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ค าปรารภ 

 กรมวิชาการเกษตรมีนโยบายเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรที่มีคุณภาพและปลอดภัยเพ่ือบริโภค
ภายในประเทศและสํงไปจ าหนํายยังตํางประเทศเพ่ือสร๎างรายได๎แกํเกษตรกรและน าเงินเข๎าสูํประเทศส าหรับ
ใช๎พัฒนาประเทศ แตํเปูาประสงค๑ยังไมํบรรลุเนื่องจากปัญหาศัตรูพืช  ยิ่งในสภาวะแวดล๎อมที่เปลี่ยนแปลงท า
ให๎เกิดการระบาดของศัตรูพืชหลากหลายมีทั้งแมลง  ไร สัตว๑ศัตรูพืช (หนู หอย นก) วัชพืช และจุลินทรีย๑
สาเหตุโรคพืช (รา แบคทีเรีย ไวรัส ไส๎เดือนฝอยศัตรูพืช)  บางชนิดไมํเคยเป็นศัตรูส าคัญมากํอนแตํกลับระบาด
และสร๎างความเสียหายให๎กับพืช บางชนิดปรับสภาพตัวเองเข๎าท าลายพืชได๎มากชนิดขึ้น และบางชนิดอาจเป็น
สายพันธุ๑ใหมํ ส าหรับศัตรูธรรมชาติก็ได๎รับผลกระทบเชํนเดียวกัน  วิธีการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพมี
ความส าคัญและจ าเป็นอยํางยิ่งตํองานอารักขาพืช ดังนั้นงานวิจัยด๎านอนุกรมวิธาน ชีววิทยาและนิเวศวิทยา
ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติจึงมีความส าคัญมากเพ่ือการวิเคราะห๑ชนิดและชื่อวิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎อง  และได๎
ข๎อมูลเกี่ยวกับชีวประวัติ  พฤติกรรม  การแพรํกระจาย พืชอาศัย/สัตว๑อาศัย ฯลฯ จัดเก็บในรูปแบบฐานข๎อมูล  
และงานวิจัยความหลากชนิดของแมลงเพ่ือเก็บ – รักษาในพิพิธภัณฑ๑  เป็นการศึกษาและประเมินสถานภาพ
ของแมลงอันดับตํางๆ แมลงที่หายากหรือใกล๎สูญพันธุ๑  เพ่ือหาแนวทางหรือวิธีการอนุรักษ๑ให๎คงอยูํในระบบ
นิเวศอยํางยั่งยืน  ซึ่งจะต๎องมีการศึกษาวิจัยอยํางตํอเนื่อง ไมํมีจุดสิ้นสุด เพ่ือให๎ได๎ข๎อมูลที่เป็นปัจจุบัน
ตลอดเวลา   อีกทั้งศึกษาหาเทคนิคใหมํๆ ในการตรวจวินิจฉัยที่ถูกต๎อง และรวดเร็วควบคูํกันไปด๎วยซึ่งรวมถึง
การพัฒนาเครื่องมือและเทคนิคการตรวจแยกศัตรูพืชที่มีประสิทธิภาพด๎วย  เพ่ือน าไปพัฒนาสูํการผลิตชุด
ตรวจสอบศัตรูพืชบางชนิดตํอไป ผลงานวิจัยของโครงการวิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยาและเทคนิคการตรวจ
วินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเป็นประโยชน๑ในการพิจารณาหาแนวทางปูองกันก าจัดที่เหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพทันตํอเหตุการณ๑  และงานวิจัยด๎านอ่ืนๆ เชํนงานวิจัยด๎านกักกันพืช  การตรวจศัตรูพืชที่ติดกับ
สินค๎าเกษตร น าเข๎าและสํงออก ณ ดํานตรวจพืชตํางๆ  นอกจากนี้ผลการศึกษาวิจัยโครงการนี้ได๎สร๎างนักวิจัย
รุํนใหมํๆ ที่มีความช านาญทั้งทางด๎าน แมลง ไร สัตว๑  จุลินทรีย๑และวัชพืช ทดแทนนักวิจัยที่ก าลังขาดแคลนใน
ปัจจุบัน  
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บทน า 
โครงการวิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และเทคนิคการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เป็นงาน

ศึกษาวิจัยถึงลักษณะ(Character) ที่ส าคัญของศัตรูพืช  ศัตรูธรรมชาติ  เพ่ือน าไปใช๎ในการจ าแนกแจกแจง 
(Classification) ในระดับตํางๆ ตามระบบอนุกรมวิธาน และรวบรวมรายละเอียดลักษณะความแตกตํางที่
ส าคัญทั้งหมด  ไปสูํการตรวจวิเคราะห๑  เพ่ือระบุชนิด  (Identification) และการตั้งชื่อ (Naming) ตาม
กฎเกณฑ๑การตั้งชื่อ (Nomenclature) ตลอดจนการศึกษาวิจัยด๎านพันธุกรรม (Genetic)  ชนิด (Species)   
ชีววิทยา (Biology)  นิเวศวิทยา (Ecology)  เขตแพรํกระจาย (Distribution Area)  และพฤติกรรม 
(Ethology) รวมทั้งด๎านวิวัฒนาการ (Evolution) ความสัมพันธ๑ของสายวิวัฒนาการ (Phylogeny)  ความ
แปรปรวนหรือความผันแปรหรือความแตกตํางทั้งในระดับสัณฐานวิทยาและในระดับโมเลกุล (Morphology 
and Genetic Variation) อีกทั้งกระบวนการเกิดชนิดใหมํ (Speciation)  และน าตัวอยํางที่ได๎ศึกษาวิจัย
ทั้งหมด  เก็บไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ เพ่ือเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร๑ในการสืบค๎น  อ๎างอิง  สามารถตรวจสอบ
ย๎อนกลับได๎  ซึ่งกรมวิชาการเกษตร ได๎มีการเก็บ-รักษาตัวอยํางแมลงไว๎ในพิพิธภัณฑ๑มานานกวํา 80 ปี นับเป็น
พิพิธภัณฑ๑แมลงที่เกําแกํและมีตัวอยํางแมลงมากที่สุดในประเทศไทยและในเอเชียตะวันออกเฉียงใต๎ (ศิริณี, 
2542) ปัจจุบันมีแมลงที่วิเคราะห๑ชนิดแล๎วกวํา 9,000 ชนิด มากกวํา 500,000 ตัวอยําง (Poonchaisri, 2004) 
และมีตัวอยํางแมลงต๎นแบบ (type specimen) จ านวน 113 ตัวอยําง(ศิริณีและคณะ,2549) พิพิธภัณฑ๑แมลง
มีการจัดการในเรื่องการเก็บ-รักษา ตัวอยํางแมลงอยํางดียิ่ง ตัวอยํางแมลงทุกตัวอยํางอยูํในสภาพที่สมบูรณ๑ 
ตลอดจนมีการจัดเก็บตามระบบมาตรฐานสากล และในปี 2552 ได๎เริ่มด าเนินการจัดท าฐานข๎อมูลแมลงใน
พิพิธภัณฑ๑ มาอยํางตํอเนื่องซึ่งต๎องบันทึกข๎อมูลให๎เป็นปัจจุบันเพ่ิมเติมตลอดไปควบคูํกับการเก็บรวบรวม
ตัวอยํางแมลง ซึ่งการจัดท าฐานข๎อมูลนี้นับวํามีประโยชน๑อยํางมากท าให๎สืบค๎นข๎อมูลแมลงในพิพิธภัณฑ๑ได๎งําย 
สะดวก และรวดเร็ว 

พิพิธภัณฑ๑แหํงนี้  จึงเป็นแหลํงรวมองค๑ความรู๎ทั้งด๎านจ านวนชนิด  และข๎อมูลตํางๆ ที่ได๎บันทึก
ก ากับไว๎กับตัวอยํางแมลง  ได๎แกํ พืช สํวนของพืชที่ถูกท าลาย สถานที่ วัน เดือน ปีที่เก็บ  และชื่อผู๎เก็บ  ซึ่ง
ข๎อมูลเหลํานี้สามารถใช๎ในการค๎นคว๎า อ๎างอิง เปรียบเทียบตรวจสอบ  ข๎อมูลจากอดีตถึงปัจจุบัน อันเป็น
ประโยชน๑อยํางยิ่งตํอนักอนุกรมวิธานและนักวิจัยด๎านกีฏวิทยาทั้งในและตํางประเทศ  ตลอดจนบุคคลทั่วไปที่
ประสบปัญหา หรือสอบถามข๎อมูลเกี่ยวกับแมลง  โดยภารกิจดังกลําวพิพิธภัณฑ๑แมลงจะต๎องมีการวิจัยและ
พัฒนาอยํางตํอเนื่องไมํมีที่สิ้นสุด  ทั้งในการวิจัยเพ่ือเก็บรวบรวมตัวอยํางและการจัดการพิพิธภัณฑ๑ให๎อยูํใน
ระดับมาตรฐานสากล ตลอดจนเพิ่มเติมข๎อมูลรายละเอียดของตัวอยํางแมลง        และการจะได๎มาซึ่งตัวอยําง
แมลงรวมทั้งข๎อมูลดังกลําว  จ าเป็นต๎องมีการศึกษาและรวบรวมตัวอยํางแมลงให๎ได๎มากที่สุด  ซึ่งนอกจากจะ
เป็นการเพ่ิมจ านวนและชนิด  หรือเพ่ือทดแทนตัวอยํางแมลงที่ช ารุดเสียหายแล๎ว ยังเป็นโอกาสของนักวิจัยที่
จะได๎ตรวจสอบ ค๎นคว๎าชนิดของแมลงที่ไมํเคยพบในประเทศไทย  (new record)  หรือแมลงที่ไมํเคยพบมา
กํอนในโลกนี้ (new species)  และในสถานการณ๑ปัจจุบัน สภาวะโลกร๎อน (global warming) ท าให๎เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพภูมิอากาศ (climate change) ซึ่งหมายถึงความเปลี่ยนแปลง หรือความแปรปรวนของ
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ลม ฟูา อากาศ ทั้งท่ีเกิดข้ึนแล๎วในอดีต ก าลังเกิดข้ึนในปัจจุบัน หรืออาจเกิดข้ึนในอนาคต (โชติชัย, 2552) ล๎วน
แล๎วแตํสํงผลกระทบตํอระบบนิเวศในธรรมชาติ และสํงผลกระทบตํอเนื่องมายังแมลง สัตว๑ที่มีจ านวนชนิดมาก
ถึงร๎อยละ 70 ของสัตว๑ทั้งหมด ซึ่งมีความส าคัญอยํางมากตํอวงจรหํวงโซํอาหารในธรรมชาติ  ดังนั้นหากได๎มี
การศึกษาวิจัยถึงจ านวนชนิดของแมลงในพ้ืนที่ตํางๆของประเทศไทยมาอยํางตํอเนื่อง ก็สามารถน าข๎อมูลมา
เปรียบเทียบตั้งแตํอดีตจนถึงปัจจุบัน และคาดการณ๑ในอนาคตทั้งการเพ่ิมหรือลดจ านวนของแมลงหลากหลาย
ชนิด รวมทั้งการด ารงอยูํหรือสูญพันธุ๑ของแมลงบางชนิด ซึ่งข๎อมูลเหลํานี้จะเป็นข๎อมูลพ้ืนฐานที่ส าคัญในการ
ศึกษาวิจัย เกี่ยวกับสิ่งสิ่งแวดล๎อมเพ่ือเปูาหมายในการฟ้ืนฟูระบบนิเวศธรรมชาติให๎กลับคืนสูํสภาวะสมดุล
อยํางยั่งยืนตลอดไป 

นอกจากนี้ในโครงการยังศึกษาหาเทคนิคการวินิจฉัยและการตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ 
เพ่ือพัฒนาเทคนิคใหมํทางอณูชีววิทยา เชํน PCR  Real time PCR  Multiplex PCR LAMP และทางเซรุํม
วิทยา เชํน การผลิตชุดตรวจสอบศัตรูพืชส าเร็จรูป Glift Kit   ในการตรวจวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืชและ
ศัตรูธรรมชาติให๎มีประสิทธิภาพและความแมํนย าสูงเพ่ิมขึ้น เป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยที่ได๎มาตรฐานเป็นที่
ยอมรับ  และสามารถตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติได๎ในปริมาณของเพียงเล็กน๎อย และพัฒนาให๎
รวดเร็วยิ่งขึ้น  สามารถยํนระยะเวลาการตรวจวินิจฉัยให๎เร็วขึ้น ท าให๎สามารถวางแผนการปูองกันก าจัดได๎
รวดเร็วทันตํอเหตุการณ๑  นอกจากนี้เป็นการประหยัดงบประมาณในการน าเข๎าชุดตรวจสอบศัตรูพืชจาก
ตํางประเทศ เป็นการพัฒนางานวิจัยของนักวิชาการไทยให๎เป็นที่ยอมรับของตํางประเทศอีกด๎วย 

ข๎อมูลรายละเอียดทั้งหมดจากการศึกษาวิจัย  และตัวอยํางแมลงศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่เก็บ
รวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ รวมทั้งวิธีการตรวจสอบที่รวดเร็วจะเป็นประโยชน๑อยํางยิ่งตํองานตํางๆ   ที่เกี่ยวข๎อง
กับศัตรูพืช  ศัตรูธรรมชาติ   ทั้งในระดับหนํวยงานและระดับประเทศ  เพราะนอกจากจะชํวยให๎สามารถ
จ าแนกวําเป็นชนิดศัตรูพืชหรือศัตรูธรรมชาติ   ยังสามารถชํวยแก๎ปัญหาการระบาดของศัตรูพืชได๎อยํางมี
ประสิทธิภาพ   ทั้งนี้เพราะหากมีการศึกษาและรวบรวมข๎อมูลไว๎อยํางมีระบบเป็นปัจจุบันในรูปแบบฐานข๎อมูล  
ซึ่งส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชได๎รั บงบประมาณจัดท าระบบฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลง    ใน
ปีงบประมาณ 2552  ขณะนี้ได๎ติดตั้งระบบและเริ่มบันทึกข๎อมูล เมื่อระบบฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลงสามารถ
ใช๎ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ  ข๎อมูลตํางๆ ที่เก็บรวบรวมไว๎จะเป็นประโยชน๑อยํางยิ่ง    เมื่อเกิดการระบาดของ
ศัตรูพืชจะสามารถสืบค๎นและตรวจสอบได๎ทันทีวําศัตรูพืชนั้นๆ คืออะไร มีชีวประวัติและพฤติกรรมการท าลาย
พืชผลหรือผลผลิตอยํางไร ซึ่งจะท าให๎สามารถหาวิธีปูองกันก าจัดได๎อยํางเหมาะสมถูกต๎องรวดเร็วทันตํอ
เหตุการณ๑ ในสถานการณ๑ปัจจุบันข๎อมูลเหลํานี้มีความส าคัญตํอการแก๎ไขปัญหาการค๎าระหวํางประเทศในด๎าน
การสํงออกและน าเข๎าสินค๎าเกษตร โดยการน าข๎อมูลทั้งหมดไปจัดท าข๎อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืช (Pest List) ซึ่ง
เป็นข๎อมูลส าคัญอยํางยิ่งที่ต๎องสํงให๎ประเทศคูํค๎าได๎น าไปพิจารณากํอนน าเข๎าสินค๎าเกษตรจากประเทศไทย ใน
ขณะเดียวกันก็ใช๎เป็นข๎อมูลส าคัญของประเทศ ส าหรับเปรียบเทียบกับข๎อมูลบัญชีรายชื่อของประเทศคูํค๎าที่สํง
มา     เพ่ือประกอบในการวิเคราะห๑ความเสี่ยงศัตรูพืช  (Pest Risk Analysis)     กํอนน าเข๎าสินค๎าเกษตรจาก
ประเทศคูํค๎า  รวมทั้งยังเป็นประโยชน๑ในการจัดท ารายชื่อศัตรูพืชกักกัน (Quarantine Pest) เพ่ือการควบคุม
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ศัตรูพืชจากตํางประเทศไมํให๎เข๎ามาแพรํกระจายในประเทศ และใช๎ประโยชน๑เพ่ือการเจรจาตอบโต๎ประเทศคูํ
ค๎าที่ใช๎มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Sanitary and Phytosanitary Measure)  มาเป็นเงื่อนไขใน
การกีดกันทางการค๎า 

งานวิจัยของโครงการนี้ยังมีความส าคัญอยํางมากในการพัฒนาบุคลากร    เพ่ือก๎าวสูํการเป็นนัก
อนุกรมวิธาน ซึ่งเป็นบุคลากรที่อยูํในภาวะขาดแคลนอยํางมากและไมํสามารถพัฒนาขึ้นมาทด แทนได๎ทันเวลา 
จึงจ าเป็นต๎องเรํงพัฒนาเพื่อให๎เป็นบุคลากรด๎านอนุกรมวิธานที่มีความรู๎ความสามารถพร๎อมจะปรับเปลี่ยนและ
ก๎าวทันตํอเทคโนโลยีของงานด๎านนี้ที่ก๎าวหน๎าไปอยํางรวดเร็ว ทั้งนี้เพ่ือจะได๎น ามาพัฒนางานด๎านอนุกรมวิธาน
โดยตรงและพร๎อมที่จะเอ้ือประโยชน๑ตํองานอ่ืนๆ ที่เก่ียวข๎อง 
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บทคัดย่อ 
โครงการวิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และเทคนิคการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เป็น

งานวิจัยพ้ืนฐานทางด๎านอนุกรมวิธาน  ชีววิทยา  และนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ และศึกษา
พัฒนาเทคนิคใหมํๆ ในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  ด าเนินการระหวํางปี พ.ศ.2554 – 2558  
ผลการด าเนินการ ได๎ทราบชนิด ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎องและเป็นปัจจุบัน ลักษณะความแตกตําง พืชอาศัย 
เขตการแพรํกระจายของแมลง ไร สัตว๑  ศัตรูพืช และ ศัตรูธรรมชาติ ได๎แกํ  เพลี้ยอํอนในวงศ๑ยํอย 
Hormaphidinae จ านวน  4 สกุล เพลี้ยอํอนเผํา Macrosiphini  จ านวน 6 ชนิด เพลี้ยแปูงสกุล 
Phenacoccus  2 ชนิด  เพลี้ยหอยสกุล  Pulvinaria   1 ชนิด  แมลงหวี่ขาววงศ๑ยํอย  Aleurodicinae  3 
สกุล  เพลี้ยไฟวงศ๑ยํอย Panchaetothripinae  3 ชนิด   ผีเสื้อกลางคืน วงศ๑ยํอย Pyraustinae 5 ชนิด  ตัว
อํอนแมลงวันทองสกุล Bactrocera ท าสไลด๑ถาวร 2 ชนิด มดที่อยูํรํวมกับเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus จัด
รูปรําง ท าสไลด๑ถาวรตัวอยํางมด 7 ชนิด เพลี้ยแปูง 2 ชนิด ได๎ข๎อมูลชีววิทยาของแมลงวันทองชนิด B. 
cucurbitae  ได๎ข๎อมูลชีววิทยาเพลี้ยแปูง Pseudococcus jackbeardsleyi แมงมุมสกุล Argiope  จ านวน 4 
ชนิด  แมงมุมวงศ๑ Tetragnathidae จ านวน 4 ชนิด, จ าแนกชนิดของหอยเจดีย๑ใหญํ หอยเจดีย๑เล็ก หอยทาก
ดักดาน หอยทากและทากในโรงเรือน จ านวน 6 ชนิด เพลี้ยหอยสกุล Coccus จ านวน 2 ชนิด, แมลงหวี่ขาว
ในวงศ๑ยํอย Aleyrodinae จ านวน 9 ชนิด, เพลี้ยไฟในสกุล Haplothrips จ านวน  3 ชนิด, มวนปีกแก๎วใน
สกุล  Stephanitis จ านวน 2 ชนิด, ผีเสื้อกลางคืนในสกุล Parapoynx จ านวน 3 ชนิด , แตนเบียนไขํวงศ๑
ใหญํ Platygastroidea ที่เข๎าท าลายหนอนกอข๎าว มวนเขียวข๎าว และเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล จ านวน 4 วงศ๑
ยํอย 9 สกุล, สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม๎ Frankliniella schultzei,  ไรสี่ขาวงศ๑ 
Eriophyidae จ านวน 12 ชนิด, ชีววิทยา การเข๎าท าลาย ฤดูกาลระบาดของแมลงวันทองชนิด Bactrocera 
tau,  ลักษณะโครโมโซมและเขตการกระจายของหอยสกุล Pomacea sp, ด๎วงงวงสกุล Rhynchophorus 
จ านวน 2 ชนิด, ลักษณะ สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟสกุล Thrips และ Bathrips, แมงมุม
วงศ๑ Clubionidae จ านวน ทั้งหมด 2 สกุล 4 ชนิด, ชีววิทยาของเพลี้ยแปูง Phenacoccus solenopsis  
ชีววิทยาและเขตการแพรํกระจายของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus  kanzawai  40  ชีววิทยา 
นิเวศวิทยาของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม วงศ๑ Psyllidae ในพืชตระกูลส๎ม  ชนิดของมดในแหลํงผลิตและโรคคัดบรรจุ 
จ านวน  6 วงศ๑ยํอย 16 สกุล  19 ชนิด  ชีววิทยา นิเวศวิทยาและการแพรํกระจายของหอยศัตรูพืช สกุล 
Bradybeana ประชากรนกแสกตามแหลํงอาศัย ชนิดและจ านวนสัตว๑ศัตรูธรรมชาติของสัตว๑ฟันแทะในพ้ืนที่
เพาะปลูกพืชในพ้ืนที่สูง ลักษณะภายนอกของหนูนาใหญํ ชนิดของไส๎เดือนฝอยศัตรูแมลง สกุล Steinernema 
และ Heterorhabditis พันธุกรรมของหนูนาใหญํ (Rattus argentiventer) ที่พบในประเทศไทย การจ าแนก
สายพันธุ๑และวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของปรสิตโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ระยะสปอร๑โรซิส 
โดยใช๎ multiplex PCR 

อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยา ของจุลินทรีย๑สาเหตุโรคพืช ผลการทดลอง ได๎ชนิด ชื่อ
วิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎องและเป็นปัจจุบัน และชีววิทยาของเชื้อสาเหตุโรคพืช ได๎แกํ ได๎ รา Cladosporium  4 
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ชนิด รา Alternaria ได๎ 5 ชนิด รา Stemphylium  1 ชนิด รา Choanephora 1 ชนิดพร๎อมลักษณะทาง
สัณฐานเป็นรา Choanephora cucurbitarum  ราในกลุํมของ Botryosphaeria  จ านวน 5 สกุล 5 ชนิด ได๎
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ พืชอาศัยของรา P. capsici ได๎ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Didymella 
bryoniae  ชนิดและเอกลักษณ๑ทางพันธุกรรมของ Race แบคทีเรีย Rasonia solanacearum คือ race 1  
ไส๎เดือนฝอย migratory endoparasitic พร๎อมทั้งชีววิทยา จ านวน 3 ชนิด ไส๎เดือนฝอย Radopholus พร๎อม
ทั้งชีววิทยา จ านวน 1 ชนิด รา Colletotrichum พร๎อมลักษณะทางพันธุกรรม ชีววิทยา และนิเวศวิทยา 
จ านวน 9 ชนิด จ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบไหม๎และใบจุดของกล๎วยไม๎สกุลมอคคารําและแวนด๎า  มี
ความใกล๎เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย Pantoea ananatis  การถํายทอดเชื้อ Exserohilum  tuecicum  ไมํพบ
การถํายทอดเชื้อบนเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพด รากสกุล Phyllosticta  พร๎อมลักษณะทางพันธุกรรม ชีววิทยา และ
นิเวศวิทยา จ านวน 4 ชนิด จ าแนกกลุํม Race ของเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  ใน
ประเทศไทย คือ Race 2 ศึกษาพืชอาศัยของรา Stemphylium และ Alternaria พบพืชอาศัยของ รา 
Stemphylium vesicarium  ได๎แกํ หอมกระเทียม พืชอาศัยของรา Alternaria porri  ได๎แกํ หอมแดง หอม
ใหญํ  รา A. brassicicola ได๎แกํ คะน๎า รา A. helianthi  ได๎แกํ ทานตะวัน 

อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของวัชพืช ได๎ชนิด ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎องและเป็นปัจจุบัน และ
ชีววิทยาของวัชพืช ได๎แกํ จ าแนกพืชสกุลผักแวํน ได๎ 4  ชนิด ได๎ลักษณะการงอกและการเจริญของหญ๎าอีหนาว
ในสภาพเรือนทดลอง และความสามารถในการผลิตเมล็ดของหญ๎าอีหนาว -รายละเอียดลักษณะเมล็ดวัชพืช
วงศ๑ผักโขม 10 ชนิด รายละเอียดลักษณะวัชพืชสกุลน้ านมราชสีห๑และลักษณะของเมล็ด จ านวน 4 ชนิด ศึกษา
วัชพืช ในแปลงหมํอน  บัวบก และพริกไทย พบวัชพืช จ านวน 18 ชนิด ส ารวจวัชพืชที่เป็นพืชอาศัยของเพลี้ย
แปูง 3  สกุล พบ 6 ชนิด ศึกษาความสามารถในการงอกของเมล็ดดาดตะกั่ว พบ เมล็ดดาดตะกั่วเมื่อตกลงดิน 
จะงอกได๎ดี ตั้งแตํผิวดินถึง 2 เซนติเมตร เมล็ดจะงอกเร็วและมีจ านวนต๎นมากที่สุด ตั้งแตํ 1 สัปดาห๑หลังปลูก  
พบวําเมล็ดดาดตะกั่วสามารถแพรํกระจายได๎โดยดีดออกจากต๎นตกลงบนที่แห๎งเชํนบนวัสดุปลูกหรือบนผิวดิน 
ส ารวจการแพรํกระจายของสาบมํวงพบการแพรํกระจายในแปลงมันส าปะหลัง ยาพารา และแปลงไม๎ผล  โดย
พบแพรํกระจายคํอนข๎างหนาแนํน คิดเป็นร๎อยละ 52.9  ผลการศึกษาสัณฐานวิทยา ชนิด การแพรํกระจาย
และตัวอยํางของเมล็ดวัชพืชวงศ๑หญ๎างวงช๎าง Boraginaceae พบ 5 กลุํม จ านวน 4 ชนิด, ลูกใต๎ใบ 
Phyllanthus L. พบ จ านวน 8 ชนิด, วงศ๑หญ๎า Poaceae พบ จ านวน 33 ชนิด,วัชพืชสกุล Boerhavia L. 
จ านวน  4 ชนิด ได๎ข๎อมูลชีววิทยาและการแพรํกระจายของวัชพืชสกุลกะเม็ง  Eclipta L., ผักเบี้ยเล็ก
(Portulaca quadrifida L.), วัชพืชสกุล Boerhavia L วัชพืชวงศ๑ทานตะวันสองชนิด: หญ๎าหน๎าแมว และ
ทานตะวันหนูในประเทศไทย ได๎ชนิดวัชพืชตํางถ่ินในพื้นท่ีเกษตรที่สูงภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ 

ศึ กษาคว ามหลากหลายชนิ ดของแมลง หายากและ ใกล๎ สู ญ พันธุ๑  ไ ด๎ แกํ              
                     ุ๑  เข สงวนชีวมลฑลสะแกราช 3 ชนิด จ านวน 6          แมลงหายากใกล๎สูญพันธุ๑
ในเขตภาคใต๎ จ านวน 2        5  ตัวอยําง ได๎ตัวอยํางแมลงปอ 5 ชนิด จ านวน 270  ตัวอยําง  จ าแนก
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ตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Acrididae จ านวน 4 ชนิด 168 ตัวอยําง ได๎ตัวอยํางมด 31 ชนิด จ านวน278 ตัวอยําง 
ได๎ตัวอยํางด๎วงงวง 9 ชนิด จ านวน 86 ตัวอยําง ได๎ตัวอยํางหิ่งห๎อย 7 ชนิด จ านวน 105          

ศึกษาวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี การวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืช ได๎แกํ 1) การพัฒนาเทคโนโลยี
การตรวจสอบศัตรูพืชโดยเซรุํมวิทยา ผลการทดลองได๎ ได๎แอนติซีรั่มและโปรตีน จ านวน 4 ชนิด ได๎แกํแอนติ
ซีรัมของเชื้อไวรัส PMWaV-1  ไวรัส BYMV ไวรัส Citrus tristeza virus และ โปรตีน Sec A ยีน ของเชื้อไฟ
โตพลาสมา และชุดตรวจสอบส าเร็จรูป ส าหรับตรวจสอบ เชื้อสาเหตุโรคพืชในภาคสนามจ านวน 7 ชุด ได๎แกํ 
ได๎ไวรัส  Cucumber mosaic virus  ไวรัส  Sugarcane mosaic virus  subgroup Maize dwarf mosic 
virus ไวรัสในกลุํม Tospovirus  ไวรัส Bean yellow mosaic virus  ไวรัส PVY PVX PVS ในมันฝรั่ง 
แบคทีเรีย Burkholderia gladioli  และแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae ในกล๎วยไม๎  
2) การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยอณูชีววิธี  ได๎เทคโนโลยีที่ทันสมัยในการวินิจฉัยและการ
ตรวจสอบอยํางรวดเร็วของโรคกรีนนิ่งและโรคแคงเกอร๑ของพืชตระกูลส๎ม โรคเหี่ยวของสัปปะรด โรคใบขาว
ของอ๎อย โรคเนําของกล๎วยไม๎ โรคไฟโตพลาสมาของมันส าปะหลัง โรคไวรัส Watermelon silver mottle 
virus ในแตง แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae และ Xanthomonas oryzae pv. 
oryzicola สาเหตุโรคข๎าวที่ส าคัญ แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ในหัวพันธุ๑ปทุมมาด๎วยเทคนิค 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)  เชื้อ Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd) 
เชื้อสาเหตุโรคในองุํน และ เพลี้ยไฟฝูาย Trips palmi Karny โดยเทคนิค Real-time PCR  3) การพัฒนา
เทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูธรรมชาติโดยอณูชีววิธี  ได๎เทคโนโลยีที่ทันสมัยในการวินิจฉัยและการตรวจสอบ
อยํางรวดเร็วของฺสายพันธุ๑ Bacillus thuringiensis  และเชื้อไวรัส Nucleopolyhedrovirus   4) การพัฒนา
เทคนิคอยํางงํายและรวดเร็วในการแยกศัตรูพืชเพื่อการวินิจฉัย ได๎ชุดตรวจสอบไส๎เดือนฝอยภาคสนาม (Nema 
test kit) เพ่ือในการตรวจแยกไส๎เดือนฝอยที่เข๎าท าลายราก ล าต๎น ใบ และดอก  
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ระเบียบวิธีการวิจัย 

กิจกรรมที่ 1 อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ 
กิจกรรมย่อยท่ี 1.1 อนุกรมวิธานชีววิทยา นิเวศวิทยาของ แมลง ไร สัตว์ศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ 
การทดลองท่ี 1.1.1 อนุกรมวิธานของเพลี้ยอ่อนวงศ์ย่อย Hormaphidinae  

ส ารวจรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยอํอนจากแปลงปลูกพืชทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยใช๎พํูกันเขี่ย
ตัวอยํางเพลี้ยอํอนบางสํวนใสํขวดดองที่บรรจุน้ ายาส าหรับดองเพลี้ยอํอน หรือตัดใบ/ยอด/สํวนของพืชที่มี
เพลี้ยอํอนเกาะอาศัยอยูํด๎วยกรรไกรตัดกิ่ง น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนพร๎อมพืชใสํถุงพลาสติก กลํองพลาสติก หรือ
ถุงกระดาษ บันทึกรายละเอียด ได๎แกํ สํวนของพืชที่พบ วัน/เดือน/ปี สถานที่ และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง เก็บ
ตัวอยํางดังกลําวในกลํองรักษาความเย็น ภายในบรรจุน้ าแข็งแห๎งเพ่ือรักษาตัวอยํางให๎สดอยูํเสมอ รวมทั้งการ
บันทึกภาพในสภาพธรรมชาติ จากนั้นน าตัวอยํางเพลี้ยอํอนที่รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการกลุํมงาน
อนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา เพ่ือเลี้ยงให๎เป็นตัวเต็มวัยและจ าแนกชนิดเบื้องต๎นใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ขนาดและสี เป็นต๎น  
น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนที่บันทึกรายละเอียดแล๎วไปจัดเตรียมตัวอยําง เพ่ือวิเคราะห๑ชนิดโดยการท าสไลด๑ถาวร  
การท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ Blackman and Eastop (2000) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี ้ 

1. น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนออกจากขวดดอง ใช๎เข็มเจาะที่ตรงกลางสํวนอกด๎านบน และรีดเอาของเหลว
ภายในตัวออก ระวังอยําให๎สํวนของปากเสียหาย น าเพลี้ยอํอนที่เจาะแล๎วใสํในหลอดแก๎วที่มีแอลกอฮอล๑ 95% 
น าไปต๎มโดยวิธี water bath นาน 1-2 นาท ี 

2. ดูดแอลกอฮอล๑ออก เติมสารละลายโปแตสเซี่ยมไฮดรอกไซด๑ 10% แชํทิ้งไว๎ 3-5 นาท ี 

3. ดูดสารละลายโปแตสเซี่ยมไฮดรอกไซด๑ออก ล๎างด๎วยน้ ากลั่น เปลี่ยนน้ ากลั่น 5-6 ครั้ง แล๎วแชํทิ้งไว๎
ในน้ ากลั่นอีก 5-6 นาท ี 

4. ดูดน้ ากลั่นออก เติมกรดแกลเชียลอะซิติก แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาท ีแล๎วดูดออก ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง  

5. ดูดกรดแกลเชียลอะซิติกออกเติมโคลฟออยแชํทิ้งไว๎ 10-20 นาท ีหรือจนกวําตัวอยํางเพลี้ยอํอนใส  
การเมาท์สไลด์  

หยดแคนาดาบัลซัมเพียงเล็กน๎อยลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ เขี่ยเพลี้ยอํอนลงในหยดแคนาดาบัลซัม ให๎
เพลี้ยอํอนหงายท๎องขึ้น จัดหนวด ขา siphunculi และ cauda ให๎อยูํในต าแหนํงสวยงาม จากนั้นหยดไซลีนลง
บนกึ่งกลางแผํนสไลด๑ที่สะอาด คํอยๆ คว่ าแผํนสไลด๑ลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ช๎าๆ พลิกแผํนสไลด๑กลับขึ้นให๎
ด๎านบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑อยูํด๎านบน น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 7-15 วัน  
น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนบนแผํนสไลด๑แก๎วที่อบแห๎งแล๎วมาตรวจวิเคราะห๑ชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทาง
อนุกรมวิธานใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound microscope ที่มีก าลังขยายสูง 600 เทํา ตรวจดูลักษณะ
ส าคัญท่ีใช๎จ าแนกชนิดได๎แกํ หนวด cauda, siphunculi หรือ cornical  
บันทึกภาพเพลี้ยอํอนแตํละชนิด ชื่อสกุล และชนิดของเพลี้ยอํอน พืชอาศัย เก็บตัวอยํางในพิพิธภัณฑ๑ 
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การทดลองท่ี 1.1.2 อนุกรมวิธานของเพลี้ยอ่อนเผ่า Macrosiphini  

ส ารวจรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยอํอนจากแปลงปลูกพืชทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยใช๎พํูกันเขี่ย
ตัวอยํางเพลี้ยอํอนบางสํวนใสํขวดดองที่บรรจุน้ ายาส าหรับดองเพลี้ยอํอน หรือตัดใบ/ยอด/สํวนของพืชที่มี
เพลี้ยอํอนเกาะอาศัยอยูํด๎วยกรรไกรตัดกิ่ง น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนพร๎อมพืชใสํถุงพลาสติก กลํองพลาสติก หรือ
ถุงกระดาษ บันทึกรายละเอียด ได๎แกํ สํวนของพืชที่พบ วัน/เดือน/ปี สถานที่ และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง เก็บ
ตัวอยํางดังกลําวในกลํองรักษาความเย็น ภายในบรรจุน้ าแข็งแห๎งเพ่ือรักษาตัวอยํางให๎สดอยูํเสมอ รวมทั้งการ
บันทึกภาพในสภาพธรรมชาติ จากนั้นน าตัวอยํางเพลี้ยอํอนที่รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการกลุํมงาน
อนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา เพ่ือเลี้ยงให๎เป็นตัวเต็มวัยและจ าแนกชนิดเบื้องต๎นใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ขนาดและสี เป็นต๎น 

น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนที่บันทึกรายละเอียดแล๎วไปจัดเตรียมตัวอยําง เพ่ือวิเคราะห๑ชนิดโดยการท าสไลด๑
ถาวร  
การท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ Blackman and Eastop (2000) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี ้ 

1. น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนออกจากขวดดอง ใช๎เข็มเจาะที่ตรงกลางสํวนอกด๎านบน และรีดเอาของเหลว
ภายในตัวออก ระวังอยําให๎สํวนของปากเสียหาย น าเพลี้ยอํอนที่เจาะแล๎วใสํในหลอดแก๎วที่มีแอลกอฮอล๑ 95% 
น าไปต๎มโดยวิธี water bath นาน 1-2 นาท ี 

2. ดูดแอลกอฮอล๑ออก เติมสารละลายโปแตสเซี่ยมไฮดรอกไซด๑ 10% แชํทิ้งไว๎ 3-5 นาท ี 

3. ดูดสารละลายโปแตสเซี่ยมไฮดรอกไซด๑ออก ล๎างด๎วยน้ ากลั่น เปลี่ยนน้ ากลั่น 5-6 ครั้ง แล๎วแชํทิ้งไว๎ใน
น้ ากลั่นอีก 5-6 นาท ี 

4. ดูดน้ ากลั่นออก เติมกรดแกลเชียลอะซิติก แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาท ีแล๎วดูดออก ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง  

5. ดูดกรดแกลเชียลอะซิติกออกเติมโคลฟออย แชํทิ้งไว๎ 10-20 นาท ีหรือจนกวําตัวอยํางเพลี้ยอํอนใส  
การเมาท์สไลด์  

หยดแคนาดาบัลซัมเพียงเล็กน๎อยลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ เขี่ยเพลี้ยอํอนลงในหยดแคนาดาบัลซัม ให๎
เพลี้ยอํอนหงายท๎องขึ้น จัดหนวด ขา siphunculi และ cauda ให๎อยูํในต าแหนํงสวยงาม จากนั้นหยดไซลีนลง
บนกึ่งกลางแผํนสไลด๑ที่สะอาด คํอยๆ คว่ าแผํนสไลด๑ลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ช๎าๆ พลิกแผํนสไลด๑กลับขึ้นให๎
ด๎านบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑อยูํด๎านบน น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 7–15 วัน  

น าตัวอยํางเพลี้ยอํอนบนแผํนสไลด๑แก๎วที่อบแห๎งแล๎วมาตรวจวิเคราะห๑ชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่
ส าคัญทางอนุกรมวิธานใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound microscope ที่มีก าลังขยายสูง 600 เทํา ตรวจดู
ลักษณะส าคัญท่ีใช๎จ าแนกชนิดได๎แกํ หนวด cauda, siphunculi หรือ cornical  
บันทึกภาพเพลี้ยอํอนแตํละชนิด ชื่อสกุล และชนิดของเพลี้ยอํอน พืชอาศัย เก็บตัวอยํางในพิพิธภัณฑ 
 
การทดลองท่ี 1.1.3  อนุกรมวิธานเพลี้ยแป้งสกุล Phenacoccus  
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1.ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยแปูงจากแหลํงปลูกพืชทุกภาคของประเทศ ตัดชิ้นสํวนของพืช
ที่มีเพลี้ยแปูงอาศัยอยูํใสํในถุงกระดาษหรือหํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑แล๎วใสํในถุงพลาสติก บันทึกสถานที่ 
พิกัดทางภูมิศาสตร๑ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยําง ชนิดและสํวนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู๎เก็บ หลังจากนั้น
น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่เก็บรวบรวมได๎ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo 
microscope ถํายภาพ บันทึกรายละเอียด เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะและสีของเพลี้ยแปูงกํอนท าสไลด๑ถาวร
แล๎วดองในแอลกอฮอล๑ 80% ส าหรับตัวอยํางอีกสํวนหนึ่งโดยเฉพาะตัวอํอนจะถูกน าไปเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ 
โดยใสํตัวอยํางพร๎อมพืชอาหารในกลํองพลาสติกใสที่มีฝากลํองเป็นตาขําย พร๎อมบันทึกรายละเอียดตามข๎อ 1 
เพ่ือศึกษาแมลงศัตรูธรรมชาติตํอไป  

2. น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงจากขวดดองตัวอยํางในข๎อ 2 มาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงวิธีการของ 
Williams and Watson (1988) มีข้ันตอนดังนี ้ 

2.1 ใช๎เข็มเขี่ยเจาะบริเวณกลางสํวนอกด๎านบนของตัวอยํางเพลี้ยแปูง น าไปใสํในหลอด
ทดลองที่บรรจุด๎วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ (KOH) 10% จากนั้นน าหลอดทดลองไปต๎มด๎วยวิธี    
วอเตอร๑บาทใช๎เวลาประมาณ 15 นาที (เริ่มนับตั้งแตํน้ าในบีคเกอร๑เดือด) โดยระวังไมํให๎สารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ที่อยูํในหลอดทดลองเดือด เพราะจะท าให๎ตัวอยํางเกิดความเสียหายได๎  

2.2 น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่ต๎มแล๎วมาล๎างในน้ ากลั่น กดเบาๆ บนล าตัวด๎วยเข็มดัดปลายโค๎ง 
เพ่ือท าให๎ไขํ ตัวอํอน และของเหลวที่อยูํในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว๎ ถ๎ายังมีก๎อนไขมันตกค๎างอยูํให๎
น าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 95% ประมาณ 2–3 นาท ี 

2.3 ย๎ายลงในคาร๑บอลไซลีน (carbol xylene) แชํทิ้งไว๎ 10 นาทีจนกระทั่งตัวอยํางใส น าไป
แชํในแอลกอฮอล๑ 95%  

2.4 ย๎ายลงในกรดแอลกอฮอล๑ (acid alcohol) ซึ่งเป็นสารละลายของกรดแกลเชียลอะซิติก 
1 สํวน และแอลกอฮอล๑ 50% 4 สํวน แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาท ี 

2.5 ย๎อมสีตัวอยํางโดยแชํในน้ ายาย๎อมสี ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid fuchsin) 
กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น แชํทิ้งไว๎นาน 30-60 นาท ี 

2.6 ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95% แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาที เพ่ือก าจัดสีสํวนเกิน  
2.7 ย๎ายลงในสารละลายเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ (N-butyl alcohol) กับ แอลกอฮอล๑ 95% 

ในอัตราสํวน 1:1 แชํทิ้งไว๎ 10 นาที  
2.8 ย๎ายลงในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี 
2.9 ย๎ายลงในโคล๑ฟออย (clove oil) แชํทิ้งไว๎ 20 นาท ี 
2.10 น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงวางบนแผํนสไลด๑แก๎ว ใช๎กระดาษกรองซับโคล๑ฟออยสํวนที่เกิน

ออก หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอยํางแมลงจัดรูปรําง ให๎สวยงามไมํบิดเบี้ยวหรือทับ
ซ๎อนกัน ปิดทับด๎วยแผํนแก๎วปิดสไลด๑ 

2.11 น าไปอบให๎แห๎ง ในตู๎อบที่อุณหภูม ิ40-50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลาประมาณ 1-2 เดือน  
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3. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแปูงบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง ตรวจดูลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนก ได๎แกํ หนวด (antennae) ขน 
(setae) รู (pores) ทํอ (tubular ducts) กลุํมอวัยวะที่ผลิตเส๎นแปูงด๎านข๎างล าตัว (cerarii) ชํองเปิดที่มี
ลักษณะคล๎ายรอยแตกตามขวางของล าตัว (ostioles) และวงแหวนที่ล๎อมรอบชํองเปิดของอวัยวะขับถําย 
(anal ring)  

4. วาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยแปูงแตํละชนิด โดยวาดลงบนกระดาษกราฟและ
ลอกลงบนกระดาษไขเขียนแบบและจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus  
5. การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎วโดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยแปูงเข๎าหาตัว  
ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ด๎านซ๎ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ  
6. จัดเก็บตัวอยํางเพลี้ยแปูงในกลํองใสํสไลด๑ถาวรและน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลงโดยแบํงเป็นหมวดหมูํ
ตามหลักสากล 
 
การทดลองท่ี1.1.4 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria  

1.ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยหอยจากแหลํงปลูกพืชทุกภาคของประเทศ ตัดชิ้นสํวนของพืช
ที่มีเพลี้ยหอยอาศัยอยูํ ใสํในถุงกระดาษหรือหํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑แล๎วใสํในถุงพลาสติก บันทึกสถานที่ 
พิกัดทางภูมิศาสตร๑ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยําง ชนิดและสํวนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู๎เก็บ น าตัวอยําง
เพลี้ยหอยที่เก็บรวบรวมได๎ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope 
ถํายภาพ บันทึกรายละเอียด เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะและสีของเพลี้ยหอยกํอนท าสไลด๑ถาวรแล๎วดองใน
แอลกอฮอล๑ 80% ส าหรับตัวอยํางอีกสํวนหนึ่งโดยเฉพาะตัวอํอนจะถูกน าไปเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ โดยใสํ
ตัวอยํางพร๎อมพืชอาหารในกลํองพลาสติกใสที่มีฝากลํองเป็นตาขําย เพ่ือศึกษาแมลงศัตรูธรรมชาติตํอไป  

2. น าตัวอยํางเพลี้ยหอยจากขวดดองมาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงวิธีการของ Williams and 
Watson (1990) มีข้ันตอนดังนี ้ 

2.1 ใช๎เข็มเขี่ยเจาะบริเวณกลางสํวนอกด๎านบนของตัวอยํางเพลี้ยหอย น าไปใสํในหลอด
ทดลองที่บรรจุด๎วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ (KOH) 10% จากนั้นน าหลอดทดลองไปต๎มด๎วยวิธี                 
วอเตอร๑บาท ใช๎เวลาประมาณ 15 นาที (เริ่มนับตั้งแตํน้ าในบีคเกอร๑เดือด) โดยระวังไมํให๎สารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ที่อยูํในหลอดทดลองเดือด เพราะจะท าให๎ตัวอยํางเกิดความเสียหายได๎  

2.2 น าตัวอยํางเพลี้ยหอยที่ต๎มแล๎วมาล๎างในน้ ากลั่น กดเบาๆ บนล าตัวด๎วยเข็มดัดปลายโค๎ง  
เพ่ือท าให๎ไขํ ตัวอํอน และของเหลวที่อยูํในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว๎ ถ๎ายังมีก๎อน

ไขมันตกค๎างอยูํให๎น าแชํในแอลกอฮอล๑ 95% ประมาณ 2–3 นาที  
2.3 ย๎ายลงในคาร๑บอลไซลีน (carbol xylene) แชํทิ้งไว๎ 10 นาทีจนกระทั่งตัวอยํางใส น าไป

แชํในแอลกอฮอล๑ 95%  
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2.4 ย๎ายลงในกรดแอลกอฮอล๑ (acid alcohol) ซึ่งเป็นสารละลายของกรดแกลเชียลอะซิติก 
1 สํวน และแอลกอฮอล๑ 50% 4 สํวน แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาท ี 

2.5 ย๎อมสีตัวอยํางโดยแชํในน้ ายาย๎อมสี ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid fuchsin) 
กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น แชํทิ้งไว๎นาน 30-60 นาท ี 

2.6 ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95% แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาที เพ่ือก าจัดสีสํวนเกิน  
2.7 ย๎ายลงในสารละลายเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ (N-butyl alcohol) กับแอลกอฮอล๑ 95%  
ในอัตราสํวน 1:1 แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี 
2.8 ย๎ายลงในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี 
2.9 ย๎ายลงในโคล๑ฟออย (clove oil) แชํทิ้งไว๎ 20 นาท ี
2.10 น าตัวอยํางเพลี้ยหอยวางบนแผํนสไลด๑แก๎ว ใช๎กระดาษกรองซับโคล๑ฟออยสํวนที่เกิน

ออก หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอยํางแมลงจัดรูปรําง ให๎สวยงามไมํเบี้ยวหรือทับ
ซ๎อนกัน ปิดทับด๎วยแผํนแก๎วปิดสไลด๑  

2.11 น าไปอบให๎แห๎ง ในตู๎อบที่อุณหภูม ิ40-50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลาประมาณ 1-2เดือน  
3. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยหอยบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 

microscope ที่มีก าลังขยายสูง ตรวจดูลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนก ได๎แกํ หนวด (antennae) ขน 
(setae) ร ู(pores) ทํอ (tubular ducts) และแผํนแข็งที่อยูํบริเวณปลายสํวนท๎อ (anal plate)  

4. วาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยหอยแตํละชนิด โดยวาดลงบนกระดาษกราฟและ
ลอกลงบนกระดาษไขเขียนแบบและจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria  

5. การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎วโดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยหอยเข๎าหา
ตัว ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ด๎านซ๎ายมือเขียน
ชื่อวิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ  

6. จัดเก็บตัวอยํางเพลี้ยหอยในกลํองใสํสไลด๑ถาวรและน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง โดยแบํงเป็น
หมวดหมูํตามหลักสากล 
 
การทดลองท่ี 1.1.5 อนุกรมวิธานแมลงหว่ีขาวในวงศ์ย่อย Aleurodicinae  

1 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมลงหวี่ขาวศัตรูพืชในแหลํงปลูกพืชทั่วไป ทั้งพ้ืนที่เกษตร และ
พ้ืนที่ปุา ทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยตัดสํวนของพืชที่มีตัวอํอน ดักแด๎ หรือตัวเต็มวัยแมลงหวี่ขาวเกาะอยูํ
ด๎วยกรรไกรตัดกิ่ง น าตัวอยํางแมลงหวี่ขาวที่เก็บรวบรวมได๎พร๎อมพืชอาศัยหํอกระดาษแล๎วน าใสํถุงพลาสติก 
หรือกลํองพลาสติก หากตัวอยํางแมลงหวี่ขาวที่รวบรวมได๎อยูํในระยะตัวอํอน ต๎องน าไปเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ
จนเป็นดักแด๎ บันทึกข๎อมูลเบื้องต๎น เชํน พืชอาหาร สถานที่ วัน เดือน ปี และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ทุกครั้งที่เก็บ
ตัวอยําง  
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2 น าตัวอยํางดักแด๎และตัวเต็มวัยแมลงหวี่ขาวที่เก็บรวบรวมได๎ มาตรวจลักษณะภายนอกภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ stereo microscope บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาด รูปรําง ลักษณะ สี ฯลฯ พร๎อมทั้ง
ถํายภาพแมลงหวี่ขาวแตํละระยะ  

3 น าตัวอยํางดักแด๎ที่ส ารวจได๎ในข๎อ 2 บางสํวนมาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Martin 
(1987) โดยตัดชิ้นสํวนของพืชเฉพาะที่มีดักแด๎ติดอยูํ แชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10% ทิ้งไว๎ 24 
ชั่วโมง หรือแชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10% ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-20 
นาที จะชํวยให๎แยกดักแด๎ออกจากพืชอาศัยได๎งําย โดยไมํท าให๎ตัวอยํางเสียหาย (ขั้นตอนนี้ระวังไมํให๎
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑เดือด) ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ออก เติมกรดแกลเชียล             
อะซิติก แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที แล๎วดูดกรดแกลเซียลอะซิติกออก เติมสารละลายคลอรอล-ฟีนอล แชํทิ้งไว๎ 2-3 
นาทีเชํนกัน แล๎วดูดสารผสมนี้ออก วิธีนี้นอกจากจะชํวยก าจัดคราบไขมันทีห่ํอหุ๎มดักแด๎แล๎ว ยังชํวยในการย๎อม
สีท าให๎ตัวอยํางติดสีได๎ดีข้ึน การย๎อมสีแมลงหวี่ขาวปฏิบัติตามข้ันตอนดังนี้  

-ดักแด๎ที่มีสีเข๎มหรือสีด า ให๎ล๎างตัวอยํางด๎วยแอลกอฮอล๑ 95% แล๎วย๎ายตัวอยํางลงใน
สารละลายที่เป็นสํวนผสมของแอมโมเนียกับไฮโดรเยนเปอร๑ออกไซด๑ ในอัตราสํวน 80: 20 โดยปริมาตร แชํทิ้ง
ไว๎ 2-3 นาท ีสารละลายนี้จะชํวยท าให๎ตัวอยํางที่มีสีเข๎มใสขึ้น  

-ดักแด๎ที่มีสีจางหรือสีซีด ให๎ล๎างตัวอยํางด๎วยกรดแกลเชียลอะซิติก ย๎ายตัวอยํางลงใน
สารละลายแอซิกฟุชซินสเตน ใช๎เพียง 2-3 หยดเพ่ือย๎อมสีตัวอยําง แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที ดูดสารละลาย หรือสี
ย๎อมออก ล๎างด๎วยกรดแกลเชียลอะซิติก และแชํในกรดแกลเชียลอะซิติก ทิ้งไว๎ 2-3 นาที แล๎วดูดสารละลายนี้
ออก เติมโคลฟออยหรือไซลีน แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที เมาท๑ตัวอยํางบนแผํนสไลด๑ด๎วยคานาดาบาซัม แล๎วน าไปอบ
ให๎แห๎งใช๎เวลา 5 สัปดาห๑  

4 น าสไลด๑ที่ผํานการอบจนแห๎งแล๎วมาตรวจวิเคราะห๑จ าแนกชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ compound 
microscope ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของ
แมลงหวี่ขาว ลักษณะส าคัญที่ใช๎จ าแนกชนิดได๎แกํ ขนและหนาม (setae &spine) ขอบล าตัว (margin) 
อวัยวะที่ใช๎ในการขับไข เชํน ชํองเปิดบนล าตัวชนิดตํางๆ (pores) vesiform orifice lingula และ 
operculum เป็นต๎น  

5 บันทึกรายละเอียดของแมลงหวี่ขาวชนิดตํางๆ ที่สารวจพบ และข๎อมูลอ่ืนที่ส าคัญ ถํายภาพใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผํนปูายที่ต๎องติดไว๎กับสไลด๑แมลงหวี่ขาวแตํละตัว  ได๎แกํ ชื่อ
วิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และวัน/เดือน/ปีที่ทาสไลด๑ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช๎เมาท๑ 
(mount) สไลด๑  

6 จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษา โดยน าตัวอยํางแมลงหวี่ขาวพร๎อมตัวอยํางพืชที่มีดักแด๎เกาะอยูํ และสไลด๑
ถาวรที่จ าแนกชนิดเรียบร๎อยแล๎ว เก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากล เพ่ือ
ตรวจสอบ สืบค๎น และอ๎างอิงในภายหลัง 
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การทดลองท่ี 1.1.6 อนุกรมวิธานเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Panchaetothripinae  
การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน  

1. ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยไฟโดยใช๎วิธีการตีหรือเขยําสํวนของพืชเชํน ใบ และดอก ให๎
เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่รองรับ และใช๎พํูกันเขี่ยเพลี้ยไฟแตํละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA 
(แอลกอฮอล๑ 60%: กระอะซิติก: กรีเซอรอล อัตราสํวน 10:1:1) รวมทั้งเก็บตัวอยํางที่มีชีวิตด๎วย บันทึก
รายละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได๎ เชํน พืชที่เก็บ สํวนของพืชที่เก็บ สถานที่เก็บ คําพิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) 
และชื่อผู๎เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟ  

2. น าตัวอยํางทั้งหมดท่ีรวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาพฤติกรรมและการเจริญเติบโต 
และน าตัวเต็มวัยไปท าสไลด๑ถาวร  
วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟตามวิธีการของศิริณี (2544) มีขั้นตอนดังนี้  

-ย๎ายตัวอยํางเพลี้ยไฟจากขวดลงเก็บรักษาในแอลกอฮอล๑ 60% แชํทิ้งไว๎อยํางน๎อย 24 ชั่วโมง  
-ย๎ายลงในโซเดียมไฮดรอกไซด๑ 5% เพ่ือท าให๎สีของเพลี้ยไฟจางลง เวลาที่ใช๎ขึ้นอยูํกับชนิดของ

ตัวอยํางเพลี้ยไฟ เจาะสํวนท๎องของเพลี้ยไฟบริเวณต๎นขาของขาหลังด๎วยเข็มแหลมขนาดเล็ก เพ่ือให๎ของเหลว
ภายในออกจากตัวเพลี้ยไฟ 

-ย๎ายเพลี้ยไฟที่เจาะแล๎วลงในน้ ากลั่น จากนั้นน าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 50% ทิ้งไว๎ 2–3 นาท ี 
-ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 60% อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง  
-ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 70% ทิ้งไว๎ 1 ชั่วโมง  
-ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 80% ทิ้งไว๎ 20 นาท ี 
-ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95% ทิ้งไว๎ 10 นาท ี 
-ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 100% ทิ้งไว๎ 5 นาท ีท าซ้ าอีก 1 ครั้ง  
-ย๎ายลงในโคลฟออย เพ่ือให๎ตัวอยํางของเพลี้ยไฟใส แชํทิ้งไว๎ 20–30 นาท ี 
-หยดแคนาดาบัลซัม ซึ่งเป็นน้ ายาเมาท๑สไลด๑ (mounting media) เพียงเล็กน๎อยลงบนแผํนแก๎ว

ปิดสไลด๑ ปูายเพลี้ยไฟลงในหยดแคนาดาบัลซัมลงบนกึ่งกลางของแผํนสไลด๑แก๎ว คํอยๆ คว่ าแผํนสไลด๑ช๎าๆ 
จนกระทั่งจรดแผํนแก๎วปิดสไลด๑ รีบพลิกแผํนสไลด๑แก๎วให๎ด๎านแผํนแก๎วปิดสไลด๑กลับขึ้นด๎านบน น าไปอบให๎
แห๎ง  

3. วาดภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของแมลงที่ได๎ศึกษา จัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิดและ
ถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยไฟ 

 
การทดลองท่ี 1.1.7 อนุกรมวิธานผีเสื้อกลางคืนวงศ์ย่อย Pyraustinae 

1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางผีเสื้อจากแหลํงปลูกพืชทั่วไป ทั้งพ้ืนที่เกษตร และพ้ืนที่ปุา  ทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย  ใช๎สวิงจับแมลง (insect net) โฉบ เพ่ือเก็บตัวอยํางผีเสื้อในชํวงเวลากลางวัน  และ
ติดตั้งกับดักแสงไฟ (light trap) เพ่ือดึงดูดผีเสื้อชํวงเวลากลางคืน    ฆําโดยใช๎ขวดฆํา (killing jar) ซึ่งบรรจุ
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น้ ายา ethyl acetate หลังจากผีเสื้อตายแล๎ว ใช๎เข็มไร๎สนิม (stainless steel)   ปักกลางอกด๎านบนเพ่ือรักษา
ตัวอยํางไมํให๎เสียหาย  บันทึกรายละเอียด พืชอาหาร วัน เดือน ปี  สถานที่เก็บตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  
น าตัวอยํางใสํกลํอง เก็บรวมไว๎ในกลํองรักษาความเย็นเพ่ือปูองกันไมํให๎ตัวอยํางเนําเสีย น าตัวอยํางทั้งหมดที่
รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ  นอกจากตัวอยํางผีเสื้อที่ได๎จากสภาพธรรมชาติแล๎ว มีตัวอยํางผีเสื้อที่มีอยูํ
เดิมในพิพิธภัณฑ๑ กรมวิชาการเกษตร  ตัวอยํางที่ได๎รับจากนักวิชาการ  และตัวอยํางจากผู๎มาขอรับบริการ
ตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด  เพื่อใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ด๎วย 

2)  น าตัวอยํางผีเสื้อที่ได๎จากการส ารวจ มาจัดรูปรําง บนไม๎จัดรูปรําง (setting board)   จัดปีกให๎
กางออกโดยให๎ขอบลํางของปีกคูํหน๎าตั้งฉากกับล าตัว ขอบบนของปีกคูํหลังอยูํใต๎ขอบลํางของปีกคูํหน๎า น าไป
อบให๎แห๎งในตู๎อบ (oven)  ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลา 15-30 วัน ขึ้นกับขนาดตัวอยําง 

3)  น าตัวอยํางผีเสื้อที่รวบรวมได๎มาตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ Stereo microscope แล๎วบันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาดล าตัว รูปรําง ลักษณะ และสี  เป็น
ต๎น  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิด ผีเสื้อกลางคืน
วงศ๑ยํอย Pyraustinae ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑  ในผีเสื้อบางชนิด
ซึ่งมีลักษณะภายนอกใกล๎เคียงกันมากต๎องใช๎อวัยวะสืบพันธุ๑เพศในการจ าแนก  ซึ่งมีขั้นตอนการท าสไลด๑ดังนี้ 

-  ตัดสํวนท๎องของผีเสื้อ แชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 % ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง  หรือต๎ม
ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 %  ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 – 20 นาที             
 - ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล๎างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ ที่ยัง
หลงเหลืออยูํออกให๎หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย๎อมสีด๎วยเกจส๑สเตน (Gage’s slain) ซึ่งเป็นสารละลายของแอ
ซิตฟุซซิน 0.5 กรัม กรดเกลือ 10%  25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แชํทิ้งไว๎  นาน 2 -3 นาทีหรือ
นานถึง 12 ชั่วโมง ทั้งนี้ขึ้นอยูํกับโครงสร๎างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ๑ของตัวอยํางผีเสื้อที่จะติดสีได๎งํายหรือ
ยาก 

- ย๎ายตัวอยํางลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผําเอาอวัยวะสืบพันธุ๑ออกจากท๎อง ถ๎าเป็นเพศผู๎ใช๎ปากคีบปลาย
แหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ๑ออกจากท๎องได๎เลย แตํถ๎าเป็นเพศเมียใช๎มีดผําตัดผําผนังล าตัวด๎านข๎างออกเพ่ือปูองกัน
การเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ๑  ใช๎พูํกันและปากคีบปลายแหลมท าความสะอาดไขมันสํวนเกินออกให๎หมด 
  - ย๎ายตัวอยํางลงแอลกอฮอล๑ 30% จัดรูปรํางอวัยวะสืบพันธุ๑ ให๎ได๎ตามลักษณะที่ต๎องการ    ย๎าย
ตัวอยํางแชํในแอลกฮอล๑ 100%  ก าจัดน้ าออกให๎หมด  

- เมาท๑ลงบนแผํนสไลด๑แก๎ว โดยน าอวัยวะสืบพันธุ๑ วางบนสไลด๑ที่หยดน้ ายา canada balsam แล๎ว
ปิดทับด๎วยกระจกปิดสไลด๑ น าไปอบให๎แห๎งในตู๎อบอุณหภูมิ 50 OC  นาน 4 - 6 สัปดาห๑  
จึงน าออกมาศึกษา  

4)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร๎อมทั้งถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound microscope  
วาดรูปโดยใช๎เครื่องมือ camera   lucida ชํวยท าให๎ทราบสัดสํวนที่แท๎จริงได๎  บันทึกรายละเอียดบนแผํนปูาย
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บันทึกของผีเสื้อ แตํละตัว ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บ
ตัวอยําง  

5)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของผีเสื้อกลางคืนวงศ๑ยํอย Pyraustinae ที่ 
รวบรวมได๎พร๎อมภาพประกอบ 

6)  จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอยํางแมลง   (ผีเสื้อกลางคืนวงศ๑ยํอย Pyraustinae  ทุกชนิดที่รายงานไว๎ต๎องเก็บรักษาตัวอยํางจริงไว๎เพ่ือ
การตรวจสอบ สืบค๎น และอ๎างอิงในภายหลัง) 
 
 

การทดลองท่ี 1.1.9 อนุกรมวิธานตัวอ่อนแมลงวันทองสกุล Bactrocera  

1. ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางตัวอํอนแมลงวันทองในแปลงเพาะปลูก และในสภาพธรรมชาติ 
โดยใช๎กับดักแบบ Steiner เก็บรวบรวมผลไม๎ที่มีรํองรอยการท าลายของตัวอํอน-แมลงวันทอง พร๎อมพืชใสํ
ถุงพลาสติกหรือกลํองพลาสติก เพ่ือให๎ระบายอากาศได๎ดี บันทึกวันที่ เดือน พ.ศ. และสถานที่เก็บ และน า
กลับมาเลี้ยงยังห๎องปฏิบัติการ  

2. น าตัวอํอนแมลงวันทองที่เก็บได๎ไปดองในแอลกอฮอล๑ 75% และอีกสํวนน าไปเลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัย 
และเลี้ยงตํอจนกลายเป็นตัวหนอนระยะสุดท๎าย น าตัวหนอนที่ได๎ไปท าสไลด๑ถาวรเพ่ือเปรียบเทียบดูกับหนอน
ที่ได๎จากการเก็บและท าสไลด๑เลย โดยไมํเลี้ยงเป็นตัวเต็มวัย  

3. เตรียมตัวอยํางเพ่ือใช๎ในการจ าแนกชนิดตัวอํอนแมลงวันทอง โดยใช๎ตัวอยํางตัวอํอนที่เก็บดองไว๎ใน
แอลกอฮอล๑  

4. น าตัวอยํางตัวอํอนมาศึกษาลักษณะตํางๆ โดยละเอียดโดยใช๎กล๎องจุลทรรศน๑ โดยดูลักษณะที่
แตกตํางกันซึ่งเป็นลักษณะส าคัญในการจ าแนกชนิด  

5. น าลักษณะบางอยํางที่มีขนาดเล็กมาก เชํน สํวนตํางๆ ของปาก แยกมาท าสไลด๑ถาวร และท าการ
วิเคราะห๑ชนิดตัวอํอนแมลงวันทอง  

6. บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ลักษณะ ขนาด และสีเป็นต๎น โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญ
ทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของตัวอํอนแมลงวันทอง  ประกอบการ
เปรียบเทียบกับตัวอยํางท่ีเก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑  

7. บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยา โดยการถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ รวมถึงให๎รายละเอียดบนแผํน
ปูายบันทึกของขวดดองตัวอํอนแมลงวันทองทุกขวด ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎  
วัน/เดือน/ปี สถานที่เก็บตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  

8. จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของตัวอํอนแมลงวันทองที่รวบรวมได๎พร๎อม
ภาพประกอบ 
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9. จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอยํางแมลง 
 
การทดลองท่ี 1.1.11 อนุกรมวิธานและชีววิทยาเพลี้ยแป้ง Pseudococcus jackbeardsleyi Gimpel & 
Miller  

1.ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยแปูงมันส าปะหลังสีเทา จากแหลํงปลูกพืชตํางๆ ตัดชิ้นสํวน
ของพืชที่มีเพลี้ยแปูงอาศัยอยูํ ใสํในถุงกระดาษหรือหํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑แล๎วใสํในถุงพลาสติก บันทึก
สถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร๑ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยําง ชนิดและสํวนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู๎เก็บ น า
ตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่รวบรวมได๎จากการส ารวจ น ามาเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ โดยใช๎พํูกันเขี่ยตัวอํอน ตัวเต็มวัย 
และถุงไขํ ลงบนผลฟักทองประมาณ 5-10 ตัว ตํอผล รอจนเพลี้ยแปูงวางไขํและมีตัวอํอนวัยที่ 1 ที่เริ่มฟัก 
หลังจากนั้นให๎ ใช๎พูํกันเขี่ยตัวอํอนเพลี้ยแปูงวัยที่ 1 ลงในฟักทองซึ่งวางไว๎ในกลํองพลาสติก จ านวน 1 ตัวตํอ 1 
ผล จานวน 60 ตัว (60 ผล) เปลี่ยนพืชอาหารเมื่อจ าเป็น น าตัวอยํางเพลี้ยแปูง บางสํวนจากที่เลี้ยงบนฟักทอง 
เมื่อลอกคราบแตํละวัย จ านวน 10 ตัวตํอวัย มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo 
microscope ถํายภาพ บันทึกรายละเอียด เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะ สี ทุกระยะของเพลี้ยแปูงกํอนดองใน
แอลกอฮอล๑ 80% เพ่ือศึกษาด๎านอนุกรมวิธานตํอไป  

ส าหรับตัวอยํางอีกสํวนหนึ่ง (20 ตัว) น าไปศึกษาด๎านชีววิทยา โดยบันทึกรูปรํางลักษณะ สี ขนาด 
ระยะการเจริญเติบโตรวมทั้งพฤติกรรมตํางๆ ตลอดการทดลองพร๎อมกับถํายภาพประกอบ  

2. น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงจากขวดดองตัวอยํางในข๎อ 1 มาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงวิธีการของ 
Williams and Watson (1988) มีข้ันตอนดังนี ้ 

2.1 ใช๎เข็มเขี่ยเจาะบริเวณกลางสํวนอกด๎านบนของตัวอยํางเพลี้ยแปูง น าไปใสํในหลอด
ทดลองที่บรรจุด๎วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ (KOH) 10% จากนั้นน าหลอดทดลองไปต๎มด๎วยวิธี            
วอเตอร๑บาท ใช๎เวลาประมาณ 15 นาที (เริ่มนับตั้งแตํน้ าในบีคเกอร๑เดือด) โดยระวังไมํให๎สารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ที่อยูํในหลอดทดลองเดือด เพราะจะท าให๎ตัวอยํางเกิดความเสียหายได๎  

2.2 น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่ต๎มแล๎วมาล๎างในน้ ากลั่น กดเบาๆ บนล าตัวด๎วยเข็มดัดปลายโค๎ง 
เพ่ือท าให๎ไขํ ตัวอํอน และของเหลวที่อยูํในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว๎ ถ๎ายังมีก๎อนไขมันตกค๎างอยูํให๎
น าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 95% ประมาณ 2–3 นาท ี 

2.3 ย๎ายลงในคาร๑บอลไซลีน (carbol xylene) แชํทิ้งไว๎ 10 นาทีจนกระทั่งตัวอยํางใส น าไป
แชํในแอลกอฮอล๑ 95%  

2.4 ย๎ายลงในกรดแอลกอฮอล๑ (acid alcohol) ซึ่งเป็นสารละลายของกรดแกลเชียลอะซิติก 
1 สํวน และแอลกอฮอล๑ 50% 4 สํวน แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาท ี 

2.5 ย๎อมสีตัวอยํางโดยแชํในน้ ายาย๎อมสี ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid fuchsin) 
กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น แชํทิ้งไว๎นาน 30-60 นาท ี 



20 
 

2.6 ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95% แชํทิ้งไว๎ 2–3 นาท ีเพ่ือก าจัดสีสํวนเกิน  
2.7 ย๎ายลงในสารละลายเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ (N-butyl alcohol) กับ แอลกอฮอล๑ 95% 

ในอัตราสํวน 1:1 แชํทิ้งไว๎ 10 นาที 
2.8 ย๎ายลงในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี 
2.9 ย๎ายลงในโคล๑ฟออย (clove oil) แชํทิ้งไว๎ 20 นาท ี 
2.10 น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงวางบนแผํนสไลด๑แก๎ว ใช๎กระดาษกรองซับโคล๑ฟออยสํวนที่เกิน

ออก หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอยํางแมลงจัดรูปรําง ให๎สวยงามไมํบิดเบี้ยวหรือทับ
ซ๎อนกัน ปิดทับด๎วยแผํนแก๎วปิดสไลด๑  

2.11 น าไปอบให๎แห๎ง ในตู๎อบที่อุณหภูม ิ40 -50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลาประมาณ 1-2 เดือน  
3. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแปูงบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 

microscope ที่มีก าลังขยายสูง ตรวจดูลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนก ได๎แกํ หนวด (antennae) ขน 
(setae) รู (pores) ทํอ (tubular ducts) กลุํมอวัยวะที่ผลิตเส๎นแปูงด๎านข๎างล าตัว (cerarii) ชํองเปิดที่มี
ลักษณะคล๎ายรอยแตกตามขวางของล าตัว (ostioles) และวงแหวนที่ล๎อมรอบชํองเปิดของอวัยวะขับถําย 
(anal ring)  

4. วาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยแปูงแตํละชนิด โดยวาดลงบนกระดาษกราฟและ
ลอกลงบนกระดาษไขเขียนแบบและจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยแปูงมันส าปะหลังสี  

5. การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎ว โดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยแปูงเข๎า
หาตัว ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ด๎านซ๎ายมือ
เขียนชื่อวิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ  

6. จัดเก็บตัวอยํางเพลี้ยแปูงในกลํองใสํสไลด๑ถาวร และน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง โดยแบํงเป็น
หมวดหมูํตามหลักสากล 
 
การทดลองท่ี 1.1.12 การศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมสกุล Argiope 
 การเก็บและรักษาตัวอยํางแมงมุม แมงมุมแตํละชนิดที่มีอุปนิสัยแตกตํางกัน การเก็บตัวอยําง 
จึงมีหลายวิธี ดังนี้ 

- การมองหาและจับโดยตรง วิธีนี้เหมาะส าหรับจับแมงมุมทุกเวลาและสถานที่และท าให๎ผู๎จับ
สามารถทราบถึงพฤติกรรมตําง ๆ ของแมงมุมแตํละชนิด บันทึกพฤติกรรมตําง ๆ ของแมงมุมแตํละชนิดใน
สภาพธรรมชาติ เชํน วิธีจับเหยื่อ ชนิดของเหยื่อ เวลาที่ออกหากิน ลักษณะใยดักเหยื่อ เป็นต๎น จับแมงมุมโดย
ใช๎หลอดทดลอง ฆําแมงมุมโดยใสํก๎อนส าลีในกลํองพลาสติกที่เลี้ยงแมงมุมหยด ethyl acetate 2 – 3 หยดลง
บนก๎อนส าลีเพ่ือท าให๎แมงมุมสลบ ดองแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล๑ 75 % เพ่ือเก็บรักษาตัวอยํางและ
น าไปจ าแนกชนิดตํอไป  
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  - การเคาะ ใช๎ทํอนไม๎กลมยาวเคาะซึ่งมีสวิงจับแมลงรองรับข๎างใต๎ แมงมุมจะตกลงในสวิง ฆํา
และรักษาตัวอยํางแมงมุมดังข๎อ 1) 

- การโฉบ ใช๎สวิงจับแมลงโฉบแมงมุมจากวัชพืชในไรํ  สวน  ในหญ๎า  หรือในนาข๎าว  ฆําและ
เก็บตัวอยํางแมงมุมเพ่ือน าไปรักษาตัวอยํางดังข๎อ 1) 

การศึกษาอนุกรมวิธาน ของแมงมุมสกุล Ariope และ Neoscon 
แมงมุมที่เก็บรักษาไว๎ น ามาจ าแนกเป็นวงศ๑ สกุล ชนิด การจ าแนกจะศึกษาจากต าราตํางๆ โดยเฉพาะ

จากเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในแถบทวีปเอเซีย วาดรูปโดยใช๎ grid scale เพ่ือให๎ได๎
ขนาดและสัดสํวนที่แท๎จริงตามตัวอยํางแมงมุมที่วาด บรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน ท า key เพ่ือใช๎เป็น
แนวทางในการจ าแนก ถํายรูปแมงมุม เก็บและรักษาตัวอยํางแมงมุมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑กลุํมกีฏและสัตววิทยา 
ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 
 
การทดลองท่ี 1.1.13 ชนิดของมดที่อาศัยร่วมกับเพลี้ยแป้งสกุล Phenacoccus  

1. ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางมดที่พบอยูํรํวมกับเพลี้ยแปูง จากแหลํงปลูกพืชตํางๆ เก็บตัวอยําง
มดที่พบอยูํรํวมกับเพลี้ยแปูงใสํในกลํองพลาสติกหรือถุงกระดาษ น าตัวอยํางมดและเพลี้ยแปูงที่เก็บรวบรวมได๎ 
มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope ถํายภาพและบันทึก รายละเอียด 
เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะ และสี เป็นต๎น แล๎วดองในแอลกอฮอล๑ 80% ส าหรับมด น าไปจัดรูปรําง ใช๎เข็มไร๎
สนิมปักที่กึ่งกลางบริเวณอกถ๎าเป็นตัวขนาดใหญํ แตํถ๎าขนาดเล็กน าติดกระดาษสามเหลี่ยมขนาดเล็ก (card 
point) และส าหรับเพลี้ยแปูงน าไปท าสไลด๑ถาวรเพ่ือจ าแนกชนิด น าไปอบให๎แห๎ง  

2. ตรวจจ าแนกชนิดมดที่จัดรูปรํางและอบแห๎งแล๎ว โดยอาศัยหลักการทางด๎านอนุกรมวิธาน และวาด
รูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนกแตํละชนิด พร๎อมภาพประกอบ เขตการแพรํกระจายและจัดเก็บใน
พิพิธภัณฑ๑ น าตัวอยํางมดที่จ าแนกชนิดแล๎ว ให๎จัดเก็บลงในกลํองกระดาษสี่เหลี่ยมสีขาว จัดเรียงตามอักษรของ
ล าดับ ชนิด น าจัดเข๎าลิ้นชักในตู๎เก็บแมลง บันทึกข๎อมูลแตํละตัวอยํางบนแผํนปูายบันทึกก ากับตัวอยําแมลง 
(labeling specimen) เชํน ชนิดเพลี้ยแปูงที่พบอยูํรํวมกัน วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  

3. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแปูง บนแผํนสไลด๑ถาวรภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยอาศัยหลักการทางด๎านอนุกรมวิธาน และวาดรูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช๎
ในการจ าแนกแตํละชนิด พร๎อมเขตการแพรํกระจายและพืชอาหารของแตํละชนิดและ การบันทึกรายละเอียด
บนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎วโดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยหอยเข๎าหาตัว  ด๎านขวาเขียนรายละเอียด
เกี่ยวกับพืชอาหาร ชนิดมดที่พบอยูํรํวมกัน วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ด๎านซ๎ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ  

4. จัดเก็บตัวอยํางมดที่จัดรูปรํางและอบแห๎ง รวมทั้งเพลี้ยแปูงในกลํองใสํสไลด๑ถาวร ไว๎ในพิพิธภัณฑ๑
แมลงโดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามหลักสากล 
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การทดลองที่ 1.1.14 ชีววิทยา การเข้าท าลาย ฤดูกาลระบาดของแมลงวันทองชนิด Bactrocera 
cucurbitae (Coquillet)  

1. ส ารวจชนิดแมลงวันผลไม้ที่ลงพืชตระกูลแตง  
โดยเก็บรวบรวมผลพืชตระกูลแตงเชํน ฟัก ฟักทอง แตงกวา มะระ แตงโม เมลํอน ที่ถูกแมลงวันผลไม๎ท าลาย
จากแหลํงปลูกตํางๆ โดยน ามาชั่งน้ าหนัก และนับจ านวน บันทึกวัน/เดือน/ปี ระยะพืช และสถานที่เก็บ
ตัวอยําง จากนั้นน ามาเลี้ยงตํอในห๎องปฏิบัติการ โดยน าผลใสํในกลํองพลาสติกขนาด 22x29x10 เซนติเมตร ที่
รองก๎นกลํองด๎วยขี้เลื่อยที่มีความชื้น สูงประมาณ 1 นิ้ว รอจนหนอนแมลงวันผลไม๎ออกมาเข๎าดักแด๎ในขี้เลื่อย
ประมาณ 10 วัน จากนั้นใช๎ตะแกรงรอนเบอร๑ 20 รํอนแยกดักแด๎ออกจากขี้เลื่อย แล๎วน าดักแด๎ใสํในกลํอง
พลาสติกขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 8 เซนติเมตร สูง 5 เซนติเมตร คลุมทับด๎วยขี้เลื่อยที่มีความชื้น สูงประมาณ 
½ นิ้ว จากนั้นน าไปไว๎ในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 0.35x0.35x0.50 เมตร ที่ภายในมีน้ าและอาหารส าหรับตัวเต็ม
วัย (Brewer’s yeast และน้ าตาลไอซ๑ซิ่ง อัตรา 1:4) เมื่อตัวเต็มวัยมีอายุประมาณ 7-10 วัน ท าการฆําโดยน า
ตัวเต็มวัยใสํในหลอดแก๎วแชํในชํองท าน้ าแข็ง (freezer) นาน 4-5 ชั่วโมง แล๎วน าไปจ าแนกชนิดและตรวจนับ
จ านวน  

2. การศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด B. cucurbitae  
ท าการเก็บรวบรวมผลพืชตระกูลแตงที่ถูกแมลงวันผลไม๎เข๎าท าลายจากแหลํงปลูก จากนั้นน ามาเลี้ยงตํอใน
ห๎องปฏิบัติการ เมื่อได๎แมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae จึงน ามาเลี้ยงขยายพันธุ๑ตํอจนได๎รุํนที่ 1 (F1) 
จากนั้นท าการศึกษา  

2.1 วงจรชีวิตของแมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae โดยด าเนินการศึกษาวงจรชีวิตในระยะ
ตํางๆ ดังนี้  

ระยะไข ํศึกษาอายุของไขํด๎วยการท า Hatching Rate โดยเขี่ยไขํลงบนกระดาษกรองเบอร๑ 
91 ที่ให๎ความชื้นตลอดเวลา แล๎วเก็บไว๎ในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 9 เซนติเมตร จากนั้นตรวจนับ
และบันทึกจ านวนหนอนที่ฟักออกจากไขํทุก 6 ชั่วโมง ทา 5 ซ๎าๆ ละ 100 ฟอง  

ระยะหนอน ศึกษาอายุและลักษณะของหนอนวัยตํางๆ โดยเลี้ยงหนอนในผลแตงกวา 
บันทึกขนาด ลักษณะ และการตายของหนอนวัยตํางๆ โดยศึกษาจากหนอน 100 ตัว  

ระยะดักแด๎  ศึกษาอายุและลักษณะของดักแด๎ โดยท าการบันทึกขนาด และลักษณะของ
ดักแด๎ โดยศึกษาจากดักแด๎ 100 ดักแด๎  

ระยะตัวเต็มวัย  ศึกษาอายุขัย การผสมพันธุ๑ การวางไขํ และลักษณะของตัวเต็มวัย โดยเลี้ยง
แมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae เพศผู๎ 1 ตัวและเพศเมีย 1 ตัว ในกลํองพลาสติกขนาด 21x15x8 
เซนติเมตร ที่ภายในมีน้ า อาหาร และกระบอกพลาสติกขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 4.5 
เซนติเมตร เจาะรูขนาดเล็กจานวน 20 รู ภายในกระบอกใสํชิ้นฟักเพ่ือลํอให๎แมลงวางไขํ บันทึกปริมาณการ
วางไขํทุกวันจนตัวเต็มวัยเพศเมียตาย นอกจากนี้ท าการบันทึกลักษณะตัวเต็มวัยทั้งเพศผู๎และเพศเมีย ลักษณะ
การจับคูํผสมพันธุ๑ และการตายของตัวเต็มวัย โดยศึกษาจากแมลงวันผลไม๎จ านวน 10 คู ํ 
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2.2 ตารางชีวิต (Life table) ของแมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae ท าการศึกษาโดยเจาะรู
ขนาด 1x1x1 เซนติเมตร บนผลแตงกวา จากนั้นน ากระดาษสีด าขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตรวางในชํองที่เจาะไว๎ 
แล๎วจึงน าไขํของแมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae วางในกระดาษจ านวน 100 ฟองตํอผล ท า 3 ซ้ า จากนั้น
ท าการปิดชํองที่เจาะไว๎ด๎วย parafilm บันทึกจ านวนไขํที่ฟัก หนอนวัยตํางๆ ดักแด๎ และตัวเต็มวัย แล๎วน ามา
ค านวณตามวิธีของ Southwood (1966)  

3. การศึกษานิเวศน์วิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด B. cucurbitae  
3.1 การศึกษาชํวงฤดูการระบาดของแมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae ท าการติดตั้งกับดัก

แมลงวันผลไม๎แบบ Steiner ซึ่งภายในแขวนก๎อนส าลีชุบสาร Cur-lure ผสมสารฆําแมลง malathion                
(ไดมาร๑ค 83% EC) ในอัตรา 4:1 โดยปริมาตร จ านวน 8 กับดักตํอพ้ืนที่ 1 ไรํ โดยน าไปแขวนในแปลงปลูก 
เก็บแมลงวันผลไม๎ในกับดักออกทุกสัปดาห๑ หลังจากนั้นท าการจ าแนกชนิดและบันทึกจ านวนที่พบ  

3.2 การศึกษาระยะการเข๎าท าลายของแมลงวันผลไม๎ในผลชมพํู โดยท าการเก็บผลแตงกวาใน
ระยะตํางๆ จากแปลงปลูกมาผําเพื่อตรวจสอบการเข๎าท าลายของแมลงวันผลไม๎ทุกสัปดาห๑ บันทึกชนิด จ านวน 
สัดสํวนเพศเมียและเพศผู๎ของแมลงวันผลไม๎ท่ีพบ ปริมาณน้ าฝน อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ๑  

3.3 ส ารวจศัตรูธรรมชาติที่ท าลายแมลงวันผลไม๎ชนิด B. cucurbitae ในแหลํงปลูก โดยท า
การสารวจและเก็บรวบรวมศัตรูธรรมชาติจากแปลงปลูกพืชตระกูลแตง จากนั้นจ าแนกชนิดและบันทึกจ านวน
ที่พบ 
 
การทดลองที่ 1.1.15 สัณฐานวิทยาของเปลือกและกายวิภาคศาสตร์ระบบสืบพันธุ์  ของหอยเจดีย์เล็ก 
Lamellaxis gracilis และหอยเจดีย์ใหญ่ Prosopea walkeri (Benson)  

มีข้ันตอนการทดลอง ดังนี้  
1. ส ารวจ /รวบรวม/ เก็บตัวอยําง /บันทึกเขตการแพรํกระจาย และท าแผนที่การกระจายของหอย

เจดีย๑เล็ก และหอยเจดีย๑ใหญํ  
ส ารวจ หอยทั้งสองชนิดตามพ้ืนที่ๆ ก าหนด เชํน ในพ้ืนที่ปุาธรรมชาติ พ้ืนที่ปลูกกล๎วยไม๎และ/หรือพ้ืนที่
เกษตรกรรมภาคตํางๆ ของประเทศไทย เพ่ือจัดท าแผนที่การกระจายพันธุ๑ของหอยเจดีย๑เล็ก และหอยเจดีย๑
ใหญํ และเก็บตัวอยํางมาเพาะเลี้ยงเพ่ือให๎หอยปรับสภาพในตู๎กระจกของห๎องปฏิบัติการ  กลุํมงานวิจัยสัตว
วิทยาการเกษตร  

2 เตรียมสถานที่ส าหรับเพาะเลี้ยงหอยเจดีย๑เล็ก และเจดีย๑ใหญํเพ่ือศึกษาชีววิทยา  
โดยเพาะเลี้ยงในโรงเรือน พ้ืนที่ 4.30 x 4.30 เมตร ใช๎ตู๎กระจกขนาด 25x40x26 เซนติเมตร รองพ้ืนตู๎กระจก
ด๎วยด๎วยดิน ผสมขุยมะพร๎าว (อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือฆําปรสิตบางชนิด) 
อัตราสํวน 1:1 ให๎สูงจากพ้ืนตู๎กระจกประมาณ 5 เซนติเมตร โดยวางกาบมะพร๎าวไว๎ในตู๎กระจกส าหรับให๎หอย
วางไข ํให๎ความชื้นโดยฉีดพํนน้ าอยํางสม่ าเสมอ วันละ 1 ครั้ง  

3. ตรวจสอบชนิด และสัณฐานวิทยาของเปลือกของหอยเจดีย๑เล็ก และเจดีย๑ใหญํ  



24 
 
น าตัวอยํางที่ได๎มาวิเคราะห๑ชื่อตามระบบอนุกรมวิธานของหอย เปรียบเทียบกับเอกสารหอยทากบกทั้งในและ
ตํางประเทศ โดยยึดหลักของ Abbott (1989), Hemmen and Hemmen (2001) และ Panha (1996)  

4. ศึกษาสัณฐานวิทยาเปลือกและกายวิภาคระบบสืบพันธุ๑ของหอยเจดีย๑เล็ก และเจดีย๑ใหญํ  
โดยการสังเกต เปรียบเทียบ ถํายภาพและวาดภาพในห๎องปฏิบัติการ โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

4.1 ท าความสะอาดเปลือกหอยเจดีย๑เล็กและเจดีย๑ใหญํ ด๎วยน้ าอํุน โดยใช๎พํูกันหรือแปรง
ขนาดเล็ก ปัดคราบดินและคราบสกปรกอ่ืนๆ  

4.2 น าตัวอยํางเปลือกหอยทั้ง 2 ชนิด มาผึ่งให๎แห๎ง ในที่มีอากาศถํายเท  
4.3 ใช๎ส าลีชุบน้ ายาพาราฟินเหลว (liquid paraffin) เพ่ือรักษาสีสัน และลวดลาย ของ

เปลือกหอย  
4.4 น าตัวอยํางเปลือกหอย ทั้ง 2 ชนิดๆ ละ 10-15 เปลือก มาวัดคํา shell length, shell 

width, last whorl height, aperture length และ aperture width ด๎วยเวอร๑เนีย จากนั้นจึงเข๎าสูํการ
วิเคราะห๑ข๎อมูลทางสถิติ โดยใช๎ ANOVA จากโปรแกรม SPSS  

4.5 ศึกษากายวิภาคศาสตร๑ของระบบสืบพันธุ๑เจดีย๑เล็ก และเจดีย๑ใหญํ โดยน าตัวอยํางหอย ที่
ยังมีชีวิตมาท าให๎อวัยวะภายในเปลือกยืดตัวโดยใช๎ suffocation technique จนกระทั่งหอยมีการยืดตัวเต็มที่ 
และไมํตอบสนองตํอการสัมผัส จึงน ามา fix และ dissection ด๎วย 70% ethyl alcohol (criteria of 
Patterson, 1971) พร๎อมสังเกต เปรียบเทียบ ถํายภาพและวาดภาพในห๎องปฏิบัติการ 
 
การทดลองที่ 1.1.16 ความชุกชุมและแหล่งอาศัยของนกแสก (Tyto alba javanica (Gmelin, 1788) 
ในพื้นที่ภาคกลาง ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  

1. ด าเนินการส ารวจตามพ้ืนที่ๆ ตรวจสอบจากเอกสารรายงานการพบเห็น หรือจากการสอบถาม โดย
เน๎นในบริเวณวัด ปุาชุมชน หมูํไม๎และอาคารที่ถูกปลํอยทิ้งร๎าง ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ 
และภาคกลาง ส ารวจนับจ านวนประชากรนกแสกที่พบในแตํละแหลํงอาศัย รวมทั้งท าการส ารวจนับโดยการใช๎
เสียงลํอในเวลากลางคืนในพ้ืนที่เกษตรกรรม ตามวิธีการของปริญญา (2551) ท าพิกัดจุดที่ส ารวจพบด๎วยเครื่อง 
GPS เพ่ือจัดท าแผนที่การกระจาย  

2. เก็บตัวอยํางก๎อนส ารอกที่นกแสกคายทิ้งจากแตํละแหลํง น ามาตรวจวิเคราะห๑ชนิดและสัดสํวนสัตว๑
ที่ถูกนกแสกแตํละแหลํงลําเป็นอาหารในห๎องปฏิบัติการ  

3. บันทึกภาพถํายสถานที่ที่พบนกแสกและแหลํงอาศัยของนกแสก บันทึกข๎อมูลทางภูมิศาสตร๑และ
ข๎อมูลการใช๎ประโยชน๑ที่ดินโดยรอบบริเวณสถานที่เก็บตัวอยํางก๎อนส ารอกที่นกแสกคายทิ้ง บันทึกชนิดและ
จ านวนของสัตว๑ที่พบซากในก๎อนส ารอกของนกแสก 
 
การทดลองท่ี 1.1.17 อนุกรมวิธานไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema และ Heterorhabditis   

การการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema และ  Heterorhabditis 
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1)  การสกัดดีเอ็นเอจากไส๎เดือนฝอย  การสกัดดีเอ็นเอจากไส๎เดือนฝอยสายพันธุ๑ที่แยกได๎ในประเทศ
ไทย จ านวน 6 ไอโซเลท คือ Steinernema sp. ของไอโซเลท KBs, KPs, REs, UBs และ Heterorhabditis 
sp. ของไอโซเลท REh, PRh ตามวิธีการของ Hominick et al. (1997)  โดยน าไส๎เดือนฝอยตัวเต็มวัยเพศเมีย
ของแตํละไอโซเลท จ านวน 10 ตัว ใสํหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมด๎วย homogenizing 
buffer ( 100mM NaCl, 200mM sucrose, 10mM EDTA, 30mM Tris HCl, 1% ß- mercapto- 
ethanol) ปริมาตร  300 ไมโครลิตร  บดด๎วย mini blue pestle ให๎ละเอียด  เติมด๎วย lysis buffer (500 
mM Tris- HCl, 50mM EDTA, 2.5% SDS, pH 8.0 ) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  ผสมให๎เข๎ากัน ใสํใน
ตู๎ควบคุมอุณหภูมิที่ 65 oซ นาน 10 นาที เติมด๎วย precipitation solution (3M potassium acetate, pH 
8.0) 192 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน  เติมด๎วย  chloroform / iso-amyl-alcohol (24/1) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน แชํในน้ าแข็งนาน 5 นาที  น าไปปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich 
(Universal 116, Germany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที  เก็บสํวนน้ าใสข๎างบนใสํ
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหมํ ที่บรรจุสาร isopropanol ที่แชํเย็นในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ -
20 oซ ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอที่ความเร็วรอบ 14,000 
รอบตํอนาที นาน 5 นาที  ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วย  70 % ethanol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร   ทิ้งให๎แห๎งที่
อุณหภูมิห๎อง  ละลายตะกอนดีเอ็นเอด๎วย TE buffer pH. 8.0  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณความ
เข๎มข๎นและคุณภาพของดีเอนเอที่ชํวงคลื่น A260/A280 ด๎วยเครื่อง spectrophotometer  (U 2001 
UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข๎มข๎นดีเอ็นเอ เทํากับ 50 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร 
เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR)  
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 28 S rDNA ด๎วยปฏิกิริยา PCR 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 28S rDNA ของไส๎เดือนฝอยแตํละไอโซเลทด๎วยปฏิกิริยา PCR  โดยใช๎
ไพรเมอร๑ 502 (5’-CCTTAGTAACGGCGAGTGAAA -3’) / 536 (5’-CAGCTATCCTGAGGA AAC-3’)  ตาม
รายงานของ  Stock et al. (2001) ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  สํวน D2/D3  regions ของยีน 28S rDNA   
ซึ่งออกแบบมาจากยีน 28S rDNA ของไส๎เดือนฝอย Caenorhabditis elegans  จาก Genbank accession 
number  X03680 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ที่ใช๎ในการออกแบบ primers  ใช๎ปริมาตรรวมในการ
ท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบ ด๎วยดีเอ็นเอของไส๎เดือน
ฝอยแตํละไอโซเลท ความเข๎มข๎น 50 นาโนกรัม  ที่เตรียมไว๎ข๎างต๎นผสมกับ 10X   PCR buffer [67 mM Tris-
HCl, pH8.8, 83 mM (NH4)2SO4, 2.0 mM MgCl2, 30 mM  ß -mercaptoethanol, 10% 
dimethylsulfoxide และ bovine serum albumin]  dNTPs ชนิดละ 125 uM   เอนไซม๑ Taq DNA 
polymerase 1.0 ยูนิต (Invitrogen Corporation Grand Island, NY, USA) และไพรเมอร๑ที่ออกแบบและ
สังเคราะห๑ไว๎แล๎วข๎างต๎นชนิดละ 20 uM  แล๎วเติมน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อให๎ได๎ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ผสมสาร
ให๎เข๎ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler) โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให๎มี
การสังเคราะห๑ดีเอ็นเอตามวิธีการของ Nguyen et al. (2001) ดังนี้  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (oซ)       เวลา (นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบเริ่มต๎น (initial denaturing)         94    5 
2. แยกสายดีเอ็นเอแมํแบบ (denaturing)            94    1 
3. ไพรเมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (primer annealing)         50      1 
4. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (extension)            72    1 
5. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอรอบสุดท๎าย (final extension)         72    5 

ท าปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซํทั้งหมด 35 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 oซ น าดีเอ็นเอที่
ได๎จากปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading dye (0.025% bromophenol blue, 
40% Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร   จากนั้นท าการตรวจวิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1% อะกาโรสใน 0.5 xTAE (40mM Tris, 
4mM sodium acetate, 1mM EDTA, pH 7.9) ใช๎กระแสไฟฟูาที่คําความตํางศักย๑ 135 โวลต๑ นาน 25 นาที 
ย๎อมดีเอ็นเอด๎วยเอธิเดียมโบรไมด๑ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไวโอเลต 
การหาล าดับนิวคลีโอไทด๑  (sequencing) 
 น าผลผลิต PCR ที่ได๎จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช๎ไพรเมอร๑ 502/536  ข๎างต๎น มาท าให๎บริสุทธิ์
โดยใช๎ชุด Wizard®Plus SV minipreps DNA purification system (Promega®, USA)   จากนั้นน าไปหา
ล าดับนิวคลีโอไทด๑เพ่ือจ าแนกชนิด โดยสํงไปหาล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่บริษัท First BASE Laboratories 
ประเทศมาเลเซีย  
วิเคราะห๑การเรียงตัวกันของล าดับ Multiple aligment และ Phylogenetic relationships 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่ได๎ไปวิเคราะห๑การเรียงตัว โดยน าข๎อมูลที่ได๎ไปวิเคราะห๑เปรียบเทียบกับฐาน 
ข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด๑ของยีน 28S rDNA ของไส๎เดือนฝอยชนิดตํางๆ ที่มีรายงานอยูํใน GenBank ด๎วย 
โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) และโปรแกรม CLUSTAL W2 
(http://www.ebi.ac.uk/clustal2w/) วิ เคราะห๑ความสัมพันธ๑สายวิวัฒนาการของไส๎ เดือนฝอย โดย
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑ของ 28S rDNA ในสํวน D2/D3 regions ของไส๎เดือนฝอย  
การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑ของไส๎เดือยฝอย 

น าล าดับนิวคลีโอไทด๑ของยีน 28S rDNA ไส๎เดือนฝอย  และล าดับนิวคลีโอไทด๑ของยีน 28S rDNA 
ไส๎เดือนฝอยที่ได๎จาก Genbank (accession number AF331907) ซึ่งเป็นไส๎เดือนฝอยกลุํมที่พบในประเทศ
ไทยเชํนกัน มาเปรียบเทียบวิเคราะห๑ความเหมือนและความ สัมพันธ๑สายวิวัฒนาการของไส๎เดือนฝอยด๎วย
โปรแกรม CLUSTAL W2 (http:// www.ebi.ac.uk/ clustal 2w/) และโปรแกรม EMBOSS Pairwise 
Alignment Algorithms (http://www. ebi.ac.uk/ emboss/ align/ ) 

2) การศึกษารูปรํางลักษณะทางสัณฐานวิทยา Steinernema  และ Heterorhabditis   

http://www.ebi.ac.uk/clustal2w/
http://www.ebi.ac.uk/
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เตรียมไส๎เดือนฝอยสกุล Steinernema (ไอโซเลท KBs, KPs, REs และ UBs) และ Heterorhabditis 
(ไอโซเลท REh และ PRh) เพ่ือการวัดขนาดสัดสํวน ได๎จากหนอนกินรังผึ้งที่ปลูกเชื้อด๎วยไส๎เดือนฝอยระยะเข๎า
ท าลาย (IJ)   โดยตัวเต็มวัยเพศผู๎ เพศเมียของไส๎เดือนฝอยใน 1st  และ 2nd generation ได๎จากการผําหนอน
กินรังผึ้งหลังปลูกเชื้อเป็นเวลา 3 วัน และ 6 วัน ตามล าดับ   และไส๎เดือนฝอยระยะ IJ ได๎จากการเคลื่อนที่
ออกมาจากซากของหนอนเป็นเวลาประมาณ 10 วันหลังปลูกเชื้อ  ไส๎เดือนฝอยทุกระยะการเจริญเติบโตน ามา
ฆําด๎วยน้ าอํุน (50 oซ)  เป็นเวลา 2 นาที    เติมน้ ายา fixative (TAF, 7 ml of 40 % formaldehyde, 2 ml 
tri-ethanolamine, 91 ml distilled water)  น าไปเก็บที่อุณหภูมิห๎อง     จากนั้นเขี่ยไส๎เดือนฝอยลงใน 
solution I (20 parts 95 % ethanol, 1 part glycerine, 79 parts distilled water)  น าไปวางใน 
desiccator ที่มี 95 % ethanol บรรจุอยูํ  วางไว๎ในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ 35 oซ เป็นเวลา 12 ชม.  เพ่ือดึงน้ า
ออกจากตัวไส๎เดือนฝอยช๎าๆ และมีการแทนที่ด๎วยกลีเซอรีน  จากนั้นเติม solution II (5 parts of glycerine, 
95 parts of 95 % ethanol) ลงไป  น าไปไว๎ในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ 40 oซ  เป็นเวลา 3 ชม.  กลีเซอรีนจะเข๎า
แทนที่น้ าในตัวไส๎เดือนฝอย สามารถเห็นอวัยวะส าคัญภายในตัวไส๎เดือนฝอยได๎ชัดเจน เขี่ยไส๎เดือนฝอยลงใน
หยดกลีเซอรีนบนสไลด๑แก๎ว  หนุนด๎วยใยแก๎วกํอนปิดทับด๎วย cover slip และซิล ด๎วยน้ ายาซิลสไลด๑  
ถํายภาพรูปรํางลักษณะและวัดขนาดสัดสํวนภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ก าลังขยายสูง  โดยวัดสํวนตํางๆ ดังนี้ 
ตัวเต็มวัยเพศผู๎ : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว (W);  ความยาววัดจากหัวถึง excretory pore (EP); 
ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES);  ความยาวหาง (Tail); ความกว๎างบริเวณ anus; ความยาว spicule  
และความยาว gubernaculum  
 ตัวเต็มวัยเพศเมีย : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว(W); ความยาววัดจากหัวถึง excretory 
pore (EP); ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES);  ความยาวหาง (Tail);  ความกว๎างบริเวณ anus  และ 
% vulva 
 ตัวอํอนระยะ Infective juvenile : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว(W);   ความยาววัดจากหัว
ถึง excretory pore (EP); ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES)  และความยาวหาง (Tail) 
 น ามาค านวณคําสัดสํวน (ratio) โดยใช๎ De Man’s formula (Poinar, 1986) ดังนี้ 
 Ratio : a  = L/W;  b = L/ES; c = L/Tail; d = EP/ES; e = EP/Tail 
 และค านวณคําพารามิเตอร๑ตามวิธีการของ Nguyen (1993) ดังนี้ 
 D% = EP/ES x 100; E% = EP/Tail x 100 
 ถํายภาพรูปรํางลักษณะที่ส าคัญของไส๎เดือนฝอยระยะ Infective juvenile  ตัวเต็มวัยเพศผู๎และเพศ
เมีย  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ก าลังขยายตํางๆ คําการวัดขนาดสัดสํวนและรูปรํางลักษณะส าคัญของไส๎เดือน
ฝอย  น าไปเปรียบเทียบ กับ key to species of the genus Steinernema and Heterorhabditis 
(Nguyen and  Smart, 1996) 
 
การทดลองท่ี 1.1.18 ความหลากชนิดของสัตว์ศัตรูธรรมชาติของสัตว์ฟันแทะในพื้นที่เกษตรที่สูงภาคเหนือ 
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 การส ารวจชนิดและความชุกชุมของสัตว๑ศัตรูธรรมชาติของสัตว๑ฟันแทะในพ้ืนที่เกษตรที่สูงทาง
ภาคเหนือ จะท าการส ารวจด๎วยวิธีการหลายวิธีรํวมกัน เนื่องจากสัตว๑ศัตรูธรรมชาติแตํละกลุํมมีนิเวศวิทยา 
แหลํงที่อยูํอาศัย และพฤติกรรมการหากินแตกตํางกัน ในกลุํมของสัตว๑เลี้ยงลูกด๎วยนม จะใช๎การส ารวจรอยเท๎า 
กองมูล การวางกรงดัก และการสํองไฟ ในกลุํมนกแสกและนกเค๎า จะใช๎วิธีส ารวจด๎วยการใช๎เสียงลํอ การฟัง
จากเสียงร๎อง การวางกับดัก และการค๎นหาตามสถานที่ท่ีคาดวําจะเป็นแหลํงหลบซํอนตัวในเวลากลางวัน พวก
เหยี่ยว จะใช๎การส ารวจและจ าแนกชนิดด๎วยกล๎องสํองทางไกลและกล๎องถํายรูป สัตว๑เลื้อยคลาน ใช๎การส ารวจ
รํองรอย การวางกับดัก และการค๎นหาตัวตามแหลํงอาศัย  
 พ้ืนที่ศึกษาจะด าเนินการส ารวจตามพ้ืนที่เกษตรกรรมบนพ้ืนที่สูงใน 5 จังหวัดคือ ตาก เชียงใหมํ 
เชียงราย แมํฮํองสอน และนําน โดยจะเน๎นในพ้ืนที่เพาะปลูกข๎าวไรํ ข๎าวโพด ถั่วเหลือง และไม๎ผลที่ประสบ
ปัญหาการกัดท าลายจากสัตว๑ฟันแทะ ในแตํละพ้ืนที่เพาะปลูกพืชแตํละชนิดจะมีพ้ืนที่ตัวแทนที่ท าการส ารวจ
อยํางน๎อย 5 แปลงส ารวจ โดยจะท าการส ารวจปีละ 1 จังหวัด ออกส ารวจเดือนละ 1 ครั้ง  เดือนละ 4-6 วัน 
 
การทดลองท่ี 1.1.19 ความหลากชนิดและประชากรของหอยทากและทากในโรงเรือนปลูกพืช  

1.ส ารวจ ชนิด และประชากรหอยทากและทากในโรงเรือนปลูกพืชได๎แกํ ไม๎ดอกและไม๎ประดับ พืชผัก 
เรือนเพาะช ากล๎าไม ๎เป็นต๎น ของแตํละจังหวัดในแตํละภาคของประเทศ  

2. ส ารวจ ชนิด และประชากรหอยทากและทากด๎วยการใช๎ตารางสุํมขนาด 1 ตารางเมตร โดยสุํมนับ
ประมาณ 10 จุดตํอไรํ ให๎กระจายทั่วพ้ืนที่ด๎วยการเดินสุํมตามแนวเส๎นทะแยงมุมทั้งสองด๎าน พร๎อมทั้งเก็บหอย
ที่มีชีวิตอยูํมาเลี้ยงที่กลุํมงานสัตววิทยาการเกษตร และเก็บรวบรวมเปลือกหอยมาท าความสะอาดเพ่ือชั่ง
น้ าหนักและวัดขนาดแล๎วเก็บไว๎เป็นตัวอยํางใช๎จ าแนกชนิดของหอย  

3. ส ารวจความเสียหายของพืชที่ปลูกด๎วยตารางสุํมขนาด 1 ตารางเมตรซึ่งเป็นจุดเดียวกันกับที่นับ
ประชากรหอย สุํมนับประมาณ 10 จุดตํอไรํ โดยนับจ านวนต๎นพืชที่ถูกท าลายและต๎นพืชทั้งหมดในแตํละกรอบ
ตารางสุํม  

4.เก็บดินหรือวัสดุปลูกจากแปลงมาวัดความชื้นและความเป็นกรด-ดําง และบันทึกสภาพแวดล๎อมของ
พ้ืนที่ในโรงเรือน  

5. วัดพิกัดต าแหนํงโรงเรือนแปลงปลูกพืช 
 
การทดลองท่ี 1.1.20 อนุกรมวิธานแมงมุมวงศ์ Tetragnathidae 

1.ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยําง ดังนี้  
1) การมองหาและจับโดยตรง วิธีนี้เหมาะส าหรับจับแมงมุมทุกเวลาและสถานที่และท าให๎ผู๎

จับสามารถทราบถึงพฤติกรรมตําง ๆ ของแมงมุมแตํละชนิด บันทึกพฤติกรรมตําง ๆ ของแมงมุมแตํละชนิดใน
สภาพธรรมชาติ เชํน วิธีจับเหยื่อ ชนิดของเหยื่อ เวลาที่ออกหากิน ลักษณะใยดักเหยื่อ เป็นต๎น จับแมงมุมโดย
ใช๎หลอดทดลอง ฆําแมงมุมโดยใสํก๎อนส าลีในกลํองพลาสติกที่เลี้ยงแมงมุมหยด ethyl acetate 2 – 3 หยดลง
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บนก๎อนส าลีเพ่ือท าให๎แมงมุมสลบ ดองแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล๑ 75 % เพ่ือเก็บรักษาตัวอยํางและ
น าไปจ าแนกชนิดตํอไป 

2) การเคาะ ใช๎ทํอนไม๎กลมยาวเคาะซึ่งมีสวิงจับแมลงรองรับข๎างใต๎ แมงมุมจะตกลงในสวิง 
ฆําและรักษาตัวอยํางแมงมุมดังข๎อ 1 

3) การโฉบ ใช๎สวิงจับแมลงโฉบแมงมุมจากวัชพืชในไรํ  สวน  ในหญ๎า  หรือในนาข๎าว ฆําและ
เก็บตัวอยํางแมงมุมเพ่ือน าไปรักษาตัวอยํางดังข๎อ 1) 
 2. ตัวอยํางแมงมุมที่ได๎จากการส ารวจ มาจัดรูปรําง จ าแนกเป็นวงศ๑ สกุล ชนิด วาดรูปโดยใช๎ grid 
scale เพ่ือให๎ได๎ขนาดและสัดสํวนที่แท๎จริงตามตัวอยํางแมงมุมที่วาด บรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน ท า 
key เพ่ือใช๎เป็นแนวทางในการจ าแนก ถํายรูปแมงมุม เก็บและรักษาตัวอยํางแมงมุมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑กลุํมกีฏ
และสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 
 
การทดลองท่ี 1.1.21 ศึกษาชีววิทยาหอยดักดาน Cryptozona siamensis (Pfeiffer)  

1. ส ารวจและรวบรวม พร๎อมเก็บตัวอยํางหอยทากดักดานท่ีพบในพ้ืนที่เพาะปลูกในสวนผัก สวนผลไม๎
ของเกษตรกร ตลอดจนแหลํงที่พบการแพรํระบาด แล๎วน ามาเพาะเลี้ยงในตู๎กระจกขนาด 25x40x26 
เซนติเมตร รองพ้ืนตู๎กระจก ด๎วยดินผสมขุยมะพร๎าว อัตรา 1:1 ให๎สูงจากพ้ืนตู๎กระจกประมาณ 5 เซนติเมตร 
ในห๎องปฏิบัติการของกลุํมงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร และให๎ความชื้นโดยฉีดพํนน้ าทุกวัน ให๎ผักตํางๆ และ
อาหารปลาอัดเม็ดเป็นอาหาร  

2. ศึกษาการผสมพันธุ๑ของหอย โดยเลือกหอยตัวเต็มวัย มาแยกเลี้ยงในกลํองพลาสติก ขนาด 
15x22x7.5 เซนติเมตร 2 ตัว/ กลํอง จ านวน 20 กลํอง เมื่อหอยผสมพันธุ๑กันแล๎ว แยกหอยใสํกลํองๆ ละ หนึ่ง
ตัว เพ่ือสังเกตการออกไข ํ 

3. ศึกษาการวางไขํ และจ านวนไขํจากตัวแมํ 30 ตัว น าไขํที่ได๎มาเลี้ยงในกลํองพลาสติก ที่มีขนาด
กลํอง 6.5x9.5x2 เซนติเมตร บันทึกขนาดไขํ จ านวนไขํหอยในแตํละกลุํม และลักษณะของไข ํพร๎อมถํายภาพ  

4. ศึกษาระยะเวลาการฟักจากไขํของหอยดักดาน โดยแยกไขํหอยแตํละกลุํมมาเลี้ยงในกลํองพลาสติก 
ขนาด 6.5x9.5x2 เซนติเมตร ที่รองด๎วยดินผสมขุยมะพร๎าว อัตรา 1:1 สูง 1.5 เซนติเมตร ฉีดพํนน้ า เพ่ือให๎
ความชื้น บันทึกระยะเวลาที่ลูกหอยฟักออกจากไขํ วัดขนาดลูกหอยและถํายภาพ  

5. ศึกษาการเจริญเติบโต โดยแยกลูกหอยมาเลี้ยงในกลํองพลาสติกและให๎ความชื้นโดยฉีดพํนน้ าทุก
วัน ให๎อาหารปลาอัดเม็ดและผักตําง ๆ เป็นอาหาร  
 
การทดลองที่ 1.1.22 การแพร่กระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของหนูนาใหญ่  Rattus 

argentiventer (Robinson and Kloss, 1916) ในประเทศไทย  

1. การดักหนู โดยใช๎กรงดักชนิดจับเป็น บํวงลวดดักหนูและตัวอยํางหนูนาใหญํที่เกษตรกรช๏อตด๎วย
ไฟฟูา จ านวนไมํน๎อยกวํา 50 ตัว ที่ส ารวจเป็นตัวแทนหนูนาใหญํของแตํละภาค โดยใน ปี 2555 ส ารวจและ
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เก็บตัวอยํางภาคกลาง ในจังหวัดสุพรรณบุรี ลพบุรี กาญจนบุรี อยุธยา ชัยนาท อํางทอง สิงห๑บุรี ปทุมธานี 
นครนายกและกรุงเทพมหานคร เป็นต๎น  

2. ศึกษาพฤติกรรมบางประการของหนูนาใหญํในสภาพธรรมชาติ  
2.1 ขนาดขุยดินของรูหนูนาใหญํ ท าการสุํมวัดขนาดของขุยดิน โดยสุํมวัดขนาด กว๎างxยาว 

จ านวน 30 ก๎อน ตํอ 1 ร ูมีหนํวยวัดเป็นมิลลิเมตร 
2.2 ท าการบันทึกการหากิน เวลาออกหาอาหาร ลักษณะการกัดกินและการท าลายของต๎น

พืช เป็นต๎น  
3. ศึกษาลักษณะภายนอกของหนูนาใหญํ (external characters) ดังนี้  

3.1 เตรียมสัตว๑ทดลอง  
ส ารวจและดักจับหนูนาใหญํ ด๎วยกรงดักชนิดจับเป็น (Life trap) และบํวงลวดดักหนู จาก

แปลงนาเกษตรกรในแตํละภาค น ามาเลี้ยงไว๎ในห๎องปฏิบัติการของกลุํมงานสัตววิทยาการเกษตร กลุํมกีฏและ
สัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร แล๎วคัดเลือกหนูนาใหญํที่โตเต็มวัย ภาคละไมํ
น๎อยกวํา 50 ตัว และที่จากเกษตรกรท าการช็อตด๎วยไฟฟูา บันทึกลักษณะของสีขน น ามาชั่งน้ าหนัก วัดขนาด 
ความยาวหัวล าตัว (Head Body Length : HB) โดยวัดตั้งแตํปลายสุดของหัว คือ ตั้งแตํปลายจมูกถึงชํอง
อวัยวะขับถําย ความยาวหาง (Tail Length : T) วัดตั้งแตํชํองเปิดของอวัยวะขับถํายจนถึงปลายสุดของหาง 
ความยาวตีนหลัง (Hind Foot Length : HF) วัดตั้งแตํปลายสุดของตีนหลังจนถึงเนื้อปลายของนิ้วที่ยาวที่สุด
ไมํรวมเล็บ ความยาวหู (Ear Length : E) วัดตั้งแตํขอบหูลํางถึงปลายสุดของหู หนํวยการวัดเป็นมิลลิเมตร 
เป็นต๎น  

3.2 การเก็บโครงรํางสัตว๑ทดลอง (Specimen)  
น าหนูนาใหญํตัวเต็มวัย มาท าให๎สลบด๎วยไดเอธิลอีเทอร๑ และบันทึกลักษณะภายนอก เชํน 

น้ าหนัก ลักษณะสีขน วัดขนาดความยาวหัวล าตัว (Head Body Length : HB) ความยาวหาง (Tail Length : 
T) ความยาวตีนหลัง (Hind Foot Length : HF) ความยาวหู (Ear Length : E) ท าการผําตัดเก็บสํวนโครงรําง
ของหนูนาใหญํ ทั้งสํวนที่เป็นหนัง (strave) และกระดูก (skeleton)  

3.2.1 การเก็บสํวนที่เป็นหนัง โดยลอกสํวนของหนังออกจากล าตัวให๎มี ขน หาง และหู ติดอยูํ
อยํางสมบูรณ๑ ใช๎บอแรกซ๑ทาผนังด๎านในของหนังจนทั่ว จึงน าส าลีมาปั้นเป็นหุํนใสํข๎างในหนังหนูที่ลอกออก 
เพ่ือตรึงและคงสภาพของตัวหนู และเย็บให๎สนิท ติดรหัสที่ตัวหนู แล๎วน าไปอบในตู๎อบความร๎อน ที่อุณหภูมิ 70 
0C นาน 2–3 วัน จนหนังแห๎งจึงเก็บใสํกลํองเก็บตัวอยํางที่บรรจุแนบทาลีนปูองกันแมลงท าลาย  

3.2.2 การเก็บชิ้นสํวนกระดูกหนูนาใหญํ หลังจากลอกเอาหนังออกไปแล๎ว น าสํวนล าตัวมาตัด
เอากระดูกรยางค๑ คือ กระดูกทํอนบนของขาหน๎า (Humerus) กระดูกขาหลังทํอนบน (Femur) และทํอนลําง 
(Tibia) ตัดสํวนของกระดูกกะโหลกมาช าแหละเอาเนื้อออกแล๎วน าไปต๎มด๎วยโซเดียมไฮดร็อกไซด๑ จนได๎ชิ้นสํวน
ของกระดูกที่ขาวสะอาด และครบสมบูรณ๑ ติดรหัสเดียวกับสํวนของหนังที่เป็นตัวเดียวกัน แล๎วจึงน าไปอบจน
แห๎ง เพ่ือน าไปศึกษาลักษณะสัณฐานของกะโหลกตํอไป 



31 
 

4. การวัดขนาดกระดูกรยางค๑และกระดูกกะโหลก 
การวัดขนาดกระดูกท้ังความยาวและความกว๎างของกระดูกรยางค๑และกระดูกกะโหลก รวมทั้งสิ้น 24 ลักษณะ 
ด๎วยเวอร๑เนีย โดยมีหนํวยวัดเป็นมิลลิเมตร (millimeter) ตามวิธีการของ Musser et. al (2006) และ Lin L. 
et. al (1992) ดังนี้  

4.1 วัดขนาดกระดูกระยางค๑ (Appendage bone)  
1. ความยาวกระดูกขาหน๎าทํอนบน (Humerus length ; HL.)  
2. ความยาวกระดูกขาหลังทํอนบน (Femur length ; FL.)  
3. ความยาวกระดูกขาหลังทํอนลําง (Tibia length ; TL.)  

4.2 ศึกษาลักษณะสัณฐานของกะโหลก (Skull bone) 21 ลักษณะ  
1. Breadth of Rostrum (BR)  
2. Length of Rostrum (LR)  
3. Occipitonasal Length (ONL)  
4. Interorbital Breadth (IB)  
5. Breadth of Brain Case (BBC)  
6. Zygomatic Breadth (ZB)  
7. Breadth of Incisive Foramina (BIF)  
8. Breadth of First Upper Molar (BM1)  
9. Length of Diastema (LD)  
10. Length of Incisive Foramina (LIF).  
11. Length of Bony Palate (LBP).  
12. Postpalatal Length (PPL)  
13. Length of Auditory Bulla (LB)  
14. Breadth of Mesopterygoid Fossa (BMF)  
15. Breadth of Bony Palate at First Molars (BBP)  
16. Crown Length of Maxillary Molar Row (CLM1-3)  
17. Height of Brain Case (HBC)  
18. Breadth of Zygomatic (BZP)  
19. Length of Mandible (LM).  
20. Height of Mandible (HM)  
21. Length of Lower Molar Series (LLM) 
 

การทดลองท่ี 1.1.23 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยสกุล  Coccus 
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1)  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยหอยจากแหลํงปลูกพืชทุกภาคของประเทศ  ตัดชิ้นสํวนของ
พืชที่มีเพลี้ยหอยอาศัยอยูํ ใสํในถุงกระดาษหรือหํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑แล๎วใสํในถุงพลาสติก บันทึก
สถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยํางชนิดและสํวนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู๎
เก็บ 

2)  น าตัวอยํางเพลี้ยหอยที่เก็บรวบรวมได๎ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ชนิด 
stereo microscope  ถํายภาพ บันทึกรายละเอียด เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะและสีของเพลี้ยหอยกํอนท า
สไลด๑ถาวรแล๎วดองในแอลกอฮอล๑ 80% หรือน้ ายา AGA  

3)  น าตัวอยํางเพลี้ยหอยเพศเมีย จากข๎อ 2) ไปท าสไลด๑ถาวรเพื่อจ าแนกชนิด 
4)  วิธีการท าสไลด๑ถาวร  

4.1) ใช๎เข็มเข่ียเจาะบริเวณกลางสํวนอกด๎านบนของตัวอยํางเพลี้ยหอย    
4.2) น าไปต๎มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ (KOH) 10%   ด๎วยวิธีวอเตอร๑บาท  

โดยน าตัวอยํางแมลงใสํในหลอดทดลองที่มีสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑   และใสํในบีคเกอร๑ซึ่งมีน้ าอยูํ  
ใช๎เวลา 15 นาที (เริ่มนับตั้งแตํน้ าในบีคเกอร๑เดือด)   
   4.3) น าตัวอยํางเพลี้ยหอยที่ต๎มแล๎วมาล๎างในน้ ากลั่น กดเบา ๆ บนล าตัวด๎วยเข็มดัดปลายโค๎ง 
เพ่ือท าให๎ไขํ ตัวอํอน และของเหลวที่อยูํในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว๎  ถ๎ายังมีก๎อนไขมันตกค๎างอยูํให๎
น าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 95% ประมาณ 2 – 3 นาท ี

4.4) ย๎ายลงในคาร๑บอลไซลีน (carbol xylene) แชํทิ้งไว๎ 10 นาที จนกระทั่งตัวอยํางใส   
น าไปล๎างในแอลกอฮอล๑ 95%   

4.5) ย๎ายลงในกรดแอลกอฮอล๑ (acid alcohol)  ซึ่งเป็นสารละลายของกรดแกลเชียลอะซิติก  
1  สํวน และแอลกอฮอล๑  50%   4  สํวน  แชํทิ้งไว๎ 2 – 3 นาท ี
  4.6) ย๎อมสีตัวอยํางโดยแชํในน้ ายาย๎อมสี   ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน  
     (acid fuchsin)  กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น  แชํทิ้งไว๎นาน 1   ชั่วโมง 
  4.7) ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95%  แชํทิ้งไว๎ 2 – 3 นาที  เพ่ือก าจัดสีสํวนเกิน 

4.8) ย๎ายลงในสารละลายเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ (N-butyl alcohol) กับแอลกอฮอล๑ 95% 
ในอัตราสํวน 1:1   แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี
  4.9) ย๎ายลงในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑   แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี
              4.10) ย๎ายลงในโคล๑ฟออย (clove oil)  แชํทิ้งไว๎ 20 นาท ี
             4.11) น าตัวอยํางเพลี้ยหอยวางบนแผํนสไลด๑แก๎ว ใช๎กระดาษกรองซับโคล๑ฟออยสํวนที่เกิน
ออก หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอยํางแมลงจัดรูปรําง ให๎สวยงามไมํบิดเบี้ยวหรือทับ
ซ๎อนกัน  ปิดทับด๎วยแผํนแก๎วปิดสไลด๑ 
    4.12) น าไปอบให๎แห๎ง ในตู๎อบที่อุณหภูมิ 40-50  องศาเซลเซียส ใช๎เวลาประมาณ 1-2 เดือน 
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 5)  ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยหอยบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยอาศัยหลักการทางด๎านอนุกรมวิธานและวาดรูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช๎ใน
การจ าแนกเพลี้ยหอยแตํละชนิด และจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยหอยสกุล Coccus 

6)  การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎วโดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยหอยเข๎า
หาตัว ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี  สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง   ด๎านซ๎ายมือ
เขียนชื่อวิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก  ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ 

7)  จัดเก็บตัวอยํางเพลี้ยหอยในกลํองใสํสไลด๑ถาวรและน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง โดย
แบํงเป็นหมวดหมูํตามหลักสากล  
 
การทดลองท่ี 1.1.24 อนุกรมวิธานแมลงหว่ีขาวในวงศ์ย่อย Aleyrodinae 

1)  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมลงหวี่ขาวศัตรูพืชในแปลงเพาะปลูก โดยตัดสํวนของพืชที่มีตัว
อํอน ดักแด๎ หรือตัวเต็มวัยแมลงหวี่ขาวเกาะอยูํด๎วยกรรไกรตัดกิ่ง น าตัวอยํางแมลงหวี่ขาวที่เก็บรวบรวมพร๎อม
พืชอาศัยหํอกระดาษแล๎วน าใสํถุงพลาสติก หรือกลํองพลาสติก หากตัวอยํางแมลงหวี่ขาวที่รวบรวมได๎อยูํใน
ระยะตัวอํอน ต๎องน าไปเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการจนเป็นดักแด๎ บันทึกข๎อมูลเบื้องต๎น เชํน พืชอาหาร สถานที่ วัน 
เดือน ปี วัดคําพิกัดภูมิศาสตร๑ และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง   ทุกครั้งที่เก็บตัวอยําง 
 2)  น าตัวอยํางดักแด๎และตัวเต็มวัยแมลงหวี่ขาวที่เก็บรวบรวม  มาตรวจลักษณะภายนอกภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ stereo microscope บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาด  รูปรําง ลักษณะ สี ฯลฯ  พร๎อมทั้ง
ถํายภาพแมลงหวี่ขาวแตํละระยะ  

3)  น าตัวอยํางดักแด๎ที่ส ารวจได๎ บางสํวนมาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Martin 
(1987) โดยตัดชิ้นสํวนของพืชเฉพาะที่มีดักแด๎ติดอยูํ   แชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 % ทิ้งไว๎ 
24 ชั่วโมง  หรือแชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 %  ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-
20 นาที  จะชํวยให๎แยกดักแด๎ออกจากพืชอาศัยได๎งําย  โดยไมํท าให๎ตัวอยํางเสียหาย (ขั้นตอนนี้ระวังไมํให๎
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑เดือด)   ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ออก เติมกรดแกลเชียลอะ
ซิติก  แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที แล๎วดูดกรดแกลเซียลอะซิติกออก เติมสารละลายคลอรอล-ฟีนอล (chloral-phenol) 
แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาทีเชํนกัน แล๎วดูดสารผสมนี้ออก วิธีนี้นอกจากจะชํวยก าจัดคราบไขมันที่หํอหุ๎มดักแด๎แล๎ว  ยัง
ชํวยในการย๎อมสีท าให๎ตัวอยํางติดสีได๎ดีข้ึน  การย๎อมสีแมลงหวี่ขาวปฏิบัติตามข้ันตอนดังนี ้
  -  ดักแด๎ที่มีสีเข๎มหรือสีด า  ให๎ล๎างตัวอยํางด๎วยแอลกอฮอล๑  95% แล๎วย๎ายตัวอยํางลงใน
สารละลายที่เป็นสํวนผสมของแอมโมเนีย (Ammonia)  กับไฮโดรเยนเปอร๑ออกไซด๑ (hydrogen peroxide)     
ในอัตราสํวน 80: 20    โดยปริมาตร   แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที สารละลายนี้จะชํวยท าให๎ตัวอยํางที่มีสีเข๎มใสขึ้น 
  - ดักแด๎ที่มีสีจางหรือสีซีด   ให๎ล๎างตัวอยํางด๎วยกรดแกลเชียลอะซิติก    ย๎ายตัวอยํางลงใน
สารละลายแอซิกฟุชซินสเตน   ใช๎เพียง 2-3 หยดเพ่ือย๎อมสีตัวอยําง  แชํทิ้งไว๎ 2 -3 นาที  ดูดสารละลาย หรือ
สีย๎อมออก   ล๎างด๎วยกรดแกลเชียลอะซิติก และแชํในกรดแกลเชียลอะซิติก ทิ้งไว๎ 2-3 นาที แล๎วดูดสารละลาย
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นี้ออก เติมโคลฟออยหรือไซลีน แชํทิ้งไว๎ 2-3 นาที เมาท๑ตัวอยํางบนแผํนสไลด๑ แล๎วน าไปอบให๎แห๎งใช๎เวลา 5 
สัปดาห๑ 

4)  น าสไลด๑ที่ผํานการอบจนแห๎งแล๎วมาตรวจวิเคราะห๑จ าแนกชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ compound 
microscope ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของ
แมลงหวี่ขาว ลักษณะส าคัญที่ใช๎จ าแนกชนิดได๎แกํ ขนและหนาม (setae & spine) ขอบล าตัว (margin) 
อวัยวะที่ใช๎ในการขับไข เชํน ชํองเปิดชนิดตํางๆ(pores) vesiform orifice lingula และ operculum เป็นต๎น 

5)  บันทึกรายละเอียดของแมลงหวี่ขาวชนิดตํางๆที่ส ารวจพบ    และข๎อมูลอ่ืนที่ส าคัญ ถํายภาพใต๎
กล๎องจุลทรรศน๑ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผํนปูายที่ต๎องติดไว๎กับสไลด๑แมลงหวี่ขาวแตํละตัว ได๎แกํ ชื่อ
วิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และ วัน/เดือน/ปีที่ท าสไลด๑ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช๎เมาท๑ 
(mount) สไลด๑   

6)  จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษา  โดยน าตัวอยํางแมลงหวี่ขาวพร๎อมตัวอยํางพืชที่มีดักแด๎เกาะอยูํและ
สไลด๑ถาวรที่ท าเสร็จแล๎ว เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากล  เ พ่ือตรวจสอบ 
สืบค๎น และอ๎างอิงในภายหลัง 
 
การทดลองท่ี 1.1.25 อนุกรมวิธานเพลี้ยไฟสกุล  Haplothrips 

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
1) ใช๎วิธีการตีหรือเขยําสํวนของพืชให๎เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่รองรับ และใช๎พํูกันเขี่ยเพลี้ยไฟ

แตํละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA รวมทั้งเก็บตัวอยํางที่มีชีวิตด๎วย 
2) น าตัวอยํางทั้งหมดท่ีรวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาด๎านอนุกรมวิธาน โดยน าไปท า

สไลด๑ถาวร 
วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟ 

1. ย๎ายตัวอยํางเพลี้ยไฟจากขวดลงเก็บรักษาในแอลกอฮอล๑ 60 % แชํทิ้งไว๎อยํางน๎อย 24 ชั่วโมง 
2. ย๎ายลงในโซเดียมไฮดรอกไซด๑ (sodium hydroxide) 5% เพ่ือท าให๎สีของเพลี้ยไฟจางลง เวลาที่ใช๎

ขึ้นอยูํกับชนิดของตัวอยํางเพลี้ยไฟ เจาะสํวนท๎องของเพลี้ยไฟบริเวณต๎นขาของขาหลังด๎วยเข็มแหลมขนาดเล็ก 
เพ่ือให๎ของเหลวภายในออกจากตัวเพลี้ยไฟ 

3. ย๎ายเพลี้ยไฟที่เจาะแล๎วลงในน้ ากลั่น จากนั้นน าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 50 %ทิ้งไว๎ 2 – 3 นาที 
4. ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 60 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง 
5. ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 70 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 1 ชั่วโมง 
6. ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 80 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 20 นาที 
7. ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 10 นาท ี
8. ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 100 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 5 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
9. ย๎ายลงในโคลฟออย (clove oil) เพ่ือให๎ตัวอยํางของเพลี้ยไฟใส แชํทิ้งไว๎ 20 – 30 นาที 
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10. หยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) ซึ่งเป็นน้ ายาเมาท๑สไลด๑ (Mounting media) เพียงเล็ก
น๎อยลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ ปูายเพลี้ยไฟลงในหยดแคนาดาบัลซัมลงบนกึ่งกลางของแผํนสไลด๑แก๎ว คํอยๆคว่ า
แผํนสไลด๑ช๎าๆ จนกระทั่งจรดแผํนแก๎วปิดสไลด๑ รีบพลิกแผํนสไลด๑แก๎วให๎ด๎านแผํนแก๎วปิดสไลด๑กลับขึ้นด๎านบน 
น าไปอบให๎แห๎ง 

11) วาดภาพ/ถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานและจัดท าแนวทางการวินิจฉัยระดับชนิด ของ
เพลี้ยไฟที่ได๎ศึกษา 
 
การทดลองท่ี 1.1.26 อนุกรมวิธานมวนปีกแก้วในสกุล  Stephanitis 

1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางมวนปีกแก๎วในแปลงเพาะปลูกพืชที่มีรายงานวําเป็นพืชอาหาร
ของมวนปีกแก๎วทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยตัดสํวนของพืชที่มีตัวอํอน หรือตัวเต็มวัยมวนปีกแก๎ว น า
ตัวอยํางที่เก็บรวบรวมพร๎อมพืชอาศัยหํอกระดาษแล๎วน าใสํถุงพลาสติก หรือกลํองพลาสติก หากตัวอยํางมวน
ปีกแก๎วที่รวบรวมได๎อยูํในระยะตัวอํอน ต๎องน าไปเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการจนเป็นตัวเต็มวัย พร๎อมทั้งถํายภาพ
มวนปีกแก๎วแตํละระยะ บันทึกรายละเอียด พืชอาหาร สถานที่เก็บตัวอยําง วัดคําพิกัดภูมิศาสตร๑ (GPS) ซึ่ง
ประกอบด๎วยคําละติจูด (Latitude) คําลองติจูด (Longitude) ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล (Altitude) 
วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยํางและชื่อผู๎เก็บตัวอยําง ทุกครั้งที่เก็บตัวอยําง ส าหรับตัวเต็มวัยของมวนปีกแก๎วจะท า
การฆําโดยใช๎ขวดฆํา (killing jar) ซึ่งบรรจุน้ ายา ethyl acetate หลังจากมวนปีกแก๎วตายให๎เก็บตัวเต็มวัยใน
กระดาษรูปสามเหลี่ยมใสํในกลํองพลาสติกเพ่ือปูองกันการเสียหาย น าตัวอยํางทั้งหมดที่รวบรวมได๎กลับไปยัง
ห๎องปฏิบัติการ นอกจากตัวอยํางมวนปีกแก๎วที่ได๎จากสภาพธรรมชาติแล๎ว มีตัวอยํางมวนปีกแก๎วที่มีอยูํเดิมใน
พิพิธภัณฑ๑ กรมวิชาการเกษตร ตัวอยํางที่ได๎จากนักวิชาการ และตัวอยํางจากผู๎มาขอรับบริการตรวจจ าแนก
วิเคราะห๑ชนิด เพ่ือใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ด๎วย 

2)  น าตัวอยํางมวนปีกแก๎วที่ได๎จากการส ารวจ มาจัดรูปรํางโดยน าไปติดบนกระดาษรูป 
สามเหลี่ยมขนาดเล็ก จัดรูปรํางให๎เห็นด๎านหลังและด๎านข๎าง หรือวางตะแคงข๎างให๎สํวนอกติดอยูํบนปลาย
แหลมของกระดาษแข็งรูปสามเหลี่ยม น าไปอบแห๎งในตู๎อบตัวอยํางแมลง ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
15-30 วัน  

3)  น าตัวอยํางของมวนปีกแก๎วที่รวบรวมได๎มาตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด โดยดูลักษณะภายนอก
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo microscope แล๎วบันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาดล าตัว  รูปรําง ลักษณะ 
และสี เป็นต๎น โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดมวน
ปีกแก๎วที่เป็นศัตรูพืชส าคัญของโลก ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ 
 4)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของมวนปีกแก๎วสกุล Stephanitis ที่รวบรวมได๎พร๎อม
ภาพประกอบ 
 5)  จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษา เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของ
การเก็บรักษาตวัอยํางแมลง เพ่ือตรวจสอบ สืบค๎น และอ๎างอิงในภายหลัง 
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การทดลองท่ี 1.1.27 อนุกรมวิธานผีเสื้อกลางคืนสกุล  Parapoynx 

 1)  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางผีเสื้อจากแหลํงปลูกพืชทั่วไป ทั้งพ้ืนที่เกษตร และพ้ืนที่ปุา  ทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย  ใช๎สวิงจับแมลง (insect net) โฉบ เพ่ือเก็บตัวอยํางผีเสื้อในชํวงเวลากลางวัน  และ
ติดตั้งกับดักแสงไฟ (light trap) เพ่ือดึงดูดผีเสื้อชํวงเวลากลางคืน    ฆําโดยใช๎ขวดฆํา (killing jar) ซึ่งบรรจุ
น้ ายา ethyl acetate หลังจากผีเสื้อตายแล๎ว ใช๎เข็มไร๎สนิม (stainless steel)   ปักกลางอกด๎านบนเพ่ือรักษา
ตัวอยํางไมํให๎เสียหาย  บันทึกรายละเอียด พืชอาหาร วัน เดือน ปี  สถานที่เก็บตัวอยําง วัดคําพิกัดภูมิศาสตร๑  
และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง   น าตัวอยํางใสํกลํอง เก็บรวมไว๎ในกลํองรักษาความเย็นเพ่ือปูองกันไมํให๎ตัวอยํางเนําเสีย 
น าตัวอยํางทั้งหมดที่รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ  นอกจากตัวอยํางผีเสื้อที่ได๎จากสภาพธรรมชาติแล๎ว 
มีตัวอยํางผีเสื้อที่มีอยูํเดิมในพิพิธภัณฑ๑ กรมวิชาการเกษตร  ตัวอยํางที่ได๎รับจากนักวิชาการ  และตัวอยํางจาก
ผู๎มาขอรับบริการตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด  เพื่อใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ด๎วย 
 2)  น าตัวอยํางผีเสื้อที่ได๎จากการส ารวจ มาจัดรูปรําง บนไม๎จัดรูปรําง (setting board)   จัดปีกให๎
กางออกโดยให๎ขอบลํางของปีกคูํหน๎าตั้งฉากกับล าตัว ขอบบนของปีกคูํหลังอยูํใต๎ขอบลํางของปีกคูํหน๎า น าไป
อบให๎แห๎งในตู๎อบ (oven)  ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลา 15-30 วัน ขึ้นกับขนาดตัวอยําง 
 3)  น าตัวอยํางผีเสื้อที่รวบรวมได๎มาตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ Stereo microscope แล๎วบันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาดล าตัว รูปรําง ลักษณะ และสี  เป็น
ต๎น  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิด ผีเสื้อกลางคืน
สกุล  Parapoynx  ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑  ในผีเสื้อบางชนิดซึ่งมี
ลักษณะภายนอกใกล๎เคียงกันมากต๎องใช๎อวัยวะสืบพันธุ๑เพศในการจ าแนก  ซึ่งมีขั้นตอนการท าสไลด๑ดังนี้ 
  -  ตัดสํวนท๎องของผีเสื้อ แชํในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 % ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง  
หรือต๎มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 10 %  ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 – 20 นาที   
  - ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล๎างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ 
ที่ยังหลงเหลืออยูํออกให๎หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย๎อมสีด๎วยเกจส๑สเตน (Gage’s slain) ซึ่งเป็นสารละลายของ
แอซิตฟุซซิน 0.5 กรัม กรดเกลือ 10%  25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แชํทิ้งไว๎  นาน 2-3 นาทีหรือ
นานถึง 12 ชั่วโมง ทั้งนี้ขึ้นอยูํกับโครงสร๎างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ๑ของตัวอยํางผีเสื้อที่จะติดสีได๎งํายหรือ
ยาก 
  -  ย๎ายตัวอยํางลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผําเอาอวัยวะสืบพันธุ๑ออกจากท๎อง ถ๎าเป็นเพศผู๎ใช๎
ปากคีบปลายแหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ๑ออกจากท๎องได๎เลย แตํถ๎าเป็นเพศเมียใช๎มีดผําตัดผําผนังล าตัวด๎านข๎าง
ออกเพ่ือปูองกันการเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ๑  ใช๎พูํกันและปากคีบปลายแหลมท าความสะอาดไขมันสํวนเกิน
ออกให๎หมด 
  -  ย๎ายตัวอยํางลงแอลกอฮอล๑ 30% จัดรูปรํางอวัยวะสืบพันธุ๑ ให๎ได๎ตามลักษณะที่ต๎องการ    
ย๎ายตัวอยํางแชํในแอลกฮอล๑ 100%  ก าจัดน้ าออกให๎หมด  
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  -  เมาท๑ลงบนแผํนสไลด๑แก๎ว โดยน าอวัยวะสืบพันธุ๑ วางบนสไลด๑ที่หยดน้ ายา canada 
balsam แล๎วปิดทับด๎วยกระจกปิดสไลด๑ น าไปอบให๎แห๎งในตู๎อบอุณหภูมิ 50 OC  นาน 4 - 6 สัปดาห๑ จึงน า
ออกมาศึกษา  

4)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร๎อมทั้งถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound microscope  
วาดรูปโดยใช๎เครื่องมือ camera   lucida ชํวยท าให๎ทราบสัดสํวนที่แท๎จริงได๎  บันทึกรายละเอียดบนแผํนปูาย
บันทึกของผีเสื้อ แตํละตัว ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  

5) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของผีเสื้อกลางคืนสกุล  Parapoynx  ที่รวบรวมได๎
พร๎อมภาพประกอบ 

6)  จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอยํางแมลง   (ผีเสื้อกลางคืนสกุล  Parapoynx  ทุกชนิดที่รายงานไว๎ต๎องเก็บรักษาตัวอยํางจริงไว๎เพ่ือการ
ตรวจสอบ สืบค๎น และอ๎างอิงในภายหลัง) 
 
การทดลองท่ี 1.1.28  อนุกรมวิธานและการแพร่กระจายของแตนเบียนไข่วงศ์ใหญ่  Platygastroidea  ที่

เข้าท าลายหนอนกอข้าว มวนเขียวข้าว และเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล 

1) การเก็บและรักษาตัวอย่างแตนเบียนไข่ (Acquisition of research material) 
ตัวอยํางแมลงจะถูกเก็บโดย 2 กรรมวิธีประกอบไปด๎วย การเก็บตัวอยํางแห๎งและการเก็บตัวอยํางสดเพ่ือ
งานวิจัยทางชีวโมเลกุล ใช๎ 4 วิธีพ้ืนฐานทางกีฏวิทยาในการเก็บตัวอยํางได๎แกํ สวิงโฉบแมลง yellow pan 
traps, Malaise trap และ Slam trap. การใช๎ yellow pan trap จะท าการเก็บแมลงทุกวัน ส าหรับ 
Malaise trap และ Slam trap สามารถเว๎นระยะเวลา 5-10 วัน น าแมลงออกจากกับดักโดยใช๎ ตาขํายความ
ละเอียดพิเศษ (fine-mesh aquarium net) เก็บใน 95% ethanol หลังจากนั้นเก็บรักษาตัวอยํางในตู๎เย็นที่
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส รอเพ่ือเตรียมตัวอยํางแห๎ง หรือทั้งนี้ส าหรับตัวอยํางบางสํวน สามารถน ามาสกัด 
ดี เอ็น เอ ตํอไป   

2) การจัดจ าแนกโดยศึกษาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
แมลงที่เก็บได๎จากแปลงปลูกข๎าวทั้งในและนอกฤดูปลูก จะถูกจัดจ าแนกในระดับอันดับ (order) นับจ านวน
ของแมลงในแตํละอันดับในแตํละครั้งที่ท าการเก็บตัวอยําง ทั้งนี้เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพของกับดั ก วิธีการเก็บ
แมลง แมลงในกลุํมเปูาหมาย Hymenoptera จะถูกแยกกลุํมในระดับ Superfamily การจัดแบํงในหมวด 
วงศ๑และสกุล  ( Fami l y  และ genus) ด า เนิ นการ เฉพาะในกลุํ มที่ ต๎ องการศึกษา Chalcidoidea 
(Trichogrammatidae) และ Platygastroidea (Platygastridae) เอกสารหลักที่ใช๎ในการจัดจ าแนกได๎แกํ 
“Hymenoptera of the world: an identification guide to families” (Masner, 1993) และความ
รํวมมือจากนักวิจัยจากประเทศแคนนาดา (CNCI:Canadian National Collection of Insects) การศึกษา
ภายใต๎กล๎อง stereo microscope ใช๎โปรแกรมการถํายภาพ  AutoMontage หรือ Cartograph extended-
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focus โดยใช๎ JVC KY-F75U digital camera, Leica Z16 APOA ส าหรับการถํายภาพและการวัดระยะโดย
ได๎รับความรํวมมือจาก Platygastroid PBI project ประเทศ สหรัฐอเมริกา 

3) ลักษณะทางสันฐานวิทยาที่ใช้ในการทดลอง 
ลักษณะและค าศัพท๑ทางสันฐานวิทยาที่ใช๎ในการทดลอง: A1, A2, ... A12: antennomere 1, 2, …12; claval 
formula (ลักษณะเฉพาะของแมลงในกลุํมนี้คือ multiporous basiconic sensilla สํวนลํางหนวดของแมลง
เพศเมีย (Bin, 1982); POL: posterior ocellar line, ระยะที่สั้นที่สุดระหวําง inner margins of posterior 
ocelli; OOL: ocular ocellar line, ระยะที่สั้นที่สุดจาก  inner orbit และ outer margin ของ lateral 
ocellus (Masner, 1980); T1, T2, ... T7: metasomal tergite 1, 2, ... 7. ลักษณะทาสัณฐานวิทยา
นอกเหนือจากนี้อ๎างอิงจาก Masner (1980) และ Mikó et al. (2007).  

4) การลงทะเบียนและระบบฐานข้อมูลแตนเบียนไข่ในประเทศไทย 
หากมีการค๎นพบชื่อวิทยาศาสตร๑ชนิดใหมํของโลกจะมีการตีพิมพ๑และขึ้นทะเบียนกับ IZCN-Zoobank 
(Polaszek et al., 2005) รวมถึงสถานที่ ที่ค๎นพบ รูปแบบการเขียนตีพิมพ๑ผลงานวิจัย (taxonomic 
description) ด าเนินการตามแบบมาตรฐานของ Pyle et al. (2008) และ Johnson et al. (2008) ตัวอยําง
แมลงทั้งหมดจะถูกเก็บรวบรวม พร๎อมทั้ง ลงบันทึกเขตการแพรํกระจาย แหลํงที่เก็บ แมลงอาศัย ณ 
พิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 1.1.29  สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้ Common Blossom 

Thrips; Frankliniella schultzei (Trybom) 

 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยไฟในแหลํงปลูกพืชตํางๆ ทุกภูมิภาคของประเทศไทย เพ่ือ

ศึกษาความแปรปรวนของล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม๎ ในพ้ืนที่ภูมิภาคเดียวกันและระหวํางภูมิภาค 
โดยใช๎วิธีการตีหรือเขยําสํวนของพืชเชํน ใบ และดอก ให๎เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่รองรับ และใช๎พํูกัน
เขี่ยเพลี้ยไฟแตํละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA ส าหรับศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและ แอลกอฮอล๑ 95% 
ส าหรับศึกษาล าดับพันธุกรรม รวมทั้งเก็บตัวอยํางท่ีมีชีวิตด๎วย บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได๎ เชํน พืช
ที่เก็บ สํวนของพืชที่เก็บ สถานที่เก็บ พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) และชื่อผู๎เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟ 

2) น าตัวอยํางทั้งหมดท่ีรวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาพฤติกรรมและการเจริญเติบโต 
และน าตัวเต็มวัยไปท าสไลด๑ถาวร 

วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟ มีขั้นตอนดังนี้ 
 - ย๎ายตัวอยํางเพลี้ยไฟจากขวดลงเก็บรักษาในแอลกอฮอล๑ 60 % แชํทิ้งไว๎อยํางน๎อย 24 ชั่วโมง 
 - ย๎ายลงในโซเดียมไฮดรอกไซด๑ (sodium hydroxide) 5% เพ่ือท าให๎สีของเพลี้ยไฟจางลง เวลาที่ใช๎
ขึ้นอยูํกับชนิดของตัวอยํางเพลี้ยไฟ เจาะสํวนท๎องของเพลี้ยไฟบริเวณต๎นขาของขาหลังด๎วยเข็มแหลมขนาดเล็ก 
เพ่ือให๎ของเหลวภายในออกจากตัวเพลี้ยไฟ 
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 - ย๎ายเพลี้ยไฟที่เจาะแล๎วลงในน้ ากลั่น จากนั้นน าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 50 %ทิ้งไว๎ 2 – 3 นาที 
 - ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 60 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง 
 - ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 70 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 1 ชั่วโมง 
 - ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 80 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 20 นาที 
 - ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 10 นาที 
 - ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 100 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 5 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
 - ย๎ายลงในโคลฟออย (clove oil) เพ่ือให๎ตัวอยํางของเพลี้ยไฟใส แชํทิ้งไว๎ 20 – 30 นาที 
 - หยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) ซึ่งเป็นน้ ายาเมาท๑สไลด๑ (Mounting media) เพียงเล็ก
น๎อยลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ ปูายเพลี้ยไฟลงในหยดแคนาดาบัลซัมลงบนกึ่งกลางของแผํนสไลด๑แก๎ว คํอยๆคว่ า
แผํนสไลด๑ช๎าๆ จนกระทั่งจรดแผํนแก๎วปิดสไลด๑ รีบพลิกแผํนสไลด๑แก๎วให๎ด๎านแผํนแก๎วปิดสไลด๑กลับขึ้นด๎านบน 
น าไปอบให๎แห๎ง 
 3) วาดภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของแมลงที่ได๎ศึกษา 
 การศึกษาล าดับพันธุกรรม 

น าตัวอยํางเพลี้ยไฟที่ได๎จ าแนกชนิดเบื้องต๎นภายใต๎ stereo microscope ใช๎ตัวอยํางกลุํมเดียวกับที่
ใช๎ท าสไลด๑ถาวร) มาศึกษาล าดับพันธุกรรมโดยปรับปรุงจากวิธีการศึกษายีน COI ของ Tada (2004) 
 1) ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 
 - บดตัวอยํางเพลี้ยไฟ 1 ตัวอยํางใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด๎วย sterilized 
polypropylene pestle ในสารละลาย STE buffer [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL (pH 8.0), 1 mM 
EDTA (pH 8.0)] 100 ไมโครลิตร 
 - น าสารละลายที่ได๎ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้นน าเข๎เครื่องปั่น
แรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นาที เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห๎อง 
 - ดูดสารละลายสํวนใสที่ได๎ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช๎เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
 (polymerase chain reaction) 
 2) การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
 - ศึกษายีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนาด 642 bp และเป็น conserved 
region ของแมลงทุกชนิด (บาร๑โค๎ด) โดยใช๎ primer UEA 7 และ UEA 10 ล าดับของ primer คือ 
   UEA 7  5’-TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC-3’ 
   UEA 10  5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’ 
 - น าสารละลายสํวนใสที่ได๎จากข๎อ 3 ท าปฏิกิริยากับ 20 µl reaction volumes [12.5 µl ddH20, 2 
µl10X PCR buffer (Promega), 2 µl 25 mM MgCl2, 0.5 µl dNTP (10 mM each), 0.5 µl 20 mM 
forward and reverse primers และ Tag DNA polymerase 1 unit (Promega) ขั้นตอนและอุณหภูมิของ
ขั้นตอนการท า PCR คือ 



40 
 
  Initial denaturation  ที ่94 ˚C  3 นาท ี
   Denaturation  ที ่94 ˚C  1 นาที 
   Annealing  ที่ 55 ˚C  1 นาที  
   Extension  ที่ 72 ˚C  1 นาที 
  Final extension  ที่ 72 ˚C  30 นาท ี
 - หลังจากข้ันตอน PCR น าสารที่ได๎ 10 ไมโครลิตรทดสอบใน 1% w/v agarose gel เปรียบเทียบกับ 
100 bp DNA ladder เพ่ือหาขนาดของ DNA ที่ได๎จากการท า PCR วํามีขนาดประมาณ 700 bpหรือไม ํ

3) การหาและวิเคราะห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
 - วิเคราะห๑ล าดับเบสด๎วยเครื่องวิเคราะห๑ล าดับเบส น าผลที่ได๎ไปวิเคราะห๑ยีนของ NCBI 
 
การทดลองท่ี 1.1.30  อนุกรมวิธานไรสี่ขาในวงศ์  Eriophyidae ของประเทศไทย 

 การเก็บตัวอย่างและการท าสไลด์ถาวร 
1)โดยเก็บใบ กิ่ง ผล หรือสํวนตําง ๆ ของพืช ที่แสดงอาการผิดปกติ    ลงในกลํองพลาสติก หรือถุง

กระดาษพับปากถุง  
2) บันทึกข๎อมูลเกี่ยวกับตัวอยํางไร เชํน ชื่อพืช ผู๎เก็บ สถานที่ที่เก็บตัวอยํางไร บันทึกข๎อมูลพิกัดทาง

ภูมิศาสตร๑ (GPS)  จากนั้นน าตัวอยํางแชํลงในกระติกน้ าแข็งกํอนน ากลับมายังห๎องปฏิบัติการ  
3) การท าสไลด๑ถาวรภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด Stereomicroscope  หยด Hoyer’s solution ลง

บนสไลด๑ 1 หยด ใช๎พูํกันเขี่ยตัวไรลงบนหยดน้ ายาจัดตัวอยํางไรให๎อยูํในสภาพที่เห็นสํวนตําง ๆ ได๎ชัดเจน  
4) จัดทําทางของไรสี่ขาให๎อยูํในทําคว่ า และทําตะแคงข๎าง  เพ่ือตรวจดูลักษณะตําง ๆ ที่ ใช๎ในการ

จ าแนก จากนั้นปิดสไลด๑ด๎วย กระจกปิดสไดล๑ ใช๎ปากกาเขียนแก๎ววงกลมล๎อมรอบตัวไรทันทีหลังจากท าสไลด๑
เรียบร๎อยแล๎ว เพื่อสะดวกในการหาตัวไรได๎งํายขึ้น   

5) น าเข๎าตู๎อบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ทิ้งไว๎ประมาณ 1 สัปดาห๑ ผนึกขอบกระจกสไลด๑  ด๎วย
น้ ายา  ทาเล็บ และปิดปูายบันทึกข๎อมูลเกี่ยวกับ สถานที่เก็บ วันที่ ชื่อผู๎เก็บและพืชอาศัยที่ด๎านขวามือของแผํน
สไลด๑ 

การศึกษาอนุกรมวิธาน 
1) ตรวจจ าแนกชนิดไรสี่ขาบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 

microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยอาศัยหลักการทางด๎านอนุกรมวิธาน 
2) การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎ว ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน 

เดือน ปี  สถานที่ และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  ด๎านซ๎ายมือเขียนชื่อวิทยาศาสตร๑  เพศ ชื่อผู๎จ าแนก  ควรลง
รายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ 

35 cycles 
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3) วาดรูปแสดงลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนกชนิดพร๎อมทั้งท า key ส าหรับใช๎ในการจ าแนกชนิด
ของไรสี่ขาในในวงศ๑ Eriophyidae ของประเทศไทย น าเข๎าเก็บในพิพิธภัณฑ๑โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามหลัก
สากล   
 
การทดลองที่ 1.1.31  ชีววิทยา การเข้าท าลาย ฤดูกาลระบาดของแมลงวันทองชนิด Bactrocera tau  

(Walker)  

ขั้นตอนที่ 1. ส ารวจชนิดแมลงวันทองท่ีเข้าท าลายพืชตระกูลแตง 
โดยเก็บผลพืชตระกูลแตง เชํน ฟักทอง ฟักเขียว มะระ ฟักข๎าว ที่ถูกแมลงวันทองท าลายจากแหลํง

ปลูกตํางๆ ชั่งน้ าหนักและนับจ านวน บันทึกวัน/เดือน/ปี ระยะพืช และสถานที่เก็บ  แล๎วน ามาเลี้ยงใน
ห๎องปฏิบัติการพืช โดยน าผลใสํกลํองพลาสติกที่รองก๎นกลํองด๎วยขี้เลื่อยที่มีความชื้น สูงประมาณ 2.50 ซม. รอ
จนหนอนแมลงวันทองออกมาเข๎าดักแด๎ในข้ีเลื่อย (ประมาณ 10 วัน) จากนั้นใช๎ตะแกรงรํอนเบอร๑ 20 รํอนแยก
ดักแด๎ออกจากขี้เลื่อย แล๎วน าใสํกลํองพลาสติกขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 8 ซม. สูง 5 ซม. คลุมทับด๎วยขี้เลื่อยที่
มีความชื้น สูงประมาณ 1.50 ซม. แล๎วน าไปไว๎ในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 35x35x50 ซม. ภายในมีน้ าและอาหาร
ส าหรับตัวเต็มวัย (Brewer’s yeast :น้ าตาลไอซ๑ซิ่ง อัตรา 1:4) เมื่อตัวเต็มวัยมีอายุประมาณ 7-14 วัน น าใสํ
หลอดแก๎วแชํในชํองท าน้ าแข็ง (freezer) นาน 4-5 ชั่วโมง  แล๎วน าไปจ าแนกชนิดและนับจ านวน บันทึก
จ านวนและเพศของแมลงวันทอง 
ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาชีววิทยาของแมลงวันทองชนิด B. tau ในห้องปฏิบัติการ 

เก็บรวบรวมแมลงวันทองชนิด B. tau จากแปลงฟักเขียว ฟักทอง มะระและฟักข๎าว โดยเก็บผลที่ถูก
แมลงวันทองท าลายจากแหลํงปลูกมาเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ เมื่อได๎แมลงวันทองชนิด B. tau จึงน ามาเลี้ยง
ขยายพันธุ๑ตํอจนได๎รุํนที่ 1 (F1) จากนั้นท าการศึกษา 

2.1) วงจรชีวิตของแมลงวันทองชนิด B. tau ด าเนินการศึกษาวงจรชีวิตในระยะตํางๆ ดังนี้ 
ระยะไขํ   ศึกษาอายุของไขํด๎วยการท า Hatching Rate ด๎วยการเขี่ยไขํลงบนกระดาษกรองเบอร๑ 91 

ที่ให๎ความชื้นตลอดเวลา แล๎วเก็บไว๎ในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 9 ซม. จากนั้นตรวจนับและบันทึก
จ านวนหนอนที่ฟักออกจากไขํทุก 6 ชั่วโมง ท า 5 ซ้ าๆ ละ 100 ฟอง   

ระยะหนอน  ศึกษาอายุและลักษณะของหนอนวัยตํางๆ โดยเลี้ยงหนอนในผลฟักทอง บันทึกขนาด 
ลักษณะ และการตายของหนอนวัยตํางๆ โดยศึกษาจากหนอน 100 ตัว 

ระยะดักแด๎  ศึกษาอายุและลักษณะของดักแด๎ โดยท าการบันทึกขนาด และลักษณะของดักแด๎ โดย
ศึกษาจากดักแด๎ 100 ดักแด๎  

ระยะตัวเต็มวัย  ศึกษาอายุขัย การผสมพันธุ๑ การวางไขํ และลักษณะของตัวเต็มวัย โดยเลี้ยงแมลงวัน
ทองชนิด B. tau 1 คูํ ในกลํองพลาสติกขนาด 21x15x8 ซม. ที่ภายในมีน้ า อาหาร และกระบอกพลาสติก
ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 2.5 ซม. สูง 4.5 ซม. เจาะรูขนาดเล็กจ านวน 20 รู ภายในใสํชิ้นฟักทองตัดให๎พอดีกับ
หลอด เพื่อลํอให๎แมลงวางไขํ บันทึกปริมาณไขํทุกวันจนตัวเต็มวัยเพศเมียตาย นอกจากนี้ท าการบันทึกลักษณะ
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ตัวเต็มวัยทั้งเพศผู๎และเพศเมีย ลักษณะการจับคูํผสมพันธุ๑ และการตายของตัวเต็มวัย โดยศึกษาจากแมลงวัน
ทองจ านวน 10 คู ํ

2.2) ตารางชีวิต (Life table) ของแมลงวันทองชนิด B. tau ท าการเจาะรูขนาด 1x1x1 ซม. บน
ผลฟักทอง จากนั้นน ากระดาษกรองสีด าขนาด 0.5x0.5 ซม. วางในชํองที่เจาะไว๎  แล๎วน าไขํของแมลงวันทอง
ชนิด B. tau วางในกระดาษจ านวน 100 ฟองตํอผล ท า 5 ซ้ า จากนั้นปิดด๎วย parafilm บันทึกจ านวนไขํที่ฟัก 
หนอนวัยตํางๆ ดักแด๎ และตัวเต็มวัย แล๎วน ามาค านวณตามวิธีของ Southwood (1966) 
ขั้นตอนที่ 3. การศึกษานิเวศวิทยาของแมลงวันทองชนิด B. tau ในแหล่งปลูก 

3.1) การศึกษาระยะการเข้าท าลายของแมลงวันทองชนิด B. tau ในแหล่งปลูก เก็บผลของฟัก
เขียวและฟักทองในระยะตํางๆ ตั้งแตํเริ่มติดผล 1 สัปดาห๑จนถึงระยะเก็บเกี่ยวจากแปลงปลูก โดยเลือกเก็บผล
ที่มีอายุเทํากันสัปดาห๑ละ 10 ผล น าเข๎าห๎องปฏิบัติการวัดขนาดและชั่งน้ าหนักผล จากนั้นตรวจรํองรอยการ
วางไขํของแมลงวันผลไม๎ ถ๎าพบน าผลใสํกลํองพลาสติกรองก๎นกลํองด๎วยขี้เลื่อยที่มีความชื้น สูงประมาณ 2.50  
ซม. รอจนหนอนแมลงวันผลไม๎ออกมาเข๎าดักแด๎ในขี้เลื่อย แล๎วใช๎ตะแกรงรํอนเบอร๑ 20 รํอนแยกดักแด๎ออก
จากขี้เลื่อย แล๎วน าใสํกลํองพลาสติกขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง  8 ซม. สูง 5 ซม. คลุมทับด๎วยขี้เลื่อยที่มีความชื้น 
สูงประมาณ 1.50 ซม. จากนั้นน าไปไว๎ในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 35x35x50 ซม. ภายในมีน้ าและอาหารส าหรับ
ตัวเต็มวัย เมื่อตัวเต็มวัยมีอายุประมาณ 7-10 วัน น าใสํหลอดแก๎วแชํในชํองท าน้ าแข็ง (freezer) นาน 4-5 
ชั่วโมง แล๎วน าไปจ าแนกชนิดและนับจ านวน บันทึกจ านวนและเพศของแมลงวันผลไม๎  

3.2) ส ารวจศัตรูธรรมชาติที่ท าลายแมลงวันทองชนิด B. tau ในแหล่งปลูก เก็บรวบรวมศัตรู
ธรรมชาติจากแปลงปลูกในแหลํงตํางๆ จากนั้นน ามาจ าแนกชนิด บันทึกจ านวนและแหลํงที่พบ 

3.3) การศึกษาช่วงฤดูการระบาดของแมลงวันทองชนิด B. tau ในแปลงปลูก ท าการแขวนกับดัก
แมลงวันผลไม๎แบบ Steiner ภายในแขวนก๎อนส าลีชุบสารลํอแมลงวันผลไม๎ชนิด Cue lure ผสมสารฆําแมลง 
malathion ในอัตรา 1:1 โดยปริมาตร จ านวน 8 กับดัก/พ้ืนที่ 1 ไรํ โดยเก็บแมลงวันทองในกับดักออกทุก
สัปดาห๑ท าการจ าแนกชนิดและบันทึกจ านวนที่พบ   
 
การทดลองท่ี 1.1.32  ศึกษาโครโมโซมและเขตการกระจายของหอยสกุล Pomacea ในประเทศไทย 

 1) ส ารวจ/ เก็บตัวอย่าง และจัดท าแผนที่การกระจายพันธุ์ของหอยสกุล Pomacea .  
โดยส ารวจทุกๆ 2  เดือน ตามแหลํงน้ าธรรมชาติ หรือพ้ืนที่ท าการเกษตร ตามภาคตํางๆของประเทศไทย โดย
เก็บตัวอยํางพ้ืนที่ละ 30 ตัว และบันทึกพิกัดด๎วย GPS เพ่ือจัดท าแผนที่การกระจายพันธุ๑ของหอยสกุล 
Pomacea ด๎วยโปรแกรม  ArcView หรือ ArcGis จากนั้นน าตัวอยํางมาพักในตู๎กระจกขนาด  25x40x26  
เซนติเมตร และอํางซีเมนต๑ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 1 เมตร เพ่ือรอจ าแนกชนิดจากลักษณะสัณฐานวิทยาของ
เปลือกหอยในห๎องปฏิบัติการของกลุํมงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร (ในขั้นตอน12.2) โดยให๎ผักชนิดตํางๆเป็น
อาหาร และเปลี่ยนถํายน้ า สัปดาห๑ละ 2 ครั้ง  
 2) ตรวจสอบชนิดจากสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยสกุล Pomacea   
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น าตัวอยํางที่ได๎มาศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือก ด๎วยเทคนิคมอร๑โฟเมตริก โดยการถํายภาพ วาดภาพ และวัด
คํา shell length, shell width, last whorl height, aperture length และ aperture width ด๎วยเวอร๑
เนีย จากนั้นจึงเข๎าสูํการวิเคราะห๑ข๎อมูลทางสถิติ โดยใช๎ ANOVA จากโปรแกรม SPSS  และวิเคราะห๑ชื่อตาม
ระบบอนุกรมวิธานของหอย เปรียบเทียบกับเอกสารหอยทากทั้งในและตํางประเทศ ตามวิธีการของ Abbott 
(1989), Laws (1973) และ Vaught ( 1989)  จากนั้นน าข๎อมูลลักษณะสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยที่
วิเคราะห๑แล๎ว มาเปรียบเทียบเพ่ือคัดเลือกเฉพาะตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันไปศึกษาจ านวนโครโมโซมและ
การจัดเรียงคาริโอไทป์ในข้ันตอนตํอไป 
 3) ขั้นตอนการศึกษาคาริโอไทป์ โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อ gill ดังนี้ 
  3.1)  Pre-treatment โดยการฉีด 0.01 -0.02 % colchicines จ านวน 1-2 มล. เข๎าไปใน
หอย เป็นเวลา 3-4 ชม. เพ่ือยับยั้งการท างานของ spindle fiber ในโครโมโซม 
  3.2) Hypotonic treatment โดยการน าเนื้อเยื่อสํวน gill ของหอยมาแชํใน hypotonic 
solution (สารละลาย KCl) ประมาณ 30- 45 นาที เพื่อให๎เซลล๑บวม 
  3.3) Fixation โดยการน าเซลล๑ไปปั่นด๎วยเครื่อง centrifuge 1,000 รอบ/นาที เวลา 5 นาที 
แล๎วใช๎หลอดดูดสํวนที่เป็น supernatant ออกให๎หมด แล๎วเติมสาร fixative (Carnoy’s solution) 3-4 ครั้ง 
  3.4) Air-dried slide ดูดตัวอยําเซลล๑ที่ผํานขั้นตอน fixation ลงบนสไลด๑ และทิ้งให๎แห๎งที่
อุณหภูมิห๎อง 
  3.5)  Staining ย๎อมสไลด๑ที่แห๎งแล๎วด๎วย 20% Giemsa ที่มีสํวนผสมของ stock Giemsa’s 
Solution เป็นเวลา 30 นาที จึงล๎างออกด๎วยน้ ากลั่นและท้ิงให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง รอน าไปศึกษาตํอไป 

3.6) Analization น าสไลด๑ไปศึกษาภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบใช๎แสง ก าลังขยาย 100X 
วิเคราะห๑โครโมโซมโดยเลือกจากระยะเมทาเฟส (metaphase) ซึ่งมีการกระจายดี ไมํซ๎อนทับกัน นับจ านวน
โครโมโซม จับคูํโครโมโซมคูํเหมือน (homologous chromosome) มาจัดเรียงคาริโอไทป์ตามความยาวของ
โครโมโซมแตํละคํู ถํายภาพเซลล๑ที่เลือกไว๎ จากนั้นใช๎ภาพถํายมาวิเคราะห๑และค านวณหาคํา relative length 
(RL) และคํา centromeric index (CI) เพ่ือจัดชนิดโครโมโซม ตํอไป 
 4) บันทึกข้อมูล (ทุกข้ันตอนการทดลอง) ดังนี้ 
  1. บันทึกสถานที่และสภาพนิเวศ ที่เก็บตัวอยํางหอยสกุล Pomacea 
  2. บันทึกข๎อมูลทางพิกัดภูมิศาสตร๑และข๎อมูลกายภาพ ของสถานที่เก็บตัวอยําง 
  3.บันทึก ถํายภาพ วาดภาพและวัดขนาดเปลือกหอยสกุล Pomacea  เพ่ือน าไปวิเคราะห๑ตํอ 
  4. นับจ านวน ชนิดและรูปแบบการจัดเรียงคาริโอไทป์ของหอยสกุล Pomacea 
  5. บันทึกข๎อมูลอื่นๆ ที่สังเกตได๎ ตลอดการทดลอง 
 
การทดลองท่ี 1.1.33  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ (Rattus argentiventer) ที่พบใน

ประเทศไทย 



44 
 

1) สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับงานวิจัยที่เกี่ยวข๎องเพ่ือศึกษาเป็นแนวทาง 
2) สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของยีนตํางๆที่มีรายงานในฐานข๎อมูล Genbank  

(data base ของ NCBI) ของหนูนาใหญํ หนูศัตรูพืชสายพันธุ๑ที่พบในประเทศไทย และกลุํมอ่ืนที่ใกล๎เคียงกัน
เพ่ือมาใช๎เปรียบเทียบอ๎างอิง 

3) ออกแบบ primer  โดยใช๎ล าดับเบสของหนูนาใหญํที่มีในฐานข๎อมูล Genbank Accession 
number AB033701 , FR 775875 – 82 , HM217362 – 64 , JN675488 – 94 จ านวน 2 ชุด โดยชุดแรก
ออกแบบให๎จ าเพาะกับหนูนาใหญํเทํานั้น เพ่ือใช๎ในการจ าแนกชนิดของหนูด๎วยเทคนิค PCR   ชุดที่สอง 
ออกแบบ primer ให๎ครอบคลุมนิวคลีโอไทด๑บริเวณอนุรักษ๑ เพ่ือน ามาใช๎ในการถอดรหัสพันธุกรรมด๎วยเทคนิค 
Sequencing 

4) เก็บตัวอยํางหนูนาใหญํที่คัดเลือกไว๎ภาคละจ านวน 3 ตัว เพ่ือเป็นตัวแทนของหนูในภูมิภาคนั้นๆ 
ทั้งตัวอยํางสดที่แชํแข็งที่ อุณหภูมิ -70๐C และตัวอยํางแชํในแอลกอฮอล๑ 95% เชํน  กล๎ามเนื้อ หัวใจ ตับ ไต 
ปลายหู และปลายหาง  

5) สกัดดีเอ็นเอของหนูนาใหญํด๎วยเทคนิค Phenol extraction/Alcohol precipitation DNA ทั้ง
จากธรรมชาติและในห๎องปฏิบัติการโดยเลือกตัวอยํางหนูนาใหญํให๎ครบทุกภูมิภาคในประเทศไทยเพ่ือ เป็น
ตัวแทนในแตํละภาคของประเทศด๎วยวิธีการจ าแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาในเบื้องต๎นแล๎วเก็บ ดี
เอ็นเอท่ีสกัดได๎ที่ อุณหภูมิ -20 หรือ -70๐C 

6) ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของหนูนาใหญํ ที่พบภูมิภาคตํางๆในประเทศไทย โดยวิธี Multiplex 
(2 plex) PCR และ Single plex PCR โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่เป็นสํวนของ ไซโตโครม บี จ านวน   3 คูํ มีล าดับเบส 
ดังนี้ 

Multiplex (2 plex) PCR 
  R.a outer F 5’ ACA GCA TTC TCA TCA GTT ACT C 
  R.a outer R  5’ GTT GTT TGA TCC TGT TTC GTG 
  R.a Inner F 5’ GAT ATT TAC ACG CCA ACG GG 
  R.a Inner R 5’ GAT TAC GGT GGC TCC TCA A 
  Single plex PCR 
  Rat- 1w  5’ AAT CCG ATA TTT ACA CGC CAA CTG G 
  Rat- 2w  5’ ATA GCT GAT AAT AGG TTT GTG ATT TCG 
  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช๎ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ul ในหลอดขนาด 0.2 
ml โดยปฏิกิริยาประกอบด๎วยดีเอ็นเอของหนูนาใหญํ  2ul  ผสมกับ 5x PCR buffer  , 10mM dNTPs , 
เอนไซม๑ Hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพร๑เมอร๑ชนิดละ 10 mM แล๎วเติมน้ ากลั่น จนครบ
ปริมาตร 20 ul ผสมสารให๎เข๎ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ(Thermal cycler) โดยก าหนด
อุณหภูมิและเวลาให๎มีการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอ ดังนี้ 
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 ปฏิกิริยา             อุณหภูมิ(oc)  เวลา(นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบเริ่มต๎น (Initial Denaturing) 98   30 วินาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบ (Denaturing)   98   30 วินาที 
3. ไพร๑เมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (Annealing) 59   30 วินาที 
4. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (Extension)    72   45 วินาที 
5. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ รอบสุดท๎าย (Final Extension) 72      5 นาที 
 ท าปฏิกิริยาซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซํทั้งหมด 40 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 oc น าดีเอ็นเอที่ได๎
จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 5 ul มาผสมกับ loading dye ปริมาณ 1 ul จากนั้นท าการวิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วย
วิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ( Agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1.5% อะกาโรสใน 0.5xTAE ใช๎
กระแสไฟฟูาที่ความตํางศักดิ์ 135 โวลต๑ นาน 45 นาที ย๎อมดีเอ็นด๎วย เอธิเดียมโบรไมด๑หรือสีย๎อม Syber 
green dye ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไวโอเลต 

7) วิเคราะห๑ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได๎จากหนูนาใหญํแตํละตัวอยํางด๎วยโปรแกรมคอมพิวเตอร๑
ส าเร็จรูป MEGA 5  วิเคราะห๑คํา Bootstrap วิเคราะห๑คํา Dendogram และน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห๑
ความสัมพันธ๑ของตัวอยํางหนูนาใหญํในประเทศไทยแตํละตัวอยํางกับหนูนาใหญํและหนูชนิดอ่ืนๆที่มีใน
ฐานข๎อมูล Genbank ด๎วย Maximum likely hood  แล๎วจัดท า Phylogenetic tree เพ่ือศึกษาความ
หลากหลาย ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น รวมไปถึงการกระจายตัวของหนูนาใหญํที่พบในประเทศ
ไทย 

8) วิเคราะห๑ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได๎น ามาเปรียบเทียบกับผลข๎อมูลทางสัณฐานวิทยาของหนูนา
ใหญํแล๎วน ามาสรุปเป็นผลการทดลองท่ีได๎ 
 
การทดลองที่ 1.1.34  ศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์และวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของปรสิตโปรโตซัว 

Sarcocystis singaporensis ระยะสปอร์โรซิส โดยวิธีทางอณูชีววิทยา 

 ท าการตรวจจ าแนกชนิดของเชื้อโดยวิธีทางอณูชีววิทยาด๎วยเทคนิค PCR เพ่ือเป็นการสนับสนุนผลที่
ได๎จากสัณฐานวิทยาและยืนยันชนิดของเชื้อ รวมถึงการถอดรหัสทางพันธุกรรมของเชื้อโดยวิธีทางอณูชีววิทยา
ด๎วยเทคนิค sequencing มีรายละเอียดดังนี้ 
 1) สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับงานวิจัยที่เก่ียวข๎องเพ่ือศึกษาเป็นแนวทาง 
 2) สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของยีนตํางๆที่มีรายงานในฐานข๎อมูล Genbank (data base ของ 
NCBI) ของ S. singaporensis และกลุํมอื่นที่ใกล๎เคียงกันเพื่อนาใช๎เปรียบเทียบอ๎างอิง 

3) ออกแบบ primer  โดยใช๎ล าดับเบสของ S. singaporensis ที่มีในฐานข๎อมูล Genbank 
Accession number AF 434050-59, AF 237617  เพ่ือน ามาใช๎ในการโคลนนิ่งและถอดรหัสพันธุกรรมด๎วย
เทคนิค Sequencing 

4) เก็บตัวอยํางโปรโตซัว S. singaporensis จากกล๎ามเนื้อล าตัวหนูโดยดูผํานกล๎องสเตอริโอสโคป 
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5) สกัดดีเอ็นเอของโปรโตซัว S. singaporensis ด๎วยเทคนิค Phenol extraction/Alcohol 
precipitation DNA แล๎วเก็บ ดีเอ็นเอท่ีสกัดได๎ที่ อุณหภูมิ -20 หรือ -70๐C 

6) ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของโปรโตซัว S. singaporensis ด๎วยวิธีโคลนนิ่ง โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่
เป็นสํวนของ ไรโบโซมอล อาร๑เอ็นเอ  จ านวน  1 คูํ มีล าดับเบส ดังนี้ 

SSU F  5’-TTA CGT CCC TGC CCT TTG TA 
LSU R  5’-GCC TCT CGA GGC TAC AAC T 

 เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช๎ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 50 ul ในหลอดขนาด 0.2 ml โดย
ปฏิกิริยาประกอบด๎วยดีเอ็นเอของโปรโตซัว S. singaporensis 5 ul  ผสมกับ 5x PCR buffer  , 10mM 
dNTPs , เอนไซม๑ Hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพร๑เมอร๑ชนิดละ 10 mM แล๎วเติมน้ ากลั่น 
จนครบปริมาตร 50 ul ผสมสารให๎เข๎ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
(Thermal cycler) โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให๎มีการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอ ดังนี้ 
 ปฏิกิริยา              อุณหภูมิ(oc)  เวลา(นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบเริ่มต๎น (Initial Denaturing)  98   30 วินาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบ (Denaturing)    98   30 วินาที 
3. ไพร๑เมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (Annealing)  55   30 วินาที 
4. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (Extension)     72   45 วินาที 
5. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ รอบสุดท๎าย (Final Extension)  72      5 นาท ี
 ท าปฏิกิริยาซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซํทั้งหมด 40 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 oc น าดีเอ็นเอที่ได๎
จากปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดมาผสมกับ loading dye ปริมาณ 10 ul จากนั้นท าการวิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วยวิธีอะ
กาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ( Agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1.5% อะกาโรสใน 0.5xTAE ใช๎
กระแสไฟฟูาที่ความตํางศักดิ์ 135 โวลต๑ นาน 45 นาที ย๎อมดีเอ็นด๎วย เอธิเดียมโบรไมด๑หรือสีย๎อม Syber 
green dye ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นท าการตัดแถบดีเอ็นเอและ     ท าให๎
บริสุทธิ์แล๎วท าการ Ligation , Transformation , Sequencing ตามล าดับ 

7) วิเคราะห๑ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได๎จากโปรโตซัว  S. singaporensis แตํละตัวอยํางด๎วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร๑ส าเร็จรูป MEGA 5  วิเคราะห๑คํา Bootstrap วิเคราะห๑คํา Dendogram และน ามา
เปรียบเทียบวิเคราะห๑ความสัมพันธ๑ของโปรโตซัว S. singaporensis ในประเทศไทยกับค็อคซิเดียนโปรโตซัว
และโปรโตซัว ชนิดอ่ืนๆที่มีในฐานข๎อมูล Genbank ด๎วย Maximum likely hood  แล๎วจัดท า 
Phylogenetic tree เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบในประเทศไทย 
 
การทดลองท่ี 1.1.35   อนุกรมวิธานด้วงงวงสกุล Rhynchophorus    

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
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1) ส ารวจและเก็บรวบรวมด๎วงงวงในแหลํงปลูกพืชตระกูลปาล๑ม เชํน  มะพร๎าว และปาล๑มน้ ามัน 
ถํายภาพและเก็บตัวอยําง โดยเก็บตัวอํอนในหลอดบรรจุแอลกอฮอล๑ 80 % และตัวเต็มวัยในขวดฆําที่บรรจุ
สารเอทิลอะซิเตท หลังจากด๎วงตายให๎เก็บตัวเต็มวัยในกระดาษรูปสามเหลี่ยมโดยหํอแบบท๏อฟฟ่ี บันทึก
รายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ลักษณะ ขนาด สี พืชอาศัย วันเดือนปี ชื่อผู๎เก็บ สภาพแวดล๎อม อุณหภูมิ  และ
พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) เป็นต๎น ในเวลากลางคืนจะเก็บตัวอยํางด๎วงงวงจากกับดักแสงไฟ (light trap) น า
ตัวอยํางใสํกลํอง เก็บรวบรวมไว๎ในกลํองรักษาความเย็นเพ่ือปูองกันไมํให๎ตัวอยํางเนําเสีย น าตัวอยํางทั้งหมดที่
รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ 

2) น าตัวอยํางด๎วงงวงที่รวบรวมได๎มาจัดรูปรําง บนไม๎จัดรูปรําง (setting board) จัดให๎อยูํในสภาพ
ธรรมชาติ น าไปอบให๎แห๎งในตู๎อบ (oven) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลา 15-30 วัน ขึ้นกับขนาด
ตัวอยํางด๎วงงวง 

3) น าตัวอยํางด๎วงงวงที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธาน โดยการใช๎เอกสารแนว
ทางการวินิจฉัยชนิดของด๎วงงวง ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ บันทึก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชํน ขนาดล าตัว รูปรําง ลักษณะ และสี เป็นต๎น พร๎อมทั้งถํายภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope บันทึกรายละเอียดบนแผํนปูายบันทึกของด๎วงงวง แตํละตัวอยําง เชํน 
ชื่อวิทยาศาสตร๑ วัน เดือน ปี สถานที่พบตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  

4) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุล และชนิดของด๎วงงวง ที่รวบรวมได๎พร๎อมภาพประกอบ 
5) จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา

ตัวอยํางแมลง เพ่ือการตรวจสอบ สืบค๎น อ๎างอิงในภายหลัง 
 
การทดลองที่ 1.1.36   สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟสกุล Bathrips และ Thrips

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 

1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยไฟในแหลํงปลูกพืชตํางๆ ทุกภูมิภาคของประเทศไทย เพ่ือ
ศึกษาความแปรปรวนของล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟสกุล Bathrips และ Thrips ในพ้ืนที่ภูมิภาคเดียวกัน
และระหวํางภูมิภาค โดยใช๎วิธีการตีหรือเขยําสํวนของพืชเชํน ใบ และดอก ให๎เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่
รองรับ และใช๎พํูกันเขี่ยเพลี้ยไฟแตํละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA ส าหรับศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและ 
แอลกอฮอล๑ 95% ส าหรับศึกษาล าดับพันธุกรรม รวมทั้งเก็บตัวอยํางที่มีชีวิตด๎วย บันทึกรายละเอียดของเพลี้ย
ไฟที่เก็บได๎ เชํน พืชที่เก็บ สํวนของพืชที่เก็บ สถานที่เก็บ คําพิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) และชื่อผู๎เก็บ ลงในขวด
ดองเพลี้ยไฟ 

2) น าตัวอยํางทั้งหมดท่ีรวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาพฤติกรรมและการเจริญเติบโต 
และน าตัวเต็มวัยไปท าสไลด๑ถาวร 

วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟ มีขั้นตอนดังนี้ 
- ย๎ายตัวอยํางเพลี้ยไฟจากขวดลงเก็บรักษาในแอลกอฮอล๑ 60 % แชํทิ้งไว๎อยํางน๎อย 24 ชั่วโมง 
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- ย๎ายลงในโซเดียมไฮดรอกไซด๑ (sodium hydroxide) 5% เพ่ือท าให๎สีของเพลี้ยไฟจางลง เวลาที่ใช๎
ขึ้นอยูํกับชนิดของตัวอยํางเพลี้ยไฟ เจาะสํวนท๎องของเพลี้ยไฟบริเวณต๎นขาของขาหลังด๎วยเข็มแหลมขนาดเล็ก 
เพ่ือให๎ของเหลวภายในออกจากตัวเพลี้ยไฟ 

- ย๎ายเพลี้ยไฟที่เจาะแล๎วลงในน้ ากลั่น จากนั้นน าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 50 %ทิ้งไว๎ 2 – 3 นาที 
- ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 60 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง 
- ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 70 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 1 ชั่วโมง 
- ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 80 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 20 นาที 
- ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 10 นาที 
- ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 100 % อีกครั้ง ทิ้งไว๎ 5 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
- ย๎ายลงในโคลฟออย (clove oil) เพ่ือให๎ตัวอยํางของเพลี้ยไฟใส แชํทิ้งไว๎ 20 – 30 นาที 
- หยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) ซึ่งเป็นน้ ายาเมาท๑สไลด๑ (Mounting media) เพียงเล็ก

น๎อยลงบนแผํนแก๎วปิดสไลด๑ ปูายเพลี้ยไฟลงในหยดแคนาดาบัลซัมลงบนกึ่งกลางของแผํนสไลด๑แก๎ว คํอยๆคว่ า
แผํนสไลด๑ช๎าๆ จนกระทั่งจรดแผํนแก๎วปิดสไลด๑ รีบพลิกแผํนสไลด๑แก๎วให๎ด๎านแผํนแก๎วปิดสไลด๑กลับขึ้นด๎านบน 
น าไปอบให๎แห๎ง 

3) วาดภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของแมลงที่ได๎ศึกษา 
การศึกษาล าดับพันธุกรรม 
น าตัวอยํางเพลี้ยไฟที่ได๎จ าแนกชนิดเบื้องต๎นภายใต๎ stereo microscope ใช๎ตัวอยํางกลุํมเดียวกับที่

ใช๎ท าสไลด๑ถาวร) มาศึกษาล าดับพันธุกรรมโดยปรับปรุงจากวิธีการศึกษายีน COI ของ Tada (2004) 
 ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 
 - บดตัวอยํางเพลี้ยไฟ 1 ตัวอยํางใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด๎วย sterilized 
polypropylene pestle ในสารละลาย STE buffer [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL (pH 8.0), 1 mM 
EDTA (pH 8.0)] 100 ไมโครลิตร 
 - น าสารละลายที่ได๎ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้นน าเข๎เครื่องปั่น
แรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นาที เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห๎อง 
 - ดูดสารละลายสํวนใสที่ได๎ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช๎เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
 (polymerase chain reaction) 
 การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
 - ศึกษายีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนาด 642 bp และเป็น conserved 
region ของแมลงทุกชนิด (บาร๑โค๎ด) โดยใช๎ primer UEA 7 และ UEA 10 ล าดับของ primer คือ 
  UEA 7  5’-TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC-3’ 
  UEA 10  5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’ 
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 - น าสารละลายสํวนใสที่ได๎จากข๎อ 3 ท าปฏิกิริยากับ 20 µl reaction volumes [12.5 µl ddH20, 2 
µl10X PCR buffer (Promega), 2 µl 25 mM MgCl2, 0.5 µl dNTP (10 mM each), 0.5 µl 20 mM 
forward and reverse primers และ Tag DNA polymerase 1 unit (Promega) ขั้นตอนและอุณหภูมิของ
ขั้นตอนการท า PCR คือ 
 Initial denaturation  ที ่94 ˚C  3 นาที 
  Denaturation  ที ่94 ˚C  1 นาที 
  Annealing  ที่ 55 ˚C  1 นาที  
  Extension  ที่ 72 ˚C  1 นาที 
 Final extension  ที่ 72 ˚C  30 นาที 
 - หลังจากข้ันตอน PCR น าสารที่ได๎ 10 ไมโครลิตรทดสอบใน 1% w/v agarose gel เปรียบเทียบกับ 
100 bp DNA ladder เพ่ือหาขนาดของ DNA ที่ได๎จากการท า PCR วํามีขนาดประมาณ 700 bpหรือไม ํ

การหาและวิเคราะห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
 - วิเคราะห๑ล าดับเบสด๎วยเครื่องวิเคราะห๑ล าดับเบส น าผลที่ได๎ไปวิเคราะห๑ยีนของ NCBI 
 
การทดลองท่ี 1.1.37  อนุกรมวิธานแมงมุมวงศ์ Clubionidae 

1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมงมุมโดยวิธีมองหาและจับโดยตรง, การเคาะโดยใช๎ทํอนไม๎ซึ่งมี
สวิงจับแมลงรองรับข๎างใต ๎และ การใช๎สวิงโฉบ หากตัวอยํางแมงมุมที่รวบรวมได๎อยูํในระยะตัวอํอน ต๎องน าไป
เลี้ยงในห๎องปฏิบัติการจนเป็นตัวเต็มวัย บันทึกพฤติกรรมตําง ๆ ของแมงมุมแตํละชนิดในสภาพธรรมชาติ เชํน 
วิธีจับเหยื่อ ชนิดของเหยื่อ เวลาที่ออกหากิน ลักษณะใยดักเหยื่อ เป็นต๎น 

2) ฆําแมงมุมโดยใสํก๎อนส าลีในกลํองพลาสติกที่เลี้ยงแมงมุมหยด ethyl acetate 2 – 3 หยดลงบน
ก๎อนส าลี  

3) เก็บรักษาตัวอยํางแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล๑ 75 % เพ่ือน าไปจ าแนกชนิดตํอไป  
4) น าแมงมุมมาตรวจวิเคราะห๑จ าแนกชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound microscope ที่มี

ก าลังขยายสูง โดยอาศัยหลักการทางด๎านอนุกรมวิธาน และเอกสารต าราตํางๆ ที่เกี่ยวกับการศึกษา
อนุกรมวิธานแมงมุม 

5) วาดรูป/ถํายภาพ แสดงลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานที่ใช๎ในการจ าแนกแมงมุมแตํละชนิด และ
จัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดแมงมุมวงศ๑ Clubionidae  

6) การบันทึกรายละเอียดของแมงมุมชนิดตํางๆที่ส ารวจพบ พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) และข๎อมูลอ่ืน
ที่ส าคัญ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผํนปูาย ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ วัน เดือน ปี  สถานที่ และชื่อผู๎เก็บ
ตัวอยําง   

7) จัดเก็บตัวอยํางแมงมุมในขวดดองและน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมงมุม กลุํมกีฏและสัตววิทยา 
ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืชโดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามหลักสากล 

35 cycles 
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การทดลองที่ 1.1.38  ลักษณะทางอนุกรมวิธานและชีววิทยาของเพลี้ยแป้ง Phenacoccus solenopsis 

Tinsley 

1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยแปูง P. solenopsis  จากแหลํงปลูกพืชตํางๆ 
ตัดชิ้นสํวนของพืชที่มีเพลี้ยแปูงอาศัยอยูํ ใสํในถุงกระดาษหรือหํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑แล๎วใสํใน
ถุงพลาสติก บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอยําง ชนิดและสํวนของพืชที่ถูก
ท าลาย รวมทั้งชื่อผู๎เก็บ  

2) น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่รวบรวมได๎จากการส ารวจ น ามาเลี้ยงในห๎องปฏิบัติการ โดยใช๎พํูกันเขี่ยตัว
อํอนตัวอํอน ตัวเต็มวัย และถุงไขํ ลงบนผลฟักทองประมาณ 5-10 ตัว ตํอผล และต๎นชบาประมาณ 5-10 ตัว 
ตํอต๎น รอจนเพลี้ยแปูงวางไขํและมีตัวอํอนวัยที่ 1 ที่เริ่มฟัก  

3) หลังจากนั้นให๎ ใช๎พํูกันเข่ียตัวอํอนเพลี้ยแปูงวัยที่ 1 ลงในฟักทองซึ่งวางไว๎ในกลํองพลาสติก จ านวน 
1 ตัวตํอ 1 ผล เปลี่ยนพืชอาหารเมื่อจ าเป็นบันทึกรูปรํางลักษณะ สี  ขนาด  ทุกระยะการเจริญเติบโตรวมทั้ง
พฤติกรรมตํางๆตลอดการทดลอง พร๎อมกับถํายภาพประกอบ 

4) ท าเหมือนขั้นตอนที่ 3 แตํเปลี่ยนพืชอาหารเป็นชบา  
5) น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงบางสํวนจากที่เลี้ยงบนฟักทอง มาตรวจดูลักษณะภายนอกด๎วยกล๎อง

จุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope ถํายภาพ บันทึกรายละเอียด เชํน ขนาด รูปรํางลักษณะ สี และระยะ
การเจริญเติบโตของเพลี้ยแปูงกํอนดองในแอลกอฮอล๑ 80%  

6) น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงจากขวดดองตัวอยํางในข๎อ 4 มาท าสไลด๑ถาวร โดยดัดแปลงวิธีการของ 
Williams and Watson (1988) มีข้ันตอนดังนี ้

6.1) ใช๎เข็มเขี่ยเจาะบริเวณกลางสํวนอกด๎านบนของตัวอยํางเพลี้ยแปูง น าไปใสํในหลอด
ทดลองที่บรรจุด๎วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ (KOH) 10% จากนั้นน าหลอดทดลองไปต๎มด๎วยวิธีวอ
เตอร๑บาท ใช๎เวลาประมาณ 15 นาที (เริ่มนับตั้งแตํน้ าในบีคเกอร๑เดือด) โดยระวังไมํให๎สารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด๑ที่อยูํในหลอดทดลองเดือด เพราะจะท าให๎ตัวอยํางเกิดความเสียหายได๎ 
   6.2) น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงที่ต๎มแล๎วมาล๎างในน้ ากลั่น กดเบา ๆ บนล าตัวด๎วยเข็มดัด 
ปลายโค๎ง เพ่ือท าให๎ไขํ ตัวอํอน และของเหลวที่อยูํในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว๎  ถ๎ายังมีก๎อนไขมัน
ตกค๎างอยูํให๎น าไปแชํในแอลกอฮอล๑ 95% ประมาณ 2 – 3 นาท ี

6.3) ย๎ายลงในคาร๑บอลไซลีน (carbol xylene) แชํทิ้งไว๎ 10 นาทีจนกระทั่งตัวอยํางใส น าไป
แชํในแอลกอฮอล๑ 95%   
  6.4) ย๎ายลงในกรดแอลกอฮอล๑ (acid alcohol)  ซึ่งเป็นสารละลายของกรดแกลเชียลอะซิติก 
1 สํวน และแอลกอฮอล๑  50%   4  สํวน  แชํทิ้งไว๎ 2 – 3 นาท ี
  6.5) ย๎อมสีตัวอยํางโดยแชํในน้ ายาย๎อมสี   ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid 
fuchsin)  กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น  แชํทิ้งไว๎นาน 30 - 60 นาท ี
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  6.6) ย๎ายลงในแอลกอฮอล๑ 95%  แชํทิ้งไว๎ 2 – 3 นาที  เพ่ือก าจัดสีสํวนเกิน 

6.7) ย๎ายลงในสารละลายเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑ (N-butyl alcohol) กับ แอลกอฮอล๑ 
95 %   ในอัตราสํวน 1:1   แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี
  6.8) ย๎ายลงในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล๑   แชํทิ้งไว๎ 10 นาท ี

6.9) ย๎ายลงในโคล๑ฟออย (clove oil)  แชํทิ้งไว๎ 20 นาท ี
6.10) น าตัวอยํางเพลี้ยแปูงวางบนแผํนสไลด๑แก๎ว ใช๎กระดาษกรองซับโคล๑ฟออยสํวนที่เกิน

ออก  หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอยํางแมลงจัดรูปรําง ให๎สวยงามไมํบิดเบี้ยวหรือ
ทับซ๎อนกัน  ปิดทับด๎วยแผํนแก๎วปิดสไลด๑ 
    6.11) น าไปอบให๎แห๎ง ในตู๎อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  ใช๎เวลาประมาณ 1-2 เดือน 

7) ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแปูงบนแผํนสไลด๑ถาวร ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง ตรวจดูลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการจ าแนก ได๎แกํ หนวด (antennae) ขน 
(setae) รู (pores) ทํอ (tubular ducts) กลุํมอวัยวะที่ผลิตเส๎นแปูงด๎านข๎างล าตัว (cerarii) ชํองเปิดที่มี
ลักษณะคล๎ายรอยแตกตามขวางของล าตัว (ostioles) และวงแหวนที่ล๎อมรอบชํองเปิดของอวัยวะขับถําย 
(anal ring)  

8) วาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยแปูงแตํละชนิด โดยวาดลงบนกระดาษกราฟและ
ลอกลงบนกระดาษไขเขียนแบบและจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยแปูง P. solenopsis แตํละระยะการ
เจริญเติบโต  

9) การบันทึกรายละเอียดบนแผํนสไลด๑ที่อบแห๎งแล๎วโดยวางแผํนสไลด๑หันด๎านหัวของเพลี้ยแปูงเข๎าหา
ตัว ด๎านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง   ด๎านซ๎ายมือเขียน
ชื่อวิทยาศาสตร๑ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด๑และชื่อผู๎จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกลําวเป็นภาษาอังกฤษ 

10) จัดเก็บตัวอยํางเพลี้ยแปูงในกลํองใสํสไลด๑ถาวรและน าเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง  
โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามหลักสากล 
 
การทดลองที่  1.1.39  ชีววิทยาและเขตการแพร่กระจายของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus    

kanzawai Kishida            

การศึกษาชีววิทยาของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus kanzawai Kishida ในพืชอาศัยได๎แกํ 
กุหลาบมันส าปะหลัง และมะละกอ         

ขั้นตอนที่ 1. การเลี้ยงขยายไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus kanzawai 
การเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไร T. kanzawai ในห๎องปฏิบัติการ โดยน าตัวอยํางไรที่เก็บได๎บนพืชอาศัยได๎แกํ กุหลาบ 
มันส าปะหลัง และมะละกอ มาเลี้ยงบนใบพืชอาศัย ได๎แกํ กุหลาบ มันส าปะหลัง และมะละกอ และวางอยูํบน
ส าลีชุํมน้ าในถาดพลาสติก หลํอน้ าถาดเลี้ยงตลอดเวลา และวางบนชั้นใต๎แสงไฟฟลูออเรสเซ็นต๑ เป็นเวลา 8 
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ชั่วโมงตํอวัน ในห๎องปฏิบัติการอุณหภูมิ 27 + 2 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ๑ 70-80 % RH. เพ่ือให๎ไร
เจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณข้ึนเรื่อยๆจนมากเพียงพอ 

ขั้นตอนที่ 2. ศึกษาชีววิทยาของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus kanzawai Kishida ในพืช
อาศัย ได้แก่ กุหลาบ มันส าปะหลัง และมะละกอ         

การศึกษาชีววิทยาไร T. kanzawai โดยน าตัวเต็มวัยเพศเมียของไรที่เลี้ยงไว๎จ านวน 40-50 ตัวลงบน
ใบพืชอาศัย (กุหลาบ, มันส าปะหลัง, มะละกอ) ทิ้งไว๎ให๎วางไขํ 3-4 ชั่วโมง น าไขํที่ได๎มาแยกเลี้ยงเดี่ยวๆบนใบ
พืชอาศัย (กุหลาบ, มันส าปะหลัง, มะละกอ) ที่ตัดเป็นแผํนวงกลมขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 1.7 เซนติเมตร วาง
บนแผํนส าลีชุํมน้ าในกลํองพลาสติกที่แบํงเป็นชํองยํอย 14 ชํอง ชํองละ 1 ฟอง บันทึกระยะเวลาการ
เจริญเติบโตทุกๆ 6 ชั่วโมง จากระยะไขํ ตัวอํอนวัยตํางๆจนเป็นตัวเต็มวัย เขี่ยไรตัวผู๎ที่เลี้ยงไว๎ใสํลงไปบนใบให๎
ผสมพันธุ๑กับไรตัวเมีย บันทึกจ านวนไขํและการตายของตัวเมียที่เกิดขึ้นทุกๆ 24 ชั่วโมง จนกระทั่งตัวเมียตาย 
เขี่ยไขํที่ตัวเมียแตํละตัวผลิตได๎ทั้งหมดแยกออกรวมไว๎ บันทึกจ านวนลูกที่ฟักออกเป็นเพศเมีย ค านวณ
อัตราสํวนทางเพศ (sex ratio) อัตราการขยายพันธุ๑สูงสุด (intrinsic rate of increase, rm) อัตราการ
ขยายพันธุ๑สุทธิในชั่วอายุขัย (net reproductive rate, R0) ท าการทดลอง 5 ซ้ าๆ ละ 28 ตัว ในแตํละพืช
อาศัย ได๎แกํ กุหลาบ มันส าปะหลัง และมะละกอ 
 ขั้นตอนที่ 3. การศึกษาเขตการแพร่กระจายของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus kanzawai 
Kishida          
 เก็บตัวอยํางไร T. kanzawai บนพืชชนิดตํางๆ ตัดสํวนของพืชที่พบไรหรือที่มีรํองรอยอาการถูก
ท าลายของไรใสํถุงกระดาษ แล๎วใสํถุงพลาสติกมัดให๎แนํน ใสํในถังเก็บความเย็นน าไปท าสไลด๑ให๎เร็วที่สุด ใช๎
พํูกันเขี่ยตัวไรที่พบบนพืชแตํละตัววางลงบนสไลด๑ เมาส๑ด๎วยน้ ายา Hoyer’s ตามวิธีของวัฒนาและคณะ 
(2544) สํวนไรที่ไมํสามารถท าเป็นสไลด๑ได๎ทันที ให๎เขี่ยดองในขวดด๎วย ethyl alcohol 70% น าไปท าเป็น
สไลด๑ภายหลัง เมื่อสไลด๑แห๎งดีแล๎ว ท าการวินิจฉัยไรภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ บันทึกสถานที่และชนิดของพืช
อาศัย 
 -การบันทึกข้อมูล 
  1) บันทึกวงจรชีวิต ระยะเวลาในการเจริญเติบโตตั้งแตํไขํจนเป็นตัวเต็มวัยทั้งเพศผู๎และเพศ
เมีย ความสามารถในการผลิตไขํตลอดอายุขัย และความสามารถในการอยูํรอดตั้งแตํฟักจากไขํจนตาย (life 
table) อัตราการเพ่ิมประชากร (intrinsic rate of increasing) ในแตํละพืชอาศัย ได๎แกํ กุหลาบ มัน
ส าปะหลัง และมะละกอ 
  2) บันทึกเขตการแพรํกระจาย พิกัดทางภูมิศาสตร๑ และชนิดของพืชอาศัยของไร T. 
kanzawai ที่พบจากการส ารวจและจากตัวอยํางสไลด๑ไร T. kanzawai ที่มีแล๎วอยูํในพิพิธภัณฑ๑ไร กลุํม
งานวิจัยไรและแมงมุม 
 
การทดลองท่ี 1.1.40  ชีววิทยา นิเวศวิทยาของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม วงศ์ Psyllidae ในพืชตระกูลส้ม  
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 1) การส ารวจ และเก็บตัวอย่าง  

1.1) ส ารวจ และเก็บรวบรวมตัวอยําง เพลี้ยไกํแจ๎ส๎มวงศ๑ Psyllidae ในแหลํงปลูก  
1.2) ตัดสํวนของพืชที่มีตัวอํอน ดักแด๎ หรือตัวเต็มวัยของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม พร๎อมพืชอาศัย ใสํ

หํอกระดาษ และใสํถุงพลาสติก หรือกลํองพลาสติก 
  1.3) เก็บรวบรวมไว๎ในกลํองรักษาความเย็น เพ่ือปูองกันตัวอยํางเนําเสีย  
 2) จ าแนกชนิดตัวอย่าง 
  น าตัวอยํางตัวอํอน ดักแด๎ หรือตัวเต็มวัยของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม ที่เก็บรวบรวมได๎ มาตรวจลักษณะ
ภายนอก เพ่ือจ าแนกชนิด ภายใต๎กล๎อง หรือสํงตัวอยํางให๎กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลงเพ่ือจ าแนกชนิด  
  3) การเพาะเลี้ยงขยายเพิ่มปริมาณ  
 ด าเนินการขั้นตอนการเพาะเลี้ยงขยาย ในโรงเรือนที่อุณหภูมิ และความชื้นเหมาะสมกับการ
เจริญเติบโต 
  3.1) ท าการปลูกต๎นส๎มโอหรือต๎นแก๎ว ในกระถาง กระถางละ 1 ต๎น  
  3.2) ย๎ายกระถางที่ปลูกต๎นส๎มโอหรือต๎นแก๎ว ที่เริ่มมีการแตกยอดใหมํ ต้ังแตํ 5 ยอดขึ้นไป 
จ านวน 20 กระถาง ไปวางในกรงส าหรับเพาะเลี้ยงแมลง ขนาด 1.2 x 1.2 x 1 เมตร (พนมกร และคณะ, 
2530 ข) 
  3.3) น าเพลี้ยไกํแจ๎ส๎มตัวเต็มวัยมาปลํอยจ านวน 10 คูํ เป็นตัวผู๎และตัวเมีย ชนิดละ 10 ตัว 
เพ่ือให๎  ขยายพันธุ๑เพ่ิมปริมาณบนต๎นส๎มโอหรือต๎นแก๎วที่ปลูกไว๎  
 4) การศึกษาชีววิทยา 
  4.1) น าต๎นส๎มโอหรือต๎นแก๎วที่มีการวางไขํ จากข้ันตอนการเพาะเลี้ยงขยาย แยกออกมาใสํใน
กรง  ส าหรับเพาะเลี้ยงแมลง กรงใหมํ จ านวน 10 กระถาง      
  4.2) สังเกตการเจริญเติบโต ลักษณะทางชีววิทยา วงจรชีวิต และพฤติกรรม  
  5) การศึกษานิเวศวิทยาและศัตรูธรรมชาติ 
  5.1) ในสภาพสวน ด าเนินการในพ้ืนที่ปลูกส๎มโอ จ านวน 2 แหํง แหํงละ 20 ต๎น ท าการ
สังเกตในสํวนของยอดที่เพ่ิงแตกใหมํ  ระยะของแมลงที่เข๎าท าลาย ลักษณะการเข๎าท าลาย ลักษณะอาการ 
ของพืช การแพรํกระจายของแมลง  
  5.2) เก็บตัวอยํางแมลงที่ถูกศัตรูธรรมชาติเข๎าท าลาย และน ามาเลี้ยงตํอ จนเก็บสามารถเก็บ
ศัตร ู ธรรมชาติได๎ และสํงศัตรูธรรมชาติดังกลําวให๎ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลงจ าแนกชนิดตํอไป 
 -การบันทึกข้อมูล 
  -บันทึกข๎อมูลเบื้องต๎น เชํน พืชอาหาร สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร๑ (GPS) วัน เดือน ปี และชื่อผู๎
เก็บตัวอยําง ทุกครั้งที่เก็บตัวอยําง 

-บันทึกลักษณะภายนอกของตัวอยํางที่เก็บ เชํน ขนาด รูปรําง ลักษณะ ฯลฯ 
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- บันทึกวงจรชีวิต ระยะเวลาในการเจริญเติบโตตั้งแตํไขํจนเป็นตัวเต็มวัยทั้งเพศผู๎และเพศ
เมีย ความสามารถในการผลิตไขํตลอดอายุขัย สังเกตพฤติกรรมการท าลายของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม ระยะของแมลงที่
เข๎าท าลาย ลักษณะของต๎นพืช และการแพรํกระจายของแมลง ทั้งในสภาพโรงเรือน และสภาพสวน จดบันทึก
อุณหภูมิ ความชื้น ทั้งในสภาพโรงเรือน และสภาพสวน 

-บันทึกศัตรูธรรมชาติที่พบ 
 
การทดลองท่ี 1.1.41  ชนิดมดที่พบในแหล่งผลิตและโรงคัดบรรจุไม้ผลเพื่อการส่งออก 

 1)  ส ารวจความหลากชนิดของมดจากแปลงปลูกสับปะรด เงาะ ทุเรียน มังคุด ลองกอง ให๎ครอบคลุม
แหลํงที่อยูํอาศัยของมด โดยจะด าเนินการเก็บตัวอยํางมดตามวิธีที่ปรับปรุงจาก Agosti et al., (2000) ดังนี้  
  - การเก็บโดยใช๎มือ เก็บมดที่อาศัยอยูํตามต๎นไม๎ กิ่ง ดอก และผล ไม๎พ้ืนลําง ไม๎พํุมหรือวัชพืช   
โดยใช๎ปากคีบและใช๎สวิงโฉบโดยจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง วิธีการนี้จะได๎ตัวอยํางมดที่อาศัยตามต๎นไม๎หรือ
กลุํมมดที่กินน้ าหวานจากแมลงที่อาศัยอยูํตามต๎นไม๎  ไม๎พํุม หรือวัชพืช  
  - การรํอนดิน โดยใช๎พลั่วหรือเสียมขุดดินในแปลงน ามารํอนในตะแกรงที่มีถาดรองรับ
ด๎านลําง ใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง  ซึ่งการเก็บมดในวิธีนี้จะท าการเก็บหลังจากเก็บมดโดยใช๎กับ
ดักน้ าหวานแล๎ว  วิธีนี้เป็นการเก็บมดท่ีอาศัยอยูํในดิน 
            - การใช๎เหยื่อลํอ เชํนการใช๎น้ าหวาน หรือใช๎เนยแข็ง วางเป็นจุดๆ เพ่ือลํอมดให๎ออกมากิน
เหยื่อที่วางไว๎ หลังจากนั้นใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง   
  - การใช๎กับดัก  Winkler  extractor โดยเก็บซากพืชที่อยูํในพ้ืนที่ใสํไว๎ใน Winkler  
extractor และแขวนไว๎ มดที่อยูํในซากใบไม๎จะหลํนลงมาในขวดตัวอยํางที่อยูํด๎านลําง   
  - การใช๎กับดักหลุม (pit fall trap) โดยขุดหลุม เพ่ือดักมดที่เดินผํานไปมาตกลงไป โดยทิ้งไว๎ 
24 ชั่วโมง เพ่ือให๎ได๎มดทั้งที่หากินกลางวันและกลางคืน    
 2) ส ารวจชนิดของมดจากโรงคัดบรรจุสับปะรด เงาะ ทุเรียน มังคุด ลองกอง ให๎ครอบคลุมแหลํงที่อยูํ
อาศัยของมด โดยจะด าเนินการเก็บตัวอยํางมดตามวิธีดังนี้  

- การเก็บโดยใช๎มือเก็บมดที่อาศัยตามผลไม๎ที่อยูํภายในโรงคัดบรรจุ    โดยใช๎ปากคีบจับมด
ใสํในขวดเก็บตัวอยําง โดยท าการสุํมเก็บตัวอยํางที่อยูํภายในโรงคัดบรรจุ 

- การใช๎เหยื่อลํอ เชํนการใช๎น้ าหวาน หรือใช๎เนยแข็ง วางเป็นจุดๆ โดยรอบโรงคัดบรรจุเพ่ือ
ลํอมดให๎ออกมากินเหยื่อที่วางไว๎ หลังจากนั้นใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยํางเพ่ือเป็นข๎อมูลของชนิดมด
ที่พบวําเป็นมดที่อยูํกับผลไม๎หรือเป็นมดท่ีอาศัยอยูํในโรงคัดบรรจุอยูํแล๎ว 

- การใช๎กับดัก Winkler  extractor โดยสุํมเก็บผลผลิตที่อยูํในโรงคัดบรรจุใสํไว๎ใน Winkler  
extractor และแขวนไว๎ มดที่อยูํในผลผลิตจะหลํนลงมาในขวดตัวอยํางที่อยูํด๎านลําง   

3)  การบันทึกรายละเอียดของข๎อมูลมด พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) วัน เดือน ปี สถานที่ที่เก็บและชื่อ
ผู๎เก็บ 
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 4)  การเตรียมตัวอยําง โดยน าตัวอยํางที่รวบรวมได๎น าไปจัดรูปรําง ใช๎เข็มไร๎สนิมปักที่กึ่งกลางบริเวณ
อกถ๎าเป็นตัวขนาดใหญํ แตํถ๎าขนาดเล็กน าไปติดกระดาษสามเหลี่ยม (card point)  และน าไปอบให๎แห๎งใน
ตู๎อบ (oven)  ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลา 5-10 วัน ขึ้นกับขนาดตัวอยําง 

5) บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร๎อมทั้งถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope  วาด
รูปโดยใช๎เครื่องมือ camera lucida ชํวยท าให๎ทราบสัดสํวนที่แท๎จริงได๎  บันทึกรายละเอียดบนแผํนปูายบันทึก
ของมดแตํละตัว ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง  

6) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของมดที่รวบรวมได๎พร๎อมภาพประกอบน าตัวอยํางมดที่
จ าแนกชนิดแล๎วให๎จัดเก็บลงในกลํองกระดาษสี่เหลี่ยมสีขาว  จัดเรียงตามอักษรของล าดับชนิด   น าจัดเข๎า
ลิ้นชักในตู๎เก็บแมลง บันทึกข๎อมูลแตํละตัวอยํางบนแผํนปูายบันทึกก ากับตัวอยําแมลง (labeling specimen) 
 
การทดลองท่ี 1.1.42  ชีววิทยา นิเวศวิทยาและการแพร่กระจายของหอยศัตรูพืช สกุล Bradybeana 

 1) ส ารวจ เก็บตัวอยําง และจัดท าแผนที่การกระจายพันธุ๑หอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena  
โดยส ารวจทุกๆ 2  เดือน ตามพ้ืนที่ๆก าหนด เชํน ในพ้ืนที่ปุา พ้ืนที่เกษตรกรรม ตามภาคตํางๆของประเทศ
ไทย บันทึกข๎อมูลของสถานที่เก็บตัวอยําง และบันทึกพิกัดด๎วย GPS เพ่ือจัดท าแผนที่การกระจายพันธุ๑ของ
หอยสกุล  Bradybaena ด๎วยโปรแกรม  ArcView หรือ ArcGis น าตัวอยํางมาเลี้ยงในตู๎กระจกขนาด  
25x40x26  เซนติเมตร รองพ้ืนตู๎กระจก ด๎วยดินผสมขุยมะพร๎าว (อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง เพ่ือฆําปรสิตบางชนิด)  อัตราสํวน 1:1 ให๎สูงจากพ้ืนตู๎กระจกประมาณ 5 เซนติเมตร ในห๎องปฏิบัติการ
ของกลุํมงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร และให๎ความชื้นโดยฉีดพํนน้ า วันละ 1 ครั้ง  
 2) ตรวจสอบชนิดและสัณฐานวิทยาเปลือกของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena      
  2.1) น าตัวอยํางที่ได๎มาวิเคราะห๑ชื่อตามระบบอนุกรมวิธานของหอย เปรียบเทียบกับเอกสาร
หอยทากทั้งในและตํางประเทศ ตามวิธีการของ Abbott (1989), Laws (1973), Panha (1996) และ Vaught 
(1989)   
  2.2) ศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือก โดยการวัดคํา shell length, shell width, last whorl 
height, aperture length และ aperture width ด๎วยเวอร๑เนีย จากนั้นจึงเข๎าสูํการวิเคราะห๑ข๎อมูลทางสถิติ 
โดยใช๎ ANOVA และถํายภาพและวาดภาพในห๎องปฏิบัติการ 
 3) ศึกษาการผสมพันธุ๑และการวางไขํของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena  
  3.1) ศึกษาพฤติกรรมการผสมพันธุ๑ของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena โดยสุํมเลือกหอยตัว
เต็มวัย ซึ่งเป็นเพศรวม (hermaphrodite) มาเลี้ยงในกลํองพลาสติก ขนาด 15.5x22x7 เซนติเมตร จ านวน10 
ตัว/ กลํอง จ านวน 5 กลํอง ให๎อาหารปลาส าเร็จรูปและผักสดเป็นอาหาร และฉีดพํนน้ าเพ่ือให๎ความชื้น สังเกต
พฤติกรรมการเลือกคูํกํอนการผสมพันธุ๑และพฤติกรรมอ่ืนๆ ที่สังเกตได๎ บันทึกบันทึกขนาด อายุ และลักษณะ
ของหอยท่ีเริ่มจับคูํผสมพันธุ๑  
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  3.2) ศึกษาการวางไขํของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena โดยเลือกหอยที่ผสมพันธุ๑แล๎ว (มี
การ copulation) จากข๎อ 12.3.1 มาแยกเลี้ยงในกลํองพลาสติก ขนาด 6.5x9.5x2 เซนติเมตร 1 ตัว/ กลํอง 
จ านวน 30 กลํอง โดยให๎อาหารปลาส าเร็จรูปและผักสดเป็นอาหาร และฉีดพํนน้ าเพ่ือให๎ความชื้น สังเกตและ
บันทึกผลการทดลองทุกวัน จนหอยวางไขํ วัดขนาดไขํ ขนาดของกลุํมไขํ บันทึกจ านวน และลักษณะของไขํ
หอย พร๎อมถํายภาพไขํหอยภายใต๎กล๎อง stereo microscope  
  3.3) ศึกษาระยะเวลาการฟักจากไขํ (eclosion time) ของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena 
โดยแยกไขํหอยแตํละกลุํมมาศึกษาในกลํองพลาสติก ขนาด 6.5 x 9.5 x 2 เซนติเมตร ที่รองด๎วยดินผสมขุย
มะพร๎าว (อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือฆําปรสิตบางชนิด) อัตรา 1:1 หนา 2 
เซนติเมตร ฉีดพํนน้ า เพ่ือให๎ความชื้น บันทึกระยะเวลาที่ลูกหอยฟักออกจากไขํ วัดขนาดและชั่งน้ าหนักลูก
หอยและถํายภาพภายใต๎กล๎อง  stereo microscope  
  3.4) ศึกษาการเจริญเติบโต โดยแยกลูกหอยมาเลี้ยงในกลํองพลาสติก ขนาด 6.5 x 9.5 x 2 
เซนติเมตร 1ตัว/ กลํอง จ านวน 30 กลํอง โดยให๎อาหารปลาส าเร็จรูปและผักสดเป็นอาหาร และฉีดพํนน้ า
เพ่ือให๎ความชื้น บันทึกผลการทดลองโดยวัดขนาดและชั่งน้ าหนักลูกหอย เพ่ือจัดท ากราฟการเจริญเติบโต 
 4) การศึกษาวงจรชีวิต (life cycle) ของหอยศัตรูพืชสกุล Bradybaena  
 ศึกษาวงจรชีวิต หอยสกุล Bradybaena ที่เลี้ยงในกลํองพลาสติกขนาด 15.5x22x7 เซนติเมตร และ 
ขนาด 6.5 x 9.5 x 2 เซนติเมตร รองด๎วยดินผสมขุยมะพร๎าว (อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง เพ่ือฆําปรสิตบางชนิด) อัตรา 1:1 หนา 2 เซนติเมตร ตามขั้นตอนตํางๆที่กลําวมาโดยแตํละขั้นตอน 
ปฏิบัติดังนี้ 

- บันทึกวันที่เริ่มต๎น เห็นระยะไขํครั้งแรก (F1) 
- เก็บกลุํมไขํหอยรุํน F1 มาแยกเลี้ยงในกลํองพลาสติกขนาด 15.5 x 22 x 7 เซนติเมตร  
- บันทึกวัน ที่ลูกหอยรุํน F1 ฟักออกมาจากไขํ วัดขนาดลูกหอย 
- เมื่อเริ่มสังเกตเห็นหอยเริ่มจับคูํผสมพันธุ๑ บันทึกอายุและวัดขนาดตัวเต็มวัย (รุํนF1) 
- บันทึกวัน ที่เริ่มเห็นกลุํมไขํ รอบใหมํ (รุํน F2) จากตัวเต็มวัย (รุํนF1)  
- บันทึกอุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ๑ ในตู๎กระจกเลี้ยงหอย เป็นชํวงๆ ตลอดการทดลอง 

 
กิจกรรมย่อยท่ี 1.2  อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช 

การทดลองท่ี 1.2.1  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล  Cladosporium  สาเหตุโรคพืช 
 1. สืบค้นเอกสารและเตรียมอุปกรณ์การทดลอง 

สืบค๎น ตรวจเอกสารที่เก่ียวข๎อง และเตรียมวัสดุอุปกรณ๑ท่ีต๎องใช๎ในการทดลอง 
2. ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืช 

เก็บตัวอยํางโรคพืช ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง ล าต๎น  และราก     จากแหลํงปลูกพืชในประเทศไทย  หํอด๎วย
กระดาษ ใสํถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหลํงที่เก็บ  วันที่เก็บ   ผู๎เก็บ  และแบํงตัวอยํางโรค
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พืชมาอัดทับตัวอยํางแห๎ง  จัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการ
เกษตร   

3. การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
-  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรง 

ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นสํวนพืช ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ stereo  หรือ 
ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิ 32+2 องศาเซลเซียส  นาน 3-5 วัน เมื่อพบเชื้อราสร๎างเส๎นใยหรือ 
conidium ตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ และใช๎เข็มเขี่ยสํวนของเชื้อรามาวางบนสไลด๑ หรือใช๎ใบมีดตัดขวาง
ชิ้นสํวนพืชให๎บาง ๆ และตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ compound  ถํายรูปลักษณะเชื้อ
และบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant   
น าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและ

ไมํเป็นโรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท๑ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง 
น าไปซับบนกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อให๎แห๎ง แล๎วน าไปเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato 
Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar   หรือ water agar บํมที่อุณหภูมิ 32+2 องศา
เซลเซียส  นาน 3-7 วัน แยกเชื้อราให๎บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

4.  การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 น าเชื้อราที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose Agar, 
Malt Extract Agar, Corn Meal Agar   หรือ water agar โดยบันทึกลักษณะอาการตําง ๆ ดังตํอไปนี้ 

- บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารชนิดตําง ๆ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกสี
ของโคโลนีด๎านบนและด๎านลํางอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment) 

- ศึกษารูปรํางลักษณะของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo และ compound 
microscope โดยตรวจดูลักษณะเส๎นใย conidiophore และสปอร๑ และศึกษาลักษณะของสปอร๑และ
โครงสร๎างอื่น ๆ ของเชื้อรา โดยการ mount slide ด๎วยน้ าหรือ shear’s solution 

-  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได๎แกํ ลักษณะของเส๎นใย ขนาด สี  ลักษณะของ   
สปอร๑ conidiophore สี ขนาด  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ stereo และ compound  บันทึกขนาด รูปรําง  
วาดภาพ  และบันทึกภาพด๎วยกล๎องถํายภาพ และถํายภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเลคตรอน (Scanning 
Electron Microscope) 
 5. การพิสูจน์โรค 
 น ารา Cladosporium แตํละไอโซเลทที่แยกได๎จากตัวอยํางพืชแตํละชนิด ท าการปลูกเชื้อบนพืชชนิด
เดียวกับตัวอยํางพืชที่แยกราได๎ โดยวิธี detach leaf เพ่ือพิสูจน๑ความเป็นสาเหตุโรคของพืชชนิดนั้นๆ 

6. เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา 
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เชื้อราที่แยกได๎นั้น เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection และ
เก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการ
อารักขาพืช  

- การบันทึกข้อมูล    
บันทึกอัตราการเจริญ สีของโคโลนี การสร๎างเม็ดสีของเชื้อราบนอาหารชนิดตําง ๆ ในจานอาหารเลี้ยง

เชื้อ บันทึกรูปรํางลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo และ compound 
microscope  ได๎แกํ ลักษณะของเส๎นใย ขนาด สี ลักษณะของสปอร๑ conidiophore สี ขนาด  วาดภาพ  
และบันทึกภาพด๎วยกล๎องถํายภาพ และถํายภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเลคตรอน (Scanning Electron 
Microscope) 
 
การทดลองที่ 1.2.2  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล Alternaria และ  Stemphylium  สาเหตุ

โรคพืช 

1 เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืช 
เก็บตัวอยํางพืชที่แสดงอาการเป็นโรคซึ่งคาดวําเกิดจากเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium 

spp. จากแหลํงปลูกพืชในประเทศไทย โดยเลือกเก็บสํวนของพืชที่แสดงอาการของโรค ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง 
และล าต๎น หํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑ ใสํในถุงพลาสติก พร๎อมแนบกระดาษบันทึกรายละเอียด ชื่อพืช 
สถานที่เก็บ วันที่เก็บ และลักษณะอาการของโรค บรรจุหํอตัวอยํางโรคพืชลงในกลํองเก็บความเย็น เพ่ือน ามา
จ าแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคในห๎องปฏิบัติการ 

2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. 
- ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑  stereo 

microscope หรือ ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน เมื่อพบเชื้อราสร๎าง
เส๎นใยหรือ conidium น ามาตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ โดยใช๎เข็มเขี่ยสํวนของเชื้อราวางบนสไลด๑ หรือใช๎
ใบมีดตัดขวางชิ้นสํวนพืช (cross section)ให๎บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 
compound microscope ถํายรูปและบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

- แยกเชื้อรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 

0.5x0.5 มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและไมํเป็นโรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮเปอร๑คลอไรท๑ 10 % 
เป็นเวลา 3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง ซับให๎แห๎งด๎วยกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อ แล๎วน าไปวางบน
อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยก
เชื้อราให๎บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได๎ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก๎ว เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 15 
องศาเซลเซียส เพ่ือใช๎ศึกษาตํอไป 



59 
 

- พิสูจน์โรคตามวิธีการ Koch’s postulate 
น าเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. บริสุทธิ์ที่แยกได๎ มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ใน

จานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน จากนั้นใช๎ cork boror ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 5 
มิลลิเมตร ตัดวุ๎นอาหารบริเวณสํวนปลายเส๎นใยของเชื้อรา น าไปปลูกเชื้อบนพืชชนิดเดิม ส าหรับกรรมวิธี
เปรียบเทียบปลูกเชื้อด๎วยชิ้นวุ๎นอาหาร PDA ที่ปราศจากเชื้อสาเหตุโรค เมื่อพืชเป็นโรคน าสํวนที่แสดงอาการ
เป็นโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันเชื้อสาเหตุโรคอีกครั้ง 

- ศึกษาลักษณะของเชื้อรา  
น าเชื้อราที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะตําง ๆ ได๎แกํ อัตราการเจริญของเชื้อรา

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด๎านบนและด๎านลํางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment) 
ศึกษา และบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราได๎แกํ รูปรําง ขนาด สี ของเส๎นใย conidia 
conidiophore และโครงสร๎างอ่ืนๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo microscope และ compound 
microscope และถํายภาพ จากนั้นหาคําเฉลี่ยของขนาดโครงสร๎างตํางๆของราที่วัดขนาดไว๎ 

- จ าแนกชนิดเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp, สาเหตุโรคพืช 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp, ที่ศึกษากับเอกสารการ

จัดจ าแนกรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. 
3. ศึกษาชีววิทยาของราสกุล Alternaria และ Stemphylium  

 - ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของเชื้อรา 
น าเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. บริสุทธิ์ที่แยกได๎ มาเลี้ยงบนอาหารทดสอบ

ชนิดตํางๆ ได๎ แกํ PDA; PCA, V8 agar; และ CA ในจานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง
เชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกลักษณะตําง ๆ ได๎แกํ อัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สีของโคโลนี นับปริมาณการสร๎างสปอร๑ และวัดขนาดสปอร๑ของเชื้อภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ จากนั้นหาคําเฉลี่ย
ของอัตราการเจริญของเชื้อ ปริมาณสปอร๑และขนาดสปอร๑ของเชื้อบนอาหารชนิดตํางๆน ามาเปรียบเทียบกัน 

- ศึกษาผลของแสงต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของเชื้อรา 
น าเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. บริสุทธิ์ที่แยกได๎ มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ใน

จานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ภายใต๎แสง near UV และ fluorescent ระยะเวลา 12 และ 
24 ชั่วโมง ตํอวัน เปรียบเทียบกับไมํใช๎แสง จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกลักษณะตําง 
ๆ ได๎แกํ อัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี นับปริมาณการสร๎างสปอร๑ และวัดขนาด
สปอร๑ของเชื้อภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ จากนั้นหาคําเฉลี่ยของอัตราการเจริญของเชื้อ ปริมาณสปอร๑และขนาด
สปอร๑ของเชื้อเมื่อได๎รับแสงชนิดตํางๆน ามาเปรียบเทียบกัน 

- ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของเชื้อรา 
น าเชื้อรา Alternaria spp. และ Stemphylium spp. บริสุทธิ์ที่แยกได๎ มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ใน

จานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ27 องศาเซลเซียส จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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บันทึกลักษณะตําง ๆ ได๎แกํ อัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี การสร๎างสปอร๑ และวัด
ขนาดสปอร๑ของเชื้อภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ จากนั้นหาคําเฉลี่ยของอัตราการเจริญของเชื้อ ปริมาณสปอร๑และ
ขนาดสปอร๑ของเชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิตํางๆน ามาเปรียบเทียบกัน 

4. เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา 
เชื้อราที่แยกได๎เก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection ของกลุํมวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA 

Slant ในหลอดแก๎ว เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  
5. จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 
ตัวอยํางโรคพืชที่เก็บมาได๎ สํวนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอยํางแห๎ง โดยตัดสํวนของพืชบริเวณที่แสดงอาการ

โรค วางบนกระดาษฟาง พร๎อมแนบกระดาษบันทึกข๎อมูลพืช แล๎วปิดทับด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑ อัดทับด๎วย
แผงไม๎อัดตัวอยํางโรคพืช น าไปวางผึ่งลม ไมํให๎ถูกแดด เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอยํางพืชแห๎ง จึง
น ามาเก็บในถุงกระดาษส าหรับเก็บตัวอยํางแห๎ง พร๎อมลงรายละเอียดข๎อมูลตัวอยํางตามระบบสากล 
(Anonymous, 2005) ได๎แกํ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู๎
เก็บ และชื่อผู๎จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต๎น แล๎วสํงเก็บในพิพิธภัณฑ๑ตัวอยํางแห๎งโรคพืช กลุํมวิจัยโร คพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

- การบันทึกข้อมูล 
1. บันทึกรายละเอียดตัวอยํางโรคพืช ได๎แกํ ชื่อพืช สถานที่เก็บ วันที่เก็บ และลักษณะอาการของโรค 
2. บันทึกลักษณะตําง ๆของเชื้อรา ได๎แกํ อัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี

ด๎านบนและด๎านลํางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment) 
3. บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราได๎แกํ รูปรําง ขนาด สี  ของเส๎นใย conidia 

conidiophore และโครงสร๎างอ่ืนๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo microscope และ compound 
microscope และถํายภาพ  

4. บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี ปริมาณการสร๎างสปอร๑ และ
ขนาดสปอร๑ เมื่อเลี้ยงเชื้อบนอาหารทดสอบชนิดตํางๆ การได๎รับแสง และอุณหภูมิตํางๆ 
 
การทดลองท่ี 1.2.3 อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล  Choanephora  สาเหตุโรคเน่าเปียก   

1. สืบค้นข้อมูลโรคเน่าเปียกหรือโรคยอดและดอกเน่าที่เกิดจากรา Choanephora spp. ของพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญและพืชอ่ืนๆในประเทศไทย 

สืบค๎นข๎อมูลโรคเนําเปียกหรือโรคยอดและดอกเนําที่เกิดจากรา Choanephora spp. ของพืชใน
ประเทศไทยจากเอกสารตําง ๆ หรือจากข๎อมูลอิเล็กทรอนิกส๑ 

2. ส ารวจรวบรวมเก็บตัวอย่างพืชเป็นโรคและศึกษาลักษณะอาการ 
เก็บตัวอยํางพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญและพืชอ่ืนๆ ที่แสดงอาการโรค โดยเก็บตัวอยํางจากจังหวัดตําง ๆ 

ในประเทศไทย หํอตัวอยํางพืชที่เก็บมาด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑ ใสํในถุงพลาสติก บันทึกข๎อมูลเชํน สถานที่
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เก็บตัวอยําง วันที่เก็บตัวอยําง ชื่อผู๎เก็บตัวอยําง และข๎อมูลภูมิศาสตร๑ เป็นต๎น น าตัวอยํางพืชที่ได๎มาศึกษา
ลักษณะอาการในห๎องปฏิบัติการ 

3. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของราสาเหตุโรค 
- ศึกษาราสาเหตุโรคจากตัวอยํางพืชเป็นโรคโดยตรง 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของราจากตัวอยํางพืชที่เป็นโรค โดยเขี่ยเชื้อจากตัวอยํางพืชที่เป็นโรคลงบน

แผํนสไลด๑แล๎วตรวจเชื้อภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 
- ศึกษาราสาเหตุโรคโดยวิธีแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อพืชเป็นโรค (Tissue transplant) 
แยกเชื้อจากสํวนที่เป็นโรคโดยตัดชิ้นสํวนพืชบริเวณที่เป็นรอยตํอของสํวนที่เป็นโรคและสํวนปกติ

ขนาดประมาณ 2x2 มิลลิเมตร ท าการฆําเชื้อที่ผิวพืชโดยแชํชิ้นสํวนพืชลงในสารละลายโซเดียมไฮเปอร๑คลอ
ไรด๑ 5 เปอร๑เซ็นต๑ เป็นเวลา 5 นาที ซับให๎แห๎งด๎วยกระดาษกรองที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎วจนแห๎งสนิท น า
ชิ้นสํวนพืชมาวางบนอาหาร water agar แล๎วบํมไว๎ในห๎องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 – 3 วัน ตรวจดูเส๎นใยราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบสเตอริโอ ตัด hyphal tip ของราที่เจริญออกมา
จากชิ้นตัวอยํางพืช ย๎ายไปวางบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เก็บไว๎ที่อุณหภูมิห๎องจนเชื้อเจริญ
เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเข๎ากันได๎ของสายพันธุ๑ (mating type) 
เพ่ือดูการสร๎าง zygosporangium ของรา Choanephora spp. จ าแนกชนิดและท าการเก็บรักษาเพ่ือใช๎
ทดลองตํอไป 

4.  การพิสูจน์โรค 
ท าการพิสูจน๑การเกิดโรค โดยน ารา Choanephora spp. ที่แยกได๎จาก 11.2 มาท าการปลูกเชื้อ

ให๎กับพืช ด๎วยวิธีการท าแผลและไมํท าแผล เปรียบเทียบกับการเกิดโรคบนพืชที่ไมํปลูกเชื้อด๎วยวิธีการเดียวกัน 
แยกราสาเหตุจากพืชที่แสดงอาการโรคซ้ าอีกครั้งตามกฎการพิสูจน๑โรคของ Koch (Koch’s postulation) 
เปรียบเทียบชนิดของราที่แยกได๎กับรา Choanephora spp. ที่ใช๎ในการปลูกเชื้อ 

5. การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมกับการเจริญของรา Choanephora  spp. 
น าเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได๎และจ าแนกชนิดแล๎วมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

น าไปวางไว๎ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ภายใต๎แสงธรรมชาติ วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ซ้ า ตรวจ
ผลโดย วัดขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลางของโคโลนีในแนวราบทุก 3 6 9 และ 12 วัน 

6. การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของรา Choanephora spp.  
    เลี้ยงเชื้อไอโซเลทเดียวกันบนอาหารที่เหมาะสมจากผลการทดลองในข๎อ 11.5 น าไปเลี้ยงในตู๎ควบคุม
อุณหภูมิที่ไมํมีแสงสวําง ที่ระดับอุณหภูมิ 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลองแบบ CRD 
กรรมวิธีละ 4 ซ้ า ตรวจผลโดยวัดขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลางของโคโลนีในแนวราบทุก 3 6 9 และ 12 วัน 

7. การศึกษาชนิดพืชอาศัยโดยการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคของพืชชนิดหนึ่งไปยังพืชทดสอบอีกชนิด
หนึ่ง (cross inoculation)  
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ดังแผนผัง 

เชื้อจากพืช A                                                           เชื้อจากพืชอ่ืน (B)  
พืชอ่ืน(B), พืช A                                                      พืช A, พืชอ่ืน (B) 
 การเตรียมรา Choanephora sp.  
เตรียมสารแขวนลอยสปอร๑โดย น ารา Choanephora sp. ที่แยกได๎จากพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ มาเลี้ยงบน
อาหารที่ทดสอบแล๎ววํารามีการเจริญและสร๎างสปอร๑ดี ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น
ล๎างสปอร๑บนผิวหน๎าอาหารด๎วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว น ามารวมกัน แล๎วน าไปเขยําด๎วยเครื่องเขยําความเร็ว 
100 รอบตํอนาที นาน 20 นาที เพ่ือให๎สปอร๑กระจายออกจากกันอยํางสม่ าเสมอ ตรวจนับสปอร๑ด๎วย 
haemacytometer   

การปลูกเชื้อลงบนต๎นพืชทดสอบ 
ปลูกพืชชนิดตํางๆ ที่จะใช๎ทดสอบในกระถาง เมื่อพืชมีอายุประมาณ 3 สัปดาห๑ น าสารแขวนลอย

สปอร๑รา Choanephora sp. ที่เตรียมไว๎ พํนลงบนพืชทดสอบ คลุมด๎วยถุงพลาสติกใสเพ่ือให๎พืชได๎รับ
ความชื้นสูง หลังจากนั้น 24 ชั่วโมง เปิดถุงพลาสติก ตรวจผลการเกิดโรคหลังจากปลูกเชื้อ 5-7 วัน แล๎วท าการ
แยกเชื้ออีกครั้งหนึ่งและตรวจสอบวําเป็นเชื้อชนิดเดียวกันหรือไมํ  
โดยประเมินระดับความรุนแรงของโรค 

  ระดับ 0 พืชไมํแสดงอาการเป็นโรค 
  ระดับ 1 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 10 เปอร๑เซ็นต๑  

  ระดับ 2 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 25 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑ของราอยูํบ๎าง 
ระดับ 3 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 50 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑ของราทั้งสปอร๑แกํและ

สปอร๑อํอน  
ระดับ 4 พืชแสดงอาการเป็นโรคมากกวํา 50 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑แกํสีน้ าตาลเข๎มลักษณะ

แผลช้ าจนยุบหรือยอดหักพับ 
การปลูกเชื้อลงบนผลของพืชทดสอบ 
น าผลของพืชที่จะทดสอบมาพืชละ 10 ผล น าราที่เตรียมไว๎ มาปลูกเชื้อลงบนผลของพืชโดยวิธีท าแผล 

น าผลพืชที่ทดสอบไปไว๎ที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการเกิดโรคหลังจากปลูกเชื้อ ทุกวัน จนครบ 
10 วัน ประเมินระดับความรุนแรงของโรค 

 ระดับ 0 พืชไมํแสดงอาการเป็นโรค 
ระดับ 1 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 10 เปอร๑เซ็นต๑  
ระดับ 2 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 25 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑ของราอยูํบ๎าง 
ระดับ 3 พืชแสดงอาการเป็นโรคไมํเกิน 50 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑ของราทั้งสปอร๑แกํและ

สปอร๑อํอน  
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ระดับ 4 พืชแสดงอาการเป็นโรคมากกวํา 50 เปอร๑เซ็นต๑ และมีสปอร๑แกํสีน้ าตาลเข๎มลักษณะ
แผลช้ าจนยุบและมีขนาดใหญํ 

 
การทดลองที่ 1.2.4  การจ าแนกชนิดของราสกุล Botryosphaeria  สาเหตุโรคพืช โดยใช้ลักษณะการ

สัณฐานวิทยาและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  

1. ส ารวจและเก็บตัวอยํางโรคพืช 
เก็บตัวอยํางโรคพืช ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง ล าต๎น  และราก     จากแหลํงปลูกพืชในประเทศไทย หํอ

ด๎วยกระดาษ ใสํถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหลํงที่เก็บ  วันที่เก็บ  ผู๎เก็บ  และแบํงตัวอยําง
โรคพืชมาอัดทับตัวอยํางแห๎ง  จัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการ
เกษตร   
 2.  การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

-  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นสํวนพืช ภายใต๎กล๎อง 

จุลทรรศน๑แบบ stereo  หรือ ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ  นาน 5-10 วัน เมื่อพบเชื้อ
ราสร๎างเส๎นใยหรือ conidium ตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ และใช๎เข็มเขี่ยสํวนของเชื้อรามาวางบนสไลด๑ 
หรือใช๎ใบมีดตัดขวางชิ้นสํวนพืชให๎บาง ๆ และตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ compound  
ถํายรูปลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant   
น าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและ

ไมํเป็นโรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท๑ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง 
น าไปซับบนกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อให๎แห๎ง แล๎วน าไปเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato 
Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar   หรือ water agar บํมที่อุณหภูมิ 32+2 องศา
เซลเซียส  นาน 3-7 วัน แยกเชื้อราให๎บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

3.  ศึกษาลักษณะของเชื้อบนอาหารชนิดตําง ๆ   
น ารา Botryosphaeria  ที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose 

Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar, Oat meal agar   หรือ water agar โดยบันทึกลักษณะตําง ๆ 
ดังตํอไปนี้ 

บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารชนิดตําง ๆ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกสีของโคโลนี
ด๎านบนและด๎านลํางอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment)  

4.   การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
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- ศึกษารูปรํางลักษณะของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo และ compound microscope 
โดยตรวจดูลักษณะเส๎นใย conidiophore และสปอร๑ และศึกษาลักษณะของสปอร๑และโครงสร๎างอ่ืน ๆ ของ
เชื้อรา โดยการ mount slide ด๎วยน้ าหรือ shear’s solution 

-  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได๎แกํ ลักษณะของเส๎นใย ขนาด สี  ลักษณะ ของสปอร๑ 
conidiophore สี ขนาด  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ stereo และ compound  บันทึกขนาด รูปรําง  วาด
ภาพ  และบันทึกภาพด๎วยกล๎องถํายภาพ และถํายภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเลคตรอน (Scanning Electron 
Microscope) 
  5.  เก็บรักษาสายพันธุ๑ราและตัวอยํางแห๎ง 

เก็บรักษาราที่แยกได๎ไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection และ
เก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการ
อารักขาพืช   

6.   การพิสูจน๑การเกิดโรค 
ท าการพิสูจน๑การเกิดโรค  โดยท าการปลูกเชื้อสํวนของพืช โดยท าแผลและไมํท าแผลอยํางละ 10 ซ้ า   

เปรียบเทียบกับการเกิดโรคบนสํวนที่ไมํปลูกเชื้อด๎วยวิธีเดียวกัน แยกเชื้อสาเหตุจากต๎นที่แสดงอาการโรค  
เปรียบเทียบชนิดของราสาเหตุโรคใช๎ในการปลูกเชื้อ 

7. การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรา Botryosphaeria 
 7.1  การเตรียมรา Botryosphaeria 
เลี้ยงรา Botryosphaeria บนอาหาร  MEA  (Malt extract agar)  นาน 7-10 วัน หลังจาก

นั้นใช๎เข็มเขี่ยเอาเส๎นใยของรามาเลี้ยงในอาหารเหลว PDB (Potato dextrose broth) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ใน flask 250 มิลลิลิตร  น าไปเขยําด๎วยเครื่องเขยําความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ นาน 
7 วัน  หลังจากนั้นน าราในอาหารเหลวมากรองด๎วยกระดาษกรองนึ่งฆําเชื้อ และท าให๎แห๎งด๎วยการดูดอากาศ
ออกด๎วยเครื่องดูดสัญญากาศ  เก็บเส๎นใยราที่แห๎งด๎วยหลอดและเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือ
น ามาสกัด DNA 
  7.2  การสกัด DNA จากรา   

น ารา Botryosphaeria  อยํางน๎อย 5 genera  5 species อยํางละ 4 isolates ที่เก็บรักษา
ไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาสกัด DNA โดยใช๎วิธีของ  Crous และคณะ (2000) 
  7.3  การเพ่ิมปริมาณยีน Internal Transcribed Spacer  โดยใช๎เทคนิค PCR  

น า DNA ของราที่แยกได๎ในข๎อ 7.2  มาท า PCR  โดยใช๎ไพร๑เมอร๑  ITS1 
(5’TTTCCGTAGGTGAACCTGC3’)  และ  ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) 

- สังเคราะห๑คํู primer ITS1  และ ITS4 เพ่ือท าการเพิ่มปริมาณของ rDNA  
ในชํวง  ITS1-5.8S rDNA-ITS2-26SrDNA 

- น า DNA ของราทั้งหมดในข๎อ 7.2 มาเพ่ิมปริมาณของ rDNA  ในชํวง   
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ITS1-5.8S rDNA-ITS2-26SrDNA  โดยใช๎คูํไพร๑เมอร๑  ITS1  และ  ITS4 ด๎วยวิธี PCR  ประกอบด๎วยสํวนผสม
ดังนี้ 
 10X  PCR buffer     6 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2      3 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP      1 ไมโครลิตร 
 ไพร๑เมอร๑ ITS1 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 

ไพร๑เมอร๑ ITS4 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase (5 ยูนิต / ไมโครลิตร)  0.25 ไมโครลิตร 
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ      28.75 ไมโครลิตร 
สารละลาย DNA (50 นาโนกรัม /  ไมโครลิตร)  10 ไมโครลิตร 

 รวมปริมาตร      50 ไมโครลิตร 

- สํวนของ ß-tubulin นั้นเพ่ิมปริมาณโดยใช๎คูํไพร๑เมอร๑ Bt2a และ Bt2b น าสํวนผสม
ทั้งหมดผสมตามสัดสํวนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังากนั้นน าหลอด PCR เข๎าเครื่องเพ่ิมปริมาณ 
DNA โดยมีรอบการท าปฏิกิริยา  (Slippers et al., 2004) ดังนี้ 
 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี 50 วินาที   30 รอบ 
 52 องศาเซลเซียส 2 นาท ี  

72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
4 องศาเซลเซียส  hold 

 
7.4  การวิเคราะห๑หาล าดับเบสของยีน ITS1-5.8SrDNA-ITS2-26SrDNA 
น าผลผลิตที่ได๎จากข๎อ 13.2.3 มาตรวจวิเคราะห๑ผลด๎วย electrophoresis บน 1% agarose gel ใน 

0.5XTBE buffer  โดยตัดแถบ DNA ที่เป็นยีนเปูาหมาย ภายใต๎ UV transilluminator   โดยใช๎วิธีของ 
Slippers และคณะ (2004)  
 7.5  การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมด  

การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมดไปวิเคราะห๑เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลที่มี
รายงานอยูํใน GenBank ในชํวงล าดับเบส 15 ITS rDNA และ 15 ß-tubulin ซึ่งเป็นราในกลุํม 
Botryosphaeria  โดยน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห๑ความสัมพันธ๑และการวิวัฒนาการด๎วย PAUP 
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b8 โดย Swofford (2000) 

8. สรุปผลการทดลอง 
รวบรวมข๎อมูลและสรุปผลการทดลอง 
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การทดลองท่ี 1.2.5  ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Phytophthora capsici   

 1. สืบค๎นเอกสารและวางแผนการ ส ารวจ และเก็บตัวอยํางโรคที่เกิดจาก รา P. capsici   
 2. ส ารวจ และเก็บตัวอยํางโรคที่เกิดจาก รา P. capsici  แยกเชื้อบริสุทธิ์ แล๎วศึกษาความรุนแรงของ
รา P. capsici  ที่มีอยูํใน culture collection และจากตัวอยํางโรคที่เก็บได๎จากแปลงปลูกพริกในภาคเหนือ 
ตะวันออกเฉียงเหนือ และทัว่ทุกภาคของประเทศไทย เพื่อหาเชื้อที่มีความรุนแรงที่สุดในการท าให๎เกิดโรค โดย
ปลูกเชื้อดังกลําวกับต๎นพริก และใบพริก โดยวิธี detached leaf ประเมินผลการเป็นโรคโดยเปรียบเทียบกับ
พริกที่ไมํได๎รับการปลูกเชื้อ  
 3. ทดสอบพืชอาศัยของรา P. capsici  โดยการปลูกเชื้อรา P. capsici  ไอโซเลทที่มีความรุนแรงที่สุด 
แกํพืชเศรษฐกิจ และวัชพืช ที่พบในแปลงปลูกท่ัวประเทศ ประเมินผลการเกิดโรคเปรียบเทียบกับพืชที่ไมํได๎รับ
การปลูกเชื้อ  
 4. ศึกษานิเวศวิทยาของ รา P. capsici  โดยเก็บตัวอยํางดิน และตัวอยํางน้ าจากแหลํงน้ าในแหลํง
ปลูกพืชที่มีการระบาดของโรค น ามาแยกเชื้อบริสุทธิ์ โดยใช๎เมล็ดแตงกวาลอยลงในน้ าดิน หรือน้ าที่เก็บมา นั้น 
เป็นเวลา 24 – 36 ชั่วโมง น ามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ จ าแนกชนิดเชื้อที่แยกได๎ 
 5. รวบรวมข๎อมูล วิเคราะห๑ผล 
 6. สรุป เขียนรายงาน และตีพิมพ๑ผลงานวิจัย 
 
การทดลองท่ี 1.2.6  ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Didymella bryoniae   

1. การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ และปัจจัยที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้าง perithecium  
ของรา  D. bryoniae    
  1.1 เก็บตัวอยํางโรคยางไหลจากแหลํงปลูกพืชตระกูลแตงที่ส าคัญ บันทึกข๎อมูลตํางๆที่ส าคัญ
ในพ้ืนที่ปลูกรวมถึงข๎อมูลเกษตรกร และข๎อมูลพืช 
  1.2 น าตัวอยํางพืชที่เป็นโรคมาแยกหาเชื้อราสาเหตุโรคโดยวิธี tissue transplanting  เมื่อ
พบ 
มีเส๎นใยเชื้อราเจริญจากชิ้นสํวนพืช จึงย๎ายเชื้อและแยกเก็บเชื้อให๎บริสุทธิ์เพื่อใช๎ในการทดลองตํอไป 
  1.3 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตํอการเจริญของเส๎นใยเชื้อราและการสร๎าง 
perithecium โดยวางแผนการทดลองแบบ Split plot 2 ปัจจัย ปัจจัยหลักคือสูตรอาหารที่ใช๎ในการเลี้ยงเชื้อ
รา ได๎แกํ Potato Dextrose Agar (PDA), Corn Meal Agar (CMA) Oat Agar (OA) และ Malt Extract 
Agar (MEA)  สํวนปัจจัยรองคือ อุณหภูมิที่ใช๎ในการศึกษา ได๎แกํ 15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซียส เมื่อ
เตรียมอาหารตามสูตรที่ทดลองแล๎ว จึงย๎ายเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหารที่เตรียมไว๎ จ านวน 50 จาน
อาหารเลี้ยงเชื้อตํออาหาร 1 ชนิด จากนั้นน าจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปบํมเชื้อในตู๎ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิตํางๆ 
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จ านวน 10 ซ้ าตํออุณหภูมิ  บันทึกข๎อมูลโดยการวัดขนาดโคโลนีเมื่อเชื้อรา 9 วัน  ลักษณะสีของเส๎นใย  การ
เจริญของเส๎นใย เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตํางๆ   
  1.4  การศึกษาการสร๎าง  perithecium นั้น  ให๎ปฏิบัติตามขั้นตอนเชํนเดียวกันกับข๎อ1.3   
แตํจะมีการวางชิ้นสํวนพืชที่ผํานการฆําเชื้อแล๎วลงไปบนอาหารเลี้ยงด๎วยหลังขั้นตอนการวางเชื้อรา  โดยให๎มี
ระยะหํางจากเชื้อรา D. bryoniae   3 ซ.ม. วางจ านวน 2 ชิ้นตํอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นจึงน าไปบํมเชื้อที่
อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซียส จ านวน 10 ซ้ าตํออุณหภูมิ  เมื่อเชื้อมีอายุ 9 วัน บันทึกการเจริญ
ของเชื้อรา และการสร๎าง perithecium  ที่อุณหภูมิตํางๆ  

2. การศึกษาพืชอาศัยและการเข้าท าลายของรา D. bryoniae    
2.1 เลี้ยงขยายรา D. bryoniae   บนอาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิที่เหมาะสม ตามผลที่ได๎ 

จากการศึกษาข๎อ 1 
2.2 ปลูกพืชอาศัยที่ส าคัญโดยเฉพาะพืชตระกูลแตง   เพ่ือใช๎ในการศึกษาการปลูกเชื้อรา  

สาเหตุโรค โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 10 ซ้ า กรรมวิธีคือพืชทดลองแตํละชนิด  และเมื่อพืชมีอายุ
ประมาณ 30 วัน   จึงน าเชื้อราที่เลี้ยงขยายจากข๎อ 2.1 ท าการปลูกเชื้อสาเหตุโรคบริเวณโคนต๎น  กิ่งก๎าน และ 
ใบ  โดยการท าแผลและไมํท าแผลกํอนการปลูกเชื้อ  

2.3 บันทึกการเกิดโรค ลักษณะอาการโรค และวัดขนาดของแผลที่เกิดขึ้นหลังการปลูกเชื้อ
สาเหตุโรคทุก 3, 5, 7 และ 9  วัน  

3. ศึกษาการถ่ายทอดโรคทางเมล็ดของรา D. bryoniae    
3.1 น าเมล็ดพันธุ๑พืชตระกูลแตงที่ได๎จากเกษตรกรโดยตรง และร๎านค๎าที่จ าหนํายเล็ดพันธุ๑มา

ท าการศึกษาครั้งนี้ โดยสุํมเมล็ดพันธุ๑ตัวอยํางละ 100 เมล็ด และน าเมล็ดมาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
10 เมล็ดตํอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บํมเชื้อที่อุณหภูมิที่เหมาะสม ตรวจสอบเปอร๑เซ็นต๑ของเชื้อราสาเหตุโรคและ
เชื้อจุลินทรีย๑อื่นที่ติดมากับเมล็ดพันธุ๑ 

3.2  ศึกษาการอยูํอาศัยของเชื้อราในเมล็ดที่เป็นโรคภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑โดยน าเมล็ดแตงที่
พบมีเชื้อราสาเหตุโรคเจริญจากข๎อ 3.1 มาผําเมล็ดและย๎อมสี เพ่ือศึกษาการอยูํอาศัยของเชื้อราภายในเมล็ ด  
บันทึกสํวนที่พบเชื้อราอาศัยและเจริญอยูํ   
                  3.3 น าเมล็ดพันธุ๑ที่มีแตํละชนิดจากข๎อ 3.1 จ านวน 100 เมล็ดไปปลูกลงในกระบะพลาสติกที่
ใสํดินปลูกท่ีผํานการฆําเชื้อในดินแล๎วเพ่ือศึกษาการเกิดโรค บันทึกข๎อมูลโดยการตรวจนับจ านวนต๎นที่เป็นโรค 
อาการของโรค และน าคําที่ได๎มาคิดเป็นเปอร๑เซ็นต๑การเกิดโรค  
 
 
 
การทดลองที่ 1.2.7  การจ าแนกชนิดและเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของ Race แบคทีเรีย Rasonia 

solanacearum ที่พบในประเทศไทย 
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การจ าแนกชนิด Race แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ที่พบในประเทศไทย 

1. ปลูกพืชอาศัยของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  ได๎แกํ พืชตระกูลมะเขือ (มะเขือ
เทศ พริก มันฝรั่ง มะเขือยาว มะเขือพวง มะเขือเปราะ ยาสูบ) ตระกูลขิง(ขิง ขิงแดง ปทุมมา กระเจียว 
กระทือ) หน๎าวัว ฤาษีผสม กล๎วยชนิดตํางๆ เป็นต๎น 
 2.  การเตรียมเชื้อ Ralstonia solanacearum  น าเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum ที่เก็บ
รักษาไว๎ในแหลํงเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมโรคพืช จ านวน 300 ไอโซเลท มาเลี้ยงในอาหาร TTC ที่อุณหภูมิ 30 
oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเหลว  523  บนเครื่องเขยําที่มีความเร็วรอบ 
250 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  น า 100 µl ของสารละลายเชื้อมาเกลี่ยลงบนอาหาร
แข็ง 523   บํมที่อุณหภูมิ 30 C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ท าการละลายเชื้อด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ ปรับความ
เข๎มข๎นของเชื้อโดยการวัดคําความขุํนโดยใช๎เครื่องspectrophotometer  ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร ให๎ได๎คํา OD เทํากับ 0.3  มีความเข๎มข๎นของเชื้อประมาณ 108 cfu/ml  
 3. การปลูกเชื้อ R. solanacearum บนพืชอาศัย โดยกํอนปลูกเชื้องดการให๎น้ าพืชทดสอบเป็น
เวลา    1 วัน  ท าการปลูกพืชทดสอบโดยใช๎มีดหรือคัตเตอร๑ที่สะอาดตัดสํวนรากหํางจากต๎น 1 -2 เซนติเมตร   
ราดด๎วยสารละลายเชื้อที่เตรียมข๎างต๎นทันที โดยใช๎อัตราสํวนสารละลายตํอดินในกระถาง 1 : 10(V/V)  (~ 25 
มิลลิลิตร/ต๎น)   
 4. บันทึกผล ตรวจผลการทดลองทุกๆ 7 วัน หลังการปลูกเชื้อ โดยให๎คําคะแนนความรุนแรงของโรค
ตั้งแตํ 1-5 ตามอาการของพืช ดังนี้ 

1 = พืชปกติ (healthy plant) 
2 = ใบเหี่ยว 1 ใบตํอต๎น (one leaflet or leaf wilting) 
3 = 1/3 ของต๎นแสดงอาการเหี่ยว (1/3 of plant wilting) 
4 = 2/3 ของต๎นแสดงอาการเหี่ยว (2/3 of plant wilting) 
5 = แสดงอาการเหี่ยวทั้งต๎นหรือต๎นตาย (whole plant wilting or dead) 

ยืนยันการเกิดโรคเหี่ยวโดยการตรวจด๎วย ELISA และ แยกเชื้อบนอาหาร TTC 
ทดสอบชนิด Biovar  
 น าเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum ที่ทดสอบพืชอาศัยเรียบร๎อยแล๎วมาทดสอบการใช๎น้ าตาล 6 
ชนิด เพ่ือจัดจ าแนก biovar ของแตํละไอโซเลทเพ่ือหาความสัมพันธ๑ของ biovar กับการเกิดโรคบนพืชอาศัย
ของสายพันธุ๑ประเทศไทยเปรียบเทียบกับรายงานในตํางประเทศ 
การศึกษาเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของ Race แบคทีเรีย Ralstoonia solanacearum ที่พบในประเทศ
ไทย 

1. การเตรียมแบคทีเรีย R. solanacearum เพื่อสกัดดีเอ็นเอ น าเชื้อแบคทีเรีย 
R.solanacearum มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Wakimoto’s medium  ให๎ได๎เชื้อบริสุทธิ์ ย๎ายเชื้อโคโลนีเดี่ยวมา
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เลี้ยงในอาหารแข็ง LB  (Luria &Bertani medium) (Sambrook  et al., 1989)    อายุ 48  ชั่วโมง เตรียม
ไว๎ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 

2. การแยกสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ให้บริสุทธิ์ ใช๎การแยกสกัดจี
โนมิค ดีเอ็นเอ โดยตามวิธีของ Pitcher  et al. (1989) ใช๎เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย R.solanacearum ที่เลี้ยงบน
อาหารแข็ง LB  อายุ 48 ชั่วโมง   ใช๎ลูปฆําเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรียให๎เต็มหนึ่งลูปละลาย ใน  1 ml  ของ 
Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA,   pH 8.0)  น าไปปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุน
เหวี่ยง ที่ความเร็ว 12,000 g  เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งสํวนน้ าใสข๎างบน เติมด๎วย 100 µl ของ TE buffer   pH 
8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA, pH 8.0) ผสมให๎เข๎ากันโดยใช๎ เครื่องปั่น Vortex   เติมด๎วย 500 µl 
ของ Guanidine thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผสมให๎เข๎ากัน   เติมด๎วย 250 µl ของ 7.5 
M ammonium acetate ที่แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC ผสมให๎เข๎ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที  เติมด๎วย 500 µl 
ของสารผสม chloroform : isoamyl alcohol  อัตรา 24/1   ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่อง
หมุนเหวี่ยง ที่ 12,000 g  เป็นเวลา 10 นาที เก็บสํวนน้ าใสข๎างบน ใสํหลอดใหมํที่บรรจุสาร  isopropanol ที่
แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC จ านวน  378 µl ผสมให๎เข๎ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุน
เหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ที่ 12,000 g  เป็นเวลา 10 นาที  ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วย  150 µl ของ 70 % 
ethanol  จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง ละลายตะกอนดีเอ็นเอ ด๎วย TE buffer, pH. 8.0 ปริมาณ 
100 µl วัดปริมาณความเข๎มข๎น และคุณภาพของดีเอ็นเอ ที่ชํวงคลื่น A260 และ A280  ด๎วยเครื่อง UV/Vis  
spectrophotometer  และปรับความเข๎มข๎นดีเอ็นเอให๎มีความเข๎มข๎น 50 ng/µl เพ่ือน าไปศึกษาลายพิมพ๑ดี
เอ็นเอ 

3. การศึกษาเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ด้วยเทคนิค  
rep-PCR  การศึกษาเอกลักษณ๑ทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย R. solanacearum ด๎วยเทคนิค rep PCR ใช๎
ไพรเมอร๑ 2 ชนิด ในการทดลองได๎แกํ enterobacteria repetitive intergenic concensus (ERIC) และ 
interspersed repetitive BOX sequence (BOX) (Louws et al., 1994)  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช๎
ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 25 µl ในหลอดขนาด 0.2 ml โดยปฏิกิริยาประกอบด๎วยดีเอ็นเอของเชื้อ 
X. axonopodis pv..citri   50 ng ผสมกับ  10X PCR buffer [67 mM Tris-HCl,  pH8.8, 83 mM 
(NH4)2SO4, 2.0 mM MgCl2, 30 mM 2-mercaptoethanol, 10% dimethylsulfoxide และ bovine 
serum albumin]   dNTPs ชนิดละ 125 µM, เอนไซม๑ Taq DNA polymerase 1.0 ยูนิต (Invitrogen 
Corporation  Grand Island, NY, USA) และไพรเมอร๑ ERIC ชนิดละ  50 pM และ ไพรเมอร๑ BOX จ านวน 
100 pM แล๎วเติมน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อให๎ได๎ปริมาตรรวม 25 µl ผสมสารให๎เข๎ากัน  ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler)  โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให๎มีการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอตามวิธีของ 
Louws et al. (1994) 
  ปฏิกิริยา     อุณหภูมิ (oC)     เวลา (นาที) 
1.  แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบเริ่มต๎น (initial denaturing)   95         7 
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2.  แยกสายดีเอ็นเอแมํแบบ (denaturing)     94         1 
3.  ไพรเมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (primer annealing)   53  (BOX)        1 
          53  (ERIC)        1 
4.  สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (extension)      65         8 
5.  สังเคราะห๑ดีเอ็นเอรอบสุดท๎าย (final extension)    65        15 
 ท าปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซํทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 oC   น าดีเอ็นเอ
ที่ได๎จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 10 µl มาผสมกับ loading dye (0.025% bromophenol blue, 40% 
Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 µl  จากนั้นท าการตรวจวิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟ
รีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1.5 % อะกาโรสใน 0.5 xTAE (40mM Tris, 4mM sodium 
acetate, 1mM EDTA, pH 7.9) ใช๎กระแสไฟฟูาที่คําความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ นาน 2 ชั่วโมง ย๎อมดีเอ็นเอ
ด๎วยเอธิเดียมโบรไมด๑ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไวโอเลต 
 
การทดลองที่ 1.2.9  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของไส้เดือนฝอย migratory endoparasitic 

nematodes 

 การด าเนินงานในปีงบประมาณ 2554 จะเป็นการเก็บตัวอยํางดิน จากแหลํงปลูกพืชชนิดตํางๆ ใน
ประเทศไทย เพ่ือตรวจหาไส๎เดือนฝอย ท าการคงสภาพไส๎เดือนฝอย และท าสไลด๑ถาวร จ าแนกชนิดของ
ไส๎เดือนฝอย รวมทั้งเพ่ิมจ านวนไส๎เดือนฝอยในพืชอาศัย เพ่ือให๎ได๎จ านวนประชากรของไส๎เดือนฝอยมากพอใน
การศึกษาด๎านชีววิทยาตํอไป 
 การเก็บตัวอย่างดิน 
 เก็บตัวอยํางดินและรากพืชจากแปลงปลูกพืชในจังหวัดตํางๆ  ทั้งพืชล๎มลุกและพืชยืนต๎นโดยใช๎ทํอเก็บ
ตัวอยํางดินขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 1.5 นิ้ว เก็บดินลึกประมาณ 20 เซนติเมตร โดยสุํมเก็บจ านวน 20 จุดตํอ 1 
ตัวอยําง การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกวันที่เก็บตัวอยําง ชนิดพืช ชนิดดินอุณหภูมิของดินในขณะเก็บตัวอยําง บันทึกพิกัดทาง
ภูมิศาสตร๑โดยใช๎เครื่อง GPS  
 การแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและจัดจ าแนก 
 แยกไส๎เดือนฝอยออกจากตัวอยํางดินโดยวิธีการล๎างตัวอยํางดิน และกรองน้ าสํวนบนผํานตะแกรง 
แยกไส๎เดือนฝอยออกจากตัวอยํางดินที่ค๎างอยูํบนตะแกรง โดยน าตัวอยํางใสํลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยูํบน
ตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ าสะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s Tray 
Technique) แยกไส๎เดือนฝอยจากน้ า โดยการเขี่ยไส๎เดือนฝอยภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบสเตอริโอ และฆํา
ไส๎เดือนฝอยโดยใช๎ความร๎อนและคงสภาพใน TAF solution (Seinhorst, 1959) ท าสไลด๑ถาวร (Cobb’s 
Slide) ของไส๎เดือนฝอย โดยเตรียมไส๎เดือนฝอยให๎อยูํใน anhydrous glycerine โดยวิธีของ Hooper  and 
Evans  (1993) จัดจ าแนกไส๎เดือนฝอยโดยใช๎ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) และวัดขนาดสัดสํวน
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ของไส๎เดือนฝอย (morphometrics) บันทึกภาพ และจัดจ าแนกโดยใช๎คูํมือ(key) ในการจัดจ าแนกไส๎เดือน
ฝอยในสกุลตํางๆ หรือข๎อมูลจากต ารา หรือเอกสารทางวิชาการ ที่เกี่ยวข๎องกับไส๎เดือนฝอยสกุลที่ต๎องการ
ศึกษา 
 การเลี้ยงเพิ่มจ านวนไส้เดือนฝอย 
 ในกรณีที่มีไส๎เดือนฝอยจ านวนมากพอ หากเป็นไส๎เดือนฝอยในสกุล Radopholus หรือ 
Pratylenchus บางชนิดสามารถเลี้ยงบนชิ้นแครอท (carrot disc) โดยวิธีของ O’ Bannon & Taylor (1968) 
หากมีจ านวนไส๎เดือนฝอยไมํมากพอ จะเลี้ยงไส๎เดือนฝอยในพืชอาศัย จนได๎จ านวนมากพอกํอน จึงน าไปเลี้ยง
ในชิ้นแครอท การเลี้ยงเพ่ิมจ านวนไส๎เดือนฝอยจะท าเฉพาะไส๎เดือนฝอยชนิดที่ส าคัญ ที่คาดวําอาจท าความ
เสียหายให๎กับพืชเศรษฐกิจได๎ 
 
การทดลองท่ี 1.2.10  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของไส้เดือนฝอย Radopholus 

การศึกษารูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใช้ Light microscope (LM)   
น าไส๎เดือนฝอยระยะตัวอํอน  ตัวเต็มวัยเพศเมียและเพศผู๎ ฆําด๎วยน้ าอํุน (50  oซ)  เป็นเวลา 2 นาที    

เติมน้ ายา fixative (TAF, 7 ml of 40 % formaldehyde, 2 ml tri -ethanolamine, 91 ml distilled 
water)  น าไปเก็บที่อุณหภูมิห๎อง     จากนั้นเขี่ยไส๎เดือนฝอยลงใน solution I (20 parts 95 % ethanol, 1 
part glycerine, 79 parts distilled water)  น าไปวางใน desiccator ที่มี 95 % ethanol บรรจุอยูํ  วางไว๎
ในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ 35 oซ เป็นเวลา 12 ชม.  เพื่อดึงน้ าออกจากตัวไส๎เดือนฝอยช๎าๆ และมีการแทนที่ด๎วยกลี
เซอรีน  จากนั้นเติม solution II (5 parts of glycerine, 95 parts of 95 % ethanol) ลงไป  น าไปไว๎ใน
ตู๎ควบคุมอุณหภูมิ 40 oซ  เป็นเวลา 3 ชม.  กลีเซอรีนจะเข๎าแทนที่น้ าในตัวไส๎เดือนฝอย สามารถเห็นอวัยวะ
ส าคัญภายในตัวไส๎เดือนฝอยได๎ชัดเจน เขี่ยไส๎เดือนฝอยลงในหยดกลีเซอรีนบนสไลด๑แก๎ว  หนุนด๎วยใยแก๎วกํอน
ปิดทับด๎วย cover slip และซิล ด๎วยน้ ายาซิลสไลด๑  ถํายภาพรูปรํางลักษณะและวัดขนาดสัดสํวนภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ก าลังขยายสูง  โดยวัดสํวนตํางๆ ดังนี้ 

ตัวเต็มวัยเพศผู๎ : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว(W);  หลอดดูดอาหาร;  ความยาววัดจากหัวถึง 
excretory pore (EP); ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES);  ความยาวหาง (Tail); ความกว๎างบริเวณ 
anus; ความยาว spicule  และความยาว gubernaculum  
 ตัวเต็มวัยเพศเมีย : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว(W); หลอดดูดอาหาร;  ความยาววัดจากหัว
ถึง excretory pore (EP); ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES);  ความยาวหาง (Tail);  ความกว๎าง
บริเวณ anus  และ % vulva 
 ตัวอํอนระยะ Infective juvenile : ความยาวล าตัว (L); ความกว๎างล าตัว(W);  หลอดดูดอาหาร;   
ความยาววัดจากหัวถึง excretory pore (EP); ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES)  และความยาวหาง 
(Tail) 
 น ามาค านวณคําสัดสํวน (ratio) โดยใช๎ De Man’s formula (Poinar, 1986) ดังนี้ 
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 Ratio : a  = L/W;  b = L/ES; c = L/Tail; d = EP/ES; e = EP/Tail 
 และค านวณคําพารามิเตอร๑ตามวิธีการของ Nguyen (1993) ดังนี้ 
 D% = EP/ES x 100; E% = EP/Tail x 100 

-  การบันทึกข๎อมูล  ถํายภาพรูปรํางลักษณะที่ส าคัญของไส๎เดือนฝอยระยะตัวอํอน ตัวเต็มวัยเพศผู๎
และเพศเมีย  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ก าลังขยายตํางๆ คําการวัดขนาดสัดสํวนและรูปรํางลักษณะส าคัญของ
ไส๎เดือนฝอย  น าไปเปรียบเทียบกับ key  

ศึกษาการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอย Radopholus ในชิ้นส่วนพืชท่ีอุณหภูมิ 2 ระดับ 
1. เตรียมหัวเชื้อไส๎เดือนฝอย R. similis  ท าการล๎างฆําเชื้อที่ผิวโดยแชํในสาร 0.1% hyamine เป็น

เวลา 15 นาที และแชํล๎างด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อซ้ า 2 ครั้ง  
2. เตรียมวุ๎น 1.5 % (วุ๎นผง 15 กรัม + น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร) นึ่งฆําเชื้อ  น าไปเทลงในจาน

เพาะเลี้ยง (Petri dish)  ขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 9 เซนติเมตร ปริมาตรวุ๎นเทํากับ 1 ใน 4 ของความสูงจาน
เพาะ  ในสภาพปลอดเชื้อ 

3. เตรียมชิ้นสํวนพืช (แครอท)  โดยน าหัวแครอทปอกเปลือกให๎สะอาด และหั่นตามขวางของหัวให๎
เป็นชิ้นวงกลมขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 3 เซนติเมตร  ท าการล๎างด๎วยแอลกอฮอล๑ 70 % โดยวิธีการจุํม  และจุํม
ล๎างด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อซ้ า 2 ครั้ง  วางผึ่งชิ้นแครอทให๎แห๎งในตู๎ปลอดเชื้อประมาณ 30 นาที    จากนั้นใช๎
ปากคีบฆําเชื้อ  คีบชิ้นแครอทวางลงบนอาหารวุ๎นบริเวณกลางจาน  ได๎เป็นจานอาหารเพาะเลี้ยงไส๎เดือนฝอย 

4. การเพาะเลี้ยงไส๎เดือนฝอยในชิ้นแครอท  น าไส๎เดือนฝอย (จากข๎อ 1) จ านวน 100+10 ตัว/น้ ากลั่น 
50 ไมโครลิตร หยดลงบนชิ้นแครอทในจานอาหารเพาะเลี้ยงที่เตรียมไว๎ (จากข๎อ 3)   โดยปฏิบัติในตู๎ปลอดเชื้อ  
จากนั้นหุ๎มจานเพาะเลี้ยงด๎วยกระดาษอลูมิเนียมฟรอยด๑  เก็บไว๎ในที่มืดที่อุณหภูมิ 22 และ 32 oซ 

-  การบันทึกข๎อมูล  ตรวจการเจริญเติบโตของไส๎เดือนฝอยโดยบันทึกการเปลี่ยนแปลงเป็นระยะตํางๆ 
แตํละอุณหภูมิ ทุก 5 วัน   
 
การทดลองท่ี 1.2.12  ลักษณะทางพันธุกรรม ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของรา  Colletotrichum  สาเหตุ

โรคพืช  

- สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง 
ขั้นตอนที่ 1 การจ าแนกชนิดของรา Colletotrichum โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืช 
เก็บตัวอยํางโรคพืช ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง ล าต๎น  และราก     จากแหลํงปลูกพืชใน 

ประเทศไทย  หํอด๎วยกระดาษ ใสํถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหลํงที่เก็บข๎อมูลพิกัด
ภูมิศาสตร๑  วันที่เก็บ    ผู๎เก็บ  และแบํงตัวอยํางโรคพืชมาอัดทับตัวอยํางแห๎ง  จัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑โรคพืช  ตึก
อิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร   

2.   การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
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-  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นสํวนพืช ภายใต๎กล๎อง 
จุลทรรศน๑แบบ stereo  หรือ ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ  นาน 5-10 วัน เมื่อพบเชื้อ
ราสร๎างเส๎นใยหรือ conidium ตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ และใช๎เข็มเขี่ยสํวนของเชื้อรามาวางบนสไลด๑ 
หรือใช๎ใบมีดตัดขวางชิ้นสํวนพืชให๎บาง ๆ และตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ compound  
ถํายรูปลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเชือ้ราโดยวิธี Tissue transplanting   
น าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและไมํเป็น
โรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท๑ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง น าไป
ซับบนกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อให๎แห๎ง แล๎วน าไปเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato 
Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar   หรือ water agar บํมที่อุณหภูมิ 32+2 องศา
เซลเซียส  นาน 3-7 วัน แยกเชื้อราให๎บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

3.   ศึกษาลักษณะของเชื้อบนอาหารชนิดต่าง ๆ   
น ารา Colletotrichum  ที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose 

Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar, Oat meal agar   หรือ water agar โดยบันทึกลักษณะตําง ๆ 
ดังตํอไปนี้ 

บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารชนิดตําง ๆ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกสีของโคโลนี
ด๎านบนและด๎านลํางอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment)  

4.   การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
- ศึกษารูปรํางลักษณะของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo และ compound microscope 

โดยตรวจดูลักษณะเส๎นใย conidiophore และสปอร๑ และศึกษาลักษณะของสปอร๑และโครงสร๎างอ่ืน ๆ ของ
เชื้อรา โดยการ mount slide ด๎วยน้ าหรือ shear’s solution 

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได๎แกํ ลักษณะของเส๎นใย ขนาด สี     ลักษณะของสปอร๑ 
conidiophore สี ขนาด  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ stereo และ compound  บันทึกขนาด รูปรําง  วาด
ภาพ  และบันทึกภาพด๎วยกล๎องถํายภาพ และถํายภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเลคตรอน (Scanning Electron 
Microscope) 

5.  เก็บรักษาสายพันธุ์ราและตัวอย่างแห้ง 
เก็บรักษาราที่แยกได๎ไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection และ

เก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการ
อารักขาพืช   

6.   การพิสูจน์การเกิดโรค 
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ท าการพิสูจน๑การเกิดโรค  โดยท าการปลูกเชื้อสํวนของพืช โดยท าแผลและไมํท าแผลอยํางละ 10 ซ้ า   
เปรียบเทียบกับการเกิดโรคบนสํวนที่ไมํปลูกเชื้อด๎วยวิธีเดียวกัน แยกเชื้อสาเหตุจากต๎นที่แสดงอาการโรค  
เปรียบเทียบชนิดของราสาเหตุโรคใช๎ในการปลูกเชื้อ 
ขั้นตอนที่ 2 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรา Colletotrichum 

1.  การเตรียมรา Colletotrichum 
เลี้ยงรา Colleotrichum บนอาหาร  MEA  (Malt extract agar)  นาน 7-10 วัน  หลังจากนั้นใช๎เข็ม

เขี่ยเอาเส๎นใยของรามาเลี้ยงในอาหารเหลว PDB (Potato dextrose broth) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน flask 
250 มิลลิลิตร  น าไปเขยําด๎วยเครื่องเขยําความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ นาน 7 วัน  
หลังจากนั้นน าราในอาหารเหลวมากรองด๎วยกระดาษกรองนึ่งฆําเชื้อ และท าให๎แห๎งด๎วยการดูดอากาศออกด๎วย
เครื่องดูดสัญญากาศ  เก็บเส๎นใยราที่แห๎งด๎วยหลอดและเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน ามาสกัด 
DNA 

2. การสกัด DNA จากรา   
น ารา Colletotrichum  อยํางน๎อย 5 genera  5 species อยํางละ 4 isolates ที่เก็บรักษาไว๎ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาสกัด DNA โดยใช๎วิธีของ  Crous และคณะ (2000) 
3.  การเพิ่มปริมาณยีน Internal Transcribed Spacer  โดยใช้เทคนิค PCR  

น า DNA ของราที่แยกได๎ในข๎อ 13.2.3  มาท า PCR  โดยใช๎ไพรเมอร๑  ITS1  (5’TTTCCGTA 
GGTGAACCTGC3’)  และ  ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) 

- สังเคราะห๑คํู primer ITS1  และ ITS4 เพ่ือท าการเพ่ิมปริมาณของ rDNA ในชํวง  ITS1-5.8S 
rDNA-ITS2-26SrDNA 

- น า DNA ของราทั้งหมดในข๎อ 13.2.3 มาเพ่ิมปริมาณของ rDNA  ในชํวง  ITS1-5.8S rDNA-
ITS2-26SrDNA  โดยใช๎คูํไพรเมอร๑  ITS1  และ  ITS4 ด๎วยวิธี PCR  ประกอบด๎วยสํวนผสมดังนี้ 
 10X  PCR buffer     6 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2      3 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP      1 ไมโครลิตร 
 ไพร๑เมอร๑ ITS1 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 

ไพร๑เมอร๑ ITS4 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase (5 ยูนิต / ไมโครลิตร)  0.25 ไมโครลิตร 
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ      28.75 ไมโครลิตร 
สารละลาย DNA (50 นาโนกรัม /  ไมโครลิตร)  10 ไมโครลิตร 

 รวมปริมาตร     50 ไมโครลิตร 
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- สํวนของ ß-tubulin นั้นเพ่ิมปริมาณโดยใช๎คูํไพรเมอร๑ Bt2a และ Bt2b  น าสํวนผสมทั้งหมด
ผสมตามสัดสํวนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าหลอด PCR เข๎าเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA 
โดยมีรอบการท าปฏิกิริยา  (Slippers et al., 2004) ดังนี้ 
 
 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี 50 วินาที   30 รอบ 
 52 องศาเซลเซียส 2 นาท ี  

72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
4 องศาเซลเซียส  hold 
4. การวิเคราะห์หาล าดับเบสของยีน ITS1-5.8SrDNA-ITS2-26SrDNA 
น าผลผลิตที่ได๎จากข๎อ 13.2.3 มาตรวจวิเคราะห๑ผลด๎วย electrophoresis บน 1% agarose gel ใน 

0.5XTBE buffer  โดยตัดแถบ DNA ที่เป็นยีนเปูาหมาย ภายใต๎ UV transilluminator   โดยใช๎วิธีของ 
Slippers และคณะ (2004)  

5.  การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมด  
 การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมดไปวิเคราะห๑เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลที่มี
รายงานอยูํใน GenBank ในชํวงล าดับเบส 15 ITS rDNA และ 15 ß-tubulin ซึ่งเป็นราในกลุํม 
Botryosphaeria  โดยน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห๑ความสัมพันธ๑และการวิวัฒนาการด๎วย PAUP 
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b8 โดย Swofford (2000) 
 
การทดลองท่ี 1.2.14 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบไหม้และใบจุดของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและ

แวนด้า 

1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้  
ท าการส ารวจและเก็บตัวอยํางกล๎วยไม๎จากแหลํงปลูกที่มีการระบาดของอาการโรคใบไหม๎และใบจุด

ของกล๎วยไม๎สกุลมอคคารําและแวนด๎า ในแหลํงปลูกกล๎วยไม๎ที่ส าคัญ เชํน จังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร 
สมุทรสงคราม นนทบุรี กาญจนบุรี ปทุมธานี และราชบุรี เป็นต๎น บันทึกข๎อมูลลักษณะอาการของโรค 
ถํายภาพ และแหลํงที่พบ เก็บตัวอยํางหํอกระดาษและใสํถุง น ากลับมาตรวจสอบในห๎องปฏิบัติการ  

2. การแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและเก็บเชื้อบริสุทธิ์  
แยกจากสํวนของพืชที่มีอาการของโรค ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาด 4 ตร.มม. ระหวํางรอยตํอของสํวนที่

เป็นโรคและไมํเป็นโรค แตํละชิ้นตัวอยํางน ามาล๎างด๎วยแอลกอฮอล๑ 70% 5 นาที  แล๎วล๎างด๎วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆํา
เชื้อแล๎ว 3 ครั้ง หลังจาก surface sterilize แล๎วน ามาบดในน้ ากลั่น และ streak บนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร 
PSA (Potato semi synthetic agar) หลังจากนั้นบํมเชื้อไว๎ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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เลือกเก็บโคโลนีและท าให๎เป็นเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธี streak plate  หลายๆ ครั้ง เก็บเชื้อบริสุทธิ์ใน กลีเซอรอล 
15%  และ 50% ไว๎ใช๎ในการศึกษาตํอไป 

3. ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test)  
ทดสอบการเกิดโรคกับกล๎วยไม๎สกุลมอคคารําและแวนดา โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎จากกล๎วยไม๎

บนอาหาร PSA  บํมไว๎ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข๎มข๎นของเชื้อ
โดยใช๎คําดูดกลืนแสง O.D.600 nm เทํากับ 0.2 ด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ มีความเข๎มข๎นของเชื้อประมาณ 108 
CFU/ml แล๎วพิสูจน๑โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 

4. จ าแนกลักษณะสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช  
4.1 ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส๑ของเชื้อ ท าการศึกษาคุณสมบัติตํางๆ ทางชีวเคมีและ

ฟิสิกส๑ของเชื้อแบคทีเรียบางประการที่เหมาะสมและจ าเป็นตํอการจ าแนกเชื้อ โดยศึกษาตามวิธีการของ 
Bergey’ s Manual of Determinative Bacteriology Ninth Edition และ Laboratory Guide for 
Identification of Plant Pathogenic Bacteria Third Edition  

4.2  ทดสอบการใช๎แหลํงคาร๑บอนด๎วยอาหารทดสอบ Biolog® 
4.3 จ าแนกลักษณะสายพันธุ๑เชื้อจุลินทรีย๑สาเหตุโรคพืชตามลักษณะทางพันธุกรรมโดยใช๎เทคนิค 

repetitive sequence based polymerase chain reaction (rep PCR) และ เปรียบเทียบล าดับ  นิวคลีโอ
ไทด๑ของ 16S rDNA gene 

4.3.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสาเหตุอาการใบไหม๎และใบจุดบนอาหารแข็ง Wakimoto’s medium ให๎ได๎

เชื้อบริสุทธิ์ อายุ 24-48 ชั่วโมง เตรียมไว๎ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 
4.3.2 การแยกสกัดดีเอ็นเอ 
ท าการแยกสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ โดยใช๎เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เตรียมไว๎จ านวน 1 ลูป ละลาย ใน 

Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 1 ml น าไปปั่นตกตะกอนด๎วย
เครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 5 นาที เทสํวนน้ าใสทิ้ง เติม TE buffer pH 8.0 (10 mM 
Tris และ 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 100 µl ผสมให๎เข๎ากัน แล๎วเติมด๎วยสารละลาย GES  (Guanidine 
thiocyanate – EDTA– Sarkosyl solution) ปริมาตร 500 µl ผสมให๎เข๎ากัน จากนั้นเติม 7.5 M 
ammonium acetate ที่แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC ปริมาตร 250 µl ผสมให๎เข๎ากัน วางแชํในน้ าแข็ง 5 นาที 
เติมด๎วยสาร chloroform : isoamyl alcohol อัตรา 24 : 1 ปริมาตร 500 µl ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่น
ตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที เก็บสํวนน้ าใสใสํหลอดใหมํที่มี isopropanol 
ที่แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC ปริมาตร 378 µl ผสมให๎เข๎ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุน
เหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอที่ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วย 70% ethanol 
ปริมาตร 150 µl จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด๎วย TE buffer ปริมาตร 
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100 µl  ปรับความเข๎มข๎นดีเอ็นเอให๎มีความเข๎มข๎น 50 ng/µl เพ่ือน าไปศึกษาลายพิมพ๑ดีเอ็นเอด๎วยเทคนิค 
rep PCR และหาล าดับนิวคลีโอไทด๑ของยีน 16S rDNA 

4.3.3 การศึกษาลายพิมพ๑ดีเอ็นด๎วยเทคนิค rep PCR 
ศึกษาลายพิมพ๑ดีเอ็นเอด๎วยเทคนิค rep PCR ด๎วยไพรเมอร๑ 2 ชุด ได๎แกํ ERIC1R  (5’ 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC  3’) กับ ERIC2  (5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG  3’) และ  
BOXA1R  (5’  CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3’) เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอด๎วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Germany)โดยใช๎ปริมาตรรวมในการท า
ปฏิกิริยา PCR 25 µl ประกอบด๎วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข๎มข๎น 50 ng/ µl, TopTaq Master Mix 
(QIAGEN Inc., USA) และไพรเมอร๑ ERIC ชนิดละ 0.5 µM  และ ไพรเมอร๑ BOX จ านวน 1 µM ก าหนด
อุณหภูมิและเวลาให๎มีการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอเริ่มต๎น 95 oC เป็นเวลา 7 นาที  แยกสาย ดีเอ็นเอแมํแบบ 
(denaturing) ที่อุณหภูมิ 94 oC เป็นเวลา 1 นาที ไพรเมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (primer  
annealing) ที่อุณหภูมิ 53 oC เป็นเวลา 1 นาท ีสังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 8 
นาที และสังเคราะห๑ดีเอ็นเอรอบสุดท๎าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 15 นาที ท าปฏิกิริยา
ทั้งหมด 30 รอบ และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ   4 oC  จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได๎จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจ
วิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1.5 % 
agarose ใน 0.5X TAE (40mM Tris, 4mM sodium acetate, 1mM EDTA, pH 7.9) ใช๎กระแสไฟฟูาที่คํา
ความตํางศักย๑ 100โวลต๑ นาน 2 ชั่วโมง ย๎อมดีเอ็นเอด๎วยเอธิเดียมโบรไมด๑ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสง   
อุลตราไวโอเลต และวิเคราะห๑ผลของลายพิมพ๑ดีเอ็นเอที่ได๎ด๎วยโปรแกรมคอมพิวเตอร๑ส าเร็จรูป  Numerical 
Taxonomy and Multivariate Analysis System (NTSYS) คํา coefficiency ที่ใช๎คือคํา Dice และ
วิเคราะห๑คํา bootstrap ด๎วยโปรแกรม Winboot 

4.3.4 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑ของ 16S rDNA gene  
ท าการเพ่ิมปริมาณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได๎ โดยใช๎ universal primer แล๎ว

เชื่อมตํอผลผลิต PCR กับพลาสมิดพาหะ และย๎ายพลาสมิดสายผสมเข๎าสูํเซลล๑แบคทีเรีย น าพลาสมิดสายผสม
ที่คัดเลือกได๎ไปวิเคราะห๑หาล าดับนิวคลีโอไทด๑ แล๎วน าข๎อมูลที่ได๎ไปวิเคราะห๑เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลล าดับนิ
วคลีโอไทด๑ของ 16S rDNA gene ที่มีรายงานอยูํใน GenBank ด๎วยโปรแกรม BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) และ โปรแกรม  CLUSTAL W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)  
 
การทดลองท่ี 1.2.15 การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ Exserohilum  tuecicum  บนเมล็ดพันธุ์ข้าวโพด 

1. การเตรียมเชื้อสาเหตุโรคใบไหม๎แผลใหญํ 
เก็บใบข๎าวโพดที่เป็นโรคใบไหม๎แผลใหญํ  น ามาแยกเชื้อด๎วยวิธี Tissue Transplanting โดยฆําเชื้อที่

ผิวนอกใบพืชด๎วย คลอร๏อกซ๑ 10 เปอร๑เซ็นต๑  จากนั้นจึงน าชิ้นสํวนข๎าวโพดมาเลี้ยงบนอาหารพีดีเอที่ผสมด๎วย 
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CaCO3 อัตราสํวน  0.85 กรัมตํอลิตร  เมื่อมีเส๎นใยเจริญออกมาจึงตัดปลายเส๎นใยไปเลี้ยงบนอาหารชนิดเดิม  
พิสูจน๑โรคตามวิธีการของ Koch (koch’s postulation) แล๎วจึงแยกเชื้อจากใบที่เป็นโรคอีกครั้ง 

2. การเพ่ิมปริมาณเชื้อสาเหตุโรคใบไหม๎แผลใหญํ 
แชํเมล็ดข๎าวฟุางค๎างคืน  หลังจากนั้นน ามาผึ่งให๎สะเด็ดน้ า  บรรจุลงในถุงพลาสติก  ปริมณ 250 กรัม

ตํอถุง  เติมน้ ากลั่น 10 ซีซี  ปิดถุงด๎วยส าลี  แล๎วจึงน าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที  น าออกมาไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง  วันตํอมาน าถุงข๎าวฟุางไปนึ่งฆําเชื้อซ้ าอีกครั้ง   จากนั้นจึงย๎ายเส๎นใยของเชื้อ
ลงในถุงข๎าวฟุาง  หลังจากท่ีมีการเจริญของเส๎นใยบนเมล็ดข๎าวฟุางแล๎วแล๎วจึงขย าเชื้อให๎กระจายทั่วทั้งถุง 

3. การเตรียมสารแขนลอยสปอร๑ 
น าเมล็ดข๎าวฟุางทีมีเชื้อเจริญอยูํมาผสมกับน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ  ล๎างเอาเฉพาะสํวนของสปอร๑และเส๎นใย  

โดยกรองด๎วยผ๎าขาวบาง 2 ชั้น ตรวจนับปริมาณสปอร๑ให๎ได๎ 5000 สปอร๑ตํอซีซี  โดยตรวจนับใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ด๎วย Hematocytometer   จากนั้นจึงเติมสาร Tween ลงในสารแขวนลอยสปอร๑เพ่ือชํวยในการ
กระจายตัวของสปอร๑และเป็นสารจับใบข๎าวโพด 

4. การปลูกเชื้อลงบนต๎นข๎าวโพดพันธุ๑ทดสอบ 
ปลูกข๎าวโพดเป็นอํอนแอ คือ ไฮบริกซ๑ 3 เป็นแถวส าหรับแพรํกระจายเชื้อ (spreader row) ใน

ลักษณะตาราง ปลูกเชื้อให๎พันธุ๑อํอนแอหลังจากท่ีข๎าวโพดงอกโดยการหยอดเมล็ดข๎าวฟุางที่มีเชื้อลงในใบกรวย  
หลังจากนั้น 3 สัปดาห๑จึงปลูกข๎าวโพดพันธุ๑ทดสอบลงในพ้ืนที่วําง  

5.  การทดสอบการถํายทอดเชื้อรา Exerohilum  turcicum บนเมล็ดพันธุ๑ของข๎าวโพด  
เก็บเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพดจากข๎อ 11.2.4 น ามาตรวจสอบเชื้อราดังนี้  
  -วิธีตรวจเมล็ดโดยตรง (dry seed examination) น าเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพดจากแปลงปลูก มาตรวจ

และคัดแยกและจัดกลุํมเมล็ดพันธุ๑ 
  -วิธีวางเมล็ดบนกระดาษเพาะชื้น(blotter method) น าเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพดที่ไมํแสดงอาการผิดปกติ

และท่ีผํานการตรวจเมล็ดโดยตรงแล๎วมาวางบนกระดาษเพาะชื้น ตรวจสอบเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 
  -วิธีวางเมล็ดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ(agar method) น าเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพดที่ไมํแสดงอาการผิดปกติและ

ที่ผํานการตรวจเมล็ดโดยตรงแล๎วมาวางบนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ตรวจสอบเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 
  -วิธีดูการเข๎าท าลายเซลล๑พืชด๎วยวิธีการย๎อมสีเชื้อรา น าเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพดมาเพาะบนกระดาษกรอง

เมื่อข๎าวโพดเริ่มงอกเฉือนบริเวณยอดอํอนบางๆแล๎วน ามาย๎อมสีตามวิธีการของ Shinha และคณะ(1982)   
6. การบันทึกข๎อมูล 
ประเมินการเกิดโรคบนใบข้าวโพด ดังนี้ 
           คะแนน   1    ใบไมํแสดงอาการโรค    
           คะแนน   2    ใบแสดงอาการโรค   1-25%    ของพ้ืนที่ใบ        
           คะแนน   3   ใบแสดงอาการโรค    26-50% ของพ้ืนที่ใบ         
           คะแนน   4    ใบแสดงอาการโรค 51-75% ของพ้ืนที่ใบ          
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           คะแนน   5    ใบแสดงอาการโรค 76-100% ของพ้ืนที่ใบ   
         ตรวจสอบเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ๑ โดยคิดเป็นเปอร๑เซ็นต๑ 

 
การทดลองที่ 1.2.16 การจ าแนกชนิดของรากสกุล Phyllosticta  โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ขั้นตอนที่ 1   การจ าแนกชนิดของรา Phyllosticta โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืช 
เก็บตัวอยํางโรคพืช ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง ล าต๎น  และราก     จากแหลํงปลูกพืชในประเทศไทย  หํอ

ด๎วยกระดาษ ใสํถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหลํงที่เก็บข๎อมูลพิกัดภูมิศาสตร๑  วันที่เก็บ    ผู๎
เก็บ  และแบํงตัวอยํางโรคพืชมาอัดทับตัวอยํางแห๎ง  จัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัย
โรคพืช  กรมวิชาการเกษตร   

2.   การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
-  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นสํวนพืช ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ 

stereo  หรือ ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ  นาน 5-10 วัน เมื่อพบเชื้อราสร๎างเส๎นใย
หรือ conidium ตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ และใช๎เข็มเขี่ยสํวนของเชื้อรามาวางบนสไลด๑ หรือใช๎ใบมีด
ตัดขวางชิ้นสํวนพืชให๎บาง ๆ และตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ compound  ถํายรูป
ลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplanting   
น าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและ

ไมํเป็นโรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท๑ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง 
น าไปซับบนกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อให๎แห๎ง แล๎วน าไปเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato 
Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar   หรือ water agar บํมที่อุณหภูมิ 32+2 องศา
เซลเซียส  นาน 3-7 วัน แยกเชื้อราให๎บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

3.   ศึกษาลักษณะของเชื้อบนอาหารชนิดต่าง ๆ   
น ารา Phyllosticta  ที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose 

Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar, Oat meal agar   หรือ water agar โดยบันทึกลักษณะตําง ๆ 
ดังตํอไปนี้ 

บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารชนิดตําง ๆ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกสีของโคโลนี
ด๎านบนและด๎านลํางอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment)  

4.   การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
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- ศึกษารูปรํางลักษณะของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo และ compound microscope 
โดยตรวจดูลักษณะเส๎นใย conidiophore และสปอร๑ และศึกษาลักษณะของสปอร๑และโครงสร๎างอ่ืน ๆ ของ
เชื้อรา โดยการ mount slide ด๎วยน้ าหรือ shear’s solution 

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได๎แกํ ลักษณะของเส๎นใย ขนาด สี  ลักษณะของสปอร๑ 
conidiophore สี ขนาด  ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑แบบ stereo และ compound  บันทึกขนาด รูปรําง  วาด
ภาพ  และบันทึกภาพด๎วยกล๎องถํายภาพ และถํายภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเลคตรอน (Scanning Electron 
Microscope) 

5.  เก็บรักษาสายพันธุ์ราและตัวอย่างแห้ง 
เก็บรักษาราที่แยกได๎ไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection และ

เก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุํมวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการ
อารักขาพืช   

6.   การพิสูจน์การเกิดโรค 
ท าการพิสูจน๑การเกิดโรค  โดยท าการปลูกเชื้อสํวนของพืช โดยท าแผลและไมํท าแผล อยํางละ 10 ซ้ า   

เปรียบเทียบกับการเกิดโรคบนสํวนที่ไมํปลูกเชื้อด๎วยวิธีเดียวกัน แยกเชื้อสาเหตุจากต๎นที่แสดงอาการโรค  
เปรียบเทียบชนิดของราสาเหตุโรคใช๎ในการปลูกเชื้อ 
ขั้นตอนที่ 2 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรา Phyllosticta 

1.  การเตรียมรา Phyllosticta 
เลี้ยงรา Phyllosticta บนอาหาร  MEA  (Malt extract agar)  นาน 7-10 วัน  หลังจาก นั้นใช๎เข็ม

เขี่ยเอาเส๎นใยของรามาเลี้ยงในอาหารเหลว PDB (Potato dextrose broth) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน flask 
250 มิลลิลิตร  น าไปเขยําด๎วยเครื่องเขยําความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎องปฏิบัติการ นาน 7 วัน  
หลังจากนั้นน าราในอาหารเหลวมากรองด๎วยกระดาษกรองนึ่งฆําเชื้อ และท าให๎แห๎งด๎วยการดูดอากาศออกด๎วย
เครื่องดูดสัญญากาศ  เก็บเส๎นใยราที่แห๎งด๎วยหลอดและเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน ามาสกัด 
DNA 

2. การสกัด DNA จากรา   
น ารา Phyllosticta อยํางน๎อย 5 genera  5 species อยํางละ 4 isolates ที่เก็บรักษาไว๎ ที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส มาสกัด DNA โดยใช๎วิธีของ  Crous และคณะ (2000) 
3.  การเพิ่มปริมาณยีน Internal Transcribed Spacer  โดยใช้เทคนิค PCR  
น า DNA ของราที่แยกได๎ในข๎อ 13.2.3  มาท า PCR  โดยใช๎ไพรเมอร๑  ITS1 (5’TTTCCGTA 

GGTGAACCTGC3’)  และ  ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) 
- สังเคราะห๑คํู primer ITS1  และ ITS4 เพ่ือท าการเพ่ิมปริมาณของ rDNA ในชํวง  ITS1-5.8S 

rDNA-ITS2-26SrDNA 
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- น า DNA ของราทั้งหมดในข๎อ 13.2.3 มาเพ่ิมปริมาณของ rDNA  ในชํวง  ITS1-5.8S rDNA-
ITS2-26SrDNA  โดยใช๎คูํไพรเมอร๑  ITS1  และ  ITS4 ด๎วยวิธี PCR  ประกอบด๎วยสํวนผสมดังนี้ 
 10X  PCR buffer     6 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2      3 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP      1 ไมโครลิตร 
 ไพร๑เมอร๑ ITS1 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 

ไพร๑เมอร๑ ITS4 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase (5 ยูนิต / ไมโครลิตร)  0.25 ไมโครลิตร 
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ      28.75 ไมโครลิตร 
สารละลาย DNA (50 นาโนกรัม /  ไมโครลิตร)  10 ไมโครลิตร 

 รวมปริมาตร      50 ไมโครลิตร 

- สํวนของ ß-tubulin นั้นเพ่ิมปริมาณโดยใช๎คูํไพรเมอร๑ Bt2a และ Bt2b น าสํวนผสมทั้งหมด
ผสมตามสัดสํวนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าหลอด PCR เข๎าเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA 
โดยมีรอบการท าปฏิกิริยา  (Slippers et al., 2004) ดังนี้ 
 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี 50 วินาที   30 รอบ 
 52 องศาเซลเซียส 2 นาท ี  

72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี   1 รอบ 
4 องศาเซลเซียส  hold 
4. การวิเคราะห์หาล าดับเบสของยีน ITS1-5.8SrDNA-ITS2-26SrDNA 
น าผลผลิตที่ได๎จากข๎อ 13.2.3 มาตรวจวิเคราะห๑ผลด๎วย electrophoresis บน 1% agarose gel ใน 

0.5XTBE buffer  โดยตัดแถบ DNA ที่เป็นยีนเปูาหมาย ภายใต๎ UV transilluminator   โดยใช๎วิธีของ 
Slippers และคณะ (2004)  

5.  การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมด  
การเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนที่น ามาศึกษาทั้งหมดไปวิเคราะห๑เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลที่มี

รายงานอยูํใน GenBank ในชํวงล าดับเบส 15 ITS rDNA และ 15 ß-tubulin ซึ่งเป็นราในกลุํม 
Botryosphaeria  โดยน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห๑ความสัมพันธ๑และการวิวัฒนาการด๎วย PAUP 
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b8 โดย Swofford (2000) 
 
การทดลองที่ 1.2.17  การจ าแนกกลุ่ม Race ของเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  

ในประเทศไทย 
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1. การส ารวจ รวบรวมและเก็บตัวอย่างโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ 
 ส ารวจและรวบรวมต๎นมะเขือเทศที่แสดงอาการโรคเหี่ยวเหลืองจากแปลงเกษตรกร น ามาแยกเชื้อ
บริสุทธิ์ในห๎องปฏิบัติการ บันทึกระดับการเกิดโรคในต๎นที่พบโรค และระดับความเสียหายที่เกิดขึ้นในแตํละ
พ้ืนที่ที่พบโรค 

2. การแยกเชื้อ Fusarium จากพืชท่ีเป็นโรค 
2.1 การแยกเชื้อรา Fusarium ด้วยวิธีการ tissue transplanting method : ตัดชิ้นสํวนพืช

ระหวํางสํวนเป็นโรคและสํวนปกติ หรือบริเวณทํอน้ าทํออาหารของล าต๎นและสํวนโคนของพืชที่แสดงอาการ
โรคเหี่ยว หรือ บริเวณผลที่มีอาการเนํา ให๎มีขนาด 3 x 3 มม. ท าการฆําเชื้อบริเวณผิวของชิ้นสํวนพืชด๎วย 
chlorox 10% นาน 3-4 นาที แล๎วแตํขนาดของชิ้นสํวน ย๎ายลงวางบนอาหาร WA บํมเชื้อ 24-36 ชั่วโมง ที่ 
28 °ซ. เมื้อเส๎นใยเจริญออกมา ท าการแยกเชื้อลงบนอาหาร เลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 

2.2 การแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยการใช้ single–spore technique : เขี่ยกลุํมสปอร๑ลงใน vial ที่มี
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ ท าสปอร๑แขวนลอยให๎มีปริมาณสปอร๑ประมาณ 10 สปอร๑ ตํอ 1 loop ภายใต๎ objective 
ก าลังขยายต่ า ใช๎หํวงลวด (loop) ที่ปลอดเชื้อจุํมลงในสปอร๑แขวนลอย แล๎วลาก (streak) ลงบนผิวหน๎าของ
อาหาร WA บํมเชื้อที่อุณหภูมิห๎อง 24 ชั่วโมง ตักสปอร๑เดี่ยวที่งอก มาเลี้ยงบนอาหารที่เหมาะสม 

3. การจ าแนกชนิด 
ท าการศึกษาลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และจ าแนกตามวิธีการของ 

Nelson และคณะ (1983) ตามข้ันตอนตํอไปนี้ 
– ศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Fusarium และศึกษาการสร๎าง pigment, 

sclerotium และ sporodochium ในอาหาร PDA 
– บันทึกลักษณะและวัดขนาดของ conidium, conidiophore บนอาหาร CLA อายุ 10-14 

วัน ที่อุณหภูมิ 26-28 °ซ. ภายใต๎แสง NUV 
– ท า slide culture เพ่ือศึกษาลักษณะของ sporogenous cell, phialide, 

microconidium, macroconidium 
4. การทดสอบการท าให้เกิดโรค (Pathogenicity test) 

  4.1. เลี้ยงเชื้อรา F. oxysporum f.sp. lycopersiciไอโซเลตตําง ๆ บนอาหาร PDA บํมที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  
  4.2. เตรียมสปอร๑แขวนลอยในน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ ให๎มีปริมาณสปอร๑เทํากับ 107 สปอร๑/
มิลลิลิตร 
  4.3. จุํมรากของต๎นกล๎ามะเขือเทศพันธุ๑สีดา อายุ20 วัน ในสปอร๑แขวนลอย (root dip) ของ
เชื้อราไอโซเลทตําง ๆ เป็นเวลานาน 20 นาที โดยประยุกต๑ตามวิธีการของ Rowe (1980), Windels (1992) 
และ Marlatt และคณะ (1996)  
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  4.4. น าต๎นกล๎ามะเขือเทศไปปลูกในกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 10 นิ้ว จ านวน 4 ต๎น /
กระถาง เชื้อราไอโซเลทละ 5 กระถาง ตรวจสอบความรุนแรงในการเกิดโรค 20 วันหลังจากปลูกเชื้อ โดย
ก าหนดระดับความรุนแรงของโรคเป็น 5 ระดับดังนี ้
  1 = ไมํแสดงอาการของโรค 
  2 = ใบซีดและเหี่ยวเล็กน๎อย, ต๎นแคระแกร็น  
  3 = ใบซีดมากและเหี่ยว, ต๎นแคระแกร็น  
  4 = ใบเหลอืง เหี่ยวมาก, ต๎นแคระแกร็น  
  5 = ต๎นมะเขือเทศตาย  
  ถ๎าระดับความรุนแรงมากกวํา 2.5 แสดงวําพันธุ๑มะเขือเทศนั้นอํอนแอตํอเชื้อ (ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Marlatt และคณะ 1996) 
  4.5. วิเคราะห๑ผลการเกิดโรค ทางสถิติ 

5. การศึกษาเพื่อบ่งชี้ race ของเชื้อรา F. oxysporum f.sp. lycopersici ที่รวบรวมได้โดยใช้
ชุดพันธุ์พืชตรวจสอบ (differential cultivars ) 

5.1 เลี้ยงเชื้อราไอโซเลทตําง ๆ บนอาหาร PDA บํมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วัน  

5.2 เตรียมสปอร๑แขวนลอยในน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ ปรับให๎มีปริมาณสปอร๑เทํากับ 107 
สปอร๑/มิลลิลิตร   

5.3 จุํมต๎นกล๎ามะเขือเทศที่เป็นพันธุ๑พืชอาศัยตรวจสอบ race (differential cultivars) 
เป็นเวลา 20 นาที ตามวิธีการของ Grattidge (1982) และ Marlatt และคณะ  (1996) ในสปอร๑แขวนลอย
ของเชื้อรา น าต๎นกล๎ามะเขือเทศไปปลูกในกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 10 นิ้ว จ านวน 4 ต๎น /กระถาง เชื้อ
ราไอโซเลทละ 5 กระถาง ตรวจสอบความรุนแรงในการเกิดโรค 20 วันหลังจากปลูกเชื้อโดยก าหนดระดับ
ความรุนแรงของโรคเป็น 5 ระดับดังนี้ 
  1 = ไมํแสดงอาการของโรค 
  2 = ใบซีดและเหี่ยวเล็กน๎อย, ต๎นแคระแกร็น  
  3 = ใบซีดมากและเหี่ยว, ต๎นแคระแกร็น  
  4 = ใบเหลือง เหี่ยวมาก, ต๎นแคระแกร็น  
  5 = ต๎นมะเขือเทศตาย  
 ถ๎าระดับความรุนแรงมากกวํา 2.5 แสดงวําพันธุ๑มะเขือเทศนั้นอํอนแอตํอเชื้อ (ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Marlatt และคณะ 1996) 
 
การทดลองท่ี 1.2.18  อนุกรมวิธานและพืชอาศัยของรา Stemphylium และ Alternaria สาเหตุโรคพืช 

1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืช 
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เก็บตัวอยํางพืชที่แสดงอาการเป็นโรคซึ่งคาดวําเกิดจากราสกุล Stemphylium หรือ Alternaria จาก
แหลํงปลูกพืชในประเทศไทย โดยเลือกเก็บสํวนของพืชที่แสดงอาการของโรค ได๎แกํ ใบ ดอก ผล กิ่ง และล าต๎น 
หํอด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑ ใสํในถุงพลาสติก พร๎อมแนบกระดาษบันทึกรายละเอียด ชื่อพืช สถานที่เก็บ วันที่
เก็บ และลักษณะอาการของโรค บรรจุหํอตัวอยํางโรคพืชลงในกลํองเก็บความเย็น เพ่ือน ามาจ าแนกชนิดของ
เชื้อสาเหตุโรคในห๎องปฏิบัติการ 

2.  ศึกษา และจ าแนกชนิดของราสกุล Stemphylium  และ Alternaria  
2.1 ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑  stereo 

microscope หรือ ท า moist chamber บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน เมื่อพบราสร๎างเส๎น
ใยหรือ conidium น ามาตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ โดยใช๎เข็มเขี่ยสํวนของราวางบนสไลด๑ หรือใช๎ใบมีด
ตัดขวางชิ้นสํวนพืช (cross section)ให๎บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะตําง ๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 
compound microscope ถํายรูปและบันทึกลักษณะตําง ๆ ของเชื้อ 

2.2 แยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าสํวนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 

มิลลิเมตร ให๎คาบตํอสํวนที่เป็นโรคและไมํเป็นโรค แชํในสารละลายโซเดียมไฮเปอร๑คลอไรท๑ 10 % เป็นเวลา 
3-5 นาที ล๎างในน้ านึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง ซับให๎แห๎งด๎วยกระดาษที่ผํานการฆําเชื้อ แล๎วน าไปวางบนอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกราให๎
บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได๎ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก๎ว เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส เพ่ือใช๎ศึกษาตํอไป 

2.3 พิสูจน์โรคตามวิธีการ Koch’s postulate 
น ารา Stemphylium spp. และ Alternaria spp. บริสุทธิ์ที่แยกได๎ มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ในจาน

เลี้ยงเชื้อ บํมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน จากนั้นใช๎ cork boror ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 5 
มิลลิเมตร ตัดวุ๎นอาหารบริเวณสํวนปลายเส๎นใยของรา น าไปปลูกเชื้อบนพืชชนิดเดิม ส าหรับกรรมวิธี
เปรียบเทียบปลูกเชื้อด๎วยชิ้นวุ๎นอาหาร PDA ที่ปราศจากเชื้อสาเหตุโรค เมื่อพืชเป็นโรคน าสํวนที่แสดงอาการ
เป็นโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันเชื้อสาเหตุโรคอีกครั้ง 

2.4 ศึกษาลักษณะของรา  
- น าราที่แยกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร PDA  
- ศึกษา และบันทึกลักษณะตําง ๆ ได๎แกํ อัตราการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี 

รวมทั้งการสร๎างเม็ดสี (pigment) 
- ศึกษาและบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได๎แกํ รูปรําง ขนาด สี ของเส๎นใย conidia 

conidiophore และโครงสร๎างอ่ืนๆ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo microscope และ compound 
microscope และถํายภาพ จากนั้นหาคําเฉลี่ยของขนาดโครงสร๎างตํางๆของราที่วัดขนาดไว๎ 
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2.5 จ าแนกชนิดราสกุล Stemphylium และ Alternaria สาเหตุโรคพืช 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Stemphylium spp. และ Alternaria spp. ที่ศึกษากับเอกสารการ

จัดจ าแนกราสกุล Stemphylium และ Alternaria  
3. เก็บรักษาสายพันธุ์รา 

ราที่แยกได๎เก็บรักษาไว๎ใน Culture Collection ของกลุํมวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ใน
หลอดแก๎ว เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  

4. จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 
ตัวอยํางโรคพืชที่เก็บมาได๎ สํวนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอยํางแห๎ง โดยตัดสํวนของพืชบริเวณที่แสดงอาการ

โรค วางบนกระดาษฟาง พร๎อมแนบกระดาษบันทึกข๎อมูลพืช แล๎วปิดทับด๎วยกระดาษหนังสือพิมพ๑ อัดทับด๎วย
แผงไม๎อัดตัวอยํางโรคพืช น าไปวางผึ่งลม ไมํให๎ถูกแดด เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอยํางพืชแห๎ง จึง
น ามาเก็บในถุงกระดาษ ส าหรับเก็บตัวอยํางแห๎ง พร๎อมลงรายละเอียดข๎อมูลตัวอยํางตามระบบสากล 
(Anonymous, 2005) ได๎แกํ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู๎
เก็บ และชื่อผู๎จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต๎น แล๎วสํงเก็บในพิพิธภัณฑ๑ตัวอยํางแห๎งโรค พืช กลุํมวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

5. ศึกษาพืชอาศัยของรา Stemphylium sp. และ Alternaria sp. 
5.1 เตรียมพืชทดสอบ 
ปลูกพืชทดสอบชนิดตํางๆ ในกระถาง ในโรงเรือนปลูกพืชทดลอง รดน้ าตามปกติ พืชที่ใช๎ทดสอบ เป็น

พืชซึ่งพบปลูกในบริเวณเดียวกัน หรือใกล๎เคียง กับพืชที่พบโรคที่เกิดจากราสกุลStemphylium หรือ 
Alternaria เชํน พืชในวงศ๑ Solanaceae          เข                    เ       วงศ๑ Leguminosae 
ได๎แกํ ถั่วฝักยาว ถั่วลิสง และถั่วเหลือง วงศ๑ Cucurbitaceae ได๎แกํ ฟักทอง แตงกวา และแตงเทศ วงศ๑ 
Umbelliferae ได๎แกํ แครอท คื่นฉําย และผักกาดหัว วงศ๑ Cruciferae ได๎แกํ ผักกาดหอม คะน๎า และผักกาด
เขียวปลี วงศ๑ Liliaceae ได๎แกํ หอม และกระเทียม และวัชพืชในแปลงปลูก เป็นต๎น 

5.2 เตรียมรา Stemphylium sp. และ Alternaria sp. 
เตรียม conidial suspension ของแตํละเชื้อโดย น ารา Stemphylium sp. หรือ Alternaria sp. 

แตํละเชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร V-8 juice agar ในจานเลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 
จากนั้น ล๎างสปอร๑บนผิวหน๎าอาหารด๎วยน้ าที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว น ามารวมกันในฟาล๑ค เขยําด๎วยเครื่อง
เขยําความเร็ว 100 ครั้งตํอนาที นาน 20 นาที เพ่ือให๎ conidia กระจายออกจากกันโดยสม่ าเสมอ แล๎วตรวจ
นับ conidia ด๎วย haemacytometer เพ่ือให๎ได๎ปริมาณเชื้อ 105  โคนิเดียตํอมิลลิลิตร 

5.3 ทดสอบพืชอาศัย  
โดยพํน conidial suspension ของรา Stemphylium sp.หรือ Alternaria sp. ที่เตรียมไว๎ บนพืช

ทดสอบชนิดตํางๆ ซึ่งมีกรรมวิธีพํนน้ านึ่งฆําเชื้อเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ รดน้ าตามปกติ และ ตรวจบันทึกการ
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เกิดโรคทุกวัน เมื่อพืชเป็นโรคน าสํวนที่แสดงอาการโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันเชื้อสาเหตุโรคอีก
ครั้ง 
 
กิจกรรมย่อยที่ 3 อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของวัชพืช 

การทดลองที่ 1.3.1 ชีววิทยาและ การแพร่กระจายของวัชพืชสกุลผักแว่น (Marsilea L.) และศักยภาพ
การเป็นวัชพืชของผักแว่นต่างถิ่น  

1. ส ารวจผักแว่น ตามสภาพนิเวศน๑ที่เหมาะสม คือแหลํงน้ า หรือที่ชื้นแฉะ ศึกษาสภาพพ้ืนที่ 
ลักษณะสปอโรคาร๑ป และเก็บตัวอยํางสด น ามาปลูกเพ่ือศึกษารายละเอียดเพ่ิมเติม ที่กลุํมวิจัยวัชพืช 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร  

2. การตรวจสอบชนิด เนื่องจากพืชในสกุลนี้จะมีลักษณะของสปอโรคาร๑ปแตกตํางกัน เชํน ต าแหนํง 
รูปรําง จ านวน เป็นต๎น ดังนั้น หากไมํสามารถระบุชนิดได๎ทันที ต๎องน ามาปลูกและรอจนกวําพืชจะสร๎าง              
สปอโรคาร๑ป จึงท าการเก็บพืชที่มีการสร๎างสปอโรคาร๑ปแล๎วมาจัดท าตัวอยํางแห๎ง และตรวจสอบชนิดตํอไป 

3. ชีววิทยาของพืชสกุลผักแว่น รวบรวมตัวอยํางผักแวํนทุกชนิดมาปลูกในกระบะ ขนาด กว๎าง 1 
เมตร ยาว 3 เมตร บรรจุดิน และเติมน้ าให๎ดินชุํม สภาพน้ าทํวมขัง เมื่อผักแวํนทุกชนิดเจริญเติบโตดีแล๎ว เลือก
ยอดท่ีสมบูรณ๑แตํละชนิด จ านวน 20 ยอด ความยาว 45 เซนติเมตร น าแตํละยอดมาตรวจนับจ านวนใบและชั่ง
น้ าหนักสด ของแตํยอด แล๎วน าไปปลูกในกระถางปูน ขนาด 35x45x15 เซนติเมตร ซึ่งบรจุดิน ¾ สํวนของ
ความสูงกระถาง ใสํน้ าจนเต็ม กระถางละ 1 ยอด ชนิดละ 20 กระถาง รักษาระดับน้ าให๎เต็ม สุํมเก็บผักแวํนแตํ
ละชนิด 2 กระถาง ทุก 14 วัน จ านวน 6 ครั้ง (3 เดือน) ล๎างดินออก น าตัวอยํางไปวัดความยาว จ านวนแขนง 
จ านวนใบ พ้ืนที่ใบ น้ าหนักสด และน าไปอบท่ี 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน น ามาชั่งน้ าหนักแห๎ง  

4. ความสามารถในการแข่งขันของผักแว่นไทยกับผักแว่นต่างถิ่น น ายอดผักแวํนใบมัน ผักแวํนใบ
มันกลายพันธุ๑ ผักแวํนขน และผักแวํนวง ที่มีความยาวเทําๆ กันมาปลูกในกระถางขนาด 35x45x15 
เซนติเมตร ที่บรรจุดิน ¾ สํวนของความสูงกระถาง ใสํน้ าจนเต็ม กระถางละ 2 ชนิด โดยมีจ านวนยอดรวม 5 
ยอด โดยใช๎วิธีแทนที่ บันทึกผลการทดลองหลังเริ่มการทดลองได๎ 2, 4 และ 6 สัปดาห๑ น าผักแวํนแตํละคูํมา
ล๎างดินออก น าไปแยกชนิด ชั่งน้ าหนักสด วัดความยาว จ านวนใบ และน้ าหนักแห๎งของผักแวํนแตํละชนิด ใน
แตํละคํู คูลํะ 3 ซ้ า  

5. การศึกษาศักยภาพการเป็นวัชพืชของผักแว่นต่างถิ่น โดยการประเมินตามวิธีการประเมิน
ศักยภาพของออสเตรเลีย ซึ่งพัฒนาโดย Dr Paul Pheloung ประกอบกับข๎อมูลที่สังเกตุจากเจริญเติบโตใน
ประเทศไทย ส าหรับข๎อมูลที่ไมํสามารถสืบค๎นได๎ ท าการทดลองเพ่ิมเติมได๎แกํ คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ ท าโดย
น าตัวอยํางพืชแห๎งของผักแวํนทุกชนิดที่พบ อบแห๎งที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน น าใบแห๎งมาชั่งน้ าหนัก 
0.05, 0.1 0.3 และ 0.5 กรัม ใสํลงในหลอดแก๎วก๎นต๎น เส๎นผํานศูนย๑กลาง 29 มิลลิเมตร ความสูง 130 
มิลลิเมตร ที่บรรจุสารละลายวุ๎น 0.3% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ระดับน้ าหนักละ 3 หลอด (3 ซ้ า) เมื่อวุ๎นชั้นลําง
เย็น เติมลงไปอีก 10 มิลลิลิตร ให๎ใบผักแวํนอยูํกึ่งกลางระหวํางชั้นของวุ๎น เมื่อวุ๎นชั้นบนเย็น น าต๎นอํอน
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ไมยราบยักษ๑ที่เพ่ิงเริ่มงอก (มีรากโผลํออกมา 1-2 มิลลิเมตร) วางบนวุ๎นหลอดละ 6 เมล็ด ปิดปากหลอดด๎วย
พลาสติกใส น าไปวางในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ ที ่30 องศาเซลเซียส แสงตลอดเวลา นาน 7 วัน น าต๎นอํอนไมยราบ
ยักษ๑มาวัดความยาวรากและต๎น และชั่งน้ าหนักสดโดยรวมของแตํละหลอด น าคําที่ได๎ไปเปรียบเทียบกับ
ไมยราบยักษ๑ท่ีเจริญเติบโตในหลอดแก๎วบรรจุวุ๎นที่ไมํมีใบผักแวํน 
 
การทดลองท่ี 1.3.2 ชีววิทยาและการแพร่ระบาดของหญ้าอีหนาว Digera muricata (L.) Mart.  

1. ส ารวจการแพร่กระจายของหญ๎าอีหนาวในพ้ืนที่ตํางๆ เมื่อพบจดบันทึกพิกัด และบันทึก
รายละเอียดอื่นๆ เชํน สภาพพ้ืนที่ ชนิดพืชข๎างเคียง เป็นต๎น  

2. การงอกของเมล็ด เก็บรวบรวมเมล็ดแกํของหญ๎าอีหนาว น ามาทดสอบการงอกในห๎องปฏิบัติการ 
โดยการเพาะในจานแก๎ว ขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 9 เซนติเมตร และทดสอบในเรือนทดลอง และศึกษาปัจจัย
ตํางๆ ตํอการงอกของหญ๎าอีหนาว ดังนี้  

2.1 การกระตุ๎นด๎วยการอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เก็บเมล็ดหญ๎าอีหนาวที่เก็บจาก
แปลงเกษตรกร เลือกสิ่งเจือปนออก คัดเลือกเฉพาะเมล็ดที่มีความสมบูรณ๑ เมล็ดเตํง ไมํเหี่ยว ขนาดใกล๎เคียง
กัน น าเมล็ดหญ๎าอีหนาว 50 เมล็ด ใสํในหลอดแก๎วก๎นตัด ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 29 มิลลิเมตร สูง 130 
มิลลิเมตร ปิดด๎วยอลูมิเนียมฟอยล๑ น าไปวางในตู๎อบที่ตั้งอุณหภูมิคงที่ 80 องศาเซลเซียส โดยน าไปวางตาม
ระยะเวลาที่ก าหนด และให๎ทุกหลอดมีได๎รับความร๎อนครบตามระยะเวลาที่ก าหนด 6, 5, 4, 3, 2, 1 ชั่วโมง 
30, 15, 10, 5 และ 1 นาที พร๎อมกัน ระยะเวลาละ 3 หลอด (3 ซ้ า) น าเมล็ดที่อบแล๎ว ใสํจานแก๎ว (petri 
dish) (ø 9 เซนติเมตร) บรรจุกระดาษกรอง 1 แผํน เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดฝา น าไปวางในสภาพห๎องที่ไมํ
มีการปรับอุณหภูมิและแสง ตรวจนับจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน  

2.2 การกระตุ๎นด๎วยการต๎มในน้ าที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6, 5, 4, 3, 2, 
1 ชั่วโมง 30, 15, 10, 5 และ 1 นาที ปฏิบัติเชํนเดียวกับข๎อ 2.1 แตํน าหลอดแก๎วก๎นตัดไปวางในอํางน้ าที่
ควบคุมอุณหภูมิได๎ และน าเมล็ดหญ๎าอีหนาวใสํในน้ าร๎อนตามระยะเวลาก าหนด ครั้งละ 3 หลอด (3 ซ้ า) 

2.3 กระตุ๎นด๎วยการแสงอาทิตย๑ น าเมล็ดหญ๎าอีหนาว จ านวน 100 เมล็ดใสํในจานแก๎ว น าไป
ตากแดด ที่ระยะเวลา 45, 30, 15, 10, 5 และ 1 วัน อยํางละ 3 ซ้ า แล๎วน าไปเพาะในกระถางพลาสติก ขนาด
เส๎นผํานศูนย๑กลาง 9 นิ้ว ที่บรรจุดิน โดยหน๎าดินอยูํหํางจากขอบกระถางด๎านบน 1 นิ้ว บันทึกการงอกทุกวัน 
เป็นระยะเวลานาน 1 เดือน  

2.4 การงอกของหญ๎าอีหนาว ในดินที่เก็บเก็บจากแปลงเกษตร ขุดดินจากแปลงเกษตรกรที่มี
หญ๎าอีหนาวระบาด ที่ยังไมํได๎มีการพํนสารก าจัดวัชพืช และแปลงที่มีการพํนสารก าจัดวัชพืชแล๎ว โดยขุดใน
พ้ืนที่ 30x30 เซนติเมตร ลึกหนึ่งหน๎าพ่ัว แปลงละ 9 จุด แตํละจุดแบํงเป็น 3 ถุง เทําๆ กัน น าดินไปโรยหน๎า
กระถางปูน ขนาด 35x45x15 เซนติเมตร ซึ่งบรจุดิน ¾ สํวนของความสูงกระถาง กระถางละ 1 ถุง ตรวจนับ
จ านวนต๎นงอกทุกสัปดาห๑ เป็นเวลานาน 3 เดือน  
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3. การเจริญเติบโต น าเมล็ดหญ๎าอีหนาวมาโรยในกระถางพลาสติก (ขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 25 
เซนติเมตร) จ านวน 10 กระถาง เมื่องอกแล๎ว ถอนออกและเหลือต๎นที่แข็งแรงที่สุดไว๎เพียงต๎นเดียว บันทึก
ความสูงและจ านวนกิ่งก๎านทุกสัปดาห๑  

4. ความสามารถในการสร้างหน่วยขยายพันธุ์ รวบรวมต๎นหญ๎าอีหนาวจากแปลงเกษตรกรในจังหวัด
สระบุรี เลือกต๎นที่สมบูรณ๑ จ านวน 15 ต๎น น ามาศึกษา บันทึกจ านวนกิ่ง จ านวนใบ ความยาว จ านวนชํอดอก 
จ านวนดอก จ านวนผล น้ าหนักแห๎งในห๎องปฏิบัติการ กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

5. คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ รวบรวมสํวนเหนือดินของหญ๎าอีหนาวจากแปลงเกษตรกร น ามาตาก
แห๎งในรํมเงา น าใบอีหนาว หนัก 0 (ชุดควบคุม) 0.5, 0.1, 0.3, 0.5 และ 1.0 กรัม ใสํในหลอดแก๎วก๎นตัด (ø 
29 มิลลิเมตร สูง 130 มิลลิเมตร) ที่บรรจุสารละลายวุ๎น 0.3% 10 มิลลิลิตร เมื่อวุ๎นเย็นแล๎ว เติมลงไปอีก 10 
มิลลิลิตร ให๎ใบหญ๎าอีหนาว อยูํระหวํางชั้นของวุ๎น เมื่อวุ๎นเย็นแล๎ว อัตราละ 3 หลอด (3 ซ้ า) น าเมล็ดไมยราบ
ยักษ๑ที่เริ่มงอก (มีรากโผลํมา 1-2 มิลลิเมตร) จ านวน 6 เมล็ด ใสํด๎านบน วางให๎มีระยะหํางเทําๆ กันปิดปาก
หลอดด๎วยพลาสติกใส แล๎วน าไปวางในตู๎ควบคุมอุณหภูมิ ที่ 30 องศาเซลเซียส แสงตลอด 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 
7 วัน น าต๎นอํอนไมยราบยักษ๑มาวัดความยาวต๎นและราก และน้ าหนักสด น าคําที่ได๎มาค านวนเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม  

6. การแข่งขันกับพืชปลูก น าเมล็ดข๎าวโพดและหญ๎าอีหนาวมาหวํานในกระถางปูนขนาด 
100x100x60 เซนติเมตร โดยมีจ านวนต๎นข๎าวโพดและหญ๎าอีหนาวแปรเปลี่ยน แตํมีจ านวนรวมคงที่เทํากับ 5 
ต๎น จดบันทึกการเจริญเติบโตของพืชทั้งสองชนิดทุก 10 วัน จนกวําจะเก็บเกี่ยว 
 
การทดลองท่ี 1.3.3   สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์ผักโขม  Amaranthaceae 

 1) ก าหนดพ้ืนที่ ส ารวจและเก็บตัวอยํางในภาคกลาง เหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ  

 2) เก็บตัวอยํางพืชสด และเมล็ดแกํ จดบันทึกสภาพนิเวศ และลักษณะตํางๆ ที่จ าเป็น เพ่ือการ
วิเคราะห๑ชนิด  

 3) การตรวจวิเคราะห๑ชนิดพืช ท าโดยเปรียบเทียบตัวอยํางแห๎งของพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ หอพรรณไม๎ 
จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑ สอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ 
ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสารคูํมือตํางๆ 

 4) ศึกษาเปรียบเทียบลักษณะเมล็ด เพ่ือจัดท าคูํมือการตรวจชนิดจากเมล็ด 

 5) การจัดท าตัวอยํางแห๎ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากเป็นพืชไร๎ดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎
ในการตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
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– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

 6)  การเก็บตัวอยํางเมล็ดวัชพืช เก็บเมล็ดที่แกํเต็มที่ ไมํถูกแมลงท าลาย และไมํเป็นโรค ท าความ
สะอาดเมล็ด ไมํมีสํวนอ่ืนปะปน ผึ่งแดดให๎แห๎ง เพ่ือลดความชื้นในเมล็ด น าใสํกลํองพลาสติก ปิดให๎สนิท เพ่ือ
กันแมลงเข๎าท าลาย เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช เพื่อใช๎ในการตรวจสอบ สืบค๎นตํอไป 

 การบันทึกข้อมูล 

 บันทึก  - สถานที่ พิกัด สภาพนิเวศน๑ ของแหลํงที่พบวัชพืชวงศ๑ผักโขม 

     - ลักษณะรูปรําง สี ผิว ขนาดเมล็ด และถํายภาพ 

 
การทดลองท่ี 1.3.4 สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชสกุลน้ านมราชสีห์ Euphorbia 

ส ารวจวัชพืช ในพ้ืนท าการเกษตร และนอกพ้ืนที่ท าการเกษตร ในพ้ืนที่ที่สามารถเข๎าถึงโดยรถยนต๑ 
หรืออยูํในระยะที่สามารถเดินเข๎าถึงได๎ การส ารวจโดยเดินตามแนวตั้งฉากกับด๎านยาวของแปลงอยํางน๎อย 3 
แนว หากเป็นแปลงขนาดใหญํเดินตามแนวทแยงมุม จดบันทึกวัชพืชที่พบ จนกวําจะไมํพบชนิดใหมํเพ่ิมเติม 
ส าหรับวัชพืชที่ไมํสามารถระบุชนิดได๎น าตัวอยํางสดมาศึกษารายละเอียดเพ่ิมเติม ที่กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร  

การตรวจสอบชนิดพืชโดยการเทียบกับตัวอยํางพันธุ๑ไม๎ในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืช 
สิรินธร กรมวิชาการเกษตร หรือหอพรรณไม๎ กรมอุทยาน พรรณพืชและสัตว๑ปุา และ/หรือ ตรวจสอบกับ
เอกสารเกี่ยวกับวัชพืช และพืชพรรณตํางๆ เชํน Flora of Thailand, Weeds of Rice in Indonesia, 
Common Weeds of Malaysia, Major Weed of Thailand, Weeds in Highland of Northern 
Thailand, Major Weeds of the Philippines, Common Weeds in Vietnam, Weeds of Soybean 
Fields in Thailand, Wild Flowers of Japan, Chinese Colored Weed Illustrated Book, Weed 
Flora of Japan – Illustrated by Colour, Weeds in Australia, Western Weeds, Weeds เป็นต๎น 
 
การทดลองท่ี 1.3.5 จ าแนกชนิดวัชพืชในพืชสมุนไพร 10 พืช  

วางแผนการส ารวจแบบ Unrestricted Sampling Method (Anonymous, 1982) ในแตํละแปลง
ปลูกเก็บวัชพืชอยํางน๎อยจ านวน 4-8 กรอบ หรือมากกวําโดยกรอบมีขนาด 50X50 ซม. หรือ 1X1 เมตร 
ขึ้นอยูํกับขนาดของแปลงเพ่ือให๎เป็นตัวแทนของแปลงพืชปลูกสมุนไพรจ านวน 10 พืชในแหลํงปลูกของพืช
สมุนไพรแตํละชนิดทั่วประเทศไทยทั้งในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
และภาคใต ๎ด าเนินงานด๎วยการสุํม 4-8 จุดตํอหนึ่งแปลง บันทึกจ านวน ชนิด นับปริมาณวัชพืชแตํละชนิด และ
หาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ เก็บตัวอยํางวัชพืชที่สมบูรณ๑ คือมีสํวนของราก ต๎น ใบ และดอก อัดไว๎ในแผงไม๎ เพ่ือ
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น ามาตากแห๎ง น ามาวิเคราะห๑ หาชื่อที่แนํนอน (กรณีที่ยังไมํสามารถหาชื่อได๎ทันที) และเก็บไว๎เป็นหลักฐาน
อ๎างอิง รวมถึงการเทียบเคียงในการตรวจวิเคราะห๑ หาชื่อวัชพืช นอกจากนี้ยังเป็นข๎อมูลเกี่ยวกับปริมาณและ
เขตการแพรํกระจายพันธุ๑ ของวัชพืชแตํละชนิด ท าการวิเคราะห๑ ลักษณะเชิงปริมาณ (Quantitative 
characteristic analysis) ของวัชพืชที่ส ารวจพบในแปลงเพ่ือจัดล าดับวัชพืชเดํน (dominant species) และ
วัชพืชรอง (co-dominant species) โดยอาศัยคําของ sum dominant ratio ซึ่งค านวณได๎จากคํา relative 
density และคํา relative frequency จากสมการดังตํอไปนี้  

Relative density (RD) =  Density for a species x 100  
      Total density for all species  
Relative frequency(RF)=  Frequency value for a species x 100  

Total frequency value for all species  
Sum dominant ratio (SDR )=   RD + RF  

    2  
-การบันทึกข๎อมูล  

การเก็บข๎อมูล จ าแนกชื่อวิทยาศาสตร๑ ให๎ถูกต๎องตามหลักสากล บันทึกชนิดและปริมาณของวัชพืช หาคํา RD, 
RF, SDR ระยะเจริญเติบโตของพืชสมุนไพร 
 
การทดลองท่ี 1.3.6 ศึกษาชนิดวัชพืชที่เป็นพืชอาศัยของเพลี้ยแป้งสกุล Phenacoccus  

1. ส ารวจแปลงมันส าปะหลังที่มีการระบาดของเพลี้ยแปูง จ านวน 100 แปลง ใน 20 จังหวัด ได๎แกํ  
ภาคเหนือตอนลําง นครสวรรค๑ ก าแพงเพชร พิษณุโลก  
ภาคกลาง ลพบุรี สระบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก๎ว อุทัยธานี ปราจีนบุรี กาญจนบุรี  
ภาคตะวันออก ชลบุรี ระยอง จันทบุรี  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ นครราชสีมา เลย มหาสารคาม บุรีรัมย๑ ร๎อยเอ็ด ยโสธร กาฬสินธุ๑  

2. แตํละแปลง บันทึกชนิดวัชพืชและจ านวนเพลี้ยแปูงที่พบบนต๎นวัชพืชในพ้ืนที่ 0.5x0.5 เมตร 
จ านวน 20 quadrats โดยให๎แตํละจุดหํางกันประมาณ 20 เมตร เดินสุํมเป็นรูปตัว W (Thomas, 1985)  

3. บันทึกคํา GPS ของแตํละ quadrat เพ่ือสะดวกในการติดตามครั้งตํอไป  

4. นับจ านวนและจ าแนกชนิดวัชพืช เพ่ือหาความหนาแนํนของวัชพืชในแตํละแปลง  

5. สุํมนับตัวอํอน ตัวเต็มวัย และ ถุงไขํของเพลี้ยแปูงบนต๎นมันส าปะหลังใน 20 จุดที่สุํมนับบนต๎น
วัชพืช  

6. หาความสัมพันธ๑ระหวํางความหนาแนํนของวัชพืชและการระบาดเพลี้ยแปูง  
 
การทดลองท่ี 1.3.7 ชีววิทยาและการแพร่กระจายของดาดตะกั่ว  
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1. ศึกษาความงอกและการเจริญเติบโตของดาดตะกั่ว 
-แบบและวิธีการทดลอง และวิธีปฏิบัติการทดลอง คัดเลือกเมล็ดดาดตะกั่วที่สมบูรณ๑ วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD แบํงเมล็ดออก 9 ชุด ชุดแรกน ามาเพาะทันทีหลังจากเก็บจากธรรมชาติ และสํวนชุดที่เหลือ
เก็บไว๎ในสภาพอุณหภูมิห๎องน ามาเพาะเดือนละครั้งเป็นเวลา 8 เดือน เพาะใน 4 สภาพ คือ ได๎รับแสงแดด
ธรรมชาติ และในที่มืด บนดิน บนกาบมะพร๎าว ใช๎เมล็ดดาดตะกั่วหนํวยทดลองละ 50 เมล็ด แตํละสภาพเพาะ
ครั้งละ 20 หนํวยทดลอง  

-การบันทึกข๎อมูล เมื่อเมล็ดดาดตะกั่วงอก บันทึกความงอกของเมล็ดหลังจากปลูก 2 และ 3 สัปดาห๑ 
ส าหรับการเพาะในดินและในกาบมะพร๎าวถอนให๎เหลือต๎นที่แข็งแรง 10 ต๎น เพ่ือบันทึกข๎อมูลการเจริญเติบโต  

1.2. ศึกษาการเจริญเติบโตของดาดตะกั่ว  
-แบบและวิธีการทดลอง  

1.2.1.ผิวดิน คัดเลือกพ้ืนที่ที่มีดาดตะกั่วขึ้นหนาแนํน สุํม 3 จุดพื้นที่ขนาด 50x50 เซนติเมตร  
1.2.2.วัสดุปลูก (กาบมะพร๎าว) คัดเลือกกระถางกล๎วยไม๎ที่มีต๎นดาดตะกั่วขึ้นหนาแนํน จ านวน 

30 กระถาง  
-วิธีปฏิบัติการทดลอง สุํมต๎นดาดตะกั่วที่เป็นตัวแทนออกมาจุดละ 20 ต๎น บันทึกข๎อมูลการ

เจริญเติบโต ได๎แกํ ความสูงต๎น ขนาดใบ ความยาวกิ่ง จ านวนกิ่ง จ านวนชํอดอก ชํอดอกยํอย จ านวนฝัก 
จ านวนเมล็ด จ านวนรากและความยาวราก 

2. ศึกษาความสามารถในการงอกของเมล็ดดาดตะกั่ว  
-แบบและวิธีการทดลอง -  

ปลูกดาดตะกั่วที่ระดับความลึกตํางๆจากผิวดิน 0, 1, 2, 3 และ 4 เซนติเมตร แตํละกรรมวิธีใช๎เมล็ด 
100 เมล็ดตํอแปลงยํอย ระดับความลึกละ 10 ซ้ า 

ระดับผิวดิน  
-วิธีปฏิบัติการทดลอง เตรียมดินบริเวณทางเดินและใต๎โต๏ะกล๎วยไม๎โดยขุดดิน แปลงยํอยขนาด 30x30 

เซนติเมตร ความลึกตํางๆ กันดังภาพ โรยเมล็ดดาดตะกั่วที่คัดเลือกแตํเมล็ดที่สมบูรณ๑นับเตรียมไว๎ส าหรับแตํ
ละแปลงยํอย แล๎วกลบดินให๎เสมอระดับผิวหน๎าดิน รดน้ าทันทีหลังปลูก หลังจากนั้นแปลงทดลองจะได๎รับน า
จากการรดน้ ากล๎วยไม๎ตามปกติ บันทึกความงอกของต๎นดาดตะกั่วทุกสัปดาห๑ นาน 4 สัปดาห๑ และเก็บเกี่ยวต๎น
ดาดตะกั่วทั้งแปลงยํอยบันทึกจ านวนต๎นและน้ าหนักต๎นสดทั้งหมด (จ าเป็นต๎องเก็บเกี่ยวทั้งแปลงยํอยเนื่องจาก
ต๎นดาดตะก่ัวงอกทะยอยงอกท าให๎ขนาดต๎นคละกันสุํมให๎ได๎ต๎นที่สม่ าเสมอยาก)  

3. การศึกษาความสามารถในการแพร่กระจายของเมล็ดดาดตะกั่ว  
-แบบและวิธีการทดลอง  

ทดลอง 2 ปัจจัย ปัจจัยสภาพแวดล๎อมของเมล็ด มี 4 ระดับ คือ เมล็ดที่อยูํในที่แห๎ง, เมล็ดที่อยูํบนผิวดินใต๎น้ า, 
เมล็ดที่ฝังอยูํในดินใต๎น้ า และ เมล็ดที่ลอยอยูํในน้ า และ และปัจจัยระยะเวลา มี 4 ระดับ เริ่มทดลองจากเมล็ด
อายุ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห๑หลังสุกแกํ แตํละหนํวยทดลอง (1 หํอ) ใช๎เมล็ด 100 เมล็ด กรรมวิธีละ 10 ซ้ า  
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-วิธีปฏิบัติการทดลอง รวบรวมเมล็ดดาดตะกั่วที่สุกแกํพร๎อมกัน (เมล็ดที่ดีดออกจากฝักในวันที่เก็บมา
จากต๎น) คัดเลือกเมล็ดที่สมบูรณ๑นับ 100 เมล็ดหํอด๎วยผ๎าไนลํอน มัดด๎วยเชือกเอ็น ปลํอยปลายเชือกยาว 
จ านวน 160 หํอ เริ่มการทดลองท่ี 1 สัปดาห๑หลังสุกแกํ โดยน าหํอเมล็ดที่เตรียมไว๎ไปวางตามสภาพที่ก าหนดใน
พ้ืนที่เดียวกันสภาพละ 10 หํอ คือ สภาพเมล็ดที่อยูํในที่แห๎งผูกหํอเมล็ดติดกับกะบะกล๎วยไม๎ สภาพเมล็ดที่อยูํ
บนผิวดินใต๎น้ าใช๎หลักไม๎ยึดให๎หํอเมล็ดวางอยูํบนผิวดิน สภาพเมล็ดที่ฝังอยูํในดินใต๎น้ าขุดดินใต๎น้ าฝังกลบหํอ
เมล็ดยึดติดไว๎กับหลักไม๎ และสภาพเมล็ดที่ลอยอยูํในน้ าผูกหํอเมล็ดปลํอยเชือกยาวให๎ลอยน้ ายึดไว๎กับหลัก 
และท าเชํนเดียวกันที่ 2, 3 และ 4 สัปดาห๑หลังสุกแกํ เมื่อเมล็ดมีอายุ 80 วันหลังสุกแกํ น าหํอเมล็ดทั้งหมด
ขึ้นมาล๎างหํอท าความสะอาดแล๎วเพาะเมล็ด หํอละ 1 จานแก๎ว นับจ านวนต๎นที่งอกเพ่ือวัดผลการทดลอง  

4. การศึกษาความสามารถในการขยายพันธุ์โดยก าจัดต้นดาดตะกั่วอายุต่างๆ กัน  
-แบบและวิธีการทดลอง ก าจัดต๎นดาดตะกั่วขนาดอายุตํางๆ คือ ระยะใบจริง 2 คูํ, ระยะใบจริง 3 คูํ, 

ระยะเริ่มออกดอก และ ระยะออกดอกติดเมล็ด แตํละอายุใช๎ต๎นดาดตะกั่ว 50 ต๎น ท าการทดลอง 2 ชุด คือ 
ชุดที่ข้ึนในดิน และชุดที่ขึ้นในวัสดุปลูก (กาบมะพร๎าว)  

-วิธีปฏิบัติการทดลอง ใช๎ต๎นดาดตะกั่วที่ขึ้นในแปลงกล๎วยไม๎ คัดเลือกต๎นตามขนาดอายุที่ก าหนด แตํ
ละขนาดอายุใช๎ต๎น 50 ต๎น เริ่มการทดลองโดยท าการก าจัดดาดตะกั่วด๎วยมือ ปักปูายที่แตกตํางกันก ากับ (ใช๎
หลอดกาแฟสีตํางๆ ประกอบกับปูายพลาสติก และยางวงระบุต าแหนํงและอายุที ่ก าจัดต๎นดาดตะกั่วออก) ที ่
30 วันหลังก าจัดเก็บเก่ียวต๎นดาดตะก่ัว วัดการเจริญเติบโต ผลการทดลองดูจากคําเฉลี่ยที่แตกจากตอเดิม 
 
การทดลองท่ี 1.3.8 ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของสาบม่วง (Praxelis); Praxelis clematidea R.M King 

& H. Rob.  

ขั้นตอนที่ 1 การแพรํกระจายของสาบมํวง  
แผนการทดลอง (Experimental Design) แบบสุํมโดยวิธี Unrestricted sampling method 
กรรมวิธี (Treatment) การทดลองม ี2 กรรมวิธี คือ การส ารวจ และรวบรวมชนิดวัชพืช  
วิธีสุํมตัวอยํางวัชพืช  
ในการส ารวจนั้นใช๎กรอบสี่เหลี่ยม (Quadrat) ขนาด 0.5×0.5 เมตร วางแปลงสุํมโดยวิธี 

Unrestricted sampling method (Anonymous, 1982) ท าการสุํม 4 จุดตํอหนึ่งแปลง บันทึกจ านวนชนิด 
นับปริมาณวัชพืชแตํละชนิด และหาชื่อวัชพืช บันทึกภาพ สํวนการวิเคราะห๑ลักษณะเชิงปริมาณ 
(Quantitative characteristic) ของวัชพืชที่ส ารวจพบในแปลงเพ่ือจัดล าดับวัชพืชเดํน (dominant species) 
และวัชพืชรอง (co-dominant species) นั้นได๎อาศัยคําของ sum dominance ratio ซึ่งค านวณได๎จากคํา 
relative density และคํา relative frequency 

วิธีการการส ารวจ  
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ส ารวจการระบาดของสาบมํวงในแปลงปลูกสับปะรด ยางพารา และมันส าปะหลังในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคตะวันออก จ านวนละ 50 แปลง โดยสุํมนับสาบมํวง จ านวน 4 จุดๆ ละ 0.25 
ตารางเมตร เพ่ือเก็บข๎อมูลความหนาแนํน และจดบันทึกข๎อมูลพิกัด GPS สภาพพ้ืนที่ ชนิดดิน  

การบันทึกข้อมูล  
บันทึกข๎อมูลพิกัดภูมิศาสตร๑ (GPS) ต าแหนํงที่พบสาบมํวง บันทึกสภาพพ้ืนที่ / นิเวศน๑ ชนิดพืชปลูก 

อายุพืชปลูก ลักษณะการระบาด และข๎อมูลอื่นๆ  
ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาวงจรชีวิตและการเจริญเติบโตของสาบมํวงในดินชนิดตํางๆ  
น าเมล็ดสาบมํวง มาเพาะทดสอบความงอกในห๎องปฏิบัติการ และปลูกในโรงเรือน ใช๎เมล็ดสาบมํวง

จ านวน 50 เมล็ดตํอกระถาง ปลูกในกระถางที่บรรจุดินชนิดตํางๆ ได๎แกํ ดินรํวน ดินทราย ดินเหนียวและดิน
ลูกรัง ชนิดละ 27 กระถาง เพ่ือดูเปอร๑เซ็นต๑ความงอก การเจริญเติบโตและวงจรชีวิตของสาบมํวง  

การเก็บข๎อมูล ในโรงเรือน น าเมล็ดสาบมํวงมาเพาะ และเก็บข๎อมูล เปอร๑เซ็นต๑ความงอกของเมล็ด วัด
ความสูง นับจ านวนใบ ระยะการออกดอก จ านวนวนดอก การติดเมล็ด จ านวนเมล็ดตํอดอก จ านวนเมล็ดตํอ
ต๎น น้ าหนักสด และน้ าหนักแห๎งตํอต๎น พร๎อมกับบันทึกภาพชํวงระยะการเจริญเติบโตในระยะตํางๆ  

ขั้นตอนที่ 3 ทดสอบความงอกของเมล็ดสาบมํวงในสภาพมีแสงและไมํมีแสง  
ในการทดสอบความงอกนาเมล็ดสาบมํวง ที่เก็บจากจังหวัดกาฬสินธุ๑ ซึ่งมีเปอร๑เซ็นต๑ความงอกดีที่สุด 

โดยน าเมล็ดสาบมํวงเพาะลงบนกระดาษเพาะที่มีความชื้น จ านวน 50 เมล็ดตํอจานเพาะท าทั้งหมด 5 ซ้ า วาง
ไว๎ในตู๎ควบคุมอุณหภูมิภายใต๎สภาพมีแสงและไมํมีแสง ท าการนับจ านวนต๎นที่งอกทุก 3, 5, 7 และ 14 วัน 
 
การทดลองท่ี 1.3.10 สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์หญ้างวงช้าง Boraginaceae  

1)  การส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
- ก าหนดพ้ืนที่ส ารวจ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ (detection survey) โดยมีพืช

ในวงศ๑หญ๎างวงช๎างเป็นพืชเปูาหมาย ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล๎อม  
- เก็บตัวอยํางพืชทุกชนิดที่มีลักษณะตรงหรือคล๎ายคลึงตามลักษณะเดํนของพืชวงศ๑หญ๎างวงช๎าง  เชํน 

ชํอดอกม๎วนแบบก๎นหอย ใบเป็นใบเดี่ยว ออกสลับหรือเกือบตรงข๎าม น ามาปลูกที่กลุํ มวิจัยวัชพืช เพ่ือ
ตรวจสอบชนิด รวบรวมเมล็ด และอีกสํวนน ามาจัดท าตัวอยํางแห๎ง 

2) การตรวจสอบชนิดพืช  เทียบน าตัวอยํางพืชที่ส ารวจพบ กับตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ 
อาคารพิพิธภัณฑ๑พืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช  
พิพิธภัณฑ๑พืชของ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑ รวมถึง
สอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสารคูํมือตํางๆ  

3) การศึกษาลักษณะเมล็ด รวบรวมเมล็ดที่แกํจัดจากพ้ืนที่ส ารวจ หรือหากไมํสามารถเก็บเมล็ดจาก
พ้ืนที่ส ารวจได๎ น าตัวอยํางสดมาปลูก ณ เรือนทดลอง กลุํมวิจัยวัชพืช น าเมล็ดเหลํานั้นมาศึกษา ขนาด รูปรําง 
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สี และลักษณะผิวเมล็ด ด๎วยแวํนขยาย หรือกล๎องก าลังขยายต่ า ของแตํละชนิด บันทึกภาพลักษณะเมล็ด 
น ามาเปรียบเทียบลักษณะของแตํละชนิด เพ่ือการจัดท าคํูมือ ส าหรับการจ าแนกตํอไป 

4) การเก็บตัวอย่างเมล็ดวัชพืชเพ่ือการสืบค๎น เก็บผลที่แกํเต็มที่ เลือกเมล็ดที่ไมํถูกแมลงท าลาย 
และไมํเป็นโรค ท าความสะอาดเมล็ด ไมํมีสํวนอ่ืนปะปน ผึ่งแดดให๎แห๎ง เพ่ือลดความชื้นในเมล็ด น าใสํกลํอง
พลาสติกใส ปิดให๎สนิท เพ่ือกันแมลงเข๎าท าลาย ปิดปูายระบุชนิด วงศ๑ วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ ผู๎เก็บ ให๎เรียบร๎อย 
เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5)  การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากไมํพบดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎ใน
การตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

- การบันทึกข้อมูล  
 ข๎อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑ สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ชนิดลักษณะวัชพืช วัน/
เดือน/ปี ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
 ข๎อมูลในห๎องปฏิบัติการ : ขนาด รูปรําง สี ลักษณะผิวเมล็ด และภาพเมล็ด 
 น าข๎อมูลที่ได๎มาเปรียบเทียบลักษณะที่สามารถใช๎ระบุชนิดจากเมล็ดและจัดท าคูํมือ 
 
การทดลองท่ี 1.3.11  สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชสกุลลูกใต้ใบ Phyllanthus L. 

1)  การส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
- ก าหนดพ้ืนที่ส ารวจ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ (detection survey) โดยมีพืช

สกุลลูกใต๎ใบ เป็นพืชเปูาหมาย ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล๎อม  
- ส ารวจและเก็บตัวอยํางพืชทุกชนิดที่มีลักษณะของพืชสกุลลูกใต๎ใบ ตามภูมิภาคตํางๆ ของประเทศ

ไทย น ามาปลูกที่กลุํมวิจัยวัชพืช เพ่ือตรวจสอบชนิด และจัดท าตัวอยํางแห๎ง 
2) การตรวจสอบชนิดพืช โดยเทียบตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืชสิรินธร 

กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช พิพิธภัณฑ๑พืช ศ.กสิน สุวตะพันธุ๑ 
ภาควิชาพฤษศาสตร๑ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑ รวมถึง
สอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสารคูํมือตํางๆ  

3.) การศึกษาลักษณะเมล็ด รวบรวมเมล็ดที่แกํจัดจากพ้ืนที่ หรือต๎นที่น ามาปลูก ณ เรือนทดลอง 
กลุมํวิจัยวัชพืช ศึกษาลักษณะ รูปรําง สี และลักษณะผิวเมล็ด ด๎วยแวํนขยาย หรือกล๎องก าลังขยายต่ า ของแตํ
ละชนิด บันทึกภาพลักษณะเมล็ด น ามาเปรียบเทียบลักษณะของแตํละชนิด เพ่ือการจัดท าคูํมือ ส าหรับจ าแนก
ตํอไป  
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4) การเก็บตัวอย่างเมล็ดวัชพืชเพ่ือ เก็บผลที่แกํเต็มที่ เลือกเมล็ดที่ไมํถูกแมลงท าลาย และไมํเป็น
โรค ท าความสะอาดเมล็ด ไมํให๎มีสํวนอื่นปะปน ผึ่งแดดให๎แห๎ง เพื่อลดความชื้นในเมล็ด น าใสํกลํองพลาสติกใส 
ปิดให๎สนิท เพื่อกันแมลงเข๎าท าลาย ปิดปูายระบุชนิด วงศ๑ วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ ผู๎เก็บ ให๎เรียบร๎อย เก็บรักษา ณ 
กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5) การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากเป็นพืชไร๎ดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎
ในการตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

6)  การเก็บตัวอย่างเมล็ดวัชพืช เก็บเมล็ดที่แกํเต็มที่ ไมํถูกแมลงท าลาย และไมํเป็นโรค ท าความ
สะอาดเมล็ด ไมํมีสํวนอ่ืนปะปน ผึ่งแดดให๎แห๎ง เพ่ือลดความชื้นในเมล็ด น าใสํกลํองพลาสติก ปิดให๎สนิท เพ่ือ
กันแมลงเข๎าท าลาย เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช เพื่อใช๎ในการตรวจสอบ สืบค๎นตํอไป 

- การบันทึกข้อมูล 
 ข้อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ชนิดลักษณะวัชพืช วัน/
เดือน/ปี ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
 ข้อมูลในห้องปฏิบัติการ : ขนาด รูปรําง สี ลักษณะผิวเมล็ด และภาพเมล็ด น าข๎อมูลที่ได๎มา
เปรียบเทียบลักษณะที่สามารถใช๎ระบุชนิดจากเมล็ดและจัดท าคํูมือ 
 
การทดลองท่ี 1.3.12  ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายของวัชพืชสกุลกะเม็ง  Eclipta L. 

1)  การส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
- ก าหนดพ้ืนที่ส ารวจ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ (detection survey) โดยมีพืช

สกุลกะเม็ง Eclipta L. เป็นพืชเปูาหมาย ในพื้นที่การเกษตรและสิ่งแวดล๎อม  
- ส ารวจและเก็บตัวอยํางพืชทุกชนิดที่มีลักษณะของพืชสกุลกะเม็ง Eclipta L. ตามภูมิภาคตํางๆ ของ

ประเทศไทย น ามาปลูกที่กลุํมวิจัยวัชพืช เพ่ือตรวจสอบชนิด และจัดท าตัวอยํางแห๎ง 
2) การตรวจสอบชนิดพืช โดยเทียบตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืช 

สิรินธร กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช พิพิธภัณฑ๑พืช ศ.กสิน - สุ
วตะพันธุ๑  ภาควิชาพฤษศาสตร๑ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแ กํน และองค๑การสวน
พฤกษศาสตร๑ รวมถึงสอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบ
กับเอกสารคูํมือตํางๆ  

3) การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของพืชสกุลกะเม็ง รวบรวมเมล็ดจากแหลํงที่พบ หรือพืชที่น ามา
ปลูก (เม่ือไมํสามารถรวบรวมเมล็ดจากพ้ืนที่ส ารวจ) และท าการศึกษา 
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- เปอร๑เซ็นต๑การงอกในห๎องปฏิบัติการ โดยน าเมล็ดวัชพืชที่แกํเต็มที่และมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 50 
เมล็ด ใสํในจานแก๎ว ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 9.5 เซ็นติเมตร บรรจุกระดาษกรอง 1 แผํน และเติมน้ ากลั่น 5  
มิลลิลิตร ปิดผา น าไปวางในห๎องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิ-แสง ปกติ บันทึกจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน จนเมล็ด
งอกหมด แตํไมํเกิน 30 วัน หากงอกไมํน ามาตรวจสอบการมีชีวิตโดยการย๎อมสีด๎วย 2,3,5 triphenyl 
tetrazolium chloride (tetrazolium chloride straining technique) 

- การเจริญเติบโต น าเมล็ดพืชมาเพาะในกระถางปูน ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลางประมาณ 40 เซนติเมตร 
กระถางละ 50 เมล็ด ชนิดละ 15 กระถาง หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห๑ ถอนออก ให๎เหลือเฉพาะต๎นที่มีลักษณะ
สมบูรณ๑ที่สุด 1, 3 และ 5 ต๎น/กระถาง โดยแตํละต๎นมีระยะหํางกันพอประมาณ บันทึกความสูง/ความยาวต๎น 
จ านวนแขนง ทุกสัปดาห๑ วันที่ออกดอก ระยะเวลาที่พัฒนาจากดอกเป็นผล ผลแกํ จ านวนผลตํอต๎น จ านวน
เมล็ดตํอผล  

- การขยายพันธุ๑ ตรวจสอบความสามารถขยายพันธุ๑ด๎วยเมล็ดและสํวนของต๎น ในสภาพเรือนทดลอง   
- คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต๎น ใช๎ใบสด/ใบแห๎ง ของพืชในสกุลกะเม็ง Eclipta L. ทดสอบฤทธิ์

ทางอัลลิโลพาธิในห๎องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method ในห๎องปฏิบัติการ โดยใช๎ไมยราบยักษ๑เป็นพืช
ทดสอบ 

4) การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากไมํพบดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎ใน
การตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรมวิชาการ
เกษตร 

-การบันทึกข้อมูล 
ข๎อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑ สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ลักษณะวัชพืช วัน/เดือน/ปี 

ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
ข๎อมูลในห๎องปฏิบัติการ/เรือนทดลอง การงอก การเจริญเติบโต (ความยาวต๎น จ านวนแขนง) การ

สร๎างดอก เมล็ด  
น าข๎อมูลที่ได๎ค านวนอัตราการงอก อัตราการเจริญเติบโต ความสามารถในการสร๎างหนํวยขยายพันธุ๑ 

คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ เปรียบเทียบกันทุกชนิดในสกุลกะเม็ง Eclipta L.  
น าข๎อมูลสถานที่หรือพิกัดท่ีได๎จากการส ารวจ จัดท าแผนที่การระบาด/การแพรํกระจาย 

 
การทดลองท่ี 1.3.13 ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายผักเบี้ยเล็ก (Portulaca quadrifida L.) 
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1) การส ารวจเพื่อศึกษาการแพร่กระจาย ส ารวจการแพรํกระจายของผักเบี้ยเล็กในจังหวัดตํางๆ 
โดยใช๎วิธีการส ารวจแบบสืบพบ (detection survey) โดยมีผักเบี้ยเล็กเป็นพืชเปูาหมาย  บันทึกสถานที่ พิกัด 
สภาพนิเวศน๑ พืชปลูก บริเวณท่ีพบผักเบี้ยเล็ก น าคําพิกัดท่ีพบผักเบี้ยเล็กมาจัดท าแผนที่การระบาด 

2) ศึกษาการงอกจากเมล็ด  เก็บเมล็ดผักเบี้ยเล็ก คัดแยกเมล็ดที่แกํและสมบรูณ๑ แบํงเมล็ดออกเป็น 
2 สํวน เพ่ือความงอกของเมล็ด โดยศึกษาดังนี้ 

2.1) การงอกในห้องปฏิบัติการ 
2.1.1) ผลของระยะเวลาการได๎รับแสงตํอการงอก 
 -วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด๎วย 
- กรรมวิธีที่ 1  สภาพเมล็ดได๎รับแสงตลอด 24 ชั่วโมง  
- กรรมวิธีที่ 2  สภาพเมล็ดได๎รับความมืดตลอด 24 ชั่วโมง  
- กรรมวิธีที่ 3  สภาพเมล็ดได๎รับแสงสลับกลางวัน/กลางคืน 12 ชั่วโมง 
- กรรมวิธีที่ 4  สภาพห๎องปฏิบัติการ (อุณหภูมิและแสงตามธรรมชาติ) 
 -วิธีการปฏิบัติการทดลอง  
รวบรวมเมล็ดผักเบี้ยเล็กจากแปลงเกษตรกรหรือที่พบตามธรรมชาติ เลือกเมล็ดที่สมบูรณ๑

และแกํ เพาะในจานแก๎วที่ใสํกระดาษกรอง 1 แผํน จานใสํเมล็ด 100 เมล็ด ใสํน้ ากลั่นจานละ 5 มิลลิลิตร 
น าไปวางในสภาพที่ก าหนด 4 สภาพ คือ ได๎รับแสงตลอด 24 ชั่วโมง สภาพมืดตลอด 24 ชั่วโมง  สภาพได๎รับ
แสงสลับกลางวัน/กลางคืน และสภาพห๎องปฏิบัติการ สภาพละ 5 ซ้ า บันทึกจ านวนเมล็ดงอกหลังเริ่มทดลอง
ทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน 

2.1.2) การงอกของผักเบี้ยเล็ก หลังจากเก็บไว๎เป็นระยะเวลาตํางๆ กัน รวบรวมเมล็ดผักเบี้ย
เล็กจากแปลงเกษตรกรหรือที่พบตามธรรมชาติ เลือกเมล็ดที่สมบูรณ๑และแกํ เก็บไว๎ในสภาพห๎องปฏิบัติการ 
น ามาทดสอบการงอกท่ีระยะเวลาตํางๆ ดังนี้ 
  กรรมวิธีที่ 1      ทันทีหลังจากเก็บจากแปลง 
  กรรมวิธีที่ 2     1 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 3     2 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 4     3 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 5     4 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 6     5 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 7     6 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 8     7 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 9     8 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 10   9 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 11  10 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
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  กรรมวิธีที่ 12  11 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 
  กรรมวิธีที่ 13  12 เดือนหลังจากเก็บในห๎องปฏิบัติการ 

การเพาะท าโดย นับเมล็ดผักเบี้ยเล็ก จ านวน 100 เมล็ด  ใสํจานแก๎วบรรจุกระดาษกรอง 1 แผํน เติม
น้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร จ านวน 5 ซ้ า น าไปวางในสภาพที่ให๎ผลการงอกดีที่สุด จากการทดลองที่ 2.1.1 บันทึก
จ านวนเมล็ดงอกของเมล็ดหลังเริ่มทดลอง 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 และ 15 วัน 

2.2) การงอกในสภาพเรือนทดลอง : การงอกที่ระดับความลึกต่างๆ กัน 
 -วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด๎วย 

  กรรมวิธีที่ 1. วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 2 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 4 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 6 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 8 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 

- วิธีการปฏิบัติการทดลอง  
บรรจุดินใสํกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ให๎ผิวดินหํางจากขอบบน

ของกระถาง 4, 6, 8, 10 และ 12 เซนติเมตร น าเมล็ดทีแ่กํและมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 100 เมล็ด โรยลงให๎
ทั่วกระถาง แล๎วเติมดินจนถึงระดับหํางจากขอบบนกระถาง 2 เซนติเมตร แตํละระดับจ านวน 5 กระถาง (ซ้ า) 
รดน้ าทุกวัน บันทึกจ านวนต๎นอํอนที่งอกจากเมล็ดทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน  

3) ศึกษาการขยายพันธุ์ด้วยล าต้น 
      - วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 5 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด๎วย 
  กรรมวิธีที่ 1. วางล าต๎นบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 2 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 4 เซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 4. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 6 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที ่5. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 8 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 

  -วิธีการปฏิบัติการทดลอง  
บรรจุดินใสํกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ให๎ผิวดินหํางจากขอบบน

ของกระถาง 4, 6, 8, 10 และ 12 เซนติเมตร น าล าต๎นของผักเบี้ยเล็กจากโคน และปลายยอด ตัดเป็นทํอนๆ 
ให๎มีความยาว 2 เซนติเมตร สํวนละ 20 ทํอนตํอกระถาง วางลงให๎ทั่วกระถาง แล๎วเติมดินจนถึงระดับหํางจาก
ขอบบนกระถาง 2 เซนติเมตร แตํละระดับจ านวน 5 กระถาง (ซ้ า) รดน้ าทุกวัน  บันทึกจ านวนต๎นอํอนที่งอก
จากล าต๎นทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน  
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4) การเจริญเติบโตและวงจรชีวิต ท าการศึกษาในกระถางดินเผาขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 40 ซม. สูง 
45 ซม. จ านวน  40 กระถาง  กระถางละ 50 เมล็ด เมื่อเมล็ดงอกถอนให๎เหลือต๎นที่แข็งแรงไว๎กระถางละ 1 
ต๎น บันทึกข๎อมูลการเจริญเติบโต คือ ความสูงหรือความยาวต๎น จ านวนใบ จ านวนกิ่งแขนง น้ าหนักสดและ
แห๎ง จ านวนวันที่ออกดอก  จ านวนดอก ผลและจ านวนเมล็ด เป็นต๎น ทุกสัปดาห๑ละ 1 ครั้ง จ านวน 15 
สัปดาห๑ 
 
การทดลองท่ี 1.3.14  สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์หญ้า Poaceae  

1) การส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
- ก าหนดพ้ืนที่ส ารวจ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ (detection survey) โดยมี

วัชพืชในวงศ๑หญ๎า Poaceae เป็นพืชเปูาหมาย ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล๎อม  
- เก็บตัวอยํางพืชทุกชนิดที่มีลักษณะเดํนของพืชวงศ๑หญ๎า เชํน ล าต๎นตรง มีข๎อ ปล๎องชัดเจน แผํนใบ

เป็นแถบยาว น ามาปลูกที่กลุํมวิจัยวัชพืช เพ่ือตรวจสอบชนิด รวบรวมเมล็ด และอีกสํวนน ามาจัดท าตัวอยําง
แห๎ง 

2) การตรวจสอบชนิดพืช  น าตัวอยํางพืชที่ส ารวจพบ ไปเทียบกับตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืช
กรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑
พืช พิพิธภัณฑ๑พืชของ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑ รวมถึง
สอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสาร คูํมือตํางๆ 
เชํน Flora of China, Flora of Pakistan เป็นต๎น 

3) การศึกษาลักษณะเมล็ด รวบรวมเมล็ดที่แกํจัดจากพ้ืนที่ หรือต๎นที่น ามาปลูก ณ เรือนทดลอง กลุํม
วิจัยวัชพืช ศึกษา ขนาด รูปรําง สี และลักษณะผิวเมล็ด ด๎วยแวํนขยาย หรือกล๎องก าลังขยายต่ า ของแตํละ
ชนิด บันทึกภาพลักษณะเมล็ด น ามาเปรียบเทียบลักษณะของแตํละชนิด เพ่ือการจัดท าคูํมือ ส าหรับการ
จ าแนกตํอไป 

4) การเก็บตัวอย่างเมล็ดวัชพืชเพ่ือการสืบค๎น เก็บผลที่แกํเต็มที่ เลือกเมล็ดที่ไมํถูกแมลงท าลาย 
และไมํเป็นโรค ท าความสะอาดเมล็ด ไมํมีสํวนอ่ืนปะปน ผึ่งแดดให๎แห๎ง เพ่ือลดความชื้นในเมล็ด น าใสํกลํอง
พลาสติกใส ปิดให๎สนิท เพ่ือกันแมลงเข๎าท าลาย ปิดปูายระบุชนิด วงศ๑ วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ ผู๎เก็บ ให๎เรียบร๎อย 
เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5)  การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากไมํพบดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎ใน
การตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 
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6) การบันทึกข้อมูล  
  (1) ข๎อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ชนิดลักษณะ
วัชพืช วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
  (2) ข๎อมูลในห๎องปฏิบัติการ บันทึกขนาด รูปรําง สีผิว ลักษณะผิว หรืออ่ืนๆ ที่จ าเป็นส าหรับ
การระบุชนิด 
 
การทดลองท่ี 1.3.15  ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายของวัชพืชสกุล Boerhavia L. 

1)  การส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
- ก าหนดพ้ืนที่ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ (detection survey) โดยมีพืชสกุล 

Boerhavia L. เป็นพืชเปูาหมาย ในพื้นที่การเกษตรและสิ่งแวดล๎อม  
- ส ารวจและเก็บตัวอยํางพืชทุกชนิดที่มีลักษณะของพืชสกุล Boerhavia L. ตามภูมิภาคตํางๆ ของ

ประเทศไทย น ามาปลูกที่กลุํมวิจัยวัชพืช เพ่ือตรวจสอบชนิด และจัดท าตัวอยํางแห๎ง 
2) การตรวจสอบชนิดพืช โดยเทียบกับตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืชสิ

รินธร กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช พิพิธภัณฑ๑พืช ศ.กสิน สุ
วตะพันธุ๑  ภาควิชาพฤษศาสตร๑ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวน
พฤกษศาสตร๑ รวมถึงสอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบ
กับเอกสารคูํมือตํางๆ  

3) การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของพืชสกุล Boerhavia L. รวบรวมเมล็ดจากแหลํงที่พบ หรือพืช
ที่น ามาปลูก (เมื่อไมํสามารถรวบรวมเมล็ดจากพ้ืนที่ส ารวจ) เลือกเฉพาะเมล็ดที่แกํและมีลักษณะสมบูรณ๑ เก็บ
ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส จนกวําจะใช๎  

-  การงอกในห้องปฏิบัติการ โดยน าเมล็ดวัชพืชที่แกํเต็มที่และมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 50 เมล็ด 
ใสํในจานแก๎ว ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 9.5 เซ็นติเมตร บรรจุกระดาษกรอง 1 แผํน จ านวน 10 จานส าหรับพืช
แตํละชนิด  และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดผา น าไปวางในห๎องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิ -แสง ปกติ บันทึก
จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แตํไมํเกิน 30 วัน หากงอกไมํน ามาตรวจสอบการมีชีวิตโดยการย๎อม
สีด๎วย 2,3,5 triphenyl tetrazolium chloride (tetrazolium chloride straining technique) 

- การงอกในสภาพเรือนทดลอง น าเมล็ดวัชพืชที่แกํและมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 50 เมล็ด โรยหน๎า
ผิวดิน ที่บรรจุในกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑ 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ที่บรรจุดินจนถึงระดับหํางจาก
ขอบกระถางด๎านบน 2-3 เซนติเมตร จ านวนชนิดละ 10 กระถาง รดน้ าทุกวัน บันทึกจ านวนต๎นงอกทุกวัน 
เป็นระยะเวลา 30 วัน  

- การเจริญเติบโต น าเมล็ดพืชมาเพาะในกระถางปูน ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลางประมาณ 40 
เซนติเมตร กระถางละ 50 เมล็ด ชนิดละ 15 กระถาง หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห๑ ถอนออก ให๎เหลือเฉพาะต๎นที่
มีลักษณะสมบูรณ๑ที่สุด 1, 3 และ 5 ต๎น/กระถาง โดยแตํละต๎นมีระยะหํางกันพอประมาณ บันทึกความสูง/
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ความยาวต๎น จ านวนแขนง ทุกสัปดาห๑ วันที่ออกดอก ระยะเวลาที่พัฒนาจากดอกเป็นผล ผลแกํ จ านวนผลตํอ
ต๎น จ านวนเมล็ดตํอผล  

- การขยายพันธุ์ด้วยส่วนของล าต้น ตรวจสอบความสามารถด๎วยสํวนของล าต๎น ในสภาพเรือน
ทดลอง โดยตัดสํวนของต๎นจากโคน และจากยอด ให๎มีความยาวประมาณ 5 เซนติเมตร สํวนละ 50 ทํอน ตํอ
ชนิด น ามาปักในกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑ 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ที่บรรจุดินจนถึงระดับหํางจาก
ขอบกระถางด๎านบน 2-3 เซนติเมตร จ านวนชนิดละ 10 ทํอนตํอกระถาง บรรจุในถุงพลาสติก รดน้ าทุกวัน 
เพ่ือรักษาความชื้นในถุง ตรวจนับต๎นที่สามารถสร๎างใบใหมํขึ้นมาได๎ทุกสัปดาห๑ นาน 1 เดือน 

- คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ (Allelopathy) เบื้องต๎น ใช๎ใบสด/ใบแห๎ง ของพืชในสกุล BoerhaviaI 
L. ทดสอบฤทธิ์ทางอัลลิโลพาธิในห๎องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method ในห๎องปฏิบัติการ และใช๎
ไมยราบยักษ๑เป็นพืชทดสอบ วางหลอดทดลองในตู๎ควบคุมอุณหภูมิแสง วัดความยาวรากไมยราบยักษ๑ หลัง
ทดลอง 7 วัน 

4) การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากไมํพบดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎ใน
การตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

-การบันทึกข้อมูล 
 - ข๎อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑ สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ชนิดลักษณะวัชพืช วัน/
เดือน/ปี ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
 - ข๎อมูลในห๎องปฏิบัติการ/เรือนทดลอง การงอก การเจริญเติบโต (ความยาวต๎น จ านวนแขนง) การ
สร๎างดอก เมล็ด  
 - น าข๎อมูลที่ได๎ค านวนอัตราการงอก อัตราการเจริญเติบโต ความสามารถในการสร๎างหนํวยขยายพันธุ๑ 
คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ เปรียบเทียบกันทุกชนิดในสกุล Boerhavia L.  
 - น าข๎อมูลสถานที่หรือพิกัดท่ีได๎จากการส ารวจ ท าแผนที่การระบาด/การแพรํกระจาย 
 
การทดลองท่ี 1.3.16  ชีววิทยา การแพร่ระบาด และการจัดการวัชพืชวงศ์ทานตะวันสองชนิด : หญ้าหน้า

แมว และทานตะวันหนู 

1)  การส ารวจและเก็บตัวอย่าง  ก าหนดพ้ืนที่ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง แบบการสืบพบ 
(Detection survey) โดยมีหญ๎าหน๎าแมว และทานตะวันหนู เป็นพืชเปูาหมาย ในพ้ืนที่การเกษตรและ
สิ่งแวดล๎อม ตามภูมิภาคตํางๆ ของประเทศไทย บันทึกข๎อมูลพื้นที่ พิกัด พืชปลูก สภาพนิเวศ 
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2) การตรวจสอบชนิดพืช โดยเทียบตัวอยํางพืชในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑พืชสิรินธร 
กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช พิพิธภัณฑ๑พืช ศ.กสิน สุวตะพันธุ๑ 
ภาควิชาพฤษศาสตร๑ จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑ รวมถึง
สอบถามจากผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้น ๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสารคูํมือตํางๆ  

3) การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของหญ๎าหน๎าแมว และทานตะวันหนู รวบรวมเมล็ดจากแหลํงที่
พบ หรือพืชที่น ามาปลูก (เม่ือไมํสามารถรวบรวมเมล็ดจากพ้ืนที่ส ารวจ) และท าการศึกษา 

- การงอกในห้องปฏิบัติการ โดยน าเมล็ดวัชพืชที่แกํเต็มที่และมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 50 เมล็ด ใสํ
ในจานแก๎ว ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลาง 9.5 เซ็นติเมตร บรรจุกระดาษกรอง 1 แผํน และเติมน้ ากลั่น 5  มิลลิลิตร 
ปิดผา น าไปวางในห๎องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิ-แสง ปกติ บันทึกจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด 
แตํไมํเกิน 30 วัน หากไมํงอกน ามาตรวจสอบการมีชีวิตโดยการย๎อมสีด๎วย 2,3,5 triphenyl tetrazolium 
chloride (tetrazolium chloride straining technique) เพ่ือตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ด 

- การงอกในสภาพเรือนทดลอง น าเมล็ดวัชพืชที่แกํและมีลักษณะสมบูรณ๑ จ านวน 50 เมล็ด โรยหน๎า
ผิวดิน ที่บรรจุในกระถางขนาดเส๎นผําศูนย๑ 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ที่บรรจุดินจนถึงระดับหํางจาก
ขอบกระถางด๎านบน 2-3 เซนติเมตร จ านวนชนิดละ 10 กระถาง รดน้ าทุกวัน บันทึกจ านวนต๎นงอกทุกวัน 
เป็นระยะเวลา 30 วัน  

- การเจริญเติบโต น าเมล็ดพืชมาเพาะในกระถางปูน ขนาดเส๎นผํานศูนย๑กลางประมาณ 40 
เซนติเมตร กระถางละ 50 เมล็ด จ านวน 15 กระถาง หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห๑ ถอนออก ให๎เหลือเฉพาะต๎นที่
มีลักษณะสมบูรณ๑ที่สุด 1, 3 และ 5 ต๎น/กระถาง ความหนาแนํนละ 5 กระถาง บันทึกความสูง/ความยาวต๎น 
จ านวนแขนง ทุกสัปดาห๑ วันที่ออกดอก ระยะเวลาที่พัฒนาจากดอกเป็นผล ผลแกํ จ านวนผลตํอต๎น จ านวน
เมล็ดตํอผล  

- การขยายพันธุ์ ตรวจสอบความสามารถด๎วยสํวนของล าต๎น ในสภาพเรือนทดลอง โดยตัดสํวนของ
ต๎นจากโคน และจากยอด ให๎มีความยาวประมาณ 5 เซนติเมตร สํวนละ 50 ทํอน ตํอชนิด น ามาปักในกระถาง
ขนาดเส๎นผําศูนย๑ 20 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร ที่บรรจุดินจนถึงระดับหํางจากขอบกระถางด๎านบน 2-3 
เซนติเมตร จ านวนชนิดละ 10 ทํอนตํอกระถาง บรรจุในถุงพลาสติก รดน้ าทุกวัน เพ่ือรักษาความชื้นในถุง 
ตรวจนับต๎นที่สามารถสร๎างใบใหมํขึ้นมาได๎ทุกสัปดาห๑ นาน 1 เดือน 

- คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิเบื้องต้น ใช๎ใบสด/ใบแห๎ง ของหญ๎าหน๎าแมว และทานตะวันหนู ทดสอบ
ฤทธิ์ทางอัลลิโลพาธิในห๎องปฏิบัติการโดยวิธี Sandwich method ในห๎องปฏิบัติการ และใช๎ไมยราบยักษ๑เป็น
พืชทดสอบ วางหลอดทดลองในตู๎ควบคุมอุณหภูมิแสง วัดความยาวรากไมยราบยักษ๑ หลังทดลอง 7 วัน 

4) การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากไมํพบดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎ใน
การตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
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– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

-การบันทึกข้อมูล 
 ข้อมูลภาคสนาม : สถานที่หรือพิกัดภูมิศาสตร๑สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ชนิดลักษณะวัชพืช วัน/
เดือน/ปี ที่เก็บ และข๎อมูลอื่นๆ ที่เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิด 
 ข้อมูลในห้องปฏิบัติการ/เรือนทดลอง การงอก การเจริญเติบโต (ความสูงต๎น จ านวนแขนง) การ
สร๎างดอก เมล็ด  
 น าข๎อมูลที่ได๎ค านวนอัตราการงอก อัตราการเจริญเติบโต ความสามารถในการสร๎างหนํวยขยายพันธุ๑ 
คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ  
 น าข๎อมูลสถานที่หรือพิกัดท่ีได๎จากการส ารวจ ท าแผนที่การระบาด/การแพรํกระจาย 
 
การทดลองท่ี 1.3.17 ศึกษาชนิดวัชพืชต่างถิ่นในพื้นที่เกษตรที่สูงภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ 

1) ตรวจสอบ สืบค๎น  ข๎อมูล เอกสาร งานวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับชนิดพืชในพ้ืนที่เกษตรที่สูงและพ้ืนที่สูง
ในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  

2) การส ารวจและเก็บตัวอย่าง ก าหนดพ้ืนที่ วางแผนการส ารวจเก็บตัวอยําง ในพ้ืนที่เกษตรที่สูงใน
ภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ ส ารวจแบบสืบพบ (Detection survey) โดยการเดินส ารวจในพ้ืนที่ที่
สามารถเข๎าถึงด๎วยรถยนต๑ หรืออยูํในระยะที่เดินเข๎าได๎ ในพ้ืนที่เกษตรที่สูง ความสูงเหนือระดับน้ าทะเลเฉลี่ย 
มากกวํา 700 เมตรขึ้นไป เก็บตัวอยํางทุกชนิดที่ไมํเคยพบรายงานในประเทศไทย และมีรายงานเป็นวัชพืชใน
ตํางประเทศ ส าหรับชนิดที่ไมํสามารถระบุได๎ขณะส ารวจ น ามาปลูกเพ่ือศึกษารายละเอียดและตรวจสอบชนิด
ตํอไป 

3) ศึกษาคุณสมบัติการเป็นพืชทีรุกราน/วัชพืชร้ายแรง หากพบวัชพืชตํางถ่ินที่ไมํพบรายงานมากํอน 
มีลักษณะแข็งแรง สมบูรร๑ สามารถเจริญเติบโตได๎ดี ไมํมีรํองรอยถูกท าลายจากศัตรูธรรมชาติ และไมํได๎เป็นพืช
ที่ปลูกเพ่ือวัตถุประสงค๑ใด ส ารวจเพ่ิมเติมเพ่ือทราบขอบเขตการระบาด และเก็บตัวอยํางสด น ามาศึกษา
รายละเอียดเพ่ิมเติม เพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติการเป็นพืชที่รุกรานหรือวัชพืชร๎ายแรง เชํน การเจริญเติบโต 
ความสามารถในการสร๎างหนํวยขยายพันธุ๑ การเกิดต๎นใหมํจากหนํวยขยายพันธุ๑ คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ เป็น
ต๎น  

4) การตรวจสอบชนิดพืช เทียบตัวอยํางวัชพืชกับตัวอยํางในพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพ อาคารพิพิธภัณฑ๑
พืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร  หอพรรณไม๎ กรมอุทยานแหํงชาติ สัตว๑ปุา และพันธุ๑พืช พิพิธภัณฑ๑พืชของ 
จุฬาลงกรณ๑มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกํน และองค๑การสวนพฤกษศาสตร๑  รวมถึงสอบถามจาก
ผู๎ทรงคุณวุฒิ ของแตํละวงศ๑หรือสกุลของพืชนั้นๆ ตลอดจนการตรวจสอบกับเอกสารคูํมือตํางๆ  

5) การจัดท าตัวอย่างแห้ง เก็บวัชพืชที่มีใบและดอกสมบูรณ๑ ไมํถูกแมลงท าลาย หากพืชมีขนาดเล็ก 
ควรมีราก ต๎น ใบ –ดอก ครบ หากเป็นพืชไร๎ดอก ควรมีสํวนที่ใช๎ในการขยายพันธุ๑ หรือลักษณะอ่ืนที่สามารถใช๎
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ในการตรวจวิเคราะห๑ชนิดได๎ อัดในแผงอัดพรรณไม๎ ขนาดประมาณ 50 x30 เซนติเมตร อยํางน๎อยชนิดละ 2 
ตัวอยําง เมื่อแห๎งแล๎วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร๎อมติดปูาย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่ 
– นิเวศน๑  พืชอาศัย  วัน-เวลา ชื่อผู๎เก็บ  เก็บรักษา ณ กลุํมวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ๑พืชกรุงเทพฯ กรม
วิชาการเกษตร 

- การบันทึกข้อมูล 
 - พ้ืนที่  บันทึก ที่ตั้ง พิกัดภูมิศาสตร๑ และระดับความสูงเฉลี่ยเหนือระดับน้ าทะเล สภาพพ้ืนที่-นิเวศน๑  
 - พืชปลูก บันทึกข๎อมูล ชนิด อายุ หรือระยะพืชปลูก ความสูง การบังรํมเงาในพื้นที ่
 - ชนิดวัชพืชที่พบ บันทึกประเภท ลักษณะ ระยะการเจริญ การขยายพันธุ๑ในพ้ืนที่ ความสูง ปริมาณที่
พบ การกระจายในพื้นที่ และลักษณะการถูกท าลายจากศัตรูพืชอ่ืนในพ้ืนที่ 
 
กิจกรรมที่ 2    วิจัยความหลากชนิดของแมลงเพื่อเก็บ – รักษาในพิพิธภัณฑ์   

การทดลองท่ี 2.1  ชนิดของแมลงหายากและใกล้สูญพันธุ์ในพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทย  

1) ส ารวจและรวบรวมตัวอยํางแมลงจากแหลํงที่มีสภาพปุาอุดมสมบูรณ๑ เชํน จากสวนพฤกษศาสตร๑ 
สถานีวิจัย และบริเวณที่มีปุาไม๎อุดมสมบูรณ๑ตํางๆ ในเขตพ้ืนที่ภาคใต๎ของประเทศไทย โดยออกส ารวจทุกๆ 2 
เดือน ในระยะเวลา 5 ปี 

2) บันทึกลักษณะของพ้ืนที่ที่ท าการส ารวจแมลง รวมทั้งเก็บรายละเอียดเกี่ยวกับความชื้นสัมพัทธ๑ 
อุณหภูมิ ความสูงจากระดับน้ าทะเล วันเดือนปี ชื่อผู๎เก็บตัวอยําง และสถานที่ท่ีเก็บตัวอยําง  

3) น าตัวอยํางแมลงที่รวบรวมได๎ มาจัดรูปรํางและตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิดจากลักษณะภายนอก
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ stereo microscope แล๎วบันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ลักษณะ ขนาด และสี 
เป็นต๎น โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดแมลง 
ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ ซึ่งท าให๎ทราบถึงชนิดของแมลงหายากและ
ใกล๎สูญพันธุ๑ 

4) บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแมลงโดยการถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ รวมถึงให๎
รายละเอียดบนแผํนปูายบันทึกของแมลงแตํละตัว โดยบันทึกรายละเอียดของแมลงชนิดตํางๆที่ส ารวจพบ และ
ข๎อมูลอื่นที่ส าคัญ ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง 

5) จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบการเก็บรักษาตัวอยําง
สากล โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากล 

6) สรุปและจัดท ารายงานผลการวิจัย เพ่ือเป็นข๎อมูลพื้นฐานในการท าการวิจัยตํอไป 
 
การทดลองที่ 2.2  ความหลากชนิดของแมลงปออันดับโอโดนาทา (Odonata) ในภาคเหนือของประเทศ

ไทย 
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การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมลงปอโดยในปี 2553-2556 ส ารวจในเขตภาคเหนือตอนบน 

(เชียงใหมํ เชียงราย ล าปาง ล าพูน แพรํ) และในปี 2557-2558  ส ารวจในเขตภาคเหนือตอนลําง (สุโขทัย ตาก 
ก าแพงเพชร) ส ารวจและเก็บตัวอยํางแมลงปอทุกๆ 2 เดือน เดินส ารวจแมลงปอ โดยเฉพาะบริเวณใกล๎แหลํง
น้ าในพ้ืนที่เกษตรกรรม ที่ราบเชิงเขา พ้ืนที่ราบลุํมน้ า พ้ืนที่ปุาต๎นน้ าล าธาร พ้ืนที่ภูเขา ถํายภาพและเก็บ
ตัวอยําง โดยใช๎สวิงช๎อนตัวอํอนในแหลํงน้ า เก็บรักษาในหลอดบรรจุแอลกอฮอล๑ 80% และใช๎สวิงโฉบตัวเต็ม
วัยและในขวดฆําที่บรรจุสารเอทิลอะซิเตท หลังจากแมลงปอตายต๎องจัดสํวนหางซึ่งมีลักษณะผอมเรียวบาง
และหักงํายให๎มีสภาพคงเดิม โดยใช๎เส๎นขนที่มีความแข็ง (ขนหมูหรือขนหางม๎า) แทงผํานจากสํวนอกไปยัง 
สํวนท๎องแตํไมํให๎สุดปลายสํวนท๎อง เพราะอวัยวะสืบพันธุ๑เป็นลักษณะส าคัญที่ใช๎ในการวิเคราะห๑จะเสียหาย 
เก็บตัวเต็มวัยในซองกระดาษรูปสามเหลี่ยม บันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ลักษณะ ขนาด สี วันเดือนปี 
ชื่อผู๎เก็บ สภาพแวดล๎อม อุณหภูมิ และพิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) เป็นต๎น น าแมลงปอที่รวบรวมไปจัดรูปรําง 
(set) ตามวิธีการของ Poonchaisri (2004) และน ามาศึกษาชนิดภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 

2) ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของ
แมลงปอ ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ 
   3) บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ รวมถึงให๎รายละเอียดบน
แผํนปูายบันทึกของขวดดองตัวอํอนและตัวเต็มวัย ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่เก็บ
ตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง 
   4) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุล และชนิดของแมลงปอ ที่รวบรวมได๎ 
พร๎อมภาพประกอบ 

5) จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอยํางแมลง 
     -การบันทึกข้อมูล 
 พืชอาศัย เขตการแพรํกระจาย สถานที่ วันเดือนปีที่เก็บตัวอยําง 
 
การทดลองท่ี 2.3  ความหลากชนิดของตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ์ Acrididae ในพื้นที่ภาคใต้ ของประเทศไทย 

 1)  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Arcrididae จากพ้ืนตํางๆ เชํน พ้ืนที่
เพาะปลูกทางการเกษตร  ทุํงหญ๎า ปุาเขา ทางภาคใต๎ของประเทศไทย   
 2)  เก็บตัวอยํางโดยใช๎สวิงจับแมลง (insect net) โฉบ เพ่ือเก็บตัวอยํางตั๊กแตนหนวดสั้นในชํวงเวลา
กลางวัน  และติดตั้งกับดักแสงไฟ (light trap) เพ่ือดึงดูดตั๊กแตนหนวดสั้นที่ออกหากินตอนกลางคืน  ฆําตัว
เต็มวัยในขวดฆํา (killing jar)  ซึ่งใสํสารฆําแมลงเอทิลอะซิเตท  หลังจากตั๊กแตนตายแล๎ว หํอในกระดาษหํอ
แบบท๏อฟฟ่ี บันทึกรายละเอียดเกี่ยวกับตัวอยํางแมลง ได๎แกํ  พืชอาหาร วัน เดือน ปี  สถานที่เก็บตัวอยําง วัด
คําพิกัดภูมิศาสตร๑ และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง   จากนั้นน าตัวอยํางใสํกลํองกระดาษ เก็บรวมไว๎ในกลํองรักษาความ
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เย็นเพ่ือปูองกันไมํให๎ตัวอยํางเนํา ตัวอํอนที่ต๎องการเลี้ยงให๎เป็นตัวเต็มวัยน าใสํกลํองพลาสติกพร๎อมใสํพืช
อาหาร  บันทึกรายละเอียดเชํนเดียวกับตัวเต็มวัย   รวมทั้งบันทึกโดยการถํายภาพ น าตัวอยํางทั้งหมดที่
รวบรวมได๎กลับไปยังห๎องปฏิบัติการ  นอกจากการเก็บตัวอยํางตั๊กแตนจากสภาพธรรมชาติแล๎ว มีตัวอยําง
ตั๊กแตนที่มีอยูํเดิมในพิพิธภัณฑ๑ กรมวิชาการเกษตร  ตัวอยํางที่ได๎รับจากนักวิชาการ  และตัวอยํางจากผู๎มา
ขอรับบริการตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด  เพื่อใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ด๎วย 
 3)  ตัวเต็มวัยที่ตายแล๎วน าไปจัดรูปรํางบนไม๎จัดรูปรํางตัวอยํางแมลง โดยใช๎เข็มไร๎สนิม ปักที่กึ่งกลาง
บริเวณอก ใช๎ปากคีบจัดขาท้ัง 3 คูํ ให๎อยูํในลักษณะเกาะหรือเดินโดยใช๎เข็มหมุดขนาดกลางเป็นตัวยึด    น าไป
อบให๎แห๎งในตู๎อบ (oven)  ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช๎เวลา 15-30 วัน ขึ้นกับขนาดตัวอยําง 
  4)   น าตัวอยํางตั๊กแตนหนวดสั้นที่รวบรวมได๎มาตรวจจ าแนกวิเคราะห๑ชนิด โดยดูลักษณะภายนอก
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ Stereo microscope แล๎วบันทึกรายละเอียดตํางๆ เชํน ขนาดล าตัว รูปรําง ลักษณะ 
และสี  เป็นต๎น  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิด  
ตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Arcrididae ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ ของกรม
วิชาการเกษตร 
 5)  ตัวอยํางตั๊กแตนที่มีการจัดจ าแนกแล๎ว  ให๎จัดเก็บลงในกลํองกระดาษสี่เหลี่ยมสีขาว  จัดเรียงตาม
อักษรของล าดับชนิด น าจัดเข๎าลิ้นชักในตู๎เก็บแมลงจัดเก็บแมลงในพิพิธภัณฑ๑   
 
การทดลองที่ 2.4  ความหลากชนิดของมดในพื้นที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรตากและป่าธรรมชาติ

ของจังหวัดตาก 

1.  ส ารวจความหลากชนิดของมดจากพ้ืนที่ตํางๆ ทั้งพ้ืนที่แปลงเกษตรและปุาธรรมชาติ  เพ่ือให๎
ครอบคลุมแหลํงที่อยูํอาศัยของมด โดยจะด าเนินการเก็บตัวอยํางมดตามวิธีดังนี้  
  -  การเก็บโดยใช๎มือ เก็บมดที่อาศัยอยูํตามต๎นไม๎ ไม๎พ้ืนลําง ไม๎พํุมหรือวัชพืช   โดยใช๎ปากคีบ
และใช๎สวิงโฉบโดยจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง วิธีการนี้จะได๎ตัวอยํางมดที่อาศัยตามต๎นไม๎หรือกลุํมมดที่กิน
น้ าหวานจากแมลงที่อาศัยอยูํตามต๎นไม๎  ไม๎พํุม หรือวัชพืช 
  -  การรํอนซากพืช ท าการรํอนซากพืชที่ปกคลุมผิวดิน เก็บซากพืชที่อยูํในแปลงใสํในตะแกรง
รํอนที่มีถาดรองรับด๎านลํางและใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง  
  - การรํอนดิน โดยใช๎พลั่วหรือเสียมขุดดินในแปลงน ามารํอนในตะแกรงที่มีถาดรองรับ
ด๎านลําง ใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง  ซึ่งการเก็บมดในวิธีนี้จะท าการเก็บหลังจากเก็บมดโดยใช๎กับ
ดักน้ าหวานแล๎ว  วิธีนี้เป็นการเก็บมดท่ีอาศัยอยูํในดิน 
  - การใช๎เหยื่อลํอ เชํนการใช๎น้ าหวาน หรือใช๎เนยแข็ง วางเป็นจุดๆ เพ่ือลํอมดให๎ออกมากิน
เหยื่อที่วางไว๎ หลังจากนั้นใช๎ปากคีบจับมดใสํในขวดเก็บตัวอยําง   
  - การใช๎กับดัก  เชํน Winkler  extractor โดยเก็บซากพืชที่อยูํในพ้ืนที่ใสํไว๎ใน Winkler  
extractor และแขวนไว๎ มดที่อยูํในซากใบไม๎จะหลํนลงมาในขวดตัวอยํางที่อยูํด๎านลําง   
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2.  การบันทึกรายละเอียดของข๎อมูลแมลง ในแตํละพ้ืนที่ที่ท าการส ารวจตัวอยํางจะต๎องบันทึกข๎อมูล
ดังนี้  พิกัดภูมิศาสตร๑   ปริมาณน้ าฝน   อุณหภูมิอากาศ  ความชื้นอากาศ  วัน  เดือน ปี สถานที่ที่เก็บ และชื่อ
ผู๎เก็บ เพื่อน ามาใช๎เป็นฐานข๎อมูลในการวิเคราะห๑ด๎านความสัมพันธ๑กับปัจจัยแวดล๎อมตํางๆ  

3.  การบันทึกรายละเอียดของกิจกรรมทางการเกษตร เนื่องจากในศูนย๑วิจัยและพัฒนาการเกษตร
ตาก มีแปลงทดลองและวิจัยตํางๆ ทั้งไม๎ผลเมืองหนาว กาแฟ และไม๎ดอกตํางๆ และการปลูกพืชเหลํานี้มักมี
กิจกรรมทางการเกษตร  เชํน การไถพรวน  การก าจัดวัชพืช  การตัดแตํงกิ่ง  การใสํปุ๋ย   การใช๎สารเคมีก าจัด
แมลง  ข๎อมูลเหลํานี้จะน ามาหาความสัมพันธ๑ของกิจกรรมทางการเกษตรที่ได๎ด าเนินการกับจ านวนชนิดที่
ส ารวจพบในแปลงตํางๆ เพ่ือเป็นข๎อมูลตํอไป 

4.  การเตรียมตัวอยําง โดยน าตัวอยํางที่รวบรวมได๎น าไปจัดรูปรําง ใช๎เข็มไร๎สนิมปักที่กึ่งกลางบริเวณ
อกถ๎าเป็นตัวขนาดใหญํ แตํถ๎าขนาดเล็กน าติดกระดาษสามเหลี่ยมขนาดเล็ก (card point)  และน าไปอบให๎
แห๎ง            

5.  จ าแนกชนิดมดและจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑  น าตัวอยํางมดที่จ าแนกชนิดแล๎วให๎จัดเก็บลงในกลํอง
กระดาษสี่เหลี่ยมสีขาว  จัดเรียงตามอักษรของล าดับ ชนิด น าจัดเข๎าลิ้นชักในตู๎เก็บแมลง บันทึกข๎อมูลแตํละ
ตัวอยํางบนแผํนปูายบันทึกก ากับตัวอยําแมลง (labeling specimen) 

6.  น าข๎อมูลจ านวนชนิดมดที่ได๎มาหาความสัมพันธ๑กับข๎อมูลกิจกรรมทางการเกษตรเพ่ือประมวลผล
ตํอไป 
 
การทดลองท่ี 2.5  ความหลากชนิดของด้วงงวงในเขตสงวนชีวมณฑลสะแกราช 

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
1) ส ารวจและเก็บรวบรวมด๎วงงวงในบริเวณปุาดิบแล๎งและปุาเต็งรัง ทุกๆ 2 เดือน เดินส ารวจด๎วงงวง 

ถํายภาพและเก็บตัวอยําง โดยเก็บตัวอํอนในหลอดบรรจุแอลกอฮอล๑ 80 % และตัวเต็มวัยในขวดฆําที่บรรจุ
สารเอทิลอะซิเตท หลังจากด๎วงตายให๎เก็บตัวเต็มวัยในกระดาษรูปสามเหลี่ยมโดยหํอแบบท๏อฟฟ่ี บันทึก
รายละเอียดตํางๆ เชํน รูปรําง ลักษณะ ขนาด สี พืชอาศัย วันเดือนปี ชื่อผู๎เก็บ สภาพแวดล๎อม อุณหภูมิ และ
พิกัดทางภูมิศาสตร๑ (GPS) เป็นต๎น ในเวลากลางคืนจะเก็บตัวอยํางด๎วงงวงจากกับดักแสงไฟ ( light trap) 
จากนั้นน าด๎วงงวงที่รวบรวมได๎มาศึกษาชนิดภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ 

2) ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด๎วยการใช๎เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของด๎วงงวง 
ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอยํางที่เก็บรวบรวมไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ 

3) บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการถํายภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ รวมถึงให๎รายละเอียดบน
แผํนปูายบันทึกของขวดดองตัวอํอนและตัวเต็มวัย ได๎แกํ ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่จ าแนกได๎ วัน/เดือน/ปี สถานที่เก็บ
ตัวอยําง และชื่อผู๎เก็บตัวอยําง 

4) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุล และชนิดของด๎วงงวง ที่รวบรวมได๎พร๎อมภาพประกอบ 
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5) จัดเก็บตัวอยํางที่ได๎ศึกษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑ โดยแบํงเป็นหมวดหมูํตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอยํางแมลง 
     -การบันทึกข้อมูล 
 พืชอาศัย เขตการแพรํกระจาย สถานที่ วันเดือนปีที่เก็บตัวอยําง 
 
กิจกกรมที่ 3  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี การวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืช     

กิจกรรมย่อยท่ี 3.1  การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยเซรุ่มวิทยา     

การทดลองที่ 3.1.1  การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-1 
สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดโดยใช้ระบบเซลล์แบคทีเรีย 

1. การเตรียมแอนติเจน 
 -   ออกแบบไพรเมอร๑ ที่มีความจ าเพาะตํอโปรตีนใน ribosome จ านวน 1 คูํ จากสํวนของยีนโปรตีน

หํอหุ๎มอนุภาค (cp gene) ของเชื้อไวรัสสาเหตุของโรคเหี่ยวสับปะรด ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงกับ PMWaV-1 
เพ่ือน า ไปใช๎ในการเพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เข๎าสูํ vector  

-   สกัด total RNA ของเชื้อ โดยใช๎ชุดสกัดอาร๑เอ็นเอส าเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN และน า 
มาท าปฏิกิริยา RT-PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณของชิ้น cDNA โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่ออกแบบไว๎   

-   น า PCR product ที่ได๎มาเชื่อมตํอ (ligation) เข๎าสูํ cloningเ/expression vector และถํายเข๎าสูํ 
(transformation) เข๎า E. coli  โดยใช๎ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชํบนน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที 
จากนั้นท าการคัดเลือกโคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี สารปฏิชีวนะผสมอยูํ    

-   ตรวจสอบล าดับเบสและแปรรหัสเป็นโปรตีนโดยใช๎ Program analysis  โดยตรวจสอบโคลนด๎วย
เทคนิค PCR และสํงหาล าดับนิวคลีโอไทด๑ เพ่ือตรวจสอบความถูกต๎อง จากนั้น transform เข๎า competent 
cell  ของ E. coli BL21 (DES 3) โดยใช๎ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชํบนน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที 
คัดเลือกโคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพ่ือน าไป
สังเคราะห๑โปรตีนในขั้นตอนตํอไป  

-  สังเคราะห๑โปรตีนในเซลล๑แบคทีเรีย โดยเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสาย
ผสม ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขยํา 170 รอบ
ตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เพ่ือใช๎เป็น starter จากนัน้แบํงใสํในอาหารเหลว 2XYT ที่
เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในอัตราสํวนของเชื้อ 10 % ของอาหาร  เขยําตํออีก 2 

ชั่วโมง จากนั้นเติม Isopropyl--D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเลี้ยงเชื้อให๎มีความเข๎มข๎น
สุดท๎ายเป็น 1 มิลลิโมลาร๑  เลี้ยงเชื้อตํอโดยการเขยําบนเครื่อง shaker และเก็บตัวอยํางเซลล๑หลังการเติม 
IPTG ที่ 2  4  6  8 และ 24 ชั่วโมง ครั้งละ 1 มิลลิลิตร น ามาปั่นตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 
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นาที ละลายตะกอนเซลล๑ด๎วยน้ าที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว 50 ไมโครลิตร และเก็บไว๎ที่ -20 oซ แล๎วน าตัวอยํางที่
ได๎ไปวิเคราะห๑โปรตีนด๎วยเทคนิค SDS-PAGE   

-   การแยกสกัดโปรตีนให๎บริสุทธิ์ และตรวจหาความเข๎มข๎นของโปรตีนที่แยกได๎ โดยน าแบคทีเรีย E. 
coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม หลังจากลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักน า
ให๎เกิดการสังเคราะห๑โปรตีน มาปั่นตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที (4oซ) น าตะกอนมาผสม
กับน้ าที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว จากนั้นเติม lysozyme เพียงเล็กน๎อย และกวนให๎เข๎ากันจนเหนียว เก็บที่ -20 o

ซ ข๎ามคืน  จากนั้นน ามาเติมด๎วย lysis buffer ในอัตรา 50 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และน ามาท าให๎
เซลล๑แตกด๎วยเครื่อง sonicator แบบ probe จนกวําเซลล๑จะหายหนืดและใส แล๎วน าไปปั่นที่ 10,000 รอบ/
นาที นาน 10 นาที  เก็บน้ าใสไปแยกโปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย Ni-NTA column  โดยเก็บเป็น fraction หลอด
ละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือน าไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนวําอยูํใน fraction ใดด๎วยด๎วยเทคนิค SDS-PAGE   

2.  การผลิตแอนติซีรัม  
 โดยใช๎กระตํายเป็นสัตว๑ทดลองให๎สร๎างแอนติบอดีผสมโปรตีนของเชื้อที่บริสุทธิ์ ( 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร)กับ complete Freund’s adjuvant ในอัตรา   1:1 ให๎เข๎ากันเป็น emulsion ส าหรับการฉีด
กระตํายครั้งแรก และใช๎  incomplete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 ส าหรับการฉีดครั้งตํอๆไปอีก 4 
ครั้ง ท าการฉีดทุก 2 สัปดาห๑ เริ่มท าการเจาะเลือดหลังจากการฉีดครั้งที่ 2 และด าเนินการเจาะเลือดทุก 1
สัปดาห๑อีก 5 ครั้ง น าเลือดที่เจาะได๎มาตั้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 1 ชั่วโมง กํอนน าไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ชั่วโมง  ริน
สํวนน้ าใสมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เก็บน้ าใสที่เป็นสํวนของแอนติบอดีไว๎ที่ -80 oซ  
จากนั้นท าการทดสอบและหาคําไตเตอร๑ของแอนติซีรัม  โดยวิธี Indirect ELISA  

3. ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม 
โดยวิธี Indirect ELISA  โดยน าใบสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวและใบปกติ  มาบดใน  coating buffer 

ในอัตรา 1 กรัม : 5, 10 , 15 มิลลิลิตร หยอดน้ าคั้นพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1-2 ชั่วโมง แล๎วน าไมโครเพลทมาล๎างด๎วย phosphate buffer saline ที่
มี tween 20 ผสมอยูํ (PBS-Tween 20) 3 ครั้งๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัมจากการเลือดครั้งที่ 5  ที่เจือจาง

ใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง 
ล๎างไมโครเพลทด๎วย PBS-Tween 20 จ านวน 3 ครั้งๆละ 3 นาที แล๎วหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 

2,000 ใน conjugate buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง น าเพลทมาล๎างอีก 3 ครั้งใน 
PBS-Tween 20 แล๎วหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 
มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอํานผลด๎วยเครื่องอํานอิไลซา (ELISA Reader)   

4. พัฒนาระบบการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโดยวิธีทางเซรุํมวิทยา 
เปรียบเทียบชนิดของเพลท บัฟเฟอร๑ที่ใช๎ และซับเสตท ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจสอบหนํอ

สับปะรดวํามีไวรัสติดมาหรือไมํ 
5  วิเคราะห๑ผลพร๎อมสรุปเขียนรายงาน 
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การทดลองที่ 3.1.1  การผลิตแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส Bean yellow mosaic virus 

1.  ส ารวจและเก็บตัวอยํางแกลดิโอลัสจากแปลงปลูกของเกษตรกร  
2.    แยกเชื้อไวรัสเพ่ือน าเชื้อมาเตรียมส าหรับใช๎ผลิตแอนติซีรัมพร๎อมทั้งเตรียมพืชอาศัยของเชื้อไวรัส 

BYMV ไว๎ส าหรับปลูกเชื้อ โดยบดตัวอยํางใบแกลดิโอลัสที่เป็นโรคจ านวน 300 gm ใน blander กับ 600 ml 
ของ 0.5 M sodiumcitrate  pH 6.5 ที่มี 5 mM EDTA และ 0.5 thioglycollic acid บดในสภาพเย็น กรอง
กากพืชทิ้งไปด๎วยผากรอง น าน้ าคั้นผสมกับ 25% chloroform ให๎เข๎ากัน  ตกตะกอนเอาเศษพืชออกไปด๎วย
การหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 g นาน 10 นาท น าน้ าใสสํวนบนมาเติ่ม polyethyleneglycol  (mol.wt. 6,000) 
จ านวน 10% ของของเหลวโดยกวนให๎เข๎าก๎นที่ 4oC นาน 1 ชั่วโมงแล๎วน าไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนด๎วย
ความเร็ว 5,000 g นาน 30 นาท ละลายตะกอนด๎วย 50 ml ของ 5 mM soidum borate  buffer ที่มี 0.5 
mM EDTA pH  8.0 แล๎วเติม Triton X-100 ลงไป 2% ของของเหลวกวนให๎เข๎ากันนาน  30   นาท   หมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 g นาน 15 นาที น าสารละลายข๎างบนมาหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็วสูง   เพ่ือตกตะกอน
ไวรัสลงมาที่ความเร็ว  37,000 g  นาน 1½  ชั่วโมง ละลายตะกอนด๎วย 2 ml ของ 5 mM soidum  borate  
buffer  มี 0.5 mM EDTA pH  8.0  น ามาผํานวิธีการ sucrose  density gradient  ที่มีน้ าตาลที่ 10-40% 
แล๎วหมุนเหวี่ยงทที่ 24,000  g นาน 1½  ชั่วโมง ดึงแถบสีขาวของไวรัสออกจากชั้นของน้ าตาลแล๎วเจือจางด๎วย 
5 mM soidum  borate  buffer  มี 0.5 mM EDTA  pH  8.0 น ามาตกตะกอนไวรัสด๎วยการหมุนเหวี่ยงที่ 
37,000  g นาน 2 ชั่วโมง ละลายตะกอนของไวรัส  น าไปวัด  spectrophotometer   เพ่ือค านวณความ
เข๎มข๎นของไวรัสและตรวจสอบขนาดอนุภาคของเชื้อด๎วยกลองจุลทรรศอิเลกตรอน 

3.  ฉีดกระตํายและเจาะเลือดเก็บแอนติซีรัม  โดยละลายเชื้อ BYMV ผสมกับ Freund’s 
incomplete adjuvant 1 ml  ใหเข๎ากันดี  แล๎วจึงฉีดเข๎ากล๎ามเนื้อสะโพกของกระตํายสลับกันสัปดาห๑ละขาง 
3 สัปดาห๑หลังจากฉีดครั้งสุดทายแลว 20  วัน   เจาะเลือดติดตอกันสัปดาหละครั้ง 6 ครั้ง   วางเลือดทํอเจาะ
มาไดในตูเย็นใหเม็ดเลือดแดงเกาะตัวกันเปนกอน  จึงแยกเม็ดเลือดแดงออกทิ้งไป   แลวเก็บแอนติซีรัม  แบ
งใสหลอดขนาด 1.5 ml  เก็บแอนติซีรัมไวที–่40๐C 

4. เตรียม IgG ของแอยติซีรัม น าแอนติซีรัม BYMV ที่เจาะครั้งที่ 2, 5 และ 7 มาสกัด IgG อยํางละ 1 
ml แยกกันผสมกับ น้ ากลั่น 9 ml  แลว ผสมกับ ammonium sulfate ที่อ่ิมตัว 10  ml  แล๎วผสมให๎เข๎ากันดี 
น าไปตกตะกอนด๎วยการหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 g นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 25 ๐C  ละลายตะกอนด๎วย 4 ml 
ของ ½ เทา PBS แล๎วใสถุง dialysis tubing  เพ่ือ dialyse  ใน PBS 1 ลิตร นาน 3 ชั่วโมง 2 ครั้งวัดความ
เข๎มข๎นของ IgG ดวย spectrophotometer แล๎วปรับให๎ IgG มีความเข๎มข๎นที่ OD280 = 1.4 เพ่ือใหมีความ
เข๎มข๎นของโปรตีน = 1 mg/ml  

5.  การทดสอบคุณภาพของแอนติซีรัมด๎วยวิธี NCM-ELISA ทดสอบหาคํา titer และความไวจ าเพาะ
ของ   แอนติซีรัม 

6.   สรุปผลการด าเนินงาน 
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การทดลองที่ 3.1.3  การผลิตชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบไวรัส 

Cucumber mosaic virus ในพืชเศรษฐกิจ 

1. การสกัด IgG ของเชื้อ CMV 
โดยน าแอนติซีรัมมาผสมกับน้ ากลั่น ในอัตรา 1:9  แล๎วเติมแอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัวในปริมาตร

เทํากัน ปั่นเก็บตะกอนและละลายใน ½ phosphate buffer saline (PBS)  dialyse นาน 24 ชั่วโมง 
2.  การทดสอบคุณภาพ IgG ของเชื้อ CMV อาศัยเทคนิค Dot immunobinding assay (DIBA) โดย

ใช๎ nitrocellulose membrane  และ substrate คือ fast red 
3. การเตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง โดยน า 1% gold chloride ที่ต๎มเดือดแล๎วมาเติม  

sodium citrate ท าให๎เย็นลง แล๎ววัด OD ที่ 530 นาโนเมตร ให๎มีคํา = 0.5 ได๎อนุภาคทองแขวนลอยใน
สารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร   

4.  การติดฉลาก IgG ของเชื้อ CMV  ด๎วยอนุภาคทอง น า IgG ของเชื้อ CMV 2 มล. เติมลงใน
สารละลายทองแขวนลอย 200 มล. กวนนาน 1 ชม. แล๎วเติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  
ปั่นเก็บตะกอน แล๎วปรับให๎ได๎คํา 0.5 ที่ OD 540  

5.  การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อ CMV บนเส๎น test 
line ทดสอบ 3-4 ชนิด ที่มีขนาดประมาณ 5-12 ไมโครเมตร 

6.   การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับน้ าคั้นพืช 
7.   ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจเชื้อ CMV 
8.   รวบรวม วิเคราะห๑ผล และเขียนรายงาน 
 

การทดลองที่ 3.1.4  การวิจัยและพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อไวรัส Sugarcane mosaic virus 
(SCMV) subgroup Maize dwarf mosic virus 

1.  การเตรียมไวรัสที่ใช้ในการทดลองจากตัวอย่างข้าวโพดหวานที่เป็นโรคและการเพิ่มปริมาณ
เชื้อไวรัส 

เก็บตัวอยํางข๎าวโพดหวานที่แสดงอาการใบดํางจากแปลงเกษตรกร ตรวจวินิจฉัยเบื้องต๎นด๎วยเทคนิค 
ELISA โดยใช๎แอนติซีรัมตํอเชื้อ SCMV เพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัสในข๎าวฟุางพันธุ๑ UT432B โดยการปลูกเชื้อด๎วยวิธี
กล เตรียมโดยบดใบข๎าวโพดที่แสดงอาการดํางกับ 0.05 M potassium phosphate buffer, pH 7.2 ผสม
0.01 M Na2SO3 อัตราสํวนใบพืช 1 กรัมตํอ บัฟเฟอร๑ 2 มิลลิลิตร ผสมผง carborandum ลงไปในน้ าคั้น
และน าไปทาบนใบข๎าวฟุางพันธุ๑ UT432B ที่มีใบจริง 2-4 ใบ 

2.  การเตรียมไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์ 
ใช๎ข๎าวฟุางพันธุ๑ UT432B เพ่ิมปริมาณเชื้อโดยการปลูกเชื้อด๎วยวิธีกล เมื่อข๎าวฟุางแสดงอาการใบดําง

ชัดเจนเก็บใบมา เตรียมเชื้อให๎คํอนข๎างบริสุทธิ์ ตามวิธีการดังนี้ คือ ตัดใบข๎าวฟุางเป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 
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1 x 1 เซนติเมตร น้ าหนัก 150 กรัม แชํแข็งที่ – 20 องศาเซลเซียส อยํางน๎อย 1 คืน น ามาบดในเครื่องบด 
Blender โดยเติม 0.5 M sodium citrate buffer pH 8.0 ปริมาตร 300 มล. ที่ผสม 2-mercaptoethanol 
ปริมาตร 3 มล. กรองผํานผ๎าขาวบางก าจัดเศษพืช เอาแตํสํวนน้ าคั้น ปริมาตรประมาณ 300 มล. เติม
คลอโรฟอร๑ม ปริมาตร 150 มล. กวนบนน้ าแข็ง นาน 45 นาที จากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm นาน 15 
นาที เก็บน้ าใสปริมาตร 300 มล. ใสํบีกเกอร๑ แล๎วเติม polyethylene glycol 6000 อัตรา 5% และ triton 
X-100 อัตรา 1% ของปริมาตรของเหลว กวนบนน้ าแข็ง นาน 1.30 ชั่วโมง แล๎วหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm 
นาน 15 นาที เทของเหลวทิ้ง ละลายตะกอน ด๎วยสารละลาย 0.5 M Potassium phosphate buffer pH 
7.5 ที่เติม 0.5M Urea ปริมาตร 100 มล.กวนในตู๎เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข๎ามคืน จากนั้นน ามา
หมุนเหวี่ยงที่ 5,000 rpm นาน 20 นาที เก็บของเหลวที่มีไวรัส น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 40,000 rpm นาน 1.30 
ชั่วโมงที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนด๎วยสารละลาย 0.05M Potassium phosphate buffer 
pH 7.0 ปริมาตร 1 มล. แล๎วน าไปตรวจดูอนุภาคไวรัสด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเล็คตรอน 

3.  การผลิตแอนติบอดีของเชื้อSCMV 
การผลิตแอนติบอดีของเชื้อ SCMV สาเหตุโรคใบดํางของข๎าวโพด เตรียมแอนติเจนโดยการเพ่ิม

ปริมาณเชื้อไวรัสในข๎าวฟุาง การแยกเชื้อไวรัสคํอนข๎างบริสุทธิ์จากข๎าวฟุางด๎วยวิธีหมุนเหวี่ยงด๎วยความเร็วต่ า
สลับสูง (differential centrifugation) ได๎สารละลายไวรัสคํอนข๎างบริสุทธิ์ มีความเข๎มข๎น 45 มก./มล. ผลิต
แอนติซีรัมในกระตํายด๎วยวิธีการฉีดเข๎าผิวหนัง การทดสอบไตเตอร๑ด๎วยวิธี ELISA พบวําแอนติซีรัมที่ผลิตได๎มี
ไตเตอร๑ตั้งแตํ 1: : 2,048 ถึง 1: 32,768 และมีความจ าเพาะเจาะจงตํอเชื้อ SCMV สามารถน าไปใช๎ตรวจไวรัส 
SCMV ในพืช ด๎วยวิธีการตําง ๆ ทางเซรัมวิทยา 

4.  ผลิตชุตรวจสอบไวรัสวิธี GLIFT kit 
4.1   การสกัด IgG ของเชื้อSCMV  น าแอนติซีรั่มที่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ SCMV มาแยก

เฉพาะสํวนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืน ๆ ในเซรุํมนั้น โดยใช๎การตกตะกอนด๎วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
(ammonium sulfate precipitation) (Hampton el al,1990)  น า 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสมกับ 1 
มิลลิลิตรของน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ saturated ammonium sulfate pH 7.2  ที่แชํเย็น 
คํอย ๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ท าให๎มีแอนติซีรั่ม มีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 40% ผสม
บนเครื่องกวนตํอไป 30 นาที เก็บไว๎ข๎ามคืนในตู๎เย็น น ามาหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บตะกอนคํอย ๆ ละลายตะกอนด๎วย 1 มิลลิลิตร ของ Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M 
phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) เติม 1 มิลลิลิตร น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ 
saturated ammonium sulfate ท าให๎แอนติซีรัมมีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 33% ผสมบน
เครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด๎วย 1.5 มิลลิลิตร ของ 
PBS น าไปท าให๎ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40C  เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการ
เปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผําน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไว๎ที่ –20oC 
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4.2  ทดสอบคุณภาพของ IgG  โดยน า IgG ของเชื้อSCMV  ที่ได๎มาวัดความเข๎มข๎น ด๎วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางให๎เชื้อมีคํา O.D. เทํากับ 1.4 โดยใช๎ครึ่งเทํา
ของ PBS  เพ่ือให๎มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจเชื้อSCMV ใน
ตัวอยํางข๎าวโพดด๎วยวิธี Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton el al,1990 โดยใช๎ IgG 
ของเชื้อSCMV ที่เจือจาง 1: 500 

4.3 การติดฉลาก IgG ของเชื้อSCMV ด้วยอนุภาคทอง เตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง 
โดยน า 1% gold chloride ที่ต๎มเดือดแล๎วมาเติม sodium citrate ท าให๎เย็นลง แล๎ววัดความเข๎มข๎นด๎วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ให๎มีคํา O.D. เทํากับ 0.5 ได๎อนุภาคทอง
แขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  น า IgG ของเชื้อ SCMV 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทอง
แขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวนนาน 60 นาที  แล๎วเติมสารละลาย bovine serum albumin 
(BSA)  ปั่นเก็บตะกอน แล๎วปรับให๎ได๎คํา 0.5 ที่ OD 540 

4.4   การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อ SCMV บนเส๎น 
test line ทดสอบ 3-4 ชนิด ที่มีขนาดประมาณ 5-12 ไมโครเมตร 

4.5 การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับน้ าคั้นพืช (sap) 
4.6 ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจเชื้อ SCMV 

 
การทดลองที่ 3.1.5  การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบแบคทีเรีย 

Burkholderia gladioli  

1.  การเตรียมแอนติเจน (Antigen)  น าเชื้อแบคทีเรีย  Burkholderia gladioli ที่จ าแนกชนิดและ
ทดสอบความรุนแรงโรคแล๎วมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA (Potato semi-synthetic agar) ให๎มีอายุ 48 ชั่วโมง 
น ามาล๎างเซลล๑แบคทีเรีย 3 ครั้งด๎วยสารละลาย  phosphate buffer saline (PBS) (Allan and Kelman, 
1977) แล๎วน าไปตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   ที่ความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 20 
นาที  น าเซลล๑แบคทีเรียที่ล๎างแล๎วมาละลายในPBSจากนั้นน าไปท าการ fix เซลส๑แบคทีเรีย ด๎วย 2% 
glutaraldehyde (Allan and Kelman, 1977)  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  แล๎วน ามาท าให๎ glutaraldehyde เจือ
จางหมดไปโดยการ dialysis ใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที โดยเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 
ชั่วโมง  เก็บสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได๎ไว๎ที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช๎ในการฉีดกระตํายตํอไป 

2.  การผลิตแอนติซีรัม  ท าการละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได๎จากการ fix เซลล๑ด๎วย glutaraldehyde  
แล๎วปรับความเข๎มข๎นของแบคทีเรียให๎ได๎ประมาณ 109 หนํวยโคโลนี ตํอมิลลิลิตร ด๎วย PBS จากนั้นน าไปผสม
กับ Freund’s incomplete adjuvant ในอัตรา 1:1 ผสมให๎เข๎ากันเพ่ือน าไปฉีดเข๎าใต๎ผิวหนังของกระตําย
ทดลองพันธุ๑  New Zealand สีขาว โดยกํอนการฉีด 1 สัปดาห๑ เจาะเก็บเลือดกระตํายไว๎กํอนเพ่ือใช๎เป็นตัว
เปรียบเทียบ (Normal serum) จากนั้นน าสารละลายแบคทีเรียที่ผสมกับ adjuvant แล๎วฉีดเข๎าใต๎ผิวหนังของ
กระตําย โดยฉีดอาทิตย๑ละหนึ่งครั้ง  รวมระยะเวลาทั้งสิ้น 4 สัปดาห๑ หลังการฉีดครั้งสุดท๎าย 1 อาทิตย๑  เจาะ
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เก็บเลือดกระตําย 3 ครั้ง หํางกันครั้งละ 1 สัปดาห๑ แยกและเก็บแอนติซีรัม โดยน าเลือดกระตํายที่ได๎ตั้งทิ้งไว๎
เพ่ือให๎เม็ดเลือดแดงแข็งตัว จากนั้นใช๎เข็มลนไฟฆําเชื้อ แล๎วกรีดที่ผิวตรงรอยตํอระหวํางบีกเกอร๑กับเลือดจน
รอบ น าบีกเกอร๑ไปตั้งทิ้งไว๎ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4oC นาน 12 ชั่วโมง     แล๎วน าเอาเฉพาะสํวนน้ าใสมาปั่น
ตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g นาน 10 นาที   ที่อุณหภูมิ 4oC เพ่ือเอาสํวนเม็ด
เลือดแดงออกไป น าสํวนน้ าใสที่ได๎ซึ่งเป็นแอนติซีรัมเก็บแชํแข็งไว๎ 

3.  ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม โดยน าแอนติบอดีที่ได๎แตํละครั้ง มาท าให๎เจือจางจนถึง 1: 
106  และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli ที่ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยเทคนิค 
วิธี  Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hamplton et al, 1990) 

4.   ผลิตชุตรวจสอบไวรัสวิธี GLIFT kit  
4.1  น าแอนติซีรั่มที่มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย B. gladioli มาแยกเฉพาะสํวนอิมมูโนโกลบู

ลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืน ๆ ในเซรุํมนั้น โดยใช๎การตกตะกอนด๎วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate 
precipitation) (Hampton el al,1990)  น า 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสมกับ 1 มิลลิลิตรของน้ ากลั่นนึ่งฆํา
เชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ saturated ammonium sulfate pH 7.2  ที่แชํเย็น คํอย ๆ หยดบนเครื่องกวน 
(stirring) ท าให๎มีแอนติซีรั่ม มีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 40% ผสมบนเครื่องกวนตํอไป 30 นาที 
เก็บไว๎ข๎ามคืนในตู๎เย็น น ามาหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนคํอย ๆ ละลาย
ตะกอนด๎วย 1 มิลลิลิตร ของ Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M phosphate buffer pH 7.2 และ 
0.15 M NaCl) เติม 1 มิลลิลิตร น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ saturated ammonium sulfate 
ท าให๎แอนติซีรัมมีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 33% ผสมบนเครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ 
8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด๎วย 1.5 มิลลิลิตร ของ PBS น าไปท าให๎ ammonium 
sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40C  เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 ชั่วโมง 
น ามากรองผําน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไว๎ที ่–20oC 

4.2  การทดสอบคุณภาพ IgG  โดยน า IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli ที่ได๎มาวัดความเข๎มข๎น ด๎วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางให๎เชื้อมีคํา O.D. เทํากับ 1.4 โดยใช๎
ครึ่งเทําของ PBS  เพ่ือให๎มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจแบคทีเรีย 
B. gladioli ที่ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร ด๎วยวิธี Indirect Dot Immunobinding assay 
(DIBA) (Hampton el al,1990 โดยใช๎ IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli ที่เจือจาง 1: 500 

4.3  การติดฉลาก IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli ด๎วยอนุภาคทอง เตรียมสารละลายแขวนลอย
อนุภาคทอง โดยน า 1% gold chloride ที่ต๎มเดือดแล๎วมาเติม sodium citrate ท าให๎เย็นลง แล๎ววัดความ
เข๎มข๎นด๎วยเครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ให๎มีคํา O.D. เทํากับ 0.5 ได๎
อนุภาคทองแขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  น า IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli จ านวน 2 
มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทองแขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวนนาน 60 นาที  แล๎วเติม
สารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ปั่นเก็บตะกอน แล๎วปรับให๎ได๎คํา 0.5 ที่ OD 540 
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4.4  การทดสอบชนิดของ membrane ทีเ่หมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาของแอนติซีรัม ของแบคทีเรีย 
B. gladioli บนเส๎น test line ทดสอบ 3-4 ชนิด ที่มีขนาดประมาณ 5-12 ไมโครเมตร 

4.5  การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli  ที่ระดับความ
เข๎มข๎นตํางๆ ตั้งแตํ 102-108 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร และจากตัวอยํางกล๎วยไม๎ 

4.6  ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย B. gladioli  
4.7  รวบรวม วิเคราะห๑ผล และเขียนรายงาน 

 
การทดลองที่ 3.1.6  การวิจัยและพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow 

Test) ส าหรับตรวจไวรัสในกลุ่ม Tospovirus 

1. การเตรียมไวรัสที่ใช้ในการทดลองและการเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส 
น าตัวอยํางพืชที่ตรวจพบทอสโพไวรัส โดยการตรวจวินิจฉัยด๎วยเทคนิค RT-PCR น ามาเพ่ิมปริมาณโดยการ
ปลูกเชื้อลงในพืชอาศัยด๎วยวิธีกล เตรียมโดยบดใบพืชกับ 0.05 M potassium phosphate buffer, pH 7.2 
ผสม0.01 M Na2SO3 อัตราสํวนใบพืช 1 กรัมตํอ บัฟเฟอร๑ 2 มิลลิลิตร ผสมผง carborandum ลงไปในน้ า
คั้นและน าไปทาใบพืชอาศัย 

2. การเตรียมไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์ 
ใช๎พืชอาศัยที ่เพ่ิมปริมาณเชื้อโดยการปลูกเชื้อด๎วยวิธีกล เมื่อต๎นพืชแสดงอาการชัดเจนเก็บใบมา เตรียมเชื้อให๎
คํอนข๎างบริสุทธิ์ ตามวิธีการดังนี้ คือ ตัดใบเป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร น้ าหนัก 150 กรัม 
แชํแข็งที่ – 20 องศาเซลเซียส อยํางน๎อย 1 คืน น ามาบดในเครื่องบด Blender โดยเติม 0.5 M sodium 
citrate buffer pH 8.0 ปริมาตร 300 มล. ที่ผสม 2-mercaptoethanol ปริมาตร 3 มล. กรองผํานผ๎าขาว
บางก าจัดเศษพืช เอาแตํสํวนน้ าคั้น ปริมาตรประมาณ 300 มล. เติมคลอโรฟอร๑ม ปริมาตร 150 มล. กวนบน
น้ าแข็ง นาน 45 นาท ีจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm นาน 15 นาที เก็บน้ าใสปริมาตร 300 มล. ใสํบีกเกอร๑ 
แล๎วเติม polyethylene glycol 6000 อัตรา 5% และ triton X-100 อัตรา 1% ของปริมาตรของเหลว กวน
บนน้ าแข็ง นาน 1.30 ชั่วโมง แล๎วหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm นาน 15 นาที เทของเหลวทิ้ง ละลายตะกอน 
ด๎วยสารละลาย 0.5 M Potassium phosphate buffer pH 7.5 ที่เติม 0.5M Urea ปริมาตร 100 มล.กวน
ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข๎ามคืน จากนั้นน ามาหมุนเหวี่ยงที่ 5,000 rpm นาน 20 นาที เก็บ
ของเหลวที่มีไวรัส น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 40,000 rpm นาน 1.30 ชั่วโมงที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ละลาย
ตะกอนด๎วยสารละลาย 0.05M Potassium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 1 มล. แล๎วน าไปตรวจดู
อนุภาคไวรัสด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเล็คตรอน 

3. การผลิตแอนติบอดีของเชื้อทอสโพไวรัส 
การผลิตแอนติบอดีของเชื้อทอสโพไวรัส เตรียมแอนติเจนโดยการเพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัสในพืชอาศัย การแยก
เชื้อไวรัสคํอนข๎างบริสุทธิ์จากพืชด๎วยวิธีหมุนเหวี่ยงด๎วยความเร็วต่ าสลับสูง (differential centrifugation) ได๎
สารละลายไวรัสคํอนข๎างบริสุทธิ์ มีความเข๎มข๎น 45 มก./มล. ผลิตแอนติซีรัมในกระตํายด๎วยวิธีการฉีดเข๎า
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ผิวหนัง การทดสอบไตเตอร๑ด๎วยวิธี ELISA พบวําแอนติซีรัมที่ผลิตได๎มีไตเตอร๑ตั้งแตํ 1: : 2,048 ถึง 1: 32,768 
และมีความจ าเพาะเจาะจงตํอเชื้อทอสโพไวรัส สามารถน าไปใช๎ตรวจทอสโพไวรัส ในพืช ด๎วยวิธีการตําง ๆ 
ทางเซรัมวิทยา 

4. ผลิตชุตรวจสอบไวรัสวิธี GLIFT kit 
4.1 การสกัด IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส  น าแอนติซีรั่มที่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อทอสโพไวรัส มา

แยกเฉพาะสํวนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืน ๆ ในเซรุํมนั้น โดยใช๎การตกตะกอนด๎วยแอมโมเนียม
ซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation) (Hampton el al,1990)  น า 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสม
กับ 1 มิลลิลิตรของน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ saturated ammonium sulfate pH 7.2  ที่
แชํเย็น คํอย ๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ท าให๎มีแอนติซีรั่ม มีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 
40% ผสมบนเครื่องกวนตํอไป 30 นาที เก็บไว๎ข๎ามคืนในตู๎เย็น น ามาหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
10 นาที เก็บตะกอนคํอย ๆ ละลายตะกอนด๎วย 1 มิลลิลิตร ของ Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M 
phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) เติม 1 มิลลิลิตร น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ 
saturated ammonium sulfate ท าให๎แอนติซีรัมมีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 33% ผสมบน
เครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด๎วย 1.5 มิลลิลิตร ของ 
PBS น าไปท าให๎ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40C  เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการ
เปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผําน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไว๎ที่ –20oC 

4.2 ทดสอบคุณภาพของ IgG  โดยน า IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส  ที่ได๎มาวัดความเข๎มข๎น ด๎วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางให๎เชื้อมีคํา O.D. เทํากับ 1.4 โดยใช๎ครึ่งเทํา
ของ PBS  เพ่ือให๎มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจเชื้อทอสโพไวรัส 
ในตัวอยํางข๎าวโพดด๎วยวิธี Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton el al,1990 โดยใช๎ 
IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส ที่เจือจาง 1: 500 

4.3 การติดฉลาก IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส ด๎วยอนุภาคทอง เตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง 
โดยน า 1% gold chloride ที่ต๎มเดือดแล๎วมาเติม sodium citrate ท าให๎เย็นลง แล๎ววัดความเข๎มข๎นด๎วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ให๎มีคํา O.D. เทํากับ 0.5 ได๎อนุภาคทอง
แขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  น า IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลาย
ทองแขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวนนาน 60 นาที  แล๎วเติมสารละลาย bovine serum 
albumin (BSA)  ปั่นเก็บตะกอน แล๎วปรับให๎ได๎คํา 0.5 ที่ OD 540 

4.4 การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อทอสโพไวรัส บนเส๎น 
test line ทดสอบ 3-4 ชนิด ที่มีขนาดประมาณ 5-12 ไมโครเมตร  

4.5 การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับน้ าคั้นพืช (sap) 
4.6 ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจเชื้อทอสโพไวรัส 
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การทดลองที่ 3.1.7  การผลิตชุดตรวจสอบ Bean yellow mosaic virus ส าเร็จรูปโดยเทคนิค Gold 

labeling IgG flow test 

1. เก็บตัวอยํางแกลดิโอลัส เตรียมต๎นพืชทีเป็นโรคและต๎นพืชปลอดโรค  
2. สกัด IgG จากแอนติซีรัมของเชื้อ BYMV โดยน าแอนติซีรัม BYMV จ านวน 1 ml มาสกัด IgG  

โดยผสมกับ น้ ากลั่น 9 ml แล๎วผสมกับ ammonium sulfate ที่อ่ิมตัว 10 ml ผสมให๎เข๎ากันดี น าไป
ตกตะกอน 8,000 rpm นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 250C ละลายตะกอนด๎วย 4  ml ของ ½ เทํา PBS แล๎วใสํถุง 
dialysis tubing เพ่ือละลาย ammonium sulfate ออกให๎หมดโดยแชํ ใน ½ PBS 1 ลิตร นาน 3 ชั่วโมง 3 
ครั้ง วัดความเข๎มข๎นของ IgG ที่ได๎ด๎วย spectrophotometer เพ่ือ ปรับให๎ IgG มีความเข๎มข๎นที่ OD280= 1.4 
มีความเข๎มข๎นของโปรตีน = 1 mg/ml ทดสอบคุณภาพ  IgG ด๎วยวิธี NCM-ELISA โดยเจือจาง IgG เป็น 
1:500 

3. เตรียมอนุภาคของทองให๎ได๎ขนาดอนุภาคประมาณ 40 nm จากการต๎ม HAuCl4 ผสมกับ 
sodium citrate เพ่ือให๎ได๎อนุภาคของทองที่บริสุทธิ์ และมีขนาดตามต๎องการแล๎วน าสารละลายของ 
Colloidal Gold ไปใช๎ในการ conjugate กับ IgG ของไวรัส BYMV ที่เข๎มข๎น  

4. เชื่อม IgG ของ BYMV เข๎ากับ Colloidal Gold ได๎เป็น Colloidial Gold conjugated IgG 
โดยผสม IgG ของ BYMV ที่มีความเข๎มข๎นของโปรตีนประมาณ 1 mg/ml กับ Colloidal Gold ในอัตรา 
1:100 เติม 10% bovine serum albumin ในอัตรา 1:50 แล๎วจึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 rpm  
นาน 40 นาที เพ่ือตกตะกอน Colloidial Gold conjugated IgG แล๎วละลายตะกอนที่ได๎ด๎วยสารละลาย
บัฟเฟอร๑ Passive Gold Diluent แล๎วน าไปหยดหรือพํน ลงบนแผํนวัสดุใยแก๎ว (fiber glass) โดยทดลอง 

หยด Gold labeling IgG ในปริมาณ 2  l/cm  
5. ท าการเตรียมเส๎น Test line, control line และประกอบเป็น GLIFT kit โดยพํน IgG ลงบน

แผํน NCM ทดลองใช๎ประมาณ 1, 1.5 และ 2 l/cm แยกกันคนละเส๎น ทดลองใช๎ GAR ในการท าเส๎น 

control line ในปริมาณ 1 l/cm แล๎วน าไปอบแห๎งในตู๎อบควบคุมอุณหภูมิ 370C นาน 2 ชั่วโมง กํอนน ามา
ประกอบกันแล๎วตัดเป็น strip บรรจุลงในตลับพลาสติกเป็นชุดน าไปทดสอบตรวจตัวอยํางใบแกลดิโอลัสเป็น
โรคจากเชื้อ BYMV และทดลองหยดน้ าคั้นจากพืชที่เจือจางเป็น 1:100, 1:200, 1:500 และ 1:1000 เพ่ือดู
ความไวในการตรวจของ GLIFT kit  

6. เปรียบเทียบสารละลายบัฟเฟอร๑ใน sample pad buffer-Na2BO3 เปรียบเทียบกับการใช๎
extraction buffer ซึ่งเป็นบัฟเฟอร๑ที่ใช๎ในการเตรียมตัวอยํางพืชในการตรวจสอบโรคไวรัสของพืช ด๎วยวิธี 
NCM-ELISA แล๎วดูดน้ าคั้นหยอดลงในตลับ GLIFT kit แล๎วเปรียบเทียบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 

7. ทดสอบหาสารละลายบัฟเฟอร๑ที่เหมาะสมในการเตรียมน้ าคั้นจากแกลดิโอลัสในการตรวจ
เชื้อ BYMVในเนื้อมันฝรั่งทดลองน า sample pad buffer-Na2BO3  มาเติมสาร Na2SO3 เปรียบเทียบกันใน
ปริมาณ0.4, 0.6 และ 0.8 % น ามาบดตัวอยํางเนื้อมันฝรั่งเป็นน้ าคั้นหยอดลงในตลับ GLIFT kit แล๎ว
ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา 



118 
 

8. ตรวจสอบเชื้อ BYMV ในแกลดิโอลัสโดยทดลองตรวจสอบเชื้อ BYMV จากสํวนตํางๆ ของหัว
พันธุ๑เป็นโรค โดยเตรียมตัวอยํางในบัฟเฟอร๑ sample pad buffer-Na2BO3 ทีมี 0.8% Na2SO3 ในอัตรา 1:5 
เปรียบเทียบกับใบแกลดิโอลัสเป็นโรคและใบแกลดิโอลัสไมํเป็นโรค 

9. ทดสอบจ านวนหยดที่เหมาะสมโดยทดลองเปรียบเทียบจ านวนหยดที่เหมาะสมที่ท าให๎
เกิดปฏิกิริยาที่ชัดเจน  โดยทดสอบที่จ านวน 3, 4  และ 5 หยด 
 
การทดลองท่ี 3.1.8  การพัฒนาชุดตรวจสอบไวรัส PVY PVX PVS ในมันฝรั่ง 

1. สกัด IgG จากแอนติซีรัมของเชื้อ PVY PVX PVS โดยน าแอนติซีรัม PVY PVX PVS แตํละเชื้อ 
จ านวน 1 ml มาสกัด IgG  โดยผสมกับ น้ ากลั่น 9 ml แล๎วผสมกับ ammonium sulfate ที่อ่ิมตัว 10 ml 
ผสมให๎เข๎ากันดี น าไปตกตะกอน 8,000 rpm นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 250C ละลายตะกอนด๎วย 4  ml ของ 
½ เทํา PBS แล๎วใสํถุง dialysis tubing เพ่ือละลาย ammonium sulfate ออกให๎หมดโดยแชํ ใน ½ PBS 1 
ลิตร  นาน 3 ชั่วโมง 3 ครั้ง วัดความเข๎มข๎นของ IgG ที่ได๎ด๎วย spectrophotometer เพ่ือ ปรับให๎ IgG มีความ 
เข๎มข๎นที่ OD280= 1.4 มีความเข๎มข๎นของโปรตีน = 1 mg/ml ทดสอบคุณภาพ  IgG ด๎วยวิธี NCM-ELISA   
โดยเจือจาง IgG เป็น 1:500 

2.  เตรียมอนุภาคของทองให๎ได๎ขนาดอนุภาคประมาณ 40 nm จากการต๎ม HAuCl4 ผสมกับsodium 
citrate เพ่ือให๎ได๎อนุภาคของทองที่บริสุทธิ์ และมีขนาดตามต๎องการแล๎วน าสารละลายของ Colloidal Gold 
ไปใช๎ในการ conjugate กับ IgG ของไวรัส PVY PVX PVS ที่เข๎มข๎น 

3.  เชื่อม IgG ของ PVY PVX PVS เข๎ากับ Colloidal Gold ได๎เป็น Colloidial Gold conjugated 
IgG โดยผสม IgG ของ PVY PVX PVS ที่มีความเข๎มข๎นของโปรตีนประมาณ 1 mg/ml กับ Colloidal Gold 
ในอัตรา 1:100 เติม 10% bovine serum albumin ในอัตรา 1:50 แล๎วจึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
9,000 rpm นาน 40 นาที เพ่ือตกตะกอน Colloidial Gold conjugated IgG แล๎วละลายตะกอนที่ได๎ด๎วย
สารละลายบัฟเฟอร๑ Passive Gold Diluent แล๎วน าไปหยดหรือพํน ลงบนแผํนวัสดุใยแก๎ว (fiber glass) โดย

ทดลองหยด Gold labeling IgG ในปริมาณ 2  l/cm 
4. ทดสอบ membrane และการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมของไวรัสทั้ง 3 ชนิด ท าการเตรียมเส๎น 

Test line, control line และประกอบเป็น GLIFT kit โดยพํน IgG ลงบนแผํน NCM ทดลองใช๎ประมาณ 1, 

1.5 และ 2 l/cm แยกกันคนละเส๎น ทดลองใช๎ GAR ในการท าเส๎น control line ในปริมาณ 1 l/cm แล๎ว
น าไป อบแห๎งในตู๎อบควบคุมอุณหภูมิ 370C นาน 2 ชั่วโมง กํอนน ามาประกอบกันแล๎วตัดเป็น strip บรรจุลง
ในตลับพลาสติกเป็นชุดน าไปทดสอบตรวจตัวอยํางใบที่เป็นโรคจากเชื้อ PVY PVX PVS และทดลองหยดน้ าคั้น
จากพืชที่เจือจางเป็น 1:100, 1:200, 1:500 และ 1:1000 เพ่ือดูความไวในการตรวจของ GLIFT kit  

5.  เปรียบเทียบสารละลายบัฟเฟอร๑ใน sample pad buffer-Na2BO3 เปรียบเทียบกับการใช๎ 
extraction buffer ซึ่งเป็นบัฟเฟอร๑ที่ใช๎ในการเตรียมตัวอยํางพืชในการตรวจสอบโรคไวรัสของพืช ด๎วยวิธี 
NCM-ELISA แล๎วดูดน้ าคั้นหยอดลงในตลับ GLIFT kit แล๎วเปรียบเทียบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
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6. ทดสอบหาสารละลายบัฟเฟอร๑ที่เหมาะสมในการเตรียมน้ าคั้นจากใบมันฝรั่งในการตรวจเชื้อ PVY 
PVX PVS ทดลองน า sample pad buffer-Na2BO3  มาเติมสาร Na2SO3 เปรียบเทียบกันในปริมาณ 0.4, 
0.6 และ 0.8 % น ามาบดตัวอยํางเนื้อมันฝรั่งเป็นน้ าคั้นหยอดลงในตลับ GLIFT kit แล๎ว ตรวจสอบการ
เกิดปฏิกิริยา 

7. ตรวจสอบเชื้อ PVY PVX PVS ในมันฝรั่งโดยทดลองตรวจสอบเชื้อ PVY PVX PVS จากสํวน
ตํางๆ ของหัวพันธุ๑เป็นโรค โดยเตรียมตัวอยํางในบัฟเฟอร๑ sample pad buffer-Na2BO3 ทีมี 0.8% 
Na2SO3 ในอัตรา 1:5 เปรียบเทียบกับใบมันฝรั่งเป็นโรคและใบมันฝรั่งไมํเป็นโรค 

8. ทดสอบจ านวนหยดที่เหมาะสมโดยทดลองเปรียบเทียบจ านวนหยดที่เหมาะสมที่ท าให๎
เกิดปฏิกิริยาที่ชัดเจนโดยทดสอบที่จ านวน 3, 4  และ 5 หยด 

9. สรุปผลการด าเนินงาน 
 
การทดลองท่ี 3.1.9  การโคลนและสังเคราะห์โปรตีน Sec A ยีน ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาว

อ้อยในระบบเซลล์แบคทีเรีย 

1) การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอของยีน Sec A จากพลาสมิดสายผสม  

 น าโคลนเชื้อแบคที่เรีย Escherichia coli สายพันธุ๑ DH 5  ที่มีพลาสมิดสายผสมมาสกัดดีเอ็นเอ
ด๎วยชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Wizard PlusSV Minipreps DNA Purification System, Promega, 
USA) และใช๎เป็นต๎นแบบในการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอในสํวนยีน SecA  
ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วยเทคนิค  gel  agarose  electrophoresis  

2) การเพิ่มช้ินส่วนของยีน Sec A-adapter ด้วยปฏิกิริยา PCR  
น าโคลนของเชื้อแบคทีเรียที่มี Sec A  gene มาใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับสังเคราะห๑ยีนที่ขนาดประมาณ 413 เบส 
ด๎วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  โดยใช๎คูํไพรเมอร๑ SceA-F (5’ GATCC ATG TGT AAT 
TGT TGA TGA AGT AGA TTC 3’) และ SecA-R (5’AGCTT CTT CTT TGG CTT CTA AAG CTT G 3’)  
ที่มีการตํอด๎วย adater ซึ่งมีบริเวณจดจ าของเอนไซม๑ตัดจ าเพาะ BamHI และ HindIII และ start codon  
ส่วนประกอบส าคัญท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว (dH2O)               17.0  ไมโครลิตร 

- 10x buffer      2.5      ไมโครลิตร 

- MgCl2 (25 mM)          1       ไมโครลิตร 

- dNTP (10 mM)         1        ไมโครลิตร  

- ไพรเมอร๑ forward (R16F2) (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร๑ reverse (R16R2) (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- taq DNA polymerase (0.1 unit/µl)   0.5  ไมโครลิตร 
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- ดีเอ็นเอต๎นแบบ          1 ไมโครลิตร 
     รวม                 25.0   ไมโครลิตร 

น ามาสํวนประกอบการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตร ผสมกัน  แล๎วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เปูาหมาย ด๎วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยการตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 3 นาที  1 รอบ 

ขั้นที่ 2: 94C   นาน 1 นาที  

ขั้นที่ 3: 52-56C  นาน 2 นาที 

ขั้นที่ 4: 72C   นาน 3 นาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ขั้นที่ 5: 72C   นาน 10 นาที  1 รอบ  

ขั้นที่ 6: 15C   นาน 15 นาที  1 รอบ  
วิเคราะห๑ขนาดผลิตภัณฑ๑ PCR ด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตร-โฟเรซิส (agarose gel 

electrophoresis) โดยใช๎ 1% gel agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบํงผลิตภัณฑ๑ PCR ที่
ได๎มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder 
แล๎วน า  agarose gel  มาผํานสนามไฟฟูาที่ความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel 
มาย๎อมด๎วย สารละลาย  ethidium bromide นาน 15 นาที  และแชํน้ าเปลํา 10 นาที และน าแผํน agarose 
gel  มาสํองดูขนาดดีเอ็นเอด๎วยเครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator  
ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วยเทคนิค  gel  agarose  electrophoresis  

3) การโคลนยีน Sec A-adapter ของเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวที่สังเคราะห์ได้จาก
ปฏิกิริยา PCR  

3.1 โดยเตรียม DNA ให๎บริสุทธิ์ ด๎วยการแยกดีเอ็นเอตามขนาดโดยใช๎วิธีการอีเล็คโตรโฟริซิส ด๎วย 
1.2% agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และตัดเฉพาะแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต๎องการ ใสํหลอด 
centrifuge tube  ชั่งน้ าหนักของเจล โดยจะต๎องไมํเกิน 300 มิลลิกรัม น ามาสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลให๎ 
บริสุทธิ์ด๎วยชุดส าเร็จรูป (QIAquickGel Extraction Kit, Qiagen, Germany) 
 3.2 เชื่อมตํอดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวที่บริสุทธิ์เข๎ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-
T Easy vector (Promega, USA.)  ด๎วยเอนไซม๑ T4 DNA Ligase  และบํมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส 
ข๎ามคืน 

ซึ่งมีสํวนประกอบของปฏิกิริยาดังนี้ 
  T4 DNA Ligase 2X buffer    10.0 ไมโครลิตร 
  PGEM-T easy vector       1.0 ไมโครลิตร 
  SecA-adapter(purified PCR product)     1.0 ไมโครลิตร 

  T4 DNA Ligase (3 unit/l)      2.0 ไมโครลิตร 
   H2O        6.0 ไมโครลิตร 
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  รวม         20.0 ไมโครลิตร 

และถํายพลาสมิดสายผสมเข๎าสูํคอมพีเท็นเซลล๑ (completen cell) แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ๑ DH 

5  ใช๎วิธีการ heat shock transformation (Sambrook et. al., 1989)  ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วย
เทคนิค  gel  agarose  electrophoresis  

4) การโคลนยีน Sec A-adapter กับพลาสมิด Expression vector pQE-80L  
น าโคลนเชื้อแบคที่เรีย E. coli ที่มีพลาสมิดสายผสม (pGEM-T Easy/SecA-adapter)  มาสกัดดีเอ็น

เอ Sec A-adapter ด๎วยชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Wizard PlusSV Minipreps DNA Purification 
System, Promega, USA) จากนั้นน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 1 ไมโครกรัม มาตัดด๎วยเอนไซม๑ตัดจ าเพาะ 
BamHI 5 ยูนิต และ HindIII 5 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 12 ชั่วโมง และท าการเชื่อมชิ้นยีนสํวน Sec 
A-adapter กับพลาสมิด Expression vector pQE-80L ที่ตัดด๎วยเอนไซม๑ตัดจ าเพาะ BamHI และ HindIII 
เชํนกันด๎วยเอนไซม๑ T4 ligase ที่อุณหภูมิ 16 0C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นย๎ายยีนลูกผสมนี้เข๎าไปใน

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ๑ DH 5  หรือ BL21(DE3) วิธีการ heat shock transformation (Sambrook 
et. al., 1989) แล๎วทดสอบโคลนที่ได๎รับพลาสมิดที่ต๎องการบนอาหารแข็ง 2XYT ที่มียาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 
50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร แล๎วเลือกโคโลนีสีขาวของเซลล๑แบคทีเรียที่ได๎รับพลาสมิดสายผสมมาตรวจด๎วย
เทคนิค PCR หรือท าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมและน ามาตัดด๎วยเอนไซม๑ตัดจ าเพาะ BamHI และ 
HindIII อีกครั้ง เพื่อทดสอบการมีชิ้นสํวนยีนของ Sec A-adapter/6xHisTag 
ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วยเทคนิค  SDS PAGE 

5) ศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์โปรตีน Sec A-adapter/6xHisTag ในเซลล์
แบคทีเรีย  

น าโคลนแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ๑ DH 5  หรือ BL21(DE3)  ที่ตรวจสอบแล๎ววํามีพลาสมิดสาย
ผสมชิ้นสํวนยีนของ Sec A-adapter/6xHisTag  ใน pQE-80L vector จ านวน 1 โคโลนี มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพลิซิลินเข๎มข๎น 100 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร เขยํา
ที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 0C เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นน าสารแขวงลอยที่ได๎มาเลี้ยง
ตํอในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 2XYT ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน (100 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร) เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 0C เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง จนกระทั่งวัดคํา
การดูดกลืนแสงของเซลล๑ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทํากับ 0.5–0.7 แล๎วจึงเติมสารละลาย 0.5 M 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร (ความเข๎มข๎นสุดท๎าย 1 มิลลิโม
ลาร๑) ลงในสารแขวนลอยเซลล๑ และเลี้ยงตํอเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 0C เมื่อเวลาผําน
ไป 30 นาที 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง ตามล าดับ น ามาแยกสกัดโปรตีนจากเซลล๑และวิเคราะห๑ขนาดของ
โปรตีนที่สังเคราะห๑ได๎ด๎วย เทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrphoresis (SDS-
PAGE) โดยใช๎ 15% SDS-PAGE และท าการแยกขนาดของ fusion protein บนเครื่อง Mini-Protein®II Cell 
(BioRad, USA.) ย๎อมดูโปรตีนด๎วยสารละลาย coomassie brilliant blue ตรวจดูขนาดและปริมาณของ 
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fusion protein เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight markers Cat.No. 
SMO431, LabAid, USA) 

ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วยเทคนิค  SDS PAGE 
6) การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์ (ด าเนินการปี 2558) 

ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ๑ DH 5  หรือ BL21(DE3) ที่มีพลาสมิดสายผสมใน
ชํวงเวลาที่มีการผลิตโปรตีนมากที่สุด  เก็บตะกอนเซลล๑โดยการหมุนเหวี่ยงและละลายตะกอนด๎วย lysis 
buffer A (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea หรือ 6 M Guanidine hydrochloride; pH 
8.0) และ Lysozyme น าไป sonicate ด๎วยเครื่อง utra schall BANDELIN SONOPULS HD  จนได๎
สารละลายใส แล๎วจึงน าเซลล๑ไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล๑แบคทีเรียที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที ที่ 4 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นเก็บสํวนน้ าใส (supernatant) มาท าให๎บริสุทธิ์โดยน ามาผสมกับ Ni2+-
NTA resin (QIAGEN, USA.) น ามาเติมลงใน column (BioRad, USA.) ท าการล๎าง column ด๎วย washing 
buffer C (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl 8 M Urea ; pH 6.3) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 ครั้ง 
จากนั้นล๎าง column ด๎วย buffer D ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 ครั้ง ท าการแยกเอาสํวน fusion 
protein ออกจาก column โดยการเติม elution buffer E (100 mM NaH2 PO4 , 10 mM Tris-HCl, 8 
Urea ; pH 4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 6 ครั้ง เก็บสารละลายโปรตีนที่ผําน Amicon®Ultra-4 
Column (MILLIPORE) เพ่ือให๎โปรตีนที่ผลิตได๎มีความเข๎มข๎นสูง ท าการวิเคราะห๑ปริมาณและความบริสุทธิ์
ของโปรตีนด๎วยวิธี  SDS-PAGE โดยใช๎ 15% separating gel และ 5% stacking gel น าตัวอยํางสารละลายที่
ไหลผําน column flow through, wash และ elution แตํละ fraction ผสมกับ 2x loading buffer 
อัตราสํวน 1:1 จากนั้นน าไปต๎มในน้ าเดือดนาน 10 นาที เมื่อครบเวลาแชํตัวอยํางในน้ าแข็งทันที หยอด
ตัวอยํางสารละลายที่เตรียมได๎ลงหลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร แล๎วน ามาผํานสนามไฟฟูาที่คําความตํางศักย๑ 50 
โวลต๑ เป็นเวลา 30 นาทีและเปลี่ยนคําความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ เป็นเวลา 120 นาที จากนั้นน าเจลมาย๎อม 
COSMASIE BLUE บนเครื่องเขยําเบาๆเป็นเวลานาน 12 ชั่วโมง แล๎วจึงน าเจลไปล๎างสีออกด๎วย  Destain 
solution I บนเครื่องเขยําเบาๆ นาน 1 ชั่วโมง แล๎วล๎างเจลด๎วย Destain solution II บนเครื่องเขยําเบาๆ 
นาน2 ชั่วโมง  หรือจนกวําจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน เปรียบเทียบขนาดโปรตีน Recombinant PRSV coat 
protein ด๎วยแถบโปรตีนมาตรฐาน (protein molecular weight markers Cat.No. SMO431, LabAid, 
USA) 

ท าการบันทึกผลข๎อมูลด๎วยเทคนิค  SDS PAGE 
 
การทดลองที่ 3.1.10  การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Citrus tristeza virus สาเหตุโรคทริสเทซ่าของพืช

ตระกูลส้มด้วยระบบเซลล์แบคทีเรีย 

1. สืบค้นข้อมูลเชื้อไวรัส  CTV สาเหตุโรคในพืชตระกูลส้มเพื่อใช้ประกอบการวิจัย (ด าเนินการปี 
2557) 
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ท าการสืบค๎นข๎อมูลจากฐานข๎อมูลทางพันธุกรรม (genbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
/genbank/ ) ฐานข๎อมูลของเชื้อไวรัส (ICTV: http://ictvonline.org/index.asp ) เวปไซต๑ของสมาคมนักโรค
พืชประเทศสหรัฐอเมริกา (APS: http://www.apsnet.org/Pages/default.aspx ) วารสาร Plant disease, 
Phytopathology และเอกสารทางวิชาการอ่ืนๆ ที่สามารถสืบค๎นได๎ 

2. การเตรียมแอนติเจนส าหรับการผลิตแอนติซีรัม (ด าเนินการปี 2557)  
ออกแบบไพรเมอร๑ ที่มีความจ าเพาะตํอโปรตีนใน ribosome จ านวน 1 คูํ จากสํวนของยีนโปรตีน

หํอหุ๎มอนุภาค (cp gene) ของเชื้อไวรัสสาเหตุของโรคทริสเทซํา ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงกับ CTV เพ่ือน า ไป
ใช๎ในการเพ่ิมปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เข๎าสูํ vector  

3. สกัด total RNA ของเชื้อไวรัส CTV (ด าเนินการปี 2557)  
ใช๎ชุดสกัดอาร๑เอ็นเอส าเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN และน า มาท าปฏิกิริยา RT-PCR เพ่ือเพ่ิม

ปริมาณของชิ้น cDNA โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่ออกแบบไว๎  น า PCR product ที่ได๎มาเชื่อมตํอ (ligation) เข๎าสูํ 
cloning/expression vector และถํายเข๎าสูํ (transformation) เข๎า E. coli  โดยใช๎ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 
วินาที และแชํบนน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที จากนั้นท าการคัดเลือกโคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี สารปฏิชีวนะ
ผสมอยูํ 

4. ตรวจสอบล าดับเบสและแปรรหัสเป็นโปรตีน (ด าเนินการปี 2557)  
ตรวจสอบโคลนด๎วยเทคนิค PCR และสํงหาล าดับนิวคลีโอไทด๑ ใช๎ program analysis ตรวจสอบ

ล าดับเบสและแปรรหัสเป็นโปรตีน เพ่ือตรวจสอบความถูกต๎อง จากนั้น transform เข๎า competent cell  
ของ E. coli BL21 (DES 3) โดยใช๎ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชํบนน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที 
คัดเลือกโคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพ่ือน าไป
สังเคราะห๑โปรตีนในขั้นตอนตํอไป  

5. สังเคราะห์โปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย (ด าเนินการปี 2557)  
เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่

เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขยํา 170 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เป็นเวลา 12-16 
ชั่วโมง เพ่ือใช๎เป็น starter จากนั้นแบํงใสํในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 

มิลลิกรัม/ลิตร ในอัตราสํวนของเชื้อ 10 % ของอาหาร  เขยําตํออีก 2 ชั่วโมง จากนั้นเติม Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเลี้ยงเชื้อให๎มีความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 1 มิลลิโมลาร๑  เลี้ยงเชื้อตํอ
โดยการเขยําบนเครื่อง shaker และเก็บตัวอยํางเซลล๑หลังการเติม IPTG ที่ 2,  4,  6,  8 และ 24 ชั่วโมง ครั้ง
ละ 1 มิลลิลิตร น ามาปั่นตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลล๑ด๎วยน้ าที่ผํานการ
นึ่งฆําเชื้อแล๎ว 50 ไมโครลิตร และเก็บไว๎ที่ -20 oซ แล๎วน าตัวอยํางที่ได๎ไปวิเคราะห๑โปรตีนด๎วยเทคนิค SDS-
PAGE   

6. การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์ และตรวจหาความเข้มข้นของโปรตีน (ด าเนินการปี 2558) 

http://ictvonline.org/index.asp
http://www.apsnet.org/Pages/default.aspx
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น าแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม หลังจากเลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลา
อันเหมาะสมในการชักน าให๎เกิดการสังเคราะห๑โปรตีน มาปั่นตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที 
(4oซ) น าตะกอนมาผสมกับน้ าที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว จากนั้นเติม lysozyme เพียงเล็กน๎อย และกวนให๎เข๎า
กันจนเหนียว เก็บที่ -20 oซ ข๎ามคืน  จากนั้นน ามาเติมด๎วย lysis buffer ในอัตรา 50 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 
ลิตร และน ามาท าให๎เซลล๑แตกด๎วยเครื่อง sonicator แบบ probe จนกวําเซลล๑จะหายหนืดและใส แล๎วน าไป
ปั่นที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที  เก็บน้ าใสไปแยกโปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย Ni-NTA column  โดยเก็บ
เป็น fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือน าไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนวําอยูํใน fraction ใดด๎วยด๎วย
เทคนิค SDS-PAGE (ด าเนินการปี 2557) 

7. ฉีดแอนติเจนเข้าสัตว์ทดลองเพื่อกระตุ้นให้สร้างแอนติซีรัม (ด าเนินการปี 2558) 
ผสมโปรตีนของเชื้อที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)กับ complete Freund’s adjuvant ในอัตรา   

1:1 ให๎เข๎ากันเป็น emulsion ส าหรับการฉีดกระตํายครั้งแรก และใช๎  incomplete Freund’s adjuvant ใน
อัตรา 1:1 ส าหรับการฉีดครั้งตํอๆไปอีก 3 ครั้ง ท าการฉีดทุก 1 สัปดาห๑ เริ่มท าการเจาะเลือดหลังจากการฉีด
ครั้งที่ 4 และด าเนินการเจาะเลือดทุก 1สัปดาห๑อีก 5 ครั้ง น าเลือดที่เจาะได๎มาตั้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 1 ชั่วโมง 
กํอนน าไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ชั่วโมง  รินสํวนน้ าใสมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เก็บน้ าใส
ที่เป็นสํวนของแอนติบอดีไว๎ที่ -20 oซ  จากนั้นท าการทดสอบและหาคําไตเตอร๑ของแอนติซีรัม  โดยวิธี 
Indirect ELISA  (ด าเนินการปี 2558) 

8. ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม โดยวิธี Indirect ELISA (ด าเนินการปี 2558) 
น าใบพืชตระกูลส๎มที่เป็นโรคทริสเทซําและใบปกติ(ใช๎เฉพาะเส๎นกลางใบ)  มาบดใน  coating buffer 

ในอัตรา 1 กรัม : 5, 10 , 15 มิลลิลิตร หยอดน้ าคั้นพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1-2 ชั่วโมง แล๎วน าไมโครเพลทมาล๎างด๎วย phosphate buffer saline ที่
มี tween 20 ผสมอยูํ (PBS-Tween 20) 3 ครั้งๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัมจากการเลือดครั้งที่ 1- 5  ที่เจือ

จางใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1 
ชั่วโมง ล๎างไมโครเพลทด๎วย PBS-Tween 20 จ านวน 3 ครั้งๆละ 3 นาที แล๎วหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 

1: 1,000 ใน conjugate buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม บํมที่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง น าเพลทมาล๎างอีก 3 ครั้ง
ใน PBS-Tween 20 แล๎วหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 
10 มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอํานผลด๎วยเครื่องอํานอิไลซา (ELISA Reader) 

9. ท าการบันทึกข้อมูล (ด าเนินการปี 2557 – 2558) 
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของ coat protein ที่เพ่ิมปริมาณด๎วยเทคนิค Gel electrophoresis 

วัดปริมาณแอนติเจนที่สกัดได๎ด๎วยเทคนิค SDS-PAGE, วัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
nm. ทดสอบและหาคําไตเตอร๑ของแอนติซีรัม  โดยวิธี Indirect ELISA  อํานผลด๎วยเครื่อง ELISA reader 
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การทดลองที่ 3.1.11  การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Immuno Strip เพื่อตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย 

Acidovorax avenae subsp. cattleyae ในกล้วยไม ้

1. การเตรียมแอนติเจน (Antigen)  น าเชื้อแบคทีเรีย  A. avenae subsp. cattleyae ที่จ าแนก
ชนิดและทดสอบความรุนแรงโรคแล๎วมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA (Potato semi-synthetic agar) ให๎มีอายุ 
48 ชั่วโมง น ามาล๎างเซลล๑แบคทีเรีย 3 ครั้งด๎วยสารละลาย  phosphate buffer saline (PBS) (Allan and 
Kelman, 1977) แล๎วน าไปตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   ที่ความเร็วรอบ 12,000 g เป็น
เวลา 20 นาที  น าเซลล๑แบคทีเรียที่ล๎างแล๎วมาละลายใน PBS จากนั้นน าไปท าการ fix เซลล๑แบคทีเรีย ด๎วย 
2% glutaraldehyde (Allan and Kelman, 1977)  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  แล๎วน ามาท าให๎ glutaraldehyde 

เจือจางหมดไปโดยการ dialysis ใน PBS ที่อุณหภูมิ 4   C นาน 20 นาที โดยเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 ชั่วโมง  เก็บ

สารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได๎ไว๎ที่ 4   C เพ่ือใช๎ในการฉีดกระตาํยตํอไป 
2. การผลิตแอนติซีรั่ม  ท าการละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได๎จากการ fix เซลล๑ด๎วย glutaraldehyde  

แล๎วปรับความเข๎มข๎นของแบคทีเรียให๎ได๎ประมาณ 109 หนํวยโคโลนี ตํอมิลลิลิตร ด๎วย PBS จากนั้นน าไปผสม
กับ Freund’s incomplete adjuvant ในอัตรา 1:1 ผสมให๎เข๎ากันเพ่ือน าไปฉีดเข๎าใต๎ผิวหนังของกระตําย
ทดลองพันธุ๑ White New Zealand  สีขาว โดยกํอนการฉีด 1 สัปดาห๑ เจาะเก็บเลือดกระตํายไว๎กํอนเพ่ือใช๎
เป็นตัวเปรียบเทียบ (Normal serum) จากนั้นน าสารละลายแบคทีเรียที่ผสมกับ adjuvant แล๎วฉีดเข๎าใต๎
ผิวหนังของกระตําย โดยฉีดอาทิตย๑ละหนึ่งครั้ง  รวมระยะเวลาทั้งสิ้น 4 สัปดาห๑ หลังการฉีดครั้งสุดท๎าย 1 
อาทิตย๑  เจาะเก็บเลือดกระตําย 3 ครั้ง หํางกันครั้งละ 1 สัปดาห๑ แยกและเก็บแอนติซีรั่ม โดยน าเลือดกระตําย
ที่ได๎ตั้งทิ้งไว๎เพ่ือให๎เม็ดเลือดแดงแข็งตัว จากนั้นใช๎เข็มลนไฟฆําเชื้อ แล๎วกรีดที่ผิวตรงรอยตํอระหวํางบีกเกอร๑

กับเลือดจนรอบ น าบีกเกอร๑ไปตั้งท้ิงไว๎ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4   C นาน 12 ชั่วโมง     แล๎วน าเอาเฉพาะสํวนน้ าใส

มาปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g นาน 10 นาที   ที่อุณหภูมิ 4   C เพ่ือเอาสํวน
เม็ดเลือดแดงออกไป น าสํวนน้ าใสที่ได๎ซึ่งเป็นแอนติซีรั่มเก็บแชํแข็งไว๎ 

3. ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่ม โดยน าแอนติบอดีที่ได๎แตํละครั้ง มาท าให๎เจือจางจนถึง 1: 
106  และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ที่ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนี/
มิลลิลิตร โดยเทคนิค วิธี  Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hamplton et al., 1990) 

4. บันทึกผลการทดลอง บันทึกผลปฏิกริยาที่เกิดขึ้นบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส โดยปฏิกริยาบวกจะ
เกิดจุดสีมํวงเข๎ม ปฏิกริยาลบ จะไมํเกิดจุดสีมํวง 

5. ผลิตชุตรวจสอบแบคทีเรียด้วยวิธี GLIFT kit  
 5.1 น าแอนติซีรั่มที่มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae มาแยก

เฉพาะสํวนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืน ๆ ในเซรุํมนั้น โดยใช๎การตกตะกอนด๎วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
(ammonium sulfate precipitation) (Hampton el al., 1990)  น า 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสมกับ 1 
มิลลิลิตรของน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ saturated ammonium sulfate pH 7.2  ที่แชํเย็น 
คํอย ๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ท าให๎มีแอนติซีรั่ม มีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 40% ผสม
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บนเครื่องกวนตํอไป 30 นาที เก็บไว๎ข๎ามคืนในตู๎เย็น น ามาหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บตะกอนคํอย ๆ ละลายตะกอนด๎วย 1 มิลลิลิตร ของ Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M 
phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) เติม 1 มิลลิลิตร น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ 
saturated ammonium sulfate ท าให๎แอนติซีรัมมีความเข๎มข๎นของ ammonium sulfate 33% ผสมบน
เครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด๎วย 1.5 มิลลิลิตร ของ 

PBS น าไปท าให๎ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40  C  เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการ

เปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผําน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไว๎ที่ –20   C 
 5.2 การทดสอบคุณภาพ IgG  โดยน า IgG ของแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ที่

ได๎มาวัดความเข๎มข๎น ด๎วยเครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางให๎เชื้อมีคํา 
O.D. เทํากับ 1.4 โดยใช๎ครึ่งเทําของ PBS เพ่ือให๎มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพ
โดยการตรวจแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ที่ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร ด๎วยวิธี 
Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton el al., 1990) โดยใช๎ IgG ของแบคทีเรีย A. 
avenae subsp. cattleyae  ที่เจือจาง 1: 500 บันทึกผลปฏิกริยาที่เกิดขึ้นบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส โดย
ปฏิกริยาบวกจะเกิดจุดสีมํวงเข๎ม ปฏิกริยาลบ จะไมํเกิดจุดสีมํวง 

 5.3 การติดฉลาก IgG ของแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae  ด๎วยอนุภาคทอง เตรียม
สารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง โดยน า 1% gold chloride ที่ต๎มเดือดแล๎วมาเติม sodium citrate ท าให๎
เย็นลง แล๎ววัดความเข๎มข๎นด๎วยเครื่อง spectrophotometer ที่ชํวงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ให๎มีคํา O.D. 
เทํากับ 0.5 ได๎อนุภาคทองแขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  น า IgG ของแบคทีเรีย A. avenae 
subsp. cattleyae จ านวน 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทองแขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวน
นาน 60 นาที  แล๎วเติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ปั่นเก็บตะกอน แล๎วปรับให๎ได๎คํา 0.5 ที่ 
OD 540 

 5.4 การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาของแอนติซีรั่ม ของ
แบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae บนเส๎น test line ทดสอบ 3-4 ชนิด ที่มีขนาดประมาณ 5-12 
ไมโครเมตร บันทึกผลปฏิกริยาที่เกิดขึ้นบน membrane แตํละชนิด โดยปฏิกริยาบวกจะเกิดแถบสีมํวงเข๎ม 
ปฏิกริยาลบ จะไมํเกิดแถบสีมํวง เปรียบเทียบความชัดเจนและความเข๎มของแถบสีในแตํละชนิดของ 
membrane 

 5.5 การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย A. avenae subsp. 
cattleyae ที่ระดับความเข๎มข๎นตํางๆ ตั้งแตํ 102-108 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร และจากตัวอยํางกล๎วยไม๎ บันทึก
ผลปฏิกริยาที่เกิดข้ึนบน membrane โดยปฏิกริยาบวกจะเกิดแถบสีมํวงเข๎ม ปฏิกริยาลบ จะไมํเกิดแถบสีมํวง 

 5.6 ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย A. avenae subsp. 
cattleyae บันทึกผลปฏิกริยาที่เกิดขึ้นบน membrane โดยปฏิกริยาบวกจะเกิดแถบสีมํวงเข๎ม ปฏิกริยาลบ 
จะไมํเกิดแถบสีมํวง 
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กิจกรรมย่อยท่ี 3.2    การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยอณูชีววิธี    
การทดลองที่ 3.2.1   การตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter species สาเหตุโรคฮวงลองบิง 

(กรีนนิ่ง)  ด้วยเทคนิค  Real-time PCR 

1.  ออกแบบไพรเมอร๑ที่เฉพาะเจาะจง  โดยออกแบบไพรเมอร๑จากล าดับเบสในชํวง 16S rDNA ของ
เชื้อ Ca. Liberibacter species  ท าให๎ได๎ไพรเมอร๑ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ Ca. Liberibacter species  ที่เป็น
สาเหตุโรคฮวงลองบิง 

2. สกัดดีเอ็นเอจากเส๎นกลางใบส๎มด๎วย  CTAB buffer   
3. ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของไพร

เมอร๑ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR  จะได๎อุณหภูมิในการจับคูํไพรเมอร๑กับ      ดีเอ็นเอ
ต๎นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกริยาใน
แตํละชํวงเวลา 

4. ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing point และ วิเคราะห๑หา 
melting curve    

5. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time PCR ใน
การตรวจเชื้อ Ca. Liberibacter species   

6 . ทดสอบเทคนิค  Real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ Ca. Liberibacter species จากตัวอยําง
โรคฮวงลองบิง  ที่เก็บจากแปลงปลูก  โดยสุํมเก็บตัวอยํางที่แสดงอาการโรคฮวงลองบิงจ าวน 10 %  จาก
ตัวอยํางส๎มทั้งหมดในแปลงปลูก 

7 . การใช๎วิธี Real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยโรคฮวงลองบิง ในแปลงปลูก 
 

การทดลองที่ 3.2.2  การการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วย
เทคนิค Real-time PCR 

1. ออกแบบ specific primer   โดยใช๎ primer design software ชื่อ Primer3 จาก pthA gene 
family ได๎แกํ pthA gene (Gene Bank accession U28802) apl1 (AB021363)  apl2 (AB021364)  
apl3 (AB021365) pthA1, pthA2, pthA3, pthA4 (Gene Bank accession AE008925)  จ านวน 1 คูํสาย  
น าไปสั่งสังเคราะห๑ primer  จาก หนํวยบริการชีวภาพ ศูนย๑พันธุวิศวกรรมแหํงชาติ โดยมีprimer 2/3 ที ่
Hartung et.al (1993) รายงานวําสามารถตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ได๎ เพ่ือเปรียบเทียบกับ 
primer ที่ออกแบบไว๎ 

2. การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ ( Purified genomic DNA) การแยก genomic DNA ให๎
บริสุทธิ์ ใช๎วิธีของ Pitcher  et al. (1989) โดยใช๎เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรค
แคงเกอร๑ของพืชตระกูลส๎ม อายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB   ใช๎ลูปฆําเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรียให๎เต็มหนึ่งลูป 
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ละลาย ใน1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0)  น าไปปั่น
ตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตํอนาที 
นาน 5 นาที ทิ้งสํวนน้ าใสข๎างบน เติมด๎วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM 
EDTA pH 8.0) ผสมให๎เข๎ากันโดยใช๎ เครื่องปั่น vortex   เติมด๎วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine 
thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผสมให๎เข๎ากัน   เติมด๎วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M 
ammonium acetate ที่แชํเย็นใน ตู๎เย็น -20 oC ผสมให๎เข๎ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที  เติมด๎วย 500 
ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 
Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที เก็บสํวนน้ าใส
ข๎างบน ใสํหลอดใหมํที่บรรจุ สาร  isopropanol ที่แชํเย็นใน ตู๎เย็น -20 oC จ านวน378 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎า
กันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 
14000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที  ล๎างตะกอนดีเอนเอด๎วย  150 ไมโครลิตร ของ 70 % ethanol  จ านวน 2 
ครั้ง ทิ้งให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง ลายตะกอนDNA ด๎วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณ
ความเข๎มข๎น และคุณภาพของดีเอนเอ ที่ชํวงคลื่น A260/A280 ด๎วยเครื่องspectrophotometer  (U 2001 
UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข๎มข๎น DNA ของเชื้อแตํละไอโซเลทให๎มีความ
เข๎มข๎น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction 
 3. ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของไพร
เมอร๑ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR  จะได๎อุณหภูมิในการจับคูํไพรเมอร๑กับดีเอ็นเอ
ต๎นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกริยาใน
แตํละชํวงเวลา ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing point และ วิเคราะห๑หา 
melting curve    
 4.  ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time 
PCR ในการตรวจเชื้อ X. axonopodis pv.citri  เป็นการทดสอบ primer ที่ออกแบบไว๎ โดยใช๎สภาพที่
เหมาะสมที่ได๎จากข๎อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดยใช๎ DNA และเซลของเชื้อแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri  ความเข๎มข๎นของ DNA ที่ 50 ng และความเข๎มข๎นของเซลล๑ที่ 108 cfu/ml  การ
ทดสอบความไวในการตรวจสอบเชื้อแคงเกอร๑ (sensitivity) ของ primer เป็นการทดสอบ primer ที่ออกแบบ
ไว๎ โดยใช๎สภาพที่เหมาะสมที่ได๎จากข๎อ 3 โดยใช๎ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ที่มีความ
เข๎มข๎น 8 ระดับ ตั้งแตํ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม และใช๎เซลล๑แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
ที่ความเข๎มข๎น 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร   
 5. ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv.citri จากตัวอย่างโรค
แคงเกอร์ ท าการเก็บตัวอยํางโรคแคงเกอร๑ของส๎มโอจากแปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแกํน จ.เชียงราย จ านวน 10 
ตัวอยําง ตัดแผลตัวอยํางโรค โดย cork borer ขนาดเส๎นผําศูนย๑กลาง 6 mm. น าตัวอยํางใสํหลอด 1.5 ml 
microcentrifuge ที่เติมด๎วย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บดตัวอยํางด๎วย plastic 
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disposable pestles ให๎ละเอียดน าไปตกตะกอนด๎วยเครื่อง centrifuge ที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บ
สํวนบนที่เป็นน้ าใสใสํหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ทิ้งสํวนตะกอน น า 2 ul ของตัวอยํางเป็น
ต๎นแบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาที่กลําวมาแล๎วข๎างต๎น และทุกตัวอยํางเปรียบเทียบ
กับการตรวจเชื้อบนอาหาร semi-selective for Xanthomonas (SX media)  โดยน าตัวอยํางโรคแคงเกอร๑
แตํละตัวอยํางปริมาณ  50 ไมโครลิตรไปเกลี่ยให๎ทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SX  โดยใช๎แทํงแก๎วรูปตัวแอล บํมไว๎ที่
อุณหภูมิ 280 C นาน 72 ชั่วโมง ตรวจนับปริมาณเชื้อที่ข้ึนบนอาหาร 
 
การทดลองที่ 3.2.3  .วิจัยพัฒนาเทคนิคการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าและเน่าเละของกล้วยไม้ 

ด้วยเทคนิค PCR และ Real-time PCR 
1. การแยกเชื้อและการเก็บรักษาเชื้อ   
เก็บตัวอยํางโรคเนําและเนําเละ จากกล๎วยไม๎สกุลหวาย แวนดา ม็อคคารํา ฟาแลนอปซิส และแคทลี

ยา ท าการแยกเชื้อจากสํวนที่เป็นโรค โดยตัดเนื้อเยื่อพืชสํวนที่เกิดโรคเป็นชิ้นเล็ก ๆ ล๎างด๎วยน้ ากรองฆําเชื้อ 1-
2 ครั้ง จากนั้นหยดน้ ากรองฆําเชื้อบนชิ้นสํวนพืช บดด๎วยแทํงแก๎วลนไฟฆําเชื้อ จนเซลล๑พืชแตก ทิ้งไว๎ 3-5 
นาที ใช๎ลูปลนไฟฆําเชื้อแตะไปลากบนอาหาร Nutrient Glucose Agar บํมจานเลี้ยงเชื้อไว๎ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่วโมง น ามาท าให๎บริสุทธิ์บนอาหาร NGA ทดสอบคุณสมบัติการกํอให๎เกิดโรค 
เก็บเชื้อบริสุทธิ์แตํละไอโซเลทในหลอดอาหารเอียง  น้ านึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิห๎องเพ่ือใช๎ในการศึกษาระยะสั้น 
และเก็บในกลีเซอรอล 50 เปอร๑เซ็นต๑ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับการศึกษาระยะยาว 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient broth บํมเชื้อบนเครื่องเขยํา 100 rpm เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ใช๎ไปเปตดูดเชื้อ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสํใน tube ท าการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 rpm เป็น
เวลา 3 นาที ดูด supernatant (สํวนใส) ที่อยูํด๎านบนทิ้ง เก็บตะกอนเซลล๑แบคทีเรีย น าไปสกัดดีเอ็นเอด๎วยชุด
สกัด Genomic DNA ตามขั้นตอนของชุดสกัด ดังนี้ ละลายตะกอนเซลล๑แบคทีเรีย ด๎วยน้ ากรองนึ่งฆําเชื้อ 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร น าผสมให๎เข๎ากันด๎วย vortex เติม Lysis solution 400 มิลลิลิตร เติม Chloroform 
600 มิลลิลิตร (ผสมให๎เข๎ากันโดยพลิกหลอดไปมา) น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 rpm เก็บ 
supernatant ใสํหลอดใหมํ เติม Precipitation 800 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันด๎วย vortex  หมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว  14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ดูด supernatant ทิ้ง เติม NaCl Solution 100 มิลลิลิตร (ละลาย
ตะกอนให๎เข๎ากันดี) เติม Cold ethanol 300 มิลลิลิตร เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ท าการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 rpm  เก็บตะกอนดีเอ็นเอ เติม 70% 
ethanol 300 มิลลิลิตร เพ่ือล๎างดีเอ็นเอ หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที   ตากตะกอน
ดีเอ็นเอให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 30 นาที  ละลายตะกอนดีเอ็นเอ ด๎วย TE buffer ( 10 mM Tris- 
HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 µl เก็บไว๎ที่ - 20°C  จากนั้นตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดี
เอ็นเอบนอะกาโรส 0.8% ด๎วยวิธี eletophoresis เก็บสารละลายดีเอ็นเอ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.   ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชื้อ  
ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร๑ ในการสังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอ ด๎วยไพรเมอร๑ สืบค๎นข๎อมูลไพรเมอร๑ที่มีใน

รายงานเอกสารวิชาการตําง ๆ สังเคราะห๑คูํไพรเมอร๑แตํละชนิด ท าปฏิกิริยาพีซีอาร๑เพ่ือทดสอบความจ าเพาะ 
(specificity) ตํอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค และแบคทีเรียซาโปรไฟท๑ตํางๆ  

ในเบื้องต๎นท าการสังเคราะห๑และทดสอบ คูํไพรเมอร๑ส าหรับตรวจเชื้อ B. gladioli ได๎แกํ 
 LP1 (GGGGGGTCC ATTGCG) และ LP4 (AGAAGCTCGCGCCACG) 
 CMG-23-1 (ATAGCTGGTTCTCTCCGAA) และ G-23-2 (CCTACCATGCAYA TAAAT)  
     CMG-16-1 (AGAGTTTGATCMTGGCTC) และ G-16-2 (CGAAGGATATTAGCCCTC)  
     BG-CF (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) และ BG-CR (GGCTACCTTGTTACGACTTC) 
     คูํไพรเมอร๑ส าหรับตรวจเชื้อ E. chrysanthemi และ/หรือ E. carotovora subsp. carotovora 
     ADE1 (GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT) และ  
     ADE2 (CTGTGGCCGATCAGGATGG TTTTGTCGTGC)  
     ERWFOR (ACGCATGAAATCGGCCATGC) และ  
     CHRREV (AGTGCTGCCGTACAGCACGT) 
 และสืบค๎นเพ่ิมเติม เพ่ือทดสอบหาคูํไพรเมอร๑ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจความจ าเพาะ

และความไวในการตรวจเชื้อแบคทีเรียแตํละชนิดในระดับดีเอ็นเอ และเซลล๑ 
 ในการเตรียมตัวอยํางเพ่ือทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร๑ ในการสังเคราะห๑เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ  โดย

ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบด๎วย 
สารประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร๑     ปริมาตร (ไมโครลิตร)         ความเข๎มข๎นสุดท๎าย 
10 X บัฟเฟอร๑     2.5     1 X 
MgCl2      1.5     1.5 mM 
dNTPs 2.5 mM     2     0.2 mM 
ไพรเมอร๑ ชนิดที่1  25 pM   1     25 pM 
ไพรเมอร๑ ชนิดที่ 2 25 pM   1     25 pM 
Taq DNA polymerase 5 U/ ul  0.25     1.25 U 
ดีเอ็นเอต๎นแบบ 50 นาโนกรัม  1     50 ng 
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ    15.75    - 
4. ทดสอบความจ าเพาะในการตรวจเชื้อ B. gladioli, E. chrysanthemi, E. carotovora subsp. 

carotovora โดยการทดสอบปฏิกิริยาการสังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอจากตัวอยํางดีเอ็นเอ และเซลล๑ของแบคทีเรีย
สาเหตุโรคกล๎วยไม๎แตํละชนิด อยํางน๎อย 50 ไอโซเลท และทดสอบกับแบคทีเรียซาโปรไฟท๑ที่แยกเก็บจาก
ตัวอยํางพืชและน้ าในแหลํงปลูก 
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5. ทดสอบปฏิกิริยาความไวในการตรวจเชื้อของคูํไพรเมอร๑ที่เหมาะสมในระดับดีเอ็นเอ และเซลล๑
แขวนลอยเชื้อ โดยใช๎ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย B. gladioli, E. chrysanthemi, E. carotovora subsp. 
carotovora จ านวนชนิดละ 3 ไอโซเลท  

การทดสอบความไวของคูํไพรเมอร๑ที่มีความจ าเพาะ (sensitivity) โดยน าดีเอ็นเอของแบคทีเรียแตํละ
ชนิด จ านวนชนิดละ 3 ไอโซเลท น ามาเจือจางด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ เตรียมดีเอ็นเอให๎มีความเข๎มข๎น 8 ระดับ 
ดังนี้  

50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng, 1 ng, 10 fg, 5 fg, 1 fg   
ทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจเชื้อด๎วยปฏิกิริยาพีซีอาร๑ ที่ได๎จากการทดสอบในข๎อที่  3 โดย

ใช๎ DNA template ชนิดละ 1 ไมโครลิตร ตํอปฏิกิริยา 
ทดสอบความไวในการตรวจเชื้อในระดับเซลล๑ โดยเลี้ยงแบคทีเรียบริสุทธิบนอาหาร ชนิดละ 3 ไอโซ

เลท เชํนเดียวกับตัวอยํางที่ทดสอบความไวระดับดีเอ็นเอ น าแบคทีเรียเตรียมเป็นเซลล๑แขวนลอยเชื้อด๎วยน้ า
กรองนึ่งฆําเชื้อ เจือจางความเข๎มข๎นของเซลล๑ให๎ได๎ 6 ระดับ (cell/ ml) ดังนี้  10e8, 10e7, 10e6, 10e5, 
10e4, 10e3, 10e2 ทดสอบความไวในการตรวจเชื้อ โดยใช๎ตัวอยํางละ 1 ไมโครลิตร ตํอปฏิกิริยา 

6. ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจเชื้อจากตัวอย่างตัวอย่างพืช และน้ าในแหล่งปลูก โดยการเลียนแบบ
การติดเชื้อจากสภาพธรรมชาติ ทดสอบการตรวจเชื้อ B. gladioli จากกล๎วยไม๎สกุลแวนดา และม็อคคารํา 
ทดสอบการตรวจเชื้อ E. chrysanthemi จากกล๎วยไม๎สกุลแวนดา และหวาย และทดสอบการตรวจเชื้อ E. 
carotovora subsp. carotovora  จากกล๎วยไม๎สกุลหวาย  

การตรวจเชื้อจากตัวอยํางพืช 
โดยตัดชิ้นสํวนพืชขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร น ามาบดตัวอยํางในน้ า 500 ไมโครลิตร ดูดน้ าสํวนใสใสํ

หลอดทดลอง ท าการใสํเซลล๑แขวนลอยเชื้อแบคทีเรีย ให๎มีความเข๎มข๎น 6 ระดับ (cell/ ml) ดังนี้ 10e8, 
10e7, 10e6, 10e5, 10e4, 10e3, 10e2 น าไปทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร๑ ท าการทดสอบ 3 ซ้ า เพ่ือยืนยันผล
การทดลอง  

การตรวจเชื้อจากตัวอยํางพืชที่แสดงอาการและไมํแสดงอาการในแปลงที่มีปัญหาโรคระบาด เก็บ
ตัวอยํางใบกล๎วยไม๎ น ามาเตรียมตัวอยําง โดยสุํมตัดใบ มาบดหรือสับเป็นชิ้นเล็ก ๆ ในน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ 
ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร๑ โดยวางแผนการทดสอบอยํางน๎อย 5 แหลํงปลูก แหลํงละ 10 ตัวอยําง โดยสุํมตรวจ
เป็นระยะในชํวงฤดูร๎อนและฝน 

การตรวจเชื้อจากตัวอยํางน้ า 
การตรวจเชื้อจากตัวอยํางน้ าในแหลํงปลูก เก็บตัวอยํางน้ าในแหลํงปลูกล๎วยไม๎ น ามาเตรียมตัวอยําง

ทดสอบ โดยใสํเชื้อแบคทีเรียที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ และไมํใสํเชื้อ ทดสอบปฏิกริยาพีซีอาร๑ และวางแผนการเก็บ
ตัวอยํางน้ าในแหลํงปลูกเพ่ือตรวจทดสอบอยํางน๎อย 5 แหลํงปลูก แหลํงละ 10 ตัวอยําง โดยสุํมตรวจเป็น
ระยะในชํวงฤดูร๎อนและฝน 
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7. พัฒนาเทคนิค Real-Time PCR เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจเชื้อในระยะเวลารวดเร็ว 
สามารถอํานผลได๎ในเวลาน๎อยกวํา 1 ชั่วโมง โดยเลือกคูํไพรเมอร๑ที่เหมาะสม จากการทดสอบคัดเลือกคูํไพร
เมอร๑ด๎วยปฏิกิริยาพีซีอาร๑ข๎างต๎น เลือกใช๎คูํไพรเมอร๑ที่สังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอขนาดไมํเกิน 500 bp น ามา
ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR เชํนเดียวกับในข๎อที่ 4-6 ในกรณีที่มีปัญหาการยับยั้งปฏิกิริยาจากสารที่อยูํ
ในน้ าคั้นพืช หรือสารเคมีจากแหลํงปลูก จะท าการทดสอบโดย น าตัวอยํางที่เตรียมได๎ในข๎อที่  6 เกลี่ยบน
อาหารสังเคราะห๑กํอน แล๎วบํมทิ้งไว๎ 4-24 ชั่วโมง จึงล๎างผิวหน๎าอาหาร และน าตัวอยํางมาทดสอบ ตามขั้นตอน 
Bio-PCR  

8. รวบรวมและวิเคราะห๑ผล สรุป เขียนรายงาน และตีพิมพ๑เผยแพรํผลงานวิจัย เพ่ือใช๎เป็นวิธีการ
มาตรฐานส าหรับการตรวจเชื้อจากตัวอยํางเพ่ือการน าเข๎าและสํงออก 
 
การทดลองที่ 3.2.4  การตรวจสอบไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-1 และ 2 

สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเทคนิค multiplex PCR 

1. การออกแบบ primer  
 สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับล าดับเบส (full length) ของยีนตํางๆที่มีรายงานใน GenBank   ของ PMWaV 

1 และ PMWaV 2 แล๎วออกแบบ primer ให๎ครอบคลุมนิวคลีโอไทด๑ที่จ าเพาะเจาะจงกับไวรัสแตํละ strain 
และออกแบบ primer ให๎ครอบคลุมนิวคลีโอไทด๑ที่พบทั่วไปในไวรัสทั้งสอง strain อยํางน๎อย 3 คู ํ

2.  การสกัด อาร๑เอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ PMWaV-2 จากใบสับปะรด โดยใช๎ชุดสกัด
ส าเร็จรูป (MasterPureTMRNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE)  

3.  ทดสอบและปรับระยะเวลารวมทั้งอุณหภูมิให๎เหมาะสมในการสังเคราะห๑เพ่ิมปริมาณ cDNA โดย
วิธี RT-PCR   

 น า cDNA ของ PMWaV-1, PMWaV-2 และ PMWaV-1 + PMWaV-2 มาทดสอบ primer แตํละคูํ  
เพ่ือหาคูํ primer และcondition ที่เหมาะสม ในการตรวจหาไวรัสทั้งสอง strain    

4. ทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับตัวอยํางพืชที่เก็บจากแปลงสับปะรด 
สุํมเก็บตัวอยํางสับปะรดพันธุ๑ที่นิยมปลูกเป็นการค๎า เชํน พันธุ๑ปัตตาเวีย พันธุ๑เพชรบุรี พันธุ๑ภูเก็ต และ

พันธุ๑นางแล จากแหลํงปลูกตํางๆ มาทดสอบด๎วยเทคนิค multiplex PCR หลังจากทราบวํา primer ชุดใดมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจวํา สับปะรด 1 ตัวอยํางมีไวรัส strain ใดเข๎าท าลาย หรือเป็นการเข๎าท าลาย
รํวมกัน 

5. รวบรวมและวิเคราะห๑ผล 
6. สรุปและเขียนรายงาน  
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การทดลองที่ 3.2.5 การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบความแตกต่างของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุของโรค

ในอ้อยด้วย Membrane protein translocation system genes (Sec protein 
genes) 

1. พัฒนาวิธีการตรวจสอบ secA gene ในอ๎อยที่เป็นโรคใบขาวโดยประยุกต๑วิธีการของ Hodgetts 
และคณะ (2008)    

2. ส ารวจเชื้อ จากแหลํงปลูกตํางๆ บันทึกอาการโรค ต าแหนํง และแหลํงเก็บตัวอยําง ได๎แกํ อุดรธานี 
ขอนแกํน กาฬสินธุ๑ มหาสารคาม สุพรรณบุรี อุตรดิตถ๑ ลพบุรี กาญจนบุรี สระแก๎ว รวมถึงตัวอยํางวัชชพืชบาง
ชนิดที่พบในไรํอ๎อย  

3. เก็บตัวอยํางเชื้อท่ีได๎ด๎วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
4. สกัดดีเอ็นเอ  และท าการตรวจและสกัด secA gene ในตัวอยํางตํางๆ ตามวิธีการที่พัฒนาได๎ 
5  สกัดชิ้นยีนที่ได๎จากผลผลิตพีซีอาร๑ ท าการถํายฝากเข๎าสูํแบคทีเรีย 
6  คัดเลือกโคลนอยํางน๎อย 5 โคลน เพ่ือตรวจสอบล าดับเบส 
7  เปรียบเทียบล าดับเบส และศึกษาความสัมพันธ๑ทางพันธุกรรม เปรียบเทียบข๎อมูลในฐานข๎อมูลของ 

NCBI จ าแนกกลุํม 
8. ออกแบบไพร๑เมอร๑ที่มีความจ าเพาะกับเชื้อชนิดตํางๆ โดยใช๎โปรแกรมส าเร็จรูป 
9. ทดสอบไพร๑เมอร๑กับเชื้อที่มาจากแหลํงตํางๆ โดยใช๎วิธีพีซีอาร๑ 
10. ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากไพร๑เมอร๑คูํตํางๆ  
11. คัดเลือกไพร๑เมอร๑ที่สามารถแสดงความแตกตํางของเชื้อจากแหลํงตํางๆ ได๎อยํางชัดเจน 
12. ทดสอบกับตัวอยํางและประเมินผล 
13. วิเคราะห๑และสรุปผลการทดลอง 
การบันทึกข้อมูล   
-    บันทึกข๎อมูลแถบดีเอ็นเอด๎วยการถํายภาพโดยใช๎เครื่อง Gel Documentation และวิเคราะห๑

ขนาดน้ าหนักของแถบดีเอ็นเอยีนด๎วยโปรแกรม Photocapt ของ Vilber Lourmat (France) 
-    บันทึกล าดับนิวคลิโอไทด๑จากแตํละตัวอยํางในฐานข๎อมูลเพื่อใช๎เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลใน NCBI  

 
การทดลองที่ 3.2.6   การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคพุ่มแจ้ (witches’ broom) ของมัน

ส าปะหลังโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
1. สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎(witches’ broom) ของมันส าปะหลัง

จากข๎อมูลที่เคยมีรายงานมาเพื่อใช๎ประกอบการวิจัย 
 2. ส ารวจและเก็บตัวอยํางเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคพํุมแจ๎(witches’ broom) ของมันส าปะหลัง
ในพ้ืนที่ปลูกส าคัญของประเทศไทยโดยท าการบันทึกข๎อมูลระหวํางการส ารวจได๎แกํ  ชื่อพืช สถานที่  วันที่ 
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ลักษณะอาการ สํวนของพืชที่แสดงอาการ ระยะการเจริญเติบโตของพืช  และระดับความรุนแรงของโรค เป็น
ต๎น 
 3. ท าการเก็บใบพืชและเก็บทํอนพันธุ๑ที่แสดงอาการโรคจากท่ีส ารวจมาเพ่ือใช๎ทดสอบตํอไป 
 4. สกัดดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎ (witches’ broom) ของมันส าปะหลังด๎วยวิธี
ที่เหมาะสม  แล๎วเก็บไว๎ที่  -  20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช๎ทดสอบตํอในขั้นตํอไป 
 5.  ท าการเลือกหรือออกแบบไพร๑เมอร๑ที่มีความเฉพาะตํอกับเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎
(witches’ broom) ของมันส าปะหลัง 
 6. ท าการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎(witches’ broom) ของมัน
ส าปะหลังด๎วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยไพร๑เมอร๑ที่ได๎เลือกหรือออกแบบไว๎ 
 7. การโคลนยีนในสํวนดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎(witches’ broom) ของมัน
ส าปะหลังที่สังเคราะห๑ได๎จากเทคนิค PCR โดยใช๎พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega)  ท าการเพ่ิมดี
เอ็นเอสายผสมโดยถํายฝากสูํแบคทีเรีย E.  coli  โดยวิธีการ heat  shock  transformation 
 8. วิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ของในสํวนดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคพํุมแจ๎ (witches’ 
broom) ของมันส าปะหลังที่สังเคราะห๑ได๎ ด๎วยเครื่อง  automated DNA sequencer (ABI PRISM Version 
3.0 model 377)  ของหนํวยบริการชีวภาพ  แล๎วน าข๎อมูลที่ได๎มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑และล าดับ
กรดอะมิโนกับฐานข๎อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) 
 9. ท าการบันทึกข๎อมูล และจัดท ารายงาน 
 
การทดลองที่ 3.2.7   พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อยด้วยกรด

นิวคลีอิกตัวตรวจ 

1. เก็บตัวอยํางโรคอ๎อยใบขาว  จากแปลงปลูกอ๎อย  จ.กาญจนบุรี  แล๎วน าทํอนพันธุ๑จากแปลงที่ไป
ส ารวจมาเก็บไว๎ในเรือนทดลองเพ่ือใช๎เป็นแหลํงเชื้อตํอไป 
 2.สืบค๎นข๎อมูลสํวนยีนของเชื้อไฟโตพลาสมาท่ีมีศักยภาพเหมาะสมเพ่ือน ามาสร๎างเป็นกรดนิวคลีอิกตัว
ตรวจที่มีประสิทธิภาพสูง ดังนี้ 

2.1 สืบค๎นข๎อมูลจากรายงานตําง ๆ ที่เก่ียวข๎องกับเชื้อในกลุํมไฟโตรพลาสมา  หรือกลุํมใกล๎เคียง เชํน  
เชื้อในกลุํมไมโครพลาสมา  เป็นต๎น 

2.2 สืบค๎นข๎อมูลจากยีนของเซลล๑แบคทีเรีย 
3.ท าการออกแบบไพร๑เมอร๑ที่มีความจ าเพาะเจาะจงสูงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อย 

โ ด ย ใ ช๎ ข๎ อ มู ล ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด๑ ข อ ง สํ ว น ยี น ที่ มี ศั ก ย ภ า พ เ ห ม า ะ ส ม จ า ก  GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือน ามาออกแบบไพร๑เมอร๑โดยอาศัยโปรแกรม  เชํน  
GeneFisher (http://www.bibiserv.techfak.unibielefeld.de/genefisher/) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
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4.สกัดดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยด๎วยวิธี CTAB buffer (Doyle and Doyle, 
1990) โดยตัดตัวอยํางอ๎อยที่สุํมมาจากแปลงทดสอบทั้งในสํวนกาบใบ  ก๎านใบ และใบ มาตัดให๎ละเอียดเป็น
ชิ้นเล็กๆ น ามาชั่งให๎ได๎น้ าหนักประมาณ 0.3-0.5 กรัม แล๎วใสํลงในโกรํงบดให๎ละเอียดด๎วยไนโตรเจนเหลว 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย CTAB extraction buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ; 20 mM 
EDTA, pH 8.0; 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 หรือ 2%  2-mercaptoethanol และ 2.0% PVP-40) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดตํอให๎เป็นเนื้อเดียวกันย๎ายใสํไมโครทิวบ๑หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบํมที่
อุณหภูมิ 65   องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที นาน 10 
นาที แล๎วดูดของเหลวใสสํวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํไมโครทิวบ๑หลอดใหมํ แล๎วเติม chloroform: 
isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน น าไปปั่นเวี่ยงที่ 
12,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บสํวนใสชั้นบนใสํในไมโครทิวบ๑หลอดใหมํปริมาตร 300 ไมโครลิตร  
และเติม  isopropanal (2 เทําของปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 
5.2 (0.1 เทําของปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 60ไมโครลิตร เขยําเบาๆ แล๎วน าไปบํมที่อุณหภูมิ - 20 องศา
เซลเซียส  ข๎ามคืน แล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตํอนาที นาน 15 นาที เทสํวนใสทิ้งเก็บตะกอนมาล๎าง
ตะกอนด๎วย 70% ethanol  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที นาน 5 
นาที ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให๎แห๎ง และละลายตะกอนด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หรือ TE buffer ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร แล๎วเก็บดีเอ็นเอที่สกัดแล๎วไว๎ที่  -  20  องศาเซลเซียล  เพ่ือใช๎ทดสอบตํอในขั้นตํอไป ท าการ
สังเคราะห๑ดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยด๎วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
โดยไพร๑เมอร๑ที่ได๎ออกแบบไว๎แล๎ว 
 ส่วนประกอบส าคัญท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว (dH2O)    17.0  ไมโครลิตร 

- 10x buffer      2.5      ไมโครลิตร 

- MgCl2 (25 mM)          1       ไมโครลิตร 

- dNTP (10 mM)         1        ไมโครลิตร  

- ไพรเมอร๑ forward (R16F2) (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร๑ reverse (R16R2) (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- taq DNA polymerase (0.1 unit/µl)   0.5  ไมโครลิตร 

- ดีเอ็นเอต๎นแบบ          1 ไมโครลิตร 
     รวม                 25.0   ไมโครลิตร 

 
 น ามาสํวนประกอบการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตร ผสมกัน  แล๎วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เปูาหมาย ด๎วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยการตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 3 นาที  1 รอบ 
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ขั้นที่ 2: 94C  นาน 1 นาที  

ขั้นที่ 3: 52-56C  นาน 2 นาที 

ขั้นที่ 4: 72C  นาน 3 นาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ขั้นที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ  

ขั้นที่ 6: 15C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
น าผลิตภัณฑ๑ PCR ที่ได๎มาตรวจสอบขนาดด๎วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช๎ 1% gel 

agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบํงผลิตภัณฑ๑ PCR ที่ได๎มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x 
loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล๎วน า  agarose gel  มาผําน
สนามไฟฟูาที่ความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย๎อมด๎วย สารละลาย  
ethidium bromide นาน 15 นาที  และแชํน้ าเปลํา 10 นาที และน าแผํน agarose gel  มาสํองดูขนาดดีเอ็น
เอด๎วยเครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator  ท าการบันทึกภาพและสรุปผลที่เกิดข้ึน 
 5.ท าการโคลนยีนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวที่สังเคราะห๑ได๎จากปฏิกิริยา PCR 
โดยน าเชื่อมตํอกับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega) ดังนี้ 
 5.1 โดยเตรียม DNA ให๎บริสุทธิ์ ด๎วยการแยกดีเอ็นเอตามขนาดโดยใช๎วิธีการอีเล็คโตรโฟริซิส ด๎วย 
1.2% agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และตัดเฉพาะแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต๎องการ ใสํหลอด 
centrifuge tube  ชั่งน้ าหนักของเจล โดยจะต๎องไมํเกิน 300 มิลลิกรัม น ามาสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลด๎วยชุด 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)    
 5.2 เชื่อมตํอดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวที่บริสุทธิ์เข๎ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-
T Easy vector (Promega)) ด๎วยเอนไซม๑ T4 DNA Ligase  และบํมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส ข๎ามคืน 
  ซึ่งมีสํวนประกอบของปฏิกิริยาดังนี้ 
  T4 DNA Ligase 2X buffer    10.0 ไมโครลิตร 
  PGEM-T easy vector       1.0 ไมโครลิตร 
  PCR product        1.0 ไมโครลิตร 

  T4 DNA Ligase (3 unit/l)      2.0 ไมโครลิตร 
   H2O         6.0 ไมโครลิตร 
  รวม         20.0 ไมโครลิตร 
 5.3  น าพลาสมิดลูกผสมเข๎าสูํเซลล๑แบคทีเรีย โดยถํายพลาสมิดลูกผสมเข๎าสูํเซลล๑แบคทีเรีย 

Escherichia coli สายพันธุ๑ DH 5  ใช๎วิธีการ heat shock transformation (Sambrook et. al., 1989) 
5.4  สกัดพลาสมิดลูกผสม ใช๎วิธีการ Alkaline lysis (Sambrook et. al., 1989) โดยเลือกโคโลนีสี

ขาวของเชื้อ E. coli ที่คาดวํามีพลาสมิดลูกผสม เลี้ยงในอาหารเหลว LB 1 มิลลิลิตรที่เติมแอมพิซิลิน ปริมาตร 
1 ไมโคลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยําที่ความเร็วรอบ 200 รอบตํอนาที อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส  16 ชั่วโมง 
จากนั้นน ามาปั่นตกตะกอนเซลล๑แบคทีเรียที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที นาน 1 นาที ดูดเอาอาหารเหลวทิ้ง 
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เติมสารละลาย  Solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) 
ปริมาตร 100ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันด๎วย vortex mixture แล๎วเติมสารละลาย Solution II (0.2 N NaOH, 
1% SDS,ต๎องเตรียมกํอนใช๎งาน) ปริมาตร 200ไมโครลิตร ที่ ผสมให๎เข๎ากันแล๎วแชํบนน้ าแข็งนาน 10 นาที 
และเติมสารละลาย Solution III (3 M potassium acetate, 0.2 M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันแชํบนน้ าแข็งนาน 10นาที น าไปปั่นตกตะกอนเซลล๑แบคทีเรียที่ความเร็ว 12,000 
รอบตํอนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าสํวนใสใสํหลอดใหมํ และเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทําของ
ปริมาตรน้ าใส ผสมให๎เข๎ากันน าไปบํมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอน 
พลาสมิดที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที เก็บตะกอนพลาสมิดและตากให๎แห๎ง แล๎วละลาย
ตะกอนพลาสมิดด๎วยน้ ากลั่นปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
 6.  น าพลาสมิดลูกผสมที่สกัดแล๎วไปวิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ของดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวที่สังเคราะห๑ได๎ด๎วยเครื่อง  automated DNA sequencer (ABI PRISM Version 3.0 
model 377) ของหนํวยบริการชีวภาพ แล๎วน าข๎อมูลที่ได๎มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑และล าดับกรดอะมิ
โนกับฐานข๎อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) 

7. ท าการติดฉลากกรดนิวคลีอิกด๎วยการเชื่อมตํออนุพันธุ๑กับสารไดกอกซิเจนิน  (digoxigenin-11-
dUTP)  (Roch)น าดีเอ็นเอเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวที่สังเคราะห๑จากผลผลิต PCR ปริมาตร 1 
ไมโครลิตรในน้ ากลั่น 16 ไมโครลิตร ต๎มในน้ าเดือด 5 นาทีแล๎วแชํน้ าแข็งทันทีเพ่ือแยกสายดีเอ็นเอให๎เป็นสาย
เดี่ยว ท าการติดฉลากด๎วยdigoxigenin-11-dUTP  (Roch) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน บํมปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง ครบเวลาแล๎วเติมสารละลาย 0.2 M  EDTA pH 8.0 ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นเติม 4 M LiCl ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ absolute ethanol ปริมาตร 
75 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันแล๎วปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอตัวตรวจที่ 13,000 รอบตํอนาที นาน 15 
นาที  ตากตะกอนดีเอ็นเอตัวตรวจให๎แห๎งและละลายด๎วย TE buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

8. ทดสอบประสิทธิภาพกรดดีเอ็นเอตัวตรวจในตรวจวินิจฉัยเชื้อไฟโตรพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวด๎วย
เทคนิค  dot blot hybridization  

8.1 หาความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของดีเอ็นเอตัวตรวจส าหรับท า  dot blot hybridization โดยเจือจาง
ดีเอ็นเอตัวตรวจในอัตราสํวน 1 : 10  1 : 20  1 : 40 1 : 80  และ 1 : 160  แล๎วหยดลงแผํนเมมเบรนที่มีอาร๑
เอ็นเอไวรัสที่ความเข๎มข๎น 20 30 40 และ 50 นาโนกรัม  

8.2 ตรวจด๎วยดีเอ็นเอตัวตรวจส าหรับท า  dot blot hybridization  โดยน าดีเอ็นเอที่สกัดจากพืชมา
หยดลงบนแผํนเมมเบรน ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  แล๎วหยด 2X SSC ปริมาตร 2 ไมโครลิตรเพ่ือแยกดีเอ็นเอ
เป็นสายเดี่ยว ผึ่งให๎แห๎งหมาดๆ น าไปฉายแสงอุลตราไวโอเลต นาน 2 นาที เพ่ือตรึงดีเอ็นเอให๎ติดแนํนกับแผํน
เมมเบรน  ย๎ายแผํนเมมเบรนใสํถุงพลาสติกแล๎วเติมสารละลาย hybridization น าไปเขยําที่อุณหภูมิ 68 องศา
เซลเซีลส นาน 1 ชั่วโมง  ดีเอ็นเอตัวตรวจปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสํในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
น าไปต๎มในน้ าเดือนนาน 10 นาที แล๎วแชํน้ าแข็งทันที จากนั้นเติมในสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 
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มิลลิลิตร  น าไปเขยําที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซีลส นาน 16 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาล๎างแผํนเมมเบรนด๎วย 
washing solution I น าไปเขยําที่อุณหภูมิห๎องนาน 15 นาที       และ washing solution II  น าไปเขยําที่
อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซีลส นาน 15 นาที แล๎วย๎ายแผํนเมมเบรนในสารละลาย anti-digoxigenin-alkaline 
phosphatase conjugate ที่เจือจาง 1 : 5000 ใน buffer2 เติมสารละลายซับสเตรท  BCTP/NBT ใน 
Alkaline phosphatase   ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เก็บแผํนเมมเบรนบํมในที่มืดและนิ่งที่อุณหภูมิ37 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที สามารถอํานผลจากของปฏิกิริยา hybridization จากสี หยุดปฏิกิริยาด๎วยน้ ากลั่น  

9. ท าการบันทึกข๎อมูล สรุปผล  และเขียนรายงานผลการวิจัย 
- การบันทึกข้อมูล 
1. เก็บข๎อมูลที่ได๎ในรูป data sheet และจัดท ารายงาน ผลการวิจัย 

 
การทดลองที่ 3.2.8   การตรวจสอบเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV)ที่เป็น

สาเหตุโรคของพืชตระกลูแตงด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 

1.สืบค๎นข๎อมูลเกี่ยวกับเชื้อไวรัส  Watermelon silver mottle virus (WSMoV)  สาเหตุโรคในพืช
ตระกลูแตง  เพื่อใช๎ประกอบการวิจัย 

2. ส ารวจ และเก็บตัวอยํางแตงโมที่มีเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
ส า เ ห ตุ โ ร ค ใ น พื ช ต ร ะ ก ลู แ ต ง ใ น พ้ื น ที่ ป ลู ก ส า คั ญ ข อ ง ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย  ไ ด๎ แ กํ  จั ง ห วั ด
ขอนแกํน  สกลนคร  มหาสารคาม  กาฬสินธุ๑  ราชบุรี  เป็นต๎น โดยเก็บตัวอยํางพืชตระกูลแตงโมที่แสดง
อาการคล๎ายกับที่เกิดจากทอสโพไวรัสเข๎าทายลาย ได๎แกํ แสดงอาการดํางจุดวงแหวน  แผลเนื้อเยื่อตาย ผลมี
สะเก็ดสีน้ าตาลเข๎ม ใบดําง เป็นต๎น ใสํตัวอยํางพืชในถุงพลาสติก ท าการบันทึกข๎อมูลระหวํางการส ารวจได๎แกํ  
สถานที่  วันที่ ชื่อพืช ระยะการเจริญเติบโตของพืช  อาการและสํวนของพืชที่แสดงอาการ ความรุ นแรงของ
โรค และถํายภาพลักษณะอาการโรค เป็นต๎น 

3.ท าการปลูกเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) บนพืชอาศัยโดยวิธีกล 
(Mechanical inoculation) โดยน าตัวอยํางเก็บจากข๎อที่ 1 มาบดใน extraction buffer (0.05M 
phosphate buffer ph 7.0) ที่แชํเย็นโดยผสม 2-mercaptoethanol ในอัตรา 0.2 % กํอนใช๎ เมื่อบดจนได๎
น้ าคั้นพืชแล๎วน ามาผสมกับผงซีไลย๑หรือผงคาร๑โบรันดัม ทาน้ าคั้นบนพืชอาศัย แล๎วล๎างใบพืชด๎วยน้ าสะอาด 
น าไปไว๎ที่โรงเรือนปลูกพืชเพ่ือไว๎เป็นแหลํงเชื้อส าหรับใช๎ทดสอบและท าการ purification ตํอไป 

4. หาวิธีการสกัดอาร๑เอ็นเอของเชื้อไวรัส  Watermelon silver mottle virus (WSMoV)  ที่
เหมาะสม ได๎แกํ โดยเปรียบเทียบจากคุณภาพของอาร๑เอ็นเอของพืชทดสอบ ที่สกัดได๎ด๎วยวิธีการ 3 วิธี ได๎แกํ 
วิธี CTAB buffer (Chang et. al., 1993), วิธี GIC buffer โดยดัดแปลงวิธีของ MacKenzie et. al., 1997, 
และ extraction buffer (Cenis et. al., 1993) จากนั้นน าอาร๑เอ็นเอมาตรวจสอบคุณภาพด๎วยจากแถบอาร๑
เอ็นเอท้ังหมดโดยแยกขนาดใน 1 % agarose gel electrophoresis และการตรวจสอบ ndhB gene (NADH 
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dehydrogenase ND2 subunit) ซึ่งเป็น housekeeping gene ในคลอโรพลาสต๑ โดยเทคนิค RT-PCR ซึ่ง
วิธีการสกัดอาร๑เอ็นเอทั้ง 3 วิธี มีขั้นตอนดังนี้ 

- วิธี CTAB buffer (Chang et. al., 1993) โดยตัดตัวอยํางพืชมาตัดให๎ละเอียดเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาชั่ง
ให๎ได๎น้ าหนักประมาณ 0.3-0.5 กรัม แล๎วใสํลงในโกรํงบดให๎ละเอียดด๎วยไนโตรเจนเหลว หลังจากนั้นเติม
สารละลาย CTAB extraction buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ; 20 mM EDTA, pH 8.0; 
1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 หรือ 2%  2-mercaptoethanol และ 2.0% PVP-40) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บด
ตํอให๎เป็นเนื้อเดียวกันย๎ายใสํไมโครทิวบ๑หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบํมที่อุณหภูมิ 65   องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที แล๎วดูดของเหลวใส
สํวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํไมโครทิวบ๑หลอดใหมํ แล๎วเติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน น าไปปั่นเวี่ยงที่ 12,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 
15 นาที เก็บสํวนใสชั้นบนใสํในไมโครทิวบ๑หลอดใหมํปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 
เทําของปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เทําของปริมาตร
สํวนใส) ปริมาตร 60ไมโครลิตร เขยําเบาๆ แล๎วน าไปบํมท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  ข๎ามคืน แล๎วน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบตํอนาที นาน 15 นาที เทสํวนใสทิ้งเก็บตะกอนมาล๎างตะกอนด๎วย 70% ethanol  
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที ตากตะกอนกรด
นิวคลีอิกให๎แห๎ง และละลายตะกอนด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หรือ TE buffer ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไว๎ที่
อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  เพื่อใช๎ในการทดลองขั้นตอนตํอไป 

- วิธี GIC buffer โดยดัดแปลงวิธีของ MacKenzie et. al., 1997 โดยตัดตัวอยํางพืชมาตัดให๎ละเอียด
เป็นชิ้นเล็กๆ น ามาชั่งให๎ได๎น้ าหนักประมาณ 0.3-0.5 กรัม แล๎วใสํลงในโกรํงบดให๎ละเอียดด๎วยไนโตรเจนเหลว 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย GIC buffer (4M Guanindine thiocyanate, 0.2 M Sodium acetate pH 5.2, 
25 mM  EDTA pH 8.0 ,2.5%  PVP-40 ,1% ß-mercaptoethanol) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติม 20 %  
SDS ผสมให๎เข๎ากัน ย๎ายใสํไมโครทิวบ๑หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบํมที่อุณหภูมิ 56  องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที แล๎วดูดของเหลวใสสํวนบน
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํไมโครทิวบ๑หลอดใหมํ แล๎วเติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ท าการผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที 
เก็บสํวนใสชั้นบนใสํในไมโครทิวบ๑หลอดใหมํปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 เทําของ
ปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เทําของปริมาตรสํวนใส) 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เขยําเบาๆ แล๎วน าไปบํมที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  ข๎ามคืน แล๎วน าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ 13,000 รอบตํอนาที นาน 15 นาที เทสํวนใสทิ้งเก็บตะกอนมาล๎างตะกอนด๎วย 70% ethanol  ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร  ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให๎แห๎ง 
และละลายตะกอนด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อที่ผํานการท าลายเอนไซม๑ RNase ด๎วย diethylpyrocarbonate 
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(DEPC-water) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ  - 20   องศาเซลเซียส  เพ่ือใช๎ในการทดลองขั้นตอน
ตํอไป 

- extraction buffer (Cenis et. al., 1993) โดยตัดตัวอยํางพืชมาตัดให๎ละเอียดเป็นชิ้นเล็กๆ น ามา
ชั่งให๎ได๎น้ าหนักประมาณ 0.3-0.5 กรัม แล๎วใสํลงในโกรํงบดให๎ละเอียดด๎วยไนโตรเจนเหลว หลังจากนั้นเติม
สารละลาย extraction buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.0 , 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8.0; 
1.0% Na2SO3 ,2%  2-mercaptoethanol) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดตํอให๎เป็นเนื้อเดียวกันย๎ายใสํไมโครทิวบ๑
หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบํมที่อุณหภูมิ 65   องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  ปั่นตกตะกอนเศษพืชที่
ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที แล๎วดูดของเหลวใสสํวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํไมโคร
ทิวบ๑หลอดใหมํ แล๎วเติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการผสมให๎เข๎า
เป็นเนื้อเดียวกัน น าไปปั่นเวี่ยงที่ 12,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บสํวนใสชั้นบนใสํในไมโครทิวบ๑
หลอดใหมํปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และเติม  isopropanal (2 เทําของปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร เติม 3M sodium acetate,pH 5.2 (0.1 เทําของปริมาตรสํวนใส) ปริมาตร 60ไมโครลิตร เขยํา
เบาๆ แล๎วน าไปบํมที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  ข๎ามคืน แล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตํอนาที นาน 
15 นาที เทสํวนใสทิ้งเก็บตะกอนมาล๎างตะกอนด๎วย 70% ethanol  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปั่นตกตะกอน
ที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที ตากตะกอนกรดนิวคลีอิกให๎แห๎ง และละลายตะกอนด๎วย 
Rnase-free water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ  - 20   องศาเซลเซียส  เพ่ือใช๎ในการทดลอง
ขั้นตอนตํอไป 

 6. ท าการเลือกหรือออกแบบไพร๑เมอร๑ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อไวรัส Watermelon silver 
mottle virus (WSMoV) ท าการค๎นหาข๎อมูลไพร๑เมอร๑ที่เคยมีรายงานมาแล๎วเพ่ือน ามาลองทดสอบกับ
โปรแกรม blast 2 เพ่ือใช๎เป็นแนวทางในการออกแบบไพร๑เมอร๑ น าล าดับนิวคลีโอไทด๑ของเชื้อไวรัส WSMoV 
ของสํวน coat protein geme  ใน  GenBank มาวิเคราะห๑เพ่ือออกแบบเป็นไพร๑เมอร๑ที่มีความเฉพาะเจาะจง 

 7. ท าการสังเคราะห๑อาร๑เอ็นเอของเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
ด๎วยเทคนิค One step  reverse transcription  polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยไพร๑เมอร๑ที่
ท าการเลือกหรือออกแบบไว๎แล๎ว 

  
ส่วนประกอบส าคัญที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา One step  RT-PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 25 

ไมโครลิตร ได้แก่  

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว (dH2O)              17.0  ไมโครลิตร 

- 10x buffer     2.5      ไมโครลิตร 

- MgCl2 (25 mM)         1       ไมโครลิตร 

- dNTP (10 mM)        1        ไมโครลิตร  

- ไพรเมอร๑ forward (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 
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- ไพรเมอร๑ reverse (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- SuperscripIIIRT/platinum Taqmix    0.5  ไมโครลิตร 
    (Invitogen,0.1 unit/µl)    

- อาร๑เอ็นเอต๎นแบบ         1 ไมโครลิตร 
       รวม                25.0   ไมโครลิตร 

 
 น ามาสํวนประกอบการท าปฏิกิริยา RT-PCR ปริมาตร ผสมกัน  แล๎วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดี

เอ็นเอเปูาหมาย ด๎วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยการตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 3 นาที  1 รอบ 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 1 นาที  

ขั้นที่ 3: 52-56C  นาน 2 นาที 

ขั้นที่ 4: 72C  นาน 3 นาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 34 รอบ 

ขั้นที่ 5: 72C  นาน 10 นาที  1 รอบ  

ขั้นที่ 6: 15C  นาน 15 นาที  1 รอบ  
น าผลิตภัณฑ๑ PCR ที่ได๎มาตรวจสอบขนาดด๎วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช๎ 1%  gel 

agarose เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบํงผลิตภัณฑ๑ PCR ที่ได๎มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x 
loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล๎วน า  agarose gel  มาผําน
สนามไฟฟูาที่ความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย๎อมด๎วย สารละลาย  
ethidium bromide นาน 15 นาที  และแชํน้ าเปลํา 10 นาที และน าแผํน agarose gel มาสํองดูขนาดดีเอ็น
เอด๎วยเครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator  ท าการบันทึกภาพและสรุปผลที่เกิดข้ึน 

8. ท าการวิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ของเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
แล๎วน าข๎อมูลที่ ได๎มาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑และล าดับกรดอะมิโนกับฐานข๎อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  เพ่ือยืนยันวําไพร๑เมอร๑ที่ท าการเลือกหรือออกแบบไว๎มีความ
เฉพาะเจาะจงตํอเชื้อสาเหตุจริง 

9. เมื่อมีการผลยืนยันจากข๎อ 7  จึงใช๎เทคนิค PCR  รวมด๎วยไพร๑เมอร๑ที่เลือกหรือออกแบบให๎
เฉพาะเจาะจงกับไวรัส  WSMoV   มาใช๎ในการตรวจสอบเมล็ดพันธุ๑ของพืชตระกูลแตงตํอไป 

- ทดสอบกับเมล็ดพันธุ๑ของพืชตระกูลแตงจากต๎นที่เป็นโรค 
- เพาะกล๎าเมล็ดพันธุ๑แตงที่เป็นโรคเพ่ือทดสอบ 
10. ท าการบันทึกข๎อมูล และจัดท ารายงาน 

 
การทดลองที่ 3.2.9  การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae  และ 

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  โดยเทคนิค multiplex PCR 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
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1. สืบค้นข้อมูล เพ่ือหาล าดับเบสของชุดไพรเมอร๑ที่ Lang et.al, (2010) ได๎ออกแบบไว๎ในการ
ตรวจวินิจฉัยแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  น าล าดับเบสมาสังเคราะห๑
ชุดไพรเมอร๑เพื่อใช๎ในการทดสอบตํอไป 

2. การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ ( Purified genomic DNA) การแยก genomic DNA ให๎
บริสุทธิ์ ใช๎วิธีของ Pitcher  et al. (1989) โดยใช๎เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. 
oryzae pv. oryzicola  อายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB   ใช๎ลูปฆําเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรียให๎เต็มหนึ่งลูป 
ละลาย ใน1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0)  น าไปปั่น
ตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตํอนาที 
นาน 5 นาที ทิ้งสํวนน้ าใสข๎างบน เติมด๎วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM 
EDTA pH 8.0) ผสมให๎เข๎ากันโดยใช๎ เครื่องปั่น vortex   เติมด๎วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine 
thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผสมให๎เข๎ากัน   เติมด๎วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M 

ammonium acetate ที่แชํเย็นใน ตู๎เย็น -20C ผสมให๎เข๎ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที  เติมด๎วย 500 
ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 
Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที เก็บสํวนน้ าใส

ข๎างบน ใสํหลอดใหมํที่บรรจุ สาร  isopropanol ที่แชํเย็นใน ตู๎เย็น -20C จ านวน378 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎า
กันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 
14000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที  ล๎างตะกอนดีเอนเอด๎วย  150 ไมโครลิตร ของ 70 % ethanol  จ านวน 2 
ครั้ง ทิ้งให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง ลายตะกอนDNA ด๎วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร บันทึกผล
โดย วั ดป ริ ม าณคว าม เข๎ ม ข๎ น  แล ะคุณภ าพของดี เ อน เ อ  ที่ ชํ ว ง คลื่ น  A260/A280 ด๎ ว ย เ ค รื่ อ ง
spectrophotometer  (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข๎มข๎น DNA 
ของเชื้อแตํละไอโซเลทให๎มีความเข๎มข๎น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase 
chain reaction 

3. ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex PCR โดยทดสอบปฏิกิริยา multiplex 
PCR ในการสังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอ ด๎วยชุดไพรเมอร๑ที่ Lang et.al, (2010) ได๎ออกแบบไว๎ในการตรวจวินิจฉัย
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  หา Tm ที่เหมาะสมของไพรเมอร๑ เพ่ือ
น ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR จะได๎อุณหภูมิในการจับคูํไพรเมอร๑กับดีเอ็นเอต๎นแบบ 
(annealing temperature) ที่เหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกริยาในแตํละ
ชํวงเวลา  บันทึกผล โดยบันทึก Tm และเวลา ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา PCR ในแตํละชํวงเวลา 

ส่วนประกอบส าคัญที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา multiplex PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ได้แก่ 

     Initial concentration V tube  (1l)  Final  concentration   
PCR buffer  10.0 x     2.00    1.0 x  
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MgCl2   25.0 mM    1.60    2.0 mM  
dNTPs   2.5 mM   1.60   0.2 mM  
Primer mix*     3.20*   
Xo3756F   5.0 8M    0.40   0.1 8M  
Xo3756R  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoo281-80F  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoo281-80R   5.0 8M    0.40 0.   1 8M 
Xoc318-3866F  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoc318-3866R  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoc321-3864F   5.0 8M    0.40 0   1 8M 
Xoc321-3864R   5.0 8M    0.40 0   1 8M 
Taq DNA Pol  5.0 U/1l    0.10    0.5 U  
Water       6.50   
DNA template 80 ng/ 1l   5.00 
ผสมสารให๎เข๎ากัน ท าปฏิกิริยา multiplex PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler) โดย

ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให๎มีการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอตามวิธีของ Lang et.al, (2010) 
ปฏิกิริยา       อุณหภูมิ (oC)  เวลา (นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต๎นแบบเริ่มต๎น (initial denaturing)       94      3 
2. แยกสายดีเอ็นเอแมํแบบ (denaturing)         94      0.5 
3. ไพรเมอร๑เริ่มต๎นจับคูํกับดีเอ็นเอแมํแบบ (primer annealing)  64      0.5 
4. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอ (extension)         68       2     
5. สังเคราะห๑ดีเอ็นเอรอบสุดท๎าย (final extension)       68      10 
 
ท าปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซํทั้งหมด 35 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 oC น าดีเอ็นเอที่

ได๎จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 10 ul มาผสมกับ loading dye (0.025% bromophenol 28 blue, 40% 
Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 ul จากนั้นท าการตรวจวิเคราะห๑ดีเอ็นเอด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรี
ซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช๎ 1.5 % อะกาโรสใน 0.5 xTAE (40mM Tris, 4mM sodium 
acetate, 1mM EDTA, pH 7.9) ใช๎กระแสไฟฟูาที่คําความตํางศักย๑ 100 โวลต๑ นาน 2 ชั่วโมง  ย๎อมดีเอ็นเอ
ด๎วย เอธิเดียมโบรไมด๑ บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไวโอเลตพร๎อมขนาดของแถบดีเอ็นเอ
เปรียบเทียบกับ marker  

4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา multiplex 
PCR ในการตรวจแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  เป็นการทดสอบ 
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primer ที่ออกแบบไว๎ โดยใช๎สภาพที่เหมาะสมที่ได๎จากข๎อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดย
ใช๎ DNA และเซลของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  ความเข๎มข๎นของ 
DNA ที่ 50 ng และความเข๎มข๎นของเซลล๑ที่ 108 cfu/ml  การทดสอบความไวในการตรวจสอบแบคทีเรีย X. 
oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  (sensitivity) ของ primer เป็นการทดสอบ primer ที่
ออกแบบไว๎ โดยใช๎สภาพที่เหมาะสมที่ได๎จากข๎อ 3 โดยใช๎ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย แบคทีเรีย X. oryzae pv. 
oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  ที่มีความเข๎มข๎น 8 ระดับ ตั้งแตํ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม 
และใช๎เซลล๑แบคทีเรีย แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  ที่ความเข๎มข๎น 
108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 หนํวยโคโลนี/มิลลิลิตร  บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไว
โอเลตพร๎อมขนาดของแถบดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับ marker 

5. ทดสอบวิธี multiplex PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. 
oryzae pv. oryzicola  จากตัวอย่างโรคขอบใบแห้งและใบขีดโปร่งแสง และจากเมล็ดข้าว 

การเตรียมตัวอย่าง 
ตัวอยํางจากใบที่เป็นโรค น าใบที่เป็นโรคน ามาตัดเอาเฉพาะสํวนแผลที่มีทั้งสํวนที่เป็นโรคและไมํเป็น

โรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลื่ยมเล็กๆ น าไปแชํในหลอดน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ 3 ml เขยําบนเครื่องเขยํา นาน 30 นาที 
น าน้ าที่ไดไ๎ปตรวจด๎วยเทคนิค multiplex PCR 

ตัวอยํางจากเมล็ด น าเมล็ดข๎าวจ านวน 5 กรัม น ามาใสํลงในสารละลาย PBS 15 ml น าไปใสํในเครื่อง
sonicator นาน 10 นาที น ามาใสํสาร PVPP จ านวน 300 กรัม และ 150 mg ของ Na2SO3 จากนั้นกรอง
ด๎วยกระดาษกรองเบอร๑ 3 เก็บน้ าใสน าไปตรวจด๎วยเทคนิค multiplex PCR บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอภายใต๎
แสงอุลตราไวโอเลตพร๎อมขนาดของแถบดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับ marker 

ทดสอบวิธี multiplex PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae 
pv. oryzicola  จากตัวอยํางที่เตรียมจากข๎างต๎นทั้งจากใบและเมล็ดตามวิธีการข๎อที่ ได๎จากข๎อ 3 บันทึกภาพ
แถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอุลตราไวโอเลตพร๎อมขนาดของแถบดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับ marker 
 
การทดลองที่ 3.2.10  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมาด้วย

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

1.  เตรียมเชื้อ R. solanacearum เพื่อใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  
 น าเชื้อ R. solanacearum ที่แยกได๎จากพืชอาศัยตํางๆ และเก็บรวบรวมไว๎ใน culture 

collection ของกลุํมงานบักเตรีวิทยา มาเลี้ยงในอาหาร Wakimoto’s semisynthetic potato medium 
(PSA)  บํมไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

2. การสกัดดีเอ็นเอเชื้อ R. solanacearum เพื่อใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา LAMP 
ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอ โดยใช๎เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เตรียมไว๎จ านวน 1 ลูป ละลาย ใน 

Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 1 ml น าไปปั่นตกตะกอนด๎วย
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เครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 5 นาที เทสํวนน้ าใสทิ้ง เติม TE buffer pH 8.0 (10 mM 
Tris และ 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 100 µl ผสมให๎เข๎ากัน แล๎วเติมด๎วยสารละลาย GES  (Guanidine 
thiocyanate – EDTA– Sarkosyl solution) ปริมาตร 500 µl ผสมให๎เข๎ากัน จากนั้นเติม 7.5 M 
ammonium acetate ที่แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC ปริมาตร 250 µl ผสมให๎เข๎ากัน วางแชํในน้ าแข็ง 5 นาที 
เติมด๎วยสาร chloroform : isoamyl alcohol อัตรา 24 : 1 ปริมาตร 500 µl ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่น
ตกตะกอนด๎วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที เก็บสํวนน้ าใสใสํหลอดใหมํที่มี isopropanol 
ที่แชํเก็บไว๎ในตู๎เย็น -20 oC ปริมาตร 378 µl ผสมให๎เข๎ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุน
เหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอที1่2,000 g เป็นเวลา 10 นาที ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วย 70% ethanol ปริมาตร 
150 µl จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด๎วย TE buffer ปริมาตร 100 µl  
ปรับความเข๎มข๎นดีเอ็นเอให๎มีความเข๎มข๎น 50 ng/µl เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา  LAMP  

3. ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP  
ท าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP โดยการหาความเข๎มข๎นของสารในการท า

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่ออกแบบจาก  fliC gene  ซึ่งเป็น
ยีนที่สร๎างโปรตีน flagellin ของเชื้อ R. solanacearum และมีลักษณะ conserved  (Kubota et al., 
2008) ปฏิกิริยา LAMP 25 ไมโครลิตร ประกอบด๎วยชุดไพรเมอร๑ 1.6 µM FIP และ BIP, 0.2 µM F3 และ B3 
primer, 0.4 µM loop B primer, 0.4 µM dNTPs, 1.0 M Betaine, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 10 mM 
KCl, 10 mM (NH4)2SO4 , 6 mM MgSO4 , 0.1% Triton X-100 และ cell suspension ของเชื้อที่ต๎องการ
ทดสอบ บํมปฏิกิริยาไว๎ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน ามาแชํในน้ าแข็งกํอน แล๎วเติม 
8U Bst DNA polymerase บํมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฏิกิริยาด๎วยการ
บํมไว๎ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

4. ตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา LAMP ด้วยวิธีต่างๆ  
4.1 วิธี gel electrophoresis เพ่ือดูผลของปฏิกิริยา โดยใช๎เจลอะกาโรสความเข๎มข๎น 2% ใน 1X 

TBE (88.9 mM Tris, 8.9 mM boric acid, 2.5 mM EDTA) และใช๎ Hyper ladder II (Bioline, USA) เป็น  
ดีเอ็นเอมาตรฐาน และใช๎ความตํางศักย๑ไฟฟูา 85 โวลต๑ เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นย๎อมสีเจลด๎วยเอธิเดียมโบร
ไมด๑ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต 

4.2 วิธีการดูความขุํนที่เกิดขึ้น โดยหลังจากเสร็จปฏิกิริยาแล๎วจึงเติม 10 mU Tth-
pyrophosphatase ท าให๎เกิดตะกอนสีขาวของ magnesium pyrophosphate ขึ้น สามารถเห็นได๎ด๎วยตา
เปลํา  

4.3 วิธีการดูสีฟลูออเรสเซนต๑ โดยใสํ 50 µM calcein เพ่ิมเติมในปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเป็นบวก สาร 
calcein จะจับกับ magnesium มีสาร pyrophosphate เกิดขึ้น สาร pyrophosphate จะแยํงจับกับ 
magnesium ท าให๎สาร calcein เป็นอิสระจึงให๎แสงฟลูออเรสเซนต๑ออกมา จากนั้นเลือกวิธีการที่เหมาะสมใน
การตรวจสอบ  
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5. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum 
เลี้ยงเชื้อ R. solanacearum และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคอ่ืนๆ บนอาหาร PSA  บํมไว๎ที่

อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาละลายใน TE buffer (10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 12,000 
รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใช๎สํวนน้ าใส (supernatant) 5 ไมโครลิตร ส าหรับท าปฏิกิริยา 
LAMP สํวนที่เหลือเก็บไว๎ท าซ้ า 3 ซ้ า  

6. ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum 
เลี้ยงเชื้อ R. solanacearum ที่แยกได๎จากพืชอาศัยตํางๆ บนอาหาร PSA  บํมไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข๎มข๎นของเชื้อโดยใช๎คําดูดกลืนแสง O.D.600 nm เทํากับ 0.2 ด๎วยน้ า
กลั่นนึ่งฆําเชื้อ มีความเข๎มข๎นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าให๎เจือจางโดย วิธี tenfold serial dilution 
ตั้งแตํ 10-1-10-7 เทํา จากนั้นน า suspension ที่ได๎  0.1 มิลลิลิตร มากระจายบนอาหาร 
Triphenyltetrazolium chloride (TZC) ความเข๎มข๎นละ 4 ซ้ า บํมเชื้อที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
นับจ านวนโคโลนีที่เกิดข้ึน และใช๎ suspension ที่เหลือแตํละความเข๎มข๎นปริมาตร 10 ไมโครลิตร ละลายด๎วย
น้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อปริมาตร 80 ไมโครลิตร และ 10X TE ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน แล๎วบํมที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ใช๎สํวนน้ าใส 5 ไมโครลิตร ส าหรับท าปฏิกิริยา LAMP สํวนที่เหลือเก็บไว๎ท าซ้ า 3 ซ้ า  

7. ทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจหาเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมา 
น าหัวพันธุ๑ปทุมมามาตัดแชํน ้านึ่งฆําเชื้อให๎ทํวม ตั้งทิ้งไว๎นาน 15 นาที น าสํวนน้ าใสละลายใน TE 

buffer ปริมาตร   1 มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 
12,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ใช๎สํวนน้ าใส (supernatant) 5 ไมโครลิตร ส าหรับท า
ปฏิกิริยา LAMP  
 
การทดลองที่ 3.2.11  การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd) 

เชื้อสาเหตุโรคในองุ่นด้วยวิธีอณูชีววิทยา 
ขั้นที่1 สืบค้นข้อมูลและเตรียมการทดลอง 

1.  สืบค๎นข๎อมูลของเชื้อ Grapevine yellow speckle viroid 
2.  ออกแบบและสังเคราะห๑ไพรเมอร๑ส าหรับใช๎ตรวจสอบโรค 
3.  เตรียมอุปกรณ๑และสารเคมีที่จ าเป็นส าหรับงานวิจัยในขั้นตอน; การปลูกเชื้อ, การสกัดอาร๑เอ็นเอ, 

การท า RT-PCR, การ cloning และ sequencing 
ขั้นที่2 ส ารวจ เก็บตัวอย่าง และการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ 

1. ส ารวจและเก็บตัวอยํางโรคจากพ้ืนที่ผลิตองุํนที่มีรายงานการระบาดของโรค เชํน นครราชสีมา 
สระบุรี และราชบุรี 
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2.  ปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ ได๎แกํ มะเขือเทศพันธุ๑ Rutgers มะอึก และ Gynura เพ่ือตรวจสอบ
คุณสมบัติการถํายทอดโรค 
ขั้นที่3 การตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยเทคนิค RT-PCR และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

1. ทดสอบหาวิธีการสกัดอาร๑เอ็นเอจากใบองุํนที่เหมาะสมและมีประสิทธิ 
2. สกัดอาร๑เอ็นเอตัวอยํางด๎วยวิธีการที่เหมาะสม และตรวจวินิจฉัยโรคด๎วยเทคนิค RT-PCR และหา

สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RT-PCR พร๎อมตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ  
3. cloning ชิ้น DNA ที่เพ่ิมปริมาณได๎จากขั้นตอนที่ (7) โดยเชื่อมตํอเข๎ากับพลาสมิด (pGEM-T 

easy vector) และถํายโอนเข๎าสูํเซลล๑แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ๑ DH 5   โดยใช๎วิธีการ heat shock 
transformation (Fristch et al., 2001) ตรวจสอบ clone ที่ได๎พร๎อมกับสกัดพลาสมิดลูกผสม และสํงไปหา
ล าดับนิวคลีโอไทด๑ 

4.  วิเคราะห๑เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด๑ของไวรอยด๑ที่ได๎กับฐานข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่
รายงานใน GenBank โดยอาศัยโปรแกรม Blastn วิเคราะห๑โครงสร๎างทุติยภูมิของเชื้อไวรอยด๑ด๎วยโปรแกรม 
mfold RNA-Folding-Form และท าการจัดจ าแนกความสัมพันธ๑ของเชื้อไวรอยด๑ด๎วยโปรแกรม ClustalW2  

5.  เก็บรวบรวมและวิเคราะห๑ผลข๎อมูลที่ได๎ รวมถึงเก็บรักษา clone ของเชื้อไวรอยด๑ที่ตรวจพบ 
6.  สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจัย พร๎อมจัดท ารายงานผลการทดลอง 

 
การทดลองที่ 3.2.12  การจ าแนกชนิดของเพลี้ยไฟฝ้าย Trips palmi Karny ในประเทศไทยโดยเทคนิค 

Real-time PCR 

1.  การเตรียมตัวอย่างเพลี้ยไฟ (Acquisition of Thrips material) 
การเก็บตัวอยํางเพลี้ยไฟด าเนินการในแปลงปลูกพืชเกษตรกร ทั้งนี้โดยท าการบันทึกรายละเอียด 

ประกอบไปด๎วย พืชอาศัย แหลํงที่เก็บ รวมถึงพิกัดทางภูมิศาสตร๑ เก็บตัวอยํางเพลี้ยไฟชนิดอ่ืนนอกเหนือจาก 
T. palmi เพ่ือใช๎เป็นตัวอยํางเปรียบเทียบ เชํน T. tabaci เก็บรักษาตัวอยํางในแอลกอฮอล๑ความเข๎มข๎น 95 
เปอร๑เซ็น (95% ethanol) หลังจากนั้นน าตัวอยํางแชํในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ -20     เ  เ     แบํงตัวอยํางที่
เก็บออกเป็น 2      ตัวเต็มวัย         เก็บเพ่ือท าสไลด๑ถาวร (ตัวอยํางแห๎ง) อีกสํวนทั้งระยะตัวเต็มวัยและ
ระยะอ่ืนๆ เก็บเพื่อรอการสกัด ดี เอ็น เอ (ตัวอยํางสด) ท าการจัดจ าแนกชนิดโดยใช๎ลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ด าเนินการตามคูํมือการตรวจจ าแนกชนิดโดย ศิริณี (2554) ณ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

2.  การสกัด ดี เอ็น เอ (DNA extractoin) 
การสกัด ดี เอ็น เอ สามารถด าเนินการได๎ ทั้งระยะไขํ ดักแด๎ และตัวเต็มวัย (Kox et at., 2005) การ

สกัด ดี เอ็น เอ สามารถเลือกด าเนินการได๎ 2 ลักษณะขึ้นอยูํกับสถานะการ และความเหมาะสมของเครื่องมือ
และห๎องปฏิบัติการ ในที่นี้ด าเนินการสกัด ดี เอ็น เอ โดยวิธีเพ่ือการเก็บรักษาตัวอยํางหลัง (non-destructive 
DNA extraction) หากไมํได๎ผลผลิต ดี เอ็น เอ จึงด าเนินการโดยวิธี การบดตัวอยําง การปฏิบัติการวิจัย
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ขั้นตอนนี้ด าเนินการ ณ ห๎องปฏิบัติการวิจัยทางชีวโมเลกุล ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร 

 2.1 การสกัด ดี เอ็น เอ เพ่ือการเก็บรักษาตัวอยําง (non-destructive DNA extraction 
protocol) ข๎อดีของวิธีนี้คือหลังจากท าการสกัด ดี เอ็น เอ ยังสามารถเก็บตัวอยําง ใช๎ในการท าสไลด๑เพ่ือใช๎
อ๎างอิงตํอไป (voucher specimens)                เ    เ  ชนิด   เ        “salting-out”              
Sunnucks and Hales (1996) และ Rugman-Jones et al. (2006) โดยน าตัวอยํางเพลี้ยไฟจาก 95% 
ethanol มาท าให๎แห๎งโดยวางไว๎บนกระดาษกรอง 2      เตรียมหลอดทดลองขนาด 0.5 ml (low-binding 
microfuge tube) เติมสารท าละลายบัฟเฟอร๑ TNES (50 mM Tris, pH 7.5, 400 mM NaCl, 20 mM 
EDTA, and 0.5% SDS) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และ เอ็นไซม๑ยํอยสลายโปรตีน (proteinase K 10 mg/ml) 
1.7 ไมโครลิตร หลังจากนั้นน าตัวอยํางเพลี้ยไฟที่เตรียมไว๎ใสํในหลอดทดลอง ใช๎เข็มขนาดเล็ก (sterilized 
minute pin) เจาะตรงบริเวณสํวนท๎องของเพลี้ยไฟ น าหลอดทดลองอบ (incubate) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลานาน 18 ชั่วโมง เติมสารละลาย 5M NaCl ปริมาณ 28 ไมโครลิตรและเขยํานาน 15 วินาที 
น าเข๎าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm     5 นาที ถํายสารละลายสํวนบน (supernatant) ลง
ในหลอดทดลองใหมํ เติม 100% ethanol ที่แชํเย็นในปริมาณที่เทํากันทุกหลอด น าไปแชํเย็นที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าเข๎าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm     5 นาที 
ท าการล๎าง ดี เอ็น เอ ด๎วยการเติม 70% ethanol ที่แชํเย็น หลังจากนั้นเติมน้ ากลั่น 30 ไมโครลิตร น า
ตัวอยํางเพลี้ยไฟ จากการปั่นเหวี่ยงในครั้งที่ 1 แชํใน 5% NaOH นาน 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาท าสไลด๑
ถาวรตํอไป 

 2.2 การบดตัวอยําง (destructive techniques) ด าเนินการตามเทคนิคในการสกัด ดี เอ็น เอ 
จากเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตทั้วไป (DNA extraction protocol from mammalian tissue) ด าเนินการโดยบด
ตัวอยําง ด๎วยหลอดขนาดเล็ก (micro pestle) ในสารละลาย Lysis buffer 200 ไมโครลิตร. หลังจากนั้นท า
การสกัด ดี เอ็น เอ ด๎วยสารละลาย STE buffer 50 ไมโครลิตร (เตรียมจาก 10 mM Tris-HCL, pH 8.5) น า
สารละลายที่ได๎มาอบ (incubate) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที ทั้งนี้อาจใช๎เอ็นไซม๑เพ่ือ
ยํอยสลายโปรตีน (proteinase-K-based DNA extraction) ชํวยในการสกัด ดี เอ็น เอ  

 
3 การเพิ่มปริมาณ ดี เอ็น เอ ด้วยเทคนิค real-time PCR เพื่อตรวจวินิจฉัยชนิดเพลี้ยไฟฝ้าย T. 

palmi (real-time PCR assay for Thrips palmi) 
 แบํงการทดลองออกเป็น 2 สํวนตามชนิดของไพรเมอร๑ที่ใช๎ในการทดลอง  
 3.1 ไพรเมอร๑ SCAR (SCAR marker-generated sequence-based real-time PCR assay) 

พัฒนาประยุกต๑วิธีการทดลองตาม Walsh et al. (2005) ไพรเมอร๑และโพรบ (Probe) ที่ใช๎ส าหรับการทดลอง
ได๎แกํ  

 PCR primer: P4E8-362F (5’-CCGACAAAATCGGTCTGATGA-3’) 
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 PCR primer: P4E8-439R (5’-GAAAAGTCTCAGGTACAACCCAGTTC-3’) 
 TaqMan probe: P4E8-385T (FAM 5’-AGACGGATTGACTTAGACGGGAACGGTT-3’) 
 ด าเนินการโดยใช๎ชุดเพ่ิมปริมาณ ดี เอ็น เอ ส าเร็จรูป (core reagent kit) TaqMan PCR โดยใช๎ 

ดี เอ็น เอ ตั้งต๎น 1 µl (10-20 ng), ไพรเมอร๑แตํละชนิดใช๎ 7.5 pmol, และโพรบ (probe) 2.5 pmol ซึ่งรวม
สารละลายตั้งต๎นปฏิกิริยาที่ใช๎ทั้งสิ้น 25 µl ด าเนินปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิรอบ (PCR thermocycler steps: 
Initial denaturation, Denaturation, Annealing, and Extention ) ตามข้ันตอนดังนี้ 95 °C นาน 10 นาที 
ใช๎ระยะเวลา 40 รอบใน 1 นาทีที่อุณภูมิรอบ 60 °C และ 95 °C 15 วินาที ตรวจจับการเพ่ิมของปริมาณ ดี 
เอ็น เอ โดยใช๎ fluorescence ของ ABI Prism 7700 หรือ  ABI 7900HT (Sequence Detection 
Systems) หากสารละลายตั้งต๎นเป็น ดี เอ็น เอ จากตัวอยํางของ T. palmi คํา cycle threshold (Ct 
values) ควรมีคําต่ ากวํา 40  

 3.2 ไพรเมอร๑ CO I (CO I sequence-based real-time PCR assay) พัฒนาประยุกต๑วิธีการ
ทดลองตาม Kox et al. (2005) ไพรเมอร๑และโพรบ (Probe) ที่ใช๎ส าหรับการทดลองได๎แกํ  

 PCR primer: Tpalmi 139F* (5’-TCATGCTGGAATTTCAGTAGATTTAAC -3’) 
 PCR primer: Tpalmi 286R* (5’-TCACACTRAATAATCTTAGTTTTTCTCTTG-3’) 
 TaqMan probe: TpP (6-FAM 5’-TAGCTGGGGTATCCTCAA-3’ MGB) 
 ด าเนินการโดยใช๎ชุดเพ่ิมปริมาณ ดี เอ็น เอ ส าเร็จรูป (core reagent kit) TaqMan PCR ชุด

สารละลาย ดี เอ็น เอ ตั้งต๎น (reaction mixture) มีปริมาณ 25 µl ซึ่งประกอบไปด๎วย 2x TaqMan 
Universal Master Mix 12.5 µl, ไพรเมอร๑แตํละชนิดใช๎ 0.9 µM, และโพรบ (probe) 0.1  µM TaqMan 
probe ใช๎ ดี เอ็น เอ ตั้งต๎น 1 µl ตรวจจับการเพ่ิมของปริมาณ ดี เอ็น เอ โดยใช๎ fluorescence ของ ABI 
Prism 7700 หรือ  ABI 7900HT (Sequence Detection Systems) ปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิรอบ (PCR 
thermocycler steps: Initial denaturation, Denaturation, Annealing, and Extention ) ตามขั้นตอน
ดังนี้ 95 °C นาน 10 นาที ใช๎ระยะเวลา 40 รอบใน 1 นาทีที่อุณภูมิรอบ 60 °C และ 94 °C 15 วินาที หาก
สารละลายตั้งต๎นเป็น ดี เอ็น เอ จากตัวอยํางของ T. palmi คํา Ct values ควรมีคําต่ ากวํา 40  

 การบันทึกข๎อมูลของทั้ง 2 การทดลอง ท าการบันทึกอุณหภูมิของ PCR thermocycler steps 
และคํา cycle threshold (Ct values) เมื่อมีการตรวจวินิจฉัยพบ T. palmi บันทึกระยะเวลาในการตรวจ
วินิจฉัยในแตํละตัวอยําง สํวนในกรณีที่คํา Ct สูงกวํา 40 แสดงวําไมํมีการพบ T. palmi ถึงแม๎วํามี product 
DNA และตัวอยํางท่ีศึกษาทดลองเป็นเพลี้ยไฟฝูายจริง ให๎ปรับเปลี่ยนคํา PCR thermocycler steps หลังจาก
นั้นท าการทดลองซ้ า หากยังไมํมีการตรวจพบให๎บันทึกผลเป็น negative result ส าหรับตัวอยํางเพลี้ยไฟที่ไมํ
ไชํ T. palmi และคํา Ct values มากกวํา 40            เ    negative 
 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 3.3  การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูธรรมชาติโดยอณูชีววิธี 
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การทดลองท่ี 3.3.1 การจ าแนกสายพันธุ์ Bacillus thuringiensis ที่พบในประเทศไทย โดยเทคนิค PCR 

ขั้นตอนที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพของ Bt ในการก าจัดหนอนกระทู๎ผักหรือหนอนกระทู๎หอม โดยให๎
หนอนกินอาหารที่มีเชื้อ Bt จากนั้นบันทึกข๎อมูลหนอนตายทุก 24 ชั่วโมง 7 วัน วิเคราะห๑ข๎อมูล 

ขั้นตอนที่ 2  น าเชื้อแบคทีเรีย Bt ที่เก็บได๎จากแหลํงตํางๆ และทดสอบแล๎ววําสามารถก าจัดหนอน
กระทู๎ผักหรือหนอนกระทู๎หอมที่มีการตายมากกวํา 80 เปอร๑เซ็นต๑ มาสกัดสารพันธุกรรม DNA โดยน าเชื้อ Bt 
5 ml บํมในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB และเขยํา ที่อุณหภูมิ 30๐C 1 คืน  น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตํอนาที 5 
นาที ท าให๎แขวนลอยอีกครั้งในน้ ากลั่น 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบํม ใน dry- ice แอลกอฮอล๑  10 นาที 
และบํมในน้ าเดือด 10 นาที หมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตํอนาที 5 นาที น าสํวนที่ตกตะกอนไปใช๎ในปฏิกิริยา 
PCR ตํอไป 

ขั้นตอนที่ 3 ใช๎ไพรเมอร๑จ านวน 6 คูํ ได๎แกํ 
cry1Aa(d)  5´ ATTATCATATTGATCAAGTTC 3´ 

(r)  5´ CATAAGGAACCCGTACCTGG 3´ 
 cry1Ab (d)  5´ GGACCAGGATTTACAGGAGG 3´ 

(r)  5´ GTTCTCCTACTAATGGTTTCC 3´ 
cry1Ac  (d)  5´ CTCAATGGGACGCATTTCTT 3´ 

(r)  5´ CGGTTGTAAGGGCACTGTTC 3´ 
cry1I (d)  5´ AGCTATGGCCTAAGGGGAAA 3´  

(r)  5´ TTCCAACCCAACTTTCAAGC 3´ 
cry25 (d)  5´ CAAAAGAATGGATGAGAGTG 3´  

(r)  5´ CTTTATTTGCACAGGCACG 3´ 
cry3(d)   5´ CCTGGCTATGTGGATTTCGT 3´  

(r)  5´ CGAATGGCTTGGTTATGGAA 3´   
ขั้นตอนที่ 4 น าดีเอ็นเอ ที่ได๎ไปท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด๎วย 2.5 

ไมโครลิตร ของ10x PCR buffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 100 mM Tris HCl, (pH 8.3), 1 mg /ml 
BSA, 100 mM (NH4)2SO4), 1.25 ไมโครลิตร ของ 2 mM dNTP mixture, 0.25 ไมโครลิตร ของ 20 mM 
ไพรเมอร๑ แตํละชนิด, 0.1 ไมโครลิตร ของ 5 ยูนิตตํอไมโครลิตร Taq DNA polymerase (RBC bioscience, 
Taiwan) จากนั้นน าไปท า PCR โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

Initial denaturation ที่ 94๐C  3 นาที 
Denaturation ที่ 94๐C  1 นาที 
Annealing  ที่ 55๐C 2 นาที   35 รอบ 
Extension  ที่ 72๐C 2 นาที 
Final extension ที่ 72๐C 7 นาที 
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จากนั้นน า PCR product ที่ได๎ไปตรวจสอบด๎วย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x 
TBE (0.045 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.045 M Boric acid, 0.013 M EDTA) วิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ 
(DNA sequencing) ของยีนที่อยูํใน recombinant plasmid เปรียบเทียบข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่ได๎กับ
ล าดับนิวคลีโอไทด๑ของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี สายพันธุ๑ ตําง ๆ ที่มีรายงานใน GenBank   
 
การทดลองท่ี 3.3.2  การจ าแนกเชื้อ Nucleopolyhedrovirus ที่พบในประเทศไทยโดยเทคนิค PCR 

 การเก็บตัวอยําง  
1. เก็บตัวอยํางเชื้อไวรัสจากหนอนหนอนผีเสื้อศัตรูพืช       หรือแมลงที่มีอาการติดเชื้อไวรัสจาก

แหลํงปลูกผัก แปลงไม๎ดอกไม๎ประดับ ในภาคเหนือได๎แกํ จังหวัดตาก ก าแพงเพชร ภาคอีสานได๎แกํ จังหวัด
นครราชสีมา ขอนแกํน เลย ภาคกลางได๎แกํ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม เพชรบุรี ลพบุรี 
สระบุรี ภาคใต๎ ได๎แกํ จังหวัดเพชรบุรี นครศรีธรรมราช สงขลา  

2. เก็บตัวอยํางหนอนผีเสื้อศัตรูพืชใสํในขวดดองแมลงที่มีน้ ากลั่น 4 มิลลิลิตร บันทึกข๎อมูลสถานที่เก็บ
ตัวอยําง ชนิดพืชอาศัย อาการของหนอนที่เป็นโรค   

การจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของผลึกไวรัส 
1. น าขวดตัวอยํางเชื้อที่เก็บได๎มาท าสไลด๑ โดยเขยําให๎ตัวอยํางหนอนแตกออกด๎วยเครื่องเขยํา  
2. เตรียมสไลด๑โดยใช๎น้ ากลั่นเจือจางตัวอยํางเชื้อปริมาณ 1 loop ปิดด๎วยกระจกปิดสไลด๑ 
3. น าไปสํองดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑ ก าลังขยาย 1000 เทํา ตรวจดูผลึกเชื้อไวรัสซึ่งจะมีลักษณะเป็นรูป

หลายเหลี่ยม บันทึกข๎อมูล 
4. เตรียมตัวอยํางผลึกไวรัสเพ่ือสํองดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเล็กตรอน บันทึกภาพ 
การเพาะเลี้ยงแมลงอาศัยของเชื้อไวรัส 
1. เก็บหนอนศัตรูพืชจากแปลงปลูกพืชมาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในห๎องปฏิบัติการด๎วยอาหารเทียม

สูตรของกรมวิชาการเกษตร จนครบวงจรชีวิต 
2. เพาะเลี้ยงหนอนศัตรูพืช ให๎อยูํในวัย 3 (อายุประมาณ 5 วัน) กํอนน าไปทดสอบประสิทธิภาพการ

ก าจัดแมลงของเชื้อไวรัส  
การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดแมลง 
1. น าเชื้อไวรัสใสํในหลอดทดลอง จากนั้นปั่นเหวี่ยงด๎วยน้ าตาลซูโครส ที่ 3000 รอบ/นาที เป็นเวลา 

30 นาที กรองด๎วยตะแกรงขนาด 0.5 ไมครอน  เพื่อท าให๎เชื้อบริสุทธิ์   
2. เตรียมตัวอยํางเชื้อไวรัสแตํละตัวอยําง ที่ความเข๎มข๎น 1x109 ด๎วยน้ ากลั่น 
3. หยดเชื้อไวรัส 30 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเทียมขนาด 4 กรัม ในถ๎วยขนาด 2 ออนซ๑ ทิ้ งให๎แห๎ง 

จ านวน 30 ถ๎วย ตํอไวรัสแตํละตัวอยําง 
4. ใสํหนอนที่อดอาหาร 2 ชั่วโมง 1 ตัวตํอถ๎วย 
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5. บันทึกการข๎อมูลอาการหนอนทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 10 วัน   น าผลที่ได๎มาวิเคราะห๑หา
ประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนของเชื้อไวรัสแตํละตัวอยําง คัดเลือกเชื้อที่ท าให๎หนอนตาย มากกวํา 80 
เปอร๑เซ็นต๑ เพ่ือใช๎ในการจ าแนกเชื้อโดยวิธี PCR ตํอไป 

การจ าแนกเชื้อ Nucleopolyhedrovirus โดยเทคนิค PCR 
1. ปั่นตกตะกอนไวรัส เอ็นพีวี ที่แขวนลอยอยูํในน้ ากลั่นด๎วยความเร็ว  12,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 

15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
2. สกัดดีเอ็นเอ ด๎วยวิธี CTAB (Fluton et al., 1995) โดยเติม CTAB ซึ่งอํุน 65°C กํอนใช๎ จ านวน 2 

มิลลิลิตร ลงในตะกอนที่ได๎ ดูดสารละลาย 700 ไมโครลิตร ใสํลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บํม
ตัวอยํางไว๎ที่ 65°C เป็นเวลา 30 นาที เขยําตัวอยํางไปมาทุกๆ 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 
chloroform:octanol (24:1) 700 ไมโครลิตร ปิดฝาหลอดให๎แนํน เขยําอยํางแรงประมาณ 2-3 นาทีน าไปปั่น
ตกตะกอนที่ 14,000 รอบตํอนาที 5 นาที ดูดสํวนใสด๎านบน ใสํหลอดทดลองใหมํ เติม isopropanol 700 
ไมโครลิตร ลงในสํวนใส เขยําเบาๆ 30 วินาที ปั่นตกตะกอน 14,000 รอบตํอนาที 1 นาที เทสารละลายทิ้ง 
ตากตะกอนดีเอ็นเอที่ตกตะกอนอยูํก๎นหลอดไว๎ให๎แห๎ง เติมสารละลาย 80% ethanol 1000 ไมโครลิตร เขยํา
เบาๆ เพ่ือให๎ตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกจากก๎นหลอด ตั้งทิ้งไว๎ 30 นาที น าไปปั่นตกตะกอนที่ 14,000 รอบตํอ
นาที 3 นาที เทสารละลายทิ้ง ตากตะกอนให๎แห๎งประมาณ 3 ชั่วโมงหรือข๎ามคืน เติมสารละลายบัฟเฟอร๑ TE 
buffer 500 ไมโครลิตร รอจนดีเอ็นเอละลายหมด  วัดปริมาณดีเอ็นเอด๎วยคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
A260/A280  

3. น าดีเอ็นเอ ที่ได๎ไปท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด๎วย 2.5 ไมโครลิตร 
ของ 10x PCR buffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 100 mM Tris HCl, (pH 8.3), 1 mg /ml BSA, 100 
mM (NH4)2SO4), 1.25 ไมโครลิตร ของ 2 mM dNTP mixture, 0.25 ไมโครลิตร ของ 20 mM ไพรเมอร๑ แตํ
ละชนิด, 0.1 ไมโครลิตร ของ 5 ยูนิตตํอไมโครลิตร Taq DNA polymerase (RBC bioscience, Taiwan) 
จากนั้นน าไปท า PCR โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 

Initial denaturation ที่ 94๐C  3 นาที 
Denaturation ที่ 94๐C  1 นาที 
Annealing  ที่ 55๐C  2 นาที  35 รอบ 
Extension  ที่ 72๐C  2 นาที 
Final extension ที่ 72๐C  7 นาที 

4. น า PCR product ที่ได๎ไปตรวจสอบด๎วย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE 
(0.045 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.045 M Boric acid, 0.013 M EDTA). 
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5. วิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ (DNA sequencing) ของยีนที่อยูํใน recombinant plasmid เปรียบเทียบ
ข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่ได๎กับล าดับนิวคลีโอไทด๑ของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี  สายพันธุ๑ ตําง ๆ ที่มีรายงานใน 
GenBank   

การบันทึกข๎อมูล 
1.  บันทึกข๎อมูลสถานที่เก็บตัวอยํางท๎องที่ ต าบล อ าเภอ จังหวัด อาการของหนอนที่เป็นโรค ชนิดพืช

อาศัย 
2. บันทึกข๎อมูลสัณฐานวิทยาผลึกไวรัสจากหนอนแตํละตัวอยําง ที่ศึกษาด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑และ

กล๎องจุลทรรศน๑อิเล็กตรอน 
3. บันทึกข๎อมูลอาการหนอนที่ได๎รับเชื้อไวรัส ทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 10 วัน 

 
กิจกรรมย่อยท่ี 4  การพัฒนาเทคนิคอย่างง่ายและรวดเร็วในการแยกศัตรูพืชเพื่อการวินิจฉัย 

การทดลองท่ี 3.4.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบและเทคนิคการแยกไส้เดือนฝอยในรากพืช 

 1. การทดสอบประสิทธิภาพของสารบางชนิดในการแยกไส้เดือนฝอยกลุ่ม migratory 
endoparasite ออกจากรากพืช 
 วิธีด าเนินการ 

1. สารที่ใช๎ในการทดสอบ ได๎แกํ สารฆําเชื้อ  สารก าจัดแมลง  และสารสกัดจากพืช 
2. ไส๎เดือนฝอยที่ใช๎ในการทดสอบคือ Radopholus similis ที่เพาะเลี้ยงจากชิ้นแครอทในสภาพ

ปลอดเชื้อ 
 3. ต๎นพืชทดสอบ ได๎แกํ กล๎วย  กล๎วยไม๎  กวักมรกต  ฟิโลเดนดรอน หน๎าวัว และพืชน้ าสกุล 
Vallisnaria sp.  เตรียมต๎นพืชโดยวิธีการปลูกเชื้อไส๎เดือนฝอย R. similis จ านวน 200-500 ตัว/ต๎น 
 4. วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD ประกอบด๎วย 2  ปัจจัยคือ ปัจจัยที่ 1 ความเข๎มข๎น
ของสาร 4 ระดับ และปัจจัยที่ 2  ระยะเวลาการแชํ 3 ระดับ จ านวน 4 ซ้ า  แบํงเป็นการทดลองตามชนิดของ
สารคือ 

4.1 ทดสอบความเข๎มข๎นและระยะเวลาการแชํรากในสารฆําเชื้อ  
4.2 ทดสอบความเข๎มข๎นและระยะเวลาการแชํรากในสารก าจัดแมลง 
4.3 ทดสอบความเข๎มข๎นและระยะเวลาการแชํรากในสารสกัดจากพืช 

  วิธีปฏิบัติ  น ารากพืชทดสอบที่ถูกไส๎เดือนฝอย R. similis เข๎าท าลาย จ านวน 5 ต๎น/ซ้ า ตัด
เป็นชิ้นเล็กๆ  แชํในสารกลุํมตํางๆ ตามระยะเวลาในแตํละกรรมวิธี  โดยใสํในขวด flask ขนาด 250 มล. 
ปริมาตร 100 มล.    จากนั้นเทน้ าผํานตะแกรงหยาบ 20 mesh แยกชิ้นสํวนรากทิ้งไป น าน้ าที่ได๎ผํานตะแกรง
ละเอียดขนาด 400 mesh แยกได๎ไส๎เดือนฝอยที่อยูํบนตะแกรง  เทเก็บน้ าและไส๎เดือนฝอยน าไปตรวจนับ
จ านวน 
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  บันทึกผล  จ านวนของไส๎เดือนฝอย R. similis แตํละกรรมวิธี ที่แยกได๎ภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑  และเปรียบเทียบคําเฉลี่ย 
 

2. การพัฒนาชุดตรวจสอบ (Nema test kit) ภาคสนาม 
  2.1 เปรียบเทียบวิธีการแชํสารกับวิธีการอ่ืนๆ เพ่ือแยกไส๎เดือนฝอยออกจากรากพืช โดยท า
การทดสอบในรากพืชทดสอบที่ถูกไส๎เดือนฝอย R. similis เข๎าท าลาย  วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 
กรรมวิธี 5 ซ้ า ได๎แกํ  กรรมวิธีที่ 1  แยกโดยวิธีแชํรากพืชในเครื่อง Ultrasonic ความถี่ 50/60 KHz  เป็นเวลา 
20 นาที  กรรมวิธีที่ 2  แยกโดยเครื่องพํนหมอก (Mist chamber)  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง กรรมวิธีที่ 3 แยกโดย
วิธีหมุนเหวี่ยงด๎วยสารละลายน้ าตาล (Sucrose-centrifuge method)   กรรมวิธีที่  4  แยกโดยวิธีแชํรากใน
สารและระยะเวลาที่ได๎จากข๎อ 1   
 บันทึกผล  จ านวนของไส๎เดือนฝอย R. similis แตํละกรรมวิธี ที่แยกได๎ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑  และ
เปรียบเทียบคําเฉลี่ย 
  2.2 การพัฒนาชุดตรวจสอบ เป็นชุดตรวจสอบภาคสนามแบบใหมํหรือเรียกวํา Nema test 
kit  ประดิษฐ๑เป็นกลํองเครื่องมือ (Toolkit) ใช๎ตรวจไส๎เดือนฝอยที่เข๎าท าลายในรากพืชซึ่งพัฒนาให๎มีขนาดเล็ก 
น้ าหนักเบา โดยเจ๎าหน๎าที่ผู๎ตรวจรับรองฟาร๑มผลิต (Inspector) หรือเกษตรกร สามารถพกพาไปใช๎ในแหลํง
ผลิตพืชไม๎น้ า สวนไม๎ดอกไม๎ประดับได๎สะดวก ตลอดจนใช๎ตรวจแยกไส๎เดือนฝอยจากชิ้นสํวนของพืชต๎องสงสัย
ชนิดอื่นๆ เชํน กล๎วยไม๎  หน๎าวัว  Philodendron  และกวักมรกต  ได๎อยํางรวดเร็วและแมํนย า   
ภายใน Nema test kit ประกอบด๎วย  

1)  สารเคมีชนิดดูดซึมมีประสิทธิภาพในการขับไลํไส๎เดือนฝอยออกจากรากอยํางรวดเร็ว 
2)  กระบอกบรรจุเลนส๑ขยายขนาด 50-100 เทํา ส าหรับตรวจสอบชนิดของไส๎เดือนฝอย 

  3)  คูํมือการตรวจไส๎เดือนฝอยในรากพืชสํงออก  ประกอบด๎วยรายละเอียดของวิธีการใช๎  
Nema test kit  ภาพแสดงรูปรํางลักษณะของไส๎เดือนฝอยศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญ (Radopholus และ 
Hirschmanniella) และค าแนะน าหรือข๎อควรปฏิบัติในการก าจัดไส๎เดือนฝอยและควบคุมการแพรํระบาดใน
แหลํงผลิตพืช 
  4) วัสดุ-อุปกรณ๑อ่ืนๆ ที่จ าเป็นในการตรวจไส๎เดือนฝอย ได๎แกํ จานตรวจไส๎เดือนฝอย  ที่ดูด
สาร และสไลด๑แก๎ว เป็นต๎น 
 บันทึกผล  น าไปทดสอบการใช๎งานจริงในภาคสนามโดย Inspector  และเกษตรกร  พร๎อมกรอก
ข๎อมูลแบบสอบถามความพึงพอใจของผู๎ใช๎ Nema test kit 

a. การฝึกอบรมการใช๎เครื่องมือ Nema test kit ให๎กับเกษตรกร  ผู๎ประกอบการไม๎น้ า-ไม๎
ประดับ  เจ๎าหน๎าที่ดํานตรวจพืช และบุคลากรที่เกี่ยวข๎อง   

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
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กิจกรรมที่ 1 อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรมยอ่ยท่ี 1.1 อนุกรมวิธานชีววิทยา นิเวศวิทยาของ แมลง ไร สัตว์ศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ 

การทดลองท่ี 1.1.1 อนุกรมวิธานของเพลี้ยอ่อนวงศ์ย่อย Hormaphidinae  

 เพลี้ยอํอนวงศ๑ยํอย Hormaphidinae อยูํในวงศ๑ (family) Aphididae เป็นแมลงปากดูดขนาดเล็ก
ล าตัวอํอนนุํมเคลื่อนไหวช๎า ล าตัวคํอนข๎างกลมแบน มีไขรอบล าตัว หนวดสั้นมี 4 -5 ปล๎องการศึกษา
อนุกรมวิธานของเพลี้ยอํอนวงศ๑ยํอย Hormaphidinae ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือน
กันยายน 2555 เพ่ือทราบชนิด พืชอาศัย เขตการแพรํกระจาย ของเพลี้ยอํอนในวงศ๑ยํอย Hormaphidinae ที่
มีอยูํในประเทศไทย จากการเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยอํอนจากแหลํงปลูกพืชตํางๆ ในจังหวัดเพชรบุรี 
กาญจนบุรี นนทบุรี นครราชสีมา เชียงใหมํ เชียงราย จันทบุรี และกรุงเทพมหานคร พบเพลี้ยอํอนวงศ๑ยํอย 
Hormaphidinae 4 สกุล 5 ชนิดคือ Ceratovacuna lanigera Zehntner, Cerataphis brassiliensis 
(Hempel), Astgopteryx nipae (van der Goot), Astgopteryx rhapidis (van der Goot) และ 
Pseudoregma bambusicola (Takahashi)  
 
การทดลองท่ี 1.1.2 อนุกรมวิธานของเพลี้ยอ่อนเผ่า Macrosiphini  

 เพลี้ยอํอนเผํา (Tribe) Macrosiphini เป็นเพลี้ยอํอนขนาดเล็กถึงขนาดกลาง อยูํในวงศ๑ยํอย 
Aphidinae เป็นศัตรูสาคัญของพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เชํน เพลี้ยอํอนลูกท๎อ เพลี้ยอํอนผัก เพลี้ยอํอนกุหลาบ 
การศึกษาด๎านอนุกรมวิธานเพ่ือทราบข๎อมูลพ้ืนฐานเพ่ือใช๎ในการศึกษาด๎านอ่ืนตํอไป รวมทั้งใช๎เป็นข๎อมูล
ประกอบการทาบัญชีรายชื่อศัตรูพืชเพ่ือการสํงออกสินค๎าเกษตร จากการสารวจรวบรวมเพลี้ยอํอนจากแหลํง
ปลูกพืชตํางๆ ระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือนกันยายน 2555 เพ่ือทราบสกุล ชนิด พืชอาศัย และเขตการ
แพรํกระจาย ของเพลี้ยอํอนเผํา Macrosiphini ในประเทศไทย พบเพลี้ยอํอนวงศ๑เผํา Macrosiphini 6 ชนิด 
คือ Brevicoryne brassicae (Linnaeus), Lipaphis erysimi (Kaltenbach), Macrosiphum rosae 
(Linnaeus), Metopolophium alpinum Hill Ris Lambers, Myzus persicae (Sulzer) และ Ovatus 
crateagarius (Walker) 
 
การทดลองท่ี 1.1.3  อนุกรมวิธานเพลี้ยแป้งสกุล Phenacoccus  

  การศึกษาอนุกรมวิธานของเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง
เดือนกันยายน 2555 เพ่ือทราบชนิด พืชอาศัย เขตการแพรํกระจายของเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus ที่มีอยูํ
ในประเทศไทย ได๎เก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยแปูงจากแหลํงปลูกพืชตํางๆ ในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวันตก ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ น าตัวอยํางที่รวบรวมได๎มาท าสไลด๑ถาวรและตรวจ
จ าแนกชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน ณ ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช พบเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus จานวน 4 ชนิด คือ เพลี้ยแปูงมันสาปะ
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หลังสีเขียว (Phenacoccus madeirensis Green) พบในมันสาปะหลัง เพลี้ยแปูงงา (Phenacoccus solani 
Ferris) พบในวํานสี่ทิศ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) พบในชบา ชบาหนู มะเขือ
เปราะ มะเขือพวง มะแว๎ง กระเจี๊ยบเขียว กระเจี๊ยบแดง คุณนายตื่นสาย ลั่นทมหัวลูกศร ทานตะวัน ปอ 
ผกากรอง ยาสูบ พันงู-เขียว หญ๎าขัดมอญ หญ๎ายาง และเหลืองปรีดิยาธร เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู 
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero) พบในมันสาปะหลัง โสมคน และยางพาราอายุไมํเกิน 2 ปี 
 
การทดลองท่ี1.1.4 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria  

  การศึกษาอนุกรมวิธานของเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง
เดือนกันยายน 2555 เพ่ือทราบชนิด พืชอาศัย การกระจาย ของเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria ที่มีอยูํในประเทศ
ไทย สารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยหอยจากแหลํงปลูกพืชตํางๆ ใน ภาคเหนือ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ เขตภาคกลาง และภาคตะวันตก น าตัวอยํางที่รวบรวมได๎มาท าสไลด๑ถาวรและตรวจ
จ าแนกชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน ณ ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา สา
นักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช พบเพลี้ยหอยสกุล Pulvinaria จานวน 3 ชนิด คือ เพลี้ยหอยเกราะอํอนลาไย 
(Pulvinaria psidii Maskell) พบใน ลาไย ลิ้นจี่ ฝรั่ง ยี่หรํา เพลี้ยหอยเกราะอํอนมะมํวง (Pulvinaria 
floccifera (Westwood)) พบใน ลาไย ลิ้นจี่ มะมํวง บุหงําสาหรี่ และ เพลี้ยหอยเกราะอํอน (Pulvinaria sp.) 
พบในต๎นตะขาบ และกล๎วยไม๎ปุา 
 
การทดลองท่ี 1.1.5 อนุกรมวิธานแมลงหว่ีขาวในวงศ์ย่อย Aleurodicinae  

การศึกษาอนุกรมวิธานแมลงหวี่ขาววงศ๑ยํอย Aleurodicinae เพ่ือให๎ทราบชนิด ลักษณะความ
แตกตําง พืชอาหาร และเขตการแพรํกระจาย พร๎อมจัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิด เพ่ือใช๎เป็นข๎อมูลเบื้องต๎น
วิเคราะห๑ความเสี่ยงแมลงศัตรูพืชในการน าเข๎าและสํงออกผลผลิตทางการเกษตร รวมทั้งเป็นข๎อมูลพ้ืนฐาน
น าไปสูํการศึกษาด๎านกีฏวิทยาและทุกสาขาวิชาที่เกี่ยวข๎อง ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือน
กันยายน 2555 ในแหลํงปลูกพืชทั่วทุกภาคของประเทศไทย น าตัวอยํางที่สารวจได๎มาจาแนกชนิด ณ 
ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จาก
การศึกษาครั้งนี้ ได๎ตัวอยํางแมลงหวี่ขาววงศ๑ยํอย Aleurodicinae จ านวน 180 ตัวอยําง ผลการตรวจจ าแนก
ชนิดโดยใช๎แนวทางการวินิจฉัยตามหลักอนุกรมวิธาน รวมทั้งเปรียบเทียบกับตัวอยํางแมลงหวี่ขาวที่มีใน
พิพิธภัณฑ๑แมลง สามารถจาแนก ได๎ 3 ชนิด ได๎แกํ แมลงหวี่ขาวใยเกลียว; Aleurodicus disperses Russell 
จานวน 161 ตัวอยําง อาศัยดูดกินน๎าเลี้ยงจากพืชอาหาร 43 ชนิด พบแพรํกระจายทั่วทุกภาคของประเทศไทย 
แมลงหวี่ขาวมะพร๎าว; Aleuroctarthus destructor (Mackie) จ านวน 15 ตัวอยําง อาศัยดูดกินน๎าเลี้ยงจาก
ใบมะตาด และกล๎วยไม๎ปุาพันธุ๑เอ้ืองตาควาย พบแพรํกระจายในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหมํ ล าปาง และแมลงหวี่
ขาวแมลงหวี่ขาวเกลียวเล็ก; Paraleyrodes bondari Peracchi จ านวน 4 ตัวอยําง อาศัยดูดกินน๎าเลี้ยงจาก



157 
 
ใบยางนาและพืชปุาตระกูลกระดังงา พบแพรํกระจายในพ้ืนที่จังหวัดตรัง ตัวอยํางแมลงหวี่ขาวทั้งหมดนาเก็บ
รักษาในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร 

 
การทดลองท่ี 1.1.6 อนุกรมวิธานเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Panchaetothripinae  

 การศึกษาอนุกรมวิธานเพลี้ยไฟวงศ๑ยํอย Panchaetothripinae โดยการส ารวจและรวบรวมเพลี้ยไฟ
ในแหลํงปลูกพืชตํางๆ เชํน มะมํวง มะมํวงหิมพานต๑ ถั่วฝักยาว ถั่วเหลือง ข๎าวโพด สบูํด า ในพ้ืนที่ภาคกลาง 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือนกันยายน 2555 น าตัวอยําง
เพลี้ยไฟที่รวบรวมได๎มาจ าแนกชนิดโดยวิธีการท าสไลด๑ถาวรและตรวจวิเคราะห๑ชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด 
Compound microscope ศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน และเปรียบเทียบกับตัวอยํางเพลี้ยไฟในพิพิธภัณฑ๑
แมลง ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
สามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟได๎ 5 ชนิด จานวน 225 ตัวอยําง จัดอยูํในอันดับ (Order) Thysanoptera วงศ๑ 
(Family) Thripidae วงศ๑ยํอย (Subfamily) Panchaetothripinae ได๎แกํ เพลี้ยไฟองุํน grapevine thrips; 
Rhipiphorothrips cruentatus Hood จานวน 45 ตัวอยําง เพลี้ยไฟหนาม leaf thrips; Astrothrips 
globiceps (Karny) จ านวน 20 ตัวอยําง เพลี้ยไฟโกโก๎ cocoa thrips; Selenothrips rubrocinctus Giard 
จานวน 60 ตัวอยําง เพลี้ยไฟถั่วลิสง bean thrips; Caliothrips phaseoli Hood จ านวน 50 ตัวอยําง และ
เพลี้ยไฟถั่วเหลือง soybean thrips; Caliothrips indicus Bagnall จ านวน 50 ตัวอยําง รายงานเขตการ
แพรํกระจาย พืชอาศัย รวมทั้งจัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิด ถํายภาพและวาดภาพลักษณะสาคัญทาง
อนุกรมวิธานของเพลี้ยไฟทั้ง 5 ชนิด น าตัวอยํางเพลี้ยไฟทั้งหมดจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑แมลง พร๎อมน าข๎อมูลที่
รวบรวมได๎จัดท าฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูลพ้ืนฐานประกอบการ
จัดท ารายชื่อชนิดแมลงศัตรูพืชเพ่ือเตรียมพร๎อมรองรับปัญหาด๎านการน าเข๎าและสํงออกสินค๎าเกษตร 
 

การทดลองท่ี 1.1.7 อนุกรมวิธานผีเสื้อกลางคืนวงศ์ย่อย Pyraustinae 

การศึกษาอนุกรมวิธานผีเสื้อกลางคืนวงศ๑ยํอย Pyraustinae  เพ่ือทราบชนิด พืชอาหาร และเขตการ
แพรํกระจาย ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานประกอบการวินิจฉัยชนิดแมลงศัตรูพืช รวมถึงการจ าท ารายชื่อแมลง
ศัตรูพืชรองรับปัญหาการน าเข๎าและสํงออกสินค๎าเกษตร ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือน
กันยายน 2556 เก็บตัวอยํางโดยใช๎ก าดักแสงไฟในเวลากลางคืน และเก็บตัวหนอนจากแหลํงปลูกพืชทั่วไป
ประเทศไทย จ าแนกชนิดโดยใช๎รูปรํางลักษณะภายนอกและอวัยวะสืบพันธุ๑ของตัวเต็มวัย รวมทั้งเปรียบเทียบ
จากตัวอยํางเดิมในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร การศึกษาครั้งนี้ใช๎ตัวอยํางผีเสื้อกลางคืนวงศ๑ยํอย 
Pyraustinae จ านวน 1,579 ตัวอยําง จ าแนกได๎  20 สกุล จ านวน 28 ชนิด พบวํา 13 ชนิด เป็นศัตรูของพืช
ส าคัญทางเศรษฐกิจ ได๎แกํ  Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854), Conogethes pluto (Butler), 
Conogethes punctiferalis (Guenée, 1854), Cydalima laticostalis Gueéne, Diaphania indica 
(Saunders, 1851), Glyphodes pulverulantis Hampson, 1896, Herpetogramma bipunctalis 
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Guenee, Leucinodes orbonalis Guenée, 1854, Maruca vitrata (Fabricius, 1787), Nausinoe 
geometralis Guenée, Omiodes diemenalis (Guenée, 1854), Omiodes indicatus (Fabricius, 
1775), Omphisa anastomosalis Guenée 6 ชนิด เป็นศัตรูของพืชไมํส าคัญทางเศรษฐกิจ ได๎แกํ 
Agathodes ostentalis (Geyer, 1837), Botyodes asialis Guenée, 1854, Conogethes evaxalis 
Walker, Glyphodes bivitralis Guenée, Glyphodes conclusalis Walker, Meroctena tullalis 
Walker และ 9 ชนิด ไมํทราบพืชอาหาร ได๎แกํ Glyphodes caesalis Walker, Glyphodes ernalis 
Swinhoe, Nevrina procopia (Stoll, 1781), Parotis incurvata Warren,  Palpita annulata 
Fabricius,  Pygospila tyres (Cramer, 1780),  Parotis punctiferalis Lederer,  Prooedema 
inscisala (Walker, 1866),  Syllepte iophanes Meyrick  ตัวอยํางผีเสื้อกลางคืนวงศ๑ยํอย Pyraustinae  
ที่จ าแนกเรียบร๎อยแล๎วน าเก็บรักษาในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร 

 

การทดลองท่ี 1.1.9 อนุกรมวิธานตัวอ่อนแมลงวันทองสกุล Bactrocera  

การศึกษาอนุกรมวิธานของตัวอํอนแมลงวันทองสกุล Bactrocera ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 
2553 ถึงเดือนกันยายน 2555 ในภาคตํางๆ ของประเทศไทย เพ่ือทราบชนิด พืชอาศัย เขตการแพรํกระจาย 
ของตัวอํอนแมลงวันทองสกุล Bactrocera ที่มีอยูํในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมตัวอํอนแมลงวันทองจาก
ผลไม๎และพืชผัก รวมทั้งการติดกับดักแบบ Steiner จากแหลํงปลูกพืชตํางๆ เชํน พริก กระท๎อน ฝรั่ง ชมพํู 
มะเฟือง ทั่วทุกภาคในประเทศไทย น าตัวอยํางที่รวบรวมได๎กลับมายังห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธาน
แมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช น าจัดรูปรํางและตรวจวิเคราะห๑จ าแนกชนิด
ตามหลักอนุกรมวิธาน จากการตรวจวิเคราะห๑จ าแนกชนิดพบตัวอํอนแมลงวันทอง 2 ชนิด ได๎แกํ Bactrocera 
latifron (Hendel), Bactrocera correcta (Bezzi) 
 
การทดลองท่ี 1.1.11 อนุกรมวิธานและชีววิทยาเพลี้ยแป้ง Pseudococcus jackbeardsleyi Gimpel & 

Miller  

การศึกษาอนุกรมวิธาน และชีววิทยาของเพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีเทา (Pseudococcus 
jackbeardsleyi Gimpel & Miller) ดาเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือนกันยายน 2555 เพ่ือ
ทราบลักษณะความแตกตํางทางด๎านอนุกรมวิธานในแตํละระยะการเจริญเติบโต ชีววิทยา รวมทั้งวิธีการและ
พืชอาหารที่ใช๎ในการเลี้ยงเพลี้ยแปูงโดยเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีเทา จากแหลํงปลูกพืช
ตํางๆ นาตัวอยํางที่รวบรวมได๎มาเลี้ยงบนฟักทอง และทาสไลด๑ถาวร ณ ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธาน
แมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา สานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช พบวําเพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีเทา เลี้ยงบน
ฟักทอง พบระยะตัวอํอนเพศเมีย 3 ระยะ ลอกคราบ จานวน 3 ครั้ง ตัวเต็มวัยวางไขํ จานวน 344-495 ฟอง 
ระยะไขํประมาณ 7-10 วัน หลังจากนั้นจะฟักออกมาเป็นตัวอํอนวัยที่ 1 (crawler) ขนาดคํอนข๎างเล็ก ลาตัว
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ยาว 0.4-1.2 มิลลิเมตร ใช๎เวลา 3-8 วัน ตัวอํอนวัยที่ 2 ลาตัวยาว 1.0-1.7 มิลลิเมตร ใช๎เวลา 7-9 วัน ตัวอํอน
วัยที่ 3 ลาตัวยาว 2.0-2.8 มิลลิเมตร ใช๎เวลา 6-15 วัน หลังจากนั้นจะลอกคราบครั้งสุดท๎ายเป็นตัวเต็มวัย ลา
ตัวยาว 3.0-3.3 มิลลิเมตร ใช๎เวลา 11-15 วัน รวมตลอดอายุขัย 31-43 วัน 
 
การทดลองท่ี 1.1.12 การศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมสกุล Argiope 

จากการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมงมุมในสกุล Argiope ของประเทศไทยบนพ้ืนที่ 14 จังหวัด 
เริ่มต๎นเดือน ตุลาคม 2553 สิ้นสุด กันยายน 2556 น าตัวอยํางมาศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานและจ าแนกชนิด
ในห๎องปฏิบัติการ โดยการใช๎ลักษณะที่ส าคัญในการจ าแนกชนิด เชํน ลักษณะรูปรํางและลวดลายบนสํวนหลัง 
ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ๑เพศผู๎  ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ๑เพศเมีย ฯลฯ ผลจากการศึกษาพบแมงมุมใน
สกุล Argiope ทั้งหมด 4 ชนิด ได๎แกํ A. catenulata (Doleschall, 1859), A. dang Jäger & 
Praxaysombath, 2009 ซ่ึงเป็นแมงมุมที่พบครั้งแรกในประเทศไทย (new record), A. pulchella Thorell, 
1881, A. versicolor (Doleschall, 1859) 
 
การทดลองท่ี 1.1.13 ชนิดของมดที่อาศัยร่วมกับเพลี้ยแป้งสกุล Phenacoccus  

 การศึกษาชนิดของมดที่อาศัยรํวมกับเพลี้ยแปูงสกุล Phenacoccus ดาเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 
2553 ถึงเดือนกันยายน 2554 เพ่ือทราบชนิด การกระจาย ของของมดที่อาศัยรํวมกับเพลี้ยแปูงสกุล 
Phenacoccus ที่มีอยูํในประเทศไทย สารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางจากแหลํงปลูกพืชตํางๆ ในเขต
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันตก และภาคตะวันออก นาตัวอยํางมดที่รวบรวมได๎มาจัด
รูปรําง และตัวอยํางเพลี้ยแปูงมาทาสไลด๑ถาวร ตรวจจาแนกชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน ณ ห๎องปฏิบัติการ 
กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา สานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช พบมด จานวน 8 ชนิด 
คือ มดคันไฟ (Solenopsis geminata Fabricius) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู 
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero) และ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) มด
โลํบ๎าน (Meranoplus bicolor Guérin-Méneville) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู 
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero) และ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) มด
น๎าผึ้ง (Anoplolepis gracilipes Fr.Smith) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู (Phenacoccus 
manihoti Matile-Ferrero) และ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) มดเหม็น 
(Tapinoma melanocephalum Fabricius) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู 
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero) เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) และ 
เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีเขียว (Phenacoccus madeirensis Green) มดดาทุํง (Iridomyrmex anceps 
Roger) พบอาศัยรํวมกับเพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) มดน๎าตาล (Paratrechina 
longicornis (Latreille)) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงมันสาปะหลังสีชมพู (Phenacoccus manihoti Matile-
Ferrero) และ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis Tinsley) มดละเอียด (Monomorium sp.1) 
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และมดละเอียด (Monomorium sp.2) พบอาศัยรํวมกับ เพลี้ยแปูงชบา (Phenacoccus solenopsis 
Tinsley) 
 
การทดลองที่ 1.1.14 ชีววิทยา การเข้าท าลาย ฤดูกาลระบาดของแมลงวันทองชนิด Bactrocera 

cucurbitae (Coquillet)  

 จากการส ารวจและเก็บรวบรวมผลพืชตระกูลแตงที่ถูกแมลงวันทองเข๎าท าลาย ในจังหวัดกาญจนบุรี 
นครราชสีมา และสุพรรณบุรี พบแมลงวันทอง 2 ชนิด ลงท าลาย คือ B. cucurbitae และ B. tau การศึกษา
วงจรชีวิตของแมลงวันทองชนิด Bactrocera cucurbitae (Coquillett) ในห๎องปฏิบัติการโดยมีอุณหภูมิเฉลี่ย 
23.10+1.27 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพันธ๑เฉลี่ย 91.07+0.25 เปอร๑เซ็นต๑ พบวําตัวเต็มวัยเพศเมียจะ
เริ่มจับคูํผสมพันธุ๑เมื่ออายุ 14 วัน โดยวางไขํเป็นฟองเดี่ยวๆ หรือกลุํมๆ ละ 2-3 ฟอง ตัวเมีย 1 ตัว สามารถ
วางไขํได๎ 376-453 ฟอง มีเปอร๑เซ็นต๑การฟัก 78% ระยะไขํ 3-4 วัน หนอนมี 3 ระยะ ระยะหนอน 8-9 วัน 
ระยะดักแด๎ 9-10 วัน ตัวเต็มวัยเพศเมียอายุ 79-120 วัน และตัวเต็มวัยเพศผู๎มีอายุ 86-132 วัน การศึกษาชํวง
ฤดูการระบาดของแมลงวันทองชนิด B. cucurbitae ในแปลงปลูกแตงกวา บวบหอม และมะระ โดยใช๎สารลํอ
ชนิด Cur-lure ในกับดักแบบ Steiner พบวําแมลงวันทองชนิด B. cucurbitae เข๎าท าลายพืชทั้งสามชนิดได๎ 

 

การทดลองที่ 1.1.15 สัณฐานวิทยาของเปลือกและกายวิภาคศาสตร์ระบบสืบพันธุ์  ของหอยเจดีย์เล็ก 
Lamellaxis gracilis และหอยเจดีย์ใหญ่ Prosopea walkeri (Benson)  

 ผลการสารวจและเก็บตัวอยํางหอยเจดีย๑เล็กและหอยเจดีย๑ใหญํตามพ้ืนที่เกษตรกรรมภาคตํางๆของ
ประเทศไทย ตั้งแตํเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือนกันยายน 2555 พบวําชํวงเดือนเมษายน -มิถุนายน พบการ
ระบาดของหอยเจดีย๑เล็กคํอนข๎างมาก เฉลี่ย 32 ตัว/ ตร.ม. และชํวงเดือนกรกฎาคม -กันยายน พบการระบาด
ของหอยเจดีย๑ใหญํมาก เฉลี่ย 46 ตัว/ ตร.ม. โดยวัดคํา pH ดินเฉลี่ย = 7.0 และความชื้นสัมพัทธ๑ในอากาศ 
65-70 % นามาจาแนกชนิดตามระบบอนุกรมวิธานของหอย พบวําทั้งหอยเจดีย๑เล็กและหอยเจดีย๑ใหญํ จัดอยูํ
ใน Class Gastropoda , Order Stylommatophora, Family Subulinidae แตํถูกจาแนกคนละ Genus 
โดยหอยเจดีย๑เล็กจัดอยูํใน Genus Lamellaxis, Species: Lamellaxis gracilis (Hutton) สํวนหอยเจดีย๑
ใหญํจัดอยูํใน Genus Prosopeas, Species: Prosopeas walkeri (Benson)  

จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยเจดีย๑เล็กและหอยเจดีย๑ใหญํ พบวําหอยเจดีย๑เล็กตัวเต็มวัย 
มีขนาด 5.42 -9.91 มิลลิเมตร (n= 42) มีจานวนไมํเกิน 7 whorls เปลือกสีน๎าตาลโปรํงแสง และเป็นมันวาว 
ยอดเปลือกแหลม จานวนไขํ 2-13 ฟอง และหอยเจดีย๑ใหญํตัวเต็มวัย มีขนาด 12.33 -24.45 มิลลิเมตร (n= 
60) มีจานวนมากกกวํา 7 whorls เปลือกสีน๎าตาลคํอนข๎างโปรํงแสง เปลือกเป็นมันวาวน๎อยกวําหอยเจดีย๑เล็ก 
ยอดเปลือกทํูมน จานวนไขํ 4-15 ฟอง จานวนไขํของหอยเจดีย๑ทั้งสองชนิดขึ้นอยูํกับอายุและขนาดของตัวเต็ม
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วัยแตํละตัว ซึ่งยังต๎องวิเคราะห๑ข๎อมูลทางสถิติโดยใช๎โปรแกรม SPSS และการวิเคราะห๑ ANOVA พร๎อมกับ
เปรียบเทียบกายวิภาคระบบสืบพันธุ๑ ของหอยท้ัง 2 ชนิด ตํอไป 
 
การทดลองที่ 1.1.16 ความชุกชุมและแหล่งอาศัยของนกแสก (Tyto alba javanica (Gmelin, 1788) 
ในพื้นที่ภาคกลาง ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  

 ประชากรนกแสกในพ้ืนที่ที่ท าการส ารวจสํวนใหญํมีประชากรน๎อย บางพ้ืนที่ไมํพบนกแสกและแหลํง
สร๎างรังแตํบางพ้ืนที่มีความชุกชุมสูง เชํน อ าเภอเมืองและอ าเภอบางปลาม๎า จังหวัดสุพรรณบุรี อ าเภอหลํมเกํา 
จังหวัดเพชรบูรณ๑ ความชุกชุมของนกแสกดังกลําวมีความเกี่ยวข๎องกับสภาพการใช๎ประโยชน๑ที่ดินและ
เกี่ยวข๎องกับความชุกชุมของสัตว๑ที่เป็นอาหารของนกแสก สถานที่หลบพักนอนและแหลํงสร๎างรัง ชนิดของ
สถานที่ท ารังสํวนใหญํเป็นโพรงใต๎หลังคาโบสถ๑ โพรงไม๎ตามต๎นไม๎ขนาดใหญํ หลืบหินและถ้ าเล็กๆบนภูเขา 
ชนิดสัตว๑ที่นกแสกลําเป็นอาหารมีความแตกตํางกัน ขึ้นกับสภาพการใช๎ประโยชน๑ที่ดินและพืชที่เพาะปลูก สัตว๑
ที่นกแสกลําเป็นอาหารสํวนใหญํเป็นหนูศัตรูพืชในนาข๎าว พืชไรํ และในชุมชน เชํน หนูท๎องขาว หนูหริ่ง หนูนา
เล็กและหนูนาใหญํ มีบางพ้ืนที่ที่พบนกแสกลําค๎างคาวกินแมลง หนูผีนาและกบเขียดเป็นอาหาร ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่
เป็นปุาไม๎ สวนปุา พ้ืนที่ปลูกพืชไรํ ซึ่งมีความชุกชุมของหนูน๎อยกวําสัตว๑กลุํมอ่ืนๆ 
 
การทดลองท่ี 1.1.17 อนุกรมวิธานไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema และ Heterorhabditis   

 จากการวัดขนาดสัดสํวนและถํายภาพภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ และพิจารณารูปรํางลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของไส๎เดือนฝอยสกุล Steinernema (CMs) และ Heterorhabditis (PRh) ที่แยกได๎จาก จ.เชียงใหมํ 
และ จ. เพชรบุรี ตามล าดับ  พบวําไส๎เดือนฝอย CMs  มีขนาดเฉลี่ยของตัวอํอนระยะที่ 3 ความยาวล าตัว (L) 
= 442.49 ไมครอน ความกว๎างล าตัว (W) = 23.05 ไมครอน ความยาววัดจากหัวถึง excretory pore (EP) = 
38.22 ไมครอน   ความยาววัดจากหัวถึง esophagus (ES) = 106.55ไมครอน  และความยาวหาง (Tail) = 
39.99  ไมครอน   มีคําสัดสํวน (ratio) a = 19.21, b = 4.15, c = 11.08,  D% = 35.83 และ  E% = 95.44 
ส าหรับไส๎เดือนฝอย PRh  พบวํา ตัวอํอนระยะที่ 3 มีความยาวล าตัว = 572.00 ไมครอน ความกว๎างล าตัว = 
22.31 ไมครอน   ความยาววัดจากหัวถึง excretory pore = 82.09ไมครอน ความยาววัดจากหัวถึง 
esophagus = 117.50 ไมครอน  และความยาวหาง = 90.82 ไมครอน  มีคําสัดสํวน a = 25.65, b = 4.87, 
c = 6.30,  D% = 69.88 และ  E% = 90.43   ตัวเต็มวัยเพศเมียมีลักษณะหางแบบ conoid  มีคํา D% = 
122 ตัวเต็มวัยเพศผู๎มีลักษณะหางแบบ conoid ความยาวของอวัยวะสืบพันธุ๑  (spicule length) = 48 
ไมครอน จากการศึกษา DNA sequencing โดยท าการสกัดดีเอ็นเอจากตัวเต็มวัยเพศเมีย Steinernema 
(KPs, CMs, UBs, S. riobrave) และ Heterorhabditis (PRh) และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 28S rDNA ใน
ไส๎เดือนฝอยแตํละไอโซเลทด๎วยปฏิกิริยา PCR โดยใช๎ไพรเมอร๑ 502/536 พบวําได๎ดีเอ็นเอที่สะอาด  โดยทุกไอ
โซเลทได๎ PCR product ขนาด 946 base pair (bp) 
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การทดลองท่ี 1.1.19 ความหลากชนิดและประชากรของหอยทากและทากในโรงเรือนปลูกพืช  

 การส ารวจชนิดและประชากร หอยทากและทากในโรงเรือนปลูกพืช ได๎แกํ โรงเรือนไม๎ดอกไม๎ประดับ 
เชํนกล๎วยไม๎ ดอกเบญจมาศ ดอกหน๎าวัว โรงเรือนปลูกผัก เชํน ผักชีฝรั่ง ผักกาด ผักคะน๎า โรงเรือน เพาะช า
กล๎าไม ๎เชํน เพาะช ากล๎าไม๎ยืนต๎นของกรมปุาไม ๎เพาะช ากล๎าไม๎สาหรับขาย เพาะช ากล๎าต๎นหมํอน เพาะช ากล๎า
ไม๎ยางพารา และโรงเรือนส๎มปลอดโรค พ้ืนที่จังหวัดตํางๆในภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ภาคตะวันออก และภาคใต๎ของประเทศ ด๎วยการใช๎ตารางสุํมขนาด 1 ตารางเมตร สุํมนับประมาณ 10จุดตํอไรํ
ให๎กระจายทั่วพ้ืนที่ อาจเดินสุํมตามแนวเส๎นทแยงมุมทั้งสองด๎าน หรือแนวขนานกับพ้ืนที่ พร๎อมทั้งเก็บหอยที่มี
ชีวิตอยูํมาเลี้ยงที่กลุํมงานสัตววิทยาการเกษตรและเก็บรวบรวมเปลือกหอยมาท าความสะอาดเพ่ือชั่งน๎าหนัก
และวัดขนาดแล๎วเก็บไว๎เป็นตัวอยํางใช๎จ าแนกชนิดของหอยพร๎อมทั้งเก็บดินหรือวัสดุปลูกจากแปลงมาวัด
ความชื้นและความเป็นกรด-ดําง และบันทึกสภาพแวดล๎อมในโรงเรือน จากการส ารวจพบวําหอยและทาก
หลายชนิดในโรงเรือน ปลูกพืชตํางๆ จ าแนกเป็นชนิด ( ชํวงจานวนประชากรหอยทากหรือทากเฉลี่ย ตัว/ม2 ) 
ได๎แกํชนิดที่เป็นศัตรูพืชที่สาคัญ พบ ทากเล็บมือนาง (0.1 – 2.9 ) หอยดักดาน( 0.1 - 12.2 ) หอยสาริกา( 0.1 
– 4.3 ) หอยทากยักษ๑แอฟริกา( 0.2 – 5.3 ) หอยเจดีย๑เล็ก( 0.1 – 4.3 ) หอยเจดีย๑ใหญํ ( 0.2- 3.4 ) หอยแรบ
บิดินา ( 4.2 ) และหอยซัคซิเนีย(0.3 - 45.0 ) 

 
การทดลองท่ี 1.1.20 อนุกรมวิธานแมงมุมวงศ์ Tetragnathidae 

จากการจ าแนกชนิดตัวอยํางแมงมุม ส ารวจและเก็บรวบรวมแมงมุมวงศ๑ Tetragnathidae ณ จังหวัด
กาญจนบุรี นครปฐม เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ๑ ระยอง  จันทบุรี ตราด นครราชสีมา และ ตาก  จากนั้นน า
ตัวอยํางที่ได๎มาจ าแนกชนิดภายใต๎กล๎องสเตอริโอ พบแมงมุมทั้งหมด 10 ชนิด ได๎แกํ Tetragnatha sp. 
จ านวน 1 ตัวอยําง Tetragnatha maxillosa จ านวน 7 ตัวอยําง , Tetragnatha ceylonica จ านวน 2 
ตัวอยําง Tetragnatha virescens จ านวน 3 ตัวอยําง , Tetragnatha nitens จ านวน 2 ตัวอยําง 
Leucauge sp. จ านวน 3 ตัวอยําง Tylorida  ventralis จ านวน 10 ตัวอยําง Opadometa grata จ านวน 
2 ตัวอยําง และ Tetragnatha madibulata จ านวน 2 ตัวอยําง Tetragnatha haselti จ านวน 1 ตัวอยําง 
และส าหรับตัวอยํางทีเ่ป็นตัวอํอนจะน าไปเลี้ยงตํอที่ห๎องปฏิบัติการจนกระทั่งเป็นตัวเต็มวัยจึงจะสามารถน ามา
จ าแนกชนิดได๎ 

 
การทดลองท่ี 1.1.21 ศึกษาชีววิทยาหอยดักดาน Cryptozona siamensis (Pfeiffer)  

 หอยดักดาน หรือบางครั้งเรียกวํา หอยทากสยาม (Cryptozona  siamensis , Pfeiffer) เป็นศัตรูพืช
ที่ส าคัญเพราะกินและท าลายพืชผักได๎เกือบทุกชนิด  และมีเขตการแพรํกระจายทั่วประเทศไทย ไมํวําจะเป็น
พ้ืนที่เกษตรกรรม ตามปุาเขา หรือแม๎กระท่ังตามเกาะตําง ๆ  จากการศึกษาเก่ียวกับชีววิทยาในห๎องปฏิบัติการ  
พบวํา  หอยทากดักดานซึ่งมีสองเพศในตัวเดียวกันนั้น  มีการผสมพันธุ๑ข๎าม  โดยถําย  sperm  ให๎แกํกันและ
กัน  การผสมพันธุ๑ของหอยทากดักดานใช๎เวลาโดยเฉลี่ย  45 - 11/

2  ชั่วโมง  และจะวางไขํเป็นกลุํม เฉลี่ย  57  
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ฟอง/กลุํม  (N = 60)  โดยหอยจะท าโพรงเล็กๆ ลึกลงไปใต๎ผิวดินประมาณ  3-5  เซนติเมตร  ลักษณะของไขํ
เป็นสีขาวขุํน  นิ่ม  รูปทรงกลม หัวท๎ายบุ๐ม ขนาดเฉลี่ย  3.1 x 3.5  มิลลิเมตร และหนักเฉลี่ย 0.028 กรัม  
เมื่อได๎รับความชื้น  ลักษณะของไขํจะเป็นทรงกลมรี  ใช๎เวลาในการฟักประมาณ  7-18  วัน  ลูกหอยหนักเฉลี่ย 
0.0187 กรัม  มีขนาดเฉลี่ย  3.7982  มิลลิเมตร  โดยมีอัตราการฟักเป็นตัว  60.72 %   อุณหภูมิ 27±3  
องศาเซลเซียส   
 
การทดลองที่ 1.1.22 การแพร่กระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของหนูนาใหญ่  Rattus 

argentiventer (Robinson and Kloss, 1916) ในประเทศไทย  

 การศึกษาการแพรํกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของหนูนาใหญํ ,Rattus argentiventer 
(Robinson &Kloss,1916)  ในประเทศไทย  โดยการใช๎กรงจับเป็นและบํวงลวดดักหนูจากการศึกษา พบวํา 
หนูนาใหญํมีเขตการแพรํกระจายจากเดิมที่พบเฉพาะในภาคใต๎และภาคกลาง จากการส ารวจและเก็บตัวอยําง 
ในปัจจุบันพบการแพรํกระจายทั่วทุกภูมิภาค โดยในภาคเหนือตอนลํางพบการแพรํกระจายตั้งแตํจังหวัด 
นครสวรรค๑ สุโขทัย พิษณุโลก จนถึงจังหวัดอุตรดิตถ๑ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบการแพรํกระจายตั้งแตํ
จังหวัดนครราชสีมา ชัยภูมิ หนองบัวล าภูอุดรธานีร๎อยเอ็ด มหาสารคาม กาฬสินธุ๑อุบลราชธานีขอนแกํน  
ศรีษะเกษสุรินทร๑ ภาคตะวันออก พบการแพรํกระจายจังหวัดปราจีนบุรีและจังหวัดฉะเชิงเทรา ภาคใต๎ พบใน
จังหวัดชุมพร สุราษฎร๑ธานี นครศรีธรรมราช  สงขลา พัทลุง กระบี่และจังหวัดตรัง  ภาคกลาง พบการ
แพรํกระจายทุกจังหวัดที่มีการท านา  และการศึกษาลักษณะสัณฐานของกระดูกรยางค๑และกระดูกกะโหลกหนู
นาใหญํ เมื่อเปรียบเทียบในแตํละภูมิภาคพบวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติบางลักษณะจาก
ลักษณะที่ปรากฏดังกลําว กลุํมประชากรของหนูนาใหญํเริ่มมีความแปรปรวนของลักษณะที่ปรากฏ เนื่องจากมี
ปัจจัยหลายอยําง เชํน สภาพแวดล๎อม ทั้งภูมิอากาศและภูมิประเทศ  การด ารงกิจกรรมของคนในพ้ืนที่ที่
ตํางกัน อีกทั้งการท าการเกษตรที่ตํางกันไป มีการผสมพันธุ๑กันทั้งภายในและภายนอกกลุํม ท าให๎เกิดความ
หลากหลายพันธุกรรมซึ่งเป็นสาเหตุให๎กลุํมประชากรของหนูนาใหญํแตํละภูมิภาคเริ่มมีลักษณะบางประการที่
เปลี่ยนแปลงไป 
 
การทดลองท่ี 1.1.23 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยสกุล  Coccus 

 เพลี้ยหอยเกราะอํอนสกุล Coccus Linnaeus, 1758  (Hemiptera: Coccidae) มีเขตการ
แพรํกระจายเกือบทั่วโลก มีรายงานจ านวนชนิดมากถึง 112 ชนิดทั่วโลกและยังเป็นศัตรูที่ส าคัญของพืช
เศรษฐกิจอีกหลายชนิด แตํส าหรับในประเทศไทยมี รายงานเพียง 2 ชนิดเทํานั้น การศึกษาอนุกรมวิธานของ
เพลี้ยหอยเกราะอํอนสกุล Coccus ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2555 ถึงเดือนกันยายน 2558 เพ่ือทราบ
ชนิด พืชอาศัย การกระจาย ที่มีอยูํในประเทศไทย ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ยหอยจากแหลํงปลูกพืช
ตํางๆ ใน ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  ภาคตะวันตก และภาคใต๎ น าตัวอยํางที่รวบรวม
ได๎มาท าสไลด๑ถาวรและตรวจจ าแนกชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน ณ ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง 
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กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช พบเพลี้ยหอยเกราะอํอน สกุล Coccus จ านวน 2 
ชนิด คือ เพลี้ยหอยเกราะอํอนสีน้ าตาล; Coccus hesperidum  Linnaeus พบดูดน้ าเลี้ยงบริเวณยอดอํอน 
ใบและกิ่ง ของพืชในวงศ๑ Araceae (เดหลี) Costaceae (เอ้ืองหมายนา Verbenaceae (บุหงําสาหรี) และดูด
น้ าเลี้ยงบริเวณยอดอํอน ใบ กิ่งและขั้วผลของพืชในวงศ๑ Rubiaceae (กาแฟ)  Myrtaceae (ฝรั่ง) 
Anacardiaceae (มะปรางหวาน, มะมํวง) และ เพลี้ยหอยกาแฟสีเขียว;  Coccus viridis (Green) พบดูดน้ า
เลี้ยงบริเวณยอดอํอน ใบ กิ่งและขั้วผลของพืชในวงศ๑ Anacardiaceae  (มะมํวง)  Apocynaceae (ลีลาวดี)  
Bignoniaceae (ทองอุไร)  Meliaceae (สะเดา)  Myrtaceae (หว๎า) Rubiaceae (กาแฟ)  Phyllanthaceae 
(มะเมํา) และ Rutaceae (มะนาว) นอกจากนี้ยังส ารวจพบแมลงศัตรูธรรมชาติ คือ ด๎วงเตํา; Cryptolaemus 
montrouzieri (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae)  ซึ่งเป็นตัวห้ าของเพลี้ยหอยกาแฟสีเขียวอีกด๎วย 
 
การทดลองท่ี 1.1.24 อนุกรมวิธานแมลงหว่ีขาวในวงศ์ย่อย Aleyrodinae 

 แมลงหวี่ขาวเป็นแมลงศัตรูพืชขนาดเล็กที่มีความส าคัญชนิดหนึ่ง มีการระบาดรุนแรงไปทั่วโลก อาศัย
อยูํกับพืชมากมายหลายชนิด ทั้งตัวอํอนและตัวเต็มวัยดูดกินน้ าเลี้ยงจากต๎นพืช ท าให๎ผลผลิตลดลงด๎วย 
การศึกษาอนุกรมวิธานแมลงหวี่ขาววงศ๑ยํอย Aleyrodinae ครั้งนี้ ท าให๎ทราบชนิด พืชอาหาร และเขตการ
แพรํกระจาย  เพ่ือประโยชน๑ในการจัดท าฐานข๎อมูลแมลงศัตรูพืชของประเทศไทย ด าเนินการระหวํางเดือน
ตุลาคม 2556 ถึงเดือนกันยายน 2558  เก็บตัวอยํางจากแปลงปลูกพืชจากทุกภูมิภาคของประเทศไทย โดย
เก็บสํวนของพืชที่มีตัว ดักแด๎แมลงหวี่ขาวเกาะอยูํ    การศึกษาครั้งนี้ได๎ใช๎ตัวอยํางแมลงหวี่ขาววงศ๑ยํอย 
Aleyrodinae ที่มีในพิพิธภัณฑ๑แมลงกรมวิชาการเกษตรรํวมด๎วย ตรวจจ าแนกชนิดตามหลักอนุกรมวิธานโดย
ใช๎ลักษณะดักแด๎ จ านวน 235 ตัวอยําง สามารถจ าแนก ได๎ 9 ชนิด พบวํา แมลงหวี่ขาว  Aleurocanthus 
woglumi Ashby,  Aleurocanthus  spiniferus Quaintanceและ Dialeurodes citri  (Ashmead)  เป็น
ศัตรูส าคัญของพืชสกุลส๎ม  แมลงหวี่ขาว Aleurolobus barodensis (Maskell), Neomaskellia 
andropogonis Corbett และ Neomaskellia bergii (Signoret)  เป็นศัตรูส าคัญของอ๎อย  แมลงหวี่ขาว
ยาสูบ Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) พบแพรํกระจายทั่วทุกภาคของประเทศ จัดเป็นแมลงศัตรูพืชที่
มีพืชอาหารมากมากกวํา 150 ชนิด อยูํใน 63 วงศ๑ โดยเฉพาะกลุํมพืชผักที่ถูกแจ๎งเตือนเป็นพืชควบคุมของ
สหภาพยุโรปได๎แกํ 16 ชนิด แมลงหวี่ขาว Dialeuropora decempuncta (Quaintance & Baker, 1917) 
เป็นศัตรูส าคัญของ อา-โวคาโด น๎อยหนํา กุหลาบ ชะพลู แมลงหวี่ขาว Trialeurodes vaporariorum 
Westwood เป็นศัตรูส าคัญของไม๎ประดับเชํน คริสต๑มาส  พริมโรส  เดฟกระเป๋า และไม๎ผลเชํน มะยม  
ตัวอยํางที่ได๎จากการศึกษาครั้งนี้ เก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร และได๎จัดท าฐานข๎อมูล
แมลงศัตรูพืชของประเทศไทยพร๎อมแนวทางการวินิจฉัยไว๎ด๎วย 
 
การทดลองท่ี 1.1.25 อนุกรมวิธานเพลี้ยไฟสกุล  Haplothrips 
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 เพลี้ยไฟสกุล Haplothrips จัดอยูํในอันดับ Thysanoptera อันดับยํอย (suborder)  Tubulifera 
และวงศ๑ Phlaeothripidea ประกอบด๎วย 450 สกุล จ านวน 3500 ชนิด เพลี้ยไฟในสกุล Haplothrips ถูก
ค๎นพบและบรรยายครั้งแรกโดย Amyot & Serville ในปี คศ.1843 ปัจจุบันพบจ านวน 250 ชนิด มีการ
แพรํกระจายทั่วโลก เพลี้ยไฟในสกุลนี้พบเข๎าท าลายสํวนดอกของพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญหลายชนิด เชํน พืชใน
วงศ๑ Poaceae (ข๎าว อ๎อย ข๎าวโพด ข๎าวฟุาง) และวงศ๑ Asteraceae (ดาวเรือง ดาวกระจาย  เบญจมาศ 
เบญจมาศสวน ทานตะวัน เยอรบีรา บานชื่น ฯลฯ) สร๎างความเสียหายให๎กับพืชโดยการดูดกินโดยตรง และ
สร๎างความเสียหายทางอ๎อมจากสิ่งขับถํายที่เพลี้ยไฟถํายออกมา ซึ่งมีลักษณะคล๎ายหยดน้ า เมื่อแห๎งจะท าให๎พืช
เกิดรอยต าหนิสีด าตามสํวนตํางๆของพืช ทั้งนี้ในประเทศไทยยังไมํมีการศึกษาทางด๎านอนุกรมวิธาน และเขต
การแพรํกระจายของเพลี้ยไฟในสกุลนี้ วัตถุประสงค๑ของการศึกษาเพ่ือให๎ทราบชนิด พืชอาหารและเขตการ
แพรํกระจาย พร๎อมจัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิด จากการศึกษาโดยการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางเพลี้ย
ไฟในสกุลนี้จากแปลงปลูกพืชทั่วทุกภาคของประเทศไทย ระหวํางเดือน ตุลาคม 55 ถึง กันยายน 58 พบเพลี้ย
ไฟในสกุล Haplothrips 3 ชนิด ได๎แกํ Haplothrips aculeatus (Fabricius) มีพืชอาหารคือ ข๎าวโพด พบที่
จังหวัดนครปฐม นครราชสีมา ราชบุรี กาญจนบุรี เพลี้ยไฟ Haplothrip gowdeyi (Franklin) มีพืชอาหาร 8 
ชนิด ได๎แกํ ข๎าวโพด ข๎าวฟุาง ข๎าวบาร๑เลํย๑ พริก มะมํวง ล าไย เยอบีรํา และดาวเรือง  พบแพรํกระจายทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย และเพลี้ยไฟ Haplothrips robustus Bangnall มีพืชอาหารคือ ดาวเรือง ส ารวจพบใน
จังหวัดบึงกาฬ ซึ่งได๎ท าการบรรยายถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตลอดถึงเสนอแนวทางการวินิจฉัยจ าแนก
ชนิด (Key to species) ของเพลี้ยไฟในสกุล Haplothrips Amyot & Serville ที่ได๎ส ารวจพบในการศึกษา
ครั้งนี้ นอกจากนี้ข๎อมูลที่ได๎จากการศึกษายังสามารถน าไปใช๎ในการจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืชและ
วิเคราะห๑ความเสี่ยงแมลงศัตรูพืช ในการน าเข๎าและสํงออกผลผลิตทางการเกษตร 
 
การทดลองท่ี 1.1.26 อนุกรมวิธานมวนปีกแก้วในสกุล  Stephanitis 

 มวนปีกแก๎ว (lace bugs) จัดอยูํในอันดับ Hemiptera อันดับยํอย Heteroptera และวงศ๑ Tingidae 
ประกอบด๎วย 250 สกุล จ านวน 2000 ชนิด มวนปีกแก๎วในสกุล Stephanitis ได๎ถูกค๎นพบและบรรยายครั้ง
แรกโดย Stål ในปี คศ. 1873 ปัจจุบันพบจ านวน 68 ชนิด มีเขตการแพรํกระจายทั่วโลก ส าหรับในประเทศ
ไทยมีรายงานแล๎ววํามีการค๎นพบ 1 ชนิด ได๎แกํ Stephanitis typica (Distant, 1903) มวนปีกแก๎วในสกุลนี้
พบเข๎าท าลายในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญหลายชนิด เชํน พืชในวงศ๑ปาล๑ม (Palmae) กุหลาบ (Rosaceae) ขิง ขํา 
(Zingiberaceae) กล๎วย (Musaceae) กุหลาบพันปี (Ericaceae) และขนุน (Moraceae) เป็นต๎น นอกจากนี้
มวนในสกุลนี้มีความส าคัญโดยเป็นพาหะน าโรคมาสูํพืช เชํน Stephanitis typica (Distant, 1903) เป็นพาหะ
น าเชื้อไวรัส และไมโครพลาสมา กํอให๎เกิดโรครากเหี่ยวในมะพร๎าว (coconut root wilt) ทั้งนี้ในประเทศไทย
ยังไมํมีการศึกษาทางด๎านอนุกรมวิธาน และเขตการแพรํกระจายของมวนในสกุลนี้ วัตถุประสงค๑ของการศึกษา 
เพ่ือให๎ทราบชนิด พืชอาหาร และเขตการแพรํกระจาย พร๎อมจัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิด นอกจากนี้ข๎อมูล
ที่ได๎จากการศึกษายังสามารถน าไปใช๎ในการจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืชและวิเคราะห๑ความเสี่ยงแมลง
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ศัตรูพืช ในการน าเข๎าและสํงออกผลผลิตทางการเกษตร จากการศึกษาโดยการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยําง
มวนปีกแก๎วในสกุลนี้จากแปลงปลูกพืชทั่วภูมิภาคของประเทศไทย ระหวํางเดือน ตุลาคม 2555 ถึง กันยายน 
2557 พบมวนปีกแก๎วในสกุล Stephanitis 2 ชนิด คือ Stephanitis typica (Distant, 1903) จ านวน 1,591 
ตัวอยําง มีพืชอาหาร 6 ชนิด ได๎แกํ กล๎วย มะพร๎าว ขํา  คล๎าน้ า อบเชย และปทุมมา พบแพรํกระจายทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย และ Stephanitis suffusa (Distant, 1903) จ านวน 64 ตัวอยําง มีพืชอาหาร 2 ชนิด 
ได๎แกํ ยอ และอะโวคาโด ส ารวจพบในพ้ืนที่จังหวัดตาก ซึ่ง Stephanitis suffusa (Distant, 1903) ถือวําเป็น
มวนปีกแก๎วที่พบครั้งแรกในประเทศไทย (new record) ซึ่งได๎ท าการบรรยายถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ตลอดถึงเสนอแนวทางการวินิจฉัยจ าแนกชนิด(Key to species)ของมวนปีกแก๎วในสกุล Stephanitis Stål ที่
ได๎ส ารวจพบในการศึกษาครั้งนี้ 
 
การทดลองท่ี 1.1.27 อนุกรมวิธานผีเสื้อกลางคืนสกุล  Parapoynx 

ผีเสื้อกลางคืนสกุล Parapoynx Hübner (1825) ระยะหนอนเป็นแมลงศัตรูส าคัญของพืชวงศ๑ ข๎าว 
และอ๎อย (Poaceae), ไม๎น้ า เชํน บัว (Nymphaceae) สาหรําย (Hydrocharitaceae) กระจับ 
(Onagraceae)  และตาลปัตรฤาษี (Alismataceae) ผีเสื้อสกุลนี้มีการแพรํกระจายอยํางกว๎างขวางทั่วโลก
โดยเฉพาะภูมิภาคเขตร๎อนและกึ่งเขตร๎อน แตํงานวิจัยเกี่ยวกับผีเสื้อกลางคืนสกุลนี้ในประเทศไทยมีน๎ อยมาก 
การศึกษาอนุกรมวิธานของผีเสื้อสกุล Parapoynx ครั้งนี้ท าให๎ทราบชนิด พืชอาหาร และเขตการแพรํกระจาย 
เพ่ือประโยชน๑ในการจัดท าฐานข๎อมูลแมลงศัตรูพืชของประเทศไทย โดยเก็บตัวอยํางจากทุกภูมิภาคของ
ประเทศไทย ตัวเต็มวัยเก็บโดยการใช๎กับดักแสงไฟ ตัวหนอนเก็บจากพืชอาหาร รวมทั้งใช๎ตัวอยํางเพ่ิมเติมจาก
พิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนกันยายน 2558 จ าแนก
ชนิดโดยใช๎ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกรํวมกับความแตกตํางของอวัยวะสืบพันธุ๑เพศผู๎และเพศเมีย สามารถ
จ าแนกได๎ 6 ชนิด พบวํามี 3 ชนิดเป็นศัตรูที่ส าคัญของพืช ได๎แกํ P. fluctuosalis Guenée เป็นศัตรูของ ข๎าว 
อ๎อย และบัว P. stagnalis (Zeller) เป็นศัตรูของข๎าว และ P. crisonalis (Walker) เป็นศัตรูของบัวและ
กระจับ ตัวอยํางที่ได๎จากการศึกษาครั้งนี้ เก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร และได๎จัดท า
ฐานขอ๎มูลแมลงศัตรูพืชของประเทศไทยพร๎อมแนวทางการวินิจฉัยไว๎ด๎วย 
 
การทดลองท่ี 1.1.28  อนุกรมวิธานและการแพร่กระจายของแตนเบียนไข่วงศ์ใหญ่  Platygastroidea  ที่

เข้าท าลายหนอนกอข้าว มวนเขียวข้าว และเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล 

 การใช๎แตนเบียนไขํศัตรูธรรมชาติของแมลงศัตรูข๎าว ถือเป็นการควบคุมแมลงศัตรูข๎าวโดยชีววิธีที่
ส าคัญและมีประโยชน๑ ถึงแม๎วําแตนเบียนไขํวงศ๑ใหญํPlatygastroideaมีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลง
ศัตรูพืช โดยที่สามารถเข๎าท าลายแมลงอาศัยได๎สูงถึง 9 อันดับแตํยังมีการศึกษาแมลงกลุํมนี้น๎อยมากใน
ประเทศไทย กรมการข๎าวใช๎แนวทางการวินิจฉัยสกุลตามเอกสารวิชาการจากตํางประเทศซึ่งได๎รายงานไว๎เพียง 
3 – 4 สกุลเทํานั้น วัตถุประสงค๑หลักของการทดลองคือการส ารวจศึกษาอนุกรมวิธานของแตนเบียนไขํกลุํม
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Platygastroideaเพ่ือเป็นข๎อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาการควบคุมแมลงศัตรูข๎าวโดยชีววิธีที่ส าคัญในอนาคต 
ด าเนินการทดลองระหวํางเดือน ตุลาคม 2555 ถึงเดือน กรกฏาคม2558 โดยเก็บตัวอยํางแตนเบียนไขํจาก
แหลํงปลูกข๎าวที่ส าคัญของประเทศและพ้ืนที่บริเวณใกล๎เคียงแหลํงปลูกนั้นๆ ผลจากการศึกษาพบวํา แตน
เบียนไขํวงศ๑ ใหญํ  Platygastroideaมี  1 วงศ๑ ได๎แกํ  Platygastridaeซึ่ งประกอบด๎วย 4 วงศ๑ยํอยคือ 
Scelioninae, Telenominae, Teleasinaeและ Platygastrinaeวงศ๑ยํอย Scelioninaeมีจ านวน 16 สกุล
ได๎แกํ Macroteleia Westwood, PalpoteleiaKieffer, ProbaryconusKieffer, BaryconusFörster, 
Tiphodytes Bradley, CremastobaeusAshmead, DicroscelioKieffer, Duta Nixon, Encyrtoscelio 
Dodd, GryonHaliday, IdrisFörster, PsilanterisKieffer, ScelioLatreille, TrissoscelioKieffer, 
TriteleiaKiefferและ OpisthacanthaAshmead วงศ๑ยํอย Telenominae พบจ านวน 5 สกุลได๎แกํ 
Paratelenomus Dodd, TrissolcusAshmead, Phanuromyia Dodd, TelenomusHaliday, 
PsixKozlov&Lêวงศ๑ยํอย Teleasinaeและ Platygastrinae พบวงศ๑ยํอยละ 1 สกุลได๎แกํ TrimorusFörster 
และ PlatygasterLatreille ตามล าดับ ได๎รายงานแนวทางการวินิจฉัยในระดับ วงศ๑ยํอยและสกุลนอกจากนี้ใน
แตํละสกุลที่พบได๎บรรยายถึงลักษณะที่ส าคัญทางสัณฐานวิทยา ประวัติทางอนุกรมวิธาน การวินิจฉัย เขตการ
แพรํกระจายและให๎ข๎อสังเกตในสกุลที่มีความส าคัญทางการเกษตรจัดท าบาร๑โค๎ดและแทคปูายชื่อรายละเอียด
ของแตํละตัวอยํางเพ่ือใช๎เป็นตัวอยํางอ๎างอิงในพิพิธภัณฑ๑ แมลงกรมวิชาการเกษตร ซึ่งการทดลองนี้จะเป็น
ประโยชน๑ตํอนักวิชาการเกษตรโดยเฉพาะกรมการข๎าว และนักชีววิทยาในการส ารวจและศึกษาแตนเบียนศัตรู
ธรรมชาติที่ส าคัญในอนาคต 
 
การทดลองที่ 1.1.29  สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้ Common Blossom 

Thrips; Frankliniella schultzei (Trybom) 

 การศึกษาสัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ ยไฟดอกไม๎ Frankliniella schultzei 
(Trybom)   โดยการส ารวจรวบรวมและเก็บตัวอยํางเพลี้ยไฟในแหลํงปลูกพืชตํางๆ เชํน มะเขือ ข๎าวโพด หอม 
พืชตระกูลแตง และ ไม๎ดอกไม๎ประดับ ในพ้ืนที่ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ระหวําง
เดือนตุลาคม 2555 ถึง เดือนกันยายน 2557 น าตัวอยํางเพลี้ยไฟที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะทาง
อนุกรมวิธาน เพ่ือตรวจจ าแนกชนิด ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟดอกไม๎ได๎ 275 ตัวอยําง ซึ่งอยูํในอันดับ 
Thysanoptera วงศ๑ Thripidae ชื่อวิทยาศาสตร๑ Frankliniella  schultzei (Trybom) ท าให๎ทราบถึงชนิด 
ลักษณะการท าลาย พืชอาศัย เขตการแพรํกระจายโดยเพลี้ยไฟดอกไม๎จะเข๎าท าลายทั้งยอดอํอน ดอก และใบ
พืช  รวมถึงได๎วิธีการ เทคนิคที่เหมาะสม และเรียนรู๎โปรแกรมส าเร็จรูปส าหรับการหาล าดับพันธุกรรมของยีน 
COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟดอกไม๎มีคําระยะหํางทางพันธุกรรมกับเพลี้ยไฟดอกไม๎
ตะวันตกที่ 0.07568 และ 0.0844 ตามล าดับ จัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิดและถํายภาพลักษณะส าคัญทาง
อนุกรมวิธานของเพลี้ยไฟดอกไม๎ น าตัวอยํางเพลี้ยไฟจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑แมลงพร๎อมน าข๎อมูลที่รวบรวมได๎
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จัดท าฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการเกษตร  ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูลพ้ืนฐานประกอบการจัดท ารายชื่อ
ชนิดแมลงศัตรูพืชรองรับปัญหาด๎านการน าเข๎าและสํงออกสินค๎าเกษตร 
 
การทดลองท่ี 1.1.30  อนุกรมวิธานไรสี่ขาในวงศ์  Eriophyidae ของประเทศไทย 

 ไรสี่ขาเป็นไรที่มีขนาดเล็กไมํสามารถมองเห็นได๎ด๎วยตาเปลําลักษณะการเข๎าท าลายของไรสี่ขาหลาย
ชนิดคล๎ายกับอาการของโรคพืช จึงท าให๎เกิดการใช๎สารปูองกันก าจัดศัตรูพืชที่ผิดประเภท นอกจากนี้ไรสี่ขา
หลายชนิดเป็นพาหะน าโรคมาสูํพืช และมีหลายชนิดเป็นศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย จากการส ารวจชนิด
ของไรสี่ขาที่มีความส าคัญ และเขตแพรํกระจายในประเทศไทย ในพ้ืนที่ 26 จังหวัด 37 อ าเภอ ระหวํางเดือน 
ตุลาคม พ.ศ. 2556- กันยายน พ.ศ. 2558 และน าตัวอยํางที่ได๎มาท าสไลด๑ถาวรด๎วยน้ ายา Berlese’s 
medium เพ่ือจ าแนกชนิดภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑รวมทั้งวาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานด๎วย camera 
lucida พบวําไรสี่ขาในวงศ๑ Eriophyidae ซึ่งเป็นสาเหตุให๎เกิดอาการผิดปกติตําง ๆ บนใบพืชมีจ านวน 12 
ชนิด ได๎แกํ Aceria aloinis (Keifer), Aceria litchii(Keifer), Aceria longana Boczek & Knihinicki, 
Aceria neopaederiae Konvipasruang, et al., Aceria sandorici Nalepa, Aceria tulipae (Keifer), 
Abacarus pennatus Chandrapatya, Aculops caricae Keifer, Acalitus simplex Flechtmann & 
Etienne,Colomerus novahebridensis Keifer,Phyllocoptes azadirachtae Chandrapatya และ 
Phyllocoptruta oleivora (Ashmead) โดยพบไรที่มีความส าคัญและสร๎างความเสียหายให๎กับพืชเศรษฐกิจ
ได๎แกํA. longanaท าให๎เกิดอาการพํุมไม๎กวาดบนล าไย แพรํระบาดมากในแหลํงปลูกล าไย P. oleivoraท าให๎
เกิดอาการปื้นสีน้ าตาลคล๎ายสนิมบนผลส๎ม A. litchiiท าให๎เกิดอาการใบก ามะหยี่บนใบลิ้นจี่ และA. tulipae
เป็นไรศัตรูที่ส าคัญของกระเทียมท าให๎ใบกระเทียมท่ีปลูกในสภาพไรํบิดม๎วนงอ และกลีบกระเทียมหลังการเก็บ
เกี่ยวเกิดอาการแห๎งฝุอ การศึกษาในครั้งนี้นี้พบไรชนิดใหมํ (new species) บนต๎อยติ่งฝรั่งก าลังอยูํระหวําง
การตีพิมพ๑ชื่อ นอกจากนั้นพบไรที่มีการค๎นพบเป็นครั้งแรก (new record) ในประเทศไทยมีชื่อวํา A. aloinis 
ซึ่งท าให๎ยอดและใบของวํานหางจระเข๎เกิดอาการบิดม๎วนงอ การส ารวจไรสี่ขาเข๎าท าลายมะพร๎าวในหลายพ้ืนที่
พบเฉพาะไร C. novahebridensisแตํไมํพบ ไร Aceria guerreronis Keifer ที่เป็นพาหะน าโรค Cadang 
Cadang ในมะพร๎าว ซึ่งเป็นสาเหตุของการห๎ามน ามะพร๎าวเข๎าในหลายประเทศ ข๎อมูลนี้สามารถน าไปใช๎ใน
เจรจาตํอรองทางการค๎ากับตํางประเทศ เพ่ือที่จะยืนยันวําประเทศไทยไมํมีศัตรูพืชกักกันที่เป็นศัตรูส าคัญใน
ประเทศ นอกจากนี้ผลงานวิจัยสามารถใช๎เป็นข๎อมูลเผยแพรํให๎นักวิชาการ นักสํงเสริม และเกษตรกร ส าหรับ
การแนะน าในการปูองกันก าจัดไรศัตรูพืชได๎อยํางถูกต๎องและจัดท าบัญชีรายชื่อเพ่ิมเติม เพ่ือเป็นข๎อมูลส าหรับ
เปิดตลาดสินค๎าเกษตรของไทยเพ่ือสํงออกไปยังตํางประเทศ 
 
การทดลองที่ 1.1.31  ชีววิทยา การเข้าท าลาย ฤดูกาลระบาดของแมลงวันทองชนิด Bactrocera tau  

(Walker)  
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 จากการส ารวจและเก็บรวบรวมผลพืชตระกูลแตงที่ถูกแมลงวันทองเข๎าท าลาย ในจังหวัดกาญจนบุรี 
นครราชสีมา และสุพรรณบุรี พบแมลงวันทอง 2 ชนิด ลงท าลาย คือ B. cucurbitae และ B. tau การศึกษา
วงจรชีวิตของแมลงวันทองชนิด Bactrocera tau (Walker) ในห๎องปฏิบัติการโดยมีอุณหภูมิเฉลี่ย 
23.50+1.02 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพันธ๑เฉลี่ย 89.04+0.25 เปอร๑เซ็นต๑ พบวําตัวเต็มวัยเพศเมียจะ
เริ่มจับคูํผสมพันธุ๑เมื่ออายุ 16 วัน โดยวางไขํเป็นฟองเดี่ยวๆ หรือกลุํมๆ ละ 2-3 ฟอง ตัวเมีย 1 ตัว สามารถ
วางไขํได๎ 397-533 ฟอง มีเปอร๑เซ็นต๑การฟัก 75% ระยะไขํ 2-3 วัน หนอนมี 3 ระยะ ระยะหนอน 8-9 วัน 
ระยะดักแด๎ 7-8 วัน ตัวเต็มวัยเพศเมียอายุ 115-145 วัน และตัวเต็มวัยเพศผู๎มีอายุ 75-135 วัน จากการ
ส ารวจและเก็บรวบรวมผลแตงร๎าน แตงกวา มะระหวาน ฟักทอง บวบหอม ที่ถูกแมลงวันทองเข๎าท าลายใน
แหลํงปลูกจังหวัดกาญจนบุรี นครราชสีมา และสุพรรณบุรี พบวํา B. tau ลงท าลายแตงกวา ฟักทอง มะระ
หวาน และบวบหอม ในการศึกษาชํวงฤดูการระบาดของแมลงวันทองชนิด B.tau ในแปลงปลูกแตงกวา และ
บวบหอม โดยใช๎สารลํอชนิด Cur-lure ในกับดักแบบ Steiner พบวําแมลงวันทองชนิด B. tau เข๎าท าลายใน
แตงกวา และบวบหอม 
 
การทดลองที่ 1.1.32  ศึกษาโครโมโซมและเขตการกระจายของหอยสกุล Pomacea ในประเทศไทย 

 ด าเนินการส ารวจการระบาด/เก็บตัวอยํางและบันทึกพิกัดภูมิศาสตร๑พ้ืนที่ๆเก็บตัวอยํางตามแผนการ
ส ารวจ พบวําหอยเชอรี่สกุล Pomaceaมีเขตการกระจายอยูํทุกภาคของประเทศไทย เมื่อศึกษา feeding 
behavior พบวําหอยเชอรี่สามารถกินได๎ตลอดเวลา คิดเป็นน้ าหนักอาหารที่กินโดยเฉลี่ย 49.66 เปอร๑เซ็นต๑
ของน้ าหนักตัว/ วัน(n=30) หอยเชอรี่จะวางไขํสีชมพูไว๎ตามต๎นพืชหรือวัสดุที่อยูํเหนือน้ าขนาดของกลุํมไขํมีเส๎น
ผํานศูนย๑กลาง8.11 -  22.20 ม.ม. ยาว 15.32 - 55.92 ม.ม. เส๎นผํานศูนย๑กลางของไขํ1.65 - 2.49 ม.ม.ไขํ
หอยเชอรี่มีจ านวน 286 - 4,303 ฟอง เมื่อน าคําเส๎นผํานศูนย๑กลางของไขํมาค านวณคําเฉลี่ยและวิเคราะห๑
ความแปรปรวนด๎วย ANOVA พบวํามีอยํางน๎อย 1 ตัวอยํางที่มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%, 99% และ 99.9% และเมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยด๎วยวิธีของ Tukey’s HSD และ Scheffe
ที่ระดับความเชื่อมั่น 99.9% พบวํามีการแบํงกลุํมออกเป็นอยํางน๎อย 2 กลุํม  
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยเชอรี่วิเคราะห๑ข๎อมูลโดยใช๎เทคนิค morphometricsซึ่งขณะนี้
ก าลังศึกษาจากตัวอยํางหอยบางสํวนที่เก็บจากพ้ืนที่ภาคตํางๆของประเทศไทย โดยวัดคํา shell length, 
shell width, last whorl height, aperture length และ aperture width วิเคราะห๑ข๎อมูลทางสถิติ โดยใช๎ 
ANOVA จากโปรแกรม SPSS  จากนั้นน าข๎อมูลลักษณะสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยที่วิเคราะห๑แล๎วมา
เปรียบเทียบเพื่อคัดเลือกตัวอย่างท่ีมีความแตกต่างกันไปศึกษาจ านวนโครโมโซมและการจัดเรียงคาริโอไทป์ใน
ปีตํอไป 
 
การทดลองท่ี 1.1.33  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ (Rattus argentiventer) ที่พบใน

ประเทศไทย 
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 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญํ (Rattus argentiventer (Robinson and 
Kloss, 1916)) ท าการเก็บตัวอยํางหนูนาใหญํจ านวน 77 ตัวอยําง ใน 15 จังหวัด จาก 5 ภูมิภาค ในประเทศ
ไทย โดยมีวัตถุประสงค๑เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญํในประเทศไทยการศึกษาครั้ง
นี้ เป็นการจ าแนกชนิดหนูนาใหญํที่พบในประเทศไทย ด๎วยเทคนิค multiplex PCR เป็น ครั้งแรก ซึ่งยังไมํเคย
มีรายงานมากํอน พบวําหนูนาใหญํให๎แถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด ได๎แกํ ขนาด 1,300 และ 199 คูํเบส ตามล าดับ 
และจากผลการวิเคราะห๑แผนภูมิความสัมพันธ๑ทางพันธุกรรม ของล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บี และบริเวณไซ
โตโครม บี ถึงสํวนต๎นบริเวณควบคุมในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ สามารถแบํงหนูนาใหญํได๎เป็น 2 กลุํมใหญํ 
คือ clade A และclade B ซึ่งสามารถจ าแนกออกได๎เป็น 5 และ 9 haplotypes ตามล าดับ ในขณะที่ผลจาก
การวิเคราะห๑ความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะห๑  สายสัมพันธ๑ของ haplotypes และการวิเคราะห๑
ประวัติศาสตร๑ประชากร บริเวณไซโตโครม บี เป็นไปได๎วําหนูนาใหญํในประเทศไทย ทีพบทางภาคกลาง 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ อพยพมาจากทางภาคใต๎ของประเทศ และผลจาก
การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน สามารถแบํงหนูนาใหญํที่พบในประเทศไทยได๎เป็น 2 กลุํมประชากร ซึ่งมีที่มา
จากแหลํงที่ตํางกัน 
 
การทดลองที่ 1.1.34  ศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์และวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของปรสิตโปรโตซัว 

Sarcocystis singaporensis ระยะสปอร์โรซิส โดยวิธีทางอณูชีววิทยา 

 โปรโตซัว Sarcocystis singaporensis เป็นค็อคซิเดียโปรโตซัวที่มีการสร๎างซีสต๑ อยูํในไฟลัม 
Apicomplexa วงศ๑ Sarcocystidae มีวงจรชีวิตอยูํในสัตว๑อาศัย 2 ชนิด ได๎แกํ หนูและงู ในการศึกษา ครั้งนี้
ท าการคัดแยกและจ าแนกชนิดของโปรโตซัว S. singaporensis จากมูลงูเหลือมในประเทศไทย จ านวน 22 
ตัวอยําง โดยใช๎วิธีทางสัณฐานวิทยาและวิธีทางอณูชีววิทยา จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา พบวําสปอร๑
โรซีสต๑ที่พบมีลักษณะรูปไขํ มีขนาดเทํากับ 9.47 x 6.91 (7.39-12.32 x 4.93-9.86) ไมโครเมตร ตามล าดับ 
และมีคํา shape index (SI) เทํากับ 1.37 การจ าแนกชนิดด๎วยวิธี multiplex PCR พบวํา โปรโตซัว S. 
singaporensis จะให๎แถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือขนาด 1,500 และ 265 คูํเบส ผลการวิเคราะห๑แผนภูมิ
ความสัมพันธ๑ทางพันธุกรรม บริเวณ 18S rDNA และ 28S rDNA สามารถแบํงโปรโตซัวสกุล Sarcocystis ได๎
เป็น 3 กลุํม ตามชนิดของสัตว๑อาศัยสุดท๎าย การวิเคราะห๑ล าดับเบสบริเวณ 18S rDNA และ 28S rDNA พบวํา
โปรโตซัว S. singaporensis ที่ใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ มีคําความเหมือนทางพันธุกรรมกับโปรโตซัว S. 
singaporensis ในฐานข๎อมูลทางพันธุกรรม (GenBank) ร๎อยละ 97.5-99.6 และ 98.7-99.3  ตามล าดับ 
การศึกษาครั้งนี้เป็นการจ าแนกชนิดของโปรโตซัว S. singaporensis ในระยะสปอร๑โรซีสต๑จากมูลงูเหลือม 
ด๎วยวิธี multiplex PCR เป็นครั้งแรก ซึ่งยังไมํเคยมีรายงานมากํอน 
 
การทดลองท่ี 1.1.35   อนุกรมวิธานด้วงงวงสกุล Rhynchophorus    
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การศึกษาอนุกรมวิธานของด๎วงงวงสกุล Rhynchophorus โดยการส ารวจรวบรวมและเก็บตัวอยําง
ด๎วงงวงในแหลํงปลูกมะพร๎าว และปาล๑มน้ ามัน ในพ้ืนที่ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ 
ระหวํางเดือนตุลาคม 2556 ถึง เดือนกันยายน 2558 น าตัวอยํางด๎วงงวงที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะทาง
อนุกรมวิธานด๎านสัณฐานวิทยา (Morphology) เพ่ือตรวจจ าแนกชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo 
microscope  และเปรียบเทียบกับตัวอยํางด๎วงงวงในพิพิธภัณฑ๑แมลง ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธาน
แมลงกลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจ าแนกชนิดด๎วงงวงได๎  2 ชนิด 265 
ตัวอยําง ซึ่งจัดอยูํในอันดับ (Order) Coleoptera วงศ๑ (Family) Curculionidae ได๎แกํ ด๎วงงวงมะพร๎าวเล็ก 
Rhynchopho rusferrugineus (Olivier) 232 ตัวอยํางและด๎วงงวงมะพร๎าวใหญํRhynchopho rusvulneratus 
(Panzer) 33 ตัวอยํางด๎วงงวงทั้ง 2 ชนิด พบในต๎นลาน ต๎นสาคู และจากกับดักแสงไฟ ท าให๎ทราบชนิด พืชอาศัย 
ลักษณะการท าลาย และเขตการแพรํกระจายของด๎วงงวงสกุล Rhynchophorus จัดท าแนวทางการวินิจฉัย
ชนิดและถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของด๎วงงวงทั้ง 2 ชนิดน าตัวอยํางด๎วงงวงจัดเก็บใน
พิพิธภัณฑ๑แมลงพร๎อมน าข๎อมูลที่รวบรวมได๎จัดท าฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลงกรมวิชาการเกษตร  ส าหรับใช๎
เป็นข๎อมูลพ้ืนฐานประกอบการจัดท ารายชื่อชนิดแมลงศัตรูพืชรองรับปัญหาด๎านการน าเข๎าและสํงออกสินค๎า
เกษตร และทราบถึงเขตการแพรํกระจายของด๎วงงวงสกุล Rhynchophorus ในประเทศไทย 
 
การทดลองที่ 1.1.36   สัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟสกุล Bathrips และ Thrips

การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 

 การศึกษาสัณฐานวิทยาและล าดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟสกุล Thrips และ Bathrips โดยการส ารวจ
รวบรวมและเก็บตัวอยํางเพลี้ยไฟในแหลํงปลูกพืชตํางๆ เชํน มะเขือ ข๎าวโพด หอม พืชตระกูลแตง และไม๎
ดอกไม๎ประดับ ในพ้ืนที่ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ระหวํางเดือนตุลาคม 2556 ถึง 
เดือนกันยายน 2558 น าตัวอยํางเพลี้ยไฟที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน เพ่ือตรวจจ าแนก
ชนิดณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
สามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟสกุล Thrips และ Bathrips ได๎ 275 ตัวอยําง ซึ่งอยูํในอันดับ Thysanoptera 
วงศ๑ Thripidae ได๎แกํ เพลี้ยไฟฝูาย Thripspalmi (Karny) 90 ตัวอยําง เพลี้ยไฟดอกไม๎ฮาวาย 
Thripshawaiiensis (Morgan) 85 ตัวอยําง และเพลี้ยไฟโหระพา Bathripsmelanicornis (Shumsher) 90 
ตัวอยํางท าให๎ทราบถึงชนิด ลักษณะการท าลายพืชอาศัย เขตการแพรํกระจายโดยเพลี้ยไฟจะเข๎าท าลายทั้ง
ยอดอํอน ดอก และใบพืชรวมถึงได๎วิธีการ เทคนิคที่เหมาะสม และเรียนรู๎โปรแกรมส าเร็จรูปส าหรับการหา
ล าดับพันธุกรรมของยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟฝูาย เพลี้ยไฟดอกไม๎ฮาวาย 
และเพลี้ยไฟโหระพามีคําระยะหํางทางพันธุกรรมที่ 0.12060, 0.07186 และ 0.09906 ตามล าดับจัดท าแนว
ทางการวินิจฉัยชนิดและถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยไฟสกุล Thrips และ Bathrips น า
ตัวอยํางเพลี้ยไฟจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑แมลงพร๎อมน าข๎อมูลที่รวบรวมได๎จัดท าฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลงกรม
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วิชาการเกษตร  ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานประกอบการจัดท ารายชื่อชนิดแมลงศัตรูพืชรองรับปัญหาด๎านการ
น าเข๎าและสํงออกสินค๎าเกษตร 
 
การทดลองท่ี 1.1.37  อนุกรมวิธานแมงมุมวงศ์ Clubionidae 

 จากการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมงมุมในวงศ๑ Clubionidae ของประเทศไทยตั้งแตํเดือน 
ตุลาคม 2556 สิ้นสุด กันยายน 2558 บนพ้ืนที่ 18 จังหวัด เพ่ือน ามาศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานและจ าแนก
ชนิดในห๎องปฏิบัติการ โดยการใช๎ลักษณะที่ส าคัญในการจ าแนกชนิด เชํน ลักษณะการจัดเรียงของตา ลักษณะ
การจัดเรียงของฟันและจ านวนฟันบน chelicerae ความยาวของขา ลักษณะรูปรํางและลวดลายบนสํวนหลัง 
ลักษณะของอวัยวะปั่นเส๎นใย ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ๑เพศผู๎  ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุ๑เพศเมีย ฯลฯ ผล
จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานพบแมงมุมในวงศ๑ Clubionidae ทั้งหมด 2 สกุล 4 ชนิด ได๎แกํ  Clubiona 
filicata O. Pickard-Cambridge, 1874, Clubiona melanothele Thorell, 1895, Clubiona sp. และ 
Cheiracanthium insulanum (Thorell, 1878) 
 
การทดลองที่ 1.1.38  ลักษณะทางอนุกรมวิธานและชีววิทยาของเพลี้ยแป้ง Phenacoccus solenopsis 

Tinsley 

 จากการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานและชีววิทยาของเพลี้ยแปูงลายจุด ; Phenacoccus 
solenopsis Tinsley ระหวํางเดือนตุลาคม 2556 ถึง เดือนกันยายน 2558 เพ่ือทราบลักษณะความแตกตําง
ทางด๎านสัณฐานวิทยาในแตํละระยะการเจริญเติบโต  ชีววิทยา รวมทั้งวิธีการและพืชอาหารที่ใช๎ในการเลี้ยง
เพลี้ยแปูงโดยเก็บรวบรวมตัวอยําง จากแหลํงปลูกพืชตํางๆ น าตัวอยํางที่รวบรวมได๎มาเลี้ยงบนผลฟักทอง และ 
บนใบและก่ิงชบา ณ ห๎องปฏิบัติการ กลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช พบเพลี้ยแปูง P. solenopsis  ลงท าลายพืชตํางๆ จ านวนมากถึง 9 วงศ๑ 21 ชนิด และพบกระจาย
ทั่วทุกภาคของประเทศไทย เมื่อท าการศึกษาวงจรชีวิต พบวําเพลี้ยแปูง P. solenopsis  ตัวเต็มวัยเพศเมียไมํมี
ปีก มีการลอกคราบจ านวน 3 ครั้งหลังจากฟักออกจากไขํ ใช๎เวลาตลอดอายุขัยประมาณ 40-49 วัน สํวนตัวผู๎มี
การเข๎าดักแด๎ มีปีกสามารถบินได๎ เพลี้ยแปูงชนิดนี้มีการผสมพันธุ๑แบบอาศัยเพศ ตัวเต็มวัยเพศเมียเมื่อได๎รับ
การผสมพันธุ๑จากตัวผู๎จะออกลูกเป็นตัว (ovoviviparity) ไมํมีถุงไขํ (ovisac) หรือในบางครั้งอาจพบมีการ
ออกลูกเป็นไขํ (oviparity) และปรากกฏถุงไขํขนาดเล็กตรงปลายสํวนท๎องได๎ นอกจากนี้เพลี้ยแปูง P. 
solenopsis เมื่อเลี้ยงในชบา มีอายุขัยเฉลี่ย 46.75 วัน ในขณะที่เลี้ยงในฟักทองมีอายุขัยเฉลี่ยเพียง  44.80 
วัน ระยะตัวเต็มวัยเพศเมียที่เลี้ยงในชบาจะมีชํวงอายุเฉลี่ย 30.70 วันในขณะที่เมื่อเลี้ยงในฟักทองมีอายุเฉลี่ย
เพียง 25.70 วันแตํพบวําเพลี้ยแปูงที่เลี้ยงในชบามีปริมาณไขํเฉลี่ยเพียง 83.00 ฟองตํอตัว ซึ่งน๎อยกวําเพลี้ย
แปูงที่เลี้ยงในฟักทองทีมีปริมาณไขํเฉลี่ย 93.55  ฟองตํอตัว 
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การทดลองที่  1.1.39  ชีววิทยาและเขตการแพร่กระจายของไรแมงมุมคันซาวา Tetranychus    

kanzawai Kishida            

 ชีววิทยาของไรแมงมุมคันซาวา T. kanzawaiศึกษาด๎วยตารางชีวิต บนใบพืชอาศัย 3 ชนิด ได๎แกํ 
กุหลาบ, มะละกอ และมันส าปะหลัง ในห๎องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ26.23 ± 2.08 องศาเซลเซียส ความชื้น
สัมพัทธ๑ 44.95 % ± 6.40 %RHและให๎ได๎รับแสงวันละ 10 ชั่วโมง พบวํา อายุตัวเต็มวัยเพศเมียระยะเวลาใน
การวางไขํ อัตราวางไขํได๎โดยเฉลี่ยตลอดชีวิต อัตราการขยายพันธุ๑สุทธิในชั่วอายุขัย (R0) และ ชั่วอายุขัยของ
กลุํม (G) ของไรแมงมุมคันซาวามากที่สุด เมื่อมีพืชอาศัยเป็นมันส าปะหลัง สํวนอัตราการเพ่ิมประชากร ( rm) 
ของไรแมงมุมคันซาวาในมะละกอ และมันส าปะหลังนั้นใกล๎เคียงกัน 0.23 และ 0.24 ตามล าดับ ซึ่งสูงกวําใน
กุหลาบ แสดงให๎เห็นวํา ประชากรของไรแมงมุมคันซาวาที่ลงท าลายบนมะละกอและมันส าปะหลัง สามารถ
เพ่ิมประชากรได๎ดี และท าให๎เกิดการระบาดอยํางรวดเร็ว สํวนเขตการแพรํกระจายของไรแมงมุมคันซาวา
สามารถแพรํกระจายอยูํทั่วประเทศไทยตลอดทั้งปี บนพืช 60 ชนิด ตั้งแตํไม๎ยืนต๎นจนถึงวัชพืช 
 
การทดลองท่ี 1.1.40  ชีววิทยา นิเวศวิทยาของเพลี้ยไก่แจ้ส้ม วงศ์ Psyllidae ในพืชตระกูลส้ม  

 การศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม Diaphorina citri Kuwayama ในพืชตระกูล
ส๎ม ด าเนินการที่ห๎องปฏิบัติการกลุํมบริหารศัตรูพืช และในแปลงเกษตรกรพ้ืนที่ภาคเหนือได๎แกํ จังหวัด
เชียงราย เชียงใหมํ และก าแพงเพชร โดยท าการส ารวจในชํวงฤดูฝน เดือนกรกฎาคม –สิงหาคม 2557 ซึ่งเป็น
ฤดูกาลระบาดของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม ในการศึกษานิเวศวิทยา พบวําในแปลงปลูก พืชตระกูลส๎มที่พบเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม 
ในปริมาณมาก ได๎แกํ มะนาว และส๎มเขียวหวาน ต๎นที่ถูกท าลายกํอนมักอยูํบริเวณขอบด๎านนอกของแปลง 
เนื่องจากปริมาณของเพลี้ยไกํแจ๎ส๎ม ต๎นที่อยูํขอบด๎านนอกจะมีปริมาณมากกวํา มีการกระจายตัวทั่วทั้งต๎น โดย
ลักษณะการเข๎าท าลายจะพบมีการวางไขํบริเวณตายอด ใบอํอนที่แตกใหมํๆ บริเวณซอกระหวํางเส๎นใบ และกิ่ง
อํอน พบตัวอํอนและตัวเต็มวัยเกาะดูดกินต๎นพืช ขณะเดียวกันมีการขับไขสีขาวเป็นเส๎นยาวออกมา พืชที่ถูก
ท าลายมากๆ จะเริ่มมีอาการใบเหลือง หลุดรํวง และยังพบมีราด าเกาะอยูํบริเวณใบและกิ่ง เนื่องจากของเหลว
ที่ถูกขับออกมาขณะกินอาหาร สภาพแปลงที่พบการระบาดมาก คือแปลงที่มีการจัดการวัชพืชในแปลงน๎อย 
หรือไมํมีการจัดการเลย การเพาะเลี้ยงขยายตัวอยํางแมลง เพ่ือเก็บข๎อมูลทางชีววิทยาพบวําตัวเต็มวัยความ
ยาวตั้งแตํสํวนหัวถึงปลายปีก ขนาด 3-4 มิลลิเมตร สํวนของปีกมีสีน้ าตาลเข๎มบริเวณขอบปีก เนื้อปีกสํวนอ่ืน 
สํวนอก และหัว มีสีน้ าตาลอํอนและขาว เกาะโดยท ามุม 45 องศา กับพ้ืนผิวที่เกาะ ตัวเต็มวัยสามารถผสมพันธุ๑
และวางไขํได๎หลายร๎อยฟอง ตลอดชํวงชีวิตประมาณ 3-4 เดือน  โดยตัวเต็มวัยจะวางไขํเป็นฟองเดี่ยวๆ แตํ
อาจจะอยูํใกล๎ๆ กันโดยวางเป็นกลุํมหรือเรียงกันเป็นแถว อยูํบนตายอด สํวนที่แตกยอดแตํใบยังไมํคลี่ ใบอํอน 
หรือดอกอํอน ไขํมีขนาดความยาว 0.2-0.3 มิลลิเมตร มีรูปทรงคล๎ายหยดน้ า หรือทองหยอด มีสีเหลืองสด 
ระยะไขํ 3-5 วัน จะฟักเป็นตัวอํอนวัยที่ 1 ในวัยที่ 1 -5 มีความยาว 0.3 - 1.5 มิลลิเมตร โดยมีลักษณะล าตัว
แบนสีเหลือง ในวัยที่ 1 พบการเคลื่อนที่ แตํในวัย 2-5 พบวํามักเกาะอยูํนิ่งๆ สามารถมองเห็นจุดสีแดงสองจุด
บริเวณสํวนหัว ด๎านข๎างล าตัวมีแผํนปีกปรากฏอยูํท้ังสองข๎างซ๎ายและขวา สํวนปลายท๎องจะมีเส๎นขนเรียงกันอยูํ 
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สํวนตํางๆ เห็นได๎ชัดเจนขึ้นเมื่ออยูํในวัย 4-5 ระยะเวลาเป็นตัวอํอน 10-30 วัน จากนั้นจึงเจาะบริเวณด๎านบน
สํวนท๎องออกมาเป็นตัวเต็มวัย  
 
การทดลองท่ี 1.1.41  ชนิดมดที่พบในแหล่งผลิตและโรงคัดบรรจุไม้ผลเพื่อการส่งออก 

 การศึกษาชนิดของมดที่พบในแหลํงผลิตและโรงคัดบรรจุไม๎ผลเพ่ือการสํงออก ด าเนินการระหวําง
เดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนกันยายน 2558 โดยเก็บรวบรวมตัวอยํางจากแหลํงปลูกไม๎ผล และโรงคัดบรรจุ
ผลไม๎ตํางๆ ได๎แกํ มังคุด ทุเรียน ลองกอง เงาะ และ สับปะรด ในพ้ืนที่ภาคตะวันออก ได๎แกํ จังหวัดจันทบุรี 
ตราด ระยอง ชลบุรี และในพื้นที่ภาคใต๎ ได๎แกํจังหวัด ชุมพร นครศรีธรรมราช สงขลา และพัทลุง น าตัวอยํางที่
ได๎มาจัดรูปรําง และจ าแนกได๎ 6 วงศ๑ยํอย 16 สกุล  19 ชนิด เมื่อพิจารณาชนิดมดในแปลงปลูกไม๎ผล พบวํา 
ในแปลงไม๎ผลทั้ง 5 ชนิด พบมดทั้งหมด 19 ชนิด แตํละแปลงมีชนิดมดที่พบแตกตํางกันดังนี้ ลองกองพบมด
ทั้งสิ้น 19 ชนิด เงาะ 18 ชนิด มังคุดและทุเรียนพบ 16 ชนิด  ในขณะที่สับปะรดพบมดน๎อยที่สุดเพียง 11 
ชนิด โดยมีมด จ านวน 10 ชนิดที่พบได๎ในแปลงไม๎ผลทั้ง 5 ชนิด ส าหรับในโรงคัดบรรจุพบมดเพียง 11 ชนิด 
และพบวํามด Dolichoderus thoracicus Smith มีปริมาณและความหนาแนํนภายในแปลงปลูกและโรงคัด
บรรจุ ลองกอง เงาะ มังคุดและทุเรียน ในขณะที่มด Solenopsis  geminata Fabricius พบมากในแปลง
สับปะรดและโรงคัดบรรจุอีกด๎วย 
 
การทดลองท่ี 1.1.42  ชีววิทยา นิเวศวิทยาและการแพร่กระจายของหอยศัตรูพืช สกุล Bradybeana 

 ด าเนินการส ารวจและเก็บตัวอยํางหอยสกุล Bradybeanaในพ้ืนที่เขาหินปูนและพ้ืนที่เกษตรกรรมอ่ืน
ตามภาคตํางๆของประเทศไทย ตั้งแตํเดือนตุลาคม ปี 2556 – กันยายน ปี 2557 น ามาจ าแนกชนิดตามระบบ
อนุกรมวิธานของหอยตามเอกสารของ Abbott (1989), Laws (1973), Panha (1996) และ Vaught 
(1989)พบวํา ตัวอยํางหอยที่เก็บจากแปลงไม๎น้ า จังหวัดนครราชสีมา จ านวน 13 ตัวอยํางเป็นหอย Asian 
Tramp Snail, Bradybaenasimilaris (Férussac, 1821) และตัวอยํางหอยจากก าแพงเพชร 8 ตัวอยําง และ
ตัวอยํางหอยจากเชียงใหมํ 12 ตัวอยําง จัดเป็นหอยสกุล Bradybenaซึ่งต๎องตรวจสอบเพ่ือระบุชนิดเพ่ิมเติมซึ่ง
จากการส ารวจยังไมํพบหอยที่อยูํในสกุลดังกลําวในพ้ืนที่ภาคกลาง ตะวันออก ตะวันตก และภาคใต๎ 
 จากการศึกษาการผสมพันธุ๑การวางไขํและการเจริญเติบโตของหอยสกุล Bradybeana ใน
ห๎องปฏิบัติการเบื้องต๎นพบวําหอยสกุล Bradybena ไมํชอบแสงต๎องการความชื้นสัมพัทธ๑มากกวํา 60 % ขึ้นไป 
โดยตัวเต็มวัยแตํละตัวสามารถสร๎างอวัยวะสืบพันธุ๑ได๎ทั้งเพศผู๎และเพศเมีย มีการแสดงพฤติกรรมกํอนการผสม
พันธุ๑คือการใช๎หนวดที่อยูํบริเวณสํวนหัวแตะที่คูํผสมพันธุ๑กํอนขึ้นขี่บนเปลือกของคูํผสม มีการผสมพันธุ๑ข๎ามตัว
ในชํวงเวลากลางคืน หรือในสภาพที่มีความชื้นสูง ซึ่งหอยจะวางไขํเป็นกลุํม ๆเฉลี่ย 8-10 ฟอง โดยวางไขํวันละ 
1-2 ฟอง จนครบจ านวน ใต๎รอยแยกของดินที่ชื้น โดยไมํมีวุ๎นใสปกคลุมกลุํมไขํ ไขํหอยที่เกิดใหมํมีรูปรํางรีๆ 
คํอนข๎างใส เรียกวํา gelatinous egg การศึกษาดังกลําวยังไมํเสร็จสิ้น ต๎องท าการศึกษาการฟักจากไขํ วงจร
ชีวิตและการเจริญเติบโตของหอยสกุล Bradybeana ในห๎องปฏิบัติการตํอไป 
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กิจกรรมย่อยท่ี 1.2  อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช 

การทดลองท่ี 1.2.1  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล  Cladosporium  สาเหตุโรคพืช 

 รวบรวมเก็บตัวอยํางของพืชที่แสดงอาการของโรคพืชที่เกิดจากรา Cladosporium จากแหลํงปลูกพืช
ในประเทศไทย ในจังหวัดกาญจนบุรี ฉะเชิงเทรา ราชบุรี  นครราชสีมา ตาก พะเยา เพชรบุรี เพชรบูรณ๑ 
ราชบุรี และ เชียงใหมํ ได๎ตัวอยํางของพืชทั้งหมด 19 ตัวอยําง จากพืช 6 ชนิด แตงกวา พริก ผักกาดขาว 
ผักกาดหอม เผือก และมะมํวง โดยการศึกษาลักษณะอาการของโรคโดยตรงและแยกเชื้อสาเหตุโดยใช๎วิธี 
Tissue transplanting  บนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  จ าแนกชนิดโดยศึกษาลักษณะสัณฐาน
วิทยาของเชื้อภายใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ compound microscope จ าแนกได๎ทั้งหมด 4 species 19 ไอโซเลท 
ได๎แกํ Cladosporium cladosporioides, C. colocasiae, C. cucumerinum  และ C. oxysporum รา
เจริญได๎ดีบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA) และ Oat Agar (OA) 
 
การทดลองที่ 1.2.2  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล Alternaria และ  Stemphylium  สาเหตุ

โรคพืช 

 จากการเก็บรวบรวมตัวอยํางโรคพืช ในชํวงตุลาคม 2553 ถึง กันยายน 2556 ได๎ตัวอยํางโรคพืชที่เกิด
จากรา Alternaria spp. และ Stemphylium sp. จ านวน 210 ตัวอยําง บนพืช 21 ชนิด จ าแนกชนิด โดย
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเชื้อ พบวํา ได๎ตัวอยํางโรคพืชที่เกิดจากรา  Alternaria spp. จ านวน 191 
ตัวอยําง บนพืช 21 ชนิด คือ โรคใบจุดคะน๎า ผักกาดขาว ผักกาดเขียว ผักกาดหางหงส๑ กะหล่ าดอก 
กะหล่ าปลี กะหล่ าเจดีย๑ บรอคโคลี่ กวางตุ๎ง และ ผักกาดแม๎ว เกิดจากเชื้อ Alternaria brassicicola โรคใบ
จุดสีมํวงของหอมแดง หอมแบํง หอมหัวใหญํ และกระเทียม เกิดจากเชื้อ A. porri โรคใบจุดของมะเชือเทศ 
และมันฝรั่ง เกิดจากเชื้อ A. solani โรคใบจุดของบานไมํรู๎โรย และสร๎อยไกํ เกิดจากเชื้อ A. gomphrenae  
โรคใบไหม๎ของทานตะวัน เกิดจากเชื้อ A. hilianthi โรคใบไหม๎ของดาวเรือง และชวนชม เกิดจากเชื้อ 
Alternaria sp และได๎ตัวอยํางโรคพืชที่เกิดจากรา Stemphylium sp. จ านวน 19 ตัวอยําง บนพืช 3 ชนิด 
คือ โรคใบไหม๎ของหอมแดง หอมหัวใหญํ และกระเทียม เกิดจากเชื้อรา Stemphylium vesicarium และเก็บ
เชื้อบริสุทธิ์ และตัวอยํางแห๎งโรคพืช จ านวน 210 ไอโซเลท จากการศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมตํอการเจริญ
และสร๎างสปอร๑ของรา  A. brassicicola A. gomphrenae และ Alternaria sp. สาเหตุโรคใบจุดดาวเรือง 
พบวํา ทั้ง 3 ชนิด เจริญได๎ดีที่สุดบนอาหาร V8 รองลงมาได๎แกํ PDA  ½ PDA  เติม CaCo3  PCA  ½ PDA  
WA  และ CZA ตามล าดับ และสร๎างสปอร๑ได๎ดีที่สุด บนอาหาร ½ PDA เติม CaCo3 รองลงมา ได๎แกํ ½ PDA  
WA  PCA  V8  PDA และ CZA ตามล าดับ การศึกษาผลของแสงตํอการเจริญและสร๎างสปอร๑ของเชื้อรา A. 
brassicicola และ S. vesicarium พบวํา เชื้อราเจริญ และสร๎างสปอร๑ได๎ดีที่สุด เมื่ออยูํภายใต๎แสง 
fluorescent 8 ชั่วโมง สลับกับมืด 16 ชั่วโมง รองลงมา ได๎แกํ แสง near UV 8 ชั่วโมง สลับกับมืด 16 ชั่วโมง
ตํอวัน แสง fluorescent 24 ชั่วโมงตํอวัน แสง near UV 24 ชั่วโมงตํอวัน และในที่มืด ตามล าดับ และจาก



176 
 
การศึกษาผลของอุณหภูมิตํอการเจริญและสร๎างสปอร๑ของเชื้อรา A. brassicicola และ S. vesicarium พบวํา 
เชื้อราเจริญและสร๎างสปอร๑ได๎ดีที่สุด เมื่อบํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รองลงมา ได๎แกํ 25  20 และ15 
องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
 
การทดลองท่ี 1.2.3 อนุกรมวิธานและชีววิทยาของราสกุล  Choanephora  สาเหตุโรคเน่าเปียก   

 การส ารวจเก็บตัวอยํางพืชที่เป็นโรค จากแปลงปลูกของเกษตรกร ในพ้ืนที่ 10 จังหวัด ได๎แกํ 
กาญจนบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี ราชบุรี เชียงใหมํ เชียงราย ตาก เพชรบูรณ๑ ชลบุรีและจันทบุรี ระหวํางเดือน 
พฤษภาคม  ถึง สิงหาคม  ซึ่งเป็นชํวงที่มีฝนตกชุก ความชื้นสูงและมักพบการระบาดของโรค ได๎ตัวอยํางพืชที่
เป็นโรคเนําเปียก (wet rot) ที่เกิดจากเชื้อรา Choanephora sp. จ านวน 33 ตัวอยําง พืช 13 ชนิด ได๎แกํ 
พริกขี้หนู 7 ตัวอยําง พริกชี้ฟูา 4 ตัวอยําง กระเจี๊ยบ 2 ตัวอยําง มะเขือเปราะ 2 ตัวอยําง ถั่วพู 1 ตัวอยําง 
ถั่วฝักยาว 2 ตัวอยําง โทงเทง (วัชพืช) 2 ตัวอยําง ผักโขม (วัชพืช) 2 ตัวอยําง ถั่วลันเตา 3 ตัวอยําง คะน๎า 2 
ตัวอยําง ชบา 1 ตัวอยําง มะเขือยาว 1 ตัวอยําง ฟักทอง 2 ตัวอยําง ถั่วเขียว 1 ตัวอยําง และดอกกล๎วยไม๎สกุล
หวาย 1 ตัวอยําง ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานจ าแนกชนิดได๎เป็นรา  Choanephora cucurbitarum 
(Berk. & Rav.) Thaxt. ผลการศึกษาการเจริญของเส๎นใยรา Ch. cucurbitarum บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
Half PDA, PCA, CA และ MEA ที่อุณหภูมิ 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส พบวําเส๎นใยรา Ch. 
cucurbitarum มีลักษณะฟูสูงขึ้นจากผิวอาหาร แตํมีบางสํวนที่เจริญแบนราบไปกับผิวอาหาร เมื่อโคโลนีมี
อายุได๎ 1 วัน เส๎นใยยังไมํมีการสร๎างโคนิเดีย เมื่อโคโลนีมีอายุได๎ 2 วัน จะเห็นเป็นจุดๆของ sporangium และ 
conidium เมื่อโคโลนีมีอายุได๎ 4-5 วัน เส๎นใยจะมีลักษณะเหนียวและยุบเมื่อถูกสัมผัส ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 
องศาเซลเซียส เส๎นใยรา Ch. cucurbitarum เจริญอยํางรวดเร็วเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 2 
วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนอาหาร PDA และHalf PDA เส๎นใยรา Ch. cucurbitarum สร๎าง 
conidium ได๎มากกวําที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาชนิดพืชอาศัยของรา Ch. cucurbitarum 
โดยการส ารวจเก็บตัวอยํางพบพืชอาศัยของรา Ch. cucurbitarum คือพริกขี้หนู พริกชี้ฟูา กระเจี๊ยบ มะเขือ
เปราะ ถั่วพ ูถั่วฝักยาว โทงเทง(วัชพืช) ผักโขม (วัชพืช) ชบา ถั่วลันเตา คะน๎า มะเขือยาว ฟักทอง ถั่วเขียวและ
ดอกกล๎วยไม๎สกุลหวาย ผลการศึกษาชนิดพืชอาศัยของรา Ch. cucurbitarum โดยการปลูกเชื้อบนต๎นพืช 
พบวํารา Ch. cucurbitarum ที่แยกได๎จากพริกขี้หนู ท าให๎ พริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา คะน๎า ผักโขม แสดง
อาการโรคในระดับ 3 รา Ch. cucurbitarum ที่แยกได๎จากถั่วลันเตา ท าให๎ ถั่วลันเตา แสดงอาการโรคใน
ระดับ 3 พริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา คะน๎า ผักโขม แสดงอาการโรคในระดับ 2 รา Ch. cucurbitarum ที่
แยกได๎จากคะน๎า ท าให๎ คะน๎า พริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา ผักโขม แสดงอาการโรคในระดับ 2 รา Ch. 
cucurbitarum ที่แยกได๎จากผักโขมท าให๎ ถั่วลันเตา ผักโขม แสดงอาการโรคในระดับ 3 พริกขี้หนู พริกชี้ฟูา 
แสดงอาการโรคในระดับ 2แตงกวา คะน๎า ไมํแสดงอาการโรค โดยการปลูกเชื้อบนผลพืช พบวํารา Ch. 
cucurbitarum ที่แยกได๎จากพริกขี้หนู ท าให๎ ผลพริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา แสดงอาการโรคในระดับ 2 รา 
Ch. cucurbitarum ที่แยกได๎จากถั่วลันเตา ท าให๎ฝักถั่วลันเตา ผลพริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา แสดงอาการ
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โรคในระดับ 2 รา Ch. cucurbitarum ที่แยกได๎จากคะน๎า ท าให๎ผลพริกขี้หนู พริกชี้ฟูา แตงกวา แสดงอาการ
โรคในระดับ 2 
 
การทดลองที่ 1.2.4  การจ าแนกชนิดของราสกุล Botryosphaeria  สาเหตุโรคพืช โดยใช้ลักษณะการ

สัณฐานวิทยาและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  

 ผลการรวบรวมและเก็บตัวอยํางสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากรา Botryosphaeria  ได๎ตัวอยํางโรคพืช
ทั้งหมด 82 ตัวอยําง จากพืชทั้งหมด 7 ชนิด จากจังหวัดก าแพงเพชร กรุงเทพฯ จันทบุรี ฉะเชิงเทรา เชียงใหมํ 
ชลบุรี นครปฐม  นครราชสีมา เพชรบุรี ปทุมธานี ประจวบคีรีขันธ๑ ระยอง ราชบุรี สกลนคร สมุทรปราการ 
สมุทรสาคร สมุทรสงคราม สุโขทัย และ สุพรรณบุรี  ผลจากการศึกษาแยกราได๎ทั้งหมดจ านวน 73 ไอโซเลท 
จ าแนกชนิดเชื้อโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจ าแนกได๎ราทั้งหมด 5 genera 5 species ได๎แกํ 
Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Dothiorella mangiferae, 
Fusicoccum และ Neocystalidium dimidiatum จัดเก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชไว๎ในพิพิธภัณฑ๑โรคพืชที่ กลุํม
วิจัยโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม ของรา Botryosphaeria ทั้งหมด 37 ไอโซเลท ได๎แกํ ราที่แยกได๎จาก 
โรคเปลือกแตกยางไหลของมะเมํา 2 ไอโซเลท โรคล าต๎นจุดแก๎วมังกร 15 ไอโซเลท จากโรคผลเนํากล๎วยหอม 
5 โซเลท จากล าต๎นองุํน 5 ไอโซเลท  ผลเนําของมะมํวง 7 ไอโซเลท และ ล าต๎นยางไหลมะมํวง 3 ไอโซเลท  
พบวํา ล าดับเบสที่ได๎จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตรงต าแหนํง ITS ซึ่งรวมบางสํวนของยีน 18S และ 28S บน 
rDNA มีขนาดทั้งหมด 541 คูํเบส จากการวิเคราะห๑จ าแนกชนิดได๎เป็นดังนี้  ราที่แยกได๎จากโรคเปลือกแตกยาง
ไหลของมะเมํา จ าแนกชนิดได๎เป็นรา L. pseudotheobromae  โรคล าต๎นจุดของแก๎วมังกร จ านวน 15 ไอโซ
เลท จ าแนกชนิดได๎เป็นรา Neocystalidium dimidiatum จากกล๎วยหอม 5 โซเลท จากล าต๎นองุํน 5 ไอโซ
เลท  ผลเนําของมะมํวง จ านวน 7 ไอโซเลท และ ล าต๎นยางไหลมะมํวง จ านวน 3 ไอโซเลท จ าแนกชนิดได๎เป็น
รา L. theobromae 

 
การทดลองท่ี 1.2.5  ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Phytophthora capsici   

ได๎เก็บรวบรวมตัวอยํางโรคเหี่ยวของพริก ระหวําง เดือนตุลาคม 2553 - เดือนกันยายน 2555จาก 
จังหวัดเชียงใหมํ ล าปาง ล าพูน เพชรบูรณ๑ ตากและศรีสะเกษ เพ่ือศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา  
Phytophthora capsici พบโรครากเนําโคนเนําพริกหวานหรือพริกยักษ๑ โรครากเนําโคนเนําพริกขี้หนู โรค
รากเนําโคนเนํามะเขือยาว โรครากเนําโคนเนําพริกข้ีหนู และโรครากเนําโคนเนําพริกหนุํม เมื่อแยกเชื้อบริสุทธิ์
ได๎รา Phytophthora sp. จ านวน 14 ไอโซเลท ราท าให๎พืชแสดงอาการเหี่ยวทั้งต๎น ตั้งแตํยอด ใบ และผล 
รากและโคนต๎นถูกท าลาย เกิดอาการรากเนํา โคนเนํา และท าให๎เกิดอาการเนําคอดิน ราสร๎างเส๎นใยที่เจริญได๎
ดีบนอาหารวุ๎นแครอท และ สร๎างสปอร๑จ านวนมากบนอาหารแข็ง เมื่อสปอร๑มีอายุมากขึ้นจะหลุดออกจากก๎าน
ชูสปอร๑ได๎งําย โดยมีก๎านสปอร๑ขนาดยาวติดอยูํ  ด๎านบนของสปอร๑มีสํวนเปิดส าหรับเป็นทางออกของสปอร๑ที่มี
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หางและวํายน้ าได๎ เดํนชัด รา P. capsici ท าให๎พืชทดสอบ ได๎แกํ พริกหวาน พริกหยวก พริกชี้ฟูา พริกขี้หนู 
มะเขือเทศ ต าลึง และเส็ง เป็นโรค แผลขยาย 10–20 มิลลิเมตร แสดงอาการแผลเนําสีน้ าตาลด า ถึงสีด า 
 
การทดลองท่ี 1.2.6  ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Didymella bryoniae   

 โรคยางไหล (Gummy Stem Blight) มีสาเหตุเกิดจากเชื้อรา Didymella bryoniae (Auersw.) 
Rehm. (anamorph Phoma cucurbitacearum) พบมีการระบาดและท าความเสียหายกับพืชตระกูลแตง
ในประเทศไทย  การศึกษาชีววิทยาของเชื้อราจึงเป็นข๎อมูลพ้ืนฐานที่ส าคัญในงานวิจัย  จากการศึกษาสูต ร
อาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญของเส๎นใยและการสร๎าง pycnidia ของเชื้อราสาเหตุโรค   จ านวน 
3 ไอโซเลท บนอาหารสูตร PDA  PSA  PCA  MEA  CMA  OMA และ V8  agar  ที่อุณหภูมิ 10, 20 และ 25 
องศาเซลเซียส  ผลการทดลองพบวํา เชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถเจริญได๎ดีในอาหาร PDA, PCA และ V8 
agar  ที่อุณหภูมิห๎อง และเชื้อราสามารถเจริญได๎ดีและเร็วในทุกสูตรอาหาร  โดยเฉพาะที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส  ส าหรับการสร๎าง pycnidia ของเชื้อรา  พบวํา ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เชื้อราสามารถสร๎าง 
pycnidia ได๎ในทุกสูตรอาหาร แตํจะพบสร๎างได๎ในปริมาณมากบนอาหาร MEA และ PCA  หลังการทดลอง 
40 วัน   และในการศึกษาการติดเชื้อบนเมล็ดของแตงเมลํอน โดยการเก็บเมล็ดจากผลที่เป็นโรคและไมํเป็น
โรค มาวางทดสอบบนอาหาร WA และตรวจนับเปอร๑เซ็นต๑การติดเชื้อบนเมล็ดและเปอร๑เซ็นต๑การงอก ผลการ
ทดลองพบวํา เมล็ดแตงมีทั้งการปนเปื้อนและการติดเชื้อที่เมล็ดทั้งในผลที่เป็นโรคและผลไมํเป็นโรค  ซึ่งเมล็ด
ที่มีการติดเชื้อบนเปลือกหุ๎มเมล็ดนั้น พบวํา เมล็ดสามารถงอกและเจริญได๎ปกติ แตํเชื้อราเข๎าท าลายต๎นอํอนที
หลัง สํวนการติดเชื้อในเมล็ดนั้น ท าให๎เมล็ดไมํงอกและเชื้อรามีการเจริญคลุมเมล็ด  จากการศึกษาวิธีการปลูก
เชื้อราสาเหตุบนต๎นพืชพบวํา เชื้อราสามารถเข๎าท าลายพืชได๎โดยวิธีเข๎าทางชํองเปิดธรรมชาติ และวิธี artificial 
inoculation  ในการศึกษาพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุจึงได๎น าวิธีการปลูกเชื้อ โดยวิธี toothpick's technique 
มาทดสอบการกํอให๎เกิดโรคกับพืชตระกูลแตงจ านวน 10 ชนิด ได๎แกํ แตงร๎าน แตงกวา แตงโม แตงไทย แฟง 
บวบหอม มะระจีน ฟักทอง บวบงู และเมลํอน  ที่ 1, 3, และ 5 วันหลังการปลูกเชื้อสาเหตุ  ผลการทดลอง 
พบวํา ในพืชแตงเมลํอน และ แตงร๎าน เชื้อสาเหตุโรคทุกไอโซเลท สามารถเข๎าท าลายพืชได๎รุนแรง และท าให๎
เกิดโรค 90-100 เปอร๑เซ็นต๑  แสดงให๎เห็นวํา พืชทั้ง 2 ชนิดนี้ มีความอํอนแอตํอเชื้อสาเหตุโรคยางไหล  และ
เกิดโรคได๎งําย รองลงมาคือ พืชแตงโม พบวํา ไอโซเลทสุพรรณบุรี และ พะเยา  สามารถเข๎าท าลายพืชได๎
รุนแรง และท าให๎เกิดโรค 100 เปอร๑เซ็นต๑ สํวนไอโซเลทสระแก๎ว เข๎าท าลายพืชได๎ 33.33 เปอร๑เซ็นต๑  ซึ่งผล
จากการศึกษาข๎อมูลพ้ืนฐานทางด๎านชีววิทยาและนิเวศวิทยาของเชื้อสาเหตุโรค สามารถน าไปใช๎เป็นแนวทาง
ในการปูองกันก าจัดโรคให๎มีประสิทธิภาพและการปรับปรุงพันธุ๑พืชให๎ต๎านทานตํอโรคยางไหลตํอไป 
 
การทดลองที่ 1.2.7  การจ าแนกชนิดและเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของ Race แบคทีเรีย Rasonia 

solanacearum ที่พบในประเทศไทย 
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การจ าแนกชนิด Race แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ที่พบในประเทศไทย ที่แยกได๎จาก 
มะเขือเทศ มันฝรั่ง มะเขือยาว มะเขือเปราะ พริก ยาสูบ  ขิง ปทุมมา ถั่วลิสง และ ยูคาลิปตัส จ านวน 130 
สายพันธุ๑ โดยทดสอบการเกิดโรคกับพืชอาศัยจ านวน 4 ชนิดได๎แกํ พริก มะเขือเทศ มะเขือเปราะ มันฝรั่ง  ผล
การทดสอบแบคทีเรียทั้ง 130 สายพันธุ๑ท าให๎เกิดโรคกับพืชอาศัย ทั้ง 4 ชนิด โดยท าให๎พืชอาศัยทุกชนิดแสดง
อาการของโรคเหี่ยวภายใน 15 วัน สามารถจัดจ าแนกแบคทีเรีย R. solanacearum ทั้ง 130 สายพันธุ๑ อยูํใน 
Race เมื่อน าไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือจัดจ าแนกชนิด Biovar ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
สามารถจัดจ าแนกอยูํใน Biovar 2 3 และ 4  จากนั้นน ามาศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิค rep PCR  
ผลการศึกษาพบวํา แบคทีเรีย R. solanacearum  Race 1 ที่พบในประเทศไทย ทั้ง 130 สายพันธุ๑มีความ
หลากหลายสูง และแบคทีเรีย R. solanacearum  .Biovar 2 มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตํางจากเชื้อ 
Biovar 3 และ 4 และ ไมํสามารถแยกความแตกตํางของเชื้อ Biovar 3 และ 4ได๎ 
 
การทดลองที่ 1.2.9  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของไส้เดือนฝอย migratory endoparasitic 

nematodes 

 เก็บตัวอยํางดินบริเวณรากพืชในพ้ืนที่ปลูกพืชภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคใต๎ ตรวจหาไส๎เดือนฝอย
สกุล Pratylenchus และเลี้ยงเพ่ิมจ านวนจากตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัวบนรากข๎าวโพดในสภาพปลอดเชื้อ 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการคงสภาพไส๎เดือนฝอย ท าสไลด๑ถาวร จ าแนกชนิดโดยใช๎คูํมือการจัด
จ าแนก ซึ่งจ าแนกชนิดได๎เป็น P. coffeae P. brachyurus และ P. zeae ทดสอบความสามารถในการท าให๎
เกิดโรคของไส๎เดือนฝอย P. coffeae ตํอกาแฟพันธุ๑อาราบิก๎า วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ซ้ า 5 กรรมวิธี 
ใสํไส๎เดือนฝอยรากแผลจ านวน 3,000 6,000 9,000 12,000 ตัวตามล าดับเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมํใสํ
ไส๎เดือนฝอย พบวําไส๎เดือนฝอย P. coffeae ไอโซเลตที่ใช๎ในการทดลองไมํสามารถขยายพันธุ๑ได๎ในกาแฟพันธุ๑
อาราบิก๎า โดยทุกกรรมวิธีมีจ านวนไส๎เดือนฝอยเมื่อสิ้นสุดการทดลองอยูํในระดับต่ า อยํางไรก็ตามต๎นกาแฟที่ใสํ
ไส๎เดือนฝอยมีลักษณะสีใบซีด ขอบใบสีน้ าตาล และรากบางสํวนมีสีน้ าตาลเมื่อเทียบกับต๎นกาแฟที่ไมํได๎ใสํ
ไส๎เดือนฝอย การทดสอบความสามารถในการท าให๎เกิดโรคของไส๎เดือนฝอย P. brachyurus ตํอถั่วเหลืองพันธุ๑
นครสวรรค๑1 และพันธุ๑เชียงใหมํ 60 วางแผนการทดลองแบบ CRD 5 ซ้ า 5 กรรมวิธี โดยใสํไส๎เดือนฝอย
จ านวน 500 1,000 3,000 5,000 ตัวตํอกระถางตามล าดับ เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมํใสํไส๎เดือนฝอย พบวํา
ในถั่วเหลืองพันธุ๑นครสวรรค๑1 น้ าหนักแห๎งของต๎นไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ ปริมาณไส๎เดือนฝอย
เมื่อสิ้นสุดการทดลองแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยกรรมวิธีที่มีไส๎เดือนฝอยเริ่มต๎น 3,000 และ 5,000 
ตัวตํอกระถางมีจ านวนประชากรไส๎เดือนฝอยเมื่อสิ้นสุดการทดลองมากกวํากรรมวิธีที่มีไส๎เดือนฝอยเมื่อเริ่ม
ทดลอง 500 ตัวตํอกระถาง อัตราการขยายพันธุ๑ในแตํละกรรมวิธีไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ ในถั่ว
เหลืองพันธุ๑เชียงใหมํ 60 น้ าหนักแห๎งของต๎นในกรรมวิธีที่ไมํใสํไส๎เดือนฝอยน๎อยกวํากรรมวิธีที่ใสํไส๎เดือนฝอย
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ น้ าหนักแห๎งของต๎นไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติระหวํางกรรมวิธีที่ใสํ
ไส๎เดือนฝอย จ านวนประชากรไส๎เดือนฝอยเมื่อสิ้นสุดการทดลองในกรรมวิธีที่ใสํไส๎เดือนฝอยไมํแตกตํางกัน
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อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ กรรมวิธีที่มีไส๎เดือนฝอยเริ่มต๎น 500 ตัวตํอกระถางมีอัตราการขยายพันธุ๑สูงที่สุด การ
ทดลองความสามารถในการท าให๎เกิดโรคของไส๎เดือนฝอย P. zeae ตํอข๎าวโพดพันธุ๑สุวรรณ 1 และข๎าวโพด
หวาน วางแผนการทดลองแบบ CRD 5 ซ้ า 5 กรรมวิธี โดยใสํไส๎เดือนฝอยจ านวน 1,000 3,000 6,000 และ 
9,000 ตัวตํอกระถางตามล าดับ เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมํใสํไส๎เดือนฝอย พบวําในข๎าวโพดพันธุ๑สุวรรณ 1 
น าหนักต๎นและน้ าหนักรากไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติในกรรมวิธีที่ใสํและไมํใสํไส๎เดือนฝอย 
ปริมาณไส๎เดือนฝอยเมื่อสิ้นสุดการทดลองในกรรมวิธีที่ใสํไส๎เดือนฝอยเริ่มต๎น 6 ,000 ตัวตํอกระถาง มากกวํา
กรรมวิธีที่ใสํไส๎เดือนฝอยเริ่มต๎น 1,000 ตัวตํอกระถางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ อัตราการขยายพันธุ๑ของ
ไส๎เดือนฝอยไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ ในข๎าวโพดหวานผลการทดลองพบวําน้ าหนักต๎นใน
กรรมวิธีที่ใสํและไมํใสํไส๎เดือนฝอยไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ แตํน้ าหนักรากในกรรมวิธีที่ใสํ
ไส๎เดือนฝอยต่ ากวําน้ าหนักรากในกรรมวิธีที่ไมํใสํไส๎เดือนฝอยอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ อัตราการขย ายพันธุ๑
ของไส๎เดือนฝอย P. zeae ในข๎าวโพดหวานเป็นศูนย๑ทุกกรรมวิธี แสดงวําข๎าวโพดหวานเป็นพืชอาศัยที่ไมํดีของ
ไส๎เดือนฝอย P. zeae ไอโซเลตที่ใช๎ในการทดลอง อยํางไรก็ตามในการทดลองนี้ปริมาณไส๎เดือนฝอยเมื่อเริ่ม
ทดลองเพียงพอที่จะท าลายรากของข๎าวโพดหวานจนเกิดความเสียหายได ๎
 
การทดลองท่ี 1.2.10  อนุกรมวิธานและชีววิทยาของไส้เดือนฝอย Radopholus 

 เก็บรากไม๎น้ าจากแหลํงผลิตไม๎น้ าเขตนครราชสีมา จ านวน 50 ตัวอยําง  และท าการแยกได๎ไส๎เดือน
ฝอย Radopholus sp. จากรากไม๎น้ า โดยวิธีใช๎คลื่นเสียงอัลทราโซนิกและปั่นราก น าไส๎เดือนฝอยปลูกเลี้ยงใน
ต๎นพืชอาศัย (ไม๎น้ าสกุล Anubias sp.) ในบํอซีเมนต๑ เป็นเวลา 2 เดือน  ท าการแยกไส๎เดือนฝอยออกจากราก
พรรณไม๎น้ า  และจัดท าสไลด๑ถาวรตัวเต็มวัยเพศเมียเพ่ือศึกษารูปรํางลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใช๎ Light 
microscope (LM) พบวํา ตัวเต็มวัยเพศเมียมีขนาดมีขนาดความยาวล าตัว 550-880 ไมครอน (0.55-0.88 
มม.) รูปรํางใหญํกวําเพศผู๎  โดยมีความกว๎างล าตัว 20-24 ไมครอน  สํวนหัวโค๎งมนแตํไมํยกขึ้น  ประกอบด๎วย
รอยยํน 4 รอย หลอดดูดอาหารแข็งแรงมีความยาว 16-21 ไมครอน (เฉลี่ย 18 ไมครอน)  มี Basal knob 
กลม  สํวนของ esophagus ซ๎อนทับล าไส๎ทางด๎านหลัง (Dorsal)  พบอวัยวะสืบพันธุ๑เพศเมีย (Vulva) ใน
ต าแหนํงกลางล าตัว โดยประมาณ 54 % ของความยาวล าตัว  มีรังไขํ (Ovary) 2 ข๎าง  สํวนของ 
Spermatheca มีลักษณะรี สํวนหางเรียวยาวและบริเวณปลายหางมน  มีเส๎นข๎างล าตัว  4 เส๎น  และตัวเต็มวัย
เพศผู๎มีขนาดความยาวล าตัว 500-600 ไมครอน (0.50-0.60 ไมครอน) รูปรํางผอมบางกวําเพศเมีย  สํวนหัว
โค๎งมนกลมและยกขึ้น  ประกอบด๎วยรอยยํน 4 รอย  หลอดดูดอาหาร (Stylet) ผอม เรียวเล็กความยาว 12-
13 ไมครอน       มี Basal knob ขนาดเล็กมาก  ไมํพบ median bulb  และสํวนของ Esophagus ลดขนาด
ลง  มีสํวนหางเรียวและกลม  บริเวณปลายหางมีอวัยวะสืบพันธุ๑ (Spicule) ยาว 17-19 ไมครอน  มีเส๎นข๎าง
ล าตัว (Lateral line) 4 เส๎น  และจากการศึกษาวงจรชีวิตของไส๎เดือนฝอย Radopholus ในชิ้นสํวนพืช   (แค
รอท) สภาพปลอดเชื้อ พบวําวงจรชีวิตจากตัวเต็มวัยเพศเมียสร๎างไขํ  ไขํฟัก  เป็นตัวอํอนระยะที่ 1 ถึงระยะที่ 
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4  และเป็นตัวเต็มวัยเพศเมียรุํนใหมํ  ใช๎เวลา 32 และ 26 วัน ที่อุณหภูมิ 22 และ 32 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ 
 
การทดลองท่ี 1.2.12  ลักษณะทางพันธุกรรม ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของรา  Colletotrichum  สาเหตุ

โรคพืช  

ผลการส ารวจรวบรวมและเก็บตัวอยํางสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากรา Colletotrichum  ได๎ตัวอยํางโรค
พืชทั้งหมด 128 ตัวอยําง  จากพืชอาศัยจ านวน 27 ชนิด  ใน 29 จังหวัด และศึกษาจ าแนกชนิดเชื้อโดยศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากการศึกษาจ าแนกได๎รา Colletotrichum จ านวน 7 ชนิด ได๎แกํ 
Colletotrichum acutatum  C. capsici  C. circinans  C. falcatum  C. gloeosporioides  C. musae 
C. truncatum และ unidentified species Colletotrichum spp. 9 ชนิด ซึ่งมีลักษณะของสปอร๑คล๎ายๆ 
กัน ยังไมํสามารถจ าแนกชนิดได๎แยกให๎ได๎เชื้อบริสุทธิ์  และพบวํา C. musae เจริญได๎ดีที่สุดบนอาหาร Oat 
Meal agar รองลงมา ได๎แกํ Potato Dextrose Agar และ Czapek Dox Agar 

ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรา Colletotrichum  ทั้งหมด 50 ไอโซเลท ได๎แกํ ราที่แยกได๎จาก
กล๎วยหอม 5 ไอโซเลท  จากพริก 17 ไอโซเลท  จากแก๎วมังกร 27 ไอโซเลท และ ลองกอง 1 ไอโซเลท และ
วิเคราะห๑ล าดับเบสของรา Colletotrichum ที่แยกได๎ทั้งหมด 50 ไอโซเลท  พบวํา ล าดับเบสที่ได๎จากการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอตรงต าแหนํง ITS ซึ่งรวมบางสํวนของยีน 18S และ 28S บน rDNA มีขนาดทั้งหมด 578 คูํเบส 
จ าแนกชนิดได๎เป็นรา C. musae  C. gloeosporioides  C. acutatum และ C. capsici 

 

การทดลองท่ี 1.2.14 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบไหม้และใบจุดของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและ
แวนด้า 

 ด าเนินการเก็บตัวอยํางกล๎วยไม๎จากแหลํงปลูกที่มีการระบาดของโรคใบจุดของกล๎วยไม๎สกุลม็อคคารํา
เพ่ือจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรค ตั้งแตํเดือนตุลาคม 2555 – กันยายน 2558 ในจังหวัดนครปฐม 
สมุทรสาคร ราชบุรี และกาญจนบุรี พบวําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง การพิสูจน๑
โรคตามวิธีการของ Koch สามารถท าให๎เกิดอาการของโรคบนกล๎วยไม๎สกุลม็อคคารําได๎ ผลการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส๑ของเชื้อแบคทีเรีย พบวําเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางเป็นทํอน สามารถ
เคลื่อนที่ได๎ เจริญได๎ทั้งในสภาพที่มีอากาศและไมํมีอากาศ เจริญได๎ในอาหารที่มีเกลือ 10% สร๎างเอนไซม๑ 
catalase สามารถผลิตเอนไซม๑ tryptophanase ท าให๎มี indole เกิดขึ้น เชื้อสามารถยํอยเจลาตินและ 
esculin ใช๎ citrate เป็นแหลํงคาร๑บอน และสร๎างกรดจาก cellobiose lactose glycerol และ mannitol 
ได๎ เชื้อไมํสามารถผลิตเอนไซม๑ oxidase และ arginine dihydrolase ไมํสามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร๑ท 
ไมํสามารถสร๎าง H2S และไมํสามารถยํอยแปูงได๎ การศึกษาลักษณะสายพันธุ๑เชื้อแบคทีเรียโดยใช๎เทคนิค 
repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) ด๎วยไพรเมอร๑ 2 ชุด ได๎แกํ 
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ERIC1R กับ ERIC2 และ BOXA1R พบวําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล๎วยไม๎สกุลม็อคคารํามีความ
แตกตํางทางพันธุกรรมน๎อย ผลการจัดกลุํมไมํสอดคล๎องกับแหลํงที่มาของเชื้อ การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ
ไทด๑ของ 16S rDNA gene ของเชื้อสาเหตุกับฐานข๎อมูล GenBank ประกอบกับคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวํา
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุใกล๎เคียงกับเชื้อ Pantoea ananatis และไมํพบรายงานเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชชนิด
นี้ในกล๎วยไม๎ทั้งในประเทศไทยและตํางประเทศมากํอน 
 
การทดลองท่ี 1.2.15 การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ Exserohilum  tuecicum  บนเมล็ดพันธุ์ข้าวโพด 

 ส ารวจและเก็บตัวอยํางข๎าวโพดพืชที่มีลักษณะอาการใบไหม๎และจุดแผลสีคล๎ายฟุางข๎าวจากแหลํง
ปลูกพืชในประเทศไทยตรวจลักษณะอาการของโรคในแปลงปลูก น าตัวอยํางพืชที่เป็นโรคมาจ าแนกเชื้อใน
ห๎องปฏิบัติการ ถํายรูปตัวอยํางโรคแล๎วจัดท า permanent slide เพ่ือการวินิจฉัยโรค สามารถจ าแนกเป็นเชื้อ
รา Exserohilum turcicum จ านวน 4 ไอโซเลท คือ อ. เมือง จ. กาญจนบุรี อ. แมํวาง จ. เชียงใหมํ อ. แมํ
สอด จ. ตาก แล อ. ปากชํอง จ. นครราชสีมา ปลูกข๎าวโพดจ านวน 1 สายพันธุ๑ สุํมเก็บเมล็ดพันธุ๑จากข๎าวโพด 
น ามาศึกษาเชื้อในเมล็ดพันธุ๑ โดยวิธีเพาะเมล็ดพันธุ๑บนกระดาษชื้น (Blotter method) ผลการทดลองพบวําไมํ
พบเชื้อรา Exserohilum turcicum บนเมล็ดพันธุ๑ข๎าวโพด 
 
การทดลองที่ 1.2.16 การจ าแนกชนิดของรากสกุล Phyllosticta  โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

 เก็บตัวอยํางสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากรา Phyllosticta  ได๎ตัวอยํางโรคพืชทั้งหมด 36 ตัวอยําง  จากพืช
อาศัยจ านวน 6 ชนิด ได๎แกํ ทับทิม ส๎มโอ กล๎วยหอม ฝรั่ง พริก และมะมํวง ในจังหวัดกระบี่ ฉะเชิงเทรา 
เชียงราย นครปฐม นครราชสีมา เพชรบุรี ราชบุรี และอุบลราชธานี    น ามาศึกษาในห๎องปฏิบัติการโดย
การศึกษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง  การท า moist chamber แยกราจากเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรค ได๎ทั้งหมด 36 
ไอโซเลท  และศึกษาจ าแนกชนิดเชื้อโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากการศึกษาจ าแนกได๎รา 
Phyllosticta  จ านวน 4 ชนิด ได๎แกํ Phyllosticta mangiferae  แยกได๎จากอาการใบจุดของมะมํวง จังหวัด
ฉะเชิงเทรา จ านวน 4 ไอโซเลท P. punicae แยกได๎จากอาการใบจุดของทับทิม จังหวัดนครราชสีมา จ านวน 
1 ไอโซเลท แยกได๎จากอาการจุดด าบนผลส๎มโอ จากอ าเภอเวียงแกํน จังหวัดเชียงราย ได๎จ านวน 16 ไอโซเลท  
จากอ าเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม จ านวน 3 ไอโซเลท จ าแนกชนิดเป็น Phyllosticta citriasiana และ 
P. mangiferae  แยกได๎จากผลเนําฝรั่ง จากจังหวัดกระบี่ เพชรบุรี และราชบุรี จ าแนกชนิดเป็นรา P. 
psidiicola จ านวน 11 ไอโซเลท และพบวําราสร๎างระยะสืบพันธุ๑แบบไมํใช๎เพศ Guignardia psidii บนอาหาร
สังเคราะห๑ PDA แยกได๎จากพริกจ จังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 1 ไอโซเลท จ าแนกชนิดเป็นรา P. 
mangiferae จัดเก็บตัวอยํางแห๎งโรคพืชทั้งหมดไว๎ในพิพิธภัณฑ๑โรคพืชที่ กลุํมวิจัยโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
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ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรา Phyllosticta  ทั้งหมด 19 ไอโซเลท ที่แยกได๎จากะส๎มโอจ าแนก
ชนิดได๎รา 2 ชนิด คือ P. citriasiana จ านวน 15 ไอโซเลท และ P. mangiferae จ านวน 4 ไอโซเลท 
 
 
การทดลองที่ 1.2.17  การจ าแนกกลุ่ม Race ของเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  

ในประเทศไทย 

 การส ารวจแหลํงปลูกมะเขือเทศของเกษตรกรในเขตจังหวัด จ.กาญจนบุรี จ.เชียงใหมํ จ.ตาก   จ.บึง
กาฬ จ.เพชรบูรณ๑ จ.เลย จ.ล าพูน จ.หนองคาย และ จ.อุบลราชธานี เมื่อปี 2557 พบโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ
จาก 5 แปลงปลูก สามารถแยกเชื้อสาเหตุโรคโดยการแยกสปอร๑เดี่ยวได๎เชื้อรา F. oxysporum จ านวน 10 ไอ
โซเลท ได๎แกํ จาก จ.เชียงใหมํ 2 ไอโซเลท จาก จ.บึงกาฬ 2 ไอโซเลท และ จาก จ.หนองคาย 5 ไอโซเลท  เมื่อ
ทดสอบความสามารถในการกํอให๎เกิดโรคของเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลท กับต๎นมะเขือเทศพันธุ๑สีดา พบวํา
หลังจากปลูกเชื้อใสํต๎นมะเขือเทศอายุ 1 เดือน ได๎ 20 วัน เชื้อราทุกไอโซเลทท าให๎เกิดอาการโรคเหี่ยวกับต๎น
มะเขือเทศได๎ 100 เปอร๑เซ็นต๑ ท าให๎จ าแนกได๎วําเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลท เป็นเชื้อรา F. oxysporum f.sp. 
lycopersici  (FOL) ไอโซเลท FOL1, FOL2, FOL3, FOL4, FOL5, FOL6, FOL7, FOL8, FOL9 และ 
FOL10 ตามล าดับ เมื่อน าเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลท มาจ าแนก race โดยการทดสอบความสามารถในการ
กํอให๎เกิดโรคกับชุดพืชอาศัยตรวจสอบ race (differential host) ซึ่งประกอบด๎วยพันธุ๑มะเขือเทศ 4 พันธุ๑ คือ 
พันธุ๑สีดา (อํอนแอตํอ race 1, 2 และ 3) พันธุ๑ UC82 –L (ต๎านทานตํอ race 1) พันธุ๑ TW-4 (ต๎านทานตํอ 
race 1, 2) และพันธุ๑วาเลนไทน๑ (ต๎านทานตํอ race 1, 2 และ 3) พบวํา หลังจากปลูกเชื้อรากับต๎นมะเขือเทศ
อายุ 1 เดือน ได๎ 20 วัน เชื้อรา FOL1, FOL2, FOL3, FOL4, FOL5, FOL6, FOL7, FOL8, FOL9 และ 
FOL10 ตามล าดับ ท าให๎เกิดโรคกับต๎นมะเขือเทศพันธุ๑สีดา และพันธุ๑ UC82 –L ได๎อยํางชัดเจน แตํไมํท าให๎
เกิดโรคกับต๎นมะเขือเทศพันธุ๑ TW-4 และพันธุ๑วาเลนไทน๑ จากผลการทดลองท าให๎สรุปได๎วํา เชื้อรา  F. 
oxysporum f.sp. lycopersici  (FOL) สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ จ านวน 10 ไอโซเลท ที่รวบรวมได๎จาก 
จ.เชียงใหมํ, จ.บึงกาฬ และ จ.หนองคาย เป็นเชื้อรา F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) race 2 
 
การทดลองท่ี 1.2.18  อนุกรมวิธานและพืชอาศัยของรา Stemphylium และ Alternaria สาเหตุโรคพืช 

 จากการรวบรวมตัวอยํางโรคพืช ในชํวง ธันวาคม 2556 ถึง กันยายน 2557 จากแปลงปลูกพืช ใน
พ้ืนที่ 9 จังหวัด ได๎ตัวอยํางโรคพืชที่เกิดจากรา Stemphylium sp. และ Alternaria spp. จ านวน 36 
ตัวอยําง บนพืช 14 ชนิด ได๎แกํ โรคใบไหม๎ของหอมแดง และกระเทียม โรคใบจุดสีมํวงของหอมแดง และ
หอมหัวใหญํ โรคใบจุดคะน๎า ผักกาดเขียว กะหล่ าดอก กวางตุ๎ง หนํอไม๎ฝรั่ง ผักชี มะเขือเทศ ยาสูบ และ เผือก 
โรคใบไม๎ทานตะวัน และดาวเรือง จ าแนกชนิด โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเชื้อ  พบวํา โรคใบไหม๎ของ
หอมแดง และกระเทียม เกิดจากเชื้อ Stemphylium vesicarium  โรคใบจุดสีมํวงของหอมแดง และ
หอมหัวใหญํ เกิดจากเชื้อ Alternaria porri  โรคใบจุดคะน๎า เกิดจากเชื้อ A. brassicicola และ โรคใบไหม๎



184 
 
ของทานตะวัน เกิดจากเชื้อ A. helianthi  เก็บเชื้อบริสุทธิ์ของรา S. vesicarium จ านวน 7 ไอโซเลท และ 
Alternaria spp. จ านวน 29 ไอโซเลท เข๎าศูนย๑รวบรวมเชื้อราสาเหตุโรคพืช และจัดท าตัวอยํางแห๎งโรคพืช สํง
เข๎าพิพิธภัณฑ๑ตัวอยํางแห๎งโรคพืช กลุํมวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
กรุงเทพฯ และศึกษาพืชอาศัยของรา  S. vesicarium  A. brassicicola  และ A. porri บนพืชทดสอบ 10 
ชนิด  พบวํา หอม และกระเทียม เป็นโรคใบไหม๎ เกิดจากเชื้อ S. vesicarium  และ โรคใบจุดสีมํวง เกิดจาก
เชื้อ A. porri  และคะน๎า เป็นโรคใบจุด เกิดจากเชื้อ A. brassicicola  ในขณะที่พืชทดสอบอ่ืนๆไมํเป็นโรค 
 
 
กิจกรรมย่อยที่ 3 อนุกรมวิธาน ชีววิทยา นิเวศวิทยาของวัชพืช 

การทดลองที่ 1.3.1 ชีววิทยาและ การแพร่กระจายของวัชพืชสกุลผักแว่น (Marsilea L.) และศักยภาพ
การเป็นวัชพืชของผักแว่นต่างถิ่น  

ส ารวจ รวบรวมพืชสกุลผักแวํน (Marsilea L.) จากแหลํงน้ า ล าธาร คลองชลประทาน  
นาข๎าว นาข๎าวหลังการเก็บเก่ียว และที่ชุํมชื้น จากภาคตํางๆ ในประเทศไทย จ านวน 110 ตัวอยําง น ามาปลูก
ในเรือนทดลองของกลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช จตุจักร กรุงเทพมหานคร เพ่ือตรวจสอบ
การสร๎างสปอโรคาร๑ป พบเพียง 2 ชนิด ได๎แกํ ผักแวํนหรือผักลิ้นปี (Marsilea crenata C.Presl) จ านวน 48 
ตัวอยําง ผักแวํนใบมัน (Marsilea scalaripes D.M. Johnson) 1 ตัวอยําง จากธารน้ าไหลข๎างทางหลวง ใน
จังหวัดนครพนม ที่เหลือ 61 ตัวอยํางไมํสร๎างสปอโรคาร๑ป ซึ่งคาดวําเป็นผักแวํนใบมันที่มีแตํใบไมํสร๎างสปอ
โรคาร๑ป สํวนผักแวํนตํางถิ่นสองชนิด ที่มีการน าเข๎ามาเป็นไม๎ประดับ ได๎แกํ ผักแวํนขน (M. drumondii 
A.Braun) และผักแวํนวง (M. mutica Mett.) จากตัวอยํางผักแวํนที่รวบรวมจากแหลํงตํางๆ ยังไมํพบแพรํ
ระบาดในแหลํงน้ าธรรมชาติ หรือพ้ืนที่ทั่วไป และไมํพบผักแวํนชนิด M. quadrifolia L. เลย เมื่อน าพืชทั้งสี่
ชนิดมาปลูกในกระถางขนาด 35x45x15 เซนติเมตร ปรากฏวําผักแวํนหรือผักลิ้นปี่มีการเจริญเติบโต ความ
ยาวต๎น จ านวนใบ พ้ืนที่ใบ น้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎ง ปรากฏวําผักแวํนมีจ านวนใบสูงสุด แตํพ้ืนที่ใบและ
น้ าหนักสด-แห๎ง ต่ ากวําผักแวํนขน ซึ่งมีล าต๎นคํอนข๎างแข็ง ก๎านใบยาวผักแวํนใบมันมีการเจริญต่ าสุดในทุกดัชนี 
ผักแวํนวงมีลักษณะการเจริญใกล๎เคียงกับผักแวํนใบมัน แตํมีการเจริญเติบโตดีกวํา เมื่อปลูกผักแวํนใบมันกับ
ผักแวํนวงในสัดสํวนตํางๆ ให๎ได๎จ านวนรวมเทํากับ 5 ต๎น ปรากฏวําผักแวํนใบมันสามารถเจริญเติบโตได๎ดีใน
ระยะ 1.5 เดือนหลังเริ่มต๎น หลังจากนั้นผักแวํนวงมีแนวโน๎มการเจริญดีกวํา และการประเมินศักยภาพการเป็น
วัชพืชของผักแวํนตํางถิ่น 2 ชนิด ผักแวํนขนมีความเสี่ยงการเป็นวัชพืชสูงกวําผักแวํนวง สอดคลองกับผล
การศึกษาทางชีววิทยา   
 
การทดลองท่ี 1.3.2 ชีววิทยาและการแพร่ระบาดของหญ้าอีหนาว Digera muricata (L.) Mart.  

หญ๎าอีหนาว (Digera muricata (L.) Mart.) อยูํในวงศ๑ผักโขม (Amaranthaceae) เป็นวัชพืช
ประเภทใบกว๎าง เป็นพืชฤดูเดียว อายุ 3-4 เดือน อาจมีความสูงถึง 180 เซนติเมตร ขึ้นอยูํกับความอุดม
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สมบูรณ๑ ต๎นที่มีความสมบูรณ๑ สร๎างแขนง ใบ และดอกได๎มาก มีความสูง 100-150 เซนติเมตร สามารถสร๎าง
เมล็ดได๎ถึง 56,000 เมล็ดตํอต๎น เมล็ดไมํงอกทันที่หลังแกํ หลุดจากต๎น โดยเมล็ดที่รวบรวมจากผิวดินในเดือน
มิถุนายน จะเริ่มงอกในเดือนธันวาคมของปีเดียวกัน และงอกสูงสุดในเดือนเมษายนของปีถัดไป ใบแห๎งมีผลใน
การยับยั้งการเจริญของต๎นไมยราบยักษ๑ในสภาพห๎องปฏิบัติการ ปัจจุบันพบระบาดในแปลงพืชไรํ พ้ืนที่จังหวัด
สระบุรี ลพบุรี นครสวรรค๑ สุพรรณบุรี และกาญจนบุรี แปลงผักในพ้ืนที่จังหวัดสระบุรี และนครพนม สาเหตุ
การแพรํระบาดในประเทศไทยอาจเกิดจากการติดไปกับเครื่องจักรกลการเกษตร มีผลกระทบตํอผลผลิตของ
พืชผักมากกวําพืชไรํที่โตเร็ว มีความสูงมากกวําอีหนาว เชํน ข๎าวโพด แตํท าให๎ผลผลิตของผักคะน๎าที่ปลูกใน
กระถางลดลง 53-83% ของต๎นที่ปลูกโดยไมํมีหญ๎าอีหนาวรํวม ขึ้นกับจ านวนต๎นหรือความหนาแนํนของอี
หนาว 
 
การทดลองท่ี 1.3.3   สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์ผักโขม  Amaranthaceae 

 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ๑ผักโขม Amaranthaceae มีวัตถุประสงค๑เพ่ือศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานเมล็ดวัชพืชชนิดตํางๆ ในวงศ๑ผักโขม และรวบรวมตัวอยํางวัชพืช และเมล็ด
วัชพืช จากการส ารวจ และการศึกษา พบ วัชพืชวงศ๑ผักโขม  6 สกุล ได๎แกํ ACHYRANTHES, 
ALTERNANTHERA, AMARANTHUS, CELOSIA, SIAMOSIA, GOMPHRENA ซึ่งลักษณะเดํนของเมล็ดวัชพืช
วงศ๑ผักโขมนี้คือ เมล็ดนูนทั้งสองด๎าน ผิวเรียบ สีด าแกมน้ าตาล เป็นมันวาว เมล็ดขนาดเล็กไมํแตกตํางก๎นมาก  
โดยมีตัวอยํางแห๎ง และตัวอยํางเมล็ดเก็บรักษาอยูํ ณ กลุํมวิจัยวัชพืช เพื่อใช๎เปรียบเทียบและจัดจ าแนกส าหรับ
ผู๎ที่สนใจ 

 
การทดลองท่ี 1.3.4 สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชสกุลน้ านมราชสีห์ Euphorbia 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชสกุลน้ านมราชสีห๑ มีวัตถุประสงค๑เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบ
ลักษณะทางสัณฐานเมล็ดวัชพืชชนิดตํางๆ ในสกุลน้ านมราชสีห๑ และรวบรวมตัวอยํางวัชพืช และเมล็ดวัชพืช 
ส าหรับการอ๎างอิงในการศึกษา โดยการส ารวจ ผลการศึกษา พบวัชพืชสกุลน้ านมราชสีห๑ ได๎แกํ หญ๎ายาง 
Euphorbia heterophylla L. ใบตํางดอก Euphorbia cyathophora Murr น้ านมราชสีห๑ทะเล 
Euphorbia atoto G.Forst. Euphorbia serpens Kunth in Humb Euphorbia bifida (Hook. & Arn.) 
น้ านมราชสีห๑  Euphobia hirta L. Euphorbia thymifolia L. Euphorbia reniformis Blume. และ 
Euphorbia protrata Aiton, Hort. Kew. ed. Aiton, Hort. Kew. ed. ลักษณะเดํนของวัชพืชวงศ๑นี้คือ มี
ยางสีขาว และเมล็ดมีลักษณะ 3 พู ชัดเจน โดยเมล็ดมีขนาดเล็ก มีขนาดไมํแตกตํางกันมาก โดยมีตัวอยํางแห๎ง 
และตัวอยํางเมล็ดเก็บรักษาอยูํ ณ กลุํมวิจัยวัชพืช เพื่อใช๎เปรียบเทียบและจัดจ าแนกส าหรับผู๎ที่สนใจ 
 
การทดลองท่ี 1.3.5 จ าแนกชนิดวัชพืชในพืชสมุนไพร 10 พืช  
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 การจ าแนกชนิดวัชพืชในพืชสมุนไพร 10 พืช ได๎แกํ กระเจี๊ยบแดง กวาวเครือขาว พริกไทย หมํอน 
บัวบก ไพล ขมิ้นชัน ฟูาทะลายโจร กระชายดา ชุมเห็ดเทศ โดยการส ารวจวัชพืชด๎วยวิธีการแบบ 
Unrestricted Sampling Method (Anonymous, 1982) ในแตํละแปลงปลูกเก็บวัชพืชอยํางน๎อยจ านวน 4-
8 กรอบ หรือมากกวําโดยแตํละกรอบมีขนาด 50X50 ซม.พบวํา โดยสํวนใหญํวัชพืชประเภทใบกว๎างมีความ
เดํนด๎วยคําของ sum dominant ratio เพราะในพืชสมุนไพรมีรํมเงาและมีความชื้น โดยน้ านมราชสีห๑ 
(Euphorbia hirta L.)เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในพืชบัวบก สํวนแห๎วหมู (Cyperus rotundus L.)เป็น
วัชพืชประเภทกกที่เดํนในกวาวเครือขาว ลูกใต๎ใบ(Phylanthus niruri L.)เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนใน
กระเจี๊ยบแดง ผักปราบ(Commelina diffusa Burm.f.) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในหมํอน และ
ผักเสี้ยนผี (Cleome viscosa L.) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในพริกไทย สาบมํวง(Prexelis 
clematidea ) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในไพล ตีนตุ๏กแก (Tridax procumbens) เป็นวัชพืชประเภท
ใบกว๎างที่เดํนในขมิ้นชัน หญ๎ากาบหอย(Lindernia crustacea) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในฟูาทะลาย
โจร กะเม็ง(Eclipta alba) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในกระชายด า สํวนหญ๎ายาง(Euphorbia 
heterophylla) เป็นวัชพืชประเภทใบกว๎างที่เดํนในชุมเห็ดเทศ โดยภาพรวมวัชพืชในพืชสมุนไพรที่ท าการ
ส ารวจมีวัชพืชใบกว๎างเป็นวัชพืชที่พบมากและมีความเดํนกวําวัชพืชประเภทอ่ืนๆ 
 
การทดลองท่ี 1.3.7 ชีววิทยาและการแพร่กระจายของดาดตะกั่ว  

ดาดตะกั่วเป็นวัชพืชที่พบมากในสวนกล๎วยไม๎ ก าจัดให๎หมดไปท าได๎ยาก ได๎ท าการทดลองที่ เรือน
ทดลองของกลุํมวิจัยวัชพืช และแปลงกล๎วยไม๎ของเกษตรกรที่อ าเภอสามพรานและอ าเภอบางเลน จังหวัด
นครปฐม ระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือนกันยายน 2555 ผลการทดลอง พบวํา 1.1) เมล็ดดาดตะกั่ว
สามารถงอกได๎ทันทีตั้งแตํเมล็ดสุกแกํแล๎วดีดออกจากต๎น เมล็ดงอกได๎ดีที่สุดในสภาพมีแสง รองลงมาคือเมล็ดที่
อยูํในดินงอกได๎ดีกวําเมล็ดที่ตกบนกาบมะพร๎าว เมล็ดไมํงอกในสภาพมืด แตํเมื่อเมล็ดนั้นเจอแสงก็จะงอกได๎
ตามปกติ เมล็ดงอกได๎ดีตั้งแตํเมล็ดสุกแกํจนถึงอายุ 1 เดือน และยังคงงอกได๎ดีตํอไปจนถึงอายุ 4 เดือน 
หลังจากนั้นความงอกคํอยๆลดลงจนแทบไมํงอกเลยที่อายุ 8 เดือน 1.2) การเจริญเติบโตหลังจากดาดตะกั่ว
งอกจากเมล็ด ใบจริงคูํที่ 3 แผํขยายเต็มที่ จะเริ่มแทงชํอดอกแรก รากแขนงทุกรากมีความแข็งแรง รากยาว
และใหญํ ยึดติดกับดินหรือกาบมะพร๎าวแนํน ข๎อที่โคนต๎นถี่ การถอนทาให๎ต๎นขาด เหลือโคนต๎นติดค๎างอยูํ 
ยังคงแตกกิ่งใหมํได๎ปกติ 2) เมล็ดดาดตะกั่วที่ถูกดีดออกจากต๎น เมื่อบนผิวดินหรืออยูํในดินที่ระดับความลึก 1 
เซนติเมตร จะงอกได๎ดีที่สุดโดยงอกได๎ 75.1% และ 70.0% ตามล าดับ เมล็ดจะงอกเร็วและมีจ านวนต๎นมาก
ที่สุด ตั้งแตํ 1 สัปดาห๑หลังปลูก 3) การแพรํกระจายของเมล็ดดาดตะกั่วหลังจากดีดออกจากต๎น (บันทึกเมื่อ
เมล็ดอาย ุ80 วันหลังสุกแกํ) พบวําเมล็ดที่ลอยในน้ า / เมล็ดที่อยูํบนผิวดินใต๎น้ า/ เมล็ดที่จมฝังดินอยูํในน้ า จะ
สูญเสียความงอกและถูกท าลายโดยเชื้อราที่อยูํในธรรมชาติ เมื่อน าเมล็ดมาเพาะไมํพบการงอกเลย สํวนเมล็ด
ดาดตะกั่วที่อยูํในที่แห๎ง (เชํน บนใบกล๎วยไม๎ / บนกาบมะพร๎าว) พบวําเมล็ดที่เริ่มทดลองเมื่ออายุ 1 และ 2 
สัปดาห๑หลังสุกแกํ มีความงอก 79.6% และ 83.3% ตามลาดับ 4)ความสามารถในการขยายพันธุ๑ พบวําการ
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ถอนต๎นดาดตะกั่วที่ขึ้นบนดินตั้งแตํหลังงอกจนถึงมีใบจริง 2 คูํ ก าจัดออกได๎งํายรากจะหลุดขึ้นมาได๎สมบูรณ๑ 
การถอนตั้งแตํใบจริง 3 คูํ กาจัดได๎ไมํสมบูรณ๑ สาหรับการถอนต๎นดาดตะกั่วที่ขึ้นบนกาบมะพร๎าว พบวํากาจัด
ได๎สมบูรณ๑ที่ระยะใบเลี้ยงและที่ระยะใบจริงคูํที่ 1 สํวนการถอนก าจัดตั้งแตํที่ระยะใบคูํที่ 2 ก าจัดได๎ไมํสมบูรณ๑ 
แตกกิ่งใหมํจากข๎อขยายพันธุ๑ได๎ปกติ 
 
การทดลองท่ี 1.3.8 ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของสาบม่วง (Praxelis); Praxelis clematidea R.M King 

& H. Rob.  

ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของสาบมํวง (Praxelis clematidea R.M King & H. Rob.) ด าเนิน 
การที่โรงเรือนกลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชและพ้ืนที่เกษตรกรรมในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออก ในปี 2554-56 พบวํา สาบมํวงเป็นพืชฤดูเดียว
มีอายุตั้งแตํเริ่มงอกจนติดเมล็ดประมาณ 45-50 วัน ดอกสีมํวงมีประมาณ 35 ดอกตํอต๎นและ สามารถสร๎าง
เมล็ดได๎ถึง 30-40 เมล็ดตํอดอก ไมํพบระยะพักตัวของเมล็ดสามารถเจริญเติบโตได๎เมื่อได๎รับความชื้นและแสง  
สาบมํวงมีเปอร๑เซ็นต๑ความงอกของเมล็ดและเจริญเติบโตได๎ดีในดินทราย (31.2%) รองลงมา คือ ดินรํวน  
(28.6%)  ดินเหนียว (20.8%) และ ดินลูกรัง (14%) ตามล าดับ 

การแพรํกระจายของสาบมํวง พบการแพรํกระจายของสาบมํวงในแปลงปลูกมันส าปะหลัง ยางพารา 
สับปะรด และไม๎ผล คํอนข๎างหนาแนํน ซึ่งพบในพ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลัง(65%) ยางพารา(20%) สับปะรด
(12%) และ ไม๎ผล (3%) 
 
การทดลองท่ี 1.3.10 สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์หญ้างวงช้าง Boraginaceae  

 ศึกษาสัณฐานวิทยาของเม็ดวัชพืชวงศ๑หญ๎างวงช๎าง โดยการส ารวจและรวบรวมตัวอยํางพืชสด และ
เมล็ด รํวมกับการปลูกเพ่ือรวบรวมเมล็ดและศึกษาลักษณะเพ่ือตรวจสอบชนิด พบ 1 ชนิด ที่มีลักษณะ
แตกตํางกันตามพ้ืนที่ที่พบ และ 1 ชนิดไมํมีรายงาการเป็นวัชพืชในประเทศไทย รวบรวมตัวอยํางได๎ 4 สกุล 
จ านวน 8 ชนิด ได๎แกํ หญ๎าตีนตุ๏กแก Coldenia procumbens L. หญ๎ามวนฟูา Cyanoglossum 
lanceolatum Forssk. หญ๎าดอกขาว Heliotropium bracteatum R.Br. หญ๎างวงช๎าง Heliotropium 
indicum L. หญ๎างวงช๎างดอกขาว Heliotropium lasiocarpum Fisch. & C.A.Mey. (จากจังหวัดกาญจนบุรี
และจังหวัดเพชรบูรณ๑) จุกนกยูง หรือหญ๎านกยูง Heliotropium strigosum Willd. ผักแผ๎วขาว 
Trichodesma indicum (L.) Lehm และต๎นเอดส๑ หรือปอคันTrichodesma zeylanicum (Burm.f.) R.Br. 
เมล็ดวัชพืชแตํละสกุลแตกตํางกันอยํางชัดเจน สกุลหญ๎างวงช๎างพบ 5 กลุํม จ านวน 4 ชนิด เมล็ดพืชในสกุล
หญ๎างวงช๎างมีรูปรํางคล๎ายกัน แตํขนาดและขนบนเมล็ดแตกตํางกัน 
 
การทดลองท่ี 1.3.11  สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชสกุลลูกใต้ใบ Phyllanthus L. 



188 
 
 ศึกษาสัณฐานวิทยาของเม็ดวัชพืชสกุลลูกใต๎ใบ โดยการส ารวจและรวบรวมตัวอยํางพืชสด และเมล็ด 
รํวมกับการปลูกเพ่ือรวบรวมเมล็ดและศึกษาลักษณะเพ่ือตรวจสอบชนิด พบ 8 ชนิด ได๎แกํ ลูกใต๎ใบ 
(Phyllanthus amarus Schumach ex Thonn) ลูกใต๎ใบใบใหญํ (Phyllanthus caroliniensis Walter, 
Fl. Carol.) ลูกใต๎ใบผลหยัก (Phyllanthus urinaria L.) ขางอ าไพ (Phyllanthus virgatus G.Forst.) ลูกใต๎
ใบขน (Phyllanthus chayamaritiae Chantar. & Kantachot in Kantachot & Chantar.) ลูกใต๎ใบ 
(Phyllanthus debilis Klein ex Willd.(Phyllanthus niruri L. var. debilis (Klein ex Willd.) 
Müll.Arg.)) ลูกบนใบ (Phyllanthus tenellus L.) วํานธรณีสาร (Phyllanthus pulcher Wall. ex 
Mull.Arg.) วัชพืชแตํละชนิดมีลักษณะบางอยํางที่แตกตํางกันอยํางชัดเจน เมล็ดพืชในสกุลลูกใต๎ใบคล๎ายกัน 
แตขํนาดและลักษณะลายบนเมล็ดแตกตํางกัน 

 

การทดลองท่ี 1.3.12  ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายของวัชพืชสกุลกะเม็ง  Eclipta L. 

 ส ารวจ รวบรวม วัชพืชสกุลกะเม็งเพ่ือทราบความหลากหลายของวัชพืชสกุลนี้ในประเทศไทย ระหวําง
ปี 2557-2558 น ามาศึกษาชีววิทยา นิเวศน๑วิทยา และการแพรํกกระจายของวัชพืชสกุลนี้ พบวัชพืชสกุลกะเม็ง
สี่ชนิด ได๎แกํ กะเม็ง (Eclipta alba (L.) Hassk.) กะเม็งเล็ก (Eclipta angustata Umemoto & H. 
Koyama, sp. Nov.) กะเม็งขน (Eclipta prostrate (L.) L.) กะเม็งใบแหลม (Eclipta thermalis Bunge, 
Enum.) เป็นวัชพืชฤดูเดียว ขยายพันธุ๑ด๎วยเมล็ด สามารถจ าแนกได๎จากลักษณะใบ และผล เป็นวัชพืชในพืชไรํ 
พืชผัก ไม๎ผล พ้ืนที่รกร๎าง ไหลํทาง ไมํพบในแหลํงน้ าทํวมขัง ทุกชนิดสามารถทนแล๎งได๎ดี ทุกชนิดสามารถสร๎าง
เมล็ดได๎จ านวนมาก แตํมีเปอร๑เซ็นต๑การงอกในระยะ 1 เดือนต่ า ทุกชนิดมีคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิยับยั้งการ
เจริญรากของไมยราบยักษ๑ในห๎องปฏิบัติการ 
 
การทดลองท่ี 1.3.13 ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายผักเบี้ยเล็ก (Portulaca quadrifida L.) 

 ส ารวจการแพรํกระจายของผักเบี้ยเล็ก (Portulaca quadrifida L.) ในพ้ืนที่ปลูกผัก และพืชไรํ ใน
เขตภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย และศึกษาข๎อมูลชีววิทยา ณ  เรือน
ทดลองกลุํมวิจัยวัชพืช ในปี 2557-2558 จากการส ารวจการแพรํกระจายของผักเบี้ยเล็ก พบในพ้ืนที่ปลูกผักใน
เขตภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ สํวนภาคกลางพบทั้งในพ้ืนที่ปลูกผักและพืชไรํ ข๎ อมูลทาง
ชีววิทยา เมล็ดสามารถงอกได๎ในสภาพที่ได๎รับแสง ตลอด 24 ชั่วโมง สภาพที่ได๎รับแสงสลับกลางวันและ
กลางคืน และสภาพห๎องปฏิบัติการ อัตราการงอกไมํแตกตํางกันทางสถิติ อยูํระหวําง 6.8 -8.2 เปอร๑เซ็นต๑ แตํ
อัตราการงอกจากล าต๎น สามารถงอกได๎ดีสูงถึง 70 เปอร๑เซ็นต๑ เมื่อวางบนผิวดินในสภาพเรือนทดลอง เมื่อฝัง
เมล็ดลงในดินที่ระดับความลึกของดิน 3, 6, 10, 15 และ 30 เซนติเมตร เป็นระยะเวลานาน 1 ปี พบวํา เมล็ด
ยังมีชีวิตสามารถงอกได๎ในทุกระดับความลึกของดิน โดยเฉพาะเมล็ดผักเบี้ยเล็กที่ฝังระดับความลึก 6 และ 10 
เซนติเมตร มีการงอกสูงกวําที่ระดับความลึกอ่ืนๆ สํวนการเจริญเติบโตของผักเบี้ยเล็กนั้น เมล็ดงอกหลังจาก
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หวํานลงดินที่ 4 - 7 วัน และมีใบจริงที่ระยะ 1 สัปดาห๑ หลังงอก หลังจากนั้นประมาณ 3 สัปดาห๑ ล าต๎นผักเบี้ย
เล็กทอดนอนเลื้อยไปกับผิวดิน และมีการเพ่ิมความยาวต๎นและจ านวนกิ่งไปเรื่อยๆ ออกดอกที่ระยะ 5 สัปดาห๑
หลังงอก และเริ่มมีการเจริญเติบโตเป็นผลแกํเมื่ออายุ 7 สัปดาห๑หลังเมล็ดงอก เมื่อต๎นเจริญเติบโตเต็มที่ให๎
จ านวนผลได๎สูงเฉลี่ย 621.25 ผล โดยแตํละผลมีจ านวนเมล็ด 2-16 เมล็ด 
 
การทดลองท่ี 1.3.14  สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชวงศ์หญ้า Poaceae  

 ส ารวจ รวบรวมตัวอยําง และเมล็ดวัชพืชวงศ๑หญ๎า ในพ้ืนที่ จังหวัดนนทบุรี สุพรรณบุรี อยุธยา 
นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี สระบุรี ลพบุรี เพชรบูรณ๑ ชัยภูมิ หนองคาย ขอนแกํน อุดรธานี ล าปาง ล าพูน 
เชียงใหมํ ระหวํางปี 2557-2558  รวบรวมตัวอยํางพืชได๎ทั้งสิ้น 33 ชนิด จ านวน 280 ตัวอยําง ได๎เมล็ดวัชพืช
ที่แกํ สมบูรณ๑ ที่มีจ านวนมากกวํา 100 เมล็ด ส าหรับวัดขนาด หาคําเฉลี่ยความยาว ความกว๎างของเมล็ด ได๎ 
29 ชนิด และศึกษาลักษณะเมล็ดของวัชพืชได๎  33 ชนิด เมล็ดวัชพืชที่รวบรวมได๎มีขนาดกว๎างต่ ากวํา 1 
มิลลิเมตร แตํเกือบทั้งหมดมีความยาวมากกวํา 1 มิลลิเมตร  เมล็ดสํวนใหญํมีเปลือกนอกแข็ง ผิวเรียบ สี
น้ าตาล-เหลือง จนถึงสีน้ าตาล ยกเว๎น 7 ชนิด ที่มีเปลือกนอกบาง หรือมีขนอํอนปกคลุม เมล็ดข๎างในเรียบ สี
น้ าตาล-เหลือง-น้ าตาลเข๎ม ซึ่งมีรูปรํางแตกตํางกันในแตํละชนิด 
 
การทดลองท่ี 1.3.15  ชีววิทยา นิเวศวิทยา และการแพร่กระจายของวัชพืชสกุล Boerhavia L. 

 ส ารวจ รวบรวม วัชพืชสกุลผักโขมหินเพ่ือทราบความหลากหลายของวัชพืชสกุลนี้ในประเทศไทย 
ระหวํางปี 2557-2558 น ามาศึกษาชีววิทยา นิเวศน๑วิทยา และการแพรํกกระจายของวัชพืชสกุลนี้ พบวัชพืช
สกุลผักโขมหินสี่ชนิด ได๎แกํ ผักขมหินใบแหลม (Boerhavia diandra L.)  ผักขมหิน (Boerhavia diffusa L.)  
ผักขมหินตั้ง (Boerhavia erecta L.)  และผักขมหินเลื้อย (Boerhavia repens L.)  มีเพียงผักขมหินตั้งที่เป็น
วัชพืชฤดูเดียว ล าต๎นตั้งตรง นอกนั้นเป็นวัชพืชหลายฤดู อยูํข๎ามปี ล าต๎นทอดยาวไปกับพ้ืนดิน ขยายพันธุ๑ด๎ วย
เมล็ด สามารถจ าแนกได๎จากลักษณะใบ สีดอก และผล ทุกชนิดเป็นวัชพืชในพืชไรํ พืชผัก ไม๎ผล พ้ืนที่รกร๎าง 
ไหลํทาง ริมทางรถไฟ ไมํพบในแหลํงน้ าทํวมขังทุกชนิดสามารถทนแล๎งได๎ดี บางชนิดสามารถพบได๎ใน
โบราณสถาน ทุกชนิดสามารถสร๎างเมล็ดได๎จ านวนมาก แตํมีเปอร๑เซ็นต๑การงอกในระยะ 1 เดือนต่ า ทุกชนิดมี
คุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิยับยั้งการเจริญรากของไมยราบยักษ๑ในห๎องปฏิบัติการ 
 
การทดลองท่ี 1.3.16  ชีววิทยา การแพร่ระบาด และการจัดการวัชพืชวงศ์ทานตะวันสองชนิด : หญ้าหน้า

แมว และทานตะวันหนู 

 วัชพืชวงศ๑ทานตะวัน 2 ชนิดที่พบระบาดในพ้ืนที่ปลูกพืชไรํ ในพ้ืนที่ราบของลุํมน้ าปุาสัก โดยไมํเคยมี
รายงานเกี่ยวกับวัชพืชสองชนิดนี้มากํอน ได๎แกํหญ๎าหน๎าแมว และทานตะวันหนู การศึกษาชีววิทยาและการ
แพรํระบาดของวัชพืชทั้งสองชนิด ได๎ด าเนินการระหวํางปี 2557-2558 พบวําหญ๎าหน๎าแมวคือ Cyanthillium 
patulum (Dryand. ex Dryand.) H.Rob เป็นวัชพืชอายุสั้นประมาณ 110-120 วัน สามารถสร๎างเมล็ด



190 
 
จ านวนมากกวํา 100,000 เมล็ด/ต๎น เมล็ดงอกไมํพร๎อมกัน ในระยะเวลา ในชํวง 1 เดือน งอกเพียง 10% แตํ
สามารถทยอยงอกเพ่ิมข้ึนเป็น 40 % เมื่อปลํอยไว๎นาน 172 วัน หรือประมาณ 6 เดือนพบระบาดในพ้ืนที่ปลูก
พืชไรํ และไหลํทางในจังหวัดสระบุรี ลพบุรี และเพชรบูรณ๑ ส าหรับทานตะวันหนูคือ  Blainvillea acmella 
(L.) Philipson มีถิ่นก าเนิดในเขตร๎อนของทวีปอาฟริกา และเอเชีย เป็นพืชอายุสั้น ประมาณ 80-100 วัน มี
การสร๎างเมล็ดประมาณ 20,000 เมล็ด/ต๎น เมล็ดมีการงอกในดินสูงกวําการทดสอบในห๎องปฏิบัติการ โดย
เมล็ดเริ่มงอกหลังเริ่มทดสอบ 60 วัน ในห๎องปฏิบัติการ และมีการงอกเพียงร๎อยละ  4.2 เมื่อปลํอยให๎งอกนาน 
210 วัน และสามารถงอกได๎ร๎อยละ 13.6 เมื่อปลํอยให๎งอกในดินนาน 210 วัน และเมล็ดที่ยังไมํแกํจัด (สีเขียว-
ด า) ของทานตะวันหนูสามารถงอกได๎เชํนเดียวกับเมล็ดที่แกํจัด (สีน้ าตาล-ด า)  พบระบาดในพ้ืนที่ปลูกพืชไรํใน
จังหวัดสระบุรี และลพบุรี  วัชพืชทั้งสองนี้มีคุณสมบัติทางอัลลิโลพาธิ ยับยั้งการเจริญรากของไมยราบยักษ๑ได๎
เล็กน๎อย เมื่อทดสอบโดยวิธี Sandwich Method 
 
การทดลองท่ี 1.3.17 ศึกษาชนิดวัชพืชต่างถิ่นในพื้นที่เกษตรที่สูงภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ 

 110-120 วัน สามารถสร๎างเมล็ดจ านวนมากกวํา 100,000 เมล็ด/ต๎น เมล็ดงอกไมํพร๎อมกัน ใน
ระยะเวลา ในชํวง 1 เดือน งอกเพียง 10% แตํสามารถทยอยงอกเพ่ิมขึ้นเป็น 40 % เมื่อปลํอยไว๎นาน 172 วัน 
หรือประมาณ 6 เดือนพบระบาดในพ้ืนที่ปลูกพืชไรํ และไหลํทางในจังหวัดสระบุรี ลพบุรี และเพชรบูรณ๑ 
ส าหรับทานตะวันหนูคือ  Blainvillea acmella (L.) Philipson มีถ่ินก าเนิดในเขตร๎อนของทวีปอาฟริกา และ
เอเชีย เป็นพืชอายุสั้น ประมาณ 80-100 วัน มีการสร๎างเมล็ดประมาณ 20,000 เมล็ด/ต๎น เมล็ดมีการงอกใน
ดินสูงกวําการทดสอบในห๎องปฏิบัติการ โดยเมล็ดเริ่มงอกหลังเริ่มทดสอบ 60 วัน ในห๎องปฏิบัติการ และมีการ
งอกเพียงร๎อยละ  4.2 เมื่อปลํอยให๎งอกนาน 210 วัน และสามารถงอกได๎ร๎อยละ 13.6 เมื่อปลํอยให๎งอกในดิน
นาน 210 วัน และเมล็ดที่ยังไมํแกํจัด (สีเขียว-ด า) ของทานตะวันหนูสามารถงอกได๎เชํนเดียวกับเมล็ดที่แกํจัด 
(สีน้ าตาล-ด า)  พบระบาดในพ้ืนที่ปลูกพืชไรํในจังหวัดสระบุรี และลพบุรี  วัชพืชทั้งสองนี้มีคุณสมบัติทางอัล
ลิโลพาธิ ยับยั้งการเจริญรากของไมยราบยักษ๑ได๎เล็กน๎อย เมื่อทดสอบโดยวิธี Sandwich Method พรรณไม๎
ประดับด๎วย วัชพืชทั้งสามชนิดที่พบสามารถเจริญเติบโตได๎ในพ้ืนที่ที่อุณหภูมิสูงกวํา 30 องศาเซลเซียส เชํน
กรุงเทพมหานครได๎ด๎วย 
 
กิจกรรมที่ 2    วิจัยความหลากชนิดของแมลงเพื่อเก็บ – รักษาในพิพิธภัณฑ์   

การทดลองท่ี 2.1  ชนิดของแมลงหายากและใกล้สูญพันธุ์ในพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทย  

การศึกษาชนิดของแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ในพ้ืนที่ภาคใต๎ของประเทศไทย เพ่ือประเมิน
สถานภาพของแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ ให๎ได๎ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎อง เขตการแพรํกระจาย พร๎อมจัดท า
ฐานข๎อมูลแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ซึ่งสามารถน าไปใช๎อ๎างอิงทางวิชาการ  ส าหรับงานวิ จัยที่เกี่ยวข๎อง 
ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือนกันยายน 2558 จากแหลํงที่มีสภาพปุาอุดมสมบูรณ๑ ในพ้ืนที่
ภาคใต๎ของประเทศไทย จากการศึกษาครั้งนี้พบแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ ทั้งหมด 45 ตัวอยําง จ าแนกได๎ 



191 
 
6 ชนิด  ได๎แกํ ผีเสื้อรํอนลมสยาม, Idea leuconoe (Lepidoptera:  Danaidae) จ านวน 5 ตัวอยําง ผีเสื้อ
ค๎างคาว, Lyssa zampa Butler (Lepidoptera: Uraniidae) จ านวน 12 ตัวอยําง ด๎วงดินปีกแผํน, 
Mormolyce phyllodes Hegenb (Coleoptera: Carabidae) จ านวน 9ตัวอยําง หิ่งห๎อยยักษ๑, Lampigera 
sp. (Coleoptera: Lampyridae) จ านวน 4 ตัวอยําง; หิ่งห๎อย ไดอะฟาเนส, Diaphanes sp.จ านวน 6 
ตัวอยําง และตั๊กแตนขาหนาม, Heteropteryx dilatata (Parkinson) (Phasmatodea, Phasmatidae)  
จ านวน 9 ตัวอยําง ตัวอยํางแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ทั้งหมดน าเก็บรักษาในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรมวิชาการ
เกษตร 
 
การทดลองที่ 2.2  ความหลากชนิดของแมลงปออันดับโอโดนาทา (Odonata) ในภาคเหนือของประเทศ

ไทย 

 การศึกษาความหลากชนิดของแมลงปออันดับโอโดนาทา (Odonata) ในภาคเหนือของประเทศไทย
โดยการส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางแมลงปอบริเวณใกล๎แหลํงน้ าในพ้ืนที่เกษตรกรรม ที่ราบเชิงเขา พ้ืนที่
ราบลุํมน้ า พ้ืนที่ปุาต๎นน้ าล าธาร พ้ืนที่ภูเขาระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือนกันยายน 2558 น าตัวอยําง
แมลงปอที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเพ่ือตรวจจ าแนกชนิด  ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงาน
อนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจ าแนกชนิดแมลงปอได๎    
2 อันดับยํอย (Suborder) คือ อันดับยํอย Anisoptera ได๎แกํ วงศ๑ (Family) Aeshnidae 1 ชนิด คือ 
แมลงปอยักษ๑ Gynacantha sp. วงศ๑ Gomphidae 2 ชนิด คือ แมลงปอเสือลายประดับ Ictinogomphus 
decoratus (Selys) แมลงปอเสือลาย Gomphidictinus perakensis (Laidlaw) วงศ๑ Libellulidae 14 ชนิด 
ได๎แกํ แมลงปอบ๎านบํอ Crocothemis servilia (Drury) แมลงปอบ๎านสองสีเขียวฟูา Diplacodes trivialis 
(Ramber) แมลงปอบ๎านใหมํเฉียง  Neurothemis fluctuans (Fabricius) แมลงปอบ๎านใหมํกลม 
Neurothemis fulvia (Fabricius) แมลงปอบ๎านเสือหน๎าด า Ortherum glaucum (Brauer) แมลงปอบ๎าน
เสือผู๎มํวง Orthetrum pruinosum (Rambur) แมลงปอบ๎านเสือสามเหลี่ยม Orthetrum triangulare 
(Selye) แมลงปอบ๎านเสือลาย Orthetrum sabina (Drury) แมลงปอบ๎านแผํนปีกกว๎าง Pantala 
flavescens (Fabricius) แมลงปอบ๎านโคนท๎องขาว Pseudothemis jorina (Forster) แมลงปอบ๎านไรํ
เคลือบโลหะปลายใส Rhyothemis plutonia (Selys) แมลงปอบ๎านไรํปีกทอง Rhyothemis phyllis 
(Sulzer) แมลงปอบ๎านใต๎ผู๎มํวง Trithemis aurora (Burmeister) แมลงปอบ๎านใต๎โคนปีกด า Trithemis 
festiva (Ramber) และ อันดับยํอย Zygoptera ได๎แกํ วงศ๑ Calopterygidae 3 ชนิด คือ แมลงปอเข็มภูเขา
ท๎องเหลือง Caliphaea thailandica Asahina  แมลงปอเข็มน้ าตกจีน Neurobasis chinensis (Linnaeus) 
แมลงปอเข็มน้ าตกปีกใส Vestalis amoena Selys วงศ๑ Chlorocyphidae  3 ชนิด คือ แมลงปอเข็มหางโปุง
จุดฟูา Helicocypha perforata  Percheron แมลงปอน้ าตก Libellago lineata (Burmeister) แมลงปอ
เข็มน้ าตกปลายลาย Rhinocypha tincta (Ramber) วงศ๑ Coenagrionidae  1 ชนิด คือ แมลงปอเข็มแคระ
ธรรมดา Agriocnemis pygmaea (Ramber)  วงศ๑ Lestidae 1 ชนิด คือ แมลงปอเข็มปุาปีกลาย Orolestes 
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octomaculatus (Martin)  วงศ๑ Euphaeidae 1 ชนิด คือ แมลงปอเข็มหางโปุงสีนิล Euphaea mansoni 
(Selys) และวงศ๑ Platycnemididae 1 ชนิด คือ คือแมลงปอเข็มน้ าตก Coeliccia chromothorax (Selys) 
รวมพบแมลงปอทั้งสิ้น 9 วงศ๑ 27 ชนิด 1,482 ตัวอยําง ถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของแมลงปอ
ทั้ง 27 ชนิด น าตัวอยํางแมลงปอจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑แมลงพร๎อมน าข๎อมูลที่รวบรวมได๎จัดท าฐานข๎อมูล
พิพิธภัณฑ๑แมลงกรมวิชาการเกษตร ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานความหลากชนิดของแมลงปอในล าดับตํอไป 
 
การทดลองท่ี 2.3  ความหลากชนิดของตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ์ Acrididae ในพื้นที่ภาคใต้ ของประเทศไทย 

 การศึกษาความหลากชนิดของตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Arcrididae  ในพ้ืนที่ภาคใต๎ของประเทศไทย ให๎
ทราบชนิด  พืชอาหาร และเขตการแพรํกระจาย เพ่ือใช๎เป็นข๎อมูลพ้ืนฐานส าหรับงานศึกษาวิจัย การวินิจฉัย
ชนิดแมลงศัตรูพืช รวมถึงการจ าท ารายชื่อแมลงศัตรูพืช ด าเนินการระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือน
กันยายน 2556 ในพื้นท่ีเกษตร  และปุาภาคใต๎ของประเทศไทย น าตัวอยํางที่ส ารวจได๎มาจ าแนกชนิด ใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑แบบ compound ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
การศึกษาครั้งนี้ใช๎ตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Arcrididae  จ านวน 295 ตัวอยําง จ าแนกได๎ 13 ชนิด  ได๎แกํ Acrida 
bicolor (Thunberg, 1815); Apalacris varicornis Walk, 1870; Atractomorpha crenulata (Fabricius, 
1793); Aularches miliaris (Linnaeus, 1758); Crondracris rosea (De Geer, 1773); Cyrtacanthacris 
tatarica (Linné, 1758); Gonista bicolor (De Haan, 1842); Oxya japonica (Thunberg, 1824); Oxya 
hyla Serville, 1831; Patanga succincta (Linnaeus, 1763); Pternoscirta caliginosa (De Haan, 
1842); Stenocatantops splendens (Thunberg, 1815); Trilophidia annulata (Thunberg, 1815) 
ตัวอยํางตั๊กแตนหนวดสั้นวงศ๑ Arcrididae  ทั้งหมดที่จ าแนกชนิดแล๎วน าเก็บรักษาในพิพิธภัณฑ๑แมลง กรม
วิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 2.4  ความหลากชนิดของมดในพื้นที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรตากและป่าธรรมชาติ

ของจังหวัดตาก 

การศึกษาความหลากชนิดของมดในศูนย๑วิจัยและพัฒนาการเกษตรตาก จังหวัดตาก ระหวํางตุลาคม 
2553 ถึง กันยายน 2556 ได๎ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอยํางมด จากแปลงปลูกชา กาแฟ อะโวกาโด และ  มะ
คาเดเมีย  โดยใช๎วิธีวางกับดักน้ าหวาน กับดักชีส กับดักหลุม  รํอนซากใบไม๎ และการจับด๎วยมือ  น าตัวอยําง
ทั้งหมดมาจ าแนกชนิด พบมดทั้งสิ้น 55 ชนิด 37 สกุล 8 วงศ๑ยํอย โดยแปลงชา และอะโวกาโด  พบมดจ านวน 
31 ชนิด แปลงกาแฟ จ านวน 29 ชนิด และแปลงมะคาเดเมีย จ านวน 22 ชนิด เมื่อพิจารณาชนิดมดที่เดํนใน
พ้ืนที่ พบวํา แปลงมะคาเดเมีย มีมดจ านวน 8 ชนิด แปลงอะโวกาโด ชาและกาแฟ  มีจ านวน 7, 5 และ 3 
ชนิด และมีมดน้ าผึ้ง (Anoplolepis gracilipes Smith) เป็นมดที่พบทุกครั้งและทุกพ้ืนที่ส ารวจ มดก๎นห๎อย
ธรรมดา (Dolichoderus thoracicus Smith) พบทุกครั้งของการส ารวจในแปลงมะคาเดเมีย อะโวกาโด และ
กาแฟ ขณะที่มดไอ๎ชื่นด า (Odontoponera  denticulata Smith) พบในแปลงมะคาเดเมีย อะโวกาโด  และ
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ชา นอกจากนี้ยังพบชนิดมดที่เป็นรายงานการพบครั้งแรก (new recorded) ในประเทศไทย จ านวน 1 ชนิด 
คือ Cerapachys sauteri Forel   ซึ่งพบในแปลงกาแฟ 
 
การทดลองท่ี 2.5  ความหลากชนิดของด้วงงวงในเขตสงวนชีวมณฑลสะแกราช 

การศึกษาความหลากชนิดของด๎วงงวงในเขตสงวนชีวมณฑลสะแกราช โดยการส ารวจและรวบรวม
ด๎วงงวงในพ้ืนที่สถานีวิจัยสิ่งแวดล๎อมสะแกราช จังหวัดนครราชสีมา ระหวํางเดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือน
กันยายน 2556 น าตัวอยํางด๎วงงวงที่รวบรวมได๎มาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน  ด๎านสัณฐานวิทยา 
(Morphology) เพ่ือตรวจจ าแนกชนิดโดยตรวจวิเคราะห๑ชนิดใต๎กล๎องจุลทรรศน๑ชนิด stereo microscope 
และเปรียบเทียบกับตัวอยํางด๎วงงวงในพิพิธภัณฑ๑แมลง ณ ห๎องปฏิบัติการกลุํมงานอนุกรมวิธานแมลง กลุํมกีฏ
และสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช สามารถจ าแนกชนิดด๎วงงวงได๎ 12 วงศ๑ยํอย (Subfamily) 28 
ชนิด 302 ตัวอยําง ซึ่งจัดอยูํในอันดับ (Order) Coleoptera วงศ๑ (Family) Curculionidae วงศ๑ยํอย 
Apioninae คือ Apion sp. วงศ๑ยํอย Attelabinae คือ Apoderus notatus Fabricius วงศ๑ยํอย Baridinae 
ได๎แกํ Baris sp., Corpus sp., Pempherulus sp. วงศ๑ยํอย Brentinae คือ Cordus plumipennis วงศ๑ยํอย 
Cryptorynchinae ได๎แกํ Sternochetus olivieri (Faust), Sybulus sp1., Sybulus sp2. วงศ๑ยํอย 
Curculioninae คือ Balaninus sp. วงศ๑ยํอย Entiminae ได๎แกํ Astycus lateralis, Eugnathus alterans, 
Hypomeces squamosus (Fabricius), Phrixopogon hausti Marshall, Phytoscaphus sp. 
Platytrachelus paviei Aurivillius, Sepiomus sp., Trachelisus bioculatus วงศ๑ยํอย Ereminae คือ 
Cyphicerus sp. วงศ๑ยํอย Erirhininae คือ Tadius sp. วงศ๑ยํอย Molytinae ได๎แกํ Acicnemis sp.,  
Alcidodes obesus, Alcidodes sp2., Colobodes sp. วงศ๑ยํอย Rhynchitinae คือ Rhynchites sp1., 
Rhynchites sp2., Rhynchites sp3. และวงศ๑ยํอย Rhynchophorinae คือ Cosmopolites sodidus 
(Germar)   ด๎วงงวงทั้งหมดพบในเนื้อไม๎ ใบไม๎ และจากกับดักแสงไฟ ท าให๎ทราบชนิด ลักษณะการท าลาย 
และเขตการแพรํกระจายของด๎วงงวงในเขตสงวนชีวมณฑลสะแกราช จัดท าแนวทางการวินิจฉัยชนิดและ
ถํายภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของด๎วงงวงทั้ง 28 ชนิด น าตัวอยํางด๎วงงวงจัดเก็บในพิพิธภัณฑ๑แมลง
พร๎อมน าข๎อมูล     ที่รวบรวมได๎จัดท าฐานข๎อมูลพิพิธภัณฑ๑แมลงกรมวิชาการเกษตร  ส าหรับใช๎เป็นข๎อมูล
พ้ืนฐานประกอบการจัดท ารายชื่อชนิดแมลงศัตรูพืชรองรับปัญหาด๎านการน าเข๎าและสํงออกสินค๎าเกษตร   
และทราบถึงเขตการแพรํกระจายของด๎วงงวงในเขตสงวนชีวมณฑลสะแกราช 
 
กิจกกรมที่ 3  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี การวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืช     

กิจกรรมย่อยท่ี 3.1  การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยเซรุ่มวิทยา     

การทดลองที่ 3.1.1  การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-1 
สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดโดยใช้ระบบเซลล์แบคทีเรีย 
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การผลิตแอนติซีรัมโดยใช๎ระบบเซลล๑แบคทีเรีย เริ่มจากน าใบสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร๑
เอ็นเอ แล๎วน าไปเพ่ิมปริมาณด๎วยเทคนิคอณูชีววิทยา โดยใช๎ไพรเมอร๑จากสํวนของยีนโปรตีนหํอหุ๎มอนุภาคของ
เชื้อไวรัส PMWaV-1 ได๎แกํ pet101_PMWaV1F (5’CACCATGGCTGA TTCGAGCAAACAAAAACAAC3’) 
และ pet101_PMWaV1R (5’TTTGCGTCCACCCATAAAGAT GTGCG3’) สังเคราะห๑ ได๎ชิ้นของดีเอ็นเอ 
ขนาด 771 คูํเบส จากนั้นน าไปโคลนเข๎าสูํเวคเตอร๑ pET 101/D-TOPO® (Invitrogen)  และคัดเลือกเฉพาะ
โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ใสํเข๎าไปในพาหะ น ามาท าให๎บริสุทธิ์ จากนั้นคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห๑โปรตีน
ได๎ในเซลล๑ของแบคทีเรีย E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหารสูตร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 
มิลลิกรัมตํอลิตร และใช๎สารไอพีทีจี ในการชักน าให๎เกิดการสังเคราะห๑โปรตีน พบวําระยะเวลาที่สามารถ
สังเคราะห๑โปรตีนได๎สูงสุด คือ 24  ชั่วโมง โดยให๎โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน ท าการแยกโปรตีน
ของเชื้อให๎บริสุทธิ์ด๎วย Ni-NTA column เพ่ือน าไปผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตําย ผลการตรวจสอบ
คุณภาพของแอนติซีรัมที่ได๎ ด๎วยวิธี indirect ELISA พบวํา แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครั้งที่ 5-7 มี
ประสิทธิภาพสูงสุด สามารถท าปฏิกิริยาได๎ถึง 1:10,000  จากนั้นท าการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม
กับตัวอยํางสับปะรดที่แสดงอาการเหี่ยว โดยเปรียบเทียบชนิดของเพลท พบวํา โพลีซอฟท๑ เพลท ของ Nunc 
ให๎ปฏิกิริยาดีที่สุด  แตํให๎ปฏิกิริยาคํอนข๎างต่ า ท าให๎อํานผลยาก แอนติซีรัมที่ผลิตได๎อาจเหมาะน าไปใช๎ในการ
ตรวจหาไวรัสโดยวิธี Immunosorbent electron microscopy (IEM)   

 
การทดลองท่ี 3.1.1  การผลิตแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส Bean yellow mosaic virus 

Bean yellow mosaic virus พบอาการปรากฏชัดบนใบและดอก เป็นรอยดํางเป็นทางขีดสีขาวท า
ให๎ดอกแกลดิโอลัสดํางโดยมีเพลี้ยอํอน (Myzus persicae) เป็นแมลงพาหะท าให๎เกิดการระบาดได๎มากและ
รวดเร็วในแปลงเมื่อศึกษาบนพืชทดสอบ chenopodium โดยท าการปลูกเชื้อ (inoculation)ลงบนใบต๎น 
chenopodium ด๎วย sap inoculation พบแสดงอาการ chlorotic local lesions ใบป็นจุดสีเหลืองถึง
น้ าตาลและใบมีรูปรํางผิดปกติ และเมื่อตรวจดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน๑อิเล็กตรอนพบอนุภาคไวรัส BYMV เป็น
ทํอนยาวคด การผลิตแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส BYMV หลังแยกเชื้อไวรัสบริสุทธิ์  และน าไปฉีดกระตํายท าการ
เจาะเลือดกระตํายครั้งที ่4-5 มีประสิทธิภาพสูงสุดสามารถท าปฏิกิริยาได๎จนถึง 1:100,000 การสกัด gamma-
globulin (IgG) และปรับความเข๎มข๎นของ IgG วัดความเข๎มข๎นของโปรตีน ด๎วยเครื่อง spectrophotomer  
ได๎คําความเข๎มข๎น IgG ของ BYMV เทํากับ9.6 และเม่ือน าไปตรวจหาเชื้อ ให๎ปฏิกิริยาเป็นบวก IgG ของ BYMV 
มีสีแดงเข๎ม ไมํเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับพืชปกติ ดังนั้นจึงสามารถที่น า IgG ของ BYMV นี้ไปใช๎ในการตรวจหาเชื้อ 
Bean yellow mosaic virus (BYMV) ในแกลดิโอลัสได๎ 

 
การทดลองที่ 3.1.3  การผลิตชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบไวรัส 

Cucumber mosaic virus ในพืชเศรษฐกิจ 
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การน าเทคนิค Gold Labeling IgG Flow Test (GLIFT) มาปรับใช๎ในการตรวจเชื้อ  Cucumber 
mosaic virus (CMV) เพ่ือการวินิจฉัยโรค ที่สามารถตรวจสอบได๎แมํนย า ใช๎งําย สะดวกและอํานผลได๎รวดเร็ว
ภายใน 5-10 นาที เร็วกวําวิธี ELISA ที่ใช๎เวลามากกวํา 4-5 ชั่วโมง GLIFT ได๎ถูกพัฒนาโดยใช๎หลักการทาง
เซรุํมวิทยาและ lateral flow technique บนแผํน nitrocellulose membrane ซึ่งที่ให๎ผลดีที่สุดคือ ด๎วย
การเลือกใช๎อนุภาคของทอง (colloidal gold) มาตํอเชื่อมกับ IgG ของเชื้อ CMV ที่มีความเข๎มข๎นในปริมาณ 1 
mg/ml ให๎สีของปฏิกิริยาแดงเข๎ม และให๎สีของปฏิกิริยาที่ test line แดงเข๎มชัดเจนเมื่อใช๎ gold labeling 

IgG ในปริมาณ 2 l /cm มีความเหมาะสมดีกวําปริมาณ 1.0 และ 1.5 l /cm ส าหรับการใช๎ IgG ของ 

CMV ในปริมาณ 1.0 l /cm ท า test line ให๎ผลของปฏิกิริยาดี สามารถใช๎ goat-anti rabbit IgG ท า 
control line ได๎ จากการเปรียบเทียบชนิดของ แผํนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่แตกตํางกัน 7 ชนิด พบวํา
ปฏิกิริยาเกิดได๎ดีในไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 100 และ Unisart CN 140 และการเปรียบเทียบชนิด
ของ sample buffer ตํอปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบโดยใช๎บัฟเฟอร๑ที่แตกตํางกัน จ านวน 7 ชนิด พบวํา
บัพเฟอร๑ที่สามารถท าให๎เกิดปฏิกิริยาเกิดปฏิกิริยาบนเส๎น control line และไมํเกิดปฏิกิริยาแบบ false 
positive คือเกิดปฏิกิริยาบนเส๎นtest line หรือปฏิกิริยาข๎ามนั้นคือบัพเฟอร๑ TBS-T และ PBS-T และเมื่อ
เปรียบเทียบความเข๎มของสีที่ control line พบวํา การใช๎ TBS-T ให๎ผลดีที่สุด 

 
การทดลองที่ 3.1.4  การวิจัยและพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อไวรัส Sugarcane mosaic virus 

(SCMV) subgroup Maize dwarf mosic virus 

การน าเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) มาพัฒนาและปรับใชเปนชุดตรวจสอบไวรัส
โรคใบดํางข๎าวโพด (SCMV) ที่สามารถตรวจสอบไดแมนย า ใชงาย สะดวกและอานผลไดรวดเร็ว โดยอาศัย
หลักการทางเซร ุมวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 
(Nitrocellulose membrane; NCM) การเตรียมและทดสอบคุณภาพ IgG ของ SCMV โดยการตรวจสอบด
วยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) เตรียม Gold conjugated IgG โดยน าอนุภาคทอง (colloidal 
gold) มาเชื่อมตอ (conjugate) กับ IgG ของ SCMV และเตรียม conjugated release pad (CRP) โดยใช
ปริมาณ 100-120 ไมโครลิตร/15–18 เซนติเมตร (6.6 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) ท าเสน control line ดวย 
GAR (Goat anti rabbit เขมขนอัตรา 1:3) และ test line ดวย IgG ของ SCMV ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/2.5 
X 18 เซนติเมตร (2.2 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) บนแผน NCM (วัสดุเปน S&S – AE 99, ขนาด 8 ไมโครเมตร) 
เมื่อประกอบเปนชุดตรวจสอบแลว และท าการทดสอบกับน ้าคั้นใบขาวโพดจากตนขาวโพดที่เปนโรคพบวา ชุด
ตรวจสอบ GLIFT kit ที่ไดพัฒนาปรับใชครั้งนี้สามารถตรวจสอบไวรัสใบดํางข๎าวโพดไดที่ความเขมขน 1 : 10 
โดยสามารถทราบผลไดภายในระยะเวลาที่รวดเร็ว คือ เสน control line และ test line ปรากฏสีในเวลา
ประมาณ 5 นาท ี
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การทดลองที่ 3.1.5  การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบแบคทีเรีย 

Burkholderia gladioli  

ชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip ถูกพัฒนาเพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย Burkholderia gladioli 
pv. gladioli ในกล๎วยไม๎ โดยอาศัยหลักการทางเซรุํมวิทยา (serology) และ lateral flow test บนแผํนไน
โตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) โดยการเตรียมและทดสอบคุณภาพ IgG ของ
แอนติซีรั่มของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ด๎วยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  การเตรียม 
Gold conjugated IgG โดยน าอนุภาคทอง (colloidal gold) มาเชื่อมตํอ (conjugate) กับ IgG ของ
แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  และเตรียม conjugated release pad (CRP) โดยใช๎ปริมาณ 100-120 
ไมโครลิตร/15 – 18 เซนติเมตร (6.6 ไมโครลิตร/เซนติเมตร)  ผลการทดสอบชนิดของ membrane ที่
เหมาะสมในการท าชุดตรวจสอบพบวํา membrane S&S AE 99 และ membrane S&S AE 100 ให๎ผลการ
ทดสอบในการท าtest line ได๎ดีมาก และดี ตามล าดับ  ท าชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip โดยท าเส๎น 
control line ด๎วย GAR (Goat anti rabbit เข๎มข๎นอัตรา 1:3) และ test line ด๎วย IgG ของ แบคทีเรีย B. 
gladioli pv. gladioli  ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/2.5 X 18 เซนติเมตร ( 2.2 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) บนรแผํน 
membrane S&S AE 99  เมื่อประกอบเป็นชุดตรวจสอบแล๎ว ท าการทดสอบกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย  B. 
gladioli pv. gladioli  ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนีตํอมิลลิลิตร พบวํา ชุดตวจสอบ Lateral flow test 
strip สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ได๎อยํางรวดเร็ว โดยเส๎น control line และ 
test line ปรากฏสี ในเวลาประมาณ 5 นาที จากการทดสอบประสิทธิภาพของความไวในการตรวจสอบ
แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli พบวํา สามารถตรวจพบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ได๎ใน
ปริมาณต่ าสุดที่ 104 หนํวยโคโลนีตํอมิลลิลิตร 
 
การทดลองที่ 3.1.6  การวิจัยและพัฒนาการผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow 

Test) ส าหรับตรวจไวรัสในกลุ่ม Tospovirus 

การน าเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) มาพัฒนาและปรับใชเปนชุดตรวจสอบไวรัสใน
กลุํมทอสโพไวรัส ที่สามารถตรวจสอบไดแมนย า ใชงาย สะดวกและอานผลไดรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการทาง
เซร ุมวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose 
membrane; NCM) การเตรียมและทดสอบคุณภาพ IgG ของโพไวรัส และเตรียม conjugated release pad 
(CRP) โดยใชปริมาณ 100-120 ไมโครลิตร/15–18 เซนติเมตร (6.6 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) ท าเสน control 
line ดวย GAR (Goat anti rabbit เขมขนอัตรา 1:3) และ test line ดวย IgG ของทอสโพไวรัส ปริมาณ 40 
ไมโครลิตร/2.5 X 18 เซนติเมตร  (2.2 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) บนแผน NCM (วัสดุเปน S&S – AE 99, ขนาด 
8 ไมโครเมตร) เมื่อประกอบเปนชุดตรวจสอบแลว และท าการทดสอบกับน ้าคั้นใบพืชจากตนที่เปนโรคพบวา 
ชุดตรวจสอบ GLIFT kit ที่ไดพัฒนานี้สามารถตรวจสอบทอสโพไวรัส แตํให๎ผลที่ไมํชัดเจนและใช๎เวลาในการ
ตรวจสอบนานกวํา 5 นาท ี
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การทดลองที่ 3.1.7  การผลิตชุดตรวจสอบ Bean yellow mosaic virus ส าเร็จรูปโดยเทคนิค Gold 

labeling IgG flow test 

จากการศึกษา Gold Labeling IgG Flow Test (GLIFT) ในการตรวจเชื้อ Bean yellow Mosaic 
virus (BYMV) โดยใช๎หลักการทางเซรุํมวิทยาและ lateral flow technique บนแผํน nitrocellulose 
membrane ที่ใช๎ทดสอบ 7 ชนิด เลือกใช๎อนุภาคของทอง (colloidal gold) ขนาด 40 นาโนเมตร มา
ตํอเชื่อมกับ IgG ของเชื้อ BYMV ท าการ conjugate กับ IgG ของไวรัส พบวําไมํเกิดปฏิกิริยาบนเส๎น test line 
แตํ control line เกิดในทุกชนิดของ nitrocellulose membrane ดังนั้นจึงท าการเปรียบเทียบชนิดของ
บัพเฟอร๑และไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนอีกครั้ง เพ่ือดูปฏิกิริยาของเส๎น test line และ control line รวมทั้งท า
การปรับเปลี่ยนปริมาณในการ spray การ conjugate กับ IgG ของ BYMV หรือปรับความเข๎มข๎นของ IgG 
เพ่ือทดสอบปฏิกิริยาให๎สามารถตรวจและเกิดปฏิกิริยาได๎แถบแบนชัดเจน กํอนที่จะท าการประกอบและ
ตรวจสอบประสิทธิภาพความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อ BYMV ตํอไป 
 
การทดลองท่ี 3.1.8  การพัฒนาชุดตรวจสอบไวรัส PVY PVX PVS ในมันฝรั่ง 

ชุดตรวจสอบเชื้อ PVY PVX และ PVS พัฒนาขึ้นด๎วยเทคนิค Gold Labeling IgG Flow Test 
(GLIFT) โดยใช๎หลักการทางเซรุํมวิทยาและการเคลื่อนย๎ายของสารละลายบนแผํน nitrocellulose 
membrane (lateral flow technique) ท าการทดสอบคัดเลือกเมมเบรน 4 ชนิด ที่เหมาะสมกับขนาด
อนุภาคของเชื้อไวรัสและทอง 40 นาโนเมตร ที่ตํอเชื่อมกับ IgG ของเชื้อ PVY PVX และ PVS ที่ปรับให๎มีความ
เข๎มข๎นของโปรตีนเป็น 1 mg/ml ในการใช๎ผลิต GLIFT kit นั้น พบวําเมมเบรนชนิด S&S AE 99 มีความ
เหมาะสมสามารถใช๎ได๎กับเชื้อท้ัง 3 ชนิด โดยเลือกปฏิกิริยาที่ชัดเจนที่สุดพบวํา การใช๎อนุภาคทองตํอเชื่อมกับ 

IgG ปริมาณ 2 l/cm และใช๎ IgG ของเชื้อไวรัสแตํละชนิดปริมาณ 2 l/cm ในการท าเส๎น test line บน
เมมเบรน โดยชุดทดสอบ GLIFT kit นี้ ท าการแยกเป็น 2 หลุม ในชุดตรวจสอบ 1 ชุด หลุมแรกใช๎ตรวจสอบ
เชื้อ PVY และ PVS สํวนอีกหลุมใช๎ตรวจสอบเชื้อ PVX พบวําเส๎น test line ของทั้ง 3 เชื้อ และ control line 
สามารถตรวจสอบและเกิดปฏิกิริยาแถบสีชัดเจน 
 
การทดลองท่ี 3.1.9  การโคลนและสังเคราะห์โปรตีน Sec A ยีน ของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาว

อ้อยในระบบเซลล์แบคทีเรีย 

การน าเทคนิคทางเซรุํมวิทยาเข๎ามาชํวยตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยนั้น พบวํา ยัง
ไมํประสบความส าเร็จเทําที่ควร เนื่องจากยังไมํสามารถผลิตแอนติเจนเชื้อสาเหตุที่บริสุทธิ์ได๎เพราะประสบ
ปัญหาหลักในขั้นตอนการสกัดยังมีการปะปนของโปรตีนพืชมากเกินไปจึงสํงผลให๎การผลิตแอนติบอดีที่ได๎ไมํมี
ความจ าเพาะตํอเชื้อสาเหตุมากพอ  ในปัจจุบันมีการใช๎ระบบเซลล๑แบคทีเรียเข๎ามาชํวยในกระบวนการผลิต
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โปรตีนจึงเป็นอีกหนึ่งแนวทางเพ่ือน ามาชํวยลดปัญหาดังกลําวเพ่ือให๎ได๎แอนติเจนคุณภาพดีส าหรับใช๎ผลิต
แอนติบอดีที่ความจ าเพาะตํอเชื้อสาเหตุ  กระบวนการเริ่มด๎วยออกแบบไพร๑เมอร๑ SecAfor1 / SecArev3 ที่
จ าเพาะเจาะจงตํอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยจาก partial secA  gene แล๎วสังเคราะห๑ด๎วย
เทคนิค PCR  ได๎แถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 800 เบส สํงวิเคราะห๑หาล าดับนิวคลีโอไทด๑และเปรียบเทียบกับ
ข๎อมูลใน genbank พบวํา เหมือนกับ partial secA gene ของ Sugarcane grassy shoot phytoplasma 
และ  Sugarcane white leaf phytoplasma อยูํในระดับ 97-98 เปอร๑เซ็นต๑ ตํอมาท าการสังเคราะห๑ยีน
ลูกผสม partial secA-adapter gene/6xHisTag  และสํงวิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑ได๎จ านวน 969 bp เมื่อ
แปลรหัสล าดับอะมิโนตามต าแหนํง frame shift ได๎จ านวน 322  เรซิดิวส๑  และพบต าแหนํงกรดอะมิโนของ 
HHHHHH-Polyhistidine Region (6xHisTag) ใช๎ประโยชน๑ในขั้นตอนการสกัดโปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วยระบบ  
ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) ตรวจสอบสภาพทางกายภาพ
ตํางๆ ของโปรตีนด๎วยโปรแกรม  ProtParam  และ ProtScale พบวํา สามารถละลายน้ าได๎คํอนข๎างดี แสดง
คํา average of hydropathicity  เทํากับ -0.287  และชํวงเวลาที่เหมาะสมตํอแสดงออกโปรตีน partial 
SecA-Protein/6xHisTag  (fusion protein)  ในเซลล๑แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ๑ Top 10 หลังจาก
เหนี่ยวน าด๎วย 2 เทําของ 20 %L-(+)-Arabinose ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลินเข๎มข๎นเพียง 50 ไมโครกรัม แสดงแถบแบนโปรตีนได๎ชัดเจนเมื่อเวลาผํานไป  6 ชั่วโมง  
จากการทดสอบวิธีการสกัดโปรตีน 2 แบบ คือ Native condition และ denature condition พบวําวิธีสกัด
โปรตีนแบบ denature condition ได๎ผลผลิตโปรตีนมากกวําเมื่อวิเคราะห๑ด๎วยเทคนิด SDS-PAGE พบแถบ
โปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน  เมื่อวัดความเข๎มข๎นของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
เทํากับ 0.544 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร สรุปผลการทดลองสามารถผลิตโปรตีน SecA-Protein/6xHisTag  
(fusion protein) ได๎ด๎วยการอาศัยระบบเซลล๑แบคทีเรียซึ่งสามารถใช๎เป็นแอนติเจนบริสุทธิ์ เพ่ือในอนาคต
น าไปผลิตแอนติซีรัมที่มีความจ าเพาะสูงตํอเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวและคาดหวังวําจะสามารถ
พัฒนาตํอเป็นชุดตรวจสอบหาเชื้อสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยได๎อยํางแมํนย า รวดเร็ว และใช๎งานงําย 
 
การทดลองที่ 3.1.10  การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Citrus tristeza virus สาเหตุโรคทริสเทซ่าของพืช

ตระกูลส้มด้วยระบบเซลล์แบคทีเรีย 

โรคทริสเทซํา ( Citrus tristeza disease) เป็นโรคติดเชื้อภายในที่ส าคัญของพืชตระกูลส๎มเกิดจาก
เชื้อไวรัส Citrus tristeza virus (CTV) จัดอยูํในสกุล Closterovirus มีสารพันธุกรรมเป็นอาร๑เอ็นเอสายเดี่ยว 
ท าการสังเคราะห๑ยีนโปรตีนหํอหุ๎มอนุภาคไวรัสด๎วยคูํไพร๑เมอร๑  CP1/CP2 ด๎วยเทคนิค  Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ได๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 672 เบส แปลรหัส
ล าดับอะมิโนได๎ 223  อะมิโน เมื่อเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด๑ที่มีอยูํในฐานข๎อมูลของ GenBank พบวํา
มีความเหมือนในสํวนของยีนโปรตีนหํอหุ๎มอนุภาคเชื้อไวรัส CTV ระดับ 93 – 94 เปอร๑เซ็นต๑ ท าการโคลนยีน
โปรตีนหํอหุ๎มอนุภาคไวรัสเข๎ากับ pBAD/His A  expression vector ส าหรับใช๎สังเคราะห๑โปรตีนหํอหุ๎ม
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อนุภาคเชื้อไวรัส CTV ในระบบเซลล๑แบคทีเรีย พบวําสามารถสังเคราะห๑โปรตีนได๎ประมาณ 30 กิโลดาลตัน ซึ่ง
สามารถน าไปใช๎ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีส าหรับใช๎ตรวจเชื้อ Citrus tristeza virus ได ๎

 
การทดลองที่ 3.1.11  การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Immuno Strip เพื่อตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย 

Acidovorax avenae subsp. cattleyae ในกล้วยไม ้

พัฒนาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเพื่อตรวจสอบแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
ในกล๎วยไม๎ โดยอาศัยหลักการทางเซรุํมวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผํนไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) โดยผลิตแอนติ-ซีรั่มที่จ าเพาะตํอเชื้อ Acidovorax 
avenae subsp. cattleyae ด๎วย Membrane protein complex (MPC) ท าการสกัด IgG โดยน าอนุภาค
ทอง (colloidal gold) มาเชื่อมตํอ (conjugate) กับ IgG และเตรียม conjugated release pad (CRP) ท า
เส๎น control line ด๎วย Goat anti rabbit (GAR) และ test line ด๎วย IgG บนแผํนmembrane S&S-AE 99 
เมื่อประกอบเป็นชุดตรวจสอบแล๎ว ท าการทดสอบกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae ความเข๎มข๎น 108 หนํวยโคโลนี-ตํอมิลลิลิตร พบวําชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป สามารถตรวจสอบ
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae ได๎อยํางรวดเร็ว โดยเส๎น control line และ test line 
ปรากฏสีในเวลา 5 นาที จากการทดสอบประสิทธิภาพความไวของชุดตรวจสอบ สามารถตรวจแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae subsp. cattleyae ได๎ในปริมาณต่ าสุดที่ 104 หนํวยโคโลนีตํอมิลลิลิตร 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 3.2    การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยอณูชีววิธี    
การทดลองที่ 3.2.1   การตรวจสอบเชื้อ Candidatus Liberibacter species สาเหตุโรคฮวงลองบิง 

(กรีนนิ่ง)  ด้วยเทคนิค  Real-time PCR 

โรคฮวงลองบิง (Citrus Huanglongbing, HLB) หรือ ที่ประเทศไทยนิยม เรียกวํา โรคกรีนนิ่ง (Citrus 
greening) เป็นโรคที่ส าคัญที่สุดของพืชตระกูลส๎ม โรคนี้เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย     ที่อาศัยอยูํในทํออาหาร 
Fastidious phloem-limited bacteria (FLB) หรือ Bacteria-like organism (BLO) ที่มีชื่อวํา Candidatus 
Liberibacter species เมื่อส๎มถูกเชื้อ Ca. Liberibacter  เข๎าท าลายจะแสดงอาการใบเล็กเหลืองคล๎ายอาการ
โรคใบแก๎วซึ่งเกิดจากการขาดธาตุสังกะสี ใบดําง ใบดํางเส๎น  ใบเขียว  ใบแกํหนา และหยาบโค๎งเส๎นใบแตก  
กิ่งแห๎ง  ผลรํวง  ต๎นส๎มแสดงอาการทรุดโทรม เนื่องจากอาการของโรคมีความหลากหลาย และ มีอาการคล๎าย
ขาดธาตุอาหารท าให๎การวินิจฉัยโรคทางสายตาไมํสามารถยืนยันการเป็นโรคได๎ การตรวจสอบโรคฮวงลองบิง
จึงมีความส าคัญ เป็นการตรวจสอบยืนยันการเกิดโรคกรีนนิ่ง เพ่ือจะได๎หาแนวทางปูองกันก าจัดไมํให๎แพรํ
ระบาดเพ่ิมมากข้ึน การทดลองนี้เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคกรีนนิ่งโดยเทคนิค Real time PCR   โดย
ด าเนินสังเคราะห๑ probe ที่ออกแบบมาจาก 16S rDNA sequence –ของ Ca. Liberibacter species 
สาเหตุโรคฮวงลองบิง (GenBank accession no. L22532 ของ Las, L22533ของ Laf และ Ay742824ของ 
Lam) ให๎มีความเฉพาะเจาะจง ตํอเชื้อ Ca. Liberibacter species  โดยท าการสังเคราะห๑ probe ทั้งหมด 3 
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probe ได๎แกํ Las, Laf และ Lam   ท าการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Ca. Liberibacter species จากตัวอยํางที่
แสดงอาการของโรค    กรีนนิ่ง โดยใช๎ชุดสกัด DNeasy Plant Kit (Qiagen)  ท าการทดสอบ probe ที่ได๎
สังเคราะห๑ไว๎ทั้ง 3 probe   โดยน ามาตรวจกับ DNA ของเชื้อ Ca. Liberibacter species พบวํา probe ของ 
Lasและ Laf สามารถตรวจ DNA- ของเชื้อ Ca. Liberibacter species ได๎ โดยมี positive internal control 
เป็น primer ทีสังเคราะห๑มาจาก ยีน cytochrome oxidase (COX) จากพืชตระกูลส๎ม ทดสอบการใช๎ probe 
และเทคนิค  Real time PCR ในการตรวจเชื้อ Ca. Liberibacter species กับตัวอยํางใบส๎มเขียวหวานที่เก็บ
มาจากแปลงปลูกอ าเภอฝาง จังหวัดเชียงใหมํ พบสามารถตรวจได๎ผลดี 

 
การทดลองที่ 3.2.2  การการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วย

เทคนิค Real-time PCR 

 การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร๑ของพืช
ตระกูลส๎มด๎วยเทคนิค Real-time PCR โดยใช๎ primer D1/D2 และ primer 2/3 ที่ออกแบบมาจาก ยีน 
avirulence/ pathogenicity   (pthA gene) ผลการทดสอบพบวํา primer D1/D2 และ primer 2/3 มี
ความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สายพันธุ๑ canker A โดยสามารถเพ่ิมปริมาณ 
DNA จาก DNA ต๎นแบบและเซลล๑แบคทีเรีย X .axonopodis pv. citri  ที่พบในประเทศไทยทั้ง 50 ไอโซเลท  
มีความไว(sensitivity) ในการตรวจ ชื้อที่ความเข๎มข๎นต่ าสุดของDNA  เทํากับ 5 พิโคกรัม และความเข๎มข๎น
ต่ าสุดของเซลล๑แบคทีเรียที่ตรวจได๎คือ 81 หนํวยโคโลนีตํอมิลลิลิตร  ผลการตรวจหาแบคทีเรีย X. 
axonopodis  pv. citri จากตัวอยํางโรคแคงเกอร๑ที่เก็บมาจากแปลงปลูกส๎มโอที่ อ.เวียงแกํน จ.เชียงราย ด๎วย
เทคนิค Real time PCR โดย primer D1/D2 และ primer 2/3  จ านวน 10 ตัวอยําง พบวํา primer ทั้ง 2 คูํ 
สามารถตรวจพบแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ได๎ทั้ง 10 ตัวอยําง 
 
การทดลองที่ 3.2.3  .วิจัยพัฒนาเทคนิคการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าและเน่าเละของกล้วยไม้ 

ด้วยเทคนิค PCR และ Real-time PCR 
ทดสอบคํูไพรเมอร๑ที่เหมาะสมในการตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเนําเละของกล๎วยไม๎ ที่เกิดจากเชื้อ

แบคทีเรีย E. carotovora subsp.carotovora (Ecc.) และ E. chrysanthemi (Ech.) โดยใช๎ไพรเมอร๑ 5 คูํ 
ได๎แกํ  ERWFOR/CHRREV,  ADE1/ADE2,  CHPG/R23-1R,  Ec3F/Ec4R  และ  LF/LR ไพรเมอร๑ทุกคูํ
สามารถสังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสาเหตุโรคเนําแตํมีความจ าเพาะและความไวแตกตํางกัน คูํไพร
เมอร๑ LF/LR สามารถสังเคราะห๑เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเนําเละได๎มากที่สุด จากการเปรียบเทียบปฏิกิริยา 
PCR และ Real-time PCR ในการตรวจเชื้อพบวําคูํไพรเมอร๑ LR/LF สังเคราะห๑แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโรค
เนําเละได๎ แตํอยํางไรก็ตามยังพบ false positive กับแบคทีเรียบางสายพันธุ๑ ซึ่งอาจท าให๎การแปลผลปฏิกิริยา
ไมํถูกต๎อง แตํเมื่อปรับสภาพการตรวจวิเคราะห๑โดยเพ่ิมอุณหภูมิ annealing เพ่ือให๎เกิดความจ าเพาะของ
ปฏิกิริยามากขึ้น พบปฏิกิริยาการสังเคราะห๑ดีเอ็นเอลดลง เมื่อท าการทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR ใน
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การตรวจเชื้อ พบวําไพรเมอร๑ LF/LR และ ADE1/ADE2 สามารถสังเคราะห๑ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโรคเนําเละ
ได๎ 171 และ 420 bp ตามล าดับ แตํไมํสามารถแยกความแตกตํางระหวําง Ecc. และ Ech. ได๎ ท าปฏิกิริยา
สังเคราะห๑ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Ecc. และ Ech. ด๎วยไพรเมอร๑ทั้ง 5 คูํ เพ่ือวิเคราะห๑ล าดับเบส และ
เปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลเชื้อตํอไป 
 
การทดลองที่ 3.2.4  การตรวจสอบไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-1 และ 2 

สาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดโดยเทคนิค multiplex PCR 

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบไวรัสสาเหตุโรคเหี่ยวสับปะรดทั้ง 2 strain (PMWaV-1 และ PMWaV-2) 
ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยอาศัยเทคนิค Multiplex RT-PCR เริ่มจากการออกแบบไพรเมอร๑บริเวณ (1) Heat 
shock protein gene (HS) ที่มีความจ าเพาะตํอไวรัส PMWaV-1  ได๎แกํ  PM1_HS_M_F และ 
PM1_HS_M_R ซึ่งให๎แถบดีเอ็นเอขนาด 635 คูํเบส และ ไพรเมอร๑ที่มีความจ าเพาะตํอไวรัส PMWaV-2 ได๎แกํ 
PM2_HS_M_F และPM2_HS_M_R ซึ่งให๎แถบดีเอ็นเอขนาด 380 คูํเบส ( 2) บริเวณ Coat protein gene 
(CP) ที่มีความจ าเพาะตํอไวรัส PMWaV-1 ได๎แกํ  PM1_CP_M_F  และ  PM1_CP_M_R ซึ่งให๎แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 428 คูํเบส และไพรเมอร๑ที่มีความจ าเพาะตํอไวรัส PMWaV-2 ได๎แกํ PM2_CP_M_F และ 
PM2_CP_M_R ซึ่งให๎แถบดีเอ็นเอขนาด 727 คูํเบส  หลังจากการสกัดอาร๑เอ็นเอ ของเชื้อ PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 จากใบสับปะรดเป็นโรคโดยใช๎ชุดสกัดส าเร็จรูป  แล๎วน ามาทดสอบและปรับระยะเวลารวมทั้ง
อุณหภูมิให๎เหมาะสมในการสังเคราะห๑เพ่ิมปริมาณ cDNA โดยเทคนิค Multiplex RT-PCR   พบวํา อุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรับระยะ annealing ของ HS gene คือ 60 oซ และ CP gene คือ 62 oซ จากการทดสอบการ
ใช๎ไพรเมอร๑ที่ออกแบบไว๎จากยีน HS และ CP โดยเทคนิค multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับไพรเมอร๑ที่ใช๎
ตรวจสอบ PMWaV-1 และ PMWaV-2 เพียง strain เดียว โดยเทคนิค RT-PCR ปรากฏวํา ให๎ผลวิเคราะห๑ด๎วย
วิธี gel electrophoresis ตรงกัน 
 
การทดลองที่ 3.2.5 การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบความแตกต่างของเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุของโรค

ในอ้อยด้วย Membrane protein translocation system genes (Sec protein 
genes) 

การพัฒนาวิธีตรวจโรคใบขาวของอ๎อยวิธีใหมํในต าแหนํง secA gene พบวําได๎ไพร๑เมอร๑ชุดใหมํที่ได๎ชิ้น
ยีนขนาด 275 bp ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวในอ๎อยโดยไมํจับกับไฟโตพลาสมา
ในพืชอ่ืนหรือเชื้อจุลินทรีย๑ชนิดอ่ืน การวิเคราะห๑ชิ้นยีนที่เพ่ิมปริมาณได๎ด๎วยเทคนิค  genotyping พบวําให๎ผล
สอดคล๎องกัน และการตรวจข๎อมูลล าดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอที่ได๎เทียบกับล าดับเบสในฐานข๎อมูลสากลพบวํา
ถูกต๎อง วิธีการใหมํนี้ใช๎ระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด๎วยพีซีอาร๑ประมาณ 1 ชั่วโมงครึ่ง ท าให๎สามารถรู๎
ผลการตรวจได๎ภายใน 2-3 ชั่วโมง และไมํมีปัญหาปนเปื้อนในปฏิกิริยาควบคุม ดังนั้นจึงเป็นวิธีการที่สามารถใช๎
ในการตรวจโรคใบขาวในอ๎อยได๎อยํางแมํนย า  ถูกต๎อง และรวดเร็ว เมื่อเทียบกับวิธีการเดิมที่ตรวจเชื้อที่
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ต าแหนํง 16S-23S ISR ที่พบวําเกิดแถบดีเอ็นเอได๎กับเชื้อจุลินทรีย๑อ่ืนๆ ที่อยูํภายในพืชได๎ ซึ่งอาจไมํใชํเชื้อกํอ
โรค ไมํจ าเพาะกับชนิดพืช และใช๎เวลาในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร๑รวมประมาณ 6-7 ชั่วโมง ใช๎เวลารวมในการ
รายงานผลทั้งสิ้นประมาณ 1-2 วัน หากไมํมีปัญหาเรื่องผลลบปลอมในหลอดควบคุมซึ่งมักเกิดขึ้นได๎บํอยครั้ง 
อยํางไรก็ตามความไวของวิธีการใหมํที่ได๎นี้ต่ ากวําวิธีเดิมที่ใช๎เทคนิค nested-PCR เล็กน๎อยซึ่งสามารถเพ่ิม
ความไวได๎ด๎วยการใช๎ปฏิกิริยาพีซีอาร๑สองครั้ง หรือใช๎การตรวจด๎วย Realtime PCR 
 
การทดลองที่ 3.2.6   การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคพุ่มแจ้ (witches’ broom) ของมัน

ส าปะหลังโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

 โรคพํุมแจ๎ของมันส าปะหลังมีรายงานวําเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาในพ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลังที่ส าคัญ
ของประเทศไทยตั้งแตํปี 2552  ซึ่งลักษณะอาการคล๎ายคลึงกับการท าลายของเพลี้ยแปูงและพบอาการพํุมแจ๎
ระบาดทุกแหลํงปลูกมันส าปะหลังที่ส าคัญของประเทศไทย  จึงต๎องเรํงส ารวจน ามาพิสูจน๑เพ่ือให๎ทราบวํา
อาการพํุมแจ๎เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาจริงหรือไมํ  เพ่ือลดความเสี่ยงที่จะเกิดไดขึ้นกับผลผลิตตํอไปในอนาคต  
จากการตรวจสอบตัวอยํางมันส าปะหลังที่มีอาการแตกยอดเป็นกระจุกที่ยอดและกลางล าต๎นจากแปลงปลูก
รวม 13  จังหวัด  รวม 2 วิธีการ (1.) ด๎วยวิธี Nested PCR  โดยใช๎ไพร๑เมอร๑ 2 คูํ คือ P1 & T7 และ R16F2n 
& R16R2  ใช๎ดีเอ็นเอของ Manihot esculenta’ witches’-broom ที่ได๎รับความอนุเคราะห๑จากนักวิจัยของ 
CIAT มาเป็น positive control  และตรวจสอบด๎วย restriction enzyme พบวําแถบดีเอ็นเอที่ขนาด
ประมาณ 1,200 เบส  นั้นไมํใชํเชื้อไฟโตพลาสมา ซึ่งเกิดมาจากการเกาะที่ผิดพลาดของต าแหนํงไพร๑เมอร๑เอง 
และเมื่อตัดพิสูจน๑ดีเอ็นเอไฟโตพลาสมา restriction enzyme EcoRI  ได๎ชิ้นดีเอ็นเอ 2 ชิ้นขนาดประมาณ 
522 เบส และ 726 เบส แตํในการทดสอบใช๎ restriction enzyme ดังกลําว ไมํสามารถตัดชิ้นดีเอ็นเอของมัน
ส าปะหลัง  และวิธีการ (2.) ด๎วยการปักช าศึกษาการเกิดอาการของทํอนพันธุ๑ในโรคเรือนทดลองเป็นเวลา 2 
เดือน  พบวําใบและกิ่งที่แตกออกมาเป็นปกติ  จากผลการทดลองครั้งนี้จึงสรุปวํายังไมํพบ โรคแตกพํุมฝอย 
(Phyllody) ที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา แตํอาจเกิดจากการเข๎าท าลายของศัตรูพืชชนิดอ่ืนเพราะจะสังเกตพบ
เพลี้ยแปูงจ านวนมากบริเวณแตกพํุมฝอย และอาจมีการเข๎าท าลายซ้ าจากเชื้อโรคอ่ืนรํวมด๎วย จึงพบบริเวณทํอ
น้ าทํออาหารของพืชบริเวณท่ีแตกพํุมฝอยนั้นเป็นสีน้ าตาล 
 
การทดลองที่ 3.2.7   พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมา สาเหตุโรคใบขาวอ้อยด้วยกรด

นิวคลีอิกตัวตรวจ 

อ๎อยเป็นพืชอุตสาหกรรมหลักอีกชนิดหนึ่งของประเทศไทยที่น ารายได๎เข๎าประเทศในปีหนึ่งๆ มากกวํา
หมื่นล๎านบาท และในปัจจุบันอ๎อยยังเป็นวัตถุดิบที่ส าคัญอยํางหนึ่งในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล  จาก
ศักยภาพดังกลําวจึงต๎องมีการขยายพ้ืนที่ปลูกให๎เพ่ิมมากขึ้นซึ่งสํวนใหญํอยูํทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ แตํ
ผลผลิตที่ได๎ตํอหนํวยพื้นที่ปลูกกลับมีแนวโน๎มลดลง ปัญหาที่ส าคัญอยํางหนึ่งที่ท าให๎อ๎อยสูญเสียผลผลิตไปมาก  
คือ  ปัญหาของโรค ใบขาวที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ในปัจจุบันยังไมํมีเทคโนโลยีใดที่สามารถแก๎ไขปัญหานี้
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ได๎  ดังนั้นวิธีการควบคุมการแพรํระบาดของโรคที่ดีที่สุด คือ การปลูกอ๎อยโดยใช๎ทํอนพันธุ๑ที่ปราศจากโรค  
ควบคูํกับการจัดการในแปลงผลิต ดังนั้น วิธีการตรวจสอบที่มีความแมํนย าจึงสามารถตรวจการปนเปื้อนโรค 
โดยท าการออกแบบไพร๑เมอร๑ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อย คือ ยีนใน
สํวน secA  gene  โดยออกแบบไพร๑เมอร๑ 2 คูํ  คือ  SecA-F  &  SecA-R  และ SecAfor1 &  SecArev3 ที่
ให๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 เบส และ 800 เบส ตามล าดับ เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับข๎อมูลใน 
genbank พบวําเหมือน Sugarcane grassy shoot phytoplasma และ  Sugarcane white leaf 
phytoplasma อยูํในระดับ 97-98 เปอร๑เซ็นต๑ และมีคํา expect value เทํากับ 0.0 เมื่อน ามาสร๎างกรด
นิวคลีอิกตัวตรวจ พบวํา มีประสิทธิภาพการแสดงผลตรวจเทียบเทํากับกรดนิวคลีอิกตัวตรวจในสํวนของ 16S 
rDNA ทั้งนี้ตามการสร๎างกรดนิวคลีอิกตัวตรวจจากยีน secA  gene ถือวําเป็นอีกหนึ่งเครื่องมือที่สามารถ
น ามาใช๎บูรณาการรํวมกันเพ่ือยืนยันผลการตรวจสอบหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ๎อยท าให๎
ผลทดสอบท่ีได๎มีความถูกต๎องและแมํนย าเพ่ิมมากข้ึน 
 
การทดลองที่ 3.2.8   การตรวจสอบเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV)ที่เป็น

สาเหตุโรคของพืชตระกลูแตงด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 

ส ารวจและเก็บตัวอยํางแตงโมที่แสดงอาการคล๎ายกับทอสโพไวรัสเข๎าท าลายจากพ้ืนที่ปลูกภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 4 จังหวัด ได๎แกํ ขอนแกํน  สกลนคร  มหาสารคาม  และกาฬสินธุ๑ 
รวมจ านวนทั้งหมด 78 อยําง  เพ่ือน ามาตรวจหาเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 
สาเหตุโรคในพืชตระกูลแตง ด๎วยเทคนิค Double antibody-sandwich Enzyme-Linked 
Immunosorbent (DAS-ELISA)  พบวํา  ตัวอยํางที่ตรวจสอบเป็น positive จ านวน 39 ตัวอยําง  แล๎วน าไป
สกัดอาร๑เอ็นเอเพ่ือตรวจสอบด๎วยเทคนิคด๎วยเทคนิค  Reverse Transcription Polymerase Chain (RT-
PCR)  ด๎วยคูํไพร๑เมอร๑  WSMoV-N-F/WSMoV-N-R  ทีมี่ความจ าเฉพาะเจาะจงกับสํวน N gene ของเชื้อไวรัส  
WSMoV  พบวํา สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 700 เบส ได๎ทั้ง 39 ตัวอยําง จึงท าการโคลน
ชิ้นดีเอ็นเอเข๎ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega) และสํงวิเคราะห๑หาล าดับนิวคลีโอไทด๑  
แล๎วน าผลวิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑มาเปรียบเทียบกับล าดับ  นิวคลีโอไทด๑ที่มีอยูํในฐานข๎อมูลของ  
GenBank ด๎วยโปรแกรม พบวํา  ตัวอยํางที่สํงวิเคราะห๑ล าดับนิวคลีโอไทด๑เป็นสํวน N gene  ของเชื้อไวรัส  
WSMoV  ทั้ง 39 ตัวอยํางมีอาการที่แสดงลักษณะยอดและเนื้อเยื่อใบเป็นแผลไหม๎ ตายจากปลายยอดเข๎ามา 
ผลมีขนาดเล็ก รูปรํางผิดปกติ มีจุดแผลสะเก็ดเงิน จากการทดลองครั้งนี้พบวํา  เทคนิค DAS-ELISA และ RT-
PCR  สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัส WSMoV ในพืชตระกูลแตงได๎อยํางแมํนย าและมีประสิทธิภาพสูง 
 
การทดลองที่ 3.2.9  การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae และ 

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  โดยเทคนิค multiplex PCR 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_476003614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_381412992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_381412992
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แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae  สาเหตุโรคขอบใบแห๎ง (Bacterial leaf Blight 
disease) และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola สาเหตุโรคใบขีดโปรํงแสง (bacterial leaf 
streak disease) ของข๎าว เป็นแบคทีเรียที่มีความส าคัญทางกักกันพืช ดังนั้นจึงต๎องมีวิธีการตรวจสอบ
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola เพ่ือปูองกันการไมํให๎สายพันธุ๑อ่ืนจาก
ตํางประเทศเข๎ามาในประเทศ การทดลองนี้เป็นการน าเทคนิค multiplex PCR มาใช๎เพ่ือการตรวจสอบ
แบคทีเรียทั้งสองชนิดในหลอดเดียวกัน โดยใช๎ไพรเมอร๑ทั้ง 4 คูํ ได๎แกํ ไพรเมอร๑ Xo3756F/ Xoc3756R, 
Xoo80F/ Xoo80R Xoc3866F/ Xoc3866R และ Xoc3864F/ Xoc3864R  ผลการทดลองพบวํา วิธี 
Multiplex PCR โดยใช๎ไพรเมอร๑ทั้ง 4 คูํ สามารถใช๎ตรวจสอบแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. 
oryzae pv. oryzicola ได๎ และมีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae 
pv. oryzicola โดยไพรเมอร๑ Xoo80F/ Xoo80R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae  ไพร
เมอร๑ Xoc3866F/ Xoc3866R และ Xoc3864F/ Xoc3864R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. 
oryzicola  สํวนไพรเมอร๑ Xo3756F/ Xoc3756R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียทั้งสองชนิด มีความไวในการ
ตรวจ แบคทีเรียที่ความเข๎มข๎นต่ าสุดของดีเอ็นเอในระดับ  5 pg และความเข๎มข๎นต่ าสุดของเซลแบคทีเรียที่
ตรวจได๎คือ 240 และ 320 CFU/ปฏิกิริยา ตามล าดับ 
 
การทดลองที่ 3.2.10  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมาด้วย

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

การทดสอบใช๎เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ในการตรวจสอบเชื้อ 
Ralstonia solanacearum ตั้งแตํเดือนตุลาคม 2556 – กันยายน 2558 พบวําสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ในหลอดทดลองภายใต๎สภาวะที่มีอุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อตรวจสอบผลผลิต
ด๎วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสพบแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะคล๎ายขั้นบันได การทดสอบความจ าเพาะในการตรวจ 
พบวําเทคนิค LAMP มีความจ าเพาะเจาะจงสามารถตรวจสอบเชื้อ R. solanacearum ที่พบในประเทศไทย
ได๎ถูกต๎องทุกสายพันธุ๑และไมํเกิดผลบวกกับเชื้อในการตรวจ พบวําเมื่อเติมสารเรืองแสงในตัวอยํางที่มีการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอเกิดขึ้น สารมีการเปลี่ยนแปลงโดยปรากฎการเรืองแสงของสารเป็นสีเขียว สํวนตัวอยํางที่ไมํมี
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไมํพบการเปลี่ยนแปลงของสารดังกลําว ซึ่งสอดคล๎องกับการตรวจสอบด๎วยวิธีเจลอิเลค
โตรโฟริซิส 
 
การทดลองที่ 3.2.11  การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อ Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd) 

เชื้อสาเหตุโรคในองุ่นด้วยวิธีอณูชีววิทยา 
เชื้อ Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) และ Grapevine yellow speckle viroid 

2 (GYSVd-2) เป็นเชื้อสาเหตุโรค “grapevine yellow speckle disease” ในองุํน พบได๎ทั่วไปในหลายพื้นท่ี
ที่มีการปลูกองุํน  สามารถถํายทอดโรคผํานทางทํอนพันธุ๑และวัสดุอุปกรณ๑เกษตรที่ปนเปื้อนเชื้อได๎งําย ท าให๎
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เชื้อไวรอยด๑ดังกลําวสามารถแพรํกระจายโรคได๎งํายและรวดเร็ว ประกอบกับในปัจจุบันมีผู๎ศึกษาเชื้อดังกลําว
น๎อยมาก ท าให๎มีข๎อมูลผลกระทบของโรคชนิดนี้น๎อยตามไปด๎วย ดังนั้นการศึกษาพัฒนาวิธีการในการตรวจ
วินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ มีความถูกต๎องแมํนย าสูง จึงมีความจ าเป็นตํอการศึกษาเชื้อไวรอยด๑ทั้ง 2 ชนิด จาก
การส ารวจโรคไวรัสและไวรอยด๑ในพื้นท่ีปลูกองุํนในพื้นที่จังหวัดสระบุรีและนครราชสีมา เดือนกุมภาพันธ๑และ
มีนาคม ปี 2557 ตรวจพบองุํนแสดงอาการผิดปกติ ใบมีจุดเหลือง (chlorosis) กระจายทั่วใบ เมื่อน ามา
ตรวจสอบด๎วยเทคนิคอณูชีวโมเลกุลโดยการสกัดอาร๑เอ็นเอด๎วยวิธี CTAB method และปฏิกิริยา RT-PCR 
โดยใช๎คูํไพรเมอร๑ GYSVd1 (c-GYSVd1: CGAGGCTCACTCCCCCTCTGCC / h-GYSVd1: TCGTCGACG 
AAGGGGTGCACTCC) และ GYSVd2 (upper) (c-GYSVd2 (upper): GGTCCGCGGAGGCCTTCCGAGG / 
h-GYSVd2 (upper): TGCAGAGAAAAGAAGAAGGGCCCAG) สามารถตรวจพบเชื้อ GYSVd-1 จ านวน 6 
ตัวอยําง และ GYSVd-2 จ านวน 11 ตัวอยําง จากตัวอยํางใบองุํนทั้งสิ้น 20 ตัวอยําง โดยเชื้อ GYSVd-1 ที่
ตรวจพบมีขนาดตั้งแตํ 353-389 นิวคลีโอไทด๑ และเชื้อ GYSVd-2 มีขนาดตั้งแตํ 362-365 นิวคลีโอไทด๑ และมี
ความเหมือนกับเชื้อ GYSVd-1 และ GYSVd-2  ในฐานข๎อมูลของ GenBank ที่ 93-99% และ 98-99%  
ตามล าดับ ซึ่งการส ารวจในครั้งนี้เป็นการตรวจพบเชื้อ GYSVd-2 ครั้งแรกในประเทศไทย 
 
การทดลองที่ 3.2.12  การจ าแนกชนิดของเพลี้ยไฟฝ้าย Trips palmi Karny ในประเทศไทยโดยเทคนิค 

Real-time PCR 

 เพลี้ยไฟฝูาย Thrips palmi Karny (Thysanoptera: Thripidae) เป็นศัตรูพืชที่ส าคัญสามารถเข๎า
ท าลายพืชได๎หลายชนิด ปัจจุบันเป็นปัญหาที่ส าคัญของกล๎วยไม๎สํงออก ส านักงานอนุสัญญาวําด๎วยการอารักขา
พืชระหวํางประเทศ (International Plant Protection Convention: IPPC) ได๎ก าหนดวิธีตรวจวินิจฉัยเพลี้ย
ไฟชนิดนี้โดยใช๎เทคนิคทางชีวโมเลกุลเรียกวํา real-time PCR assay for Thrips palmi ลงใน ISPM No.27: 
Annex 01 อยํางไรก็ตามยังไมํเคยมีการทดลองอยํางจริงจังเกี่ยวกับวิธีการนี้กับเพลี้ยไฟฝูายสายพันธุ๑ใน
ประเทศไทยมากํอน การทดลองนี้มีวัตถุประสงค๑เพ่ือน าเทคนิค real-time PCR มาประยุกต๑ใช๎ในการตรวจ
วินิจฉัยชนิดของเพลี้ยไฟฝูายสายพันธุ๑ในประเทศไทย เพ่ือให๎ได๎วิธีการที่ เหมาะสม แมํนย าและมีเสถียรภาพ 
ด าเนินการทดลองระหวํางเดือน ตุลาคม 2556 – กรกฎาคม 2558 โดยใช๎ตัวอยํางเพลี้ยไฟฝูายที่เก็บจากแหลํง
ปลูกกล๎วยไม๎ตัดดอกเพ่ือการสํงออกที่ส าคัญ ในเขตปริมณฑลกรุงเทพฯ ผลการทดลองพบวํา เมื่อน าไพรเมอร๑
และโพรบทั้งชนิด COI (Cytochrom oxydase Subunit I) และ SCAR (Sequence Characterized 
Amplified Region) ทดสอบในปฏิกิริยา real-time PCR เพ่ือตรวจจับ DNA ของเพลี้ยไฟฝูาย พบวําสภาพที่
แนะน าโดย ISPM สามารถตรวจพบเพลี้ยไฟฝูายได๎โดยไพรเมอร๑ทั้ง 2 ชนิดให๎คํา Cp ต่ ากวํา 35 การทดสอบ
ความไวของปฏิกิริยาพบวําที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของไพรเมอร๑ COI และ SCAR ได๎แกํ 900 และ 300 nM 
ตามล าดับ โดยใช๎โพรบความเข๎มข๎นเทํากันคือ 100 nM สํวนการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของปฏิกิริยา โดย
ใช๎ตัวอยํางเพลี้ยไฟฝูาย 5 ตัวอยํางทั้งตัวอํอนและตัวเต็มวัยเปรียบเทียบกับเพลี้ยไฟชนิดอ่ืนอีก 14 ตัวอยําง
พบวําไพรเมอร๑และโพรบทั้ง 2 ชนิดมีความเฉพาะเจาะจงในการตรวจจับเพลี้ยไฟฝูายโดยไพรเมอร๑  COI มีคํา 
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Cp อยูํระหวําง 23.92 – 27.76 และไพรเมอร๑ SCAR มีคํา Cp อยูํระหวําง 25.14 – 28.25 ผลการทดลอง
นอกจากได๎วิธีการในการตรวจจับเพลี้ยไฟฝูายในกล๎วยไม๎ตัดดอกกํอนการน า เข๎าและสํงออกแล๎วยังสามารถใช๎
เป็นแนวทางในการตรวจวินิจฉัยแมลงศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญชนิดอื่นๆ ในอนาคต 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 3.3  การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูธรรมชาติโดยอณูชีววิธี 

การทดลองท่ี 3.3.1 การจ าแนกสายพันธุ์ Bacillus thuringiensis ที่พบในประเทศไทย โดยเทคนิค PCR 

จากคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตรที่สามารถควบคุมหนอน
กระทู๎หอมและหนอนกระทู๎ผักได๎มากกวํา 80% จ านวน 11 และ 153 isolate ตามล าดับ น ามาเพาะเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวําโคโลนีมีสีขาวขุํน ผิวด๎าน ขอบไมํเรียบ ขนาดประมาณ 0.5-0.8 เซนติเมตร 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร NB 72 ชั่วโมง พบวําเชื้อทั้งหมดสร๎างผลึกโปรตีนเป็นรูป พีระมิดคูํ (Bipyramid) 
ขนาดเล็ก และขนาดใหญํ ปะปนกัน และเชื้อบางไอโซเลท มีผลึกโปรตีนทั้งรูป bipyramid และ rhomboid 
ปะปนกัน เมื่อน าไปทดสอบกับหนอนกระทู๎หอมและหนอนกระทู๎ผักวัย 2 พบวํา ไมํมี isolate ใดสามารถท าให๎
หนอนกระทู๎หอมตายมากกวํา 80% มี 63 isolate ที่ท าให๎หนอนกระทู๎ผักตายตั้งแตํ 80% ทดลองน าเชื้อ 5 
isolate ไปตรวจสอบด๎วยวิธี PCR จากนั้นน าไปตรวจสอบด๎วยวิธี electrophoresis พบวําเชื้อทั้ง 5 isolate มี 
cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถควบคุมหนอนผีเสื้อได๎ดี 
 
การทดลองท่ี 3.3.2  การจ าแนกเชื้อ Nucleopolyhedrovirus ที่พบในประเทศไทยโดยเทคนิค PCR 

 การเพาะเลี้ ยงเ พ่ิมปริมาณหนอนกระทู๎ผัก หนอนเจาะสมอฝูาย และหนอนกระทู๎หอมใน
ห๎องปฏิบัติการโดยใช๎อาหารเทียม และทดสอบเชื้อไวรัสกับหนอนกับหนอนทั้ง 3 ชนิด พบวําไวรัสเอ็นพีวี
หนอนกระทู๎ผัก ความเข๎มข๎น 1x109 ผลึก ท าให๎หนอนกระทู๎ผักตาย 93.33% ไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู๎หอม 
ความเข๎มข๎น 1x107 ผลึก ท าให๎หนอนกระทู๎หอมตาย 93.33% และไวรัสเอ็นพีวีหนอนเจาะสมอฝูาย ความ
เข๎มข๎น 1x106 ผลึก ท าให๎หนอนเจาะสมอฝูายตาย 96.67% เมื่อเปรียบเทียบกับหนอนท่ีไมํได๎รับเชื้อไวรัส และ
หนอนกระทู๎ผักใช๎เวลามากกวําไวรัสชนิดอื่นๆ ในการท าให๎หนอนตาย  

การส ารวจและเก็บตัวอยํางหนอนที่มีอาการผิดปกติ เป็นโรคจากแปลงปลูกผัก แปลงไม๎ดอก ของ
เกษตรกรในภาคเหนือ และภาคตะวันตก พบหนอนตายจ านวน 12 ตัวอยําง เมื่อน ามาตรวจสอบภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน๑ ไมํพบผลึกไวรัส และทดสอบการเกิดโรคกับหนอนกระทู๎หอม และหนอนกระทู๎ผักในห๎องปฏิบัติการ 
พบวําท าให๎หนอนตายน๎อยกวํา 30% จึงไมํน ามาตรวจสอบด๎วยเทคนิคพีซีอาร๑ 

 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 4  การพัฒนาเทคนิคอย่างง่ายและรวดเร็วในการแยกศัตรูพืชเพื่อการวินิจฉัย 

การทดลองท่ี 3.4.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบและเทคนิคการแยกไส้เดือนฝอยในรากพืช 
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 การทดสอบวิธีการแยกไส๎เดือนฝอย Radopholus similis ออกจากรากพืชสํงออก 4 ชนิด ได๎แกํ 
พรรณไม๎น้ า กล๎วยประดับ  หน๎าวัว และฟิโลเดนดรอน ที่ท าการปลูกเชื้อไส๎เดือนฝอยจ านวน 200 ตัว/ต๎น 
บริเวณรากของพืชทดสอบเป็นเวลา 2-3 เดือน  และน ารากพืชที่ถูกเข๎าท าลายมาทดสอบแยกไส๎เดือนฝอยออก
จากรากโดยวิธีซอยรากละเอียด น าไปแชํและเขยําในแอลกอฮอล๑ 5% คลอร็อกซ๑ 0.5% อะบาเม็กติน 0.3% 
และฟิโปรนิล 0.3% พบวําการเขยํารากเป็นเวลา 3 นาที ด๎วยแอลกอฮอล๑ 5% สามารถแยกไส๎เดือนฝอยออก
จากรากพืชทดสอบได๎ดีที่สุดเฉลี่ยเทํากับ 73  62  48 และ 78 % ของรากพรรณไม๎น้ า กล๎วยประดับ  หน๎าวัว 
และฟิโลเดรนดอน ตามล าดับ  รองลงมาคือ อะบาเม็กติน 0.5 % เทํากับ 35  24  18 และ 42 % ของราก
พรรณไม๎น้ า กล๎วยประดับ  หน๎าวัว และฟิโลเดรนดอน ตามล าดับ และมีความแตกตํางกับความเข๎มข๎นอ่ืนๆ 
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  เมื่อน าวิธีการเขยํารากพรรณไม๎น้ า (Anubias nana) ซอยละเอียดในแอลกอฮอล๑ 
5% เป็นเวลา 3 นาที เปรียบเทียบกับวิธีใช๎ Ultrasonic 20 นาที  วิธีพํนหมอกบนรากพืช 48 ชั่วโมง และวิธี
ปั่นรากและหมุนเหวี่ยงด๎วยสารละลายน้ าตาล พบวํา การใช๎แอลกอฮอล๑ 5% เขยํา 3 นาที สามารถแยก
ไส๎เดือนฝอยออกจากรากได๎ 51.2 ตัวตํอราก 10 กรัม มากกวําวิธีพํนหมอก 4 เทํา  และเป็นวิธีที่ใช๎วัสดุ -
อุปกรณ๑ที่มีต๎นทุนต่ ากวําวิธีใช๎ Ultrasonic และวิธีการหมุนเหวี่ยงด๎วยสารละลายน้ าตาล แตํมีประสิทธิภาพ
เพียงพอตํอการน าไปใช๎ในการตรวจแยกไส๎เดือนฝอยกักกันในภาคสนามได๎อยํางเหมาะสม   
 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 โครงการวิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และเทคนิคการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เป็น
งานวิจัยพ้ืนฐานทางด๎านอนุกรมวิธาน  ชีววิทยา  และนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ และศึกษา
พัฒนาเทคนิคใหมํๆ ในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  ด าเนินการระหวํางปี พ.ศ.2554 – 2558  
ภายในระยะเวลา 5 ปี จะได๎ผลผลิตและผลส าเร็จ ดังนี้ 

1. ได๎ทราบชนิด ชื่อวิทยาศาสตร๑ที่ถูกต๎องและเป็นปัจจุบัน ลักษณะความแตกตําง พืชอาศัย เขตการ
แพรํกระจายของศัตรูพืช (แมลง ไร สัตว๑ศัตรูพืช  ) เป็นองค๑ความรู๎และเป็นข๎อมูลส าคัญตํอการจัดท าระบบ
ฐานข๎อมูลศัตรูพืช ศัตรูธรรมชาติ  และแมลงหายากและใกล๎สูญพันธุ๑ ของกรมวิชาการเกษตร สามารถน ามาใช๎
อ๎างอิงทางวิชาการ ส าหรับนักอนุกรมวิธานและนักวิจัยที่เกี่ยวข๎อง 
 2. ได๎ตัวอยํางและข๎อมูลรายละเอียดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ   เก็บ-รักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑อยําง
น๎อย 150 ชนิด  4,000 ตัวอยําง   
        -  ตัวอยํางแมลง  ไร  สัตว๑ศัตรูพืช อยํางน๎อย 195 ชนิด 4,000 ตัวอยําง 
        -  ตัวอยํางศัตรูธรรมชาติ (แมงมุม และไส๎เดือนฝอยศัตรูแมลง)  35 ชนิด  300  ตัวอยําง 

3. ได๎แนวทางวินิจฉัย (Key)  ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  เป็นประโยชน๑ตํอการตรวจสอบชนิดศัตรูพืช
และศัตรูธรรมชาติ  ส าหรับนักอนุกรมวิธานและนักวิจัยที่เกี่ยวข๎อง 
 4. ได๎ข๎อมูลความหลากชนิดของแมลง  ที่มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร๑สามารถน ามาใช๎อ๎างอิงทาง
วิชาการ  
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 5. ได๎ข๎อมูลรายละเอียดด๎านชีววิทยา และนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  เพ่ือเป็น 
ข๎อมูลประกอบการพิจารณาวิธีการปูองกันก าจัดศัตรูพืชและงานวิจัยด๎านอ่ืนๆ เชํน งานวิจัยด๎านกักกันพืช  
 6. ได๎นักวิจัยที่เชี่ยวชาญเฉพาะด๎าน เชํน นักอนุกรมวิธาน  ซึ่งสามาถตรวจวิเคราะห๑และตรวจ 
สอบความถูกต๎องของชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ชํวยประหยัดคําใช๎จํายในการสํงตัวอยํางไปจ าแนก
วิเคราะห๑ตํางประเทศ 
 ผลส าเร็จของโครงการวิจัยนี้ เป็นผลส าเร็จตามวัตถุประสงค๑ คือได๎องค๑ความรู๎ด๎านอนุกรมวิธาน  
ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่ได๎ศึกษาวิจัย และได๎ตัวอยํางศัตรูพืชและศัตรู
ธรรมชาติเก็บรักษาไว๎ในพิพิธภัณฑ๑  รวมทั้งได๎เทคนิคใหมํๆ  และชุดตรวจสอบศัตรูพืชที่มีประสิทธิภาพ  
นอกจากนี้ยังได๎นักอนุกรมวิธานที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะกลุํมอีกด๎วย 
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พรทิพย๑ วงศ๑แก๎ว. 2542. โครงการจัดการโรคใบขาวของอ๎อย ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและ
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2544. ศูนย๑ปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูกพืชทดลอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑  วิทยาเขตก าแพงแสน 
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พัฒนา สนธิรัตน, วิรัช ชูบ ารุง,  ประไพศรี พิทักษ๑ไพรวัน, และปิยะ เกียรติก๎อง. 2526. เชื้อรา Alternaria ที่
เป็นสาเหตุโรคใบจุดของพืชผักบางชนิด. วารสารโรคพืช   3 (4) :  154-167. 

พัฒนา สนธิรัตน๑, ประไพศรี พิทักษ๑ไพรวัน, ธนวัฒน๑ ก าแหงฤทธิรงค๑, วิรัช ชูบ ารุง และอุบล คือประโคหน๎า. 
2537.  ดรรชนีโรคพืชในประเทศไทย.   กลุํมงานวิทยาไมโค  กองโรคพืชและจุลชีววิทยา  
กรมวิชาการเกษตร. 285 หน๎า. 
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 . 2550. วัชพืชสมุนไพร.  กสิกร. 80(1):  103-110. 
 . 2552. การจัดการวัชพืชในพืชสมุนไพร.  เอกสารประกอบการฝึกอบรมวัพืชlส าคัญและการจัดการ

ในพืชเศรฐกิจ  77-94 หน๎า. 
เพ็ญศรี นันทสมสราญ และอ าไพ ประเสริฐสุข. 2552. ศึกษา การจัดการวัชพืชในฟูาทะลายโจร.   

การประชุมวิชาการอารักขาพืช  “อารักขาพืช  หลากผลผลิตเพื่อเศรฐกิจยั่งยืน”  121-126 หน๎า. 
ภรณ ี ประสิทธิ์อยูํศีล.  2544.  ความหลากหลายและการกระจายของมดในบริเวณอุทยานแหํงชาติดอยอินทนนท๑   

จังหวัดเชียงใหมํ.  วิทยานิพนธ๑ปริญญาโท,  มหาวิทยาลัยเชียงใหมํ. 
มนตรี จิรสุรัตน๑.  2536.  โครงการวิจัยชีววิทยาและการปูองกันก าจัดแมลงวันผลไม๎.  รายงานผลการทดลอง  ปี 

2535  กองกีฏและสัตววิทยา  กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 
 . 2544.  ฐานข๎อมูลแมลงวันผลไม๎ในประเทศไทย, หน๎า. 168 – 233. ใน แมลงวันผลไม๎ในประเทศ

ไทยผลไม๎ในประเทศไทย. เอกสารวิชาการกองกีฏและสัตววิทยา. กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพ.  244 
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การสํงออก.  วารสารกีฏและสัตววิทยา  20(3) : 201-204. 
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 ปี 2539. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร   
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ปริญญาโท,  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑. 
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วิชาการเกษตร. หน๎า 122-134. 

วิจัย  รักวิทยาศาสตร๑. 2546. ราวิทยาเบื้องต๎หน๎า. ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร๑   วิทยาเขตก าแพงแสน. 351 หน๎า. 

 . 2551. ราวิทยาเบื้องต๎หน๎า. ภาควิชาโรคพืช  คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร๑   
วิทยาเขตก าแพงแสน. 

วิชัย โฆษิตรัตหน๎า.  2531.  โรคพืชที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย.  ภาควิชาโรคพืช  คณะเกษตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑. 133 หน๎า. 

วิภาดา วังศิลาบัตร. 2541. ความหลากหลายของชนิดแมงมุมในระบบนิเวศพืชเศรษฐกิจบางชนิด.  
การประชุมสัมมนาทางวิชาการ แมลง และสัตว๑ศัตรูพืช ประจ าปี 2541. ครั้งที่ 11 กองกีฏและสัตว
วิทยา   กรมวิชาการเกษตร.  121 – 144  หน๎า. 

 . 2544. แมงมุมในสวนส๎ม. เอกสารวิชาการ กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพ. 108 
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 . 2551. การศึกษาชนิด ชีววิทยา และประสิทธิภาพการกินของแมงมุมตัวห้ าตํอแมลงวันผลไม๎ในสวน

มะมํวง. รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2551. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช. กรมวิชากาเกษตร.  หน๎า 
356 – 388. 

วิภาดา  วังศิลาบัตร มานิตา คงชื่นสิน เทวินทร๑ กุลปิยวัฒน๑ และพิเชฐ เชาวน๑วัฒนวงศ๑. 2548. การศึกษา
อนุกรมวิธานแมงมุมในข๎าวอินทรีย๑. รายงานผลงานวิจัยเรื่องเต็ม 2548  เลํมที่ 1. ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. หน๎า 471- 513. 

วิมล สีเทา. 2548. การตรวจวินิจฉัยและจ าแนกทอสโพไวรัสของพริก มะเขือ แตงโม และถ่ัวลิสง ที่พบใน
ประเทศไทย. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑ วิทยาเขตก าแพงแสน นครปฐม. 

วิมล  สีเทา พิสสวรรณ เจียมสมบัติ อรประไพ คชนันท๑ อัญจนา  บุญชด  นุชนารถ วารนิทร๑  ปิยาภรณ๑   
 เพชรสูงเนิน และชาญณรงค๑  ศรีภิบาล. 2547. การจ าแนกทอสโพไวรัสที่พบในพริก มะเขือเทศ 
 และพืชตระกูลแตง, หน๎า. 445-451 ใน การประชุมทางวิชาการ ครั้งที่ 42. 1-4 กุมภาพันธ๑ 2547  
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑ กรุงเทพฯ. 
วิเชียร บ ารุงศรี เตือนจิตต๑ สัตยาวิรุทธ๑ ศรีสมร พิทักษ๑ สาทร สิริสิงห๑ และวรัญญา ตันติยุทธ.  2543.  แมลง

ศัตรถูั่วเขียวและการปูองกันก าจัด. โรงพิมพ๑ชุมนุมสหกรณ๑การเกษตรแหํงประเทศไทย จ ากัด. กรุงเทพฯ. 44 
หน๎า. 

วันเพ็ญ  ศรีทองชัย. 2546. โรคเหี่ยว : ภัยคุกคามตํอการปลูกสับปะรดของไทย. วารสารโรคพืช (17) 1-2 : 
48-53. 

วัฒนา จารณศรี  มานิตา คงชื่นสิน    เทวินทร๑ กุลปิยะวัฒน๑ และพิเชฐ เชาวน๑วัฒนวงศ๑. 2544. ไรศัตรูพืชและ
การปูองกันก าจัด. เอกสารวิชาการของกองกีฏและสัตววิทยา ปี พ .ศ. 2544. โรงพิมพ๑ชุมนุมสหกรณ๑การเกษตร
แหํงประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 192 หน๎า. 

ศรีจ านรรจ๑  ศรีจันทรา,  บุษบง มนัสมั่นคง  และศรุต  สุทธิอารมณ๑.  2551.  ทดสอบประสิทธิภาพสารฆํา
แมลง 

 และสารสกัดธรรมชาติกับแมลงศัตรูที่ส าคัญในส๎มเขียวหวาน.  ใน  รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 
2551.   

 ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ๑ (อยูํระหวํางการ 
 ตีพิมพ๑)  
ศศิธร วฒุิวณิชย๑. 2545. โรคของผักและการควบคุมโรค. ส านักพิมพ๑มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑ กรุงเทพฯ. 182  หน๎า. 
ศิริพร  ซึงสนธิพร. 2550. ผักแวํนใบมัน : พืชใหมํของไทย. ใน เอกสารการประชุมวิชาการอารักขาพืชแหํงชาติ

ครั้งที่ 8.  อารักขาพืชไทยใต๎รํมพระบารมี 5-8 พฤศจิกายน 2550.  
 . 2550. พืชตํางถิ่นท่ีรุกรานในประเทศไทย (Invasive alien Plants in Thailand). Available 

Source: http://as.doa.go.th/human/may/07-08-51/siriporn.pdf. August 20, 2009. 
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 . 2552. พืชตํางถ่ิน: วัชพืชในประเทศไทย. ใน เอกสารประกอบการฝึกอบรม วัชพืชส าคัญและการ

จัดการในพืชเศรษฐกิจ, วันที่ 29-30 เมษายน 2552 โดย กลุํมวิจัยวัชพืช ส านักวจิัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรงเทพฯ, 205 หน๎า. 

ศิริพร  ซึงสนธิพร,  วินัย  สมประสงค๑ และปราโมทย๑ ไตรบุญ.  2546.  ก๎นจ้ าขาวดอกใหญํ..วัชพืชชนิดใหมํ
ของไทย, หน๎า478-489. ใน  เอกสารการประชุมวิชาการอารักขาพืชแหํงชาติ ครั้งที่ 6 “หนึ่งทศวรรษ
แหํงการอารักขาพืชในประเทศ”  24-27 พฤศจิกายน 2546. ขอนแกํน  

ศิริพร  ซึงสนธิพร, วินัย  สมประสงค๑ และปราโมทย๑ ไตรบุญ. 2550.  การส ารวจพืชตํางถ่ินในประเทศไทย 
(ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ). หน๎า 944-971. ใน รายงานประจ าปี 2549 ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร.  

ศิริณี  พูนไชยศรี. 2544. เพลี้ยไฟ Terebrantia. โรงพิมพ๑คุรุสภาลาดพร๎าว. กรุงเทพฯ. 75 หน๎า. 
 . 2545ก. พิพิธภัณฑ๑นิทรรศการแมลง. แผํนพับ. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ.  

พิมพ๑ครั้งที่ 1. 
 . 2545ข.  พิพิธภัณฑ๑แมลง. แผํนพับ. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ.  พิมพ๑

ครั้งที่ 2. 
 . 2547.  การเก็บตัวอยํางเพ่ือการศึกษาวิจัย. โรงพิมพ๑ชุมนุมสหกรณ๑การเกษตรแหํงประเทศไทย 

จ ากัด.  กรุงเทพฯ.  32 หน๎า. 
 . 2548. ทิ้งถํวง.  กลุํมกีฏและสัตววิทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, 
 กรุงเทพฯ.   
ศิริณี พูนไชยศรี  และชลิดา อุณหวุฒิ.   2551.   ด๎วงงวงขั้วผลส๎ม (Fuller Rose Weevil) Pantomorus 

cervinus (Boheman); Coleoptera: Curculionidae. แหลํงที่มา  
http://it.doa.go.th/pibai/pibai/n11/v_11-oct/korkui.html 

ศิริณี พูนไชยศรี    ชลิดา อุณหวุฒิ    พรรณเพ็ญ ชโยภาส    รัตนา นชะพงษ๑    ลักขณา บ ารุงศรี    สมชัย  
สุวงศ๑ศักดิ์ศรี ยุวรินทร๑ บุญทบ และณัฐวัฒน๑ แย๎มยิ้ม. 2548. แมลง การจ าแนก และการเก็บตัวอยําง. โรง
พิมพ๑คุรุสภาลาดพร๎าว.  กรุงเทพฯ. 100 หน๎า. 

ศิริณี  พูนไชยศรี, ยุวรินทร๑  บุญทบ, สุนัดดา  เชาวลิต และ สุพี  วนศิรากุล. 2549. ตัวอยํางแมลงต๎นแบบ.โรง
พิมพ๑คุรุสภาลาดพร๎าว วังทองหลาง. กรุงเทพฯ. 48 หน๎า. 

ศุจิรัตน๑ สงวนรังศิริกุล, ทักษิณา ศันสยะวิชัย, วีระพล พลภักดี, สุนี ศรีสิงห๑, นฤทัย วรสถิตย๑ และมัทนา 
 วานิชย๑. 2551.  การส ารวจโรคใบขาวและความทนทานตํอโรคของอ๎อยปุาและอ๎อยลูกผสม. รายงาน

ผลงานวิจัย ปี 2551 เลํมที่ 1, ศูนย๑วิจัยพืชไรํขอนแกํน, ส านักวจิัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3. หน๎า 306 – 
323. 

ศุจิรัตน๑ สงวนรังศิริกุล, ชัชชัย ตะยาภิวัฒนา, วันเพ็ญ ศรีทองชัย, ทักษิณา ศันสยะวิชัย และสุนี ศรีสิงห๑.  

http://it.doa.go.th/pibai/pibai/n11/v_11-oct/korkui.html
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 2552ก. การโคลนอิมมูนโนโกลบูลินยีนส๑จากบีเซลล๑ที่สร๎างแอนติบอดี้ตํอเชื้อไฟโตพลาสมาเพ่ือพัฒนา

ชุดตรวจสอบโรคใบขาวในอ๎อย. รายงานความก๎าวหน๎า.โครงการวิจัยปีงบประมาณ 2552 รอบ 9 
เดือน กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ.   

ศุจิรัตน๑ สงวนรังศิริกุล, ทักษิณา ศันสยะวิชัย และสุนี ศรีสิงห๑. 2552ข. การตรวจสอบความแตกตํางของเชื้อไฟ
โตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในอ๎อยและ host อ่ืนจากแหลํงระบาดตํางๆ. รายงานความก๎าวหน๎า.
โครงการวิจัยปีงบประมาณ 2552 รอบ 9 เดือน กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ.   

ศูนย๑ศึกษาการพัฒนาเขาหินซ๎อนอันเนื่องมาจากพระราชด าริ. 2546. พืชสมุนไพรในสวนปุาสมุนไพรเขาหิน
ซ๎อน สวนพฤกษศาสตร๑ภาคตะวันออก (เขาหินซ๎อน) อ าเภอ พนมสารคาม จังหวัดฉะเชิงเทรา. 101 หน๎า. 

สถาบันแพทย๑แผนไทย. 2542.(ก)  ผักพ้ืนบ๎านภาคกลาง. สถาบันแพทย๑แผนไทย กรมการแพทย๑  
กระทรวงสาธารณสุข. โรงพิมพ๑องค๑การสงเคราะห๑ทหารผํานศึก,  กรุงเทพฯ.  278 หน๎า. 

 . 2542.(ข)  ผักพ้ืนบ๎านภาคใต๎. สถาบันแพทย๑แผนไทย กรมการแพทย๑  
กระทรวงสาธารณสุข. โรงพิมพ๑องค๑การสงเคราะห๑ทหารผํานศึก, กรุงเทพฯ.  278 หน๎า. 

 . 2542.(ค)  ผักพ้ืนบ๎านภาคเหนือ. สถาบันแพทย๑แผนไทย กรมการแพทย๑ กระทรวงสาธารณสุข. โรง
พิมพ๑องค๑การสงเคราะห๑ทหารผํานศึก, กรุงเทพฯ.  280 หน๎า. 

สมุทร มงคลกิติ. 2524. ตั๊กแตนที่ส าคัญและการปูองกันก าจัด. เอกสารประกอบการบรรยาย ในการอบรมเรื่อง 
“แมลง-สัตว๑ศัตรูพืชและการปูองกันก าจัด” กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพฯ. 26 หน๎า. 

สุชาดา ศรีเพ็ญ. 2542. พรรณไม๎น้ าในประเทศไทย. อมรินทร๑พริ้นติ้งแอนด๑พับลิชชิ่ง. กรุงเทพฯ. 312 หน๎า. 
สุดา  ลุยศิริโรจนกุล สนทนา  ศิริตันติกร และระวิวรรณ  ขันหยก. 2547. การตรวจวินิจฉัยไข๎หวัดนกของ 

ห๎องปฏิบัติการ. Thai : Medical Technologist Letteer; ขําวสารเพื่อสมาชิกในกลุํมบริษัทเบรีย. 
 ปีที่ 15: กรกฎาคม- กันยายน. 
สุเนตรา ภาวิจิตร, สุทธิพงษ๑ ญาณวารี และศิริลักษณ๑ โลํสวัสดิ์. 2532. การศึกษาสาเหตุโรคเนําของกล๎วยไม๎

สกุลหวายทางเคมีและฟิสิกซ๑. รายงานความก๎าวหน๎าผลงานวิจัย กลุํมงานบักเตรีวิทยา กองโรคพืช
และจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. หน๎า 30-40. 

สุรภี  กีรติยะอังกูร,  ขนิษฐา  วงศ๑วัฒนารัตน๑ และกิตติศักดิ์  กีรติยะอังกูร. 2547. GLIFT kit ตรวจไวรัสของ
กล๎วยไม๎ใน 5 นาที. ผลงานวิจัยเพื่อพิจารณาเป็นผลงานวิจัยดีเดํนประจ าปี 2547.   

สุรภี  กีรติยะอังกูร,  วันเพ็ญ  ศรีทองชัย,  ณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล และเยาวภา  ตันติวานิช. 2551. รายงาน
ผลวิจัยเรื่องเต็ม “โครงการผลิต GLIFT kit เพ่ือวินิจฉัยโรคไวรัสและแบคทีเรียของพืชเศรษฐกิจเชิง
พาณิชย๑”  กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 67  หน๎า. 

สุรภี  กีรติยะอังกูร,  กิตติศักดิ์  กีรติยะอังกูร  และนวลจันทร๑  ดีมา.  2533. การผลิตแอนติซีรัมและการ
ตรวจสอบโรค Cymbidium  mosaic virus ของหวายลูกผสมและสาวน๎อยเต๎นระบ า.รายงานผล 
งานวิจัยประจ าปี  2532.  กองโรคพืชและ จุลชีววิทยา  กรมวิชาการเกษตร   กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ๑, กรุงเทพฯ. หน๎า  115-122. 
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สุรภี  กีรติยะอังกูร  ขนิษฐา  วงศ๑วัฒนารัตน๑ และกิตติศักดิ์  กีรติยะอังกูร. 2547. GLIFT kit ตรวจไวรัสของ

กล๎วยไม๎ใน 5 นาที. ผลงานวิจัยเพื่อพิจารณาเป็นผลงานวิจัยดีเดํนประจ าปี 2547.   
สุรินทร๑ ปิยะโชคณากุล,2545 . จีโนมและเครื่องหมายดีเอ็นเอ : ปฏิบัติการอาร๑เอพีดีและเอเอฟแอลพี, 
 ภาควิชาพันธุศาสตร๑ คณะวิทยาศาสตร๑ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร๑ 115 หน๎า 
ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร. 2546.  สถิติการเกษตรของประเทศไทยปีเพาะปลูก  2544/2545.  เอกสาร

สถิติการเกษตร เลขท่ี 3/2545 กระทรวงเกษตรและสหกรณ๑. 51 หน๎า. 
โสธร  ประเสริฐผล. 2512. การปูองกันก าจัดแมลงศัตรูพืชด๎วยเชื้อจุลินทรีย๑. กสิกร 42(3) : 289-305. 
โสภณ  วงศ๑แก๎ว. 2536. โรคไวรัสของถั่วลิสงในประเทศไทย. กลุํมพืชน้ ามัน กองสํงเสริมพืชไรํนา 

กรมสํงเสริมการเกษตรและสหกรณ๑, กรุงเทพฯ. 44 หน๎า. 
โสภณ  วงศ๑แก๎ว และจุฑารัตน๑ เชื้อพงษ๑. 2536. ไวรัสสาเหตุโรคยอดไหม๎ของถั่วลิสงและการส ารวจการ 

 แพรํระบาดของโรควิสาของถั่วลิสง ปี 2535-2536. หน๎า 233-238. ใน รายงานการสัมมนา 
งานวิจัย ถั่วลิสง ครั้งที่ 11, 17-21 พฤษภาคม 2536. ระนอง. 

ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร. 2546.  สถิติการเกษตรของประเทศไทยปีเพาะปลูก  2544/2545.  เอกสาร 
 สถิติการเกษตร เลขท่ี 3/2545 กระทรวงเกษตรและสหกรณ๑. 51 หน๎า. 
สมชัย สุวงศ๑ศักด๑ศรี. 2550 แมลงหวี่ขาว. เอกสารวิชาการ ประกอบการอบรมหลักสูตร การเก็บรักษาและ

จ าแนกตัวอยํางแมลงจ าพวกปากดูดและไรศัตรูพืชน าเข๎าและสํงออก. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพฯ. 24 หน๎า 

สิริวัฒน๑ วงษ๑ศิริ. 2526. แมลงศัตรูพืชทางการเกษตรของประเทศไทย. ส านักพิมพ๑โอเดียนสโตร๑กรุงเทพฯ. 424 
น. 

สมพิศ ไม๎เรียง และเพ็ญศรี นันทสมสราญ. 2548. พืชสมุนไพร..ในแผนยุทธศาสตร๑ชาติ. กสิกร. 78(6):72-83. 
สมภพ ประธานธุรารักษ๑ และพร๎อมจิตร ศรลัมพ๑. 2547. สมุนไพรการพัฒนาเพื่อการใช๎ประโยชน๑ที่ยั่งยืน

เฟ่ืองฟูาการพิมพ๑,  กรุงเทพฯ. 163 หน๎า. 
เสริมศักดิ์ หงส๑นาค. 2543 ประวัติการปูองกันก าจัดหนูในประเทศไทย.หน๎า 1-35.ในเอกสาร ประกอบการ  
 ประชุมสัมมนาเรื่องหนูศัตรูพืชและมนุษย๑ กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ.  
แสน  ติกวัฒนานนท๑. 2529.  พืชอาหารของแมลงวันทองชนิดตํางๆ ในประเทศไทย. วารสารเกษตร 
 พระจอมเกล๎า  4 (1): 1-15 . 
องุํน ลิ่ววานิช. 2531. แมลงกินได๎. กสิกร 61(6):545-551. 
 . 2540.  การอนุรักษ๑แมลงในประเทศไทย. ว.กีฏและสัตววิทยา. 19(2):  89 – 94. 
 . 2543.  แมลงอนุรักษ๑. เอกสารแผํนพับ. กองกีฏและสัตววิทยา  กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพฯ. 

พิมพ๑ครั้งที่ 2. 
อมรรัตน๑ ภูํไพบูลย๑. 2552. รา Phytophthora สาเหตุโรคพืชในประเทศไทย. เอกสารประกอบการฝึก  อบรม 

หลักสูตร การวินิจฉัยโรคพืชที่เกิดจากราสกุล PHYTOPHTHORA และ PYTHIUM ระหวํางวันที่ 19-
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21 พฤษภาคม 2552. กลุํมวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ๑. 74 หน๎า. 

อมรรัตน๑ ภูํไพบูลย๑,  ทวี เกําศิริ  และพัชราภรณ๑ ลีลาภิรมย๑กุล. 2548. พริกหวานที่อ าเภอแมํริม..เหี่ยว. กสิกร 
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