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บทคัดย่อ 

เห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ไทย (Phallus atrovolvatus) จัดเป็นเห็ดที่มีสรรพคุณทำงยำสูงและมีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ แต่ใน
ขั้นตอนกำรผลิตเช้ือขยำยและกำรผลิตดอกยังพบปัญหำ เช่น เส้นใยเจริญช้ำ อัตรำกำรปนเปื้อนสูง ผลผลิตต่ ำและไม่ได้คุณภำพ งำนวิจัยนี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อปรับปรุงและพัฒนำเทคโนโลยีกำรผลิตเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ DOA-Ph1 ด้วยกำรประยุกต์ใช้ไบโอชำร์จำกก้อนเช้ือ
เห็ดเก่ำ (DOA -Mushchar) โดยเริ่มจำกพัฒนำสูตรอำหำรที่เหมำะสมกำรผลิตเช้ือขยำยขั้นที่ 1 ผลกำรศึกษำพบว่ำอำหำรสูตรข้ำวฟ่ำง 
+ DOA - Mushchar 0.4 % เชื้อเห็ดเจริญได้เร็วกว่ำกรรมวิธีอื่น ๆ โดยเส้นใยเห็ดเจริญเต็มขวดภำยใน 10.17 วัน และผลกำรผลิตเช้ือ
ขยำยขั้นท่ี 2 พบว่ำเช้ือเห็ดร่ำงแหในอำหำรสูตรขี้เลื่อย+ร ำ+DOA - Mushchar 4% เจริญได้ดีมีอัตรำกำรเจริญเฉลี่ย 17.56 มิลลิเมตร
ต่อวัน ส่วนผลในกำรผลิตดอกเห็ดร่ำงแหพบว่ำในสูตรอำหำรฟำงข้ำว+ DOA - Mushchar 5% ให้ผลผลิตสูงถึง 2,598.75 กรัม/ตะกร้ำ 
(B.E.(%) =12.98) กำรศึกษำครั้งนี้แสดงให้เห็นว่ำกำรประยุกต์ใช้ DOA - Mushchar สำมำรถน ำมำใช้ในกำรปรับปรุงและพัฒนำสูตร
อำหำรในกระบวนกำรผลิตเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ไทยเพื่อเพิ่มปริมำณ และลดระยะเวลำกำรผลิต อีกทั้งยังเป็นกำรใช้ประโยชน์จำกวัสดุ
เหลือใช้ทำงกำรเกษตรให้เกิดประสิทธิภำพสูงสุดอีกด้วย 
ค าส าคัญ : Phallus atrovolvatus, ไบโอชำร์จำกก้อนเช้ือเห็ดเก่ำ, เชื้อขยำยขั้นที่ 1  
 

Abstract 

The Thai Strain Bamboo mushroom (Phallus atrovolvatus) is highly medicinal and economically 
beneficial. Sluggish mycelium growth, low productivity, and poor quality continue to affect production. This study 
uses biochar derived from spent mushroom substrates (DOA-Mushchar) to improve mushroom production 
technique for Phallus atrovolvatus DOA-Ph1. For the master spawn experiment, sorghum + DOA-Mushchar 0.4% 
produced the highest mycelial growth. Mycelium covered the spawn substrate in 10.17 days. Regarding mother 
spawn output, the average mycelial growth rate was 17.56 per day when using the sawdust + bran + DOA - 
Mushchar 4% combination. The rice straw + DOA-Mushchar 5% mixture yielded the highest reticulated 
mushrooms, 2,598.75 g/basket (B.E.(%)=12.98). Our investigation found that DOA-Mushchar exhibits significant 

230

mailto:varapornc18@gmail.com


 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

potential to induce mushroom quantity and reduce the production time of Thai Strain Bamboo mushroom. 
Furthermore, agricultural waste is utilized to achieve optimal efficiency. 
Keywords: Phallus atrovolvatus, Biochar derived from spent mushroom substrates, Master spawn 
 
บทน า 

เห็ดร่ำงแหสำยพันธ์ุไทย (Phallus atrovolvatus) จัดเป็นเห็ดที่มีสรรพคุณทำงยำสูงและมีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ จึงเป็น
อีกหนึ่งทำงเลือกใหม่ในกำรผลิตเห็ดร่ำงแหสำยพันธ์ุไทย ปัจจุบันได้รับควำมนิยมมำกข้ึนในอุตสำหกรรมกำรผลิตเห็ดของไทย มีรำยงำน
พบว่ำสำรสกัดจำกเห็ดร่ำงแหมีฤทธิ์ปรับสมดุลภูมิคุ้มกัน โดยจำกรำยงำนของ Chaiyama et al. (2020a) พบว่ำสำมำรถลดกำรอักเสบ
ดัชนีกำรอักเสบ และบรรเทำควำมรุนแรงโรคล ำไส้อักเสบในหนูทดลองได้ อีกทั้งยังมีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระสูง และต่อต้ำนกำรเกิดเนื้องอก
อีกด้วย (Wasser, 2002) ข้อมูลดังกล่ำวเป็นข้อมูลพื้นฐำนและองค์ควำมรู้เพื่อกำรน ำไปประยุกต์ใช้ในด้ำนต่ำง ๆ เช่น อุตสำหกรรม
อำหำร ยำ และกำรแพทย์ต่อไป แต่ในขั้นตอนกำรผลิตเช้ือขยำยและกำรผลิตดอกยังพบปัญหำ เช่น เส้นใยเจริญช้ำ อัตรำกำรปนเปื้อนสูง 
ผลผลิตต่ ำและไม่ได้คุณภำพ และกำรผลิตดอกจำกเดิมที่มีส่วนประกอบหลำยอย่ำง ได้แก่ ขี้เลื่อย ร ำ ปูนขำว ดีเกลือ ยิปซั่ม ท ำให้ยุ่งยำก
ต่อกำรเตรียมกำรผลิตและมีต้นทุนสูง (วรำพร และคณะ, 2557) กำรน ำก้อนเช้ือเห็ดเก่ำซึ่งเป็นเศษวัสดุเหลือทิ้ง (waste) หลังกำรเพำะ
เห็ดมำเป็นวัตถุตั้งต้นในกำรผลิตไบโอชำร์ (DOA - Mushchar) และน ำกลับมำใช้เป็นสำรปรับปรุงในสูตรอำหำรส ำหรับเพำะเห็ด 
ปรับปรุงกำรผลิตเห็ดร่ำงแหด้วยเทคโนโลยีสมัยใหม่  ซึ่งคุณสมบัติของ DOA-Mushchar จะสำมำรถเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
โครงสร้ำงของวัสดุเพำะเห็ด เช่น เพิ่มควำมจุในกำรอุ้มน้ ำ และปรับค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงให้เหมำะสม ช่วยส่งเสริมและลดระยะเวลำกำร
เจริญของเส้นใยในวัสดุเพำะส่งผลตอ่คุณภำพและปริมำณผลผลติเห็ด กำรศึกษำครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมใน
กำรใช้ DOA - Mushchar เป็นส่วนผสมในกำรผลิตเห็ดร่ำงแหสำยพันธ์ุไทย P. atrovolvatus สำยพันธ์ุ DOA-Ph1 ช่วยให้กำรผลิตเห็ด
ปลอดภัยมีประสิทธิภำพสูง ท ำให้เกิดมูลค่ำทำงเศรษฐกิจด้วยกำรเพำะเห็ด ซึ่งเป็นแนวทำงในกำรประกอบอำชีพเกษตรกรรม                        
มีควำมมั่นคง มั่งคั่ง และยั่งยืน มีรำยได้เพิ่มขึ้น ชุมชุนมีควำมเข้มแข็ง มีคุณภำพชีวิตที่ดีขึ้น 
 
อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเตรียมเชื้อเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย (DOA-Ph1) และการเตรียมไบโอชาร์จากก้อนเชื้อเห็ดเก่า 
 กำรเตรียมแม่เช้ือเห็ด โดยน ำเช้ือเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ไทย P. atrovolvatus สำยพันธุ์ DOA-Ph1 เป็นสำยพันธุ์บริกำรของ 
กรมวิชำกำรเกษตร (เห็ดร่ำงแห-1) ย้ำยเลี้ยงบนอำหำรเลี้ยงเช้ือ Potato dextrose agar (PDA) บ่มเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30±2 องศำเซลเซียส 
เป็นระยะเวลำ 15 วัน แล้วจึงน ำไปใช้ศึกษำในขั้นตอนต่อไป 
 กำรเตรียมไบโอชำร์จำกก้อนเช้ือเห็ดเก่ำ น ำก้อนเช้ือเห็ดเก่ำซึ่งเป็นวัสดุเหลือท้ิงจำกกระบวนกำรผลิตเห็ด โดยกำรศึกษำครั้งนี้
เลือกใช้ก้อนเช้ือเก่ำจำกเห็ดนำงรมภูฏำน เนื่องจำกเป็นเห็ดเศรษฐกิจที่เกษตรกรนิยมเพำะมำกที่สุด ก่อให้เกิดวัสดุเหลือทิ้งเป็นจ ำนวนมำก 
จำกนั้นน ำมำคัดเลือกก้อนที่ยังไม่มีกำรปนเปื้อนจำกจุลินทรีย์ชนิดต่ำง ๆ น ำถุงพลำสติกออก แบ่งก้อนเห็ดเป็น 4 – 6 ช้ิน น ำมำตำก   
ให้แห้งในพื้นที่ถ่ำยเทสะดวก จำกนั้นน ำมำเข้ำสู่กระบวนกำรผลิตไบโอชำร์ด้วยเทคนิค Pyrolysis โดยใช้เตำเผำแบบเตำเบ๊บซี (BEBC 
Stove) ซึ่งเป็นเตำพลังงำนชีวมวลผลิตแก๊สหุงต้มและไบโอชำร์ระดับครัวเรือน ขนำดบรรจุ 50 ลิตร เมื่อสิ้นสุดกระบวนกำรผลิตจะได้  
ไบโอชำร์จำกก้อนเช้ือเห็ดเก่ำสกุลนำงรมให้ช่ือว่ำ DOA - Mushchar น ำไบโอชำร์มำบดด้วยเครื่องบดแห้งอเนกประสงค์ให้เป็น          
ผงละเอียด แล้วจึงน ำไปใช้ศึกษำในขั้นตอนต่อไป 
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2. การศึกษาผลของ DOA - Mushchar ในการผลิตเชื้อขยายขั้นที่ 1 (Master spawn) ของเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย     
(DOA-Ph1)  

วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD, completely randomized design) ท ำกำรทดลอง 5 กรรมวิธี ๆ ละ 4 ซ้ ำๆ ละ 3 ขวด 
ดังนี้ กรรมวิธีที่ 1) ข้ำวฟ่ำง 100 เปอร์เซ็นต์ (กรรมวิธีเปรียบเทียบ) กรรมวิธีที่ 2) ข้ำวฟ่ำง + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 0.1 
โดยน้ ำหนัก) กรรมวิธีที่ 3) ข้ำวฟ่ำง + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 0.2 โดยน้ ำหนัก) กรรมวิธีที่ 4) ข้ำวฟ่ำง + DOA - 
Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 0.3 โดยน้ ำหนัก) และกรรมวิธีท่ี 5) ข้ำวฟ่ำง + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 0.4 โดยน้ ำหนัก) 
 เตรียมเมล็ดข้ำวฟ่ำงต้มสุก แล้วน ำไปผสมกับ DOA - Mushchar ในอัตรำส่วนตำมกรรมวิธีต่ำง ๆ บรรจุลงขวดแก้วปริมำณ 150 
กรัม น ำไปนึ่งฆ่ำเช้ือในหม้อนึ่งควำมดันที่ 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที ปล่อยไว้ให้เย็น 
จำกนั้น  ท ำกำรใส่แม่เช้ือวุ้นเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ DOA-Ph1 แล้วน ำไปบ่มเลี้ยงเส้นใยในตู้ควบคุมอุณหภูมิ (30±2 องศำเซลเซียส) 
หลังจำก    ปลูกเช้ือนำน 7 วัน จึงท ำกำรท ำกำรบันทึกข้อมูล 1) อัตรำกำรเจริญ/จ ำนวนวันที่เจริญเต็มขวด 2) อัตรำกำรปนเปื้อน และ 
3) ประเมินควำมหนำแน่นของเส้นใยโดยแบ่งเป็น 3 ระดับคือ เส้นใยเห็ดร่ำงแหเจริญอย่ำงสม่ ำเสมอและคลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 80 
เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (+++) เส้นใยเจริญคลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 50 เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (++) และเส้นใยเจริญ
คลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 30 เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (+)  
3. การศึกษาผลของ DOA - Mushchar ในการผลิตเชื้อขยายขั้นที่ 2 (Mother spawn) ของเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย        

(DOA-Ph1) 
วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มตลอด (โดยท ำกำรทดลองในถุงพลำสติก วัสดุที่ใช้ผลิตเช้ือขยำยมี 6 สูตร (กรรมวิธี) แต่ละสูตรมี 

50 ถุง ซึ่งมีส่วนประกอบดังน้ี สูตรที่ 1) ขี้เลื่อย + ร ำ + ปูนขำว + ดีเกลือ + ยิปซัม (อัตรำส่วน 90 : 5 : 1 : 2 : 2 โดยน้ ำหนัก) (วรำพร 
และคณะ, 2557) สูตรที่ 2) ขี้เลื่อย + น้ ำตำล + ยิปซัม (อัตรำส่วน 98 : 1 : 1  โดยน้ ำหนัก) (วรำพร และคณะ, 2558)  สูตรที่ 3) ขี้
เลื่อย + ร ำ + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 2 : 1 โดยน้ ำหนัก) สูตรที่ 4) ขี้เลื่อย + ร ำ +  DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 
2 : 2 โดยน้ ำหนัก) สูตรที่ 5) ขี้เลื่อย + ร ำ + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 2 :  3 โดยน้ ำหนัก) และสูตรที่ 6) ขี้เลื่อย + ร ำ 
+DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 2 : 4 โดยน้ ำหนัก) น ำวัสดุแต่ละสูตรผสมให้เข้ำกัน เติมน้ ำท ำให้มีควำมช้ืนประมำณ 65 
เปอร์เซ็นต์ บรรจุในถุงพลำสติกทนร้อนขนำด 7 x 12 นิ้ว ถุงละ 300 กรัม อัดวัสดุให้แน่นพอสมควร ปิดด้วยจุกส ำลี น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อแบบ
ปล่อยควำมดันไอที่อุณหภูมิ 90 - 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 ช่ัวโมง จำกนั้นตั้งก้อนเห็ดไว้ให้เย็นจึงใส่เช้ือขยำยขั้นที่ 1 ที่เลี้ยงไว้ใน
เมล็ดข้ำวฟ่ำง   ลงไป 10-15 เมล็ดต่อถุง บ่มเลี้ยงที่ช่วงอุณหภูมิ 30±2 องศำเซลเซียส ในสภำพมืด หลังจำกปลูกเช้ือได้ 7 วัน จึง
เปรียบเทียบระยะเวลำที่เช้ือเห็ดเจริญเต็มก้อน โดยท ำกำรวัดอัตรำกำรเจริญ/จ ำนวนวันที่เส้นใยเจริญเต็มถุง อัตรำกำรปนเปื้อน และ
ประเมินควำมหนำแน่น   ของเส้นใย โดยแบ่งเป็น 3 ระดับคือ เส้นใยเห็ดร่ำงแหเจริญอย่ำงสม่ ำเสมอและคลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 80 
เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (+++) เส้นใยเจริญคลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 50 เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (++) และเส้นใยเจริญ
คลุมวัสดุทดสอบมำกว่ำ 30 เปอร์เซ็นต์ แทนด้วยสัญลักษณ์ (+)  
4. การศึกษาผลของ DOA - Mushchar ต่อเกิดดอกเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย (DOA-Ph1) บนวัสดุเพาะ  

กำรศึกษำนี้วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มในบล็อกหรือบล็อกสมบูรณ์ (RCBD) โดยท ำกำรทดลองวัสดุเพำะมี 4 สูตร (กรรมวิธี) 
แต่ละสูตรมี 5 ตะกร้ำ (ซ้ ำ) ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี้ 1) ฟำงข้ำว 100 เปอร์เซ็นต์ 2) ฟำงข้ำว + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 1 โดย
น้ ำหนัก) 3) ฟำงข้ำว + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 : 2.5 โดยน้ ำหนัก) และ 4) ฟำงข้ำว + DOA - Mushchar (อัตรำส่วน 100 
: 5 โดยน้ ำหนัก) จำกนั้นน ำฟำงข้ำวหมักกับน้ ำเปล่ำ 1 คืน น ำฟำงข้ำวหมักผสมตำมสูตรของแต่ละกรรมวิธีให้เข้ำกันโดยให้มีควำมช้ืน             
65 เปอร์เซ็นต์น ำวัสดุที่หมักแล้วใส่ในตะกร้ำพลำสติกปริมำณ 5 กิโลกรัม ให้สูงประมำณ 20 เซนติเมตร อัดให้แน่นพอสมควร ใส่เช้ือ
ขยำยเห็ดร่ำงแห โดยเจำะเป็นหลุมเล็กๆ ใส่ก้อนเชื้อขนำดเท่ำหัวแม่มือ กระจำยให้ทั่ว เมื่อเส้นใยเดินเต็มผิวหน้ำวัสดุเพำะจึงโรยทับด้วย
ดินขุยไผ่หนำประมำณ 2-3 เซนติเมตร รดน้ ำตำมพอชุ่ม และควำมช้ืนสัมพัทธ์ 90 เปอร์เซ็นต์ รอจนกระทั่งเห็ดออกดอก ท ำกำรบันทึก
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ข้อมูล    1) อัตรำกำรเจริญ/จ ำนวนวันที่เจริญเต็มวัสดุเพำะ 2) ประเมินอัตรำกำรปนเปื้อน 3) น้ ำหนักสดผลผลิต และ 4) เปอร์เซ็นต์
ผลผลิตเฉลี่ยต่อน้ ำหนักวัสดุแห้ง โดยใช้สูตร 
   Beneficial efficiency (B.E. (%)) = น้ ำหนักเห็ดสดที่ได้รับ x 100  
                                                              น้ ำหนักวัสดุแห้งที่ใช้เพำะ  
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. ผลของ DOA - Mushchar ในการผลิตเชื้อขยายขั้นที่ 1 ของเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย (DOA-Ph1)  

กำรทดสอบระดับควำมเข้มข้นของ DOA - Mushchar ในกำรผลิตเช้ือขยำยขั้นที่ 1 ของเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ DOA-Ph1      
ผลกำรศึกษำพบว่ำเช้ือเห็ดร่ำงแหในกรรมวิธีที่ 5 (ข้ำวฟ่ำง + DOA - Mushchar อัตรำส่วน 1 : 0.4 โดยน้ ำหนัก) และกรรมวิธีที่ 4   
(ข้ำวฟ่ำง+ DOA - Mushchar อัตรำส่วน 1 : 0.3 โดยน้ ำหนัก) เจริญได้ดีเร็วกว่ำกรรมวิธีอื่น ๆ โดยเส้นใยเห็ดเจริญเต็มขวดภำยใน 
10.17 และ 10.25 วัน ตำมล ำดับ รองลงมำคือกรรมวิธีที่ 3 และ 2 เส้นใยเห็ดเจริญเต็มขวดใช้เวลำเฉลี่ย 13. 92 และ 15.42 วัน 
ตำมล ำดับ ส่วนกรรมวิธีที่ 1 (ข้ำวฟ่ำง 100 เปอร์เซ็นต์) เส้นใยเห็ดเจริญได้ช้ำที่สุด คือ 17.58 วัน และกำรประเมินอัตรำกำรเจริญของ
เส้นใย (mycelia growth rate) พบว่ำ ในกรรมวิธีท่ี 5 และ 4 มีอัตรำกำรเจริญของเส้นใยเฉลี่ยคือ 10.82 และ 10.73 มิลลิเมตรต่อวัน 
ส่วนในกรรมวิธีที่ 3, 2 และ 1 มีอัตรำกำรเจริญของเสน้ใยเฉลีย่เป็น 7.90, 7.14 และ 6.26 มิลลิเมตรต่อวัน ตำมล ำดับ (Table1, Figure 
1) และกำรประเมินควำมหนำแน่นของเสน้ใย พบว่ำกรรมวิธีที่ 4 มีระดับควำมหนำแน่นของเส้นใยอยู่ในระดับดมีำก (+++) ส่วนกรรมวิธี
อื่น ๆ มีระดับควำมหนำแน่นในระดับปำนกลำง (++) และกำรประเมินกำรปนเปื้อนขณะกำรบ่มเลี้ยงเส้นใย พบว่ำ กรรมวิธีที่ 1 
(ควบคุม) พบอัตรำกำรปนเปื้อนสูงสุด คือ 3.18 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในกรรมวิธีที่ 2 และ 3 มีอัตรำกำรปนเปื้อน 2.1 และ 1.8 เปอร์เซ็นต์ 
ตำมล ำดับ ขณะที่กรรมวิธีท่ี 4 และ 5 ไม่พบกำรปนเปื้อน (Table1) 

 
Table 1 Incubation periods, mycelial density and percentage contamination of Phallus atrovolvatus master 
spawn, treated with various concentrations of DOA - Mushchar  

Treatment DOA-Mushchar 
(%) 

Incubation 
Period (Day)1/ 

Mycelial 
Density2/ 

Contamination 
(%) 

1. boiled sorghum 100% (Control) 0 17.58 d ++ 3.18 
2. boiled sorghum + DOA - Mushchar 0.1 15.42 c ++ 2.1 
3. boiled sorghum + DOA - Mushchar 0.2 13.92 b ++ 1.8 
4. boiled sorghum + DOA - Mushchar 0.3 10.25 a +++ None 
5. boiled sorghum + DOA - Mushchar 0.4 10.17 a ++ None 
1/ Means followed by the same letter in the column were not significantly different at the 5 % level by LSD  
2/ + denotes the density of the mycelium. More + indicates more dense growth of the mycelium. 
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Figure 1 The mycelial growth rate (measured in mm/day) of Phallus atrovolvatus strain DOA-Ph1 master spawn, 
treated with various concentrations of DOA – Mushchar. The asterisk indicates significant difference (p < 0.01) 
compared to the control group. 
 
2. ผลของ DOA - Mushchar ในการผลิตเชื้อขยายขั้นที่ 2 ของเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย (DOA-Ph1) 
 กำรทดสอบประสิทธิภำพของ DOA - Mushchar ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ำงๆ ในกำรผลิตเช้ือขยำยขั้นท่ี 2 ของเชื้อเห็ดร่ำงแห
สำยพันธุ์ DOA-Ph1 ผลกำรศึกษำพบว่ำในกรรมวิธีที่ 6 และ 5 (เติม DOA - Mushchar 4 และ 3 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ) เส้นใยเห็ด
ร่ำงแหเจริญได้ดีกว่ำกรรมวิธีอื่น ๆ โดยเส้นใยสำมำรถเจริญเต็มก้อนใช้เวลำเฉลี่ย 18.05 และ 18.15 วัน ตำมล ำดับ มีอัตรำกำรเจริญ
ของเส้นใยต่อวันเฉลี่ย 17.56 และ 17.49 มิลลิเมตรต่อวัน ซึ่งมีควำมแตกต่ำงทำงสถิติอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมทั้งสองกรรมวิธี (สูตรไม่เติม DOA - Mushchar) เส้นใยจำกกรรมวิธีควบคุมใช้เวลำนำนถึง 34.45 วัน เส้นใยจึงเจริญเต็มก้อน
วัสดุเพำะ (อัตรำกำรเจริญของเส้นใยเฉลี่ย 9.22 มิลลิเมตรต่อวัน) ในขณะที่ในกรรมวิธีที่ 3 และ 4 พบว่ำเส้นใยเห็ดร่ำงแหใช้เวลำเจริญ 
เต็มก้อนเช้ือนำน 29.65 และ 25.05 วัน และมีอัตรำกำรเจริญของเส้นใยต่อวันเฉลี่ยเป็น 10.71 และ 12.67 มิลลิเมตรต่อวัน ตำมล ำดับ 
(Figure 2) ส่วนกำรประเมินควำมหนำแน่นของเส้นใย พบว่ำในทุกๆ กรรมวิธี มีระดับควำมหนำแน่นของเส้นใยอยู่ในระดับดีมำก (+++) 
และกำรประเมินกำรปนเปื้อนขณะกำรบ่มเลี้ยงเส้นใย พบว่ำ ในกรรมวิธีที่ 1 และ 2 (ควบคุม) พบอัตรำกำรปนเปื้อนสูงสุด คือ 1.15 
และ 1.18 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ ส่วนในกรรมวิธีที่ 3 พบอัตรำกำรปนเปื้อนเพียง 0.1 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่กรรมวิธีที่ 4,5 และ 6 ไม่พบ
กำรปนเปื้อน (Table 2) 
Table 2 Incubation periods, mycelial density and percentage contamination of Phallus atrovolvatus mother 
spawn,  treated with various concentrations of DOA - Mushchar 

Treatments DOA-
Mushchar (%) 

Incubation 
Period (Day)1/ 

Mycelial 
Density2/ 

Contamination 
(%) 

1. sawdust+ rice bran+ lime+epsom salt+ gypsum 0 34.45 d +++ 1.15 
2. sawdust+ sugar+ gypsum 0 29.55 c +++ 1.18 
3. sawdust+ rice bran + DOA-Mushchar    1 29.65 c +++ 0.10 
4. sawdust+ rice bran + DOA-Mushchar 2 25.05 b +++ None 
5. sawdust+ rice bran + DOA-Mushchar 3 18.15 a +++ None 
6. sawdust+ rice bran + DOA-Mushchar    4 18.05 a +++ None 
1/ Means followed by the same letter in the column were not significantly different at the 5 % level by LSD     
2/ + denotes the density of the mycelium. More + indicates more dense growth of the mycelium 
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Figure 2 The mycelial growth rate (measured in mm/day) of Phallus atrovolvatus strain DOA-Ph1 mother spawn, 
treated with various concentrations of DOA – Mushchar. The asterisk indicates significant difference (p < 0.01) 
compared to the control group. 
 

กำรเติม DOA - Mushchar ลงในสูตรผสมของเช้ือขยำยขั้นที่ 2 ช่วยให้เส้นใยเห็ดร่ำงแหเจริญได้ดีและเร็วกว่ำสูตรอำหำรที่  
ไม่มี DOA - Mushchar (ชุดควบคุม) ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำของ Nam และคณะ (2018) รำยงำนว่ำกำรเติมไบโอชำร์จำกกะลำ
ปำล์ม (20 กรัม) ส่งเสริมให้เห็ดนำงรม (Pleurotus ostreatus) เจริญได้อย่ำงรวดเร็ว โดยเส้นใยเห็ดเจริญเต็มถุงใช้เวลำเฉลี่ยเพียง    
21 วัน ขณะที่กรรมวิธีควบคุมใช้เวลำ 35 วัน เส้นใยจึงจะเจริญเต็มก้อน จำกคุณสมบัติของไบโอชำร์ที่มีเครือข่ำยรูพรุน (porous 
network) ขนำดเล็กสูงของ DOA - Mushchar จึงท ำหน้ำที่ช่วยกักเก็บน้ ำและดูดซับธำตุอำหำรจำกร ำข้ำว และช่วยให้กำรส่งผ่ำน 
(translocation) ของน้ ำและธำตุอำหำรผ่ำนเครือข่ำยรูพรุนได้ง่ำยขึ้น ช่วยส่งเสริมให้เส้นใยเจริญได้ดี และเร็วยิ่งขึ้น (Zhu et al., 
2017) ไบโอชำร์จึงท ำหน้ำท่ีเปรียบเสมือนเป็นแหล่งท่ีอยู่ กักเก็บ และรักษำน้ ำ ธำตุอำหำรที่ได้จำกร ำข้ำว และขี้เลื่อย ซี่งเป็นผสมหลัก
ของวัสดุเพำะเช้ือขยำยขั้นที่ 2 แต่อย่ำงไรก็ตำม กำรเจริญของเส้นใยเห็ดขึ้นอยู่กับปริมำณธำตุอำหำร และน้ ำ ที่ได้จำกร ำข้ำว และขี้
เลื่อย ดังนั้นหำกจะเพำะเลี้ยงด้วยโอชำร์เพียงอย่ำงเดียว ก็ไม่สำมำรถช่วยให้เส้นใยเห็ดเจริญเร็วขึ้นได้  

3. ผลของ DOA - Muschar ต่อการเกิดดอกเห็ดร่างแหสายพันธุ์ไทย (DOA-Ph1) บนวัสดุเพาะ  
 จำกกำรศึกษำผลของ DOA - Muschar ต่อกำรให้ผลผลิตของเห็ดร่ำงแห พบว่ำเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ไทย (DOA-Ph1) สร้ำง
ตุ่มดอกขนำดเล็ก ในเวลำ 10-15 วัน และดอกเห็ดใช้เวลำเจริญเติบโตอีกประมำณ 30-35 วัน จนอยู่ในช่วงที่มีลักษณะเหมำะสมต่อกำร
เก็บผลผลิต (Figure 3) ผลจำกกำรวิเครำะห์ข้อมูลผลผลติ พบว่ำทุกกรรมวิธีให้ผลผลิตสงูกว่ำกรรมวิธีเปรียบเทียบ โดยเฉพำะในกรรมวิธี
ที่ 4 (ฟำงข้ำว : DOA - Muschar อัตรำส่วน 100 : 5 โดยน้ ำหนัก) พบว่ำให้ผลผลิตสูงถึง 2,598.75 กรัมต่อตะกร้ำ และมีค่ำ B.E. 
เท่ำกับ 12.98 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ คิดเป็น 1.5 เท่ำ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม รองลงมำคือ กรรมวิธีท่ี 3 และ 2 มีผลผลิตดอกเห็ด
คือ 2,596.25 และ 2,337.5 กรัมต่อตะกร้ำ และมีค่ำ B.E. เท่ำกับ 12.75 และ 11.69 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ ขณะที่กรรมวิธี
เปรียบเทียบซึ่งไม่มีกำรเติม DOA - Muschar พบว่ำให้ผลผลิตต่ ำสุด คือ 1,732.0 มีค่ำ B.E. เท่ำกับ 8.66 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อประเมิน
อัตรำกำรปนเปื้อน พบว่ำในกรรมวิธีที่ 1 (ควบคุม) พบอัตรำ กำรปนเปื้อนสูงสุด คือ 20 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในกรรมวิธีที่ 2, 3 และ 4 มี
อัตรำกำรปนเปื้อน 13.33, 6.67 และ 6.67 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ (Table 3) แสดงให้ว่ำกำรเติมไบโอชำร์เป็นกำรเพิ่มปริมำณธำตุ
อำหำร และน้ ำ ที่มีประโยชน์พร้อมปลดปล่อยส่งผ่ำนเครือข่ำยรูพรุนขนำดเล็กปริมำณมหำศำล ส่งผลให้เห็ดร่ำงแหสำมำรถดูดซับ และ
น ำไปสร้ำงดอกเห็ดได้อย่ำงเพียงพอ และคุณสมบัติส ำคัญคือ ควำมสำมำรถในกำรอุ้มน้ ำ ซึ่งจะช่วยรักษำควำมช้ืนให้เหมำะสมในระยะ
กำรสร้ำงดอกเห็ด เนื่องจำกเห็ดร่ำงแหในระยะไข่ (egg stage) เป็นระยะต้องกำรควำมช้ืนสูง หำกขำดน้ ำหรือควำมช้ืนไม่พียงพอ จะ
ส่งผลให้ระยะไข่    เกิดกำรฝ่อ และเหี่ยวไป จนไม่สำมำรถเจริญดอกเห็ดที่สมบูรณ์ในที่สุด (Yang et al., 2013) กำรศึกษำครั้งนี้ แสดง
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ให้เห็นว่ำกำรเติม DOA - Muschar ในวัสดุเพำะเห็ดมีผลต่อกำรช่วยส่งเสริมกำรเจริญทั้งเส้นใย และเพิ่มปริมำณผลผลิตเห็ดร่ำงแหสำย
พันธุ์ DOA-Ph1 ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ 
 

Figure 3 Different stages of Phallus atrovolvatus (DOA-Ph1); A) egg stage, B) fruiting body, and C) detached cap of 
the mature mushroom 
 
Table 3 Yield, beneficial efficiency, and percentage contamination of Phallus atrovolvatus sawdust spawn, 
treated with various concentrations of DOA - Mushchar 

Treatments DOA-Mushchar 
(%) 

Yield 
(g/basket)1/ 

B.E. (%) Contamination (%) 

1. paddy straw 100% 0 1,732.00 c 8.66 20.00 
2. paddy straw + DOA-Mushchar 1 2,337.50 b 11.69 13.33 
3. paddy straw + DOA-Mushchar 2.5 2,596.25 a  12.75 6.67 
4. paddy straw + DOA-Mushchar 5 2,598.75 a   12.98 6.67 
1/ Means followed by the same letter in the column were not significantly different at the 5 % level by LSD (Least significant 
difference) 

 
สรุปผล  
 ศึกษำกำรประยุกต์ใช้ไบโอชำร์จำกก้อนเช้ือเห็ดเก่ำในกำรผลิตเห็ดร่ำงแหสำยพันธุ์ DOA-Ph1 โดยเริ่มจำกผสมสูตรอำหำร      
ในกำรผลิตเช้ือขยำยขั้นท่ี 1 พบว่ำเช้ือเห็ดร่ำงแหท่ีเติม DOA - Mushchar 0.4 และ 0.3 เปอร์เซ็นต์ เจริญได้เร็วกว่ำกรรมวิธีอื่นๆ แต่ที่ 
0.3 เปอร์เซ็นต์ เส้นใยเห็ดจะมีควำมหนำแน่นกว่ำ และเมื่อน ำมำใช้ผลิตเช้ือขยำยขั้นที่ 2 พบว่ำเส้นใยเห็ดร่ำงแหที่ผสม DOA-
Mushchar 4 เปอร์เซ็นต์ เจริญได้ดีที่สุด และผลจำกให้ผลผลิตดอกเห็ดร่ำงแห พบว่ำทุกกรรมวิธีให้ผลผลิตสูงกว่ำกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
โดยเฉพำะในกรรมวิธีท่ีเติม DOA-Mushchar อัตรำ 5 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งยังลดอัตรำกำรปนเปื้อนอีกด้วย 
 ในขบวนกำรผลิตเห็ด กำรจัดกำรกับวัสดุเหลือทิ้งหลังกำรเพำะเห็ด (ก้อนเช้ือเห็ดเก่ำ เศษดอกเห็ด) เป็นปัญหำสะสมมำนำน   
ซึ่งยังไม่มีกำรจัดกำรที่เหมำะสมและมีประสิทธิภำพ กำรน ำวัสดุเหลือทิ้งหลังกำรเพำะเห็ด มำผลิตเป็นไบโอชำร์และน ำไบโอชำร์ที่ได้
กลับมำใช้ในกำรผลิตเห็ด หรือสำมำรถน ำไปพัฒนำเป็นผลิตภัณฑ์ไบโอชำร์ที่ใช้กับกำรเกษตรด้ำนอื่นๆ เช่น เป็นสำรบ ำรุง/ปรับปรุงดิน 
จึงเป็นอีกหนึ่งแนวทำงที่มีประสิทธิภำพ ประสิทธิผลอย่ำงมำก ที่จะสำมำรถขยำยผลส่งเสริมให้เกษตรกร/ผู้ประกอบกำร น ำไปพัฒนำ 
ต่อยอดต่อไป กำรปรับปรุงพัฒนำสูตรอำหำรให้เหมำะสมกับกำรผลิตเห็ดแต่ละชนิด ยังเป็นเรื่องหลักที่ควรให้ควำมส ำคัญใน
กระบวนกำรผลิตเห็ดให้ได้คุณภำพ ตรงกับควำมต้องกำรของตลำด และผู้บริโภค อีกทั้งยังต้องค ำนึง ต้นทุนกำรผลิตให้ส่งผลให้ได้
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ผลตอบแทน  ที่คุ้มทุน คุ้มค่ำมำกที่สุด กำรน ำหลักกำร zero waste มำใช้ในระบบกำรผลิตเห็ดอย่ำงเป็นรูปธรรม สำมำรถขยำยผล
กำรศึกษำในเห็ดชนิดอื่นๆ ได้โดยมีกรรมวิธีกำรทดลองเช่นเดียวกัน  
 
ค าขอบคุณ   
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บทคัดย่อ  

โรคใบขำวจัดเป็นโรคอ้อยที่ส ำคัญที่สร้ำงควำมเสียหำยอย่ำงมำกต่ออุตสำหกรรมอ้อยของไทย กำรแพร่กระจำยของโรคที่
ส่งผลเสียหำยมำกท่ีสุด และสำมำรถถ่ำยทอดไปกับท่อนพันธุ์ ปัจจุบันกำรตรวจคัดกรองโรคมีควำมยุ่งยำกซับซ้อน ใช้เวลำนำนและ
ค่ำใช้จ่ำยสูง ท ำให้กำรตรวจโรคไม่แพร่หลำย กำรควบคุมโรคจึงขำดประสิทธิภำพ งำนวิจัยนี้ได้พัฒนำวิธีกำรตรวจแบบใหม่ด้วย
เทคนิค LAMP ที่ใช้งำนง่ำย รวดเร็ว และค่ำใช้จ่ำยต่ ำกว่ำ ด ำเนินกำรโดยออกแบบไพร์เมอร์จำกยีน Imp ของเช้ือไฟโตพลำสมำโรค
ใบขำว จ ำนวน 3 คู่  ใช้เครื่อง Thermostatic colorimeter และน้ ำยำส ำเร็จรูปในกำรทดลอง ผลกำรทดลองพบว่ำ วิธี LAMP มี
ควำมไวสูงสำมำรถตรวจหำเชื้อไฟโตพลำสมำได้ต่ ำถึง 1.58X10-1 copy/µl เทียบเท่ำกับกำรตรวจด้วยวิธี nested-PCR ที่ใช้ในกำร
ทดลองนี้ ไพร์เมอร์ที่ได้มีถูกต้อง แม่นย ำ และจ ำเพำะต่อเช้ือในอ้อยโดยสำมำรถตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคใบขำว แต่ไม่
สำมำรถตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำในตัวอย่ำงจำกหญ้ำและมันส ำปะหลังได้  กำรตรวจสอบด้วยเทคนิค LAMP ใช้เวลำทั้งหมด  60 
นำที ในขณะที่วิธี nested-PCR ใช้เวลำประมำณ 2 วัน ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ำวิธีกำร LAMP ที่พัฒนำขึ้นนี้มีควำมรวดเร็ว และง่ำยใน
กำรใช้งำน สำมำรถน ำมำใช้ในกำรตรวจคัดกรองโรคไฟโตพลำสมำในอ้อยก่อนกำรขยำยพันธุ์หรือคัดเลือกแปลงแม่พันธุ์ได้อย่ำงมี
ประสิทธิภำพ  
ค าส าคัญ: โรคใบขำว อ้อย กำรขยำยพันธ์ุอ้อย เทคนิคแลมป์  

 
Abstract  

Sugarcane white leaf (SCWL) disease is the most important diseases that impact great lost in 
sugarcane industries in Thailand.  a major disease transmitted through cuttings, poses a significant threat to 
sugarcane crops.  The most damaging route is through propagation of the infected seed canes by the 
farmers. The highly sensitive detection techniques of the infected seed canes are available but the 
applications are not widespread because of the technical complications and high cost. Disease prevention and 
control are thus less effective. This research presented a new simple, rapid and less expensive method based 
on loop-mediated isothermal amplification (LAMP) system. A set of three primer pairs was designed based on 
SCWL phytoplasma Imp gene. The result revealed that the LAMP system was as sensitive as those produced 
by the nested-PCR tested set. The lowest detectable concentration of phytoplasma was equivalence to 
1.58X10-1 copy/µl. The LAMP primers showed the accuracy and specificity in detection of sugarcane white leaf 
phytoplasma and non-detectable of the phytoplasmas in grass and cassava. Detection the phytoplasma using 
LAMP technique was completed within 60 minutes. It is concluded here that this LAMP method provides a 

238



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

simpler, faster and sensitive mean for the detection of phytoplasmas associated the sugarcane diseases.  
This method can be used as an effective detection technique for the mass screening of the sugarcane prior to 
propagation or selection for the healthy mother plant plots in the field.    
Keywords: White leaf disease, Sugarcane, Sugarcane propagation, LAMP technique. 
 
บทน า  

โรคส ำคัญที่ส่งผลเสียหำยอย่ำงมำกต่อกำรผลิตอ้อยในไทยและประเทศเพื่อนบ้ำนได้แก่ โรคใบขำว (sugarcane white 
leaf: SCWL) โรคใบขำวร่วมกับอำกำรกอฝอย (sugarcane grassy shoot : SCGS) และโรคกอตะไคร ้(sugarcane green grassy 
shoot : SCGGS) โรคทั้งสำมชนิดนี้เกิดจำกเช้ือไฟโตพลำสมำที่ต่ำงกัน จำกกำรจัดแบ่งกลุ่มโดยใช้ควำมแตกต่ำงของล ำดับเบส
ภำยในยีน 16S rRNA ของเช้ือไฟโตพลำสมำชนิดต่ำงๆ (IRPCM, 2004) พบว่ำเช้ือ SCGS และ SCWL ถูกจัดอยู่ภำยในกลุ่ม 
16SrXI-B เช้ือสองชนิดนี้มีควำมใกล้ชิดมำก และมีอำกำรร่วมกันคือท ำให้อ้อยแสดงอำกำรใบขำวต่ำงกันที่กำรแสดงอำกำร               
แตกกอฝอย ส่วนอ้อยท่ีติดเชื้อ SCGGS นั้นจะไม่แสดงอำกำรใบขำว แต่แตกกอเขียวคล้ำยกอตะไคร้ เช้ือนี้มีควำมแตกต่ำงจำกสอง
เชื้อแรกและแยกกลุ่มออกมำอย่ำงชัดเจน แต่ยังไม่พบกำรรำยงำนจัดกลุ่ม (ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล และคณะ, 2555; Abeysinghe 
et al., 2016; Zhang, et al., 2016, Rao et al., 2012, Marcone, 2002). มีรำยงำนว่ำ SCWL และ SCGS มีเพลี้ยจั้กจั่นสอง
ชนิด คือ Matsumuratettix hiroglyphicus และ Yamatotettix flavovitatus เป็นพำหะ (Hanboonsong et al., 2006) แต่ 
SCGGS ยังไม่มีรำยงำนกำรศึกษำ อย่ำงไรก็ตำมควำมเสียหำยเกิดจำกเกษตรกรน ำท่อนพันธุที่ติดเช้ือไปปลูกขยำยต่อ จำกรำยงำน
พบว่ำกำรแสดงอำกำรของโรคขึ้นกับปัจจัยหลักสำมชนิด คือ ปริมำณเช้ือภำยในต้น ควำมแข็งแรงของพืช และสภำพภูมิอำกำศ        
(ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล และคณะ, 2558) ในประเทศไทยโรค SCWL และ SCGS จะแสดงชัดเจนในสภำพดินที่ไม่อุดมสมบูรณ์
โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในกลุ่มดินทรำย และจะพบเห็นอำกำรเด่นชัดหลังสภำวะแล้งยำวนำนแล้วตำมด้วยฝนตกซึ่งเกิดน้ ำท่วมขัง   
(กอบเกียรติ ไพศำลเจริญ และคณะ, 2554) กำรตรวจคัดกรองโรคใช้เทคนิค nested-PCR ที่มี 16S rRNA เป็นยีนเป้ำหมำย โดย
เจำะจงที่บริเวณ 16S-23S ITS (Hanboonsong, et al, 2002; 2006) ซึ่งพบว่ำวิธีกำรนี้มีควำมไวสูง สำมำรถตรวจจับเช้ือใน
ปริมำณที่ต่ ำกว่ำ 1 copy/µl ในดีเอ็นเอพืช 25 นำโนกรัมได้ แต่วิธีกำรนี้ใช้ระยะเวลำนำน 2-3 วัน ในกำรตรวจเนื่องจำกต้องท ำ
ปฏิกิริยำพีซีอำร์สองชุด อีกทั้งมีควำมเสี่ยงสูงในกำรเกิดกำรปนเปื้อนได้ผลปลวกปลอม ส่วนวิธีกำรตรวจโดยใช้ยีนเป้ำหมำยใน
บริเวณยีน secA ใช้ปฏิกิริยำพีซีอำร์ทั่วไปและมีควำมไวที่ต่ ำกว่ำมำก (ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล และคณะ, 2556; 2558) กำรตรวจ
ด้วยวิธี quantitative realtime PCR (qPCR) เป็นวิธีที่เร็วและมีประสิทธิภำพมำกกว่ำ แต่พบว่ำปริมำณต่ ำสุดที่อยู่ในช่วงที่ยอมรับ
ได้นั้นจะมีค่ำประมำณ 102 copy/µl ในดีเอ็นเอพืช 25 นำโนกรัม ซึ่งน้อยกว่ำ nested-PCR นอกจำกนี้เนื่องจำกเครื่องมีควำมไว
ต่อกำรตรวจจับสัญญำณกำรเรืองแสง ควำมคลำดเคลื่อนในสัดส่วนของปฏิกิริยำที่ใช้จึงมีผลต่อค่ำที่อ่ำนได้อย่ำงมำก ดังนั้น
ผู้ปฏิบัติงำนที่ต้องใช้เครื่องมือชนิดนี้ต้องมีควำมช ำนำญสูง ซึ่งเป็นปัญหำอย่ำงมำกในกำรใช้งำนอุปกรณ์ดังกล่ำว อีกทั้ งเครื่องมือ
ดังกล่ำวนี้ยังมีรำคำสูง  จำกควำมยุ่งยำก ซับซ้อน ของวิธีกำรที่ใช้พื้นฐำนของปฏิกิริยำพีซีอำร์ ค่ำใช้จ่ำยที่รวมถึงเครื่องมือ อุปกรณ์ 
ในกำรจัดตั้งห้องปฏิบัติกำร ท ำให้หน่วยตรวจคัดกรองมีจ ำนวนจ ำกัด นอกจำกนี้กำรตรวจคัดกรองท่อนพันธุ์ไม่เป็นที่แพร่หลำย
เนื่องจำกค่ำวิเครำะห์ต่อตัวอย่ำงมีรำคำสูง ซึ่งประมำณ 300 ถึง 500 บำท หรือมำกกว่ำ ท ำให้กำรตรวจคัดกรองโรคไม่ได้ผล และ
ไม่ทันกำรณ์ ส่งผลให้กำรควบคุมโรคขำดประสิทธิภำพ ยังพบกำรแพร่ระบำดของโรคอย่ำงรุนแรงทุกปี และเป็นสำเหตุหนึ่งที่ท ำให้
ต้นทุนกำรผลิตอ้อยของไทยสูงกว่ำประเทศคู่แข่ง ดังนั้นกำรพัฒนำวิธีกำรตรวจโรคที่มีประสิทธิภำพ มีควำมไวสูง มีต้นทุนทั้งในกำร
จัดตั้งหน่วยตรวจ และค่ำใช้จ่ำยในกำรตรวจต่ ำ ใช้งำนง่ำย และให้ผลในระยะเวลำที่รวดเร็ว จึงเป็นวิธีกำรที่ควรจะน ำมำใช้ในกำร
จัดกำรควบคุมโรค ในปัจจุบันมีกำรพัฒนำวิธีกำรใหม่ๆ หลำยวิธีที่มีประสิทธิภำพดังกล่ำว Loop mediated isothermal 
amplification (LAMP) เป็นเทคนิคท่ีพัฒนำขึ้นที่สำมำรถเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้ในอุณหภูมิเดียวต่ำงจำกปฏิกิริยำพีซีอำร์
ที่ต้องใช้อุณหภูมิ 3 ระดับ จึงท ำให้เครื่องมือในกำรตรวจวัดปฏิกิริยำ LAMP มีรำคำที่ถูกกว่ำมำก รวมทั้งใช้กำรเรืองแสงหรือ           
ใช้ควำมขุ่นเป็นสิ่งบ่งบอกกำรเกิดปฏิกิริยำ ท ำให้สำมำรถตรวจผลได้ด้วยตำเปล่ำโดยไม่ต้องใช้เครื่องมือในกำรตรวจผล นอกจำกนี้
ยังใช้ระยะเวลำในกำรเกิดปฏิกิริยำที่รวดเร็ว เนื่องจำกไพร์เมอร์ที่ใช้มีกำรออกแบบให้สำมำรถตรวจจับและเพิ่มปริมำณต ำแหน่ง           
ดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้ไม่ต่ ำกว่ำ 3 ต ำแหน่งในเวลำเดียวกัน ท ำให้ผลผลิตของปฏิกิริยำมีปริมำณมำกกว่ำวิธีพีซีอำร์เป็นร้อยเท่ำ จึงท ำ
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ให้เห็นผลได้รวดเร็วกว่ำ และมีควำมไวที่มำกกว่ำวิธีพีซีอำร์ทั่วไปที่ใช้ปฏิกิริยำหนึ่งชุด (Tomlinson et al., 2010, Nagamine  
et al., 2002, Natomi et al., 2000) ในปัจจุบันมีน้ ำยำส ำเร็จรูปส ำหรับกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP จ ำหน่ำยอย่ำงกว้ำงขวำง และ        
มีรำคำที่ค่อนข้ำงต่ ำประมำณ 120-200 บำทต่อตัวอย่ำง จึงท ำให้มีกำรน ำวิธีกำรนี้มำใช้อย่ำงแพร่หลำยในกำรตรวจโรคหลำยชนิด 
มีรำยงำนกำรใช้เทคนิค LAMP ชนิดครอบคลุมในกำรตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำ Candidatus Phytoplasma asteris อย่ำงได้ผล
โดยตรวจจับที่ housekeeping gene (Sugawara et al., 2012, Mitrovic et al., 2011) ดังนั้นในงำนวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ใน
กำรพัฒนำเทคนิค LAMP ส ำหรับกำรตรวจคัดกรองโรคอ้อยที่เกิดจำกเช้ือไฟโตพลำสมำ โดยใช้ชุดน้ ำยำ LAMP ส ำเร็จรูป และ
เปรียบเทียบประสิทธิภำพของวิธีกำรที่ได้กับกำรตรวจด้วยเทคนิค Nested-PCR ที่มีกำรใช้ในปัจจุบัน เพื่อกำรใช้ประโยชน์ในกำร
แก้ปัญหำกำรระบำดของโรคและยกระดับควำมสำมำรถในกำรผลิตในอุตสำหกรรมกำรผลิตอ้อยของไทย  
 
อุปกรณ์และวิธีการ  
ตัวอย่างพืชและการสกัดดีเอ็นเอ : เก็บตัวอย่ำงใบอ้อย ในพื้นที่จังหวัดอุดรธำนีและขอนแก่น น ำตัวอย่ำงใบอ้อยและพืชอื่นๆ            
รวม 300 ตัวอย่ำง สกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงโดยหั่นเป็นช้ินให้ละเอียด บดตัวอย่ำงมันส ำปะหลังกับไนโตรเจนเหลวในโกร่งบดยำ             
ให้ตัวอย่ำงพืชละเอียดเป็นผง เติม CTAB Buffer และสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB กำรจำกรำยงำนของ Li and Midmore (1999) 
ตรวจวัดปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอพืชด้วย Nanodrop (NanoDrop Lite Spectrophotometer, ThermoScientific, USA) 
เก็บรักษำดีเอ็นเอไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส ตรวจพิสูจน์ชนิดของเชื้อในตัวอย่ำงแต่ละอำกำรด้วยกำรตรวจล ำดับนิวคลีโอไทด์
ต ำแหน่ง 16S-23S rDNA (ไม่ได้แสดงข้อมูล)  
การออกแบบไพรเมอร์: ออกแบบไพรเมอร์ให้จ ำเพำะกับยีนบริเวณ Imp gene เป็นยีนชนิดหนึ่งของ immunodominant 
membrane protein genes (IDPs) ที่ สำมำรถตรวจพบได้ง่ำยภำยใน cytoplasm พืชหลังถูกเช้ือไฟโตพลำสมำเข้ำท ำลำย 
(Morton et al.,2003) ได้ออกแบบไพรเมอร์จ ำนวน 3 คู่สำย โดยประกอบด้วย inner primers (FIP และ BIP), outer primers 
(F3 และ B3) และ Loop primer (LoopF และ LoopB) โดยใช้โปรแกรม Primer Explorer program 
version5(http://primerexplorer.jp/lamp5.0.0/index.html) รวมทั้งกำรศึกษำควำมจ ำเพำะของไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วย
โปรแกรม BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) จำกนั้นทดสอบปฏิกิริยำ LAMP เพื่อดูว่ำอุณหภูมิใดเหมำะสมที่สุด
หรือเวลำที่ใช้เป็นต้น โดยใช้น้ ำยำส ำเร็จรูป Lava Lamp DNA Master Mix (Lucigen,USA) ตรวจสอบปฏิกิริยำด้วยเครื่อง 
Thermostatic colorimeter (Kaneka Cooperation, Japan) 
การทดสอบความจ าเพาะ: ตรวจสอบควำมจ ำเพำะของไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค LAMP กับเช้ือไฟโตพลำสมำชนิดอื่นๆ กำรตรวจ
วินิจฉัยหำเช้ือไฟโตพลำสมำถูกแบ่งออกเป็น positive specificity ซึ่งจะเป็นกำรทดสอบควำมจ ำเพำะกับเช้ือไฟโตพลำสมำ ที่
ทรำบชนิดได้แก่ เช้ือไฟโตพลำสมำ (SWL) ส่วน negative specificity จะทดสอบกับไฟโตพลำสมำชนิดอื่น ๆ 
การทดสอบความไว: น ำดีเอ็นเอเช้ือไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคใบขำว น ำดีเอ็นเอควำมเข้มข้น 100 ng/µl มำเจือจำง 10-fold 
dilution 101-1010 เปรียบเทียบควำมไวในกำรตรวจในกำรตรวจผลผลิต LAMP ด้วยกำรอ่ำนผลด้วยเครื่องวัดควำมขุ่นแบบ real 
time เปรียบเทียบกับกำร gel electrophoresis และเปรียบเทียบควำมไวในกำรตรวจกับเทคนิค nested PCR ตำมวิธีกำรของ  
ศุจิรัตน์และคณะ (2559) 
การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพุ่มแจ้ด้วยเทคนิค Nested-PCR : กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอครั้งที่ 1 ด้วยไพร์เมอร์ 
MLOX/Y : ปริมำตรรวม 15 µl ประกอบด้วย 75 ng DNA template, 0.5 µM primer (MLO/X : 5’ GTT AGG TTA AGT CCT 
AAA ACG AGC 3’, MLOX/Y :5’GTG CCA AGG CAT CCA CTG TAT GCC 3’), 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 
dNTP, 0.1 U Taq polymerase รอบกำรท ำพีซีอำร์ประกอบด้วย 95oC/ 2 นำที ตำมด้วย 95๐C /1 นำที 55๐C /30 วินำที           
72 ๐C/1 นำที จ ำนวน 24 รอบ ตำมด้วย 72°C/7 นำที เก็บรักษำที่ 25๐C ขนำดผลผลิตพีซีอำร์ 700 bp กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ
ครั้งที่ 2 ด้วยไพร์เมอร์ P1/P2 ใช้ผลผลิตจำกชุดที่ 1 เจือจำง 1:100 ปริมำตรรวม 15 µl ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 3 l,               
0.5 µM primer P1 (5’ GTC GTA ACA AGG TAT CCC TAC CGG 3’) และ P2 (5’GGT GGG CCT AAA TGG ACT TGA 
ACC3’), 1X PCR buffer, 1mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase รอบกำรท ำพีซีอำร์ประกอบด้วย 95oC/ 2 
นำที ตำมด้วย 94๐C /1 นำที 60๐C /30 วินำที 72 ๐C/1 นำที จ ำนวน 24 รอบ ตำมด้วย 72°C/7 นำที เก็บรักษำที่ 25๐C ขนำด
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ผลผลิต 210 bp ตรวจผลด้วย 1% agarose gel electrophoresis โดยใช้สีฟลูออเรสเซนต์ SYBR gold กำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ 
ใช้เครื่อง GeneAmp9700 บันทึกผลด้วย Gel Documentation ผลบวก คือ ตรวจพบแถบดีเอ็นเอเป้ำหมำย (Sakuanrungsirikul 
et al., 2013, 2015; Hanboonsong et al., 2006) เปรียบเทียบจ ำนวน copy number ของเช้ือไฟโตพลำสมำใช้พลำสมิดลูก
ผสม pUC1318 ที่มีช้ินส่วนของ 16S -23S rDNA ขนำด 1,200 bp เป็นต้นแบบในกำรตรวจ ท ำกำรค ำนวณ copy number ของ   
พลำสมิดลูกผสม ดังนี้ Number = (amount (ng)* 6.022x1023) / (length (bp) * 1x109* 650) โดย 650 คือ น้ ำหนักเฉลี่ยของ 
base pair (bp) 
 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  
การออกแบบไพรเมอร์: ผลกำรน ำล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน Imp จำกล ำดับเบสในงำนวิจัยของ Kakizawa et al., 2009 และ
จำกงำนวิจัยของศุจิรัตน์และคณะ 2020 จำกเชื้อไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคใบขำว มำท ำกำรออกแบบไพรเมอร์ เนื่องจำกเป็นบริเวณ
ที่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของเช้ือไฟโตพลำสมำ ออกจำกเช้ือไฟโตพลำสมำสำยพันธุ์ใกล้เคียง เช่น  ได้มีต ำแหน่งกำรเข้ำจับที่
ต ำแหน่งเบส 120 ถึง 350 บน ยีน 16S ribosomal RNA gene และมีค่ำ Melting Temperature (Tm) ของเส้นไพรเมอร์ B3, 
F3, BIP และ FIP อยูท่ี่ 49.8 °C 50.9 °C 66.4 °C และ 66.5 °C (Table 1) ตำมล ำดับ 
ความไว (sensitivity) ของวิธีการ LAMP: ทดสอบโดยใช้ดีเอ็นเอมันส ำปะหลังที่ติดเช้ือ Sugarcane white leaf เจือจำง 10 เท่ำ 
จ ำนวน 10 ระดับ จำกเริ่มต้นที่ 100 ถึง 10-10 กำรวิเครำะห์จ ำนวน copy number ต่ ำสุดของเช้ือไฟโตพลำสมำที่สำมำรถตรวจ          
จับได้ ทดสอบโดยใช้พลำสมิดลูกผสม pUC1318 ที่มีช้ินยีนขนำด 700 bp น ำมำเจือจำง ตรวจวัดควำมเข้มข้นของพลำสมิดที่ได้ 
และค ำนวณจ ำนวน copy number ตั้งต้นก่อนท ำกำรตรวจด้วยวิธี Nested-PCR ผลกำรทดลองพบว่ำ วิธี LAMP และ 
nested-PCR ที่ผลผลิตขนำด 210 bp สำมำรถตรวจได้ระดับต่ ำถึง 1X10-1 copy/µl ส่วน nested-PCR ที่ผลผลิตขนำด 700 bp 
ตรวจ         ได้ที่ 2X102 copies/µl (Table 2) (Figure 2) 
ความจ าเพาะในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของชุดไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่ : ในกำรตรวจควำมจ ำเพำะต่อ                
เช้ือไฟโตพลำสมำในอ้อยทดสอบโดยใช้ดีเอ็นเอจำกพืชที่ติดเช้ือไฟโตพลำสมำชนิดอื่น ได้แก่ มันส ำปะหลังติดเช้ือโรคพุ่มแจ้และ      
หญ้ำที่แสดงอำกำรพุ่มแจ้ ผลกำรทดสอบพบว่ำ ไม่สำมำรถตรวจเช้ือดังกล่ำวได้ ในกำรตรวจควำมครอบคลุมในกำรตร วจเช้ือ            
ไฟโตพลำสมำของอ้อย ทดสอบโดยใช้ดีเอ็นเอที่ได้จำกอ้อยท่ีติดโรคใบขำวที่ท ำกำรตรวจพิสูจน์ชนิดของเชื้อแล้วด้วยกำรตรวจล ำดับ        
นิวคลีโอไทด์ (Figure 3)  
การตรวจตัวอย่างอ้อยที่มีอาการใบขาวด้วยเทคนิคแลมป์: ส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงอ้อยในพื้นที่ปลูกอ้อยใน อ ำเภอเมือง อ ำเภอ
มัญจำคีรี จังหวัดขอนแก่น อ ำเภอจักรำช อ ำเภอพิมำย นครรำชสีมำ จ ำนวนรวม 300 ตัวอย่ำง ผลกำรตรวจตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง
ด้วยเทคนิค LAMP ที่พัฒนำขึ้นพบกำรติดเช้ือไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคใบขำว จ ำนวน 300 ตัวอย่ำง คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์                 
จำกตัวอย่ำงอ้อยที่แสดงอำกำรและไม่แสดงอำกำร โดยกรรมวิธีควบคุมไม่มีเชื้อไม่แสดงผลบวก (Table 2) 
 
วิจารณ์ผล  

กำรตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำในอ้อยปัจจุบันใช้เทคนิค PCR-based ซึ่งรวมถึง quantitative polymerase chain 
reaction (qPCR) โดยยีนเป้ำหมำยที่ใช้ในกำรตรวจ ได้แก่ 16S rRNA gene Imp และ secA gene (ศุจิรัตน์ สงวนรังศิริกุล และ
คณะ, 2556; Cai, et al., 2008, Lee et al., 2012, Bertaccini et al. 2014, Sakuanrungsirikul et al, 2013, 
Hanboonsong et al, 2006, Hodgetts et al., 2008) โดยที่ secA gene เป็น single-copy gene ในจีโนมของเช้ือไฟโต
พลำสมำ และ rRNA นั้นมีรำยงำนว่ำมี 2 copies วิธีกำรตรวจแต่ละวิธีที่ใช้ในปัจจุบันมีข้อดีและข้อเสียแตกต่ำงกันไป และเป็นที่
ทรำบกันว่ำ กำรใช้ปฏิกิริยำพีซีอำร์ชุดเดียว (simple PCR) มีควำมไวในกำรตรวจจับน้อยกว่ำ nested-PCR ที่ใช้ปฏิกิริยำพีซีอำร์
จำกชุดที่หนึ่งมำตรวจเพิ่มในชุดที่สอง แต่วิธีกำรนี้มักเกิดกำรปนเปื้อนที่ท ำให้เกิดผลบวกปลอม ในขณะที่ simple PCR จะท ำให้
เกิดผลลบปลอมจำกควำมไวในกำรตรวจจับที่น้อยกว่ำ แม้ว่ำกำรใช้ high stringent condition จะถูกน ำมำใช้ในกำรเพื่อเพิ่ม
ควำมจ ำเพำะ และลดกำรปนเปื้อนในปฎิกิริยำแต่จะส่งผลเสียคือเกิดผลลบปลอมได้  (Lorence, 2012) กำรใช้ Agarose gel 
electrophoresis ในกำรตรวจผลอำจท ำให้เกิดกำรแปลผลผิดได้ง่ำยหำกใช้ควำมเข้มแสงที่ไม่ถูกต้องเหมำะสม ซึ่งจะท ำให้มองไม่

241



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

เห็นแถบท่ีมีขนำดบำงได้ ดังนั้นในกำรใช้วิธีกำรนี้ตรวจผลต้องให้ควำมระมัดระวังกำรให้ควำมเข้มแสงในกำรอ่ำนผลด้วย นอกจำกนี้
กำรตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอ แสดงถึงปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยต่ ำกว่ำควำมไวของวิธีกำรที่จะตรวจจับได้ ดังนั้นในกำรรำยงำนผลจึง
ต้องค ำนึงถึงรำยละเอียดดังกล่ำวนี้ด้วย ในส่วนของกำรใช้ quantitative realtime PCR (qPCR) นั้น ควำมไวของเครื่องมักท ำให้
เกิดปัญหำหำกผู้ใช้งำนไม่มีควำมช ำนำญที่มักเกิดจำกเทคนิคของผู้ปฏบิัติงำน และนอกจำกน้ีแล้ว ควำมสำมำรถในกำรวิเครำะห์ของ
วิธีกำร (analytical performances) ของ qPCR จะถูกจ ำกัดโดยประสิทธิภำพ (efficiency) และช่วงผลตรวจที่ยอมรับได้ 
(acceptable ranges) ซึ่งจำกรำยงำนส่วนใหญ่แล้วพบว่ำควำมไวในกำรตรวจของวิธีกำรที่ใช้ qPCR นั้นเกือบเทียบเท่ำกับกำรใช้ 
simple PCRs (Bastein et al., 2008) คือประมำณ 10-100 copy/µl ของเซลล์เป้ำหมำย ซึ่งเป็นระดับท่ีอำจใช้ได้ในกำรคัดกรอง
โรค แต่มีปัญหำในกำรขยำยพันธุ์ปลอดโรคด้วยกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 ในกำรทดลองนี้แสดงผลของกำรพัฒนำวิธีกำรตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคในอ้อยด้วยเทคนิค LAMP เปรียบเทียบ
กับวิธีท่ีนิยมใช้ในปัจจุบัน คือ Nested-PCR พบว่ำวิธีท่ีพัฒนำขึ้นนี้มีควำมไวมำกกว่ำ simple PCR ถึง 1000 เท่ำ (Table 2) ซึ่งผล
นี้สนับสนุนข้อดีของชุดไพร์เมอร์ที่จับดีเอ็นเอเป้ำหมำยถึง 3 จุด และชุดน้ ำยำที่ใช้สำรเรืองแสง (Figure 1) โดยที่ควำมไวของ 
LAMP ที่ได้นี้เทียบเท่ำกับกำรตรวจด้วย nested-PCR ในระดับที่ทดสอบในกำรทดลองนี้ แต่อย่ำงไรก็ตำมยังไม่ได้ทดสอบกำร
ตรวจจับใน   ดีเอ็นเอที่มีกำรเจือจำงที่สูงกว่ำนี้ หรือในระดับที่ตรวจจับไม่ได้ด้วย nested-PCR ซึ่งหำกตรวจถึงในระดับนั้น จะ
สำมำรถระบุควำมไวของ LAMP และ nested-PCR ที่ใช้นี้ได้อย่ำงแท้จริง  
 ข้อดีของ LAMP คือ ใช้งำนง่ำย และปนเปื้อนได้น้อยกว่ำมำกเมื่อเทียบกับวิธี nested-PCR ทั้งยังใช้เครื่องมือไม่ซับซ้อน 
ระยะเวลำเพียง 60 นำทีเท่ำนั้นในกำรตรวจด้วย LAMP ซึ่งรวดเร็วกว่ำกำรใช้ nested-PCR ที่ใช้เวลำไม่ต่ ำกว่ำ 2 วันจึงจะรู้ผล           
ไพร์เมอร์ของ LAMP ที่ใช้ในงำนวิจัยนี้ ใช้ยีน imp ซึ่งเป็นยีนเจ้ำบ้ำนในเช้ือไฟโตพลำสมำทั้ง 3 ชนิดดังกล่ำวเป็นเป้ำหมำย            
จึงสำมำรถตรวจได้ครอบคลุมทั้ง 3 เช้ือ และมีควำมจ ำเพำะต่อเช้ือไฟโตพลำสมำในอ้อยเท่ำนั้น และไม่เกิด cross detection กับ
เช้ือไฟโตพลำสมำในพืชอื่น  กำรเกิดสีฟลูออเรสเซนต์ในปฏิกิริยำบวกท ำให้ง่ำยต่อกำรอ่ำนผล สำมำรถตรวจผลได้ด้วยตำเปล่ำ               
หำกไม่มีเครื่องมือในกำรตรวจ ซึ่งจะท ำให้หน่วยตรวจที่ไม่มีห้องปฏิบัติกำรระดับชีวโมเลกุลสำมำรถน ำไปใช้ปฏิบัติได้ ง่ำย อย่ำงไร                    
ก็ตำมในกำรทดลองนี้ใช้เครื่อง Thermostatic colorimeter ซึ่งเป็นเครื่องมือที่รำคำไม่สูงในกำรบันทึกผล สำมำรถรำยงำนผล               
ในสภำพจริง (realtime) ได้ ซึ่งท ำให้สำมำรถวิเครำะห์รูปแบบของกำรเกิดปฏิกิริยำ ผลบวกปลอมที่เกิดจำกกำรปนเปื้อนของ
ปฏิกิริยำ หรือจุดอิ่มตัวของปฏิกิริยำได้ ที่จะแสดงให้เห็นในลักษณะของระยะเวลำในเกิดกรำฟค่ำกำรดูดกลืนแสง ซึ่งจะไม่สำมำรถ
ตรวจสอบได้หำกใช้วิธีกำรอ่ำนผลกำรเปลียนสีฟลูออเรสเซ็นต์ด้วยตำเปล่ำเพียงอย่ำงเดียว จำกกำรตรวจวิเครำะห์ควำมไวของ
วิธีกำร จะพบว่ำวิธี LAMP ที่พัฒนำขึ้นนี้มีควำมไวในกำรตรวจจับดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้ดีเท่ำกับ nested-PCR ในช่วงดีเอ็นเอ                   
ที่ทดสอบในกำรทดลองนี้ และดีกว่ำกำรตรวจด้วยกำรใช้เครื่อง Realtime PCR ที่ผลโดยทั่วไปที่ใช้ตรวจกำรติดเช้ือไฟโตพลำสมำ
ในอ้อยจะตรวจได้ในระดับต่ ำเพียง 10-100 copy/µl เท่ำนั้น  
  
สรุปผล  

กำรพัฒนำวิธีกำรตรวจเช้ือไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคในอ้อยที่รวดเร็วด้วยเทคนิค LAMP โดยกำรออกแบบไพร์เมอร์
ตรวจจับต ำแหน่งยีน Imp ของเช้ือไฟโตพลำสมำและใช้ชุดน้ ำยำส ำเร็จรูป พบว่ำเป็นวิธีกำรที่มีควำมถูกต้องและครอบคลุมต่อ              
เชื้อไฟโตพลำสมำสำเหตุโรคในอ้อยทั้งสำมชนิด คือ SCWL, SCGS และ SCGGS ในกำรทดลองนี้พบว่ำวิธี LAMP มีควำมไวในกำร
ตรวจเทียบเท่ำกับกำรทดสอบด้วยวิธี Nested-PCR ที่ใช้ยีน 16S-23S rDNA เป็นเป้ำหมำย สำมำรถตรวจดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้          
ต่ ำที่สุดในระดับ 1.27X10-1 copy/µl ชุดไพร์เมอร์ที่ได้ไม่สำมำรถตรวจจับเช้ือไฟโตพลำสมำที่ก่อโรคพุ่มแจ้ในมันส ำปะหลังและ
อำกำรใบขำวในหญ้ำได้ กำรตรวจผลโดยใช้เครื่อง Thermostatic colorimeter ท ำให้วิธีกำรมีประสิทธิภำพเทียบเท่ำกับกำรใช้ 
Realtime PCR ใช้ระยะเวลำในกำรตรวจ ประมำณ 60 นำที รวดเร็วกว่ำกำรตรวจด้วย nested-PCR ที่ใช้เวลำในกำรตรวจ
ประมำณ 2 วัน ดังนั้นวิธี LAMP ที่ได้นี้นับได้ว่ำเป็นวิธีที่มีประสิทธิภำพ ง่ำย ให้ผลรวดเร็ว และมีค่ำใช้จ่ำยที่ต่ ำกว่ำกำรใช้วิธี
แบบเดิมในกำรตรวจโรคไฟโตพลำสมำในอ้อย สำมำรถน ำมำใช้ในกำรตรวจคัดกรองโรคใบขำว โรคใบขำวและกอฝอย และโรคกอ
ตะไคร้ ในอ้อยเพื่อกำรตรวจรับรองแปลงพันธุ์สะอำดกำรคัดเลือกแปลงแม่พันธุ์ ส ำหรับขยำยพันธุ์ ของกลุ่มเกษตรกรในเครือข่ำย 
โรงงำนน้ ำตำล และหน่วยงำนกรมส่งเสริมกำรเกษตร อย่ำงไรก็ตำม Nested-PCR ยังคงเป็นวิธีที่จ ำเป็นในกำรคัดเลือกแม่พันธุ์เพื่อ

242



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

กำรขยำยพันธุ์ด้วยกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อเนื่องจำกมีควำมไวสูงมำก ตรวจจับเป้ำหมำยที่มีปริมำณน้อยมำกได้ กำรทดสอบ
เปรียบเทียบเพิ่มเติมระหว่ำง LAMP และ nested-PCR โดยใช้ดีเอ็นเอที่มีกำรเจือจำงที่สูงกว่ำในกำรทดลองนี้ จนถึงระดับ              
ที่ตรวจจับไม่ได้ด้วย nested-PCR จะท ำให้สำมำรถระบุควำมไวที่แท้จริงของวิธี LAMP นี้เทียบกับวิธี Nested-PCR ได้  เพื่อกำร
ตรวจรับรองแปลงพันธุ์สะอำดกำรคัดเลือกแปลงแม่พันธุ์ ส ำหรับขยำยพันธุ์ ของกลุ่มเกษตรกรในเครือข่ำย โรงงำนน้ ำตำล และ
หน่วยงำนกรมส่งเสริมกำรเกษตร 
 
ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณ JIRCAS และ บริษัท Kaneka Cooperation ที่สนับสนนุเครื่อง Thermostatic colorimeter ในกำรตรวจ
ปฏิกิริยำ LAMP และขอบคุณผู้ช่วยวิจัยในห้องปฏิบัติกำรชีวโมเลกุลของศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น ที่ช่วยให้กำรปฏิบตัิงำนวิจัยส ำเร็จ
ตำมวัตถุประสงค ์
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Table 1 LAMP Primers form Sugarcane White Leaf phytoplasma  

 

 
Table 2  Detection sensitivity of the LAMP technique targeting phytoplasma Imp gene and Nested-PCR  
      technique targeting phytoplasma 16S-23S rDNA gene in the DNA of infected sugarcane leaves.  
      Plasmids pUC1318 containing 700 bp 16S-23S rDNA fragment was used for copy number estimation.   
 

DNA serial 
dilution  

LAMP  
(DNA) 

Nested PCR (DNA)  Nested PCR  

plasmid DNA 
Imp plasmid DNA 

(copy/µl) 
700 bp 210 bp 700 bp 210 bp 

 10
0
 +  +  + +  + 4x10

9
  

10
-1
  + +  + +  + 9X108 

10
-2
 +  +  + +  + 9X107 

10
-3
 + +  + +  + 8X106 

10
-4
  +  + + + + 7X105 

10
-5
  + + + + + 6X104 

10
-6
 + + + + + 1X103 

10
-7
 + + + + + 2X102 

10
-8
 + - + - + 4X101 

10
-9
 + - + - + 9X100 

10
-10

 + - + - + 1X10-1 

       NT: not tested +: positive -: negative 
    *Plasmid concentration was quantified by nanometer. Plasmid copy number was calculated.  
            as (amount (ng)* 6.022x1023) / (length (bp) * 1x109* 650): 650 is average weight of base pair. 

  

label Length Sequence 
F3 22 TATTATTTCAGATGGTGGCCTT 
B3 24 TTATCCAATGCTTTTGCAAGCTTA 
FIP 47 AAACTAAACGAAAAGACAATAAAAAAATTTGAAAAAGAAATAGTACT 
BIP 26 TCTAGTTATGTCAAATCTGACTTTAA 
LoopF 31 TGCGGATAAAGCTGAAAAAGCTTTAAAAGAA 
LoopB 22 TCAATAAATGAACTAAAAGTAG 
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Table 3 The LAMP result of phytoplasma Sugarcane white leaf samples. 
Sampling site Locality coordinating No. of 

sample 
LAMP technique 

detected undetected 
Khon Kaen  
Mancha Khiri  
Muang 

 
16.22020 ˚N,102.53630˚E 
16.38880 ˚N, 102.8497 ˚E 

 
150 

 
150 

 
0 

Udonthani     
Kumphawaphi 17.05051 ˚N, 102.9383 ˚E 150 150 0 
Non Sa-at 16.98419 ˚N,, 102.9116 ˚E    

Total  300 300 0 
     

 

                    
Figure 1. LAMP reactions illustrating detection sensitivity in the diluted DNA samples extracted from leaves of  

       SCWL infected sugarcane. No.1-7: samples with DNA dilutions: 1, 10-2, 10-4, 10-6, 10-7, 10-8,10-10,  

       respectively. No.8: negative control (water).  
 

 
  Figure 2. Nested-PCR products illustrating detection sensitivity in the diluted DNA samples extracted from  

         leaves of SCWL infected sugarcane. Lane 1: 1 kb DNA molecular weight. Lanes 2-12: samples  

         dilution: 10-10-10. Left: 700 bp PCR products by MLO-X/Y primer set. Right: 210 bp PCR  

         products by P1/P2 primer set.     
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   Figure 3. LAMP reactions illustrating accuracy and broad spectrum of the primer set. No 1-3 : DNA  
                   extracted from leaves of sugarcane infected with SCWL, SCGS and SGGS. No 4-6: DNA samples  

                   from leaves of grass with white leaf symptom and cassava with witche’s broom disease. No.8:  
                  negative control (water). Above: absorbance values of the LAMP reactions at 60 minutes. Below:  
        fluorescence real time signaling reported by a Thermostatic colorimeter.  
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การควบคุมหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด (Spodoptera frugiperda J.E. Smith) ในข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 
โดยการคลุกเมล็ดและพ่นสารทางใบ  

Controlling Fall Armyworm (Spodoptera frugiperda J.E. Smith) Infestation Through Seed 
Treatments and Foliar Spraying in Maize  
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บทคัดย่อ 

หนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด Spodoptera frugiperda เป็นแมลงศัตรูส าคัญในข้าวโพดที่พบการแพร่ระบาดในประเทศ
ไทย โดยระยะหนอนกัดกินใบ ยอด และฝักข้าวโพด สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการใช้สารก าจดัแมลงแบบคลุกเมลด็และพ่นสารทางใบเพื่อควบคุมหนอนกระทูข้้าวโพดลายจุดในข้าวโพด
เลี้ยงสัตว์ ด าเนินการในปี 2565-2566 ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ การคลุกเมล็ดด้วยสารก าจัดแมลงไซแอนทรานิลิโพรล 24%FS 
ผสมไทอะมีโทแซม 24%FS อัตราการใช้ 7 มิลลิลิตรต่อเมล็ดพันธุ์ 1 กิโลกรัม การพ่นสารทางใบด้วยสารก าจัดแมลงสไปนีโทแรม 
12%SC อัตราการใช้ 20 มิลลิลิตรต่อน้ า 20 ลิตร วางแผนการทดลองแบบ RCBD กรรมวิธีประกอบด้วยระยะเวลาในการป้องกัน
ก าจัดที่ต่างกัน 10 กรรมวิธี จ านวน 3 ซ้ า ตรวจนับระดับความเสียหายของใบพืช พบว่าการพ่นสารที่ข้าวโพดอายุ 7 และ 14 วัน
หลังงอกและพ่นสารที่ 7, 14, 21 และ 35 วันหลังงอก ส่งผลให้ระดับความเสียหายของใบข้าวโพดลดลงเช่นเดียวกันกับการคลุก
เมล็ดร่วมกับพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21, และ 35 วันหลังงอก ผลผลิตเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 1 ,233-1,518 กิโลกรัมต่อไร่                  
เมื่อวิเคราะห์ผลตอบแทนทางเศรษฐศาสตร์พบว่า การพ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 7 และ 14 วันหลังงอก 2 ครั้ง            
ให้ผลตอบแทนคุ้มค่ามากกว่าวิธีการอื่นๆ (BCR = 3.45)  
ค าส าคัญ : หนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ การพ่นสารทางใบ การคลุกเมลด็ 

 
Abstract 

The Fall Armyworm (Spodoptera frugiperda) is a major pest of maize in Thailand. It is a highly 
destructive insect, feed on the leaves, tassels, and ears of maize that can cause significant economic damage. 
The objective of this study, conducted in 2023 at the Nakhon Sawan Field Crops Research Center, to compare 
the effectiveness of seed treatment and foliar insecticides in controlling Fall Armyworm (S. frugiperda) in field 
maize. Seed treatment with cyantraniliprole 24% FS mixed with thiamethoxam 24% FS at a rate of 7 milliliters 
per kilogram of seeds. Foliar spray with insecticide using spinetoram 12% SC at a rate of 20 milliliters per 20 
liters of water. The method consisted of 10 different protection periods of vegetative, with 3 repetitions each. 
It was found that the sprayed-on maize 7 and 14 days after germination, and the sprayed on 7, 14, 21, and 35 
days after germination, resulted in a reduction in leaf damage as well as the seed treatments and spraying on 
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14, 21, and 35 days after germination. The yield of maize at 15 percent humidity had an average yield 
between 1,233-1,518 kilograms.rai-1. When analyzing the benefit-cost ratio (BCR), it was found that Spraying at 
7 and 14 days after germination, 2 times, gives a more worthwhile return than other methods (BCR = 2.45).    
Keywords: Fall Armyworm, Maize, Foliar Spraying, Seed treatment 
 
บทน า  

หนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด (Fall Armyworm) Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) ถูกจัดอยู่ในอันดับ 
Lepidoptera วงศ์ Noctuidae เป็นศัตรูกักกันพืชที่ส าคัญต่อการส่งออกพืชและผลผลิตพืช และเป็นแมลงศัตรูที่ส าคัญของข้าวโพด 
พบระบาดในพื้นที่เขตร้อนและกึ่งเขตร้อนของทวีปอเมริกา (Prasanna et al, 2018) วงจรชีวิตของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด                 
ใช้เวลา 30-45 วัน เมื่อผสมพันธุ์แล้วตัวเต็มวัยผีเสื้อเพศเมียจะวางไข่ในช่วงเวลากลางคืน โดยวางไข่เป็นกลุ่มไข่ จ านวน 100-200 
ฟอง เพศเมียหนึ่งตัวจะวางไข่ได้ 1,500-2,000 ฟองตลอดช่วงชีวิตที่เป็นผีเสื้อ การเจริญเติบโตในระยะไข่ใช้เวลา 2-3 วัน                    
ระยะหนอน 14-22 วัน ระยะหนอนมี 6 วัย เมื่อจะเข้าดักแด้หนอนจะทิ้งตัวลงดินเพื่อเข้าดักแด้ ระยะดักแด้ใช้เวลา 7-13 วัน                 
จึงเป็นตัวเต็มวัยและมีชีวิตอยู่ได้ 10-21 วัน ในตัวเต็มวัยสามารถบินได้ไกลเฉลี่ย 200 กิโลเมตรต่อคืน การเข้าท าลายพืชจะเริ่มใน
ระยะที่เป็นตัวหนอน โดยหนอนเข้าท าลายตั้งแต่ข้าวโพดอายุ 7 วัน จนกระทั่งข้าวโพดออกฝัก หนอนจะกัดกินยอดและใบข้าวโพด
เว้าแหว่งหรือกัดกินทั้งแผ่นใบ ท าลายช่อดอกตัวผู้ กัดกินไหม ฝัก และเมล็ด หากระบาดรุนแรงจะท าให้ผลผลิตเสียหายได้ถึง              
73 เปอร์เซ็นต์ (FAO, 2017) การแพร่ระบาดของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดพบมากที่ข้าวโพดอายุไม่เกิน 45 วัน (Cruz et al., 
2010) สมคิด พันธ์ดี และคณะ (2564) รายงานว่าพบการเข้าท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดตั้งแต่ข้าวโพดอายุ 7 วันและมี
ระดับความเสียหายทางใบสูงเมื่อข้าวโพดอายุ 28 วัน หลังจากนั้นความเสียหายทางใบจะลดลง  

การพ่นสารก าจัดแมลงทางใบนั้นเกษตรกรมักพ่นสารป้องกันก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดมากกว่า 1 ครั้ง                 
ช่วงระยะเวลาในการพ่นสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชไม่มีการวางแผนที่แน่นอน และมีประสิทธิภาพไม่ดีเท่าที่ควร ท าให้หนอนกระทู้
ข้าวโพดลายจุดเกิดระบาดในแปลงปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ และการป้องกันก าจัดไม่สามารถท าได้อย่างเหมาะสม การพ่นสารทางใบ
หลายครั้งภายในหนึ่งฤดูปลูกอาจส่งผลให้หนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดเกิดความต้านทานต่อสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชในอนาคตและ
ส่งผลกระทบต่อแมลงศัตรูธรรมชาติ เช่น มวนพิฆาตและมวนเพชฌฆาต ซึ่งเป็นศัตรูธรรมชาติที่มีศักยภาพสูงในการควบคุมหนอน
กระทู้ข้าวโพดลายจุด (สาทิพย์ มาลี และคณะ, 2565) งานวิจัยนี้จึงศึกษาการป้องกันก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในข้าวโพด
เลี้ยงสัตว์โดยการคลุกเมล็ดและพ่นสารทางใบที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมในช่วงระยะเวลาที่เหมาะสม จะส่งผลให้การป้องกัน
ก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดมีประสิทธิภาพ อาจช่วยชะลอการสร้างความต้านทานต่อสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชและส่งเสริม
การอนุรักษ์ศัตรูธรรมชาติ ลดต้นทุนการผลิตและเป็นข้อมูลส าหรับแนะน าเกษตรกรต่อไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 วัสดุและอุปกรณ์ประกอบด้วย เมล็ดพันธ์ุข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์ กวก.นครสวรรค์5 และเตรียมสารคลุกเมลด็ด้วย
สารก าจดัแมลงไซแอนทรานลิิโพรล (cyantraniliprole) 24%FS ผสมไทอะมีโทแซม (thiamethoxam) 24%FS และสารพ่นทาง
ใบใช้สารก าจัดแมลงสไปนีโทแรม (spinetoram) 12%SC   

ในการทดลองครั้งนี้วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block จ านวน 3 ซ้ า 10 กรรมวิธ ีโดยกรรมวิธี 
เป็นวิธีการป้องกันก าจัดโดยการคลุกเมล็ดและการพ่นสารป้องกันก าจัดแมลง ดังนี ้

1. พ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 7 และ 14 วันหลังงอก รวม 2 ครั้ง 
2. พ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 7, 14 และ 35 วัน หลังงอก รวม 3 ครั้ง 
3. พ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 14 และ 35 วัน หลังงอก รวม 2 ครั้ง 
4. พ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21 และ 35 วันหลังงอก รวม 3 ครั้ง 
5. พ่นสารป้องกันก าจัดแมลงเมื่อข้าวโพดอายุ 7, 14, 21 และ 35 วัน หลังงอก รวม 4 ครั้ง 
6. คลุกเมล็ดด้วยสารป้องกันก าจัดแมลง 
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7. คลุกเมล็ดด้วยสารป้องกันก าจัดแมลง ร่วมกับการพ่นสาร 1 ครั้ง เมื่อข้าวโพดอายุ 35 วัน หลังงอก 
8. คลุกเมล็ดด้วยสารป้องกันก าจัดแมลง ร่วมกับการพ่นสาร 2 ครั้ง เมื่อข้าวโพดอายุ 21 และ 35 วัน หลังงอก 
9. คลุกเมล็ดด้วยสารป้องกันก าจัดแมลง ร่วมกับการพ่นสาร 3 ครั้ง เมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21 และ 35 วัน 
10. ไม่มีการป้องกันก าจัดตลอดฤดูปลูก 
 

 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 คลุกเมล็ดด้วยสารก าจัดแมลงไซแอนทรานิลิโพรล (cyantraniliprole) 24%FSผสมไทอะมีโทแซม (thiamethoxam) 
24%FS อัตราการใช้ 7 มิลลิลิตรต่อเมล็ดพันธ์ุข้าวโพด 1 กิโลกรัม และสารพ่นทางใบใช้สารก าจัดแมลงสไปนีโทแรม (spinetoram) 
12%SC อัตราการใช้ 20 มิลลิลิตรต่อน้ า 20 ลิตร อัตราการพ่นสารป้องกันก าจัดแมลงด้วยเครื่องพ่นสารแบตเตอรี่ ในระยะข้าวโพด
อายุ 1-2 สัปดาห์ ใช้น้ าพ่นไร่ละ 40 ลิตร ข้าวโพดอายุ 3-4 สัปดาห์ ใช้น้ าพ่นไร่ละ 50 ลิตร และข้าวโพดอายุ 5 สัปดาห์ขึ้นไปใช้น้ า
ไร่ละ 80 ลิตร (ศรีจ านรรจ์ ศรีจันทรา, 2565) 
 ปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์พันธุ์  กวก.นครสวรรค์5 แถวยาว 5 เมตร จ านวน 10 แถวต่อแปลงย่อย ใช้ระยะปลูก                     
75x20 เซนติเมตร หยอด 2 เมล็ดต่อหลุม ใส่ปุ๋ยเคมี 15-15-15 อัตรา 40 กิโลกรัมต่อไร่ โดยโรยก้นหลุมพร้อมปลูก หลังปลูกพ่น
สารก าจัดวัชพืช atrazine อัตรา 300 กรัมสารออกฤทธิ์ต่อไร่ หลังข้าวโพดงอก 2 สัปดาห์ ถอนแยกให้เหลือ 1 ต้นต่อหลุม                 
เมื่อข้าวโพดอายุ 3 สัปดาห์ ใส่ปุ๋ยเคมี 46-0-0 อัตรา 30 กิโลกรัมต่อไร่ โรยข้างแถวข้าวโพดแล้วพรวนดินกลบ เริ่มประเมินความ
เสียหายทางใบจากการท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดหลังข้าวโพดงอก 7 วัน โดยสุ่มต้นข้าวโพดใน 4 แถวกลาง แถวละ             
5 ต้น โดยใช้ระดับการท าลายของ Davis and William (1992) 1-9 โดยระดับ 1 ไม่พบร่องรอยการท าลาย ไปจนถึงระดับ 9 ใบถูก
ท าลายเกือบทั้งหมด น าระดับการท าลายที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การท าลาย โดยใช้สูตรของ Townsend and Heuberger 
(1943) 
    การท าลาย (%) =[∑ (nv) x 100] / NV 
 n = จ านวนต้นในแต่ละระดับการท าลาย v = คะแนนระดับการท าลาย 
 N = จ านวนต้นทั้งหมดที่สุ่มนับ  V = คะแนนระดับการท าลายสูงสุด 
เก็บเกี่ยวผลผลิตข้าวโพดจาก 4 แถวกลาง ประเมินความเสียหายของฝักข้าวโพด ตามวิธีการของ CIMMYT (2018) โดยเกณฑ์การ
ให้คะแนน 1-9 โดยคะแนนเท่ากับ 1 คือ ไม่พบรอยท าลายที่ฝัก และคะแนนเท่ากับ 9 คือ ฝักเสียหาย 90-100% ของฝัก  

การบันทึกข้อมูล 
จดบันทึกข้อมูลการปฏิบัติงาน ระบุวันงอก ผลการเจริญเติบโต วัดความสูง วันออกดอก ระดับความเสียหายของใบ

ข้าวโพด ระดับความเสียหายของฝักข้าวโพด ผลผลิตข้าวโพด จ านวนฝักที่ถูกท าลายต่อแปลงย่อย วัดความช้ืนเมล็ดขณะเก็บเกี่ยว 
(%RH) เปอร์เซ็นต์กะเทาะ ผลผลิต (กิโลกรัมต่อไร่) ข้อมูลสภาพภูมิอากาศ ผลตอบแทนทางเศรษฐศาสตร์ อัตราส่วนผลตอบแทน
ต่อต้นทุน (Benefit-Cost Ratio: BCR) 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  
ผลการทดลองปี 2565 
 ปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธ์ุ กวก.นครสวรรค์5 เมื่อวันท่ี 7 กรกฎาคม 2565 สารคลุกเมล็ดที่ใช้คือ ไซแอนทรานิลิ-
โพรล 24%FS + ไทอะมีโทแซม 24%FS อัตรา 7 มิลลิลิตรต่อเมล็ดพันธุ์ 1 กิโลกรัม สารป้องกันก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด 
ที่ใช้พ่นทางใบคือ สไปนีโทแรม 12%SC ใช้เครื่องพ่นสารแบตเตอรี่ หลังจากข้าวโพดงอก 7 วันจึงพ่นสารตามกรรมวิธีต่างๆ พบว่า
ระดับความเสียหายของใบข้าวโพดหลังการเข้าท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดเมื่อพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21 และ 35 
วันหลังงอก พ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 7, 14, 21 และ 35 วันหลังงอก และการคลุกเมล็ดร่วมกับพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21 
และ 35 วัน ส่งผลให้ระดับความเสียหายของใบข้าวโพดต่ า ตั้งแต่ข้าวโพดอายุ 21 วันจนถึง 42 วันหลังงอก หลังจากนั้นความ
เสียหายทางใบลดลงและไม่ต่างกันทางสถิติจนถึงวันเก็บเกี่ยวผลผลิต (Table 1) เก็บเกี่ยวผลผลิตเมื่อวันที่ 18 ตุลาคม 2565 (100 
วัน) ผลผลิตข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ที่ความช้ืน 15 เปอร์เซ็นต์ของทุกกรรมวิธีเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 711-837 กิโลกรัมต่อไร่ และไม่แตกต่าง
ทางสถิติ เปอร์เซ็นต์กะเทาะอยู่ระหว่าง 69.13-75.66 เปอร์เซ็นต์ ประเมินความเสียหายฝักพบว่าไม่แตกต่างทางสถิติ มีค่าความ
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เสียหายฝักระดับ 1.06 คิดเป็นร้อยละ 11.03 (Table 2) เมื่อค านวณผลตอบแทนทางเศรษฐศาสตร์จากการวิเคราะห์สัดส่วนรายได้
ต่อการลงทุน (Benefit-cost ratio, BCR) พบว่า ในทุกกรรมวิธีมีค่า BCR มากกว่า 1 เฉลี่ย 1.42 ซึ่งคุ้มค่าต่อการลงทุน ก าไรสุทธิ
เฉลี่ย 2,400 บาทต่อไร่ (Table 3)  
 
ผลการทดลองปี 2566 
 ปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์ กวก.นครสวรรค์ 5 เมื่อวันท่ี 13 กรกฎาคม 2566 สารคลุกเมล็ดที่ใช้คือ ไซแอนทรานิ-
ลิโพรล 24%FS + ไทอะมีโทแซม 24%FS อัตรา 7 มิลลิลิตรต่อเมล็ดพันธ์ุข้าวโพด 1 กิโลกรัม ใช้สารสไปนีโทแรม 12%SC พ่นทาง
ใบด้วยเครื่องพ่นสารแบตเตอรี่ หลังจากข้าวโพดงอก 7 วันจึงพ่นสารตามกรรมวิธีต่างๆ พบว่าระดับความเสียหายของใบข้าวโพด
หลังการเข้าท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดเมื่อพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 7, 14, 21 และ 35 วันหลังงอก พ่นสารเมื่อข้าวโพด
อายุ 7, 14, 21 และ 35 วันหลังงอก และการคลุกเมล็ดร่วมกับพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 14, 21 และ 35 วัน ส่งผลให้ระดับความ
เสียหายของใบข้าวโพดต่ า ตั้งแต่ข้าวโพดอายุ 21 วันจนถึง 42 วัน มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีที่ไม่มีการ
ป้องกันก าจัด หลังจากนั้นความเสียหายทางใบลดลงและไม่แตกต่างทางสถิติจนถึงวันเก็บเกี่ยวผลผลิต (Table 4) เก็บเกี่ยวผลผลิต
เมื่อวันที่  7 พฤศจิกายน 2565 (110 วัน)  ผลผลิตข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ที่ความ ช้ืน  15 เปอร์ เซ็นต์ เฉลี่ ยอยู่ ระหว่าง                               
1,233-1,518 กิโลกรัมต่อไร่ และมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญกับกรรมวิธีที่ไม่มีการป้องกันก าจัด  หลังจากประเมิน
ความเสียหายฝักพบว่าไม่แตกต่างทางสถิติ  มีค่าความเสียหายฝักระดับ 1.11 คิดเป็นร้อยละ 11.08 (Table 5) เมื่อค านวณ
ผลตอบแทนทางเศรษฐศาสตร์จากการวิเคราะห์สัดส่วนรายได้ต่อการลงทุน (BCR) พบว่า ในทุกกรรมวิธีมีค่า BCR มากกว่า 1 เฉลี่ย 
3.00 ซึ่งคุ้มค่าต่อการลงทุน โดยการพ่นสารเมื่อข้าวโพดอายุ 7 และ 14 วันหลังงอก รวม 2 ครั้ง มีค่า BCR สูงสุดเท่ากับ 3.45 และ
มีก าไรสุทธิ 9,804 บาทต่อไร่ซึ่งมากกว่ากรรมวิธีการอื่น ๆ  (Table 6) 

ถึงแม้ว่าผลการทดลองในปี 2565 กรรมวิธีที่ไม่มีการป้องกันก าจัดจะมีค่า BCR มากกว่าการคลุกเมล็ดและการพ่นสาร 
เกษตรกรควรพ่นสารป้องกันก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดอย่างน้อย 2 ครั้งคือ 7 และ 14 วันหลังงอก เนื่องจากพบการระบาด
สูงในระยะการเจริญเติบโตทางล าต้นมากกว่าระยะติดฝักกล่าวคือตั้งแต่ข้าวโพดในระยะกล้าไปจนถึงข้าวโพดอายุ 35 วันหลังงอก 
(สมคิด พันธ์ดีและคณะ, 2564) และประสิทธิภาพของสารสไปนีโทแรมสามารถป้องกันการเข้าท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพด               
ลายจุดได้นานถึง 14 วันหลังการพ่นสารในข้าวโพดและเปอร์เซ็นต์การเข้าท าลายของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดน้อยกว่า            
การใช้สารคลุกเมล็ด (Rakesh et al. 2023) 
 
สรุปผล  
 การป้องกันก าจัดหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในข้าวโพดเลี้ยงสัตว์โดยใช้สารสไปนีโทแรม 12% SC อัตรา 20 มิลลลิิตรต่อ
น้ า 20 ลิตร โดยใช้อัตราพ่นสาร 60-80 ลิตรต่อไรเ่มื่อข้าวโพดอายุ 7 และ 14 วันหลังงอก สามารถลดการเข้าท าลายของหนอน
กระทู้ข้าวโพดลายจดุในข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ และใหผ้ลตอบแทนทางเศรษฐศาสตร์จากการวิเคราะหส์ัดส่วนรายไดต้่อการลงทุน (BCR) 
เท่ากับ 3.45 ซึ่งมากกว่าวิธีการป้องกันก าจัดวิธีอ่ืนๆ โดยให้ก าไรสุทธิสูงสุด 9,804 บาทต่อไร ่
 
ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณ ผู้อ านวยการศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ และบุคลากรทุกท่านของศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค ์ที่ให้ความร่วมมือ
และให้การสนับสนุนอย่างดียิ่ง จึงสามารถด าเนินการทดลองได้อย่างมีประสิทธิภาพและมีประสิทธิผล 
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Table 1 Mean of leaf-feeding damaged rating scale caused by fall armyworm after application on maize at Nakhon Sawan Field 
     Crops Research Center. (Late rainy season: 2022) Table 1 Mean of leaf-feeding damaged rating scale caused by fall armyworm after application on maize at Nakhon Sawan Field 
     Crops Research Center. (Late rainy season: 2022)  

Treatments 
 Leaf-feeding damage rating scale (1-9) 
 

Pre-spraying 
7 

DAE 
14 DAE 21 DAE 

28 
DAE 

35 DAE 
42 

DAE 
49 

DAE 
Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE  1.05 1.16 1.67 a 1.95 a 4.18 b 4.12 bc 1.10 1.16 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE  1.05 1.05 1.37 a 2.26 ab 4.77 b 4.86 c 1.49 1.05 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE  1.05 1.10 4.37 b 1.91 a 3.60 b 3.98 bc 1.19 1.10 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE.  1.05 1.14 3.52 b 2.23 ab 1.40 a 1.61 a 1.05 1.14 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE  1.05 1.14 1.60 a 1.98 a 1.23 a 1.26 a 1.05 1.14 
Seed treatment.  1.00 1.05 2.07 a 4.51 c 3.88 b 3.40 b 1.05 1.05 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE  1.00 1.05 2.26 a 3.47 bc 4.07 b 3.30 b 1.05 1.05 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE  1.00 1.09 1.98 a 4.33 c 1.40 a 1.72 a 1.05 1.09 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 DAE  1.00 1.09 2.37 a 2.86 ab 1.12 a 1.14 a 1.05 1.09 
Untreated control  1.05 1.18 3.58 b 4.26 c 4.02 b 3.93 bc 1.05 1.18 

Mean  1.05 1.10 2.48 2.98 2.97 2.93 1.11 1.10 
F-test  ns ns ** ** ** ** ns ns 

C.V. (%)  10.03 8.48 24.00 25.13 25.07 23.69 21.75 8.48 
DAE=Days after emergence of the plants 
Means followed by the same letter within a column are not significantly different at 5% level of probability using Duncan Multiple Range Test (DMRT) 
* Significant at 5% level of probability 
** Significant at 1% level of probability 
ns Not significant 
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Table 2 Mean of plant height, shelling (%), yield and ear damaged rating scale caused by fall armyworm after application  
     on maize at Nakhon Sawan Field Crops Research Center. (Late rainy season: 2022) 

Treatments 

Plant height (cm.) 
Shelling 

(%) 
Yield 

(Kg/rai) 

Ear 
damaged 

rating scale   
(1-9) 

Ear 
damaged 

(%) 
30 DAE 60 DAE 

Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE 83 a 217 ab 75.47 804 1.07 11.17 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE 82 a 215 ab 75.63 773 1.04 10.89 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE 81 a 214 ab 73.92 794 1.05 10.98 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE. 84 a 221 ab 75.82 808 1.01 10.56 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE 84 a 221 ab 70.30 719 1.10 11.50 
Seed treatment. 85 a 212 ab 69.13 682 1.02 10.62 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE 82 a 217 ab 75.64 711 1.08 11.22 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE 86 a 219 ab 75.33 837 1.03 10.79 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 DAE 87 a 222 a 75.66 762 1.11 11.57 
Untreated control 73 b 210 b 75.16 737 1.06 11.03 

Mean 83 217 74.21 763 1.06 11.03 
F-test ** * ns ns ns ns 

C.V. (%) 2.67 1.78 6.04 9.98 3.62 3.59 
DAE=Days after emergence of the plants 
Means followed by the same letter within a column are not significantly different at 5% level of probability using Duncan 
Multiple Range Test (DMRT) 
* Significant at 5% level of probability 
** Significant at 1% level of probability 
ns Not significant 
 
Table 3 Mean of yield, total cost, total income, net income and benefit-cost ratio (BCR) on maize at Nakhon Sawan Field 
     Crops Research Center. (Late rainy season: 2022) 

Treatments 
Yield 

(Kg/rai) 

Total 
cost 

(baht/rai) 

Total 
income 

(baht/rai) 

Net 
income 

(baht/rai) 

benefit-cost 
ratio (BCR) 

Foliar spraying on maize at 7 and 14 days. 804 4,809 7,236 2,427 1.50 
Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE 773 5,212 6,957 1,745 1.33 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE 794 4,809 7,146 2,337 1.49 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE 808 5,212 7,272 2,060 1.40 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE. 719 5,615 6,471 856 1.15 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE 682 4,129 6,138 2,009 1.49 
Seed treatment. 711 4,533 6,399 1,866 1.41 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE 837 4,935 7,533 2,598 1.53 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE 762 5,338 6,858 1,520 1.28 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 DAE 737 4,003 6,633 2,630 1.66 

Mean 763 4,859 6,864 2,004 1.42 
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Table 4 Mean of leaf-feeding damaged rating scale caused by fall armyworm after application on maize at Nakhon Sawan Field 
     Crops Research Center. (Late rainy season: 2023)  

Treatments 
Leaf-feeding damage rating scale (1-9) 

Pre-spr
aying 

7 DAE 14 DAE 21 DAE 
28 

DAE 
35 

DAE 
42 

DAE 
49 

DAE 
Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE 1.00 1.47 ab 1.39 a 1.68 a 4.86 b 6.60 b 1.39 1.05 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE 1.00 1.47 ab 1.28 a 1.39 a 5.32 b 6.86 b 1.54 1.05 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE 1.00 2.60 d 3.02 b 1.35 a 5.84 b 6.77 b 1.76 1.05 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE 1.00 2.16 abcd 3.91 c 1.23 a 1.27 a 2.44 a 1.28 1.21 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE 1.05 1.37 a 1.09 a 1.33 a 1.40 a 2.84 a 1.19 1.28 
Seed treatment 1.00 1.88 abcd 2.49 b 7.00 b 7.09 c 7.24 b 1.96 1.05 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE 1.00 1.67 abc 2.75 b 7.12 b 7.25 c 7.18 b 1.24 1.12 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE 1.00 2.26 bcd 2.96 b 6.93 b 1.42 a 3.14 a 1.10 1.05 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 DAE 1.00 1.72 abc 2.55 b 1.28 a 1.23 a 2.86 a 1.48 1.26 
Untreated control 1.05 2.42 cd 4.09 c 7.11 b 7.46 c 7.05 b 1.58 1.05 

Mean 1.00 1.90 2.55 3.64 4.31 5.30 1.45 1.12 
F-test ns * ** ** ** ** ns ns 

C.V. (%) 8.03 23.54 19.81 9.55 13.51 8.09 24.86 13.28 
DAE=Days after emergence of the plants 
Means followed by the same letter within a column are not significantly different at 5% level of probability using Duncan 
Multiple Range Test (DMRT) 
* Significant at 5% level of probability 
** Significant at 1% level of probability 
ns Not significant 
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Table 5 Mean of plant height, shelling (%), yield and ear damaged rating scale caused by fall armyworm after application  
     on maize at Nakhon Sawan Field Crops Research Center. (Late rainy season: 2023) 

Treatments 

Plant height (cm.) 
Shelling 

(%) 
Yield 

(Kg/rai) 

Ear 
damaged 

rating scale   
(1-9) 

Ear 
damaged 

(%) 
30 DAE 60 DAE 

Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE 64 192 abc 80.98 ab 1,512 a 1.12 11.22 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE 64 190 abcd 80.19 ab 1,467 a 1.09 10.94 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE 62 195 ab 81.00 ab 1,387 ab 1.10 11.03 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE 56 194 abc 80.83 ab 1,418 ab 1.06 10.61 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE 63 197 a 80.36 ab 1,441 a 1.15 11.55 
Seed treatment 53 184 bcd 81.41 ab 1,238 ab 1.07 10.67 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE 55 183 cd 82.54 a 1,233 ab 1.13 11.27 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE 59 197 a 79.69 b 1,518 a 1.08 10.84 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 DAE 62 200 a 79.93 b 1,425 ab 1.16 11.62 
Untreated control 53 180 d 82.44 a 1,140 b 1.11 11.08 

Mean 59 191 80.94 1,378 1.11 11.08 
F-test ns ** ** ** ns ns 

C.V. (%) 7.93 2.05 1.05 7.22 3.46 3.58 
DAE=Days after emergence of the plants 
Means followed by the same letter within a column are not significantly different at 5% level of probability using Duncan 
Multiple Range Test (DMRT) 
* Significant at 5% level of probability 
** Significant at 1% level of probability 
ns Not significant 
 
Table 6 Mean of yield, total cost, total income, net income and benefit-cost ratio (BCR) on maize at Nakhon Sawan Field 
     Crops Research Center. (Late rainy season: 2023) 

Treatments 
Yield 

(Kg/rai) 

Total 
cost 

(baht/rai) 

Total 
income 

(baht/rai) 

Net 
income 

(baht/rai) 

benefit-cost 
ratio (BCR) 

Foliar spraying on maize at 7 and 14 DAE 1,512 4,000 13,804 9,804 3.45 
Foliar spraying on maize at 7, 14 and 35 DAE 1,467 4,403 13,393 8,990 3.04 
Foliar spraying on maize at 14 and 35 DAE 1,387 4,000 12,663 8,663 3.17 
Foliar spraying on maize at 14, 21 and 35 DAE 1,418 4,403 12,946 8,543 2.94 
Foliar spraying on maize at 7, 14, 21 and 35 DAE 1,441 4,806 13,156 8,350 2.74 
Seed treatment 1,238 3,320 11,302 7,982 3.40 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 35 DAE 1,233 3,724 11,257 7,533 3.02 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 21 and 35 DAE 1,518 4,126 13,859 9,733 3.36 
Seed treatment and foliar spraying on maize at 14, and 21 35 
DAE 1,425 4,529 13,010 8,481 2.87 
Untreated control 1,140 3,194 10,408 7,214 3.26 

Mean 1,378 4,051 12,580 8,530 3.00 
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