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บทสรุปผู้บริหาร 
โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลเพื่อการน าเข้าและส่งออก

สินค้าเกษตร ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุล ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความ

แม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามาในประเทศ และใช้เป็น

เครื่องมือในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเง่ือนไขของประเทศคู่ค้า ประกอบด้วย 2 กิจกรรม ดังน้ี 

กิจกรรมที่ 1 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชกักกัน จ านวน 8 ชนิด ให้ทันสมัย รวดเร็ว แม่นย ามากขึ้น

ไ ด้ แ ก่ แ บ ค ที เ รี ย  Clavibacter michiganensis subsp.  sepedonicus, C.  michiganensis subsp.  nebraskensis, 

Burkholderia glumae, Ralstonia solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, ไวรัสAfrican 

Cassava Mosaic Virus, Sri Lankan cassava mosaic virus และ รา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ 

Tropical Race 4 เพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการป้องกันไม่ให้ศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามารุกรานในประเทศ

ไทยและเป็นเครื่องมือในการตรวจสอบติดตามและตรวจหาศัตรูพืชเหล่านี้ในประเทศไทยเพื่อคงสภาพการเป็นศัตรูพืชกักกัน 

กิจกรรมที่ 2 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชที่ส าคัญในพืชเศรษฐกิจหลายชนิดให้ทันสมัย มีประสิทธิภาพ 

ลดขั้นตอนการจ าแนกชนิด สามารถตรวจหาศัตรูพืชอย่างถูกต้องได้อย่างรวดเร็ว น ามาสู่การแนะน าการควบคุมโรคในสภาพ

แปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพได้แก่ ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส าหรับแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. 

campestris ในพืชตระกูลกระหล่ า ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป SecA-SWL kit เพื่อตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว

อ้อย ชุดตรวจ(strip test) เช้ือไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้ม และชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบเชื้อ

ไวรัส Leek yellow stripe virus ในกระเทียม  วิธีการตรวจหาวิธีการตรวจสอบรา Phyllosticta citriasiana ในไม้ผลหลาย

ชนิด ได้แก่ สม้โอ ฝรั่ง กล้วย แก้วมังกร ทับทิม ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล วิธีการตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว

อ้อย โดยใช้primers ที่ออกแบบจากยีน immunodominant membrane protein genes (IDPs) วิธีการตรวจสอบราใน

สกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum สาเหตุโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกรด้วยเทคนิค PCR วิธีการตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) ในเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ ด้วยเทคนิค Reverse Transcriptase-Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) การพัฒนาไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae และ แมลงวัน

ทองฝรั่ง B. correcta เพื่อใช้ในการวินิจฉัยแมลงวันแตง Z. cucurbitae และแมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta ด้วย

เทคนิคPCR  วิธีการตรวจแบคทีเรีย X. campestris pv. campestris ที่ติดมากับเมล็ดด้วยเทคนิค real-time PCR วิธีการ

ตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne enterolobii ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification และ 

วิธีการตรวจจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita, M. javanica และ M. enterolobii ด้วยเทคนิค multiplex PCR 

นอกจากนี้ยังได้ แอนติบอดีที่เฉพาะต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชได้แก่ โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส Watermelon silver 

mottle virus โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ่เช้ือไวรัส  Leek yellow stripe virus แอนติบอดตี่อเชื้อไวรัส Sugarcane mosaic 

virusั(PAb-SCMV-NSW) โพลิโคลนอลแอนติบอดี SWL-IMPจาก imp gene ที่ความจ าเพาะต่อเชื้อสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

 ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล และแอนติบอดีที่เฉพาะต่อ

ศัตรูพืชที่ได้ที่พัฒนาได้ในโครงการนี้ สามารถน าไปปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมี
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ประสิทธิภาพ เพื่อใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจหาศัตรูพืชในสินค้าเกษตรป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้

เข้ามาในประเทศ และเพื่อการป้องกันก าจัด และ ใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศ เป็นวิธีการ

ตรวจหาศัตรูพืชที่ได้มาตรฐานเป็นท่ียอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปริมาณของเพียงเล็กน้อย ย่นระยะเวลาการ

ตรวจให้เร็วขึ้นท าให้ทันต่อสถานการณ์การค้าระหว่างประเทศ และสามารถวางแผนการป้องกันก าจัดได้รวดเร็วทันต่อ

เหตุการณ์ นอกจากนี้เป็นการประหยัดเงินในการน าเข้าชุดตรวจสอบศัตรูพืชจากต่างประเทศ เป็ นการพัฒนางานวิจัยของ

นักวิชาการไทยให้เป็นที่ยอมรับของต่างประเทศอีกด้วย 
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บทค ดย่อ 

โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลเพื่อการน าเข้าและส่งออก

สินค้าเกษตร ด าเนินการในช่วงปี พ.ศ. 2563 – 2564 โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่ม

วิทยาและชีวโมเลกุล ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่น

ร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามาในประเทศ และใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเง่ือนไขของ

ประเทศคู่ค้า ประกอบด้วย 2 กิจกรรม ดังน้ี 

กิจกรรมที่ 1 การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการน าเข้าสินค้าเกษตร ประกอบไปด้วย 7 การทดลอง 

โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่ทันสมัยและมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย 

ไ ด้ แ ก่ แ บ ค ที เ รี ย  Clavibacter michiganensis subsp.  sepedonicus, C.  michiganensis subsp.  nebraskensis, 

Burkholderia glumae, Ralstonia solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, ไวรัสAfrican 

Cassava Mosaic Virus, Sri Lankan cassava mosaic virus และ รา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ 

Tropical Race 4 เพื่อป้องกันไม่ให้เข้ามารุกรานในประเทศไทยและเป็นเครื่องมือในการตรวจสอบติดตามและตรวจหา

ศัตรูพืชเหล่านี้ในประเทศไทยเพื่อคงสภาพการเป็นศัตรูพืชกักกัน โดยจากผลการทดลองพบว่า สามารถพัฒนาวิธีการตรวจหา

ศัตรูพืชให้ทันสมัย ตรวจผลได้รวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ ท าให้สามารถประหยัดเวลาในการตรวจวินิจฉัย จะ

ก่อให้เกิดประโยชน์เป็นอย่างยิ่งในการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบศัตรูพืชเพื่อการน าเข้าสินค้าเกษตรของประเทศไทย อีกทั้ง

สนับสนุนการเตรียมรับมือกับสถานการณ์การแพร่ระบาดของศัตรูพืชที่เป็นไปอย่างรวดเร็วและรุนแรงในปัจจุบัน 

กิจกรรมที่ 2 การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ในประเทศเพื่อการป้องกันก าจัดและการส่งออก 

ประกอบไปด้วย 17 การทดลอง โดยมีวัตถุประสงค์ เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล 

ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจรับรองการปลอดศัตรูพืชของสินค้าเกษตร

เพื่อการส่งออกและ น าไปใช้ในการน าไปใช้ในการตรวจศัตรูพืชอย่างรวดเร็วเพื่อการป้องกันก าจัดศัตรูพืช   ผลการทดลอง 

สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล ได้แก่ ชุดตรวจสอบส าเร็จรูปจ านวน 4 ชุด 

ส าหรับตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris เช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย เช้ือ

ไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้ม เชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคชีวโมเลกุลจ านวน 9 

วิธี 10 ชนิดศัตรูพืช ได้แก่ Phyllosticta citriasiana ราสกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum เช้ือไฟโตพลาสมา

สาเหตุโรคใบขาวอ้อยเช้ือไวรอยด์ Pepper chat fruit viroid แบคทีเรียX. campestris pv. campestris ไส้เดือยนฝอยราก

ปม Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria และ M. enterolobii แมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae 

และ แมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta และการผลิตแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงต่อเช้ือสาเหตุโรคพืช จ านวน 5 ชนิด

ได้แก่แบคทีเรีย X. campestris pv. campestris เช้ือไวรัส Watermelon silver mottle virus เช้ือไวรัส Leek yellow 

stripe virus เชื้อไวรัส Sugarcane mosaic virusัและเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล และแอนติบอดีที่เฉพาะต่อ

ศัตรูพืชที่ได้ที่พัฒนาได้ในโครงการนี้ สามารถน าไปปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมี
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ประสิทธิภาพ เพื่อใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจหาศัตรูพืชในสินค้าเกษตรป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้

เข้ามาในประเทศ และเพื่อการป้องกันก าจัด และ ใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศ เป็นวิธีการ

ตรวจหาศัตรูพืชที่ได้มาตรฐานเป็นท่ียอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปริมาณของเพียงเล็กน้อย ย่นระยะเวลาการ

ตรวจให้เร็วขึ้นท าให้ทันต่อสถานการณ์การค้าระหว่างประเทศ และสามารถวางแผนการป้องกันก าจัดได้รวดเร็วทันต่อ

เหตุการณ์ นอกจากนี้เป็นการประหยัดเงินในการน าเข้าชุดตรวจสอบศัตรูพืชจากต่างประเทศ เป็นการพัฒนางานวิจัยของ

นักวิชาการไทยให้เป็นที่ยอมรับของต่างประเทศอีกด้วย 
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Abstract 

Research and development project for pest detection by serological and molecular biology 

technique for the Import and Export of Agricultural Products were Implemented during the year 2017-2021. 

The objective of the project to develop a highly efficient, rapid, and accurate method of detecting pests 

by serological and molecular biology techniques for use as a tool to prevent the serious foreign or 

quarantine pests from entering the country and certify agricultural products for export according to the 

conditions of trading partner countries, consisting of 2 activities as follows: 

Activity 1 Development of quarantine pest detection for agricultural import consists of 7 

experiments. The objective of the activity was to develop modern and effective detection methods for 

quarantine pests: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, C. michiganensis subsp. nebraskensis, 

Burkholderia glumae, Ralstonia solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, African 

cassava Mosaic Virus, virus. Sri Lankan cassava mosaic and Fusarium oxysporum f.sp. cubense Tropical 

Race 4 to prevent invasion in Thailand and maintain the condition of quarantine pests. The results showed 

that the methods of pest detection are developed as a modern and quickly and accurately, saving time in 

diagnosis. It will be of great benefit to the development of pest detection techniques for importing 

agricultural products in Thailand. It also supports preparation to deal with the current fast and severe pest 

epidemic situation. 

Activity 2 Development of pest and natural enemies’ detection In the country for pest control 

and export, 17 experiments were conducted with the aim of developing efficient, rapid and highly accurate 

pest detection methods using serology and molecular biology techniques for used as a pest certification 

tool for agricultural exports and rapid detection of pests for pest control. The results showed that methods 

for detecting pests at the serology and molecular biology method could be developed. Including four 

serological kits for the detection of Xanthomonas campestris pv. campestris, phytoplasma caused 

sugarcane white leaf disease, Citrus Tristeza virus, Leek yellow stripe virus and 9 molecular detection 

methods, 10 pests: Phyllosticta citriasiana, Neoscytalidium sp. and N. dimidiatum, Phytoplasma caused 

sugarcane white leaf disease, Pepper chat fruit viroid, X. campestris pv. campestris, Meloidogyne incognita, 

M. javanica, M. Arenaria, and M. enterolobii, Fruit flies: Zeugodacus cucurbitae and Bactrocera correcta. In 

addition, specific antibodies were produced against five plant pathogens: X. campestris pv. campestris, 

Watermelon silver mottle virus, Leek yellow stripe virus, sugarcane mosaic virus and the phytoplasma 

caused sugarcane white leaf disease. 
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The methods for pest detection and antibodies specific to the pests developed in this project 

could be used as a tool to detect pests in agricultural products, prevent serious foreign pests or quarantine 

pests from entering the country and for the prevention and control of pests for international trade. The 

methods are accepted for standardized method of pest detection. The methods could detect pests in 

small quantities and reduce the period of identification for keep up with the international trade situation 

and prevention and elimination in a timely manner. In addition, it saves money on importing test kits from 

abroad and It is the development of research by Thai academics to be accepted by foreign countries. 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกลุเพื่อการน าเขา้และส่งออกสินค้า

เกษตร เป็นโครงการที่มุ่งเน้นพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยอาศยัเทคโนโลยีชีวภาพ ได้แก่ วิธีทางด้านเซรุม่วิทยาและชีว

โมเลกุล น ามาปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ โดยเทคนิคทางชีวโมเลกลุ เช่น 

PCR และ Real time PCR และ ทางเซรุ่มวิทยา เช่น การผลติแอนติซีรั่มของไวรัสสาเหตุโรคพืชโดยใช้ระบบเซลล์แบคทีเรีย 

การพัฒนาชุดตรวจสอบศัตรูพืช Immuno strip  และ lateral flow test strip เพื่อใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืช ในประเทศ

เพื่อการป้องกันก าจัด และ การตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศใหม้ีประสิทธิภาพและความแม่นย าสูง

เพิ่มขึ้น เป็นวิธีการตรวจหาศตัรูพชืที่ได้มาตรฐานเป็นที่ยอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปรมิาณของเพียงเล็กน้อย 

และพัฒนาให้รวดเร็วยิ่งขึ้น สามารถย่นระยะเวลาการตรวจใหเ้ร็วข้ึนท าให้ทันต่อสถานการณ์การคา้ระหว่างประเทศ และ

สามารถวางแผนการป้องกันก าจดัได้รวดเร็วทันต่อเหตุการณ์ นอกจากนี้เป็นการประหยดัเงินในการน าเข้าชุดตรวจสอบศัตรูพืช

จากต่างประเทศ เป็นการพัฒนางานวิจัยของนักวิชาการไทยให้เป็นที่ยอมรับของต่างประเทศอีกด้วย 

 

ณ ฎฐิมาัโฆษิตเจริญกุลัและคณะ 

มกราคมั2565 
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บทท่ีั1ับทน า 

1.ัวิส ยท ศน์ัและพ นธกจิของหนว่ยงาน 

ัััวิส ยท ศน์ 

 

ัััพ นธกิจ 

 

 

2.ัยุทธศาสตร์ชาติที่สอดคล้องก บแผนปฏิบ ติงานด้านัววน.ัของหน่วยงาน 

  ยุทธศาสตร์ที่ 1 ด้านความมั่นคง 

  เพื่อบริหารจัดการสภาวะแวดล้อมของประเทศให้มีความมั่นคง ปลอดภัย และมีความสงบเรียบร้อยในทุกระดับและทุก

มิต ิ

  ยุทธศาสตร์ที่ 2 ด้านการสร้างความสามารถในการแข่งขัน 

  เน้นการยกระดับศักยภาพในหลากหลายมติิควบคู่กับการขยายโอกาสของประเทศไทยในเวทีโลก 

  ยุทธศาสตร์ที่ 3 ด้านพัฒนาและเสริมสร้างศักยภาพทรัพยากรมนุษย ์

  คนไทยในอนาคต มีความพร้อมทั้งกาย ใจ สติปัญญา มีทักษะที่จ าเป็นในศตวรรษที่ 21 มีทักษะสื่อสาร

ภาษาอังกฤษ 

  และภาษาที ่3 และมีคณุธรรม 

  ยุทธศาสตร์ที่ 4 ด้านการสร้างโอกาสและความเสมอภาคทางสังคม 

  สร้างความเป็นธรรม และลดความเหลื่อมล้ าในทุกมิติ กระจายศูนย์กลางความเจริญทางเศรษฐกิจและสังคม เพิ่ม

โอกาส 

  ให้ทุกภาคส่วนเข้ามาเป็นก าลังของการพัฒนาประเทศในทุกระดับ 

  ยุทธศาสตร์ที่ 5 ด้านการสร้างการเติบโตบนคุณภาพชีวิตที่เป็นมติรตอ่สิ่งแวดล้อม 

  ค านึงถึงความยั่งยืนของฐานทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของประชาชนให้เป็น

มิตร 

  ต่อสิ่งแวดล้อม ผ่านมาตรการต่างๆ ที่มุ่งเน้นให้เกิดผลลัพธ์ต่อความยั่งยืน 

  ยุทธศาสตร์ที่ 6 ดา้นการปรับสมดลุและพัฒนาระบบการบริหารจดัการภาครัฐ 

  การปรับเปลี่ยนภาครัฐ ยดึหลัก “ภาครัฐของประชาชนเพื่อประชาชนและประโยชน์ส่วนรวม” 

 

3.ัวงเงินงบประมาณกองทุนัววน.ัที่ได้ร บจ ดสรรในปีั2564ัและโปรดระบุแผนงาน/โครงการให้สอดคล้องก บัProgram 
ของแผนัววน. 

โปรแกรมตามแผนัววน. งบประมาณั(บาท) 
P7. โจทย์ท้าทายด้านทรัพยากรสิง่แวดล้อม และการเกษตร 2,097,200 
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4.ัรายละเอียดโครงการ 

ที่มาและความส าค ญ/หล กการและเหตุผล 

จากการเจรจาการค้าภายใต้ข้อตกลงระหว่างประเทศว่าด้วยภาษีศุลกากรและการค้า (GATT) มีมติในการจัดตั้ง

องค์การการค้าโลก(World Trade Organization; WTO) ท าหน้าที่ก ากับดูแลการค้าระหว่างประเทศ ลดอุปสรรคและข้อกีด

กันทางการค้าและจัดท ากฎระเบียบการค้าระหว่างประเทศเพื่อสนับสนุนให้การค้าโลกมีความเสรียิ่งขึ้น บนพื้นฐานของการ

แข่งขันที่เท่าเทียมกัน ท าให้มาตรการกีดกันได้แก่มาตรการทางภาษี และการจ ากัดการน าเข้าและส่งออกลดลง แต่ใน

ขณะเดียวกันมาตรการกีดกันทางการค้าที่มิใช่ภาษีศุลกากร (non tariff barrier, NTB) มีบทบาทเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะการใช้

ศัตรูพืชเป็นเครื่องมือในการกีดกันทางการค้ากับสินค้าเกษตรแทนมาตรการกีดกันด้านภาษีศุลกากร ท าให้ศัตรูพืชมีบทบาท

ส าคัญอย่างยิ่งในการค้าระหว่างประเทศ  มาตรการที่ส าคัญที่อยู่ภายใต้ข้อตกลงของ WTO คือมาตรการสุขอนามัยและ

สุขอนามัยพืช (Agreement on Sanitary and Phytosanitary Measures: SPS Agreement)  เป็นมาตรการที่ใช้ในการ

จ ากัดการน าเข้าสินค้าเกษตรเพื่อปกป้องและคุ้มครองชีวิตและสุขภาพของมนุษย์พืช สัตว์ภายในประเทศของตนเอง เพื่อลด

ความเสี่ยงต่ออันตรายจากสิ่งมีชีวิตที่ติดมากับพืช สัตว์และผลิตภัณฑ์รวมทั้งสารเจือปนในอาหาร สารพิษหรือจุลินทรีย์ที่เป็น

พาหะของโรค โดยมีการก าหนดระดับความปลอดภัยและการตรวจสอบมาตรฐานสินค้าน าเข้าจะต้องสอดคล้องกับอนุสัญญา

ว่าด้วยการอารักขาพืชระหว่างประเทศ ( International Plant Protection Convention, IPPC และตั้งอยู่บนพื้นฐานทาง

วิทยาศาสตร์ที่เช่ือถือได้ โดยให้องค์กรอารักขาพืชแห่งชาติ (National Plant Protection Organization, NPPO) ของแต่ละ

ประเทศด าเนินการ ซึ่งมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชได้ถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการกีดกันทางการค้ากับสินค้า

เกษตร โดยอ้างการตรวจพบเช้ือโรคพืชแมลง และอื่นๆ ซึ่งส่งผลกระทบการค้าของระหวางประเทศ นอกจากนี้ยังใช้การออก

กฏระเบียบใหม่ใช้ศัตรูพืชกักกันมาเป็นเง่ือนไขในการน าเข้าสินค้า เกษตร ประเทศไทยมีพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 

แก้ไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และ พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551ซึ่งเป็น

กฏหมายที่เกี่ยวข้องกับการน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร  โดยมีกรมวิชาการเกษตรในฐานะ องค์กรอารักขาพืชแห่งชาติ 

(NPPO) ของประเทศไทย ท าหน้าที่ก ากับดูแลป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้เข้ามาในประเทศไทย และ

ยังต้องท าหน้าที่ในการตรวจรับรองการปลอดศัตรูพืชของสินค้าเกษตรในการส่งออก จึงจ าเป็นต้องมีการพัฒนาวิธีการ

ตรวจสอบศัตรูพืชที่รวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ เพื่อใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจหาศัตรูพืชในสินค้าเกษตรป้องกัน

ศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้เข้ามาในประเทศ และต้องพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชที่ทันสมัย ทันต่อ

สถานการณ์ มีประสิทธิภาพในการตรวจหาศัตรูพืช และต้องเป็นที่ยอมรับของประเทศคู่ค้า เพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจ

รับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเง่ือนไขของประเทศคู่ค้า ป้องกันการถูกตีกลับของสินค้าเกษตรเนื่องจากตรวจพบ

ศัตรูพืชและ ป้องกันศัตรูพืชร้ายแรงจากต่างประเทศติดเข้ามากับสินค้าเกษตรน าเข้า ท าให้เกิดการระบาดท าความเสียหายต่อ

การเพาะปลูกพืชของไทย นอกจากนี้ใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชในระบบการผลิตพืชภายในประเทศที่รวดเร็ว

และเม่นย าท าให้แก้ไขหรือป้องกันก าจัดได้ทันสถานการณ์ 

การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ พัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพ ได้แก่ วิธีทางด้าน

เซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุล น ามาปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ เพื่อการ

ป้องกันก าจัด และ ใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศ เป็นวิธีการตรวจหาศัตรูพืชที่ได้มาตรฐานเป็น
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ที่ยอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปริมาณของเพียงเล็กน้อย ย่นระยะเวลาการตรวจให้เร็วขึ้นท าให้ทันต่อ

สถานการณ์การค้าระหว่างประเทศ และสามารถวางแผนการป้องกันก าจัดได้รวดเร็วทันต่อเหตุการณ์ นอกจากนี้เป็นการ

ประหยัดเงินในการน าเข้า 

ว ตถุประสงค ์

เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย า

สูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรอืศัตรูพืชกักกันเข้ามาในประเทศ และใช้เป็นเครื่องมือใน

การตรวจรับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเงื่อนไขของประเทศคู่ค้า 

 

ขอบเขตการศึกษา 

โครงการวิจัยนีค้รอบคลุมตามวัตถปุระสงค์ของโครงการ โดยน าเทคนิคทางเซรุ่มวิทยามาพัฒนาไดแ้ก่ การผลิต

แอนติบอดีโดยระบบเซลล์แบคทีเรีย  การผลิตชุดตรวจสอบศัตรูพืชส าเรจ็รูป immuno strip และแบบ lateral flow test 

strip ให้มีประสิทธิภาพ สะดวก รวดเร็ว และถูกต้องแม่นย า  การพฒันาเทคนิคทางชีวโมเลกลุได้แก่  PCR, Real time PCR, 

multiplex real-time PCR และ LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) ในการตรวจสอบศัตรูพืช ท่ีมี

ประสิทธิภาพ รวดเร็ว และแม่นย าสูง สามารถตรวจหาเช้ือสาเหตโุรคพืชในระดับความเขม้ข้นต่ าๆ. 

 

นิยามศ พท ์

การตรวจสอบ, ชุดตรวจสอบส าเรจ็รูป, เทคนิค real-time PCR, เทคนิคทางอณูชีววิทยา, เทคนิคแลมป์, ศัตรูพืช

กักกัน, สุขอนามัยพืช, แอนติบอดขีองโปรตีนลูกผสม  

antibody, antiserum, Bacterial cell system, cox1 marker, Detection, GLIFT Kit (Gold Labeling IgG 

Flow Test), Immuno strip, immunodominant membrane protein genes (IDPs), LAMP, lateral flow strip 

Membrane protein (Imp), Molecular  Biology, Plant quarantine, real-time PCR,  Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR, SecA translocate protein (SecA), seed borne pathogen, Serology, 

Translocation Gene 
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บทท่ีั2ัวิธีการด าเนินงาน 

1.วิธีการด าเนินการวิจ ย 
กิจกรรมที่ั1ัการพ ฒนาการตรวจสอบศ ตรูพืชก กก นเพ่ือการน าเข้าสินค้าเกษตร 

การทดลองที่ั1.1  การตรวจแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus จากหัวพันธุ์มันฝรั่ง
น าเข้าโดยเทคนิค Real time PCR (การทดลองสิ้นสดุ) 

การทดลองที่ั1.2  การตรวจแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis จากเมล็ดพันธ์ุ
ข้าวโพดที่น าเข้า โดยเทคนิค Real time PCR (การทดลองสิ้นสดุ) 

การทดลองที่ั1.3  การตรวจเช้ือไวรัส African cassava mosaic virus  (ACMV) ศัตรูพืชกักกันในมนัส าปะหลัง 
ด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและอณูชีววิทยา (การทดลองสิ้นสุด) 

การทดลองที่ั1.4  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia glumae ในข้าวด้วยเทคนิค real-time PCR 
(2562-2564) 

การทดลองที่ั1.5  พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum species complex สาเหตุ
โรคเหีย่วของกล้วย  (2562-2564) 

วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ (2562) 
ขั้นตอนท่ี 2 คัดเลือกไพรเมอร์และทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมของเทคนิคในการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 

(2562-2563) 
ขั้นตอนท่ี 3 ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิคในการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (2563) 
ขั้นตอนท่ี 4 ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิคในการตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (2563) 
ขั้นตอนท่ี 5 ทดสอบเทคนิคในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคจากตัวอย่างพืช (2564) 
บ นทึกข้อมูล 
บันทึกโปรแกรมทีเ่หมาะสมของปฏิกิริยา  
บันทึกความจ าเพาะ (specificity) ของไพรเมอร์ในการตรวจแบคทีเรียสาเหตโุรคพืช 
บันทึกความไว (sensitivity) ของไพรเมอร์ในการตรวจแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
บันทึกวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจแบคทีเรียสาเหตุโรคจากตัวอยา่งพืช  
การทดลองที่ั1.6  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fuscovaginae ในข้าวด้วยเทคนิค LAMP 

(Loop-Mediated Isothermal Amplification) (2563-2564) 
วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียและสกัดดีเอ็นเอ (2563) 
ขั้นตอนท่ี 2 ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย P. fuscovaginae (2563) 
ขั้นตอนท่ี 3 ตรวจสอบผลจากปฏกิิริยา LAMP (2564)  
ขั้นตอนท่ี 4 ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย P. fuscovaginae 

(2564) 
ขั้นตอนท่ี 5 ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMPในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย P. fuscovaginae (2564) 
ขั้นตอนท่ี 6 ทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย P. fuscovaginae จากตัวอย่างพืช (2564)  
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บ นทึกข้อมูล 
บันทึกโปรแกรมทีเ่หมาะสมของปฏิกิริยา 
บันทึกความจ าเพาะ (specificity) ของไพรเมอร์ในการตรวจแบคทีเรียสาเหตโุรคพืช 
บันทึกความไว (sensitivity) ของไพรเมอร์ในการตรวจแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
บันทึกวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจแบคทีเรียสาเหตุโรคจากตัวอยา่งพืช 
การทดลองที่ั1.7  การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อรา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธ์ุ Tropical 

Race 4 ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (2564) 
วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 การเตรียมเช้ือราและสกัดดเีอ็นเอ (2564) 
ขั้นตอนท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อ Foc TR4 (2564) 
ขั้นตอนท่ี 3 ตรวจสอบชนิดของ Foc TR4 (2564)  
บ นทึกข้อมูล 
บันทึกข้อมูล เก็บรักษาตัวอยา่งแห้ง สายพันธุ์เช้ือราและเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ ตัวอยา่งเก็บรักษาในรูปแบบ

ตัวอย่างแห้ง ดีเอ็นเอต้นแบบทีส่กัดได้ จะจัดเกบ็ไว้ท่ีอุณหภูมิ –40 องศาเซลเซยีส ณ พิพิธภัณฑโ์รคพชื กลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

การทดลองที่ั1.8  การตรวจสอบโรคใบด่างมันส าปะหลังที่เกิดจากเช้ือ Sri Lankan cassava mosaic virus 
(SLCMV) ด้วยเทคนิค Next generation sequencing (NGS) (2564) 

วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 การเก็บและเตรียมตวัอย่างเช้ือไวรัสและสกัดดเีอ็นเอ (2564) 
ขั้นตอนท่ี 2 ตรวจสอบตัวอย่างมันส าปะหลังด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) (2564) 
ขั้นตอนท่ี 3 การเพิ่มปริมาณจีโนมของเชื้อ SLCMV ด้วยเทคนิค Rolling circle amplification (RCA) (2564)  
ขั้นตอนท่ี 4 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์จีโนมไวรสัด้วยเทคนิค Next generation sequencing (NGS) (ปี 2564) 
ขั้นตอนท่ี 5 การวิเคราะหล์ าดับนวิคลีโอไทด์จีโนมไวรสั (2564) 
บ นทึกข้อมูล 
บันทึกผลการตรวจสอบตัวอย่างมนัส าปะหลังด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
บันทึกผลการเพิ่มปรมิาณจีโนมของไวรัสโดยเทคนคิ Rolling circle amplification (RCA) 
บันทึกผลการวเิคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทดจ์ีโนมไวรสัโดยเทคนิค Next generation sequencing (NGS) 
บันทึกวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจแบคทีเรียสาเหตุโรคจากตัวอยา่งพืช 
กิจกรรมที่ั2ัการพ ฒนาการตรวจสอบศ ตรูพืชและศ ตรูธรรมชาติัในประเทศเพ่ือการป้องก นก าจ ดและการ

ส่งออก 
การทดลองที่ั2.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบ Immuno Strip เพื่อตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 

campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่าด าของคะน้า (การทดลองสิ้นสดุ) 
การทดลองที่ั2.2 การผลิตแอติบอดีของเชื้อไวรัส  Watermelon silver mottle virus (WSMoV) ในระบบเซลล์

แบคทีเรีย (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั2.3 การตรวจสอบรา Phyllosticta citriasiana Wulandari,Crous and Gruyter ดวยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (การทดลองสิ้นสุด) 
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การทดลองที่ั2.4 พัฒนาเทคนิคการตรวจหา immunodominant membrane protein genes (IDPs) ของเชื้อ
ไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวออ้ยด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (การทดลองสิ้นสุด) 

การทดลองที่ั2.5 การผลิตแอนตซิีรัมของเชื้อไวรสั Leek yellow stripe virus (LYSV) (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั 2.6 การตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction    

(การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั 2.7 การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) กับเมล็ดพันธมะเขือเทศ 

(การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั 2.8 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดเีพื่อตรวจสอบโรคใบด่างลายของข้าวโพดที่เกดิจากเช้ือไวรัส 

Sugarcane mosaic virus (SCMV) (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั 2.9 พัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow Test) จากแอนติบอดีของ

โปรตีนลูกผสม SecA ต่อเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองั2.10 การพัฒนาชุดตรวจเช้ือไวรสัทรสิเทซ่าของพืชตระกูลส้ม (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั2.11 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillet) (Diptera: 

Tephritidae)  ด้วยไพร์เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง (การทดลองสิ้นสุด) 
การทดลองที่ั2.12  การผลิตโปรตีนและแอนติบอดีที่จ าเพาะ ต่อ immunodominant membrane protein 

(Imp) ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อย โดยอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรยี (2562-2564) 
วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 เก็บตัวอย่างโรคใบขาวอ้อย (2562-2563) 
การบันทึกผลข้อมูล ด้วยการจดบนัทึกระหว่างการเก็บตัวอย่างโรคและถ่ายภาพลักษณะอาการโรค  
ขั้นตอนท่ี 2 แยกสกัดดีเอ็นเอ (2562-2563) 
สกัดดเีอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยด้วยชุดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป (DNeasy Plant Mini Kit, 

QIAGEN, Germany) จากตัวอย่างอ้อยใบขาวท้ังในส่วนกาบใบ  ก้านใบ และใบ  
การบันทึกข้อมูล ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 260/280 นาโน

เมตร 
ขั้นตอนท่ี 3 สังเคราะห์ดเีอ็นเอด้วยเทคนิค PCR (2562) 
ขั้นตอนท่ี 4 เตรียม DNA PCR product ให้บริสุทธ์ิ (2562) 
ขั้นตอนท่ี 5 โคลน purified imp gene (2562 ) 
ขั้นตอนท่ี 6 การสกัดพลาสมดิดีเอน็เอสายผสม ( 2562) 
ขั้นตอนท่ี 7 การเพิ่ม adapter เขา้ช้ินส่วนของ imp gene (2562-2563) 
น าพลาสมิดสายผสม imp gene เป็นต้นแบบส าหรับเพิ่มส่วน adapter ซึ่งมีบริเวณจดจ าของเอนไซมต์ัดจ าเพาะ

ของ XhoI (FastDigest® enzyme, Fermentas, Canada) เข้าเชื่อมกับช้ินส่วนของ imp gene ดว้ยปฏิกิริยา PCR   
ขั้นตอนท่ี 8 การตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะแบบ Double digestion (2562-2563) 
น าช้ินยีน imp gene adapter และพลาสมดิพาหะ pBAD/His A  expression vector มาตัดด้วยเอนไซม์ตดั

จ าเพาะ XhoI และ EcoRI  (FastDigest® enzyme, Fermentas, Canada) แบบ Double digestion ตรวจสอบผลด้วย
เทคนิค gel electrophoresis  

การบันทึกข้อมูล ด้วยเทคนิค  gel  agarose  electrophoresis 
ขั้นตอนท่ี 9 การโคลน digested imp gene adapter (2563) 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



16 
 

น าช้ิน digested imp gene adapter เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตโุรคใบขาวเชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ digested 
pBad/HisA Expression vector  และถ่ายพลาสมดิดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่ completent cell แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ 
Top 10  ด้วยวิธีการ heat shock transformation (Sambrook and Russell, 2001) ท าการเลือกโคโลนสีีขาวของเซลล์
แบคทีเรียมาตรวจด้วยเทคนิค colony PCR หรือท าการสกัดพลาสมดิดีเอ็นเอสายผสมและน ามาตดัด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
XhoI และ EcoR I ตรวจสอบผลดว้ยเทคนิค gel electrophoresis  

การบันทึกข้อมูล ด้วยเทคนิค  colony PCR  
ขั้นตอนท่ี 10 ศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการสังเคราะหโ์ปรตีน imp-adapter/6xHisTag  ในเซลล์แบคทีเรยี 

(2563) 
น าโคลนแบคทีเรีย E. coli  สายพนัธุ์ Top 10  ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมชิ้นยีนของ imp-adapter/6xHisTag 

ใน pBad/HisA Expression vector  มาทดสอบช่วงเวลาทีเ่หมาะสมต่อการสังเคราะหโ์ปรตีน imp-adapter/6xHisTag  ใน
เซลล์แบคทีเรยี ท่ี 30 นาที 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ช่ัวโมง ตามล าดับ น ามาแยกสกดัโปรตีนจากเซลล์และวิเคราะห์ขนาดของ
โปรตีนทีส่ังเคราะห์ได้ด้วย เทคนคิ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrphoresis (SDS-PAGE) ตรวจดู
ขนาดและปริมาณของ fusion protein เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight markers Cat.No. 
SMO431, LabAid, USA) 

การบันทึกข้อมูล ช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์โปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย 
ขั้นตอนท่ี 11 การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธ์ิ (2563-2564) 
การแยกสกดัโปรตีนให้บรสิุทธ์ิจากเชื้อแบคทีเรีย E.coli  สายพันธ์ุ Top 10  ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมใน

ช่วงเวลาที่มีการผลิตโปรตีนมากทีสุ่ด   
ขั้นตอนท่ี 12 การผลิตแอนตซิีรัมในสัตว์ทดลอง (2563-2564) 
ผลิตแอนติซีรมัในสัตว์ทดลองโดยผสมโปรตีนของเชื้อที่บริสุทธ์ิ (1 มิลลิกรมั/มิลลิลติร) กับ complete Freund’s 

adjuvant ในอัตรา 1:1 ให้เข้ากันเป็น emulsion ส าหรับการฉีดกระต่ายครั้งแรก และใช้ incomplete Freund’s adjuvant 
ในอัตรา 1:1 ส าหรับการฉีดครั้งตอ่ๆไปอีก 4 ครั้ง การฉีดทุกครั้งเปน็การฉีดเข้าใตผ้ิวหนัง(subcutaneous) บริเวณคอ 
ประมาณ 4-5 จุดต่อการฉดีแตล่ะครั้ง ท าการฉีดทุก 2 สัปดาห์ เริ่มท าการเจาะเลือดที่เส้นเลือดบริเวณใบหู หลังจากการฉีด
ครั้งท่ี 2 และด าเนินการเจาะเลือดทุก 1 สัปดาห์อีก 5 ครั้ง น าเลือดที่เจาะได้มาตั้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมง ก่อนน าไปเก็บท่ี 
4 องศาเซลเชียส อีก 24 ช่ัวโมง รินส่วนน้ าใสมาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เก็บน้ าใสที่เป็นส่วนของ
แอนติบอดีไว้ท่ี -80 องศาเซลเชียส จากน้ันท าการทดสอบและหาคา่ไตเตอร์ของแอนติซีรมั โดยวิธี Indirect ELISA อ่านผล
ด้วยเครื่องอ่าน ELISA ที่ค่าความดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร 

การบันทึกข้อมูล ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม โดยวิธี Indirect ELISA 
การทดลองที่ั2.13  การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris ที่ติดมากับเมล็ดด้วย

เทคนิค Real-time PCR (2562-2564) 
วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 สืบค้น specific primer (2562) 
ขั้นตอนท่ี 2 การแยก genomic DNA ให้บริสุทธ์ิ (Purified genomic DNA) (2562) 
ขั้นตอนท่ี 3 ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real-time PCR (2562-2663) 
โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ เพื่อน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR จะได้อณุหภมูิในการ

จับคู่ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม ตลอดจนทดสอบหาเวลาทีเ่หมาะสมในการท า

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



17 
 
ปฏิกิริยาในแตล่ะช่วงเวลา ทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมของ Real-time PCR เพื่อหา crossing point และวิเคราะห์หา 
melting curve 

ขั้นตอนท่ี 4 ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา real-time PCR (2563) 
ในการตรวจเชื้อ Xcc เป็นการทดสอบ primer ที่สังเคราะห์ไว้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสมท่ีได้ข้อ 3 มาท าการทดสอบ

ความจ าเพาะและความไวของปฏกิิริยา Real-time PCR 
ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของ primer   
โดยใช้ดีเอ็นเอและเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย Xcc ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ 50 นาโนกรัม และความเข้มข้นของเซลล์

ที่ 108 หน่วยโคโลนี/มลิลลิิตร และแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ได้แก่ X. axonopodis pv citri, X. axonopodis pv vesicatoria, 
X. axonopodis pv glycines, X. axonopodis pv dieffenbachiae, X. oryzae pv oryzae, X. oryzae pv oryzicola, 
Erwinia spp. และเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากผิวใบคะน้า 

ทดสอบความไว (sensitivity)  
ใช้ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Xcc ที่มีความเข้มข้น 8 ระดบั ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม และใช้เซลล์

แบคทีเรีย Xcc ที่ความเข้มข้น 108 107 106 105 104 103 102 101 10 หน่วยโคโลนี/มลิลลิิตร 
ขั้นตอนท่ี 5 ทดสอบวิธี Real-time PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc จากเมล็ดคะน้า (2564) 
5.1 ทดสอบวธิี Real-time PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc จากเมลด็คะน้าท่ีตดิเช้ือ  
ปลูกเช้ือ Xcc ลงเมลด็คะน้าใหม้ีปริมาณเชื้อ 104 หน่วยโคโลนี/เมลด็ จากนั้นน าเมล็ดคะน้าที่ติดเชื้อไปเพิ่มในเมล็ด

คะน้าที่ผ่านการฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว โดยเพิ่มในอัตราส่วน 1:100 1:1,000 และ 1:10000 ต่อจ านวนเมล็ดดี 10,000 เมล็ด 
ตรวจด้วย Real-time PCR เปรียบเทียบกับการตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค conventional PCR และการตรวจสอบเชื้อด้วย
อาหาร semi-selective ส าหรับแยกเชื้อ Xcc 

5.2 ทดสอบวิธี Real-time PCR ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc จากเมลด็คะน้าท่ีสุ่มตรวจ  
สุ่มตรวจเมล็ดขั้นต่ าไม่น้อยกว่า 30,000 เมล็ด และท าการแบ่งออกเป็นตัวอย่างย่อย ตัวอย่างละ 10,000 เมล็ด ตาม

วิธีมาตรฐานของ ISTA (International Seed Testing Association) เปรียบเทียบกับการตรวจสอบเช้ือด้วยเทคนิค 
conventional PCR และการตรวจสอบเชื้อด้วยอาหาร semi-selective ส าหรับแยกเช้ือ Xcc 

การทดลองที่ั2.14  การตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne enterolobii ด้วยเทคนิคแลมป์(2562-
2564) 

วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 เก็บตัวอย่างและจ าแนกไส้เดือนฝอยรากปม  M. enterolobii  โดยใช้ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและ

เทคนิค PCR (2562) 
ขั้นตอนท่ี 2  การตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii  ด้วยเทคนิค LAMP (2563) 
การสกัดดีเอ็นเอจากกลุ่มไข่ น าไสเ้ดือนฝอย M. incognita จ านวน 1 กลุ่มไข่ มาสกัดดเีอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด GF-1 

DNA Extraction® ที่แนบมากับผลิตภณัฑ์ เก็บส่วนใสที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP ท าการทดสอบหาอณุหภมูิและเวลาทีเ่หมาะสมในการทาปฏิกิริยา 

LAMP โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกดัได้เปน็ดีเอ็นเอต้นแบบ บ่มที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใช้ดีเอ็นเอ 5 
ไมโครลติร เติมในปฏิกริิยา LAMP 25 ไมโครลติร ประกอบด้วย 1.6 µM MeFIP และ MeBIP, 0.2 µM MeF3 และ MeB3,  
0.8 µM MeLF และ MeLB (Niu et al. 2012) 1.6. µM dNTPs, 0.8 M Betaine, 20 mM Tris-HCl (pH8.8), 10 mM KCl, 
10 mM (NH4)2SO4, 6 mM MgSO4 , 0.1% Triton X-100 และ 8U Bst DNA polymerase แล้วทดสอบบ่มที่อุณหภูมิ 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



18 
 
60 และ 65 องศาเซลเซียส และทดสอบเวลาที่ใช้นาน 30, 45 ,60 และ 75 นาที หยุดปฏิกิรยิาด้วยการบ่มไว้ท่ีอณุหภมูิ 80 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 

ตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากเทคนิค LAMP ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรซิิสเพื่อดูผลของปฏิกิริยา โดยใช้
เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5% ใน 0.5X TBE และใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นย้อมสีเจล
ด้วย Red safe®ตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ใช้ดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอยท่ีต้องการทดสอบ เติมใน
ปฏิกิริยา LAMP ท าปฎิกิริยาทีส่ภาวะที่เหมาะสม โดยใช้ดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita และ M. javanica 
เปรียบเทยีบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซสิ 

ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP  
น าดีเอ็นเอของไสเ้ดือนฝอยรากปมที่สกัดได้มาท าใหเ้จือจางโดยวิธี tenfold serial dilution ที่ระดับความเข้มข้น 

10, 100 และ1,000 นาโนกรัมต่อไมโครลติร ใช้ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ส าหรับท าปฏิกิรยิา LAMP ส่วนท่ีเหลือเก็บไว้ท าซ้ า 3 
ซ้ า ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรซิิส 

ทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจไสเ้ดือนฝอยรากปม M. enterolobii จากรากพืชและตัวอย่างดิน น าตัวอย่างปม
รากท่ีไดผ้่านการปลูกเช้ือไส้เดือนฝอย M. enterolobii จ านวน 20 ตัวอย่าง และดินผ่านการปลูกเช้ือไส้เดือนฝอย M. 
enterolobii จ านวน 20 ตัวอย่าง ใช้ตัวอย่างปมรากและดินผ่านการปลูกเช้ือไส้เดือนฝอย M. incognita เป็นตัวอย่าง
เปรียบเทยีบ โดยยืนยันการย้อมรากด้วย fuchsin acid และตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์ น าตัวอย่างปมราก 5 มิลลิกรมั 
บดให้สารละลายบัฟเฟอร์ (50 mM KCl, 10mM Tris pH 8.2, 2.5mM MgCl, 60 µg mL-1 proteinnase K, 0.45 % 
Tween 20 และ 0.01% gelatin) (Niu et al., 2012, Castagnone-Sereno et al., 1995) ปั่นเหวี่ยงแล้วดูดส่วนใสปรมิาตร 
3 ไมโครลิตรท าปฏิกริิยา LAMP ส่วนน าตัวอย่างดินที่ปลูกเชื้อไส้เดือนฝอยจ านวน 10,000 ตัว ในดินปลอดเชื้อ 100 กรัม แล้ว
เก็บตัวอย่างดิน 100 มิลลิกรัม ท าการสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกดั PowerSoil™ DNA Isolation Kit ดูด 1 ไมโครลิตร ท า
ปฏิกิริยา LAMP ที่อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสและตรวจด้วยตาเปล่า 
(visual detection) โดยใช้สารเรอืงแสง SYBR Green I (Invitrogen) ที่ความเข้มข้น 1:10 เติมลงไปในหลอดหลังทาปฏิกิริยา
เสร็จ สังเกตการเรืองแสงของสาร 

ขั้นตอนท่ี 3 ศึกษาการแพร่กระจายของไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii  โดยใช้เทคนิค LAMP (2564) 
เก็บตัวอย่างดินและพืชในพื้นที่ปลูกท่ีมีรายงานการแพร่ระบาดของไส้เดือนฝอยรากปม เช่นพื่นที่ปลูกฝรั่ง มันฝรั่ง 

พริก พริกไทย มะเขือเทศ ขิง มันส าปะหลัง มันข้ีหนู และพื้นเศรษฐกิจอ่ืนๆ เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของไส้เดือนฝอยราก
ปม M. enterolobii ในพื้นที่ประเทศไทย 

บ นทึกผลการทดลอง 
ระบุชนิดไส้เดือนฝอยทางสณัฐานวิทยา สภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP ผลผลิตทีไ่ด้จากเทคนคิ LAMP 

ความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP ประสิทธิภาพการตรวจไสเ้ดือนฝอย
รากปม M. enterolobii จากรากพืชและตัวอย่างดินด้วยเทคนิค LAMP 

การทดลองที่ั2.15  การพัฒนาการตรวจสอบแมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta (Diptera: Tephritidae) 
เพื่อการน าเข้าและส่งออกด้วยไพรเ์มอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง(2562-2564) 

วิธีการด าเนินการวิจ ย 
ขั้นตอนท่ี 1 การเก็บตัวอย่าง (2562) 
ขั้นตอนท่ี 2 การศึกษาล าดับรหัสพันธุกรรม (2562) 
ขั้นตอนท่ี 3 ทดสอบและออกแบบไพรเมอร์ที่มีเฉพาะเจาะจงต่อแมลงทองฝรั่ง B. correcta (2563) 
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3.1 ทดสอบ species - specific primer ที่ได้จากการสืบค้นข้อมลูจาก  Jiang และคณะ (2013) ว่ามีความ
เหมาะสมในการน ามาตรวจสอบกับแมลงทองฝรั่ง B. correcta ในประเทศไทย โดยเตรียม Master Mixed และดีเอ็นเอ
ต้นแบบ ใส่ในเครื่องเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของดีเอ็นเอ (PCR machine) โดยใช้อุณหภมูิ และระยะเวลาดังนี้ denaturing ที่
อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาท,ี ตามด้วย annealing ที่อุณหภูมิ 94 °C นาน 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 55 °C 
นาน 30 วินาที, 72 °C นาน 30 วินาที และ Final extension ที่อุณหภมูิ 72 °C เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 30 รอบ  

3.2 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของแมลงทองฝรั่ง B. correcta ที่สงัเคราะหด์้วยเทคนิค PCR ด้วยวิธกีารเจลอิเล็ค
โตรโฟริซสิ  

ขั้นตอนท่ี 4 ออกแบบไพรเมอร์ที่มเีฉพาะเจาะจงต่อแมลงทองฝรั่ง B. correcta ( 2563 - 2564) 
4.1 น าล าดับนิวคลโีฮไทด์ของยีน Cox1 จากแมลงที่ท าการส ารวจ และแมลงวันผลไม้ชนิดต่างๆ ท่ีเป็นแมลงกักกัน 

จากข้อมูลของ Genebank มาจัดล าดับและท าการตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม chromas (เวอร์ช่ัน 2.33) และ BioEdit (เวอร์
ช่ัน 7.0.9.0) เพื่อตรวจหาล าดับนวิคลีโอไทด์บริเวณที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับแมลงทองฝรั่ง B. correcta เท่านั้น โดยเลือก
ต าแหน่ง single - nucleotide polymorphism (SNP)  

4.2 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงโดยใช้โปรแกรม GeneFisher น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ มา
วิเคราะห์ primer, dimer hairpin และ false priming sites โดยใช้โปรแกรม Oligo (version 6.0) software  

4.3 วิเคราะห์ความจ าเพาะเจาะจงของ specific primer ที่ออกแบบไว้จากข้อ 4.2 โดยการเปรียบเทยีบกับล าดับนิ
วคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI เพื่อตรวจสอบความถูกต้องและความจ าเพาะเจาะจง 

4.4 น าไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงส าหรับแมลงทองฝรั่ง B. correcta ที่ออกแบบได้ มาเพิม่ปริมาณผลิตภณัฑ์พีซีอาร์
ในตัวอย่างแมลงทองฝรั่ง B. correcta ในระยะต่างๆ จากตัวอย่างแมลงวันแตงท่ีเลีย้งไว้ในห้องปฏิบตัิการและจากแมลงวันท่ี
ส ารวจพบในพืช ผัก และผลไม้ที่พบในภูมิภาคต่างๆ ของไทยรวมทั้งจากผัก ผลไม้ที่ส่งออกจากด่านตรวจพืชที่มีการส่งออก  

4.5 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของแมลงทองฝรั่ง B. correcta ด้วยวิธีการเจลอิเลค็โตรโฟริซสิ และท าบริสุทธ์ิ
ผลิตภณัฑ์พีซีอารด์้วยชุดสกดัดีเอน็เอออกจากเจลส าเร็จรูป QIAquickGel Extraction Kit, Qiagen (Germany) 

4.6 ส่งผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์โดยเครื่องวิเคราะหอ์ัตโนมัติ และเปรียบเทยีบล าดับนวิคลีโอไทด์
และล าดับกรดอะมโินกับฐานข้อมลู GenBank   

ขั้นตอนท่ี 5 ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงทองฝรั่ง B. correcta (2563 - 
2564) 

 5.1 น าไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบมาทดสอบเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอบาร์โค้ดในแมลงทองฝรั่ง   B. correcta กับ
ตัวอย่างแมลงทองฝรั่ง B. correcta ที่เลี้ยงไว้ในห้องปฏิบัติการ ในระยะต่างๆ ด้วยวิธี PCR 

5.2 ทดสอบไพรเมอร์ที่ออกแบบดว้ยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบาร์โคด้กับแมลงวันท่ีพบในพืช ผัก และผลไม้ที่พบ
บริเวณด่านตรวจพืชที่มีการส่งออกด้วยวิธี PCR 

5.3 ท าการบันทึกข้อมูล และจดัท ารายงาน 
การบันทึกข้อมูล 
1. ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ทีไ่ด้จากการเลีย้งและรวบรวมจากกับดักลอ่แมลง บันทึกข้อมูลโดย มีป้ายเลก็ ๆ บันทึก

ก ากับ บอก สถานท่ี วันเดือนปี และชื่อผู้เก็บ และมีปา้ยบันทึก แยกบันทึกช่ือพืช ท่ีเก็บมา และช่ือแมลงที่จ าแนกได้อีก 1 ป้าย 
2. ตัวอย่างดีเอ็นเอบารโ์ค้ดที่ได้บนัทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล ์
การทดลองที่ั2.16  การใช้เทคนิค Multiplex PCR ในการตรวจไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita, 

M. javanica, M. arenaria และ M. enterolobii (2563-2564) 
วิธีการด าเนินการวิจ ย 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



20 
 

ขั้นตอนท่ี 1  เตรียมไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria และ M. 
enterolobii ส าหรับการทดสอบ (2563)  

การเก็บตัวอย่างดิน และรากพืช 
เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกพืชที่มีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยรากปม เช่น พ้ืนท่ีปลูกมนัฝรั่ง จ. ตาก 

พื้นที่ปลูกขิง จ. เพชรบูรณ์ พ้ืนท่ีปลูกพริก จ. อุบลราชธานี  พ้ืนท่ีปลูกฝรั่ง จ. นครปฐม จ. สมุทรสาคร จ. ราชบุรี พ้ืนท่ีปลูก
พริกไทย จ. จันทบุรี พื้นที่ปลูกมันขี้หนู จ. สุราษฎร์ธานี เป็นต้น   โดยเก็บตัวอย่างจ านวน 20 จุดต่อแปลง ความลึก ประมาณ 
15-20 เซนติเมตรโดยใช้ท่อเก็บตวัอย่างดิน เส้นผา่ศูนย์กลาง 1 น้ิว คลุกเคล้าเข้าด้วยกันให้ได้ตัวอย่างดินอย่างน้อยแปลงละ 1 
กิโลกรมั ใส่ในถุงพลาสติก บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ และชนิดพืชปลูก รวมทั้งเก็บตัวอย่างราก หรือสว่นของพืชที่แสดงอาการ
ที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดอืนฝอยรากปมหากพบในพ้ืนท่ี 

การแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและพืช 
แยกไสเ้ดือนฝอยออกจากตัวอย่างดิน 250 กรัมโดยวิธีการล้างตัวอยา่งดิน และกรองน้ าส่วนบนผ่านตะแกรงโลหะที่มี

ขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงท่ีมีขนาดช่อง 38 ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างดินที่ค้างอยู่บนตะแกรงอันล่างและน า
ตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ท่ีวางอยู่บนตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ าสะอาด (Decanting and Sieving with 
Baermann’s Tray Technique) ตรวจไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจลุทรรศน ์

การเลีย้งเพิ่มปรมิาณไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือน าไปใช้ในการทดลอง 
น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สดีาอาย ุ1 เดือนปลูกในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปมในกระถาง หลังจากน้ัน 

45 วัน ล้างรากมะเขือเทศด้วยน้ าสะอาด เลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม โดยเริ่มเลี้ยงจากกลุม่ไข่ 1 กลุ่ม โดยใช้ปาก
คีบๆ กลุ่มไข่ 1 กลุ่มแช่ในน้ าสะอาดในถ้วยนับตัวอย่าง ตรวจดูการฟักของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยภายใตก้ล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายต่ า น าตัวอ่อนไสเ้ดือนฝอยและไข่ใสล่งในกระถางที่ปลูกต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สดีาอายุ 1 เดือน เลี้ยงไว้ประมาณ 
60 วัน เพื่อให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยรากปมชนิดเดยีวกันที่บริสุทธิ์  

การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสณัฐาน 
จ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานโดยเปรียบเทียบลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศ

เมีย (perineal patterns) เปรียบเทียบลักษณะ ความกว้างยาวและสัดส่วนของอวัยวะต่างๆ ของไส้เดือนฝอยรากปมเพศผู้ 
ขั้นตอนท่ี 2  การสกัด genomic DNA จากตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง (2563) 
ใช้วิธีการตาม Schizas et al., 1997 ร่วมกับค าแนะน าของ GeneReleaser® (BioVentures) ที่แนบมากับ  
ขั้นตอนท่ี 3  การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปม (2563) 
ตรวจสอบชนิดไสเ้ดือนฝอยรากปมโดยใช้ molecular diagnostic key ที่พัฒนาโดย Adam et al., (2007) ร่วมกับ

วิธีทางสัณฐานวิทยาโดยเปรียบเทยีบกับข้อมูลในต าราและวารสารวชิาการ 
ขั้นตอนท่ี 4 ทดสอบคู่ไพรเมอร์ต่างๆ และหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex PCR ในการตรวจสอบ

ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita, M. javanica, M. arenaria และ M. enterolobii (2564) 
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex PCR 
ทดสอบคู่ไพรเมอร์ต่างๆ กับตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปมแต่ละชนิด และทดสอบหาสภาวะปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการท า 

multiplex PCR (Hu et al., 2011; Kalendar et al., 2009; Meng et al., 2004; Zijlstra et al., 2000; Long et al., 2006 ) 
คู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

Species    Sequence of primers   Size References 
Meloidogyne spp. (universal primer) MF  5’-GGGGATGTTTGAGGCAGATTTG-3’ 

MR  5’-AACCGCTTCGGACTTCCACCAG-3’ 500bp Hu et al. (2011) 
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Meloidogyne incognita   Mi-F  5’-GTGAGGATTCAGCTCCCCAG-3’ 
Mi-R 5’-ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC-3’ 1,000bp Hu et al. (2011) 

Mi2F4  5’-ATGAAGCTAAGACTTTGGGCT-3’ 
Mi1R1  5’-TCCCGCTACACCCTCAACTTC-3’ 300bp Kalendar et al. (2009) 

Meloidogyne javanica  Fjav  5’-GGTGCGCGATTGAACTGAGC-3’ 
Rjav  5’-CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC-3’ 700bp Meng et al. (2004) 

Meloidogyne arenaria  Far  5’-TCGGCGATAGAGGTAAATGAC-3’ 
Rar  5’-TCGGCGATAGACACTACAAACT-3’ 420bp Zijlstra et al. (2000) 

Meloidogyne enterolobii Me-F   5’-AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG-3’ 
Me-R  5’-TCAGTTCAGGCAGGATCAACC-3’ 200bp Long et al. (2006) 

ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของ multiplex PCR ในการตรวจไส้เดือนฝอยรากปม 4 ชนิด 
ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของ multiplex PCR ที่ได้ โดยมไีส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola เป็นตัว

เปรียบเทยีบ 
ขั้นตอนท่ี 5  ทดสอบความสามารถในการตรวจตัวอยา่งดีเอ็นเอที่สกดัจากปมรากพืช (2564)  
ปลูกเช้ือต้นมะเขือเทศพันธุ์สดีาทิพย์อายุ 1 เดือน ที่ปลูกในกระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 15 เซนติเมตรบรรจดุิน

อบฆ่าเช้ือ ด้วยตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่ 2 จ านวน 200 ตัวต่อกระถาง โดยใช้ไส้เดือนฝอยรากปมทั้ง 4 ชนิด และใช้
การปลูกเช้ือโดยใช้น้ าเปลา่เป็นวิธกีารเปรยีบเทียบ สกดัดีเอ็นเอจากปมรากมะเขือเทศ 15 20 และ 30 วันหลังปลูกเช้ือ 10 ปม
ต่อราก ของต้นมะเขือเทศท่ีปลูกเช้ือด้วยไส้เดือนฝอยรากปมแต่ละชนิด  ส าหรับวิธีการที่ปลูกเช้ือด้วยน้ าเปล่า จะตดัชิ้นส่วน
รากมาสกัดดเีอ็นเอ ตรวจตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดไดด้้วย multiplex PCR 

การบ นทึกข้อมูล 
บันทึกผลการจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมทั้งทางสัณฐานวิทยาและอนูชีววิทยา ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสม

และ ความจ าเพาะเจาะจงของปฏกิิริยา multiplex PCR ผลการตรวจปมรากพืชที่เกิดจากการเข้าท าลายของไสเ้ดือนฝอยราก
ปมชนิดต่างๆ 

การทดลองที่ั2.17  การผลิตชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบไวรสั Leek yellow 
stripe virus (LYSV)   (2563-2564) 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
ขั้นตอนท่ี 1 สกัด IgG จากแอนติซีรัมของเชื้อ LYSV (2563) 
โดยน าแอนตซิีรัม LYSV  จ านวน 1 ml มาสกัด IgG โดยผสมกับ น้ ากลั่น 9 ml แล้วผสมกับ ammonium sulfate 

ที่อ่ิมตัว 10 ml ผสมให้เข้ากันดี น าไปตกตะกอน 8,000 rpm นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 250C ละลายตะกอนด้วย 4 ml ของ 
½ เท่า PBS แล้วใส่ถุง dialysis tubing เพื่อละลาย ammonium sulfate ออกให้หมด โดยแช่ ใน ½ PBS 1 ลิตร นาน 3 
ช่ัวโมง 3 ครั้ง วัดความเข้มข้นของ IgG ที่ได้ด้วย spectrophotometer เพื่อ ปรับให้ IgG มีความเข้มขน้ท่ี OD280=1.4 มี
ความเข้มข้นของโปรตีน =1 mg/ml ทดสอบคณุภาพ  IgG ด้วยวิธี NCM-ELISA โดยเจือจาง IgG เป็น 1:500 เตรียมอนุภาค
ของทองให้ได้ขนาดอนุภาคประมาณ 40 nm จากการต้ม HAuCl4 ผสมกับ sodium citrate เพื่อให้ได้อนุภาคของทองที่
บริสุทธ์ิ และมีขนาดตามต้องการแล้วน าสารละลายของ  Colloidal Gold ไปใช้ในการ conjugate กับ IgG ของไวรัส LYSV ที่
เข้มข้น 

ขั้นตอนท่ี 2 การติดฉลาก IgG ของ LYSV ด้วยอนุภาคทอง (colloidal gold) (2563) 
ขั้นตอนท่ี 3  ท าการเตรียมเส้น Test line, control line และประกอบเป็น GLIFT kit (2563) 
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โดยพ่น IgG ลงบนแผ่น  NCM ทดลองใช้ประมาณ 1, 1.5 และ 2 µl/cm แยกกันคนละเส้น ทดลองใช้ GAR ในการ
ท าเส้น control line ในปริมาณ 1 µl/cm แล้วน าไปอบแห้งในตู้อบควบคุมอุณหภูมิ 370C นาน 2 ช่ัวโมง ก่อนน ามา
ประกอบกันแล้วตัดเป็น strip บรรจุลงในตลับพลาสติกเป็นชุดน าไปทดสอบตรวจ ตัวอย่างใบกระเทยีมที่เป็นโรคจากเชื้อ 
LYSV และทดลองหยดน้ าคั้นจากพืชที่เจือจางเป็น 1:100, 1:200, 1:500 และ 1:1000 เพื่อดูความไวในการตรวจของ GLIFT 
kit  

ขั้นตอนท่ี 4 เปรียบเทียบสารละลายบัฟเฟอร์ใน sample pad buffer (2563) 
เปรียบเทยีบสารละลายบัฟเฟอร์ ใน sample pad buffer-Na2BO3 กับการใช้ Extraction buffer ซึ่งเป็นบัฟเฟอร์

ที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่างพืชในการตรวจสอบโรคไวรัสของพืชด้วยวธิี NCM-ELISA แล้วดูดน้ าคั้นหยอดลงในตลับ GLIFT kit 
แล้วเปรยีบเทียบปฏิกิริยาที่เกดิขึ้น 

ขั้นตอนท่ี 5 ทดสอบหาสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม (2563) 
ในการเตรยีมน้ าคั้นจากกระเทียมในการตรวจ เชื้อ LYSV ในใบกระเทียมทดลองน า sample pad buffer-Na2BO3  

มาเติมสาร Na2SO3 เปรียบเทียบกันในปริมาณ 0.4, 0.6 และ 0.8 % น ามาบดตัวอย่างใบกระเทียมเป็นน้ าคั้นหยอดลงในตลับ 
GLIFT kit แล้วตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา 

ขั้นตอนท่ี 6 ตรวจสอบเชื้อ YLSV ในกระเทียม (2564) 
ทดลองตรวจสอบเชื้อ YLSV จากส่วนต่างๆ ของกระเทียมเป็นโรค ได้แก่ ส่วนใบ และ ส่วนเนื้อของหัวกระเทียม 

เปรียบเทยีบกับหน่ออ่อนอายุ 1 ½ เดือน ใบกระเทยีมป็นโรคและใบกระเทียมไมเ่ป็นโรค 
ขั้นตอนท่ี 7 ทดสอบจ านวนหยดทีเ่หมาะสมโดยทดลองเปรยีบเทียบจ านวนหยดที่เหมาะสมที่ท าให้เกดิปฏิกิรยิาที่

ชัดเจนโดยทดสอบที่จ านวน 3, 4  และ 5 หยด 
การบ นทึกข้อมูล 
ความไวในการตรวจของ GLIFT kit ที่ผลิตได ้
สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการเตรียมน้ าคั้นจากกระเทียม 
ประสิทธิภาพของชุด GLIFT kit ในตรวจสอบเชื้อ YLSV จากส่วนตา่งๆ ของกระเทียม 
จ านวนหยดที่เหมาะสมของตัวอยา่งในการตรวจสอบ 
 

2. การปร บแผนงบประมาณระหว่างปี 

ไม่มี ❑ มี ได้รับอนุมตัิเมื่อวันที่..........…………. (โปรดแสดงหลักฐานในภาคผนวก) 

 เปลี่ยนแปลงงบประมาณ โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง  เปลี่ยนหมวดค่าใช้สอยเป็นหมวดคา่วัสดุ 20%        . 

❑ เปลี่ยนแปลงวัตถุประสงค์/ผลผลิต โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง......................................................................... 
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บทท่ีั3 ผลการศึกษา 

3.1ัผลการด าเนินงานของโครงการ 
สรุปผลการด าเนินงานที่ท าได้จริงัโดยให้สอดคล้องก บว ตถุประสงค์ของโครงการั(สรุปภาพรวมของโครงการ) 
โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลเพื่อการน าเข้าและส่งออก

สินค้าเกษตร ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุล ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความ
แม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามาในประเทศ และใช้เป็น
เครื่องมือในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเง่ือนไขของประเทศคู่ค้า ประกอบด้วย 2 กิจกรรม ดังน้ี 

กิจกรรมที่ั1 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชกักกัน จ านวน 8 ชนิด ให้ทันสมัย รวดเร็ว แม่นย ามากขึ้น
ไ ด้ แ ก่ แ บ ค ที เ รี ย  Clavibacter michiganensis subsp.  sepedonicus, C.  michiganensis subsp.  nebraskensis, 
Burkholderia glumae, Ralstonia solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, ไวรัสAfrican 
Cassava Mosaic Virus, Sri Lankan cassava mosaic virus และ รา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ 
Tropical Race 4 เพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการป้องกันไม่ให้ศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามารุกรานในประเทศ
ไทยและเป็นเครื่องมือในการตรวจสอบติดตามและตรวจหาศัตรูพืชเหล่านี้ในประเทศไทยเพื่อคงสภาพการเป็นศัตรูพืชกักกัน 

กิจกรรมที่ั2 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชที่ส าคัญในพืชเศรษฐกิจหลายชนิดให้ทันสมัย มีประสิทธิภาพ 
ลดขั้นตอนการจ าแนกชนิด สามารถตรวจหาศัตรูพืชอย่างถูกต้องได้อย่างรวดเร็ว น ามาสู่การแนะน าการควบคุมโรคในสภาพ
แปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพได้แก่ ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส าหรับแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. 
campestris ในพืชตระกูลกระหล่ า ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป SecA-SWL kit เพื่อตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
อ้อย ชุดตรวจ(strip test) เช้ือไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้ม และชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบเชื้อ
ไวรัส Leek yellow stripe virus ในกระเทียม  วิธีการตรวจหาวิธีการตรวจสอบรา Phyllosticta citriasiana ในไม้ผลหลาย
ชนิด ได้แก่ สม้โอ ฝรั่ง กล้วย แก้วมังกร ทับทิม ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล วิธีการตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
อ้อย โดยใช้primers ที่ออกแบบจากยีน immunodominant membrane protein genes (IDPs) วิธีการตรวจสอบราใน
สกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum สาเหตุโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกรด้วยเทคนิค PCR วิธีการตรวจ
วินิจฉัยเช้ือ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) ในเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ ด้วยเทคนิค Reverse Transcriptase-Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) การพัฒนาไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae และ แมลงวัน
ทองฝรั่ง B. correcta เพื่อใช้ในการวินิจฉัยแมลงวันแตง Z. cucurbitae และแมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta ด้วย
เทคนิคPCR  วิธีการตรวจแบคทีเรีย X. campestris pv. campestris ที่ติดมากับเมล็ดด้วยเทคนิค real-time PCR วิธีการ
ตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne enterolobii ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification และ 
วิธีการตรวจจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita, M. javanica และ M. enterolobii ด้วยเทคนิค multiplex PCR 
นอกจากนี้ยังได้ แอนติบอดีที่เฉพาะต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชได้แก่ โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส Watermelon silver 
mottle virus โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ่เช้ือไวรัส  Leek yellow stripe virus แอนติบอดตี่อเชื้อไวรัส Sugarcane mosaic 
virusั(PAb-SCMV-NSW) โพลิโคลนอลแอนติบอดี SWL-IMPจาก imp gene ที่ความจ าเพาะต่อเชื้อสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล และแอนติบอดีที่เฉพาะต่อ
ศัตรูพืชที่ได้ที่พัฒนาได้ในโครงการนี้ สามารถน าไปปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมี
ประสิทธิภาพ เพื่อใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจหาศัตรูพืชในสินค้าเกษตรป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้
เข้ามาในประเทศ และเพื่อการป้องกันก าจัด และ ใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศ เป็นวิธีการ
ตรวจหาศัตรูพืชที่ได้มาตรฐานเป็นท่ียอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปริมาณของเพียงเล็กน้อย ย่นระยะเวลาการ
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ตรวจให้เร็วขึ้นท าให้ทันต่อสถานการณ์การค้าระหว่างประเทศ และสามารถวางแผนการป้องกันก าจัดได้รวดเร็วทันต่อ
เหตุการณ์ นอกจากนี้เป็นการประหยัดเงินในการน าเข้าชุดตรวจสอบศัตรูพืชจากต่างประเทศ เป็นการพัฒนางานวิจัยของ
นักวิชาการไทยให้เป็นที่ยอมรับของต่างประเทศอีกด้วย 
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3.2 ผลผลิตท่ีเกิดขึ้นจริงั(Output) 

ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

1.ัผลงานตีพิมพ ์   1.ัผลงานตีพิมพ ์     

   1.1 วารสารระดับชาต ิ 11 เร่ือง    1.1 วารสารระดับชาต ิ 11 เร่ือง 1. การพฒันาไพรเมอรท์ี่มี
ความจ าเพาะจากยีน
Cytochrome Oxidase I 
เพื่อตรวจวินิจฉัยแมลงวัน
แตงZeugodacus 
cucurbitae(Coquillett) 
(Diptera: Tephritidae) 
เพื่อส่งเสริมการส่งออก 
หล กฐานเชิงประจ กษ์ัอยู่
ในผนวกัก 
2. การตรวจแบคทเีรีย 
Clavibacter 
michiganensis subsp. 
sepedonicus  จากหัว
พันธุ์มนัฝรั่งน าเข้าโดย
เทคนิค Real time PCR 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
3. การตรวจแบคทเีรีย 
Clavibacter 
michiganensis subsp. 
nebraskensis  จากเมลด็
พันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้า โดย
เทคนิค Real time PCR 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
4.การตรวจสอบเชือ้
แบคทีเรีย Burkholderia 
glumae ในข้าวด้วยเทคนิค 
real-time PCR 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
5. พัฒนาวธิีการตรวจสอบ
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum species 
complex สาเหตุโรคเหี่ยว
ของกล้วย 
  อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
 

เทคนิคการ
ตรวจหา
ศัตรูพืชด้วย
เทคนิคเซรุ่ม
วิทยาและชวี
โมเลกุล ที่มี
ประสิทธภิาพ 
รวดเร็วและ
ความแมน่ย า
สูง สามารถใช้
เป็นเครือ่งมอี
ในการป้องกนั
ศัตรูพืชต่างถิน่
ร้ายแรงหรอื
ศัตรูพืชกกักัน
เข้ามาใน
ประเทศ และ
ใช้เป็น
เครื่องมือใน
การตรวจ
รับรองสนิค้า
เกษตรในการ
ส่งออกตาม
เงื่อนไขของ
ประเทศคู่ค้า 
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

      6. การพฒันาวธิีการ
ตรวจสอบเชือ้รา 
Fusarium oxysporum 
f.sp. cubense สายพันธุ์ 
Tropical Race 4   ด้วย
เทคนิค Polymerase 
Chain Reaction 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
7. การตรวจสอบโรคใบด่าง
มันส าปะหลังที่เกิดจากเชือ้ 
Sri Lankan cassava 
mosaic virus (SLCMV) 
ด้วยเทคนิค Next 
generation sequencing 
(NGS) 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 
8. การพฒันาชุดตรวจสอบ 
Immuno Strip เพื่อ
ตรวจสอบเชือ้แบคทเีรีย 
Xanthomonas 
campestris pv. 
campestris สาเหตุโรคเน่า
ด าของคะน้า 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 

9. การตรวจสอบ
แบคทีเรีย 
Xanthomonas 
campestris pv. 
campestris ที่ติดมากับ
เมล็ดด้วยเทคนิค Real-
time PCR   
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรยีมต้นฉบ บ 
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบ
หล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

      10. การตรวจสอบ
ไส้เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne 
enterolobii ด้วย
เทคนิคแลมป์ 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรยีมต้นฉบ บ 
11. การพัฒนาการ
ตรวจสอบแมลงวัน
ทองฝร่ัง Bactrocera 
correcta (Diptera: 
Tephritidae) เพื่อ
การน าเข้าและส่งออก
ด้วยไพร์เมอร์ที่มีความ
เฉพาะเจาะจง 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรยีมต้นฉบ บ 

 

   1.2 วารสารระดับนานาชาต ิ 4 เร่ือง    1.2 วารสารระดับ
นานาชาต ิ

4 เร่ือง การพัฒนาเทคนิคการ
ตรวจสอบชนิดศัตรูพืช
ที่มีประสิทธิภาพ 
รวดเร็วและความ
แม่นย าสูง 
 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรยีมต้นฉบ บ 

เทคนิคการ
ตรวจหาศัตรูพืชที่
มีประสทิธิภาพ 
รวดเร็วและความ
แม่นย าสูง 
สามารถใชเ้ป็น
เครื่องมีอในการ
ป้องกันศตัรูพืชต่าง
ถิ่นร้ายแรงเข้ามา
ในประเทศ และ
ตรวจรับรองสินค้า
เพื่อการส่งออก
ตามเงื่อนไขของ
ประเทศคู่ค้า 
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบ
หล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

2. การประชุมเผยแพร่ผลงาน/
ส มมนาระด บชาต ิ

5 เร่ือง 2. การประชุมเผยแพร่
ผลงาน/ส มมนาระด บชาต ิ

5 เร่ือง การพัฒนาเทคนิคการ
ตรวจสอบชนิดศตัรูพืชที่
มีประสทิธิภาพ รวดเร็ว
และความแมน่ย าสูง 
 
อยู่ในระหว่างการ
จ ดเตรียมต้นฉบ บ 

เทคนิคการ
ตรวจหาศัตรูพืชที่
มีประสทิธิภาพ 
รวดเร็วและความ
แม่นย าสูง 
สามารถใชเ้ป็น
เครื่องมีอในการ
ป้องกันศตัรูพืชต่าง
ถิ่นร้ายแรงเข้ามา
ในประเทศ และ
ตรวจรับรองสินค้า
เพื่อการส่งออก
ตามเงื่อนไขของ
ประเทศคู่ค้า 

2.ัต้นแบบผลิตภ ณฑ ์   2.ัต้นแบบผลิตภ ณฑ ์     

   ระดับภาคสนาม  1 ต้นแบบ    ระดับภาคสนาม  4 ต้นแบบ 1. ชุดตรวจสอบอิมมโูน
สตริปส าหรับแบคทเีรีย 
Xanthomonas 
campestris pv. 
campestris ในพืช
ตระกูลกระหล่ า  
หล กฐานเชิงประจ กษ์ั
ผนวกัข ภาพท่ีั1 
2. ชุดตรวจสอบ
ส าเร็จรูป SecA-SWL 
kit เพื่อตรวจสอบเชือ้ไฟ
โตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออ้ย  
หล กฐานเชิงประจ กษ์ั
ผนวกัข ภาพท่ี.ั2 
3. ชุดตรวจ(strip test) 
เชื้อไวรสัทริสเทซ่าในพืช
ตระกูลส้ม  
 หล กฐานเชิงประจ กษ์ั
ผนวกัข ภาพท่ีั3 
 

ชุดตรวจสอบ มี
ความเฉาะเจาะจง
สามารถตรวจสอบ
ศัตรูพืชได้อย่าง
ถูกตอ้ง ในเวลา
รวดเร็วภายใน
ระยะเวลา 5-10 
นาที สามารถ
น าไปใช้ใน
ภาคสนามได้  
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

      4. ชุดตรวจสอบ Lateral 
flow test strip เพื่อ
ตรวจสอบเชือ้ไวรัส Leek 
yellow stripe virus ใน
กระเทียม   
หล กฐานเชิงประจ กษ์ั
ผนวกัข ภาพท่ีั4 

 

 

3. ต้นแบบเทคโนโลย ี   3. ต้นแบบเทคโนโลย ี     

  ระดับห้องปฏิบัติการ 9 ต้นแบบ   ระดับห้องปฏิบัติการ 16 ต้นแบบ 1. การตรวจแบคทเีรีย 
Clavibacter 
michiganensis subsp. 
sepedonicus  จากหัว
พันธุ์มนัฝรั่งน าเข้าโดย
เทคนิค Real time PCR 
2. การตรวจแบคทเีรีย 
Clavibacter 
michiganensis subsp. 
nebraskensis  จากเมลด็
พันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้า โดย
เทคนิค Real time PCR 
3. การตรวจเชือ้ไวรัส 
African cassava mosaic 
virus  (ACMV)ศัตรูพืช
กักกันในมันส าปะหลัง ด้วย
เทคนิคทางเซรุ่มวทิยาและ
อณูชีววทิยา 
4. เทคโนโลยีตรวจสอบเชือ้
แบคทีเรีย Burkholderia 
glumae ในข้าวด้วยเทคนิค 
real-time PCR  
5. เทคโนโลยีการตรวจสอบ
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum species 
complex สาเหตุโรคเหี่ยว
ของกล้วย  
6. เทคโนโลยีการตรวจสอบ
เชื้อแบคทีเรีย 
Pseudomonas 
fuscovaginae ในข้าวด้วย
เทคนิค LAMP  

 

ต้นแบบ
เทคโนโลยีการ
ตรวจสอบ
ศัตรูพืชทีม่ี
ประสิทธภิาพ 
รวดเร็ว และ
ความแมน่ย า
สูง 
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

      7 เทคโนโลยีการตรวจสอบ
เชื้อรา Fusarium 
oxysporum f.sp. 
cubense สายพันธุ์ 
Tropical Race 4 ด้วย
เทคนิค Polymerase 
Chain Reaction 
8. เทคโนโลยีการตรวจสอบ
โรคใบด่างมันส าปะหลังที่ 
เกิดจากเชื้อ Sri Lankan 
cassava mosaic virus 
(SLCMV) ด้วยเทคนิค Next 
generation sequencing 
(NGS) 
9. วิธีการตรวจสอบรา 
Phyllosticta citriasiana 
ในไม้ผล ด้วยเทคนิคทางชีว
โมเลกุล 
10. วิธีการตรวจสอบราใน 
Neoscytalidium. 
dimidiatum สาเหตุโรคล า
ต้นจุดสนี้ าตาลของแก้ว
มังกรด้วยเทคนิค PCR 
11. วิธีการตรวจวนิิจฉัยเชื้อ 
Pepper chat fruit viroid 
(PCFVd) ในเมล็ดพนัธุ์
มะเขอืเทศ ด้วยเทคนิค 
Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) 
12. การพัฒนาไพรเมอร์ทีม่ี
ความจ าเพาะต่อแมลงวัน
แตง Zeugodacus 
cucurbitae เพื่อใช้ในการ
วินิจฉัยแมลงวนัแตง Z. 
cucurbitae  
13. เทคโนโลยีการ
ตรวจสอบแบคทเีรีย
Xanthomonas 
campestris 
pv.campestris ที่ติดมากับ
เมล็ด ดว้ยเทคนิคreal-
time PCR 

 

  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



31 
 

ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

      14. เทคโนโลยีการ
ตรวจสอบแมลงวันทองฝรั่ง 
Bactrocera correcta 
(Diptera:Tephritidae) 
เพื่อการน าเข้าและส่งออก
ด้วยไพร์เมอรท์ี่มีความ
เฉพาะเจาะจง 
15. วิธีการตรวจสอบ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. 
enterolobii ด้วยเทคนิค 
Loop Mediated 
Isothermal 
Amplification 
16. เทคโนโลยีการใช้
เทคนิค Multiplex PCR ใน
การตรวจไสเ้ดือนฝอยราก
ปม Meloidogyne 
incognita, M. javanica, 
M. arenaria และ M. 
enterolobii  
อยู่ในระหว่างการรวบรวม
ต้นฉบ บเพ่ือจ ดพิมพ์เป็น
เอกสารวิชาการและคู่มือ
การตรวจ 
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ผลผลิตตามค าร บรอง จ านวน หน่วย
น บ 

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง จ านวน หน่วย
น บ 

รายละเอียดผลผลิต 
(พร้อมแนบหล กฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

4. กระบวนการใหม ่   4. กระบวนการใหม ่     

  ระดับหอ้งปฏิบัติการ 1 แบบ   ระดับหอ้งปฏิบัติการ 1 แบบ การผลิตโปรตีนและ
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
immunodominant 
membrane protein 
(Imp) ของเช้ือไฟโต
พลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวออ้ยโดยอาศัยระบบ
เซลล์แบคทีเรีย 
อยู่ในระหว่างการ
รวบรวมต้นฉบ บเพื่อ
จ ดพิมพ์เป็นเอกสาร
วิชาการและคู่มือการ
ตรวจ 

กระบวนการ
ผลิตแอนติ
ซีรั่มของ 
แบคทีเรีย
และไวรัส
สาเหตุโรคพืช 
ทีมีความ
เฉพาะเจาะจง
สูง 

 

3.3 ผลล พธ์ที่เกิดขึน้จริงั(Outcome)ั(ถ้ามี) 

ผลล พธ์ที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิดผลล พธ์ 
วิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกลุถูกน าไปใช้ในการในการติดตามและ
เฝ้าระวังศัตรูพืชต่างถิ่นหรือศัตรูพชืกักกันไม่ให้เข้ามาในประเทศ และใช้ในการยืนยันสถานภาพ
ของศัตรูพืชในประเทศและใช้ในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรส่งออกท าให้สามารถส่งออกสินค้า
เกษตรได้ท าให้มรีายได้เข้าประเทศ รวมทั้งใช้ในการตรวจวินิจฉัยศตัรูพืชเพื่อการอารักขาพืชใน
ประเทศด้วยเจ้าหนา้โดยเฉพาะชุดตรวจสอบศัตรูพืช strip test kit ที่สามารถน าไปใช้ตรวจใน
ภาคสนามได้โดยผูต้รวจไม่จ าเป็นต้องมีความช านาญสามารถตรวจได้และเป็นผลิตภัณฑ์ของไทย
ท าให้ไม่ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ 

2564 

* ผลลัพธ์: ผลส าเร็จที่เกิดจากการน าผลผลิต (Output)ไปต่อยอด การเปลี่ยนรปูของผลผลิตไปสู่รูปแบบที่ใช้ประโยชนไ์ด้อย่างกวา้งขวาง 
หรือการเคลื่อนผลผลิตไปสู่กิจกรรมที่ต่อเนื่อง ซึ่งก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง (Change) ที่ปรากฏชัด และมีคุณค่าทางเศรษฐกิจ สังคม 
และสิ่งแวดล้อม 
 

3.4ัผลกระทบที่เกิดขึ้นจริงั(Impact)ั(ถ้ามี) 

ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิดผลกระทบ 
1. ใช้ในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรส่งออกท าให้สามารถส่งออกสินค้าเกษตรโดยไม่

ถูกตีกลับจากประเทศคูค่้าท าให้มรีายได้เข้าประเทศ 
2564 

2. การติดตามและเฝ้าระวังท าให้ศัตรพูืชต่างถิ่นไม่เข้ามาระบาดภายในประเทศและท า
ให้ทราบสถานภาพศัตรูพืชที่ส าคญัในประเทศ 

2564 

* ผลกระทบ : ผลประโยชน์ที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงตามผลลัพธ์ (Results of the change) ซ่ึงวัดได้อย่างชัดเจนและมีหลักฐาน
ปรากฏชัด (Evidence-based) ทางด้านเศรษฐกิจ สังคม และสิ่งแวดล้อม ทั้งทีว่ัดในเชิงปริมาณได้และไม่ได้ ผลกระทบอาจเป็นได้ทั้ง
ทางบวกและทางลบ 
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3.5ัการน าผลงานวิจ ยไปใช้ประโยชน ์

วิธีการ/กระบวนการผล กด นงานวิจ ยไปใช้ประโยชน์ (ัโปรดแนบหล กฐานเชิงประจ กษก์ารน าผลงานไปใช้ประโยชน)์ 
จัดท าคู่มือวิธีการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันและศัตรูพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจและอบรมวิธีการตรวจสอบให้กับเจ้าหน้าที่

ของกลุ่มวิจัยการกักกันพืชและ เจา้หน้าด่านตรวจพืชเพื่อน าไปใช้ในการติดตามและเฝ้าระวังศัตรูพืชตา่งถิ่นหรือศัตรูพืชกักกัน
ไม่ให้เข้ามาในประเทศและใช้ในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรส่งออก รวมทั้งใช้ในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชเพื่อการอารักขาพืช 

ด้านนโยบายัโดยใคร...................................(ระบุใครเป็นผู้น าไปใช้)............................................................................... 
อย่างไร..... (ระบุผลที่เกิดจากการน าไปใช้ประโยชน์ก่อให้เกิดผลอยา่งไร)................................................. 

ด้านส งคมัโดยใคร...................................(ระบุใครเป็นผู้น าไปใช้)................................................................................... 
อย่างไร (ระบผุลทีเ่กิดจากการน าไปใช้ประโยชน์ก่อให้เกิดผลอย่างไร)....................................................... 

ด้านเศรษฐกิจัโดย เจ้าหน้าท่ีภาครัฐ โดยเฉพาะเจา้หน้าท่ีปฏิบตัิตาม พรบ.กักพืช พ.ศ. 2507 แก้เพิ่มเติม รวมทั้ง
ภาคเอกชนหรือเกษตรกร           

อย่างไร   น าวิธีการตรวจสอบที่พัฒนาเพื่อการตรวจหาศัตรูพืชในโครงการไปใช้ในการในการติดตามและ
เฝ้าระวังศัตรูพืชต่างถิ่นหรือศัตรูพชืกักกันไม่ให้เข้ามาในประเทศท าให้ไม่ต้องเสียงบประมาณในการป้องกันก าจัดและใช้ในการ
ตรวจรับรองสินค้าเกษตรส่งออกท าให้สามารถส่งออกสินค้าเกษตรได้ท าให้มีรายไดเ้ข้าประเทศ รวมทัง้ใช้ในการตรวจวินิจฉัย
ศตัรูพืชเพื่อการอารักขาพืชในประเทศด้วยเจ้าหน้าโดยเฉพาะชุดตรวจสอบศัตรูพืช strip test kit ที่สามารถน าไปใช้ตรวจใน
ภาคสนามได้โดยผูต้รวจไม่จ าเป็นต้องมีความช านาญสามารถตรวจได้และเป็นผลิตภัณฑ์ของไทยท าใหไ้ม่ต้องน าเข้าจาก
ต่างประเทศ           

ด้านวิชาการัโดย นักวิชาการด้านอารักขาพืช เจ้าหน้าท่ีของกลุ่มวจิัยการกักกันพืชและ เจ้าหน้าดา่นตรวจพืช  
อย่างไร.. น าองค์ความรู้จากผลงานวิจัยท่ีตีพิมพ์ ไปใช้ประโยชนใ์นการตรวจสอบศ้ตรุพืชอย่างรวดเร็ว

เพื่อการป้องกันก าจัด และน าไปพัฒนาต่อยอดเพื่อใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชในสินค้าเกษตรเพื่อการสง่ออกและน าเข้า 
 

* ค าจ าก ดความการน าใช้ประโยชน์ในแต่ละด้าน 
 1. ด้านโยบายและสาธารณะ การน าความรู้จากงานวิจัยไปใช้ในกระบวนการก าหนดนโยบาย อาจเป็นนโยบาย

ระดับประเทศ ระดับภูมิภาค ระดับจังหวัด ระดับท้องถิ่นการใช้ประโยชน์ด้านนโยบายจะรวมทั้งการน าองค์ความรู้ไป
สังเคราะห์เป็นนโยบายหรือทางเลือกเชิงนโยบาย (Policy options) แล้วน านโยบายนั้นไปสู่ผู้ใช้ประโยชน์ในวงกว้างเพื่อ
ประโยชน์ของสังคม และประชาชนทั่วไป เพื่อเพิ่มคุณภาพชีวิตของประชาชน สร้างสังคมคุณภาพ และส่งเสริมคุณภาพ
สิ่งแวดล้อม 

 2. ด้านพาณิชย์/เศรษฐกิจ เป็นผลงานวิจัยที่เน้นสร้างนวัตกรรม เทคโนโลยี ผลิตภัณฑ์ใหม่ หรือการพัฒนาจากสิ่งที่มี
อยู่เดิม โดยเป็นการน าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตเชิงพาณิชย์หรือลดการน าเข้าเทคโนโลยีจากต่างประเทศ หรือน าไปสู่การ
พัฒนารูปแบบธรุกิจใหม่ โดยมีเป้าหมายเพื่อสร้างมูลค่าเพิ่ม เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตและบริการ 

 3. ด้านสังคมและชุมชน การน ากระบวนการ วิธีการ องค์ความรู้ การเปลี่ยนแปลงการเสริมพลัง อันเป็นผลกระทบ ที่
เกิดจากการวิจัยและพัฒนาชุมชน ท้องถิ่นพื้นที่ ไปใช้ให้เกิดประโยชน์การขยายผลต่อชุมชน ท้องถิ่น หรือรวมถึงสังคมอื่น 

 4. ด้านวิชาการ เป็นผลงานตีพิมพ์ทางวิชาการ การน าองค์ความรู้จากผลงานวิจัยที่ตีพิมพ์ในรูปแบบต่าง ๆ เช่น 
ผลงานตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ ระดับชาติหนังสือ ต ารา บทเรียน ไปเป็นประโยชน์ด้านวิชาการ การเรียนรู้ การเรียน
การสอนในวงนักวิชาการและผู้สนใจด้านวิชาการ รวมถึงการน าผลงานวิจัยไปวิจัยต่อยอดสือ่สาธารณะ การเผยแพร่ความรู้จาก
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ผลงานวิจัยท่ีได้ต่อสาธารณะ ผ่านทางหนังสือพิมพ์ / วารสาร / โทรทัศน์ / วิทยุ / คู่มือ / แผ่นพับ การฝึกอบรม และสื่อสังคม
ออนไลน์ต่าง ๆ เป็นต้น 
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บทท่ีั4ัสรุปผลและอภปิรายผล 
 

สรุปผลและอภปิรายผล 

สรุปผล:  

กิจกรรมที่ั1ัการพ ฒนาการตรวจสอบศ ตรูพืชก กก นเพ่ือการน าเข้าสินค้าเกษตร เนื่องจากแบคทีเรีย Clavibacter 

michiganensis subsp.  sepedonicus, C.  michiganensis subsp.  nebraskensis, Burkholderia glumae, Ralstonia 

solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, ไ ว รั ส African Cassava Mosaic Virus, Sri Lankan 

cassava mosaic virus และ รา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ Tropical Race 4 เป็นศัตรูพืชกักกันของ

ประเทศไทย จ าเป็นต้องพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่ทันสมัยและมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบศัตรูพืชเหล่านี้เพื่อป้องกันไม่ให้เข้า

มารุกรานในประเทศไทยและเป้นเครื่องมือในการตรวจสอบติดตามและตรวจหาศัตรพูืชเหล่านี้ในประเทศไทยเพื่อคงสภาพการเปน็

ศัตรูพืชกักกัน โดยจากผลการทดลองพบว่า สามารถพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชให้ทันสมัย รวดเร็ว แม่นย ามากขึ้น โดยไพรเมอร์ 

Cms probe มีความ เฉพาะเจาะจงกับแบคที เรี ย  C.  michiganensis subsp.  sepedonicus และ Cmn probe ความ

เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis โดย Cms probe มีความไวในการตรวจที่ความเข้มข้น

ต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 25 pg/ปฏิกิริยา และ Cmn probe มีความไวในการตรวจที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอคือ 50 pg/ 

ปฏิกิริยา การพัฒนาตรวจสอบไวรัส ACMV สาเหตุโรคใบด่างเหลืองมันส าปะหลัง ได้ออกแบบไพร์เมอร์ ส าหรับการตรวจวินิจฉัย

เช้ือไวรัส ACMV เช้ือไวรัส CMVs รวมจ านวน 2 ชุด ได้แก่ ชุดที่ั1 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 3 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร์คู่ที่ 

1.1 และ ไพร์เมอร์คู่ที่ 1.2 สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส ACMV และ CMVs ได้อย่างแม่นย า และไพร์เมอร์คู่ที่ 1.3 สามารถตรวจหา

เชื้อไวรัส ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) และ SLCMV ชุดที่ั2 ประกอบด้วยไพร์เมอร์ทั้งหมดจ านวน 4 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร์

คู่ที่ั2.1-2.4 ที่สามารถใช้ส าหรับตรวจหาเช้ือไวรัส ACMV, ICMV, EACMV (EACMV-UG) และ SLCMV  การตรวจหาแบคทีเรีย 

B. glumae ในข้าวได้ไพรเมอร์ BG1F/BG1R ส าหรับตรวจด้วยเทคนิค Real-time PCR ที่มีความเฉพาะเจาะจง มีความไวในการ

ตรวจแบคทีเรียความเข้มข้นเซลล์ 15 โคโลนี/มิลลิลิตร  การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum species complex 

สาเหตุโรคเหี่ยวของกล้วย พบว่าไพรเมอร์ 121F/121R สามารถใช้ตรวจหาแบคทีเรีย R. syzygii subsp. celebensis ได้อย่าง

เฉพาะเจาะจง มีความไวในการตรวจเซลล์ความเข้มข้น 2.6×103 โคโลนี/มิลลิลิตร และ ดีเอ็นเอความเข้มข้น 5 พิโคกรัม/

ไมโครลิตร การทดสอบเทคนิค LAMP ส าหรับตรวจหาแบคทีเรีย P. fuscovaginae ในข้าว พบว่าชุดไพรเมอร์ Pf8 เกิดผลบวกกับ

แบคทีเรีย P. fuscovaginae และ B. glumae มีความไวในการตรวจหาเช้ือที่ความเข้มข้นเซลล์ 15 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร 

วิธีการตรวจสอบเช้ือรา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ Tropical Race 4 โดยพบว่าไพร์เมอร์ FocTR4-

F/FocTR4-R2 ที่มีความจ าเพาะต่อเช้ือรา Foc TR4 สามารถตรวจได้จากทั้ง DNA template ที่สกัดได้จากตัวอย่างสด และ

ตัวอย่างแห้งของเนื้อเยื่อต้นกล้วยที่แสดงอาการของโรคตายพรายจากเช้ือรา  Foc TR4 จากการตรวจสอบและวิเคราะห์ล าดับ

นิวคลิโอไทด์ของ DNA-A และ DNA-B ของไวรัสใบด่างมันส าปะหลัง จ านวน 12 ไอโซเลต ด้วยเทคนิค Next generation 

sequencing และน าไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเช้ือ SLCMV ด้วย phylogenetic tree พบว่าเช้ือ SLCMV ของไทยจัดอยู่ใน

กลุ่มเดียวกับเช้ือ SLCMV ที่ก่อให้เกิดโรคใบด่างมันส าปะหลังที่พบรายงานในประเทศอินเดีย ศรีลังกา กัมพูชา เวียดนาม ลาว และ

จีน 
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กิจกรรมที่ั2 การพ ฒนาการตรวจสอบศ ตรูพืชและศ ตรูธรรมชาติัในประเทศเพ่ือการป้องก นก าจ ดและการส่งออก 

ได้พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบศัตรูพืชที่ส าคัญในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด ผลการพัฒนาท าให้ได้ วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชที่ทันสมัย 

มีประสิทธิภาพ ลดขั้นตอนการจ าแนกชนิด สามารถตรวจหาศัตรพูืชอย่างถูกต้องได้อย่างรวดเร็ว น ามาสู่การแนะน าการควบคมุโรค

ในสภาพแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพได้แก่  

ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส าหรับแบคทีเรีย X. campestris pv. campestris ในพืชตระกูลกระหล่ า มีความไวในการ

ตรวจเชื้อ Xcc 104 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV ที่สร้างจากโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV   ค่าความเจือ

จางของแอนติซีรั่มสูงสุดที่ 16,384 เท่า  

วิธีการตรวจสอบรา P. citriasiana ในไม้ผลหลายชนิด ได้แก่ สม้โอ ฝรั่ง กล้วย แก้วมังกร ทับทิม ด้วยเทคนิคทางชีว

โมเลกุล โดยใช้ไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อรา  P. citriasiana จ านวน 3 คู่ ได้แก่ PcDOAF1/ ITS4 PcDOAF3/ ITS4 และ 

PcDOAF3/ PcDOAR3   

วิธีการตรวจหาเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย โดยใช้primers ที่ออกแบบจากยีน immunodominant 

membrane protein genes (IDPs)   

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้ไวรัส  LYSV โดยมีค่าไตเตอร์ 1:102400 โดยวิธี ELISA   

วิธีการตรวจสอบราในสกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum สาเหตุโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกรด้วย

เทคนิค PCR ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะต่อราN. dimidiatum จ านวน 2 คู่ ได้แก่ NdDOA-8F/NdDOA-6R และ NdDOA-7F/ITS4 ที่

สามารถตรวจผลได้รวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ  

การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pepper chat fruit viroid (PCFVd) ในเมล็ดพันธ์ุมะเขือเทศ ด้วยเทคนิค Reverse 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์จ านวน 3 คู่ ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ NAD, คู่ไพรเมอร์ PC2 

และคู่ไพรเมอร์ PCFVd ให้ผลการตรวจสอบที่ชัดเจนและคมชัด สามารถน าไปใช้กับงานในห้องปฏิบัติการที่เป็นงานประจ าได้อย่าง

ดีและเหมาะสม   

การผลิตแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส SCMV-NSW (PAb-SCMV-NSW) มีค่าไตเตอร์อยู่ในช่วง 6,400 - 12,800 โดยอัตรา

ความเจือจางที่ 1:1,000 เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการตรวจสอบเช้ือไวรัส SCMV ในข้าวโพด และมีความจ าเพาะต่อเช้ือไวรัส 

SCMV ในข้าวโพด  

การพัฒนาต้นแบบ (Prototype) ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป SecA-SWL kit เพื่อตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ

ขาวอ้อย แต่ยังไม่สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบได้ เนื่องจากความเข้มข้นไม่เหมาะส าหรับน ามาพัฒนาชุดตรวจสอบ แต่สามารถ

น าแอนติซีรัมที่ผลิตไปใช้ตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA แทนได้ 

การพัฒนาชุดตรวจ(strip test) เช้ือไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้มโดยใช้ crude CTV-IgG จากแอนติบอดีของไวรัสท

ริสเทซ่าเช่ือมเข้ากับ อนุภาคทองเท่ากับ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ร่วมกับ standard 14 เป็น conjugate release และเมมเบรน

ชนิด CN140 (analytical memebrane) แสดงผลปฏิกิริยาได้ชัดเจน ผลปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นประมาณ 5-15 นาที ชุดตรวจเช้ือ

ไวรัสทริสเทซ่าแบบ strip test ช่วยให้การตรวจสอบท าได้รวดเร็ว สะดวกโดยเฉพาะกับการน าไปตรวจในสภาพแปลง 
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การพัฒนาไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae เพื่อใช้ในการวินิจฉัยแมลงวันแตง Z. 

cucurbitae สามารถใช้จ าแนกแมลงวันแตง Z. cucurbitae ทุกระยะการเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว สามารถน าไปใช้ในการ

วินิจฉัยเพื่อเฝ้าระวังแมลงศัตรูพืชและการน าเข้าและส่งออกผักผลไม้ของประเทศไทย  

การผลิตโพลิโคลนอลแอนติบอดี SWL-IMPจาก imp gene ที่ความจ าเพาะต่อเช้ือสาเหตุโรคใบขาวอ้อย มีค่าไตเตอร์ 

1:128 - 1:16,384 เท่า มีความจ าเพาะต่อเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

การพัฒนาวิธีการตรวจแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) ที่ติดมากับเมล็ดด้วยเทคนิค 

real-time PCR พบว่าสามารถตรวจเช้ือ Xcc ที่ติดมากับเมล็ดได้ในอัตราส่วนเมล็ดติดเช้ือต่อเมล็ดดี เพียงแค่ที่อัตรา 1:100 

เทคนิค real-time PCR จึงมีความไวเหมาะสมที่น าไปใช้เพื่อการตรวจเชื้อ Xcc ที่ติดมากับเมล็ดพันธ์ุ  

วิธีการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 

เป็นวิธีการที่สะดวกรวดเร็วใช้เวลาประมาณ 30 นาที มีความจ าเพาะเจาะจง มีความไวในการตรวจสอบดีเอ็นเอของ M. 

enterolobii ได้ถึงความเข้มข้น 15 พิโคกรัม   

การพัฒนาไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta เพื่อใช้ในการวินิจฉัยแมลงวันทองฝรั่ง B. 

correcta สามารถใช้จ าแนกทุกระยะการเจริญเติบโต (ไข่ ตัวอ่อน ดักแด้ และตัวเต็มวัย) ได้ภายระยะเวลา 2 – 3 ช่ัวโมง สามารถ

น าไปใช้ในการวินิจฉัยเพื่อเฝ้าระวังแมลงศัตรูพืชและการน าเข้าและส่งออกผักผลไม้ของประเทศไทย  

วิธีการตรวจจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita, M. javanica และ M. enterolobii ด้วยเทคนิค 

multiplex PCR สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ขนาดตรงตามเป้าหมาย และสามารถจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม ทั้ง 3 ชนิด

ได้ในการท าปฏิกิริยาครั้งเดียว มีความจ าเพาะเจาะจงและแม่นย าในการตรวจ และสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดจากปมรากพืช

ได้ 

การพัฒนาชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบเช้ือไวรัส LYSV สามารถตรวจสอบเช้ือไวรัสจาก

ตัวอย่างน้ าคั้นใบกระเทียมที่เป็นโรค ที่ความเข้มข้น 1:10 เห็นผลภายในเวลา 5-6 นาที โดยสามารถตรวจหาไวรัส LYSV ในสภาพ

แปลงปลูกเพื่อคัดเลือกและตรวจสอบกระเทียมก่อนน าไปใช้ในการผลิตหัวพันธ์ุกระเทียมปลอดโรคหรือการปรับปรุงพันธุ์กระเทียม

ได้ด้วยโดยสามารถน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยได้ด้วยตนเอง  

 

อภิปรายผล: โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลเพื่อการน าเข้า

และส่งออกสินค้าเกษตร ด าเนินการในช่วงปี พ.ศ. 2563 – 2564 โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิค

เซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุล ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่น

ร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันเข้ามาในประเทศ และใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจรับรองสินค้าเกษตรในการส่งออกตามเง่ือนไขของ

ประเทศคู่ค้า ประกอบด้วย 2 กิจกรรม ดังน้ี 

กิจกรรมที่ 1 การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการน าเข้าสินค้าเกษตร ประกอบไปด้วย 7 การทดลอง โดยมี

วัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่ทันสมัยและมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย ได้แก่

แบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, C. michiganensis subsp. nebraskensis, Burkholderia 

glumae, Ralstonia solanacearum species complex, Pseudomonas fuscovaginae, ไ วรั สAfrican Cassava Mosaic 

Virus, Sri Lankan cassava mosaic virus และ รา Fusarium oxysporum f.sp. cubense สายพันธุ์ Tropical Race 4 เพื่อ
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ป้องกันไม่ให้เข้ามารุกรานในประเทศไทยและเป็นเครื่องมือในการตรวจสอบติดตามและตรวจหาศัตรูพืชเหล่านี้ในประเทศไทยเพื่อ

คงสภาพการเป็นศัตรูพืชกักกัน โดยจากผลการทดลองพบว่า สามารถพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชให้ทันสมัย ตรวจผลได้รวดเร็ว 

แม่นย า และมีประสิทธิภาพ ท าให้สามารถประหยัดเวลาในการตรวจวินิจฉัย จะก่อให้เกิดประโยชน์เป็นอย่างยิ่งในการพัฒนา

เทคนิคการตรวจสอบศัตรูพืชเพื่อการน าเข้าสินค้าเกษตรของประเทศไทย อีกทั้งสนับสนุนการเตรียมรับมือกับสถานการณ์การแพร่

ระบาดของศัตรูพืชที่เป็นไปอย่างรวดเร็วและรุนแรงในปัจจุบัน 

กิจกรรมที่ 2 การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ในประเทศเพื่อการป้องกันก าจัดและการส่งออก 

ประกอบไปด้วย 17 การทดลอง โดยมีวัตถุประสงค์ เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล ให้มี

ประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจรับรองการปลอดศัตรูพืชของสินค้าเกษตรเพื่อการ

ส่งออกและ น าไปใช้ในการน าไปใช้ในการตรวจศัตรูพืชอย่างรวดเร็วเพื่อการป้องกันก าจัดศัตรูพืช  ผลการทดลอง สามารถพัฒนา

วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล ได้แก่ ชุดตรวจสอบส าเร็จรูปจ านวน 4 ชุด ส าหรับตรวจสอบ

แบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris เช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย เช้ือไวรัสทริสเทซ่าในพืช

ตระกูลส้ม เช้ือไวรัส Leek yellow stripe virus วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคชีวโมเลกุลจ านวน 9 วิธี 10 ชนิดศัตรูพืช 

ได้แก่ Phyllosticta citriasiana ราสกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum เช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยเช้ือ

ไวรอยด์ Pepper chat fruit viroid แบคทีเรียX. campestris pv. campestris ไส้เดือยนฝอยรากปม Meloidogyne incognita, 

M. javanica, M. arenaria และ M. enterolobii แมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae และ แมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera 

correcta และการผลิตแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงต่อเช้ือสาเหตุโรคพืช จ านวน 5 ชนิดได้แก่แบคทีเรีย X. campestris pv. 

campestris เชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus เชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus เชื้อไวรัส Sugarcane mosaic 

virusัและเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย  

ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป วิธีการตรวจสอบศัตรูพืชด้วยเทคนิคเซรุ่มวิทยา และชีวโมเลกุล และแอนติบอดีที่เฉพาะต่อ

ศัตรูพืชที่ได้ที่พัฒนาได้ในโครงการนี้ สามารถน าไปปรับใช้ในการตรวจหาศัตรูพืช ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ 

เพื่อใช้เป็นเครื่องมีอในการตรวจหาศัตรูพืชในสินค้าเกษตรป้องกันศัตรูพืชต่างถิ่นร้ายแรงหรือศัตรูพืชกักกันไม่ให้เข้ามาในประเทศ 

และเพื่อการป้องกันก าจัด และ ใช้ในการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันเพื่อการค้าระหว่างประเทศ เป็นวิธีการตรวจหาศัตรูพืชที่ได้

มาตรฐานเป็นที่ยอมรับ และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชได้ในปริมาณของเพียงเล็กน้อย ย่นระยะเวลาการตรวจให้เร็วข้ึนท าให้ทันต่อ

สถานการณ์การค้าระหว่างประเทศ และสามารถวางแผนการป้องกันก าจัดได้รวดเร็วทันต่อเหตุการณ์ นอกจากน้ีเป็นการประหยัด

เงินในการน าเข้าชุดตรวจสอบศัตรูพืชจากต่างประเทศ เป็นการพัฒนางานวิจัยของนักวิชาการไทยให้เป็นท่ียอมรับของต่างประเทศ

อีกด้วย 

ข้อเสนอแนะต่อผู้เกี่ยวข้องส าหร บการด าเนินงานในระยะต่อไป 
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กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



39 
 
ปัญหาและอุปสรรคในการท างาน 

..........................................................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................................................................
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ผนวกัข 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ั1 ต้นแบบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส าหรับแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris 

ในพืชตระกูลกระหล่ า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ั2 ต้นแบบชุดตรวจสอบส าเร็จรูป SecA-SWL kit เพ่ือตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย 
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ภาพที่ 3 ต้นแบบชุดตรวจ(strip test) เชื้อไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้ม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ต้นแบบชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบเชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus ใน

กระเทียม 
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