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 วารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืชตีพิมพ์เผยแพร่ความรู้และผลงานวิจัยด้านอารักขาพืชเผยแพร่ใน
รูปแบบออนไลน์มีกำหนดออกปีละ 1 ฉบับ ประกอบด้วย ผลงานวิจัย (Research papers) กำหนดปีละไม่ต่ำ
กว่า 5 เรื่อง และไม่เกิน 12 เรื่องต่อปี บทความ (Articles) กำหนดปีละไม่เกิน 4 เรื่องต่อปี โดยผลงานวิจัยทุก
เรื ่องที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืชได้ผ่านการพิจารณาจากกองบรรณาธิการซึ่ง
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บทบรรณาธิการ 

             วารสาร วิจัยและพัฒนาอารักขาพืช เป็นวารสารวิชาการที่มีบทบาทสำคัญในฐานะสื่อกลางสำหรับ
การเผยแพร่ผลงานวิจัย ข้อมูลทางวิชาการ และองค์ความรู้ด้านการอารักขาพืชของประเทศไทย ครอบคลุมทั้ง
ด้านกีฏวิทยา โรคพืช การกักกันพืช วัชพืชและการบริหารจัดการศัตรูพืช โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อส่งเสริมการ
พัฒนาองค์ความรู้เชิงลึกที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการปฏิบัติงานได้อย่างมีประสิทธิภาพและยั่งยืน แม้
วารสารจะหยุดการจัดพิมพ์ไปเกือบสองทศวรรษ (17 ปี) เนื ่องจากข้อจำกัดด้านงบประมาณ แต่ด้วย
ความสำคัญของการแลกเปลี่ยนข้อมูลวิชาการและการเผยแพร่ผลงาน สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จึงได้
ฟื ้นฟูวารสารขึ ้นอีกครั ้งในรูปแบบออนไลน์ เพื ่อให้เข้าถึงผู ้อ่านได้อย่างสะดวก รวดเร็ว และครอบคลุม 
สอดคล้องกับการสื่อสารทางวิชาการในยุคดิจิทัลที่ไร้พรมแดน 
            ในฉบับนี้ได้นำเสนอผลงานวิจัยที่มีความหลากหลายและคุณค่าทางวิชาการสูง เริ่มจากด้านกีฏและ
สัตววิทยา อาทิ การจำแนกชนิดเพลี้ยแป้งสกุล Planococcus โดยใช้ทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิค
ชีวโมเลกุล การพัฒนาเทคนิค Duplex และ Multiplex PCR เพื ่อการตรวจวินิจฉัยแมลงวันผลไม้ที ่มี
ความสำคัญทางเศรษฐกิจ รองรับมาตรฐานการส่งออกสินค้าเกษตรของประเทศและการศึกษาความเป็นพิษ
เฉียบพลันทั้งทางปากและทางผิวหนังของชีวภัณฑ์ Trichoderma harzianum DOA-TH50 ในสัตว์ทดลอง 
เพื่อประเมินความปลอดภัยต่อผู้ใช้และสิ่งแวดล้อม ด้านโรคพืช มีการสำรวจและจำแนกชนิดของแบคทีเรีย 
Xanthomonas สาเหตุโรคใบจุดในมะเขือเทศและพริกในประเทศไทย เพื่อสนับสนุนการวินิจฉัยโรคที่แม่นยำ
และรวดเร็ว ตลอดจนการพัฒนาเทคนิค Polymerase Chain Reaction สำหรับการตรวจวินิจฉัยเชื ้อรา 
Trichoderma asperellum เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชด้วยชีววิธี ด้านวัชพืช มีการศึกษา
นิเวศวิทยาของ Oxalis latifolia เพื ่อใช้ประกอบการจัดการแบบผสมผสาน โดยมีเป้าหมายฟื้นฟูความ
หลากหลายทางชีวภาพในระบบนิเวศการเกษตรและสิ่งแวดล้อม ซึ่งสอดคล้องกับแนวทางเกษตรยั่งยืน ในส่วน
ของการบริหารจัดการศัตรูพืช มีการประเมินความต้านทานต่อสารฆ่าแมลงในด้วงหมัดผักซ่ึงเป็นศัตรูสำคัญของ
พืชตระกูลกะหล่ำในพ้ืนที่ภาคเหนือเพ่ือใช้เป็นข้อมูลประกอบการวางแผนและกำหนดมาตรการควบคุมศัตรูพืช
อย่างเหมาะสมและยั่งยืน  

นอกจากนี้ วารสารยังนำเสนอบทความวิชาการที่ให้ภาพรวมองค์ความรู้ด้านอารักขาพืช ทั้งในมิติของ
โรคพืชและการจัดการแบบบูรณาการ รวมถึงบทความว่าด้วยความร่วมมือด้านอารักขาพืชระหว่างประเทศ  
ซึ่งตอกย้ำความสำคัญของการทำงานร่วมกันในระดับภูมิภาคและระดับโลกเพ่ือป้องกันและควบคุมศัตรูพืชตาม
มาตรฐานสากล 

ในนามของสำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ข้าพเจ้าขอขอบคุณคณะกรรมการวารสาร ผู้ทรงคุณวุฒิ 
นักวิจัย ผู้เขียนบทความ และเจ้าหน้าที่ทุกฝ่ายที่มีส่วนร่วมในการจัดทำวารสารฉบับนี้ให้สำเร็จลุล่วง และหวัง
เป็นอย่างยิ่งว่าวารสาร วิจัยและพัฒนาอารักขาพืช ฉบับนี้ จะเป็นแหล่งข้อมูลวิชาการที่ทรงคุณค่า สนับสนุน
การทำงานด้านการอารักขาพืชของประเทศ และมีส่วนสำคัญในการขับเคลื่อนภาคการเกษตรไทยสู่ความมั่นคง
และยั่งยืน 

 

         ด้วยความเคารพอย่างสูง 

 

(นางช่อทิพย์ ศัลยพงษ์) 
ผู้อำนวยการสำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

กรมวิชาการเกษตร 
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การจำแนกชนิดของเพลี้ยแป้ง สกุล Planococcus Ferris, 1950 (Hemiptera: Pseudococcidae) 
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

Species Identification of Mealybug Genus Planococcus Ferris, 1950 based on 
Morphological Character and Molecular Techniques 
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ABSTRACT 
 

Mealybugs in the genus Planococcus Ferris, 1950, belonging to the family Pseudococcidae, 
are sucking insects capable of causing significant damage to a wide range of host plants. These 
insects are small in size, and many species exhibit similar morphological characteristics, making 
accurate species identification difficult. This study, conducted between 2022 and 2023, aimed 
to identify Planococcus species and their host plants in the Central, Northern, Northeastern, 
Eastern, Western, and Southern regions of Thailand using both morphological and molecular 
approaches. Specimens were collected from various agricultural crops and prepared as 
permanent slides for morphological identification. DNA was also extracted and amplified using 
primers targeting the cytochrome c oxidase subunit I (Cox1) gene. The obtained nucleotide 
sequences were compared with reference sequences from the GenBank database to confirm 
species identity. As a result, three Planococcus species were identified: Planococcus lilacinus 
(Cockerell, 1905), Planococcus minor (Maskell, 1897), and Planococcus citri (Risso, 1813). This 
study provides useful reference data and contributes to the development of clearer, more 
accurate, and standardized methods for the identification of Planococcus species in Thailand. 
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บทคัดย่อ 
 

เพลี้ยแป้ง สกุล Planococcus Ferris, 1950 
ในวงศ์ Pseudococcidae เป็นแมลงปากดูดที่สามารถ
สร้างความเสียหายให้กับพืชได้หลากหลายชนิด 
มีขนาดลำต ัว เล ็กและบางชน ิดม ีล ักษณะทาง 
สัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียงกัน ทำให้การจำแนกชนิด 
ที ่ถ ูกต ้องทำได้ยาก การจำแนกชนิดของเพลี ้ยแป้ง  
สก ุล Planococcus Ferris, 1950  ด ้ วยล ั กษณะ 
ทางส ัณฐานว ิทยาและเทคน ิคทางช ีว โมเลกุล 
ดำเนินการระหว่าง ปี พ.ศ. 2565 - 2566 เพื่อทราบ
ชนิดและพืชอาศัย ในพื ้นที ่ภาคกลาง ภาคเหนือ  
ภาคตะว ั นออก เ ฉ ี ย ง เหน ื อ  ภ าคตะว ั น ออก  
ภาคตะวันตก และภาคใต้ของประเทศไทย ทำการ
เก ็บรวบรวมตัวอย ่างเพลี ้ยแป้ง  จากแหล่งปลูก 
พืชต่าง ๆ นำมาทำสไลด์ถาวรเพื่อใช้จำแนกชนิดด้วย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิม
ปริมาณจากส่วนของยีน cytochrome c oxidase 
subunit 1 (Cox1) มาใช้ในการยืนยันชนิดของเพลี้ยแป้ง 
เมื ่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้มาเปรียบเทียบกับ
ลำดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank 
สามารถจำแนกชนิดเพลี้ยแป้ง สกุล Planococcus 
ได้จำนวน 3 ชนิด ได้แก่ Planococcus lilacinus 
(Cockerell, 1905) Planococcus minor (Maskell, 
1897) และ Planococcus citri (Risso, 1813) ซึ่งทำให้
การศึกษาในครั ้งนี ้สามารถนำมาใช้เป็นแนวทาง 
และข้อมูลสนับสนุนในการจำแนกชนิดของเพลี้ยแป้ง
ให้มีความชัดเจน มีความถูกต้องแม่นยำและเป็น
มาตรฐานมากขึ้น 
 
คำสำคัญ: เพลี้ยแป้ง ดีเอ็นเอบาร์โค้ด Planococcus  

บทนำ 
 

 เพลี้ยแป้ง (mealybug) สกุล Planococcus 
Ferris, 1950 วงศ์ Pseudococcidae พบเข้าทำลาย
พืชต่าง ๆ ได้หลากหลาย เช่น พืชผัก ไม้ดอก ไม้ผล 
และพืชไร่ ทั่วโลกพบรายงานแล้ว 48 ชนิด สำหรับใน
ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีรายงานแล้ว 15 ชนิด 
(García et al., 2016) ส่วนในประเทศไทยนั้น พบเพลี้ยแป้ง 
สกุลนี้ จำนวน 2 ชนิด คือ Planococcus lilacinus 
(Cockerell) พบลงทำลายใน เงาะ ทุเรียน น้อยหน่า 
และสละ เป็นต้น และ Planococcus minor (Maskell) 
พบลงทำลายใน ทุเรียน กล้วยน้ำว้า น้อยหน่า เงาะ 
ลางสาด งอนไก่ มันฝรั่ง และมะม่วงหิมพานต์ (บุปผา
และชลิดา , 2543) นอกจากนี ้  Williams (2004)  
ได ้รายงานว ่า ประเทศไทยพบเพล ี ้ยแป ้งชนิด 
Planococcus citri (Risso) ซึ ่งเพลี ้ยแป้งในสกุลนี้ 
มีความคล้ายคลึงด้านสัณฐานวิทยาเป็นอย่างมาก 
โดยเฉพาะชนิด P. minor และ P. citri เนื ่องจาก 
พืชอาศัยที่พบเป็นพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ 
ความถูกต้องแม่นยำในการจำแนกชนิดจึงเป็นสิ่งที่มี
ความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง โดยเฉพาะสำหรับผู้ที ่ไม่มี
ความเชี ่ยวชาญด้านอนุกรมวิธานของเพลี ้ยแป้ง 
ถือเป็นสิ่งที่ยาก และหากตัวอย่างที่มีไม่สมบูรณ์ก็ทำให้
การจำแนกชนิดนั ้นเป็นไปได้ยาก ซึ ่งในปัจจุบัน 
มีเทคนิคด้านชีวโมเลกุลที ่ถือเป็นเครื ่องมือสำคัญ  
หากสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการจัดจำแนกชนิดให้
มีความถูกต้องแม่นยำ ยอมรับในระดับสากล และยัง
สามารถพัฒนาต่อยอดสู ่การว ิจ ัยเพื ่อพัฒนาการ
ตรวจสอบให้รวดเร ็ว ท ันต ่อสถานการณ์ ซ ึ ่งเป็น
ประโยชน์ต่อการตรวจสอบศัตรูพืชในการนำเข้าและ
ส่งออกสินค้าเกษตรของไทย รวมทั้งการวางแผนในการ
ป้องกันกำจัดที่ถูกต้องเหมาะสมในอนาคตต่อไปได้ 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งสกุล Planococcus  
 เก ็บรวบรวมต ัวอย ่างจากแหล ่งปล ูกพืช 
ที่สำคัญตามภูมิภาคต่าง ๆ ทั่วประเทศ เมื่อพบเพลี้ยแป้ง 
ให้ตัดชิ ้นส่วนของพืชที ่มีเพลี ้ยแป้งอาศัยอยู ่ใส่ใน 
ถุงกระดาษหรือห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์แล้วใส่  
ในถุงพลาสติก บันทึกข้อมูลรายละเอียด นำตัวอย่าง 
ท ี ่ เก ็บรวบรวมได ้  มาตรวจด ูล ักษณะภายนอก 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) 
ในห้องปฏิบัติการ บันทึกภาพถ่าย รายละเอียดที่
เกี่ยวข้อง คัดเลือกตัวเต็มวัยเพศเมียหรือระยะอ่อน 
วัยที่ 3 ซึ่งมีอวัยวะต่าง ๆ สมบูรณ์ ทำการดองตัวอย่าง
ในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ 
-20°ซ. เพ่ือดำเนินการในขั้นตอนต่อไป 

 

2. การจำแนกชนิดเพลี้ยแป้ง สกุล Planococcus 
ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  

นำต ัวอย ่างเพล ี ้ยแป ้ ง ไปสก ัดด ี เอ ็น เอ  
โดยใช้เพลี้ยแป้งที่ดองในแอลกอฮอล์ 95% จากข้อ 1 
นำเพล ี ้ยแป ้งท ั ้ งต ัวใส ่ ในหลอดขนาด 1.5 mL  
แล้วดำเนินการสกัดด ้วยชุดน้ำยาสกัด ISOLATE II 
Genomic DNA Kit (Bioline, Australia) เติม Lysis 
buffer GL 180 µL และ Proteinase K 25 µL เขย่า 
ให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิ 62°ซ. นาน 20 - 24 ชม.
จากนั้นเติม Lysis buffer G3 ปริมาตร 200 µL เขย่าให้
เข้ากัน และบ่มต่อที่ 70°ซ. นาน 10 นาที นำไคติน 
(chitin) ของเพลี ้ยแป้งออกมาดองในแอลกอฮอล์ 
70% เพื ่อนำไปทำสไลด์ถาวร และนำของเหลวใน
หลอดเต ิม absolute ethanol ปริมาตร 210 µL 
เขย่าให้เข้ากัน และนำไปใส่ในคอลัมน์กรองก่อนปั่น
เหวี ่ยงที ่ 13,000 g นาน 1 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย 
Wash buffer GW1 ปริมาตร 500 µL และปั่นเหวี่ยง
ที่ 13,000 g นาน 1 นาที เทส่วนที่กรองได้ทิ้ง และล้าง
คอลัมน์ซ้ำด้วย Wash buffer GW2 ปริมาตร 600 µL 
ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 g นาน 1 นาที และปั่นซ้ำอีกครั้ง
โดยไม่เติมสารละลาย เพื่อกำจัด ethanol ที่ตกค้าง 
ต่อมาย้ายคอลัมน์ไปใส่ในหลอดใหม่ และชะล้าง 
ดีเอ็นเอด้วยการเติม Elution buffer G ที ่อุ ่นไว้ที่  

70°ซ. ปริมาตร 50 µL บ่มที ่อุณหภูมิห้อง 3 นาที  
แล้วปั ่นเหวี ่ยงที ่ 13,000 g นาน 10 นาที ทำการ 
เพิ ่มปริมาณยีน mtCOI ด้วยวิธ ีการ Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์สากลของ
เพลี้ยแป้ง mealybug universal primer) PcoF1-5′ 
CCTTCAACTAATCATAAAAATATYAG 3 ′  แ ล ะ 
LepR1 5′ TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 3′ 
(Park et al., 2010; Park et al., 2011) ในการเพ่ิม
ปริมาณ DNA สังเคราะห์ยีน mtCOI ของเพลี้ยแป้ง
จากดีเอ็นเอที่เตรียมได้ โดยใช้ส่วนผสมของ MyTaq 
HS Red DNA Polymerase (Bioline, Cat No. BIO-
21114) ทำปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 µL 
ประกอบไปด้วย Nuclease free water จำนวน 10.5 µL 
5x MyTaq Red Reaction Buffer จำนวน 4  µL  
10 µM CP-F จำนวน 1 µL 10 µM CP-R จำนวน 1 µL 
MyTaq HS DNA Polymerase จำนวน 0.5 µL DNA 
template จำนวน 3 µL รวมทั ้งส ิ ้น 20 µL ผสม
ส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วนำไปเข้าเครื ่องควบคุม
อ ุณหภ ูม ิ  ( thermal cycler) ทำปฏ ิก ิร ิยาในการ
ส ังเคราะห ์โดย Predenaturation 95°ซ. 5 นาที 
Denaturation 95 °ซ .  1  นาท ี  Annealing 50 °ซ .  
1 นาที Extension 72°ซ. 2 นาที และ Final extension 
72°ซ. 10 นาที และนำผลิตภัณฑ์พีซ ีอาร์ที ่ได ้ไป
ตรวจสอบด้วยวิธีการอิเลคโทรโฟรีซิส บนอะกาโรสเจล
ที่มีความเข้มข้น 1.5% และให้ PCR product เคลื่อนที่
ผ ่านสารละลาย TBE (Tris-borate, EDTA) โดยใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที ส่ง PCR 
product เพื ่อตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำ
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ มาทำการวิเคราะห์ โดยทำการ
เปร ียบเทียบลำดับนิวคล ีโอไทด์เพล ี ้ยแป้งสกุล 
Planococcus ท ี ่ นำมาศ ึ กษาท ั ้ งหมด ( sequence 
assembly) เพ่ือให้ได้ DNA barcoding ที่มีความถูกต้อง 
โดยโปรแกรมท ี ่  Bioedit Sequence Alignment 
Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) และบ ันทึก
ข้อมูลในรูปแบบ FASTA ไฟล์ ในการศึกษาจะถูกเก็บ
บันทึก และรายงานเพื่อใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงสำหรับ
การจัดทำบัญชีรายชื ่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอ 
ที่สกัดได้จัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20°ซ. ณ พิพิธภัณฑ์แมลง 
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กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง สำนักวิจัยพัฒนาการ -
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

3. การจำแนกชนิดเพลี้ยแป้ง สกุล Planococcus 
ด้วยสัณฐานวิทยา  
 นำไคตินที ่ได้จากขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ
จากข้อ 2 ไปทำสไลด์ถาวรโดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Williams and Watson (1988) นำตัวอย ่าง
สไลด ์ท ี ่ทำเสร ็จเร ียบร ้อยไปอบให ้แห ้งในตู ้อบ 
ที่อุณหภูมิ 50°ซ. ใช้เวลาอย่างน้อย 2 เดือน ตรวจ
จำแนกชนิดเพลี ้ยแป้งบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้
ก ล ้ อ ง จ ุ ล ท ร ร ศ น ์ แ บ บ ใ ช ้ แ ส ง  ( compound 
microscope) ที่มีกำลังขยายสูง โดยใช้แนวทางการ
วินิจฉัยของ Cox (1989) Williams and Watson (1988) 
Williams and Granara de Willink (1992 )  แล ะ 
Williams (2004) รวมทั้งเปรียบเทียบกับตัวอย่าง
สไลด์เพลี้ยแป้งที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง ของ
สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
โดยเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่าง ๆ 
ได้แก่ จำนวนปล้องหนวด (antennae) รูปร่างขน 
(setae) เช่น ขนรูปกรวย (conical setae) ขนอ่อน
ขนาดเล็ก (auxiliary setae) ขนแข็งยาว (flagellate 
setae) ร ูปแบบของร ู  (pores) เช ่น  ร ูกลมแบบ 
หลายช่อง (multilocular dis pores) รูสามเหลี่ยม 
(trilocular pores) รูโปร่งแสง (translucent pores) 
รูกลม (discoidal pores) รูปแบบของท่อ (tubular 
ducts) เช่น ท่อแผ่นแข็ง (oral collar tubular duct) 
ท่อขอบแข็ง (oral rim tubular duct) จำนวนกลุ่ม
อวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้างลำตัว (cerarii) รูปร่าง
ของช่องเปิด (ostioles) ลักษณะวงแหวนปลายส่วน
ท ้อง (anal ring) แถบปลายส ่วนท ้อง (anal bar) 
ล ักษณะของลอนปลายส ่วนท ้อง (anal lobes) 
จากนั้นจัดทำแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี ้ยแป้ง สกุล 
Planococcus และจัดเก็บสไลด์ในกล่องใส่สไลด์ นำ
เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่
ตามหลักสากล และจัดทำหมายเลขของตัวอย่างแต่
ละสไลด ์ เพ ื ่อเป ็นฐานข ้อม ูลในการอ ้างอ ิงทาง
วิทยาศาสตร์ต่อไป 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

เก ็บรวบรวมต ั วอย ่ า ง เพล ี ้ ยแป ้ งสกุ ล 
Planococcus จากแหล่งปลูกพืชที่สำคัญ (Figure 1) 
ในเขตพื้นที่ภาคกลาง เช่น จังหวัดสระบุรี ชัยนาท 
อุทัยธานี และกรุงเทพมหานคร ภาคเหนือ เช่น 
จังหวัดเชียงใหม่ และลำปาง ภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือ เช ่น จังหวัดนครราชสีมา หนองคาย และ
มหาสารคาม ภาคตะวันออก เช่น ชลบุรี และจันทบุรี 
ภาคตะวันตก เช่น ตาก และเพชรบุรี ภาคใต้ เช่น 
ประจวบคีร ีข ันธ ์ ช ุมพร และสุราษฎร์ธาน ี เก็บ
รวบรวมตัวอย ่างได ้ท ั ้งส ิ ้น 60 ต ัวอย ่าง ดองใน
แอลกอฮอล์ 95% เก็บตัวอย่างที่ได้ในตู ้เก็บรักษา
อุณหภูมิ -20°ซ.  
จำแนกชนิดเพลี้ยแป้งใน สกุล Planococcus  
ด้วยสัณฐานวิทยา 
 

นำไคตินของเพลี้ยแป้งที่ผ่านขั้นตอนการสกัด
ดีเอ็นเอมาทำสไลด์ถาวรเพื ่อใช้จำแนกชนิด โดย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที ่สำคัญของเพลี ้ยแป้ง  
สกุล Planococcus (Figure 2) มีรายละเอียดดังนี้ 

ตัวเต็มว ัยเพศเมียร ูปร่างกลมหรือร ูปไข่  
ส่วนใหญ่มีหนวด 8 ปล้อง ขาเจริญเติบโตดีมักพบ  
รูโปร่งแสง (translucent pores) บนปล้องโคนขา 
(coxa) หรือ หน้าแข้ง (tibia) ของขาคู่หลัง (hind leg) 
ผิวหน้าเล็บเรียบ (claw) อวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้าง
ลำตัว (cerarii) จำนวน 18 คู่ หรือ 36 อัน แต่ละอัน
ประกอบด้วยขนรูปกรวย (conical setae) จำนวน  
2 อัน รูสามเหลี่ยม (trilocular pores) กระจายบน
ผนังลำตัวอย่างสม่ำเสมอ ท่อแผ่นแข็ง (oral collar 
tubular duct) มักพบบนผนังลำตัวด้านล่าง (venter) 
โดยเฉพาะบริเวณส่วนท้อง อาจพบบ้างบริเวณส่วนหัว
และส่วนอก รูกลมแบบหลายช่อง (multilocular dis 
pores) มีแถบปลายส ่วนท ้อง (anal bar) มักพบ 
บริเวณส่วนท้องของผนังลำตัวด้านล่าง (venter)  
แต่พบได้น้อยบนผนังลำตัวด้านบน (dorsum) 
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Figure 1 Field survey of mealybug in various agricultural areas in Thailand. 

A. Sugar apple orchard   
B. Cacao orchard 
C. Banana orchard    
D. Integrated Farming 

 
จากสไลด์ถาวรสามารถจำแนกชนิดด ้วย

ล ั กษณะทางส ัณฐานว ิทยา ได ้  3  ชน ิ ด  ด ั งนี้   
1 .  Planococcus lilacinus (Cockerell, 1 9 0 5 )  
2 .  Planococcus minor (Maskell, 1897 )  แล ะ  
3. Planococcus citri (Risso, 1813) ซึ่งจากรายงาน
ของ บุปผาและชลิดา (2543) มีเพียง 2 ชนิดเท่านั้น 
แต่จากการศึกษาครั ้งนี ้ พบเพลี ้ยแป้งเพิ ่ม 1 ชนิด 
ได้แก่ P. citri อย่างไรก็ตามการพบเพลี้ยแป้ง P. citri 
สอดคล้องกับ Williams (2004) ที่รายงานไว้ ซึ่งจาก
การศึกษาในครั้งนี้ เพลี้ยแป้ง P. citri ค่อนข้างพบได้
น้อย มีพืชอาหารเพียง 2 ชนิดเท่านั้น  

 

รายละเอียดและลักษณะท่ีสำคัญของเพลี้ยแป้ง 
แต่ละชนิด  

1. Planococcus citri (Risso, 1813) 
เพลี้ยแป้งส้ม (citrus mealybug) 
ลักษณะในธรรมชาติ (Figure 3) 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ 
3.0 - 3.3 มม. กว้าง 2.1 - 2.3 มม. หนวด 8 ปล้อง 
ผนังลำตัวสีน้ำตาลอมชมพูหรือสีส้ม ปกคลุมด้วยไข
แป้งสีขาว ยกเว้นบริเวณกึ่งกลางตามยาวของลำตัว 
จึงสามารถมองเห็นเป็นแถบสีน้ำตาลแคบ ๆ รอบ
ลำตัวมีเส้นแป้ง จำนวน 36 เส้น หรือ 18 คู่ เส้นแป้ง

A B 

C D 
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ที่อยู่ด้านท้ายลำตัวมีความยาวมากกว่าเส้นแป้งที่อยู่
ด้านข้างเล็กน้อย มีขา 3 คู่  

ระยะตัวอ่อน รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ  
1.1 - 2.8 มม. หนวดมี 6 - 8 ปล ้อง ผน ังลำตัวสี
น ้ำตาลชมพูหร ือส ีส ้ม ปกคลุมด้วยไขแป้งส ีขาว  
เส้นแป้งรอบลำตัวมีขนาดค่อนข้างสั้นและไม่ชัดเจน 
แต่ปรากฏเส้นแป้งด้านท้ายลำตัวชัดเจน มีขา 3 คู่  
ตัวอ่อนวัยที่ 1 เคลื่อนตัวได้รวดเร็วกว่าตัวอ่อนวัยอ่ืน ๆ 
ลักษณะทางอนุกรมวิธาน (Figure 4) 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ 
3.0 - 3.3 มม. กว้าง 2.2 - 2.5 มม. หนวด 8 ปล้อง  

ขาเจริญเติบโตดี มีรูกลมแบบหลายช่องบนผนังลำตัว
ด้านล่าง โดยปกติมักพบบริเวณท้องปล้องที่ 4 มีท่อ
แผ่นแข็งมากกว่า 5 ท่ออยู ่ระหว่างหนวด 2 ข้าง 
ปล้องโคนขาคู่กลางมีท่อแผ่นแข็งจำนวน 6 ท่อหรือ
มากกว่า มีรูโปร่งแสงบริเวณโคนขาและหน้าแข้งมีท่อ
ลักษณะคล้ายท่อขอบแข็ง จำนวน 1 รู หรือมากกว่า 
กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้างลำตัว 18 คู่ หรือ  
36 กลุ่ม แต่ละกลุ่มมีเส้นขนรูปกรวย จำนวน 2 เส้น
หรือมากกว่าโดยเฉพาะบริเวณส่วนหัว และมีแถบ
ปลายส่วนท้อง 
พืชอาหาร โกโก้ และพนมสวรรค์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 2 Slide - mounted adult female of the genus Planococcus, showing key 
morphological characters used for species identification. 
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Key to species of genus Planococcus 
 

1. Multilocular disc pore present on venter in medial area of abdomen, usually in single 
to double rows across abdominal segment IV and posterior segment. 
…………………………………………………………………………………….…..............….….P. lilacinus (Cockerell)  

- Multilocular disc pore present on venter in row across abdominal segment IV and 
posterior segment or around vulva………………………..…………………….........................……………..2  

2. Venter of head with 6  oral collar tubular ducts or more than between antennae 
……………………………………..………..……………………………………….................…………………P. citri (Risso)  

- Venter of head with less than 5 oral collar tubular ducts or more than between 
antennae …………………………………………..……………………………...............………. P. minor (Maskell)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3 Field observation of Planococcus citri (Risso, 1813), showing adults, immature 
stages, and ovisacs on Clerodendrum sp. 

 
2. Planococcus lilacinus (Cockerell, 

1905) เพลี้ยแป้งกาแฟ (coffee mealybug) 
ลักษณะในธรรมชาติ (Figure 5) 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปไข่หรือค่อนข้างกลม 
ลำตัวยาวประมาณ 2.6 - 3.1 มม. กว้าง 2.1 - 2.5 มม. 
หนวดมี 8 ปล้อง ผนังลำตัวสีน้ำตาลปกคลุมด้วยไข
แป้งสีขาว ยกเว้นบริเวณก่ึงกลางตามยาวของลำตัวจึง
สามารถมองเห็นเป็นแถบสีน้ำตาลค่อนข้างกว้างและ
ชัดเจน รอบลำตัวมีเส้นแป้งสั้น ๆ จำนวน 36 เส้น 
หรือ 18 คู่ เส้นแป้งที่อยู่ด้านท้ายลำตัวมีความยาว
มากกว่าเส้นแป้งที่อยู่ด้านข้างเล็กน้อย มีขา 3 คู่ 

ร ะ ย ะ ต ั ว อ ่ อ น  ร ู ป ไ ข ่  ล ำ ต ั ว ย า ว ป ร ะ ม า ณ  
1.0 - 2.5 มม.หนวดมี 6 - 8 ปล้อง ผนังลำตัวสีน้ำตาล
อ่อนหรือสีส้ม ปกคลุมด้วยไขแป้งสีขาว เส้นแป้งรอบ
ลำตัวมีขนาดค่อนข้างสั้นและไม่ชัดเจน แต่ปรากฏเส้น
แป้งด้านท้ายลำตัวชัดเจน มีขา 3 คู่ ตัวอ่อนวัยที่ 1 
เคลื่อนตัวได้รวดเร็วกว่าตัวอ่อนวัยอื่น ๆ 
ลักษณะทางอนุกรมวิธาน (Figure 6) 
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Figure 4 Microscopic view of Planococcus citri (Risso, 1813), showing key morphological 
characters. 
A. Antenna. 
B. Oral rim tubular ducts located between the antennae. 
C. Translucent pores on the coxa and tibia of the hind leg. 
D. Multilocular disc pores on abdominal segment VI. 

 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ 
2.6 - 3.1 มม. กว้าง 2.2 - 2.6 มม. หนวด 8 ปล้อง  
มีขนแข็งค่อนข้างยาวบนผนังลำตัวด้านบน ขาแข็งแรง
ส่วนน่องของขาคู่หลังมีความยาวมากกว่าความกว้าง
ประมาณ 2.1 - 2.8 เท่า มีรูโปร่งแสงบริเวณโคนขา
และหน้าแข้ง มีรูกลมแบบหลายช่องบนด้านล่างของ
ลำตัวบริเวณส่วนกลางของท้อง โดยปกติมักมี 1 แถว
หรือ 2 แถว บริเวณท้องปล้องที ่ 4 พบขนแข็งยาว
บริเวณผนังลำตัวด้านบน มีท่อแผ่นแข็งระหว่างหนวด 
2 ข้าง ปล้องโคนขาคู่กลางมีท่อแผ่นแข็ง มีท่อลักษณะ
คล้ายท่อขอบแข็ง กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้าง
ลำตัว 18 คู ่ หรือ 36 กลุ ่ม แต่ละกลุ ่มมีเส้นขนรูป
กรวยจำนวน 2 เส้น โดยเฉพาะบริเวณส่วนหัวอาจ
เป็นขนแข็งยาว และแถบปลายส่วนท้อง  

พืชอาหาร ลำไย มังคุด น้อยหน่า ทุเรียน กล้วย 
ลองกอง และไทรประดับ  

3. Planococcus minor (Maskell, 1981) 
เพลี้ยแป้งแปซิฟิก/เพลี้ยแป้งเสาวรส (Pacific 
mealybug/passion fruit mealybug) 
ลักษณะในธรรมชาติ (Figure 7) 

ตัวเต็มวัยเพศเมีย รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ 
3.0 - 3.3 มม. กว้าง 2.1 - 2.3 มม. หนวดมี 8 ปล้อง 
ผนังลำตัวสีน้ำตาลอ่อนหรือสีส้ม ปกคลุมด้วยไขแป้งสี
ขาว ยกเว้นบริเวณกึ ่งกลางตามยาวของลำตัวจึง
สามารถมองเห็นเป็นแถบสีน้ำตาลแคบ ๆ รอบลำตัวมี
เส้นแป้ง จำนวน 36 เส้น หรือ 18 คู่ เส้นแป้งที่อยู่
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ด้านท้ายลำตัวมีความยาวมากกว่าเส ้นแป้งที ่อยู่
ด้านข้างเล็กน้อย มีขา 3 คู่  

ระยะตัวอ่อน รูปไข่ ลำตัวยาวประมาณ 
1.1 - 2.8 มม. หนวดมี 6  - 8 ปล ้อง ผน ังลำตัว 
สีน้ำตาลอ่อนหรือสีส้ม ปกคลุมด้วยไขแป้งสีขาว  
เส้นแป้งรอบลำตัวมีขนาดค่อนข้างสั้นและไม่ชัดเจน 
แต่ปรากฏเส้นแป้งด้านท้ายลำตัวชัดเจน มีขา 3 คู่ ตัว
อ่อนวัยที่ 1 เคลื่อนตัวได้รวดเร็วกว่าตัวอ่อนวัยอื่น ๆ 
ลักษณะทางอนุกรมวิธาน (Figure 8) 

ต ัวเต ็มว ัยเพศเม ีย  ร ูปไข ่  ลำต ัวยาว
ประมาณ 3.0 - 3.3 มม. กว้าง 2.2 - 2.5 มม. หนวด 

8 ปล้อง ขาเจริญเติบโตดี มีรูกลมแบบหลายช่องบน
ผนังลำตัวด้านล่าง โดยปกติมักพบบริเวณรอบอวัยวะ
สืบพันธุ์ ท่อแผ่นแข็งน้อยกว่า 5 ท่ออยู่ระหว่างหนวด 
2 ข้าง ปล้องโคนขาคู ่กลางมีท่อแผ่นแข็งน้อยกว่า  
6 ท่อ มีรูโปร่งแสงบริเวณโคนขาและหน้าแข้ง มีท่อ
ลักษณะคล้ายท่อขอบแข็ง จำนวน 1 รู หรือมากกว่า 
กลุ่มอวัยวะผลิตเส้นแป้งด้านข้างลำตัว 18 คู่ หรือ  
36 กลุ่ม แต่ละกลุ่มมี เส้นขนรูปกรวยจำนวน 2 เส้น
หรือมากกว่าโดยเฉพาะบริเวณส่วนหัว และมีแถบ
ปลายส่วนท้อง   
พืชอาหาร น้อยหน่า ทุเรียน กล้วย ลีลาวดี และโกโก้ 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5 Field observation of Planococcus lilacinus (Cockerell, 1905). 

A. Adults and immature stages of P. lilacinus on Ficus sp. (twig).  
B. Adults and immature stages of P. lilacinus on sugar apple (Annona squamosa) 

(twig).  
  

A B 
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Figure 6 Microscopic view of Planococcus lilacinus (Cockerell, 1905), showing diagnostic 
morphological characters. 
A. Antenna. 
B. Oral rim tubular ducts located between the antennae. 
C. Translucent pores on the coxa and tibia of the hind leg. 
D. Multilocular disc pores on the ventral medial area of the abdomen. 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 Field observation of Planococcus minor (Maskell, 1981) 

A. Adults and immature stages of P. minor on sugar apple.  
B. Adults and immature stages of P. minor on durian.  

 

B A 



 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 11 11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 Microscope view of Planococcus minor (Maskell, 1981); morphological characters. 
A. Antennae.  
B. Oral rim tubular ducts between antennae.  
C. Translucent pores on coxa and tibia of hind leg. 
D. Multilocular disc pore around vulva. 

 
อย่างไรก็ตามเนื่องจากเพลี้ยแป้ง P. citri กับ 

P. minor มีความคล้ายคลึงทางสัณฐานวิทยามาก 
และลักษณะที่ใช้ในการจำแนก คือจำนวนท่อแผ่นแข็ง
ที่อยู่ระหว่างปล้องหนวด 2 ข้าง โดยหากมี 6 ท่อหรือ
มากกว่า เป็นเพลี้ยแป้ง P. citri และหากมีน้อยกว่า  
5 เป็นลักษณะของ P. minor ซึ ่งต ้องอาศัยความ
ชำนาญและประสบการณ์ของนักอนุกรมวิธานในการ
ตรวจสอบ Cox (1989) จึงได้มีการประยุกต์ตาราง
การให ้คะแนนตามล ักษณะท ี ่ สำค ัญ 6 อย ่ าง 
(Appendix 1) สำหรับการจำแนกความแตกต่าง 
ของเพลี ้ยแป้งทั ้ง 2 ชนิด หากนำคะแนนจากทั้ง  
6 ลักษณะมารวมกัน โดยคะแนนที ่ได้อยู ่ระหว่าง  
0 - 35 คะแนน เป็นเพลี้ยแป้ง P. minor และคะแนน
รวมได้ 36 - 120 คะแนน เป็นเพลี ้ยแป้ง P. citri  

ซึ ่งการให้คะแนนตาม Appendix 1 นั้น เมื ่อนำมา
ทดสอบกับสไลด์เพลี้ยแป้ง พบว่าจำเป็นต้องอาศัย
สไลด์ที่มีความชัดเจน และประสบการณ์ในการทำ
สไลด์ รวมทั้งความเชี่ยวชาญของนักอนุกรมวิธานใน
การดูลักษณะด้วยเช่นเดียวกัน  

 

การจำแนกชนิดเพลี้ยแป้งใน สกุล Planococcus 
ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
 จากการนำตัวอย่างเพลี้ยแป้งที่รวบรวมได้ 
จำนวน 60 ตัวอย่าง มาสกัดดีเอ็นเอและ เพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) โดยใช้
ไพรเมอร์ PcoF1/ LepR1 จากยีน Cox1 ซึ่งสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอจาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ได้ขนาด 650 - 700 คู่เบส 
(Figure 9) เมื่อนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปตรวจวิเคราะห์
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ลำด ับน ิวคล ี โอไทด์  (Table 1 ) เปร ียบเท ียบใน
ฐานข้อมูล GenBank สามารถจำแนกเพลี้ยแป้งสกุล 
Planococcus ได้จำนวน 3 ชนิด ได้แก่ 1) P. lilacinus 
2) P. minor และ 3) P. citri โดยมีความเหมือนที่  
98 - 100% ซึ่งแสดงว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากยีน Cox1 นั้น มีความ
เหมือนกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cox1 ของ 
เพลี ้ยแป้งสกุล Planococcus ในแหล่งอื ่น ๆ ที ่มี
การศึกษาและบันทึกไว ้ในฐานข้อมูล GenBank  
ซึ ่งเห ็นได ้ว ่าเปอร ์เซ ็นต ์ความเหมือนของลำดับ 
นิวคล ีโอไทด์เพล ี ้ยแป้งสกุล Planococcus ของ
ตัวอย ่างที ่พบในประเทศไทยเทียบกับแหล่งอ่ืน  
ในฐานข้อมูล GenBank แสดงให้เห็นว่ากรรมวิธีการ
สกัดดีเอ็นเอมีความเหมาะสมและสามารถนำไปใช้
สก ัดด ี เอ ็นเอในต ัวอย ่ างเพล ี ้ ยแป ้ ง ได ้อย ่ างมี
ประสิทธิภาพ รวมถึงสามารถใช้วิธีการสกัดดังกล่าว
มาศึกษาดีเอ็นเอบาร์โคดของเพลี้ยแป้งได้ 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

  การศึกษาครั ้งนี ้ เป ็นการนำเทคนิคด้าน 
ชีวโมเลกุลเพื่อศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดร่วมกับลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาเพื่อจำแนกชนิดของเพลี้ยแป้งสกุล 
Planococcus ซึ ่งสามารถจำแนกได้ 3 ชนิด คือ  
P. lilacinus P. minor และ P. citri ผลที่ได้มีความ
สอดคล้องทั้งการใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดและลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถนำมาใช้
เป็นแนวทางและข้อมูลสนับสนุนในการจำแนกชนิด
ของเพลี้ยแป้งให้มีความชัดเจนมากขึ้น โดยเฉพาะ
นักวิจัยที่ไม่มีความเชี่ยวชาญด้านอนุกรมวิธานและ
หากสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการจัดจำแนกชนิด
ให้มีความถูกต้องแม่นยำ ยอมรับในระดับสากล และ
ยังสามารถพัฒนาต่อยอดสู่การวิจัยเพื่อพัฒนาการ
ตรวจสอบให้รวดเร ็ว ทันต่อสถานการณ์ ซึ ่งเป็น
ประโยชน์ต่อการตรวจสอบศัตรูพืชในการนำเข้าสินค้า
เกษตรของไทย และการวางแผนในการป้องกันกำจัด
ที่ถูกต้องเหมาะสมในอนาคตต่อไปได้ 
 

คำขอบคุณ 
 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที ่กลุ ่มงานอนุกรมวิธาน
แมลงทุกท่านที่ได้ให้ความช่วยเหลือในการเก็บและ
เตรียมตัวอย่างทั้งในภาคสนามและห้องปฏิบัติการ  
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 9 PCR amplification of Planococcus with PCoF/LepR1 (mealybug universal primer). M = 
1 kb ladder, Lane 1 = Planococcus lilacinus, Lane 2 = Planococcus citri, Lane 3 = 
Planococcus minor, Negative control (-) was ddH2 and Positive control (+) was 
Dysmicoccus neobrevipes.  
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Table 1 Nucleotide sequence analysis of Planococcus samples amplified using the 
mitochondrial Cox1 gene with primer pair PcoF1/LepR1. 

No. Code Scientific 
name 

Nucleotide sequence 

1 PM1 Planocccus 
minor 

ATCATTAAATGAATATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGATTAATATACTTATTATTTGGATTTTGATC
TGGATTAATAGGTTTATCAATAAGATTTATTATTCGAATTGAACTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATA
ATAATATAATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCTATC
ATTATTGGAAGATTAAGAAATTGACTCTTACCATTAATATTAATATCATCAGATTTAATTTTTCCTCGAT
TAAATAATTTTAGATTTTGATTATTAATTCCATCACTTATTTTAATAATAATAAATATAATATTATCTAAT
AATATTAATACCGGTTGAACACTTTATCCCCCTTTAATTAATCAAAATTTTATTACATTAAATTTTATTAT
TTTTTCTTTACATTTAAATGGGATTTCTTCTATTTTTAGATCAATTAATTTTATTTCATCAATTTTTATTA
TTAATAATAATAACTTTTTTTTAAATAATATTACTTTATATATTTGATCCATTATTATTACAACTATTTTA
TTAATTATTTCTATTCCAATTTTATCAAGAGCAATTACTATAATTATTTTAGATAATAATCTTAATATAAA
TTTTTTTAATCCATTAGGAAATGGTAATCCAATTTTATATCAACATTTATC 

2 PC1 Planoccus 
citri 

ATCATTAAATGAATATATTCAACTAATCATAAAAATATTAGATTAATATACCTTTTATTTGGATTTTGATC
TGGATTAATAGGTTTATCAATAAGATTTATTATTCGAATTGAACTAATAAATTTAAATAATAATTTTAATA
ACAATATAATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCTTTTATTATAATTTTCTTTATAACTATACCTATC
ATTATTGGAAGATTAAGAAATTGACTTTTACCATTAATATTAATATCATCAGATTTAATTTTTCCCCGAT
TAAATAATTTTAGATTTTGATTATTAATTCCATCACTTATTTTAATAATAATAAATATAATATTATCTAAT
AATATTAATACAGGTTGAACACTTTACCCTCCTTTAATTAATCAAAATTTTATTACATTAAATTTTATTAT
TTTTTCTTTACATTTAAATGGAATTTCTTCTATTTTTAGATCAATTAATTTTATTTCATCAATTTTTATTA
TCAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATATTACTTTATATATTTGATCTATTATTATTACAACTATTTTA
TTAATTATTTCTATTCCAATTTTATCAAGAGCAATTACTATAATTATTTTAGATAATAATCTTAATATAAA
TTTTTTTAATCCATTAGGAAATGGTAATCCAATTTTATATCAACATTTATTTATTA 

3 PL1 Planoccus 
lilacinus 

ATTATTAAATGATTATATTCAACTAATCATAAAAATATCAGTTTAATATATTTACTTTTTGGATTTTGATC
CGGTTTAATAGGATTATCAATGAGATTTATTATTCGAATTGAATTAATAAATTTAAATAATAACTTTAAT
AATAATATAATTTATTATATAATAATTACTATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAAT
TATTATTGGAAGAATAAGAAATTGATTATTACCATTAATATTAATATCTTCAGATTTAATTTTTCCTCGAT
TAAATAATTTTAGATTTTGATTATTAATTCCTTCATTAATTTTAATAATATTAAATATAATTTTAATAAAT
AATATTAATACGGGTTGAACTTTATACCCTCCATTAATTAATCAAAATTTTATTACATTAAATTTTATTAT
TTTTTCATTACATTTAAATGGAATTTCTTCAATTTTTAGATCAATCAATTTTATTTCATCAATTTTTATTA
TTAATAATAATAATTTTTTTTTAAATAATATTTCTTTATATATTTGATCAATTATTATTACTACAATTTTA
TTAATTATTTCTATTCCTATTTTATCAAGAGCAATTACTATAATCATTTTAGATAATAATTTAAATATAAA
TTTTTTTAATCCTTTAGGAAATGGTAATCCTATTCTCTATCAACATTTAAAT 
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Appendix 1 Diagnostic morphological characters separating Planococcus citri and Planococcus 

minor, based on six characters described by Cox (1989). 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Note: Character descriptions follow Cox (1989).  
Value = number/ratio/absent/present and width of each character. 
Score = rating at each level and character. 

Character Value Score 

1.Number of ventral oral - collar tubular 
ducts on head 

0 - 3 
4 - 13 
14 - 35 

0 
10 
40 

2.Number of ventral oral - collar tubular 
ducts adjacent to 8th pair of cerarii 

0 - 2 
3 - 7 
8 - 30 

0 
10 
40 

3.Tubular ducts present between 2nd and 
3rd cerarii on head on at least one side of 
the body 

absent 
present 

0 
10 

4.Number multilocular pores behind 
front coxae 

0 - 6 
7 - 12 

5 
0 

5.Ratio length hind = tibia + tarsus to 
length of trochanter + femur 

1.00 - 1.07 
1.08 - 1.17 
1.18 - 1.30 

0 
5 
10 

6.Width of row of ventral multilocular 
disc pores on posterior margin segment 
of VI 

Single row 
Intermediate 
Double row 

15 
5 
0 
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การตรวจวินิจฉัยแมลงวันผลไม้ที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจด้วยเทคนิค Duplex และ Multiplex PCR 
เพื่อสนับสนุนการส่งออกสินค้าเกษตร 

Accurate and Rapid Identification of Economically Important Fruit Flies  
Using Duplex and Multiplex PCR Techniques 

 
ยุวรินทร์  บุญทบ1/ ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล2/ ณฐมน แก้วนุ้ย2/ ชุติกาญจน์ ใจแล3/  

Yuvarin Boontop1/ Nuttima Kositcharoenkul2/ Nathamon Kaewnuy2/ Chutikarn Jailae3/ 
 

ABSTRACT 
 

The guava fruit fly (Bactrocera correcta) and the melon fly (Zeugodacus cucurbitae) 
are important agricultural pests in Thailand and are listed as quarantine pests by several trading 
partner countries due to their potential to cause significant damage to exported vegetables 
and fruits. The detection of larval stages in agricultural commodities can lead to serious trade 
implications. However, species identification based on larval morphology is challenging due to 
their high morphological similarity. This study aimed to develop a duplex PCR technique for 
the rapid and accurate identification of B. correcta and Z. cucurbitae. The results demonstrated 
that the developed technique effectively distinguished B. correcta and Z. cucurbitae from 20 
other fruit fly species. Furthermore, when combined with species - specific primers from 
previous studies, the primer set for Z. cucurbitae was successfully adapted into a multiplex 
PCR system capable of simultaneously identifying four fruit fly species: Z. cucurbitae, Z. cilifer, 
B. dorsalis, and B. tuberculata. However, the B. correcta - specific primer could not be 
integrated into the multiplex system due to annealing temperature limitations. These findings 
highlight the high potential of the developed duplex and multiplex PCR techniques for rapid 
and accurate identification of fruit fly species, with reduced diagnostic costs. The approach is 
well - suited for applications in plant quarantine, inspection of export commodities, and could 
be further extended to the diagnosis of other pest species in the future. 

 
Keywords: fruit fly, Bactrocera correcta, Zeugodacus cucurbitae, duplex PCR, multiplex PCR, 
molecular identification, plant quarantine, export inspection 
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บทคัดย่อ 
 

แมลงว ันทองฝร ั ่ ง Bactrocera correcta 
และแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae เป็น
ศัตรูพืชที ่สำคัญของประเทศไทยและเป็นศัตรูพืช
กักกันของประเทศคู ่ค ้าหลายประเทศเนื ่องจาก
สามารถสร้างความเสียหายต่อพืชผักและผลไม้ส่งออก 
การตรวจพบระยะตัวหนอนในสินค้าเกษตรอาจส่งผล
กระทบต่อการส่งออกอย่างมาก แต่เนื่องจากลักษณะ
สัณฐานของตัวหนอนแต่ละชนิดมีความคล้ายคลึงกัน 
การจำแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทางสันฐานวิทยาจึงทำ
ได้ยาก งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิค 
duplex PCR สำหรับใช้ตรวจสอบและจำแนกชนิด
แมลงวันทองฝรั ่ง B. correcta และแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae อย่างรวดเร็วและ แม่นยำ ผลการ
ทดสอบพบว่าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นสามารถจำแนกชนิด
แมลงวันทองฝร ั ่ง B. correcta และแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae จากแมลงวันผลไม้จำนวน 20 ชนิด 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพและเมื่อประยุกต์ใช้ร่วมกับ 
ไพรเมอร์จำเพาะจากงานวิจัยอื่น พบว่าไพรเมอร์ของ
แมลงวันแตง Z. cucurbitae สามารถพัฒนาต่อเป็น
เทคนิค multiplex PCR ที่ใช้จำแนกแมลงวันผลไม้ได้
พร้อมกันถึง 4 ชนิด ได้แก่ Z. cucurbitae, Z. cilifer, 
B. dorsalis และ B. tuberculata ขณะที่ไพรเมอร์
ของ B. correcta ไม่สามารถพัฒนาเป็น multiplex 
PCR ได้เนื่องจากข้อจำกัดด้านอุณหภูมิการทำงาน  
ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค duplex PCR 
และ multiplex PCR ที ่พ ัฒนาข ึ ้นม ีศ ักยภาพสูง
สำหรับการวินิจฉัยชนิดแมลงวันผลไม้ได้อย่างรวดเร็ว 
แม่นยำ ลดต้นทุนการตรวจสอบ เหมาะสำหรับ
ประยุกต์ใช้ในงานกักกันพืช การตรวจสอบสินค้า
เกษตรส่งออก และสามารถต่อยอดสู่ระบบการตรวจ
วินิจฉัยแมลงศัตรูพืชชนิดอื่นในอนาคต 

 
คำสำค ัญ : แมลงว ันผลไม้ Bactrocera correcta 
Zeugodacus cucurbitae ด ู ฟ เพล ็ ก ซ ์ พ ี ซ ี อ า ร์  
มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ การจำแนกชนิดระดับโมเลกุล 
กักกันพืช การตรวจสินค้าส่งออก 

บทนำ 
 

แมลงว ันผลไม ้ในสก ุล  Bactrocera และ 
Zeugodacus เป็นกลุ ่มแมลงศัตรูพืชที ่ก ่อให้เกิด
ความเสียหายต่อพืชผักและผลไม้หลากหลายชนิด 
(Drew and Romig, 2013) โดยเฉพาะพืชเศรษฐกิจ
เพ ื ่อการส ่งออกของประเทศไทย ในจำนวนนี้  
แมลงวันทองฝรั ่ง B. correcta และ แมลงวันแตง  
Z.  cucurbitae เป ็นชน ิดท ี ่พบระบาดบ ่อยและ 
มีสถานะเป ็นแมลงศ ัตร ูพ ืชก ักก ัน (quarantine 
pests) ในหลายประเทศ เนื่องจากสามารถสร้างความ
เสียหายทั้งในด้านปริมาณและคุณภาพของผลผลิต 
อีกทั้งการปนเปื้อนของตัวหนอนในสินค้าเกษตรยัง
อาจส่งผลกระทบต่อการรับรองด้านสุขอนามัยพืช 
และก่อให้เกิดการกีดกันทางการค้าระหว่างประเทศ 

ความคล้ายคลึงกันของลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเป็นความท้าทายที่สำคัญในการวินิจฉัยชนิด
แมลงวันผลไม้ โดยเฉพาะในระยะตัวหนอนหรือใน
กรณีท่ีตัวอย่างไม่สมบูรณ์ ซึ่งส่งผลให้การจำแนกชนิด
โดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาด้วยวิธีดั้งเดิมขาดความ
แม่นยำและใช้เวลานาน และในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา
ประ เทศไทยน ั ้ น ได ้ ม ี ก ารพ ัฒนา เทคน ิ คทา ง 
อณูชีววิทยา เช่น การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โคด (DNA 
barcoding) และการออกแบบไพรเมอร ์จำเพาะ
เจาะจงรายชนิด (species - specific primers) โดย 
ยุวรินทร์ และคณะ (2564; 2566) ได้มีการพัฒนา
เทคนิคจนได้ไพรเมอร์จำเพาะเจาะจงกับแมลงวันทอง
ฝรั่ง B. correcta และ แมลงวันแตง Z. cucurbitae  
ในการระบุชนิดแมลงวันผลไม้ได้อย่างรวดเร็วและ
ถูกต้อง แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังม ีข้อ 
จำกัดด้านต้นทุน และระยะเวลา เนื่องจากสามารถ
ตรวจสอบได้เพียง 1 ชนิดต่อครั ้ง ดังนั ้นหนึ ่งใน
แนวทางที่ได้รับความสนใจในการเพิ่มประสิทธิภาพ
การตรวจวินิจฉัยแมลงศัตรูพืชคือ เทคนิค duplex 
PCR  และ multiplex PCR ซึ ่งสามารถตรวจสอบ
แมลงศัตรูพืชได้มากกว่าหนึ่งชนิดภายในปฏิกิริยา
เด ียว ด้วยหลักการของการเพิ ่มจำนวนดีเอ ็นเอ
เป้าหมายที่สนใจ โดยใช้ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกัน
ภายใต้ปฏิกิริยาเดียวกัน (จิราภรณ์ และนภสร, 2549) 
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ซึ ่งช่วยลดขั้นตอน ค่าใช้จ่าย และเวลาเมื ่อเปรียบ 
เทียบกับเทคนิค conventional PCR งานวิจัยนี ้จึง 
มีว ัตถ ุประสงค ์ เพ ื ่อพ ัฒนาเทคน ิค duplex PCR 
สำหรับการจำแนกแมลงวันทองฝรั ่ง B. correcta 
และแมลงว ันแตง Z. cucurbitae รวมทั ้งพัฒนา
เทคน ิ ค  multiplex PCR จากการประย ุ กต ์ ใ ช้  
ไพรเมอร์ที่มีการออกแบบไว้ร่วมกับชุดไพรเมอร์จาก
งานวิจัยก่อนหน้า (Jiang, 2015; Afroz et al., 2022) 
เพื่อตรวจสอบชนิดแมลงวันผลไม้ได้หลากหลายชนิด
พร้อมกันภายในการทำปฏิก ิร ิยาเพียงครั ้งเด ียว 
เช่นเดียวกับท่ีเคยมีการใช้เทคนิค multiplex PCR ใน
การจำแนกแมลงว ันผลไม ้ที่ ม ีความสำค ัญทาง
เศรษฐกิจในทวีปแอฟริกาใต้ (Andrews et al., 2022) 

 

วิธีดำเนินการ 
 

1. สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแมลงวันผลไม้ 
 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแมลงวันผลไม้โดย
ใช้ขาขวา 3 ขาจากตัวเต็มวัยที่เก็บรวบรวม นำใส่ใน
หลอดขนาด 1.5 มล. แล้วดำเนินการสกัดด้วยชุด
น้ำยาสกัด ISOLATE II Genomic DNA Kit (Bioline, 
Australia) เ ต ิ ม  Lysis buffer GL 180 µL แ ล ะ 
Proteinase K 25 µL เขย่าเบา ๆ และบ่มที่อุณหภูมิ 
37°ซ. นานข้ามคืน จากนั ้นเติม Lysis buffer G3 
ปริมาตร 200 µL เขย่าเบา ๆ และบ่มต่อที ่ 70°ซ. 
นาน 10 นาที หลังจากนั้นเติม absolute ethanol 
ปริมาตร 210 µL เขย่าให้เข้ากัน และนำไปใส่ใน
คอล ัมน ์กรองก ่อนป ั ่นเหว ี ่ยงท ี ่  11,000 g นาน  
1 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย Wash buffer GW1 ปริมาตร 
500 µL และปั ่นเหว ี ่ยงที ่  11,000 g นาน 1 นาที  
เทส่วนที่กรองได้ทิ้ง และล้างคอลัมน์ซ้ำด้วย Wash 
buffer GW2 ปริมาตร 600 µL ปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 g 
นาน 1 นาที และปั่นซ้ำอีกครั้งโดยไม่เติมสารละลาย 
เพื่อกำจัด ethanol ที่ตกค้าง ต่อมาย้ายคอลัมน์ไปใส่
ในหลอดใหม ่ และชะล ้างด ี เอ ็นเอด ้วยการเติม 
Elution buffer G ที่อุ ่นไว้ที ่ 70°ซ. ปริมาตร 50 µL 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 g 
นาน 2 นาที ตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธิ์ของ 
ดีเอ็นเอด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้ค่าการ

ดูดกลืนแสงที ่ A260/A280 และเจือจางให้มีความ
เข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อµL ตรวจสอบคุณภาพของดี
เอ็นเอที ่สกัดได้ด ้วยการเพิ ่มปริมาณชิ ้นส่วนยีน  
cox1 โดยใช ้  universal primer ได ้แก ่  LCO1490  
(5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) แ ล ะ 
HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) 
(Folmer et al., 1994) โดยกำหนดข ั ้ นตอนและ
ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิร ิยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ประยุกต์จากวิธ ีของ ยุวร ินทร์ และคณะ (2565)  
นำตัวอย่างผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไปวิเคราะห์ลำดับ 
น ิ วคล ี โอไทด ์ เพ ื ่ อย ืนย ันชน ิดแมลงว ันผลไม้   
ก่อนนำไปใช้ในการทดสอบด้วยด้วยเทคนิค duplex 
PCR ต่อไป  
 

2. ทดสอบความจำเพาะเจาะจงและความใช้ได้ของ
คู ่ไพร์เมอร์ ในการทำปฏิกิริยา duplex PCR ต่อ
แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae  

2.1 ทดสอบความจำเพาะเจาะจงของ 
ไพรเมอร์และทดสอบความใช้ได้ (Validation) ของ
ไพร เมอร ์ จ ำ เพาะชน ิ ดต ่ อแมลงว ั นทองฝรั่ ง  
B. correcta และแมลงวันแตง Z. cucurbitae จาก
งานวิจัยก่อนหน้า (ยุวรินทร์ และคณะ, 2564; 2566) 
(Table 1) โดยทำการทดสอบกับตัวอย่างแมลงวัน
ผลไม้ที่รวบรวมจากภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย  

2.2 หาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ (duplex condition optimization) 
เพ่ือใช้ทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยา duplex 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์จำเพาะของแมลงวันทองฝรั่ง  
B. correcta และแมล ง ว ั น แต ง  Z. cucurbitae 
ภายในปฏ ิก ิ ร ิ ยา เด ี ยวก ัน  จากน ั ้ นตรวจสอบ
ความจำเพาะของไพรเมอร์ต่อแมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืนที่
มีรายงานพบในประเทศไทย  

2.3 ว ิเคราะห์ผลิตภ ัณฑ์พีซ ีอาร ์ด ้วยวิธี
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 2 % 
ที่ผสม RedSafe™ dye (iNtRON Biotechnology, USA) 
ในน้ำยา 1X TAE buffer โดยผ่านสนามไฟฟ้าที่ความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที ตรวจสอบ
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แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกผล
ด้วยเครื ่องถ่ายภาพเจล Gel Documentation XR 

รุ่น Universal Hood II (Bio-Rad, USA) พร้อมโปรแกรม
วิเคราะห์ภาพถ่าย 

 
 

Table 1 Nucleotide sequences and characteristics of primer sets used for screening Bactrocera 
correcta and Zeugodacus cucurbitae in this study. 

Noted: F= Forward primer, R= Reverse primer 
 
3. ทดสอบคู่ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจงต่อ
แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae ร ่วมกับค ู ่ ไพรเมอร ์อ ื ่น  ๆ ด ้วย
เทคนิค multiplex PCR  
          ทำการคัดเลือกไพรเมอร์ที ่มีความจำเพาะ
เจาะจงต่อแมลงวันผลไม้ชนิดต่าง ๆ จากงานวิจัย 
(Jiang, 2015; Afroz et al., 2022) ทดสอบร่วมกับ
ไพรเมอร์จำเพาะของแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta 
และแมลงวันแตง Z. cucurbitae เพื่อพัฒนาเทคนิค 
multiplex PCR สำหรับการตรวจวินิจฉัยแมลงวัน
ผลไม้หลายชนิดในปฏิกิร ิยาเดียว โดยพิจารณาคู่  
ไพรเมอร์ที่มีอุณหภูมิ annealing ใกล้เคียงกันและ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดต่างกันอย่างชัดเจน เพื่อให้
สามารถแยกแถบดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนหลังวิเคราะห์
ผลด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส งานวิจัยนี้ทำการปรับ
ความความเข้มข้นที ่ เหมาะสมของสารเคมี และ 
ไพรเมอร์ ทดสอบความเหมาะสมของอุณหภูมิที่ใช้ใน
ขั ้นตอน annealing ของปฏิกิริยา multiplex PCR 
ตั้งแต่ 55 - 60°ซ เพื่อหาช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การตรวจแมลงว ันผลไม้หลายชน ิดในปฏ ิก ิร ิยา
เดียวกัน และตรวจสอบความจำเพาะของวิธีการโดย

ใช้ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่มีรายงานในประเทศไทย 
วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
บนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 2.5% ผสม RedSafe™ 
dye ในน้ำยา 1X TAE buffer โดยใช้สนามไฟฟ้าที่
ความต ่างศ ักย ์  100 โวลต ์  เป ็น เวลา 45 นาที  
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตและ
บันทึกผลด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล Gel Documentation 
XR รุ่น Universal Hood II (Bio - Rad, USA) พร้อม
โปรแกรมวิเคราะห์ภาพถ่าย 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. ผลการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแมลงวันผลไม้ 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแมลงวันผลไม้

ในครั้งนี้ให้ผลลัพธ์ที่มีคุณภาพดี โดยมีค่าการดูดกลืน
แสงที่อัตราส่วน A260/A280 อยู่ในช่วง 1.7 - 1.9 
(Table 2) แสดงว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีความบริสุทธิ์ใน
ระดับที ่ เหมาะสมสำหรับการนำไปใช ้ในเทคนิค
การศึกษาทางอณูชีววิทยา (molecular biology) 
และผลจากการเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
LCO1490/HCO2198 ซึ ่งเป็น universal primers 
ของยีน cox1 (cytochrome c oxidase subunit I) 

No. 
Primer 
name 

Sequences Position 
No. of 
base 
pair 

Tm %GC 
Size                   

of PCR 
product 

1 Bco-F1  CTAGGACACCCCGGAGCAC 85 - 103 19 54.2 68.4 
141 

2 Bco-R1 CAGTATTAGGGGGACAAGTCAA 204 - 225 22 50.3 45.5 

1 Zcur-F1 TGAGCTGTAGTATTGACAGCTC
TTC 

518 - 542 25 52 44  
83 

2 Zcur-R1 AGCCGGGTCGAAGAAAGAGGTG 580 - 601 22 60 59 
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สามารถขยายชิ้นดีเอ็นเอได้ขนาดประมาณ 650 - 700 
คู่เบส ซึ่งเป็นช่วงขนาดที่เหมาะสมสำหรับการใช้ใน
การทำดีเอ็นเอบาร์โคดแมลงวันผลไม้ (Hebert et al., 
2003) นอกจากนี้ การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์
ของผลิตภัณฑ์พีซ ีอาร์ที ่ได ้แสดงค่าความเหมือน 
(sequence identity) กับข้อมูลในฐานข้อมูลสากล
ในระดับ 99 - 100% ยืนยันว่าเทคนิคการสกัดและ
การเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอที ่ใช้ในงานวิจัยนี ้มีความ
ถูกต ้อง แม่นยำ สามารถจำแนกชนิดได ้อย ่างมี
ประสิทธิภาพ ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับรายงาน

ก่อนหน้าที่ระบุว่ายีน cox1 เป็นยีนที่มีความคงที่สูง
ในระดับ intra-species และมีความแตกต่างที่ชัดเจน
ระหว่างชนิด (inter-species divergence) จึงเหมาะสม 
อย่างยิ ่งสำหรับใช้ในการจำแนกชนิดแมลงด้วยวิธี 
DNA barcoding หรือการพัฒนาไพรเมอร์จำเพาะ
ส ำห ร ั บ ก า ร ว ิ น ิ จ ฉ ั ย ใ น เท คน ิ คต ่ า ง  ๆ  เ ช่ น 
conventional PCR, multiplex PCR หร ื อ  LAMP 
(Folmer et al., 1994; Armstrong and Ball, 2005) 

 

 
Table 2 Concentration of DNA of fruit flies for this study 
 

No. Sample 
Purity (A260/A280) Concentration (ng/µl) 

1 2 Mean 1 2 Mean 
1 B. carambolae (Adult) 1.89 1.84 1.87 37.26 39.28 38.27 
2 B. cilifera (Adult) 2.07 2.12 2.10 287.84 268.99 278.41 
3 B. correcta (Adult) 2.11 2.13 2.12 267.26 261.01 264.13 
4 B. dorsalis (Adult) 2.07 2.04 2.06 548.13 537.45 542.79 
5 B. umbrosa (Adult) 2.05 2.07 2.06 470.53 454.09 462.31 
6 B. zonata (Adult) 2.00 2.01 2.00 226.88 214.09 220.48 
7 Z. caudata (Adult) 2.15 2.09 2.12 284.18 279.66 281.92 
8 Z. cucurbitae (Adult) 2.00 2.01 2.01 257.93 249.47 253.70 
9 Z. isolata (Adult) 2.10 1.88 1.99 124.66 137.74 131.20 
10 Z. tau (Adult) 2.11 2.11 2.11 273.99 274.28 274.13 
11 B. carambolae (Larve) 2.00 2.07 2.04 790.05 777.55 783.80 
12 B. correcta (Larve) 2.11 2.12 2.12 1438.03 1367.55 1402.79 
13 B. dorsalis (Larve) 2.15 2.16 2.15 1517.88 1487.69 1502.79 
14 B. latifrons (Larve) 2.04 2.11 2.07 1270.10 1165.48 1217.79 
15 Z. cucurbitae (Larve) 2.16 2.17 2.17 1806.92 1744.42 1775.67 
16 Z. tau (Larve) 2.04 2.07 2.06 679.62 677.50 678.56 

 
2. ทดสอบความจำเพาะเจาะจงและความใช้ได้ของ
คู ่ไพร์เมอร์ ในการทำปฏิกิริยา duplex PCR ต่อ
แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae  

2.1 ทดสอบคู่ไพรเมอร์ที่จำเพาะเจาะจงต่อ
แมลงทองฝร ั ่ ง  B. correcta และแมลงว ันแตง  
Z. cucurbitae จากภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย  

การทดสอบประสิทธ ิภาพของไพรเมอร์
จำเพาะสำหรับแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และ

แมลงวันแตง Z. cucurbitae ดำเนินการกับตัวอย่าง
จากประชากรทุกภูมิภาคของประเทศไทย ได้แก่  
ภ า ค ก ล า ง  ภ า ค ต ะ ว ั น อ อ ก  ภ า ค ต ะ ว ั น ต ก  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคใต้ และภาคเหนือ  
โดยใช้คู่ไพรเมอร์จำเพาะสำหรับแต่ละชนิด ผลิตภัณฑ์ 
PCR ที่ได้ถูกวิเคราะห์ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่า
ไพร เมอร ์ จ ำ เพ า ะส ำหร ั บ แมล งว ั นทอ งฝ รั่ ง 
B. correcta ให้ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 141 คู ่เบส 
(Figure 1) ขณะที่ไพรเมอร์จำเพาะสำหรับแมลงวันแตง 
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Z. cucurbitae ให้ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 83 คู่เบส 
(Figure 2) โดยไม่เกิดแถบไม่จำเพาะเจาะจง (non-
specific bands) ซ ึ ่ งแสดงถ ึ งความจำเพาะและ

ประสิทธิภาพในการตรวจสอบชนิดแมลงวันผลไม้จาก
กลุ่มประชากรต่างภูมิศาสตร์ได้อย่างชัดเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  PCR product of Bactrocera correcta from six Thai biogeographical regions (Central, 
East, West, Northeast, South, and North) was amplified using the B. correcta-specific 
primer pair Bco-F1 and Bco-R1. Negative control was ddH2O. Positive control sample 
was B. correcta. Lane M: D2000 Marker 

 
       

      

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 PCR product of Zeugodacus cucurbitae from six Thai biogeographical regions (Central, 
East, West, Northeast, South, and North) was amplified using the Z. curcubitae-specific 
primer pair Zcu-F1 and Zcu-R1. Negative control was ddH2O. Positive control sample 
was Z. cucurbitae. Lane M: D2000 Marker 
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ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าคู่ไพรเมอร์ที่
ออกแบบให้จำเพาะต่อแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta 
และแมลงวันแตง Z. cucurbitae สามารถตรวจสอบ
ตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากทุกภูมิภาคของประเทศ
ไทยได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยพบแถบผลิตภัณฑ์  
พีซีอาร์ ขนาด 141 คู่เบส สำหรับแมลงวันทองฝรั่ง  
B. correcta และ 83 คู ่เบส สำหรับแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae ผ ล ล ั พ ธ ์ ด ั ง ก ล ่ า ว ส ะ ท ้ อ น ถึ ง
คว ามจำ เพาะ  ( specificity) และความ เสถ ี ย ร 
(stability) ของไพรเมอร ์ท ั ้ งสองค ู ่  สภาวะการ
เกิดปฏิกิริยามีความเหมาะสม แม้จะมีความแตกต่าง
ทางภูมิศาสตร์และพันธุกรรมบางประการระหว่าง
ประชากรแมลงแต่ละภูมิภาคก็ตาม ความสำเร็จใน
การเพิ ่มปร ิมาณดีเอ ็นเอของแมลงวันผลไม้จาก
ประชากรในภูมิภาคต่าง ๆ แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่
ได้ออกแบบนั้นมีความจำเพาะเจาะจงกับตำแหน่ง 
ยีนที ่มีความคงที ่ส ูง (highly conserved regions)  
ซึ ่งเป็นหลักการสำคัญในการออกแบบไพรเมอร์
สำหรับการวินิจฉัยในระดับชนิดซึ่งสอดคล้องกับการ
รายงานของ Rogriguez et al. (2015) ที ่กล ่าวว่า 
การออกแบบไพรเมอร์และโพรบเป็นปัจจัยที่สำคัญ
ที่สุดสำหรับเทคนิค PCR นอกจากนี้การทดสอบความ
ใช้ได้ของโพรบและไพรเมอร์ก่อนจะใช้ก็มีความสำคัญ
เช่นกันถึงแม้ว่าจะใช้โปรแกรมที่น่าเชื ่อถือในการ
ออกแบบก็ตาม  

2.2 วิธีการที่เหมาะสมสำหรับการตรวจสอบ
ชนิดแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae ด ้ ว ย เ ท ค น ิ ค  duplex PCR ไ ด้
ดำเนินการโดยใช้ species-specific primers ของทั้ง
สองชนิดร่วมกันในการตรวจตัวอย่างแมลงวันผลไม้
ชนิดต่าง ๆ ที่พบในประเทศไทย โดยมีการกำหนด
ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Table 3) และสภาวะ
ปฏิกิร ิยาที ่เหมาะสมสำหรับการทำ duplex PCR 
(Table 4) ผลการทดลองพบว่าวิธีดังกล่าวสามารถ
แยกชนิดแมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวัน
แตง Z. cucurbitae ออกจากแมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน
ได้อย่างชัดเจน โดยผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากแมลง 
วันทองฝรั ่ง B. correcta มีขนาด 141 คู ่เบส และ
ผลิตภัณฑ์ของแมลงวันแตง Z. cucurbitae มีขนาด 
83 ค ู ่ เบส สำหร ับแมลงว ันผลไม ้ต ัว เต ็มว ั ย อีก  
18 ชนิดที่ทดสอบ ได้แก่ Bactrocera albistrigata, 
B. carambolae, B. dorsalis, B. latifrons, B. limbifera, 
B. nigrotibialis, B. tuberculata, B. umbrosa,  
B. zonata, Dacus formosanus, Zeugodacus 
apicalis, Z. caudatus, Z. cilifer, Z. hochii, Z. incisus, 
Z. isolatus, Z. platamus และ  Z. tau ไ ม ่ พบ
ผลิตภัณฑ์ PCR แสดงให้เห็นถึงความจำเพาะเจาะจง
ของเทคนิคนี ้ในการตรวจสอบชนิดแมลงวันผลไม้
เป้าหมาย (Figure 3) โดยไม่เกิดผลการทดสอบลวง
กับแมลงวันผลไม้ชนิดอื่น  ๆ 

 
Table 3 Preparation of the PCR Reaction Mixture with a Final Volume of 25 µL. 
 

Reagents Volume (µl) per reaction 
dH2O 6.5 
2x Green PCR Master Mix Direct-load  
(Biotechrabbit) 

12.5 

10 µM Bco-F1 1 
10 µM Bco-F1 1 
10 µM Zcu-F1 1 
10 µM Zcu-R1 1 
DNA template 2 

Final volume 25 
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Table 4 PCR amplification conditions used in this study, including temperatures, durations, 
and number of cycles for each step of the reaction. 

 

PCR steps Temperature Time Number of cycles 
initial denaturation 94oC 4 min 1 cycle 
denaturation 94ºC 30 sec 

35 cycles annealing 58ºC 30 sec 
extension 72ºC 30 sec 
final extension 72ºC 5 min 1 cycle 

 

 

 
 

Figure 3 PCR amplification of Bactrocera correcta and Zeugodacus cucurbitae using the  
B. correcta - specific primer pair (Bco - F1 and Bco - R). Sterile distilled water (ddH2O.) 
was used as the negative control (−). The positive controls included B. correcta 
(+Bcor) and Z. cucurbitae (+Zcur). Lane M: D2000 DNA marker. Lanes 1-20 represent 
the following fruit fly species: 

1. Bactrocera albistrigata 2. Bactrocera carambolae 3. Bactrocera correcta 
4. Bactrocera dorsalis 5. Bactrocera latifrons 6. Bactrocera limbifera 
7. Bactrocera tuberculata 8. Bactrocera umbrosa 9. Bactrocera zonata 
10. Dacus longicornis 11. Dacus spaeroidalis  12. Zeugodacus apicalis 
13. Zeugodacus caudatus 14. Zeugodacus cilifer 15. Zeugodacus cucurbitae 
16. Zeugodacus hochii 17. Zeugodacus incisus 18. Zeugodacus isolatus 
19. Zeugodacus platamus 20. Zeugodacus tau  
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จากการพัฒนาและทดสอบเทคนิค duplex 
PCR ด้วยการนำไพรเมอร์ที ่มีความจำเพาะเจาะจง
ของ แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae ดำเนินการในปฏิกิริยาเดียว ผลที่ได้
แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ทั ้งสองคู ่สามารถทำงาน
ร่วมกันได้อย่างมีประสิทธิภาพภายใต้สภาวะที่กำหนด 
โดยสามารถจำแนกแมลงวันทั้งสองชนิดได้พร้อมกัน
ภายในปฏิกิริยาเดียว ซึ่งช่วยลดเวลาและทรัพยากรใน
การดำเนินการได้อย่าง มีนัยสำคัญเมื ่อเทียบกับ 
การทำ PCR แยกชนิด (singleplex PCR) (LabLife-
Real-time PCR, 2015) และที่สำคัญผลการทดลอง
ไม่พบแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ใด ๆ ในกลุ ่มตัวอย่าง
แมลงวันผลไม้ชนิดอื ่นจำนวน 18 ชนิด การไม่พบ
ผลิตภัณฑ์ชนิดอื ่นแม้อยู ่ในสกุล (Genus) เดียวกัน
สะท้อนถึงความแม่นยำในการออกแบบไพรเมอร์ที่
สามารถแยกชนิดเป้าหมายได้โดยไม่มีผลกระทบจาก
แมลงวันผลไม้ที่มีลำดับดีเอ็นเอที่ใกล้เคียงกัน แสดง
ให้เห็นว่าไพรเมอร์ทั้งสองคู่มีความจำเพาะต่อชนิด 
(species-specific) สูง และไม่มีการเกิดปฏิกิริยาข้าม 
(cross-reactivity) กับแมลงว ันผลไม้ชน ิดอื ่นที ่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือพันธุกรรมใกล้เคียงกัน 
ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่สำคัญของเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่
ใช้ในงานด้านอนุกรมวิธาน งานกักกันพืชและการ
ตรวจสอบสินค้าส่งออก 

3. ผลการทดสอบคู่ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะ
เจาะจงต ่อแมลงว ันทองฝร ั ่ ง B. correcta และ 
แมลงวันแตง Z. cucurbitae ร่วมกับคู่ไพร์เมอร์
อ่ืน ๆ ด้วยเทคนิค Multiplex PCR 

จากการนำไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจง
แมลงวันทองฝรั ่ง B. correcta และแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae มาประยุกต์ร่วมกับงานวิจัยก่อนหน้า 
(Jiang, 2015; Afroz et al., 2022) นั้น พบว่าไพรเมอร์
ที่มีจำเพาะเจาะจงต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae 
(Zcur-F2 และ Zcur-R1 ) สามารถพัฒนาเทคนิค 
multiplex PCR ในการตรวจสอบแมลงว ันผลไม้  
โดยคู่ไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบสามารถทำงานร่วมกับ
ไพรเมอร์ BBDF, B. tuberculata และ BZCIF (Table 5) 

โดยมีส ่วนผสมของปฏิกิร ิยา PCR (Table 6) และ
สภาวะปฏิกิริยา Multiplex PCR ที่เหมาะสมสำหรับ
จำแนกแมลงวันผลไม้ด้วยวิธี PCR พบว่าช่วงอุณหภูมิ
ในขั ้นตอนการ annealing ที่เหมาะสมต่อการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน cox1 ของแมลงวันผลไม้
ทั้ง 4 ชนิด พร้อมกันที่อุณหภูมิ 60°ซ. กำหนดขั้นตอน
และเวลาในปฏิกิริยา PCR cycle (Table 7) และเมื่อ
นำมาทดสอบกับแมลงวันผลไม้ที่มีรายงานในประเทศ
ไทย 20 ชนิด ได้แก่ B. albistrigata, B. carambolae, 
B. correcta, B. dorsalis, B. latifrons, B. limbifera,  
B. tuberculata, B. umbrosa, B. zonata, D. longicornis, 
D. spaeroidalis, Z. apicalis, Z. caudatus, Z. cilifer, 
Z. cucurbitae, Z. hochii, Z. incisus, Z. isolatus, 
Z. platamus แ ล ะ  Z. tau ก า ร ต ร ว จ ส อ บ
ความจำเพาะเจาะจงของวิธีการด้วยการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบว่า  
ได้ขนาดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 216, 225, 
159 และ 113 ค ู ่ เบส (Figure 4) ซ ึ ่ งเป ็นขนาด 
ของแมลงว ันผลไม ้  4 ชน ิด ได ้แก ่  B.  dorsalis,  
B.  tuberculata,  Z.  cilifer และ  Z.  cucurbitae 
ตามลำดับ โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแมลงวันผลไม้
ชนิดอื ่น ๆ ถึงแม้ว ่าขนาดผลิตภัณฑ์พีซ ีอาร์ของ
แมลงวันผลไม้ B. dorsalis  และ B. tuberculata 
จะมีขนาดที่ใกล้เคียงกันแต่อย่างไรก็ตามยังสามารถ
แยกความแตกต่างได้ด้วยสายตาเมื่อเปรียบเทียบกับ
ตัวเปร ียบเทียบบวก (positive control) ผลการ
ตรวจสอบด้วยเทคนิค multiplex PCR นั้นสามารถ
ยืนยันการตรวจสอบดีเอ็นเอที ่มีความจำเพาะต่อ
แมลงวันผลไม้ 4 ชนิด โดยสามารถใช้ตรวจสอบ
แมลงวันผลไม้ที่เข้าทำลายพืชผักเศรษฐกิจของไทย 
ได ้แก่ Z. cucurbitae, Z. cilifer, B. dorsalis และ 
B. tuberculata และสอดคล้องกับผลที่ได้จากการ
จำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา แต่ไพรเมอร์ที่มี
ค ว ามจ ำ เพาะ เ จ า ะจ งต ่ อ แ มล ง ว ั น ทอ ง ฝ รั่ ง  
B. correcta นั ้นไม ่สามารถนำมาพัฒนาร ่วมกับ
งานวิจัยอื ่น ๆ เนื ่องจากไม่สามารถหาอุณหภูมิที่
เหมาะสมได้  
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Table 5 Nucleotide sequences and characteristics of primer sets used for screening Bactrocera 
dorsalis, Bactrocera tuberculata, Zeugodacus cilifer, and Zeugodacus cucurbitae in 
this study. 

 

Primers name Sequences 
% CG Tm 

(ºC) 
Size 
 (bp) 

Reference 

BBDF-F GCTATTTTTTCACTTCACTTAACG 33.33 
33.33 

55.34 
54.68 

216 Afroz et al., 
2022 BBDF-R AGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAG 

B. tuberculata-F TTTTCACTCCACTTAGCCAGG 47.62 
32.14 

57.86 
58.10 

225 Jiang, 2015 
B. tuberculata-R GGGGTCAAAAAATGAAGTATTTAAG

TTC 
BZCIF-F GGCTGTAAATTTTATCACTACAGTC   56.27 

55.40 
56.27 
55.40 

159 Afroz et al., 
2022 BZCIF-R CGGTCTGTCAAAAGTATAGTAATG 

Zcur-F2 CTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCG 48 
59 

53 
60 

113 Boontop., 2021 
Zcur-R1 AGCCGGGTCGAAGAAAAGAGGTG 

 
Table 6 Reagent composition used in the multiplex PCR assay described in this study, showing 

the final volume per 25 µl reaction. 
 

Reagents Volume (µl) per reaction 

Multiplex PCR Master mix (2X, Biotechrabbit, 
Germany) 12.5 
10 µM B. dorsalis-F  0.5 
10 µM B. dorsalis-R  0.5 
10 µM B. tuberculata-F  0.5 
10 µM B. tuberculata-R  0.5 
10 µM Z. cilifer-F  0.5 
10 µM Z. cilifer-R  0.5 
10 µM Zcur-F2  1.0 
10 µM Zcur-R1  1.0 
Template DNA  1 
Nuclease free water 6.5 

Final volume 25.0  
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Table 7 Thermal cycling conditions used for multiplex PCR amplification, including temperatures, 
durations, and number of cycles for each step of the reaction. 

 

Step Temperature (°C) Time Number of cycles 
1. Pre-denaturation 95 3 min 1 
2. Denaturation 95 30 sec 

30 3. Annealing 55 - 60 45 sec 
4. Extension 72 45 sec 
5. Final - extension 72 5 min 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Multiplex PCR amplification of DNA from 19 fruit fly species using species - specific primers. 
Each lane represents the PCR product obtained from a different fruit fly species. Sterile 
distilled water (ddH2O) was used as a negative control (N). Positive controls were as 
follows: P1 = Bactrocera dorsalis, P2 = Bactrocera tuberculata, P3 = Zeugodacus cilifer, 
and P4 = Zeugodacus cucurbitae. Lane M: D2000 DNA marker. (A) Lanes 1 - 10; (B) Lanes 
11 - 20. Lanes 1 - 20 correspond to 

1. Bactrocera albistrigata 2. Bactrocera carambolae 3. Bactrocera correcta 
4. Bactrocera dorsalis 5. Bactrocera latifrons 6. Bactrocera limbifera 
7. Bactrocera tuberculata 8. Bactrocera umbrosa 9. Bactrocera zonata 
10. Dacus longicornis 11. Dacus spaeroidalis  12. Zeugodacus apicalis 
13. Zeugodacus caudatus 14. Zeugodacus cilifer 15. Zeugodacus cucurbitae 
16. Zeugodacus hochii 17. Zeugodacus incisus 18. Zeugodacus isolatus 
19. Zeugodacus platamus 20. Zeugodacus tau  

20 
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การศึกษาครั้งนี้ได้ประยุกต์ใช้คู่ไพรเมอร์ที่มี
ความจำเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ร่วมกับ
คู ่ ไพรเมอร ์ท ี ่จำเพาะต่อแมลงว ันผลไม้ชน ิด อ่ืน  
เพื ่อพัฒนาเทคนิค Multiplex PCR ผลการทดสอบ
พบว่าไพรเมอร์ทั ้ง 4 ชุดสามารถทำงานร่วมกันได้
อย่างมีประสิทธิภาพภายใต้สภาวะ PCR ที่กำหนด 
โดยเฉพาะช ่วงอ ุณหภูม ิการจ ับค ู ่ของไพรเมอร์  
(annealing) ที่ 60°ซ. และสามารถวินิจฉัยแมลงวัน
ผลไม ้ได ้พร ้อมก ัน 4 ชนิด ได ้แก่ Z. cucurbitae  
B. dorsalis, B. tuberculata และ Z. cilifer ภายใน
การตรวจสอบเพียงคร ั ้งเดียว ซ ึ ่งแสดงถึงความ
เหมาะสมในการออกแบบลำดับไพรเมอร์และสภาวะ
ปฏิกิริยา (PCR conditions) เทคนิค Multiplex PCR 
ที ่พ ัฒนาข ึ ้นสามารถเพ ิ ่มขยายผลิตภ ัณฑ์ DNA  
ได้อย่างชัดเจน โดยให้แถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด 
216 คู่เบส (B. dorsalis), 225 คู่เบส (B. tuberculata), 
159 คู่เบส (Z. cilifer) และ 113 คู่เบส (Z. cucurbitae) 
ตามลำดับ และไม่มีการเกิดแถบที ่ไม ่จำเพาะกับ
แมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืนที่ทดสอบท้ัง 16 ชนิด ซึ่งรวมถึง
ชนิดที ่อยู ่ในสกุลเดียวกัน และชนิดใกล้เคียงทาง
พันธุกรรม ผลลัพธ์น ี ้แสดงให้เห็นว ่าไพรเมอร ์ที่
นำมาใช้มีความจำเพาะสูง (high specificity) และ
สามารถแยกชนิดแมลงวันผลไม้ได้อย่างแม่นยำ  
แม ้ ขนาดแถบบางชน ิ ด  เช ่ น  B. dorsalis และ  
B. tuberculata จะอยู่ในช่วงใกล้เคียงกัน (ยุวรินทร์ 
และคณะ, 2566) แต่ยังสามารถแยกความแตกต่างได้
อย ่างช ัดเจนด ้วยการเปร ียบเท ียบก ับแถบของ 
positive control ผลการศ ึกษาน ี ้สอดคล ้องกับ
หลักการของเทคนิค multiplex PCR ที่เน้นการใช้
ไพรเมอร ์ท ี ่ ไม ่ เก ิดปฏิก ิร ิยาข ้ามกัน (no cross - 
reactivity) และมีความแตกต่างของขนาดผลิตภัณฑ์
ที่มากพอสำหรับการตรวจแยกด้วยอิเล็กโตรโฟรีซีส 
ความสำเร็จในการตรวจวินิจฉัยแมลงวันผลไม้ 4 ชนิด
ในครั้งเดียว เป็นประโยชน์ในทางปฏิบัติ โดยเฉพาะใน
บริบทของการตรวจสอบศัตรูพืชกักกันที่ปะปนกับ
สินค้าพืชผักและผลไม้ของไทย เทคนิค multiplex 
PCR ยังสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบ
แมลงวันผลไม้จากตัวอย่างที่อยู่ในระยะต่าง ๆ ได้  

โดยไม่จำเป็นต้องเลี้ยงจนถึงระยะตัวเต็มวัยสอดคล้อง
กับ ยุวรินทร์และคณะ (2564, 2566) ซึ่งช่วยลดเวลา
และเพิ่มประสิทธิภาพในการวินิจฉัยในภาคปฏิบัติได้
เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม ไพรเมอร์ที ่จำเพาะต่อ
แมลงว ันทองฝร ั ่ง B. correcta ไม ่สามารถนำมา
พัฒนาเพื่อประยุกต์ใช้กับเทคนิค multiplex ร่วมกับ
ไพรเมอร์อ่ืนได้ เนื่องจากไม่สามารถกำหนดอุณหภูมิ 
annealing ที่เหมาะสมสำหรับการทำงานร่วมกันของ
ไพรเมอร์ทุกชุดโดยไม่ลดทอนประสิทธิภาพการ
ทำงาน ซึ่งถือเป็นข้อจำกัดสำคัญของการออกแบบ
ไพรเมอร์ที่ต้องทำงานร่วมกันของเทคนิค multiplex 
PCR ที่ต้องคำนึงถึงความเหมาะสมของไพรเมอร์ทั้งใน
ด้านความจำเพาะ ขนาดของไพรเมอร์ และอุณหภูมิ
ในการทำงาน สาเหตุหนึ่งอาจมาจากความคล้ายคลึง
กันของลำดับเบสในยีน COI ของแมลงวันทองฝรั่ง  
B. correcta กับแมลงวันผลไม้ชนิดอื่น ๆ นั้นมีความ
ใกล ้ เค ียงก ันทำให ้การออกแบบไพรเมอร ์ท ี ่ มี
ความจำเพาะสูงทำได้ยาก (Jiang et al., 2013) ซึ่งใน
อนาคตอาจประย ุกต ์ ใช ้ เทคน ิค real-time PCR  
แบบ probe-based เช่น TaqMan ซึ ่งสามารถเพ่ิม
ความจำเพาะและความไวได้ดีกว่า และถูกนำมาใช้
จำแนกชนิดแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม Bactrocera และ 
Zeugodacus ได้อย่างแม่นยำ (Kayattukandy et al., 
2025) หรือการใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมจากยีน
อื่น ๆ ที่มีความจำเพาะและความไวสูงกว่า และไม่มี
การ cross-reaction เช่น ยีน ATP6 และ ND2 เพ่ือ
เพิ่มความแม่นยำและความครอบคลุมในการตรวจ
จำแนกชนิดแมลงว ันผลไม้ (Castellanos et al., 
2025) 

ดังนั ้น งานวิจัยนี ้จ ึงเป็นงานวิจัยแรกที่มี 
การประย ุกต ์ใช ้ เทคน ิค  multiplex PCR สำหรับ 
การตรวจจำแนกยีน cox1 ของแมลงวันผลไม้ทั้ง  
4 ชนิด (Z. cucurbitae, Z. cilifer, B. dorsalis และ 
B. tuberculata) ได ้พร ้อมกันภายในการทดสอบ
เพียงครั้งเดียว โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะสูงใน
สภาวะปฏิกิริยาที่เหมาะสม ผลการศึกษานี้ไม่เพียง
แสดงให้เห็นว่าเทคนิคดังกล่าวสามารถแยกชนิดแมลง
ผลไม้ได้อย่างแม่นยำและจำเพาะ แต่ยังแสดงให้เห็น
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ถ ึงศ ักยภาพในการพ ัฒนาเคร ื ่องม ือว ิน ิจฉ ัยที่
ประหยัดเวลาและต้นทุนมากกว่าการตรวจแบบ 
conventional PCR ที ่ต ้องแยกทำรายชน ิด และ
ปฏิบ ัต ิงานหลายคร ั ้ง (Lab Life-Real-time PCR, 
2015) นอกจากนี้ยังเป็นการลดขั้นตอนในการเตรียม
ตัวอย่าง การรวมปฏิกิริยา PCR ให้สามารถตรวจสอบ
ได ้หลายชน ิดในคราวเด ียว และการใช ้ เทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเพ่ือแสดงผลได้อย่างชัดเจน  

 
สรุปผลการทดลองและคำแนะนำ 

 

เทคนิค duplex PCR ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัย
นี้สามารถตรวจสอบและจำแนกแมลงวันผลไม้ศัตรูพืช
ที่สำคัญ ได้แก่ แมลงวันทองฝรั่ง B. correcta และ
แมลงวันแตง Z. cucurbitae ได้พร้อมกันภายในการ
ทำปฏิกิริยาเดียว โดยใช้ชุดไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะสูง 
ประกอบกับกระบวนการสกัดด ีเอ ็นเอ การเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และการวิเคราะห์
ผลด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ซึ่งให้ผลแม่นยำ รวดเร็ว 
และสามารถประยุกต์ใช้กับตัวอย่างจากทุกภูมิภาค
ของประเทศไทยได้อย ่างมีประส ิทธ ิภาพ อีกทั้ง 
ไพร เมอร ์ ท ี ่ พ ัฒนาข ึ ้ น สำหร ั บแมลงว ั นแตง  
Z. cucurbitae ยังสามารถใช้ร่วมกับไพรเมอร์จาก
งานวิจัยอื่นในการตรวจสอบแมลงวันผลไม้อีก 3 ชนิด 
( B. dorsalis, B. tuberculata แ ล ะ  Z. cilifer) 
ภายในปฏิกิริยาเดียว จึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
วินิจฉัยศัตรูพืชในผลผลิตเพื ่อการส่งออก เทคนิค
ดังกล่าวมีข้อได้เปรียบกว่า conventional PCR ใน
ด้านการลดขั้นตอน เวลา และต้นทุนในการตรวจสอบ 
ทั้งยังสามารถนำไปใช้ตรวจวินิจฉัยตัวอย่างที่อยู่ใน
ระยะไข่ ตัวหนอน หรือดักแด้ ซึ่งไม่สามารถจำแนก
ชนิดได้ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว 
จึงเหมาะสำหรับประยุกต์ใช้ในงานอนุกรมว ิธาน 
กักกันพืช การเฝ้าระวัง และการควบคุมคุณภาพ
สินค้าเกษตรก่อนการส่งออกอย่างมีประสิทธิภาพ
เพื่อให้สอดคล้องกับมาตรฐานการค้าระหว่างประเทศ
ในปัจจุบ ัน และสามารถต่อยอดเพื ่อใช ้ก ับแมลง
ศัตรูพืชชนิดอื่น ๆ ในอนาคตได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ในอนาคตควรมุ ่งเน ้นการพัฒนาเทคนิค 
real-time PCR (qPCR) เพื ่อเพิ ่มความสามารถใน
การจำแนกชนิดเพื่อลดขั ้นตอนการตรวจวิเคราะห์ 
เน ื ่องจาก real-time PCR สามารถตรวจว ิเคราะ
จำแนกชนิดแมลงว ันผลไม ้ได ้ โดยไม ่ต ้องรอให้  
ส ิ ้นส ุดปฏ ิก ิร ิยา หร ือไม ่ต ้องตรวจสอบภายใต้
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส หรือควรพัฒนาเทคนิค LAMP 
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) ที่
สามารถประยุกต ์ใช ้ ในภาคสนามได้โดยไม่ต ้อง 
ใช้เครื ่อง thermal cycler รวมทั้งควรส่งเสริมการ
พัฒนาชุดตรวจสำเร็จรูปในรูปแบบ lateral flow 
หรือ chip-based ที่สามารถตรวจสอบแมลงศัตรูพืช
ได้หลายชนิดพร้อมกันโดยไม่ต้องอาศัยผู้เชี ่ยวชาญ
เฉพาะทาง ซึ่งจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการวินิจฉัย
แมลงศัตรูพืชในระดับพื ้นที ่และด่านตรวจสินค้า
เกษตรได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ ่งขึ ้น  และผล
การศึกษานี้ไม่เพียงมีความสำคัญเชิงวิชาการในการ
วิน ิจฉัยชนิดแมลงวันผลไม้อย่างแม่นยำ หากยัง
สามารถนำไปใช้จริงในงานกักกันพืช การเฝ้าระวัง 
การควบคุมคุณภาพสินค้าส่งออก และการสนับสนุน
ระบบการตรวจสอบด้านสุขอนามัยพืชของประเทศ
ไทยได้อย่างมีประสิทธิภาพและยั่งยืน 
 

คำขอบคุณ 
 

ขอขอบคุณข้าราชการ พนักงานราชการและ
ลูกจ้าง กลุ่มงานอนุกรมวิธาน กลุ่มกีฏและสัตววิทยา 
สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ทุกท่านสำหรับ
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พัฒนาเทคนิค Polymerase Chain Reaction เพื่อการตรวจวินิจฉัย 
เชื้อรา Trichoderma asperellum 

Development Polymerase Chain Reaction technique for detection  
of Trichoderma asperellum 
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ABSTRACT 

 

The analysis and verification of Trichoderma biological products is a mission of the Plant 
Protection Research and Development Office, Department of Agriculture. This task is part of the 
process for registering hazardous substances for agricultural use and includes verifying the species 
identity of samples collected by departmental officials. However, verifying the species using 
phylogenetic analysis is time - consuming and expensive. Therefore, a preliminary screening 
method is needed to reduce both the time and cost involved. This study was conducted to 
develop a rapid and accurate technique for detecting Trichoderma species using Polymerase 
Chain Reaction (PCR) - based technique and specific primers. The specific primers were designed 
based on the ITS and tef1 gene loci. The primers were tested against the Trichoderma type 
sequences database. It was found that two pairs of primers based on the ITS region were found 
to be specific to the T. asperellum complex, as well as one pair of primers for the tef1 region, 
which also presented specificity to the T. asperellum complex. All primers had the optimum 
annealing temperature at 60 °C. The results of testing the designed primers on the ITS locus with 
various DNA of fungal species showed that the primers were specific  
 

Keywords: Trichoderma asperellum, detection 
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บทนำ 
เชื ้อราหลายสปีชีส์ในสกุล Trichoderma 

(Ascomycetes, Hypocreales) มีความสำคัญทาง
เศรษฐกิจ โดยเฉพาะทางด้านการเกษตรที่มีการใช้
เช ื ้อรา ในสกุล Trichoderma เป ็นสารช ีวภ ัณฑ์ 
(biocontrol agent) (de los Santos-Villalobos et al., 
2013; Kindermann et al. , 1998; Mbarga et al. , 
2012) อันเนื่องมาจากคุณสมบัติในการยับยั้งเชื ้อรา
สาเหตุโรคพืช โดยเชื้อรา Trichoderma เป็นเชื้อราที่
มีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็วเมื ่อเทียบกับเชื ้อรา
สาเหตุโรคพืชหลายชนิด จึงทำให้มีประสิทธิภาพใน
การแย่งใช้สารอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญ รวมถึงยัง
สามารถใช้สารอาหาร และเจริญในเส้นใยของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช (mycoparasite) นอกจากนี้ เชื ้อรา 
Trichoderma ยังสร้างสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด และสาร
ที่เช ื ้อราTrichoderma สร้างขึ ้นยังส ่งผลดีต ่อพืช  
โดยช่วยในการเจริญเติบโต (plant growth) รวมถึง
กระตุ้นให้พืชมีความแข็งแรงต่อการเข้าทำลายของ
เชื ้อราสาเหตุโรคพืช (plant defence responses) 
ดังนั้น เชื้อรา Trichoderma จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่ถูกนำมาใช้ในการควบคุมโรคพืช โดยไม่ก่อให้เกิด
ผลเสียแก่พืชและสิ ่งแวดล้อม และช่วยลดการใช้
สารเคมีในการป้องกันกำจัดโรคพืช 

Trichoderma asperellum เป็นเช ื ้อราที่
เป็นที่รู้จักในสกุล Trichoderma และมีการนำมาใช้
ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีอย่างแพร่หลาย ซึ่งมี
การส่งเสริมให้ใช้ในการป้องกันกำจัดโรคพืชโดยทั้ง
ทางภาครัฐและเอกชน รวมถึงมีการผลิตในเชิงการค้า 
การตรวจสอบความถูกต ้องของชนิดของ เช ื ้อรา  
T. asperellum จึงมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง หากมี
การใช้ชนิดของเชื ้อรา Trichoderma ไม่ถ ูกต ้อง
หรือไม่เป็นไปตามวัตถุประสงค์ เช่น เกิดการปนเปื้อน 
หรือการผสมกันของเชื้อราปฏิปักษ์มากกว่า 1 ชนิด 
จะส่งผลกระทบต่อผลประสิทธิภาพและความยั่งยืน
ของการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช (Druzhinina et al., 
2010) ในปัจจุบันมีหลายบริษัทมาขอขึ ้นทะเบียน 
ชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์แต่เนื ่องจากลักษณะความ

แตกต ่างทางส ัณฐานว ิทยาของ เช ื ้ อราในสกุล 
Trichoderma นั้นมีความแตกต่างเพียงเล็กน้อย จึง
ทำให้ยากต่อการจำแนกในระดับสปีชีส์ 

การจัดจำแนกเชื้อรา Trichoderma สามารถ 
จำแนกได้ด้วยลักษณะสัณฐานวิทยา (Rifai, 1969; 
Bissett, 1984; Bissett, 1991a-c; Bissett, 1992) 
เช ่น ร ูปร ่างล ักษณะและขนาดของ conidia สี  
ลักษณะผิว conidia (ornamentation) ลักษณะการ
แตกกิ ่งก ้าน การฟอร์มเส ้นใยแบบ sterile หรือ 
fertile ความยาวที่ยื่นออกมาจากก้านชูสปอร์ แต่ทั้งนี้ 
ลักษณะความแตกต่างที่มีการรายงานหรือบันทึกไว้
ดังกล่าวสามารถใช้แยกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน
สำหรับบางสปีชีส์ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างได้ 
หรือมีความคลุมเครือระหว่าง strain ของบางสปีชีส์ 
(Singh et al., 2014)  

การจัดจำแนกและวิว ัฒนาการของเชื ้อรา 
Trichoderma โดยใช้ล ักษณะทางด้านพันธุกรรม 
(DNA) ม ีการศึกษากันมากขึ ้น โดยส่วนใหญ่ใช้
ตำแหน่ง internal transcribed spacer (ITS) (Dodd 
et al., 2000; Kindermann et al., 1998) แต่พบว่า
การจำแนกด้วย ITS เพียงหนึ่งตำแหน่งไม่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างเช ื ้อรา Trichoderma 
บางสป ีช ีส ์ ได ้  เน ื ่ องจากเช ื ้ อรา Trichoderma 
เหล่านั้นมีวิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกัน มักจะมีความ
คล้ายคลึงหรือมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียง
กันมาก เช ่น ม ีรายงานว ่า T. asperellum เป็น 
complex species (มีมากกว่า 1 สปีชีส์ภายใต้ชื่อ  
T. asperellum) และลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น 
ล ักษณะของ conidia ไม ่สามารถใช ้อ ้างอิง หรือ
เปรียบเทียบเพื ่อจำแนกชนิดได้ แต่เมื ่อใช้ลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรม (DNA) จำนวน 4 ตำแหน่ง ได้แก่ 
the Internal Transcribed Spacer ( ITS)  translation 
elongation factor 1  ( tef1 )  RNA polymerase 
subunit 2 ( rpb2 )  และ  actin (ACT)  ในการจั ด
จ ำแนก  (Samuels and Ismaiel, 2009 )  พบว่ า 
เชื ้อราชนิดนี้ประกอบไปด้วย T. asperellum และ  
T. asperelloides ซึ่งได้รับการบันทึกเป็นอีกสปีชีส์
ของเชื้อรา Trichoderma (Samuels et al., 2010) 
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นอกจากนี้ยังพบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของทั้ง
สองสปีชีส์นี ้ มีความใกล้เคียงอย่างมากกับเชื ้อรา  
T. yunnanense โดยสามารถแยกความแตกต่างได้
โดยเปรียบเทียบข้อมูลของดีเอ็นเอเท่านั้น (Samuels 
et al., 2010) สำหร ับเช ื ้อรา T. harzianum นั้น 
Chaverri et al. (2003) ทำการเปรียบเทียบลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรมจาก 4 ตำแหน่ง ได้แก่ ITS tef1 
calmodulin และ actin เชื้อรา Trichoderma ที่พบ
ในประเทศอินเดียจำนวนหลายไอโซเลทที่จัดจำแนก
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาว่าเป็น T. viride แต่
เมื ่อใช ้ข ้อมูลของดีเอ็นเอจากตำแหน่ง ITS และ 
elongation factor พบว่าเชื ้อราเหล่านี ้คือเชื ้อรา  
T. asperellum หรือ T. asperelloides (Sriram et al., 
2013) จากการศ ึกษาล ักษณะของ conidia ของ 
เชื ้อรา T. harzianum พบว่ามีความใกล้เคียงกับ 
conidia ของเชื ้อรา T. viride โดยมีความแตกต่าง
เพียงเล็กน้อยของลักษณะ ความหนาแน่น และเฉดสี
ของ conidia อีกทั ้ง เช ื ้อรา T. viride ย ังมีความ
ใกล้เคียงกับ T. asperellum ดังนั ้น ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ไม่สามารถใช้อ้างอิงเพื ่อจัดจำแนก
อย่างชัดเจนได้ (Singh et al., 2014)  

ปัจจุบันได้มีความพยายามพัฒนาเทคนิคที่มี
ความแม ่นยำและรวดเร ็ ว เพ ื ่ อตรวจสอบชนิด 
ของ Trichoderma เช ่น การใช ้  isozymes การ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน และ random 
amplified polymorphic DNA ( RAPD)  ( Zamir 
and Chet, 1985; Grondona et al. , 1997; 
Miyazaki and Tsunoda, 2003) ทั้งนี้การตรวจสอบ
โดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)-
based และไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะมีการนำมาใช้
ในการตรวจสอบชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคพืชมากข้ึน 
( Devi et al., 2017; Mazzaglia et al. ,  2001; 
Konstantinova et al., 2002) ดังนั้นในการศึกษานี้
มีวัตถุประสงค์ เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื ้อรา  
T. asperellum ที่มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและมีความ
แม่นยำสูง เพื่อนำไปประยุกต์ในการตรวจสอบเชื้อรา
ด ังกล ่าวในสารช ีวภ ัณฑ์ท ี ่นำมาขึ ้นทะเบียนกับ 
กรมวิชาการเกษตร 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล 
Trichoderma 
 1.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อรา
ในสกุล Trichoderma จากพิพิธภัณฑ์โรคพืช และ 
culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัย- 
พัฒนาการอารักขาพืช 

รวบรวมตัวอย่างและแยกเชื้อให้บริสุทธิ์  
แยกเชื้อรา T. asperellum ที่ได้รับมาจาก

พิพิธภัณฑ์โรคพืช และ culture collection ของกลุ่ม
ว ิจ ัยโรคพืช สำนักว ิจัยพัฒนาการอารักขาพืชให้
บริสุทธิ์ โดยวิธี single spore isolation ย้ายสปอร์
เด ี ่ ยวของ เช ื ้ อรา  T.  asperellum เล ี ้ ย งลงบน 
อาหาร Potato dextrose agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิ 
ห้องปฏิบัติการ นาน 7 - 21 วัน หากไม่มีการปนเปื้อน 
สามารถดำเนินการสกัดดีเอ็นเอ เชื้อที่เจริญจากสปอร์
เดี่ยว จะทำการแยกเลี้ยงบนอาหาร PDA จากนั้นนำ
เชื ้อบริส ุทธ ิ ์ท ี ่ได ้ เล ี ้ยงบนอาหาร  PDA Slant ใน
หลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15°ซ. เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

สกัดดีเอ็นเอ 
เขี ่ยเส ้นใยของเชื ้อรา T. asperellum ที่

เจริญบนอาหาร PDA แล้วย้ายลงในหลอดสำหรับ
สกัดดีเอ็นเอ เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่า
ด้วย TissueLyser ที่ความถี่ 30 รอบต่อวินาที นาน  
3 นาที และทำการสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer 
et al. (2012) และ Doungsa-ard et al. (2015) เก็บ
รักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40°ซ.  

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาทำ

การเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายตำแหน่ง the 
Internal Transcribed Spacer ( ITS)  แ ล ะ  the 
translation elongation factor 1- alpha ( tef1 ) 
ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ 
Taq DNA Polymerase (biotechrabbit™ ) ใ ช้  
cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู ้ผลิต
แนะนำ กำหนดใช ้ค ่ า annealing temperature  
56°ซ. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการทำ PCR โดย
ตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ
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ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี เพื ่อสังเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์และตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์  

นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้จากการ
ทดลองมาทำการว ิ เ คราะห ์  โ ดยนำ  forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบ 
เทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(Kearse et al. , 2012)  บ ันท ึกข ้อม ูลของลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ FASTA ทำการตรวจสอบ
ความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ทำการศึกษากับ
ฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank 
โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

  1.2 รวบรวมข้อมูลลำดับเบสของเชื้อราใน
สกุล Trichoderma จาก GenBank รวบรวมข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ตำแหน่ง ITS และ tef1 ของเชื้อราใน
สก ุล  Trichoderma โดยเฉพาะกล ุ ่มของเช ื ้อรา  
T. asperellum complex ที่มีในฐานข้อมูล GenBank 
รวมถึง type sequence เพื่อนำมาเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลรหัสพันธุกรรมที่ได้จากข้อ 1.1 

1.3 การจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ 
  นำ contig ของลำดับนิวคลีโอไทด์ตำแหน่ง 
ITS และ tef1 ที ่ได ้จากการทดลองและจากการ
รวบรวมข้อมูลมาจัดเร ียงด ้วยโปรแกรม  MAFFT 
6.611 (Katoh and Toh, 2008) จากนั ้นตรวจสอบ
การจ ัดเร ียง (alignment)  โดยว ิธ ี  MUSCLE ใน
โ ป ร แ ก ร ม  MEGA12:  Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis version 12 (Kumar et al., 2024)  
2. ออกแบบไพรเมอร์จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum 

ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อเชื้อรา 
T. asperellum โดยการพิจารณาชุดข้อมูลของเชื้อรา
ในสกุล Trichoderma และ ใช้โปรแกรม GPRIME 
ในการออกแบบ โดยออกแบบตำแหน่งจับอยู่ภายใน
ตำแหน่ง ITS และ tef1 

3. ทดสอบไพรเมอร์  
3.1 ทดสอบประสิทธิภาพและความจำเพาะ

ของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้กับดีเอ็นเอในฐานข้อมูล 
เช่น GenBank  

3.2 ทดสอบกับดีเอ็นเอของเชื้อรา T. asperellum 
และเชื ้อราในสกุล Trichoderma จากพิพิธภัณฑ์ 
โรคพ ืช และ culture collection ของกล ุ ่มว ิจั ย 
โรคพืช สำน ักว ิจ ัยพ ัฒนาการอาร ักขาพืช โดย
ดำเนินการ ดังนี้ 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาทำ

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายตำแหน่ง ITS และ 
tef1 ด้วยไพรเมอร์ ITS1/ITS4 (White et al., 1990) 
และ EF1-728F/EF1-986R (Carbone and Kohn, 
1999) EF1-728F (Carbone and Kohn, 1999)/EF-2 
(O’Donnell et al., 1998) และไพรเมอร์ที่ทำการ
ออกแบบบนตำแหน่ง ITS และ tef1 ด้วยวิธี PCR  
โดยใช้ Taq DNA Polymerase (biotechrabbit™) 
ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิต
แนะนำ กำหนดใช้ค่า annealing temperature ที ่
56°ซ. 
 Nested Polymerase Chain Reaction 

 นำผลิตภ ัณฑ์ PCR ที ่ได ้จากการทำ  PCR 
ตำแหน่ง ITS ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ITS1/ITS4 และ ตำแหน่ง 
tef1 ซึ่งใช้ไพรเมอร์ EF1-728F/EF1-986R และ EF1-
728F/EF-2 มาทำ Nested PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ทำ
ก า ร อ อ ก แ บ บ โ ด ย ใ ช ้  Taq DNA Polymerase 
(biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของ
ปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะนำ กำหนดใช้ค่า annealing 
temperature 56°ซ. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
การทำ PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดี
เอ็นเอที่ต้องการด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ส่งผลิตภัณฑ์ 
PCR ไปยังบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี เพื่อทำ
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาลำดับนิวคลีโอไทด์
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4. ตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของเชื ้อรา 
Trichoderma ที่ไพรเมอร์จำเพาะตรวจจับได้  

นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างจาก 
clean culture ที่ทำปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่มีความ
เฉพาะเจาะจงกับเชื้อรา T. Asperellum มาทำการ
วิเคราะห์ โดยนำ forward sequence และ reverse 
sequence ที ่ได ้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้
โปรแกรม Geneious Prime 2020 (Kearse et al., 
2012) จะบันทึกข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ทำการตรวจสอบชนิด โดยวิธี 
phylogenetic reconstruction ข อ ง  combined 
dataset ที่ได้จากตำแหน่ง ITS และ tef1 ด้วยเกณฑ์ 
Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ .phy 
ใช้โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) 
ในการวิเคราะห์ กำหนดค่า model of evolution 
แบบ GTRGAMMA วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap 
(command -f a)  เ ร ิ ่ ม ว ิ เ คร าะห ์ จ าก  random 
starting tree และ กำหนดค่า 1000 ซ ้ำ สำหรับ 
maximum likelihood bootstrap วิเคราะห์ผลเพ่ือ
ตรวจสอบชนิดที่ถูกต้องที่ไพรเมอร์จำเพาะตรวจจับได้ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล 
Trichoderma 

เพ ื ่ อพ ัฒนาว ิ ธ ี ก ารตรวจสอบเช ื ้ อ ร า  
T asperellum ด ำ เ น ิ น ก า ร ร ว บ ร ว ม เ ช ื ้ อ ร า 
Trichoderma มาแยกเช ื ้อให ้บร ิส ุทธ ิ ์  ได ้จำนวน  
115 ไอโซเลท สกัดดีเอ็นเอและทำ PCR ตำแหน่ง 
ITS, tef1 และ rpb2 หลังจาก sequencing ได้ข้อมูล 
sequence ของเชื้อรา T.asperellum ทั้ง 115 ไอโซเลท 
จำนวน 3 ตำแหน ่ง  มาทำการตรวจสอบเ พ่ือ 
จำแนกชนิดด้วยวิธี phylogenetic reconstruction 
เปรียบเทียบกับ สายพันธุ์ต้นแบบ (type sequence) 
ของเชื้อราในสกุล Trichoderma ซึ่งเป็นวิธีการที่ได้
มาตรฐานและมีความแม่นยำสูง  

ผลการจำแนกชน ิด พบว ่า ได ้ต ั วอย ่าง 
ของเชื้อราที่อยู่กลุ ่มของ T. harzianum complex  

T. asperellum complex แ ล ะ ใ น ก ล ุ ่ ม ข อ ง 
Longibrachiatum ซึ่งแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างกลุ่มนี้
มีความหลากหลายและเหมาะสมที่จะนำมาทดสอบ
ความจำเพาะของไพรเมอร ์ท ี ่ ได ้ออกแบบ เพ่ือ
ตรวจสอบความจำเพาะต่อ DNA ของเชื้อราเป้าหมาย  
2. ออกแบบไพรเมอร์จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum 

ออกแบบไพร์เมอร์จำเพาะบนยีนตำแหน่ง 
ITS และ tef1 ของเชื้อรา T. asperellum voucher 
CBS 433.97 ซ ึ ่ ง เ ป ็ น  type isolate ของ เช ื ้ อ ร า  
T. asperellum ซึ่งการใช้ type isolate ที่เป็นต้นแบบ
ในการออกแบบไพรเมอร์เป็นวิธีการที ่ถูกต้องตาม
หลักการทางอนุกรมวิธาน ทำให้มั่นใจได้ว่าไพรเมอร์ที่
ได้จะจำเพาะเจาะจงกับเชื้อราเป้าหมาย ได้ไพร์เมอร์
จากตำแหน่ง ITS จำนวน 10 คู่ และตำแหน่ง tef1 
ได้จำนวน 6 คู่ (Table 1) จำนวนคู่ไพรเมอร์ที่ได้ทำ
ให้มีตัวเลือกในการนำไปทดสอบประสิทธิภาพและ
เลือกคู ่ไพรเมอร์ที ่ดีที ่สุดสำหรับการพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบต่อไป
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Table 1 List of primers specific to Trichoderma asperellum/ T. asperelloides,   
designed based on the ITS and tef1 gene region. 

ITS tef1 
Sequence (5' - >3') Tm size Sequence (5' - >3') Tm size 

1 F ACGTTACCNNNCTGTTGCCT 57.95 269 1* F GGCTTTTAGTNNNGTGTCAA 58.01 319 

 R CGCAATGTGCGTTCNNNGAT 58.03   R TGCAATGTNNNCTGAAGTGT 57.76  
2 F TCTGGCANNNATGAAGAACG 58.07 215 2 F TTGGCTNNNAGTGGGGTGTC 58.01 320 

 R GACCGCCNNNGTATTTAGGG 58.05  
 R GCAATGTCNNNTGAAGTGTC 57.14  

3 F ACAACTCCCNNNCCCAATGT 57.53 214 3 F GCCCGANNNTTCTGTTCTCA 58.19 426 

 R CATCGATGCCAGAACCAAGA 57.97  
 R TGTCGACTNNNGTGTCCAAA 57.03  

4* F CCTCGCGNNNGTATTTCTTT 58.36 223 4 F TGCCCGACNNNTCTGTTCTC 58.19 428 

 R GGGTTCGNNNGTTGAAATGA 57.81  
 R ATGTCGNNNGAAGTGTCCAA 56.8  

5 F ATCTCTTNNNTCTGGCATCG 57.68 263 5 F TTCCATNNNCCACCACATGC 58.23 257 

 R GAGTTGTGCNNNCTACTGCG 57.7  
 R AATGTCGACTNNNGTGTCCA 56.8  

6 F TTACCNNNCTGTTGCCTCGG 58.4 430 6 F TGTTTGGCTNNNAGTGGGGT 57.54 319 

 R CGAGTTGTGCNNNCTACTGC 57.7  
 R TGTCGACTGAANNNTCCAAAA 57.75  

7 F TCCCNNNCCCAATGTGAACG 58.68 210   
  

 
 R TCATCGATGNNNGAACCAAG 57.97  

  
  

 
8 F ACTCCCNNNCCCAATGTGAA 57.23 214   

  
 

 R CTTCATCGATNNNAGAACCA 57.97  
  

  
 

9 F ATGAAGANNNCAGCGAAATG 57.47 286   
  

 
 R AGTTGGGTGNNNTACGGACG 58.41  

  
  

 
10 F AACTCCCNNNCCCAATGTGA 57.23 216   

  
 

  R TCTTCATCNNNGCCAGAACC 57.68             
ITS: *4: Trias3 - F/Trias4R, tef1: Tritef1F/EF2 

 

3. ทดสอบไพรเมอร์ 
ทำการทดสอบไพร์เมอร์กับฐานข้อมูลเชื้อรา 

Trichoderma ในระดับของ type sequences ได้
ไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum ระดับ
ของกลุ ่ม complex บนตำแหน่ง ITS จำนวน 2 คู่ 
ได้แก่ Trias3-F/Trias4-R และ Trias3-F/ITS4 (Figure 1) 
และมีตำแหน่งจับของไพร์เมอร์ Trias1-F Trias2-R 
Trias3-F และ Trias4-R บนตำแหน่ง ITS ของเชื ้อรา  
T. asperellum CBS 433.97 (Figure 2) โดยไพรเมอร์
ทั้ง 3 คู่ มี annealing temperature ที่เหมาะสมคือ 
56 - 60°ซ. และตำแหน่ง tef1 จำนวน 1 คู่ คือ Tritef1F/EF2 
เมื ่อทดสอบไพร์เมอร์ที ่ออกแบบบนตำแหน่ง ITS  
และ tef1 กับดีเอ็นเอของเชื้อรา T. asperellum และ 
T. asperelloides โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR 
จำนวน 20 µL ประกอบด้วย Taq DNA Polymerase 
(biotechrabbit™) จำนวน 10 µL ไพรเมอร์ความ
เข้มข้น 10 µM ทั้ง forward และ reverse อย่างละ 

1 µL dH2O จำนวน 7 µL และ DNA ทดสอบจำนวน 
1 µL พบว่าไพร์เมอร์ที่ออกแบบจากตำแหน่ง ITS มี
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 56°ซ. และตำแหน่ง tef1 
มีอุณหภูมิที ่เหมาะสมที่สุดคือ 60°ซ. อย่างไรก็ตาม
ไพรเมอร ์จากตำแหน่ง tef1 มีความจำเพาะต่อ  
T. asperellum ระดับของกลุ่ม complex น้อยกว่า
ไพรเมอร ์ออกแบบที ่ ได ้จากตำแหน่ง ITS ซึ ่งไม่
สามารถแยกตรวจเชื้อรา T. pseudoasperelloides 
และ T. yunnanense ได ้  ในขณะท ี ่ ไพรเมอร ์ที่
ออกแบบได้จากตำแหน่ง ITS สามารถตรวจจับเชื้อรา 
T. asperellum ระดับของกลุ่ม complex ได้เฉพาะ
เชื้อรา T. asperellum และ T. asperelloides งานวิจัย
นี ้สามารถออกแบบไพรเมอร์ที ่ เจาะจงกับเช ื ้อรา  
T. asperellum ในระดับกลุ ่ม complex ได้สำเร็จ 
และได้ระยะเวลาในขั ้นตอนการทำปฏิกิริยา PCR 
(Table 2) ซึ่งเป็นสิ่งสำคัญเพื่อช่วยในการตรวจหา
เชื้อชนิดนี้โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ 
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ที่เกี่ยวข้อง ซึ่งผลจากการใช้ฐานข้อมูล type sequences 
ของเชื้อรา Trichoderma เป็นพื้นฐานในการออกแบบ

ไพร์เมอร์ ทำให้เกิดความเชื่อมั่นของความแม่นยำต่อ
เชื้อราเป้าหมายที่ต้องการตรวจสอบ  

  

 

Figure 1 The specificity of the designed primers against Trichoderma asperellum CBS 433.97 
(type) 

 
Table 2 Thermocycle for Polymerase Chain Reaction (PCR) for specific primers to 

Trichoderma asperellum/ T. asperelloides 
 

PCR steps Temperature oC Time Cycle 
Initial denaturation 95 5 mins 1 cycle 
Denaturation  95 1 min 

30 cycles Annealing (ITS/tef1)   56/60 1 min 
Extension 72 3 mins 
Final extension 72 5 mins 1 cycle 
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Figure 2 Binding sites of the Trias1 - F, Trias2 - R, Trias3 - F, and Trias4 - R primers on the ITS 
gene sequence of Trichoderma asperellum (CBS 433.97, type)  

 
ผลการทดสอบไพร ์ เมอร ์ท ี ่ออกแบบบน

ตำแหน ่ง  ITS และ tef1 ก ับด ี เอ ็นเอของเช ื ้อรา 
ที่รวบรวมเพ่ือการทดสอบ ได้แก่ เชื้อรา T. asperellum 
จำนวน 50 ไอโซเลท เชื้อรา T. asperelloides จำนวน 
48 ไอโซเลท เชื้อรา T. parareesei จำนวน 2 ไอโซเลท 
เช ื ้อรา T. longibrachiatum จำนวน 1 ไอโซเลท  
เชื้อรา T. viride complex จำนวน 5 ไอโซเลท เชื้อรา 
T. lixii จำนวน 2 ไอโซเลท เช ื ้อรา T. harzianum 
จำนวน 2 ไอโซเลท เชื ้อรา T. lentiforme จำนวน  
2 ไอโซเลท  เช ื ้ อรา T. afroharzianum จำนวน  
2 ไอโซเลท และเชื ้อรา Gliocladium sp. จำนวน  
1 ไอโซเลท พบว่า ไพรเมอร์ Trias3 - F/Trias4 - R 
และ Trias3 - F/ITS4 มีความจำเพาะต่อเชื ้อรา T. 
asperellum และ T. asperelloides (Figure 3) ทั้งนี้เชื้อ
ราทั้งสองชนิดมีความคล้ายคลึงกันมากโดยเป็น sister 
group ในการจำแนกระหว่างเชื้อราสองชนิดนี้ยังคง
ต้องใช้วิธี phylogenetic reconstruction ถึงแม้ว่า
ไพร เมอร ์ ท ี ่ ไ ด ้ จ ะมี ค วามจำ เพาะต ่ อ เ ช ื ้ อ ร า  
T. asperellum ใ น ร ะ ด ั บ ก ล ุ ่ ม  complex แ ต่  
ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถระบุชนิดหรือใช้แยกเชื้อรา 

T. asperellum และ T. asperelloides ออกจากเชื้อ
รา Trichoderma กลุ่มอื่นได้อย่างชัดเจน พบว่าได้มี
ความพยายามในการออกแบบไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อ
เชื้อรา T. asperellum ซึ่งมีการออกแบบบนตำแหน่ง 
rpb2 อย่างไรก็ตามจากรายงานไม่ได้บ่งชี้ว่าไพร์เมอร์
ดังกล่าวสามารถแยกเชื ้อรา T. asperellum จาก  
T. asperelloides ได ้ (Devi et al., 2017) ซึ ่งอาจ
ต้องพิจารณาการออกแบบไพร์เมอร์ด้วยตำแหน่ง 
rpb2 หรือตำแหน่งอื ่นเพิ ่มเติม เช่น tub2 โดยใช้
วิธีการจากการศึกษาครั้งนี้ เพื่อพัฒนาให้ได้ไพร์เมอร์
ที่จำเพาะต่อชนิดของเชื้อรา T. asperellum มากขึ้น 
และผลจากการใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ในการคัด
กรองหรือตรวจสอบชนิดของเชื้อรา Trichoderma 
ในตัวอย ่างช ีวภ ัณฑ์ สามารถลดระยะเวลาและ
งบประมาณในการดำเน ินได้มากกว่า 5 เท่า คือ 
สามารถลดระยะเวลาในการตรวจสอบชนิดจาก 15 วัน 
เหลือระยะเวลาเพียง 3 วัน 
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Figure 3  The results of specific primers tested with DNA templates of Trichoderma spp. and 

Gliocladium sp. The lower bands showed that Trias3/Trias4 and Trias3/ITS4 
detected only T. asperellum and T. asperelloides. (Lane no.1 - 4= T. asperellum; 5 
- 7= T. asperelloides; 8 - 9= T. parareesei; 10= T. longibrachiatum; 11 - 12= T. 
viride complex; 13= T. lixii; 14= T. harzianum; 15= T. lentiforme; 16= T. 
afroharzianum; 17= Gliocladium sp.) 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

ผลจากการศ ึ กษา เพ ื ่ อพ ัฒนา เทคนิ ค 
Polymerase Chain Reaction เพ่ือการตรวจวินิจฉัย
เชื้อรา Trichoderma asperellum ซึ่งเป็นกลุ่มที่มี
ความซับซ้อน (complex) ผลการดำเนินงาน ได้  
ไพรเมอร์ที ่ออกแบบบนตำแหน่ง  ITS ของเชื ้อรา  
T. asperellum voucher CBS 433.97 ซึ่งเป็น type 
isolate โดยมีความจำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum
และ T. asperelloides ได้แก่ Trias3 - F/Trias4 - R 
และ Trias3 - F/ITS4 รวมถึงได้อุณหภูมิ ระยะเวลาใน
ข ั ้นตอนการทำปฏ ิก ิร ิยา PCR จากข ั ้นตอนการ
ดำเนินงานสามารถนำมาจัดทำเป็นเทคโนโลยีการ
ตรวจวินิจฉัย อย่างไรก็ตามจากผลจากการดำเนินงาน
พบว ่ า ไพร ์ เ มอร ์ ท ี ่ อ อกแบบไม ่ ส ามาร ถแยก  
T. asperelloides จาก T. asperellum ได้ เนื่องจาก
ทั้งสองชนิดมีความใกล้เคียงกันมาก ดังนั้นไพรเมอร์ที่
อ อกแบบจ ึ ง ส ามารถตรวจจ ั บ ได ้ ท ั ้ ง เ ช ื ้ อ ร า  
T. asperellum และ T. asperelloides โดยไม่จับ
กับกลุ ่มอื ่นของเชื ้อรา Trichoderma เช่น เชื ้อรา  

T. harzianum, T. parareesei, T. lixii วิธีการตรวจสอบ
เชื ้อรา T. asperellum ที ่ได ้จากการศึกษาครั ้งนี้
สามารถนำไปประย ุกต ์ในการตรวจสอบเช ื ้อรา
ด ังกล ่าวในสารช ีวภ ัณฑ์ท ี ่นำมาขึ ้นทะเบียนกับ 
กรมวิชาการเกษตร หรือในกระบวนการตรวจสอบ
ความถูกต้องของชีวภัณฑ์ สามารถคัดกรองเชื้อรา  
T. asperellum และ  T. asperelloides ออกจาก  
T. harzianum ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและมี
ความแม ่นยำส ู ง  สามารถประหย ัด เวลาและ
งบประมาณในการดำเนินการได้ 
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การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันทางปากและทางผิวหนังของชีวภัณฑ์ป้องกันกำจัดโรคพืช 
Trichoderma harzianum DOA-TH50 ในหนูแรท 

Acute Oral Toxicity and Acute Dermal Toxicity Study of 
Trichoderma harzianum DOA-TH50 in Rats 

 
ทัสดาว เกตุเนตร1/ วิชาญ วรรธนะไกวัล1/ สมเกียรติ กล้าแข็ง1/ ศุภกร วงษ์เรืองพิบูล1/ 

Thasdaw Katenate1/ Vichan Watthanakaiwan1/ Somkiat Klakhang1/
  

Suphakorn Wongruenpibool1/ 
 

ABSTRACT 
 

 Acute oral and dermal toxicity studies were conducted using a spore suspension of 
Trichoderma harzianum DOA-TH50 as the test material, at doses of 5,000 mg/kg body weight 
for oral administration and 2,000 mg/kg body weight for dermal exposure. Both studies were 
performed in accordance with OECD Test Guidelines 423 and 402. The results demonstrated 
that Trichoderma harzianum DOA-TH50 produced no evidence of acute toxicity in rats by 
either the oral or dermal route during the 14-day observation period. No mortality, clinical 
signs of toxicity, or alterations in behavior were observed. Gross and histopathological 
examinations revealed no abnormalities in internal vital organs. Accordingly, Trichoderma 
harzianum DOA-TH50 was classified under the Globally Harmonized System of Classification 
and Labelling of Chemicals (GHS) as Category 5 (Unclassified). These findings indicate that 
Trichoderma harzianum DOA-TH50 does not exert toxicological effects following acute oral or 
dermal exposure and may therefore be considered a safe biological control agent. 
 
Keywords: Acute Oral Toxicity, Acute dermal Toxicity, Toxicology, Laboratory animals, 
Trichoderma harzianum 
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บทคัดย่อ 
 

 การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางปาก
และทางผิวหนังในหนูแรท โดยการใช้สารแขวนลอย
สปอร์ Trichoderma harzianum สายพันธุ ์ DOA-
TH50 ที่ปริมาณความเข้มข้น 5,000 มก./กก. น้ำหนัก
ตัวหนู สำหรับป้อนทางปาก และที ่ปริมาณความ
เข้มข้น 2,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู สำหรับแปะ
ผิวหนัง ตามแนวปฏิบัติของ OECD Test Guideline 
423 และ OECD Test Guideline 402 พบว่า เชื้อรา 
Trichoderma harzianum สายพ ันธ ุ ์  DOA-TH50  
ไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลัน ในหนูทั้งทางปากและ
ทางผิวหนัง และเมื่อสังเกตติดตามอาการเป็นเวลา  
14 วัน ไม่พบอัตราการตาย ไม่แสดงการเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมและไม่พบลักษณะที่ผิดปกติของอวัยวะ
ภายใน ดังนั้นเมื่อจัดระดับความเป็นพิษเฉียบพลัน
ตามเกณฑ์จำแนกความปลอดภัยตามระบบการจัด
กลุ่มสารเคมีและการติดฉลากของวัสดุทดสอบตาม
หลักเกณฑ์ของ Globally Harmonized System of 
Classification and Labelling of Chemicals (GHS) 
พบว่า ชีวภัณฑ์ Trichoderma harzianum สายพันธุ์ 
DOA-TH50 จัดอยู ่ใน category 5 (Unclassified)  
ไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลันทางปากและทางผิวหนัง
ในหนูแรท จึงจัดเป็นชีวภัณฑ์ที่มีความปลอดภัยสูง 
 
คำสำคัญ: การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทาง
ปาก การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง 
พิษวิทยา สัตว์ทดลอง เชื้อราไตรโคเดอร์มา ฮาเซียนั่ม 
 

บทนำ 
 

 กรมวิชาการเกษตร ได้พัฒนาชีวภัณฑ์ที ่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคและแมลงศัตรูพืช  
มีความปลอดภัยสูง ต่อมนุษย์ สัตว์ พืช และสิ่งแวดล้อม 
เพ่ือให้เกษตรกรใช้ทดแทนการใช้สารเคมีทางการเกษตร 
ชีวภัณฑ์ป้องกันกำจัดศัตรูพืช (Biological Control 
Agents; BCA) ประกอบไปด้วยสิ่งมีชีวิตและสารออก
ฤทธิ์ที่เป็นองค์ประกอบของสิ่งมีชีวิต เช่น จุลินทรีย์
กำจัดศัตรูพืช สิ่งมีชีวิตขนาดใหญ่ สารสกัดจากพืช

ธรรมชาติ เป็นต้น (สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช, 
2563) ซึ่งชีวภัณฑ์ Trichoderma harzianum สาย
พันธุ์ DOA-TH50 เป็นส่วนหนึ่งในชีวภัณฑ์ที่นักวิจัย
กรมวิชาการเกษตร นำมาศึกษาวิจัยและพัฒนาจน
สามารถนำมาเพาะเล ี ้ยงขยายปร ิมาณและผลิต 
แจกจ่ายไปสู่มือเกษตรกร เพื่อนำไปใช้ขยายผลต่อ
ยอดเลี ้ยงขยายเพิ ่มปริมาณ และใช้ในการควบคุม
ศัตรูพืช เพื่อลดหรือทดแทนการใช้สารเคมีป้องกัน
กำจัดศัตรูพืช ดังนั้นการทดสอบความเป็นพิษหรือ
ความปลอดภัยของชีวภัณฑ์ Trichoderma harzianum 
สายพันธุ์ DOA-TH50 มีความจำเป็นอย่างยิ่ง เพื่อให้
ได้ข้อมูลด้านความเป็นพิษต่อระบบต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง 
และมีการประเมินความเสี่ยงก่อนการนำชีวภัณฑ์นั้น 
ๆ มาใช้ การทดสอบความเป็นพิษนี้โดยปกติแล้วเป็น
การทดสอบโดยใช้ส ัตว ์ทดลอง ชนิดและจำนวน
สัตว์ทดลองที ่นำมาใช้จะถูกพิจารณากระบวนการ
ข ั ้นตอนท ี ่ ถ ูกต ้องทางว ิทยาศาสตร ์  และหลัก
จรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง โดยคณะกรรมการ
ดูแลการเลี ้ยงและใช้สัตว์ทดลอง นอกจากนี้ ยังมี
ประกาศควบคุมการใช้สารด้วยระเบียบสารเคมีของ
สหภาพยุโรป REACH บังคับให้สารเคมีทุกชนิด ทั้งที่
มีอยู่แล้วและผลิตขึ้นใหม่ ต้องมีข้อมูลทางพิษวิทยา 
ด้วยเหตุนี้จึงมีวิธีทางเลือก (alternative methods) 
เกิดขึ้นเพื่อใช้ในการทดสอบ การทดสอบความเป็น
พิษด้วยวิธีทางเลือก สามารถปฏิบัติตาม OECD Test 
Guidelines ซึ ่งเป็นวิธ ีที ่ผ ่านกระบวนการทดสอบ
ความใช้ได้ของวิธีและมีการยอมรับในระดับสากลแล้ว 
เพ่ือหาค่า LD50 (Acute oral and dermal) ดูผลลัพธ์
คือ อัตราการตาย (mortality) และอาการความเป็น
พิษที่บ่งชี้ชัดเจน (evident toxicity) ในสัตว์ทดลอง 
เป ็นข้อมูลความปลอดภัยตามระบบการจ ัดกลุ่ม
สารเคม ีและการต ิดฉลากของว ัสด ุทดสอบตาม
หลักเกณฑ์ของ Globally Harmonized System of 
Classification and Labelling of Chemicals (GHS) 
(United Nations, 2019) อีกทั ้งตามพระราชบัญญัติ  
วัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 สารชีวภัณฑ์กำจัดศัตรูพืช
จัดเป็นวัตถุอันตราย ชนิดที่ 2 ซึ่งจะต้องขึ้นทะเบียน
และแจ้งการดำเนินการก่อนการประกอบกิจการ 
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ดังนั้นภาคเอกชนที่เข้ามารับการถ่ายทอดเทคโนโลยี
การผลิตชีวภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชของกรมวิชาการเกษตร 
ต้องผ่านการขึ้นทะเบียนก่อน จึงสามารถดำเนินการ
ผลิตเพื่อจำหน่ายเชิงการค้าได้ ซึ่งข้อมูลพิษวิทยาใน
สัตว์ทดลองตามมาตรฐานสากลนั้น อยู่ในข้อมูลเพ่ือ
การข้ึนทะเบียนชีวภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชด้วยเช่นกัน  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบความ
เป็นพิษเฉียบพลันทางปาก (Acute Oral Toxicity) 
และความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง (Acute 
dermal Toxicity) โดยการทดสอบความเป ็นพิษ
เฉียบพลันทางปาก จะมีการให้สารทดสอบทางปาก 
(oral administration) กับหนู สามารถให้ครั้งเดียว
หรือหลายครั้งก็ได้ภายใน 24 ชั่วโมง และดูผลภายใน 
14 วัน โดยสังเกตอาการไม่พึงประสงค์ (adverse 
effects) ไปจนถึงรุนแรงถึงเสียชีวิต (OECD, 2000) 
เพื ่อหาค่า LD50 (Acute oral) โดยการปฏิบัติตาม 
OECD Test Guideline 423  (OECD, 2001 ) และ
การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง เป็น
การทดสอบพิษที่อาจเกิดขึ้นในระยะสั้นจากการสัมผัส
กับสารที่เป็นของแข็งหรือของเหลวโดยทางผิวหนัง 
โดยสังเกตอาการไม่พึงประสงค์ (adverse effects) 
ไปจนถึงรุนแรงถึงเสียชีวิต ภายในระยะเวลา 14 วัน 
เพ่ือหาค่า LD50 (Acute dermal) โดยการปฏิบัติตาม 
OECD Test Guideline 402 (OECD, 2017) 
 
1. การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางปาก 
(Acute Oral Toxicity) 
 ดำเน ินการทดสอบตามแนวปฏ ิบ ัต ิของ 
OECD Test Guideline 423: Acute oral toxicity-
Acute toxic class method of OECD guidelines 
for testing of chemicals (2001) 
 1.1 การเตรียมวัสดุทดสอบ 
 นำวัสดุทดสอบ Trichoderma harzianum 
สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่พร้อมใช้ให้เป็นสารแขวนลอย
สปอร์ (spore suspension) ปริมาณ 5 ก. ผสมในน้ำ
กลั่นปริมาตร 12.5 มล. เพื่อให้ได้สารแขวนลอยสปอร์ 
ความเข้มข้น 5,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู เมื่อชีวภัณฑ์ 

ผสมเข้ากันแล้ว จะทำการผสมอีกครั้งด้วยเครื่องผสม
สารละลาย (vortex mixer) เพื ่อให้ละลายเข้าเป็น
เนื้อเดียวกัน ทำการทดสอบค่าความเป็นกรดด่าง ด้วย
กระดาษสำหรับวัดค่าพีเอช (pH indicator strips) 
โดยสารแขวนลอยสปอร์ มีค่า pH = 6.0 การเตรียม
วัสดุทดสอบต้องดำเนินการพร้อมกับการทดสอบ
ความเป็นพิษในหนูแรทภายในวันเดียวกัน  
 1.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  
 ใช้หนูแรททดลองสายพันธุ์ Jcl:SD เพศเมีย  
3 ตัว อายุ 8 สัปดาห์ ที่ไม่มีการตั้งท้องและไม่อยู่ใน
ระยะให้นม สุขภาพแข็งแรง จากบริษัท โนมูระ สยาม 
อินเตอร์เนชั ่นแนล จำกัด พร้อมทั ้งได้ใบรับรอง
สุขภาพหนูแรท (Animal Health Certificate) นำมา
เลี ้ยงในห้องปฏิบัต ิการเพื ่อให้หนูปรับตัวเข้ากับ
สภาพแวดล้อม โดยมีการควบคุมอุณหภูมิอยู่ในช่วง 
22±3°ซ. ความชื้นสัมพัทธ์ที่ 50 - 60 % และมีระบบ
ควบคุมแสงสว่างที่เหมาะสมในแต่ละวัน โดยเปิดไฟ
เป็นระยะเวลา 12 ชม. ปิดไฟเป็นระยะเวลา 12 ชม. 
หนูแรทได้รับอาหารเม็ดที่ผ่านการฆ่าเชื้อจากศูนย์
สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล และน้ำ
กรอง Reverse Osmosis อย ่างเต ็มท ี ่ตลอดการ
ทดลอง มีการใส่วัสดุรองนอนในกรง และมีการเปลี่ยน
วัสดุรองนอนทุก 3 - 4 วัน หรือเปลี่ยนเมื่อพบว่ามี
ความชื ้นแฉะภายในกรงทดลอง โดยดำเนินการ 
ตามแนวปฏิบัติของ Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals, 8th edition (National 
research council, 2011) ตามใบอนุญาตใช้สัตว์เพ่ือ
งานทางวิทยาศาสตร์ เลขที่ U1-04925-2559 สถาบัน
พัฒนาการดำเนินการต่อสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ 
(สพสว.) สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.)  
 1.3 การป้อนวัสดุทดสอบ 
 โดยก่อนวันทดสอบนำหนูแรททั้ง 3 ตัว ใส่ลง
ในกรงพลาสติกทดลองขนาด 23x52x22 ซม. แยก
เลี้ยงหนูแรท 1 ตัวต่อกรง และอดอาหารแต่ไม่อดน้ำ 
เป็นระยะเวลา 1 คืน (หนูแรท 1 ตัว/ 1 วัสดุทดสอบ) 
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เริ่มป้อนวัสดุทดสอบโดยดำเนินการให้สารแขวนลอย
สปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 โดยตรง
ทางปากกับหนูแรท (gavage feeding) ด้วย feeding 
tube ให้สารแขวนลอยสปอร์ความเข้มข้น 5,000 มก./กก. 
น้ำหนักตัวหนู ปริมาณสารแขวนลอยสปอร์ที่ใช้ป้อน
หนูแรทแต่ละตัวนั ้น ขึ ้นอยู ่กับน้ำหนักตัวของหนู  

โดยปร ิมาณการให ้สารแต ่ละคร ั ้ งม ีขนาดไม ่ เกิน  
2 มล./100 ก. น้ำหนักตัวหนู ภายหลังป้อนสารทดสอบ
ครบ 4 ชม. ให้อาหารแก่หนูแรทตามปกติ (Figure 1) 
ปริมาณสารแขวนลอยสปอร์ที่ป้อนทางปากแก่หนูแรท
แต่ละตัวเท่ากับ 3.94, 3.90 และ 3.41 มล. ตามลำดับ 
(Table 1) 

  
 
Figure 1  Oral administration of a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50 at 

an acute dose of 5,000 mg/kg. body weight to rats.  
 
Table 1  Oral administration of a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50 to 

three rats. 

No. of 
animal 

Sex 
Concentration of 

substance (mg/kg/day) 
Body weight (g.) 

Amount of 
substance (ml.) 

1 female 5,000 315.00 3.94 
2 female 5,000 312.00 3.90 
3 female 5,000 273.10 3.41 

 
 
 1.4 การสังเกตผลการทดสอบ  
 สังเกตอาการทางคลินิกและพฤติกรรมของ
หนูแรท ได้แก่ อาการที่ผิดปกติ ความเจ็บปวด อาการสั่น 
(tremor) อาการช ัก (convulsion) อาการท ้องเสี ย 
(diarrhea) อาการอ ่อนเพล ีย  (lethargy) อาการ
น้ำลายไหล (salivation) และอาการหมดสติ (coma) 
ที่ระยะเวลา 30 นาที 1 และ 4 ชม. หลังจากนั้นเฝา้ดู

อาการทางคลินิกที่เกิดขึ้นในระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ชม.  จากน ั ้นส ังเกตอาการว ันละคร ั ้ งท ุกวัน
ติดต่อกันเป็นเวลา 14 วัน บันทึกปริมาณอาหารและ
น้ำที่หนูแรทกินทุกวัน และบันทึกน้ำหนักตัวหนูแรทที่
เวลา 1, 7 และ 14 วัน หลังจากได้รับวัสดุทดสอบ 
และวิเคราะห์ค่าความแตกต่างข้อมูลเพื่อประเมินผล
ของวัสดุทดสอบต่ออัตราการเจริญเติบโตของหนู 
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ก่อนสิ้นสุดการทดสอบที่ระยะเวลา 14 วันหลังจาก
ได้รับวัสดุทดสอบ ทำการอดอาหารหนูแรทที่ยังไม่
ตายเป็นเวลา 1 คืน ก่อนการการุณยฆาต โดยการให้
หนูแรทสูดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และผ่าช่องท้อง
และช่องอกเพื่อชันสูตรซาก ตรวจสอบลักษณะทาง
กายภาพของอว ัยวะภายในด ้วยตาเปล่า (gross 
examination) 
 2. การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทาง
ผิวหนัง (Acute dermal Toxicity) 
 ดำเนินการทดสอบตามแนวปฏิบัติของ OECD 
Test Guideline 402: Acute dermal toxicity: fixed 
dose procedure of the OECD guidelines for 
testing of chemicals (2017) 
 2.1 การเตรียมวัสดุทดสอบ 
 นำวัสดุทดสอบ T. harzianum สายพันธุ์  
DOA-TH50 ที ่พร้อมใช้ให้เป็นสารแขวนลอยสปอร์ 
ปริมาณ 2 ก. ผสมในน้ำกลั่นปริมาตร 5 มล. เพื่อให้
ได้สารแขวนลอยสปอร์ ความเข้มข้น 2,000 มก./กก. 
น้ำหนักตัวหนู เมื่อชีวภัณฑ์ผสมเข้ากันแล้ว จะทำการ
ผสมอีกครั้งด้วยเครื่องผสมสารละลาย เพื่อให้ละลาย
เข้าเป็นเนื้อเดียวกัน ทำการทดสอบค่าความเป็นกรด
ด ่าง ด ้วยกระดาษสำหร ับว ัดค ่าพ ี เอช โดยสาร
แขวนลอยสปอร์ มีค่า pH = 6.0 การเตรียมวัสดุ
ทดสอบต้องดำเนินการพร้อมกับการทดสอบความ
เป็นพิษในหนูแรทภายในวันเดียวกัน 
 2.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  
 ใช้หนูแรททดลองสายพันธุ์ Jcl:SD เพศเมีย  
3 ตัว อายุ 8 สัปดาห์ ที่ไม่มีการตั้งท้องและไม่อยู่ใน
ระยะให้นม สุขภาพแข็งแรง จากบริษัท โนมูระ  
สยาม อินเตอร์เนชั่นแนล จำกัด พร้อมทั้งได้ใบรับรอง
สุขภาพหนูแรท (Animal Health Certificate) นำมา
เลี ้ยงในห้องปฏิบัต ิการเพื ่อให้หนูปรับตัวเข้ากับ
สภาพแวดล้อม โดยมีการควบคุมอุณหภูมิอยู่ในช่วง 
22±3°ซ. ความชื้นสัมพัทธ์ที่ 50 - 60 % และมีระบบ
ควบคุมแสงสว่างที่เหมาะสมในแต่ละวัน โดยเปิดไฟ
เป็นระยะเวลา 12 ชม. ปิดไฟเป็นระยะเวลา 12 ชม. 
หนูแรทได้รับอาหารเม็ดที่ผ่านการฆ่าเชื้อจากศูนย์
สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล และน้ำ

กรอง Reverse Osmosis อย่างเต็มที่ตลอดการทดล
อง มีการใส่วัสดุรองนอนในกรง และมีการเปลี่ยนวัสดุ
รองนอนทุก 3 - 4 ว ัน หร ือเปล ี ่ยนเม ื ่อพบว่ามี
ความชื้นแฉะภายในกรงทดลอง โดยดำเนินการตาม
แนวปฏิบัต ิของ Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals, 8th edition (National research 
council, 2011) ตามใบอนุญาตใช้สัตว์เพื่องานทาง
ว ิทยาศาสตร ์ เลขที ่  U1-04925-2559 สถาบัน
พ ัฒนาการดำ เน ิ นการต ่ อส ั ตว ์ เ พ ื ่ อ ง านทาง
วิทยาศาสตร์ (สพสว.) สำนักงานคณะกรรมการวิจัย
แห่งชาติ (วช.) 
 2.3 การแปะวัสดุทดสอบบนผิวหนัง 
 โดยก่อนทำการทดสอบ 24 ชม. โกนขนหนู
แรทบริเวณด้านหลังระหว่างขาหน้าและขาหลัง 
(dorsal/flank area) ความกว้าง 7x5 ซม. หรือ 10 % 
ของพื้นที่ผิวบนลำตัวหนู โดยไม่ให้เกิดบาดแผลบน
ผิวหนัง และนำหนูแรททั้ง 3 ตัว ใส่ลงในกรงพลาสติก
ทดลองขนาด 23x52x22 ซม. แยกเลี้ยงหนูแรท 1 ตัว
ต่อกรง และอดอาหารแต่ไม่อดน้ำ เป็นระยะเวลา  
1 คืน (หนูแรท 1 ตัว/ 1 วัสดุทดสอบ) หลังจากนั้น
ดำเนินการให้สารแขวนลอยสปอร์ T. harzianum 
สายพันธุ์ DOA-TH50 โดยให้สารเกลี่ยบนแผ่นผ้าก๊อซ 
ขนาด 6 ตร.ซม. วางบนผิวหนังหนูแรทตำแหน่งที่โกนขน 
หลังจากนั้นปิดทับแผ่นผ้าก๊อซด้วยพลาสเตอร์ปิดแผล
และปิดทับด้วยผ้าพันแผลแบบยืดชนิดที่ไม่ก่อให้เกิด
การระคายเคืองซ้ำอีกครั้ง โดยใช้สารแขวนลอยสปอร์
ความเข้มข้น 2,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู (ปริมาตร
ของสารอยู่ในช่วงระหว่าง 0.5 - 1 มล.) ให้อาหารแก่
หนูแรทตามปกต ิ ภายหล ังทดสอบครบ 24 ชม.  
แกะแผ่นทดสอบออกและล้างทำความสะอาดผิวหนัง
หน ูแรทด ้วย 0 .9 % Normal Saline (Figure 2 ) 
ปริมาณวัสดุทดสอบท่ีแปะบนผิวหนังแก่หนูแรทแต่ละ
ตัวเท่ากับ 1 มล. (Table 2)
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Figure 2  Dermal application of a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50 at  

an acute dose of 2,000 mg/kg. body weight using a gauze pad applied to the skin of a rat. 
 
Table 2 Dermal exposure of three rats to a spore suspension of Trichoderma harzianum   
  DOA-TH50. 

No. of 
animal 

Sex 
Concentration of 

substance (mg/kg/day) 
Body weight (g.) 

Amount of 
substance (ml.) 

1 female 2,000 225.00 1.0 
2 female 2,000 226.70 1.0 
3 female 2,000 228.50 1.0 

 
 2.4 การสังเกตผลการทดสอบ  
 สังเกตอาการทางคลินิก พฤติกรรม ได้แก่ 
อาการที่ผิดปกติ ความเจ็บปวด อาการสั่น อาการชัก 
อาการท้องเสีย อาการอ่อนเพลีย อาการน้ำลายไหล 
และอาการหมดสติ โดยสังเกตลักษณะการบวมแดง
และการเกิดแผลที่ผิวหนังของหนูแรทที่ระยะเวลา  
30 นาที 1 และ 4 ชม. หลังจากนั้นประเมินลักษณะ
ผิวหนังของหนูแรทที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. 
โดยมีหลักเกณฑ์การให้คะแนนอาการแดงและอาการ
บวมของผิวหนังตาม Draize et al. (1944) (Table 3) 
จากนั้นสังเกตอาการวันละครั้งทุกวันติดต่อกันเป็น

เวลา 14 วัน บันทึกปริมาณอาหารและน้ำที่หนูแรท
กินทุกวัน และบันทึกน้ำหนักตัวหนูแรทที่เวลา 1, 7 
และ 14 วัน หลังจากได้รับสารทดสอบ และวิเคราะห์
ค่าความแตกต่างข ้อมูลเพื ่อประเมินผลของสาร
ทดสอบต่ออัตราการเจริญเติบโตของหนู ก่อนสิ้นสุด
การทดสอบที่ระยะเวลา 14 วันหลังจากได้รับสาร
ทดสอบ ทำการอดอาหารหนูแรทที่ยังไม่ตายเป็นเวลา 
1 คืน ก่อนการการุณยฆาต โดยการให้หนูแรทสูดก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ และผ่าช่องท้องและช่องอกเพ่ือ
ชันสูตรซาก ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของ
อวัยวะภายในด้วยตาเปล่า
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Table 3 Grading of dermal effects. 
Erythema and eschar formation Grade 
No erythema 0 
Very slight erythema (barely perceptible) 1 
Well defined erythema 2 
Moderate to severe erythema 3 
Severe erythema (beet redness) to slight eschar formation (injuries in depth) 4 
Edema formation Grade 
No edema 0 
Very slight edema (barely perceptible) 1 
Slight edema (edges of area well defined by definite raising) 2 
Moderate edema (raised approximately 1 mm) 3 
Severe edema (raised more than 1 mm and extending beyond the area of exposure) 4 

Source: Draize et al. (1944)  
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. ผลทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางปาก 
การส ัง เกตอาการทางคล ิน ิกและพฤต ิกรรม 
(Clinical signs observation and behavior) 
 อาการของหนูทดลองที ่ได้รับการป้อนสาร
แขวนลอยสปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 
ที่ความเข้มข้น 5,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู เพื่อใช้
ท ด ส อ บ ค ว า ม เ ป ็ น พ ิ ษ เ ฉ ี ย บ พ ล ั น ท า ง ป า ก  
ในระยะเวลา 30 นาท ี1 ชม. และ 4 ชม. หลังจากนั้น
เฝ้าดูอาการทางคลินิกที่เกิดขึ้นในระยะเวลา 24, 48 
และ 72 ชม. และสังเกตอาการวันละครั ้งท ุกวัน
ติดต่อกันเป็นเวลา 14 วัน พบว่า หนูแรททั้ง 3 ตัว  
กินอาหารได้ตามปกติ ไม่มีอาการที่ผิดปกติ ไม่แสดง
ความเจ็บปวด ไม่มีการแสดงอาการสั ่น อาการชัก 
อาการท้องเสีย อาการอ่อนเพลีย อาการน้ำลายไหล 
และอาการหมดสติ  

อัตราการตาย (Mortality)  
 ภายหล ังการป ้อนสารแขวนลอยสปอร์   
T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่ความเข้มข้น 
5,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู เมื่อสังเกตอาการหนู
แรทในระยะเวลา 30 นาที 1 ชม. และ 4 ชม. แรก  
ไม่พบการตายหรืออาการใกล้ตาย และในระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ชม. จนครบกำหนดระยะเวลา 14 วัน 
พบว่า หนูแรททั้ง 3 ตัว ไม่มีการตายเกิดขึ้น (Table 4) 
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Table 4 Mortality, morbidity, clinical observations, and behavior of rats orally administered a 
  spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50. 

No. of 
animal 

Concentration of substance 
(mg/kg/day) 

Mortality and 
morbidity 

Clinical signs observation 
and behavior 

1 5,000 0 No toxic signs 
2 5,000 0 No toxic signs 
3 5,000 0 No toxic signs 

 

ปริมาณอาหารและน้ำที่กิน และการเปลี่ยนแปลง
น้ำหนักตัว (Food and water consumption and 
body weight change)  
 การกินอาหารและน้ำของหนูแรททุกตัวที่
ได้รับแบบไม่จำกัด โดยมีการชั่งน้ำหนักอาหารและน้ำ
ทุกวัน พบว่าหนูแรทที่ได้รับการป้อนสารแขวนลอย
สปอร์ T harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่ความ
เข้มข้น 5,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู สามารถกิน

อาหารและน้ำได้เป็นปกติ มีค่าเฉลี่ยการกินอาหาร
เท่ากับ 16.27, 16.11 และ 13.78 กรัม ตามลำดับ 
และมีค่าเฉลี่ยการกินน้ำเท่ากับ 41.86, 35.53 และ 
51.73 มล. ตามลำดับ โดยมีน้ำหนักตัวที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ย
ตลอดระยะเวลาทดสอบ 14 วัน เท่ากับ 24.30, 28.10 
และ 25.70 ก./ตัว ตามลำดับ (ค่าเฉลี่ย 26.03 ก./ตัว) 
(Table 5) และพบว่าการเปลี่ยนแปลงของน้ำหนักตัว
เฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับการเจริญเติบโต (Figure 3)  

Table 5 Changes in body weights of rats orally administered a spore suspension of 
Trichoderma harzianum DOA-TH50. 

 

No. of 
animal 

Sex 
Body weight (g.) Weight 

gain (g.) 
Mean 
(g.) Day 0 Day 1 Day 2 Day 7 Day 14 

1 female 315.00 321.10 328.60 334.90 339.30 24.30 
26.03 2 female 312.00 320.40 331.30 336.10 340.10 28.10 

3 female 273.10 276.00 278.80 285.90 298.80 25.70 
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Figure 3 Changes in body weights of rats orally administered a spore suspension of   
   Trichoderma harzianum DOA-TH50 in relation to food consumption. 

 
การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของอวัยวะภายใน
ด้วยตาเปล่า (Gross examination) 
 ในวันที ่ 16 ของการทดสอบความเป็นพิษ 
หนูแรททั้ง 3 ตัว จะถูกทำการอดอาหารเป็นเวลา  
1 คืน และนำมาชั่งน้ำหนักก่อนทำการการุณยฆาต 
โดยการให้หนูทดลองสูดดมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) ดำเนินการผ่าซากหนูทดลอง ผ่าช่องท้องและ
ช่องอกเพื ่อช ันสูตรซาก และดูความผิดปกติของ
อวัยวะภายใน ได้แก่ ปอด หัวใจ ตับ ม้าม กระเพาะ

อาหาร ลำไส้เล็กส่วนต้น ไต มดลูกและรังไข่ และ
สมอง ผลการผ่าซากหนูแรทที ่ได้ร ับการป้อนสาร
แขวนลอยสปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 
ที่ความเข้มข้น 5,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู พบว่า 
อวัยวะภายในของหนูแรททุกตัว ไม่มีความผิดปกติ
ของลักษณะภายนอก ทั้งในด้านของตำแหน่งอวัยวะ
ภายใน ขนาดอวัยวะ และสีของอวัยวะ (Figure 4) 

 

 
Figure 4  Pathogenicity of a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50 in  

different organs after oral administration. 
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2. ผลทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง 
การส ัง เกตอาการทางคล ิน ิกและพฤต ิกรรม 
(Clinical signs observation and behavior) 
 อาการของหนูทดลองที่ได้รับสารแขวนลอย
สปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่ความ
เข้มข้น 2,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู เพ่ือใช้ทดสอบ
ความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง ในระยะเวลา  
30 นาที 1 ชม. และ 4 ชม. หลังจากนั้นเฝ้าดูอาการ
ทางคลินิกท่ีเกิดขึ้นในระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. 
และสังเกตอาการวันละครั้งทุกวันติดต่อกันเป็นเวลา 
14 วัน พบว่า หนูแรททั้ง 3 ตัว ในช่วง 30 นาทีแรก  
มีพฤติกรรมไม่คุ ้นชินกับผ้าพันแผลที่พันตัวเอาไว้ 
พยายามกัดและดึงแผ่นผ้าก๊อซออก อยู่ไม่นิ ่งแต่ไม่
ยอมเดิน ใช้วิธีลากตัวไปรอบกรง อาจเนื่องมาจากการ
พันผ้าไว้รอบตัว ส่งผลให้หนูแรทไม่สามารถทรงตัวได้
ดีเท่าที ่ควร หลังจาก 4 ชม. หนูแรทกินอาหารได้
ตามปกติ และไม่มีอาการที ่ผิดปกติ ไม่แสดงความ
เจ็บปวด ไม่มีการแสดงอาการสั่น อาการชัก อาการ
ท้องเสีย อาการอ่อนเพลีย อาการน้ำลายไหล และ
อาการหมดสติ เม ื ่อครบ 24 ชม. หล ังจากที ่นำ
ผ้าพันแผลและแผ่นผ้าก๊อซออก พบว่า ผิวหนังของหนู
แรทไม่มีอาการบวมแดง ไม่มีอาการแพ้ ไม่มีผื่นหรือ
ตุ่มใสขึ้น แต่ในวันที่ 5 พบว่าผิวหนังของหนูแรทเริ่มมี

สะเก็ดบางๆ บริเวณที่เป็นขอบมีรอยแดงเล็กน้อย ใน
วันที ่ 7 ผิวหนังของหนูแรทเริ ่มดีขึ ้น สะเก็ดและ
รอยขอบหนังแห้งหายไป และในวันที่ 14 ผิวหนังได้มี
การฟ้ืนฟูกลับมาในสภาพดีดังเดิม (recover) (Figure 5) 
และจากการประเมินอาการแดงและอาการบวมของ
ผิวหนังหนูแรทที่ถูกแปะด้วยสารแขวนลอยสปอร์  
T. harzianum สายพ ันธ ุ ์  DOA-TH50ไม ่พบว ่ ามี
อาการแดงหรืออาการบวม ซึ่งเมื่อคำนวณค่าดัชนีการ
แดงและการบวมของผิวหนังหนูแรทใน 72 ชม. แรก 
พบว่ามีค่าคะแนนการแดงและการบวมของผิวหนัง
เท่ากับ 0 ตามหลักเกณฑ์การให้คะแนนอาการแดง
และอาการบวมของผิวหนังของ Draize et al. (1944) 
(Table 6) 
อัตราการตาย (Mortality)  
 ภายหลังการใช้สารแขวนลอยสปอร์ที่ความ
เข้มข้น 2,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู แปะบนผิวหนัง
หนูแรท เม ื ่อส ังเกตอาการหนูแรทในระยะเวลา  
30 นาที 1 ชม. และ 4 ชม. แรก ไม่พบการตายหรือ
อาการใกล้ตาย และในระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. 
จนครบกำหนดระยะเวลา 14 วัน พบว่า หนูแรททั้ง  
3 ตัว ไม่มีการตายเกิดขึ้น (Table 7) 
 

 

    
Day 1 Day 5 Day 7 Day 14 

Figure 5  Dermal irritation in rats following administration of Trichoderma harzianum DOA-
TH50, with complete recovery observed after 7 days. 
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Table 6 Grading of erythema, eschar formation, and edema in rats. 

No. of 
animal 

Grading of dermal effects Irritation 
level 24 hrs 48 hrs 72 hrs 

Erythema Edema Erythema Edema Erythema Edema 
1 0 0 0 0 0 0 non-irritant 
2 0 0 0 0 0 0 non-irritant 
3 0 0 0 0 0 0 non-irritant 

 
Table 7 Mortality, morbidity, clinical observations, and behavior of rats dermally administered 
 a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50. 

No. of 
animal 

Concentration of substance 
(mg/kg/day) 

Mortality and 
morbidity 

Clinical signs observation 
and behavior 

1 2,000 0 No toxic signs 
2 2,000 0 No toxic signs 
3 2,000 0 No toxic signs 

ปริมาณอาหารและน้ำที ่กิน และการเปลี ่ยนแปลง
น้ำหนักตัว (Food and water consumption and 
body weight change)  
 การกินอาหารและน้ำของหนูแรททุกตัวที่
ได้รับแบบไม่จำกัด โดยมีการชั่งน้ำหนักอาหารและน้ำ
ทุกวัน พบว่าหนูแรทที ่ได้ร ับสารแขวนลอยสปอร์  
T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่ความเข้มข้น 
2,000 มก./กก. น้ำหนักตัวหนู แปะบริเวณผิวหนัง 
สามารถกินอาหารและน้ำได้เป็นปกติ มีค่าเฉลี่ยการ

กินอาหารเท่ากับ 15.55, 16.51 และ 16.65 ก. 
ตามลำดับ และมีค่าเฉลี่ยการกินน้ำเท่ากับ 41.60, 
46.40 และ 39.33 มล. ตามลำดับ โดยมีน้ำหนักตัวที่
เพิ่มขึ้นเฉลี่ยตลอดระยะเวลาทดสอบ 14 วัน เท่ากับ 
52.60, 38.40 และ 57.00 ก./ตัว ตามลำดับ (ค่าเฉลี่ย 
49.33 ก./ตัว) (Table 8) และพบว่าการเปลี่ยนแปลง
ของน้ำหนักตัวเฉลี ่ยที ่ เพิ ่มขึ ้นสอดคล้องกับการ
เจริญเติบโต (Figure 6) 

 
Table 8 Changes in body weights of rats dermally administered a spore suspension of   
   Trichoderma harzianum DOA-TH50. 

No. of 
animal 

Sex 
Body weight (g.) Weight 

gain (g.) 
Mean 
(g.) Day 0 Day 1 Day 2 Day 7 Day 14 

1 female 225.00 232.10 235.50 258.40 277.60 52.60 
49.33 2 female 226.70 231.10 234.30 247.30 265.10 38.40 

3 female 228.50 237.40 241.10 263.30 285.50 57.00 
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Figure 6 Changes in body weights of rats dermally administered a spore suspension of   
   Trichoderma harzianum DOA-TH50 in relation to food consumption. 
 
การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของอวัยวะภายใน
ด้วยตาเปล่า (Gross examination) 
 ในวันที ่ 16 ของการทดสอบความเป็นพิษ
ของสารแขวนลอยสปอร์ หนูแรททั้ง 3 ตัว จะถูกทำ
การอดอาหารเป็นเวลา 1 คืน และนำมาชั่งน้ำหนัก
ก่อนทำการการุณยฆาต โดยการให้หนูแรทสูดดมก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ดำเนินการผ่าซากหนูแรท 
ผ่าช่องท้องและช่องอกเพื่อชันสูตรซาก และดูความ
ผิดปกติของอวัยวะภายใน ได้แก่ ปอด หัวใจ ตับ ม้าม 

กระเพาะอาหาร ลำไส้เล็กส่วนต้น ไต มดลูกและรังไข่ 
และสมอง ผลการผ่าซากหนูแรทที่ได้รับการแปะสาร
แขวนลอยสปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 
บร ิเวณผิวหนัง ท ี ่ความเข ้มข ้น 2 ,000 มก./กก. 
น้ำหนักตัวหนู พบว่า อวัยวะภายในของหนูแรททุกตัว
ในแต่ละการทดสอบ ไม่มีความผิดปกติของลักษณะ
ภายนอก ทั้งในด้านของตำแหน่งอวัยวะภายใน ขนาด
อวัยวะ และสีของอวัยวะ (Figure 7) 

 

 

 

 

 
Figure 7 Pathogenicity of a spore suspension of Trichoderma harzianum DOA-TH50 in   
   different organs after dermal exposure. 
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จากการทดสอบความเป็นพิษของสารแขวนลอย
สปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ DOA-TH50 ตลอด
ระยะเวลาการทดสอบความเป็นพิษ หนูแรททั้งหมด
ในแต่ละการทดสอบ มีการกินอาหารและน้ำอย่าง
สม่ำเสมอ อาจมีการกินอาหารและน้ำในบางวันที่น้อย
กว่าปกติ แต่หลังจากนั้นในวันถัดมาพบว่าหนูแรทมี
การกินอาหารและน้ำอยู่ในเกณฑ์ปกติ ส่งผลให้ค่า
น ้ ำหน ักต ัวท ี ่ เพ ิ ่ มข ึ ้น เฉล ี ่ ยสอดคล้ องก ับการ
เจริญเติบโต ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกับการรายงาน
ของ Colby et al. (2020) ที่รายงานว่า เกณฑ์ปกติ
ในการกินอาหารของหนูแรทโตเต็มวัยอยู่ที ่ปริมาณ  
5 - 6 ก./100 ก. น้ำหนักตัวหนู/วัน และเกณฑ์ปกติ
ในการกินน้ำของหนูแรทโตเต็มว ัยอยู ่ท ี ่ปร ิมาณ  
10 - 12 มล./100 ก. น้ำหนักตัวหนู/วัน ซึ ่งการที่
น้ำหนักตัวของหนูแรทเพิ่มขึ้นเฉลี่ยสอดคล้องกับการ
เจริญเติบโตนั้น แสดงให้เห็นว่าเชื้อรา T. harzianum 
สายพันธุ์ DOA-TH50 ไม่มีผลต่อการกินอาหารและ
น้ำและไม่มีผลเสียต่อการเจริญเติบโตของหนูแรท  
สอดคล้องกับการรายงานของ Arteaga et al. (2014) 
ที่ได้รายงานว่า น้ำหนักตัวของสัตว์ทดลองเป็นตัวชี้วัด
อย่างหนึ่งที่ให้ข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารที่
ใช ้ทดสอบมากข ึ ้น การส ูญเส ียน ้ำหน ักต ัวของ
สัตว์ทดลองอย่างมีนัยสำคัญ อาจเป็นหนึ่งในตัวบ่งชี้
ความเสียหายต่อสัตว์มากที ่สุด และในกรณีนี ้อาจ
ตีความได้ว่าสารที่ใช้ทดสอบมีสัญญาณของความเป็น
พิษอย่างชัดเจน 
 ดังนั้นข้อมูลการทดสอบนี้จึงสามารถนำมาใช้
ย ืนย ันความปลอดภัยของเช ื ้อรา T. harzianum  
สายพันธุ์ DOA-TH50 ที่ผลิตโดยกรมวิชาการเกษตร
ได้ ประกอบกับมีข้อมูลการจำแนกชนิดทางสัญฐาน
ว ิทยาและช ีวโมเลก ุล กล ่าวค ือ T. harzianum  
สายพันธุ์ DOA-TH50 เป็นสายพันธุ์ที่มีความปลอดภัย
เมื ่อเปรียบเทียบกับเชื ้อรา T. สายพันธุ ์อ ื ่นๆ ซึ่ง
สอดคล้องกับการรายงานของ Román-Soto et al. 
(2019) ที ่พบว่าเช ื ้อรา T. longibrachiatum เป็น
สายพันธุ์ที่ถือเป็นเชื้อโรคอุบัติใหม่ ที่ทำให้เกิดการติด
เชื้อในปอดและผิวหนังในผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ ้มกัน
บกพร่อง และนอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Shahbazfar et al. (2023) ที ่รายงานว่ามีการพบ
ผู้ป่วยติดเชื้อรา Trichoderma spp. จำนวน 3 ราย 
โดยพบรอยโรคบนผิวหนัง เนื่องจากการเกิดแผลเน่า
เปื่อยแต่ทั้งนี้ผิวหนังของผู้ป่วยสามารถกลับมาฟ้ืนฟูได้
ในภายหลัง ซึ่งสาเหตุของการติดเชื้อมาจากการสัมผัส
อาหารที ่ปนเปื ้อนเชื ้อรา โดยทั ่วไปแล้ว  เช ื ้อรา 
Trichoderma spp. ถือว่าเป็นเชื้อราที่มีประโยชน์ต่อ
พืชและไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์เลี้ยง แม้ว่า 
Trichoderma spp. ส่วนใหญ่จะไม่เป็นอันตราย แต่
ในบางกรณีอาจมีอาการแพ้ต่อเชื้อราทำให้เกิดอาการ
คัน ผื่นแดง หรืออาการทางผิวหนังอื่น ๆ ดังนั้นควร
หลีกเลี่ยงการสัมผัสเชื้อราโดยตรง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
หากมีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือมีประวัติแพ้เชื้อรา 
 ดังนั้นจากผลการทดสอบที่ได้ เมื่อจัดระดับ
ความเป็นพิษเฉ ียบพลันตามเกณฑ์จำแนกความ
ปลอดภัยตามระบบการจัดกลุ่มสารเคมีและการติด
ฉลากของวัสดุทดสอบตามหลักเกณฑ์ของ GHS พบว่า
ชีวภัณฑ์ T. harzianum สายพันธุ ์ DOA-TH50 จัด
อยู่ใน category ที่ 5 (Unclassified) (United Nations, 
2019) ไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลันทางปากและทาง
ผ ิวหนังในหนูแรท จ ึงจ ัดเป ็นช ีวภ ัณฑ์ท ี ่ม ีความ
ปลอดภัยสูง 
 

สรุปผลการทดลองและคำแนะนำ 
 

 จากการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทาง
ป า ก ใ น ห น ู แ ร ท  ข อ ง ส า ร แ ข ว น ล อ ย ส ป อ ร์   
T. harzianum สายพ ันธ ุ ์  DOA-TH50 ท ี ่ปร ิมาณ
ความเข้มข้น 5,000 มล./กก. น้ำหนักตัวหนู และการ
ทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันทางผิวหนังในหนแูรท 
ของสารแขวนลอยสปอร์ T. harzianum สายพันธุ์ 
DOA-TH50 ที่ปริมาณความเข้มข้น 2,000 มล./กก. 
น ้ำหนักต ัวหนู ตามแนวปฏิบ ัต ิของ OECD Test 
Guideline 423 และ OECD Test Guideline 402 
ในช่วงระยะ 24, 48 และ 72 ชม. แรก และตลอดช่วง
ระยะเวลา 14 วันของการทดสอบ พบว่าหนูแรททุก
ตัวไม่แสดงอาการผิดปกติทางคลินิกและพฤติกรรม
หร ือม ีการตาย ไม ่ก ่อให ้ เก ิดความเป ็นพ ิษแบบ
เฉียบพลันทางปากและทางผิวหนังในหนูแรท  
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 ทั ้งนี ้ นอกจากการทดสอบความเป็นพิษ
เฉียบพลันทางปากและทางผิวหนังในหนูแรทแล้ว 
ควรมีการทดสอบความเป็นพิษในด้านอื่นๆ เพิ่มเติม 
โดยเฉพาะในด้านการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลัน
ทางการสูดดม (Acute inhalation) เพื ่อยืนยันถึง
ความปลอดภัยของชีวภัณฑ์ T. harzianum สายพันธุ์ 
DOA-TH50 ที ่ผลิตโดยกรมวิชาการเกษตร และยัง
สามารถเป็นต ้นแบบหรือแนวทางในการทำการ
ทดสอบความเป็นพิษของชีวภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชชนิด
อ่ืน ๆ ต่อไปในอนาคต 
 

คำขอบคุณ 
 

 ขอขอบคุณ คุณเกษมสุข อินสุธา คุณสุกฤษฎิ์ 
ตั้งอิสริยะสกุล คุณนุสรา สุขคะตะ เจ้าหน้าที่กลุ่มงาน
ส ัตวว ิทยาการเกษตร กล ุ ่มก ีฏและส ัตวว ิทยา 
สำนักว ิจ ัยพัฒนาการอาร ักขาพืช ที ่ ได ้ให ้ความ
ช่วยเหลือในการทดสอบความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง 
ดูแลและเลี้ยงสัตว์ทดลองตลอดระยะเวลาการเก็บ
ข้อมูล และช่วยเก็บข้อมูลงานวิจัย จนกระทั่งงานวิจัย
นี้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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ชนิดของแบคทีเรีย Xanthomonas สาเหตุโรคใบจุดมะเขือเทศและพริกในประเทศไทย 
Xanthomonas Species Causing Bacterial Spot on Tomato and Chili in Thailand 

 

ทิพวรรณ กันหาญาติ1/ ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล1/ วันเพ็ญ ศรีชาติ2/ 
บูรณี พั่ววงษ์แพทย์1/ รุ่งนภา ทองเคร็ง1/ กาญจนา ศรีไม1้/ 

Tippawan Kanhayart1/ Nuttima Kositcharoenkul1/ Wanpen Srichart2/ 
Buranee Puawongphat1/ Rungnapha Thong kreng1/ Kanchana Srimai1/ 

 

ABSTRACT 
Bacterial spot disease in chili and tomato plants is a significant problem for producers 

worldwide, causing yield reductions and seed-borne transmission. The disease is caused by 
several Xanthomonas species, which exhibit similar symptoms and have undergone multiple 
taxonomic revisions. Thus, this study aims to identify Xanthomonas species associated with 
bacterial spot disease in chili and tomato plants in Thailand and to provide updated 
information on pathogen classification. The study was conducted from October 2022 to March 
2025. During this period, Xanthomonas isolates were collected from diseased chili and tomato 
plants in cultivation areas across the country, as well as from the Plant Pathogen Microbial 
Collection Center. A total of 96 isolates were obtained, including 77 from chili and 19 from 
tomato. Isolates from tomato infected only tomato plants, whereas isolates from chili were 
capable of infecting both chili and tomato plants. Most isolates from tomato produced both 
amylolytic and pectolytic enzymes, whereas the majority of isolates from chili did not. PCR 
analysis revealed a 173 base pairs (bp) DNA band specific to X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 
in chili isolates and a 300 bp band specific to X. euvesicatoria pv. perforans in tomato isolates. 
Maximum likelihood analysis of concatenated partial sequences of the atpD, dnaK, efp, and 
gyrB genes confirmed two major genetic groups closely related to type strains: X. euvesicatoria 
pv. euvesicatoria, predominantly from chili, and X. euvesicatoria pv. perforans, exclusively 
from tomato. This study confirms that X. euvesicatoria pv. euvesicatoria and X. euvesicatoria 
pv.  perforans are the primary causal agents of bacterial spot disease in Thailand. X. 
euvesicatoria pv. perforans was specific to tomato, while X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 
primarily affected chili but was also able to infect tomato. The absence of X. vesicatoria, X. 
hortorum pv. gardneri, X. campestris pv. raphani and X. arboricola in Thailand was also noted.  

 

Keywords: identification, leaf spot, chili, tomato 
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บทคัดย่อ 
 

โรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศเป็นปัญหา
ที่สำคัญของประเทศผู้ผลิตพริกและมะเขือเทศทั่วโลก 
เนื ่องจากทำให้ปริมาณผลผลิตลดลงและสามารถ
ถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดได้ โดยโรคนี้มีเชื้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas หลายชนิดเป็นสาเหตุและก่อให้เกิด
อาการของโรคคล้ายคลึงกัน อีกทั้งมีการจัดจำแนก
และเปลี่ยนชื่อใหม่หลายครั้ง ด้วยเหตุนี้ การศึกษานี้
จ ึงมีว ัตถุประสงค์ เพื ่อจำแนกชนิดเช ื ้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas สาเหต ุ โรคใบจ ุดของพร ิ กและ 
มะเขือเทศที่พบระบาดในประเทศไทยให้ข้อมูลชนิด
ของเชื ้อเป็นปัจจุบัน โดยดำเนินการทดลองตั ้งแต่
เด ือนตุลาคม 2565 - มีนาคม 2568 รวบรวมเชื้อ
แบคทีเรีย Xanthomonas สาเหตุโรคใบจุดในพริก
และมะเขือเทศที่ได้จากการสำรวจและเก็บตัวอย่าง
โรคจากพื้นที่ปลูกพริกและมะเขือเทศทั่วประเทศและ
ศูนย์เก็บรักษาเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์โรคพืช ได้ 96 ไอโซเลต 
จากพริก 77 ไอโซเลต และมะเขือเทศ 19 ไอโซเลต 
เชื้อไอโซเลตจากมะเขือเทศก่อโรคเฉพาะมะเขือเทศ 
ส่วนไอโซเลตจากพริกก่อโรคได้ทั้งพริกและมะเขือเทศ  
ไอโซเลตจากมะเข ือเทศส่วนใหญ่สร ้างเอนไซม์  
amylolytic และ pectolytic ได้ ขณะที่ไอโซเลตจาก
พริกส่วนใหญ่ไม่สร้าง ตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR 
พบว่าไอโซเลตจากพริกให้แถบดีเอ็นเอขนาด 173 bp 
ซึ่งจำเพาะต่อ X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 
ส ่วนไอโซเลตจากมะเข ือเทศให ้แถบด ี เอ ็น เอ 
ขนาด 300 bp ซึ่งจำเพาะต่อ X. euvesicatoria pv. 
perforans วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ด้วยวิธี Maximum likelihood โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน atpD, dnaK, efp และ gyrB พบว่า
ประเทศไทยมีสาเหตุโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศ
ใกล ้ ช ิ ดก ั บ เ ช ื ้ อต ้ นแบบใน  2 กล ุ ่ มหล ั ก  คื อ  
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria พบ ในพริ ก
ทั ้งหมดและไอโซเลตเด ียวจากมะเข ือเทศ  และ 
X. euvesicatoria pv. perforans พบ เฉพ า ะ ใ น
มะเขือเทศ การศึกษานี้ยืนยันว่า X. euvesicatoria 
pv. euvesicatoria แ ล ะ  X. euvesicatoria pv. 
perforans เป็นเชื้อสาเหตุหลักของโรคใบจุดในพริก

แ ล ะม ะ เ ข ื อ เ ท ศ ใ น ป ร ะ เท ศ ไท ย  โ ด ย พบว่ า  
X. euvesicatoria pv. perforans มีความจำเพาะ 
ก ั บมะ เ ข ื อ เ ท ศ  ขณะที่  X. euvesicatoria pv. 
euvesicatoria พบได้ในพริกเป็นหลักแต่สามารถพบ
ในมะเขือเทศได้เช่นกัน นอกจากนี้ ไม่พบการระบาด
ของ  X. vesicatoria, X. hortorum pv. gardneri, 
X. campestris pv. raphani และ  X. arboricola 
ในประเทศไทย  

 
คำสำคัญ: จำแนกชนิด ใบจุด พริก มะเขือเทศ 

 
บทนำ 

 

โรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศที่เกิดจาก
แบคทีเรียในกลุ่ม Xanthomonas เป็นปัญหาสำคัญ
ของประเทศผู้ผลิตทั่วโลก โดยเฉพาะในเขตร้อนและ
กึ่งร้อนชื้น เนื่องจากสามารถทำให้ผลผลิตลดลงได้ถึง 
50% (Pohronezny and Volin, 1983) ทั้งนี้  
แบคทีเรียในกลุ่มดังกล่าวมีหลายชนิดที่เป็นสาเหตุ
ของโรคใบจุด และก่อให ้เก ิดอาการของโรคที ่มี
ลักษณะคล้ายคลึงกัน โรคใบจุดของมะเขือเทศพบ
รายงานระบาดครั้งแรกในปี ค.ศ. 1914 ที่แอฟริกาใต้ 
โดยม ีการจำแนกเช ื ้ อสา เหต ุ เป ็น  Bacterium 
ves icator ium (Doidge, 1921)  ข ณ ะ ที ่ ใ น
ย ูโกสลาเว ีย Sutic (1957) ได ้จำแนกเช ื ้อสาเหตุ
อาการจุดขอบสีขาวบนผลมะเขือเทศว่าเกิดจาก
แบคทีเรีย Pseudomonas gardneri ในเวลาต่อมามี
การจัดจำแนกเชื้อสาเหตุโรคใบจุดที่เกิดจากแบคทีเรีย
ของพริกและมะเขือเทศและเปลี่ยนชื่อใหม่อีกหลาย
ครั ้ง โดยเริ ่มจาก B. vesicatorium เปลี ่ยนชื ่อเป็น 
X. vesicatoria และ X. campestris pv. vesicatoria 
ตามลำดับ (Young et al., 1978) แต่เมื่อศึกษาข้อมูล
การใช้แหล่งคาร์บอนและ DNA-DNA hybridization 
ทำให ้ แบ ่ ง เช ื ้ อ  X. campestris pv. vesicatoria 
ออกเป็น 2 กลุ ่ม คือ กลุ ่ม A และ B โดยกลุ ่ม A  
มีด ีเอ ็นเอคล้ายคลึงก ับ X. axonopodis และได้
เปล ี ่ยนช ื ่อเป ็น X. axonopodis pv. vesicatoria 
ในขณะที ่กล ุ ่ม B ได ้ช ื ่อใหม่เป ็น X. vesicatoria 
(Stall et al., 1994; Vauterin et al., 1995) ต ่อมา



 
 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 59 59 
 

ในป ี 2000 Jones et al. ได ้แบ ่งเช ื ้อเพ ิ ่มเต ิมอีก  
2 กลุ่ม คือ กลุ่ม C และ D โดยกลุ่ม C คือ X. perforans 
ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดกลุ่มใหม่ที่พบรายงาน
ที่รัฐฟลอริดา สหรัฐอเมริกา (Jones et al., 1995) 
และกลุ่ม D คือ X. gardneri ซึ่งมีชื่อเดิมคือ P. gardneri 
(Jones et al., 2000) ต่อมาในปี 2004 Jones et al. 
พบความแตกต่างภายในกลุ่มเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
ใบจุดในพริกและมะเขือเทศ และได้จำแนกเชื้อใหม่
เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ X. euvesicatoria (กลุ่ม A เดิม), 
X. perforans, X. vesicatoria และ  X. gardneri 
(Jones et al., 2004) โ ด ย ในป ั จ จ ุ บ ั น ไ ด ้ ม ี ก า ร 
เสนอเปลี ่ยนชื ่อเช ื ้อทั ้ง 4 ชนิดใหม่อีกครั ้ง เป็น  
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria X. euvesicatoria 
pv. perforans X. hortorum pv. gardneri และ  
X. vesicatoria ต ามล ำด ั บ  ( Constantin et al., 
2016; Morinière et al., 2020) สำหรับประเทศไทย 
มีรายงานเชื้อสาเหตุโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศ
เกิดจากเชื้อ X. campestris pv. vesicatoria (Uematsu 
et al., 1983) และรายงานการจำแนกชนิดแบคทีเรีย
สาเหตุโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศโดยการ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์หลายตำแหน่งพบเชื้อ 
2 ชนิด ได้แก่ X. euvesicatoria และ X. perforans 
(สันติพงศ์และคณะ, 2563) 

 โรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศที่เกิดจาก
เช ื ้อแบคทีเร ีย  Xanthomonas spp. ทั ้ง 4 ชนิด 
จัดเป็นศัตรูพืชกักกันของหลายประเทศ และเป็นกลุ่ม 
complex species ซึ่งไม่สามารถจำแนกได้เบื้องต้น
จากอาการของโรคเมื่อพบการระบาดในแปลงหรือ
ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว ด้วยเหตุนี้ 
การศ ึกษาน ี ้จ ึงม ีว ัตถ ุประสงค ์ เพ ื ่อจำแนกชนิด 
เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas ที่เป็นสาเหตุของโรค
ใบจุดในพริกและมะเขือเทศที่พบระบาดในประเทศ
ไทย เพื่อให้ข้อมูลเกี่ยวกับชนิดของเชื้อเป็นปัจจุบัน 
และใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการจัดทำข้อมูลศัตรูพืช
และเฝ้าระวังศัตรูพืชกักกันต่อไป 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. รวบรวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดพริกและ
มะเขือเทศ  
 รวบรวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดที่เก็บ
รักษาไว้ในศูนย์เก็บรักษาเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์ของกลุ่ม
วิจัยโรคพืชและทำการสำรวจเก็บตัวอย่างที่มีลักษณะ
อาการคล้ายโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศจาก
แหล่งปลูกที่สำคัญ บันทึกข้อมูลลักษณะอาการของ
โรค วันที ่เก็บ และแหล่งที ่พบ จากนั ้นนำตัวอย่าง
กลับมาแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ โดยตัดส่วนของพืช
บริเวณรอยต่อของส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรคเป็น
ชิ้นเล็ก ๆ แต่ละชิ้นตัวอย่างนำมาแช่ในแอลกอฮอล์ 
70% นาน 5 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นที่นึ ่งฆ่าเชื้อแล้ว  
3 ครั ้ง แล้วนำมาบดในน้ำกลั ่น และแยกเชื ้อบน
อาหาร Potato Semisynthetic Agar (PSA) หลังจาก
นั ้นบ่มเชื ้อไว้ที ่อุณหภูมิ 28°ซ. เป็นเวลา 48 ชม.  
เลือกเก็บเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนี กลมนูน 
ขอบเรียบ ผิวเป็นมันวาวสีเหลือง เก็บรักษาเชื้อ
บริสุทธิ์ในกลีเซอรอล 15% และ 50%  
2. ทดสอบความสามารถในการก่อโรค 
(Pathogenicity test)  
 นำเชื้อแบคทีเรียที่รวบรวมได้ มาทดสอบการ
เกิดโรคกับพริกและมะเขือเทศ โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
บนอาหาร PSA บ่มไว้ที ่อุณหภูมิ 28°ซ. เป็นเวลา  
48 ชม. ปรับระดับความเข้มข้นของเชื ้อโดยใช้ค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 
0.2 ด้วยน้ำกลั ่นนึ ่งฆ่าเชื้อ มีความเข้มข้นของเชื้อ
ประมาณ 108 CFU/ml พ่นเชื ้อแบคทีเร ียบนพืช
ทดสอบแล้วใช้ถุงพลาสติกคลุมไว้ให้มีความชื้นเป็น
เวลา 48 ชม. จึงเปิดถุงออก และสังเกตอาการต้นพืช
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่พ่นด้วยน้ำเปล่า 
และพ ิส ูจน ์ โรคตามว ิธ ีการของ Koch (Koch’s 
postulation) 
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3. ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
และชีวเคมีของเชื้อ  
 ทำการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียบางประการ
ตามวิธีการของ Laboratory Guide for Identification 
of Plant Pathogenic Bacteria Third Edition 
(Schaad et al. , 2001)  ได ้แก ่  การย ้อมส ี แกรม 
การเคลื่อนที่ (motility) ทดสอบ oxidation-fermentation 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40°ซ. การสร้างสาร fluorescence 
การสร้าง levan การเจริญบนอาหาร TTC การสร้าง
เอนไซม์ oxidase เอนไซม์ amylolytic และเอนไซม์ 
pectolytic 
4. การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
พริกและมะเขือเทศด้วยเทคนิค PCR  
 ตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคใบจุดของพริกและ
มะเข ือเทศด ้วยเทคน ิค PCR ตามรายงานของ 
Koenraadt et al. (2009) และ Ning (2012) โดยใน
การทำ PCR ใช้ปริมาตรรวม 20 µl ประกอบด้วยดี
เอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 10 ng/µl, 1X 
OnePCR Master Mix (GeneDireX Inc. , Taiwan) 
และไพรเมอร์ชนิดละ 0.2 µM เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra TAdvanced 
(Analytik Jena GmbH, Germany) กำหนดอุณหภูมิ
ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 
ที่อุณหภูมิดังแสดงใน Table 1 ตรวจสอบผลการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี  อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) และตรวจดูแถบดี
เอ็นเอภายใต้แสง อุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC 
Cambridge Platinum (Uvitec Ltd. , UK) โดยมีดี
เอ ็นเอของเช ื ้อแบคทีเร ียต ้นแบบ ( type strain)  
ไ ด ้ แ ก่  Xanthomonas vesicatoria NCPPB422 ,  
X. hortorum pv. gardneri NCPPB8 8 1 ,  
X. euvesicatoria pv. perforans NCPPB4321 และ 
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria NCPPB2968 
จ ากสถาบ ั น The National Collection of Plant 
Pathogenic Bacteria (NCPPB) สหราชอาณาจักร 
เป็นชุดควบคุม (positive control) 

5. การจำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
ของพริกและมะเขือเทศ  
 การสกัดและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
ของพริกและมะเขือเทศด้วยชุดสกัด QIAamp DNA 
Mini kit (Qiagen, USA) นำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพ่ิม
ปริมาณยีน atpD, dnaK, efP และ gyrB ตามรายงาน
ของ Roach et al. (2017) โดยในการทำ PCR ใช้
ปริมาตรรวม 50 µl ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของเชื้อ
แบคทีเรียความเข้มข้น 10 ng/µl, OnePCR Master 
Mix (GeneDirex Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ชนิด
ละ 0.2 µM เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุม
อ ุณหภ ูม ิ  Biometra TAdvanced (Analytik Jena 
GmbH, Germany) กำหนดอุณหภูม ิและเวลาให้
เร ิ ่มต ้นแยกสายด ี เอ ็นเอแม ่แบบ (denaturing)  
ที่อุณหภูมิ 95°ซ. เป็นเวลา 2 นาที จำนวน 1 รอบ 
แยกสายด ี เอ ็น เอแม ่แบบต ่อท ี ่ อ ุณหภ ูมิ  94°ซ. 

เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอ
แม่แบบ (annealing) ดังแสดงใน Table 1 เป็นเวลา  
15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 
72°ซ.  เป ็น เวลา 2 นาท ี  จำนวน 30 รอบ และ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension)  
ที่อุณหภูมิ 72°ซ. เป็นเวลา 5 นาที จำนวน 1 รอบ 
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Table 1 PCR primers for Xanthomonas species - specific identification and MLSA assay 

Primers Sequence (5’–3’) Annealing 
Temperature 

PCR 
product 

Reference 

BS-XeF CATGAAGAACTCGGCGTATCG 66°C 173 bp Koenraadt et al. (2009) 
BS-XeR GTCGGACATAGTGGACACATAC     
BS-XvF CCATGTGCCGTTGAAATACTTG 66°C 138 bp Koenraadt et al. (2009) 
BS-XvR ACAAGAGATGTTGCTATGATTTGC      
BS-XpF GTCGTGTTGATGGAGCGTTC 66°C 197 bp Koenraadt et al. (2009) 
BS-XpR GTGCGAGTCAATTATCAGAATGTGG    
BS-XgF TCAGTGCTTAGTTCCTCATTGTC 66°C 154 bp Koenraadt et al. (2009) 
BS-XgR TGACCGATAAAGACTGCGAAAG    
HpaF-f GTGGCAGGCAGGCAATCGACG 65°C 300 bp Ning (2012) 
HpaF-r CCGGCACGTCGACGCCTGGAAACC    
dnaK-F TGGGCAAGATCATTGGTATT 67°C 765 bp Roach et al. (2017) 
dnaK-R ACCTTCGGCATACGGGTCTG    
atpD-F GGGCAAGATCGTTCAGAT 66°C 768 bp Roach et al. (2017) 
atpD-R GCTCTTGGTCGAGGTGAT    
gyrB-F GCCGAGGTGATCCTCACCGT  69°C 774 bp Roach et al. (2017) 
gyrB-R GGCCGAGCCACCTGCCGAGT    
efp-F GTCAAGAACGGCATGAAGA  65°C 387 bp Roach et al. (2017) 
efp-R TCGTCCTGGTTGACGAAC    

 
การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR 
นำดีเอ็นเอที ่ได้จากการทำ PCR มาตรวจ

วิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยใช้ 
2% agarose ใน 0.5X TBE ใช ้กระแสไฟฟ้าท ี ่ค่า
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบ 
ด ี เอ ็นเอภายใต ้แสงอ ุลตราไวโอเลตด ้วยเคร ื ่อง 
UVITEC Cambridge Platinum (Uvitec Ltd. , UK) 
ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ที ่มีดีเอ็นเอขนาดเป้าหมายไป
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่บร ิษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ ตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
โดยเปรียบเทียบกันด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 
1999) บันทึกข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบ
ไฟล ์ชน ิด fasta และเปร ียบเทียบก ับฐานข ้อมูล 
GenBank 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
เพื่อจำแนกชนิดแบคทีเรีย 

การจำแนกชนิดของเชื ้อแบคทีเร ียใช ้ว ิธี  
multilocus sequence analysis (MLSA) โดยจัด 

เรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม MEGA 12 
(Kumar et al., 2024) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการเพื่อจัดจำแนกชนิดเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียสายพันธุ์ต้นแบบ (type strain) ที่มีรายงาน
อยู ่ในฐานข้อมูล GenBank วิเคราะห์ข้อมูลแบบ 
Maximum Likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม RAxML 
v 8.1.15 (Stamatakis, 2014) โดยกำหนด model 
of evolution แบบ GTRGAMMA และกำหนดค่า 
maximum likelihood bootstrap จำนวน 1,000 ครั้ง 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. รวบรวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดพริกและ
มะเขือเทศ 

ทำการสำรวจและเก็บตัวอย่างที่มีลักษณะ
อาการคล้ายโรคใบจุดของพริกและมะเขือเทศจาก
แหล่งปลูกที ่สำคัญ ตั ้งแต่ตุลาคม 2564 - มีนาคม 
2568 นำมาแยกเช ื ้ อในห ้องปฏ ิบ ัต ิการได ้ เชื้อ
แบคทีเร ีย Xanthomonas spp. ซึ ่งม ีล ักษณะโค
โลนีกลมนูน สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวเป็นมันวาว จำนวน 
69 ไอโซเลต ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างที่เก็บจากจังหวัด
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หนองคาย บึงกาฬ สกลนคร นครพนม มุกดาหาร 
ขอนแก่น ร ้อยเอ ็ด มหาสารคาม อ ุบลราชธานี  
ศรีสะเกษ ชัยภูมิ สุรินทร์ บุรีรัมย์ เลย เพชรบูรณ์ 
พิษณุโลก สระบุรี นครราชสีมา นครปฐม สุพรรณบุรี 
นครสวรรค์ สุโขทัย กาญจนบุรี ตาก ราชบุรี เพชรบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ แพร่ น่าน เชียงใหม่ และเชียงราย 
รวมทั้งทำการฟื้นฟูเชื ้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดที่
เก็บรักษาไว้ในศูนย์เก็บรักษาเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์กลุ่ม
ว ิจ ัยโรคพืช ต ั ้งแต ่ป ี พ.ศ. 2544 - 2564 จำนวน  
27 ไอโซเลต รวมแบคทีเรียที่ใช้ในการวิจัยทั้งหมด 
จำนวน 96 ไอโซเลต โดยเป็นไอโซเลตจากพริก 

จำนวน 77 ไอโซเลต และจากมะเขือเทศ จำนวน  
19 ไอโซเลต  
2. ทดสอบความสามารถในการก่อโรค 
(Pathogenicity test)  
 นำเชื้อแบคทีเรียมาทดสอบความสามารถใน
การก ่อโรคก ับพร ิกและมะเข ือเทศ พบว ่าเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 96 ไอโซเลต สามารถก่อโรคในพริกข้ีหนู
และมะเข ือเทศพันธุ ์ส ีดาได้ (Table 1, Figure 1)  
โดยไอโซเลตจากมะเขือเทศก่อให้เกิดโรคเฉพาะ
มะเขือเทศ ในขณะที่ไอโซเลตจากพริกก่อให้เกิดโรค
ได้ทั้งในพริกและมะเขือเทศ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 The pathogenicity test results of Xanthomonas spp. on chili and tomato plants 

 
3. ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
และชีวเคมีของเชื้อ  
 ทดสอบค ุณสมบ ัต ิ ทางส ัณฐานว ิทยา 
สรีรวิทยา ชีว เคมี  บางประการของแบคที เ รีย 
Xanthomonas spp. สาเหตุโรคใบจุดของพริกและ
มะเขือเทศตามวิธ ีการของ Schaad et al. (2001) 
พบว่าแบคทีเรีย Xanthomonas ก่อโรคกับพริกและ
มะเขือเทศมีคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
ชีวเคมีของแบคทีเรียในสกุล Xanthomonas ซึ่งใช้แยก
ความแตกต่างจากแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีเหลืองอื่น ๆ 
คือ แบคทีเรียเป็นแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน เคลื่อนที่
ได้ เจริญโดยใช้ออกซิเจน สามารถสร้าง Levan และ
เจริญบนอาหาร 0.1% TTC ได้ แบคทีเรียไม่สามารถ
เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 40°ซ. ไม่สร้างสารเรืองแสง 
(fluorescence) และไม่สร้างเอนไซม์ oxidase  

 การจำแนกเชื ้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
โดยใช้คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ amylolytic และ 
pectolytic พบว่าสามารถแบ่งเชื้อออกเป็น 3 กลุ่ม 
คือ กลุ่มแรกเป็นเชื้อที่สร้างเอนไซม์ได้ทั ้งสองชนิด 
จำนวน 15 ไอโซเลต พบในมะเขือเทศ กลุ่มท่ีสองเป็น
เชื้อที่ไม่สร้างเอนไซม์ทั้งสองชนิด จำนวน 73 ไอโซเลต 
พบในพริก โดยทั้งสองกลุ่มนี้สอดคล้องกับรายงาน
ของ Vauterin et al. (1990) และ Stall et al. 
(1994) (Table 2) ส่วนกลุ ่มที ่สามเป็นเชื ้อที ่สร้าง
เอนไซม์ได้เพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง จำนวน 8 ไอโซเลต 
พบทั ้งในพร ิกและมะเข ือเทศ ซ ึ ่งสอดคล ้องกับ
การศึกษาของ Bouzar et al. (1994) ที่รายงานการ
จำแนกเชื้อออกเป็น 3 กลุ่มในลักษณะเดียวกัน  
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4. การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
พริกและมะเขือเทศด้วยเทคนิค PCR  

การตรวจสอบด้วย PCR ตามรายงานของ 
Koenraadt et al. (2009) พบว่าไอโซเลตจากพริก 
ทั้งหมด และ DOAC-B2179 ซึ่งแยกได้จากมะเขือเทศ 
ปรากฏแถบดีเอ ็นเอขนาด 173 bp (Figure 2A)  
ซ ึ ่ งจำเพาะต ่อแบคท ี เร ีย X. euvesicatoria pv. 
euvesicatoria ส ่ ว น ไอ โ ซ เ ลตจ ากมะ เ ข ื อ เ ท ศ 
ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ แต่เมื่อตรวจสอบแบคทีเรีย 
ไอโซเลตจากมะเขือเทศด้วยไพรเมอร์ HpaF-f/HpaF-r 

ตามรายงานของ Ning (2012) พบว่าปรากฏแถบ 
ดีเอ ็นเอขนาด 300 bp ซึ ่งจำเพาะต่อแบคทีเรีย  
X. euvesicatoria pv. perforans (Table 2, Figure 
2B) ปัญหาการตรวจสอบเชื้อด้วย PCR ตามรายงาน
ของ Koenraadt et al. (2009) ในการทดลองนี้ให้ผล
สอดคล ้องก ับผลการทดสอบโดย  Roach et al. 
(2 0 1 7) ท ี ่ พ บ ว ่ า ไ พ ร เ ม อ ร ์  Bs-XpF/ BS-XpR 
(Koenraadt et al., 2009) ไม่สามารถเพิ ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอของเชื ้อ X. euvesicatoria pv. perforans 
ในทุกสายพันธุ์ทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2  Polymerase chain reaction (PCR) amplicons of pathogenic bacteria causing leaf spot 
disease in chili and tomato. (A) Isolates from chili plants. (B) Isolates from tomato 
plants. PC: Positive control (type strain DNA); NTC: Non-template control; M: 
OneMark 100 DNA ladder (Bio-Helix Co., Ltd., Taiwan). 
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Table 2 Results of biochemical and PCR assays conducted in this study 

Test Chili isolates Tomato isolates 
Gram stain Negative Negative 
Cell shape Rod Rod 
Aerobic metabolism of glucose + + 
Anaerobic metabolism of glucose – – 
Motility test + + 
Oxidase test – – 
Levan from sucrose + + 
Fluorescence – – 
Growth on 0.1% TTC + + 
Growth at 40oC – – 
Amylolytic activity – (99%)   + (83%) 
Pectolytic activity – (95%) +  
PCR Xee1/ Xep2/ 

+ = Positive reaction,  -  = Negative reaction 
1/ Positive reactions for X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee) were detected (chili: 77 isolates; tomato: 1 isolate) using 
primers by Koenraadt et al. (2009). 
2/ Positive reactions for X. euvesicatoria pv. perforans (Xep) were detected (tomato: 18 isolates) using primers by Ning 
(2012). 
 
5. การจำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
ของพริกและมะเขือเทศ  
 ทำการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ของแบคทีเรีย Xanthomonas สาเหตุโรคใบจุดใน
พร ิกและมะเข ือเทศ  จำนวน 96 ไอโซเลต โดย
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน atpD, 
dnaK, efp และ gyrB รวมความยาวทั้งสิ้น 2,251 bp 
จากนั้นสร้าง Phylogenetic tree ด้วยการวิเคราะห์
ข ้ อ ม ู ล แ บ บ  Maximum Likelihood (ML) เ พ่ื อ
เปร ียบเท ียบก ับข ้อม ูลลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของ
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศ 
สายพันธุ์ต้นแบบ ได้แก่  X. euvesicatoria pv. 
euvesicatoria NCPPB 2968T, X. euvesicatoria 
pv. perforans NCPPB4321T, X.  vesicatoria 
LMG911T แ ล ะ  X. hortorum pv. gardneri 
NCPPB881T รวมถึงข้อมูลสายพันธุ ์ที ่มีรายงานใน
ประเทศต่าง ๆ และเชื ้อชนิดอื ่น ๆ จากฐานข้อมูล 
GenBank (Hamza et al., 2010; Hamza et al., 
2012; Roach et al., 2017) 

ผลการศึกษา พบว่าเชื้อทั้ง 96 ไอโซเลต แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มหลัก (Figure 3) ดังนี้  

1. กลุ่ม X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 
(Xee) จำนวน 78 ไอโซเลต ประกอบด้วยไอโซเลต
จากพริกทั้งหมด และ DOAC-B2179 จากมะเขือเทศ 
กลุ่มนี้แบ่งย่อยออกเป็น 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ 

กลุ่มย่อยที่ 1 ไอโซเลตจากพริกและมะเขือเทศ 
โดยไอโซเลตจากพริกในไทยส่วนใหญ่และ DOAC-
B2179 จากมะเขือเทศ จัดอยู ่ในกลุ ่มเดียวกับสาย
พันธุ ์ต ้นแบบ X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 
NCPPB 2968T (สหรัฐอเมริกา) และสายพันธุ ์จาก
ต่างประเทศ เช่น LMG909 (ไอวอรี่โคสต์), ICMP9086 
(ฮังการี), LA127-1 (เรอูนียง), LD128-2 (เซเชลส์), 
LE82-2 (มอร ิ เช ี ยส ) , ICMP5051 (น ิ วซ ี แลนด ์ ) , 
BRIP38997 (ออสเตรเลีย) และสายพันธุ์อื่น ๆ รวมถึง
สายพันธุ์จากมะเขือเทศ เช่น CFBP5597 (French 
West Indies), LMG922 (สหร ั ฐอ เมร ิ กา ) , JW6  
(เรอูนียง), LB226-1 (คอโมโรส), LMG914 (เซเนกัล) 
และ NCPPB1227 (พอร์โทรีโก)
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กล ุ ่มย ่อยท ี ่  2 พบเฉพาะในพร ิก ได ้แก่  
ICMP3381 (อินเดีย), LMG918 (อินเดีย) และ LD53 
(เกรเนดา) โดยมี DOAC-B1685 เพียงไอโซเลตเดียว
จากไทยที่แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิด  

กล ุ ่มย ่อยของ  Xee ท ี ่พบในงานว ิ จ ัยนี้
สอดคล้องกับการศึกษาโดย Hamza et al. (2010) 
และ Roach et al. (2017) ซึ่งสายพันธุ์ส่วนใหญ่อยู่
ในกลุ่มเดียวกับสายพันธุ์ต้นแบบ ส่วนกลุ่มสายพันธุ์ที่
มีต้นกำเนิดจากอินเดียและเกรเนดาที ่แสดงความ
แตกต่างอย่างชัดเจนจากสายพันธุ์ต้นแบบนั้น พบว่า
ในย ีน  atpD ของกล ุ ่มน ี ้ ไม ่ม ีบร ิ เวณท ี ่ เก ิดการ
แลกเปล ี ่ ยนพ ันธ ุกรรม ( recombinant region) 
ในขณะที่สายพันธุ์ต้นแบบมีบริเวณดังกล่าว (Hamza 
et al., 2010; Hamza et al., 2012) นอกจ ากนี้        
ยังพบว่ามีไอโซเลตจากพริกในประเทศไทยเพียง 
ไอโซเลตเดียวจัดอยู่ในกลุ่มย่อยนี้ ซึ ่งบ่งชี้ถึงความ
เป็นไปได้ของการเคลื่อนย้ายเชื้อระหว่างประเทศผ่าน
การผลิตหรือการค้าเมล็ดพันธุ์ เนื่องจากไทยมีการ
นำเข้าเมล็ดพันธุ์จากอินเดีย 

2. กลุ่ม X. euvesicatoria pv. perforans (Xep) 
จำนวน 18 ไอโซเลต ประกอบด้วย ไอโซเลตจาก
มะเขือเทศทั้งหมด โดยไอโซเลตจากมะเขือเทศในไทย
ส่วนใหญ่จัดอยู ่ในกลุ ่มเดียวกับสายพันธุ ์ต ้นแบบ  
X. euvesicatoria pv. perforans NCPPB4321T 
(สหรัฐอเมริกา) และสายพันธุ์จากต่างประเทศ เช่น 
BRIP62398 (ออสเตร เล ี ย ) , LB273-2 (มายอต ) , 
LB101-1(เซเชลส์), LH3 (มอริเชียส) และสายพันธุ์อ่ืน ๆ 
สอดคล้องกับการศึกษา Roach et al. (2017) และ
กลุ่มย่อยซึ่งมีเฉพาะไอโซเลตจากประเทศไทย  
 การศึกษานี้พบว่าเชื้อ Xee และ Xep เป็น
สาเหตุหลักของโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศใน
ประเทศไทย โดยเชื้อ Xep พบเฉพาะในมะเขือเทศ 
ส่วนเชื้อ Xee พบระบาดในพริกเป็นส่วนใหญ่ ทั้งนี้ 
พบ DOAC-B2179 จากมะเขือเทศเพียงไอโซเลตเดียว
ที่จัดอยู่ในกลุ่มเชื้อ Xee ซึ่งเชื ้อชนิดนี้สามารถเข้า
ทำลายได้ทั้งพริกและมะเขือเทศ อย่างไรก็ตาม จาก
การศ ึกษาของ Jones et al. (1998) พบว ่าม ีการ

เปลี่ยนแปลงชนิดของเชื้อสาเหตุโรคใบจุดมะเขือเทศ
ในฟลอริดา โดยเดิมเชื้อ Xee เป็นสาเหตุเพียงชนิด
เดียว แต่ในช่วงปี 1991-1994 ซึ่งเป็นระยะเวลาเพียง 
3 ปี พบว่าเชื้อ Xep กลายเป็นสาเหตุหลักแทนการ
เปลี ่ยนแปลงนี ้อาจเกิดจากความสามารถของเชื้อ 
Xep ในการผลิตแบคทีริโอซิน (bacteriocin) ซึ่งช่วย
ยับยั้งการเจริญเติบโตของ Xee ส่งผลให้ Xep มีความ
ได้เปรียบในการแข่งขันเหนือเชื้อชนิดอื่น (Hert et al., 
2005; Lue et al., 2010) นอกจากนี้ เชื้อ Xep ยังมี
ความรุนแรงเพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 30°ซ. (Araújo 
et al., 2011) ความสามารถในการปรับตัวเข ้ากับ
อุณหภูมิสูงนี้จึงอาจช่วยสนับสนุนการแพร่ระบาดของ
เชื้อ Xep ได้ดีในพื้นที่เขตร้อน จากปัจจัยทั้งสองนี้
อาจเป็นเหตุผลที่ทำให้พบเชื้อ Xee เพียงไอโซเลต
เดียวที่ก่อโรคใบจุดมะเขือเทศในประเทศไทย 
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Figure 3 A maximum - likelihood tree, based on concatenated nucleotide sequences of atpD, 
dnaK, efp, and gyrB, illustrates the relationships among Xanthomonas spp. 96 isolates 
from Thailand and the type strains of various species. Bootstrap values, calculated 
from 1,000 replicates, are indicated at the branch nodes. The bacterial strains in this 
study from chili are represented by green text, while the strains from tomato are 
represented by red text. 
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เชื้อ Xep เป็นสาเหตุหลักของโรคใบจุดในมะเขือเทศ 
โดยมีรายงานครั้งแรกในรัฐฟลอริดา สหรัฐอเมริกา 
เมื่อปี 1991 และปัจจุบันได้แพร่กระจายไปทั่วโลก 
รวมถึงในพื้นที่ที่ไม่เคยพบโรคมาก่อนจากการศึกษา
ของ Timilsina et al. (2025) ได ้ทำการว ิเคราะห์
จ ี โนมของเช ื ้อ Xep จำนวน 270 ไอโซเลต จาก  
13 ประเทศ พบว่ามีการแบ่งกลุ่มเชื้อออกเป็นหลาย 
cluster โดยเชื ้อ Xep จากพื้นที ่ผลิตเมล็ดพันธุ ์ใน
ประเทศไทยจัดอยู ่ใน cluster 10 ร่วมกับเชื ้อจาก
ไนจีเรีย สอดคล้องกับการศึกษาของ Preangtong et al. 
(2025) และยังพบใน cluster 5 (ซึ ่งประกอบด้วย 
ไอโซเลตจากไทย สหรัฐอเมริกา เม็กซิโก และบราซิล) 
เชื ้อใน cluster 10 มีความแตกต่างทางพันธุกรรม 
(genetic divergence) อย่างชัดเจน และมีการตรวจ
พบ effector xopAJ ซึ ่งไม่พบใน cluster อื่น ๆ 
ลักษณะนี้ทำให้เชื้อกลุ่มนี้ต้องได้รับการเฝ้าระวังเป็น
พิเศษ เนื ่องจากอาจพัฒนาไปสู ่สายพันธุ ์ใหม่ที ่มี
ความสามารถในการก่อโรคสูงขึ้น หรือหลบเลี่ยงภูมิ
ต้านทานได้ทำให้การควบคุมโรคยากขึ้น  
 อย่างไรก็ตาม พบข้อมูลการศึกษาของ Jibrin 
et al. (2022) ระบุเชื้อ Xep สายพันธุ์ NI1 ในไนจีเรีย
เป็น race T5 สายพันธุ์ใหม่ของ Xep โดยพบว่า LPS 
cluster ของส ายพ ั น ธ ุ ์  NI1 ม ี ค ว ามคล ้ า ย กั บ  
X. translucens pv. translucens ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรค
ในข้าวบาร์เลย์ และพบ effector ที่เดิมพบเฉพาะใน 
X. hortorum pv. gardneri เช่น AvrHah1 และ 
XopAQ ในสายพันธุ์ NI1 ซึ่งแบคทีเรียชนิดดังกล่าว
ไม่เคยพบระบาดในประเทศไทย การพบ effector 
ผสมลักษณะนี้ยืนยันการเกิด recombination หลาย
ครั้งและมีการแลกเปลี่ยนกับหลายชนิดไม่ใช่แค่ Xep 
และ Xee แต่รวมถึง xanthomonads อื่น ๆ ทำให้
เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง และก่อให้เกิด
สายพันธุ์ใหม่ที่มีคุณสมบัติแตกต่างจากสายพันธุ์เดิม  
 การพบเชื ้อ Xep ในประเทศไทยบ่งช ี ้ว่า
ประเทศไทยอาจเป็นหนึ่งในแหล่งกำเนิด หรือเป็น
แหล่งสะสมความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ
กลุ่มนี้ เนื่องจาก cluster 10 ยังพบการกระจายตัวใน
วงจำกัด แต่มีความเสี ่ยงที ่จะแพร่กระจายไปยัง

ภูมิภาคอื ่น ๆ ผ่านเมล็ดพันธุ ์หรือการค้าระหว่าง
ประเทศ การที่เชื้อจากประเทศไทยจัดอยู่ในกลุ่มที่มี
ความแตกต่างทางพันธุกรรมสูง แสดงให้เห็นถึง
ความสำคัญในการเฝ้าระวังและตรวจสอบความ
หลากหลายของสายพันธุ ์เชื ้ออย่างต่อเนื ่อง ทั ้งใน
แปลงผลิตผลสดและแปลงผลิตเมล็ดพันธุ์ ควบคู่ไป
กับมาตรการควบคุมและตรวจสอบเมล็ดพันธุ์นำเข้า–
ส่งออกอย่างเข้มงวด เพื่อป้องกันการแพร่กระจาย
ข้ามทวีป อีกทั้งควรสนับสนุนการวิจัยด้านปรับปรุง
พันธุ์ เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์มะเขือเทศที่ต้านทานหรือ
ทนทานต่อเชื้อในกลุ่มนี้ 
 ทั้งนี้ ในการศึกษาครั้งนี้ยังไม่พบการระบาด
ของเชื้อที่จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ X. vesicatoria และ 
X. hortorum pv. gardneri ในประเทศไทย โดยเชื้อ 
X. vesicatoria มีรายงานการกระจายตัวออกเป็น  
3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มสายพันธุ์ต้นแบบและสายพันธุ์จาก
นิวซีแลนด์และเอธิโอเปีย กลุ่มสายพันธุ์จากอเมริกา
ใต้และเอธิโอเปีย และกลุ่มสายพันธุ์จากมหาสมุทร
อินเดียตะวันตกเฉียงใต้ (Timilsina et al., 2015) 
สำหรับเช ื ้อ X. hortorum pv. gardneri พบได้ใน
พื้นที่ที่มีความสูงกว่าระดับน้ำทะเล (Araújo et al., 
2017) และมีความรุนแรงมากกว่าเชื้อสาเหตุโรคใบจุด
ชนิดอื ่น ๆ ที ่อ ุณหภูมิ 20°ซ. (Araújo et al., 2011) 
ปัจจุบันพบว่าเชื้อ X. hortorum pv. gardneri และ 
X. vesicatoria มีการแพร่กระจายเพิ่มขึ้นในภูมิภาค
ใกล้เคียง โดยเชื ้อ X. hortorum pv. gardneri พบ
ในแหล่งปล ูกมะเข ือเทศเพื ่อการค้าในมาเลเซีย 
(Rashid et al., 2016) ขณะที ่ เช ื ้อ X. vesicatoria 
พบในไต้หวัน (Lue et al., 2010; Burlakoti et al., 
2018) และออส เ ต ร เ ล ี ย  ( Roach et al., 2017) 
นอกจากนี้ ยังไม่พบเชื้อในกลุ่ม X. campestris pv. 
raphani และ  X. arboricola ซ ึ ่ งม ี ร ายงานใน
ต่างประเทศว่าสามารถก่อให้เกิดโรคในพริกและ
มะเขือเทศได้ (Punina et al., 2009; Myung et al., 
2010; Roach et al., 2017) 

ผลการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ 
amylolytic และ pectolytic ไม่สามารถใช้แยกชนิด
ของเชื้อได้อย่างชัดเจนตามรายงานของ Jones et al. 
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(2004) อย่างไรก็ตาม การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR 
พบความสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ MLSA โดย 
ไอโซเลตจากมะเข ือเทศส่วนใหญ่ตรวจพบแถบ 
ดีเอ็นเอจำเพาะของ Xep เมื่อใช้วิธีตามรายงานของ 
Ning (2012) ขณะท ี ่ ไอ โซ เลตจากพร ิก  รวมทั้ ง 
ไอโซเลต DOAC - B2179 จากมะเขือเทศ ตรวจพบ
แถบดีเอ ็นเอจำเพาะของ  Xee ตามว ิธ ีการของ 
Koenraadt et al. (2009) ซ ึ ่ งท ั ้ งสองว ิธ ี ให ้ ผลที่
สอดคล้องกับการจำแนกชนิดด้วย MLSA แสดงให้
เห ็นว ่า การตรวจสอบด้วย PCR ตามว ิธ ีท ี ่ม ีการ
รายงานดังกล่าวสามารถประยุกต์ใช้เป็นเครื่องมือที่มี
ประสิทธิภาพและรวดเร็วในการจำแนกชนิดเชื้อ
สาเหตุโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศ 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

จากการรวบรวมเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas 
สาเหตุโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศ โดยการสำรวจ
พื้นที่ปลูกทั่วประเทศไทยและจากศูนย์เก็บรักษาเชื้อ
พันธุ์จุลินทรีย์ ระหว่างปี พ.ศ. 2544 - 2568 พบเชื้อ
จำนวนท ั ้ งส ิ ้ น  96 ไอโซ เลต แยกได ้ จากพริ ก  
77 ไอโซเลต และจากมะเข ือเทศ 19 ไอโซเลต  
เชื้อทั้งหมดสามารถก่อโรคในพืชได้ โดยไอโซเลตจาก
พริกสามารถก่อโรคได้ทั ้งในพริกและมะเขือเทศ 
ขณะที่ไอโซเลตจากมะเขือเทศก่อโรคได้เฉพาะใน
มะเขือเทศ 

การตรวจสอบคุณสมบัติด้านเอนไซม์พบว่า 
ไอโซเลตจากมะเข ือเทศส่วนใหญ่สามารถสร ้าง
เอนไซม ์  amylolytic และ pectolytic ได ้  ส ่ วน 
ไอโซเลตจากพริกส่วนใหญ่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ทั้ง
สองชนิดนี้ ผลการตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR พบว่า 
ไอโซเลตจากมะเขือเทศให้แถบดีเอ็นเอขนาด 300 bp 
ซึ ่งจำเพาะต่อ Xanthomonas euvesicatoria pv. 
perforans ขณะที ่ไอโซเลตจากพริกและ DOAC-
B2179 จากมะเข ือ เทศ ให ้แถบขนาด 173 bp  
ซึ่งจำเพาะต่อ X. euvesicatoria pv. euvesicatoria 

ผลการจำแนกชนิดเชื ้อด้วยการวิเคราะห์
ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) พบว่าเชื้อ
จำแนกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ X. euvesicatoria pv. 

euvesicatoria จำนวน 78 ไอโซเลต พบในไอโซเลต
จากพริกทั้งหมด และ 1 ไอโซเลตจากมะเขือเทศ และ 
X. euvesicatoria pv. perforans จำนวน 18 ไอโซเลต 
พบ เฉพาะ ในมะ เข ื อ เทศ  ไม ่ พบ เช ื ้ อ ในกลุ่ ม 
X. vesicatoria, X. hortorum pv. gardneri,  
X. campestris pv. raphani และ  X. arboricola 
ในประเทศไทย ดังนั้น เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
ในพร ิกและมะเข ือเทศท ี ่พบในประเทศไทยใน 
ปัจจุบ ันสามารถจัดจำแนกได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria 
และ X. euvesicatoria pv. Perforans  

ข้อมูลจากการวิจัยครั้งนี้จะเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์ที่สำคัญในการสนับสนุนการปฏิบัติงาน
ขององค์การอารักขาพืชแห่งชาติ (National Plant 
Protection Organization; NPPO) ที ่เก ี ่ยวข้องกับ
การติดตามและเฝ้าระวังศัตรูพืช การวิเคราะห์ความ
เสี่ยงของศัตรูพืช การจัดทำบัญชีรายชื่อศัตรูพืช และ
การปรับปรุงบัญชีศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย
ต่อไป 

 
เอกสารอ้างอิง 

 

สันติพงศ์ ส ิทธ ิธนส ิน จ ุฑาเทพ ว ัชระไชยคุปต์   
ชัญญานุช กอรักงาม ทิพวรรณ กันหาญาติ 
ณัฎฐิมา โฆษิตเจริญกุล วิชัย โฆสิตรัตน และ
สุจินต์ ภัทรภูวดล. 2563. การจัดจำแนกเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของมะเขือเทศใน
ประเทศไทย. วารสารวิชาการเกษตร. 36: 
80-88. 

Araújo, E.R., J.R. Costa, M.A.S.V. Ferreira and 
A.M. Quezado-Duval. 2017. Widespread 
distribution of Xanthomonas perforans 
and limited presence of X. gardneri in 
Brazil. Plant Pathology. 66: 159-168. 
doi: 10.1111/ppa.12543. 

Araújo, E.R., R.C. Pereira, M.A.S.V. Ferreira, A.C. 
Café-Filho, A.W. Moita and A.M. Quezado-
Duval. 2011.  Effect of temperature on 
pathogenicity components of tomato 



 
 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 69 69 
 

bacterial spot and competition between 
Xanthomonas perforans and X. gardneri. 
Acta Horticulturae. 914: 39-42. 

Bouzar, H., J.B. Jones, G.V. Minsavage, R.E. Stall 
and J.W. Scott. 1994. Proteins unique 
to phenotypically distinct groups of 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
revealed by silver staining. Phytopathology. 
84(1): 39-43. 

Burlakoti, R.R., C.F. Hsu, J.R. Chen and J.F. 
Wang. 2018. Population dynamics of 
Xanthomonads associated with bacterial 
spot of tomato and pepper during 27 
years across Taiwan. Plant Disease. 
102: 1348-1356. doi: 10.1094/PDIS-04-
17-0465-RE. 

Constantin, E.C., I. Cleenwerck, M. Maes, S. 
Baeyen, C. Van Malderghem and P. De 
Vos. 2016. Genetic characterization of 
strains named as Xanthomonas axonopodis 
pv. dieffenbachiae leads to a taxonomic 
revision of the X. axonopodis species 
complex. Plant Pathology. 65: 792-
806. doi: 10.1111/ppa. 12461.  

Doidge, E.M. 1921. A tomato canker. Ann. 
Appl. Biol. 7: 407-430. 

Hall, T.A. 1999. BioEdit: A user-friendly biological 
sequence alignment editor and analysis 
program for Windows 95/98/NT. Nucleic 
Acids Symposium Series. 41: 95-98. 

Hamza, A.A., I. Robene-Soustrade, E. Jouen, L. 
Gagnevin, P. Lefeuvre, F. Chiroleu and 
O. Pruvost. 2010. Genetic and pathological 
diversity among Xanthomonas strains 
responsible for bacterial spot on tomato 
and pepper in the southwest Indian 
Ocean region.  Plant Disease. 94:  993-

999. http://dx.doi.org/10.1094/PDIS-94 
-8-0993. 

Hamza, A.A., I. Robene-Soustrade, E. Jouen, P. 
Lefeuvre, F.  Chiroleu, M. Fisher- Le 
Saux, L. Gagnevin and O. Pruvost. 2012. 
Multilocus sequence analysis-and amplified 
fragment length polymorphism-based 
characterization of xanthomonads 
associated with bacterial spot of tomato 
and pepper and their relatedness to 
Xanthomonas species.  Systematic and 
Applied Microbiology. 35: 183-190. 

Hert, A. P. , P. D.  Roberts, M. T.  Momol, G. V. 
Minsavage, S.M. Tudor-Nelson, and J.B. 
Jones. 2005.  Relative importance of 
bacteriocin- like genes in antagonism 
of Xanthomonas perforans tomato 
race 3 to Xanthomonas euvesicatoria 
Tomato race 1 strains.Applied and 
Environmental Microbiology Journal. 
71: 3581-3588. 

Jibrin, M.O., S. Timilsina, G.V. Minsavage, G.E. 
Vallad, P.D. Roberts, E.M. Goss and J.B. 
Jones. 2022. Bacterial spot of tomato and 
pepper in Africa: diversity, emergence of 
T5 race, and management. Frontiers 
in Microbiology. 13: 835647. doi: 
10.3389/ fmicb. 2022.835647. 

Jones, J.B., H. Bouzar, G.C. Somodi, R.E. Stall, 
K. Pernezny, G. El-Morsy and J.W. Scott. 
1998. Evidence for the preemptive nature 
of tomato race 3 of Xanthomonas 
campestris pv.  vesicatoria in Florida. 
Phytopathology. 88: 33-38. 

Jones, J.B., G.H. Lacy, H. Bouzar, R.E. Stall and 
N.W. Schaad. 2004. Reclassification of 
the xanthomonads associated with 
bacterial spot disease of tomato and 



 

70 วารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช ปีที่ 1 ฉบับท่ี 1  กรกฎาคม - กันยายน 2568 
 

pepper Systematic and Applied 
Microbiology. 27: 755-762. 

Jones, J.B., H. Bouzar, R.E. Stall, E.C. Almira, 
P.D. Roberts, B.W. Bowen, J. Sudberry, 
P.M. Strickler and J. Chun. 2000. 
Systematic analysis of xanthomonads 
(Xanthomonas spp.) associated with 
pepper and tomato lesions. International 
Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology. 50: 1211-1219. doi: 
10.1099/ 00207713-50-3-1211. 

Jones, J.B., R.E. Stall, J.W. Scott, G.C. Somodi, 
H. Bouzar and N.C. Hodge. 1995. A 
third tomato race of Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria. Plant Disease. 
79: 395-398.  

Koenraadt, H., B. Van Betteray, R. Germain, G. 
Hiddink, J. B.  Jones, J.  Oosterhof, A. 
Rijlaarsdam, P.  Roorda and B.  Woudt. 
2009. Development of specific primers 
for the molecular detection of bacterial 
spot of pepper and tomato, pp.  99-
102. In: II International Symposium on 
Tomato Diseases 808. International Society 
for Horticultural Science. Belgium. 

Kumar, S., G. Stecher, M. Suleski, M. Sanderford, S. 
Sharma and K. Tamura. 2024. Molecular 
evolutionary genetics analysis version 
12 for adaptive and green computing. 
Molecular Biology and Evolution. 41: 
1-9. 

Lue, Y.S., W.L. Deng, Y.F. Wu, A.S. Cheng, S.T. Hsu 
and K.C. Tzeng. 2010. Characterization 
of Xanthomonas associated with 
bacterial spot of tomato and pepper 
in Taiwan.  Plant Pathology Bulletin. 
19: 181-190.  

Morinière, L., A. Burlet, E.R. Rosenthal, X. 
Nesme, P. Portier and C.T. Bull. 2020. 
Clarifying the taxonomy of the causal 
agent of bacterial leaf spot of lettuce 
through a polyphasic approach reveals 
that Xanthomonas cynarae Trébaol 
et al. 2000 emend. Timilsina et al. 
2019 is a later heterotypic synonym of 
Xanthomonas hortorum Vauterin et al. 
1995. Systematic and Applied Microbiology. 
43: 126087. 

Myung, I. -S. , I.H.  Jeong, S.Y.  Moon, S.W.  Lee 
and H. S.  Shim. 2010.  A new disease, 
Arboricola leaf spot of bell pepper, 
caused by Xanthomonas arboricola. 
Plant Disease. 94(2): 271. 

Ning, F.Y. 2012. Identification and detection of 
Xanthomonas perforans by the 
polymerase chain reaction technique 
and characterization of X.  perforans 
strains in Taiwan by DNA polymorphism. 
Master’s thesis, Department of Plant 
Pathology, National Chung Hsing 
University, Taiwan. 

Pohronezny, K., and R.B. Volin. 1 9 8 3 .  The 
effect of bacterial spot on yield and 
quality of fresh market tomatoes. Hort 
Science. 18: 69-70. 

Preangtong, Y., S. Patarapuwadol, P. Phiriyangkul, 
T. Kanhayart, N. Kositcharoenkul, W. 
Kositratana and J. Watcharachaiyakup. 
2025. Characterisation and genomic 
diversity of Xanthomonas species 
causing bacterial spot disease of 
tomato and pepper in Thailand. Plant 
Pathology. 74: 1315-1334. https://doi.org/ 
10.1111/ ppa.14094. 



 
 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 71 71 
 

Punina, N.V., A.N. Ignatov, E.S. Pekhtereva, K.P. 
Kornev, E.V. Matveeva, V.A. Polityko, 
N.I. Budenkov and N.W. Schaad. 2009. 
Occurrence of Xanthomonas campestris 
pv. raphani on tomato plants in the 
Russian federation. Acta Horticulturae. 
808: 287-290.doi:10.17660/actahortic. 
2009.808.44. 

Rashid, T.S., S. Kamaruzaman, E. Golkhandan, 
A. Nasehi and H.K. Awla. 2016. First 
report of Xanthomonas gardneri 
causing bacterial spot of tomato in 
Malaysia. Plant Disease. 100: 854. 

Roach, R., R. Mann, C.G. Gambley, R.G. Shivas 
and B.  Rodoni.  2017.  Identification of 
Xanthomonas species associated with 
bacterial leaf spot of tomato, capsicum 
 and chilli crops in eastern Australia. 
European Journal of Plant Pathology. 
150: 595-608. 

Schaad, N.W., J.B. Jones and G.H. Lacy. 2001. 
Laboratory Guide for the Identification 
of Plant Pathogenic Bacteria. American 
Phytopathological Society. Minnesota 
 373 p. 

Stall, R.E., C. Beaulieu, D. Egel, N.C. Hodge, R.P. 
Leite, G.V. Minsavage, H. Bouzar, J.B. 
Jones, A.M. Alvarez and A.A. Benedict. 
1994. Two genetically diverse groups of 
strains are included in Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria. International 
journal of systematic bacteriology. 44: 
47-53. 

Stamatakis, A. 2014. RAxML Version 8: A tool for 
phylogenetic analysis and post-analysis 
of large phylogenies". Bioinformatics. 30: 
1312-1313. 

Sutic, D. 1957. Bakterioze crvenog patlidzana 
(tomato bacteriosis). Posebna Izd. Inst. 
Zasht. Bilja Beograd (Spec. Edit. Inst. 
Plant Prot. Beograd) 6, 1-65. English 
 summary. Review of Applied Mycology. 
36: 734-735. 

Timilsina, S., F. Iruegas - Bocardo, M.O. Jibrin, A. 
Sharma, A. Subedi, A. Kaur, G.V. 
Minsavage, J.C. Huguet-Tapia, J. Klein-
Gordon, P. Adhikari, T.B. Adhikari, G. 
Cirvilleri, L.B.T. de la Barrera, E. Bernal, 
T.C. Creswell, T.T.K. Doan, T.A. Coutinho, 
D.S. Egel, R. Félix-Gastélum, D.M. Francis, 
M. Kebede, M.L. Ivey, F.J. Louws, L. Luo, 
E.T. Maynard, S.A. Miller, N.T.T. Nguyen, 
E. Osdaghi, A.M. Quezado-Duval, R. 
Roach, F. Rotondo, G.E. Ruhl, V.M. Shutt, 
P. Thummabenjapone, C. Trueman, P.D. 
Roberts, J.B. Jones, G.E. Vallad and E.M. 
Goss.  2025. Diversification of an 
emerging bacterial plant pathogen; 
insights into the global spread of 
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans. 
PLoS Pathogens. 21( 4) :  e1013036. 
https://doi.org/10.1371/ 
journal.ppat.1013036. 

Timilsina, S., M.O. Jibrin, N. Potnis, G.V. Minsavage, 
M. Kebede, A. Schwartz, R. Bart, B. 
 Staskawicz, C. Boyer, G.E. Vallad, O. 
Pruvost, J.B. Jones and E.M. Goss. 2015. 
 Multilocus sequence analysis of 
xanthomonads causing bacterial spot of 
 tomato and pepper plants reveals strains 
generated by recombination among 
 species and recent global spread of 
Xanthomonas gardneri. Applied and 
Environmental Microbiology Journal. 81: 
1520-1529. 



 

72 วารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช ปีที่ 1 ฉบับท่ี 1  กรกฎาคม - กันยายน 2568 
 

Uematsu, T., S. Chuenchitt, S. Kanjanarat, S. 
Vitithajinda, N. Napheerong, S. Benjathikul, 
S. Nilmanee, W. Dhirabhava and D. 
Buangsuwon. 1983. Bacterial diseases 
on economic crops in Thailand. 
Tropical Agriculture Research Center, 
Ministry of Agriculture, Forestry and 
Fisheries, Japan and Department of 
Agriculture, Ministry of Agriculture and 
Cooperatives. Thailand. 266 p. 

Vauterin, L. , J. Swings, L. Vauterin, J. Swings, K. 
Kersters, M.  Gillis, T.W. Mew, M. N. 
Schroth, N.J. Palleroni, D.C. Hildebrand, 
D.E. Stead, E.L. Civerolo, A.C. Hayward, 
H. Maraite, R.E.  Stall and J.F. Bradbury. 
1990. Towards an improved taxonomy 
of Xanthomonas.  International journal 
of systematic bacteriology. 40: 312-316. 

Vauterin, L., B. Hoste, K. Kersters and J. Swings. 
1995. Reclassification of Xanthomonas. 
International journal of systematic 
bacteriology. 45(3): 472-489. 

Young, J.M., D.W. Dye, J.F. Bradbury, C.G. 
Panagopoulos and C.F. Robbs. 1978. A 
proposed nomenclature and classification 
for plant pathogenic bacteria. New 
Zealand Journal of Agricultural 
Research. 21: 153-177. 



 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 73 73 
 

ความสามารถสร้างและการทำลายด้วยความร้อนในหัวของผักแว่นดอกชมพู (Oxalis latifolia Kunth)  
Production and Thermal Death of Bulbils of Fishtail Oxalis (Oxalis latifolia Kunth) 

 

อัณศยา พรมมา1/ วัชระ  สังข์ทอง2/ ธัญชนก ศรีเมือง2/ นิชากรณ์ ใจดี2/ 
Ansaya Promma1/ Watchara Sangthong2/ Tanchanok Sreemuang2/ Nichakon Jaidee2/ 

 
ABSTRACT 

 

Fishtail Oxalis (Oxalis latifolia Kunth) is a monocotyledon perennial herb which 
propagate by bulb and bulbils. The study on propagule production was conducted in 
nethouse, growing the plant in pots. One plant of fishtail oxalis can produce 15 bulbils from 
the mother bulb in 20 weeks duration. Base on the previous study, the vigor bulbils can 
germinate up to 91.5% and 20 weeks for a cycle, so the plant can produce 2.5 cycle a year or 
5 cycle in 2 years. The plant can produce about 2,000 bulbils in first year, and the number of 
bulbil will be huge as 7,000,000 in the second year. A method of destroy the bulbils was 
consider as thermal death.  An experiment of heat treatment at 40 °C -  60 °C, 5°C interval, 24 
hours duration were treated to the bulbils and growing material (soil), then let the bulbils 
germination in net house for 35 days, comparing with the bulbil with no heat treatment 
(control).  The result showed that the heat at 40°C, 45°C and 50°C effected by decreasing the 
germination to 75.0, 47.5 and 15.8% respectively, comparing to control 9.17%. The heat at 
55°C - 60°C can completely kill the bulbils, no plant geminate from the treated bulbils.  
 
Keywords:  Oxalis latifolia Kunth, invasive alien plant, Garden Pink - sorrel, ornamental plant, 
weed 
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บทคัดย่อ 
 

ผักแว่นดอกชมพู หรือผักแว่นดอย (Oxalis 
latifolia Kunth) เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว อายุหลายปี 
ขยายพันธุ ์โดยหัวใต้ดิน พืชชนิดนี ้ 1 ต้น ในเวลา  
20 สัปดาห์ ในสภาพเรือนทดลองสามารถผลิตหัวได้ 
15 หัว หัวใต้ดินเหล่านี้หากมีความสมบูรณ์สามารถ
งอกได้ 91.5% หากคำนวณโดยวงรอบ 1 วง ใน 1 ปี  
จะได้ประมาณ 2.5 รอบ หรือ 5 รอบในสองปี จำนวน
หัวที่ผลิตได้ในปีแรกจะได้ประมาณ 2,000 หัว และ
เพิ่มขึ้นเป็น 7,000,000 หัว ในปีที่ 2 การศึกษาการ
ทำลายการมีชีวิตของหัวผักแว่นดอกชมพูด้วยความ
ร้อน โดยการอบหัวพร้อมวัสดุปลูก ที่อุณหภูมิ 40°ซ. 
- 60°ซ. เป็นระยะเวลานาน 24 ชม. และปล่อยให้งอก
ในสภาพเร ือนทดลองนาน 35 ว ัน ความร ้อนที่
อุณหภูมิ 40, 45 และ 50°ซ. สามารถทำให้หัวงอกได้
ลดลง คืองอกได้ 75.0, 47.5 และ 15.8% ตามลำดับ 
เปรียบเทียบกับหัวที่ไม่ได้รับความร้อนเลยสามารถ
งอกได้ 91.7% และความร้อนที่ 55 - 60°ซ. สามารถ
ทำลายการมีชีวิตของหัวใต้ดินได้สมบูรณ์ คือพืชไม่
สามารถงอกได้เลย 
 

คำสำค ัญ:  Oxalis latifolia Kunth พืชต ่างถ ิ ่นที่
รุกราน ผักแว่นดอย ไม้ประดับ วัชพืช  

 

บทนำ 
 

ผักแว่นดอกชมพู หรือ ผักแว่นดอย หรือ
ผีเสื้อราตรี หรือปุ้มฟ้า มีชื่อสามัญภาษาอังกฤษหลาย
ชื่อ เช่น Garden Pink - sorrel, Broadleaf Woodsorrel, 
broadleaf wood - sorrel, fishtail oxalis, large - leaf 
wood - sorrel, pink shamrock, purple - flowered 
oxalis, shamrock จัดอยู่ในวงศ์ Oxalidaceae มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ที่เป็นที่ยอมรับในปัจจุบัน คือ Oxalis 
latifolia Kunth มีชื่อพ้องหลายชื่อ เช่น Acetosella 
violacea subsp. latifolia (Kunth) Kuntze, 
Ionoxalis latifolia (Kunth), และ Oxalis violacea 
subsp. latifolia (Kunth) Kuntze มีถิ่นกำเนิดในเขต
ร้อนของอเมริกาเหนือ ถึงส่วนบนอเมริกาใต้ เช่น 
เอกวาดอร ์ โคล ัมเบ ีย เปรู  ปัจจ ุบ ันพบในหลาย
ประเทศ ทั้งเขตร้อนและเขตอบอุ่น ทุกทวีปทั่วโลก 
ยกเว้นแอนตาร์กติกา (GBIF, 2023; POWO, 2025; 
PIER, 2006) ผักแว่นดอกชมพูเป็นไม้เนื้ออ่อน อายุ
ยาวหลายฤดู มีรากแก้วรูปร่างคล้ายแครอท มีหัวใต้
ดิน (bulb) ที่ด้านบนของรากแก้ว หัวใต้ดินสร้างไหล
ยาวได้ถึง 10 ซม. ที่ปลายไหลมีหัวย่อย (bulbil) ใบ
เป็นใบประกอบ 3 ใบย่อย ใบย่อยรูปสามเหลี่ยม ไม่มี
ก้านใบย่อย ขอบใบเรียบ ปลายใบกว้าง (ประมาณ  
2 เท่าของความยาว) เว้าเป็นหยักตื้นที่กึ่งกลางของ
ความกว้าง โคนใบสอบ ทำให้เห็นใบย่อยแต่ละใบมี
รูปร่างคล้ายหางปลา ก้านใบเรียวยาว 10 - 25 ซม. 
ดอกออกเป็นช่อกระจุก 5 - 12 ดอก บนก้านช่อดอก
ที่มักยาวกว่าก้านใบ ทำให้เห็นช่อดอกเด่น ดอกมีก้าน
ดอกยาวไม่เท่ากัน กลีบเลี้ยงสีเขียว จำนวน 5 กลีบ 
กลีบดอก 5 กลีบ สีชมพู - ม่วง โคนกลีบดอกสีเขียว 
เกสรเพศผู้ 10 แบ่งเป็น 2 ชุด พบอยู่ต่ำกว่า เสมอกัน 
หรือสูงกว่าเกสรเพศเมีย เกสรเพศเมีย 5 ผลพบได้
น้อย เป็นแคปซูลสีเขียว แตกเมื่อแก่ สามารถดีดเมล็ด
ออกไปได้ไกลถึง 40 ซม. เมล็ดรูปไข่ สีส้ม - เหลือง
เข้ม มีสันตามยาว 2 เส้นและตามขวางจำนวนมาก 
(PIER, 2006) (Figure 1)
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Figure 1 Habit of Fishtail oxalis: (A) above ground part, leaf shape and inflorescence: B) flower 

and (C) underground part (young plant), bulb, runner with bulbils 
 
 การขยายพันธุ ์ของผักแว่นดอกชมพูส่วน
ใหญ่เป็นการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ทั้งท่ีพืชชนิด
อ ื ่นในสก ุลเด ียวก ัน เช ่น Oxalis corniculata L.  
ชื่อสามัญภาษาไทยคือ ส้มกบ ส้มสัง ผักแว่น หรือส้ม
สามตาชื ่อสามัญอังกฤษมีหลายชื่อ เช่น creeping 
woodsorrel, procumbent yellow sorrel ห รื อ 
sleeping beauty สามารถสร้างเมล็ดจำนวนมากใน
ผลแบบแก่แล้วแตก หรือแตกเมื่อสัมผัส เมล็ดจึงถูก
ดีดออกมา ทำให้เมล็ดติดไปกับเสื้อผ้า ขนสัตว์ หรือ
สัมภาระต่าง ๆ ได้ พบพืชชนิดนี้ขึ้นทั่วไป โดยเฉพาะ
ดินที่มีความชื้น ในขณะที่ผักแว่นดอกชมพูที่พบใน
ประเทศไทยไม่พบการสร้างผล ขยายพันธุ์ด้วยหัวใต้
ดินและหัวย่อย โดยผักแว่นดอกชมพูถูกรายงาน 
ว่าเป็นพืชที ่ร ุกรานในหลายประเทศ อย่างน ้อย  
37 ประเทศ เช่น ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ อินโดนีเซีย 
มาเลเซีย สิงคโปร์ สหรัฐอเมริกา (GBIF, 2003) Holm 
et al. (1997) รายงานว่าพืชชนิดนี ้เป็นวัชพืชที ่พบ
ทั่วไปพื้นที่เพาะปลูก แหล่งปลูกไม้ผล และแปลงต้น
อ่อน เป็นปัญหาหลักในมันสำปะหลัง ข้าวโพด ข้าวไร่ 
มันฝรั่ง กาแฟ ธัญพืช อ้อย และพืชผักในยูแกนดา 
(Plantwise, 2016) สามารถเจริญเติบโตภายใต้ร่มเงา 
และในสภาพดินต่าง ๆ กัน แม้แต่ในดินที ่มีความ
สมบูรณ์ต่ำ ถึงแม้ผ ักแว่นดอกชมพูเป็นวัชพืชใน
นิเวศน์เกษตร หากมีการระบาดเข้าในแหล่งพืช
ท้องถิ่นพืชชนิดนี้สามารถปกคลุมพืชท้องถิ่นนั ้นได้

ด้วยกอที่แน่นหนาของมัน (Weber, 2003) ไม่พบ
ประวัติและสาเหตุการนำผักแว่นดอกชมพูเข้ามาใน
ประเทศไทย จากการสำรวจของศิร ิพร และคณะ 
(2559) พบส้มกบสองชนิดในพื ้นที ่เกษตรที ่สูงใน
ภาคเหนือ ได้แก่ Oxalis corymbosa DC. (ปัจจุบัน
เป็นชื่อพ้องของ Oxalis debilis Kunth) และ Oxalis 
latifolia  Kunth อัณศยา และคณะ (2562) รายงาน
พบผักแว่นดอกชมพูในแปลงปลูกมันฝรั่ง สตรอเบอรี่ 
พืชผัก และไม้ดอกในพื้นที่เกษตรที่สูงจังหวัดเชียงใหม่ 
และเชียงราย และพบจำหน่ายเป็นไม้ดอก - ไม้ประดับ 
ในแหล่งจำหน่ายพรรณไม้ในเขตกรุงเทพมหานคร 
และยังมีรายงานการแพร่กระจายเข้าไปยังพื้นที่ป่า
อนุรักษ์ของไทยด้วย (สำนักวิจัยการอนุรักษ์ป่าไม้และ
พันธุ์พืช, 2562) และไม่พบรายงานศัตรูธรรมชาติของ
พืชชนิดนี้ในประเทศไทย ซึ่งยืนยันได้จากการสำรวจที่
ไม ่พบร ่องรอยการทำลายจากแมลงเลย แต่พบ 
เชื ้อราสีส้ม Puccinia sp. อยู ่ด้านล่างใบ ทำให้ใบ
เหี่ยวเฉาได้ ในธรรมชาติพบหัวผักแว่นดอกชมพูซึ่ง
เป็นส่วนขยายพันธุ์ที่สำคัญหลายขนาด โดยอัณศยา
และธัญชนก (2562) สำรวจและรวบรวมหัวของ
ผักแว่นดอกชมพูจากจังหวัดเชียงรายและเชียงใหม่ 
แยกหัวออกเป็น 4 กลุ่ม ตามขนาดความกว้างของหัว 
ได้แก่ A กว้างมากกว่า 9.0 มล. B กว้าง 6.1 - 9.0 มล. 
C กว้าง 5.0 - 6.0 มล. และ D กว้างน้อยกว่า 5.0 มล. 
ทดสอบความงอกในสภาพเรือนทดลอง โดยนำ 20 
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หัว ใส่ในกระถางพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
12 นิ ้ว ที ่ระดับผิวดิน ขนาดละ 10 กระถาง นับ
จำนวนต้นงอกทุกวัน ปรากฏว่า หัวขนาดใหญ่ (A, B 
และ C) เริ ่มงอกเร็วกว่าขนาดเล็ก (D) โดยทั้งสาม
ขนาดเริ่มงอกในวันที่ 4 หลังเริ่มทดลอง ขนาด A และ 
B ส่วนใหญ่งอกในช่วง 7 วันแรกหลังปลูก ส่วนขนาด 
C มีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงในช่วง 14 และ 34 วันหลัง
ปลูก ส่วนขนาดเล็กสุด (D) เริ ่มงอกเมื ่อ 7 วันหลัง
ปลูก และมีการงอกสูงที่ 34 วันหลังปลูก เมื่อสิ้นสุด
การทดลอง (45 วันหลังปลูก) (Figure 2) วัชระและ
คณะ (2567) ทำการศึกษาการเจริญเติบโตและ
ความสามารถในการสร้างหน่วยขยายพันธุ์ ในสภาพ
เรือนทดลอง โดยเลือกหัวที่มีขนาดเท่า ๆ กัน จำนวน 
1, 3 และ 5 หัว ปลูกในกระบะขนาด 15 x 20 นิ้ว 
เมื่องอกแล้วสังเกตุการเจริญเติบโต นับจำนวนใบและ
จำนวนหน่อทุก 7 วัน ปรากฏว่า ผักแว่นดอกชมพูมี
จำนวนใบต่อต้นสูงสุดในช่วงระยะ สัปดาห์ที่ 11 - 13 
หลังปลูก โดยมีจำนวนใบต่อต้นสูงส ุดคือ 33 ใบ 
หลังจากนั ้นใบบางส่วนจะเริ ่มเหลือและแห้งตาย  
ทำให้จำนวนใบลดลงจนเหลือเพียง 4, 1 และ 2 ใบ
ต่อต้นในสัปดาห์ที่ 20 หลังเริ่มปลูก สำหรับพืชที่ปลูก  
1, 3 และ 5 หัวต่อกระบะ ตามลำดับ สำหรับจำนวน
หัวต่อต้น มีจำนวนต่อต้นเมื่อสิ้นสุดการทดลองเท่ากับ 
5, 2 และ 2 หัว ตามลำดับ นอกจากนี้ยังได้ทดสอบ
ฤทธิ์ทางอัลลิโลพาธิของใบและก้านผักแว่นดอกชมพู 
โดยนำใบหรือก้านใบแห้ง หนัก 0.01, 0.05, 0.1 และ 
0.5 ก. ระหว่างชั้นของสารละลายวุ้น (0.3%) 10 มล. 
และใช ้ ไมยราบย ักษ ์ เ ร ิ ่ ม งอกเป ็นพ ืชทดสอบ 
เปรียบเทียบกับการเจริญของรากและต้นของไมยราบ

ยักษ์ที่ปลูกในสารละลายวุ้นอย่างเดียว (ชุดควบคุม) 
ปรากฏว่า การเจริญของรากและต้นไมยราบยักษ์ถูก
ยับยั้งมากข้ึนตามอัตราน้ำหนักของผักแว่นดอกชมพูที่
เพ่ิมข้ึน โดยใบแห้งสามารถยับยั้งการเจริญของรากได้
มากกว่าก้านใบที่น้ำหนักเท่ากัน และใบแห้ง 0.5 ก. 
สามารถยับยั้งการเจริญของรากและต้นไมยราบยักษ์
ได้อย่างสมบูรณ์ และวัชระและคณะ (2568) ศึกษา
การงอกของหัวผักแว่นดอกชมพูที่ระดับลึก 0, 5, 10, 
15, 20 และ 25 ซม. จากผิวดิน ในสภาพเรือนทดลอง 
นาน 42 สัปดาห์ พบว่า ที่ระดับผิวดินพืชสามารถงอก
ได้มากที่สุด และการงอกลดลงเมื ่อระดับความลึก
เพิ่มขึ้น แต่ระยะเวลาที่ใบแรกโผล่พ้นดินใช้เวลานาน
ขึ้นเมื่อระดับความลึกจากผิวดินเพิ่มขึ้น โดยหัวที่อยู่
ระดับลึก 0 - 5 ซม. จากผิวดิน งอกพ้นดินในสัปดาห์
แรก ส่วนที่อยู่ลึก 10, 15, 20 และ 25 ซม. งอกพ้น
ดินในสัปดาห์ที่ 2, 2, 3 และ 4 ตามลำดับ โดยหัวที่
อยู ่ล ึกจากผิวดิน 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 ซม.  
มีการงอกในสัปดาห์ที่ 6 เท่ากับ 100, 99, 94, 85, 
70 และ 14% ตามลำดับ นอกจากนี้ยังได้ทดสอบการ
งอกของหัวผักแว่นดอกชมพูในสภาพเรือนทดลอง 
ภายใต้วัสดุคลุม 5 ชนิด ได้แก่ พลาสติกดำ ฟางข้าว 
แกลบดิบ แกลบเผา และใบธูปฤๅษีสับ เปรียบเทียบ
กับการงอกของหัวที ่ไม ่ม ีอะไรปกคลุม พบว่าหัว
ผักแว่นดอกชมพูที่ปิดด้วยพลาสติกดำไม่สามารถงอก
ขึ้นมาได้เลยจนสิ้นสุดการทดลอง แต่หัวที่อยู่ภายใต้
วัสดุคลุมอื่นได้แก่ ฟางข้าว แกลบดิบ แกลบเผา ใบธูป
ฤๅษี และไม่ปกคลุม สามารถงอกได้ 63, 69, 64, 68, 
64 และ 82% ตามลำดับ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Germination of Fishtail oxalis in pots (%). 

A > 9.0 mm.      
B = 6.1-9.0 mm. 
C = 5.0-6.0 mm. 
D < 5.0 mm.  

Total gemination (%) 
A 91.5      
B 91.0. 
C = 82.0. 
D 68.5  
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ดังนั ้น งานวิจ ัยนี ้จ ึงม ุ ่งเน้นศึกษาความ 
สามารถในการผลิตหัวของผักแว่นดอกชมพูเพื ่อให้
ได้มาซึ่งข้อมูลพื้นฐานสำหรับการประเมินการระบาด 
และแนวทางการควบคุม เพื่อเป็นคำแนะนำสำหรับ
การวางแผนป้องกัน ควบคุม และกำจัดที่เหมาะสม
และปลอดภัยต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1 . ความสามารถในการผล ิตห ัวของผ ักแว่น 
ดอกชมพูในสภาพเรือนทดลอง 
 เก็บรวบรวมหัวผักแว่นดอกชมพูจาก
แปลงมันฝรั ่ง ของศูนย์วิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม่  
(ขุนวาง) แยกขนาดหัวออกตามความกว้างของหัวด้วย
เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ เป็น 4 ขนาด ได้แก่ กว้าง
มากกว่า 9.0 มล. (A) กว้าง 6.1 - 9.0 มล. (B) กว้าง 
5.0 - 6.0 มล. (C) และน้อยกว่า 5.0 มล. (D) นำหัว
ผักแว่นดอกชมพู 1 หัว ปลูกในกระถาง ขนาดละ  
100 กระถาง รดน้ำทุกว ัน บันทึกผลทุกสัปดาห์  
นาน 20 สัปดาห์ โดยนำกระถางออก 5 กระถาง  
ล้างดินออก นับจำนวนหัวใต้ด ินทั ้งหมดที ่พบใน
กระถาง 
2. ผลของความร้อนระดับต่าง ๆ ต่อการงอกของ
หัวผักแว่นดอกชมพู 

นำต ั วอย ่ างห ัวผ ักแว ่นดอกชมพ ูท ี ่ ได้
ตรวจสอบการงอกแล้วไม่น้อยกว่า 90% และขนาด
ใกล ้ เค ี ยงก ัน  ใส ่ ในกระบะขนาด 10 x 20 นิ้ ว  
โดย 1 กระบะ บรรจุดินปลูก 1 กก. หัวผักแว่นดอก
ชมพู จำนวน 20 หัวต่อกระบะ วางให้หัวกระจายทั่ว
กระบะและโรยดินปิดด้านบน จำนวน 72 กระบะ  
นำกระบะที ่ใส่ดินปลูกพร้อมหัวผักแว่นดอกชมพู 
จำนวน 12 กระบะ วางในตู ้อบลมร้อนที ่ควบคุม
อุณหภูมิ เป็นระยะเวลานาน 24 ชม. จากนั้นนำไป
วางในเรือนทดลอง รดน้ำ บันทึกการงอกทุก 7 วัน 
เป็นเวลา 1 เดือน และนำไปคำนวณเปอร์เซ็นต์ความ
งอก วางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ ่มสมบูรณ์ 
( Randomized Complete Block Design; RCB) 
จำนวน 4 ซ้ำ (ซ้ำละ 3 กระบะ) จำนวน 6 กรรมวิธี 
ได้แก่ 

กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ 40°ซ. 
กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ 45°ซ. 
กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ 50°ซ. 
กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ 55°ซ. 

          กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิ 60°ซ. 
          กรรมวิธีที่ 6 ชุดควบคุม - อุณหภูมิเรือน
ทดลอง 

ดำเนินการทดลอง ณ เรือนทดลอง กลุ่มวิจัย
วัชพืช สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร กรุงเทพมหานคร ระหว่าง เดือน สิงหาคม 
2565 - กันยายน 2567 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์  

 

1 . ความสามารถในการผล ิตห ัวของผ ักแว่น 
ดอกชมพูในสภาพเรือนทดลอง 

ผักแว่นดอกชมพูเริ ่มงอกโดยแทงรากออก
จากด้านล่างของหัวแม่ แล้วจึงงอกใบจากด้านบนของ
หัวแม่ ใบออกจากหัวหลักที ่ใช้ปลูก ซึ ่งหัวที ่อุดม
สมบูรณ์ (ขนาดใหญ่: A และ B) จะให้ต้นที่มีการสร้าง
รากและใบมากและเร็วกว่าหัวขนาดกลาง (C) และ
เล ็กส ุด (D) ในช ่วง 1 - 5 ส ัปดาห ์แรกเป ็นการ
เจริญเติบโตโดยการสร้างใบ ยังไม่มีการสร้างหัวย่อย 
เริ ่มพบหัวย่อยของหัวขนาดใหญ่และขนาดกลาง  
(A, B และ C) ในสัปดาห์ที่ 6 หลังปลูก ยกเว้นหัวที่มี
ขนาดเล็กสุด (D) เริ่มพบหัวย่อยในสัปดาห์ที่ 8 หลัง
ปลูก และค่อยเพิ่มจำนวนขึ้นเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น 
(Figure 3)  

การสร้างหัวย่อยของผักแว่นดอกชมพูเพ่ิมขึ้น
ตามระยะเวลาที ่เพิ ่มขึ ้นในทุกขนาดของหัวแม่ที่
เริ่มต้น แต่จำนวนหัวที่สร้างตลอดระยะเวลาทดสอบ 
(20 สัปดาห์) ของหัวแม่ที่มีขนาดใหญ่จะมากกว่าหัว
แม่ที่มีขนาดเล็กกว่า (Figure 4) เนื่องจากการทดลอง
นี้เป็นการนำพืชออกเพื่อตรวจนับจำนวนหัว การนับ
แต่ละครั้งจึงเป็นการนับจากต้นใหม่เสมอ จำนวนหัว
ย่อยที่ปรากฏจึงมีค่าน้อยกว่าสัปดาห์ก่อนได้ จำนวน
หัวย่อยต่อต้นสูงสุดที่พบในการศึกษานี้ แตกต่างกัน
ตามขนาดหัวที่ใช้ปลูกหรือหัวแม่ หัวขนาดใหญ่ทั้งสอง
ขนาด (A และ B) มีจำนวนหัวย่อย 15 และ 17 หัว  
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ห ัวขนาดกลาง (C)  และขนาดเล ็ก (D) เท ่ากับ  
6 และ 5 หัว ตามลำดับ (Figure 4) อนึ่งในการตรวจ
นับจำนวนหัวย่อยนี้พบว่าหัวย่อยที่เกิดขึ้นสามารถที่
จะสร้างใบใหม่ (Figure 5) และหากหลุดหรือแตกหัก

ออกจากต้นแม่ก็สามารถเจริญเป็นต้นใหม่ได้ทันที  
แต่หากไม่ถูกกระทบกระเทือน หรือถูกทำให้หลุดหรือ
แตกจากต้นแม่ ก็จะเจริญเติบโตต่อไป ทำให้เห็นเป็น
กลุ่มขนาดใหญ่ในสภาพธรรมชาติ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Bulbils formation of 4 sizes bulbs (original bulb or mother bulb) of fishtail oxalis at  

3rd and 20th week after planting 
 
การสร้างหัวย่อยของผักแว่นดอกชมพูเพ่ิมขึ้น

ตามระยะเวลาที ่เพิ ่มขึ ้นในทุกขนาดของหัวแม่ที่
เริ่มต้น แต่จำนวนหัวที่สร้างตลอดระยะเวลาทดสอบ 
(20 สัปดาห์) ของหัวแม่ที่มีขนาดใหญ่จะมากกว่าหัว
แม่ที่มีขนาดเล็กกว่า (Figure 4) เนื่องจากการทดลอง
นี้เป็นการนำพืชออกเพื่อตรวจนับจำนวนหัว การนับ
แต่ละครั้งจึงเป็นการนับจากต้นใหม่เสมอ จำนวนหัว
ย่อยที่ปรากฏจึงมีค่าน้อยกว่าสัปดาห์ก่อนได้ จำนวน
หัวย่อยต่อต้นสูงสุดที่พบในการศึกษานี้ แตกต่างกัน
ตามขนาดหัวที่ใช้ปลูกหรือหัวแม่ หัวขนาดใหญ่ทั้ง

สองขนาด (A และ B) มีจำนวนหัวย่อย 15 และ  
17 หัว หัวขนาดกลาง (C) และขนาดเล็ก (D) เท่ากับ 
6 และ 5 หัว ตามลำดับ (Figure 4) อนึ่งในการตรวจ
นับจำนวนหัวย่อยนี้พบว่าหัวย่อยที่เกิดขึ้นสามารถที่
จะสร้างใบใหม่ (Figure 5) และหากหลุดหรือแตกหัก
ออกจากต้นแม่ก็สามารถเจริญเป็นต้นใหม่ได้ทันที  
แต่หากไม่ถูกกระทบกระเทือน หรือถูกทำให้หลุดหรือ
แตกจากต้นแม่ ก็จะเจริญเติบโตต่อไป ทำให้เห็นเป็น
กลุ่มขนาดใหญ่ในสภาพธรรมชาติ 
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Figure 4 Bulbils production from bulb of fishtail oxalis in pots during 20 weeks. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figure 5 New leaf arise from bulbil while it still connected with the mother bulb. 
            (A and B in pot, C in field)

A > 9.0 mm.   B = 6.1-9.0 m.  C = 5.0-6.0 mm. D < 5.0 mm.  
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เนื่องจากธรรมชาติของผักแว่นดอกชมพู เป็น
พืชอายุยาว หลายฤดู ถึงแม้ส่วนเหนือดินคือใบและ
ดอกจะเหี่ยวแห้ง หลุดร่วงไป แต่ส่วนใต้ดินคือหัวและ
หัวย่อยจะสามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ การศึกษาครั้ง
นี้เป็นการศึกษาในสภาพเรือนทดลอง ศึกษาถึงช่วง
ระยะเวลาประมาณ 20 สัปดาห์ ปรากฏว่า พืชหนึ่ง
ต้นสามารถสร้างส่วนขยายพันธุ์ได้มากถึง 4 - 15 หัว 
ขึ้นกับขนาดหัวแม่ หากนำมาประเมินการผลิตหน่วย
ขยายพันธุ ์ตามข้อมูลที ่ได้จากการศึกษาเกี ่ยวกับ
ผักแว่นดอกชมพู จะได้ปริมาณหัวที่ผลิตดังนี้ (Table 1)  

 

จะเห็นได้ว่า หากปล่อยให้ผักแว่นดอกชมพู
เพียง 1 ต้น ขึ้นระบาดในปีแรก โดยไม่มีการรบกวนเลย 
(ประมาณ 2.5 รอบ) และหัวที่สร้างขึ้นเป็นหัวสมบูรณ์ 
(A) อาจมีการเพิ่มหัวพันธุ์ลงในดินได้สูงถึงประมาณ 
13 เท่าของจำนวนเริ่มต้น หรือประมาณ 2,000 หัว 
ซึ่งจะทำให้มีการเพิ่มหัวพันธุ์อย่างรวดเร็วในปีถัดไป 
โดยในรอบที่ 6 หรือ 120 สัปดาห์ หรือ 2 ปี 4 เดือน 
จะมีหัวพันธุ์ลงในดินสูงถึง 7 ล้านหัว หรือ 1.8 ล้าน 
หรือ 5 พัน หรือ 600 หัว หากพืชสร้างหัวที่มีความ
สมบูรณ์ (A) และเปอร์เซ็นต์การลดลงเป็นขนาด B, C 
และ D ตามลำดับ (Table 1) ทั้งนี้ยังมิได้นับรวบต้น
เดิมที่ยังสามารถเพ่ิมได้อีกด้วย 

 
Table 1 Predicted bulbil production of various size bulbs of Fishtail oxalis. 
  

Cycle 
Large bulb (A) 
Sprout 91.5% 

Medium large (B) 
sprout 91% 

medium © 
sprout 82% 

small (D) 
sprout 68.5% 

1 (20 weeks) 15 12 5 4 
2 (40 weeks) 206 131 21 11 
3 (60 weeks) 2,826 1,431 84 30 
4 (80 weeks) 38,782 15,626 345 82 
5 (100 weeks) 532,281 170,636 1,413 225 
6 (120 weeks) 7,305,552 1,863,350 5,793 618 

 
2. ผลของความร้อนระดับต่าง ๆ ต่อการงอกของ
หัวผักแว่นดอกชมพู 

หัวของผักแว่นดอกชมพูที ่ได้ร ับความร้อน
ระดับอุณหภูมิปกติ (ชุดควบคุม), 40, 45, 50, 55 และ 
60°ซ. นาน 24 ชม. มีเปอร์เซ็นต์การงอกแตกต่างกัน 
โดยหัวที่ได้รับความร้อนที่สูงขึ้นมีการงอกน้อยลงและ
น้อยกว่าหัวในชุดควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ พบว่า หัวที่
ได้รับความร้อนอุณหภูมิ 55 และ 60°ซ. ไม่สามารถ
งอกได้ (0%) หรือหัวถูกทำลายด้วยความร้อนสมบูรณ์ 
ส่วนหัวที ่ได้รับความร้อนที ่อุณหภูมิ 40, 45 และ  
50°ซ. ทยอยงอกเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลายาวขึ้น และ
เมื่อสิ้นสุดการทดลอง (35 วัน) มีการงอกรวมเท่ากับ 
75.0, 47.5 และ 15.8% ตามลำดับ (Table 2)
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Table 2 Germination of fishtail oxalis after heat treated at various temperature for 24 hours. 
 

Treated temperature 
Germination (%)1/  

7 DAP2/ 14 DAP 21 DAP 28 DAP 35 DAP 
40 °C 49.2 a 71.2 b 73.3 b 74.6 b 75.0 b 
45 °C 22.1 b 44.6 c 46.7 c 46.7 c 47.5 c 
50 °C 3.7 c 14.6 d 15.0 d 15.4 d 15.8 d 
55 °C 0.0 c 0.0 e 0.0 e 0.0 e 0.0 e 
60 °C 0.0 c 0.0 e 0.0 e 0.0 e 0.0 e 

GHT 28 °C 52.1 a 89.2 a 91.3 a 91.7 a 91.7 a 
C.V. % 27.6 20.1 21.0 19.7 19.3 

    1/Means followed by a common letter are not significantly different at the 95% level by DMRT. 
    2/DAP = days after planting. 
    GHT 28 °C = (Green house temperature 28 °C 
 

ผ ั กแว ่ นดอกชมพ ู  ม ี ดอก เป ็นช ่ อ เด่น  
ดอกทยอยบาน ด้วยรูปร่างใบที่แปลก ทำให้มีการ
ปลูกเป็นไม้ประดับ มีการจำหน่ายในตลาดพรรณไม้ 
เป็นสาเหตุหนึ่งที่ส่งเสริมให้มีการแพร่กระจายออกไป
อย่างไร้ทิศทาง จากหนึ่งต้นอาจเพิ ่มจำนวนหัวได้
มากมายในเวลาเพียง 2 ปี ไม่พบศัตรูธรรมชาติที่
สามารถทำลายหรือลดประชากรของผักแว่นดอกชมพู
ได้ ถึงแม้จะพบเชื้อราบางชนิด แต่ก็ไม่ทำให้เกิดความ
เสียหายต่อหัวใต้ดิน พืชสามารถขยายพันธุ์ต่อไปได้ 
การป้องกันไม่ให้พืชชนิดนี้ระบาดเป็นวัชพืชคือไม่
ปล่อยให้พืชเจริญเติบโตนอกพื ้นที ่ เช ่น ปลูกใน
กระถาง หรือในแปลงสวนหย่อม เมื่อไม่ต้องการใช้
งานแล้วควรนำหัวใต้ดินออกทำลาย โดยนำหัวตาก
แดดเป็นเวลาหลายวัน เพราะหัวผักแว่นดอกชมพู
สามารถถูกทำลายได้ด้วยความร้อน โดยไม่สามารถ
เจริญเป็นต้นใหม่ได้เมื ่อผ่านความร้อน 55 - 60°ซ. 
นาน 24 ชม. ส่วนที่อุณหภูมิต่ำกว่า (40 - 50°ซ.) นั้น
ระยะเวลาเท่ากันก็สามารถลดจำนวนหัวที่งอกออกมา
ได้ เป็นการทำลายหัวด้วยความร้อน ซึ่งการใช้ความ
ร้อนทำลายหน่วยขยายพันธุ์ของวัชพืชแต่ละชนิดต้อง
คำนึงถึงปริมาณ ระยะเวลา ของการได้รับความร้อน 
พืชแต่ละชนิดใช้ปริมาณความร้อนต่างกันขึ ้นกับ
โครงสร้างและขนาดของหน่วยขยายพันธุ ์น ั ้น ๆ  

(Ruth et al., 2007; Hoyle and McElroy, 2012: 
Norsworthy et al., 2020) 
 การปลูกไม้ดอก ผัก รวมถึงการเตรียมแปลง
เพ่ือปลูกพืชอ่ืน ๆ ซึ่งต้องมีการเตรียมดิน การไถพรวน
ดินจะเป็นการช่วยให้หัวย่อยแตกออกจากต้นแม่ และ
แพร่กระจายไปทั่ว รวมถึงการกลับให้หัวที่อยู่ด้านบน
กลับลงไปอยู่ลึกลงไป หัวที่อยู่ลึกลงไปหากน้อยกว่า 
25 ซม. ก็ยังสามารถงอกได้ ขณะเดียวกันการไถพรวน
เป็นการพลิกเอาหัวที่อยู่ใต้ดินขึ้นมาอยู่ด้านบน ทำให้
หัวงอกได้มากขึ้น การควบคุมอาจต้องใช้การล่อให้
วัชพืชงอกก่อนแล้วกำจัดด้วยสารเคมี การควบคุมควร
ทำตั้งแต่พืชเริ่มแทงยอดออกมา ก่อนที่จะสร้างหัวลง
ในดิน หรือหลังพืชงอกไม่เกิน 5 สัปดาห์ ส่วนในแปลง
ที่มีการระบาดแล้ว เช่น ในสวนไม้ผล อาจใช้วัสดุคลุม
ดิน จะช่วยลดการงอกของผักแว่นดอกชมพูได้บ้าง 
ขึ้นอยู่กับวัสดุที่ใช้ ซึ ่งจากการศึกษาของวัชระและ
คณะ (2568) ว ัสดุที ่ใช ้คลุมและลดการงอกของ
ผักแว่นดอกชมพูได้ดีที่สุดคือ พลาสติกดำ ซึ่งมีข้อดี
คือนอกจากป้องกันไม่ให้ผักแว่นดอกชมพูงอกแล้ว  
ย ังสามารถป ้องก ันไม ่ให ้ว ัชพ ืชอ ื ่น  ๆ งอกและ
เจริญเติบโตได้ด้วย เพราะพลาสติกดำจะทำให้พืช
ไม่ได้รับแสง ไม่สามารถสังเคระห์แสงได้ และยังเป็น
การป้องกันการระเหยของน้ำในดินไปในตัวด้วย แต่
การคลุมด้วยพลาสติกดำ เป็นการเพิ่มต้นทุนการผลิต
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มากกว่าการใช้วัสดุอื่น ๆ เช่น ซากพืชที่มีในท้องถิ่น 
แกลบและเถ้าแกลบ ซึ่งเป็นวัสดุที่ช่วยชะลอการงอก
ของผักแว่นดอกชมพูได้ แต่เป็นการลดหรือชะลอการ
แข่งขันกับพืชปลูกได้ระยะหนึ่งเท่านั้น 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

ผักแว่นดอกชมพูสามารถงอกและจริญเติบโต
ได้ดีในสภาพอุณหภูมิปกติของประเทศไทย แต่หาก
ได้ร ับความร้อน 55 - 60°ซ. อย่างต่อเนื ่องนาน  
24 ชม. สามรถทำลายหัวไม่ให้งอกได้ หรือทำลาย
ความมีช ีว ิตของหัวได้ ผ ักแว่นดอกชมพูหนึ ่งต้น
สามารถผลิตหัวใต้ดินในกระถางได้ 15 หัว ในเวลา 
20 สัปดาห์ ดังนั้นหากพืชชนิดนี้เจริญเติบโตอิสระใน
ธรรมชาติ พืชอาจสร้างหัวได้มากกว่านี้ เมื่อใช้ข้อมูลที่
ได้ศึกษามาก่อน จะสามารถคำนวนได้ว่าในเวลา 1 ปี 
พืชจะสามารถสร้างหัวได้ประมาณ 2,000 หัว และใน
ปีที่ 2 จะเพิ่มขึ้นเป็น 7,000,000 หัว ซึ่งข้อมูลเหลา่นี้
สามารถนำไปประยุกต์ใช้ป้องกันและควบคุมวัชพืช
ชนิดนี้ต่อไป 
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ประเมินความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงในด้วงหมัดผักแถบลาย, Phyllotreta sinuata Stephens  
ที่ทำลายพืชผักตระกูลกะหล่ำ 

Evaluation of Insecticide Resistance in Striped Flea Beetle, Phyllotreta sinuata 
Stephens damaging Cruciferous Vegetables  
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ABSTRACT 

 

Insecticide resistance data for the striped flea beetle (Phyllotreta sinuata Stephens), a key 
pest of cruciferous vegetables, provide critical information for selecting suitable insecticides for 
rotation strategies aimed at reduce resistance problem. This experiment evaluated the effects of 
various insecticides on the mortality of flea beetles damaging cruciferous vegetables in farmers’ fields 
in Kanchanaburi, Phetchabun, Nakhon Pathom, Chiang Mai, Chiang Rai, Nong Bua Lam Phu, and Khon 
Kaen Provinces. The experiments were conducted in the laboratory using young Chinese kale leaves 
dipped in various insecticides: profenofos (pro, group 1B), carbaryl (car, group 1A), fipronil (fip, group 
2B), dinotefuran (din, group 4A), acetamiprid (ace, group 4A), and tolfenpyrad (tol, group 21A). Leaves 
were treated at the recommended dose and at 2-fold of their recommended dose and then fed to 
flea beetles collected from farmers’s cruciferous vegetable fields. Mortality percentage was recorded 
after feeding for 48 hr. The results revealed that insecticides with low resistance, causing >60% 
mortality at their recommended dose were profenofos (pro) and fipronil (fip) for flea beetles from 
Ban Kao Subdistrict, Mueang Kanchanaburi District; pro, fip, dinotefuran (din), and acetamiprid (ace) 
from Wat Wang Khanai Subdistrict; fip from Thung Thong Subdistrict, Tha Muang District; fip, din, and 
pro from Ban Khok Subdistrict, Mueang Phetchabun District; fip, din, and pro from Wang Ban 
Subdistrict, Lom Kao District; fip, pro, din, and tolfenpyrad (tol) from Ban Kad and Pong Yaeng 
Subdistricts, Mae Wang and Mae Rim Districts, respectively; fip, pro, din, and ace from Mae Chedi Mai 
Subdistrict, Wiang Pa Pao District; fip, pro, and din from Pha Sam Yot Subdistrict, Na Wang District; 
and fip, pro, and din from Hin Tang Subdistrict, Ban Phai District. Moderate resistance was observed 
for pro in Nong Ngu Lueam Subdistrict, Mueang Nakhon Pathom District. Insecticides affecting low-
moderate resistance could be used in rotation programs to retarding the development of resistance 
in flea beetles damaging cruciferous vegetables in each planting area. 
Keywords: insecticide resistance, insect pest in cruciferous plants, insecticide rotation   
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บทคัดย่อ 
 

การทราบข้อมูลความต้านทานต่อสารกำจัด
แมลงในด้วงหมัดผักแถบลาย Phyllotreta sinuata 
Stephens ที่ทำลายพืชผักตระกูลกะหล่ำจะช่วยใน
การเลือกชนิดสารกำจัดแมลงที่เหมาะสมเพื่อใช้แบบ
หมุนเวียนเพื ่อลดปัญหาความต้านทาน จึงทำการ
ทดลองเพื่อทราบผลของสารกำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ 
ต่อการตายของด้วงหมัดผักแถบลายที่ทำลายพืชผัก
ตระกูลกะหล่ำในแปลงเกษตรกรจากแหล่งปลูกที่
สำคัญ จังหวัดกาญจนบุรี เพชรบูรณ์ จังหวัดนครปฐม 
เชียงใหม่ เชียงราย หนองบัวลำภู และขอนแก่น โดย
นำด ้ ว งหม ัดผ ักมาประเม ินความต ้ านทาน ใน
ห้องปฏิบัติการ โดยใช้ใบคะน้าชุบด้วยสารกำจัด 
แมลงกลุ่มต่าง ๆ ได้แก่ profenofos (pro กลุ่ม 1B), 
carbaryl (car กล ุ ่ม  1A), fipronil (fip กล ุ ่ม  2B), 
dinotefuran (din กล ุ ่ ม  4 A), acetamiprid (ace 
กลุ่ม 4A), และ tolfenpyred (tol กลุ่ม 21A) แล้วให้
ด้วงหมัดผักกัดกินที่ความเข้มข้นที่อัตราแนะนำและท่ี
ความเข้มข้นที่อัตราสองเท่าของอัตราแนะนำของสาร
แต่ละชนิด ผลการทดลองพบว่า สารที่ด้วงหมัดผักมี
ความต้านทานต่ำ โดยพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การตาย
มากกว ่า 60% ที ่ความเข ้มข ้นตามอัตราแนะนำ  
ในพื้นที่ตำบลบ้านเก่า อำเภอเมืองกาญจนบุรี ได้แก่ 
pro, fip ตำบลวัดวังขนาย อำเภอท่าม่วง ได้แก่ pro, 
fip, din, ace ตำบลทุ่งทอง อำเภอท่าม่วง ได้แก่ fip 
ตำบลบ้านโคก อำเภอเมืองเพชรบูรณ์ ได้แก่ fip, din, 
pro ตำบลวังบาล อำเภอหล่มเก่า ได้แก่ fip, din, 
pro ตำบลบ้านกาด อำเภอแม่วาง ได้แก่ fip, pro, 
din, tol ตำบลโป่งแยง อำเภอแม่ริม ได้แก่ fip, pro, 
din, tol, ace ตำบลแม่เจดีย์ใหม่ อำเภอเวียงป่าเป้า 
ได้แก่ fip, pro, din, ace ตำบลผาสามยอด อำเภอ
นาวัง ได้แก่ fip, pro, din และ ตำบลหินตั้ง อำเภอ
บ้านไผ่ ได้แก่ fip, pro, din สำหรับพื้นที่ ตำบลหนอง
งูเหลือม อำเภอเมืองนครปฐม พบว่าด้วงหมัดผักมี
ความต้านทานปานกลาง ต ่อสาร pro ด ังน ั ้นจึง
สามารถเล ือกใช ้ชน ิดสารที ่ด ้วงหมัดผ ักมีความ
ต้านทานต่ำ - ปานกลางในแต่ละพ้ืนที่ มาใช้หมุนเวียน

ในพื้นที ่นั ้น ๆ เพื ่อลดปัญหาความต้านทานในด้วง
หมัดผักที่เข้าทำลายพืชตระกูลกะหล่ำ  

 

คำสำคัญ : ความต้านทานสารกำจัดแมลง แมลง
ศัตรูพืชผักตระกูลกะหล่ำ การหมุนเวียนสารกำจัด
แมลง 
 

คำนำ 
 

ดวงหมัดผัก (flea beetle) เป็นแมลงศัตรูผัก
ที่สำคัญ โดยเฉพาะพืชตระกูลกะหล่ำ ในประเทศไทย
มี 2 ชนิด คือ ชนิดแถบลาย Phyllotreta sinuata 
Stephens และชน ิดส ีน ้ ำ เ ง ิน เข ม Phyllotreta 
chontanica Duvivier แต่มากกวา 80% เปนชนิด
แถบลาย (สิริวัฒน์, 2526) ก่อให้เกิดความเสียหายใน
แหล่งปลูกพืชผ ักตระกูลกะหล่ำเพื ่อเป ็นการค้า  
ตัวอ่อนกัดกินหรือชอนไชเข้าไปกินอยู่บริเวณโคนต้น
หร ือรากของผ ัก ทำให ้พ ืชผ ักเห ี ่ยวเฉาและไม่
เจริญเติบโต ตัวเต็มวัยชอบกัดกินผิวด้านล่างของใบ
ทำให้เป็นรูพรุน ทำให้ไม่ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพตามที่
ตลาดต้องการ และเนื่องจากพืชผักเป็นกลุ่มพืชที่มี
อายุสั ้นเกษตรกรจึงใช้สารเคมีกำจัดแมลงในการ
ป้องกันกำจัดอย่างต่อเนื่องเพื่อให้ได้ผลในการป้องกัน
กำจัดที ่รวดเร็ว ส่งผลให้เกิดปัญหาพิษตกค้างใน
ผลผลิต ศรีจำนรรจ์และพฤทธิชาติ (2566) แนะนำ
สารกำจัดแมลงและชีวภัณฑ์ที่ใช้ในการป้องกันกำจัด 
ด้วงหมัดผักแถบลาย ได้แก่ fipronil  dinotefuran 
tolfenpyrad  profenofos prothiofos acetamiprid 
carbaryl และไส้เดือนฝอย Steinernema carpocapsae 
การใช้สารกำจัดแมลงอย่างต่อเนื ่องและบ่อยครั้ง
ส่งผลให้เกิดการพัฒนาความต้านทานต่อสารกำจัด
แมลงในแมลงศัตรูพืชจำนวนมาก รวมถึงด้วงหมัดผัก 
(Phyllotreta spp.) ซึ ่งเป็นปัญหาที ่ส ่งผลกระทบ
โดยตรงต่อประสิทธิภาพในการควบคุมศัตรูพืชและ
ความมั่นคงด้านอาหาร (Sparks and Nauen, 2015; 
Bass et al., 2014) ในประเทศไทย จอมสุรางค์และ
คณะ (2550) รายงานว่าด้วงหมัดผักในแหล่งปลูกพืช
ตะกูลกะหล่ำจังหวัดพิษณุโลก เพชรบูรณ์ นครสวรรค์ 
อุตรดิตถ์ ตาก เชียงใหม่ และนนทบุรี พบว่าต้านทาน
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ต่อสาร carbaryl มากที่สุด และสารที่แมลงต้านทาน
น้อยที่สุดคือ fipronil 

เป็นที ่ทราบกันดีว่าการแก้ปัญหาเพลี ้ยไฟ
ต้านทานต่อสารฆ่าแมลงที่ได้ผลจะต้องมีการใช้สาร
แบบหมุนเวียน (Immaraju et al., 1990; Gao et al., 
2012)  ในการวางแผนการใช้สารแบบหมุนเวียนนั้น
จำเป็นต้องทราบความต้านทานของสารกำจัดแมลง
หรือผลของสารฆ่าแมลงชนิดต่าง ๆ ต่อการตายของ
ด้วงหมัดผักที่ทำลายพืชผักตระกูลกะหล่ำในแปลง
เกษตรกรในแหล่งปลูกต่าง ๆ เพื่อสามารถเลือกชนิด
สารกำจัดแมลงหรือกลุ่มสารที่มีผลต่อการตายมาก
ที่สุด หรืออาจกล่าวได้ว่าไม่มีปัญหาความต้านทาน
หรือมีปัญหาน้อยเพ่ือนำมาใช้ในการหมุนเวียน การใช้
สารกำจัดแมลงแบบหมุนเวียนที่มีประสิทธิภาพในการ
ลดหรือชะลอปัญหาความต้านทานจำเป็นต้องมีการใช้
สารกำจัดแมลงหลายชนิดกลุ่มสารที่มีประสิทธิภาพ 
เพื่อใช้หมุนเวียนกันในแต่ละช่วง (Denholm et al., 
1977) อย่างไรก็ตามในขณะนี้ประเทศไทยขาดข้อมูล
ผลหรือประสิทธิภาพของสารกำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ 
ต่อการตายของด้วงหมัดผักที ่ทำลายพืชผักตระกูล
กะหล่ำในหลาย ๆ พื ้นที ่ที ่เป็นปัจจุบ ัน ทำให้ไม่
สามารถเลือกชนิดสารกำจัดแมลงหรือกลุ ่มสารที่
เหมาะสมเพื่อสร้างแผนการใช้สารแบบหมุนเวียนเพ่ือ
ลดปัญหาความต้านทานในด้วงหมัดผักที่ทำลายพืชผัก
ตระกูลกะหล่ำในพ้ืนที่ต่าง ๆ  

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทราบความ
ต้านทานและการตายของด้วงหมัดผักที ่ลงทำลาย
พืชผักตระกูลกะหล่ำในแปลงเกษตรกรในพื้นที่ปลูก
ทางภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
เพื่อนำข้อมูลมาแนะนำเกษตรกรผู้ปลูกพืชผักตระกูล
กะหล่ำเกษตรกรในการสร้างแผนการใช้สารกำจัด
แมลงแบบหมุนเวียน ซึ่งสามารถลดหรือชะลอปัญหา
ความต้านทานในด้วงหมัดผักลงได้ 
 

 
 
 
 

วิธีดำเนินการ 
 

การเตรียมแมลงทดลอง 
 ทำการทดลองโดยสุ่มเก็บด้วงหมัดผักแบบ
สุ่มกระจายทั่วแปลงของเกษตรกรที่มีการปลูกพืช
ตระกูลกะหล่ำโดยเก็บตัวอย่างด้วงหมัดผักจาก
พื้นที่เพาะปลูกพืชตระกูลกะหล่ำของเกษตรกรใน
พื้นที่ตำบลบ้านเก่า อำเภอเมืองกาญจนบุรี ตำบล
วัดวังขนาย ตำบลทุ่งทอง อำเภอท่าม่วง จังหวัด
กาญจนบุรี ตำบลบ้านโคก อำเภอเมืองเพชรบูรณ์ 
ตำบลวังบาล อำเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ 
ตำบลหนองงูเหลือม อำเภอเมืองนครปฐม จังหวัด
นครปฐม ตำบลบ้านกาด อำเภอแม่วาง ตำบลโป่งแยง 
อำเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ ตำบลแม่เจดีย์ใหม่ 
อำเภอเวียงป่าเป้า จังหวัดเชียงราย ตำบลผาสามยอด 
อำเภอนาวัง จังหวัดหนองบัวลำภู และ ตำบลหินตั้ง 
อำเภอบ้านไผ่ จังหวัดขอนแก่น ในปี พ.ศ. 2568 
(Figure 1) ก่อนทดลองทำการตรวจสอบชนิดด้วง
หมัดผัก แล้วทำการแยกเอาด้วงหมัดผักชนิดแถบลาย 
ที่มีความแข็งแรงโดยสังเกตจากการตอบสนองที่
ว่องไวมาเพ่ือใช้ในการทดลอง 
 
การเตรียมสารกำจัดแมลงเพื่อใช้ในการทดลอง 
 เนื่องจากไม่มีข้อมูลค่าความเข้มข้นของสาร
กำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ ที ่เหมาะสมเพื ่อใช้ในการ 
แยกด้วงหมัดผักสายพันธุ ์ต ้านทานและสายพันธุ์  
อ ่อนแอ (discriminating dose หร ือ  diagnostic 
dose) ในด้วงหมัดผักที่ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำใน
ประเทศไทย ดังนั ้นในการทดลองนี ้จึงใช้ค่าความ
เข้มข้นที่อัตราแนะนำ และที่อัตราสองเท่าของอัตรา
แนะนำของสารกำจัดแมลงแต่ละชนิด ในการศึกษา
ผลของสารกำจัดแมลงแต่ละชนิดต่อการตายของด้วง
หมัดผักเพื่อประเมินความต้านทาน จึงทำการเตรียม
สารกำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ ที ่อัตราแนะนำ และที่
อัตราสองเท่าของอัตราแนะนำ โดยใช้น้ำที่ผสมน้ำยา
จับใบ (Triton X - 100) อัตรา 0.05 มล./ล. ดังนี้ 
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1. สาร fipronil 5% SC (กลุ่ม 2B)  
 ที่อัตรา 50 และ 100 มล./น้ำ 20 ล.  

2. สาร dinotefuran 10% WP (กลุ่ม 4A) 
 ที่อัตรา 40 และ 80 ก./น้ำ 20 ล. 

3. สาร tolfenpyred 16% EC (กลุ่ม 21A)
 ที่อัตรา 30 และ 60 มล./น้ำ 20 ล. 

4. สาร profenofos 50% EC (กลุ่ม 1B) 
 ที่อัตรา 50 และ 100 มล./น้ำ 20 ล. 

5. สาร acetamiprid 20% SP (กลุ่ม 4A) 
 ที่อัตรา 30 และ 60 ก./น้ำ 20 ล. 

6. สาร carbaryl 85% WP (กลุ่ม 1A) 
 ที่อัตรา 60 และ 120 ก./น้ำ 20 ล. 

7. สารจับใบ (Triton X - 100) (control)
 ที่อัตรา 0.05 มล./ล. 
 
การทดสอบผลของสารกำจัดแมลงต่อการตายของ
ด้วงหมัดผักในพืชตระกูลกะหล่ำเพื่อประเมินความ
ต้านทาน 
 ทำการทดลองโดยใช้ว ิ ธี การจุ ่ ม ใบพืช 
( leaf dipping method) ดัดแปลงจากวิธี ของ 
Tabashnik et al. (1987) ทำการเตรียมใบคะน้าที่ ไม่
มีการพ่นสารกำจัดแมลง ล้างให้สะอาด ผึ่ ง ให้
แห้ง แล้วนำใบคะน้ามาตัดเป็นรูปวงกลมขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5.5 ซม. ทำการจุ่มใบคะน้าที่
ถูกตัดเป็นชิ้น  ๆ ลงไปในสารกำจัดแมลงชนิด
ต่าง ๆ ที่อัตราแนะนำและที่อัตราความเข้มข้น
สองเท่าของอัตราการแนะนำ นาน 10 วินาที  
ส่วนชุดควบคุม (control) จุ่มใบคะน้าในน้ำที่
ผสมสารจับใบ นำใบคะน้าที่ชุบสารกำจัดแมลง
และผึ่งลมให้แห้งแล้ว ใส่ในกระปุกพลาสติกที่มี
ฝาปิดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 ซม. สูง 6 ซม. 
กระปุกละ 1 ชิ้น จากนั้นใส่ด้วงหมัดผักในแต่ละ
กระปุ ก  ๆ  ละ  10 ตั ว  ปิ ดฝากระปุ ก ให้ สน ิ ท 
ปล่ อยด้ ว งหมั ดผั กกั ดกิ น ใบคะน้ าช ุ บสาร ใน
ห้องปฏิบัติการเป็น เวลา 48  ชม.  แล้วทำการ
บันทึกเปอร์เซ็นต์การตายของด้วงหมัดผักโดยใช้
กล้องจุลทรรศน์ ด้วงหมัดผักที่ ไม่ตอบสนองต่อ
การเขี่ยของปลายพู่กันจะถูกพิจารณาว่าตาย  
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Figure 1 Cruciferous plantation collected striped flea beetle, Phyllotreta sinuata Stephens in 
Thailand in year 2025. 
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การบันทึกผลและวิเคราะห์ 
 บันทึกเปอร์เซ็นต์การตายของด้วงหมัดผัก 
และเมื่อพบว่าแมลงในชุดควบคุม (control) ตายต่ำ
กว่า 5% ไม่ทำการปรับค่า หากตาย 5 - 20% ทำการ
ปรับค่าเปอร์เซ็นต์การตายโดยใช้ Abbott’s formula 
(Abbott, 1925) แต่หากตายมากกว่า 20% ทำการ
ทดลองใหม ่
สูตร Abbott’s formula : 
% Corrected Mortality = % test mortality  -     
                        % control mortality x 100                        

               100  -  % control mortality 
นำข้อมูลเปอร์เซ็นต์การตายของด้วงหมัดผักในแต่ละ
พื ้นที ่มาหาค่าเฉลี ่ย และค่า standard deviation 
(SD)  
การทดลองนี้ประเมินความต้านทานของด้วงหมัดผัก
ในพืชตระกูลกะหล่ำโดยแบ่งเป็น 3 ระดับ ดังนี้ 
  -  เปอร ์ เซ ็นต ์การตายช ่วง 60 - 100% 
จัดเป็นสารที ่มีผลต่อการตายค่อนข้างสูง - สูงมาก 
หรือมีความต้านทานต่ำ (low resistance) 
  - เปอร์เซ็นต์การตายคาบเกี ่ยวกันในช่วง  
0 - 40%, 40 - 60% หรือ 60 - 100% จัดเป็นสารที่
มีผลต่อการตายปานกลาง - ค่อนข้างต่ำหรือมีความ
ต้านทานปานกลาง (moderate resistance) 
  -  เปอร์เซ็นต์การตายช่วง 0 - 40% จัดเป็น
สารที ่ม ีผลต่อการตายต่ำ  - ต่ำมาก หร ือมีความ
ต้านทานสูง (high resistance) 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

ปัญหาความต้านทานสารกำจัดแมลงของด้วง
หมัดผักที่ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำทำให้เกษตรกรต้อง
ใช้สารกำจัดแมลงในอัตราที่สูงขึ้น และบ่อยครั้ง ส่งผล
ให้ต้นทุนเพิ่มมากขึ้น อีกทั้งส่งผลเสียต่อสุขภาพของ
เกษตรกรและสิ่งแวดล้อม ปัญหาความต้านทานสาร
กำจัดแมลงสามารถแก้ไขได้ด้วยการนำสารที่แมลงไม่
มีความต้านทานสูงมาใช้แบบหมุนเวียน การทราบ
ข้อมูลความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ 
จากการประเมินความต้านทานในปี พ.ศ. 2568 ทำให้
ทราบว่าด้วงหมัดผักที่ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำในแต่
ละพ้ืนที่มีความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงแต่ละชนิด
แตกต่างกัน 
 ในพ ื ้นท ี ่  ตำบลบ ้านเก ่ า  อำเภอเม ื อง
กาญจนบุรี จังหวัดกาญจนบุรี พบว่า สารที่ด้วงหมัด
ผักมีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง - ต่ำ หรือ ความ
ต ้านทานปานกลาง ได ้แก ่  สาร fipronil (57.50 - 
95.42%)  สาร  profenofos (58.72 - 68.24%) สาร 
dinotefuran (45.55 - 52.50%) และสาร tolfenpyrad 
(44.36 - 54.17%) สำหร ับสารท ี ่ ด ้วงหม ัดผ ักม ีมี
เปอร์เซ็นต์การตายต่ำมาก หรือ ความต้านทานสูงมาก 
ได้แก่ สาร acetamiprid (5.24 - 8.02%) และสาร 
carbaryl (0 - 16.61%) (Figure 2) 
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Figure 2 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Ban Kao Subdistrict, 

Mueang Kanchanaburi District, Kanchanaburi Province, after feeding with Chinese kale 
leaves dipped with insecticides in year 2025. 

 

 
ในพื ้นที ่ ตำบลวัดวังขนาย อำเภอท่าม่วง จังหวัด
กาญจนบุรี พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายสูง - สูงมาก หรือ ความต้านทานต่ำ - ต่ำมาก 
ได้แก่ สาร fipronil (100%) สาร profenofos (96.67 
- 100%) สาร dinotefuran (89.15 - 89.64%) และ
สาร acetamiprid (72.65 - 83.36%) สารที่ด้วงหมัด
ผ ักม ี เปอร ์ เซ ็นต ์การตายปานกลาง หร ือ ความ
ต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร tolfenpyrad (43.64 
- 46.15%) และส า ร  carbaryl (56.07 - 68.47%) 
(Figure 3) 
  

ในพื ้นท ี ่  ตำบลทุ ่งทอง อำเภอท่าม ่วง จ ังหวัด
กาญจนบุรี พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายสูง หรือ ความต้านทานต่ำ ได้แก่ สาร fipronil 
(69.17 - 81.51%) สารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง 
หรือ ความต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร profenofos 
(49.33 - 60.36%) สำหร ับสารท ี ่ ด ้ ว งหม ัดผ ักมี
เปอร์เซ็นต์การตายต่ำ - ต่ำมาก หรือความต้านทานสูง - 
สูงมาก ได้แก่ สาร dinotefuran (27.38 - 42.09%) 
สาร tolfenpyrad (15.34 - 21.46%) สาร acetamiprid 
(0 - 6.67%) และ สาร carbaryl (1.39 - 11.90%) (Figure 4) 
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Figure 3 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Wat Wang Khanai 

Subdistrict, Tha Muang District, Kanchanaburi Province,  after feeding with Chinese 
kale leaves dipped with insecticides in year 2025. 

  

 
Figure 4 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Thung Thong 

Subdistrict, Tha Muang District, Kanchanaburi Province, after feeding with Chinese 
kale leaves dipped with insecticides in year 2025. 
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ในพ้ืนที่ ตำบลบ้านโคก อำเภอเมืองเพชรบูรณ์ จังหวัด
เพชรบูรณ์ พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายสูง - ส ูงมาก หรือ ความต้านทานต่ำ ได้แก่  
สาร  fipronil (97.73 - 100%)  สาร  dinotefuran 
(85.68 - 86.22%) และ สาร profenofos (97.73 - 
97.50%) ส่วนสารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง 
หร ือ  ม ีความต ้ านทานปานกลาง  ได ้ แก ่  สาร 
tolfenpyrad (57.69 - 75.68%) แ ล ะ  ส า ร 
acetamiprid (61.59- 65.91%) สารที่อัตราการตาย
ต่ำ หรือ ความต้านทานสูง ได้แก่ สาร carbaryl 
(19.32 - 30.69%) (Figure 5) 
 ในพ้ืนที่ ตำบลวังบาล อำเภอหล่มเก่า จังหวัด
เพชรบูรณ์ พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายสูง - สูงมาก หรือ มีความต้านทานต่ำ ได้แก่  
สาร fipronil (91.89 - 95.80%) สาร profenofos (96.41 
- 97.92%) แ ล ะ  ส า ร  dinotefuran (63.38 - 
67.35%) ส่วนสารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง 
หร ื อม ี ความต ้ านทานปานกลาง  ได ้ แก ่  ส าร 
tolfenpyrad (43.08 - 43.49%) แ ล ะ  ส า ร ท ี ่ มี
เปอร์เซ็นต์การตายต่ำ หรือมีความต้านทานสูง ได้แก่ 
ส า ร  acetamiprid ( 21.49 - 32.08%) แ ล ะส า ร 
carbaryl (1.67 - 21.66%) (Figure 6) 
 ในพื้นที ่ ตำบลหนองงูเหลือม อำเภอเมือง
นครปฐม จังหวัดนครปฐม พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมี
เปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง - ค่อนข้างต่ำ หรือมี
ความต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร profenofos 
(42.69 - 56.44%) สาร fipronil (30.34 - 56.40%) 
สำหรับสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การตาย ต่ำ - 
ต ่ำมาก  หร ือ ม ีความต ้านทานส ูง  ได ้แก ่  สาร 
dinotefuran (15.85 - 38.33%) และ สาร tolfenpyrad 
(24.20 - 36.24%) ส า ร  acetamiprid (5.83 - 
7.27%) และสาร carbaryl (0 - 2.27%) (Figure 7) 

 ในพื้นที่ ตำบลบ้านกาด อำเภอแม่วาง จังหวัด
เชียงใหม่ พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การตาย
สูง - ส ูงมาก หรือมีความต้านทานต่ำ ได้แก่ สาร 
fipronil (100%) ส า ร  profenofos (100%) ส า ร 
dinotefuran (74.14 - 77.44%) แ ล ะ  ส า ร 
tolfenpyrad (74.04 - 88.14%) ส ำหร ั บ ส า ร ท ี ่ มี
เปอร ์เซ ็นต ์การตายต่ำถ ึงปานกลาง หร ือมีความ
ต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร acetamiprid (28.98 - 
85.68%) แ ล ะ ส า ร  carbaryl (48.90 - 79.30%) 
(Figure 8) 
 ในพื้นที่ ตำบลโป่งแยง อำเภอแม่ริม จังหวัด
เชียงใหม่ พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายสูง - ส ูงมาก หรือมีความต้านทานต่ำ ได้แก่  
ส า ร  fipronil (100%) ส า ร  profenofos (100%)  
สาร dinotefuran (91.03 - 95.42%) สาร tolfenpyrad 
(97.50 - 100%) และส า ร  acetamiprid (92.95 - 
97.50%) สำหรับสารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายต่ำ หรือมี
ความต้านทานสูง ได ้แก ่ สาร carbaryl (22.50 - 
51.82%) (Figure 9) 
 ในพ้ืนที่ ตำบลแม่เจดีย์ใหม่ อำเภอเวียงป่าเป้า 
จังหวัดเชียงราย พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์
การตายสูง - สูงมากหรือมีความต้านทานต่ำมาก 
ได ้ แก ่  ส า ร  tolfenpyrad (100%) ส า ร  fipronil 
(97.92 - 100%) dinotefuran (95.42 - 100%) ส าร 
profenofos (91.75 - 97.73%) และ สาร acetamiprid 
(87.08 - 95.45%) สารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง 
หรือมีความต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร carbaryl 
(62.27 - 85.00%) (Figure 10) 
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Figure 5 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Ban Khok Subdistrict, 

Mueang Phetchabun District, Phetchabun Province, after feeding with Chinese kale 
leaves dipped with insecticides in year 2025. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figure 6 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Wang Ban Subdistrict, 

Lom Kao District, Phetchabun Province, after feeding with Chinese kale leaves dipped 
with insecticides in year 2025. 
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Figure 7 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Nong Ngu Lueam 

Subdistrict, Mueang Nakhon Pathom District, Nakhon Pathom Province, after feeding 
with Chinese kale leaves dipped with insecticides in year 2025. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Ban Kad Subdistrict, 
Mae Wang District, Chiang Mai Province, after feeding with Chinese kale leaves dipped 
with insecticides in year 2025. 
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Figure 9 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Pong Yaeng Subdistrict, 

Mae Rim District, Chiang Mai Province, after feeding with Chinese kale leaves dipped 
with insecticides in year 2025. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Mae Chedi Mai 

Subdistrict, Wiang Pa Pao District, Chiang Rai Province, after feeding with Chinese 
kale leaves dipped with insecticides in year 2025. 

100.00 100.00
91.03 95.42 97.50 100.00 100.00 100.00

92.95 97.50

22.50

51.82

0.00
0

20

40

60

80

100

120

%
  M

or
ta

lit
y

INSECTICIDES AND DOSE TESTED  

97.92 100.00 95.42 100.00 100.00 100.00
91.75

97.73
87.08

95.45

62.27

85.00

2.50
0

20

40

60

80

100

120

%
  M

or
ta

lit
y

INSECTICIDES AND DOSES TESTED



 

96 วารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช ปีที่ 1 ฉบับท่ี 1  กรกฎาคม - กันยายน 2568 
 

ในพื ้นที ่ ตำบลผาสามยอด อำเภอนาวัง จ ังหวัด
หนองบัวลำภู พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์
การตายส ู ง  หร ื อม ี ความต ้ านทานต ่ ำ  ได ้ แก่   
สาร fipronil (80.00 - 95.00%) สาร dinotefuran 
(65.91 - 80.68%) และสาร  profenofos (80.55 - 
95.23%) สารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง หรือ 

มีความต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร tolfenpyrad 
(59.85 - 61.12%) และสาร acetamiprid (61.14 - 
70.00%) สำหรับสารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายต่ำ หรือ 
มีความต้านทานสูง ได้แก่ สาร carbaryl (17.05 - 
25.83%) (Figure 11) 

 

 
 

Figure 11 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Pha Sam Yot 
Subdistrict, Na Wang District, Nong Bua Lam Phu Province, after feeding with 
Chinese kale leaves dipped with insecticides in year 2025. 

 
ในพื้นที่ ตำบลหินตั้ง อำเภอบ้านไผ่ จังหวัดขอนแก่น 
พบว่าสารที่ด้วงหมัดผักมีเปอร์เซ็นต์การตายสูง - สูง
มากหรือมีความต้านทานต่ำ ได้แก่ สาร fipronil 
(98.44 - 100%) ส า ร  dinotefuran (67.61 - 
79.02%) และ  ส า ร  profenofos (98.21 - 100%) 
สารที ่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง หรือมีความ
ต้านทานปานกลาง ได้แก่ สาร tolfenpyrad (62.24 
- 64.43%) ส่วนสารที่มีเปอร์เซ็นต์การตายต่ำ หรือมี
ความต้านทานสูง ได้แก่ สาร acetamiprid (37.47 - 
52.88%) แ ล ะ ส า ร  carbaryl (15.83 - 21.86%) 
(Figure 12) 
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Figure 12 Mortality percentage of Phyllotreta sinuata in Brassica crops in Hin Tang Subdistrict, 

Ban Phai District, Khon Kaen Province, after feeding with Chinese kale leaves dipped 
with insecticides in year 2025. 

 
จากภาพรวมทั้ง 11 พื้นที่ พบว่าสารกำจัด

แมลงที ่ด ้วงหมัดผักที ่ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำมี  
ความต้านทานต่ำ อันดับแรก ๆ คือ สาร profenofos, 
fipronil และ dinotefuran โดยแสดงความต้านทาน
ต ่ำใน 9 พ ื ้นท ี ่  จาก 11 พ ื ้นท ี ่  (Figure 2 -  12) 
สอดคล้องก ับรายงานของจอมสุรางค ์และคณะ 
(2550) ที ่พบว ่าสาร profenofos ย ังเป ็นสารให้
เปอร์เซ็นต์การตายสูงในหลายพื้นที่ในเขตภาคเหนือ
ตอนล่างเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าเกษตรกรยังไม่มีการ
ใช้สารดังกล่าวมากนัก ทำให้ยังไม่เกิดปัญหาด้วงหมัด
ผักต้านทานต่อสารกำจัดแมลงในแต่ละพื ้นที ่ จึง
สามารถใช้สารดังกล่าวมาใช้แบบหมุนเวียนสารเพ่ือ
ป้องกันปัญหาความต้านทานได้ 
 ข ้ อม ู ล ผลการทดลอง  (Figure 2 -  12) 
ชี ้ให้เห็นว่าสารกำจัดแมลงที ่ด ้วงหมัดผักมีความ
ต้านทานต่ำ - ปานกลาง และสามารถนำมาสร้าง
รูปแบบการใช้สารแบบหมุนเวียนได้ 

แหล่งปลูกจังหวัดกาญจนบุรี ในพื้นที่ตำบล
บ้านเก่า อำเภอเมืองกาญจนบุรี ได้แก่ profenofos, 
fipronil, dinotefuran, tolfenpyrad ตำบลวัดวังขนาย 
อำเภอท่าม่วง ได้แก ่profenofos, fipronil, dinotefuran 
หรือ acetamiprid, tolfenpyrad และ carbaryl ตำบล 
ทุ่งทอง อำเภอท่าม่วง ได้แก่ fipronil และ profenofos 

แหล่งปลูกจังหวัดเพชรบูรณ์ ในพื้นที่ตำบล
บ้านโคก อำเภอเมืองเพชรบูรณ์ ได้แก่ fipronil, 
dinotefuran หรือ acetamiprid, profenofos และ 
tolfenpyrad ตำบลวังบาล อำเภอหล่มเก่า ได้แก่ 
fipronil, profenofos และ tolfenpyrad 

แหล่งปลูกจังหวัดเชียงใหม่ ในพื้นที่ตำบล
บ้านกาด อำเภอแม่วาง ได้แก่ fipronil, profenofos, 
dinotefuran และ  tolfenpyrad ตำบล โป ่ ง แย ง 
อำเภอแม่ริม ได้แก่ fipronil, profenofos, dinotefuran 
หรือ acetamiprid, tolfenpyrad และ carbaryl  
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แหล่งปลูกจังหวัดเชียงราย ในพื้นที่ตำบลแม่
เจด ีย ์ ใหม ่  อำเภอเว ียงป ่าเป ้า ได ้แก ่  fipronil, 
profenofos, dinotefuran หรือ acetamiprid  

แหล่งปลูกจังหวัดหนองบัวลำภู ในพื ้นที่
ตำบลผาสามยอด อำเภอนาวัง ได้แก่ tolfenpyrad, 
fipronil, profenofos, dinotefuran หรือ acetamiprid  

แหล่งปลูกจังหวัดขอนแก่น ในพื้นที่ตำบล 
หินตั ้ง อำเภอบ้านไผ่ ได้แก่ fipronil, profenofos 
และ tolfenpyrad 

ส่วนแหล่งปลูกจังหวัดนครปฐม ในพื ้นที่
ตำบลหนองงูเหลือม อำเภอเมืองนครปฐม พบว่าด้วง
หมัดผักมีความต้านทานปานกลาง ได้แก่ profenofos 
เพียงชนิดเดียว ฉะนั ้นต้องวิจัยหรือหาสารในกลุ่ม
กลไกการออกฤทธิ์อื่นนอกจากกลุ่ม 1B เพิ่มเติม เพ่ือ
ใช้ในการหมุนเวียนกลุ่มกลไกการออกฤทธิ์ 

อย ่างไรก ็ด ี  สารท ี ่ด ้วงหม ัดผ ักม ีความ
ต้านทานปานกลางสามารถนำมาใช้ได้หมุนเวียนเป็น
ครั้งคราว เพราะสารที่ด้วงหมัดผักมีความต้านทาน
ปานกลางหากถูกนำมาใช้บ่อยครั้ง อาจทำให้ด้วงหมัด
ผักสร้างความต้านทานสูงขึ้นได้อย่างรวดเร็ว  
 สารกำจัดแมลงที ่ด้วงหมัดผักที ่ทำลายพืช
ตระกูลกะหล่ำมีเปอร์เซ็นต์การตายต่ำหรือมีความ
ต้านทานสูงคือ สาร carbaryl (กลุ่ม 1A) แสดงความ
ต้านทานสูงต่อด้วงหมัดผักใน 8 พื้นที่ จาก 11 พื้นที่  
(Figure 1 - 12)  สอดคล้องกับรายงานของจอมสุรางค์
และคณะ (2550) ที่พบว่าด้วงหมัดผักในแหล่งปลูก
พ ืชตะก ูลกะหล ่ำจ ังหว ัดพ ิษณ ุโลก เพชรบ ูรณ์  
นครสวรรค์ อุตรดิตถ์ ตาก เชียงใหม่ และนนทบุรี 
พบว่า ต้านทานต่อสาร carbaryl มากที่สุด จึงควร
แนะนำเกษตรกรในพื ้นที ่ท ี ่ม ีป ัญหาด้วงหมัดผัก
ต ้านทานต่อสารดังกล่าวให ้งดใช้หรือลดการใช้  
สาร carbaryl เพื่อไม่ให้เกิดความต้านทานเพิ่มมาก
ขึ้น อย่างไรก็ตาม ความแตกต่างในระดับความตาย
ของแมลงที ่พบในแต่ละพื ้นที ่อาจสะท้อนถึงความ
หลากหลายด้านพันธุกรรมของแมลง หรือผลจาก
พฤติกรรมการใช้สารของเกษตรกรในพื ้นที ่น ั ้น ๆ  
ซึ ่งสอดคล้องกับแนวคิดของ Sparks and Nauen 
(2015) กล่าวว่า การใช้สารเคมีอย่างไม่เหมาะสมและ

ขาดการหมุนเวียนกลุ่มสารเป็นปัจจัยหลักท่ีกระตุ้นให้
เกิดการพัฒนาความต้านทานในประชากรแมลง  

การใช้กลยุทธ์หมุนเวียนสาร (rotation) และ
หลีกเลี่ยงการใช้สารจากกลุ่มเดียวกันต่อเนื่องเป็นวิธี
สำคัญในการชะลอการเกิดความต้านทานในแมลง
ศัตรูพืช ซึ่งสามารถนำมาเป็นแนวทางในการแนะนำ
การหมุนเวียนสาร profenofos fipronil dinotefuran 
tolfenpyrad ร่วมกับแนวทางการจัดการศัตรูพืชแบบ
ผสมผสาน (Integrated Pest Management : IPM) 
เพื่อลดการพึ่งพาสารเคมีเพียงอย่างเดียวและส่งเสริม
ความยั ่งยืนในการผลิตทางการเกษตรในระยะยาว
อย่างยั่งยืน (Zhou et al., 2024) แก่เกษตรกรผู้ปลูก
พืชตระกูลกะหล่ำในประเทศไทย  

นอกจากนี้ผลการทดลองยังชี้ให้เห็นว่าด้วง
หมัดผักที่ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำในแต่ละพื้นที ่มี
ความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงแตกต่างกัน การใช้
สารแบบหมุนเวียนในแต่ละพื้นที่ควรมีรูปแบบที่ใช้
สารแตกต่างกันตามระดับความต้านทานของด้วงหมัด
ผักในแต่ละพื้นที่ การให้คำแนะนำการใช้สารกำจัด
แมลงแบบหมุนเว ียนแก่เกษตรกรในพื ้นที ่ต ่าง  ๆ  
จึงจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องมีการปรับคำแนะนำโดยให้
เกษตรกรร่วมพิจารณาคำแนะนำนั ้น ๆ ด้วยว่ามี
ข้อเสียด้านใดบ้าง เพ่ือจะได้ปรับปรุงคำแนะนำใหม่ให้
เหมาะสมเพื ่อให้เกษตรกรในแต่ละพื ้นที ่สามารถ
ปฏิบัติได้อย่างแท้จริง เช่น อาจจะต้องมีการใช้สารฆ่า
แมลงที่อยู่ในกลุ่มอื่น ๆ เพิ่มเติมหรือทดแทนโดยไม่
ก่อให้เกิดปัญหาความต้านทานเพ่ิมมากขึ้น หรือมีการ
ใช้สารฆ่าแมลงที่มีราคาถูกกว่าแต่มีประสิทธิภาพปาน
กลางในบางครั้งเพื่อให้เกษตรกรสามารถปฏิบัติได้โดย
ไม่เสียค่าใช้จ่ายสูงมากนัก ซึ่งอาจเป็นการจูงใจให้
เกษตรกรหันมาใช้สารฆ่าแมลงแบบหมุนเวียนเพ่ิม
มากขึ้น  



 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 99 99 
 

สรุปผลการทดลองและคำแนะนำ 
 

สารกำจัดแมลงชนิดต่าง ๆ มีผลแตกต่างกัน
ต่อการตายของด้วงหมัดผักแถบลายที่ลงทำลายพืชผัก
ตระกูลกะหล่ำในแต่ละแหล่งปลูก จากการประเมิน
ความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงในด้วงหมัดผักที่
ทำลายพืชตระกูลกะหล่ำ ในช่วงปี 2567 - 2568 ทำ
ให้ทราบชนิดกลุ่มสารกำจัดแมลงที่ด้วงหมัดผักแถบ
ลายมีความต้านทานน้อยหรือมีพิษสูงจาก 

1) อำเภอเมืองกาญจนบุรี จังหวัด
กาญจนบุรี คือ สาร profenofos (กลุ่ม 
1B) fipronil (กลุ่ม 2B)   

2) อำเภอท่าม่วง จังหวัดกาญจนบุรี คือ
สาร fipronil (กลุ่ม 2B) profenofos 
(กลุ่ม 1B)  

3) อำเภอเมืองเพชรบูรณ์ และอำเภอ 
หล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ คือ สาร 
fipronil (กลุ่ม 2B)  dinotefuran 
(กลุ่ม 4A) profenofos (กลุ่ม 1B)   

4) อำเภอแม่วาง จังหวัดเชียงใหม่ คือ  
สาร fipronil (กลุ่ม 2B) profenofos 
(กลุ่ม 1B)  dinotefuran (กลุ่ม 4A) 
tolfenpyrad (กลุ่ม 21A)  

5) อำเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ คือ  
สาร fipronil (กลุ่ม 2B) profenofos 
(กลุ่ม 1B)  dinotefuran และ 
acetamiprid (กลุ่ม 4A) tolfenpyrad 
(กลุ่ม 21A)  

6) อำเภอเวียงป่าเป้า จังหวัดเชียงราย  
คือ สาร tolfenpyrad (กลุ่ม 21A) 
fipronil (กลุ่ม 2B)   profenofos 
(กลุ่ม 1B) dinotefuran และ 
acetamiprid (กลุ่ม 4A) 

7) อำเภอนาวัง จังหวัดหนองบัวลำภู คือ 
สาร fipronil (กลุ่ม 2B) profenofos 
(กลุ่ม 1B)  dinotefuran (กลุ่ม 4A) 

8) อำเภอบ้านไผ่ จังหวัดขอนแก่น คือ 
สาร fipronil (กลุ่ม 2B) profenofos 
(กลุ่ม 1B)  dinotefuran (กลุ่ม 4A) 

สารกำจ ัดแมลงต ่าง ๆ เหล ่านี้สามารถ
นำมาใช้ แนะนำเกษตรกร ในการพ ่นสารแบบ
หมุนเวียนเพื่อแก้ปัญหาความต้านทานต่อสารกำจัด
แมลงในด้วงหมัดผักที่ลงทำลายพืชผักตระกูลกะหล่ำ
ในแต่ละพื ้นที ่ด ังกล่าวได้ ส่วนพื ้นที่ อำเภอเมือง
นครปฐม จังหวัดนครปฐม พบว่าด้วงหมัดผักมีความ
ต้านทานปานกลาง ได้แก่ profenofos ไม่พบกำจัด
แมลงที่ด้วงหมัดผักแถบลายมีความต้านทานน้อยหรือมี
พิษสูงเลย จึงควรศึกษาวิจัยสารกำจัดแมลงที่อยู่ในกลุ่ม
อื่น ๆ เพิ่มเติมเพื่อแก้ปัญหาความต้านทานในพื้นที่นี้ 
นอกจากนี้ควรแจ้งเตือนเกษตรกรให้งดการใช้สารที่
ด้วงหมัดผักมีความต้านทานสูง เช่น สาร carbaryl 
เพ่ือลดปัญหาความต้านทานเพิ่มมากขึ้นในอนาคต 
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ABSTRACT 

 

Banana cultivar Kluai Hin (Musa spp.) is an important economic crop of Yala Province 
in southern Thailand, particularly the “Kluai Hin Bannang Sata” which has been registered as 
a Geographical Indication (GI) product. Since 2015, the production of Kluai Hin has been 
severely threatened by a bacterial wilt disease known as banana blood disease, caused by 
Ralstonia syzygii subsp. celebesensis. This disease is characterized by reddish - brown 
discoloration in vascular tissues, and has rapidly spread across several districts of Yala, resulting 
in a drastic reduction in banana yield from 1,588 kg/rai to 624 kg/rai in 2019, with disease 
incidence increasing to over 92%. To address this crisis, an integrated disease management 
strategy has been implemented, which includes the eradication of infected plants using 
triclopyr butoxyethyl ester, soil disinfection with a mixture of urea and lime, biological control 
using Bacillus subtilis strain BS-DOA 24, vector control through bunch covering and removal of 
male inflorescences, and strict agricultural sanitation practices. Complementary measures such 
as legal enforcement, farmer engagement, and the use of disease - free tissue - cultured 
plantlets have also been adopted. These integrated efforts, combined with active participation 
from local farmers and support from government agencies, have significantly reduced disease 
incidence to 25.29% by 2024 and improved average yields to 1,152 kg/rai. The outcomes 
highlight the effectiveness of technology - driven, community - based approaches in managing 
banana blood disease and underscore the importance of continued knowledge transfer and 
capacity building to ensure sustainable banana production in Thailand. 

 
Keywords: Kluai Hin, Banana Wilt, banana blood disease, Ralstonia syzygii subsp. celebesensis, 
Integrated Disease Management, BS-DOA 24, Yala Province 
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บทคัดย่อ 
 

กล ้วยห ินเป ็นพ ืชเศรษฐก ิจสำค ัญของ
จังหวัดยะลา โดยเฉพาะพันธุ์กล้วยหินบันนังสตาที่
ได้ร ับการขึ ้นทะเบียนสิ ่งบ่งชี ้ทางภูมิศาสตร์ (GI) 
อย่างไรก็ตาม นับตั้งแต่ปี พ.ศ. 2558 เป็นต้นมา ได้
เกิดการระบาดของโรคเหี่ยวในกล้วยหินอย่างรุนแรง 
ซึ ่งมีสาเหตุจากเชื ้อแบคทีเรีย Ralstonia syzygii 
subsp. celebesensis หรือที ่ เร ียกว ่า “โรคเล ือด
กล้วย” โดยมีลักษณะอาการเด่นคือการเปลี่ยนสีของ
ท่อลำเลียงเป็นสีน้ำตาลแดงคล้ายเลือด การระบาด
แพร่กระจายอย่างรวดเร็วไปยังหลายอำเภอของ
จังหวัดยะลา ส่งผลให้ผลผลิตกล้วยหินลดลงอย่างมาก 
โดยในปี พ.ศ. 2562 พบการระบาดในพื้นที่เพาะปลูก
ร้อยละ 92.03 และผลผลิตเฉลี่ยลดลงจาก 1,588 กก. 
เหลือเพียง 624 กก./ไร ่ การจัดการโรคดังกล่าว 
จ ึงจำเป ็นต ้องดำเน ินการแบบบ ูรณาการ โดย
ประกอบด้วยการกำจัดต้นกล้วยที่ติดเชื้อด้วยสารเคมี 
การปรับปรุงดินด้วยยูเรียและปูนขาว การใช้ชีวภัณฑ์ 
Bacillus subtilis ควบคุมเชื้อแบคทีเรีย การควบคุม
แมลงพาหะโดยการห่อเครือและตัดช่อดอกตัวผู้  
ตลอดจนการจัดการสุขอนามัยทางการเกษตร เช่น 
การฆ่าเชื้อเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในแปลงปลูก 
นอกจากน ี ้ ย ั งม ี มาตรการด ้ านนโยบาย  เช่น  
การประกาศพื้นที่เฝ้าระวัง การรณรงค์ทำลายต้นเป็น
โรค การควบคุมการเคลื่อนย้ายหน่อพันธุ์ และการ
ส่งเสริมให้ใช้พันธุ์ปลอดโรคที่ผลิตจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ จากผลการดำเนินการของหน่วยงานในพื้นที่
และการมีส่วนร่วมของเกษตรกร พบว่าอัตราการ
ระบาดของโรคลดลงเหลือร้อยละ 25.29 ในปี พ.ศ. 
2567 และผลผลิตเฉลี ่ยเพิ ่มขึ ้นเป็น 1,152 กก./ไร่ 
แสดงให้เห็นว่าแนวทางการจัดการแบบบูรณาการ
ร่วมกับการถ่ายทอดความรู้และสร้างความเข้าใจใน
ระดับชุมชน เป็นปัจจัยสำคัญต่อความสำเร็จในการ
ควบคุมโรคเหี่ยวกล้วยหิน และสามารถยกระดับการ
ผลิตกล้วยหินให้มีความยั่งยืนและแข่งขันได้ในระยะยาว 

 
 

คำสำค ัญ:  กล้วยหิน โรคเห ี ่ยว โรคเล ือดกล ้วย  
การจ ัดการแบบบูรณาการ  แบคทีเร ีย Ralstonia 
syzygii subsp. celebesensis ชีวภัณฑ์ BS-DOA 24 
จังหวัดยะลา 
 

บทนำ 
 

กล้วยหินเป็นพืชเศรษฐกิจสำคัญที่มี
บทบาทอย่างมากต่อจังหวัดยะลา ทั้งในด้านเศรษฐกิจ 
วัฒนธรรม และอัตลักษณ์ท้องถิ่น โดยในปี พ.ศ. 2554 
“กล้วยหินบันนังสตา” ได้รับการขึ้นทะเบียนเป็นสิ่ง
บ่งชี้ทางภูมิศาสตร์ (Geographical Indication: GI) 
แสดงถึงคุณภาพและความเชื่อมโยงกับพื้นที่ท้องถิ่น 
อย่างไรก็ตาม ตั ้งแต่ปลายปี พ.ศ. 2558 ได้มีการ
ระบาดของโรคเหี่ยวในกล้วยหิน ซึ่งเกิดจากแบคทีเรีย 
Ralstonia syzygii subsp. celebesensis หรือที่รู้จัก
กันในชื่อ “โรคเลือดกล้วย” (banana blood disease) 
มีอาการเด่นชัดคือการเปลี่ยนสีของท่อลำเลียงเป็นสี
น้ำตาลแดงคล้ายเลือด โรคนี้ได้กลายเป็นปัญหาสำคัญ
ที่กระทบต่อการผลิตกล้วยหินของจังหวัดยะลาอย่าง
รุนแรง การระบาดครั้งแรกตรวจพบในพื้นที่อำเภอ 
เบตง ก่อนจะขยายตัวอย่างรวดเร็วไปยังอำเภอธารโต 
และอำเภอบันนังสตา จังหวัดยะลา (กรมวิชาการ
เกษตร, 2561) ข้อมูลจากสำนักงานเกษตรจังหวัด
ยะลาระบุว่า การระบาดของโรคเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง 
จาก 12.72% ในปี 2559 เป็น 92.03% ในปี 2562 
ส่งผลให้ผลผลิตเฉลี ่ยต่อไร ่ลดลงจาก 1,588 กก. 
เหลือเพียง 624 กก./ไร่ (สำนักงานเกษตรจังหวัด
ยะลา, 2568) ซึ่งทำให้ผลผลิตกล้วยหินลดลงอย่างมี
นัยสำคัญและก่อให้เกิดผลกระทบต่อเกษตรกรใน
พ้ืนที่อย่างกว้างขวาง 
ลักษณะและสาเหตุของโรค 
เชื้อสาเหตุโรค 

การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
เห ี ่ ย วกล ้ วยห ิน ในจ ั งหว ั ดยะลาด ้ วย เ ทคนิ ค 
Polymerase chain reaction (PCR) ยืนยันว่าเป็น 
Ralstonia syzygii subsp. celebesensis (Phylotype 
IV) สา เหต ุ โ รค เห ี ่ ย ว  ( Blood bacterial wilt of 
banana) หร ือโรคเล ือดกล ้ วย  (banana blood 
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disease) ม ีรายงานการระบาดอย ่างร ุนแรงใน
ประเทศอินโดนีเซีย และมาเลเซีย ซึ่งมีพรมแดนติด
กับจังหวัดยะลา (Hadiwiyono, 2011) เป็นโรคที่
สร้างความเสียหายร้ายแรงต่อการผลิตกล้วยในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยมีพืชอาศัยจำกัดเฉพาะกล้วย 
(Musa spp.) เท่านั ้น การแพร่ระบาดอาศัยพาหะ
และวัสดุปลูกเป็นสำคัญ  สำหรับประเทศไทยพบ
แบคทีเรีย R. syzygii subsp. celebesensis เป็นครั้ง
แรก จึงถูกจัดให้เป็นศัตรูพืชกักกันของประเทศที่ต้อง
ดำเนินการกำจัดให้หมดสิ้น (eradication) 
อาการของโรค 

อาการของโรคเหี่ยวในกล้วยหิน มีลักษณะ 
เฉพาะดังนี ้ ขอบใบเหลือง จากนั ้นจะเหลืองทั้งใบ 
ก้านใบหักพับลู่ลงรอบลำต้นเทียม แล้วเหี่ยวแห้งตาย 
ใบธงหรือใบอ่อนแสดงอาการเหี่ยว ใบเปลี่ยนสีเป็นสี
เหลืองและใบแห้ง ดอกตัวผู้เหี่ยวแห้งเปลี่ยนเป็นสดีำ 
ส่วนเนื้อผลเปลี่ยนสีเป็นสีน้ำตาลแดงอาจมีลักษณะ
เป็นเมือกเยิ้มหรือแห้งเป็นสีดำ เมื่อตัดขวางลำต้น
เทียมหรือก้านช่อดอกจะเห็นตรงกลางเป็นจุดสี
น้ำตาลแดงโดยเฉพาะบริเวณท่อลำเลียง 

 

การแพร่ระบาดของโรค 
การแพร ่ระบาดของโรคเล ือดในพื ้นที่

จังหวัดยะลาคาดว่าเกิดจากการปนเปื ้อนของเชื้อ
แบคทีเรียไปกับเครื่องมือทำการเกษตรที่ใช้ตัดเครือ
กล้วยของผู ้ร ับซื ้อผลผลิตกล้วยหินตามแนวเขต
ชายแดน เมื่อต้นกล้วยติดเชื้อแสดงอาการของโรคจึง
เป็นแหล่งแพร่เชื้อต่อหากมีการใช้หน่อพันธุ์จากต้นที่
เป็นโรคไปปลูก เพราะในระยะแรกอาจยังไม่แสดง
อาการ (Ray et al., 2021) 

การแพร่กระจายในพื ้นที ่ เกิดจากแมลง
โดยเฉพาะแมลงผสมเกสรที ่เข้าตอมทั้งดอกตัวเมีย 
ดอกตัวผู้หรือปลีกล้วยของต้นที่ติดเชื้อแพร่ต่อไปยัง
ต้นอื่น แบคทีเรีย R. syzygii subsp. celebesensis 
สามารถกระจายตัวไปยังทุกส่วนของต้นกล้วยที่ติด
เช ื ้อ และทำให ้พ ืชท ี ่ต ิดเช ื ้อสามารถเป ็นแหล่ง
แพร่กระจายโรคได้ง่าย (Hadiwiyono, 2011) 

มาตรการป้องกันกำจัดโรคเหี่ยวในกล้วยหิน 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ได้กำหนด

มาตรการป ้องก ันกำจ ัดโรคเห ี ่ยวในกล ้วยหิน 
ดำเนินการโดยกรมวิชาการเกษตรและกรมส่งเสริม
การเกษตร เพื่อขับเคลื่อนการป้องกันกำจัดโรคเหี่ยว
ในกล้วยหิน 4 มาตรการหลัก ดังนี้ 
1. มาตรการด้านกฎหมาย 

จังหวัดยะลาออกประกาศจังหวัดยะลา 
เรื ่อง เตือนการระบาดและแนวทางการจัดการโรค
เหี่ยวในกล้วยหินฉบับใหม่ให้สอดคล้องกับคำแนะนำ
ของกรมว ิชาการเกษตร (จ ังหว ัดยะลา , 2561ก)  
ด่านตรวจพืชต้องเข้มงวดห้ามไม่ให้นำหน่อพันธุ์กลว้ย
จากนอกราชอาณาจักรเข้าประเทศ ซึ ่งหน่อพันธุ์
กล้วยเป็นสิ่งต้องห้าม ตามประกาศกระทรวงเกษตร
และสหกรณ์ เรื่อง กำหนดพืช และพาหะจากแหล่งที่
กำหนดเป็นสิ่งต้องห้าม 
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2. มาตรการป้องกันกำจัดแบบมีส่วนร่วม 
การรณรงค์กำจัดต้นกล้วยหินที ่เป็นโรค

ออกจากพ้ืนที่ และถ่ายทอดความรู้ด้านเทคโนโลยีการ
จ ัดการโรคเห ี ่ยวกล ้วยหินแบบบูรณาการให้แก่
เจ้าหน้าที่และเกษตรกร และจังหวัดยะลาได้แต่งตั้ง
คณะทำงานขับเคลื่อนการแก้ปัญหาการระบาดโรค
เหี่ยวในกล้วยหิน เพื่อให้การสนับสนุนวิชาการ การ
ควบคุมการแพร่ระบาดของโรค และการให้ความ
ช่วยเหลือเกษตรกรผู้ได้รับผลกระทบ (จังหวัดยะลา , 
2561ข) 
3. มาตรการติดตามเฝ้าระวัง 

เจ้าหน้าที ่ของหน่วยงานในพื้นที ่ร่วมกับ
เกษตรกร เฝ้าระวังและติดตามโรคเหี่ยวของกล้วย 
หากพบอาการต้องสงสัยให้แจ้งสำนักเกษตรอำเภอ
ทันท ี

4. มาตรการสนับสนุนหน่อพันธุ์ปลอดโรค 
การผล ิตต ้นพ ันธ ุ ์ ปลอดโรคจากการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และแปลงพันธุ์ปลอดโรคโดยใช้ต้น
พันธุ์ปลอดโรคจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พร้อมมีการ
รับรองแปลงผลิตพันธุ์ปลอดโรคโดยกรมวิชาการเกษตร 

เทคโนโลยีการจัดการโรคเหี่ยวกล้วยหินแบบบูรณา
การประกอบไปด้วยวิธ ีการจ ัดการโรคทั ้งหมด  
5 วิธีการ ได้แก่ 

1. การกำจัดต้นกล้วยหินที่ติดเชื้อ 
การใช้สารไตรโคลเพอร์ บิวทอกซี ่เอทิล  

เอสเตอร์ 66.8% EC เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการ
กำจัดต้นกล้วยหินที่เป็นโรค โดยใช้ไม้เสียบลูกชิ้น
ขนาดความยาวประมาณ 8 นิ้ว แช่ในสารกำจัดวชัพืช
ข้ามคืน แล้วเสียบที่บริเวณโคนต้นกล้วยลึกประมาณ 
5 นิ ้ว ต้นกล้วยจะตายภายใน 20 - 30 วัน ขึ ้นกับ
ขนาดของต้นกล้วย 

สารไตรโคลเพอร์ บิวทอกซีเอทิล เอสเทอร์
เป็นสารกำจัดวัชพืชชนิดดูดซึมที่มีประสิทธิภาพสูงใน
การควบคุมวัชพืชใบกว้างและพืชไม้ยืนต้น เมื่อพืชดูด
ซึมสารนี้เข้าไปจะทำให้เกิดการเจริญเติบโตผิดปกติ 

จนส ่งผลให ้ เซลล ์พ ืชเส ียหายและตายในท ี ่ สุ ด 
(Senseman, 2007) 

2. การปรับปรุงดินและฆ่าเชื้อ 

หลังกำจัดต้นที่เป็นโรคแล้ว ต้องดำเนินการ
กำจัดเชื้อแบคทีเรียในดิน โดยใช้วิธีการปรับปรุงดิน
ด ้วย ย ู เร ีย 0.5 กก. ผสมก ับป ูนขาว 5 กก./กอ 
( Michel and Mew, 1998; Vudhivanich, 2002) 
โรยส่วนผสมทั่วกอกล้วย กลบดินบริเวณกอกล้วยให้
แน่น รดด้วยน้ำให้ชุ่ม ทิ้งไว้ 3 สัปดาห์ 

วิธีการนี้อาศัยกลไกการเพิ่มค่าความเป็น
ด่างของดินและการเกิดแอมโมเนีย (NH3) และไน
ไตรท์ (NO2⁻) ซึ่งเป็นสารพิษที่สามารถทำลายเซลล์
ของเชื ้อแบคทีเรียได้ จากการเก็บตัวอย่างดินจาก
แปลงทดสอบมาตรวจหาเชื ้อแบคทีเรีย R. syzygii 
subsp. celebesensis เป็นประจำทุกเดือนด้วยวิธี 
PCR ตรวจไม่พบเชื้อแบคทีเรีย แสดงให้เห็นว่าการ
ปรับปรุงดินตามวิธีการของ บูรณีและคณะ (2560) 
สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในดินได้ 

3. การป้องกันด้วยชีววิธี 

การใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียบาซิลลัส ซับทีลิส 
สายพันธุ ์ BS - DOA 24 ที ่พัฒนาโดยกรมวิชาการ
เกษตร (ณัฎฐิมาและคณะ, 2557) มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคเหี ่ยวกล้วยหิน โดยใช้อัตรา 25 ก. 
ผสมน้ำ 10 ล./กอ รดรอบโคนต้นทุก 30 วัน 

ชีวภัณฑ์นี้พัฒนาขึ้นเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวที่
เกิดจากแบคทีเรีย R. solanacearum ในขิง ซึ่งเป็น
เช ื ้อแบคท ี เร ียท ี ่อย ู ่ ในกล ุ ่ม  R. solanacearum 
species complex จากผลการทดลองพบว่าชีวภัณฑ์ 
BS - DOA 24 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
กล้วยหินได้ดี ไม่พบการเกิดโรคในแปลงทดสอบ และ
ตรวจ ไม ่ พบ เช ื ้ อ แบคท ี เ ร ี ย  R. syzygii subsp. 
celebesensis สาเหตุโรคเหี่ยวกล้วยหิน 

Dadrasnia et al. (2020) พบว่าแบคทีเรีย 
Bacillus สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันของพืชและยับยั้ง
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การเติบโตของเชื ้อก่อโรค ซึ ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดลองในประเทศไทยที่แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของ
เชื ้อแบคทีเรียในสกุล Bacillus ในการป้องกันและ
ควบคุมโรคเหี่ยวกล้วย 

4. การควบคุมแมลงพาหะ 

การแพร่ระบาดของโรคเหี ่ยวกล้วยหิน
นอกจากระบาดได้จากเชื้อสาเหตุโรคที่อยู่ในดินและ
หน่อกล้วยแล้ว ยังมีการแพร่ระบาดที่สำคัญโดยการ
แพร่กระจายผ่านแมลงพาหะ การห่อเครือกล้วยหิน
เป็นวิธีการจัดการที่มีประสิทธิภาพ เพื่อป้องกันไม่ให้
แมลงในกลุ่มผีเสื้อกลางคืนและผึ้งซึ ่งเป็นแมลงผสม
เกสรและอาจมีเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวปนเปื้อน
มาเม่ือมีการเข้าเก็บเกสรและน้ำหวานจากกล้วย 

งานวิจัยของ Hermanto et al. (2013) ใน
การทดลองก ับพ ันธ ุ ์กล ้วย Kepok Kuning และ 
Kepok Tanjung พบว่าการตัดช่อดอกตัวผู้สามารถ
ลดการเกิดโรคได้ถึง 86% ขณะที่การตัดช่อดอกตัวผู้
ร ่วมกับการห่อเครือสามารถลดการติดเช ื ้อได้ถึง 
94.3% ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสำคัญของดอกตัวผู้ใน
การเป็นจุดเริ่มต้นของการติดเชื้อ 

5. การจัดการสุขอนามัยทางการเกษตร 

การทำความสะอาดเครื ่องมือเกษตรเป็น
มาตรการสำคัญในการควบคุมการแพร่กระจายของ
โรค Buddenhagen and Sequeira (1958) พบว่า
ฟอร์มาลดีไฮด์เป็นสารฆ่าเชื ้อที ่มีประสิทธิภาพสูง 
อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันนิยมใช้โซเดียมไฮโปคลอไรต์ 
2.5% ซึ่งสามารถฆ่าเชื้อได้ดีและมีต้นทุนต่ำ (Álvarez 
et al., 2015) 

เกษตรกรต้องทำความสะอาดอุปกรณ์
ทางการเกษตร เช ่น มีดตัดผลกล้วย จอบ เสียม 
รองเท้า ด้วยการใช้น้ำยาฟอกขาว เช่น ไฮเตอร์ อัตรา 
250 มล. ผสมน้ำ 3 ล. หรือปูนคลอรีน 100 ก./น้ำ 1 ล. 
ใส่ในขวดสเปรย์ นอกจากนี้ควรเปลี่ยนสารละลายที่ใช้
ในการฆ่าเชื้อทุก 3 ชม. เพื่อรักษาประสิทธิภาพของ

สาร บริเวณทางเข้าออกควรมีอ่างแช่เท้าและอ่างล้อ
สำหรับยานพาหนะที่เข้ามาในแปลงพืชสำหรับฆ่าเชื้อ
เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อ 

การบริหารจัดการการเข้าออกแปลงพืชของ
เกษตรกรในแปลงเป็นมาตรการสำคัญ ห้ามเกษตรกร
เดินจากต้นที ่เป็นโรคไปยังต้นที ่ไม่เป็นโรค หากมี
ความจำเป็นต้องเดินไปยังต้นที่เป็นโรคควรเปลี ่ยน
รองเท ้า เน ื ่องจากอาจม ีการปนเป ื ้อนของเชื้อ
แบคทีเรียในดินที่อาจติดไปกับรองเท้าทำให้เกิดการ
แพร่กระจายของเชื้อโรคไปยังต้นที่ไม่เป็นโรคทำให้
เกิดการระบาด 

แนวทางการดำเนินการจัดการโรคเหี่ยวกล้วยหิน
แบบบูรณาการในพื้นที่ 

แนวทางการดำเนินการจัดการโรคเหี ่ยว
กล้วยหินแบบบูรณาการในพื้นที่แบ่งเป็น 3 แนวทาง
ตามระดับการระบาดในแต่ละพ้ืนที่ 

1. การทำลายต้นเป็นโรคทั้งหมด 

เป้าหมายในพ้ืนที่พบการระบาดน้อย ได้แก่ 
อำเภอกรงปินัง อำเภอรามัน และอำเภอยะหา โดย
การใช้สารเคมีกำจัดวัชพืช ชื่อสามัญ ไตรโคลเพอร์ 
บิวทอกซี ่เอทิล เอสเตอร์ 66.8% อีซี แช่ไม้เสียบ
ลูกชิ้น เสียบบริเวณลำต้นกล้วย 

2. การเก็บต้นหรือหน่อไว้เพื่อเก็บผลผลิต 

เป้าหมายในพื ้นที ่ท ี ่พบการระบาดเป็น
บริเวณกว้าง ได้แก่ อำเภอเบตง อำเภอธารโต และ
อำเภอบันนังสตา และกรณีที่เกษตรกรไม่ยอมทำลาย
ต้นทิ้ง โดยการทำลายต้นกล้วยที่แสดงอาการของโรค
ทิ ้งและใช ้ช ีวภ ัณฑ์แบคทีเร ียบาซิลลัส ซ ับทีลิส  
สายพันธุ์ BS - DOA 24 ควบคุมโรคต่อเนื่องสม่ำเสมอ 

3. การจัดทำแปลงพันธุ์กล้วยหินปลอดโรค 
จัดทำแปลงกล้วยหินปลอดโรคโดยใช้หน่อ

กล้วยหินจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหรือหน่อที่ผ่าน
การตรวจสอบว่าไม่ติดโรค เพื่อนำไปปลูกในพื้นที่ของ
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หน่วยงานราชการและพื้นที่เกษตรกรที่ยังไม่พบการ
ระบาด การใช้ต้นพันธุ์ที่ปราศจากเชื้อและได้รับการ
รับรองว่าสะอาดจากเชื ้อสาเหตุโรคเหี ่ยวกล ้วย 
สามารถช่วยลดความเสี ่ยงการเกิดโรคได้อย่างมี
นัยสำคัญ (Ray et al., 2022) 
ความสำเร็จของการจัดการโรคเหี่ยวกล้วยหินแบบ
บูรณาการ 

จากการติดตามสถานการณ์การระบาดของ
โรคเหี่ยวกล้วยหินของจังหวัดยะลา ตั้งแต่ปี 2556 - 
2567 พบว่าหลังจากจังหวัดยะลาได้ดำเนินการออก
ประกาศจังหวัดยะลา เรื ่อง เตือนการระบาดและ 
แนวทางการจัดการโรคเหี ่ยวในกล้วยหิน ลงวันที่  
20 กุมภาพันธ์ 2561 โดยใช้แนวทางการป้องกันกำจัด
โรคเหี่ยวกล้วยหินของกรมวิชาการเกษตรนั้น ทำให้
การระบาดของโรคลดลงจาก 92.03% ในปี 2562 
เป็นร้อยละ 34.92% ในปี 2563 และต่อเนื่องลดลง
เหลือ 25.29% ในปี 2567 พร้อมกับผลผลิตเฉลี่ย
เพ ิ ่ มข ึ ้นจาก 624 กก./ไร ่  เป ็น 1,152 กก./ไร่  
(สำนักงานเกษตรจังหวัดยะลา, 2568) 

อย่างไรก็ตาม ในปี 2564 พบการระบาดไป
ยังพื ้นที ่ที ่ยังไม่มีการระบาดและมีการระบาดน้อย 
เนื่องจากเกษตรกรผู้ปลูกกล้วยหินยังไม่มีความรู้ความ
เข้าใจเกี่ยวกับโรคเหี่ยวกล้วยหินและเทคโนโลยีการ
จัดการโรคเหี ่ยวกล้วยหิน แต่หลังจากที่หน่วยงาน 
กรมวิชาการเกษตรและกรมส่งเสริมการเกษตรร่วม
ดำเน ินการขยายผลเทคโนโลย ีแบบบ ูรณาการ  
โดยดำเนินการผ่านสำนักงานเกษตรจังหวัดและศูนย์
จัดการศัตรูพืชชุมชน (ศจช.) ซึ่งผลการดำเนินการ
ต ั ้ งแต ่ป ี  2566 - 2567 น ั ้น ประสบความสำเร็จ
สามารถแก้ไขการระบาดได้อย่างมีประสิทธิภาพ ใน
ปัจจุบันแม้ว่าสถานการณ์การระบาดจะลดลง แต่
ยังคงพบการระบาดในบางพื้นที่ ซึ่งการควบคุมการ
ระบาดของโรคเหี่ยวกล้วยหินให้ประสบความสำเร็จ
นั้นขึ้นอยู่กับการบูรณาการเทคโนโลยีที่เหมาะสมและ
การมีส่วนร่วมของเกษตรกร  

บทสรุป 
 

โรคเหี ่ยวกล้วยหินที ่เก ิดจากแบคทีเรีย  
R. syzygii subsp. celebesensis เป็นปัญหาสำคัญ
ที่ส่งผลกระทบต่อการผลิตกล้วยหินในประเทศไทย 
การจัดการโรคต้องใช้แนวทางบูรณาการที่ครอบคลุม
การกำจัดต้นที่ติดเชื้อ การปรับปรุงดิน การใช้ชีวภัณฑ์ 
การควบคุมแมลงพาหะ และการจัดการสุขอนามัย
ทางการเกษตร  

ผลสำเร ็จจากการดำเนินงานในจังหวัด
ยะลาแสดงให้เห็นว ่าการบูรณาการเทคโนโลยีที่
เหมาะสมร่วมกับการมีส่วนร่วมของเกษตรกรสามารถ
ลดการระบาดของโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไร
ก็ตาม ความสำเร็จในระยะยาวต้องอาศัยการถ่ายทอด
ความรู ้ การสร้างความเข้าใจ และการปฏิบัติตาม
มาตรการป้องกันอย่างต่อเนื ่อง รวมทั้งการพัฒนา
เทคโนโลยีใหม่ ๆ และการวิจัยหาวิธีการจัดการที่เป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม พร้อมกับการสร้างระบบสนับสนุน
ที่เข้มแข็งจะเป็นกุญแจสำคัญในการรับมือกับความ 
ท้าทายของโรคเหี่ยวกล้วยหินในอนาคต เพื่อให้การ
ผลิตกล้วยหินของไทยมีความยั ่งย ืนและสามารถ
แข่งขันในตลาดโลกได้อย่างต่อเนื่อง 
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กักกันพืชกับภารกิจด้านอารักขาพืชระหว่างประเทศ 
 

อลงกต โพธิ์ดี1/ วาสนา ฤทธิ์ไธสง1/ 
Alongkot Phodee1/ Wasana Ridthaisong1/ 

 
การเคลื่อนย้ายพืช และผลิตผลพืชระหว่าง

ประเทศอาจทำให้เกิดความเสี ่ยงในการนำเข้ามา 
(introduction) และการแพร่กระจาย (spread) ของ
ศัตรูพืช การกักกันพืช (plant quarantine) และการ
อารักขาพืชระหว่างประเทศ ( international plant 
protection) จึงมีบทบาทสำคัญในการป้องกันและลด
ผลกระทบที่อาจเกิดขึ้น ทั้งนี้ จากความก้าวหน้าทาง
เศรษฐกิจและการค้าระหว่างประเทศในปัจจุบันมีการ
ขยายตัวอย่างรวดเร็วทำให้การนำเข้าและส่งออกพืช 
ผลิตผลพืช และวัสดุการเกษตรมีแนวโน้มเพิ ่มขึ้น  
ซึ่งเป็นความเสี ่ยงอย่างยิ่งต่อการแพร่กระจายของ
ศัตรูพืชจากแหล่งหนึ่งไปยังอีกแหล่งหนึ่ง รวมถึงส่งผล
ให้ความเสี่ยงในการแพร่กระจายของศัตรูพืชต่างถิ่น
ทวีความรุนแรงขึ้น ศัตรูพืชเหล่านี้สามารถสร้างความ
เสียหายต่อผลิตผลทางการเกษตร ความหลากหลาย
ทางชีวภาพ และเศรษฐกิจของประเทศ หากไม่มี
มาตรการควบคุมที่เหมาะสม ดังนั้น การกักกันพืช
และการอารักขาพืชระหว่างประเทศจึงเป็นกลไก
สำคัญในการรับมือ 

 
ความหมายการกักกันพืช 

คำว่า “กักกัน” หมายถึง ไม่ให้ล่วงพ้นเขต 
ที ่กำหนดไว ้  หร ือกำหนดเขตให ้อย ู ่  ส ่วนคำว่า 
“quarantine” มาจากคำว ่า “quadraginta” ซึ่ง
เป็นภาษาลาติน และ “quaranta” ซึ่งเป็นภาษาอิตา
เลียน โดยทั ้งสองคำนี ้ ม ีความหมายว่า “สี ่ส ิบ” 
แรกเริ่มเดิมทีคำว่า quarantine ถูกนำไปใช้เป็นช่วง
ระยะเวลากักกันเรือที ่เดินทางมาจากประเทศที ่มี  

โรคร้ายแรงกำลังระบาดอยู่ เช่น กาฬโรค อหิวาตกโรค 
ไข้เหลือง ลูกเรือและผู้โดยสารจะถูกบังคับให้อยู่บน
เรือซึ่งจอดอยู่ห่างฝั่งเป็นระยะเวลาหนึ่ง นานพอที่
โรคภัยที ่อาจจะติดมากับลูกเรือหรือผู ้โดยสารจะ
ปรากฏให้เห็น จึงจะได้รับอนุญาตให้ขึ้นฝั่งได้ เรื่อง
ดังกล่าวนี้มีรายงานว่าเริ่มมีในประเทศแถบเมดิเตอร์
เรเนียน ตั้งแต่ปลายศตวรรษที่ 14 

 
ความหมายของคำว่า “กักกัน” ถูกนำมาใช้

โดยเริ่มจากเรื่องราวของโรคมนุษย์ มาเป็นเรื่องราว
ของโรคสัตว์ และต่อมาภายหลังครอบคลุมมาถึง
ศัตรูพืชด้วยโดยใช้คำว่า “กักกันพืช” ซึ่งตรงกับคำ 
ในภาษาอังกฤษว่า “plant quarantine” ซึ่ง “การ
กักกันพืช” หมายถึง กิจกรรมทั้งหมดที่มีรูปแบบเพ่ือ
ป้องกันการนำเข้ามา หรือการแพร่กระจายของ
ศัตรูพืชกักกันชนิดต่าง  ๆ หรือเพื่อทำให้มั่นใจในการ
ควบคุมศัตรูพืชเหล่านั้นอย่างเป็นทางการ 
 
การกักกันพืช: กลไกป้องกันการแพร่กระจายของ
ศัตรูพืช 

การกักกันพืชเป็นมาตรการที่มีวัตถุประสงค์
เพื่อป้องกันการนำเข้ามา หรือการแพร่กระจายของ
ศัตรูพืชกักกัน หรือเพื่อจำกัดผลกระทบทางเศรษฐกิจ
ของศัตรูพืช โดยการนำตัวบทกฎหมาย ระเบียบ
ข้อบังคับ หรือวิธีดำเนินการที่เป็นทางการใด  ๆ มาใช้ 
ทั้งนี้ เพื่อป้องกันมิให้ศัตรูพืชแพร่กระจายจากแหล่ง
หนึ่งไปยังอีกแหล่งหนึ่ง ไม่ว่าจะเป็นภายในประเทศ
หรือระหว่างประเทศ 

 
 

 
1/ สำนักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ถ.พหลโยธิน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 
1/ Plant Protection Research and Development Office, Department of Agriculture, Phahonyothin Rd., Lat Yao, Chatuchak, 
Bangkok 19000. Thailand  
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            ประเทศไทยได้ประกาศใช้ตัวบทกฎหมาย
เรียกว่า “พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507” ซึ่งมีผล
ใช้บังคับ เมื่อวันที่ 19 มิถุนายน 2507 จนถึงปัจจุบัน 
อย่างไรก็ตาม ได้มีการแก้ไขเพิ่มเติมบางมาตราโดย
พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 และ
พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 เพื่อให้
เหมาะสมสอดคล้องกับสภาพการณ์ในเวลานั ้น  ๆ 
โดยกฎหมายว่าด้วยการกักพืชนี้จะมอบอำนาจหน้าที่
ตามกฎหมายให้กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ และ
กรมวิชาการเกษตร ซึ่งจากกฎหมายนี้ สามารถยกร่าง
ระเบ ียบข ้อบ ั งค ับส ุขอนาม ัยพ ืชต ่ าง  ๆ หรือ
หลักเกณฑ์ วิธีการ และเงื่อนไขได ้

 
การอาร ักขาพืชระหว่างประเทศ: กรอบความ
ร่วมมือระดับโลก 
           การก ั กก ั นพ ื ช ของแต ่ ล ะประ เทศจะ
ดำเนินการภายใต้กรอบของ “อนุสัญญาว่าด้วยการ
อารักขาพืชระหว่างประเทศ (International Plant 
Protection Convention)” ซึ ่งเป็นอนุสัญญาที ่อยู่
ภายใต้ความรับผิดชอบขององค์การอาหารและเกษตร
แห่งสหประชาชาติ (FAO) ป ัจจ ุบ ันมี 185 ภาคี
คู่สัญญา โดยประเทศไทยได้เข้าร่วมเป็นภาคีคู่สัญญา 
ลงนามเมื่อวันที่ 6 ธันวาคม 2494 และให้สัตยาบัน
เมื่อวันที่ 16 สิงหาคม 2521 ทั้งนี้ อนุสัญญาว่าด้วย
การอารักขาพืชระหว่างประเทศ ฉบับตัวบทแก้ไขใหม่
ที่ได้รับการอนุมัติโดยที่ประชุมสมัชชาองค์การอาหาร
และเกษตรแห่งสหประชาชาติ ในสมัยประช ุมที่   
29 เมื่อเดือนพฤศจิกายน 2540 (ค.ศ. 1997) ซึ่งภาคี
คู่สัญญาต่าง  ๆ 

 -  โดยการยอมรับ ความจำเป็นสำหรับ
ความร่วมมือระหว่างประเทศในการควบคุมศัตรูพืช
และผลิตผลพืช และในการป้องกันการแพร่กระจาย
ระหว่างประเทศ และโดยเฉพาะอย่างยิ่ง การนำเข้า
มาในพื้นที่ท่ีอยู่ในอันตราย 
           -  โดยการยอมรับ ว่ามาตรการสุขอนามัย
พืชควรมีการชี้แจงได้ตามหลักวิชาการ โปร่งใส และ
ไม่ควรนำมาใช้ในรูปแบบที่ประกอบกันให้เป็นไม่ว่า
วิธีการเลือกปฏิบัติตามอำเภอใจหรือปราศจากเหตุผล 

หรือข้อจำกัดที่แอบแฝง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการค้า
ระหว่างประเทศ 
            -  โดยความปรารถนา ที ่จะให้มั ่นใจการ
ประสานงานอย่างใกล้ชิดของมาตรการที่มีการกำกับ
ให้เข้าสู่ความมุ่งหมายเหล่านี้ 
            -  โดยความปรารถนา ที่จะจัดให้มีกรอบ
สำหรับการพัฒนาและการประยุกต์ใช ้มาตรการ
สุขอนามัยพืชที่ปรับให้กลมกลืน และการขยายความ
มาตรฐานสากลถึงผลที่เกิดผลนั้น 
             -  โดยการคำนึงถึง หลักการที่ได้รับการ
รับรองในระดับสากลที่ใช้ควบคุมการป้องกันสุขภาพ
ของพืช มนุษย์ และสัตว์ และสิ่งแวดล้อม  
            -  โดยการสังเกต ข้อตกลงที่ได้สรุปเป็นผล
มาจากการเจรจาการค้าพหุภาคีรอบอุรุกวัย รวมถึง
ความตกลงว่าด้วยการใช้บังคับมาตรการสุขอนามัย
แ ล ะ ส ุ ข อ น า ม ั ย พ ื ช  (Agreement on the 
Application  
of Sanitary and Phytosanitary Measures) ได้ตก
ลงกัน ทั ้งสิ ้น 23 มาตรา (ARTICLE) ซึ ่งมาตรา 4 
(ATICLE IV) “บทบัญญัติทั ่วไปที ่เกี ่ยวข้องกับการ
เตรียมการเกี่ยวกับองค์การสำหรับการอารักขาพืช
แห่งชาติ” ได้ระบุไว้ โดยสรุปได้ดังนี้ 

1. ภาคีคู ่สัญญาจะต้องจัดเตรียมอย่างสุด
ความสามารถสำหรับองค์การอารักขาพืชแห่งชาติ 
(National Plant Protection Organization) อย ่าง
เป็นทางการ โดยมีหน้าที่รับผิดชอบหลักที่กำหนดไว้
ในมาตรานี้ 

2. ความรับผิดชอบขององค์การอารักขาพืช
แห่งชาติอย่างเป็นทางการจะต้องรวมถึงสิ่งต่อไปนี้ 
เช ่น การออกใบร ับรองที ่ เก ี ่ยวข ้องกับระเบ ียบ
ข้อบังคับสุขอนามัยพืชของภาคีคู ่ส ัญญาผู ้นำเข้า  
การเฝ้าระวัง โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับวัตถุประสงค์ของ
การรายงานการเก ิดข ึ ้น การระบาด และการ
แพร่กระจายของศัตรูพืช และการควบคุมศัตรูพืช
เหล่านั้น การตรวจสอบสินค้าที่ส่งมอบและการกำจัด
การเข้าทำความเสียหายหรือการฆ่าเชื้อโรคในสินค้าที่
ส่งมอบที่เป็นพืชและผลิตผลพืชที่เคลื่อนย้ายระหว่าง
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ประเทศ การดำเนินการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช 
และการฝึกอบรมและการพัฒนาพนักงาน 

3. ภาคีคู ่สัญญาจะต้องจัดเตรียมอย่างสุด
ความสามารถเพ่ือการกระจายข้อมูลภายในอาณาเขต
ของตนเกี่ยวกับศัตรูพืชควบคุมและวิธีการป้องกันและ
ควบคุม การวิจัยและการสอบสวนในด้านการอารักขาพืช 
การออกระเบียบข้อบังคับสุขอนามัยพืช และการ
ปฏิบัติหน้าที ่อื ่น  ๆ ตามที่อาจจำเป็นสำหรับการ
ปฏิบัติตามอนุสัญญานี้ 
          

นอกจากนี้ อนุสัญญาว่าด้วยการอารักขาพืช
ระหว ่างประเทศได ้พ ัฒนา “มาตรฐานระหว ่าง
ป ร ะ เ ท ศ ว ่ า ด ้ ว ย ม า ต ร ก า ร ส ุ ข อ น า ม ั ย พื ช 
(International Standards for Phytosanitary 
Measures)” ทั้งนี้ ข้อมูล ณ เดือนมีนาคม 2568 มี
มาตรฐานที่ได้รับการรับรองแล้ว 46 ฉบับ (ฉบับที่ 30 
กำล ังถ ูกเพ ิกถอน)  โดยมาตรฐานน ี ้บางฉบ ับมี
ภาคผนวก (Annex) ที ่เกี ่ยวเนื ่อง ได้แก่ ระเบียบ
ว ิธ ีการว ิน ิจฉ ัย  (Diagnostic Protocol) 34 ฉบับ  
การปฏ ิบ ัต ิหร ือการบำบ ัดด ้ านส ุขอนาม ัย พืช 
(Phytosanitary Treatment) 43 ฉ บ ั บ  แ ล ะ
มาตรฐานสินค้า (Commodity Standard) 1 ฉบับ 
ซ ึ ่ ง ม าตรฐ าน เหล่ าน ี ้ ไ ด ้ ร ั บ กา ร ยอมร ั บ โ ดย
ค ณ ะก ร ร ม า ธ ิ ก า ร ม า ต ร ก า ร ส ุ ข อน า ม ั ย พื ช 
(Commission on Phytosanitary Measures) ภายใต้
ก ร อบ ข อ ง อ ง ค ์ ก า ร อ า ห า ร แ ล ะ เ ก ษ ต ร แ ห่ ง
สหประชาชาติ เพื่อเป็นมาตรฐานระหว่างประเทศใน
การปกป้องเกษตรกรรมยั่งยืนและเสริมสร้างความ
มั่นคงทางอาหารโลก ปกป้องสิ่งแวดล้อม ป่าไม้ และ
ความหลากหลายทางชีวภาพ และส่งเสริมการพัฒนา
เศรษฐกิจและการค้า 
      อนึ่ง “ความตกลงว่าด้วยการใช้บังคับมาตรการ
สุขอนามัยและสุขอนามัยพืช” ภายใต้องค์การการค้า
โลก (WTO) ระบุไว้ว่าไม่มีการห้ามสมาชิกจากการ
นำมาใช้หรือการบังคับใช้มาตรการที ่จำเป็นเพ่ือ
ป้องกันชีวิตหรือสุขภาพมนุษย์ สัตว์ หรือพืช ภายใต้
ข้อกำหนดว่าจะต้องไม่นำมาตรการเหล่านั้นไปใช้ใน
ลักษณะที ่ก ่อให้เกิดว ิธ ีของการเลือกปฏิบัต ิตาม

อำเภอใจ หรือที่ไม่มีเหตุผลระหว่างสมาชิกในกรณีมี
เง ื ่อนไขเดียวกันทั ่วไป หรือข้อจำกัดทางการค้า
ระหว่างประเทศโดยแอบแฝง 
 
บทบาทของกลุ่มวิจัยการกักกันพืชกับภารกิจด้าน
อารักขาพืชระหว่างประเทศ 

กรมวิชาการเกษตรในฐานะองค์การอารักขา
พืชแห่งชาติที่เป็นส่วนหนึ่งของยุทธศาสตร์การสร้าง
ขีดความสามารถด้านสุขอนามัยพืชแห่งชาติของ
อนุสัญญาว่าด้วยการอารักขาพืชระหว่างประเทศ 
และเป็นหน่วยงานรับผิดชอบในการควบคุมกำกับ
ดูแลพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 และที่แก้ไข
เพ่ิมเติม และมีหน้าที่รับผิดชอบต่าง  ๆ ตามที่กำหนด
ไว้ในอนุสัญญาว่าด้วยการอารักขาพืชระหว่างประเทศ 
โดยแบ่งส่วนราชการซึ ่งมีสำนักวิจ ัยพัฒนาการ
อารักขาพืชที่มีภารกิจเกี ่ยวกับการศึกษา ค้นคว้า 
วิจัย สำรวจ รวบรวม เฝ้าระวังและจำแนกเกี่ยวกับ
แมลง สัตว์ศัตรูพืช โรคพืช วัชพืช และการกักกันพืช 
รวมทั้งวิธีป้องกันและกำจัดที่เหมาะสม รวมถึงการ
ให้บริการวิชาการ เตือนภัยศัตรูพืช และเทคโนโลยี
ด้านอารักขาพืชแก่เจ้าหน้าที่ เกษตรกร เอกชน และ
หน่วยงานอื่นที่เก่ียวข้อง 

“กลุ่มวิจัยการกักกันพืช” เป็นกลุ่มวิจัยหนึ่ง
ภายใต้สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ซึ่งมีบทบาท
หน้าที่ในแต่ละกลุ่มงานที่เกี่ยวข้องกับภารกิจด้านการ
อารักขาพืชระหว่างประเทศ ดังนี้ 

1. กลุ่มงานวิเคราะห์ความเสี ่ยงศัตรูพืช  
มีหน้าที่ ดำเนินการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช และ
กำหนดมาตรการสุขอนามัยพืชต่าง  ๆ รวมถึงข้อ
กำหนดการนำเข้าด้านสุขอนามัยพืช ซึ่งเป็นมาตรการ
สุขอนามัยพืชเฉพาะที ่จ ัดทำขึ ้นโดยประเทศไทย
เกี่ยวกับสินค้าที่ส่งมอบซึ่งเคลื่อนย้ายเข้าสู่ประเทศ ที่
ผ่านมาได้ดำเนินการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชและ
กำหนดข้อกำหนดการนำเข้าด้านสุขอนามัยพืช โดย
ออกเป็นประกาศกรมวิชาการเกษตรซึ่งอาศัยอำนาจ
ตามความในมาตรา 8 (2) แห่งพระราชบัญญัติกักพืช 
พ.ศ. 2507 ซึ่งแก้ไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช 
(ฉบับที่ 3) พ.ศ. 2551 เช่น เงื่อนไขการนำเข้าเมล็ด
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พันธุ ์พริก มะเขือ มะเขือเทศ และข้าวโพดจากทุก
แหล่ง เงื่อนไขการนำเข้าผลแอปเปิลสดจากเกาหลีใต้ 
ญี ่ปุ ่น เนเธอร์แลนด์ เบลเยียม เยอรมนี โปแลนด์ 
ฝรั่งเศส อิตาลี ตุรกี แคนาดา อเมริกา ชิลี แอฟริกาใต้ 
ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ นอกจากนี้ ยังมีผลไม้สดอ่ืน  
ๆ อาทิ ส้ม องุ่น อะโวคาโด แอปริคอต เชอรี่ กีวี เม
ลอน เนคทารีน ท้อ สาลี่ พลับ พลัม ทับทิม สตรอเบอ
รี ่ จากอีกหลายแหล่ง รวมถึงผลิตผลพืชอื ่น เช่น 
มะพร้าว มันสำปะหลัง ข้าวโพด อ้อย ยาสูบ มันฝรั่ง 
เป็นต้น 

นอกจากการดำเนินการที่เกี ่ยวข้องกับการ
นำเข้าพืช และผลิตผลพืชแล้ว ยังดำเนินการเกี่ยวกับ
ก า ร จ ั ด ท ำ ข ้ อ ม ู ล ท า ง ว ิ ช า ก า ร  (technical 
information) เพื ่อประกอบการยื ่นขอการเข ้าสู่
ตลาด (market access) ของสินค้าเกษตรของไทย
ส่งออกไปยังต่างประเทศ เช่น มะม่วง มังคุด ลำไย 
ทุเรียน ส้มโอ  

2. กลุ่มงานวินิจฉัยศัตรูพืชกักกัน มีหน้าที่ 
ดำเนินการตรวจสอบ การทดสอบ การวิน ิจฉัย
ศัตรูพืชเกี่ยวกับศัตรูพืชที่มีความสำคัญทางกักกันพืช
ของสินค้าเกษตรที่นำเข้าและส่งออก เพื่อเป็นการ
สกัดกั้น (interception) ศัตรูพืช ทั้งนี้ การวินิจฉัย
ศัตรูพืชหรือการบ่งชี้ชนิดของศัตรูพืชอาจเกี่ยวเนื่องถึง
กลุ่มวิจัยต่าง  ๆ ภายในสำนักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช เช่น กลุ่มกีฏและสัตววิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช กลุ่ม
วิจัยวัชพืช รวมถึง การปฏิบัติงานร่วมกับด่านตรวจพืช 
สำนักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร ในการพิสูจน์
ย ืนย ันการนำเข ้าว ่าส ินค้าที ่ส ่งมอบเป็นไปตาม
ข้อกำหนดการนำเข้าด้านสุขอนามัยพืชหรือไม่ เช่น 
การสุ่มตัวอย่างและการทดสอบ การตรวจสอบด้วย
สายตา (การตรวจสอบทางกายภาพ) เพื่อหาศัตรูพืช
และสิ่งปนเปื้อนที่ต้องห้ามอื่น  ๆ การพิสูจน์ยืนยัน
การบำบัดด้วยความเย็นระหว่างการขนส่ง 

สำหรับสินค้าเกษตรส่งออก ได้ดำเนินการ
พัฒนา ส่งเสริมและอำนวยความสะดวกการส่งออก 
เช่น การตรวจสอบแปลงพืชเพื่อผลิตเมล็ดพันธุ์และ
ออกผลการตรวจสอบว ่ า ในระหว ่ า งฤด ู การ
เจริญเติบโตปลอดจากศัตรูพืชควบคุมตามที่ประเทศ 

คู่ค้ากำหนด การออกผลการทดสอบหรือการพิสูจน์
ยืนยันผลการทดสอบจากห้องปฏิบัติการอื ่นที่กรม
วิชาการเกษตรให้การยอมรับ เพื่อประกอบการขอ
และออกใบรับรองสุขอนามัยพืช 

3. กลุ่มงานกำจัดศัตรูพืชกักกัน มีหน้าที่ 
ทดสอบวิธีการปฏิบัติหรือการบำบัดที่เกี่ยวข้องกับ
ศัตรูพืชควบคุมต่าง  ๆ ของประเทศผู้นำเข้า เพื่อเป็น
วิธีดำเนินการสำหรับการฆ่า การหยุดยั้งการทำงาน 
หรือการขจัดศัตรูพืชออกไป หรือการทำให้ศัตรูพืช
เป็นหมัน หรือการทำให้พ้นสภาพความมีชีวิต เช่น 
การบำบัดด้วยความร้อน การฉายรังสี การรมแก๊ส กับ
ส ินค้าเกษตรเพื ่อการส่งออก ตลอดจนการออก
ใบรับรองสุขอนามัยพืชกับสินค้าที่ประเทศผู้นำเข้ามี
มาตรการสุขอนามัยพืชเฉพาะ เช่น การส่งออกมะม่วง 
มังคุด และส้มโอไปยังญี่ปุ่น 

4. กลุ่มงานเฝ้าระวังศัตรูพืชกักกัน มีหน้าที่ 
ดำเนินการเฝ้าระวัง เพื่อรวบรวมและบันทึกข้อมูล
เกี่ยวกับการเกิดขึ้นหรือการไม่ปรากฏของศัตรูพืช 
โดยการสำรวจ การติดตาม หรือวิธีดำเนินการอ่ืน  ๆ 
ซ ึ ่งปฏ ิบ ัต ิงานร ่วมก ับกล ุ ่มว ิจ ัยต ่าง  ๆ ภายใน
สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ซึ ่งที ่ผ ่านมาได้
ดำเนินการสำรวจและติดตาม รวมถึงการรายงานการ
เกิดขึ้น การปรากฏ หรือการไม่ปรากฏของศัตรูพืช 
ตลอดจนการควบคุมไปยังอนุส ัญญาว่าด้วยการ
อาร ักขาพืชระหว ่างประเทศ  เช ่น  หนอนกระทู้
ข้าวโพดลายจุด (Spodoptera frugiperda) หนอน
ชอนใบมะเขือเทศ (Phthorimaea absoluta) ไวรัส
สา เหต ุ โ รค ใบด ่ า งม ั นสำปะหล ั ง  (Sri Lankan 
cassava mosaic virus) นอกจากนี้ ยังได้ดำเนินการ
การสำรวจและติดตามสถานะของศัตรูพืชเพื ่อเป็น
ข้อมูลประกอบการเข้าสู่ตลาดสินค้าเกษตรของไทย 
รวมถึงการเฝ้าระวังศัตรูพืชที ่ย ังไม่ปรากฏพบใน
ประเทศไทย และศัตรูพืชที่เป็นข้อกังวลของคู่ค้า ซึ่ง
งานก ักก ันพ ืชถ ือเป ็นเคร ื ่องม ือเช ิงปฏ ิบ ัต ิหรือ
วิธีดำเนินการด้านสุขอนามัยพืช ส่วนการอารักขาพืช
ระหว ่างประเทศเป ็นแนวทางเช ิงนโยบายและ
ยุทธศาสตร์ โดยทั้งสองส่วนเสริมกัน ทั้งนี้ งานกักกัน
พืชช่วยในการสกัดกั้น การปฏิเสธสินค้าที่ส่งมอบที่
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นำเข้า เนื ่องจากความผิดพลาดที ่ไม ่ปฏิบัต ิตาม
ระเบียบข้อบังคับสุขอนามัยพืช หรือการตรวจพบ
ศัตรูพืช ในขณะที่ทำการตรวจสอบหรือทดสอบสินค้า
ที่ส่งมอบที่นำเข้า ในขณะที่การอารักขาพืช ระหว่าง
ประเทศช่วยสร ้างระบบป้องกันที ่ครอบคลุมทั้ง
ระดับชาติและนานาชาติ 
 

แม้ว่างานกักกันพืชจะเป็นมาตรการสำคัญ 
แต่อาจไม่เพียงพอ เนื่องจากการค้าระหว่างประเทศมี
การเปลี ่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว การพัฒนาระบบ
อารักขาพืชระหว่างประเทศจึงมีความจำเป็นเพ่ือ
รองรับการเปลี่ยนแปลง เช่น การใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
ในการตรวจสอบศัตรูพืช การใช้ฐานข้อมูลกลางใน
การแลกเปลี ่ยนข้อมูล และการเสริมสร้างความ
ร่วมมือระหว่างประเทศ ตลอดจนการพัฒนา ปรับปรุง
แก้ไขตัวบทกฎหมายด้านการกักกันพืชให้เหมาะสม
สอดคล้องกับสภาพการณ์และอนุสัญญาว่าด้วยการ
อารักขาพืชระหว่างประเทศ 
 
สุดท้ายนี้ จะเห็นได้ว่างานกักกันพืชและการอารักขาพืช
ระหว่างประเทศมีบทบาทสำคัญต่อความมั ่นคง
ทางการเกษตรของประเทศ โดยเฉพาะในยุคที่การค้า
และการเคลื่อนย้ายสินค้าเกษตรเป็นไปอย่างรวดเร็ว
และไร้พรมแดน การผนวกทั้งสองแนวทางเข้าด้วยกัน
จะช่วยให้ประเทศไทยสามารถป้องกัน ควบคุม และ
ลดความเสี่ยงจากศัตรูพืชต่างถิ่นหรือศัตรูพืชกักกันได้
อย่างยั่งยืน 
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คำแนะนำสำหรับผู้เขียนนี้ใช้กับบทความที่ตีพิมพ์

ในวารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 
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ชื่อเรื่อง (ภาษาไทย) 
ชื่อเรื่อง(ภาษาอังกฤษ) 
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ABSTRACT 

        สรุปความสำคัญของเร ื ่องที ่ทดลอง ว ัตถุประสงค์ ว ิธ ีการทดลอง สถานที ่ เวลาทำการทดลอง  
ผลการทดลอง และสรุปสาระสำคัญที่ได้จากการทดลอง เป็นภาษาอังกฤษใช้สำนวนรัดกุมและให้รายละเอียด  
ที่ชัดเจน มีความยาวไม่เกิน 300 คำ 

Keywords: ไม่เกิน 5 คำ 

บทคัดย่อ 
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บทนำ 

          อธิบายถึงเหตุผล ความสำคัญ วัตถุประสงค์และเป้าหมายของงานวิจัยพร้อมทั้งเสนอข้อมูลสนับสนุน
หรือโต้แย้งจากการตรวจเอกสาร 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 

          อธิบายการวางแผนการทดลอง ขนาดแปลงทดลอง และรายละเอียดของวิธีการดำเนินการทดลอง  
วัน เวลา และสถานที่ทดลอง วิธีการบันทึกข้อมูล ใช้สำนวนที่ไม่เยิ ่นเย้อ และให้รายละเอียดเป็นขั้นตอน 
ที่ชัดเจน 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

          อธิบายผลการทดลองที ่สำคัญ อ้างอิงถึงตาราง กราฟ หรือรูปประกอบพร้อมเหตุผลสนับสนุน 
ผลการทดลอง และวิจารณ์เหตุผลที่ทำให้ผลการทดลองเป็นเช่นนั้น  รวมทั้งอ้างถึงผลการทดลองของผู้อ่ืน  
(จากเอกสารอ้างอิงในบทนำ หรืออุปกรณ์และวิธีการ) เพ่ือสนับสนุนหรือคัดค้านผลการทดลองนั้น ๆ 
 

สรุปผลการทดลอง 

สรุปสาระที่สำคัญของผลการทดลอง คำแนะนำในการนำไปใช้ประโยชน์ และข้อเสนอแนะในงานวิจัย
เรื่องนั้น ๆ ในอนาคต (ถ้ามี) 

 

คำขอบคุณ 

กล่าวถึงบุคคลและหน่วยงานที่ช่วยเหลืองานวิจัยและทดลอง 
 

เอกสารอ้างอิง หรือบรรณานุกรม 

ตัวอย่างการเขียนเอกสารอ้างอิง ตามตัวอย่าง 

ตาราง 

ชื่อตารางและรายละเอียดเป็นภาษาอังกฤษ เรียงตั้งแต่ Table 1 เป็นต้นไป 

ภาพประกอบ 

ภาพขาวดำ หรือภาพสี หรือภาพลายเส้น (กราฟ)  เป็นต้นฉบับที่ชัดเจน สะอาดและสวยงามพร้อม 
คำบรรยายเป็นภาษาอังกฤษเรียงตั้งแต่ Figure1 เป็นต้นไป
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ตัวอย่างการเขียนเอกสารอ้างอิง 

1. การตรวจเอกสาร ในเรื่องของคำนำหรือ อุปกรณ์และวิธีการ หรือ ผลการทดลอง 
 ตัวอย่างการเขียน 
     - โกศล (2523) หรือ (โกศล, 2523) 
     - อ่ิมจิตและคณะ (2535) หรือ (อ่ิมจิตและคณะ, 2535) 
     - Kreb (1978) หรือ (Kreb, 1978) 
     - Lekakul et al.  (1977) หรือ (Lekakul et al., 1977) 
ถ้าเอกสารไม่ปรากฎชื่อผู้เขียนให้ใช้ 
      -นิรนาม (2529) หรือ (นิรนาม, 2529) 

2. เอกสารอ้างอิงหรือบรรณานุกรม  
      รวมอยู่ในบัญชีเอกสารอ้างอิงท้ายเรื่อง ดังนี้ 

2.1 การเรียงลำดับเอกสาร 

       -  ให้เอกสารภาษาไทยอยู่ในส่วนแรกและเอกสารภาษาต่างประเทศอยู่ในส่วนที่สอง 
       -  ให้เรียงชื่อผู้แต่งตามอักษรแต่ละภาษา 
       -  ผู้แต่งชื่อเดียวกัน มีเอกสารมากกว่า 1 ฉบับ 
       -  ถ้าตีพิมพ์ในปีต่าง ๆ กัน ให้เรียงปีที่พิมพ์จากน้อยไปหามาก 
       -  ถ้าตีพิมพ์ในปีเดียว ให้ใส่อักษร ก, ข, ค หรือ a, b, c กำกับในเนื้อเรื่องที่อ้างถึงก่อนและหลังตามลำดับ 

2.2 ประเภทของเอกสาร 

ก. ตำรา 

แบบการเขียน 
ชื่อผู้แต่ง. ปี. ชื่อหนังสือ. ชื่อสำนักพิมพ์ จังหวัด. จำนวนหน้า. 

ตัวอย่างการเขียน 
โกศล เจริญสม. 2523. แตนเบียนคาชิดอยด์. เอกสารพิเศษ ฉบับที่ 3 ศูนย์วิจัยและควบคุมศัตรูพืช                  

โดยชีว ินทรีย์แห่งชาติ. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์และสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
กรุงเทพฯ. 301 หน้า.  

สะอาด  บุญเกิด จเร สดากร และทิพย์พรรณ สดากร. 2523. ชื่อพรรณไม้ในเมืองไทย.กองทุนจัดพิมพ์ตำรา      
ป่าไม้ คณะวนศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ. 657 หน้า.  

Holm, G.L., D.L. Plucknett, J.V. Pancho and J.P. Herberger. 1997. Imperata cylindrical (L.) Beauv. 
pp. 62-71. In: The World ‘s Worst weeds, Distribution and Biology. Honolulu, University 
Press of Hawaii. 

Krebs, C.J, 1978. Ecology: The Experimental Analysis, Distribution and Abundance.  2nd Ed. H.A. 
Harper and C.B. Row, (eds.) N.Y. 978 p. 
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ข. วารสาร Newsletter และ Bulletin  

แบบการเขียน 
ชื่อผู้แต่ง. ปี. ชื่อเรื่อง. ชื่อวารสารหรือชื่อ Newsletter หรอืชื่อ Bulletin. ปีที่(เล่มท่ี): หน้า-หน้า. 

ตัวอย่างการเขียน 
ไพศาล เหล่าสุวรรณ. 2524. วิธีการเขียนบทความทางวิชาการวิทยาศาสตร์. วารสารสงขลานครินทร์. 3(1): 27-43. 
Sharwa, A.D. and C.I. Jandalk. 1986. Studies on Recycling of Pleurotus Waste. 

Mushroom Newsletter for the Tropics. 3: 13-15. 
Yano, K. 1979. Effect of Vegetable Juice and Milk on Alkylating activity of n-methyl-n-                 

nitrourea. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 27:2456-2458. 

ค. รายงานประจำปี  

แบบการเขียน 
ชื่อผู้แต่ง. ปี. ชื่อเรื่อง. หน้า-หน้า. ชื่อรายงานประจำปี พ.ศ. หน่วยงาน.  

ตัวอย่างการเขียน 
กรองทอง จันทร  อำนวย ทองดี  และบรรจง สิกขะ มณฑล. 2522. การศึกษาหาวิธีการปลูกหอมแดงใน

ภาคเหนือ. หน้า 5-20. ใน: รายงานสรุปผลการทดลองพืชสวน 2522. กองพืชสวน กรมวิชาการเกษตร. 
Lewanich, A. 1974. A Taxonomic Study on the Lipdopterous Pests of Sugar Cane. pp. 511- 513. 

In: Annual Research Report 1974. Div. of Entomol. Snd Zool, Dept. of Agric., Bangkok. 

ง. รายงานการประชุม 

แบบการเขียน 
ชื่อผู้แต่ง. ปี. ชื่อเรื่อง. หน้า-หน้า. ชื่อรายงานการประชุมถ้ามีตัวย่อสากลให้พิมพ์ตัวย่อ ครั้งที่ (ถ้ามี) วัน เดือน 
ปีที่มีการประชุม สถานที่ประชุม. 

ตัวอย่างการเขียน 
พิสิษฐ์ เสพสวัสดิ์ ศรีสมร พิทักษ์ เตือนจิตต์ สัตยาวิรุทธิ์  และสาทร สิริสิงห์. 2523. ประสิทธิภาพของสาร 

ฆ่าแมลงบางชนิดกับหนอนเจาะฝักถั่วเหลือง. หน้า 492-523. ใน: รายงานการประชุมวิชาการแมลง
และสัตว์ศัตรูพืช ครั้งที่ 2 กองกีฏและสัตววิทยา. 24-27 มิถุนายน 2532 ณ ศูนย์วิจัยการอารักขาข้าว 
กรุงเทพฯ. 

Magee, P.N. 1992. The Future of Research on Chemical Carcinogenesis. pp 11. In : 2rd Princess 
Chulabnorn Science Congress. Nov. 2-6, 1992. Bangkok. 
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จ. เอกสารไม่ปรากฏชื่อผู้เขียน 

แบบการเขียน       
ให้ใช้คำว่า นิรนาม หรือ Anonymous แทนชื่อตามด้วยปี พ.ศ. หรือ ค.ศ. ที่ตี่พิมพ์ และใช้วิธีการเขียนตาม
ประเภทของเอกสารนั้นๆดังที่กล่าวมาข้างต้น     

ตัวอย่างการเขียน 
นิรนาม. 2520. สัตว์ศัตรูอ้อย. วารสารกสิกรรมไร่อ้อย. 1:445-449. 
Anonymous. 1989. Krung Thai Bank Annual Report 1989. Bangkok. 80 p. 

ฉ. สื่อวิชาการทาง Website  

แบบการเขียน 
ชื่อผู้แต่ง. ปีที่พิมพ์. (กรณีไม่ปรากฎให้ใช้ n.d.  หรือ ม.ป.ป.) ชื่อเรื่องของเอกสาร. แหล่งข้อมูล: (ระบุ URL) 
สืบค้น: (วัน เดือน ปี). 

ตัวอย่างการเขียน 
นิรนาม. 2556. ชาน้ำมัน (Camellia oleifera Abel). ศูนย์วิจัยและพัฒนาชาน้ำมันและพืชน้ำมัน มูลนิธิชัยพัฒนา.

แหล ่ งข ้ อม ูล : http://www.teaoilcenter.org/index.php/2013-12-01-03-05-52/2013-12-01-
03-12-54/entry/camellia-oleifera-abel. สืบค้น: 20 พฤษภาคม 2559. 

FSANZ. 2007. Final assessment report. Application A565. Use of nisin in processed meat products 
.Food Standards Australia New Zealand. Available at:  

           http//www.foodstandards.gov.au/code/ applications/documents/A565-FAR-Nissin- Final.pdf. 
Accessed:  March 22, 2015. 
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