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การศกึษาการศกึษาการศกึษาการศกึษาชนดิของชนดิของชนดิของชนดิของศตัรูพชืศตัรูพชืศตัรูพชืศตัรูพชืทีต่ดิมาทีต่ดิมาทีต่ดิมาทีต่ดิมากบักบักบักบัเมลด็พันธุ�เมลด็พันธุ�เมลด็พันธุ�เมลด็พันธุ�ถัว่ฝ!กยาวทีน่ําเข$าจากต&างประเทศถัว่ฝ!กยาวทีน่ําเข$าจากต&างประเทศถัว่ฝ!กยาวทีน่ําเข$าจากต&างประเทศถัว่ฝ!กยาวทีน่ําเข$าจากต&างประเทศ    
Study on Quarantine Study on Quarantine Study on Quarantine Study on Quarantine PPPPestestestestssss    Associated with Associated with Associated with Associated with     

Imported Yard Long Bean SeedsImported Yard Long Bean SeedsImported Yard Long Bean SeedsImported Yard Long Bean Seeds        
((((Vigna unguiculataVigna unguiculataVigna unguiculataVigna unguiculata    subsp. subsp. subsp. subsp. sesquipedalissesquipedalissesquipedalissesquipedalis    (L(L(L(L....) Verdc.) Verdc.) Verdc.) Verdc.))))    

ศรวีเิศษ  เกษสงัข�ศรวีเิศษ  เกษสงัข�ศรวีเิศษ  เกษสงัข�ศรวีเิศษ  เกษสงัข�                        วนัเพญ็ ศรชีาติวนัเพญ็ ศรชีาติวนัเพญ็ ศรชีาติวนัเพญ็ ศรชีาติ    วานชิ  คําพานชิวานชิ  คําพานชิวานชิ  คําพานชิวานชิ  คําพานชิ        
ปรยีพรรณ พงศาพชิณ�ปรยีพรรณ พงศาพชิณ�ปรยีพรรณ พงศาพชิณ�ปรยีพรรณ พงศาพชิณ�                        ชลธชิา ชลธชิา ชลธชิา ชลธชิา     รกัใคร&รกัใคร&รกัใคร&รกัใคร&            โสภา พศิวงปราการโสภา พศิวงปราการโสภา พศิวงปราการโสภา พศิวงปราการ    

กลุ&มวจิยัการกกักนัพชื  สาํนกัวจิยัพฒันาการอารักขาพชืกลุ&มวจิยัการกกักนัพชื  สาํนกัวจิยัพฒันาการอารักขาพชืกลุ&มวจิยัการกกักนัพชื  สาํนกัวจิยัพฒันาการอารักขาพชืกลุ&มวจิยัการกกักนัพชื  สาํนกัวจิยัพฒันาการอารักขาพชื        
    

บทคดัย&อบทคดัย&อบทคดัย&อบทคดัย&อ    

 ถ่ัวฝ!กยาว (Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis (L) Verdc.) จากสืบค$น

ข$อมูลศัตรูพืชท่ีเข$าทําลายถ่ัวฝ!กยาว มีศัตรูพืชท้ังสิ้น 266 ชนิด จัดเปUนแมลง 140 ชนิด ไรและแมงมุม 
5 ชนิด ไส$เดือนฝอย 24 ชนิด เชื้อรา 39 ชนิด แบคทีเรีย 12 ชนิด ไวรัส 27 ชนิด และ วัชพืช 19 ชนิด 
และจากการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชกับเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวในห$องปฏิบัติการ โดยสุ&มตัวอย&าง
เมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวนําเข$าระหว&างเดือนตุลาคม 2553 – กันยายน 2554 จาก 5 ประเทศ ได$แก& 
สหภาพพม&า ฟdลิปปdนส� บังคลาเทศ อินโดนีเซีย และอินเดีย จํานวน  7 ตัวอย&าง  ทําการตรวจสอบ
ศัตรูพืชเบ้ืองต$นด$วยตาเปล&า (Visual inspection) และภายใต$กล$องจุลทรรศน� พบว&า เมล็ดพันธุ�
ถ่ัวฝ!กยาวท่ีนําเข$า ไม&พบร&องรอยการเข$าทําลายของแมลงศัตรูพืชหรือการปนเปfgอนของวัชพืช  และ
จากการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคพืชกับเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวในห$องปฏิบัติการด$วยวิธี Blotter method 
และ Dilution  plate method ตรวจพบเชื้อรา Fusarium semitectum, Cladosporium sp. และ 
Curvularia pallescens  ในเมล็ดพันธุ�ท่ีนําเข$าจากต&างประเทศ และจากการนําเมล็ดพันธุ�ไปปลูก
สังเกตอาการของโรค (Seedling symptom test) ในสถานกักพืช ไม&พบอาการผิดปกติกับต$น
ถ่ัวฝ!กยาวดังกล&าว    
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แก$ไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับท่ี 2)      
พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับท่ี 3) พ.ศ. 2551 กําหนดให$เมล็ดพันธุ�พืชผักต&าง ๆ 
ดอกไม$หรือไม$ประดับหลายชนิดจัดเปUนสิ่งกํากัด (Restricted material) และสิ่งไม&ต$องห$าม 
(unprohibited materials) ในการนําเข$ามายังประเทศไทยต$องแจ$งการนําเข$า มีใบรับรองสุขอนามัย
พืชและหนังสือรับรองว&าไม&เปUนพืชท่ีได$จากการตัดต&อสารพันธุกรรมจากประเทศต$นทางกํากับมาด$วย
พร$อมกับเมล็ดพันธุ�นําเข$า การนําเข$าสินค$าเกษตรจากต&างประเทศ มีโอกาสท่ีศัตรูพืชหลายชนิดท่ีอาจ
เปUนศัตรูพืชกักกันท่ีร$ายแรงหรือศัตรูพืชท่ีสําคัญท่ีก&อความเสียหายกับผลิตผลทางการเกษตรติดเข$ามา
กับเมล็ดพืชด$วย โดยอาจเปUนศัตรูพืชร$ายแรงท่ีไม&มีปรากฏในประเทศไทย โดยเฉพาะในกลุ&มของเชื้อ
สาเหตุโรคพืชท่ีติดมากับถ่ัวฝ!กยาว ซ่ึงมีการนําเข$ามาเพ่ือใช$เปUนเมล็ดพันธุ�ให$เกษตรกรเพาะปลูก
กระจายท่ัวประเทศไทย โดยใน  แต&ละปqมีการนําเข$าเมล็ดพันธุ�เหล&านี้ในปริมาณมาก  หากศัตรูพืชท่ี
ร$ายแรงซ่ึงยังไม&มีรายงานในประเทศไทยติดมากับเมล็ดพันธุ�ดังกล&าวสามารถเข$ามาเจริญและแพร&พันธุ�
ได$ในประเทศไทย จะก&อให$เกิดผลกระทบต&อการเกษตรในประเทศและกระทบต&อการส&งออกพืชผัก
ผลไม$ไทยไปยังต&างประเทศท่ีมีความเข$มงวดด$านกักกันพืช ดังนั้นจึงจําเปUนอย&างยิ่งท่ีต$องทําการ
ตรวจสอบศัตรูพืชกักกันท่ีอาจติดมากับพืชนําเข$า  เพ่ือทราบชนิดและแหล&งท่ีมา การปรากฏของ
ศัตรูพืชในประเทศคู&ค$า และเส$นทางการเข$ามาของศัตรูพืช ข$อมูลดังกล&าวจะเปUนฐานข$อมูลการตรวจ
พบศัตรูพืช มีประโยชน�ใช$อ$างอิงทางวิชาการ นํามาพิจารณาหามาตรการเพ่ือจัดการความเสี่ยงศัตรูพืช
ชนิดนั้น ๆ และกําหนดเปUนมาตรการทางด$านกฎหมายและทางวิชาการในการควบคุมการนําเข$า หรือเพ่ือ
กําหนดสถานภาพของพืชนําเข$าให$เปUนสิ่งต$องห$ามหรือสิ่งกํากัดตามพระราชบัญญัติกักพืชต&อไป 

    

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    

1. ตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวท่ีนําเข$าจากต&างประเทศ 
2. กล$องจุลทรรศน� Stereo microscope และ Compound microscope 
3. วัสดุอุปกรณ�วิทยาศาสตร�ท่ีใช$ในห$องปฏิบัติการ 
4. สารเคมีตรวจสอบเชื้อโรคพืช 
5. อุปกรณ�สําหรับเก็บตัวอย&างพืช 
6. ชุดตรวจสอบศัตรูพืช ( ELISA Kit) 
7. หนังสือ และเอกสารทางวิชาการท่ีเก่ียวข$องกับเชื้อโรค และศัตรูพืช 
8. Diagnostic protocols เช&น EPPO diagnostic protocols 
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วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1111....     รวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศ

เปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศ    
ทําการสืบค$นข$อมูลจากเอกสาร วารสาร รายงานการประชุมทางวิชาการ อินเตอร�เน็ต 

เพ่ือค$นหาข$อมูลของถ่ัวฝ!กยาว ลักษณะท่ัวไปของพืช รายชื่อของประเทศท่ีประเทศไทยมีการการ
นําเข$าเมล็ดพันธุ� ปริมาณการนําเข$า ปริมาณการนําเข$า ข$อมูลชนิดของศัตรูพืชท้ังนอกประเทศและใน
ประเทศ 
    2.2.2.2.    การการการการตรวจวนิจิฉยัเชือ้โรคและศัตรพูชืขัน้ละเอยีดกบัเมลด็พนัธุ�ตรวจวนิจิฉยัเชือ้โรคและศัตรพูชืขัน้ละเอยีดกบัเมลด็พนัธุ�ตรวจวนิจิฉยัเชือ้โรคและศัตรพูชืขัน้ละเอยีดกบัเมลด็พนัธุ�ตรวจวนิจิฉยัเชือ้โรคและศัตรพูชืขัน้ละเอยีดกบัเมลด็พนัธุ�ถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวนาํเข$าในนาํเข$าในนาํเข$าในนาํเข$าใน
ห$องปฏบิัตกิารห$องปฏบิัตกิารห$องปฏบิัตกิารห$องปฏบิัตกิาร 

     การตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชข้ันละเอียดบนเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวท่ีนําเข$าจากต&างประเทศทาง
ด&านตรวจพืช เจ$าหน$าท่ีจะทําการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพืชมาทําการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชข้ันละเอียดใน
ห$องปฏิบัติการ กลุ&มวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  ซ่ึงดําเนินการดังต&อไปนี้    
           2.1  การตรวจสอบด$วยตาเปล&าและภายใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายตํ่า  เพ่ือตรวจหา
ตัวอ&อน หนอน แมลงหรือเมล็ดวัชพืช      
                            2.2 การสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ตามวิธีมาตรฐานของ ISTA (International Seed 
Testing Association, 1999) และตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชข้ันละเอียด เมล็ดพันธุ�นําเข$า      
       2222....2222....1  1  1  1  การตรวจสอบเชื้อราการตรวจสอบเชื้อราการตรวจสอบเชื้อราการตรวจสอบเชื้อรา    

                                        1111) ) ) ) การตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะยังไม&งอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะยังไม&งอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะยังไม&งอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะยังไม&งอก    (Dry seed examination)(Dry seed examination)(Dry seed examination)(Dry seed examination)    
             โดยตรวจสอบลักษณะอาการโรคและส&วนขยายพันธุ�เชื้อราหรือศัตรูพืช

อ่ืนๆ ซ่ึงปะปนมากับเมล็ดพันธุ�ด$วยตาเปล&าหรือตรวจใต$กล$องจุลทรรศน�แบบ Stereo microscope 
เช&นเมล็ดพันธุ�มีรูปร&างผิดปกติ หรืออาจติดมา ภายในเมล็ดพันธุ�โดยไม&แสดงอาการ รวมท้ังอาจติดมากับ
เศษพืชในลักษณะเส$นใยหรือส&วนขยายพันธุ�เช&น Pycnidia เปUนต$น 

           2222) ) ) ) การตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะเมล็ดงอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะเมล็ดงอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะเมล็ดงอกการตรวจสุขภาพเมล็ดพันธุ�พืชขณะเมล็ดงอก    
              สุ&มตัวอย&างเมล็ดตามวิธีการมาตรฐาน ในปริมาณท่ีเหมาะสมวิเคราะห�โดย

สุ&มแยกตามสายพันธุ� มาทดสอบด$วยวิธี Blotter method โดยวางเมล็ดลงบนกระดาษกรอง 
(Whatman) เบอร� 1 ขนาดเส$นผ&าศูนย�กลาง 9 เซนติเมตร จํานวน 3 แผ&นท่ีชุ&มน้ําซ่ึงวางอยู&ในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ วางเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาว  10 เมล็ดต&อจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําจานเพาะเมล็ด
ไปบ&มเชื้อ (incubate) ใต$แสง near ultraviolet (NUV) สลับกับความมืด 12/12 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 
28 ± 2 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 7 วัน แล$วจึงนําเมล็ดพันธุ�มาตรวจและจําแนกชนิดเชื้อราภายใต$
กล$องจุลทรรศน� สเตอริโอไมโครสโคป (Stereo microscope) และกล$องจุลทรรศน�กําลังขยายสูง 
(Compound microscope) 
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                            2222....2222....2  2  2  2  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย    
                                            1111) ) ) ) แยกเชื้อสาเหตุโรคจากเมล็ดโดยตรงแยกเชื้อสาเหตุโรคจากเมล็ดโดยตรงแยกเชื้อสาเหตุโรคจากเมล็ดโดยตรงแยกเชื้อสาเหตุโรคจากเมล็ดโดยตรงหรือหรือหรือหรือด$วยวิธีด$วยวิธีด$วยวิธีด$วยวิธี    Dilution plate Dilution plate Dilution plate Dilution plate     
         ในกรณีท่ีเชื้อติดมาในปริมาณมากจะสามารถแยกเชื้อจากเมล็ดโดยตรง
หลังจากทําการแยกเชื้อด$วยวิธี Blotter method  ได$  หรือทําการแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคจาก
เมล็ดโดยตรงด$วยวิธี Dilution plate โดยสุ&มเมล็ดตามมาตรฐาน นํามาแช&ในสารละลายคลอรอกซ� 
ความเข$มข$น 10 เปอร�เซ็นต� นาน 3 นาที ล$างตามด$วยน้ํากลั่นนึ่งฆ&าเชื้อแล$ว 2 ครั้ง  ผึ่งให$แห$งบน
กระดาษกรองภายใต$กระแสลมตู$เข่ียเชื้อ เม่ือได$เมล็ดพันธุ�จึงนําไปบดละเอียดด$วยเครื่องบด  แล$วนําผง
ของเมล็ดใส&ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด� ความเข$มข$น 0.85 เปอร�เซ็นต�  (0.85% NaCl) หรือ
บัฟเฟอร� จํานวน 100 มิลลิลิตร แล$วบ&มเชื้อไว$เปUนเวลา 2 ชั่วโมง โดยวางบนเครื่องเขย&า จากนั้นนํามา
ทําให$เจือจางในอาหารเหลว Nutrient broth ให$มีความเจือจางเปUน 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 
ตามลําดับ ใช$ไปเปตต�ดูด suspension แต&ละความเข$มข$น จํานวน 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนอาหาร 
Nutrient agar (NA) แล$วใช$แท&งแก$ว spread ให$ท่ัวจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เก็บจานอาหารเลี้ยงเชื้อไว$ท่ี
อุณหภูมิห$องเปUนเวลา 2-5 วัน จึงนํามาตรวจหาโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย หลังจากนั้นนํามาแยกเชื้อให$
บริสุทธิ์แล$วนําไปจําแนกชนิดต&อไป 

                                    2222) ) ) ) แยกแยกแยกแยกเชื้อจากต$นกล$าซึ่งเพาะจากเมล็ดเชื้อจากต$นกล$าซึ่งเพาะจากเมล็ดเชื้อจากต$นกล$าซึ่งเพาะจากเมล็ดเชื้อจากต$นกล$าซึ่งเพาะจากเมล็ดผิดปกติบนใบพืชผิดปกติบนใบพืชผิดปกติบนใบพืชผิดปกติบนใบพืชหรือต$นพืชหรือต$นพืชหรือต$นพืชหรือต$นพืช    
        โดยการเพาะเมล็ดในดินนึ่งฆ&าเชื้อท่ีมีอยู&จริง โดยเพาะ 20 เมล็ดต&อถุง และ

เก็บถุงเพาะท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เม่ือต$นกล$าออกใบจริง 1-2 ใบ ให$สังเกตลักษณะอาการ
ผิดปกติบนพืช หรืออาจใช$ถุงพลาสติกท่ีฉีดพ&นน้ําคลุมให$ความชุ&มชื้นเปUนเวลา 3-5 วัน สังเกตลักษณะ
อาการผิดปกติบนใบพืช เก็บใบพืชท่ีสงสัยไปแยกเชื้อด$วยวิธีการดังต&อไปนี้ 

2.1) วิธ ี Dilution plate ตัดใบพืชท่ีเปUนโรคเปUนชิ้นสี่เหลี่ยมแล$วฆ&าเชื้อท่ีผิว
ด$วยสารละลายคลอรอกซ� ความเข$มข$น 10 เปอร�เซ็นต� นาน 2-3 นาที ผึ่งให$แห$งบนกระดาษกรอง
ภายใต$กระแสลมตู$เข่ียเชื้อแล$วบดชิ้นส&วนในสารละลายโซเดียมคลอไรด�ความเข$มข$น 0.85 เปอร�เซ็นต� 
จากนั้นนํามาทําให$ เจือจางเปUนลําดับจาก 10-1 ถึง 10-5 และดําเนินการเช&นเดียวกับ ข้ันตอนในข$อ (1) 

2.2) วิธี Tissue transplanting ตัดใบพืชเปUนชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 
มิลลิเมตร ฆ&าเชื้อท่ีผิวด$วยสารละลายคลอรอกซ� ความเข$มข$น 10 เปอร�เซ็นต� นาน 2-3 นาที ผึ่งให$แห$ง
บนกระดาษกรอง ภายใต$กระแสลมตู$เข่ียเชื้อแล$ววางพืชบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA หรืออาหารเลี้ยงเชื้อก่ึง
เฉพาะเจาะจง (semiselective media) นําจานเลี้ยงเชื้อไปเก็บท่ีอุณหภูมิห$องเปUนเวลา 3 วันจึงนํามา
ตรวจสอบหาโคโลนีเชื้อแบคทีเรียเก็บจานอาหารเลี้ยงเชื้อต&อจนครบ 3-5 วัน เพ่ือตรวจหาโคโลนีของ
แบคทีเรียชนิดอ่ืนจากนั้นแยกเชื้อให$บริสุทธิ์และนําไปศึกษาคุณลักษณะเพ่ือจําแนกชนิดต&อไป 
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    การจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรยีของเชื้อแบคทีเรยีของเชื้อแบคทีเรยีของเชื้อแบคทีเรยี        

1. ศึกษาคุณลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย โดยบันทึกลักษณะและสีของโคโลนี 
ตรวจสอบรูปร&างของเซลล�แบคทีเรียใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายสูงและกล$องจุลทรรศน�อิเลคตรอน 

2. ทดสอบแกรม (Gram reaction) โดยใช$สารละลายโปรแตสเซียมไฮดรอกไซด�      
ความเข$มข$น 3 เปอร�เซ็นต�  (3%KOH) ท่ีเตรียมใหม&ใช$ภายใน 2 สัปดาห� หากตรวจพบเปUนเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) มีรูปร&างเปUนท&อน (rod shape) และแกรมบวก (Gram 
positive) รูปร&างแบบ Coryneform rod ก็จะนําไปทดสอบในข้ันตอนต&อไป 

3. ทดสอบ Hypersensitivity reaction  บนยาสูบ โดยการฉีดสารแขวนลอยเชื้อ
แบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ความเข$มข$น 108 โคโลนีต&อมิลลิลิตร เข$าไปในใบยาสูบ (Nicotiana 
tabacum L.) บริเวณใต$ใบโดยฉีดเข$าเนื้อใบระหว&างเส$นใบ สังเกตลักษณะอาการเซลล�ตายตรงเนื้อใบ
หลังการฉีดเชื้อ 24-48 ชั่วโมง หากพบอาการเซลล�ตายแสดงว&าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทดังกล&าวเปUนเชื้อ
สาเหตุโรคพืช 

4.  ทดสอบคุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมี  (Physiological and 
biochemical properties) เช&น การใช$ยูเรีย การย&อยเจลาติน การย&อยเอสคูลิน และแป�ง reduce ไน
เตรต ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิต&างๆ เปUนต$น 

5. ทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการทําให$ เกิดโรคบนพืชอาศัย 
(Pathogenicity test) โดยเตรียมสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียให$มีความเข$มข$น 108 โคโลนีต&อมิลลิลิตร 
ปลูกเชื้อตามอาการของโรคของเชื้อท่ีสงสัยว&าเปUนสาเหตุโรค เช&นปลูกเชื้อโดยฉีดเข$าในลําต$น  ใบเลี้ยง
หรือเนื้อใบของต$นถ่ัวฝ!กยาวอายุ 2-3 สัปดาห�  ฉีดพ&นน้ําให$ความชุ&มชื้นคลุมด$วยถุงพลาสติกและเก็บไว$
ท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส ตรวจลักษณะอาการโรคหลังปลูกเชื้อ 3-5 วัน จากนั้นนําใบเปUนโรค
มาแยกเชื้อบริสุทธิ์เพ่ือพิสูจน�ว&าเชื้อสาเหตุท่ีทําให$พืชเปUนโรคเปUนชนิดเดียวกับท่ีแยกได$ในครั้งแรก
หรือไม& 

6. การตรวจสอบด$วยวิธี ELISA เปUนวิธีการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียโดยวิธีทาง
เซรุ&มวิทยา ป!จจุบันใช$ชุดตรวจสอบของ Agdia นําเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกบริสุทธิ์มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณใน
อาหารเหลวและนํามาทําการตรวจสอบตามข้ันตอนท่ีแนะนํา 

    2.2.32.2.32.2.32.2.3    การตรวจสอบเชื้อไวรัสการตรวจสอบเชื้อไวรัสการตรวจสอบเชื้อไวรัสการตรวจสอบเชื้อไวรัส    
   1111)  )  )  )  ปลูกสังเกตลักษณะอาการโรคบนต$นกล$าปลูกสังเกตลักษณะอาการโรคบนต$นกล$าปลูกสังเกตลักษณะอาการโรคบนต$นกล$าปลูกสังเกตลักษณะอาการโรคบนต$นกล$า    (Seedling symptom test)(Seedling symptom test)(Seedling symptom test)(Seedling symptom test) 
โดยเพาะเมล็ดพันธุ�ในดินอบฆ&าเชื้อ ตัวอย&างละ 25-50 เมล็ด เก็บรักษาไว$ในโรงปลูกพืชกันแมลงเม่ือ
ต$นพืชออกใบจริง 1-2 ใบ จึงตรวจสอบลักษณะอาการโรค ต$นกล$าท่ีแสดงอาการผิดปกติ สงสัยว&ามี
สาเหตุจากเชื้อไวรัสจะนําใบอ&อนไปตรวจสอบด$วยวิธีการอ่ืนเพ่ือจําแนกชนิดต&อไป 
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         2)  2)  2)  2)  ปลูกเชื้อบนพืชทดสอบปลูกเชื้อบนพืชทดสอบปลูกเชื้อบนพืชทดสอบปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ    (Infectivity test)(Infectivity test)(Infectivity test)(Infectivity test) เตรียมน้ําค้ันพืชสําหรับ
ทดสอบโดยบดใบพืชท่ีแสดงอาการผิดปกติในฟอสเฟตบัฟเฟอร� (ตรวจสอบเชื้อไวรัสใช$ 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.0) โดยใช$ใบพืชหนัก 1 กรัมต&อบัฟเฟอร� 2 มิลลิลิตร ในสภาพเย็น จากนั้น
ใช$สําลีหรือนิ้วท่ีสะอาดจุ&มน้ําค้ันพืชทาลงบนใบพืชทดสอบ ซ่ึงโรยด$วยผงคาร�โบรันดัม (carborundum 
ขนาด 600 mesh) หลังจากปลูกเชื้อแล$ว 5 นาที  ล$างใบพืชและนําพืชทดสอบไปเก็บไว$ท่ีอุณหภูมิ 25-
30 องศาเซลเซียส สังเกตลักษณะอาการบนพืชทดสอบหลังปลูกเชื้อเปUนเวลา 1-4 สัปดาห� โดยพืช
ทดสอบจะแสดงอาการแผลเฉพาะแห&ง (local lesion) หรืออาการแบบกระจายท่ัวลําต$น (systemic 
infection) 

           3333) ) ) ) การตรวจสอบด$วยวิธีทางเซรุ&มวิทยาการตรวจสอบด$วยวิธีทางเซรุ&มวิทยาการตรวจสอบด$วยวิธีทางเซรุ&มวิทยาการตรวจสอบด$วยวิธีทางเซรุ&มวิทยา    (Serological techniques)(Serological techniques)(Serological techniques)(Serological techniques) การ
ตรวจสอบด$วยวิธี Enzyme – linked Immunosorbent Assay : ELISA เปUนวิธีตรวจสอบเชื้อไวรัสท่ี
มีความไวสูง แม$จะมีเชื้อไวรัสปริมาณตํ่าหรืออนุภาคแตกหักก็สามารถตรวจได$ ให$ผลรวดเร็ว แน&นอน 
และยังสามารถตรวจสอบตัวอย&างได$ครั้งละจํานวนมาก วิธีการท่ีนํามาใช$เปUนแบบ Indirect  ELISA ทํา
การบันทึกผล 
    
เวลาเวลาเวลาเวลาและสถานที่และสถานที่และสถานที่และสถานที่            
 ระยะเวลาเริ่มต$น  ตุลาคม 2553 – กันยายน 2555 (2 ปq) 

ห$องปฏิบัติการกลุ&มงานศัตรูพืชกักกัน กลุ&มวิจัยการกักกันพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และด&าน
ตรวจพืช 

ผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลการทดลองผลการทดลองผลการทดลอง    
1111.... การการการการรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของรวบรวมข$อมลูทัว่ไปของถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวถัว่ฝ!กยาวและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศและข$อมลูศตัรูพชืที่มรีายงานในต&างประเทศ

เปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศเปรียบเทียบกับศตัรพูชืในประเทศ    
 Domain: Eukaryota 

Kingdom: Viridiplantae 
Phylum: Spermatophyta  
class angiospermae 
subclass Dicotyledeonae 
order Fabales 
family Fabaceae 

ถ่ัวฝ!กยาว (Yard Long Bean) ชื่อวิทยาศาสตร� Vigna unguiculata subsp. 
sesquipedalis (L.) Verdc.         
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ปริมาณการนําเข$าปริมาณการนําเข$าปริมาณการนําเข$าปริมาณการนําเข$า    
  ประเทศไทยมีการนําเข$าเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวจากต&างประเทศ ระหว&างเดือนตุลาคม 
2553 – กันยายน 2554 จาก 5 ประเทศ เปUนปริมาณท้ังสิ้น 11.03 ตัน โดยนําเข$าจากต&างประเทศ 5 
ประเทศ ได$แก&ประเทศพม&า 5.44 ตัน ฟdลิปปdนส� 4.58 ตัน บังคลาเทศ 0.71 ตัน อินโดนีเซีย 0.2 ตัน 
อินเดีย 0.1 ตัน จํานวน 7 ตัวอย&าง 

ศัตรูพืชที่พบเข$าทําลายศัตรูพืชที่พบเข$าทําลายศัตรูพืชที่พบเข$าทําลายศัตรูพืชที่พบเข$าทําลายถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาว    
จากการสืบค$นข$อมูล พบว&า ศัตรูพืชท่ีทําลายทุกส&วนของถ่ัวฝ!กยาว เช&น ใบ ผล ลํา

ต$น ราก และเมล็ด เปUนต$น  มีศัตรูพืชท้ังสิ้น 266 ชนิด จัดเปUนแมลง 140 ชนิด ไรและแมงมุม 5 ชนิด 
ไส$เดือนฝอย 24 ชนิด เชื้อรา 39 ชนิด แบคทีเรีย 12 ชนิด ไวรัส 27 ชนิด และวัชพืช 19 ชนิด   

เชื้อเชื้อเชื้อเชื้อโรคพืชที่สําคัญที่เข$าทําลายโรคพืชที่สําคัญที่เข$าทําลายโรคพืชที่สําคัญที่เข$าทําลายโรคพืชที่สําคัญที่เข$าทําลายถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวในประเทศไทย ในประเทศไทย ในประเทศไทย ในประเทศไทย ได$แก& Uromyces 
appendiculatus var. appendiculatus (Pers.) Unger, Cowpea aphid-borne mosaic virus 
(CABMV) 
    2222. . . . การการการการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดกับเมล็ดพันธุ�ตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดกับเมล็ดพันธุ�ตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดกับเมล็ดพันธุ�ตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดกับเมล็ดพันธุ�ถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวถั่วฝ!กยาวที่นําเข$าจากที่นําเข$าจากที่นําเข$าจากที่นําเข$าจาก
ต&างประเทศต&างประเทศต&างประเทศต&างประเทศ    
       2222....1  1  1  1  การตรวจสอบด$วยตาเปล&าและภายใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายต่ํา  การตรวจสอบด$วยตาเปล&าและภายใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายต่ํา  การตรวจสอบด$วยตาเปล&าและภายใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายต่ํา  การตรวจสอบด$วยตาเปล&าและภายใต$กล$องจุลทรรศน�กําลังขยายต่ํา      
  จากการตรวจสอบเมล็ดพันธุ� ท่ีนําเข$าจากทุกประเทศในเบ้ืองต$น  พบว&า เมล็ด
สมบูรณ� สะอาด ไม&พบร&องรอยการเข$าทําลายของแมลงศัตรูพืชหรือการปนเปfgอนของเมล็ดวัชพืช    
        2222....2 2 2 2 การสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ตามวิธีมาตรฐานของการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ตามวิธีมาตรฐานของการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ตามวิธีมาตรฐานของการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ตามวิธีมาตรฐานของ    ISTA (International Seed ISTA (International Seed ISTA (International Seed ISTA (International Seed 
Testing Association, 199Testing Association, 199Testing Association, 199Testing Association, 1999999)  )  )  )  และและและและการการการการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชขั้นละเอียดในห$องปฏบิตักิารในห$องปฏบิตักิารในห$องปฏบิตักิารในห$องปฏบิตักิาร
        จากการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวท่ีนําเข$าจากประเทศสหภาพพม&า ฟdลิปปdนส� 
บังคลาเทศ อินโดนีเซีย และอินเดีย จํานวน 7 ตัวอย&าง ปริมาณ 11.03 ตัน ซ่ึงจากการตรวจวินิจฉัย
เชื้อโรคพืชกับเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวในห$องปฏิบัติการด$วยวิธี Blotter method  และ Dilution plate 
method  ตรวจพบเชื้อรา Fusarium semitectum, Cladosporium sp., และ Curvularia 
pallescens  และจากการนําเมล็ดพันธุ�ไปปลูกสังเกตอาการของโรค (Seedling symptom test) ใน
สถานกักพืช ไม&พบอาการผิดปกติกับต$นถ่ัวฝ!กยาวดังกล&าว  

สรปุผลสรปุผลสรปุผลสรปุผลการทดลองการทดลองการทดลองการทดลองและคําแนะนาํและคําแนะนาํและคําแนะนาํและคําแนะนาํ    

ถ่ัวฝ!กยาว (Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis (L) Verdc.) จากสืบค$น

ข$อมูลศัตรูพืชท่ีเข$าทําลายถ่ัวฝ!กยาว  มีศัตรูพืชท้ังสิ้น 266 ชนิด จัดเปUนแมลง 140 ชนิด ไรและแมงมุม 
5 ชนิด ไส$เดือนฝอย 24 ชนิด เชื้อรา 39 ชนิด แบคทีเรีย 12 ชนิด ไวรัส 27 ชนิด และวัชพืช 19 ชนิด  
และจากการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคและศัตรูพืชข้ันละเอียดกับเมล็ดพันธุ� ถ่ัวฝ!กยาวท่ีนําเข$าจาก
ต&างประเทศ โดยสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวนําเข$าจาก 7 ประเทศ จํานวน  7 ตัวอย&าง  ทํา    
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การตรวจสอบศัตรูพืชเบ้ืองต$นด$วยตาเปล&า (Visual inspection) และภายใต$กล$องจุลทรรศน� ไม&พบ
ร&องรอยการเข$าทําลายของแมลงศัตรูพืชหรือการปนเปfgอนของเมล็ดวัชพืช  และจากการตรวจวินิจฉัย
เชื้อโรคพืชกับเมล็ดพันธุ�ถ่ัวฝ!กยาวในห$องปฏิบัติการด$วยวิธี Blotter method  และ Dilution 
technique พบเชื้อรา Fusarium semitectum, Cladosporium sp. และ Curvularia pallescens 
และไม&พบลักษณะอาการผิดปกติกับถ่ัวฝ!กยาวในโรงเรือนปลูกพืช 

คําขอบคณุคําขอบคณุคําขอบคณุคําขอบคณุ    
    ขอขอบคุณ คุณชัยรัตน� หม่ันการ คุณยุทธนา ประมาณ คุณวิชาญ  สมาธิ คุณวิภา  เกิด
พิพัฒน� คุณอรนุช นาคะโร  คุณสุธรรม คงเอียด คุณจิรวัฒน� ไกรนรา และคุณอัญชลี ราศี ท่ีทําให$
งานวิจัยนี้สําเร็จได$ด$วยดี ตลอดจนเจ$าหน$าท่ีด&านตรวจพืชท&าเรือกรุงเทพ สํานักควบคุมพืชและวัสดุ
การเกษตร ท่ีให$ความร&วมมือในการสุ&มตัวอย&างเมล็ดพันธุ� เพ่ือตรวจสอบในห$องปฏิบัติการกลุ&มวิจัยการ
กักกันพืช 
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