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บทสรุปผู้บริหาร 
 

ปัญหาศัตรูพืช (แมลง ไร สัตว์ศัตรูพืช จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช และวัชพืช) เป็นปัญหาส าคัญต่อการผลิต 
และคุณภาพผลผลิตทางการเกษตร ปัจจุบันการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อมส่งผลให้ศัตรูพืชเกิดความแปรผันด้าน
รูปร่างและพันธุกรรม ท าให้มีศัตรูพืชหลายชนิดที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ ก่อให้เกิดปัญหาตามมามากมาย ดังเช่น 
การเลือกวิธีการป้องกัน ก าจัด และการวางแนวทางป้องกันก าจัด ดังนั้นการจ าแนกชนิดศัตรูพืชให้มีความถูกต้อง 
ด้วยวิธีการที่แม่นย า และได้รับความเชื่อมั่นจากนานาประเทศนั้นจะช่วยสนับสนุนการผลิตสินค้าเกษตร
ภายในประเทศให้มีคุณภาพเป็นที่ต้องการของตลาด และสามารถส่งขายยังต่างประเทสได้ ปัจจุบันการจ าแนกชนิด
ศัตรูพืชในประเทศไทยนั้น ใช้หลักอนุกรมวิธานจ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานเป็นวิธีการจ าแนก (traditional 
taxonomy) แต่ในปัจจุบันมีการประยุกต์น าเทคโนโลยีชีวโมเลกุล เช่น ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA Barcode) เข้ามา
เป็นเครื่องมือในการจ าแนกชนิดศัตรูพืช รวมทั้งมีการศึกษาชีววิทยาของศัตรูพืช เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการ
ป้องกันก าจัดศัตรูให้เกิด ประสิทธิภาพและประโยชน์สูงสุดอีกด้วย  

ดั งนั้ นกรมวิชาการเกษตรในฐานะองค์กรอารั กขาพืชแห่ งชาติ  ( National Plant Protection 
Organization; NPPO) ของประเทศไทยมีบทบาทหน้าที่ด าเนินการวิจัยและศึกษาชนิดศัตรูพืช เพ่ือให้ได้ข้อมูล
ศัตรูพืชที่ถูกต้องและเป็นที่ยอมรับในระดับสากล ใช้ในการสนับสนุนงานด้านการอารักขาพืชและแก้ปัญหาศัตรูพืช
ในประเทศไทยนั้น  มีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องจัดท าโครงการวิจัย “อนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนก
ชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติเพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย” เพ่ือให้
สามารถจ าแนกชนิด ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ และข้อมูลชีววิทยาที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบันของศัตรูพืชที่มีความส าคัญ
ทางการเกษตรได้แนวทางวินิจฉัย (dichotomous key) ท าให้การจัดจ าแนกศัตรูพืชเข้าถึงได้ง่าย มีประสิทธิภาพ  
และมีความเหมาะสมในศัตรูพืชแต่ละชนิด และสามารถใชเป็นข้อมูลพื้นฐานที่มีความส าคัญยิ่งส าหรับพัฒนาวิธีการ
การตรวจสอบชนิดของศัตรูพืชที่มีความจ าเพาะต่อไป  ได้ตัวอย่างศัตรูพืชเพ่ือเป็นแหล่งอ้างอิงที่ส าคัญของประเทศ
เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง พิพิธภัณฑ์โรคพืช และพิพิธภัณฑ์วัชพืชของกรมวิชาการเกษตร และได้ดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด (DNA barcode) ของศัตรูพืชเก็บไว้ในฐานข้อมูล Genbank  เพ่ือใช้เป็นหลักฐานอ้างอิงทางวิทยาศาสตร์ 
ที่มีความน่าเชื่อถือของประเทศไทยและสากล  

นอกจากนี้ยังสามารถน าผลลัพธ์ที่ได้จากโครงการวิจัยในครั้งนี้ ไปจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรูพืช (pest list)  
และเอกสารวิชาการ คู่มือจ าแนกชนิดศัตรูพืชที่มีความส าคัญทางการเกษตรของประเทศไทย และเผยแพร่องค์
ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยภายใต้โครงการวิจัยนี้สู่นักวิชาการ และผู้ที่มีความสนใจ ซึ่งจะก่อให้เกิดประโยชน์อย่างยิ่ง
ต่อเจ้าหน้าที่ด่านตรวจพืช นักวิชาการ นักวิจัยจากหน่วยงานภาครัฐและหน่วยงานเอกชนต่าง ๆ เช่น กรมวิชาการ
เกษตร กรมส่งเสริมวิชาการเกษตร มหาวิทยาลัย องค์กรการศึกษาต่างๆ สามารถเพ่ิมองค์ความรู้และใช้ประโยชน์
จากการจ าแนกชนิดศัตรูพืช  

สุดท้ายองค์ความรู้จากงานวิจัยภายใต้โครงวิจัยนี้สามารถพัฒนาเป็นฐานข้อมูลศัตรูพืช (big data) ของ
ประเทศไทย ใช้เป็นฐานข้อมูลทางการเกษตร ที่นักวิจัยให้สามารถใช้ตอบสนองและก าหนดแนวทางการป้องกัน
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ก าจัดอย่างทันท่วงที เพ่ิมความมั่นคงทางของผลิต และเป็นเครื่องมือส าคัญส าหรับงานด้านกักกันพืชในเจรจาตอบ
โต้กับประเทศคู่ค้าและก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อภาคการเกษตรของประเทศไทยอย่างยั่งยืน 
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บทคัดย่อ 
 

ศัตรูพืช (แมลง ไร สัตว์ศัตรูพืช จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช และวัชพืช) เป็นปัญหาส าคัญต่อการเกษตร 
ปัจจุบันพบว่ามีศัตรูพืชหลายชนิดที่ไม่สามารถระบุชนิดก่อให้เกิดปัญหาตามมาจ านวนมาก โครงการวิจัยนี้ 
ด าเนินงานระหว่างปี 2560-2564 มีวัตถุประสงค์  (1) เพ่ือศึกษาอนุกรมวิธานให้ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและ
เป็นปัจจุบัน พร้อมแนวทางการวินิจฉัย (2) เพ่ือศึกษาชีววิทยา (พืชอาศัย เขตการแพร่กระจายของศัตรูพืชและ
นิเวศวิทยา) (3) เพ่ือศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ โครงการวิจัยนี้ประกอบด้วย 3 กิจกรรม 
(77  การทดลอง) ได้แก่  

กิจกรรมที่ 1 ชนิดและอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ประกอบด้วย 38 การทดลอง ท าให้
ทราบชนิด ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน พืชอาศัย เขตการแพร่กระจาย และแนวทางวินิจฉัยชนิด 
ศัตรูพืช ได้แก่ เพลี้ยหอยเกล็ด เพลี้ยอ่อน แมลงหวี่ขาว เพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง มวนสกุล Nysius ผีเสื้อหนอนกอ
สกุล Chilo ผีเสื้อหนอนร่าน ตั๊กแตน แมลงวันผลไม้ในเผ่า Dacini แมลงวันหนอนชอนวงศ์ Agromyzidae หอยทาก
บกศัตรูพืช หอยน้ าจืดศัตรูพืช หนูหริ่ง  ไรขาววงศ์ Tarsonemidae แมงมุมวงศ์ Oxyopidae ไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลง ราสกุล Phytophthora ในเผือก รา Curvularia spp. และ Bipolaris spp. เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 
sp. สาเหตุโรคใบแห้งของหอม รา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไวรัสสาเหตุโรค 
chlorotic ringspot กล้วยไม้ เชื้อไวรัส LYSV ในกระเทียม โรคไวรัสในยาสูบ  ไส้เดือนฝอยสาเหตุโรคพืชสกุล 
Radopholus ไส้เดือนฝอยรากแผล ศัตรูธรรมชาติ ได้แก่ แตนเบียนสกุล Encarsia แตนเบียนไข่มวน มวนตัวห้ า
สกุล Orius แมลงช้าง วงศ์ Chrysopidae, Hemerobiidae และ Coniopterygidae  

กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  จ านวน 23 การทดลอง  ได้
ชีววิทยา (พืชอาศัย เขตการแพร่กระจาย นิเวศวิทยา) ของศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติ ได้แก่ ศัตรูพืช เพลี้ยแป้ง
มะละกอ P. marginatus เพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora หนอนแดงในฝรั่ง และพุทรา แมลงวันผลไม้ B. umbrosa  
ไรแดง O. biharensis หอยซัคซีเนีย หอยน้ าศัตรูพืชสกุล Indoplanorbis และ Physella รา Phyllosticta 
citriasiana, Fusarium oxysporum, Curvularia eragrostidis, C.  Oryzae แ ล ะ  Neoscytalidium 
dimidiatum  โรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า ใบหงิกในพืชตะกูลส้ม โรคเส้นใบเหลืองจากเชื้อ PeVYV 
CYSDV และ CCYV หญ้าตีนกาใหญ่ ลูกใต้ใบใบใหญ่ บาหยา กระดุมใบใหญ่ และเทียนนา แมลงศัตรูธรรมชาติ 
แตนเบียนไข่ไตรโคแกรมมา  

กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ จ านวน 16 การทดลอง 
ท าให้ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ประกอบด้วย ศัตรูพืช แมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis 
complex แมลงวันผลไม้ เผ่ า  Dacini เพลี้ย ไฟวงศ์ย่อย Thripinae, Tubulifera วงศ์  Thripidae ที่พบใน
หน่อไม้ฝรั่ง มอดแป้งสกุล Tribolium แตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae แมงมุมสกุล Latrodectus วงศ์ 
Salticidae รา cercosporoid ราสนิมสาเหตุโรคพืช ราสกุลTrichoderma spp.  เชื้อรา Chaetomium spp. 
และเชื้อรา Curvularia  
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ผลลัพธ์ที่ได้จากโครงการวิจัยในครั้งนี้ ไปจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรูพืชและเอกสารวิชาการ คู่มือของศัตรูพืช 
และศัตรูธรรมชาติที่มีความส าคัญในประเทศไทย  เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูล และใช้ในการ
ตรวจสอบชนิดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติได้ อย่างรวดเร็ว และถูกต้อง เพ่ือเป็นแนวทางการป้องการก าจั ดให้
ถูกวิธี และเป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาแก้ไขปัญหาการค้าระหว่างประเทศ ก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อภาค
การเกษตรของประเทศไทยอย่างยั่งยืน 

 
ค าส าคัญ: อนุกรมวิธาน ชีววทิยา ดีเอ็นเอบาร์โค้ด ศัตรูพืช 
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Abstract 
 

Pests (insects, mites, other animal pests, plant diseases and weeds) are important 
problems for agriculture. Currently, many pests cannot be identified and this problem cascades 
into other disciplines. The present research project spans the 2017-2021 period. Its  objectives 
have been: (1) taxonomic study to obtain accurate and up-to-date scientific names of pests and 
natural enemies and diagnostic guidelines; (2) to study the biology (host plants, distribution and 
ecology) of pests; and (3) to obtain and study DNA barcodes of pests and natural enemies. This 
research project consisted of 3 broad activities, comprising a total of 77 individual projects 
(‘experiments’): 

Activity 1: Species and taxonomy of pests and natural enemies. This activity consisted 
of 38 experiments to identify pests and natural enemies and update their scientific names. Pests 
comprised diaspidid scales, aphids, whiteflies, mango leafhopper, Nysius, Chilo moths, caterpillars 
of various moths, locusts, Dacini fruit flies, agromyzid leaf miners, land snails,  freshwater mollusks, 
Mus rats, white mites, Tarsonemidae, spiders, Phytophthora, Curvularia spp., Bipolaris spp., 
Xanthomonas sp., fungi causing Anthracnose, viruses that cause chlorotic, ringspot disease in 
orchids, LYSV virus in garlic, viral diseases in tobacco, and Radopholus nematodes and root wound 
nematodes. Natural enemies comprised: Encarsia parasitoids, Orius, Neuroptera in families 
Chrysopidae, Hemerobiidae and Coniopterygidae. 

Activity 2: Biological and ecological study of pests and natural enemies. A total of 23 
experiments obtained information on the biology (host plants and distribution) of pests and 
natural enemies. Pests included: papaya mealybug (Paracoccus marginatus), bean aphid (Aphis 
craccivora), guava and jujube worm, the fruit fly Bactrocera umbrosa, cassava red mite 
(Oligonychus biharensis), succulent snails, snails of the genus. Indoplanorbis and Physella, 
Phyllosticta citriasiana, Fusarium oxysporum, Curvularia eragrostidis, Curvularia oryzae and 
Neoscytalidium dimidiatum, Mokara leaf spot, curled leaves in citrus plants, Yellow vein disease 
caused by PeVYV, CYSDV and CCYV viruses, and the weeds, Acrachne racemose, Phyllanthus 
caroliniensis, Asystasia gangetica, Spermacoce alata and Ludwigia hyssopifolia. Natural enemies: 
Trichogramma. 

Activity 3: Identification of pests and natural enemies using DNA barcodes. A total of 
16 experiments derived barcodes for pests, including Dacini fruit flies, thrips (subfamily Thripinae, 
Tubulifera and Thripidae), Tribolium weevils, spiders in the family Salticidae and the genus 
Latrodectus, cercosporoid fungi, rust fungi that cause plant diseases, Trichoderma spp., 
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Chaetomium spp. and Curvularia. Natural enemies belonging to the Telenominae,The results 
obtained from this research project are used to prepare pest lists, academic documents, and 
handbooks to pests and natural enemies important in Thailand. The project provides scientific 
evidence on pest status, reference data and enables timely and accurate diagnostics of pests and 
natural enemies. The results from this research project also provide guidelines for pest control. 
The project supports strategic decision-making to solve international trade problems and thus 
creates broad, sustainable benefits for the agricultural sector of Thailand. 

 
Key words: Taxonomy, Biology, DNA barcode, Pest 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรู
ธรรมชาติเพ่ือการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากงบประมาณแผ่นดิน เริ่ม
ด าเนินการปีงบประมาณ 2560 และ สิ้นสุด 2564 รวม 5 ปี กรมวิชาการเกษตรในฐานะองค์กรอารักขาพืช
แห่งชาติ (National Plant Protection Organization; NPPO) ของประเทศไทยมีบทบาทหน้าที่ด าเนินการวิจัย
และศึกษาชนิดศัตรูพืช เพ่ือให้ได้ข้อมูลศัตรูพืชที่ถูกต้องและเป็นที่ยอมรับในระดับสากล สามารถน าผลลัพธ์ที่ได้
จากโครงการวิจัยในครั้งนี้ไปใช้สนับสนุนงานด้านการอารักขาพืชและแก้ปัญหาศัตรูพืชในประเทศไทย  เพ่ิมความ
เชื่อมั่นและสร้างความน่าเชื่อถือในการเจรจาต่อรองเพ่ือการส่งออกผลผลิตทางการเกษตรของไทยไปสู่ตลาดโลก 
เกิดการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศไทยอย่างยั่งยืน  

ความส าเร็จจากการด าเนินการทดลองต่าง ๆ ภายใต้โครงการวิจัยในครั้งนี้ เกิดขึ้นจากความอุตสาหะ และ

ตั้งใจท างานของนักวิจัยทุก ๆ ท่าน ส่งผลให้การทดลองต่าง ๆ ส าเร็จ ลุล่วงด้วยดี ก่อให้เกิดประโยชน์ต่องานด้าน

อารักพืชเป็นอย่างยิ่ง นอกจากนี้ คณะผู้วิจัยขอขอบคุณส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ที่ ได้จัดสรร

งบประมาณเพ่ือสนับสนุนโครงการวิจัยครั้งนี้ และกรมวิชาการเกษตร ที่ให้การสนับสนุนงานวิจัย ทั้งครุภัณฑ์

ทางด้านวิทยาศาสตร์ และสาธารณูปโภคตลอดในการด าเนินการวิจัยจนลุล่วงด้วยดี รวมทั้งคณะผู้ทรงคุณวุฒิและ

ผู้เชี่ยวชาญทุกท่าน ที่ได้เสียสละเวลาอันมีค่าในการให้ข้อเสนอแนะ แนวทางปรับปรุงแก้ไข และข้อคิดเห็นที่ก่อ

ประโยชน์จนสามารถด าเนินงานได้ตามวัตถุประสงคท์ี่ตั้งไว้  

 
ยุวรินทร์ บุญทบ และคณะ  

                                                                                                    มกราคม 2565 
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บทท่ี 1 บทน า 
 

1. วิสัยทัศน์ และพันธกิจของหน่วยงาน 
   วิสัยทัศน์  

 กรมวิชาการเกษตรเป็นองค์กรที่เป็นเลิศด้านการวิจัยและพัฒนาด้านพืช เครื่องจักรกลการเกษตร และ
เป็นศูนย์กลางรับรองมาตรฐานสินค้าเกษตรด้านพืชในระดับสากล บนพ้ืนฐานการอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติ
และสิ่งแวดล้อม 

  พันธกิจ 
1. สร้างและถ่ายทอดองค์ความรู้จากงานวิจัยด้านพืชและเครื่องจักรกลการเกษตรสู่กลุ่มเป้าหมาย 
2. ก าหนดและก ากับดูแลมาตรฐานระบบการผลิตและผลิตพันธุ์พืชและปัจจัยการผลิต  พัฒนาระบบตรวจ

รับรองสินค้าการเกษตรด้านพืชให้เป็นที่ยอมรับในระดับสากล 
3. อนุรักษ์และพัฒนาการใช้ประโยชน์จากความหลากหลายทางชีวภาพด้านพืช แมลง และจุลินทรีย์ 
4. ก ากับ ดูแล และพัฒนากฎหมายที่กรมวิชาการเกษตรรับผิดชอบ 

 
2. ยุทธศาสตร์ชาติที่สอดคล้องกับแผนปฏิบัติงานด้าน ววน. ของหน่วยงาน  

  ยุทธศาสตร์ที่ 1 ด้านความมั่นคงเพ่ือบริหารจัดการสภาวะแวดล้อมของประเทศให้มีความม่ันคง ปลอดภัย 
และมีความสงบเรียบร้อยในทุกระดับและทุกมิติ 

  ยุทธศาสตร์ที่ 2 ด้านการสร้างความสามารถในการแข่งขันเน้นการยกระดับศักยภาพในหลากหลายมิติ
ควบคู่กับการขยายโอกาสของประเทศไทยในเวทีโลก 

  ยุทธศาสตร์ที่ 3 ด้านพัฒนาและเสริมสร้างศักยภาพทรัพยากรมนุษย์คนไทยในอนาคต มีความพร้อมทั้ง
กาย ใจ สติปัญญา มีทักษะที่จ าเป็นในศตวรรษที่ 21 มีทักษะสื่อสารภาษาอังกฤษและภาษาท่ี 3 และมี
คุณธรรม 

  ยุทธศาสตร์ที่ 4 ด้านการสร้างโอกาสและความเสมอภาคทางสังคมสร้างความเป็นธรรม และลดความ
เหลื่อมล้ าในทุกมิติ กระจายศูนย์กลางความเจริญทางเศรษฐกิจและสังคม เพ่ิมโอกาสให้ทุกภาคส่วนเข้ามาเป็น
ก าลังของการพัฒนาประเทศในทุกระดับ 

  ยุทธศาสตร์ที่ 5 ด้านการสร้างการเติบโตบนคุณภาพชีวิตที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมค านึงถึงความยั่งยืน
ของฐานทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของประชาชนให้เป็นมิตร ต่อ
สิ่งแวดล้อม ผ่านมาตรการต่างๆ ที่มุ่งเน้นให้เกิดผลลัพธ์ต่อความยั่งยืน 

  ยุทธศาสตร์ที่ 6 ด้านการปรับสมดุลและพัฒนาระบบการบริหารจัดการภาครัฐ การปรับเปลี่ยนภาครัฐ ยึด
หลัก “ภาครัฐของประชาชนเพ่ือประชาชนและประโยชน์ส่วนรวม” 

 
3. วงเงินงบประมาณกองทุน ววน. ที่ได้รับจัดสรรในปี 2564 และโปรดระบุแผนงาน/โครงการให้สอดคล้อง

กับ Program ของแผน ววน. 
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โปรแกรมตามแผน ววน. งบประมาณ (บาท) 

P7. โจทย์ท้าทายด้านทรัพยากรสิ่งแวดล้อม และการเกษตร 
 

 โครงการ อนุกรมวธิาน ชีววิทยาและการจ าแนกชนดิโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด
ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาตเิพ่ือการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย 

 
 

2,581,764 

 
4. รายละเอียดรายแผนงาน 

 โครงการ  อนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ
เพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย 

 

 ที่มาและความส าคัญ/หลักการและเหตุผล 
 กรมวิชาการเกษตร ในฐานะที่เป็นองค์กรอารักขาพืชแห่งชาติ ได้ด าเนินการวิจัยด้านการจัดจ าแนกชนิด
และศึกษาอนุกรมวิธาน ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติมาอย่างต่อเนื่อง เพ่ือแก้ไขปัญหา
ศัตรูพืชที่ส าคัญทั้งปัญหาจากการผลิตพืชในประเทศและปัญหาการค้าระหว่างประเทศ โดยในปีงบประมาณ 2559-
2564 ได้จัดท าข้อเสนอโครงการวิจัย อนุกรมวิธาน ชีววิทยาและ การจ าแนกชนิดโดย  ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืช
และศัตรูธรรมชาติ เพ่ือการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย ซึ่งเป็นโครงการวิจัยใหม่ โดยศัตรูพืชที่ด าเนินการ
ทดลองในโครงการเป็นศัตรูที่ส าคัญของพืชเศรษฐกิจในประเทศไทย นอกจากสร้างความเสียหายให้แก่พืชเศรษฐกิจ
หลักหลายชนิดแล้วยังมีความส าคัญในแง่การน าเข้าส่งออกสินค้าเกษตร โดยได้สรุปประเด็นปัญหาหลักที่ส าคัญใน
การวิจัยของโครงการไว้ดังนี้ 

1) ปัจจุบันศัตรูพืชบางชนิดยังไม่ทราบชื่อวิทยาศาสตร์และข้อมูลทางชีววิทยาหรือข้อมูลเหล่านี้ไม่ได้รับ
การปรับปรุงมาเป็นเวลานาน จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาหาสาเหตุที่แน่ชัดว่าเกิดจากศัตรูพืชชนิดใดลักษณะทาง
ชีววิทยาและนิเวศวิทยาเป็นอย่างไร ข้อมูลเหล่านี้นอกจากจะมีความส าคัญอย่างยิ่งในการหาแนวทางการป้องกัน
ก าจัดที่มีประสิทธิภาพแล้วยังเป็นข้อมูลส าคัญในการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช ส าหรับการเปิดตลาดสินค้าเกษตร
และการเจรจาการค้าระหว่างประเทศ  

2) การวินิจฉัยชนิดที่ไม่ถูกต้อง และการขาดความรู้ความเข้าใจในเรื่องชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืช
นั้นๆ เป็นสาเหตุหลักท่ีส าคัญของการป้องกันก าจัดศัตรูพืชที่ไม่มีประสิทธิภาพ จ าเป็นที่จะต้องมีการวินิจฉัยชนิดที่
ถูกต้องและการศึกษาชีววิทยาของศัตรูพืชประกอบไปด้วย วงจรชีวิต ลักษณะการเข้าท าลาย พืชอาศัย ช่วงฤดูการ
ระบาด หรือแม้แต่ช่วงแสงอุณหภูมิความชื้นที่เหมาะสมต่อการระบาดของศัตรูพืช เป็นข้อมูลที่จ าเป็นในการหา
แนวทางป้องกันก าจัดศัตรูพืชที่มีประสิทธิภาพ 
 3) แนวทางการวินิจฉัยชนิดของศัตรูพืช และศัตรูธรรมชาติในบางกลุ่มหรือบางชนิดไม่ประสบผลส าเร็จ
เนื่องจาก ศัตรูพืชที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกันมาก ท าให้เกิดความสับสนในการจ าแนกชนิด จึงมีการ
น าเทคนิคทางชีวโมเลกุลเช่น ดีเอ็นเอบาร์โค้ด มาใช้ในวินิจฉัยชนิดเพื่อให้ได้ชนิดที่ถูกต้อง 
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 ซึ่ งกรมวิชาการเกษตร ท าหน้าที่ เป็นองค์กรอารักขาพืชแห่งชาติ  ( National Plant Protection 
Organization; NPPO) จ าเป็นอย่างยิ่งต้องมีข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย โดยเฉพาะข้อมูลด้านอนุกรมวิธาน 
ชีววิทยาของศัตรูพืชซึ่งเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่เชื่อถือได้มากที่สุด เพ่ือการอ้างอิงส าหรับการค้าระหว่าง
ประเทศและสนับสนุนงานด้านกักกันพืช โดยเฉพาะการน าข้อมูลทั้งหมดไปจัดท าข้อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืช ซึ่งเป็น
ข้อมูลส าคัญที่ต้องส่งให้ประเทศคู่ค้าได้น าไปพิจารณาก่อนน าเข้าสินค้าเกษตรจากประเทศไทย ในขณะเดียวกันก็ใช้
เป็นข้อมูลส าคัญของประเทศ ส าหรับเปรียบเทียบกับข้อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืชของประเทศคู่ค้าที่ส่งมา  เพ่ือ
ประกอบในการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช  ก่อนน าเข้าสินค้าเกษตรจากประเทศคู่ค้า  รวมทั้งยังเป็นประโยชน์ใน
การจัดท ารายชื่อศัตรูพืชกักกัน เพ่ือการควบคุมศัตรูพืชจากต่างประเทศไม่ให้เข้ามาแพร่กระจายในประเทศและใช้
เป็นประโยชน์เพ่ือการเจรจาตอบโต้กับประเทศคู่ค้าที่ใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช มาเป็นเงื่อนไขใน
การกีดกันทางการค้า 
 
วัตถุประสงค ์

1) เพ่ือศึกษาอนุกรมวิธานให้ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน พร้อมแนวทางการวินิจฉัย (Key) 
ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่ท าการศึกษาวิจัยในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญเพ่ือเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับ
อ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย  

2) เพ่ือศึกษาชีววิทยา พืชอาศัย เขตการแพร่กระจายของศัตรูพืชและนิเวศวิทยาของศัตรูพืชของศัตรูพืช 
และศัตรูธรรมชาติ เพื่อเป็นข้อมูลในการหาแนวทางป้องกันก าจัดที่เหมาะสม และเป็นข้อมูลที่มีความส าคัญเพ่ือ
ประกอบการพิจารณาในการแก้ไขปัญหาการค้าระหว่างประเทศทั้งในด้านการส่งออกและน าเข้าสินค้าเกษตร 
 3) เพ่ือศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ และรวบรวมเป็นระบบ สามารถสืบค้น 
อ้างอิงและใช้ในการตรวจสอบชนิดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติได้ อย่างรวดเร็วและถูกต้อง 
 

ขอบเขตการศึกษา 

 อนุกรมวิธาน การจัดจ าแนกชนิด ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เป็นสาขา
ทางวิทยาศาสตร์ชีวภาพที่มีความส าคัญอย่างยิ่ง เปรียบได้ว่าเป็นหัวใจหลักของการวิจัยด้านอารักขาพืชของ
ประเทศ เนื่องจากการทราบถึงชื่อชนิดที่ถูกต้องของสิ่งมีชีวิต ท าให้สามารถคันคว้าข้อมูลทางวิชาการของสิ่งมีชีวิต
นั้นๆ เช่น การแพร่กระจาย ชีววิทยาและนิเวศวิทยา รวมถึงแนวทางในการป้องกันก าจัด ศาสตร์สาขาอ่ืนทาง
ชีววิทยา โดยเฉพาะอย่างยิ่งงานวิจัยทางด้านอารักขาพืช ไม่สามารถเกิดขึ้นได้หากไม่ทราบถึงชื่อชนิดที่ถูกต้องของ
สิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษาทดลอง การศึกษาด้านอนุกรมวิธาน ประกอบด้วยการใช้ลักษณะที่ส าคัญของสิ่งมีชีวิตอาทิ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โครงสร้างทางพันธุกรรม ข้อมูลด้านนิเวศวิทยาและเขตการแพร่กระจาย น ามาจัด
จ าแนกหมวดหมู่ของสิ่งมีชีวิต ในการ ตรวจวินิจฉัยเพ่ือระบุชนิด และเมื่อมีการค้นพบชนิดใหม่ด าเนินการตั้งชื่อ
ตามกฎเกณฑ์การตั้งชื่อ นอกจากนี้แล้วงานวิจัยด้านระบบของอนุกรมวิธาน ยังประกอบไปด้วย การจัดหมวดหมู่
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โดยศึกษาถึงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเพ่ืออนุมานสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ ความแปรปรวนหรือความ
แตกต่างทั้งในระดับสัณฐานวิทยาและในระดับโมเลกุล อีกท้ังกระบวนการเกิดชนิดใหม่  

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด เป็นวิธีการสมัยใหม่อาศัยหลักการชีววิทยาโมเลกุลในการจ าแนกชนิด จัดกลุ่มสิ่งมีชีวิต 
เนื่องจากการจ าแนกสิ่งมีชีวิตแบบดั้งเดิม ซึ่งอาศัยความแตกต่างของลักษณะทางสัณฐานวิทยา มีข้อจ ากัดหลาย
ประการ  อาจไม่เพียงพอที่จะใช้แยกสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะภายนอกที่เหมือนกัน และไม่สามารถจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิต
ในทุกช่วงอายุของการเจริญเติบโต บางครั้งอาจต้องรอให้เป็นระยะตัวเต็มวัยจึงสามารถจ าแนกชนิดได้ นอกจากนี้
ต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้านในการจัดจ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ดังนั้นการน าหลักการดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดมาใช้ในการจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตจากชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีความผันแปรทางล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งใช้ใน
การจ าแนกสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันได้ จะช่วยให้งานด้านการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตให้มีความรวดเร็ว ถูกต้องแม่นย า และ
เป็นสากล 

การได้มาของข้อมูลศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ซึ่งถือได้ว่าเป็นข้อมูลหลักของประเทศไทย มีองค์ประกอบ
หลักคือ รายชื่อศัตรูพืชศัตรูธรรมชาติที่มีความส าคัญทางการเกษตรรายละเอียดทางอนุกรมวิธานได้แก่ ประวัติทาง
อนุกรมวิธาน ชื่อวิทยาศาสตร์ที่เป็นปัจจุบัน  ชื่อพ้อง แนวทางการวินิจฉัยทั้งในระดับสกุลและชนิด ลักษณะในการ
ตรวจวินิจฉัยในชนิดนั้นๆ ชีววิทยา เขตการแพร่กระจาย พืชอาหารหรือแมลงอาศัยกรณีศัตรูธรรมชาติ 
เอกสารอ้างอิงที่เกี่ยวข้อง ตัวอย่างที่ใช้ท าการศึกษาจะถูกจัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์และแหล่งรวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพ่ือเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์และแหล่งอ้างอิงศัตรูพืชของประเทศไทย สามารถสืบค้นและ
ตรวจสอบย้อนกลับได้  ข้อมูลต่างๆ ที่เก็บรวบรวมไว้จะเป็นประโยชน์และมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อแก้ปัญหาด้าน
การอารักขาพืชในปัจจุบันทั้งในแง่ประสิทธิภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืช ข้อมูลทางวิชาการในการติดต่อค้าขาย
กับต่างประเทศ ได้แก่การจัดท าข้อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืช การวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช และเพ่ือการเจรจาตอบ
โต้ประเทศคู่ค้าท่ีใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชมาเป็นเงื่อนไขในการกีดกันทางการค้า 
 

โครงการวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 3 กิจกรรม ดังต่อไปนี้ 
กิจกรรมที่ 1 ชนิดและอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ โดยเป็นการศึกษาอนุกรมวิธานของ

ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  โดยศึกษาลักษณะที่ส าคัญของศัตรูพืช  ศัตรูธรรมชาติ  เพ่ือน าไปใช้ในการจ าแนกชนิด
ศัตรูพืชในระดับต่างๆ ตามระบบอนุกรมวิธาน ประกอบด้วย 

กิจกรรมย่อย 1.1 ชนิดและอนุกรมวิธานของแมลง ไร สัตว์ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  
กิจกรรมย่อย 1.2 ชนิดและอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรคพืช   

กิจกรรมที่ 2  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  โดยศึกษาวิจัยในศัตรูพืชและศัตรู
ธรรมชาติ ทั้งนี้แต่ละการทดลองด าเนินการทดลองในเขตพ้ืนที่ส าคัญทางการเกษตรหรือพ้ืนที่ใกล้เคียงระบบนิเวศ
เกษตรในประเทศไทย ประกอบด้วย 

กิจกรรมย่อย 2.1  ชีววิทยา นิเวศวิทยาของแมลง ไร และสัตว์ศัตรูพืช  
กิจกรรมย่อย 2.2  ชีววิทยา นิเวศวิทยาของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช   
กิจกรรมย่อย 2.3  ชีววิทยา นิเวศวิทยาของวัชพืช   
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กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ เป็นการศึกษาวิธีการ
สมัยใหม่อาศัยหลักการชีววิทยาโมเลกุลในการจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติให้ชนิดที่ถูกต้องแม่นย า
โดยเฉพาะในศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่มีสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันมาก (cryptic species) และอยู่ในกลุ่ม 
species complex ท าให้ไม่สามารถจัดจ าแนกด้วยวิธีสัณฐานวิทยาได้  
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กรอบแนวความคิด ความเชื่อมโยงของโครงการวิจัยและการน าไปใช้ประโยชน์ 

 

  

อนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรู

ธรรมชาติเพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย 
 

ปัญหา 

1) ศัตรูพืชบางชนิดยังไม่ทราบชื่อวิทยาศาสตร์และข้อมูลทางชีววิทยา ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน  
2) การวินิจฉัยชนิดที่ไม่ถูกต้องและการขาดความรู้ความเข้าใจในเรื่องชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชนั้น  ๆเป็นสาเหตุหลักที่ส าคัญของการ
ป้องกันก าจัดศัตรูพืชที่ไม่มีประสิทธิภาพ  
3) การวินจิฉัยชนิดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่มีลักษณะโครงสร้างทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกันไม่สามารถตรวจวนิิจฉัย
ชนิดได้โดยง่าย  

เป้าหมาย เกษตรกร เอกชน และหนว่ยงานที่เกีย่วข้อง สามารถน าเทคโนโลยี ระบบการผลิตพืช ไปใช้ประโชน์ ในการเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตพืช มีความมั่นคงด้านอาหารและพลังงานอย่างยั่งยื่น 

กลยุทธ์ การวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช ถ่ายทอดเทคโนโลยี 

โครงการ 

 

แนวทาง 

 

ผลสัมฤทธิ์ 

ถ่ายทอดเทคโนโลยี องค์ความรู้ ฐานข้อมูลสู่นักวิชาการ 

นักวิจยั เกษตรกร ชุมชน ทั้งภาครัฐและเอกชน  

 

ผลลัพธ์ 
(Outcome) 

 
ผลผลิต 

(Output) 

เพิ่มศักยภาพของฐานข้อมูลศัตรูพืช ศัตรูธรรมชาติในประเทศไทย ให้ถูกต้อง แม่นย า และเป็นปัจจบุัน เพื่อน าไปใช้ในการหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่ถกูต้อง เหมาะสมและมีประสิทธภิาพ รวมทั้งเป็นข้อมูลส าคัญในการวิเคราะห์ความเส่ียงศัตรูพืช ส าหรับ
เปิดตลาดสินค้าเกษตร และการเจรจาการค้าระหวา่งประเทศ 

ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกตอ้งและเป็นปัจจุบัน (validation) แต่ละชนิดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ ได้ลายพิมพ์ ดี เอน็ เอ 
(sequences) และ ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติทั้งเป็นข้อมูลเพื่ออ้างอิงและใช้ในการทดลองด้าน
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมหรือ phylogeny เข้าใจลักษณะการท าลายพืชแมลงอาศัยหรือเหยือ่ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ 
รวมถึงอุณหภูมิและสภาพที่เหมาะสมต่อการเข้าท าลายของศัตรูพืช จัดท าคู่มือวินิจฉยั (key)  
 

 
1. ไดแ้นวทางการวินิจฉัย (Key) ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่ท าการศึกษาวิจัยในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญเพือ่เป็นหลกัฐานทาง

วิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพชืของประเทศไทย  
2. ได้ลชีววิทยา (พืชอาศัย เขตการแพร่กระจายของศัตรูพืชและนิเวศวิทยาของศัตรูพืช) ของศัตรูพืช (แมลง ไร สัตว์ศัตรูพืช 
จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช วัชพืช) และศัตรูธรรมชาติ เพื่อเป็นข้อมูลในการหาแนวทางป้องกันก าจัดที่เหมาะสม และเป็นข้อมูลที่มี
ความส าคัญเพื่อประกอบการพิจารณาในการแก้ไขปัญหาการค้าระหว่างประเทศทั้งในด้านการส่งออกและน าเข้าสินค้าเกษตร 
3. ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ และรวบรวมเป็นระบบ สามารถสืบค้น อ้างอิงและใช้ในการตรวจสอบชนิด
ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติได้ อย่างรวดเร็วและถูกต้อง 

-ศึกษาอนกุรมวธิาน ชวีวิทยา นิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรู

ธรรมชาติ 

-จัดจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรู

ธรรมชาติ 

 

ผู้ที่น าผลงานไปใช้ประโยชน์โดยน าแนวทางการวินิจฉัย (dichotomous Key) ข้อมูลชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพรก่ระจายของ
ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติรวบรวมเป็นขอ้มูลในการป้องกันก าจัดศัตรูพืชอย่างมปีระสิทธิภาพช่วยให้สามารถแก้ไขปัญหาศัตรูพืช
ได้ตรงประเด็น 
 

ผลกระทบ 

(Impact) 
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บทท่ี 2 วิธีการด าเนินงาน 
 

กิจกรรมที่ 1  ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ 
กิจกรรมย่อยท่ี 1.1 ส ารวจชนิด และอนุกรรมวิธานของแมลง ไร สัตว์ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ   
การทดลองที่ 1.1.1.  อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Aspidiotinae (Hemiptera: Coccoidea: 
Diaspididae) ในประเทศไทย 
Taxonomy of Armored Scale in the Subfamily Aspidiotinae (Hemiptera: Coccoidea: 
Diaspididae) of Thailand 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1. เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ดโดยส ารวจแหล่งปลูกพืชที่ส าคัญตามภูมิภาคต่างๆ ทั่วประเทศไทย 

เมื่อพบตัวอย่างตัดชิ้นส่วนของพืชที่มีเพลี้ยหอยเกล็ดอาศัยอยู่ ใส่ในถุงกระดาษหรือห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์
แล้วใส่ในถุงพลาสติก บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง ชนิดและส่วนของพืชที่
ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู้เก็บ ส าหรับการเก็บตัวอย่างในแต่ละจุด จะเก็บให้ได้ตัวอย่างมากท่ีสุด เพ่ือน ามาศึกษาต่อใน
ห้องปฏิบัติการและจัดท าสไลด์ถาวรในการจ าแนกชนิดต่อไป 

2. น าตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ดที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด 
stereo microscope ถ่ายภาพ บันทึกรายละเอียด เช่น ขนาด รูปร่างลักษณะและสีก่อนท าสไลด์ถาวร บันทึก
ข้อมูลตัวอย่างในแต่ละครั้งที่ท าการส ารวจอย่างละเอียดโดยจะแยกความแตกต่างจากลักษณะภายนอกเป็นข้อมูล
เบื้องต้น รวมทั้งพืชอาศัย และสถานที่ แล้วดองในแอลกอฮอล์ 70%  

3. คัดเลือกเพลี้ยหอยเกล็ดเพศเมีย จากข้อ 2 ไปท าสไลด์ถาวรเพ่ือจ าแนกชนิด โดยใช้ตัวอย่างจ านวน 10-
20 ตัวอย่างต่อหมายเลข 

4. วิธีการท าสไลด์ถาวร 
 4.1 ใช้เข็มเขี่ยเปิดเกราะที่ปกคลุมล าตัวของเพลี้ยหอยเกล็ดออก เจาะบริเวณกลางส่วนท้องของ

ตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ด น าไปแช่สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% ใช้เวลา ประมาณ 12-24 
ชั่วโมง ขึ้นอยู่กับขนาดตัวอย่าง 
   4.2 น าตัวอย่างจากข้อ 4.1 ย้ายลงในน้ ากลั่น กดเบา ๆ บนล าตัวด้วยเข็มดัดปลายโค้ง เพ่ือท าให้
ไข่ ตัวอ่อน และของเหลวที่อยู่ในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว้ ถ้ายังมีก้อนไขมันตกค้างอยู่ให้น าไปแช่ใน
แอลกอฮอล์ 95% ประมาณ 2 – 3 นาท ี

 4.3 น าตัวอย่างจากข้อ 4.2 ย้ายลงในกรดแอลกอฮอล์ (acid alcohol) แช่ไว้ 1 ชั่วโมง หลังจาก
นั้นน าตัวอย่างไปย้อมสีโดยแช่ในน้ ายาย้อมสี ประมาณ 5-10 นาที ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง  

 4.4 น าตัวอย่างในข้อ 4.3 ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 95% แช่ทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือก าจัดสีส่วนเกิน ย้า
ลงในแอลกอฮอล์ 100 % แช่ไว้ 10 นาที แล้วย้ายลงในโคล์ฟออย (clove oil) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
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            4.5 น าตัวอย่างในข้อ 4.4 วางบนแผ่นสไลด์แก้วหยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) จ านวน 
1 หยดบนตัวอย่าง จัดรูปร่างให้สวยงามไม่บิดเบี้ยวหรือทับซ้อนกัน ปิดทับด้วยแผ่นแก้วปิดสไลด์ น าไปอบให้แห้ง 
ในตู้อบทีอุ่ณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส ใช้เวลาอย่างน้อย 3 เดือน ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง 
 5. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยหอยเกล็ดบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Williams and Watson (1988) และ Miller and 
Davidson (1990, 2005) รวมทั้งเปรียบเทียบกับตัวอย่างสไลด์เพลี้ยหอยเกล็ดที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง 
กรมวิชาการเกษตร และจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Aspidiotinae โดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาต่างๆ  (Figure 1.1.1.1) ได้แก่ ขนาดความยาวของล าตัว รูปร่าง (body) ของส่วนหัวและอก ส่วนท้อง
ปล้องที่ 4 ถึงปล้องสุดท้าย เรียกว่า pygidium ซึ่งเป็นส่วนส าคัญในการจ าแนกชนิดของเพลี้ยหอยเกล็ด โดย 
pygidium ประกอบด้วย 1-barred macroduct (single bar) และ 2- barred macroduct (pararell bar) และ
บริเวณส่วนปลายของ pygidium ส่วนใหญ่มี lobe จ านวน 3 คู่ที่เห็นได้ชัดเจน (L1, L2, L3) รูปทรงและขนาด
แตกต่างกันในแต่ละชนิด แต่บางชนิดปรากฏคู่ที่ 4 (L4) และมีขนาดค่อนข้างเล็กซึ่งเป็นส่วนส าคัญในการจ าแนก
ชนิด ระหว่าง lobe แต่ละคู่จะมีแผ่นแข็ง (plate) ที่ปลายแตกเป็นแฉกในรูปแบบต่างๆ เช่น ปลายแตกเป็นสอง
แฉก (bifurcate)  แบบสามแฉก (trifurcate)  แบบหลายแฉก (fimbriate) แบบขอบแตกเป็นแฉกทั้งสองด้าน      ( 
fringed) รวมทั้งรูปร่างและจ านวนของ paraphyses นอกจากนี้ยังต้องศึกษาลักษณะการเรียงตัวและจ านวนของ 
microduct ทั้งแบบสั้น แบบยาว พร้อมการเรียงตัวของ perivulvar pores ที่มีจ านวนกลุ่มแตกต่างกันไปในแต่ละ
ชนิด  หลังจากนั้นจึงน าข้อมูลต่างๆที่ได้รวบรวมจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดของเพลี้ยหอยเกล็ดในวงศ์ย่อยนี้ โดยใน
แนวทางวินิจฉัยจะมีทั้งข้อมูลสัณฐานวิทยาที่ใช้จ าแนกเพลี้ยหอยในวงศ์ย่อยนี้จนถึงระดับชนิด และยังมีข้อมูลการ
แพร่กระจาย พืชอาศัย และแมลงศัตรูธรรมชาติที่พบจากการส ารวจ 

6. การบันทึกรายละเอียดบนแผ่นสไลด์ที่อบแห้งแล้วโดยวางแผ่นสไลด์หันด้านหัวของเพลี้ยหอยเกล็ดเข้า
หาตัว ด้านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ด้านซ้ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร์ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด์และชื่อผู้จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกล่าวเป็นภาษาอังกฤษ  

7. จัดเก็บตัวอย่างเพลี้ยหอยในกล่องใส่สไลด์ถาวรและน าเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง โดยแบ่งเป็น
หมวดหมู่ตามหลักสากล และจัดท าหมายเลขประจ าตัวอย่างเพลี้ยหอยแต่ละสไลด์เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการอ้างอิง
ทางวิทยาศาสตร์ต่อไป 

- เวลาและสถานที่ 
 เวลา  เดือนตุลาคม 2559 ถึง เดือนกันยายน 2562 

สถานที่   1. แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ในเขตภาคกลาง ภาคตะวันออก  
    ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ ภาคตะวันตกและภาคใต้ 

                        2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง  กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา    
    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



18 
 

การทดลองที่ 1.1.2 การศึกษาอนุกรมวิธานตัวอ่อนแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini (Diptera:Tephritidae) 
ร่วมกับการใช้เทคนิค Morphometric ในตัวเต็มวัย 
Taxonomy of fruit fly larvae in Tribe Dacini (Diptera: Tephritidae) and using Morphometric 
Technique in adults 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. วิธีด าเนินการวิจัยเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยแมลงวันผลไม้  
 - เก็บรวบรวมผลไม้ที่มีร่องรอยการท าลายของแมลงวันผลไม้  พร้อมพืชใส่ถุงพลาสติกหรื อ  กล่อง
พลาสติก  เพื่อให้ระบายอากาศได้ดี  บันทึกวันที่  เดือน ปี สถานที่เก็บ  น ากลับมาเลี้ยงยังห้องปฏิบัติการ   จนเป็น
ตัวเต็มวัย น าตัวอย่างแมลงวันผลไม้เก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บตัวอย่างในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส รวมทั้งเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ตัวเต็มวัยในแปลงเพาะปลูก และในสภาพธรรมชาติโดย
ใช้กับดักล่อแมลงวันผลไม้แบบ  wet bucket trap ซึ่งประกอบด้วยสารล่อแมลงวันผลไม้ 2 ประเภท  ได้แก่  CUE 
lure และ Methyl Eugenol   
   - การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่การเกษตร และพ้ืนที่ป่า
ธรรมชาติ แต่เนื่องจากแมลงวันผลไม้แต่ละชนิดในเผ่า Dacini เข้าท าลายพืชอาหารแตกต่างกัน  ดังนั้นจึงต้องเก็บ
รวบรวมตัวอ่อนแมลงวันผลไม้จากพืชให้มีความหลากหลายมากที่สุด  โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ 
ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ในแต่ละปีจะออกเก็บตัวอย่าง ในทุกๆ เดือน หมุนเปลี่ยนไปในภาคต่างๆ ดังนี้ ภาค
กลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก ภาคใต้และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ซึ่งภายในหนึ่งปีจะสามารถ
เก็บตัวอย่างได้ภาคละ 3 - 5 จังหวัด และในแต่ละจังหวัดเก็บสามจุดส ารวจ และใช้กับดักฟีโรโมน 2 ประเภทได้แก่ 
CUE lure และ Methyl Eugenol โดยติดตั้งใน พ้ืนที่เก็บตัวอย่างละ  5 อัน/ต่อจุดส ารวจ  บันทึกพิกัดทาง
ภูมิศาสตร์ (Global Positioning System: GPS) โดยแบ่งเป็น พ้ืนที่ต่างๆ ดังนี้  
 (1) แปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวา ฟักทอง และถั่วฝักยาว  
 (2) แปลงผลไม้ (ข้ึนอยู่กับพื้นท่ีที่เข้าส ารวจในแต่ละจังหวัด) 
 (3) พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เช่น สวนพฤกษศาสตร์ และอุทยานแห่งชาติ 
รายละเอียดจังหวัดที่เป็นตัวแทนพ้ืนที่ปลูกพืชที่ต้องการไปเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้  
ปี 2560 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาคดังนี้  

(1) ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี และนครนายก 
(2) ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ราชบุรี และเพชรบุรี 
(3) ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย น่าน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง และล าพูน 

ปี 2561 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาคดังนี้  
(1)  ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 
(2) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด ขอนแก่น เลย หนองคาย หนองบัวล าภู สุรินทร์ บุรีรัมย์ และ

อุดรธานี  
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          (3)  ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง ตรัง สงขลา พังงา ระนอง และ
สตูล  
 - น าส่วนของพืชมายังห้องปฏิบัติการ และแยกตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ระยะ 3 ออกจากพืชอาศัย มาต้มใน
น้ าร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพ่ือท าให้ตัวหนอนคงสภาพที่สมบูรณ์และสีไม่เปลี่ยนแปลง จากนั้นดอง
ตัวอย่างด้วยแอลกอฮอล์ 95-100% (เพ่ือใช้น าไปศึกษาอนุกรมวิธานของตัวอ่อน) น าตัวอ่อนที่เหลือใส่กล่อง
พลาสติกที่มีตะแกรงรองก้นซึ่งด้านล่างใส่ขี้เลื่อย น ากล่องพลาสติกใส่ในกรงผ้าเพ่ือให้ตัวเต็มวัยเจริญออกมาให้
อาหาร คือ น้ าตาลผสม บรีเวอร์ยีสต์ในอัตรา 1:4 เพ่ือให้สีบนล าตัวพัฒนาได้ดี 
 - เตรียมตัวอย่างตัวเต็มวัยเพื่อใช้ในการจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้   โดยใช้ตัวอย่างตัวเต็มวัยที่อบแห้งหรือ
ฆ่าด้วยเอทิลอะซิเตท หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว  แช่ในช่องน้ าแข็ง 4 - 5  ชั่วโมง  วิธีนี้จะท าให้สีไม่เปลี่ยนแปลง  
เมื่อได้ตัวอย่างแล้วใช้เข็มขนาดเล็ก (micropin) แทงบริเวณด้านข้างของส่วนอกใต้ปีก ให้ไปทางด้านหน้าของล าตัว  
แล้วจึงเสียบ micropin กับโฟมหรือ ค๊อกขนาดเล็กท่ีมีเข็มปักแมลงเสียบอยู่  โดยมีป้ายเล็ก ๆ บันทึก สถานที่ วัน
เดือน ปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก  แยกบันทึกชื่อพืชที่เก็บมา  และชื่อแมลงที่จ าแนกได้อีก 1 ป้าย 
 2. การศึกษาอนุกรมวิธานตัวอ่อนแมลงวันผลไมด้้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (ด าเนินการปี 2560-
2561) 
  - น าตัวอย่างตัวอ่อนแมลงวันผลไม้มาศึกษาลักษณะต่างๆ โดยละเอียด ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ตรวจดู
ลักษณะที่แตกต่างกันซึ่งเป็นลักษณะส าคัญในการจ าแนกชนิด 
  - ท าสไลด์ถาวรลักษณะบางอย่างที่มีความส าคัญในการจัดจ าแนกชนิด เช่น รยางค์ปาก หรือบริเวณด้าน
ท้ายของล าตัว เพื่อใช้ในการท าการตรวจวิเคราะห์ชนิดตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ 
  - บันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น รูปร่าง ลักษณะ ขนาด และสีเป็นต้น ตรวจสอบ ลักษณะส าคัญทาง
อนุกรมวิธานด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ 
 - บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยา โดยการถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมถึงให้รายละเอียดบนแผ่นป้าย 
บันทึกของขวดดองตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ทุกขวด ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน เดือน ปี สถานที่เก็บ
ตัวอย่าง และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
 - จัดท าแนวทางวินิจฉัย (dichotomous key) ชนิดของตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ในเผ่า Dacini ที่รวบรวม 
ได ้พร้อมภาพประกอบ 
 - จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอย่างแมลง   
  3. การศึกษาอนุกรมวิธานแมลงด้วยเทคนิค morphometric (ด าเนินการปี 2561) 
  - ท าสไลด์ปีกถาวรเพ่ือใช้ในการศึกษา morphometric ของปีกโดยใช้แมลงวันผลไม้ จ านวน 20 
ตัวอย่าง/ชนิด 
 -  ตัดส่วนปีกด้านขวาของแมลงวันผลไม้ มาวางบนสไลด์ ที่หยดน้ ายา canada balsam แล้วปิดทับด้วย 
กระจกปิดสไลด์ น าไปอบในตู้อบอุณหภูมิ 40 - 45 องศาเซลเซียส ให้แห้งรวม 2 - 6 สัปดาห์ จึงน าออกมาศึกษา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ที่มีก าลังขยายสูง 
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 -  ถ่ายภาพปีกและก าหนดจุดสังเกต (landmark) ของปีกแมลงวันผลไม ้โดยใช้โปรแกรม TPS Dig2 เป็น
ตัวก าหนดและสร้างไฟล์ในรูปแบบ ของ TPS.file  
 -  ศึกษาความแตกต่างของสัณฐานวิทยา โดยใช้ โปรแกรม Morpho J เป็นตัววิเคราะห์ความแตกต่างของ
รูปร่างของปีกแมลงวันผลไม้ชนิดต่างๆ  
 -  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงขนาดของร่างกายที่มีผลต่อรูปร่างของปีก (allometry) โดยใช้เทคนิคการ
วิเคราะห์ด้วยการท าการทดสอบแบบถดถอย (regression analysis) พร้อมทั้งศึกษาขนาดของเซนทรอยด์ 
(centroids size) และรูปร่างของปีก (wing shape) แมลงวันผลไม้ชนิดต่าง ๆ 
         -  จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์โดยแบ่ง เป็น หมวดหมู่ตามระบบสากล ของการเก็บรักษา
ตัวอย่างแมลง (แมลงวันผลไม้ ทุกชนิดที่รายงาน ไว้ต้องเก็บรักษาตัวอย่างจริงไว้ เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และ
อ้างอิงในภายหลัง) 
เวลาและสถานที่ 
  1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ของภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
และภาคใต้ 
  2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 1.1.3 อนุกรมวิธานเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง (Hemiptera: Cicadellidae) ในประเทศไทย 
Taxonomy of mango leafhoppers (Hemiptera: Cicadellidae) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นในแปลงปลูกมะม่วงที่ส าคัญทั่วทุกภูมภิาคของประเทศไทย 
โดยการเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง โฉบเพ่ือเก็บเพลี้ยจักจั่นจากแปลงปลูกมะม่วง ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า 
ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิลอะซิเตด หลังจากเพลี้ยจักจั่นตายแล้ว เก็บใส่ซองกระดาษสามเหลี่ยมและน าไปเก็บไว้ในกล่อง
เก็บตัวอย่างแมลงเพ่ือป้องกันการกระทบกระเทือนซึ่งอาจท าให้ตัวอย่างเกิดความเสียหาย บันทึกข้อมูลเบื้องต้น 
เช่น พืชอาหาร สถานที่ วัน เดือน ปี วัดค่าพิกัดภูมิศาสตร์ และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง  
 2) การเตรียมตัวอย่างเพ่ือจ าแนกชนิด น าตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นที่ได้จากการส ารวจ มาจัดรูปร่างโดยน าไป
ติดบนกระดาษรูปสามเหลี่ยมขนาดเล็ก จัดรูปร่างให้เห็นด้านหลังและด้านข้าง น าไปอบแห้งในตู้อบตัวอย่างแมลง  
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 - 30 วัน เพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วงบางชนิดที่มีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกัน
มากจ าเป็นต้องใช้ข้อแตกต่างของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) ในการจ าแนกชนิด ซึ่งจะท าตามวิธีการ
ของ Knight (1965)  3) การตรวจจ าแนกชนิด น าตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นที่ผ่านการอบจนแห้งแล้วมาตรวจ
วิเคราะห์จ าแนกชนิดใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วย
การใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของ Distant (1908) และ Dietrich (2005) ลักษณะส าคัญที่ใช้จ าแนกชนิด 
ได้แก่ ลักษณะลวดลายบนส่วนหัว (head) และใบหน้า (face) ตาเดี่ยว (ocelli) แผ่นเหนือริมฝีปากบน (clypeus) 
สันหลังอกปล้องแรก (pronotum) แผ่นแข็งทรงสามเหลี่ยมบริเวณท้ายส่วนอกด้านสันหลัง (scutellum) ลักษณะ
ส่วนปลายของขาคู่หลัง (hind basitarsus) และอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) ได้แก่ aedeagus  
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          4)  ถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และแบบ compound บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้าย
บันทึกเพลี้ยจักจั่นแต่ละตัว พร้อมทั้งใส่หมายเลขประจ าตัว  
 5)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง ที่รวบรวมได้ 
          6)  จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาเก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการ
เก็บรักษาตัวอย่างแมลง เพ่ือตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง  
เวลาและสถานที่ 
เวลา        ตุลาคม 2559  สิ้นสุด  กันยายน 2562 
สถานที่      - แหล่งปลูกมะม่วงทั่วทุกภาคของประเทศไทย 

- ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 

 

การทดลองที่ 1.1.4 อนุกรมวิธานผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo Zincken, 1817 (Lepidoptera: Crambidae, 
Crambinae) ในประเทศไทย 
Taxonomy of borer moths in genus Chilo Zincken, 1817 (Lepidoptera: Crambidae: 
Crambinae) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. ก าหนดพ้ืนที่การส ารวจผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo โดยเน้นพื้นที่เกษตรซึ่งเป็นแหล่งอาหารที่ส าคัญของ
ผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo เชน่ ข้าวโพด อ้อย ข้าว นอกจากนี้ยังส ารวจและเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่เกษตรและพ้ืนที่
อีกด้วยแบ่งขอบเขตการส ารวจตามภูมิภาคของประเทศไทย ดังนี้ 
   - ปีที่ 1 ส ารวจและเก็บตัวอย่าง จากภาคกลาง และภาคเหนือของประเทศไทย 
   - ปีที่ 2 ส ารวจและเก็บตัวอย่าง จากภาคตะวันตก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย   
   - ปีที่ 3 ส ารวจและเก็บตัวอย่าง จากภาคภาคตะวันออกและภาคใต้ของประเทศไทย   
 2. เก็บรวบรวมตัวอย่างผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo แบ่งเป็น 3 วิธี (ภาพท่ี 1) ดังนี้ 
  2.1) การเดินสุ่มเก็บทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง (insect net) โฉบเพ่ือเก็บตัวผีเสื้อจากแปลง
ปลูกพืชในช่วงเวลากลางวัน ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar) ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด (ethyl acetate) 
หลังจากผีเสื้อตายแล้ว ใช้เข็มไร้สนิม (stainless steel) เบอร์ 000, 00, 0, 1 หรือ 3 ปักกลางอกด้านบนเพ่ือรักษา
ตัวอย่างไม่ให้เสียหาย เก็บลงกล่องใส่ตัวอย่างแมลง น ากล่องใส่ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความเย็นอีกชั้นเพ่ือ
ป้องกันไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสีย  
  2.2) การใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ติดตั้งในแปลงเกษตรหรือพ้ืนที่ป่า เพ่ือดึงดูดผีเสื้อช่วงเวลา
กลางคืน คัดเลือกผีเสื้อที่ต้องการศึกษา ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่าซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด และเก็บตัวอย่าง
เช่นเดียวกับข้อ 2.1 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



22 
 

  2.3) การส ารวจและเก็บตัวอย่างระยะหนอน โดยการเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงเก็บนอนทุกระยะใส่
กล่องพลาสติกพร้อมพืชอาหาร น ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาชีวประวัติ เปลี่ยนอาหารและท าความ
สะอาดกล่องเลี้ยงหนอนทุกวัน บันทึกระยะเวลาการเจริญเติบโตโดยดูจากการลอกคราบของหนอนแต่ละระยะ 
บันทึกขนาด สี รูปร่าง หรือรายละเอียดอ่ืนๆที่สังเกตได้ เลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัยรอจนปีกและสีของตัวเต็มวัยพัฒนา
เต็มที่จึง ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า น าตัวอย่างที่ได้ไปจัดรูปร่างเพ่ือรอการจ าแนกชนิด  
  2.4) การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ค่าพิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บ พืชอาหาร และ
ข้อมูลอ่ืนๆ ในระบบนิเวศน์ที่สามารถบันทึกได้ 
 3. น าตัวอย่างผีเสื้อจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง (setting board) จัดปีกให้กางออกโดยให้ขอบล่างของปีกคู่
หน้าตั้งฉากกับล าตัว ขอบบนของปีกคู่หลังอยู่ใต้ขอบล่างของปีกคู่หน้า น าไปอบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 15-30 วัน  
  4. การศึกษาครั้งนีน้อกจากตัวอย่างผีเสื้อที่ได้จากการส ารวจแล้ว ยังใช้ตัวอย่างผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo 
ที่มีอยู่เดิมในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร และตัวอย่างที่ได้รับจากนักวิชาการ หรือจากผู้มาขอรับบริการตรวจ
จ าแนกวิเคราะห์ชนิดด้วย  
 5. การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo แล้วบันทึก
รายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง ลักษณะ และสี ฯลฯ โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธาน
เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชนิด ด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิด ผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo 
ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลงที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร ส าหรับผีเสื้อหนอนกอ
บางชนิดซึ่งมีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกันมากจ าเป็นต้องใช้อวัยวะสืบพันธุ์ประกอบในการจ าแนก ซึ่งมีขั้นตอน
การท าสไลด์อวัยวะสืบพันธุ์ดังนี้ 
  - ตัดส่วนท้องของผีเสื้อ แช่ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 % ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง หรือ
ต้มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 % ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 – 20 นาที  
- ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล้างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ที่ยังหลงเหลืออยู่ออก
ให้หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย้อมสีด้วยเกจส์สเตน (Gage’s slain) ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิตฟุซซิน 0.5 กรัม กรด
เกลือ 10% 25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แช่ทิ้งไว้ นาน 2-3 นาทีหรือนานถึง 12 ชั่วโมง ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับ
โครงสร้างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ์ของตัวอย่างผีเสื้อที่จะติดสีได้ง่ายหรือยาก 
  - ย้ายตัวอย่างลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผ่าเอาอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้อง ถ้าเป็นเพศผู้ใช้ปากคีบ
ปลายแหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้องปล้องสุดท้ายได้เลย แต่ถ้าเป็นเพศเมียใช้มีดผ่าตัดผ่าผนังล าตัวด้านข้าง
ออกเพ่ือป้องกันการเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ์ ใช้ปากคีบปลายแหลมค่อยๆแยกผนังล าตัวออกจากอวัยวะสืบพันธุ์ 
จากนั้นใช้พู่กันเบอร์ 00 หรือเบอร์ 0 และท าความสะอาดไขมันส่วนเกินออกให้หมด 
  - ย้ายตัวอย่างลงแอลกอฮอล์ 30% จัดรูปร่างอวัยวะสืบพันธุ์ ให้ได้ตามลักษณะที่ต้องการ ถ้าเป็น
ตัวอย่างที่โครงสร้างอ่อนนิ่มหรือบอบบาง ให้ก าจัดน้ าออกให้หมดก่อนโดยการ ย้ายตัวอย่างแช่ในแอลกอฮอล์ 
60% ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 80% เป็นเวลา 
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20 นาท ีแล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 10 นาที น าตัวอย่างแช่ในโคลฟออย (clove oil) 20-30 นาที 
เพ่ือให้ตัวอย่างใส                       
  - ย้ายอวัยวะสืบพันธุ์ วางบนสไลด์ที่หยดน้ ายาคานาดา บาซัม (canada balsam) แล้วปิดทับ
ด้วยกระจกปิดสไลด์ น าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 50 °C นาน 4 - 6 สัปดาห์ จึงน าออกมาศึกษา  
 6. บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร้อมทั้งถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound  วาดรูปโดยใช้
เครื่องมอื camera lucida บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของผีเสื้อแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่
จ าแนกได ้ปีที่จ าแนกชนิด ชื่อผู้จ าแนกชนิด และรหัสก ากับตัวแมลง พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บ 
พืชอาหารและวิธีการเก็บตัวอย่าง 
 7. จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo ที่รวบรวมได้พร้อม
ภาพประกอบ 
 8. จัดเก็บตัวอย่างผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo ทุกชนิดที่จ าแนกเรียบร้อยแล้วไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็น
หมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่างแมลง เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 
เวลาและสถานที่  ระยะเวลา : เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2562 
   สถานที่ : แหล่งปลูกพืชทั้งพ้ืนที่เกษตรและพ้ืนที่ป่า โดยเน้นพื้นที่เกษตรซึ่งเป็นแหล่ง
อาหาร   ที่ส าคัญของผีเสื้อกลางคืนในวงศ์ย่อยนี้ ได้แก่ ข้าวโพด อ้อย ข้าว ทั่วทุกภาคของประเทศไทย และ 
ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตวิวทยาส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.5 ส ารวจความหลากชนิดหอยทากบกศัตรูพืชในระบบนิเวศเกษตรและสิ่งแวดล้อม 
Species Diversity of Terrestrial Pest Snails in Agricultural Ecosystem and Environment in 
Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 วิธีด าเนินการวิจัย แบ่งเป็น 2 ขั้นตอน ดังนี้ 
 ขั้นตอน 1. ส ารวจและเก็บตัวอย่าง ปฏิบัติดังนี้  
 ปี 2560 ด าเนินการในพ้ืนที่ภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ ดังนี้ 
 ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ เพชรบูรณ์ แม่ฮ่องสอน พะเยา และล าปาง 
 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดหนองบัวล าภู หนองคาย เลย ชัยภูมิ ขอนแก่น  
 ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี 
 ปี 2561 ด าเนินการในพ้ืนที่ภาคกลางและตะวันตก  
 ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี ชัยนาถ อุทัยธานี ปทุมธานี และนครนายก 
 ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี และราชบุรี 
  ปี 2562 ด าเนินการในพ้ืนที่ภาคตะวันออกและภาคใต้ 
 ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดจันทบุรี ชลบุรี  ตราด ระยอง และสระแก้ว 
 ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ตรัง นครศรีธรรมราช ระนอง สงขลา และสุราษฎร์ธานี 
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  1. ศึกษาแผนที่ธรณีวิทยามาตราส่วน 1:250,000 ของกรมทรัพยากรธรณี เพ่ือเลือกพ้ืนที่ศึกษาขนาด 500 
ตารางเมตร ส าหรับเป็นตัวแทนของแต่ละพ้ืนที่ โดยส ารวจตามพ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เขาหินปูน ที่มีพ้ืนที่ติดต่อกับ
ระบบนิเวศเกษตรที่มีการปลูกพืชเศรษฐกิจตามภาคต่างๆของประเทศไทย ทั้งนี้ต้องเป็นบริเวณที่สามารถเข้าถึง
พ้ืนที่ได ้
 2. วางแปลงส ารวจขนาด 5 x 5 เมตร จ านวน 5 แปลง โดยเลือกบริเวณพื้นที่แปลง 
ส ารวจให้กระจายครอบคลุมทั่วทั้งพ้ืนที่ศึกษา 500 ตารางเมตร (ดัดแปลงจากวิธี A square kilometer, Srihata 
et.al (2010) และ Oke and Alohan (2006)  
 3. เก็บตัวอย่างหอยทากบกอย่างละเอียดในแต่ละแปลงส ารวจ โดยเก็บตัวอย่างจากบน 
พ้ืนดิน บนต้นไม้ และบริเวณที่หอยมักซ่อนตัวอยู่ เช่น ขอนไม้ผุ กองใบไม้ทับถม โดยใช้ผู้เก็บตัวอย่าง 2 คน นับ
จ านวนของหอยแต่ละชนิดที่พบในแต่ละแปลงส ารวจ เก็บตัวอย่างเปลือกและหอยที่มีชีวิตทุกตัวเป็นเวลา 30 นาที 
ต่อ 1 แปลง 
 4. บันทึกพิกัดด้วย GPS เพ่ือจัดท าแผนที่การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยทากบก โดยใช้โปรแกรม 
ArcView หรือ ArcGis จากนั้นน าตัวอย่างมาพักในตู้กระจกขนาด 25x40x26 เซนติเมตร และอ่างซีเมนต์ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1 เมตร เพ่ือรอจ าแนกชนิดจากลักษณะสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยในห้องปฏิบัติการของกลุ่ม
งานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร โดยฉีดพ่นน้ า วันละ 1 ครั้งและให้ผักชนิดต่างๆเป็นอาหาร สัปดาห์ละ 2 ครั้ง  
 ขั้นตอน 2. ตรวจสอบชนิดและวิเคราะห์ความหลากชนิด  
 การจ าแนกชนิด (identification) น าตัวอย่างที่ได้มา โดยสังเกตรูปร่าง สี ลวดลาย บนเปลือก ลักษณะ
การเวียนซ้าย (sinistral) เวียนขวา (dextral) ของเปลือก และศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือก โดยการถ่ายภาพ 
วาดภาพ และวัดค่า shell length, shell width, last whorl height, aperture length และ aperture width 
ด้วยเวอร์เนีย  
 การจัดหมวดหมู่ (classification) เรียงล าดับตามการจัดหมวดหมู่ทางอนุกรมวิธาน โดยยึดตามเอกสาร
ขอ ง  Hemmen and Hemmen (2002) , Panha (1996), Patterson (1971) และ  Vaught (1989)  และ
ตรวจสอบกับตัวอย่างต้นแบบจากพิพิธภัณฑ์ธรรมชาติวิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย รวมทั้ งเปรียบเทียบข้อมูล
กับฐานข้อมูลของหอยศัตรูพืชในต่างประเทศ ท าแผนที่การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยทากบกที่พบใน
ประเทศไทย ตัวอย่างเปลือกหอยจะถูกลงทะเบียนและเก็บรักษาไว้เป็นตัวอย่างอ้างอิง ( reference collection) 
ของกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  
 การวิเคราะห์ดัชนีความหลากชนิด (species diversity index) ของหอยทากบกในแต่ละแปลงส ารวจ 
 โดยใช้ Shannon-Wiener function  
        s 

                                     H = Σ (pi)(lnpi) 
           i=1 
       เมื่อ     H  คือ ค่าดัชนีความหลากชนิด (species diversity index) 
      s คือ จ านวนชนิด (number of species) 
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    pi คือ สัดส่วนจ านวนตัวอย่างทั้งหมดของชนิด i ต่อจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 
           ของทุกชนิดที่พบ         
                                  (proportion of the total sample belonging to i species) 
การวิเคราะห์ดัชนีความเด่น (dominance species index) 

   C = Σ (pi)2 
     เมื่อ  C คือ ดัชนีความเด่น (index of dominance) 
  pi คือ สัดส่วนจ านวนตัวอย่างทั้งหมดของชนิด i ต่อจ านวนตัวอย่างทั้งหมดของทุกชนิดที่พบ  
                 (proportion of the total sample belonging to I species) 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาเริ่มต้น ตุลาคม 2559  สิ้นสุด กันยายน 2562   รวม   3   ป ี
สถานที่ : พื้นที่ป่าธรรมชาติ  เขาหินปูน และพ้ืนที่เกษตรกรรม ภาคต่างๆของประเทศไทย 
                 : ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  สอพ. 
 
การทดลองที่ 1.1.6  ศึกษาโครโมโซมและการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยศัตรูพืชวงศ์ 
Succineidae ในประเทศไทย     
Chromosomal studies and the Geographical Distribution of Pest Snails Family Succineidae 
in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 วิธีด าเนินการวิจัย แบ่งเป็น 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
 1. ส ารวจ/ เก็บตัวอย่าง และจัดท าแผนที่การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ 
  โดยส ารวจทุกๆ 2  เดือน ตามพ้ืนที่ป่า เขาหินปูน และพ้ืนที่ปลูกพืชเศรษฐกิจตามภาคต่างๆของประเทศ
ไทย ดังนี้ 
 ภาคเหนือ : พ้ืนที่จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน น่าน และล าปาง 
 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ : พ้ืนที่จังหวัดหนองคาย เลย ชัยภูมิ ขอนแก่น ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี  
 ภาคกลาง : พ้ืนที่จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี ชัยนาถ ปทุมธานี และนครนายก 
 ภาคตะวันตก : พ้ืนที่จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี และราชบุรี 
 ภาคตะวันออก : พ้ืนที่จังหวัดจันทบุรี ชลบุรี  ตราด ระยอง และสระแก้ว 
 ภาคใต้ : พ้ืนที่จังหวัดชุมพร ตรัง นครศรีธรรมราช ระนอง สงขลา และสุราษฎร์ธานี 
 เก็บตัวอย่างพ้ืนที่ละ 30 ตัว และบันทึกพิกัดด้วย GPS เพ่ือจัดท าแผนที่การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของ
หอยทากวงศ์ Succineidae ด้วยโปรแกรม  ArcView หรือ ArcGis จากนั้นน าตัวอย่างมาพักในตู้กระจกขนาด  
25x40x26  เซนติเมตร และอ่างซีเมนต์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เมตร เพ่ือรอจ าแนกชนิดจากลักษณะสัณฐาน
วิทยาของเปลือกหอยในห้องปฏิบัติการของกลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร โดยฉีดพ่นน้ า วันละ 1 ครั้งและให้
ผักชนิดต่างๆเป็นอาหาร สัปดาห์ละ 2 ครั้ง  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



26 
 

 2. ตรวจสอบและวิเคราะห์ชนิด  
 น าตัวอย่างที่ได้มาศึกษาสัณฐานวิทยาของเปลือก โดยการถ่ายภาพ วาดภาพและวัดค่า shell length, 
shell width, last whorl height, aperture length และ aperture width ด้วยเวอร์เนีย น าไปวิเคราะห์ชื่อตาม
ระบบอนุกรมวิธาน เปรียบเทียบกับเอกสารหอยทากทั้งในและต่างประเทศ ยึดตามเอกสารของ Abbott (1989), 
Hemmen and Hemmen (2002) , Laws (1973), Panha (1996), Patterson (1971) และ Vaught (1989)   
จากนั้นน าข้อมูลลักษณะสัณฐานวิทยาของเปลือกหอยทากที่วิเคราะห์แล้ว มาเปรียบเทียบเพ่ือคัดเลือกเฉพาะ
ตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันไปศึกษาจ านวนโครโมโซมและการจัดเรียงคาริโอไทป์ต่อไป 
 3. ขั้นตอนการศึกษาคาริโอไทป์ โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อ ovotestis ดังนี้ 
 3.1 Pre-treatment โดยการฉีด 0.01 - 0.02 % colchicines จ านวน 1 - 2 มิลลิลิตร เข้าไปในล าตัว
หอยทาก เป็นเวลา 3 - 4 ชั่วโมง เพ่ือยับยั้งการท างานของ spindle fiber ในโครโมโซม 
 3.2 Hypotonic treatment โดยการน าเนื้อเยื่อ ovotestis ของหอยทากมาแช่ใน hypotonic solution 
(สารละลาย KCl) ประมาณ 30 - 45 นาท ีเพ่ือให้เซลล์บวม (swelling) 
 3.3 Fixation โดยการน าเซลล์ไปปั่นด้วยเครื่อง centrifuge 1,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีแล้วใช้
หลอดดูดส่วนที่เป็น supernatant ออกให้หมด แล้วเติมสาร fixative (Carnoy solution) 3 - 4 ครั้ง 
 3.4 Air dried slide ดูดตัวอย่าเซลล์ที่ผ่านขั้นตอน fixation ลงบนสไลด์ จากนั้นทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
 3.5 Staining ย้อมสไลด์ที่แห้งแล้วด้วย 20% Giemsa ที่มีส่วนผสมของ stock Giemsa’s Solution เป็น
เวลา 30 นาท ีจึงล้างออกด้วยน้ ากลั่นและทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง รอน าไปศึกษาต่อไป 
 3.6 Analyzation น าสไลด์ไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ก าลังขยาย 100 X  ยี่ห้อ 
Olympus Model Bx 40F เลนส์แบบ pancromatic วิเคราะห์โครโมโซมโดยเลือกจากระยะเมทาเฟส 
(metaphase) ซึ่งมีการกระจายดี ไม่ซ้อนทับกัน นับจ านวนโครโมโซม จับคู่โครโมโซมคู่เหมือน (homologous 
chromosome) มาจัดเรียงคาริโอไทป์ตามความยาวของโครโมโซมแต่ละคู่ ถ่ายภาพเซลล์ที่เลือกไว้ จากนั้นใช้
ภาพถ่ายมาวิเคราะห์และค านวณหาค่า relative length (RL) และค่า centromeric index (CI) เพ่ือจัดชนิด
โครโมโซม ต่อไป 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาเริ่มต้น ตุลาคม 2559  สิ้นสุด กันยายน 2561   รวม   2   ป ี
สถานที่ : พื้นที่ป่าธรรมชาติ  เขาหินปูน และพ้ืนที่เกษตรกรรม ภาคต่างๆของประเทศไทย 
                 : ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  สอพ. 
 
การทดลองที่ 1.1.7 ส ารวจความหลากชนิดหอยน้ าจืดศัตรูพืชในพรรณไม้น้ า 
Survey of aquatic pest snail in aquarium plants 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) เก็บตัวอย่างหอยน้ าจืด 
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 สุ่มเก็บตัวอย่างหอยน้ าจืดจากแหล่งน้ าจืดธรรมชาติ เช่น คลอง บึง แม่น้ า น้ าตก คลองชลประทาน อ่าง
เก็บน้ า และเขื่อน เป็นต้น รวมถึงพ้ืนที่เกษตรกรรม เช่น แปลงปลูกไม้น้ า นาบัว ในพ้ืนที่ศึกษาต่อไปนี้ ภาคกลาง 
ได้แก่ จังหวัดลพบุรี และสุพรรณบุรี ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี และตาก ภาคตะวันออก ได้แก ่จังหวัด
จันทบุรี และฉะเชิงเทรา ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา และอุบลราชธานี ภาคเหนือ ได้แก่ 
จังหวัดนครสวรรค์ และเชียงใหม่ ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดและสุราษฎร์ธานี กระบี่ บันทึกลักษณะของระบบนิเวศและ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ที่พบ วัดอุณหภูมิ ค่าการน าไฟฟ้า ความเป็นกรดด่างของน้ า และบันทึกข้อสังเกตอ่ืนๆ เช่น การกิน
พืชน้ าของหอย เป็นต้น บันทึกพิกัดของจุดที่เก็บตัวอย่างด้วยโปรแกรม Google earth 
 2) การเลี้ยงหอยในห้องปฏิบัติการ 
 น าหอยน้ าจืดกลับมาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ โดยน าหอยไปเลี้ยงในตู้กระจกขนาด 25x40x26 เซนติเมตร 
รองพ้ืนตู้ด้วยทราย ใส่น้ าลงไป 3 ลิตร และให้ออกซิเจน น าไปเลี้ยงในบริเวณท่ีมีแสงส่องถึง ให้อาหารปลาชนิดเม็ด
หรือผักสดทุก 3 วัน ท าการเปลี่ยนถ่ายน้ าพร้อมกับให้แคลเซียมผงสัปดาห์ละ 2 ครั้งเพ่ือท าให้หอยมีสุขภาพ
แข็งแรง  
 3) การจ าแนกชนิดและวิเคราะห์ข้อมูล 
 น าหอยไปจ าแนกเพ่ือระบุชนิดโดยใช้ลักษณะเปลือก เริ่มจากท าการสังเกตรูปร่าง สี ลวดลาย บนเปลือก 
ฝาปิด (ถ้ามี) และล าตัวของหอย ตรวจดูรายละเอียดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ วัดความกว้างความสูงของเปลือก 
(shell height – SH และ shell width - SH) ความกว้างและความสูงของปากเปิด (aperture height – AH และ 
aperture width – AW) จ านวนวงรอบเปลือก (whorls) ความยาวของตีนด้วยเวอร์เนียร์ ลักษณะการเวียนซ้าย 
(sinistral) เวียนขวา (dextral) ของเปลือก ชั่งน้ าหนักหอย บันทึกลักษณะและค่าที่วัดได้ โดยใช้คู่มือของ Brandt 
(1974) Nabhitabhata (2009) Burch (1989) และ Anderson (2008)  
 บันทึกข้อมูลของหอยน้ าจืดที่พบในการศึกษานี้  น ามาเปรียบเทียบกับ checklist of mullusca in 
Thailand หอยชนิดใดที่พบว่าเป็นหอยต่างถิ่นให้เปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูลและงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับหอย
น้ าจืดที่เป็น invasive species เช่น Institute for the Study of Invasive Species (USA), National Invasive 
Species Information Center (NISIC, USA) และ  Global invasive species database เ ป็ น ต้ น  ร ว มทั้ ง
เปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูลของหอยศัตรูพืชในต่างประเทศ ท าแผนที่การแพร่กระจายของหอยน้ าจืดใน
ประเทศไทย และสรุปผล 
การบันทึกข้อมูล 
 ลักษณะของระบบนิเวศและสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ที่พบ วัดอุณหภูมิ ค่าการน าไฟฟ้า ความเป็นกรดด่างของน้ า 
และสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ สถานที ่พิกัด ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง บันทึกข้อสังเกตอ่ืนๆ เช่น การกินพืชน้ าของหอย เป็นต้น บันทึก
พิกัดของจุดที่เก็บตัวอย่าง ความกว้างความสูงของเปลือก (shell height – SH และ shell width - SH) ความ
กว้างและความสูงของปากเปิด (aperture height – AH และ aperture width – AW) จ านวนวงรอบเปลือก 
(whorls) ความยาวของตีนด้วยเวอร์เนียร์ ลักษณะการเวียนซ้าย (sinistral) เวียนขวา (dextral) ของเปลือก 
- เวลาและสถานที่      
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 เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 โดยเก็บตัวอย่างหอยน้ าจืดระบบนิเวศน้ าจืดตามธรรมชาติ
และพ้ืนทีเ่กษตรกรรม และน ากลับมาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ ณ กลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและ
สัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 1.1.8 ความหลากชนิดและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหนูหริ่งสกุล Mus (Rodentia: 
Muridae) ที่พบในประเทศไทย 
Diversity and genetic relationships of mice group in the genus Mus (Rodentia: Muridae: 
Murinae) in Thailand. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การเก็บตัวอย่าง (sampling) 
 ดักจับหนูหริ่งในธรรมชาติ ด้วยการใช้กรงดักชนิดจับเป็น จากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย เพื่อเป็น
ตัวแทนของหนูหริ่งศัตรูพืชที่พบในประเทศไทย 
 2. การวัดลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristics) 
 น าตัวอย่างหนูหริ่งที่ดักได้จากธรรมชาติ มาวัดลักษณะทางสัณฐานวิทยา ดังนี้ 
 2.1 การวัดขนาด รูปร่างภายนอก (external characters) 
 ท าการบันทึกลักษณะของขน สีขน ชั่งน้ าหนัก หน่วยเป็นกรัม (grams) และวัดลักษณะภายนอกของ
ตัวอย่างหนูหริ่งที่ดักได้ หน่วยเป็นมิลลิเมตร (millimeter) ตามวิธีการของ Aplin et al. (2003) ดังนี้  
  2.1.1 ความยาวของหัวและล าตัว (head and body length; HB) โดยวัดจากปลายจมูกถึงรู
ทวาร  
  2.1.2 ความยาวของหาง (tail length; T) โดยวัดจากรูทวารถึงปลายหาง  
  2.1.3 ความยาวของตีนหลัง (hind foot length; HF) โดยวัดจากปลายนิ้วที่ยาวที่สุดจนถึงส้น
ของตีนหลัง                              
  2.1.4 ความยาวของหู (ear length; E) โดยท าการวัด จากโคนหูจนถึงปลายของใบหู 
 2.2 การวัดลักษณะกะโหลก (cranial measurements) 
 ตัดส่วนหัวของหนูหริ่ง ลอกส่วนหนังและเนื้อออก หลังจากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดจนได้ชิ้นกะโหลกที่ไม่มี
ส่วนของเนื้อติดอยู่ หลังจากนั้นท าการวัดลักษณะของกะโหลก 21 ลักษณะ โดยใช้เวอร์เนีย คาลิปเปอร์ (vernier 
caliper) ตามวิธีการของ Musser, (1979) และ Harrison & Bates, (1991) โดยมีหน่วยวัดเป็นมิลลิเมตร ดังนี้ 
Greatest skull length (GSL), Occipital nasal length (ONL), Condylobasal length (CBL), Zygomatic 
breadth (ZB), Interorbital breadth (IB), Length of rostrum (LB), Breadth of rostrum (BR), Breadth of 
braincase (BB), Height of braincase (HBC), Breadth of zygomatic plate (BZB), Length of nasals (LN), 
Length of diastema (LD), Length of incisive foramina (LIF), Palatal length (PL), Post palatal length 
(PPL), Breadth of bony palate at first molars (BBPM1), Breadth of bony palate at third molars 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



29 
 

(BBPM3), Length of bullae (LB), Length of maxillary toothrow (ALM1-M3), Length of mandible (LM) 
และ Length of mandible toothrow (ALM1-M3) 
 3. การวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุล (molecular characteristics) 
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างชิ้นเนื้อหรืออวัยวะต่างๆ เช่น หัวใจ ปอด ไต และตับ เป็นต้น โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ 
QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Germany) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต ละลายดีเอ็นเอด้วย TE buffer 
30 ไมโครลิตร (ul) หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้มาท าปฏิกริยาพีซีอาร์ 
 3.2 การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) 
 ใช้ไพรเมอร์ (primers) จ านวน 1 คู่ บริเวณยีนไซโตโครมบี ในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ(cytochrome b 
gene) คือ Mus cytb F seq; 5’- CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GG-3’ และ Mus cytb R; 5’- GGT 
TGG CCT CCG ATT CAG GTT A-3’ เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ปริมาตรรวม 20 ul ประกอบด้วยดีเอ็นเอหนู
หริ่ง 2 ul  ผสมกับ 10x PCR buffer, 10mM dNTPs, เอนไซม์ hot start taq DNA polymerase 1 ยูนิต และ
ไพรเมอร์ ชนิดละ 10 mM แล้วเติมน้ ากลั่น จนครบปริมาตร 20 ul ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) ภายใต้อุณหภูมิ pre denature 98 oC เป็นเวลา 2 นาท ีจากนั้นเข้าสู่รอบของ
การเพ่ิมชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ  denature 98 oC เป็นเวลา 30 วินาที, annealing 60 oC เป็นเวลา 30 วินาที และ 
extension 72 oC เป็นเวลา 45 วินาที จ านวน 40 รอบ จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน final extension 72 oC เป็นเวลา 5 
นาที ตรวจสอบผลการเ พ่ิมปริมาณดีเ อ็นเอ ด้วย 1.5 % อะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟริซีส (agarose gel 
electrophoresis) 
 3.3 การหาล าดับเบส (DNA sequencing) 
 ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ 1.5% อะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟริซีส และตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการ ที่มี
ขนาดของแถบดีเอ็นเอขนาดตรงกับที่ค านวณไว้ หลังจากนั้นท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ gel elution kit (GeneMark, 
Taiwan) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต และส่งดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์ไปวิเคราะห์หาล าดับเบสที่ First BASE 
laboratories ประเทศมาเลเซีย  
 3.4 การวิเคราะห์ผล (data analysis) 
 ตรวจสอบความถูกต้อง และตัดล าดับเบสที่ไม่ชัดเจนหรือมีสัณญาณรบกวนออก จากนั้นน าไปเปรียบเทียบ
กับล าดับเบสในฐานข้อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) ใช้โปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
จัดเรียง วิเคราะห์ และตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบสโดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0 (Hall, 1999) 
รวบรวมแต่ละ contig เป็นสายเดียว 
  3.4.1 การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
  วิเคราะห์ความหลากหลายและสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ด้วยการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม 3 วิธี ได้แก่ neighbor-joining (NJ), maximum parsimony (MP) และ maximum likelihood (ML) 
โดยใช้หนูสกุลท้องขาว (Rattus) เป็นสัตว์นอกกลุ่ม (outgroup) การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดย
วิธี neighbor-joining (NJ; Saitou and Nei, 1987) นั้นถูกสร้างจากการวิเคราะห์ข้อมูลค านวณระยะห่างทาง
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พันธุกรรมระหว่างล าดับเบสของหนูแต่ละคู่ ด้วยแบบจ าลอง kimura 2-parameter distance models (Kimura, 
1980) วิ ธี  Maximum parsimony (MP; Fitch, 1971) ท าbrance swapping โ ด ย ใ ช้  subtree-pruning-
regrafting (SPR) method (Hein et al, 1996) ในขณะที่วิธี Maximum likelihood (ML; Felsenstein, 1981) 
หา  best fit model และวิ เ ค ราะห์ ด้ ว ยสมการแบบ  TN93+G+I (Tamura - Nei model; GTR, Gamma 
distributed และ Invariant site (G+I))   ซึ่งทั้ง 3 แผนภูมิดังกล่าวนั้น วิเคราะห์ โดยใช้โปรแกรม MEGA 7 
software (Kumar et al., 2016) ท าการวิเคราะห์หาค่าทางสถิติ (bootstrap) จ านวน 1,000 รอบ โดยค่าทาง
สถิติที่ได้จะถูกน ามาแสดงเพื่อเพ่ิมระดับความเชื่อมั่นของแผนภูมิ  
  3.4.2 การเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับเบส  
  น าล าดับเบสที่ได้มาหลังจากท าการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว เปรียบเทียบความแตกต่างของ
ล าดับเบส  โดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0  
  3.4.3 การวิเคราะห์ร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบสและระยะห่างทางพันธุกรรม 
  วิเคราะห์ค่าร้อยละความเหมือนกันของล าดับเบส (nucleotide identity) โดยใช้โปรแกรม 
BioEdit version 7.0 และวิเคราะห์หาค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) โดยการวิเคราะห์แบบ 
pairwise distance โดยที่ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม คือ ค่าที่ค านวณความแตกต่างกันระหว่างล าดับเบสของ
สิ่งมีชีวิตตัวอย่างที่น ามาศึกษา โดยใช้ข้อมูลการแทนที่เบสที่ได้จากการเปรียบเทียบล าดับเบสของตัวอย่างสิ่งมีชีวิต
ที่น ามาศึกษา โดยกระท าภายใต้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสม ซึ่งแบบจ าลองที่น ามาใช้นั้น เพ่ือป้องกัน
การประเมินจ านวนการแทนที่เบสน้อยกว่าความเป็นจริง (Nei and Kumur, 2000) โดยใช้โปรแกรม MEGA 7 
software 
  3.4.4 การวิเคราะห์ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) 
   โดยการวิเคราะห์ค่าความหลากหลายของล าดับเบส (nucleotide diversity, Pi) (Tajima, 
1983) และค่าความหลากหลายของ haplotypes (haplotypes diversity, Hd) (Nei, 1987) ด้วยโปรแกรม 
DnaSP v.5 (Librado and Rozas, 2009) 
   Nucleotide diversity (Pi) คือ ค่าเฉลี่ยความแตกต่างของล าดับเบส เป็นค่าท่ีสามารถบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรได้ ค านวณได้จากสูตร  

  
เมื่อ n = จ านวนตัวอย่าง   k = จ านวน haplotype 
 pi = ความถี่ haplotype I  pj = ความถี่ haplotype j 
 dij = ค่าท่ีค านวณได้จากความแตกต่างระหว่าง haplotype i และ haplotype j 
  Haplotype diversity (Hd) คือ ความน่าจะเป็นที่ตัวอย่างของ haplotype ใดๆ มีความ
แตกต่างกันในกลุ่มประชากร ค านวณได้จากสูตร  
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เมื่อ n = จ านวนตัวอย่าง 
 k = จ านวน haplotype 
 pi = ความถี่ของแต่ละ haplotype  
  3.4.5 การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน  
  น าล าดับเบสบริเวณไซโตโครม บี ที่ได้มาหลังจากท าการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว  แปลรหัส
เป็นกรดอะมิโน โดยใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0  
  3.4.6 การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial cyt b haplotypes  
  วิเคราะห์สายสัมพันธ์ของ mitochondrial haplotypes โดยการสร้างเครือข่ายพันธุกรรม 
(haplotypes network) จากการประเมินความแตกต่างของล าดับเบส ในแต่ละ haplotype และจากการประเมิน
ความสัมพันธ์ของแต่ละตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม Network 4.6.1.3 program (Bandelt et al., 1999) 
  3.4.7 การวิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากร และการทดสอบสมดุลประชากร  
  วิเคราะห์ประวัติศาสตร์ประชากร (population history) และการทดสอบสมดุลประชากร 
(neutrality test) โดยใช้ การทดสอบ 4 วิธี ได้แก่ Tajima D (Tajima, 1989), Fu’s Fs (Fu, 1997), Fu and Li’s 
D (Fu and Li 1993) และ Fu and Li’s F (Fu and Li 1993) ทดสอบค่าทางสถิติด้วย permutation 1,000 ซ้ า 
ค านวณและหาค่าความมีนัยส าคัญทางสถิติโดยใช้โปรแกรม DnaSP v.5 
เวลา และสถานที่ 
 ทดลองและเก็บรวบรวมข้อมูลระหว่างเดือนตุลาคม 2559 - กันยายน 2562 ภายในกลุ่มงานสัตววิทยา
การเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร และ
พ้ืนที่ท าการเกษตร 11 แหล่ง (10 จังหวัด) 4 ภูมิภาคของประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ 3 จังหวัด (น่าน, เชียงใหม่ 
และเชียงราย) ภาคกลาง 3 จงัหวัด (นครสวรรค์, เพชรบูรณ์ และนครนายก) ภาคตะวันตก 2 จังหวัด (เพชรบุรี 
และกาญจนบุรี) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2 จังหวัด (บุรีรัมย์ และนครราชสีมา) 
 
การทดลองที่ 1.1.9 อนุกรมวิธานของแตนเบียนสกุล Encarsia (Hymenoptera: Aphelinidae) ศัตรู
ธรรมชาติของแมลงหว่ีขาว (Hemiptera: Aleyrodidae)ในประเทศไทย 
Taxonomic study of the genus Encarsia (Hymenoptera: Aphelinidae), parasitoids wasps 
attacking whiteflies in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บและรักษาตัวอย่างแตนเบียนสกุล Encarsia  (Acquisition of research material) 
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 ด าเนินการเก็บตัวอย่างแตนเบียนแมลงหวี่ขาว 2 วิธี ได้แก่ 1) การเก็บตัวอย่างจากสภาพแวดล้อมโดยตรง 
ทั้งจากแปลงเกษตรกรและพ้ืนที่ใกล้เคียงและ 2) จากการเลี้ยงขยายแมลงหวี่ขาวที่เก็บจากแปลง 
 1) การเก็บตัวอย่างจากสภาพแวดล้อมโดยตรง ใช้วิธีการวางกับดักเพ่ือเก็บตัวอย่างแตนเบียน
ประกอบด้วย กับดักถ้วยสีเหลือง Yellow Pan Traps (YPT) กับดักผ้ามุ้งได้แก่ Malaise trap และ Slam trap 
การใช้ YPT จะท าการเก็บแมลงทุกวันโดยทิ้งระยะเวลา 24 ชั่วโมงโดยวางกับดักเวลา 08:00 นาฬิกา และท าการ
เก็บแมลงในช่วงเช้าวันถัดไประหว่างเวลา 09:00 – 10:00 นาฬิกา และวางกับดัก Malaise trap และ Slam trap 
สามารถเว้นระยะเวลา 5-10 วัน น าแมลงออกจากกับดักโดยใช้ ตาข่ายความละเอียดพิเศษ ( fine-mesh 
aquarium net) เก็บใน 95% ethanol หลังจากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอ
เพ่ือเตรียมตัวอย่างแห้ง หรือรอไว้เพ่ืองานวิจัยทางด้านสกัด ดี เอ็น เอ ต่อไป 
 2) เก็บแตนเบียนจากการเลี้ยงขยายแมลงหวี่ขาว ด าเนินการเก็บตัวอย่างแมลงหวี่ขาวบนพืชอาศัย ทั้ง
ระยะตัวเต็มวัยและดักแด้ โดยตัดส่วนของพืชอาศัยที่พบดักแด้ของแมลงหวี่ขาวขนาดประมาณ 4 ตารางเซนติเมตร 
ใส่ในเพลทพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 8 เซนติเมตร สูง 1 เซนติเมตร เลี้ยงแมลงหวี่ขาวที่อุณหภูมิ 24.5+4 
องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 70+5 เปอร์เซ็น ประมาณ 2 – 3 วันจนกระทั้งแตนเบียนออกจากดักแด้แมลงหวี่
ขาว 
 การจัดจ าแนกโดยศึกษาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 ด าเนินการจัดจ าแนกแตนเบียนแมลงหวี่ขาวในระดับอันดับ (order) โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ 
Goulet & Huber (1993) นับจ านวนของแมลงในแต่ละอันดับในแต่ละครั้งที่ท าการเก็บตัวอย่าง ทั้งนี้เพ่ือศึกษาถึง
ศักยภาพของกับดัก วิธีการเก็บแมลง แมลงในกลุ่มเป้าหมาย Hymenoptera จะถูกแยกกลุ่มในระดับ 
Superfamily การจัดแบ่งในหมวด วงศ์และสกุล (Family และ genus) โดยใช้เอกสารวิชาการหลักที่ใช้ในการจัด
จ าแนกได้แก่ “Hymenoptera of the world: an identification guide to families” (Gibson, 1993) และ
ความร่วมมือจากนักวิจัยจากประเทศแคนนาดา (CNCI:Canadian National Collection of Insects) การศึกษา
ภายใต้กล้อง stereo microscope ใช้โปรแกรมการถ่ายภาพ  AutoMontage หรือ Cartograph extended-
focus โดยใช้ JVC KY-F75U digital camera, Leica Z16 APOA  
 ลักษณะทางสันฐานวิทยาที่ใช้ในการทดลอง 
 ลักษณะและค าศัพท์ทางสันฐานวิทยาที่ส าคัญ ใช้ในการทดลองได้แก่ลักษณะจ านวนปล้องหนวด รูปร่าง
ของปล้องหนวดเพศเมีย  ระยะห่างระหว่างตาเดี่ยวหรือ POL (posterior ocellar line) ระยะที่สั้นที่สุดระหว่าง
ขอบตารวมด้านใน (inner orbit) และตาเดี่ยวแต่ละข้าง (lateral ocellus) ซึ่งเรียกระยะนี้ว่า  OOL (ocular 
ocellar line) (Masner, 1980) ปล้องท้องแต่ละปล้องเรียกว่า T1, T2, . T7 (metasomal tergite) นอกจากนี้ใช้
ภาพและลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือการวินิจฉัยอ้างอิงจาก Polaszek et al. (1999) (Figure 1.1.9.1-1.1.9.2) 

- เวลาและสถานที่ 
 ท าการเก็บตัวอย่าง ณ พ้ืนที่เกษตรกรรมที่มีการระบาดหรือเคยมีการระบาดของแมลงหวี่ขาว ทั้งในฤดู
และนอกฤดูเกษตรกรรม นอกจากนี้เก็บแตนเบียนในสภาพพ้ืนที่ธรรมชาตินอกเหนือพ้ืนที่เพาะปลูก โดยด าเนินการ
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เก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ที่มีการปลูกพืชเศรษฐกิจที่มีแมลงหวี่ขาวเป็นศัตรูพืชส าคัญเช่น มันส าปะหลัง อ้อย ข้าวโพด 
มะเขือ ฝรั่ง เป็นต้น ในบริเวณภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
การตรวจวินิจฉัย จัดอันดับแตนเบียนสกุล Encarsia ด าเนินการ ณ พิพิธภัณฑ์แมลงและห้องปฏิบัติการส านักวิจัย
และพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

- การบันทึกข้อมูล 
  -บันทึกข้อมูลรายละเอียดแต่ละตัวอย่างที่เก็บได้ ประกอบด้วย แหล่งที่เก็บ พิกัดทางภูมิศาสตร์ 
พืชอาศัย วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง เทคนิคการเก็บตัวอย่าง ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง เป็นต้น 

 -การลงทะเบียนและระบบฐานข้อมูลแตนเบียนในประเทศไทย หากมีการค้นพบชื่อวิทยาศาสตร์
ชนิดใหม่ ด าเนินการตีพิมพ์และข้ึนทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek et al. 2005)  
 -รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย (taxonomic description) ด าเนินการตามแบบมาตรฐาน
ของ Pyle et al. (2008) และ Johnson et al. (2008) 
 -เก็บรักษาตัวอย่างแมลงทั้งตัวอย่างสดและตัวอย่างแห้ง ณ พิพิธภัณฑ์แมลง ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 1.1.10 อนุกรมวิธานของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ในประเทศไทย 
Taxonomy of Green Lacewings (Family Chrysopidae) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1) เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae โดยส ารวจจากแหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ 
ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน มะนาว เงาะ ล าไย ลิ้นจี่ และพืชผักต่างๆ เป็นต้น 

 2)  การเก็บตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae แบ่งเป็น 3 วิธี ดังนี้ 
 -  การเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง (insect net) โฉบเพ่ือเก็บตัวแมลงช้างปีกใสจากแปลง
ปลูกพืชในช่วงเวลากลางวัน ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar)ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด (Ethyl acetate) 
หลังจากแมลงช้างปีกใสตายแล้ว เก็บลงในซองกระดาษสามเหลี่ยมแยกใส่ไว้ในกล่องใส่ตัวอย่างแมลง น ากล่องใส่
ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความเย็นอีกชั้นเพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสีย 
 - การใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ติดตั้งในแปลงเกษตร เพื่อดึงดูดแมลงช้างในช่วงเวลากลางคืน คัดเลือก
แมลงช้างปีกใสที่ต้องการศึกษา ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่าซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด และเก็บตัวอย่างโดยใช้ซอง
กระดาษสามเหลี่ยมเช่นเดียวกัน 
 - การส ารวจและเก็บตัวอย่างระยะตัวอ่อนแมลงช้างปีกใส โดยการเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงเก็บตัวอ่อน
แมลงช้างปีกใสทุกระยะใส่กล่องพลาสติกพร้อมเหยื่อศัตรูพืชที่พบ และส่วนของพืชที่พบ น ามาเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการทั้งตัวอ่อนแมลงช้างและศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ เพ่ือศึกษาชีวประวัติ  เปลี่ยนเหยื่ออาหารและท าความ
สะอาดกล่องเลี้ยงตัวอ่อนแมลงช้างเมื่อกล่องเลี้ยงเริ่มสกปรก บันทึกระยะเวลาการเจริญเติบโตโดยดูจากการลอก
คราบของตัวอ่อนแต่ละระยะ บันทึกขนาด สี รูปร่าง หรือรายละเอียดอ่ืนๆ ที่สังเกตได้ เลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัยรอจน
ปีกและสีของตัวเต็มวัยพัฒนาเต็มที่จึง ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า น าตัวอย่างที่ได้ไปจัดรูปร่างเพื่อรอการจ าแนกชนิด  
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 3) การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืชเศรษฐกิจในแปลงนั้น พันธุ์พืช อายุพืช ศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ ลักษณะการ
ท าลายของศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บตัวอย่างขนาดพ้ืนที่ และ
ข้อมูลอื่นๆ ในระบบนิเวศน์ที่สามารถบันทึกได้ 
 4) น าตัวอย่างแมลงช้างปีกใสจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง (setting board) โดยใช้เข็มไร้สนิม (stainless 
steel) เบอร์ 000, 00, 0, 1 หรือ 3 ปักกลางอกด้านบน จัดปีกให้กางออกโดยให้ขอบบนของปีกคู่หลังตั้งฉากกับ
ล าตัว และขอบบนของปีกคู่หลังไม่ซ้อนทับกับขอบล่างของปีกคู่หน้า น าไปอบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 15-30 วัน  
 5)  การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Brooks & Barnard (1990), New 
(1980: 2003) และ Winterton (1995) ดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo แล้วบันทึก
รายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง ลักษณะ และสี  ฯลฯ  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธาน
เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชนิดแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ด้วยการใช้เอกสารแนวทางการ
วินิจฉัยชนิด ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลงที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร ส าหรับ
แมลงช้างปีกใสบางชนิดซึ่งมีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกันมากจ าเป็นต้องใช้อวัยวะสืบพันธุ์ประกอบในการจ าแนก  
ซึ่งมีข้ันตอนการท าสไลด์อวัยวะสืบพันธุ์ดังนี้ 
 -  ตัดส่วนท้องของแมลงช้างปีกใสแช่ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10% ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง หรือ
ต้มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10% ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 – 20 นาที    
 -  ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล้างโพแทสเซียมไฮ    ดรอกไซด์ที่ยัง
หลงเหลืออยู่ออกให้หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย้อมสีด้วยเกจส์สเตน (Gage’s slain) ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิตฟุซ
ซิน 0.5 กรัม กรดเกลือ 10% 25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แช่ทิ้งไว้นาน 2 - 3 นาที หรือนานถึง 12 
ชั่วโมง ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับโครงสร้างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ์ของตัวอย่างแมลงช้างปีกใสที่จะติดสีได้ง่ายหรือยาก 
 -  ย้ายตัวอย่างลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผ่าเอาอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้อง ถ้าเป็นเพศผู้ใช้ปากคีบปลาย
แหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้องปล้องสุดท้ายได้เลย แต่ถ้าเป็นเพศเมียใช้มีดผ่าตัดผ่าผนังล าตัวด้านข้างออก
เพ่ือป้องกันการเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ์ใช้ปากคีบปลายแหลมค่อยๆแยกผนังล าตัวออกจากอวัยวะสืบพันธุ์ 
จากนั้นใช้พู่กันเบอร์ 00 หรือเบอร์ 0 และท าความสะอาดไขมันส่วนเกินออกให้หมด 
 -  ย้ายตัวอย่างลงแอลกอฮอล์ 30% จัดรูปร่างอวัยวะสืบพันธุ์ให้ได้ตามลักษณะที่ต้องการ ถ้าเป็นตัวอย่าง
ที่โครงสร้างอ่อนนิ่มหรือบอบบาง ให้ก าจัดน้ าออกให้หมดก่อนโดยการ ย้ายตัวอย่างแช่ในแอลกอฮอล์ 60% ทิ้งไว้ 
24 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 80% เป็นเวลา 20 นาทีแล้ว
ย้ายลงแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 10 นาที น าตัวอย่างแช่ในโคลฟออย (clove oil) 20-30 นาที เพ่ือให้ตัวอย่าง
ใส                       
 -  ย้ายอวัยวะสืบพันธุ์ วางบนสไลด์ที่หยดน้ ายาคานาดา บาลซัม (canada balsam) แล้วปิดทับด้วย
กระจกปิดสไลด์น าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 50 °C นาน 4 - 6 สัปดาห์ จึงน าออกมาศึกษา  
 6)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร้อมทั้งถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด  Compound วาดรูปโดยใช้
เครื่องมือ camera lucida บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของแมลงช้างปีกใสแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อ
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วิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ ปีที่จ าแนกชนิด ชื่อผู้จ าแนกชนิด และรหัสก ากับตัวแมลง พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน /
เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บพืชที่พบ ศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ และวิธีการเก็บตัวอย่าง 
 7)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ที่รวบรวมได้พร้อม
ภาพประกอบ 
 8)  จัดเก็บตัวอย่างแมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae ทุกชนิดที่จ าแนกเรียบร้อยแล้วไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดย
แบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่างแมลง เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงใน
ภายหลัง 
เวลาและสถานที่ 

1) แหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน มะนาว เงาะ ล าไย 
ลิ้นจี่ และพืชผักต่างๆ เป็นต้น ตามภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทย  

2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.11 อนุกรมวิธานมวนตัวห้ าสกุล Orius (Heteroptera: Anthocoridae) ในประเทศไทย
Taxonomy of the genus Orius (Hemiptera: Anthocoridae) in Thailand   
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างมวนตัวห้ าสกุล Orius จากแหล่งปลูกพืชทางการเกษตร เช่น ข้าวโพด 
พริก โหระพาฯลฯ ที่พบแมลงศัตรูพืช ซึ่งเป็นอาหารของมวนตัวห้ า เช่น เพลี้ยไฟ แมลงหวี่ขาว เพลี้ยอ่อน และไร 
เป็นต้น ในเขตภาคเหนือ ได้แก่  จังหวัดเชียงราย น่าน พะเยา เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง ล าพูน อุตรดิตถ์ 
พิษณุโลก สุโขทัย เพชรบูรณ์ พิจิตร ก าแพงเพชร และนครสวรรค์ เป็นต้น เขตภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดลพบุรี 
ชัยนาท อุทัยธานี สิงห์บุรี อ่างทอง สระบุรี พระนครศรีอยุธยา สุพรรณบุรี  และนครปฐม เป็นต้น  เขตภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดกาฬสินธุ์ ขอนแก่น มหาสารคาม หนองคาย นครพนม อุดรธานี และร้อยเอ็ด 
เป็นต้น เขตภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดปราจีนบุรี จันทบุรี และสระแก้ว เป็นต้น เขตภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัด
กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี เป็นต้น และเขตภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร พัทลุง กระบี่ 
นครศรีธรรมราช และตรัง    เป็นต้น 
 2) ท าการใช้สวิงโฉบต้นพืช ที่พบตัวเต็มวัยมวนตัวห้ าเกาะอยู่ น าตัวอย่างมวนตัวห้ าที่เก็บรวบรวมพร้อม
พืชอาศัยใส่ถุงพลาสติก และท าการเก็บรักษาตัวอย่างมวนตัวห้ าเพ่ือน าไปจัดรูปร่าง โดยน าพู่กันเขี่ยมวนตัวห้ าจาก
พืชอาศัยโดยใส่ลงในขวดแอลกอฮอล์ 80 เปอร์เซ็นต์  
   3) การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืชอาศัยของแมลงศัตรูพืช และชนิดศัตรูพืชที่เป็นอาหารของมวนตัวห้ า 
สถานทีท่ี่พบ วัน/เดือน/ปี พิกัดภูมิศาสตร์ ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ลักษณะการเป็นตัวห้ า และข้อมูลอื่นๆ ในระบบนิเวศน์
ที่สามารถบันทึกได ้
   4) น าตัวอย่างมวนตัวห้ าที่เก็บรวบรวมได้จากแปลงปลูกพืชของเกษตรกรมาจัดรูปร่าง จากนั้นน าไปอบ
ให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 5-7 วัน พร้อมทั้งบันทึกข้อมูลหมายเลข (Lot 
number) ตัวอย่างในแต่ละครั้งที่ท าการส ารวจอย่างละเอียด  
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   5) น าตัวอย่างมวนตัวห้ าบางส่วนมาตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ Stereo microscope บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยา เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง สี ลักษณะของส่วนหัว อก 
ท้อง และผ่าดูลักษณะรูปร่างของอวัยวะสืบพันธุ์ (genitalia) ใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound microscope 
เพ่ือน าไปเปรียบเทียบกันแต่ละชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วยการใช้เอกสารแนว
ทางการวินิจฉัยของ Carayon (1972), Ṕericart (1972) และ Yasunaga (1997a, 1997b) มวนตัวห้ าสกุล Orius 
นี้ มีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกันมากจึงต้องใช้อวัยวะสืบพันธุ์ (genitalia) ในการจ าแนกชนิด ซึ่งมีข้ันตอนการท า
สไลด์ ดังนี้ 
  -  น ามวนตัวห้ ามาต้มในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 %  ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 นาที เนื่องจากแมลงตัวเล็กจึงไม่ควรใช้เวลาในการต้มตัวอย่างนานมาก เพราะจะท าให้
ตัวอย่างเปื่อยได้ง่าย  
  -  น าตัวอย่างที่ต้มมาพักไว้จนเย็น ย้ายลงใน petridish และเติมแอลกอฮอล์ 80 เปอร์เซ็นต์ลงไป 
จากนั้นส่องดูตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์ stereo microscope จะพบส่วนของ genitalia อยู่ภายในบริเวณปลาย
ส่วนท้อง 
  -  ท าการตัดบริเวณปลายส่วนท้องของแมลง แยกส่วนท้องและส่วนล าตัวออกจากกัน โดยส่วน
ล าตัวจะเก็บไว้จัดรูปร่างตัวอย่างแห้ง และส่วนท้องจะน าไปแยกส่วนของ genitalia ต่อไป (บันทึกหมายเลขส่วน
ของล าตัวและส่วนท้องของแมลงในแต่ละตัวที่ท าการแยกชิ้นส่วน เพ่ือให้ทราบว่าชิ้นส่วนที่ท าการแยกเป็นของ
แมลงตัวเดียวกัน)  
  -  น าส่วนท้องที่ได้มาแยกส่วนเนื้อเยื่อต่างๆ ของแมลงออกด้วยปากคีบ (forcep) ขนาดเล็ก จน
เหลือเฉพาะส่วนของ genitalia (ข้ันตอนนี้ท าภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope) 
  -  ท าการล้าง genitalia ของมวนตัวห้ าด้วยน้ ากลั่นให้สะอาด จากนั้นน า genitalia ที่ได้มาท า
สไลด์แก้ว โดยวางบนสไลด์ที่หยดน้ ายา canada balsam ท าการจัดรูปร่าง genitalia แล้วปิดทับด้วยกระจกปิด
สไลด์ น าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 4 - 6 สัปดาห์ จึงน าออกมาศึกษา 
6) ถ่ายภาพลักษณะต่างๆ ที่พบภายนอก ส่วนหัว อก ท้อง และอวัยวะสืบพันธุ์ (genitalia) ของมวนตัวห้ าสกุล 
Orius ที่ได้จากการศึกษา 
             7) จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอย่างแมลง (มวนตัวห้ าสกุล Orius ทุกชนิดที่รายงานไว้ต้องเก็บรักษาตัวอย่างจริงไว้เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น 
และอ้างอิงในภายหลัง) 
- เวลาและสถานที่ : เดือนตุลาคม 2560 ถึง เดือนกันยายน 2562 
   1. แปลงปลูกพืชผัก ไม้ดอก และข้าวโพด ทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง  
        กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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การทดลองที่ 1.1.12 ชนิดของเพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae) ในพืชผัก (วงศ์แตง กะหล่ า พริก 
มะเขือ และถั่ว) ของประเทศไทย 
Species of Aphids (Hemiptera: Aphididae) on Vegetable (Family Cucurbitaceae, 
Brassicaceae, Solanaceae and Leguminose) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1) สืบค้นข้อมูลเพลี้ยอ่อนในวงศ์ Aphididae ที่เป็นศัตรูของพืชผักในวงศ์ แตง (Cucerbitaceae) 
กะหล่ า (Cruciferae) พริก มะเขือ (Solanaceae) และถั่ว (Leguminosae) จากเอกสารต่าง ๆ ที่มีการรายงานไว้
ในประเทศไทยและต่างประเทศ หรือจากข้อมูลอิเลคโทรนิค  

2) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนในแปลงปลูกผักวงศ์ แตง (Cucerbitaceae) กะหล่ า  
(Cruciferae) พริก มะเขือ (Solanaceae) และถ่ัว (Leguminosae) ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ดังนี้ 
  ปีท่ี 1  ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม พระนครศรีอยุธยา สุพรรณบุรี ลพบุรี  
สระบุรี อ่างทอง สิงห์บุรี ชัยนาท นครสวรรค์ ก าแพงเพชร พิจิตร พิษณุโลก เพชรบูรณ์  
      ภาคเหนือ ได้แก่ อุตรดิตถ์ ล าปาง ล าพูน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน เชียงราย แพร่ และน่าน 
  ปีท่ี 2  ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี สระแก้ว ระยอง จันทบุรี ตราด  
และ ชลบุรี เป็นต้น 
   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา สุรินทร์ ชัยภูมิ กาฬสินธุ์  
ร้อยเอ็ด ขอนแก่น เลย ยโสธร มุกดาหาร มหาสารคาม สกลนคร ศรีษะเกษ หนองคาย อุดรธานี อุบลราชธานี  
  ปีท่ี 3  ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ 
          ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง สุราษฏร์ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ ภูเก็ต  
พัทลุง ตรัง และสงขลา   
 3) การเก็บตัวอย่างเพลี้ยอ่อน 
  1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนจากแหล่งเพาะปลูกพืชผักชนิดต่างๆ โดยตัดส่วน
ของพืชที่มีตัวอ่อน หรือตัวเต็มวัยที่มีเพลี้ยอ่อนเกาะอยู่ด้วยกรรไกรตัดกิ่ง น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมพร้อม
พืชอาศัยห่อกระดาษแล้วน าใส่ถุงพลาสติก หรือกล่องพลาสติก และน าเพลี้ยอ่อนอีกส่วนหนึ่งดองในน้ ายาส าหรับ
ดองเพลี้ยอ่อน (แอลกอฮอล์ 80% 2 ส่วน กรดแลคติก 1 ส่วน) บันทึกข้อมูลเบื้องต้น เช่น พืชอาหาร ส่วนของพืชที่
ถูกท าลาย สถานที่ วัน เดือน ปี พิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) ซึ่งประกอบด้วยค่าละติจูด (Latitude) ค่าลองจิจูด 
(Longitude) ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล (Altitude) และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง นอกจาก
ตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้จากสภาพธรรมชาติแล้ว มีตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่มีอยู่เดิมในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร 
ตัวอย่างที่ได้จากนักวิชาการ และตัวอย่างจากผู้มาขอรับบริการตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด เพ่ือใช้ในการศึกษาครั้ง
นี้ด้วย 
       2) น าตัวอย่างตัวเต็มวัยของเพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจลักษณะภายนอกภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo บันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาด รูปร่าง ลักษณะ สี ฯลฯ พร้อมทั้งถ่ายภาพเพลี้ย
อ่อนแต่ละระยะ  
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                         3) น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่เก็บโดยการดองในแอลกอฮอล์มาท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ 
Blackman and Eastop (2000) ดังนี้ 
   - น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนจากขวดดอง ใช้เข็มเจาะบริเวณส่วนกลางอกด้านบนของเพลี้ย
อ่อน และรีดเอาของเหลวและตัวอ่อนที่อยู่ภายในตัวออก ระวังอย่าให้ปากเสียหาย น าเพลี้ยอ่อนที่เจาะแล้วใส่ใน
หลอดแก้วที่มีแอลกอฮอล์ 95% ไปต้มโดยวิธีวอเตอร์บาท (water bath) นาน 1-2 นาที 
   - ดูดแอลกอฮอล์ออก เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium 
hydroxide: KOH) 10% แช่ทิ้งไว้ 3-5 นาที 
   - ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่น เปลี่ยนน้ ากลั่น 5-6 ครั้ง แล้ว
แช่ทิ้งไว้ในน้ ากลั่นอีก 5-6 นาที 
   - ดูดน้ ากลั่นออก เติมกรดแกลเชียลอะซิติก แช่ทิ้งไว้ 2-3 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
   - ดูดกรดแกลเชียลอะซิติกออก เติมโคลฟออย แช่ทิ้งไว้ 10-20 นาที หรือจนกว่า
ตัวอย่างเพลี้ยอ่อนใส 
 การเม้าท์สไลด์ 
 หยดแคนนาดาบัลซัมเพียงเล็กน้อยลงบนแผ่นแก้วปิดสไลด์ เขี่ยเพลี้ยอ่อนลงในหยดแคนนาดาบัลซัม ให้
เพลี้ยอ่อนหงายท้องขึ้น จัดหนวด ขา ไซฟังคูไล และหางให้อยู่ในต าแหน่งสวยงาม จากนั้นหยดไซลีนลงบนกึ่งกลาง
แผ่นสไลด์ที่สะอาด ค่อยๆคว่ าแผ่นสไลด์ลงบนแผ่นแก้วปิดสไลด์ช้าๆ รีบพลิกแผ่นสไลด์ให้ด้านแผ่นแก้วปิดสไลด์อยู่
ด้านบน น าไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 7-15 วัน การเมาท์สไลด์ด้วยวิธีการนี้สามารถเก็บสไลด์ได้
คงทนนานนับปี 
  4)  น าสไลด์ที่ผ่านการอบจนแห้งมาตรวจวิเคราะห์จ าแนกชนิดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ตรวจสอบ
ลักษณะส าคัญต่างๆ ที่ใช้ในการจ าแนกชนิดกับเอกสารแนวทางการวินิจฉัยเพลี้ยอ่อนของ Blackman and 
Eastop (2000) ลักษณะส าคัญของเพลี้ยอ่อนที่ใช้ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ ส่วนหัว; ร่องหนวดและร่องบริเวณ
หน้าผาก ความสั้นยาวของหนวด จ านวนปล้องและความยาวส่วนปลายของปล้องสุดท้าย ความยาวของปาก ส่วน
อก; ความยาวของปลายขาคู่หลังและหนามบนน่องขา ส่วนท้อง; จะมีตุ่มขนาดเล็กปรากฏบริเวณปล้องท้องปล้องที่ 
1 และ 7 โดยเฉพาะปล้องที่ 7 ต าแหน่งของตุ่มขนาดเล็กที่ปรากฏอยู่ด้านบนหรือด้านล่างรูหายใจใช้เป็นลักษณะ
ส าคัญในการจ าแนกระดับสกุล แต่ในเพลี้ยอ่อนบางชนิดไม่ปรากฏตุ่มดังกล่าว วาดรูปแสดงลักษณะต่างๆที่ส าคัญ  
  5)  บันทึกรายละเอียดต่างๆ ของเพลี้ยอ่อนที่ส ารวจพบ เช่น ลักษณะ รูปร่าง ขนาด สี ฯลฯ 
พร้อมทั้งถ่ายภาพเพลี้ยอ่อนในแต่ละระยะ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายที่ต้องติดไว้กับสไลด์เพลี้ยอ่อนแต่
ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และ วัน/เดือน/ปีที่ท าสไลด์ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช้
เมาท์ (mount) สไลด์  
  6)  จัดท าแนวทางการวินิจฉัยเพลี้ยอ่อนและวาดภาพลักษณะส าคัญประกอบ 
                    7)  เก็บตัวอย่างท่ีได้ศึกษา เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากล 
เพ่ือตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 
 การบันทึกข้อมูล 
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           บันทึกรายละเอียด ชื่อพืช พันธุ์พืช สถานที่เก็บตัวอย่าง วัดค่าพิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) ซึ่งประกอบด้วยค่า
ละจิจูด (Latitude) ค่าลองจิจูด (Longitude) ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล (Altitude) วัน เดือน ปี ที่เก็บ
ตัวอย่างและชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง น าตัวอย่างทั้งหมดที่รวบรวมได้กลับไปยังห้องปฏิบัติการ 
นอกจากตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้จากสภาพธรรมชาติแล้ว มีตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่มีอยู่เดิมในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการ
เกษตร ตัวอย่างที่ได้จากนักวิชาการ และตัวอย่างจากผู้มาขอรับบริการตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด เพ่ือใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ด้วย 

- เวลาและสถานที่ 
เวลา        ตุลาคม 2560  -  กันยายน 2563 
สถานที่      - แหล่งปลูกพืชผักท่ีส าคัญของประเทศไทย  

- ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 

 

การทดลองที่ 1.1.13 อนุกรมวิธานมวนสกุล Nysius (Hemiptera: Lygaeidae) ในประเทศไทย  
Taxonomy of the genus Nysius (Hemiptera: Lygaeidae) in Thailand   
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างมวนสกุล Nysius จากแหล่งปลูกพืชของเกษตรกร เช่น แปลง
หน่อไม้ฝรั่ง แตงโม กะเพรา เบญจมาศ เป็นต้น ในเขตภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย น่าน พะเยา เชียงใหม่ 
แพร่ พิษณุโลก พิจิตร และก าแพงเพชร เป็นต้น เขตภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดชัยนาท สิงห์บุรี อ่างทอง สระบุรี 
พระนครศรีอยุธยา สุพรรณบุรี  และนครปฐม เป็นต้น เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดกาฬสินธุ์ 
ขอนแก่น มหาสารคาม หนองคาย นครพนม อุดรธานี และร้อยเอ็ด เป็นต้น ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัด
ปราจีนบุรี และฉะเชิงเทรา เป็นต้น เขตภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี และประจวบคีรีขันธ์ เป็น
ต้น (Figure A-B) 
   2) ใช้สวิงโฉบต้นพืชที่พบตัวเต็มวัยมวนสกุล Nysius เกาะอยู่ น าตัวอย่างมวนตัวเต็มวัยที่เก็บรวบรวมได้
พร้อมพืชอาศัยใส่ถุงพลาสติก และท าการเก็บรักษาตัวอย่างมวนเพ่ือน าไปจัดรูปร่าง โดยน ามวนใส่ลงในขวดน็อค
แมลง ซึ่งมีสารเอทิลอะซีเตทอยู่ภายในขวด เมื่อมวนตายสนิทน ามวนใส่ลงในซองสามเหลี่ยมที่เตรียมไว้ พับเก็บให้
เรียบร้อยและน าเก็บลงในกล่องพลาสติกท่ีเตรียมไว้ส าหรับเก็บซองสามเหลี่ยม พร้อมทั้งบันทึกข้อมูลเบื้องต้น เช่น 
พืชอาหาร สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) วัน เดือน ปี และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่ท าการเก็บตัวอย่าง 
 3) น าตัวอย่างมวนมาจัดรูปร่าง น าไปอบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 
5-7 วัน ขึ้นกับขนาดตัวอย่าง รวมถึงบันทึกข้อมูลหมายเลข (Lot number) ตัวอย่างในแต่ละครั้งที่ท าการส ารวจ
อย่างละเอียดโดยจะแยกเป็นชนิด พืชอาศัย และสถานที่ 
 4) น าตัวอย่างมวนที่รวบรวมได้มาตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ Stereo microscope บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยา เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง สี ลักษณะของส่วนหัว อก 
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ท้อง เพ่ือน าไปเปรียบเทียบกันแต่ละชนิด โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วยการใช้เอกสารแนว
ทางการวินิจฉัยของ Blanford (1904) ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์  
 5) ถ่ายภาพลักษณะต่างๆ ของมวนที่ได้จากการศึกษา และบันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของมวน
แตล่ะตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอย่าง และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง  
 6) จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) ชนิดของมวนสกุล Nysius ที่รวบรวมได้พร้อมภาพประกอบ ส่วนหัว ส่วน
อก และส่วนท้อง ของมวนสกุลนี้ 
 7) จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษา
ตัวอย่างแมลง (มวนสกุล Nysius ทุกชนิดที่รายงานไว้ต้องเก็บรักษาตัวอย่างจริงไว้เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และ
อ้างอิงในภายหลัง) 
- เวลาและสถานที่ : เดือนตุลาคม 2561 ถึง เดอืนกนัยายน 2563 
   1. แปลงปลูกพืชผัก ไม้ดอก ทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง  
        กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.14 อนุกรมวิธานและการศึกษาชนิดของตั๊กแตน (Orthoptera) ในพืชไร่เศรษฐกิจ 
ที่ส าคัญของประเทศไทย 
Taxonomic study and species richness of grasshoppers (Orthoptera) on economically 
important field crops in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บและรักษาตัวอย่างตั๊กแตน (Acquisition of research material) 
 ด าเนินการเก็บตัวอย่างตั๊กแตนในพ้ืนที่ปลูกพืชของเกษตรกร ทั้งในฤดูและนอกฤดูเกษตรกรรม รวมทั้ง
พ้ืนที่ป่าหรือสภาพแวดล้อมธรรมชาติ ในปี 2561 ด าเนินการเก็บตัวอย่าง พ้ืนที่ภาคกลางและภาคเหนือ  ได้แก่ 
จังหวัด กรุงเทพมหานคร นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สมุทรสาคร สมุทรสงคราม ชัยนาท สิงห์บุรี อยุธยา อ่างทอง 
นครสวรรค์ อุตรดิตถ์ แพร่ น่าน เชียงใหม่ เชียงรายและแม่ฮ่องสอน เป็นต้น ด าเนินการเก็บตัวอย่างตั๊กแตนด้วย
วิธีการหลัก 2 วิธี ได้แก่ การเดินส ารวจใช้สวิงจับแมลงและใช้มือเก็บตัวอย่าง และ การวางกับดักแมลง โดยกับดัก
ที่ใช้ได้แก่ กับดักแสงไฟ (Light trap) กับดักถ้วยสีเหลือง (Yellow pan trap) กับดักมุ้ง (Malaise trap และ 
Slam trap) หลังจากได้ตัวอย่างตั๊กแตนแล้ว ด าเนินการฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar) ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิ
เตด (ethyl acetate) หลังจากนั้นห่อตัวอย่างตั๊กแตนที่ตายแล้วด้วยกระดาษลอกลาย บิดหัวท้ายลักษณะ
คล้ายท็อฟฟ่ี เก็บตัวอย่างลงกล่องพลาสติกใส่แมลง น ากล่องใส่ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความเย็นอีกชั้นเพ่ือ
ป้องกันไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสียหาย หลังจากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอเพ่ือจัด
รูปร่างและท าตัวอย่างแห้งต่อไป 
 การจัดรูปร่างตั๊กแตนเพ่ือศึกษาด้านอนุกรมวิธานแมลง น าตัวอย่างตั๊กแตนจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง 
(setting board)   โดยจัดให้มีรูปร่างเหมือนลักษณะในธรรมชาติ การจัดวางขาและหนวดอยู่ในลักษณะสมมาตร
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เหมือนกันทั้งสองข้าง หลังจากนั้นน าไปอบให้แห้งในตู้อบ (oven)  ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 15-30 
วัน ขึ้นกับขนาดตัวอย่าง การศึกษาครั้งนี้นอกจากตัวอย่างตั๊กแตนที่ได้จากการส ารวจแล้ว ยังใช้ตัวอย่างที่มีอยู่เดิม
ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตรด้วย รวมถึงตัวอย่างที่ได้รับจากนักวิชาการ  หรือจากผู้มาขอรับบริการตรวจ
จ าแนกวิเคราะห์ชนิดจากหน่วยต่างๆ ภายในกรมวิชาการเกษตร 
 การจัดจ าแนกโดยศึกษาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo microscope 
แล้วบันทึกรายละเอียดต่างๆ ลักษณะโครงสร้างทางสัณฐานวิทยาที่ส าคัญเช่น สี ขนาดล าตัว ลักษณะและต าแหน่ง
ของหนามแหลมบนล าตัว โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัย
ชนิด ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลงที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์ ด าเนินการจัดจ าแนกในระดับอันดับ 
(order) และวงศ์ (family) โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Triplehorn & Johnson (2005) นับจ านวนของแมลง
ในแต่ละอันดับในแต่ละครั้งที่ท าการเก็บตัวอย่าง ทั้งนี้เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพของกับดัก วิธีการเก็บแมลง แมลงใน
กลุ่มเป้าหมาย Orthoptera การจัดหมวดหมู่ในระดับ สกุลและชนิดใช้แนวทางการวินิจฉัยประกอบจาก  Roffey 
(1979) และ Centre for overseas pest research (1982)  ทั้งนี้ได้รับความร่วมมือจากนักวิจัยด้านตั๊กแตนจาก
ประเทศสหรัฐอเมริกา ช่วยในการตรวจวินิจฉัยชนิด หลังจากนั้นด าเนินการถ่ายภาพใต้กล้อง stereo microscope 
ใช้โปรแกรมการถ่ายภาพ  AutoMontage หรือ Cartograph extended-focus โดยใช้ JVC KY-F75U digital 
camera, Leica Z16 APOA  
 การบันทึกข้อมูล 

- บันทึกข้อมูลรายละเอียดแต่ละตัวอย่างที่เก็บได้ ประกอบด้วย แหล่งที่เก็บ พิกัดทางภูมิศาสตร์ พืชอาศัย 
วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง เทคนิคการเก็บตัวอย่าง ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง เป็นต้น 

- การลงทะเบียนในระบบฐานข้อมูลตั๊กแตนในประเทศไทยโดย ตัวอย่างแต่ละตัวอย่างมีรายละเอียดแยกกัน
อย่างชัดเจน (specimen barcode) หากมีการค้นพบชื่อวิทยาศาสตร์ชนิดใหม่ ด าเนินการตีพิมพ์และขึ้น
ทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek et al. 2005)  

- รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย (taxonomic description) ด าเนินการตามแบบมาตรฐานของ Pyle 
et al. (2008) 

- เก็บรักษาตัวอย่างแมลง ณ พิพิธภัณฑ์แมลง ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
- เวลาและสถานที่ 
 ด าเนินการส ารวจและเก็บตัวอย่างตั๊กแตนในพ้ืนที่เกษตรกรรมโดยเฉพาะในพืชไร่เศรษฐกิจที่ส าคัญเช่น 
อ้อย ข้าวโพด ข้าวฟ่าง เป็นต้น ทั้งในฤดูและนอกฤดูเกษตรกรรม รวมทั้งพ้ืนที่ป่าหรือสภาพแวดล้อมธรรมชาติ โดย
 มีแผนการด าเนินการดังนี้ 
 ปี 2561 ด าเนินการเก็บตัวอย่าง พื้นที่ภาคกลางและภาคเหนือ ได้แก่จังหวัด กรุงเทพฯ อยุธยานนทบุรี 
ปทุมธานี อ่างทอง นครสวรรค์ อุตรดิตถ์ แพร่ น่าน เชียงราย เป็นต้น 
 ปี 2562 ด าเนินการเก็บตัวอย่าง พื้นที่ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่จังหวัด 
การฬสินธุ์ มหาสารคาม ระยอง จันทบุรี ตราด ขอนแก่น ชัยภูมิ เป็นต้น 
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 ปี 2563 ด าเนินการเก็บตัวอย่าง พื้นที่ภาคตะวันตก ได้แก่ ราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบุรี เป็นต้น 
การตรวจวินิจฉัยจัดหมวดหมู่ของตั๊กแตน ด าเนินการ ณ พิพิธภัณฑ์แมลงและห้องปฏิบัติการส านักวิจัยและ
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
หมายเหตุ: ทุกขั้นตอนในการด าเนินการ วิธีการท าการทดลองเหมือนกันในแต่ละปี 
 

การทดลองที ่1.1.15 อนุกรมวิธานของผีเสื้อหนอนร่าน วงศ์ Limacodidae ในประเทศไทย. 
Taxonomy of Nettle Caterpillar Moths, Family Limacodidae, in Thailand. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) เก็บรวบรวมตัวอย่างผีเสื้อหนอนร่าน โดยส ารวจจากแหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ ปาล์มน้ ามัน 
มะพร้าวมันส าปะหลัง ละหุ่ง ส้มเขียวหวาน ส้มโอ มะนาว มะม่วง เงาะ ล าไย ลิ้นจี่ ชา กาแฟ และพืชผักต่างๆ 
เป็นต้น ตามภูมิภาคต่างๆ ดังต่อไปนี้ 
 ปีที่ 1   ภาคกลาง ได้แก่  จังหวัดพิษณุโลก สุโขทัย เพชรบูรณ์ พิจิตร ก าแพงเพชร นครสวรรค์ ลพบุรี 
ชัยนาท สระบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี และกรุงเทพมหานคร 
          ภาคเหนือ ได้แก่  จังหวัดเชียงราย น่าน พะเยา เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง ล าพูน และ
อุตรดิตถ์ 
 ปีที่ 2   ภาคตะวันออก ได้แก่  จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 
           ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  ได้แก่ จังหวัดขอนแก่น ชัยภูมิ นครพนม มหาสารคาม มุกดาหาร เลย 
สกลนคร สุรินทร์ ศรีสะเกษ หนองคาย อุดรธานี และอุบลราชธานี  
 ปีที่ 3   ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ 
          ภาคใต้  ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ พังงา ภูเก็ต พัทลุง ตรัง 
สงขลา และสตูล  
 2)  การเก็บตัวอย่างผีเสื้อหนอนร่าน แบ่งเป็น 3 วิธี ดังนี้ 
 -  การเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง โฉบเพ่ือเก็บตัวอย่างผีเสื้อหนอนร่านจากแปลงปลูกพืช
ในช่วงเวลากลางวัน ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar) ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด หลังจากผีเสื้อหนอนร่านตายแล้ว 
เก็บลงในซองกระดาษสามเหลี่ยมแยกใส่ไว้ในกล่องใส่ตัวอย่างแมลง น ากล่องใส่ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความ
เย็นอีกชั้นเพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสีย 
 - การใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ติดตั้งในแปลงเกษตร เพ่ือดึงดูดผีเสื้อหนอนร่านในช่วงเวลากลางคืน 
คัดเลือกผีเสื้อหนอนร่านที่ต้องการศึกษา ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า และเก็บตัวอย่าง โดยใช้ซองกระดาษสามเหลี่ยม
เช่นเดียวกัน 
 - การส ารวจและเก็บตัวอย่างระยะตัวหนอนของผีเสื้อหนอนร่าน โดยการเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงเก็บตัว
หนอนร่านทุกระยะใส่กล่องพลาสติกพร้อมส่วนของพืชที่พบ น ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการทั้งตัวหนอนร่านและพืช
อาหาร เพ่ือศึกษาชีวประวัติ  เปลี่ยนพืชอาหารและท าความสะอาดกล่องเลี้ยงตัวหนอนร่านเมื่อกล่องเลี้ยงเริ่ม
สกปรก บันทึกระยะเวลาการเจริญเติบโตโดยดูจากการลอกคราบของตัวหนอนแต่ละระยะ บันทึกขนาด สี รูปร่าง 
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หรือรายละเอียดอ่ืนๆที่สังเกตได้ เลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัยรอจนปีกและสีของตัวเต็มวัยพัฒนาเต็มที่จึง ฆ่าโดยใช้ขวด
ฆ่า น าตัวอย่างที่ได้ไปจัดรูปร่างเพื่อรอการจ าแนกชนิด  
 3)  การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืชเศรษฐกิจในแปลงนั้น พันธุ์พืช อายุพืช ลักษณะการท าลายพืชที่พบ 
สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ขนาดพ้ืนที่ และข้อมูลอ่ืนๆ ในระบบนิเวศน์ที่
สามารถบันทึกได ้
 4) น าตัวอย่างผีเสื้อหนอนร่านจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง โดยใช้เข็มไร้สนิม เบอร์ 000, 00, 0, 1 หรือ 3 
ปักกลางอกด้านบน จัดปีกให้กางออกโดยให้ขอบล่างของปีกคู่หน้าตั้งฉากกับล าตัว น าไปอบให้แห้งในตู้อบ ปรับ
อุณหภูมิ 50 °C ใช้เวลา 15 - 30 วัน  
 5)  การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Holloway (1986), Cock et al. 
(1987) และ Solovyev & Witt (2009) เป็นต้น ดูลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo แล้ว
บันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง ลักษณะ และสี  ฯลฯ  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทาง
อนุกรมวิธานเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชนิดผีเสื้อหนอนร่าน ด้วยการใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัย
ชนิด ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลงที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร  
 6)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร้อมทั้งถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด  compound วาดรูปโดยใช้
เครื่องมือ camera lucida บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของผีเสื้อหนอนร่านแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อ
วิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ ปีที่จ าแนกชนิด ชื่อผู้จ าแนกชนิด และรหัสก ากับตัวแมลง พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน /
เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บ พืชที่พบ และวิธีการเก็บตัวอย่าง 
 7)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) ชนิดของผีเสื้อหนอนร่าน ที่รวบรวมได้พร้อมภาพประกอบ 
 8)  จัดเก็บตัวอย่างผีเสื้อหนอนร่าน วงศ์ Limacodidae ทุกชนิดที่จ าแนกเรียบร้อยแล้วไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่างแมลง เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงใน
ภายหลัง 
เวลาและสถานที่ : เดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 2563 

1) แหล่งปลูกพืชทั่วทุกภาคของประเทศไทย 
2) พิพิธภัณฑ์แมลง และห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.16 ชนิดของแมลงหว่ีขาว (Hemiptera: Aleyrodidae) ในพืชผักสวนครัวเพื่อการส่งออก
ของประเทศไทย 
Species of Whitefly in backyard garden for export in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1) ก าหนดพ้ืนที่การเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงหวี่ขาวจากแหล่งปลูกพืชผักสวนครัว (5 กลุ่ม 16 ชนิด 
ได้แก่ กะเพรา โหระพา แมงลัก ยี่หร่า พริกหยวก พริกชี้ฟ้า พริกข้ีหนู มะเขือเปราะ มะเขือยาว มะเขือม่วง มะเขือ
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เหลือง มะเขือขาว มะเขือขื่น มะระจีน มะระขี้นก และผักชีฝรั่ง) รวมถึงพืชผักสวนครัวชนิดอื่นที่มีศักยภาพในการ
ส่งออก ทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยแบ่งขอบเขตการส ารวจตามภูมิภาคของประเทศไทย ดังนี้ 
 ปีที่ 1 เก็บรวบรวมตัวอย่าง จากภาคเหนือและภาคกลาง 
 ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ น่าน พะเยา แพร่ แม่ฮ่องสอน ล าปาง ล าพูน อุตรดิตถ์ 
 ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัด นครปฐม นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา สุพรรณบุรี สิงห์บุรี ชัยนาท พิจิตร 
เพชรบูรณ์ สุโขทัย อ่างทอง อุทัยธานี 
 ปีที่ 2 เก็บรวบรวมตัวอย่าง จากภาคตะวันออกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
 ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดจันทบุรี ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ตราด ปราจีนบุรี ระยอง สระแก้ว 
 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด ขอนแก่น นครพนม นครราชสีมา สกลนคร สุรินทร์ ศรีสะเกส 
หนองคาย อุดรธานี อุบลราชธานี  
 ปีที่ 3 เก็บรวบรวมตัวอย่าง จากภาคใต้และภาคตะตก 
 ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดกระบี่ ชุมพร ตรัง นครศรีธรรมราช พังงา พัทลุง ภูเก็ต ระนอง สงขลา สุราษฎร์ธานี 
 ภาคตะตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี ราชบุรี 
 2) เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงหวี่ขาว ระยะตัวอ่อน ดักแด้ หรือตัวเต็มวัยจากใบพืช น าตัวอย่างที่เก็บ
รวบรวมได้พร้อมพืชอาศัยห่อกระดาษแล้วน าใส่ถุงพลาสติก กล่องพลาสติก หรือถุงสีน้ าตาลเพื่อรักษาความชื้นของ
พืช หากตัวอย่างแมลงหวี่ขาวที่รวบรวมได้อยู่ในระยะตัวอ่อน ต้องน าไปเลี้ยงในห้องปฏิบัติการจนเป็นดักแด้ บันทึก
ข้อมูลเบื้องต้น เช่น พืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง 
 3) น าตัวอย่างดักแด้และตัวเต็มวัยแมลงหวี่ขาวที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจลักษณะภายนอกภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิด stereo บันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาด รูปร่าง ลักษณะ สี ฯลฯ และท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการ
ของ Martin (1985)  
 4) จ าแนกชนิดใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound ตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานด้วยการ
ใช้เอกสารแนวทางการวินิจฉัยชนิดของแมลงหวี่ขาวตามแนวทางการวินิจฉัยของ Martin (1985) Martin และ
คณะ (2007) Mound และคณะ (1978) ลักษณะส าคัญที่ใช้จ าแนกชนิดได้แก่ ขนและหนาม (setae & spine) 
ขอบล าตัว (margin) อวัยวะที่ใช้ในการขับไข เช่น ช่องเปิดชนิดต่างๆ (pores) vesiform orifice lingula และ 
operculum เป็นต้น 
 5) จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษา  โดยน าตัวอย่างแมลงหวี่ขาวพร้อมตัวอย่างพืชที่มีดักแด้เกาะอยู่และสไลด์
ถาวรที่ท าเสร็จแล้ว เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากล  เพ่ือตรวจสอบ สืบค้น และ
อ้างอิงในภายหลัง 

- การบันทึกข้อมูล 
 1. ข้อมูลชนิดของแมลงหวี่ขาว ลักษณะส าคัญที่ใช้ในการจ าแนกชนิด 
 2. ข้อมูลพืชอาหาร 
 3. ข้อมูลเขตการแพร่กระจาย 
- เวลาและสถานที่ 
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 เริ่มต้น ตุลาคม 2562 สิ้นสุด กันยายน 2564 
  สถาณที่ แหล่งปลูกพืชทั้งพ้ืนที่เกษตรและพ้ืนที่ป่า โดยเน้นพ้ืนที่ปลูกพืชผักสวนครัว และ 
ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตวิทยาส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.17 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยเกล็ด วงศ์ย่อย Diaspidinae (Hemiptera: Coccoidea: 
Diaspididae) ในประเทศไทย 
Taxonomy of Armored Scale in the Subfamily Diaspidinae (Hemiptera: Coccoidea: 
Diaspididae) of Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ดโดยส ารวจแหล่งปลูกพืชที่ส าคัญตามภูมิภาคต่างๆ ทั่วประเทศไทย 
เมื่อพบตัวอย่างตัดชิ้นส่วนของพืชที่มีเพลี้ยหอยเกล็ดอาศัยอยู่ ใส่ในถุงกระดาษหรือห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์
แล้วใส่ในถุงพลาสติก บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง ชนิดและส่วนของพืชที่
ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู้เก็บ ส าหรับการเก็บตัวอย่างในแต่ละจุด จะเก็บให้ได้ตัวอย่างมากท่ีสุด เพ่ือน ามาศึกษาต่อใน
ห้องปฏิบัติการและจัดท าสไลด์ถาวรในการจ าแนกชนิดต่อไป 
 2. น าตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ดที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด 
stereo microscope ถ่ายภาพ บันทึกรายละเอียด เช่น ขนาด รูปร่างลักษณะและสีก่อนท าสไลด์ถาวร บันทึก
ข้อมูลตัวอย่างในแต่ละครั้งที่ท าการส ารวจอย่างละเอียดโดยจะแยกความแตกต่างจากลักษณะภายนอกเป็นข้อมูล
เบื้องต้น รวมทั้งพืชอาศัย และสถานที่ แล้วดองในแอลกอฮอล์ 70%  
 3. คัดเลือกเพลี้ยหอยเกล็ดเพศเมีย จากข้อ 2 ไปท าสไลด์ถาวรเพ่ือจ าแนกชนิด โดยใช้ตัวอย่างจ านวน 10-
20 ตัวอย่างต่อหมายเลข 
 4. วิธีการท าสไลด์ถาวร 
  4.1 ใช้เข็มเขี่ยเปิดเกราะที่ปกคลุมล าตัวของเพลี้ยหอยเกล็ดออก เจาะบริเวณกลางส่วนท้องของ
ตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ด น าไปแช่สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% ใช้เวลา ประมาณ 12-24 
ชั่วโมง ขึ้นอยู่กับขนาดตัวอย่าง 
   4.2 น าตัวอย่างจากข้อ 4.1 ย้ายลงในน้ ากลั่น กดเบา ๆ บนล าตัวด้วยเข็มดัดปลายโค้ง เพ่ือท าให้
ไข่ ตัวอ่อน และของเหลวที่อยู่ในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว้ ถ้ายังมีก้อนไขมันตกค้างอยู่ให้น าไปแช่ใน
แอลกอฮอล์ 95% ประมาณ 2 – 3 นาที 
  4.3 น าตัวอย่างจากข้อ 4.2 ย้ายลงในกรดแอลกอฮอล์ (acid alcohol) แช่ไว้ 1 ชั่วโมง หลังจาก
นั้นน าตัวอย่างไปย้อมสีโดยแช่ในน้ ายาย้อมสี ประมาณ 5-10 นาที ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง  
  4.4 น าตัวอย่างในข้อ 4.3 ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 95% แช่ทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือก าจัดสีส่วนเกิน ย้า
ลงในแอลกอฮอล์ 100 % แช่ไว้ 10 นาที แล้วย้ายลงในโคล์ฟออย (clove oil) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
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             4.5 น าตัวอย่างในข้อ 4.4 วางบนแผ่นสไลด์แก้วหยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) จ านวน 
1 หยดบนตัวอย่าง จัดรูปร่างให้สวยงามไม่บิดเบี้ยวหรือทับซ้อนกัน ปิดทับด้วยแผ่นแก้วปิดสไลด์ น าไปอบให้แห้ง 
ในตู้อบที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส ใช้เวลาอย่างน้อย 3 เดือน ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง 
 5. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยหอยเกล็ดบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง สูง โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Williams and Watson (1988) และ Miller 
and Davidson (1990, 2005) รวมทั้งเปรียบเทียบกับตัวอย่างสไลด์เพลี้ยหอยเกล็ดที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์
แมลง กรมวิชาการเกษตร และจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Diaspidinae โดยใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาต่างๆ  (Figure 1) ได้แก่ รูปทรงของล าตัว (body) ส่วนท้องตั้งแต่ปล้องที่ 4 ถึงปล้องสุดท้าย 
(pygidium) บริเวณ pygidium ประกอบด้วยท่อขนาดใหญ่ โดยส่วนด้านบนของท่อมีแถบ 2 ชั้นปิดอยู่ (2- barred 
macroduct/ pararell bar) และบริเวณส่วนปลายของ pygidium ส่วนใหญ่มีลอนปลายส่วนท้อง (lobe) จ านวน 
4 คูแ่ต่บางครั้งอาจจะเห็นเพียง 3 คู่ (L1 , L2, L3, L4) โดยลอนคู่ท่ี 1 หรือคู่กลาง (L1/median lobe) จะมีขนาด
ใหญ่ที่สุด ซึ่งจะมีขนาดลดหลั่นลงมาตามล าดับจนถึงคู่ที่ 4 ระหว่าง lobe การเชื่อมกันระหว่างฐานของลอนคู่ที่ 1 
(median lobe yoked) เส้นขนที่อยู่ระหว่างลอนคู่ที่ 1 (setae) ต าแหน่งการเรียงตัวของ macroduct รูปทรงของ
ต่อมหนาม (gland spine) ที่แตกต่างกันไปในแต่ละชนิด    
 6. การบันทึกรายละเอียดบนแผ่นสไลด์ที่อบแห้งแล้วโดยวางแผ่นสไลด์หันด้านหัวของเพลี้ยหอยเกล็ดเข้า
หาตัว ด้านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ด้านซ้ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร์ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด์และชื่อผู้จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกล่าวเป็นภาษาอังกฤษ  
 7. จัดเก็บตัวอย่างเพลี้ยหอยในกล่องใส่สไลด์ถาวรและน าเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง โดยแบ่งเป็ น
หมวดหมู่ตามหลักสากล และจัดท าหมายเลขประจ าตัวอย่างเพลี้ยหอยแต่ละสไลด์เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการอ้างอิง
ทางวิทยาศาสตร์ต่อไป 
- เวลาและสถานที่ 
 เวลา  เดือนตุลาคม 2561 ถึง เดือนกันยายน 2564 
 สถานที่   1. แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ในเขตภาคกลาง ภาคตะวันออก  
    ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ ภาคตะวันตกและภาคใต้ 
                       2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง  กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 
การทดลองที ่1.1.18 อนุกรมวิธานของเพลี้ยแป้งในราก วงศ์ Rhizoecidae (Hemiptera:  Coccoidea) ใน
ประเทศไทย 
Taxonomy of Root Mealybug in the Family Rhizoecidae (Hemiptera: Coccoidea) of 
Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
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 1. เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งในราก โดยส ารวจแหล่งปลูกพืชที่ส าคัญตามภูมิภาคต่างๆ ทั่วประเทศ
ไทย เมื่อพบตัวอย่างเพลี้ยแป้งในราก ตัดชิ้นส่วนของรากที่มีเพลี้ยแป้งอาศัยอยู่ ใส่ในถุงกระดาษหรือห่อด้วย
กระดาษหนังสือพิมพ์แล้วใส่ในถุงพลาสติก และใช้วิธีการสังเกตอาการต่างๆ เช่น ใบร่วง ยอดแห้ง  ยืนต้นตายโดย
ไม่ทราบสาเหตุ และท าการขุดบริเวณราก นอกจากนี้จะใช้วิธีการขุดดินบริเวณรอบๆ รากของต้นพืช น าไปแยก
แมลงโดยใช้ Berlese funnel เพ่ือช่วยในการแยกแมลง บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์(GPS) วัน เดือน ปี ที่
เก็บตัวอย่างชนิดและส่วนของพืชที่ถูกท าลาย รวมทั้งชื่อผู้เก็บ ส าหรับการเก็บตัวอย่างในแต่ละจุด จะเก็บให้ได้
ตัวอย่างมากที่สุด เพ่ือน ามาศึกษาต่อในห้องปฏิบัติการและจัดท าสไลด์ถาวรในการจ าแนกชนิดต่อไป 
 2. น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งในรากที่เก็บรวบรวมได้ มาตรวจดูลักษณะภายนอกด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด 
stereo microscope ถ่ายภาพ บันทึกรายละเอียด เช่น ขนาด รูปร่างลักษณะและสีของเพลี้ยแป้งในรากก่อนท า
สไลด์ถาวร บันทึกข้อมูลหมายเลข (LOT. number) ตัวอย่างในแต่ละครั้งที่พบอย่างละเอียดโดยจะแยกเป็นชนิด
ศัตรูพืช พืชอาศัย และสถานที่ แล้วดองในแอลกอฮอล์ 70%  
 3.  น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งในรากเพศเมีย จากข้อ 2) ไปท าสไลด์ถาวรเพ่ือจ าแนกชนิด โดยใช้ตัวอย่าง
จ านวน 20 ตัวอย่างต่อหมายเลข (LOT. number) หากมีปริมาณเพียงพอ 
 4. วิธีการท าสไลด์ถาวร  
  4.1 ใช้เข็มเข่ียเจาะบริเวณกลางส่วนท้องของตัวอย่างเพลี้ยแป้งในราก   
4.2 น าไปแช่สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% ใช้เวลา ประมาณ 12-24 ชั่วโมง ขึ้นอยู่กับขนาด
ตัวอย่าง 
  4.3 น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งในรากย้ายลงในน้ ากลั่น กดเบา ๆ บนล าตัวด้วยเข็มดัดปลายโค้ง เพ่ือ
ท าให้ไข่ ตัวอ่อน และของเหลวที่อยู่ในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว้ ถ้ายังมีก้อนไขมันตกค้างอยู่ให้น าไปแช่
ในแอลกอฮอล์ 95% ประมาณ 2 – 3 นาท ี
  4.4 ย้ายลงในกรดแอลกอฮอล์ (acid alcohol) ซึ่งเป็นสารละลายของกรด แกลเชียลอะซิติก 1 
ส่วน และแอลกอฮอล์ 50% 4 ส่วน แช่ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง  
  4.5 ย้อมสีตัวอย่างโดยแช่ในน้ ายาย้อมสี ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid fuchsin) กรด
เกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น แช่ทิ้งไว้อย่างน้อย 30 นาที ขึ้นอยู่กับตัวอย่าง  
  4.6 ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 95% แช่ทิ้งไว้ 10 นาที เพื่อก าจัดสีส่วนเกิน 
  4.7 ย้ายลงในโคล์ฟออย (clove oil) แช่ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
  4.8 น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งในรากวางบนแผ่นสไลด์แก้ว ใช้กระดาษกรองซับโคล์ฟออยส่วนที่เกิน
ออก   หยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) 1 หยดบนตัวอย่างแมลงจัดรูปร่าง ให้สวยงามไม่บิดเบี้ยวหรือทับ
ซ้อนกัน ปิดทับด้วยแผ่นแก้วปิดสไลด์ 
  4.9น าไปอบให้แห้ง ในตู้อบที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส ใช้เวลาอย่างน้อย 3 เดือน ขึ้นอยู่
กับตัวอย่าง 
 5. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งในรากบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound 
microscope ที่มีก าลังขยายสูง โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ  Williams (2004) Hodgson (2012) Jansen 
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(2003) Jansen and Westenberg (2015) และ Tanaka (2016) รวมทั้งเปรียบเทียบกับตัวอย่างสไลด์เพลี้ยแป้ง
ในรากที่เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตรและวาดรูปแสดง
ลักษณะส าคัญที่ใช้ในการจ าแนกเพลี้ยแป้งในรากแต่ละชนิด และจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยแป้งในราก วงศ์ 
Rhizoecidae  ซึ่งจะน าตัวอย่างสไลด์ที่ได้ มาเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่างๆ ของล าตัวภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิด compound microscope ที่มีก าลังขยายสูง ตรวจดูลักษณะส าคัญที่ใช้ในการจ าแนก ได้แก่ 
รูปทรงของล าตัว จ านวนปล้องหนวด (antennae) ไม่เกิน 6 ปล้อง ความยาวของหนวดปล้องสุดท้าย ลักษณะของ
ท่อที่มี 3 ช่องประกบกันหรือพันเป็นเกลียว  (tritubular duct) มีเพียง 2 ช่องประกบกันหรือพันเป็นเกลียว 
(bitubular duct)  ลักษณะของท่อที่มี 3 ช่องยื่นยาวมาจากผนังล าตัว (tritubular cerores) ท่อที่มี 2 ช่องยื่นยาว
มาจากผนังล าตัว (bitubular cerores) ช่องเปิดที่มีลักษณะคล้ายรอยแตกตามขวางของล าตัว (ostioles)   ช่อง
เปิด (pores) รูปแบบต่างๆ ได้แก่ ช่องเปิดรูปวงกลม (multilocular disc pore)  ช่องเปิดรูปสามเหลี่ยม 
(trilocular disc pore)  รูวงกลม (curculi) การปรากฏของส่วนต่างๆ บนผนังล าตัวด้านหลัง (dorsum) หรือ ผนัง
ล าตัวด้านท้อง (venter) และ ลักษณะของลอนปลายส่วนท้อง (anal lobe) แผ่นแข็งบริเวณลอนปลายส่วนท้อง 
(sclerotized anal lobes) วงแหวนปลายส่วนท้อง (anal ring) จ านวนเส้นขนบนวงแหวนปลายส่วนท้อง (anal 
ring setae)  น าลักษณะที่ส าคัญเหล่านี้มาเพ่ือเปรียบเทียบกันในแต่ละชนิด หลังจากนั้นจึงน าข้อมูลต่างๆ ที่ได้
รวบรวมจัดท าแนวทางวินิจฉัยระดับสกุลและระดับชนิดของเพลี้ยแป้งในรากวงศ์นี้ และยังมีข้อมูลการแพร่กระจาย 
พร้อมพืชอาศัย  
 6. การบันทึกรายละเอียดบนแผ่นสไลด์ที่อบแห้งแล้วโดยวางแผ่นสไลด์หันด้านหัวของเพลี้ยแป้งในรากเข้า
หาตัว ด้านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ด้านซ้ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร์ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด์และชื่อผู้จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกล่าวเป็นภาษาอังกฤษ  
 7. จัดเก็บตัวอย่างเพลี้ยแป้งในรากในกล่องใส่สไลด์ถาวรและน าเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง โดย
แบ่งเป็นหมวดหมู่ตามหลักสากล เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการอ้างอิงทางวิทยาศาสตร์ต่อไป  
- เวลาและสถานที่ 
 เวลา  เดือนตุลาคม 2561 ถึง เดือนกันยายน 2564 
สถานที่   1. แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ในเขตภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ 
ภาคตะวันตกและภาคใต้ 
             2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง  กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.19 อนุกรมวิธานและความหลากชนิดของแตนเบียนไข่ของแมลงกลุ่มมวนวงศ์ 
Pentatomidae ศัตรูพืชส าคัญทางการเกษตรในประเทศไทย 
Taxonomic study and species richness of egg parasitoids attacking true bugs 
(Pentatomidae) economically important pests of Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บรวบรวมและรักษาตัวอย่างแตนเบียนไข่ (Acquisition of research material) 
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เก็บรวบรวมตัวอย่างแตนเบียนไข่ของมวนวงศ์ Pentatomidae ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดหรือเคยมีการระบาดของ
มวนกลุ่มนี้ รวมถึงพ้ืนที่ป่าหรือพ้ืนที่ไกล้เคียงแหล่งเกษตรกรรมได้แก่  

- ภาคเหนือ จังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน ล าปาง แพร่ น่าน  จ านวน 15 แปลง 
ในไม้ผลเศษฐกิจ เช่น  ล าไย ลิ้นจี่ มะม่วง เป็นต้น  

- ภาคตะวันออกและภาคกลางได้แก่จังหวัดจันทบุรี ระยอง ตราด ลพบุรี นครสวรรค์ อุทัยธานี 
สิงห์บุรี อยุธยา ชัยนาท สุพรรณบุรี ในพืชสวนเศษฐกิจอ่ืนๆ เช่นเงาะ ลองกอง ทุเรียน รวมถึงไม้
ดอกไม้ประดับ และพืชผัก จ านวน 15 แปลง  

- ภาคใต้ได้แก่จังหวัด ชุมพร ระนอง พังงา สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ ตรัง สงขลา 
จ านวน 10 แปลงในไม้ผล เช่น มังคุด ทุเรียน ลองกอง มะพร้าว  

- ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่จังหวัด นครราชสีมา อุดรธานี สกลนคร กาฬสินธ์ ขอนแก่น 
หนองบัวล าภู ยโสธร อ านาจเจริญ สุรินทร์ อุบลราชธานี ไปแปลงปลูกไม้ยืนต้นเช่น ยางพารา ไม้
สัก ก้ามปู เป็นต้น 

 ด าเนินการเก็บตัวอย่างแตนเบียนไข่ของมวนในวงศ์ Pentatomidae ด้วย 2 กรรมวิธีประกอบไปด้วย 1) 
การเก็บตัวอย่างแห้ง ซึ่งจะเก็บในห้องที่มีความชื้นสัมพัทธ์และอุณหภูมิต่ า และ 2) การเก็บตัวอย่างสดเพ่ืองานวิจัย
ทางชีวโมเลกุล ทั้งนี้ใช้ 4 วิธีพ้ืนฐานทางกีฏวิทยาในการเก็บตัวอย่างได้แก่ สวิงโฉบแมลง Yellow Pan Traps 
(YPT), Malaise trap และ Slam trap. การใช้ YPT จะท าการเก็บแมลงทุกวันโดยทิ้งระยะเวลา 24 ชั่วโมงโดยวาง
กับดักเวลา 08:00 นาฬิกา และท าการเก็บแมลงในช่วงเช้าวันถัดไประหว่างเวลา 09:00 – 10:00 นาฬิกา และวาง
กับดัก Malaise trap และ Slam trap สามารถเว้นระยะเวลา 5-10 วัน น าแมลงออกจากกับดักโดยใช้ ตาข่าย
ความละเอียดพิเศษ (fine-mesh aquarium net) ส าหรับการเก็บตัวอย่างในแต่ละจุดท าการบันทึกสถานที่ พิกัด
ทางภูมิศาสตร์(GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง ชื่อผู้เก็บตลอดถึงเทคนิคที่ใช้ในการเก็บตัวอย่าง รวมถึงบันทึก
ลักษณะทางชีววิทยา นิเวศวิทยาเบื้องต้นของมวนศัตรูพืชที่แตนเบียนไข่เข้าท าลาย ตัวอย่างจะถูกเก็บใน
แอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95% หลังจากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอเพ่ือเตรียม
ท าตัวอย่างแห้ง หรือรอไว้เพ่ืองานวิจัยทางด้านสกัด ดี เอ็น เอ ต่อไป 
 การจัดจ าแนกโดยศึกษาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 น าแมลงที่เก็บได้จากสภาพธรรมชาติ จัดหมวดหมู่ (classification) จ าแนกในระดับอันดับ (order) โดย
ใช้การวินิจฉัยของ Goulet & Huber (1993) นับจ านวนของแมลงในแต่ละอันดับในแต่ละครั้งที่ท าการเก็บตัวอย่าง 
ทั้งนี้เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพของกับดัก วิธีการเก็บแมลง แมลงในกลุ่มเป้าหมาย Hymenoptera จะถูกแยกกลุ่มใน
ระดับ Superfamily การจัดแบ่งในหมวด วงศ์และสกุล (Family และ genus) ด าเนินการเฉพาะในกลุ่มที่ต้องการ
ศึกษา Chalcidoidea (Trichogrammatidae) และ Platygastroidea (Platygastridae) เอกสารหลักที่ใช้ในการ
จัดจ าแนกได้แก่ “Hymenoptera of the world: an identification guide to families” (Masner 1993) และ
ความร่วมมือจากนักวิจัยจากประเทศแคนนาดา (CNCI:Canadian National Collection of Insects) การศึกษา
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ภายใต้กล้อง stereo microscope ใช้โปรแกรมการถ่ายภาพ  AutoMontage หรือ Cartograph extended-
focus โดยใช้ JVC KY-F75U digital camera, Leica Z16 APOA  
 ลักษณะทางสันฐานวิทยาที่ใช้ในการทดลอง 
 ลักษณะและค าศัพท์ทางสันฐานวิทยาที่ใช้ในการทดลอง : A1, A2, ... A12: antennomere 1, 2, …12; 
claval formula (ลักษณะเฉพาะของแมลงในกลุ่มนี้คือ multiporous basiconic sensilla ส่วนล่างหนวดของ
แมลงเพศเมีย (Bin, 1982); POL: posterior ocellar line, ระยะที่สั้นที่สุดระหว่าง 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. ลักษณะทาสัณฐานวิทยานอกเหนือจากนี้
อ้างอิงจาก Masner (1980) และ Mikó et al. (2007).  
การลงทะเบียนและระบบฐานข้อมูลแตนเบียนไข่ในประเทศไทย 
 ตัวอย่างแห้งของแตนเบียนไข่แต่ละตัวอย่างถูกติดตั้งด้วย บาร์โค้ดโดยใช้รหัส EMBT ENT (Entomology 
and Zoology Museum Bangkok Thailand) ซึ่งเป็นรหัสที่ได้รับการลงทะเบียนอย่างเป็นทางการ ณ ฐานข้อมูล
ความหลากหลายทางชีวภาพของพิพิธภัณฑ์ The Global Registry of Biorepositories (GRBio) หากมีการค้นพบ
ชื่อวิทยาศาสตร์ชนิดใหม่ของโลกจะมีการตีพิมพ์และขึ้นทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek et al. 2005) 
รวมถึงสถานที่ ที่ค้นพบ รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย  (taxonomic description) ด าเนินการตามแบบ
มาตรฐานของ Pyle et al. (2008) และ Johnson et al. (2008) ตัวอย่างแมลงทั้งหมดจะถูกเก็บรวบรวม พร้อม
ทั้ง ลงบันทึกเขตการแพร่กระจาย แหล่งที่เก็บ แมลงอาศัย ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร 
การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูลรายละเอียดแต่ละตัวอย่างที่เก็บได้ ประกอบด้วย แหล่งที่เก็บ พิกัดทางภูมิศาสตร์ พืชอาศัย 
วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง เทคนิคการเก็บตัวอย่าง ชื่อผู้เก็บตัวอย่าง เป็นต้น 
 การลงทะเบียนในระบบฐานข้อมูลแตนเบียนไข่ในประเทศไทยโดย ตัวอย่างแต่ละตัวอย่างมีรายละเอียด
แยกกันอย่างชัดเจน (specimen barcode) หากมีการค้นพบชื่อวิทยาศาสตร์ชนิดใหม่ ด าเนินการตีพิมพ์และข้ึน
ทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek et al. 2005)  
 รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย (taxonomic description) ด าเนินการตามแบบมาตรฐานของ Pyle 
et al. (2008) 
 เก็บรักษาตัวอย่างแมลงทั้งตัวอย่างสดและตัวอย่างแห้ง ณ พิพิธภัณฑ์แมลง ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร 
สถานที่ด าเนินการทดลอง 
 เก็บรวบรวมตัวอย่างแตนเบียนไข่ของมวนวงศ์ Pentatomidae ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดหรือเคยมีการ
ระบาดของมวนกลุ่มนี้ รวมถึงพ้ืนที่ป่าหรือพ้ืนที่ไกล้เคียงแหล่งเกษตรกรรม โดยมีแผนการด าเนินการดังนี้ 

- ปี 2562 ด าเนินการเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ภาคเหนือ จังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน 
ล าปาง แพร่ น่าน  เป็นต้น ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่จังหวัด นครราชสีมา อุดรธานี 
สกลนคร กาฬสินธ์ ขอนแก่น หนองบัวล าภู ยโสธร อ านาจเจริญ สุรินทร์ อุบลราชธานี เป็นต้น 
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- ปี 2563 ภาคตะวันออกและภาคกลางได้แก่จังหวัดจันทบุรี ระยอง ตราด ลพบุรี นครสวรรค์ 
อุทัยธานี สิงห์บุรี อยุธยา ชัยนาท สุพรรณบุรี เป็นต้น 

- ปี 2564 ภาคใต้ได้แก่จังหวัด ชุมพร ระนอง พังงา สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ ตรัง 
สงขลา เป็นต้น 

 การตรวจวินิจฉัยจัดหมวดหมู่ของแตนเบียนไข่ของมวนวงศ์ Pentatomidae ด าเนินการ ณ พิพิธภัณฑ์
แมลงและห้องปฏิบัติการส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
หมายเหตุ: ทุกข้ันตอนในการด าเนินการ วิธีการท าการทดลองเหมือนกันในแต่ละปี 
 

การทดลองที่ 1.1.20 อนุกรมวิธานของแมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ 
Coniopterygidae ในประเทศไทย  
Taxonomy of Brown Lacewings (Family Hemerobiidae) and Dusty-wings (Family 
Coniopterygidae) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 1) เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์  Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์  
Coniopterygidae โดยส ารวจจากแหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน 
มะนาว เงาะ ล าไย ลิ้นจี่ และพืชผักต่างๆ เป็นต้น 

 2)   การ เก็บตั วอย่ า ง แมลงช้ า งสี น้ า ตาล  ว งศ์  Hemerobiidae และแมลงช้ างปีกแป้ ง  วงศ์  
Coniopterygidae แบ่งเป็น 3 วิธี ดังนี้ 
  -  การเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงโดยใช้สวิงจับแมลง (insect net) โฉบเพ่ือเก็บตัวแมลงช้างปีกใส
จากแปลงปลูกพืชในช่วงเวลากลางวัน ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า (killing jar) ซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด (ethyl 
acetate) หลังจากแมลงช้างตายแล้ว เก็บลงในซองกระดาษสามเหลี่ยมแยกใส่ไว้ในกล่องใส่ตัวอย่างแมลง น ากล่อง
ใส่ตัวอย่างใส่ไว้ในกล่องรักษาความเย็นอีกชั้นเพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอย่างเน่าเสีย 
  - การใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ติดตั้งในแปลงเกษตร เพ่ือดึงดูดแมลงช้างในช่วงเวลากลางคืน 
คัดเลือกแมลงช้างที่ต้องการศึกษา ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่าซึ่งบรรจุน้ ายาเอททิล อะซิเตด และเก็บตัวอย่าง โดยใช้ซอง
กระดาษสามเหลี่ยมเช่นเดียวกัน 
  - การส ารวจและเก็บตัวอย่างระยะตัวอ่อนแมลงช้าง โดยการเดินสุ่มส ารวจทั่วแปลงเก็บตัวอ่อน
แมลงช้างทุกระยะใส่กล่องพลาสติกพร้อมเหยื่อศัตรูพืชที่พบ และส่วนของพืชที่พบ น ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ
ทั้งตัวอ่อนแมลงช้างและศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ เพ่ือศึกษาชีวประวัติ  เปลี่ยนเหยื่ออาหารและท าความสะอาดกล่อง
เลี้ยงตัวอ่อนแมลงช้างเมื่อกล่องเลี้ยงเริ่มสกปรก บันทึกระยะเวลาการเจริญเติบโตโดยดูจากการลอกคราบของตัว
อ่อนแต่ละระยะ บันทึกขนาด สี รูปร่าง หรือรายละเอียดอ่ืนๆที่สังเกตได้ เลี้ยงจนเป็นตัวเต็มวัยรอจนปีกและสีของ
ตัวเต็มวัยพัฒนาเต็มที่จึง ฆ่าโดยใช้ขวดฆ่า น าตัวอย่างที่ได้ไปจัดรูปร่างเพื่อรอการจ าแนกชนิด  
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 3) การบันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืชเศรษฐกิจในแปลงนั้น พันธุ์พืช อายุพืช ศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ ลักษณะการ
ท าลายของศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ สถานที่ พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน/เดือน/ปี ชื่อผู้เก็บตัวอย่างขนาดพ้ืนที่ และ
ข้อมูลอื่นๆ ในระบบนิเวศน์ที่สามารถบันทึกได้ 
 4) น าตัวอย่างแมลงช้างจัดรูปร่าง บนไม้จัดรูปร่าง (setting board) โดยใช้เข็มไร้สนิม (stainless steel) 
เบอร์ 000, 00, 0, 1 หรือ 3 ปักกลางอกด้านบน จัดปีกให้กางออกโดยให้ขอบบนของปีกคู่หลังตั้งฉากกับล าตัว 
และขอบบนของปีกคู่หลังไม่ซ้อนทับกับขอบล่างของปีกคู่หน้า น าไปอบให้แห้งในตู้อบ (oven) ปรับอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส ใช้เวลา 15-30 วัน  
 5)  การตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ New (2003) และ Sziráki (2011) ดู
ลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo แล้วบันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาดล าตัว รูปร่าง 
ลักษณะ และสี  ฯลฯ  โดยตรวจสอบลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธานเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชนิด
แมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae ด้วยการใช้เอกสารแนว
ทางการวินิจฉัยชนิด ประกอบกับการเปรียบเทียบตัวอย่างแมลงที่ได้จ าแนกแล้วในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการเกษตร 
ส าหรับแมลงช้างบางชนิดซึ่งมีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกันมากจ าเป็นต้องใช้อวัยวะสืบพันธุ์ประกอบในการ
จ าแนก  ซึ่งมีขั้นตอนการท าสไลด์อวัยวะสืบพันธุ์ดังนี้ 
 -  ตัดส่วนท้องของแมลงช้างแช่ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 % ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง หรือต้มใน
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 10 % ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 – 20 นาที    
 -  ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่นเพ่ือล้างโพแทสเซียมไฮ    ดรอกไซด์ที่ยัง
หลงเหลืออยู่ออกให้หมด ท าซ้ าอีก 1-2 ครั้ง ย้อมสีด้วยเกจส์สเตน (Gage’s slain) ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิตฟุซ
ซิน 0.5 กรัม กรดเกลือ 10% 25 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร แช่ทิ้งไว้ นาน 2 -3 นาทีหรือนานถึง 12 
ชั่วโมง ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับโครงสร้างของลักษณะอวัยวะสืบพันธุ์ของตัวอย่างแมลงช้างที่จะติดสีได้ง่ายหรือยาก 
 -  ย้ายตัวอย่างลงในน้ ากลั่นเพ่ือท าการผ่าเอาอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้อง ถ้าเป็นเพศผู้ใช้ปากคีบปลาย
แหลมดึงอวัยวะสืบพันธุ์ออกจากท้องปล้องสุดท้าย แต่ถ้าเป็นเพศเมียใช้มีดผ่าตัดผ่าผนังล าตัวด้านข้างออกเพ่ือ
ป้องกันการเสียหายของอวัยวะสืบพันธุ์ใช้ปากคีบปลายแหลมค่อยๆ แยกผนังล าตัวออกจากอวัยวะสืบพันธุ์ จากนั้น
ใช้พู่กันเบอร์ 00 หรือเบอร์ 0 และท าความสะอาดไขมันส่วนเกินออกให้หมด 
 -  ย้ายตัวอย่างลงแอลกอฮอล์ 30% จัดรูปร่างอวัยวะสืบพันธุ์ให้ได้ตามลักษณะที่ต้องการ ถ้าเป็นตัวอย่าง
ที่โครงสร้างอ่อนนิ่มหรือบอบบาง ให้ก าจัดน้ าออกให้หมดก่อนโดยการ ย้ายตัวอย่างแช่ในแอลกอฮอล์ 60% ทิ้งไว้ 
24 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแอลกอฮอล์ 80% เป็นเวลา 20 นาที  แล้ว
ย้ายลงแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 10 นาที น าตัวอย่างแช่ในโคลฟออย (clove oil) 20-30 นาที เพ่ือให้ตัวอย่าง
ใส                       
 -  ย้ายอวัยวะสืบพันธุ์ วางบนสไลด์ที่หยดน้ ายาคานาดา บาลซัม (Canada balsam) แล้วปิดทับด้วย
กระจกปิดสไลด์น าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 50 °C นาน 4 - 6 สัปดาห์ จึงน าออกมาศึกษา  
 6)  บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาพร้อมทั้งถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound วาดรูปโดยใช้
เครื่องมือ camera lucida บันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของแมลงช้างปีกใสแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อ
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วิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ ปีที่จ าแนกชนิด ชื่อผู้จ าแนกชนิด และรหัสก ากับตัวแมลง พิกัดภูมิศาสตร์ สถานที่ วัน /
เดือน/ป ีชื่อผู้เก็บพืชที่พบ ศัตรูพืชที่เป็นเหยื่อ และวิธีการเก็บตัวอย่าง 
 7)  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) สกุลและชนิดของแมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้าง
ปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae ที่รวบรวมได้พร้อมภาพประกอบ 
 8)  จัดเก็บตัวอย่างแมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae 
ทุกชนิดที่จ าแนกเรียบร้อยแล้วไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่าง
แมลง เพื่อการตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 
เวลาและสถานที่ 

1) แหล่งปลูกพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ มันส าปะหลัง ข้าวโพด ส้มโอ ส้มเขียวหวาน มะนาว เงาะ ล าไย 
ลิ้นจี่ และพืชผักต่างๆ เป็นต้นตามภูมิภาคต่างๆ โดยในปี 2562 ส ารวจในเขตภาคตะวันตกและ
ภาคใต้ 

2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.21  อนุกรมวิธานไรขาว วงศ์ Tarsonemidae ในประเทศไทย  
Taxonomic Study of Mite Family Tarsonemidae in Thailand. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1 .  การเก็บและรักษาตัวอย่างไรขาว 
  1.1 ส ารวจ และเก็บรวบรวมตัวอย่างไรในวงศ์ Tarsonemidae  โดยท าการส ารวจบนใบพืชทั้งใต้
ใบและบนใบพืชที่แสดงอาการผิดปกติโดยเฉพาะบริเวณยอดอ่อน ผลอ่อน และดอกของพืชซึ่งมักจะพบไรขาวเข้า
ท าลาย บนพืชปลูกต่าง ๆ ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ โดยส ารวจบนพ้ืนที่ภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคใต้ ภาค
ตะวันออก และ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ สุพรรณบุรี ชัยนาท นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี สมุทรสาคร  
ประจวบคีรีขันธ์ สงขลา เชียงใหม่ ล าพูน ล าปาง แพร่ จันทบุรี ระยอง ชลบุรี สระแก้ว ปราจีน บุรี ขอนแก่น 
นครราชสีมา โดยจะท าการส ารวจตลอดทั้งปี   
  1.2 โดยเก็บใบ กิ่ง ผล หรือส่วนต่าง ๆ ของพืช ที่แสดงอาการผิดปกติลงในกล่องพลาสติก หรือ
ถุงกระดาษพับปากถุง บันทึกข้อมูลเกี่ยวกับตัวอย่างไร เช่น ชื่อพืช ผู้เก็บ สถานที่ที่เก็บตัวอย่างไร บันทึกข้อมูล
พิกัด (GPS)  จากนั้นน าตัวอย่างแช่ลงในกระติกน้ าแข็งก่อนน ากลับมายังห้องปฏิบัติการ  
  1.3 การท าสไลด์ถาวรภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereomicroscope  หยด Hoyer’s 
solution ลงบนสไลด์ 1 หยด ใช้พู่กันเขี่ยตัวไรลงบนหยดน้ ายาจัดตัวอย่างไรให้อยู่ในสภาพที่เห็นส่วนต่าง ๆ ได้
ชัดเจน โดยจัดท่าทางของไรขาวให้อยู่ในท่าคว่ า และท่าตะแคงข้าง  เพ่ือตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ที่ใช้ในการจ าแนก 
จากนั้นปิดสไลด์ด้วย coverglass ใช้ปากกาเขียนแก้ววงกลมล้อมรอบตัวไรทันทีหลังจากท าสไลด์เรียบร้อยแล้ว 
เพ่ือสะดวกในการหาตัวไรได้ง่ายขึ้น  น าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ ผนึกขอบ 
coverglass ด้วยน้ ายาทาเล็บ และปิดป้ายบันทึกข้อมูลเกี่ยวกับ สถานที่เก็บ วันที่ ชื่อผู้เก็บและพืชอาศัยที่ด้าน
ขวามือของแผ่นสไลด์ 
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 2.  การศึกษาอนุกรมวิธาน 
 น าตัวอย่างไรที่ท าสไลด์ถาวรแล้วมาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานภายใต้กล้อง  compound 
microscope จ าแนกชนิด จากต าราต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง วาดรูปแสดงลักษณะส าคัญท่ีใช้ในการจ าแนกชนิดพร้อมทั้ง
ท า คู่มือการจ าแนกชนิด ส าหรับใช้ในการจ าแนกชนิดของไรขาวในวงศ์ Tarsonemidae ที่ส าคัญของประเทศไทย 
ปิดป้ายบันทึกผลการจ าแนกไว้ด้านซ้ายมือของแผ่นสไลด์ก่อนที่จะน าเข้าเก็บในพิพิธภัณฑ์     
สถานที ่ 

1. กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมมุม ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
2. พ้ืนที่ส ารวจได้แก่ จังหวัดปทุมธานี นครนายก กรุงเทพ ลพบุรี ชัยนาท นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี 

ก าแพงเพชร นครสวรรค์ อุตรดิตถ์ น่าน พิจิตร เชียงใหม่ เชียงราย แม่ฮ่องสอน สมุทรสาคร 
สมุทรสงคราม เพชรบุรี ชุมพร พัทลุง ระนอง ประจวบคีรีขันธ์ นครศรีธรรมราช สุราษฏรธ์านี พังงา 
สตูล ภูเก็ต สงขลา ปัตานี ชัยภูมิ เพชรบูรณ์  กาฬสินธุ์ นครราชสีมา สุรินทร์ ขอนแก่น อ านาจเจริญ 
สกลนคร ศรีสะเกษ มุกดาหาร หนองคาย อุดรธานี อุบลราชธานี ตราด ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา 
และจันทบุรี 

 

การทดลองที่ 1.1.22  การจัดจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในพื้นที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย 
Identification of Entomopathogenic Nematodes in Eastern Thailand. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 เก็บตัวอย่างดินในแต่ละจุดโดยใช้พลั่วมือขุดดินลึกลงไป 15 - 20 เซนติเมตร จากผิวหน้าดิน ในแต่ละพ้ืนที่
เก็บดิน 5 จุด โดยให้แต่ละจุดห่างกัน 1 เมตรจากจุดกลาง จากนั้นจึงเก็บตัวอย่างดินจุดละ 400 กรัม รวมเป็น
ปริมาณ 2 กิโลกรัม ใส่ลงถุงพลาสติก มัดปากถุงเพ่ือรักษาความชื้น และเก็บรักษาดินตัวอย่างในที่เย็น 15 - 20
องศาเซลเซียส  ก่อนน าไปคัดแยกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากดินตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ 
 น าดินจ านวน 2 กิโลกรัมที่ได้จากแต่ละจุดเก็บตัวอย่างมาคลุกเคล้าให้เข้ากัน และแบ่งใส่กล่องพลาสติก
ขนาด 5x7x9 เซนติเมตร กล่องละ 150 กรัม จากนั้นปล่อยหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ลงไปกล่องละ 20 ตัว ปิดฝากล่อง
ให้สนิท น ากล่องทดสอบเก็บที่ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน เมื่อครบก าหนดจึงน ากล่อง
ออกมาตรวจผลการทดสอบ  เมื่อพบหนอนกินรังผึ้งตาย ท าการเก็บรวบรวมหนอนที่ตายออกจากดิน และท าความ
สะอาดผิวล าตัวภายนอกของหนอนด้วยสารละลาย 0.1% ฟอร์มาลีน อย่างน้อย 3 ครั้ง จากนั้นท าการดักล่อ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงตามวิธีการของ White (1927) โดยน าหนอนที่ตายและท าความสะอาดแล้ววางบนผ้ากรองที่
ปูบนจานแก้วในกล่องพลาสติกที่มีฝาปิดมิดชิด เติมน้ าลงในกล่องจ านวน 20 มิลลิลิตร ก่อนจะน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 - 12 วัน เมื่อครบก าหนดจึงท าการตรวจหาไส้เดือนฝอยวัย 3 ระยะเข้าท าลาย
แมลง ซึ่งจะเคลื่อนตัวออกจากซากหนอนลงมาอยู่ในน้ า ท าการเก็บไส้เดือนฝอยโดยเทออกจากกล่องแล้วล้างเศษ
ซากหนอนออก จากนั้นเก็บรักษาไส้เดือนฝอยในชิ้นฟองน้ าหรือบรรจุในขวดพลาสติกเก็บรักษาต้นเชื้อ (culture 
flask) ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปด าเนินการในขั้นตอนต่อไป 
การบันทึกข้อมูล 
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- บันทึกพิกัดต าแหน่ง GPS พ้ืนที่จุดที่เก็บตัวอย่าง 

- บันทึกลักษณะของดินตัวอย่าง ค่าความเป็นกรดด่างของดิน อุณหภูมิ และความชื้นของ
ดินตัวอย่าง 

ขั้นตอนที่ 2  การวิเคราะห์ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 ท าการเลี้ยงขยายปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่คัดแยกได้จากดินตัวอย่างในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของ
ประเทศไทย ให้ได้เป็นปริมาณมากเพ่ือน ามาใช้ทดสอบในขั้นตอนนี้ 
 การสกัด DNA ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
 เตรียมไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงวัย 3 ระยะเข้าท าลายแมลง (IJ) จ านวน 200 ตัวผสมน้ า 10 มิลลิลิตร      ใช้ 
auto pipette ดูดไส้เดือนฝอยหยดลงบนกระดาษกรองซึ่งวางในจานทดลองเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร 
ปล่อยหนอนกินรังผึ้งลงไปในจาน จานละ 10 ตัว จากนั้นหยดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema ไว้ เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง และ Heterorhabditis เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
 คัดเลือกหนอนที่ถูกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเข้าท าลายแล้ว โดยใช้เข็มเขี่ยตัวหนอนให้แตกแล้วแยกเอา
ไส้เดือนฝอยเพศเมียออกมา โดยใช้ไม้ปลายแหลมเขี่ยไส้เดือนฝอยเพศเมียลงใน eppendorf ที่มี buffer ATL 180 
ไมโครลิตร และ proteinase K 20 ไมโครลิตร น าไปเข้าเครื่องบ่มที่ 56 องศาเซลเซียส ปั่นเหวี่ยงที่ 1,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 15 นาที และที่ 700 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติม buffer AL 200 ไมโครลิตร บ่มที่ 
56 องศาเซลเซียส ปั่นเหวี่ยงที่ 1,800 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นเติม Abs. ethanol 200 ไมโครลิตร 
แล้วดูดสารละลายทั้งหมดที่ได้ใส่ใน spin column น าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาท ี
น าสารละลายส่วนล่างของ spin column ทิ้ง แล้วน าสารละลายส่วนบนไปใส่ใน spin column ใหม่  จากนั้นเติม 
buffer AW1 500 ไมโครลิตร น าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  จากนั้นน าสารละลาย
ส่วนล่างของ spin column ทิ้ง แล้วน าสารละลายส่วนบนไปใส่ใน spin column ใหม่  แล้วเติม buffer AW2 
500 ไมโครลิตร เข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที  จากนั้นน าสารละลายส่วนล่างของ spin 
column ทิ้ง แล้วน าสารละลายส่วนบนไปใส่ใน spin column ใหม่  แล้วเติม buffer AE 100 ไมโครลิตร น าเข้า
เครื่องปั่นเหวี่ยง 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาท ีท าซ้ า 2 รอบ จะได้ตัวอย่างดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
น าเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนต่อไป 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยกระบวนการ PCR 
 เตรียม greentaq จ านวน 62.5 ไมโครลิตร ใส่หลอด eppendorf จากนั้นหยด Primer D2F: 5′-CCT 
TAG TAA CGG CGA GTG AAA-3′ (forward) และ 536 : 5′-CAG CTA TCC TGA GGA AAC-3′ (reverse) อย่าง
ละ 5 ไมโครลิตร และน้ า 37.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดสารใส่หลอด PCR หลอดละ 22 ไมโครลิตร 
โดยมีหลอด positive (+) เติม DNA template และหลอด nagative (-)  เติมน้ ากลั่น  จากนั้นผสมสารให้เข้ากัน
ในแต่ละหลอดด้วยเครื่อง vortex จากนั้นน าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ตะกอนตกสู่ด้านล่างหลอด PCR จากนั้น
น าเข้าเครื่อง thermocycler โดยก าหนดให้เครื่องท างาน 1 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
และรอบ 40 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ที่ 72 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปทดสอบใน
ขั้นตอนต่อไป หรือน าดีเอ็นเอท่ีได้เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 การทดสอบเจลอิเล็กโตรฟอเรซีส 
 เตรียมสารละลาย 0.5X TBE 1 ลิตร จาก 10X TBE 50 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 950 มิลลิลิตร ส าหรับ
เตรียม 1.5% agarose gel โดยใช้ agarose 1.5 กรัม และ 0.5X TBE 100 มิลลิลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากันเป็น
เนื้อเดียวแล้วน าใส่เครื่องไมโครเวฟตั้งอุณหภูมิ 360 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าการดูด agarose gel มา
ใช้ครั้งละ 20 มิลลิลิตร ใส่สีย้อมเรืองแสง 1 มิลลิลิตร ลงไป เขย่าให้ผสมกัน จากนั้นจึงน าไปเทลงในถาดเจล   รอ
ให้เจลแข็งตัวประมาณ 10 - 15 นาที น าเจลออกจากถาดไปวางบนเครื่อง เทสารละลาย 0.5X TBE buffer   ลงใน
เครื่องจนท่วมแผ่นเจล พยายามไม่ให้เกิดฟอง น า marker หยดลงในหลุมแรก 3 ไมโครลิตร จากนั้นหยดตัวอย่างดี
เอ็นเอตัวอย่างไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่เตรียมได้ลงหลุมละ 8 ไมโครลิตร และหลุมสุดท้ายหยด marker 3 
ไมโครลิตร เปิดเครื่อง Electrophoresis ที่แรงดันไฟฟ้า 100 โวลต์, ความจุไฟฟ้า 100 มิลิแอมแปร์, ก าลังไฟฟ้า 
10 วัตต์ เป็นเวลา 25 นาที  จากนั้นน าเจลไปส่องในเครื่อง Biorad Chemidoc Touch Imaging System 
 การท า Purification 
 น าตัวอย่างดีเอ็นเอไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงใน spin column เติม buffer BP จ านวน 85 ไมโครลิตร 
น าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง 30 - 60 วินาที ล้างด้วย buffer PE จ านวน 150 ไมโครลิตร แล้วน าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงอีก
ครั้งเป็นเวลา 30 - 60 วินาที จากนั้นจึงย้าย column วางลงใน eppendorf แล้วเติม buffer EB จ านวน 50 
ไมโครลิตร น าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือเก็บ
ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
เวลาและสถานที่: 
ระยะเวลาด าเนินการ: ตั้งแต่เดือน ตุลาคม 2561 ถึง กันยายน 2564  
สถานที่ด าเนินการ:     -  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา    
    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
         -  พ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดชลบุรี ฉะเชิงเทรา ระยอง จันทบุรี ตราด 
ปราจีนบุรี และสระแก้ว 
 

การทดลองที่ 1.1.23 อนุกรมวิธาน การแพร่กระจาย พืชอาศัยของแมลงวันหนอนชอนใบในวงศ์ 
Agromyzidae (Order : Diptera) ในพืชผัก  
Taxonomy, Distribution and Host Plants of Leafminer Flies in Family Agromyzidae (Order: 
Diptera) in vegetable crops 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae 
           ท าการส ารวจแปลงเพาะปลูกพืชผักต่าง ๆ ทั่วประเทศ ที่พบลักษณะแมลงวันหนอนชอนใบเข้าท าลาย
เก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่าง ๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวัน
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ออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้) โดยเลือกจังหวัดที่เป็นตัวแทนของพ้ืนที่ท าการเกษตรของภูมิภาคนั้น 
ๆ ดังนี้  
  - ภาคกลาง: จังหวัดกรุงเทพมหานคร นครปฐม สมุทรสงคราม สมุทรสาคร ราชบุรี และ เพชรบุรี  
  - ภาคตะวันตก: จังหวัดกาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ และตาก   
  - ภาคเหนือ: จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน และน่าน  
   - ภาคตะวันออก: จังหวัดจันทบุรี และระยอง  
  - ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ: จังหวัดนครราชสีมา ชัยภูมิ ขอนแก่น อุดรธานี อุบลราชธานี 
หนองคาย และมหาสารคาม 
   - ภาคใต้: จังหวัดสุราษฎร์ธาน ีชุมพร ระนอง ตรัง พัทลุง สงขลา นครศรีธรรมราช กระบี่ พังงา 
และภูเก็ต 
   โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างจากแปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวา ฟักทอง ถั่วฝักยาว บวบ ฟักและอ่ืน ๆ 
จากนั้นใส่ถุงหรือกล่องพลาสติก  เพื่อให้ระบายอากาศได้ดี  บันทึก วันที่  เดือน ปี  และสถานที่เก็บ  น ากลับมา
เลี้ยงยังห้องปฏิบัติการจนเป็นตัวเต็มวัย เก็บรักษาไว้ในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยมีป้ายเล็ก ๆ บอก สถานที่ 
วันเดือนปี ผู้เก็บ ชื่อพืชที่เก็บ 
  2. ศึกษาอนุกรมวิธานแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae 
          2.1  ศึกษาอนุกรมวิธานจากลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก 
  - น าตัวอย่างแมลงวันหนอนชอนใบมาตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิดจากลักษณะภายนอกภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) Leica รุ่น M 165C (Leica Microsystems Ltd, Switzerland) โดย
ใช้ตัวอย่างแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละชนิดที่น ามาศึกษาจ านวน 20 ตัวอย่าง  เพ่ือเป็นตัวแทนในการศึกษา 
การศึกษาอนุกรมวิธานจากลักษณะสัณฐานภายนอกโดยศึกษาลักษณะส าคัญ เช่น  ขนาดความยาว ความกว้าง
ของปีก และอัตราส่วนของเซลล์ปีก และรูปแบบของส่วนท้อง (tergite pattern) โดยการใช้เอกสารประกอบเป็น
แนวทางการวินิจฉัยการจ าแนกชนิด : New records of Liriomyza Mik (Agromyzidae: Diptera) leafminers 
from Indonesia (Malipatil, et al., 2004) และ  Workshop on leafminers of vegetables in Southeast 
Asia (Lim et al., 1999) ประกอบการเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการ
เกษตร 
    - บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาโดยการถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมถึงให้รายละเอียดบนแผ่นป้ าย
บันทึกของแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละตัว ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่พบตัวอย่าง พืช
อาหาร และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
     -  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) ชนิดของแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae ที่รวบรวมได้พร้อม
ภาพประกอบ 
 2.2  การศึกษาอนุกรมวิธานจากอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



58 
 

               แมลงวันหนอนชอนใบบางชนิดที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกคล้ายคลึงกันมาก และยากในการ
ตรวจวินิจฉัยชนิดนั้น ต้องมีการศึกษาอวัยวะเพศผู้ โดยมีวิธีการท าสไลด์ถาวรของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ เพ่ือศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปร่าง และขนาด ด้วยวิธีการดังต่อไปนี้ 
   - ตัดส่วนท้องของแมลงวันหนอนชอนใบแช่ในน้ ายาโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% ที่อุณหภูมิห้อง
ประมาณ 1  ชั่วโมง เพ่ือให้ผนังส่วนท้องและไขมันที่ไม่ต้องการย่อยสลาย 
  - น าชิ้นส่วนออกจากน้ ายา แช่ในน้ ากลั่น เขี่ยเอาไขมันและส่วนที่ไม่ใช่อวัยวะเพศออก โดยใช้เข็มแหลม
เขี่ยเอาเฉพาะอวัยวะเพศออกมาจากส่วนของท้อง และแช่ในแอลกอฮอล์ (alcohol) 75% และ 95% ตามล าดับ 
นานครั้งละ 5 นาท ีเพ่ือดึงน้ าที่อยู่ภายในเนื้อเยื่อให้ออกไปจนหมด เนื่องจากหากดึงน้ าออกไม่หมดจะท าให้อวัยวะ
เพศที่อยู่ในสไลด์หดตัวเมื่อน าไปอบภายใต้อุณหภูมิสูง 40 - 45OC เกิดความเสียหาย ไม่สามารถเก็บรักษาสไลด์ไว้
ได้เป็นเวลานาน  
 -  น าส่วนของอวัยวะเพศแช่ในกรดซิทริค (citric acid) ประมาณ 3 นาท ี
 -  เขี่ยอวัยวะเพศมาวางบนสไลด์ที่หยดน้ ายา Canada balsam แล้วปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ 
 -  น าไปอบให้แห้งเป็นระยะเวลา 2 - 3 สัปดาห์ ในตู้อบอุณหภูมิ 40 - 45OC จึงน าออกมาศึกษาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์  
 -  บันทึกรายละเอียดของแผ่นสไลด์ เช่น ชื่อวิทยาศาสตร์แมลงวันหนอนชอนใบ วัน/เดือน/ปี ที่ท าสไลด์ 
และชื่อผู้ท าสไลด ์
           2.3  จัดท าแนวทางวินิจฉัย (key) อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ของแมลงวันหนอนชอนใบที่รวบรวมได้พร้อม
ภาพประกอบ 
  2.4  จัดเก็บตัวอย่างที่ได้จากศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตาม
ระบบสากลของการเก็บรักษาตัวอย่างแมลง (แมลงวันหนอนชอนใบทุกชนิดที่รายงานไว้ต้องเก็บรักษาตัวอย่างจริง
ไว้เพ่ือการตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง) 
 
 3. ศึกษาการแพร่กระจายตัวของแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae 
 4. ศึกษาพืชอาศัยของแมลงวันหนอนชอนใบแต่ละชนิดวงศ์ Agromyzidae 
- เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2561 - กันยายน 2564 
 สถานที่ :   1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่าง ๆ  ในภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก  ภาค
ตะวันออก เฉียงเหนือและภาคใต้ 
     2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ-            
อารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.1.24 อนุกรมวิธานแมงมุมวงศ์ Oxyopidae 
Taxonomic study of Spider Fauna in Family Oxyopidae 
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 วิธีปฏิบัติการทดลอง  
 1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2562-2564) 
    วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยแมงมุมตาหกเหลี่ยมเพ่ือน ามาศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา  
 - การศึกษาครั้งนีม้ีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมงมุมตาหกเหลี่ยมจากพ้ืนที่แปลงมันส าปะหลัง 
สวนชมพู่ แปลงเกษตรกร และป่า ในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างหลายวิธีการดังนี้ 
 - การมองหาและจับโดยตรง (visual search) วิธีนี้เหมาะส าหรับจับแมงมุมทุกเวลาและสถานที่ จับ 
แมงมุมโดยใช้หลอดทดลอง ฆ่าแมงมุมโดยใส่ก้อนส าลีในกล่องพลาสติกท่ีเลี้ยงแมงมุมหยด เอทิลอะซิเตต 2-3 หยด
ลงบนก้อนส าลีเพ่ือท าให้แมงมุมสลบ ดองแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75% เพื่อเก็บรักษาตัวอย่างและน าไป
จ าแนกชนิดต่อไป 
 - การใช้ Beating tray โดยเขย่ากิ่งไม้ที่มีขนาดเล็กลงบนตัวถาดส าหรับรองรับแมงมุมจากนั้นแมงมุม 
จะตกลงในถาด โดยถาดที่ใช้ท ามาจากผ้าดิบสีขาว รูปสี่เหลี่ยมจัตุรัส ขนาด 80x80 ซม. โดยน าไม้ไผ่ หรือท่อ
อลูมิเนียม ท าเป็นโครงรูปกากบาท นอกจากผ้าดิบที่น ามาท าถาดแล้วอาจจะใช้ร่มแทน ฆ่าและรักษาตัวอย่างแมง
มุมดังข้อ 1 
 - การใช้สวิงโฉบ (Sweep net) ใช้สวิงจับแมลงโฉบแมงมุมที่อาศัยตามวัชพืช แมงมุมจะติดในสวิง 
จากนั้นเทแมงมุมบนกระดาษขาวที่ปูบนพื้นดิน ใช้หลอดแก้วค่อยๆ จับแมงมุมใส่ในหลอดแก้วที่เตรียมไว้ ฆ่าและ
เก็บตัวอย่างแมงมุมเพ่ือน าไปรักษาตัวอย่างดังข้อ 1 
 น าตัวอย่างที่ได้มาฆ่าด้วยขวดน็อคแมลงที่บรรจุด้วยสารเอทิลอะซิเตต จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างแมง 
มุมในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 95% เพื่อน าไปศึกษาดีเอ็นเอ ส าหรับตัวอย่างที่ต้องการเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ให้
เก็บรักษาในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75%  
 บันทึกชื่อแมงมุม วันที่จับ สถานที่จับ ชื่อผู้เก็บ ลงในป้ายกระดาษขาวแผ่นเล็กๆ แล้วใส่ลงใน 
หลอดแก้วที่ดองแมงมุม 
 2. การศึกษาอนุกรมวิธาน (ด าเนินการปี 2562-2564) 
 - วิธีการเตรียมตัวอย่าง 
 น าตัวอย่างออกจากขวดจากนั้นโดยใช้พู่กัน forceps และ needles ยืดขาแมงมุมให้กางออกให้ตรง 
จากนั้นน าตัวอย่างมาวางไว้ในจาน petridish ที่มีทรายวิทยาศาสตร์สีขาวที่ถูกแช่ด้วยแอลกอฮอล์ให้เต็ม น าไปตั้ง
ไว้ใต้กล้อง Olympus SZH-ILLD stereomicroscope ส าหรับ epigynum (อวัยวะเพศเมีย) จะใช้ needles เจาะ
รอบๆ epigynum จากนั้นจึงดึงออกมาแล้วแล้วน าไปแช่ใน proteinase K ประมาณ 2-3 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดเนื้อเยื่อ
ส่วนที่ไม่ต้องการออกไป แล้วจึงน าไปล้างในน้ าสะอาด เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จแล้วจึงน าไปใส่ในสไลด์หลุมแล้วปิด
ด้วย cover slip แล้วน าไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม ส่วน pedipalps (อวัยวะเพศผู้) จะถูกดึงออกทางด้านซ้าย 
จากนั้นจึงแล้วน าไปต้มด้วย 10% KOH ที่อุณหภูมิ 60๐C ประมาณ 5-10 นาที จนกระทั่ง pedipalp ขยายออก 
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จึงน าไปศึกษาดูรายละเอียดใต้กล้อง stereomicroscope เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จแล้วจะน า pedipalps (อวัยวะเพศ
ผู้) ใส่ใน tube ขนาดเล็กแล้วน าไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม 
 - การจ าแนกชนิด 
 น าตัวอย่างแมงมุม epigynum (อวัยวะเพศเมีย) และ pedipalps (อวัยวะเพศผู้) มาเปรียบเทียบจาก 
ต าราต่างๆ โดยเฉพาะจากเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในแถบทวีปเอเซีย ได้แก่ The Spiders 
of China (Song et al. 1999 )  แล ะ  Description of the lynx spiders of a canopy fogging project in 
northern Borneo (Araneae: Oxyopidae), with description of a new genus and six new species of 
Hamataliwa (Deeleman 2009) จากนั้นบรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน วัดความยาวของทั้งล าตัว ความยาว
และความกว้างของ carapace (ส่วนหัวรวมกับส่วนอก) ความยาวและความกว้างของ abdomen (ส่วนท้อง) 
ความยาวของขาทั้ งหมด femur, patella, tibia, metatarsus, tarsus ถ่ายรูปและบรรยายลักษณะทาง
อนุกรมวิธาน จากนั้นท าคู่มือการจัดจ าแนกชนิด (key) เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการจ าแนก เก็บและรักษาตัวอย่าง
แมงมุมไว้ในพิพิธภัณฑ์กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 
- เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2562 - กันยายน 2564 
 สถานที่ :  1) พ้ืนที่ 10 จังหวัด ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา ขอนแก่น ชัยภูมิ และ
อุดรธานี  ภาคตะวันตกได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี เพชรบุรี ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ สุราษฎร์ธานี และตรัง 
    2)  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 1.2  ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค 
การทดลองที่ 1.2.1  ศึกษาราสกุล Phytophthora ในเผือก 
Study on Phytophthora species of Taro 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.  การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรา Phytophthora 
 เก็บและรวบรวม และเก็บตัวอย่างโรคใบจุดตาเสือของเผือก จากแหล่งปลูก ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ 
นครสวรรค์ พิษณุโลก สิงห์บุรี นครราชสีมา สุรินทร์ สระบุรี ปราจีนบุรี อยุธยา นครปฐม ราชบุรี สุพรรณบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร และสุราษฏร์ธานี โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดย
รักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะ
ขึ้นปกคลุม เนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และ
ลักษณะอาการของโรค จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดและท าการสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บ
ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 2.  การจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 -  การแยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
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 แยกราโดยวิธี Tissue transplanting โดยตัดบริเวณรอยต่อเนื้อเยื่อที่เป็นโรคกับเนื้อเยื่อปกติเป็นชิ้น
สี่เหลี่ยมขนาด 2x2 มิลลิเมตร แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่า
เชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar ผสม 
BRNAP (PDA+BRNAP) (Masago et al., 1972) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 
ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจากชิ้นตัวอย่างพืช มาเลี้ยงบนอาหาร PDA+BRNAP อีกครั้ง  บ่มที่
อุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจากชิ้นวุ้น มา
เลี้ยงบนอาหารวุ้นแครอท (อมรรัตน์ และคณะ, 2556)  แล้วท าให้เป็นราบริสุทธิ์จากสปอร์เดี่ยว โดยน าราที่เจริญ
บนอาหารวุ้นแครอท ไปเก็บไว้ในที่มืด 72 ขั่วโมง แล้วน าออกไปไว้ใต้แสงนีออน ที่อุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชั่วโมง 
ใช้เข็มเขี่ยที่ฆ่าเชื้อแล้ว จุ่มในน้ ากลั่นบริสุทธิ์ มาแตะกลุ่มสปอร์ แล้วน าไปเขี่ยให้สปอร์กระจายบนอาหารวุ้น 
(water agar: WA)  แล้วตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์  เพ่ือแยกสปอร์เดี่ยว น าไปวางบนอาหาร PDA ทิ้งไว้ 72 ชั่วโมง 
ให้สปอร์เจริญสร้างกลุ่มสปอร์  แล้วตัดขอบโคโลนี ไปเลี้ยงในหลอดอาหาร PDA (อมรรัตน์, 2556) ในหลอดแก้ว 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 
 -  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (คู่มือการจ าแนกชนิด Phytophthora ของ Stamps et al. 
(1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996)) 
 -  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเชื้อเลี้ยงรา Phytophthora บนอาหารวุ้นมัน
ฝรั่ง หรืออาหารวุ้นแครอท เพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย ใช้เครื่องเจาะรู (Cork borer) ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อซึ่งเลี้ยงบนอาหาร นาน 5 วัน วางให้ด้านที่มีเส้นใยของ
เชื้อคว่ าลงบนอาหารบริเวณกลางจานเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มในตู้บ่มมืดอุณหภูมิห้อง จนเชื้อเจริญเติบโตเต็มจานเลี้ยง
เชื้อ บันทึกลักษณะการเจริญที่ผิวหน้าอาหารและความหนาแน่นของเส้นใย 
 -  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา 
 น ารา Phytophthora ในจานเลี้ยงเชื้อ ที่มีอาหารวุ้นแครอท จานวน 15 มิลลิเมตร ที่บ่มในตู้บ่มมืดนาน 
72 ชั่วโมง น าไปไว้ใต้แสงนีออน (White cool) 40 วัตต์ 2 หลอดระยะ 30 เซนติเมตรที่ให้แสง 200 แรงเทียน 
(Foot candle ftc) ที่อุณหภูมิห้อง ปล่อยไว้ใต้แสงนาน 48 ชั่วโมง เพ่ือให้เชื้อสร้าง สปอร์แรงเจีย (Sporangia) 
ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของก้านสปอร์ (Sporangiophores) วัดความยาว (Length) และความ
กว้าง (Breadth) ของ สปอร์แรงเจีย เพ่ือหาอัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง วัดความยาวของก้านสปอร์ 
(Pedicel หรือ Stalk) ความยาวของ ปาปิลา (Papilla) และวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ คลาไมโดสปอร์ 
(Chlamydospore) 
 -  จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 
 ตัวอย่างโรคพืชที่เก็บมาได้ ส่วนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอย่างแห้ง โดยตัดส่วนของพืชบริเวณที่แสดงอาการโรค 
วางบนกระดาษฟาง พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัด
ตัวอย่างโรคพืช น าไปวางผึ่งลม ไม่ให้ถูกแดด เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอย่างพืชแห้ง จึงน ามาเก็บในถุง
กระดาษส าหรับเก็บตัวอย่างแห้ง พร้อมลงรายละเอียดข้อมูลตัวอย่างตามระบบสากล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการ
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โรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู้เก็บ และชื่อผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บใน
พิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 3.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรมสกัดดีเอ็น 
 โดยเลี้ยงรา Phytophthora ที่ต้องการศึกษาในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิห้อง (25-27 องศา
เซลเซียส) ให้มีอายุประมาณ 7 วัน จากนั้นเขี่ยเส้นใยของราย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอโดยใช้
ชุดสกัดส าเร็จรูป ปฏิบัติตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต โดยก่อนสกัด จะเติมเอ็นไซม์ Proteinase K เพ่ือช่วยในการ
ย่อยผนังเซลล์ ใช้ที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร หลังจากสกัดได้ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) 
หากยังไม่ท า PCR ทันที จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็น
เอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธีการ Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โดยต าแหน่งของดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ translation elongation factor 1-alpha (Tef1) 
ด้ ว ย คู่ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  ELONGF1/ELONGR1 (Kroon et al., 2004) ß-tubulin ด้ ว ย คู่ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  
TUBuF2 /TUBuR1 (Kroon et al., 2004) แ ล ะ  Internal Transcribed Spacer (ITS) DC6 (Cooke et al., 
2000)/ITS4 (White et al., 1990) เอนไซม์ที่ใช้ส าหรับท าปฏิกิริยาส าหรับการวิจัยนี้ คือ Taq DNA Polymerase 
และก าหนดค่า annealing temperature คือ 56 องศาเซลเซียส ส าหรับไพร์เมอร์ของยีนทั้ง 3 ต าแหน่ง 
 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 1 
และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ 
PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen 
Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ดีเอ็นเอของรา Phytophthora มาท าการวิเคราะห์ โดยน าเส้นดีเอ็นเอสอง
เส้นที่ ได้จาก  forward และ reverse primer มาเทียบกัน โดยใช้ โปรแกรมที่  Genious version 8.1 .9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น 
Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 
 บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอ และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช รวมถึง
สามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
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 จ าแนกชนิดของ Phytophthora โดยวิเคราะห์เบื้องต้นจากต าแหน่ง ITS (883 bases/taxa) และท าการ
วิเคราะห์ concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor 1-alpha 
(1,863 bases/taxa; Tub2 = 944, TEF1 = 919) ด้วย phylogenetic criteria คือ Maximum Likelihood (ML) 
มีรายละเอียดการวิเคราะห์ ดังนี้ เตรียมไฟล์ phy วิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) 
ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์ด้วย 
rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด maximum likelihood 
bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
 4.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD  5 กรรมวิธี 10 ซ้ า โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี คือ 
กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
กรรมวิธีที่ 2 V8 juice agar (V8 A) 
กรรมวิธีที่ 3 Oat meal agar (OMA) 
กรรมวิธีที่ 4 Carrot agar (CA) 
กรรมวิธีที่ 5 Corn meal agar (CMA) 
วิธีการทดลอง 
 น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหารทดสอบชนิดต่างๆ ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  
การบันทึกข้อมูล 
 วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบนอาหารชนิดใด
ชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของรา
บนอาหารสูตรต่างๆ 
 5.  ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae 
 น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ในหลอด
ทดลอง  จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มน าไปเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17 OC) และ ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27 OC) 
เมื่อได้ระยะเวลาตามแผนน าหลอดเชื้อมาแยกเชื้อเพ่ือดูการมีชีวิตของเชื้อ 
การบันทึกข้อมูล 
 การเจริญและการสร้างสปอร์ หลังการเก็บรักษา 2  4  6  8  และ10  เดือน 
 6.  ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญและสร้าง
สปอร์ของรา P. colocasiae 
 วางแผนการทดลองแบบ 3 x 4 Factorial in RCB จ านวน 20 ซ้ า  โดยปัจจัยแรก เป็น ระดับอุณหภูมิ 3 
ระดับ ได้แก่  25oC  30 oC และ 35 oC  และปัจจัยที่สอง เป็น ระดับความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ของอาหารเลี้ยง
เชื้อ 5 ระดับ ได้แก่ pH 6  7  8  9  และ 10 
วิธีการทดลอง 
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 น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร CA ที่ปรับความเป็นกรดเป็นด่าง (ด้วย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ ไฮโดรคลอริคแอซิค) ในจานเลี้ยงเชื้อ จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
การบันทึกข้อมูล 
 วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยรา ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ 
- เวลาและสถานที่ - ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
   - ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
และแปลงเผือกของเกษตรกร 
 

การทดลองที่ 1.2.2. การจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia และ Bipolaris  
Identification of Curvularia and Bipolaris 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.  การเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกพืชชนิดต่าง ๆ  เก็บตัวอย่างโรคพืช ได้แก่ ใบ ดอก ผล กิ่ง ล า
ต้น และราก จากแปลงปลูกพืชชนิดต่าง ๆ เช่น ข้าวโพด ข้าว ข้าวฟ่าง อ้อย ปาล์มน้ ามัน แก้วมังกร และกล้วยไม้ 
เป็นต้น จากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศไทย เช่น จังหวัดนครราชสีมา สุรินทร์ เพชรบูรณ์ ลพบุรี สระบุรี พิษณุโลก 
สุโขทัย เชียงใหม่ เชียงราย กระบี่ และสุราษฎร์ธานี เป็นต้น ห่อด้วยกระดาษ ใส่ถุงพลาสติก และบันทึก
รายละเอียด ชนิดพืช แหล่งที่เก็บ วันที่เก็บ ผู้เก็บ ข้อมูลพิกัดภูมิศาสตร์  และแบ่งตัวอย่างโรคพืชมาอัดทับตัวอย่าง
แห้ง  จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร   
 2.  การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 -  แยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นส่วนพืช 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 วัน เมื่อ
พบเชื้อราสร้างเส้นใยหรือโคนิเดีย (conidia) โดยตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และใช้เข็มปลาย
แหลมเขี่ยส่วนของรามาวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืชให้บาง ๆ และตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  ถ่ายรูปและบนัทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 
 -  แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant  น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 
มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง น าไปซับบนกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง แล้วน าชื้นพืชไปวางบนอาหาร 
½PDA PDA หรือ WA บ่มที่อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส  นาน 3-7 วัน เมื่อพบเส้นใยของราที่เจริญออกจากชิ้น
พืชให้ท าการแยกราบริสุทธิ์เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA และเก็บรักษาสายพันธุ์ราเพื่อศึกษาต่อไป 
 3.  การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 -  ศึกษารูปร่างลักษณะของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย ก้านชูสปอร์ 
(conidiophores) โคนิเดีย (conidia) และโครงสร้างอ่ืน ๆ เช่น fruiting body, ต าแหน่งการเกิดของสปอร์ เป็น
ต้น โดยการใช้เข็มปลายแหลมเข่ียโครงสร้างของราน ามาวางบนแผ่นสไลด์และหยดด้วยน้ า หรือ shear’s solution 
ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์และน าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound 
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 -  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา ได้แก่ ลักษณะของโคโลนี ขนาด และสี ลักษณะของเส้นใย 
ลักษณะของก้านชูสปอร์ และลักษณะของสปอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ compound  บันทึก
ขนาด รูปร่าง และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ 
 -  จ าแนกชนิดของรา ตามเอกสารของ Ellis (1971, 1976)  
 4.  เก็บรักษาสายพันธุ์ราและตัวอย่างแห้ง 
 เก็บรักษาราที่แยกได้ไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว้ใน Culture Collection และเก็บ
ตัวอย่างแห้งโรคพืชไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร 
- เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลา ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
 สถานที่ด าเนินการ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 1.2.3. การจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอม 
Identification of the bacteria causes leaf blight disease on  onion  
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.  ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. จากแหล่งเก็บจุลินทรีย์ 
 น าเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. ที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ (culture collection) ของ
กลุ่มวิจัยโรคพืช มาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 2.  ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค 
 ท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างที่มีลักษณะอาการคล้ายโรคใบแห้งของหอมจากแหล่งปลูกที่ส าคัญ ได้แก่ 
จังหวัดอุบลราชธานี ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ สุรินทร์ กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก ล าปาง ล าพูน เชียงใหม่ เชียงราย 
แม่ฮ่องสอน สุโขทัย พะเยา อุตรดิตถ์ และเพชรบูรณ์ บันทึกข้อมูลลักษณะอาการของโรค ถ่ายภาพ วันที่เก็บ และ
แหล่งที่พบ จากนั้นน าตัวอย่างกลับมาแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ โดยตัดส่วนของพืชบริเวณรอยต่อของส่วนที่เป็น
โรคและไม่เป็นโรคเป็นชิ้นเล็กๆ แต่ละชิ้นตัวอย่างน ามาแช่ในแอลกอฮอล์ 70% นาน 5 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่ง
ฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง แล้วน ามาบดในน้ ากลั่น และแยกเชื้อบนอาหาร PSA  หลังจากนั้นบ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกเก็บเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวเป็นมันวาวสีเหลือง 
และท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ โดยเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ กลีเซอรอล 15%  และ 50% ไว้ใช้ใน
การศึกษาต่อไป 
 3.  ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test) 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



66 
 

 น าเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากการเก็บตัวอย่างและที่เก็บรักษาไว้ในศูนย์เก็บรักษาเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์ของ
กลุ่มวิจัยโรคพืช มาทดสอบการเกิดโรคกับหอมแดง หอมแบ่ง หอมหัวใหญ่ และกุยช่าย โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบน
อาหาร PSA  บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้
ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.2 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml พ่น
เชื้อแบคทีเรียบนพืชทดสอบแล้วใช้ถุงพลาสติกคลุมไว้ให้มีความชื้นเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จึงเปิดถุงออก และสังเกต
อาการต้นพืชเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อ X. campestris pv. campestris และน้ านึ่งฆ่าเชื้อ และ
พิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
 4.  ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อ 
 ท าการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียบางประการที่เหมาะสม
และจ าเป็นต่อการจ าแนกเชื้อ โดยศึกษาตามวิธีการของ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
Ninth Edition และ  Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacteria Third Edition
(Schaad et al. , 2001)  ได้แก่  การย้อมสีแบบแกรม , motility test, oxidative/fermentation test, salt 
tolerance, catalase test, oxidase test, nitrate reduction, arginine dihydrolase test, urease test, 
indole production, esculin hydrolysis, gelatin hydrolysis, starch hydrolysis, casein hydrolysis, 
cellulose hydrolysis, tween 80 hydrolysis, H2S production, pectinolytic activity, fluorescent 
pigment production และ acid production 
 5.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene 
 แยกสกัดดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอมด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, 
USA) โดยน าเชื้อแบคทีเรีย 1 ลูป ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase 
K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ 
AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม
ด้วย absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp 
Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน 
collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่น
เหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp 
Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ใน
หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
เพ่ิมปริมาณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-
3′) และ 1492R (5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น  100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., 
Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® (Biometra 
biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้เริ่มต้นแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ 
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(denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยา
ทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 
โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum 
(Uvitec Ltd., UK) ส่งผลผลิต PCR ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ แล้วน าข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA gene ที่มีรายงานอยู่ใน GenBank และจัดล าดับความสัมพันธ์ของแบคทีเรีย
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA X (Kumar et al., 2018) 
 6.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี multilocus sequence analysis (MLSA) 
 น าดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอมทีส่กัดได้มาเพ่ิมปริมาณ housekeeping gene จ านวน 
4 ยีน ได้แก่ ยีน dnaK, fyuA, gyrB  และ rpoD ตามรายงานของ Young et al. (2008)  โดยใช้ปริมาตรรวมใน
การท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR 
Master Mix (GeneDirex® Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้
เริ่มต้นแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยกสายดีเอ็นเอ
แม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 
ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่า
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC 
Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., UK)  และส่งผลผลิต PCR ที่มีขนาดดีเอ็นเอเป้าหมายเพ่ือวิเคราะห์หา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ส่งวิเคราะห์กับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานอยู่
ใน GenBank และจัดล าดับความสัมพันธ์ของแบคทีเรียด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA X (Kumar et 
al., 2018) 
- เวลาและสถานที่ 
 เวลา  ตุลาคม 59 – กันยายน 61  
 สถานที่ ห้องปฏิบัติการและเรือนทดลอง กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร และแปลงเกษตรกร  
 

การทดลองที่ 1.2.4 การส ารวจ จ าแนกและศึกษาอาการ chlorotic ringspot บนกล้วยไม้ Phalaenopsis  
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Survey, Identification and characterization of chlorotic ringspot on Phalaenopsis orchid 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.  เก็บตัวอย่างกล้วยไม้และตรวจสอบอาการ chlorotic ringspot บน Phalaenopsis  
ส ารวจและเก็บตัวอย่างใบกล้วยไม้ที่แสดงลักษณะอาการ chlorotic ringspot บนใบ ที่มีอาการด่างเหลืองหรือใบ
ซีด (chlorosis) เป็นวงแหวน (ring spot) และใบจุด (local lesion) ในแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ จังหวัด
เชียงใหม่ จังหวัดล าพูน และจังหวัดราชบุรี ระหว่างเดือนตุลาคม-สิงหาคม 2560 และน ากลับมายังห้องปฏิบัติการ
เพ่ือตรวจหาเชื้อสาเหตุและเพ่ือน าไปทดสอบลักษณะอาการบนพืชทดสอบต่อไป  
 2.  การตรวจวินิจฉัยหาเชื้อสาเหตุ chlorotic ringspot บน Phalaenopsis 
     2.1  การสกัดและตรวจสอบด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
 การตรวจหาเชื้อไวรัส โดยท าการสกัดอาร์เอ็นเอและน าอาร์เอ็นเอของเชื้อที่ได้จากการแยกสกัดมาท า
ปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ชุด One Step RT-PCR Kit (biotechrabbit) เพ่ิมปริมาณของชิ้น cDNA สกัดอาร์เอ็นเอ
จากตัวอย่างใบกล้วยไม้ที่แสดงอาการ chlorotic โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอส าเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) มี
ขั้นตอนดังนี้  
 1. ชั่งใบกล้วยไม้ที่มีอาการของโรค ประมาณ 0.1 กรัม บดในโกร่งที่เย็นโดยการเติมไนโตรเจนเหลวให้เป็น
ผงละเอียด ใช้ช้อนพลาสติกที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ ตักผงละเอียดที่บดไว้ใส่หลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร   
 2. เติม buffer RLT ที่เติม beta mercaptoethanol (10 ไมโครลิตร/1 มิลลิลิตร RLT) 450 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันโดยและน าหลอดไปแช่ที่ 56 ºC นาน 1-3 นาทีจากนั้นดูด ส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAshredder 
spin column (สีม่วง) น า column ซ้อนบนหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/
นาทีเป็นเวลา 2 นาที น้ าไสจะผ่าน column ลงในหลอดที่รองรับขนาด 2 มิลลิลิตร ส่วนเศษชิ้นส่วนพืชติดอยู่
ด้านบนcolumn  
 3. เติม absolute ethanol ในหลอดที่รองรับน้ าใส ปริมาตร 0.5 เท่า (225 ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน
โดยใช้ micropipette ดูดขึ้นลง  
 4. ดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงใน RNeasy mini column (สีชมพู) และวางซ้อนบนหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร 
และน าไปหมุนเหวี่ยงตะกอนที่ 12,000 รอบ/นาทีนาน 15 วินาท ี
 5. เททิ้งส่วนที่ผ่าน column แล้วเติมสารละลาย RW1 ลงใน column ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จากนั้น
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ/นาที 15 วินาที  
 6. เททิ้งส่วนที่ผ่าน column แล้วล้าง column ด้วย RPE 500 ไมโครลิตร โดยการหมุนเหวี่ยง 12,000 
รอบ/นาที 15 วินาที  
 7. ย้าย column ซ้อนบนหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ า (RNase-free water) 
50 ไมโครลิตร ใน column เพ่ือชะล้าง RNAจาก column รอประมาณ 1 นาที ก่อนไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 
รอบ/นาทีนาน 1 นาที อาร์เอ็นเอที่ได้ละลายในน้ าผ่าน column และถูกเก็บไว้ในหลอดรองรับ จากนั้นน าไปเก็บ
ไว้ที่ -80ºC 
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 ตรวจสอบลักษณะอาการ chlorotic ringspot ในกล้วยไม้ Phalaenopsis โดยใช้คู่โดยใช้คู่ไพรเมอร์ตาม
วิธีของ Jones R.A.C. and M. Sharman, (2005) CaCV.NPF 5’TTA CAC TTC TAT AGA AGT ACT A 3’ และ 
CaCV.NPR 5’ATG TCT AAC GTT AGG CAA CTT A 3’ สังเคราะห์ cDNA ด้วยเทคนิค reverse transcription 
PCR (RT-PCR)  
    2.2  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
 ตรวจสอบขนาดดี เ อ็นเอที่ ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟ้า 100 โวล์ท ใน TAE บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 30 นาที  
    2.3  การท าผลผลิตของปฏิกิริยา PCR บริสุทธิ์ (Purification PCR product) 
 โดยน าชิ้นส่วนเจลของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR บน 0.7% agarose gel มาท าให้บริสุทธิ์
โดยปฏิบัติตามค าแนะน าและวิธีใช้ของชุด PCR clean up และ Gel extraction (NucleoSpin® Extract II) 
    2.4  หาล าดับเบสและตรวจสอบความเหมือนของล าดับเบส  
 น าผลผลิตของปฏิกิริยา PCR (จากการทดลองข้อ 2.4) ส่งไปหาล าดับเบสที่บริษัทกิบไทย เพ่ือน าข้อมูลที่
ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีนชนิดอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล (GenBank) 
โดยใช้โปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  
 3.  การปลูกเชื้อบนพืชอาศัย   
 น าใบกล้วยไม้ที่แสดงอาการ chlorotic ringspot มาปลูกเชื้อ โดยบดใบพืชให้ละเอียดผสมกับ 0.5M 
phosphate buffer pH 7.0 และผสมผงซีไลท์ (celite) ก่อนน าน้ าคั้นทาลงบนใบพืชทดสอบ ได้แก่ ยาสูบ 
(Nicotiana benthamiana) และคีโนโปเดียม (Chenopodium quinoa) แล้วล้างใบพืชด้วยน้ าสะอาด น าพืช
ทดสอบไปไว้ในโรงเรือนปลูกพืชทดสอบควบคุมอุณหภูมิประมาณ 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน โดย
หมั่นสังเกตลักษณะอาการของพืชทดสอบหลังปลูกเชื้อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ได้ปลูกเชื้อ  
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2560  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2561 
สถานที ่    ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช   
              ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
 
การทดลองที่ 1.2.6 การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับ
ส่งออก 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บตัวอย่างไม้ประดับส่งออกจะได้รับการสุ่มและเก็บตัวอย่างจากฟาร์มโดยกลุ่มงานศัตรูพืชกักกัน 
กลุ่มวิจัยการกักกันพืช แล้วจึงส่งตัวอย่างพืชมาตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ที่กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัย
โรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช โดยเฉพาะพรรณไม้น้ าซึ่งเป็นไม้ประดับส่งออกเพ่ือเลี้ยงในตู้ปลา และไม้
ประดับอ่ืน เช่น กวักมรกต มีข้ันตอนการตรวจวินิจฉัยดังนี้ 
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 1. การแยกไส้เดือนฝอยศัตรูพืชจากรากพืชโดยการใช้เครื่องก าเนิดคลื่นเสียงอัลตร้าโซนิค (Ultrasonic 
Sonicator) ซึ่งประยุกต์จากการแยกไส้เดือนฝอยศัตรูพืชด้วยการใช้คลื่นเสียง โดยน าตัวอย่างพืชที่ได้รับล้างให้
สะอาดบรรจุในภาชนะแก้วแล้วเติมน้ าให้ท่วมระบบราก จากนั้นน าไปวางในอ่างของเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงอัลตร้า
โซนิค ปรับระดับของน้ าในอ่าง และภาชนะแก้วที่บรรจุพรรณไม้น้ าให้อยู่ในระดับเดียวกัน โดยค านึงถึงเหมาะสม
กับของการเกิดคลื่นเสียงฯ เปิดคลื่นเสียงฯเป็นเวลา 20 นาที (นุชนารถ, 2555) เมื่อครบก าหนดเวลาดังกล่าว น า
น้ าในภาชนะแก้วที่บรรจุพรรณไม้น้ าแต่ละตัวอย่าง กรองผ่านตะแกรงโลหะ Cobb sieving ขนาด 20 mesh  150 
mesh และ ขนาด 400 mesh ตามล าดับ จากนั้นเก็บน้ าที่อยู่บนตะแกรงโลหะ ขนาด 400 mesh ใส่ในภาชนะ
แก้ว น าน้ าในภาชนะแก้ว ที่ได้ ของแต่ละตัวอย่าง ตั้งไว้ประมาณ 2 ชั่วโมงเป็นอย่างน้อย เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยตกลง
ด้านล่างของภาชนะ จากนั้นดูดน้ าส่วนบนทิ้งอย่างแผ่วเบา เพ่ือไม่ให้เกิดการฟุ้งกระจายของตะกอน คงเหลือน้ าใน
ภาชนะแก้วประมาณ 10 -15 มิลลิลิตร หรือปริมาณที่เหมาะกับถ้วยนับตัวอย่าง ในกรณีน้ า ที่ได้จาก มีความขุ่น ซึ่ง
จะท าให้ไม่สามารถมองเห็นไส้เดือนฝอยได้อย่างชัดเจนภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฯ ต้องน าน้ าของตัวอย่างดั งกล่าว
กรองผ่านกรวยโดยวิธี Baermann funnel method หรือ เพ่ือความสะดวกใช้ Oostenbrink dish แทนกรวยก็
ได ้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บน้ าที่ผ่านการกรองใส่ในภาชนะแก้ว 
 2.การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเบื้องต้น น าน้ าที่เหลือในภาชนะแก้ว จากข้อใส่ในถ้วยนับตัวอย่าง( 
Syracuse Dish) แล้วน าไปตรวจวินิจฉัย และนับจ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูง
ชนิดหัวกลับ (Inverted Microscope) การจัดจ าแนกสกุลไส้เดือนฝอยโดยเปรียบเทียบกับ คู่มือการจ าแนกสกุล
ของไส้เดือนฝอย Plant-parasitic nematodes ; A pictorial key to genera (Mai et.al., 1996)  
 3.การท าสไลด์ถาวรของไส้เดือนฝอยศัตร ู
เมื่อพบว่าเป็นไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จึงน าไปท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ De Grisse,1969 โดยย่อดังนี้ 
 ขั้นตอนที่ 1 เขี่ยตัวไส้เดือนฝอยลงใน straining block เติมน้ า 400 µl น าไปต้มใน water bath ที่

อุณหภูมิ 55 C นาน 5 นาที ตรวจดูไส้เดือนฝอยแล้วเติม Solution I ประมาณ 0.5 ml น าไปใส่ไว้ในขวดโหลที่

บรรจุ Ethanol 96% น าเข้าตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40 C นาน 12 ชั่วโมง ขั้นตอนที่ 2 น า straining block ออกจาก

ตู้อบ และขวดโหลที่บรรจุ Ethanol 96% แล้วเติม Solution II เล็กน้อย ปิดฝาน าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 40 C นาน 
แล้วน ามาเติมอีก 4 ครั้ง ทุก 1 ชั่วโมง 30 นาที ก่อนกลับบ้านเติม Solution III เล็กน้อยน าเข้าตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40 

C นาน 24 ชั่วโมง ขั้นตอนที่ 3 น า straining block ออกจากตู้อบ ตรวจดูไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เมื่อไม่พบการหดตัวของผนังล าตัวไส้เดือนฝอย ก็สามารถน าไส้เดือนฝอยไปใช้ในการท าสไลด์ถาวรได้  โดยน า
ไส้เดือนฝอยมาวางลงในสไลด์โดยหยด anhydrous glycerin ลงบนสไลด์แก้วเขี่ยไส้เดือนฝอยที่เตรียมไว้จัดเรียง
เป็นแถวโดยใช้ไม้เขี่ยกดให้ทุกตัวติดกับผิวสไลด์อย่าให้ตัวลอยจัดเรียงให้สวยงามง่ายแก่การดูรายละเอียดต่างๆ
ภายใต้กล้อง ก่อนปิด cover slip ยาแนวขอบด้วยยาทาเล็บให้สนิท แล้วเก็บในกล่องสไลด์ 
 4.การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
 โดยเปรียบเทียบกับเอกสารการจัดจ าแนกชนิดของ EPPO PM 7/88 (1): Radopholus similis และ
เอกสารอ่ืนที่เกี่ยวข้อง โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
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ก าลังขยายสูง differential interference contrast (DIC)  พร้อมคอมพิวเตอร์และอุปกรณ์ถ่ายภาพ และ
โปรแกรมการวัดขนาด  โดยมีลักษณะส าคัญที่ต้องบันทึก อาท ิความยาวของล าตัว ลักษณะริมฝีปาก ความยาวของ 
stylet ลักษณะหาง เส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว ความยาวของ oesophagus ค่า De Man’s ratios เช่น ค่า a  
(อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัว) ค่า b (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อความยาวของ 
oesophagus ) คา่ c (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อความยาวของหาง) เป็นต้น 
 

ชื่อการทดลองที่ 1.2.7 การจ าแนกไส้เดือนฝอยรากแผล (Pratylenchus spp.) ในแหล่งปลูกหอมแดงด้วยวิธี
อณูชีววิทยา 
Molecular identification of lesion nematode (Pratylenchus spp.) in shallot fields 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บตัวอย่างดินและแยกไส้เดือนฝอย 
 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงหอมและกระเทียม ในพ้ืนที่ จ. ศรีสะเกษ จ. ยโสธร จ. อุบลราชธานี จ. บุรีรัมย์ 
จ. นครราชสีมา จ. แม่ฮ่องสอน จ. เชียงราย จ. เชียงใหม่ จ. ล าพูน จ. อุตรดิตถ์ จ. ตาก จ. ราชบุรี จ. กาญจนบุรี 
จ. สุพรรณบุรี และ จ. นครปฐม โดยสุ่มเก็บตัวอย่างดินที่ความลึก 15 – 20 เซนติเมตร สุ่มเก็บให้ทั่วแปลง หรือ
พ้ืนที่อย่างน้อย 1,600 ตารางเมตร ให้ได้ตัวอย่างดินประมาณ 4 กิโลกรัม คลุกเคล้าตัวอย่างดินเข้าด้วยกัน แบ่ง
บรรจุลงในถุงพลาสติก ประมาณ 1 กิโลกรัม บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินหนัก 250 
กรัม โดยวิธี Decanting and sieving with Baermann trays โดยกวนตัวอย่างดินในน้ า 2 ลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3 นาที 
กรองน้ าส่วนบนผ่านตะแกรงโลหะที่มีขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร ที่วางอยู่บนตะแกรงโลหะ ขนาดช่อง  38 
ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างที่ติดอยู่บนตะแกรงอันล่างใส่ลงบนกระดาษทิชชูที่วางอยู่บนตะแกรงไนล่อน ในถาด
พลาสติกกลมที่มีน้ าสะอาด ทิ้งไว้ 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างไส้เดือนฝอยในน้ าไปตรวจหาไส้เดือนฝอยรากแผลภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ 
 การเลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากแผล 
 เพาะเมล็ดข้าวโพดลงในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากแผล เมื่อครบ 60 วันน ารากข้าวโพดมาล้าง
ให้สะอาด แยกไส้เดือนฝอยรากแผลจากรากข้าวโพดโดยการน ารากข้าวโพดมาล้างให้สะอาด ตัดเป็นท่อนสั้นๆ 
ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร แช่ในน้ าสะอาด เลี้ยงไส้เดือนฝอยรากแผลในรากข้าวโพดในสภาพปลอดเชื้อ โดยเริ่ม
จากตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัว เพ่ือให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยที่บริสุทธิ์ ส าหรับน าไปจ าแนกชนิด  โดยเตรียมราก
ข้าวโพดในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช Gamborg’s B5 ในจานเลี้ยงเชื้อ ฆ่าเชื้อที่ผิวไส้เดือนฝอยรากแผลโดยโดย
การตักตัวเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากแผลใส่ลงในสาร streptomycin sulfate ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ทิ้งไว้ 3 ชั่วโมง จากนั้นใช้เข็มเขี่ยที่ฆ่าเชื้อแล้วตักไส้เดือนฝอยใส่ลงบนรากข้าวโพดที่เตรียมไว้ จ านวน 
1 ตัวต่อจานเลี้ยงเชื้อ เมื่อได้ประชากรไส้เดือนฝอยที่เลี้ยงจากตัวเต็มวัย 1 ตัวแล้วน าไส้เดือนฝอยที่เลี้ยงได้ไปใช้ใน
การทดลองต่อไป 
 การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากแผล 
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 ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากแผลโดยใช้วิธีทางอณูชีววิทยาและสัณฐานวิทยา ตรวจสอบทางอณู
ชีววิทยาโดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน D2D3 expansion region ของ 28S large subunit 
ribosomal RNA gene กับฐานข้อมูล สกัดดีเอ็นเอจากไส้เดือนฝอย 1 ตัวด้วย GeneReleaser® (BioVentures) 
ตามค าแนะน าที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ ร่วมกับวิธีการตาม Schizas et al. (1997) ใช้เข็มเขี่ยตักตัวไส้เดือนฝอยราก
แผลใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 500 ไมโครลิตร บดใน PCR Buffer II (500 mM KCl, 100 mM Tris-

HCl, pH 8.3) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ด้วยส่วนปลายของ pipette tip  น าหลอดแช่ในน้ าที่อุณหภูมิ 70C บ่ม
นาน 10 นาที เติม proteinase K  ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่ม

ที่ 55C ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมินานประมาณ 3 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดใส่ใน heating block ที่อุณหภูมิ 

100C นาน 5 นาที เพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K ใส่ GeneReleaser® 20 ไมโครลิตรลงในหลอด น า
หลอดใส่ในเตาไมโครเวฟชนิด 1000 วัตต์ นาน 6 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 10 ,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที เก็บดีเอ็นเอ

ที่อยู่ในส่วนใสใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่ -20C ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้คู่ 
forward primer D2A (5- ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG -3) และ  reverse primer D3B (5- TCG 
GAA GGA ACC AGC TAC TA -3) (Baldwin et al., 1997) โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ที่เริ่มจาก hot start 

94C นาน 7 นาที amplification cycle 35 รอบ ประกอบด้วย denature ที่ 94C นาน 1 นาที annealing ที่ 

50C นาน 1 นาที และ extension ที่ 72C นาน 1 นาที เมื่อจบ amplification cycle แล้ว ตามด้วย final 

extension ที่ 72C นาน 10 นาที โดย มีส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR (ชุด Gotaq Flexi DNA Polymerase) 
ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร ได้แก่ 5x buffer 1.5 ไมโครลิตร MgCl2 (25 mM) 1.5 ไมโครลิตร dNTP (10 mM) 
1.2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (10 pmol/µL) อย่างละ 0.3 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (0.1 unit/µL) 0.3 
ไมโครลิตร nuclease free water 7.1 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอต้นแบบ 3 ไมโครลิตร เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยน า
หลอดใส่ลงในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมรุ่น T-Advanced (Biometra)  
 น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา PCR ที่สังเคราะห์ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเจลอีเอ็กโตรโฟรีซีส โดยใช้ 1.5% 
agarose gel ใน 0.5x TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์  PCR ที่ ได้มา  10 ไมโครลิตรผสมกับ  6x loading dye 2 
ไมโครลิตร ใช้ 100 bp DNA Ladder 1 ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานส าหรับเปรียบเทียบ น า agarose gel 
ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์นาน 30 นาที แล้วน าแผ่น agarose gel มาย้อมด้วย ethidium 
bromide นาน 10 นาที และแช่น้ าเปล่าอีก 5 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) และ
บันทึกภาพด้วยเครื่อง gel documentation ท าปฏิกิริยา PCR อีกครั้งในปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพ่ือส่งตัวอย่าง
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ แบบdirect sequencing ทั้ง 2 ทิศทางโดยใช้ทั้ง forward และ reverse primers 
น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ จัดเรียงในโปรแกรม ClustalW เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank สร้าง 
phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA4 โดยวิธี neighbor-joining หลังจากเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์
แล้ว หากพบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากแผลชนิดที่มีคู่ไพรเมอร์จ าเพาะในการตรวจสอบ จะตรวจสอบชนิดไส้เดือน
ฝอยนั้นๆ ด้วยคู่ไพรเมอร์จ าเพาะอีกครั้งหนึ่ง เพ่ือเป็นการยืนยัน 
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 ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากแผลโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน โดยการตรวจด้วยกล้ องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูง โดยตรวจสอบลักษณะของไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างสด และตัวอย่างที่ท าการคงสภาพและท าสไลด์
ถาวรตามวิธีของ Ryss (2003) จ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากแผลโดยใช้คู่มือการจัดจ าแนกของ Castillo and 
Vovlas (2007) บันทึกภาพ 
- เวลาและสถานที่      
 เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
 กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 1.2.8 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของแบคทีเรีย Pasteuria penetrans ไอโซ
เลตไทย 
Phylogenetic analysis of the Thai Isolates of Pasteuria penetrans 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเตรียม Inoculum ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita 
 เลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในรากมะเขือเทศในกระถาง เมื่อต้นมะเขือเทศอายุประมาณ 60 
วัน แยกไข่ไส้เดือนฝอยจากรากโดยการตัดรากปมเป็นชิ้นขนาดยาวประมาณ 1 เซนติเมตร และเขย่าใน 0.52 % 
Sodium Hypochlorite (คลอร็อก 10%) และเก็บไข่ไส้เดือนฝอยโดยการล้างผ่านตะแกรงที่มีขนาดช่อง 25 
ไมโครเมตร ด้วยน้ าสะอาด (Hussey and Barker, 1973) น าไข่ไส้เดือนฝอยใส่ลงบนตะแกรงไนลอนขนาดเล็กที่มี
ขนาดช่องประมาณ 25 ไมโครเมตร ซึ่งวางในจานเลี้ยงเชื้อที่มีน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เก็บตัวอ่อนระยะที่สอง ซึ่งฟัก
ออกมาจากไข่และอยู่ในน้ าในจานเลี้ยงเชื้อไปใช้ 
 การเตรียมสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans เพื่อใช้ในการทดลอง 
 น าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองที่มีสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans ติดอยู่ที่ผนังล าตัวโดยวิธี
ปั่นเหวี่ยง (Hewlett and Dickson, 1993) ไปเลี้ยงในต้นมะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 45 – 60 วันที่ปลูกในดินอบฆ่า
เชื้อ เก็บรากมะเขือเทศ 60 วันหลังใส่เชื้อ ล้างน้ าให้สะอาด เขี่ยไส้เดือนฝอยตัวเต็มวัยเพศเมียที่ถูกเข้าท าลายด้วย
แบคทีเรีย P. penetrans ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัว ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่า
เชื้อ 100 ไมโครลิตร บดด้วยแท่งบดตัวอย่าง ตรวจสอบสปอร์ของแบคที่เรีย P. penetrans ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ รวมตัวอย่างจากแต่ละหลอดเข้าด้วยกันแล้วปรับความเข้มข้นของสปอร์ให้ได้ 10 6 

สปอร์ต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรและเก็บที่ 4C เพ่ือใช้เป็น stock 
 การสกัดดีเอ็นเอ 
 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี plain glass bead-beating (Atibalentja et al., 2004) ดูดสปอร์จากหลอด 
stock 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge แบบฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตร ใส่ acid-washed glass 
beads (Sigma) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.150-0.212 มิลลิเมตร ปริมาตรเท่ากันลงในหลอด ใส่ลงในเครื่อง Mini-
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BeadBeater ที่ 5,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด (ประมาณ 16,000g) นาน 5 นาที ดูด

ของเหลวส่วนบนใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่เก็บที่ -20C 
 การท า PCR การโคลนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 ท า PCR ส่วนของ Pasteuria 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชุดๆ แรก คือ universal forward 27f: 5' -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Lane, 1991) และ  reverse primer 440r: 5'-CATTTCTTCTTCCCGATG-3' 
ชุดที่สองคือ forward primer 440f: 5' -CATCGGGAAGAAGAAATG-3' และ universal reverse primer 1492r: 
5' -TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3' (Lane, 1991) ท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยตัวอย่างดี
เอ็นเอ 20 ไมโครลิตร, 5 ไมโครลิตร 10x PCR buffer (Tris-HCl 200mM, pH 8.4, KCl 500 mM), MgCl2 1.5 
mM, ไพรเมอร์แต่ละชนิด 0.2 µM, dNTP แต่ละชนิด 0.2 mM และ 2.5 units Taq DNA Polymerase ท า

ปฏิกิริยาด้วยเครื่อง Thermal Cycler โดยมีสภาวะดังนี้ 94 C นาน 10 นาที; 94 C 1 นาที, 52 C 1 นาที 

และ 72 C 2 นาที ทั้งหมด 45 รอบ , final extension ที่ 72 C 10 นาทีและ incubation ที่ 4 C ท า 
electrophoresis PCR products ที่ ได้ ใน  2% agarose gel, ตรวจด้วยการแช่  ethidium bromide  (0.3 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และตรวจภายใต้แสง UV ตัดเจลส่วนที่มีแถบดีเอ็นเอที่ต้องการไป purify ด้วย QIAEX®  II 
gel extraction kit (Qiagen) ส่ ง ตั ว อ ย่ า ง วิ เ ค ร า ะ ห์ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ น า ข้ อ มู ล ล า ดั บ 
นิวคลีโอไทด์ที่ ได้มาแก้ไข จัดเรียง  วิเคราะห์ด้วยวิธี  maximum parsimony maximum likelihood และ 
Bayesian สร้าง phylogenetic tree โดยใช้ฐานข้อมูลใน GenBank ในการเปรียบเทียบ 
- เวลาและสถานที่     
 เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
 กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 1.2.9 การทวนสอบแนวทางการจ าแนกชนิดตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ีสองด้วยวิธีอณู
ชีววิทยากับไส้เดือนฝอยรากปมในประเทศไทย 
Validation of Molecular Diagnostic Key with Second Stage Juveniles of Root-Knot 
Nematodes in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บตัวอย่างดิน และรากพืช 
 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกพืชที่มีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยรากปม โดยเก็บตัวอย่าง
จ านวน 20 จุดต่อแปลง ความลึก ประมาณ 15-20 เซนติเมตรโดยใช้ท่อเก็บตัวอย่างดิน เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 นิ้ว 
คลุกเคล้าเข้าด้วยกันให้ได้ตัวอย่างดินอย่างน้อยแปลงละ 1 กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติก บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ 
และชนิดพืชปลูก รวมทั้งเก็บตัวอย่างราก หรือส่วนของพืชที่แสดงอาการที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอย
รากปมหากพบในพ้ืนที ่
 การแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและพืช 
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 แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดิน 250 กรัมโดยวิธีการล้างตัวอย่างดิน และกรองน้ าส่วนบนผ่าน
ตะแกรงโลหะที่มีขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงที่มีขนาดช่อง 38 ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างดิ นที่ค้าง
อยู่บนตะแกรงอันล่างและน าตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยู่บนตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ า
สะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s Tray Technique) ตรวจไส้ เดือนฝอยภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอ แยกไส้เดือนฝอยรากปมจากพืชโดยการคีบกลุ่มไข่จากรากหรือส่วนของพืชโดยตรง 
 การเลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม เพื่อน าไปใช้ในการทดลอง 
 น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนปลูกในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปมในกระถาง 
หลังจากนั้น 45 วัน ล้างรากมะเขือเทศด้วยน้ าสะอาด เลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม โดยเริ่มเลี้ยงจากกลุ่ม
ไข่ 1 กลุ่ม โดยใช้ปากคีบๆ กลุ่มไข่ 1 กลุ่มแช่ในน้ าสะอาดในถ้วยนับตัวอย่าง ตรวจดูการฟักของตัวอ่อนไส้เดือน
ฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า น าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยและไข่ใส่ลงในกระถางที่ปลูกต้นกล้ามะเขือเทศ
พันธุ์สีดาอายุ 1 เดือน เลี้ยงไว้ประมาณ 60 วัน เพ่ือให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยรากปมชนิดเดียวกันที่บริสุทธิ์ หาก
เป็นตัวอย่างรากที่มีกลุ่มไข่ จะเลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม โดยคีบกลุ่มไข่มาแช่ในน้ ากลั่น ตรวจดู
การฟักของตัวอ่อนระยะที่สอง แล้วน าไปเทใส่ในต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนที่ปลูกในกระถางในดินอบ
ฆ่าเชื้อ เตรียมตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองเพ่ือใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ โดยคีบกลุ่มไข่วางลงบนตะแกรงไน
ล่อนที่แช่อยู่ในน้ าสะอาดในจานเลี้ยงเชื้อ ได้ตัวอ่อนระยะที่สองในน้ าสะอาดส าหรับน าไปสกัดดีเอ็นเอ 
 การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน 
 จ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานโดยเปรียบเทียบลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นของ
ตัวเต็มวัยเพศเมีย (perineal patterns) เปรียบเทียบลักษณะ ความกว้างยาวและสัดส่วนของอวัยวะต่างๆ ของ
ไส้เดือนฝอยรากปมเพศผู้ และตัวอ่อนระยะที่สองประกอบในกรณีท่ีไม่สามารถใช้ลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นในการ
จ าแนกได้ โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลจากต าราและรายงานตีพิมพ์  
 จ าแนกตัวอ่อนระยะที่สองด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 
 จ าแนกตัวอ่อนระยะที่สองด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยา  โดยใช้ Molecular Diagnostic Key ที่จัดท าขึ้น
โดย Adam et al., 2007 การสกัดดีเอ็นเอจากไส้เดือนฝอยใช้วิธีการตาม Schizas et al., 1997 ร่วมกับค าแนะน า
ของ GeneReleaser® (BioVentures) ตามเอกสารที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ เขี่ยไส้เดือนฝอย  1 ตัว ใส่ลงบนหยด 
PCR Buffer II (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8.3) 20 ไมโครลิตรบนสไลด์แก้ว ตัดตัวไส้เดือนฝอย
ออกเป็น 2-3 ท่อน โดยใช่ส่วนปลายของ pipette tip ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด microcentrifuge 

ขนาด 500 ไมโครลิตร น าหลอดแช่ในน้ าที่อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาที เติม proteinase K  ความเข้มข้น 

10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่มที่ 55C ใน water bath เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

จากนั้นน าหลอดใส่ใน heating block ที่อุณหภูมิ 100C เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K 
ใส่ GeneReleaser® 20 ไมโครลิตรลงในหลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟชนิด 700 วัตต์ นาน 6 นาที น า
ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไปท าปฏิกิริยา PCR 
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- เวลาและสถานที่      
 เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
 กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 1.2.10 การศึกษาและจ าแนกโรค Leek yellow stripe virus (LYSV) ในกระเทียม 
Study and Identification of Leek yellow stripe virus (LYSV)  disease on garlic 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.  ตรวจเก็บตัวอย่างใบกระเทียม 
 ท าการเก็บตัวอย่างใบที่แสดงลักษณะอาการคล้ายโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus 
(LYSV) ในแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ จังหวัดเชียงใหม่ จังหวัดล าพูน ระหว่างเดือนตุลาคม 2559-สิงหาคม 
2560 มาศึกษาลักษณะอาการและตรวจหาเชื้อ LYSV  
 2.  การตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) 
     2.1  ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
          น าตัวอย่างกล้วยไม้จากรังกล้วยไม้ ในแต่ละแหล่งปลูกที่เก็บรวบรวมในข้อ 1 มาตรวจสอบหาเชื้อไวรัส 
โดยตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนด้วยเทคนิค Brandes’ dip โดยบดตัวอย่างใบพืชใน 0.05 M 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 บนแผ่นไสลด์  ใช้คีมคีบกริด (grid) ขนาด 300 mesh (มีช่องสี่เหลี่ยม 300 ช่อง
ต่อตารางนิ้ว) ที่เคลือบด้วย colloidion เพ่ือเป็นเยื่อรองรับบนกริดและเคลือบทับด้วยคาร์บอน (carbon) ฟิล์มบน
ผิวด้านหน้า มาคว่ าแตะลงบนน้ าคั้นพืช แล้วซับส่วนที่เป็นของเหลวรอบกริดให้แห้งด้วยกระดาษกรอง แล้วจึงน าไป
เก็บไว้ในตู้ดูดความชื้น ก่อนน าไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron 
microscope) HITACHI H-7700   
  2.2  การตรวจสอบด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
   สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบกระเทียมที่เป็นโรคโดยน าตัวอย่างใบกระเทียมที่เป็นโรค น้ าหนัก 100-200 
มิลลิกรัม บดในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด ย้ายตัวอย่างลงในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติม extraction buffer 

(0.1 M NaCl, 2% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 9.0) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้ ว เติม  β-
mercaptoethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย vortex และบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 
นาที เติม Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้น
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 0C เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนใสใส่เหลอดใหม่ แล้ว
เติม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) หนึ่งเท่าของปริมาตรส่วนใส ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อ นาที ที่อุณหภูมิ 4 0C เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่แล้ว เติม Isopropanol 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ 5M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที หมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 0C เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% 
ethanol ที่แช่เย็นปริมาตร 300 ไมโครลิตร แล้วหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 0C เป็น
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เวลา 2 นาทีเทส่วนใสทิ้ง แล้วตากตะกอนประมาณ 20 นาที และเติม diethylpyrocarbonate (DEPC)–dH2O 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 0C   
 ท าการออกแบบหรือสืบค้นไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนใน ribosome ของไวรัสตรงยีนในส่วนที่
ควบคุมการสร้างโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค (coat protein gene) ของ LYSV เพ่ือน ามาใช้ในการเพ่ิมปริมาณ cDNA 
และตรวจสอบโรค LYSV  
 3.  ศึกษาการถ่ายทอดเชื้อบนพืชทดสอบ 
 น าตัวอย่างใบกระเทียมที่แสดงลักษณะอาการของโรคและที่ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แล้วพบเชื้อ LYSV มาปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ โดยบดใบพืชที่เป็นให้ละเอียดผสมกับ sodium phosphate buffer 
pH 7.5 ผสมผงซีไลท์ (celite) น าน้ าคั้นทาลงบนใบพืชทดสอบ ได้แก่ ยาสูบ (Nicotiana benthamiana), ถั่วพุ่ม 
(Vigna sinensis) และคีโนโปเดียม (Chenopodium quinoa) แล้วล้างใบพืชด้วยน้ าสะอาด น าพืชทดสอบไปไว้
ในโรงเรือนปลูกพืชทดสอบควบคุมอุณหภูมิประมาณ 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน หลังจากนั้นท าการ
ตรวจสอบอาการของพืชทดสอบเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ได้ปลูกเชื้อ  
  เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลา   เริ่มเดือนตุลาคม 2560  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2561 
 สถานที ่     ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช   
      ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กทม. 
 

การทดลองที่ 1.2.111 ศึกษาชนิดและเขตการแพร่กระจายของรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอน
แทรคโนสพริก 
Species and Distribution of Colletotrichum spp. Causing Chilli Anthracnose Disease.   
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 เก็บรวมรวมตัวอย่างพริกที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส 
 เก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการเป็นโรคแอนแทรคโนสจากแหล่งปลูกพริกที่ส าคัญโดยก าหนดพื้นที่หรือ
แหล่งปลูกดังนี้ 
 ภาคกลาง เช่น จังหวัดสุโขทัย สุพรรณบุรี เพชรบูรณ์ พิษณุโลก พิจิตร นครสวรรค์ นครปฐม ลพบุรี   
 ภาคเหนือ เช่น จังหวัดเชียงราย แม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ ล าพูน ล าปาง แพร่ น่าน พะเยา อุตรดิตถ์  
 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดอุบลราชธานี นครราชสีมา ชัยภูมิ ขอนแก่น ร้อยเอ็ด นครพนม    
ศรีสะเกษ เลย 
 ภาคตะวันออกเช่น จังหวัดปราจีนบุรี สระแก้ว ระยอง ชลบุรี จันทบุรี ตราด ฉะเชิงเทรา 
 ภาคตะวันตก เช่น จังหวัดตาก กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
 ภาคใต้ เช่น จังหวัดกระบี่ ชุมพร นครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา 
 เก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ปลูก โดยการสุ่มเก็บตัวอย่างโรค 5 แถวต่อแปลง ก าหนดการสุ่มแบบแถวเว้นแถว น า
ตัวอย่างโรคที่ได้ห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก เจาะระบายความชื้น น าตัวอย่างมาตรวจวินิจฉัย
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เบื้องต้นแยกที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช แล้วท าการแยกเชื้อรา Colletotrichum spp. 
จากผลพริกที่เป็นโรคแอนแทรคโนสเพ่ือเก็บรักษาสายพันธุ์ราไว้ในหน่วยเก็บรักษาจุลินทรีย์ทางการเกษตร กรม
วิชาการเกษตร 
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของรา Colletotrichum spp. เพื่อจ าแนกชนิด  
 ศึกษาจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง (Direct observation) ศึกษาลักษณะโคนิเดียของรา ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ stereo microscope และ กล้องจุลทรรศน์แบบ compound microscope โดยใช้เข็มปลาย
แหลมย้ายโคนิเดียหรือโครงสร้างที่สร้างส่วนขยายพันธุ์ของรามาวางบนสไลด์ ถ้าไม่พบโคนิเดียของราบนชิ้นส่วน
พืช น าชิ้นส่วนพืชมาวางในกล่องที่ท าให้ชื้น (moist chamber) วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1-2 วัน ตรวจดูชิ้นส่วนพืช
เมื่อพบการสร้างกลุ่มโคนิเดีย ใช้เข็มปลายแหลมเขี่ยย้ายกลุ่มโคนิเดียที่เจริญอยู่บนชิ้นส่วนพืชมาตรวจดู อีกครั้ง 
บันทึกลักษณะต่าง ๆ วัดขนาดส่วนต่าง ๆ ของราและถ่ายภาพ จากนั้นท าการแยกเชื้อแบบ single conidia โดย
น ากลุ่มโคนิเดีย มาเจือจางในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้วน าไป streak บนอาหาร WA แล้วตัดปลายเส้นใยที่งอกมาจาก 
single conidia มาเลี้ยงบนอาหาร PDA น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25°ซ. เป็นเวลา 5-7 วัน ศึกษาลักษณะการเจริญ
ของเชื้อบนอาหาร 
 ศึกษาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรค (Tissue transplanting) ตัดตัวอย่างพืชที่เป็น
โรคบริเวณที่เป็นรอยต่อของส่วนที่เป็นโรคและส่วนปกติ ฆ่าเชื้อที่ผิวชิ้นส่วนพืชโดยแช่ในสารละลายคลอร็อกซ์  5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3-5 นาที ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วจนแห้งสนิท น าชิ้นส่วนพืชมาวาง
บนอาหาร half strength Potato Dextrose Agar (1/2 PDA) บ่มไว้ที่ อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 2-3 วัน 
ตรวจดูเส้นใยราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo ตัดปลายเส้นใย (hyphal tip) ของราที่เจริญออกมาจาก
ชิ้นส่วนพืช วางลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ จนเชื้อเจริญเต็มจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 น ารา Colletotrichum spp. ที่แยกได้ทั้งหมดทุกไอโซเลตมาจ าแนกระบุชื่อชนิด (species) โดยน า
ลักษณะโคโลนีบนอาหารสังเคราะห์ เช่น ลักษณะการเจริญ สีของโคโลนี ลักษณะรูปร่าง สีและขนาดของโคนิเดีย 
ลักษณะรูปร่าง สีและขนาดของแอพเพรสซอเรีย (appressoria) ที่ได้โดยวิธีการเลี้ยงราบนสไลด์ (slide culture) 
มาเปรียบเทียบตามแนววิธีการจัดจ าแนกชนิดของ Sutton (1980) Bailey and Jeger (1992) วิรัชและคณะ 
(2528) รัติยาและคณะ (2553) และ วรานันท์ (2554)    
 ศึกษาความสัมพันธ์ของ clear zone ต่อชนิด (species) ของรา Colletotrichum spp.  
 การสร้าง clear zone ของรา Colletotrichum spp. บนอาหาร Casein hydrolysis medium (CHM)  
เลี้ยงเชื้อราบนอาหาร PDA  เมื่อมีอายุ 5 วัน ย้ายเชื้อมาทดสอบบนอาหาร CHM ที่มีความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ 
ภายใต้แสง black light เป็นเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 วัน บันทึกผลโดยวัดขนาดของ clear zone ศึกษาความสัมพันธ์ของ clear zone และชนิดของรา 
Colletotrichum spp. แต่ละไอโซเลต  
 การสร้าง clear zone ของรา Colletotrichum spp. บนอาหาร Casein from bovine milk medium 
(CBM) 
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 น าเชื้อรา Colletotrichum แต่ละชนิดที่ให้ค่า clear zone ที่แตกต่างกัน จากการศึกษาการสร้าง clear 
zone บนอาหาร Casein hydrolysis medium โดยคัดเลือกไอโซเลตที่สร้าง clear zone ในระดับมากที่สุดและ
น้อยที่สุด มาเลี้ยงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นย้ายเชื้อมาทดสอบบนอาหาร CBM ภายใต้แสง black 
light เป็นเวลา 12 ชั่วโมงสลับกบัความมดื 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน บันทกึผลโดย
วัดขนาดของ clear zone ศึกษาความสัมพันธ์ของ clear zone และชนิดของรา Colletotrichum spp. แต่ละไอ
โซเลต  
 การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกรายละเอียดของข้อมูลในการส ารวจเช่น ชื่อที่อยู่ที่ตั้งของแปลง วัน เดือน ปีที่เก็บตัวอย่าง พันธุ์พริก 
เป็นต้น 
 บันทึกลักษณะทางสัณฐานของเชื้อราเช่น ลักษณะการเจริญและสีของโคโลนี ลักษณะรูปร่าง ขนาดและสี
ของโคนิเดีย รูปร่างและขนาดของแอพเพรสซอเรีย 
 บันทึกขนาดของ clear zone บนอาหาร CHM และ CBM 
- เวลาและสถานที่ เริ่มต้น เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2560 สิ้นสุด เดือน กันยายน พ.ศ. 2563                                      
  สถานที่ท าการทดลอง   แปลงปลูกพริกของเกษตรกร 
                               ห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
                               กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 
 

การทดลองที่ 1.2.13 อนุกรมวิธาน และวิวัฒนาการของเชื้อรา Cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช 
Taxonomy and phylogeny of Cercosporoid fungi in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1.  เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรากลุ่ม cercosporoid  
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรากลุ่ม cercosporoid จากพืชต่างๆ ที่แสดงอาการใบจุด โดยเก็บตัวอย่าง

โรคพืชจากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย โดยจะเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรคและเก็บใบของพืชที่ปกติ ห่อ
ตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์และ
หลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอื่นจะข้ึนปกคลุมเนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียดของการเก็บตัวอย่าง วันที่ พิกัด 
สถานที่ ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน าแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้ง
จะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร ทั้งนี้ตัวอย่างโรคที่ใช้ใน
การศึกษา จะรวมถึงตัวอย่างแห้งของโรคพืชที่เกิดจากรากลุ่ม cercosporoid ที่เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช   

2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
ศึกษาลักษณะอาการของโรค และเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรค และจ าแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

stereo microscope หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน เมื่อพบราสร้าง
เส้นใยหรือ conidia น ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อราวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีด
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ตัดขวางชิ้นส่วนพืช (cross section) ให้บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
compound microscope ถ่ายรูปและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

แยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
- แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 

มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ 
จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ศึกษาต่อไป 

- แยกราโดยวิธี dilution plate technique โดยใช้ปลายมีดผ่าตัดเบอร์ 11 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
ตักเอาส่วนขยายพันธุ์ (fruiting body) ของราที่เจริญอยู่กลางแผล ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope 
จากนั้นน ามาวางบนอาหาร PDA ที่หยดน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณ 1 มิลลิลิตร ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ เอียงจานเลี้ยง
เชื้อโดยวนเป็นลักษณะวงกลมนานประมาณ 1-3 นาที จากนั้นเทของเหลวที่อยู่ในจานเลี้ยงเชื้อ ลงบน PDA จาน
ใหม่ หากผิวหน้าอาหาร PDA เริ่มแห้ง ให้เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณอีกประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร ปิดฝาจาน
เลี้ยงเชื้อ จากนั้นท าซ้ าแบบเดิมอีก จนได้จานเลี้ยงเชื้ออย่างน้อย 3 จาน บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 10 
วัน หากพบราเจริญขึ้นก่อนเวลา 10 วัน ให้ท าการคัดทิ้ง เนื่องจากราในกลุ่ม  cercosporoid เจริญช้า ซึ่งจะใช้
ระยะเวลานานกว่า 10 วัน จึงจะพบ colony 

จ าแนกชนิดรา cercosporoid สาเหตุโรคพืช 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา cercosporoid ที่ศึกษากับคู่มือของ Deighton (1967, 1974, 1976 

และ 1979) Ellis (1971) Braun (1995) และ Crous and Braun (2003)  
3.  จ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม  

 สกัดดีเอ็น  
 ตัก และย้ายเส้นใย conidia ของรา cercosporoid ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงใน
หลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -
20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย  
      ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
      the Internal Transcribed Spacer (ITS)  
  V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (de Hoog and Gerrits van den Ende, 1998) 
  ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 

      the translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
  EF1-728F: CATCGAGAAGTTCGAGAAGG (Carbone and Kohn, 1999) 
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  EF-2: GGARGTACCAGTSATCATGTT  (O’Donnell et al., 1998) 
      the Large Subunit (LSU, 28S)  
  LROR: ACCCGCTGAACTTAAGC  (Vilgalys and Hester, 1990) 
  LR6: CGCCAGTTTCTGCTTACC  (Vilgalys and Hester, 1990) 
      น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ของต าแหน่ง ITS EF1-α และ LSU ด้วย Green Hot Start PCR Master Mix 
(biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing 
temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส 

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 1 
และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ 
PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen 
Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) ที่ได้จากการทดลองมาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น 
Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์  
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta ไฟล์) ที่ได้จาก
การทดลองและจากการรวบรวมข้อมูล มาจัดเรียง (align) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 
2008) จากนั้นตรวจสอบการจัดเรียง (alignment) โดยวิธี  MUSCLE ในโปรแกรม MEGA7: Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al., 2016) จากนั้นใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera 
and Castresana, 2007) ท าการรวมชุดข้อมูลของดีเอ็นเอเป็น combined dataset บันทึกชุด alignment ใน
รูปแบบไฟล์ nexus หรือ nex โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดโดยวิเคราะห์จาก combined dataset วิเคราะห์ด้วย phylogenetic criteria 2 แบบคือ  

1. Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 
(Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ วิ เคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด 
maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
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 2. Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ nexus วิเคราะห์โดยโปรแกรม MrBayes (Ronquist and 
Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ก าหนด model of evolution แบบ 
GTRGAMMA ค่าตั้งต้นที่ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้ ก าหนด 4 runs แต่ละ run ประกอบด้วย 4 chains วิเคราะห์
จ านวน 10 ล้าน generations ตั้งค่า cold chain ที่ temperature 0.25 สุ่มตัวอย่าง substitution model 
parameters และบันทึก trees ทุก 500 generations ตรวจสอบความเชื่อมั่นของ topology ด้วย cumulative 
and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008) 

4. บันทึกข้อมูลเชื้อรา cercosporoid ที่รายงานพบในประเทศไทย  
 รวบรวมข้อมูลการจัดจ าแนกรา cercosporoid ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและที่มีการจัดจ าแนกด้วย
ข้อมูลชีวโมเลกุลของรา cercosporoid ที่มีรายงานพบในประเทศไทย เพ่ือใช้ประกอบการพิจารณาประเมินความ
เชื่อมั่นในการจัดจ าแนกชนิด เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับ การตรวจสอบชนิดของศัตรูพืชเพ่ือการวินิจฉัยที่ถูกต้อง  

5. การเก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราและเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ  
ดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรค

พืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
- เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น ตุลาคม 2562 – พฤษภาคม 2564 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

การทดลองที่ 1.2.14 อนุกรมวิธาน และวิวัฒนาการของราสนิมวงศ์ Pucciniaceae สาเหตุโรคพืช 
Taxonomy and phylogeny of Pucciniaceae in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1.  เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราสนิมวงศ์ Pucciniaceae 
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากโรคราสนิมวงศ์ Pucciniaceae จากพืชต่างๆ ได้แก่ พืชตระกูลถั่ว เช่น ถั่ว

เหลือง ถั่วฝักยาว ถั่วลิสง กาแฟ สัก ลีลาวดี ตะไคร้ เบญจมาศ โมก มะเดื่อฝรั่ง รวมถึงราสนิมที่พบบนหญ้า เป็น
ต้น โดยเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่าง
ด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลที่เกิดจากราสนิมอยู่ในสภาพที่
สมบูรณ์ และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะขึ้นปกคลุมสืบเนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ พิกัด 
สถานที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดและท าการสกัดดีเอ็นเอ 
ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการ
เกษตร ทั้งนี้ตัวอย่างโรคที่ใช้ในการศึกษา จะรวมถึงตัวอย่างแห้งของโรคพืชที่เกิดจากราสนิมที่เก็บรักษาใน
พิพิธภัณฑ์โรคพืช   

2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของราสนิมวงศ์ Pucciniaceae สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา 
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ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได้แก่ ลักษณะของ teliospore urediniopsore spermatia และ
ลักษณะอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Stereo และ Compound เพ่ือบันทึกขนาด รูปร่างและบันทึกภาพ 
รวมถึงการบันทึกข้อมูลของพืชอาศัย จ าแนกชนิดราสนิม สาเหตุโรคพืช โดยเปรียบเทียบลักษณะของราสนิมที่
ศึกษา กับคู่มือหรือวรรณกรรมของ Aime (2006) Cummins and Hiratsuka (2003) Cline et al. (2013) 
Kolmer et al. (2001) Ono and Aime (2006) Swann et al. (2001)  

3.  จ าแนกชนิดของราสนิมวงศ์ Pucciniaceae สาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม  
 สกัดดีเอ็น  
 ตัก และย้ายเส้นใย conidia ของรา cercosporoid ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงใน
หลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -
20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย  
      ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
      the Internal Transcribed Spacer (ITS)  
   V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (de Hoog and Gerrits van den Ende, 1998) 
   ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 
       the Large Subunit (LSU, 28S)  
   LROR: ACCCGCTGAACTTAAGC (Vilgalys and Hester, 1990) 
   LR6: CGCCAGTTTCTGCTTACC (Vilgalys and Hester, 1990) 
       the Small Subunit (SSU, 16S)  
   NS1F: GTAGTCATATGCTTGTCTC (White et al., 1990) 
   Rust18SR: ACCTTGTTACGACTTTTACTTC (Aime, 2006) 
        Cytochrome c oxidase subunit 3 (CO3) 
   CO3F1: TCAGTATGTTATTTTAACGATGTAG (Vialle et al., 2009) 
  CO3R1: TCCTCATCAGTAAACACTAATA (Vialle et al., 2009) 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่ง LSU SSU ITS และ CO3 
ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase ใช้ cycling และ condition ของ
ปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนดใช้ค่า annealing temperature ของแต่ละต าแหน่ง LSU SSU ITS และ 
CO3 ที่ 62 60 60 และ 58 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 1 
และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ 
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PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen 
Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) ที่ได้จากการทดลองมาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น 
Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์  
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta ไฟล์) ที่ได้จาก
การทดลองและจากการรวบรวมข้อมูล มาจัดเรียง (align) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 
2008) จากนั้นตรวจสอบการจัดเรียง (alignment) โดยวิธี  MUSCLE ในโปรแกรม MEGA7: Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al., 2016) จากนั้นใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera 
and Castresana, 2007) ท าการรวมชุดข้อมูลของดีเอ็นเอเป็น combined dataset บันทึกชุด alignment ใน
รูปแบบไฟล์ nexus หรือ nex โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดโดยวิเคราะห์จาก combined dataset วิเคราะห์ด้วย phylogenetic criteria 2 แบบคือ  

1. Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 
(Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ วิ เคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด 
maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
 2. Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ nexus วิเคราะห์โดยโปรแกรม MrBayes (Ronquist and 
Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ก าหนด model of evolution แบบ 
GTRGAMMA ค่าตั้งต้นที่ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้ ก าหนด 4 runs แต่ละ run ประกอบด้วย 4 chains วิเคราะห์
จ านวน 10 ล้าน generations ตั้งค่า cold chain ที่ temperature 0.25 สุ่มตัวอย่าง substitution model 
parameters และบันทึก trees ทุก 500 generations ตรวจสอบความเชื่อมั่นของ topology ด้วย cumulative 
and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008) 
 4. บันทึกข้อมูลราสนิมวงศ์ Pucciniaceae ที่รายงานพบในประเทศไทย  
 รวบรวมข้อมูลการจัดจ าแนกราสนิม Pucciniaceae ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและที่มีการจัดจ าแนก
ด้วยข้อมูลชีวโมเลกุลของสนิม Pucciniaceae ที่มีรายงานพบในประเทศไทย เพ่ือใช้ประกอบการพิจารณาประเมิน
ความเชื่อมั่นในการจัดจ าแนกชนิด เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการตรวจสอบชนิดของศัตรูพืชเพ่ือการวินิจฉัยที่ถูกต้อง  

5. การเก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราและเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ  
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ดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรค
พืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
- เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น ตุลาคม 2562 – กันยายน 2564 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 1.2.15 การจัดจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ทางชีวโมเลกุล 
The Identification of the Genus Radopholus with the Molecular Technique. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.เก็บตัวอย่างพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จากพืชวงศ์บอน (Araceae)  พืชวงศ์คล้า 
(Marantaceae) พืชวงศ์กล้วย( Musaceae ) พืชวงศ์กล้วยพัด ( Strelitziaceae )  กวักมรกรต และ พรรณไม้
น้ า เป็นต้น เก็บตัวอย่างจากพืช อย่างน้อย 100 ตัวอย่าง แต่ละพืชจ านวนตัวอย่างแล้วความเหมาะสมและโอกาส
อ านวย โดยตัวอย่างต้นพืชเก็บใส่ถุงพลาสติกรัดปากถุงให้แน่นน ากลับมาตรวจที่ห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างดินปลูก 
หรือวัดสดุปลูกเก็บบริเวณทรงพุ่มความลึกอยู่ในช่วงประมาณ 0-25 เซนติเมตร จ านวน 10 จุดต่อต้นคลุกเคล้า
รวมกันแล้วเก็บตัวอย่าง 250 กรัมน าใส่ถุงพลาสติกรัดปากถุงให้แน่นน ากลับมาตรวจที่ห้องปฏิบัติการ  
 2.การแยกเชื้อไส้เดือนฝอย 
 2.1 ตัวอย่างต้นพืชใช้ Ultrasonicator แล้วน ามากรองด้วยวิธีของ Baerman funnel method หรือ 
Oostenbrink dish 
 2.2 ตัวอย่างดินและตัวอย่างวัสดุปลูกใช้วิธี Cobb sieving แล้วน ามากรองด้วยวิธีของ Baerman funnel 
method หรือ Oostenbrink dish 
 3.การตรวจวินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเบื้องต้น น าน้ าที่เหลือในภาชนะแก้ว จากข้อใส่ในถ้วยนับ 
ตัวอย่าง( Syracuse Dish) แล้วน าไปตรวจวินิจฉัย และนับจ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ (Inverted Microscope) การจัดจ าแนกสกุลไส้เดือนฝอยโดยเปรียบเทียบกับ คู่มือการ
จ าแนกสกุลของไส้เดือนฝอย Plant-parasitic nematodes ; A pictorial key to genera (Mai et.al., 1996)  
 4.เพาะเลี้ยงเพ่ิมเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในพืชอาศัยเดิมเพ่ือส ารองเลี้ยงไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
 5.การท าสไลด์ถาวรของไส้เดือนฝอยศัตรูเมื่อพบว่าเป็นไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จึงน าไปท าสไลด์
ถาวร ตามวิธีการของ De Grisse,1969 และ การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus
โดยเปรียบเทียบกับเอกสารการจัดจ าแนกชนิดของ EPPO PM 7/88 (1): Radopholus  
similis และเอกสารอื่นที่เก่ียวข้อง โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ก าลังขยายสูง differential interference contrast (DIC)  พร้อมคอมพิวเตอร์และอุปกรณ์ถ่ายภาพ 
และโปรแกรมการวัดขนาด  โดยมีลักษณะส าคัญที่ต้องบันทึก อาทิ ความยาวของล าตัว ลักษณะริมฝีปาก ความ
ยาวของ stylet ลักษณะหาง เส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว ความยาวของ oesophagus ค่า De Man’s ratios เช่น ค่า 
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a  (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อส่วนที่กว้างที่สุดของล าตัว) ค่า b (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อความยาว
ของ oesophagus ) ค่า c (อัตราส่วนของความยาวล าตัวต่อความยาวของหาง) เป็นต้น 
  6.ศึกษาลักษณะทางชีวโมเลกุลของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus 
  6.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 ใช้วิธีการตามร่วมกับค าแนะน าของ เขี่ยไส้เดือนฝอย  1 ตัว ใส่ลงบนหยด PCR Buffer II (500 mM KCl, 
100 mM Tris-HCl, pH 8.3) 20 ไมโครลิตร บนสไลด์แก้ว ตัดตัวไส้เดือนฝอยออกเป็น 2-3 ท่อน โดยใช่ส่วนปลาย
ของ pipette tip ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 500 ไมโครลิตร น าหลอดแช่ในน้ า

ที่อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาที เติม proteinase K  ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่มที่ 55C ใน water bath เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดใส่ใน heating block 

ที่อุณหภูมิ 100C เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K ใส่ GeneReleaser® 20 ไมโครลิตร
ลงในหลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟ เป็นเวลา 6 นาที ถ้าเตาไมโครเวฟเป็นชนิด 750 วัตต์ (สามารถปรับเวลา
ตามก าลังไฟของเตาไมโครเวฟให้ได้ 4,500 วัตต์-นาท ีซึ่งเป็นช่วงที่เหมาะสม) 
 6.2 การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR) 
 การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในส่วน D2-D3 expansion region ของ 28s 
ribosomal RNA gene (rDNA) โดยใช้ forward primer D2A (5' - ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG -
3') และ reverse primer D3B (5' - TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA -3') และ เพ่ิมปริมาณ DNA (Kaplan 
et al., 2000 ; Subbotin et al., 2006) โดยสารที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย 1.0 U AmpliTaq® DNA Polymerase, 10 mM Tris-Cl, pH 8.3, 50 mM KCL, 2.5 mM 
MgCl2, 200 uM dNTPs ,0.2 µM primers และ 1.0 µl DNA template เมื่อเตรียม master mix ใส่ หลอด 
PCR แล้วเติม DNA template ในหลอด PCR น าหลอด ดังกล่าวใส่ลงในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม 
(Thermocycle) จากนั้นตั้งอุณหภูมิและเวลาของขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดังนี้ ปฏิกิริยา Initial denaturation 
อุณหภูมิ ºC 94  เวลา1 นาทีปฏิกิริยา Denaturation อุณหภูมิ ºC 94  เวลา1 นาที ปฏิกิริยา Annealing 
อุณหภูมิ ºC 55  เวลา1 นาที ปฏิกิริยา Extension อุณหภูมิ ºC 72  เวลา1 นาที  ปฏิกิริยา Final extension 
อุณหภูมิ ºC 72  เวลา 5 นาที จ านวน 35 รอบ 
 6.3 การวิเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ด้วยการท าอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรสเตรียม 
1.5% ของอะกาโรส โดยชั่งอะกาโรส 1.5 กรัม ผสมกับ สารละลายบัฟเฟอร์ TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปต้ม
ให้สารละลายใส ตั้งไว้ให้เย็น แล้วเทอะกาโรสลงในชุด gel box ที่ปรับสมดุล และวางหวีไว้แล้ว เมื่อเจลแข็งตัว จึง
ดึงหวีออก แล้วน าเจลที่ได้ไปวางในแชมเบอร์ จากนั้นเทสารละลายบัฟเฟอร์ TBE ให้ท่วมแผ่นเจล  น า DNA ที่ได้
ผสมกับสีย้อมดีเอ็นเอ ในอัตราส่วน 5 ต่อ 1 จากนั้นหยอดตัวอย่าง 10 ไมโครลิตรลงในหลุมของเจลอะกาโรสใน
แชมเบอร์ เรียบร้อยแล้วจึงต่อขั้วไฟฟ้าเข้ากับเครื่องก าเนิดไฟฟ้า ใช้กระแสไฟ 100 โวลต์ นานประมาณ 40-50 
นาที แล้วเจลอะกาโรสไปย้อมสี DNA แล้วน าไปส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ด้วยเครื่อง UV-
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transilluminator แล้วถ่ายภาพ  เลือกตัวอย่างได้ PCR product ที่ดี ส่งวิเคราะห์ล าดับเบส แล้วน าไปจะถูกน าไป
เทียบเคียงความเหมือนกันของล าดับเบสที่ได้กับท่ีมีอยู่ในกับฐานข้อมูล BLASTN 
 6.4 การทดสอบตัวอย่าง PCR product  10 ตัวอย่าง ด้วยการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณ sequencing 
of the internal transcribed spacer (ITS) region โดยใช้ Real-Time PCR   ไพรเมอร์ forward primer 
RAD-F: AGACTTGA TGAGCGCAGA และ reverse primer  RAD-R: CGTGCCAGAGGAAGTGA ที่ออกแบบให้
จ าเพาะเจาะจงกับส่วน ITS ของ R. similis ทีข่นาด 227 bp  
 6.5 การทดสอบตัวอย่าง PCR product 10 ตัวอย่าง ด้วยการใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะไส้เดือนฝอย Radopholus 
similis คือ ไพรเมอร์ forward primer RsimF 5’- GATTCCGTCCTTTGGTGGGCA-3’ และ reverse primer 
RsimR 5’- GAACCAGGCGTGCCAGAGG-3’ ขนาด 398 bp และ วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของยีน
ส่วน ITS ของไส้เดือนฝอย R. similis ประชากรจากประเทศไทยกับตัวอย่างในฐานข้อมูล ด้วยวิธี maximum 
likelihood  
- เวลาและสถานที่ 
 ระหว่าง ตุลาคม 2562 ถึง กันยายน 2563 
 กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 1.2.16 การศึกษาและจ าแนกเชื้อไวรัสสาเหตุโรคของยาสูบที่พบในประเทศไทย 
The study and classification of tobacco virus diseases in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

การส ารวจโรคไวรัสในยาสูบ 
ส ารวจและเก็บตัวอย่างยาสูบที่มีลักษณะผิดปกติคล้ายเกิดจากโรคไวรัส ได้แก่ อาการใบม้วนงอ หนาแข็ง 

ใบย่น ใบด่าง สีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน แผลละเอียดเล็กๆ สีขาวและสีน้ าตาล และใบเหลือง ในแหล่งปลูกยาสูบ
ในประเทศไทย แต่ละแปลงท าการสุ่มตัวอย่างแบบเป็นระบบโดยเดินตามเส้นทแยงมุม ทุกๆ 10 ก้าว ตรวจโรคจุด
ละ 10 ต้น จ านวน 10 จุดต่อแปลง หรือ 10 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่แปลง เก็บตัวอย่างในถุงพลาสติกและแช่ในกล่อง
เก็บความเย็นตลอดเวลา จนกระทั่งน าไปเก็บในตู้เย็นในห้องปฏิบัติการ เพ่ือท าการตรวจหาไวรัสในตัวอย่างด้วยวิธี 
ELISA และวิธี PCR 

การตรวจโรคด้วยวิธี Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)  
ตรวจตัวอย่างใบยาสูบที่เก็บมาโดยใช้ ELISA Reagent ส าหรับตรวจหาเชื้อไวรัส 6 ชนิด คือ Tobacco 

leaf curl virus (TLCV) Tobacco mosaic virus (TMV) Tobacco streak virus (TSV) Cucumber mosaic 
virus (CMV) Tomato spotted wilt virus (TSWV) และ Potato virus Y (PVY) โดยท าตามวิธีการตามขั้นตอน
ของบริษัท (Agdia, Co Ltd, USA) 

ตรวจหาเชื้อไวรัสด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
สกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างยาสูบโดยใช้ชุดสกัด DNeasy Plant Mini Kit และ RNeasy 

Plant Mini Kit (QIAGEN, Taiwan) ตามล าดับ ในส่วนของอาร์เอ็นเอได้น าส่วนของ total RNA ที่ได้ไปเตรียม 
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cDNA library ด้วย SuperscriptTM III One–Step RT–PCR System with Platinum (Invitrogen, USA) เพ่ือ
น าไปเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ต่อไป ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบเชื้อไวรัส ในใบยาสูบมีดังนี้  
ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
TLCV pAL1v 1978 (5’GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT3’) 

pAR1c 715 (5’GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCAT CCA3’) (Rojas et al. 1993). 
TMV TMV-CPF (5′ ATGTCTTACAGTATCACTACTCC 3′) 

TMV-CPR (5′ TCAAGTTGCAGGACCAGAGGT-3′) (Choi et al. 2009). 
TSV TSV CP RNA3 express1 (5’ AGGTAGCAGGAGATATAACAATGAATACTTTGATCCAAGG 3’) 

TSV CP RNA3 express2 (5’ TCGACTCTAGAAACTAGTCTTGATTCACCAGAAAATCTTC 3’) 

CMV CMV-CPF (5’ TTG AGT CGA GTC ATG GAC AAA TC 3’) 
CMV-CPR (5’ AAC ACG GAA TCA GAC TGG GAG 3’) 

PVY PVY-P1 (5’ CAACTCCAGATGGAACAATTG 3’)  
PVY-P2 (5’ CCATTCATCACAGTTGGC 3’) 

TSWV TSWV-NPF (5'ATGTCTAAGGTTAAGCTC-3') 
TSWV-NPR ( 5'TTAAGCAAGTTCTGTGAG-3') 
TSWV-LF (5'AATTGCCTTGCAACCAATTC-3') 
TSWV-LR ( 5'ATCAGTCGAAATGGTCGGCA-3') 

- เวลาและสถานที่ - 1 ตุลาคม 2562  วันที่สิ้นสุด  30 กันยายน 2564 

   กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

กิจกรรมที่ 2  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืช
อาหาร และการแพร่กระจาย) ประกอบด้วย 3 กิจกรรมย่อย จ านวน 23  การทดลอง ดังนี้ 
กิจกรรมย่อยท่ี 2.1  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช 
การทดลองที่ 2.1.1 ชีวประวัติและลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยแป้งมะละกอ Paracoccus 
marginatus Williams and Granara De Willink (Hemiptera: Pseudococcidae) ในประเทศไทย 
Life History and Taxonomic Characteristics of Paracoccus marginatus Williams and 
Granara De Willink (Hemiptera: Pseudococcidae) in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เตรียมพืชอาหารส าหรับการเลี้ยงเพลี้ยแป้งมะละกอ โดยใช้พืชอาหารทั้งสิ้น 4 ชนิด ได้แก่  
มันส าปะหลัง มะละกอ ชบา และ ลีลาวดี 
 2. เก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากแหล่งปลูกมันส าปะหลัง มะละกอ ชบา และ  
ลีลาวดี ใน จังหวัดสระบุรี นครราชสีมา ราชบุรี กาญจนบุรี เพ่ือน าเพลี้ยแป้งมะละกอที่ได้มาท าการเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในห้องปฏิบัติการ โดยตัดชิ้นส่วนของพืชที่มีเพลี้ยแป้งอาศัยอยู่ ใส่ในถุงกระดาษแล้วใส่ในถุงพลาสติก 
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บันทึกสถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง ชนิดพืชอาศัย ส่วนของพืชที่ถูกท าลาย 
รวมทั้งชื่อผู้เก็บ  
 3. น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งมะละกอที่รวบรวมได้จากการเก็บรวบรวม มาเลี้ยงเพิ่มปริมาณในห้องปฏิบัติการ 
โดยใช้พู่กันเข่ียตัวอ่อน ตัวเต็มวัย และถุงไข่ ลงบนฟักทอง รอจนเพลี้ยแป้งสามารถเจริญเติบโตได้ดีและเพ่ิม
ปริมาณมากเพียงพอส าหรับน าไปด าเนินการในข้ันตอนต่อไป 
  4. คัดเลือกเพลี้ยแป้งที่มีถุงไข่ บริเวณปลายส่วนท้อง โดยน าพู่กัน เขี่ยเพลี้ยแป้งที่มีถุงไข่ ใส่ในฟักทองอีก
ลูก จ านวน 10-15 ตัว รอจนไข่เริ่มฝักออกมาเป็นตัวอ่อนวัยที่ 1 
 5. หลังจากนั้นให้ ใช้พู่กันเขี่ยตัวอ่อนเพลี้ยแป้งวัยที่ 1 ลงในพืชอาหารที่เตรียมไว้ซึ่งวางไว้ในกล่อง
พลาสติก จ านวน 1 ตัวต่อ 1 กล่อง จ านวน 20 กล่อง เปลี่ยนพืชอาหารเมื่อจ าเป็น บันทึกการเจริญเติบโต รูปร่าง
ลักษณะ สี ขนาด ทุกระยะการเจริญเติบโต รวมทั้งพฤติกรรมต่างๆ ตลอดการทดลอง พร้อมกับถ่ายภาพประกอบ  
 6. น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งบางส่วนจากที่เลี้ยงไว้บนพืชอาหาร มาตรวจดูลักษณะภายนอกด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิด stereo microscope ถ่ายภาพ บันทึกรายละเอียด เช่น ขนาด รูปร่างลักษณะ สี และระยะการ
เจริญเติบโตของเพลี้ยแป้งก่อนดองในแอลกอฮอล์ 70%  
 7. น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากขวดดองตัวอย่างในข้อ 6 มาท าสไลด์ถาวร โดยดัดแปลงวิธีการของ Williams 
and Watson (1988) มีข้ันตอนดังนี้ 
  7.1 ใช้เข็มเข่ียเจาะบริเวณกลางส่วนอกด้านบนของตัวอย่างเพลี้ยแป้ง น าไปใส่ในถาดแก้วที่บรรจุ
ด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 10% แช่ทิ้งไว้ 12 - 24 ชั่วโมง ขึ้นอยู่กับขนาดตัวอย่าง 
และระยะการเจริญเติบโตของเพลี้ยแป้ง 
   7.2 น าตัวอย่าง ที่ได้จากข้อ 7.1 มากดเบา ๆ บนล าตัวด้วยเข็มดัด 
ปลายโค้ง เพ่ือท าของเหลวที่อยู่ในล าตัวหลุดออกมาทางรอยที่เจาะไว้  ถ้ายังมีก้อนไขมันตกค้างอยู่ให้น าไปแช่ใน
แอลกอฮอล์ 95% ประมาณ 2 – 3 นาท ี
  7.3 ย้ายลงในกรดแอลกอฮอล์ (acid alcohol) แช่ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
  7.4 ย้อมสีตัวอย่างโดยแช่ในน้ ายาย้อมสี   ซึ่งเป็นสารละลายของแอซิดฟุชซิน (acid fuchsin) 
กรดเกลือ (hydrochloric acid) และน้ ากลั่น แช่ทิ้งไว้นาน 5-10 นาท ี
  7.5 ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 95% แช่ทิ้งไว้ 2 – 3 นาที เพื่อก าจัดสีส่วนเกิน 
  7.6 แช่แอลกอฮอล์ 95% ทิ้งไว้ 10 นาที   
  7.7 ย้ายลงในโคล์ฟออย (clove oil) แช่ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
       7.8 น าตัวอย่างเพลี้ยแป้งจากข้อ 7.8 วางบนแผ่นสไลด์แก้ว ใช้กระดาษกรองซับโคล์ฟออยส่วนที่
เกินออก หยดแคนาดาบัลซัม (canada balsam) 1 หยดบนตัวอย่างแมลงจัดรูปร่าง ให้สวยงามไม่บิดเบี้ยวหรือทับ
ซ้อนกัน ปิดทับด้วยแผ่นแก้วปิดสไลด์ 
  7.9 น าไปอบให้แห้ง ในตู้อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลาประมาณ 1-2 เดือน 
 8. ตรวจจ าแนกชนิดเพลี้ยแป้งบนแผ่นสไลด์ถาวร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound microscope 
ที่มีก าลังขยายสูง โดยใช้แนวทางการวินิจฉัยของ Williams and Granara de Willink (1992) ตรวจดูลักษณะ
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ส าคัญที่ใช้ในการจ าแนก ได้แก่ หนวด (antennae) ขน (setae) รู (pores) ท่อ (tubular ducts) กลุ่มอวัยวะที่
ผลิตเส้นแป้งด้านข้างล าตัว (cerarii) ช่องเปิดที่มีลักษณะคล้ายรอยแตกตามขวางของล าตัว (ostioles) และวง
แหวนที่ล้อมรอบช่องเปิดของอวัยวะขับถ่าย (anal ring)  
  9. วาดรูปแสดงลักษณะทางอนุกรมวิธานของเพลี้ยแป้งแต่ละระยะโดยวาดลงบนกระดาษกราฟและลอก
ลงบนกระดาษไขเขียนแบบและจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิดเพลี้ยแป้งมะละกอในแต่ละระยะ  
 10. การบันทึกรายละเอียดบนแผ่นสไลด์ที่อบแห้งแล้วโดยวางแผ่นสไลด์หันด้านหัวของเพลี้ยแป้งเข้าหาตัว 
ด้านขวาเขียนรายละเอียดเกี่ยวกับพืชอาหาร วัน เดือน ปี สถานที่และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง   ด้านซ้ายมือเขียนชื่อ
วิทยาศาสตร์ เพศ วันเดือนปี ที่ท าสไลด์และชื่อผู้จ าแนก ควรลงรายละเอียดดังกล่าวเป็นภาษาอังกฤษ 
 11. จัดเก็บตัวอย่างเพลี้ยแป้งในกล่องใส่สไลด์ถาวรและน าเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง  
โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามหลักสากล 
- เวลาและสถานที่ 
 เริ่มต้น    เดือนตุลาคม 2559    สิ้นสุด    เดือนกันยายน  2561 
 สถานที่  1. แหล่งปลูกพืชต่างๆ  
              2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา   
       ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 2.1.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อชีววิทยาและนิเวศวิทยาของแตนเบียนไข่  
Trichogramma confusum  
Study the effect of temperature on biology and  ecology of  
Trichogramma confusum 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 เลี้ยงแตนเบียนไข่ T. confusum และผีเสื้อข้าวสารในห้องปฏิบัติการ  โดยใช้ไข่ของผีเสื้อข้าวสาร 
Corcyra cephalonica (Stainton) เป็นแมลงอาศัยของแตนเบียนไข่ 
 เลี้ยงแตนเบียนไข่ T. confusum ให้ได้แตนเบียนไข่อายุ 1-6 วัน นับหลังจากเริ่มให้พ่อแม่พันธุ์วางไข่บน
ผีเสื้อข้าวสารพร้อมกันในวันที่เริ่มทดลอง โดยน ากระดาษมาขีดตารางเป็นช่องขนาด 4x18 มิลลิเมตร ทากาวน้ าให้
ทั่ว จากนั้นน าไข่ของผีเสื้อข้าวสารใส่ในตะแกรงโรยลงบนกระดาษให้ทั่วและสม่ าเสมอ (1 ช่อง จะมีไข่ประมาณ 
100 ฟอง) น าไปผ่านแสง ultraviolet นานประมาณ 15 นาที เพ่ือไม่ให้ไข่สามารถฟักเป็นตัวหนอนได้ ตัดแยกแต่
ละช่องออกเป็นแผ่น ใส่ในหลอดทดลองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 20 เซนติเมตร แต่ละหลอด 
ให้ T. confusum เบียนแล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องให้ได้อายุตามที่ก าหนด แล้วแยกแต่ละอายุใส่หลอดทดลอง 
หลอดละ 1 แผ่น อายุละ 8หลอด จ านวน 2 หลอด ต่อหน่วยทดลอง ใส่ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ เลี้ยงจนกระทั่ง
ออกเป็นตัวเต็มวัย แล้วใส่ไข่ผีเสื้อข้าวสารเพ่ือให้แตนเบียนวางไข่ ตรวจนับ จ านวนแตนเบียนไข่ท่ีได้ จ านวนตัวตาย 
อัตราการเบียน อัตราการออกเป็นตัวเต็มวัยของรุ่นต่อไป และจ าแนกเพศ น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
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การบันทึกข้อมูล: อายุแตนเบียนไข่, ระยะเวลาที่ออกเป็นแตนเบียน, จ านวนแตนเบียนไข่ท่ีออกเป็นตัวเต็มวัย, 
จ านวนไข่ทั้งหมด, จ านวนไข่ที่ถูกเบียน, จ านวนตัวแต่ละเพศ 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาด าเนินงาน: ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561  
สถานที่ด าเนินงาน: ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา 
 
การทดลองที่ 2.1.3 ชีววิทยาของไรแดงมันส าปะหลัง (cassava red mite); Oligonychus biharensis 
(Hirst) 
Biology of Cassava Red Mite; Oligonychus biharensis (Hirst) 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

ขั้นตอนที่ 1. การเลี้ยงขยายไรแดงมันส าปะหลัง O. biharensis 
การเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไรแดงมันส าปะหลัง ในห้องปฏิบัติการ โดยน าตัวอย่างไรที่เก็บได้บนพืชอาศัย ได้แก่ 

มันส าปะหลัง และชมพู่ มาเลี้ยงบนใบพืชอาศัย และวางอยู่บนส าลีชุ่มน้ าในถาดพลาสติก หล่อน้ าถาดเลี้ยง
ตลอดเวลา และวางบนชั้นใต้แสงไฟฟลูออเรสเซ็นต์ เป็นเวลา 8 ชั่วโมงต่อวัน ในห้องปฏิบัติการอุณหภูมิ 26.49 ± 
0.07 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60.04 ± 0.86 % RH. เพ่ือให้ไรเจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณขึ้นเรื่อยๆจน
มากเพียงพอ 
 ขั้นตอนที่ 2. ศึกษาวงจรชีวิตของไรแดงมันส าปะหลัง O. biharensis  
 การศึกษาวงจรชีวิตของไรแดงมันส าปะหลังบนใบมันส าปะหลัง และชมพู่ โดยน าตัวเต็มวัยเพศเมียของไร
ที่เลี้ยงไว้จ านวน 40-50 ตัวลงบนใบพืชอาศัย ทิ้งไว้ให้วางไข่ 3-4 ชั่วโมง น าไข่ที่ได้มาแยกเลี้ยงเดี่ยวๆบนใบพืช
อาศัย ที่ตัดเป็นแผ่นวงกลมขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.7 เซนติเมตร วางบนแผ่นส าลีชุ่มน้ าในกล่องพลาสติก ท าการ
ทดลอง 100 ตัว ในแต่ละพืชอาศัย บันทึกระยะเวลาการเจริญเติบโตทุกๆ 6 ชั่วโมง เมื่อเป็นตัวเต็มวัยเขี่ยไรตัวผู้ที่
เตรียมไว้ใส่ลงไปในช่องที่เป็นเพศเมียเพ่ือผสมพันธุ์กับไรตัวเมีย บันทึกจ านวนไข่และการตายของตัวเมียที่เกิดขึ้น
ทุก 24 ชั่วโมง 
การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกวงจรชีวิต ระยะเวลาในการเจริญเติบโตตั้งแต่ไข่จนเป็นตัวเต็มวัยทั้งเพศผู้และเพศเมีย 
ความสามารถในการผลิตไข่ตลอดอายุขัย ในแต่ละพืชอาศัย ได้แก่ มันส าปะหลัง และชมพู่ 
เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

กรุงเทพฯ 
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การทดลองที่ 2.1.4 ชีววิทยาและพลวัตประชากรของหอยศัตรูพืชสกุล Succinea 
Biology and population dynamics of pest snail Succinea 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. ศึกษาชีววิทยาของหอยศัตรูพืชสกุล Succinea โดยด าเนินการดังนี้ 
- การเก็บตัวอย่าง 
สุ่มเก็บตัวอย่างหอยซัคซีเนียศัตรูพืชสกุล Succinea จากแปลงปลูกกล้วยไม้ และแปลงปลูกผัก ในแหล่ง

ปลูกภาคตะวันตก ได้แก่จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี ภาคกลาง ได้แก่ นครปฐม นนทบุรี สมุทรสาคร ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา เป็นต้น บันทึกลักษณะของระบบนิเวศที่เป็นที่อยู่อาศัยของหอย 
พืชอาหาร วัดค่าความเป็นกรดด่าง ความชื้น อุณหภูมิ แสง และปัจจัยอื่นๆ เช่น สภาพแวดล้อมในแปลงปลูก ศัตรู
ธรรมชาติ เป็นต้น 
     - ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

น าหอยที่เก็บตัวอย่างมาได้มาวัดความสูงของเปลือก (จาก apex จนถึงด้านล่างสุดของ aperture) ความ
ยาวของเปลือก ความกว้างของรูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl) ลักษณะของเปลือก  

- การศึกษาวงจรชีวิต 
น าหอย Succinea จากการส ารวจมาเลี้ยง เพื่อศึกษาวงจรชีวิตในกล่องพลาสติกขนาด 13 x 13 

เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร ภายในบรรจุดินหนา 5-10 เซนติเมตร ให้อาหารปลาชนิดเม็ด ผักกาดหอม หรือ
แตงกวาเป็นอาหารทุก 3 วัน เปลี่ยนดินและให้แคลเซียมทุก 7 วัน วัด ความยาวของเปลือก น้ าหนัก จนกระทั่ง
หอยผสมพันธุ์และวางไข่ ให้น ากลุ่มไข่ที่ได้จากการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ  มาเลี้ยงในกล่องพลาสติกบรรจุดินกล่อง กลุ่ม
ไข่ละกล่อง ท าการศึกษา 5 กลุ่มไข่ต่อชนิดหอย เมื่อไข่ฟักเป็นลูกหอยรุ่นที่ 1 ให้อาหารปลาชนิดเม็ด ผักกาดหอม 
หรือแตงกวาเป็นอาหารทุก 3 วัน เปลี่ยนดินและให้แคลเซียมทุก 7 วัน สังเกตระยะเวลาการเจริญเติบโต 
พฤติกรรม เช่น การกินอาหาร การเคลื่อนที่ การผสมพันธุ์ ชั่งน้ าหนักและวัดขนาดลูกหอยทุกสัปดาห์ และ
ด าเนินการเช่นเดียวกันกับลูกหอยรุ่นที่ 2  
การบันทึกข้อมูล 

- ระยะเวลาการเจริญเติบโต  
- พฤติกรรม เช่น การกินอาหาร การเคลื่อนที่ การผสมพันธุ์  
- ลักษณะของระบบนิเวศที่เป็นที่อยู่อาศัยของหอย เช่น พืชอาหาร วัดค่าความเป็นกรดด่าง ความชื้น 

อุณหภูมิ แสง 
- ลักษณะของเปลือก เช่น ความสูงของเปลือก (จาก apex จนถึงด้านล่างสุดของ aperture) ความยาว

ของเปลือก ความกว้างของรูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl)  
- เวลาและสถานที่      

ด าเนินการทดลองตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 โดยเก็บตัวอย่างหอยซัคซีเนียและศึกษาพลวัต
ประชากรในแปลงปลูกกล้วยไม้ในจังหวัดกาญจนบุรีและนครปฐม และน ากลับมาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ ณ กลุ่ม
งานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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การทดลองที่ 2.1.5 ชีววิทยา วงจรชีวิต และการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยน้ าศัตรูพืชสกุล 
Indoplanorbis 
Geographical distribution and some biological aspects of freshwater pest snail 
Indoplanorbis sp. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. ส ารวจ เก็บตัวอย่าง จ าแนกชนิด และเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ (ด าเนินการในปี 2560) 
 1.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยสกุล Indoplanorbis ในแหล่งน้ าตามธรรมชาติ บ่อไม้ประดับ และแปลง

เพาะขยายพรรณไม้น้ าของเกษตรกรในพ้ืนที่ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก ภาค
ตะวันตก และภาคใต้ของประเทศไทย 
 1.2 วิธีการเก็บตัวอย่าง ด าเนินการเก็บตัวอย่างในพื้นที่ที่ก าหนด โดยแบ่งเก็บพ้ืนที่ละ 5 จุด ตามขอบตลิ่ง 
พ้ืนดินขอบบ่อ และพันธุ์พืชน้ า 

การบันทึกข้อมูล :  
 - บันทึกพิกัดการกระจายของหอยสกุล Indoplanorbis โดยเครื่อง GPS และน ามาท าแผนที่การ
กระจายพันธุ์โดยใช้โปรแกรม Arch view 
 - บันทึกชนิดพันธุ์ไม้น้ าที่พบในบริเวณแหล่งน้ าที่หอยสกุล Indoplanorbis อาศัยอยู่ บันทึก
ลักษณะทางภูมิศาสตร์ของพ้ืนที่ที่เก็บตัวอย่าง 
 - บันทึกค่าวิเคราะห์คุณภาพน้ าจากแหล่งที ่เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ค่า PH และค่าออกซิเจน
ละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO) 
1.3 การเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ เพื่อน าตัวอย่างมาจ าแนกชนิด โดยเลี้ยงในห้องปฏิบัติการของ

กลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร เตรียมตู้กระจกขนาด 25x40x26 เซนติเมตร ใส่น้ าสะอาดสูง 15 เซนติเมตร 
จ านวน 100 ตัว/ตู้ ใส่สาหร่ายพุงชะโดลงไปเพ่ือเป็นที่เกาะอาศัยของหอย เลี้ยงหอยด้วยอาหารปลาชนิดเม็ด 
 1.4 จ าแนกชนิดของหอยสกุล Indoplanorbis โดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก การจ าแนกชนิดยึด
ตามเอกสารของ Brandt (1974) และ Nabhitabhata (2009)  

บันทึกข้อมูล :  
 - บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก เช่น ลักษณะรูปร่าง สี และลวดลายบนเปลือก ตรวจดู
รายละเอียดภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
 - บันทึกความกว้างและความสูงของเปลือก ความกว้างของวงรอบเปลือกความกว้าง ขนาดของ
ปากเปิดเปลือก 
2. ศึกษาชีววิทยาบางประการของหอยน้ าสกุล Indoplanorbis (ด าเนินการในปี 2560-2561) 
2.1 ศึกษาศักยภาพการกินของหอยน้ าสกุล Indoplanorbis (ด าเนินการปี 2560) 
 (2.1.1) คัดเลือกพรรณไม้น้ าเพื่อใช้เป็นพืชอาหารในแต่ละกรรมวิธี โดยเก็บตัวอย่างพรรณไม้
น้ าที่เกษตรกรนิยมปลูกเพื่อการค้าและการส่งออกที่ส าคัญ 8 ชนิด ได้แก่ ใบพาย Cryptocoryne sp. 
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อเมซอน Echinodorus sp. หญ้าเทเนลูส Echinodorus tenellus สาหร่าย Cabomba sp. สาหร่าย 
Egeria sp. อนูเบียส Anubias sp. ชบาน้ า Aponogeton sp. และบัวประดับ Nymphaea sp. 
 (2.1.2) ศึกษาศักยภาพการกิน โดยเปรียบเทียบอัตราการกินของหอยชนิดเดียวกันต่อพืช
อาหารแต่ละชนิด วางแผนการทดลองแบบ RCB 5 ซ้ าๆ 8 กรรมวิธี ดังนี้ 
กรรมวิธีที่ 1 อนูบีส Anubias sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว 
กรรมวิธีที่ 2 สาหร่าย Cabomba sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว  
กรรมวิธีที่ 3 สาหร่าย Egeriasp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว 
กรรมวิธีที่ 4 ใบพาย Cryptocoryne sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5ตัว 
กรรมวิธีที่ 5 บัวประดับ Nymphaea sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว 
กรรมวิธีที่ 6 อเมซอน Echinodorus sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว 
กรรมวิธีที่ 7 หญ้าเทเนลูส Echinodorus  tenellus น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5ตัว  
กรรมวิธีที่ 8 ชบาน้ า Aponogeton sp. น้ าหนัก 5 กรัม ต่อหอยน้ าสกุล Indoplanorbis 5 ตัว 
 (2.1.3) วิธีปฏิบัติการทดลอง เตรียมกล่องพลาสติกขนาด 15.5 x 22 x 7 เซนติเมตร เติมน้ า
สะอาดให้สูงจากพื้นกล่อง 5 เซนติเมตร คัดเลือกหอยน้ าสกุล Indoplanorbis จ านวน 5 ตัว/กล่อง 
ขนาดใกล้เคียงกัน น าพืชอาหารที่เตรียมไว้มาตัดส่วนใบที่ติดกับล าต้น น ามาทดลองตามกรรมวิธี ท า
การเปลี่ยนอาหารทุกวัน น าอาหารที่เหลือแต่ละวันชั่งน้ าหนัก สังเกตการกินทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 
7 วัน เปรียบเทียบอัตราการกินพืชอาหารแต่ละชนิดของหอย วิเคราะห์ค่าความสามารถในการกินพืช
โดยวิธีทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และ 99% 
การวิเคราะห์ข้อมูล : น าข้อมูลมาค านวณค่าความสามารถในการกินพืชอาหารค านวณค่าความสามารถ
ในการกินพืชของหอยโดยดัดแปลงจาก Wong et al., (2010) ดังนี้ 

(1) ค่าความสามารถในการกินพืช   
น้ าหนักพืชอาหารในวันแรก – น้ าหนักพืชอาหารหลังเวลาผ่านไป 

จ านวนวัน 
(2) อัตราการกินพืชต่อตัว   

น้ าหนักของพืชอาหารก่อนการทดลอง - น้ าหนักของพืชอาหารหลังทดลอง 

        จ านวนหอย (ตัว) 
การบันทึกข้อมูล :   

- บันทึกพฤติกรรมการกินพืชอาหารแต่ละชนิด  
– บันทึกน้ าหนักพืชอาหารหลังจากให้หอยกินในแต่ละวัน  

2.2 ศึกษาวงช ีว ิต การผสมพันธุ ์ และวางไข ่ (ด ัดแปลงจาก ดวงขวัญ ( 2520) ) 
(ด าเนินการปี 2561) โดยน าหอยที่ได้การเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ มาด าเนินการศึกษา  

     (2.2.1) ศึกษาวงชีวิตหอยสกุล Indoplanorbis ดังนี้ 
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      - แยกไข่รุ ่นที ่ 1 แต่ละกลุ ่มมาเลี ้ยงในจานแก้ว (petri-dish) ใส ่น้ า
ประมาณ 50 มิลลิเมตร เปลี ่ยนน้ าทุกว ัน จนกระทั ่งไข่เริ ่มฟักเป็นลูกหอย บันทึกว ัน ที ่ไข ่เริ ่มฟัก 
จนกระทั่งฟักเป็นลูกหอยทั้งหมด 

      - ย้ายลูกหอยมาเลี้ยงในกล่องพลาสติกขนาด 10x10x 5.5 เซนติเมตร ใส่
สาหร่ายพุงชะโด และเติมน้ าให้สูงจากพ้ืนกล่อง 3.5 เซนติเมตร  

      - เมื่ออายุครบ 2 สัปดาห์ แยกเลี้ยงในกล่องพลาสติก ขนาด 15.5x22x7 
เซนติเมตร จ านวน 5 ตัว/กล่อง เติมน้ าสะอาดให้สูงจากพื้นกล่อง 5 เซนติเมตร ใส่สาหร่ายพุงชะโด 
จนกระทั่งหอยวางไข่และฟักเป็นลูกหอย ทดลองซ้ าดังกล่าวข้างต้นจนถึงรุ่นที่ 3  

- ระยะเวลาการเจริญเติบโตในแต่ละช่วงอายุ 
- ลักษณะภายนอกของไข่และลูกหอย 
 (2.2.2) ศึกษาการผสมพันธุ์ของหอยสกุล Indoplanorbis  
- แยกไข่รุ่นที่ 1 มาเลี้ยงในจานแก้วใส่น้ าประมาณ 50 มิลลิลิตร เปลี่ยนน้ าทุกวัน จนกระทั่งไข่

เริ่มฟักเป็นลูกหอย แยกลูกหอยไปเลี้ยงเพ่ือศึกษาการผสมพันธุ์ภายในตัวเองและผสมข้ามตัว  
- ศึกษาการผสมพันธุ์ภายในตัวเอง (self-fertilization) โดยแยกลูกหอยอายุ 3 วันมาเลี้ยง

เดี่ยว ตามวิธีการข้อ (2.2.1) เมื่อหอยเริ่มวางไข่ บันทึกจ านวนครั้งและจ านวนไข่ที่วางแต่ละครั้ง และ
อัตราการรอดของไข่ที่ฟักจนหอยมีอายุ 14 สัปดาห์ 

- ศึกษาการผสมพันธุ์ข้ามตัว (cross-fertilization) แยกลูกหอยอายุ 3 วันมาเลี้ยงเป็นคู่ โดย
ศึกษาและบันทึกผลเช่นเดียวกับการผสมพันธุ์ภายในตัว 

2.3 ศึกษาการเจริญเติบโต (ด าเนินการปี 2561) 
น าตัวอย่างหอยที่ฟักตัวจากข้อ (2.2.1) มาวัดขนาดและบันทึกลักษณะต่างๆ ดังนี้ ความกว้าง

ของล าตัว (body width) ความสูง (height) ความกว้างของปาก จ านวนวง และชั่งน้ าหนัก โดยศึกษาสัปดาห์ละ 1 
ครั้ง น ามาสร้างกราฟวิเคราะห์อัตราการเจริญเติบโต 

- เวลาและสถานที่   
 ด าเนินการทดลองตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 โดยเก็บตัวอย่างและรวบรวม
ข้อมูลการแพร่กระจายของหอยน้ าสกุล Indoplanorbis จากแหล่งน้ าจืดตามธรรมชาติและบ่อเลี้ยง
พรรณไม้น้ าจากทุกภาคในประเทศไทย น ามาเพาะเลี้ยง วิเคราะห์ชนิด ศึกษาชีววิทยา และวงจรชีวิต ณ 
ห้องปฏิบัติการและโรงเรือน กลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร    
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การทดลองที่ 2.1.6 ชีววิทยา การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ และความหลากหลายทางพันธุกรรมขอหอยน้ า
ศัตรูพืชสกุล Radix 
Biology, geographical distribution and genetic diversity of aquatic pest snail Radix 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1) เก็บตัวอย่าง เลี้ยงหอยและศึกษาการแพร่กระจาย 
สุ่มเก็บตัวอย่างหอยน้ าศัตรูพืชสกุล Radix จากแปลงปลูกและแหล่งน้ าธรรมชาติ บันทึกลักษณะ

ของระบบนิเวศท่ีเป็นที่อยู่อาศัยของหอย พืชอาหาร วัดค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณออกซิเจน ค่าการน า
ไฟฟ้าของน้ า บันทึกข้อมูลการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ โดยการจดบันทึกพิกัดภูมิศาสตร์ อ าเภอ จังหวัด 
สถานที ่สิ่งแวดล้อมและลักษณะถิ่นที่อยู่ของหอย ท าการบันทึกข้อมูลด้วยโปรแกรม Google Earth 
2) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและน้ าหนัก 
 น าหอยที่เก็บตัวอย่างมาได้มาวัดความสูงของเปลือก (จาก apex จนถึงด้านล่างสุดของ 
aperture) ความยาวของเปลือก ความกว้างของรูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl) ลักษณะของเปลือก 
ชั่งน้ าหนักหอย น ามาสร้างกราฟหาความสัมพันธ์ระหว่างความยาว ความสูงของเปลือกและน้ าหนัก ด้วย
วิธี correlation analysis 
3) ศึกษาวงจรชีวิต 

3.1 น าหอยที่ได้จากในข้อ 13.1 น าหอยมาเลี้ยงเพ่ือศึกษาวงจรชีวิตในกล่องพลาสติกขนาด 13 x 
13 เซนติเมตร  สูง 10 เซนติเมตร ที่ภายในบรรจุน้ าประมาณ 3 ลิตร พร้อมสาหร่ายหางกระรอก น าไป
เลี้ยงในบริเวณที่มีแสง อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้อาหารปลาชนิดเม็ดและผักกาดหอมทุก 3 วัน 
และท าการเปลี่ยนถ่ายน้ าและให้แคลเซียมผงทุก 7 วัน วัดความสูงความยาวของเปลือก น้ าหนัก วัดค่า
ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิ  

3.2 เมื่อหอยเกิดการผสมพันธุ์และวางไข่ บันทึกจ านวนไข่ต่อกลุ่ม ให้น าไข่มาเลี้ยงในกล่อง
พลาสติกบรรจุน้ าและสาหร่ายหางกระรอกกล่องใหม่ เมื่อลูกหอยรุ่นที่ 1 ฟักออกมาจากไข่แล้ว นับจ านวน 
ชั่งน้ าหนักและวัดขนาดลูกหอยที่เกิดขึ้นใหม่ทุกสัปดาห์ 

3.3 เลี้ยงลูกหอยรุ่นที่  1 จนกระทั่งเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยและสามารถผสมพันธุ์ได้  ให้
ด าเนินการตามข้อที ่13.3.1 และ 13.3.2 จนกระทั่งเกิดลูกหอยรุ่นที่ 2  
4) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 

4.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
น าเนื้อเยื่อของหอยมาสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป ตรวจวัดคุณภาพของดีเอ็นเอด้วย

วิธีเจลอิเล็กโตรโฟริซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 1% และน าไปใส่ในกล่องที่บรรจุทีบีอี
บัฟเฟอร์ ผสมดีเอ็นเอกับสีย้อมในอัตราส่วน 1:5 และน าไปหยอดลงในหลุมของอะกาโรสเจล เปิดให้
กระแสไฟฟ้าวิ่งผ่านที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลา 30 นาท ีน าอะกาโรสเจลมาย้อมด้วยเอทิเดียมโบร
ไมด์และน าไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวี เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาร์กเกอร์ หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่
สกัดได้ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
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4.2 การเพ่ิมปริมาณยีน coxI ด้วยพีซีอาร์ 
ท าการเพ่ิมปริมาณยีน coxI ด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ของ Folmer et al. (1994) แต่ละ

ไพร์เมอร์มีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ LCO1490 (5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3’) และ 
HCO2198 (5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’)  
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 50 µl ประกอบด้วยสารเคมีต่อไปนี้ 
10x buffer      5  µl 
10 mM dNTP mix     1  µl 
10 µM LCO1490 primer   1.5 µl 
10 µM HCO2198 primer   1.5 µl 
2 U/µl Taq polymerase   0.5 µl 
template DNA (ดีเอ็นเอของหอย)  1 µl 
น้ ากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ   39.5 µl 
น าสารทั้งหมดใส่ในหลอดพีซีอาร์และผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นน าไปใส่ในเครื่อง thermocycler ภายใต้
อุณหภูมิดังนี้ 
- ช่วงเริ่มต้น  
95°C เป็นเวลา 5 นาที 1 รอบ 
- ช่วงเพ่ิมปริมาณ 
a) 95°C เป็นเวลา 1 นาที 
b) 50°C เป็นเวลา 1 นาที 
c) 72°C เป็นเวลา 1 นาที 
ท าซ้ าเรียงตามล าดับจาก a) ถึง c) 35 รอบ 
- ช่วงสุดท้าย 
72°C เป็นเวลา 10 นาที 1 รอบ 

หลังจากนั้นน าสารผสมดีเอ็นเอที่ผ่านการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ไปตรวจสอบว่ามีผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
ต้องการเกิดขึ้นหรือไม่ โดยเตรียมอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 1.8% และน าไปใส่ในกล่องที่บรรจุทีบีอี
บัฟเฟอร์ ผสมสารผสมดีเอ็นเอกับสีย้อมในอัตราส่วน 1:5 และน าไปหยอดลงในหลุมของอะกาโรสเจล เปิด
ให้กระแสไฟฟ้าวิ่งผ่านที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที น าอะกาโรสเจลมาย้อมด้วยเอทิเดียม
โบรไมด์และน าไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวี  เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาร์กเกอร์ ถ้ามีผลิตภัณฑ์พีซี
อาร์ที่ต้องการขนาดประมาณ 600 คู่เบสเกิดขึ้นให้น าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสรอการ
อ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 

4.3 การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ 
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น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง automated sequencer ที่มีให้บริการ
โดยบริษัทเอกชนที่รับจ้างอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะน าไปวิเคราะห์และสร้างสร้าง
แผนภูมิต้นไม้ต่อไป 

4.4 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และสร้างแผนภูมิต้นไม้ 
น าไฟล์ที่ได้จากการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง automated sequencer มาวิเคราะห์ 

และตัดบริเวณสัญญาณรบกวนออก เพ่ือให้ได้ไฟล์ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน coxI ทุกตัวอย่าง หลังจาก
นั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาจัดเรียงด้วยโปรแกรม MAFFT version 7 (Katoh and Standley, 
2013) หลังจากนั้นน ามาสร้างแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธีการ 3 วิธี ดังนี้ 
  4.4.1 วิธี neighbor-joining  
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี  neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) โดยใช้
โปรแกรม MEGA version 5.1 (Tamura et al., 2011) โดยใช้ โม เดล  Kimura-2 parameter และ
ทดสอบความเชื่อม่ันของก่ิงด้วยวิธีบูทสแทร็ป 1,000 ซ้ า 
  4.4.2 วิธี maximum likelihood  
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปทดสอบหาโมเดลที่เหมาะสมด้วยโปรแกรม jModeltest version 2 (Darriba et 
al., 2012) และน าไปสร้างแผนภูมิต้นไม้ตามโมเดลที่ เหมาะสมด้วยโปรแกรม PhyML version 3 
(Guindon et al., 2010) และทดสอบความเชื่อมั่นของก่ิงด้วยวิธีบูทสแทร็ป 1,000 ซ้ า 
  4.4.3 วิธี Bayesian inference 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิต้นไม้ตามโมเดลที่เหมาะสมด้วยโปรแกรม MrBayes version 3.2.1 
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003) โดยตั้ งค่า MCMC chain เท่ากับ 10,000,000 รอบ และตัด 
burn-in ออก 25% ก่อนสร้างแผนภูมิ 
น าแผนภูมิที่ได้จากทั้ง 3 วิธีมารวมให้เป็นแผนภูมิเดียว เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank 
และใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Lymnaea sp. เป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม 
- การบันทึกข้อมูล 

ความสูงของเปลือก (จาก apex จนถึงด้านล่างสุดของ aperture) ความยาวของเปลือก ความ
กว้างของรูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl) ลักษณะของเปลือก น้ าหนักหอย  ลักษณะของระบบนิเวศ
ที่เป็นที่อยู่อาศัยของหอย พืชอาหาร วัดค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณออกซิเจน ค่าการน าไฟฟ้าของน้ า 
บันทึกข้อมูลการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ โดยการจดบันทึกพิกัดภูมิศาสตร์ อ าเภอ จังหวัด สถานที่ 
สิ่งแวดล้อมและลักษณะถิ่นที่อยู่ของหอย 
- เวลาและสถานที่   

ด าเนินการทดลองตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 โดยเก็บตัวอย่างหอยสกุล Radix 
ตามธรรมชาติและแปลงปลูกทั่วประเทศไทย น ามาศึกษาชีววิทยา สกัดดีเอ็นเอและท าพีซีอาร์  ณ กลุ่ม
งานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา และกลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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การทดลองท่ี 2.1.7 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ฤดูการระบาด ของหนอนแดงในฝรั่ง และพุทรา 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การศึกษาวงจรชีวิตของหนอนแดงในฝรั่ง และพุทรา 

 1. ท าการเก็บรวบรวมผลฝรั่ง และพุทรา ที่ถูกหนอนแดงเข้าท าลายจากแปลงเกษตรกรในจังหวัด
ราชบุรี นครปฐม และสมุทรสาคร บันทึกจ านวนผล น้ าหนัก สถานที่ และวันเดือนปีที่เก็บ 

 2. น าผลที่เก็บได้มาเลี้ยงต่อในห้องปฏิบัติการ เพ่ือท าการศึกษาหาอายุของตัวเต็มวัย ระยะเวลาการ
อยู่รอดของตัวเต็มวัยในแต่ละเพศ ปริมาณการวางไข่ของของตัวเต็มวัยเพศเมีย ลักษณะการว่างไข่ ลักษณะของไข่ 
ขนาดและอายุของไข่ ลักษณะหนอนแต่ละวัย ขนาดและอายุของหนอน ลักษณะดักแด้ ขนาดและอายุดักแด้ โดย
ท าการศึกษาข้อมูลแยกในแต่ละพืช 

 2. การศึกษาระยะการเข้าท าลายของหนอนแดงในชมพู่ ฝรั่ง และพุทรา 

 1. ท าการผูกดอกชมพู่ ฝรั่ง และพุทรา ในแปลงเกษตรกรตั้งแต่เริ่มแทงดอกจ านวน 2,000 ดอก
ต่อพืช 

 2. เก็บผลที่ผูกไว้ออกทุก 7 วัน จ านวน 20 ผล ต่อครั้งในแต่ละพืช จากนั้นน าผลที่เก็บออกไปไว้
ในห้องปฏิบัติการ 7 วัน จึงท าการผ่าผล เพ่ือดูการเข้าท าลายของหนอนแดง บันทึกขนาดและน้ าหนักของผล 
จ านวนหนอนที่พบ  
เวลาและสถานที่ 

ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 
          ห้องปฏิบัติการกลุ่มบริหารศัตรูพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
         แปลงชมพู่เกษตรกร ต าบลคลองจินดา อ าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม 
         แปลงฝรั่งเกษตรกร ต าบลคลองจินดา อ าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม 

แปลงพุทราเกษตรกร ต าบลบ้านเกาะ อ าเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร 
 

การทดลองที่ 2.1.8 ศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (Fabricius) 
The Biology of Breadfruit Fruit Fly (Bactrocera umbrosa (Fabricius)) 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa 
  โดยการเก็บรวบรวมผลไม้ ขนุน จ าปาดะ สาเก ฝรั่ง ส้มมุด ที่ถูกแมลงวันผลไม้เข้าท าลายใน
ธรรมชาติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูกของเกษตรกร ในเขตภาคกลาง เช่น จังหวัดนครปฐม สมุทรสาครและสุพรรณบุรี 
ภาคตะวันออก เช่น จังหวัดจันทบุรี ตราดและระยอง ภาคตะวันตก เช่น จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรีและ
ประจวบคีรีขันธ์ และภาคใต้ เช่น จังหวัดชุมพร สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลาและสตูล บันทึกชนิด
ผลไม้ บันทึกข้อมูลสถานที่ วัน/เดือน/ปี และพิกัดทางภูมิศาสตร์ที่เก็บผลไม้ น าผลไม้มายังห้องปฏิบัติการเพ่ือ
ศึกษาต่อ โดยใส่กล่องพลาสติกที่รองด้วยตะแกรงวางผลไม้ และรองก้นด้วยขี้เลื่อยสูงประมาณ 1 นิ้ว เมื่อหนอน
แมลงวันผลไม้เข้าสู่ระยะที่ 3 จะออกจากผลไม้มาเข้าดักแด้ในขี้เลื่อย คอยตรวจดูดักแด้ในขี้เลื่อยทุก 2 วัน เมื่อ
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ดักแด้เริ่มเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้ม จึงร่อนขี้เลื่อยด้วยตะแกรงร่อน เพ่ือแยกดักแด้ออกมาน าไปใส่กล่องพลาสติก
และคลุมทับด้วยขี้เลื่อยสูงประมาณ 0.5 นิ้ว น าไปไว้ในกรงเลี้ยงแมลง ที่ภายในมีน้ าและอาหารส าหรับตัวเต็มวัย 
(Brewer’s yeast และน้ าตาลไอซ์ซิ่ง อัตราส่วน 3:7) เมื่อตัวเต็มวัยฟักออกมาและมีอายุประมาณ 7-10 วัน จะเป็น
ช่วงที่ตัวเต็มวัยมีการพัฒนาเจริญเติบโตมีสีสันเต็มที่แล้ว จึงท าการฆ่าตัวเต็มวัยโดยน าไปใส่ในหลอดแก้วแช่ในช่อง
ท าน้ าแข็ง (freezer) นาน 4-5 ชั่วโมง แล้วน าไปจ าแนกชนิดและตรวจนับจ านวน 

  การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกชนิดผลไม้ บันทึกข้อมูลสถานที่ วัน/เดือน/ปี และพิกัดทางภูมิศาสตร์ที่เก็บผลไม้ 
2. การศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa 

  เก็บรวบรวมผลขนุน ที่ถูกแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa เข้าท าลาย มาเลี้ ยงต่อใน
ห้องปฏิบัติการ เมื่อได้ตัวเต็มวัยแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa จึงน ามาเลี้ยงขยายพันธุ์ต่อ เพ่ือท าการศึกษา
ชีววิทยาในห้องปฏิบัติการ ดังนี้ 

2.1 วงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa โดยด าเนินการศึกษาวงจรชีวิตในระยะต่างๆ  
ระยะไข่ ศึกษาอายุของไข่ด้วยการท า Hatching Rate โดยเขี่ยไข่ที่มีอายุ 1 ชั่วโมง ลงบน

กระดาษกรองเบอร์ 91 ที่ให้ความชื้นตลอดเวลา แล้วเก็บไว้ในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร 
จากนั้นตรวจนับและบันทึกจ านวนหนอนที่ฟักออกจากไข่ทุก 6 ชั่วโมง โดยศึกษาจากไข่ 100 ฟอง 

ระยะหนอน ศึกษาอายุและลักษณะของหนอนวัยต่าง ๆ โดยเลี้ยงหนอนในเนื้อผลขนุน บันทึก
ขนาด ลักษณะ และการตายของหนอนวัยต่าง ๆ โดยศึกษาจากหนอน 85 ตัว 

ระยะดักแด้ ศึกษาอายุและลักษณะของดักแด้ โดยท าการบันทึกขนาด และลักษณะของดักแด้ 
โดยศึกษาจากดักแด้ 40 ดักแด้ 

ระยะตัวเต็มวัย ศึกษาอายุขัย การผสมพันธุ์ การวางไข่ และลักษณะของตัวเต็มวัย โดยเลี้ยง
แมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 1 คู่ ในกล่องพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร สูง 6.5 เซนติเมตร 
ที่ภายในมีน้ า อาหาร และกระบอกพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 4.5 เซนติเมตร เจาะรู
ขนาดเล็กจ านวน 20 รู ภายในใส่เนื้อผลขนุน เพ่ือล่อให้แมลงวางไข่ บันทึกปริมาณไข่ทุกวันจนตัวเต็มวัยเพศเมีย
ตาย นอกจากนี้ท าการบันทึกลักษณะตัวเต็มวัยทั้งเพศผู้และเพศเมีย ลักษณะการจับคู่ผสมพันธุ์ และการตายของ
ตัวเต็มวัย โดยศึกษาจากแมลงวันผลไม้จ านวน 10 คู่ 

2.2 ตารางชีวิต (Life table) ของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa ท าการศึกษาในชิ้นเนื้อผลขนุน 
โดยน าไข่ของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa วางบนขนุน 20 ฟองต่อชิ้น จ านวน 100 ฟอง บันทึกจ านวนไข่ที่
ฟัก หนอนวัยต่าง ๆ ดักแด้ และตัวเต็มวัย แล้วน ามาค านวณตามวิธีของ Southwood (1966) 

  การบันทึกข้อมูล 
 - บันทึกข้อมูลอายุและลักษณะของไข่ หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย ในการศึกษาวงจรชีวิตของ

แมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 
 - บันทึกข้อมูลจ านวนไข่ท่ีฟัก หนอนวัยต่างๆ ดักแด้ และตัวเต็มวัย ในการค านวณตารางชีวิตของ

แมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa 
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- เวลาและสถานที่ 
-  เริ่มต้น ตุลาคม 2561 - สิ้นสุด กันยายน 2563 
-  ห้องปฏิบัติการกลุ่มบริหารศัตรูพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

แหล่งปลูกผลไม้ ขนุน จ าปาดะ สาเก ฝรั่ง ส้มมุด ในพ้ืนที่ธรรมชาติหรือในพ้ืนที่แปลงปลูกของ
เกษตรกรที่ถูกแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa เข้าท าลาย ในเขตภาคกลาง เช่น จังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร 
และสุพรรณบุรี หรือภาคตะวันออก เช่น จังหวัดจันทบุรี ตราด  และระยอง หรือภาคตะวันตก เช่น จังหวัด
กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ หรือภาคใต้ เช่น จังหวัดชุมพร สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช 
พัทลุง สงขลา และสตูล 
 

การทดลองที่ 2.1.9 ศึกษาชนิด ชีววิทยา และการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยน้ าศัตรูพืชสกุล 
Physella 
Species, biology, and geographical distribution of aquatic pest snail Physella 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1) เก็บตัวอย่างหอยและศึกษาการแพร่กระจาย  

1.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยสกุล Physella ในแหล่งน้ าตามธรรมชาติ และแปลงปลูก
พรรณไม้น้ าของเกษตรกรในพ้ืนที่ภาคเหนือ จังหวัดเชียงใหม่ ภาคกลาง จังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จังหวัดนครราชสีมา ชัยภูมิ ภาคตะวันออก จังหวัดฉะเชิงเทรา จันทบุรี ภาค
ตะวันตก จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี ประจวบคีรีขันธ์ และภาคใต้ จังหวัดกระบี่ ตรัง ชุมพร ระนอง 
และสุราษฎร์ธานี 

1.2 วิธีการเก็บตัวอย่าง ด าเนินการเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ที่ก าหนด โดยแบ่งเก็บพ้ืนที่ละ 5 จุด 
ตามขอบตลิ่ง พ้ืนดินขอบบ่อ และพันธุ์พืชน้ า 

การบันทึกข้อมูล :  
- บันทึกพิกัดการกระจายของหอยสกุล Physella โดยเครื่อง GPS และน ามาท าแผนที่การ

กระจายพันธุ์โดยใช้โปรแกรม Google Earth 
- บันทึกชนิดพันธุ์ไม้น้ าที่พบในบริเวณแหล่งน้ าที่หอยสกุล Physella อาศัยอยู่ บันทึกลักษณะ

ทางภูมิศาสตร์ของพ้ืนที่ที่เก็บตัวอย่าง 
- บันทึกค่าวิเคราะห์คุณภาพน้ าจากแหล่งที่เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ค่า pH และค่าออกซิเจน

ละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO) 
2) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา น้ าหนักและจ าแนกชนิด 

น าหอยที่เก็บตัวอย่างมาได้มาวัดความสูงของเปลือก (จาก apex จนถึงด้านล่างสุดของ 
aperture) ความยาวของเปลือก ความกว้างของรูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl) ลักษณะของ
เปลือก ชั่งน้ าหนักหอย น ามาสร้างกราฟหาความสัมพันธ์ระหว่างความยาว ความสูงของเปลือกและ
น้ าหนัก ด้วยวิธี correlation analysis 
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จ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเปลือก ดังเช่น ลักษณะรูปทรงของเปลือก 
(shell shape) รูเปิด (aperture) จ านวนวง (whorl) ลักษณะตีน (foot) ตามวิธีการในคู่มือของ 
Brown (1994) 
3) ศึกษาวงจรชีวิต  

3.1) น าหอยมาเลี้ยงเพ่ือศึกษาวงจรชีวิตในกล่องพลาสติกขนาด 13 x 13 เซนติเมตร  สูง 10 
เซนติเมตร ที่ภายในบรรจุน้ าประมาณ 3 ลิตร พร้อมสาหร่ายหางกระรอก น าไปเลี้ยงในบริเวณที่มีแสง 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้อาหารปลาชนิดเม็ดและผักกาดหอมทุก 3 วัน และท าการเปลี่ยน
ถ่ายน้ าและให้แคลเซียมผงทุก 7 วัน วัดความสูงความยาวของเปลือก น้ าหนัก วัดค่าความเป็นกรดด่าง
และอุณหภูมิ  

3.2) เมื่อหอยเกิดการผสมพันธุ์และวางไข่ บันทึกจ านวนไข่ต่อกลุ่ม ให้น าไข่มาเลี้ยงในกล่อง
พลาสติกบรรจุน้ าและสาหร่ายหางกระรอกกล่องใหม่ เมื่อลูกหอยรุ่นที่ 1 ฟักออกมาจากไข่แล้ว นับ
จ านวน ชั่งน้ าหนักและวัดขนาดลูกหอยที่เกิดขึ้นใหม่ทุกสัปดาห์ 

3.3) เลี้ยงลูกหอยรุ่นที่ 1 จนกระทั่งเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยและสามารถผสมพันธุ์ได้  ให้
ด าเนินการตามข้อที่ 3.1 และ.3.2 จนกระท่ังเกิดลูกหอยรุ่นที่ 2 

- การบันทึกข้อมูล 
- บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก เช่น ลักษณะรูปร่าง สี และลวดลายบนเปลือก ตรวจดู

รายละเอียดภายใต้กล้องจุลทรรศน ์ 
- บันทึกความกว้างและความสูงของเปลือก ความกว้างของวงรอบเปลือกความกว้าง ขนาด

ของปากเปิดเปลือก 
เวลาและสถานที่ 
 ด าเนินการทดลองตั้งแต่เดือนตุลาคม 2561 – กันยายน 2563 โดยเก็บตัวอย่างหอยสกุล 
Physella ตามธรรมชาติและแปลงปลูกท่ัวประเทศไทย น ามาศึกษาชนิด ชีววิทยา และการ
แพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ ณ กลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
การทดลองที่ 2.1.10 สัณฐานวิทยาและชีววิทยาของเพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora Koch  
(Hemiptera: Aphididae) ในประเทศไทย 
Morphology and Biology of Cowpea Aphids, Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) 
in Thailand 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1)  สืบค้นข้อมูลเพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora ทีจ่ากเอกสารต่าง ๆ ที่มีการรายงานไว้ในประเทศไทยและ  

ต่างประเทศ หรือจากข้อมูลอิเลคโทรนิค  
            2)  ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่าง  
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    ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนจากแหล่งปลูกพืชตระกูลถั่ว พืชตระกูลแตง ตระกูลกะหล่ า 
ส้ม มันส าปะหลัง มะเขือ และพริก โดยตัดส่วนของพืชที่มีตัวอ่อน หรือตัวเต็มวัยที่มีเพลี้ยอ่อนเกาะอยู่ด้วยกรรไกร
ตัดกิ่ง น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมพร้อมพืชอาศัยน าใส่กล่องพลาสติก และน าเพลี้ยอ่อนอีกส่วนหนึ่งดองใน
น้ ายาส าหรับดองเพลี้ยอ่อน (แอลกอฮอล์ 80% 2 ส่วน กรดแลคติก 1 ส่วน) บันทึกข้อมูลเบื้องต้น เช่น พืชอาหาร 
ส่วนของพืชที่ถูกท าลาย สถานที่ วัน เดือน ปี พิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) ซึ่งประกอบด้วยค่าละติจูด (Latitude) ค่าลอง
ติจูด (Longitude) ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล (Altitude) และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง 
นอกจากตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้จากสภาพธรรมชาติแล้ว มีตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่มีอยู่เดิมในพิพิธภัณฑ์ กรมวิชาการ
เกษตร  ตัวอย่างที่ได้จากนักวิชาการ และตัวอย่างจากผู้มาขอรับบริการตรวจจ าแนกวิเคราะห์ชนิด  เพ่ือใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ด้วย  
           ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora ในแปลงปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย   
                 ดังนี ้
         ปีท่ี 1 (2563)   
  ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม พระนครศรีอยุธยา สุพรรณบุรี ลพบุรี นครสวรรค์  
                 พิษณุโลก และเพชรบูรณ์  
          ภาคเหนือ ได้แก่ ล าปาง ล าพูน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน เชียงราย แพร่ และน่าน 
          ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี สระแก้ว ระยอง จันทบุรี ตราด    
                          และชลบุรี  
        ปีท่ี 2 (2564)   
          ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา ชัยภูมิ ร้อยเอ็ด ขอนแก่น เลย  
          ยโสธร สกลนคร ศรีษะเกษ หนองคาย อุดรธานี อุบลราชธานี 
          ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ 
          ภาคใต้  ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง สุราษฏร์ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ ภูเก็ต พัทลุง ตรัง                                              
                                    และสงขลา  

3) การศึกษาทางด้านชีววิทยา  
น าเพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora ที่เก็บรวบรวมได้จากแปลงปลูกพืช มาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ โดย

จะท าการศึกษาชีววิทยาของเพลี้ยอ่อนถั่วในพืชอาหารอย่างน้อย 2 ชนิด (จะท าการศึกษาในพืชอาหารที่เพลี้ยอ่อน
ถั่วลงท าลายมากเป็นอันดับ 1 และ 2 จากการส ารวจ) วิธีการโดยน าตัวเต็มวัยของเพลี้ยอ่อนถั่ว     A. craccivora 
จ านวน 200 ตัว มาเพาะเลี้ยงรวมกันในกล่องพลาสติกขนาด 14 x 23 x 7 เซนติเมตร ให้ใบถั่วฝักยาวเป็นอาหาร
โดยใช้ส าลีชุปน้ าพันรอบก้านใบเพื่อรักษาความสด เมื่อตัวเต็มวัยออกลูกท าการแยกตัวอ่อนโดยใช้พู่กันเบอร์ 0 เขี่ย
เพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora แต่ละตัวไปเพาะเลี้ยงใน petri dish ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร สูง 2 
เซนติเมตร รองด้วยกระดาษกรองที่มีความชื้น petri dish ละ 1 ตัว และใส่ใบถั่วฝักยาวขนาด 3 x 3 เซนติเมตร 
เพ่ือเป็นอาหาร ท าการเปลี่ยนใบถั่วทุก 2 วัน สังเกตุการเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิต บันทึกข้อมูลจ านวนเพลี้ย
อ่อนถั่ว A. craccivora ที่รอดชีวิตทุกๆวันจนกระทั่งเพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora เป็นตัวเต็มวัย และนับจ านวน
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ตัวอ่อนที่ตัวเต็มวัยออกลูกทุกวัน จนกระทั่งตัวเต็มวัยตาย น าข้อมูลที่ได้ไปสร้างตารางชีวิตแบบ  biological life 
table โดยใช้เทคนิคของ Napompeth (1973) และอินทวัฒน์ (2548) 
        4) การศึกษาทางด้านอนุกรมวิธาน  

น าตัวอย่างตัวเต็มวัยของเพลี้ยอ่อนที่เก็บรวบรวมได้จากแปลงปลูกพืชมาตรวจลักษณะภายนอกภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo บันทึกรายละเอียดต่างๆ เช่น ขนาด รูปร่าง ลักษณะ สี ฯลฯ พร้อมทั้งถ่ายภาพเพลี้ย
อ่อนแต่ละระยะ  
          การท าสไลด์ถาวร 

-  น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่เก็บโดยการดองในแอลกอฮอล์มาท าสไลด์ถาวร ตามวิธีการของ Blackman 
and Eastop (2000) ดังนี้ 

- น าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนจากขวดดอง ใช้เข็มเจาะบริเวณส่วนกลางอกด้านบนของ เพลี้ยอ่อน และรีด 
           เอาของเหลวและตัวอ่อนที่อยู่ภายในตัวออก ระวังอย่าให้ปากเสียหาย น าเพลี้ยอ่อนที่เจาะ      
          แล้วใส่ในหลอดแก้วที่มีแอลกอฮอล์ 95% ไปต้มโดยวิธีวอเตอร์บาท (water bath) นาน 1-2 นาที 

- ดูดแอลกอฮอล์ออก เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium hydroxide: KOH) 
           10% แช่ทิ้งไว้ 3-5 นาที 

- ดูดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ออก เติมน้ ากลั่น เปลี่ยนน้ ากลั่น 5-6 ครั้ง แล้วแช่ทิ้งไว้ใน 
            น้ ากลั่นอีก 5-6 นาที 
            - ดูดน้ ากลั่นออก เติมกรดแกลเชียลอะซิติก แช่ทิ้งไว้ 2-3 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
             - ดูดกรดแกลเชียลอะซิติกออก เติมโคลฟออย แช่ทิ้งไว้ 10-20 นาที หรือจนกว่าตัวอย่างเพลี้ยอ่อนใส 
     การเม้าท์สไลด์ 
     หยดแคนนาดาบัลซัมเพียงเล็กน้อยลงบนแผ่นแก้วปิดสไลด์ เขี่ยเพลี้ยอ่อนลงในหยดแคนนาดาบัลซัม 
ให้เพลี้ยอ่อนหงายท้องขึ้น จัดหนวด ขา ไซฟังคูไล และหางให้อยู่ในต าแหน่งสวยงาม จากนั้นหยดไซลีนลงบน
กึ่งกลางแผ่นสไลด์ที่สะอาด ค่อยๆคว่ าแผ่นสไลด์ลงบนแผ่นแก้วปิดสไลด์ช้าๆ รีบพลิกแผ่นสไลด์ให้ด้านแผ่นแก้วปิด
สไลด์อยู่ด้านบน น าไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 7-15 วัน  การเมาท์สไลด์ด้วยวิธีการนี้สามารถเก็บ
สไลด์ได้คงทนนานนับปี 
 การวินิจฉัยชนิด 

- น าสไลด์ที่ผ่านการอบจนแห้งมาตรวจวิเคราะห์จ าแนกชนิดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตรวจสอบ 
ลักษณะส าคัญต่างๆ ที่ใช้ในการจ าแนกชนิดกับเอกสารแนวทางการวินิจฉัยเพลี้ยอ่อน ลักษณะส าคัญของเพลี้ยอ่อน
ที่ใช้ในการจ าแนกชนิด ได้แก่ ส่วนหัว; ร่องหนวดและร่องบริเวณหน้าผาก ความสั้นยาวของหนวด จ านวนปล้อง
และความยาวส่วนปลายของปล้องสุดท้าย ความยาวของปาก ส่วนอก ; ความยาวของปลายขาคู่หลังและหนามบน
น่องขา ส่วนท้อง; จะมีตุ่มขนาดเล็กปรากฏบริเวณปล้องท้องปล้องที่ 1 และ 7 โดยเฉพาะปล้องที่ 7 ต าแหน่งของ
ตุ่มขนาดเล็กที่ปรากฏอยู่ด้านบนหรือด้านล่างรูหายใจใช้เป็นลักษณะส าคัญในการจ าแนกระดับสกุล แต่ในเพลี้ย
อ่อนบางชนิดไม่ปรากฏตุ่มดังกล่าว วาดรูปแสดงลักษณะต่างๆที่ส าคัญ  
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 - บันทึกรายละเอียดต่างๆ ของเพลี้ยอ่อนที่ส ารวจพบ เช่น ลักษณะ รูปร่าง ขนาด สี ฯลฯ พร้อมทั้ง
ถ่ายภาพเพลี้ยอ่อนในแต่ละระยะ รวมถึงบันทึกรายละเอียดบนแผ่นป้ายที่ต้องติดไว้กับสไลด์ เพลี้ยอ่อนแต่ละตัว 
ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่จับ และ วัน/เดือน/ปีที่ท าสไลด์ถาวร ชื่อน้ ายาที่ใช้เมาท์ 
(mount) สไลด์       
          - จัดท าแนวทางการวินิจฉัยเพลี้ยอ่อนและวาดภาพลักษณะส าคัญประกอบ 

- เก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษา เก็บรวบรวมไว้ในพิพิธภัณฑ์ โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากล เพ่ือ
ตรวจสอบ สืบค้น และอ้างอิงในภายหลัง 
 การบันทึกข้อมูล 
         บันทึกรายละเอียด ชื่อพืช พันธุ์ พืช สถานที่ เก็บตัวอย่าง วัดค่าพิกัดภูมิศาสตร์ (GPS) ซึ่ ง
ประกอบด้วยค่าละติจูด (Latitude) ค่าลองติจูด (Longitude) ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล (Altitude) วัน 
เดือน ปี ที่ เก็บตัวอย่างและชื่อผู้เก็บตัวอย่าง ทุกครั้งที่เก็บตัวอย่าง น าตัวอย่างทั้งหมดที่รวบรวมได้กลับไปยั ง
ห้องปฏิบัติการ นอกจากตัวอย่างเพลี้ยอ่อนที่ได้จากสภาพธรรมชาติแล้ว มีตัวอย่างเพลี้ย อ่อนที่มีอยู่เดิมใน
พิพิธภัณฑ์  กรมวิชาการเกษตร ตัวอย่างที่ได้จากนักวิชาการ และตัวอย่างจากผู้มาขอรับบริการตรวจจ าแนก
วิเคราะห์ชนิด   เพ่ือใช้ในการศึกษาครั้งนี้ด้วย 
เวลาและสถานที่ 

เวลา        ตุลาคม 2562  -  กันยายน 2564 
สถานที่      - แหล่งปลูกพืชผักท่ีส าคัญของประเทศไทย  

- ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 

กิจกรรมย่อยท่ี 2.2  ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของโรคพืช 
ชื่อการทดลองที ่2.2.1 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Phyllosticta citriasiana  
Study on Biology and Ecology of Phyllosticta citriasiana 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
เทอาหารแต่ละชนิดในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ 

cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของเชื้อราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารแต่ละชนิด วางทิ้งไว้ในห้องปฏิบัติการ 

การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยเชื้อราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบนอาหาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 
1.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา P. citriasiana  บนอาหารสังเคราะห์ 

ในห้องปฏิบัติการ 
วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน10 ซ้ า 9 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี ดังนี้ 
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กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ   25   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ   30   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ   35   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ   40   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 

วิธีการทดลอง 
เทอาหาร PDA ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ 

cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของเชื้อราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ และน าไปเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิต่าง ๆ คือ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง
ปฏิบัติการ 

การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยเชื้อราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบนอาหาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 
2. ศึกษาพืชอาศัยของรา P. citriasiana ในต้นกล้าของพืชตระกูลส้ม  

2.1 เตรียมพืชทดสอบในต้นกล้า 
ปลูกพืชทดสอบชนิดต่างๆ ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มโอ และ มะนาว เป็นต้น ในโรงเรือนปลูกพืช 

ทดลอง  เตรียมผลของพืชทดสอบชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มโอ และ มะนาว เป็นต้น  
2.2 เตรียมรา conidial suspension ของรา P. citriasiana 
เตรียม conidial suspension ของรา P. citriasiana  โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร PDA  ในจาน 

เลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 14-21 วัน จากนั้น ล้างสปอร์บนผิวหน้าอาหารด้วยน้ าที่ผ่านการนึ่ง
ฆ่าเชื้อแล้ว น าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความเร็ว 100 ครั้งต่อนาที นาน 30 นาที เพื่อให้ conidia กระจายออกจาก
กันโดยสม่ าเสมอ แล้วตรวจนับจ านวน conidia ด้วย haemacytometer เพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อ 105  โคนิเดียต่อ
มิลลิลิตร 

2.3 เตรียมรา P. citriasiana บนอาหารสังเคราะห์ 
เลี้ยงรา P. citriasiana  บน อาหารอาหารสังเคราะห์ PDA ในจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 

ปฏิบัติการ เป็นเวลา 14-21 วนั จากนั้นน า cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  เจาะบนอาหาร
ที่มีเชื้อเจริญเติบโตอยู่ 

2.4 ทดสอบพืชอาศัยในต้นกล้า  
เตรียมต้นกล้าของพืชตระกูลส้มให้สมบูรณ์  และพ่น conidial suspension ของรา P.  

citriasiana  ที่เตรียมไว้ มีปริมาณเชื้อ 105  โคนิเดียต่อมิลลิลิตร บนพืชทดสอบต่างๆ โดยการท าแผลที่ใบพืช  และมี
กรรมวิธีพ่นน้ านึ่งฆ่าเชื้อเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ รดน้ าตามปกติ และ ตรวจบันทึกการเกิดโรคทุกวัน เมื่อพืชเป็นโรค
น าส่วนที่แสดงอาการโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันการเกิดโรค 

2.5 ทดสอบพืชอาศัยบนผลส้ม 
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เตรียมผลส้มชนิดต่าง ๆ   และน าราที่เตรียมไว้บนอาหารสังเคราะห์  ท าแผลบนผลส้ม และน า 
ส่วนของเชื้อที่เตรียมไว้ที่เจาะโดย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  มาวางไว้บนส่วนที่ท า
แผลไว้บนผลส้ม และส าหรับกรรมวิธีควบคุม น าส่วนของวุ้นปกติวางบนผลส้ม  

3. ศึกษาวงจรของโรค Tan spot ของส้มโอ อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย   
3.1 ก าหนดแปลงทดลอง 
ติดต่อเกษตรกรแปลงส้มโอ บ้านหล่ายงาว ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย   

วัดพิกัดภูมิศาสตร์ ก าหนดแปลงทดลอง 
3.2 เก็บตัวอย่างพืชมาตรวจหาสปอร์ ของรา P. citriasiana  บนส่วนต่างของพืช 
เก็บส้มโอระยะต่าง ๆ โดยระยะที่ 1 เก็บใบส้มโอหลังจากตัดแต่งกิ่งแล้วทั้งที่เป็นโรค ใบพืชปกติ และ 

ใบที่ร่วงลงบนพ้ืนดินใต้ต้นส้มโอ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏบิัติการ    ระยะที่ 2 เก็บใบอ่อนของส้มโอทั้งที่เป็นโรค ใบ
พืชปกติและใบที่ร่วงลงบนพ้ืนดนิใต้ต้นส้มโอ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ  ระยะที่ 3 เก็บดอก ใบอ่อนของส้ม
โอทั้งท่ีเป็นโรค ใบพืชปกติและใบที่ร่วงลงบนพ้ืนดินใต้ต้นส้มโอ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ  ระยะที่ 4 
เก็บผลอ่อน ใบเป็นโรค ใบพืชปกติและใบที่ร่วงลงบนพ้ืนดินใต้ต้นส้มโอ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ ระยะ
ที่ 5 เก็บผลแก่ ใบเป็นโรค ใบพืชปกติและใบที่ร่วงลงบนพ้ืนดินใต้ต้นส้มโอ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ  
ห่อตัวอย่างพืชด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก เพ่ือน ามาท าศึกษาชนิดและแยกเชื้อสาเหตุใน
ห้องปฏิบัติการ  น าตัวอย่างที่เก็บมาตรวจหาสปอร์ 

3.3 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช  
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นส่วนพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ  

stereo  หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ  นาน 5-10 วัน เมื่อพบเชื้อราสร้างเส้นใยหรือ 
conidium ตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวาง
ชิ้นส่วนพืชให้บาง ๆ และตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  ถ่ายรูปลักษณะเชื้อและ
บันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplanting   น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้น 
สี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท์ 
10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง   น าไปซับบนกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง  แล้วน าไป
เลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ ห้องปฏิบัติการ  นาน 7-21 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

3.4 การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช  
ศึกษารูปร่างลักษณะของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo และ compound microscope  

โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย conidiophore และสปอร์ และศึกษาลักษณะของสปอร์และโครงสร้างอื่น ๆ ของเชื้อรา 
โดยการ mount slide ด้วยน้ าหรือ shear’s solution ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได้แก่ ลักษณะ
ของเส้นใย ขนาด สี  ลักษณะของสปอร์ conidiophore สี ขนาด  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ 
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compound  บันทึกขนาด รูปร่าง  วาดภาพ  และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ และถ่ายภาพด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope) 

3.5 บันทึกข้อมูลสิ่งแวดล้อม 
บันทึกข้อมูลสภาพสิ่งแวดล้อม ได้แก่ อุณหภูมิสูงสุด อุณหภูมิต่ าสุด ความชื้นสัมพัทธ์ 

ปริมาณน้ าฝน ของอ าเภอเวียงแก่น  จังหวัดเชียงราย  
4. เก็บรักษาตัวอย่างแห้งโรคพืช 
เก็บตัวอย่างโรคพืชและมาจัดท าตัวอย่างแห้ง โดยน าส่วนของพืชที่แสดงอาการโรค วางบนกระดาษฟาง 

พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัดตัวอย่างโรคพืช 
เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอย่างพืชแห้ง แล้วน าตัวอย่างแห้งโรคพืชมาเก็บในถุงกระดาษ  พร้อมลง
รายละเอียดข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู้เก็บ และ
ชื่อผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

5. เก็บรักษาสายพันธุ์รา 
- การเก็บรักษาสายพันธุ์ราบน slant PDA ที่แยกได้ไว้ที่อุณหภูมิ 15-17 องศาเซลเซียส ในขวด vial  
- การเก็บรักษาสายพันธุ์ราใน 10% glycerol และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
- การเก็บรักษาราในกระดาษกรอง และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 การบันทึกข้อมูล 
   - บันทึกข้อมูลพิกัดภูมิศาสตร์  แปลงส้มโอ บ้านหล่ายงาว ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียงแก่น 

จังหวัดเชียงราย   
   - อัตราการเจริญของโคโลนีเชื้อราบนอาหารและอุณหภูมิต่างๆ   
   - พืชอาศัยของรา 
 - เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
แปลงส้มโอ บ้านหล่ายงาว ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย   

 
การทดลองที่ 2.2.2 การศึกษาพืชอาศัย และเขตการแพร่กระจายของเชื้อรา Fusarium oxysporum สาเหตุ
โรคเหี่ยวของพืชในประเทศไทย 
Hosts and Distribution areas of Pathogenic Fusarium oxysporum causing Wilt Disease of 
Crops in Thailand 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
กรรมวิธีและวิธีการทดลอง :  
1. การเก็บตัวอย่างพืชที่เป็นโรค 
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ท าการเก็บรวบรวมตัวอย่างพืชที่แสดงอาการเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อราที่พบในแหล่งปลูกพืชต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศ
ไทย บันทึกข้อมูลในแปลงปลูก บันทึกและถ่ายภาพลักษณะอาการของโรค 

2. การแยกเชื้อ F.oxysporum จากพืชที่เป็นโรค 
2.1 วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่เป็นโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (tissue transplanting method) โดยตัด

ชิ้นส่วนพืชระหว่างส่วนเป็นโรคและส่วนปกติ หรือบริเวณท่อน้ าท่ออาหารของล าต้นและส่วนโคนของพืชที่แสดง
อาการโรคเหี่ยว หรือ บริเวณผลที่มีอาการเน่า ให้มีขนาดประมาณ 5 x 5 มิลลิเมตร ฆ่าเชื้อบริเวณผิวของชิ้นส่วน
พืชด้วยคลอร็อกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (chlorox 10%) นาน 3-4 นาที แล้วแต่ขนาดของชิ้นส่วนพืช ย้ายลงวางบน
อาหาร WA บ่มเชื้อ 24-36 ชั่วโมง ที่ 28 °ซ. เมื้อเส้นใยเจริญออกมา จึงแยกเส้นใยเชื้อลงเลี้ยงบนอาหาร PDA 

3. การศึกษาและการจ าแนกชนิด 
3.1 ท าเชื้อบริสุทธิ์โดยการใช้ single–spore technique  

เขี่ยกลุ่มสปอร์ลงใน vial ที่มีน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ท าสปอร์แขวนลอยให้มีปริมาณสปอร์ประมาณ 10 สปอร์ ต่อ 1 ลูป 
(loop; ห่วงลวด) ภายใต้เลนส์ objective ก าลังขยายต่ า ใช้ลูปที่ปลอดเชื้อแตะสปอร์แขวนลอย แล้วขีด (streak) 
ลงบนผิวหน้าของอาหาร WA บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 24 ชั่วโมง จากนั้นใช้เข็มเขี่ยตักสปอร์เดี่ยวที่งอก มาเลี้ยงบน
อาหาร PDA 
 3.2 การจ าแนกชนิด : ท าการศึกษาลักษณะของสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
จ าแนกตามวิธีการของ Nelson และคณะ (1983) ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 

- ศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Fusarium และศึกษาการสร้าง pigment, sclerotium 
และ sporodochium บนอาหาร PDA และศึกษาลักษณะและวัดขนาดของ conidium, conidiophore บน
อาหาร CLA อายุ 10-14 วัน ที่อุณหภูมิ 26-28 °ซ. ภายใต้แสง NUV (near ultraviolet) 

- ท า slide culture เพ่ือศึกษาลักษณะของ sporogenous cell, phialide, microconidium, 
macroconidium 
 3.3  การบันทึกข้อมูล 

 บันทึกข้อมูลในแปลงปลูก ระดับความเสียหายของโรค บันทึกและถ่ายภาพลักษณะอาการ
ของโรค ลักษณะโคโลนีที่เจริญของเชื้อบริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ลักษณะสัณฐานและขนาดของ
เชื้อ ได้แก่ sporogenous cell, phialide, microconidium, macroconidium   

 4. การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค 
  1. เตรียมต้นพืชส าหรับทดสอบ : โดยเตรียมดินร่วน ใส่กระถางปลูกต้นไม้ขนาดความจุ 10 ลิตร 
น าเมล็ดพันธุ์หรือต้นกล้าพืช มาปลูกในกระถางที่บรรจุดินแล้ว วางกระถางปลูกพืชไว้ในโรงเรือน ที่แสงแดดส่องถึง 
ดูแลรดน้ าและให้ปุ๋ย  
  2. เตรียม inoculum: เลี้ยงเชื้อรา F. oxysporum ที่แยกได้จากพืชเป็นโรคเหี่ยว  บนอาหาร 
PDA ประมาณ 7 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหารเมล็ดข้าวฟ่างที่นึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว บ่มเชื้อเป็นเวลา 14 วัน 
จากนั้น ชั่งเมล็ดข้าวฟ่างที่มีเชื้อราเจริญอยู่จ านวน 30 กรัม แบ่งเป็น 3 ส่วน ๆ ละ 10 กรัม ฝังไว้ที่โคนต้นพืชที่
ต้องการทดสอบ ตรวจสอบการเกิดโรคและลักษณะอาการท่ีเกิดข้ึน หลังจากปลูกเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์เป็นต้นไป 
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  3. ด าเนินการตามวิธีการ Koch’s postulate: น าเนื้อเยื่อพืชที่พบโรค มาแยกเชื้อ และจ าแนก
ชนิดตามวิธีการที่ได้ด าเนินการมาในหัวข้อ การศึกษาและการจ าแนกชนิด เมื่อได้เชื้อรา F. oxysporum ชนิด
เดียวกับที่ใช้ปลูกเชื้อแล้ว ก็น ามาปลูกเชื้อซ้ าอีกครั้งในพืชชนิดเดิม ตรวจสอบและบันทึกผลการเกิดโรคและ
ลักษณะอาการท่ีเกิดข้ึน    
 5. การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคเหี่ยวกับพืชที่อยู่ในวงศ์ (Family) เดียวกัน 
  ท าการทดสอบเหมือนการทดสอบในข้อที่ 4 โดยน าเชื้อรา F. oxysporum ที่แยกได้ มาปลูกลงใน
พืชที่อยู่ในวงศ์เดียวกันกับพืชที่พบและได้เก็บตัวอย่างโรค  

  1. เตรียมต้นพืชส าหรับทดสอบ : โดยเตรียมดินร่วน ใส่กระถางปลูกต้นไม้ขนาดความจุ 10 ลิตร 
น าเมล็ดพันธุ์หรือต้นกล้าพืช มาปลูกในกระถางที่บรรจุดินแล้ว วางกระถางปลูกพืชไว้ในโรงเรือน ที่แสงแดดส่องถึง 
ดูแลรดน้ าและให้ปุ๋ย  

  2. เตรียม inoculum: เลี้ยงเชื้อรา F. oxysporum ที่แยกได้จากพืชเป็นโรคเหี่ยว  บนอาหาร 
PDA ประมาณ 7 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหารเมล็ดข้าวฟ่างที่นึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว บ่มเชื้อเป็นเวลา 14 วัน 
จากนั้น ชั่งเมล็ดข้าวฟ่างที่มีเชื้อราเจริญอยู่จ านวน 30 กรัม แบ่งเป็น 3 ส่วน ๆ ละ 10 กรัม ฝังไว้ที่โคนต้นพืชที่
ต้องการทดสอบ ตรวจสอบการเกิดโรคและลักษณะอาการท่ีเกิดข้ึน หลังจากปลูกเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์เป็นต้นไป 

  3. ด าเนินการตามวิธีการ Koch’s postulate: น าเนื้อเยื่อพืชที่พบโรค มาแยกเชื้อ และจ าแนก
ชนิดตามวิธีการที่ได้ด าเนินการมาในหัวข้อ การศึกษาและการจ าแนกชนิด เมื่อได้เชื้อรา F. oxysporum ชนิด
เดียวกับที่ใช้ปลูกเชื้อแล้ว ก็น ามาปลูกเชื้อซ้ าอีกครั้งในพืชชนิดเดิม ตรวจสอบและบันทึกผลการเกิดโรคและ
ลักษณะอาการท่ีเกิดข้ึน    
เวลาและสถานที่ 

เวลา :  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562  ระยะเวลา 3 ปี  
สถานที่ :  กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
  แปลงปลูกพืชของเกษตรกร  

 
การทดลองที่ 2.2.3 ชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 
Biology of the Bacteria Causal Agent of Leaf Spot Disease on  Mokara Orchid 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง  
 1.  ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 

น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่ม
วิจัยโรคพืชมาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 2.  ทดสอบชนิดพืชอาศัยของเชื้อ 
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เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับ
ระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้น
ของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ ดังนี้ 

2.1  กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์ต่างๆ เช่น บางขุนเทียน คาลิปโซ่ จิตติ 
 2.2  กล้วยไม้สกุลอื่น เช่น แวนด้า หวาย ช้าง แคทลียา  

2.3  พืชที่มีรายงานการก่อให้เกิดโรคจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Pantoea เช่น ข้าวโพด หอม 
โดยใช้เข็มท าแผลบนพืชทดสอบแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตร หรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลงบนพืช

ทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก และพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
3.  สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA และ NA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 10, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส 

สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารทุกวันจนถึง 28 วัน 
4.  การเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดง  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร mannitol-glutamate (MG) ที่มี 0.025% yeast extract (MGY) ที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MGY ที่มี 

cupric sulfate (MGYCu)  ความเข้มข้น  375, 500, 750, และ 1,000 μg/ml และอาหาร  streptomycin 

(MGYSm) 50, 75, 100 และ 500 μg/ml เปรียบเทียบกับเลี้ยงบนอาหาร MGY บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ตรวจการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหาร  

5. การอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียบนพืชอาศัย  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับ

ความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อ
ประมาณ 108 CFU/ml ใช้เข็มท าแผลบนพืชแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตรหรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลงบนพืช
ทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก ท าการแยกเชื้อจากพืชอาศัย เศษซากพืชอาศัย และวัสดุปลูก ทุก 1 เดือน 
โดยมีวิธีการดังนี้ 

การแยกเชื้อจากผิวพืชอาศัย แช่ใบพืชอาศัยในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 90 มิลลิลิตร  เขย่าบนเครื่องเขย่า เป็น
เวลา 30 นาที  น ามาท าให้เจือจางโดย วิธี tenfold serial dilution ตั้งแต่ 10-1-10-6 จากนั้นน าสารแขวนลอยที่ได้ 
0.1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงบนอาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของ
เชื้อสาเหตุบนอาหาร 

การแยกเชื้อจากพืชอาศัยหรือเศษซากพืชอาศัย ตัดใบพืชอาศัยเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาล้างด้วยแอลกอฮอล์ 
70% นาน 5 นาที  แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง บดใบพืชในน้ ากลั่น และเลี้ยงบนอาหาร PSA และ
อาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 หลังจากนั้นบ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อสาเหตุ
บนอาหาร 

6.  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR  
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ตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย Pantoea stewartii subsp. 
indologenes ตามรายงานของ Gehring et al. (2014) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. ananatis ตาม
รายงานของ Kido et al. (2008) โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอ
ของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ช
นิดละ 0.2 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ  Biometra® (Biometra biomedizinische 
Analytik GmbH, Germany) ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส และตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., UK) 

7.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย multilocus sequence analysis (MLSA) 
ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยน าเชื้อแบคทีเรีย 1 ลูป 

ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน 
collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้ว
เติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge 
หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ท าการเพ่ิมปริมาณ housekeeping gene เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า
จ านวน 4 ยีน ได้แก่ ยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., 
Taipei, Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® 
(Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Goettingen, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้เริ่มต้น
แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ
ต่อที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่
อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่า
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC 
Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., Cambridge, UK)   
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ส่งผลผลิต PCR วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen Korea ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
ด้วยโปรแกรม Bioedit (Hall, 1999) จัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA X 
(Kumar et al., 2018) แล้วน าข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรีย type 
strain ที่มีรายงานอยู่ใน GenBank และจัดล าดับความสัมพันธ์ของแบคทีเรียโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์
ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม RAxML v 8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนดค่า 
model of evolution แบบ GTRGAMMA และก าหนดค่า maximum likelihood bootstrap 1,000 ซ้ า 
- เวลาและสถานที่ 

เวลา  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
สถานที่ ห้องปฏิบัติการและเรือนทดลอง กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช             

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

การทดลองที่ 2.2.4 การศึกษาสาเหตุและการถ่ายทอดอาการใบหงิกของส้มโอ 
Causal agent and transmission of Pummelo crinkly leaf symptom 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เก็บตัวอย่างใบและกิ่งส้มโอ 

เก็บตัวอย่างในแหล่งปลูกส้มโอที่มีอาการใบหงิกหรือบิดเบี้ยวคล้ายอาการจากเชื้อไวรัสเข้าท าลายจาก
แหล่งปลูกในภาคเหนือ กลาง อีสาน และ ภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย พิจิตร ชัยนาท ชัยภูมิ 
ปทุมธานี นนทบุรี นครปฐมชัยภูมิ สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช ภูเก็ต น าตัวอย่างกิ่งพันธุ์ที่เก็บมาท าการเสียบ
ยอดหรือติดตาไว้บนต้นกล้าส้มโอทองดีที่ใช้เป็นต้นตออายุประมาณ 6 – 8 เดือน ซึ่งเพาะจากเมล็ดส้มโอทองดีซึ่ง
ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย ท าการเพาะเมล็ดโดยใช้วัสดุปลูกสูตรไทย -เยอรมัน เพ่ือ
ป้องกันปัญหาโรครากเน่าโคนเน่าเมื่อต้นกล้าอายุประมาณ  2 - 3 เดือน ท าการย้ายต้นกล้าใส่ในถุงพลาสติกขนาด 
6 x 12 นิ้ว แล้วเก็บรักษาไว้ในโรงเรือนกันแมลงของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช ให้น้ า
และปุ๋ยอย่างสม่ าเสมอ และตัวอย่างใบไปสกัดสารพันธุกรรมเพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกและระบุ
ชนิดเชื้อไวรัสต่อไป 
 2. การตรวจสอบและระบุเชื้อไวรัสสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 
 2.1 ท าการสกัดสารพันธุกรรม  

น าตัวอย่างใบส้มโอที่เก็บมาท าการสกัดดีเอ็นเอโดยชั่งตัวอย่างใบส้มโอ ประมาณ 0.2 กรัม น าใส่โกร่งแล้ว
เติมไนโตรเจนเหลวบดให้เป็นผงละเอียด สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit, 
QIAGEN (Germany) และเติม AP1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรที่เติม RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร น า
ใส่หลอด microcentrifuge tube ไปแช่ที่ 65 ºซ นาน 10 นาที จากนั้นน ามาเติม AP2 buffer ปริมาตร 130 
ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนน้ าใสทั้งหมดใส่ลงใน 
QIAshredder Mini Spin Column หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  เก็บส่วนน้ าใส 
มาเติม absolute ethanol ปริมาตร 1.5 เท่า แล้วดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 650 ไมโครลิตร ใส่ลงใน DNeasy Mini 
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Spin Column หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้าง column ด้วย RW1 buffer 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วชะล้าง DNA ออกจาก column โดยเติม AE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หมุน
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ท าการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดไว้ที่  -  20  องศาเซลเซียส  เพ่ือตรวจสอบด้วย
เทคนิค PCR ในขั้นต่อไป 
 2.2 การตรวจสอบสาเหตุโรคไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR 

น าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ด้วยไพร์เมอร์ 
3202fw/6rev (Loconsole et al., 2012) เป็นตัวเริ่มต้นในการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมาย  จากปฏิกิริยา PCR จะ
แสดงแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 444 เบส  
ล าดับเบสคู่ไพรเมอร์  3202fw  และ 6rev  ดังนี้ 
 3202fw :  5’-GTTCTGTGTTTCGACCCGTT-3’ 
 6rev :  5’-GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA-3’ 
 ส่วนประกอบส าคัญท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก่  
- น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)                7.0  ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ forward (3202fw) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- ไพรเมอร์ reverse (6rev) (10 pmol)      1.0 ไมโครลิตร 
- Green master mix            10.0   ไมโครลิตร 
- ดีเอ็นเอต้นแบบ         1.0 ไมโครลิตร 
     รวม    20.0   ไมโครลิตร 
น าส่วนประกอบการท าปฏิกิริยา PCR มาผสมกันแล้วน าไปท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย ด้วยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งโปรแกรมการท างาน  ดังนี้ 

ขั้นที่ 1:  94C  นาน 5 นาที  1 รอบ 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 30 วินาที  

ขั้นที่ 3: 54C  นาน 30 วินาท ี

ขั้นที่ 4: 72C  นาน 30 วินาท ี (ข้ันที่ 2 - 4) 30 รอบ 

ขั้นที่ 5: 72C  นาน 7 นาที  1 รอบ  
น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ 1%  gel agarose 

เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 10 ไมโครลิตร  โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 
bp DNA Ladder แล้วน า  agarose gel  มาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า 
agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย  ethidium bromide นาน 15 นาที  และแช่น้ าเปล่า 10 นาที และน าแผ่น 
agarose gel  มาส่องดูขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD
) ท าการบันทึกภาพและสรุปผลที่เกิดข้ึน 
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 2.3 การโคลนยีนเพื่อระบุเชื้อสาเหตุอาการใบหงิกในส้มโอ 
โคลน insert DNA จากข้อ 2.2  เข้าในพลาสมิดพาหะ pGEM–T easy vector (Figure 2.2.4.1 ) ตาม

ระบบของ TA cloning system ที่แสดงไว้ในคู่มือโดยผสมส่วนประกอบต่างๆ ในหลอดปฏิกิริยา PCR ขนาด 0.5 
ml ดั ง นี้  Ligation buffer (2x)  5 µl, pGEM-T easy vector 1 µl, PCR product ( template)  2 µl, DEPC 
treated water  1 µl, T4 DNA ligase 1 µl ปริมาตรรวมเท่ากับ 10 µl โดยในระหว่างการเติมสารต่างๆ ต้องท า

ในกระติกน้ าแข็ง หลังจากนั้นน าไปเข้าเครื่อง thermal cycle โดยตั้งโปรแกรมคงที่ 4 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
การส่งถ่าย recombinant plasmid เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ท าการเชื่อมต่อกับ
เวคเตอร์ ปริมาตร10 µl ใส่ลงในหลอด ขนาด 1.5 มล.  จากนั้นจึงเติม competent cell ปริมาตร  50 µl  ผสม

ให้เข้ากันโดยใช้ไมโครปิเปตกวนเบาๆ น าไปวางบนน้ าแข็ง 30 นาที จากนั้นย้ายลงในน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 42 C นาน 
45 วินาที และน าไปวางบนน้ าแข็งทันทีนาน 2 นาที จากนั้นจึงเติม  SOC medium ปริมาตร 950 มล.น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 37 C พร้อมทั้งเขย่าด้วยความเร็วประมาณ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง , น าสารละลายมา 

spread บนอาหาร LB+ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 14 – 17 ชั่วโมง 
คัดเลือกโคโลนี E. coli บนอาหาร LB+ampicillin ลักษณะโคโลนี กลม, ใส, ขนาดเล็ก ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะ
โคโลนีที่คัดเลือกมาแตะบนจานอาหาร LB+ampicillin ที่มีช่องตารางหมายเลขก ากับ น าไม้จิ้มฟันที่แตะเชื้อหย่อน
ลงบนอาหาร LB ปริมาตร 4 ml + ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm (เพ่ือสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ)  เขย่าที่

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 C  ข้ามคืน ใช้ลูปเขี่ยเชื้อ E. coli โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกอยู่บน
อาหาร LB + ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm บ่มไว้ 37 oC ข้ามคืน จากนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงใน
หลอด ขนาด 1.5 ml ที่มีอาหาร LB + ampicillin ความเข้มข้น 50 ppm เอียง บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 oC ข้ามคืน
จากนั้นจึงส่งไปท าการหาล าดับเบสที ่First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย แล้วน าข้อมูลที่ได้มา
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์เชื้อไวรัสที่มีรายงานใน GenBank โดยใช้โปรแกรม 
BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) 
 3. การถ่ายทอดเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf associated virus  
 3.1 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสโดยวิธีกรีดแผลบนต้นกล้า 

น าตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าส้มโอทองดีที่ได้รับการตรวจยืนยันว่าเป็นโรคใบหงิกแล้วด้วยเทคนิคพีซีอาร์
และแสดงอาการใบหงิก บิดงอ และด้านหลังใบมีอาการจุดซ้ าตามแนวเส้นใบมาบดให้ละเอียดใน Phosphate 
buffer pH 7.2 และแช่สารละลายไว้ในกระติกน้ าแข็ง หลังจากนั้นใช้มีดติดตาจุ่มในสารละลายแล้วน าไปกรีดบน
ต้นกล้าส้ม 7 ชนิด ได้แก่ ส้มโอทองดี ส้มโอขาวแตงกวา ส้มทับทิมสยาม ส้มโชกุน ส้มเขียวหวาน มะนาว มะกรูด 
จ านวน ชนิดละ 3 ต้น จากนั้นน าไปเก็บรักษาไว้ในเรือนเพ่ือสังเกตอาการและน ามาตรวจหาใช้ไวรัสในระ 3 เดือน 
และ 6 เดือน ต่อไป 
 3.2 การถ่ายทอดเชื้อไวรัสทางเมล็ดพันธุ์ 

เพาะเมล็ดจากผลส้มโอจากต้นส้มโอทองดีที่เป็นโรคใบหงิก (Figure 2.2.4.7) ท าการย้ายต้นกล้าจ านวน 
200 ต้น หลังจากเพาะเมล็ด 60 วัน แล้วเก็บไว้ในโรงเรือนกันแมลง เพ่ือสังเกตอาการโรคและน าตัวอย่างใบไปสกัด
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ดีเอ็นตามวิธีการในข้อ 2.1ส าหรับการตรวจด้วยเทคนิค PCR เพ่ือยืนยันการเกิดโรคใบหงิกในต้นกล้าส้มโอทองดี 
จ านวน 2 ครั้ง ครั้งที่ 1 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดีอายุ 6 เดือน และ ครั้งที่  2 เมื่อต้นกล้าส้มโอทองดี 12 เดือน 
ตามล าดับ 
- เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา ตุลาคม 2560-กันยายน 2562 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยา และ สวนส้มโอเกษตรกร   

ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 2.2.5 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Curvularia eragrostidis และ C. oryzae 

Study on biology and ecology of Curvularia eragrostidis and C. Oryzae 

 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

 การศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae บนอาหารสังเคราะห์
ในห้องปฏิบัติการ 

เก็บตัวอย่างโรคพืช ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืชจากแหล่งปลูกปาล์มน้ ามันและแหล่งปลูกกล้วยไม้ใน
ประเทศไทย ห่อด้วยกระดาษ ใส่ถุงพลาสติก และบันทึกรายละเอียด ชนิดพืช แหล่งที่เก็บ วันที่เก็บ  ผู้เก็บ ข้อมูลพิกัด 
ภูมิศาสตร์ และแบ่งตัวอย่างโรคพืชมาอัดทับตัวอย่างแห้ง จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรค
พืช กรมวิชาการเกษตร  

การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
-  ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo 

หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 วัน เมื่อพบราสร้างเส้นใยหรือ conidia ตรวจดู 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืชให้บาง ๆ และ 
ตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound ถ่ายรูปลักษณะเชื้อและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของ
เชื้อ  

-  แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 
มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็น โรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง น าไปซับบน กระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง แล้วน าไปเลี้ยงบนอาหาร 
½Potato Dextrose Agar, Potato Dextrose Agar หรือ water agar บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 3-
7 วัน แยกเชื้อราให้ บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA 

การทดสอบอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae บนอาหาร
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ า 6 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
  กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
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  กรรมวิธีที่ 2 Malt extract agar (MEA) 
  กรรมวิธีที่ 3 Czapek’s agar (CZA) 
  กรรมวิธีที่ 4 Corn meal agar (CMA) 
  กรรมวิธีที่ 5 Oat meal agar (OMA) 
  กรรมวิธีที่ 6 V-8 juice agar (V8) 

เทอาหารแต่ละชนิดในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
อาหารแต่ละชนิด วางทิ้งไว้ในห้องปฏิบัติการ  วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีราที่เจริญบนอาหารแต่ละชนิด 
เป็นเวลา 7 และ 14 วัน บันทึกผล และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 
 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา  C. eragrostidis และรา C. oryzae บน
อาหารสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ า 5 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
  กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
  กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 
 เทอาหาร PDA ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
และน าไปเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิต่าง ๆ ดังนี้ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ  วัด
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีราที่เจริญบนอาหารแต่ละชนิด ที่บ่มในอุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 7 และ 14 วัน 
บันทึกผล และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 

การศึกษาพืชอาศัยของรา C. eragrostidis และรา C. oryzae 
 1.  ปลูกพืชทดสอบชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ปาล์มน้ ามัน และกล้วยไม้ 

2.  เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของรา C. eragrostidis และ C. oryzae โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร PDA ในจาน
เลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 14-21 วัน จากนั้น เทน้ าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร 
ใช้แผ่นสไลด์ขูดสปอร์บนผิวหน้าอาหารเบาๆ เทสารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) ลงในบีกเกอร์ที่ผ่านการอบ
ฆ่าเชื้อแล้ว น าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความเร็ว 100 ครั้งต่อนาที นาน 30 นาที เพ่ือให้สปอร์กระจายออกจากกันโดย
สม่ าเสมอ ตรวจนับจ านวนสปอร์ด้วย haemacytometer เพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อ 106  โคนิเดียต่อมิลลิลิตร 

3.  ทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัย 
-  ทดสอบการเกิดโรคเบื้องต้นบนใบปาล์มน้ ามันและดอกกล้วยไม้ โดยท าแผลบนใบปาล์มน้ ามันจากนั้น

พ่นสารแขวนลอยสปอร์ของรา C. oryzae และท าแผลบนดอกกล้วยไม้ พ่นสารแขวนลอยสปอร์ของรา C. 
eragrostidis ที่เตรียมไว้ปริมาณเชื้อ 106 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร ส าหรับกรรมวิธีควบคุมพ่นด้วยน้ านึ่งฆ่าเชื้อเพียง
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อย่างเดียวเพ่ือเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-14 วัน ตรวจบันทึกการเกิดโรคทุกวัน เมื่อ
พืชเป็นโรคน าส่วนที่แสดงอาการโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันการเกิดโรค 

-  ทดสอบการเกิดโรคบนต้นกล้าปาล์มน้ ามัน เตรียมต้นกล้าปาล์มน้ ามันที่อายุประมาณ 3-4 เดือน โดยท า
แผลบนใบพืชและพ่นสารแขวนลอยสปอร์ C. oryzae ที่เตรียมไว้ปริมาณเชื้อ 106 โคนิเดียต่อมิลลิลิตรและตัดชิ้นวุ้น
ทีม่ีเชื้อวางบนแผล และท าแผลบนดอกกล้วยไม้พ่นสารแขวนลอยสปอร์รา C. eragrostidis และตัดชิ้นวุ้นที่มีเชื้อวาง
บนแผล ส าหรับกรรมวิธีควบคุมพ่นด้วยน้ านึ่งฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียวเพ่ือเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ รดน้ าตามปกติ 
และ ตรวจบันทึกการเกิดโรคทุกวัน เมื่อพืชเป็นโรคน าส่วนที่แสดงอาการของโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือ
ยืนยันการเกิดโรค 
- เวลาและสถานที่      

 ระยะเวลา ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 

 สถานที่ด าเนินการ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

กรมวิชาการเกษตร 

 

การทดลองที่ 2.2.6 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Neoscytalidium dimidiatum Crous & 
Slippers and Gruyter     
Study on biology and ecology of Neoscytalidium dimidiatum Crous & Slippers and Gruyter 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1. ศึกษาวงจรชีวิตของรา N. dimidiatum  

1.1 เก็บตัวอย่างอาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร 
ส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที 

ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง   เก็บตัวอย่างอาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้ว ห่อตัวอย่างพืชด้วยกระดาษ
หนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก เพ่ือน ามาท าศึกษาชนิดและแยกเชื้อสาเหตุในห้องปฏิบัติการ  น าตัวอย่างที่เก็บมา
ตรวจหาสปอร ์

1.2 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplanting   น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้น 

สี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 มิลลิเมตร  ให้คาบต่อน าไปซับบนกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง  แล้วน าไปเลี้ยงบนอาหาร 
PDA บ่มทีอุ่ณหภูม ิห้องปฏิบัติการ  นาน 7-21 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหาร PDA   

1.3 การจ าแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคพืช  
ศึกษารูปร่างลักษณะของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo และ compound microscope 

โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย conidiophore และสปอร์ และศึกษาลักษณะของสปอร์และโครงสร้างอ่ืน ๆ ของเชื้อรา 
โดยการ mount slide ด้วยน้ าหรือ shear’s solution ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได้แก่ ลักษณะของ
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เส้นใย ขนาด สี  ลักษณะของสปอร์ conidiophore สี ขนาด  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ 
compound  บันทึกขนาด รูปร่าง  วาดภาพ  และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ  

1.4 เก็บรักษาตัวอย่างแห้งโรคพืช 
เก็บตัวอย่างโรคพืชและมาจัดท าตัวอย่างแห้ง โดยน าส่วนของพืชที่แสดงอาการโรค วางบน 

กระดาษฟาง พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัด
ตัวอย่างโรคพืช เปลี่ยนกระดาษทุกวัน จนกระทั่งตัวอย่างพืชแห้ง แล้วน าตัวอย่างแห้งโรคพืชมาเก็บในถุงกระดาษ  
พร้อมลงรายละเอียดข้อมูล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันที่เก็บ ชื่อผู้
เก็บ และชื่อผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 1.5 การศึกษาวงจรชีวิตของรา N. dimidiatum   
 เก็บแก้วมังกรแสดงอาการระยะต่าง ๆ มาท าการแยกเชื้อในห้องปฏิบัติการ  ห่อตัวอย่างพืชด้วย

กระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก เพ่ือน ามาท าศึกษาชนิดและแยกเชื้อสาเหตุในห้องปฏิบัติการ   
2. ศึกษาชนิดของอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร

สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
 น ารา N. dimidiatum ที่แยกได้จากโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จากศูนย์เก็บเชื้อสาเหตุโรคพืช 
กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จ านวน 4 ไอโซเลต  
ได้แก่  M 0328  แยกจากโรคล าต้นเน่าสีน้ าตาล จังหวัดสกลนคร M 0331  แยกจากโรคล าต้นเน่าสีน้ าตาล จังหวัด
อุทัยธานี  M 0354  แยกจากโรคล าต้นเน่าสีน้ าตาล จังหวัดจันทบุรี  และM 0355  แยกจากโรคล าต้นเน่าสีน้ าตาล 
จังหวัดนครราชสีมา โดยน ารา  N. dimidiatum ทั้ง 4 ไอโซเลต มาศึกษาชนิดของอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสม
ของเชื้อ 

2.1 การทดสอบอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร 
สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ  

วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ า 6 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 
กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
กรรมวิธีที่ 2 Malt extract agar (MEA) 
กรรมวิธีที่ 3 Czapek’s agar  (CzA) 
กรรมวิธีที่ 4 Oat meal agar (OMA) 
กรรมวิธีที ่5 V-8 juice agar (V-8 A) 
กรรมวิธีที่ 6 Corn meal agar (CMA) 
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วิธีการทดลอง 
เทอาหารแต่ละชนิดในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ 

cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของเชื้อราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารแต่ละชนิด วางทิ้งไว้ในห้องปฏิบัติการ 

การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยเชื้อราบนอาหารแต่ละชนิดเมื่อเส้นใยที่เจริญบนอาหาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 
2.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum บนอาหาร 

สังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 10 ซ้ า 9 กรรมวิธี โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี 

กรรมวิธีที่ 1 อุณหภูมิ   25   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 2 อุณหภูมิ   30   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 3 อุณหภูมิ   35   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 4 อุณหภูมิ   40   องศาเซลเซียส 
กรรมวิธีที่ 5 อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 

วิธีการทดลอง 
เทอาหาร PDA ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไว้ให้อาหารเย็น ใช้ 

cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส้นใยของเชื้อราที่เตรียมไว้ น ามาวางบนกลางจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ และน าไปเก็บไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิต่าง ๆ คือ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ 

การบันทึกผลการทดลอง 
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยเชื้อราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบนอาหาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และน าผลมาวิเคราะห์สถิติ 
- เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2563 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
แปลงแก้วมังกร อ าเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา และจังหวัดอ่ืนๆ 
 

การทดลองที่ 2.2.7 การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาและชีวโมเลกุลของเชื้อ Pepper vein yellows virus 
(PeVYV) ที่เข้าท าลายพริกในประเทศไทย 
Biological and molecular characterization of Pepper vein  yellows virus (PeVYV) infecting 
pepper in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การส ารวจและเก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการของโรค  
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 ส ารวจและเก็บตัวอย่างพริกที่มีลักษณะอาการใบด่าง ใบเหลือง เส้นใบใส และเสียรูป จากแหล่งปลูกพริก
จากที่ต่างๆ ได้แก่ จังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก สุพรรณบุรี  เชียงใหม่ และ
เชียงราย โดยการส ารวจ ในพ้ืนที่ประมาณ 2 ไร่ ท าการส ารวจทุกแถวปลูก ในกรณีท่ีพ้ืนที่ส ารวจมีพ้ืนที่มากกว่า 2 
ไร่ขึ้นไป จะท าการสุ่มส ารวจโดยส ารวจแถวเว้นแถว พร้อมทั้งถ่ายภาพในแปลงปลูก ลักษณะอาการที่พบในพริก
และบันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ 
 2. การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากพืช  
  สกัดอาร์ เ อ็นเอรวมด้วยชุดสกัด  FavorPrep Plant Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen, 
Taiwan) ตามค าแนะน าของบริษัท มีข้ันตอนดังนี้   
 1.  ชั่งใบพริกแต่ละตัวอย่างให้มีปริมาณ 100 มิลลิกรัม แล้วบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว แล้วย้ายมา
ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมบัพเฟอร์ FARB ปริมาตร 500 มิลลิลิตรและเติม Mercaptoethanol 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  
 2 .   ย้ า ย ส่ ว นของ พืชมา ใ ส่  Filter Column แล้ วปั่ น เ หวี่ ย งที่ ค ว าม เ ร็ ว  13 , 0 00  rpm นาน  
1 นาที จากนั้นดูดส่วนของเหลวใสใส่ใน Collection tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 3.  เติม 70% Ethanol ปริมาตร 1 เท่าของทิ้งส่วนของเหลวใสที่ได้ ผสมให้เข้ากันแล้วย้ายมาใส่ใน FARB 
Mini Column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใส 
 4.  ล้างอาร์เอ็นเอครั้งที่ 1 ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนของเหลวใส จากนั้นล้างอาร์เอ็นเอครั้งที่ 2 ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใสแล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 3 นาที  
 5. น า FARB Column มาวางบนหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม Elution Buffer ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 2 นาที เสร็จแล้วเก็บอาร์เอ็นเอรวมที่ได้ไว้ใช้งานในขั้นตอน
ต่อไป  
 3. ไพรเมอร์และการสังเคราะห์ยีน CP บางส่วน (3' end of CP gene) และยีน CP 
  1. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน CP บางส่วนของไวรัส โดยใช้ไพรเมอร์ที่รายงานโดย Sharman et 
al. (2015) ซึ่งจะได้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 370 คู่เบส 
           Forward primer Pol3870F    : 5'- ATCACBTTCGGGCCGWSTYTWTCAGA -3' 
               Reverse primer AS3            : 5'- CACGCGTCIACCTATTTIGGRTTITG -3' 
 2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีน CP โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากล าดับนิวคลิโอไทด์ของ PeVYV  ของ
ประเทศญี่ปุ่นในฐานข้อมูล GenBank (accession no. AB594828) ซึ่งจะได้ขนาด 
ชิ้นดีเอ็นเอ 621 คู่เบส  
  Forward primer   PeVYV-CPF    5'- ATGAATACGGGAGGGGTTAG -3' 
                     Reverse primer    PeVYV-CPR    5'- ACATCATAGACCAGGGGGGGG -3' 
            ส่วนผสมของ One step RT-PCR ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตร
ส่วนผสมรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
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  Nuclease free water    5   ไมโครลิตร 
  2x One step Mix   10  ไมโครลิตร 
  10 pmole Pol3870F              0.5   ไมโครลิตร 
  10 pmole AS3                         0.5   ไมโครลิตร 
  20x RT-RI Blend     1   ไมโครลิตร 
  RNA template     3   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาในการสังเคราะห์
ดังนี้ 
           1) First strand synthesis  50 oC  20 นาที 
     Predenaturation   95 oC   2 นาท ี
  2) Three step-cycling   35 cycles  
     Denaturation   95 oC  20 วินาที 
     Annealing   55 oC  20 วินาที 
     Extension   72 oC  45 วินาที 
           3) Final extension   72 oC    5 นาท ี
 
เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเอ็นเอผลผลิตด้วย 1.2% agarose gel electrophoresis ที่เติม Redsafe 
Nucleic Acid Straining Solution ใน 1X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที ตรวจดูแถบดี
เอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad, USA) 
 4. การโคลนยีน  
 แยกดีเอ็นเอผลผลิตออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit (Favorgen, 
Taiwan) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตรวจสอบขนาดและปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วย 1.2% agarose gel 
electrophoresis เชื่อมต่อดีเอ็นเอเข้ากับ พลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy (Promega, USA) โดยเติมดีเอ็นเอ 150 
นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-T easy vector 50 นาโนกรัม และ T4 DNA 
ligase 3 Units ร ว ม ป ริ ม า ต ร ส า ร  10 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  ผ ส ม ใ ห้ เ ข้ า กั น  
บ่มที่อุณหภูมิ 4 oC นานข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์ 
JM109 โดยใช้วิธี heat shock transformation คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของยีน CP ด้วยวิธี 
blue-white selection แล้วตรวจสอบโคลนของพลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยน าเซลล์
แบคทีเรียที่ให้โคโลนีสีขาวจ านวน 10 โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 8 ไมโครลิตรใช้เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบ แล้วตรวจสอบยีนที่ต้องการด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน CPของเชื้อ PeVYV 
 5. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนโปรตีน CP  
 วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของดีเอ็นเอผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR มาจ าแนกยีนด้วยโปรแกรม Blastn 
แ ล ะ  Blastp (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แ ล้ ว เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ล า ดั บ 
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นิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของเชื้อ PeVYV ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ความผันแปรทาง
พันธุกรรมจากข้อมูลยีนโปรตีนด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์และจัดกลุ่มของ 
PeVYV ไอโซเลตต่าง ๆ จากการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2018) 
          6. การศึกษาการตอบสนองของพืชอาศัยต่อเชื้อไวรัส  
   ศึกษาการตอบสนองและลักษณะอาการของเชื้อไวรัสในพริกขี้หนูสวน โดยน าเพลี้ยอ่อนที่ปราศจากเชื้อ 
PeVYV มาท าให้อดอาหารในจานเลี้ยงเชื้อสะอาดประมาณ 1 ชั่วโมง แล้วจึงน าเพลี้ยอ่อนที่อดอาหารมาปล่อยลง
บนต้นมันพริกที่มีเชื้อ PeVYV เพ่ือให้ดูดกินน้ าเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง จากนั้นย้ายเพลี้ยอ่อนมาปล่อยลงบนต้นพริก
ปกติที่ปราศจากเชื้อ PeVYV จ านวน 10 ตัวต่อต้น นาน 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการก าจัด
เพลี้ยอ่อนโดยการพ่นสารเคมีก าจัดเพลี้ยอ่อน แล้วน าต้นพริกมาเก็บไว้ในกรงกันแมลง แล้วบันทึกผลโดยบันทึก
ระยะเวลาที่ต้นพืชทดสอบแสดงแสดงอาการของโรค บันทึกลักษณะอาการที่ปรากฏบนพืช และบันทึกภาพอาการ
ที่ปรากฏ จากนั้นน าพืชทดสอบมาตรวจหาเชื้อ PeVYV ในต้นพริกด้วยเทคนิค One Step RT-PCR ตามวิธีการข้อ 
3 
เวลาที่ท าการทดลอง       - ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563  
สถานที่ท าการทดลอง     1. แปลงปลูกพริกในจังหวัดกรุงเทพมหานคร สุพรรณบุรี กาญจนบุรี ศรีสะเกษ 
            และพระนครศรีอยุธยา 
             2. ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานไวรัสวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
    3. โรงเรือนพืชทดลอง กลุ่มงานไวรัสวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
    4. โรงเรือนเลี้ยงแมลง กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 2.2.8 การจ าแนกชนิดเชื้อ Crinivirus ของพืชตระกูลแตงในประเทศไทย 
Identification of plant virus in the genus Crinivirus infecting  cucurbitaceous plants in 
Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตงที่แสดงอาการของโรค  
 ส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตงที่มีลักษณะอาการใบด่าง ใบเหลือง เส้นใบใส และเสียรูป จากแหล่ง
ปลูกต่างๆ ได้แก่ จังหวัดกรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม เชียงราย เชียงใหม่ จันทบุรี สระแก้ว 
และศรีสะเกษ โดยการส ารวจ ในพ้ืนที่ประมาณ 2 ไร่ ท าการส ารวจทุกแถวปลูก ในกรณีที่พ้ืนที่ส ารวจมีพ้ืนที่
มากกว่า 2 ไร่ขึ้นไป จะท าการสุ่มส ารวจโดยส ารวจแถวเว้นแถว พร้อมทั้งถ่ายภาพในแปลงปลูก ลักษณะอาการท่ี
พบในแปลงปลูกและบันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ 
   2. การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากพืช  
  สกัดอาร์ เ อ็นเอรวมด้วยชุดสกัด  FavorPrep Plant Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen, 
Taiwan) ตามค าแนะน าของบริษัท มีข้ันตอนดังนี้   
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 1.  1.  ชั่งใบพืชตระกูลแตงแต่ละตัวอย่างให้มีปริมาณ 100 มิลลิกรัม แล้วบดให้ละเอียดด้วย
ไนโตรเจนเหลว แล้วย้ายมาใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมบัพเฟอร์ FARB ปริมาตร 500 มิลลิลิตรและ
เติม Mercaptoethanol ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
 2 .   ย้ า ย ส่ ว นของ พืชมา ใ ส่  Filter Column แล้ วปั่ น เ หวี่ ย งที่ ค ว าม เ ร็ ว  13 , 0 00  rpm นาน  
1 นาที จากนั้นดูดส่วนของเหลวใสใส่ใน Collection tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 3.  เติม 70% Ethanol ปริมาตร 1 เท่าของทิ้งส่วนของเหลวใสที่ได้ ผสมให้เข้ากันแล้วย้ายมาใส่ใน FARB 
Mini Column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใส 
 4.  ล้างอาร์เอ็นเอครั้งที่ 1 ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนของเหลวใส จากนั้นล้างอาร์เอ็นเอครั้งที่ 2 ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใสแล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 3 นาที  
 5. น า FARB Column มาวางบนหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม Elution Buffer ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 2 นาที เสร็จแล้วเก็บอาร์เอ็นเอรวมที่ได้ไว้ใช้งานในขั้นตอน
ต่อไป 
 3. ไพรเมอร์และการสังเคราะห์ยีน CP บางส่วน (3' end of CP gene) และยีน CP 
   เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ universal primers เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน RdRp บน RNA1 
ของไวรัสในจีนัส Crinivirus ซึ่งจะได้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 745 คู่เบส (Wintermantel and Hladky, 2010) ดังนี้ 
      Forward primer     CriniRdRp251F    5'- TNGGNAARGGNGARAG -3' 
            Reverse primer CriniRdRp995R    5'- GTRTTNGAYAACCAHGTRTTHG -3' 
 เมื่อมีตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับ universal primers ก็จะน ามาตรวจหาชนิดของไวรัสด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
ต่อเชื้อ CYSDV หรือ CCYV โดยจะเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน Hsp70h บน RNA2 ดังนี้     
 เชื้อ CYSDV ได้ขนาดดีเอ็นเอ 749 คู่เบส (Abrahamian et al., 2013)   
 Forward primer    CY-HSPF    5'- AATCAGTTTGTGACAGTCTAGG -3' 
          Feverse primer     CY-HSPR    5'- GGTTTCTTCTCGCACTCCA -3' 
 เชื้อ CCYV ได้ขนาดดีเอ็นเอ 462 คู่เบส (Okuda et al., 2010)   
 Forward primer    CY-HSPF    5'- AATCAGTTTGTGACAGTCTAGG -3' 
          Reverse primer     CY-HSPR    5'- GGTTTCTTCTCGCACTCCA -3' 
 ส่วนผสมของ One step RT-PCR ท าปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตรส่วนผสม
รวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
  Nuclease free water    5   ไมโครลิตร 
  2x One step Mix   10  ไมโครลิตร 
  10 pmole Pol3870F              0.5   ไมโครลิตร 
  10 pmole AS3                         0.5   ไมโครลิตร 
  20x RT-RI Blend     1   ไมโครลิตร 
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  RNA template     3   ไมโครลิตร 
ผสมส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วน าไปเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) โดยท าปฏิกิริยาในการสังเคราะห์
ดังนี้ 
           1) First strand synthesis  50 oC  20 นาที 
      Predenaturation   95 oC   2 นาท ี
  2) Three step-cycling   35 cycles  
     Denaturation   95 oC  20 วินาที 
     Annealing   55 oC  20 วินาที 
     Extension   72 oC  45 วินาที 
           3) Final extension   72 oC    5 นาท ี
เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ตรวจสอบดีเอ็นเอผลผลิตด้วย 1.2% agarose gel electrophoresis ที่เติม Redsafe 
Nucleic Acid Straining Solution ใน 1X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที ตรวจดูแถบดี
เอ็นเอผลผลิตในเจลภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad, USA) 
 4. การโคลนยีน  
 แยกดีเอ็นเอผลผลิตออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit (Favorgen, 
Taiwan) ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตรวจสอบขนาดและปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วย 1.2% agarose gel 
electrophoresis เ ชื่ อ ม ต่ อ ดี เ อ็ น เ อ เ ข้ า กั บ  พ ล า ส มิ ด พ า ห ะ  pGEM-T Easy (Promega, USA)  
โดยเติมดีเอ็นเอ 150 นาโนกรัม, T4 DNA ligase buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, pGEM-T easy vector 50 นา
โนกรัม และ T4 DNA ligase 3 Units รวมปริมาตรสาร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 oC นาน
ข้ามคืน น าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์ JM109ด้วยวิธี heat shock 
transformation คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอไวรัส ด้วยวิธี blue-white selection 
แล้วตรวจสอบโคลนของพลาสมิดสายผสมที่ต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยน าเซลล์แบคทีเรียที่ให้โคโลนีสีขาว
จ านวน 10 โคโลนีและสีฟ้า 1 โคโลนี มาผสมน้ าปริมาตร 8 ไมโครลิตรใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วตรวจสอบยีนที่
ต้องการด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ Crinivirus 
 5. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนโปรตีน CP  
 วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของดีเอ็นเอผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR มาจ าแนกยีนด้วยโปรแกรม Blastn 
และ Blastp (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/Blast) แล้วเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน
ของเชื้อ Crinivirus ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank เพ่ือวิเคราะห์ความผันแปรทางพันธุกรรมจากข้อมูลยีนโปรตีน
ด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์และจัดกลุ่มของ Crinivirus ไอโซเลตต่าง ๆ จาก
การสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2018) 
 6. การศึกษาการตอบสนองของพืชอาศัยต่อเชื้อไวรัส  
   ศึกษาลักษณะอาการของเชื้อไวรัสบนพืชอาศัยต่าง ๆ ได้แก่ แตงกวา แตงโม เมลอน ซุกินี่ และฟักทอง 
เป็นต้น โดยน าแมลงหวี่ขาวที่ปราศจากเชื้อไวรัสมาปล่อยลงบนต้นพืชที่มีเชื้อ Crinivirus เพ่ือให้ดูดกินน้ าเลี้ยงนาน 
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48 ชั่วโมง จากนั้นย้ายแมลงหวี่ขาวมาปล่อยลงบนต้นพืชปกติที่ปราศจากเชื้อไวรัส จ านวน 10 ตัวต่อต้น นาน 72 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการก าจัดแมลงหวี่ขาวโดยการพ่นสารเคมีก าจัดแมลงหวี่ขาวแล้วน าต้นพืชมาเก็บไว้ในกรง
กันแมลง 
 การบันทึกผลโดยบันทึกระยะเวลาที่ต้นพืชทดสอบแสดงแสดงอาการของโรค บันทึกลักษณะอาการที่
ปรากฏบนพืช และบันทึกภาพอาการที่ปรากฏ จากนั้นน าพืชทอดสอบมาตรวจหาเชื้อ Crinivirus ในต้นพืชด้วย
เทคนิค One Step RT-PCR ตามวิธีการข้อ 3 
เวลาที่ท าการทดลอง       - ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 
สถานที่ท าการทดลอง     1. แปลงปลูกแตงกวาและพืชตระกูลแตงในจังหวัดกรุงเทพมหานคร   
           กาญจนบุรี สุพรรณบุรี เชียงราย เชียงใหม่ สระแก้ว และศรีสะเกษ 
             2. ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานไวรัสวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
กิจกรรมย่อยท่ี 2.3  ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช 
การทดลองที่ 2.3.1 ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของหญ้าตีนกาใหญ่  (Acrachne racemosa (Heyne ex 
Roth) Ohwi) 
Biology and Ecology of Acrachne racemosa  (Heyne ex Roth) Ohwi 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. ศึกษานิเวศวิทยา 
 1) ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดหญ้าตีนกาใหญ่ ใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection survey) ใน
พ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
และภาคใต้ บันทึก สถานที่หรือพิกัดท่ีเก็บตัวอย่าง สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูกหลัก ลักษณะพืชเป้าหมาย การถูก
ท าลายโดยศัตรูธรรมชาติ วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ แมลง และศัตรูธรรมชาติ ที่พบในพ้ืนที่ที่ส ารวจ 
 2) การจัดท าตัวอย่างแห้ง น าตัวอย่างต้นหญ้าตีนกาใหญ่มาอัดในแผงพรรณไม้ ขนาดประมาณ 50 X 30 
เซนติเมตร เมื่อแห้งแล้วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร้อมติดป้าย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่
เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์
กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 
3) เมล็ด น าเมล็ดที่เก็บได้ไปท าความสะอาด ผึ่งในที่ร่มให้แห้ง แบ่งเป็นสองส่วน คือ ส่วนที่ 1 น าไปเก็บในตู้เย็น
อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ ส่วนที่ 2 เก็บใส่กล่องพลาสติก พร้อมติดป้าย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่
เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 
 2. ลักษณะเมล็ด  

น าเมล็ดที่เก็บจากท่ีต่างๆ มารวมกัน แล้วสุ่มเมล็ดมาใช้จ านวน 100 เมล็ด วัดขนาด และถ่ายภาพภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ บันทึกข้อมูล ความกว้าง ความยาว รูปร่าง ลักษณะ และสีของเมล็ด องคป์ระกอบของเมล็ด เช่น 
หาง ปีก หรือหนาม ที่เป็นปัจจัยในการแพร่กระจาย 
 3. การเจริญเติบโตและความสามารถในการผลิตเมล็ด  
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วางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design; RCB) จ านวน 5 
ซ้ าๆ ละ 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1  ต้นหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 2  ต้นหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 3  ต้นหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 4  ต้นหญ้าตีนกาใหญ่ทั้งหมดที่งอก 
หว่านเมล็ดหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร เมื่อเมล็ดหญ้าตีนกา

ใหญ่งอก 1 สัปดาห์ ถอนให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง จ านวนต้น
ตามกรรมวิธีต่างๆ ที่ก าหนด สังเกตการเจริญเติบโต และบันทึกข้อมูลวันที่หว่าน วันที่งอก ความสูง และจ านวน
แขนง ทุก 7 วัน วันที่ออกดอก และวันที่ติดเมล็ด (นับจากวันที่ต้นหญ้าตีนกาใหญ่งอก) เมื่อต้นหญ้าตีนกาใหญ่มีใบ
ยอดเหลือง (พืชเริ่มตาย) ถอน ล้างท าความสะอาด บันทึกน้ าหนักสด จ านวนช่อดอก แขนงย่อย จ านวนเมล็ด และ
น าไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง บันทึกน้ าหนักแห้ง น าข้อมูลที่ได้ค านวณหาค่าเฉลี่ย
ระยะเวลาการงอก การเจริญเติบโต การออกดอก การแก่ของเมล็ด เพ่ือหาระยะเวลาที่พืชเริ่มงอกจนถึงสร้างเมล็ด
แก่ ที่จะใช้ขยายพันธุ์ต่อไป (ครบวงจรชีวิต 1 รอบ)  
 4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ด้วยแขนง 
 ท าการหว่านเมล็ดหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังจากหญ้า
ตีนกาใหญ่งอก 1 สัปดาห์ ถอนออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง 
เมื่อต้นตีนกาใหญ่เจริญเติบโตและมีอายุ 1 เดือน ถอนออกจากแปลง ท าการตัดแขนงบริเวณโคนต้น ดังนี้ 
 - ตัดแขนงต้นที่ยังไม่ออกดอก 
 - ตัดแขนงต้นที่ออกดอก 

โดยให้แต่ละแขนงมีข้อจ านวน 2 ข้อ น าไปปักช า (วางแนวนอน แล้วกลบด้วยดิน) ในกระถางขนาด 12 
นิ้ว จ านวน 10 กระถางๆ ละ 10 แขนง ท าการบันทึกข้อมูลทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 2 เดือน 
 5. ความสามารถในการขยายพันธุ์ด้วยการแบ่งกอ 
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) จ านวน 5 ซ้ า 4 
กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 ไม่แบ่งกอ 
  กรรมวิธีที่ 2 แบ่งกอเป็น 2 ส่วน เท่าๆ กัน 
  กรรมวิธีที่ 3 แบ่งกอเป็น 4 ส่วน เท่าๆ กัน 
  กรรมวิธีที่ 4 แบ่งกอเป็น 8 ส่วน เท่าๆ กัน 
 หว่านเมล็ดหญ้าตีนกาใหญ่ จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร เมื่อต้นหญ้าตีนกา
ใหญ่เจริญเติบโตและมีอายุ 1 เดือน เลือกต้นที่มีขนาดเท่ากัน ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง ถอนออกจากแปลงน ามา
แบ่งกอตามกรรมวิธีข้างต้น (กรรมวิธีละ 5 ต้น) น าไปปลูกในกระถางขนาด 12 นิ้ว บันทึกจ านวนแขนงใหม่ที่
เกิดข้ึน ทุกสัปดาห์ 
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 6. การงอกของเมล็ดที่ความลึกของดินระดับต่างๆ 
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) จ านวน 5 ซ้ า 6 
กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 
 บรรจุดินใส่กระถางขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 20 เซนติเมตร สูง 30 เซนติเมตร ให้ผิวดินห่างจากขอบบน
ของกระถาง 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 เซนติเมตร น าเมล็ดที่แก่และสมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด หว่านให้ทั่ว
กระถาง แล้วเติมดินจนถึงขอบบนของกระถาง รดน้ าเช้า และเย็น เพ่ือให้มีความชื้น บันทึกจ านวนเมล็ดที่งอกทุก
วัน เป็นเวลา 2 เดือน และบันทึกจ านวนเมล็ดที่งอก น าไปค านวณเปอร์เซ็นต์ความงอกโดยใช้สูตรดังนี้ 
 ความงอก (%) = (จ านวนเมล็ดที่งอก/จ านวนเมล็ดทั้งหมดที่หว่าน) x 100 
- เวลาและสถานที่ 
 ท าการทดลอง ระหว่าง ตุลาคม 2559 - กันยายน 2561 (ระยะเวลา 2 ปี) ณ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มวิจัย
วัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ และพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม 
ในภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ 
 

การทดลองที่ 2.3.2. ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของลูกใต้ใบใบใหญ่ (Phyllanthus caroliniensis Walter) 
Biology and ecology of Phyllanthus caroliniensis Walter 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การส ารวจ และเก็บตัวอย่าง 

ส ารวจแบบสืบพบ (detection survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ ภาคกลาง 
ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ และเก็บตัวอย่าง  

- ก าหนดพ้ืนที่ส ารวจ วางแผนการ โดยมี P. caroliniensis เป็นพืชเป้าหมาย ในพ้ืนที่การเกษตรและ
สิ่งแวดล้อม  

- ส ารวจและเก็บตัวอย่างเมล็ด และต้น เพ่ือน ามาทดลอง และน ามาปลูกที่กลุ่มวิจัยวัชพืช และจัดท า
ตัวอย่างแห้ง 

บันทึก สถานที่หรือพิกัด สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ลักษณะวัชพืช วัน/เดือน/ปี ที่เก็บ 
 

 2. ศึกษาการงอกในห้องปฏิบัติการ  
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น าเมล็ดที่เก็บจากที่ต่างๆ มารวมกัน สุ่มเลือกเมล็ดที่สมบูรณ์และแก่ จ านวน 50 เมล็ด ใส่ในจานแก้ว 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร ที่บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดฝา จ านวน 
10 ซ้ าน าไปวางในห้องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิห้อง บันทึกจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน จนเมล็ดงอกหมด แต่ไม่เกิน 
30 วัน 
 3. การเจริญเติบโต และความสามารถในการผลิตเมล็ด 

วางแผนการทดลองแบบ RCB  จ านวน 5 ซ้ า กรรมวิธี 4 ประกอบด้วย 
 กรรมวิธีที่ 1. ต้นวัชพืชจ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
 กรรมวิธีที่ 2. ต้นวัชพืชจ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 

กรรมวิธีที่ 3. ต้นวัชพืชจ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 4 ต้นวัชพืชทั้งหมดที่งอก 

วิธีการปฏิบัติการทดลอง หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลัง
วัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอนออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง 
จ านวนตามกรรมวิธีต่างๆ ที่ก าหนดจ านวน 3 กรรมวิธีๆ ละ 4 ซ้ า บันทึกความสูงต้น จ านวนกิ่ง ทุกสัปดาห์ วันที่
ออกดอก ติดผล จ านวนผลต่อต้น และจ านวนเมล็ดต่อผลของพืชแต่ละต้นในแต่ละกระบะ  
 4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ จากส่วนของต้น 

วิธีการปฏิบัติการทดลอง หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลัง
วัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอนออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง เมื่อ
ต้นมีอายุ 1 เดือน น าชิ้นส่วนเหนือดินของวัชพืชมาตัดแบ่งเป็นท่อนๆ ละ 5-10 เซนติเมตร เป็นท่อนพันธุ์ส าหรับ
ปักช า แยกท่อนพันธุ์ออกตามระยะห่างจากโคน ได้แก่ ท่อนโคน กลางต้น และปลายยอด น ามาปักช าในกระถาง
ขนาด 12 นิ้ว กระถางละ 10 ท่อน จ านวน 10 ซ้ า บันทึกการแตกยอดใหม่ จากก่ิงที่ปักช า แล้วน าไปวิเคราะห์หา
ค่าเฉลี่ย 
 5. ศึกษาการงอกของเมล็ดที่ความลึกของระดับดินระดับต่างๆ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 
 วิธีการปฏิบัติการทดลอง บรรจุดินใส่กระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ให้
ผิวดินห่างจากขอบบนของกระถาง 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เซนติเมตร น าเมล็ดที่แก่และมีลักษณะสมบูรณ์ 
จ านวน 100 เมล็ด โรยลงให้ทั่วกระถาง แล้วเติมดินจนถึงระดับห่างจากขอบบนของกระถาง 5 เซนติเมตร บันทึก 
ความงอกของเมล็ดที่งอกโดยเปรียบเทียบในแต่ละกรรมวิธี 
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- เวลาและสถานที่ 
ท าการทดลอง ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 ณ ภาคต่างๆ ของประเทศไทย และศึกษา

ชีววิทยา ในห้องปฏิบัติการ และเรือนทดลอง กลุ่มวิจัยวัชพืช  
 

การทดลองที่ 2.3.3 ชีววิทยาของวัชพืช Asystasia gangetica (L.)  T. Anderson  
The Biological Study of Asystasia gangetica (L.)  T. Anderson 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1.ศึกษาการเจริญเติบโต  
1.1 ศึกษาวงจรชีวิตของบาหยา 

- วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  รวบรวมเมล็ดบาหยาจากแปลงเกษตรกรหรือที่พบตามธรรมชาติ เลือกเมล็ดที่สมบูรณ์
และสุกแก่  ลงปลูกในกระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร โรยเมล็ด 5 เมล็ดต่อกระถาง 
ถอนแยกให้เหลือ กระถางละ 1 ต้น จ านวน 10 ซ้ า   

- การบันทึกข้อมูล 
การบันทึก วันงอก ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นกล้า ระยะเวลาใบจริงคู่แรก เกิดเป็นตุ่มตา
ดอกแรก ระยะดอกแรกบาน ดอกติดเมล็ด จนกระท่ังต้นตาย 

1.2     ศึกษาการพัฒนาการเจริญเติบโต  
- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

  ปลูกบาหยาในกระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร กระถางละ 5 ต้น จ านวน 
60 กระถาง หลังจากงอกมีใบเลี้ยง 2 ใบ ท าการถอนแยกให้เหลือ 1 ต้นต่อกระถาง 
      -   การบันทึกข้อมูล 
  ในทุกๆ1 สัปดาห์ ท าการถอนต้นบาหยาจ านวน 5 กระถาง เพ่ือชั่งน้ าหนักสด และ
น้ าหนักแห้ง วัดความสูง นับจ านวนช่อดอก สุ่มช่อดอกมานับจ านวนดอกย่อยต่อช่อดอก จ านวน
เมล็ดต่อดอก  เป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์  
 2. ศึกษาการขยายพันธุ์  
     2.1 การขยายพันธุ์ด้วยเมล็ดในระดับความลึกของดิน 

          -  กรรมวิธีการทดลอง 
    วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

  กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 3 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 

-  วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  น าเมล็ดบาหยาที่สุกแก่และมีลักษณะสมบูรณ์ จ านวน 50 เมล็ด ปลูกในกระถางขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร สูง 18 เซนติเมตร จ านวน 20 กระถาง วางแผนการทดลองแบบ 
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มี 5 ซ้ า โดยมีระดับความลึกของดินเป็นกรรมวิธีต่างๆ ได้แก่  วางเมล็ดบนผิวดิน(0), 3, 5, และ 15 
เซนติเมตร รดน้ าทุกวัน      

-  การบันทึกข้อมูล 
   จ านวนต้นอ่อนที่งอกจากเมล็ดทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน 
      2.2 การขยายพันธุ์ด้วยล าต้นในระดับความลึกของดิน 

                 -  กรรมวิธีการทดลอง 
    วางแผนการทดลองแบบ 3x4 Factorial in RCB จ านวน 3 ซ้ า 
    ปัจจัยที่ 1 ส่วนของล าต้น มี 3 ระดับ 

- โคนต้น 
- กลางต้น 
- ปลายต้น 

ปัจจัยที่ 2 ระดับความลึกของดิน 
- ระดับผิวดิน(0) 
- ระดับความลึกจากผิวดิน 3 เซนติเมตร 
- ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
- ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 

  กรรมวิธีที่ 1 วางส่วนโคนต้นบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 วางส่วนกลางต้นบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 3 วางส่วนปลายต้นบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 4 วางส่วนโคนต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 3 เซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 5 วางส่วนกลางต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 3 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 6 วางส่วนปลายต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 3 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 7 วางส่วนโคนต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 8 วางส่วนกลางต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 9 วางส่วนปลายต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 10 วางส่วนโคนต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 11 วางส่วนกลางต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
กรรมวิธีที่ 12 วางส่วนปลายต้นที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 

- วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  น าส่วนล าต้นของบาหยา มาตัดเป็นท่อนมีความยาวประมาณ 4 เซนติเมตร และแยก
เป็นส่วนคือ ส่วนโคนต้น กลางต้น และปลายต้น และน าไปปลูกในกระถางที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
30 เซนติเมตร โดยน าส่วนของล าต้นของบาหยาในแต่ละส่วนจ านวน 10 ท่อน วางในแต่ละ
กระถางที่มีระดับความลึกของดิน 4 ระดับคือ ระดับบนผิวดิน(0), 3, 5 และ 15 เซนติเมตร 
หลังจากนั้นดูแลรักษาโดยรดน้ าทุกวัน 

   การบันทึกข้อมูลจ านวนต้นอ่อนที่งอกจากล าต้นทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน  
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3. ศึกษาศักยภาพการผลิตเมล็ด  
        - แบบและวิธีการทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 3 ซ้ า 7 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 บาหยา 1 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 2 บาหยา 2 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 บาหยา 4 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 บาหยา 6 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5 บาหยา 8 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6 บาหยา 10 ต้น /ตารางเมตร 
  กรรมวิธีที่ 7 บาหยา 50 ต้น /ตารางเมตร (ตามธรรมชาติ ประมาณ 50 ต้น/ตารางเมตร) 

- วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  ปลูกต้นบาหยาในพ้ืนที่ขนาด 1 ตารางเมตร เพ่ือศึกษาศักยภาพในการผลิตเมล็ดของต้น
บาหยา ในสมีการแข่งขันของต้นบาหยาในอัตราที่แตกต่างกัน โดยเปรียบเทียบกับการขึ้นในสภาพ
ธรรมชาติในพ้ืนที่ 1 ตารางเมตร ประมาณ 50 ต้น  

 -  การบันทึกข้อมูล 
  จ านวนเมล็ดของแต่ละต้นในแต่ละกรรมวิธี  
4. ศึกษาอิทธิพลของระยะเวลาต่อการงอกของเมล็ดบาหยา 

-  วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  น าเมล็ดบาหยา ที่เก็บในระยะเวลาต่างๆ ได้แก่   
    - ทันทีหลังจากสุกแก่จากแปลง 
   - 1 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 2 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 3 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 4 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 5 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 6 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 7 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 8 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 9 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 10 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 11 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
   - 12 เดือนหลังจากเก็บในห้องปฏิบัติการ 
 น าเมล็ดที่เก็บในช่วงเวลาต่างๆมาเพาะโดย นับเมล็ดบาหยา จ านวน 100 เมล็ด  ใส่จานแก้ว
บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร จ านวน 5 ซ้ า น าไปวางในสอุณหภูมิ
ห้องปฎิบัติการ  

-  การบันทึกข้อมูล 
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  นับจ านวนเมล็ดที่งอกทุกวัน เป็นระยะเวลา 30 วัน 
- เวลาและสถานที่ 
เรือนทดลอง และห้องปฏิบัติการ กลุ่มวิจัยวัชพืช  เดือน ตุลาคม 2559- ตุลาคม 2561 
 
การทดลองที่ 2.3.4 ชีววิทยา และนิเวศวิทยาของกระดุมใบใหญ่ (Borreria latifolia (Aubl), Schum.) 
Biology and ecology of Borreria latifolia (Aubl.) Schum. 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. ศึกษานิเวศวิทยา  
 1.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นและเมล็ดกระดุมใบใหญ่ ใช้วิธีแบบการสืบพบ (detection 
survey) ในพ้ืนที่การเกษตรและสิ่งแวดล้อม ในภาคเหนือ (จังหวัดเชียงราย แม่ฮ่องสอน ล าปาง และอุตรดิตถ์) 
ภาคกลาง (จังหวัดนครสวรรค์ นครปฐม ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี และอยุธยา) ภาคตะวันออก (จังหวัดจันทบุรี 
ตราด ปราจีนบุรี และระยอง) ภาคตะวันตก (จังหวัดกาญจนบุรี ตาก และราชบุรี) ภาคตะวันออกเฉียงเหนื อ 
(จังหวัดนครราชสีมา นครพนม บุรีรัมย์ ร้อยเอ็ด ศรีสะเกษ และหนองคาย) และภาคใต้ (จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ 
ระนอง นครราชสีมา และสงขลา) บันทึกข้อมูล สถานที่หรือพิกัดที่เก็บตัวอย่าง ได้แก่ อ าเภอ จังหวัด และพิกัด
ภูมิศาสตร์ สภาพนิเวศ ได้แก่ สภาพพ้ืนที่ที่ข้ึนเป็นพ้ืนที่แห้ง ชื้นแฉะ น้ าท่วมขัง หรือร่มเงา พืชปลูก ได้แก่ ชนิดพืช
ปลูก อายุพืชปลูก หรือระยะการเจริญของพืชปลูก เช่น อยู่ในระยะต้นกล้า ออกดอก หรือให้ผลผลิต สภาพวัชพืช 
ได้แก่ การถูกท าลายโดยศัตรูธรรมชาติ ระยะต้นกล้า ออกดอก สร้างเมล็ด หรือแห้งตาย 

1.2 การจัดท าตัวอย่างแห้ง น าตัวอย่างกระดุมใบใหญ่มาอัดในแผงพรรณไม้ ขนาดประมาณ 50 X 
30 เซนติเมตร เมื่อแห้งแล้วติดลงบนกระดาษขาว ขนาด 45 x 30 เซนติเมตร พร้อมติดป้าย ระบุ ชื่อวัชพืช สถานที่
เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช และพิพิธภัณฑ์
กรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร 

1.3 เมล็ด น าเมล็ดที่เก็บได้ไปท าความสะอาด ผึ่งในที่ร่มให้แห้ง แบ่งเป็นสองส่วน คือ ส่วนที่ 1 
น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ ส่วนที่ 2 เก็บใส่กล่องพลาสติก พร้อมติดป้าย ระบุ ชื่อ
วัชพืช สถานที่เก็บตัวอย่าง นิเวศวิทยา พืชอาศัย วันและเวลา ชื่อผู้เก็บ โดยเก็บรักษาไว้ ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช 

2. ศึกษาการงอกในห้องปฏิบัติการ  
น าเมล็ดที่เก็บจากที่ต่าง ๆ มารวมกัน เลือกเมล็ดที่สมบูรณ์ จ านวน 50 เมล็ด ใส่ในจานแก้ว 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร ที่บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดฝา จ านวน 
10 ซ้ าน าไปวางในห้องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิห้อง บันทึกจ านวนเมล็ดงอกทุกวัน ในระยะเวลา 30 วัน หรือจน
เมล็ดงอกหมด 

3. การเจริญเติบโต และความสามารถในการผลิตเมล็ด  
วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

 กรรมวิธีที่ 1. ต้นวัชพืชจ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
 กรรมวิธีที่ 2. ต้นวัชพืชจ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 
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กรรมวิธีที่ 3. ต้นวัชพืชจ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
กรรมวิธีที่ 4 ต้นวัชพืชทั้งหมดที่งอก 

วิธีการปฏิบัติการทดลอง หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตาราง
เมตร หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอนออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ 
แข็งแรง จ านวนตามกรรมวิธีต่าง ๆ ที่ก าหนด กรรมวิธีๆ ละ 4 ซ้ า บันทึกการเจริญเติบโต เป็นระยะเวลา 3 เดือน
หรือจนพืชตาย บันทึก ความสูงต้น จ านวนกิ่ง ทุกสัปดาห์ วันที่ออกดอก ระยะเวลาที่พัฒนาจากดอกเป็นผล ผลแก่ 
จ านวนผลต่อต้น จ านวนเมล็ดต่อผล ค านวณการผลิตเมล็ดต่อต้น การผลิตเมล็ด/ตารางเมตร วงจรชีวิต 

4. ความสามารถในการขยายพันธุ์ จากส่วนของต้น  
หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังวัชพืชงอก 1 

สัปดาห์ ถอนออกให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง เมื่อต้นมีอายุ 1 
เดือน น าชิ้นส่วนเหนือดินของวัชพืชมาตัดแบ่งเป็นท่อนๆ ละ 5-10 เซนติเมตร แยกท่อนพันธุ์ออกตามระยะห่าง
จากโคน ได้แก่ ท่อนโคน กลางต้น และปลายยอด น ามาปักช าในกระถางขนาด 12 นิ้ว กระถางละ 10 ท่อน 
จ านวน 10 ซ้ า บันทึกจ านวนกิ่งท่ีแตกยอดใหม่ จากก่ิงที่ปักช า แล้วน าไปวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย 

5. ศึกษาการงอกของเมล็ดที่ความลึกของระดับดินระดับต่าง ๆ  
 วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
  กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
  กรรมวิธีที่ 2 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 3 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 4 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 5 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 
  กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 

บรรจุดินใส่กระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ให้ผิวดินห่างจาก
ขอบบนของกระถาง 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เซนติเมตร น าเมล็ดที่แก่และมีลักษณะสมบูรณ์ จ านวน 100 
เมล็ด โรยลงให้ทั่วกระถาง แล้วเติมดินจนถึงระดับห่างจากขอบบนของกระถาง 5 เซนติเมตร บันทึก จ านวนเมล็ด
งอกในแต่ละกรรมวิธีทุกวัน นาน 60 วัน หรือจนกว่าเมล็ดจะงอกหมด 

- เวลาและสถานที่   
ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 ณ ภาคต่างๆ ของประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ (จังหวัด

เชียงราย แม่ฮ่องสอน ล าปาง และอุตรดิตถ์) ภาคกลาง (จังหวัดนครสวรค์ นครปฐม ลพบุรี สระบุรี สุพรรณบุรี 
และอยุธยา) ภาคตะวันออก (จังหวัดจันทบุรี ตราด ปราจีนบุรี และระยอง ) ภาคตะวันตก (จังหวัดกาญจนบุรี ตาก 
และราชบุรี) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัดนครราชสีมา นครพนม บุรีรัมย์ ร้อยเอ็ด ศรีสะเกษ และหนองคาย) 
และภาคใต้ (จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ระนอง นครราชสีมา และสงขลา) และศึกษาชีววิทยา ในห้องปฏิบัติการ และ
เรือนทดลอง กลุ่มวิจัยวัชพืช  
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การทดลองที่ 2.3.5 ชีววิทยาของเทียนนา (Ludwigia hyssopifolia (G. Don) Excel 
Biology of Ludwigia hyssopifolia (G. Don) Excell  
 วิธีปฏิบัติการทดลอง  

 1) การส ารวจและเก็บตัวอย่าง  
เก็บตัวอย่างในพ้ืนที่แปลงปลูกข้าวในภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดสุพรรณบุรี อ่างทอง สิงห์บุรี ชัยนาท และ

นครสวรรค์ ภาคเหนือ ได้แก่ เชียงราย เชียงใหม่ ล าพูน พิษณุโลก ก าแพงเพชร และพิจิตร และ
ตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ นครราชสีมา อุบลราชธานี  

บันทึกข้อมูล บันทึก สถานที่หรือพิกัด สภาพนิเวศ ชนิดพืชปลูก ลักษณะวัชพืช การถูกท าลายโดยศัตรูพืช
ตามธรรมชาติ วัน/เดือน/ปีที่ส ารวจ 

 2) ศึกษาการงอกในห้องปฏิบัติการ  
น าเมล็ดที่เก็บจากท่ีต่างๆ มารวมกัน นับเมล็ด จ านวน 100 เมล็ด ใส่ในจานแก้ว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

9.5 เซนติเมตร ที่บรรจุกระดาษกรอง 1 แผ่น และเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดฝา จ านวน 10 ซ้ า น าไปวางใน
ห้องปฏิบัติการ สภาพอุณหภูมิห้อง  

บันทึกข้อมูล จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน ในระยะเวลา 30 วัน หรือจนเมล็ดงอกหมด 
3) การงอกในสภาพเรือนทดลอง  

น าเมล็ดเทียนนาที่เก็บจากที่ต่างๆ มารวมกัน แล้วนับเมล็ดที่ จ านวน 100 เมล็ด โรยในกระถางเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 20 เซนติเมตร  ที่บรรจุดินจนถึงขอบล่างของกระถาง จ านวน 10 กระถาง รดน้ าให้ความชื้นทุกวัน  

บันทึกข้อมูล จ านวนเมล็ดงอกทุกวัน นาน 30 วัน หรือจนกว่าเมล็ดงอกหมด 
4) การเจริญเติบโต และความสามารถในการผลิตเมล็ด  

วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 5 ซ้ า 4 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
 กรรมวิธีที่ 1. ต้นวัชพืชจ านวน 1 ต้นต่อกระบะ 
 กรรมวิธีที่ 2. ต้นวัชพืชจ านวน 3 ต้นต่อกระบะ 
 กรรมวิธีที่ 3. ต้นวัชพืชจ านวน 5 ต้นต่อกระบะ 
 กรรมวิธีที่ 4 ต้นวัชพืชทั้งหมดที่งอก 

หว่านเมล็ดเทียนนา จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอน
ออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง จ านวนกรรมวิธีต่างๆ ตาม
กรรมวิธีของ ศิริพร และคณะ, 2558  

บันทึกข้อมูล ความสูงต้น จ านวนกิ่ง ทุกสัปดาห์ วันที่ออกดอก ติดผล จ านวนผลต่อต้น และจ านวนเมล็ดต่อ
ผลของพืชแต่ละต้นในแต่ละกระบะ  

5) ความสามารถในการขยายพันธุ์ จากส่วนของต้น 
วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 10 ซ้ า 3 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

 กรรมวิธีที่ 1 ปักช าชิ้นส่วนจากโคนต้น 
 กรรมวิธีที่ 2 ปักช าชิ้นส่วนจากกลางต้น 
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 กรรมวิธีที่ 3 ปักช าชิ้นส่วนจากปลายยอด 
หว่านเมล็ดวัชพืช จ านวน 100 เมล็ด ในกระบะปูนขนาด 1.5 ตารางเมตร หลังวัชพืชงอก 1 สัปดาห์ ถอน

ออก ให้เหลือเฉพาะต้นที่มีขนาดเท่ากัน (งอกวันเดียวกัน) ลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง เมื่อต้นมีอายุ 1 เดือน ถอน
และน าชิ้นส่วนเหนือดินของวัชพืชมาตัดแบ่งเป็นท่อนๆ ละ 5-10 เซนติเมตร เป็นท่อนพันธุ์ส าหรับปักช า แยกท่อน
พันธุ์ออกตามระยะห่างจากโคน ได้แก่ ท่อนโคน กลางต้น และปลายยอด น ามาปักช าในกระถางขนาด 12 นิ้ว 
กระถางละ 10 ท่อน จ านวน 10 ซ้ า  

บันทึกข้อมูล การแตกยอดใหม่ จากก่ิงที่ปักช า ทุกสัปดาห์ 
6) ศึกษาการงอกของเมล็ดที่ความลึกของระดับดินระดับต่างๆ 

วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 5 ซ้ า 6 กรรมวิธี ประกอบด้วย 
 กรรมวิธีที่ 1 วางเมล็ดบนผิวดิน 
 กรรมวิธีที่ 2 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 
 กรรมวิธีที่ 3 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 
 กรรมวิธีที่ 4 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 
 กรรมวิธีที่ 5 ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 
 กรรมวิธีที่ 6. ที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 

บรรจุดินใส่กระถางขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ให้ผิวดินห่างจากขอบบนของ
กระถาง 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เซนติเมตร น าเมล็ดที่แก่และมีลักษณะสมบูรณ์ จ านวน 100 เมล็ด โรยลงให้
ทั่วกระถาง แล้วเติมดินจนถึงระดับห่างจากขอบบนของกระถาง 5 เซนติเมตร 

บันทึกข้อมูล ความงอกของเมล็ดที่งอกโดยเปรียบเทียบในแต่ละกรรมวิธี 
- เวลาและสถานที่      

ท าการทดลอง ระหว่าง ตุลาคม 2562 - กันยายน 2564 (ระยะเวลา 2 ปี) ณ กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ พื้นที่นาข้าว และพ้ืนที่ท าการเกษตร 
 
 

กิจกรรมที่ 3  การจ าแนกชนดิศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

การทดลองที่ 3.1 การจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera dorsalis complex 
(Diptera: Tephritidae) ด้วยลักษณะทางพันธุกรรมในประเทศไทย 

Molecular Identification of Pest Species in Oriental Fruit Fly, Bactrocera dorsalis complex 
(Diptera: Tephritidae) Species Complex in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2560-2561) 
             วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยเพื่อน ามาศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
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      1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่การเกษตร และพ้ืนที่ป่า
ธรรมชาติ แต่เนื่องจากแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex  มีการเข้าท าลายพืชอาหารแตกต่างกัน  
ดังนั้นจึงต้องพยายามเก็บรวบรวมตัวอย่างตัวอ่อนจากพืชอาหารที่แมลงวันผลไม้เข้าท าลาย ให้มีความหลากหลาย
ที่สุด  โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ 
ภาคะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้) ซึ่งภายในหนึ่งปีสามารถเก็บตัวอย่างได้ 3 ภาค ภาคละ 3-5 
จังหวัด และในแต่ละจังหวัดจะเก็บสามจุดส ารวจ และใช้กับดักฟีโรโมนได้แก่ methyl Eugenol โดยติดตั้งใน 
พ้ืนที่เก็บตัวอย่างละ  5 อันต่อจุดส ารวจ  บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (Global Positioning System: GPS) โดย
แบ่งเป็น พื้นที่ต่าง ๆ ดังนี้  
 (1) แปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวา ฟักทอง ถั่วฝักยาว  
 (2) แปลงผลไม้ เช่น มะเฟือง ชมพู่ ฝรั่ง มะม่วง พุทรา 
 (3) พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เช่น สวนพฤกษศาสตร์ อุทยานแห่งชาติ 
รายละเอียดจังหวัดที่เป็นตัวแทนพ้ืนที่ปลูกพืชที่ต้องการไปเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้  
ปี 2560 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาค ดังนี้  

(1) ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี และนครนายก 
(2) ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ราชบุรี และเพชรบุรี 
(3) ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย น่าน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง และล าพูน 

ปี 2561 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาค ดังนี้  
  (1) ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 

(2) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด ขอนแก่น เลย หนองคาย หนองบัวล าภู บุรีรัมย์ สุรินทร์ และ
อุดรธานี  

(3)  ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง พังงา สตูล สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง ตรัง และ 
สงขลา   
          1.2 น าส่วนของพืชที่พบร่องรอยการเข้าท าลายของแมลงวันผลไม้มายังห้องปฏิบัติการ น าตัวอ่อนที่เหลือ
ใส่กล่องพลาสติกที่มีตะแกรงรองก้นซึ่งด้านล่างใส่ขี้เลื่อย  และน ากล่องพลาสติกใส่ในกรงผ้าเพ่ือเลี้ยงตัวอ่อนให้
เจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยเจริญออกมาให้อาหาร คือ น้ าตาลผสม บรีเวอร์ยีสต์ในอัตรา 1:4 เพ่ือให้สีบนล าตัว
พัฒนาได้ด ี
    1.3 จ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้จากแนวทางวินิจฉัยด้วย The Bactrocera dorsalis complex of fruit 
flies (Diptera: Tephritidae: Dacinae) in Asia (Drew and Hancock, 1994 ) และ  Keys to the Tropical 
Fruit Flies of South-East Asia (Tephritidae: Dacinae) (Drew and Romig, 2016) 
   1.4 น าตัวเต็มวัยบางส่วนดองไว้ในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสเพ่ือรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
    1.5 เตรียมตัวอย่างตัวเต็มวัยบางส่วนเพื่อใช้ในการจ าแนกชนิดและเป็นข้อมูลอ้างอิงในพิพิธภัณฑ์   โดยใช้
ตัวอย่างตัวเต็มวัยที่อบแห้งหรือฆ่า ด้วยเอทิลอะซิเตท  หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว  แช่ในช่องน้ าแข็ง 1 - 2  ชั่วโมง  
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วิธีนี้จะท าให้สีไม่เปลี่ยนแปลงไป  เมื่อได้ตัวอย่างแล้ว ใช้เข็มขนาดเล็ก (micropin) แทงบริเวณ ด้านข้างของส่วน
อกใต้ปีก ให้ไปทางด้านหน้าของล าตัว  แล้วจึงเสียบ micropin กับโฟมหรือ ค๊อกขนาดเล็กที่มีเข็มปักแมลงเสียบ
อยู่  โดยมีป้ายเล็ก ๆ บันทึกก ากับ  บอก สถานที่ วัน เดือน ปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก  แยกบันทึกชื่อพืช ที่
เก็บมา  และชื่อแมลงที่จ าแนกได้อีก 1 ป้าย 
2. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (ด าเนินการปี 2560-2561) 
      2.1 น าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดีเอ็นเอ  
(DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตาม Boontop, 2016 ร่วมกับค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (ISOLATE 
II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท โดยน าขาด้านขวาจ านวนสามข้างของขา
แมลงวันผลไม้ (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ตัวอย่าง
แมลงที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือเป็น Voucher specimen) เติม lysis buffer GL ปริมาณ 
180 ไมโครลิตร และ protinase K solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟิน 
(paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 20 ชั่วโมง แล้วเติม 
lysis buffer G3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เขย่าให้สม่ าเสมอ  
เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นดูดสารละลาย
ทั้งหมดใส่ใน ISOLATE II Genomic DNA tube ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 
11,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม wash buffer GW1 ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่
เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม wash buffer GW2 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 
11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ท้ิงของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีอีกครั้ง ย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ในหลอดทดลองขนาด
เล็ก (microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และชะล้างอีเอ็นเอด้วยสารละลาย elution buffer G ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอ ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 
       2.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้คู่ไพร
เมอร์ดังนี้ 
Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 

เตรียมปฏิกิริยา PCR  ปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  

   1 reaction  (ไมโครลิตร) 

5X Buffer  5 
MyTag  0.1 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



139 
 

ddH2O  15.9 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   25 
 

น าปฏิกิริยา PCR ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial-denaturing ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วย denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
(ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 35 รอบ) จากนั้น final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
     2.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) โดย
หยดผลิตภัณฑ์ PCR  ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1.5 % และให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 
TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ 400 mp เป็นเวลา 45 นาที  
     2.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์  โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ PCR ของแมลงวันผลไม้ที่ได้ไปท าให้ผลิตภัณฑ์ 
PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี   
    2.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท าการวิเคราะห์ 
โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่น ามาศึกษาทั้งหมด (sequence assembly) โดย
โปรแกรมที่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ (assemble) ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence 
Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999). 
    2.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดน าผลที่ได้มาตรวจสอบชนิด กับ
ฐานข้อมูล Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวมฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ จากทั่วโลกอีก
ครั้ง เพ่ือยืนยันความถูกต้องข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด และข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้จะถูกเก็บบันทึก และรายงาน
เพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้เป็นดีเอ็นเอ
อ้างอิงที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช  

2.7 ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพ่ือยืนยันความถูกต้องในการจัดจ าแนก โดยการประมวลผลและ
วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สองเกณฑ์มาตรฐาน 2 ประเภท คือ Maximum Likelihood และ Bayesian Inference 
โดยการเตรียมชุดข้อมูลที่จะใช้ในการวิเคราะห์ในแต่ละวิธี ดังนี้  Maximum Likelihood (ML) เตรียมไฟล์ .phy 
ใช้โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ในการวิเคราะห์ ก าหนดค่า model of evolution แบบ 
GTRGAMMA วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มวิเคราะห์จาก random starting tree และ 
ก าหนดค่า 1000 ซ้ า ส าหรับ maximum likelihood bootstrap Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ .nexus 
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ใช้โปรแกรม MrBayes (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) 
ค่ า ตั้ ง ต้ น ที่ ใ ช้ ใ น ก า ร วิ เ ค ร า ะห์ ดั ง นี้  Mcmc startingtree=user ngen=1 0  0 0 0  0 0 0  temp=0 . 2 5 
nruns=4samplefreq=1000 pintfreq=1000 nchains=4 savebrlens=yes stoprules=yes stopval=0.01; 
ปรับค่ า  generation temperature substitution model parameters จ านวน  generation และ burnin 
เพ่ือให้ได้ concensus topology ตรวจสอบความเชื่อมั่นของผลวิเคราะห์ด้วย cumulative and compare 
functions โดย AWTY (Nylander et al., 2008) 
- การบันทึกข้อมูล 
1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมลงวันผลไม้ที่ใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่งประกอบด้วย
พิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้แต่ละชนิด และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
3) ชื่อวิทยาศาสตร์ของแมลงวันผลไม้ พร้อมทั้งรายละเอียดของพืชอาหารที่พบแมลงวันผลไม้เข้าท าลาย เช่น ชนิด
พืช และชื่อวิทยาศาสตร์  
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 
สถานที่ :   1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ในภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก  ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้ 
      2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 3.2 การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดและชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripinae (Thysanoptera:  
Thripidae) ที่พบในกล้วยไม้ในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
DNA Barcoding for Identification of Thirps in Subfamily Thripinae  (Thysanoptera: 
Thripidae) in Orchids in the Middle part of Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
    การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
    ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยไฟในแหล่งปลูกกล้วยไม้ในเขตภาคกลางของประเทศไทย เช่น 
นนทบุรี ปทุมธานี นครปฐม สมุทรสาคร ราชบุรี เป็นต้น เพ่ือศึกษาจ านวนชนิดของเพลี้ยไฟในกล้วยไม้ โดยใช้
วิธีการตีหรือเขย่าส่วนของพืช เช่น ใบ และดอก ให้เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่รองรับ และใช้พู่กันเขี่ยเพลี้ยไฟ
แต่ละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA (Alcohol 60%: Glycerine: Acetic acid อัตราส่วน 10:1:1) ส าหรับศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาและ แอลกอฮอล์ 95% ส าหรับศึกษาล าดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I 
(COI) รวมทั้งเก็บตัวอย่างที่มีชีวิตด้วย บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได้ เช่น พืชที่เก็บ ส่วนของพืชที่เก็บ 
สถานที่เก็บ ค่าพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วันที่เก็บ และชื่อผู้เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟ น าตัวอย่างทั้งหมดที่
รวบรวมได้กลับไปยังห้องปฏิบัติการ และน าตัวเต็มวัยไปท าสไลด์ถาวร 

วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟ มีขั้นตอนดังนี้ 
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 - ย้ายตัวอย่างเพลี้ยไฟจากขวดลงเก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 60 % แช่ทิ้งไว้อย่างน้อย 24 ชั่วโมง 
 - ย้ายลงในโซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) 5% เพ่ือท าให้สีของเพลี้ยไฟจางลง เวลาที่ใช้ขึ้นอยู่
กับชนิดของตัวอย่างเพลี้ยไฟ เจาะส่วนท้องของเพลี้ยไฟบริเวณต้นขาของขาหลังด้วยเข็มแหลมขนาดเล็ก เพ่ือให้
ของเหลวภายในออกจากตัวเพลี้ยไฟ 
 - ย้ายเพลี้ยไฟที่เจาะแล้วลงในน้ ากลั่น จากนั้นน าไปแช่ในแอลกอฮอล์ 50 % ทิ้งไว้ 2 – 3 นาท ี
 - ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 60 % ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง 
 - ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 70 % ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
 - ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 80 % ทิ้งไว้ 20 นาท ี
 - ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 95 % ทิ้งไว้ 10 นาท ี
 - ย้ายลงในแอลกอฮอล์ 100 % ทิ้งไว้ 5 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
 - ย้ายลงในโคลฟออย (clove oil) เพ่ือให้ตัวอย่างของเพลี้ยไฟใส แช่ทิ้งไว้ 20 – 30 นาที 
 - หยดแคนาดาบัลซัม (Canada balsam) ซึ่งเป็นน้ ายาเมาท์สไลด์ (Mounting media) เพียงเล็กน้อยลง
บนแผ่นแก้วปิดสไลด์ ป้ายเพลี้ยไฟลงในหยดแคนาดาบัลซัมลงบนกึ่งกลางของแผ่นสไลด์แก้ว ค่อยๆคว่ าแผ่นสไลด์
ช้าๆ จนกระทั่งจรดแผ่นแก้วปิดสไลด์ รีบพลิกแผ่นสไลด์แก้วให้ด้านแผ่นแก้วปิดสไลด์กลับขึ้นด้านบน น าไปอบให้
แห้ง วาดภาพลักษณะส าคัญทางอนุกรมวิธานของแมลงที่ได้ศึกษา 
     การศึกษาล าดับพันธุกรรม 
    น าตัวอย่างเพลี้ยไฟที่ได้จ าแนกชนิดเบื้องต้นภายใต้ stereo microscope (ตัวอย่างกลุ่มเดียวกับตัวอย่าง
ที่ใช้ท าสไลด์ถาวร) ที่เก็บรวมรวมได้จากแต่ละพ้ืนที่ไปศึกษาล าดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I 
(COI) ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 

วิธีการหาล าดับเบส COI ปรับปรุงจากวิธีการศึกษายีน COI ของ Karimi et al. (2010) 
ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 

 - บดตัวอย่างเพลี้ยไฟ 1 ตัวอย่างใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด้วย  
    sterilized polypropylene pestle โดยด าเนินการตามกรรมวิธีของชุดสกัด DNeasy  
   blood and tissue qiagen kit 
 - น าสารละลายที่ได้ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้น  
   น าเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นาที เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
 - ดูดสารละลายส่วนใสที่ได้ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
    (polymerase chain reaction) 

การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
 - ศึกษายีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนาด 642 bp และเป็น  
            Conserved region ของแมลงทุกชนิด (บาร์โค้ด) โดยใช้ universally conserved mtDNA  
   COI primers, LC01490 และ HC02198 (Folmer et al., 1994) 
 - น าสารละลายส่วนใสที่ได้จากข้อ 3 ท าปฏิกิริยากับ 10 mM dNTPs, 5 U/µl Amplitaq, 25  
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   mM MgCl2 , 10X PCR buffer, 20 mM sense and antisense primer ขั้นตอนและ 
   อุณหภูมิของขั้นตอนการท า PCR (Biomethra thermocycler) คือ 
  Initial denaturation   ที่ 94 ºC  3 นาที 
  Denaturation    ที่ 94 ºC  1 นาที 
  Annealing    ที่ 52 ºC         30 วินาที  
  Extension    ที่ 72 ºC         90 วินาที 
  Final extension   ที่ 72 ºC          30 นาท ี
  - หลังจากนั้นน าไป purified โดยด าเนินตามกรรมวิธีของชุดสกัด Bioneer’s PCR purification kit 
 การหาและวิเคราห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
 - ด าเนินการส่งผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้) และ
น าผลของล าดับเบสที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม BioEdit 7.0.5.2 (Hall,  1999), nBLAST program, MEGA4 
(Kimura, 1980) และ neighbor-joining tree (Saitou and Nei, 1987) เพ่ือหาความจ าเพาะเจาะจงของเพลี้ย
ไฟภายในแหล่งเดียวกันและระหว่างแหล่งที่เก็บตัวอย่าง รวมถึงเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank และศึกษา
ความใกล้เคียงกันของเพลี้ยไฟแต่ละชนิด 
-การบนัทึกข้อมูล 
 พืชอาศัย สถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วันเดือนปีที่เก็บตัวอย่าง 
- เวลาและสถานที่ เดือน ตุลาคม 2559 ถึง เดือน กันยายน 2561 
   1. แปลงปลูกกล้วยไม้ในภาคกลางของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ห้องปฏิบัติการกลาง  
        กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 3.3 การส ารวจโรคและจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช 
Disease survey and DNA barcoding of plant pathogenic Cercosporoid fungi 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรากลุ่ม cercosporoid 
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรากลุ่ม cercosporoid จากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ จ.

เชียงใหม่ จ.เชียงราย จ.พะเยา จ.ล าพูน จ.อุตรดิตถ์ ภาคกลาง จ.สุโขทัย จ.พิษณุโลก จ. สุพรรณบุรี จ.นครสวรรค์ 
จ.นครปฐม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จ.นครราชสีมา จ.ขอนแก่น จ.สุรินทร์ จ.ศรีษะเกษ จ.อุดรธานี ภาคตะวันตก 
จ.ตาก จ.กาญจนบุรี จ.เพชรบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ.ราชบุรี ภาคใต้ จ.ชุมพร จ.สุราษฎร์ธานี จ.ตรัง จ.กระบี่ โดย
เลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้
ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะขึ้นปกคลุม เนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูล
รายละเอียดของการเก็บตัวอย่าง วันที่ พิกัด สถานที่ ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน าแยก
เชื้อให้บริสุทธิ์ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  

35 cycles 
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กรมวิชาการเกษตร ทั้งนี้ตัวอย่างโรคที่ใช้ในการศึกษา จะรวมถึงตัวอย่างแห้งของโรคพืชที่เกิดจากรากลุ่ม  
cercosporoid ที่เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ศึกษาลักษณะอาการของโรค และแยกราโดยตรงจากเนื้อเยื่อพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรค และจ าแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

stereo microscope หรือ ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน เมื่อพบราสร้าง
เส้นใยหรือ conidia น ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อราวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีด
ตัดขวางชิ้นส่วนพืช (cross section) ให้บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
compound microscope ถ่ายรูปและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

แยกราโดยวิธี Tissue transplanting และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
- แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 

มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ 
จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ศึกษาต่อไป 

- แยกราโดยวิธี dilution plate technique โดยใช้ปลายมีดผ่าตัดเบอร์ 11 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ตักเอา
ส่วนขยายพันธุ์ (fruiting body) ของราที่เจริญอยู่กลางแผล ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope จากนั้น
น ามาวางบนอาหาร PDA ที่หยดน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณ 1 มิลลิลิตร ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ เอียงจานเลี้ยงเชื้อโดย
วนเป็นลักษณะวงกลมนานประมาณ 1-3 นาที จากนั้นเทของเหลวที่อยู่ในจานเลี้ยงเชื้อ ลงบน PDA จานใหม่ หาก
ผิวหน้าอาหาร PDA เริ่มแห้ง ให้เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อประมาณอีกประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นท าซ้ าแบบเดิมอีก จนได้จานเลี้ยงเชื้ออย่างน้อย 3 จาน บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 10 วัน หาก
พบราเจริญขึ้นก่อนเวลา 10 วัน ให้ท าการคัดทิ้ง เนื่องจากราในกลุ่ม  cercosporoid เจริญช้า ซึ่งจะใช้ระยะ
เวลานานกว่า 10 วัน จึงจะพบ colony   

3. ศึกษา และจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
ศึกษารูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo และ compound 

microscope โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย conidiophore conidia ขนาด สี และโครงสร้างอ่ืน ๆ ของรา โดย
เปรียบเทียบลักษณะของรา cercosporoid ที่ศึกษากับคู่มือของ Deighton (1967, 1974, 1976 และ 1979) Ellis 
(1971) Braun (1995) และ Crous and Braun (2003) 

4. จ าแนกชนิดของรากลุ่ม cercosporoid สาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
 สกัดดีเอ็นเอ 
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 ตักและย้ายเส้นใยของรา cercosporoid ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอด
ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ และท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่
ละตัวอย่าง ไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท า Polymerase Chain Reaction (PCR) ของต าแหน่ง the 
Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990) ITS1/ITS4 (White et al., 1990) และ 

the translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) EF1-728F/EF1-986R (Carbone and Kohn, 1999) 
และ EF1-728F (Carbone and Kohn, 1999)/EF-2 (O’Donnell et al., 1998) ด้ วย  Green Hot Start PCR 
Master Mix (biotechrabbit™) ใช้  cycling และ condition ของปฏิกิ ริ ยาตามที่ ผู้ ผลิ ตแนะน า  ก าหนด 
annealing temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส   

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม gel 1% และผสม SERVA 
HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50,000 ผสม pcr product 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 
Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์  pcr product ไปยั ง บริษัท Macrogen Korea เ พ่ือท า  
purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 
sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 (http://www.geneious.com; 
Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้อง
ของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธี
เปรียบเทียบกับ type sequence 

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consensus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta ไฟล์) แต่ละ
ต าแหน่งมาจัดเรียง (align) เป็นชุดข้อมูล (dataset) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 2008) 
ตรวจสอบการจัดเรียงของชุดข้อมูล (alignment) ด้วยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) 
ใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) เพ่ือกรองส่วนที่เป็น ambiguous sequence  

ท า dataset ของแต่ละต าแหน่ง และ partitioned (combined) dataset ของต าแหน่ง TEF1 และ ITS 
บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ .nexus โดยใช้โปรแกรม Mesquite  

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดของรา cercosporoid โดยวิเคราะห์จากต าแหน่ง ITS และ TEF1 วิเคราะห์ combined 
dataset ของ TEF1 และ ITS (1,239 bases/taxa; TEF1 = 679, ITS = 560) ด้วย phylogenetic criteria คือ 
Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 
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2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิ เคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด maximum 
likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
 การบันทึกข้อมูล 

      บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา เชื้อราที่แยก
ได้เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ 
พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ 
consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรค
พืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป  

- เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
แปลงปาล์มน้ ามันในประเทศ 

 

การทดลองที่ 3.4 การส ารวจโรคและจัดท ารหัสดีเอ็นเอบาร์โค้ดของราสนิมสาเหตุโรคพืช 
Disease survey and DNA barcoding of plant pathogenic rust fungi 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1. เก็บ และรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราสนิม 
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากโรคราสนิมวงศ์ Pucciniales จากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย ในเขต

ภาคเหนือได้แก่ จังหวัด เชียงใหม่ เชียงราย พะเยา ล าพูน อุตรดิตถ์ ภาคกลางได้แก่ จังหวัด สุโขทัย พิษณุโลก 
สุพรรณบุรี นครสวรรค์ นครปฐม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ จังหวัด นครราชสีมา ขอนแก่น สุรินทร์ ศรีษะเกษ 
อุดรธานี ภาคตะวันตกได้แก่ ตาก กาญจนบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ ชุมพร สุราษฎร์ธานี 
ตรัง กระบี่ โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่
แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลที่เกิดจากราสนิมอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์ และลดความชื้นเพ่ือหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนจากเชื้อ
ราชนิดอ่ืนที่จะขึ้นปกคลุม บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะ
อาการของโรค จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดและท าการสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บใน
พิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร ทั้งนี้ตัวอย่างโรคที่ใช้ในการศึกษา จะ
รวมถึงตัวอย่างแห้งของโรคพืชที่เกิดจากราสนิม ที่เก็บรักษาในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

2. ศึกษา และจ าแนกชนิดของราสนิมสาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได้แก่ ลักษณะของ teliospore urediniopsore spermatia 

และลักษณะอื่นๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Stereo และ Compound เพ่ือบันทึกขนาด รูปร่างและบันทึกภาพ 
รวมถึงการบันทึกข้อมูลของพืชอาศัย จ าแนกชนิดราสนิม สาเหตุโรคพืช โดยเปรียบเทียบลักษณะของราสนิมที่
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ศึกษา กับคู่มือหรือวรรณกรรมของ Aime (2006) Cummins and Hiratsuka (2003) Cline et al. (2013) 
Kolmer et al. (2009) Ono and Aime (2006) และ Swann et al. (2001) 

 
3. จ าแนกชนิดของราสนิมสาเหตุโรคพืชโดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 

 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักชิ้นส่วนของราสนิมที่พบบนชื้นส่วนของพืช ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo ย้ายลง 
ในหลอดส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่
อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่ง the Large Subunit (LSU) 
Small Subunit (SSU) Internal Transcribed Spacer (ITS) และ Cytochrome Oxidase 3 (CO3) ด้วยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase และ Phusion DNA Polymerase ใช้ 
cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะน า ก าหนดใช้ค่า annealing temperature ของแต่ละ
ต าแหน่ง LSU SSU ITS และ CO3 ที่ 62 60 60 และ 58 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม gel 1% และผสม SERVA 
HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50,000 ผสม pcr product 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 
Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ pcr product ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท า 
purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 
sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 (http://www.geneious.com; 
Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้อง
ของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธี
เปรียบเทียบกับ type sequence 

- การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา เชื้อราที่แยกได้

เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ 
พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ 
consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรค
พืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป  
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- เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
แปลงปาล์มน้ ามันในประเทศ 

 

การทดลองที ่3.5 การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Alternaria สาเหตุโรคพืช 
DNA barcoding of plant pathogenic Alternaria 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1.  เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากรา Alternaria 
เก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการเป็นโรคซึ่งคาดว่าเกิดจากรา Alternaria จากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย โดย

เลือกเก็บส่วนของพืชที่แสดงอาการของโรค ได้แก่ ใบ ดอก ผล กิ่ง และล าต้น ห่อด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ใน
ถุงพลาสติก พร้อมแนบกระดาษบันทึกรายละเอียด ชื่อพืช สถานที่เก็บ วันที่เก็บ และลักษณะอาการของโรค บรรจุห่อ
ตัวอย่างโรคพืชลงในกล่องเก็บความเย็น เพ่ือน ามาจ าแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคในห้องปฏิบัติการ 

2.  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และจ าแนกชนิดของรา Alternaria 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืช 
ศึกษาลักษณะอาการของโรคและเชื้อสาเหตุโรคโดยตรงจากพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์  stereo 

microscope หรอื ท า moist chamber บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน เมื่อพบเชื้อราสร้างเส้นใย
หรือ conidia น ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อราวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวาง
ชิ้นส่วนพืช (cross section) ให้บาง ๆ และน ามาตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ compound 
microscope ถ่ายรูปและบันทึกลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อ 

แยกเชื้อรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 
แยกเชื้อราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 

มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10% เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์  
จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ศึกษาต่อไป 

พิสูจน์โรคตามวิธีการ Koch’s postulate 
น ารา Alternaria บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ในจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศา

เซลเซียส นาน 5 วัน จากนั้นใช้ cork boror ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดวุ้นอาหารบริเวณส่วนปลาย
เส้นใยของเชื้อรา น าไปปลูกเชื้อบนพืชชนิดเดิม ส าหรับกรรมวิธีเปรียบเทียบปลูกเชื้อด้วยชิ้นวุ้นอาหาร PDA ที่
ปราศจากเชื้อสาเหตุโรค เมื่อพืชเป็นโรคน าส่วนที่แสดงอาการเป็นโรคมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ตรวจดู เพ่ือยืนยันเชื้อ
สาเหตุโรคอีกครั้ง 
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ศึกษาลักษณะของรา  
น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของราบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใ ย conidia 
conidiophore และโครงสร้ า ง อ่ืน  ๆ  ภาย ใต้ กล้ องจุ ลทรรศน์  stereo microscope และ compound 
microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัดขนาดไว้ 

จ าแนกชนิดรา Alternaria สาเหตุโรคพืช 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Alternaria ที่ศึกษากับเอกสารการจัดจ าแนกรา Alternaria คือ 

Alternaria An Identification Manual (Simmons, 2007) 
เก็บรักษาสายพันธุ์รา 
เชื้อราที่แยกได้เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA slant 

ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  
จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 
ตัวอย่างโรคพืชที่เก็บมาได้ ส่วนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอย่างแห้ง แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
3.  จัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา Alternaria  
สกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) ของรา Alternaria  
โดยเลี้ยงรา Alternaria ที่ต้องการศึกษาในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิห้อง (25-27 องศา

เซลเซียส) ให้มีอายุประมาณ 7 วัน จากนั้นเขี่ยเส้นใยของราย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอโดยใช้
ชุดสกัดส าเร็จรูป ปฏิบัติตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต โดยก่อนสกัด จะเติมเอ็นไซม์ Proteinase K เพ่ือช่วยในการ
ย่อยผนังเซลล์ ใช้ที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร หลังจากสกัดได้ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) หาก
ยังไม่ท า PCR ทันที จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของรา Alternaria โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
the Internal Transcribed Spacer (ITS)  

  ITS1: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (White et al., 1990) 
  ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 

 the translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
  EF1-728F: CATCGAGAAGTTCGAGAAGG (Carbone and Kohn, 1999) 
  EF1-986R: TACTTGAAGGAACCCTTACC  (Carbone and Kohn, 1999) 
 Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenasebeta (GAPDH)  

gpd1: CAACGGCTTCGGTCGCATTG (Berbee et al., 1999) 
gpd2: GCCAAGCAGTTGGTTGTGC (Berbee et al., 1999) 
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น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ของต าแหน่ง the Internal Transcribed Spacer (ITS) the translation elongation factor 1-alpha 

(EF1-α) และ Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenasebeta (GAPDH) ด้วย Green Hot Start PCR 
Master Mix (biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing 
temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม 1% agarose gel และผสม 

SERVA HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50 ,000 ผสมผลิตภัณฑ์ PCR 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท า 
purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

วิเคราะห์และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 

sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 (http://www.geneious.com; 
Kearse et al., 2012) บันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของ
ชนิดของเชื้อราที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ 
type sequence 

การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consensus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta ไฟล์) แต่ละ

ต าแหน่งมาจัดเรียง (align) เป็นชุดข้อมูล (dataset) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 (Katoh and Toh, 2008) 
ตรวจสอบการจัดเรียงของชุดข้อมูล (alignment) ด้วยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016)  

ท า dataset ของแต่ละต าแหน่ง และ partitioned (combined) dataset ของต าแหน่ง ITS GAPDH 

และ EF1-α บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ .nexus โดยใช้โปรแกรม Mesquite 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 

 จ าแนกชนิดของ Alternaria โดยวิเคราะห์ concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ITS-GAPDH-EF1 

-α (1,780 bases/taxa; ITS = 569, GAPDH = 599 และ  EF1-α = 611) ด้ ว ย  phylogenetic criteria คื อ 
Maximum Likelihood (ML) มีรายละเอียดการวิเคราะห์ ดังนี้ เตรียมไฟล์ phy วิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML 
v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ 
ก าหนด maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 

จัดเก็บข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ 
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บันทึกและจัดเก็บข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ หรือ ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ซึ่งเป็นลักษณะประจ าพันธุ์
ของราในแต่ละตัวอย่าง และเก็บดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ ไว้ที่อุณภูมิ –40 องศาเซลเซียส ที่กลุ่มงานวิทยาไมโค 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช เพ่ือใช้ศึกษาในด้านอ่ืนๆต่อไป    

- เวลาและสถานที่ 
เวลา   เริ่มต้น  ตุลาคม 2559    สิ้นสุด  กันยายน 2562 

 สถานที ่ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
 

การทดลองที่ 3.6 การตรวจวินิจฉัยชนิดของแตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae) ศัตรู
ธรรมชาติของแมลงศัตรูข้าวโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
Species identification of egg parasitoids subfamily Telenominae (Platygastridae) in rice 
paddies using molecular technique 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การเก็บและรักษาตัวอย่างแตนเบียนไข่ (Taxonomic sampling and specimen vouchering) 

แตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae) ศัตรูธรรมชาติของแมลงศัตรูข้าว จะถูกเก็บด้วย 
2 กรรมวิธีประกอบไปด้วย 1) การเก็บตัวอย่างแห้ง ซึ่งจะเก็บในห้องที่มีความชื้นสัมพัทธ์และอุณหภูมิต่ า และ 2) 
การเก็บตัวอย่างสดเพ่ืองานวิจัยทางชีวโมเลกุล ทั้งนี้ใช้ 4 วิธีพ้ืนฐานทางกีฏวิทยาในการเก็บตัวอย่างได้แก่ สวิงโฉบ
แมลง Yellow Pan Trap (YPT), Malaise trap และ Slam trap. การใช้ YPT จะท าการเก็บแมลงทุกวันโดยทิ้ง
ระยะเวลา 24 ชั่วโมงโดยวางกับดักเวลา 08:00 นาฬิกา และท าการเก็บแมลงในช่วงเช้าวันถัดไประหว่างเวลา 
09:00 – 10:00 นาฬิกา และวางกับดัก Malaise trap และ Slam trap สามารถเว้นระยะเวลา 5-10 วัน น าแมลง
ออกจากกับดักโดยใช้ ตาข่ายความละเอียดพิเศษ (fine-mesh aquarium net) เก็บตัวอย่างใน ethanol ความ
เข้มข้น 95%หลังจากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอเพ่ือเตรียมตัวอย่างแห้ง และ
รอไว้เพ่ืองานวิจัยทางด้านสกัด ดี เอ็น เอ 
 การจัดจ าแนกโดยศึกษาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Specimens identification)  

แมลงที่เก็บได้จากแปลงปลูกข้าวทั้งในและนอกฤดูปลูก จะถูกจัดจ าแนกในระดับอันดับ (order) โดยใช้
การวินิจฉัยของ Goulet & Huber (1993) แมลงในกลุ่มเป้าหมาย Hymenoptera จะถูกแยกกลุ่มในระดับ 
Superfamily การจัดแบ่งในหมวด วงศ์และสกุล (Family และ genus) ด าเนินการเฉพาะในกลุ่มที่ต้องการศึกษา 
Platygastroidea (Platygastridae) เอกสารหลักท่ีใช้ในการจัดจ าแนกได้แก่ “Hymenoptera of the world: an 
identification guide to families” (Masner 1993) และความร่วมมือจากนักวิจัยจากประเทศแคนนาดา 
(CNCI:Canadian National Collection of Insects) การศึกษาภายใต้กล้อง stereo microscope ใช้โปรแกรม
การถ่ายภาพ  AutoMontage หรือ  Cartograph extended-focus โดยใช้  JVC KY-F75U digital camera, 
Leica Z16 APOA โดยความร่วมมือกับพิพิธภัณฑ์แมลง สถาบันสมิธโซเนียน กรุงวอชิงตัน ดี ซี ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 การสกัด เพิ่มปริมาณและได้ลายพิมพ์ ดี เอ็น เอ (DNA extractoin, amplification, and sequencing) 
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ท าการสกัด ดี เอ็น เอ ด้วยวิธี การสกัดเพ่ือการเก็บรักษาตัวอย่าง (non-destructive DNA extraction 
protocol) ข้อดีของวิธีนี้คือหลังจากท าการสกัด ดี เอ็น เอ ยังสามารถเก็บตัวอย่างเพ่ือใช้อ้างอิงต่อไป (voucher 
specimens) วิธีการสกัด ดี เอ็น เอ ชนิดนี้ ด าเนินการตามวิธีการ DNeasy extraction protocol (Qiagen Inc.) 
as modified for Hymenoptera by C.D. Zhu & J.S. Noyes at the British Museum of Natural 
(unpublished) ท าการเพ่ิมปริมาณ ดี เอ็น เอ โดยใช้ Primer ส าหรับ mitochondrial protein-coding gene 
cytochrome oxidase I (COI) ได้แก่ FR-COI primer GGA GGA TTT GGA AAT TGR YTW RTT CC (F), ACT 
GTA AAT ATR TGA TGW GCT CA (R) (Simon et al., 1994) และ  HCO/LCO primer TAA ACT TCA GGG 
TGA CCA AAA AAT CA (F), GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G (R) (Folmer et al., 1994) อุณหภุมิ
และสภาพในการเพ่ิมปริมาณ ดี เอ็น เอ (DNA amplification profile) ด าเนินการตาม Taekul et al. (2013) 
การท า ให้ ผลผลิต  PCR บริสุทธิ์ โ ดยการใช้  QIAquick PCR purification kit (Qiagen) protocol ก่อนส่ ง 
sequencing ผลผลิตจากการ sequence น ามาปรับความสม่ าเสมอของลายพิมพ์ ดีเอ็นเอ (both direction) โดย
ใช้ Sequencher v4.0. 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 

ด าเนินการตรวจสอบคุณภาพ ดีเอ็นเอ จากโปรแกรม Sequencer และ DNA-STAR หลังจากนั้นท าการ
จัดจัดเรียงลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (alignment) ของแต่ละชนิดโดยใช้โปรแกรม MEGA คัดเลือกตัวแทนของลายพิมพ์ดี
เอ็นเอที่มีลักษณะเหมือนกัน (100 % identical) ออกมาชนิดละ 1 เส้น หลังจากนั้นด าเนินการสร้างแผนภูมิ
รูปภาพความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ โดยมีแนวทางการสร้างแผนภูมิ 3 รูปแบบหลัก ได้แก่ 1) การวัดระยะระหว่าง
ล าดับเบสหรือ distance method (neighbor joining)  2) การหาแผนภูมิที่เหมาะสมจาก แนวทางการสรุปค่าที่
น่าเชื่อถือที่สุด (optimal criteria) หรือ parsimony .ใช้โปรแกรม TNT และ 3) การหาค่าความสัมพันธ์แผนภูมิ
จากอัตตราการเปลี่ยนแปลงทางวิวัฒนาการโดยมี (rate of evolution) ของแต่ละล าดับเบสหรือ statistical 
analysis จากการศึกษาใช้วิธี  Maximum likelihood โดยด าเนินการวิเคราะห์จากโปรแกรม MEGA โดย
ด าเนินการสุ่มจ านวน 1000 ครั้งใช้ค่า Boostrap เป็นค่าสนับสนุนในแต่ละกลุ่ม วิเคราะห์และคัดเลือกแผนภูมิที่
เหมาะสมที่สุด โดยเปรียบเทียบจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ ผลจากการเทียบตัวอย่างลายพิมพ์ ดี เอ็น เอ 
บน GenBank (standard nucleotide BLAST) 
 การลงทะเบียนและระบบฐานข้อมูลแตนเบียนไข่ในประเทศไทย (Biodiversity Informatics) 

การค้นพบชื่อวิทยาศาสตร์ชนิดใหม่จะด าเนินการตีพิมพ์และขึ้นทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek 
et al., 2005) รวมถึงสถานที่ ที่ค้นพบ รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย (taxonomic description) ด าเนินการ
ตามแบบมาตรฐานของ Pyle et al. (2008) และ Johnson et al. (2008) ตัวอย่างแมลงทั้งหมดรวมถึงตัวอย่าง
หลังจากการสกัด DNA (voucher specimen) จะถูกเก็บรวบรวม พร้อมทั้ง ลงบันทึกเขตการแพร่กระจาย แหล่ง
ที่เก็บ แมลงอาศัย บันทึกในระบบฐานข้อมูลท้องถิ่น โดยการใส่บาร์โค้ด Number ของแต่ละตัวอย่าง เก็บรวมรวม
ตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร ส่งเข้าสู่ระบบฐานข้อมูล GenBank ในประเทศสหรัฐอเมริกา หรือ
ฐานข้อมูลอื่นอาทิ DNA Data Bank ของประเทศญิ่ปุ่น (ฐานข้อมูล เอเซีย) ฐานข้อมูล GBIF (Global Biodiversity 
Information Facility) ส่งเข้าสู่ระบบฐานข้อมูล EoL(Encyclopedia of Life) ส่งเข้าสู่ระบบฐานข้อมูล HOL 
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(Hymenoptera online Database) นอกจากนี้ หลังจากตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการแล้ว ส่งลายพิมพ์ ดี เอ็น 
เอ เพื่อเก็บลงบนฐานข้อมูล GenBank ต่อไป 

- เวลาและสถานที่ 
ด าเนินการศึกษาระหว่างเดือน ตุลาคม 2559 ถึงเดือน กันยายน 2561 โดยเก็บตัวอย่างแตนเบียนไข่จาก

แหล่งปลูกข้าวที่ส าคัญของประเทศได้แก่จังหวัด สุพรรณบุรี อยุธยา นครนายก ชัยนาท นนทบุรี ลพบุรี สิงห์บุรี 
นครราชสีมา สุรินทร์ บุรีรัมย์ ศรีสะเกษ อุบลราชธานี เป็นต้น โดยวางกับดักแบบถ้วยสีเหลือง (Yellow Pan 
Trap) โดยวางกับดักทั้งฤดูที่มีการปลูกข้าวและไม่มีการปลูกข้าว ทั้งนี้ในนอกฤดูจะท าการเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่ไกล้
เคียงแปลงปลูก เพ่ือศึกษาถึงพืชอาศัยใกล้เคียงของแมลงศัตรูข้าว (alternative hosts) ของแตนเบียนไข่ วางกับ
ดักผ้ามุ้ง (Malaise Trap) จ านวน 3 จุดในแต่ละพ้ืนที่ที่ปลูกข้าวโดยไม่ใช้สารเคมีควบคุมศัตรูพืชดังต่อไปนี้ 

- แปลงปลูกข้าวอินทรีย์ สวนเฉลิมพระเกียรติ กรมวิชาการเกษตร 
- แปลงปลูกข้าวเพ่ือพยากรณ์การระบาด ศูนย์วิจัยข้าวชัยนาท กรมการข้าว 
- แปลงปลูกข้าวอินทรีย์ ศูนย์วิจัยข้าวปราจีนบุรี กรมการข้าว 

การบันทึกข้อมูล 
หลังจากเก็บตัวอย่างท าการบันทึกข้อมูลรายละเอียดแต่ละตัวอย่างที่เก็บตาม ISPM No.6 (FAO, 2006b) 

ได้แก่ แหล่งที่เก็บ พิกัดทางภูมิศาสตร์ พืชอาศัย วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่าง เทคนิคการเก็บตัวอย่าง ชื่อผู้เก็บ
ตัวอย่าง เป็นต้น การลงทะเบียนและระบบฐานข้อมูลแตนเบียนในประเทศไทย หากมีการค้นพบชื่อวิทยาศาสตร์
ชนิดใหม่ ด าเนินการตีพิมพ์และขึ้นทะเบียนกับ IZCN-Zoobank (Polaszek et al. 2005) รวมถึงสถานที่ ที่ค้นพบ 
รูปแบบการเขียนตีพิมพ์ผลงานวิจัย (taxonomic description) ด าเนินการตามแบบมาตรฐานของ Pyle et al. 
(2008) และ Johnson et al. (2008) เก็บรักษาตัวอย่างแมลงทั้งตัวอย่างสดและตัวอย่างแห้ง ณ พิพิธภัณฑ์แมลง 
ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

การบันทึกข้อมูลในระบบ BOLD (Barcode of Life Data System) ด าเนินการส่งข้อมูล (upload) ใน
ฐานข้อมูล BOLDsystem (www.boldsystems.org) โดยตัวอย่างแต่ละชนิดมีรายละเอียดประกอบด้วย ภาพถ่าย
ตัวอย่าง ลายพิมพ์ ดี เอ็น เอ แหล่งที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บตัวอย่าง พิกัดภูมศาสตร์ เทคนิคการเก็บตัวอย่าง ไพรเมอร์
ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณ ดี เอ็น เอ เป็นต้น  
 

การทดลองที่ 3.7 ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกชนิดแมงมุมแม่ม่ายสกุล Latrodectus ในประเทศไทย 
DNA Barcoding for Identification Spider Fauna in genus   Latrodectus in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2560-2562) 
             วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยแมงมุมแม่ม่ายเพื่อน ามาศึกษาดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด  
      1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายตามใต้โต๊ะ เก้าอ้ี ใต้พ้ืนรถยนต์ 
แปลงมันส าปะหลัง และขอบชายป่า ทั้งช่วงเวลากลางวันและกลางคืนโดยสังเกตใยที่ใช้ในการดักเหยื่อ ท าการเก็บ
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ตัวอย่างแมงมุมโดยวิธีจับโดยตรงด้วยหลอดพลาสติกใส โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ 18 จังหวัด ทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย ภาคเหนือได้แก่ ล าปาง น่าน แพร่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ นครรราชสีมา ขอนแก่น 
ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ อุบลราชธานี ภาคกลางได้แก่ กรุงเทพมหานคร ชัยนาท เพชรบูรณ์ พิษณุโลก ภาคตะวันออก
ได้แก่ ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ภาคตะวันตกได้แก่ กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ สุราษฎร์ธานี 
บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (Global Positioning System: GPS) โดยแบ่งเป็น พื้นที่ต่างๆ ดังนี้  
 (1) แปลงผลไม้ พืชไร่  
 (2) โกดังสินค้า  
 (3) พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เช่น  สวนพฤกษศาสตร์  อุทยานแห่งชาติ 
รายละเอียดจังหวัดที่เป็นตัวแทนพ้ืนที่ที่ต้องการไปเก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่าย  
 
ปี 2560 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  

(1) ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สมุทรสงคราม สมุทรปราการ นนทบุรี อยุธยา สระบุรี ก าแพงเพชร 
(2) ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ตาก และประจวบคีรีขันธ์ 

 
ปี 2561 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  

(3)  ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 
(4) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด นครราชสีมา ขอนแก่น เลย หนองคาย หนองบัวล าภู  

ปี 2562 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 2 ภาคดังนี้  
 (1)  ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัด เพชรบูรณ์ พิษณุโลก น่าน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง และล าพูน 
 (2)  ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พังงา พัทลุง ตรัง และสงขลา                       
    1.2 น าตัวอย่างที่ได้มาฆ่าด้วยขวดน็อคแมลงที่บรรจุด้วยสารเอทิลอะซิเตต จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างแมง
มุมในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 95% เพ่ือน าไปศึกษาดีเอ็นเอ ส าหรับตัวอย่างที่ต้องการเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ให้
เก็บรักษาในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75%  
    1.3 บันทึกชื่อแมงมุม วันที่จับ สถานที่จับ ชื่อผู้เก็บ ลงในป้ายกระดาษขาวแผ่นเล็ก ๆ แล้วใส่ลงใน
หลอดแก้วที่ดองแมงมุม 
    1.4 เก็บรักษาตัวอย่างแมงมุมที่ศึกษาดีเอ็นเอไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรักษา
คุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
 2. การศึกษาอนุกรมวิธาน (ด าเนินการปี 2560-2561) 
    - วิธีการเตรียมตัวอย่าง 
 น าตัวอย่างออกจากหลอดแก้วโดยใช้พู่กันเขี่ยตัวอย่างให้ขึ้นมาด้านบนของหลอดแก้ว ใช้คีมคีบตัวอย่าง
ออกมาและใช้เข็มเขี่ยเขี่ยขาแมงมุมให้กางออก วางตัวอย่างไว้ในจานแก้วที่มีที่มีซิลิกาเจลสีขาวและถูกแช่ด้วย
แอลกอฮอล์ 95 % ให้เต็ม จากนั้นน าไปวางไว้ใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคปรุ่น Olympus SZH-ILLD 
stereomicroscope ส าหรับการเตรียมอวัยวะเพศเมีย (epigynum) จะใช้เข็มเขี่ยเจาะรอบๆอวัยวะเพศ จากนั้น

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



154 
 

จึงดึง spermathecae และ copulatory duct ออกมาและน าไปแช่ในโปรติเนสเค (proteinase K) ประมาณ 3-
5 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดเนื้อเยื่อส่วนที่ไม่ต้องการออกไป จากนั้นน าไปล้างในน้ าสะอาด น า spermathecae และ 
copulatory duct ใส่ในหลอดแก้วขนาดเล็กแล้วจึงน ากลับไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม ส าหรับการเตรียม 
pedipalps ให้ดึงออกทางด้านซ้ายของตัวแมงมุมใส่จานแก้วที่มีแอลกอฮอล์ 75% จากนั้นน า 10% KOH มาต้มที่
อุณหภูมิ 60 0C ประมาณ 5-10 นาที และน ามาเทลงในจานแก้วที่มี pedipalp ให้ท่วมตัวอย่างโดยการเท
แอลกอฮอล์ 75 % ทิ้งไปก่อน แช่จนกระทั่งอวัยวะเพศผู้ขยายตัวออก จึงน าไปศึกษาดูรายละเอียดต่างๆ ใต้กล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จน า pedipalp ใส่ในหลอดแก้วขนาดเล็กและน ากลับไปแช่ใน
ขวดตัวอย่างเดิม 
 - การจ าแนกชนิด 
 น าตัวอย่างแมงมุม อวัยวะเพศเมีย และ อวัยวะเพศผู้ มาจ าแนกชนิดด้วยคู่มือวินิจฉัยการจ าแนกชนิดและ
จากต าราต่างๆ โดยเฉพาะเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในแถบทวีปเอเซีย ได้แก่ Yoshida 
(2003, 2009), Ono (2002), Song et al. (1999) จากนั้นบรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน วัดความยาวของทั้ง
ล าตัว ความยาวและความกว้างของ ส่วนหัวรวมกับส่วนอก (carapace) ความยาวและความกว้างของ ส่วนท้อง 
(abdomen) ความยาวของขาในแต่ละปล้อง ได้แก่ ปล้องที่ 3 (femur), ปล้องที่ 4 (patella), ปล้องที่ 5 (tibia), 
ปล้องที่ 6 (metatarsus), ปล้องที่ 7 (tarsus) บันทึกรูปและบรรยายลักษณะที่ส าคัญทางอนุกรมวิธาน เก็บและ
รักษาตัวอย่างแมงมุมไว้ในพิพิธภัณฑ์กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช 
 3. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (ด าเนินการปี 2561-2562) 
      3.1 น าตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดีเอ็นเอ 
(DNA Extraction) โดยใช้วิธกีารตามค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Tissue Genomic DNA Extraction 
Mini Kit; Favorgen, Taiwan) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท โดยใช้คีมคีบดึงขาด้านขวาของแมงมุมจ านวนหนึ่ง
ข้าง (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสทิ้งไว้ข้ามคืน (ตัวอย่างแมงมุมที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือเป็น Voucher 
specimen) เติม FATG1 buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และ Protinase K Solution (0.3g/ml) ปริมาณ 20 
ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง เติม RNase A (0.5g/ml) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แล้วเติม FATG2 buffer 
ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เขย่าให้สม่ าเสมอ  เติม
แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมด
ใส่ใน FATG Mini Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม W1 Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ
ตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการ
ตกตะกอน) จากนั้นเติม Wash Buffer ปริมาณ 750 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 2 นาทีอีกครั้ง ย้ายหลอด FATG Mini Column มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 
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ไมโครลิตร และชะล้างอีเอ็นเอด้วยสารละลาย Elution Buffer  ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอ ที่
ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในวิธีการต่อไป 
       3.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้คู่ไพร์
เมอร์ดังนี้ 
Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 

แมงมุมแม่ม่าย Latrodectus geometricus เตรียมปฏิกิริยา PCR  ปริมาตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  
   1 reaction  (ไมโครลิตร) 

Green mastermix  26 
ddH2O  20 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   50 
 
น าปฏิกิริยา PCR ใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial-denaturing ที่อุณหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (ท าซ้ า 
denaturing, annealing และ extension จ านวน 30 รอบ) จากนั้น final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
     3.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) โดย
หยดผลิตภัณฑ์ PCR  ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1.2 % และให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 
TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต ์400 mp เป็นเวลา 45 นาที  
     3.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์  โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ PCR ของแมงมุมแม่ม่ายที่ได้ไปท าให้
ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี   
    3.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท าการวิเคราะห์ 
โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมงมุมแม่ม่ายที่น ามาศึกษาทั้งหมด (Sequence assembly) โดย
โปรแกรมท่ีสามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ (assemble) ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence 
Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในแมง
มุมแม่ม่ายแต่ละชนิด ด้วยโปรแกรม ClustalW (Thomson et al., 1994) ศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอ
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ไทด์ของยีน COI ภายในและระหว่างชนิด ด้วยโปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) และ
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยวิธี Neighbor Joining (NJ)  และ 
Maximum Likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) 
    3.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดน าผลที่ได้มาตรวจสอบชนิด กับ
ฐานข้อมูล Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวมฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ จากทั่วโลกอีก
ครั้ง เพื่อยืนยันความถูกต้องข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด โดยใช้โปรแกรม BLASTn (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov) 
(Altschul et al., 1990) และ BOLD (Barcode of Life Data System; http://www.boldsystems.org) โดย
ข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดท่ีได้จะถูกเก็บบันทึกเพ่ือจัดเตรียมฐานข้อมูลและใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงตรวจสอบความถูกต้อง
ของชนิดแมงมุมในสกุลนี้ รวมทั้งน าไปใช้อ้างอิงทางวิชาการส าหรับงานอนุกรมวิธานและงานกีฏวิทยาด้านอ่ืนๆ 
ส าหรับดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้เป็นดีเอ็นเออ้างอิงที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมงมุม กลุ่ม
งานวิจัยไรและแมงมุม ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช    
- การบันทึกข้อมูล 
1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมงมุมแม่ม่ายที่ใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่งประกอบด้วย
พิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี สถานที่เก็บตัวอย่างแมงมุมแม่ม่ายแต่ละชนิด และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
3) ชื่อวิทยาศาสตร์ของแมงมุมแม่ม่าย เขตการแพร่กระจาย และแนวทางการวินิจฉัยชนิด 
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
สถานที่ :   1) พื้นที่ 18 จังหวดั ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ภาคเหนือได้แก่ ล าปาง น่าน แพร่ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ นครรราชสีมา ขอนแก่น ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ อุบลราชธานี ภาคกลางได้แก่ 
กรุงเทพมหานคร ชัยนาท เพชรบูรณ์ พิษณุโลก ภาคตะวันออกได้แก่ ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ภาคตะวันตกได้แก่ 
กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี ภาคใต้ได้แก่ สุราษฎร์ธานี  
   2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

การทดลองที่ 3.8 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจัดจ าแนกเชือ้รา Beauveria bassiana 
DNA barcode for identification of Beauveria bassiana 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. การเก็บตัวอย่างและแยกเชื้อรา B .bassiana จากแมลงที่เป็นโรคตามธรรมชาติ ดิน และสารชีว
ภัณฑ์    
 เก็บตัวอย่างแมลงที่เป็นโรค ดินจากแปลงปลูกพืชแปลงเกษตรกร ในเขตจังหวัดภาคเหนือ  (จังหวัด 
เชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง และอุตรดิตถ์ )  ภาคอีสาน (เลย หนองคาย และ อุบลราชธานี) ภาคกลาง ( เพชรบูรณ์ 
ก าเพชร )  ภาคตะวันตก ( ราชบุรี เพชรบุรี และกาญจนบุรี)  ภาคตะวันออก ( ตราด ระยอง และจันทร์บุรี) และ
ภาคใต้ (นครศรีธรรมราช สงขลา และชุมพร)  และสารชีวภัณฑ์ มาแยกเชื้อราดังกล่าวในอาหารเลี้ยงเชื้อรา MEA 
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(malt extract agar) ผสมสารปฏิชีวนะเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนแบคทีเรีย โดยวิธี แยกจากโครงสร้างของเชื้อรา
โดยตรง และส าหรับตัวอย่างดินจะท าการแยกเชื้อราโดยวิธี  insect – baiting technique บ่มเชื้อราไว้ที่
อุณหภูมิห้องในสภาพปลอดแสงประมาณ 2-3 วัน หลังจากนั้นแยกเชื้อราบริสุทธิ์ โดยวิธี hypal trip isolation ลง
ในอาหาร MEA และตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อราชนิดอ่ืนๆ อย่างละเอียด ก่อนเก็บเชื้อราไว้เป็น stock 
culture และเพ่ือจัดจ าแนก (identification) ทางด้านสัณฐานวิทยาเบื้องต้น และบันทึกผลการทดลอง 
 2. การตรวจสอบและจัดจ าแนกเชื้อ Beauveria spp. ในระดับชีวโมเลกุล  
   เลี้ยงเชื้อรา Beauveria spp. บนอาหาร MEA (Malt extract Agar) ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 7-10 วัน 
จากนั้นสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Prep man ultra (Applied Biosystems) โดยวิธีการขูดเส้นใย

ปริมาณเล็กน้อย ลงใน Eppendorf tube ขนาด 100 μl ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ จากนั้นท าการบดเส้นใยแล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ปั่นด้วยเครื่องปั้นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ  12,000 รอบต่อนาที (rpm) 
ประมาณ 10 นาที เก็บสารแขวนลอยดีเอ็นเอที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอต่อไป วัดคุณภาพ
และปริมาณดีเอ็นเอ โดยเครื่องวัดคุณภาพดีเอ็นเอ Nano Drop spectrophotometer เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดย
วิธีการ PCR (polymerase chain reaction)  คัดเลือก primer และหาอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม 
โ ด ย ใ ช้  primer ใ น ส่ ว น ข อ ง  rDNA (ITS1, ITS2, แ ล ะ  5.8 S rRNA Gene) คื อ  primer ITS F1(5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3)-ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (Gardes and Brun 1993, 

White et al., 1990) แ ล ะ  protein-code gene ไ ด้ แ ก่  partial of β-tubulin ; Bt2a (5-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCT-3)-Bt2b(5'-ACCCTCAGTGTAGTG ACCCTTGGC-3') (Glass and Donaldson 

1995) และ  translation elongation factor 1α  ได้ แก่  primer EF1F(5-TGCGGTGGTATCGA CAAGCGT-3 
และEF1R (5- AGCATGTTGTCGCCGTTG AAG-3) (Linnakoski et al., 2010) 

 ส่วนผสมปฏิกิริยา PCR 25 μl เพ่ิมปริมาณดีเอ็น ระกอบไปด้วยสารเคมีต่อไปนี้ (Mytag buffer, Bioline,USA) 
(Linnakoski et al., 2010) 

 PCR grade water 16.5 μl 

PCR buffer    5    μl 

Forward primer 0.5 μl 

Reverse primer 0.5 μl 

Tag polymerase  0.5 μl 

DNA template   2 μl 
จากนั้นน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง thermocycle ในสภาวะปฏิกิริยาดังนี้  
Primer hot start denature annealing Extension final extension 

ITSF1-ITSF4 95 °C 4 
นาที  
 

95 °C 1 นาที              50-52°C 30 วินาที          72 
°C 1 นาที  
35 รอบ 

72 °C 4 นาที  
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Bt2a-Bt2b 95 °C 4 
นาที  
 

95 °C 1 นาที              54-57°C 30 วินาที          72 
°C 1 นาที  
35 รอบ 

72 °C 4 นาที  
 

EF1F-ER1R 95 °C 4 
นาที  
 

95 °C 1 นาที              55-60°C 30 วินาที          72 
°C 1 นาที  
35 รอบ 

72 °C 4 
นาที  

 
 บันทึกผลการทดลอง  
 ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอ ภายใต้ UV light บน 1% agarose gel ในสารละลาย 0.5 x TAE buffer (40 
mM Tris, 4mM sodium acetate, 1mM EDTA, pH 8)และย้ อมสี ดี เ อ็ น เ อด้ ว ย  Gelred TM nucleic acid 

(Biotium) จากนั้นท าดีเอ็นเอให้มีความบริสุทธิ์โดยใช้ชุดส าเร็จรูป DNA Clean and Concentrator TM─25 Kit, 
(Zumo Research) ส่งตัวอย่าง PCR product ที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing)  
วิเคราะห์ผลการทดลอง 
 1.1 วิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จากการ หาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้โปรแกรม Bioinformatics เปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ Basic local alignment search tool (BLAST) เพ่ือให้ทราบสายพันธุ์ของเชื้อราใน
ระบบ Gene bank ของ NCBI  (National central for biotechnology information) จัดเตรียมข้อมูล DNA 
consensus โดยใช้ โปรแกรม MEGA 6.5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 
2013) และ MAFFT V7. (a multiple sequences alignment program) (Katoh, 2013) วิเคราะห์จัดล าดับ
วิวัฒนาการโดยวิธี  Maximum likelihood  phylogentic tree และลงทะเบียนเชื้อราใน NCBI (national 
central for biotechnology information) เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงในระบบสากล 
 1.2 วิเคราะห์หาต าแหน่งดีเอ็นบาร์โค้ดแก็ป (DNA barcoding gap) บนต าแหน่งยีนนั้นๆบริเวณ intra- 
และ interspecific genetic variation โดยใช้ความแตกต่างระหว่างชิ้นส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือที่เรียกว่า  

Automatic barcode gap เ พ่ื อ ดู ลั กษณะของ  Distribute overlap ทั้ ง  3  gene คื อ  ITS βt และ  EF 
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/temp/index.html) (Puillandre at al., 2012) โดยใช้ โมเดล 
Jukes-Cantor(JC69) และแสดง phylogenetic tree โดยใช้ maximum likelihood  
เวลาและสถานที่    ตุลาคม 2559 สิ้นสุด เดือนมกราคม 2561 
  1.ห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลง, กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ, 
    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
  2. ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

การทดลองที่ 3.9 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกเชื้อรา Trichoderma asperellum T. harzianum 
และ T. viride 
DNA barcoding for Trichoderma asperellum, T. harzianum and T. viride identification 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
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 1. ศึกษาข้อมูลของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
 รวบรวมข้อมูลสถานะของอนุกรมวิธานของรา Trichoderma ให้เป็นปัจจุบัน ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อ
พ้อง การจัดจ าแนกชนิดของ Trichoderma โดยใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุล 
 2. เก็บและรวบรวมตัวอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride  
 ตัวอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่น ามาใช้ในการวิจัย น ามาจาก culture 
collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ จากสารชีว
ภัณฑ์ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่มีขายในท้องตลาดในปัจจุบัน รวมถึงไอโซเลต
ที่มีการส่งเสริมโดยหน่วยงานของภาครัฐ โดยตัวอย่างของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
ทั้งหมดจากการเก็บตัวอย่าง จะน ามาแยกเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์เพ่ือใช้ในการสกัด DNA และเลี้ยงบนอาหาร PDA 
Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส โดยจัดเก็บใน culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช 
ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ เพ่ือใช้ในการศึกษาหรือเป็นตัวอย่างอ้างอิง
ต่อไป 
 3. ศึกษา และจ าแนกชนิดเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride โดยใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา 
 ศึกษาลักษณะของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
 น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบนัทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี (pigment) ศึกษา และ
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใย conidia conidiophore และโครงสร้าง
อ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ compound microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหา
ค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัดขนาดไว้ 
 จ าแนกชนิดเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Trichoderma ที่ศึกษากับคู่มือของ Rifai (1969) Bissett (1984) Bissett 
(1991a-c) และ Bissett (1992) 
 4. จ าแนกชนิดของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride โดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักหรือเขี่ยเส้นใยรวมถึง conidia ของเชื้อราที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอด
ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ และท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่
ละตัวอย่าง ไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
 the Internal Transcribed Spacer (ITS)  
   V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (de Hoog and Gerrits van den Ende, 1998) 
   ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 
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  the translation elongation factor 1-alpha (tef1) 
   EF1-728F: CATCGAGAAGTTCGAGAAGG (Carbone and Kohn, 1999) 
   EF-2: GGARGTACCAGTSATCATGTT (O’Donnell et al., 1998)  
  the Large Subunit (LSU, 28S)  
   LROR: ACCCGCTGAACTTAAGC (Vilgalys and Hester, 1990) 
   LR6: CGCCAGTTTCTGCTTACC (Vilgalys and Hester, 1990) 
  น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) ของต าแหน่ง the Internal Transcribed Spacer (ITS) the translation elongation factor 
1-alpha (tef1) และ the Large Subunit (LSU, 28S) ด้วย Green Hot Start PCR Master Mix 
(biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing 
temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส   
 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม 1% agarose gel และ
ผสม SERVA HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50,000 ผสมผลิตภัณฑ์ PCR 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท า 
purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 
sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2021.0.3 และบันทึกข้อมูลในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม 
 การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consensus sequence) แต่ละต าแหน่งมาจัดเรียง (align) เป็นชุด
ข้อมูล (dataset) รวมกับ type sequences ของแต่ละต าแหน่งได้แก่ ITS และ tef1 จากรายงานศึกษา
อนุกรมวิธานของเชื้อราวงศ์ Trichoderma (Samuels et al., 2009; Li et al., 2012; Chaverri et al., 2015; 
Jaklitsch and Voglmayr, 2015; Robbertse et al., 2017) และตรวจสอบการจัดเรียงของชุดข้อมูล 
(alignment) ด้วยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม MAFFT X (Kumar et al., 2018) ใช้โปรแกรม Gblocks 
(Talavera and Castresana, 2007) เพ่ือกรองส่วนที่เป็น ambiguous sequence จากนั้นจัดท า partitioned 
(combined) dataset ของต าแหน่ง ITS และ tef1 บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ 
nexus โดยใช้โปรแกรม Mesquite  
 วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดของรา Trichoderma โดยวิเคราะห์จาก combined dataset ของ ITS และ tef1 วิเคราะห์
ด้วย phylogenetic criteria 2 แบบคือ  
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 1. Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 
(Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด 
maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
 2. Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ nexus วิเคราะห์โดยโปรแกรม MrBayes (Ronquist and 
Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ก าหนด model of evolution แบบ 
GTRGAMMA ค่าตั้งต้นที่ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้ ก าหนด 4 runs แต่ละ run ประกอบด้วย 4 chains วิเคราะห์
จ านวน 10 ล้าน generations ตั้งค่า cold chain ที่ temperature 0.25 สุ่มตัวอย่าง substitution model 
parameters และบันทึก trees ทุก 500 generations ตรวจสอบความเชื่อมั่นของ topology ด้วย cumulative 
and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008) 
 การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา เชื้อราที่แยกได้
เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ 
พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ 
consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรค
พืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป  
- เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 3.10 การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล    
Tribolium spp. ที่เป็นศัตรูพืชกักกันแบบรวดเร็ว 
Rapid Identification of Quarantine Pest Species of Genus Tribolium spp. Based  on DNA 
barcoding 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1) การเก็บรวบรวมตัวอย่าง (sample collection) 
 เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัย ด้วย 2 วิธีการ ดังนี้ 
 (1) เก็บรวบรวมจากด่านตรวจพืช  
 พนักงานเจ้าหน้าที่ของด่านตรวจพืช เช่น ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ ด่านตรวจพืชท่าเรือ  แหลมฉบัง 
เป็นต้น ท าการสุ่มตรวมสินค้าธัญพืชน าเข้าจากต่างประเทศ ระหว่างปี 2559 - 2561 โดยหากสุ่มตรวจพบแมลง
ศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัย ทั้งที่มีสภาพสมบูรณ์ และสภาพไม่สมบูรณ์ ในสินค้าธัญพืชน าเข้าใด ให้น าตัวอย่างแมลง
ศัตรูโรงเก็บที่ได้มาแช่ในหลอดทดลองที่มีเอทานอลเข้มข้น 95% แล้วเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ – 20  
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บันทึกข้อมูลผู้เก็บตัวอย่าง ชื่อที่อยู่ผู้ส่งออกและผู้น าเข้า ชนิดของสินค้าธัญพืช จ านวนและปริมาณของสินค้า
ธัญพืช ประเทศผู้ส่งออก วันที่น าเข้า เป็นต้น 
 (2) เก็บรวบรวมจากโรงสีข้าว หรือโรงเก็บผลิตผลเกษตร 
 เก็บรวบรวมแมลงศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัยจากโรงสีข้าว ทั้งที่มีสภาพสมบูรณ์ และมีสภาพ        ไม่
สมบูรณ์ ระหว่างการตรวจประเมินเพ่ือขึ้นทะเบียนผู้ผลิตและแปรรูปข้าวส่งออกไปสาธารณรัฐประชาชนจีน หรือ
จากโรงเก็บผลิตผลเกษตร โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้มาแช่ในหลอดทดลอง  ที่มีเอทานอลเข้มข้น 95% 
แล้วเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ – 20  บันทึกข้อมูลผู้เก็บตัวอย่าง        วันเดือนปีที่เก็บตัวอย่าง ชื่อและที่อยู่
ของโรงปรับปรุงคุณภาพข้าวหรือโรงสีข้าว  

2) การตรวจจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological identification) 
หากตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บอยู่ในระยะตัวเต็มวัย และมีสภาพสมบูรณ์ ให้น ามาตรวจจ าแนกชนิดด้วยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา ก่อนการจ าแนกด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด ตามเอกสารแนวทาง    การจ าแนกชนิดของแมลง
ศัตรูโรงเก็บ ภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) บันทึกภาพถ่ายลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
เพ่ือใช้ยืนยันผลการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด แต่หากตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บมีสภาพไม่สมบูรณ์ให้
ข้ามไปด าเนินการในข้อ 3 

3) การสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR (DNA extraction and 
PCR amplification) 

การสกัดดีเอ็นเอ 
 (1) เตรียมความพร้อมของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บออกจากตู้เย็น และ
วางไว้บนกระดาษซับเป็นเวลา 20 นาที เพ่ือให้เอทานอลเข้มข้น 95% ระเหยจนหมด และตัวอย่างแมลงศัตรูโรง
เก็บแห้งสนิท เหมาะส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ เมื่อแห้งแล้วให้น าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บใส่ในหลอดทดลองขนาด 
1.5 mL และเขียนหมายเลขก ากับ น าปิเปตทิปขนาด 1,000 µL ที่ผ่านการนึ่งความดันสูงเพ่ือฆ่าเชื้อ (autoclave) 
แล้ว มาลนด้วยเปลวไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล์ เพ่ือปิด   ปลายรูด้านที่ใช้ดูดสารเคมี ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น 10 นาที 
 (2) เตรียมชุดสกัดดีเอ็นส าเร็จรูปของ QIAamp DNA Mini Kit (GIAGEN, Germany) โดยเติม  เอทานอล
เข้มข้น 95% ลงในสารละลายต่างๆ ตามวิธีการที่บริษัทผู้ผลิตก าหนด  
 (3) เติมไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 ) ลงในหลอดทดลองที่มีตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ      ใน
ปริมาตรประมาณ 3/4 ของหลอดทดลอง จากนั้น เมื่อปริมาตรลดลงเหลือประมาณ 1/4 ของ      หลอดทดลอง 
ให้ใช้ปิเปตทิปที่เตรียมไว้ บดตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บให้ละเอียดด้วยความระมัดระวัง ระวังมิให้ตัวอย่างแมลงศัตรู
โรงเก็บกระเด็นออกมานอกหลอดทดลอง 
 (4) เตรียมการสลายผนังเซลล์ (pre - lysis) โดยการเติม Buffer ATL ปริมาณ 180 µL และเติม 
proteinase K solution ปริมาณ 20 µL ปิดปากหลอดทดลองให้สนิท พันด้วยพาราฟีน (paraffin) เพ่ือป้องกัน
การปนเปื้อน แล้วสั่นสะเทือนเพ่ือผสมสารกับตัวอย่างแมลงให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) เป็นเวลา 15 
วินาที จากนั้น น าหลอดทดลองใส่ในทุ่นลอย แล้วน าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ        ที่อุณหภูมิ 56  เป็น
เวลา ๓ ชั่วโมง โดยระหว่างการบ่ม ให้พลิกหลอดทดลองกลับไปมา 3 – 4 ครั้ง     ทุก 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ตัวอย่าง
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แมลงศัตรูพืช ย่อยสลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อครบ 3 ชั่วโมงแล้ว      น าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงอย่าง
รวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที เพื่อขจัดหยดน้ าที่ติดบนฝาภายในหลอดทดลอง 
 (5) ย่อยตัวอย่าง (lyse samples) โดยการเติม Buffer AL ปริมาณ 200 µL ลงในหลอดทดลอง จากนั้น 
สั่นสะเทือนเพ่ือผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารเป็นเวลา 15 วินาที แล้วน าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่
อุณหภูมิ 70  เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น น าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็ว   ที่ความเร็ว 12,000 รอบ 
เป็นเวลา 1 นาที เพื่อขจัดหยดน้ าที่ติดบนฝาภายในหลอดทดลอง 
 (6) เตรียมพร้อมในการจับสารพันธุกรรม (adjust DNA binding conditions) โดยการเติม      เอทานอล
เข้มข้น 100% ปริมาณ 200 µL จากนั้น สั่นสะเทือนเพื่อผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร    เป็นเวลา 15 วินาที 
 (7) การจับดีเอ็นเอ (Bind DNA) โดยการดูดสารละลายทั้งหมดจากหลอดทดลองข้างต้น มาใส่ใน 
QIAamp Mini spin column ที่บรรจุหลอด collection tube ขนาด 2 mL ปิดฝาแล้ว ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่
ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด collection tube ที่ภายในมีสารละลาย แล้วเปลี่ยน
หลอด collection tube ขนาด 2 mL ลงไปแทน  
 (8) การล้างตะกอน (wash silica membrane) โดยการเติม Washing Buffer AW1 ปริมาณ 500 µL 
ปิดฝาแล้ว ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด collection tube 
ที่ภายในมีของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน แล้วเปลี่ยนหลอด collection tube ขนาด 2 mL ชิ้นใหม่ลงไป
แทน จากนั้น เติม Washing Buffer AW1 ปริมาณ 500 µL ปิดฝาแล้ว         ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 
12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด collection tube     ที่ภายในมีของเหลวที่เหลือจากการ
ตกตะกอน จากนั้น น า Mini spin column ใส่ลงไปในหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ชิ้นใหม่  
 (9) การละลายดี เอ็นเอ (Elute DNA) โดยการเติม Elution Buffer AE ปริมาณ 50 µL และบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีแล้วปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ดูด
สารละลายที่อยู่ในหลอดทดลองมาใส่ใน Mini spin column อีกครั้ง บ่มไว้ 5 นาที แล้ว     ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็ว
ที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 2 นาที ทิ้ง Mini spin column จากนั้น       น าหลอดทดลองที่ภายในบรรจุ 
genomic DNA ปริมาณ 50 µL เก็บใว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ - 20  เพ่ือรอการตรวจสอบคุณภาพ 
 (10) ตรวจสอบคุณภาพของ genomic DNA ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis โดยเตรียม 
agarose จ านวน 150 กรัม ผสมกับสารละลาย 1 x TBE (Tris – Borate, EDTA) ปริมาณ 100 ml แล้วน าไปให้
ความร้อนด้วยเครื่องอบไมโครเวฟประมาณ 5 นาที จนสารละลายใสเป็นเนื้อเดียวกันทั้งหมด ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงจน
ใช้มือสัมผัสแล้วไม่ถูกความร้อนลวก จากนั้น เติมสารย้อมสี fluorescent GelRed ลงไปใน 1.5% agarose gel 
ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงไปในถาด รอให้เย็นลงจนแข็งตัวเป็นก้อน แล้วย้ายถาด 1.5% agarose gel ลงไปในเครื่อง 
electrophoresis ที่มีสารละลาย 1 x TBE  
เตรียม genomic DNA ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye (Promega) 
และน า PCR marker (G316A, Promega) ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye จากนั้น น า PCR products 
และ PCR marker ที่ผสมแล้ว หยดลงไปใน agarose gel ที่มีความเข้มข้น 1.5% และให้ PCR products และ PCR 
marker เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 1 x TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าปริมาณ 100 โวลต์ 400 mp (voltage) เป็นเวลา 
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40 นาที จากนั้น น า 1.5% agarose gel ไปตรวจสอบด้วยเครื่องอ่านวิเคราะห์ gel เพ่ือตรวจสอบคุณภาพของ 
genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR 

(1) สังเคราะห์ COI universal primers (Folmer และคณะ, 1994) โดยบริษัท Sigma –   
          Aldrich จ ากัด ดังนี้ 

Primer name Sequence Length (bp) 
LCO 1490 5’ – GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG – 3’ 25 
HCO 2198 5’ – TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA – 3’ 26 

   
 (2) เตรียมสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยา PCR โดยมีส่วนประกอบ ดังนี้ 

 ส่วนประกอบ ปริมาณ (µL) 
1. 2X PCR Marter Mix (Promega) 12.5 
2. LCO 1490 (10 µM) 0.5 
3. HCO 2198 (10 µM) 0.5 
4. DNA template 1.5 
5. ddH2O 10 
Total volume 25 

   (3) เพ่ิมปริมาณยีน COI ด้วยเทคนิค PCR โดยมี Thermo cycling condition คือ  
pre – denaturing ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาท ี
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
annealing ที่อุณหภูมิ 52 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
    extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
    final – extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 10 นาท ี
 (4) ตรวจสอบคุณภาพของ PCR products ด้วยวิธี  1.5% agarose gel electrophoresis โดยเตรียม 
agarose จ านวน 150 กรัม ผสมกับสารละลาย 1 x TBE (Tris – Borate, EDTA) ปริมาณ 100 ml แล้วน าไปให้
ความร้อนด้วยเครื่องอบไมโครเวฟประมาณ 5 นาที จนสารละลายใสเป็นเนื้อเดียวกันทั้งหมด ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงจน
ใช้มือสัมผัสแล้วไม่ถูกความร้อนลวก จากนั้น เติมสารย้อมสี fluorescent GelRed ลงไปใน 1.5% agarose gel 
ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงไปในถาด รอให้เย็นลงจนแข็งตัวเป็นก้อน แล้วย้ายถาด 1.5% agarose gel ลงไปในเครื่อง 
electrophoresis ที่มีสารละลาย 1 x TBE  
 เตรียม PCR product ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye 
(Promega) และน า PCR marker (G316A, Promega) ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye จากนั้น น า PCR 
products และ PCR marker ที่ผสมแล้ว หยดลงไปใน agarose gel ที่มีความเข้มข้น 1.5% และให้ PCR products 

จ านวน 35 cycles 
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และ PCR marker เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 1 x TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าปริมาณ 100 โวลต์ 400 mp (voltage) 
เป็นเวลา 40 นาที  
 จากนั้น น า 1.5% agarose gel ไปตรวจสอบด้วยเครื่องอ่านวิเคราะห์ gel เพ่ือตรวจสอบคุณภาพของ PCR 
products ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ  

4) การตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequencing) 
 ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (bidirectional sequencing) ของ PCR products ของตัวอย่างแมลงศัตรู
โรงเก็บ โดยท า PCR products ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด PCR purification kit จากนั้น ใช้เครื่องอ่านล าดับดีเอ็นเอ
อัตโนมัติ (Automated DNA sequencer) ของ Solgen Analysis Service ประเทศเกาหลีใต้ เมื่อได้ล าดับนิวคลี
โอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บแล้ว ใช้โปรแกรม DNAMAN V.7.0 ในการตัดต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
แต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บให้เป็นเส้นเดียวกัน โดยน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองทิศทางที่ได้  และล าดับนิวคลี
โอไทด์มาตรฐานของยีน COI จากฐานข้อมูล GenBank มาใช้เป็นมาตรฐานในการเปรียบเทียบกัน เพ่ือตัดล าดับนิ
วคลีโอไทด์ส่วนเกินทิ้งไป ท าให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์เส้นเดียวที่มีความยาว 658 bp ของแต่ละตัวอย่าง 

5) การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing analysis) 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้ มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์
มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST เพ่ือตรวจค่า sequences similarity (%) หรือความ
คล้ายคลึงกัน เพ่ือจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
ดาวน์โหลดล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของแมลงศัตรูโรงเก็บชนิดที่เกี่ยวข้อง และตั๊กแตนไผ่ (Ceracris kiangsu) 
จากฐานข้อมูล GenBank จากนั้น ใช้โปรแกรม Clustal X ในการเรียบเรียงล าดับ    นิวคลีโอไทด์ของตัวอย่าง
แมลงศัตรูโรงเก็บท่ีได้ และนิวคลีโอไทด์มาตรฐานทั้งหมด ให้อยู่ในไฟล์เดียวกัน และบันทึกข้อมูลในรูปแบบ FASTA 
เพ่ือใช้วิเคราะห์ข้อมูลในขั้นตอนต่อไป 
  ใช้โปรแกรม MEGA V. 5.0 ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ การสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยวิธี Maximum Likelyhood (ML tree) ด้วยแบบจ าลอง 
Kimura – 2 – Parameter (K2P) (Nei และ Kumar, 2000) ซึ่งเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการศึกษาความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการ โดยการทดลองนี้ใช้ ตั้กแตนไผ่ (Ceracris kiangsu) เป็นสัตว์นอกกลุ่ม (outgroup) เพ่ือยืนยันผล
การจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด และวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ระหว่างแมลงศัตรูโรงเก็บแต่ละชนิดในการทดลอง 

6) การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
 วิเคราะห์ผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ สรุปจ านวนของแมลงศัตรูโรงเก็บแต่ละชนิดที่
ได้ และน ามาเปรียบเทียบกับผลการจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพ่ือยืนยันผลการจ าแนกชนิดด้วย
เทคนิคทั้ง 2 อย่าง (เฉพาะตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่มีสภาพสมบูรณ์) ทั้งนี้หากพบว่า แมลงศัตรูโรงเก็บที่ ได้เป็น
ศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย ให้ท าการแจ้งเตือนปัญหา การไม่ปฏิบัติตามข้อก าหนดในการน าเข้า ไปยังองค์การ
อารักขาพืชของประเทศผู้ส่งออก เพ่ือให้เพ่ิมความเข้มงวดในการตรวจสอบกักกันสินค้าธัญพืชก่อนการส่งออก
มายังประเทศไทย 
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 ใช้โปรแกรม DNAMAN V.7.0 แปลล าดับนิวคลีโอไทดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้จากการทดลอง 
เป็นล าดับโปรตีนที่ไม่มี termination coding จากนั้น น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ และล าดับโปรตีนที่มีคุณภาพดี
ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่เป็นตัวแทน ป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BankIt บันทึกข้อมูล 
GenBank Accession Numbers 
 
การทดลองที่  3.11 การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อการจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera 
(Thysanoptera: Tubulifera) ในประเทศไทย 
DNA Barcoding for Identification of Thirps in Suborder Tubulifera (Thysanoptera: Tubulifera) 
in Thailand 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยไฟในแปลงปลูกพืช เช่น มะม่วง มะละกอ มังคุด ข้าวโพด แก้วมังกร 
หน่อไม้ฝรั่ง กระเจี๊ยบ ถั่วลิสง บัว ดาวเรือง ทานตะวัน เป็นต้น ในแหล่งปลูกพืชทุกภูมิภาคของประเทศไทย     
เพ่ือศึกษาจ านวนชนิดของเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera โดยใช้วิธีการตีหรือเขย่าส่วนของพืช เช่น ใบ และดอก 
ให้เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาวที่รองรับ และใช้พู่กันเขี่ยเพลี้ยไฟแต่ละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA (Alcohol 
60%: Glycerine: Acetic acid อัตราส่วน 10:1:1) ส าหรับศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และแอลกอฮอล์ 95% 
ส าหรับศึกษาล าดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) รวมทั้งเก็บตัวอย่างที่มีชีวิตด้วย บันทึก
รายละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได้ เช่น พืชที่เก็บ ส่วนของพืชที่เก็บ สถานที่เก็บ ค่าพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS)   วันที่
เกบ็ และชื่อผู้เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟน าตัวอย่างทั้งหมดที่รวบรวมได้กลับไปยังห้องปฏิบัติการ และน าตัวเต็มวัย
ไปท าสไลด์ถาวรตามวิธีการของ ศิริณี (2544) บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ 
รวมถึงให้รายละเอียดบนแผ่นป้ายบันทึกของขวดดองตัวอ่อนและตัวเต็มวัย ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์      ที่จ าแนกได้ 
วัน/เดือน/ปี สถานที่เก็บตัวอย่าง และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง จัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิด (key) ของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้ 
จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ในพิพิธภัณฑ์แมลง กรมวิชาการเกษตร โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากล 
 การศึกษาล าดับพันธุกรรม 
น าตัวอย่างเพลี้ยไฟที่ได้จ าแนกชนิดเบื้องต้นภายใต้ stereo microscope (ตัวอย่างกลุ่มเดียวกับตัวอย่างที่ใช้ท า
สไลด์ถาวร) ที่เก็บรวมรวมได้จากแต่ละพ้ืนที่ไปศึกษาล าดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) 
ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 
 วิธีการหาล าดับเบส COI ปรับปรุงจากวิธีการศึกษาของ Karimi, et al. (2010) 
 ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 
  - บดตัวอย่างเพลี้ยไฟ 1 ตัวอย่างใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด้วย  
   sterilized polypropylene pestle โดยด าเนินการตามกรรมวิธีของชุดสกัด DNeasy 
   blood and tissue qiagen kit 
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  - น าสารละลายที่ได้ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้น 
    น าเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นาที เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
  - ดูดสารละลายส่วนใสที่ได้ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
 (polymerase chain reaction) 
 การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
  - ศึกษายีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนาด 642bp และเป็น  
            Conserved region ของแมลงทุกชนิด (บาร์โค้ด) โดยใช้ universally conserved mtDNA 
   COI primers, LC01490 และ HC02198 (Folmer, et al., 1994) 
  - น าสารละลายส่วนใสที่ได้จากข้อ 3 ท าปฏิกิริยากับ 10mM dNTPs, 5 U/µl Amplitaq,  
   25 mMMgCl2 , 10X PCR buffer, 20mM sense and antisense primer ขั้นตอนและ 
   อุณหภูมิของขั้นตอนการท า PCR (Biomethra Thermo Cycler) คือ 
  Initial denaturation   ที่ 94 ºC  3 นาที 
  Denaturation    ที่ 94 ºC  1 นาที 
  Annealing    ที่ 52 ºC  30 วินาที  
  Extension    ที่ 72 ºC  90 วินาที 
  Final extension   ที่ 72 ºC  30 นาท ี
  - หลังจากนั้นน าไป purified โดยด าเนินตามกรรมวิธีของชุดสกัด Bioneer’s PCR purification 
kit 
 การหาและวิเคราห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
  - ด าเนินการส่งผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (บริษัท Macrogen ประเทศ  
   เกาหลีใต้) และน าผลของล าดับเบสที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม BioEdit 7.0.5.2  (Hall, 1999), nBLAST 
program, MEGA4 (Kimura, 1980) และ neighbor-joining tree   (Saitou and Nei, 1987) เพ่ือหาความจ าเพาะ
เจาะจงของเพลี้ยไฟภายในแหล่งเดียวกันและ ระหว่างแหล่งที่เก็บตัวอย่าง รวมถึงเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 
GenBank และศึกษาความใกล้เคียงกันของเพลี้ยไฟแต่ละชนิด 
 
-การบันทึกข้อมูล 
 พืชอาศัย สถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วันเดือนปีที่เก็บตัวอย่าง 
- เวลาและสถานที่ :เดือน ตุลาคม 2560 ถึง เดือน กันยายน 2563 
   1. แปลงปลูกพืชในทุกภูมิภาคของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ห้องปฏิบัติการกลาง  
 
       กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

35 cycles 
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การทดลองที่ 3.12 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกเชื้อรา Chaetomium cupreum และ Ch. 
globosum 
DNA barcoding for Chaetomium cupreum and Ch. globosum identification 
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. ศึกษาข้อมูลของเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum 
 รวบรวมข้อมูลสถานะของอนุกรมวิธานของรา Chaetomium ให้เป็นปัจจุบัน ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อ
พ้อง การจัดจ าแนกชนิดของ Chaetomium โดยใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุล 
 2. เก็บและรวบรวมตัวอย่างเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum  
 เก็บตัวอย่างดินบริเวณรอบราก ตัวอย่างพืช เพ่ือแยกหาเชื้อรา Chaetomium ด้วยวิธี alcohol and 
heat treatment และตัวอย่างเชื้อรา Chaetomium ที่น ามาใช้ในการวิจัยบางไอโซเลท น ามาจาก culture 
collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ โดยตัวอย่าง
ของเชื้อราบริสุทธิ์ จะเลี้ยงบนอาหาร PDA ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส โดยจัดเก็บใน 
culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
เพ่ือใช้ในการศึกษาหรือเป็นตัวอย่างอ้างอิงต่อไป 
 3. ศึกษา และจ าแนกชนิดเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum โดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา 
 ศึกษาลักษณะของเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum 
 น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี (pigment) ศึกษา และ
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของเส้นใย conidia conidiophore และโครงสร้าง
อ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ compound microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหา
ค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัดขนาดไว้ 
 จ าแนกชนิดเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum 
 โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Chaetomium ที่ศึกษากับคู่มือของ von Arx et al. (1986); Doveri 
(2013) และ Wang et al. (2014; 2016a; 2016b) 
 4. จ าแนกชนิดของเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum โดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
 สกัดดีเอ็นเอ 
 ตักหรือเขี่ยเส้นใยรวมถึง conidia ของเชื้อรา Ch. cupreum และ Ch. globosum ที่เลี้ยงบนอาหาร 
PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ และท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard, et al. 
(2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง ไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพ
และคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
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 the Internal Transcribed Spacer (ITS)  
   V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (de Hoog and Gerrits van den Ende, 
1998) 
   ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 

  the translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
   EF1-728F: CATCGAGAAGTTCGAGAAGG (Carbone and Kohn, 1999) 
   EF-2: GGARGTACCAGTSATCATGTT  (O’Donnell et al., 1998) 
  the Large Subunit (LSU, 28S)  
   LROR: ACCCGCTGAACTTAAGC  (Vilgalys and Hester, 1990) 
   LR6: CGCCAGTTTCTGCTTACC  (Vilgalys and Hester, 1990) 
  Partial RNA polymerase II second largest subunit (rpb2)  
   fRPB2-5F: GAYGAYMGWGATCAYTTYGG (Lie et al., 1990) 
   fRPB2-7cR: CCCATRGCTTGYTTRCCCAT (Lie et al., 1990) 
  ß-Tubulin 2 (TUB2) 
   T1: AACATGCGTGAGATTGTAAGT  (O’Donnell and Cigelnik 1997) 
   Bt2b: ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC (Glass and Donaldson 1995) 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ของต าแหน่ง the Internal Transcribed Spacer (ITS) the translation elongation factor 1-alpha 

(EF1-α) the Large Subunit (LSU, 28S) Partial RNA polymerase II second largest subunit (rpb2) และ 
ß-Tubulin 2 (TUB2) ด้วย Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™) ใช้ cycling และ 
condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing temperature ที่ 56 องศาเซลเซียส   
 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เตรียม 1% agarose gel และ
ผสม SERVA HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50,000 ผสมผลิตภัณฑ์ PCR 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท า 
purification และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 
sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2021.0.3 และบันทึกข้อมูลในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม  
 การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
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  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consensus sequence) แต่ละต าแหน่งมาจัดเรียง (align) เป็นชุด
ข้อมูล (dataset) รวมกับ type sequences ของแต่ละต าแหน่งได้แก่ LSU, ITS, TUB2, rpb2 และ TEF1 จาก
รายงานศึกษาอนุกรมวิธานของเชื้อราวงศ์ Chaetomiaceae (Pornsuriya et al., 2008; Doveri, 2013; Wang 
et al., 2014; 2016a; 2016b) และตรวจสอบการจัดเรียงของชุดข้อมูล (alignment) ด้วยวิธี MUSCLE ใน
โปรแกรม MAFFT X (Kumar et al., 2018) ใช้โปรแกรม Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) เพ่ือ
กรองส่วนที่เป็น ambiguous sequence จากนั้นจัดท า partitioned (combined) dataset ของต าแหน่ง LSU, 
ITS, TUB2, rpb2 และ TEF1 บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ nexus โดยใช้
โปรแกรม Mesquite  
 วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อการจัดจ าแนก 
 จ าแนกชนิดของรา Chaetomium โดยวิเคราะห์จาก combined dataset ของ LSU-ITS-TUB2-rpb2-
TEF1 วิเคราะห์ด้วย phylogenetic criteria 2 แบบคือ  
 1. Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ phy และวิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 
(Stamatakis, 2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด 
maximum likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 
 2. Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ nexus วิเคราะห์โดยโปรแกรม MrBayes (Ronquist and 
Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ก าหนด model of evolution แบบ 
GTRGAMMA ค่าตั้งต้นที่ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้ ก าหนด 4 runs แต่ละ run ประกอบด้วย 4 chains วิเคราะห์
จ านวน 10 ล้าน generations ตั้งค่า cold chain ที่ temperature 0.25 สุ่มตัวอย่าง substitution model 
parameters และบันทึก trees ทุก 500 generations ตรวจสอบความเชื่อมั่นของ topology ด้วย cumulative 
and compare functions ด้วย AWTY (Nylander et al., 2008) 
 การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา  เชื้อราที่แยกได้
เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ 
พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ 
consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรค
พืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป  
- เวลาและสถานที่ 
 เริ่มต้น  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2562 
 กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
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การทดลองที่ 3.13 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกแมงมุมวงศ์ Salticidae 
DNA Barcoding for Identification Spider Fauna in Family Salticidae 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1.การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2560-2562) 
             วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยแมงมุมกระโดดเพ่ือน ามาศึกษาดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด  
 - การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมงมุมกระโดดจากพ้ืนที่แปลงมันส าปะหลัง สวนชมพู่ 
แปลงเกษตรกร และป่า ในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างหลายวิธีการดังนี้ 
 - การมองหาและจับโดยตรง (visual search) วิธีนี้เหมาะส าหรับจับแมงมุมทุกเวลาและสถานที่ จับแมง
มุมโดยใช้หลอดทดลอง ฆ่าแมงมุมโดยใส่ก้อนส าลีในกล่องพลาสติกที่เลี้ยงแมงมุมหยด เอทิลอะซิเตต 2 – 3 หยด
ลงบนก้อนส าลีเพ่ือท าให้แมงมุมสลบ ดองแมงมุมในขวดที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75 % เพ่ือเก็บรักษาตัวอย่างและน าไป
จ าแนกชนิดต่อไป 
 - การใช้ Beating tray โดยเขย่ากิ่งไม้ที่มีขนาดเล็กลงบนตัวถาดส าหรับรองรับแมงมุมจากนั้นแมงมุมจะ
ตกลงในถาด โดยถาดที่ใช้ท ามาจากผ้าดิบสีขาว รูปสี่เหลี่ยมจัตุรัส ขนาด 80 x 80 ซม โดยน าไม้ไผ่ หรือท่อ
อลูมิเนียม ท าเป็นโครงรูปกากบาท นอกจากผ้าดิบที่น ามาท าถาดแล้วอาจจะใช้ร่มแทน ฆ่าและรักษาตัวอย่างแมง
มุมดังข้อ 1 
 - การใช้สวิงโฉบ (Sweep net) ใช้สวิงจับแมลงโฉบแมงมุมที่อาศัยตามวัชพืช แมงมุมจะติดในสวิงจากนั้น
เทแมงมุมบนกระดาษขาวที่ปูบนพ้ืนดิน ใช้หลอดแก้วค่อย ๆ จับแมงมุมใส่ในหลอดแก้วที่เตรียมไว้ ฆ่าและเก็บ
ตัวอย่างแมงมุมเพ่ือน าไปรักษาตัวอย่างดังข้อ 1 

1.1 น าตัวอย่างที่ได้มาฆ่าด้วยขวดน็อคแมลงที่บรรจุด้วยสารเอทิลอะซิเตต จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่าง
แมงมุมในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 95% เพ่ือน าไปศึกษาดีเอ็นเอ ส าหรับตัวอย่างที่ต้องการเก็บไว้ใน
พิพิธภัณฑ์ให้เก็บรักษาในหลอดแก้วที่บรรจุแอลกอฮอล์ 75%  

1.2 บันทึกชื่อแมงมุม วันที่จับ สถานที่จับ ชื่อผู้เก็บ ลงในป้ายกระดาษขาวแผ่นเล็ก ๆ แล้วใส่ลงใน 
หลอดแก้วที่ดองแมงมุม 

1.3 เก็บรักษาตัวอย่างแมงมุมที่ศึกษาดีเอ็นเอไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือ 
รักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
 2. การศึกษาอนุกรมวิธาน (ด าเนินการปี 2560-2562) 
 - วิธีการเตรียมตัวอย่าง 
 น าตัวอย่างออกจากขวดจากนั้นโดยใช้พู่กัน forceps และ needles ยืดขาแมงมุมให้กางออกให้ตรง 
จากนั้นน าตัวอย่างมาวางไว้ในจาน petridish ที่มีทรายวิทยาศาสตร์สีขาวที่ถูกแช่ด้วยแอลกอฮอล์ให้เต็ม น าไปตั้ง
ไว้ใต้กล้อง Olympus SZH-ILLD stereomicroscope ส าหรับ epigynum (อวัยวะเพศเมีย) จะใช้ needles เจาะ
รอบๆ epigynum จากนั้นจึงดึงออกมาแล้วแล้วน าไปแช่ใน proteinase K ประมาณ 2-3 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดเนื้อเยื่อ
ส่วนที่ไม่ต้องการออกไป แล้วจึงน าไปล้างในน้ าสะอาด เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จแล้วจึงน าไปใส่ในสไลด์หลุมแล้วปิด
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ด้วย cover slip แล้วน าไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม ส่วน pedipalps (อวัยวะเพศผู้) จะถูกดึงออกทางด้านซ้าย 
จากนั้นจึงแล้วน าไปต้มด้วย 10% KOH ที่อุณหภูมิ 60 0C ประมาณ 5-10 นาที จนกระทั่ง pedipalp ขยายออก 
จึงน าไปศึกษาดูรายละเอียดใต้กล้อง stereomicroscope เมื่อจ าแนกชนิดเสร็จแล้วจะน า pedipalps (อวัยวะเพศ
ผู้) ใส่ใน tube ขนาดเล็กแล้วน าไปแช่ในขวดตัวอย่างเดิม 
 - การจ าแนกชนิด 
 น าตัวอย่างแมงมุม epigynum (อวัยวะเพศเมีย) และ pedipalps (อวัยวะเพศผู้) มา 
เปรียบเทียบจากต าราต่างๆ โดยเฉพาะจากเอกสารเกี่ยวกับการศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในแถบทวีปเอเซีย เช่น 
เช่น The Spiders of China (Song et al., 1999), The Spiders of Japan (Ono, 2009) และ Six new and 
one newly recorded species of salticidae (Arachnida: Araneae) from Singapore and Malaysia 
(Zhang et al., 2003), Chinese spiders illustrated ( Zhang, 2017 ), Salticidae of Thailand. Part 1, 

genera Plexippus C. L. Koch, 1846 and Burmattus Prószyński, 1992.( Żabka and Gardzińska 2017) 
และ Borneo spiders (Koh and Bay 2019) โดยใช้รูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยา ความยาวของขา การ
จัดเรียงของตา และแหล่งที่อยู่อาศัย ในการจ าแนก จากนั้นบรรยายลักษณะทางอนุกรมวิธาน และท าคู่มือการจัด
จ าแนกชนิด (key) เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการจ าแนก ถ่ายรูปแมงมุมและอวัยวะเพศของแมงมุม เก็บและรักษา
ตัวอย่างแมงมุมไว้ในพิพิธภัณฑ์กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช    
 3. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (ด าเนินการปี 2562-2563) 
      3.1 น าตัวอย่างแมงมุมกระโดดที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดี 
เอ็นเอ (DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตามค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Tissue Genomic DNA 
Extraction Mini Kit; Favorgen, Taiwan) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท โดยใช้คีมคีบดึงขาด้านขวาของแมงมุม
จ านวนหนึ่งข้าง (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสทิ้งไว้ข้ามคืน (ตัวอย่างแมงมุมที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือเป็น 
Voucher specimen) เติม FATG1 buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และ Protinase K Solution (0.3g/ml) 
ปริมาณ 20 ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟีน (Paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง เติม RNase A (0.5g/ml) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แล้วเติม FATG2 
buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เขย่าให้สม่ าเสมอ  เติม
แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมด
ใส่ใน FATG Mini Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที  เป็น
เวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม W1 Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และตกตะกอน
ด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) 
จากนั้นเติม Wash Buffer ปริมาณ 750 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) และปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาทีอีก
ครั้ง ย้ายหลอด FATG Mini Column มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และชะ
ล้างอีเอ็นเอด้วยสารละลาย Elution Buffer  ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที 
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จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอ ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 
       3.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้คู่ไพร์
เมอร์ดังนี้ 
Primer Name Sequence Base 
C1J1718 GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 26 
C1N2191 CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC 23 

 
แมงมุมกระโดดวงศ์ Salticidae เตรียมปฏิกิริยา PCR  ปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  

   1 reaction  (ไมโครลิตร) 
Dream Taq Green 
PCR Master mix 

 15 

ddH2O  3 
Primer Forward C1J1718 2 
Primer Reverse C1N2776 2 
DNA   3 

Total   25 
   
 น าปฏิกิริยา PCR ใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial- 
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที (ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 30 รอบ) จากนั้น final extension ที่อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
     3.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
โดยหยดผลิตภัณฑ์ PCR  ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1.2 % และให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ 400 mp เป็นเวลา 45 นาที  
     3.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์  โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ PCR ของแมงมุมกระโดดที่ได้ไปท าให้ 
ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี   
    3.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน Cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท าการ 
วิเคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมงมุมกระโดดที่น ามาศึกษาทั้งหมด (Sequence 
assembly) โดยโปรแกรมท่ีสามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ (assemble) ด้วยโปรแกรม Bioedit 
Sequence Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
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COI ในแมงมุมกระโดดแต่ละชนิด ด้วยโปรแกรม ClustalW (Thomson et al., 1994) ศึกษาความแตกต่างของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ภายในและระหว่างชนิด ด้วยโปรแกรม MEGA version 7.0 (Kumar, S., Stecher 
G. and Tamura K. 2016.) และความสัมพันธ์ เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยวิธี  
Neighbor Joining (NJ)  และ Maximum Likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม MEGA version 7.0 (Kumar, S., 
Stecher G. and Tamura K, 2016) 
    3.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดน าผลที่ได้มาตรวจสอบ 
ชนิด กับฐานข้อมูล Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวมฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ จาก
ทั่ ว โ ลก อีกครั้ ง  เ พ่ื อยื นยั นคว ามถู กต้ อ งข้ อมู ลดี เ อ็น เอบาร์ โ ค้ ด  โดย ใช้ โปรแกรม BLASTn (NCBI; 
www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990) แ ล ะ  BOLD (Barcode of Life Data System; 
http://www.boldsystems.org) โดยข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้จะถูกเก็บบันทึกเพ่ือจัดเตรียมฐานข้อมูลและใช้
เป็นข้อมูลอ้างอิงตรวจสอบความถูกต้องของชนิดแมงมุมในสกุลนี้ รวมทั้งน าไปใช้อ้างอิงทางวิชาการส าหรับงาน
อนุกรมวิธานและงานกีฏวิทยาด้านอ่ืนๆ ส าหรับดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้เป็นดีเอ็นเออ้างอิงที่อุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมงมุม กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
- การบันทึกข้อมูล 
 1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
 2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมงมุมกระโดดที่ใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่ง 
ประกอบด้วยพิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี สถานที่เก็บตัวอย่างแมงมุมกระโดดแต่ละชนิด และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
 3) ชื่อวิทยาศาสตร์ของแมงมุมกระโดด เขตการแพร่กระจาย และแนวทางการวินิจฉัยชนิด 
- เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2560 – กันยายน 2563 
 สถานที่ :   1) พ้ืนที่ 11 จังหวัด ทั่วทุกภาคของประเทศไทย ภาคเหนือได้แก่ จังหวัดพิษณุโลก  แพร่  
และน่าน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ จังหวัดขอนแก่น ภาคตะวันออกได้แก่ ระยอง จันทบุรี  และตราด ภาค
กลางได้แก่ จังหวัดสมุทรสาครและพิษณุโลก ภาคตะวันตกได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี เพชรบุรี ราชบุรี  
    2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กลุ่มกีฏและสัตวิวทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 
การทดลองที่ 3.14 การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของราสกุล Curvularia สาเหตุโรคพืช 
DNA Barcoding of Plant Pathogenic Curvularia 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากเชื้อรา Curvularia  
 เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากเชื้อรา Curvularia โดยเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่างด้วย
กระดาษ บันทึกข้อมูลรายละเอียดของการเก็บตัวอย่าง วันที่ พิกัด สถานที่ ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของ
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โรค จากนั้นน ามาแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ รวมถึงตัวอย่างแห้งที่เก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  
 2. ศึกษาและจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia สาเหตุโรคพืชโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 - ศึกษาลักษณะอาการของโรคและแยกเชื้อราโดยตรงจากชิ้นส่วนพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo 
หรือท า moist chamber โดยบ่มที่ อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 วัน เมื่อพบเชื้อราสร้างเส้นใยหรือ 
โคนิเดียใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาวางบนสไลด์หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืชให้บางๆ และตรวจดูลักษณะต่างๆ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound ถ่ายรูปและบนัทึกลักษณะต่างๆ ของเชื้อ 
 - แยกเชื้อราโดยวิธี tissue transplanting น าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 
มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรท์ 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
3-5 นาที ล้างในน้ าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง น าไปซับบนกระดาษท่ีผ่านการฆ่าเชื้อให้แห้ง จากนั้นน าไปเลี้ยง
บนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน หากพบเส้นใยของเชื้อราเจริญออกจาก
ชิ้นส่วนพืชให้ท าการแยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ และเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เพ่ือศึกษาต่อไป  
 - ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเชื้อ โดยบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA ลักษณะและสีของโคโลนี บันทึกลักษณะทางสัณฐาน ได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี ของก้านชูสปอร์ 
(conidiophores) โคนิเดีย (conidia) และโครงสร้างอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ compound 
และถ่ายภาพ จากนั้นน าข้อมูลขนาดโครงสร้างต่างๆ ที่วัดได้มาหาค่าเฉลี่ย และจ าแนกชนิดโดยเปรียบเทียบ
ลักษณะของเชื้อราที่ศึกษากับคู่มือของ Ellis (1971, 1976) Manamgoda et al. (2014) และ Seifert et al. 
(2011) นอกจากนี้สามารถใช้ข้อมูลบางส่วนจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้องซึ่งได้มีการศึกษาและจ าแนกชนิดของเชื้อรา 
Curvularia เพ่ือประกอบการวิเคราะห์ต่อไป 
 3. การจ าแนกชนิดของราสกุล Curvularia สาเหตุโรคพืช โดยใช้ข้อมูลพันธุกรรม 
 การสกัดดีเอ็นเอ 
 น าเส้นใยและโคนีเดียของรา Curvularia ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ใส่ลงในหลอด
ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดตามวิธีของ Doungsa-ard et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่ อุณหภูมิ  
-20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย  
   ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
   the Internal Transcribed Spacer (ITS)  
    ITS1: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (White et al., 1990) 
  V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (de Hoog and Gerrits van den Ende, 1998) 
    ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990) 
   the translation elongation factor 1-alpha (tef1) 
    EF1-983F: GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT (Rehner and Buckley, 
2005) 
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    EF1-2218R: ATGACACCRACRGCRACRGTYTG (Rehner and Buckley, 
2005) 
   glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH) 
    gpd1: CAACGGCTTCGGTCGCATTG (Berbee et al., 1999) 
    gpd2: GCCAAGCAGTTGGTTGTGC (Berbee et al., 1999) 
 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ของต าแหน่ง ITS tef1 และ GAPDH ด้วย Green Hot Start PCR Master Mix (biotechrabbit™) ใช้ 
cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า ก าหนด annealing temperature ที่ 56 องศา
เซลเซียส   
 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วยวิธีอิ
เล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ด้วย loading dye 1 
ไมโครลิตร และ SERVA HiSens Stain G ในอัตราส่วน 1:50,000 ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose gel 
ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่ง
ผลิตภัณฑ์ PCR ไปยังบริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) ที่ได้จากการทดลองมาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) บันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta 
ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank 
GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence  
 การจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น า contig ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (consencus sequence ที่บันทึกไว้ในรูปแบบ fasta ไฟล์) ที่ได้จาก
การทดลองและจากการรวบรวมข้อมูลมาจัดเรียง (align) เป็นชุดข้อมูล (dataset) ด้วยโปรแกรม MAFFT 6.611 
(Katoh and Toh, 2008) จากนั้นตรวจสอบการจัดเรียงของชุดข้อมูล (alignment) โดยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม 
MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al., 2016) จากนั้นใช้โปรแกรม 
Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) ท า dataset ของแต่ละต าแหน่ง และ partitioned (combined) 
dataset ของต าแหน่ง ITS TEF1 และ GAPDH บันทึก dataset และ partitioned dataset ในรูปแบบไฟล์ 
.nexus โดยใช้โปรแกรม Mesquite  
 การเก็บรักษา 
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 การเก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA templates) ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา และเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการศึกษา เชื้อราที่แยกได้
เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี้ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอต้นแบบจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช และข้อมูลรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcodes หรือ consensus sequences) จะถูกเก็บบันทึก 
และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบใน
การศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป  
- เวลาและสถานที่  
ตุลาคม 2561 – กันยายน 2563 
 ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 3.15 ชนิดแมลงวันผลไม้เผ่า (Tribe) Dacini (Diptera: Tephritidae) ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
Molecular Identification of fruit fly in Tribe Dacini (Diptera: Tephritidae) using DNA 
Barcode 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1. การเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini 

 รวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ตัวเต็มวัยจากพ้ืนที่การเกษตร โดยเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่ 6 ภูมิภาคของ
ประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้) โดยเลือก
พ้ืนที่เพ่ือเป็นตัวแทนในการเก็บตัวอย่างภูมิภาคละ 3 จังหวัด  (Figure 1) ใช้กับดักล่อแมลงวันผลไม้แบบถังเปียก 
ซึ่งประกอบด้วยส าลีชุบสารล่อ (pheromone) แมลงวันผลไม้ 3 ประเภท ได้แก่ เมทิลยูจีนอล (Methyl Eugenol) 
คิวลัวร์ (CUE lure) และลาติลัวร์ (Lati lure) ผสมสารฆ่าแมลง malathionในอัตราส่วน 4 : 1 และภายในกับดัก
บรรจุสารโพรไพลีนไกลคอล เพ่ือรักษาสภาพดีเอ็นเอของตัวอย่างแมลงวันผลไม้ติดกับดัก 5 กับดักต่อสารล่อหนึ่ง
ประเภทต่อหนึ่งพ้ืนที่  เก็บรวบรวมตัวอย่างระหว่างเดือนตุลาคม พ.ศ. 2561 - กันยายน พ.ศ. 2564จ าแนกชนิด
แมลงวันผลไม้จากลักษณะภายนอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ ร่วมกับแนวทางการวินิจฉัยชนิดแมลงวันผลไม้  
Tropical Fruit Flies (Tephritidae: Dacinae) of South-East Asia (Drew & Romig, 2013) และ Keys to the 
Tropical Fruit Flies of South-East Asia (Tephritidae: Dacinae) (Drew & Romig, 2016) น า ตั ว อย่ า ง
แมลงวันผลไม้ดองในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บตัวอย่างไว้ในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   
 2. การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ของแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini 
 2.1 สกัดดีเอ็นเอแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini โดยการน าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยามาสกัดดีเอ็นเอ ตามกรรมวิธี Boontop (2016) ร่วมกับค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป 
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(ISOLATE II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัทโดยน าขาด้านขวาจ านวน 3 
ข้างของแมลงวันผลไม้ (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Lysis Buffer GL ปริมาตร 
180 ไมโครลิตร และสารลาย Protinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตรจากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
16 - 20 ชั่วโมง ท าการย่อยสลายตัวอย่างโดยเขย่าอย่างรวดเร็ว และเติม Lysis Buffer G3 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เขย่าอย่างสม่ าเสมอ เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 
(ethanol 100%) ปริมาตร 210 ไมโครลิตร เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ในหลอด 
ISOLATE II Genomic DNA และตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 11,000x g นาน 1 นาที ล้าง
ตะกอน โดยการเติม Wash Buffer GW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็ว
สูงที่ 11,000x g นาน 1 นาที ตามด้วย Wash Buffer GW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วยเครื่อง
ปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 11,000x g นาน 1 นาที ทิ้งของเหลวที่เหลือตกตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูงที่ 11,000x g นาน 1 นาที ย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 
1.5 ไมโครลิตรละลายดีเอ็นเอ โดยการเติม Elution Buffer G ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นท าการบ่มที่
อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที ตกตะกอนดีเอ็นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000x g นาน 1 นาที น าดีเอ็นเอที่
ได้เก็บในตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 
 2.2 เพ่ิมปริมาตรดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์
universal primer จากยีน cox1:LCO1490 (GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG) และ HCO2198  
(TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA) (Folmer et al., 1994) ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วยดี
เ อ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร 10 µM ไพรเมอร์LCO1490 1 ไมโครลิตร 10 µM ไพรเมอร์  HCO2198                      
1 ไมโครลิตร สารละลาย GoTaq® 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อให้ปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตรโดยน าปฏิกิริยา PCR ใส่เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยก าหนดขั้นตอนและเวลาในปฏิกิริยา PCR cycle 
ดังนี้ 1) initial-denaturing 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 2) denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 3) 
annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที 4) extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที (จ านวน 35 รอบ) (โดย
ในขั้นตอน 2-4 ท าซ้ าจ านวน 35 รอบ) และ 5) final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ด้วยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส(gel electrophoresis) ที่อะกาโรสเจลค
วามความเข้มข้น 2% ผสม RedSafe dye ในสารละลาย 1X TBE buffer แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าความต่างศักย์ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต (UV) บันทึกผลด้วยเครื่อง
ถ่ายภาพเจลพร้อมโปรแกรมวิเคราะห์ภาพ  ตรวจหาล าดับ                   นิวคลีโอไทด์ โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ที่ได้ไปท าให้บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง ABI 3730 x 1 automated sequencer 
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) ABI BigDye terminator chemistry ตามกรรมวิธีของบริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้
 2.3 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน cox1 ของแมลงวันผลไม้ที่น ามาศึกษาทั้งหมด ท าการวิเคราะห์ 
โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence assembly) ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence Alignment 
Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999) และบันทึกข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ FASTA 
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 2.4  เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ท่ีมีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ด้วยการ Blast  
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 
(% identity) เพ่ือยืนยันความถูกต้องล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ เก็บบันทึกล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
แมลงวันผลไม้ไว้ในระบบฐานข้อมูลของ GenBank ในรูปแบบ accession number 
 3. การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini 
 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้จากยีน cox1 ที่ศึกษาเปรียบเทียบความถูกต้อง กับล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้จากฐานข้อมูล Genbank จากนั้น น าล าดับนิวคลีโอไทด์เข้าสู่ขั้นตอน alignment 
ด้วยโปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2018) ประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลใช้เกณฑ์มาตรฐาน 2 เกณฑ์ คือ 
Maximum Likelihood (ML) และ Bayesian Inference (BI) และเปรียบเทียบ topology ที่ได้จากทั้ง 2 เกณฑ์
มาตรฐาน โดยมีรายละเอียดการวิเคราะห์ดังนี้ เตรียม dataset ของยีนต าแหน่ง cox1 ส าหรับ Maximum 
Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ .phy วิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนด 
model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์ด้วย rapid 
bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และก าหนด maximum likelihood bootstrap 
จ านวน 1000 ครั้ง และวิเคราะห์โดย Bayesian inference (BI) เตรียมไฟล์ .nexus ใช้โปรแกรม MrBayes 
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003) ใช้วิธี  Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ค่าตั้ งต้นที่ ใช้ ในการ
วิเคราะห์ดังนี้ Mcmcstartingtree = user ngen = 10 000 000 temp = 0.25 nruns = 4 samplefreq = 
1000  pintfreq = 1000  nchains = 4  savebrlens = yes stoprules = yes stopval = 0 . 0 1 ; ปรั บค่ า 
generation temperature substitution model parameters จ านวน generation และ burninเ พ่ือให้ ได้  
consensus topology ตรวจสอบความเชื่อมั่นของผลวิเคราะห์ด้วย cumulative and compare functions 
โดย AWTY (Nylander et al., 2008) 
- การบันทึกข้อมูล 
 1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ 
 2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบให้สอดคล้องกับชนิดแมลงวันผลไม้ท่ีใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่ง
ประกอบ ด้วยพิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้แต่ละชนิดและชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
 3) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบ accession number ในฐานข้อมูล Genbank 
- เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลาการทดลอง : เดือนตุลาคม พ.ศ. 2561 - เดือนกันยายน พ.ศ. 2564 
 สถานที่ : 1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่าง ๆ ในภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก  ภาค
  ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ 
      2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ                      
  อารักขาพืช 
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การทดลองที่ 3.16 การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดและชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ Thripidae (Thysanoptera: 
Thripidae) ที่พบในหน่อไม้ฝรั่งในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
DNA Barcoding for Identification of Thirps in Family Thripidae (Thysanoptera: Thripidae) in 
Aparagus in the Middle part of Thailand 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างเพลี้ยไฟในแหล่งปลูกหน่อไม้ฝรั่งในเขตภาคกลางของประเทศไทย เช่น 
นนทบุรี ปทุมธานี นครปฐม สมุทรสาคร ราชบุรี กาญจนบุรี เป็นต้น เพ่ือศึกษาจ านวนชนิดของเพลี้ยไฟใน
หน่อไม้ฝรั่ง โดยใช้วิธีการตีหรือเขย่าส่วนของพืช เช่น ใบ ดอก และหน่อ เป็นต้น ให้เพลี้ยไฟตกลงบนกระดาษขาว
ที่รองรับ และใช้พู่กันเขี่ยเพลี้ยไฟแต่ละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ายา AGA (Alcohol 60%: Glycerine: Acetic acid 
อัตราส่วน 10:1:1) ส าหรับศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและ แอลกอฮอล์ 95% ส าหรับศึกษาล าดับเบสของยีน 
Cytochrome oxidase subunit I (COI) รวมทั้งเก็บตัวอย่างที่มีชีวิตด้วย บันทึกรายละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได้ 
เช่น พืชที่เก็บ ส่วนของพืชที่เก็บ สถานที่เก็บ ค่าพิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วันที่เก็บ และชื่อผู้เก็บ ลงในขวดดอง
เพลี้ยไฟ น าตัวอย่างทั้งหมดที่รวบรวมได้กลับไปยังห้องปฏิบัติการ และน าตัวเต็มวัยไปท าสไลด์ถาวรตามวิธีการของ 
ศิริณี (2544) บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมถึงให้รายละเอียดบนแผ่น
ป้ายบันทึกของขวดดองตัวอ่อนและตัวเต็มวัย ได้แก่ ชื่อวิทยาศาสตร์ที่จ าแนกได้ วัน/เดือน/ปี สถานที่เก็บตัวอย่าง 
และชื่อผู้เก็บตัวอย่างจัดท าแนวทางวินิจฉัยชนิด (key) ของเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้จัดเก็บตัวอย่างที่ได้ศึกษาไว้ใน
พิพิธภัณฑ์แมลง โดยแบ่งเป็นหมวดหมู่ตามระบบสากล 
 การศึกษาล าดับพันธุกรรม 
 น าตัวอย่างเพลี้ยไฟที่ได้จ าแนกชนิดเบื้องต้นภายใต้ stereo microscope (ตัวอย่างกลุ่มเดียวกับตัวอย่าง
ที่ใช้ท าสไลด์ถาวร) ที่เก็บรวมรวมได้จากแต่ละพ้ืนที่ไปศึกษาล าดับเบสของยีน Cytochrome oxidase subunit I 
(COI) ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 
 วิธีการหาล าดับเบส COI ปรับปรุงจากวิธีการศึกษายีน COI ของ Karimi, et al. (2010) 
 ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 
  - บดตัวอย่างเพลี้ยไฟ 1 ตัวอย่างใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ด้วย  
   sterilized polypropylene pestle โดยด าเนินการตามกรรมวิธีของชุดสกัด DNeasy 
   blood and tissue qiagen kit 
  - น าสารละลายที่ได้ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้น 
    น าเข้าเครื่องปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นาที เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
  - ดูดสารละลายส่วนใสที่ได้ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
   (polymerase chain reaction) 
 การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
  - ศึกษายีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนาด 642 bp และเป็น  
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             Conserved region ของแมลงทุกชนิด (บาร์โค้ด) โดยใช้ universally conserved mtDNA 
   COI primers, LC01490 และ HC02198 (Folmer, et al., 1994) 
  - น าสารละลายส่วนใสที่ได้จากข้อ 3 ท าปฏิกิริยากับ 10m MdNTPs, 5 U/µl Amplitaq, 25 
   mM MgCl2 , 10X PCR buffer, 20mM sense and antisense primer ขั้นตอนและ 
   อุณหภูมิของขั้นตอนการท า PCR (Biomethrathermocycler) คือ 
  Initialdenaturation   ที่ 94 ºC  3 นาที 
  Denaturation    ที่ 94 ºC  1 นาที 
  Annealing    ที่ 52 ºC  30 วินาที  
  Extension    ที่ 72 ºC  90 วินาที 
  Final extension   ที่ 72 ºC  30 นาที 
  - หลังจากนั้นน าไป purified โดยด าเนินตามกรรมวิธีของชุดสกัด Bioneer’s PCR purification 
kit 
 การหาและวิเคราห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
  - ด าเนินการส่งผลผลิตดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (บริษัท Macrogen ประเทศ  
   เกาหลีใต้) และน าผลของล าดับเบสที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม BioEdit 7.0.5.2 (Hall,  
  1999), nBLAST program, MEGA4 (Kimura, 1980) และ neighbor-joining tree   
  (Saitou and Nei, 1987) เพ่ือหาความจ าเพาะเจาะจงของเพลี้ยไฟภายในแหล่งเดียวกันและ   
  ระหว่างแหล่งที่เก็บตัวอย่าง รวมถึงเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank และศึกษาความ  
  ใกล้เคียงกันของเพลี้ยไฟแต่ละชนิด 
-การบันทึกข้อมูล 
 พืชอาหาร สถานที่ พิกัดทางภูมิศาสตร์ (GPS) วันเดือนปีที่เก็บตัวอย่าง 
- เวลาและสถานที่ : เดือน ตุลาคม 2562 ถึง เดือน กันยายน 2564 
   1. แปลงปลูกหน่อไม้ฝรั่งในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
   2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ห้องปฏิบัติการกลาง  
       กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

35 cycles 
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3. การปรับแผนงบประมาณระหว่างปี 
 ไม่มี     มี  ได้รับอนุมัติเมื่อวันที่..........…………. (โปรดแสดงหลักฐานในภาคผนวก) 
 เปลี่ยนแปลงงบประมาณ โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง................................................................ 
 เปลี่ยนแปลงวัตถุประสงค์/ผลผลิต โปรดอธิบายการเปลี่ยนแปลง................................................... 
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บทท่ี 3 ผลการศึกษา      
 
3.1 ผลการด าเนินงานของโครงการ 

โครงการอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพ่ือการ
วิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย มีระยะในการด าเนินงาน 5 ปี ระหว่างปีงบประมาณ 2560 – 2564 ประกอบด้วย 
3 กิจกรรม ได้แก่  

กิจกรรมที่ 1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  มี 2 กิจกรรมย่อย ประกอบด้วย 
กิจกรรมย่อยที่ 1.1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  
จ านวน 24 การทดลอง 
กิจกรรมย่อยที่ 1.2 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค 
จ านวน 14 การทดลอง 

กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืชอาหาร 
และการแพร่กระจาย) ประกอบด้วย 3 กิจกรรมย่อย  

  กิจกรรมย่อยที่ 2.1  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช จ านวน 10 การทดลอง  
  กิจกรรมย่อยที่ 2.2 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของโรคพืช จ านวน 8 การทดลอง 
  กิจกรรมย่อยที่ 2.3 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช จ านวน 5 การทดลอง 

 กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด จ านวน 16 การทดลอง 
 ผลการด าเนินงานโดยสรุปของโครงการมีรายละเอียดดังต่อไปนี้  

 กิจกรรมที่ 1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  มี 2 กิจกรรมย่อย ประกอบด้วย 
กิจกรรมย่อยที่ 1.1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง

และเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่งประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน การอธิบายลักษณะ 
(description) แนวทางการวินิจฉัย (key) ข้อมูลชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพร่กระจายและตัวอย่างเก็บรักษาตัวอย่าง
ที่ใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย ประกอบด้วย แมลงศัตรูพืช ได้แก่ 
เพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Aspidiotinae จ านวน 7 สกุล 12 ชนิด  วงศ์ย่อย Diaspidinae จ านวน 8 สกุล 14 ชนิด 
เพลี้ยแป้งในราก วงศ์ Rhizoecidae จ านวน 3 สกุล 3 ชนิด แมลงหวี่ขาว วงศ์ Aleyrodidae จ านวน 3 ชนิด เพลี้ย
จักจั่นศัตรูมะม่วง จ านวน 4 สกุล 8 ชนิด มวนสกุล Nysius 3 ชนิด ผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo จ านวน 7 ชนิด ผีเสื้อ
หนอนร่าน  วงศ์ Limacodidae) จ านวน 60 ชนิด ใน 26 สกุล ตั๊กแตนทั้งสิ้น 3 วงศ์ 8 วงศ์ย่อย 23 ชนิด ตัวอ่อน
แมลงวันผลไม้ในเผ่า Dacini จ านวน 6 ชนิด และแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae จ านวน 5 ชนิด สัตว์
ศัตรูพืช ได้แก่ หอยทากบกศัตรูพืช หอยทากบก จ านวน 10 ชนิด ทาก จ านวน 1 ชนิด หอยน้ าจืดศัตรูพืชจ านวน 2 
สกุล  3 ชนิด โครโมโซมของหอยทากบกวงศ์ Succineidae มีค่าแฮพพลอยด์ (haploid, n) เท่ากับ 19-24 และ หนูหริ่ง
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สกุล Mus (Rodentia: Muridae: Murinae) จ านวน 4 ชนิด ไรศัตรูพืชและแมงมุม ได้แก่  ไรขาวในวงศ์ Tarsonemidae 
พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 15 ชนิด และแมงมุมในวงศ์ Oxyopidae ทั้งหมด 4 สกุล 6 ชนิด ศัตรูธรรมชาติ  ได้แก่ แตนเบียน
สกุล Encarsia จ านวน 3 ชนิด แตนเบียนไข่มวน 1 วงศ์ Platygastridae  จ านวน 10 สกุล แมลงช้างปีกใส วงศ์ 
Chrysopidae จ านวน 2 วงศ์ย่อย 8 ชนิด แมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae จ านวน 3 สกุล 3 ชนิด แมลงช้าง
ปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae จ านวน 2 สกุล 2 ชนิด และมวนตัวห้ าสกุล Orius จ านวน 4 ชนิด ไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลง พบจ านวน 2 สกุล รายละเอียดดังนี้ 
 แมลงศัตรูพืช 
 เพลี้ยหอยเกล็ด วงศ์ย่อย Aspidiotinae ทั้งสิ้น  12 ชนิด  7 สกุล ได้แก่ 1) เพลี้ยหอยเกล็ดมะพร้าว 
Aspidiotus destructor Signoret  2) เพลี้ยหอยเกล็ดออเรนทัล Aonidiella orientalis (Newstead) 3) เพลี้ยหอย
เกล็ดเหลืองเทียม Aonidiella comperei Mckenzie 4) เพลี้ยหอยเกล็ดแดงแคลิฟอร์เนีย  Aonidiella aurantii 
(Maskell) 5) เพลี้ยหอยเกล็ดขิง  Aspidiella hartii (Cockerell) 6) เพลี้ยหอยเกล็ดไตรโลไบท์  Pseudaonidia 
trilobitiformis (Green) 7) เพลี้ยหอยเกล็ด Pseudaonidia sp.  8) เพลี้ยหอยเกล็ดมอร์แกน Chrysomphalus 
dictyospermi (Morgan) 9) เพลี้ยหอยเกล็ด Chrysomphalus sp. 10) เพลี้ยหอยเกล็ดฟลอริดาน่า Lindingaspis 
floridana Ferris 11) เ พลี้ ย หอย เ กล็ ด ล าทิ เ นี ย  Hemiberlesia lataniae (Signoret) 12) เ พลี้ ย หอย เ กล็ ด 
Hemiberlisia sp. 
 เพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Diaspidinae จากการตรวจจ าแนกชนิดตัวอย่างเพลี้ยหอยเกล็ด พบทั้งสิ้น 8 สกุล 14 
ชนิด ได้แก่ 1) เพลี้ยหอยเกล็ดขาวมันส าปะหลัง Aonidomytilus albus (Cockerell) 2) เพลี้ยหอยเกล็ดกุหลาบ 
Aulacaspis rosae (Bouche') 3)เพลี้ยหอยเกล็ดขาวมะม่วง Aulacaspis tubercularis (Newstead) 4) เพลี้ยหอย
เกล็ดขาวทุเรียน Aulacaspis vitis (Green) 5) เพลี้ยหอยเกล็ดขาว Aulacaspis sp. 6) เพลี้ยหอยเกล็ดสับปะรด  
Diaspis bromeliae (Kerner)  7) เพลี้ยหอยเกล็ดยาวส้ม Lepidosaphes gloverii (Packard) 8) เพลี้ยหอยเกล็ด
ยาว Lepidosaphes sp. 9) เพลี้ยหอยเกล็ดกลมส้ม Parlatoria pergandii (Comstock) 10) เพลี้ยหอยเกล็ดด า
มะนาว Parlatoria ziziphi (Locau) 11) เพลี้ยหอยเกล็ดเฟิร์น Pinnaspis aspidiatrae (Signorest) 12) เพลี้ยหอย
เกล็ดขาวฝ้าย Pinnaspis strachani (Cooley) 13) เพลี้ยหอยเกล็ดยี่โถ Pseudaulacaspis cockerelli (Cooley) 
14) เพลี้ยหอยเกล็ดหิมะส้ม Unaspis citri (Comstock) 
 เพลี้ยแป้งในราก วงศ์ Rhizoecidae จ านวน 3 สกุล 3 ชนิด ได้แก่ 1) Geococcus coffeae Green 2) 
Rhizoecus americanus (Hambleton)  3) Ripersiella saintpauliae (Williams) 
เพลี้ยอ่อน (Hemiptera: Aphididae) สามารถจ าแนกได้ 4 สกุล 6 ชนิด ได้แก่ เพลี้ยอ่อนฝ้าย Aphis gossypii Glover 
เพลี้ยอ่อนถั่ ว Aphis craccivora Koch เพลี้ยอ่อนถั่วเหลือง  Aphis glycines Matsumura เพลี้ยอ่อนกะหล่ า  
Brevicorync brassicae (Linnaeus) เพลี้ยอ่อนผัก Lipaphis erysimi Kaltenbach และเพลี้ยอ่อนยาสูบ Myzus 
persicae (Sulzer)  
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 แมลงหวี่ขาว (Hemiptera: Aleyrodidae) สามารถจ าแนกได้ 3 ชนิด ได้แก่ 1) แมลงหวี่ขาวยาสูบ Bemisia 
tabaci (Gennadius, 1889) 2) แมลงหวี่ขาวใยเกลียว Aleurodicus dispersus Russell และ 3) แมลงหวี่ขาวใน
โรงเรือน Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) 
 เพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วงจ านวน 4 สกุล 8 ชนิด ได้แก่ Amrasca splendens Ghauri, Amritodus atkinsoni 
(Lethierry), Idioscopus clypealis (Lethierry), Idioscopus nagpurensis (Pruthi), Idioscopus nitidulus 
(Walker), Idioscopus clavosignatus Maldonado Capriles, Idioscopus chumphoni Hongsaprug แ ล ะ 
Mangganeura reticulata Ghauri ซึ่งเพลี้ยจักจั่นสกุล Amritodus เป็นการรายงานครั้งแรกในประเทศไทย 
 มวนสกุล Nysius 3 ชนิด คือ Nysius dissimillis ( Izzard) , Nysius ceylanicus (Motsch) และNysius 
minor (Distant)  
 ผี เสื้ อหนอนกอสกุล Chilo จ านวน 7 ชนิด ได้แก่  C.  auricilius C.  infuscatellus C.  polychrysus C. 
sacchariphagus      C. suppressalis C. terrenellus และ C. Tumidicostalis 
 ผีเสื้อหนอนร่าน (Lepidoptera: Limacodidae) จ านวน 60 ชนิด ใน 26 สกุล คือ สกุล Altha 2 ชนิด สกุล 
Atosia 1 ชนิด สกุล Birthamoides 1 ชนิด สกุล Birthosea 1 ชนิด สกุล Cania 3 ชนิด สกุล Chalcocelis 1 ชนิด 
สกุล Cleromettia 1 ชนิด สกุล Darna 6 ชนิด สกุล Hampsonella 1 ชนิด สกุล Hyphorma 1 ชนิด สกุล 
Hyphormides 1 ชนิด สกุล Idonauton 1 ชนิด สกุล Miresa 2 ชนิด สกุล Narosoideus 1 ชนิด สกุล Nirmides 1 
ชนิด สกุล Oxyplax 1 ชนิด สกุล Parasa 17 ชนิด สกุล Phlossa 1 ชนิด สกุล Phocoderma 1 ชนิด สกุล 
Praesetora 1 ชนิด สกุล Pseudonirmides 1 ชนิด สกุล Quasithosia 1 ชนิด สกุล Scopelodes 5 ชนิด สกุล 
Setora 2 ชนิด สกุล Susica 1 ชนิด และสกุล Thosea 5 ชนิด ซึ่งสกุลและชนิดที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ มี
จ านวน 6 สกุล 10 ชนิด คือ สกุล Cania ได้แก่ชนิด C. siamensis สกุล Darna ได้แก่ชนิด D. furva D. diducta D. 
pallivitta D. sordid สกุล Parasa ได้แก่ชนิด P. corbetti P. lepida สกุล Quasithosia ได้แก่ชนิด Q. sythoffi 
สกุล Setora ได้แก่ชนิด S. fletcheri และสกุล Thosea ได้แก่ชนิด T. siamica  
 ตั๊กแตนทั้งสิ้น 3 วงศ์ 8 วงศ์ย่อย 23 ชนิด ได้แก่ Acrididae: Acrida willemsei Dirsh 1954, Gonista 
bicolor (De Haan 1842), Trilophidia annulata (Thunberg 1815), Phlaeoba infumata Brunner 1893, 
Phlaeoba antennata Brunner 1893, Calephorus vitalisi I. Bolivar 1914, Oedaleus abruptus (Thunberg 
1815), Aiolopus thalassinus (Fabricius 1781), Gesonula mundata (Walker 1870), Oxya japonica 
(Thunberg 1824), Oxya hyla Serville 1831, Pseudoxya diminuta (Walker 1871), Apalacris varicornis 
Walker 1870, Hieroglyphus banian (Fabricius 1798), Spathosternum prasiniferum (Walker 1871), 
Choroedocus violaceipes Miller 1934, Atractomorpha psittacina (De Haan 1842), Atractomorpha 
crenulata (Fabricius 1793), Pyrgocorypha subulate (Thunberg 1815), Conocephalus longipennis (Haan 
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1842), Holochlora nigrothympana Ingrisch 1990, Orthelimaea leeuwenii (Karny 1926) แ ล ะ 
Hexacentrus unicolor Serville 1831 
 ตัวอ่อนแมลงวันผลไม้ในเผ่า Dacini จ านวน 6 ชนิด ได้แก่ B. correcta, B. latifrons,  B. dorsalis, B. 
umbrosa, Z. cucurbitae และ Z. tau และจากการศึกษา morphometric ปีกแมลงวันผลไม้ 10 ชนิด ได้แก่ B. 
carambolae, B. cilifera, B. correcta,  B. dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, B. tuberculata, B. zonata, 
Z. cucurbitae และ Z. tau  
  แมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae จ านวน 5 ชนิด ได้แก่  Liriomyza brassicae (Riley, 1884),                     
L. chinensis (Kato, 1949), L. huidobrensis (Blanchard, 1926), L. sativae Blanchard, 1938 และ                  
L. trifolii (Burgess 1880)  
 สัตว์ศัตรูพืช 
 ความหลากชนิดหอยทากบกศัตรูพืชในระบบนิเวศเกษตรและสิ่งแวดล้อมพบกลุ่มหอยทากบก 10 ชนิด ทาก 1 
ชนิด โดยจัดเป็นหอยและทากชนิดที่มีรายงานเป็นศัตรูพืช 6 ชนิด คือ หอยดักดาน Cryptozona siamensis, หอย
กระดุม Bradybeana sp, หอยขัดเปลือก Macrochlamys sp.,หอยสาลิกา Sarika sp., หอยทากยักษ์อัฟริกา 
Achatina fulica หอย เ จดี ย์ เ ล็ ก  Lamellaxis gracilis, หอย เ จดี ย์ ใ หญ่  Prosapea walkeri , หอยกระดุ ม 
Bradybeana sp, หอยอ าพัน Succinea sp.,  และทากเล็บมือนาง Parmarion sp., หอยนักล่าสยาม Perrottetia 
siamensis (Pfeiffer,1862) และทากนักล่าซาราซิน Atopos sarasini (Collinge ,1902) 
หอยน้ าจืดศัตรูพืชในพรรณไม้น้ าได้ตัวอย่างหอยน้ าศัตรูพืช พบว่าเป็นหอยน้ าจืดศัตรูพืช Radix และ Indoplanorbis 
และพบหอย Physella sp. 1 ซึ่งเป็นหอยศัตรูพืชต่างถิ่นในบริเวณเขื่อนล าพระเพลิง จังหวัดนครราชสีมา จังหวัด
กาญจนบุรี และจังหวัดนครปฐม และหอยศัตรูพืชต่างถิ่น Physella sp. 2 
 โครโมโซมจากตัวอย่างหอยทากบกวงศ์ Succineidae พบว่าจ านวนโครโมโซมมีค่าแฮพพลอยด์ (haploid, n) 
เท่ากับ 19-24 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานที่มีก่อนหน้านี้ ว่าค่าแฮพพลอยด์ของหอยทากบกวงศ์นี้เท่ากับ 5-25  
 ความหลากชนิดและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหนูหริ่งสกุล Mus (Rodentia: Muridae: Murinae) ที่
พบในประเทศไทย สามารถจ าแนกชนิดหนูหริ่งศัตรูพืช ได้ 4 สปีชีส์ ได้แก่ หนูหริ่งนาหางสั้น (Fawn-colored mouse; 
Mus cervicolor) หนูหริ่งใหญ่ (Cook’s mouse; Mus cookii), หนูหริ่งนาหางยาว (Ryukyu mouse; Mus caroli) 
และหนูหริ่งป่าเล็กขนเสี้ยน (Shortridge’s shrewmouse; Mus pahari)  
 ไรศัตรูพืชและแมงมุม 
 ไรขาวในวงศ์ Tarsonemidae พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 15 ชนิด เป็นไรศัตรูพืช 8 ชนิด ยังไม่สามารถระบุได้ว่าเป็น
ศัตรูพืชหรืออาจจะเป็นไรที่กินเชื้อราอีก 6 ชนิดและ ไรตัวห้ า 1 ชนิด ไรขาวศัตรูพืชที่พบได้แก่ 
Polyphagotarsonemus latus (Banks), Polyphagotarsonemus sp., Nasuitarsonemus onami Lofego, 
Hountondji, Al-Shanfari&Moraes,  Nasutitarsonemus sp., Steneotarsonemus furcatus De Leon, 
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Steneotarsonemus sp., Steneotarsonemus spinki Smiley และอีกชนิดไม่สามารถจ าแนกชนิดได้ ส าหรับไรขาว
อีก 5 ชนิดได้แก่ Fungitarsonemus setillus Sousa, Lofego & Gondim, Fungitarsonemus sp. 
Neotrsonemoides sp., Tarsonemus bilobatus Suski Tarsonemus sp.  และ Steneotarsonemus sp. ไม่พบ
อาการเข้าท าลายอย่างชัดเจน คาดว่าน่าจะเป็นไรขาวที่กินเชื้อราเป็นอาหาร นอกจากนี้พบไรตัวห้ าพบ 1 ชนิดคือ 
Amblyseius largoensis (Muma)  จากการส ารวจพบว่าไรขาวชนิดที่มีความส าคัญมี 3 ชนิดคือ 
Polyphagotarsonemus latus (Banks) เป็นไรขาวที่เข้าท าลายพืชได้หลากหลายชนิด ท าให้ใบพืชม้วนหงิกงอ 
Steneotarsonemus furcatus De Leon เป็นไรขาวศัตรูส าคัญบนผลมะพร้าวท าให้มะพร้าวเป็นแผลแข็งสีน้ าตาล ผล
ไม่ได้ขนาด หากเข้าท าลายรุนแรงผลจะบิดเบี้ย และ Steneotarsonemus spinki Smiley เป็นไรขาวที่พบบนใบข้าว 
ระบาดเป็นครั้งคราวแต่หากระบาดท าให้ผลผลิตข้าวลดลง 
 แมงมุมในวงศ์ Oxyopidae ทั้งหมด 4 สกุล 6 ชนิดได้แก่ Oxyopes lineatipes  (C. L. Koch, 1847)  
Oxyopes javanus Thorell, 1887  Oxyopes shweta Tikader, 1970  Peucetia viridans (Hentz, 1832 ) 
Hamataliwa sp. และ Hamadruas sp.  
 ศัตรูธรรมชาติ 
 แตนเบียนสกุล Encarsia พบทั้งสิ้น 3 ชนิดได้แก่ Encarsia strenua Polaszek 1992, Encarsia dispersa 
Polaszek 2004 และ Encarsia bimaculata Heraty & Polaszek 2000. แตนเบียนไข่มวน 1 วงศ์ ได้แก่ 
Platygastridae  พบสกุลที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจได้แก่สกุล Trissolcus sp. ซึ่งมี 7 ชนิดได้แก่  Trissolcus 
basalis (Wollaston), T. japonicus (Ashmead), T. thyantae Ashmead, T. latisulcus Crawford, T. 
comperei Ashmead, T. mitsukurii Ashmead, T. vindicius (Nixon) นอกจากนี้พบแตนเบียนไข่มวนในสกุลอ่ืน
อีก 9 สกุล ได้แก่ Gryon sp., Telenomus sp., Idris sp., Calliscelio sp., Scelio sp.,  Psix sp., Phanuromyia 
sp., Trichoteleia sp. และ Macroteleia sp. แตนเบียนไข่ในสกุล Trissolus จัดว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีศักยภาพและมี
การน ามาใช้ในการพัฒนาผลิตขยายเพื่อควบคุมมวนศัตรูพืชแล้วในหลายประเทศ 
 แมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae สามารถวินิจฉัยได้จ านวน 8 ชนิด ใน 2 วงศ์ย่อย และ 4 เผ่า คือ 
Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) Ankylopteryx octopunctata (Fabricius, 1793) Ankylopteryx 
anomala Brauer, 1864 Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) Italochrysa aequalis (Walker, 
1853) Italochrysa japonica (MacLachlan, 1875) Mallada basalis (Walker, 1853) และ Plesiochrysa 
ramburi (Schneider, 1851) โดยชนิดที่สามารถพบได้ทุกภูมิภาคของประเทศไทย มีจ านวน 3 ชนิด คือ A. 
anomala M. basalis และ P. ramburi ทั้งนี้ชนิด M. basalis และ P. ramburi มีความส าคัญทางการเกษตร โดย
น ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี โดยเฉพาะกลุ่มแมลงปากดูด ในปัจจุบัน 
 แมลงช้างสีน้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae พบว่าสามารถวินิจฉัย
แมลงช้างสีน้ าตาล ในระดับชนิดได้จ านวน 2 ชนิด และในระดับสกุลได้จ านวน 1 ชนิด ใน 3 วงศ์ย่อย และ 3 เผ่า คือ 
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Psectra siamica Nakahara & Kuwayama, 1961 Micromus timidus Hagen, 1853 และ Drepanacra sp. และ
สามารถวินิจฉัยแมลงช้างปีกแป้ง ในระดับชนิดได้จ านวน 1 ชนิด และในระดับสกุลได้จ านวน 1 ชนิด ใน 1 วงศ์ย่อย 
และ 2 เผ่า คือ Semidalis aleyrodiformis (Stephens, 1836) และ Coniopteryx sp. โดยแมลงช้างทั้ง 2 วงศ์นี้ 
ชนิดที่สามารถพบได้ทุกภูมิภาคของประเทศไทย มีจ านวน 2 ชนิด คือ M. timidus และ S. aleyrodiformis ซึ่งแมลง
ช้างทั้งสองชนิดนี้ มักพบตัวอ่อนกัดกินแมลงปากดูด ได้แก่ เพลี้ยอ่อน และแมลงหวี่ขาว อยู่บ่อยครั้ง จึงจัดว่าเป็นแมลง
ตัวห้ าที่น่าจะมีความส าคัญทางการเกษตร น ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี โดยเฉพาะกลุ่มแมลงปากดูด ใน
อนาคต 
 มวนตัวห้ าสกุล Orius จ าแนกได้ 4 ชนิด ได้แก่ Orius dravidiensis Muraleedharan, Orius tantillus 
(Motschulsky), Orius maxidentex Ghauri และ Orius minutus (Linnaeus) ทั้ง  4 ชนิดพบดูดกินเพลี้ยไฟ แมลง
หวี่ขาว ไร เป็นต้น ซึ่งผลการศึกษาสามารถใช้คัดเลือกชนิดมวนตัวห้ าในสกุลนี้มาใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีว
วิธีได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 
 ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
 การจ าแนกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย  ผลการคัดแยกไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงด้วยหนอนกินรังผึ้ง ตรวจพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจากดินในพ้ืนที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจากตัวอย่าง
ดิน 3 ตัวอย่าง โดยในพื้นที่ต าบลบ้านฉาง อ าเภอบ้านฉาง จังหวัดระยอง พบจ านวน 2 ตัวอย่าง คือ PC52 และ PC53 
และในพื้นที่ต าบลบ้านแหลมกลัด อ าเภอเมืองตราด จังหวัดตราด พบจ านวน 1 ตัวอย่าง คือ PC64 เมื่อน าไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงมาจ าแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นพบว่า ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง PC52 เมื่อเข้าท าลายหนอน
ท าให้หนอนเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน และ PC64 เมื่อเข้าท าลายหนอนท าให้หนอนเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลด า ทั้ง 2 
ตัวอย่างจัดอยู่ในสกุล Steinernema ส าหรับ PC53 จัดอยู่ในสกุล Heterorhabditis เมื่อเข้าท าลายหนอนท าให้
หนอนเปลี่ยนเป็นสีส้มแดง และลักษณะโครงสร้างของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema คือ PC52 และ 
PC64 มีขนาดล าตัวสั้นความยาวประมาณ 500 ไมครอน ส่วน PC53 ขนาดความยาวล าตัวจะยาวประมาณ 700 
ไมครอน เมื่อน าไปวิเคราะห์จัดจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล พบว่าผลการวิเคราะห์นิวคลีโอ
ไทด์ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ส ารวจพบยังไม่สมบูรณ์ไม่สามารถวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอได้ จ าเป็นต้องท า
เพ่ิมเติมเพ่ือความสมบูรณ์ของตัวอย่างก่อนน าไปวิเคราะห์   
 
กิจกรรมย่อยที่ 1.2 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค  ได้ชื่อ
วิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่งประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน 
การอธิบายลักษณะ (description) ชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพร่กระจายรวมถึงลักษณะส าคัญที่ใช้ในการตรวจ
วินิจฉัยและตัวอย่างเก็บรักษาตัวอย่างที่ใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย 
ประกอบด้วย ราสาเหตุโรคพืช ราสกุล Phytophthora ในเผือก จ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลชีว
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โมเลกุลของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor รา Curvularia spp. จ านวน 
65 ไอโซเลท และ Bipolaris spp. จ านวน 37 ไอโซเลท รา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
จ าแนกได้ 3 ชนิด เชื้อราในกลุ่ม cercosporoid จ านวน 5 สกุล และราสนิม Pucciniaceae จ านวน 22 ชนิด แบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืช เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. สาเหตุโรคใบแห้งของหอมที่ พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมี
ลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ ผิวมัน สีเหลือง ไวรัสสาเหตุโรคพืช อาการ chlorotic ringspot บนใบกล้วยไม้สกุลฟา
เลนอพซิส (Phalaenopsis) ที่พบในประเทศไทยมีความเหมือนกับเชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV-Ph) เชื้อ
ไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) ในกระเทียม เกิดจากเชื้อไวรัสกลุ่ม Potyvirus  และโรคของไวรัสในยาสูบ 
พบว่ามีตัวอย่างที่ให้ผลบวก กับเชื้อไวรัส 2 ชนิด ไส้เดือนฝอยสาเหตุโรคพืช ไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จ านวน 
1 ชนิด และไส้เดือนฝอยรากปม จ านวน 2 ชนิด และแบคทีเรียปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม จ านวน 11 ไอโซเลต 
รายละเอียดดังนี้ 
 ราสาเหตุโรคพืช 
 ราสกุล Phytophthora ในเผือก ศึกษาและจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลชีว โมเลกุล
ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor พบว่าคือ P. colocasiae  ราเจริญได้
ดีบนอาหาร V8, CA OMA และ PDA  สร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร CA และ PDA  สามารถเก็บรักษาไว้ในหลอดอาหาร
เอียง PDA ได้อย่างน้อย 10 เดือน ทั้งในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17OC) และ ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC)  แต่ที่
อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC) การมีชีวิตรอดลดลงและมีการปนเปื้อนมากกว่าการเก็บในตู้เก็บเชื้อ (อุณหภูมิ 17OC)  
รานี้เจริญได้ดีที่ pH 5, 6 และ pH 7  อุณหภูมิ 25OC และอุณหภูมิ 30OC  ราสร้างสปอร์ได้ดีที่ pH 5, 6 และ pH 7 
อุณหภูมิ 25OC 
 ราสกุล Curvularia และ  Bipolaris แยกราจากตัวอย่ างโรคพืชด้วยวิธี  tissue transplanting ได้ รา 
Curvularia spp. จ านวน 65 ไอโซเลท และ Bipolaris spp. จ านวน 37 ไอโซเลท จ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาโดยดูลักษณะการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะ conidia และ conidiophore พบว่ารา Curvularia ที่
ได้จากการศึกษา ได้แก่ C. akii, C. clavata, C. lunata, C. oryzae, C. eragrostidis และ C. pallescens และรา 
Bipolaris ได้แก่ B. bicolor B. cactivora B. maydis และ B. oryzae  
 ชนิดและเขตการแพร่กระจายของรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ผลการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานของรา Colletotrichum spp. จ าแนกได้ 3 ชนิด คือ Colletotrichum acutatum ซึ่งเป็นชนิดที่
พบมากที่สุด รองลงมาได้แก่รา Colletotrichum gloeosporioides และ Colletotrichum capsici ตามล าดับ จาก
การศึกษาความสัมพันธ์ของ clear zone และชนิดของรา Colletotrichum spp. โดยเลี้ยงรา Colletotrichum spp. 
ที่จัดกลุ่มไว้บนอาหาร Casein hydrolysis medium (CHM) พบว่ารา Colletotrichum acutatum สร้าง clear 
zone ได้ชัดเจนที่สุด มีความกว้างของ clear zone กว้างที่สุด รองลงมาได้แก่ Colletotrichum gloeosporioides 
และ Colletotrichum capsici ตามล าดับ บนอาหาร CBM พบ Colletotrichum acutatum และ Colletotrichum 
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gloeosporioides สร้าง clear zone ได้ชัดเจนและกว้างกว่า Colletotrichum capsici ที่สร้าง clear zone แคบ
ที่สุดและบางไอโซเลตไม่สร้าง clear zone 
 จ าแนกชนิด พิจารณาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและพืชอาศัย เพ่ือเป็นแนวทางในการพิจารณาขอบเขตของพืช
อาศัย ได้เชื้อราในกลุ่ม cercosporoid ได้แก่ Cercospora apii, Cer. beticola, Cer. citrulina, Cer. arachidicola 
(syn. Passalora arachidicola), Cercospora sp.1, Cercospora sp.2, Corynespora torulosa, Cory. 
cassiicola, Pseudocercospora dendrobii, Pseu. Abelmoschi และ Mycosphaerella sp.1 จากความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการพบว่าเชื้อรา Cercospora และ Corynespora หลายชนิดเป็นกลุ่ม complex จึงมีความจ าเป็นที่การ
จ าแนกชนิดต้องอาศัยข้อมูลทางพันธุกรรมที่เพียงพอ และเมื่อพิจารณาข้อมูลของพืชอาศัยประกอบ พบว่ามีแนวโน้มที่
สามารถพิจารณาของเขตของพืชอาศัยของเชื้อรา cercosporoid บางชนิด หากมีศึกษาที่มีก าหนดเป้าหมายของชนิด
เชื้อราต่อพืชตระกูลเป้าหมาย จะเป็นจุดเริ่มต้นที่สามารถใช้เป็นข้อมูลในการคาดการณ์การเกิดโรคได้ และได้รวบรวม
ข้อมูลการจัดจ าแนกเชื้อรา cercosporoid ที่มีรายงานพบในประเทศไทย 
 ราสนิมจ าแนกชนิดเบื้องต้นด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าได้ตัวอย่างราสนิมจาก 8 family ได้แก่ 
Albuginaceae, Coleosporiaceae, Crossopsoraceae, Phakopsoraceae, Pucciniaceae, Pucciniastraceae, 
Raveneliaceae และ Zaghouaniaceae น าราสนิม Pucciniaceae มาจ าแนกชนิดพบราสนิมจ านวน 22 ชนิด เมื่อจ าแนก
ชนิดด้วยข้อมูลพันธุกรรมพบว่าข้อมูลที่สามารถใช้อ้างอิงตามมาตรฐานสากลยังมีจ ากัดจึงพิจารณาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการในตัวอย่างราสนิมบางชนิด พบว่าราสนิมมีพืชอาศัยที่แคบ และราสนิมบางชนิดมีแนวโน้มที่มีความจ าเพาะต่อ
พืชอาศัยในระดับสายพันธุ์ของพืช ซึ่งต้องมีการพัฒนาวิธีการศึกษาต่อไป เพ่ือสามารถใช้เป็นข้อมูลในการปรับปรุงพันธุ์ 
รวมไปถึงการคาดการณ์การเกิดโรคได้ และได้รวบรวมข้อมูลการจัดจ าแนกราสนิม Pucciniaceae ที่มีรายงานพบใน
ประเทศไทย 
 แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 

เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. สาเหตุโรคใบแห้งของหอมที่ พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมีลักษณะโค
โลนีกลม ขอบเรียบ ผิวมัน สีเหลือง การพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch สามารถท าให้เกิดอาการของโรคบนหอมแดง 
หอมแบ่ง และหอมหัวใหญ่ได้ ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ
แบคทีเรีย พบว่าเป็นแบคทีเรีย  แกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญในสภาพที่มีอากาศ เจริญได้ใน
อาหารที่มี เกลือ 4% สามารถผลิตเอนไซม์  catalase และ pectinase แต่ไม่ผลิตเอนไซม์  oxidase, nitrate 
reductase, arginine dihydrolase และ urease เชื้อสามารถย่อย gelatin, casein, esculin, cellulose, Tween 
80 และแป้งได้ สามารถสร้าง H2S และเจริญบนอาหาร YPGA ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส สร้างกรดจาก cellobiose lactose และ glycerol ได้ แต่เชื้อไม่สร้าง indole และไม่สร้างเม็ดสีเรือง
แสง (fluorescent pigment) บนอาหาร King’s B การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 16S rDNA พบว่า
จัดอยู่ในกลุ่มของเชื้อ Xanthomonas spp. การจ าแนกชนิดของเชื้อด้วยวิธี Multilocus sequence analysis 
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(MLSA) จากยีน dnaK, fyuA, gyrB และ rpoD รวมทั้งข้อมูลคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย 
สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอมมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับของเชื้อ X. axonopodis pv. Allii 
 ไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 การตรวจวินิจฉัยลักษณะอาการ chlorotic ringspot บนกล้วยไม้ Phalaenopsis ที่พบอาการด่างเหลือง  
ใบซีด (chlorosis) เป็นวงแหวน (ring spot) ขยายใหญ่บนใบกล้วยไม้และมีอาการใบจุด (local lesion) ตรงกลางแผล 
เมื่อตรวจสอบด้วย primer CaCV.NPF 5’TTA CAC TTC TAT AGA AGT ACT A 3’ และ CaCV.NPR 5’ATG TCT 
AAC GTT AGG CAA CTT A 3’ ด้วยเทคนิค reverse transcription PCR (RT-PCR) พบแถบดีเอ็นเอและได้วิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าเหมือนกับเชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV-Ph) percent identity เท่ากับ 92.62 
เปอร์ เซ็นต์  และท าการศึกษาการถ่ายทอดเชื้อและลักษณะอาการบนพืชทดสอบ 4 ชนิด คือ Nicotiana 
benthamiana, Lycopersicon esculentum, Vigna sinensis และ Chenopodium quinoa ด้วยวิธี mechanical 
ในโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิ 25-28 °C พบอาการจุดแผลสีเหลือง (chlorotic spot) บนใบที่ปลูกเชื้อและต่อมาเนื้อเยื่อ
เป็นจุดเหลืองตายบน N. Benthamiana และ C. quinoa ส่วน L. esculentum และ V. sinensis ไม่แสดงอาการบน
ใบหลังปลูกเชื้อ จากการศึกษาท าให้พบว่าลักษณะอาการ chlorotic ringspot บนใบกล้วยไม้สกุลฟาเลนอพซิส 
(Phalaenopsis) ที่พบในประเทศไทยมีความเหมือนกับเชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV-Ph) ที่มีรายงานใน
ไต้หวัน   
 การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) ในกระเทียม เกิดจากเชื้อไวรัสกลุ่ม Potyvirus 
เก็บตัวอย่างใบกระเทียมที่แสดงลักษณะอาการเป็นแถบสีเหลืองอ่อนที่ส่วนปลายใบและเป็นขีดๆ บนใบ ตรวจหาเชื้อ
ไวรัสในกลุ่ม Potyvirus ในแปลงปลูกด้วยชุดตรวจสอบ Pocy kit ก่อนน ามาศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนโดย
ใช้เทคนิค Brandes’ dip พบอนุภาคไวรัสชนิดท่อนยาวคด (flexuous rod) มีขนาดความยาว 550-650 นาโนเมตร 
และ 800-820 นาโนเมตร ปะปนอยู่ด้วยกัน ได้ตรวจจ าแนกเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ primer LYSV_1F 
5’ACAAGTAAGAAACAGAAGGACAGC3’ LYSV_2R 5’GAGGTTCCATTTT CAATGCACCAC3’ พบแถบอาร์เอ็นเอ 
LYSV ขนาดประมาณ 409 คู่เบส ตัวอย่างที่ 1, 2 และ 4 จึงท าการศึกษาการถ่ายทอดเชื้อไวรัส บนพืชทดสอบทั้ง 3 
ชนิด คือ Nicotiana benthamiana, Chenopodium quinoa และ Vigna Sinensis ในโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิ
ประมาณ 25-28 °C ตรวจพบอาการอาการจุดแผลสีเหลือง (chlorotic spot) หลังปลูกเชื้อได้ 12-14 วัน บน C. 
Quinoa ส่วน N. benthamiana และ V. sinensis ไม่แสดงอาการปรากฏให้เห็น 
 โรคของไวรัสในยาสูบในแหล่งปลูกชองประเทศไทย เมื่อน ามาตรวจด้วยวิธี ELISA ส าหรับตรวจหาเชื้อไวรัส 6 
ชนิด คือ TLCV TMV TSV CMV TSWV และ PVY พบว่ามีตัวอย่างที่ให้ผลบวก กับเชื้อไวรัส 2 ชนิด คือ TLCV และ 
TMV จ านวนทั้งหมด 60 ตัวอย่าง เมื่อน าตัวอย่างที่ให้ผลบวก มาตรวจสอบด้วย PCR พบว่า พบตัวย่างยาสูบที่ให้ผล
เป็นบวกต่อเชื้อไวรัส TLCV จ านวน 24 ตัวอย่าง และ TMV จ านวน 22 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด จ านวน 46 ตัวอย่าง 
 ไส้เดือนฝอยสาเหตุโรคพืช 
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 ไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ที่ด าเนินการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งสิ้นจ านวน 2,583 ตัวอย่าง พบไส้เดือนฝอย
สกุล Radopholus  จ านวน 26 กลุ่มประชากร คิดเป็นร้อยละ 1.0 ของจ านวนตัวอย่างทั้งหมด และน าไส้เดือนฝอย
สกุล Radopholus  เพศเมีย 28 ตัวอย่าง มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับการวินิจฉัยของ EPPO 
PM 7/88 (1) จัดจ าแนกชนิดได้เป็น Radopholus similis 
 ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชสกุล Radopholus ที่พบในไม้ประดับ เช่น คล้า หน้าวัว เป็นต้น ยังไม่สามามารถ
จ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ได้ ดังนั้นจึงได้ท าการศึกษาเพ่ือจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุลนี้ 
โดยใช้แนวทางการจัดจ าแนกของ EPPO PM 7/88 (1) : Radopholus similis ซึ่งใช้การจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและการจัดจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ทางชีวโมเลกุล ด าเนินการระหว่าง 
ตุลาคม 2562 ถึง กันยายน 2564 ได้เก็บตรวจตัวอย่างพืชรวมทั้งสิ้นจ านวน 1 ,210 ตัวอย่าง จากการจ าแนกชนิด
ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาผลการจ าแนกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิด 
Differential interference contrast (DIC) ของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus เพศเมีย จ านวน 50 ตัวอย่าง 
พบว่าเป็น Radopholus similis  
 ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากแผลโดยวิธีทางอณูชีววิทยา โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน D2D3 
expansion region ของ 28S large subunit ribosomal RNA gene กับฐานข้อมูล พบว่าคล้ายกับล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ชอง Pratylenchus dellatrei 11 ตัวอย่างและ P. brachyurus 1 ตัวอย่าง ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจสอบทาง
สัณฐานวิทยา การเก็บตัวอย่างดินจากพ้ืนที่ปลูกหอมครั้งนี้ พบไส้เดือนฝอยรากแผลในพ้ืนที่ จ. กาญจนบุรี สุพรรณบุรี 
และราชบุรี ยังไม่มีข้อมูลการเข้าท าลาย และความเสียหายที่ เกิดจากไส้เดือนฝอยรากแผลทั้ง 2 ชนิดต่อหอม ซึ่งควร
ศึกษาในล าดับต่อไป 
 การทวนสอบแนวทางการจ าแนกชนิดตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือยืนยันความใช้ได้ของ  Molecular 
Diagnostic Key ที่รายงานโดย Adam et al. (2007) กับประชากรไส้เดือนฝอยรากปมในประเทศไทย เพ่ือน าไปใช้
จ าแนกชนิดของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม ลดขั้นตอนและความยุ่งยากในการจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้
สัณฐานวิทยา ซึ่งต้องใช้ตัวเต็มวัยในการจ าแนก และต้องใช้นักวิชาการด้านไส้เดือนฝอยที่มีความเชี่ยวชาญ ด าเนินงาน
ระหว่างปี พ.ศ. 2560-2561 โดยเริ่มจากการทดสอบคู่ไพรเมอร์ 194/195 ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม และคู่
ไพรเมอร์จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้แก่ MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R, Finc/Rinc และ 
F/R พบว่าทุกคู่ไพรเมอร์ให้ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ตรงตามรายงานต้นฉบับ ยกเว้นคู่ไพรเมอร์ F/R ที่ให้ผลผลิตปฏิกิริยา
ขนาดเล็กกว่าในรายงานต้นฉบับ และพบว่าคู่ไพรเมอร์ Inc-K14-F/Inc-K14-R เหมาะสมในการใช้ตรวจสอบชนิด
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มากที่สุดเนื่องจากมีความไวสูงที่สุด ในปี พ.ศ. 2560 ตรวจตัวอย่างไส้เดือนฝอย
รากปม 23 ประชากร จากตัวอย่างดิน จ. เพชรบูรณ์ จ. ฉะเชิงเทรา จ. ตาก  จ. ราชบุรี  จ. กาญจนบุรี จ.อุตรดิตถ์ จ. 
แม่ฮ่องสอน จ. เชียงใหม่ จ. ล าพูน จ. เชียงราย จ.นครศรีธรรมราช  จ. ชุมพร จ. พังงา จ. สกลนคร จ. อุดรธานี จ.
หนองคาย พบว่าทุกประชากรเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita โดยเปรียบเทียบกับลักษณะสัณฐานของริ้วรอย
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ย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมียพบว่าให้ผลตรงกัน ในปี พ.ศ. 2561 เก็บตัวอย่างดินในพ้ืนที่ปลูกพืชต่างๆ ใน จ. 
เชียงราย แม่ฮ่องสอน พะเยา เชียงใหม่ และน่าน รวม 107 ตัวอย่าง ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 13 ตัวอย่าง เมื่อ
เลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมให้ได้ประชากรที่บริสุทธิ์โดยการเริ่มเลี้ยงจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม และตรวจสอบชนิดของไส้เดือน
ฝอยรากปมทั้ง 13 ประชากร พบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita 11 ตัวอย่างและ M. javanica 2 ตัวอย่าง 
การทดลองนี้ยืนยันความใช้ได้ของ Molecular Diagnostic Key ที่รายงานโดย Adam et al. (2007) ในการตรวจสอบ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ประชากรในประเทศไทยได้   
 การศึกษาการจ าแนกชนิดโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลซึ่งด าเนินการ 3 เทคนิค 1)การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในส่วน D2-D3 expansion region ของ 28s ribosomal RNA gene (rDNA) โดยใช้ 
forward primer   D2A (5' - ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG -3') และ  reverse primer D3B (5' - TCG 
GAA GGA ACC AGC TAC TA -3') ซึ่งได้ตัวอย่าง PCR product ที่ดี จ านวน 70 ตัวอย่าง ส่งวิเคราะห์ล าดับเบส
จ านวน 10 แล้วน าไปเทียบเคียงความเหมือนกันของล าดับเบสที่ได้กับที่มีอยู่ในกับฐานข้อมู ล BLASTN จากการ
ประมวลผลพบว่าเป็น R.similis ทุกตัวอย่าง และ2)การทดสอบตัวอย่าง PCR product  10 ตัวอย่าง ด้วยการเพ่ิม
ป ริ ม าณ  DNA บ ริ เ วณ  sequencing of the internal transcribed spacer (ITS) region โ ด ย ใ ช้  Real-Time 
PCR   ไ พ ร เ ม อ ร์  forward primer RAD-F: AGACTTGA TGAGCGCAGA แ ล ะ  reverse primer  RAD-R: 
CGTGCCAGAGGAAGTGA ที่ออกแบบให้จ าเพาะเจาะจงกับส่วน ITS ของ R. similis ขนาด 227 bp พบว่าทั้ง 10 
ตัวอย่างเป็น R. similis และ3) การตรวจตัวอย่าง PCR product 10 ตัวอย่าง ด้วยการใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะไส้เดือน
ฝอย Radopholus similis คือ ไพรเมอร์ forward primer RsimF 5’- GATTCCGTCCTTTGGTGGGCA-3’ และ reverse 
primer RsimR 5’- GAACCAGGCGTGCCAGAGG-3’ ขนาด 398 bp พบว่าทั้ง 10 ตัวอย่างเป็น R. similis และ ผลการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของยีนส่วน ITS ของไส้เดือนฝอย R. similis ประชากรจากประเทศไทยกับ
ตัวอย่างในฐานข้อมูล ด้วยวิธี maximum likelihood พบว่าเป็น R. similis  
 แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 แบคทีเรีย P. penetrans แบคทีเรียปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม ซึ่งเป็นไอโซเลตที่รวบรวมได้จากพ้ืนที่
ปลูกพืชในประเทศไทย ได้แก่ มันฝรั่ง จ. ตาก 2 ไอโซเลต พริก จ. ขอนแก่น 1 ไอโซเลต มันขี้หนู จ. สุราษฎร์ธานี 7 ไอ
โซเลต พริกไทย จ. จันทบุรี 2 ไอโซเลต และ โหระพา จ. สกลนคร 1 ไอโซเลต รวม 13 ไอโซเลต โดยน าตัวอ่อน
ไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง แช่ในเซลล์แขวนลอยของสปอร์แบคทีเรียไอโซเลตต่างๆ เพ่ือให้แบคทีเรียเกาะผนัง
ล าตัว จากนั้นน าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมที่มีสปอร์ไปเลี้ยงในรากมะเขือเทศ เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยรากปมเจริญเติบโต
เป็นตัวเต็มวัยที่มีสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans อยู่ภายในแยกไส้เดือนฝอยตัวเต็มวัยเพศเมียออกจากรากมะเขือ
เทศ น าไปแยกสปอร์ของแบคทีเรียออกจากตัวไส้เดือนฝอย และสกัดดีเอ็นเอ ท าปฏิกิริยา PCR ในส่วน 16S rDNA 
ด้วยคู่ไพรเมอร์ 27f/440r และ 440f/1492r ได้แถบดีเอ็นขนาด 448 และ 1,063 bp คู่เบส ตามล าดับ รวม 11 ไอโซ
เลต วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ตรวจแก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์และอยู่ระหว่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรม 
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กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืชอาหาร และการ
แพร่กระจาย) ประกอบด้วย 3 กิจกรรมย่อย 
กิจกรรมย่อยที่ 2.1  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช ได้ชีววิทยา พืชอาศัย เขตการแพร่กระจาย 
ของแมลงศัตรูพืช จ านวน 4 ชนิด  ได้แก่ เพลี้ยแป้งมะละกอ เพลี้ยอ่อนถั่ว หนอนแดง แมลงวันผลไม้ ไรศัตรูพืช จ านวน 
1 ชนิด ได้แก่ ไรแดงมันส าปะหลัง สัตว์ศัตรูพืช  จ านวน 4 สกุล  ได้แก่ หอยซัคซีเนีย หอยน้ าศัตรูพืชสกุล 
Indoplanorbis, Radix,  และ Physella แมลงศัตรูธรรมชาติ จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ แตนเบียนไข่ไตรโคแกรมมา 
รายละเอียดดังนี้ 
 แมลงศัตรูพืช  
 การศึกษาชีวประวัติและอนุกรมวิธานของเพลี้ยแป้ งมะละกอ ( papaya mealybug) Paracoccus 
marginatus Williams and Granara De Willink โดยน ามาเลี้ยงบนพืชอาหารจ านวน 4 ชนิด ได้แก่ มะละกอ มัน
ส าปะหลัง ลีลาวดี และชบา พบว่า      ตัวเต็มวัยของเพลี้ยแป้งมะละกอ (P. marginatus) ที่เลี้ยงในมะละกอมีช่วง
อายุเฉลี่ยยาวนานที่สุด รองลงมาได้แก่ ลีลาวดี มันส าปะหลัง และชบา ตามล าดับ ส าหรับวงจรชีวิต พบว่า เมื่อเลี้ยงใน
มะละกอมีวงจรชีวิตเฉลี่ยนานที่สุด คือ 39.8 วัน รองลงมา คือ ลีลาวดี 38.9 วัน เมื่อเลี้ยงในมันส าปะหลัง มีวงจรชีวิต
เพียง 34.3 วัน และ 33.2 วันในชบา เพลี้ยแป้งมะละกอ (P. marginatus) สืบพันธุ์โดยอาศัยเพศ วางไข่อยู่ภายในถุง
ไข่ ซึ่งแต่ละถุงไข่เมื่อท าการตรวจนับจ านวนไข่มีความแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด พบว่า จ านวนไข่เฉลี่ยที่เลี้ยงด้วย
มะละกอมีจ านวนสูงสุดและในชบาน้อยที่สุด  
 ศึกษาชีววิทยา พืชอาหาร และเขตการแพร่กระจายของเพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora พบว่า เพลี้ยอ่อนถั่ว A. 
craccivora เป็นเพลี้ยอ่อนขนาดกลาง ล าตัวยาวเฉลี่ย 2.18 + 0.38 มิลลิเมตร มีสีเทาด า ถึงสีด าเป็นมันเงามีผงแป้ง
ปกคลุมที่ส่วนท้อง หนวดมี 6 ปล้อง ปาก (rostrum) ยาวถึงโคนขาคู่กลาง ไซฟังคูไล (siphunculi) เรียวและยาวกว่า
ส่วนหาง (cauda) ส่วนหางมีรูปร่างคล้ายลิ้น (tongue-shape) มีขน 4 – 7 เส้น ตุ่มด้านข้างล าตัว (lateral tubercles) 
บนปล้องท้องที่ 1 และ 7 อยู่ข้างใต้ด้านหลังรูหายใจ (spiracles) บริเวณส่วนท้องด้านสันหลังมีแถบสีด า วงจรชีวิตมี
การลอกคราบทั้งหมด 4 ครั้ง ระยะตัวอ่อนมี 4 วัย ระยะตัวอ่อน 4 - 6 วัน ระยะตัวเต็มวัย 6 – 14 วัน ตัวเต็มวัยมีทั้ง
พวกมีปีกและไม่มีปีก ผลการวิเคราะห์ค่าคุณลักษณะทางชีววิทยาจากตารางชีวิตแบบ biological life table ของ
เพลี้ยอ่อนถั่ว A. craccivora ที่เลี้ยงด้วยใบถั่วฝักยาว มีอัตราการขยายพันธุ์สุทธิ (R0) เท่ากับ 67.1600 เท่า ค่า

สัมประสิทธิ์การเพ่ิมทางกรรมพันธุ์ (rc) เท่ากับ 0.2832 ค่าสัมประสิทธิ์ของการขยายพันธุ์ (λ)  มึค่าเท่ากับ 1.9100 
เท่า และชั่วอายุขัยของกลุ่ม (Tc)  เท่ากับ 14.854 วัน ตัวเต็มวัยสามารถออกลูกได้ในชั่วโมง 6 หลังจากเป็นตัวเต็มวัย 
และออกลูกได้มากที่สุดในวันที่ 3 การศึกษาตารางชีวิตแบบ Partial ecological life table ของเพลี้ยอ่อนถั่ว A. 
craccivora เมื่อเลี้ยงด้วยใบถั่วฝักยาว ในสภาพห้องปฏิบัติการ ระยะตัวอ่อนวัยที่ 1 และ 2 มีอัตราการตายสูงที่สุด 
และระยะตัวอ่อนวัยที่ 3 มีอัตราการตายต่ าสุด  
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 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ฤดูการระบาด ของหนอนแดงในฝรั่ง และพุทรา พบว่าตัวเต็มวัยเป็นผีเสื้อกลางคืนขนาด
เล็กสีน้ าตาล อายุ 5-8 วัน ตัวเต็มวัยเพศเมียวางไข่เป็นฟองเดี่ยวๆ บนผลฝรั่ง ผลพุทรา ดอกและผลชมพู่ ผลละ 1-2 
ฟอง ไข่สีขาวใส ผิวเป็นมันสะท้อนแสง รูปร่างกลมรี มีขนาดค่อนข้างเล็ก ขนาดกว้าง 0.1 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 
0.15 มิลลิเมตร ระยะไข่ 2-3 วัน เฉลี่ย 2.49+0.44 วัน หนอนระยะแรกสีขาวแล้วค่อยๆ เปลี่ยนเป็นสีแดง ระยะหนอน 
9-12 วัน เฉลี่ย 11.78+0.56วัน หนอนที่โตเต็มที่จะเจาะออกจากผลและเข้าดักแด้ในดิน โดยน าดินมาท าเป็นรังเพ่ือ
ห่อหุ้มตัว ดักแด้อาศัยอยู่ในดินลึกประมาณ 2.0 เซนติเมตร หรือยู่ได้ใต้ใบไม้ที่ร่วงหล่นอยู่รอบๆ โคนต้น ระยะดักแด้ 8-
9 วัน เฉลี่ย 8.46+0.84วัน การศึกษาระยะการเข้าท าลายของหนอนแดงในชมพู่ ฝรั่ง และพุทรา พบหนอนแดงเข้า
ท าลายชมพู่ที่ผลอายุ 21, 28, 35 และ 42 วัน โดยพบการท าลายของหนอนแดง 50, 80, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ส่วนฝรั่งพันธุ์แป้นสีทอง อายุ 4 ปี ที่ต าบลคลองจินดา อ าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม พบหนอนแดงเข้า
ท าลายฝรั่งที่ผลอายุ 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91 และ 98 วัน โดยพบการท าลายของหนอนแดง 55, 60, 70, 85, 90, 
90, 95 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพุทรา ที่ต าบลบ้านเกาะ อ าเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร พบหนอนแดง
เข้าท าลายพุทราที่ผลอายุ 70, 77, 84, 91, 98, 105 และ 112 วัน โดยพบการท าลายของหนอนแดง 10, 45, 50, 75, 
80, 90 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  
 การศึกษาชีววิทยาของแมลงวันผลไม้ชนิด Bactrocera umbrosa (Fabricius) พบว่า ตัวเต็มวัยเริ่มจับคู่ผสม
พันธุ์หลังออกจากดักแด้ 15 วัน โดยวางไข่เป็นฟองเดี่ยว ๆ หรือเป็นกลุ่ม ๆ ตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัว สามารถวางไข่ได้ 
110-422 ฟอง เฉลี่ย 175.50±89.77 ฟอง ไข่มีเปอร์เซ็นต์การฟัก 85% ระยะไข่ 84-96 ชั่วโมง เฉลี่ย 84.21±1.45 
ชั่วโมง ระยะหนอน 8-10 วัน เฉลี่ย 8.85±0.74 วัน มีเปอร์เซ็นต์การรอด 47.06% ระยะดักแด้ 11-13 วัน เฉลี่ย 
11.50±0.66 วัน มีเปอร์เซ็นต์การรอด 60.00% ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุ 87-119 วัน เฉลี่ย 100.30±11.03 วัน ตัวเต็ม
วัยเพศผู้มีอายุ 80-106 วัน เฉลี่ย 89.90±6.87 วัน โดยสรุปวงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้ชนิด B. umbrosa ใน
ห้องปฏิบัติการ จากไข่ถึงตัวเต็มวัยใช้เวลา 22.51-25.51 วัน เฉลี่ย 23.72±0.83 วัน ส าหรับการศึกษาตารางชีวิต (Life 
table) บนชิ้นเนื้อขนุน พบว่า ระยะหนอนมีอัตราการตายสูงที่สุด คือ 52.94% โดยการรอดชีวิตในแต่ละระยะการ
เจริญเติบโตของแมลงวันผลไม้จะลดลงตามระยะและอายุที่มากข้ึน จากไข่มีโอกาสรอดเป็นตัวเต็มวัยเพียง 24% 
 ไรศัตรูพชื 
 ศึกษาวงจรชีวิตของไรแดงมันส าปะหลัง O. biharensis บนใบพืชอาศัย 2 ชนิด ได้แก่ มันส าปะหลัง และชมพู่ 
พบว่า ระยะเวลาในการเจริญเติบโตตั้งแต่ไข่จนเป็นตัวเต็มวัยของไรแดงมันส าปะหลัง O. biharensis บนมันส าปะหลัง
และชมพู่ เฉลี่ยนาน 7.16 ± 0.04 และ 9.78 ± 0.06 วัน ตามล าดับ ตัวเต็มวัยเพศเมียมีอายุยืนยาวเฉลี่ย 13.19 ± 
0.76 และ 7.34 ± 0.44 วัน ตามล าดับ ตัวเต็มวัยเพศเมียระยะก่อนวางไข่เฉลี่ย 1.16  ± 0.06 และ 2.04 ± 0.02 วัน 
ระยะวางไข่เฉลี่ย 12.21 ± 0.76 และ 4.65 ± 0.39 วัน และระยะหลังวางไข่เฉลี่ยนาน 0.49 ± 0.11 และ 0.65 ± 
0.12 วัน ตามล าดับ ตัวเต็มวัยเพศเมียวางไข่ได้ทั้งหมดประมาณ 92.95 ± 5.19 และ 44.58 ± 4.03 ฟองต่อตัว เฉลี่ย
วันละ 7.10 ± 0.30 และ 4.94 ± 0.34 ฟองต่อวัน ตามล าดับ อัตราการขยายพันธุ์สุทธิในชั่วอายุขัย (R0) ชั่วอายุขัยของ
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กลุ่ม (G) ผลิตลูกได้สุทธิต่อวัน (λ) และอัตราส่วนเพศของไรแดงมันส าปะหลังบนมันส าปะหลังมีค่ามากกว่าบนชมพู่ 
อัตราการเพ่ิมประชากร (rm) ของไรแมงมุมบนมันส าปะหลัง และชมพู่นั้นใกล้เคียงกัน 0.26 และ 0.22 ตามล าดับ  
 สัตว์ศัตรูพืช 
 ศึกษาชีววิทยาและพลวัตประชากรของหอยซัคซีเนียในแปลงปลูกกล้วยไม้พบว่า ค่าพลวัตประชากรในจังหวัด
กาญจนบุรีมีค่าต่ าสุดในเดือนเดือนมิถุนายน 2560 (4.60 ตัวต่อตารางเมตร) และมีค่าสูงสุดในเดือนสิงหาคม 2560 
(เท่ากับ 63.6 ตัวต่อตารางเมตร) ขณะที่ในจังหวัดนครปฐมมีค่าต่ าสุดในเดือนเดือนมิถุนายน 2560 (6.37 ตัวต่อตาราง
เมตร) และมีค่าสูงสุดในเดือนพฤศจิกายน 2559 (60.31 ตัวต่อตารางเมตร) ปริมาณน้ าฝนและฤดูกาลไม่สัมพันธ์กับ
พลวัตประชากรของหอยซัคซีเนีย หอยซัคซีเนียมีอายุขัยตั้งแต่ 90 ถึง 145 วัน และสามารถเลี้ยงในห้องปฏิบัติการจน
ครบวงจรชีวิตได้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 การแพร่กระจายของหอยน้ าศัตร ูพืชสกุล  Indoplanorbis จ าแนกชนิดได้ 1 ชนิด คือ Indoplanorbis 
exustus (Deshayes, 1834) ศึกษาศักยภาพการกินโดยเปรียบเทียบอัตราการกินพืชอาหาร  8 ชนิด ได้แก่ ใบพาย 
Cryptocoryne sp. อเมซอน Echinodorus sp. หญ้าเทเนลูส Echinodorus tenellus สาหร่าย Cabomba sp. 
สาหร่าย Egeria sp. อนูเบียส Anubias sp. ชบาน้ า Aponogeton sp. และบัวประดับ Nymphaea sp. พบว่า
อัตราการกินพืชอาหารทุกชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% หอยชนิดนี้ออกไข่
เป็นกลุ่มมีเมือกล้อมรอบ มีวงชีวิตประมาณ 115 วัน สามารถสืบพันธุ์ให้ลูกมากกว่า 10 ครอกต่อวงชีวิต 
 ศึกษาชีววิทยา การแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของหอยน้ าศัตรูพืชสกุล 
Radix ได้ตัวอย่าง ทั้งหมด 80 ตัวอย่างจาก 8 จังหวัด (ตาก ยโสธร อุบลราชธานี ศรีสะเกษ นครราชสีมา สุพรรณบุรี 
นครปฐม และกาญจนบุรี) พบว่า 71 ตัวอย่างคือ R. rubiginosa และอีก 9 ตัวอย่างคือ R. swinhoei ผลจากการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสอดคล้องกับการระบุชนิดหอย Radix ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี NJ ML และ BI อย่างไรก็ตามมีความจ าเป็นต้องศึกษาพันธุศาสตร์
ประชากรของหอยชนิดนี้เพ่ือให้เข้าใจถึงพฤติกรรมเชิงนิเวศวิทยาซึ่งมีความจ าเป็นต่อการวางแผนจัดการและการก าจัด 
 ศึกษาชนิด ชีววิทยา และการแพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ของหอยน้ าศัตรูพืชสกุล Physella ได้ตัวอย่างหอย 
Physella ทั้งหมด 163 ตัวอย่างจาก 3 จังหวัด (จังหวัดกรุงเทพ กาญจนบุรี และนครปฐม) พบว่าเป็นชนิด Physella 
acuta จ านวน 78 ตัวอย่าง และ Physella bonushenricus จ านวน 23 ตัวอย่าง หอยชนิดนี้พบอาศัยอยู่กับพืชน้ า
บางชนิด ได้แก่ สาหร่ายหางกระรอก และบัวประดับ จากการศึกษาลักษณะการวางไข่ในห้องปฏิบัติการ พบว่ามี
ลักษณะเป็นเมือกเหนียวห่อหุ้มกลุ่มไข่อีกชั้นหนึ่ง จ านวนไข่ต่อคลัสเตอร์ประมาณ 11-43 ฟอง ลูกหอยที่เพ่ิงเริ่มเกิดใน
สัปดาห์แรกมีความยาวเปลือกเฉลี่ย 1.37 มิลลิเมตร น้ าหนัก 0.002 กรัม และจะเริ่มวางไข่ได้เมื่ออายุ 5-6 สัปดาห์    
 แมลงศัตรูธรรมชาติ 
 วงจรชีวิตของแตนเบียนไข่ไตรโคแกรมมาจะสั้นมากท่ีสุดที่ 35 องศาเซลเซียส โดยมีวงจรชีวิต 6-7 วัน และมี
ค่าเฉลี่ยที่ 6.47-6.73 วัน ซึ่งการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน แล้วน ามาเลี้ยงต่อที่อุณหภูมิห้อง 
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(อุณหภูมิอยู่ระหว่าง 24.4-36.13 องศาเซลเซียส เฉลี่ย 30.80 องศาเซลเซียส) มีวงจรชีวิตที่สั้นที่สุด และที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส จะมีวงจรชีวิตยาวที่สุด เป็นเวลา 6-9 วัน และมีค่าเฉลี่ยที่ 6.85-7.00 วัน เมื่อเลี้ยงที่ระยะเวลาต่างกัน 
และการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 และ 39 องศาเซียส เป็นเวลา 1-3 วัน สามารถพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยได้ แต่มีวงจรชีวิตทีย่ืด
ยาวออกไปมากกว่าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องปกติท่ีไม่ได้ควบคุมอุณหภูมิ แสดงให้เห็นว่า เมื่อตัวอ่อนต้องเจริญเติบโตใน
สภาพที่มีอุณหภูมิสูงติดต่อกันหลายวัน จะมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของตัวอ่อนมากข้ึน โดยท าให้มีพัฒนาการที่
ไม่ปกติ ต้องใช้ระยะเวลาในการพัฒนาการจนออกเป็นตัวเต็มวัยนานมากขึ้น และที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีอัตรา
การเบียนของพ่อแม่พันธุ์ 95% และแตนเบียนรุ่นที่ 1 อัตราการเบียน 93% และมีอัตราการเบียนลดลงในแตนเบียนที่
มีอายุวันที่เพ่ิมข้ึนในอุณภูมิต่าง ๆ และที่อุณหภูมิ 37 และ 39 องศาเซลเซียส แตนเบียนไข่รุ่นที่ 1 ไม่พบอัตราการ
เบียนเนื่องจากไม่พบการพัฒนาเป็นตัวเต็มวัย และพบอัตราการออกเป็นตัวเต็มวัยในแตนเบียนเบียนไข่รุ่นที่ 1 จากพ่อ
แม่พันธุ์แตนเบียนไข่อายุ 2 วัน มากที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอายุแตนเบียนไข่ตัวเต็มวัยมีผลต่อ
ประสิทธิภาพการเบียนและการออกเป็นตัวเต็มวัยของแตนเบียนรุ่นถัดไป 
กิจกรรมย่อยที่ 2.2 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของโรคพืช ได้ชีววิทยาพืชอาศัย เขตการแพร่กระจาย ของ  
ราสา เหตุ โ รค พืช  จ านวน  5  ชนิ ด  ได้ แก่  Phyllosticta citriasiana,   Fusarium oxysporum,  Curvularia 
eragrostidis และรา C. oryzae, Neoscytalidium dimidiatum  แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ 
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า และ ไวรัสสาเหตุโรคพืช จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ Citrus chlorotic 
dwarf associated virus (CCDav),  Pepper vein yellows virus (PeVYV), Cucurbit yellow stunting disorder 
virus (CYSDV) รายละเอียดดังนี้ 
 ราสาเหตุโรคพืช 
 ศึกษาอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา Phyllosticta citriasiana   ไอโซเลต DOA  
009 (ส้มโอ อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย)  DOA 040 (ส้มโอ อ าเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม) DOA 088 (ส้มโอ 
อ าเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม่)  และ DOA 090 (ส้มโอ อ าเภอเกษตรสมบูรณ์ จังหวัดชัยภูมิ)  จาก culture 
collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  โดยศึกษาการเจริญของเชื้อราบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA)  malt extract agar (MEA)  oat meal agar (OMA)  V-8 juice agar (V-8 A)  และ cherry 
decoction agar  ผลการทดสอบอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา P. citriasiana พบว่า รา P. citriasiana ทุก
ไอโซเลตมีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร OMA    ยกเว้นราไอโซเลต DOA 040 เจริญได้ดีที่สุดบนอาหาร MEA 
และผลการทดสอบอุณหภูมิที่ 25  30  35  40 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการพบว่ารา P. citriasiana 
เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ยกเว้นราไอโซเลต DOA 040 เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ส าหรับการศึกษาพืชอาศัยพบว่า ส้มโอเป็นพืชอาศัยของราชนิดนี้ พบการเกิดโรคที่ใบและผลเท่านั้น ไม่เกิดโรคที่ล าต้น  
ส าหรับการเข้าท าลายของรา P. citriasiana บนผลส้มโอพบราสร้าง สปอร์ 2 ชนิด ได้แก่ โคนิเดีย (conidia) และสเปอร์
มาเทีย (spermatia) เข้าท าลายที่ใบบนต้นและสร้างสปอร์สะสมอยู่บนใบที่ร่วงลงดินด้วยซึ่งเป็นที่อาศัยของเชื้อราใน
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การแพร่ระบาดในฤดูต่อไป  และมักพบรา Phyllosticta capa   และมักพบรา Phyllosticta capitalensis 
(Teleomorph state: Guignardia mangiferae) เป็นราเอ็นโดไฟท์เจริญอยู่บนใบและผลส้มโอด้วยแต่ไม่ท าให้เกิด
โรคซึ่งเป็นลักษณะของ Non-pathogenic fungi  และจากการศึกษาครั้งนี้พบว่ารา P. citriasiana  ไม่สร้างระยะ
สืบพันธุ์แบบมีเพศ 
 เชื้อรา Fusarium oxysporum เมื่อน าตัวอย่างพืชเป็นโรคมาแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potaro Dextrose 
Agar) และแยกเชื้อราบริสุทธิ์บนอาหาร WA (Water Agar) แล้วน ามาทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคโดย
วิธีการ Koch’s postulate รวมทั้งศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เจริญบนอาหาร CLA (Corn Leaf Agar) 
และการท า Slide Culture สามารถจัดจ าแนกได้เป็นเชื้อรา F.oxysporum จ านวน 60 ไอโซเลท จากอาการโรคเหี่ยว
ของพืช 9 ชนิด ได้แก่ โรคเหี่ยวของกล้วย (โรคตายพรายของกล้วยน้ าว้า และกล้วยไข่) โรคเหี่ยวของโหระพา โรคเหี่ยว
ของผักชี โรคเหี่ยวของพริก โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ โรคเหี่ยวของยาสูบ โรคเหี่ยวของถั่วลันเตา 
และ โรคเหี่ยวของผักหวานบ้าน จาก 17 จังหวัด เมื่อประเมินการเกิดโรคในพ้ืนที่ที่พบโรคตายพราย (Panama 
disease) พบว่า โดยเฉลี่ยจ านวนต้นที่พบโรคคือ 5-10 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคตายพราย (panams disease) 
ของกล้วยไข่ พบว่า มีต้นกล้วยไข่เป็นโรคประมาณ 30 – 40 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของถั่วลันเตา พบว่า 
เป็นโรคประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของเบญจมาศ พบว่า เป็นโรคประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อ
พ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักชี พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของผักหวานบ้าน 
พบว่า เป็นโรคประมาณ 15 - 20 เปอร์เซ็นต์ต่อพื้นที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของพริก พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์
ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ โรคเหี่ยวของยาสูบ 
พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ต่อพ้ืนที่ที่ส ารจ และโรคเหี่ยวของโหระพา พบว่า เป็นโรคประมาณ 5 เปอร์เซน็ต์
ต่อพ้ืนที่ที่ส ารวจ  
 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Curvularia eragrostidis และรา C. oryzae แยกราจากตัวอย่างโรค
พืชด้วยวิธี tissue transplanting ได้รา  C. eragrostidis จากกล้วยไม้ จ านวน 10 ไอโซเลท และ C. oryzae จาก
ปาล์มน้ ามัน จ านวน 15 ไอโซเลท น ารา C. eragrostidis ไอโซเลทที่ F028-5 F028-6 และ F029-4 และ และน ารา C. 
oryzae ไอโซเลทที่ P001 P002 และ P003 มาท าการทดสอบชนิดอาหารและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา 
พบว่ารา C. eragrostidis  ทั้ง 3 ไอโซเลท การเจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร PDA และ CMA เมื่อเทียบกับอาหาร 
MEA CZA OMA และ V8 รา C. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลท เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร CMA และ CZA เมื่อน าราทั้ง 
6 ไอโซเลทมาทดสอบกับอุณหภูมิ 25 30 35 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ พบว่ารา C. eragrostidis 
และ C. oryzae มีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ตามล าดับ น าเชื้อราทั้ง 6 ไอโซเลท
มาทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัยเบื้องต้นในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่ารา C. eragrostidis สาเหตุโรคดอกจุดสนิม
แสดงอาการของโรคบนดอกกล้วยไม้เป็นเวลา 3 วันหลังปลูกเชื้อ รา C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดปาล์มน้ ามันแสดง
อาการของโรคบนใบปาล์มน้ ามันเป็นเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ  
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 การศึกษารายละเอียดของชีววิทยาและนิเวศของ Neoscytalidium dimidiatum  จากอ าเภอปากช่อง 
จังหวัดนครราชสีมา โดยเก็บกิ่งของแก้วมังกรปกติมาท าการแยกเชื้อ ไม่พบรา N. dimidiatum และเก็บส่วนที่เป็น
โรคมา 6 ระยะ  ระยะที่ 1 ลักษณะอาการระยะเริ่มแรกแสดงอาการจุดเล็กๆ สีขาว มักจะพบแผลสเก็ดสีแดงตรงกลาง
จุดแผล ระยะที่ 2 ลักษณะจุดกลางแผลเปลี่ยนเป็นสีแดงหรือสีเทา จากการตรวจเชื้อระยะที่ 1 และ 2 ไม่พบเชื้อ
สาเหตุ ระยะที่ 3 แผลขยายใหญ่ขึ้นตรงกลางเป็นสเก็ดสีน้ าตาล แข็ง ตรงกลางแผลเชื้อสร้างส่วนขยายพันธุ์เรียกว่า 
pycnidia ฝังอยู่ภายในแผล ระยะที่ 4 แผลสีเหลืองเป็นวงเกิดล้อมรอบจุดแผลสเก็ดสีน้ าตาลหรือเกิดแผลด้านข้างด้าน
ใดด้านหนึ่งของก่ิง  ระยะที่ 5  แผลขยายตัวใหญ่ขึ้น มีลักษณะคล้ายสเก็ด สีเทา เกิดเป็นวงเรียงซ้อนกัน ระยะที่ 6 เมื่อ
อาการรุนแรงแผลหลุดออกกลายเป็นรูขนาดใหญ่บนกิ่ง พบเชื้อรา N. dimidiatum สร้างสปอร์แบบ pycnidiospore 
ในส่วนขยายพันธุ์ที่เรียกว่า pycnidia ในระยะที่ 3-6   และยังพบเชื้อสาเหตุสร้างสร้างสปอร์ที่เรียกว่า arthroconidia 
ในส่วนของเนื่อเยื่อที่ตายระยะที่ 6  เมื่อท าการแยกเชื้อสาเหตุบนอาหารสังเคราะห์ PDA ในระยะที่ 3-6 พบรา N. 
dimidiatum   สร้างสปอร์ที่เรียกว่า arthroconidia เช่นกัน  และไม่พบสปอร์แบบ pycnidiospore บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ การศึกษาชนิดของอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum  จ านวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ M 
0328 (จากจังหวัดสกลนคร)  M 0331 (จากจังหวัดอุทัยธานี)  M 0354 (จากจังหวัดจันทบุรี)  และ M 0355 (จาก
จังหวัดนครราชสีมา) พบว่า ราทั้ง 4 ไอโซเลตนี้เจริญเติบโตได้ดีที่สุดบนอาหาร PDA  เจริญเต็มจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ 9 เซ็นติเมตร นาน 3 วัน การศึกษาชนิดของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา N. dimidiatum  จ านวน 
4 ไอโซเลตพบว่าเชื ้อรา N. dimidiatum  ทุกไอโซเลตเจริญได้ด ีที ่ อุณหภูมิ 25  30   35 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ และเจริญได้น้อยที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   
 แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
 ศึกษาชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญ
ได้ที่อุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส เชื้อไม่เจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้นมากกว่า 5 ppm 
และทองแดงความเข้มข้นมากกว่า 9,000 ppm สามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์บางขุน
เทียน คาลิปโซ จิตติ กล้วยไม้สกุลแวนดา (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) และกล้วยไม้สกุลช้าง (ช้างแดง) แต่ไม่ท าให้เกิดโรคบน
กล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และแคทลียา การปลูกเชื้อโดยฉีดเชื้อสาเหตุเข้าสู่หัวหอมใหญ่ท าให้กาบของหัว (bulb scale) 
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ส่วนการปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดโดยการพ่นไม่ท าให้เกิดอาการโรคจุดสีขาว เก็บข้อมูลการอยู่รอด
ของเชื้อแบคทีเรียในเศษซากพืชอาศัย พบว่าใบกล้วยไม้ที่แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นสามารถตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรียหลังจากร่วงแล้วจนถึง 60 วัน เมื่อตรวจสอบเบื้องต้นโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii 
subsp. indologenes พบว่าให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก การจ าแนกชนิดของเชื้อเพ่ือยืนยันผลการตรวจสอบโดยใช้
การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) จากยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB ท าให้
สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่พบระบาดในประเทศไทยใกล้เคียงกับเชื้อ
แบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T  
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 ไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 ศึกษาอาการใบหงิกในพืชตะกูลส้มที่ปลูกในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยพบว่าตัวอย่างส้มโอและมะนาวที่
แสดงอาการลักษณะใบหงิกงอ บิด ด่างเป็นจุดจ้ าตามด้านหลังตามแนวเส้นใบและมีลักษณะเป็นรอยบาก (notch) เว้า
เข้ามาด้านใดด้านหนึ่งของใบ ซึ่งอาการจะเห็นได้ชัดเจนในช่วงแตกใบอ่อน เกิดจากเชื้อไวรัส Citrus chlorotic dwarf 
associated virus (CCDav) จัดอยู่ในวงศ์ Gemiviridae ปัจจุบันมีรายงานในประเทศตุรกี (2012) และประเทศจีน 
(2015) เชื้อไวรัส CCDaV แพร่ระบาดจากการใช้ส่วนขยายพันธุ์ เช่น ตา, กิ่ง, การตอนกิ่ง ไม่พบการถ่ายทอดโรคทาง
เมล็ดพันธุ์และการถ่ายทอดโรคจากการกรีดสร้างบาดแผล พบระบาดใสสวนส้มโอและมะนาวในแหล่งปลูกส าคัญของ
ประเทศไทย 
 ศึกษาโรคเส้นใบเหลืองที่เกิดจากเชื้อ Pepper vein yellows virus (PeVYV) เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ก่อความ
เสียหายต่อผลผลิตพริก ตรวจพบเชื้อ PeVYV จ านวน 7 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น 3 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต BKK 
(กรุงเทพมหานคร) ไอโซเลต SBR (สุพรรณบุรี) และ ไอโซเลต KBR (กาญจนบุรี) ในงานวิจัยนี้ใช้ไอโซเลต BKK ศึกษา
การตอบสนองของพริกต่อเชื้อไวรัส พบว่าพริกแสดงอาการใบม้วนขึ้นและเนื้อใบเหลืองชัดเจนหลังจากได้รับการปลูก
เชื้อ 20 วัน จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน CP ของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต  พบว่ายีน CP มี
ขนาด 621 นิวคลิโอไทด์  แปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 206 เรซดิวส์ มีความคล้ายคลึงกันที่ระดับ 99.2% - 99.8% และ 
99% - 99.5% ตามล าดับ และจากผลการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน CP พบว่าเชื้อ 
PeVYV ที่แยกได้จากพริกของไทยจับกลุ่มใกล้ชิดกันและแยกออกจากเชื้อ PeVYV ที่พบในต่างประเทศ 
 ศึกษาโรคเส้นใบเหลืองที่เกิดจากเชื้อ Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) และ Cucurbit 
chlorotic yellows virus (CCYV) ได้เก็บตัวอย่างพืชตระกูลแตง ได้แก่ แตงกวา ฟักทอง มะระจีน และต าลึง ที่แสดง
อาการเนื้อใบเหลือง ใบด่างและล าต้นแคระแกร็นในจังหวัดกรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม 
เชียงราย เชียงใหม่ จันทบุรี สระแก้ว และศรีสะเกษ จ านวน 110 ตัวอย่าง มาตรวจสอบหาเชื้อ Crinivirus ด้วยเทคนิค 
One step RT-PCR ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณอนุรักษ์ของยีน RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) 
ของไวรัสในกลุ่ม Crinivirus ผลการตรวจด้วย เทคนิค One step RT-PCR ปรากฏว่าตรวจไม่เชื้อ Crinivirus จาก
ตัวอย่างพืชตระกูลแตงทั้งหมดที่เก็บมาตรวจครั้งนี้ 
 
กิจกรรมย่อยที่ 2.3 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช ได้ชีววิทยา เขตการแพร่กระจาย ของวัชพืช จ านวน 5 
ชนิด ได้แก่ หญ้าตีนกาใหญ ่ ลูกใต้ใบใบใหญ่  บาหยา  กระดุมใบใหญ่ และเทียนนา รายละเอียดดังนี้ 
 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของหญ้าตีนกาใหญ่ พบว่า เมล็ดหญ้าตีนกาใหญ่มีรูปทรงกระบอก สีน้ าตาล-
แดง ผิวเมล็ดมีลักษณะเป็นคลื่นขรุขระ เมล็ดมีความกว้างอยู่ระหว่าง 0.55 - 0.59 มิลลิเมตร และมีความยาวอยู่
ระหว่าง 0.86 - 1.00 มิลลิเมตร การศึกษาเจริญเติบโตและความสามารถในการผลิตเมล็ด พบว่า มีความสูง แขนงย่อย 
จ านวนช่อดอก และจ านวนเมล็ด ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แขนงหลัก พบว่า กรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 1 ต้น/กระบะ 
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มีแขนงหลักมากที่สุด คือ 27 แขนง/ต้น แตกต่างจากกรรมวิธีอ่ืน น้ าหนักสด พบว่า กรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 1 
ต้น/กระบะ มีน้ าหนักสดมากสุด คือ 174.27 กรัม/ต้น แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีปลูกต้นหญ้าตีนกา
ใหญ่ทั้งหมดที่งอก แต่ไม่แตกต่างกับกรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 3 และ 5 ต้น/กระบะ ที่มีน้ าหนักสด 102.09 และ 
124.50 กรัม/ต้น ตามล าดับ และน้ าหนักแห้ง พบว่า กรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 1 ต้น/กระบะ มีน้ าหนักแห้งมากสุด 
คือ 72.17 กรัม/ต้น แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 3 ต้น/กระบะ และกรรมวิธีปลูก
ต้นหญ้าตีนกาใหญ่ทั้งหมดที่งอก แต่ไม่แตกต่างกับกรรมวิธีปลูกหญ้าตีนกาใหญ่ 5 ต้น/กระบะ ที่มีน้ าหนักแห้ง 48.90 
กรัม/ต้น และมีวงจรชีวิต 58 วัน หญ้าตีนกาใหญ่ไม่สามารถขยายพันธุ์ด้วยการปักช าแขนง แต่สามาราถขยายพันธุ์ด้วย
การแบ่งกอได้ และเมล็ดงอกได้บนผิวดินเท่านั้น โดยมีความงอก 67.20 เปอร์เซ็นต ์
 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยา ลูกใต้ใบใบใหญ่ (Phyllanthus caroliniensis Walter) พบว่า จากส ารวจ 
พบลูกใต้ใบใบใหญ่ในแปลงมันส าปะหลังของจังหวัดลพบุรี และจังหวัดสระบุรี  ลูกใต้ใบใบใหญ่มีผลสีเขียว เมื่อแก่มีสี
น้ าตาล 1 ผล มี 6 เมล็ด สีน้ าตาลเข้ม มีจุดเรียงเป็นแถวบนผิวเมล็ด เมล็ดมี 3 ด้านชัดเจน โดยลูกใต้ใบใบใหญ่ จะงอก
หลังจากเพาะเมล็ด 7 วัน ออกดอกติดผลจนกระทั่งเมล็ดแก่ใช้เวลา 44 วัน และต้นเริ่มเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ที่ระยะ 
131 วัน หลังติดผลชุดแรก ลูกใต้ใบใบใหญ่ มีวงจรชีวิต 175 วันหลังงอก การติดดอก และ เมล็ดเกิดขึ้นไม่พร้อมกัน 
เป็นแบบทยอยไปเรื่อยๆ ทั้งนี้ 1 ต้น ที่สมบูรณ์ 1 รอบวงจรชีวิต สามารถผลิตเมล็ดได้ จ านวน 22 ,620 เมล็ด และ
สามารถขยายพันธ์โดยการปักช าได้ แต่มีเปอร์เซ็นต์ที่ต่ ากว่าการงอกจากเมล็ด และการงอกของเมล็ดสามารถงอกได้
เพียงที่ระดับผิวดิน 
 ศึกษาชีววิทยาของต้น บาหยา (Asystasia gangetica) พบว่า บาหยา เป็นวัชพืชอายุข้ามปี สามารถ
ขยายพันธุ์ได้ทั้งเมล็ดและล าต้น หลังจากเมล็ดงอกประมาณ 1 สัปดาห์ มีใบจริงเป็นใบเดี่ยวออกตรงข้าม และมีการ
เจริญเติบโตทางด้านใบและล าต้นอย่างรวดเร็ว สร้างเมล็ดที่ระยะ  7 สัปดาห์หลังงอก  และหลังจากดอกบาน 2-3 
สัปดาห์ เมล็ดสุกแก่ และในช่วง 15  สัปดาห์หลังงอก ต้นบาหยาติดผลมากที่สุด จากนั้นในช่วง 19 สัปดาห์หลังงอก 
การเจริญเติบโตลดลงทั้งทางด้านล าต้น ใบ การสร้างผลและเมล็ดลดลง การขยายพันธุ์ ด้วยเมล็ด พบว่า เมล็ดอยู่บน
ผิวดิน มีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงถึง 92.8 เปอร์เซ็นต์ หากเมล็ดอยู่ในระดับความลึกของดิน 15 เซนติเมตร เมล็ดไม่
สามารถงอกได้ เช่นเดียวกับส่วนของล าต้น 

 ศึกษาชีววิทยาของต้นกระดุมใบใหญ่ ไม่พบการงอกภายใต้สภาพห้องปฏิบัติการ แต่มีเปอร์เซ็นต์ความงอกใน
สภาพเรือนทดลอง 86 เปอร์เซ็นต์ กระดุมใบใหญ่ มีวงจรชีวิต 231 วันโดยเฉลี่ย เนื่องจากมีการติดดอก และเมล็ดไม่
พร้อมกัน โดย 1 ต้น ที่สมบูรณ์ สามารถผลิตเมล็ดได้ จ านวน 2 ,850 เมล็ด ทั้งนี้กระดุมใบใหญ่มีการเจริญเติบโตไม่
แตกต่างกัน ทั้งในสภาพการแข่งขัน และไม่มีการแข่งขัน กระดุมใบใหญ่ 1 ผลมี 2 ลูป แต่ละลูป มี 1 เมล็ดมีสีเหลือง-
น้ าตาล มีขนาดยาว 2.0-3.4 มิลลิเมตร กว้าง 0.6-1.6 มิลลิเมตร โดยกระดุมใบใหญ่ สามารถขยายพันธุ์ได้จากทุกส่วน
ของต้น และเมล็ดงอกได้เพียงที่ระดับผิวดิน  และจากการปรับเปลี่ยนข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ ปัจจุบันมีการ
เปลี่ยนแปลงชื่อวิทยาศาสตร์จากเดิม Borreria latifolia (Aubl), Schum. เป็น Spermacoce alata Aubl.  
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 ศึกษาชีววิทยาของเทียนนา พบว่าความงอกในห้องปฏิบัติการเฉลี่ย 55 เปอร์เซ็นต์ ความงอกสูงที่สุด 74 
เปอร์เซ็นต์ ต่ าที่สุด 29 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดที่เก็บจากบางพ้ืนที่สามารถงอกได้ที่ระยะ 102 วันหลังทดสอบ แสดงให้เห็นว่า
เมล็ดมีการพักตัว และการงอกในสภาพเรือนทดลอง เมล็ดเทียนนามีความงอกเฉลี่ย 20.7 เปอร์เซ็นต์ ความงอกสูงที่สุด 
39 เปอร์เซ็นต์ ต่ าที่สุด 2 เปอร์เซ็นต์ การเจริญเติบโตทั้งความสูง ขนาดทรงพุ่ม จ านวนแขนง จ านวนฝัก และการผลิต
เมล็ด ในจ านวนต้น 1, 3 และ 5 ต้นต่อตารางเมตร มีค่ามากกว่าสภาวะแข่งขันสูงที่มีจ านวนต้นทั้งหมดที่งอก โดยเทียน
นา 1 ต้นที่เจริญเติบโตได้อย่างสมบูรณ์ครบวงจรชีวิตโดยเฉลี่ย 162 วัน สามารถผลิตเมล็ดได้มากถึง 58 ,424 เมล็ดต่อ
ต้น ซึ่งมากกว่าต้นที่เจริญเติบโตในสภาวะแข่งขันสูงที่มีจ านวนเมล็ดเพียง 5 ,858 เมล็ดต่อต้น เมล็ดเทียนนาสามารถ
งอกได้ดีที่ระดับผิวดินลึกไม่เกิน 5 เซนติเมตรเท่านั้น และยังสามารถขยายพันธ์ได้โดยใช้กิ่งปักช า แต่หากส่วนของล าต้น
ถูกฝังกลบใต้ดินก็สามารถท าให้เทียนนาตายได้ ในสภาพพ้ืนที่เกษตร หากเกษตรกรต้องการควบคุมเทียนนาตั้งแต่เริ่ม
ควรท าการไถพรวนฝังกลบเทียนนาทั้งต้นและเมล็ดให้มีความลึกมากกว่า 5 เซนติเมตร ก็จะควบคุมการงอกของเทียน
นาได้โดยไม่จ าเป็นต้องใช้สารเคมีก าจัดวัชพืช 
 
กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงศัตรูพืช ประกอบด้วย แมลงวันผลไม้กลุ่ม Bactrocera dorsalis complex 
แมลงวันผลไม้เผ่า Dacini เพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripinae วงศ์ Thripidae เพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera และมอดแป้ง
สกุล Tribolium ศัตรูธรรมชาติ ประกอบด้วย แตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae) แมงมุม 
ประกอบด้วย แมงมุมสกุล Latrodectus แมงมุมวงศ์ Salticidae ราสาเหตุโรคพืช  ประกอบด้วย cercosporoid 
fungi ราสนิมสาเหตุโรคพืช รา Alternaria เชื้อรา Trichoderma asperellum, T. harzianum และ T. viride เชื้อ
รา Chaetomium cupreum และ Ch. Globosum และเชื้อรา Curvularia รายละเอียดดังนี้ 
 แมลงศัตรูพืช 
 แมลงวันผลไม้กลุ่ม Bactrocera dorsalis complex จ าแนกและยืนยันชนิดแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis 
complex  โดยเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากทุกภูมิภาคของประเทศไทย และสกัด เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน
ต าแหน่ง cox1 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลจากการวิเคราะห์ล าดับ    นิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบบนฐานข้อมูล 
GenBank (standard nucleotide BLAST) พบแมลงวันผลไม้กลุ่ม   B. dorsalis complex ที่สามารถยืนยันชนิดได้
มี 2 ชนิด ได้แก่ B. dorsalis และ B. carambolae และจากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเพ่ือช่วยยืนยัน
การจ าแนกแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex โดยท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง cox1 จาก 
70 ตัวอย่าง ได้แก่ B. dorsalis complex จ านวน 61 ตัวอย่าง และแมลงวันผลไม้ในวงศ์ Tephritidae จ านวน 9 
ตัวอย่าง ได้แก่ Anastrata ludens, B. tryoni,   B. cucumis, B. latifrons, B. umbrosa, B. zonata, B. correcta, 
Zeugodacus cucurbitae และ Z. tau มาวิเคราะห์ด้วย Maximum Likelihood และ Bayesian analysis พบว่า
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน  โดยแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis 
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complex เป็น sister group ของแมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ ใน Family Tephritidae อย่างชัดเจน และพบว่า
ความสัมพันธ์ภายในกลุ่มทั้ง    B. dorsalis แล B. carambolae นั้นมีลักษณะเป็น polyphyletic ดังนั้นข้อมูลที่ได้
จากการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมลงวันผลไม้ B. dorsalis และ B. carambolae มีลักษณะทาง
พันธุกรรมแตกต่างจากแมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ  อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบข้อมูลเบื้องต้นของ
จ านวนชนิดของ  B. dorsalis ในประเทศไทย แต่การจ าแนกชนิดภายในกลุ่มของ B. dorsalis complex ต้องมี
การศึกษาต่อไป โดยเพิ่มข้อมูลของยีนต าแหน่งอื่นมาร่วมวิเคราะห์ด้วย 
 แมลงวันผลไม้เผ่า Dacini นั้นมีรูปร่างลักษณะภายนอกท่ีใกล้เคียงกันมากยากต่อการจ าแนกชนิด การใช้
เทคนิคชีวโมเลกุล โดยการใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) จากยีน cytochrome c oxidase (cox1) นั้นสามารถ
ช่วยแก้ปัญหาเหล่านี้ได้ โดยเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากทุกภูมิภาคของประเทศไทย สกัดและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณยีนต าแหน่ง cox1 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบบนฐานข้อมูล GenBank (standard 
nucleotide BLAST) พบว่าสามารถยืนยันชนิดและบันทึกในฐานข้อมูล Genbank  ได้ 20 ชนิด ได้แก่ แมลงวันผลไม้
สกุล Dacus (1 ชนิด): Dacus longicornis Wiedemann; แมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera (10 ชนิด): Bactrocera 
albistrigata de Meijere,  B. carambolae Drew & Hancock, B. correcta (Bezzi), B. dorsalis Hendel, B.  
latifrons (Hendel), B. limbifera (Bezzi), B. nigrotibialis, (Perkins), B. tuberculata (Bezzi), B. umbrosa 
(Fabricius), B. zonata (Saunders); และแมลงวันผลไม้สกุล Zeugodaucs (9 ชนิด): Zeugodacus apicalis 
(Meijere), Z. caudatus (Fabricius), Z. cilifer (Hendel),   Z. cucurbitae (Coquillett), Z. diversa (Coquillett), 
Z. hochii (Zia), Z. incisus (Walker), Z. isolatus (Hardy), Z. platamus (Hardy) และ  Z. tau (Walker) 
 ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งยีน cox1 จากแมลงวันผลไม้เผ่า 
Dacini  จ านวน 20 ชนิด มาวิเคราะห์ด้วย Maximum Likelihood และ Bayesian analysis พบว่าแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน  ยีน cox1 แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการ
แก้ปัญหาขแง Zeugodacus และ Dacus จาก Bactrocera โดยความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการแสดงให้เห็นว่า 
Zeugodacus นั้นมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Dacus มากกว่า Bactrocera ซึ่งผลที่ได้นี้สามารถใช้สนับสนุนในการ
ยกระดับของแมลงวันผลไม้ในสกุล Zeugodacus การศึกษานี้ให้ข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับจ านวนชนิดของแมลงวันผลไม้
เผ่า Dacini ในประเทศไทย และล าดับยีน cox1 ได้รับการพิสูจน์ว่ามีประสิทธิภาพในการระบุชนิดของแมลงวันผลไม้เผ่า 
Dacini แม้ใช้จากบาร์โค้ดบางส่วน ดังนั้นสามารถน ายีน cox1 ไปใช้ในห้องปฏิบัติการวินิจฉัยศัตรูพืชและงานด้านกักกัน
ศัตรูพืชเพ่ือระบุชนิดของแมลงวันผลไม้เผ่า  Dacini ได้อย่างถูกต้อง 
ศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดและชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripinae (Thysanoptera: Thripidae) ที่พบในกล้วยไม้ในเขต
ภาคกลางของประเทศไทย สามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripinae ได้ 2 ชนิด ซึ่งอยู่ในอันดับ Thysanoptera 
วงศ์ Thripidae ได้แก่ เพลี้ยไฟฝ้าย Thrips palmi (Karny) 288 ตัวอย่าง และเพลี้ยไฟดอกไม้ Frankliniella  
schultzei (Trybom) 2 ตัวอย่าง เมื่อศึกษาล าดับดีเอ็นเอบาร์โค๊ดของยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) 
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ของเพลี้ยไฟฝ้ายที่เก็บรวบรวมได้ในจังหวัดนนทบุรี ปทุมธานี นครปฐม กาญจนบุรี ราชบุรี สมุทรสาคร และสุพรรณบุรี 
สามารถสรุปได้ว่าชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripidae ที่พบในเขตภาคกลางของประเทศไทยคือ เพลี้ยไฟฝ้าย ซึ่ง
ตัวอย่างเพลี้ยไฟที่เก็บรวมรวมได้จากพ้ืนที่ดังกล่าวไม่มีความแตกต่างกันทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา  
 เพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera (Thysanoptera: Tubulifera)  ในประเทศไทยสามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟ
อันดับย่อย Tubulifera วงศ์ Phlaeothripidae ได้ 3 ชนิด ได้แก่ เพลี้ยไฟไทร Gynaikothrips  ficorum (Marchal)  
34 ตัวอย่าง เพลี้ยไฟท่อ Haplothrips gowdeyi (Franklin) 325 ตัวอย่าง และเพลี้ยไฟ Podothrips sp.   2 ตัวอย่าง 
ด าเนินการศึกษาล าดับดีเอ็นเอบาร์โค๊ดของยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟที่เก็บรวบรวมได้ 
สามารถสรุปได้ว่าเพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera 3 ชนิดที่พบในประเทศไทยมีความแตกต่างกันทั้งลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและอณูชีววิทยา  
 เพลี้ยไฟวงศ์ Thripidae (Thysanoptera: Thripidae) ที่พบในหน่อไม้ฝรั่งในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
สามารถจ าแนกชนิดเพลี้ยไฟวงศ์ Thripidae ได้ 3 ชนิด ซึ่งอยู่ ในอันดับ Thysanoptera ได้แก่ เพลี้ยไฟพริก 
Scirtothrips dorsalis (Hood) 181 ตัวอย่าง เพลี้ยไฟฝ้าย Thrips palmi Karny 33 ตัวอย่าง และเพลี้ยไฟดอกไม้
ฮาวาย Thrips hawaiiensis (Morgan) 6 ตัวอย่าง ท าให้ทราบถึงชนิด ลักษณะการท าลาย เขตการแพร่กระจายโดย
เพลี้ยไฟจะเข้าท าลายทั้งยอดอ่อน ใบ ดอก และหน่อของหน่อไม้ฝรั่ง ทั้งนี้ได้ด าเนินการศึกษาล าดับดีเอ็นเอบาร์โค๊ด
ของยีน COI (Cytochrome Oxidaes subunit I) ของเพลี้ยไฟที่เก็บรวบรวมได้ในแต่ละจังหวัด สามารถสรุปได้ว่าชนิด
ของเพลี้ยไฟวงศ์ Thripidae ที่พบในเขตภาคกลางของประเทศไทยไม่มีความแตกต่างกันทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และอณูชีววิทยาในระดับชนิด  
 การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล Tribolium ที่เป็นศัตรูพืชกักกัน
แบบรวดเร็ว ด้วยการใช้ยีน mtDNA COI ที่มีความยาว 658 bp เป็นดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรง
เก็บท่ีรวบรวมได้จากโรงสีข้าว และด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ น ามาจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า
ประกอบด้วย 4 ชนิด คือ มอดแป้ง (Tribolium castaneum) มอดฟันเลื่อย (Oryzaephilus surinamensis) ด้วง
งวงข้าวโพด (Sitophilus oryzae) ด้วงถั่วเขียว (Callosobruchus maculatus) และมีตัวอย่างบางส่วนไม่สามารถ
จ าแนกได้ เนื่องจากไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ จากนั้น น าตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิด และตัวอย่างที่ไม่
สามารถจ าแนกได้ มาสกัดดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณยีน mtDNA COI ด้วยเทคนิค PCR ตรวจหาและวิเคราะห์ล าดับ       นิ
วคลีโอไทด์ โดยการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่าผลการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดให้ผลตรงกันกับการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ
ตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ คือ มอดแป้งชนิด T. castaneum โดยค่า sequences similarity ทั้งหมดอยู่ที่ระดับ 
98.94% ขึ้นไป ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยการสร้าง Maximum Likelihood tree ด้วย
แบบจ าลอง K2P ได้ยืนยันความถูกต้องของการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด โดยพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิด อยู่ใน clade เดียวกันกับล าดับ     นิวคลีโอไทด์มาตรฐานของแต่ละชนิดที่ได้
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จากฐานข้อมูล GenBank โดยมอดแป้งชนิด T. castanuem และชนิด T. fremani มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ใกล้เคียงกัน สอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้านี้ และการทดลองนี้ได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรง
เก็บท้ัง 4 ชนิด ป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank โดยได้รับ Accession numbers คือ MK649848 – MK649857  
 ศัตรูธรรมชาติ 
 ศึกษาแตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae) ศัตรูธรรมชาติของแมลงศัตรูข้าว โดยใช้ ดี เอ็น 
เอ บาร์โค้ด พบว่าได้แตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae ทั้งสิ้น 16 ชนิดได้แก่ Gryon largi, Gryon saxatilis, Psix 
tunetanus, Psix watshami, Telenomus busseolae, Telenomus californicus, Telenomus crassiclava, 
Telenomus dignus, Telenomus floridanus, Telenomus grenadensis, Telenomus nysivorus, Telenomus 
podisi, Telenomus tabanivorus, Trissolcus basalis, Trissolcus ogyges และ  Trissolcus thyantae แตน
เบียนไข่ Telenomus spp. เป็นกลุ่มชนิดที่มีความส าคัญที่สุด ควรน ามาศึกษาพัฒนาเพ่ือใช้ในการควบคุมแมลงศัตรู
ข้าว หรือหาแนวทางการอนุรักษ์ศัตรูธรรมชาติของแมลงศัตรูข้าวต่อไป 
 แมงมุม 
   ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม หรือดีเอ็นเอบาร์โค้ด แมงมุมสกุล Latrodectus หรือแมงมุมแม่ม่าย (widow 
spider) พบ แ ม ง มุ ม ส กุ ล  Latrodectus ทั้ ง สิ้ น  3 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  L. geometricus, L. thoracicus แ ล ะ  L. 
tredecimguttatus และจากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิ วัฒนาการเพ่ือช่วยยืนยันการจ าแนกแมงมุมสกุล 
Latrodectus โดยท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ของต าแหน่ง COX1 จาก 58 ตัวอย่าง ได้แก่ L. geometricus 
จ านวน 48 ตัวอย่าง  L. thoracicus จ านวน 5 ตัวอย่าง และ L. tredecimguttatus จ านวน 5 ตัวอย่าง น าไป
วิเคราะห์ด้วย Neighbor Joining และ Maximum Likelihood พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้ง
สองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน  L. geometricus แยกออกมาจาก L. thoracicus กับ L. tredecimguttatus อย่าง
ชัดเจน และความสัมพันธ์ภายในกลุ่ม L. geometricus มีลักษณะเป็น monophyletic ในขณะที่ L. thoracicus กับ 
L. tredecimguttatus เป็นแมงมุมชนิดเดียวกัน ดังนั้นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมง
มุมแม่ม่าย L. geometricus มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างจากกลุ่ม L. thoracicus และ L. tredecimguttatus 
อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทราบข้อมูลเบื้องต้นของจ านวนชนิดของ แมงมุมสกุล 
Latrodectus ในประเทศไทย แต่การจ าแนกชนิด ต้องมีการศึกษาต่อไปโดยเพ่ิมข้อมูลของยีนต าแหน่งอ่ืนมาร่วม
วิเคราะห์ 
 การใช้ลักษณะทางพันธุกรรม หรือดีเอ็นเอบาร์โค้ด จ าแนกและยืนยันชนิดแมงมุมวงศ์ Salticidae หรือแมงมุม
กระโดด ( jumping spider) พบแมงมุมกระโดดวงศ์ Salticidae จ านวน 6 สกุล 8 ชนิด ได้แก่ Myrmaplata 
plataleoides, Plexippus paykulli, Plexippus petersi, Phintella vittata, Phintelloides versicolor, 
Telamonia dimidiata,  Telamonia festiva และ Thiania bhamoensis และจากการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการเพ่ือช่วยยืนยันการจ าแนกแมงมุมวงศ์ Salticidaeโดยท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ของต าแหน่ง 
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COX1 จาก 60 ตัวอย่าง ได้แก่ Myrmaraplata plataleoides จ านวน 15 ตัวอย่าง Plexippus paykulli จ านวน 
10 ตัวอย่าง Plexippus petersi จ านวน  2 ตัวอย่าง Phintella vittata จ านวน 20 ตัวอย่าง Phintelloides 
versicolor จ านวน 2 ตัวอย่าง Telamonia dimidiata จ านวน 2 ตัวอย่าง Telamonia festiva จ านวน 1 ตัวอย่าง 
และ Thiania bhamoensis  จ านวน 8 ตัวอย่าง น าไปวิเคราะห์ด้วย Neighbor Joining และ Maximum Likelihood 
พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกันโดยแต่ละสกุลมีการแยกออกจากกัน
อย่างชัดเจน  และความสัมพันธ์ภายในแต่ละกลุ่มมีลักษณะเป็น monophyletic ในขณะที่กลุ่มของ Telamonia ยัง
ไม่สามารถแยกออกมาจากกลุ่มเดียวกันอย่างชัดเจน หากต้องการศึกษาการแบ่งกลุ่มที่ชัดเจนมากขึ้นจะต้องใช้จ านวน
ยีนที่มาศึกษาเพ่ิมเติมมากขึ้น ดังนั้นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมงมุมกระโดดแต่ละ
สกุลมีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทราบข้อมูล
เบื้องต้นของจ านวนชนิดของ แมงมุมวงศ์ Salticidae ในประเทศไทย แต่การจ าแนกชนิด ต้องมีการศึกษาต่อไปโดย
เพ่ิมข้อมูลของยีนต าแหน่งอื่นมาร่วมวิเคราะห์ 
 ราสาเหตุโรคพืช 
 จัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของรา cercosporoid fungi สาเหตุโรคพืช จากจังหวัด กระบี่ พังงา นครศรีธรรมราช สุ
ราษฎร์ธานี ยโสธร ชัยภูมิ เชยีงราย เชียงใหม่ ล าปาง กรุงเทพ เพชรบูรณ์ ราชบุรี และเพชรบุรี จ านวน 69 ตัวอย่าง 
ศึกษาและจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer 

(ITS) และ translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) ของรา cercosporoid จ านวน 6 ไอโซเลท ที่แยกได้
จากตัวอย่างใบจุดมะละกอ ใบจุดถั่วลิสง ปื้นเหลืองกล้วยไม้ ใบจุดกระเจี๊ยบเขียว ใบจุดถั่วฝักยาว และใบจุดบานไม่รู้โรย 
พบว่าเชื้อราดังกล่าวคือ Corynespora cassiicola, Passalora arachidicola, Pseudocercospora dendrobii, 
Pseu. abelmoschi Pseu. cruenta และ Cercospora zinnia ตามล าดับ 
 จัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของราสนิมสาเหตุโรคพืช เก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรคราสนิม จากจังหวัด ล าปาง 
อุตรดิตถ์ เชียงราย เชียงใหม่ พิจิตร พะเยา แพร่ เพชรบูรณ์ พิษณุโลก เพชรบุรี กระบี่ พังงา นครศรีธรรมราช สุราษฎร์
ธานี นครราชสีมา ลพบุรี ยโสธร และชัยภูมิ จ านวน 62 ตัวอย่าง ศึกษาและจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง Large Subunit (LSU) Small Subunit (SSU) และต าแหน่ง Internal Transcribed 
Spacer (ITS) ของราสนิม จ านวน 6 ไอโซเลท จากตัวอย่างใบท่ีพบสปอร์ของราสนิม ได้แก่ สัก เบญจมาศ ถั่วฝักยาว 
กาแฟ ถั่วเหลือง และข้าวโพดหวาน พบว่าเชื้อราดังกล่าวคือ Olivea tectonae Puccinia horiana Hemileia 
vastatrix Uromyces appendiculatus Phakopsora pachyrhizi และ Puccinia sorghi ตามล าดับ 
 เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชที่คาดว่าเกิดจากรา Alternaria จากแปลงปลูกพืชใน จังหวัด เพชรบูรณ์ 
สระบุรี ราชบุรี ชลบุรี ฉะเชิงเทรา ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี กาญจนบุรี สุพรรณบุรี ชัยภูมิ นครราชสีมา ขอนแก่น เลย 
เชียงใหม่ ล าพูน ล าปาง น่าน ตาก แพร่ และอุตรดิตถ์ ได้ตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Alternaria จ านวน 145 ตัวอย่าง 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง ITS, GAPDH และ EF1-α จ านวน 37 ไอโซเลท 
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และจัดท าดี เ อ็นเอบาร์โค้ด พบว่า เกิดจากรา Alternaria 6 species และ 1 complex species คือ Alternaria 
brassicicola สาเหตุโรคใบจุดคะน้า กะหล่ าปลี กะหล่ าปลีรูปหัวใจ ผักกาดขาว หัวไชเท้า บรอกโคลี และกะหล่ าดอก 
A. porri สาเหตุโรคใบจุดสีม่วงของหอมแดง หอมหัวใหญ่ กระเทียม หอมแบ่ง และหอมญี่ปุ่น A. solani สาเหตุโรคใบ
จุดมะเขือเทศ A. alternata สาเหตุโรคใบจุดของมันฝรั่ง โรคใบจุดใบไหม้ดาวเรือง และโรคใบจุดใบไหม้ทานตะวัน
เม็กซิโก A. dauci สาเหตุโรคใบไหม้ทานตะวัน และโรคใบไหม้ผักชี A. tagetica สาเหตุโรคใบจุดใบไหม้ดาวเรือง และ 
A. porri complex จากอาการโรคใบจุดสีม่วงของหอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียม  
 จัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของเชื้อรา Trichoderma asperellum, T. harzianum และ T. viride เก็บและ
รวบรวมตัวอย่างเชื้อรา Trichoderma จากตัวอย่างดิน และจาก culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช เมื่อจ าแนก
ชนิดด้วยลักษณะสัณฐานวิทยา สามารถจ าแนกได้เชื้อรา T. asperellum และ T. harzianum แต่ไม่พบเชื้อรา T. 
viride เมื่อจ าแนกชนิดด้วยวิธี phylogenetic reconstruction โดยเปรียบเทียบกับ type sequence ของเชื้อรา 
Trichoderma พบว่า topology ที่ได้จากการวิเคราะห์ยีนต าแหน่ง the Internal Transcribed Spacer (ITS) และ 
the translation elongation factor 1-alpha (tef1) ด้วย Maximum Likelihood (ML) และ Bayesian inference 
(BI) มีความสอดคล้องกัน และเป็น monophyletic พบว่า ตัวอย่างเชื้อรากลุ่ม T. asperellum เป็น complex 
species สามารถจ าแนกได้เป็นเชื้อรา T. asperellum และ T. asperelloides ส่วนเชื้อรากลุ่ม T. harzianum  ก็
พบว่าเป็น complex species สามารถจ าแนกได้เป็นเชื้อรา T. lentiforme และ T. lexii จากการศึกษาครั้งนี้ได้ไอโซ
เลทของเชื้อรา T. asperellum, T. asperelloides, T. lentiforme และ  
T. lexii รวมถึงดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง ITS และ tef1 ของเชื้อรา T. asperellum, T. asperelloides,  
T. lentiforme, T. lexii, T. harzianum และ T. viride จะเก็บรักษาไว้ใน culture collection ของกลุ่มวิจัย 
โรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการตรวจสอบชนิดของเชื้อรา  
จัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของเชื้อรา Chaetomium cupreum และ Ch. globosum ในประเทศไทย เก็บและรวบรวม
ตัวอย่างเชื้อรา Chaetomium จากตัวอย่างดิน พืช และจาก culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช เมื่อจ าแนกชนิด
ด้วยลักษณะสัณฐานวิทยาสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 มีลักษณะพ้องกับเชื้อรา Ch. cupreum กลุ่มท่ี 2 
มีลักษณะพ้องกับเชื้อรา Ch. globosum และ กลุ่มท่ี 3 มีลักษณะพ้องกับเชื้อราเชื้อราในสกุล Chaetomium แต่ยังไม่
สามารถระบุชนิดได้ เมื่อจ าแนกชนิดด้วยวิธี phylogenetic reconstruction โดยเปรียบเทียบกับ type sequence 
ของเชื้อรา Chaetomiaceae พบว่า topology ที่ได้จาก Maximum Likelihood (ML) และ Bayesian inference 
(BI) มีความสอดคล้องกัน และเป็น monophyletic พบว่า เชื้อรากลุ่มที่ 1 คือ Arcopilus cupreus ซึ่งเป็นชื่อปัจจุบัน
ของ Ch. cupreum เชื้อรากลุ่มที่ 2 คือ Ch. globosum และ เชื้อรากลุ่มท่ี 3 คือ Ovatospora brasiliensis ซึ่งเป็น
ชื่อปัจจุบันของ Ch. brasiliensis จากการศึกษาครั้งนี้ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของเชื้อรา A. cupreus (syn. Ch. cupreum), 
Ch. globosum และ O. brasiliensis (syn.  
Ch. brasiliensis) จ านวน 5 ต าแหน่ง ได้แก่ the Internal Transcribed Spacer (ITS), the translation elongation 
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factor 1-alpha (EF1-α), the Large Subunit (LSU, 28S), Partial RNA polymerase II second largest subunit 
(rpb2) และ ß-Tubulin 2 (TUB2) ไอโซเลทของเชื้อราและดีเอ็นเอบาร์โค้ดจะเก็บรักษาไว้ใน culture collection ของ
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เพ่ือเป็นฐานข้อมูลในการตรวจสอบชนิดของเชื้อ
รา 
 เก็บตัวอย่างโรคพืชที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Curvularia จากจังหวัดกาญจนบุรี กระบี่ จันทบุรี ฉะเชิงเทรา ชุมพร 
เชียงราย เชียงใหม่ ชลบุรี นครนายก นครปฐม นครราชสีมา ประจวบคีรีขันธ์ พิษณุโลก พะเยา เพชรบูรณ์ ราชบุรี ล าปาง 
สุโขทัย สุรินทร์ สระแก้ว และสุราษฎร์ธานี จ านวน 39 ตัวอย่าง แยกเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหม้จากตัวอย่างโรค
พืชด้วยวิธี tissue transplanting ได้รา Curvularia spp. จ านวน 47 ไอโซเลต จ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) translation elongation factor 1-
alpha (tef1) และ glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH) ของรา Curvularia จ านวน 
15 ไอโซเลต สามารถจ าแนกชนิดได้ดังนี้ C. akaiiensis C. dactyloctenicola C. eragrostidis C. geniculata C. 
lunata C. oryzae และ C. pseudobrachyspora ตัวอย่างที่ได้จากการศึกษาจัดท าเป็นตัวอย่างแห้งเก็บรักษาใน
พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  
 

3.2 ผลผลิตทีเ่กิดขึ้นจริง (Output) 
ผลผลิตตาม
ค ารับรอง 

จ านวน หน่วย
นับ 

ผลผลิตท่ี
เกิดขึ้นจริง 

จ านวน หน่วย
นับ 

รายละเอียดผลผลิต  
(พร้อมแนบหลักฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

1. องค์ความรู้ 17 เร่ือง 1. องค์ความรู้
ใหม ่

77 เร่ือง 1.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของเพลี้ย
หอยเกล็ดวงศ์ยอ่ย 
Aspidiotinae 
(Hemiptera:Coccoidea: 
Diaspididae) ในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      2.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ร่วมกับการใช้
เทคนิค Morphomertic ในตัว
เต็มวัย ของออ่นแมลงวันผลไม้
เผ่า Dacini 
(Diptera:Tephritidae)  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 
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      3.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของเพลี้ย
จักจั่นศัตรูมะม่วง (Hemiptera: 
Cicadellidae) ในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      4.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ผีเสื้อหนอน
กอสกุล Chilo (Lepidoptera: 
Crambidae, Crambinae) ใน
ประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      5.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย และตัวอยา่งที่ใช้ใน
การศึกษาของหอยทากบก
ศัตรูพืชในระบบนิเวศเกษตรและ
สิ่งแวดล้อม  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      6.ได้โครโมโซมและการ
แพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ 
ของหอยศัตรูพืชวงศ์ 
Succineidae ในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      7.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย และตัวอยา่งที่ใช้ใน
การศึกษาหอยน้ าจืดศัตรูพืชใน
พรรณไม้น้ า  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 
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      8. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกตอ้ง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจายและความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรม 
ของหนูหริ่งสกุล Mus 
(Rodentia: Muridae: 
Murinae) ที่พบในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      9.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย และตัวอยา่งที่ใช้ใน
การศึกษาพร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของแตนเบียน
สกุล Encarsia 
(Hymenoptera: Aphelinidae) 
ศัตรูธรรมชาติของแมลงหวี่ขาว
(Hemiptera: Aleyrodidae) ใน
ประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      10. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย ตวัอย่างที่ใช้ใน
การศึกษา พร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของแมลงช้างปีก
ใส วงศ์ Chrysopidae ใน
ประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      11. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ท่ีถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย ตวัอย่างที่ใช้ใน
การศึกษา พร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของมวนตวัห้ า
สกุล Orius (Heteroptera: 
Anthocoridae) ในประเทศไทย 

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      13. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของมวนสกุล 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
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Nysius (Hemiptera: 
Lygaeidae) ในประเทศไทย  

วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง  

      14. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษาพร้อมแนว
ทางการวินิจฉัย (Key) ของ
ตั๊กแตน (Orthoptera) ใน
ประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      15. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษาพร้อมแนว
ทางการวินิจฉัย (Key) ของผีเสื้อ
หนอนร่าน วงศ์ Limacodidae  
ในประเทศ 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      16.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษาพร้อมแนว
ทางการวินิจฉัย (Key) ของแมลง
หวี่ขาว (Hemiptera: 
Aleyrodidae)  
ในพืชผักสวนครัวเพื่อการส่งออก
ของประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      17.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของเพลี้ย
หอยเกล็ดวงศ์ยอ่ย Diaspidinae  
(Hemiptera: Coccoidea: 
Diaspididae)ในประเทศไทย   

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      18.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษาพร้อมแนว
ทางการวินิจฉัย (Key) ของเพลี้ย

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
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แป้งในราก วงศ์ Rhizoecidae 
(Hemiptera:  Coccoidea) ใน
ประเทศไทย  

เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      19.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย ตวัอย่างที่ใช้ใน
การศึกษา พร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของแตนเบียนไข่
ของแมลงกลุ่มมวนวงศ์
Pentatomidae ศัตรูพืชส าคัญ
ทางการเกษตร 
ในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      20.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย ตวัอย่างที่ใช้ใน
การศึกษา พร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของแมลงช้างสี
น้ าตาล วงศ์ Hemerobiidae  
และแมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ 
Coniopterygidae ในประเทศ
ไทย  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      21. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง
ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของไรขาว 
วงศ์ Tarsonemidae ใน
ประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      22.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของชนิด
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในพื้นที่
ภาคตะวันออกของประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      23.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย พืชอาหาร ตวัอย่าง

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
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ที่ใช้ในการศึกษา พร้อมแนวทาง
การวินิจฉัย (Key) ของแมลงวัน
หนอนชอนใบในวงศ์ 
Agromyzidae (Order: 
Diptera) ในพืชผัก  

ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      24.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน เขตการ
แพร่กระจาย ตวัอย่างที่ใช้ใน
การศึกษา พร้อมแนวทางการ
วินิจฉยั (Key) ของแมงมุมวงศ์ 
Oxyopidae 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ใน เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      25.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน ตัวอย่างที่ใช้ใน
การศึกษาของราสกุล 
Phytophthora ในเผือก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชือ้จุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      26. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบัน ตัวอย่างที่ใช้ใน
การศึกษาของราสกุล 
Curvularia และ Bipolaris 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      27. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของแบคทีเรีย
สาเหตุโรคใบแห้งของหอม  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้พื่อเป็นหลกั
ฐานทางวิทยาศาสตร์
และแหล่งอ้างอิง 
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      28. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของอาการ 
Chlorotic ringspot  
บนกล้วยไม้ Phalaenopsis  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      29. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของไส้เดือนฝอย
สกุล Radopholus  
ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับ
ส่งออก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      30. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของไส้เดือนฝอย
รากแผล (Pratylenchus spp.) 
ในแหล่งปลูกหอมแดงด้วยวธิีอณู
ชีววิทยา  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      31. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของของ
แบคทีเรีย Pasteuria 
penetrans ไอโซเลตไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      32. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันพร้อมยืนยันการ
ใช ้Molecular Diagnostic Key 
ที่มีประสิทธิภาพของตัวอ่อน
ไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง
ด้วยวธิีอณูชีววิทยากับไส้เดือน
ฝอยรากปมในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 
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      33. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของโรค Leek 
yellow stripe virus  
(LYSV) ในกระเทียม  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      34. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันและเขตการ
แพร่กระจายของรา 
Colletotrichum spp. สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสพริก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      35. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง 
ตัวอยา่งที่ใช้ในการศึกษา และ
เป็นปัจจุบันพร้อมความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการและพืชอาศัยของ
เช้ือรา Cercosporoid fungi 
สาเหตุโรคพืช   

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      36. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง 
ตัวอยา่งที่ใช้ในการศึกษา และ
เป็นปัจจุบันพร้อมความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการและพืชอาศัยของ
ราสนิมวงศ์ Pucciniaceae 
สาเหตุโรคพืช  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      37. ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของของไส้เดือน

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



345 
 

ฝอยสกุล Radopholus ทางชีว
โมเลกุล  

ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      38.ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง
และเป็นปัจจุบันของเช้ือไวรัส
สาเหตุโรคของยาสูบที่พบใน
ประเทศไทย   

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      39. ได้ชีวประวัติและแนว
ทางการวินิจฉัยในแต่ละระยะ
การเจิรญเติบโตของเพลี้ยแป้ง
มะละกอ; Paracoccus 
marginatus Williams and 
Granara De Willink 
(Hemiptera: 
Pseudococcidae) ในประเทศ
ไทย  

ไดช้ีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      40. ได้อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ
ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของแตน
เบียนไข่ Trichogramma 
confusum ในห้องปฏิบัตกิาร  

ได้อุณหภูมิที่เหมาะสม
ของศัตรูธรรมชาติเพื่อ
น าไปประยุกต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการ 

      41. ได้ชีววิทยาของไรแดงมัน
ส าปะหลัง Oligonychus 
biharensis (Hirst) บนพืชอาศัย 
2 ชนิดและเขตการแพร่กระจาย 

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเล้ียงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      42. ได้ชีววิทยาและพลวัต
ประชากรของหอยศัตรูพืชสกุล 
Succinea  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 
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      43. ได้ชีววิทยา วงจรชีวิต และ
การแพร่กระจายของหอยน้ า
ศัตรูพืชสกุล Indoplanorbis  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      44. ได้ชีววิทยา การแพร่กระจาย
เชิงภูมิศาสตร์และชนิดของหอย
น้ าศัตรูพืชสกุล Radix  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      45. ได้ชีววิทยา นิเวศวิทยา ฤดู
การระบาด ของหนอนแดงใน
ฝรั่ง และพุทรา  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      46. ได้ชีววิทยาของแมลงวัน
ผลไม้ชนิด Bactrocera 
umbrosa (Fabricius)  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      47. ได้ชนิด ชีววิทยา และการ
แพร่กระจายเชิงภูมิศาสตร์ 
ของหอยน้ าศัตรูพืชสกุล 
Physella        

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง และชวีวิทยา
ของศัตรูพืชเพื่อน าไป
ประยุกต์ใช้ใน
เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      48. ได้สัณฐานวิทยาและ
ชีววิทยาของเพลี้ยอ่อนถัว่  

ได้ชีววิทยาของศัตรูพืช
เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ใน
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Aphis craccivora Koch 
(Hemiptera: Aphididae) ใน
ประเทศไทย  

เพาะเลี้ยงขยายใน
ห้องปฏิบัติการและหา
แนวทางป้องกันก าจัดที่
เหมาะสม 

      49. ได้ชีววิทยาและนิเวศวิทยา
ของรา Phyllosticta 
citriasiana  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      50. ได้พืชอาศัย และเขตการ
แพร่กระจายของเชื้อรา 
 Fusarium oxysporum 
สาเหตุโรคเหี่ยวของพืชใน
ประเทศไทย   

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      51. ได้ชีววิทยาของเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      52. ได้สาเหตุและการถ่ายทอด
อาการใบหงิกของส้มโอ  

ได้สาเหตุและการ
ถ่ายทอดนิของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      53. ได้ชีววิทยาและนิเวศวิทยา
ของรา Curvularia 
eragrostidis และรา C. oryzae  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      54. ได้ชีววิทยาและนิเวศวิทยา
ของรา Neoscytalidium  
dimidiatum Crous & 
Slippers and Gruyter  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      55. ได้ลักษณะทางชีววิทยาและ
ชีวโมเลกุลของเชื้อ  
Pepper vein yellows virus 
(PeVYV)  ที่เข้าท าลายพริกใน
ประเทศไทย   

ได้ชีววิทยาและชีว
โมเลกุลของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      56. ได้ชนิดเชื้อ Crinivirus และ
เขตการแพร่กระจายของพืช
ตระกูลแตงในประเทศไทย  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
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วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      57. ได้ชีววิทยาและนิเวศวิทยา
ของหญ้าตีนกาใหญ่  
(Acrachne racemosa 
(Heyne ex Roth) Ohwi)  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      58. ได้ชีววิทยา และนิเวศวิทยา
ของลูกใต้ใบใบใหญ่ 
(Phyllanthus caroliniensis 
Walter)  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      59. ได้ชีววิทยาของวัชพืช 
Asystasia gangetica (L.) 
Anderson subsp. 
micarantha (Nees.)  
Ensermu  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      60. ได้ชีววิทยา และนิเวศวิทยา
ของกระดุมใบใหญ่ (Borreria 
latifolia (Aubl), Schum.)  

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      61. ได้ชีววิทยาของเทียนนา 
(Ludwigia hyssopifolia  
(G. Don) Excell.) 

ได้ชีววิทยาและ
นิเวศวิทยาของศัตรูพืช
เพื่อหาแนวทางป้องกัน
ก าจัดที่เหมาะสม 

      62. ได้ชนิดแมลงวันผลไม้
ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera 
dorsalis(Hendel) complex 
(Diptera:Tephritidae) และการ
จ าแนกดว้ยลกัษณะทาง
พันธุกรรม 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      63. ได้ชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย 
Thripinae (Thysanoptera: 
Thripidae) และการจ าแนกด้วย
ลักษณะทางพันธกุรรมที่พบใน
กล้วยไม้ในเขตภาคกลางของ
ประเทศไทย 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 
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      64. ได้ชนิดและจัดท าดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด ของรา Cercosporoid 
fungi สาเหตุโรคพืช 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      65. ได้ชนิดและจัดท ารหัสดีเอ็น
เอบาร์โค้ดของราสนิมสาเหตุโรค
พืช  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      66. ได้ชนิดและจัดท าดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดของรา Alternaria 
สาเหตุโรคพืช  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      67. ได้ชนิดของแตนเบียนไข่วงศ์
ย่อย Telenominae 
 (Platygastridae) ศัตรู
ธรรมชาติของแมลงศัตรูข้าวที ่
 ใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการ
จ าแนก  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      68. ได้ชนิดของแมงมุมแม่หม้าย ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
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สกุล Latrodectus ในประเทศ
ไทยที่ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดจ าแนก  

ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      69. ได้ชนิดของเช้ือรา 
Beauveria bassiana โดยการ
ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจัดจ าแนก 

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      70. ได้ชนิดที่ถูกต้องของเช้ือรา 
Trichoderma asperellum T. 
harzianum และ T. viride โดย
ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

ได้รายชื่อศัตรูธรรมชาติ
ของประเทศไทย 
พร้อมตัวอย่างที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      71. ได้ชนิดของมอดแป้งสกุล 
Tribolium spp. ที่เป็นศัตรูพืช
กักกันโดยประยุกต์ใช้เทคนิคดี
เอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      72. ได้ชนิดเพลี้ยไฟอันดับย่อย 
Tubulifera (Thysanoptera: 
Tubulifera) ในประเทศไทย 
และการจ าแนกดว้ยลกัษณะทาง
พันธุกรรม  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 
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      73. ได้ชนิดของเช้ือรา 
Chaetomium cupreum และ 
C. globosum โดยใช้ดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดเพื่อจ าแนก 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      74. ได้ชนิดของแมงมุมวงศ์ 
Salticidae ที่ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด
ในการจ าแนก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      75. ได้ชนิดและจัดท าดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดของรา Curvularia 
สาเหตุโรคพืช  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในแหล่ง
รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืช เพื่อเป็น
หลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      76. ได้ชนิดของแมลงวันผลไม้
เผ่า (Tribe) Dacini (Diptera: 
Tephritidae) ที่ใชเ้อ็นเอ
บาร์โค้ดในการจ าแนก  

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

      77. ได้ชนิดของเพลี้ยไฟวงศ์ย่อย 
Thripinae (Thysanoptera: 
Thripidae) ที่พบในหน่อไม้ฝร่ัง 

ได้รายชื่อศัตรูพืชของ
ประเทศไทย พร้อม
ตัวอยา่งที่ใช้
ท าการศึกษาจะถกู
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ในเขตภาคกลางของประเทศไทย
และการจ าแนกดว้ยลกัษณะทาง
พันธุกรรม 

จัดเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์ 
เพื่อเป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์และแหล่ง
อ้างอิง 

 
3.3 ผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นจริง (Outcome) (ถ้ามี) (ภาคผนวก 4) 

 ผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิดผลลัพธ์ 
1. งานวิจัยต่อยอดในโครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจหาศัตรูพืชโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีว
โมเลกุลเพ่ือการน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร (2560-2564) รายละเอียดดังนี้ 
1.1 การทดลองที่ 1.2.9  การทวนสอบแนวทางการจ าแนกชนิดตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองด้วยวิธีอณู
ชีววิทยากับไส้เดือนฝอยรากปมในประเทศไทย (2560-2561) น าผลงานวิจัยที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในศึกษาการใช้
เทคนิค Multiplex PCR ในการตรวจไส้ เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita, M. javanica, M. 
arenaria และ M. enterolobii (2562-2564) 
 1.2 การทดลองที่ 1.2.10 การศึกษาและจ าแนกโรค Leek yellow stripe virus (LYSV) ในกระเทียม (2560-
2561)  น าผลงานวิจัยไปต่อยอดในการผลิตชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพื่อตรวจสอบไวรัส  
Leek yellow stripe virus (LYSV) (2563-2564) 
1.3 การทดลองที่ 2.2.6  ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของรา Neoscytalidium dimidiatum (2561-2563) น า
ผลงานท่ีได้ศึกษาการตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(2561-2563) ไปควบคู่กัน 
1.4 การทดลองที่ 3.1  การจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera dorsalis (Hendel) complex 
(Diptera:Tephritidae) ด้วยลักษณะทางพันธุกรรมในประเทศไทย (2560-2561) น าผลงานวิจัยไปต่อยอดในการ
พัฒนาการตรวจสอบแมลงวันทองฝรั่ง Bactrocera correcta (Diptera: Tephritidae) เพื่อการน าเข้าและ
ส่งออกด้วยไพร์เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง (2562-2564) 
 

2. การน าเสนองานวิจัยและตีพิมพ์เผยแพร่ในการประชุมวิชาการอารักขาพืชแห่งชาติคร้ังที่ 14 ระหว่างวันที่ 
12 - 14 พฤศจิกายน 2562 โรงแรมดุสิตธานีหัวหิน จังหวัดเพชรบุรี รายละเอียดดังนี้  
2.1 การจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera dorsalis complex (Diptera: Tephritidae) ใน
ประเทศไทยด้วยลักษณะทางพันธุกรรม 
2.2 การศึกษาอนุกรมวิธานตัวอ่อนแมลงวันผลไม้เผ่า Dacini (Diptera: Tephritidae) ร่วมกับการใช้เทคนิค 
Morphometrics ในตัวเต็มวัย 
2.3 อนุกรมวิธานเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง (Hemiptera: Cicadellidae) ในประเทศไทย 
2.4 การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อจ าแนกชนิดแมงมุมแม่หม้ายสกุล Latrodectus ในประเทศไทย 
2.5 การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล Tribolium spp. ที่เป็นศัตรูพืช
กักกันแบบรวดเร็ว 
2.6 ชีววิทยาของวัชพืช Asystasia gangetica (L.) Anderson subsp. micarantha (Nees.)  Ensermu 

 
 

2562 
 
 
 
 

2563 
 
 

2561 
 
 

2562 
 
 
 
 
 

2562 
 

2562 
 

2562 
2562 
2562 
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 2.7 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอม 
 
3.ตีพิมพ์เผยแพร่ในประเทศและต่างประเทศ   
 3.1  การจ าแนกชนิดตัวอ่อนแมลงวันผลไม้เผา่ Dacini (Diptera: Tephritidae) ที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจ
ของประเทศไทยด้วยภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด ใน วารสารวิชาการเกษตร กรม
วิชาการเกษตร ปีท่ี 38, ฉบับท่ี 3 (ก.ย.-ธ.ค. 2563), หน้า 293-306 

  3.2 การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ และข้อมลูมอรโ์ฟเมทรกิส์ของปีก แมลงวันผลไมเ้ผ่า Dacini 
(Diptera: Tephritidae) ในประเทศไทย ใน วารสารวิชาการเกษตร ปีท่ี 38, ฉบับท่ี 2 (พ.ค. - ส.ค. 2564), หน้า 
118-123.  

  3.3 อนุกรมวิธานเพลีย้หอยเกลด็วงศ์ย่อย Aspidiotinae (Hemiptera: Coccoidea: Diaspididae) ในประเทศ
ไทย ในวารสารกีฏและสัตววิทยา (ม.ค.-มิ.ย. 2565) อยู่ระหว่างรอตพีิมพ์ 

 

4.การน าเสนอผลงานวิจัยภายในหน่วยงานในการประชุมวชิาการส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
กรมวิชาการเกษตร ทั้งในรูปแบบการบรรยายและโปสเตอร์ เพ่ือเป็นการเผยแพร่องค์ความรู้  
 4.1 อนุกรมวิธานมวนตัวห้ าสกลุ Orius (Heteroptera: Anthocoridae) ในประเทศไทย  
 4.2 การตรวจวินิจฉัยชนิดของแตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae)   ศัตรูธรรมชาติของแมลง
ศัตรูข้าวโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล  
 4.3 อนุกรมวิธานเพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Aspidiotinae (Hemiptera:Coccoidea:   Diaspididae) ในประเทศไทย  

  4.4 การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยสกลุ Radopholus ทางสัณฐานวิทยาในไม้ประดับส่งออก   
  4.5 การศึกษาสาเหตุและการถ่ายทอดอาการใบหงิกของส้มโอ 

2562 
 
 
 

2563 
 
 

2564 
2565 

 
 
 
 

2562 
2562 

 

2563 
2563 
2563 

*ผลลัพธ์ :  ผลส าเร็จที่เกิดจากการน าผลผลิต (Output) ไปต่อยอด การเปลี่ยนรูปของผลผลิตไปสู่รูปแบบที่ใช้ประโยชน์ได้อย่าง
กว้างขวาง หรือการเคลื่อนผลผลิตไปสู่กิจกรรมที่ต่อเนื่อง ซึ่งก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง (Change) ที่ปรากฏชัด และมีคุณค่า
ทางเศรษฐกิจ สังคม และสิ่งแวดล้อม 

 
 

3.4 ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง (Impact) (ถ้ามี) 
ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิดผลกระทบ 

ด้านเศรษฐกิจ :   
ด้านสังคม :  
ด้านสิ่งแวดล้อม :   

* ผลกระทบ : ผลประโยชน์ที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงตามผลลัพธ์ (Results of the change) ซึ่งวัดได้อย่างชัดเจนและมีหลักฐาน
ปรากฏชัด (Evidence-based) ทางด้านเศรษฐกิจ สังคม และสิ่งแวดล้อม ทั้งที่วัดในเชิงปริมาณได้และไม่ได้ ผลกระทบ
อาจเป็นได้ทั้งทางบวกและทางลบ  
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3.5 การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ (ภาคผนวก 4) 
 วิธีการ/กระบวนการผลักดันงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ (โปรดแนบหลักฐานเชิงประจักษ์การน าผลงานไปใช้

ประโยชน์) 
น าองค์ความรู้ใหม่ที่ได้จากงานวิจัยมาประยุกต์ใช้ต่อยอดงานวิจัย หรือ น าไปใช้ในการบูรณาการเพ่ือจัดอบรมเผยแพร่
และจัดท าหนังสือ  
ด้านเศรษฐกิจ โดย 1. นายชัยณรัตน์ สนศิริ และคณะ กลุ่มวิจัยกักกันพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ได้น าองค์
ความรู้จากงานวิจัย เรื่องการจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera dorsalis (Hendel) complex 
(Diptera:Tephritidae) ด้วยลักษณะทางพันธุกรรมในประเทศไทย และการศึกษาชนิดแมลงวันผลไม้เผ่า (Tribe) 
Dacini (Diptera: Tephritidae) ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด มาใช้ในการตรวจสอบชนิดของแมลงวันผลไม้ Bactrocera 
carambolae (Drew & Hancock) เ พ่ื อน าสู่ ขั้ นตอนในการศึ กษา  กา รก า จั ดแมลงวั นผล ไม้  Bactrocera 
carambolae (Drew & Hancock) (Diptera: Tephritidae) ด้วยวิธีการอบไอน้ าปรับสภาพความชื้นสัมพัทธ์ เพ่ือเปิด
ตลาดมังคุดไปไต้หวัน จนท าให้ประเทศไทยสามารถใช้น างานวิจัยไปใช้เพื่อเปิดตลาดมังคุดไปไต้หวันได้  
 
ด้านวิชาการ  โดย 1. กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรม
วิชาการเกษตร ได้น าองค์ความรู้ใหม่จากงานวิจัยด้านแมลงศัตรูพืชโดยเฉพาะกลุ่มแมลงปากดูดภายใต้โครงการไปจัด
อบรมให้แก่นักวิชาการเกษตร ในหลักสูตร การเก็บและการจ าแนกตัวอย่างแมลงจ าพวกปากดูด ศัตรูส าคัญของพืช
น าเข้าและส่งออก” ระหว่างวันที่ 24-26 มกราคม 2560 เพ่ือเป็นการเพ่ิมพูนความรู้และศักยภาพให้แก่นักวิชาการ
เกษตรที่ท างานเก่ียวกับแมลงศัตรูพืชกลุ่มแมลงปากดูด เช่น เพลี้ยไฟ เพลี้ยอ่อน เพลี้ยหอย และแมลงหวี่ขาว เป็นต้น  
  2. กลุ่มวิจัยวัชพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ได้น าองค์ความรู้ใหม่จาก
งานวิจัยด้านวัชพืชภายใต้โครงการไปจัดอบรมให้แก่นักวิชาการและเกษตรกร ในหลักสูตร“การจ าแนกและการจัดการ
วัชพืช” ระหว่างวันที่ 12-14 มิถุนายน 2561 เพ่ือเป็นการเพ่ิมพูนความรู้และศักยภาพด้านวัชพืช 
  3. ASEAN Network on Taxonomy (ASEANET) ได้น าองค์ความรู้ ใหม่จากงานวิจัยด้านวัชพืช
ภายใต้โครงการไปจัดท าหนังสือ เรื่อง Weeds and Weed Seeds of Southeast Asia with special focus on 
Thailand ตีพิมพ์เผยแพร่ในปี ค.ศ. 2020  
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  4. กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ได้น าองค์ความรู้ใหม่ในการ
ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือจ าแนกเชื้อรา Trichoderma asperellum T. harzianum และ T. Viride ไปประยุกต์ใช้ใน
การตรวจสอบการขึ้นทะเบียนของชีวภัณฑ์  
   

* ค าจ ากัดความการน าใช้ประโยชน์ในแต่ละด้าน 
       1. ด้านโยบายและสาธารณะ การน าความรู้จากงานวิจัยไปใช้ในกระบวนการก าหนดนโยบาย อาจเป็นนโยบายระดับประเทศ ระดับภูมิภาค ระดับ

จังหวัด ระดับท้องถิ่นการใช้ประโยชน์ด้านนโยบายจะรวมทั้งการน าองค์ความรู้ไปสังเคราะห์เป็นนโยบายหรือทางเลือกเชิงนโยบาย (Policy options) 
แล้วน านโยบายนั้นไปสู่ผู้ใช้ประโยชน์ในวงกว้างเพื่อประโยชน์ของสังคม และประชาชนทั่วไป เพื่อเพิ่มคุณภาพชีวิตของประชาชน สร้างสังคมคุณภาพ 
และส่งเสริมคุณภาพสิ่งแวดล้อม 

       2. ด้านพาณิชย์/เศรษฐกิจ เป็นผลงานวิจัยที่เน้นสร้างนวัตกรรม เทคโนโลยี ผลิตภัณฑ์ใหม่ หรือการพัฒนาจากสิ่งที่มีอยู่เดิม โดยเป็นการน าไปใช้
ประโยชน์ในการผลิตเชิงพาณิชย์หรือลดการน าเข้าเทคโนโลยีจากต่างประเทศ หรือน าไปสู่การพัฒนารูปแบบธุรกิจใหม่ โดยมีเป้าหมายเพื่อสร้าง
มูลค่าเพิ่ม เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตและบริการ 

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

      4. ด้านวิชาการ เป็นผลงานตีพิมพ์ทางวิชาการ การน าองค์ความรู้จากผลงานวิจัยที่ตีพิมพ์ในรูปแบบต่าง ๆ เช่น ผลงานตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ 
ระดับชาติหนังสือ ต ารา บทเรียน ไปเป็นประโยชน์ด้านวิชาการ การเรียนรู้ การเรียนการสอนในวงนักวิชาการและผู้สนใจด้านวิชาการ รวมถึงการน า
ผลงานวิจัยไปวิจัยต่อยอดสื่อสาธารณะ การเผยแพร่ความรู้จากผลงานวิจัยที่ได้ต่อสาธารณะ ผ่านทางหนังสือพิมพ์ / วารสาร / โทรทัศน์ / วิทยุ / 
คู่มือ / แผ่นพับ การฝึกอบรม และสื่อสังคมออนไลน์ต่าง ๆ เป็นต้น 
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บทท่ี 4 สรุปผลและอภปิรายผล 
 

สรุปผลและอภิปรายผล 

    สรุปผล 

โครงการอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพ่ือ
การวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย มีระยะในการด าเนินงาน 5 ปี ระหว่างปีงบประมาณ 2560 – 2564 โดยมี
วัตถุประสงค์หลัก เพ่ือได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่ง
ประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน การอธิบายลักษณะ (description) ชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพร่กระจาย
รวมถึงลักษณะส าคัญที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัย ตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง (material examine) ที่ใช้เป็นหลักฐานทาง
วิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย  รวมทั้งข้อมูลในระดับโมเลกุล (ดีเอ็นเอบาร์โค้ด DNA 
barcode) ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติที่ส าคัญทางการเกษตร เพ่ือใช้ในการตรวจสอบย้อนกลับในกรณีมีข้อมูลทาง
สัณฐานวิทยาที่ไม่เพียงพอ และใช้ในงานวิจัยทางด้านการหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogeny) เพ่ือทราบทิศ
ทางการวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ผลลัพธ์ที่ได้จากงานวิจัยภายใต้โครงการวิจัยนี้สามารถใช้ส าหรับการค้าระหว่าง
ประเทศและสนับสนุนงานด้านกักกันพืช โดยเฉพาะการจัดท าข้อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืช (Pest List) ที่ต้องส่งให้
ประเทศคู่ค้าได้น าไปพิจารณาก่อน น าเข้าสินค้าเกษตรจากประเทศไทย และใช้เป็นข้อมูลเปรียบเทียบกับข้อมูลบัญชี
รายชื่อศัตรูพืชของประเทศคู่ค้าที่ส่งมา  เพ่ือวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest Risk Analysis)  ก่อนน าเข้าสินค้า
เกษตรจากประเทศคู่ค้า  และใช้ส าหรับในการจัดท ารายชื่อศัตรูพืชกักกัน (Quarantine Pest) เพ่ือการควบคุมศัตรูพืช
จากต่างประเทศไม่ให้เข้ามาแพร่กระจายในประเทศ และใช้ประโยชน์เพ่ือการเจรจาตอบโต้ประเทศคู่ค้าที่ใช้มาตรการ
สุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Sanitary and Phytosanitary Measure)  มาเป็นเงื่อนไขในการกีดกันทางการค้า  

โครงการอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพ่ือการ
วิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทยนี้ ประกอบด้วย 3 กิจกรรม ได้แก่  
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กิจกรรมที่ 1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  มี 2 กิจกรรมย่อย ประกอบด้วย 
กิจกรรมย่อยที่ 1.1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ (จ านวน 24 การทดลอง) 
กิจกรรมย่อยที่ 1.2 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค (จ านวน 

14 การทดลอง) 
กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืชอาหาร และการ
แพร่กระจาย) ประกอบด้วย 3 กิจกรรมย่อย  

 กิจกรรมย่อยที่ 2.1  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช (จ านวน 10 การทดลอง) 
 กิจกรรมย่อยที่ 2.2 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของโรคพืช (จ านวน 8 การทดลอง) 
 กิจกรรมย่อยที่ 2.3 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช (จ านวน 5 การทดลอง) 

กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด (จ านวน 16 การทดลอง) 
สรุปผลการด าเนินงานของโครงการดังนี้ 
กิจกรรมที่ 1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  มี 2 กิจกรรมย่อย ประกอบด้วย 

       กิจกรรมย่อยที่ 1.1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ  ได้ชื่อวิทยาศาสตร์ที่
ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่งประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน การอธิบาย
ลักษณะ (description) แนวทางการวินิจฉัย (key) ข้อมูลชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพร่กระจายและตัวอย่างเก็บรักษา
ตัวอย่างที่ใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย ประกอบด้วย แมลงศัตรูพืช 
ได้แก่ เพลี้ยหอยเกล็ดวงศ์ย่อย Aspidiotinae จ านวน 7 สกุล 12 ชนิด  วงศ์ย่อย Diaspidinae จ านวน 8 สกุล 14 
ชนิด เพลี้ยแป้งในราก วงศ์ Rhizoecidae จ านวน 3 สกุล 3 ชนิด แมลงหวี่ขาว วงศ์ Aleyrodidae จ านวน 3 ชนิด 
เพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง จ านวน 4 สกุล 8 ชนิด มวนสกุล Nysius 3 ชนิด ผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo จ านวน 7 ชนิด 
ผีเสื้อหนอนร่าน  วงศ์ Limacodidae) จ านวน 60 ชนิด ใน 26 สกุล ตั๊กแตนทั้งสิ้น 3 วงศ์ 8 วงศ์ย่อย 23 ชนิด ตัวอ่อน
แมลงวันผลไม้ในเผ่า Dacini จ านวน 6 ชนิด และแมลงวันหนอนชอนใบวงศ์ Agromyzidae จ านวน 5 ชนิด สัตว์
ศัตรูพืช ได้แก่ หอยทากบกศัตรูพืช หอยทากบก จ านวน 10 ชนิด ทาก จ านวน 1 ชนิด หอยน้ าจืดศัตรูพืชจ านวน 2 
สกุล  3 ชนิด โครโมโซมของหอยทากบกวงศ์ Succineidae มีค่าแฮพพลอยด์ (haploid, n) เท่ากับ 19-24 และ หนูหริ่ง
สกุล Mus (Rodentia: Muridae: Murinae) จ านวน 4 ชนิด ไรศัตรูพืชและแมงมุม ได้แก่  ไรขาวในวงศ์ Tarsonemidae 
พบไรทั้งหมด 2 วงศ์ 15 ชนิด และแมงมุมในวงศ์ Oxyopidae ทั้งหมด 4 สกุล 6 ชนิด ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง พบ
จ านวน 2 สกุล ศัตรูธรรมชาติ   ได้แก่ แตนเบียนสกุล Encarsia จ านวน 3 ชนิด แตนเบียนไข่มวน 1 วงศ์ 
Platygastridae  จ านวน 10 สกุล แมลงช้างปีกใส วงศ์ Chrysopidae จ านวน 2 วงศ์ย่อย 8 ชนิด แมลงช้างสีน้ าตาล 
วงศ์ Hemerobiidae จ านวน 3 สกุล 3 ชนิด แมลงช้างปีกแป้ง วงศ์ Coniopterygidae จ านวน 2 สกุล 2 ชนิด และ
มวนตัวห้ าสกุล Orius จ านวน 4 ชนิด รายละเอียดดังนี้ 
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 กิจกรรมย่อยที่ 1.2 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค ได้ชื่อ
วิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่งประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน 
การอธิบายลักษณะ (description) ชีววิทยาเบื้องต้น เขตการแพร่กระจายรวมถึงลักษณะส าคัญที่ใช้ในการตรวจ
วินิจฉัยและตัวอย่างเก็บรักษาตัวอย่างที่ใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย 
ประกอบด้วย ราสาเหตุโรคพืช ราสกุล Phytophthora ในเผือก จ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลชีว
โมเลกุลของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor รา Curvularia spp. จ านวน 
65 ไอโซเลท และ Bipolaris spp. จ านวน 37 ไอโซเลท รา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
จ าแนกได้ 3 ชนิด เชื้อราในกลุ่ม cercosporoid จ านวน 5 สกุล และราสนิม Pucciniaceae จ านวน 22 ชนิด แบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืช เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. สาเหตุโรคใบแห้งของหอมที่ พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมี
ลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ ผิวมัน สีเหลือง ไวรัสสาเหตุโรคพืช อาการ chlorotic ringspot บนใบกล้วยไม้สกุลฟา
เลนอพซิส (Phalaenopsis) ที่พบในประเทศไทยมีความเหมือนกับเชื้อ Capsicum chlorosis virus (CaCV-Ph) เชื้อ
ไวรัส Leek yellow stripe virus (LYSV) ในกระเทียม เกิดจากเชื้อไวรัสกลุ่ม Potyvirus  และโรคของไวรัสในยาสูบ 
พบว่ามีตัวอย่างที่ให้ผลบวก กับเชื้อไวรัส 2 ชนิด ไส้เดือนฝอยสาเหตุโรคพืช ไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus จ านวน 
1 ชนิด และไส้เดือนฝอยรากปม จ านวน 2 ชนิด และแบคทีเรียปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม จ านวน 11 ไอโซเลต  
 
กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืชอาหาร และการ
แพร่กระจาย) ประกอบด้วย 3 กิจกรรมย่อย 

กิจกรรมย่อยที่ 2.1  ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของแมลง ไร สัตว์ ศัตรูพืช ได้ชีววิทยา พืชอาศัย เขตการ
แพร่กระจาย ของแมลงศัตรูพืช จ านวน 4 ชนิด  ได้แก่ เพลี้ยแป้งมะละกอ เพลี้ยอ่อนถั่ว หนอนแดง แมลงวันผลไม้ ไร
ศัตรูพืช จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ ไรแดงมันส าปะหลัง สัตว์ศัตรูพืช  จ านวน 4 สกุล  ได้แก่ หอยซัคซีเนีย หอยน้ าศัตรูพืช
สกุล Indoplanorbis, Radix,  และ Physella แมลงศัตรูธรรมชาติ จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ แตนเบียนไข่ไตรโคแกรม
มา  

กิจกรรมย่อยที่ 2.2 ศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของโรคพืช ได้ชีววิทยาพืชอาศัย เขตการแพร่กระจาย ของ 
ราสาเหตุโรคพืช จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ Phyllosticta citriasiana,  Fusarium oxysporum, Curvularia 
eragrostidis และรา C. oryzae, Neoscytalidium dimidiatum แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ 
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า และ ไวรัสสาเหตุโรคพืช จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ Citrus chlorotic 
dwarf associated virus (CCDav), Pepper vein yellows virus (PeVYV), Cucurbit yellow stunting disorder 
virus (CYSDV)  

กิจกรรมย่อยที่ 2.3 ศึกษาชีววิทยา และนิเวศวิทยาของวัชพืช ได้ชีววิทยา เขตการแพร่กระจาย ของวัชพืช 
จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ หญ้าตีนกาใหญ่  ลูกใต้ใบใบใหญ่  บาหยา  กระดุมใบใหญ่ และเทียนนา  
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กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

ได้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงศัตรูพืช ประกอบด้วย แมลงวันผลไม้กลุ่ม Bactrocera dorsalis complex 
แมลงวันผลไม้เผ่า Dacini เพลี้ยไฟวงศ์ย่อย Thripinae วงศ์ Thripidae เพลี้ยไฟอันดับย่อย Tubulifera และมอดแป้ง
สกุล Tribolium ศัตรูธรรมชาติ ประกอบด้วย แตนเบียนไข่วงศ์ย่อย Telenominae (Platygastridae)     แมงมุม 
ประกอบด้วย แมงมุมสกุล Latrodectus แมงมุมวงศ์ Salticidae ราสาเหตุโรคพืช  ประกอบด้วย cercosporoid 
fungi ราสนิมสาเหตุโรคพืช รา Alternaria เชื้อรา Trichoderma asperellum, T. harzianum และ T. viride เชื้อ
รา Chaetomium cupreum และ Ch. Globosum และเชื้อรา Curvularia  

 

อภิปรายผล 

โครงการอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และการจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพ่ือการ
วิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทยนี้ ประกอบด้วย 3 กิจกรรม ดังนี้ 
กิจกรรมที่ 1 ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ   

ผลลัพธ์ที่ได้จากงานวิจัยในกิจกรรมที่ 1 จ านวน 38 การทดลองนั้น ทั้งหมดเป็นองค์ความรู้ใหม่ ท าให้ ได้ชื่อ
วิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน (validation) ข้อมูลทางอนุกรมวิธานซึ่งประกอบด้วยประวัติทางอนุกรมวิธาน 
การอธิบายลักษณะ (description) แนวทางการวินิจฉัย (key) และตัวอย่างของแมลง ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ และ
จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์ควบคุมโรค 38 องค์ความรู้ นอกจากนี้ ตัวอย่างทั้งหมดที่ได้จากการศึกษานั้นถูก
เก็บรักษาไว้เพ่ือใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ส าหรับอ้างอิงข้อมูลศัตรูพืชของประเทศไทย 

องค์ความรู้ที่เกิดจากงานวิจัยในครั้งนี้ไม่เพียงแต่เป็นความรู้ที่ไม่เคยมีความศึกษามาก่อนเท่านั้น ผลลัพธ์ที่ได้จาก
งานวิจัยภายใต้โครงการวิจัยนี้สามารถใช้ เป็นข้อมูลสนับสนุนในงานอารักพืช โดยเฉพาะงานด้านการป้องกันก าจัด 
เนื่องจากเมื่อทราบชนิดศัตรูพืชที่ถูกต้อง แน่นอนและเป็นปัจจุบัน หากเกิดการระบาดก็สามารถควบคุมก าจัดได้ถูกต้อง 
ตรงชนิดศัตรูพืชที่เข้าท าลาย ซึ่งก่อให้เกิดประสิทธิภาพสุงสุดต่อการก าจัด นอกจากนี้หากเกษตรกรสามารถควบคุม
ก าจัดศัตรูพืชได้ตรงเป้าหมาย จะเป็นการลดการใช้สารเคมี และลดโอกาสที่ศัตรูพืชเหล่านั้นจะเกิดการดื้อ (resistant) 
ต่อสารก าจัดศัตรูพืช นอกจากนี้ยังลดโอกาสการปนเปื้อนของสารเคมีในสิ่งแวดล้อม และลดอันตรายต่อเกษตรอีกด้วย 

ชนิด และชื่อวิทยาศาสตร์ของศัตรูพืชที่ถูกต้องภายใต้กิจกรรมนี้ ยังก่อให้เกิดประโยชน์ ส าหรับการค้าระหว่าง
ประเทศ เนื่องจากสามารถน าข้อมูลเหล่านี้ไปเป็นข้อมูลสนับสนุนงานด้านกักกันพืช โดยเฉพาะการจัดท าข้อมูลบัญชี
รายชื่อศัตรูพืช (Pest List) ที่ต้องส่งให้ประเทศคู่ค้าได้น าไปพิจารณาก่อน น าเข้าสินค้าเกษตรจากประเทศไทย และใช้
เป็นข้อมูลเปรียบเทียบกับข้อมูลบัญชีรายชื่อศัตรูพืชของประเทศคู่ค้าที่ส่งมา  เพ่ือวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช (Pest 
Risk Analysis)  ก่อนน าเข้าสินค้าเกษตรจากประเทศคู่ค้า  และใช้ส าหรับในการจัดท ารายชื่อศัตรูพืชกักกัน 
(Quarantine Pest) เพ่ือการควบคุมศัตรูพืชจากต่างประเทศไม่ให้เข้ามาแพร่กระจายในประเทศ และใช้ประโยชน์เพ่ือ
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การเจรจาตอบโต้ประเทศคู่ค้าที่ใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Sanitary and Phytosanitary Measure)  
มาเป็นเงื่อนไขในการกีดกันทางการค้า ส่งผลให้การเจราเปิดตลาดการค้าเพ่ือส่งออกผลผลิตทางการเกษตรที่มีความน่า
เชื่อเป็นที่ยอมรับทั่วโลก และลดข้อจ ากัดในการกีดกันทางการค้าอีกด้วย 

 
กิจกรรมที่ 2 ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้าท าลาย พืชอาหาร และ
การแพร่กระจาย)  

ข้อมูลชีววิทยา พืชอาศัย เขตการแพร่กระจายและนิเวศวิทยาของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ จากกิจกรรมที่ 2 
ในครั้งนี้มีจ านวน 23 การทดลอง ผลการศึกษาที่ได้นั้นเป็นองค์ความรู้ใหม่ที่ไม่เคยมีการศึกษามาก่อนในประเทศไทย 
องค์ความรู้ที่ได้สามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยต่าง ๆ มากมาย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ด้านการควบคุมศัตรูพืช สามารถใช้
เป็นข้อมูลในการหาแนวทางป้องกันก าจัดที่เหมาะสม หากพบศัตรูพืชรุกรานชนิดใหม่ (Invasive species) เกิดขึ้นใน
ประเทศไทย ข้อมูลศัตรูพืชที่ถูกต้อง เขตการแพร่กระจาย และพืชอาหาร จะสามารถใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนการ
วางแผนควบคุมได้อย่างรวดเร็ว ทันเวลา  และสามารถน าข้อมูลพื้นฐานเหล่านี้ไปออกเป็นมาตราการในการป้องกันศัตรู
ศัตรูพืชอย่างยั่งยืนต่อไป  

นอกจากนี้ผลลัพธ์ที่ได้จากกิจกรรมที่ 2 นั้น สามารถใช้เป็นข้อมูลส าหรับอ้างอิงในการวางแผนการป้องกัน
ก าจัดศัตรูพืชและใช้เป็นพ้ืนฐานในการพัฒนาระบบการเตือนภัย/เฝ้าระวังการแพร่ระบาดของศัตรูพืช  ท าให้การ
ป้องกันก าจัดมีประสิทธิภาพสูงสุด เป็นการลดต้นทุนการผลิตให้กับเกษตรกร อีกทั้งเป็นการเพ่ิมคุณภาพและสร้าง
มูลค่าของผลผลิตทางการเกษตรให้มีราคาสูง เป็นที่ต้องการของตลาดทั้งภายในประเทศและต่างประเทศ เป็นการเพ่ิม
โอกาสการส่งออกผลผลิตทางการเกษตรของไทยให้มีมากข้ึนอีกด้วย   

 
กิจกรรมที่ 3 การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด (จ านวน 16 การทดลอง) 

การทดลองภายใต้กิจกรรมที่ 3 นี้ ประกอบด้วย 16 การทดลอง การทดลองต่าง ๆ ภายใต้กิจกรรมนี้เกิดขึ้นการ

ที่พบว่าปัจจุบันนี้ มีศัตรูพืชหลายชนิดที่ไม่สามารถใช้เพียงลักษณะทางสัณฐานภายนอกในการระบุชนิด ชื่อวิทยาศาตร์

ได้ ด้วยเหตุนี้เอง จึงมีการประยุกต์ใช้การจ าแนกแบบดั้งเดิมร่วมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล ได้แก่ ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA 

barcode)  และความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogeny) มาใช้ประกอบเพ่ือยืนยันชนิดศัตรูพืชให้มีความถูกต้อง 

แม่นย า ทันสมัย และน่าเชื่อถือตามมาตรฐานสากลมากยิ่งขึ้น  ซึ่งดีเอ็นเอบาร์โค้ดของศัตรูพืชหลายชนิดนั้นได้มีการ

จัดเก็บในฐานข้อมูล Genbank ซึ่งเป็นฐานข้อมูลที่เป็นที่ยอมรับในระดับสากล และดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้จากการศึกษา

ภายใต้กิจกรรมนี้ พบว่ามีศัตรูพืชหลายชนิดที่เป็นครั้งแรกที่มีการบันทึกล าดับพันธุกรรมด้านศัตรูพืชครั้งแรกของ

ประเทศไทย นอกจากนี้ผลลัพธ์ที่ได้นี้สามารถใช้สนับสนุนในการยกระดับความน่าเชื่อถือของศัตรูพืชในประเทศไทย ให้

มีความทันสมัยและเป็นที่ยอมรับในระดับสากล 
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ดังนั้นผลลัพธ์ที่ได้จากโครงการวิจัยในครั้งนี้จะก่อให้เกิดประโยชน์อย่างยิ่งที่จะใช้เป็นข้อมูลในการสนับสนุน 

และเพ่ิมศักยภาพการผลิตสินค้าเกษตร ท าให้สามารถส่งออกสินค้าเกษตรไปจ าหน่ายยังต่างประเทศได้มากขึ้น  เพ่ิม
ความเชื่อมั่นและสร้างความน่าเชื่อถือในการเจรจาต่อรองเพ่ือการส่งออกผลผลิตทางการเกษตรของไทยไปสู่ตลาดโลก 
เกิดการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศไทย ส่งผลในองค์รวมต่อความเป็นอยู่ที่ดีขึ้นของประชาชนชาวไทย ซึ่งความ
สอดคล้องกับยุทธศาสตร์ของชาติ ที่มุ่งเน้นใช้ความรู้ การวิจัยและนวัตกรรมเพ่ือจัดการกับศัตรูพืชซึ่งเป็นปัญหาท้าทาย
ส าคัญของการผลิตสินค้าเกษตรของประเทศไทย  ท าให้ประเทศไทยเกิดความม่ันคงทางเศรษฐกิจและอาหาร ส่งผลให้
ประชากรชาวไทยสามารถด ารงชีวิตได้อย่างมีความสุขและมีคุณค่า 
 

ข้อเสนอแนะต่อผู้เกี่ยวข้องส าหรับการด าเนินงานในระยะต่อไป 
 

ผลลัพธ์จากงานวิจัยภายใต้โครงการวิจัยนี้เป็นองค์ความรู้ที่จะก่อให้เกิดคุณค่าอเนกอนันต์ต่อประเทศไทย 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งงานด้านอารักพืช  ผู้เกี่ยวข้องควรน าองค์ความรู้ที่ได้ไปต่อยอดในการตรวจวินิจฉัยชนิดศัตรูพืชโดย
ชีววิธี (Detection) และงานเฝ้าระวังศัตรูพืชต่างถิ่น (Surveillance) และน าผลลัพธ์ที่ได้จากโครงการวิจัยในครั้งนี้
จัดท าเอกสารวิชาการ คู่มือ (National Guidelines for Plant Pest Identification) ของศัตรูพืชที่ได้ท าการศึกษา
มาแล้วนั้น และควรจัดอบรมการจ าแนกชนิดของศัตรูพืชในระดับชาติ  เพ่ือเป็นการเผยแพร่องค์ความรู้ที่ได้จาก
งานวิจัยภายใต้โครงการวิจัยนี้สู่นักวิชาการ และผู้ที่มีความสนใจ ซึ่งจะก่อให้เกิดประโยชน์อย่างยิ่งต่อเจ้ าหน้าที่ด่าน
ตรวจพืช นักวิชาการ นักวิจัยจากหน่วยงานภาครัฐและหน่วยงานเอกชนต่าง ๆ เช่น กรมวิชาการเกษตร กรมส่งเสริม
วิชาการเกษตร มหาวิทยาลัย องค์กรการศึกษา ต่าง ๆ สามารถเพ่ิมองค์ความรู้และใช้ประโยชน์จากการจ าแนกชนิด
ศัตรูพืช  

 

สุดท้ายองค์ความรู้จากงานวิจัยภายใต้โครงวิจัยนี้ควรได้รับการพัฒนาเป็นฐานข้อมูลศัตรูพืช (big data) ของ
ประเทศไทย ใช้เป็นฐานข้อมูลในการสร้างระบบเตือนภัยทางการเกษตร เพ่ิมศักยภาพในการเข้าถึงข้อมูลของนักวิจัยให้
สามารถตอบสนองและก าหนดแนวทางการป้องกันก าจัดอย่างทันท่วงที เพ่ิมความมั่นคงทางของผลิต และเป็ น
เครื่องมือส าคัญส าหรับงานด้านกักกันพืชในเจรจาตอบโต้กับประเทศคู่ค้าและก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อภาค
การเกษตรของประเทศไทยอย่างยั่งยืน 

 
ปัญหาและอุปสรรคในการท างาน 

จากสถานการณ์การระบาดของโควิด CO-VID 19 ท าให้การรวบรวมตัวอย่างที่ต้องออกเดินทางในต่างจังหวัด

ได้รับผลกระทบไม่สามารถออกปฏิบัติงานได้ ซึ่งการทดลองส่วนใหญ่ที่ต้องออกเก็บรวบรวมตัวอย่างมาใช้ในการ
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ด าเนินการทดลอง รวมถึงการถูกปรับลดงบประมาณมากร้อยละ 50 ในปี 2563-2564 ท าให้ผลการด าเนินงานบางกา

รทดลองของแต่ละกิจกรรมไม่เป็นไปตามเป้าหมายที่ตั้งไว้ และการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการบางส่วนมีความล่าช้า 

รวมทั้งการด าเนินการในโรงเรือนทดลอง ตามมาอีกด้วย อย่างไรก็ตาม นักวิจัยภายใต้โครงการได้มีความพยายามและ

ทุ่มเทอย่างเต็มที่ในการบริหารและจัดสรรทรัพยากรที่มีเพ่ือให้บรรลุเป้าหมายและวัตถุประสงค์ของโครงการ 
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 และการป้องกันก าจัด, น. 69. ใน รายงานการค้นคว้าวิจัยประจ าปี. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์,  กรุงเทพฯ. 
เฉลิมชัย ปราสาทศรี, สุทิน ราชธา และ W.M. Brown Jr. 2513. การทดลองสารเคมีต่างๆ เพื่อป้องกันก าจัดโรค ใบ
จุดและโรคราสนิมของถั่วลิสง, น. 35. ใน รายงานประจ าปี 2513ศูนย์เกษตรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ,  ขอนแก่น. 
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ชนินทร ดวงสอาด. 2552. โรคของพืชตระกูลแตง. น. 59 - 60. ใน คู่มือโรคของผัก พิมพ์ครั้งที1่.  
 กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, บริษัทเอ-วันฟิวเจอร์ จ ากัด, นนทบุรี. 
 153 หน้า. 
ชมพูนุท จรรยาเพศ และ ปิยาณี หนูกาฬ. 2545. ชีววิทยาหอยทากซัคซิเนียศัตรูกล้วยไม้. รายงานผลงานวิจัย
 ประจ าปี. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร.  หน้า 304.  
ชมพูนุท จรรยาเพศ ทักษิณ อาชวาคม ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ และ เกษม ทองทวี. 2537. หอยทากใน 
 ประเทศไทย. เอกสารประกอบการประชุมสัมมนาทางวิชาการแมลงและสัตว์ศัตรูพืช 2537 
 ครั้งที่ 9 ณ โรงแรมแกรนด์จอมเทียนพาเลซ ชลบุรี. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร . 21 - 24 
 มิถุนายน 2537. หน้า 495 - 522. 
ชมพูนุท จรรยาเพศ ปราสาททอง พรหมเกิด ปิยาณี หนูกาฬ และดาราพร รินทะรักษ์. 2550. ความ 
 หลากชนิดของหอยทากและทากในแหล่งสงวนชีวมณฑลสะแกราช. การประชุมวิชาการอารักขาพืช
 แห่งชาติครั้งท่ี 8 : อารักขาพืชใต้ร่มพระบารมี. หน้า  
ชุติมันต์ พานิชศักดิ์พัฒนา, ทวี เก่าศิริ, สมภาค สิทธิพงศ์ และ ชัยวัฒน์ จันทรศรีวงศ์. 2524. ใบจุด : โรคระบาด
 ใหม่ของฝ้าย, น. 109. ใน รายงานการประชุมทางวิชาการ ครั้งที่ 19 สาขาพืช.  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 
กรุงเทพฯ.(บทคัดย่อ). 
ชุติมันต์ พานิชศักดิ์พัฒนา, เพลินพิศ สงสังข์, นลินี ศิวากรณ์ และ ปรีชา สุรินทร์. 2536. โรคของ 
 ถั่วหรั่ง, น. 836-837. ใน ก าหนดการและบทคัดย่อการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
 ประเทศไทย ครั้งที่ 19. โรงแรมดุสิต เจ.บี. หาดใหญ่, สงขลา. 
ชุติมันต์ พานิชศักดิ์พัฒนา  โกมินทร์ วิโรจน์วัฒนกุล และอดิศักดิ์ ค านวณศิลป์. 2547. โรคข้าวโพดและการ
 ป้องกันก าจัด. เอกสารวิชาการ สถาบันวิจัยพืชไร่ ปี 2547 พิมพ์ครั้งที่ 2 สถาบันวิจัยพืชไร่ กรมวิชาการ
 เกษตร , กรุงเทพฯ. 69 หน้า  
ชมัยพร  บัวมาศ ชลิดา อุณหวุฒิ  ลักขณา บ ารุงศรี สุนัดดา  เชาวลิต และ สิทธิศิโรดม แก้วสวัสดิ์. 2557. 
 อนุกรมวิธานเพลี้ยแป้งในมันส าปะหลัง หน้า 34- 69. ใน : รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2556   
 ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
ดวงพร สุวรรณกุล. 2543. ชีววิทยาวัชพืช พื้นฐานการจัดการวัชพืช. ส านักพิมพ์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์,
 กรุงเทพฯ. 178 น. 
ดวงพร สุวรรณกุล และรังสิต สุวรรณเขตนิคม. 2544. สัณฐานวิทยาของเมล็ดวัชพืชในประเทศไทย. ส านักพิมพ์
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 146 น. 
ดวงขวัญ ลีวงศ์เจริญ.  2520.  ชีววิทยาบางประการของหอยอินโดพลานอร์บิสเอ็กซัสตัส.  วิทยานิพนธ์วิทยา
 ศาสตรมหาบัณฑิตสาขาชีววิทยา.  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 72 หน้า. 
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ดวงเดือน ไกรลาส, สุลักษณ์ นามโชติ, ธัญญารัตน์ กุญชรบุญ และวศิน อิงคพัฒนากุล.  2552.  การติดเชื้อตัวอ่อน
 พยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียของหอยน้ าจืดวงศ์ Thiaridae ในประเทศไทย.  สถาบันวิจัยและพัฒนา, 
 มหาวิทยาลัยศิลปากร, นครปฐม. 
ไตรเดช ข่ายทอง ธิติยา สารพัฒน์ มนตรี เอี่ยมวิมังสา และปิยรัตน์ ธรรมกิจวัฒน์. 2558. Pasteuria penetrans 
 แบคทีเรียปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม. หน้า 193-200. ใน: การประชุมวิชาการอารักขาพืชแห่งชาติ  ครั้ง
ที่ 12 20-22 ตุลาคม 2558 ณ โรงแรมดุสิต ไอส์แลนด์ รีสอร์ท จังหวัดเชียงราย 
ไตรเดช ข่ายทอง ธิติยา สารพัฒน์ มนตรี เอี่ยมวิมังสา. 2558. อนุกรมวิธานและความสามารถในการท าให้เกิดโรค
 ของไส้เดือนฝอย migratory endoparasitic nematodes. หน้า 2375-2387. ใน: รายงาน ผลการวิจัย
ประจ าปี 2558. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
ทวีศักดิ์ ชโยภาส. 2544. แมลงศัตรูปาล์มน้ ามันในประเทศไทย. กลุ่มงานวิจัยแมลงศัตรูพืชสวนอุตสาหกรรม กอง กีฏ
และสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร. 126 หน้า. 
ทองพูน ศรีวรนาถ. 2502. การทดลองใช้ Fungicides บางชนิดกับโรคตากบของยาสูบ. วิทยานิพนธ์ปริญญาตรี. 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 39 หน้า. 
ทะนง พงษ์พานิช. 2508. การส ารวจโรคองุ่นขั้นต้นในบางท้องที่ของประเทศไทย. วิทยานิพนธ์ปริญญาตรี. 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 61 หน้า. 
ทัศนีย์ มุงเมือง, นิดารัตน์ ไพรคณะฮก, วีรชัย วโิรจน์แสงอรุณ และนพพร ศราธพันธุ์. 2543. หอยลิมเนีย รูบิจิโน ซา
และหอยอินโดพลานอร์บิส เอกซัสตัสที่ติดพยาธิใบไม้ของโคตามธรรมชาติในหนองน้ าที่อ าเภอจะนะ  จังหวัด
สงขลา. การประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 38: สาขาสัตวแพทยศาสตร์ , กรุงเทพ. 
หน้า 370-378 
ทัศนาพร ทัศคร และสุรภี กีรติยะอังกูร. 2548. โรคของกล้วยไม้. น. 1 - 31. ใน โรคไม้ดอก. กลุ่มวิจัยโรคพืช 
 ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, บริษัทเอ-วันฟิวเจอร์ จ ากัด, นนทบุรี. 153 หน้า. 
ทัศนาพร ทัศคร ปิยรัตน์ ธรรมกิจวัฒน์ และสุรภี กีรติยะอังกูร. 2553. โรคของกล้วยไม้. น. 3-44. ใน โรคไม้
 ดอกไม้ประดับ. กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์
 การเกษตรแห่งประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 163 หน้า. 
ธนาคร จารุพัฒน์  วิชัย ก่อประดิษฐ์สกุล  นิพนธ์ ทวีชัย และ ศศินาฏ แสงวงศ์. 2526. โรคอ้อยในประเทศไทย. 
 สมาคมนักวิชาการอ้อยและน้ าตาลแห่งประเทศไทย. กรุงเทพ ฯ. 180 หน้า. 
ธนากร จันทร์มาลี และวราภรณ์ ประกอบ. 2553. การจ าแนกไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. บางไอโซ เลท
ของไทย โดยเทคนิค PCR. วารสารเกษตร 26: 195-202. 
ธรรมศักดิ์ สมมาตย์ และ M.K. Beute. 2529. ลักษณะรูปร่างเเละการงอกของเชื้อ Phaeoisariopsis  personata 
(Berk. & Curt.) von Arx. วารสารโรคพืช 6: 7-11. 
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ธารทิพย ภาสบุตร ยุทธศักดิ์ เจียมไชยศรี อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และสุณีรัตน์ สีมะเดื่อ. หน้า 1004 – 1016. ส ารวจ
 รวบรวมและจ าแนกชนิดราสนิมสาเหตุโรคไม้ผล ไม้ยืนต้นและวัชพืชในแปลงปลูก. ใน รายงานผลงานวิจัย
 ประจ าปี 2549. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
ธารทิพย ภาสบุตร. 2553. โรคของว่านเศรษฐีเรือนนอก. น. 134 – 139. ใน โรคไม้ดอกไม้ประดับ. กลุ่มวิจัยโรค พืช 
ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย,  กรุงเทพฯ. 
163 หน้า. 
ธารทิพย ภาสบุตร. 2553. โรคของเยอร์บีร่า. น. 86 – 93. ใน โรคไม้ดอกไม้ประดับ. กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย การ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 163  หน้า. 
ธิติยา สารพัฒน์ ไตรเดช ข่ายทอง วีรกรณ์ แสงไสย์ และวานิช ค าพานิช . 2559. สถานการณ์การตรวจ 
 วินิจฉัยไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในพรรณไม้น้ าเพ่ือการส่งออก. หน้า 41-53.ใน :  การประชุมวิชาการประจ าปี 
 2559 วิจัยการอารักขาพืช และปัจจัยการผลิตเพ่ือขับเคลื่อน เศรษฐกิจไทย ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา พืช 
กรมวิชาการเกษตร 25-27 กรกฎาคม 2559 ณ ณ โรงแรมบางแสน เฮอริเทจ จังหวัดชลบุรี. 
ณัฏฐพร อุทัยมงคล, วาสนา ฤทธิ์ไธสง, ชลิดา อุณหวุฒิ. 2553. การศึกษาวิเคราะห์และประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช
 ส าหรับการน าเข้าเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดจากสหรัฐอเมริกา.คลังผลงานวิจัยกรมวิชาการเกษตร: ผลงานวิจัและ
 พัฒนาปี 2553. หน้า 1147 – 1174 
ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล และวนิดา ฐิตะฐาน. 2539. การศึกษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเนื้อแกนของสับปะรด. หน้า 
 60-70. ใน: รายงานผลงานวิจยั พ.ศ. 2539. กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร. 
ณัฐกฤต พิทักษ์. 2544. เทคโนโลยีทางเลือกส าหรับ ไอ พี เอ็ม. หน้า 241-255. ใน การประชุมสัมมนาทางวิชาการ การ
ป้องกันและก าจัดแมลงศัตรูอ้อยโดยวิธีผสมผสานครั้งที่ 4. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร  กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์, กรุงเทพฯ. 
ณัฐกฤต พิทักษ์ และอนุวัฒน์ จันทรสุวรรณ. 2545. เอกสารวิชาการ แมลงศัตรูอ้อยโรงงาน อ้อยเคี้ยว อ้อยคั้นน้ า 
 และการป้องกันก าจัด. กลุ่มงานวิจัยแมลงศัตรข้าวโพดและพืชไร่อื่นๆ. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการ
 เกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, กรุงเทพฯ. 102 หน้า 
ณัฐกฤติ  พิทักษ.์ 2547. แมลงศัตรูอ้อยและการป้องกันก าจัด หน้า 57 – 117 ใน เฉลิม ไหลรุ่งเรือง อุดม เลียบวัน 
 อรรถลิทธิ์  บุญธรรม  ประพันธ์  ประเสริฐศักดิ์  วันทนีย์ อู่วานิชย์  ณัฐกฤติ พิทักษ์  วิลลิภา สุชาโต  
 สมศักดิ์ ทองศรี  และตุลย์ อินทรัมพรรย์  เอกสารวิชาการอ้อย. กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ
 สหกรณ์. กรุงเทพมหานคร.147 หน้า. 
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 Cercosporoid fungi and their teleomorph. หน้า 1746 – 761. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 
 2553 เล่ม 3. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
พรพิมล อธิปัญญาคม และ สุรภี กีรติยะอังกูร.2548. โรคของดอกคาร์เนชั่น. น. 74 -89. ใน โรคไม้ดอก. กลุ่มวิจัย โรค
พืช ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย จ ากัด.  กรุงเทพฯ. 
132 หน้า. 
พลอยชมพู กรวิภาสเรือง, มานิตา คงชื่นสิน และเทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์. 2553. การศึกษาอนุกรมวิธานไรแมงมุม ใน
สกุล Oligonychus. น. 2085-2104. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2553. ส านักวิจัยพัฒนาการ อารักขาพืช. 
กรมวิชาการเกษตร. 
พินิจ หวังสมนึก.  2542.  ผลของยาฆ่าหอยและสารสกัดจากพืชต่อเนื้อเยื่อและเซลล์ในระบบทางเดินอาหาร 
 ระบบสืบพันธุ์ ระบบหายใจ และระบบประสาทของหอยคัน Indoplanorbisexustus.  (ระบบออนไลน์).  
 แหล่งข้อมูล :http://www.thaithesis.org/detail.php?id=42100 (15 พฤษภาคม 2557).   
พิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ,์ มานิตา คงชื่นสิน เทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์ และวัฒนา จารณศรี  2548.  การศึกษาชนิดของ ไร
เพ่ือการส่งออก. หน้า 1373-1391.  ใน รายงานผลงานวิจัยเรื่องเต็ม ประจ าปี 2548 เล่มที่ 1.  กลุ่ม งานวิจัยไร
และแมงมุม, กลุ่มกีฏและสัตววิทยา, ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช, กองกีฏและสัตววทิยา,  กรมวิชาการเกษตร 
กรุงเทพฯ.   
พีระวรรณ พัฒนวิภาส  ทัศนาพร ทัศคร และ ธารทิพย ภาสบุตร.  2553.  ส ารวจ รวบรวม และจ าแนกเชื้อรา 
 Curvularia spp. หน้า 1782-1793.  ใน : ผลงานวิจัยและพัฒนา ปี 2553. ส านักวิจัยพัฒนาการ
 อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
พีระวรรณ พัฒนวิภาส  ทัศนาพร ทัศคร และ ธารทิพย ภาสบุตร. 2555. การป้องกันก าจัดโรคดอกจุดสนิมของ
 กล้วยไม้ที่มีสาเหตุจากเชื้อ Curvularia eragrostidis โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์และสารเคมี. หน้า 
 284-293.  ใน : รายงานผลการวิจัยประจ าปี 2555.  ส านกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
 เกษตร. 
พงษ์เทพ ขจรไชยกูล และ กาญจนสินธุ์ มีศุข. 2530. โรคใบจุดก้างปลาของยางพารา. วารสารยางพารา 8: 92-98. 
พัฒนา สนธิรัตน, เกษม ชมภูนุชประภา, สมชาย กันหลง. วิไล ปราสาทศรี, สืบศักดิ์ สนธิรัตน เเละ อาทิตย์  
 ฟุ้งเกียรติไพบูลย์. 2520. การส ารวจและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชชนิดต่าง ๆ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ,  น. 
154-161. ใน รายงานประจ าปี 2520. ส านักงานเกษตรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ, ขอนแก่น. 
พัฒนา สนธิรัตน, ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน, วิรัช ชูบ ารุง และ ปิยะ เกียรติก้อง. 2522. การศึกษาสัญฐานวิทยา
 อนุกรมวิธาน และวงจรชีวิตของเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุดของพืชส าคัญทางเศรษฐกิจ,  น. 
1 - 13. ใน รายงานประจ าปี 2522. กองวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



372 
 

พัฒนา สนธิรัตน, ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน, วิรัช ชูบ ารุง และ ปิยะ เกียรติก้อง. 2523. การศึกษาสัณฐานวิทยา
 อนุกรมวิธาน และวงจรชีวิตของเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุดของพืช, น. 1 - 10. ใน 
 รายงานประจ าปี 2523 เล่มที่ 1. กองโรคพืช กรมวิชาการเกษตร. 
พัฒนา สนธิรัตน วิรัช ชูบ ารุง ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน และปิยะ เกียรติก้อง. 2526. รา Alternaria ที่เป็นสาเหตุ โรค
ใบจุดของพืชผักบางชนิด. วารสารโรคพืช ปีที ่3 เล่มที่ 4. ต.ค.-ธ.ค. 2526. น. 154-167. 
พัฒนา  สนธิรัตน, ประไพศรี  พิทักษ์ไพรวัน และวิรัช  ชูบ ารุง.  2529.  รวบรวมและจ าแนกชนิดของเชื้อรา 
 Fusarium ในดินจากแปลงปลูกพืชเศรษฐกิจของเกษตรกร.  รายงานผลงานวิจัย พ.ศ. 2529 กลุ่มงาน
 วิทยาไมโค  กองโรคพืชและจุลชีววิทยา  กรมวิชาการเกษตร  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 
พัฒนา สนธิรัตน, ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน และ วิรัช ชูบ ารุง. 2534. รายงานโรคพืชเกิดจากเชื้อรา 
 ชุดที่ 2. วารสารโรคพืช 11: 65-72. 
พัฒนา สนธิรัตน์. 2534. รายงานโรคพืชเกิดจากเชึ้อรา ชุดที่ 1. วารสารโรคพืช 11: 52-55. 
พัฒนา สนธิรัตน์ ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน ธนวัฒน์ ก าแหงฤทธิรงค์ วิรัช ชูบ ารุง และ อุบล คือประ โคน. 2537. 
 ดรรชนีโรคพืชในประเทศไทย. กลุ่มงานวิทยาไมโค กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร. 285 
 หน้า 
พงษ์วิภา หล่อสมบูรณ์. 2529. ราสนิมในประเทศไทย. วิทยานิพนธ์ปริญญาโท. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 
 กรุงเทพฯ. 193 น. 
พิศาล ศิริธร และ นิวัฒ เสนาะเมือง. 2526. โรคของถั่วพุ่ม. แก่นเกษตร 11: 158-164. 
พีระวรรณ พัฒนวิภาส. 2552. โรคของข้าวโพด. น. 119- 130. ใน คูม่ือโรคผัก. กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยการ
 อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, บริษัทเอ-วันฟิวเจอร์ จ ากัด, นนทบุรี. 153 หน้า. 
มานิตา คงชื่นสิน. 2553. รู้จักไรในไร่มันส าปะหลัง ศัตรูตัวเล็กที่ไม่เล็กอย่างที่คิด. ว. เคหการเกษตร. 34(10): 
 166-167. 
มานพ แก้วก าเนิด อินทร์ทอง เมฆขยาย. 2527. โรคยาสูบเมืองไทย กองโรควิทยา สถานีทดลองยาสูบแม่โจ้ 
 เชียงใหม่ 44 หน้า 
มาลินี พิทักษ์  สมศรี บุญเรือง และรังสิมันตุ์ สัมฤทธิ์.  ม.ป.ท.  การปลูกเผือก.  (ระบบออนไลน์).  แหล่งข้อมูล : 
 http://eto.ku.ac.th/neweto/e-book/plant/herb_gar/pukperk.pdf (7 มีนาคม 2562). 
มงคล เครือตาชู, ประศาสน์ วนสานต์, พงศ์เจริญ ชุ่มใจ, ประชุม บัวประเสริฐ, สนาม ถิรจันทรา, ณรงค์ สุขสมบัติ 
 และสามารถ กระจ่างแสง.  2511.  การศึกษาวงชีวิตของหอยอินโดพลานอร์บิสเอ็กซัสตัส ในห้องทดลอง. 
 หน้า 1 – 40.ใน: รายงานประจ าปีการศึกษา 2510 – 2511.  คณะอายุรศาสตร์เขตร้อน 
 มหาวิทยาลัยมหิดล.   

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร

http://eto.ku.ac.th/neweto/e-book/plant/herb_gar/pukperk.pdf%20(7


373 
 

ไมตรี พรหมมินทร์, กิตติศักดิ์ กีรติยะอังกูร, เครือพันธุ์ กิตติปกรณ์และนวลจันทร์ ดีมา.2529.ความ  แตกต่างของ
 ลักษณะอาการโรคทริสเทซ่าในมะนาวที่เกิดจาก isolate ที่ต่างกัน. วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 4 เล่มที่ 2 
 หน้า 143-148. 
มนตรี จิรสุรัตน์. 2544. แมลงวันผลไม้ในประเทศไทย. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ. 244 
 หน้า. 
ยุพา วรยศ. 2534. พันธุ์ไม้น้ า Aquatic Plants BO351 ส านักพิมพ์มหาวิทยาลัยรามค าแหง. 500 หน้า 
ยุวรินทร์ บุญทบ ศิริณี  พูนไชยศรี  ชลิดา  อุณหวุฒิ ลักขณา  บ ารุงศรี  และสิทธิศิโรดม  แก้วสวัสดิ์. การศึกษา
อนุกรมวิธานแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera ในประเทศไทย. รายงานการประชุมประจ าปี 2554. กรมวิชาการ
 เกษตร. กรุงเทพ.  1899 หน้า 
ยุวรินทร์ บุญทบ ศิริณี พูนไชยศรี ชลิดา อุณหวุฒิ ลักขณา บ ารุงศรี และสิทธิศิโรดม แก้วสวัสดิ์. 2554. 
 อนุกรมวิธานแมลงวันผลไม้สกุล Bactrocera. หน้า 2009-2025. ใน: รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2553. 
 ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร.  
ยุวรินทร์ บุญทบ ศิริณี พูนไชยศรี ชลิดา อุณหวุฒิ ลักขณา บ ารุงศรี และสิทธิศิโรดม แก้วสวัสดิ์. 2555. 
 อนุกรมวิธานแมลงวันผลไม้ทองสกุล Bactrocera จากสารล่อแมลงในเขตภาคใต้ของประเทศไทย. หน้า 
 1742-1758. ใน: รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2554. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
 เกษตร. 
ยุทธศักดิ์ เจียมไชยศรี สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ และธารทิพย ภาสบุตร. 2550. ส ารวจ รวบรวม และจ าแนกชนิดเชื้อรา
 สนิมสาเหตุโนตพืชผัก ไม้ดอกไม้ประดับและวัชพืชในแปลงปลูก. หน้า 993 – 1003. ใน รายงาน ผลงานวิจัย
ประจ าปี 2549 เล่ม 2. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
รจนา ไวยเจริญ อัมพร วิโนทัย และประภัสสร เชยค าแหง. 2555. ทดสอบผลของสารป้องกันกาจัดศัตรูอ้อยต่อ
 แตนเบียนไข่ Trichogramma confusum. หน้า 1319-1330. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2555 
 ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 
รตัิยา พงศพิสุทธา  วรานันท วิญญรัตน  โชติรส รอดเกตุ และเทพพนม แสงเพลิง.  2553.  ความผันแปรทาง
 สัณฐานวิทยาของเชื้อรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก. วารสารวิทยาศาสตร์
 เกษตร. ปที่ 41 ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม-เมษายน.  หน้า 318 -321. 
รัตนา นชะพงษ์. 2544. การควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยใช้แมลงห้ า. หน้า 87-89. ใน เอกสารวิชาการ การควบคุม
 แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธีเพ่ือการเกษตรยั่งยืน. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร. 
รัตนา นชะพงษ์ และประภัสสร เชยค าแหง. 2554. การควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยใช้แมลงตัวห้ า. หน้า 11-15. ใน 
 เอกสารประกอบการอบรมหลักสูตร แมลง-สัตว์ศัตรูพืช และการป้องกันก าจัด ครั้งที่ 15. กลุ่มกีฏและ
 สัตววิทยา 25-29 กรกฎาคม 2554 ณ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพ. 
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ลักขณา บ ารุงศรี และ ชฎาภรณ์ เฉลิมวิเชียรพร. 2554.  แมลงปากดูดชนิดที่ส าคัญในประเทศไทย.  
 กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์
 การเกษตรแห่งประเทศไทย จ ากัด. หน้า 39-64. 
เลขา มาโนช กัญญา เจริญไทย คนึงนิจ บุศราค า พรพิมล อธิปัญญาคม อภิรัชต์ สมฤทธิ์ และ อรอุมา เจียมจิตต์. 
 2544. เชื้อราโรคพืช รา endophyte และราดินในประเทศไทย. หน้า 502-510. ใน : การประชุมทาง
 วิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 39. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ. 
วนาพร วงษ์นิคง,  ศรุต สุทธอิารมณ์,  ศรีจ านรรจ์  ศรีจันทรา, วิภาดา ปลอดครบุรี, บุษบง มนัสมั่นคง, พวงผกา  
 อ่างมณี. 2553. การศึกษาชนิดและทดสอบประสิทธิภาพสารป้องกันก าจัดแมลงศัตรูพรรณไม้น้ า. รายงาน
 วิจัยประจ าปี. กลุ่มบริหารศัตรูพืชส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. หน้า 1569-
 1580. 
วนิดา ฐิติฐาน นิตยา กันหลง สมใจ วิวิธจินดา และสุเนตรา ภาวิจิตร. 2529. ศึกษาเชื้อบักเตรีสาเหตุโรคใบไหม้
 ของหอมแดง. ใน รายงานผลงานวิจัย พ.ศ. 2529  กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร. หน้า  47-
54. 
วสันณ์ เพชรรัตน์ และ มานะ กาญจนมณีเสถียร. 2532. เชือ้รา Cercospora สาเหตุโรคพืชในภาคใต้ของประเทศ
 ไทย. วารสารโรคพืช 9: 23 - 27. 
วรานันท์ วิญญรัตน์  รัติยา พงศ์พิสุทธา และชัยณรงค์ รัตนกรีฑากุล.  2553.  การทดสอบ casein hydrolysis 
 เพ่ือจ าแนก species ของ Colletotrichum สาเหตุโรคแอนแทรคโนส.  วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร. ปีที่ 41 
ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม-เมษายน.  หน้า 299-302. 
วรานันท์ วิญญรัตน์. 2554. การจ าแนกชนิดและศึกษาความรุนแรงของเชื้อรา Colletotrichum สาเหตุโรคแอน
 แทรคโนสพริก. วิทยานิพนธ์ปริญญาวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.  136 หน้า. 
วรัญญู ชัยรพ และ นิวัฒ เสนาะมือง. 2559. โรคของกล้าไม้พะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre ex 
 Laness) และเชื้อราที่เก่ียวข้องกับโรคใบจุดกลมสีน้ าตาล. แก่นเกษตร 44 ฉบับพิเศษ 1: 977-982. 
วารี  หงษ์พฤกษ์.  2543.  เพลี้ยจักจั่นและเพลี้ยกระโดด ศัตรูพืชเศรษฐกิจในประเทศไทย. กลุ่มกีฏและสัตววิทยา 
 กรมวิชาการเกษตร. 126 หน้า. 
วัฒนา จารณศรี, ฉัตรชัย ศฤงฆไพบูลย์ และเทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์.  2526.  การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน
 ของไรศัตรูกล้วยไม้ในประเทศไทย. หน้า 1-7.  ใน รายงานผลการค้าวิจัย กรมวิชาการเกษตร ประจ าปี 
 2526. กลุ่มงานอนุกรมวิธานและวิจัยไร, กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร.     
วัฒนา จารณศรี และ มานิตา คงชื่นสิน.  2533.  อนุกรมวิธานไรศัตรูส้มโอในประเทศไทย.  หน้า 260-273. ใน 
 รายงานผลงานวิจัย กรมวิชาการเกษตร ประจ าปี 2533. กลุ่มงานอนุกรมวิธานและวิจัยไร, กองกีฏ และ
 สัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร.  
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วัฒนา จารณศรี, มานิตา คงชื่นสิน, เทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์ และฉัตรชัย ศฤงฆไพบูลย์.  2535.  การศึกษา
 อนุกรมวิธานของไรบนมะม่วงในประเทศไทย.  หน้า 201-233.  ใน รายงานผลการค้นคว้า และวิจัยปี 
 2535.  กลุ่มงานอนุกรมวิธานและวิจัยไร, กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร, กระทรวงเกษตร
 และสหกรณ์ 
วัฒนา จารณศรี, มานิตา คงชื่นสิน, เทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์ และพิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ์. 2543. ไรศัตรูพืชและการ
 ป้องกันก าจัด. เอกสารวิชาการของกองกีฏและสัตววิทยา ปี พ.ศ. 2544. โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์ การเกษตร
แห่งประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 192 น. 
วันทนีย์ อู่วาณิชย์, อัปสร เปลี่ยนสินไชย, สุนี ศรีสิงห์ และ อนุสรณ์ กุศลวงศ์. 2537. ความก้าวหน้าในงานวิจัยโรค ใบ
จุดเหลืองของอ้อย, น. 25. ใน บทคัดย่อประชุมวิชาการประจ าปี 2537. กองโรคพืชและจุลชีววิทยา.  กรมวิชาการ
เกษตร. 
วรรณนิภา มธุรส พัฒน ทวีโภค จุฬาภรณ์ก าเนิดเพชร อุดมศักดิ์เลิศสุชาตวนิช และ รัตนนุช จันทร์เพ็ญ. 2555. 
 หน้า 1144-1150. ใน : การประชุมวิชาการแห่งชาติมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์วิทยาเขตก าแพงแสน ครั้ง ที่ 
9.วิกิพิเดีย สารานุกรมเสรี (2557). กระเทียม สืบค้นเมื่อวันที่ 2 มิถุนายน 2557 Web site:  http://th. 
wikipedia.org/wiki/กระเทียม     
วิลาวัณย์ ใคร่ครวญ.  2557.  พริกของไทย...พริกใหญ่ พริกเล็ก.  (ระบบออนไลน์).  แหล่งข้อมูล : 
 http://www.doa.go.th/pibai/pibai/n17/v_3-apr/korkui.html.  (23 กุมภาพันธ์ 2560). 
วิวิชชุตา เดชรักษา. 2549. การติดเชื้อตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียของหอยน้ าจืดวงศ์ Thiaridae ใน
 ภาคเหนือของประเทศไทย.วิทยานิพนธ์ระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาชีววิทยา บัณฑิตวิทยาลัย 
 มหาวิทยาลัยศิลปากร. 
วิจัย รักวิทยาศาสตร์. 2551. ราวิทยาเบื้องต้น. ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลัย 
 เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน. 351 หน้า. 
วิเชียร บ ารุงศรี.  2543.  แมลงศัตรูถ่ัวเขียวและการป้องกันก าจัด. กลุ่มงานวิจัยแมลงศัตรูพืชน้ ามันและพืชไร่ 
 ตระกูลถั่ว กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 44 หน้า.   
วิมลวรรณ  โชตวิงศ์ วิภาดา วงัศิลาบัตร เกรียงไกร จ าเริญมา พิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ์ และ วิภาดา ปลอดครบุรี. 
 2556. ศึกษาอัตราการกินแมลงวันผลไม้ (Bactrocera dorsalis) (Hendel) ของแมงมุมตาหกเหลี่ยม: 
 Oxyopes  lineatipes (C. L. Koch, 1847) ในห้องปฏิบัติการ. วารสารกีฏและสัตววิทยา ปีที่ 31 ฉบับที่ 
 1 หน้า 29-35. 
วิจิตร ขจรมาลี. 2501. การตรวจโรคข้าวบางท้องที่ในภาคกลาง. วิทยานิพนธ์ปริญญาตรี. 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 75 หน้า. 
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วิรัช ชูบ ารุง  ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน และพัฒนา สนธิรัตน.  2528.  Colletotrichum spp. ในประเทศไทย. 
 หน้า128-140.  ใน: รายงานผลงานวิจัย พ.ศ.2528.  กลุ่มงานวิทยาไมโค กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรม
 วิชาการเกษตร กรุงเทพฯ. 
วิรัช ชูบ ารุง, อาภรณ์ ธรรมเขต, ประไพศรี พิทักษ์ไพรวัน และ พัฒนา สนธิรัตน. 2529. การจ าแนกชนิดเชื้อราที่
 เป็นสาเหตุโรคของชา, น. 171 -178. ใน รายงานผลงานวิจัย พ.ศ. 2529. กลุ่มงานวิทยาไมโค. กองโรค พืช
และจุลชีววิทยา. กรมวิชาการเกษตร. 
วิรัช จันทรัศมี ชอุ่ม เปรมัษเฐียร ทวี แสงทอง จันทร์เพ็ญ ประคองวงศ์ ไชยยศ สุพัฒนกุล มาลี ณ นคร สุนันทา    
 เพ็ญสุต ศรีสม สุวรรณวงศ์ ศิริพร ซึงสนธิพร. 2547. วัชพืชสามัญภาคกลาง. สมาคมวิทยาการวัชพืชแห่ง
 ประเทศไทย. กรุงเทพ. 135 หน้า. 
วิภาดา วังศิลาบัตร. 2539. การศึกษาอนุกรมวิธานแมงมุมในกล้วยไม้. รายงานผลการวิจัย กลุ่มงานวิจัยไรและแมง มุม, 
กองกีฏและสัตววิทยา, กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ หน้า 1 – 76. 
วิภาดา วังศิลาบัตร และอัมพร วิโนทัย. 2544. การศึกษาอนุกรมวิธาน ชีววิทยา และประสิทธิภาพการกินแมลงวัน
 ผลไม้ Bactrocera correcta (Saunders) ของแมงมุมตาหกเหลี่ยม Oxyopes  lineatipes (C. L. 
 Koch)   (Araneae : Oxyopidae) 23(4) : 241 – 252. 
วิภาดา  วังศิลาบัตร. 2551. การศึกษาชนิด ชีววิทยา และประสิทธิภาพการกินของแมงมุมตัวห้ าต่อแมลงวันผลไม้ ใน
สวนมะม่วง. รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2551. ส านักวิจัยพัฒนากาอารักขาพืช. กรมวิชาการเกษตร.  หน้า 356 – 
388. 
วีรศักดิ์ ศักดิ์ศิริรัตน์ และ อุดม ภู่พิพัฒน์. 2525. การส ารวจโรคของถั่วพู. วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร 15: 225-
 239. 
วุฒิพงศ์ มหาค า. 2554. ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืช: หลักการพื้นฐาน การประยุกต์ใช้ และข้อจ ากัด. วารสาร
 พฤกษศาสตร์ไทย, 3(1): 1 – 30 
วุฒิศักดิ์ บุตรธนู ไมตรี พรหมมินทร์ ศรีสุรางค์ ลิขิตเอกราช นุชนารถ ตั้งจิตสมคิด และณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล. 
 2550. การศึกษาชนิดโรคของส้มเพื่อการน าเข้า. หน้า 763 – 772. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 
 2549. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา กรมวิชาการเกษตร. 
วัชรี สมสุข, อัจฉรา ตันติโชดก และอุทัย เกตุนุติ. 2529. ไส้เดือนฝอยควบคุมหนอนกินใต้ผิวเปลือกไม้สกุล ลางสาด. 
วารสารกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาเกษตร. 8: 115-119. 
วัชรี สมสุข วินัย รชัตปกรณ์ชัย และพิมลพร นันทะ. 2534ก. การใช้ไส้เดือนฝอย Steinernema carpocapsae 
 (Weiser) ควบคุมด้วงหมัดผักในผักกาดหัว. วารสารกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาเกษตร. 13: 183-188. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



377 
 

วัชรี สมสุข สุธน สุวรรณบุตร และพิมลพร นันทะ. 2534ข. ศึกษาการใช้ไส้เดือนฝอย Steinernema 
 carpocapsae (Weiser) ในการควบคุมด้วงงวงมันเทศในสภาพธรรมชาติ. รายงานผลวิจัยประจ าปี 
 2534 กองกีฏและสัตววิทยา. 10 หน้า. 
วัชรี  สมสุข พิมลพร นันทะ และ เอนก บุตรรักษ์. 2537. การควบคุมหนอนกระทู้หอม Spodoptera exigua ใน
 ดาวเรืองด้วยไส้เดือนฝอย ผลงานแผ่นภาพในการประชุมสัมมนาทางวิชาการ แมลงและสัตว์ศัตรูพืช ครั้ง ที่ 9 
กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร.  หน้า 55-62. 
วัฒนา จารณศรี, มานิตา คงชื่นสิน, เทวินทร์ กุลปิยะวัฒน์ และพิเชฐ เชาวน์วัฒนวงศ์. 2544.ไรศัตรูพืชและการ
 ป้องกันก าจัด. เอกสารวิชาการ กลุ่มงานวิจัยไรและแมงมุม กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร.  โรง
พิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย. กรุงเทพ. 192 น.  
ศานิต รัตนภุมมะ. 2550. กีฏวิทยาแม่บท. ห้างหุ้นส่วนจ ากัด ดีพริ้น และแทนก๊อปปี้เซนเตอร์, เชียงใหม่. 571 
 หน้า. 
ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร.  2560.  ข้อมูลภาวะการผลิตพืช ปี 2559/60.  (ระบบออนไลน์).  
 แหล่งข้อมูล : http://www.agriinfo.doae.go.th/year60/plant/rortor/ page1.pdf (7 มีนาคม 
 2562). 
ศิริณี พูนไชยศรี. 2544. เพลี้ยไฟ. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร. 75 หน้า. 
ศิริพร ซึงสนธิพร. 2549. การส ารวจวัชพืชต่างถ่ินในประเทศไทย (เขตภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ). 
 ผลงานประจ าปี 2545,ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช, กรมวิชาการเกษตร, กรุงเทพฯ, 2545, หน้า 
 944-971 
ศิริพร ซึงสนธิพร   ธัญชนก จงรักไทย   มัตติกา ทองรส และจรัญญา ปิ่นสุภา. 2554. ส ารวจและรวบรวม 
 วัชพืชในพืชผัก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง. หน้า 1665-1684. ใน : รายงานผลงานประจ าปี 
 2553 ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่ง
 ประเทศไทยจ ากัด. นนทบุรี.  
ศิริพร ซึงสนธิพร และธัญชนก จงรักไทย 2556. การศึกษาชนิดของวัชพืชของพืชส่งออก ข้าวโพดฝักอ่อน และ 
 มะม่วง พืชน าเข้า ได้แก่ อ้อย และ ข้าวฟ่าง. ผลงานวิจัยประจ าปี 2556. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 กรมวิชาการเกษตร. โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย จ ากัด. นนทบุรี.  
ศรีสุรางค์ ลิขิตเอกราช พรพิมล อธิปัญญาคม ธารทิพย ภาสบุตร ยุทธศักดิ์ เจียมไชยศรี ศรีสุข พูนผลกุล วุฒิศักดิ์ 
 บุตรธนู พจนา ตระกูลสุขรัตน์ และเพลินพิศ สงสังข์. 2549. ส ารวจ รวบรวม ตัวอย่างโรคพืชในประเทศ
 ไทย. หน้า 1108–1126. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2549 เล่ม 2. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 กรมวิชาการเกษตร.  
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 เรื่อง แมลง – สัตว์ศัตรูพืชและการป้องกันก าจัด ณ ห้องประชุมสาขาสัตววิทยาการเกษตร กองกีฏและ
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ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร. 2560. ข้อมูลเศรษฐกิจการเกษตร, ข้อมูลการผลิตสินค้าเกษตร. แหล่งที่มา: 
 http://www.oae.go.th/assets/portals/1/files/production/หอมแดง60.pdf, 18 กรกฎาคม 2561. 
ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร. 2561. สถิติการน าเข้าส่งออกมะม่วง. (ระบบออนไลน์). แหล่งข้อมูล: 
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สิทธิ กุหลาบทอง.  บัญชีรายชื่อหอยน้ าจืดในพ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย.  วารสารคณะสัตวศาสตร์และ
 เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร.2(3): 15-22. 
สืบศักดิ์ สนธิรัตน. 2538. ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในประเทศไทย. ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 275 หน้า. 
สุชาติ ผึ่งฉิมพลี และประสิทธิ์ นิยมไทย.  2555.  ความหลากหลาย ปริมาณและการแพร่กระจายของหอยน้ าจืดใน
 แม่น้ าบางปะกงและแม่น้ าปราจีนบุรี.  กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์.  85 หน้า. 
สุชาติ อุปถัมภ์, มาลียา เครือตราชู, เยาวลักษณ์ จิตรามวงศ์ และศิริวรรณจันทเตมีย์.  2538.  สังขวิทยา.  
 ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์, มหาวิทยาลัยมหิดล.  กรุงเทพฯ. 517 หน้า. 
สุกัญญา พริกจ ารูญ. 2548. คู่มือการเพาะเลี้ยงและส่งออกพรรณไม้น้ าปลาสวยงาม. ส านักพิมพ์นีออนบุ๊คมีเดีย. 
 130 หน้า 
สุดารัตน์ สุตพันธ์ และ เพชรรัตน์ ธรรมเบญจพล. 2552. การเก็บรวบรวมและจ าแนกเชื้อราคอลเลตโตตริคัม. ใน  การ
ประชุมวิชาการอารักขาพืชแห่งชาติ ครั้งที่ 9 วันที่ 24-26 พฤศจิกายน 2552 โรงแรมสุนีย์ แกรนด์  อ าเภอเมือง 
จังหวัดอุบลราชธานี 
สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ  อภิรัชต์ สมฤทธิ์ ธารทิพย ภาสบุตร และ พีระวรรณ พัฒนวิภาส. 2550.ส ารวจ รวบรวม และ
 จ าแนกชนิดเชื้อราสนิมสาเหตุโรคพืชไร่ และวัชพืชในพืชปลูก. หน้า 1017 - 1025. ใน รายงาน ผลงานวิจัย
ประจ าปี 2549 เล่ม 2. ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ. 2552. โรคของถั่วฝักยาว. น.53 - 54. ใน คู่มือโรคผัก พิมพ์ครั้งที่ 1. กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย การ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร, บริษัทเอ-วันฟิวเจอร์ จ ากัด, นนทบุรี. 153 หน้า. 
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สุณีรัตน์ สีมะเดื่อ และนุชนารถ ตั้งจิตสมคิด. 2553. โรคของดอกเบญจมาศ. น.58 - 69. ใน โรคไม้ดอกไม้ประดับ. 
 กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตร
 แห่งประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 163 หน้า. 
สุรพล ยินอัศวพรรณ, อ าภา ชินสว่างวัฒนกุล, ปรีชา สุรินทร์ และ พีระศักดิ์ ศรีนิเวศน์. 2530. โรคราสนิมของถั่ว
 เขียวผิวมันและถ่ัวเขียวผิวด า, น. 50. ใน การประชุมวิชาการโรคพืชแห่งชาติ ครั้งที่ 1. สมาคมนักโรคพืช
 เเห่งประเทศไทย. (บทคัดย่อ). 
สุวัฒน์ รวยอารี.2544. เรียนรู้การจัดการแมลงศัตรูข้าวโดยวิธีผสมผสาน กองกีฏและสัตววิทยา     กรมวิชาการ
 เกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, กรุงเทพฯ. 262 หน้า 
สมคิด ดิสถาพร. 2524. การแพร่ระบาดและผลงานวิจัยใหม่ล่าสุดของโรคข้าวที่ส าคัญในประเทศไทย ปี พ.ศ. 
 2523. ข่าวสารโรคพืช 1: 1 -6. 
สมชัย เบญจาทิกุล, จุมพล สาระนาค, นิยมรัฐ ไตรศรี, วิชิต แซ่เฮง และ ศุภชัย ลีจีรจ าเนียร. 2522. การศึกษา
 ทดลองและส ารวจโรคบางชนิดของมะเขือเทศ, น. 476-483. ใน รายงานประจ าปี 2522. กองวิจัยโรคพืช 
 กรมวิชาการเกษตร. 
สมศิริ แสงโชติ และศศิวิมล ลักษณพิสุทธิ์. 2011. โรคที่ส าคัญของดอกกล้วยไม้ตัดดอกสกุลหวายเอียสกุลที่ผลิต
 เป็นการค้า. วารสารวิทยาศาสตร์การเกษตร 42: 1(พิเศษ): 315-318.  
สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. 2538. สรรี วิทยาของพืช. ส านักพิมพ์รั้วเขียว. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 
 203 น. 
ส าราญ สะรุโณ สุภาค รัตนสุภา อริยธัช เสนเกตุ ศุกร์ เก็บไว้ ศริณนา ชูธรรมธัช อุดร เจริญแสง นลินี จาริกภากร 
 ไพโรจน์ สุวรรณจินดา. 2551. การพัฒนาเทคโนโลยีการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสับปะรดเพื่อบริโภคสด
 ภาคใต้ตอนล่าง. การประชุมวิชาการประจ าปี 2551 ผลงานวิจัยที่ใช้ได้จริงจากหิ้งสู่ห้าง ครั้งที่ 2 วันที่  16-
17 กันยายน 2551 โรงแรมมิราเคิล แกรนด์ คอนเวนชั่น กรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร กระทรวง เกษตรและสหกรณ์ 
หน้า 205-227. 
โสภณ วงศ์แก้ว. 2528. โรคของถั่วลิสงในประเทศไทย. เอกสารเผยแพร่ของกลุ่มนักวิจัยโรคถั่วลิสง โครงการร่วม ถั่ว
ลิสง ฉบับที ่1 ประเทศไทย. 76 หน้า. 
องุ่น ลิ่ววานิช. 2544. ผีเสื้อและหนอน. กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร. กรุงเทพฯ. 230 หน้า.  
อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์ พีระวรรณ พัฒนวิภาส และเพลิงพิศ สงสังข์. 2550.ส ารวจ รวบรวม เชื้อราโรคราน้ าค้างของ
 พืชผักและไม้ผล. หน้า 1063 - 1070. ใน รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2549 เล่ม 2. ส านักวิจัย พัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 
อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์.  2552.  รา Phytophthora สาเหตุโรคพืชในประเทศไทย.  เอกสารวิชาการ ส านักวิจัย
 พัฒนาการอารักขาพืช. กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์.  74 หน้า. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



380 
 

อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์.  2556.  พืชที่เป็นโรคไฟทอปธอรา.  เอกสารวิชาการ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช. กรม
 วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์.  189 หน้า. 
อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์  ยุทธศักดิ์ เจียมไชยศรี และพีระวรรณ พัฒนาวิภาส.  2556.  การศึกษาชีววิทยาและ นิเวศวิทยา
ของรา Phytophthora capsici.  หน้า 2281-2292.  ใน : ผลงานวิจัย ประจ าปี 2555.   ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร. 
อนงค์ จันทร์ศรีกุล. 2515. โรคเเละศัตรูที่ส าคัญของกุหลาบ. กสิกร 45: 277-282. 
อภิรัชต์  สมฤทธิ์.  2544.  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Fusarium oxysporum f. sp. cubense 
 สาเหตุโรคตายพรายของกล้วยในประเทศไทย.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 
 กรุงเทพฯ.  133 หน้า. 
อรุณี วงษ์กอบรัษฎ์. 2543. การจัดท าบัญชีรายชื่อแมลง ไร และสัตว์ศัตรูพืช. เอกสารประกอบการบรรยายพิเศษ การ
ประชุมสัมมนา เรื่อง “การจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรูพืช (Pest List) และการวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืช  (Pest Risk 
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ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนของประเทศไทย. กลุ่มงานวิจัยพรรณไม้น้ า  สถาบันวิจัยสัตว์น้ า สวยงามและ
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ผนวก 1  
 

ภาพและตารางประกอบผลงานวิจัย 
กิจกรรมที่ 1 

ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ   
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Figure 1.1.1.1 Field view of Aonidiella aurantii (Maskell) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.2 Aonidiella aurantii (Maskell, 1879) A)  Morphology of slide – mounted  
B) Microscope view of adult female  C) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.3 Field view of Aonidiella comperei Mckenzie 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.4 Aonidiella comperei Mckenzie, 1937 A)  Morphology of slide – mounted  
B) Microscope view of adult female C) Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.1.5 Field view of Aonidiella orientalis (Newstead) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1.1.1.6 Aonidiella orientalis (Newstead, 1894) A) Morphology of slide – mounted 
 B) Microscope view of adult female C) Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.1.7 Field view of Aspidiotus destructor Signoret 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.8 Aspidiotus destructor Signoret, 1869 A) Morphology of slide – mounted  
B) Microscope view of adult female  B) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.9 Field view of Aspidiella hartii (Cockerell) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1.1.1.10 Aspidiella hartii (Cockerell, 1895) A) Morphology of slide – mounted  

B) Microscope view of adult female  C) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.11 Field view of Chrysomphalus dictyospermi (Morgan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.1.12 Chrysomphalus dictyospermi (Morgan, 1889) A) Morphology of slide – mounted B) 

Microscope view of adult female  C) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.13 Field view of Chrysomphalus sp. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.14 Adult female of Chrysomphalus sp. A)  Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.15 Field view of Hemiberlesia lataniae (Signoret) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.1.16 Hemiberlesia lataniae (Signoret, 1869) A)  Morphology of slide – mounted  

B) Microscope view of adult female C) Microscope view of pygidium 
 
 
 

B 

C 

1 mm. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



464 
 

C)  
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.17 Field view of Hemiberlesia palmae (Cockerell) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.1.18 Hemiberlisia palmae (Cockerell)A)  Morphology of slide – mounted  

B) Microscope view of adult female C) Microscope view of pygidium  
 

Dorsal view    Ventral view A B 

C 

1 mm. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



465 
 

 
 
 
 
 
 

 

Figure 1.1.1.19 Field view of Lindingaspis floridana Ferris 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1.1.1.20 Lindingaspis floridana Ferris, 1942 A) Morphology of slide – mounted B) Microscope 
view of adult female C) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.1.21 Field view of Pseudaonidia trilobitiformis (Green) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.1.22 Pseudaonidia trilobitiformis (Green, 1896) A) Morphology of slide – mounted  

B) Microscope view of adult female C) Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.1.23 Field view of Pseudaonidia sp. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.1.24 Adult female of Pseudaonidia sp. A)  Microscope view of adult female 
B) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.2.1 Morphological character of third instar of fruit fly larva (lateral view). The important 
characteristics of larvae are mouth hook, anterior spiracle and caudal segment. 

 
Figure 1.1.2.2 Cephalopharyngeal skeleton of third instar larva in lateral view. 
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Figure 1.1.2.3 Anterior spiracle of third instar larva in lateral view. 
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Figure 1.1.2.4 Caudal segment of third instar larva (posterior view). 
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Figure 1.1.2.5 Cephalopharyngeal skeleton of third instar larva of Dacini fruit fly 

(A)    B. correcta   (B)   B. dorsalis 
(C) B. latifrons   (D)   B. umbrosa 

    (E)     Z. cucurbitae   (F)   Z. tau 
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Figure 1.1.2.6 Anterior spiracle of third instar of Dacini larvae (lateral view).  

(A) B. correcta   (B)   B. dorsalis 
(C)   B. latifrons   (D)   B. umbrosa 

    (E)   Z. cucurbitae   (F)   Z. tau 
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Figure 1.1.2.7 Caudal segment of third instar of Dacini larvae (lateral view).  
  (A)    B. correcta   (B)   B. dorsalis 
  (C)   B. latifrons   (D)   B. umbrosa 
  (E)      Z. cucurbitae   (F)   Z. tau 
 

(A) (B) 

(C) (D) 

(F) (E) 

(A) 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



474 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.2.8 Right-hand wing of a Dacini fruit flies individual showing each of the 15 landmarks 
used in the geometric morphometric analysis.  Wing with 15 landmarks using TPS Program. 
Landmark information can be found in Table 1.1.2.3 
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Figure 1.1.2.9 Right-hand wing of a Dacini fruit flies individual showing each of the 15 land marks 
used in the geometric morphometric analysis  

(A)     B. carambolae   (B)   B. cilifera 
(C)     B. correcta   (D)   B. dorsalis 
(E)     B. latifrons   (F)   B. tuberculata 
(G)     B. zonata   (H)   B. umbrosa 
(I)      Z. cucurbitae   (J)    Z. tau 
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Figure 1.1.2.10 Mean (±SE) wing centroid size of Dacini fruit flies from ten species. Samples sharing 
the same letter are not statistically different from each other based on one-way ANOVA with a 
Tukey post hoc test (F9, 190 = 6.495; P > 0.05). 
 

 
Figure 1.1.2.11 Procrustes superposition showing the variation of 15 landmarks of Dacini fruit flies 
wings from ten species. The figure shows the configurations of landmarks for which differences in 
position, scale and orientation have been removed. The position of the landmarks in relation to a 
real wing is shown in Figure 1.1.2.9. 
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Figure 1.1.2.12 Multiple regression of wing shape (regression score one) on centroid size (a measure 
of wing size) from Dacini fruit flies. Each coloured dot represents the wing of a fly from one of the 
listed species. 

 
Figure 1.1.213 First two principal components resulting from CVA of wing shape data of Dacini fruit 
flies; 95% confidence ellipses are shown for each group. Each coloured dot represents the wing of 
a fly from one of the listed species. 
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ภาพที่ 1.1.3.1 อาการขอบใบไหม้และช่อดอกแห้งเนื่องจาก
การเข้าท าลายของเพลี้ยจักจั่น 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.3.2  ลักษณะส่วนปลายของขาคู่หลัง (hind basitarsus)  

ก. หัวตัด      ข. ปลายแหลม 
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ภาพที่ 1.1.3.3  ตัวเต็มวัยเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง 
   ก). Amrasca splendens Ghauri                   จ). Idioscopus clypealis (Lethierry)    
    ข). Amritodus atkinsoni (Lethierry)                  ฉ). Idioscopus nagpurensis (Pruthi) 
   ค). Idioscopus chumphoni Hongsaprug           ช). Idioscopus nitidulus (Walker)  
   ง). Idioscopus clavosignatus Maldonado Capriles   ซ). Mangganeura reticulata Ghauri  
    ง). Idioscopus clavosignatus Maldonado Capriles ซ). Manggneura reticulate Ghauri 

ค 

จ ง 

ข ก 

ฉ 

ช 

ซ ช 

ก
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ช
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ภาพที่ 1.1.3.4  ลักษณะใบหน้า (face) ของเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง 
    ก). Amrasca splendens Ghauri    จ). Idioscopus clypealis (Lethierry)  
   ข). Amritodus atkinsoni (Lethierry)                    ฉ). Idioscopus nagpurensis (Pruthi) 
   ค). Idioscopus chumphoni Hongsaprug             ช). Idioscopus nitidulus (Walker)  
    ง). Idioscopus clavosignatus Maldonado Capriles ซ). Mangganeura reticulata Ghauri 
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ภาพที่ 1.1.3.5  อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (male genitalia) ของเพลี้ยจักจั่นศัตรูมะม่วง 
   ก). Amritodus atkinsoni (Lethierry)   จ). Idioscopus nagpurensis (Pruthi) 
   ข). Idioscopus chumphoni Hongsaprug      ฉ). Idioscopus nitidulus (Walker) 
   ค). Idioscopus clypealis (Lethierry)   ช). Mangganeura reticulata Ghauri 
     ง). Idioscopus clavosignatus Maldonado Capriles   
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ภาพที่ 1.1.4.1 ก-ฉ) การเก็บตัวอย่างผีเสื้อหนอนกอสกุล chilo ในแปลง  ก. การตั้งกับดักแสงไฟในเวลากลางคืนเพ่ือ
เก็บตัวเต็มวัย  ข. ต้นอ้อยที่ถูกหนอนกอท าลาย  ค. ไข่ผีเสื้อหนอนกอ  ง. ระยะหนอนกอ  จ.  ระยะดักแด้  ฉ. ระยะตัว
เต็มวัย 

ก ข 

ค ง 

ค ง 

จ ฉ 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



483 
 

 
 

  

 
 

  
 

ภาพที่ 1.1.4.2 ตัวเต็มวัยของผีเสื้อหนอนกอ Chilo  ก-ข C. auricilius  ค-ง C. infuscatellus  จ-ฉ C. 
polychrysus  ช-ซ Chilo sacchariphagus  
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ภาพที่ 1.1.4.3 ตัวเต็มวัยของผีเสื้อหนอนกอ Chilo  ก-ข Chilo suppressalis  ค C. terrenellus 
ง. C. tumidicostalis 
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ภาพที่ 1.1.4.4 อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ เพศเมียของผีเสื้อหนอนกอสกุล Chilo   
ก-ค C. infuscatellus ก อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ ข aedeagus ค อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย  
ง-ฉ C. sacchariphagus ง อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ จ aedeagus ฉ อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย                    
 ช-ฌ C. suppressalis ช อวยัวะสืบพันธุ์เพศผู้ ซ aedeagus ฌ อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย 

ก ค ข 

ช ฌ ซ 

ง ฉ จ 

1 mm 1 mm 
1 mm 

1 mm 
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Figure 1.1.5.1 Two species of terrestrial pest snail , Cryptozona siamensis (A)  and Sarika sp. (B) are 
feeding on bamboo plants in Chiangmai agricultural ecosystem.  
 
 

 
   Figure 1.1.5.2 The terrestrial slug, Pamarion martensi  is feeding on orchid buds  in orchid 
plantation in Nakornratchasima Province 
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                            Figure 1.1.5.3  Bradybeana similaris   
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Figure 1.1.5.4 Species Diversity of Terrestrial Pest Snails in Agricultural Ecosystem  
and Environment in Thailand 
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           Figure 1.1.6.1 The amber snails, Succinea spp. are feeding on orchid leaf and stem 
                         in orchid plantation in Kanchanaburi province       
 
 
             

                      
 
          Figure 1.1.6.2 The pest snails, genus Succinea from eastern region of Thailand 
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Figure 1.1.6.3 Shell morphology of pest snail, Succineidae from western region of                
 Thailand (orchid plantation in Kanchanaburi, Nakornpathom and Ratchaburi) 
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Figure 1.1.6.4 Species Diversity of Terrestrial Pest Snails in Agricultural Ecosystem and Environment 
in Thailand 
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Figure 1.1.7.1 หอยน้ าจืดศัตรูพืช Physella (ซ้าย) และ Radix (ขวา) 

 
Figure 1.1.7.2 หอย Physella sp. 2 
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 Hap 1; KJ530559 M. cervicolor, NP11 
 Hap 2; NP1, NP6, NP7, NP12 

 Hap 3; NP2, NP13 
 Hap 4; P3 

 Hap 5; P4, P7 
 Hap 6; K18, K20 

 Hap 7; P10, K25 
 Hap 8; AY057811 M. cervicolor, NKW8 

 Hap 9; NKW19, NKW24 
 Hap 10; K2 
 Hap 11; JQ685755 M. cervicolor, NP9 

 Hap 12; KJ530560 M. cervicolor 
 Hap 13; LK2 

 Hap 14; LK1, LK4, LK24, LK26 
 Hap 15; NKW5, NKW29, NKY6 

 Hap 16; NWW20 
 Hap 17; NKW13, NKW25, NKW27, NKW28, P8 

 Hap 18; K11 
 Hap 19; K4, K8, NKW11, NKW18 

 Hap 20; K7 
 Hap 21; P6 

 Hap 22; K1, K10, K22, K23 
 Hap 23; K15 

 Hap 24; P9 
 Hap 25; K19 

 Hap 26; P1, P5 
 Hap 27; K14 

 Hap 28; KK3, KK4 
 Hap 29; BK1 

 Hap 30; KK5, KK7 
 Hap 31; AY057813 M. cookii, KK1, KK2, KK6, KK9, KK11, LK25 

 Hap 32; AB125768 M. cookii 
 Hap 33; BK2 

 Hap 34; AB213499 M. caroli, T4 
 Hap 35; T3 

 Hap 36; T1 
 Hap 37; T2 

 Hap 38; AB213510 M. caroli 
 Hap 39; NP4 

 Hap 40; NP8, NP10, SK13 
 Hap 41; AB033698 M. caroli, NKW23,NKW26 
 Hap 42; AB213502 M. caroli 

 Hap 43; SK28 
 Hap 44; NKW6, NKW12 

 Hap 45; LK3, LK5 
 Hap 46; NKW1, NKW2 
 Hap 47; KK8 

 Hap 48; KK10 
 Hap 49; NKW14, NKW17, NKY1, NKY2 

 Hap 50; NKY3, NKW16 
 Hap 51; NKY4, NKY9, NKY10 

 Hap 52; SK16, SK27 
 Hap 53; AY057812 M. caroli, SK20, SK21, NKW7, NKW15, NKW21, NKW22 

 Hap 54; SK3, SK4, SK15 
 Hap 55; SK22, NP3, NP5 
 Hap 56; AB096839 M. pahari 

 Hap 57; KY038052 M. pahari 
 Hap 58; MJ5 
 Hap 59; MJ2, MJ4 

 Hap 60; MJ1, MJ3 
 Hap 61; MJ6 

 AY057808 M. macedonicus 
 AB125775 M. spicilegus  

 KP877617 M. musculus helgolandicus  
 KC663619 M. musculus domesticus  

 EF108342 M. musculus castaneus  

 

 KF781648 M. musculus musculus 
 AB205312 M. musculus molossinus  

 NC001665 R. norvegicus 
 EU273711 R. exulans 

 KP876560 R. tiomanicus 
 FJ355927 R. rattus 

 EU273712 R. tanezumi 
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Figure 1.1.8.1 Phylogenetic tree of cytb sequences (500 bp) of Mus spp. and depicting the genetic 
relatedness of the Rattus species. Bootstrap support 1,000 replicated are given above or below the 
branchs and reconstructed following 3 different methods NJ/MP/ML respectively. The tree has 
been rooted using Rattus spp. 
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Figure 1.1.8.2 The amino acid based on KJ530559 M. cervicolor, cytb gene (500 bp). Dots indicate amino acid identical to the haplotype 
of Mus spp. in this study. 
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Figure 1.1.8.3 Haplotype network based on partial cytochrome b sequences (500 bp) reconstructed by Median-joining analysis 
(NETWORK 4.6.1.3 program). All haplotypes were plotted on to their sampling areas and haplotypes were represented by circles with 
diameter proportional to their population size. 
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Figure 1.1.9.1. Encarsia general morphology; Mesosoma and Gaster (female). Image modified 
from Polaszek et al. (1999) 
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2            3        4 
 
 
Figure 1.1.9.2. Encarsia general morphology; 1.fore wing, 2. female antenna, 3. mid leg, and  
4. stemmaticum. Image modified from Polaszek et al. (1999) 
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Figure 1.1.9.6. Encarsia strenua species group 

♀, (Hymenoptera: Aphilinidae) 

 

Figure 1.1.9.8. Coccophagus sp. 
(Hymenoptera: Aphilinidae), scale insect 

parasitoids  

 

Figure 1.1.9.5. Encarsia dispersa Polaszek ♀ 
(Hymeoptera: Aphelinidae) 

 

Figure 1.1.9.3. Encarsia bimaculata Heraty & 

Polaszek ♀ (Hymenoptera: Aphelinidae) 

 

Figure 1.1.9.4. Encarsia dispersa Polaszek ♀ 
(Hymeoptera: Aphelinidae) 

 

Figure 1.1.9.7. Eretmocerus sp. ♀ 
(Hymenoptera: Aphelinidae) 
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Figure 1.1.10.1. Nobilinus albardae (MacLachlan, 1875) male. 
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Figure 1.1.10.2. Ankylopteryx (Ankylopteryx) octopunctata (Fabricius, 1793) male. 

 
Figure 1.1.10.3. Ankylopteryx (Sencera) anomala Brauer, 1864 male. 
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Figure 1.1.10.4. Evanochrysa evanescens (MacLachlan, 1869) male (left) female (right). 

 
Figure 1.1.10.5. Italochrysa aequalis (Walker, 1853) male (left) female (right). 
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Figure 1.1.10.6. Italochrysa japonica (MacLachlan, 1875) male. 

 
Figure 1.1.10.7 Mallada basalis (Walker, 1853) male (left) female (right). 
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Figure 1.1.11A-F) O. dravidiensis A) male B) male genitalia (male paramere) C) female             
  D) female genitalia E) body adult F) pronotum 
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Figure 1.1.11G-L) O. tantillus G) male H) male genitalia (male paramere) I) female                 
  J) female genitalia J) body adult J) pronotum 
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Figure 1.1.11M-R) O. maxidentex M) male N) male genitalia (male paramere) O) female             
        P) female genitalia Q) body adult R) pronotum 
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Figure 1.1.11S-V) O. minutus S) male T) male genitalia (male paramere) U) body adult 
                  V) pronotum 
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Figure 1.1.11W-Y) genitalia W,X) male paramere; fg: flagellum, cn: cone, dt: denticule              
         Y) female genitalia; tc: copulatory tube 

  
Figure 1.1.11Z1-Z2) adult Z1) male Z2) female 

Z1 Z2 

W X 

Y 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

509 
 

 

  
 
 

Figure 1.1.12.1   Aphids collected from various vegetable (Family Cucurbitae, Brassicaceae,    
              Solanaceae and Leguminose) growing areas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.12.2  Aphis gossypii Glover; A. dorsal view of the body, B. dorsal view of the body on 
slide C. head,  D. caudal and siphunculi on slide.  
 

A B 

C D 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

510 
 

 

 
Figure 1.1.12.3  Aphis craccivora Koch; A. dorsal view of the body, B. dorsal view of the body 
on slide C. head,  D. caudal and siphunculi on slide.  
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Figure 1.1.12.4  Aphis glycine Matsumura; A. dorsal view of the body, B. dorsal view of the body 
on Slide C. caudal and siphunculi on slide D. head   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.12.5  Brevicoryne brassicae (Linnaeus); A. dorsal view of the body, B. dorsal view of 
the  body on slide C. head, D. caudal and siphunculi on slide.  
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Figure 1.1.12.6  Lipaphis erysimi Kaltenbach; A. dorsal view of the body, B. dorsal view of the 
body on Slide C. head,  D. caudal and siphunculi on slide.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.12.7  Myzus persicae (Sulzer); A. dorsal view of the body, B. dorsal view of the body 
on Slide C. head,  D. caudal and siphunculi on slide.  
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         Figure 1.1.13A-B) collecting Nysius sp. 
 
 
 
 
 
 

 
     
 
 
       
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

A 

B 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

514 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.13C-E)  Nysius sp. C) dorsal habitus; D) lateral habitus; E) head and pronotum 
habitus.  
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Figure 1.1.13F-G ) adult N. dissimillis 
 
     Figure  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.13H-I ) adult N. Ceylanicus  
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
  Figure 1.1.13J-K) adult N. minor 
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Figures 1.1.14.1 – 1.1.14.3. Grasshopper morphology; dorsal habitus of body and head, for wing 
venation see Dirsh (1965) in terminological lists. Image modified from Dirsh (1965) 
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Figure 1.1.14.4. Grasshopper morphology; lateral habitus of body, Image modified from  
Dirsh (1965) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

518 
 

 

 
Figures 1.1.14.5 – 1.1.14.10. Head, dorsal view. 5, Acrida willemsei Dirsh; 6, Gonista bicolor (De 
Haan); 7, Atractomorpha crenulata (Fabricius); 8, Atractomorpha psittacina (De Haan); 9, 
Phlaeoba antennata Brunner; 10, Phlaeoba infumata Brunner. Scale bar in millimeters. 
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Figures 1.1.14.11 – 1.1.14.16. Head dorsal view. 11, Calephorus vitalisi I. Bolivar; 12, Trilophidia 
annulata (Thunberg); 13, Oxya hyla Serville; 14, Pseudoxya diminuta (Walker); 15, Hieroglyphus 
banian (Fabricius); 16, Spathosternum prasiniferum (Walker). Scale bar in millimeters. 
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Figures 1.1.14.17 – 1.1.14.22. Prosternal process or PEG 17, Hieroglyphus banian (Fabricius); 18, 
Calephorus vitalisi I. Bolivar; Hind knee, lateral view 19, Acrida willemsei Dirsh; 20, Gonista 
bicolor (De Haan); Hind tibia 21, Aiolopus thalassinus (Fabricius); 22, Oedaleus abruptus 
(Thunberg). Scale bar in millimeters. 
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Figures 1.1.14.23 – 1.1.14.27. Dorsal habitus 23, Acrida willemsei Dirsh; 24, Gonista bicolor (De 
Haan); 25, Atractomorpha crenulata (Fabricius); 26, Phlaeoba infumata Brunner; 27, Aiolopus 
thalassinus (Fabricius). Scale bar in millimeters. 
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Figures 1.1.14.28 – 1.1.14.31. Dorsal habitus 28, Hieroglyphus banian (Fabricius); 29, Apalacris 
varicornis Walker; Lateral habitus 30, Oedaleus abruptus (Thunberg); 31, Trilophidia annulata 
(Thunberg). Scale bar in millimeters. 
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Figures 1.1.14.32 – 1.1.14.37. Lateral habitus 32, Oxya japonica (Thunberg); 33, Pseudoxya 
diminuta (Walker); 34, Oxya hyla Serville; 35, Gesonula mundata (Walker); 36, Spathosternum 
prasiniferum (Walker); 37, Phlaeoba antennata Brunner. Scale bar in millimeters. 
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Figure 1.1.15.1. Altha adala (male & female)  1.1.15.2. Altha lacteola (male & female) 
 1.1.15.3. Atosia doenia (male)  1.1.15.4. Birthamoides junctura (male & 
female) 
 1.1.15.5. Birthosea bisura (female)    1.1.15.6. Cania bandura (male) 
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Figure 1.1.15.7. Cania robusta (male & female)  1.1.15.8. Cania siamensis (male & female) 
1.1.15.9. Chalcocelis albiguttatua (male & female)  1.1.15.10. Cheromettia sumatrensis (male & 
female) 
1.1.15.11. Darna metaleuca (male)   1.1.15.12. Darna mindanensis (male) 
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Figure 1.1.15.13. Hampsonella dentata (male) 1.1.15.14. Hyphorma minax (male & female) 
1.1.15.15. Hyphormides argentipunctata (2 males)  1.1.15.16. Idonauton apicalis (male & 
female) 
1.1.15.17. Miresa bracteata (male & female)  1.1.15.18. Miresa kwangtungensis (2 males) 
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Figure 1.1.15.19. Narosoideus vulpina (2 males)  1.1.15.20. Nirmides basalis (male)   
1.1.15.21. Oxyplax ochracea (male)    1.1.15.22. Parasa albipuncta (male)   
1.1.15.23. Parasa balitkae (male)    1.1.15.24. Parasa bana (male)   
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Figure 1.1.15.25. Parasa bicolor (male)  1.1.15.26. Parasa campagnei (male) 
 1.1.15.27. Parasa canangae (male)  1.1.15. 28. Parasa chlorozonata (male) 
 1.1.15.29. Parasa corbetti (male & female) 1.1.15.30. Parasa darma (male) 
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Figure 1.1.15.31. Parasa himalepida (male)    1.1.15.32. Parasa jade (male) 
 1.1.15.33. Parasa lepida (male & female)  1.1.15.34. Parasa ostia (male) 
 1.1.15.35. Parasa pastoralis (male)   1.1.15.36. Parasa prasina (male) 
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Figure 1.1.15.37. Parasa pseudorepanda (male) 1.1.15.38. Parasa sundalepida (male) 
1.1.15.39. Phlossa conjuncta (male & female) 1.1.15.40. Phocoderma velutina (male & 
female) 
1.1.15.41. Praesetora divergens (male & female) 1.1.15.42. Pseudonirmides cyanopasta 
(male & female) 
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Figure 1.1.15.43. Quasithosea sythoffi (male)  1.1.15.44. Scopelodes kwangtungensis (male) 
1.1.15.45. Scopelodes pallivittata (male) 1.1.15.46. Scopelodes testacea (male & female) 
1.1.15.47. Scopelodes unicolor (male & female) 1.1.15.48. Scopelodes venosa (male) 
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Figure 1.1.15.49. Setora fletcheri (male & female) 1.1.15.50. Setora postornata (male) 
1.1.15.51. Susica sinensis (male & female) 1.1.15.52. Thosea bipartita (male & female) 
1.1.15.53. Thosea lutea (female) 1.1.15.54. Thosea rara (male) 
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Figure1.1.15. 55. Thosea siamica (male & female) 1.1.15.56. Thosea unifascia (male) 
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ภาพที่ 1.1.16.1 แมลงหวี่ขาวในพืชผักสวนครัว  ก-ง) แมลงหวี่ขาว Bemisia  tabaci  จ-ฉ) แมลงหวี่ขาว 
Aleurodicus dispersus ช-ฌ) แมลงหวี่ขาว Trialeurodes vaporariorum   
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ภาพที่ 1.1.16.2  ลักษณะดักแด้ของแมลงหวี่ขาวยาสูบ; Bemisia tabaci (Gennadius) 
  ก) ลักษณะดักแด้บนสไลด์  ข) ลักษณะลายเส้นของดักแด้  ค) vasiform orifice, operculum 

vasiform 
orifice, 
operculum  
และ lingula caudal seta 
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ภาพที่ 1.1.16.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแมลงหวี่ขาวใยเกลียว; Aleurodicus disperses Russell, 1965 
  ก) ลักษณะดักแด้บนสไลด์  ข) ลักษณะลายเส้นของดักแด้  ค) vasiform orifice, operculum และ lingual  ง) 
ลักษณะของ compound pore  จ) ลักษณะด้านในของ compound pore   
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ภาพที่ 1.1.16.4  ลักษณะสัณฐานวิทยาดักแด้ของ Trialeurodes vaporariorum Westwood 
      ก) ลักษณะดักแด้บนสไลด์  ข) ลักษณะลายเส้นของดักแด้  ค). vasiform orifice, operculum 
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Figure 1.1.17.1 Aonidomytilus albus (Cockerell, 1893); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium. 
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Figure 1.1.17.2 Aulacaspis rosae (Bouché, 1833); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium.  
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Figure 1.1.17.3 Aulacaspis tubercularis Newstead, 1906; A) Microscope view of adult female B) 
Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.17.4 Aulacaspis vitis (Green, 1896); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium  

A 

B 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

542 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.17.5 Aulacaspis sp.; A) Microscope view of adult female B) Microscope view of 
pygidium. 
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Figure 1.1.17.6 Diaspis bromeliae (Kerner, 1778); A)Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.17.7 Lepidosaphes gloverii (Packard, 1869); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.17.8 Lepidosaphes sp.; A) Microscope view of adult female 
B)  Microscope view of pygidium 
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Figure 1.1.17.9 Parlatoria pergandii Comstock, 1881; A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.17.10 Parlatoria ziziphi (Lucas, 1853); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium. 
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Figure 1.1.17.11 Pinnaspis aspidiatrae (Signoret, 1869); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium  
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Figure 1.1.17.12 Pinnaspis strachani (Cooley, 1899); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium. 
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Figure 1.1.17.13 Pseudaulacaspis cockerelli (Cooley, 1897); A) Microscope view of adult female 
B) Microscope view of pygidium. 
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Figure 1.1.17.14 Unaspis citri (Comstock, 1883); A) Microscope view of adult female  
B) Microscope view of pygidium.  
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Figure 1.1.17.15 Field view of Diaspidinae; A) Aonidomytilus albus (Cockerell), B) Aulacaspis 
rosae (Bouche'), C) A. tubercularis (Newstead) D), A. vitis (Green), E) Aulacaspis sp., F) Parlatoria 
ziziphi (Locau)  
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Figure 1.1.17.16 Field view of Diaspidinae; A) Lepidosaphes gloverii (Packard), B) Lepidosaphes 
sp.,     C) Parlatoria pergandii (Comstock), D) P. ziziphi (Locau), E) Pinnaspis aspidiatrae 
(Signorest), F)   P. strachani (Cooley), G) Pseudaulacaspis cockerelli (Cooley), H) Unaspis citri 
(Comstock). 
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Figure 1.1.18.1 Morphology of slide-mounted adult female of Geococcus coffeae Green, 1933 
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Figure 1.1.18.2 Microscope view of Geococcus coffeae Green, 1933 
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Figure 1.1.18.3 Morphology of slide-mounted adult female of Rhizoecus americanus 
(Hambleton, 1946) 
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Figure 1.1.18.4 Microscope view of Rhizoecus americanus (Hambleton, 1946) 
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Figure 1.1.18.5 Morphology of slide-mounted adult female of Ripersiella saintapauliae 
(Williams, 1985) 
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Figure 1.1.18.6 Microscope view of Rhizoecus americanus (Hambleton, 1946) 
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Figure 1.1.18.7 Field view of Rhizoecidae: A) - C) Rhizoecus americanus (Williams)  
D) Ripersiella saintpauliae (Williams) 
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Figure 1.1.18.8 Field view of Pseudococcidae: A) – B) Dysmicoccus brevipes (Cockerell) on roots 
of Ipomcea aquatica Forsk , C) -D)   Formicococcus sp. on roots of Mangifera indica Linn. 
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Figure 1.1.19.1-1.1.19.2. Morphological characters of Trissolcus sp.; 1, Dorsal habitus; 2, Lateral 
habitus 
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Characters annotations; A1–12 - antennomeres 1–12, ac - acetabular carina; aem -
anteroventral extension of metapleuron; anfo - antennal foramen; aoc - anterior ocellus; as - 
antennal scrobe, atcs - antecostal sulcus; ats - postacetabular sulcus; axcr - axillar crescent; bs - 
basiconic sensilla ; cs - clypeal setae; ctk - central keel; cx1 - procoxa; cx2- mesocoxa; cx3 – 
metacoxal; eps - episternal foveae; fs - facial striae; gc - genal carina; gen - gena; hoc - 
hyperoccipital carina; iap - interantennal process; loc - lateral ocellus; lt(s) - laterotergite(s); mc - 
mesopleural carina; mdb - mandible; mmc - median mesoscutal carina; mms - median 
mesoscutal sulcus; mpp - mesopleural pit; ms - malar sulcus; mscm - mesoscutum; msct - 
metascutellum; mshs - mesoscutal humeral sulcus; mspl - mesopleuron; mtnm - metanotum; 
mtpl - metapleuron; mtpm - metapostnotum ; nes - netrion sulcus ; not - notaulus; of - orbital 
furrow; pcxs - paracoxal sulcus; ppm - propodeum; prnm - pronotum; prpl - propleuron; pvm - 
posteroventral portion of metapleuron; r - radicle; scu - mesoscutellum; ss - sublateral seta; 
T1–6 - mediotergite; tga – tegula 
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Figure 1.1.19.3 – 1.1.19.8.  Identification process to genera level; 3, Psix sp. dorsal view; 4, Psix 
sp. lateral view; 5, Trissolcus sp. lateral view; 6, Trissolcus sp. lateral mesosoma; 7, Gryon sp. 
lataral view; 8, Telenomus lateral view. 
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Figure 1.1.20.1. Preserved Drepanacra Tillyard, 1916 in 70% ethyl alcohol. 

 
Figure 1.1.20.2. Psectra siamica Nakahara & Kuwayama, 1961. 
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Figure 1.1.20.3. Micromus timidus Hagen, 1853 

 
Figure 1.1.20.4. A final instar larva of M. timidus  
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Figure 1.1.20.5. M. timidus larva feeding on whitefly larvae. 

 
Figure 1.1.20.6. M. timidus larva feeding on aphids. 
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Figure 1.1.20.7. Coniopteryx Curtis, 1834 

 
Figure 1.1.20.8. Semidalis aleyrodiformis (Stephens, 1836) 
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Figure 1.1.20.9. A living S. aleyrodiformis 

 
Figure 1.1.20.10. S. aleyrodiformis larva feeding on whitefly larvae. 
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Figure 1.1.20.11. Cocoon of S. aleyrodiformis 

 
Figure 1.1.20.12. S. aleyrodiformis pupa in the cocoon. 
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Figure 1.1.21.1. Ununguiarsonemus beameri (Beer), ตัวเต็มวัยเพศเมีย, ด้านซ้ายภาพส่วนด้านล่าง 
ด้านขวาภาพส่วนด้านบน; ap 1-4, ร่อง apodeme; ap po, poststernal apodeme; ap pr, prosternal 
apodeme; ap aj, sejugal apodeme; atr, atrium; pp, plapcoxal seta; stg stigmata; tg, tegula 

(Lindquist, 1986) 
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Figure 1.1.21.2.  Polyphagotarsonemus latus (Banks)  เพศเมีย; A. ด้านสันหลัง, B ด้านล่าง, C. ขา I-IV,  
เพศผู;้ D, ด้านสันหลัง, E. ด้านล่าง, F. ขา I-IV.  
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Figure 1.1.21.3.  Nasuitarsonemus onami Lofego, Hountondji, Al-Shanfari & Moraes 

เพศเมีย; A. ด้านสันหลัง, B ด้านล่าง, C. ขา I-IV, เพศผู้; D, ด้านสันหลัง, E. ด้านล่าง, F. ขา I-IV.  
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Figure 4.  Steneotarsonemus furcatus De Leon เพศเมีย; A. ด้านสันหลัง, B ด้านล่าง, C. ขา I-IV, เพศผู้; 

D, ด้านสันหลัง, E. ด้านล่าง, F. ขา I-IV.  
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Figure 1.1.21.5.  Steneotarsonemus spinki Smiley เพศเมีย; A. ด้านสันหลัง, B ด้านล่าง, C. ขา I-IV, เพศผู้; 

D, ด้านสันหลัง, E. ด้านล่าง, F. ขา I-IV.  
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Figure 1.1.21.7. Steneotarsonemus furcatus De Leon; A. ลักษณะอาการเข้าท าลายบนผล, B, ตัว

อ่อน, C, ตัวเต็มวัยขณะมีชีวิต 
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Figure 1.1.21.6.   A.  ไรขาวพริก เพศผู้ด้านบน และเพศเมีย Polyphagotarsonemus latus 

(Banks) B. อาการท่ีเกิดจากการเข้าท าลายของไรในพริก 

 

B A C 

 

 

Figure 1.1.21.8. Steneotarsonemus spinki Smiley A. ลักษณะอาการเข้าท าลายบนใบข้าว, B, ตัวอ่อน

และเต็มวัยขณะมีชีวิต 
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Figure 1.1.22.1. The sampling sites of collected 76 soil samples in Thailand. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1.22.2.  The sampling sites of collected 76 soil samples in Eastern Thailand. 
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Figure 1.1.22.3.  The entomopathogenic nematodes were found in soil samples. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.22.4. The cadavers of wax moth after infected by different entomopathogenic 
nematodes. 
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Figure 1.1.22.5. The characteristic of three different entomopathogenic nematodes. 
 PC52 : Steiernema sp. 
 PC53 : Heterorhabditis sp. 
 PC64 : Steiernema sp. 
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Figure 1.1.23.1 Samples of Agromyzid leafminer collected from host plants in Thailand. 
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Figure 1.1.23.2 Agromyzid leafminer larvae reared on vegetable leaflets: (A) leaflets collected 
from vegetable farms, leaflets with mines containing agromyzid larvae; (B-D) larval rearing 
containers with leaflets on moisturized paper towels. 
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Figure 1.1.23.3 Abdomen in adult of Agromyzid leafminer    

(A) Female of leafminer 
(B) Male of leafminer 
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Figure 1.1.23.4 Adult of Liriomyza brassicae (Riley) (side view of typical) 

(A) Male    (B) Female 
 

 
Figure 1.1.23.5 Adult of Liriomyza brassicae (Riley)  
   (A) head    (B)  thorax 
            (C) pronotum     (D)  abdomen 
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Figure 1.1.23.6 Adult of Liriomyza chinensis (side view of typical) 

(B) Male    (B) Female 
 
 

 
 
Figure 1.1.23.7 Adult of Liriomyza chinensis 
   (A) head    (B)  thorax 
            (C) pronotum     (D)  abdomen 
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Figure 1.1.23.8 Adult of Liriomyza huidrobrensis (side view of typical) 

(A) Male    (B) Female 
 

 
Figure 1.1.23.9 Adult of Liriomyza huidrobrensis  
   (A) head    (B)  thorax 
            (C) pronotum     (D)  abdomen 
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Figure 1.1.23.10 Adult of Liriomyza sativae (side view of typical) 

(C) Male    (B) Female 
 
 

 
 
Figure 1.1.23.11 Adult of Liriomyza sativae 
     (A) head    (B)  thorax 
          (C) pronotum      (D)  abdomen 
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Figure 1.1.23.12 Adult of Liriomyza trifolii (Burgess, 1880) (side view of typical) 

(A) Male    (B) Female 
 
 

 
 
Figure 1.1.23.13 Adult of Liriomyza trifolii (Burgess, 1880) 
     (A) head    (B)  thorax 
           (C) pronotum     (D)  abdomen 
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Figure 1.1.23.14 Wing length and width of five Liriomyza species. 
 

 
 
Figure 1.1.23.15 Wing venation of leafminer. Comparison of the wing patterns 
ofLiriomyza species. The length of ultimate section of vein CuA_1 divided by penultimate 
section (a and b sections). 
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Figure 1.1.23.16 Comparison of the wing patterns of five Liriomyza species. The length of 
ultimate section of vein CuA_1 divided by penultimate section (a and b sections). 
Scale bar= 1 mm.  
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Figure 1.1.23.17 Diagrams of abdominal color patterns of five Liriomyza species. I to VI indicate 
the first to sixth visible abdominal tergites 

A) L. brassicae                B) L. chinensis                   C)  L. huidobrensis  
     D)   L. sativae      E) L. trifolii                       

 
Figure 1.1.23.18 Diagrams of abdominal color patterns of five Liriomyza species. I to VI indicate 
the first to sixth visible abdominal tergites 

B) L. brassicae                B) L. chinensis                   C) L. huidobrensis  
     D)   L. trifolii                      E) L. sativae 
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Figure 1.1.23.19 Male genitalia of leafminer 
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Figure 1.1.23.20 Male genitalia and phalluses of Liriomyza brassicae (Riley) (lateral view). 
Arrows indicate the distiphallus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.23.21 Male genitalia and phalluses of Liriomyza chinensis (lateral view). Arrows 
indicate the distiphallus. 

  
Figure 1.1.23.22 Male genitalia and phalluses of Liriomyza huidrobrensis (lateral view). Arrows 
indicate the distiphallus. 
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Figure 1.1.23.23 Male genitalia and phalluses of Liriomyza sativae (lateral view). Arrows indicate 
the distiphallus. 
 
 
 
 
  
 
  
  
  
  
 
 
Figure 1.1.23.24 Male genitalia and phalluses of Liriomyza trifolii (lateral view). Arrows indicate 
the distiphallus. 
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Figure 1.1.23.25 The distribution of leafminers in Thailand 
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Figure 1.1.23.26 The distribution of leafminers in Thailand 
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Figure 1.1.24.1 Hamadruas sp.; female abdomen dorsal view (A), Eye arrangement (B), 
trichobotria (C), epigyne; ventral view (D), sternum (E), spinneret (F) 
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Figure 1.1.24.2. Hamataliwa sp.; female abdomen dorsal view (A), female abdomen ventral 
view (B), labium and sternum (C), claws (D), epigyne; ventral view (E), eye arrangement  
 and tuft hairs 
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Figure 1.1.24.3 Oxyopes javanus Thorell, 1887; female abdomen dorsal view (A), eye  
   arrangement and carapace (B), face (C), epigyne; ventral view (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1.24.4 Oxyopes lineatipes (C. L. Koch, 1847); female abdomen dorsal view (A), habitat  
(B), epigyne; ventral view (C), epigyne; ventral view (D) 
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Figure 1.1.24.5 Oxyopes shweta Tikader, 1970; female habitat (A), female abdomen dorsal view  
(B), eye arrangement and carapace (C), labium and sternum (D), in alcohol (E), epigyne; ventral 
view (F) 
 
 
 
 
 
 
 
      
         
 
Figure 1.1.24.6 Peucetia viridans (Hentz, 1832); female abdomen dorsal view (A), female  
 abdomen ventral view (B), labium and sternum (C), spinneret (D), epigyne; ventral  
 view (E) 
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Figure 1.2.1.1 Symptoms of taro leaf blight on leaf and petiole. 
 

  
Figure 1.2.1.2 Symptoms of taro leaf blight on the upper leaf surface (dark brown flecks or light 
brown spots, circular, zonate, some with yellow halos) (left) and on the lower leaf surface, 
spots have a water-soaked, or dry gray appearance. (right) 
 

  
Figure 1.2.1.3 Colony types of Phytophthora isolated from taro on Potato dextrose agar (PDA) 
after 9 days incubation (left) and on Carrot agar (CA) after 11 days incubation. (right) 
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Figure 1.2.1.4 Microscopic view of mycelium and sporangium of Phytophthora on Potato 
dextrose agar (PDA) 

  

 
Figure 1.2.1.5 Microscopic view of sporangium of Phytophthora on Carrot agar (CA)กร
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Figure 1.2.1.6 Phytophthora colocasiae isolates used for genetic characteristics. 
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Figure 1.2.1.7 Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of concatenated 
ß-tubulin2 and TEF1 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 replicates above 
nodes.  
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Figure 1.2.1.8 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 7 day. 
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Figure 1.2.1.9 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 14 day. 
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ภาพที่  1.2.2.1 ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการของโรคใบจุดและโรคใบไหม้ที่เกิดจากราสกุล Curvularia และ 
Bipolaris ที่เก็บจากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย 
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ภาพที่ 1.2.2.2 ลักษณะโคโลนีของรา ก) Curvularia sp. และ ข) Bipolaris sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.2.2.3 ลักษณะโคนิเดียของรา ก-ค) Curvularia และ ง-ฉ) Bipolaris 
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ภาพที่ 1.2.2.4 Curvularia eragrostidis : ก) ลักษณะอาการดอกจุดสนิมของกล้วยไม้ 
            ข - ง) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย  
                 จ - ซ)  โคนิเดีย 
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ภาพที่ 1.2.2.5 Curvularia lunata : ก) ลักษณะอาการเมล็ดด่างข้าว 
           ข - ค) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย  
           จ - ฌ)  โคนิเดีย 
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ภาพที่ 1.2.2.6 Curvularia oryzae : ก) ลักษณะอาการใบจุดปาล์มน้ ามัน 
                  ข - ค) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย 
                  ง - ฉ)  โคนิเดีย 
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ภาพที่ 1.2.2.7 Bipolaris bicolor : ก - ข) ลักษณะอาการใบไหม้ของข้าวโพด 
                    ค - ซ) โคนิเดีย 

ฉ 

ค 

จ 

ง ข ก 

ช ซ 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

612 
 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข ค 

ง จ ช ฉ 

ก 

ภาพที่ 1.2.2.8 Bipolaris cactivora : ก) ลักษณะอาการผลเน่าแก้วมังกร 
            ข และ ค) ลักษณะของราบนแก้วมังกร 
            ง และ จ)  ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย 
            ฉ และ ช) โคนิเดีย 
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Figure 1.2.3.1  Bacterial blight on field grown multiplied onion (A. cepa var. aggregatum) 
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Figure 1.2.3.2  Maximum-likelihood tree based on partial 16S rDNA gene sequences showing the 
relationships of 7 BBO isolates (DOABCC 206, DOABCC 229, DOABCC 449, DOABCC 474, DOABCC 
477, DOABCC 488 and DOABCC 2809) and type strains of species. Bootstrap values based on 
1,000 replicates are shown at branch nodes 
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Figure 1.2.3.3 Maximum-likelihood tree based on the concatenated dnaK, fyuA, gyrB and rpoD 
nucleotide sequences showing the relationships of 7 BBO isolates (DOABCC 206, DOABCC 229, 
DOABCC 449, DOABCC 474, DOABCC 477, DOABCC 488 and DOABCC 2809) and type strains of 
species. Bootstrap values based on 1,000 replicates are shown at branch nodes 
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Figure 1.2.4.1  Symptoms chlorotic ringspot on orchids Phalaenopsis 
 

 
 
Figure 1.2.4.2  Detection of CaCV infecting plant samples by RT-PCR specific primer for gene of 
CaCV (828 bp) M: 100 bp Plus DNA ladder (Thermo), N: dH2O as negative control, Lane 1: Pepper 
positive control, Lane 2: Orchid 1, Lane 3: Orchid 2, Lane 4: Orchid 3 and Lane 5: Orchid 4 
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1 TTAGCACTAA AAGCTTTGTC CATGTACTTG ACTTGCTCAT CATATTTCTT  
AATCGTGATT TTCGAAACAG GTACATGAAC TGAACGAGTA GTATAAAGAA 
 

51 AAGTGAGATA GAACTAGCAG TACCAGGATT GCTTTCACTG AGCAATTTGA  
TTCACTCTAT CTTGATCGTC ATGGTCCTAA CGAAAGTGAC TCGTTAAACT 
 

101 CAGCTTGTTT GAACAATGTG TTCAGATCCT CCTTAAACTC TATTTGAGAA  
GTCGAACAAA CTTGTTACAC AAGTCTAGGA GGAATTTGAG ATAAACTCTT 
 

151 GCAGAAAGAA CTTTAGCCAC TTTGCAAACC TGTTCATAGG TAGAGAAATT  
CGTCTTTCTT GAAATCGGTG AAACGTTTGG ACAAGTATCC ATCTCTTTAA 
 

201 CTTAATGCCC AGTTTCTCCT TTTTAACATT TTGATAATAA GCTAATGGGA  
GAATTACGGG TCAAAGAGGA AAAATTGTAA AACTATTATT CGATTACCCT 
 

251 AAATAATTGG TGCAAGGCCT TTAATGCTGG ATAAGAGTGG TAAGGGACCA  
TTTATTAACC ACGTTCCGGA AATTACGACC TATTCTCACC ATTCCCTGGT 
 

301 CCAATACATA GCATCATCCT AAGAGCACAT GAATCAAACT GAGCAGGTAT  
GGTTATGTAT CGTAGTAGGA TTCTCGTGTA CTTAGTTTGA CTCGTCCATA 
 

351 GTTCAATCCA TAAGCTGCAA CTAATGGCAA TTCCATCACC TTTGCATACA  
CAAGTTAGGT ATTCGACGTT GATTACCGTT AAGGTAGTGG AAACGTATGT 
 

401 TCTCTTGTTT AGCAACTTCA TTCTTGCTCT TTTCTACCAT GTTGATCATC  
AGAGAACAAA TCGTTGAAGT AAGAACGAGA AAAGATGGTA CAACTAGTAG 
 

451 TTAACTCTTA TCAAAGCTTC TGTTCTCTTA AAAGTCCAGT CCTCTGGACC  
AATTGAGAAT AGTTTCGAAG ACAAGAGAAT TTTCAGGTCA GGAGACCTGG 
 

501 AACATTAGCA TCTGTAGAAA CAATAGTTTT CTCACAGAAC TTATACTTTC  
TTGTAATCGT AGACATCTTT GTTATCAAAA GAGTGTCTTG AATATGAAAG 
 

551 CACTTTTGCA AGCGGCAAAA ATCTGCTTTC TACACTTCAG AATATTAAGA  
GTGAAAACGT TCGCCGTTTT TAGACGAAAG ATGTGAAGTC TTATAATTCT 
 

601 CAGTTTGTGA AAGTCATTTC AACGCTTTTG TTGTTCTCAT AGAATGTCTT  
GTCAAACACT TTCAGTAAAG TTGCGAAAAC AACAAGAGTA TCTTACAGAA 
 

651 GAAACTGAAT CCAGGAGTTG AATCTTCGGT TTCAATTTCA ACATCTGCAG  
CTTTGACTTA GGTCCTCAAC TTAGAAGCCA AAGTTAAAGT TGTAGACGTC 
 

701 TTCCACCAGC CAAGAGTCTC TATAATTTTC TTCTCGGTAA GTTGCTAGTC  
AAGGTGGTCG GTTCTCAGAG ATATTAAAAG AAGAGCCATT CAACGATCAG 
 

751 TATAAGAAT  
ATATTCTTA 

Figure 1.2.4.3  The order of chlorotic ringspot nucleotides on Phalaenopsis orchid leaves which 
contain the percent of identity as same as Capsicum chlorosis virus 
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ภาพที่ 1.2.6.1 

ภาพที่ 

1.2.6.2 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

619 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 

1.2.6.3 
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Figure 1.2.7.1. Phylogenetic tree of the Pratylenchus species constructed using D2D3 expansion 

segments of the 28S rDNA. 
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Figure 1.2.7.2. P. dellatrei is characterised by three lip annuli, stylet 16-17.9 μm, spermatheca 

absent or reduced, vulva position 75-79.9%, post-vulval uterine sac 20-24.9 μm, female tail 

shape conoid, female tail tip smooth, pharyngeal overlapping length <30 μm, lateral field 

smooth. 
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Figure 1.2.7.3. P. brachyurus is characterised by two lip annuli, stylet 18-20 μm, spermatheca 

absent or reduced, vulva position > 85%, post-vulval uterine sac 20-24.9 μm, female tail 

shape conoid, female tail tip smooth, pharyngeal overlapping length >50 μm, lateral field 

smooth with 5-8 lines. 
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Figure 1.2.8.1 Perineal patterns of 23 M. incognita populations. 
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M. incognita 

M. javanica 
Figure 1.2.8.2 Test of 194/195 primer for root-knot nematode identification and 4 

specific primers (MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R, Finc/Rinc and F/R) for M. incognita 

identification. M. incognita (above) M. javanica (below) 
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Figure 1.2.8.3 Identification of M. incognita and M. javanica using 194/195, Inc-K14-

F/Inc-K14-R and Fjav/Rjav primers. 
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Figure 1.2.10.1  presenting the characteristics of Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) in garlic leaves. 
 

 
 
Figure 1.2.10.2  presenting the particle of Leek Yellow Stripe Virus in the garlic leaves showing 
the symptoms of chlorotic yellow stripe and a small streak on the leaves which is dipped with 
the negative Brandes method and is examined under the HITACHI H-7700 transmission electron 
microscopy in the magnification of 70,000 times (80 kv) and in the approximate particle size of 
800 to 820 nanometres. 

 

 

 

200 nm 
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Figure 1.2.10.3  The characteristics of the plants symptoms after inoculating the Leek Yellow 
Stripe Virus 
A)  Nicotiana Benthamiana does not show the symptom 
B)  Chenopodium Quinoa contains the chlorotic yellow spot in 12 to 14 days after inoculating 
the virus; however, if this symptom is from Potyvirus, it will be spotted as systemic symptom. 
C)  Vigna Sinensis does not show the symptom. 
 
 
 
 
 

                  
            
           Figure 1.2.11.1 Anthracnose symptoms on chilli fruits 
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Figure 1.2.11.2 Colony of Colletotrichum spp. 
                     A-I = Colletotrichum gloeosporioides 
                     J-P = Colletotrichum acutatum  
                     Q-W = Colletotrichum capsici 
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 Figure 1.2.13.1: Leaf spot on Romaine lettuce (M0351) caused by Cercospora sp.1 

a-c: spot symptoms leaves; d: colony of fungi on PDA;  
e: conidiophores; f: conidia 

 

 
 Figure 1.2.13.2: Leaf spot on leaves of Beta vulgaris (M0879) caused by Cer. beticola 

a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e: conidia 
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Figure 1.2.13.3: Leaf spot on leaves of Beta vulgaris (M0878) caused by Cercospora beticola 
a: spot symptoms leaves; b: colony of fungi on PDA;  
c: conidiophores; d-e: conidia 
 

 
Figure 1.2.13.4: Leaf spot on leaves of Carica papaya (M0987) caused by  
Corynespora cassiicola 
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d-f: conidia 
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Figure 1.2.13.5: Leaf spot on leaves of Carica papaya (M0990) caused by  
Corynespora cassiicola 
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d-f: conidia 
 

 
Figure 1.2.13.6: Leaf spot on leaves of Apium graveolens (M1095) caused by  
Cercospora apii 
a: spot symptoms leaves; b: conidiophore; c: conidia 
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Figure 1.2.13.7: Leaf spot on leaves of Arachis hypogaea (C-23) caused by  
Cercospora arachidicola (syn. Passalora arachidicola) 
a, d-e: spot symptoms leaves; b: conidiophore; c, f: conidia 

 
Figure 1.2.13.8: Leaf spot on leaves of Vigna unguiculata (M0521) caused by  
Corynespora cassiicola 
a: spot symptoms leaf; b: colony of fungi on PDA;  
c-d: conidiophoresd; e: conidia 
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Figure 1.2.13.9: Leaf spot on leaves of Capsicum furtescens (M0529) caused by  
Corynespora cassiicola 
a: spot symptoms leaf; b: colony of fungi on PDA; c-e: conidia 
 

 
 Figure 1.2.13.10: Leaf spot on Romaine lettuce (M0967) caused by Cercospora sp.2 
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e-f: conidia 
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 Figure 1.2.13.11: Leaf spot on Romaine lettuce (M0967) caused by Cercospora sp.2 
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e-f: conidia 
 

 
 Figure 1.2.13.12: Leaf spot on Coccinia grandis (M0983) caused by Cercospora citrulina  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d-f: conidiophores 
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 Figure 1.2.13.13: Leaf spot on Coccinia grandis (M1008) caused by Cercospora citrulina  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e: conidia 
 
 

 
 Figure 1.2.13.14: Leaf spot on Dendrobium sp. caused by Pseudocercospora dendrobii  
a-b: spot symptoms leaves; b: conidia 
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 Figure 1.2.13.15: Leaf spot on Manihot esculenta (M0993) caused by 
Mycosphaerellaceae  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
e: conidiophores; d, f: conidia 
 

 
 Figure 1.2.13.16: Leaf spot on Manihot esculenta (M0988) caused by 
Mycosphaerellaceae  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e-f: conidia 
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 Figure 1.2.13.17: Leaf spot on Momordica charantia (M0985) caused by Cercospora 
citrulina  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e-f: conidia 
 

 
 Figure 1.2.13.18: Leaf spot on Momordica charantia (M0986) caused by Cercospora 
citrulina  
a-b: spot symptoms leaves; c: colony of fungi on PDA;  
d: conidiophores; e-f: conidia 
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Figure 1.2.13.19: Phylogram of Cercospora obtained in a maximum likelihood search in RAxML 
of concatenated dataset of ITS and TEF1 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 
1,000 replicates above nodes. Posterior probabilities (≥0.95) summarized from 10,000 converged 
trees obtained in a Bayesian search are shown below nodes. 
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Figure 1.2.13.20: Phylogram of Corynespora obtained in a maximum likelihood search in RAxML 
of concatenated dataset of ITS and TEF1 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 
1,000 replicates above nodes. Posterior probabilities (≥0.95) summarized from 10,000 converged 
trees obtained in a Bayesian search are shown below nodes.

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

640 
 

 

 
 
 
 

 
Figure 1.2.14.1: Rust disease specimens collected from this study (2019-2021)
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  Figure1.2.14. 2: Uromyces appendiculatus on Vigna unguiculata (M0960)  
a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf; c-d: urediospores 
 

 
  Figure 1.2.14.3: Olivea tectonae on Tectona grandis (M0946)  
a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf; c: urediospores 
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  Figure 1.2.14.4: Phakopsora phyllanthi on Phyllanthus acidus (M0945)  
a: symptom on leaves; b: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.5: Uromyces stariae-italicae on Brachiaria mutica (M0947)  
a: symptom on leaves; b: urediospores 
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  Figure 1.2.14.6: Puccinia nakanishikii on Cymbopogon citratus (M0949)  
a: symptom on leaves; b-c: urediospores 
 
 
 

 
  Figure 1.2.14.7: Puccinia thaliae on Canna indica (M0951)  
a: symptom on leaves; b: sori c-d: urediospores 
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  Figure 1.2.14.8: Puccinia arachnidis on Arachis hypogaea (M0956)  
a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf c-d: urediospores 
 
 
 

 
  Figure 1.2.14.9: Puccinia arachnidis on Arachis hypogaea (M0952)  
a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf c-d: urediospores 
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  Figure 1.2.14.9: Cerotelium fici on Ficus carica (M0953)  
a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf c: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.10: Cerotelium fici on Ficus carica (M0958)  
      a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf c: urediospores 
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  Figure 1.2.14.11: Puccinia sp.1 on Bidens biternata (M0950)  
      a: symptom on leaves; b-c: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.12: Puccinia sp.4 on Chrysopogon zizanioides (M0948)  
      a: symptom on leaves; b-c: urediospores; d: teliospore 
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  Figure 1.2.14.13: Dasturella sp.1 on Bambusa sp. (M0955)  
      a: symptom on leaves; b-c: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.14: Puccinia sp.3 on Cyperus sp. (M0961)  
      a-b: symptom on leaves; c: urediospore on pedicel 
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  Figure 1.2.14.15: Phakopsora pachyrhizi on Glycine max (สจ.5) (M1035)  
      a: symptom on leaves; b-d: urediospores embedded in sori 
 
  

 
  Figure 1.2.14.16: Phakopsora pachyrhizi on Glycine max (สจ.5) (M1036)  
      a: symptom on leaf; b: cross section of sori; c: urediospores 
 
 
 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

649 
 

  
  Figure 1.2.14.17: Phakopsora pachyrhizi on Glycine max (ชม.60) (M1041)  
      a: symptom on leaf; b: cross section of sori; c-d: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.18: Phakopsora pachyrhizi on Glycine max (ชม.60) (TPPH 005378)  
      a: symptom on leaf; b: cross section of sori; c-d: urediospores 
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  Figure 1.2.14.19: Puccinia sorghi on Zea mays (M0957)  
      a: symptom on leaf; b-c: urediospores 
 
 
 

 
  Figure 1.2.14.20: Puccinia sorghi on Zea mays (M0962)  
      a-b: symptom on leaves; c-d: urediospores 
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  Figure 1.2.14.21: Puccinia sorghi on Zea mays (TPPH 005291)  
      a-b: symptom on leaf; c-d: urediospores 
 
 

 
  Figure 1.2.14.22: Puccinia polysora on Zea mays var. rugosa (M0055)  
      a: symptom on leaf; b: sorus, c-d: urediospores 
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  Figure 1.2.14.23: Puccinia polysora on Zea mays (M0966)  
      a: symptom on leaf; b-d: urediospores 
 
 
 

 
  Figure 1.2.14.24: Puccinia polysora on Zea mays (M0959)  
      a: symptom on leaves; b-c: urediospores 
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  Figure 1.2.14.25: Uromyces appendiculatus on Phaseolus vulgaris (M0960)  
      a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf; c-d: urediospores 
 
 
 
 

 
  Figure 1.2.14.26: Albugo sp.1 on Amaranthus viridis (M0965)  
      a: symptom on leaves; b: sori on lower leaf; c-d: teliospores 
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Figure 1.2.14.27: Phylogram of Pucciniaceae obtained in a maximum likelihood search in RAxML 
of the ITS dataset. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 replicates above nodes. 
Posterior probabilities (≥0.95) summarized from 10,000 converged trees obtained in a Bayesian 
search are shown below nodes. 
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ภาพที่ 1.2.15.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอยสกุล Radopholus ที่ท าสไลด์ถาวรแล้วตรวจวินิจฉัย
ภายใต้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูง differential interference contrast (DIC) ของลักษณะไส้เดือน
ฝอยรากโพรง R. similis (A-B) ลักษณะไส้เดือนฝอยเพศเมียซึ่งโครงสร้างส่วนหัว (labial framework) และ 
หลอดดูดอาหาร (stylet) พัฒนาดี และ ปากช่องคลอด (vulva) อยู่ค่อนขางกึ่งกลางล าตัว (C-E) ส่วนหัวมี
ลักษณะเป็นครึ่งวงกลม (Head hemispherical) ยกสูงเพียงเล็กน้อย ในส่วนของหลอดอาหารมีพัฒนาการดี
และมี stylet knobs ซึ่งมีรูปร่างกลมและขนาดเท่ากัน (F-G) ส่วนหน้ารวมทั้งหลอดอาหาร(oesophagus) และ

D 

E F 

G H 

I J K L 

M N O P 
กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

656 
 

ต่อมน้ าลาย(oesophageal glands) ซึ่งได้ขยายตัวเป็นกลีบยาวซ้อนทับล าไส้ไปด้นหลัง และหลอดอาหาร
ส่วนกลาง (Metacorpus) มีรูปร่างเป็นรูปไขห่รือทรงรี มีพัฒนาการดี มีวาล์วเปิด-ปิดอย่างชัดเจน (H-k) มีระบบ
สืบพันธุ์เพศเมียแยกออกเป็นสองแขนงจากบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียโดยตรงข้ามกันระหว่างส่วนหน้า และ
ส่วนท้ายของล าตัว (Didelphic) และระบบสืบพันธุ์ทั้งสองด้านมีหน้าที่พัฒนารังไข่ได้ดี และมีขนาดและความ
ยาวใกล้เคียงกัน (ง) ระบบสืบพันธุ์เพศเมียทั้งส่วนหน้าและส่วนท้ายของล าตัวมี  spermatheca รูปร่างกลม 
(spheroid) ภายในบรรจุอสุจิลักษณะคล้ายแท่งขนาดเล็ก (rod-like sperm) และริมขอบช่องคลอดนูนออกมา
เล็กน้อย (L-M) บริเวณกลางล าตัว lateral fields มี 4 รอยบาก  (N-P) ส่วนของหางมีลักษณะรูปทรงโคน
ค่อนข้างยาว 
 
 

 
ภาพที ่1.2.15.4 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของยีนส่วน ITS ของไส้เดือนฝอย  
R. similis ประชากรจากประเทศไทยกับตัวอย่างในฐานข้อมูล ด้วยวิธี maximum likelihood 
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ผนวก 2 
 

ภาพและตารางประกอบผลงานวิจัย 

กิจกรรมที่ 2 
ศึกษาชีววิทยา นิเวศวิทยา ของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ (วงจรชีวิต การเข้า

ท าลาย พืชอาหาร และการแพร่กระจาย) 
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Figure 2.1.1.1 Immature stages of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink (A) 
Crawler stage (first stage), (B) Mounting to second stage, (C) Second stage, (D) Third stage. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.1.1.2 Adult female and male of Paracoccus marginatus Williams and Granara De 
Willink  (A) Mounting to adult stage, (B) Adult female, (C) Male pupa with cocoon, (D) Adult 
male. 
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Figure 2.1.1.3 First instar of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink  
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Figure 2.1.1.4 Second instar of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink 
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Figure 2.1.1.5 Third instar of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink 
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Figure 2.1.1.6 Adult female of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink 
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Figure 2.1.1.7 Second instar male of Paracoccus marginatus Williams and Granara De Willink 
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Figure 2.1.1.8 Third instar male of Paracoccus marginatus Williams and Granara De 
Willink 
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ภาพที่ 2.1.2.1 ลักษณะแตนเบียนไข่ท่ีท าการทดลองในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 
 
 

 
ภาพที่ 2.1.2.2 ลักษณะแตนเบียนไข่ท่ีท าการทดลองที่อุณหภูมิห้องปกติ  

 
ภาพที่ 2.1.2.3 การวางเปรียบเทียบเพื่อตรวจนับจ านวนไข่ที่ถูกเบียนที่อุณหภูมิต่างๆ  
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

666 
 

 
ภาพที่ 2.1.2.3  ไข่ผีเสื้อข้าวสารที่ถูกเบียนและออกเป็นตัวเต็มวัยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
ภาพที่ 2.1.2.4  ตัวเต็มวัยแตนเบียนไขท่ี่ตายในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 
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Figure 2.1.3.1 O. biharensis were reared on each host plant leaves in laboratory. (A) Only one 
egg was left on each leaflet. (B) The duration for each developmental stage was recorded 
every 6 hours. (C)  
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Egg 

Larva Adult 

Deutonymph Protonymph 

 
 
Figure 2.1.3.2 The duration developmental was 5 stages including Egg (A) Larva (B) 
Protonymph (C) Deutonymph (D) Adult Male (E) and Adult Female. (F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.1.3.3 Life cycle of O. biharensis when feeding on cassava. 
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Egg 

Protonymph 

Adult Larva 

Deutonymph 

Figure 2.1.3.4 Life cycle of O. biharensis when feeding on rose apple. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2.1.3.5 Age-specific survival rate and age-specific fecundity rate of O. biharensis when 
feeding on cassava. 
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Figure 2.1.3.6 Age-specific survival rate and age-specific fecundity rate of O. biharensis when 
feeding on rose apple. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Fe
m

al
e 

eg
gs

/d
ay

 (
m

x)

Su
rv

iv
al

 r
at

e 
(l

x)

Age in day (x)

lx mx

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

671 
 

 
 

 
ภาพที่ 2.1.4.1 กราฟแสดงพลวัตหอยซัคซีเนียในสวนกล้วยไม้ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2559 ถึงพฤษภาคม 
2561 

 
ภาพที่ 2.1.4.2 พลวัตของหอยซัคซีเนียในกาญจนบุรีเทียบกับอุณหภูมิและความชื้น 
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พลวตัหอยซคัซีเนียในสวนกล้วยไม้

จ านวนหอยซคัซีเนีย (ตวัต่อตารางเมตร) กาญจนบรีุ จ านวนหอยซคัซีเนีย (ตวัต่อตารางเมตร) นครปฐม
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ภาพที่ 2.1.4.3 พลวัตของหอยซัคซีเนียในนครปฐมเทียบกับอุณหภูมิและความชื้น 
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Figure 2.1.5.1 แสดงหอยน้ าสกุล Indoplanorbis ขณะลอยตัวอยู่ในน้ า (1) และเกาะอยู่บนใบบัว (2) 

 

 

 

 

(1)                                              (2)     
Figure 2.1.5.2 เปลือกของ Indoplanorbis sp. มีรูปร่างคล้ายเหรียญกลม (discoidal shell) (1) และปาก
เปิดเปลือก (an apertural view of a shell) (2) 

 
Figure 2.1.5.3 ลักษณะไข่ของหอย Indoplanorbis sp. 
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ภาพที่ 2.1.6.1 หอยศัตรูพืช Radix rubiginosa 

 

ภาพที่ 2.1.6.2 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ยีน COI จากตัวอย่างหอยน้ าศัตรูพืชสกุล Radix จ านวน 8 ตัวอย่าง (จากซ้าย

ไปขวา) ตัวอย่าง KAN1-KAN5 และ NKP1-NKP3 
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ภาพที่ 2.1.6 .3 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยใช้ยีน COI ตัวอักษรย่อแทนชื่อตัวอย่าง
จากแต่ละจังหวัดดังนี้ KAN = กาญจนบุรี, NKP = นครปฐม, TAK = ตาก, NRS = นครราชสีมา,  UBO= 
อุบลราชธานี และ SSK = ศรีสะเกษ ตัวเลขเอียงตัวแรกแทนค่า bootstrap ประจ าก่ิง ด้วยวิธี neighbor 
joining จ านวน 1,000 รอบ ตัวเลขเอียงตัวกลางแสดงค่า bootstrap ประจ าก่ิง ด้วยวิธี maximum 
likelihood จ านวน 1,000 รอบ และตัวเลขเอียงท้ายสุดแสดงค่า posterior probablility ประจ าก่ิง ด้วยวิธี 
bayesian inference 
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รูปอ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Figure 2.1.7.1 Adult male and female characteristics of fruit boring caterpillar, Meridarchis 
scyrodes Meyrich  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.1.7.2 Larva characteristics of fruit boring caterpillar, Meridarchis scyrodes Meyrich  
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2.1.7.3 Pupal characteristics of fruit boring caterpillar, Meridarchis scyrodes Meyrich  
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ส่ง 
Table 2 . 1 . 8 . 2 Development stages of Bactrocera umbrosa (Fabricius) under laboratory 
condition (26.80±1.16°C and 88.49±1.33 %RH) 
 

Stages of B. umbrosa n1 Range (days) Mean±SD (days) 
Egg incubation 100 84-96 (hr.) 84.21±1.45 (hr.) 
Laval period 85 8-10 8.85±0.74 
Pupal period 40 11-13 11.50±0.66 
Adult longevity    
Female 10 87-119 100.30±11.03 
Male 10 80-106 89.90±6.87 
Total development period 
From egg to adult (days)  

 
22.51-25.51 

 
23.72±0.83 

 1= number of observations 

 
Table 2 . 1 . 8 . 3  Life table of Bactrocera umbrosa (Fabricius) in jackfruit, Artocarpus 
heterophyllus  
 

x lx Lx dx qx 100qx Sx ex 
Egg stage 100 92.50 15.00 0.15 15.00 85.00 1.87 
Laval stage 85 62.50 45.00 0.53 52.94 47.06 1.11 
Pupal stage 40 32.00 16.00 0.40 40.00 60.00 0.80 
Adult 24 - - - - - - 

x = Developmental stage    lx = Number entering stage 
Lx = Number alive in each age interval  dx = Number dead during stage x 
100qx = Percent apparent mortality   Sx = Survival rate within stage 
ex = life expectancy 

 

 
 
 
 
 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

678 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.1.8.1 Fruit samples 
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Figure 2.1.8.2  Bactrocera umbrosa (Fabricius)  
  A. Eggs  
  B. Newly hatched larvae 
  C. Final stage of larva  
  D. Pupa 
  E. Female adult 
  F. Mating  
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Figure 2.1.8.3  Life cycle of Bactrocera umbrosa (Fabricius) 
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Figure 2.1.9.1: Physella acuta (left) and Physella bonushenricus (right) 
 
 

 
Figure 2.1.9.2: Average weight of Physella acuta individuals from first week to eighth week 
after hatching. 
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Figure 2.1.9.2: Average shell length of Physella acuta individuals from first week to eighth 
week after hatching. 
 
 
 
 
 
 
 
   

0.000

1.000

2.000

3.000

4.000

5.000

6.000

7.000

8.000

0 2 4 6 8 10

S
h
e
ll 

le
n
g
tt
h
 (

m
m

)

Week(s)

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

683 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 2.1.10.1  เพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora Koch ที่ส ารวจพบในพืชอาหารต่างๆ  
 
 
ตารางท่ี 2.1.10.1  ระยะเวลาการเจริญโตของเพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora Koch ณ ห้องปฏิบัติการกลุ่ม
งานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ที่อุณหภูมิเฉลี่ย 25 + 2 องศา
เซลเซียส ความชื้น สัมพัทธ์เฉลี่ย 60 – 80 เปอร์เซ็นต์ 
 
ระยะการเจริญเติบโต จ านวน ค่าเฉลี่ย + SD 

(วัน) 
พิสัย 
(วัน) 

ตัวอ่อน (Nymph) :     วัยที่ 1 20 1.14 + 0.11 1 - 2 
                             วัยที่ 2 20 1.21 + 0.21 1 - 2 
                             วัยที่ 3 20 1.17 + 0.12 1 - 2 
                             วัยที่ 4 20 1.15 + 0.09 1 - 2 
ระยะตัวอ่อน (Nymphal period) 20 4.51 + 0.11 4 - 6 
ระยะตัวเต็มวัย (Adult period) 20 16.75 + 1.16 6 - 14 
อายุขัย (Life span) 20 14.10 + 1.48 7 - 16 
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ตารางท่ี 2.1.10.2  คุณลักษณะทางชีววิทยาของเพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora Koch 
 
คุณลักษณะทางชีววิทยา 
 

สูตร ค่าที่ได้ 

อัตราการขยายพันธุ์สุทธิ (Ro) 
(Net Reproductive Rate of Increase) 
 

∑ lxmx 67.1600 

อัตราการขยายพันธุ์ทางกรรมพันธุ์ (rc) 
(Capacity for Increase) 
 

loge Ro 
Tc 

0.2832 

ชั่วอายุขัยของกลุ่ม (Tc) 
(Cohort Generation time) 
 

∑ lxmx.X 
∑ lxmx 

14.8540 

ค่าสัมประสิทธ์ของการขยายพันธุ์ที่แท้จริง (λ)   
(Finite Rate of Increase) 

antiloge rc 1.9100 

 
ตารางท่ี 2.1.10.3  ตารางชีวิตแบบ Partial ecological life table ของเพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora 
Kochในสภาพห้องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิเฉลี่ย 25 + 2 องศาเซลเซียส ความชื้น สัมพัทธ์เฉลี่ย 60 – 80 
เปอร์เซ็นต์ 
 
ระยะการ
เจริญเติบโต 

จ านวนที่รอดชีวิต จ านวนที่ตาย เปอร์เซ็นต์การตาย เปอร์เซ็นต์การตาย
ในชั่วอายุขัย 

(X) (lx) (dx) (100qx) (100dx/n) 
ตัวอ่อนระยะท่ี 1 100 15 15 15 
ตัวอ่อนระยะท่ี 2 85 15 17.65 15 
ตัวอ่อนระยะท่ี 3 70 9 12.86 9 
ตัวอ่อนระยะท่ี 4 61 6 9.84 6 
ตัวเต็มวัย 55 - - - 
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   ภาพที่ 2.1.10.2  ท าการเตรียมพืชอาหารส าหรับใช้ศึกษาชีววิทยาในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 2.1.10.3  เพลี้ยอ่อนถั่วในแต่ละระยะการเจริญเติบโต 

ก. ระยะตัวเต็มวัย 
ข. ระยะตัวอ่อนวัยที่ 1 
ค. ระยะตัวอ่อนวัยที่ 2 
ง. ระยะตัวอ่อนวัยที่ 3 
จ. ระยะตัวอ่อนวัยที่ 4 
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   ภาพที่ 2.1.10.4  เพลี้ยอ่อนถั่ว Aphis craccivora Koch 
ก. ตัวเต็มวัย 
ข. ลักษณะตัวเต็มวัยเมื่อน าไปท าสไลด์ถาวรเพ่ือจัดจ าแนกชนิด 
ค. ลักษณะของส่วนหัว หนวด ปาก ขา 
ง. ลักษณะส่วนท้อง ไซฟังคูไล และส่วนหาง 
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Figure 2.2.1.1:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 088) collected from tan  

    spot of pummelo in Chiang Dao district, Chiang Mai province after 14 days  
    on various media. 
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Figure 2.2.1.2:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 009) collected  

    from tan spot of pummelo in Wiang Kaen district, Chaing Rai province  
    after 14 days on various media. 
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Figure 2.2.1.3:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 040) collected  

from tan spot of pummelo in Nakhon Chaisi district, Nakhon Pathom      
province after   14 days on various media. กร
มว
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ตร
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Figure 2.2.1.4:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 090) collected  

    from tan spot of pummelo in Kaset Sombun district, Chaiyaphum province  
    after 14 days on various media. 
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Figure 2.2.1.5:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 088) after 14 days on  

    various temperature. 
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Figure 2.2.1.6:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 009) after 14 days on  

    various temperature. 
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Figure 2.2.1.7:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 040) after 14 days on  

    various temperature. 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

695 
 

 
Figure 2.2.1.8:  Cultural characteristics of Phyllosticta citriasiana  (DOA 090) after 14 days on  

    various temperature. 
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Figure 2.2.1.9:  Pathogenicity of Phyllosticta citriasiana on Citrus maxima,  

    C. reticulata and  C. aurantiifolia 

 
Figure 2.2.1.10:  Global Positioning System (GPS) of pummelo plantation in Lai Ngao  

      Sub-district, Wiang Kaen District, Chiang Rai province. 
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Figure 2.2.1.11:  Tan spot symptoms caused by Phyllosticta citriasiana:  

(A) Typical hard and virulent spot on pummelo fruit; 

(B) Hard spot lesion on pummelo leaf 

 
Figure 2.2.1.12:     Typical symptoms of tan spot disease on Pummelo:  
          (A)  Lesion on green fruit; (B)  Hard spot lesions with pycnidia in the  

         center of the necrotic tissue;  (C)  Freckle spots;  
         (D)  Virulent spots spread during storage. 
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Figure 2.2.1.13:    Phyllosticta citriasiana  isolated from tan spot of Pummelo  

A)  Hard spot lesions with pycnidia in the center of the tissue; 
B)  Pycnidia (400X);    C)  Conidium (1000X);   D)  Conidium with mucoid sheath  
     and apical mucilaginous appendage (1000X);    
E)  Spermatial state, spermogonium 1000X; F)  SEM photomicrograph of spermatia 1000X     
G)  Colony on PDA, 7 days at 30+2 °C;     H)  Colony with loab margin 
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 Figure 2.2.1.14:    Phyllosticta capitalensis  isolated from young fruit disease.  
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Figure 2.2.2.1 Colony Characteristic of F. oxysporum isolates on PDA 
 

 
Monophialides สร้าง macroconidia Chlamydospores Culture บนอาหาร PDA 

   
Figure 2.2.2.2 Morphology of F. oxysporum Schlecht ex Fries, emend. Snyder & Hansen 
 
 

 Culture on PDA 
Chlamydoapores 

 Monophialides สร้าง microconidia เป็นกลุ่มแบบ false heads. 
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Figure 2.2.2.3 Symptom of Panama disease in Kluai Nam Wa (ABB)  
caused by F. oxysporum f.sp. cubense 
 

 
Figure 2.2.2.4 Symptom of Panama disease in Kluai Khai (lady finger; AA)  
caused by F. oxysporum f.sp. cubense 
 

  
 
Figure 2.2.2.5 Symptom of Wilt disease in basil caused by F. oxysporum  
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Figure 2.2.2.6 Symptom of Wilt disease in coriander caused by F. oxysporum  
 
 

   
Figure 2.2.2.7 Symptom of Wilt disease in tomato caused by F. oxysporum  
(F. oxysporum f.sp. lycopersici) 
 
 

    
Figure 2.2.2.8 Symptom of Wilt disease in green pea caused by F. oxysporum 
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Figure 2.2.2.9 Symptom of Wilt disease in chilli caused by F. oxysporum 
 

  
Figure 2.2.2.10 Symptom of Wilt disease in tobacco caused by F. oxysporum 

    
 
 
Figure 2.2.2.11 Symptom of Wilt disease in chrysanthemum caused by F. oxysporum 
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Figure 2.2.2.12 Symptom of Wilt disease in Pak Wan Ban (Sweet leaf; Sauropus androgynous) 
caused by F. oxysporum 
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Figure 2.2.3.1  Leaf spot disease of Mokara orchid and pathogenicity test 

A. Disease symptom  
B. Pathogenicity test on Mokara orchid leaf 
C. Pathogenicity test on Vanda orchid leaf 
D. Pathogenicity test on Rhynchostylis orchid leaf 
E. Pathogenicity test on Dendrobium orchid leaf 
F. Pathogenicity test on Cattleya orchid leaf 
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Figure 2.2.3.2  Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified for detection   

Pantoea stewartii subsp. indologenes using galE and recA primers, M: onemark 100, 
lane 1–14: bacterial isolated from leaf spot disease of  mokara orchid   
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Figure 2.2.3.3  Maximum-likelihood tree based on on the concatenated gyrB, rpoB, atpD and 
infB nucleotide sequences showing  the relationships of Mokara orchid isolates and 
type strains of species. Bootstrap values based on 1,000 replicates are shown at branch 
nodes. 
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Figure 2.2.4.1 pGEM® - T easy vector map 
 

 
Figure 2.2.4.2 Crinkly leaf disease symptoms on pummelo and lime orchards (A-B) symptoms 
on lime form Chainat and Nakhon Si Thammarat provinces, (C-D) Symptoms on Pummelo 
(Thab Tim Saim cultivar) and Pummelo (Thong Dee cultivar) from Nakhon Si Thammarat and 
Chaiyaphum provinces. 
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Figure 2.2.4.3 Pummelo seedlings show crinkly disease symptoms (A), Symptoms on young 
leaves is noticeable (B), Concave into one side of the leaf (C), Blotchy symptoms along midrib 
on lower surface of the leaf 
 

 
 
Figure 2.2.4.4 Gel electrophoresis of crinkly leaf samples show PCR product about  444 bp 
Electrophoresis is on 1.5% agarose gel of DNA amplified using 3202fw/6rev primers 
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Figure 2.2.4.6  The incision wound on the seedlings to transmit the crinkly leaf disease (A) 
Seedlings keep in the greenhouse to observe symptoms and transmission. 
 
 

 

 

 

 

Figure 2.2.4.7 Pummelo (Thong Dee cultivar) seeds and seedlings from infected tree (A) Vigor 

seeds (left), abortion seed (right); (B) Pummelo seedlings 
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Figure 2.2.4.8 Pummelo seedings (Thong Dee cultivar) from infected trees uninfected with 
crinkly leaf disease 
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 ภาพที่ 2.2.5.1  ตัวอย่างโรคใบไหม้ปาล์มน้ ามัน (ภาพบน) และดอกจุดสนิมกล้วยไม้ (ภาพล่าง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 2.2.5.2 ลักษณะโคโลนีและโคนิเดียของรา c. oryzae จากปาล์มน้ ามัน : ก และ ง) P001,  ข และ จ) 
P002, ค และ ฉ) P003  
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 ภาพที่ 2.2.5.3 ลักษณะโคโลนีและโคนิเดียของรา C. eragrostidis จากกล้วยไม้ :  
 ก และ ง) P001,  ข และ จ) P002, ค และ ฉ) P003  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2.5. 4 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis  (F028-5) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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ภาพที่ 2.2.5.5 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis  (F028-6) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.6 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis  (F029-4) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.7 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P001) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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  ภาพที่ 2.2.5.8 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P002) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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  ภาพที่ 2.2.5.9 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P003) บนอาหารชนิดต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.10 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis (F028-5) ที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.11 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis (F028-6) ที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 

Room Temp. 
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ภาพที่ 2.2.5.12 การเจริญของโคโลนีของ C. eragrostidis (F029-4) ที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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  ภาพที่ 2.2.5.13 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P001) อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.14 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P002) อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.5.15 การเจริญของโคโลนีของ C. oryzae (P003) อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 2.2.5.16 ต้นกล้าปาล์มน้ ามันและกล้วยไม้ส าหรับทดสอบพืชอาศัย 
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 ภาพที่ 2.2.5.17 การทดสอบการเกิดโรคเบื้องต้นบนพืชอาศัย: อาการของโรคเป็นเวลา 7 วันหลังปลูกเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2.5.18 การทดสอบการเกิดโรคเบื้องต้นบนพืชอาศัย: อาการของโรคเป็นเวลา 14 วันหลังปลูกเชื้อ 
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  ภาพที่ 2.2.6.1:   อาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลและอาการโรคแอนแทรคโนสของแก้วมังกรที่อ าเภอมะขาม  

       จังหวัดจันทบุรี 
ก)  อาการโรคล าต้นจุดแก้วมังกร   
ข) โรคล าต้นจุดสีน้ าตาลเกิดร่วมกับโรคแอนแทรคโนสที่ล าต้น 

 

 
   ภาพที่ 2.2.6.2:  เชื้อราที่แยกได้จากโรคของแก้วมังกร ที่เก็บจากแปลงแก้วมังกร อ าเภอปากช่อง  

     จังหวัดนครราชสีมา 
ก)  อาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาล   ข)  อาการโรคแอนแทรคโนส 
ค) รา Neocystalidium dimidiatum แยกจากอาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาล  
ง) รา Colletotrichum gloeosporioides แยกจากอาการโรคแอนแทรคโนส 
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 ภาพที่ 2.2.6.3:  อาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร แสดงอาการจุดขาว  
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 ภาพที่ 2.2.6.4:  ลักษณะแผลจากจุดขาวเปลี่ยนเป็นแดงหรือน้ าตาลและต่อมาเปลี่ยนเป็นสเก็ดสีน้ าตาลนูนขึ้น  
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ภาพที่ 2.2.6.5:  อาการโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร เป็นแผลจากระยะท่ี 2 ขยายใหญ่ขึ้น  

   มีส่วนขยายพันธุ์ของเชื้อราสีด าอยู่ตรงกลางพบเชื้อรา Neoscytalidium dimidiatum   
   สร้างสปอร์แบบ pycnidiospore อยู่ในส่วนขยายพันธุ์ของเชื้อรา เรียกว่า pycnidia 

   ก-ง) ระยะที่ 3 แผลจากระยะที่ 2 ขยายใหญ่ขึ้น มีส่วนขยายพันธุ์ของเชื้อราสีด า 
อยู่ตรงกลาง   

   จ) ส่วนขยายพันธ์ของรา เรียกว่า pycnidia 
   ฉ) สร้างสปอร์ เรียกว่า  pycnidiospore 
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ภาพที่ 2.2.6.6:   ลักษณะอาการโรคจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร เกิดจากรา Neoscytalidium dimidiatum   

   ก) ระยะที่ 1 อาการเริ่มแรก จุดเล็กๆ สีขาว 
 ข) ระยะที่ 2 จุดกลางแผลเปลี่ยนเป็นสีแดงหรือสีเทา 

   ค) ระยะที่ 3 แผลสเก็ดสีน้ าตาล แข็ง เชื้อสร้างส่วนขยายพันธุ์เรียกว่า pycnidia ฝังอยู่ภายในแผล 
   ง) ระยะที่ 4 แผลสีเหลืองเป็นวงเกิดล้อมรอบจุดแผลสเก็ดสีน้ าตาล 
   จ) ระยะที่ 5 แผลคล้ายสเก็ด สีเทา เกิดเป็นวงเรียงซ้อนกัน 
   ฉ) ระยะที่ 6 แผลหลุดออกกลายเป็นรูขนาดใหญ่บนกิ่ง  
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ภาพที่ 2.2.6.7:   รา Neoscytalidium dimidiatum  บนอาหารสังเคราะห์อายุ 3 วัน 

  ก) โคโลนีบนอาหาร PDA   ข) โคโลนีบนอาหาร MEA 
  ค-ง) ราสร้างสปอร์เรียกว่า arthroconidia บนอาหารสังเคราะห์ PDA 
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ภาพที่ 2.2.6.8:  การเจริญของโคโลนีของรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M 0328 แยกจากโรค
ล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จังหวัดสกลนคร บนอาหารชนิดต่างๆ   นาน 3 วัน 
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 ภาพที่ 2.2.6.9:  การเจริญของโคโลนีของรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M 0331 แยกจาก 
โรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จากจังหวัดอุทัยธานี บนอาหารชนิดต่างๆ  นาน 3 วัน  
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ภาพที่ 2.2.6.10:  การเจริญของโคโลนีของรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M 0354 แยกจาก  

     โรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จากจังหวัดจันทบุรี บนอาหารชนิดต่างๆ  นาน 3 วัน  
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ภาพที่ 2.2.6.11:  การเจริญของโคโลนีของรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M 0355  แยกจาก 

     โรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จากจังหวัดจันทบุรี บนอาหารชนิดต่างๆ นาน 3 วัน  
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 ภาพที่ 2.2.6.12:  การเจริญของโคโลนีของรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M 0328  

    แยกจากโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จังหวัดสกลนคร บ่มเชื้อที่อุณหภูมิต่างๆ  
    นาน 3 วัน 
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ภาพที่ 2.2.6.13: การเจริญของโคโลนีของเชื้อรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M0331  

    แยกจากโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จังหวัดอุทัยธานี  บ่มเชื้อที่อุณหภูมิต่างๆ  
    นาน 3 วัน 
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ภาพที่ 2.2.6.14: การเจริญของโคโลนีของเชื้อรา Neoscytalidium dimidiatum ไอโซเลต M0354  

    แยกจากโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จังหวัดจันทบุรี บ่มเชื้อที่อุณหภูมิต่างๆ 
    นาน 3 วัน 

 
  
กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

739 
 

 
 ภาพที่ 2.2.6.15: การเจริญของโคโลนีของเชื้อรา Neoscytalidium dimidiatum  ไอโซเลต M0355  

    แยกจากโรคล าต้นจุดสีน้ าตาลของแก้วมังกร จังหวัดนครราชสีมา  บ่มเชื้อที่อุณหภูมิต่างๆ  
    นาน 3 วัน 
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ภาพที่ 2.2.7.1  ลักษณะอาการของพริกที่แสดงอาการใบเหลือง ใบเสียรูปทรง ใบม้วนงอขึ้น พบในแปลงปลูก
พริก  ก : กาญจนบุรี,  ข : สุพรรณบุรี, ค : กรุงเทพมหานคร, ง-จ : พระนครศรีอยุธยา และ ฉ : ศรีสะเกษ 
 
 
 
 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 

741 
 

 
ภาพที่ 2.2.7.2  แถบดีเอ็นเอของยีน CP บางส่วน มีขนาด 370 คู่เบส (ลูกศรสีน้ าเงิน) ที่เพ่ิมปริมาณของดีเอ็น
เอด้วยเทคนิค One Step RT-PCR 
  M : 100 bp DNA ladder (Biotechrabbit, Germany) 
 1-3 : ตัวอย่างพริกในแปลงจังหวัดกาญจนบุรี     
 4 และ 8 : ตัวอย่างพริกในแปลงจังหวัดสุพรรณบุรี 
 5-7 : ตัวอย่างพริกที่พบในกรุงเทพมหานคร   
 H : พริกปกต ิ(Negative control)    
 P : ตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) 
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ภาพที่  2 .2 .7  .3   Neighbor-joining phylogenetic tree ของล าดับนิวคลิ โอไทด์ของยีน CP แสดง
ความสัมพันธ์ของเชื้อ  Pepper vein yellows virus ที่แยกได้จากพริกในประเทศไทย (อักษรสีแดง) กับไอ
โซเลตอ่ืน ๆ  ในต่างประเทศ วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MEGA X และใช้ค่า bootstrap จาก 1,000 replications 
และใช้ข้อมูลของเชื้อ Maize yellow mosaic virus (MaYMV) ไอโซเลต ANETF1S2_2 ของประเทศเอธิโอเปีย
เป็น outgroup 
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 ภาพที่ 2.2.7.4  ต้นพริกท่ีได้รับการปลูกเชื้อโดยเพลี้ยอ่อนที่ 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ต้นพริกแสดงอาการ
ใบเหลืองในส่วนของเนื้อใบอย่างชัดเจนหลังจากปลูกเชื้อแล้ว 20 วัน  
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      ภาพที่ 2.2.8.1 แตงกวาที่แสดงอาการใบด่าง ใบด่างประ เส้นใบใส เนื้อใบเหลือง คล้ายอาการของโรคที่ 
                      เกิดจากเชื้อ Crinivirus  ที่พบในแปลงปลูก 
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           ภาพที่ 2.2.8.1 (ต่อ) 
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ภาพที่ 2.2.8.2 พืชตระกูลแตงที่แสดงอาการใบด่าง ใบด่างประ เส้นใบใส เนื้อใบเหลือง คล้ายอาการของโรคท่ี
เกิดจากเชื้อ Crinivirus  ที่พบในแปลงปลูก ได้แก่ (ก-ข): มะระ, (ค-ง): บวบเหลี่ยม, (จ): ฟักทอง,   (ฉ): ฟักแฟง 
และ (ช-ณ): ต าลึง 
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Table 2.3.1.1 Seed size of A. Racemosa. 

Province 
Seed size (mm) 

Average Maximum Minimum 
Width Length Width Length Width Length 

Kanchanaburi 0.58 0.92 0.68 1.11 0.49 0.76 
Chiang Mai 0.59 1.00 0.65 1.14 0.46 0.79 

Nakhon Phanom 0.55 0.86 0.62 0.99 0.47 0.76 
Not = Average from 100 seeds.  
 

Table 2.3.1.2 Height, main-branch, sub-branch, inflorescence, fresh and dry weight of A. Racemosa. 

Treatments 
Height  
(cm.) 

Main-branch/ 
plant 

Sub-branch/ 
plant 

Inflorescence/ 
plant 

Number  
of seed/ 

plant 

Fresh 
weight/ 
Plant (g) 

Dry 
weight/ 
Plant (g) 

1 plant/plot 89.0 ns 27 a1/ 72 ns 93 ns 519,889 ns 174.27 a 72.17 a 

3 plants/plot 75.8  17 b 35  44  245,287  102.09 ab 41.20 b 

5 plants/plot 73.5  19 b 50  64  359,080  124.50 ab 48.90 ab 

Control 91.1  18 b 36  47  262,782  94.62 b 37.74 b 

C.V. (%) 13.04 20.88 51.08 45.00 45.00 32.45 28.94 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level by HSD 
nsAverage are not significantly different at 5% level by ANOVA 
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Table 2.3.1.3 Effect of divided parts on number of shoots of A. Racemosa. 
Treatments Number of shoots/plant 

Control 10 ns 
Divided into 2 parts 13  
Divided into 4 parts 16  
Divided into 8 parts 8  

C.V. (%) 37.50 
nsAverage are not significantly different at 5% level by ANOVA 
 

Table 2.3.1.4 Effect of depth on seed germination of A. Racemosa. 
Treatments Seed germination (%) 

Surface 67.20 a1/ 
Depth 5 cm 0.00 b 
Depth 10 cm 0.00 b 
Depth 15 cm 0.00 b 
Depth 20 cm 0.00 b 
Depth 25 cm 0.00 b 

C.V. (%) 3.99 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level by HSD 
 

 
Figure 2.3.1.1 A. racemosa; (a)-(b) inflorescence, and (c) habitat. 
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Figure 2.3.1.2 Seeds of A. racemosa; (a) front, and (b) back. 

 

 
Figure 2.3.1.3 Height of A. Racemosa. 
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Figure 2.3.1.4 Number of main-branch of A. Racemosa. 
 

 
Figure 2.3.1.5 Effect of divided parts on number of shoots of A. Racemosa. 
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Table 2.3.2.1 seeds size of P. caroliniensis Walter 

 
Phyllanthus caroliniensis Walter 
length (mm) width (mm) 

minimum 1.10 0.87 
maximum 1.32 1.12 
mean 1.22 1.03 
mode 1.2 1.05 
 
Table 2.3.2.2 The ability to propagate from part of plant. 
Treatments Number of brunching (brunch/plant) 
Base part 38.00 a 
Central part 46.00 a 
Shoot part 38.00 a 
C.V. (%) 48.63 

1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% 
level by LSD 
 
Table 2.3.2.3 Seed germination at various soil depths. 
Treatments Germination (%) 
Place seeds on the soil surface 44.00 a1/ 
Place seeds at 5 Cm. soil depths  0.00 b 
Place seeds at 10 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 15 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 20 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 25 Cm. soil depths 0.00 b 
C.V. (%) 70.86 

1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% 
level by LSD 
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Figure 2.3.2.1 P. caroliniensis Walter in Cassava (1) P. caroliniensis Walter (2) 
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Figure 2.3.2.2 Characteristics of fruits and seed Upper of fruit (1) Lower of fruit was 6 sepal (2) 
Seed (3) (4) Group of seeds (5) Fruit set (6) 
 

 
 
Figure 2.3.2.3 Germination of P. caroliniensis Walter 
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Figure 2.3.2.4 Life cycle of P. caroliniensis Walter 
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        3- 5 day after sowing 

 

                     19 weeks                                       1 week 

                                                   

            15  weeks                                                        2 weeks 

                                                                       

           7 weeks              6 weeks      

                                       

 

 

 Figure 2.3.3.1. Life cycle of Asystasia gangetica 
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Table 2.3.3.1. Percentage germination of Asystasia gangetica buried seeds in the soil  
Soil depth(cm.) Percentage germination (%) 

0  92.8 a 
3 84.8 a 
5 72.4 b 
15 0 c 

CV(%)   11.98 
   Means within columns followed by the same letter are not significantly different at the 5% level by DMRT 

Table 2.3.3.2. Propagation of Asystasia gangetica by stems in the soil  

Part of stems  
Soil depth(cm.) 

Means 
0 3 5 15 

stub 0.0 36.7 46.7 0.0 12.7 a1/ 

middle 46.7 40.0 26.7 0.0 27.5 a 

tip 66.7 438.9 33.3 0.0 35.0 a 

ค่าเฉลี่ย 37.8 a1/ 38.9 a 35.6a 0 b   

      CV(%)              75.07                                                    
  Means within columns followed by the same letter are not significantly different at the 5% level by DMRT 

Table 2.3.3.3. Means of number seeds under competed between Asystasia gangetica in  

                   Treatments    Means/plant 

1.one plant /m2 1305 b 

2.two plants / m2 5229 a 
3.four plants / m2 517 c 

4.six plants / m2 493 c 

5.eight plants / m2 316 d 

6.ten plants / m2 258 de 

7.fifty plants / m2 35 f 
CV(%) 12.41 

 Means within columns followed by the same letter are not significantly different at the 5% 

level by DMRT     
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Table 2.3.3.4. Percentage germination of Asystasia gangetica mature seeds within 12 months 
after harvesting 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Months after harvesting Means(%) 

0 100 

1 100 

2 100 

3 100 

4 100 

5 100 

6 100 

7 97.8 

8 86.2 

9 72.6 

10 43 

11 15.8 

12 0 
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Table 2.3.4.1 The ability to propagate from part of S. alata Aubl. 
Treatments Number of brunching (brunch/plant) 

Base part 49.00 a 
Central part 68.00 a 
Shoot part 52.00 a 

C.V. (%) 14.5 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level by LSD 
 

Table 2.3.4.2 Seed germination at various soil depths. 
Treatments Germination (%) 

Place seeds on the soil surface 53.00 a1/ 
Place seeds at 5 Cm. soil depths  0.00 b 
Place seeds at 10 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 15 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 20 Cm. soil depths 0.00 b 
Place seeds at 25 Cm. soil depths 0.00 b 

C.V. (%) 76.08 
1/Within a column means followed by the same letters are not significantly different at 5% level by LSD 
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Figure 2.3.4.1 S. alata Aubl (1) Flowers (2) Seed (3, 4) 
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ภาพที่ 2.3.5.1 ลักษณะของเทียนนา (Ludwigia hyssopifolia.) 1) ต้น 2) ดอก and 3) เมล็ด  
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ภาพที่ 2.3.5.2 การทดสอบความงอกของเมล็ดเทียนนาในห้องปฏิบัติการ 1) จานเพาะ 2) เมล็ดที่งอก 
 

 
ภาพที่ 2.3.5.3 อัตราการงอกของเมล็ดในสภาพห้องปฏิบัติการ 

ตารางที่ 2.3.5.2 เปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดเทียนนา 
เปอร์เซ็นต์ความงอก ห้องปฏิบัติการ เรือนทดลอง 
ค่าสูงสุด 74.0 39.0 
ค่าต่ าสุด 29.0 2.0 
ค่าเฉลี่ย 55.0 20.7 
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ภาพที่ 2.3.5.4 การทดสอบความงอกในเรือนทดลอง 1) กระถางเพาะเมล็ด 2) ลักษณะต้นกล้าเทียนนา 
                      3) การงอกในสภาพเรือนทดลอง  

 
 
 

 
ภาพที่ 2.3.5.5 อัตราการงอกของเมล็ดในสภาพเรือนทดลอง 
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 ภาพที่ 2.3.5.6 การทดลองการเจริญเติบโตของเทียนนา 1) กระบะทดลอง 2) ต้นกล้าเทียนนา 3) และ 
4) ลักษณะต้นเทียนนาที่เลือกใช้ทดสอบ 
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ภาพที่ 2.3.5.7 การเจริญเติบโตของเทียนนา 
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ภาพที่ 2.3.5.8 วงจรชีวิตของเทียนนา 
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ตารางท่ี 2.3.5.3 เปอร์เซ็นต์การแตกยอดใหม่ 

กรรมวิธี ปักช าบนดิน ปักช าโดยฝังใต้ดิน 

ปักช าชิ้นส่วนจากโคนต้น 70.0  0.0   

ปักช าชิ้นส่วนจากกลางต้น 70.0  0.0  

ปักช าชิ้นส่วนจากปลายยอด 70.0  0.0  

 
 
ตารางท่ี 2.3.5.4 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดที่ระดับความลึกต่างๆ 

กรรมวิธี เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด 

วางเมล็ดบนผิวดิน 27.63 a 

วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 5 เซนติเมตร 0.00 b 

วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 10 เซนติเมตร 0.00 b 
วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 15 เซนติเมตร 0.00 b 
วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 20 เซนติเมตร 0.00 b 
วางเมล็ดที่ระดับความลึกจากผิวดิน 25 เซนติเมตร 0.00 b 

C.V. (%) 38.76 
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ผนวก 3 

ภาพและตารางประกอบผลงานวิจัย 

 กิจกรรมที่ 3 

การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรธูรรมชาติโดยดีเอ็นเอบาร์โคด้ 
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Figure 3.1.1 Fruit fly trap (wet bucket trap) for molecular work  

 

 

   Figure 3.1.2 Morphological character of Bactrocera dorsalis complex.                
   (A)  Distinct dark facial spots      (B)  Lateral postsutural vittae  present 
   (C)  Wing colourless and anal streak   (D)  Abdominal terga III-V with a  dark “T” pattern 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

769 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.1.3  Bactrocera (Bactrocera) carambolae Drew & Hancock         
             (A)  Taxonomic characters      (B)  Body 
    (C)  Head      (D)  Thorax 
    (E)  Wing      (F) Abdomen 
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Figure 4  Bactrocera (Bactrocera) dorsalis Hendel   
              (A)  Taxonomic characters      (B)  Body 
    (C)  Head      (D)  Thorax 
    (E)  Wing      (F) Abdomen 
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Figure 3.1.5 Distribution of Bactrocera carambolae in Thailand 

 

Figure 3.1.6 Distribution of Bactrocera dorsalis in Thailand 
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Figure 3.1.7 PCR results using the cox1 (LCO1490/HCO2198) universal primer pair.  
   Lane 1- 5:  B. dorsalis from different geographical populations. 
   Lane 6: negative control (ddH2O)  Lane 7: Positive control (Z. cucurbitae) 
   Lane 8 -12: B. carambolae  from different geographical populations.   
   Lane 13: negative control (ddH2O)  Lane 14: Positive control (Z. cucurbitae) 
 

 

 

 

 

Figure 3.1.8 PCR results using the ITS (ITS7F/ITS6R) primer pair.  
  Lane 1- 5 B. carambolae from different geographical populatons;  
  Lane 6 -10 B. dorsalis; Lane 11: negative control (ddH2O);  
            Lane M Marker 
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Figure 3.1.9 Maximum likelihood phylogenetic tree based on cox1 gene sequences, showing the 
phylogenetic relationship among 11 fruit fly species, other Bactrocera species, Zeugodacus 
species and Anastrapha. Anastrapha ludens was used as outgroup. The number of sites are 
650, and scale bar = 0.005 substitutions per nucleotide position. Percent bootstrap values 
above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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Figure 3.1.10 Bayesian analysis phylogenetic tree based on cox1 gene sequences, showing the 
phylogenetic positions of 11 fruit fly species, other Bactrocera species, Zeugodacus species and 
Anastrapha. A. ludens was used as outgroup. The scale bar = 0.2 substitutions per nucleotide 
position. Percent bootstrap values above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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Figure 3.2.1 Morphology of cotton thrips; Thrips palmi (Karny) 

        A. Adult B. Slide permanent 
                       C. Head         D. Pronotum 
                       F. Metanotum         G. Abdominal tergite VIII 
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Figure 3.2.2 Morphology of common blossom thrips; Frankliniella schultzei (Trybom) 

                       A. Slide permanent B. Slide permanent 
                        C. Head         D. Pronotum 
                        F. Metanotum         G. Abdominal tergite VIII 

 
 

0.5 mm 0.5 mm 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

777 
 

Primer UEA 7 
TACAGTTGGAATAGACGTTGATACCCCACGATTAAATAACATAAGATTTTGACTTGAACCACCCTCTTTA
ACTCTTTTAATTATAGGTTTATATAAAGAAGGAGCGGGAACAGGATGAACAGTCTGTCCACCTTTATCAACAT
TTTACCATGCTGGTATTTCAGTAGACTTAACAATGTTTTCTCTTCATTTAGCTGGAGTCTCCTCAATTTTAGG
AGCATTAAATTTCATTACTACAATTTTAAATTTAAAAAATTTTAATTTATCAAGAGAAAAATTAAGATTATTTG
TGTGGTCAGTAGTATTAACAGCAATTCTTTTACTTTTATCTTTACCTGTACTAGCAGGAGCCATTACAATACT
TTTAACAGACCGTAATTTAAGGACGTCATTCTTTGACCCAAGAGGGCCTGGAGATCCTGTACTTTATCAACAT
CTATTCTGATTCTTTGGACATCTAATATGGCAGATTAGTGTGCATTGGA 
                                                                        Primer UEA 10 
Figure 3.2.3  Sequences of Cytochrome oxidase subunit I (COI) of cotton thrips;  
             Thrips palmi (Karny), DNA shaded showed primer UEA 7 and UEA 10 respectively. 
 
Primer UEA 7 
TACAGTTGGAATAGACGTTGATACGACTAAACAATATAAGATTTTGACTTCTTCCACCTTCAATAACTT
TACTTATTATAGGTTTAAGAAAAGAAGGAGCAGGAACAGGATGAACAGTTTATCCACGTTTATCAACATTT
TATCATTCAGGTATATCAGTAGATTTAACTATATTTTCCCTTCATTTAGCAGGTATTTCTTCAATTTTAGGA
GCACTAAATTTTATTACTACCATCTTAAATTTAAAGTTAAAAAATTTATCTTACGATAAAATCACTTTATTT
ATTTGATCAGTTATTTTAACTGCTATTTTACTACTTTTATCTTTACCAGTCTTAGCTGGTGCTATTACTATA
TTATTAACTGATCGAAATTTAAACACTTCATTTTTTGACCCTAGAGGGGGAGGTGATCCAGTTCTTTATCA
ACACCTATTTTGATTTTATGGTCATCCAGAAGTTTACATTTTAATTTTACCAGCATTTGGACTAATTTCTCA
TATTATTACACAAGAAACAAATAAAAAATCTACATTTGGTTTATTAGGAATAATTTATGCAATAATAGCTAT
TGGATTTTTTAATATGGCAGATTAGTGTGCATTGGA 
                        Primer UEA 10 
Figure 3.2.4  Sequences of Cytochrome oxidase subunit I (COI) of Common blossom thrips;  
             Frankliniella schultzei (Trybom), DNA shaded showed primer UEA 7 and UEA 10  
             respectively. 
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Figure 3.2.5 Phylogenetic trees showing the relationship among six thrips populations 
comparing     with Thrips palmi and Frankliniella schultzei which collected from orchids in 
the     Middle part of Thail
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Figure 3.3.1 Leaf spot specimens caused by cercosporoid fungi collected from this 

study (2016-2019) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figure 3.3.2 Leaf spot symptom on Carica papaya  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.3.3 Leaf spot symptom on Arachis hypogaea  (a) conidiophores  (b) and conidia (c) 

of P. arachidicola 
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Figure 3.3.4 Leaf spot symptom on Orchid sp. and conidia of Pseudocercospora dendrobii 
 

 
 
 
 
 
Figure 3.3.5 Leaf spot symptom on Abelmoschus sp. and characters of conidiophore and 

conidia  
พืชอาศัย บานชื่น (Zinnia sp.)  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figure 3.3.6 Leaf spot symptoms on leaves and petals of Zinnia sp. 
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Figure 3.4.1 Rust disease specimens collected from this study (2016-2019) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.4.2 Rust disease symptom on Tectona grandis (a) sori on lower leaf (b) 

urediniospores of O. tectonae (c) 
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       Figure 3.4.3 Rust disease symptom on Chrysanthemum (a-d) teliospore of P. horiana (e)  
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figure 3.4.4 Rust disease symptom on coffee and sori of H. vastatrix  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 3.4.5 Aecia of rust on P. vulgaris and teliospore of U. appendiculatus 
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  Figure 3.4.6 Rust disease symptom on Glycine max  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.4.7 Rust disease symptom on Zea mays 
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ตารางท่ี 3.5.2 ตัวอย่างรา Alternaria จากการเก็บรวบรวม ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2560 ถึง กันยายน 
2562 และจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

DNA code Genus species section Host Location 
M 0261 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.โป่งตาลอง อ.ปากชอ่ง จ.นครราชสีมา 
M 0262 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ม. 13 ต.โป่งตาลอง อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 
M 0263 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.โป่งตาลอง อ.ปากชอ่ง จ.นครราชสีมา 
M 0264 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ม. 13 ต.โป่งตาลอง อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 
M 0265 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.โป่งตาลอง อ.ปากชอ่ง จ.นครราชสีมา 
M 0266 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.โป่งตาลอง อ.ปากชอ่ง จ.นครราชสีมา 
M 0267 Alternaria alternata Alternaria ทานตะวัน

เม็กซิโก 
ต.ทุ่งทอง อ.ท่าม่วง จ.กาญจนบุร ี

M 0268 Alternaria dauci Porri ทานตะวัน ต.หมูสี อ.ปากชอ่ง จ.นครราชสีมา 
M 0294 Alternaria dauci Porri ผักชี บ้านหินฮาว ต.หินฮาว อ.หล่มเกา่ จ.เพชรบูรณ์ 
M 0295 Alternaria porri complex Porri หอมแดง ต.ลานบ่า อ.หล่มสกั จ.เพชรบูรณ์ 
M 0296 Alternaria porri complex Porri หอมแดง อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 
M 0297 Alternaria porri complex Porri กระเทียม ม. 10 ต.บ้านขาม อ.จตุรัส จ.ชัยภูม ิ
M 0298 Alternaria porri complex Porri กระเทียม ต.โหล่งขอด อ.พร้าว จ.เชียงใหม ่
M 0299 Alternaria porri Porri หอมญี่ปุ่น ต.กกสะท้อน อ.ด่านซ้าย จ.เลย 
M 0300 Alternaria brassicicola Brassicicola กะหล่ าปล ี ต.วังสวาบ อ.ภูผาม่าน จ.ขอนแก่น 
M 0371 Alternaria brassicicola Brassicicola กะหล่ าดอก ต.ปากช่อง อ.หล่มสกั จ.เพชรบูรณ์ 
M 0372 Alternaria brassicicola Brassicicola ผักกาดขาว ต.ปากช่อง อ. หล่มสัก จ.เพชรบูรณ์ 
M 0374 Alternaria porri complex Porri หอมแดง ต.บ้านขาม อ.จตุรัส จ.ชัยภูม ิ
M 0375 Alternaria brassicicola Brassicicola กะหล่ าปล ี ต.ปากช่อง อ. หลุมสัก จ.เพชรบูรณ์ 
M 0376 Alternaria porri Porri หอมแบ่ง ต.แม่ยางร้อง อ.ร้องกวาง จ.แพร ่
M 0418 Alternaria porri complex Porri หอมหัวใหญ ่ บ.ริมขาน ต.ดอนเปา อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ 
M 0419 Alternaria porri complex Porri หอมแดง บ้านป่าออ้ ต.ทุ่งสโตก อ.สันป่าตอง จ.เชียงใหม่ 
M 0531 Alternaria brassicicola Porri กะหล่ าปล ี บ.สะเดาะบง ต าบเขาค้อ อ.เขาค้อ จ.เพชรบูรณ์ 
M 0532 Alternaria tagetica Porri ดาวเรือง ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0533 Alternaria porri Porri หอมแดง ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0534 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0535 Alternaria alternata Alternaria หัวไชเท้า ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0536 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0537 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0538 Alternaria alternata Alternaria มันฝรั่ง ต าบช่องแคบ อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0539 Alternaria tagetica Porri ดาวเรือง ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0540 Alternaria alternata Alternaria ดาวเรือง ต.รวมไทยพัฒนา อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0541 Alternaria tagetica Porri ดาวเรือง ต าบพบพระ อ.พบพระ จังหวดตาก 
M 0543 Alternaria brassicicola Brassicicola กะหล่ าปล ี บ้านรางช้าง ต าบหนองไม้นา อ.เขาค้อ จ.

เพชรบูรณ์ 
M 0582 Alternaria solani Porri มะเขือเทศ  
M 0606 Alternaria brassicicola Brassicicola บล็อกโคล ี ม.1 ต าบคีรีราษฎร์ อ.พบพระ จ.ตาก 
M 0608 Alternaria alternata Alternaria ทานตะวัน จ.เชียงราย 
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ภาพที่ 3.5.1 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเชื้อรา Alternaria ได้จากการวิเคราะห์ชุดข้อมูลของยีนต าแหน่ง 

ITS, GAPDH และ EF1-α ด้วย phylogenetic criteria คือ Maximum Likelihood โดยโปรแกรม RAxML และ
มีค่า Bootstrap ≥70% จาก 1,000 ซ้ าเหนือ nodes 
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Table 3.6.1. List of taxa in relation to reference codes, collected localities, species 
identifications executed via standard nucleotide BLAST and phylogenetic analysis 

Ref. code Collected locality Lists of taxa from NCBI 
(% identities) 

Lists of taxa via phylogenetic 
analysis and morphological 
study 

Telenomus_DOAsp01 14°10'47.13"N 
100°17'30.71''E Phra 
Nakhon Si Ayutthaya 

Telenomus crassiclava 100 % Telenomus crassiclava 

Trissolcus_DOAsp02 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Trissolcus ogyges 90% Trissolcus ogyges 

Telenomus_DOAsp03 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Telenomus podisi 87% Telenomus podisi 

Telenomus_DOAsp04 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Telenomus nysivorus 86% Telenomus nysivorus 

Telenomus_DOAsp05 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Telenomus podisi 90% Telenomus podisi 

Telenomus_DOAsp06 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Telenomus sp. 100% Telenomus floridanus 

Telenomus_DOAsp07 14°10'47.13"N 
100°17'30.71''E Phra 
Nakhon Si Ayutthaya 

Telenomus sp. 91% Telenomus floridanus 

Trissolcus_DOAsp08 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Trissolcus thyantae 100% Trissolcus thyantae 

Telenomus_DOAsp09 13°51’13.80”N100°34’28.
20”E Bangkok 

Telenomus busseolae 90% Telenomus busseolae 

Gryon_DOAsp10 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Gryon largi 90% Gryon largi 

Gryon_DOAsp11 13°51’13.80”N100°34’28.
20”E Bangkok 

Gryon largi 86% Gryon largi 

Psix_DOAsp12 13°51’13.80”N100°34’28.
20”E Bangkok 

Psix tunetanus 100% Psix tunetanus 

Telenomus_DOAsp13 13°59’43.10”N101°13’18.
3” E Prachin Buri 

Telenomus sp. 100% Telenomus crassiclava 

Telenomus_DOAsp14 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Telenomus grenadensis 99% Telenomus grenadensis 

Trisolcus_DOAsp15 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Trissolcus basalis 85% Trissolcus basalis s 

Trisolcus_DOAsp16 13°59’43.10”N101°13’18.
3” E Prachin Buri 

Trissolcus sp. 100% Trissolcus basalis 

Gryon_DOAsp17 14°10'47.13"N 
100°17'30.71''E Phra 
Nakhon Si Ayutthaya 

Gryon saxatilis. 85% Gryon saxatilis. 
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Telenomus_DOAsp18 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Telenomus dignus 91% Telenomus dignus 

Telenomus_DOAsp19 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Telenomus 100% Telenomus californicus 

Gryon_DOAsp20 13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Gryon sp 100% Gryon largi 

Psix_DOAsp21 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Psix watshami 87% Psix watshami 

Telenomus_DOAsp22 13°51’13.80”N100°34’28.
20”E Bangkok 

Telenomus sp 100% Telenomus floridanus 

Telenomus_DOAsp23 15°11’46.19”N100°08’10.
20’’E Chainat 

Telenomus sp 89% Telenomus tabanivorus 

Cynipoidea sp. (out 
group) 

13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Cynipoidea sp. 100% Cynipoidea sp. 

Oxyteleia sp. (out 
group) 

13°59’43.10”N101°13’18.
3”E Prachin Buri. 

Oxyteliea sp. 100% Cynipoidea sp. 
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        0.2 
 
Figure 3.6.1 Relationships of the selected taxa of the subfamily Telenominae derived from 
Maximum likelihood analysis of partial cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) gene (~ 600 bp), 
executed on MEGA (1000 standard bootstrap replicates) with Jukes-Cantor model, uniform rates 
using all codon positions. Bootstrap values above 50% indicated on branches. 
  

Outgroup 

Telenomus 

Telenomus 
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Table 3.7.1  Spider Fauna in genus Latrodectus found in Thailand between 2016 until 2019 

Scientific name Habitat Location Reference 

Latrodectus  geometricus Restaurant  Suan Phueng, Rachaburi W. Chotwong 
C. L. Koch, 1841 Rest room Nong Kum, Kanchanaburi W. Chotwong 
 Cricket shop Chatuchak, Bangkok J. Bangtha 
 House Pranburi, Prachuap Khiri Khan W. Chotwong 
 Restaurant  Nakronpathom R. Pongpattana 
 Restaurant  Lampang R. Pongpattana 
 Restaurant  Chokchai, Nakhon Ratchasima W. Chotwong 
 Cactus greenhouse Tha Ang, Nakhon Ratchasima W. Chotwong 
 Restaurant  Nai Wiang, Nan W. Chotwong 
 Restaurant  Ban Phai, Phrae W. Chotwong 
 Restaurant  Wang Thong, Phitsanulok W. Chotwong 
 Restaurant  Nong Ruea, Khon Kaen J. Bangtha 
 Restaurant  Sao Thong Chai, Si Sa Ket J. Bangtha 
 Abandoned shop Nong Ya Lat, Sisaket J. Bangtha 
 Restaurant  Khok Makham, Buri Ram J. Bangtha 
 Forest Na Chaluai, Ubon Ratchathani J. Bangtha 
 Local market Thakhanon, Surat Thani J. Bangtha 
 Cricket farm Wang Yai, Phetchabun Phetchabun highland agricultural  
 House  Thung Phaya, Chachoengsao J. Bangtha 
    Chon Buri R. Pongpattana 
Latrodectus elegans Edge of forest  Pranburi, Prachuap Khiri Khan J. Bangtha 
Thorell, 1898 Cassava field Thung Phaya, Chachoengsao S. Chaowarit 
 Edge of cassava field Nai meuang, Khon Kaen L. Chalermkiat 
 grass Na Chaluai, Ubon Ratchathani R. Pongpattana 
 grass Lop Buri R. Pongpattana 
 Laterite pond Lop Buri R. Pongpattana 
  Edge of cassava field Thammamun, Chai Nat L. Chalermkiat 
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Figure 3.7.1 Distribution map of spider genus Latrodectus  in Thailand 
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Figure 3.7.2 Genitalia and Epigyne structure of Latrodectus. geometricus A. Epigyne  
B. Spermathecae and copulatory duct C, D. left palpus show embolus with 4 loops 
 

 
 
Figure 3.7.3 . Latrodectus  geometricus A. the comb on the fourth tarsus B. gumfoot lines  
 C. Habitat D. red abdominal ‘‘hour-glass’’ mark, E. Adult female with egg sac F. Adult male 
 

 
 
 
 
 
Figure 3.7.4 Genitalia and Epigyne structure of Latrodectus. elegans A. Epigyne  
 B. Spermathecae และcopulatory duct C. Left palp of male show embolus with 3 loops D. 
Left palp of male show extending embolus  
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Figure 3.7.5 Latrodectus elegans A. Habitat B. Egg sacs C. subadult male D. subadult female 
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Figure 3.8.1. The structure of conidia and conidiophore showed on insects body and appeared 
on the ground (a,b,c)  
 
 
 
 
 
 
 

a b 

c

c 
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Figure 3.8.2 The colony of B. bassiana strain DOA-B4 on MEA and structure of conidiophore and 
conidia on microscope which representative of complex species  
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c 
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Figure 3.8.6.  Maximum likelihood  phylogentic tree  of the internal transcribed  spacer (ITS)  in 
entomopathogenic fungi  group. Bootstrap value (1,000 replication) are indicated above the 
node. 

 B.bassiana DOA B4

 B.bassiana DOA B11

 B.bassiana DOA IA

 B.bassiana DOA BA

 B.bassiana DOA BE

 B.bassiana DOA BP

 B.bassiana B2650

 B.bassiana DOA BC

 B.bassiana DOA C6

 B.bassiana AF291872

 B.bassiana DOA C1

 B.bassiana DOA B6

 B.bassiana DOA B7

 B.bassiana DOA C2

 B.bassiana ARSEF1564 T

 B.lii ARSEF11741 T

 B.australis ARSEF4598 T

 B.varroae ARSEF8257 T

 B.pseudobassiana ARSEF3405 T

 B.asiatica ARSEF4850 T

 B.kipukae ARSEF7032 T

 C.brongniartii AY245628

 C.brongniartii ARSEF617 T

 C.brongniartii NR111595 ARSEF617 T

 B.amorpha ARSEF2641 T

 B.caledonica BCRC T

 B.caledonica NR077147 T

 B.sungii ARSEF1685 T

 C.scarabaeicola AY245639

 C.confragosa JN049836

 C.nutans AF224274

 Lecanicillium psalliotae JN049846

 C.militaris EU825995

 C.militaris KP721251

 C.militaris AF153264

 Cordyceps sp.CMU

 Cordyceps sp.CMU2

 Cordyceps sp.CMU3

 B.bassiana DOA B10

 C.ningxiaensis NR137117 T

 B.bassiana DOA B13

 Isaria fumosorosea B13

 P.ninchukispora AY245642

 C.sphingum AY245641

 B.bassiana DOA B16

 C.bifusispora AY245627

 C.ochraceostromata AY245646

 B.bassiana DOA B12

 I.tenuipes KJ004029 ASPPHP1

 P.farinosus AF237664

 Isaria japonica AF200370

 Paecilomyces tenuipes AF224689

 Hirsutella longicolla FJ973071

 Ophiocordyceps myrmecophila AY245646

 C.japonica AY245645

 Metacordyceps taii GZUH2012HK6

 B.bassiana DOA NP

 I.japonica AF200370

 Cephalosporium curtipes AJ292404

 M.atrovirens JN049882

 M.martialis JN049871

 C.ophioglossoides AF208524

 Elaphocordyceps ophioglossoides JN943322

 C.sinensis AF291749

 Tolypocladium parasiticum FJ973068
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Figure 3.8.7 Maximum likelihood  phylogentic tree  of  β t gene  in B. bassiana complex species  
           Bootstrap value (1,000 replication) are indicated above the node. 
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Figure 3.8.6.  Maximum likelihood  phylogentic tree  of the  Elongation factor  in  
B. bassiana complex species. Bootstrap value (1,000 replication) are indicated 
 above the node. 
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Figure 3.9.1: Trichoderma used in this study. 
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Figure 3.9.2: Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of dataset of ITS 
and tef1 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 replicates above nodes. 
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Figure 3.9.2: Continued 
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Figure 3.9.2: Continued 
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Figure 3.9.3: Colony and conidiophores with phialides (40x) of Trichoderma lentiforme (M0204) 
 

 
Figure 3.9.4: Colony and conidiophores with phialides (40x) of Trichoderma lixii (M0994) 
 
 

 
 
Figure 3.9.5: Colony and conidiophores with phialides (100x) of Trichoderma asperellum 
(M0108) 
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Figure 3.9.6: Colony and conidiophores with phialides (100x) of Trichoderma asperelloides 
(M0108) 
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ภาพที ่3.10.1 ก. การเก็บตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บจากโรงสีข้าว ข. การเก็บตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ณ ด่าน

ตรวจพืช 

 
ภาพที่ 3.10.2 การจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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ภาพที่ 3.10.3 ภาพตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บ 

ก. มอดแป้ง ข. มอดฟันเลื่อย ค. ด้วงงวงข้าวโพด ง. ด้วงถั่วเขียว 
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ตารางท่ี 3.10.1 ผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
ล าดับของ
ตัวอย่าง 

ผลการจ าแนกชนิดด้วย 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ผลการจ าแนกชนิดด้วย
เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

ค่า sequences 
similarity (%)  

1 T. castaneum T. castaneum 100 
2 T. castaneum T. castaneum 99.09 
3 T. castaneum T. castaneum 98.94 
4 T. castaneum T. castaneum 99.70 
5 T. castaneum T. castaneum 99.85 
6 T. castaneum T. castaneum 100 
7 T. castaneum T. castaneum 99.39 
8 T. castaneum T. castaneum 99.39 
9 T. castaneum T. castaneum 99.70 
10 T. castaneum T. castaneum 99.70 
11 T. castaneum T. castaneum 100 
12 T. castaneum T. castaneum 99.85 
13 T. castaneum T. castaneum 99.78 
14 T. castaneum T. castaneum 99.85 
15 T. castaneum T. castaneum 99.70 
16 T. castaneum T. castaneum 99.85 
17 T. castaneum T. castaneum 99.85 
18 T. castaneum T. castaneum 99.78 
19 T. castaneum T. castaneum 100 
20 T. castaneum T. castaneum 99.85 
21 มอดฟันเลื่อย มอดฟันเลื่อย 99.70 
22 ด้วงงวงข้าวโพด ด้วงงวงข้าวโพด 100 
23 ด้วงถั่วเขียว ด้วงถั่วเขียว 99.24 
24 ไม่สามารถระบุได้ T. castaneum 99.85 
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ภาพที่ 3.10.4 แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่สร้างโดยโปรแกรม MEGA V. 5.0 ด้วยวิธี                
Maximum Likelihood (ML tree) 
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C D 

 
Figure 3.11.1 Morphology of Cuban laurel thrips; Gynaikothrips ficorum (Marchal, 1980) 
                       A. Slide permanent        B. Head-Pronotum 
                       C. Metanotum         D. Tergites IX–X (tube) 
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Figure 3.11.2 Morphology of Gold-tipped tubular thrips; Haplothrips gowdeyi (Franklin, 1908) 
   A. Slide permanent B. Head-Pronotum 
   C. Mesopresternum D. Tergites IX–X (tube) 
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Figure 3.11.3 Morphology of Podothrips sp. 
                      A. Slide permanent B. Head-Pronotum 
                       C. Metanotum         D. Fore tibia and tarsus 

 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

811 
 

 
Figure 3.11.4 Phylogenetic trees showing the relationship among three thrips populations which 
   collected from the other crops in Thailand comparing with Scirtothrips dorsalis,  
   Thrips palmi and Frankliniella schultzei 
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Table 3.12.1:  List of specimens obtained from study  

Voucher No. Group Taxa Sources Locations 
M0069 1 Chaetomium cupreum soil surround roots Mueang, Phetchaburi  
M0774 1 Ch. cupreum soil surround roots Mueang, Phetchaburi  
M0234 2 Ch. globosum Citrullus lanatus Kaset Sombun, Chaiyaphum 
C0501 2 Ch. globosum Citrullus lanatus Kaset Sombun, Chaiyaphum 
M0235 2 Ch. globosum Cucumis sativus incubated seeds 
M0236 2 Ch. globosum Cucumis sativus incubated seeds 
M0747 2 Ch. globosum Paris polyphylla Mae Rim, Chiangmai 
M0999 2 Ch. globosum soil surround roots Mae Rim, Chiangmai 
M1000 2 Ch. globosum soil surround roots Pan, Chiangrai 
C0502 2 Ch. globosum soil surround roots Pan, Chiangrai 
M1001 2 Ch. globosum soil surround roots Wiang Pa Pao, Chiangrai 
M0224 3 Chaetomium sp. Citrus maxima Kaset Sombun, Chaiyaphum 
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Figure 3.12.1: Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of dataset of ITS-
LSU-rpb2-TEF1-TUB2 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 replicates above 
nodes. 
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Figure 3.12.2: Arcopilus cupreus (syn. Chaetomium cupreum)  
     a, d. colonies of A. cupreus on PDA, presented the red pigment into media; 
     b. ascomata subglobose with brown walls (20x)  
              c, e. brown ascopsores 
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     Figure 3.12.3: Chaetomium globosum  
     a-c. colonies of Ch. globosum on PDA; 
     d-f. ascomata superficial, slightly dark olivaceous buff or green (20x)  
  e. presented asci with 8 brown ascospores inside (20x) 

 
Figure 3.12.4: Ovatospora brasiliensis (syn. Chaetomium brasiliensis)  
     a. colonies of O. brasiliensis on PDA; 
     b. ascomata pale olivaceous grey to mouse grey (10x)  
  c. ascospores olivaceous brown when mature, ovate (40x) 
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Table 3.13.1  Spider Fauna in Family Salticidae found in Thailand between 2017 until 2020 (Continue) 

Scientific name Habitat Location Reference 

Telamonia dimidiata 
(Simon, 1899) 

Edge of forest  Pranburi, Prachuap Khiri Khan J. Bangtha 

 Cassava field Thung Phaya, Chachoengsao S. Chaowarit 

 Edge of cassava field Nai meuang, Khon Kaen L. Chalermkiat 

 grass Lop Buri R. Pongpattana 

 Laterite pond Lop Buri R. Pongpattana 

Telamonia festiva 
Thorell, 1887 

Edge of cassava field Thammamun, Chai Nat J. Bangtha 

 
Thiania bhamoensis  
Thorell, 1887   

grass Rachaburi J. Bangtha 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.131 Myrmaplata plataleoides (O. Pickard-Cambridge, 1869); female abdomen dorsal 
view (A), male (B), chelicerae and fang; lateral view (C), epigyne; ventral view (D), left palp; ventral 
view (E), lateral view (F) 
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Figure 3.13.2 . Plexippus petersi (Karsch, 1878); female abdomen dorsal view (A), male  
 (B), epigyne; ventral view (C), left palp; ventral view (D), lateral view (E) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.13.3 Plexippus paykulli (Audouin, 1826); female abdomen dorsal view (A), male  
 (B), epigyne; ventral view (C), left palp; ventral view (D), lateral view (E) 
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Figure 3.13.4 Phintelloides versicolor (C. L. Koch, 1846); female abdomen dorsal view  
 (A), epigyne; ventral view (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.13.5 Phintella vittata (C. L. Koch, 1846); male abdomen dorsal view (A),  
left palp; ventral view (B), lateral view (C) 
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Figure 3.13.6 Telamonia dimidiata (Simon, 1899); male abdomen dorsal view (A),  
chelicera and carapace (B), left palp; ventral view (B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.13.7 Telamonia festiva Thorell, 1887; male abdomen dorsal view (A),  
left palp; ventral view (B), lateral view (C) 
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Figure 3.13.8 Thiania bhamoensis Thorell, 1887; male abdomen dorsal view (A),  
left palp; ventral view (B), lateral view (C) 
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Figure 3.13.9 Neighbor joining analysis phylogenetic tree based on COX1 gene sequences. 
Xysiticus lanio was used as outgroup. The scale bar = 0.02 substitutions per nucleotide position. 
Percent bootstrap values above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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Figure 3.13.10 Maximum likelihood phylogenetic tree based on COX1 gene sequences, showing 
the phylogenetic relationship among Salticidae Specimens and Xysiticus lanio was used as 
outgroup. The number of sites are 650, and scale bar = 0.01 substitutions per nucleotide 
position. Percent bootstrap values above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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ภาพที่ 3.14.1 ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการใบจุดและใบไหม้ที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Curvularia  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3.14.2 Curvularia eragrostidis : ก) ลักษณะอาการดอกจุดสนิมของกล้วยไม้ 
            ข) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย  
        ค)  โคนิเดีย 
    

ก ข ค 
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ภาพที่ 3.14.4 Curvularia lunata : ก) ลักษณะอาการเมล็ดด่างข้าว 
           ข) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย  
           ค)  โคนิเดีย 

 
 

ก ข ค 

ภาพที่ 3.14.5 Curvularia oryzae : ก) ลักษณะอาการใบจุดปาล์มน้ ามัน 
                  ข) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย 
                  ค) โคนิเดีย 

ข ก ค 

ภาพที ่3.14.3 Curvularia geniculata : ก) ลักษณะอาการใบไหม้ของหญ้าสนามกอล์ฟ 
               ข) ก้านชูสปอร์และโคนิเดีย  
               ค)  โคนิเดีย 
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Figure 3.15.1 Locations of sampling sites in the six Thai biogeographical regions (North, Central, 
South, West, Northeast and East) at which fruit flies were collected.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.15.2 Fruit flies in Genus Dacus 

(A) D. formosanus   (B) D. longicornis (C) D. sphaeroidalis    
 

(A) (B) (C) 
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Figure 3.15.3 Fruit flies in Genus Bactrocera 
(A) B. albistrigata                    (B) B. carambolae       (C)   B. correcta 
(D) B. dorsalis                         (E) B. latifrons             (F) B. limbifera 
(G) B. nigrotibialis                    (H) B. tuberculata        (I)  B. umbrosa 
(J) B. zonata 
 
 
 
 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(G) (H) (I) 

(J) 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

827 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.15.4 Fruit flies in Genus Zeugodacus 
(A) Z. apicalis                        (B) Z. caudatus  (C)  Z. cilifer 
(D) Z. cucurbitae                     (E) Z. diversus               (F)  Z. hochii 
(G) Z. incisus                           (H) Z. isolatus  (I)  Z. platamus 
(J) Z. tau 
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Figure 3.15.5 Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of cox1 gene 
regions. Bootstrap support values (≥70 %) from 1000 replicates above nodes. Posterior 
probabilities (≥ 0.95) summarised from 1500 converged trees obtained in a Bayesian search are 
shown below nodes.  
 
Table 3.15.1 Scientific name of Dacini fruit fly in Thailand. 
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Z. cucurbitae 

Z. tau 

Z. apicalis 

Z. incisus 

Z. cilifer 

B. albistrigata 

B. nigrotibialis 

0.99 
82 

0.76 

0.95 
99 

0.94 
99 1 

100 

1 
100 

1 
99 

1 
99 

1 
99 

Genus Ceratitis 

Genus Dacus 

Genus Zeugodacus 

Genus Bactrocera 
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 Homotypic synonym Current name 

1 Bactrocera (Asiaducus) apicalis de Meijere     Zeugodacus (Asiadacus) apicalis (Meijere), comb. 
nov. 

2 Bactrocera (Zeugodacus) caudata  (Fabricius), Zeugodacus (Zeugodacus) caudatus (Fabricius), 
stat. rev. 

3 Bactrocera (Parasinodacus) cilifera (Hendel) Zeugodacus (Parasinodacus) cilifer (Hendel), 
comb. nov. 

4 Bactrocera (Zeugodacus) cucurbitae 
(Coquillett) 

Zeugodacus (Zeugodacus) cucurbitae (Coquillett), 
stat. rev. 

5 Bactrocera (Hemigymnodacus) diversa 
(Coquillett) 

Zeugodacus (Hemigymnodacus) diversus 
(Coquillett) 

6 Bactrocera (Sinodacus) hochii (Zia) Zeugodacus (Sinodacus) hochii (Zia), comb. nov. 

7 Bactrocera (Parasinodacus) incisa (Walker) Zeugodacus (Parasinodacus) incisus (Walker), 
comb. nov. 

8 Bactrocera (Zeugodacus) isolata (Hardy) Zeugodacus (Zeugodacus) isolatus (Hardy), comb. 
nov. 

9 Bactrocera (Zeugodacus) platamus (Hardy) Zeugodacus (Zeugodacus) platamus (Hardy) 
 

10 Bactrocera (Zeugodacus) tau (Walker) Zeugodacus (Zeugodacus) tau (Walker), comb. 
nov. 
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 Figure 3.16.1 Morphology of chilli thrips; Scirtothrips dorsalis (Hood) 
A. Adult B. Slide permanent 
C. Head - antennae D. Pronotum 
F. Metanotum G. Tergites III – VII with dark patch medially 
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Figure 3.16.2 Morphology of cotton thrips; Thrips palmi (Karny) 
                      A. Adult B. Slide permanent 
                      C. Head         D. Pronotum 
                      F. Metanotum       G. Abdominal tergite VIII 
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 Figure 3.16.3 Morphology of Hawaiian thrips; Thrips hawaiiensis (Morgan) 
          A. Adult B. Slide permanent 
          C. Head D. Pronotum 
          F. Metanotum G. Abdominal tergite VIII 
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Figure 3.16.4 Phylogenetic trees showing the relationship among 3 thrips populations of 
Scirtothrips dorsalis, Thrips palmi and Thrips hawaiiensis which collected from asparagus crops 
in Thailand 
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ผนวก 4  

เอกสารประกอบ 

ข้อ 3.3 ผลลัพธ์ที่เกดิขึน้จริง (Outcome) และ  
ข้อ 3.5 การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
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เอกสารประกอบ ข้อ 3.3 ผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นจรงิ (Outcome) 

การน าเสนองานวิจัยและตีพิมพ์เผยแพร่ในการประชุมวิชาการอารักขาพืชแห่งชาติครั้งที่ 14  
ระหว่างวันที่ 12 - 14 พฤศจิกายน 2562 โรงแรมดุสิตธานีหัวหิน จังหวัดเพชรบุรี จ านวน 7 เรื่อง 
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ตีพิมพ์เผยแพร่ในประเทศ จ านวน 3 เรื่อง 
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การน าเสนอผลงานวิจัยภายในหน่วยงานในการประชุมวิชาการส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
กรมวิชาการเกษตร ทั้งในรูปแบบการบรรยายและโปสเตอร์ เพื่อเป็นการเผยแพร่องค์ความรู้  
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เอกสารประกอบ ข้อ 3.5 การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 

ด้านเศรษฐกิจ 
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ด้านวิชาการ   
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