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ค ำน ำ 
 

กรมวิชาการเกษตร เป็นหน่วยงานในสังกัดกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ มีบทบาทภารกิจ    
ดา้นการวจิยัพฒันาการเกษตรทางดา้นพชืและเคร่ืองจกัรกลการเกษตร ตลอดระยะเวลาที่ผ่านมานักวิจยั
ของกรมวชิาการเกษตรไดช่้วยกนัระดมสมองและความคิดในการสร้างสรรคผ์ลงานวิจยัอนัทรงคุณค่า 
เพือ่ป้องกนัและแกปั้ญหาการผลิตพชื รวมทั้งพฒันาการเกษตรของประเทศไทยมาโดยตลอด จนเป็น
ที่ยอมรับอยา่งแพร่หลายว่าเป็นผลงานวิจยัที่มีประโยชน์ กลุ่มเป้าหมายสามารถน าไปใชแ้กปั้ญหาใน
การผลิตพืชของเกษตรกรได้อย่างรวดเร็ว มีประสิทธิภาพ ก่อให้เกิดการพฒันาการเกษตรด้านพืช 
ส่งผลให้การผลิตพืชของเกษตรกรไทยมีผลผลิตสูงขึ้ น ตน้ทุนการผลิตลดลง คุณภาพตรงตาม
มาตรฐานสามารถแข่งขนัได้ในตลาดโลก ลดปัญหาการกีดกันทางการคา้ สามารถส่งออกผลิตผล
ทางดา้นพชืเพิม่ขึ้น สร้างรายไดใ้หก้บัประเทศและเกษตรกรไทยในแต่ละปีมีมูลค่ามหาศาลอยา่งต่อเน่ือง  

 

ดงันั้นเพื่อเป็นเกียรติและสร้างขวญัก าลงัใจแก่นักวิจยัที่ไดทุ้่มเท ก าลงักาย ก าลงัใจและก าลัง
ความคิด ในการศึกษาคน้ควา้วจิยั จนประสบผลส าเร็จไดผ้ลงานวิจยัที่มีคุณค่า กรมวิชาการเกษตรจึงไดจ้ดั
ใหมี้การพิจารณาผลงานวิจยัดีเด่นประจ าปีขึ้นทุกปีอยา่งต่อเน่ือง โดยจ าแนกงานวิจยัที่จะพิจารณาเป็น
ผลงานงานวิจยัดีเด่น  6 ประเภท ได้แก่ งานวิจยัพื้นฐาน  งานวิจัยประยุกต์  งานวิจยัปรับปรุงพนัธุ ์   
งานพฒันางานวจิยั  งานวจิยัส่ิงประดิษฐค์ิดคน้ และงานดา้นบริการวชิาการ ซ่ึงในปี 2558 หน่วยงานของ
กรมวชิาการเกษตร ไดค้ดัสรรผลงานวจิยั เพือ่ส่งเขา้รับการพจิารณาเป็นผลงานวจิยัดีเด่น กรมวชิาการเกษตร 
ประจ าปี  2557  รวม 35  เร่ือง มีผลงานวิจยั  11  เร่ือง ที่ผ่านการคดัเลือกจากคณะกรรมการพิจารณา
ผลงานวิจยัดีเด่น กรมวิชาการเกษตร และได้รับการพิจารณาให้เป็นผลงานวิจยัระดับดีเด่น 2 เร่ือง 
ผลงานวิจยัระดับดี 5 เร่ือง และผลงานวิจยัระดับชมเชย 4 เร่ือง ตามรายละเอียดท่ีปรากฏในหนังสือ 
ผลงานวจิยัดีเด่น กรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2557 ฉบบัน้ี  

  

  ในนามคณะผูบ้ริหารกรมวิชาการเกษตรตอ้งขอขอบคุณนักวิจยั ผูบ้ริหาร ผูเ้ช่ียวชาญและ            
ผูมี้ส่วนเก่ียวขอ้งทุกท่านไว ้ณ โอกาสน้ี ที่ได้ทุ่มเททั้งก าลังกาย ก าลังใจและก าลังความคิดในการ
สร้างสรรคผ์ลงานวจิยั และร่วมกนัขบัเคล่ือนผลงานวิจยัของกรมวิชาการเกษตร สู่การใชป้ระโยชน์ จนท า
ใหเ้กิดการพฒันาการเกษตรของประเทศอยา่งต่อเน่ือง และขอใหท้่านจงมีความภาคภูมิไดว้า่ ท่านไดมี้
ส่วนในพฒันาการเกษตรของประเทศไทยใหมี้ความกา้วหนา้และทนัสมยัอยา่งต่อเน่ือง  
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 พฒันาแบคทเีรีย Bacillus  subtilis สายพนัธ์ุใหม่  ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า 
สาเหตุจากเช้ือรา   Alternaria brassicicola 

Development of New Isolate of Bacillus subtilis to Control  
Alternaria  brassicicola , a Causal Agent of Chinese Kale Leaf Spot 
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ABSTRACT 
Chinese kale leaf spot, causes by Alternaria brassicicola, has been one of important 

diseases of chinese kale causing damage at every growth stage in all production areas and brought 
about more fungicides use to control the disease. Biological control is an alternative consideration 
to reduce chemical usage. However, a limiting factor for biological control is the un-survival of 
antagonists on plant leaf surface. Promising antagonists may be the bacteria in Bacillus group which 
has a special ability in producing endospores that could tolerance and grew well in field condition. 
During October 2011 – September 2013, 135 isolates of Bacillus spp. isolated from soil, manure, 
and planting materials, were evaluated for the ability to inhibit growth of A. brassicicola using dual 
culture technique and 5 isolates found to highly inhibit mycelia growth of A. brassicicola  were 
20W1 20W5 20W4 20W12 and 17G18. These isolates were then tested for the disease control in 
the screen house by spraying of its cell suspension prior to the inoculation of the pathogen . We 
found that all isolates could effectively reduce chinese kale leaf spot disease to 46.77%, 52.81%, 
59.99%, 60.45% and 71.31% respectively compared to 73.79% of the disease in non-antagonist 
spraying treatment. Field trial at Ta Maka District, Kanchanaburi province also showed the similar 
results. Those 5 isolates of Bacillus spp., then, were formulated into powder formulation and 
brought back to test at the same field. The results showed that all isolates could significantly control 
the disease better than a non-antagonist spraying treatment. B. subtilis 20W1 was the most effective 
one which could reduce the disease to 32.88%. Efficacy trial of the 20W1 isolate at 20-30 grams/20 
liters of water showed the disease control at the same level as using mancozeb 80% WP at 40 
grams/20 liters of water and significantly control the disease when applied at 40-50 grams/20 liters 
of water. In conclusion, B. subtilis 20W1 is a new isolate that showed high potential to develop to 
be bio-fungicide to use in farmers’ field and upgrade to a commercial scale.  
 

Key-words :  Alternaria brassicicola , Chinese Kale Leaf Spot, Bacillus  
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บทคดัย่อ 
โรคใบจุดคะนา้ ซ่ึงเกิดจากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola เป็นโรคท่ีมีความส าคญั ท าความ

เสียหายกบัคะน้าทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกแหล่งปลูก ท าให้มีการใช้สารเคมีในปริมาณสูง   
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีจะลดการใชส้ารเคมีได ้แต่ท่ีผา่นมาการน าจุลินทรีย์
ปฏิปักษม์าควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบยงัมีขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใช้ไม่สามารถเจริญบน
พืชได ้ ยกเวน้แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงมีคุณสมบติัพิเศษในการสร้างสปอร์ซ่ึงมีความทนทานและ
สามารถเจริญไดดี้บนพืช จึงได้ท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุ B. subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ีมีศกัยภาพใน     
การควบคุมโรคใบจุดคะน้า ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2554 – กนัยายน 2556  ท าการ
คดัเลือกเบ้ืองตน้ในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยวิธี dual culture technique จาก Bacillus spp. จ  านวน 
135 ไอโซเลท ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก และวสัดุปลูกจากแหล่งต่าง ๆ พบว่า ไอโซเลท 20W1 
20W5  20W4  20W12  และ 17G18  มีศกัยภาพสูงสุด  น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบการควบคุมโรค
เบ้ืองตน้ในโรงเรือนโดยพ่น cell suspension ของ Bacillus spp. ก่อนปลูกเช้ือ A.  brassicicola   พบวา่ ทุก
ไอโซเลทสามารถลดการเกิดโรคได ้โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 46.77  52.81 
59.99 60.45 และ 71.31 ตามล าดับ โดยท่ีกรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นด้วย Bacillus spp. มีค่าเท่ากับ 73.79      
น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบในแปลงปลูกท่ี อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี โดยวิธีพ่นดว้ย cell suspension 
พบวา่ กรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย cell suspension ของ Bacillus spp. ทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วาม
รุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  จากนั้นน าทั้ง 5 ไอโซเลทมา
พฒันาเป็นชีวภัณฑ์สูตรผง  น าไปทดสอบในแปลงปลูกเดิม พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยชีวภัณฑ ์
Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลทมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยชีวภณัฑ ์B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88%  การทดสอบอตัราการใชข้อง ชีวภณัฑ์ B.  subtilis 
ไอโซเลท 20W1  พบวา่  อตัรา 20 - 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 
80%  WP และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 
40 กรัม/น ้า 20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B.  subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ี
มีศกัยภาพ ท่ีสามารถน าไปพัฒนาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลง
เกษตรกร และสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไป  
 

ค าหลกั: คะนา้ โรคใบจุด จุลินทรียป์ฏิปักษ ์ 
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ค าน า 
ปัญหาหลกัของการปลูกคะนา้คือโรคและแมลงศตัรู โดยโรคพืชท่ีส าคญัคือ โรคใบจุดซ่ึงเกิด

จากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola (Schw.) Wiltshire เป็นเช้ือราท่ีมกัท าให้เกิดโรคกบัพืชผกัตระกูล
ผกักาด เช่น คะนา้ ผกักาดขาว และกะหล ่าปลี เป็นตน้ อาการของโรคเกิดทุกส่วนของพืช ทั้งใบ กา้นใบ
และล าตน้  และพบไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของพืช อาการในตน้แก่มกัพบบนใบและกา้นใบ เป็น
แผลจุดเล็ก ๆ สีเหลือง ซ่ึงจะขยายใหญ่ข้ึน และเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ถึงด า แผลมีลกัษณะเป็นวง
ค่อนขา้งกลม เรียงซ้อนกนัเป็นชั้น ๆ สปอร์ของเช้ือราแพร่ไปตามลม น ้ า แมลง สัตว ์มนุษย ์และติด
ไปกบัเคร่ืองมือ ระบาดมากในฤดูฝนหรือสภาพท่ีมีความช้ืนสูง (พรพิมล, 2552) โรคน้ีพบไดทุ้กแหล่ง
ปลูก สามารถแพร่ระบาดไดอ้ย่างรวดเร็ว ท าความเสียหายต่อผลผลิต ท าให้ผลผลิตลดลงหรือดอ้ย
คุณภาพ เกษตรกรจึงมกัเลือกใชส้ารเคมีในการป้องกนัก าจดัเป็นอนัดบัแรก และมกัใชอ้ยา่งผิดวิธีจึง
ท าให้เกิดผลกระทบของการใช้สารเคมีดงักล่าว  การป้องกนัก าจดัโรคพืชโดยชีววิธี เป็นทางเลือก
หน่ึงในการลดการใช้สารเคมี ซ่ึงมีการน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในต่างประเทศมีการ
ผลิตจ าหน่ายในเชิงพาณิชยแ์ลว้ เช่น Bacillus subtilis  MBI 600 ; Integral ® หรือ Bacillus subtilis 
QST 713 ซ่ึงไดรั้บการข้ึนทะเบียนจากส านกังานปกป้องส่ิงแวดลอ้มสหรัฐอเมริกา หรือ Environment 
Protection Agency ; EPA (WWW.epa.gov/biotech_rule/pubs/fra/fra009.htm)   

แบคทีเรียกลุ่ม  Bacillus  สามารถพบไดท้ัว่ไปในดินปลูก ปุ๋ยคอก วสัดุปลูก รากพืช และผวิใบ 
เจริญเติบโตไดโ้ดยใชส้ารอาหารจากการยอ่ยสลายของซากพืชและส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ เป็นแบคทีเรียประเภท 
aerobic bacteria ท่ีสร้างสปอร์ท่ีเรียกวา่ endospore ท่ีมีความทนทานต่อสภาพแวดลอ้ม สามารถอยูร่อด
ไดแ้มส้ภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสม เช่น ความร้อนสูง ขาดแคลนอาหาร และแสงอุลตร้าไวโอเลต และ
เม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสม B. subtilis ก็สามารถงอกกลบัเป็นเซลลแ์บคทีเรียไดใ้หม่โดยง่าย ท าให้
สามารถเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพธรรมชาติ (Baker and Cook, 1974) นอกจากน้ี B. subtilis สามารถ
สร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ย ั้บย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช (Fiddaman and Rossal, 
1994) ไม่เป็นพิษต่อมนุษย ์สัตว ์และไม่มีพิษตกคา้งต่อส่ิงแวดลอ้ม (Shoda, 2000)  

ในประเทศไทยไดมี้การศึกษาวิจยัการน าจุลินทรียป์ฏิปักษม์าใชใ้นการควบคุมโรคพืชอยา่ง
ต่อเน่ือง จนสามารถพฒันาเป็นชีวนิทรียห์ลายชนิดท่ีใชใ้นการควบคุมศตัรูพืชไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
เทียบเท่ากบัสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช แบคทีเรีย Bacillus หลายชนิดมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชไดเ้ช่นเดียวกบั Pseudomonads ชนิดสร้างสารเรืองแสง (นิพนธ์, 2538)  พากเพียร และ
คณะ (2544) ไดท้ดสอบ เช้ือ Bacillus subtilis ซ่ึงไดรั้บการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูตรเหลว (TRF สูตร 
A และ TRF สูตร B) ในการควบคุมโรคกาบใบแห้งของขา้ว (Rhizoctonia solani Khun.) ในสภาพ
แปลงนาทดลองท่ีปลูกขา้วพนัธ์ุ กข 23 พบวา่ การใช ้ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar WP, 
Agroguard Liq. มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 50.48  52.53  54.59 และ 55.18 ตามล าดบั ต ่ากวา่
กรรมวิธีเปรียบเทียบซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 65.46% อยา่งนยัส าคญัทางสถิติ  ณัฏฐิมา
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และคณะ (2548) ไดแ้ยกเช้ือ Bacillus sp. จากดิน รากพืชและปุ๋ยคอก ไดจ้  านวน 525 ไอโซเลท น ามา
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ R. solanacearum พบวา่ มี 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถลด
การเกิดโรคเห่ียวของขิงได ้ 70-100%  วรรณวิไล และคณะ (2548) ไดท้ดลองพ่น Bacillus sp. ไอโซเลท 
WS 16 และWS 18  เพื่อควบคุมโรคใบจุดคะนา้ในแปลงปลูก พบวา่ ทั้งสองไอโซเลท สามารถลดการ
เกิดโรคไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัการพ่นดว้ยน ้ าน่ึง  ในปี พ.ศ. 2550 บุษราคมั 
และ ณัฏฐิมา (2550)  ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก 
และวสัดุปลูกจากแหล่งต่างๆ พบวา่ Bacillus spp. ไอโซเลท 2G4  22W10  20W12 17G18 และ 20W4 
สามารถควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศได้ 100% และไอโซเลท 17G18 มีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคเห่ียวแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือรา F. oxysporum และ F. solani  ได ้100%  

B. subtilis เป็นจุลินทรียท่ี์สามารถเพาะเล้ียงไดง่้าย  จุลินทรียช์นิดน้ีสามารถใชแ้หล่งคาร์บอน
และไนโตรเจนเชิงซอ้นท่ีมีอยูใ่นวตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร เช่น กากเมล็ดฝ้าย และกากน ้ าตาลได ้
ส่วนเกลือแร่ต่างๆ มกัตอ้งการในปริมาณนอ้ย การเติมเกลือแร่บางชนิด เช่น แคลเซียมและแมงกานีส 
จะเพิ่มอตัราการสร้างสปอร์ได ้บุษราคมัและณัฏฐิมา (2553) ไดร้ายงานไวว้า่ สูตรท่ีเหมาะสมต่อการ
น ามาใชใ้นขบวนการแปรรูป B. subtilis คือสูตร FFS1 ซ่ึงเป็นส่วนผสมของ โปรตีนปลา (เศษปลา
หมกัหรือปุ๋ยปลา) 10 มิลลิลิตร ผสมกากถัว่เหลือง 10 กรัมในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร เน่ืองจากส่วนผสม
มีราคาถูก หาซ้ือง่าย และใช้เวลาการเล้ียงในระยะสั้ นท่ีสุด และการเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบต่อนาที เป็นสภาพท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ  B. subtilis 

ไดมี้การศึกษาความปลอดภยัของ B. subtilis ต่อคน โดย อมรรัตน์ และ มณจนัทร์ (2539) ได้
ท าการศึกษาความเป็นพิษของชีวภณัฑ์ประเภทแบคทีเรีย  B. subtilis สายพนัธ์ุ AP-01 และ B. subtilis 
AP-04 ส าหรับป้องกนัก าจดัโรคพืช ในหนูถีบจกัรเพื่อยืนยนัความปลอดภยัน้ี ทดสอบความเป็นพิษ
ของแบคทีเรียน้ีชนิดผง 2 ชนิด โดยผสมกบัอาหารในอตัรา 1:10 โดยน ้ าหนกัซ่ึงเป็นอตัราท่ีแนะน าให้
ใชท้าแผลบนตน้พืช ท าการทดสอบให้อาหารกบัหนูทางปากในอตัรา 10 กรัมต่อวนัต่อตวั เป็นเวลา   
5 สัปดาห์ พบวา่หนูในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บชีวภณัฑ์แบคทีเรียผสมอาหารทั้ง 2 ชนิด มีอตัราการ
เจริญเติบโตไม่แตกต่างจากหนูกลุ่มท่ีได้รับอาหารปกติ และจากการตรวจทางพยาธิวิทยาไม่พบ
ลกัษณะรอยโรคท่ีอวยัวะภายใน และไม่มีการเปล่ียนแปลงท่ีผิดปกติใด ๆ ทางจุลพยาธิวิทยาของ
เน้ือเยือ่ตบั กระเพาะอาหาร และล าไส้ 

ดงันั้นงานวจิยัน้ี จึงมุ่งเนน้ท่ีจะพฒันาแบคทีเรีย Bacillus spp. โดยเฉพาะ B. subtilis สายพนัธ์ุ
ใหม่ ท่ีมีความทนทาน สามารถพฒันาและเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพแวดลอ้ม  เพื่อใชใ้นการควบคุม
โรคใบจุดคะน้าในแปลงปลูกให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด เน่ืองจากท่ีผ่านมาการน าจุลินทรีย์มาใช้
ควบคุมโรคพืชท่ีระบบรากมกัประสบความส าเร็จ แต่การน ามาใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบมกัมี
ขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใชไ้ม่สามารถทนต่อสภาพอุณหภูมิสูง จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดใ้นสภาพแปลงปลูก จึงตอ้งท าการคดัเลือกและพฒันาสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุมโรค 
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สามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ ตลอดจนขยายผลสู่เชิงพาณิชยไ์ดใ้นอนาคต เพื่อเป็นอีกทางเลือก
หน่ึงของเกษตรกรในการลดการใชส้ารเคมีต่อไปในอนาคต 

 

วธิกีารด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. สารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือราและแบคทีเรีย ไดแ้ก่ PDA (Potato dextrose agar)  PSA  
 (Potato sucrose agar) PSB (Potato sucrose broth) และผงทลัคมั 
 2. เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. 135 ไอโซเลท 

3. อุปกรณ์ในหอ้งปฏิบติัการ เช่น จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ เคร่ืองกวนสาร 
(magnetic stirrer)   และตูเ้ข่ียเช้ือ ฯลฯ 
4. วสัดุเกษตร เช่น ดินปลูก  กระถางปลูก ปุ๋ยเคมี และสารก าจดัแมลง 

  

วธีิการ: ประกอบดว้ย 5 การทดลอง ดงัน้ี  
การทดลองท่ี 1  ทดสอบศกัยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัย ั้งเช้ือรา  A.  brassicicola ใน 
              หอ้งปฏิบติัการ   
การทดลองท่ี 2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. ในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ใน 
             โรงเรือนทดลอง  
การทดลองท่ี 3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของ Bacillus  spp. ในการควบคุม 
             โรคใบจุดคะนา้  ในแปลงปลูก  
การทดลองท่ี 4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ ์ Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองท่ี 5  ทดสอบอตัราท่ีเหมาะสมของชีวภณัฑ ์ B. subtilis ไอโซเลท  20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองที ่1 ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา A.   brassicicola  ใน
ห้องปฏิบัติการ   
วธีิด าเนินการ 
 น าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. จากแหล่งเก็บจุลินทรียโ์รคพืช (culture collection) ของกลุ่ม
วจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร มาทดสอบศกัยภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือรา A.  brassicicola โดยวธีิ dual culture technique (Morton and Stroube, 1955) ดงัน้ี 

- เล้ียงเช้ือรา A.  brassicicola บนอาหาร PDA และเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus  spp. บนอาหาร PSA 
จนกระทัง่โคโลนีเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช ้cork borer  เจาะเส้นใยของเช้ือรา A.  brassicicola  
วางลงบนก่ึงกลางของจานเล้ียงเช้ือท่ีเทอาหาร PDA ไวแ้ลว้ ใช้ Loop แตะเบา ๆ ท่ีโคโลนีของ 
Bacillus  spp. ท่ีจะน ามาทดสอบ ซ่ึงเล้ียงไวบ้นอาหาร PSA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  น ามาขีดเป็นเส้นตรง
ขนานกบัโคโลนีของเช้ือราทดสอบ 4 ดา้น โดยมีระยะห่างประมาณ  2.5 เซนติเมตร โดยใช ้Bacillus  spp.  
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1 ไอโซเลทต่อ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ มีกรรมวิธีเปรียบเทียบ (control) ท่ีใชน้ ้ าเปล่าน่ึงฆ่าเช้ือแทนแบคทีเรีย 
Bacillus  spp.  ท่ีทดสอบ น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 25 + 3 องศาเซลเซียส  
การบนัทึกขอ้มูล : บนัทึกผลโดยวดั inhibition zone  ซ่ึงเป็นบริเวณใสๆ ท่ีเช้ือรา A.  brassicicola  ไม่
เจริญเติบโต โดยวดัระยะห่างจากแนวเส้น Bacillus spp. ถึงขอบเช้ือรา A.  brassicicola  ทั้งส่ีดา้น น ามา
ค านวณเป็นค่าเฉล่ียของ inhibition zone โดยตรวจผลเม่ือกรรมวิธีเปรียบเทียบ เช้ือรา  A.  brassicicola  
เจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  

จากนั้นคดัเลือกไอโซเลท 5 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด ไปทดสอบประสิทธิภาพใน
ระดบัโรงเรือนต่อไป 
การทดลองที ่2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  
ในโรงเรือนทดลอง  

น าเช้ือ Bacillus  spp. ท่ีคดัเลือกไดจ้ากการทดลองท่ี 1 จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่  20W1 20W5 
20W4  20W12 และ 17G18 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ในโรงเรือนทดลอง  
วธีิด าเนินการ: 

ปลูกคะนา้ในกระถางดินเผาขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 12 น้ิว 5 ตน้ต่อกระถาง จ านวน 20 กระถาง
ต่อกรรมวธีิ รวมทั้งส้ิน 140 กระถาง  

น า cell suspension ของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ท่ีเล้ียงโดยวธีิเดียวกบัการทดลองท่ี 1 ความ
เขม้ขน้ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร พ่นลงบนคะนา้ท่ีมีอายุประมาณ 60 วนั ให้ชุ่มทั้งใบและตน้ ดว้ยกระบอก
ฉีดน ้ าแบบอดัลม เม่ือครบ 24 ชัว่โมง แลว้จึงพ่น cell suspension เช้ือรา A. brassicicola  ความเขม้ขน้
ประมาณ 105 สปอร์/มิลลิลิตร ส่วนกรรมวิธีเปรียบเทียบ (Control -) พ่นดว้ย และกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
(Control +) พน่ดว้ย A.  brassicicola   
การบันทึกข้อมูล  : บันทึกความรุนแรงของโรคโดยประเมินพื้นท่ีใบและต้นคะน้าท่ีถูกท าลาย
เปรียบเทียบกบัพื้นท่ีใบและตน้ทั้งหมด แลว้น ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต ์โดยสุ่มนบัจ านวน 25 ตน้/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 21 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของแบคทเีรีย Bacillus  spp.  ในการ
ควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในแปลงปลูก  
การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 4 ซ ้ า  มี 8 กรรมวธีิ ประกอบดว้ย 

กรรมวธีิท่ี 1  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W4   
กรรมวธีิท่ี 2  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W12         
กรรมวธีิท่ี 3  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp. ไอโซเลท 20W1               
กรรมวธีิท่ี 4  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 17G18   
กรรมวธีิท่ี 5  พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W5  
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กรรมวธีิท่ี 7  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร  
กรรมวธีิท่ี 8   พน่ดว้ย A.  brassicicola  (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง : เตรียมแปลงขนาดกวา้ง 1.2 เมตร ยาว 5 เมตร ระยะห่าง

ระหว่างแปลงประมาณ 80 เซนติเมตร หวา่นเมล็ดคะน้า และถอนแยกให้มีระยะห่างระหว่างตน้
ประมาณ 10 เซนติเมตรและระยะห่างระหวา่งแถวประมาณ 25 เซนติเมตร เม่ือคะนา้มีอายุ 35 วนั จึง
เร่ิมด าเนินการทดลอง 

การเตรียมแบคทีเรียและเช้ือราทดสอบ: เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus  spp. จ านวน 5ไอโซเลท 
บนอาหาร PSA เป็นเวลา  2 วนั น ามาท าเป็น cell suspensionโดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือ 20 มิลลิลิตรต่อ    
1 จานเล้ียงเช้ือ ขดูเอาเซลล์แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารออก จากนั้นน าไปกวนให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง
กวนสาร(magnetic stirrer)  ปรับความเขม้ขน้โดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือลงไป เพื่อให้ได ้cell suspension 
ท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 108 โคโลนี/มิลลิลิตรส าหรับเช้ือรา A.  brassicicola เตรียมโดยเล้ียงบน
อาหาร PDA เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นน ามาท าเป็น cell suspension โดยใช้น ้ าน่ึงฆ่าเช้ือเช่นเดียวกบั 
Bacillus  spp.  ปรับความเขม้ขน้ใหไ้ดป้ระมาณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร 

การทดสอบ: พ่น cell suspension ของเช้ือ Bacillus  spp.ท่ีเตรียมไวล้งบนตน้คะนา้ โดยใช้
เคร่ืองพ่นชนิดอดัลม พ่นเช้ือ Bacillus  spp.  2 คร้ังๆ ท่ี 1 ก่อนพ่นเช้ือ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั 
และคร้ังท่ี 2 หลงัจากพน่ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั  
การบนัทึกขอ้มูล :  บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3  5 และ 7 วนั หลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ าประกอบดว้ย 
กรรมวธีิท่ี 1 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1                 

      อตัรา  40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W4  

       อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  20W5 
         อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  17G18 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท   20W12 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
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กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 7 พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 8 พน่ดว้ย A.  brassicicola (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมชีวภณัฑ์ Bacillus spp. สูตรผง  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร PSB  บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบ 72 ชัว่โมงแลว้  เติม Methyl cellulose 2.5 % อตัรา 1:1 ลงไป เติม
ผงทลัคมั (Talcum) ลงไป 4 เท่าของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเตรียมได ้คนให้เขา้กนั 
น าไปผึ่งในท่ีร่ม จนกระทัง่ผงแป้งแห้งสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห์) น ามาบดให้ละเอียด เก็บในขวด
แกว้และถุงพลาสติก ปิดปาก วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เพื่อน าไปใชท้ดสอบ ต่อไป  (Figure2) 

การทดสอบ : 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง ปฏิบติัเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3 ด าเนินการทดลองท่ี        

อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี  โดยน าชีวภณัฑ ์Bacillus spp. สูตรผง ละลายน ้ า อตัรา 40 กรัมต่อน ้ า 20 ลิตร 
พ่นลงบนตน้คะนา้ท่ีเตรียมไว ้2 คร้ังโดยพ่นชีวภณัฑ์ Bacillus spp. ก่อน การพ่นเช้ือรา A. brassicicola    
2 วนั และหลงัการพน่ A. brassicicola  2 วนั  พน่ดว้ยถงัพน่ชนิดอดัลม 
การบนัทึกขอ้มูล :บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3 5 และ 7 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่5  ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ใน 
              แปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง: วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ า ดงัน้ี 
กรรมวธีิท่ี 1 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 20 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 6 สารป้องกนัก าจดัโรคพืช mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี  7 Control (+) พน่ เช้ือรา A. brassicicola   
กรรมวธีิท่ี 8 Control (-) พน่น ้าเปล่า  
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วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดสอบ: 

- เตรียมแปลงปลูกคะนา้ ท่ี อ. ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี  จ านวน 16 แปลง โดยมีขนาดแปลง เท่ากบั 
1.50 x 30 เมตร ปลูกคะน้าโดยวิธีหยอดเมล็ด เม่ือคะน้าอายุได้ 60 วนั ท าการพ่นสารละลายชีวภณัฑ ์         
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 อตัราต่างๆ ตามกรรมวธีิ โดยใชว้ธีิปฏิบติัเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 4 
การบนัทึกขอ้มูล: บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี  7 วนัหลงัการทดสอบ 
การจัดจ าแนกสปีช่ีส์ Bacillus :  จดัจ าแนกดว้ยชุดจดัจ าแนกส าเร็จรูป  API ® strip range technique
               (แหล่งท่ีมา: https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-00891240/document) 
เวลาและสถานที่ 

เร่ิมตน้ ตุลาคม 2554 ส้ินสุด กนัยายน 2556 
สถานท่ีด าเนินการทดลอง กลุ่มวจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช และ  
แปลงเกษตรกร อ. ท่ามะกา และ อ.ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี 

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา  A.   brassicicola  ในห้องปฏิบัติการ   

ผลการทดสอบศกัยภาพของ Bacillus spp. จ านวน 135 ไอโซเลท พบวา่ มีแบคทีเรีย Bacillus spp. 
จ านวน 90 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือรา A. brassicicola  บนอาหาร PDA โดยมี 5 ไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา  A. brassicicola  ไดแ้ก่ 20W4 20W1 20W5  
20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียความกวา้งของ Inhibition zone เท่ากบั 1.68 1.60 1.58 1.46 และ       
1.36  เซนติเมตร ตามล าดบั โดยไอโซเลท 17G18  มีศกัยภาพในการยบัย ั้งเส้นใยเช้ือรา  A. brassicicola ได้
สูงสุด (Table1) 
2. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในโรงเรือน
ทดลอง 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp.ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้าในโรงเรือน
ทดลอง พบว่า Bacillus  spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธี
เปรียบเทียบท่ีไม่มีการพน่ดว้ย Bacillus  spp.  (C+)  โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลด
การเกิดโรค รองลงมา ไดแ้ก่ 20W5  20W4  20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง
ของโรคเท่ากบั 46.77  52.81  59.99  60.45  และ 71.31 ตามล าดบั ขณะท่ีกรรมวิธีเปรียบเทียบมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 73.79 (Table 2) 
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3. ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension  ของแบคทีเรีย Bacillus  spp.  ในการควบคุมโรคใบจุด
คะน้า  ในแปลงปลูก  

หลงัการทดสอบ 3 วนั  พบวา่ Bacillus  spp.ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดโดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั 2.70 และเทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  ซ่ึงมี
ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.40 รองลงมาไดแ้ก่ 20W4 และ 20W12 โดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากับ 2.91 และ 6.44 ตามล าดับ โดยทั้ ง 3 ไอโซเลท มีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 13.36 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

หลงัการทดสอบ  5 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด  
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  รองลงมาไดแ้ก่ ไอโซเลท  20W1 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 2.79  6.23 และ 1.90 ตามล าดบั โดยท่ีไอโซเลท 20W4  20W1 และ 20W12 
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 21.68 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

หลงัการทดสอบ 7 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด 
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.23 
และ 2.42 ตามล าดบั โดยทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มี
การพ่น Bacillus spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 23.50 อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (Table 3)  
4.  ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ในการควบคุมโรคใบจุด 
คะนา้ในสภาพแปลงปลูก พบวา่ หลงัการทดสอบ 7 วนั กรรมวิธีท่ีมีการพ่น Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ โดยการพ่น Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1 20W5 17G18 และ 20W4  มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั  41.26 43.55 43.88 และ 48.52 ตามล าดบั ซ่ึงต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
ดว้ย Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด โดยสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% (Table 4) 
5. ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบ พบว่า การพ่นดว้ยชีวภณัฑ์ B. subtilis ไอโซเลท 20W1 ทุกอตัราท่ีทดสอบ 
ไดแ้ก่ 20 30 40 50 และ 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัการไม่พ่น  
B. subtilis  โดย อตัรา 20-30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 80%  WP 
และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 
20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Table 5)  
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การจัดจ าแนก Bacillus : ผลการการจดัจ าแนก Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ดว้ยวิธี API ® strip range 
technique พบว่า 20W5 20W12 20W4 และ 20W1 (Figure 1) เป็น B. subtilis ส าหรับไอโซเลท   
17G18 เป็น B. licheniformis ซ่ึงเป็นสปีชีส์หน่ึงท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียนในต่างประเทศ ให้จ  าหน่ายเพื่อ
ป้องกนัก าจดัโรคพืช เช่นกนั (http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/21989.pdf ) 

จากผลการทดลอง จะเห็นวา่ ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท โดย
การพ่นดว้ย cell suspension นั้น ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ 20W4 แต่เม่ือน าทั้ง 5 ไอโซเลท 
มาพฒันาเป็นชีวภณัฑ์สูตรผง พบว่า ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรคใบจุด 
เน่ืองจากมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั  41.26 โดยท่ี  B. subtilis ไอโซเลท  20W5 
และ 20W4 มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 43.55 และ 43.88 ตามล าดบั และไม่
แตกต่างทางสถิติ กบั 20W1 ก็ตาม แต่ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต์ โดยเฉพาะ
แบคทีเรียท่ีจะสามารถน าไปใชใ้นแปลงปลูกซ่ึงแต่ละพื้นท่ีปลูกอาจจะมีสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม
ต่อการพฒันาของจุลินทรียน์ั้น จ  าเป็นจะตอ้งคดัเลือกสายพนัธ์ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เม่ือมีการน าไปผสม
ปรุงแต่งให้เป็นผลิตภณัฑ์ในรูปแบบท่ีเกษตรกรสามารถใช้ได้สะดวก ง่าย ไม่ยุ่งยากนั้น  จุลินทรีย์
ดงักล่าวจะตอ้งสามารถด ารงชีวิตอยู่ได ้และเพิ่มปริมาณในสภาพธรรมชาติไดดี้ จึงจะมีประสิทธิภาพ
ในการควบคุมโรคไดสู้งสุด  ดงันั้นในงานทดลองการคดัเลือกสายพนัธ์ุใหม่ของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต ์
จึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียจ์นถึงระดบัท่ีท าเป็นสารชีวภณัฑ์ได ้จึงจะ
ประสบผลส าเร็จ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัหลายงานท่ีจ าเป็นตอ้งคดัเลือกจนไดไ้อโซเลทหรือสายพนัธ์ุ
ท่ีดีท่ีสุดเพียงหน่ึงเดียว ซ่ึงก็เพียงพอต่อการน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ เช่น Yun et al. (2013) ไดท้  าการ
คดัเลือก B. subtilis ท่ีมีศกัยภาพสูงสุดจากแบคทีเรีย Bacillus จ  านวน 60 ไอโซเลทท่ีแยกได้จาก
ธรรมชาติ เพื่อน ามาควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
   

สรุปผลการทดลอง 
จากผลการทดสอบศกัยภาพเบ้ืองตน้ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 135 ไอโซเลท คดัเลือกได ้    

5 ไอโซเลท  ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เพื่อน าไปทดสอบการควบคุมโรคใบจุดในแปลงปลูกคะน้า พบว่า        
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการน ามาผลิตเป็นชีวภณัฑ์สูตรผงเพื่อใชค้วบคุม
โรคใบจุดคะน้าสาเหตุจากเช้ือรา  A. brassicicola  ซ่ึงสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น B. subtilis โดยอตัราการใชท่ี้เหมาะสมคือ 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
พน่เม่ือเร่ิมพบการเกิดโรค 

ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B subtilis สายพนัธ์ุใหม่ซ่ึงคดัไดจ้ากเศษวสัดุเกษตรมีศกัยภาพ
ท่ีสามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลงปลูก และมี
แนวโนม้ท่ีสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไปในอนาคต 

 

 



12
12 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
1. เจา้หนา้ท่ีส่งเสริม และเกษตรกรสามารถน าไปปรับใชใ้นการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ และพืช

ตระกลูกะหล ่าอ่ืนในแปลงปลูก  
2. นกัวชิาการท่ีเก่ียวขอ้งสามารถน าไปเป็นตน้แบบในการพฒันา หรือต่อยอดกบังานวจิยัในการ

ควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ เพื่อขยายผลสู่เชิงพาณิชย ์
3. เป็นทางเลือกในการน าไปใชใ้นการผลิตพืชผกัอินทรีย ์ 
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Table 1  Five isolates of Bacillus spp. that could highly inhibited the mycelial growth of  
Alternaria   brassicicola, a causal pathogen of chinese kale leaf spot,  in laboratory.  

Bacillus spp. isolates Average of Inhibition zone (cm.) 
20W4 1.68 
20W1 1.60 
20W5 1.58 
20W12 1.46 
17G18 1.36 
Control1 0.00 

                      1compare to sterile water 
 

Table  2   Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 21 days after applied  
with cell suspension of 5 isolates of Bacillus sp.,  compared  to  Alternaria brassicicola 

inoculation ( C+) and water ( C-), in  screen house. 
Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  

20W1 46.77 
20W5 52.81 
20W4 59.99 

20W12 60.45 
17G18 71.31 

Control ( - ) 0.00 
Control ( + ) 73.79 
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Table 3  Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 3 5  and 7 days after 
applied with cell suspension of 5 isolates of Bacillus spp.,  compared  to mancozeb 

fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at  farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  
3 DAI1/   5 DAI1/   7 DAI1/   

20W4 2.91 a 2.79 a 1.23 a  
20W12 6.44 ba 10.38 cb 12.86 c 
20W1 2.70 a 6.23 ba 8.72 cb 
17G18 10.82 cb 15.24 dc 14.02 c 
20W5 12.70 cb 14.60 dc 13.93 c 
mancozeb 80% WP 1.40 a  1.90 a 2.42 ba 
Control (-) 0.00 a 0.12 a 0.14 a 
Control (+) 13.36 c 21.68 d 23.50 d 
CV (%) 68.33 50.73 40.60 

1/  Days after inoculation  
 

Table 4   Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after applied with  
wettable powder suspension of 5 isolates of Bacillus spp., compared to mancozeb 
fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%) 
20W1 41.26 c 
20W5 43.55 c 
17G18 43.88 c 
20W4 48.52 c 
20W12 61.70 d 
mancozeb 80% WP 23.37 b 
Control (-) 0.00 a 
Control (+) 79.70 e 
CV (%)  11.21 

 



16
16 

 

Table 5  Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after  
applied with wettable powder suspension of  Bacillus subtilis 20W1 , 20 30 40 50 and 60 
grams/20 liters of water compared  to mancozeb 80 % WP, Alternaria  brassicicola  
inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in  Kanchanaburi province, Thailand. 

Bacillus subtilis 20W1  wettable powder  
(grams/20 liters of water) 

Infected leaf area (%) 
 

20  7.79 b 
30  5.76 b 
40 1.88 a 
50 0.91 a 
60  5.85 b 
mancozeb 40 grams  7.29 b 
Control (-) 0.40 a  
Control (+) 24.00 c                 
CV (%) 36.92                                                                    

 

 
 

Figure 1 The colonies of Bacillus subtilis 20W1, on Potato Sucrose Agar medium 
 

                                                                                 
 

 Figure 2   The wettable powder of Bacillus subtilis 20W1  
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เคร่ืองหมายโมเลกลุในการวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
และตรวจสอบปาล์มน า้มันลูกผสมชนิดเทเนอรา 

 Molecular Markers for Analysis of Genetics Diversity  
and Detection of Oil Palm Hybrid Tenera 

 

                หทยัรัตน์  อุไรรงค ์1/                      อรรัตน์  วงศศ์รี 2/                      นยัเนตร  เจริญสนัติ  ทานากะ 1/ 
         HATHAIRAT   URAIRONG 1/    ORNRAT  WONGSRI 2/     NAIYANATE  JAROENSANTI  TANAKA 1/ 

 

ABSTRACT 
 The genetic diversity studies and shell type analysis of oil palm are achieved by molecular 
marker. Thirteen SSR markers loci were selected to be able to distinct 10 oil palm populations, Deli 
Dura, AVROS, Yangambi, Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania and La Me. The 
results showed that male parent oil palm, La Me has the most genetical differentiation from other 
male and female parent populations, followed by Calabar, Nigeria, Tanzania and Ghana. Among 
male parent oil palms, AVROS has the most genetic similarity to female parent, Deli Dura followed 
by DAMI. In addition, the new SSR markers were reselected for investigating the genetic diversity 
of Deli Dura populations as well as the progenies derived from inter-specific hybridization between 
Elaeis guineensis and E.oleifera. The obtained data are efficient to differentiate all oil palm 
populations. Moreover, the primers mEgCIR3428, mEgCIR3519 and mEgCIR0874, were sufficient 
to be used as markers in identifying Surat Thani 1-8 oil palm varieties. For analysis of oil palm shell 
type, the MADS-box gene of 129 samples included 3 shell types, Dura, Pisifera and Tenera from 10 
distinct oil palm populations were sequenced and performed multiple nucleotides alignment. The 
SNPs that can differentiate the oil palm shell type in each population were discovered as follow, 
SNPENGC (T/C) in Ekona Ghana Calabar and Nigeria, SNPTaYa (A/T) in Tanzania Yangambi, SNPDA 
(C/G) in DAMI, SNPLaAv (C/A) in La Me and AVROS, SNPTan (C/G)  in Tanzania. The obtained 
data of SNPs loci were used to generate 4 sets of primers and probes for accurately and rapidly 
determining oil palm shell type with real-time PCR as well as primer for general PCR. These 
markers are very applicable for quality control of Tenera oil palm seedling production for reducing 
or eliminating Dura contamination, and distinguishing the female and male parent genotype 
efficiently. 
 

Key-words :  Molecular Markers,  Genetics Diversity,  Oil Palm Hybrid Tenera 
 

                                                 
1 ส านกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ  (Biotechnology Research and Development)  
2 ศูนยวิ์จยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี  (Surat Thani  Oil palm  Research Center) 
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บทคดัย่อ 
 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน ้ ามนัด้วย
เคร่ืองหมายโมเลกุล ไดท้  าการคดัเลือก SSR Markers  13 ต าแหน่ง ท่ีสามารถให้ความแตกต่างของ
ประชากรปาล์มน ้ ามนั 10 กลุ่มพนัธุ์คือ Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, 
Ekona, DAMI, Tanzania และ La Me พบวา่กลุ่มพนัธ์ุพ่อท่ีมีความแตกต่างจากกลุ่มพนัธ์ุแม่และพนัธ์ุพ่อ
อ่ืน ๆ มากท่ีสุดคือ La Me รองลงมาไดแ้ก่ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana   กลุ่มพนัธ์ุ AVROS 
มีพนัธุกรรมคลา้ยพนัธ์ุแม่ Deli Dura มากท่ีสุด รองลงมาคือ DAMI  นอกจากนั้นไดศึ้กษาพนัธุกรรมของ
ประชากร  Deli Dura และลูกผสมต่างสปีชีส์ของ Elaeis guineensis กบั E.oleifera โดยใช้ 
SSR  Markers 32  ต าแหน่งเพิ่มเติม ขอ้มูลท่ีไดส้ามารถใชจ้  าแนกกลุ่มพนัธ์ุทั้งหมดออกจากกนัไดแ้ละ
พบวา่ไพรเมอร์ mEgCIR3428,  mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 เพียงพอท่ีจะใชจ้  าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั
สุราษฎร์ธานี 1-8 ได ้ ส าหรับการวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน ้ ามนั ท าการอ่านและเปรียบเทียบล าดบั         
นิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ทั้งชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราของ 10 กลุ่มพนัธ์ุดงักล่าวขา้งตน้ 
จ านวน 129 ตวัอย่าง พบสนิปส์ท่ีสามารถแยกชนิดของปาล์มน ้ ามนัได ้คือ SNPENGC (T/C) ใน Ekona 
Ghana Nigeria และ Calabar,  SNPTaYa (A/T) ใน Tanzania Yangambi,  SNPDA (C/G) ใน DAMI,  SNPLaAv 
(C/A) ใน La Me และ AVROS,  SNPTan (C/G) ใน Tanzania  จากขอ้มูล SNP ท่ีพบ ไดพ้ฒันาไพรเมอร์
และโพรบจ านวน 4 ชุด ส าหรับตรวจสอบชนิดของปาล์มน ้ ามนัไดแ้ม่นย  าและรวดเร็ว ดว้ยเคร่ือง Real-
time PCR และพฒันาไพรเมอร์ท่ีใช้กบัเคร่ือง PCR ทัว่ไป  เพื่อเป็นประโยชน์ในการตรวจควบคุม
คุณภาพกลา้ปาลม์น ้ามนัและคดัเลือกตน้พอ่พนัธ์ุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

ค าหลกั : เคร่ืองหมายโมเลกุล  ความหลากหลายทางพนัธุกรรม ปาลม์น ้ามนัลูกผสมชนิดเทเนอรา 
 

ค าน า 
 อุตสาหกรรมน ้ ามนัปาล์มมีอตัราการขยายตวัท่ีค่อนขา้งสูงโดยมีการเพิ่มปริมาณของ

พื้นท่ีการปลูกปาล์มน ้ ามันจาก 69,625 ไร่ในปี 2520 เป็น 4.5 ล้านไร่ ให้ผลผลิต 12.37 ล้านตัน          
ในปี  2556  รัฐบาลมีเป้าหมายในการขยายพื้นท่ีการปลูกให้ได ้ 10 ลา้นไร่ ภายในปี  2572  เพื่อให้
ได้ผลปาล์ม 25 ล้านตนัหรือน ้ ามนัปาล์มดิบ 4.5 ล้านตนั ทั้งน้ี ปาล์มน ้ ามนัมีส่วนแบ่งทางการผลิต
สูงสุดถึงร้อยละ 73 ของอุตสาหกรรมน ้ ามนัพืชของไทย (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2556) จาก
การวิเคราะห์ผลผลิตปาล์มน ้ ามนัของไทยต่อไร่ ต่อปี  พบว่าผลผลิตค่อนขา้งต ่าเม่ือเทียบกบัผลผลิต
ของประเทศมาเลเซีย  ดงันั้น การปรับปรุงพฒันาสายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัให้มีผลผลิตสูง ตลอดจนใชต้น้
กลา้พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัท่ีดีไดม้าตรฐาน สามารถท่ีจะระบุประสิทธิภาพของการผลิตน ้ ามนั รวมถึงการ
จ าแนกและตรวจสอบพันธ์ุของปาล์มน ้ ามัน จึงเป็นเร่ืองส าคัญระดับต้นในการเพิ่มผลผลิต          
ปาล์มน ้ ามนัสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มตามลกัษณะของผลไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ ดูรา พิสิเฟอรา และ      
เทเนอรา ซ่ึงเป็นผลมาจากยนีควบคุมความหนาของกะลา (SHELL gene) 1 คู่ ดงัน้ีคือ ดูรา (Dura) มียีน
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ควบคุมลกัษณะเด่น (homozygous dominance, Sh+Sh+) ลกัษณะผลมีกะลาหนา 2 – 8 มิลลิเมตร ไม่มี
วงเส้นประสีด าอยูร่อบกะลา มีชั้นเปลือกนอกบาง 35–60% ของน ้ าหนกัผล นิยมปลูกเป็นตน้แม่พนัธ์ุ 
คือ Deli dura 
 พิสิเฟอรา (Pisifera) ยีนควบคุมลกัษณะผลแบบน้ีเป็นลกัษณะดอ้ย  (homozygous 
recessive, Sh_Sh_) ลกัษณะผลไม่มีกะลา มีขอ้เสีย คือ ช่อดอกตวัเมียมกัเป็นหมนั (abortion) ซ่ึงท า
ให้ผลฝ่อลีบ ทะลายเล็ก เน่ืองจากผลไม่พฒันา ผลผลิตทะลายต ่ามาก ไม่ใชป้ลูกเป็นการคา้แต่ใชเ้ป็น
ตน้พอ่พนัธ์ุ 
 เทเนอรา (Tenera) เป็นพนัธ์ุทาง (heterozygous, Sh+Sh_) เกิดจากการผสมขา้มระหวา่ง
ดูราและพิสิเฟอรา ลกัษณะผลมีกะลาบาง ตั้งแต่ 0.5– 4 มิลลิเมตร มีวงเส้นประสีด าอยูร่อบกะลา มีชั้น
เปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้ าหนกัผล ปาล์มน ้ ามนัชนิดเทเนอรา เป็นปาล์มท่ีใชป้ลูกเป็นการคา้ใน
ปัจจุบนั เน่ืองจากใหเ้ปอร์เซ็นตน์ ้ามนัท่ีสูงกวา่ชนิดอ่ืน (กรมวชิาการเกษตร, 2547)    

จากร่างแผนยุทธศาสตร์ปาล์มน ้ ามนัและน ้ ามนัปาล์ม จะมีการขยายพื้นท่ีปลูกปาล์ม
น ้ ามนัปีละ 2.5 แสนไร่ ปลูกทดแทนสวนปาล์มน ้ ามนัเก่า 0.3 แสนไร่ และปลูกทดแทนยางพารา     
1.0 แสนไร่ รวม 3.8 แสนไร่ คิดเป็นความตอ้งการตน้กลา้ 9,500,000 ตน้/ปี (25 ตน้/ไร่) หรือคิดเป็น
เมล็ดงอก 11,400,000 เมล็ด/ปี (30 เมล็ด/ไร่) จึงมีผลท าให้ ความตอ้งการตน้กลา้ปาล์มพนัธ์ุดีมีสูงและ 
เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว ท าให้มีผูน้  ากล้าปาล์มน ้ ามนัท่ีไม่ไดม้าตรฐาน หรือเก็บจากโคนตน้ไปขายให้
เกษตรกร ซ่ึงมีการปะปนของตน้ปาล์มชนิดดูราและพิสิเฟอรา  กวา่เกษตรกรจะทราบวา่พนัธ์ุปาล์มท่ี
ปลูกไม่ได้มาตรฐานให้ผลผลิตต ่า ก็ต่อเม่ือปาล์มน ้ ามนัท่ีปลูกเจริญเติบโตเกือบ 3 ปี กระทัง่ติดผล    
ท าให้เกษตรกรไดผ้ลผลิตต ่า (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35 เปอร์เซ็นต)์ นอกจากผลผลิตลดลงแลว้ 
เกษตรกรยงัตอ้งเสียเวลาปลูกทดแทนใหม่  ในระยะท่ีผา่นมายงัไม่มีเทคนิคในการตรวจความตรงตาม
พนัธ์ุและไม่มีวธีิการคดัแยกตน้แม่ดูราออกจากประชากรลูกผสมเทเนอราในระยะกลา้ตอ้งรอจนติดผล   
เพ่ือให้เกษตรกรไดก้ลา้พนัธ์ุดีปลูก  กรมวิชาการเกษตรไดแ้กไ้ขปัญหาขา้งตน้โดยการออกประกาศ
กรมฯ จดทะเบียนผูผ้ลิตและจ าหน่ายตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัเพื่อสามารถตรวจสอบยอ้นกลบัได ้  ในกรณี
เกิดปัญหาเกษตรกรซ้ือตน้กลา้ปาลม์ไม่ไดม้าตรฐานมาปลูก (ซ่ึงตอ้งรอจนปาล์มน ้ ามนัติดผล)   ดงันั้น
การพฒันาเทคนิคตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุและชนิดของปาล์มน ้ ามนัในระยะตน้กลา้ จึงเป็นเร่ือง
ท่ีจ  าเป็นอยา่งยิง่  เพื่อช่วยในการควบคุมคุณภาพของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัตาม พรบ.พนัธ์ุพืช พ.ศ. 2518 
(ฉบบัท่ี 2 พ.ศ.2541) แต่เน่ืองจากปาล์มน ้ ามนัเป็นไมย้ืนตน้มีอายุยืน  การปรับปรุงพนัธ์ุจึงท าไดช้้า
มาก ในแต่ละรอบของการปรับปรุงพนัธ์ุตอ้งใชเ้วลาไม่ต ่ากวา่ 10 – 12 ปี  การน าเคร่ืองหมายโมเลกุล
มาใชจึ้งสามารถลดระยะเวลาในการคดัเลือกพนัธ์ุแลว้ ยงัสามารถช่วยในการศึกษาและจ าแนกความ
แตกต่างหรือความหลากหลายของประชากรท่ีใชเ้ป็นพ่อแม่พนัธ์ุในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุดว้ย  งาน
ทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีรวบรวมไวใ้นศูนย์วิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี  และค้นหาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลในการจ าแนกปาลม์น ้ามนัชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราในระยะตน้กลา้ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. ตวัอยา่งเช้ือพนัธุกรรมปาล์มน ้ ามนั  ท่ีรวบรวมไวท่ี้ศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี  
653 ตัวอย่างพันธ์ุและพันธ์ุปาล์มน ้ ามันของเอกชน  60 ตัวอย่างพันธ์ุ  รวม  713 ตัวอย่างพันธ์ุ 
ประกอบดว้ย 
       1.1 ประชากรท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ (Deli Dura) 246 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  
  1.2 ประชากรท่ีใช้เป็นต้นพ่อพันธ์ุ  (Pisifera) 151 ตัวอย่างพันธ์ุ  ประกอบด้วย 
AVROS, Calabar, Ekona, Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, DAMI และ Yangambi 
            1.3 ประชากรลูกผสมเทเนอรา (Tenera) พนัธ์ุสุราษฎร์ธานี 1 - 8 รวม 74 ตวัอยา่งพนัธ์ุ 
           1.4 ประชากรปาลม์น ้ามนัตน้เต้ีย Elaeis oleifera และลูกผสมระหวา่ง E.guineensis x 
E.oleifera จ านวน 182 ตวัอยา่งพนัธ์ุ 
  1.5 ประชากรปาลม์น ้ามนัของบริษทัเอกชน 60 ตวัอยา่งพนัธ์ุ    
  2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ ไดแ้ก่ โกร่งบดพร้อมสาก,            
เคร่ืองป่ันเหวีย่ง, อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  ฯลฯ 
   3. micro pipette ขนาดต่างๆ พร้อม Pipette tip 
   4. micro centrifuge tube ขนาด 1.5 และ 0.2 มิลลิลิตร 

5. เคร่ือง  PCR (Gene Amp 9700)  
6. เคร่ือง StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems®)  
7. เคร่ือง Spectrophotometer  
8. เคร่ือง gel documentation  

   9. เคร่ืองอ่านล าดบัพนัธุกรรม  ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
  10. สารเคมี/วสัดุท่ีใชใ้นการทดลอง  
      10.1 SSR primer ท่ีติดฉลากฟลูออเรสเซนต ์
       10.2 สารเคมี ท่ีใช้ในการสกัดดี เอ็นเอ  เ ช่นไนโตรเจนเหลว ,  แอลกอฮอล์ ,
คลอโรฟอร์ม, CTAB (Hexadecyl  trimetylammonium bromide) 
         10.3 สารเคมีใช้ในขบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ไดแ้ก่ dNTPs, PCR buffer, Tag 
DNA polymerase ฯลฯ 
        10.4 สารเคมีท่ีใชใ้นการอ่านล าดบัพนัธุกรรมดีเอน็เอ 
        10.5 ชุดสกดั Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific) 
        10.6 TaqMan® Genotyping Assay 
        10.7 TaqMan® MGB probes and primer 
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วธีิการ 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มัน 
  1. การคดัเลือก SSR primer ในการจ าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธ์ุ 
ปาลม์น ้ามนั มีขั้นตอน ดงัน้ี 
  1.1 สกดัดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั 36 ตวัอย่าง โดยการสุ่มเลือกจากประชากรปาล์ม
น ้ามนั 10 กลุ่ม (กลุ่ม Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ 9 ตวัอยา่ง นอกนั้นเป็นเช้ือพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นพ่อ 9 กลุ่ม 
กลุ่มละ 3 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ AVROS, Yangambi, Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania  
และ La Me) การสกดัดีเอ็นเอใช้วิธีการของ Agrawal et al. (1992) ซ่ึงมีการดดัแปลงเล็กน้อยโดย       
หทยัรัตน์และคณะ (2548) ดงัน้ี น าตวัอย่างใบปาล์มน ้ ามนั 2 กรัม ตดัให้เป็นช้ินเล็กๆ แลว้บดดว้ย
โกร่งใหล้ะเอียดพร้อมกบัไนโตรเจนเหลว  ตกัตวัอยา่งท่ีบดแลว้ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์สกดั 
(Extraction buffer) (2xCTAB; 2% (w/v) Cethyl trimethyl ammonium bromide, 1.4 M NaCl, 50 mM 
Na2 EDTA, 100 mM Tris-Hcl (PH8.0) และ 2 มิลลิลิตร 2-mercaptoethanol) ปริมาณ 700 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส 30 นาที โดยเขยา่หลอดทุก 10 นาที เม่ือครบเวลาเติม
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 700 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในหลอดโดยวิธีกลบั
หลอดไปมา 5 นาที แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000  รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน ้ าใส
ส่วนบน 500 ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม 3 โมลาร์ โซเดียมอะซีเตท 50 ไมโครลิตร และ   
ไอโซโพรพานอล 300 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แลว้น าไปแช่น ้าแขง็นาน 30 นาที จึงน าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย  
70 เปอร์เซ็นต ์ เอทานอล 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ท าการลา้งตะกอน 2 คร้ัง ตั้งทิ้งไวใ้หดี้เอน็เอแหง้ท่ีอุณหภูมิห้อง จึงละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดว้ย TE buffer (1 mM Na2 EDTA 10 m M Tris-Hcl pH 8.0) จ านวน 50 ไมโครลิตร น าดีเอ็นเอท่ี
ไดม้าวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer  
    1.2 การท าปฏิ กิ ริยา PCR หรือการขยายยีนในหลอดทดลอง  น า  SSR primer  
(Billotte et al. 2005)  100 คู่ ติดฉลากดว้ยสีฟลูออเรสเซนต์ท่ีปลาย 5’ น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
หลอดทดลองโดยใชดี้เอน็เอ ในขอ้ 1.1 เขม้ขน้ 50 ng  เป็นแม่พิมพ ์ซ่ึงมีองคป์ระกอบและสภาวะการท า
ปฏิกิริยา PCR ดงัน้ีคือ Tris – HCl (pH 8.3) 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1.5 mM, gelatin 0.01%,  
dNTP 1.6 mm ใชไ้พรเมอร์ forward และ reverse เขม้ขน้ 0.25 mM , Tag DNA polymerase 0.5 unit ใน
ปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ul ดว้ยเคร่ือง Gene Amp 9700 ตั้งโปรแกรมการท างานดงัน้ี  950C  2 นาที  จ  านวน  
1  รอบ ตามดว้ย  940C  30 วนิาที  55 0C  30  วนิาที  720C  30 วนิาที  35 รอบ และ  720C  7 นาที  1 รอบ 
    1.3 การวิเคราะห์ผลิตผล  น าผลิตผล PCR ในขอ้ 1.2 จ  านวน 1 µl ไปแยกขนาดดว้ย
เคร่ือง ABI prism 310 และ 377 วิเคราะห์ลายพิมพด์ีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรม Genescan และ 
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Genotyper ตามเอกสารแนะน าการใช้คู่มือของบริษทัท่ีผลิตเคร่ืองมือ (Anonymous, 1997) เลือก 
ไพรเมอร์ท่ีใหผ้ลผลิต PCR ชดัเจนและมี allele ท่ีแตกต่างกนั (polymorphic)  
   2. จดัท าลายพิมพดี์เอน็เอของปาลม์น ้ามนั แบ่งเป็น 3 ขั้นตอน 
    2.1 สกดัดีเอน็เอ ของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีปลูกรวบรวมไวท่ี้ศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนั 
สุราษฎร์ธานี และพนัธ์ุปาลม์ของบริษทัเอกชน รวม 713 ตวัอยา่งพนัธ์ุ โดยสกดัดีเอน็เอตามวธีิขอ้ 1.1 
   2.2 การขยายยนีในหลอดทดลองและการวเิคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ 
          น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 2.1 เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 50 ng/ul ใชเ้ป็นแม่พิมพ์
ส าหรับการขยายยนีในหลอดทดลองใชไ้พรเมอร์ ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 1 น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส่วนท่ี
ต้องการในหลอดทดลอง โดยมีองค์ประกอบและสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับข้อ 1.2  
จากนั้นแยกขนาดของผลผลิต PCR  ดว้ยเคร่ือง ABI Prism 310 หรือ 377 Genetic for Analyzer วิเคราะห์
ขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยใชโ้ปรแกรม Genotyper วิเคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของปาล์มน ้ ามนั
โดยการวิเคราะห์แบบจดักลุ่ม (Cluster Analysis) และสร้าง Dendrogram หรือ  Phylogenetic tree ดว้ย
โปรแกรม  SPSS 

II.  การค้นหาเคร่ืองหมายโมเลกุลสนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) เพื่อจ าแนก
ชนิด ของปาล์มน า้มัน 

 การศึกษาคร้ังน้ีใช้เค ร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปส์   ในการเปรียบเทียบล าดับ                
นิวคลีโอไทด์หรือล าดับเบสในจีโนมิคดีเอ็นเอ บริเวณเป้าหมายท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุแบบแทนท่ี 
(Substitution) เพียงหน่ึงต าแหน่ง โดยใชพ้นัธ์ุปาล์มน ้ ามนัทั้งสามชนิด คือ พนัธ์ุแม่ชนิดดูรา พนัธ์ุพ่อ
ชนิดพิสิเฟอราและพนัธ์ุลูกผสมชนิดเทเนอราของ 10 กลุ่มพนัธุกรรมคือ Deli Dura , DAMI, Ekona, 
Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, Yangambi AVROS และ Calabar จ านวน 129 ตวัอยา่งพนัธ์ุ ท า
การสกดัดีเอน็เอของใบปาลม์ ตามวธีิ ในขอ้ 1.1 ซ่ึงดดัแปลงจาก Agrawal et al. (1992) 
  2.1 การท าปฏิกิริยา PCR ขยายยนี MADS-box ของปาลม์น ้ามนั 

  จากการรายงานของ Singh et al. (2013) พบวา่ยีนท่ีควบคุมกะลาของปาล์มน ้ ามนั
มีความคลา้ยคลึงกนั (homologous) กบัยนี seedstick ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มยนี MADS-box จึงไดใ้ชไ้พรเมอร์
ในบริเวณอนุรักษข์องยนีน้ี (Conserved region) ซ่ึงจะจบักบัดีเอ็นเอบริเวณน้ีของปาล์มน ้ ามนัทุกพนัธ์ุ 
ไปขยายยีน (amplified) บริเวณ MADS-box ของปาล์มน ้ ามนัทั้ง 129 ตวัอย่างท่ีสกดัดีเอ็นเอไวแ้ลว้ 
โดยใชป้ฏิกิริยา PCR ทั้งหมด 20 ul ประกอบไปดว้ย ดีเอ็นเอปาล์มน ้ ามนั 50 ng/ul  จ านวน 2 ul , 10x 
PCR buffer 2 ul , 4 mM dNTPs 2 ul , 50 mM MgCl2 0.6 ul , 5 Unit/ul Tag DNA polymerase , 
(Bioline ,USA) 0.2 ul , 5 mM ของคู่ไพรเมอร์ อยา่งละ 0.5 ul  ปรับน ้ ากลัน่ให้ได ้20 ul และตั้งสภาวะ
การท างานของเคร่ือง  PCR  ดงัน้ี 95 ◦C 7 นาที 1 รอบ  94 ◦C 30 วินาที  55 ◦C 30 วินาที และ 72 ◦C   
30 วินาที  จ านวน 30 รอบ และ 72 ◦C เป็นเวลา 7 นาที อีกรอบ 1 รอบ  น าผลผลิตของ PCR ท่ีไดแ้ยก
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ดว้ยอิเล็กโตรโพรีซีส  โดยใช ้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์  low melting  temperature agarose ยอ้มแถบดีเอ็นเอ
ดว้ย Gel Star® (Cambrex Bio science, USA) น าไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยใชเ้คร่ือง Gel  Documentation 
ตดัแถบดีเอน็เอเป้าหมาย ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร  จากนั้นท าการแยกดีเอน็เอเป้าหมายออกจาก agarose 
โดยใช ้QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN , Germany)  
  2.2  การอ่านล าดบัดีเอน็เอ  (DNA Sequencing) ของยนี MADS-box 
 ปรับความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีไดใ้นขอ้ 2.1 น าไปท าการอ่านล าดบัพนัธุกรรมหรือ
ล าดบัเบส 2 คร้ังต่อแถบดีเอ็นเอ โดยอ่านล าดบัเบสในทิศทาง  forward primer และ reverse primer เพื่อ
ยนืยนัผลและไดล้ าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้ง โดยใชเ้คร่ือง ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
 2.3 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ระหว่างดีเอ็นเอมากกว่า 2 เส้น (Multiple 
Sequence Alignment)  
  น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ท่ีอ่านไดใ้นขอ้ 2.2 มาท าการเปรียบเทียบ
ความเหมือนและแตกต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (เบส) โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 โดย
เปรียบเทียบทีละกลุ่มพนัธ์ุ เม่ือพบต าแหน่งของเบสตั้งแต่หน่ึงตวัข้ึนไปมีการเปล่ียนแปลง (mutation) 
ในแต่ละชนิดของปาล์มน ้ ามนั ท าการตรวจสอบจุดนั้นๆ เพื่อยืนยนัซ ้ า โดยดูจากกราฟของล าดบั       
นิวคลีโอไทด์ (electropherogram) อีกคร้ังหน่ึง เม่ือพบต าแหน่งสนิปส์ แลว้น าขอ้มูลของสนิปส์และ   
นิวคลีโอไทดท่ี์เปล่ียนไป มาออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับการตรวจวเิคราะห์ต่อไป 
III. การตรวจสนิปส์เพือ่วเิคราะห์ชนิดของปาล์มน า้มัน  ด้วยเคร่ือง  Real Time PCR 

3.1  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับตรวจสนิปส์ 
  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบ ใชโ้ปรแกรมของ TaqMan probe and primer 

chemistry and design ของ Applied  Biosystems ซ่ึงแต่ละต าแหน่งของสนิปส์จะออกแบบไพรเมอร์  
1 คู่  ขนาบขา้งสนิปส์นั้นและออกแบบโพรบท่ีมีความยาว 13 คู่เบส 2 เส้น ท่ีเป็นคู่สมกนักบับริเวณ
รอบ ๆ สนิปส์ (ยกเวน้ต าแหน่งนิวคลีโอไทดท่ี์เป็นสนิปส์) โพรบเส้นแรกติดฉลาก ดว้ยฟลูออเรสเซนต ์ 
สี VIC  ท่ีปลาย 5’ ส่วนล าดบันิวคลีโอไทดต์รงต าแหน่งสนิปส์เหมือนล าดบัเบสของปาล์มน ้ ามนัตน้แม่
ดูรา และปลาย 3’ ของโพรบติดฉลากดว้ย Quencher และ Minor Groove Binder (MGB)  ส าหรับโพรบ
อีกเส้นหน่ึงจะคลา้ยโพรบตวัแรก แต่ล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงต าแหน่งสนิปส์ จะเหมือนกบัล าดบัเบส
ของตน้พ่อพิสิเฟอรา  และติดฉลากท่ีปลาย 5’ เป็นสี FAM ท่ีต่างจากสีโพรบตวัแรก  ท าการสั่งโพรบ
และไพรเมอร์จากบริษทั  Applied Biosystems สหรัฐอเมริกา และตรวจดว้ยเคร่ือง  Real time PCR หาก
น าดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่ดูรามาตรวจโพรบท่ีต าแหน่งสนิปส์เหมือนตน้แม่ดูราเท่านั้นท่ีจะจบักบัดีเอ็นเอ
ของดูราได ้ เม่ือมีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ สี VIC ทางปลาย  5’ จะถูกตดั (Hydrolysis)  ออกห่างจาก  
Quencher ท่ีอยูป่ลาย 3’ของโพรบ ท าให้ปรากฏเส้นกราฟสีเหลืองของ VIC  เพิ่มข้ึนตามจ านวนก็อปป้ี
ของสายดีเอ็นเอท่ีถูกสร้างข้ึนมาใหม่  และตามจ านวนรอบของ PCR ท่ีเพิ่มข้ึน  ถา้ตรวจดีเอ็นเอของ
พนัธ์ุลูกผสมเทเนอรา  ตอ้งใหผ้ลเป็นกราฟ 2 เส้นทั้งของพนัธ์ุแม่และพอ่ 
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3.2 การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนัของศูนยว์จิยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี 
น าดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัชนิดต่างๆ ทั้ง 10 กลุ่มพนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอ็นเอ

ดว้ยวิธี CTAB  จากขอ้ 2.1 มาเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ใชเ้ป็นแม่พิมพ์
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  และตรวจวิเคราะห์สนิปส์บนเคร่ือง Real time PCR ดว้ยไพรเมอร์ และ 
TaqMan® MGB probes ท่ีออกแบบไวใ้นขอ้ 3.1 โดยมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร  
ดงัต่อไปน้ี  2x TaqMan® Genotyping master mix 5 ไมโครลิตร  20x Assay primer and probe 
0.25 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน ้ ามนั 1 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ส าหรับ PCR  3.7 ไมโครลิตร  เพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง StepOnePlus™ Real time PCR (Applied Biosystems®, USA) โดยมีสภาวะ
การท าปฏิกิริยา ดงัต่อไปน้ี  95 ◦C 30 วินาที  จ  านวน 1 รอบ ตามดว้ย 95 ◦C 20 วินาที และ 60 ◦C      
60 วินาที จ านวน 50 รอบ ค่าของสีฟลูออเรสเซนต์ จะถูกบนัทึกไวต้ามจ านวนรอบท่ีท า PCR การ
วิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งสนิปส์ จะสร้าง Allelic Discrimination ของตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม 
StepOne ™ V 2.3  ซ่ึง allele ของพนัธุ์แม่ชนิดดูรา จะอยู่ที่แกน X และ Allele ของพนัธุ์พ่อชนิด         
พิสิเฟอรา จะอยู่แกน Y ลูกผสมจะอยู่ก่ึงกลางระหวา่งแกนทั้งสอง พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัของศูนยว์ิจยั
ปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานีท่ีน ามาตรวจวิเคราะห์คร้ังน้ี ทราบกลุ่มพนัธ์ุและชนิดของปาล์มแลว้การ
ตรวจสนิปส์คร้ังน้ีจึงถือเป็นการตรวจสอบความใช้ไดข้องไพรเมอร์และโพรบของสนิปส์ต าแหน่ง
ต่างๆ ดว้ย 

3.3  การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนัของบริษทัเอกชน 
 ได้ท าการเก็บตัวอย่างพนัธ์ุปาล์มน ้ ามันของบริษัทเอกชน ได้แก่ บริษัท อาร์ 
แอนด์ ดี เกษตรพฒันา, บริษทั โกลเด้น เทเนอรา, บริษทั ยูนิวานิช น ้ ามนัปาล์ม จ ากดั และ บริษทั 
ทกัษิณปาล์ม จ ากดั ซ่ึงปลูกที่อ  าเภอหนองเสือ จงัหวดัปทุมธานี จ านวน 60 ตวัอย่าง น าใบมาสกดั      
ดีเอ็นเอ  ดว้ยวิธี CTAB ตามขอ้ 1.1 ตรวจชนิดของปาล์มน ้ ามนั โดยใชว้ิธีเดียวกนัขอ้ 3.2 แต่เลือกใช้
ไพรเมอร์และโพรบตามต าแหน่งสนิปส์ท่ีตรวจสอบไดจ้ากประวติัพนัธ์ุของแต่ละบริษทั และทดลอง
ใชไ้พรเมอร์และโพรบต าแหน่งอ่ืน ๆ ตรวจวเิคราะห์ดว้ย 
IV. การพฒันาวธีิการตรวจชนิดของปาล์มน า้มันให้รวดเร็วขึน้ 

ใบปาลม์น ้ามนัท่ีโตเตม็ท่ีแลว้การบดใหล้ะเอียดนั้นค่อนขา้งยาก ตอ้งเสียเวลาบดและ 
ใช้แรงงานในขั้นตอนน้ีมาก  จึงจะได้ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณและคุณภาพดี  เพื่อให้การตรวจชนิดของ
ปาล์มน ้ ามนัท าไดส้ะดวกและรวดเร็วข้ึน จึงไดน้ าชุดสกดัส าเร็จรูปมาใชร่้วมกบัเทคนิค Nested PCR 
ดงัวธีิการต่อไปน้ี 

 4.1 การสกดัดีเอน็เอ  ตดัปลายใบปาลม์น ้ามนัใหมี้ขนาดประมาณ 1.5x1.5 เซนติเมตร   
ใส่ในถุงพลาสติก  เติมน ้ากลัน่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 300 ไมโครลิตร จากนั้นใชค้อ้นหรือดา้มกรรไกร
ขูดใบปาล์มจากภายนอกถุงจนได้น ้ าสีเขียว  ดูดน ้ าสีเขียว 2 ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร                
ท่ีใส่ Dilution buffer (Phire Plant Direct PCR Kit ; Thermo Scientific) ไว ้18 ไมโครลิตร  ผสม
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ของเหลวให้เขา้กนัแลว้น าไปเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที  ดูดน ้ าใสใส่
หลอดใหม่ หรือ เก็บไวใ้นหลอดเดิมโดยไม่ใหขุ้่น  ส าหรับใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอ ต่อไป 

 4.2 การท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ใช้เทคนิค  Nested PCR เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของ  MADS –  box โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษ์ของยีนน้ีคือ
5’-TTGCTTTTAATTTTGCTTGAATACC-3’  และ  5’-TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC-3’
โดยมีปฏิกิริยา PCR   ดงัน้ี ไพรเมอร์ท่ีความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์ 2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ ในขอ้ 4.1 
จ านวน 1 ไมโครลิตร  เติม Master Mix ในชุด Phire Plant Direct PCR Kit ให้ครบ 20 ไมโครลิตร  
น าไปเพิ่มปริมาณดว้ยเคร่ือง  PCR  Gene Amp 9700 โดยตั้งโปรแกรมการท างาน ดงัน้ี 98 ◦C 5 นาที  
1 รอบ  ตามดว้ย 98 ◦C  5 วินาที  58 ◦C  30 วินาที  ที่ 72 ◦C 20 วินาที  จ  านวน 25 รอบ และ 72 ◦C        
1 นาที 1 รอบ ท าปฏิกิริยา PCR เช่นน้ีอีก แต่เพิ่มรอบการขยายยนีเป็น 30, 35 และ 40 รอบ ตามล าดบั 
 4.3 การตรวจวิเคราะห์สนิปส์แยกชนิดของปาล์มน ้ ามนั ดว้ย Real time PCR โดยน า
ผลผลิตจาก Nested PCR ขอ้ 4.2 มาเจือจาง 500 เท่า (ดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ผสมน ้ าส าหรับท า PCR 
499 ไมโครลิตร) จากนั้นเตรียมปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกบั ขอ้ 3.1 โดยใชด้ีเอ็นเอที่เจือจางไว  ้            
1 ไมโครลิตร เป็นแม่พิมพ ์องคป์ระกอบของปฏิกิริยาและการตั้งเคร่ือง ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 3.2  
V. การพฒันาวธีิตรวจสนิปส์เพือ่แยกชนิดของปาล์มน า้มันด้วยเคร่ือง PCR ทัว่ไป 
 ออกแบบไพรเมอร์ชนิด allele specific PCR primer ส าหรับตรวจวิเคราะห์สนิปส์          
4 ต าแหน่ง คือ SNPDA, SNPENGC, SNPTaYa และ SNP LaAv โดยการออกแบบ forward primer ตวัสุดทา้ย
ทางปลาย 3’  เป็นต าแหน่งสนิปส์และเปล่ียนอีก 2 ต าแหน่งถัดมา ให้จบักับพนัธ์ุท่ีเป็นชนิดดูรา 
ออกแบบไพรเมอร์ 3 เส้นลกัษณะเดียวกนั แต่ท าการเปล่ียนนิวคลีโอไทด์ใหม่ของไพรเมอร์ 3 ตวั
สุดทา้ยทางปลาย 3’ ให้จบักนักบัต าแหน่งสนิปส์ของปาล์มน ้ ามนัชนิดพิสิเฟอราอีก 3 เส้น ท าเช่นน้ี
ทุกต าแหน่งรวมออกแบบและสังเคราะห์ forward primer 24 เส้น ส าหรับ reverse primer ท าการ
ออกแบบไวค้นละต าแหน่งโดยใหผ้ลผลิตของ PCR ของชนิดดูรา สั้นกวา่ของชนิดพิสิเฟอรา เพื่อท่ีจะ
ไดต้รวจสอบเทเนอราไดง่้ายข้ึน โดยใช ้agarose gel electrophoresis ทัว่ไป  

 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มัน 
  1. การคดัเลือก SSR  primer ในการจ าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธ์ุ
ปาล์มน ้ ามนัจากการสุ่มเลือกปาล์มน ้ ามนั 36 ตวัอย่าง จากประชากรท่ีใช้เป็นแม่พนัธ์ุ (Deli Dura)  
และประชากรท่ีเป็นพ่อพนัธ์ุ (Pisifera) มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ ท่ีเหมาะสมในการใช้ท าลาย
พิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั พบว่ามีไพรเมอร์ ท่ีให้ความแตกต่างระหว่างพนัธ์ุในกลุ่มต่าง ๆ น้ีมี
จ  านวนมาก  จึงท าการคดัเลือก primer ที่ดีที่สุดไว ้13 คู่ ไดแ้ก่ mEgCIR0074, mEgCIR0173, 
mEgCIR0804, mEgCIR3428, mEgCIR3641, mEgCIR3643, mEgCIR3698, mEgCIR0874, 



26
26 

 

mEgCIR2215, mEgCIR2577, mEgCIR3519, mEgCIR3593 และ mEgCIR3755 เกณฑ์การคดัเลือก
โดยดูจากจ านวน  alleles หรือแถบดีเอ็นเอ  ที่พบมากกวา่ในการปฏิกิริยาขยายยีนในหลอดทดลอง 
(PCR) ซ่ึงท่ีพบมีตั้งแต่ 2 ถึง 11 แถบ หรือ alleles   
  2. การจดัท าลายพิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั โดยใชไ้พรเมอร์ ท่ีคดัเลือกไว ้13 คู่ จดั
ท าลายพิมพดี์เอ็นเอของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีเป็น พ่อและแม่พนัธ์ุในการผลิตปาล์มน ้ ามนัลูกผสม 
471 ตน้ ของศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี ท าให้ไดข้อ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอจ านวน 6,123 ขอ้มูล 
ในจ านวนน้ีมีลายพิมพดี์เอ็นเอของประชากร Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ 246 ตน้ ประชากรท่ีใชเ้ป็น
ตน้พ่อ (Pisifera) กลุ่มต่าง ๆ 151  ตน้ และกลุ่มประชากรเทเนอรา (Tenera) ท่ีส่งเสริมให้ปลูกเป็น
การคา้ (สุราษฎร์ธานี  1 -8) 74 ตน้  พบวา่ในจ านวนไพรเมอร์ 13 คู่ท่ีใช ้ให ้alleles หรือ แถบดีเอ็นเอท่ี
มีความแตกต่างกนัถึง  95  แถบ โดยท่ีแต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ท่ีต่างกนัหรือมีความผนัแปรตั้งแต่    
5 – 11 แถบ  หรืออาจกล่าววา่ โดยเฉล่ียแต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ท่ีต่างกนัถึง  7 แบบ โดยท่ีไพรเมอร์ 
mEgCIR0874 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างกนัมากสุดถึง 11  แบบ ซ่ึงมีขนาดตั้งแต่  215, 217, 
221, 231, 235, 237,  239,  247,  249,  255  และ  257 คู่เบส  รองลงมาคือไพรเมอร์ mEgCIR0804 และ 
mEgCIR2215 ท่ีให้แถบของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันถึง 10 และ 9 แถบ ตามล าดับ ขณะท่ีไพรเมอร์ 
mEgCIR3698 ให้ alleles  หรือแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกนันอ้ยสุดเพียง 5 แถบ คือ  ขนาด  164, 166, 172,  
174  และ  182  คู่เบส  เป็นท่ีน่าสังเกตวา่ไพรเมอร์ เกือบทั้งหมดให้ขนาดของ  alleles  ท่ีต่างกนัเพียง  
2 คู่เบสเท่านั้น  เช่นไพรเมอร์ mEgCIR0074 ให้   alleles ท่ีต่างกนั 7 แบบ  ท่ีมีขนาดความยาวตั้งแต่ 
118,  120,  122,  124,  126, 128 และ 130 คู่เบส  การท่ี  alleles  ส่วนใหญ่มีความยาวต่างกนัเพียง 2  คู่เบส 
ท าใหผู้ท่ี้จะน าไพรเมอร์น้ีไปใชป้ระโยชน์ในการจ าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั  ตอ้งระมดัระวงัในการอ่าน
ค่า มิเช่นนั้นจะผิดพลาดไดง่้าย  ส าหรับขนาดและจ านวน  alleles ท่ีพบในการท าลายพิมพดี์เอ็นเอ  
คร้ังน้ีแสดงไวใ้น Table 1 และ 2  ซ่ึงจะพบว่าแต่ละต าแหน่งของไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไวใ้ห้ผลผลิต 
PCR ท่ีมี  heterozygosity   ต ่า หรือหมายความวา่ต าแหน่งเหล่าน้ีขนาดของ alleles พ่อกบัแม่เท่ากนั 
(homozygous) เป็นส่วนใหญ่ ยกเวน้ไพรเมอร์ mEgCIR0173 และ mEgCIR0804  ส าหรับ Table 3 ได้
สรุปขนาดของ alleles ท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ 13 คู่เป็นประชากรแม่พนัธ์ุ (Deli Dura) และประชากรพ่อ
พนัธ์ุ 10 กลุ่ม ขอ้มูล alleles น้ี สามารถคะเน alleles ของลูกผสมชนิด Tenera ไดจึ้งมีประโยชน์ในการ
จ าแนกพนัธ์ุลูกผสมเทเนอรา ตวัอยา่งเช่น เม่ือดูแถวแรก primer mEgCIR0074 จะพบวา่  ประชากรท่ี
ใชเ้ป็นพ่อพนัธ์ุเฉพาะกลุ่ม Tanzania  มีแถบดีเอ็นเอท่ีพบในปาล์มน ้ ามนักลุ่มน้ีเพียง 1 แถบคือ ขนาด  
122 คู่เบส ขณะท่ีแม่พนัธ์ุ Deli Dura ใน primer เดียวกนัให้แถบดีเอ็นเอเดียวเช่นกนั คือ ขนาด 120 คู่เบส 
ดงันั้นลูกผสม Tenera ท่ีได้จากคู่ผสมน้ีจะมีแถบดีเอ็นเอ 120 และ 122 คู่เบส ซ่ึงอาจใช้เป็นแถบ
เอกลกัษณ์ของคู่ผสมน้ีไดด้ว้ย และจาก Table 3 เมื่อดูความแตกต่างภายในประชากรแต่ละกลุ่ม        
จะพบวา่ primer ทั้ง 13 คู่น้ีไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากร Deli Dura ไดเ้ลย ยกเวน้ไพรเมอร์ 
mEgCIR0804 ท่ีมี alleles ต่างกนั 195 และ 201 คู่เบส  ส าหรับประชากรพ่อพนัธ์ุกลุ่มอ่ืนท่ีมีความ   
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ผนัแปรนอ้ยภายในกลุ่ม ไดแ้ก่ ประชากร Calabar, Tanzania และ Yangambi  นอกนั้นมีความผนัแปร
ภายในประชากรค่อนขา้งสูง ดงัเช่น ประชากร AVROS ตวัอย่างเช่น เม่ือท าลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ย 
primer mEgCIR2215 ใหแ้ถบดีเอน็เอต่างกนัถึง 4 แถบ คือ 100, 118, 120 และ 124  โดยในแต่ละแถบ
ยงัมีการกระจายตวัคือส่วนหน่ึงมีแถบ และอีกส่วนหน่ึงไม่มีแถบ ฉะนั้น การใช้ไพรเมอร์ร่วมกนั
หลายๆ ไพรเมอร์  จึงจะท าให้สามารถจ าแนกกลุ่มพนัธ์ุของปาล์มน ้ ามนัได ้ อยา่งไรก็ตามเม่ือน าพ่อ
และแม่ของสุราษฎร์ธานี 1 – 8 มาตรวจสอบ alleles จากTable 3 พบวา่ใชไ้พรเมอร์อยา่งนอ้ย 3 คู่ คือ 
mEgCIR3428,  mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 เพียงพอท่ีจะจ าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั สุราษฎร์ธานี 
1 – 8 ได ้ส าหรับในกรณีท่ีมีความผนัแปรภายในประชากรแต่ละพนัธ์ุอาจตอ้งใชไ้พรเมอร์อ่ืนร่วมดว้ย 
คือ primer mEgCIR0804, mEgCIR3643 และmEgCIR3593 แต่เน่ืองจาก mEgCIR3519 และ 
mEgCIR0874 ได้ขนาดของ alleles ใกลเ้คียงกนั จึงอาจตอ้งมีการออกแบบปรับเปล่ียนขนาดของ 
alleles ใหม่  
   ขอ้มูลจากการการศึกษาความหลากหลายทางพนัธ์ุกรรมคร้ังน้ี  ถูกเก็บไวใ้นโปรแกรม
เอกซ์เซล โดยเก็บในรูปขนาดความยาวและจ านวน alleles แต่ขอ้มูลในรูปเอกซ์เซลน้ีจะมีความยุง่ยาก
ในการสืบคน้ขอ้มูล จึงไดพ้ฒันาระบบฐานขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัข้ึน เพื่อรองรับการ
สืบคน้ แกไ้ข หรือเพิ่ม เ ติมข้อมูล  เช่น พนัธ์ุใหม่ๆ และไพรเมอร์ท่ีเพิ่มข้ึน หรือเปรียบเทียบ alleles
ระหวา่งพนัธ์ุได ้นอกจากนั้นยงัน าขอ้มูลน้ีไปศึกษาความสัมพนัธ์และความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของประชากรปาลม์น ้ามนักลุ่มน้ี  โดยการน าไปวิเคราะห์แบบจดักลุ่ม  แลว้น าไปเขียน  Phylogenetic 
tree หรือ dendrogram ดงัแสดงใน Figure 1  พบวา่สามารถแบ่งประชากรปาล์มน ้ ามนัออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่  คือ กลุ่ม A  และ B ซ่ึงมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมมากกว่า 90%  จะเห็นว่าในกลุ่ม  A  
ประกอบดว้ยพนัธุกรรมของประชากร  La Me ซ่ึงความแตกต่างภายในประชากรข้ึนกบัคู่ผสม คือ 
IRH 618 : 158T self  กบั IRH618 : 26T self  ส าหรับกลุ่ม B สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย  คือ กลุ่ม
ยอ่ย  C กบั  D ซ่ึงมีความต่างกนัทางพนัธุกรรม 70% ในกลุ่ม C  มีประชากร  Nigeria  และCalabar ซ่ึง
มาจากคู่ผสมเดียวกนัหรือพนัธุกรรมใกลก้นั แต่มีช่ือต่างกนั ทั้งน้ี เน่ืองมาจากถูกน าไปพฒันาและ
คดัเลือกจากคนละสถานที่ คือ ที่เมือง Calabar, Aba, Ufama และ Benin ในประเทศไนจีเรีย 
(Rosenquist, 1985) ในกลุ่ม D  ประกอบดว้ย 3 กลุ่มย่อยท่ีมีพนัธุกรรมระหวา่งกลุ่มยอ่ยแตกต่างกนั
มากกวา่  40% โดยท่ีกลุ่ม E  มีประชากรกลุ่ม Yangambi แยกจาก Ghana และ Nigeria  ในกลุ่มยอ่ย F 
ประกอบดว้ยประชากร  AVROS,  Tanzania  และ DAMI ซ่ึงมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 20% 
หรือค่อนขา้งใกล้ชิดกนั กลุ่มสุดทา้ยคือ  กลุ่มย่อย  G ท่ีประกอบด้วยประชากร  Ekona, AVROS  
(คู่ผสม  HC129:933T self) และประชากร Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ ก็ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีดว้ย  เป็นท่ี
น่าสังเกตวา่ประชากร Nigeria และ AVROS เม่ือวเิคราะห์แบบจดักลุ่ม จะพบวา่ถูกจดัอยูใ่น 2 กลุ่มคือ  
กลุ่ม C กบั G และ  F กบั G  ตามล าดบั  ทั้งน้ีเป็นผลมาจากพนัธุกรรมของพอ่และแม่ท่ีต่างกนัมาก 
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  จาก Figure 1 แสดงว่าความสัมพนัธ์ของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นพ่อพนัธ์ุส าหรับ
ผสมกนัประชากรแม่พนัธ์ุท่ีเป็น  Deli Dura  ซ่ึงเม่ือน าไปวเิคราะห์แบบจดักลุ่มร่วมกบัประชากรพ่อพนัธ์ุ 
Deli Dura จะมีความคลา้ยกบัประชากรในกลุ่ม AVROS มากท่ีสุดรองลงมาไดแ้ก่ DAMI ฉะนั้นในการ
จะสร้างลูกผสมเทเนอรา ที่ไดจ้ากการผสมตน้แม่ชนิด Deli Dura กบัตน้พ่อพิสิเฟอรา ให้มีฐาน
พนัธุกรรมท่ีกวา้ง ตอ้งผสมพ่อแม่ท่ีมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมมาก ๆ คือการผสม Deli Dura กบั 
La Me รองลงมาคือ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana จะเห็นว่าการใช้ไพรเมอร์ 13 คู่น้ี  
สามารถจ าแนกความแตกต่างของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นตน้พ่อได้ดีมาก แต่เม่ือน าขอ้มูล    
ลายพิมพดี์เอ็นเอขนาดและจ านวน alleles ของประชากร Deli Dura  ท่ีใชเ้ป็นตน้แม่ 246 ตน้ ขอ้มูลจาก  
Table 3 คอลมัน์ Deli Dura เกือบทุกไพรเมอร์ ให้ alleles ขนาดเดียว ยกเวน้ไพรเมอร์ mEgCIR0804 ให ้
alleles ท่ีต่างกนั 2 ขนาด คือ 195 และ 201 คู่เบส  จะพบวา่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากรตน้
แม่ไดเ้ลย  จึงไดเ้ลือกไพรเมอร์ชุดใหม่  ส าหรับแยกความแตกต่างของประชากร  Deli Dura อยา่งเดียว 
พบวา่ primer19 คู่ สามารถให้ polymorphic ของประชากร Deli Dura ไดดี้ท่ีสุด ไดแ้ก่ mEgCIR0246, 
mEgCIR0280, mEgCIR0445, mEgCIR0521, mEgCIR2332, mEgCIR3286, mEgCIR3298, mEgCIR3311, 
mEgCIR3383, mEgCIR3402, mEgCIR3555, mEgCIR3653, mEgCIR3655, mEgCIR3668, mEgCIR3684, 
mEgCIR3691, mEgCIR3705,  mEgCIR3813 และ mEgCIR3869  ท าการคดัเลือกประชากร Deli Dura ท่ี
เป็นตวัแทนทั้งหมด  96 ตน้ มาศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอ พบวา่ primer ทั้งหมด 19 คู่ ให้แถบดีเอ็นเอ หรือ 
alleles ท่ีมีความแตกต่างกนั 44 แบบ  สอดคลอ้งกบัรายงานของ Mayer et al. (2001) ท่ีพบวา่ ในประชากร  
Deli Dura ตรวจพบ alleles นอ้ยกวา่ปาล์มอ่ืนๆ ถึง 36 alleles แสดงถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ี
น้อยกว่า พบว่ามีไพรเมอร์ 7 คู่ (mEgCIR0246, mEgCIR0445, mEgCIR3286, mEgCIR3298, 
mEgCIR3684, mEgCIR3691 และ mEgCIR3869) ให้ alleles ต่างกนั 3 แบบ ส่วนไพรเมอร์อ่ืนๆให ้
alleles ท่ีต่างกนัเพียง 2 แบบเท่านั้นและส่วนใหญ่ให้ค่า heterozygosity ค่อนขา้งต ่า ดงัแสดงใน Table 2 
เม่ือน าขอ้มูลทั้งหมดเหล่าน้ีไปวิเคราะห์แบบจดักลุ่มและท า dendrogram (ไม่ไดแ้สดงภาพของผล) โดย
ใชโ้ปรแกรม SPSS พบวา่ ฐานพนัธุกรรมของ Deli Dura ระหวา่งประชากรท่ีมีพ่อแม่ต่างกนั จะมีความ
แตกต่างกนัค่อนขา้งสูง และมีความแตกต่างกนัน้อยภายในประชากร  และไพรเมอร์ดงักล่าวน้ีสามารถ
จ าแนกประชากรปาล์มน ้ ามนัตน้แม่ชนิด  Deli Dura  ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ กลุ่ม A  (HC 133 : 
1288 D self) และกลุ่ม B ท่ีประกอบดว้ยกลุ่มยอ่ย C (C2120 : 184D)  D (C 2120 : 184D x DAM564 : 
693D) และกลุ่มยอ่ย E (C2120 : 184D x MAR559 : 113D) สอดคลอ้งกบัประวติัพนัธ์ุของปาล์มน ้ ามนัท่ี
ใชเ้ป็นตน้แม่ชนิด Deli Dura พบวา่น ามาจากแอฟริกาเม่ือปี 2391 และคดัเลือกมาจากปาล์ม 4 ตน้ ท่ีปลูก 
ณ สวนพฤกษศาสตร์ เมือง Deli  ต่อมามีการผสมกบัปาล์มน ้ ามนักลุ่มอ่ืน ๆ เพื่อขยายฐานพนัธุกรรม
กวา้งข้ึน 
  นอกจากนั้นยงัพบวา่ท่ีศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานีมีการรวบรวมพนัธ์ุลูกผสมขา้ม
ชนิดหรือระหว่างสปีชีส์ (Interspecific hybridization)ระหว่างปาล์มน ้ ามนัพนัธ์ุแม่ Deli Dura (Elaeis 
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guineensis) กบั E.oleifera  ซ่ึงมีพนัธุกรรมตน้เต้ียจ านวน 12 คู่ผสม งานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการสุ่มมาท าลาย
พิมพดี์เอ็นเอคู่ผสมละ 1 สายพนัธ์ุ โดยใช ้primer ชุดเดียวกนั เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลในการจ าแนกพนัธ์ุและ
ใช้เป็นตวัแทนในการศึกษาเปรียบเทียบความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกบักลุ่มพนัธ์ุ  Deli Dura พบว่า
ลูกผสม E.guineensis x E.oleifera มีความคลา้ยคลึงกบักลุ่มพนัธ์ุ Deli Dura (CH133 x 1288D SELF) 
มากท่ีสุด และในปี 2555 ไดน้ าพนัธ์ุปาล์มตน้เต้ียและลูกผสมดงักล่าวท่ีรวบรวมไวม้าจดัท าลายพิมพ ์  
ดีเอน็เอเพิ่มเติม ส าหรับใชป้ระโยชน์ในการจ าแนกและปรับปรุงพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ียต่อไป  โดยจดั
ท าลายพิมพ ์DNA ของประชากรปาลม์น ้ามนั E.guineensis  x E.oleifera จ านวน  150 ตวัอยา่งพนัธ์ุ และ
ปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ีย (E.oleifera)  จ านวน 32 ตวัอยา่งพนัธ์ุ รวม 182 ตวัอย่างพนัธ์ุ  โดยใชไ้พรเมอร์
เพิ่มเติมอีก 32 คู่  และน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ผลหาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และสามารถแยก
ความแตกต่างของประชากรปาล์มน ้ ามนั พบแถบดีเอ็นเอหรือ alleles ท่ีมีความแตกต่างกนั 175 alleles 
รวมขอ้มูล ลายพิมพดี์เอ็นเอของกลุ่มน้ีมี 5,824 ขอ้มูล (records) ซ่ึงไดถู้กน าไปเพิ่มในฐานขอ้มูล    
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัรวมทั้งส้ิน 13,771 ข้อมูล เพื่อใช้ประโยชน์ในการจ าแนกพนัธ์ุ  
ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและปรับปรุงพนัธ์ุอยา่งเป็นระบบต่อไป 
II. การค้นหาเคร่ืองหมายโมเลกุลสนิปส์เพือ่จ าแนกชนิดของปาล์มน า้มัน 
 จากการสกดัดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัทั้งสามชนิดคือ ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา จ านวน 
10 กลุ่ม พนัธ์ุ  รวม 129 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  แลว้น าไปท าปฏิกิริยา PCR   เพื่อขยายยีนในหลอดทดลองของยีน 
MADS – box โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษ ์ (Conserved region) พบวา่ทุกตวัอยา่งให้ผลผลิต PCR 
ชดัเจน ความยาวเท่ากนัคือ 537 คู่เบส เม่ือน าผลผลิตของ PCR น้ีไปอ่านล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้ง
สองทิศทาง คือ ทาง forward primer  และ reverse primer แลว้น าผลท่ีไดม้าตรวจสอบยืนยนัความถูกตอ้ง
ของสายนิวคลีโอไทด์  จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้งน้ี  ไปท าการเปรียบเทียบกนัมากกว่า        
2 สาย (Multiple  sequence alignment) พบวา่ บริเวณของยีน MADS – box  มีต าแหน่งสนิปส์หรือ
ต าแหน่งท่ีมีนิวคลีโอไทด์เปล่ียนแปลงไป 5 แห่ง คือ นิวคลีโอไทด์ ต าแหน่งท่ี 220, 256,  272,  279 และ 
308  ซ่ึงแต่ละต าแหน่งเหล่าน้ียงัสามารถบ่งช้ีชนิดของปาลม์น ้ ามนัในแต่กลุ่มได ้ดงัน้ี 
 1. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 220 (SNPTan) ปาล์มน ้ ามนั Deli Dura และชนิดดูราของ Tanzania มี
นิวคลีโอไทด์เป็น C ขณะท่ีชนิดพิสิเฟอราของ Tanzania มีนิวคลีโอไทด์เป็น G ส าหรับชนิดเทเนอรา
ของTanzania ก็จะเป็น heterozygous ท่ีต  าแหน่งน้ีคือมีนิวคลีโอไทดท์ั้งสองแบบ   

 2. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 256 (SNPDA) พบว่า ดูราของ Deli Dura และ DAMI, DAMI 
Pisifera  และ DAMI Tenera  มีนิวคลีโอไทดเ์ป็น C , G , และ C/G  ตามล าดบั   

3. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 272 (SNPENGC) พบวา่ ดูราของ Deli Dura, Ekona , Nigeria , Ghana  
และ  Calabar  มีนิวคลีโอไทด์เป็น T เหมือนกนั และพิสิเฟอราของปาล์มตระกูลเหล่าน้ีจะมี  นิวคลีโอไทด์
เป็น C  ดงันั้น  เทเนอรา ซ่ึงเป็นheterozygous ของปาลม์เหล่าน้ีจะเป็น T/C    
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4. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 279 (SNPTaYa) ท่ีจุดน้ี ดูราของDeli Dura Tanzania และYangambi 
จะมีนิวคลีโอไทด์เป็น A และจะเปล่ียนเป็น T เม่ือเป็นพิสิเฟอรา ฉะนั้น เทเนอราของTanzania และ
Yangambi จะมีทั้ง 2 นิวคลีโอไทด ์คือ A/T         

5. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์สุดทา้ยท่ีพบ คือ 308 (SNPLaAv) เป็นต าแหน่งสนิปส์ ท่ีกลุ่มพนัธ์ุ Deli 
Dura ปาล์มชนิดดูราของ La Me และAVROS  เป็น C และพิสิเฟอราของกลุ่มเหล่าน้ีเป็น A ฉะนั้น   
เทเนอราของกลุ่มน้ีจึงเป็น C/A ดงัแสดงในFigure 2 จากภาพ ต าแหน่งในสายนิวคลีอิกแอซิคใด ๆ ท่ี
ผนัแปรมีนิวคลีโอไทด์ 2 แบบ ในต าแหน่งเดียวกนัจะถูกแทนที่ดว้ย IUB codes หรือ IUPAC 
anotation โดยท่ี C/G  จะถูกแทนท่ีดว้ยอกัษร S (strong), A/C จะถูกแทนท่ีดว้ย M (aMino),  A/T จะ
ถูกแทนท่ีดว้ย W (weak) และ C/T จะถูกแทนท่ีดว้ย Y (pYrimidine) (IUPAC-IUB, 1970) การ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ทั้ง 5 ต  าแหน่งดงักล่าวขา้งตน้ ไดท้  าการตรวจสอบยืนยนัซ ้ าจากกราฟของ
ส า ย นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์  ( electropherogram) ท่ี ไ ด้ จ า ก ก า ร อ่ า น ล า ดับ พัน ธ์ุ ก ร ร ม ข อ ง ดี เ อ็ น                      
(DNA Sequencing) แสดงในFigure 3 (a)-(e) และในTable 4 ไดแ้สดงขอ้มูลต าแหน่งสนิปส์ท่ีใชใ้น
การตรวจชนิดพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัทั้ง 10 กลุ่มพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Deli Dura, DAMI, Ekona, Ghana,  La Me, 
Nigeria, Tanzania, Yangambi, AVROS และ Calabar ชนิดของผล  (Fruit Type) และจ านวนตวัอยา่ง
ท่ีน าไปอ่านล าดบัพนัธุกรรม  

Singh et al.(2013) ไดร้ายงานวา่ พบการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) 2 ต  าแหน่ง ต าแหน่ง
แรกเป็นของ Congo (AVROS) และ Tanzania สอดคลอ้งกบัต าแหน่ง SNPTaYa  ของการศึกษาคร้ังน้ี 
แต่แตกต่างกนัตรงท่ีการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ของ AVROS ในต าแหน่งน้ี 
กลบัพบในต าแหน่ง SNPLaAv    ส าหรับสนิปส์ต าแหน่งท่ีสองพบในกลุ่มพนัธ์ุ  Nigeria สอดคลอ้งตรง
กบัต าแหน่ง SNPENGC ของรายงานฉบบัน้ี  ซ่ึงจากการทดลองน้ีมีการพบวา่ต าแหน่งน้ี  นอกจากมีการ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) ของ Nigeria แลว้ ยงัพบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์  กลุ่ม  
Ekona  Ghana และ Calabar  ดว้ย อน่ึงจากผลของการอ่านล าดบั นิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน MADS-
box คร้ังน้ี พบต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเพิ่มเติมอีก 3 แห่ง ซ่ึงเป็นรายงานคร้ังแรก
ยงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน คือ SNPTan  SNPDA และ SNPLaAv  สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลใน
การจ าแนกชนิดของปาล็มน ้ามนัได ้

Singh et al.(2013) ไดก้ล่าวถึงเหตุผลเพิ่มเติมวา่การเปล่ียนแปลงของหน่ึงนิวคลีโอไทด์ ใน
ส่วนของยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนนั้น ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน จาก Leucine 
เป็น proline และ lysine เป็น asparagines ท่ีในบริเวณ Conserved DNA binding และ dimerization 
domain ของยีน MADS-box และคาดวา่กรดอะมิโน  ตวัใหม่ไม่สามารถจะจบัตวักบัโปรตีนนั้น เพื่อ
สร้างกะลา (Shell) ของปาล์มน ้ ามนั จึงท าให้ผลชนิดพิสิเฟอราไม่มีกะลา การทดลองคร้ังน้ีจึงไดน้ า
ล าดบันิวคลีโอไทด์  ในช่วงท่ีตรวจพบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดเปล่ียนเป็นล าดบั
โปรตีน  (Protein sequence) โดยใชโ้ปรแกรม ExPASy พบวา่ต าแหน่ง สนิปส์หรือต าแหน่งท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ของ codon ในบริเวณ   MADS-box ยีนของปาล์มน ้ ามนัท่ีพบ 5 แห่ง ท าให้
เกิดการเปล่ียนกรดอะมิโนทุกต าแหน่ง ดงัแสดงใน Figure 4  
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การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนเหล่าน้ี เกิดข้ึนในบริเวณเดียวกับท่ีถูกรายงานโดย        
Singh et al.(2013) จึงสามารถวเิคราะห์ไดว้า่ กรดอะมิโนตวัท่ีเปล่ียนแปลงไปอยูใ่นบริเวณ Conserved 
DNA binding และ dimerization domain ของยีน MADS-box การเปล่ียนแปลงของโครงสร้างกรด    
อะมิโนท าให้โปรตีนที่เกิดข้ึนนั้นไม่สามารถท างานไดต้ามปกติ ท าให้การสร้างกะลา (Shell) ของ
ปาลม์น ้ามนัเกิดความผดิปกติ เป็นผลใหผ้ลปาลม์น ้ามนัชนิดพิสิเฟอราไม่มีกะลา 
III. การตรวจวเิคราะห์แยกชนิดของปาล์มน า้มัน โดย Real Time PCR 
 3.1 ออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับตรวจสนิปส์ ออกแบบไพรเมอร์และโพรบ
ส าหรับต าแหน่งสนิปส์ท่ีพบแต่ละต าแหน่ง โดยใชโ้ปรแกรม TaqMan Probe and primer chemistry 
and design  ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และโพรบ  ซ่ึงติดฉลากดว้ยสีฟลูออเรสเซนต ์ VIC กบั 
FAM  ของทั้ง 4 ต าแหน่ง  คือ SNPDA  , SNPENGC,  SNPTaYa และ SNPLaAv ส าหรับ SNPTan   ตรวจสนิปส์
ของปาล์มน ้ ามนักลุ่ม Tanzania ไม่ไดท้  าการออกแบบโพรบและไพรเมอร์ไวเ้พราะสามารถใชไ้พรเมอร์
และโพรบของ SNPTaYa  ไดเ้ช่นกนั ดงัFigure 5 เป็นการแสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ โพรบ 
และการติดฉลากสีฟลูออเรสเซนต ์สี VIC และ FAM ทางดา้น 5’ ของโพรบ ทั้ง 2 สาย ส าหรับปลาย 3’ 
ของโพรบติดดว้ย Quencher ซ่ึงจะเป็นส่วนควบคุมไม่ให้สี  VIC และ FAM  มีการแสดงออกถา้ยงัติด
อยูก่บัสายโพรบ  ทางทิศทางน้ียงัมี Miner groove  binder  (MGB)  เพื่อช่วยให้สายโพรบเกาะกบั 
DNA helix ใหดี้ข้ึน 

3.2  การตรวจแยกชนิดปาลม์น ้ามนัของศูนยว์ิจยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี 
 ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์มท่ีสกดัดีเอ็นเอไวแ้ล้ว จ านวน 129 ตวัอย่าง

พนัธ์ุ ท่ีทราบประวติัพนัธ์ุและมีการพิสูจน์ทราบแล้วว่าเป็นปาล์มน ้ ามนัชนิดใดบา้ง เพื่อยืนยนัความ
ใชไ้ดข้องไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบไวต้ามขอ้ 3.1  ผลการตรวจวิเคราะห์จาก Allelic Discrimination  
ให้ขอ้มูลชนิดของพนัธ์ุเป็น ดูรา พิสิเฟอรา  และ เทเนอรา  ถูกตอ้งทุกพนัธ์ุ  จากFigure 6 (a)  เป็นการ
ตรวจปาล์มน ้ ามนักลุ่มพนัธ์ุ AVROSโดยใชไ้พรเมอร์และโพรบของ SNP LaAv (C/A)  ใน Amplification 
plot จะเห็นวา่สีฟลูออเรสเซนต ์VIC กบั FAM จะข้ึนให้เห็นในรอบท่ี  24-26 ของเคร่ือง  Real Time PCR  
เม่ือท าการวิเคราะห์ผลใน  Discrimination plot  ก็ให้ผลท่ีถูกตอ้ง  ในFigure 6 (b) เป็นผลการตรวจ
วิเคราะห์ปาล์มน ้ ามนัของ Tanzania และ La Me โดยใชไ้พรเมอร์และโพรบ SNPTaYa  (A/T)  และ  
SNPLaAv (C/A) ตามล าดบั แต่เม่ือลองใชไ้พรเมอร์และโพรบ SNPDa (C/G)  มาตรวจประชากรทั้ง 2 กลุ่ม 
จะพบการกระจายของ allele ใน Allele Discrimination plot กระจดักระจายไม่สามารถอ่านผลได ้
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3.3  การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนับริษทัเอกชน 
   ผลการใช้ไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบและสังเคราะห์ข้ึน มาตรวจปาล์มของ
บริษทัเอกชน  ไดแ้ก่ บริษทั  โกลเดน้ เทเนอรา จ ากดั,  บริษทัยนิูวานิช น ้ามนัปาล์ม จ ากดั  และบริษทั
ทกัษิณปาล์ม  ซ่ึงปลูกไวท่ี้อ าเภอหนองเสือ  จงัหวดัปทุมธานี จ านวน 60  ตวัอยา่ง  พบวา่ พนัธ์ุปาล์ม
น ้ ามนัทั้งหมดเป็นชนิดเทเนอรา  แต่การเก็บตวัอยา่งค ร้ัง น้ีพบปาล์มสายพนัธ์ุ Compact ของบริษทั 
อาร์ แอนด ์ดี  เกษตรพฒันา  ซ่ึงยงัไม่เคยมีประวติัพนัธ์ุ จึงจะตอ้งน าตวัอยา่งมาศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
IV. ผลการพฒันาวธีิการตรวจชนิดของปาล์มน า้มันให้รวดเร็วขึน้ 
 ผลจากการตดัปลายใบเป็นรูปส่ีเหล่ียมขนาด 1.5x1.5 เซนติเมตร ใส่ถุงท่ีมีน ้ ากลั่น       
300 ไมโครลิตร แลว้ใชค้อ้นขูดใบปาล์มน ้ ามนัจากภายนอกถุงให้น ้ าเป็นสีเขียวอ่อน แลว้ดูดใส่ในหลอด  
1.5 มิลลิลิตร จ านวน  2 ไมโครลิตรท่ีมี Dilution buffer อยู ่18ไมโครลิตร  ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวี่ยง
ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  น าน ้ าใสส่วนบนไปท า PCR พบว่าไดผ้ลผลิต PCR การ
สกดัดีเอน็เอจากใบปาลม์วธีิน้ีสะดวกและรวดเร็วมาก ไดท้ดลองน าน ้าใสส่วนบนท่ีสกดัไดไ้ปตรวจวิเคราะห์ 
ชนิดของปาล์มโดยใชไ้พรเมอร์กบัโพรบท่ีออกแบบไวบ้นเคร่ือง Real time PCR ปรากฏวา่ไม่มีผลผลิตของ 
PCR เลย แมจ้ะตั้งเคร่ือง Real time PCR ถึง 50 รอบแลว้ก็ตาม ดงันั้น จึงน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดอ้ยา่งรวดเร็ว
ขา้งตน้ 1 ไมโครลิตร ไปท า Nested PCR ก่อน โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษซ่ึ์งสามารถจะขยายยีนใน
ส่วนท่ีตอ้งการตรวจวเิคราะห์ไดทุ้กพนัธ์ุ ก่อนจ านวน 25, 30, 35 และ 40 รอบ จากนั้นเจือจางผลผลิตของ PCR  
500 เท่า จึงน าไปตรวจวิเคราะห์ ชนิดของปาล์มน ้ ามนัโดยใช้ไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบไว ้ส าหรับ
ตรวจสนิปส์  ปรากฏวา่ การท า Nested PCR 35 กบั 40 รอบ ตรวจพบผลผลิต  PCR เร็วมากในรอบท่ี 14-18 แต่
เม่ือวเิคราะห์ผลใน Allelic Discrimination plot พบวา่ผลการวเิคราะห์กระจดักระจาย ไม่สามารถสรุปผลได ้แต่
การท า Nested PCR 30 รอบ ให้ผลดีท่ีสุดไม่แตกต่างจากการใช้ดีเอ็นเอท่ีสกดัจากวิธี CTAB  การพฒันา
วธีิการตรวจน้ีท าใหผู้ป้ฎิบติัท างานไดส้ะดวก รวดเร็วข้ึนมาก 
V. การพฒันาวธีิตรวจสนิปส์เพือ่แยกชนิดของปาล์มน า้มันด้วยเคร่ือง PCR ทัว่ไป 
 จากการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสนิปส์ทั้ ง  4 แห่ง เพื่อจ าแนกชนิดของ            
ปาลม์น ้ามนั เม่ือท าการทดสอบความใชไ้ดข้องไพรเมอร์พบวา่สามารถตรวจสนิปส์ไดดี้ 3 ต าแหน่ง ดงัน้ี 
 ต าแหน่ง SNPDA ใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ คือ  Mut218-D-F1 5’CGGCAGGTCACTTTCTGCAAGC 3’, 

Mut218-D-R1 5’GCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC 3’  และ  Mut218-P-F1 5’CGGCAGGTCACTTTCTGCAAGG 3’, 

Mut218-P-R 5’TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC 3’ ไพรเมอร์คู่แรกในต าแหน่งน้ีให้ผลผลิตของ PCR  
ขนาด 200 คู่เบส กบัปาล์มน ้ ามนั DAMI ชนิดดูราและเทเนอรา ไม่ให้ผลกบัพิสิเฟอรา ไพรเมอร์คู่ท่ี
สองให้ ผลผลิต PCR ขนาด 276 คู่เบส กบัปาล์มน ้ ามนั DAMI ชนิด พิสิเฟอรา กบั เทเนอรา แต่ไม่ได้
ใหผ้ลกบัดูรา ดงัแสดงในFigure 7 (a) 
                    ต าแหน่ง SNP TAYA ใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ คือ Mut106-D-F3 5’GCCGAAATGGACTGCTGAAGTAA 
3’ Mut106-D-R1 5’GCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC 3’ และ Mut106-P-F1 5’GCCGAAATGGACTGCTGAAGGAT 3’ 
Mut106P-P-R 5’ TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC 3’ โดยท่ีไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ น้ี ส าหรับตรวจสนิปส์ 
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ของปาล์มน ้ ามนั Tanzania กบั Yangambi โดยท่ีไพรเมอร์คู่แรกให้ผลผลิต PCR ขนาด 172 คู่เบส กบั 
ดูรา และ เทเนอรา และ ไพรเมอร์คู่ท่ีสองให้ผลผลิต PCR กบั พิสิเฟอรา กบั เทเนอรา ขนาด 264 คู่
เบส แสดงในFigure 7 (b) ส าหรับสนิปส์ในต าแหน่ง SNPLaAv และ SNPENGC การออกแบบไพรเมอร์
เพื่อตรวจชนิดของปาล์มน ้ ามนัโดยใช ้ PCR ทัว่ไปยงัไม่ส าเร็จตอ้งท าการทดสอบปรับสภาวะการท า 
PCR หรือออกแบบไพรเมอร์  คู่ใหม่เพิ่มเติมต่อไป 
 

สรุปผลการทดลอง 
ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด microsatellite จ านวน 13 คู่ท่ีเหมาะส าหรับใชจ้  าแนกและ

ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นต้นพ่อและต้นแม่รวม        
10 กลุ่มพนัธ์ุ (Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania 
และ La Me) พบวา่ La Me มีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างจากประชากรกลุ่มอ่ืน ๆ มากท่ีสุด  รองลงมาไดแ้ก่ 
Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana ส าหรับกลุ่ม AVROS มีพนัธุกรรมท่ีคลา้ยคลึงกบั Deli Dura
ท่ีใช้เป็นประชากรแม่มากสุด รองลงมาคือ DAMI  แต่เคร่ืองหมายโมเลกุล 13 คู่น้ีไม่สามารถแยก
ความแตกต่างภายในประชากรแม่พนัธ์ุ Deli Dura ได ้ จึงคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพิ่มเติมอีก 19 คู่ท่ี
ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอภายในประชากร  Deli Dura ไดถึ้ง 44 alleles  นอกจากน้ียงัได้
เคร่ืองหมายโมเลกุลอีก 32 คู่ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ียท่ี
เป็นลูกผสมระหว่างสปีชีส์ (E.guineensis x E.oleifera) จ านวน 182 ตวัอย่างพนัธ์ุ  ขอ้มูลความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีได้จากการศึกษาคร้ังน้ี จ านวน 13,771 ข้อมูล แสดงในรูปความยาว 
alleles ถูกเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั ส าหรับใช้ในการสืบคน้ จ าแนก 
ตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุ และใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุได ้
 จากการใช้เทคนิคสนิปส์ตรวจสอบยีน  MADs-box ส าหรับแยกชนิดของปาล์มน ้ ามนั
พบสนิปส์ 5 ต าแหน่งท่ีสามารถจ าแนกประชากรแม่พนัธ์ุดูรา พอ่พนัธ์ุพิสิเฟอรา และลูกผสมเทเนอรา
ทั้งหมดท่ีศึกษาไดด้งัน้ีคือ สนิปส์  SNPENGC (T/C),  SNPTaYa (A/T),  SNPDA (C/G),  SNPLaAv (C/A) 
และ SNPTan (C/ G)  ส าหรับสนิปส์  3  ต าแหน่งหลงัเป็นการคน้พบคร้ังแรกในการศึกษาน้ี 
  นอกจากนั้นยงัประสบความส าเร็จในการออกแบบโพรบและไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบ
ปาล์น ้ ามนัชนิด ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา โดยใชเ้คร่ือง Real-Time PCR ตลอดจนไพร์เมอร์ 2 คู่ท่ีใชก้บั
เคร่ือง PCR ทัว่ไป 

 
 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
 1. ใช้เทคนิคในการตรวจวิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพกล้าพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัรองรับ 
พรบ.คุม้ครองพนัธ์ุพืช พ.ศ.2542 โดยคดัแยกตน้ดูราออกจากลูกผสมเทเนอรา 
 2. สร้างแปลงพนัธ์ุพอ่ชนิด  พิสิเฟอรา  ซ่ึงไดจ้ากการผสมขา้มระหวา่งตน้เทเนอรา  ดว้ยกนั  
จะไดต้น้ปาลม์น ้ามนัชนิด ดูรา เทเนอรา และพิสิเฟอรา ในอตัรา 1:2:1 คละกนั แต่เดิมตอ้งน าไปปลูกหมด  
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เพราะการแยกชนิดท าไม่ไดใ้นระยะตน้กลา้ ตอ้งตรวจสอบเม่ือติดผลแลว้เท่านั้น  ท าให้ส้ินเปลืองเน้ือท่ี
แรงงานและค่าใช้จ่ายตลาดจนเวลาในการดูแลรักษา และตน้พ่อพนัธ์ุพิสิเฟอราอยู่กระจดักระจาย การ
รวบรวมเกสรท าไดย้าก แต่ถา้ใช้เทคโนโลยีท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี  สามารถเลือกตน้พิสิเฟอราท่ีมีเพียง 
25% ท าใหส้ามารถน าไปปลูกติดกนัประหยดัทั้งเน้ือท่ี  แรงงาน งบประมาณ และการดูแลรักษา 
 3. เทคนิคการตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุและตรวจลูกผสม Tenera ในระยะกลา้สามารถ
ใชเ้ป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ กรณีมีการฟ้องร้องเร่ืองชนิดของกลา้พนัธ์ุและความตรงตามพนัธ์ุ ได้ 

4. ไดข้อ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอและความหลากหลายของปาล์มน ้ ามนั  ส าหรับใชสื้บคน้ใน
การจ าแนกพนัธ์ุ ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและปรับปรุงพนัธ์ุ 
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Table 1 Size and number of alleles per locus (Primer) and actual heterozygosity of oil palm Deli 
Dura, different male parent populations, DOA’s recommended oil palm varieties (Surat Thani 1-8) 
of 246, 151 and 74 plants, respectively. The samples were amplified with 13 SSR primers. 

No. Primer Size of alleles (Base pair) No. of  
alleles 
alleles 

Heterozygosity 
1 mEgCIR007

4 
118, 120, 122, 124, 126, 128 , 130 7 0.13 

2 mEgCIR017
3 

112, 114, 118, 134 , 140 5 0.09 
3 mEgCIR080

4 
191, 195, 197, 199, 201, 203, 205, 207, 209 , 211 10 0.09 

4 mEgCIR342
8 

157, 159, 165, 167, 169, 171 , 181 7 0.11 
5 mEgCIR364

1 
167, 171, 175, 183, 185, 187 , 197 7 0.26 

6 mEgCIR364
3 

134, 136, 144, 146, 148 , 154 6 0.16 
7 mEgCIR369

8 
164, 166, 172, 174 , 182 5 0.10 

8 mEgCIR087
4 

215, 217, 221, 231, 235, 237, 239, 247, 249, 255 257 11 0.14 
9 mEgCIR221

5 
100, 112, 114, 116, 118, 120, 124, 128 , 130 9 0.25 

10 mEgCIR257
7 

71, 87, 89, 93, 103, 105 , 107 7 0.26 
11 mEgCIR351

9 
216, 222, 232, 234, 240, 242 , 250 7 0.23 

12 mEgCIR359
3 

146, 152, 154, 162, 168, 172 , 174 7 0.05 
13 mEgCIR375

5 
230, 238, 246, 250, 256, 258 , 262 7 0.19 

  Total 95  
 
Table 2 Size and number of alleles per locus and actual heterozygosity of 96 plants from Deli Dura 
female parent. The breeding materials were collected in the area of Surat Thani oil palm Research 
Center. The data were derived by 19 SSR primers respectively. 

No. Primer Size of alleles (Base pair) No. of  alleles Heterozygosity 
1 mEgCIR0246 261, 265, 291 3 0.55 
2 mEgCIR0280 214, 246 2 0.49 
3 mEgCIR0445 352, 362, 366 3 0.47 
4 mEgCIR0521 131, 137 2 0.23 
5 mEgCIR2332 220, 236 2 0.34 
6 mEgCIR3286 120, 130, 138 3 0.19 
7 mEgCIR3298 110, 130, 146 3 0.45 
8 mEgCIR3311 100, 108 2 0.67 
9 mEgCIR3383 185, 199 2 0.38 
10 mEgCIR3402 193, 215 2 0.18 
11 mEgCIR3555 237, 259 2 0.26 
12 mEgCIR3653 118, 122 2 0.29 
13 mEgCIR3655 181, 191 2 0.36 
14 mEgCIR3668 117, 141 2 0.36 
15 mEgCIR3684 90, 94, 106 2 0.32 
16 mEgCIR3691 174, 184, 188 3 0.38 
17 mEgCIR3705 166, 176 2 0.25 
18 mEgCIR3813 160, 168 2 0.45 
19 mEgCIR3869 130, 140, 144 3 0.50 
    Total 44   
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Table 3  Summary of alleles size and allele numbers obtained  from 471 oil palm samples              
in 10 population types.   The samples were amplified with 13 SSR primers. 
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Figure 1 The genetic relationship of 151 samples from 9 distinct male parent populations included       
4 samples of Deli Dura female parent, use as breeding materials. The dendrogram was generated by 
similarity matrix data of 13 SSR primers.  
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Note: C/G = S(Strong-3H bonds), A/C = M(aMimo), A/T = W(Weak-2H bonds), C/T = Y(pYrimidine) 

 
Figure 2   Multiple sequence alignment of oil palm MADS-box gene in three shell types (Dura, 
Pisifera, Tenera) of 10 distinct oil palm populations. The five polymorphic SNPs position           
were identified as follow,  SNPTan ; a nucleotide “C” in Deli  and Tanzania dura is substituted with 
nucleotide “G” in  Tanzania pisifera, SNPDA ; a nucleotide “C” in Deli and DAMI dura is 
substituted with nucleotide “G” in DAMI pisifera, SNPENGC ;  a nucleotide “T” in Deli, Ekona, 
Nigeria, Ghana and Calabar dura is substituted  with  nucleotide “C” in Ekona, Nigeria, Ghana and 
Calabar Pisifera,  SNPTaYa ; a nucleotide  “A” in Deli, Tanzania and Yangambi dura is substituted  with 
nucleotide “T” in Tanzania and Yangambi Pisifera, SNPLaAV ; a nucleotide “C” in Deli, La Me and 
AVROS dura is  substituted  with nucleotide “A” in La Me and AVROS Pisifera. 
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Figure 3   The electropherogram of MADS-box gene sequences of each SNP position showed       
a nucleotide substitution (black arrow) between dura and pisifera oil palm, (a) SNPTan (C/G); (b) 
SNPDA (C/G); (c) SNPENGC (T/C); (d) SNPTaYa (A/T); (e) ,  SNPLaAV  (C/A). Two electropherogram 
peaks at the same position were observed in tenera sequences.  
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Table 4   Summary of 5 SNPs positions for genotyping oil palm shell type. Data were generated 
from nucleotide sequences of MADS-box gene from 10 oil palm populations, total 129 plant 
samples. 

Type Fruit 
Type 

No. of 
samples SNPTan SNPDA SNPENGC SNPTaYa SNPLaAV reference 

Deli Dura Dura 6 C C T A C  
Dami Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G G T A C 

 Tenera 3 G C/G T A C 
Ekona Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G C C A C 

 Tenera 4 G C T/C A C 
Ghana Dura 4 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

4 G C C A C 

 Tenera 3 G C T/C A C 
La Me Dura 13 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

13 G C T A A 

 Tenera 11 G C T A C/A 
Nigeria Dura 3 G C T A C 

Singh et 
al. 2013  

Pisifer
a 

3 G C C A C 

 Tenera 3 G C T/C A C 
Tansania Dura 4 C C T A C 1.Singh 

et al. 
2013 

2. This 
study 

 
Pisifer
a 

4 G C T T C 

 Tenera 4 C/G2 C T A/T1 C 
Yangambi Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G C T T C 

 Tenera 2 G C T A/T C 
AVROS Dura 4 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

4 G C T A A 
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Figure 4 The nucleotide sequence encoded MADS-box gene was translated to peptide sequence.            
A nucleotide substitution (highlighted in gray) in each codon results in amino acid change 
(highlighted in yellow)   which related to oil palm dura and pisifera shell type, as follows; 
Dura; (C)AG = Q (Glutamine),  (C)GC = R (Argimine),  C(T)G = L (Leucine), AA(A) = K (Lysine),  G(C)T = A (Alanine)  
Pisifera;  (G)AG = E (Glutamic acid),  (G)GC = G (Glycine),  C(C)G = P (Proline),  AA(T) = N (Asparagines),  
G(A)T = D (Aspartic acid) 
 
 
 
 
 
 

 
SNPTaYa (A/T) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (A)    FAM-5'-CTCATAAGCATTCTTC-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (T) VIC-5'-CAACTCATAAGCTTTCTTC-Q-(MGB)-3' 

SNPLaAV (C/A) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-CCGGCTGGAGAAGACAATAAGG-3' 
Hybridization probe (A) FAM-5'-CTTTGTGATGATGAGGTT-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (C) VIC-5'-CTTTGTGATGCTGAGGTT-Q-(MGB)-3'  
SNPDA (C/G) 
Forward primer 5'-AGCCGGCAGGTCACTTTC-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (C) FAM-5'-CATTTCGGCCTTTGCA-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (G) VIC-5'-CATTTCGGCGTTTGCA-Q-(MGB)-3'  
SNPENGC (T/C) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (C)    FAM-5'-TGGACTGCCGAAGAA-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (T) VIC-5'-AAATGGACTGCTGAAGAA-Q-(MGB)-3'  

Figure 5  Probes and primers used in SNP genotyping analysis for determining oil palm shell type. 
(a) Showed the shell type of commercial hybrid tenera (Thin) derived from cross between female 
dura (Thick) and male pisifera (no shell). (b) Two specific hybridization probes were designed from 
polymorphic nucleotide of each SNP position (highlighted in yellow). The probe was separately 
labeled by fluorescent dye FAM® or VIC® color at the 5’ end. Quencher (Q) and Minor Groove 
binder (MGB) were incorporated at the 3’ end of all probes. 
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Figure 6  (a) The result of shell type detection on AVROS samples (dura, pisifera and tenera) by                
primer and probe designed from SNPLaAv nucleotide sequence.The amplification and allelic 
discrimination     plot were generated by real time PCR. (b) The discrimination plots generated by 
real time PCR showed oil palm shell type detection of Tanzania and La Me samples. 
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Figure 7  The detection of oil palm shell types by allelic specific primers. (a) The primer Mut218-
D-F1/R1 gave the positive amplification (200 bp) in DAMI dura and DAMI tenera, while primer 
Mut218-P-F1/R gave the positive amplification (276 bp) in DAMI pisifera and DAMI tenera. (b) 
The primer Mut106-D-F3/R1 gave the positive amplification (172 bp) in Tanzania dura and 
Tanzania tenera, while primer Mut106-P-F1/R gave the positive amplification (264 bp) in Tanzania 
pisifera and Tanzania tenera. 
 

 

 

(a) 

(b) 
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สารชีวภาพจากแบคทเีรียแลคติกแอซิด 
Bioactive Ingredients from Lactic Acid Bacteria 

 

พชัรี  ลิมปิษเฐียร1/     ศุภมาศ  กล่ินขจร1/    สุปรียา  ศุขเกษม1/     พจันา สุภาสูรย ์2/ 
Patcharee   Limpisathian1/  Supamas   Klinkajorn 1/      Supreeya   Sukkasem 1/     Patchana   Supasoon 2/ 

 

ABSTRACT 
 Lactic acid bacteria (LAB) play an important role in fermented products such as yogurt and 
proteolytic enzyme for industry used. The main roles of LAB are the production of lactic acid and 
proteolysis of the substrate to release peptides and free amino acids. In this study, peptide of nisin 
composed of 34 amino acids and ϒ-amino butyric acid (GABA) derived from free amino acid were 
investigated. Nisin as a biopreservative peptide produced by cleavage of leader peptides by specific 
peptidase from Lactococcus spicies. It inhibits biosynthesis of DNA, RNA, protein and 
polysaccharides in food poisoning bacteria and recognizes as safe. In addition, GABA produces 
from the substrate of glutamic acid by glutamic acid decarboxylase (GAD) enzyme. It inhibits 
neurotransmitter at nerve receptor site to reduce blood pressure, sleeplessness and depression 
symptom. The objectives of this study were to produce nisin using soy milk as medium and use it as 
biopreservative in pasteurized soy milk and tofu. The investigation included the optimal condition 
for GABA synthesizing from glutamic acid as substrate by LAB and applied to use in food 
products. The research was conducted at Post-harvest and Processing Research and Development 
Office, Department of Agriculture during October 2011 - September 2013. 

In this study, Lactococcus lactis 1520 (Lc. 1520)alone or together with Lactobacillus 
delbrueckii 892 (Lb. 892)were inoculated in sterilized soy milk growth medium fermented under 
nitrogen. Temperature was control at 30ºCandstirred at 80 rpm. Clear zone method was using for 
nisin detection. The results showed that acidity was produced mostly by Lactobacillus sp. during 
pH 6.4 to 3.8. It was dropped to 4.0 within 10 hours. As the result, the production of nisin was in 24 
hours and there were nonsignificant difference comparing to 48 hours. To comparison, nisin 
produced by Lc. 1520plus Lb. 892was higher than Lc. 1520 alone in 24 hours. There were 
significant difference (p<0.01). Moreover, to study the optimal condition for synthesizing GABA, 
the three LAB; Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (Lb. 8014), Lactobacillusbrevis NCIMB 947 
                                           
1 ส านกัวิจยัและพฒันาวิทยาการหลงัการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร  
   Post-Harvest and Products Processing Research and Development Office   
2 ส านกัพฒันาระบบและรับรองมาตรฐานสินคา้พืช 
   Plant Standard and Certification Office 
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and Lactococcus lactis NCIMB 701007, were examined. The results showed that LAB which had 
the highest ability to synthesis GABA was Lb. 8014. It could synthesize GABA as 162.1 mg/100g 
when the MSG had change from 0% to 0.1%. After that the application GABA fermentation was 
performed in Chinese cabbage fermented to produce a product with high GABA as the sandwich 
spread. Furthermore, the GABA synthesization by LAB was applied in mushroom because it 
contained high amount of glutamic acid which was the precursor of GABA. The results showed that 
although mushrooms consisted high content of glutamic acid but LAB could not use it as the 
precursors in the synthesis of GABA. When GABA was determined in fermented mushroom, it 
showed small amount in the product. This could estimate that LAB could not utilize glutamic acid 
occurring in the mushroom. On the whole, soy milk has potential to use as an alternative medium 
for nisin production and it has strong possible to use as the biopreservative for soy products such as 
pasteurized soy milk and tofu.In addition,GABA was used for products with high GABA as the 
sandwich spread. Consuming 100 grams of Chinese cabbage sandwich spread contained GABA 
93.2 mg and also gained 213.18 kcal of energy. 
 

Key-words : bacteriocin, nisin, soy milk, lactic acid bacteria, GABA, -Aminobutyric acid, ermentation 
 

บทคดัย่อ 
แบคทีเรียแลคติกแอซิดถูกน ามาใชป้ระโยชน์ในการเป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติกในระบบทางเดิน

อาหาร นอกจากน้ียงัใชใ้นการผลิตสารชีวภาพเพื่อเติมในผลิตภณัฑ์อาหารสุขภาพ สารชีวภาพท่ีเกิดจาก
การหมกัแบคทีเรียแลคติกแอซิดสองชนิด ไดแ้ก่ ไนซิน (Nisin) เป็นสารกนับูดชีวภาพ (Biopreservative) 
ไดจ้ากการหมกัเช้ือแลคโตคอคคสั และกาบา้ (GABA) เป็นสารส่ือประสาทชนิดยบัย ั้งไดจ้ากการหมกั
เช้ือแลคโตบาซิลลสั งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคใ์นการใชป้ระโยชน์จากแบคทีเรียแลคติกแอซิดเพื่อให้ได้
เทคโนโลยีการสังเคราะห์ไนซินในถังหมกัโดยใช้นมถั่วเหลืองเป็นอาหารเล้ียงเช้ือแลคโตคอคคัส
แลคทิส 1520 (Lc. 1520) และเทคโนโลยีการสังเคราะห์กาบา้จากกรดกลูตามิคดว้ยเช้ือแลคโตบาซิลลสั
แพลนทาลมั 8014(Lb. 8014), แลคโตบาซิลลสับรีวิส 947(Lb. 947) และแลคโตคอคคสัแลคทิส 701007 
(Lc. 701007) รวมทั้งการใชป้ระโยชน์จากสารชีวภาพกบัผลิตภณัฑ์อาหาร ด าเนินการวิจยั ณ ส านกัวิจยั
และพฒันาวิทยาการหลงัการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร ปีงบประมาณ 2554 – 2556 การทดลอง
หมกัไนซินจากนมถัว่เหลืองในถงัหมกัท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 ºC ภายใตแ้ก๊สไนโตรเจน อตัราการคนท่ี 
80 รอบต่อนาที และควบคุมความเป็นกรดระหวา่ง 6.4 - 3.8 ดว้ยการหมกัเช้ือ Lc. 1520 ร่วมกบัการหมกั
เช้ือแลคโตบาซิลลสั 892 (Lb. 892) พบวา่การหมกัดว้ย Lc.1520 ควบคู่กบั Lb.892 ช่วยเร่งอตัราความเป็น
กรดให้ลดลงอย่างรวดเร็วภายในเวลา 10 ชัว่โมง และมีผลต่ออตัราการผลิตไนซินของเช้ือ Lc.1520 ใน
เวลา 24 ชัว่โมง อยา่งมีนยัส าคญั ดงันั้นปริมาณไนซินท่ีเกิดจากการหมกัเช้ือ Lc.1520 ร่วมกบั Lb.892 มี
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ปริมาณมากกวา่ไนซินท่ีเกิดจากการหมกัเช้ือ Lc.1520 อยา่งเดียวในเวลา 24 ชัว่โมงส าหรับการหมกักาบา้ 
พบวา่ Lb. 8014 มีความสามารถในการสังเคราะห์กาบา้สูงท่ีสุดถึง 162.1 มก. ต่อ 100 ก. เม่ือปริมาณ 
MSG เปล่ียนแปลงจาก 0% เป็น 0.1% การประยุกตใ์ชส้ภาวะของการสังเคราะห์กาบา้ดว้ย Lb. 8014 ใน
การผลิตแหนมเห็ดนางฟ้า พบวา่ถึงแมเ้ห็ดนางฟ้าจะมีปริมาณกลูตามิคสูงซ่ึงแบคทีเรียแลคติกแอซิดจะ
ใช้เป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์กาบา้แต่เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกาบา้ในแหนมเห็ดพบว่ามีปริมาณท่ี
ค่อนขา้งต ่า ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลคติกแอซิดไม่สามารถใช้กรดกลูตามิคในเห็ดนางฟ้าได ้
ประโยชน์ท่ีได้รับจากงานวิจยัน้ีคือการประยุกต์ใช้นมถัว่เหลืองเป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตไนซิน         
มีความเป็นไปได้สูงและสามารถใช้ประโยชน์จากไนซินในการยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์จาก       
ถัว่เหลืองไดแ้ก่นมถัว่เหลืองพลาสเจอไรซ์และเตา้หู้แผน่ได ้และการประยุกตใ์ช ้Lb. 8014 ในการเพิ่มกาบา้
ในผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีกาบ้าสูงซ่ึงคือ แซนวิชสเปรดผกักาดขาว โดยการบริโภคแซนวิชสเปรด
ผกักาดขาว 100 ก. จะไดรั้บกาบา้ 93.2 มก. และไดรั้บพลงังาน 213.8  กิโลแคลอรี 
 

ค าหลกั: แบคทีริโอซิน ไนซิน  นมถัว่เหลือง  แบคทีเรียแลคติกแอซิด  กาบา้   
               แกมมา-อะมิโนบิวไทริคแอซิด   การหมกั 

 

ค าน า 
แบคทีเรียแลคติกแอซิดถูกน ามาใช้ประโยชน์อย่างกวา้งขวางในการเป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก 

ช่วยในระบบทางเดินอาหารในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต ใชใ้นการผลิตเอนไซมย์อ่ยโปรตีนในอุตสาหกรรม
อาหารและยาโดยเอนไซม์จากแบคทีเรียแลคติกแอซิดย่อยสลายโปรตีนให้เป็นเปปไทมส์ั้ นๆ ไดแ้ก่ 
เปปไทมล์ดความดนัโลหิตและควบคุมความสมดุลยข์องเกลือแร่(SequenceNWGPLY)ซ่ึงเกิดจากการ
ย่อยโปรตีนถัว่เหลืองและเปปไทม์ลดคลอเรสเตอรอล (Sequence LPYPR) จากการย่อยโปรตีน  
ไกลซินิน (Korhonen and Pihlanto, 2003) แบคทีเรียแลคติกแอซิดยงัถูกใชใ้นการผลิตสารชีวภาพ
เพื่อเติมในผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อสุขภาพ สารชีวภาพท่ีเกิดจากการหมกัแบคทีเรียแลคติกแอซิด (LAB) 
สองชนิด ไดแ้ก่ไนซิน (Nisin) เป็นสารกนับูดชีวภาพ (Biopreservative) ไดจ้ากการหมกัเช้ือแลคโตคอคคสั 
(Lactococcus sp.)และกาบา้ (GABA)เป็นสารส่ือประสาทชนิดยบัย ั้ง(Inhibitory neurotransmitter) ได้
จากการหมกัเช้ือแลคโตบาซิลลสั (Lactobacillus sp.) ไนซินท าหน้าท่ีในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเป็นพิษ ตลอดจนเช้ือแลคติกแอซิดท่ีท าให้อาหารบูดเปร้ียวส่วนกาบา้ท า
หนา้ท่ีในการยบัย ั้งความกงัวลและความเครียดโดยเขา้ไปจบักบับริเวณส่วนรับสัญญาณประสาทมีผล
ต่อการลดความดนัโลหิตเพิ่มความสามารถในการเรียนรู้และบรรเทาอาการนอนไม่หลบั ซึมเศร้าและ
ระบบประสาทอตัโนมติัผดิปกติ 

การใชผ้ลิตภณัฑ์ธรรมชาติในการผลิตอาหารเพื่อความปลอดภยัและสุขภาพของผูบ้ริโภคจึง
นบัว่ามีความส าคญัอย่างยิ่งเป็นการลดอตัราความเส่ียงโรคมะเร็งจากการใช้สารเคมีในผลิตภณัฑ์
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อาหารไนซินจากแบคทีเรียชนิดแลคโตคอคคสัเป็นสารโพลีเปปไทด์ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 34 ชนิด
มีขนาด 3500 DA สามารถยอ่ยไดใ้นระบบยอ่ยอาหารของคนปกติใช้ควบคุมแบคทีเรียโดยมีผลต่อ
ผนงัเซลล์(Cell membrane) และ RNA ของเช้ืออาหารเป็นพิษไดแ้ก่ Listeria (L.) monocytogene 
Staphylococcus aureus Bacillus (B.) cereus และClostridium botulinum ไนซินไดรั้บการรับรองความ
ปลอดภยัและไม่เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาอนุญาตให้ใช้เป็น
สารเจือปนในอาหารในปริมาณสูงถึง 10,000 IU/g (FDA, 1988) และมีแนวโนม้การน ามาใชใ้นผลิตภณัฑ์
อาหารชนิดต่างๆ เพิ่มสูงข้ึนเร่ือยๆ ในต่างประเทศ  เช่น ประเทศองักฤษใช้ไนซิน 2.5 - 5 มก. /ลิตร ใน
การยืดอายุการเก็บรักษาไข่ท่ีผา่นการพลาสเจอร์ไรซ์ท่ีอุณหภูมิ 64.4ºC นาน 2.5 นาที ซ่ึงไม่เพียงพอ
ต่อการฆ่าเช้ือแบคทีเรียสปอร์และแบคทีเรียท่ีทนความร้อนสูง ประเทศออสเตรเลียและนิวซีแลนด์
อนุญาตให้ใช้ไนซินปริมาณไม่เกิน 10 มก./กก. ในผลิตภณัฑ์ประเภทครีม (Flavoured, Whipped, 
Thickened sour cream) และใชใ้นผลิตภณัฑ์แป้งแผน่ (Hot plate flour) ในปริมาณ 3.75 มก./กก.    
เพื่อยบัย ั้งเช้ือ B. cereusซ่ึงไม่ถูกท าลายระหวา่งกระบวนการให้ความร้อน นอกจากน้ียงัอนุญาตให้ใช้
ในปริมาณท่ีเหมาะสมในผลิตภณัฑ์เนยแข็ง ผลิตภณัฑ์จากมะเขือเทศ ท่ีมีค่าความเป็นกรดท่ี 4.5 
ผลิตภณัฑไ์ข่เหลว ผลิตภณัฑข์นมจากนมและไขมนั ซอส มายองเนส น ้าสลดั ซ่ึงตอ้งควบคุมค่าความ
เป็นกรดท่ี 4.2 เพื่อเพิ่มรสชาติแต่อาจเส่ือมเสียไดจ้ากแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกจึงเติมไนซินใน
ปริมาณ 2.5 - 5 มก./ล. และอนุญาตให้ใชใ้นผลิตภณัฑ์เน้ือและสัตวปี์กในปี 2007 ในปริมาณ 6.9 และ 
5.5 มก./กก. ตามล าดบั FSANZ (Food Standards Australian and New Zealand andCodex Standards) 
อนุญาตให้ใชไ้นซินในเน้ือและสัตวปี์กปริมาณ12.5 มก./กก. และ ระดบั GMP กบัผลิตภณัฑ์นม ไข่ 
และ น ้ าผกัผลไม้ จึงเห็นได้ว่าในต่างประเทศมีการใช้ไนซินอย่างกว้างขวาง  งานวิจัยน้ีจึงมี
วตัถุประสงคเ์พื่อใหไ้ดเ้ทคโนโลยกีารผลิตไนซินในถงัหมกัและการใชป้ระโยชน์กบัผลิตภณัฑ์อาหาร 
ด าเนินการศึกษาถึงชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือและการใช้ประโยชน์จากไนซินท่ีผลิตจากแบคทีเรีย      
แลคติกแอซิด เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรียที์่ท  าให้อาหารเส่ือมเสีย  โดยทดสอบกบั      
นมถัว่เหลืองเป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อลดตน้ทุนการผลิต เป็นเทคโนโลยใีหม่ 
 ส าหรับงานวิจยัในการสังเคราะห์ -Aminobutyric acid(GABA) ซ่ึงเป็นสารส่ือประสาท
ชนิดยบัย ั้ง (Inhibitory neurotrasmittert) มีหนา้ท่ีเขา้ไปจบักบับริเวณส่วนรับสัญญาณประสาท (Nerve 
receptor site) ท่ีก่อให้เกิดความกงัวลและความเครียด ในร่างกายมนุษยป์กติจะพบ GABA ประมาณ 
30-40% ในเซลลป์ระสาททั้งหมดในสมอง (Figure 1)  
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Figure 1   -Aminobutyric acid(GABA) as theinhibitory neurotrasmittert 

www.benzo.org.uk/manual/bzcha01.htm (Ashton, 2011) 
 
GABA สามารถสังเคราะห์ในพืชและจุลินทรียโ์ดยกระบวนการทางชีวภาพผา่นปฏิกิริยา (Decarboxylation) 
ของกรดกลูตามิคและเกลือของกรดกลูตามิคโดยเอนไซม์ GAD ดงัน้ี 
 

 

 

Figure 2 Glutamic acid as the precursor of GABA produces by enzyme GAD  

From: Food Processing and Preservation Technology III(JAICA andHiroshima Prefectural Food 
Research Center, 2007) 

GABA เป็นสารท่ีมีผลงานวิจยัทางการแพทยร์ะบุไวว้่าเป็นสารช่วยในการบ าบดัอาการต่างๆ โดยมี
หนา้ท่ีส าคญัคือลดความดนัโลหิตแบบซิสโตลิค (Vemulapalli andBarletta, 1984) เพิ่มความสามารถ
ในการเรียนรู้เพื่อแยกแยะความแตกต่าง (Ishikawa andSaito, 1984) และบรรเทาอาการต่างๆท่ีเกิดข้ึน
ในวยัทองเช่นนอนไม่หลบั ซึมเศร้า และระบบประสาทอตัโนมติัผิดปกติ (Okada et al., 2000) 
เน่ืองจากวิถีชีวิตและการบริโภคอาหารของคนไทยท่ีเปล่ียนแปลงไป ประกอบกบัความเครียดท าให้
อตัราการป่วยและตายจากโรคความดนัโลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือดเพิ่มข้ึน โดยขอ้มูลจาก
ส านกัโรคไม่ติดต่อ กระทรวงสาธารณสุข ปี 2550 พบคนไทยมีอตัราตายต่อประชากร 1 แสนคน โดย

CO2 
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ป่วยเป็นโรคหัวใจและหลอดเลือด  55 คน โรคความดนัโลหิตสูง 3.6 คน ซ่ึงโรคเหล่าน้ีสามารถ
ป้องกนัไดด้ว้ยการลดพฤติกรรมเส่ียงทั้งการสูบบุหร่ี การด่ืมสุรา สารเสพติด ความเครียดและการขาด
การออกก าลงักาย (ส านกันิเทศ, 2552) และอีกหน่ึงทางเลือกส าหรับการป้องกนัโรคเหล่าน้ีคือการ
บริโภคอาหารเพื่อสุขภาพที่มีฤทธ์ิในการรักษาโรคต่างๆ (Nutraceutical food) โดยอาหารที่ไดร้ับ
ความนิยมในกลุ่มน้ีคืออาหารที่มี GABA หรือ -Aminobutyric acid เป็นองค์ประกอบซ่ึงควร
บริโภค GABA 250-500 มก./คร้ัง 3 คร้ังต่อวนั และเพื่อบ าบดัอาการนอนไม่หลบัตอ้งบริโภค GABA 
ปริมาณ 750 มก. ก่อนนอนจึงมีการผลิตอาหารท่ีมี GABA เป็นองคป์ระกอบตวัอยา่งเช่น ชาเขียวท่ีมี 
GABA สูง (Garbaron Tea) โดยการหมกัชาในภาวะไม่มีอากาศการเพิ่มปริมาณ GABA ในจมูกขา้ว
โดยการแช่น ้ างานวิจยัท่ีเก่ียวกบั GABA ส่วนใหญ่จะเป็นการท าให้เกิด GABA จากการงอกของขา้ว
หรือ ธญัพืชต่างๆโดยอาศยัสารตั้งตน้คือกรดกลูตามิคในการเกิดปฏิกิริยา (Carboxylation)จากวตัถุดิบ
ตั้งตน้ เช่น การศึกษาผลของกระบวนการแช่และกระบวนการงอกของขา้วกล้อง (หอมมะลิ 105) 
นอกจากน้ีการใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์LAB บางชนิดสามารถสร้าง GABA ไดโ้ดย LAB เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างเอนไซมแ์คตาเลส (Catalase) ไม่ตอ้งการอากาศ  ลกัษณะสัณฐาน
วทิยา พบวา่มีทั้งรูปร่างแท่งและรูปร่างกลม การจดัเรียงกลุ่มแบคทีเรียแลคติกในสกุลต่างๆ ข้ึนอยูก่บั
รูปร่างลกัษณะรูปแบบของการหมกัน ้ าตาลกลูโคส การใชน้ ้ าตาลชนิดต่างๆ และการเจริญท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ การผลิตเกลือแลคติกเจริญในท่ีมีเกลือความเขม้ขน้สูง และการทนต่อกรดหรือด่าง ผลิตภณัฑ์ท่ี
เกิดจากกระบวนการเมแทบอลลิซึม (Metabolism) ของแบคทีเรียกลุ่มน้ีไดจ้ากการใชน้ ้ าตาลกลูโคส
และน ้ าตาลแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนได้ผลิตภัณฑ์หลักเป็นกรดแลคติกได้แก่ Lactobacillus, 
Pediococcus, Streptococcus และ Leuconostos(Wood and Holzapfel, 1997) 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
การสร้างไนซิน 
อุปกรณ์ 
1. ถงัหมกัแบบควบคุมอุณหภูมิ 
2. เคร่ืองสกดันมถัว่เหลือง  
3. อาหารเล้ียงเช้ือ MRS 
4. เช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดจากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ  
5. สารมาตรฐานไนซิน จากบริษทั B&K Technology Group  
6. วตัถุดิบและผลิตภณัฑอ์าหารท่ีใชท้ดสอบ ไดแ้ก่ ถัว่เหลืองและเตา้หูแ้ผน่   
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วธีิการ 
1. การทดสอบชนิดของอาหารเลีย้งเช้ือ 
ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ 1) อาหาร MRS 2) นมถัว่เหลืองเติมเช้ือ Lc.1520 3) นมถัว่เหลืองเติมเช้ือ Lc.1520 
และ Lb.892และวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการของนมถัว่เหลืองท่ีใช้หมกั การเล้ียงเช้ือ Lc.1520 ใน
อาหาร MRS ดว้ยการขยายจากเช้ือท่ีเก็บแช่แข็งไวท่ี้อุณหภูมิ –80oC น ามาเล้ียงเช้ือตั้งตน้ในอาหาร
เหลว MRS 2 คร้ังท่ีอุณหภูมิ 37ºC 24 ชัว่โมง แลว้เหวี่ยงตกตะกอนดว้ยความเร็ว  4000 รอบ/นาที ให้
ไดน้ ้ าหนกัเซลล์ คิดเป็น 0.4%เติมในอาหารเหลว MRS เก็บขอ้มูลการเจริญเติบโตของเช้ือท่ีเวลา 24 
48 และ 72 ชัว่โมงวิเคราะห์จ านวนจุลินทรียโ์ดยวิธีสเปรดเพลท (Spread plate) ส าหรับการเล้ียงเช้ือ 
Lc.1520 ในนมถัว่เหลืองปริมาตร 1 ลิตร ใชเ้ช้ือ 0.4% ปรับปริมาณของแข็งท่ีละลายน ้ าดว้ยน ้ าตาลให้
ได ้15 บริกซ์ (Brix) ในถงัหมกัท่ีควบคุมอุณหภูมิ 30ºC การเป็นสุญญากาศดว้ยไนโตรเจนและอตัรา
การคนดว้ยความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที จึงบนัทึกความเป็นกรดในช่วง pH 6.0 - 4.0 เก็บตวัอยา่งท่ี 24 
48 และ 72ชัว่โมงเพื่อวิเคราะห์ปฏิกิริยาของไนซินดว้ยวิธีเคลียร์โซนส่วนการเล้ียงเช้ือ Lc.1520 ใน 
นมถัว่เหลืองแบบควบคุมความเป็นกรดดว้ยเช้ือ Lb. 892 ร่วมกบัการหมกัเช้ือ Lc.1520 โดยการเติม
เช้ือทั้งสองร่วมกนัในนมถัว่เหลืองภายใตไ้นโตรเจนเพื่อควบคุมการหมกัให้มีสภาวะเช่นเดียวกนักบั
ขา้งตน้และสภาวะความเป็นกรดในช่วง pH 6.4- 3.8 (Figure 3) 
 

Soy beanExtractionwater 
 

Sterilized soy milk 
 

  Lb.892 culture  Fermentation under nitrogen  Inoculated withLc.1520 
 

Temperature30ºC, stirred at80 rpm, Nitrogen100% 
 

    pH 6.4 - 3.8 Sampling at24 and 48 hrs. 
 

    Nisin containing soy milk 
Figure 3 Nisin fermentation in soy milk inoculated withLc. lactis 1520and Lb.delbrueckii892 

2.  การทดสอบไนซินกบัผลติภัณฑ์อาหาร 
การทดสอบเติมไนซินในผลิตภัณฑ์เต้าหู้แผ่นและนมถั่วเหลอืงพลาสเจอไรซ์ 
เตรียมเตา้หูแ้ผน่โดยใชถ้ัว่เหลือง 1 กก. ต่อน ้า 4 ล. แมกนีเซียมซลัเฟต 2 ชอ้นโตะ๊ ลา้งน ้าแลว้แช่น ้ าจน
เมล็ดถัว่พองและอมน ้ าเต็มท่ี เอาเปลือกออกให้หมดจึงป่ันจนละเอียด กรองส่วนผสมดว้ยผา้ขาวบาง
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บีบเอานมถัว่เหลืองออกให้หมด น านมถัว่เหลืองมาตม้เดือดจนกระทัง่อุณหภูมิ 70 – 80 ºC จากนั้น
แบ่งนมถัว่เหลืองออกเป็น 4 ส่วนๆ ละ 1 ล. เติมไนซิน 0 30 150 และ 750 ppm หรือ 0 0.6 1.5 และ 7.5 ก. 
ตามล าดบั คนให้ละลายเติมแมกนีเซียมซลัเฟตส่วนละคร่ึงชอ้นโต๊ะลงในนมถัว่เหลืองแต่ละส่วนคน
ให้เข้ากันโดยค่อย ๆ เติมทีละน้อยจนข้นและโปรตีนถัว่เหลืองจบัตวัเป็นก้อน ตั้งทิ้งไวส้ักครู่ให้
โปรตีนตกตะกอนทบัดว้ยของหนกัๆ ประมาณ 3 - 4 ชัว่โมง จะไดเ้ตา้หู้แข็ง บรรจุใส่ถุงปิดปากถุงให้สนิท 
เก็บในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 10 ºC เป็นเวลา 7 วนั วิเคราะห์ Enterobacteriaceaeโดยวิธี ISO 21528-2:2004 
และแบคทีเรียแลคติกแอซิดโดยวิธี ISO 15214: 1998 นอกจากน้ีไดด้ าเนินการทดสอบเติมไนซินใน
นมถัว่เหลืองซ่ึงเตรียมโดยใชอ้ตัราส่วน 1: 4 (ถัว่เหลือง: น ้า) ท่ีผา่นการตม้เดือดและเติมไนซินปริมาณ 
0 10 20 และ 30 ppm เก็บรักษาในตูเ้ยน็ 10 ºC  นาน 3 สัปดาห์ 
การเติมเช้ือ Lc.1520 ในโยเกิร์ตนมถั่วเหลอืง 
เตรียมนมถัว่เหลืองดว้ยการชัง่ถัว่เหลืองแห้ง 160 ก. แช่น ้ าทิ้งไวใ้นตูเ้ยน็ 1 คืนให้เมล็ดพองเต็มท่ี
ประมาณ 16 ชัว่โมง เติมน ้าสะอาด 1,300 มล. ตม้จนอุณหภูมิถึง 83 ºC จึงป่ันถัว่เหลืองให้ละเอียดแลว้
กรองผ่านตะแกรงแยกกากออกแลว้ปรับความหวานดว้ยน ้ าตาลให้ได ้15 บริกซ์ เติมนมถัว่เหลืองท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 1 ล. ในถงัหมกัท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ หมกันมถัว่เหลืองโดยเติมเช้ือ Lc.1520 
และเช้ือ Lb.892 พร้อมกนัในถงัหมกัในปริมาณอยา่งละ0.4% หรือ 4 ก. ต่อนมถัว่เหลือง 1 ล. ควบคุม
การเป็นสุญญากาศดว้ยไนโตรเจน คนดว้ยความเร็วรอบ 80 รอบ/นาทีอุณหภูมิ 30 ºC บนัทึก อุณหภูมิ  
pH และเก็บตวัอยา่งนมถัว่เหลืองจากถงัหมกัท่ีเวลา24 และ 72ชัว่โมง น าไปกรองผา่นเมมเบรน ขนาด 
0.2 ไมครอน จึงทดสอบเคลียร์โซน 
การสังเคราะห์กาบ้า 
อุปกรณ์ 
1. Lactic acid bacteria สายพนัธ์ุต่างๆ ไดแ้ก่Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacillus 

brevis NCIMB 947 และ Lactococcus lactis NCIMB 701007 
2. อาหารเล้ียงเช้ือ MRS  
3. อาหารเล้ียงเช้ือ Blood Sheep agar 
4. ผกักาดขาว 
วธีิการ 
1.ทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ GABA เบือ้งต้น 
ทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ GABA โดย LAB ท าการเล้ียงเช้ือ LABทั้ง 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ 
Lb. 8014, Lb. 947 และ Lc. 701007 ในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติมโมโนโซเดียมกลูตาเมท
(Monosodium glutamate; MSG) 0.1% และใช้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1.0% ท าการหมกัภายใตส้ภาวะ    
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ไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นตรวจวดั GABA ท่ีผลิตไดโ้ดยวิธี GABAase test 
(Spectrophotometric method) เพื่อดูความสามารถในการผลิต GABA ของ LAB 
2. ศึกษาปัจจัยต่างๆ ทีม่ีผลต่อการท างานของเอนไซม์ (Glutamic acid decarboxylase; GAD) ในการ
สังเคราะห์ GABA โดย LAB 
ท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุของ LABท่ีสามารถสังเคราะห์ GABA ไดสู้งสุดโดยใชว้ิธีการ Pickle pickling 
test รวมทั้งท าการศึกษาปัจจยัต่างๆ ท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ GABA โดยจุลินทรีย ์LABโดยปัจจยัท่ี
ท าการศึกษาได้แก่ ปริมาณกรดกลูตามิค และปริมาณเกลือ ในการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมโดยแปร
ระดบัสภาวะปริมาณกรดกลูตามิค: 0%,0.25% และ 0.50% โดยน ้ าหนกัปริมาณเกลือ: 0%, 0.5% และ 
1.0% โดยน ้ าหนกัและติดตามการเปล่ียนแปลงของปฏิกิริยาการหมกัโดยการวิเคราะห์คุณสมบติัทาง
เคมีและกายภาพค่าความเป็นกรดด่าง และปริมาณ LAB ท่ีมีชีวติ 
3. คัดเลอืก LABทีม่ีความสามารถสูงสุดในการสังเคราะห์ GABA 
ท าการคดัเลือก LABท่ีมีความสามารถสูงสุดในการสังเคราะห์ GABA จาก 3 สายพนัธ์ุคือ Lb. 8014, Lb. 
947 และ Lc. 701007 ดว้ยวธีิการ Pickle pickling test โดยใชป้ริมาณเกลือ และ MSG ท่ีไดจ้ากขอ้ 2 
4. ประยุกต์ใช้สภาวะของการหมักเพือ่ผลติผลติภัณฑ์ทีม่ี GABA สูง 
 ประยุกตใ์ชส้ภาวะของการหมกัท่ีเหมาะสมเพื่อเพิ่มปริมาณ GABA ในผลิตภณัฑ์ รวมทั้งท า
การทดสอบคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑ์ไดแ้ก่ สี ความขุ่น รสชาติ รวมทั้งกล่ินรส
ต่างๆ ของผลิตภณัฑ์เพื่อให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีกล่ิน รสชาติ และลกัษณะปรากฏท่ีเป็นท่ียอมรับของ
ผูบ้ริโภคโดยใชว้ธีิการวเิคราะห์เชิงพรรณนา (Descriptive Analysis) จากนั้นศึกษาคุณลกัษณะทางเคมี
และกายภาพของผลิตภณัฑ์ ไดแ้ก่ สี (L a b) ค่าความเป็นกรดด่างปริมาณ GABA และปริมาณกรด 
กลูตามิค 
5. วเิคราะห์คุณค่าโภชนาการของผลติภัณฑ์ 
 วิเคราะห์คุณค่าโภชนาการของผลิตภณัฑ์ท่ีได้รับการยอมรับจากผูบ้ริโภคได้แก่พลังงาน 
พลงังานจากไขมนั ไขมนัทั้งหมด โซเดียม คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด ใยอาหาร น ้ าตาล โปรตีน วิตามิน 
B1 วติามิน B2 แคลเซียม เหล็ก และ GABA 

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
การสร้างไนซิน 
1. การทดสอบชนิดของอาหารเลีย้งเช้ือ 
 การคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียแลคติกแอซิดท่ีสามารถผลิตไนซินได้แก่เช้ือLc.1401, 
Lc.1520, Lb.1034และ Lb.938จากการวิเคราะห์การเจริญเติบโต (Exponential phase) และนบัจ านวน
โคโลนีทุก 24 48 และ 72 ชัว่โมง ในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS พบวา่ Lc.1401Lb.1034 และ Lb.938 การ
เจริญเติบโตอยู่ในช่วงระหว่าง  24  ชัว่โมง (Exponential phase) มีปริมาณจ านวนเซลล์เป็น 1.14x108 
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1.38x109 1.45x108cfu/ml ตามล าดบั ยกเวน้ Lc.1520 การเจริญเติบโตสูงสุด (Exponential phase) อยู่
ในช่วงระหว่าง  48ชั่วโมง  มีปริมาณจ านวนเซลล์เป็น 1.43x1010cfu/ml เ ช้ือ  Lc.1520 จึงมีการ
เจริญเติบโตท่ีสูงท่ีสุดยาวนานกวา่Lc.1401Lb.1034 และLb.938 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการพบการ
สร้างไนซินของเช้ือแลคโตคอคคสัไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ ATCC11454, 354/07; University of Minnesota, 
7960; University of Oregon, DL16; University of Utah, 150; University of Minnesota, และ 148; 
University ofMinnesota ในอาหารเล้ียงเช้ือ TGE (Yang and Ray, 1994) อยา่งไรก็ตามมีรายงานการ
พบแบคทีริโอซินในสายพนัธ์ุ Lb. curvatusซ่ึงมีความใกลเ้คียงกบั Lb.938 ในการยืดอายุการเก็บรักษา
เน้ือ ทั้งน้ีมีความเป็นไปไดว้า่การสร้างแบคทีริโอซินอาจแตกต่างชนิดกนัคือเป็นแบคทีริโอซินชนิด 
แลคติซิน (Lacticin) ซ่ึงมีผลยบัย ั้ง L. monocytogenes(อรอนงค,์ 2550) 
 การทดสอบการวิเคราะห์ปฏิกิริยาของแบคทีริโอซินดว้ยเทคนิคการใชเ้คลียร์โซนซ่ึงเป็นตวั
บ่งช้ีถึงระดับการสร้างไนซิน ด้วยการยบัย ั้งเช้ือ Lb.449 ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดท่ีไม่
สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีมีไนซินการวิเคราะห์เคลียร์โซนโดยวดัขนาดของเส้นผา่ศูนยก์ลาง
ของพื้นท่ีวงกลมใสรอบๆ จุดท่ีหยดตวัอยา่ง พบวา่ ไนซินท่ี 20 50 100 และ 500 ppm มีค่าเฉล่ียเคลียร์
โซนท่ี 9.29 13.29 17.25 และ 24.12 มม. ตามล าดบั ส าหรับการเล้ียงเช้ือ Lc.1401 Lc.1520  Lb.938 
และ Lb.1034ในอาหาร MRS เพื่อทดสอบ เคลียร์โซนพบวา่เช้ือ Lc.1401 Lb.938 และ Lb.1034ไม่มี
การสร้างเคลียร์โซนยกเวน้ Lc.1520 พบเคลียร์โซนในตวัอยา่งท่ีไม่เจือจางเวลา 24 48 และ 72 ชัว่โมง 
เป็น 12.4 11.3 และ 11.75 มม. ตามล าดบั โดยไม่พบความแตกต่างทางสถิติ เม่ือเทียบค่าปฏิกิริยาของ
ไนซินท่ีเวลา 24 ชัว่โมง กบัปริมาณไนซินมาตรฐานพบวา่อยูใ่นช่วงประมาณ 46.7+3.5 ppm อยา่งไรก็
ดีช่วงเวลาท่ีมีค่าปฏิกิริยาของไนซินสูงสุดข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุของเช้ือท่ีสร้างไนซินโดยเฉล่ียอยู่ท่ีจุด
กลางของช่วงระยะการเติบโต (Exponential phase) และยงัข้ึนกบัเช้ือท่ีใชท้ดสอบเคลียร์โซน (Nisin 
sensitive strain) อีกดว้ย(Nissen-Meyer, et al., 1992) 
 ผลการวิเคราะห์นมถั่วเหลืองท่ีใช้หมกัมีปริมาณคาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั ปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายน ้ า (Total soluble solid) ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solid) เป็น 15.88 0.83 0.53 
15 และ 17% ตามล าดบั ส่วนประกอบอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ความช้ืน สารเยื่อใย เถา้ แคลอรีจากไขมนั และ
แคลอรีทั้งหมดเป็น 82.64 0.17 0.12  4.77  และ 71.61%ตามล าดบั (Table 1) 
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Table 1 Nutritive value in soy milk as mediumfor nisin production 
Nutritive value Percent 
Carbohydrate 15.88 
Protein 0.83 
Fat 0.53 
Moisture 82.64 
Fiber 0.17 
Soluble solid 15 
Total solid 17 
Ash 0.12 
Calories from fat 4.77 
Total calories 71.61 

ปริมาณของคาร์โบไฮเดรตส่งผลต่อการสร้างไนซินเน่ืองด้วยเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดใช้
คาร์โบไฮเดรตในการเปล่ียนเป็นกรดแลคติก (Lactic acid) ในช่วงระยะการเจริญเติบโต (Logarithmic 
growth) และเร่ิมกระบวนการสร้างไนซินต่อไป (Klaenhammer, 1993) เม่ือเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ 
MRS แลว้ ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในสูตรนมถัว่เหลืองท่ีใช้มีปริมาณสูงกวา่อาหารเล้ียง
เช้ือ MRS  
การเลีย้งเช้ือ Lc.1520 ในอาหาร MRS 
อาหารเล้ียงเช้ือ MRS เป็นอาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดประกอบดว้ยเปปโทน บีฟเอกแทรก 
ยีสตเ์อกแทรก กลูโคส และทวีน 80 (Peptone, Beef extract, Yeast extract, Glucose, Tween 80) เป็น
ส่วนใหญ่คิดเป็นส่วนของคาร์โบไฮเดรต 2%และส่วนของโปรตีน 0.564% ซ่ึงเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญั
ต่อการเจริญเติบโต จากผลการเล้ียงเช้ือ Lc.1520 ในอาหารเหลว MRS เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชัว่โมง 
จ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนเป็น 1.47x109 1.43x1010และ 1.46x109 cfu/ml จ  านวนเซลล์สูงสุดท่ี 48 ชัว่โมง
และมีแนวโนม้ลดลงท่ี 72 ชัว่โมง Nettles and Barefoot (1993) รายงานการสร้างไนซินในช่วงของ 
Logarithmic growth ซ่ึงเกิดการสังเคราะห์เปปไทม ์(รวมทั้งเกิดการ Transcription และ Translation 
ของโปรไนซิน ซ่ึงประกอบดว้ย Serine Cysteine และ Threonine) จากนั้นจึงส่งไปยงัผนงัเซลล์ในช่วง
ของการเจริญเติบโต (Exponentialgrowth) และสอดคลอ้งกบัรายงานของ Yang and Ray (1994) วา่
การเจริญเติบโตของเซลล์มีผลต่อการสร้างไนซินรวมทั้งชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือก็ส่งผลต่อค่าความ
เป็นกรดในอาหารเล้ียงเช้ือด้วย การสร้างไนซินยงัข้ึนกับปัจจยัอ่ืนๆ อีกได้แก่ สายพนัธ์ุของเช้ือ 
(Strain) และเวลาในการเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
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การเลีย้งเช้ือ Lc.1520 ในนมถั่วเหลอืงและการเลีย้งเช้ือ Lc.1520 แบบควบคุมความเป็นกรดด้วยเช้ือ 
Lb.892 ในนมถั่วเหลอืง 
การเล้ียงเช้ือ Lc.1520 ร่วมกบัเช้ือ Lb.892 ในถงัหมกันมถัว่เหลือง ภายใตไ้นโตรเจน ควบคุมอตัราการ
คนท่ี 80 รอบ/นาที อุณหภูมิท่ี 30 ºC และความเป็นกรดในช่วง 6.4 - 3.8 โดยเก็บตวัอยา่งทดสอบท่ี
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ตวัอยา่งจากถงัหมกัท่ีมีการเล้ียงเช้ือ Lc.1520 เพียงอยา่งเดียวในนมถัว่เหลือง
ปริมาณเซลลเ์พิ่มข้ึนในเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง และมีแนวโนม้ลดลงในช่วง 72 ชัว่โมง เป็น 1.47x109 
1.43x1010และ 1.46x109 cfu/ml ตามล าดบั ไม่พบปริมาณเคลียร์โซนในช่วง 24 ชัว่โมง แต่พบในช่วง 
48 ชัว่โมงโดยมีค่าเฉล่ียของเคลียร์โซนอยูท่ี่ 11.7 มม. หากแต่การเล้ียงเช้ือ Lc.1520ร่วมกบัเช้ือ Lb.892
ในเวลา 24 ชัว่โมง พบปริมาณไนซินเพิ่มข้ึนวดัจากค่าเคลียร์โซน 13.19 มม. และพบปริมาณไนซิน
เพิ่มข้ึนในเวลา 48 ชัว่โมง ในถงัหมกัท่ีเล้ียงเช้ือ Lc.1520ร่วมกบัเช้ือ Lb.892 โดยมีค่าเคลียร์โซน  16.5 มม.
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติของเคลียร์โซนระหวา่งการเล้ียงเช้ือร่วมกนัท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง (Figure 
5) และแตกต่างกบัการเล้ียงในอาหาร MRS ท่ี 48 ชัว่โมง (P<0.05) เม่ือพิจารณาค่าความเป็นกรดในช่วง 
10 ชัว่โมงแรกของการเล้ียง Lc.1520 อยา่งเดียวความเป็นกรดไม่ลดลง (Figure 4) เปรียบเทียบกบัการ
เล้ียงเช้ือ Lc.1520 ร่วมกบั Lb.892 ลดลงอยา่งรวดเร็วเป็น 4 ในช่วง 10 ชัว่โมง และลดลงเป็น 3.8 ใน
เวลา 24 ชัว่โมง ผลวิเคราะห์ทางสถิติของเคลียร์โซนพบวา่การหมกัเช้ือ Lc.1520 ควบคู่กบั Lb.892 ใน
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ปริมาณไนซินไม่มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) นัน่
หมายความวา่สามารถเก็บเก่ียวไนซินไดใ้นเวลา 24 ชัว่โมง (Table 2) 
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Table 2 Analysis of variance of nisin activity inoculated withLc.1520plusLb.892in24 and48 hours 

  Lc+Lb 24 hrs. Lc+Lb 48 hrs. 
Mean 13.19444 16.5 
Variance 3.153093 4.119318 
Observations 45 45 
df 44 44 
P(F<=f) one-tail 0.189369   

จากผลวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ การหมกัดว้ย Lc.1520 ควบคู่กบั Lb.892 มีผลต่ออตัราการผลิตไนซิน 
ของเช้ือ Lc.1520 ในเวลา 24 ชัว่โมง อยา่งมีนยัส าคญั  (p<0.01) ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่อาหารเล้ียงเช้ือมี
ผลต่อการสร้างไนซินซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Yang and Ray (1994) ไดท้ดลองเล้ียงเช้ือ  
แลคโตคอคคสั 5 สายพนัธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือ TGE (Tryticase glucose yeast extract broth) โดย
สรุปวา่ความเป็นกรดสุดทา้ยของอาหารเล้ียงเช้ือและชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือมีผลต่อการสร้างไนซิน
ท่ีแตกต่างกนัและพบวา่ไนซินมีค่าปฏิกิริยาสูงสุดท่ีความเป็นกรด 6.0 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TGE 
buffer หากแต่ไม่สอดคลอ้งกบังานวิจยัน้ีทั้งน้ีอาจเป็นเพราะสายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดลองและอาหาร
เล้ียงเช้ือต่างกนั 
2.  การทดสอบไนซินกบัผลติภัณฑ์อาหาร 
การทดสอบเติมไนซินในผลิตภัณฑ์อาหาร 
การทดสอบไนซินดว้ยการเติมลงในนมถัว่เหลืองพลาสเจอไรซ์ท่ีระดบั 0 10 20 และ 30 ppm อายุการ
เก็บรักษา 3 สัปดาห์ พบวา่ปริมาณไนซินตั้งแต่ 10 20 และ 30 ppm มีผลต่อ แบคทีเรียแลคติกแอซิด
และมีผลให้ปริมาณกรดแลคติกลดลงอย่างเห็นไดช้ดัโดยปริมาณแบคทีเรียแลคติกแอซิดลดลงจาก 
4.3x106cfu/ml ท่ี 0 ppm หรือไม่มีการเติมไนซินเลย เป็น 2.1x106 1.0x1065.2x105cfu/ml ตามล าดบั 
และปริมาณกรดแลคติกก็ลดลงเช่นกนัจาก 0.19 ก./100 ก. ท่ี 0 ppm เป็น 0.090.110.07 ก./100 ก. 
ตามล าดบั ดงันั้นเม่ือปริมาณไนซินเพิ่มข้ึน 10 ppm ปริมาณแบคทีเรียแลคติกแอซิดลดลงประมาณ
คร่ึงหน่ึงและมีผลใหก้รดแลคติกลดลงเช่นกนัท าใหน้มถัว่เหลืองมีรสเปร้ียวนอ้ยลงสามารถยดือายุการ
เก็บรักษานมถัว่เหลืองได ้(Table3)  
นอกจากน้ีไดท้ดสอบประสิทธิภาพของไนซินในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก์บัเตา้หู้แผ่น อายุการเก็บ
รักษา 7 วนั ปริมาณเช้ือ Enterobacteriaceae และแบคทีเรียแลคติกแอซิดลดลงมากกวา่ 50% ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 30 ppm และท่ีความเขม้ขน้ของไนซินเพิ่มข้ึน 5 เท่าจาก 30 ppm เป็น 150 ppm และ
ลดลงเหลือนอ้ยกวา่ 10 cfu/ml เม่ือความเขม้ขน้ของไนซินเท่ากบั 750 ppm (Table 4) ดงันั้นไนซินจึง
มีแนวโนม้ในการใชย้บัย ั้งการเส่ือมเสียเน่ืองจากแบคทีเรียแลคติกแอซิดไดใ้นผลิตภณัฑเ์ตา้หูแ้ผน่ 
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Table 3 Lactic acid bacteria (LAB) andLactic acid in pasteurized soy milk storage 
Storage3 weeks 10ºC 

Nisin (ppm) 
LAB1 
cfu/ml 

Lactic acid2 
g/100g 

0 4.3x106 0.19 
10 2.1x106 0.09 
20 1.0x106 0.11 
30 5.2x105 0.07 

1/ISO: 5214: 1998   
2/ In house method based on Food Research International; HPLC analysis 
 

Table 4 Enterobacteriaceae andlactic acid bacteria in soy bean cake after storage at 10ºC 
Soy bean cake 
storage7 days 10ºC 
Nisin (ppm) 

Enterobacteriaceae 
cfu/ml 

LAB 
cfu/ml 

0 2.8x104 1.1x104 
30 3.9x103 1.2x102 
150 4.0x102 1.0x102 
750 1.6x102 <10 (None) 

 

การทดสอบเติมเช้ือ Lc.1520 ในผลติภัณฑ์อาหาร 
 มีรายงานการวิจยัการใช้แบคทีเรียแลคติกแอซิดในการเติมลงในอาหารหมกัเพื่อการใช้
ประโยชน์ของแบคทีริโอซินควบคู่กบักระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อออกฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์
ท่ีท  าให้อาหารชนิดนั้นๆบูดเสียรวมทั้งมีการทดสอบเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดหลายสายพนัธ์ุเพื่อให้
สร้างแบคทีริโอซินท่ีแตกต่างกนัในการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ท าให้อาหารบูดเสียไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่อาหาร
แช่เย็น ผกัดอง เคร่ืองด่ืม ไส้กรอก เน้ือ ไข่ และเนยแข็ง เป็นตน้ (Nettles, 1993) ซ่ึงสอดคล้องกับ
งานวิจยัน้ีในการทดสอบการเติมเช้ือ Lc.1520 ลงในโยเกิร์ตจากนมถัว่เหลือง ปริมาณแบคทีเรียแลคติก
แอซิดในโยเกิร์ตนมถัว่เหลืองไม่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในช่วงอายกุารเก็บรักษา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิต ่า 
10๐C (Chilling temperature) ในตูเ้ยน็คือมีปริมาณจาก 2.1x108เป็น 2.0x108cfu/ml และลดลงคร่ึงหน่ึง
เม่ือเก็บรักษาไว ้3 สัปดาห์ พบปริมาณ 1.0x108cfu/ml ส าหรับนมถัว่เหลืองท่ีมีการเติมรสไดแ้ก่ รสสละ 
รสสตรอเบอร่ี รสส้ม และรสแอปเป้ิล ปริมาณแบคทีเรียแลคติกแอซิด ท่ีเก็บรักษาท่ี 0 วนัเป็น 3.7x108 
3.6x1084.0x108และ 3.2x108cfu/ml ตามล าดบั และเม่ือเก็บรักษาไว ้2 สัปดาห์พบว่าปริมาณแบคทีเรีย 
แลคติกแอซิดลดลงมากกว่าคร่ึงหน่ึงเป็น 1.2x1081.5x1081.5x108 และ 1.0x108cfu/ml ตามล าดบั และ
ลดลงใกลเ้คียง 107 cfu/ml ท่ีอายกุารเก็บรักษา 3 สัปดาห์ (Figure 6)  
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Figure 6 Lactic acid bacteria in soy milk yogurt inoculated withLc.1520 
จ านวนแบคทีเรียแลคติกแอซิดท่ีลดลงมีผลให้ปริมาณกรดลดต ่าลงดว้ย การบูดเสียของผลิตภณัฑ์    
นมถั่วเหลืองข้ึนกับอุณหภูมิและระยะเวลาการเก็บรักษาปริมาณกรดท่ีเพิ่มข้ึนจากการหมักเช้ือ
แบคทีเรียแลคติกแอซิดท่ีเป็นโปรไบโอติก (Probiotic) ส่งผลให้ผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตมีรสเปร้ียว และมี
ค่า pH ลดลง เป็นผลใหอ้ายกุารเก็บรักษาสั้นลง การเติมไนซินจึงช่วยลดความเป็นกรดและสามารถยืด
อายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตไวไ้ดโ้ยเกิร์ตท่ีมีการเติม Lc.1520 จึงมีรสเปร้ียวชา้ สามารถยืดอายุ
การเก็บรักษา สอดคลอ้งกบัรายงานการใชเ้ช้ือแลคโตคอคคสัแลคทิส (Lc. lactis DPC3147) ในการยืด
อายุการเก็บรักษาโยเกิร์ตและชีส โดยใชใ้นการยบัย ั้ง L. monocytogenes Scott A และ B. cereus 
(Deegan, et al., 2006) อยา่งไรก็ตามการบริโภคผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตนั้น ผูบ้ริโภคมีวตัถุประสงคต์อ้งการ
บริโภคจุลินทรียแ์ลคโตบาซิลลสัท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกซ่ึงถูกยบัย ั้งได้ด้วยไนซินเช่นกัน
ดงันั้นหากมีการเติมไนซินเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาผูผ้ลิตจ าเป็นตอ้งเพิ่มปริมาณจุลินทรียช์นิดน้ีให้
สูงข้ึนดว้ย 
 การทดสอบค่าไนซินโดยวธีิเคลียร์โซนในโยเกิร์ตนมถัว่เหลืองพบวา่มีค่าเฉล่ียเคลียร์โซน
ท่ี 24 และ 72 ชัว่โมง ท่ี 18.1และ 18.2 มม. ซ่ึงไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (Figure 7)  

 
Figure 7 Nisin activity by clear zone in soy milk yogurt at 24 and72 hours 

ดงันั้นปริมาณไนซินสามารถเกิดข้ึนไดภ้ายในเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากการหมกั คือ ในช่วงท่ีโยเกิร์ต
สามารถรับประทานได ้โดยทัว่ไปความเป็นกรดท่ีใชบ้่มโยเกิร์ตนมอยูท่ี่ 4.9 ในเวลา 5 - 6 ชัว่โมง ซ่ึง
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ความเป็นกรดและเวลาท่ีใกลเ้คียงกบัโยเกิร์ตนมถัว่เหลืองกล่าวคือความเป็นกรดของนมถัว่เหลืองอยู่
ท่ี 4.8 ในเวลา 8 ชัว่โมง แต่ในการบ่มโยเกิร์ตนมถัว่เหลืองนั้นปริมาณของแขง็ทั้งหมดอยูท่ี่ 17% ท าให้
โยเกิร์ตท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นโยเกิร์ต นมถัว่เหลืองพร้อมด่ืม (Table5) 
Table 5 Sensory evaluation of soy milk yogurt by 34 panels. 

Flavor Sweet Color Viscosity Sour Odor Acceptance Average 
Sara 6.33 6.65 5.62 6.14 6.43 6.43 6.27abc 
Soy 6.00 5.21 4.90 5.53 5.79 5.84 5.54ab 
Orange 5.95 6.44 4.79 5.39 5.21 5.47 5.54b 
Stawberry 5.63 6.53 5.42 5.42 5.84 5.47 5.72ab 
Apple 5.84 5.74 4.63 5.37 4.84 5.16 5.26ab 
Lychee 5.37 5.74 4.68 4.53 4.79 4.63 4.96ac 
Bitouy 5.21 5.63 4.95 4.47 4.63 4.58 4.91ab 
Vanilla 5.26 4.32 4.32 4.37 5.00 4.47 4.62c 
Std Dev. 0.40 0.78 0.43 0.63 0.64 0.69  

Mean with the same superscript letters are non-significant difference (p<0.05) by DMRT. 
จากการทดสอบชิมผลิตภณัฑ์นมถัว่เหลืองท่ีเติมแบคทีเรียแลคติกแอซิดชนิดโปรไบโอติกและชนิดท่ี
สร้างไนซิน (โยเกิร์ตพร้อมด่ืม) 8 รส ไดแ้ก่ ล้ินจ่ี วานิลา ส้ม แอปเป้ิล ใบเตย สตรอเบอร่ี สละและรส
ถัว่เหลือง (ไม่เติมกล่ิน) (Table 5) ผูต้อบแบบสอบถามจ านวน 34 คน จากผูบ้ริโภคท่ีคุน้เคยกบัการ
บริโภคนมถัว่เหลืองและโยเกิร์ตจากนม จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติพบวา่ผูชิ้มส่วนใหญ่ชอบรสสละ 
รองลงไปคือรสถัว่เหลือง (ไม่เติมกล่ิน) รสสตรอเบอร่ี ส้ม แอปเป้ิล และใบเตย ตามล าดบั ส่วนรส   
วานิลาและล้ินจ่ี มีคะแนนการทดสอบชิมท่ีแตกต่างจากรสนมถัว่เหลือง และไดค้ะแนนโดยรวมต ่า
กวา่ 5 ซ่ึงนอ้ยกวา่รสสละ นมถัว่เหลือง ส้ม สตรอเบอร่ี และแอปเป้ิล ส าหรับรสใบเตยนั้นไดค้ะแนน
รวมเฉล่ียต ่ากวา่ 5 เช่นกนัหากแต่ไม่มีความต่างจากนมถัว่เหลือง จึงมีแนวโน้มท่ีผูบ้ริโภคจะให้การ
ยอมรับได ้ผูบ้ริโภคทดสอบชิมบางส่วนตอ้งการให้ปรับปรุง ความหนืด สีและกล่ินให้เป็นธรรมชาติ
มากข้ึน คะแนนคุณลกัษณะไดแ้ก่ ความหวาน สี ความหนืด ความเปร้ียว กล่ินและการยอมรับ โดยมี
ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานเป็น 0.4 0.78 0.43 0.63 0.64 และ 0.69 ตามล าดบั โดยท่ีค่าส่วนเบ่ียงเบน
ของสีมีค่ามากท่ีสุด สีจึงเป็นคุณลกัษณะท่ีมีความแตกต่างทั้ง 5 รสมากท่ีสุด รองลงไปได้แก่ การ
ยอมรับรวม กล่ิน ความเปร้ียว ความหนืด และความหวาน ตามล าดบั  
ส าหรับคุณลกัษณะความเป็นกรด ไดแ้ก่ pH อยูใ่นช่วง 3.4 - 3.5 ปริมาณกรดซิตริกอยูใ่นช่วง 1.3 - 2.0 
และกรดแลคติกอยูใ่นช่วง 0.9 - 0.6 ก. /100 ก. ปริมาณของแขง็ท่ีละลายน ้าไดอ้ยูใ่นช่วง 15 - 16 บริกซ์
และปริมาณของแขง็ทั้งหมดอยูใ่นช่วง 17 - 18.5%โดยกรดท่ีพบส่วนใหญ่เป็นกรดซิตริกมากกวา่กรด
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แลคติกเกือบเท่าตวั (Table 6) ทั้งในรสนมถัว่เหลืองและรสอ่ืนๆ ซ่ึงเป็นกรดท่ีมีอยูใ่นกล่ินรสผลไมท่ี้
ใช้เติม ส่วนกรดแลคติกนั้นเป็นกรดท่ีเกิดจากการเติมเช้ือโยเกิร์ตคือแลคโตบาซิลลสัรวมทั้งเกิดจาก
แลคโตคอคคสัท่ีเติมลงไปเพื่อผลิตไนซิน 
Table 6 Acidity pH soluble solid and total solid of soy milk yogurt 

Flavour pH Citric 
acid1(g/100g) 

Lactic 
acid1(g/100g) 

Soluble solid 
(%) 

Total solid 
(%) 

Sara 3.42 2.06 0.93 15.6 17.7 
Soy 3.44 1.36 0.64 15 17.03 
Orange 3.48 1.86 0.87 15 17.59 
Strawberry 3.43 1.93 0.9 15 18.51 
Apple 3.4 1.83 0.86 15 17.47 
Lychee 3.53 1.82 0.86 16 18.42 
Bitouy 3.52 1.91 0.9 15.8 17.03 
Vanilla 3.56 1.86 0.87 15 17.08 

1/In house method based on Food Research International; HPLC analysis 
ปริมาณแลคติกท่ีต ่ายงัเก่ียวขอ้งกบัสารอาหารจากกลูโคสและแลคโตสซ่ึงไม่มีในนมถัว่เหลืองโดยท่ี 
LAB ใชก้รดไพรูวิคในขบวนการเมแทบอริซ่ึม (Pyruvate as the principal final H receptor in 
metabolism)  

 Lactose Galactosidase from LAB   D-Glucose + D- Galactose 
  Glucose    Pyruvic acid  Lactic acid 

การสังเคราะห์กาบ้า 
1. ทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ GABA เบือ้งต้น 
จากการศึกษาความสามารถของ LABในสังเคราะห์ GABA ท าการศึกษาเบ้ืองตน้ใน 3 สายพนัธ์ุคือ 
Lb. 8014 ,Lb. 947 และ Lc. 701007 ผลจาการตรวจสอบการสังเคราะห์ GABA ของ LABโดยการเล้ียง
เช้ือในอาหารเหลว MRS ท่ีมีการเติมกรดกลูตามิค 0.1% ท าการหมกัภายใตอุ้ณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา   
48 ชัว่โมง พบวา่ Lb. 8014, Lc. 701007 และ Lb. 947 มีความสามารถในการสังเคราะห์ GABA จาก 
โมโนโซเดียมกลูตาเมต โดย Lb. 8014 มีความสามารถในการเปล่ียน MSG เป็น GABA ไดสู้งท่ีสุด 
จากนั้นจึงน าเช้ือ LAB ทุกสายพนัธ์ุไปทดสอบความสามารถในการหมกัและการสังเคราะห์ GABA 
ดว้ยวธีิ Pickle pickling test เพื่อคดัเลือก LABท่ีมีความสามารถสูงท่ีสุดในการเปล่ียน MSG เป็น 
GABA ต่อไป 
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2. ศึกษาปัจจัยต่างๆ ทีม่ีผลต่อการท างานของเอนไซม์ GADในการสังเคราะห์ GABA โดย LAB 
ท าการทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ GABA ของ LABทั้ง 3 สายพนัธ์ุ โดยการทดสอบ 
Pickle Pickling Test และใชว้ตัถุดิบเป็นผกักาดขาว เพื่อคดัเลือก LABท่ีสามารถสังเคราะห์ GABA 
และเติมMSG 3 ระดบัคือ 0% 0.25% และ 0.50% โดยน ้ าหนกั และเกลือท่ีระดบั 0% 0.5% และ 1% 
โดยน ้าหนกั ท าการหมกัภายใตส้ภาวะ Anaerobic condition นาน 48 ชัว่โมง และตรวจวดัการเจริญ
ของ LAB ทั้งสามสายพนัธ์ุ (Table 7) 
Table 7 Growth ofLAB of 3 spicies after fermentation at 37oC 48 hours 

NaCl 
MSG 

0% 0.5% 1.0% 

0% -  + + + 

0.1% -  + + +  
-  means    not foundLAB 
+  means    LAB > 103cfu/g 
++ means    LAB > 103cfu/g 107cfu/g 

จากตาราง พบว่า LABไม่สามารถเจริญไดใ้นการท า Pickle pickling test ท่ีมีปริมาณเกลือ 0% ทั้ง       
2 ระดบัความเขม้ขน้ของ MSGโดยจะเกิดการเน่าเสียก่อนครบเวลา 48 ชัว่โมงเม่ือปริมาณเกลือเพิ่มข้ึน
เป็น 0.5% LABจะสามารถเจริญได้ดีข้ึน แต่เม่ือปริมาณเกลือเพิ่มข้ึนถึง 1.0% โดยน ้ าหนัก การ
เจริญเติบโตของ LABจะลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากเกลือมีผลต่อการลดน ้ าในผลิตภณัฑ์และท าให้แรงดนั
ออสโมติค (Osmotic pressure) ของผลิตภณัฑเ์ปล่ียนไป ค่าน ้ าอิสระท่ีลดลง จึงส่งผลต่อการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ท าใหอ้าหารเน่าเสีย ดงันั้นปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมส าหรับ LAB คือ 0.5% 
โดยน ้าหนกั และปริมาณ MSG ท่ี 0.1% โดยน ้าหนกั 
3. คัดเลอืก LAB ทีม่ีความสามารถสูงสุดในการสังเคราะห์ GABA 
จากการทดลองท า Pickle pickling test กบัเช้ือ LABทั้ง 3 สายพนัธ์ุ คือ Lb. 8014, Lb. 947 และ Lc. 
701007 โดยใชผ้กักาดขาวเป็นวตัถุดิบ ก าหนดปริมาณเกลือท่ีใชเ้ป็น 0.5% โดยน ้ าหนกั และก าหนด
ปริมาณ MSG เป็น 0 และ 0.1% โดยน ้ าหนกั ผลจากการทดลองพบวา่ LABท่ีมีความสามารถในการ
สังเคราะห์ GABA สูงท่ีสุดคือ Lb. 8014ซ่ึงสามารถสังเคราะห์ GABA ไดเ้พิ่มสูงข้ึนถึง 162.10 มก./100 ก. 
เม่ือปริมาณ MSG เปล่ียนแปลงจาก 0% เป็น 0.1% โดยน ้ าหนกั รองลงมาคือ Lb. 947 และ Lc. 701007 
ซ่ึงมีสามารถในการสังเคราะห์ GABA ไดเ้พิ่มสูงข้ึน 157.02 และ 32.01 มก./100 ก. ตามล าดบั เม่ือ
ปริมาณ MSG เปล่ียนแปลงจาก 0% เป็น 0.1% โดยน ้ าหนกั (Figure 8) ดงันั้น LAB ท่ีมีความสามารถ
สูงสุดในการสังเคราะห์ GABA คือ Lb. 8014 จึงเลือก LAB ชนิดน้ีเพื่อทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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Figure 8 Synthesis ofLactobacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacillus brevis NCIMB 947 
andLactococcus lactis NCIMB 701007 at 0 and 0.1% MSG by weight 

4. ประยุกต์ใช้สภาวะของการหมักเพือ่ผลติผลติภัณฑ์ทีม่ี GABA สูง 
จากสภาวะในการสังเคราะห์ GABA ท่ีเหมาะสมในขอ้ 3 จึงท าการทดลองประยุกตใ์ชส้ภาวะของการ
สังเคราะห์ GABA โดยใช ้Lb. 8014 และเปล่ียนชนิดของวตัถุดิบเร่ิมตน้จากผกักาดขาวเป็นผลิตผล
เกษตรท่ีมีปริมาณกลูตามิคเร่ิมตน้สูงไดแ้ก่ เห็ดชนิดต่างๆ คือ เห็ดนางฟ้า เห็ดฟาง และเห็ดภูฐานผล
จากการวิเคราะห์ปริมาณกลูตามิคเร่ิมตน้ในรูปของกรดแอลกลูตามิคและปริมาณ GABA เร่ิมตน้ 
(Table8) ผลจากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูตามิคในเห็ดทั้ง 3 ชนิด พบวา่ เห็ดท่ีมีปริมาณกรด 
กลูตามิคสูงท่ีสุดคือ เห็ดนางฟ้า รองมาคือ เห็ดฟางและ เห็ดภูฐาน โดยปริมาณกรดกลูตามิคท่ีตรวจวดั
ไดเ้ป็น 5,044  4,109 และ 3,742 ก. ตามล าดบั  ดงันั้นจึงเลือกเห็ดนางฟ้าเป็นวตัถุดิบในการประยุกตใ์ช้
สภาวะของการสังเคราะห์ GABA โดยใช ้Lb. 8014 ต่อไป 

Table 8 Glutamic acid andGABA content in dry mushroom 

Types of mushroom Glutamic acid 
(mg/100 g) 

Oyster mushroom 5,044 
Straw mushroom 4,109 
Indian oyster mushroom 3,742 

จากการทดลองประยกุตใ์ชป้ระยกุตใ์ชส้ภาวะของการสังเคราะห์ GABA โดยใช ้Lb. 8014 ในการผลิต
เป็นแหนมเห็นนางฟ้า โดยมีส่วนประกอบดงัน้ี 
  

12.96 11.89 16.26 

175.06 168.91 

48.27 

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180
200

Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis Lactococcus lactis

0% MSG

0.1% MSG



64

64 
 

Table 9 Formula of fermented mushroom for GABA synthesization 
Formula (g)  1  2 3 4 
Steamed 
mushroom 

750 750 750 750 

Garlic 30 30 30 30 
Sticky rice 100 100 100 100 
MSG 2.75 0 2.75 0 
Salt 17.6 17.6 26.4 26.4 
Lb. 8014 3 3 3 3 
 

จากการทดลองพบว่าหลังจาก 24 ชั่วโมง ของการหมกัแหนมเห็ดนางฟ้าในทุกทรีทเมนต์ท่ี 35-
37oC.Lb. 8014 ไดเ้พิ่มจ านวนข้ึนอยา่งรวดเร็วโดยมีปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติสูงกวา่ 108cfu/g ส่งผลให้ pH 
ของแหนมเห็ดลดลงต ่ากวา่ 4.5 และเม่ือตรวจวดัปริมาณกรดแลคติคในผลิตภณัฑ์จะอยูร่ะหวา่ง 0.3-
0.23% โดยน ้ าหนกั จากนั้นจึงท าการวิเคราะห์ปริมาณ GABA ในผลิตภณัฑ์แหนมเห็ด พบวา่ในทุก 
ทรีทเมนตมี์ปริมาณ GABA ในระดบัท่ีต ่าคือ 1.42-1.56 มก./100 ก. แสดงให้เห็นวา่ผลิตผลเกษตรท่ีมี
ปริมาณกรดแอลกลูตามิค (L-glutamic acid) เร่ิมตน้ในวตัถุดิบท่ีสูง แต่อาจจะอยู่ในรูปท่ี LAB ไม่
สามารถน ามาใช้ประโยชน์ได ้จึงท าให้ไม่เกิดการเพิ่มข้ึนของ GABA ในผลิตภณัฑ์สุดทา้ยได้ดงันั้น
ผกักาดขาวจึงเป็นวตัถุดิบท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสังเคราะห์ GABA โดย Lb. Plantarum8014 
จากนั้นน าผกักาดขาวดองท่ีไดม้าผลิตเป็นแซนวิชสเปรด ซ่ึงมีส่วนประกอบดงัน้ี เตา้หูขาว น ้ ามนัพืช 
น ้ าตาล เกลือ น ้ าส้มสายชู และผกักาดขาวดอง GABA สูง เม่ือศึกษาคุณค่าทางโภชนากการพบว่า  
แซนวชิสเปรดผกักาดขาวดองมีคุณค่าทางโภชนาการ (Table 10) 
 

Table 10 Nutritive values of Chinese cabbage of sandwich spread containing high GABA 

Nutritive value of Chinese cabbage sandwich spread contained GABA 
(100 g of edible part) 

Total calories 213.18    Kcal 
Total calories from fat 133.02    Kcal 
Total fat 14.78    g 
Saturated fat 2.56    g 
Cholesterol 0.00    mg 
Protein 2.86   g 
Total carbohydrate 17.18   g 
Fiber 2.76    g 
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Nutritive value of Chinese cabbage sandwich spread contained GABA 
(100 g of edible part) 

Sugar 6.01    g 
Sodium 647.87    mg 
VitaminA - 
VitaminB1 0.08    mg 
VitaminB2 0.00    mg 
Calcium 11.98    mg 
Iron 0.78    mg 
GABA 93.2     mg 

 

จากตารางพบวา่การบริโภคแซนวชิสเปรดผกักาดขาว 100 ก. จะไดรั้บพลงังาน 213.8 กิโลแคลอรี คิด
เป็นพลงังานจากไขมนั 133.2 กิโลแคลอรี โดยการบริโภคแซนวิชสเปรดผกักาดขาว 100 ก. จะไดรั้บ 
GABA 93.2 มก. ซ่ึงถือวา่เป็นการไดรั้บ GABA ในปริมาณท่ีสูงเม่ือเทียบกบัการปริโภคอาหารอ่ืนใน
ปริมาณท่ีเท่ากนั (Table 11) 
 

Table 11 GABA content in food products (Matsumoto et al. 1997) 
 

Food Items GABA content (mg/100g) 
Dry tea 100-200 
Melon 74.5 

Tomato 62.6 
Kimji 59.4 

Chocolate 14.5 
Brown rice 10.0 
Pumpkin 9.7 

Tofu 6.4 
 

สรุปผลการทดลอง 
การสร้างไนซิน  
 การเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดไดแ้ก่ Lc.1401 Lc.1520 Lb.938 และ Lb.1034 เพื่อ
ทดสอบการผลิตไนซิน โดยการวิเคราะห์เคลียร์โซนซ่ึงไม่พบการสร้างไนซินส าหรับเช้ือ Lc.1401 
Lb.938 และ Lb.1034ยกเวน้ Lc.1520 พบวา่มีการสร้างไนซินในการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือนมถัว่เหลือง 
ดว้ยการหมกัเช้ือ Lc.1520 ควบคู่กบั Lb.892 เพื่อช่วยเร่งอตัราความเป็นกรดให้ลดลงอยา่งรวดเร็วและ
มีผลต่ออตัราการสร้างไนซินของเช้ือ Lc.1520 กล่าวคือปริมาณไนซินท่ีเกิดจากการหมกัเช้ือ Lc.1520 
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ร่วมกบั Lb.892 ในเวลา 24ชัว่โมง มีปริมาณมากกว่าไนซินท่ีเกิดจากการหมกัเช้ือ Lc.1520 อยา่งเดียว 
ในเวลา 24 ชัว่โมง อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.01)งานวิจยัน้ีเป็นการคน้พบคร้ังแรกวา่การใชน้มถัว่เหลือง
เป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตไนซินทางการคา้มีความเป็นไปไดสู้งสามารถลดตน้ทุนไดเ้ม่ือเทียบกบั
อาหารเล้ียงเช้ือชนิดอ่ืนๆ อีกทั้งถัว่เหลืองยงัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีได้รับผลกระทบจากการเปิดตลาด
การค้าเสรีอาเซียน งานวิจัยน้ียงัได้ประยุกต์ใช้ประโยชน์จากไนซินในการยืดอายุการเก็บรักษา
ผลิตภณัฑด์ว้ยการเติมไนซินและการเติมเช้ือ Lc.1520 พบวา่การเติมไนซินโดยตรงสามารถยืดอายุการ
เก็บรักษานมถัว่เหลืองพลาสเจอไรซ์ ผลิตภณัฑ์เตา้หู้แผ่น มีผลให้แบคทีเรียแลคติกแอซิดซ่ึงท าให้
อาหารเกิดการบูดเปร้ียวมีปริมาณลดลง ซ่ึงมีความเป็นไปไดใ้นการขยายผลการใชไ้นซินในการยบัย ั้ง
การบูดจากเช้ือแบคทีเรียแลคติกแอซิดและสามารถเพิ่มอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์เตา้หู้แผ่นได้
นอกจากน้ีแลว้การเติมเช้ือ Lc.1520 สามารถยดือายุโยเกิร์ตจากนมถัว่เหลืองให้มีรสเปร้ียวนอ้ยลงโดย
พบการสร้างไนซินในเวลา 24 ชัว่โมง ผลิตภณัฑ์นมถัว่เหลืองท่ีเติม Lc.1520 (โยเกิร์ตพร้อมด่ืม) 8 รส 
ได้แก่ ล้ินจ่ี วานิลา ส้ม แอปเป้ิล ใบเตย สตรอเบอร่ี สละและรสถั่วเหลือง (ไม่เติมกล่ิน) ผูต้อบ
แบบสอบถามจ านวน 34 คน ผูชิ้มส่วนใหญ่ชอบรสสละ รองลงไปคือ รสถัว่เหลือง (ไม่เติมกล่ิน) รส
สตรอเบอร่ี ส้ม แอปเป้ิล และใบเตย ตามล าดบั ผูท้ดสอบชิมบางส่วนตอ้งการให้ปรับปรุง ความหนืด 
สีและกล่ินให้เป็นธรรมชาติมากข้ึน อย่างไรก็ตามการบริโภคผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตนั้นผูบ้ริโภคมี
วตัถุประสงคต์อ้งการบริโภคจุลินทรียแ์ลคโตบาซิลลสัท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก (Probiotic) ซ่ึง
ถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยไนซินเช่นกนั หากมีการเติมไนซินเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาผูผ้ลิตจ าเป็นตอ้งค านึงถึง
การเพิ่มปริมาณจุลินทรียช์นิดน้ีใหสู้งข้ึนดว้ยจากผลการวิจยัการใชป้ระโยชน์ของไนซินกบัผลิตภณัฑ์
อาหารอาจน าไปประยกุตใ์ชก้บัผลิตภณัฑช์นิดอ่ืนๆท่ีมีนมถัว่เหลืองเป็นส่วนประกอบไดด้ว้ย 
การสังเคราะห์กาบ้า 
 จากการทดลองสังเคราะห์ GABA โดย LABทั้ง 3 สายพนัธ์ุคือ Lb. 8014, Lb. 947 และ Lc. 
701007 พบวา่ Lb. 8014 มีความสามารถในการสังเคราะห์ GABA ไดสู้งท่ีสุดในการสังเคราะห์ GABA 
โดย LAB ไม่สามารถตดัสินได้จากปริมาณกรดกลูตามิคเร่ิมตน้ท่ีมีอยู่ในวตัถุดิบได้ การท า pickle 
pickling test เร่ิมตน้ จะเป็นการทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ GABA ในเบ้ืองตน้ LAB แต่
ละสายพนัธ์ุจะเหมากบัวตัถุดิบเร่ิมตน้ท่ีไม่เหมือนกนั ดงันั้นหากตอ้งการใชว้ตัถุดิบอ่ืนๆ ในการเพิ่ม
ปริมาณ GABA จะตอ้งมีการศึกษาถึงสายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมดว้ย 
 

การน าผลงานวจิัยไปใช้ประโยชน์ 
 มีความเป็นไปไดใ้นการขยายผลการใช้ไนซินในการยบัย ั้งการบูดจากเช้ือแบคทีเรียแลคติก
แอซิดและสามารถเพิ่มอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์นมถัว่เหลืองพลาสเจอไรซ์ เตา้หู้แผน่ไดแ้ละจาก
ผลการวิจยัการใช้ประโยชน์ของไนซินกบัผลิตภณัฑ์อาหารสามารถน าไปประยุกต์ใช้กบัผลิตภณัฑ์
ชนิดอ่ืนๆท่ีมีนมถัว่เหลืองเป็นส่วนประกอบไดด้ว้ยนอกจากน้ีในการเพิ่มปริมาณ GABA โดยการใช ้
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LABสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูปต่างๆ ท่ีมีการใช ้LAB อยูแ่ลว้ เช่น ผกัดอง 
กิมจิ โยเกิร์ต หรือ แหนม แต่อาจตอ้งมีการศึกษาถึงสายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมเพื่อให้เกิดการเพิ่มข้ึนของ 
GABA สูงสุด 
 

ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณกรมวิชาการเกษตรท่ีไดส้นบัสนุนทุนวิจยัน้ี ดร. เสริมสุข สลกัเพช็ร์ ผูอ้  านวยการ
ส านกัวจิยัและพฒันาวิทยาการหลงัการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร ผูเ้ช่ียวชาญดา้นผลิตภณัฑ์
เกษตร ผูเ้ช่ียวชาญดา้นวทิยาการหลงัการเก็บเก่ียว กรมวชิาการเกษตร ท่ีไดใ้ห้ค  าเสนอแนะ กลัน่กรอง 
งานวจิยัเป็นอยา่งดีและขอขอบคุณคณะนกัวจิยัในโครงการวจิยัและพฒันาการใชจุ้ลินทรียใ์นการแปร
รูปผลิตผลเกษตรเป็นอาหารทุกท่านมา ณ โอกาสน้ี 
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วธิีตรวจและวนิิจฉัยโรคใบขาวของอ้อยด้วยเทคนิคพซีีอาร์ 
Detection and diagnosis of sugarcane white leaf disease by PCR method 
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ABSTRACT 
 Quantification of a plant pathogen is essential to study its population dynamic in various 
conditions and to relate symptom expression with pathogen concentration. So far very few methods 
to quantify phytoplasma in plant tissues were published and no report on white leaf disease 
phytoplasmas quantification in sugarcane. We report here the first efficient detection and diagnosis 
methods of sugarcane white leaf disease by PCR that are simple to use and to interpret.  These 
techniques were developed to enable the detection, quantification, differentiation of phytoplasmas 
including result assimilation that integrated information from the relevant researches. Detection of 
the phytoplasmas was targeted at two genes for enhancing precisions. The detection at 16S-23S 
rDNA by nested-PCR produces 700 bp fragment from the first PCR set and 210 bp from a nested-
PCR. By these means however, contamination with other bacteria can also be observed due to the 
non-specificity of the primers. Confirmation of sugarcane white leaf phytoplasma infection was 
done by highly specific primers to the secretory membrane protein translocation gene A (secA) 
using direct PCR that resulted in 277 bp.  Estimation of phytoplasma concentration of both 
techniques was achieved by comparing banding intensities of the samples against the standard 
samples. A precise quantification of phytoplasmas (copy number) is done by real-time PCR 
amplification of the secA gene using cloned plasmids with secA fragments as standard curves. The 
lowest concentration that set in accepting range is 100 copies/l (25 ng plant DNA).  Discrimination 
of the three phytoplasmas related to white leaf disease including sugarcane white leaf (SCWL), 
sugarcane grassy shoot (SCGS)and sugarcane green grassy shoot (SCGGS)was performed by High 
Resolution Melting (HRM) technique with primers designated to detect single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in 16S-23S rDNA region by nested-PCR manner. 

                                                           
1 ศูนยวิ์จยัพืชไร่ขอนแก่น  (Khon Kaen  Field  Crop Research Center)  
2 ศูนยวิ์จยัและพฒันาการเกษตรสุพรรณบุรี (Supanburi Agriculture Research and Development Center) 
3 สถาบนัวิจยัพืชไร่และพืชทดแทนพลงังาน  (Field  and Renewable Energy Crops Research Institute) 
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Five color codes designed by incorporating detection result, elements obtained from research 
pertinent and suggestion were integrated to ease users’ understanding and success utilizing. This 
work was conveyed at Khon Kaen Field Crops Research Center during 2011-2013.Over 1260 
sugarcane samples were subjected for phytoplasma detection and diagnosis in 2014 by these new 
techniques. White leaf incidents followed up in 10 research centers that submitted samples for 
investigation conformed to the incident possibility predicted by the designed color codes.  
Key-words :sugarcane, white leaf disease, phytoplasma, detection, genetic variation, color code, 
quantification, realtime PCR, High resolution melting, HRM, SCWL, SCGS, SCGGS, secA, 
nested-PCR,16S-23S rDNA, SNPs, color codes 

 

บทคดัย่อ 
 ปริมาณเช้ือในเน้ือเยื่อพืชเป็นข้อมูลท่ีจ  าเป็นต่อการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงจ านวน
ประชากรของเช้ือในสภาวะต่างๆในงานวิจยั และการแสดงอาการของโรค ยงัไม่มีรายงานการ
ตรวจวดัปริมาณเช้ือโรคใบขาวในออ้ยมาก่อนงานท่ีน าเสนอน้ีไดป้รับ ประยุกต์ต่อยอดผลงานวิจยั
หลายงาน และพฒันาวิธีการเพิ่มเติม เพื่อให้สามารถตรวจและวินิจฉัยโรคใบขาวในออ้ยได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แม่นย  า แปลผลง่าย และใช้งานไดจ้ริง สามารถใช้ตรวจการติดเช้ือ ปริมาณเช้ือ แยก
ชนิดของเช้ือในออ้ย รวมทั้งวินิจฉยัโรคได ้วิธีการตรวจท่ีกล่าวมาน้ีประกอบดว้ยการตรวจหาดีเอ็นเอ
ของเช้ือไฟโตพลาสมาจากยนีเป้าหมายสองยีนเพื่อความแม่นย  าของวิธีการ ไดแ้ก่ ยีน 16S-23S rDNA
ท่ีตรวจดว้ยวิธี nested-PCR ไดผ้ลเป็นช้ินดีเอ็นเอขนาด 700 bp และ 210 bp ซ่ึงใชร้ะบุการติดเช้ือและ
ประเมินปริมาณเช้ืออยา่งคร่าวๆ ไดโ้ดยการเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอ วิธีน้ียงัใช้บ่งช้ีการ
ปนเป้ือนเช้ืออ่ืนไดด้ว้ยซ่ึงเกิดจากความไม่จ  าเพาะของชุดไพร์เมอร์ ในการตรวจเพื่อยืนยนัการติดเช้ือ
ไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออ้ยนั้น ไดพ้ฒันาวิธีการข้ึนเพื่อตรวจดีเอ็นเอของเช้ือบนยีน 
secretory membrane protein translocation gene A (secA) มีขนาดช้ินยีน 277bp การประเมินปริมาณ
เช้ือท าไดเ้ช่นเดียวกบัวธีิแรก การระบุจ านวนเช้ืออยา่งละเอียด (จ านวนซ ้ า) ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจท่ียีน 
secA ดว้ยเคร่ือง Realtime PCR โดยใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ินยนีน้ีสร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานสามารถ
ตรวจไดต้ ่าท่ีสุดคือ 100 copies/µlในดีเอน็เอพืช 25 นาโนกรัม ในการแยกชนิดของเช้ือไฟโตพลาสมา
นั้น ไดพ้ฒันาเทคนิค High Resolution Melting (HRM) ท่ีออกแบบไพร์เมอร์ให้ตรวจจบัต าแหน่ง
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) บนสายของยีน 16S-23S rDNA ใชก้ารเพิ่มปริมาณดว้ยวิธี 
nested-PCR สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ยทั้ง 3 ชนิดได ้คือ 
sugarcane white leaf (SCWL), sugarcane grassy shoot (SCGS)และ sugarcane green grassy shoot 
(SCGGS) โดยไม่ตอ้งใชก้ารตรวจล าดบัเบส การแปลผลการตรวจไดมี้พฒันาใหม่โดยใชร้หสัสีข้ึนห้า
รหสัพร้อมค าอธิบายผลและขอ้แนะน าซ่ึงไดจ้ากประมวลผลการตรวจเช้ือและขอ้มูลจากการศึกษาใน
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งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อให้ผูใ้ช้เขา้ใจง่ายข้ึนและใช้งานไดจ้ริง การพฒันาวิธีทั้งหมดท่ีกล่าวมาน้ี
ด าเนินการท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่นระหวา่งปี 2554-2557ไดมี้การทดสอบกบักลุ่มตวัอยา่งออ้ยปี 2557 
กวา่ 1,260 ตวัอยา่ง การติดตามการเกิดใบขาวในออ้ยตอในกลุ่มตวัอยา่งในศูนยว์ิจยัและ ศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตร 10 ศูนย ์พบวา่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการคาดการณ์ดว้ยรหสัสี  
ค าหลัก: ออ้ย โรคใบขาว โรคกอตะไคร้ ไฟโตพลาสมา วิธีตรวจ ความแตกต่างของเช้ือ ปริมาณเช้ือ 
รหสัสี HRM Realtime PCR, nested-PCR, SNPs, รหสัสี 

 

ค าน า 
 เช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อให้เกิดโรคใบขาวในออ้ยเป็นแบคทีเรียขนาดเล็ก ในกลุ่มแกรมบวก 
ไม่มีผนงัเซลล์ มีจีโนมขนาดเล็กท่ีมีปริมาณ AT สูง (ประมาณ 70-80%; Oshima  et al., 2004) ถูกจดั
อยู่ในชั้นมอลลิคิวเตส (ClassMollicutes) ภายในวงศ์ไมโคพลาสมา (Family Mycoplasmataceae) 
ชนิด Candidatus phytoplasma กลุ่ม 16SrXI : Rice yellow dwarf group (Zhao, et al., 2010) อาศยัอยู่
ในเซลล์ท่ออาหารของพืช ถ่ายทอดไดด้ว้ยเพล้ียจัก๊จัน่สีน ้ าตาล (Weintraub and Beanland, 2006; 
Hanboonsong et al., 2005,Matsumotoet al., 1968) เช้ือน้ีไม่สามารถเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ได ้ท า
ใหย้งัไม่มีวธีิก าจดัเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ ตน้ท่ีไม่แสดงอาการอาจมีเช้ือมีเช้ือในปริมาณสูงหรือค่อนขา้ง
ต ่าและกระจายตวัไม่สม ่าเสมอ ตอ้งใชเ้ทคนิคท่ีมีความไวสูง เช่น เทคนิคพีซีอาร์ ในการตรวจ ซ่ึงอาจ
เป็นการใช้เทคนิคแบบดั้งเดิม (conventional PCR) หรือเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม         
ในสภาพจริง (real-time PCR) การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมามีการรายงานค่อนขา้งนอ้ย และ
ทั้งหมดตรวจดว้ยการใชเ้คร่ือง Realtime PCR (Aldaghi et al., 2006, Torres et al. , 2005, Jarausch, et 
al., 2004) แต่ยงัไม่มีรายงานในออ้ย 

โรคใบขาวของออ้ยเป็นปัญหาส าคญัต่อผลผลิตออ้ยของไทย การระบาดท่ีรุนแรงเป็นวงกวา้ง
เกิดจากการน าท่อนพนัธ์ุติดเช้ือไปขยายพนัธ์ุต่อ แหล่งระบาดท่ีแสดงอาการรุนแรงมกัอยู่ในแหล่ง
ปลูกท่ีเป็นทรายจัด  หรือมีชั้ นดานเทียมสูง  เ ช่น  ในเขตอีสาน  หรือบางแหล่งในภาคกลาง      
สถาบนัวิจยัพืชไร่ฯได้ด าเนินการศึกษาวิจยัเพื่อหาแนวทางและวิธีการในการแก้ปัญหาโรคใบขาว
อยา่งจริงจงัในหลายสาขาวชิา ส่วนใหญ่ยงัอยูใ่นระหวา่งศึกษา และทดสอบเทคโนโลยี มีการศึกษาถึง
สาเหตุในการเกิดโรคและการแสดงอาการวิธีป้องกนัก าจดั และการลดความเสียหายท่ีเกิดจากโรคน้ี
โดยเป้าหมายคือออ้ยไม่มีอาการใบขาว หรืออุบติัการณ์ใบขาวลดลง ซ่ึงอาจเกิดไดจ้ากหลายแนวคิด 
และวิธีการ เช่นท าให้อ้อยมีความแข็งแรงจากการปรับสภาพแวดล้อมและสมดุลธาตุอาหารให้
เหมาะสมกบัการเจริญเติบโต การจดัการเพื่อป้องกนัหรือลดภาวะเครียดในระหว่างการเจริญเติบโต 
การคัดเลือกต้นท่ีมีปริมาณเช้ือน้อยหรือใช้ต้นปลอดโรค ส าหรับขยายพันธ์ุ การควบคุมการ
แพร่กระจายของเช้ือเพื่อลดพื้นท่ีระบาด หรือการปรับปรุงพนัธ์ุให้ได้ตน้ท่ีมีคุณลกัษณะพิเศษทาง
พนัธุกรรมท่ีท าให้ทนโรคและควบคุมปริมาณเช้ือได ้งานวิจยัทั้งหมดน้ีลว้นตอ้งการขอ้มูลการตรวจ
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เช้ือ ปริมาณเช้ือ การเปล่ียนแปลงของปริมาณเช้ือ (dynamics) หรือชนิดของเช้ือ ในการประกอบผล
และวเิคราะห์ถึงความส าเร็จของวธีิการทั้งส้ินรวมไปถึงการพยากรณ์การเกิดโรค หรือการศึกษาแมลง
พาหะชนิดใหม่เพิ่มอีกดว้ย 
 วิธีตรวจโรคใบขาวโดยทัว่ไปในออ้ยนิยมใช้วิธี nested-PCR ซ่ึงมีความไวสูง ใช้ไพร์เมอร์
สองชุดส าหรับตรวจจบัดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR)(Srivastava 
et al., 2006, Hanboonsonget al., 2005)นอกจากน้ียงัมีวิธีอ่ืนอีก เช่น ใช ้probe หรือวิธีทางอิมมูนโน
วิทยา แต่ละวิธีมีขอ้ดีและเสียแตกต่างกนั แต่วิธีการเหล่าน้ีเป็นเพียงการตรวจว่าพบหรือไม่พบเช้ือ
เท่านั้น ท่ีผูใ้ชน้ าผลตรวจท่ีไดไ้ปใชไ้ดอ้ยา่งจ ากดั ยงัไม่มีรายงานการตรวจปริมาณเช้ือท่ีใชเ้ช้ือใบขาว
เป็นค่าอ้างอิงอย่างแท้จริง ท าให้ผลการตรวจเป็นเพียงการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอของพืชท่ีมีเช้ือ
รวมอยูด่ว้ยเท่านั้น ไม่ใช่เทียบกบัเช้ือใบขาวโดยตรงส่วนในการตรวจจ าแนกชนิดของเช้ือนั้น ยงัคงใช้
วิธีการตรวจล าดบัเบสท่ีซับซ้อน มีค่าใชจ่้ายสูง ใชเ้วลานาน และใช้ผูมี้ความช านาญในการวิเคราะห์
ขอ้มูล ซ่ึงเป็นปัญหาในกรณีท่ีมีตวัอย่างจ านวนมาก ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันา
วิธีการท่ีนอกจากใชต้รวจวา่มีเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยหรือไม่แลว้ ยงัสามารถตรวจวดั
ปริมาณเช้ือ จ าแนกชนิดของเช้ือท่ีไดผ้ลทนัทีและอ่านผลง่าย มีการวินิจฉยัโรคท่ีมีค าอธิบายผลท่ีผูใ้ช้
สามารถน าไปขยายผลต่อไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ลดอุบติัการณ์ของโรคใบขาว 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
ตัวอย่างทีศึ่กษา: ออ้ยท่ีเป็นโรคใบขาวอาการต่างๆ  ไดแ้ก่ อาการใบขาว อาการใบขาวร่วมกบักอฝอย 
อาการกอตะไคร้ จากแหล่งปลูกต่างๆ และหญา้ท่ีมีอาการใบขาว การเก็บรักษาตวัอยา่งใบ ตามวิธีของ 
Wongwaratet al. (2011) 
การสกัดดีเอ็นเอ: สกดัดีเอ็นเอจากใบโดยวิธี Li and Midmore (1999) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
โดยวิธีอิเลคโตรโฟริซิส บนอะการ์โรสเจลความเขม้ขน้ 1% ใน 0.5X TBE ยอ้มผลดว้ยสาร SYBR 
gold (Invitrogen, USA) ตรวจผลแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต บนัทึกผลโดยการถ่ายภาพ
ด้วยเคร่ืองบนัทึกภาพดีเอ็นเอตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer 
(NanoMaestrogen, USA) 
การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่ง 16S-23S ISR ด้วย nested-PCR : ท าตามวิธีของ ศุจิรัตน์ และ
คณะ (2554)ใชไ้พร์เมอร์ (MLO-X/ MLO-Y และ P1/P2) ตามรายงานของ Hanboonsong et al. (2005) 
การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่ง  secA ด้วย direct-PCR : ท าตามวิธีของ ศุจิรัตน์ และคณะ 
(2556; Sakuanrungsirikul et al., 2013) 
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วย Conventional PCR :สร้างพลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอของยีน 
16S-23S ISR และ secAโดยเพิ่มปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาท่ียีนทั้งสองชนิดน้ี สกดัดีเอ็นเอขนาด 700 bp 
จาก16S-23S ISR และ277 bp จาก secAในagarose gel ท าให้บริสุทธ์ิดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป GEL/PCR 
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DNA Fragment Extraction Kit (RBCBioscience, Taiwan) สร้างโคลนแบคทีเรียท่ีมี  พลาสมิดของช้ิน
ยีนทั้งสองชนิดดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป RBC TA cloning kit (RBC Bioscience, Taiwan)สกดัพลาสมิด
ท่ีมีช้ินยีนดว้ยชุดน ้ ายาGF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia)หาความเขม้ขน้ของ 
พลาสมิดมีหน่วยเป็น copy number ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง nanodrop spectrophotometer 
แลว้น ามาค านวณตามสูตรของWhelan et al. (2003) สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานดว้ยการเจือจาง 
พลาสมิดท่ีมีช้ินยนีใหมี้ปริมาณเช้ือต่างกนั10 เท่าระหวา่ง 1-1010 copies ใน ดีเอ็นเอออ้ยปกติ 25 ng/µl 
ใชเ้ป็นตน้แบบเพิ่มปริมาณบริเวณยีนทั้งสองดว้ย Conventional PCR ตามวิธีดงักล่าวขา้งตน้ ประเมิน
ปริมาณเช้ือดว้ยการเปรียบเทียบความเขม้ของแถบดีเอน็เอท่ีได ้
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาต าแหน่งยีน secA ด้วย Realtime PCR :สร้างกราฟความ
เขม้ขน้มาตรฐานของ secAโดยใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ิน secA ท่ีมีปริมาณเช้ือต่างกนั 10 เท่า ดงักล่าวขา้งตน้
น ามาเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณ โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัน้ี 1X PCR buffer, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase (Fermentas, USA), ดีเอ็นเอตน้แบบ (25 ng/µl) 4 µl,  
0.5 µM SecAfor/SecArev และ 0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, CA,USA) ในปริมาตรรวม 15 µl
น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง Realtime PCR (LightCycler®480 Real-time PCR, Roche, Germany) ตาม
ขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 94°C/1 นาที, 60°C/30 วินาที, 72°C/45 วินาทีจ านวน 40 รอบและ
72°C/7 นาที วิเคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายจากค่า melting temperature (Tm) 
ดว้ยโปรแกรม Tm calling โดยเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 72°C ถึง 95°C เพิ่ม 0.1°C/ วินาที แลว้ลดอุณหภูมิลง
ท่ี  40°C/30 วินาที ค านวณปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยโปรแกรมAbs Quant/2nd Derivative Max
สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานโดยให้ค่า PCR amplification efficiency (E) เท่ากบั 2 (E = 10 (-1/slope) 
เพื่อบ่งช้ีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ี 100% efficiency (เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 เท่าในแต่ละรอบ)
ตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาในตวัอยา่งดว้ยวธีิดงักล่าวขา้งตน้ 
การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค High Resolution Melting (HRM) : ใช้
การตรวจความแตกต่างล าดบัเบสของเช้ือดว้ย SNPs บนยีน 16S-23S rDNA ท่ีมีการขยายความยาว
ของสายดีเอน็เอจาก 210 bp ซ่ึงครอบคลุมบางส่วนของ 16S-ISR ให้มีความยาวข้ึนดว้ยเทคนิค Primer 
walking ใชC้andidatus Phytoplasma cynodontis (AB741630.1) จากฐานขอ้มูล NCBI เป็นต าแหน่ง
ในการสร้างไพร์เมอร์ตั้งตน้ ออกแบบไพร์เมอร์ไดจ้  านวน 4 คู่ดงัน้ี 
16S-23S F1 : AGTTTGATCCTGGCTCAGGATA 16S-23S R1: CATAGTTTGCCGGGGCTTA 
16S-23S F2 GAACGATGAAGTATTTCGGTA 16S-23S R2 GCTCGTTTTAGGACTTAACCTAAC 
16S-23S F3 GCACAAGCGGTGGATCATG 16S-23S R3 TGTGTACAAACCCCGAGAACG 
16S-23S F4 GCAGTCTCAGTTCGGATTGA 16S-23S R4 CCGTTAATTGCGTCCTTCA 

ใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอของออ้ยและหญา้ท่ีมีอาการใบขาวท่ีมีการศึกษาแลว้ในการวิจยัความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีก่อโรคในออ้ยและหญา้ จากล าดบันิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S-
23S ISR (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2555; Sakuanrungsirikul, et al., 2013) จ  านวน 7 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ SCWL, 
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SCGS และ SCGGS ชนิดละ 2 ตวัอยา่ง และหญา้ 1 ตวัอย่างเป็นตน้แบบในการขยายความยาวสาย 
ดว้ยเทคนิค Primer walking โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 
0.33 µM Primer (Forward/Reverse mix), 0.1 U Taq polymerase and 100 ng/µl DNA template          
3 l ในปริมาตรรวม 15 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Perkin Elmer PE 9700 
Thermo Cycler, USA) มีขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที, ตามดว้ย 35 รอบของ  94°C/40 วินาที,  52๐C/    
40 วินาที และ 72๐C/1 นาที ตามดว้ย 72°C/7 นาทีตรวจผลดว้ย Electrophoresis สกดัช้ินดีเอ็นเอให้
บริสุทธ์ิดว้ยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป HiYieldTM Gel/PCR Fragments Extraction Kit และส่งวิเคราะห์ล าดบั
เบส (Firstbase, Malaysia) จดัเรียงขอ้มูลล าดบัเบส16S-23S rDNA ของ SCWL, SCGS, SCGGS และ
หญา้ท่ียาวข้ึนน้ีดว้ยโปรแกรม Clustal W วเิคราะห์หาต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างเพียงหน่ึงเบส (SNPs) 
ออกแบบไพรเมอร์ใหม่ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย nested-PCR ดงัน้ี ชุดท่ี 1 (16S-23S F1:  
AGTTTGATCCTGGCTCAGGATA / 16S-23S R1 CATAGTTTGCCGGGGCTTA) ครอบคลุม
ต าแหน่งท่ี 1 ถึง 498 (ขนาดผลผลิต 498 bp) ชุดท่ี 2 (Phyto7F:GGCTTGCGTCACATTAGTTAG / 
Phyto7R: CAACCTCTCAGTCCAGCTACAC)  ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 220 ถึง 294 (ขนาดผลผลิต 75 
bp) มีขบวนการในการเพิ่มปริมาณ 2 ขั้นตอน คือ (1) Direct PCR ประกอบดว้ย 1x buffer, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.33 µM Primer (16S-23S F1/R1), 0.1 U Taq polymerase และ 100 ng/µl 
DNA template 3 ulในปริมาตรรวม 15 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Perkin 
Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) ดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 30 รอบของ94°C/1 นาที,  60°C/ 
30 วนิาที และ722°C/45 วนิาที ตามดว้ย 72°C/7 นาที (2) nested-PCR:ใชผ้ลผลิตจากขั้นท่ี 1 เจือจาง 1:200 
เป็นตน้แบบ ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 15 µl ท่ีประกอบดว้ย 1x buffer, 2mM MgCl2,        
1.2 mM dNTP,  0.2 µM Primer (Phyto7F/R),  0.1 U Taq polymerase และ DNA template 3 µl,  
0.075 µM dye SYTO9 (Invitrogen, CA,USA) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองRealtime PCR 
(LightCycler® 480 Real-time PCR, Roche, Germany) มีขั้นตอนดงัน้ี 94 °C/5 นาที ตามดว้ย 35 รอบ
ของ 94°C/30 วนิาที, 64°C/30 วนิาที และ72°C /40 วนิาที แลว้วเิคราะห์ความถูกตอ้งของช้ินส่วนดีเอ็น
เอเป้าหมายจากค่า melting temperature (Tm) โดยเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 72°C ถึง 95°C : 0.03°C/ วินาที 
แลว้ลดอุณหภูมิลงท่ี  40°C/30 วินาที วิเคราะห์ความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยโปรแกรม 
Gene Scanning (LightCycler®480 instrument with software version 1.5) การจ าแนกชนิดของเช้ือใน
ตวัอยา่งทดสอบด าเนินการเช่นเดียวกนั 
สถานทีด่ าเนินการด าเนินการทดลองท่ี ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น ระหวา่งปี 2554-2557  

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 การตรวจปริมาณของเช้ือไฟโตพลาสมาอย่างง่ายด้วย Conventional PCR : ใชก้ารตรวจยีน
เป้าหมายสองชนิดเพื่อความแม่นย  าของวธีิการ ไดแ้ก่ ยนี 16S-23S rDNA ซ่ึงตรวจดว้ยวิธี nested-PCR  
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และ ยีน secA ตรวจดว้ยวิธี direct PCR ทั้งสองวิธีมีขอ้ดีและเสียแตกต่างกนั nested-PCR มีขอ้ดีคือ 
สามารถตรวจดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีมีปริมาณต ่ามากได ้เพราะดีเอ็นเอเป้าหมายถูกน ามาเพิ่มปริมาณซ ้ า
ใหม่ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์สองชุด แต่มีขอ้เสียคือเกิดการปนเป้ือนไดง่้ายและเกิดผลบวกปลอมไดง่้าย 
จึงตอ้งตรวจควบคู่ไปกบัปฏิกิริยาควบคุมท่ีไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยทุกคร้ัง ความแม่นย  าของวิธีการ
ข้ึนกบัความจ าเพาะของไพร์เมอร์ท่ีใช้ ต  าแหน่งดีเอ็นเอเป้าหมาย และสภาวะในท า PCR หากใช้
อุณหภูมิในการเกาะจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอน็เอเป้าหมายสูงเกินไปจะท าให้ไพร์เมอร์เกาะไดไ้ม่เต็มท่ี
เกิดผลลบปลอมท่ีส่งผลเสียหายอยา่งมากเม่ือน าผลตรวจไปขยายหรือปลูกในปริมาณมาก การตรวจ
ยีน secA นั้นใชว้ิธี direct PCR คือใช ้PCR เพียงชุดเดียว การปนเป้ือนเกิดไดน้อ้ย แต่มีขอ้เสียคือมี
ความไว (sensitivity) ต ่ากวา่วิธี nested-PCR ความแม่นย  า (precision) ข้ึนกบัความจ าเพาะของไพร์เมอร์
ท่ีใช้ การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยยีน 16S-23S rDNA ใช้ไพร์เมอร์ตามรายงานของ 
Hanboonsong (2005)และประยุกตว์ิธีการโดยปรับองคป์ระกอบของปฏิกิริยาและสภาวะ PCR ใหม่
เพื่อลดการเกิดผลลบปลอมและพฒันาใหม่ให้สามารถตรวจวดัปริมาณเช้ือไดส้ามารถแสดงผลผลิต
ของปฏิกิริยาชุดแรก (direct PCR) ขนาด 700 bp ไดที้่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ
ส่วนกลางของ 16S ผ่าน ISR จนถึงส่วนตน้ของ 23S ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีนิยมใช้สร้างไพร์เมอร์ชนิด 
universal primer ส าหรับตรวจและจ าแนกเช้ือไฟโตพลาสมาโดยทัว่ไป (Deng and Hiruki,  1991; 
Ahrens and Seemuller, 1992; Lee, et al., 1993) เม่ือน าดีเอ็นเอขนาด 700 bp น้ี มาเจือจางให้ความ
เขม้ขน้ต่างกนัแลว้เพิ่มปริมาณ พบว่าระดบัความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ท่ีได้
สอดคลอ้งกบัความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอตั้งตน้ สามารถเห็นแถบจากการใช้พลาสมิดตั้งตน้ท่ีมีความ
เขม้ขน้ตั้งแต่ 10 copies จนถึง  104copies/l (ใน 25 ng DNA) ซ่ึงเป็นจุดคงท่ีของความเขม้แสง เม่ือน า
ส่วนผลผลิต PCR ขนาด 210 bp ท่ีไดจ้ากขบวนการ nested-PCR ของดีเอ็นเอตั้งตน้ตั้งแต่ 1-104copies/l  
นั้นมีความเขม้แสงเท่ากนั (Fig. 1A) อยา่งไรก็ตามความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอขนาด 210 bp น้ีจะ
จางลงหากมีดีเอน็เอตั้งตน้มีนอ้ยกวา่ 1 copy/l  (Fig. 1B) ในตวัอยา่งท่ีมีการติดเช้ืออ่ืนซ ้ าซ้อน จะเกิด
แถบอ่ืนๆ ท่ีรบกวนการแปลผล เกิดจากความไม่จ  าเพาะของไพร์เมอร์ดงักล่าวมาแลว้  ท่ีจบักบัดีเอ็นเอ
ของไฟโตพลาสมาในพืชอ่ืนๆ ได ้เช่น หญา้ พง เลา มนัส าปะหลงั รวมทั้งแบคทีเรียบางชนิดภายใน
ตน้เช่น Bacillus spp., Staphyllococcus spp. และ Bacteriodes spp. (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Harrison 
et al., 2002) มกัพบในตวัอย่างจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรีย หรือตวัอย่างจาก
แปลงท่ีมีอาการของโรคอ่ืนดว้ย เช่น ใบลวก ราสนิม เป็นตน้ (Fig. 1C)ในการตรวจเพื่อยืนยนัผลการ
ติดเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออ้ยควบคู่ไปด้วยนั้น ใช้ไพร์เมอร์ท่ีถูกออกแบบให้มี
ความจ าเพาะต่อเช้ือน้ีท่ีต าแหน่งยีน secA ไดผ้ลเป็นช้ินยีนขนาด 277 bp (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; 
Sakuanrungsirikul et al., 2012)สามารถใชป้ระเมินปริมาณเช้ือจากความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอได้
เช่นเดียวกนั (Fig. 1D) แต่เน่ืองจากเป็นการท าปฏิกิริยา direct PCR จึงท าให้เห็นแถบดีเอ็นเอไดต้ ่าสุดท่ี 
102copies/l เท่านั้น ในกรณีท่ีมีตวัอย่างเป็นจ านวนมาก และไม่ตอ้งใช้รายละเอียดของจ านวนเช้ือ
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มาก สามารถใชว้ธีิก าหนดระดบัความเขม้ของแถบเป็นระดบัได ้ตั้งแต่ระดบัต ่า 1+ ถึงสูง 4+ คือ มีเช้ือ
ตั้งแต่ 101 ถึง 104copies/l พบวา่ระดบัเช้ือ 103copies/l เห็นอาการใบขาวแลว้ (Table 1) 
 การตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยยีน secA โดย absolute quantification realtime 
PCR :  งานวิจยัน้ีเป็นรายงานแรกท่ีพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวใน
ออ้ยดว้ย Real time PCR ท่ีมีการใชช้ิ้นยนีของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวเป็นมาตรฐานเปรียบเทียบ
ความเขม้ขน้ของเช้ือ  Soufi (2012) รวมทั้งรายงานอ่ืนท่ีตรวจเช้ือน้ีออ้ยดว้ย Real time PCR ใชว้ิธี
ตรวจ 16S-23S rDNA ท่ีเป็นบริเวณท่ีพบไดท้ัว่ไปในแบคทีเรียหลายชนิดดงักล่าวแลว้ขา้งตน้ และใช้
วิธีเจือจางดีเอ็นเอของออ้ยท่ีมีอาการใบขาว หรือใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัจากตน้แพงพวยท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา
มาเปรียบเทียบแทน ดงันั้นปริมาณท่ีตรวจไดจึ้งไม่ใช่ปริมาณของเช้ือใบขาวท่ีแทจ้ริง การใช้วิธีน้ีใน
การเปรียบเทียบความเขม้ขน้ค่อนขา้งซบัซ้อน เพราะจ านวนซ ้ าของยีนในจีโนมของเช้ือแต่ละชนิดมี
ไม่ต ่ากว่า 2 ชุด หากใช้ตอ้งท าการโคลนช้ินยีนให้ไดเ้พียงชุดเดียวในพลาสมิด จึงใช้เปรียบเทียบได ้
แต่ในรายงานน้ีใช้วิธีการท่ีพฒันาข้ึนใหม่มาใชต้รวจ ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของ
ออ้ยท่ีต าแหน่งยีน secA ซ่ึงมีเพียงชุดเดียวในจีโนม (Bekele, et al., 2011) และใชพ้ลาสมิดท่ีมีช้ินส่วน
ของยีน secA สร้างกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานเพื่อค านวณความเขม้ขน้จึงเป็นปริมาณท่ีแทจ้ริงของ
เช้ือน้ีในเน้ือเยือ่พืช (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) 
 Real-Time PCR หรือ Quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิคที่สามารถค านวณหาค่า
ประสิทธิภาพ ค่าความเข้มข้น หรือปริมาณสารพนัธุกรรมเร่ิมต้นได้โดยใช้สารเรืองแสงเป็นตัว
แสดงผล (reporter) สามารถแสดงผลให้เห็นไดท้นัทีในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยา ค่าส าคญัท่ีเก่ียวขอ้ง
ในเทคนิคน้ี ไดแ้ก่ ค่า Threshold Cycle (Ct) ซ่ึงหมายถึงรอบของการเพิ่มปริมาณท่ีเคร่ืองสามารถ
ตรวจหาดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึนจากปฏิกิริยาได ้หากดีเอน็เอตั้งตน้มีนอ้ยตอ้งใชร้อบในการเพิ่มปริมาณหลาย
รอบกวา่จะตรวจพบสัญญาณเรืองแสง ท าให้มีค่า Ct สูง การค านวณหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน้ ท าโดย
ใชดี้เอ็นเอท่ีทราบความเขม้ขน้แลว้มาเพิ่มปริมาณและสร้างเป็นกราฟความเขม้ขน้มาตรฐานส าหรับ
เทียบ และอีกค่าหน่ึง คือ melting temperature (Tm) เป็นอุณหภูมิท่ีท าให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกจากกนั 
ความแตกต่างของค่า Tm จะแปรผนัโดยตรงกบั % GC content และความยาวของสายดีเอ็นเอคู่นั้นๆ 
ดงันั้นค่า Tm จึงถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการแยกความแตกต่างของผลผลิต PCR ซ่ึงใช้งานไดง่้าย      
ไม่ซบัซอ้น แต่ประสิทธิภาพอาจไม่มากเท่ากบัการตรวจล าดบัเบส 
 กราฟความเข้มข้นมาตรฐานและค่า PCR amplification efficiency (E) :การประเมินปริมาณ
เช้ือไฟโตพลาสมา ท าโดยเทียบค่า Ct กบักราฟความเขม้ขน้มาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ของพลาสมิด 
ต่างกนั 10 เท่า ระหวา่ง 1-1010copies/l ค่า Ct ของพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้สูงสุด (1010) จะมีค่าต ่า 
โดยกราฟแสดงการเพิ่มปริมาณตั้งแต่รอบท่ี 8 ขณะท่ีพลาสมิดท่ีมีต ่า (1-10 copies) พบกราฟในรอบท่ี 40
และมีการโคง้ท่ีไม่สูงมาก (Fig.2A) ผลการวเิคราะห์ค่า Tm พบวา่พลาสมิดความเขม้ขน้102-1010copies 
ให้ค่าเฉล่ียประมาณ 77.10 °C เพียงค่าเดียวเท่านั้น จึงถูกใชเ้ป็นค่า Tm ของช้ินดีเอ็นเอเป้าหมาย ส่วน 
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พลาสมิดท่ี 1และ 10 copies มีค่า Tm ท่ี 73.22°C  และ 77.10°C  ตามล าดบั ซ่ึงค่า Tm ท่ี 73.22°C คาดวา่
เกิดการจบักนัเองของไพรเมอร์ (primer-dimer) (Fig. 2B) การค านวณค่า efficiency (E) พบวา่พลาสมิด 
ช่วงความเขม้ขน้102-1010copies นั้นตกอยูใ่นช่วงท่ีกราฟมีความลาดเอียง (slope) ท่ีมีค่าเท่ากบั -3.524 
หมายถึงตอ้งใช ้3.524 รอบในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอใกลเ้คียง 10 เท่าตามความเขม้ขน้ตั้งตน้ท่ีเจือจาง
ต่างกนั 10 เท่าหรือมีค่า Ct ต่างกนัเท่ากบั 3.524 รอบ (23.524= 11.5) เม่ือน าค่าความลาดเอียงมาหาค่า E ได้
ค่าเท่ากับ 1.922 แสดงให้เห็นว่ามีการเพิ่มข้ึนของช้ินดีเอ็นเอได้จ  านวน 1.922 เท่าซ่ึงใกล้เคียงกับ 
100% efficiencyในแต่ละรอบของการท าปฏิกิริยา ดงันั้นช่วงความเขม้ขน้ของพลาสมิด สูงสุดและ
ต ่าสุดท่ีน ามาใช้ในการประเมินไดคื้อ 102-1010copies ส่วนช่วง 1- 10copies นั้นตกอยู่นอกส่วนท่ีมี
ความลาดเอียง จึงเป็นช่วงค่าท่ีไม่น่าเช่ือถือ และไม่ควรน ามาใช้ (Figure 2C) ผลการทดสอบหา
ปริมาณเช้ือในตวัอย่างท่ีมีความรุนแรงของโรคใบขาวออ้ยต่างกนั 3 ระดบั คือใบขาว ใบขาวปนเขียว 
และใบเขียว (ไม่มีอาการ) พบวา่ปริมาณเช้ือเก่ียวพนักบัระดบัอาการ ออ้ยใบขาวมีปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมา
มากท่ีสุด คืออยู่ในระดับ 105copies ในใบขาวปนเขียวมีเช้ือในระดับ103-104copies ส่วนใบเขียว      
ไม่สามารถตรวจได ้(Table 1) ซ่ึงคาดวา่มีเช้ือนอ้ยกวา่ 102copies  การตรวจเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีมีนอ้ย
เช่นน้ี เช่น 4-340 cells/ g ตอ้งใชเ้ทคนิค nested PCR มาตรวจสอบ (Berges et al., 2000) 

การจ าแนกความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค HRM : การใช ้HRM ในการแยก
ความแตกต่างของช้ินดีเอ็นเอเร่ิมมีการใช้งานมากข้ึนส่วนใหญ่เป็นรายงานท่ีใช้ในทางการแพทย์
(Zianni et al., 2013, Areekit et al., 2009) เป็นวิธีการท่ีรวดเร็ว ให้ผลทนัที ใชง่้ายแปลผลง่าย ไม่ตอ้ง
ตรวจล าดบัเบสซ่ึงใชค้่าใชจ่้ายสูง ใชเ้คร่ืองมือราคาแพง มีความซบัซ้อน ใชเ้วลาและใชค้วามช านาญ
ในการตรวจวเิคราะห์และแปลผล เทคนิค HRMใชค้่า Tm เป็นหลกัในการแยกผลผลิต PCR ท่ีต่างกนั
ซ่ึงท าโดยออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลุมต าแหน่งท่ีมีความแตกต่างนั้น โดยมีขนาดของผลผลิต 
PCRไม่เกิน 100 bp เพื่อประสิทธิภาพการแยกความแตกต่างเบสท่ีชดัเจน การพฒันางานในส่วนน้ี    
ต่อยอดงานวิจยัจากเร่ืองการศึกษาความแตกต่างของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยและหญา้
ใบขาวจากแหล่งปลูกต่างๆ ทัว่ประเทศไทย (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2556; Sakuanrungsirikul et al., 2012) 
โดยใช้ข้อมูลล าดับเบสท่ีได้มาพฒันาต่อให้สามารถตรวจความแตกต่างของชนิดเช้ือได้ ซ่ึงจาก
รายงานดงักล่าวน้ีไดศึ้กษาล าดบัเบสของยีน16S- ISR ความยาว 210 bp และ secA ความยาว 277 bp 
ของกลุ่มตวัอย่าง 3 กลุ่มใหญ่ คือ SCWL, SCGS และ SCGGS และพบวา่มีเบสต่างกนัค่อนขา้งนอ้ย 
แยกกนัไดไ้ม่ชดัเจน โดยเฉพาะอยา่งยิ่งระหวา่ง SCWL และ SCGS เพราะขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดข้อง
ทั้งสองยนีนั้นสั้นเกินไป การพฒันาวธีิแยกความแตกต่างดว้ย HRM นั้นตอ้งท าการขยายความยาวของ
ช้ินยนีท่ีไดใ้หย้าวข้ึน เพื่อใหมี้ต าแหน่งแตกต่างมากข้ึน ส าหรับส ารวจหาต าแหน่งท่ีมีเบสต่างกนัท่ีใช้
แยกชนิดของเช้ือไดอ้ยา่งชดัเจน ผลจากการใชเ้ทคนิค Primer walking ท าใหไ้ดล้ าดบัเบสของ
ต าแหน่ง 16S-23S rDNA ของ SCWL, SCGS, SCGGS และหญา้ท่ีมีอาการใบขาวยาวข้ึนครอบคลุม 
16S-ISR-23Sบางส่วนโดยไดข้นาดใหม่เท่ากบั 1770, 1771, 1772 และ 1780 bp ตามล าดบั มีต าแหน่ง
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แปรปรวน (SNPs) จ านวนรวม 71 ต  าแหน่ง กระจายอยู่ทัว่ทั้งสายท่ีเป็นทั้งชนิดแทรก (Insertion)   
ขาดหาย (Deletion) และแทนท่ี (Substitution) ของเบสในจ านวนน้ีมี SNPs 3 ต  าแหน่ง ท่ีคดัเลือกเพื่อ
ใช้แยกเช้ือทั้ง 4 ชนิดได ้ไดแ้ก่ ต  าแหน่งที่ 245 แยก SCGGS ออกจาก SCWL และ SCGS 
(SCGGS/GRASS (T) :  (C) SCWL/SCGS )  ต าแหน่งท่ี 254 แยก SCGS ออกจากเช้ือ SCWL (SCGGS/ 
SCGS (G) : (A) SCWL, GRASS ) ต าแหน่ง 267 แยกเช้ือของออ้ยออกจากหญา้ใบขาว  ( SCGGS/ 
SCWL/ SCGS (T) : GRASS ( C) ไพร์เมอร์ท่ีพฒันาข้ึนส าหรับการแยกชนิดของเช้ือน้ี  ไพร์เมอร์ชุดท่ี 
1 ใหข้นาดของผลผลิต 498 bp ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 1 ถึง 498 ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 2 ไดผ้ลผลิตขนาด 
75 bp ครอบคลุมต าแหน่งท่ี 220 ถึง 294 ท่ีมีต าแหน่ง SNPs ท่ีตอ้งการอยู ่ผลการทดสอบกบัตวัอยา่ง 
SCWL, SCGS, SCGGS และหญา้ท่ีแสดงอาการใบขาว พบวา่ melting curves แสดงกราฟแยกกนั      
4 กราฟ มีค่า Tm ของเช้ือทั้ง 4 ชนิด คือ  80.30๐C, 80.75๐C, 79.92๐C และ 80.63๐C ตามล าดบั (Fig. 
3A) แต่ละชนิดมีลกัษณะเป็น peak เด่ียวชดัเจนไม่ปรากฏ peak อ่ืนๆ หรือ primer dimer แสดงถึง
ความจ าเพาะของไพรเมอร์สูง และความเหมาะสมของสภาวะท่ีใช้ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ การวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม Gene scanning ท่ีแสดงผลเป็นmelting curves จะเห็นการแยกไดช้ดัเจนกวา่การใชค้่า 
Tm (Fig.3B) จากตรวจสอบความถูกตอ้งและแม่นย  าของไพรเมอร์และวิธีการของ HRM  ท่ีไดน้ี้ดว้ย
ออ้ยใบขาวอีก 38 ตวัอยา่งไดแ้ก่ SCWL 15 ตวัอยา่ง SCGS 19 ตวัอยา่ง SCGGS 4 ตวัอยา่งซ่ึงมีการตรวจ
ล าดบัเบสและจ าแนกกลุ่มดว้ย phylogenetic tree แลว้นั้น (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2555) พบว่าให้ผล
สอดคลอ้งกนั (Fig. 3C) การทดสอบวิธีการน้ีเพิ่มเติมโดยใชเ้ช้ือไฟโตพลาสมาในพืชชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ 
Erianthus spp และลูกผสมระหวา่ง Erianthus กบัออ้ย จ านวน 200 ตวัอยา่ง พบวา่มีค่า Tm แตกต่าง
กนั แสดงวา่เช้ือในตวัอยา่ง Erianthus spp. นั้นไม่ตรงกบัเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย ส่วน
เช้ือท่ีพบในลูกผสมระหวา่ง Erianthus spp. กบัออ้ย พบว่าเกือบทั้งหมดตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมา
ของออ้ยชนิด SCWL หรือ SCGS ดว้ยวิธีน้ีได ้(ไม่ไดแ้สดงผล) แสดงถึงความแม่นย  าของวิธีการท่ี
พฒันาใหม่น้ีในการจ าแนกชนิดของเช้ือได ้ส่วนการเพิ่มความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ secA เป็น 
377 bp ดว้ยเทคนิค Primer walking พบความแปรปรวนระหวา่งล าดบัเบสของไฟโตพลาสมาทั้ง 3 ชนิด
น้ีจ านวน31 ต าแหน่ง กระจายในภายในสายดีเอ็นเอและเป็นชนิด substitution แต่การกระจายตวัยาก
ต่อการคดัเลือกต าแหน่งส าหรับน ามาใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์ จึงไม่ได้น ามาใช้ในการพฒันา
วธีิการ 

ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาและการแสดงอาการใบขาว : การแสดงอาการใบขาวของออ้ยข้ึนอยู่
กบัหลายปัจจยั ทั้งปริมาณเช้ือภายในตน้ ความแข็งแรงของตน้  และสภาพแวดล้อมท่ีกระตุน้ออ้ย
เครียด ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาภายในตน้อาจไม่สัมพนัธ์โดยตรงกบัการเกิดอาการใบขาว แมจ้ะมี
เช้ือภายในตน้ปริมาณมากแต่อาจจะยงัไม่แสดงอาการใบขาวได ้Soufi (2012) ตรวจพบเช้ือไฟโตพลาสมา
จ านวนมากภายใน sieve element ของใบออ้ยท่ีติดเช้ือใบขาวท่ีมีอาการตั้งแต่ใบขาว ใบขาวเขียว และ
ใบเขียว เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่พบเช้ือ กอบเกียรติ และคณะ (2554) พบวา่กลุ่มออ้ยท่ีมีการ
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ให้น ้ าเสริมมีการแสดงอาการใบขาวน้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ให้น ้ า แมจ้ะตรวจพบเช้ือไฟโพลาสมาใน
ปริมาณสูง (มากกวา่ 102copies/l) จากการส ารวจออ้ยในแหล่งปลูกภาคกลางท่ีมีสภาพดินน ้ าดี เหมาะ
ต่อการปลูกออ้ย หลายตวัอย่างตรวจพบเช้ือในปริมาณสูงแต่ยงัไม่มีอาการใบขาว แต่เม่ือน ามาปลูก
ขยายต่อในแหล่งดินทราย จะแสดงอาการใบขาวได ้ซ่ึงมกัเกิดหลงัจากออ้ยผา่นช่วงแลง้จดัและมีฝน 
เม่ือออ้ยเร่ิมงอกและพบใบขาว ซ่ึงเป็นเหตุการณ์ท่ีมกัพบไดทุ้กปีในภาคอีสาน และแหล่งดินทรายจดั 
แต่ความรุนแรงของอาการใบขาวหลงัจากออ้ยแสดงอาการแล้วนั้นข้ึนกับปริมาณเช้ือ (Table 1) 
Martini et al. (2011) ท าการศึกษาใน Prunus spp. ท่ีติดเช้ือไฟโตพลาสมา พบวา่ความรุนแรงของโรค
ข้ึนกบัระดบัปริมาณเช้ือในตน้นั้นๆโดยทัว่ไปเม่ือพืชถูกเช้ือโรคเขา้ท าลาย ขบวนการหน่ึงท่ีเกิดข้ึนคือ
พืชจะสร้าง Reactive oxygen species (ROS) ข้ึนอย่างมากเพื่อใช้ก าจดัเช้ือโรค ท าให้พืชเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชัน่ (oxidation stress) จาก ROS น้ีดว้ยเพราะเกิดความเสียหายกบัสภาวะทางสรีระ
บางอย่างภายในตน้พืชเอง (Jones, 2006) มีรายงานการเกิดภาวะเครียดน้ีในพืชหลายชนิดท่ีติดเช้ือ   
ไฟโตพลาสมา การลดความเสียหายจากเช้ือดว้ยการใชส้ารบางชนิดพบวา่ท าให้มีปริมาณ H2O2 และ 
ascorbic acid ท่ีมีบทบาทส าคญัภาวะออกซิเดชัน่น้ีมากข้ึน แต่มีกิจกรรมเอ็นไซม ์peroxidase ท่ีลดลง 
(Sánchez-Rojo, et al., 2010) จากรายงานของศุจิรัตน์และคณะ (2557) พบว่า ออ้ยท่ีติดเช้ือไฟโต
พลาสมามีภาวะเครียดออกซิเดชัน่เช่นกนั ในออ้ยท่ีมีอาการใบขาวมีกิจกรรมเอ็นไซม ์APX (ascorbate 
peroxidase) และมีปริมาณ H2O2 สูงกวา่ปกติประมาณ 2 เท่า พบสาร Proline ท่ีสร้างเม่ือพืชอยูส่ภาวะ
แลง้หรือขาดน ้ าสูงกวา่ปกติประมาณ 2-3 เท่า แสดงวา่มีภาวะเครียดออสโมติก (osmotic stress) ร่วมดว้ย
กอบเกียรติ และคณะ (2553) รายงานวา่ปริมาณน ้ าในใบออ้ยท่ีแสดงอาการขาวมีนอ้ยกวา่ในใบท่ีไม่มี
อาการประมาณ 2 เท่า ตรวจพบสาร Malondialdehyde (MDA) สูงข้ึนกวา่ 1 เท่าในออ้ยท่ีมีอาการใบขาว
แสดงถึงสภาวะท่ีเซลลถู์กท าลาย ภาวะเครียดน้ีเหล่าน้ีท าใหอ้อ้ยอ่อนแอลง การทดลองโดยใชอ้อ้ยอาย ุ
2 เดือน ท่ีมีปริมาณเช้ือสูงตรวจดว้ยวิธี PCR แต่ยงัไม่แสดงอาการใบขาว ซ่ึงไดจ้ากการเพาะขอ้ออ้ยท่ี
มียอดขาวในกระบะทราย สร้างภาวะเครียดจากแลง้และความร้อน (39C, 20,000 LUX :12/12 สวา่ง/
มืด, 55% RH) ในตูค้วบคุมเป็นเวลา 3 วนั แลว้ให้น ้ าหลงัการทดสอบอีกประมาณ 14 วนั พบวา่เกือบ
ทั้งหมดแสดงอาการใบขาวหลงัจากใบคล่ีแลว้ แต่ต่อมาใบท่ีขาวแลว้นั้นจะกลบัเป็นใบเขียวได้อีก 
แสดงให้เห็นวา่สภาพแวดลอ้มมีผลต่อการกระตุน้ให้เกิดอาการใบขาว แต่การทดสอบในออ้ยท่ีมีเช้ือ
ในปริมาณต ่า (นอ้ยกวา่ 102copies/l) จะยงัไม่แสดงอาการใบขาวในสภาพดงักล่าวแมจ้ะแสดงอาการ
ขาดน ้าและมีการสร้าง Proline ในปริมาณท่ีสูงมากกวา่ 3 เท่าหลงัการทดสอบเทียบกบัออ้ยชุดควบคุม 
(ศุจิรัตน์และคณะ (2557) ดงันั้นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการเกิดใบขาวในออ้ยจึงประกอบดว้ยปริมาณ
เช้ือไฟโตพลาสมาภายในตน้และสภาวะแวดล้อมท่ีมากระตุน้ จึงมกัพบอุบติัการณ์ใบขาวในปีท่ีมี
สภาวะแลง้ยาวนาน แลว้ตามดว้ยฝนหลงัจากออ้ยฟ้ืนตวัจากการรับน ้ า Martini et al. (2011) รายงานวา่
ปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาใน Prunus spp. จะมีการเพิ่มจ านวนข้ึนในช่วงท่ีพืชมีการเจริญเติบโต 
(vegetative season) ในกลุ่มดินเน้ือหยาบ (ทรายจดั) ท่ีไม่อุดมสมบูรณ์ รวมถึงดินท่ีมีชั้นดานเทียมสูง
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กวา่ปกติ หรือการมีน ้าท่วมขงั เป็นปัจจยัท่ีสร้างภาวะเครียดให้ออ้ยไดเ้ช่นกนั นอกจากน้ีอาการใบขาว
มกัพบได้มากในออ้ยตอท่ีมีประสิทธิภาพการดูดใช้น ้ าและอาหารไดล้ดลง (กอบเกียรติ และคณะ, 
2553) ดงันั้นค าแนะน าในการลดความเสียหายจากโรคใบขาวจึงประกอบดว้ย การเลือกใชท้่อนพนัธ์ุท่ี
ปราศจากโรค การบริหารจดัการท่ีเหมาะสมกบัสภาพพื้นท่ี การปรับปรุงดิน การจดัการธาตุอาหาร
และน ้าท่ีเหมาะสมเพื่อหลีกเล่ียงการเกิดสภาวะเครียดในออ้ย 

การวินิจฉัยผลการตรวจโรคใบขาวและการรายงานผลด้วยรหัสสี: การรายงานผลการตรวจ
เช้ือไฟโตพลาสมาดว้ย Conventional PCR ใชก้ารดูผลจากการตรวจทั้งสองยีน คือ 16S-23S rDNA ซ่ึง
ไดผ้ลเป็นดีเอน็เอขนาด 700 bp และ210 bp และ secA ท่ีมีขนาด 277 bp ประกอบกนัจากขอ้ดีและ
ขอ้เสียของทั้งสองวิธีดงักล่าวมา วิธีก าหนดปริมาณเช้ือใชก้ารเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอ ท่ี
ก าหนดความเขม้ของแถบจากนอ้ยไปมากเป็น 1+ ถึง 4+ โดยเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมท่ีเป็นใบขาว ซ่ึง
ง่าย และรวดเร็ว แต่จากประสบการณ์การรายงานด้วยวิธีดังกล่าวประสบปัญหาว่าผูใ้ช้ไม่เข้าใจ
ความหมายของขอ้มูลท่ีแบ่งเป็นระดบับวกของยีนทั้ง 3 ต าแหน่งท่ีใช ้ไม่เขา้ใจถึงความสัมพนัธ์ของ
ระดับเช้ือท่ีได้จากรายงานและพฒันาการของเช้ือและอาการในสภาพแวดล้อมท่ีปลูกเพราะขาด
ค าแนะน าจากผลตรวจส าหรับน าไปปรับหรือขยายผลต่อในแปลงได ้ท าให้งานดา้นการแกไ้ขปัญหา
โรคใบขาวไม่กา้วหน้าเท่าท่ีควร ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดป้รับพฒันาวิธีการรายงานผลใหม่ นอกจากมี
ผลของระดบัปริมาณเช้ือแลว้ ยงัก าหนดระดบัความปลอดภยัในการน าไปใชต่้อและค าแนะน าในการ
ดูแลรักษาในแปลง รวมถึงการคาดการณ์การแสดงอาการใบขาวในรุ่นออ้ยตอดว้ย จากระดบัอาการ 
ใบขาว 3 ระดบั คือ ขาว ขาวเขียว และเขียวนั้น มีช่วงของของปริมาณเช้ือตรวจดว้ย q-Realtime PCR 
คือ 105, 103-104 และ 102 copies/µl หรือต ่ากวา่ ตามล าดบั (Table 1)ในจ านวนน้ีกลุ่มใบเขียวเป็นกลุ่ม
ท่ีมีความส าคญัท่ีสุดเพราะมีกลุ่มอาการแฝงท่ีไม่สามารถแยกไดด้ว้ยตาเปล่าท่ีมีผลต่อการแพร่กระจาย
โรคใบขาวในแหล่งต่างๆ กลุ่มน้ีสามารถแสดงใบขาวไดห้ากมีเช้ือมากในระดบัรอยต่อระหว่างใบ
เขียวและขาวเขียวเม่ือมีภาวะเครียดมากระตุน้ดงักล่าวมาแลว้ จากการศึกษาพบวา่ออ้ยท่ีเพาะจากล า
ยอดขาว ตน้อ่อนท่ีงอกจากโคนจนถึงกลางล า จะมีอาการใบขาวระดบัมากไปนอ้ย ส่วนตน้ท่ีงอกจาก
ขอ้ท่ีสูงข้ึนไปนั้นยงัมีใบสีเขียว การตรวจดว้ย 16S-23S rDNA พบดีเอ็นเอขนาด 700 bp ระดบั 1+ ถึง 
4+ ในกลุ่มตน้อ่อนท่ีเป็นใบขาวและใบเขียวท่ีอยูใ่กลก้นั และพบดีเอ็นเอขนาด 210 bp ระดบั 4+ ทุก
ตน้ของทั้งล า (ศุจิรัตน์ และคณะ, 2554) สาเหตุเพราะเช้ือไฟโตพลาสมาจะมีการสะสมมากท่ีบริเวณ
โคนตน้ เม่ือน ากลุ่มตน้ใบเขียวเหล่าน้ีมาทดสอบดว้ยภาวะเครียดจากแลง้และขาดน ้ าดงักล่าวพบว่า
กลุ่มใบเขียวระหวา่งช่วงต่อน้ีจะแสดงใบขาว ส่วนกลุ่มใบเขียวส่วนบนจะยงัไม่มีอาการใบขาวให้เห็น 
ดงันั้นในกลุ่มใบเขียวท่ีไม่มีอาการน้ี จึงสามารถแยกไดป็้น 3 กลุ่มใหญ่ คือ 1) กลุ่มท่ีมีเช้ือสูงท่ีไม่ควร
น าไปใช้ขยายพนัธ์ุต่อเพราะถูกกระตุน้ให้แสดงใบขาวไดท้นัทีดว้ยภาวะเครียด เป็นกลุ่มท่ีอยู่ช่วง
รอยต่อระหว่างใบขาวและเขียว ตรวจพบ 700 bp และ secA ประมาณ 1-2+ และ 210 bp ระดบั 4+ 
หรือมีเช้ือประมาณ 10-100 copies/µl 2) กลุ่มเฝ้าระวงัมีเช้ือต ่ากว่ากลุ่มแรก ตรวจพบเฉพาะ 210 bp 
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ระดบั 2-4+ หรือมีเช้ือประมาณ 1-นอ้ยกวา่ 1copies/µlไดแ้ก่ กลุ่มใบเขียวส่วนบนของล ายอดขาว ซ่ึงมี
โอกาสเกิดใบขาวได้หากมีช่วงเวลาสะสมปริมาณเช้ือให้มากพอ และออ้ยเกิดอ่อนแอลงจากภาวะ
เครียด  3) กลุ่มปลอดภยั มาจากล า กอและแปลงท่ีสะอาด ไม่มีอาการใบขาว หรือจากการเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อ สามารถน าไปขยายพนัธุ์ได ้กลุ่มน้ีมีเช้ือปริมาณต ่ามากน้อยกว่า 1 copies/µl แบ่งไดเ้ป็น         
2 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มยอ่ยแรกพบเฉพาะ 210 bp ระดบั 1+ หรือนอ้ยกวา่ กลุ่มยอ่ยท่ี 2 ตรวจไม่พบแถบ    
ดีเอน็เอของเช้ือเลย เน่ืองจากความส าคญัอยูใ่นกลุ่มใบเขียวท่ีมีเช้ือระดบัต่างๆ ดงันั้นการแบ่งช่วงรหสั
สีจึงให้ความส าคญักับระดับปริมาณเช้ือท่ีตรวจด้วยพีซีอาร์ และโอกาสในการเกิดอาการใบขาว
มากกว่าระดบัอาการใบขาว รหัสสีท่ีคดัเลือกมาใช้ในการรายงานผลประกอบด้วย กลุ่มท่ีมีเช้ือสูง 
ก าหนดเป็นสีแดง ท่ีไม่ควรน าไปใชข้ยายพนัธ์ุต่อ กลุ่มเฝ้าระวงั ก าหนดเป็นสีส้ม เป็นกลุ่มท่ีมีเช้ือต ่า
กว่ากลุ่มสีแดงแต่อยู่ระหว่างสะสมเช้ือ และเกิดใบขาวได้ในรุ่นตอ 1 และกลุ่มสุดท้ายเป็นกลุ่ม
ปลอดภยั แบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ 1. กลุ่มสีเขียว ตรวจพบเช้ือในระดบัต ่า อาจใช้ระยะเวลาในการ
สะสมเช้ือท่ีนานข้ึน อาจอยู่ไดถึ้งตอ 2 หรือมากกวา่หากมีการดูแลรักษาแปลงท่ีดี และ 2. กลุ่มสีขาว 
ตรวจไม่พบดีเอ็นเอของเช้ือในตวัอย่างท่ีส่งตรวจ เป็นกลุ่มปลอดภยั สามารถน าไปขยายพนัธ์ุต่อได ้
นอกจากน้ี สีเหลือง ถูกน ามาใช้เพิ่มเติม ให้หมายถึงมีการตรวจพบเช้ืออ่ืน เพราะการตรวจ 16S-23S 
rDNA ดว้ยวิธีน้ี สามารถพบดีเอ็นเอของแบคทีเรียอ่ืนไดด้้วย ซ่ึงเป็นการน าขอ้เสียของวิธีการมาใช้
ประโยชน์ได้การรายละเอียดการก าหนดช่วงปริมาณเช้ือและรหัสสีแสดงในตารางท่ี1 ตวัอย่างการ
รายงานผลเฉพาะส่วนของการประเมินปริมาณเช้ือดว้ยรหสัสี (Fig. 4) และตวัอยา่งการรายงานผลท่ีมี
ทั้งการก าหนดรหสัสีและการตรวจชนิดของเช้ือ  (Fig. 5) 

การรายงานผลดว้ยรหัสสีไดเ้ร่ิมน ามาทดสอบในกลุ่มตวัอยา่งออ้ยท่ีส่งตรวจในปี 2557 ช่วง
อายุออ้ยประมาณ 5-7 เดือน จากการตรวจตวัอย่างออ้ยจากโครงการตน้แบบการจดัการโรคใบขาว 
จากศูนยว์จิยัและพฒันาจงัหวดัภายใต ้สวพ.3 และ 4 จ  านวน 10 ศูนย ์ท่ีน าไปปลูกทั้งในศูนยแ์ละในไร่
เกษตรกร พบวา่ส่วนใหญ่มีเช้ือระดบัสีส้ม (Table 2) จากการติดตามผลออ้ยตอในปี 2558 พบวา่บาง
แปลงท่ีมีการส ารวจ เร่ิมพบใบขาวแลว้ เช่น ล าดบัท่ี 1, 5 และ 11 เป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีสัดส่วนรหสัสี
ส้มสูง ในกลุ่มท่ีมีเปอร์เซ็นตร์หสัสีเขียวสูงมากกวา่ส้ม เช่น ล าดบัท่ี 13 เร่ิมพบหน่อขาวในกอ ส่วน
กลุ่มท่ีพบรหัสสีขาวสูง เช่น ล าดบัท่ี 8, 10 และ 12 ยงัไม่พบใบขาว จะเห็นไดว้่าการรายงานผลดว้ย
รหัสสีน้ีนอกจากท าให้การอ่านผลการตรวจง่ายข้ึนแลว้การคาดการณ์ยงัสอดคลอ้งกบัอุบติัการณ์ใบ
ขาวท่ีเกิดข้ึน ทั้งน้ีในการประเมินระดบัความรุนแรงของโรคในระดบัแปลงนั้น ตอ้งมีจ านวนตวัอยา่ง
มากพอในการเป็นตวัแทนของทั้งแปลง เช่น จ านวนตวัอยา่งของศูนยล์  าดบัท่ี 9 มีจ  านวนนอ้ยเกินไป 
ไม่สามารถน ามาประเมินได ้การสุ่มเก็บตวัอยา่งควรครอบคลุมสภาพดินของทั้งแปลง เพราะสภาพดิน
มีผลอยา่งมากต่อความแข็งแรงของพืช ภายในแปลงเดียวกนัมกัพบว่ามีสภาพดินต่างกนั นอกจากน้ี
ออ้ยเป็นพืชท่ีแตกกอ ดงันั้นจะตอ้งคดัเลือกล าท่ีใช้ตวัแทนท่ีดีของกอนั้นๆ เช่น อาจใชล้ าหลกั ท่ีเป็น
แหล่งสะสมเช้ือหลกั และหน่อรุ่นหลงัๆ ประกอบการตรวจดว้ย จากการส ารวจพบวา่ล าท่ีมียอดขาว 
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มกัจะมีหน่อขาวดว้ยเน่ืองจากมีเช้ือสะสมมากท่ีโคน ส่วนล าท่ีไม่มีอาการใบขาว อาจมีหน่อขาวไดใ้น
หน่อรุ่นหลงั เพื่อให้ไดผ้ลการตรวจและการคาดการณ์การแสดงใบขาวท่ีแม่นย  า สามารถจดัการได้
เหมาะสมมากข้ึน จากการด าเนินงานตรวจโรคท่ีผา่นมา ยงัไม่ให้ความส าคญักบัรายละเอียดน้ี จึงท า
ใหก้ารด าเนินงานจดัการใบขาวไม่มีประสิทธิภาพเท่าท่ีควร 

 

สรุปผลการทดลอง 
ผลงานวิจยัท่ีน าเสนอน้ีนบัเป็นรายงานแรกในการพฒันาวิธีการตรวจและวินิจฉยัโรคใบขาว

ของออ้ยด้วยเทคนิค PCR ซ่ึงสามารถใช้ในการตรวจเช้ือ วดัปริมาณเช้ือ จ าแนกชนิดของเช้ือใน
เน้ือเยื่อออ้ยได ้มีการออกแบบวิธีการรายงานผล พร้อมค าอธิบายผล และค าแนะน า  เพื่อให้เขา้ใจได้
ง่ายข้ึน สามารถใช้เป็นขอ้มูลประกอบการตดัสินใจ และน าไปใช้ประโยชน์ต่อได ้การพฒันาวิธีการ
ตรวจปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาอยา่งง่ายโดยใช ้ Conventional PCRโดยตรวจท่ียีน 16S-23S rDNA 
ดว้ยเทคนิค nested-PCR ซ่ึงไดผ้ลเป็นช้ินดีเอ็นเอขนาด 700 bp ท่ีใชเ้ป็นต าแหน่งในการระบุปริมาณ
เช้ือมาก ท่ีสามารถก่อเกิดอาการใบขาวได ้ และช้ินดีเอ็นเอขนาด 210 bp ท่ีระบุถึงปริมาณเช้ือระดบัท่ี
ต ่ากว่าน้ี การระบุปริมาณเช้ือของวิธีการน้ี ใช้การเทียบความเขม้แสงของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานท่ีได้จากการโคลนช้ินของยีนเข้าสู่พลาสมิด ซ่ึงจัดเป็น ‚เทคนิคก่ึงปริมาณ  (Semi-
Quantitative Analysis)‛ ความไม่จ าเพาะของไพร์เมอร์ท่ีใช้ท าให้ตรวจพบเช้ืออ่ืนได้ดว้ย และถูก
น ามาใช้เป็นขอ้มูลประกอบผลการตรวจด้วย การยืนยนัผลการติดเช้ือโรคใบขาวใช้การตรวจด้วย  
ไพร์เมอร์ท่ีได้พฒันาให้จ  าเพาะต่อยีน secA ของเช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ย การใช้วิธี 
direct PCR ในการตรวจเพื่อลดการปนเป้ือน ท าให้มีขอ้เสียคือมีความไวต ่า ปริมาณเช้ือต ่าสุดท่ีตรวจ
ไดด้ว้ยวธีิการน้ีจึงเทียบเท่ากบัผลการตรวจดว้ย 700 bp ท่ีไดจ้ากยีน 16S-23S rDNA การตรวจปริมาณ
เช้ือท่ีไดข้อ้มูลท่ีละเอียดมากข้ึนใชเ้ทคนิค Realtime PCR ซ่ึงไดพ้ฒันาวธีิการตรวจโดยใชย้ีน secAโดย
มีช่วงความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีเช่ือมัน่ไดอ้ยูร่ะหวา่ง 102-1010copies/l  (20 ng plant DNA) การจ าแนก
ชนิดของเช้ือไดท้  าการพฒันาวิธีการตรวจความแตกต่างของล าดบัเบสต าแหน่ง SNPs ท่ีสามารถแยก
เช้ือไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออ้ยทั้ง 3 ชนิดออกจากกันได้ โดยใช้เทคนิค HRM แทนการ
วิเคราะห์ล าดบัเบส ท าให้ได้ผลในเวลารวดเร็ว แม่นย  า และแปลผลง่าย ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการ
พฒันางานดา้นพาหะน าโรค หรือการติดเช้ือขา้มชนิด ในการรายงานผล ใชร้หัสสีท่ีส่ือความหมายท่ี
ผูใ้ชเ้ขา้ใจไดท้นัที ซ่ึงพฒันาจากการประมวลปริมาณเช้ือ ระดบัความเครียดในออ้ย และโอกาสในการ
แสดงอาการใบขาว โดยก าหนดเป็น 4 สีท่ีสามารถแสดงถึงระดบัอนัตรายท่ีไม่ควรน าไปขยายพนัธ์ุต่อ 
จนถึงระดบัปลอดภยัท่ีขยายพนัธ์ุต่อได ้รวมถึงคาดการณ์การเกิดใบขาวในรุ่นต่อมา นอกจากน้ียงัมี
การก าหนดสีท่ีหมายถึงการติดเช้ืออ่ืนร่วมดว้ย จากการติดตามผลการตรวจโรคใบขาวดว้ยวิธีใหม่น้ี
ในตวัอย่างที่ส่งตรวจในปี 2557 พบว่าผลการตรวจและการคาดการณ์ดว้ยรหัสสีสอดคลอ้งกบั
อุบติัการณ์ใบขาวในออ้ย 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
วิธีการใหม่ที่พฒันาข้ึนน้ีได้มีการน ามาใช้ตรวจตวัอย่างออ้ยที่ส่งตรวจในปี 2557 แล้ว

ประมาณ 1535 ตวัอย่างโดยกลุ่มเป้าหมายท่ีน าไปใช้ประโยชน์ เป็นนกัวิจยัของกรมวิชาการเกษตร
และจากหน่วยงานอ่ืน มีการน าไปใชใ้นโครงการผลิตออ้ยสะอาดเพื่อปลูกทดแทนพื้นท่ีปลูกขา้วท่ีไม่
เหมาะสม โครงการความร่วมมือระหว่างหน่วยงานภาครัฐและเอกชนในการก าจดัโรคใบขาว 
โครงการแปลงตน้แบบส าหรับขยายพนัธ์ุออ้ยสะอาดของ สวพ.3 โครงการวิจยัร่วมระหวา่ง JIRCAS 
และศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น เพื่องานปรับปรุงพนัธ์ุออ้ย และการวิจยัดา้นโรคใบขาวในเขตภาคอีสาน 
งานวิจยัจากหน่วยงานอ่ืนนอกกรมวิชาการเกษตร มีการเผยแพร่ผลงานในส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
พฒันาวิธีการใหม่ในการประชุมน าเสนอผลงานประจ าปีของศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่น  งานประชุม 
TSP 2012 ท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ งานประชุมแถลงผลงานวิจยัร่วมระหวา่งศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่นและ 
JIRCAS งานประชุม ISSCT Congress ท่ีประเทศบราซิลปี 2556 งานประชุมออ้ยแห่งชาติ ปี 2554 ท่ี
สุพรรณบุรี และ 2555 ท่ีขอนแก่น มีการถ่ายทอดวิธีการตรวจโรค และแลกเปล่ียนขอ้มูลกบันกัวิจยั
จากYunnan Sugarcane Research Instituteประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน และตีพิมพผ์ลงานร่วมกบั
นกัวิจยัจาก 2 สถาบนั ได้แก่ Pflanzenphysiologie, Universität Bayreuth ประเทศเยอรมนันีและ 
Department of Plant Biology, University of Aleppo ประเทศซีเรีย 

 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณผูอ้  านวยการศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่นท่ีสนบัสนุนและอ านวยความสะดวกในการ

ด าเนินงานวิจยั ขอบคุณนักวิจยัจากหน่วยงานเครือข่าย สวพ. 3 และ 4 จ านวน 10 แห่ง ท่ีร่วมใน
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Table 1 Comparison of sugarcane white leaf phytoplasma concentration estimated by three different 
approaches including absolute quantification Real time PCR (RT-PCR) of secA gene, banding intensity levels 
generated by conventional PCR at 16S-23S rDNA and at secA gene and color code ranges. Not detected: out of 
acceptable range. * Leaf from 3 individual samples collected from different source. ** Concentration in 25 ng 
plant DNA. 
 

Leaf 
symptom* 

Detection techniques 
Color 
code 

RT-PCR-secA Conventional PCR DNA banding intensity 
Concentration range 

(copies/µl)**  
Plasmid Concentration 

(copies/µl)** 
16S-23S rDNA  secA 

 (277 bp) 700 bp 210 bp 
Fully White 1.54x105- 7.91 x105 105 4+ 4+ 4+ red 

Partial white 1.2x103 - 1.74x104 
104 4+ 4+ 3+ to 4+ red 
103 3+ 4+ 2+ to 3+ red 

green No detected 102 2+ 4+ <2+ red 
green No detected 101 1+ 4+ < 1+ red 
green No detected 1 0 4+ 0 orange 
green No detected <1 0 2+ to 3+ 0 orange 
green No detected <1 0 1+ 0 green 
green No detected <1 0 0 0 white 
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Table 2 Estimation of sugarcane white leaf phytoplasma concentrations indicate by color codes in sugarcane leaf 
samples collected from different planting fields. Red and orange indicate high concentration. Green and white 
indicate low concentration. Yellow indicates multiple infections. 
RDC: Research and Development Center,  RC: Research Center. NS: no survey 

Sender 
 amount  

Phytolasma Concentration 
(Sample percentage) 

White leaf in 
ratoon by visual 

observation red orange green white yellow 

1.RDC. Kalasin 24 0.0 66.0 34.0 0.0 16.0 
Some emerged in 
plant cane   

2.RDC. Khon Kaen 10 0.0 70.0 0.0 30.0 90.0 NS  
3. RDC. Chaiyaphum 14 0.0 100.0 0.0 0.0 43.0 NS 
4.RDC. Nakorn ratchasima 16 0.0 87.5 12.5 0.0 0.0 NS 
5.RDC. Nonsong (1) 74 5.4 56.8 16.2 24.3 45.9 Ratoon 2: white 
6. RDC. Nonsong (2) 32 0.0 21.9 0.0 78.1 0.0 NS 
7.RDC. Mukdahan 22 31.8 68.2 0.0 0.0 22.7 NS 
8.RDC. Roi et 7 0.0 14.3 14.3 71.4 28.6 none 
9.RDC. Sakon nakorn 2 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0 None/ irrigate 
10.RDC. Makasarakham 22 0.0 27.2 4.5 68.1 13.6 White 0.01% app 
11.RDC. Udonthani 17 0.0 76.5 0.0 23.5 100.0 White over 50%  
12.RC. Khon Kaen (Chayan) 22 0.0 4.5 4.5 90.9 0.0 None 
13.RC. Khon Kaen (Pakphum1) 10 0.0 30.0 70.0 0.0 0.0 White shoot 1% 
14. RC. Khon Kaen (Pakphum2) 10 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 NS 
15. RC. Khon Kaen (Pakphum3) 16 0.0 12.5 0.0 87.5 0.0 NS 
 

 

 

 

 

Figure 1  Nested-PCR amplification of sugarcane white leaf phytoplasma using primers targeted 16S-23S rDNA  
gene by nested-PCR with first set PCR product of 700 bp and second set product of 210 bp.  A. PCR products of 
different plasmid concentrations containing 700 bp fragments ranging from 100-1010 copies/l (25 ng plant 
DNA).  B. Banding intensities of 700 bp and 210 bp amplified from serial dilution of DNA extracted from white 
leaf samples.  C. Banding patterns obtained from DNA extracted from field samples with multiple infections.  D. 
Banding results obtained from samples amplified by 16S-23S rDNA Nested-PCR amplification (left) and secA 
(right) showing banding intensities of corresponding samples.     
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Figure 3 Gene typing of 3 different sugarcane phytoplasmas.  (A) Melting peak (Tm) of 75 bp PCR products 
obtained from SCWL, SCGS, SCGGS and grass with white leaf showing different Tm. (B) Normalized melting 
curves showing segregration patterns of PCR products amplified from SCWL, SCGS, SCGGS and grass with 
white leaf. (C) Normalized melting curves showing segregation patterns of PCR products amplified from 15 
SCWL samples, 19 SCGS and 4 SCGGS samples.  Red, green and blue represent melting curves of SCWL, SCGS 
and SCGGS respectively. 

 

 

Figure 2  Amplification curves obtained from 
realtime PCR detection of different concentration 
of  plasmid containing secA gene fragment.  A. 
Curves showing threshold cycle (Ct) of 
amplification plasmid pUC1318-secA with 1-
1010copies/l (25 ng plant DNA).  B. Curves 
showing melting temperature (Tm) peak of target 
DNA at 77.10 ๐C.  C. Standard curve generated 
from Ct and log10pUC1318-secA concentration 
ranging from 1-1010copies/l (25 ng plant DNA) 

A 

B 

C 

 
 

A B 
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Figure 4  Example of a phytoplasma detection and diagnosis report sheet partial scale.  Features includes sender’s 
name, date, sample number, result of 700 bp and 210 bp from 16S-23S gene, 277 bp from secA illustrating in 
scale <1-4+.  Color codes represent diagnosis assimilates from detection results.    

 

Figure 5  Example of  a phytoplasma detection and diagnosis report sheet full scale.  Features includes sender’s 
name, date, sample number, result of  700 bp and 210 bp from 16S-23S gene, 277 bp from secA , realtime PCR 
quantification of secA fragment and gene typing by HRM.  Color codes represent diagnosis assimilates from 
detection results.  



90

90 

 

การใช้เทคนิค Real time PCR ในการตรวจหา 
แบคทเีรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์  

เพือ่การตรวจรับรองแปลงผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  
Using Real time PCR Technique for the Detection of  

Xanthomonas axonopodis pv. citri, Causal Agent of Citrus Canker  
for Certification of Canker Free Orchards  
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ABSTRACT 
To export pomelo (Citrus maxima Merr.) to the European Union (EU) Thailand is obliged 

to follow the International Standards for Phytosanitary Measures No. 6 (ISPM No. 6) the Guidance 
for Surveillance and the ISPM No.10 Guidelines for Surveillance Requirements for the 
Establishment of Pest Free Places of Production and Pest Free Production Sites. Canker disease of 
pomelo caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri is a quarantine pest of  the EU. Therefore, in 
Thailand Pomelo orchards certification for canker free is necessary and the effective detection 
method for X. axonopodis pv. citri needs to be developed. This work was to utilize the Real time 
PCR, the rapid and high accuracy technique, to detect X. axonopodis pv. citri for the canker-free 
certification of pomelo orchards. The primers 2/3 and D1/D2 were designs from avirulence/ 
pathogenicity gene (pthA gene) of X. axonopodis pv. citri which had high specificity and could 
detect as minimum as 5 picrograms of DNA or 81 cfu/mL the bacterial cells. The method showed 
high accuracy of detection of X. axonopodis pv. citri in both symptom and symptomless samples. In 
2014, this Real time PCR method was used for the establishment of canker-free places of 
production and canker-free production sites at pomelo orchards at Wiang Kaen Districts, Chiang 
Rai Province. From 130 orchards, 84 canker-free production orchards were successfully established. 
The Real time PCR method developed in this study was eventually accepted by the EU for the pomelo 
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production in Thailand for export to the EU and representing as a model for the canker-free 
certification of others crops for countries where X. axonopodis pv. citri is a quarantine pests  
 

Key-words : Real time PCR, Xanthomonas axonopodis pv. citri , Canker, Citrus  
 

บทคดัย่อ 
 จากการท่ีประเทศไทยสามารถส่งออกส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ไปยงัสหภาพยุโรป โดยตอ้ง
ปฏิบติัตามขอ้ก าหนดของมาตรฐานระหว่างประเทศว่าดว้ยมาตรการสุขอนามยัพืชฉบบัท่ี 6 (ISPM 
NO. 6) เร่ือง การเฝ้าระวงัศตัรูพืช และฉบบัท่ี 10 (ISPM NO. 10) เร่ือง ขอ้ก าหนดในการจดัตั้งแหล่ง
ผลิตและแปลงผลิตปลอดศตัรูพืช และตอ้งมีการตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคง
สถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูก จึงจะสามารถส่งผลส้มโอไปยงัสหภาพยุโรปได ้ซ่ึง
การตรวจรับรองแปลงปลูกจ าเป็นตอ้งมีวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri 
สาเหตุโรคแคงเคอร์ ท่ีมีประสิทธิภาพ การทดลองน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อน าวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri โดยวิธี Real time PCR ท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย  าสูง มาใช้
ตรวจรับรองแปลงปลูกส้มโอปลอดจากโรคแคงเคอร์ โดยเทคนิค Real time PCR ใช ้primer D1/D2 
และ primer 2/3 ท่ีออกแบบมาจาก ยนี avirulence/ pathogenicity (pthA gene) มีความเฉพาะเจาะจงกบั
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri มีความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรียท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของ DNA เท่ากบั 5 พิโคกรัม และความเขม้ขน้ต ่าสุดของเซลล์แบคทีเรียท่ีตรวจไดคื้อ 81 หน่วย
โคโลนี/มิลลิลิตร วิธีการน้ีสามารถตรวจพบแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ไดอ้ยา่งแม่นย  าทั้งใน
ตวัอย่างท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ชดัเจนและตวัอย่างท่ียงัไม่แสดงอาการ จากการน าวิธีการ
ดงักล่าว ไปใชต้รวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์
ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยโุรป  โดยด าเนินการในปี 2557 ท่ีแปลงปลูกส้มโอท่ี อ าเภอเวียงแก่น 
จงัหวดัเชียงราย จ านวน 103 แปลง ผลการตรวจรับรองพบวา่การใชเ้ทคนิค Real time PCR สามารถ
ตรวจสอบแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri อยา่งแม่นย  า ท าให้สามารถตรวจรับรองแปลงตลอด
ระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพ
ยโุรปได ้ทั้งหมด 84 แปลง ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปสหภาพยุโรป ท า
ให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกตอ้ง ตามกฎขอ้บงัคบัของสหภาพยุโรป 
และวิธีการน้ีสามารถใชเ้ป็นตน้แบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไปประเทศอ่ืนท่ีก าหนดให้
โรคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได ้

 

ค าหลกั : เทคนิค Real time PCR  แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri   แคงเคอร์  ส้มโอ 
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ค าน า 
ส้มโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] เป็นผลไมท่ี้ส าคญัทางเศรษฐกิจท่ีมีศกัยภาพมากในการ

ส่งออกเน่ืองจากมีพนัธ์ุดีตรงความตอ้งการของผูบ้ริโภคทั้งภายในและภายนอกประเทศ นโยบายท่ี
ส าคญัของการส่งออกส้มโอไปขายต่างประเทศของประเทศไทย มุ่งเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตส้มโอ
คุณภาพ เพื่อให้เป็นผูน้ าในการผลิตและการตลาดส้มโอคุณภาพดีในตลาดโลก (ส านกังานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2548) แต่ปัญหาและอุปสรรคท่ีส าคญัในการส่งออกส้มโอของประเทศไทย คือ ปัญหา
เร่ืองโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคแคงเคอร์เป็นโรคท่ีส าคญัของพืชตระกูลส้มท่ีก่อให้เกิดความ
เสียหายให้กบัแหล่งปลูกพืชตระกูลส้ม (Civerolo, 1984; Schubert and Miller, 1999) โรคแคงเคอร์
เป็นโรคท่ีส าคญัทางกกักนัพืชของหลายประเทศ เช้ือสาเหตุโรคเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. citri (Syn. Xanthomonas campestris pv. citri) ในหลายประเทศ เช่น อเมริกา  
สหภาพยโุรป ญ่ีปุ่นและออสเตรเลีย โดยเฉพาะสหภาพยุโรป เช้ือ X. axonopodis pv. citri เป็นศตัรูพืช
กกักนัท่ีร้ายแรง (EPPO/CABI, 2005) การน าเขา้พืชตระกูลส้ม จึงมีกฎหมายและระเบียบควบคุม    
การน าเขา้อยา่งเขม้งวด สหภาพยุโรปเป็นตลาดใหญ่แห่งหน่ึงของโลกมีความตอ้งการน าเขา้ส้มโอมี
กฎระเบียบท่ีเขม้งวดตอ้งปฏิบติัตามขอ้ก าหนดและเง่ือนไขการน าเขา้ผลส้มโอของสหภาพยุโรปตาม 
Council Directive 2000/29/EU โดยตอ้งมีการรับรองอยา่งเป็นทางการวา่ ไม่พบโรคแคงเคอร์ท่ีเกิด
จากเช้ือ Xanthomonas axonopodis pv. citri ทุกสายพนัธ์ุท่ีท าให้เกิดโรคกบัพืชตระกูลส้ม ในแปลง
ผลิตและพื้นท่ีติดต่อใกลเ้คียงตั้งแต่เร่ิมฤดูกาลผลิตท่ีแลว้จนถึงฤดูกาลผลิตปัจจุบนั ผลส้มท่ีเก็บเก่ียว
จากแปลงผลิตต้องไม่แสดงอาการของโรคแคงเคอร์ ผลส้มก่อนส่งออกต้องชุบด้วยสาร sodium 
orthophenylphenates หรือสารอ่ืนท่ีเป็นท่ียอมรับ ตอ้งแสดงไวใ้นใบรับรองตามเง่ือนไข และผลส้ม
บรรจุกล่องในสถานท่ีหรือศูนยก์ารขนส่งท่ีลงทะเบียนเพื่อใช้ในการน้ีโดยเฉพาะ หรือผ่านระบบท่ี
ยอมรับไดว้า่เท่าเทียมกนักบัเง่ือนไขท่ีไดก้ าหนดไว ้ 

จากการส ารวจและติดตามการเกิดโรคแคงเคอร์ของส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช พบว่า 
แหล่งปลูกส้มโอท่ีอ าเภอเวียงแก่น จ.เชียงราย เป็นแหล่งปลูกส้มโอขนาดใหญ่ ไม่พบการระบาดของ
โรคแคงเคอร์บนพนัธ์ุทองดี ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีมีรสชาดเป็นท่ีตอ้งการของตลาดยุโรป จึงไดด้ าเนินตรวจ
เพื่อการรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ตามขอ้ก าหนดของสหภาพยุโรป โดยปฏิบติัตาม
ขอ้ก าหนดของมาตรฐานระหวา่งประเทศวา่ดว้ยมาตรการสุขอนามยัพืช (International Standards for 
Phytosanitary Measures; ISPM) ฉบบัท่ี 6 (ISPM NO. 6) เร่ือง การเฝ้าระวงัและติดตามศตัรูพืช และ
ฉบบัท่ี 10 (ISPM NO. 10) เร่ือง ขอ้ก าหนดในการจดัตั้งแหล่งผลิตและแปลงผลิตปลอดศตัรูพืช โดย
พฒันาระบบการตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรคท่ีเป็นท่ียอมรับของประเทศผูน้ าเขา้ ตอ้งมีการ
ตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอ มีการติดตามเฝ้าระวงัการเกิดโรคในแหล่งผลิตเพื่อคง
สถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูก ท าให้ประเทศไทยจะสามารถส่งออกส้มโอไป
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จ าหน่ายยงัสหภาพยุโรปได ้โดยมีการระบุขอ้ความเพิ่มเติมในใบรับรองปลอดศตัรูพืช “Pomelo in 
this consignment has been inspected and treated under control of DOA Thailand according to EU 
2000/29/EC annex 4A1 articles 16.2 c1, 16.3 A, 16.4 A, 16.5 C" ซ่ึงหวัใจส าคญัของการพฒันา
วิธีการตรวจสอบรับรองแปลงปลูกพืชให้เป็นท่ียอมรับของประเทศน าเขา้  และการเฝ้าระวงั ติดตาม
โรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต คือวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ท่ีถูกตอ้งแม่นย  า รวดเร็ว 
และสามารถตรวจสอบเช้ือในปริมาณนอ้ยได ้เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคท่ี
มีความเฉพาะเจาะจง ตรวจสอบไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถตรวจสอบเช้ือในปริมาณนอ้ยในตวัอยา่ง
พืชได ้และมีรายงานการใชเ้ทคนิค PCR มาใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ X. axonopodis pv. citri (Hartung 
et.al., 1993, Hartung et.al., 1996, ณัฏฐิมา และคณะ, 2548) จึงมีการน าเทคนิค PCR มาใชใ้นการ
ตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิตส้มโอเพื่อตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรค
แคงเคอร์และเฝ้าระวงั ติดตามโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต แต่เน่ืองจากการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR 
จะวิเคราะห์เม่ือส้ินสุดขบวนการ PCR โดยตอ้งน าผลผลิต PCR มาตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี agarose gel 
eletrophoresis แลว้ยอ้มดว้ยสาร ethediumbromide และตรวจภายใตแ้สง UV ซ่ึงไม่สามารถวิเคราะห์
ตามเวลาจริงท่ีเกิดข้ึนในหลอด PCR และ สาร ethediumbromide เป็นสารก่อมะเร็งท่ีมีอนัตราย 
Mavrodieva และคณะ (2004) ไดมี้พฒันาเทคนิค Real time PCR ในการตรวจสอบโรคแคงเคอร์ ท่ีมี
ความไว รวดเร็ว และวเิคราะห์ตามเวลาจริงท่ีเกิดข้ึนในหลอด PCR โดยสามารถตรวจสอบใบส้มท่ีเป็น
โรคเพียงจุดแผลเล็กๆแผลเดียว โดยมีความไวในการตรวจจบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของเช้ือ X. axonopodis 
pv. citri 10 CFU/แผล และเป็นการรายงานผลคร้ังแรกในการใชว้ิธีน้ีไปตรวจหาเช้ือ X. axonopodis 
pv. citri บนตวัอยา่งแหง้โรคพืช ท่ีเก็บไวต้ั้งแต่ ปี 1912 ในพิพิธภณัฑโ์รคพืช  

การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการน าเอาเทคนิค Real time PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคทางดา้น
เทคโนโลยชีีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย  าสูง มีความปลอดภยัสูง ไม่ตอ้งใชส้ารท่ีเป็น
อนัตราย สามารถแสดงผลไดใ้นเวลาอนัรวดเร็ว ตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิตส้มโอ
เพื่อตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรคแคงเคอร์และเฝ้าระวงั ติดตามโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต  

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในหอ้งปฏิบติัการแบคทีเรีย ได้แก่ ตูเ้ข่ียเช้ือชนิดปลอดเช้ือ อุปกรณ์การ
แยกเช้ือแบคทีเรีย 

2. อุปกรณ์วทิยาศาสตร์ เช่น ตูค้วบคุมอุณหภูมิ ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บตวัอยา่ง หมอ้น่ึงความดนัไอ 
เคร่ืองเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอ้บ (oven) เคร่ือง 
LightCycler® 480  
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3. เคร่ืองแกว้และอุปกรณ์อ่ืนๆท่ีใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ เช่น เคร่ืองชัง่, pH meter เป็นตน้ 
4. สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ, เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ, LightCycler 480 SYBR green I 

master, LightCycler 480 Mutiwell plate 96 
5. แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชกลุ่ม Xanthomonas spp.และ

แบคทีเรียอ่ืนๆ 
วธีิการ 

การเตรียม DNA ของแบคทเีรีย X. axonopodis pv. citri   
ท าการเตรียม DNA โดยการแยก genomic DNA ให้บริสุทธ์ิ ใชว้ิธีของ Pitcher  et al. (1989) 

โดยใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้ม อายุ 48 ชัว่โมง 
บนอาหารแขง็ LB ใชลู้ปฆ่าเช้ือ แตะเช้ือแบคทีเรียใหเ้ตม็หน่ึงลูป ละลายใน 1 ul ของ Resuspension buffer 
(0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) น าไปป่ันตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง Hettich 
(Universal 116, Germany) ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน ้ าใสขา้งบน เติม
ดว้ย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) จ านวน 100 ul ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้
เคร่ืองป่ัน vortex เติมดว้ย 500 ul ของ Guanidine thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution ผสมให้
เขา้กนั เติมดว้ย 250 ul ของ 7.5 M ammonium acetate ท่ีแช่เยน็ใน ตูเ้ยน็ -20 oC ผสมให้เขา้กนั วางบน
น ้ าแข็ง 5 นาที เติมดว้ย chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) จ านวน 500 ul ผสมให้เขา้กนั น าไปป่ัน
ตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที เก็บส่วนน ้ าใสขา้งบน ใส่หลอดใหม่ท่ีบรรจุ สาร isopropanol ท่ีแช่เยน็ใน ตูเ้ยน็ -20 oC 
จ านวน 378 ul ผสมให้เขา้กนัโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอน 
genomic DNA ท่ีความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ลา้งตะกอน DNA ดว้ย 150 ul ของ 
70 % ethanol จ านวน 2 คร้ัง ทิ้งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องละลายตะกอน DNA ดว้ย TE buffer pH. 8.0 
ปริมาณ 100 ul วดัปริมาณความเขม้ขน้ และคุณภาพของดีเอนเอ ท่ีช่วงคล่ืน A260/A280 ดว้ยเคร่ือง
spectrophotometer (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเขม้ขน้ DNA 
ใหไ้ด ้50, 5, 0.5 ng/ul และ 5, 0.5, 0.05 , 0.005 pg/ul เพื่อน าไปทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR 

การเตรียมสารละลายเช้ือ (cell suspension) ของแบคทเีรีย X. axonopodis pv. citri   
น าแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เล้ียงในอาหาร LB medium ให้มีอายุ 48 ชัว่โมง น ามา

ละลายในน ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ วดัความขุ่นของสารละลายเช้ือด้วยเคร่ือง spectrophotometer ให้มี
ค่าดูดซบัคล่ืนแสง optical density (O.D.) เท่ากบั 0.1 ท่ี 600 nm สารละลายเช้ือท่ีไดน้ าไปท า serial 
dilution ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 ทุกความเขม้ขน้ของ dilution น าไปตรวจท่ีปริมาณเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
โดยใช ้50 ul เข่ียให้ทัว่หนา้อาหาร Semi-selective for Xanthomonas (SX medium) (Schaad, 1988) 
เก็บไวท่ี้ 30 °C เป็นเวลา 2 วนั ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร 
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การตรวจหาแบคทเีรียโดย X. axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real time PCR  
specific primer สืบคน้ขอ้มูล primer ท่ีไดมี้รายงานวา่ สามารถใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรค

แคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มไดผ้ลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
คดัเลือก primer จากนั้นน าล าดบัเบสของ primer ไปสังเคราะห์เพื่อใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคแคงเคอร์
โดยวธีิ Real time PCR ต่อไป 

ปฏิกิริยา Real time PCR  การทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย   
X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์กบัพืชตระกูลส้ม ทดสอบกบัเคร่ือง LightCycler® 480 
(Roche Diagnostics, Thailand) โดยใช ้LightCycler 480 SYBR green I master (Roche Diagnostics, 
Thailand) ซ่ึงเป็นสารละลายผสม(Master mix) ทีjมี SYBR green ท่ีมีสี fluorescent dye เป็นตวัตรวจ
ปฏิกิริยา Real time PCR ตวัอยา่งจะท าปฏิกิริยาในถาดพลาสติกหลุมขนาด 96 หลุม (LightCycler 480 
Mutiwell plate 96) ในการท าปฏิกิริยาจะตอ้งมี ตวัควบคุมลบ (negative control) ใชน้ ้ ากลัน่แทน DNA 
ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri และตวัควบคุมบวก (positive control) ใช ้DNA ของแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri ทุกคร้ัง  

การทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ใชป้ริมาณรวมของปฏิกิริยา จ านวน 20 ul ประกอบไปดว้ย 
1X LightCycler 480 SYBR Green I Master (Faststart Taq DNA polymerase, Reaction buffer, dNTP mix, 
SYBR green dye และ MgCl2), 0.25 uM primer และ 1 ul DNA  ของ แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
โดยมีโปรแกรม ส าหรับปฏิกิริยา Real time PCR ดงัน้ี 

Program cycles Target (°C) Hold time  
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate ( °C/s) Acquisition mode 

Pre-incubation 1 94 00:04:00 4.40 none 
Amplification 40 94 00:00:15 4.40 none 
  58 00:00:15 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 
  97 00:00:00 0.11 continuous 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 

การท าปฏิกิริยา Real time PCR ในขณะท่ีท าปฏิกิริยาเคร่ือง LightCycler® 480 จะตรวจจบั 
SYBR green fluorescence ท่ีจะแทรกเขา้ไปในสาย DNA ท่ีมีการเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR ในแต่ละรอบ 
โดยเคร่ืองจะตรวจติดตามการเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้น และแสดงผลเป็นกราฟเส้นโคง้ 
(semilog curve) ของ SYBR green fluorescence ท่ีเกิดสะสมในแต่ละรอบของปฏิกิริยา Real time PCR 
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ซ่ึง crossing point (Cp) ของแต่ละกราฟเส้นโคง้จะแสดงจ านวนรอบถึงระดบัการสะสมของ SYBR 
green fluorescence ในผลผลิต PCR เป้าหมาย ท่ีเพิ่มข้ึนสูงกวา่ background ค่า Cp จึงใชเ้ป็นเกณฑ์
หน่ึงในการตรวจสอบการมีหรือไม่มีผลผลิต PCR เป้าหมาย และบอกไดถึ้งปริมาณของผลผลิต PCR 
เป้าหมาย โดยถา้มีผลผลิต PCR เป้าหมายมาก ค่า Cp จะต ่า นอกจากน้ียงัสามารถใชค้่า melting curve 
เป็นเกณฑ์ตวัท่ีสองในการตรวจสอบการมีหรือไม่มีผลผลิต PCR เป้าหมายเพราะวา่ค่า melting curve 
ช่วยในการตรวจสอบการสร้างผลผลิต PCR เป้าหมาย โดยผลผลิต PCR เป้าหมายท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา 
Real time PCR ของแต่ละชนิดแบคทีเรีย ให้ลกัษณะ peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย (melting 
temperature (Tm)) เฉพาะตวัแตกต่างกนัไป การวิเคราะห์ค่า Tm จึงสามารถใชใ้นการจ าแนกผลผลิต
PCRท่ีไม่ใช่เป้าหมายและ primer-dimer ท่ีเกิดข้ึน การรายงานผลทั้งหมดจะข้ึนอยูก่บัค่า Cp และ การ
วเิคราะห์ melting curve 

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของ primer  
ท าการทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของ primer ทั้ง 3 คู่ ใช ้DNA และเซลล์ของแบคทีเรีย 

X axonopodis pv. citri ท่ี แยกไดจ้ากพืชตระกูลส้มชนิดต่างๆในประเทศไทยจ านวน 50 ไอโซเลท 
(Table 1) และ เช้ือในกลุ่ม Xanthomonas ไดแ้ก่ แบคทีเรีย X. axonopodis pv. malvacearum,  X. axonopodis 
pv. glycines, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. diffenbachiae, X. axonopodis pv.  
manihotis, X. campestris pv. campestris และ X. oryzae  (Table 1) โดยความเขม้ขน้ของ DNA ท่ี 50 ng 
และความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ 108 cfu/ml ใชส้ภาวะของปฏิกิริยา Real time PCR ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

การทดสอบความไวในการตรวจสอบเช้ือแคงเคอร์ (sensitivity) ของ primer โดยใช้ DNA 
ของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ท่ีมีความเขม้ขน้ 8 ระดบั ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม 
และใชเ้ซลล์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ท่ีความเขม้ขน้ 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 
หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร ใชส้ภาวะของปฏิกิริยา Real time PCR ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri จากตัวอย่าง
โรคแคงเคอร์  

ท าการเก็บตวัอย่างโรคแคงเคอร์ของส้มโอจากแปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย 
จ านวน 10 ตวัอยา่ง ตดัแผลตวัอยา่งโรค โดย cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 mm น าตวัอยา่งใส่
หลอด 1.5 ml microcentrifuge ท่ีเติมดว้ย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บดตวัอยา่งดว้ย 
plastic disposable pestles ให้ละเอียดน าไปตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 5,000 rpm เป็นเวลา     
5 นาที เก็บส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใสใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml น าส่วนน ้ าใส 2 ul ของตวัอยา่ง
เป็นตน้แบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ และทุกตวัอยา่ง
เปรียบเทียบกบัการใชว้ิธี standard PCR ดว้ย primer D1/D2 ( ณัฏฐิมา และคณะ 2548 ) และ primer 
2/3 (Hartung et.al., 1993) และทุกตวัอยา่งน ามาแยกเช้ือบนอาหาร semi-selective for Xanthomonas 
(SX media) โดยน าตวัอย่างโรคแคงเคอร์แต่ละตวัอย่างปริมาณ 50 ไมโครลิตรไปเกล่ียให้ทัว่บน
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อาหารเล้ียงเช้ือ SX โดยใช้แท่งแกว้รูปตวัแอล บ่มไวที้่อุณหภูมิ 28º C นาน 72 ชัว่โมง ตรวจนบั
ปริมาณเช้ือท่ีข้ึนบนอาหาร 

การทดสอบวธีิ Real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri จากแปลงปลูกส้มโอ  
ท าการเก็บตวัอยา่งโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จากแปลงปลูกของเกษตรกรท่ีมีการระบาดของ

โรคแคงเคอร์ โดยเก็บตวัอย่างใบของส้มโอ ท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ และตวัอย่างใบท่ีไม่
แสดงอาการของโรค จ านวน 50 ตวัอยา่ง น ามาตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ขั้น
ละเอียดในห้องปฏิบตัิการ โดยน าตวัอย่างใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml ที่เติมดว้ย 25 ml ของ
สารละลาย PBS น าไปเขย่าบนเคร่ืองเขย่า (shaker) ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 1 ชัว่โมง 
จากนั้นตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 3,000 g เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใส เก็บส่วน
ตะกอน ละลายตะกอนดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 500 µl น า 2 ul ของตวัอยา่งเป็นตน้แบบในการท า
ปฏิกิริยา Real time PCR โดยใช ้primer 2/3 ตามปฏิกิริยาท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ และท าการตรวจเช้ือ
บนอาหาร SX medium ในทุกตวัอยา่ง 

การตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง
แหล่งผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  

การตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ เป็นไปตามประกาศของกรมวิชาการเกษตร 
เร่ือง หลกัเกณฑ์ วิธีการ และเง่ือนไขการขอและการออกใบรับรองสุขอนามยัพืชส าหรับการส่งออกผล 
ส้มโอไปสหภาพยุโรป พ.ศ. 2556 ตอ้งปฏิบติัตามระเบียบ EC Plant Health  Directive 2000/29/EC  
ไดก้ าหนดเง่ือนไขการอนุญาตน าเขา้ ผลของพืชสกุลส้มจากประเทศไทย ตอ้งไดรั้บการตรวจรับรองแหล่ง
ผลิตว่าปลอดจากโรคแคงเคอร์ ท่ีผลตอ้งไม่ปรากฏอาการของโรคขา้งตน้และท าการจุ่มผลในสารละลาย
ก าจดัเช้ือโรค ท่ีอาจปนเป้ือนท่ีผิว ซ่ึงการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ ให้ปฏิบติัตาม
คู่มือ การปฏิบติังานตรวจสอบและรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ ของกรมวิชาการเกษตร 
(กลุ่มวิจยัโรคพืช, 2550) โดยเกษตรกร ผูใ้ดประสงค์จะขอใบส าคญัแสดงการรับรองแหล่งผลิตส้มโอ
ปลอดโรคแคงเคอร์  ส าหรับการส่งออกไปสหภาพยุโรป ให้ยื่น ต่อพนักงานเจา้หน้าท่ี ณ กลุ่มบริการ 
ส่งออกสินคา้เกษตร ส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ภายในเดือนธนัวาคมของ
ทุกปี จากนั้นกลุ่มบริการส่งออก ส่งรายช่ือเกษตรกรพร้อมข้อมูลแปลงปลูกให้กับส านักวิจยัพฒันา 
การเกษตรเขตท่ี 1 และศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย จากนั้นเจา้หน้าท่ีจากศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย ไปตรวจแปลงผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปยงัสหภาพยุโรป โดยการสังเกต
ลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์บนตน้ส้มโอ ทุก 60 วนั ตั้งแต่ช่วงเร่ิมตน้ของรอบการเจริญเติบโตของ 
ส้มโอ จนถึงช่วงระยะเวลาเก็บเก่ียว พร้อมเก็บตวัอย่างก่ิงส้มโอท่ีมีใบคล่ีเต็มท่ีแล้ว (ใบเพสลาด)โดย          
สุ่มเก็บจ านวน 3 ก่ิง/ตน้ จ านวน 25 ตน้/สวน น ามาตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช 
ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช เพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
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การตรวจขั้นละเอยีดในห้องปฏิบัติการ   
การตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ ด าเนินการตามวิธีการของ อรพรรณ และคณะ (น า

ตวัอยา่งก่ิงส้มโอ เก็บเฉพาะใบส้มโอ ใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 ml ท่ีเติมดว้ย สารละลาย PBS buffer  
จ านวน 250 ml น าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ (shaker) ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 1 ชัว่โมง เพื่อให้
แบคทีเรียท่ีติดอยูภ่ายนอกใบส้มโอถูกลา้งออกมา จากนั้นตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 3,000 g 
เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใส เก็บส่วนตะกอน ละลายตะกอนดว้ยสารละลาย PBS buffer 
จ านวน 500 µl น ามาตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri โดยวิธี Real time PCR ตามวิธีการท่ี
กล่าวมาแลว้ขา้งตน้ ตรวจยนืยนัดว้ยการเล้ียงบนอาหารเฉพาะ (selective media) 

เวลาและสถานที่ 
ต.ค.53 – ก.ย.57 ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช ส านักวิจยัพฒันาการอารักขาพืช และอ าเภอเวียงแก่น 

จงัหวดัเชียงราย   
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
การตรวจหาแบคทเีรียโดย X. axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real time PCR  
specific primer จากการสืบคน้ขอ้มูลพบ primer มีรายงานว่าสามารถใช้ในการตรวจ

วินิจฉยัโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มไดผ้ลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri คดัเลือก primer ที่ ออกแบบมาจาก ยีน pathogenicity gene (pthA gene) ของแบคทีเรีย         
X. axonopodis pv. citri ซ่ึง pthA gene พบเฉพาะในแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri เป็นยีนท่ีจ าเป็น
ส าหรับแบคทีเรียชนิดน้ีในการชกัน าให้เกิดโรคแคงเคอร์ในพืชตระกูลส้ม (Swarup et al., 1991) โดย
ยีนน้ีจะท าให้เกิดลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์เฉพาะในพืชตระกูลส้มเท่านั้น (Duan et al. 1999) 
ล าดบัเบสของ pthA gene ถูกอนุรักษไ์วใ้หเ้หมือนกนัและถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อๆ ไป การเลือกprimer ท่ี
ออกแบบจาก pthA gene จะท าให้ได ้primer ท่ีเฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ท่ี
เป็นสาเหตุโรคแคงเคอร์กบัพืชตระกลูส้ม ในการทดลองจึงไดเ้ลือก primer จ านวน 4 ชุด ดงัน้ี 
1. Primer D1 (GGCCTTGATCAAAAGAACCA) และ D2 (TTGAAGTAGGGGACGGTTTA) จาก
รายงานของ ณฏัฐิมา และคณะ (2548) ท่ีออกแบบจาก pthA gene ของเช้ือ X. axonopodis pv. citri 
strain 306 และ GenBank accession number XCU28802 มีความเฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri สายพนัธ์ุ canker A  
2. primer 2 (CACGGGTGCAAAAAATCT) และ 3 (TGGTGTCGTCGCTTGTAT) จากรายงานของ 
Hartung et.al (1993)  
3. primer VM3 (GCATTTGATGACGCCATGAC0 VM4 (TCCCTGATGCCTGGAG GATA) จาก
รายงานของ Mavrodieva et.al (2004) 
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น าล าดบัเบสของ primer ทั้ง 4 ชุดไปสั่งสังเคราะห์ primer จากหน่วยบริการชีวภาพ ศูนยพ์นัธุวิศวกรรม
แห่งชาติ 

การทดสอบ primer จากการทดสอบ primer ทั้ง 3 คู่ โดยใชอุ้ณหภูมิในการจบัคู่ primer กบั 
DNA ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ตน้แบบ (annealing) ท่ี 58 ºC พบวา่ primer ทั้ง 3 คู่ 
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดจ้าก DNA ตน้แบบ โดยมีการวิเคราะห์ melting curve ของผลผลิต PCR 
ท่ีไดจ้ากทั้ง 3 คู่ พบวา่ มีค่า Tm ท่ีแตกต่างกนั โดย Tm ของคู่ primer D1/D2 primer 2/3 และ primer 
VM3/VM4 คือ 89.03ºC , 87.73 ºC และ 88.1 ºC ตามล าดบั (Fig 1) 

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของ primer   
ผลการทดสอบความจ าเพาะของ primer พบวา่ primer ทั้ง 3 คู่ สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก 

DNA ตน้แบบและเซลลแ์บคทีเรีย X .axonopodis pv. citri  ท่ีพบในประเทศไทยทั้ง 50 ไอโซเลท         
( Table 2) ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก DNA ตน้แบบและเซลล์แบคทีเรีย X axonopodis pv. 
malvacearum, X. axonopodis pv. glycines, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. 
diffenbachiae, X. axonopodis pv. manihotis, X campestris pv. campestris และ X. oryzae  โดยให้ค่า 
Cp สูงกวา่ 35 รอบ และการวเิคราะห์ melting curve พบวา่ค่า Tm ท่ีไดข้องแต่ละชนิดแบคทีเรียไม่ตรง
กบัค่า Tm ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย X . axonopodis pv. citri  (Table 2; Fig 2) ผลการทดสอบพบวา่ primer 
2/3 ให้ค่า Cp ต ่าท่ีสุดท่ี 18.54 และตรวจค่าสี SYBR green fluorescence สูง ถึง 36.343 (Fig 3 ) ส่วน 
primer D1/D2 ให้ค่า Cp ต ่ารองลงมาท่ี 19.61 และตรวจค่าสี SYBR green fluorescence สูงเท่ากบั 
primer 2/3 (Fig 4) ในขณะท่ี primer VM3/VM4 ให้ค่า Cp สูงท่ี 23.33 แต่ให้ค่า SYBR green 
fluorescence สูงท่ีสุดท่ี 42.329 (Fig 5)   

จากผลการทดสอบความจ าเพาะของ primer พบวา่ primer D1/D2, primer 2/3 และ primer 
VM3/VM4 มีความจ าเพาะกบัแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri สาเหตุโรคแคงเคอร์เท่านั้น เน่ืองจาก 
primer ทั้ง 3 คู่ออกแบบมาจาก ยีน pth A ท่ีเป็นยีนท่ีควบคุมลกัษณะอาการของจุดแผลตกสะเก็ด    
ปากแผลแตกออกคลา้ยปล่องภูเขาไฟ (Swarup et al., 1991) ซ่ึงเป็นลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์
จะมีอยูเ่ฉพาะในแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri  เท่านั้น (Duan et al. 1999) โดยสามารถเพิ่มปริมาณ    
ดีเอน็เอไดจ้ากตน้แบบของแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri ท่ีพบในประเทศไทย ทั้ง 50 ไอโซเลท แต่ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จากแบคทีเรียกลุ่ม Xanthomonas อ่ืนๆ และแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv.citri ซ่ึงท่ีพบในประเทศไทย เป็น สายพนัธ์ุ canker A (ณัฎฐิมาและวงศ,์ 2546) ผลการทดสอบ
ไดผ้ลเช่นเดียวกบัท่ีมีรายงานไว ้ (Hartung et al.,1993; ณัฏฐิมา และคณะ, 2548 และ Mavrodieva et 
al.,2004)  

ผลการทดสอบความไวในการตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ของ primer ทั้ง 3 คู่ 
พบวา่ primer D1/D2 และ primer 2/3 สามารถตรวจเช้ือ X .axonopodis pv. citri ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด
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ของ DNA คือ 5 พิโคกรัม (Table 3) และความเขม้ขน้ของ เซลล์แบคทีเรียต ่าสุดคือ 81 CFU/ml  (Table 
4; Fig 3 และ 4) เช่นเดียวกนั  ในขณะท่ี ความไวในการตรวจของ primer VM3/VM4 ความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของ DNA คือ 500 pg (Table 3) และความเขม้ขน้ของเซลล์แบคทีเรียต ่าสุดคือ 8.1x106 CFU/ml  (Table 
4; Fig 5) จากผลการทดสอบพบวา่ primer D1/D2 และ primer 2/3 มีความไวในการตรวจการตรวจ
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ไดดี้กวา่ primer VM3/VM4 โดยสามารถตรวจหาแบคทีเรีย              
X. axonopodis pv. citri  ไดใ้นปริมาณท่ีต ่ากวา่ นอกจากน้ี primer VM3/VM4  ยงัเกิด primer dimers ท่ี
เกิดจากการจบักนัเองของ primer ในหลุมท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
ต ่าๆ โดยท าให้เกิด peak ในการวิเคราะห์ melting curve จ านวน 2 peak อาจเน่ืองจากขนาดของผลผลิต 
PCR มีขนาดเล็ก ท าใหมี้โอกาสท่ี primer จะจบักนัเองสูง ท าให้ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย
ไดดี้ (Chou et al. 1992) จากผลการทดลองการใชเ้ทคนิค Real time PCR สามารถใชp้rimer D1/D2 และ
primer 2/3 ใหผ้ลการทดสอบเหมือนกนัทั้ง ความเฉพาะเจาะจงและความไว  

ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri จากตัวอย่าง
โรคแคงเคอร์  

ผลการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ในการตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri จาก
ตวัอย่างส้มโอท่ีสงสัยวา่เป็นโรคแคงเคอร์ท่ีเก็บมาแปลงปลูกส้มโอ อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย จ านวน   
10 ตวัอยา่ง ดว้ย primer D1/D2 และ primer 2/3 พบวา่วิธี Real time PCR สามารถตรวจพบโรคแคงเคอร์
ทั้งจ  านวน 10 ตวัอย่าง ทั้งprimer D1/D2 และ primer 2/3 (Table 5) เช่นเดียวกบัการตรวจหาดว้ยวิธี 
standard PCR ท่ีสามารถตรวจพบโรคแคงเคอร์ไดท้ั้ง 10 ตวัอยา่งและการแยกเช้ือดว้ยอาหาร SX ท่ี
พบโคโลนีของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เจริญในอาหาร จ านวน 10 ตวัอยา่ง (Table 5) แต่การ
ตรวจสอบโดยเทคนิค Real time PCR ดว้ย primer D1/D2 และ primer 2/3 สามารถตรวจสอบและ
ทราบผลภายใน 2-3 ชัว่โมง โดยเห็นผลการตรวจสอบตามเวลาท่ีแทจ้ริง หนา้จอของเคร่ือง Real time 
ไม่ตอ้งรอเสร็จส้ินปฏิกิริยา และไม่ตอ้งน าไปท า electrophoresis ใน แผน่ agrarose gel และยอ้มดว้ย 
ethedium bromide เหมือนกบั วิธี standard PCR ซ่ึง ethedium bromide เป็นสารอนัตรายท่ีก่อให้เกิด
โรคมะเร็งได ้และการตรวจดว้ยอาหาร SX ตอ้งใชเ้วลา 3-4 วนั จึงจะทราบผลวา่ตวัอยา่งใดปนเป้ือน
ดว้ยแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri และการใช้ดงันั้นการใช ้เทคนิค Real time PCR จึงเป็นเทคนิค
ท่ีมีประสิทธิภาพ แม่นย  า รวดเร็วท าให้ปลอดภยั และการประหยดัเวลา และสามารถน าไปใชใ้นงาน
ตรวจรับรองสินคา้เพื่อการส่งออกและตรวจรับรองเพื่อการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรค
แคงเคอร์ไดต่้อไปในอนาคต 
 การทดสอบวธีิ Real time PCR  ในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri จากแปลงปลูกส้มโอ 

จากการเก็บตวัอยา่งโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จากแปลงเกษตรกรท่ีมีการระบาดของโรคแคงเคอร์ 
ในจงัหวดัเชียงราย พิจิตร ปทุมธานี ชยันาท และ นครปฐม จ านวน 50 ตวัอยา่ง โดยเก็บตวัอยา่งท่ีแสดง
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อาการของโรคแคงเคอร์ จ านวน 24 ตวัอยา่งและตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการจ านวน 26 ตวัอยา่ง น ามา
ตรวจหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri พบวา่วิธี Real time PCR โดยใชp้rimer 2/3สามารถตรวจหาเช้ือ   
X. axonopodis pv. citri พบทั้งหมด 44 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งทั้งหมด 50 ตวัอยา่ง คิดเป็น 88% โดยวิธี 
Real time PCR สามารถตรวจพบเช้ือ X. axonopodis pv. citri ในตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการ จ านวน   
20 ตวัอยา่งได ้(Table 6)  เม่ือน าตวัอยา่งทั้งหมดแยกหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium 
สามารถแยกเช้ือได ้38 ตวัอย่าง (Table 6) โดยพบวา่ ตวัอยา่งท่ีสามารถแยกเช้ือไดท้ั้งหมดตรงกบัท่ี
ตรวจไดจ้ากวธีิ Real time PCR และตวัอยา่งท่ีตรวจดว้ยวิธี Real time PCR แลว้ไม่พบก็ไม่สามารถแยก
เช้ือบนอาหาร SX media ไดเ้ช่นกนั แต่จากผลทดลองพบวา่การแยกหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri บน
อาหาร SX medium สามารถแยกไดน้อ้ยกวา่การตรวจหาเช้ือโดยวิธี Real time PCR เน่ืองมาจากอาหาร 
SX medium เป็นอาหารเฉพาะ (selective medium) มีส่วนประกอบท่ีเป็นสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียหลายชนิดท่ีไปลดการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ท าให้แยกเช้ือได้
นอ้ยกวา่ โดยพบวา่ความสามารถในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร 
SX medium (plating efficiency) อยูท่ี่ 54.4 % เม่ือเทียบกบัการเจริญบนอาหาร nutrient agar (ไม่ได้
แสดงผลการทดลอง) แต่ไม่สามารถใชอ้าหาร NA ในการแยกนบัเช้ือไดเ้น่ืองจากเช้ือแซปโปรไฟท์
ชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีปะปนอยูจ่ะเจริญไดเ้ร็วกวา่และข้ึนคลุมทบัก่อนท่ีเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
จะเจริญ  นอกจากน้ีการท่ีไม่สามารถแยกเช้ือไดอ้าจเน่ืองมาจากเช้ือแบคทีเรียอยูใ่นระยะท่ีมีชีวิตแต่ไม่
สามารถเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได ้ (viable but nonculturable state (VBNC)) (Oliver, 2005) ซ่ึง Oliver 
(2000) ไดร้ายงานระยะ VBNC ของแบคทีเรียท่ีท าใหไ้ม่สามารถเจริญไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ี
ใชเ้ป็นประจ า แต่พบวา่เช้ือแบคทีเรียยงัคงมีชีวติ และสามารถเจริญเติบโตข้ึนมาใหม่ได ้เซลล์ในระยะน้ี
มีระดบัการเจริญเติบโตต ่า แต่สามารถฟ้ืนฟูให้เจริญเติบโตบนอาหารไดอี้กคร้ัง ไดมี้รายงานการใชส้าร
ป้องกนัก าจดัเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชในกลุ่มสารประกอบทองแดง ไปกระตุน้ให้เช้ือแบคทีเรียอยู่
ในระยะ VBNC เพื่อความอยูร่อด เช่น X. campestris pv. campestris (Ghezzi et al.,  1999), Erwinia 
amylovora (Ordax et al., 2006) เป็นตน้   ซ่ึงในการป้องกนัก าจดัโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มใน
ประเทศไทย มีการใชส้ารประกอบทองแดง เช่น คอปเปอร์ออกซิคลอไรด์ ในการป้องกนัก าจดัซ่ึงอาจ
ไปกระตุน้ให้เช้ือ X. axonopodis pv. citri ไปอยูใ่นระยะ VBNC ท าให้ไม่สามารถเล้ียงเช้ือได ้แต่วิธี 
Real time PCR นั้นมีประสิทธิภาพในการตรวจเซลล์ของเช้ือ สามารถตรวจเซลล์ท่ีอยูใ่นระยะ VBNC 
และเซลล์ท่ีตายได ้(Wolf  et al., 2000)   จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ การใชว้ิธี Real time PCR เป็นวิธี
ท่ีมีประสิทธิภาพ มีความไวและความเฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri สูง 
สามารถตรวจหาเช้ือท่ีมีปริมาณต ่ า ดังนั้ นวิ ธีการน้ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบหาเช้ือ                     
X. axonopodis  pv. citri ในแปลงปลูกร่วมกบัการส ารวจโรคในแปลง เพื่อการตรวจรับรองแปลงปลอด
โรคแคงเคอร์ในอนาคตได ้
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 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง
แหล่งผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ 

การตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  เพื่อส่งไปสหภาพยุโรป ในปี 2556-2557 
มีเกษตรกรผูป้ระสงคจ์ะขอใบส าคญัแสดงการรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  ส าหรับ
การส่งออกไปสหภาพยุโรป มีจ านวน 93 ราย รวม 103  แปลง  เจา้หนา้ท่ีจากศูนยว์ิจยัและพฒันาการ
เกษตรท่ีสูงเชียงรายได ้สุ่มเก็บตวัอยา่งก่ิงส้มโอ จ านวน 2 คร้ัง คือในเดือนมีนาคม และเดือนมิถุนายน  
2557 โดยสุ่มเก็บจ านวน 3 ก่ิง/ตน้ จ านวน  25 ตน้/สวน  น ามาตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ เพื่อ
ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  โดยเทคนิค Real time PCR ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช 
ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช ผลการตรวจพบวา่ ตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
สาเหตุโรคแคงเคอร์ จ านวน 19 แปลง โดยตรวจพบในเดือน มีนาคม 2557 จ านวน 11 แปลง และ
ตรวจพบเพิ่มในเดือน มิถุนายน 2557 จ านวน 8 แปลง (Table 7)  ทุกตวัอยา่งท่ีตรวจพบสามารถแยก
หาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri บนอาหาร SX medium ได ้ยกเวน้ตวัอยา่งท่ีมีค่า Cp 35 ซ่ึงมีปริมาณ
เช้ือน้อยมาก ท าให้ไม่สามารถเจริญข้ึนบนอาหารได ้(Table 7)  เน่ืองจากอาหาร SX medium เป็น
อาหารเฉพาะ (selective medium) มีส่วนประกอบท่ีเป็นสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลาย
ชนิดท าให้ลดการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ลงท าให้ไม่สามารถแยกเช้ือ
ในจ านวนนอ้ย ๆได ้ แปลงปลูกส้มโอท่ีมีการตรวจพบตั้งแต่คร้ังแรกในเดือนมีนาคม 2557 จะถูกตดั
ออกไป ไม่มีการตรวจแปลงและสุ่มตวัอยา่งมาตรวจละเอียดในห้องปฏิบติัการอีกในคร้ังท่ี 2 เดือน
มิถุนายน 2557  กลุ่มวจิยัโรคพืช รายงานผลการตรวจชั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการไปยงัศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย เพื่อด าเนินการออกและน าส่งหนงัสือส าคญัแสดงการตรวจรับรอง
แหล่งผลิตส้มโอ ให้แก่ด่านตรวจพืชเชียงของ จงัหวดัเชียงราย หรือกลุ่มบริการส่งออกสินคา้เกษตร 
ส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร เพื่อด าเนินการควบคุมในขั้นตอนหลงัการเก็บเก่ียวและออก
ใบรับรองสุขอนามยัพืช โดยมีการระบุขอ้ความเพิ่มเติมในใบรับรองปลอดศตัรูพืช “Pomelo in this 
consignment has been inspected and treated under control of DOA Thailand according to EU 
2000/29/EC annex 4A1 articles 16.2 c1, 16.3 A, 16.4 A, 16.5 C"   ผลจากการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ 
ร่วมกบัการส ารวจโรคในแปลง ท าให้ในปี 2556-2557 สามารถรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์
ไดจ้  านวน 84 แปลง ไดอ้อกใบรับรองสุขอนามยัพืชไปยงัสหภาพยุโรป จ านวน 19 ฉบบั ปริมาณ  
208,440 กิโลกรัม  รวมเป็นรายไดข้องเกษตรกรผูป้ลูกส้มโอในอ าเภอเวียงแก่นคิดเป็นมูลค่า  
3,126,600 บาท โดยไม่มีพบการแจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง (ขอ้มูลจากด่านตรวจพืชเชียงของ)  
จากด าเนินจะเห็นได้ว่า การใช้วิธี Real time PCR เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ มีความไวและความ
เฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri สูง สามารถตรวจหาเช้ือท่ีมีปริมาณต ่า      
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ท าใหส้ามารถตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์
ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยโุรปได ้ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไป
สหภาพยุโรป ท าให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกตอ้ง ตามกฎขอ้บงัคบั
ของสหภาพยุโรป  และวิธีการน้ีสามารถใช้เป็นต้นแบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไป
ประเทศอ่ืนท่ีก าหนดใหโ้รคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได ้ 
 

สรุปผลการทดลอง 
การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ดว้ยเทคนิค Real time โดยใช ้

primer D1/D2 และ primer 2/3 ท่ีออกแบบมาจาก ยีน avirulence/ pathogenicity (pthA gene) มีความ
เฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สายพนัธ์ุ canker A โดยสามารถเพิ่มปริมาณ DNA 
จาก DNA ตน้แบบและเซลล์แบคทีเรีย X .axonopodis pv. citri  ท่ีพบในประเทศไทยทั้ง 50 ไอโซเลท  
มีความไว(sensitivity) ในการตรวจ ช้ือท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดของDNA  เท่ากบั 5 pg และความเขม้ขน้
ต ่าสุดของเซลล์แบคทีเรียท่ีตรวจไดคื้อ 81 CFU/ml น าไปทดสอบการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri  จากตวัอยา่งใบพืชท่ีเป็นโรคแคงเคอร์จากแปลงปลูกส้มโอ ท่ี อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย จ านวน 
10 ตวัอย่าง สามารถตรวจพบแบคทีเรียทั้งหมด 10 ตวัอย่าง วิธีการน้ีสามารถตรวจพบแบคทีเรีย        
X. axonopodis  pv. citri  ไดอ้ยา่งแม่นย  าทั้งในตวัอยา่งท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ชดัเจนและ
ตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการ ผลจาการน าวิธี Real time PCR ไปใชต้รวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลา
ผลิตส้มโอของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรป  โดยด าเนินการในปี 2556-2557 ท่ีแปลงปลูกส้มโอ
ท่ีอ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  จ านวน  103 แปลง ผลการตรวจรับรองพบว่าการใชเ้ทคนิค Real 
time PCR สามารถตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรปได ้ทั้งหมด 
84  แปลง ไดอ้อกใบรับรองสุขอนามยัพืชไปยงัสหภาพยุโรป จ านวน 19 ฉบบั ปริมาณ 208,440 กิโลกรัม 
รวมเป็นรายไดข้องเกษตรกรผูป้ลูกส้มโอในอ าเภอเวยีงแก่นคิดเป็นมูลค่า 3,126,600 บาท โดยไม่มีพบ
การแจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
วิธีการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์ โดย

เทคนิค Real time PCR เป็นวธีิตรวจสอบ ท่ีมีประสิทธิภาพมีความไวและความเฉพาะเจาะจง ตรวจหา
เช้ือท่ีมีปริมาณต ่า  สามารถน าไปใช้ในการตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอปลอดโรค
แคงเคอร์เพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรปได ้ผลผลิตส้มโอท่ีไดเ้ม่ือส่งไปยงัสหภาพยุโรปแลว้ไม่มีพบการ
แจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปสหภาพ
ยุโรป ท าให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกต้อง ตามกฎข้อบงัคบัของ
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สหภาพยุโรปและวิธีการน้ีสามารถใชเ้ป็นตน้แบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไปประเทศอ่ืน
ท่ีก าหนดให้โรคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได้  ท าให้ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตส้มโอคุณภาพดีใน
ตลาดโลก 
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Table  1 Strains of Xanthomonas spp. used in this study.   
สายพนัธ์ุ พชือาศัย แหล่งเกบ็ตวัอย่าง ปีทีเ่กบ็เช้ือ แหล่งทีม่า 
Xanthomonas  axonopodis  pv. citri     
873 สม้เขียวหวาน ปทุมธานี 2532 1 
944 มะนาวตาฮิติ น่าน 2532 1 
950 สม้ฟรีมองต ์ เชียงใหม่ 2532 1 
956 มะนาวไข่ มุกดาหาร 2532 1 
967 มะกรูด ชลบุรี 2532 1 
944 มะนาวตาฮิติ น่าน 2532 1 
1047 สม้โอ ปทุมธานี 2533 1 
1049 มะนาว นนทบุรี 2533 1 
1055 มะกรูด นนทบุรี 2533 1 
1095 สม้โอ เชียงราย 2534 1 
1110 สม้โอ พทัลุง 2534 1 
1123 สม้โอ นครพนม 2534 1 
1189 สม้โอ พิจิตร 2535 1 
1582 สม้โอ เชียงราย 2544 1 
1584 สม้โอ พิษณุโลก 2544 1 
1588 สม้โอ ชลบุรี 2545 1 
1619 สม้เขียวหวาน จนัทบุรี 2545 1 
1623 มะนาว ปทุมธานี 2545 1 
1627 สม้โอ พิจิตร 2546 1 
1628 สม้ ชุมพร 2546 1 
1629 มะนาว ตาก 2546 1 
1632 สม้โอ ก าแพงเพชร 2546 1 
1720 สม้ตรา เชียงราย 2547 1 
1754 สม้โอ สกลนคร 2547 1 
1767 สม้โอ ตราด 2547 1 
1782 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1783 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1784 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1788 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1791 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1805 สม้โอ ปัตตานี 2547 1 
1814 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1816 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1819 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 



107

107 

 

Table  1 (Continued) 
สายพนัธ์ุ พชือาศัย แหล่งเกบ็ตวัอย่าง ปีทีเ่กบ็เช้ือ แหล่งทีม่า 
1823 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1825 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1826 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1830 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1831 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1832 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1833 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1834 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1841 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1843 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1855 สม้โอ กาญจนบุรี 2548 1 
1856 สม้โอ กาญจนบุรี 2548 1 
1880 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1886 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 1 
1887 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 1 
X. axonopodis pv. malvacearum     
1232 ฝ้าย ปราจีนบุรี 2536 1 
X. axonopodis pv. glycines     
1330 ถัว่เหลือง สุโขทยั 2537 1 
X. axonopodis pv. vesicatoria     
1726 พริก ล าปาง 2547 1 
X. axonopodis pv. differenbachiae     
1058 หนา้ววั กรุงเทพฯ 2534 1 
X. campestris  pv. campestris     
1104 ผกักาดเขียว สงขลา 2534 1 
X. oryzae pv. oryzae     
TB0003 ขา้ว นครพนม 2543 1 
X. axonopodis pv. manihotis     
1682 มนัส าปะหลงั ระยอง 2546 1 
 
1/ หน่วยเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุจุลินทรียส์าเหตุโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
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Table  2 The result of specificity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were 
detected Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR  

 
 
รายช่ือเช้ือ 

ค่า Cp ของการตรวจโดยวธีิ Real time PCR 
Primer 
D1/D2 

Primer 
2/3 

Primer 
VM3/VM4 

X.  axonopodis  pv. citri (50) 1/ 19.61 18.56 23.33 
X. axonopodis pv. malvacearum   >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. glycines >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. vesicatoria >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. differenbachiae >35 >35 >35 
X. campestris pv. campestris >35 >35 >35 
X. oryzae pv. oryzae >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. manihotis  >35 >35 >35 

 
Table  3 The result of sensitivity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were 

detected DNA of Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR  

DNA concentration 
primers 
D1/D2 

primers  
2/3 

Primers 
VM3/VM4 

Cp Cp Cp 
50 ng 20.92 22.22 28.46 
5 ng 23.08 26.00 31.65 
1 ng 25.58 29.67 32.75 
500 pg 26.76 30.67 33.19 
50 pg 29.02 32.36 >35 
5 pg 33.06 33.88 >35 
1 pg >35 >35 - 
100 fg - - - 
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Table  4 The result of sensitivity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were    
               detected suspension of Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR 

Bacterial cells CFU/ ml 
primers 
D1/D2 

primers 
2/3 

Primers 
VM3/VM4 

Cp Cp Cp 
O.D. 0.1 600 nm. 8.1x108 19.25 18.73 23.33 

10-1 8.1x107 23.47 22.31 25.02 
10-2 8.1x106 25.15 26.09 28.17 
10-3 8.1x105 25.68 26.73 >35 
10-4 8.1x104 26.72 29.71 >35 
10-5 8.1x103 30.09 30.15 >35 
10-6 8.1x102 30.18 32.19 >35 
10-7 81 31.61 33.63 >35 
10-8 8 35 35 - 

 
Table  5 The result of detected Xanthomonas axonopodis pv.citri  in pomelo canker disease using 

Real time PCR and Standard PCR with primers D1/D2 and primer 2/3 and isolated on 
selective media for Xanthomonas (SX media) 

Sample 
Real time PCR Standard PCR 

SX media Primer D1/D2 
Cp 

Primer 2/3 
Cp 

Primer D1/D2 Primer 2/3 
 

1 29 (+) 28 (+) + + + 
2 21.65 (+) 20.65 (+) + + + 
3 29 (+) 28 (+) + + + 
4 27.08 (+) 26.60 (+) + + + 
5 33 (+) 32.04 (+) + + + 
6 34 (+) 33.65 (+) + + + 
7 20.4 (+) 19.56 (+) + + + 
8 30 (+) 28 (+) + + + 
9 29.5 (+) 28 (+) + + + 

10 28.6 (+) 27 (+) + + + 
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Table 6  Real time PCR testing methods in the detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri 
from Pomelo Orchards. 

 ตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง
ทั้งหมด 

Real time 
PCR1/ 

Isolation SX media2/ 

1. ตวัอย่างท่ีแสดงอาการ
ของโรคแคงเคอร์ 

243/ 24 4/ 24 

2. ตัวอย่างท่ีไม่แสดง
อาการของโรคแคงเคอร์ 

26 20 14 

รวม 50 44 38 
1/ การตรวจดว้ยวธีิ Real time PCR จากการวจิยัในคร้ังน้ี 
2/ การตรวจแยกเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium 
3/ จ านวนตวัอยา่งทั้งหมดท่ีตรวจ 
4/ จ านวนตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ X. axonopodis pv. citri  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 Analysis melting curve of PCR product from detected primer pair 3 it was found Tm different.  
  a. Tm of PCR product from primer D1/D2 of 89.03°C  
  b. Tm of PCR product from primer 2/3 of 87.73 °C   
  c. Tm of PCR product from primer VM3/VM4 of 88.1 °C   

c 

a b 
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Fig. 2 The result of specificity using primer D1/D2 detected Xanthomonas axonopodis pv. citri 
(Xac)  and Xanthomonas such as X. axonopodis pv. malvacearum (Xamal), X. axonopodis pv. 
glycines (Xcg), X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), X. axonopodis pv. diffenbachiae (Xad), X. 
axonopodis pv. manihotis (Xam), X campestris pv. campestris (Xcc) and X. oryzae pv.oryzae (Xoo)  
 

 
Fig.  3  The result of sensitivity using primer D1/D2 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR. 
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Fig. 4 The result of sensitivity using primer 2/3 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR.  
 

 
Fig.  5  The result of sensitivity using primer VM3/VM4 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR.  
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Table 7   Result of Detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri, Causal Agent of Citrus Canker 
for Certification of Canker Free Orchards  

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

 001 นายทอง อินเทพ 18 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

002 นายอ านวย อินเทพ 16/2 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - 35.00 + - 

003 นางมาลี เรียงยาย หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

004 นายสีทน อินเทพ 16 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

005 นายเกรียงศกัด์ิ บุดดี 141 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - >35 - - 

006 นายป้ัน ยาละ 20/2 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

007 นายสมศาสตร์ บุดดี 35 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 32.39 + + 

008 นายสว่าง บุดดี 14 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

009 นางมุกดา ยาละ 29 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

010 นายบุญทา อินเทพ 49 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

011 นายบุญช่วย อินเทพ 108 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

012 นายตาค า โนขติั 11/1 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

013 นางดวงค า เทพสุติน 4 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

014 นายสมพงษ ์อินเทพ 73 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

015 นายฤทธ์ ประชุมพร 57 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

016 นางอาภา ภูมิภาคิน 48 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

017 นายคะนอง บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

018 นายเจริญ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

019 นางแพน ขนัทะ 18 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

020 นายทวี ทิพยห์มึก 113 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

021 นายทวี ทิพยห์มึก 113 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

28.00 + ND ND + 

022 นายชชัวาลย ์รวมจิตร 109 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

023 นายบุญตุม้ พ่ึงบุญ 37 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

024 นายวิชยั เรียงยาย 53 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

025 นายนิมากร รวมจิตร์ 65 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

026 นายนพดล ยาละ 75/2 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

027 นายชชัวาลย ์บุดดี 79/2 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

028 นายไชยวฒัน์ นนัไชยา 195/3 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

029 นายสุพล ปงลงักา 23 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

030 นายอารุณ อินเทพ 25 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

031 นายรณฤทธ์ิ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

26.60 + ND ND + 

032 นายรณฤทธ์ิ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

033 นายวรศกัด์ิ เรียงยาย 119 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

034 นายปรีชา อินเทพ บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

035 นางจ าปี บุดดี หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

036 นายจ ารอง บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

037 นางศรีพลอย นนัไชย 91 บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

038 นายเจษฎา อินเทพ 106/3 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

039 นายพล อินจา 98/1 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

040 นายไวพจน์ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

041 นายนิรันดร์ นิลเนตร บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

042 นายวฒิุพงษ ์ค าลือ 99/2 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

043 นายสุขจนัทร์ อินทะ หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

044 นายถนอม กาวงศ ์ 114/2 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - 35.00 + - 

045 นายนิคม  จนัทร์วิเศษ 108/3 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

046 นายนิมิตร  ทองสุข 51 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

047 นายนิมิตร  ทองสุข 51 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 32.33 + + 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

048 นายประคอง บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

049 นายปรีชา ยอดฝ้ัน 20 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

050 นายปรีชา ยอดฝ้ัน 20 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

051 นางกิติยา มัง่มูล 198 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

052 นางบวัแกว้ ยอดฝ้ัน 135/1 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

053 นายจิรัฎฐ์ บุดดี 135 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

054 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

055 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

056 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

057 นายสมรัตน์ ยานนั 137 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

058 นายสมรัตน์ ยานนั 137 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

20.56 + ND ND + 

059 นายรัตน์ ยานนั 136 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

060 นางเขมาภรณ์ จิรสิงห์ 34 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

061 นางเขมาภรณ์ จิรสิงห์ 34 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

062 นายสมาน คงทะ 29 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

063 นายสว่าง บุญยวง 27 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

064 นางภทัรนนัท ์ยานนั 202 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

065 นางวิไลวรรณ์ ทองสุข 22/3 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

066 นายวิลยั เตรียมทนะ 6 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

067 นายสงัวรณ์ เรียงยาย 171/3 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

068 นางสุพิน โนระ 144/1 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

069 นางเกษร กองมงคล 2 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

070 นางอรวรรณ กนัค า 194 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

071 นายอุทตั เตรียมธนะ 169 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

072 นายศรีเนตร ไชยเลิศ 180 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

073 นายพงษพ์นัธ์ โนขติั 167 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - 33.39 + + 

074 นายนคร อินเทพ 80/4 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

075 นายบุญวาด บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

076 
 

นายเสนีย ์นนัชยั 213 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

077 นายเสน่ห์ นนัชยั 55/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.09 + ND ND + 

078 นายเสน่ห์ นนัชยั 55/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

079 นายปรทรัพย ์บุญยวง 237 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

080 นายประภาส กนัค า 162 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

081 นายสุรศกัด์ิ บุดดี บา้นหล่ายงาว ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

082 นางรัญจวน ชยัวงศ ์ 21/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

083 นายนิธิพฒัน์ บุญยวง 180 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

31.28 + ND ND + 

084 นายอนุรักษ ์คงทะ 96 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

085 นางสมพร บุดดี หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

086 นายทตัพล ชยัวงศ ์ หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

087 นายค ารณ บุดดี 91 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

088 นายบุญส่ง รักพอ่ หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

089 นายสงดั บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

090 นายสมศกัด์ิ ทิพยต์า หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

091 นายจ าเนียร บวัแกว้ 108 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

092 นายอรุณ มหานิล 66/2 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

093 นางสาวดรุณี ยาละ 152 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

094 นายณรงคฤ์ทธ์ิ อินตะ๊ 9 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

095 นายชาญไชย บุดดี 28/2 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

096 นายวิรัตน์ บุดดี 10 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

097 นายนิมากร บุดดี 12/4 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

098 นายสุรชาติ บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

099 นายสุรชาติ บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

100 นายเทียมจิต ถาริยะ 51 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

101 นายบรรดิษฐ์ จนัตะ๊ 9/4 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

102 นายพิชิต รวมจิตร 45 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

103 นางสุริยนต ์วรพฒัน์ 13 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 



120
120 

 

การพฒันาเทคโนโลยกีารผลติหอมแดงคุณภาพในพืน้ทีจ่ังหวดัศรีสะเกษ 
Development on Onion (Allium cepa var. aggregatum) Production Technology  

Transition to Quality in Srisaket Province 
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ABSTRACT 
 Technology development for quality onion (Allium cepa var. aggregatum) production in 
Sri Saket province was aimed to develop technologies for onion twister (Colletotrichum 
gloeosporioides) eradication, and for increasing onion yield and quality. The experiments were 
conducted during 2011-2014 in Yang Chum Noi sub-district, Yang Chum Noi district, Sri Saket 
province. The results revealed that tested method and farmer method yielded at 3,905 and 3,170 kg/rai 
(commercial yield) with 49,563 and 31,045 baht/rai of benefits, respectively. Benefit cost ratios 
(BCR) were observed at 2.95 and 2.08, and the disease incidences were observed at 2.72 and 25.64 %, 
respectively. The onion bulb diameters were 3.44 and 3.21 cm, respectively. The onion sets 
production suggested that tested method produced 979 kg/rai of yield, 80,214 baht/rai of benefit, 
6.30 of BCR, 3.00 % of disease incidence and 1.35 cm of onion head diameter. A test of technology 
for clean onion production in Nong Mee sub-district, Rasi Salai district, Saket province, suggested 
that tested method and farmer method gave 5,643 and 4,580 kg/rai of yields, 56,430 and 45,800 baht/rai 
of benefits, 2.70 and 2.20 of BCRs, 3.20 and 2.80 cm of head diameters, respectively. Whereas, the 
onion sets production suggested that tested method gave 1,002 kg/rai of yield, 1.43 cm of diameter, 
37,944 baht/rai of benefit and 3.89 of BCR. In addition, there were no disease incidence and no 
chemical residue in both production seasons. Technology transition to Fahuan sub-district, 
Khowang district, Yasothorn province, resulted that tested method and farmer method produced 
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4,950 and 4,200 kg/rai of yields, 40,050 and 22,800 baht/rai of benefits, 3.06 and 1.83 of BCRs, and 
1.50 and 3.00 % of disease incidences, respectively. 
 

Key-words: shallot, twister disease (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc), IPM 
 

บทคดัย่อ 
การพฒันาเทคโนโลยีการผลิตหอมแดงคุณภาพในพื้นท่ีจงัหวดัศรีสะเกษ มีวตัถุประสงค์เพื่อ

พฒันาเทคโนโลยใีนการป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย เพิ่มผลผลิต และเพิ่มคุณภาพ ด าเนินการระหวา่ง 
ปี 2554-2557  ในพื้นท่ีต าบลยางชุมนอ้ย อ าเภอยางชุมนอ้ย  จงัหวดัศรีสะเกษ พบวา่วิธีทดสอบและวิธี
เกษตรกร ให้ผลผลิตหอมปี (ปลูกในเดือนตุลาคม-มกราคม )  เฉล่ีย 3,905 และ  3,170  กก./ไร่ ให้
ผลตอบแทน 49,563 และ 31,045 บาท/ไร่  อตัราส่วนของรายได้ต่อการลงทุน (BCR) เท่ากบั 2.95 
และ 2.08 ตามล าดบั พบการเกิดโรค ร้อยละ 2.72   และ 25.64 ขนาดของหัวหอม มีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 
3.44 และ 3.21 ซม. ตามล าดบั ส่วนการผลิตหอมพนัธุ์ (ปลูกในเดือน เมษายน- พฤษภาคม) วิธี
ทดสอบ ให้ผลผลิตเฉล่ีย  979 กก./ไร่ ให้ผลตอบแทน 80,214 บาท/ไร่ ค่า BCR เท่ากบั 6.30 พบการ
เกิดโรคเฉล่ียร้อยละ 3 ขนาดของหวัหอม มีเส้นผา่ศูนยก์ลางเฉล่ีย 1.35 ซม.ไม่พบสารพิษตกคา้งในทุก
กรรมวิธีการทดสอบเทคโนโลยีการผลิตพนัธ์ุหอมแดงสะอาด ในพื้นท่ีต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล  
จงัหวดัศรีสะเกษ พบว่าวิธีทดสอบและวิธีเกษตรกร ให้ผลผลิตเฉล่ีย 5,643 และ 4,580 กก./ไร่ ให้
ผลตอบแทน 56,430 และ 45,800 บาท/ไร่  ค่า BCR  เท่ากบั 2.70  และ 2.20 ตามล าดบั  หัวหอมมี
เส้นผ่าศูนยก์ลาง 3.20 และ 2.80 ซม. ตามล าดบั  ดา้นการผลิตหอมพนัธ์ุ วิธีทดสอบ ให้ผลผลิตเฉล่ีย  
1,002 กก./ไร่ ขนาดของหัวหอม มีเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1.43 ซม. ให้ผลตอบแทน 37,944 บาท/ไร่  
อตัราส่วนของรายได้ต่อการลงทุน  เท่ากบั 3.89 ไม่พบการเกิดโรคทั้งหอมปีและหอมพนัธ์ุ ไม่พบ
สารพิษตกคา้งในทุกกรรมวธีิทั้งในการผลิตหอมปี และหอมพนัธ์ุ การขยายผลไปในพื้นท่ีต าบลฟ้าห่วน 
อ าเภอคอ้วงั จงัหวดัยโสธร พบว่า วิธีปรับปรุงและวิธีเกษตรกร ให้ผลผลิตเฉล่ีย 4,950 และ 4,200  กก./ไร่  
ตามล าดบั ให้ผลตอบแทน 40,050 และ 22,800 บาท/ไร่ ตามล าดบั ค่า BCR  เท่ากบั 3.06 และ 1.83 
ตามล าดบั มีอตัราการเกิดโรคหอมเล้ือย ร้อยละ 1.5  และ 3.0 ตามล าดบั   
 

ค าหลกั : หอมแดง, โรคหอมเล้ือย, การป้องกนัก าจดัแบบผสมผสาน หวัพนัธ์ุสะอาด 
 

ค าน า 
 ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกหอมแดง 103,144 ไร่ ผลผลิตรวม 180,696 ตนั ผลผลิตเฉล่ีย 1,843 กก./ไร่  
จงัหวดัท่ีมีการปลูกหอมแดงมากท่ีสุด ไดแ้ก่ จงัหวดัศรีสะเกษ พื้นท่ี 24,972 ไร่ ผลผลิตรวม 46,623 ตนั 
ผลผลิตเฉล่ีย 2,094 กก./ไร่ รองมาคือจงัหวดัพะเยา อุตรดิตถ์ ล าพูน เชียงใหม่ เพชรบูรณ์ (ส านกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2553)  จงัหวดัศรีสะเกษ เป็นแหล่งผลิตหอมแดงคุณภาพดี มีช่ือเสียงจนเรียกกนั
ติดปากวา่หอมแดงศรีสะเกษ มีคุณลกัษณะพิเศษ คือ เปลือกมีสีแดงเขม้ ดา้นในมีสีม่วง กล่ินฉุนแรง
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เก็บรักษาได้ยาวนาน เป็นท่ีตอ้งการของตลาดทั้งในและต่างประเทศท่ีนิยมอาหารไทย เช่น ยุโรป 
ญ่ีปุ่น หอมแดงคุณภาพท่ีส่งออกตอ้งมีลกัษณะ เป็นหวัเดียว หรือหวัท่ียงัไม่แยกออก ขนาดหวัจมัโบ ้
(มีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 3.5-4.0 ซม. (เฉล่ีย 3.47 ซม.)) ผวิแหง้สนิทปราศจากโรคแมลง ขนาดหวัสม ่าเสมอ 
และปลอดภยัจากสารพิษ แหล่งปลูกท่ีส าคญัอยู่ท่ีอ  าเภอยางชุมน้อย ขุขนัธ์ ราษีไศล วงัหิน และ
กนัทรารมย ์ในการผลิตหอมแดงเกษตรกรพบการระบาดรุนแรงของโรคและแมลงศตัรูหอมไดแ้ก่ 
หอมเล้ือย หรือแอนแทรกโนส หนอนกระทูห้อม หนอนเจาะสมอฝ้าย เพล้ียไฟ เกษตรกรมีการใช้
สารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในปริมาณมาก ในลกัษณะผสมหลายชนิด รวมทั้งการใส่ปุ๋ยเคมีท่ียงัไม่
ถูกตอ้งท าใหดิ้นเส่ือมผลผลิตไม่มีคุณภาพและตน้ทุนการผลิตสูง   

การพฒันาเทคโนโลยกีารผลิตหอมแดงคุณภาพในพื้นท่ีจงัหวดัศรีสะเกษ  มีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ทดสอบเทคโนโลยีการผลิตหอมแดงคุณภาพและปลอดภยัจากสารพิษตกคา้งท่ีเหมาะสมกบัพื้นท่ี
จงัหวดัศรีสะเกษ โดยการน าเอาเทคโนโลยีการผลิตหอมแดงท่ีพัฒนาข้ึนโดยกรมวิชาการเกษตรและ
หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง มาปรับใชใ้นพื้นท่ี ทั้งในดา้นการป้องกนัก าจดัศตัรูพืชการปรับปรุงบ ารุงดินให้
เหมาะสมกบัศกัยภาพของพื้นท่ี เพื่อเป็นแนวทางให้เกษตรกรใช้ในการปฏิบติั ท าให้สามารถผลิต
หอมแดงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพ เม่ือไดเ้ทคโนโลยีท่ีเหมาะสมจะมีการ
ขยายผลในวงกวา้งสู่พื้นท่ีอ่ืนท่ีมีศกัยภาพคลา้ยคลึงกนั  เป็นการแกปั้ญหาและพฒันาระบบการผลิต
หอมแดงให้มีคุณภาพสร้างโอกาสในการเขา้สู่ตลาดสินคา้คุณภาพ เกษตรกรมีความย ัง่ยืนในระบบ
การผลิต มีสุขอนามยัและสุขอนามยัพืชท่ีดี และช่วยลดผลกระทบเชิงลบต่อส่ิงแวดลอ้ม 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
วสัดุอุปกรณ์ 
 พนัธ์ุพืช : พนัธ์ุหอมแดง ปุ๋ยอินทรีย์ : ปุ๋ยหมกัมูลไก่ วสัดุปรับปรุงดิน : ปูนขาว ปุ๋ยเคมี :    
15-15-15 สารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช  :  สารโปรคลอราช  สารแมนโคเซบ  พิโปรนิล สารชีวินทรีย  ์ : 
เช้ือไตรโคเดอร์มา เช้ือบาซิลลสัทูรินเยนซีส วสัดุอ่ืน ๆ : ฟางขา้ว 
วธิีการ 

ศึกษาวิจยัในสภาพพื้นท่ีเกษตรกรแบบเกษตรกรมีส่วนร่วม โดยใช้หลักการวิจยัระบบการ      
ท าฟาร์ม (Farming Systems Research) (อารันต,์ 2532) ซ่ึงมีแนวทางและขั้นตอนด าเนินการ 6 ขั้นตอน 
คือ การคดัเลือกพื้นท่ีเป้าหมาย (Selection of the Target Area) การวิเคราะห์พื้นท่ี (Area Analysis)        
การวางแผนการวจิยั (Research Planning) ด าเนินการวจิยั (Experimentation) การประเมินผล (Assessment)  
และการขยายในวงกวา้ง (Extrapolation / Extension)   



123
123 

 

การวางแผนการทดลอง 
1. การทดลองที ่1 การพฒันาเทคโนโลยกีารป้องกนัก าจัดโรคหอมเลือ้ยในหอมแดงในพืน้ทีจั่งหวดัศรีสะเกษ 

ด าเนินการในพื้นท่ีเกษตรกร ต าบลยางชุมนอ้ย อ าเภอยางชุมนอ้ย จงัหวดัศรีสะเกษ ในระหวา่ง
เดือนตุลาคม 2553 – กนัยายน 2555 ด าเนินการทดสอบ  2 กรรมวิธี ร่วมกบัเกษตรกรจ านวน 10 ราย 
รายละ 1 ไร่ ดงัน้ี 

กรรมวิธีท่ี 1 วิธีปรับปรุง ใช้เทคโนโลยีการป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย การป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืชและการใส่ปุ๋ยตามค าแนะน า     

กรรมวธีิท่ี 2 วิธีเกษตรกร ไม่ใชเ้ทคโนโลยีการป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย การป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืชและการ ใส่ปุ๋ยโดยวธีิเกษตรกร  

 
กิจกรรม วธีิปรับปรุง  วธีิเกษตรกร 

 

1. การเตรียม
ดิน 

- เก็บเศษซากหอมแดงออกจากพื้นท่ีปลูกเผาท าลาย  
-ไถตากดิน 2-3 คร้ัง เพื่อลดประชากรเช้ือรา ใส่ปูน
โดโลไมคต์ามค่าวเิคราะห์ดิน 
-ใส่ปุ๋ยหมกัรองพื้น อตัรา 500 กก. /ไร่ 

- การเตรียมแปลงปลูก ไถ
พรวน ไม่มีการเก็บเศษซาก 
-ใส่ปูนโดโลไมค ์  อตัรา   
100 กก. /ไร่ 
 

2. การเตรียม
หวัพนัธ์ุ 

- แช่หวัพนัธ์ุหอมแดงดว้ยเช้ือไตรโคเดอร์มาสด 
อตัรา 1 กก./น ้า 200 ลิตร นาน 30  นาที  
ก่อนปลูก 
 

- ไม่แช่หวัพนัธ์ุ 

3. การปลูก - ปลูกหอมแดง ระยะ 16 x16 ซม.  - เหมือนกรรมวธีิท่ี 1 
 

4.การ
ป้องกนัก าจดั
วชัพืช 

-ฉีดพน่สารคุมวชัพืชก่อนงอก ในกลุ่มออกซีฟูออเซ็น 
สารคุมวชัพืชก่อนงอก (อะลาคลอร์+ฟลูมิโอซาซิน)  
- คลุมฟางหลงัปลูก    
 

- เหมือนกรรมวธีิท่ี 1 
 

5.การใส่ปุ๋ย - หลงัปลูก 15 วนัใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 อตัรา     
50 กก./ไร่  โดยวธีิหวา่นใหท้ัว่แปลง  
- หลงัจากนั้น 15 วนั ใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15  อตัรา 
25 กก./ไร่ โดยวธีิหวา่นใหท้ัว่แปลง   

- หลงัปลูก15 วนั ใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 
12-127 อตัรา 100 กก./ไร่  
- หลงัปลูก30 วนั ใส่ปุ๋ยเคมีสูตร  
13 – 13-21 อตัรา 25 กก./ไร่ และ
สูตร 0 -10 – 30  อตัรา 25 กก./ไร่   
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5.การ
ป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืช 

-โรคหอมนอน/หอมเล้ือย ใช้เช้ือไตรโคเดอร์มาสด
อตัรา 1 กก./น ้ า 200 ลิตร  ฉีดพ่นหรือให้พร้อมกบั
การให้น ้ าสัปดาห์ละ 2 คร้ังในตอนเย็น หรือใช้สาร
โปรคลอราช 50 %WP อตัรา 20 กรัม/ น ้า 20 ลิตร ฉีด
พ่นสลบักบัสารแมนโคเซบ 80 % WP อตัรา 40 - 50 
กรัม/ น ้า 20 ลิตร 
-หนอนกระทูห้อมใชเ้ช้ือบาซิลลสัทูรินเยนซีส 
- เพล้ียไฟใช ้ฟิโปรนิล   
 

-โรคหอมนอน/หอมเล้ือย ใช้
สารคาร์เบนดาซิม  
สารโปรคลอราช  
สารแมนโคเซบ 
-หนอนกระทู้หอมใช้สารเคมี 
อบาเมดติน ไชเพอร์เมทริน 
คลอไพริฟอส เมทโทมิล 

6.การจดัการ
ใหไ้ด้
คุณภาพ 

- เด็ดดอกหอมในระยะแรกของการเจริญเติบโตเพื่อ
ไม่ใหน้ ้าขงัท าใหห้วัเน่าและหอมมีลกัษณะคอใหญ่
ไม่เป็นท่ีตอ้งการของตลาด 
- เก็บเก่ียวเม่ือหอมแดงอายอุยา่งนอ้ย 80 วนั 

 

 

2. การทดลองที ่ 2  การทดสอบเทคโนโลยกีารผลติพนัธ์ุหอมแดงสะอาด   
 ด าเนินการในพื้นท่ีเกษตรกรต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ ระหวา่งเดือน  
ตุลาคม 2556 – กนัยายน 2557 ด าเนินการทดสอบ  2 กรรมวธีิ ร่วมกบัเกษตรกรจ านวน 10 ราย รายละ 
1 ไร่ ดงัน้ี 

กรรมวิธีท่ี 1 วิธีปรับปรุง  ใช้เทคโนโลยีการป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย การป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืชและการใส่ปุ๋ยตามค าแนะน า เทคโนโลยีท่ีไดผ้ลแลว้ จากการทดสอบในพื้นท่ีอ าเภอยางชุมนอ้ย 
จงัหวดัศรีสะเกษ  

กรรมวธีิท่ี 2 วธีิเกษตรกร การป้องกนัก าจดัศตัรูพืชและการ ใส่ปุ๋ยโดยวธีิเกษตรกร  
3. การขยายในวงกว้าง (Extrapolation / Extension)  

ในปี 2557 ขยายผลไปท่ี ต าบลฟ้าห่วน อ าเภอค้อวงั จงัหวดัยโสธรโดยเปรียบเทียบวิธี
ทดสอบท่ีไดจ้ากการทดลองในจงัหวดัศรีสะเกษกบัวธีิเกษตรกร   
4. การศึกษาการยอมรับเทคโนโลยขีองเกษตรกร  

โดยการสัมภาษณ์และสรุปร่วมกนัเม่ือส้ินสุดการทดลอง 
การบันทกึข้อมูล 
 1. คุณสมบติัทางเคมีของดิน โดยเก็บตวัอย่างดินของเกษตรกรทุกรายก่อนเร่ิมการทดลอง 
และส้ินสุดการทดลอง โดยวเิคราะห์หาคุณสมบติัดิน คือ ความเป็นกรดเป็นด่างของดิน ความตอ้งการ
ปูนปริมาณอินทรียวตัถุ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ ปริมาณโพแทสเซียม
ท่ีแลกเปล่ียนได้ เพื่อใช้ในการวางแผนการจดัการดินให้เหมาะสมกับการปลูกหอมแดงได้อย่าง
ถูกตอ้งเหมาะสม 
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 2. ผลผลิตหวัหอมโดยการสุ่มตวัอยา่งประเมินผลผลิตในพื้นท่ี 9 ตารางเมตร น าขอ้มูลผลผลิต
ท่ีไดไ้ปวเิคราะห์เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย 
 3. เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค โดยสุ่มตวัอยา่งประเมินการเกิดโรคในพื้นท่ี 1 ตารางเมตร 3 จุด/
กรรมวธีิ นบัจ านวนตน้ทั้งหมดและตน้เป็นโรคเม่ืออาย ุ60 วนั 
 4. ตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือยในหวัหอม   ท่ีห้องปฏิบติัการส านกัวิจยัพฒันาการ
อารักขาพืชกรมวชิาการเกษตรโดยใชว้ธีิการตดัเน้ือเยือ่พืช (Tissue Transplanting Method) 

5. การวเิคราะห์สารพิษตกคา้ง โดยสุ่มตวัอยา่งผลผลิตในช่วงการเก็บผลผลิต ตวัอยา่งละ 1 กก. 
น ามาวิเคราะห์ในห้องปฏิบติัการของกลุ่มพฒันาการตรวจสอบพืชและปัจจยัการผลิต ส านกัวิจยัและ
พฒันาการเกษตรเขตท่ี 4 โดยใชว้ธีิ Gas Chromatography (GC )  
 6. คุณภาพของผลผลิต วดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางของหวัหอมหลงัการเก็บเก่ียว 15, 30 และ 60 วนั 
ดว้ยเวอเนียร์คาร์ริบเปอร์ กรรมวธีิละ 10 หวั น ามาหาค่าเฉล่ีย 
 7. ผลตอบแทนดา้นเศรษฐกิจ และอตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน (Benefit Cost ratio; BCR)  

                                  สูตรค านวณค่า BCR  =  รายได ้
          ตน้ทุน 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
ผลการเลือกพื้นท่ีเป้าหมาย และการวิเคราะห์พื้นท่ี โดยสรุปได้คดัเลือกพื้นท่ีเกษตรกรใน

จงัหวดัศรีสะเกษ คือ อ าเภอยางชุมน้อย มีพื้นท่ีปลูกหอมแดงรวม 11,910 ไร่ ปริมาณผลผลิตรวม 
36,773 ตนั มูลค่า 1,103  ลา้นบาท ผลผลิตเฉล่ีย 3,000 กก./ไร่  (ส านกังานเกษตรอ าเภอยางชุมน้อย, 
2552) อ าเภอราษีไศล มีพื้นท่ีปลูกหอมแดงรวม 14,368 ไร่ ปริมาณผลผลิตรวม 43,104 ตนั มูลค่า 
1,293 ลา้นบาท ผลผลิตเฉล่ีย 3,000 กก./ไร่ (ส านกังานเกษตรอ าเภอราษีไศล. 2552) เกษตรกรปลูก
หอมแดงโดยการปรับพื้นท่ีนาให้ให้มีระดบัสูง น ้าไม่ท่วมขงัหรือปลูกในบริเวณท่ีดอน  มีการน าดิน
จอมปลวกมาคลุกเคล้ากบัดินปลูกทุก 2-3 ปี การปลูกเป็นแปลงใหญ่ 1-2 ไร่ ใน 2 ฤดูกาล ช่วงท่ี 1 
ปลูกในเดือนเมษายน-พฤษภาคม และช่วงท่ี 2 ปลูกในเดือนตุลาคม-มกราคม มีการใชพ้นัธ์ุจากอ าเภอ
ราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ อ าเภอลบัแล อ าเภอน ้าปาด จงัหวดัอุตรดิตถ์ และอ าเภอเมือง  จงัหวดัล าพูน  
ในปี 2552 เกษตรกรประสบปัญหาพบการระบาดรุนแรงของโรคหอมเล้ือย ครอบคลุมพื้นท่ีมากกว่า
ร้อยละ 90 ผลผลิตลดลงมากกวา่ร้อยละ 50  และเน่าเสียง่ายเก็บไวไ้ม่ไดน้าน โรคและแมลงศตัรูหอม
ไดแ้ก่ โรคหอมเล้ือย หรือแอนแทรกโนสท่ีเกิดจาก เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) 
Sacc หนอนกระทูห้อม หนอนเจาะสมอฝ้าย เพล้ียไฟ เกษตรกรมีการใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืช
ในปริมาณมาก ในลกัษณะผสมหลายชนิด รวมทั้งการใส่ปุ๋ยเคมีท่ียงัไม่ถูกตอ้งท าให้ดินเส่ือม ผลผลิต
ไม่มีคุณภาพและตน้ทุนการผลิตสูง ผลจากการวเิคราะห์ไดน้ าไปสู่การวางแผนแบบมีส่วนร่วมในการ
พฒันาเทคโนโลยเีพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตหอมแดงในล าดบัต่อไป 
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ผลการทดลองที่ 1  การพัฒนาเทคโนโลยีการป้องกนัก าจัดโรคหอมเลือ้ยในหอมแดงในพืน้ที่จังหวัด
ศรีสะเกษ  
1. ด้านเกษตรศาสตร์ 
  1.1 ผลผลิต 
  กรรมท่ี 1 วิธีปรับปรุง  การผลิตหอมปี (ปลูกในเดือนตุลาคม-มกราคม )  ให้ผลผลิตเฉล่ีย  
3,905 กก./ไร่ การผลิตหอมพนัธ์ุ (ปลูกในเดือน เมษายน- พฤษภาคม) ให้ผลผลิตเฉล่ีย  979 กก./ไร่ 
กรรมวิธีท่ี 2 วิธีเกษตรกร หอมปีให้ผลผลิตเฉล่ีย 3,170 กก./ไร่ ซ่ึงต ่ากว่าวิธีปรับปรุง 735 กก./ไร่ 
(Table 1-2)  
    1.2 ร้อยละการเกิดโรค  
 กรรมวิธีท่ี 1 วิธีปรับปรุง  การผลิตหอมปี พบการเกิดโรคเฉล่ีย ร้อยละ 2.72 การผลิตหอม
พนัธ์ุพบการเกิดโรคเฉล่ีย ร้อยละ 3  กรรมวิธีท่ี 2 วิธีเกษตรกร การผลิตหอมปีพบการเกิดโรคเฉล่ีย 
ร้อยละ 25.64  ซ่ึงสูงกวา่วธีิปรับปรุง ร้อยละ 22.92  (Table 1-2) 
  1.3 ผลการวเิคราะห์สารพิษตกคา้ง 
  ผลการวเิคราะห์สารพิษตกคา้งในผลผลิต การผลิตหอมปี และหอมพนัธ์ุไม่พบสารพิษตกคา้ง
ในกลุ่ม Pyrethroid group (PY) Organophosphates group (OP)  Organochlorine group  ร้อยละ 100 
ในผลผลิตหอมแดงทุกกรรมวธีิ  เน่ืองจากเกษตรกรหยดุการใชส้ารเคมีก่อนการเก็บเก่ียวประมาณ 20-
30 วนั (Table 1-2) 
             1.4 คุณภาพของผลผลิต 

กรรมวธีิท่ี 1 วิธีปรับปรุง การผลิตหอมปี หวัหอมแดงหลงัการแขวน 15 วนั (พร้อมจ าหน่าย)  
มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง เฉล่ีย  3.43 ซม. ซ่ึงอยู่ในคุณภาพระดบั  1 การผลิตหอมพนัธุ์  มีขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง เฉล่ีย 1.35 ซม.  

กรรมวิธีท่ี  2 วิธีเกษตรกร มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเฉล่ีย 3.21  ซม.ซ่ึงอยูใ่นคุณภาพระดบั 1 
แต่มีขนาดเล็กวา่หวัหอมในวธีิปรับปรุง (Table 1-2) 
  1.5 คุณสมบติัดินของแปลงทดสอบ 
 ดินมีปริมาณอินทรียวตัถุในดินอยู่ท่ี 0.89 ซ่ึงอยู่ในระดบัต ่า  ค่า pH ของดินแปลงทดสอบ
เท่ากบั 6.67  ซ่ึงเป็นระดบักรดเล็กนอ้ย  ซ่ึง pH ท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของหอมเท่ากบั 6 - 6.5  
จึงไม่มีความจ าเป็นตอ้งมีการใส่ปูน  ปริมาณไนโตรเจนในดินแปลงทดสอบอยู่ท่ี 0.045 ซ่ึงอยู่ใน
ระดบัต ่า  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ในดินแปลงทดสอบ อยูท่ี่  273 ppm  ซ่ึงอยูใ่นระสูงมาก 
เม่ือส้ินสุดการทดลอง ในแปลงทดลองยงัมีปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ในดิน เท่ากบั 488  ppm 
และ 404  ppm ในกรรมวิธีปรับปรุงและวิธีเกษตรกรตามล าดบั ปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็นประโยชน์
ในดิน แปลงทดสอบ อยูท่ี่  109 ppm ซ่ึงอยูใ่นระดบัสูง   เม่ือส้ินสุดการทดลอง ในแปลงทดสอบยงัมี
ปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็นประโยชน์ในดินอยูเ่ท่ากบั 138 ppm และ 109  ppm  (Table 3)  ควรมีการ
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เพิ่มปริมาณอินทรียวตัถุลงไปในดินเพื่อช่วยควบคุมปฏิกิริยาของดิน ช่วยในการส่งเสริมประสิทธิภาพ
ของการใชปุ๋้ยเคมี และมีการใส่ปุ๋ยตามค่าวเิคราะห์ดิน (กรมวชิาการเกษตร, 2548)  ท าให้ดินเหมาะสม
กบัการเจริญเติบโตของหอม   
2. ด้านเศรษฐศาสตร์ 
 กรรมวิธีท่ี 1 วิธีปรับปรุง การผลิตหอมปี เฉล่ีย 2 ปี  ตน้ทุนผนัแปร 25,883  บาท/ไร่ รายได ้
75,447 บาท/ไร่ ผลตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปร  49,821 บาท/ไร่ อตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน 
(BCR) เท่ากบั 2.95 ให้ผลตอบแทนสูงสุดสามารถด าเนินการผลิตได ้ การผลิตหอมพนัธ์ุ เฉล่ีย 2 ปี  
ตน้ทุนผนัแปร17,636  บาท/ไร่ รายได ้97,850  บาท/ไร่ ผลตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปร 80,214  บาท/ไร่ 
อตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน (BCR) เท่ากบั 6.3 ให้ผลตอบแทนสูงสามารถด าเนินการผลิตได้ 
(Table 1-2) 
 กรรมวิธีท่ี 2  วิธีเกษตรกร การผลิตหอมปี เฉล่ีย 2 ปี  ตน้ทุนผนัแปร 28,834 บาท/ไร่ รายได ้
59,880 บาท/ไร่ ผลตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปร 31,045 บาท/ไร่ อตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน 
(BCR) เท่ากบั 2.08 ควรเลือกกรรมวิธีท่ี 1 ซ่ึงให้ผลตอบแทนท่ีดีกวา่ (Table 1) ตน้ทุนผนัแปรของวิธี
เกษตรกรสูงกวา่วธีิปรับปรุง เป็นค่าปุ๋ยเคมีและค่าสารเคมี 
การทดลองที ่ 2  การทดสอบเทคโนโลยกีารผลติพนัธ์ุหอมแดงสะอาด 
1. ด้านเกษตรศาสตร์ 
  1.1 ผลผลติ  
      กรรมวิธีท่ี 1 วิธีปรับปรุง  การผลิตหอมปี (ปลูกในเดือนตุลาคม-มกราคม) ให้ผลผลิตเฉล่ีย  
5,643 กก./ไร่ การผลิตหอมพนัธ์ุ (ปลูกในเดือน เมษายน- พฤษภาคม) ให้ผลผลิตเฉล่ีย 1,002 กก./ไร่ 
กรรมวธีิท่ี 2 วธีิเกษตรกร การผลิตหอมปี  ใหผ้ลผลิต  4,580 กก./ไร่  (Table 4-5)   
 1. 2 การเกดิโรค  
  การผลิตหอมปี วธีิปรับปรุงและวิธีเกษตรกร ไม่พบการเกิดโรค ส่วนการผลิตหอมพนัธ์ุไม่พบ
การเกิดโรคเช่นกนั (Table 4-5)   
 1.3 การตรวจวนิิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคหอมเลือ้ยในหัวหอม 
  ผลการตรวจวนิิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย ในหวัพนัธ์ุหอมแดง ตรวจไม่พบเช้ือสาเหตุโรค
หอมเล้ือย   แต่พบเช้ือ Aspergillus sp. ทุกราย (Table 6) ในผลผลิตหอมแดง (หอมปี) หลงัเก็บเก่ียวไม่
พบเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย แต่พบ  Aspergillus sp. Penicillium sp. จ านวน 7 ราย  พบเช้ือ Aspergillus sp. 
จ านวน 4 ราย ซ่ึงเช้ือ Aspergillus  sp. เป็นเช้ือสาเหตุโรคราด า เกิดข้ึนหลงัการเก็บเก่ียว พบเช้ือ 
Fusarium sp. จ านวน 1 ราย (Table 4)  จากผลการตรวจวินิจฉยัโรคไม่พบเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย  
(Colletotrichum spp.) แสดงให้เห็นวา่หัวพนัธ์ุหอมแดงจากพื้นท่ีท าการทดลองมีความปลอดภยัจาก
โรคหอมเล้ือย  เน่ืองจากโรคหอมเล้ือยเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc 
สามารถติดต่อไปกบัหวัพนัธ์ุได ้แต่ตอ้งมีการปฏิบติัดูแลรักษา ระวงัการแพร่ระบาดของโรค เน่ืองจาก
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โรคดงักล่าวสามารถแพร่ระบาดโดยสปอร์ของเช้ือราแพร่ไปกบัลม ฝน น ้า แมลง เคร่ืองมือการเกษตร 
(กรมวชิาการเกษตร, 2552) ไม่ควรน าหวัพนัธ์ุจากแปลงน้ีไปใชท้  าพนัธ์ุ  เกษตรกรไดน้ าพนัธ์ุจากหอมปี
ไปปลูกเป็นหอมพนัธ์ุช่วงเดือน เมษายน-พฤษภาคม พบวา่ไม่พบเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือยเช่นกนั  
  1.4  การวเิคราะห์สารพษิตกค้าง 
  ผลการวเิคราะห์สารพิษตกคา้งในผลผลิต การผลิตหอมปีและหอมพนัธ์ุ ไม่พบสารพิษตกคา้ง
ในกลุ่มPyrethroid group (PY) Organophosphates group (OP)  Organochlorine group  ร้อยละ 100 
ในผลผลิตหอมแดงทุกกรรมวิธี  เน่ืองจากเกษตรกรหยุดการใช้สารเคมีก่อนการเก็บเก่ียวประมาณ     
20-30 วนั (Table 4-5)   
  1.5 คุณภาพของผลผลติ 
  คุณภาพของผลผลิต  การผลิตหอมปี วิธีปรับปรุง  หวัหอมแดงหลงัการแขวน 15 วนั (พร้อม
จ าหน่าย)  มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง เฉล่ีย 3.44 ซม. ซ่ึงอยู่ในคุณภาพระดบั 1 วิธีเกษตรกร มีขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางเฉล่ีย 3.10 ซม. ซ่ึงอยูใ่นคุณภาพระดบั 1 แต่มีขนาดเล็กวา่หวัหอมในวิธีปรับปรุง การ
ผลิตหอมพนัธ์ุ มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง เฉล่ีย 1.43  ซม. เน่ืองจากมีอายุเก็บเก่ียวสั้น ประมาณ 45 วนั 
เพื่อไวท้  าพนัธ์ุ (Table 4-5)   
 1.6 คุณสมบัติดินของแปลงทดสอบ 
  ดินมีปริมาณอินทรียวตัถุในดินแปลงทดสอบอยูท่ี่ 0.97-1.49 ซ่ึงอยูใ่นระดบัต ่าค่า pH ของดิน
แปลงทดสอบเท่ากบั 6.87  ซ่ึงเป็นระดบักรดเล็กนอ้ย  ซ่ึง pH ท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของหอม
เท่ากบั 6-6.5 จึงไม่มีความจ าเป็นตอ้งมีการใส่ปูน  ปริมาณไนโตรเจนในดินแปลงทดสอบวิธีปรับปรุง
และวิธีเกษตรกรอยู่ท่ี 0.08 และ 0.05 ซ่ึงอยู่ในระดบัต ่า  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ในดิน
แปลงทดสอบกรรมวิธีปรับปรุง และในวิธีเกษตรกร อยู่ท่ี  300.23 ppm  และ 216 ppm  ซ่ึงอยู่ใน
ระดบัสูงมาก เม่ือส้ินสุดการทดลอง ในแปลงทดลอง   ยงัมีปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ในดิน 
เท่ากบั 272 ppm และ 284 ppm ในกรรมวิธีปรับปรุงและวิธีเกษตรกร ปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็น
ประโยชน์ในดิน แปลงทดสอบ วิธีปรับปรุง และวิธีเกษตรกรอยูท่ี่ 169 ppm และ 72 ppm ซ่ึงอยูใ่น
ระดบัสูง  เม่ือส้ินสุดการทดลอง ในแปลงทดสอบยงัมีปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็นประโยชน์ในดินอยู่
เท่ากบั 210 ppm และ 175 ppm  (Table 7)  ควรมีการเพิ่มปริมาณอินทรียวตัถุลงไปในดินเพื่อช่วย
ควบคุมปฏิกิริยาของดิน ช่วยในการส่งเสริมประสิทธิภาพของการใชปุ๋้ยเคมี และมีการใส่ปุ๋ยตามค่า
วเิคราะห์ดิน  (กรมวชิาการเกษตร, 2548)  ท าใหดิ้นเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของหอม   
2. ด้านเศรษฐศาสตร์ 

 กรรมวิธีที่ 1 วิธีปรับปรุง การผลิตหอมปีใชต้น้ทุนการผลิต 20,900 บาท/ไร่ ต ่ากว่าวิธี
เกษตรกร  574  บาท  คิดเป็นร้อยละ 3  ให้ค่าตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปรเท่ากบั 35,529 บาท/ไร่  
อตัราส่วนของรายได้ต่อการลงทุน (BCR) เท่ากบั  2.95 สูงกว่าวิธีเกษตรกร การผลิตหอมพนัธ์ุใช้
ตน้ทุนการผลิต 14,513 บาท/ไร่ ให้ค่าตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปรเท่ากบั 37,944 บาท/ไร่   
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อตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน (BCR) เท่ากบั 3.89 กรรมวิธีท่ี 2 วิธีเกษตรกร การผลิตหอมปีใช้
ตน้ทุนการผลิต 20,326 บาท/ไร่ ใหค้่าตอบแทนเหนือตน้ทุนผนัแปรเท่ากบั 25,475 บาท/ไร่  ซ่ึงต ่ากวา่
วิธีปรับปรุง เท่ากบั  10,054 บาท/ไร่  คิดเป็นร้อยละ 28   อตัราส่วนของรายไดต่้อการลงทุน (BCR) 
เท่ากบั  2.08 ควรน ารูปแบบการผลิตโดยวธีิการปรับปรุงไปใชใ้นการผลิต (Table 4-5)   
การขยายในวงกว้าง (Extrapolation / Extension)  
 ในปี 2557 ขยายผลไปท่ี ต าบลฟ้าห่วน อ าเภอคอ้วงั จงัหวดัยโสธร ซ่ึงเกษตรกรประสบ
ปัญหาการระบาดของโรคหอมเล้ือย เป็นพื้นท่ีท่ีมีศกัยภาพคล้ายคลึงกนั โดยมีวตัถุประสงค์ในการ
ป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย ไดผ้ลผลิตสูงและมีคุณภาพตรงกบัความตอ้งการของตลาดโดยน า
เทคโนโลย ีและพนัธ์ุหอมแดงจาก ต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ ไปใชใ้นการผลิต 
พบว่าผลผลิตหอมปี ต าบลฟ้าห่วน อ าเภอคอ้วงั จงัหวดัยโสธร จากวิธีทดสอบและวิธีเกษตรกรให้
ผลผลิต 4,950 และ 4,200 กก./ไร่  ตามล าดบั สูงกวา่วิธีเกษตรกรร้อยละ 18 ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางหวั 
(ขนาดหัว) ใกลเ้คียงกนัคือ 3.44 และ 3.20 ซม. ตามล าดบั การเกิดโรคหอมเล้ือย วิธีทดสอบ และวิธี
เกษตรกร มีอตัราการเกิดโรคหอมเล้ือยเท่ากบั ร้อยละ 1.5  และ 3.0 ตามล าดบั  วิธีทดสอบสามารถลด
โรคหอมเล้ือยได ้ร้อยละ 1.5 ตน้ทุนและผลตอบแทน วธีิทดสอบและวิธีเกษตรกร  มีตน้ทุนการผลิต
เท่ากบั 19,350 และ 27,600  บาท/ไร่ ตามล าดบั วิธีทดสอบมีตน้ทุนต ่ากวา่วิธีเกษตรกร ร้อยละ 42.64  
ตน้ทุนวธีิเกษตรกรสูงกวา่วธีิทดสอบมาจากค่าปุ๋ยเคมีและสารเคมี  ผลตอบแทน พบวา่วิธีทดสอบและ
วธีิเกษตรกร ใหผ้ลตอบแทน 39,650 และ 22,800 บาท/ไร่ ตามล าดบั สูงกวา่วิธีเกษตรกรร้อยละ 73.90  
อัตราส่วนของรายได้ต่อการลงทุน (BCR) วิธีทดสอบ และวิธีเกษตรกร เท่ากับ 3.06 และ 1.83 
ตามล าดบั (Table 8) เทคโนโลยีท่ีน าไปใช้สามารถแกปั้ญหาโรคหอมเล้ือยไดแ้ละเกษตรกรมีการ
ยอมรับเทคโนโลย ี
การศึกษาการยอมรับเทคโนโลย ี

1. เทคโนโลยทีีเ่กษตรกรยอมรับ 
 1.1 การใส่ปุ๋ยหมกัผสมเช้ือไตรโคเดอร์มารองพื้นก่อนปลูก อตัรา 250 กก./ไร่ และการใชเ้ช้ือ

ไตรโคเดอร์มาสดอตัรา 1 กก./น ้า 200 ลิตร ฉีดพ่นหรือให้พร้อมกบัการให้น ้ าสัปดาห์ละ 2 คร้ังใน
ตอนเยน็  
 1.2 การตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย ในหวัพนัธ์ุหอมแดง ท าให้มัน่ใจในการช่วย
ป้องกนัการระบาดของโรคหอมเล้ือย และโรคอ่ืน ๆ ท่ีติดมากบัหวัพนัธ์ุ 
 1.3 การใช้เช้ือบาซิลลัสทูรินเยนซีส ในการป้องกนัก าจดัหนอนกระทู้หอม และการใช้
สารเคมีในการป้องกนัก าจดัโรคและศตัรูหอมแดงตามค าแนะน า 
 1.4 การใส่ปูนขาวตามค่าวิเคราะห์ดินและใส่ก่อนการปลูกหอมแดงอยา่งนอ้ย 2 สัปดาห์ จาก
เดิมไม่เคยมีการวิเคราะห์คุณสมบติัดินและหวา่นปูนขาวในวนัปลูกหอมแดง  ซ่ึงเป็นการปฏิบติัท่ีไม่
ถูกตอ้งตามค าแนะน า 
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 1.5 การปรับปรุงบ ารุงดินตามค าแนะน า เน่ืองจากเกษตรกรรู้คุณสมบติัดินจากการวเิคราะห์ 
2. เทคโนโลยทีีเ่กษตรกรไม่ยอมรับ 
การแช่หัวพนัธ์ุหอมแดงดว้ยเช้ือไตรโคเดอร์มาสดอตัรา 1 กก./น ้า 200 ลิตร ก่อนปลูกเพื่อ

ป้องกนัก าจดัเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือยท่ีติดมากบัหวัพนัธ์ุในการปลูกหอมปี เน่ืองจากเม่ือแช่หวัพนัธ์ุ
แลว้ไม่ไดป้ลูกหรือปลูกไม่หมด หัวพนัธ์ุจะแตกยอดและรากท าให้ปลูกยาก เม่ือน าไปปลูกรากและ
ยอดจะหกั ควรใชใ้นการเตรียมหวัพนัธ์ุส าหรับการปลูกหอมพนัธ์ุ 

 

สรุปผลการทดลอง 
1. การป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือยในหอมแดงท่ีเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) 
Sacc ตามค าแนะน าดว้ยการท าลายตน้พืชท่ีเป็นโรคดว้ยการถอนไปเผาทิ้งและใช้เช้ือไตรโครเดอร์มา
และสารเคมีตามค าแนะ โดยใช้สารเคมีแมนโคเซบฉีดพ่นสลบักบั โพรคลอราช (กรมวิชาการเกษตร
,2552)  ท าให้ลดการระบาดของโรคได้  ผลการตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย ในหัวพนัธ์ุ
หอมแดง และในหอมปีตรวจไม่พบเช้ือสาเหตุโรคหอมเล้ือย  การใชเ้ช้ือราไตรโครเดอร์มาสดแช่และ
ฉีดพน่หอมแดงท าใหก้ารเจริญของเช้ือราไตรโครเดอร์เขา้สู่ภายในเส้นใยของเอราไรซอคโทเนีย ท าให้
เส้นใยสูญเสียความมีชีวิต การท าลายในลกัษณะปรสิตของเช้ือสาเหตุโรคจ าพวก  Colletotrichum 
gloeosporioides (Penz.) Sacc  (จิระเดชและวรรณวไิล,2546) 
2. การป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือยในหอมแดงท่ีเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) 
Sacc ตามค าแนะน าในวิธีปรับปรุง พบการเกิดโรค ต ่ากว่าในวิธีเกษตรกร จึงควรน าไปใช้เป็น
ค าแนะน าการป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือยในหอมแดงใหก้บัเกษตรกรผูป้ลูกหอมแดง 
3. การผลิตหอมแดงใชเ้ทคโนโลยตีามค าแนะน าท าใหไ้ดผ้ลผลิตท่ีมีคุณภาพ หวัหอมมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง
เฉล่ีย 3.43 ซม. ซ่ึงอยูใ่นคุณภาพระดบั 1  
4. การผลิตหอมปี และหอมพนัธ์ุ ผลการวิเคราะห์สารพิษตกคา้งในผลผลิตหอมแดงไม่พบสารพิษ
ตกคา้งในกลุ่ม Pyrethroid group (PY) Organophosphates group (OP)  Organochlorine group  ร้อยละ 
100 ในผลผลิตหอมแดงทุกกรรมวิธี  เน่ืองจากเกษตรกรใช้สารตามตามค าแนะน าและหยุดการใช้
สารเคมีก่อนการเก็บเก่ียวประมาณ 20  วนั    
5. เกษตรกรควรผลิตพนัธ์ุหอมแดงใช้เองหรือน ามาจากแหล่งผลิตหัวพนัธ์ุท่ีมีการควบคุมโรคเพื่อ
ป้องกนัโรคท่ีติดมากบัหวัพนัธ์ุ เน่ืองจากโรคหอมเล้ือยเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides 
(Penz.) Sacc สามารถติดต่อไปกบัหวัพนัธ์ุได ้(กรมวชิาการเกษตร, 2552) 
6. การตรวจวิเคราะห์คุณสมบติัดินท าให้สามารถจดัการดินให้เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของพืช 
การปรับปรุงบ ารุงดินโดยการปลูกพืชตระกูลถัว่บ ารุงดิน การใช้ปูน การใช้ปุ๋ยเคมีไดอ้ย่างถูกตอ้ง
เหมาะสมท าให้ดินอุดมสมบูรณ์  ป้องกนัดินเส่ือม ช่วยลดการระบาดของโรคหอมเล้ือยลงได้        
(กรมวชิาการเกษตร, 2552)   และยงัช่วยลดตน้ทุนการผลิตลงไดจึ้งควรใหค้วามส าคญั  
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การน าผลงานไปใช้ประโยชน์ 
 1. ถ่ายทอดเทคโนโลยใีหก้บัเกษตรกรร่วมโครงการ การผลิตหอมแดงคุณภาพในพื้นท่ีอ าเภอ
ยางชุมนอ้ย ณ หอ้งประชุมโรงเรียนเทศบาลยางชุมนอ้ย จ านวน 700 คน ในปี 2555โดยเทศบาลยางชุมนอ้ย 
จงัหวดัศรีสะเกษ 
 2. ถ่ายทอดเทคโนโลยีให้กบัเกษตรกรร่วมโครงการวิจยัและพฒันาเพื่อยกระดบัการผลิตการ
เก็บรักษาและการตลาดหอมแดงแบบครบวงจร เจา้หนา้ท่ีของ อบต. ในพื้นท่ีอ าเภอยางชุมน้อย ราษีไศล 
วงัหิน อุทุมพรพิสัย และอ าเภอกนัทรารมย ์จงัหวดัศรีสะเกษ ณ หอ้งประชุมองคก์ารบริหารส่วนต าบล
ละทาย  อ าเภอกนัทรารมย ์และหอ้งประชุมองคก์ารบริหารส่วนต าบลส้มป่อย อ าเภอราษีไศล จงัหวดั
ศรีสะเกษ จ านวน 450 คน ในปี 2556โดยศูนยบ์ริการวชิาการแห่งจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 3. ถ่ายทอดเทคโนโลยีให้กบัเกษตรกรผูป้ลูกหอมแดง ต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล    
จงัหวดัศรีสะเกษ ณ หอ้งประชุมองคก์ารบริหารส่วนต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ  
จ านวน 100 คน ในปี 2556โดย องคก์ารบริหารส่วนต าบลหนองหมี 
 4. ถ่ายทอดเทคโนโลยีให้กบัเกษตรกรผูป้ลูกหอมแดง ต าบลฟ้าห่วน อ าเภอคอ้วงั จงัหวดั
ยโสธร ณ ศาลาวดับา้นแข ้ต าบลฟ้าห่วน อ าเภอคอ้วงั จงัหวดัยโสธร เม่ือวนัท่ี 15  มีนาคม 2556 มี
เกษตรกรเขา้รับการอบรมจ านวน 100 คน โดยส านกังานเกษตรอ าเภออ าเภอคอ้วงั  จงัหวดัยโสธร   
 5. ถ่ายทอดเทคโนโลยใีหก้บัเกษตรกรผูป้ลูกหอมแดง ต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดั
ศรีสะเกษ ณ ห้องประชุมองค์การบริหารส่วนต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ  
จ านวน 100 ราย ในปี 2557โดย องคก์ารบริหารส่วนต าบลหนองหมี 
 6. จดังานวนัถ่ายทอดเทคโนโลยีการผลิตพนัธ์ุหอมแดงสะอาดเพื่อน าสู่การผลิตหอมแดงท่ีมี
คุณภาพจงัหวดัศรีสะเกษ  ผูร่้วมงานประกอบดว้ย เกษตรกร เจา้หน้าท่ีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาและ
ส่งเสริมการเกษตร ภาคเอกชน ผูป้ระกอบการ  จ านวน 500 คน เม่ือวนัพฤหสับดีท่ี  8 มกราคม 2557    
ณ  บา้นหนองหมี ต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ โดยองค์การบริหารส่วนต าบล
หนองหมี ร่วมกบัส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 4 ส านกังานเกษตรอ าเภอราษีไศล ส านกังาน
เกษตรจงัหวดัศรีสะเกษ 
 7. รายการกา้วไกลกรมวิชาการเกษตร เร่ือง เทคโนโลยีการผลิตหอมแดงพนัธ์ุสะอาด  
ออกอากาศเม่ือวนัอาทิตยท่ี์ 11  มกราคม 2558 สถานีวทิยโุทรทศัน์ อสมท. เวลา 05.00-05.25 น. ทาง
ช่อง 9 โมเดิร์นไนทที์ว ี 
 8.ได้เกษตรกรตน้แบบจากกลุ่มเกษตรกรร่วมโครงการ ท่ีสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีการ
ผลิตหอมแดงคุณภาพ การป้องกนัก าจดัโรคหอมเล้ือย การผลิตหอมแดงพนัธ์ุสะอาด การใชส้ารเคมี
ถูกตอ้งเหมาะสมตามหลกัวิชาการ การปรับปรุงบ ารุงดินตามค าแนะน าให้กบัเกษตรกรในพื้นท่ีและ
หมู่บา้นใกลเ้คียงจ านวน 30 คน 
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 9. เกษตรกรร่วมโครงการ จ านวน 10 ราย  สามารถผลิตหวัพนัธ์ุหอมแดงสะอาด ในพื้นท่ี 20 ไร่ 
ไดพ้นัธ์ุหอมแดงสะอาด  อยา่งนอ้ย 20  ตนั  ซ่ึงใชป้ลูกได ้ 200 ไร่ ไดผ้ลผลิตหอมแดงพนัธ์ุสะอาด  
ประมาณ 1,000 ตนั มูลค่า 20 ลา้นบาท  ใชป้ลูกได้พื้นท่ี 3,000 ไร่ ไดผ้ลผลิตหอมแดงคุณภาพ (หอม
ปี) จ านวน 15,000 ตนั มูลค่า  300 ลา้นบาท ในปี 2558 
 10. เกษตรกรร่วมโครงการไดรั้บการรับรองแหล่งผลิตพืช GAP หอมแดง จ านวน 30 คน 
 

ค าขอบคุณ 
 1. ขอขอบคุณส านกังานเกษตรจงัหวดัศรีสะเกษ ส านกังานเกษตรอ าเภอยางชุมนอ้ย เทศบาล
ต าบลยางชุมนอ้ย อ าเภอยางชุมนอ้ย ส านกังานเกษตรอ าเภอราษีไศล  องคก์ารบริหารส่วนต าบลหนอง
หมี  อ าเภอราษีไศล  จงัหวดัศรีสะเกษ  ส านกังานเกษตรอ าเภอค าเข่ือนแกว้ จงัหวดัยโสธร ท่ีให้ขอ้มูล
ทัว่ไปของพื้นท่ีและขอ้มูลการผลิตหอมแดง เพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ และวางแผนการวจิยั  
 2. ขอขอบคุณ องคก์ารบริหารส่วนต าบลหนองหมี  อ าเภอราษีไศล  จงัหวดัศรีสะเกษ ผูน้ า
ชุมชน และเกษตรกรในพื้นท่ี ซ่ึงได้ร่วมกันจดังานวนัถ่ายทอดเทคโนโลยีการผลิตพนัธ์ุหอมแดง
สะอาดเพื่อน าสู่การผลิตหอมแดงท่ีมีคุณภาพจงัหวดัศรีสะเกษ  และเกษตรกรร่วมโครงการ ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเป็นวิทยากรถ่ายทอดความรู้ในการผลิตหอมแดงพนัธ์ุสะอาดให้กบัเกษตรกรและผูม้าร่วมงาน 
เม่ือวนัพฤหสับดีท่ี  8 มกราคม 2558 ณ บา้นหนองหมี ต าบลหนองหมี อ าเภอราษีไศล จงัหวดัศรีสะเกษ   
 3. ขอขอบคุณ นายจ าลอง กกรัมย ์ผอ.ศูนยว์ิจยัพืชไร่อุบลราชธานี และนายธชัธาวินท ์สะรุโณ 
รักษาการผูเ้ช่ียวชาญด้านการจัดการผลิตพืชท่ีเหมาะสมกับพื้นท่ีภาคใต้ตอนล่าง (สวพ.8) ท่ีให้
ค  าแนะน าในการจดัท ารายงานผลงานวจิยั 
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Table 1 Shallot  yields, cost, incomes, benefits, benefit cost ratio and twister disease damage on farmers shallot at  Yarngshum-noi     
             District  Amphure Yangshum-noi Srisaket Province in October-January  2011-2012 (means of 10 fields) 

Yield and economic return 
recommended method conventional method 

2011 2012 average 2011 2012 average 
Yield (kg/rai ) 
diameter (cm) 
twister disease (%) 
cost  (baht/rai) 
cost  (baht/kg) 
price  (baht/kg) 
income (baht/rai) 
profit (baht/rai) 
Benefit Cost Ratio   
chemical residues 

3,750 
3.44 
0.15 

24,396 
6.5 
24 

89,994 
66,113 
3.68 
ND 

4,060 
3.43 
5.30 

27,371 
6.7 
15 

60,900 
33,529 
2.22 
ND 

3,905 
3.43 
2.72 

25,885 
6.6 

19.5 
75,447 
49,563 
2.91 
ND 

2,740 
3.18 
20.04 

27,735 
10.1 
24 

65,760 
38,025 

2.37 
ND 

3,600 
3.25 
31.25 

29.934 
8.3 
15 

54,000 
24,066 

1.8 
ND 

3,170 
3.21 
25.64 

28,835 
9.2 

19.5 
59,880 
31,045 
2.08 
ND 
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Table 2  Shallot  yields, cost, incomes, benefits, benefit cost ratio and twister disease damage on farmers  
              shallot at   Yarngshum-noi District  Srisaket Province in April-May 2011-2012 (means of 10 fields) 
Yield and economic return recommended method 

2011 2012 Average 
yield(kg./rai ) 
diameter (mm) 
twister disease (%) 
cost  (baht/rai) 
cost  (baht/kg) 
price  (baht/kg) 
income (baht/rai) 
profit (baht/rai) 
Benefit Cost Ratio   
chemical residues 

1,170 
1.4 
5 

25,289 
21 
100 

117,000 
91,511 

4.6 
ND 

787 
13.2 
0.9 

9,783 
12 
100 

78,700 
68,917 
8.04 
ND 

979 
13.5 

3 
17,636 

17 
100 

97,850 
80,214 

6.3 
ND 

 

Table 3    Soil fertility before testing and after on shallot farm at  Tumbon  Yarngshum-noi Yangshum-noi  District  Srisaket   
               province in 2011-2012 

Soil fertility 
recommended method conventional method 

before after change before after change 

pH  
LR (kg/rai)  
O M (%)  
N (%)  
Avai.P(mg/kg)  
Exch.K (mg/kg) 

6.67 
0 

0.89 
0.045 
273 
109 

5.98. 
191 
0.79 
0.04 
488 
138 

-0.69 
+191 
-0.10 
+0.05 
+215 
+29 

 

6.67 
0 

0.89 
0.045 
273 
109 

6.06 
111 
0.93 
0.04 
404 
91 

-0.61 
+111 
+0.04 
+0.04 
+131 

18 

Laboratory of Office of Agricultural Research and Development Region 4 
Table 4 Shallot  yields, cost, incomes, benefits, benefit cost ratio and twister disease damage on farmers at  Tumbon Nong  Mhee   
              Rasi  Salai  District  Sisaket province in October-January  2013-2014 (means of 10 fields)  
 
Yield and economic return recommended method conventional method 

2013 2014 Ave 2013 2014 Ave 
yield(kg./rai ) 
diameter (cm) 
twister disease (%) 
cost  (baht/rai) 
cost  (baht/kg) 
price  (baht/kg) 
income (baht/rai) 
profit (baht/rai) 
Benefit Cost Ratio   
chemical residues 

6,515 
3.19 

0 
24,115 

3.7 
10 

65,150 
41,035 
2.70 
ND 

4,771 
3.20 

0 
17,684 

3.7 
10 

47710 
30,023 
2.69 
ND 

5,643 
3.20 

0 
20,900 

3.7 
10 

56,430 
35,529 

2.7 
ND 

5,920 
2.95 

0 
22,430 
3.78 
10 

59,200 
36,770 
2.63 
ND 

3,240 
2.70 

0 
18,221 

5.62 
10 

32,400 
14,179 

1.77 
ND 

4,580 
2.80 

0 
20,326 

4.7 
10 

45,800 
25,475 
2.20 
ND 
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Table 5  Shallot  yields, cost, incomes, benefits, benefit cost ratio and twister disease damage on farmers  
              shallot at  Rasrisalai District  Srisaket Province in April-May 2013-2014 (means of 10 fields) 
 

Yield and economic return 
 recommended method 

2013 2014 average 
yield(kg./rai ) 
diameter (cm) 
twister disease (%) 
cost  (baht/rai) 
cost  (baht/kg) 
price  (baht/kg) 
income (baht/rai) 
profit (baht/rai) 
Benefit Cost Ratio   
chemical residues 

900 
1.46 

0 
11,751 

13 
70 

63,000 
51,249 
5.36 
ND 

1,103 
1.40 

0 
17,275 

15 
38 

41,914 
24,639 
2.42 
ND 

1,002 
1.43 

0 
14,513 

14 
54 

52,457 
37,944 
3.89 
ND 

 

Table 6  Diagnosis of the rhizome shallots to plant a sweet year in April-May 2013 Assessment of  twister disease in shallot plant and   
                Diagnosis of the shallot harvest in Octerber-January  in 2013-2014  at . Tumbon Nong  Mhee  Rasi Salai  District  Sisaket province 
 

Farmer name Diagnosis of the rhizome shallots 
(1) 

Assessment of 
twister disease in 

shallot plant 
(2) 

Diagnosis of the shallot harvest 
(3) 

Mr.Sombat Narmcharoen Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp. 

Mr. Pai  Galaget Aspergillus sp. Not detect 
Aspergillus sp.  Penicillium 
sp,unknown 

Mr.Wicheon   Therapan Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp. 
Mr. Chumnan  Nillapai Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp. 
Mr.Utai  Galaget Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp., Penicillium sp. 
Mrs. Urai Jaidee Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp., Penicillium sp. 

Mr. Wanchai  Ornsri Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp., Penicillium 
sp,unknown 

Mr. Jai warapode Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp.,Fusarium sp. 

Mr.Suriyan  Jitmun Aspergillus sp. Not detect 
Aspergillus sp.,Penicillium 
sp.,unknown 

Mr. Tiumsak  Bussabong Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp.,unknown 
Mr.Wart  Thonapan Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp., Penicillium sp. 
Mr. Sawat  Turnpai Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp.,unknown 
Mr. Sompong  Srihawong Aspergillus sp. Not detect Aspergillus sp. 
Laboratory of Plant Protection Research and Development Office  DOA 

(1) Diagnosis of the rhizome shallots to plant a sweet year in April-May 2013 
(2) Assessment of twister disease in shallot plant (onion years) in  October-January  2013-2014 
(3) Diagnosis of the shallot harvest in October-January  2013-21 
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Table 7  Soil fertility before testing and after on shallot farm at  Tumbon Nong  Mhee  Rasi  Salai  District  Sisaket province  in  
             Octerber-January  2013-2014 
 

Soil fertility 
recommended method conventional method 

before after change before after change 

pH  
LR ( kg/rai)  
O M (%)  
N (%)  
Avai.P(mg/kg)  
Exch.K (mg/kg) 

6.87 
0 

1.49 
0.08 

300.23 
169.11 

6.37 
26.4 
1.13 
0.06 

272.91 
210.19 

-0.5 
+26.4 
-0.36 
-0.02 

-27.32 
   +41.08 

5.29 
445 
0.97 
0.05 

216.00 
72.00 

5.38 
234 
1.44 
0.07 

284.00 
175.00 

+0.09 
-211 
+0.47 
+0.02 
+68 

+103 
Laboratory of Office of Agricultural Research and Development Region 4 
 
Table 8  Shallot  yields, cost, incomes, benefits, benefit cost ratio and twister disease damage on farmers at  Khae village Tumbon  
               Fahuan  Koawang  District Yasoton   Province in March- December 2014 (means of 6 fields) 
 
Yield and economic return recommended method conventional method 
yield(kg./rai ) 
diameter (mm) 
twister disease (%) 
cost  (baht/rai) 
cost  (baht/kg) 
price  (baht/kg) 
income (baht/rai) 
profit (baht/rai) 
Benefit Cost Ratio   

4,950 
34.5 
1.5 

19,350 
3.9 
12 

59,400 
40,050 
3.06 

4,200 
32.0 
3.0 

27,600 
6.57 
12 

50,400 
22,800 
1.83 

 



137
137 

 

 
 

 

 

 
 
 
 

 
 

Figure 1 Onion production potential and problem analyses with farmers in Yang Chum Noi and RasiSalai 
districts which facing onion twister disease 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 2 Planting area preparation by cleaning residues, liming, soil drying, basal organic fertilizer and 

Trichoderma applications, and covering with rice straw after planting 
 

 

 

 
 

 
 
 

Figure 3 Experimental plots, harvesting, drying and storage methods 



138
138 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 Training farmers in Yang Chum Noi district, Sri Saket province and Khowang district, Yasothorn province 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 5 A field day event on Sri Saket quality onion production technology transfer was conducted on January 8, 

2015 at NongMee sub-district, RasiSalai district, Sri Saket province. 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 6 Sombut Namchareon and WichienTherapan, model farmers on clean onion variety production of       
               NongMee sub-district, RasiSalai district, Sri Saket province 
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เทคโนโลยกีารแปรรูปผลติภัณฑ์ชาเพือ่ผลติชาเขยีวชนิดอบไอน า้ และชาฝร่ัง 
Processing Technology for Steaming Green Tea and Black Tea   

 

สมพล นิลเวศน์ 1/ ฉตัตน์ภา ข่มอาวธุ 2/  เกรียงศกัด์ิ นกัผกู 3/  
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ABSTRACT 
Processing technology for steaming green tea and black tea were operated at the Chiang Mai 

Royal Agricultural Center (CMRARC), Chiang Mai in 2010-2014. The purposes were to increase value 
for tea product by research and development of tea processing technology and transfer to the target farmer 
in order to enhance the quality, value added for export and domestic use. The project consisted of 2 step : 
the first was to study the tea processing technology for steaming green tea product and black tea product 
and the second was to test and transfer technology to the farmer. The results found that the best method to 
make steaming green tea processing from Mae Chon Luang no.3 and Chin Ching no.12 (Camellia  
sinensis var. sinensis: Chinese type) was as follows; (1) steamed raw plucking tea leaves (two leaves and a 
bud) for 60-90 minutes, (2) hot air rolling for 20-30 minutes, and then rolled and pressed for 20 minutes 
(3) hot air rolling for 40 minutes, (4) finally, dried at 90oC untilled moisture lower than 13% for 3 hours. 
The best method to make black tea processing from Assam type (C. sinensis var. assamica) was as 
follows; (1) withered raw plucking tea leaves (two leaves and a bud) under room temperature untilled 30% 
(weight) loss, (2) rolled and pressed for 20 minutes and rolled for tearing them, then exposed for 
fermentation at 45-60 minutes immediately, (3) dried at 110oC untilled tea moisture lower than 13%. 
Finally, these technologies could be transferred to three farmers communities by directly and apply. The 
benefit from these technologies could be increase the market price (8-30 times). Moreover, CMRARC 
published technology, products, leaflets and posters by demonstrations, exhibitions, conferences, trainings, 
seminars, study tours and answer questions by phone more than 40 times. 
Key-words: Camellia  sinensis var. sinensis, Camellia  sinensis var. assamica, steaming green tea, black tea. 
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บทคดัย่อ 
 การพฒันางานวิจยัเทคโนโลยีการแปรรูปผลิตภณัฑ์ชาเพื่อผลิตชาเขียวชนิดอบไอน ้ า และ   
ชาฝร่ัง ด าเนินการท่ีศูนย์วิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่ ในปี 2553-2557 มีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันา
เทคโนโลยีการแปรรูปชาให้เป็นผลิตภณัฑ์ชาเขียวและชาฝร่ังให้มีคุณภาพได้มาตรฐาน เพื่อสร้าง
มูลค่าเพิ่มแก่ผลิตภณัฑ์ชา โดยศึกษาและพฒันาวิธีการแปรรูปผลิตภณัฑ์ชาและขยายผลถ่ายทอด
เทคโนโลยีสู่กลุ่มเป้าหมาย มุ่งเน้นให้มีการยกระดับคุณภาพ และมูลค่าของผลิตภณัฑ์ชาไทยให้
สามารถแข่งขนักบัต่างประเทศ ด าเนินการ 2 ขั้นตอนคือ ขั้นตอนท่ี 1 วิจยัและพฒันาเทคโนโลยีแปรรูป
ชาเป็นผลิตภณัฑ์ โดยศึกษาพฒันาขั้นตอนการแปรรูปเป็น 2 ผลิตภณัฑ์ไดแ้ก่ ชาเขียวชนิดอบไอน ้ า 
และชาฝร่ัง ขั้นตอนท่ี 2 ทดสอบเทคโนโลยแีละขยายผล ผลการด าเนินการ พบวา่ เทคโนโลยีแปรรูป
กลุ่มพนัธ์ุชาจีน (พนัธ์ุแม่จอนหลวงเบอร์ 3 และพนัธ์ุชิน ชิง เบอร์ 12) เพื่อเป็นผลิตภณัฑ์ชาเขียวชนิด
อบไอน ้ าท่ีดีท่ีสุดคือ อบไอน ้ า 60-90 วินาที  นวดและอบไอร้อนท่ี 1000C นาน 20-30 นาที  นวดดว้ย
เคร่ืองนวด 20 นาที  นวดและอบไอร้อนเพื่อข้ึนรูป 400C นาน 40 นาที  อบแห้งท่ี 900C 2-3 ชัว่โมง จน
เหลือความช้ืน 13% และเทคโนโลยีแปรรูปกลุ่มพนัธุ์ชาพื้นเมือง (พนัธุ์อสัสัม) เพื่อเป็นผลิตภณัฑ์    
ชาฝร่ังท่ีดีท่ีสุดคือ ผึ่งยอดชาจนเหลือความช้ืน 65-70%  นวดดว้ยเคร่ืองนวด 20 นาที ตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอ่ย 
(ดดัแปลงจากเคร่ืองโม่เน้ือ) หมกัจนเกล็ดชาเปล่ียนเป็นสีทองแดง (45-60 นาที)  อบท่ี 1100C จนเหลือ
ความช้ืน 7%  การทดสอบและขยายผลเทคโนโลยี พบวา่ มีเกษตรกรน าเทคโนโลยีไปใชโ้ดยตรงและ
ใช้เทคโนโลยีบางส่วน 3 ราย (สามารถจ าหน่ายผลิตภณัฑ์ได้สูงกว่าเดิม 8-30 เท่า) นอกจากน้ีได้
เผยแพร่เทคโนโลย ีผลิตภณัฑ ์แผน่พบัและโปสเตอร์โดยการสาธิต อบรม นิทรรศการ ประชุมสัมมนา 
ศึกษาดูงาน ตลอดจนตอบค าถามทางโทรศพัท ์มากกวา่ 40 คร้ัง 
 

ค าหลกั: กลุ่มพนัธ์ุชาจีน  กลุ่มพนัธ์ุชาอสัสัม  ชาเขียวชนิดอบไอน ้า  ชาฝร่ัง (ชาด า หรือชาแดง) 
 

ค าน า 
 ชา (Camellia sinensis,Tea) เป็นพืชท่ีใช้ยอดอ่อนหรือใบ แปรรูปด้วยการท าแห้งเป็น
เคร่ืองด่ืมท่ีนิยมทัว่โลก สารเคมีในชามีมากกวา่ 500 ชนิด ท าให้กล่ินและรสต่างกนั ส่งผลให้ฤทธ์ิทาง
เภสัชวทิยาท่ีแตกต่างกนั (ศุภชยั, 2550) ข้ึนกบัพนัธ์ุ แหล่งก าเนิด การปลูกดูแลรักษา และกรรมวิธีการ
ผลิต ประเทศไทยอยูอ่นัดบัท่ี  26 ของผูผ้ลิตชาของโลก (Anonymous, 2012) ผลิตภณัฑ์ชาเขียว พบวา่
ช่วยขบัสารพิษ  ป้องกนัโรคไขขอ้อกัเสบรูห์มาติก  ป้องกนัโรคพาร์กินสัน  ลดความเส่ียงโรคเบาหวาน  
ชะลอแก่และผิวพรรณเต่งตึง  เป็นตน้ ผลิตภณัฑ์ชาด าหรือชาฝร่ัง พบว่าบรรเทาอาการทอ้งเสีย  ช่วยลด
เลือนร้ิวรอย เป็นตน้ ซ่ึงทั้งสองผลิตภณัฑ์มีคุณค่าเหมือนกนัคือ ลดความเส่ียงโรคอลัไซเมอร์  ลดความ
เส่ียงโรคหัวใจและหลอดเลือด ช่วยลดคลอเรสเตอรอล เร่งเผาผลาญอาหารและไขมนั ก าจดัเช้ือ
แบคทีเรียในช่องปาก  ป้องกนัฟันผ ุลดความเส่ียงการเป็นมะเร็ง และผอ่นคลายความเครียด (ธญัธรณ์, 
2555)  
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พนัธ์ุชาส าหรับการผลิตชาเขียวและชาจีน ควรมีปริมาณแทนนินในยอดต ่า (<12-19%) ส่วน
พนัธ์ุชาส าหรับการผลิตชาฝร่ัง ควรมีปริมาณแทนนินในยอดสูง (>19%) (Takeda, 1994) พนัธ์ุชาท่ี
ปลูกในประเทศไทย พบวา่ พนัธ์ุพื้นเมือง (พนัธ์ุอสัสัม) พนัธ์ุชินชิง เบอร์ 12 และพนัธ์ุแม่จอนหลวง
เบอร์ 3 มีปริมาณแทนนิน >19%  12% และ 9.78% ตามล าดบั (Nillavesana et. al, 1998)  

ในแต่ละปีประเทศไทยมีการน าเขา้ผลิตภณัฑ์ชาจากต่างประเทศเป็นจ านวนมาก เน่ืองจากชา
ท่ีผลิตไดใ้นประเทศมีคุณภาพไม่ตรงตามความตอ้งการของผูบ้ริโภค  เทคโนโลยีแปรรูปชาแตกต่าง
กนัข้ึนกบัผูป้ระกอบการแต่ละราย และเคร่ืองจกัรท่ีใชใ้นการแปรรูปมีราคาแพง ดงันั้น จึงด าเนินการ
ศึกษาและทดสอบเทคโนโลยแีปรรูปผลิตภณัฑช์า เพื่อถ่ายทอดเป็นทางเลือกส าหรับเกษตรกรรายยอ่ย 
โดยใชเ้คร่ืองมือท่ีเกษตรกรมีอยูเ่ดิม หรือเคร่ืองจกัรท่ีมีราคาถูกแต่สามารถผลิตชาให้มีรสชาติทดัเทียม
กบัผลิตภณัฑ์ท่ีตลาดตอ้งการ เพื่อเพิ่มคุณภาพ และมูลค่าของผลิตภณัฑ์ชาไทยให้สามารถแข่งขนักบั
ต่างประเทศ 
 

อปุกรณ์และวธีิการ 
ขั้นตอนที ่1 วจิยัและพฒันาเทคโนโลยแีปรรูปชาเป็นผลิตภณัฑ์ โดยศึกษาพฒันาขั้นตอนการ

แปรรูปเป็น 2 ผลิตภณัฑไ์ดแ้ก่ ชาเขียวชนิดอบไอน ้า และชาฝร่ัง   
อุปกรณ์และวสัดุส าหรับการทดลอง 
 1.1 อุปกรณ์และวสัดุส าหรับใช้ในการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ชาเขียวอบไอน ้ า ไดแ้ก่ ยอดชา
กลุ่มพนัธ์ุชาจีน พนัธ์ุแม่จอนหลวงเบอร์ 3 และพนัธ์ุชินชิง เบอร์ 12 เคร่ืองอบไอน ้า เคร่ืองนวดและอบไอร้อน 
เคร่ืองนวดชนิดทรงกระบอกท่ีมีแรงกดฝาถงัหรือทรงฝาชี และเคร่ืองอบแหง้ผลไมแ้บบหกเหล่ียม 
 1.2  อุปกรณ์และวสัดุส าหรับใช้ในการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ชาฝร่ัง ไดแ้ก่ ยอดชากลุ่มพนัธ์ุชา
พื้นเมือง (พนัธ์ุอสัสัม) เคร่ืองนวดชนิดทรงกระบอกท่ีมีแรงกดฝาถงัหรือทรงฝาชี เคร่ืองตดัยอ่ย (ดดัแปลง
จากเคร่ืองยอ่ยวชัพืช, เคร่ืองโม่เน้ือ) และ เคร่ืองอบแหง้ผลไมแ้บบหกเหล่ียม 

1.3 อุปกรณ์ส าหรับตรวจสอบสีและทดสอบคุณภาพดว้ยการชิม 
ขั้นตอนที่ 2 ทดสอบเทคโนโลยีและขยายผล โดยถ่ายทอดเทคโนโลยีการแปรรูปชาสู่

กลุ่มเป้าหมาย ไดแ้ก่ กลุ่มเกษตรกร  ผูป้ระกอบการ  เจา้หนา้ท่ีของรัฐ อาจารย ์และนกัเรียนนกัศึกษาท่ี
เป็นชาวไทยและชาวต่างประเทศ 
อุปกรณ์และวสัดุส าหรับทดสอบเทคโนโลยแีละขยายผล 
 2.1 เอกสารแผน่พบัส าหรับแจกในงานนิทรรศการและฝึกอบรม 
 2.2 โปสเตอร์แสดงในนิทรรศการและการประชุมสัมมนา 
 2.3 วสัดุท่ีใช ้และแจกเป็นตวัอยา่งใหแ้ก่ผูดู้งานและชมการสาธิต 
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วธีิการ 
ขั้นตอนที ่1  วจิยัและพฒันาเทคโนโลยแีปรรูปชาเป็นผลิตภณัฑ ์
 การทดลองที่ 1  ศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาจีน (พนัธ์ุแม่จอนหลวงเบอร์ 3 และ
พนัธ์ุชินชิง เบอร์ 12) เป็นชาเขียวชนิดอบไอน ้า  
 ขั้นตอนการแปรรูปชาเขียวอบไอน ้ าคือ ช็อคยอดชา-นวดและอบไอร้อน-นวดกระจาย
ความช้ืน-นวดและอบไอร้อน-ข้ึนรูป-อบแหง้ ดงันั้นแบ่งการศึกษา 2 การทดลอง ดงัน้ี  
 1) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการอบไอน ้ า 4 กรรมวิธี ดงัน้ี กรรมวิธีท่ี 1 ใบชาสดอบ
ไอน ้าท่ี 50 วนิาที กรรมวธีิท่ี 2 ใบชาสดอบไอน ้ าท่ี 60 วินาที กรรมวิธีท่ี 3 ใบชาสดอบไอน ้ าท่ี 90 วินาที  
และกรรมวธีิท่ี 4 ใบชาสดอบไอน ้าท่ี 120 วนิาที   
 2) ศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนวดอบไอร้อน 4 กรรมวิธี ดงัน้ี กรรมวิธีท่ี 1 นวด
และอบไอร้อนนาน 20 นาที กรรมวิธีท่ี 2 นวดและอบไอร้อนนาน 30 นาที กรรมวิธีท่ี 3 นวดและอบ
ไอร้อนนาน 40 นาที และกรรมวธีิท่ี 4 นวดและอบไอร้อนนาน 50 นาที  

การทดลองที ่2  ศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาพื้นเมือง (พนัธ์ุอสัสัม) เป็นชาฝร่ัง 
ขั้นตอนการแปรรูปชาฝร่ังคือ ผึ่ง-นวด-ตดั-หมกั-อบแห้ง แบ่งการศึกษาเป็น 5 การทดลอง

ดงัน้ี 
1) ศึกษาความสัมพนัธ์ของอุณหภูมิและเวลาในการผึ่งชาท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ในยอดชาสด (ชาใบ) 

และยอดชาท่ีตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืช (ชาโม่) 3 กรรมวธีิ ดงัน้ีกรรมวิธีท่ี 1 
ผึ่งท่ี 160C (ในห้องเยน็) กรรมวิธีท่ี 2 ผึ่งท่ี 200C (ในห้องปกติ) และกรรมวิธีท่ี 3 ผึ่งท่ี 250C (ในตูอ้บ
ทรงหกเหล่ียม)  

2) ศึกษาระดบัความช้ืนของใบชาท่ีผา่นการผึ่ง และการนวดให้เหมาะสมกบัเคร่ืองตดัยอดท่ี
ดดัแปลงจากเคร่ืองย่อยวชัพืช 8 กรรมวิธี ดงัน้ี กรรมวิธีท่ี 1 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 68% และไม่นวด 
กรรมวิธีท่ี 2 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 68% และนวด 8 นาที กรรมวิธีท่ี 3 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 68% และ
นวด 16 นาที กรรมวิธีท่ี 4 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 72% และไม่นวด กรรมวิธีท่ี 5 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 
72% และนวด 8 นาที กรรมวิธีท่ี 6 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 72% และนวด 16 นาที กรรมวิธีท่ี 7 ผึ่งจน
เหลือความช้ืน 76% และไม่นวด กรรมวธีิท่ี 8 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 76% และนวด 8 นาที และกรรมวิธี
ท่ี 9 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 76% และนวด 16 นาที แลว้น ายอดชาท่ีผา่นกรรมวิธีไปตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอ่ย
ท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืช (ขนาดรูตะแกรง 14 มม.) แลว้หมกัยอดชานาน 60 นาที แลว้อบแห้งท่ี 
700C  

3) ศึกษาระดบัความช้ืนของใบชาท่ีผา่นการผึ่ง และการนวดให้เหมาะสมกบัเคร่ืองตดัยอดชา
สดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืชเปรียบเทียบกบัเคร่ืองโม่เน้ือ 8 กรรมวิธี ดงัน้ี กรรมวิธีท่ี 1 ผึ่งจน
เหลือความช้ืน 80% และนวด 10 นาที กรรมวิธีท่ี 2 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 75% และนวด 10 นาที 
กรรมวธีิท่ี 3 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 70% และนวด 10 นาที กรรมวิธีท่ี 4 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 65% และ
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นวด 10 นาที กรรมวิธีท่ี 5 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 80% และนวด 20 นาที กรรมวิธีท่ี 6 ผึ่งจนเหลือ
ความช้ืน 75% และนวด 20 นาที กรรมวิธีท่ี 7 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 70% และนวด 20 นาที และ
กรรมวิธีท่ี 8 ผึ่งจนเหลือความช้ืน 65% และนวด 20 นาที แลว้น ายอดชาท่ีผ่านกรรมวิธีไปตดัดว้ย
เคร่ืองตดัยอ่ยท่ีเป็นเคร่ืองยอ่ยวชัพืช (ขนาดรูตะแกรง 14 มม.) และเคร่ืองโม่เน้ือท่ีมีใบตดัจ านวน 4 ใบ 
(ขนาดของรูตะแกรง 14 มม.) หมกัยอดชานาน 60 นาที แลว้อบแหง้ท่ี 700C  จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 13% 

4) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนวดยอดชาท่ีตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอดชาสดท่ีดดัแปลงจาก
กบัเคร่ืองโม่เน้ือ 5 กรรมวิธี ดงัน้ี กรรมวิธีท่ี 1 นวด 5 นาที กรรมวิธีท่ี 2 นวด 10 นาที กรรมวิธีท่ี 3 
นวด 15 นาที กรรมวิธีท่ี 4 นวด 20 นาที และกรรมวิธีท่ี 5 นวด 30 นาที แลว้น ายอดชาท่ีผา่นกรรมวิธี
หมกันาน 60 นาที แลว้อบแหง้ท่ี 700C จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 13% 

5) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการหมกัยอดชาส าหรับอบแหง้ 6 กรรมวธีิ ดงัน้ี กรรมวธีิท่ี 1 
หมกั 30 นาที กรรมวิธีที่ 2 หมกั 45 นาที กรรมวิธีที่ 3 หมกั 60 นาที กรรมวิธีที่ 4 หมกั 75 นาที 
กรรมวิธีที่ 5 หมกั 90 นาที และกรรมวิธีที่ 6 หมกั 120 นาที แลว้น าไปอบแห้งที่ 1100C จนเหลือ
ความช้ืนไม่เกิน 13%  

การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ์  ทุกการทดลองตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ ไดแ้ก่  การ
เปล่ียนแปลงทางกายภาพของยอดชา  ลกัษณะของผลิตภณัฑ์  และคุณภาพการชิม โดยผูเ้ช่ียวชาญดา้น
การชิมชา ร่วมกบัผูผ้่านการฝึกอบรมทางดา้นการทดสอบคุณภาพด้วยการชิม ตามหลกัตรวจสอบ
คุณภาพตามมาตราฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมชาใบ (ชาจีน) เลขท่ี มอก.460-2526 และมาตรฐาน
ผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรมชาผง (ชาฝร่ัง) เลขท่ี มอก. 461-2526 (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2526)  
ขั้นตอนที ่2 ทดสอบเทคโนโลยแีละขยายผล 
 1) ทดสอบเทคโนโลยีการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์  ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่มีการน า
เทคโนโลยีแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ชาฝร่ังและชาเขียว ไปทดสอบและขยายผลสู่กลุ่มเกษตรกรและ
ผูป้ระกอบการ 
 2) การเผยแพร่เทคโนโลยี ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่เผยแพร่ขอ้มูลและให้บริการใน
รูปแบบต่าง ๆ แก่ กลุ่มเกษตรกร  ผูป้ระกอบการ  เกษตรกรในโครงการตามพระราชด าริ เจา้หน้าท่ี
ของรัฐ  ฝึกงานนักศึกษา  สาธิตและอบรมในการออกนิทรรศการ ร่วมจัดนิทรรศการในการ
ประชุมสัมมนา ให้ความอนุเคราะห์ในการศึกษาดูงานในศูนยฯ์ และเผยแพร่ขอ้มูลผา่นส่ือ ตลอดจน
ตอบค าถามทางโทรศพัท ์และไดบ้นัทึกขอ้มูลการใหบ้ริการ 
ระยะเวลาในการด าเนินงาน :  ต.ค. 2553-ก.ย. 2557 
สถานที่ด าเนินการ : ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่ กลุ่มเกษตรกรและผูป้ระกอบการเก่ียวกบัชาใน
จงัหวดัเชียงใหม่  เชียงราย  และน่าน    
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ผลการทดลองและวจิารณ์ 
ขั้นตอนที ่1  วจิยัและพฒันาเทคโนโลยแีปรรูปชาเป็นผลิตภณัฑ ์
 การทดลองที่ 1  ศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาจีน (พนัธ์ุแม่จอนหลวงเบอร์ 3 และ
พนัธ์ุชินชิง เบอร์ 12) เป็นชาเขียวชนิดอบไอน ้า  

1) ผลการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการอบไอน ้ า หลงัจากน ายอดชาพนัธ์ุแม่จอน
หลวง เบอร์ 3 และพนัธ์ุชิน ชิง เบอร์12 ท่ีอบดว้ยไอน ้ าทั้ง 4 กรรมวิธีไปท าการนวดดว้ยเคร่ืองนวด
และอบไอร้อนท่ีอุณหภูมิ 1000C 30 นาที นวดดว้ยเคร่ืองนวดทรงกระบอก 20 นาที อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 
900C 3 ชัว่โมง จนมีความช้ืนไม่เกิน 13% น าไปเก็บรักษา เพื่อตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ พบวา่ 
ทุกกรรมวธีิไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ การอบไอน ้ า 50 วินาที (กรรมวิธีท่ี 1) ท าให้น ้ าชามีรสฝาด
กวา่กรรมวธีิอ่ืน เน่ืองจากอบไอน ้าสั้นเกินไป  และการอบไอน ้ า 120 วินาที (กรรมวิธีท่ี 4) ท าให้น ้ าชา
มีรสจืด เน่ืองจากอบไอน ้ านานเกินไป ดงันั้น การอบไอน ้ า 60 วินาที (กรรมวิธีท่ี 2) และอบไอน ้ า     
90 วินาที (กรรมวิธีท่ี 3) เป็นกรรมวิธีท่ีเหมาะสมในการแปรรูปเป็นชาเขียวชนิดอบไอน ้ าท่ีมีรสชาติ 
ไม่แตกต่างกบัผลิตภณัฑข์องต่างประเทศ (Table 1)  

2) ผลการศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนวดอบไอร้อน โดยเลือกอบไอน ้ าท่ี 60 วินาที 
เน่ืองจากไดน้ ้ าชาท่ีมีรสชาติดีกวา่ท่ี 90 วินาที เม่ืออบไอน ้ าแลว้น าไปใส่เคร่ืองนวด และอบไอร้อนท่ี 
1000C เป็นระยะเวลาต่าง ๆ กนัตามกรรมวิธี พบวา่ ทุกกรรมวิธีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ยอดชาท่ีนวด และอบไอร้อนนาน 40 และ 50 นาที (กรรมวธีิท่ี 3 และ 4) ท าใหผ้ลิตภณัฑช์ามี
ลกัษณะค่อนขา้งเป็นผง และมีสีใสเม่ือชงเป็นน ้ าชา ดงันั้น ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนวดอบไอร้อน 
คือ 20 และ 30 นาที (กรรมวธีิท่ี 1 และ 2) (Table 2) 

การศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาจีนเป็นชาเขียวชนิดอบไอน ้ าในคร้ังน้ี เป็นการ
พฒันาจากงานวิจยัเดิม จากเดิมใชพ้นัธ์ุชินชินอู่หลง (สมพล และคณะ, 2542) เปล่ียนใชพ้นัธ์ุแม่จอน
หลวงเบอร์ 3 และพนัธ์ุชินชิงเบอร์ 12 เน่ืองจากพบวา่พนัธ์ุดงักล่าวเหมาะส าหรับแปรรูปเป็นชาเขียว 
(Nillavesana et. al, 1998)  มีการประยุกตใ์ชเ้คร่ืองมือทั้งจากเดิมท่ีเกษตรกรใช ้และตอ้งน าเขา้จาก
ต่างประเทศท่ีมีราคาแพง ซ่ึงปรับปรุงโดยสถาบนัวิจยัเกษตรวิศวกรรม ไดแ้ก่ เคร่ืองอบไอน ้ า (แทน
ลงัถึง)  เคร่ืองนวดและอบไอร้อน และเคร่ืองอบแห้งผลไมแ้บบหกเหล่ียม (สมพล และคณะ, 2547; 
เกรียงศกัด์ิ และชวนช่ืน, 2554ก; เกรียงศกัด์ิ และชวนช่ืน, 2554ข) ส าหรับขั้นตอนแปรรูปโดยเฉพาะ
ระยะเวลาท่ีใช้ พบว่าแตกต่างกบัประเทศอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ญ่ีปุ่น  ศรีลงักา และอินเดีย เป็นตน้ (Fig. 1) 
(สมพล และ Shimonkado, 1990; กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2551; Singh, et al., 2014) แต่ท าให้ได้
ผลิตภณัฑท่ี์มีคุณภาพดีทดัเทียมต่างประเทศ  

การทดลองที่ 2  ศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาพื้นเมือง (พนัธ์ุอสัสัม) เป็นชาฝร่ัง
 1) ศึกษาความสัมพนัธ์ของอุณหภูมิและเวลาในการผึ่งชาท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ในยอดชาสด (ชา
ใบ) และยอดชาท่ีตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองย่อยวชัพืช (ชาโม่) เพราะการผึ่งชาเป็น
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ขั้นตอนแรกเพื่อลดความช้ืนในใบชาให้มีระดบัความช้ืนท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอนการตดัยอดชา 
และกระตุ้นให้เกิดการหมกัอย่างอ่อนของสารเคมีภายในยอดชา พบว่า เปอร์เซ็นต์ความช้ืนโดย
น ้ าหนกัจะลดลงแปรผนัตามระยะเวลาในการผึ่งท่ีอุณหภูมิและเวลาผึ่งเดียวกนั และพบวา่เปอร์เซ็นต์
ความช้ืนของชาตดัย่อยมีค่านอ้ยกว่าชาใบ หากตอ้งการลดความช้ืนในยอดเป็น 70-73% (ความช้ืนท่ี
แนะน าโดยทัว่ไป) หากผึ่งท่ี 160ซ. ใช้เวลาผึ่งมากกว่า 15 ชัว่โมง ท่ี 200C ใช้เวลาผึ่ง 15-18 ชัว่โมง 
และท่ี 250C ใชเ้วลาผึ่งไม่เกิน 3 ชัว่โมง ซ่ึงการผึ่งท่ี 250C ใชเ้วลาผึ่งนอ้ยท่ีสุด (Figure 2, 3 และ 4) แต่
ท าใหช้าฝร่ังท่ีไม่มีคุณภาพ สอดคลอ้งกบั สายใจ (2550) ท่ีทดลองผึ่งและนวดชาในสภาพควบคุมท่ีมี
อุณหภูมิและเวลาท่ีต่างกนัเพื่อท าให้มีปริมาณ Theaflavin และ Thearubigin ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีท า
ให้เกิดกล่ินหอม และสีแดงในน ้ าชา ค่าสี  กล่ิน และรสชาติจากการทดสอบประสาทสัมผสัมากท่ีสุด 
ชาโม่พบว่า สภาพท่ีเหมาะสมคือ การผึ่งท่ี 200C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง นวด 16 นาที และชาใบพบว่า 
สภาพท่ีเหมาะสมคือ การผึ่งท่ี 160C เป็นเวลา 10.22 ชั่วโมง นวด 2 นาที การผึ่งท่ี 250C พบว่าไม่
เหมาะสมเพราะความช้ืนลดลงในขณะท่ียอดชายงัไม่เกิดปฏิกิริยาเคมีท่ีท าให้เกิดคุณสมบติัชาฝร่ัง (สี
ของชาไม่เปล่ียน, กล่ินของชาไม่หอม) แต่ปัญหาท่ีพบต่อมาคือ ช่วงเวลาการแปรรูปในประเทศไทย
เป็นช่วงฤดูฝน มีอุณหภูมิ 20-250C และความช้ืนสัมพทัธ์ในอากาศ 80-95% ท าให้การสูญเสียน ้ าจาก
ยอดชาท่ีผึ่ งใช้เวลาเป็นเกณฑ์ก าหนดท าได้ยาก เน่ืองจากสภาพแวดล้อมเป็นปัจจยัท่ีไม่สามารถ
ควบคุมได ้แต่ถา้ตอ้งการควบคุมระดบัอุณหภูมิของอากาศในขณะท าการผึ่ง จะท าให้มีค่าใชจ่้ายใน
การปรับอุณหภูมิเป็นภาระท่ีหนกัเกินไปส าหรับเกษตรกรผูป้ลูกชาหรือผูแ้ปรรูปชารายยอ่ย ดงันั้นการ
ผึ่งจึงควรใชน้ ้าหนกัของยอดชาเป็นเกณฑแ์ทนการใชช่้วงเวลา  

2) ศึกษาระดบัความช้ืนของใบชาท่ีผ่านการผึ่ง และการนวดให้เหมาะสมกบัเคร่ืองตดัยอด       
ท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืช พบวา่ ผึ่งจนใบชามีความช้ืน 68-72% นวดเป็นเวลา 8-16 นาที (กรรมวิธี
ท่ี 2 3 5 และ 6) แลว้ตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอ่ยท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืช (ขนาดรูตะแกรง 14 มม.) แลว้
หมกันาน 60 นาที แลว้อบแหง้ท่ี 700C ท าใหไ้ดน้ ้าชาท่ีมีลกัษณะตามตอ้งการคือ มีกล่ินชาฝร่ัง (อ่อน)  มี
รสฝาดเล็กนอ้ย และมีสีน ้ าตาลแดง แต่ปัญหาท่ีพบคือ ผงชามีลกัษณะขนาดใหญ่กวา่ท่ีตอ้งการ และชา
สูญเสียมากในขณะท่ีบดยอ่ย จึงควรศึกษาหาเคร่ืองมือท่ีใชท้ดแทนเคร่ืองยอ่ยวชัพืช (Table 3) 

3) ศึกษาระดบัความช้ืนของใบชาท่ีผา่นการผึ่ง และการนวดให้เหมาะสมกบัเคร่ืองตดัยอดชา
สดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองยอ่ยวชัพืชเปรียบเทียบกบัเคร่ืองโม่เน้ือ พบวา่ ผึ่งจนใบชามีความช้ืน 65-70% 
นวดเป็นเวลา 20 นาที (กรรมวิธีท่ี 7 และ 8) แลว้ตดัยอดชาดว้ยเคร่ืองตดัท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองโม่เน้ือ 
แลว้หมกันาน 60 นาที และอบแหง้ท่ี 700C จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 13% ท าให้ชาสูญเสียขณะตดัยอ่ย
น้อยท่ีสุดคือ 3% ไดก้ากชาท่ีมีขนาดเล็ก มีสีเขียวปนแดง น ้ าชามีกล่ินและสีของชาฝร่ังชดัเจนกว่า
กรรมวิธีอ่ืน ๆ ไม่มีกล่ินเหม็นเขียว แต่ปัญหาท่ีพบคือมีรสชาติจืด มีสาเหตุจากการหมกัของยอดชาท่ี
ตดัแลว้เกิดข้ึนไม่เตม็ท่ีจึงตอ้งศึกษาช่วงเวลาของการนวดข้ึนหลงัการตดัเพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการหมกัยอดชา (Table 4) 
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4) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนวดยอดชาท่ีตดัดว้ยเคร่ืองตดัยอดชาสดท่ีดดัแปลงจาก
กบัเคร่ืองโม่เน้ือ พบวา่ ผึ่งจนใบชามีความช้ืน 70% นวดเป็นเวลา 20 นาที (กรรมวิธีท่ี 4) แลว้ตดัยอด
ชาดว้ยเคร่ืองตดัยอดชาสดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองโม่เน้ือ แลว้หมกันาน 60 นาที และอบแห้งท่ี 700C จน
เหลือความช้ืนไม่เกิน 13% ท าให้ไดสี้ภายนอกของผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีสม ่าเสมอ กากชาเม่ือชงไม่เป็นสี
เขียว น ้าชามีกล่ินหอมเฉพาะอ่อน ๆ ของชาฝร่ัง มีสีน ้ าตาลแดงเขม้ มีรสฝาดเล็กนอ้ย รูปทรงภายนอก
ของผลิตภณัฑ์มีขนาดเกล็ดเล็กกว่ากรรมวิธีอ่ืน ๆ แต่ปัญหาท่ีพบคือ น ้ าชา มีกล่ินของชาฝร่ังอ่อน 
รสชาติของน ้าชาจืด มีสาเหตุจากระยะเวลาในการหมกัยอดชาเกิดข้ึนไม่เตม็ท่ี และอุณหภูมิท่ีใชใ้นการ
อบแหง้คือท่ี 700C เป็นอุณหภูมิท่ีไม่สามารถใหย้อดชาหยดุกระบวนการทางเคมีได ้ส่งผลให้สีของ น ้า
ชา กากชา และสีภายนอกของผลิตภณัฑค์่อนขา้งด า (Table 5) 

5) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับหมกัยอดชาส าหรับอบแห้งท่ี 1100C พบวา่ ผึ่งจนใบชา
มีความช้ืน 70% นวดเป็นเวลา 20 นาที แลว้ตดัยอดชาดว้ยเคร่ืองตดัยอดชาสดท่ีดดัแปลงจากเคร่ืองโม่
เน้ือ แลว้หมกันาน 45-60 นาที (กรรมวิธีท่ี 2 และ 3) และอบแห้งท่ี 1100C จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 
13% ท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑช์าฝร่ังท่ีมีคุณภาพไม่แตกต่างจากต่างประเทศ (Table 6) 

การศึกษาขั้นตอนแปรรูปยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาพื้นเมือง (พนัธ์ุอสัสัม) เป็นชาฝร่ังในคร้ังน้ี มีการ
ประยกุตใ์ชเ้คร่ืองมือท่ีปกติมีราคาแพงและตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศ ปรับปรุงโดยสถาบนัวิจยัเกษตร
วิศวกรรม ไดแ้ก่ เคร่ืองอบแห้งผลไมแ้บบหกเหล่ียม (เกรียงศกัด์ิ และชวนช่ืน, 2554ข) และมีการ
ดดัแปลงเคร่ืองตดัยอดชาสดจากเคร่ืองโม่เน้ือโดยคณะนักวิจยั ส าหรับขั้นตอนแปรรูปโดยเฉพาะ
ระยะเวลาท่ีใช ้พบวา่แตกต่างกบัวธีิการดั้งเดิมของประเทศไทยและประเทศอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ยุโรป  อินเดีย 
และศรีลงักา เป็นตน้ (Fig. 5) (เถาวลัย,์ 2545; พยุงศกัด์ิ, 2554; กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2551) 
แต่ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้คุณภาพดีทดัเทียมต่างประเทศ  
ขั้นตอนที ่2 การทดสอบเทคโนโลยแีละขยายผล 

1) การทดสอบเทคโนโลยีการแปรรูป  ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่ มีการน าเทคโนโนโลยีไป
ทดสอบและขยายผลใน 2 รูปแบบ คือ 1) เกษตรกรไดน้ าไปใชโ้ดยตรง ในส่วนเทคโนโลยีแปรรูปเป็นชาฝร่ัง 
ซ่ึงมีเกษตรกร 2 ราย ท่ีใชเ้ทคโนโลยีใน 2 รูปแบบ คือ (1) ร้านคา้ชาวเขา (ในพระบรมราชานุเคราะห์) กลุ่ม
วิสาหกิจชุมชนชาดอยปู่ หม่ืน นายพยุงศกัด์ิ  ไชยกอ บา้นเลขท่ี: 307 หมู่ 4 ต.ในเวียง  อ.ฝาง  จ.เชียงใหม่  
50116  ท่ีน าเทคโนโลยีไปใช้โดยตรง โดยประยุกต์ใช้กับเคร่ืองมือท่ีมีอยู่เดิม ท าให้สามารถจ าหน่าย
ผลิตภณัฑ์ไดร้าคาเพิ่มข้ึนจากเดิม 30 เท่า (เดิมราคา 80-90 บ./กก. เป็น 2,300 บ./กก.) (2) ร้าน ACABA นาย
นพดล ทินรัตน์วรกุล บา้นป๊อก หมู่ 1 ต.ห้วยแกว้ อ.แม่ออน จ.เชียงใหม่ ท่ีไดน้ าชามาแปรรูปท่ีศูนยฯ์ และ
น าไปจ าหน่ายได้ราคาเพิ่มข้ึนจากเดิม 8-11 เท่า (เดิมราคา 70-80 บ./กก. เป็น 600-800 บ./กก.) ส าหรับ
เทคโนโลยแีปรรูปเป็นชาเขียวชนิดอบไอน ้ า พบวา่เกษตรกรน าไปใชเ้ฉพาะระยะเวลาท่ีใชใ้นขั้นตอนการอบ
ไอน ้า (โครงการตามพระราชด าริฯ ดอยม่อนลา้น อ.พร้าว จ.เชียงใหม่) 



147
147 

 

2) การเผยแพร่เทคโนโลยี  ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่ มีการเผยแพร่เทคโนโลยี  ผลิตภณัฑ ์
รวมถึงแผ่นพบัและโปสเตอร์ตั้งแต่ปี 2553-2557 ดงัน้ี สาธิต (2 คร้ัง)  อบรม (6 คร้ัง)  นิทรรศการ (10 คร้ัง) 
ประชุมสัมมนา (3 คร้ัง)  ศึกษาดูงานในศูนยฯ์ (20 คร้ัง) และเผยแพร่ขอ้มูลผา่นส่ือ ตลอดจนตอบค าถามทาง
โทรศพัท ์และไดบ้นัทึกขอ้มูลการใหบ้ริการ  

 

สรุปผลการทดลอง 
เทคโนโลยแีปรรูปชาเป็นผลิตภณัฑ ์มีการพฒันาเป็น 2 ผลิตภณัฑ์ ไดแ้ก่ ชาเขียวชนิดอบไอน ้ า 

และชาฝร่ัง ดงัน้ี  
1) ชาเขียวชนิดอบไอน ้ า โดยใชย้อดชากลุ่มพนัธ์ุชาจีน สายพนัธ์ุแม่จอนหลวงเบอร์ 3 และสาย

พนัธ์ุชินชิงเบอร์ 12 อบไอน ้ าดว้ยเคร่ืองอบไอน ้ าตามแบบสถาบนัวิจยัเกษตรวิศวกรรมนาน 60-90 วินาที  
นวดอบไอร้อนดว้ยเคร่ืองนวดและอบไอร้อนตามแบบสถาบนัวิจยัเกษตรวิศวกรรมท่ี 1000C นาน   
20-30 นาที นวดดว้ยเคร่ืองนวดชนิดทรงกระบอกท่ีมีแรงกดฝาถงัหรือทรงฝาชีนาน 20 นาที อบไอร้อน
ดว้ยเคร่ืองนวดและอบไอร้อนเพื่อข้ึนรูปท่ี 400C นาน 40 นาที  อบดว้ยเคร่ืองอบแห้งผลไมแ้บบหก
เหล่ียมตามแบบสถาบนัวจิยัเกษตรวศิวกรรมท่ี 900C จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 13% นาน 3 ชัว่โมง   

2) ชาฝร่ัง โดยใช้ยอดชากลุ่มพนัธ์ุชาอสัสัม (ชาพื้นเมือง) ผึ่งยอดชาสดจนเหลือความช้ืน       
65-70% นวดดว้ยเคร่ืองนวดชนิดทรงกระบอกท่ีมีแรงกดฝาถงัหรือทรงฝาชีนาน 20 นาที และตดัดว้ย
เคร่ืองตดัยอ่ย (ดดัแปลงจากเคร่ืองโม่เน้ือท่ีมีก าลงัการบด 40-50 กก./ชม. ขบัเคล่ือนวตัถุดิบดว้ยเกลียว
ล าเลียง ใชร้ะบบสายพานก าหนดขนาดของยอดชาท่ีถูกตดัดว้ยขนาดรูบนหนา้แวน่ 14 มม.) หมกัจน
เกล็ดชาสดเปล่ียนเป็นสีทองแดงหรือประมาณ 45-60 นาที อบแห้งด้วยเคร่ืองอบแห้งผลไม้แบบ      
หกเหล่ียมตามแบบสถาบนัวจิยัเกษตรวศิวกรรมท่ี 1100C จนเหลือความช้ืนไม่เกิน 13 % 

การทดสอบและขยายผลเทคโนโลยี โดยมีเกษตรกรน าเทคโนโลยีไปใช้โดยตรงและใช้
เทคโนโลยีบางส่วน 3 ราย ท าให้เกษตรกรสามารถจ าหน่ายผลิตภัณฑ์ได้สูงกว่าเดิม 8-30 เท่า 
นอกจากน้ีไดมี้การเผยแพร่เทคโนโลยี ผลิตภณัฑ์ รวมถึงแผน่พบัและโปสเตอร์โดยการสาธิต อบรม 
นิทรรศการ ประชุมสัมมนา ศึกษาดูงาน ตลอดจนตอบค าถามทางโทรศพัท ์มากกวา่ 40 คร้ัง 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 1. ด้านการสร้างอาชีพ การถ่ายทอดเทคโนโลยกีารแปรรูปชาเนน้ถ่ายทอดให้กลุ่มเกษตรกรท่ี
มีการรวมกลุ่มในรูปวิสาหกิจ เพื่อให้เกิดการสร้างงานเป็นระบบตั้งแต่ ผูป้ลูก  ผูแ้ปรรูป และตลาด 
รวมถึงผูท่ี้น าผลิตภณัฑ์ไปใชป้ระโยชน์ในรูปของการจ าหน่ายเป็นส่วนผสมในเคร่ืองด่ืม อาหารและ
ขนมต่างๆ ท าใหเ้กิดการสร้างงานและเงินหมุนเวยีนในระบบ 
 2. ด้านการรักษาฐานการผลิตชาฝร่ังของประเทศไทย และการอนุรักษ์พันธุกรรมชาอัสสัม 
(ชาพืน้เมือง) เน่ืองจากชาอสัสัมเดิมปลูกไวเ้พื่อแปรรูปเป็นเม่ียงไดแ้ปรรูปเป็นชาฝร่ังดว้ยวิธีการใหม่ 
หนัมาสนใจดูแลสวนชาท่ีเป็นพืชพื้นเมืองเดิมมากข้ึน ส่งผลให้ไดอ้นุรักษดิ์นและน ้ าโดยเฉพาะพื้นท่ี
สูงในภาคเหนือไดเ้ป็นอยา่งดี 
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 3.  ด้านการขยายผลการศึกษาวิจัย ศูนยว์ิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม่ เป็นแหล่งวิชาการท่ีมีขอ้มูล
พื้นฐานในดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ การเขตกรรม และการแปรรูปในเร่ืองชาโดยเฉพาะ ซ่ึงนกัเรียน นกัศึกษา ครู
อาจารย์ มาขอข้อมูลไปท าโครงงาน ปัญหาพิเศษ วิทยานิพนธ์ รวมถึงชาวต่างประเทศท่ีเป็นเกษตรกร 
นกัวชิาการ และนกัเขียน 
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Table 1 Quality of Steaming green tea tasting from experimental of suitable period for steaming  

 

Table 2  Appearance of steaming green tea product from experimental of suitable period for drying by tea roller  

Treatment Color of leaves  Color of liquor  tea  
L* a*  b* L* a*  b* 

Treatment 1 35.59 a -2.48 a 11.49bc 39.36 a -3.34 c 17.01 ab 
Treatment 2 34.61ab -2.40 a 11.05 bc 39.63 a -3.36 c 17.15 a 
Treatment 3 32.46 cd -2.41 a 10.57 bc 39.37 a -3.07 a 16.58 bc 
Treatment 4 30.96 d -2.50 a 12.00 ab 39.15 a -3.37 c 16.41 c 
Shizuoka    33.32 bc -3.58 b 13.38 a 32.02 c -3.17 ab 12.36 d 
Kyoto   30.52 d -3.99 c 10.33 c 38.38 b -3.30 bc 11.80 e 
F-test .05 ** ** ** * * ** 
%CV 5.25 11.41 11.91 1.52 4.01 3.13 

Remark  L* = Light  -a* = Green  +a* = Red  -b* = Blue  +b* = Yellow 

Treatment 
Character of tea leaf Character of tea leaf after brewing Character of liquor tea 

Total Total 
score Shape(10) Color(10) Shape(10) Color(10) Taste(20) Color(20) Aroma(20) 

Treatment 1 7.00 a 7.33 ab 7.33 a 6.67 a 15.00 a 15.33 a 15.33 a 45.66 73.99 
Treatment 2 6.50 a 6.67 b 7.33 a 7.33 a 15.50 a 17.17 a 16.67 a 49.34 77.51 
Treatment 3 6.83 b 7.50 ab 7.33 a 7.33 a 16.67 a 17.17 a 17.50 a 51.37 80.70 
Treatment 4 6.67 b 6.67 b 7.33 a 7.33 a 15.33 a 16.67 a 16.00 a 48.00 76.00 
Shizuoka 8.33 b 8.67 ab 8.00 a 8.33 a 17.33 a 18.67 a 18.00 a 54 87.33 
Kyoto 9.33 b 9.00 a 8.33 a 8.67 a 17.00 a 18.00 a 18.00 a 53 88.33 

F-test .05 ** ns ns ns ns ns ns   
%CV 9.63 13.97 32.31 16.60 16.22 12.88 17.35   
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Table 3  The relationship between moisture and period of exposure for breaking and tea leaves by Chipper machines 

Treatment Cutting machine Weigh before 
cutting (kg.) 

Weigh after 
cutting (kg.) 

Withered 
time (hours.) Character of liquor tea 

Treatment 1 Chipper machines   17 11.4 21 Faint grassy aroma, light astringent, yellow-red 
Treatment 2 Chipper machines   17 11.7 19 Light Black tea aroma, light astringent, brown-red 
Treatment 3 Chipper machines   17 11.7 22 Light Black tea aroma, light astringent, brown-red 
Treatment 4 Chipper machines   18 10.5 14 Faint grassy aroma, light astringent, yellow-red 
Treatment 5 Chipper machines   18 10.3 13 Light Black tea aroma, light astringent, brown-red 
Treatment 6 Chipper machines   18 10.5 13 Light Black tea aroma, light astringent, brown-red 
Treatment 7 Chipper machines   19 10.6 9 Faint grassy aroma, light astringent, yellow-red 
Treatment 8 Chipper machines   19 10.5 9 Light Black tea aroma, light astringent, yellow-red 
Treatment 9 Chipper machines 19 10.7 10 Light Black tea aroma, light astringent, yellow-red 

 

Table 4  The relationship between moisture and period of exposure for breaking tea leaves by Chipper machines compare with 
modified meat grinder  

Treatment Cutting machine Weigh before 
cutting (kg.) 

Weigh after 
cutting (kg.) 

Loss 
(%) 

Withered 
time (mins.) 

Character of  of leaf 
after brewing Evaluation 

Treatment 1 Chipper machines   17 11.4 38 29  Large, stalk, green Not  pass 
Treatment 2 Chipper machines   17 11.7 36 25  Large, stalk, green Not  pass 
Treatment 3 Chipper machines   17 11.7 35 27 Large, stalk, green Not  pass 
Treatment 4 Chipper machines   18 10.5 35 27 Large, stalk, green-red Not  pass 
Treatment 5 Chipper machines   18 10.3 34 28  Large, stalk, green-red Not  pass 
Treatment 6 Chipper machines   18 10.5 34 24  Large, stalk, green-red Not  pass 
Treatment 7 Chipper machines   19 10.6 31 25 Large, stalk, green-red Not  pass 
Treatment 8 Chipper machines   19 10.5 32.5 25 Large, stalk, green-red Not  pass 
Treatment 1 Modified meat grinder 9.6 8.6 10 14 Small, green Not  pass 
Treatment 2 Modified meat grinder 9.0 8.5 6 9 Small, green Not  pass 
Treatment 3 Modified meat grinder 8.4 7.9 5 9 Small, green-red Pass 
Treatment 4 Modified meat grinder 8.0 7.6 5 11 Small, green-red Pass 
Treatment 5 Modified meat grinder 9.6 8.8 8 10 Small, green-red Pass 
Treatment 6 Modified meat grinder 9.0 8.6 4 7 Small, green-red Pass 
Treatment 7 Modified meat grinder 8.4 8.1 3 8 Small leaf, green-red Pass 
Treatment 8 Modified meat grinder 8.0 7.8 3 9 Small, green-red Pass 
 

Table 5  Quality of black tea product from the study of suitable time for rolling of tea leaves break  
Treatment Character of Product Character of leaf after brewing Color of liquor of tea Aroma of liquor Taste 
Treatment 1 large 

brown-green 
large 

green-copper 
bright brown-red  
with green ring 

Light aroma 
(black tea aroma) 

astringent 

Treatment 2 large 
brown-green 

large 
green-copper 

bright brown-red  
with green ring 

Light aroma 
(black tea aroma) 

astringent 

Treatment 3 large 
regular dark brown  

large 
green-copper 

bright brown-red  
with green ring 

Light aroma 
(black tea aroma) 

Light astringent 

Treatment 4 Large dust 
Regular dark brown 

large 
copper 

bright brown-red  
with green ring 

Light aroma 
(black tea aroma) 

Light astringent 

Treatment 5 Large dust 
Regular dark brown 

large 
copper 

Bright brown-red  
with green ring 

Light aroma 
(black tea aroma) 

Light astringent 

Sample (check) Small dust 
Regular brown-black 

Dark red-brown  
Regular color 

Brown-red 
Not bright and clear 

aroma 
(black tea aroma) 

astringent 
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Table 6  Quality of black tea product from the study of suitable time for fermentation of tea leaves  

treatment Color of leaves Leaf after brewing Liquor Total 
score 

Liquor of tea 
Shape(10) Color(10) Shape(10) Color(10) Color (20) Aroma(20) Taste(20) a* b* L* 

Treatment 1 
Treatment 2 
Treatment 3 
Treatment 4 
Treatment 5 
Treatment 6 
Sample(check) 

7.50 
7.50 
7.50 
7.50 
7.50 
7.50 
9.33 

7.50 
7.50 
7.50 
7.50 
7.83 
7.50 
9.17 

7.33 
7.33 
7.33 
7.33 
7.33 
7.33 
9.33 

7.50 
8.17 
7.50 
8.00 
7.50 
8.00 
8.00 

15.33 
15.67 
15.50 
14.67 
14.67 
14.67 
15.33 

17.33 
17.00 
17.00 
16.00 
16.00 
16.00 
17.67 

17.00 
17.67 
17.67 
17.67 
16.67 
16.67 
16.67 

79.49 
80.84 
80.00 
77.67 
77.50 
77.67 
85.50 

6.89 
7.02 
6.95 
6.97 
7.41 
6.83 
7.26 

8.32 
8.49 
8.86 
9.26 
8.36 
9.06 
5.63 

25.09 
25.31 
25.67 
26.06 
25.13 
25.88 
22.61 

LSD 0.05 0.90** 0.92* 1.01** ns 0.99 ns ns  ns 0.95** 0.92** 
CV(%) 6.59 6.72 7.58 6.55 3.71 8.05 3.81  6.49 7.84 2.49 
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Tea roller (non heating, 20 mins.)  Tea roller (non heating, 15 mins.)  Rolling and press(250C, 10 mins.)  Initial rolling (10 minute) 

       
Hot air rolling machine 
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 Drying tea roller(50-600C, 30-40 mins.)  Drying by tea roller machine(1600C,50 mins.)  Final drying (30 mins.) 

       
Tea dryer(900C, 3 hr.)  Drying tea roller(80-900C, 30-40 mins.)  Shaping  Final rolling (15 mins.) 

       
  Tea dryer(70-900C, 25-30 mins.)  Tea dryer(70-1000C, 2-3 hr.)  Shaping 

Research  Japan  Sri Langka  India 
Figure 1  Processing of Steaming Green Tea. 
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Figure 2 The relationship between moisture and 
period of exposure for breaking and tea 
leaves at 160C 

Figure 3 The relationship between moisture 
and period of exposure for breaking 
and tea leaves at 200C 

Figure 4 The relationship between moisture 
and period of exposure for 
breaking and tea leaves at 250C 

 

Withering at 200C until 30%loss  Withering (12-14 hrs.)  Withering  Withering (15-18 hrs.) 
       

Rolling and press (20 mins.)  Pan frying (1800C)  Rolled for crumbing  Rolling and press 
       

Rolled for tearing  Rolling and press  Pan frying (1800C)and mix with flour 25%  Fermenting (250C,2-4 hrs.) 
       

Fermenting (45-60 mins.)  Dry under full sun  Drying  Drying(84-950C,20 mins.) 
       

Drying(1100C, until tea moisture below than 13%  Drying     
       

Research  Thailand1  Thailand2  Sri Langka 
Figure 5  Processing of Black Tea. 
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วจิัยและพฒันาไถระเบิดดินดานส าหรับไร่มนัส าปะหลงัติดรถแทรกเตอร์ขนาดกลาง 
Research and Development of Subsoiler for Cassava Attached with Medium-Size Tractor 

 

ยทุธนา  เครือหาญชาญพงค ์1/    อานนท ์ สายค าฟ ู1/    พงษศ์กัด์ิ  ต่ายกอ้นทอง 1/ 

พินิจ  จิรัคคกลุ 1/    อุษฎา  สุขจนัทร์ 2/    อนุสรณ์  เทียนศิริฤกษ ์2/    อคัคพล  เสนาณรงค ์1/ 

Yuttana  Khaehanchanpong 1/    Anon  Saikamfu 1/    Pongsak  Trykorntong 1/ 

Pinit  Jirakakul 1/    Utchida  Sukjun 2/    Anusorn  Teansiriroak 2/    Akkapol  Senanarong 1/ 

 

ABSTRACT 
 Soil compaction occur under the downward forces of heavy machine in the field. The soil can be 
defined as an increase in its dry density, and the closer packing of solid particles or reduction in porosity. 
Subsoiler which large size tractor used to loosen and break up soil but almost high price for using in the 
field. At present, tractors 49-50 hp are widely used in the fields but still has not proper size of subsoiler to 
attach with. This research was design subsoiler to connect with this size tractor. The subsoiler designed 
was 2 shank, 2 wing and the shank length of 1 m. At the end of the shank was designed to provide the 
angle with 30 degrees on a width 3.81 cm. For the field test in Khonkaen province, the soil compaction 
depth 35 cm., 14.53% moisture content. Subsoiler can disrupt soil compaction grown down to 41 cm 
depths, the capacity was 2.41 rai/hr, field efficiency 70.71%, fuel consumption 3.52 liter/rai. A subsoiler 
for 49-50 hp tractor was designed to be utilized conveniently. As a result, it can help solve the problem in 
the field by themselves.  
 

Key-words: Subsoiler, Tractor, 49-50 hp 
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บทคดัย่อ  
 จากการใช้เคร่ืองจกัรกลการเกษตรขนาดใหญ่ในพื้นท่ีปลูกพืชไร่ของเกษตรกร ท าให้ชั้นดินมี
ลกัษณะแน่นทึบและแข็งมาก เน้ือดินมีช่องวา่งส าหรับน ้ าและอากาศน้อย เกิดชั้นดินดานข้ึน ในการแกไ้ข
ปัญหาดงักล่าวมีการใช้งานไถระเบิดดินดาน ซ่ึงส่วนใหญ่จะใช้ไถระเบิดดินดานพ่วงติดกบัรถแทรกเตอร์
ขนาดใหญ่ ซ่ึงมีราคาแพง รวมถึงค่าจา้งในการระเบิดดินดานแต่ละคร้ัง ราคาค่อนขา้งสูง ในปัจจุบนัมีการใช้
งานรถแทรกเตอร์ขนาด 49-50 แรงมา้ กนัอย่างแพร่หลายในงานไร่  แต่ยงัขาดเคร่ืองมือไถระเบิดดินดาน 
ผูว้จิยัจึงไดท้  าการออกแบบไถระเบิดดินดาน เพื่อใชต่้อพว่งกบัรถแทรกเตอร์ขนาดดงักล่าว ไถระเบิดดินดาน
ท่ีออกแบบเป็นแบบ 2 ขา มีปีกสองขา้ง ขนาดขาไถยาว 1 เมตร ท่ีปลายขาไถถูกออกแบบให้มีมุมจิกส าหรับ
ระเบิดดินดานท่ี 30 องศา มีความกวา้งของหวัจิกท่ี 3.81 เซนติเมตร การทดสอบท าการทดสอบไถระเบิดดินดาน 
ในแปลงของเกษตรกรปลูกออ้ย ท่ี อ. บา้นไผ ่จ. ขอนแก่น  มีดานลึกท่ี 35 เซนติเมตร ท่ีความช้ืนดิน 14.53 % 
พบว่า สามารถระเบิดดินดานได้ โดยไถระเบิดดินดานสามารถไถได้ท่ีความลึกเฉล่ีย 41 เซนติเมตร มี
ความสามารถในการท างานเฉล่ีย 2.41 ไร่/ชม มีประสิทธิภาพการท างานเชิงพื้นท่ีเฉล่ีย 70.71% ใช้น ้ ามนั
เช้ือเพลิงเฉล่ีย 3.52 ลิตร/ไร่ ไถระเบิดดินดานท่ีออกแบบมาใหม่น้ีสามารถใชก้บัรถแทรกเตอร์ขนาด 49 แรงมา้ 
ซ่ึงท่ีผา่นมายงัไม่มีการใชง้านไถระเบิดดินดานกบัรถแทรกเตอร์ท่ีมีตน้ก าลงัขนาดน้ี จึงนบัวา่จะเป็นอีกหน่ึง
ทางเลือกให้เกษตรกรท่ีมีรถแทรกเตอร์ขนาดดงักล่าวสามารถไถระเบิดดินดานไดด้ว้ยตวัเอง ไม่จ  าเป็นตอ้ง
จา้งรถแทรกเตอร์ขนาดใหญ่ มาท าการไถระเบิดดินดาน  
 

ค าหลกั : ไถระเบิดดินดาน, รถแทรกเตอร์, 49-50 แรงมา้ 
 

ค าน า 
 จากการใชเ้คร่ืองจกัรกลการเกษตรขนาดใหญ่ในพื้นท่ีปลูกพืชไร่ของเกษตรกร เช่น ในแปลงมนัส าปะหลงั 
หรือ ออ้ย ท าให้ชั้นดินมีลกัษณะแน่นทึบและแข็งมาก เน้ือดินมีช่องว่างส าหรับน ้ าและอากาศน้อย เกิดชั้นดิน
ดานข้ึน ในทางวิชาการมีการตรวจความหนาแน่นของดินโดยตรงท่ี ระดบัความลึกประมาณ 40-50 เซนติเมตร 
ถ้ามีความหนาแน่นเกินกว่า 1.6 กรัม/ลูกบาศก์เซนติเมตร แสดงว่ามีชั้นดินดาน ส าหรับเกษตรกรสามารถ
ตรวจสอบจากการสังเกตโดยวิธีง่ายๆ เช่น เวลาฝนตกลงมาพื้นท่ีราบน ้ าจะแช่ท่วมขงัอยู่นานเน่ืองจากไม่
สามารถซึมลงไปในดิน ชั้นล่าง แต่จะไหลบ่าบนผวิดินท าให้เกิดการชะลา้ง พงัทลายบนผวิดิน   
 ดินดาน คือ ดินท่ีถูกบดอดัแน่นจากการใช้เคร่ืองจกัรกลหนกัอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลาหลายปี ท าให้
เกิดการบดทบัอดัแน่นท าให้เกิดชั้นดาน โดยเฉพาะดินท่ีอนุภาคทรายแป้งเป็นส่วนประกอบอยูม่าก เช่น ดินชุด
ก าแพงแสน เม่ือมีการไถพรวนไม่ถูกวธีิ อนุภาคทรายแป้งจะตกอยูใ่นชั้นดินลึกประมาณ 40-50 เซนติเมตร และ
ถูกบดอดัท าใหเ้กิดชั้นดินดาน ชั้นดินดานน้ีจะหนาหรือบางแลว้แต่ชั้นดินนั้นจะมีอนุภาคทรายแป้งมากหรือ
นอ้ยเพียงใดหรือเคยมีการไถระเบิดดินดานมาก่อนหรือไม่ 
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 พื้นท่ีปลูกพืช ถา้มีดินดานจะเป็นปัญหากบัการปลูกพืช คือ ในฤดูฝนเม่ือมีฝนตกลงมา น ้าจะซึมลง
ไปในดินชั้นล่างไม่ได ้เน่ืองจากมีดินดานมากั้นไม่ให้น ้ าไหลซึมลงไปเก็บกกัในดินชั้นล่างได ้ขณะเดียวกนั
ในหนา้แลง้ดินดานจะกั้นมิใหค้วามช้ืนท่ีอยูข่่างล่างข้ึนมาถึงรากพืช ท าใหพ้ืชขาดน ้าและตายได ้  
 จากปัญหาท่ีกล่าวไปแลว้ จ าเป็นตอ้งมีการไถระเบิดดินดานตามความจ าเป็น เพื่อมิให้เกิดชั้นดาน
โดยการใชไ้ถระเบิดดินดานดว้ยไถส่ิว เช่น พื้นดินท่ีปลูกมนัส าปะหลงัอาจจะไถระเบิดดินดานปีเวน้ปี ส่วน
ไร่อ้อยควรไถระเบิดดินดานช่วงร้ือตออ้อยทุกคร้ัง  คือประมาณ  3-4 ปีต่อคร้ัง  เพราะไร่อ้อยจะใช้
เคร่ืองจกัรกลหนกัเขา้ไปท างาน ไม่วา่จะเป็นรถแทรกเตอร์ รถบรรทุกออ้ย ซ่ึงท างานต่อเน่ืองทุกปี ท าให้ดิน
เกิดการบดทบัทุกปี จึงมีโอกาสเกิดชั้นดินดานสูง   
 ไถระเบิดดินดาน มีหลกัการท างานคือ ไถตอ้งจิกลงไปในดิน และถูกลากไปตลอดแนว ท าให้ดิน
แตกร่วนโดยไม่มีการพลิกดินเช่นไถหัวหมู หรือ ไถจาน คุณภาพของดินท่ีตอ้งการจะข้ึนอยู่กบัความลึก 
ระยะห่างระหวา่งขา มุมของขา และความช้ืนในดิน ชนิดของขาไถระเบิดดินดานแต่ละชนิด แสดงใน Figure 1 
และการแตกตวัของดินเม่ือใชง้านไถระเบิดดินดาน แสดงใน Figure 2  
 

 
Figure 1 Three types of Subsoiling 

 
 Figure 2  Soil loosen and break up by subsoiler 
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การไถระเบิดดินดาน จะท าการไถ 2 แนว ตดักนัเป็นตารางหมากรุก เน่ืองจากการไถระเบิดดินดาน
เป็นการเพิ่มค่าใช้จ่ายข้ึนมาอีก จึงไม่จ  าเป็นตอ้งไถระเบิดทุกปี อาจไถ 3-5 ปีต่อคร้ัง ข้ึนอยูก่บัชนิดของดิน
และวธีิเขตกรรม หลงัจากไถระเบิดดินดาน ใชผ้าล 3 เพื่อพลิกดินให้กลบวชัพืช ทิ้งไว ้5-7 วนั ไถพรวนดว้ย
ผาล 7 เพื่อยอ่ยดินและกลบรอยไถระเบิดดินดาน ป้องกนัการสูญเสียความช้ืนจากใตดิ้น หากปลูกยกร่องก็ให้
ยกร่องหลงัจากพรวนดิน   
 ในปัจจุบนัมีรถแทรกเตอร์ขนาดกลาง (49-50 แรงมา้) ใชก้นัอยา่งแพร่หลายในงานไร่ แต่ไถระเบิด
ดินดานท่ีมีใชง้านส่วนใหญ่จะใชก้บัรถแทรกเตอร์ขนาดใหญ่ และมีราคาแพง รวมถึงค่าจา้งในการระเบิดดิน
ดานแต่ละคร้ัง ราคาค่อนขา้งสูง ถา้เกษตรกรมีเคร่ืองมือท่ีเหมาะสมท่ีจะสามารถต่อพ่วงกบัรถแทรกเตอร์ท่ี
เกษตรกรมีใช้งานกนัอย่างแพร่หลาย และราคาไม่สูงมาก ก็จะเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรท่ีปลูกมนัส าปะหลงั 
เพื่อใหเ้ขา้ถึงการไถระเบิดดินดานดว้ยตวัเอง  
 ดงันั้นสถาบนัวจิยัเกษตรวิศวกรรมจึงมีแนวคิดท่ีจะวิจยัและพฒันาไถระเบิดดินดานส าหรับติดพ่วง
ทา้ยรถแทรกเตอร์ขนาดกลาง เพื่อให้สามารถใชง้านไดอ้ยา่งเหมาะสมกบัพื้นท่ีปลูกมนัส าปะหลงั และ ออ้ย
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

 

อปุกรณ์และวธิีการ 
 การทดลองแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน ดงัน้ี 
1. ออกแบบไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรกเตอร์ 49-50 แรงม้า  
1.1 ออกแบบไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรกเตอร์ขนาดเล็ก ตน้แบบท่ี 1 

ไดท้  าการสร้างตน้แบบ ไถระเบิดดินดาน ส าหรับพ่วงรถแทรกเตอร์ขนาดกลางโดยไถระเบิดดินดานท่ี
สร้างตน้แบบใช้เหล็กหนา  1.59  เซนติเมตร (5 หุน)  ความยาวของไถตั้งแต่หูกระโจมถึงปลาย 100 เซนติเมตร 
มุมจิกของปลายใบมีด ท่ี 30 องศา  ดา้นชุดไถจะมีการใส่ ซุปเปอร์ลีน ตามความโคง้ ของไถซ่ึงชุดซุปเปอร์ลีนน้ี
จะช่วยใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีของดินไม่ให้ไปประทะกบัโครงไถ นอกจากน้ียงัมีปีกไถ เพื่อช่วยให้เกิดการแตก
ตวัของดินไดดี้อีกดว้ย แสดงใน Figure 3  

หลงัจากนั้นน าไปทดสอบเบ้ืองตน้ในแปลงของเกษตรกรใน จงัหวดั ขอนแก่นพบว่าท างานได ้ ท่ี
ความลึกในการไถท่ี 35-40 เซนติเมตร Figure 4 และ Figure 5 
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Figure 3 The shape of prototype I 
 

 
 

Figure 4 Prototype I test 
 

 
 

Figure 5 Working Depth of Prototype I 
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 แต่เม่ือน าไปทดสอบกบัชุดดินอ่ืนท่ีจงัหวดัขอนแก่นในแปลงปลูกออ้ยพบวา่ เกิดการบิดตวัของชุด
ไถระเบิดดินดานและ นอ้ตส าหรับยดึชุดโครงสร้างรับแรงไม่ไหวเกิดการขาดตวัของนอ้ต Figure 6 
 

 
Figure 6 Deformation of Prototype I  

 

1.2  ออกแบบไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรกเตอร์ขนาดเล็ก ตน้แบบท่ี 2 
 ท าการออกแบบผาลไถระเบิดดินดาน โดยการเพิ่มขนาดเหล็กจาก 1.59 เซนติเมตร (5 หุน) เป็น
ขนาด 2.54 เซนติเมตร (1 น้ิว) แลว้น าไปทดสอบในแปลงเกษตรกรปลูกออ้ย ที อ. บา้นไผ่ จ. ขอนแก่น 
ซ่ึงดินท่ีทดสอบเป็นดินทราย ท่ีความช้ืน 12.5 % พบวา่สามารถท างานไดท่ี้ความลึก 40-45 เซนติเมตร Figure 7  
 

 
Figure 7 Prototype II test 

 

 แต่เม่ือน าตน้แบบท่ี 2 มาทดสอบในแปลงปลูกมนัส าปะหลงั ท่ี จ.นครราชสีมา ซ่ึงเป็นดินร่วนเหนียว 
ท่ีมีความช้ืนดิน 13.5% พบว่า น้อตส าหรับรับแรงไถ ไม่สามารถทนแรงได ้เกิดการฉีกขาด และขาไถเกิด 
การบิดตวั Figure 8 
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Figure 8 Deformation of Prototype II 

1.3    ออกแบบไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรกเตอร์ขนาดเล็ก ตน้แบบท่ี 2 
 ท าการเพิ่มขนาดเหล็กท่ีน ามาใชท้  าขาไถเป็น 3.81 เซนติเมตร (1.5 น้ิว) และเพิ่มขนาดนอ้ตเป็นนอ้ต
ขนาด 3.81 เซนติเมตร ด้วย น ามาทดสอบในชุดดินขอนแก่น ชุดดินนครราชสีมา ชุดดินบ่อพลอย พบว่า 
สามารถท างานไดดี้ ไม่มีความเสียหายเกิดข้ึน ซ่ึงทั้งสามชุดดินท่ีทดสอบสามารถท าการไถระเบิดดินดานได้
ลึกถึง 40-45 เซนติเมตร 

 
 

                                                                Figure 9 Prototype III test 
 

 ทดสอบตน้แบบท่ี 2 ในแปลงเกษตรกร อ. บา้นไผ่ จ. ขอนแก่น พบว่า เม่ือลากไถระเบิดดินดาน
ท างาน ดินจะคอยดูดให้ไถจมลึกลงไปในดิน ท าให้ก าลงัของรถแทรกเตอร์ท างานไม่ไหว ท าการแกไ้ขโดย
ท าล้อควบคุมความลึกในการไถ (Figure 10) ซ่ึงท าหน้าท่ีควบคุมความลึกในการไถ ให้ไถระเบิดดินดาน
ท างานในความลึกท่ีตอ้งการ  
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Figure 10 Depth Wheel  

2. การทดสอบแรงฉุดลากในการไถระเบิดดินดาน  
 การทดสอบวดัแรงฉุดลาก ท าการทดสอบในแปลงปลูกออ้ยท่ี อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม โดยใช้
รถแทรกเตอร์ตน้ก าลงั Messy 4245 ขนาด 90 แรงมา้ ฉุดลาก รถแทรกเตอร์ Kioti EX 50 ขนาด 49 แรงมา้ ท่ี
ติดพ่วงไถระเบิดดินดาน Figure 11  โดยใช้ Load Cell ขนาด 5 ตนัติดไวร้ะหว่างรถแทรกเตอร์ทั้ง 2 คนั 
และใช ้Indicator Kyowa SLW 220 PC Figure 12 เป็นตวัอ่านค่าแรงท่ีไดจ้ากการไถ ดงัแสดงในรูป  
 

 
 

Figure 11 Measuring of Draft for a tractor mounted implement 
 

 
 

Figure 12 Indicator Kyowa 
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 การทดสอบวดัแรงฉุดลาก จะท าการทดสอบ ในหวัไถระเบิดดินดานท่ีหนา้กวา้งการไถ 3 ระดบั คือ 
หน้ากวา้งการระเบิดดินดาน 3.81, 6.35, 8.69 เซนติเมตร (หวัเล็ก, หัวกลาง, หวัใหญ่) ตามล าดบั และ 
อุปกรณ์เสริมแตกต่างกนั 4 ระดบัคือ A ไถระเบิดดินดานใส่ซุปเปอร์ลีน และ ปีกทั้งสองขา้ง  B ไถระเบิด
ดินดานใส่ ซุปเปอร์ลีน C ไถระเบิดดินดานใส่เฉพาะปีกทั้งสองขา้ง  D เฉพาะหวัระเบิดดินดาน  
 การทดสอบจะท าการวดัแรงฉุดลากโดย เร่ิมตน้ ให้รถคนัหน้า ลาก รถคนัหลงัท่ียกไถดินดานข้ึน 
วดัค่าแรงฉุดลากท่ีได ้หลงัจากนั้น วดัแรงฉุดลาก โดยให้ไถระเบิดดินดานท างาน ผลต่างของการลากไถทั้ง
สองค่า จะเป็นค่าแรงฉุดลากในการไถ  
 ในการทดสอบ เพื่อปรับสมดุลของการไถระเบิดดินดาน และ รถแทรกเตอร์ จึงจ าเป็นตอ้งเพิ่ม
น ้ าหนกั โดยการทดลองค่อยๆ เพิ่มน ้ าหนกัท่ีดา้นหน้าของรถแทรกเตอร์ จนไดน้ ้ าหนกัท่ีไถระเบิดดินดาน
สามารถท างานไดใ้นความลึกท่ีตอ้งการ โดยน ้าหนกัท่ีท าการเพิ่มคือ 300 กิโลกรัม  
 

Table 1 Draft force (Newton)  
 

Level small medium large 
A 16,405 18,205 20,395 
B 16,430 18,375 20,470 
C 14,160 14,755 18,880 
D 14,705 15,160 19,390 

 
A ไถระเบิดดินดานใส่ซุปเปอร์ลีน และ ปีกทั้งสองขา้ง   
B ไถระเบิดดินดานใส่ ซุปเปอร์ลีน 
C ไถระเบิดดินดานใส่เฉพาะปีกทั้งสองขา้ง   
D เฉพาะหวัระเบิดดินดาน 
Small หนา้กวา้งไถระเบิดดินดาน 3.81 เซนติเมตร  
Medium หนา้กวา้งไถระเบิดดินดาน 6.35 เซนติเมตร 
Large หนา้กวา้งไถระเบิดดินดาน 8.69 เซนติเมตร 
 

Table 2 Power of Tractor N.m/s  (HP)  
 

Level small medium large 
A 13,288 (17.81) 14,564 (19.52) 16,112 (21.60) 
B 13,308 (17.84) 14,883 (19.95) 16,785 (22.50) 
C 11,044 (14.80) 11,804 (15.82) 14,664 (19.66) 
D 12,058 (16.16) 12,431 (16.66) 15,512 (20.79) 
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Table 3  Working Depth (cm) 
 

Level small medium large 
A 32 38 33 
B 40 45 40 
C 40 40 40 
D 42 43 43 

  

 ผลการทดสอบไถระเบิดดินดาน ตามสภาวะต่างๆกนัขา้งตน้ เพื่อศึกษาถึง แรงฉุดลาก ความลึก
ในการไถ การแตกตวัของดินภายหลงัการไถระเบิดดินดาน พบวา่ หวัเล็ก C มีการใชแ้รงฉุดลากนอ้ยที่สุด 
มีความลึกในการระเบิดดินดานที่ 40 เซนติเมตร และมีการแตกตวัของดินดี ดงันั้น จึงเลือกใช้ หัวเล็ก C 
ในการเป็นตน้แบบส าหรับทดสอบในแปลงทดสอบ 
3. ด าเนินการแก้ไขต้นแบบและน าต้นไปไปทดสอบในแปลงของเกษตรกรและเกบ็ข้อมูล 
 การทดสอบไถระเบิดดินดาน ท าการทดสอบในแปลงออ้ยท่ีพบวา่มีชั้นดินดานเกิดข้ึน การทดสอบ
ท าการเก็บขอ้มูลเพื่อหาความสามารถในการท างาน ประสิทธิภาพการท างานเชิงพื้นท่ี อตัราการส้ินเปลือง
น ้ามนัเช้ือเพลิง  

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. ผลการตรวจเอกสาร  
 กระบวนการเกิดชั้นดินดานมี 3 ประเภท ดงัรายละเอียดดงัน้ี  

1. ชั้นดินดานแขง็ (duripan) เป็นชั้นดินแข็งเช่ือมกนัแน่นโดยสารเช่ือม สารเช่ือมมีหลายชนิดและมี
ช่ือเรียกแตกต่างกนัไปขั้นอยูก่บัชนิดของสารเช่ือม ไดแ้ก่ เหล็ก คาร์บอเนต ซิลิกา้  

2. ชั้นดินดานเปราะ (fragipan) เป็นชั้นดินดานท่ีมีความหนาแน่นสูงกวา่ชั้นดินบนและล่าง ชั้นดิน
ดานน้ีเกิดจากการอดัตวัของดินเหนียว ทรายแป้ง และทราย มีการเช่ือมตวักนัแน่น เม่ือแห้งจะเปราะ เม่ือช้ืน
น ้าซึมผา่นไดย้าก  

3. ชั้นดินดานไถพรวน (plowpan) เป็นชนิดเดียวกนักบัชั้นดินดานเปราะ แต่ใชเ้รียกเฉพาะชั้นดินดาน
ท่ีเกิดจากการไถพรวนในระดบัความลึกเดียวกนัเป็นเวลานาน  

กระบวนการเกิดชั้นดินดานไถพรวน  
เกิดจากการไถพรวนในระดบัความลึกเดียวกนัเป็นเวลานาน โครงสร้างของดินแตกละเอียด เม่ือฝนตก

ท าใหอ้นุภาคของดินเหนียว ทรายแป้ง รวมทั้งอินทรียวตัถุถูกชะลา้งมาสะสมกนัไดช้ั้นไถพรวน นอกจากน้ี 
ยงัมีแรงกดทบัจากรถแทรกเตอร์ในการเตรียมดินจนถึงการเก็บเก่ียว  
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Figure 13 Hardpan in each layer 
 

ชนิดและอุปกรณ์ของไถดินดาน 
1. ไถดินดานชนิดธรรมดา (Subsoiler) ใช้ลากไปขา้งหน้าให้เจาะลึกลงไปในดินดว้ยรถแทรกเตอร์ท่ีมี

ก าลงัสูง ซ่ึงจะท าให้ชั้นดินล่างตั้งแต่ส่วนหัวเจาะข้ึนมาเกิดการแตกแยกและร่วนซุยข้ึน ระยะการแตกจะมี
รัศมีท่ีจ  ากดัส่วนใหญ่ใชท้  าลายชั้นดานท่ีมกัอยู่ใตช้ั้นท่ีไถพรวนตามปกติลงไป ชั้นดานน้ีจะสังเกตไดง่้ายๆ 
โดยมีสีซีดจางกวา่ เน่ืองจากมีอินทรียวตัถุนอ้ยมาก เม่ือเปรียบเทียบกบับริเวณอ่ืนของดินหรือในขณะท่ีขุดเจาะ 
จะรู้สึกวา่ดินส่วนน้ีแขง็ผดิปกติ วตัถุประสงคห์ลกัของไถดินดานก็เพื่อแกปั้ญหาเร่ืองดงักล่าวเม่ือชั้นดานถูก
ท าใหแ้ตกแยกระเบิดออกไปน ้าก็จะซึมผา่นลงไดส้ะดวก การถ่ายเทอากาศจะดีข้ึน และรากของพืชจะหยัง่ลง
ไดลึ้กและแผไ่ปได ้ดงั Figure 14 

 
Figure 14 Normal subsoiler (Mongkol, 1987) 

 

 ขาของไถดินดานชนิดน้ีท าดว้ยเหล็กหนาประมาณ 25 มม. และกวา้ง 180 มม. ดา้นหนา้ของขาเป็น
ช้ินเหล็กประกบตลอดแนวยาว ซ่ึงถอดเปล่ียนไดเ้ม่ือสึกหรอท่ีปลายดา้นล่างของขาจะมีหัวเจาะยึดติดอยู ่  
หวัเจาะน้ีจะมีขนาดกวา้ง 50-120 มม. และยาวประมาณ 300-400 มม. มีมุมกดประมาณ 25-30 องสา มุมน้ีมี
ความส าคญัยิง่ในการท่ีจะท าใหช้ั้นดินท่ีอยูเ่หนือข้ึนไปถูกงดัและแตกร่วนในขณะท่ีถูกไถลากใหเ้คล่ือนท่ีไป
ขา้งหน้าลกัษณะของพื้นท่ีหน้าตดัของดินบริเวณท่ีแตกและร่วนนั้น ชั้นดินท่ีแตกร่วนน้ีจะพูนสูงข้ึนกว่า
ระดบัผวิดินท่ียงัไม่ถูกไถ บริเวณท่ีดินแตกร่วนจะอยูบ่ริเวณใกลก้บัหนา้ดินส่วนบริเวณท่ีอยูชิ่ดกบัหวัเจาะจะ
แตกร่วนเพียงเล็กนอ้ย ดงั Figure 15 ดงันั้นประสิทธิภาพของไถดินดานชนิดน้ีจึงค่อนขา้งต ่า  
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Figure 15 Soil Failer by subsoiler (Mongkol, 1987) 

 

2. ไถดินดานชนิดติดปีก (winged subsoiler) จะช่วยใหก้ารแตกร่วนของดินดีข้ึนมาก และมีบริเวณท่ีแตก
ร่วนมากข้ึน โดยใชแ้รงฉุดลากเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย  

 

Figure 16 Subsoiler with wing (Mongkol, 1987) 
2. การทดสอบไถระเบิดดนิดานในแปลงทดสอบของเกษตรกร  
 การทดสอบไถระเบิดดินดานท าการทดสอบในแปลงเกษตรกร ปลูกออ้ย ท่ี อ.บา้นไผ ่จ. ขอนแก่น 
ท่ีระดบัดานลึก 35 เซนติเมตร ค่าความช้ืนในการทดสอบ 14.53 % ทดสอบโดยใชร้ถแทรกเตอร์ Kioti Ex 50 
ขนาด 49 แรงม้า เป็นต้นก าลัง  การเก็บข้อมูลการทดสอบเพื่อค านวณหาความสามารถในการท างาน 
ประสิทธิภาพการท างานเชิงพื้นท่ี อตัราการส้ินเปลืองน ้ามนัเช้ือเพลิง ผลการทดสอบเป็นดงั Table 4  

 
Figure 16  Field test  
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Table 4 Result of the subsoiler test in the field 
 Rep 1 Rep 2 Rep3 

Area (rai) 0.5 0.5 0.5 
Moving Speed of Tractor (km/hr) 2.88 2.88 2.88 

Field efficiency (%) 72.69 68.74 70.71 
Field capacity (rai/hr) 2.35 2.48 2.42 

Fuel consumption (l/rai) 3.54 3.62 3.52 
Working depth (cm)  42 40 42 

 

สรุปผลการทดลอง 
 ไถระเบิดดินดานท่ีออกแบบเป็นแบบ 2 ขา มีปีกสองขา้ง ขนาดขาไถยาว 1 เมตร ที่ปลายขาไถ
มีเหล็กส าหรับระเบิดดินดานมีขนาด 1.5 น้ิว ทดสอบไถระเบิดดินดานท่ีระดบัดินดานลึก 35 เซนติเมตร 
ในแปลงของเกษตรกรปลูกออ้ย ท่ี อ. บา้นไผ่ จ. ขอนแก่น พบว่า สามารถระเบิดดินดานได ้ท่ีความช้ืนดิน 
14.53 % โดยไถได้ท่ีความลึกเฉล่ีย 41 เซนติเมตร มีความสามารถในการท างานเฉล่ีย 2.42 ไร่/ชม. 
มีประสิทธิภาพการท างานเชิงพื้นท่ีเฉล่ีย  70.71% ใชน้ ้ามนัเช้ือเพลิงเฉล่ีย 3.56 ลิตร/ไร่   
 ส าหรับในการไถระเบิดดินดาน ในไร่มนัส าปะหลงันั้น จะช่วยท าลายชั้นดินดาน ท าให้มนัส าปะหลงั
เพิ่มผลผลิต แต่ชาวไร่ส่วนใหญ่ไม่มีรถแทรกเตอร์ขนาดใหญ่เพราะมีราคาแพง จึงไดอ้อกแบบไถระเบิดดิน
ดานใหใ้ชก้บัรถแทรกเตอร์ขนาดเล็ก 49-50 แรงมา้ ซ่ึงราคาถูกกวา่รถแทรกเตอร์ขนาดใหญ่ เหมาะกบัชาวไร่
มนัส าปะหลงัท่ีส่วนใหญ่เป็นเกษตรกรรายยอ่ย การทดสอบพบวา่มีความสามารถในการท างาน 2.5 ไร่/ชัว่โมง 
อตัราการใช้น ้ ามนัเช้ือเพลิง 3.0 ลิตร/ไร่ แต่ถา้เกษตรกร มีรถแทรกเตอร์ขนาด 36 แรงมา้ ก็สามารถ ถอดขาไถ
ระเบิดดินดานให้เหลือเพียงหน่ึงขา ก็สามารถใชต้น้ก าลงัรถแทรกเตอร์ขนาดดงักล่าว  ไถระเบิดดินดานใน
แปลงปลูกมนัส าปะหลงัได ้ 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 ปัจจุบนั มีหา้งหุน้ส่วนจ ากดั ศรีก าแพงแสนมอเตอร์ น าตน้แบบไปผลิตจ าหน่ายเชิงพาณิชยแ์ลว้ มี
เกษตรกรสนใจซ้ือไปใชง้านแลว้จ านวนหน่ึง  
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Figure 17 Subsoiler Attach with tractor 36 (left) and 50 hp (Right) 
 

 
 

Figure 18 Field day  
 

ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณ คุณกิตติพิชญ ์อึงสถิตยถ์าวร เกษตรกรไร่ออ้ย และ มนัส าปะหลงั ใน จ.ขอนแก่น ซ่ึงได้
ช่วยอ านวยความสะดวกในการทดสอบ ให้สถานท่ีในการทดสอบ ขอขอบคุณ ข้าราชการ และลูกจ้าง
สถาบนัวจิยัเกษตรวิศวกรรม กรมวิชาการเกษตร เจา้หนา้ท่ี หจก. ศรีก าแพงแสนมอเตอร์ ทุกท่านท่ีไดร่้วมมือ
ในการสร้างและทดสอบไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรกเตอร์ขนาดกลาง จนงานวจิยัลุล่วง 
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Maize Seed Village “Nakhon Sawan 3” 
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ABSTRACT 
 In 2010, the new drought tolerant hybrid maize “Nakhon Sawan 3” was released by the 
Department of Agriculture.  However, seed dissemination to small farmers was very limited to only 20 tons 
a year.  Thus, accession to the hybrid variety and seed was quite difficult for farmers.  Consequently, Field 
and Renewable Energy Crops Research Institute (FCRI) collaborated with Nakhon Sawan Field Crops 
Research Center setting up the project “Maize Seed Village” then networking with the Agricultural 
Research and Development Centers (ARDC) to improve seed dissemination concomitant with improving 
farmer skill on hybrid seed production.  The project was launched in 2013-2015 with financial support from 
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“DOA Agricultural Budget”; the aim was to disseminate “Nakhon Sawan 3” hybrid, to promote farmers 
producing the seed for their own use to reduce cost of seed purchasing and to have sufficient seed spared in 
case of crop loss.  Moreover, farmers could produce for community and earned more income.  The most 
important is to promote sustainability of maize production.  Production areas were in 5 provinces i.e. 
Nakhon Sawan, Petchabun, Chiangmai, Tak and Sukhothai; 97 farmers in 40 villages produced the seed 
in 320 rai.  Ninety-seven tons of seed valued of 6.8 million baht were produced; 12.8 tons seed were 
kept for the next season planting.  Eighty-two tons of seed was sold and estimated income was     
3.8 million baht.  Planting areas of hybrid maize was 32,000 rai producing 22,400 tons of grain to 
local trade approximately 135 million baht.  
 

Key-words : maize, hybrid, Nakhon Sawan 3, seed production, seed village 
 

บทคดัย่อ 
ในปี 2553  กรมวิชาการเกษตรรับรองพันธ์ุข้าวโพดเล้ียงสัตว์ลูกผสม ผลผลิตสูง 

ทนทานแลง้ พนัธ์ุ นครสวรรค์ 3 แต่มีปริมาณการผลิตเมล็ดพนัธ์ุเพียงปีละ 20 ตนั  ท าให้เกษตรกร
เขา้ถึงพนัธ์ุและเมล็ดพนัธ์ุไดย้าก  สถาบนัวจิยัพืชไร่และพืชทดแทนพลงังานจึงร่วมกบัศูนยว์ิจยัพืชไร่
นครสวรรค์และศูนย์วิจยัฯ ท่ีเก่ียวขอ้ง   พฒันาประสิทธิภาพการบริการด้านพนัธ์ุและเมล็ดพนัธ์ุ
พร้อมกบัพฒันาศกัยภาพเกษตรกร ดว้ยการจดัท าโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมพนัธ์ุ
นครสวรรค ์3  ด าเนินการปี 2556-2558โดยไดรั้บการสนบัสนุนจากเงินรายไดก้ารด าเนินงานวิจยัดา้น
การเกษตร  เพื่อส่งเสริมให้เกษตรกรผลิตเมล็ดพนัธ์ุใช้เอง เพื่อลดค่าใช้จ่ายดา้นเมล็ดพนัธ์ุ  มีเมล็ด
พนัธ์ุส ารองเม่ือเกิดภยัธรรมชาติ  สามารถผลิตและกระจายสู่ชุมชนเพื่อสร้างรายได ้และความย ัง่ยืน
ในการผลิตขา้วโพด  พื้นท่ีด าเนินการ 5 จงัหวดั ไดแ้ก่ นครสวรรค ์เพชรบูรณ์ เชียงใหม่ ตาก และ
สุโขทยั  มีเกษตรกรร่วมด าเนินการในปี  2555/56 จ านวน 97 รายใน 40 หมู่บา้น ในพื้นท่ี 321 ไร่ 
และปี 2556/57 จ  านวน 53 รายใน 30 หมูบา้น พื้นท่ี 195 ไร่ รวมพื้นท่ีปลูกทั้งหมด 516 ไร่ ไดเ้มล็ด
พนัธ์ุคุณภาพดีจ านวน 97 ตนั คิดเป็นมูลค่า 6.8 ลา้นบาท  เกษตรกรเก็บเมล็ดพนัธ์ุไวป้ลูกเอง 12.8 ตนั 
จ  าหน่าย 84.2 ตนั  ท าให้มีรายไดจ้ากการจ าหน่ายเมล็ดพนัธ์ุ 3.8 ลา้นบาท  เมล็ดพนัธ์ุท่ีผลิตไดน้ าไป
ปลูกต่อในพื้นท่ี 32,000 ไร่ ไดเ้มล็ดสู่ทอ้งถ่ิน 22,400 ตนัมูลค่า 135 ลา้นบาท  
ค าหลกั : ขา้วโพด  ลูกผสม  นครสวรรค ์3  ผลิตเมล็ดพนัธ์ุ  หมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุ 

 

ค าน า 
 ปัจจุบนัการเปล่ียนแปลงสภาพภูมิอากาศท าให้การผลิตขา้วโพดเล้ียงสัตวเ์ส่ียงต่อสภาพฝน
แลง้หรือน ้าท่วมท าความเสียหายต่อขา้วโพด  การไถทิ้งแลว้ปลูกใหม่เป็นการเพิ่มตน้ทุนค่าเมล็ดพนัธ์ุ 
ในขณะท่ีตน้ทุนการผลิตอ่ืนๆไดแ้ก่ ปุ๋ย และสารเคมีก็มีราคาสูงข้ึน  ขณะเดียวกนักระทรวงเกษตรและ
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สหกรณ์มกัได้รับการร้องเรียนและการตั้งกระทู ้ถามถึงแนวทางแก้ไขปัญหาเมล็ดพนัธ์ุราคาแพง  
รวมทั้งวิธีการผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมใช้เองของกลุ่มเกษตรกร  เพื่อลดตน้ทุนการผลิตและ
เป็นการเพิ่มศกัยภาพของเกษตรกรในการพึ่งพาตนเองดว้ย 

ปี 2553 กรมวิชาการเกษตรรับรองพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตวลู์กผสมเด่ียว ผลผลิตสูง ทนทาน
แลง้ พนัธ์ุนครสวรรค์ 3 โดยศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์ด าเนินการวิจยัและพฒันาพนัธ์ุ (พิเชษฐ์ และ
คณะ, 2552) พร้อมทั้งมีเทคโนโลยีการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ (ชุติมา และคณะ, 2550) ซ่ึงเกษตรกรสามารถ
ผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้อง  ศูนยว์จิยัพืชไร่นครสวรรคผ์ลิตเมล็ดพนัธ์ุไดป้ริมาณจ ากดัเพียงปีละ 20 ตนั และ
ช่องทางการกระจายพนัธ์ุและเมล็ดพนัธ์ุไม่กวา้งขวาง ดงันั้น ในปี 2556-2558 สถาบนัวิจยัพืชไร่และ
พืชทดแทนพลังงานจึงร่วมกับศูนย์วิจยัพืชไร่นครสวรรค์และศูนย์วิจยัและพฒันาการเกษตรฯ ท่ี
เก่ียวขอ้ง   พฒันาการบริการด้านพนัธ์ุและเมล็ดพนัธ์ุ  พร้อมกบัพฒันาศกัยภาพเกษตรกร ด้วยการ
จดัท าโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมพนัธ์ุนครสวรรค ์3  ขยายผลจากความร่วมมือ
ระหว่างกรมวิชาการเกษตรและสถาบนัพฒันาชนบท  สาธารณรัฐเกาหลี ภายใตโ้ครงการเสริมสร้าง
ความร่วมมือดา้นอาหารและเกษตรแห่งอาเซียน (Asian Food & Agriculture Cooperation Initiative, 
AFACI) ช่ือโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดในประเทศไทย ปี 2553-2556 (Koshawatana et al. 2013)
 ส าหรับโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสม พนัธ์ุนครสวรรค์ 3 สนบัสนุนโดยเงิน
รายได้การด าเนินงานวิจยัด้านการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร  มีวตัถุประสงค์เพื่อกระจายพนัธ์ุ
ขา้วโพดของทางราชการใหเ้กษตรกรใชอ้ยา่งกวา้งขวางยิ่งข้ึน และตอบโจทยเ์กษตรกรท่ีตอ้งการผลิต
เมล็ดพนัธ์ุราคาไม่แพงใช้เอง มีเมล็ดพนัธ์ุส ารองเม่ือเกิดภยัธรรมชาติ  โดยมีเกษตรกรเป็นเครือข่าย
การผลิต  จึงเพิ่มศกัยภาพเกษตรกรใหส้ามารถผลิตเมล็ดพนัธ์ุสู่ชุมชน สร้างรายได ้และความย ัง่ยืนใน
การผลิต เกษตรกรคนเก่งพฒันาเป็นตน้แบบแก่เพื่อนบา้น  ขณะเดียวกนักรมวิชาการเกษตรสามารถ
ใหบ้ริการดา้นพนัธ์ุและกระจายพนัธ์ุเพิ่มข้ึนโดยผา่นระบบเครือข่ายเกษตรกร 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
ขั้นตอนด าเนินงาน 

1. เสวนาเกษตรกร 
ติดต่อประสานงานกบักบัผูด้  าเนินโครงการงาน  เกษตรกรตน้แบบ และเกษตรกรรายใหม่  

เพื่อจดัเสวนาแสดงให้เห็นความส าคญัถึงประโยชน์ท่ีจะเกิดร่วมกนั  จากการด าเนินงาน รู้ถึงความ
ตอ้งการพนัธ์ุ และปริมาณเมล็ดพนัธ์ุ     
2. ผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดสายพนัธ์ุแท้พนัธ์ุแม่ ตากฟ้า 1 และพนัธ์ุพ่อ ตากฟ้า 3 

ผลิตเมล็ดพนัธ์ุข้าวโพดสายพนัธ์ุแท้ ให้มีปริมาณเพียงพอส าหรับผลิตเมล็ดพนัธ์ุข้าวโพด     
เล้ียงสัตวลู์กผสม นครสวรรค์ 3 โดย ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์ ผลิตเมล็ดพนัธ์ุสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม่  
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ตากฟ้า 1 พื้นท่ี 12 ไร่ เพื่อให้ไดเ้มล็ดพนัธ์ุสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม่ 3,000 กิโลกรัม และสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุ
พอ่ตากฟ้า 3 พื้นท่ี 4 ไร่ เพื่อใหไ้ดเ้มล็ดพนัธ์ุจ านวน 1,000 กิโลกรัม 
3. ทดสอบพนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์แบบเกษตรกรมีส่วนร่วม 

เกษตรกรตน้แบบท าแปลงทดสอบพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตวลู์กผสมพนัธ์ุนครสวรรค์ 3 เพื่อ
ประเมินศกัยภาพการเจริญเติบโตผลผลิต และการใหผ้ลผลิต เปรียบเทียบกบัพนัธ์ุการคา้ท่ีเกษตรกรนิยม
ปลูก พื้นท่ีรายละ 1 ไร่ 
4. ท าแปลงต้นแบบการผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์ลูกผสม นครสวรรค์ 3 

เกษตรกรตน้แบบจดัท าแปลงตน้แบบเพื่อเป็นตวัอยา่งแก่เพื่อนบา้น และเกษตรกรในหมู่บา้น
ใกลเ้คียงในการผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมพนัธ์ุนครสวรรค์ 3 และเรียนรู้ศกัยภาพการเจริญเติบโต 
และใหผ้ลผลิตของสายพนัธ์ุแท ้  โดยเกษตรกรตน้แบบแต่ละรายท าแปลงตน้แบบการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ
พื้นท่ี 1 ไร่  โดยปลูกสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม่ 4 แถวสลบักบัสายพนัธ์ุพ่อ 1 แถว ดูแลรักษาตามค าแนะน า
ของกรมวชิาการเกษตร ก าจดัช่อดอกตวัผูใ้นแถวสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม่เม่ือช่อดอกตวัผูเ้ร่ิมเจริญจากใบธง  
ก าจดัตน้ปลอมปน และตดัแถวสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุพ่อทิ้งหลงัการผสมเกสร  จดักิจกรรมน าเกษตรกร
เยีย่มชมแปลง เพื่อแลกเปล่ียนประสบการณ์ระหวา่งเกษตรกร 
5. คัดเลือกเกษตรกรร่วมโครงการ ถ่ายทอดความรู้การผลิตเมล็ดพันธ์ุข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสม 
นครสวรรค์ 3 

จากผลการด าเนินงานในระยะแรกซ่ึงเป็นความร่วมมือกบัสาธารณรัฐเกาหลี ปี 2553-2556 
แสดงใหเ้ห็นวา่เกษตรกรสามารถผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมไวใ้ชเ้องได ้ท าให้สามารถลดตน้ทุน
ค่าเมล็ดพนัธ์ุไดถึ้งร้อยละ 40 และขา้วโพดพนัธ์ุน้ีเจริญเติบโตไดดี้และให้ผลผลิตไม่แตกต่างจากพนัธ์ุ
การคา้ทัว่ไป ท าใหเ้กษตรกรขา้งเคียงสนใจเขา้ร่วมโครงการ และมีเกษตรกรท่ีสามารถเป็นตน้แบบ จึง
ได้จดัประชุมกลุ่มเกษตรกร 5 จงัหวดั ได้แก่ เชียงใหม่  สุโขทยั เพชรบูรณ์ นครสวรรค์ และตาก 
คดัเลือกเกษตรกรและ/หรือกลุ่มเกษตรกรท่ีสนใจถ่ายทอดความรู้ ให้ค  าแนะน าเทคโนโลยีการผลิต 
แก่เกษตรกรในช่วงก่อนฤดูปลูก 
6. เกษตรกรท าแปลงผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์ลูกผสม นครสวรรค์ 3 

เกษตรกรผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตวลู์กผสมนครสวรรค์ 3 ใช้เอง และจ าหน่ายให้
เกษตรกรรายอ่ืนใช้ในชุมชน   โดยซ้ือเมล็ดพนัธ์ุสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่เพื่อปลูกเป็นแปลง
ผลิตเมล็ดพนัธ์ุรายละ 1-5 ไร่ ตามศกัยภาพการผลิตของแต่ละราย  เกษตรกรจดัหาปัจจยัการผลิตเอง 
โดย ศวร.นครสวรรค์ วิเคราะห์ดินเพื่อแนะน าการใช้ปุ๋ยอย่างถูกตอ้งและเหมาะสมกบัชนิดของดิน   
ติดตามตรวจแปลงและใหค้ าแนะน าตลอดกระบวนการผลิต  
7. ประเมินความพงึพอใจการผลติเมลด็พนัธ์ุ และการปลูกเมลด็พนัธ์ุทีผ่ลติได้ในฤดูถัดไป  

ประเมินความพึงพอใจของผูผ้ลิตเมล็ดพนัธ์ุ และผูน้ าเมล็ดพนัธ์ุท่ีผลิตได้ไปปลูกต่อในฤดู
ถดัไป   และรับฟังปัญหาอุปสรรคและขอ้เสนอแนะเพื่อปรับปรุงการด าเนินงาน โดยการสัมภาษณ์



171

 
 

171 
 

เกษตรกรหลงัเสร็จส้ินการเก็บเก่ียวแปลงผลิตเมล็ดพนัธ์ุ และแปลงพนัธ์ุลูกผสมท่ีไดจ้ากการน าเมล็ด
พนัธ์ุท่ีผลิตไดไ้ปปลูกต่อ 
8. รายงานความก้าวหน้าและสรุปผล 

บนัทึกข้อมูลผลการด าเนินงาน วิเคราะห์ และแปลผลข้อมูล วิเคราะห์และก าหนด แนว
ทางการปรับปรุงวธีิด าเนินงาน และขอ้เสนอแนะส าหรับการด าเนินโครงการต่อไป 

ระยะเวลาด าเนินงาน   ตั้งแต่ ตุลาคม 2555 ส้ินสุด  กุมภาพนัธ์ 2558 
สถานทีด่ าเนินงาน    5 จงัหวดั ไดแ้ก่ นครสวรรค ์เพชรบูรณ์ เชียงใหม่ สุโขทยั และตาก   

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. เสวนาเกษตรกร  

จดัเสวนาเกษตรกร 13 คร้ังและร่วมหารือ 3 คร้ัง มีเกษตรกรร่วมเสวนานอ้ยท่ีสุด 14 ราย 
และมากท่ีสุด  92 ราย จากพื้นท่ีต่างๆ รวม 41 หมู่บา้น จากพื้นท่ี 17 ต าบล  8 อ าเภอ ใน 5 จงัหวดั 
(Table1) พบวา่ เกษตรกรสนใจผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสม เพราะเห็นวา่ช่วยลดตน้ทุนค่าเมล็ด
พนัธ์ุ แต่ยงัไม่มีองคค์วามรู้เก่ียวกบัวธีิการผลิตเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสม  บางหมู่บา้นยงัไม่รู้จกัพนัธ์ุ
ขา้วโพดนครสวรรค ์3 ส าหรับกลุ่มเกษตรกรจงัหวดัเชียงใหม่รายเดิมเสนอให้พฒันาสายพนัธ์ุพ่อให้
โปรยละอองนานข้ึนในสภาพอากาศหนาวเยน็    
2. ผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดสายพนัธ์ุแท้พนัธ์ุแม่ ตากฟ้า 1 และสายพนัธ์ุแท้พนัธ์ุพ่อ ตากฟ้า 3 

ศวร. นครสวรรค์ ผลิตเมล็ดพนัธ์ุสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม่ ตากฟ้า 1 จ  านวน 3,000 กิโลกรัม และสาย
พนัธ์ุแทพ้นัธ์ุพอ่ ตากฟ้า 3 จ  านวน 1,000 กิโลกรัม จ าหน่ายสายพนัธ์ุแทแ้ก่เกษตรกรท่ีร่วมโครงการเป็นสาย
พนัธ์ุแทพ้นัธ์ุแม ่1,791 กิโลกรัม และสายพนัธ์ุแทพ้นัธ์ุพอ่ 612 กิโลกรัม  
3. ทดสอบพนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์แบบเกษตรกรมีส่วนร่วม 
 ในฤดูแล้งปี 2555/56 เกษตรกรท าแปลงทดสอบเพื่อเปรียบเทียบพนัธ์ุข้าวโพดลูกผสม
นครสวรรค ์3 กบัพนัธ์ุการคา้จ านวน 2 แปลง รวม 19 ไร่ แบ่งเป็น จงัหวดัตาก 1 แปลงพื้นท่ี 10 ไร่ 
และจงัหวดัเพชรบูรณ์ 1 แปลงพื้นท่ี 9 ไร่ ในฤดูฝนปี 2556 เกษตรกรปลูกแปลงตน้แบบทดสอบพนัธ์ุ 
2 แปลง พื้นท่ี 21 ไร่ แบ่งเป็นจงัหวดันครสวรรค ์1 แปลงพื้นท่ี 15 ไร่ จงัหวดัสุโขทยั 1 แปลง พื้นท่ี     
6 ไร่ และปลูกแปลงสาธิตพนัธ์ุนครสวรรค ์3 ณ จงัหวดันครสวรรค ์1 แปลงพื้นท่ี 20 ไร่  พบวา่ การ
เจริญเติบโตและผลผลิตของขา้วโพดลูกผสมมีศกัยภาพการเจริญเติบโตและการให้ผลผลิตใกลเ้คียง
กบัพนัธ์ุการคา้ท่ีเกษตรกรนิยมปลูก 
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4. ท าแปลงต้นแบบการผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์ลูกผสม นครสวรรค์ 3 
 เกษตรกรตน้แบบทั้งส้ิน 9 ราย พื้นท่ีแปลง 52 ไร่ แบ่งเป็นปีท่ี 1 จ านวน 22 ไร่  ปีท่ี 2 จ านวน 

30 ไร่ เกษตรกรไม่สะดวกท าแปลงตน้แบบรายละ 1 ไร่ซ่ึงตอ้งปลูกแยกแปลง  จึงใชพ้ื้นท่ีทั้งหมดของแต่
ละรายเป็นแปลงตน้แบบ   เกษตรกรจงัหวดัตากพฒันาเทคนิคจนไดผ้ลผลิตเมล็ดพนัธ์ุ 450 กิโลกรัมต่อไร่ 
ส าหรับรายท่ีไดผ้ลผลิตต ่าประสบอากาศหนาวจดัระยะเจริญเติบโต หรืออากาศร้อนจดัในระยะออกดอก 
(Table2) 
5. คัดเลอืกเกษตรกรเข้าร่วมโครงการและถ่ายทอดความรู้การผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพด       

ฤดูแลง้ปี 2555/56 มีเกษตรกร 97 รายจาก 40 หมู่บา้นใน 5 จงัหวดั ท าแปลงผลิตเมล็ดพนัธ์ุ 320 ไร่ 
ฤดูฝนปี 2556 มีเกษตรกร 10 รายจาก 2 หมู่บา้นในจงัหวดัเชียงใหม่ท าแปลง 37 ไร่ และฤดูแลง้ปี 2556/57 มี
เกษตรกร 43 รายจาก 28 หมู่บา้น ใน 5 จงัหวดั ท าแปลงผลิตเมล็ดพนัธ์ุ 158 ไร่ (Table3)  มีการถ่ายทอดความรู้
เก่ียวกบัลกัษณะสายพนัธ์ุแท ้วธีิการปลูก การก าจดัเกสรตวัผูใ้นแถวแม่ การตดัตน้ปลอมปน การเก็บเก่ียว ซ่ึง
เกษตรกรส่วนใหญ่ปฏิบติัตาม มีบางรายท่ีไม่ตดัแถวพอ่ทิ้งเน่ืองจากเพิ่มค่าแรงงาน พื้นท่ีปลูกในปีท่ี 2 ลดลง
เน่ืองจากการผลิตไม่เป็นไปตามวตัถุประสงคเ์พราะเกษตรกรท่ีจงัหวดัสุโขทยัปลูกขา้วในฤดูฝน แต่เป็นกลุ่ม
เกษตรกรท่ีมีศกัยภาพผลิตเน่ืองจากมีประสบการณ์ผลิตเมล็ดพนัธ์ุใหก้บับริษทั   
6. เกษตรกรท าแปลงผลติเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดเลีย้งสัตว์ลูกผสม พนัธ์ุนครสวรรค์ 3 
 เกษตรกรท่ีคดัเลือกเขา้ร่วมโครงการในขอ้ 5 ด าเนินการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ (Table3) พบวา่ พื้นท่ี
ผลิตในฤดูแลง้มากกวา่เน่ืองจากเกษตรกรตอ้งการเมล็ดพนัธ์ุเพื่อปลูกในฤดูฝนปีถดัไป  มีการผลิตใน
ฤดูฝนเล็กน้อยแต่ประสบปัญหาฝนตกในระยะโปรยละอองเกสรและในระยะเก็บเก่ียวท่ีท าให้
ขา้วโพดเปียกฝน  ไดเ้มล็ดพนัธ์ุจากการผลิต 3 ฤดู จ านวน 97 ตนั  ประมาณราคาท่ีเกษตรกรจ าหน่าย 
70 บาทต่อกิโลกรัม คิดเป็นมูลค่าเมล็ดพนัธ์ุ 6.8 ลา้นบาท  เกษตรกรเก็บเมล็ดพนัธ์ุไวป้ลูกเอง 12.8 ตนั 
จ าหน่าย 84.2 ตนั ประมาณรายไดจ้ากการจ าหน่ายเมล็ดพนัธ์ุ 3.8 ลา้นบาท (Table4) หากประเมินจาก
เมล็ดพนัธ์ุท่ีผลิตไดจ้ะสามารถปลูกต่อไดใ้นพื้นท่ี 32,000 ไร่ ไดเ้มล็ดขา้วโพดสู่พ่อคา้ทอ้งถ่ิน 22,400 ตนั
มูลค่า 135 ลา้นบาท 
 ผลผลิตต่อไร่ท่ีเกษตรกรผลิต พบวา่ มีการกระจายตั้งแต่ 15-560 กิโลกรัมต่อไร่  การท่ีผลผลิต
ต่อไร่สูงเน่ืองจากการเจริญเติบโตไม่กระทบอากาศร้อนจดัหรือหนาวจดัในระยะผสมเกสร การเตรียม
แปลงและการดูแลรักษาดี  บางพื้นท่ีพฒันาเทคนิคการปลูกแทรกแถวเช่น จงัหวดัตาก  ส าหรับกรณี
ผลผลิตต่อไร่ต ่าเกิดจากกระทบอากาศเยน็ระยะแรกของการเจริญ และช่วงผสมเกสร  การกระทบ
อากาศร้อนระยะออกดอก  การผลิตฤดูฝนมีปัญหาฝนตกในระยะโปรยละอองเกสรและเปียกฝนใน
ระยะเก็บเก่ียว ท าใหมี้เช้ือราเขา้ท าลายเมล็ด  ตน้ทุนต่อไร่ท่ีเป็นเงินสดมีค่าเฉล่ีย 5,054-7,992 บาทต่อไร่ 
หรือ 19-100 บาทต่อกิโลกรัม (Table4) ตน้ทุนต่อกิโลกรัมจะสูงหรือต ่านั้นข้ึนกบัผลผลิตต่อไร่       
แม้ต้นทุนต่อไร่เท่ากันแต่ถ้าได้ผลผลิตต่อไร่สูงจะท าให้ต้นทุนการผลิตต่อกิโลกรัมต ่าลง หาก
ประมาณตน้ทุนการผลิต 80 บาทต่อกิโลกรัมเม่ือเทียบกบัการซ้ือเมล็ดพนัธ์ุมาปลูกราคา 150 บาทต่อ
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กิโลกรัม  จะท าให้เกษตรกรสามารถลดตน้ทุนค่าเมล็ดพนัธ์ุไดถึ้งร้อยละ 50 คิดเป็นลดลง 70 บาทต่อ
กิโลกรัมหรือ 210 บาทต่อไร่ ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงความส าเร็จของโครงการน้ีในการช่วยลดตน้ทุนการ
ผลิตค่าเมล็ดพนัธ์ุ 
7. ประเมินความพงึพอใจการผลติเมลด็พนัธ์ุ และการปลูกเมลด็พนัธ์ุทีผ่ลติได้ในฤดูถัดไป 
  ความพึงพอใจการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ 
 เกษตรกรพึงพอใจเทคโนโลยกีารผลิตเมล็ดพนัธ์ุในระดบัมากถึงมากท่ีสุด (ระดบั 4-5) ตั้งแต่การ
เตรียมแปลง การปลูก การตดัพนัธ์ุปน การก าจดัช่อดอกตวัผูใ้นแถวแม่ การเก็บเก่ียว โดยเฉพาะ
คุณภาพความงอก ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการผลิตในปริมาณน้อยท าให้การลดความช้ืน ปรับปรุงสภาพ
เมล็ดพนัธ์ุมีประสิทธิภาพ  บางรายพอใจคุณภาพในระดบัเล็กนอ้ย เน่ืองจากผลิตในฤดูฝน มีฝนในระยะ
เก็บเก่ียว  เกษตรกรยงัเห็นวา่การผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้องช่วยลดตน้ทุนค่าเมล็ดพนัธ์ุ และเห็นดว้ยกบัการ
ผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้อง (Table5) 

ความพึงพอใจการปลูกเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสม  
เกษตรกรพึงพอใจศกัยภาพของพนัธ์ุในระดบัมากถึงมากท่ีสุด (ระดบั 4-5)  เรียงล าดบัจาก สีเมล็ด  

สีใบ ความแข็งแรงของล าตน้  เก็บเก่ียวง่าย  ความแข็งแรงของตน้กลา้หลงัปลูก และการประหยดัค่า
เมล็ดพนัธ์ุ  ส าหรับลกัษณะอ่ืนก็อยู่ในเกณฑ์พอใจเช่นเดียวกนั (Table 5)  ดงันั้นเกษตรกรท่ีเข้าร่วม
โครงการจึงยอมรับทั้งพนัธ์ุและเทคโนโลยกีารผลิตเมล็ดพนัธ์ุ 
 ความพึงพอใจการบริการของโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตว ์ 
 เกษตรกร 50 รายจาก 8 จงัหวดั มากกว่าร้อยละ 90 พึงพอใจต่อการบริการ (ระดบัพอใจ-
พอใจมาก) โดยค่าเฉล่ียความพึงพอใจในภาพรวมร้อยละ 87.44 (Table 6) ซ่ึงสถาบนัวิจยัพืชไร่และ
พืชทดแทนพลงังานไดเ้สนอโครงการหมู่บา้นเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตวลู์กผสมพนัธ์ุนครสวรรค ์3  
เป็นตวัช้ีวดัความพึงพอใจของผูรั้บบริการในการจดัท าค ารับรองการปฏิบติัราชการของหน่วยงาน
ประจ าปี พ.ศ. 2556 

 

สรุปผลการทดลอง 
 1. กรมวิชาการเกษตรสามารถให้บริการพนัธ์ุและเมล็ดพนัธ์ุข้าวโพดเล้ียงสัตว์ลูกผสม 
นครสวรรค ์3 แก่เกษตรกร เฉล่ียจากเดิมปีละ 20 ตนัเป็น 68 ตนั โดยถ่ายทอดเทคโนโลยีดา้นพนัธ์ุและ
การผลิตเมล็ดพนัธ์ุแก่เกษตรกร ไดเ้มล็ดพนัธ์ุคุณภาพดี 97 ตนั มูลค่า 6.8 ลา้นบาท   
 2. เกษตรกรมีเมล็ดพนัธ์ุไวป้ลูกเอง 12.8 ตนั ประมาณพื้นท่ีปลูกต่อ 32,000 ไร่ ได้เมล็ด
ขา้วโพดสู่ทอ้งถ่ิน 22,400 ตนั มูลค่า 135 ลา้นบาท เมล็ดพนัธ์ุส่วนเกินจ าหน่ายได ้84.2 ตนั  ประมาณ
รายไดเ้กษตรกรจากการจ าหน่ายเมล็ดพนัธ์ุรวม 3.8 ลา้นบาท   
 3. เกษตรกรรับรู้และยอมรับพนัธ์ุขา้วโพดเล้ียงสัตวลู์กผสม นครสวรรค ์3 มีความพึงพอใจศกัยภาพ
ของพนัธ์ุและเทคโนโลยกีารผลิตเมล็ดพนัธ์ุในระดบัมากถึงมากท่ีสุด  และเห็นดว้ยกบัการผลิตเมล็ดพนัธ์ุใช้
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เองเพื่อประหยดัค่าใช้จ่าย  ช่วยพฒันาองคค์วามรู้แก่ตน ชุมชน และเพิ่มรายได ้  การเป็นเกษตรกรตน้แบบ
เป็นการส่งต่อองคค์วามรู้แก่เพื่อนบา้น เกิดความภาคภูมิใจ 
  

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 1. การบริการดา้นเมล็ดพนัธ์ุ   เป็นการเพิ่มช่องทางใหม่ในการให้บริการจากเดิมท่ีภาครัฐ
เป็นผูผ้ลิตเมล็ดพนัธ์ุจ  าหน่ายโดยตรงเพียงช่องทางเดียว   เพิ่มช่องทางโดยให้เกษตรกรเป็นผูผ้ลิตโดย
มีภาครัฐเป็นผูก้  ากบัและผูส่้งเสริม   ท าให้สามารถขยายการผลิตไปยงัพื้นท่ีอ่ืนท่ีมีความพร้อมและ
เหมาะสมได ้   
 2. การบริการทางวิชาการ  เป็นช่องทางน าผลงานวิจยัสู่การน าไปใชป้ระโยชน์โดยถ่ายทอด
เทคโนโลยีการผลิตเมล็ดพนัธ์ุและเผยแพร่พนัธ์ุซ่ึงเป็นผลงานวิจยัของกรมวิชาการเกษตรสู่ผูใ้ช้
ประโยชน์โดยตรง   นอกจากน้ียงักระตุน้ใหเ้กษตรกรต่ืนตวัในการผลิต การสร้างกลุ่ม และตระหนกั
รู้ถึงศกัยภาพของตนเอง  ท าให้เกิดเครือข่ายภายในกลุ่มเกษตรกร และความพยายามในการสร้าง
ความยอมรับของเกษตรกรตน้แบบต่อเมล็ดพนัธ์ุและพนัธ์ุท่ีตนเองผลิต 
 3. การผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้องท าให้เกษตรกรมีรายไดเ้พิ่มข้ึนและลดตน้ทุนค่าเมล็ดพนัธ์ุไร่ละ 
210 บาท รายไดจ้ากการจ าหน่ายเมล็ดพนัธ์ุให้เพื่อนบา้นต ่าสุดครัวเรือนละ 3,000 บาท และสูงสุด
ครัวเรือนละ 200,000 บาท ซ่ึงเป็นแนวทางการเพิ่มรายไดแ้ละลดตน้ทุนการผลิตให้เกษตรกรตาม
นโยบายรัฐบาลท่ีสามารถด าเนินการและขยายผลไดง่้าย 
 4. ผลของโครงการท าให้เกิดเกษตรกรตน้แบบและแปลงตน้แบบ  ท่ีเป็นแหล่งเรียนรู้และ
ศึกษาดูงานของเกษตรกร และหน่วยงานต่างๆ ทั้งในและต่างประเทศ เป็นตน้แบบในการน าไป
พฒันาโครงการในพื้นท่ีต่างๆ 

5. พฒันาศกัยภาพของเกษตรกร สร้างชุมชนเขม้แข็ง  ส่งเสริม “ทุนความรู้” และ “ทุนสังคม”   
เน่ืองจากเมล็ดพนัธ์ุท่ีเกษตรกรใช้มากกว่าร้อยละ 95 มาจากภาคเอกชนซ่ึงเป้าหมายทางธุรกิจคือ 
ผลตอบแทนสูงสุดและการส่งออก  ดงันั้นจึงเป็นหนา้ท่ีของภาครัฐในการผลิตเมล็ดพนัธ์ุไวเ้ป็นกนัชน 
(Buffer) เพื่อความมัน่คงทางอาหารและรักษาภูมิปัญญาของชาติเพื่อการผลิตอยา่งย ัง่ยนื   

จากการจัดเสวนาเกษตรกรต้นแบบก่อนส้ินสุดโครงการ เม่ือวนัท่ี 18 กนัยายน 2557 ณ 
เทศบาลต าบลบ่อไทย  อ าเภอหนองไผ่  จงัหวดัเพชรบูรณ์ กบักลุ่มเกษตรกรในหัวขอ้ “เกษตรกรได้
อะไร...จากการผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้อง” เกษตรกรตน้แบบ 4 รายจากจงัหวดัเพชรบูรณ์ นครสวรรค ์และ
ตาก ใหข้อ้มูลท่ีน่าสนใจโดยสรุปดงัน้ี 

1) คุณธานินทร์ เครือขวัญ เกษตรกรต้นแบบจังหวัดเพชรบูรณ์ กล่าวถึงการร่วมโครงการ
ตั้งแต่ปี 2553 มีผูส้นใจเพียง 3 รายเพราะคิดวา่ยาก แต่ตนไม่ทอ้ถอยกลบัเห็นวา่ไม่ยากดงัท่ีคิด ไดใ้ช้
เมล็ดพนัธ์ุคุณภาพดี มัน่ใจคุณภาพมากกว่าเมล็ดพนัธ์ุในทอ้งตลาด  และไดถ่้ายทอดประสบการณ์แก่
เกษตรกรท่ี สปก. จ.เพชรบูรณ์ พามาดูงาน 150 ราย และเกษตรกร จ.ก าแพงเพชร ส่ิงท่ีได้รับจาก
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โครงการคือ ความภาคภูมิใจท่ีเป็นเกษตรกรต้นแบบ ตนเองจบเพียงชั้น ป.4 แต่สามารถถ่ายทอด
ความรู้และแกปั้ญหาให้เพื่อนบา้นได ้ขณะน้ีได้รับใบอนุญาตเป็นผูร้วบรวมเมล็ดพนัธ์ุเพื่อจ าหน่าย
แลว้ จะใชเ้คร่ืองหมายการคา้ ตรามะขาม  

2. คุณสุวรรณ น่ิมสวน เกษตรกรต้นแบบจังหวัดนครสวรรค์ ทดลองผลิตเมล็ดพนัธ์ุใชเ้องได ้
จึงในปีแรก 1 ไร่  มีทั้งผูเ้ห็นดว้ยและไม่เห็นดว้ย แต่ตนไม่ทอ้ไดเ้มล็ดพนัธ์ุน าไปปลูกต่อ 40-50 ไร่ ลด
ค่าเมล็ดพนัธ์ุได้มาก ปัจจุบนัเมล็ดพนัธ์ุราคาสูงข้ึนแต่ตน้ทุนของตนยงัต ่ากว่าของเพื่อนบา้น ส่ิงท่ี
ได้รับจากโครงการคือ  สามารถผลิตเมล็ดพนัธ์ุไวใ้ช้เองและจ าหน่าย  และเป็นเกษตรกรต้นแบบ
ถ่ายทอดความรู้ให้เพื่อนบา้น และผูท่ี้ ศวร.นครสวรรค์ พามาดูงานจาก ลาว กมัพูชา และภูฏาน เป็น
ความภาคภูมิใจอยา่งหน่ึงของชีวติ 

3. คุณสีมูล ติ๊บวงศ์  เกษตรกรต้นแบบจังหวัดตาก  หลงัจากพฒันาเทคนิคการผลิต และได้
ค  าแนะน าจากนกัวชิาการเกษตร ท าใหผ้ลผลิตเมล็ดพนัธ์ุสูงข้ึนถึง 450 กิโลกรัมต่อไร่ เพื่อนบา้นสนใจ
มาเรียนรู้และท าตาม 17 ราย   เมล็ดพนัธ์ุปลูกแลว้ให้ผลผลิตดีมีการสั่งจองซ้ือเมล็ดพนัธ์ุ  ส่ิงท่ีไดรั้บ
จากโครงการ คือ ไดใ้ชเ้มล็ดพนัธ์ุท่ีผลิตเอง มัน่ใจคุณภาพ ลดตน้ทุนค่าเมล็ดพนัธ์ุ  ขณะน้ีรวมกลุ่มกนั 
15 ราย จดทะเบียนเป็นวิสาหกิจชุมชนของบา้นแม่กาษาโพธ์ิเงิน ผลิตเมล็ดพนัธ์ุจ  าหน่ายภายในกลุ่ม 
จะใชเ้คร่ืองหมายการคา้ ตราน า้พุ 

4. คุณสุกฤษฎิ์ ใจพรมเมือง เกษตรกรต้นแบบจังหวัดตาก มีสมาชิกสนใจ 7 ราย เรียนรู้วิธีการผลิต
จากนกัวชิาการเกษตร ตนท าแปลงผลิต 4 ไร่ แต่ประสบกบัอากาศร้อนไดผ้ลผลิตรวม 180 กิโลกรัม  น าเมล็ด
พนัธ์ุ 75 กิโลกรัมปลูกต่อ และให้ญาติปลูก ท่ีเหลือ จ าหน่าย 105 กิโลกรัมคิดแลว้ยงัไดก้ าไร ท่ีตนปลูกต่อ   
12 ไร่ไดผ้ลผลิตถึง 13 ตนั ท าให้เพื่อนบา้นสนใจปลูกและสั่งจองเมล็ดพนัธ์ุ  ส่ิงท่ีไดรั้บจากโครงการ คือ ได้
เมล็ดพนัธ์ุท่ีผลิตเอง  ไดค้วามรู้และประสบการณ์ในการปลูก ไดค้วามภาคภูมิใจในการเป็นผูใ้ห้ความรู้และ
อาชีพแก่เกษตรกรท่ีสนใจ 

 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบพระคุณอธิบดีกรมวิชาการเกษตร คณะกรรมการบริหารงานวิจยักรมวิชาการเกษตร 

และเงินรายได้การด าเนินงานวิจัยด้านการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ท่ีสนับสนุนงบประมาณ
ด าเนินงาน  ขอขอบพระคุณ ดร.บริบูรณ์ สมฤทธ์ิ และ ดร.ธวชัชยั ณ นคร ท่ีกรุณาติดตามโครงการ
และใหข้อ้เสนอแนะ ขอขอบพระคุณผูอ้  านวยการศูนยว์จิยัพืชไร่ฯ  และศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตร
ฯ ในพื้นท่ีท่ีให้ข้อเสนอแนะ  นักวิชาการเกษตรและเจ้าหน้าท่ีท่ีร่วมแรงร่วมใจด าเนินงานตลอด
โครงการ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเกษตรกรทุกท่านท่ีร่วมกนัสร้างความเข้มแข็งของกลุ่ม และช่วยกัน
ผลกัดนัจนไดผ้ลส าเร็จดว้ยดี 
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Table 1  Number of farmers and officers who joined seminar in 2012-2014. 

* Discussion among small groups of farmers   
**Minimum-Maximum of farmers compared with each seminar in all areas. 

 
 
 
 
 

Item Centers No. Date Numbers Numbers of Villages 
Farmer Officer Total Village  Sub-dist. District 

1 NSFCRC 1 28/11/55 92 10 102 18 9 4 

  
2 10/9/56 70 10 80 23 8 4 

    
162 20 182 41 17 8 

2 PBFCRC 1 17/10/55 34 16 50 11 8 6 

  
2 10/4/56 14 12 26 7 3 2 

    
48 28 76 18 11 8 

3 CMFCRC 1 31/10/55 35 10 45 5 3 1 

  
2 8/5/56 40 3 43 2 2 2 

    
75 13 88 7 5 3 

4 TKARDC 1 25/10/55 19 9 28 5 2 2 

  
2 26/3/56 63 5 68 5 2 2 

    
82 14 96 10 4 4 

5 STARDC 1 8/10/55 44 7 51 3 3 3 

  
2 16/8/56 28 2 30 4 4 3 

    
72 9 81 7 7 6 

6 NSARDC discuss 30/10/55 30 4 34 8 1 1 

  
discuss 28/8/56 36 7 43 12 6 1 

    
66 11 77 20 7 2 

7 PBARDC discuss 15/11/55 50 3 53 3 3 2 

  
1 12/9/56 68 6 74 1 1 1 

    
118 9 127 4 4 3 

8 CMARDC discuss 13/11/55 16 5 21 3 2 1 

  
1 27/5/56 60 10 70 1 1 1 

    
76 15 91 4 3 2 

 

 

 

Total 13/3*  14 – 92** 3 – 16 

 

 

 

26 - 102 1 - 23 4 - 17 2 - 8 
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Table 2  Numbers of model farmers and model areas in summer 2012/2013 and rainy season 2013. 

 
              * Exposed to cold weather at vegetative stage 
             ** Exposed to high temperature at flowering 

No. Name 

Seed production model farm                
Area (rai) / Yield (kg/rai) 

Varietal model farm                                         
Area (rai) / Yield (kg/rai) 

Summer 
2012/13 

Summer 
2013/14 

Summer                   
2012/13 

Rainy season                 
2013 

1 
 
 

Mr.Thanin Kruakwan 
(Petchabun) 
 

9  
(350) 

14  
(138)* 

9  
NS 3/CP 301 
(1,365/1,302) 

- 

2 
 

Mr.Songsilp Tursil 
(Petchabun) 

- 5 
(60)* 

 - 

3 
 
 

Mr.Seemool Tipwong 
(Tak) 
 

7  
(150) 

4  
(450) 

10  
นว.3/DK 191 

(670/320) 

- 

4 
 

 

Mr.Suwan Nimsuan 
(Nakhon Sawan) 
 

1 
(330) 

4 
(82)* 

- 20  
(NS 3) 

836 
5 
 
 

Mr.Sawas Chwadit 
(Nakhon Sawan) 
 

- - - 15  
NS 3/CP 801 
(1,275/1,700) 

6 
 
 

Mr.Pratep Mimtong 
(Sukhothai) 
 

- 3  
(70)** 

 15  
NS 3/Pioneer 60 

(734/569) 
7 
 

Mr.Serm Saengsuk 
(Sukhothai) 

1  
(500) 

-   

8 
 

Mr.Charoen Wongpa 
(Chiangmai) 

1  
(263) 

-   

9 
 

Mr.Charoon Boonpun 
(Chiangmai) 

3 
(200)  

-   

 Total 22 30 19 50 
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Table 5  Farmer satisfaction on hybrid seed production technique, NS 3 performance and yield. 
 

Seed production1/ 
Satisfaction (%) 

1 2 3 4 5 N 
1.  Land preparation  0 8 8 30 54 0 
2.  Parent inbred ratio 0 7 12 28 53 0 
3.  Loguing 1 9 20 34 36 0 
4.  Detasselling 0 9 10 33 48 0 
5.  Male cutting 1 7 24 51 15 2 
6.  Harvesting 1 7 6 41 45 0 
7.  Seed yield 10 17 10 33 30 0 
8.  Seed quality 0 8 2 16 74 0 
9.  Save cost of seed purchase 0 9 5 15 67 4 

NS 3 performance and yield2/ 1 2 3 4 5 N 
1.  Seedling vigor 7 4 12 34 43 0 
2.  Growth before flowering 6 5 10 36 43 0 
3.  Lodging 6 6 10 29 49 0 
4.  Leaf color 5 6 9 27 53 0 
5. Drought tolerance 4 8 10 37 38 3 
6.  Seed price 7 9 9 17 55 3 
7.  Hand harvest 10 2 7 23 55 3 
8.  Yield per rai 2 12 19 32 34 1 
9.  Seed color 3 9 7 24 57 0 
10. Overall satisfaction 1 6 19 33 41 0 

 

1 =   totally dissatisfied      2     =      mostly dissatisfied           3    =     Satisfied       
4      =   mostly satisfied           5     =     totally satisfied                N    =     No opinion 
1/Data from 104 questionnaires from 5 provinces 3 seasons 
2/ Data from 205 questionnaires from 5 provinces 2 seasons  
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Table 6 Farmers satisfaction on DOA Services regarding the project Maize Seed Village “Nakhon Sawan 3”. 

Seed production 
Satisfaction (%) 

1 2 3 4 5 Average 
1. Monitoring of technology transfer       4.24 

1.1. Information/perception on project 
  

4 70 26 4.22 
1.2. Location approach  

  
4 63 33 4.28 

1.3. Production duration 
  

9 67 24 4.15 
1.4. Appropriate series of activity  

   
71 29 4.29 

2. Officer services/cooperator/lecturer      4.44 
2.1. Knowledge of officers 

   
52 48 4.48 

2.2. Technology transfer methodology 
   

52 48 4.48 
2.3. Problem solution  

   
35 65 4.35 

2.4. Overall assessment  
  

2 51 47 4.44 
3. Facility      4.46 

3.1. Booklet or seed manual available 
   

59 41 4.41 
3.2. Addition advice and comment at home 

   
50 50 4.50 

4. Service quality 
     

4.37 
4.1. Satisfaction on concept and new experiences 

  
2 50 48 4.46 

4.2. Satisfaction on implementation in production sites 
  

4 61 35 4.30 
4.3. Satisfaction on reduction of seed purchase 

 
2 4 48 46 4.36 

5. Overall satisfaction on the project   
7 50 43 4.36 

Average sum      4.37 
%     87.44  

1 =   Totally dissatisfied  2    =   Dissatisfied                3 =  mostly dissatisfied  
4  =   Satisfied                5   =   Totally satisfied 

Note : Questionnaires, interview and evaluation was performed by Satisfaction Assessment Committee of DOA. 
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ห้องปฏบิัติการเครือข่ายมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 ในส่วนภูมภิาค  
เพือ่เสริมสร้างความเข้มแขง็และมัน่คงทางการเกษตรก้าวสู่ผู้น า AEC 

Regional Network Laboratory Accredited ISO/IEC 17025 : 2005 in Regional for 
Reinforcing the Strength and Agricultural Security toward AEC Leadership  

 

ยสิศร์ อินทรสถิตย ์1/    วิทยา  อภยั 2/  ศกัด์ิสิทธ์ิ  จรรยากรณ์ 3/  นาตยา  จนัทร์ส่อง 4/  จิราภา  เมืองคลา้ย 5/ เกษสิริ  ฉนัทพิริยะพนู 6/ 
อรพิน  หนูทอง 7/   สรัญญา  ช่วงพิมพ ์8/  อมรา  หาญจวนิช 9/  วรรณรัตน์  ชุติบุตร 9/   ประภสัสรา  พิมพพ์นัธ์ุ 10/   นงพงา  โอลเสน 2/ 
เนาวรัตน์  ตั้งมัน่คงวรกลู 2/    อาทิตยา  พงษช์ยัสิทธ์ิ2/     สิริพร   มะเจ่ียว2/  เบญจมาศ  ใจแกว้ 1/  สุธินี  สาสีลงั 1/  พรศิริ  สายะพนัธ์ 1/   

วภิาพร  เกียรตินิติประวติั 1/  อรัญญา  ลุนจนัทา 3/  วชัราพร ศรีสวา่งวงศ ์3/  ปริยานุช  สายสุพรรณ์  3/  ณัฏฐช์ยธร  ขตัติยะพุฒิเมธ 3/    
จารุพงศ ์ ประสพสุข 3/  รัชดาวลัย ์ อมัมินทร 4/  บงัอร  แสนคาน 4/   อิทธิพล  บง้พรม 4/  สุพตัรา  รงฤทธ์ิ 4/ สุภาพร  บง้พรม 4/  
มณฑาฑิพย ์อรุณวรากรณ์ 5/ กัญญารัตน์ เต็มปิยพล 5/ อาภรณ์ ทองบุราณ 5/ สมชาย ฉันทพิริยะพูน 6/ อุมาพร รักษาพราหมณ์ 6/   
ขนิษฐา  วงษนิ์กร 6/  ประไพ  หงษา 6/  ดาวนภา  ช่องวารินทร์ 6/   เฉลิมพล  เอ่ียมพลบั6/  สิริฉตัร  เชาวน์วฒิุกุล 7/  นิกร  โคตรสมบติั 7/     

จิตติลกัษณ์  เหมะ 7/   อานนท ์สุขสวสัด์ิ 8/   สาวติรี  เขมวงศ ์8/    พิรุณ  ติระพฒัน์ 8/    เยาวลกัษณ์  แสงแกว้ 8/ 
Yasit Intarasatit 1/  Wittaya Apai 2/  Saksit Chanyakorn 3/  Nattaya Jansong 4/  Chirapha Muangklai 5/  Kedsiri Chantapiriyapoon6/ 

Orapin  Nuthong 7/   Saranya  Chongpim 8/   Omara  Hanjavanich 9/   Wannarat  Chutibut 9/  Prapassara  Pimpan 10/       
Nongpanga  Olsen 2/   Naowarat  Tangmunkongvorakul 2/   Atthitaya  Pongchaisit 2/   Siriporn  Majiew 2/   Benjamard  Jaikaew 1/         

Sutinee  Saseelung 1/  Pornsiri  Sayaphan 1/  Wipaporn  Kiatnitiprawat 1/  Arunya  Lunjanta 3/  Watcharaporn  Srisawangwong 3/ 
Pariyanuch  Saisuphan 3/   Natchayathon  Khattiyaphutthimet3/   Jarupong  Prasopsuk3/   Rachadawan  Amminthorn4/ 
Bongon  Saenkhan 4/   Ittipon  Bongprom4/   Supattra  rongrit 4/   Supaporn  Bongprom 4/   Montatip  Arunwarakorn 5/  

Kanyarat  Tempiyapon5/  Arphorn  Thongburan5/  Somchai  Chantapiriyapoon6/  Umaporn  Raksaparm 6/  Kanitta  Wongnikorn6/ 
Prapai  Hongsa 6/  Daonapha  Chongwarin 6/   Chalermpol  Aiamplum 6/   Sirichat  Chaowuttikul 7/   Nikorn  Kotsombate7/ 

Jittiluk  Hama 7/   Anon Suksawas 8/   Sawitri  Khemvong 8/   Pirun  Tirapat 8/   Yaowalak  Sangkaew 8/ 
 

ABSTRACT 
The Department of Agriculture Regional Network Laboratories (DOARNLs) was organized 

by the Laboratory Potential Development Committees under the control of the Office of Agricultural 
Research and Development (OARD) Region 1 - 8. There was an aim to develop them to get the laboratory 
accredited on comply with ISO/IEC 17025 : 2005, which established them to high standard quality 
                                                           
1 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 2 (Office of Agricultural and Development Region  2) 
2 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 (Office of Agricultural and Development Region  1) 
3 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 3 (Office of Agricultural and Development Region  3) 
4 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 4 (Office of Agricultural and Development Region  4) 
5 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 5 (Office of Agricultural and Development Region  5) 
6 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 6 (Office of Agricultural and Development Region  6) 
7 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 7 (Office of Agricultural and Development Region  7) 
8 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 8 (Office of Agricultural and Development Region  8) 
9 กองวิจยัพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร (Agriculture Production Sciences Research and Development Division) 
10 ส านกัท่ีปรึกษากรมวิชาการเกษตร (Office of the Cousellor) 
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at international level. The testing results provided the accuracy, precision, confidence and was reliable 
for the customers who practiced following the Fertilizer Act B.E. 2518 (1975), the Hazardous Substance 
Act B.E. 2535 (1992) and the Pest Quarantine Act B.E. 2507 (1964) which had one of the important 
missions of DOA to service Thai farmers’ area throughout the country. 

DOARNLs had shared and exchanged of the technical data, verification, collaborate testing 
and internal audit in order to join the works which were met to requirement of ISO/IEC 17025 : 2005. 
It was on this basis that we took them to accredit this system.   

The results found that since OARD 1 - 8 were accredited with ISO/IEC 17025:2005, the 
farmers in regional office areas could get a better result to access more service at their site laboratories, 
thus the cost of journey to central office and time consume was decreased. The testing results had 
been believed and conducted to enforce with laws or improve the process of agricultural inputs. The 
testing results from 2012 to 2014 found that total 6,977 of fertilizers were analyzed and found that 
1,218 samples (17.5%) were non-compliance. Active ingredient of 670 of pesticide products were 
analyzed the active ingredient and found that 26 samples (3.9%) were non- compliance. These non-
compliance samples would be then determined by Law with the other involved offices. As a result, 
this helped the farmers get better qualities of fertilizer and pesticide products instead of non- compliance 
products which increased severe economic lost to the farmers in this country. 

In addition, pesticide residues were analyzed in 36,087 plant samples were analyzed for 
pesticide residues. The objective was benefit for the farmers to improve better product quality and 
one of process for certified GAP systems. This increased safer product quality both Thai consumption 
and for exports. For example, fruits and vegetables were exported to Japan, EU, Singapore, and 
P.R. China had been observed higher content continuously, i.e. export vegetable was valued at 
2,397 million bahts in 2014 increased to 11 and 24% as compared with those in 2012 and 2013 
respectively. Lastly, fruit for export had value at 12,666 million bahts in 2014 increased to 6 and 
5% as compared with those in 2012 and 2013 respectively. 

In conclusion, it was found that farmers using fertilizer and other agricultural inputs with 
good quality, compliance product with certifying Q mark logo had been accepted from the market 
both inside and outside country. This increased strength and security of Thai farmer to produce safe 
product and being friendly with environment in order to get sustainable agricultural production 
system toward AEC leadership.     
Key-words : Laboratory, ISO/IEC 17025 : 2005, Fertilizer, Toxic substance, Pesticide residue 

Farmer, Analysis, AEC 
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บทคดัย่อ 
ห้องปฏิบติัการเครือข่ายกรมวิชาการเกษตร ด าเนินการโดยคณะท างานพฒันาศกัยภาพ

ห้องปฏิบติัการ ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร เขตท่ี 1 - 8 โดยมีจุดมุ่งหมายในการพฒันาศกัยภาพ
ของห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคให้ไดรั้บการรับรองระบบคุณภาพห้องปฏิบติัการ ตามมาตรฐาน
ISO/IEC 17025 : 2005 เพื่อยกระดบัมาตรฐานการวิเคราะห์  ของห้องปฏิบัติการทั้ ง  8 เขต ให้มี 
มาตรฐานเดียวกนั และเทียบเท่าสากล ส่งผลให้ผลการวิเคราะห์มีความถูกตอ้ง แม่นย  า สร้างความ
เช่ือมัน่และเป็นที่เช่ือถือของผูใ้ช้บริการ รองรับการด าเนินการตามพระราชบญัญติัปุ๋ย พ.ศ. 2518
พระราชบญัญติัวตัถุอนัตราย พ.ศ. 2535 และพระราชบญัญติักกัพืช พ.ศ. 2507 ซ่ึงเป็นภารกิจท่ีส าคญั
ของกรมวชิาการเกษตร ครอบคลุมการใหบ้ริการเกษตรกรทัว่ประเทศ  

หอ้งปฏิบติัการเครือข่ายมีการแลกเปล่ียนขอ้มูลทางวิชาการ ทวนสอบผล เปรียบเทียบผลการ
ทดสอบ (Collaborative Testing) ตลอดจนการตรวจติดตามคุณภาพภายในระหวา่งห้องปฏิบติัการ
ภายในเครือข่าย การด าเนินการดงักล่าวสอดคลอ้งตามขอ้ก าหนดมาตรฐาน  ISO/IEC 17025 : 2005 
เป็นพื้นฐานส าคญัท าใหห้อ้งปฏิบติัการทั้ง 8 เขต ไดรั้บการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 

ผลจากการท่ีห้องปฏิบติัการในภูมิภาคทั้ง 8 เขต ไดรั้บการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 
17025 : 2005 ส่งผลดีต่อเกษตรกรในส่วนภูมิภาค เกษตรกรสามารถเข้าถึงห้องปฏิบตัิการที่ได้
มาตรฐานสากลในพื้นท่ีได ้ลดค่าใช้จ่ายและเวลาในการเดินทางเขา้มายงัส่วนกลาง ผลการวิเคราะห์
จากห้องปฏิบติัการมีความน่าเช่ือถือ สามารถน าไปใชป้ระกอบการบงัคบัใชต้ามกฎหมาย หรือใชใ้น
การปรับปรุงระบบการผลิต จากผลการให้บริการตรวจวิเคราะห์ในปี พ.ศ. 2555 – 2557 พบว่า
ตวัอย่างปุ๋ยเคมี จ านวน 6,977 ตวัอยา่ง เป็นปุ๋ยท่ีไม่ไดม้าตรฐาน จ านวน 1,218 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 
17.5 ผลิตภณัฑว์ตัถุอนัตรายทางการเกษตรด าเนินการวิเคราะห์สารออกฤทธ์ิ 670 ตวัอยา่ง เป็นผลิตภณัฑ์
วตัถุอนัตรายท่ีไม่ไดม้าตรฐานจ านวน 26 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 3.9 ซ่ึงปุ๋ยและผลิตภณัฑ์วตัถุอนัตราย
ท่ีไม่ไดม้าตรฐานเหล่าน้ี จะถูกด าเนินการตามกฎหมายโดยหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งป้องกนัไม่ให้เกษตรกร 
ใช้ปัจจยัการผลิตท่ีไม่ไดม้าตรฐาน ทั้งน้ีหากเกษตรกรน าปัจจยัการผลิตท่ีไม่ไดคุ้ณภาพเหล่าน้ีไปใช ้
จะก่อให้เกิดผลเสียหายอย่างใหญ่หลวงต่อระบบการเกษตร ส่ิงแวดลอ้ม และเศรษฐกิจของประเทศ
อยา่งมหาศาลจนไม่สามารถประเมินมูลค่าเป็นเงินได ้

การด าเนินการดา้นการตรวจสอบสารพิษตกคา้ง จ านวน 36,087 ตวัอยา่ง เป็นการให้บริการ
แก่เกษตรกรในการปรับปรุงคุณภาพผลผลิต และให้บริการประกอบการตรวจรับรองแปลงตามระบบ 
GAP การด าเนินการดงักล่าวท าให้ผลผลิตท่ีไดมี้คุณภาพ มีความปลอดภยัเป็นท่ีตอ้งการของตลาดทั้ง
ภายในและต่างประเทศ ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากมูลค่าการส่งออก ผกั และผลไมไ้ทยไปจ าหน่ายยงัประเทศ  
ญ่ีป่น สหภาพยุโรป สิงคโปร์ และสาธารณรัฐประชาชนจีนมีมูลค่าการส่งออกเพิ่มข้ึนอย่างต่อเน่ือง 
ยอดการส่งออกผกัในปี พ.ศ. 2557 มูลค่าส่งออก 2,397 ลา้นบาท เพิ่มข้ึนจาก พ.ศ. 2555 และ 2556 
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ร้อยละ 11 และ 24 ตามล าดบั การส่งออกผลไมใ้นปี พ.ศ. 2557 มีมูลค่าส่งออก 13,131 ล้านบาท 
เพิ่มข้ึนจาก พ.ศ. 2555 และ 2556 ร้อยละ 6 และ 5 ตามล าดบั   

จากผลการด าเนินการของห้องปฏิบติัการเครือข่ายกรมวิชาการเกษตรดังกล่าวส่งผลให้
เกษตรกร ไดใ้ชปุ๋้ยและปัจจยัการผลิตท่ีมีคุณภาพ ผลผลิตผา่นการตรวจสอบและรับรองความปลอดภยั 
ผา่นตราสัญลกัษณ์ Q เป็นท่ีตอ้งการของตลาดทั้งภายในและต่างประเทศ สร้างความเขม้แข็งและมัน่คง 
ให้กบัเกษตรกรไทยในการผลิตสินคา้ปลอดภยั เป็นมิตรกบัส่ิงแวดล้อม ก่อให้เกิดระบบการผลิต
สินคา้เกษตรท่ีย ัง่ยนืและสามารถกา้วสู่ผูน้  า AEC   
ค าหลกั : หอ้งปฏิบติัการ ระบบคุณภาพหอ้งปฏิบติัการ มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005  
   สารพิษตกคา้ง ปุ๋ย วตัถุอนัตรายทางการเกษตร การวเิคราะห์ เกษตรกร AEC 

 

ค าน า 
การให้บริการวิเคราะห์ปุ๋ยเคมี ผลิตภณัฑ์วตัถุอนัตรายทางการเกษตร และสารพิษตกคา้งใน

ส่วนภูมิภาค ด าเนินการวิเคราะห์โดยห้องปฏิบติัการ กลุ่มพฒันาการตรวจสอบพืชและปัจจยัการผลิต 
ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 - 8 ผูใ้ชบ้ริการไดแ้ก่ เกษตรกร ผูป้ระกอบการ และหน่วยงาน
ราชการในพื้นท่ี ทั้ งภายในและภายนอกกรมวิชาการเกษตร การให้บริการดังกล่าวรองรับ
พระราชบญัญตัิที่ส าคญัของกรมวิชาการเกษตร เช่น พระราชบญัญติัปุ๋ย พ.ศ. 2518 พระราชบญัญติั
วตัถุอนัตราย พ.ศ. 2535 และพระราชบญัญติักกัพืช พ.ศ. 2507 ผลการวิเคราะห์จะถูกน าไปประกอบ 
การบังคับคดีทางกฎหมาย ความถูกต้องแม่นย  าของผลการวิเคราะห์ และความน่าเช่ือถือของ
หอ้งปฏิบติัการถือเป็นส่ิงส าคญั ดงันั้นห้องปฏิบติัการท่ีให้บริการดงักล่าวตอ้งมีมาตรฐานรองรับ เพื่อ
สร้างความน่าเช่ือถือในระดบัสากล มาตรฐาน “ISO แสดงถึงความเท่าเทียมกนัหรือมีระดบัท่ีใกล ้
เคียงกนัของห้องปฏิบติัการ” มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 (ISO : International Organization for 
Standardization, IEC : International Electrotechnical Commission) เป็นขอ้ก าหนดทัว่ไปวา่ดว้ย
ความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบ และห้องปฏิบัติการสอบเทียบ จดัท าข้ึนโดยองค์การ
ระหว่างประเทศว่าด้วยการมาตรฐาน และคณะกรรมาธิการระหว่างประเทศว่าดว้ยมาตรฐานสาขา
อิเล็กทรอนิกส์ ใช้ส าหรับให้ห้องปฏิบติัการทดสอบ/สอบเทียบ น าไปใช้ในการจดัท ามาตรฐานของ
ห้องปฏิบัติการเพื่อการพฒันาทั้ งทางด้านบริหารและวิชาการ ดังนั้นการรับรองห้องปฏิบติัการ 
(Laboratory Accreditation) จึงเป็นการยอมรับความสามารถในกลุ่มประเทศสมาชิกระดบัภูมิภาค 
(Asia Pacific Laboratory Accreditation Corporation) และระดบัสากล (International Laboratory 
Accreditation Corporation) ของการด าเนินการทดสอบเฉพาะหรือชนิดของการทดสอบของ
หอ้งปฏิบติัการอยา่งเป็นทางการ เพื่อให้มัน่ใจไดว้า่ในทุกขั้นตอนของห้องปฏิบติัการจะมีการควบคุม
คุณภาพการวเิคราะห์และสามารถตรวจสอบยอ้นกลบัได ้การตรวจติดตามการรักษาระบบคุณภาพจาก
หน่วยรับรองตามระยะเวลาท่ีก าหนด เพื่อให้มัน่ใจว่าห้องปฏิบติัการยงัคงรักษาประสิทธิภาพของ
ระบบคุณภาพไวไ้ดอ้ยา่งสม ่าเสมอ 
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 การจดัท าระบบคุณภาพห้องปฏิบติัการ มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 ในส่วนภูมิภาคเร่ิม
ด าเนินการมาตั้งแต่ พ.ศ. 2545 การท่ีห้องปฏิบติัการทั้ง 8 เขต จะไดรั้บการรับรองนั้นเป็นไปไดย้าก 
หากขาดความช่วยเหลือและร่วมมือกนั ระหว่างห้องปฏิบติัการภายในกรมวิชาการเกษตร ดงันั้น
ห้องปฏิบติัการเครือข่ายในส่วนภูมิภาคจึงไดเ้กิดข้ึน โดยคณะท างานพฒันาศกัยภาพห้องปฏิบติัการ
ส่วนภูมิภาค ส านักวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 - 8 โดยมีห้องปฏิบติัการกลุ่มงานวิจยัระบบ
ตรวจสอบคุณภาพปุ๋ย กลุ่มวิจัยเกษตรเคมี กลุ่มงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพวตัถุมีพิษ
การเกษตร กลุ่มงานวิจยัสารพิษตกคา้ง กลุ่มวิจยัวตัถุมีพิษการเกษตร กองวิจยัพฒันาปัจจยัการผลิต
ทางการเกษตร (กปผ.) เป็นท่ีปรึกษา โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อให้ห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคทั้ง 8 เขต 
ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 เพื่อยกระดับมาตรฐานการให้บริการของ
หอ้งปฏิบติัการ กรมวชิาการเกษตรในส่วนภูมิภาคใหมี้มาตรฐานเดียวกนัและเทียบเท่าสากล ส่งผลให้
ภารกิจในการก ากับดูแลตามพระราชบัญญัติท่ีกรมวิชาการเกษตรรับผิดชอบเกิดประสิทธิผล 
เกษตรกรไดใ้ชปุ๋้ย วตัถุอนัตรายทางการเกษตรท่ีมีคุณภาพ ผลผลิตไดรั้บการตรวจสอบสารพิษตกคา้ง 
สร้างความมัน่ใจดา้นความปลอดภยัใหก้บัผูบ้ริโภค ท าใหสิ้นคา้เกษตรไทยเป็นท่ีตอ้งการของตลาดทั้ง
ภายในและต่างประเทศ สร้างความเขม้แขง็และมัน่คงดา้นการเกษตรของประเทศไทย 
วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อยกระดบัมาตรฐานห้องปฏิบติัการของกรมวชิาการเกษตรในส่วนภูมิภาคใหมี้มาตรฐาน 
เดียวกนัและเทียบเท่าระดบัสากล สร้างความเช่ือมัน่และน่าเช่ือถือใหก้บัผูใ้ชบ้ริการ  

2. พฒันาหอ้งปฏิบติัการและบุคลากรในส่วนภูมิภาคอยา่งต่อเน่ือง 
3. เพิ่มศกัยภาพในการให้บริการ ดา้นการวิเคราะห์และทดสอบของกรมวิชาการเกษตรให้มี

ประสิทธิภาพมากข้ึน เกษตรกรสามารถเขา้ถึงการใหบ้ริการทัว่ประเทศ  
4. เพิ่มขีดความสามารถในการผลิตและส่งออกของเกษตรกร สร้างความเขม้แข็งและมัน่คง

ทางการเกษตรอยา่งย ัง่ยนืและสามารถกา้วสู่ผูน้  า AEC 
 

อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. การวเิคราะห์ปุ๋ ย   
1.1 วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด อา้งอิงตาม AOAC 955.04 (2005) 
1.2 วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด อา้งอิงตาม AOAC 958.01 (2005) 
 1.2.1 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ : Spectrophotometer  
1.3 วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณโพแทสท่ีละลายน ้า อา้งอิงตาม OMAF 4.3.3 (1987) 
 1.3.1 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ : Flame photometer และ Atomic absorption 

spectrophotometer (AAS) 
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2. การวเิคราะห์สารพษิตกค้าง 
2.1 วธีิวเิคราะห์อา้งอิงตาม Steinwandter H., Fresenius Z. Anal. Chem., 322 (1985) 752-754  
 ท าการวิเคราะห์สารพิษตกคา้ง 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ ออร์กาโนคลอรีน ออร์กาโนฟอสเฟต 

คาร์บาเมต และ ไพรีทรอยด์ 
2.2 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ : Gas chromatograph และ High performance liquid 

chromatograph 
3. การวเิคราะห์ผลติภัณฑ์วตัถุอนัตรายทางการเกษตร  

3.1 วธีิวเิคราะห์อา้งอิงตาม CIPAC Handbook ข้ึนกบัชนิดของวตัถุอนัตรายทางการเกษตร 
3.2 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ : Gas chromatograph (GC) และ High performance 

liquid chromatograph (HPLC) 
วธีิการด าเนินการ 

1. การพฒันาห้องปฏิบัติการและการสร้างเครือข่าย 
  กรมวิชาการเกษตรจดัให้มีการพฒันาห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาค เพื่อรองรับการ
ให้บริการในพื้นท่ี โดยด าเนินการอยา่งเป็นระบบและต่อเน่ืองมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 โดยในช่วงแรก
ด าเนินการผ่านโครงการพฒันามาตรฐานและระบบตรวจสอบรับรองคุณภาพสินคา้เกษตร (SCQ) 
โครงการดงักล่าวจดัให้มีอาคารห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคทั้ง 8 เขต รวมทั้งครุภณัฑ์ท่ีจ  าเป็น
เพื่อใหส้ามารถด าเนินการวเิคราะห์ดา้นสารพิษตกคา้งและปัจจยัการผลิตทางการเกษตรได้ จากนั้นจึง
พฒันาเพื่อเขา้สู่การรับรองระบบคุณภาพห้องปฏิบติัการ มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 หลงัจากท่ี
ห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคบางเขตไดรั้บการรับรองแลว้ จึงจดัให้มีห้องปฏิบติัการเครือข่ายข้ึน 
ทั้งน้ีเพื่อให้มีการแลกเปล่ียนเรียนรู้ระหว่างกนัภายในเครือข่าย ก่อให้เกิดการพฒันาดา้นมาตรฐาน
อยา่งต่อเน่ือง มุ่งมัน่สู่การเป็นห้องปฏิบติัการคุณภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 เป็นการ
ยกระดับมาตรฐานห้องปฏิบติัการทั้ง 8 เขต ให้มีมาตรฐานเดียวกัน เทียบเท่าสากล ขั้นตอนการ
ด าเนินงานดงัแสดงในFigure 1 

2. ตรวจสอบความใช้ได้ของวธีิการทดสอบ  
 ทุกห้องปฏิบติัการของส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร มีการตรวจสอบความใชไ้ดข้อง

วิธีการวิเคราะห์ในทุกวิธีการได้แก่ การวิเคราะห์ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสท่ีละลายน ้ า การ
วิเคราะห์สารออกฤทธ์ิของวตัถุอนัตรายทางการเกษตร และการวิเคราะห์สารพิษตกคา้งในผกัและ
ผลไม ้โดยการทดสอบค่าต่างๆ ตามมาตรฐานสากล เช่น Range, Linearity, Accuracy, Precision, 
Limit of Detection และ Limit of Quantitation เป็นตน้ มีการด าเนินการทดสอบอยา่งต่อเน่ืองทุกปี 
พร้อมทั้งปรึกษาหารือ แลกเปล่ียนความรู้ ประสบการณ์ ปรับปรุง และแกไ้ขปัญหาดา้นการวิเคราะห์
ในท่ีประชุมเครือข่ายห้องปฏิบติัการอย่างสม ่าเสมอ รวมถึงขั้นตอนและการเตรียมการขอรับรอง
หอ้งปฏิบติัการตามมาตรฐานสากล เพื่อการปรับปรุงคุณภาพมาตรฐานห้องปฏิบติัการให้เท่าเทียมกนั
และเป็นสากล เป็นท่ียอมรับในผลการวเิคราะห์เทียบเท่าหอ้งปฏิบติัการในส่วนกลางและทัว่โลก 
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Figure 1  Regional laboratory development of Department of Agriculture. 
 

3. ระบบการตรวจติดตามและการประกนัคุณภาพผลการทดสอบ 
3.1 การตรวจติดตามคุณภาพภายในตามมาตรฐาน IS0/IEC 17025 : 2005   
 คณะท างานพฒันาศกัยภาพหอ้งปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคส านกัวิจยัและพฒันาการ

เกษตร เขตท่ี 1 - 8 จดัใหมี้การตรวจติดตามคุณภาพภายในของห้องปฏิบติัการ ตามมาตรฐาน IS0/IEC 
17025 : 2005 ทั้งน้ีจะใชผู้ต้รวจประเมินจากหอ้งปฏิบติัการอ่ืนในเครือข่ายท่ีตั้งอยูใ่นพื้นท่ีใกลเ้คียงกนั 
หรือผูต้รวจประเมินจากหอ้งปฏิบติัการท่ีมีความช านาญเฉพาะ ดงัน้ี  
 3.1.1 ห้องปฏิบติัการในเครือข่ายท่ีตั้งอยูใ่นพื้นท่ีใกลเ้คียงกนั เช่น ส านกัวิจยัและ
พฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 กบั ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 2 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร
เขตที่ 3 กบั ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตที่ 4 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตที่ 5 กบั 
ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 6 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 7 กบั ส านกัวิจยัและ
พฒันาการเกษตรเขตท่ี 8 
 3.1.2 การตรวจติดตามคุณภาพภายในด้านการวิเคราะห์ปุ๋ย ผูต้รวจประเมินจาก 
งานวจิยัระบบตรวจสอบคุณภาพปุ๋ย กลุ่มวิจยัเกษตรเคมี กลุ่มวิจยัพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร 
ร่วมกบัผูต้รวจประเมินจาก ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 3, 6 และ 8 การวิเคราะห์สารพิษ
ตกคา้งผูต้รวจประเมินจาก ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 2, 5 และ 6 
 ทั้งน้ีการด าเนินการดงักล่าว นอกจากจะเป็นการตรวจติดตามคุณภาพภายในตามมาตรฐาน 
ISO/IEC 17025 : 2005 แลว้บุคลากรยงัไดแ้ลกเปล่ียนเรียนรู้ระหวา่งกนัก่อให้เกิดการพฒันา อยา่ง
ต่อเน่ืองของหอ้งปฏิบติัการ  

จดัโครงสร้างห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาค 

จดัซ้ือครุภณัฑแ์ละส่ิงก่อสร้าง 
อาคารปฏิบติัการทางวทิยาศาสตร์ 

พฒันาเขา้สู่มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 

ไดรั้บการรับรอง  ISO/IEC 17025 : 2005 

จดัสร้างห้องปฏิบติัการเครือข่าย เพื่อพฒันา
มาตรฐานการวิเคราะห์และการใหบ้ริการ 
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3.2 การจดัท าการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหวา่งห้องปฏิบติัการ (Collaborative Testing) 
ของคณะท างานพฒันาศกัยภาพหอ้งปฏิบติัการในส่วนภูมิภาค เช่น การทดสอบความสามารถดา้นการ
วเิคราะห์สารพิษตกคา้ง และวตัถุอนัตรายทางการเกษตร 
 3.3 การเขา้ร่วมการทดสอบความช านาญระหวา่งห้องปฏิบติัการ (Proficiency Testing : PT) 
ดา้นสารพิษตกคา้งกบัหน่วยงานระหวา่งประเทศเช่น Food Analysis Performance Assessment Scheme 
(FAPAS) และ Nation Measurement Institute (NMI) 

3.4 จดัท า PT ดา้นสารพิษตกคา้ง และปุ๋ย ร่วมกบักองพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร 
4. รูปแบบการให้บริการของห้องปฏิบัติการเครือข่าย (ดังแสดงใน Figure 2) 

4.1 สร้างมาตรฐานการใหก้ารบริการของห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาค กรมวชิาการเกษตร 
ใหมี้มาตรฐานเดียวกนั เทียบเท่าสากล 

4.2 ปรับปรุงกระบวนการให้บริการ โดยมีเกษตรกร เป็นจุดศูนยก์ลางของการให้บริการ  
ลดขั้นตอนและระยะเวลาในการใหบ้ริการ 

4.3 จดัให้มีการแลกเปล่ียนขอ้มูลทางวิชาการ บุคลากร ทวนสอบผลการทดสอบ และจดั
ใหมี้การเปรียบเทียบผลการทดสอบ ตลอดจนตรวจติดตามคุณภาพภายในระหวา่งห้องปฏิบติัการ ตาม
มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 เพื่อให้ผลการวิเคราะห์มีความถูกตอ้ง แม่นย  า สร้างความเช่ือมัน่
และน่าเช่ือถือให้กบัผูใ้ชบ้ริการ ผลการทดสอบสามารถน าไปใชป้ระกอบการบงัคบัใช้กฎหมายและ
ปรับปรุงกระบวนการผลิตไดอ้ยา่งมีประสิทธิผล 

4.4 ในกรณีท่ีตวัอย่างในแต่ละห้องปฏิบติัการมีปริมาณมากกว่าขีดความสามารถของ
ห้องปฏิบติัการท่ีรับได ้หรือ เกิดเหตุท่ีท าให้ห้องปฏิบติัการไม่สามารถท าการทดสอบหรือให้บริการ
แก่ผูใ้ช้บริการได ้เช่นเคร่ืองมือเสีย หรือ ช ารุด เป็นตน้ ห้องปฏิบติัการเครือข่ายหาทางออกร่วมกนั 
การใหย้มืเคร่ืองมือหรืออุปกรณ์ท่ีจ าเป็นกบัการวิเคราะห์บางชนิด หรือการเดินทางไปใชเ้คร่ืองมือใน 
ส านักวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ีใกล้เคียง เพื่อไม่ให้ผูใ้ช้บริการได้รับผลกระทบหรือได้รับ
ผลกระทบนอ้ยท่ีสุด ไม่มีนโยบายจา้งเหมาช่วงการทดสอบ (Subcontracting of tests) แต่ไม่มีผลเสีย
ดา้นมาตรฐานการวเิคราะห์ตามท่ีไดรั้บการรับรอง 
ระยะเวลาการด าเนินการ 

1. การพฒันาห้องปฏิบติัการ  ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 - 8 ให้ไดก้ารรับรอง
มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 พ.ศ. 2555 – 2556  

2. การสร้างหอ้งปฏิบติัการเครือข่าย พ.ศ. 2555 - 2557  
สถานทีด่ าเนินการ 

1. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 
สถานท่ีตั้ง 80 ม. 12 ถนนเชียงใหม่ - พร้าว ต. หนองหาร อ. สันทราย จ. เชียงใหม่  

2. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 2 
 สถานท่ีตั้ง ต. วงัทอง อ. วงัทอง จ. พิษณุโลก 



191
191 

 

3. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 3 
สถานท่ีตั้ง ถ. มิตรภาพ ต. ศิลา อ. เมือง จ. ขอนแก่น 

4. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 4 
สถานท่ีตั้ง ถ. สถิตยนิ์มานกาล (วารินช าราบ - พิบูลมงัสาหาร) กม. 19 บ. ค  านกเปลา้  
ต. ท่าชา้ง อ. สวา่งวรีะวงศ ์จ. อุบลราชธานี 

5. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 5 
สถานท่ีตั้ง ต. บางหลวง อ. สรรยา จ. ชยันาท 

 6. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 6 
สถานท่ีตั้ง ต. ตะปอน อ. ขลุง จ. จนัทบุรี 

7. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 7 
สถานท่ีตั้ง 126 ม. 4 ถ. สุราษฎร์ธานี - นครศรีธรรมราช (ทางหลวงสาย 401)   
ต. ท่าอุแท อ. กาญจนดิษฐ ์จ. สุราษฎร์ธานี 

8. หอ้งปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 8 
สถานท่ีตั้ง 9/116 ถ. กาญจนวณิช ม. 2 ต. คอหงส์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา 

 

ผลการด าเนินงานและวจิารณ์ 
จากการพฒันามาตรฐานและการให้บริการของห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาค เพื่อยกระดับ

มาตรฐานการวิเคราะห์ ของห้องปฏิบติัการทั้ง 8 แห่ง ให้มีมาตรฐานเดียวกนัและเทียบเท่าสากล เพื่อ
เพิ่มศกัยภาพการใหบ้ริการแก่เกษตรกร ผูป้ระกอบการ และนกัวิชาการในพื้นท่ีนั้น ผลการด าเนินการมี
ดงัน้ี 
1. การพฒันาห้องปฏิบัติการเพือ่ให้ได้การรับรอง มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005  

ห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 - 8 มุ่งมัน่สู่การ
รับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 มาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 จนกระทัง่ปี พ.ศ. 2552 ห้องปฏิบติัการ
ส านักวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1, 2 และ 6 ยื่นขอการรับรอง ด้านสารพิษตกคา้งกบัส านัก
มาตรฐานห้องปฏิบติัการ (สมป.) กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(Department of Medical Science : DMSc) 
กระทรวงสาธารณสุข ไดรั้บการรับรอง ในปี พ.ศ. 2553 ในปี พ.ศ. 2554 ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร
เขตท่ี 5 ไดรั้บการรับรองดา้นสารพิษตกคา้งจาก สมป. ในปี พ.ศ. 2555 ห้องปฏิบติัการ ส านกัวจิยัและ
พฒันาการเกษตร เขตท่ี 1 และ 3 ไดรั้บการรับรองดา้นการวิเคราะห์ปุ๋ยจากส านกับริหารและรับรอง
ห้องปฏิบติัการ (บร.) กรมวิทยาศาสตร์บริการ (Department of Science Service : DSS) กระทรวง 
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ปัจจุบนัห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคทั้ง 8 เขต ได้รับการรับรอง
มาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 รายละเอียดการรับรองตาม Table 1 หน่วยงานท่ีให้การรับรอง 
(Accreditation Body) 2 หน่วย ไดแ้ก่ ส านกัมาตรฐานห้องปฏิบติัการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ 
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ให้การรับรองการด้านการวิเคราะห์สารพิษตกค้าง  และผลิตภัณฑ์วตัถุอันตรายทางการเกษตร  
ส านกับริหารและรับรองห้องปฏิบติัการ กรมวิทยาศาสตร์บริการ ให้การรับรองดา้นการวิเคราะห์ปุ๋ย  
การเลือกหน่วยรับรองของห้องปฏิบติัการข้ึนกบัผลิตภณัฑ์หรือการทดสอบ ทั้งน้ีตอ้งสอดคลอ้งหรือ
ตอบสนองกบัความตอ้งการของผูใ้ชบ้ริการในพื้นท่ี  

1. การให้บริการด้านการวเิคราะห์ปุ๋ ย 
 ห้องปฏิบติัการส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี  1 - 8 ให้บริการวิเคราะห์ปุ๋ยเคมี 

แก่เกษตรกร ผูป้ระกอบการและนกัวิชาการ ในส่วนภูมิภาค ผูใ้ช้บริการ จ านวน 2,438 ราย จ านวน
ตวัอย่าง 6,977 ตวัอย่าง เป็นปุ๋ยที่ไม่ได้มาตรฐาน จ านวน 1,218 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 17.5  
ปุ๋ยท่ีไม่ไดม้าตรฐานจะถูกส่งด าเนินคดีตามกฎหมาย โดยกลุ่มควบคุมตามพระราชบญัญติั ส านกัวิจยั
และพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1- 8 และส านกันิติการ กรมวชิาการเกษตร  

 การด าเนินคดีหรือการบงัคบัใชต้ามกฎหมายของผูก้ระท าผิด หลงัจากท่ีห้องปฏิบติัการ
ส านักวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตที่  1 - 8 ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005  
มีปริมาณเพิ่มข้ึน อย่างเห็นได้ชัด ส่งผลดีต่อเกษตรกรในการก าจดัปุ๋ยปลอมหรือปุ๋ยผิดมาตรฐาน  
ออกจากร้านคา้/แหล่งผลิตก่อนถึงมือเกษตรกร ทั้งน้ีหากปุ๋ยท่ีไม่ไดม้าตรฐานเหล่าน้ีตกถึงมือเกษตรกร 
จะก่อให้เกิดผลเสียหายใหญ่หลวงต่อระบบการเกษตร ส่ิงแวดลอ้ม เศรษฐกิจและสังคมของประเทศ
อยา่งมหาศาลจนไม่สามารถค านวณเป็นเงินได ้  

2. การให้บริการวเิคราะห์สารออกฤทธ์ิของผลติภัณฑ์วตัถุอนัตรายทางการเกษตร 
 หอ้งปฏิบติัการวิเคราะห์วตัถุอนัตรายทางการเกษตรในส่วนภูมิภาค เป็นห้องปฏิบติัการ

ท่ีจดัตั้งและพฒันาเขา้สู่ระบบมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 ล่าสุด การจดัซ้ือและติดตั้งครุภณัฑ์
ด าเนินการใน ปี พ.ศ. 2554 – 2556 เร่ิมเปิดให้บริการวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธ์ิในผลิตภณัฑ์
วตัถุอนัตรายทางการเกษตร ในปี พ.ศ. 2555 เป็นตน้มา พ.ศ. 2557 ห้องปฏิบติัการ 3 แห่ง ไดรั้บการ
รับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 รายละเอียดตาม Table 1 ตวัอยา่งท่ีให้บริการมีเพียง 650 ตวัอยา่ง 
จากผูใ้ชบ้ริการ 305 ราย พบวตัถุอนัตรายท่ีไม่ไดม้าตรฐาน 26 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 4.0 ผลิตภณัฑ์
วตัถุอนัตรายทางการเกษตรท่ีไม่ไดม้าตรฐานเหล่าน้ี จะถูกส่งด าเนินคดีตามกฎหมายโดยกลุ่มควบคุม
ตามพระราชบญัญติั ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 – 8 และส านกันิติการ กรมวชิาการเกษตร  

3. การให้บริการวเิคราะห์สารพษิตกค้าง 
การใหบ้ริการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกคา้งในพืช เพื่อใหเ้กษตรกรน าผลการวิเคราะห์ท่ี

ไดป้รับปรุงกระบวนการผลิตพืชให้มีความปลอดภยั  ตรงตามความตอ้งการของผูบ้ริโภคทั้งภายใน
และต่างประเทศ ผลการวิเคราะห์ส่วนหน่ึงใชใ้นการประกนัคุณภาพความปลอดภยัของผลผลิตโดย
ผา่นตราสัญลกัษณ์ Q จากการให้บริการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกคา้งของห้องปฏิบติัการทั้ง 8 แห่ง 
จ านวน 36,087 ตวัอย่าง ผูใ้ช้บริการ 19,251 ราย ครอบคลุมการให้บริการทัว่ประเทศ พบปริมาณ
สารพิษตกค้างในพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญ ซ่ึงน าไปสู่การเฝ้าระวงัการใช้วตัถุมีพิษทางการเกษตร 
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รายละเอียดตามTable 3 ดงัน้ี พริกจากการวเิคราะห์ 2,116 ตวัอยา่ง พบสารพิษตกคา้งร้อยละ 35.30พบ
สารพิษตกคา้งสูงกวา่ปริมาณสารพิษตกคา้งสูงสุด (Maximum Residue Limit : MRL) ร้อยละ 5.67 
เกณฑ์ก าหนดใชค้่า MRL ของประเทศไทย อา้งอิงตาม มกอช. 9002 - 2551 ในปี พ.ศ. 2555 - 2556 
และ มกษ. 9002 - 2556 ในปี พ.ศ. 2557 เน่ืองจากมีการปรับเปล่ียนค่า MRL ของประเทศไทย 
นอกจากน้ีในกรณีผูท่ี้ใช้บริการระบุประเทศผูส่้งออก เกณฑ์การตดัสินจะใช้ค่า MRLของประเทศ
นั้นๆ จากการวิเคราะห์ทุเรียน 871 ตวัอยา่ง พบสารพิษตกคา้งร้อยละ 61.42 สารพิษตกคา้งสูงกวา่ค่า 
MRL ร้อยละ 1.26 ล าไยจากการวเิคราะห์ 836 ตวัอยา่ง พบสารพิษตกคา้งร้อยละ 71.17 สารพิษตกคา้ง
สูงกวา่ค่า MRL ร้อยละ 3.35 มะม่วงจากการวิเคราะห์ 2,568 ตวัอยา่ง พบสารพิษตกคา้งร้อยละ 24.61  
สารพิษตกคา้งสูงกวา่ค่า MRL ร้อยละ 2.38 มงัคุดจากการวิเคราะห์ 578 ตวัอยา่ง พบสารพิษตกคา้ง
ร้อยละ 36.68 สารพิษตกคา้งสูงกว่าค่า MRL ร้อยละ 5.19 ส้มโอจากการวิเคราะห์ 235 ตวัอย่าง  
พบสารพิษตกคา้งร้อยละ 47.23 สารพิษตกคา้งสูงกวา่ค่า MRL ร้อยละ 3.8 ขอ้มูลจากการวิเคราะห์
สารพิษตกคา้งใน Table 3 และ Table 4 สามารถน ามาใชใ้นการเฝ้าระวงัการใชว้ตัถุมีพิษทางการเกษตรให้
ถูกตอ้งและเหมาะสม เพื่อให้เกิดระบบการควบคุมคุณภาพผลผลิตท่ีดี สามารถตรวจสอบยอ้นกลบัได ้
เป็นพื้นฐานน าไปสู่ความปลอดภยัทางอาหาร (Food safety) ลดตน้ทุนการผลิต สร้างมูลค่าเพิ่มของ
สินคา้ สร้างความเป็นอยูท่ี่ดี สังคมเขม้แขง็ และส่ิงแวดลอ้มท่ีย ัง่ยนื 

4. การส ารวจความพงึพอใจของผู้ใช้บริการ 
การส ารวจความพึงพอใจเป็นช่องทางหน่ึงในการติดต่อกบัลูกคา้ ขอ้มูลท่ีไดน้ ามาใช้

ประโยชน์ในการจดัท ามาตรฐานการปฏิบติังานและปรับปรุงคุณภาพการให้บริการ  ให้สอดคลอ้งกบั
ความตอ้งการของลูกคา้ ผลการส ารวจความพึงพอใจของผูใ้ชบ้ริการ รายละเอียดตาม Table 2 ค่าเฉล่ีย
ร้อยละ 88.15 ความพึงพอใจต่อการให้บริการของแต่ละห้องปฏิบติัการร้อยละ 81.4 - 97.7 มีค่าเฉล่ีย
อยูท่ี่ร้อยละ 88.2  

 

สรุปผลการด าเนินงาน 
จากความร่วมมือของห้องปฏิบติัการเครือข่ายในส่วนภูมิภาค ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร

เขตท่ี 1 - 8 ท าให้เกิดการพฒันาของห้องปฏิบติัการและบุคลากรอยา่งต่อเน่ือง ผลการด าเนินงานของ
หอ้งปฏิบติัการเครือข่ายโดยสรุปดงัน้ี 

1. การพฒันามาตรฐานการวเิคราะห์และการให้บริการสู่สากล ในปี พ.ศ. 2556 ทุกห้องปฏิบติัการ
ไดรั้บการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 เป็นการยกระดบัมาตรฐานของห้องปฏิบติัการใน
ส่วนภูมิภาคของกรมวชิาการเกษตรให้มีมาตรฐานเดียวกนั เทียบเท่าสากล สามารถให้บริการทดสอบ
ดา้นปุ๋ย ผลิตภณัฑว์ตัถุอนัตรายทางการเกษตร และสารพิษตกคา้ง ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ สร้างความ
เช่ือมัน่และน่าเช่ือถือให้กบัผูใ้ชบ้ริการ สามารถลดขอ้โตแ้ยง้และน าไปใชป้ระกอบการบงัคบัคดีตาม
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กฎหมาย เป็นเคร่ืองมือในการป้องปรามผูก้ระท าผิดตาม พระราชบญัญติัปุ๋ย พ.ศ. 2518 พระราชบญัญติั 
วตัถุอนัตราย พ.ศ. 2535 หรือใชใ้นการปรับปรุงระบบการผลิตไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

2. การด าเนินคดีหรือการบงัคบัใช้ตามกฎหมายของผูก้ระท าผิด หลังจากท่ีห้องปฏิบติัการ
ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตท่ี 1-8 ไดรั้บการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 มีปริมาณ
เพิ่มข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั ปุ๋ยท่ีไม่ไดม้าตรฐาน จ านวน 1,218 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 17.5 ซ่ึงปุ๋ยท่ีไม่ได้
มาตรฐานเหล่าน้ีจะถูกส่งด าเนินคดีตามกฎหมายโดยกลุ่มควบคุมตามพระราชบญัญติั ส านกัวิจยัและ
พฒันาการเกษตรเขตท่ี 1 - 8 และ ส านกันิติการ กรมวิชาการเกษตร ส่งผลดีต่อเกษตรกรในการก าจดั
ปุ๋ยปลอม หรือปุ๋ยผดิมาตรฐานออกจากร้านคา้/แหล่งผลิตก่อนถึงมือเกษตรกร   

3. การให้บริการวิเคราะห์สารพิษตกค้างในพืช เพื่อให้เกษตรกรน าผลการวิเคราะห์ท่ีได้
ปรับปรุงกระบวนการผลิตพืชให้มีความปลอดภยั นั้น พบว่าผลผลิตท่ีไดส่้วนใหญ่มีความปลอดภยั 
จากTable 3 พืชท่ีพบปริมาณสารพิษตกคา้งนอ้ยท่ีสุดคือมะม่วง พบสารพิษตกคา้งเพียงร้อยละ 24.45 
สารพิษตกคา้งสูงกว่าค่า  MRL เพียงร้อยละ  2.38 ทั้งน้ีเน่ืองจากเกษตรกรส่วนใหญ่ท่ีน าผลการ
วเิคราะห์ไปใชป้ระโยชน์ เป็นกลุ่มปรับปรุงคุณภาพผลผลิตเพื่อส่งออกไปประเทศญ่ีปุ่น ดงันั้นเกณฑ์
การตดัสินจะใชค้่า MRL ซ่ึงมีความเขม้งวดสูง 

4. ผลส ารวจความพึงพอใจของผูใ้ชบ้ริการ พบวา่ผูใ้ชบ้ริการส่วนใหญ่พึงพอใจในการให้บริการ 
ของห้องปฏิบติัการเครือข่าย ทั้งน้ีเน่ืองจากเจา้หน้าท่ีให้บริการดว้ยความเป็นกลาง ไม่เลือกปฏิบติั  
ผลการวิเคราะห์ท่ีไดมี้ความแม่นย  า สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้ลดขอ้โตแ้ยง้ ก่อให้เกิดความเป็น
ธรรมแก่เกษตรกร ซ่ึงผลการส ารวจความพึงพอใจน้ีจะถูกน ามาใชใ้นการปรับปรุงกระบวนการท างาน
ของหอ้งปฏิบติัการใหมี้ประสิทธิภาพดียิง่ข้ึนต่อไป 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
1. ห้องปฏิบติัการวิเคราะห์ปุ๋ย วตัถุอนัตราย และสารพิษตกคา้ง ในส่วนภูมิภาค สวพ. 1 - 8 

ไดรั้บการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 มีมาตรฐานดา้นการวิเคราะห์และการให้บริการ    
ในระดบัเดียวกนัทัว่ประเทศ เทียบเท่าสากล สร้างความเช่ือมัน่และน่าเช่ือถือให้กบัผูใ้ชบ้ริการ ผลการ
วิเคราะห์ลดขอ้โตแ้ยง้ สามารถน าไปใช้ประกอบการบงัคบัคดีไดต้ามกฎหมาย เป็นเคร่ืองมือในการ
ป้องปรามผูก้ระท าผดิตราพระราชบญัญติัปุ๋ย พ.ศ. 2518 พระราชบญัญติัวตัถุอนัตราย พ.ศ. 2535 หรือ
ใชใ้นการปรับปรุงระบบการผลิตไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

2. เพิ่มช่องทางการให้บริการดา้นการทดสอบปุ๋ย วตัถุอนัตราย และสารพิษตกคา้งของ       
กรมวิชาการเกษตร ผูรั้บบริการสามารถเขา้ถึง ห้องปฏิบติัการมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 ได้
ง่ายไม่ตอ้งเดินทางเขา้มาใชบ้ริการในส่วนกลาง เพิ่มความสะดวกและลดค่าใชจ่้ายของเกษตรกรและ
ผูใ้ชบ้ริการ 
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3. เกษตรกรไดใ้ชปั้จจยัการผลิต ปุ๋ย วตัถุอนัตรายทางการเกษตรท่ีมีคุณภาพ ปุ๋ยและผลิตภณัฑ์
วตัถุอนัตรายท่ีไม่ไดม้าตรฐาน จะถูกด าเนินคดีตามกฎหมายโดยหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง ป้องกนัไม่ให้
เกษตรกรใชปั้จจยัการผลิตท่ีไม่ไดม้าตรฐาน ทั้งน้ีหากเกษตรกรน าปัจจยัการผลิตท่ีไม่ไดม้าตรฐานไป
ใช้ จะก่อให้เกิดผลเสียหายต่อระบบการเกษตร ส่ิงแวดลอ้ม เศรษฐกิจและสังคมของประเทศอย่าง
มหาศาล จนไม่สามารถประเมินมูลค่าเป็นเงินได ้  

4. การรวบรวมขอ้มูลดา้นสารพิษตกคา้ง  จากส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตที่  1 - 8 
สามารถจดัท าฐานขอ้มูลดา้นสารพิษตกคา้งจากการใชว้ตัถุอนัตรายทางการเกษตร เพื่อใชใ้นการเฝ้า
ระวงัการใช้สารเคมี การติดตามการระบาดของศตัรูพืชเป็นพื้นฐานส าคญัน าไปสู่ความปลอดภยัทาง
อาหาร (Food safety) และเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม  

5. เพิ่มศกัยภาพและขีดความสามารถในการแข่งขนั ด้านการผลิตและส่งออกสินคา้เกษตร
ปลอดภยั มีการประกนัคุณภาพสินคา้ผา่นตราสัญลกัษณ์ Q สินคา้เกษตรไดรั้บการยอมรับทั้งภายใน
และต่างประเทศ ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากมูลค่าการส่งออก ผกั และผลไมไ้ทยไปจ าหน่ายยงัประเทศญ่ีป่น 
สหภาพยุโรป สิงคโปร์ และสาธารณรัฐประชาชนจีนมีมูลค่าการส่งออกเพิ่มข้ึนอย่างต่อเน่ือง การ
ส่งออกผกัในปี พ.ศ. 2557 มีมูลค่าส่งออก 2,397 ลา้นบาท เพิ่มข้ึนจาก พ.ศ. 2555 และ 2556 ร้อยละ 11 
และ 24 ตามล าดบั การส่งออกผลไมใ้นปี พ.ศ. 2557 มูลค่าส่งออก 13,131 ลา้นบาท เพิ่มข้ึนจาก พ.ศ. 
2555 และ 2556 ร้อยละ 6 และ 5 ตามล าดบั เป็นการเพิ่มศกัยภาพในการผลิต ขีดความสามารถในการ
แข่งขนั เสริมสร้างความเขม้แข็ง และมัน่คงทางการเกษตร พร้อมกา้วเป็นผูน้ าดา้นผลิตสินคา้เกษตร
ปลอดภยัมีคุณภาพระดบั AEC   

 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณผูท่ี้มีส่วนเก่ียวขอ้งในการพฒันามาตรฐานห้องปฏิบติัการในส่วนภูมิภาคทุกท่าน 

ทั้ งท่านอธิบดี รองอธิบดี ผูบ้ริหารกรมวิชาการเกษตรทุกท่าน บุคลากรจากกลุ่มวิจัยวตัถุมีพิษ
การเกษตร กองวจิยัพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร ทุกท่าน ผูอ้  านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการ
เกษตรเขตท่ี 1 - 8 ทั้งอดีตและปัจจุบนั ขอขอบคุณเป็นอยา่งยิ่งส าหรับ อดีตผูเ้ช่ียวชาญ จนัทร์ทิพย ์
ธ ารงศรีสกุล, นลินี จาริกภากร และ จริยา ประศาสน์ศรีสุภาพ นอกจากน้ีขอขอบคุณผูอ้  านวยการกลุ่ม
วิจยัเกษตรเคมี นางอมรา หาญจวนิช และผูเ้ก่ียวขอ้ง ท่ีมีส่วนส าคญัในการพฒันาห้องปฏิบติัการปุ๋ย
จนไดรั้บการรับรองเป็นส่วนใหญ่  
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Table 1 Year (A.C.) of accredited ISO/IEC 17025 : 2005 for laboratory OARD 1 - 8. 
 

Laboratory Pesticide residue 
analysis Lab. 

Fertilizer analysis 
Lab. 

Toxic substance 
analysis Lab. 

Accreditation 
Body* 

OARD 1 2010 2012 2014 DMSc and DSS  
OARD 2 2010 - - DMSc 
OARD 3 - 2012 - DSS 
OARD 4 2012 2012 2014 DMSc and DSS 
OARD 5 2011 2014 - DMSc 
OARD 6 2010 2014 2014 DMSc 
OARD 7 - 2013 - DSS 
OARD 8 - 2013 - DSS 
*DMSc : Department of Medical Science  DSS : Department of Science Service 
 

Table 2  Number of client, number of sample analysis and satisfaction of client for each laboratory 
Office of Agricultural Research and Development Region (OARD) 1-8 (2512 - 2514) 

 

Laboratory Fertilizer analysis Toxic substance analysis Pesticide residue 
analysis 

Satisfaction 
of client 

(%) Client  Sample Non- 
standard 

Client  Sample Non- 
standard 

Client  Sample 

OARD 1 452 1,049 75 20 150 4 2,380 4,654 88.4 
OARD 2 138 483 181 0 0 0 1,432 5,945 86.0 
OARD 3 114 761 73 4 11 0 3,015 3,730 84.0 
OARD 4 151 591 161 15 65 15 3,016 3,236 97.7 
OARD 5 618 1,052 190 194 244 5 2,176 3,427 83.0 
OARD 6 650 1,050 198 67 150 2 3,670 7,850 81.4 
OARD 7 273 1,378 172 1 18 0 2,366 3,381 88.0 
OARD 8 42 613 168 4 12 0 1,196 3,864 96.7 

Total 2,438 6,977 1,218 305 650 26 19,251 36,087 88.2 
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Table 3 Pesticide residues founded in economic crops from the origin. 
 

Plant Pesticide residue 
found. 

Pesticide residue founded from the origin. 
Upper 
North 

Lower 
North 

Upper 
Northeast 

Lower 
Northeast 

Central East Upper 
South 

Lower 
South 

Total 

Chili Sample analyze (No.)  - 548 578 911  -  -  - 79 2,116 

Pesticide detection (%)  - 31.93 39.79 36.44  -  -  - 12.66 35.30 

 > MRL* (%.)   1.46 3.81 9.88        0 5.67 
Durain Sample analyze (No.)  -  -  -  -  - 621 250  - 871 

Pesticide detection (%)  -  -  -  -  - 76.17 24.80  - 61.42 

 > MRL (%.)           1.45 0.8   1.26 
Longan Sample analyze (No.) 249 423  -  -  - 164  -  - 836 

Pesticide detection (%) 84.74 55.56  -  -  - 90.85  -  - 71.17 

 > MRL (%.) 0.80 2.60  -  -  - 9.15  -  - 3.35 
Mango Sample analyze (No.) 36 856 490 93 205 789 99  - 2,568 

Pesticide detection (%) 38.89 25.82 27.76 7.53 26.34 20.79 36.36  - 24.61 

 > MRL (%.) 2.78 1.64 1.22 2.15 0.49 4.69 0  - 2.38 
Mangosteen Sample analyze (No.)  -  -  -  -  - 356 222  - 578 

Pesticide detection (%)  -  -  -  -  - 57.02 4.05  - 36.68 

 > MRL (%.)           8.43 0   5.19 
Pomelo Sample analyze (No.)  - 152  -  - 32  - 51  - 235 

Pesticide detection (%)  - 57.24  -  - 31.25  - 47.06  - 47.23 

 > MRL (%.)  - 5.92  -  - 0  - 0  - 3.8 
* MRL: Maximum Residue Limit  
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Table 4 The qualitative and quantitative of pesticide residues founded in mango from the origin. 
 

Plant Pesticide list 
Range of pesticide detection (mg/kg) 

Upper 
North 

Lower 
North 

Upper 
Northeast 

Lower 
Northeast 

Central East Upper 
South 

Mango alpha-endosulfan ND 0.01-0.02 ND ND ND ND ND 

beta-endosulfan ND 0.01-0.02 ND ND ND ND ND 

endosulfan-sulfate ND 0.05-0.27 ND ND ND ND ND 

Carbaryl ND ND 0.01-0.13 ND ND ND ND 

Chlorpyrifos 0.01-0.03 <0.01-1.01 0.01-0.54 ND 0.01-0.14 0.01-0.13 0.01-0.33 

Cypermethrin 0.01-0.67 <0.01-1.02 0.01-0.1 0.01-0.05 0.08-0.14 0.01-1.22 0.01-0.17 

Deltamethrin ND 0.01 ND ND ND ND ND 

Diazinon ND ND ND ND ND ND 0.01-0.90 

Dimethoate ND 0.01 ND ND ND ND ND 

EPN 0.04-0.16 ND ND ND ND ND ND 

Ethion 0.01-0.03 0.09 ND ND ND 0.04-3.80 0.10-0.50 

Fenvalerate ND ND ND ND 0.06-0.25 0.01-0.36 ND 

Lambda-cyhalothrin <0.01-0.05 <0.01-1.02 ND 0.01 0.06 0.02 ND 

Malathion ND ND ND ND ND 0.01-0.04 ND 

Methomyl ND ND 0.02-0.14 ND ND ND ND 

Omethoate ND ND ND ND ND 0.02-0.82 ND 

Oxamyl ND ND 0.15 ND ND ND ND 

Permethrin ND 0.02 ND ND ND ND ND 

Phosphamidon ND ND ND ND ND ND 0.1 

pirimiphos-methyl ND 0.01-0.03 0.01-0.02 ND ND 0.01-0.08 ND 

pirimiphos-ethyl ND ND ND ND ND ND 0.07 

Profenofos ND <0.01-0.02 0.01 ND ND 0.15 ND 

Prothiofos ND <0.01 ND ND ND ND 0.01 

Triazophos 0.01-0.02 ND ND ND ND 0.06 ND 
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Figure 2 Diagram of laboratory ISO/IEC 17025 : 2005 network for services in the region 
 

 
 
 
 
 

 

                                    Figure 3 and 4  Pesticide residue analysis laboratory 
 

 
 
 
 
 
 
 

                                            Figure 5 and 6  Fertilizers analysis laboratory 
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Figure 7  In house training by OARD 5            Figure 8  Analyzes fertilizer by atomic   
   absorption spectrophotometer  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 9 – 14 : Office of Agricultural Research and Development Region 1 – 8 accredited on 
ISO/IEC 17025 : 2005 from  Department of Medical Science and Department of 
Science Service   



202

202 
 

มาตรการควบคุมพเิศษการส่งออกผักและผลไม้สดไปสหภาพยุโรป นอร์เวย์                 
และสมาพนัธรัฐสวสิ ระบบบัญชีรายช่ือโรงคดับรรจุ  

The Special Control Scheme for the Export of Fresh Fruits and Vegetables to the 
European Union, Norway, and Switzerland, “Establishment List: EL” 
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ABSTRACT 
 The special control scheme for the export of fresh fruits and vegetables to the European 
Union, Norway, and Switzerland, so called the “Establishment List” (EL) was developed and 
implemented by the Department of Agriculture in order to solve the problem on continuous pest 
interceptions on 5 groups of 16 vegetables exported to the European Union. The scheme was 
designed as a control system for both sanitary and phytosanitary aspects and implemented by both 
government and private sector since 14 March 2011. The scope was later extended for additional 6 
vegetables in 2012 to cover commodities often detected with pests prior to export and those with 
pesticide residues and microbiological contamination problems under the EU regulation 669/2009 
                                                   
1 กองพฒันาระบบและรับรองมาตรฐานสินคา้พืช   
  Plant Standard and Certification  Division 
2 กองวิจยัและพฒันาวิทยาการหลงัการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร  
  Post-Harvest and Processing Research and Development Division 
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on the increased level of official control on imported food of non animal origin. In total there are 22 
vegetables under the scheme having further objective to delist Thai vegetables from the mentioned 
EU regulation. The Department laid down criteria, procedure, and conditions for the control of 
production chain from farms to packing houses. In addition to GAP certification requirement, pest 
management and agricultural chemicals uses in compliance with EU regulations, as well as 
contracted farming, are required. Packing houses shall be GMP certified with HACCP principles 
implementation and traceability system. Private sector is responsible for the implementation and 
production control according to the criteria and conditions. On site audits for verification shall be 
conducted before the approval of packing houses and farms, as well as the follow up audits 
whenever notifications received. Capacity building training courses on quarantine pests 
identification have been provided to packing houses since 2012.    
  Cooperation and integration of work from various agencies have made the 
successful achievement of the scheme in terms of problem management and trade facilitation. In 
2011, there were 11 establishments under the scheme while, at present, there are 27 establishments. 
Significant reduction of pest interceptions has been observed. Moreover, the European Union has 
decreased level of control for certain Thai vegetables on pesticides residues and microbial 
contamination under the regulation 669/2009. Since the scheme was established, Brassica 
vegetables, such as, kale and Chinese cabbage were removed, while others, namely yard long bean, 
eggplant, holy basil, sweet basil, mint, coriander were reduced official control rate. Recently, holy 
basil, sweet basil, mint, and coriander are removed from both pesticide residues and 
microbiological contamination control after the recent review by the EU which will take effect from 
1 January 2015. 
 

Key-words: Establishment List, GAP, GMP, HACCP, pests, sanitary and phytosanitary  measures 
 

บทคดัย่อ 
 มาตรการควบคุมพิเศษ EL เป็นมาตรการท่ีกรมวิชาการเกษตรออกแบบและด าเนินการ เพื่อ
แก้ไขปัญหาการแจง้เตือนตรวจพบศตัรูพืชในสินคา้พืชผกั 5 กลุ่ม 16 ชนิด จากสหภาพยุโรปอย่าง
ต่อเน่ือง มาตรการควบคุมพิเศษ EL เป็นระบบควบคุม ก ากบั ดูแลทั้งทางดา้นสุขอนามยัและ
สุขอนามยัพืช และด าเนินการร่วมกนัทั้งภาครัฐและเอกชน โดยเร่ิมด าเนินการตั้งแต่วนัท่ี 14 มีนาคม 
2554 ต่อมาในปี 2555 มีการขยายรายการพืชผกัอีก 6 ชนิด เพื่อให้ครอบคลุมชนิดพืชท่ีพบปัญหาสาร
ตกคา้งและการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย ์ภายใตก้ฎระเบียบสหภาพยโุรปวา่ดว้ยการเพิ่มระดบัการควบคุม
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สินคา้น าเขา้ท่ีมีแหล่งก าเนิดจากพืชของสหภาพยุโรป (Regulation 669/2009) และพืชท่ีตรวจพบ
ศตัรูพืชก่อนการส่งออก รวมเป็นพืชผกั 22 ชนิด โดยมีวตัถุประสงค์เพิ่มเติมให้สหภาพยุโรปยกเลิก
รายการพืชผกัของประเทศไทยออกจากกฎระเบียบดงักล่าว มาตรการควบคุมพิเศษ EL เป็นระบบ
ควบคุมตลอดสายการผลิตตั้งแต่แปลงเกษตรกรจนถึงโรงคดับรรจุ โดยแปลงเกษตรกรตอ้งไดรั้บการ
รับรอง GAP ส าหรับพืชประกอบกบัการจดัการศตัรูพืชและการใชส้ารเคมีสอดคลอ้งกบัขอ้ก าหนด
ของสหภาพยุโรป และเกษตรกรเป็นเครือข่ายกบัโรงคดับรรจุ ส าหรับโรงคดับรรจุตอ้งได้รับการ
รับรอง GMP และมีการน าหลกัการของระบบ HACCP ไปประยุกตใ์ช้  รวมถึงมีการจดัท าระบบตาม
สอบสินคา้ โดยกรมวิชาการเกษตรมีการตรวจประเมินทวนสอบระบบการควบคุมเพื่อข้ึนทะเบียน
บญัชีรายช่ือโรงคดับรรจุตามมาตรการควบคุมพิเศษฯ รวมถึงการตรวจติดตามผลการด าเนินการกรณี
มีการตรวจพบปัญหา และเพื่อเพิ่มองค์ความรู้ให้แก่โรงคดับรรจุกรมวิชาการเกษตรไดจ้ดัหลกัสูตร
การจ าแนกศตัรูพืชกกักนัท่ีพบในผกัผลไมส้ดส่งออกไปสหภาพยุโรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวิส
อยา่งต่อเน่ืองทุกปี ตั้งแต่ปี 2555 ถึงปัจจุบนั 
 มาตรการควบคุมพิเศษ  EL เป็นการบูรณาการความร่วมมือของหลายหน่วยงานในการ
ด าเนินการให้บรรลุวตัถุประสงค์และมีการพฒันางานอย่างต่อเน่ืองเพื่อแกไ้ขปัญหาและสนบัสนุน
การส่งออก ผลการด าเนินงานประสบความส าเร็จเป็นล าดบั ในปี 2554 มีโรงคดับรรจุท่ีไดรั้บการข้ึน
ทะเบียน จ านวน 11 โรง ปัจจุบนัมีโรงคดับรรจุท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน จ านวน 27 โรง สามารถลด
สถิติการตรวจพบศตัรูพืชในพืชผกัภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ  EL อย่างมีนยัส าคญั นอกจากน้ี
สหภาพยุโรปไดย้กเลิกรายการตรวจสอบและลดอตัราการสุ่มตรวจสอบสารตกคา้งและการปนเป้ือน
เช้ือจุลินทรียพ์ืชผกัของประเทศไทยตาม Regulation 669/2009 โดยยกเลิกรายการพืชคะน้าและ
กวางตุง้ และปรับลดอตัราการสุ่มตรวจสอบพืชถัว่ฝักยาว มะเขือ กะเพรา โหระพา สะระแหน่ ผกัชี
ไทย และสหภาพยโุรปไดแ้จง้ผลการพิจารณายกเลิกรายการตรวจสอบสารตกคา้งและเช้ือจุลินทรียใ์น
พืชกะเพรา โหระพา สะระแหน่ และผกัชีไทย มีผลตั้งแต่วนัท่ี 1 มกราคม 2558 
 

ค าหลัก : มาตรการควบคุมพิเศษ EL, มาตรการสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช, หลกัปฏิบติัทางการ
เกษตรท่ีดี (GAP) ส าหรับพืช, หลกัปฏิบติัท่ีดีในการผลิตสินคา้เกษตรดา้นพืช (GMP), หลกัการของ
ระบบการวเิคราะห์อนัตรายและจุดวกิฤตท่ีตอ้งควบคุม (HACCP), ศตัรูพืช 
 

ค าน า 
มาตรการสุขอนามยัและสุขอนามยัพืชเป็นมาตรการท่ีประเทศต่างๆ น ามาใช้เพื่อ

ปกป้องสุขภาพมนุษย ์สัตวแ์ละพืชจากอนัตรายท่ีอาจเกิดจากสินคา้น าเขา้ การตรวจสอบสินคา้น าเขา้
เป็นระบบการควบคุมเพื่อให้มัน่ใจวา่สินคา้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนด ประเทศไทยมีการส่งออก
สินค้าพืชผกัผลไม้ไปทั่วโลก โดยตลาดท่ีมีการส่งออกมากรวมถึงสหภาพยุโรป นอร์เวย์ และ
สมาพนัธรัฐสวิส ซ่ึงมีความเขม้งวดเร่ืองการก าหนดมาตรฐาน จากเหตุการณ์ตรวจพบการปนเป้ือน
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เช้ือจุลินทรียใ์นพืชผกัส่งออกจากไทยไปนอร์เวย ์เม่ือปี 2548 เป็นสาเหตุการระงบัการน าเขา้ชัว่คราว 
ส่งผลให้มีการน ามาตรฐานการผลิต GAP และ GMP มาเป็นขอ้ก าหนดส าหรับการส่งออกพืชผกับาง
ชนิดท่ีมีความเส่ียง และต่อมาได้มีประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ือง ก าหนดพืชเป็นพืช
ควบคุมเฉพาะ พ.ศ. 2552 และท่ีแกไ้ขเพิ่มเติม  

จากสถานการณ์ที่ผ่านมาสหภาพยุโรปไดส่้งคณะผูต้รวจประเมินจาก Food and 
Veterinary Office (FVO) มาตรวจประเมินระบบควบคุมตรวจสอบรับรองดา้นสุขอนามยัพืชอยา่ง
ต่อเน่ืองตั้งแต่ปี 2549 ซ่ึงผลการตรวจประเมินยงัพบขอ้บกพร่อง ประกอบกบัการแจง้เตือนการตรวจ
พบศตัรูพืชกกักนั ไดแ้ก่ เมลงวนัหนอนชอนใบ (Liriomyza sativae Blanchard) แมลงหวี่ขาวยาสูบ 
(Bemisia tabaci (Genn.)) แมลงวนัผลไม ้(Tephritidae) และเพล้ียไฟฝ้าย (Thrips palmi Karny) ในผกั
ผลไมจ้ากไทยอย่างต่อเน่ือง โดยตรวจพบมากท่ีสุดในปี 2552 รวม 716 คร้ัง และในคร่ึงแรกของปี 
2553 ตรวจพบศตัรูพืชกกักนั รวม 363 คร้ัง ส่งผลให้สหภาพยุโรปก าหนดมาตรการเขม้งวดกบัสินคา้
พืช 5 กลุ่ม 16 ชนิดของไทย โดยให้มีการตรวจพบปัญหาศตัรูพืชกักกันได้ไม่เกิน 5 คร้ัง ภายใน
ระยะเวลา 1 ปี หากตรวจพบเกินกวา่ท่ีก าหนด สหภาพยุโรปจะด าเนินมาตรการห้ามน าเขา้สินคา้กลุ่ม
ดงักล่าว ซ่ึงมีทั้งท่ีเป็นพืชควบคุม (Regulated plants) ของสหภาพยุโรป ไดแ้ก่ Ocimum spp. (กะเพรา 
โหระพา แมงลกั ยี่หร่า) Momordica charantia (มะระจีน มะระข้ีนก) Solanum melongena (มะเขือ
เปราะ มะเขือยาว มะเขือม่วง มะเขือเหลือง มะเขือขาว มะเขือข่ืน) และท่ีไม่เป็นพืชควบคุม ไดแ้ก่ 
Capsicum spp. (พริกหยวก พริกช้ีฟ้า พริกข้ีหนู) และ Eryngium foetidum (ผกัชีฝร่ัง) แต่มีการแจง้
เตือนตรวจพบศตัรูพืชกกักนั ตามกฎระเบียบสุขอนามยัพืชของสหภาพยุโรป ฉบบัท่ี 29 ปี ค.ศ. 2000 
(Directive 2000/29/EC) ซ่ึงไดก้ าหนดชนิดศตัรูพืชกกักนั ชนิดพืชควบคุม รายละเอียดเง่ือนไขรับรอง
พิเศษส าหรับพืชผกัผลไมแ้ละเมล็ดพนัธ์ุ การส่งออกสินคา้พืชดงักล่าว ตอ้งเป็นไปตามกฎระเบียบ
อยา่งเขม้งวด เพื่อป้องกนัผลกระทบจากมาตรการของสหภาพยุโรปและเป็นการยกระดบัการผลิต ซ่ึง
ท าใหเ้กิดความเช่ือมัน่ในสินคา้จากประเทศไทย เพิ่มเติมจากเดิมซ่ึงไดเ้คยมีก าหนดรายการพืชควบคุม
เฉพาะตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กรมวิชาการเกษตรซ่ึงเป็นหน่วยงานก ากบัดูแลการ
ออกใบรับรองสุขอนามยั และสุขอนามยัพืชส าหรับผกัผลไมส้ดส่งออกไปต่างประเทศ รวมถึงเป็น
องคก์รอารักขาพืชแห่งชาติ (National Plant Protection Organization, NPPO) จึงไดพ้ฒันาระบบการ
ควบคุมและก าหนดมาตรการควบคุมการผลิตเพื่อการส่งออกพืช 5 กลุ่ม 16 ชนิด โดยออกประกาศ
กรมวิชาการเกษตร เร่ือง การออกใบรับรองสุขอนามยัพืชและใบรับรองสุขอนามยัส าหรับสินคา้
พืชผกัสดไปสหภาพยุโรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวิส โดยการขอใบรับรองดงักล่าว ตอ้งปฏิบติั
ตามแนบทา้ยประกาศกรมวิชาการเกษตรท่ีก าหนด มาตรการควบคุมพิเศษการส่งออกผกัและผลไม้
สดไปสหภาพยุโรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวิส ระบบบญัชีรายช่ือโรงคดับรรจุ (Establishment 
List: EL) หรือเรียกสั้นๆ วา่ “มาตรการควบคุมพิเศษ EL”  เร่ิมด าเนินการเม่ือวนัท่ี 14 มีนาคม 2554 ซ่ึง
เป็นการเห็นชอบร่วมกนัระหวา่งกรมวิชาการเกษตรและผูป้ระกอบการผลิตและส่งออกผกัผลไมไ้ป
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สหภาพยุโรป หลงัจากการด าเนินการตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL มาเป็นระยะเวลาหน่ึง กรม
วชิาการเกษตรเห็นวา่ มาตรการควบคุมพิเศษ EL ไม่เพียงแต่จะแกไ้ขปัญหาดา้นสุขอนามยัพืชเท่านั้น 
แต่เป็นแนวทางในการแกไ้ขปัญหาความปลอดภยัดา้นสารเคมีตกคา้ง และเช้ือจุลินทรียใ์นผกัสดได้
อย่างย ัง่ยืน กรมวิชาการเกษตรจึงได้ขยายขอบข่ายชนิดพืชท่ีมีการตรวจพบสารเคมีตกค้าง และ
เช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงสหภาพยุโรปไดก้ าหนดมาตรการเขม้งวดกบัสินคา้น าเขา้จากไทยตั้งแต่ปี 2552 ดว้ย
การเพิ่มระดับการควบคุมสินค้าน าเข้าท่ีมีแหล่งก าเนิดจากพืชของสหภาพยุโรป (Regulation 
669/2009) อีก 5 ชนิด ได้แก่ ถั่วฝักยาว คะน้า กวางตุ้ง ผกัชีไทย และสะระแหน่ นอกจากน้ีได้
ก าหนดใหข้ึ้นฉ่ายเป็นพืชภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ EL ดว้ย เน่ืองจากเป็นพืชควบคุมของสหภาพ
ยุโรปและมีสถิติการตรวจพบศตัรูพืช ณ ด่านตรวจพืชท่าอากาศยานสุวรรณภูมิเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง 
รวมเป็นพืช 22 ชนิด มาตรการควบคุมพิเศษ EL มีการพิจารณาปรับปรุงแกไ้ขมาอย่างต่อเน่ืองเพื่อ
พฒันาระบบการผลิตพืชผกัผลไมส่้งออกไปสหภาพยุโรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวิส ให้ไดต้าม
มาตรฐานสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช และเป็นการแก้ไขปัญหาการปฏิเสธการน าเข้า เป็นการ
ยกระดบัการผลิต และส่งเสริมการส่งออก 

 

วธิีการด าเนินงาน 
ขั้นตอนที ่1 การจัดประชุม 
 1.1 การประชุมหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง 

1.1.1 จดัประชุมหารือหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง ผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุและผูส่้งออกผกั
และผลไมไ้ปสหภาพยโุรป แนวทางการแกไ้ขปัญหาการส่งออกผกัอนัเน่ืองมาจากปัญหาสุขอนามยัพืช 

1.1.2. จดัประชุมช้ีแจงท าความเขา้ใจภารกิจงานภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษฯ กบั
หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งของกรมวชิาการเกษตร  

1.2 การประชุมร่วมภาครัฐและเอกชน 
ขั้นตอนที ่2 การจัดท าข้อก าหนด กฎระเบียบ หลกัเกณฑ์ และเงื่อนไข  

2.1 จดัท าหลกัเกณฑ์และเง่ือนไข มาตรการควบคุมพิเศษการส่งออกผกัและผลไม้สดไป
สหภาพยโุรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวสิ ระบบบญัชีรายช่ือโรงคดับรรจุ (Establishment List: EL)  

2.2 การเจรจาหารือร่วมกบัเจา้หนา้ท่ีรับผิดชอบดา้นสุขอนามยัและสุขอนามยัพืชของสหภาพยโุรป  
ขั้นตอนที ่3 การฝึกอบรม 

3.1 การจ าแนกศตัรูพืชกกักนัท่ีติดไปกบัสินคา้ผกัสดส่งออกสหภาพยโุรป  
3.2 การฝึกอบรมเชิงปฏิบติัการดา้นระบบการควบคุมกระบวนการผลิต 

ขั้นตอนที่ 4 การด าเนินการตามข้อก าหนด กฎระเบียบ หลกัเกณฑ์ และเงื่อนไขตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL 
4.1 การตรวจสอบเอกสาร  
4.2 การตรวจประเมินแปลงเกษตรกร 
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 4.3 การตรวจประเมินโรงคดับรรจุ 
4.4 ประชุมพิจารณาเพื่อข้ึนทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL 
4.5 การควบคุม ก ากบั ดูแล โรงคดับรรจุหลงัจากไดรั้บการข้ึนทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL 
4.6 การปรับปรุงและพฒันามาตรการควบคุมพิเศษ EL  

ขั้นตอนที ่5 การประชาสัมพนัธ์ 
การประชาสัมพนัธ์เผยแพร่มาตรการควบคุมพิเศษ EL 
 

ผลการด าเนินงานและวจิารณ์ 
1. การจัดประชุม 

1.1 การประชุมหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง 
1.1.1 การประชุมหารือแนวทางการแก้ไขปัญหาการส่งออกผักอันเน่ืองมาจากปัญหา

สุขอนามัยพชื  
กมพ. เชิญประชุมผูป้ระกอบการและหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งร่วมประชุมหารือประเด็นดงักล่าว 

ณ ห้องประชุมใหญ่ อาคาร กวป. เป็นระยะอยา่งต่อเน่ือง ตั้งแต่เดือนธนัวาคม 2553 ต่อเน่ืองถึงเดือน
กุมภาพนัธ์ 2554 เพื่อรับทราบสถานการณ์และหารือร่วมกนัในการแกไ้ขปัญหา มติท่ีประชุมให้ โดย
ผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุตอ้งมีแปลงเกษตรกรท่ีเป็นเครือข่ายของตนเอง (Contract farming) และมี
ระบบควบคุมความปลอดภยัสินคา้ดา้นสารพิษตกคา้ง เช้ือจุลินทรีย ์รวมถึงการจดัการศตัรูพืช และ
ระบบตามสอบสินคา้ และภาครัฐให้การสนบัสนุนองคค์วามรู้ในดา้นต่างๆ ให้กบัผูป้ระกอบการให้
สามารถจดัท าระบบการควบคุมความปลอดภยัและการตรวจสอบยอ้นกลบัไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
จนกระทัง่เดือนมีนาคม 2554 สามารถจดัท าหลกัเกณฑ์และเง่ือนไข มาตรการควบคุมพิเศษ  EL และ
กรมวิชาการเกษตรไดมี้ค าสั่งกรมวิชาการเกษตร ท่ี 478/2554 ลงวนัท่ี 22 เมษายน 2554 เร่ืองแต่งตั้ง
คณะกรรมการร่วมระหว่างภาครัฐและเอกชนแก้ปัญหาการส่งออกผกัผลไมไ้ปสหภาพยุโรป เพื่อ
พิจารณาแนวทางแกไ้ขปัญหาสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช  

1.1.2. การประชุมช้ีแจงท าความเข้าใจภารกจิงานภายใต้มาตรการควบคุมพเิศษฯ กบั
หน่วยงานที่เกีย่วข้องของกรมวชิาการเกษตร  

มาตรการควบคุมพิเศษ EL อาศยัความร่วมมือจากหลายหน่วยงานของกรมวิชาการเกษตร 
โดยเฉพาะส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร เขตท่ี 1 – 8 (สวพ. 1-8) ท่ีท าหนา้ท่ีตรวจประเมินแปลง
เกษตรกร เพื่อให้การด าเนินงานเป็นไปในทิศทางเดียวกนั คณะท างานฯ จึงจดัการประชุมช้ีแจงท า
ความเข้าใจเร่ือง “การด าเนินการตามมาตรการควบคุมพิ เศษระบบบัญชีรายช่ือโรงคัดบรรจุ 
(Establishment List)” ดงัน้ี 

คร้ังท่ี 1 เม่ือวนัท่ี  8 มีนาคม 2554 ณ หอ้งเจรจาธุรกิจ ชั้น 1 อาคาร กวป.  
คร้ังท่ี 2 เม่ือวนัท่ี 6 มีนาคม 2555 ณ หอ้งประชุมอาคารเอนกประสงค ์สวพ. 4 อุบลราชธานี   
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คร้ังท่ี 3 เม่ือวนัท่ี 14 สิงหาคม 2555 ณ หอ้งประชุมโรงแรมชีวารี จนัทบุรี  
คร้ังท่ี 4 เม่ือวนัท่ี 19 พฤศจิกายน 2555 ณ หอ้งประชุมอาคารเอนกประสงค ์สวพ. 5 ชยันาท  
คร้ังท่ี 5 เม่ือวนัท่ี 3 ธนัวาคม 2555 ณ หอ้งประชุมอาคารเอนกประสงค ์สวพ. 2 พิษณุโลก  
1.2 การประชุมร่วมภาครัฐและเอกชน  
คณะกรรมการร่วมระหว่างภาครัฐและเอกชนฯ เพื่อให้การด าเนินการตามมาตรการควบคุม

พิเศษ EL เป็นไปอยา่งต่อเน่ืองและเขม้แขง็ ตั้งแต่ ปี 2554 ถึง 2557 โดยประเด็นการประชุม ไดแ้ก่ 
1) การรายงานความกา้วหนา้ของการด าเนินการมาตรการควบคุมพิเศษ EL 
2) การพิจารณาถึงแนวทางในการปฏิบติัในการข้ึนทะเบียนรายช่ือใหก้บัโรงคดับรรจุ  
3) การจัดอบรมวิธีการจัดการศัตรูพืชให้ เจ้าหน้าท่ีควบคุมคุณภาพของโรงคัดบรรจุ  

           4) การพิจารณาบทลงโทษกรณีฝ่าฝืนหรือไม่ปฏิบติัตามเง่ือนไขของกรมวชิาการเกษตร  
 5) การพิจารณาร่างประกาศกรมวิชาการเกษตร เร่ืองหลกัเกณฑ ์วิธีการ และเง่ือนไขการขอและออก
ใบรับรองสุขอนามยัพืช ส าหรับสินคา้ผกั ผลไมส้ดส่งออกไปสหภาพยโุรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวิส             
 6) การพิจารณาทบทวนแก้ไขตารางแนบทา้ยประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ือง
ก าหนดพืชเป็นพืชควบคุมเฉพาะ พ.ศ. 2552    
2. การจัดท าข้อก าหนด กฎระเบียบ หลกัเกณฑ์ และเงื่อนไข 
 2.1 จัดท าหลักเกณฑ์และเง่ือนไข มาตรการควบคุมพิเศษการส่งออกผักและผลไม้สดไป
สหภาพยุโรป นอร์เวย์ และสมาพนัธรัฐสวสิ ระบบบัญชีรายช่ือโรงคัดบรรจุ (Establishment List: EL) 

คณะท างานพิจารณา ก ากบั ดูแล ตามประกาศกรมวชิาการเกษตรเร่ือง หลกัเกณฑ์ วิธีการและ
เง่ือนไขการขอและการออกใบรับรองสุขอนามยั พ.ศ. 2552 ประชุมหารือจดัท าหลักเกณฑ์และ
เง่ือนไข ฯ เพื่อแกไ้ขปัญหาการแจง้เตือนดา้นสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช และพฒันาระบบการผลิต
ผกัและผลไมส้ดเพื่อการส่งออกของประเทศไทย โดยจดัท าร่างมาตรการควบคุมพิเศษ EL และแจง้
เวียนหน่วยงานท่ีเก่ียวข้อง ผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุ รวมถึงผูส่้งออกผกัและผลไมส้ด เพื่อขอ
ขอ้คิดเห็น และปรับแกไ้ขร่างมาตรการควบคุมพิเศษฯ จนสามารถประกาศใชม้าตรการควบคุมพิเศษฯ 
ตั้งแต่ 8 มีนาคม 2554 เป็นตน้มา 

หลกัเกณฑ์และเง่ือนไขมาตรการควบคุมพิเศษฯ ครอบคลุมการควบคุมความปลอดภยัดา้น
เช้ือจุลินทรีย  ์สารเคมีตกคา้ง และการจดัการศตัรูพืชตลอดสายการผลิต โดยโรงคดับรรจุท่ีขอข้ึน
ทะเบียนตอ้งมีเกษตรกรเครือข่ายท่ีไดรั้บการรับรอง GAP โรงคดับรรจุตอ้งไดม้าตรฐานสอดคลอ้งกบั
กฎระเบียบของสหภาพยุโรป มีแผนและผลควบคุมคุณภาพและความปลอดภยัของพืช รวมทั้งแผน
และผลการทวนสอบระบบการผลิต ซ่ึงมีหลกัเกณฑพ์ิจารณา ดงัต่อไปน้ี 
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1. ผลการตรวจประเมินแปลงเกษตรกร ด าเนินการ สวพ. 1-8 โดยแปลงเกษตรกรตอ้งผา่น
การตรวจประเมิน GAP ส าหรับพืชประกอบกบัการจดัการศตัรูพืชและการใชส้ารเคมีใหส้อดคลอ้งกบั
ขอ้ก าหนดของสหภาพยโุรป และเกษตรกรตอ้งเป็นเครือข่ายกบัโรงคดับรรจุ   

2. ผลการตรวจประเมินโรงคดับรรจุ ด าเนินการโดยกลุ่มพฒันาระบบตรวจรับรองมาตรฐาน
สินคา้ กองพฒันาระบบและรับรองมาตรสินคา้พืช 

2.1 โรงคดับรรจุตอ้งผ่านการตรวจประเมิน GMP และมีการน าหลกัการระบบการ 
HACCP ไปประยกุตใ์ช ้รวมถึงมีการจดัท าระบบตามสอบสินคา้  

2.2 การตรวจประเมินโรงคัดบรรจุมีการสุ่มผลิตภัณฑ์สุดท้ายทุกชนิดพืชท่ีขอข้ึน
ทะเบียนตามมาตรการ EL เพื่อทดสอบเช้ือจุลินทรีย ์สารเคมีตกคา้ง และศตัรูพืช เพื่อทวนสอบระบบ
การควบคุมการผลิต โดยมีหลกัเกณฑ ์ดงัน้ี 

 ก) เช้ือจุลินทรีย ์(E.coli < 100 cfu/g, Salmonella spp. ตอ้งไม่พบ) 
 ข) สารเคมีตกคา้ง (พบไม่เกินค่า Maximum Residue Levels: MRLs ตามมาตรฐาน

ของสหภาพยโุรป และไม่พบสารเคมีท่ีสหภาพยโุรปไม่อนุญาตใหใ้ช)้ 
 ค) ผลการตรวจสอบศตัรูพืช (ตอ้งไม่พบศตัรูพืชกกักนัของสหภาพยโุรป)  
 2.3 การสอบวดัความรู้ ความเขา้ใจ และความสามารถในการจ าแนกศตัรูพืชของ

เจา้หน้าท่ีควบคุมคุณภาพ (Quality Control: QC) ของโรงคดับรรจุ โดยเจา้หนา้ท่ี QC ทุกคนท่ีเขา้
ทดสอบจะตอ้งสอบผา่นใหไ้ดค้ะแนนร้อยละ 80  

3. สถิติการตรวจพบศตัรูพืชในสินคา้พืช ณ ด่านตรวจพืชท่าอากาศยานสุวรรณภูมิในแต่ละ
เดือนร่วมดว้ย โดยก าหนดใหส้ถิติการตรวจพบศตัรูพืชในแต่ละเดือนตอ้งลดลงร้อยละ 95 

4. การพิจารณาเพื่อข้ึนทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL  
การด าเนินการตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ กมพ. สคว. สอพ. 

สวพ. 1-8 และ กวป. แต่ละหน่วยงานด าเนินการในส่วนท่ีรับผดิชอบดงัน้ี 
1. กองพฒันาระบบและรับรองมาตรฐานสินคา้พืช  

1.1 คณะท างานพิจารณา ก ากบั ดูแล ตามประกาศกรมวชิาการเกษตรเร่ือง หลกัเกณฑ ์
วธีิการและเง่ือนไขการขอและการออกใบรับรองสุขอนามยั พ.ศ. 2552  

จดัท าร่างหลกัเกณฑ์และเง่ือนไข มาตรการควบคุมพิเศษฯ ประชุมหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง 
ผูป้ระกอบการเพื่อหารือแนวทางการแก้ไขปัญหาอย่างต่อเน่ืองเป็นระยะ ประชุมพิจารณาเอกสาร
ควบคุมความปลอดภยัและการจดัการศตัรูพืช เพื่อการข้ึนทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL และ
พิจารณาเอกสารควบคุมความปลอดภยัดา้นสารเคมี เช้ือจุลินทรีย ์และการจดัการศตัรูพืชทุกๆ 6 เดือน 
หลกัไดรั้บการข้ึนทะเบียน รวมถึงประชุมท าความเขา้ใจมาตรการควบคุมพิเศษ EL ให้กบัหน่วยงานท่ี
เก่ียวขอ้งของกรมวชิาการเกษตร 
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1.2 กลุ่มพฒันาระบบตรวจรับรองมาตรฐานสินคา้ ตรวจประเมินตาม GMP และการน า
หลกัการระบบ HACCP ไปประยกุตใ์ช ้รวมถึงการจดัท าระบบตามสอบสินคา้ และตรวจติดตาม เฝ้า
ระวงั และทวนสอบระบบการควบคุมความปลอดภยัของโรงคดับรรจุ 

1.3 กลุ่มพฒันาระบบความปลอดภยัสินคา้พืช ติดต่อประสานงาน และแลกเปล่ียนขอ้มูล 
กบัส านกังานท่ีปรึกษาการเกษตรต่างประเทศ และ DG SANCO สหภาพยุโรป รวบรวมสรุปขอ้มูล
การตรวจสอบรับรองและการแจง้เตือนดา้นสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช  

       1.4 กลุ่มประสานการตรวจรับรองมาตรฐาน จดทะเบียนผูส่้งออกผกัผลไมส้ด ตรวจสอบ
และออกใบรับรองสุขอนามยั ประสานงานและบริหารจดัการขอ้มูลสถานะแปลงเกษตรกรและโรงคดับรรจุ  

      1.5 กลุ่มพฒันาระบบตรวจสอบคุณภาพสินค้า ตรวจวิเคราะห์สารเคมีตกค้าง และ
เช้ือจุลินทรีย ์เพื่อประกอบการพิจารณาข้ึนทะเบียน พิจารณาผลทดสอบและลงนามใบรับรองสุขอนามยั 
พฒันาศกัยภาพหอ้งปฏิบติัการทดสอบใหไ้ดรั้บการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 เพิ่มเติม  

1.6 กลุ่มพฒันาระบบตรวจรับรองมาตรฐานการผลิต ประสานงานกบั สวพ. 1-8 เร่ืองการ
ทวนสอบสถานภาพการรับรองแปลงเกษตรกร  

2. ส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร ทบทวนปรับปรุงระบบการตรวจสอบรับรอง
สุขอนามยัพืช  

3. ส านักวิจยัพฒันาการอารักขาพืช ทดลองวิจยัสารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืชเพื่อจดัท า
คู่มือค าแนะน าการใช้สารเคมีและการป้องกนัก าจดัศตัรูพืชส าหรับสินคา้ผกัผลไมเ้พื่อการส่งออก
สหภาพยโุรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวสิ 

4. ส านกัวิจยัและพฒันาการเกษตร เขตท่ี 1-8 ตรวจประเมินแปลงเกษตรกรตาม GAP 
ส าหรับพืชประกอบกบัการจดัการศตัรูพืชและการใชส้ารเคมีให้สอดคลอ้งกบัขอ้ก าหนดของสหภาพ
ยโุรป ตรวจติดตาม เฝ้าระวงั และทวนสอบระบบการควบคุมความปลอดภยัของแปลงเกษตรกร 

 5. กองวิจยัและพฒันาวิทยาการหลังการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตรร่วมกับ
ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืชจดัท าแบบทดสอบการจ าแนกศตัรูพืช ส าหรับทดสอบความรู้ความ
เขา้ใจของเจา้หน้าท่ีควบคุมคุณภาพของโรงคดับรรจุ  ตรวจสอบศตัรูพืชในตวัอย่างสินคา้ท่ีขอข้ึน
ทะเบียน  

2.2  การเจรจาหารือร่วมกับเจ้าหน้าที่รับผิดชอบด้านสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช ของ
สหภาพยุโรป  

คณะผูแ้ทนกรมวิชาการเกษตร ร่วมกับส านักงานท่ีปรึกษาการเกษตรต่างประเทศ ประจ า
สหภาพยุโรปประชุมหารือร่วมกบั DG SANCO อย่างต่อเน่ือง ตั้งแต่ปลายปี 2553 - 2556 โดย        
กรมวิชาการเกษตรไดท้บทวนแกไ้ขระบบการตรวจสอบและออกใบรับองสุขอนามยัพืช และสถิติการ
แจง้เตือนศตัรูพืชลดลงเม่ือเทียบกบัสถิติก่อนปี 2554 และมีแผนจะขยายขอบข่ายพืชผกัในกลุ่มภายใต ้
Regulation 669/2009 เขา้สู่ระบบมาตรการควบคุมพิเศษ EL  



211

211 
 

3. การฝึกอบรม   
กมพ. ได้จดัการฝึกอบรมเพิ่มองค์ความรู้ให้กับผูป้ระกอบการให้สามารถด าเนินการตาม

มาตรการควบคุมพิเศษ EL ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ หลกัสูตรการฝึกอบรม ดงัน้ี 
3.1 การจ าแนกศัตรูพืชกักกันที่ติดไปกับสินค้าผักสดส่งออกสหภาพยุโรป เร่ิมตั้งแต่ปี 2555 

จนถึงปัจจุบนั รวมจ านวน 6 คร้ังๆ ละ 70 -130 คน ณ หอ้งประชุมใหญ่ อาคาร กวป. 
3.2 การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการด้านระบบการควบคุมกระบวนการผลติ 

3.2.1 เร่ือง “การประยุกตใ์ชห้ลกัการ HACCP และระบบ GMP ส าหรับโรงคดับรรจุ 
เพื่อป้องกนัหรือลดการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียใ์นพืชสมุนไพร” และการฝึกอบรม เร่ือง “การยืนยนั
ความถูกตอ้งในระบบ HACCP ส าหรับโรงคดับรรจุ” ณ ห้องประชุมโรงแรมริชมอนด์ จงัหวดั
นนทบุรี จ านวน 4 รุ่น ๆ ละ 50 คน 

 3.2.2 เร่ือง “การประเมินแผน  GMP และ HACCP เพื่อป้องกนัหรือลดการปนเป้ือน
เช้ือจุลินทรียใ์นพืชสมุนไพร” ณ หอ้งประชุมโรงแรมริชมอนด ์จงัหวดันนทบุรีจ านวน 1 รุ่นๆ 50 คน  
4. การด าเนินการตามข้อก าหนด กฎระเบียบ หลกัเกณฑ์ และเงื่อนไขตามมาตรการควบคุมพเิศษ EL 

4.1 การตรวจสอบเอกสาร  
คณะท างานฯ ตรวจสอบและพิจารณาเอกสารท่ีบริษทัยื่นขอรวม 40 ราย เอกสารครบถว้น

ถูกตอ้ง ตามหลกัเกณฑก์ารจดัท าเอกสารมาตรการควบคุมพิเศษ EL จ านวน 33 ราย โดยเอกสารแปลง
เกษตรกรจะส่งไปยงั สวพ. ท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อตรวจประเมินแปลงเกษตรกร เอกสารในส่วนของโรงคดั
บรรจุส่งใหก้ลุ่มพฒันาระบบตรวจรับรองมาตรฐานสินคา้พืช กมพ. เพื่อตรวจประเมินโรงคดับรรจุ   

4.2 การตรวจประเมินแปลงเกษตรกร 
สวพ. 1-8 (ท่ีเก่ียวขอ้ง) ด าเนินการตรวจประเมินแปลงเกษตรกรตาม GAP รวมถึงการ

ประเมินแผนและผลการควบคุมในแปลงปลูก เอกสารบนัทึกต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง จากนั้นส่งผลการตรวจ
ประเมินใหค้ณะท างานฯ เพื่อเสนอท่ีประชุมพิจารณา  

4.3 การตรวจประเมินโรงคัดบรรจุ 
กลุ่มพฒันาระบบตรวจรับรองมาตรฐานสินคา้พืช กมพ. ตรวจประเมินโรงคดับรรจุตามหลกั 

GMP และการน าหลกัการระบบ HACCP ไปประยุกตใ์ช ้ ระบบตามสอบสินคา้ รวมถึงมีการประเมินแผน
และผลการควบคุมระบบความปลอดภยัของสินคา้พืช ดา้นสารเคมี เช้ือจุลินทรีย ์และศตัรูพืช  

4.4  การประชุมพจิารณาเพือ่ขึน้ทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL  
คณะท างานฯ ประชุมเพื่อข้ึนทะเบียนโรงคดับรรจุ ชนิดพืช และแปลงเกษตรกร ทุก

สัปดาห์ เม่ือคณะท างานฯ มีมติใหข้ึ้นทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL เลขานุการคณะท างานฯ 
ท าหนังสือแจง้การข้ึนทะเบียนฯ แจ้งให้โรงคดับรรจุทราบ ปัจจุบนัมีโรงคดับรรจุท่ีได้รับการข้ึน
ทะเบียน จ านวน 27 โรง รวม 19 ชนิดพืช ได้แก่ กวางตุง้ กะเพรา กุ่ยฉ่าย ข้ึนฉ่าย คะน้า ตน้หอม 
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ถัว่ฝักยาว ผกัชีไทย ผกัชีฝร่ัง ผกับุง้จีน พริก มะเขือขาว มะเขือเปราะ มะเขือม่วง มะเขือเหลือง มะระ
จีน มะระข้ีนก สะระแหน่ โหระพา แปลงเกษตรกรท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน จ านวน 519 แปลง จากนั้น
จะท าหนงัสือแจง้ขอ้มูลการข้ึนทะเบียนโรงคดับรรจุให ้DG SANCO ทราบต่อไป 

4.5 การควบคุม ก ากบั ดูแล โรงคัดบรรจุหลังจากได้รับการขึน้ทะเบียนตามมาตรการควบคุม
พเิศษ EL 

4.5.1 ประเมินผลการควบคุมความปลอดภยัของสินคา้  
โรงคดับรรจุ ตอ้งส่งผลการควบคุมความปลอดภยัของสินคา้พืชท่ีไดรั้บการข้ึน

ทะเบียนใหค้ณะท างานฯ ประเมินผลการควบคุมความปลอดภยั ความถ่ีทุก 6 เดือน โดยแผนการ
ควบคุมความปลอดภยัตอ้งครอบคลุมความปลอดภยัดา้นจุลินทรีย ์สารเคมีตกคา้ง รวมถึงการจดัการ
ศตัรูพืช ตลอดทั้งกระบวนการผลิต ตั้งแต่การผลิตในแปลงและโรงคดับรรจุ 

กรณีโรงคดับรรจุไม่ส่งผลการควบคุมความปลอดภยัตามท่ีก าหนด คณะท างานฯ 
จะพิจารณาระงบัและ/หรือเพิกถอนการข้ึนทะเบียนตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL โดยมีการเพิกถอน
แลว้ จ านวน 3 ราย  

4.5.2 การตรวจสอบและออกใบรับรองสุขอนามยั 
 พนักงานเจา้หน้าท่ีของ กมพ. ตรวจสอบเอกสารของโรงคดับรรจุท่ีได้รับการข้ึน

ทะเบียน หากเอกสารครบถว้นถูกตอ้งตามหลกัเกณฑ์ วิธีการ และเง่ือนไขการขอและออกใบรับรอง
สุขอนามยั พ.ศ. 2552 พนกังานเจา้หนา้ท่ีด าเนินการออกใบรับรองสุขอนามยั  

4.5.3 การตรวจสอบและออกใบรับรองสุขอนามยัพืช 
 พนักงานเจ้าหน้าท่ีของด่านตรวจพืช สคว. ตรวจสอบเอกสารและสุ่มตัวอย่างพืชเพื่อ

ตรวจสอบศัตรูพืช  หากเอกสารครบถ้วน ถูกต้อง และไม่พบศัตรูพืช เจ้าหน้าท่ีจะด าเนินการออก
ใบรับรองสุขอนามยัพืช โดยสถิติการตรวจพบศตัรูพืชภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ EL ณ ด่านตรวจพืช
ท่าอากาศยานสุวรรณภูมิก่อนการส่งออกมีแนวโน้มลดลง (Table1) และสถิติการส่งออกพืชภายใต้
มาตรการควบคุมพิเศษ EL มีแนวโนม้สูงข้ึนเป็นล าดบั (Table2) 

4.5.4 ตรวจติดตาม เฝ้าระวงั และทวนสอบระบบการควบคุมความปลอดภยั 
  4.5.4.1 แปลงเกษตรกร มีการตรวจติดตามระบบการควบคุมความปลอดภยั 

และการจดัการศตัรูพืช อยา่งนอ้ยปีละ 1 คร้ัง  
  4.5.4.2 โรงคดับรรจุ โดยการทวนสอบระบบควบคุม ณ โรงคดับรรจุ กิจกรรม

ท่ีด าเนินการ ความถ่ีในการตรวจติดตาม เฝ้าระวงั และทวนสอบระบบการควบคุมความปลอดภยัข้ึนอยู่
กบัจ านวนชนิดพืชและระยะเวลาท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน ประวติัการไดรั้บการแจง้เตือน 
  4.5.5 การด าเนินการหลังได้รับการแจ้งเตือน  เ ม่ือได้รับการแจ้งเตือนปัญหา
สุขอนามยัผา่นระบบ RASFF ปัญหาสุขอนามยัพืชผา่นระบบ EUROPHYT และการตรวจพบศตัรูพืช 
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ณ ด่านตรวจพืชฯ กมพ. แจง้เวียนไปยงัหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งเพื่อตรวจสอบขอ้มูล และด าเนินการใน
ส่วนท่ีเก่ียวขอ้ง 
   4.5.5.1 แปลงเกษตรกร เจา้หนา้ท่ีทวนสอบระบบควบคุมแปลงเกษตรกรท่ี
ไดรั้บการข้ึนทะเบียน และสุ่มตวัอยา่งเพื่อทดสอบเช้ือจุลินทรีย ์สารเคมีตกคา้ง หรือ ศตัรูพืช (แลว้แต่
กรณีท่ีไดรั้บการแจง้เตือน) จากนั้นสรุปผลการตรวจติดตามเสนอคณะกรรมการพิจารณา 
   4.5.5.2 โรงคดับรรจุ  

1) กมพ.  ท าหนงัสือแจง้เตือนโรงคดับรรจุตามระเบียบและ/หรือประกาศ
กรมวชิาการเกษตรท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อคน้หาสาเหตุพร้อมการแกไ้ขปัญหา  

2) กมพ. เขา้ตรวจประเมินการคน้หาสาเหตุและแนวทางการแกไ้ขปัญหา
ของโรงคดับรรจุ และตามสอบสินคา้รุ่นท่ีพบปัญหาตลอดสายการผลิต  

3) ตรวจติดตามเพื่อทวนสอบระบบควบคุมท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน 
4) สุ่มตัวอย่างเพื่อทดสอบเช้ือจุลินทรีย์ สารเคมีตกค้าง หรือ ศัตรูพืช 

(แลว้แต่กรณีท่ีไดรั้บการแจง้เตือน) 
4) สรุปผลการตรวจติดตาม 

   4.5.5.3 ผูส่้งออก  
ท าหนงัสือแจง้เตือนโรงคดับรรจุตามประกาศกรมวิชาการเกษตรท่ีเก่ียวขอ้ง 

เพื่อคน้หาสาเหตุพร้อมการแกไ้ขปัญหา  
4.5.5.4 กมพ. รวบรวมขอ้มูลการสืบสวนหาสาเหตุและแนวทางการแกไ้ขท่ี

สมบูรณ์และจดัท ารายงาน (Investigation report) แจง้ DG SANCO  
5.6 การปรับปรุงและพฒันามาตรการควบคุมพเิศษ EL 

 ตั้งแต่ปี 2554 ถึง ปัจจุบนั คณะท างานฯ ไดร้วบรวมปัญหาและอุปสรรคในการด าเนินงานใน
ส่วนของหน่วยงานภาครัฐ  โรงคดับรรจุ และเกษตรกร เพื่อหาแนวทางการแกไ้ข ปรับปรุง พฒันาให้
มาตรการควบคุมพิเศษ EL สามารถด าเนินการไปไดอ้ยา่งต่อเน่ืองและมีประสิทธิภาพ ดงัน้ี 

1) การพฒันาแบบฟอร์มการตรวจเอกสารการขอข้ึนทะเบียน (Check list) เพื่อแกไ้ข
ปัญหาผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุส่งเอกสารไม่ครบถว้น ถูกตอ้ง  

2) การพฒันาแบบฟอร์มการตรวจประเมินแปลงเกษตรกร เน่ืองจากแปลงและหน่วย
ตรวจประเมินแปลงมีอยู่ทัว่ประเทศ เพื่อให้ผูต้รวจประเมินด าเนินการตรวจให้ครอบคลุมครบทุก
หวัขอ้ และเป็นไปในทิศทางเดียวกนั   

3) การพฒันาระบบตรวจสอบและแลกเปล่ียนขอ้มูลแปลงเกษตรกรท่ีได้รับการข้ึน
ทะเบียน เพื่อตรวจสอบสถานภาพการรับรอง และก าลงัการผลิตพืช เพื่อแกไ้ขปัญหาการแจง้ขอ้มูล 
การผลิตพืชของแปลงเกษตรกรท่ีไม่สอดคลอ้งกบัการขอออกใบรับรองสุขอนามยั รวมถึงขอ้มูลการ
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แจง้เตือนจากต่างประเทศเพื่อการตามสอบสินคา้น าไปสู่การแจง้เตือนผูเ้ก่ียวขอ้งเพื่อคน้หาสาเหตุและ
แนวทางการแกไ้ข 

4) การพัฒนาความร่วมมือระหว่างภาครัฐและเอกชนเพื่อสร้างเครือข่าย ท่ี มี
วตัถุประสงค์ในการแก้ไขปัญหาการส่งออกผักและผลไม้ไปย ังสหภาพยุโรป นอร์เวย์ และ
สมาพนัธรัฐสวสิ ร่วมกนั 
5. การประชาสัมพนัธ์เผยแพร่มาตรการควบคุมพเิศษ EL  

5.1 คู่มือ หลกัเกณฑ์การจัดท าเอกสารมาตรการควบคุมพเิศษ EL                          
คณะท างานฯ ได้ประชุมหารือหน่วยงานท่ีเก่ียวข้อง  รวบรวมข้อมูล และจดัท า

เอกสารคู่มือฯ เช่น คู่มือเป็นแนวทางในการจดัท าเอกสารเพื่อขอเขา้ร่วมมาตรการควบคุมพิเศษ EL 
การสืบคน้สถานภาพสารเคมีป้องกนัและก าจดัศตัรูพืชและค่า MRLs ของสหภาพยุโรป การแกไ้ข
ปัญหาศตัรูพืชในแปลงผลิตพืชผกัสดและสรุปขอ้มูลค าแนะน าการใช้สารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืช
รวมถึงวิธีการก าจดัศตัรูพืชกักกนัหลงัการเก็บเก่ียว เพื่อแจกจ่ายให้กับเจ้าหน้าท่ีของกรมวิชาการ
เกษตรและผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุ  

5.2 โปสเตอร์ 
กมพ. ร่วมกบั สอพ. จดัท าโปสเตอร์ภาพแมลงศตัรูส าคญัในพืชส่งออก เพื่อมอบให้

หน่วยงานของกรมวชิาการเกษตรท่ีเก่ียวขอ้งและแจกจ่ายให้กบัเจา้หนา้ท่ีโรงคดับรรจุผกัผลไมส้ด
ส่งออกไปสหภาพยโุรป นอร์เวย ์และสมาพนัธรัฐสวสิ   

5.3 วารสาร 
วารสารเพื่อนเกษตร ปีท่ี 7 ฉบบัท่ี 82 เดือนตุลาคม 2554 คอลมัน์เปิดเล่ม โดยเสริมสุข สลกัเพช็ร์ 
น.ส.พ. กสิกร  ปีท่ี 85 ฉบบัท่ี 5 กนัยายน-ตุลาคม 2555 เร่ือง อีย ูปลดล็อกผกัสดไทย

ส่งออกฉลุย โดยประภาส  ทรงหงษา 
น.ส.พ. กสิกร ปีท่ี 86 ฉบบัท่ี 2 มีนาคม-เมษายน 2556  เร่ือง มาตรการควบคุมพิเศษกบั

การส่งออกผกัและผลไมส้ดไปสหภาพยโุรป โดยรุ่งทิวา รอดจนัทร์ 
5.4 จัดนิทรรศการหัวข้อ “มาตรการควบคุมพเิศษ EL”  
นิทรรศการ  “งานวจิยัใชไ้ดจ้ริง” คร้ังท่ี 3 ระหวา่งวนัท่ี 28 – 30 สิงหาคม 2554 ณ บริเวณ

โดยรอบอาคาร สวป. 
การประชุม เร่ือง การตรวจประเมินแปลงเกษตรกรตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL วนัท่ี 

6 มีนาคม 2555 ณ หอ้งประชุม สวพ.4 อุบลราชธานี  
นิทรรศการ “เปิดบา้น งานวจิยั กรมวชิาการเกษตร” วนัท่ี 28 – 30 พฤษภาคม 2557 ณ 

บริเวณโดยรอบอาคารกสิกรรม กรมวชิาการเกษตร 
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5.5 ประชุม สัมมนา ฝึกอบรมในหัวข้อ “มาตรการควบคุมพเิศษ EL” 
การฝึกอบรมการปฏิบติัตามมาตรการควบคุมพิเศษการส่งออกสินคา้พืชไปสหภาพยโุรป  

เม่ือวนัท่ี  20  มิถุนายน 2555 ณ หอ้งประชุมโรงแรมเวล จงัหวดันครปฐม 
การฝึกอบรมผูต้รวจประเมินแปลงตามระบบ GAP เม่ือวนัท่ี 20 ธนัวาคม 2555 ณ หอ้ง

ประชุมอาคารสัมมนาบึงฉวากรีสอร์ท จงัหวดัสุพรรณบุรี   
การฝึกอบรมหลกัสูตรการจ าแนกศตัรูพืชใหก้บัเจา้หนา้ท่ีโรงคดับรรจุผกัผลไมส้ด

ส่งออก เม่ือวนัท่ี 8 – 9 พฤษภาคม 2556 ณ หอ้งประชุมใหญ่ กวป. 
การฝึกอบรมหลกัสูตรการจ าแนกศตัรูพืชใหก้บัเจา้หนา้ท่ีโรงคดับรรจุผกัผลไมส้ด

ส่งออก เม่ือวนัท่ี 12 มีนาคม 2557 หอ้งประชุมใหญ่ อาคาร กวป. 
5.6  จัดการศึกษา ดูงาน  
DG SANCO ไดร้้องขอใหป้ระเทศไทยจดัการศึกษาดูงานเร่ือง “มาตรการควบคุมพิเศษ 

EL” ใหก้บัคณะเจา้หนา้ท่ีของประเทศเวยีดนาม เม่ือวนัท่ี 18 – 20 พฤษภาคม 2555  
โครงการสัมมนาระหว่างประเทศของคณะท างานความร่วมมือไทย-ลาว ภายใตก้รอบ

ความร่วมมือดา้นการเกษตร (Agriculture Cooperation Framework) เร่ือง การพฒันาระบบกกักนั โดย
ส านกังานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ ไดข้อความร่วมมือใหจ้ดัการบรรยายและศึกษาดู
งานเร่ืองระบบควบคุมและก ากบัดูแลสินคา้เกษตรของไทยตั้งแต่ระดบัฟาร์มจนถึงการส่งออกผกัไป
สหภาพยโุรป ระหวา่งวนัท่ี 9 – 11 กนัยายน 2557 ใหก้บัเจา้หนา้ท่ีกรมปลูกฝัง กระทรวงกสิกรรมและ
ป่าไม ้สาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว  

 

สรุปผลการด าเนินงาน 
การด าเนินการมาตรการควบคุมพิเศษ EL อาศัยการบูรณาการความร่วมมือของหลาย

หน่วยงานในการด าเนินการให้บรรลุวตัถุประสงคแ์ละมีการพฒันาอยา่งต่อเน่ืองเพื่อแกไ้ขปัญหาและ
สนบัสนุนการส่งออกสินคา้ผกัผลไมส้ด ซ่ึงผลการด าเนินงานประสบความส าเร็จเป็นล าดบั ปัจจุบนัมี
โรงคดับรรจุท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน จ านวน 27 โรง สามารถส่งออกพืชภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ 
EL ได้เพิ่มข้ึนมาตรการควบคุมพิเศษ EL สามารถลดสถิติการแจง้เตือนตรวจพบศตัรูพืชอย่างมี
นัยส าคัญ (Table3) นอกจากน้ีสหภาพยุโรปยงัได้ยกเลิกรายการตรวจสอบและลดอัตราการสุ่ม
ตรวจสอบสารตกคา้งและการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียต์าม Regulation 669/2009 โดยยกเลิกรายการ
ตรวจสอบพืชคะน้าและกวางตุง้ และปรับลดการสุ่มตรวจสารตกคา้งในถัว่ฝักยาว มะเขือ กะเพรา 
โหระพา สะระแหน่ ผกัชีไทย (Table4)  

การด าเนินงานมีการทวนสอบยนืยนัจากหน่วยงานภายนอก โดยสหภาพยุโรปไดจ้ดัคณะ
ผูต้รวจประเมิน FVO เดินทางมาตรวจประเมินเม่ือวนัท่ี 9 – 18 ตุลาคม 2555 สรุปประเด็นจากการ
ตรวจประเมิน พบวา่ กรมวิชาการเกษตรไดด้ าเนินมาตรการควบคุมพิเศษ EL ส าหรับการส่งออกพืช  
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5 กลุ่ม 16 ชนิด โดยมีการพฒันาการกระบวนการส่งออกเป็นอยา่งมาก และมีการควบคุมระบบการ
ผลิตท่ีดีข้ึน ครอบคลุมการจดัการแหล่งผลิต และโรงคดับรรจุในดา้นสารเคมีตกคา้ง การปนเป้ือน
เช้ือจุลินทรีย ์และศตัรูพืช เป็นระบบท่ีมีความเช่ือมโยงต่อเน่ือง และมีความเขม้แข็ง (consistent and 
robust system) โดยผูป้ระกอบการตอ้งมีความพยายามอยา่งมากในการปรับปรุงและใชก้ารลงทุนใน
การควบคุม ระบบการตรวจสอบรับรองสุขอนามยัพืช ณ ด่านตรวจพืชท่าอากาศยานสุวรรณภูมิไดรั้บ
การพฒันาและมีความเขม้แข็งเป็นอยา่งมากเพื่อให้เป็นไปตามกฎระเบียบของสหภาพยุโรป ล่าสุด 
FVO ไดเ้ดินทางมาตรวจประเมินระบบควบคุม ตรวจสอบรับรองสารตกคา้ง และสุขอนามยัพืชใน
สินคา้เกษตรส่งออกจากไทยไปสหภาพยุโรป เม่ือวนัท่ี 29 มกราคม – 7 กุมภาพนัธ์ 2557 พบวา่ การ
จดัท ามาตรการควบคุมพิเศษ EL และการให้สิทธิประโยชน์แก่ผูป้ระกอบการท่ีมีระบบการควบคุม
ตามมาตรฐานท่ีก าหนด เป็นการส่งเสริมผูป้ระกอบการให้รับผิดชอบเร่ืองความปลอดภัยและ
สุขอนามยัพืช นอกจากน้ีกรมวิชาการเกษตรยงัไดจ้ดัท าแผนการตรวจติดตาม (Monitoring program) 
ณ แหล่งผลิต และโรงคดับรรจุ ประกอบกบัการจดัท าคู่มือต่างๆ เพื่อช่วยส่งเสริมให้ผูป้ระกอบการ 
เกษตรกร และเจา้หนา้ท่ีปฏิบติังานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ อีกทั้งมีการติดตามหาสาเหตุและมาตรการ
ด าเนินการกรณีมีการแจง้เตือนตรวจพบสารตกคา้งในสินคา้ผกัผลไมผ้า่นระบบ RASFF ของสหภาพ
ยุโรป ในส่วนสุขอนามยัพืชเพื่อเป็นการทวนสอบยืนยนัผลการด าเนินการท่ีกรมวิชาการเกษตรแจง้
เป็นหนงัสือต่อ DG SANCO และขอทราบขอ้มูลมาตรการท่ีจดัท าเพิ่มเติม ซ่ึงพบว่ากรมวิชาการ
เกษตรไดมี้การด าเนินการตามแผนการท่ีเสนอ โดยสหภาพยุโรปไดมี้หนงัสือวนัท่ี  12 สิงหาคม 2557 
ยอมรับในผลการจัดท าระบบมาตรการควบคุมพิเศษ EL และล่าสุดได้มีการออกกฎระเบียบท่ี 
1295/2014  ยกเลิกรายการตรวจสอบสารตกคา้งและเช้ือจุลินทรียใ์นพืชกะเพรา โหระพา สะระแหน่ 
และผกัชีไทย โดยจะมีผลตั้งแต่วนัท่ี 1 มกราคม 2558 เป็นตน้ไป 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
1. มาตรการควบคุมพิเศษ EL สามารถยกระดบัการผลิตสินค้าผกัสดส่งออกของไทย บนพื้นฐาน
มาตรฐานสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช โดยสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัระบบการผลิตสินคา้อ่ืนๆ ให้
เป็นแนวทางเดียวกนัได ้
2. มาตรการควบคุมพิเศษ EL ส่งผลใหเ้กิดการสนบัสนุนอ่ืนๆ เพื่อให้การด าเนินงานสามารถบรรลุผล
ส าเร็จ ไดแ้ก่ งานวิจยัวิธีการก าจดัแมลงศตัรูพืชกกักนัหลงัการเก็บเก่ียวโดยใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืชท่ีสอดคลอ้งกบัมาตรฐานสหภาพยุโรป งานวิจยัการใชเ้ทคนิคลดปริมาณศตัรูพืชภายหลงัการ
เก็บเก่ียว การปรับปรุงกระบวนงานตรวจสอบรับรองดา้นสุขอนามยัและสุขอนามยัพืช   
3. มาตรการควบคุมพิเศษ EL กระตุ้นให้เกิดการต่ืนตวั และสร้างความรับผิดชอบร่วมกนัในด้าน
สุขอนามยัและสุขอนามยัพืชในการผลิตผกัสดใหเ้กิดข้ึนในกลุ่มเกษตรกรเครือข่ายและผูป้ระกอบการ
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โรงคดับรรจุท่ีผลิตผกัสดจ าหน่ายทั้งตลาดภายในและต่างประเทศ อนัเป็นผลดีกบัผูบ้ริโภคท่ีจะได้
บริโภคผกัสดท่ีมีคุณภาพและความปลอดภยั 

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคุณนายจิรากร โกศยัเสวี อดีตอธิบดีกรมวิชาการเกษตร นายวิชา ธิติประเสริฐ อดีต

ผูอ้  านวยการส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร ส านกังานท่ีปรึกษาการเกษตรต่างประเทศ ประจ า
สหภาพยุโรป เจา้หน้าท่ีตรวจประเมินโรงคดับรรจุ กมพ. เจา้หน้าท่ีตรวจประเมินแปลง สวพ. 1-8 
สคว. สอพ กวป. ส านกันิติการและสิทธิประโยชน์ ผูป้ระกอบการโรงคดับรรจุ และเกษตรกรท่ีเขา้
ร่วมมาตรการควบคุมพิเศษ EL  

 

ปัญหาและอปุสรรค 
 การด าเนินการตามมาตรการควบคุมพิเศษ EL มีความเช่ือมโยงเก่ียวกับหลายหน่วยงาน
ภายใตก้รมวิชาการเกษตร ปัญหาและอุปสรรคหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแกไ้ขปัญหา ไดแ้ก่ องคค์วามรู้
เก่ียวกบัการใชส้ารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชก่อนการเก็บเก่ียว กรรมวิธีการลดหรือก าจดัศตัรูพืชหลงัการ
เก็บเก่ียว เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัขอ้ก าหนดดา้นสุขอนามยัและสุขอนามยัพืชของสหภาพยุโรป เน่ืองจาก
ความแตกต่างของค่าปริมาณสารป้องกันก าจดัศตัรูพืชตกค้างสูงสุด (MRLs) ความแตกต่างชนิด
ศตัรูพืชกกักนั (Quarantine pests) ซ่ึงท่ีผา่นมากรมวิชาการเกษตรยงัขาดการพฒันาองคค์วามรู้เพื่อใช้
ในการสนบัสนุนการแกไ้ขปัญหาระบบการผลิตอยา่งเป็นระบบ การด าเนินการตามมาตรการควบคุม
พิเศษ EL ผลกัดนัให้เกิดการพฒันาองค์ความรู้ดงักล่าวเพื่อถ่ายทอดให้กบัเกษตรกรและโรงคดับรรจุ 
อยา่งไรก็ตามยงัคงตอ้งมีการพฒันาอยา่งต่อเน่ือง 
 ระบบการผลิตภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ EL ก าหนดให้โรงคดับรรจุตอ้งมีการควบคุม
การผลิตใหเ้ป็นไปตามมาตรฐานสุขอนามยัและสุขอนามยัพืชบนพื้นฐานการวิเคราะห์ความเส่ียงของ
โรงงาน (Self control) ส่งผลให้เกิดความรับผิดชอบมากยิ่งข้ึนโดยน าเอาหลกัการให้รางวลัและการ
ก าหนดโทษ (Carrot and stick) มาใชพ้ฒันาระบบการส่งออก ผูป้ระกอบการท่ีมีความพร้อมสามารถ
ปรับตวัและพฒันาเขา้สู่ระบบการผลิตภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ EL แต่ส าหรับผูป้ระกอบการท่ียงั
ขาดความพร้อม โดยเฉพาะดา้นองค์ความรู้ กรมวิชาการเกษตรจ าเป็นตอ้งให้การส่งเสริมสนบัสนุน
เพื่อเพิ่มศกัยภาพใหส้ามารถพฒันาเขา้สู่ระบบการผลิตภายใตม้าตรการควบคุมพิเศษ EL ใหม้ากยิง่ข้ึน 

ปัญหาความรู้ ความเขา้ใจท่ีไม่ถูกตอ้งตรงกนัในการปฏิบติังานภายใตม้าตรการควบคุม
พิเศษ EL จึงมีความจ าเป็นตอ้งประชุมหารือท าความเขา้ใจระหว่างหน่วยงานอย่างต่อเน่ืองเพ่ือให้การ
ปฏิบติัสอดคลอ้งและเป็นไปในทิศทางเดียวกนั อีกทั้งเป็นการพฒันาระบบใหมี้ความเขม้แข็ง และยัง่ยืน  
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Table 1 Pest interceptions in commodities under the special control scheme for establishment list 
prior to export at Suvarnnabhumi International Airport Plant Quarantine Station 

Source: Suvarnabhumi International Airport Plant Quarantine Station, Office of Agricultural Regulation 
Note: *The special control scheme was introduced in March 2011 for 16 kinds of vegetables 

Year No. of 
interception 

Commodity Pest 

Jan-March  
2011 

2242 Holy basil ,  Sweet basil, Stinking,  
Hairy Basil,  Balsam pear, Egg plant,  
Chilli, Celery,  Mint, Tree Basil, 
Chinese kale,  Coriander, Yard long 
beans and  Chinese cabbage 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 
Lepidoptera 
Spodoptera Aphids 

April-Dec  
2011* 
 

2367 Chinese cabbage,  Chinese kale ,Celery, 
Yard long beans,  Mint  Coriander,   
Holy basil ,  Sweet basil, Egg plant and  
Chilli 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 
Lepidoptera 
Spodoptera 

2012 30 Holy basil ,  Sweet basil, Egg plant,  
Chilli   Chinese kale,   Coriander and  
Balsam pear 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 

2013 28 Basil,  Sweet basil, Egg plant,  Chilli,   
Chinese kale, Coriander, Stinking,  
Yard long beans and  Balsam pear 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 
Lepidoptera 
Spodoptera  

Jan-Nov  
2014 

7 Sweet basil,  Egg plant, Chilli, Holy 
basil and Celery 

Liriomyza sativae Blanchard 
Bemisia tabaci (Genn.) 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 
Leucinodes orbonalis Spodoptera 
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Table 2 Export of commodities under the special control scheme for establishment list to the 
European Union  between 2008-2014 

Commodity 2008 
 (kg) 

2009  
(kg) 

2010  
(kg) 

2011  
(kg) 

2012 
 (kg) 

2013  
(kg) 

Jan-Jun 
2014(kg) 

Chilli/ bird 
chilli 

650,731 657,026 767,906 162,532 60,112 100,475 200,440 

Balsam 
pear / Bitter 
gourd 

310,808 271,773 249,403 43,257 3,018 38,278 79,634 

Holy basil 160,219 178,084 161,491 13,111 2,595 12,630 24,491 
Egg plant 623,407 618,884 432,804 96,952 49,438 114,519 272,999 
Stinking 137,229 152,107 147,997 22,851 1,503 7,304 13,201 
Sweet basil 601,646 647,141 643,158 87,686 25,067 65,553 94,005 
Mint 3,708 22,719 20,575 2,882 100 0 0 
Celery 7,943 48,611 48,251 23,553 3,539 8,017 21,923 
Chinese 
cabbage 

5,896 34,786 34,594 24,200 1,343 268 1,540 

Chinese 
kale  

12,530 77,983 28,103 11,883 1,242 7,956 16,310 

Coriander  61,850 387,134 336,612 291,256 72,310 99,257 165,121 
Yard long 
beans 

77,879 440,568 193,157 218,605 23,740 78,325 118,424 

Hairy Basil 26,151 37,003 28,584 1,520 0 0 0 
Tree Basil 534 537 567 3 0 0 0 

Total 2,680,530 3,574,356 3,093,202 1,000,291 244,007 532,582 1,008,088 
Source: Suvarnabhumi International Airport Plant Quarantine Station, Office of Agricultural 

Regulation 
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Table 3 Pest interceptions in exported commodities under the special control scheme for 
establishment list reported via EUROPHYT 

Source: Food Safety of Plants and Plant Products Group, Plant Standard and Certification Office 
Note: *The special control scheme was introduced in March 2011 for 16 kinds of vegetables 

Year No. of 
interception 

Commodity  Pest 

2553 368 Holy basil ,  Sweet basil,   
Stinking,  Hairy Basil,  
Balsam pear,   Egg plant,  
Chilli,  Celery,   Chinese kale 
and  Bitter gourd 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Liriomyza sativae Blanchard 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 

Jan-March 2011 43 Holy basil ,  Sweet basil,    
Stinking,  Balsam pear,    Egg 
plant,  Chilli,    Celery,  
Coriander and Yard long 
beans 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Liriomyza sativae Blanchard 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny  

April-Dec 2011* 14 Celery  and Chinese kale Bemisia tabaci (Genn.) 
Liriomyza sativae Blanchard 

2012 3 Sweet basil and  Egg plant Bemisia tabaci (Genn.) 
Liriomyza sativae Blanchard 
Leucinodes orbonalis 

2013 10 Balsam pear  Celery, Sweet 
basil, Egg plant,   Chilli and  
Stinking 

Bemisia tabaci (Genn.) 
Liriomyza sativae Blanchard 
Leucinodes orbonalis 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny 

Jan-Nov 2014  10 Egg plant, Stinking,   Chilli,   
Holy basil and  Coriander 

Leucinodes orbonalis 
Bemisia tabaci (Genn.) 
Tephritidae  
Thrips palmi Karny  
Spodoptera 
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Table 4 Changes of official inspection control level under Regulation 669/2009 for pesticides 
residues and microbiological contamination 

Regulation Commodity Measure Effective date 
669/2009 Yard long beans,  Egg 

plant and  Chinese 
cabbage    

50% Sampling for 
pesticides residues analysis  

January 2009 

878/2010 Yard long beans,  Egg 
plant and  Chinese 
cabbage    

50% Sampling for 
pesticides residues analysis  

October 2009 

Holy basil,  Sweet basil    
and Coriander 

20% Sampling for 
pesticides residues analysis  

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint  

10% Sampling for 
Salmonella analysis  

4333/2011 Yard long beans,  Egg 
plant and  Chinese 
cabbage    

50% Sampling for 
pesticides residues analysis 

July 2011 

Holy basil,  Sweet basil     
and Coriander  

20% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

1235/2012 Yard long beans,  Egg 
plant and  Chinese 
cabbage    

Reduce level of sampling 
to 20% for pesticides 
residues analysis 

January 2013 

Holy basil,  Sweet basil     
and Coriander  

20% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues analysis 
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Regulation Commodity Measure Effective date 
270/2013 Yard long beans,  Egg 

plant and  Chinese 
cabbage    

20% Sampling for 
pesticides residues 
analysis 

April 2013 
 

Holy basil,  Sweet basil     
and Coriander  

20% Sampling for 
pesticides residues 
analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues 
analysis  

618/2013 Yard long beans and 
Egg plant   

20% Sampling for 
pesticides residues 
analysis 

July 2013 

Chinese cabbage    Reduce level of 
sampling to 10% for 
pesticides residues 
analysis 

Holy basil,  Sweet basil   
and Coriander  

Reduce level of 
sampling to 20% for 
pesticides residues 
analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues 
analysis 
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Regulation Commodity Measure Effective date 
1355/2013 Yard long beans and Egg 

plant   
20% Sampling for 
pesticides residues analysis  

January 2014 

Chinese cabbage    Remove from the list for 
pesticides residues analysis 

Holy basil,  Sweet basil     
and Coriander  

10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

1021/2014 Yard long beans and Egg 
plant   

20% Sampling for 
pesticides residues analysis 

October 2014 

Holy basil,  Sweet basil      
and Coriander  

10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

10% Sampling for 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Betel leaf 10% Sampling for 
Salmonella analysis 

1295/2014 Yard long beans and Egg 
plant   

20% Sampling for 
pesticides residues analysis 

January 2015 

Holy basil,  Sweet basil,     
Coriander and Mint 

Remove from the list for 
pesticides residues and 
Salmonella analysis 

Chilli 10% Sampling for 
pesticides residues analysis 

Betel leaf 50% Sampling for 
Salmonella analysis 

Source: Food Safety of Plants and Plant Products Group, Plant Standard and Certification Office 
 















หน่วยงาน

1 วิธีการประเมินการเขา้ท าลายของโรคแอนแทรคโนสในมะม่วงโดยการตรวจสอบ
การเขา้ท าลายแฝง (Quiescent infection)

สวป.

2 พฒันาแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพนัธุ์ใหม่ ในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ สาเหตุจาก
เช้ือรา Alternaria brassicicola

สอพ.

3 ศึกษาการตอบสนองของมนัส าปะหลงัต่อการจดัการธาตุอาหารในดินเหนียว ชุดดินโชคชยั สปผ.
4 โมเลกุลเคร่ืองหมายในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและตรวจสอบปาลม์

น ้ามนัลูกผสมชนิดเทเนอรา
สทช.

5 คดัเลือกชนิดสาหร่ายขนาดเล็กท่ีเหมาะสมกบัการผลิตเอทานอลโดยใชเ้ทคนิคชีวโมเลกุล สทช.
6 การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของกระเทียมจากแหล่งปลูกต่าง ๆ สวส.

1 การสร้างมูลค่าเพ่ิมใหก้บัดาหลาในเชิงพาณิชยด์ว้ยการสกดัเส้นใยจากล าตน้ดาหลาเพ่ือใช้
ในอุตสาหกรรมการทอผา้ ในจงัหวดันราธิวาส

สวพ.8

2 การวิจยัและพฒันาเทคโนโลยกีารผลิตและการแปรรูปส้มจ๊ีดในพ้ืนท่ีภาคตะวนัออก สวพ.6
3 สารชีวภาพจากแบคทีเรียแลคติกแอซิด สวป.
4 การใชเ้ทคนิค Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. 

citri สาเหตุโรคแคงเคอร์ เพ่ือการตรวจรับรองแปลงผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์
สอพ.

5 ความตอ้งการน ้าและค่าสัมประสิทธ์ิการใชน้ ้าของออ้ยพนัธุ์ขอนแก่น 3 สวร.
6 วิธีตรวจและวินิจฉยัโรคใบขาวออ้ยดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ สวร.
7 การวิจยัและพฒันาระบบกรีดท่ีเหมาะสมกบัยางพนัธุ์ RRIT 251 ในเขตพ้ืนท่ีภาคใตต้อนบน สวพ.7

1 ขา้วฟ่างพนัธุ์ "สุพรรณบุรี 2" สวพ.5

1 การใชส้ารกลุ่มปลอดภยัร่วมกบัน ้าร้อนในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส
ของพริกหวานหลงัการเก็บเก่ียว

สวป.

2 การพฒันาเทคนิคการใชส้ารแบบผสมผสานเพ่ือแกไ้ขปัญหาหนอนหวัด ามะพร้าว ;
 Opisina arenosella และแมลงด าหนามมะพร้าว ; Brontispa longissima

สอพ.

ช่ือเร่ือง
รายช่ืองานวจิยัทีห่น่วยงานเสนอเพื่อพิจารณาเป็นผลงานวจิยัดเีด่น กรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2557

ประเภทงานวจิยัพืน้ฐาน

ประเภทงานวจิยัประยกุต์

ประเภทงานปรับปรุงพันธ์ุ 

ประเภทงานพัฒนางานวจิยั



3 ศึกษาการใหน้ ้าอยา่งเหมาะสมส าหรับการผลิตขา้วโพดหวานในดินเหนียว ชุดดินทบักวาง สปผ.
4 การเพ่ิมศกัยภาพการผลิตหอ้มเพ่ือใชย้อ้มผา้

ในภาคเหนือตอนบน
สวพ.1

5 การพฒันาเทคโนโลยผีลิตหอมแดงคุณภาพ สวพ.4
6 ทดสอบระบบการปลูกพืชในพ้ืนท่ีชลประทานโครงการสูบน ้าดว้ยไฟฟ้าทุ่งวดัสิงห์ 

จงัหวดัชยันาท
สวพ.5

7 การพฒันาผลิตภณัฑจ์ากถัว่เขียวในระดบัอุตสาหกรรมครัวเรือน สวร.
8 การวิจยัและพมันาเทคโนโลยกีารผลิตส้มโอพนัธุ์ทบัทิมสยามในพ้ืนท่ีภาคใตต้อนบน สวพ.7
9 การผลิตกรดแลคติกจากมนัเทศ สวส.

10 เทคโนโลยกีารแปรรูปผลิตภณัฑช์าเพ่ือผลิตชาเขียวชนิดอบไอน ้า และชาฝร่ัง สวส.

1 การเตรียมฟิลม์ชีวภาพจากแป้งของพืชท่ีมีศกัยภาพ สวป.
2 วิจยัและพฒันาไถระเบิดดินดานส าหรับรถแทรคเตอร์ขนาดกลาง สวศ.
3 การทดสอบพฒันาเคร่ืองอบแหง้ลมร้อนแบบชั้นวางร่วมกบัโรงอบแหง้พลงังาน

แสงอาทิตยส์ าหรับผลิตพริกอินทรียคุ์ณภาพในพ้ืนท่ีจงัหวดัอุบลราชธานี
สวศ.

4 วิจยัและพมันาอุปกรณ์ใหปุ้๋ ยพร้อมระบบน ้าหยดส าหรับการปลูกพืชโดยใชพ้ลาสติกคลุม
ดิน

สวศ.

1 มาตรการควบคุมพิเศษการส่งออกผกัและผลไมส้ดไปสหภาพยโุรป 
นอเวย ์และสมาพนัธรัฐสวิสระบบบญัชีรายช่ือโรงคดับรรจุ

สมพ.

2 หอ้งปฏิบติัการเครือข่ายมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ในส่วนภูมิภาคเพ่ือ
เสริมสร้างความเขม้แขง็และมัน่คงทางการเกษตรกา้วสู่ผูน้  า AEC

สวพ.2

3 การใชส้ารสกดัพืชและจุลินทรียเ์พ่ือลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในการผลิตผกัสด สวป.
4 โครงการตรวจสอบและรับรองสุขอนามยัพืชส าหรับการผลิตเมล็ดพนัธุ์ขา้วโพดเพ่ือ

ส่งออกในฤดูผลิตปี 2555/56-2556/57
สอพ.

5 โครงการการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมนัส าปะหลงัในเขตจงัหวดัลพบุรีและสระบุรี สวพ.5
6 หมู่บา้นเมล็ดพนัธุ์ขา้วโพดลูกผสมนครสวรรค ์3 สวร.
7 การพฒันาการผลิตและส่งออกไมผ้ลเศรษฐกิจในพ้ืนท่ีภาคใตต้อนบน สวพ.7

ประเภทงานส่ิงประดษิฐ์คิดค้น

ประเภทงานบริการวชิาการ 



คณะผู้จดัท าผลงานวจิยัดเีด่น กรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2557 
 

ทีป่รึกษา 
อนนัต ์ สุวรรณรัตน์  อธิบดีกรมวชิาการเกษตร 
สุวทิย ์ ชยัเกียรติยศ  รองอธิบดีกรมวชิาการเกษตร 

   ดิเรก  ตนพยอม   รองอธิบดีกรมวชิาการเกษตร 
   เสริมสุข  สลกัเพช็ร์  รองอธิบดีกรมวชิาการเกษตร 
   อนนัต ์ อกัษรศรี   ผูอ้  านวยการกองแผนงานและวชิาการ 
 

ข้อมูล 
คณะผูว้จิยั และบุคลากรหน่วยงานของกรมวชิาการเกษตร 

 

กองบรรณาธิการ 
คณะอนุกรรมการพิจารณางานวจิยัดีเด่น กรมวชิาการเกษตร ประจ าปี 2557   

 

คณะผู้เรียบเรียง 
กลุ่มวเิคราะห์การใช้ประโยชน์ผลงานวจัิย   กองแผนงานและวชิาการ 

โกมินทร์  วโิรจน์วฒันกุล  นกัวชิาการเกษตรช านาญการพิเศษ 
หน่ึงฤทยั  ศรีธรราษฎร์  นกัวชิาการเกษตรช านาญการ 
กญัญด์า  ยิง่ภิญโญ  นกัวชิาการเกษตรช านาญการ 
ณฏัฐิณี  ศิริมาจนัทร์  นกัวชิาการเกษตรปฏิบติัการ 
ธีรเดช  เกลียวกลม  นกัวชิาการเกษตรปฏิบติัการ 
นิยม  รอดทิม   นกัวชิาการเกษตร 
วรินดา  เม่นทอง   นกัวชิาการเกษตร 
ศิรินทิพย ์ พิลาเดช  นกัวชิาการเกษตร 
จีรวรรณ  พรหมตนั  เจา้หนา้ท่ีวเิคราะห์นโยบายและแผน 
สมเจตน์  บุรีรักษ ์  เจา้หนา้ท่ีวเิคราะห์นโยบายและแผน 
ธนพนธ์  เผา่บรรจง  เจา้หนา้ท่ีระบบงานคอมพิวเตอร์ 

 

 กองแผนงานและวชิาการ  กรมวชิาการเกษตร 
 50 พหลโยธิน จตุจกัร กรุงเทพฯ 10900 โทรศพัท ์ 0-2579-1306, 0-2940-5411 โทรสาร 0-2940-6342 




