่สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินและน้ าสะอาด ดังนั้นการใช้สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินมีความ
เหมาะสมส าหรับน ามาใช้ก าจัดเชื้อโรคกรีนนิ่งในต้นกล้าส้มมากกว่าสารปฏิชีวินะเตตร้าไซคลิน 
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Figure 1 Rangpur lime stocks grafted with disease-free Som Keaw wan (Citrus reticulata 
 Blanco)  bud and two buds of HLB- infected Madam vinous (Citrus sinensis (L. ) 
 Osbeck) 
 
 

 
Figure 2 Som Kaew wan (Citrus reticulata Blanco)  seedings exhibits citrus greening 
 disease symptoms after 3 months of disease transmission by bud- grafting, 
 yellowish- mosaic, blotchy symptoms on citrus leaves (inset) 
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Figure 3 Gel electrophoresis of citrus seeding (Citrus reculata Blanco)  3 months after 
 grafted with two HLB infected buds from Madam vinous variety. Electrophoresis 
 is on 1.2% agarose gel of DNA amplified using OI1/OI2c primers. Lane M = 100 
 bp DNA ladder, lane 1 -35 samples from citrus seedlings, p = positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Citrus seeding grafted with HLB positive treated with 1,500 ppm tetracycline 
    solution died within one month 
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การศึกษาสาเหตุและการถ่ายทอดอาการใบหงิกของส้มโอ 
Causal Agent and Transmission of Pummelo Crinkly Leaf Symptom 
 

แสนชัย  ค าหล้า  กาญจนา วาระวิชะนี 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

Abstract 
From the study of the crinkly leaf symptoms in the pummelo orchards in 

different areas of Thailand, it was confirmed that samples of pummelos, lime and 
lemons showing crinkly leaves, twisting, blotches along midrib.  Concave into one side 
of the leaf (notch) is noticeable. Symptoms is more observable during the young leaves 
stage. Based on symptoms, transmission through budding and PCR detection revealed 
that Citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDav)  belonging to Geminiviridae is the 
causal agent of disease.  Currently CCDav reported in Turkey (2012)  and China (2015) . 
Virus spread primarily due to the use of vegetative propagation (bud, shoot, marcotting). 
There is no evidence of disease spread by seeds or mechanical methods.  The disease 
mainly found in pummelo and lime orchards across Thailand. 
Keywords : Pummelo, pomelo, Crinkly leaves,CCDav, Citrus chlorotic dwarf association 
virus, Gemminivirus  
 

บทคัดย่อ 
จากผลการศึกษาอาการใบหงิกในพืชตะกูลส้มที่ปลูกในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยพบว่า

ตัวอย่างส้มโอและมะนาวที่แสดงอาการลักษณะใบหงิกงอ บิด ด่างเป็นจุดจ้้าด้านหลังตามแนวเส้นใบ
และมีลักษณะเป็นรอยบาก (notch) เว้าเข้ามาด้านใดด้านหนึ่งของใบ ซึ่งอาการจะเห็นได้ชัดเจนในช่วง
แตกใบอ่อน เกิดจากเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDav) จัดอยู่ในวงศ์ 
Gemiviridae ปัจจุบันมีรายงานในประเทศตุรกี (2012) และประเทศจีน (2015) เชื้อไวรัส CCDaV 
แพร่ระบาดจากการใช้ส่วนขยายพันธุ์ เช่น ตา, กิ่ง, การตอนกิ่ง ไม่พบการถ่ายทอดโรคทางเมล็ดพันธุ์
และการถ่ายทอดโรคจากการกรีดสร้างบาดแผล พบระบาดใสสวนส้มโอและมะนาวในแหล่งปลูกส้าคัญ
ของประเทศไทย 
ค าหลัก : ส้มโอ, อาการใบหงิก, อาการยอดหงิก, ไวรัสพืช 

 
 
 

 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-02-02-04-60 
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ค าน า 
จากผลการศึกษาและส้ารวจโรคกรีนนิ่งของส้มโอ อ้าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายปี 2555 

ในโครงการศึกษาการจัดการปุ๋ยและการระบาดของโรคกรีนนิ่งของส้มโอในแหล่งปลูกพ้ืนที่อ้าเภอเวียง
แก่น จังหวัดเชียงรายนอกจากจะพบความเสียหายที่เกิดจากโรคกรีนนิ่งซึ่งมีผลกระทบท้าให้ผลส้มโอ
ร่วงก่อนอายุการเก็บเกี่ยวและผลผลิตไม่มีคุณภาพ สร้างปัญหาอย่างให้กับเกษตรกรชาวสวนส้มใน
พ้ืนที่อ้าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายแล้ว ยังพบโรคของส้มโออีกโรคหนึ่งคือโรคใบหงิก (crinkly leaf 
disease) และเกษตรกรชาวสวนส้มได้กล่าวว่าเมื่อ 2 – 3 ปี ที่ผ่านมาพบโรคระบาดเพียงเล็กน้อย
ประมาณ 5 – 10 เปอร์เซ็นต์ แต่ปัจจุบันโรคระบาดมากถึง 70 – 80 เปอร์เซ็นต์และนับวันยิ่งจะเพ่ิม
มากขึ้นทุก ๆ ปี บางสวนพบโรคเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ท้าให้ผลผลิตลดลงและต้นที่แสดงอาการใบหงิก
รุนแรง ผลส้มโอจะเกิดอาการแข็งด้าน ไม่มีคุณภาพและไม่เป็นที่ต้องการของตลาด ทางกลุ่มงานไวรัส
วิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ได้ท้าการพิสูจน์เบื้องต้น ตามกรรมวิธีทาง
ไวรัสวิทยา พบเพียงบางตัวอย่างประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นที่เป็นโรคไวรัสทริสเทซ่า แสดงว่า
อาการใบหงิกของส้มโอไม่ได้มีสาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัสทริสเทซ่า แต่อาจเกิดจากเชื้อไวรัสชนิดอื่น แม้ว่า
ไมตรีและคณะ (2529) ได้รายงานว่าอาการใบหงิกที่เกิดบนมะนาวเป็นอาการชนิดหนึ่ง(strain) ของ
โรคทริสเทซ่า อาจจะเป็นเพราะมะนาวเป็นพืชตระกูลส้มที่อ่อนแอ (susceptible) ต่อไวรัสทริสเทซ่า
โดยการน้าโรคของแมลงพาหะเพลี้ยอ่อน จึงตรวจพบเชื้อไวรัสเทริสเทซ่าทุกครั้ง ซึ่งตรงกันข้ามกับส้ม
โอที่ค่อนข้างทนทาน (tolerant) ต่อเชื้อไวรัสทริสเทซ่า (mixed infection) ในธรรมชาติ และอาการ
โรคใบหงิกดังกล่าวมีอาการคล้ายกับโรค Citrus variegation ที่มีสาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัส Citrus 
variegation virus (CVV) ที่เกิดกับพันธุ์ส้ม Pleatine sweet lime ประเทศ Costarica ( Moreira et 
al., 2011) ท้าให้ส้มเกิดอาการใบหงิก ( Crinkly leaf ) บิดเบี้ยวและด่าง ( Chlorotic mottle ) 
ผลผลิตลดลงและไม่มีคุณภาพ ส้าหรับประเทศไทยโรคนี้ยังไม่มีรายงานมาก่อน นอกจากจะพบเป็นกับ
ส้มโอในพ้ืนที่อ้าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงรายแล้ว ยังพบเกิดกับส้มโอในจังหวัดนครปฐม ราชบุรี 
พิจิตร สุโขทัย นครนายกและปราจีนบุรี และคงจะแพร่ระบาดไปยังจังหวัดอ่ืน ๆ อีก โดยน้ากิ่งพันธุ์
เป็นโรคขยายปลูก ดังนั้นจึงจ้าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องท้าการศึกษาและพิสูจน์ว่าอาการใบหงิกที่เกิดบน
ส้มโอโดยเฉพาะอย่างยิ่งพันธุ์ทองดีว่ามีสาเหตุจากเชื้ออะไรและสามารถถ่ายทอดแพร่ระบาดได้อย่างไร 
เพ่ือจะได้หาแนวทางอย่างมีประสิทธิภาพในการป้องกันและควบคุมโรคต่อไปในอนาคต 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 

-ส้มโอ ส้มเขียวหวาน ส้มโชกุน และมะนาว ที่มีอาการใหงิกหรือบิดเบี้ยวและต้นกล้าส้ม
โอพันธ์ทองดี ส้มโอพันธุ์ขาวแตงกวา ส้มโอพันธุ์ทับทิมสยาม ส้มเขียวหวาน มะนาว และ
มะกรูด 
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2. วัสดุวิทยาศาสตร์  
- หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร (appendorft®)  
- โกร่งและบดตัวอย่าง (mortar and pestle) 
- หลอดพีซีอาร์ 
- เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 (balance) 
- อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (GeneAmp® PCR System 9700, PE Applied 

BioSystem, USA) 
- ชุดอุปกรณ์รันเจล (Agarose gel electrophoresis equipment ) 
- เครื่องวิเคราะห์เจล (Gel documentation, ChemiDocTM Touch Imaging 

System Bio-RAD, USA) 
3. สารเคมีวิทยาศาสตร์ 
- ไพร์เมอร์ส้าหรับตรวจสอบเชื้อไวรัส 
- ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
- GeneJET Plant DNA Purification Mini Kit 
- พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega®) 
- TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
- GoTaq® Green Master mix (Promega, USA) 
- GeneRuler 1kb /100 bp DNA Ladder (Fermentas®) 
- Agarose gel 

4. วัสดุเกษตร  
- ดินปลูกพืช ถุงเพาะช้า ปุ๋ยเคมี 16-16-16 สารป้องกันก้าจัดแมลง 

วิธีการ 
1. เก็บตัวอย่างใบและกิ่งส้มโอ 
 เก็บตัวอย่างในแหล่งปลูกส้มโอที่มีอาการใบหงิกหรือบิดเบี้ยวคล้ายอาการจากเชื้อไวรัสเข้า
ท้าลายจากแหล่งปลูกในภาคเหนือ กลาง อีสาน และ ภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย 
พิจิตร ชัยนาท ชัยภูมิ ปทุมธานี นนทบุรี นครปฐมชัยภูมิ สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช ภูเก็ต น้า
ตัวอย่างกิ่งพันธุ์ที่เก็บมาท้าการเสียบยอดหรือติดตาไว้บนต้นกล้าส้มโอทองดีที่ใช้เป็นต้นตออายุ
ประมาณ 6 – 8 เดือน ซึ่งเพาะจากเมล็ดส้มโอทองดีซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชสวน
เชียงราย ท้าการเพาะเมล็ดโดยใช้วัสดุปลูกสูตรไทย-เยอรมัน เพ่ือป้องกันปัญหาโรครากเน่าโคนเน่าเมื่อ
ต้นกล้าอายุประมาณ  2 - 3 เดือน ท้าการย้ายต้นกล้าใส่ในถุงพลาสติกขนาด 6 x 12 นิ้ว แล้วเก็บ
รักษาไว้ในโรงเรือนกันแมลงของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส้านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช ให้น้้าและปุ๋ย
อย่างสม่้าเสมอ และตัวอย่างใบไปสกัดสารพันธุกรรมเพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกและ
ระบุชนิดเชื้อไวรัสต่อไป 
2. การตรวจสอบและระบุเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 

2.1 ท าการสกัดสารพันธุกรรม  
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น้าตัวอย่างใบส้มโอที่เก็บมาท้าการสกัดดีเอ็นเอโดยชั่งตัวอย่างใบส้มโอ ประมาณ 0.2 กรัม น้า
ใส่โกร่งแล้วเติมไนโตรเจนเหลวบดให้เป็นผงละเอียด สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส้าเร็จรูป 
DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (Germany) และเติม AP1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรที่เติม 
RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น้าใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 65 ºซ นาน 10 นาที 
จากนั้นน้ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้้าใสทั้งหมดใส่ลงใน QIAshredder Mini Spin Column หมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  เก็บส่วนน้้าใส มาเติม absolute ethanol ปริมาตร 
1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้้าใสปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini Spin Column หมุนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หมุน
เหวี่ยงที่ 13 ,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที  ท้าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไว้ที่ - 20 องศาเซลเซียส 
เพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ในขั้นต่อไป 

2.2 การตรวจสอบสาเหตุโรคไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR  
น้าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ด้วยไพร์

เมอร์ 3202fw/6rev (Loconsole et al., 2012) เป็นตัวเริ่มต้นในการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมาย จาก
ปฏิกิริยา PCR จะแสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 เบส  
ล้าดับเบสคู่ไพรเมอร์ 3202fw และ 6rev ดังนี้ 
 3202fw :  5’-GTTCTGTGTTTCGACCCGTT-3’ 
 6rev :  5’-GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA-3’ 
 ส่วนประกอบส้าคัญท่ีใช้ในการท้าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้้ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)                7.0  ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ forward (3202fw) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ reverse (6rev) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- Green master mix            10.0   ไมโครลิตร 
- ดีเอ็นเอต้นแบบ         1.0 ไมโครลิตร 

     รวม    20.0   ไมโครลิตร 
น้าส่วนประกอบการท้าปฏิกิริยา PCR มาผสมกันแล้วน้าไปท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เป้าหมาย ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งโปรแกรมการท้างาน ดังนี้ 
ขั้นที่ 1:  94C  นาน 5 นาที  1 รอบ 
ขั้นที่ 2: 94C  นาน 30 วินาที  
ขั้นที่ 3: 54C  นาน 30 วินาท ี
ขั้นที่ 4: 72C  นาน 30 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 30 รอบ 
ขั้นที่ 5: 72C  นาน 7 นาที  1 รอบ  

น้าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1%  
gel agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 10 ไมโครลิตร โดย
เปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน้า agarose gel มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่าง
ศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน้า agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย ethidium bromide 
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นาน 15 นาที  และแช่น้้าเปล่า 10 นาที และน้าแผ่น agarose gel มาส่องดูขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง
วิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) ท้าการบันทึกภาพและสรุปผลที่
เกิดข้ึน 

2.3 การโคลนยีนเพื่อระบุเชื้อสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 
โคลน insert DNA จากข้อ 2.2  เข้าในพลาสมิดพาหะ pGEM–T easy vector (Figure 1 ) 

ตามระบบของ TA cloning system ที่แสดงไว้ในคู่มือโดยผสมส่วนประกอบต่างๆ ในหลอดปฏิกิริยา 
PCR ขนาด 0.5 ml ดังนี้ Ligation buffer (2x) 5 µl, pGEM-T easy vector 1 µl, PCR product 
(template) 2 µl, DEPC treated water  1 µl, T4 DNA ligase 1 µl ปริมาตรรวมเท่ากับ 10 µl 
โดยในระหว่างการเติมสารต่างๆ ต้องท้าในกระติกน้้าแข็ง หลังจากนั้นน้าไปเข้าเครื่อง thermal cycle 

โดยตั้งโปรแกรมคงที่ 4 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง การส่งถ่าย recombinant plasmid เข้าสู่เซลล์เจ้า
บ้าน ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ท้าการเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ ปริมาตร10 µl ใส่ลงในหลอด 
ขนาด 1.5 มล.  จากนั้นจึงเติม competent cell ปริมาตร  50 µl  ผสมให้เข้ากันโดยใช้ไมโครปิเปต

กวนเบาๆ น้าไปวางบนน้้าแข็ง 30 นาที จากนั้นย้ายลงในน้้าอุ่นที่อุณหภูมิ 42 C นาน 45 วินาที และ
น้าไปวางบนน้้าแข็งทันทีนาน 2 นาที จากนั้นจึงเติม  SOC medium ปริมาตร 950 มล.น้าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 37 C พร้อมทั้งเขย่าด้วยความเร็วประมาณ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง , น้า

สารละลายมา spread บนอาหาร LB+ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มที่อุณหภูมิ 37 C เป็น
เวลา 14 – 17 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนี E. coli บนอาหาร LB+ampicillin ลักษณะโคโลนี กลม, ใส, 
ขนาดเล็ก ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะโคโลนีที่คัดเลือกมาแตะบนจานอาหาร  LB+ampicillin ที่มีช่อง
ตารางหมายเลขก้ากับ น้าไม้จิ้มฟันที่แตะเชื้อหย่อนลงบนอาหาร LB ปริมาตร 4 ml + ampicillin 

ความเข้มข้น 50 ppm (เพ่ือสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ)  เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 C 
ข้ามคืน ใช้ลูปเขี่ยเชื้อ E. coli โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกอยู่บนอาหาร LB + ampicillin ความ
เข้มข้น 50 ppm บ่มไว้ 37 oC ข้ามคืน จากนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในหลอด ขนาด 1.5 ml ที่
มีอาหาร LB + ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm เอียง บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 oC ข้ามคืนจากนั้นจึง
ส่งไปท้าการหาล้าดับเบสที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย แล้วน้าข้อมูลที่
ได้มาวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์เชื้อไวรัสที่มีรายงานใน GenBank 
โดยใช้โปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) 
3. การถ่ายทอดเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus 
3.1 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสโดยวิธีกรีดแผลบนต้นกล้า 

น้าตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าส้มโอทองดีที่ได้รับการตรวจยืนยันว่าเป็นโรคใบหงิกแล้วด้วย
เทคนิคพีซีอาร์และแสดงอาการใบหงิก บิดงอ และด้านหลังใบมีอาการจุดซ้้าตามแนวเส้นใบมาบดให้
ละเอียดใน Phosphate buffer pH 7.2 และแช่สารละลายไว้ในกระติกน้้าแข็ง หลังจากนั้นใช้มีดติด
ตาจุ่มในสารละลายแล้วน้าไปกรีดบนต้นกล้าส้ม 7 ชนิด ได้แก่ ส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้ม
ทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด จ้านวน ชนิดละ 3 ต้น จากนั้นน้าไปเก็บรักษาไว้
ในเรือนเพ่ือสังเกตอาการและน้ามาตรวจหาใช้ไวรัสในระ 3 เดือน และ 6 เดือน ต่อไป 
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3.2 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสทางเมล็ดพันธุ์ 
 เพาะเมล็ดจากผลส้มโอจากต้นส้มโอทองดีที่เป็นโรคใบหงิก (Figure 7) ท้าการย้ายต้นกล้า
จ้านวน 200 ต้น หลังจากเพาะเมล็ด 60 วัน แล้วเก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง เพ่ือสังเกตอาการโรคและ
น้าตัวอย่างใบไปสกัดดีเอ็นตามวิธีการในข้อ 2.1ส้าหรับการตรวจด้วยเทคนิค PCR เพ่ือยืนยันการเกิด
โรคใบหงิกในต้นกล้าส้มโอทองดี จ้านวน 2 ครั้ง ครั้งที่ 1 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดีอายุ 6 เดือน และ ครั้ง
ที่ 2 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดี 12 เดือน ตามล้าดับ 
เวลาและสถานที่ 
 เริ่มต้น ตุลาคม 2560 สิ้นสุด กันยายน 2562 
 ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนปลูกพืชทดลอง กลุ่มวิจัยโรคพืช ส้านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช, แปลงปลูกส้มโอในประเทศไทย 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. เก็บตัวอย่างใบและกิ่งส้มโอที่มีอาการใหงิก 
 เก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการใบหงิก บิดเบี้ยว ม้วนงอ รูปร่างผิดปกติคล้ายกับอาการที่
เกิดจากการถูกเชื้อไวรัสเข้าท้าลายในแปลงปลูกส้มโอ , มะนาวและส้มเขียวหวาน (Figure 2) ใน
ภาคเหนือ กลาง อีสาน และ ภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย จ้านวน 5 ตัวอย่าง 
สุโขทัย 3 ตัวอย่าง จังหวัดชัยนาท 7 จังหวัดนนทบุรี 1 ตัวอย่าง นครปฐมชัยภูมิ 3 ตัวอย่าง จังหวัด
ชุมพร 1 ตัวอย่าง จังหวัดนครศรีธรรมราช 4 ตัวอย่าง จังหวัดภูเก็ต 2 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 35 
ตัวอย่าง (Table 1) น้าตัวอย่างกิ่งพันธุ์ที่เก็บมาท้าการเสียบยอดไว้บนต้นกล้าส้มส้มโอ (Figure 3) และ
ตัวอย่างในน้าไปสกัดสารพันธุกรรมเพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิก 
2. การตรวจสอบและระบุเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 

2.1. การตรวจเชื้อสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอและมะนาว 
ตัวอย่างส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มโอทับทิมสยาม มะนาวแป้น และ มะนาวตาฮิติ ที่เก็บมาจาก
แปลงเกษตรกร (ตารางที่ 1) รวม จ้านวน 35 ตัวอย่าง น้ามาสกัดดีเอ็นเอและท้าการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมเชื้อไวรัสด้วยไพรเมอร์ 3202fw/6rev (Giuliana Loconsole et al., 2012) ด้วยเทคนิค 
PCR พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอได้ขนาดประมาณ 444 bp (Figure 4)  

2.2. การระบุสาเหตุสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอ 
 สกัดดีเอ็นเอจากต้นส้มโอที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อโรคใบหงิก (Figure 3) ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ
ส้าเร็จรูป GenUP™ Plant DNA kit ด้วย Lysis buffer จะได้สารละลายดีเอ็นเอของโรคใบหงิกไว้
ส้าหรับตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน้ามาการตรวจสอบ
อาการใบหงิกในส้มโอด้วยเทคนิค PCR โดยคู่ใช้ไพร์เมอร์ 3202fw/6rev (Loconsole et al., 2012) 
และตรวจสอบผลด้วยเทคนิค Gel electrophoresis พบว่า ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 bp 
(Figure 4) ท้าการโคลนยีนน้าชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 bp มาท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส้าเร็จรูป 
QIAquickGel Extraction Kit (Qiagen, Germany) และน้ามาเชื่อมเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T 
Easy vector (Promega)  (Figure 1)  ด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase และท้าการคัดเลือกแบคทีเรียที่
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คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสมสอดแทรกด้วยเทคนิค colony PCR แล้วท้าการสกัดพลาสมิดลูกผสมด้วยชุด
สกัดส้าเร็จรูป Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany) และตรวจสอบผลด้วยเทคนิค Gel 
electrophoresis พบว่า แสดงแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดสายผสมของชิ้นดีเอ็นจากคู่ไพรเมอร์
3202fw/6rev มีขนาดประมาณ 400 bp (Figure 4)  แล้วน้าส่งวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์จ้านวน 2 
โคลน ด้วยเครื่องวิเคระห์  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle 
sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย หลังจากนั้น
น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ซึ่งมีความความยาว 444 เบส (Figure 5) มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล้าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) 
ด้วยโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) พบว่ามีความเหมือนกับ Citrus 
chlorotic dwarf associated virus isolate YN-EL4 (Sequence ID: KX840470.1) ที่ระดับความ
เหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสที่มีรายงานจากประเทศจีน (Zhou et al, 2017) 
3. การถ่ายทอดสาเหตุโรคใบหงิกในส้มโอ 

3.1. การถ่ายทอดเชื้อไวรัสโดยวิธีกล 
 ต้นกล้าส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด 
จ้านวน ชนิดละ 3 ต้น ที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus  

สาเหตุของโรคใบหงิกส้มโอ โดยวิธีกลด้วยการกรีดสร้างแผลบนต้นกล้า (Figure 6) พบว่าหลังการ
ถ่ายทอดเชื้อไวรัสนาน  3 เดือน และ 6 เดือน ไม่พบต้นกล้าส้มทั้ง 7 ชนิดแสดงอาการของโรคใบหงิก
ส้มโอและเม่ือน้าตัวอย่างใบมาสกัดดีเอ็นเอและตรวจด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าไม่ปรากฎแถบดีเอ็นของ
เชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกในทุกตัวอย่าง 

3.2. การถ่ายทอดทางเมล็ดพันธุ์ 
ต้นกล้าส้มโอทองดีจ้านวน 200 ต้น ซึ่งเพาะเมล็ดจากผลส้มโอของต้นส้มโอทองดีที่เป็นโรค 

ใบหงิก ที่เก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง พบต้นกล้าส้มโอแสดงอาการใบบิดเล็กน้อยในบางตัวอย่าง 
ลักษณะคล้ายอาการรอยบาก(notch) ซึ่งเป็นอาการอย่างหนึ่งที่พบในต้นส้มโอหรือมะนาวที่เป็นโรคใบ
หงิก แต่เมื่อน้ามาตรวจยืนยันด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 2 ครั้ง เมื่อกล้าส้มโอ อายุ 6 เดือน และ 12 เดือน ไม่
พบแถบดีเอ็นเป้าหมายของเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus  สาเหตุของโรคใบ
หงิกส้มโอ (Figure 8) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
อาการใบหงิกในพืชตะกูลส้มที่ปลูกในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยพบว่าตัวอย่างส้มโอและ

มะนาวที่แสดงอาการลักษณะใบหงิกงอ บิด ด่างเป็นจุดจ้้าตามด้านหลังตามแนวเส้นใบและมีลักษณะ
เป็นรอยบาก (notch) เว้าเข้ามาด้านใดด้านหนึ่งของใบ ซึ่งอาการจะเห็นได้ชัดเจนในช่วงแตกใบอ่อน 
ส่วนในใบที่โตเต็มที่แล้วไปจนถึงใบแก่สังเกตเห็นอาการโรคได้ยาก เกิดจากเชื้อไวรัส Citrus chlorotic 
dwarf associated virus (CCDaV) ปัจจุบันมีรายงานในประเทศตุรกี (2012) และประเทศจีน (2015) 
เชื้อไวรัส CCDaV สันนิษฐานว่ามีแมลงหวีขาว 2 ชนิด คือ ในประเทศตุรกี Parabemisia myricae 
Kuwana (Bayberry whitefly) ส่วนในประเทศจีนตรวจพบเชื้อไวรัสในแมลงหวี่ขาว Dialeurodes 
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citris Ashmead (Citrus whitefly) แต่ปัจจัยหลักท่ีท้าให้เกิดจากแพร่ระบาดคือการใช้ส่วนขยายพันธุ์ 
เช่น ตา, กิ่ง, การตอนกิ่ง จากต้นที่มีเชื้อไวรัสแล้วน้าไปขยายพันธุ์ในสวนหรือแหล่งปลู กใหม่ ๆ 
โดยเฉพาะการซื้อกิ่งตอนครั้งละมาก ๆ ท้าให้มีโอกาสสูงที่เชื้อไวรัสจะติดไปกับกิ่งตอนเนื่องจากไม่
ปรากฎอาการหรือสับสนกับอาการที่เกิดจากแมลงเข้าท้าลาย และจากการตรวจต้นกล้าส้มโอทองดี 
200 ต้น ที่เพาะจากต้นส้มโอที่เป็นโรคใบหงิกเมื่อ อายุ 6 เดือน และ 12 เดือน ไม่พบแถบดีเอ็น
เป้าหมายของเชื้อไวรัส CCDaV สาเหตุของโรคใบหงิกส้มโอ และไม่พบการเกิดโรคใบหงิกส้มโอ จาก
ต้นกล้าส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มโอทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด  ที่
ได้รับการถ่ายทอดโรคโดยการกรีดสร้างบาดแผล ดังนั้นเกษตรกรที่จะท้าการสร้างสวนใหม่หรือน้ากิ่ง
พันธ์ส้มโอและมะนาวไปปลูกในพ้ืนที่ใหม่ควรจะต้องท้าการเลือกกิ่งพันธุ์จากต้นแม่พันธุ์ที่ไม่มีอาการใบ
หงิก ใบด่าง ข้อหดสั้น ของเชื้อไวรัส CCDaV โดยการเดินสังเกตอาการรอบ ๆ ต้นแม่พันธุ์ในช่วงที่มี
การแตกยอดอ่อนจะเห็นอาการได้ชัดเจน และเมื่อน้าไปปลูกแล้วให้หมั่นตรวจสอบเมื่อต้นกล้าส้มโอ
หรือมะนาวมีการแตกยอดใหม่ หากพบอาการอาการใบหงิก ใบด่างให้ท้าการก้าจัดทิ้งทันที่โดยการ
ถอนแล้วฝังกลบและเนื่องจากเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสจึงไม่มีสารเคมีในการป้องกันก้าจัดในปัจจุบัน 
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Table 1 Crinkly leaf samples from pummelo and lime 

Provinces Plant No. 
Chiang rai Pummelo (Thong Dee cultivar) 5 
Sukhothai Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 
Chainat Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 
Chainat Pummelo (Khao Tang Kwa cultivar) 4 
Chainat Tahiti lime 2 
Pathum Thani Lime (Manao pan cultivar) 1 
Nakhon Pathom Pummelo (Thong Dee cultivar) 3 
Nonthaburi Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 
Chaiyaphum Pummelo (Thong Dee cultivar) 5 
Chumphon Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 
Nakhon Si Thammarat Pummelo (Tubtim Siam cultivar) 3 
Nakhon Si Thammarat Pummelo (Thong Dee cultivar) 1 
Nakhon Si Thammarat Lime (Manao pan cultivar) 1 
Phuket Pummelo (Tubtim Siam cultivar) 1 
Phuket Lime (Manao pan cultivar) 1 
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Figure 1 pGEM® - T easy vector map 

 

Figure 2 Crinkly leaf disease symptoms on pummelo and lime orchards (A-B) symptoms 
on lime form Chainat and Nakhon Si Thammarat provinces, (C-D) 
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Figure 3 Pummelo seedlings show crinkly disease symptoms (A), Symptoms on young 
 leaves is noticeable (B), Concave into one side of the leaf (C), Blotchy symptoms 
 along midrib on lower surface of the leaf 

 

Figure 4 Gel electrophoresis of crinkly leaf samples show PCR product about 444 bp 
 Electrophoresis is on 1. 5% agarose gel of DNA amplified using 3202 fw/ 6 rev 
 primers  

 

 

Figure 5 Nucleotide sequence (444 bp) of crinkly leaf pummelo from Chinat province 
is most similar to Citrus chlorotic dwarf associated virus from China 

 

 

Figure 6  The incision wound on the seedlings to transmit the crinkly leaf disease (A) 
Seedlings keep in the greenhouse to observe symptoms and transmission. 
 

 

 

A B 
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Figure 6  The incision wound on the seedlings to transmit the crinkly leaf disease (A) 
Seedlings keep in the greenhouse to observe symptoms and transmission. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 Pummelo (Thong Dee cultivar) seeds and seedlings from infected tree (A) Vigor 
   seeds (left), abortion seed (right); (B) Pummelo seedlings 

 

 

Figure 8 Pummelo seedings (Thong Dee cultivar)  from infected trees uninfected with 
 crinkly leaf disease 
 

A 
B 
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การพัฒนาชุดตรวจเชื้อไวรัสทริสเทซ่าของพืชตระกูลส้ม  
Development of Chromatographic Paper Strip for Detection of Citrus 

Tristeza Virus in Citrus 
 

แสนชัย  ค าหล้า กาญจนา  วาระวิชะนี 

สิทธิศักดิ์  แสไพศาล 
กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า 

จากการวิเคราะห์สารละลาย Cp-CTV recombinant  protein ด้วยเทคนิค ELISA ไม่
สามารถตรวจพบโปรตีนเป้าหมายดังกล่าว จึงอยู่ระหว่างการปรับความเข้มข้นของสารละลาย  20% L 
(+) arabinose ให้เหมาะสมเพ่ือกระตุ้นให้แบคทีเรียสามารถเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีนเป้าหมาย
ได้มากที่สุด และให้ได้ความเข้มข้นที่เพียงพอส าหรับใช้เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลองให้ผลิตโพลี
โคนอลแอนติบอดีเพ่ือน าไปผลิตเป็นชุดตรวจสอบส าเร็จรูปได้ 

ค าหลัก : โรคทริสเทซ่า, แอนติบดี,Citrus Tristeza virus , expression protein, recombinant  
protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสการทดลอง 03-31-60-01-02-00-10-61 
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ค าน า  
โรคทริสเทซ่า (Tristeza disease) เป็นโรคที่ส าคัญของพืชตระกูลส้มเกิดจากเชื้อ Citrus 

tristeza virus พบมีการระบาดทั่วโลกและเป็นโรคหนึ่งที่ท าความเสียหายอย่างมากทั้งต่อเกษตรกร
รายย่อยจนถึงระดับอุตสาหกรรมการปลูกส้มขนาดใหญ่ ส าหรับประเทศไทยมีรายงานครั้งแรกในปี 
พ.ศ. 2515 โดยกลุ่มงานไวรัสวิทยา กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร (ไมตรี, 2534) เชื้อ
ไวรัสสาเหตุโรคจัดอยู่ในสกุล Closterovirus วงศ์ Closteroviridae จัดเป็นไวรัสขนาดใหญ่ที่สุดที่เข้า
ท าลายพืชมีลักษณะอนุภาคยาวคล้ายเส้นด้าย (thread-liked particle) ขนาดอนุภาค 11 x 2,000 
นาโนเมตร มีสารพันธุกรรมเป็นแบบอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวเส้นบวก (plus single strand RNA, อยู่
หนาแน่นภายในระบบล าเลียงของพืชโดยเฉพาะท่ออาหารของพืช (phloem)  

ลักษณะอาการของโรค พืชตระกูลส้มสามารถติดเชื้อ Citrus tristeza virsus ได้ทุกชนิด แต่มี
ระดับความรุนแรงของโรคไม่เท่ากันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์พืช สายพันธุ์เชื้อไวรัส รวมถึงภาวะแวดล้อม
อ่ืนๆ ที่พืชได้รับในขณะที่พืชถูกเชื้อไวรัสเข้าท าลาย ในมะนาวจะแสดงอาการชัดเจนที่สุด โดยมีอาการ
ใบเหลืองซีดคล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร ใบมีขนาดเล็ก หนาผิดปกติ ขอบใบม้วนเข้า ในใบอ่อนเส้น
ใบจะแสดงอาการเป็นขีดโปร่งแสง (vein clearing) ส่วนใบแก่เส้นใบจะนูนแข็งและแตก ต้นพืชที่ได้รับ
เชื้อไวรัสสายพันธุ์รุนแรงจะแสดงอาการแคระแกร็น ให้ผลผลิตต่ าและตายไปในที่สุด ในพืชตระกูลส้ม
อ่ืนๆ ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มตรา และส้มโอ อาการของโรคไม่รุนแรงหรือแสดงอาการชัดเจนเท่ากับ
ในมะนาว ในระยะแรกของการติดเชื้ออาการไม่ปรากฏชัดเจน แต่เมื่อต้นส้มให้ผลผลิตแล้ว 1-2 ปี และ
ต้นส้มเริ่มอ่อนแอลงจะแสดงอาการใบกลับ ไม่เขียวสดชื่น คล้ายอาการขาดน้ า หากต้นส้มติดลูกดก
มากเกินไปจะสลัดใบและลูกทิ้งแล้วแสดงอาการทรุดโทรม การแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสทริสเทซ่า
สามารถเกิดขึ้นได้ 3 วิธี คือ การติดไปกับกิ่งพันธุ์ซึ่งได้มาจากต้นแม่พันธุ์ที่ติดเชื้อไวรัส การติดตาทาบ
กิ่งจากการใช้ตาหรือกิ่งพันธุ์ที่ไม่ปลอดโรค และการถ่ายทอดโดยเพลี้ยอ่อน มีเพลี้ยอ่อนหลายชนิดที่
สามารถถ่ายทอดเชื้อ Citrus tristeza virsus ได้แก่ เพลี้ยอ่อนส้ม (Toxoptera citricida), เพลี้ยอ่อน
ฝ้าย (Aphis gossypii), เพลี้ยอ่อนถั่ว (Toxoptera aurantii) และเพลี้ยอ่อนผัก (Apis spiraecola)  

 วิธีการตรวจสอบหาเชื้อสาเหตุในส้มโดยการใช้พืชทดสอบ การติดตา ทาบกิ่ง อาการบนพืช
ทดสอบเริ่มปรากฏหลังการถ่ายทอดโรคแล้วอย่างน้อย 1-2 เดือน หรือใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา เช่น 
เทคนิค RT-PCR ซึ่งให้ผลที่แม่นย า และรวดเร็ว แต่ต้องอาศัยความช านาญเฉพาะด้านรวมทั้งต้องเสีย
ค่าใช้จ่ายสูงในการตรวจสอบตาหรือกิ่งพันธุ์ส้มเป็นจ านวนมาก ส าหรับเทคนิคทางซีรัมวิทยา เช่น 
เทคนิค ELISA เป็นวิธีการที่ง่ายและค่าใช้จ่ายน้อยกว่าเทคนิค PCR แต่เนื่องจากปริมาณของเชื้อ 
Citrus tristeza virsus ในพืชตระกูลส้มแต่ละชนิดไม่เท่ากัน ท าให้ประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิต
ได้ยังมีข้อจ ากัดเมื่อน ามาตรวจเชื้อ Citrus tristeza virsus จากพืชตระกูลส้มต่างชนิดกัน ในปัจจุบัน
ความก้าวหน้าของเทคโนโลยีชีวภาพท าให้สามารถสังเคราะห์ coat protein (Cerovska et. al., 2003) 
ของเชื้อไวรัส CTV ในเซลล์แบคทีเรีย (รัตนา 2555, ยุพา, 2556) ได้ในปริมาณมากและมีความบริสุทธิ์
สูงขึ้น ซึ่งสามารถน าไปผลิตแอนติซีรัมท่ีมีความบริสุทธิ์และคุณภาพสูงเพ่ิมข้ึนได้ 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
 

- สิ่งที่ใช้ในการทดลอง  
1. ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคและตัวอย่างพืชปกติ 
2. โปรตีนลูกผสมของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ Citrus tristeza virus 
3. สัตว์ทดลอง 
4.   อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
 -  โกร่งบดตัวอย่าง  
 - เพลทเลี้ยงเชื้อ 
- วัสดุที่ใช้ประชุดตรวจสอบ Immuno Strip เช่น nitrocellulose membrane AE99, sample pad, 
conjugate pad, absorption pad, backing pad 
 - แผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) 
 - ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) พู่กันเบอร์ 0, ไม้บรรทัด 
 -  หลอดไมโครทิวป์ขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร 
 -  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส  
 -  เครื่องชั่งละเอียด 2 และ 4 ต าแหน่ง   
 -  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 
 -  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ  
 5.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
 -  อาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อส าเร็จรูป 
 - Tryptone 
 - Yeast Extract Powder 
          - ชุดสกัด Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany)  
 - Goat anti-rabbit IgG 
 - สารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (Colloidal Gold) 
 - competent cell  (E. coli สายพันธุ์ Top 10 ) (Invitrogen,USA) 
 -  ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) 
 
วิธีการ 
1. การเตรียม starter gene 

การเตรียม starter gene โดยน าโคลนเชื้อแบคทีเรีย  E. coli  สายพันธุ์ Top 10 จ านวน 1 
โคโลนี ตรวจสอบแล้วว่ามีพลาสมิดสายผสมชิ้นของยีน  CTV-CP-adapter gene/6xHisTag ใน 
pBAD/His A expression vector มาเลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง หรือ ข้ามคืน 
2. กระตุ้นการการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม Cp-CTV recombinant  protein  

น าสารแขวนลอย (starter gene) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงต่อในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 
2XYT ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เขย่าที่
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้ค่าประมาณ 0.5 – 0.7 จากนั้นท าการเหนี่ยวน าการ
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สังเคราะห์โปรตีนด้วยการเติมสารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose ลงในสารละลายเซลล์
แขวนลอย แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บเซลล์
เมื่อเวลาตามก าหนดเวลาที่  4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง ตามล าดับ 
3. วิเคราะห์ขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE  

น ามาแยกวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่ ได้ด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate -
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยใช้ 4-20% Novex® Tris-Glycine Mini 
Gels, 1.0 mm, 10 well (Invitrogen, USA) ด้วยเครื่อง XCell SureLock® Mini-Cell (Novex®) 
(Invitrogen, USA) และน าแผ่นเจลมาย้อมด้วยสารละลาย SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen, 
USA) เพ่ือตรวจดูขนาดและปริมาณของ fusion protein (Cp-CTV recombinant  protein)  โดย
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Novex sharp Ph protein standard, Invitrogen, USA) 
4. การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์ 

ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10  ที่มีพลาสมิดสายผสม CTV-CP-adapter 
gene/6xHisTag ใน pBAD/His A expression vector จ านวน 1 โคโลนี มาเลี้ยงอาหารในเหลว 
2XYT ที่เติมแอมพิซิลลิน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นเหนี่ยวน าการสังเคราะห์
โปรตีนโดยการเติมสารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบ ท าการเก็บตะกอนเซลล์ในช่วงเวลาที่มีการผลิตโปรตีนมากที่สุด น ามาหมุนเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนน้ าใสทิ้งและ
สกัดโปรตีนดังกล่าวด้วยวิธี denature condition และวิธี native condition โดยการเติม buffer A, 
pH 8.0 (50 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 0.5 mM EDTA) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มี lysozyme 
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย  และ 
Freeze/Thaw เซลล์ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสหรือใช้ไนโตรเจนเหลว จ านวน 3-4 ครั้ง เพ่ือให้
เซลล์แตก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท าการเก็บส่วน
ใส (supernatant) ไว้เพ่ือน าไปใช้ในการสกัด fusion protein ให้บริสุทธิ์ ส่วนตะกอนเก็บมาสกัด
โปรตีนเป็นแบบ denature condition โดยเติม buffer C, (8 M Urea, 1 M NaCl, 500 mM Tris-
HCl) และท าการเก็บส่วนใส (supernatant) ไว้เพ่ือตรวจหาปริมาณ fusion protein ที่เหลืออยู่ 
วิธีการสกัด fusion protein ให้บริสุทธิ์ท าโดยเตรียมคอลัมน์ขนาด 10 ml ProBond™  Nickel-
Chelating Purification System (Invitrogen, USA ) ปริมาณ 2 ml จากนั้นน าส่วนน้ าใส 
(supernatant) น ามาเติมลงใน column ท าการล้าง column ด้วย washing buffer C (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl 8 M Urea ; pH 6.3) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 ครั้ง จากนั้นล้าง 
column ด้วย buffer D ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 ครั้ง และท าการแยกเอาส่วน fusion protein 
ออกจาก column โดยการเติม elution buffer E (100 mM NaH2 PO4 , 10 mM Tris-HCl, 8 
Urea ; pH 4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 6 ครั้ง ตรวจวิเคราะห์ขนาด ปริมาณ และความบริสุทธิ์
ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE (ตามกรรมวิธีในข้อ 3)  

5. ท าการบันทึกข้อมูลและจัดท ารายงาน 
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2560-กันยายน 2563 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   

กรมวิชาการเกษตร 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ผลการทดสอบสกัดโปรตีนลูกผสมของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ Citrus tristeza virus (Cp-

CTV recombinant  protein) ด้วยชุด ProBond™ Nickel-Chelating Purification System และ
ตรวจสอบสารละลาย Cp-CTV recombinant protein ด้วยเทคนิค ELISA ด้วยแอนติบดีที่จ าเพาะ
กับเชื้อไวรัสทริสเทซ่า (บริษัท Agdia) ที่ค่าดูดกลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 405 พบว่า ตัวอย่างที่น ามา
ทดสอบให้ค่าเป็นลบ ทั้งนี้อาจเนื่องจากยังไม่สามารถแยกโปรตีนแบคทีเรียที่ปนเปื้อนออกจาก โปรตีน
เป้าหมายไดจ้ึงส่งผลให้ตรวจไม่พบ 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

ได้ทดสอบสกัด Cp-CTV recombinant protein ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด ProBond™ Nickel-
Chelating Purification System เพ่ือให้ได้โปรตีนลูกผสมของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส Citrus 
tristeza virus (cp-CTV) ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนและท าการตรวจสอบโปรตีนที่ได้ด้วยเทคนิค ELISA 
กับแอนติบดี As-CTV (Agdia®) ได้ผลเป็นลบ ดังนั้นจึงอยู่ระหว่างการปรับความเข้มข้นสุดท้ายของ
สารละลาย 20% L (+) Arabinose ทีเ่หมาะสมกระตุ้นให้ยีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ Citrus tristeza virus 
(cp-CTV) สามารถผลิต Cp-CTV recombinant  protein ได้ เพ่ือไม่ให้กระทบต่อขั้นตอนการแยก
สกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์ใช้เป็นแอนติเจน ต่อไป 
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