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คํานํา 
 
การจัดทํา คูมือการจัดการศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช ฉบับนี้ 
ไดรับการสนับสนุนจาก Australian Government Department of Agriculture, 
Fisheries and Forestry (DAFF). 
โดยมีจุดประสงคเพื่อใหนักวิชาการและผูท่ีเกี่ยวของในภูมิภาคเอเชียและแป
ซิฟก 
ใชเปนคูมือเพื่อการอางอิงในการเพิ่มประสิทธิภาพและสงเสริมศักยภาพในก
ารจัดทําบัญชีรายชื่อโรคพืชและตัวอยางโรคพืชเพื่อสนับสนุนในดานการคา
ผลผลิตทางการเกษตร  
 
จากเหตุผลที่องคการคาโลก (WTO) ไดออกมาตรการควบคุมการคาเสร ี
เม่ือป คศ. 1995 เกี่ยวของกับมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (SPS 

Agreement) 
ทําใหตลาดการคาขายผลผลิตทางการเกษตรขยายกวางขวางขึ้น 
ขณะเดียวกันประเทศที่พัฒนาหลายประเทศใชมาตรการนี้กําหนดใหประเทศ
กําลังพัฒนาแสดงรายละเอียดของสุขอนามัยพืช 
ซึ่งพบวาประเทศกําลังพัฒนาขาดแคลนขอมูลดานแมลงและโรคพืช 
ซึ่งเปนขอจํากัดในการอธิบายสถานภาพศัตรูพืชทางการเกษตรและปาไม 
ปญหาท่ีตามมาคือ NPPO 
ไมสามารถจัดทําการวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืชท่ีทันสมัยและไดรับความเชื่
อถือได ถาสถานการณเปนเชนนี้ตอไป 
ประเทศที่กําลังพัฒนาในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟกก็จะเสียโอกาสในการเจร
จาตอรองการคาของสนิคาการเกษตรของประเทศนั้น ๆ 
 
ภายใตเงื่อนไขความตกลงของมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช ขอ 9 
กําหนดใหประเทศที่พัฒนาลงนามใหความชวยเหลือแกประเทศที่กําลังพัฒน
าในการเสริมสรางขีดความสามารถในสวนที่เกี่ยวของกับความตกลงในมาต
รการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชฉบับนี้ 
ประเทศออสเตรเลียเปนประเทศหนึ่งท่ีไดตอบสนองตอการลงนามนี้หลายปร
ะการ รวมทั้งโครงการความชวยเหลือในภูมิภาคและประเทศคูคา 
โดยเงินสนับสนุนของรัฐบาลประเทศออสเตรเลีย (AusAID) 
กิจกรรมที่ชวยเหลือมีนานับประการ  
รวมทั้งการจัดทําบัญชีรายชื่อศัตรูพืชท่ีอางอิงได 
จากตัวอยางศัตรูพืชท่ีเก็บรวบรวมไว  ซึ่ง Office of the Chief Plant Protection 
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Officer ภายใน DAFF 

มีจุดประสงคใหความชวยเหลือแกประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใ
ตเปนหลัก 
โครงการนี้มีจุดมุงหมายเพื่อเสริมสรางสมรรถนะของนักวิทยาศาสตรในดาน
ท่ีเกี่ยวของดังนี้ 
 

• การสํารวจศึกษาความอยูรอดของศัตรูพืช 
• การวินิจฉัยศัตรูพืช 
• การเก็บรักษาตัวอยางศัตรูพืช 
• การจัดการและการดูแลศูนยเก็บรักษาตัวอยางศัตรูพืช 
• การจัดการและเก็บรักษาฐานขอมูล 

 
คูมือการจัดการศูนยเก็บรักษาตวัอยางโรคพืช  ฉบับนี้ 
ไดอธิบายวิธีการและเทคนิคที่จําเปนสําหรับงานวิจัยดานโรคพืช 
ตลอดจนขอมูลสําคัญของเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีมีผลทางเศรษฐกิจ 
การเก็บรวบรวมตัวอยางโรคพืชจากแปลงปลูก  
และการเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช 
ตลอดจนขอมูลประกอบพรอมทั้งเกร็ดความรูในการจัดการศูนยเก็บรักษาตัว
อยางโรคพืชและจุลินทรียสาเหตุโรคพืช  ซึ่ง 
คูมือการจัดการศูนยเก็บรักษาตวัอยางโรคพืช ไดถูกแปลเปนภาษาไทย  
ภาษาเวียดนาม และภาษาบาฮาซา 
เพื่อใหเกิดประโยชนสูงสุดตอนักวิจัยและบุคคลทั่วไปในภูมิภาคเอเชียตะวัน
ออกเฉียงใต 
 
 
 
 

Lois Ransom 
Chief Plant Protection Officer 
Australian Government Department of Agriculture, Fisheries and 
Forestry 
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บทที่  1 
บทนาํ 

(Introduction) 
 
ความสําคัญของการเก็บตัวอยางทางชีววิทยารวมทั้งการเก็บตัวอยางโรคพืชและ
จุลินทรีย ไดมีการบันทึกและไดมีการตีพิมพในเอกสารวิชาการและบทความตาง 
ๆ ไวมากมาย ในเอกสารเรื่อง Mutual Responsibilities of Taxonomic Mycology and 
Plant Pathology (1975) นั้น Walker ไดอางอิงถึงเอกสารมากกวา 18 เรื่อง 
ถึงการจําแนกชนิดจุลินทรียวาควรจัดอยูในชีววิทยาประยุกต 
และยังกลาวถึงความสําคัญของการจําแนกราและงานดานโรคพืช 
เอกสารเหลานี้จะชวยสนับสนุนงานดานการเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชและการจํา
แนกเชื้อสาเหตุไดหรือไมและอยางไร 
ในประเทศออสเตรเลียศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชสวนใหญจะอยูภายใตการดู
แลของรัฐบาล  แตดูเหมือนวาจะไมไดรับความสนใจเทาท่ีควร 
 

การที่รัฐบาลไมเห็นความสําคัญของศูนยเก็บรักษาตวัอยางทางชีววิทยา  
อาจเนื่องมาจากนักอนุกรมวิธานไมเห็นความสําคัญของผูใชประโยชนจากตัวอย
างเหลานั้น Walker (1975) 
ไดกลาวไวตอนหนึ่งในหนังสือของเขาวา.”.นักอนุกรมวิธานไมคํานึงถึงงาน 
และความตองการของนักโรคพืชและนักวิจัยดานชีววิทยาประยุกต 
และบางคนไมสนใจงานวิจัยดานชีววิทยา”   จากการเกิดการคาเสรีภายใต  WTO 
ในป 1995 
ไดใชมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชขึ้นมาเปนขอตอรองทางการคาสินคา
เกษตร รัฐบาลประเทศตาง ๆ ถูกกดดันใหยึดหลัก 
ความตกลงวาดวยการใชบังคับดานมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช 
(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures

 

                                                

1; SPS 
Agreement) 
เพื่อเพิ่มความไดเปรียบในการแขงขันและเปดตลาดการคาท่ีถูกปดเพราะเหตุผล
ทางการกักกันศัตรูพืชและเพื่อยกเลิกสินคาท่ีมีความเสี่ยงตอการเกษตรภายในปร
ะเทศ มาตรการ SPS Agreement นี้ 
ยึดหลักการทางวิทยาศาสตรและการประเมินความเสี่ยงเพื่อปกปองอุตสาหกรรมเ

 
1 Sanitary and Phytosanitary (SPS) Measures  
เปนมาตรฐานหรือการควบคุมการปนเปอนของจุลินทรีย สารพิษ 
โลหะหนักและผลตกคางจากสารปองกันกําจัดศัตรูพืช  และปราศจากแมลง วัชพืชและ 
เชื้อโรคพืช 



 

กษตรจากศัตรูพืชท่ีไมเคยมีมากอน (exotic pests2) 
และในขณะเดียวกันก็สนับสนุนการคาสินคาเกษตร  มาตรการ SPS Agreement 
นี้ทําใหสมาชิกมีการจัดการสินคาเกษตรบนพื้นฐานสุขอนามัยและความปลอดภัย 
ดวยความโปรงใสและสามารถตรวจสอบทางเทคนิคได 
 

1.1 ความตกลงระหวางประเทศ  (International obligations) 
 
The International Plant Protection Convention (IPPC) และ SPS Agreement 
ไดกําหนดความตกลงการสงสินคาไปยังตางประเทศวาจะตองมีบัญชีรายชื่อ
ศัตรูพืชประกอบไปดวย ซึ่งรวมไปถึง 

• IPPC 
จะสนับสนุนทางดานเทคนิคและขอมูลสถานภาพศัตรูพืชท่ีประเทศ
สงออกจะตองจัดทํา 

• ตามความตกลงภายใต SPS Agreement ขอ 6.3 บันทึกไววา 
“สมาชิกผูสงออกอางถึงสินคาวาปราศจากศัตรูพืชและโรคพืช 
หรืออางวามีระดับศัตรูพืชต่ํา 
หากประเทศผูนําเขาตองการตรวจสอบ 
ประเทศผูสงออกตองดําเนินการตามที่ประเทศนําเขาตองการดวยก
ารตรวจสอบ การทดลอง และวิธีการอื่น ๆ “ 

• ตามความตกลงของ SPS Agreement ขอ Annex B ยอหนา 3(b) 
บันทึกไววา 
“สมาชิกตองมีคําตอบตอคําถามของประเทศนําเขาเพื่อความมั่นใจ 
ในขั้นตอนของการควบคุมและการตรวจสอบศัตรูพืช 
การผลิตพืชและวิธีการกักกันศตัรูพืช 
การควบคมุวิธีการใชสารปองกันกําจัดศัตรูพืช 
และการตรวจสอบเพื่อรับรองอาหาร 
วามีการปฏิบัติจริงในประเทศผูสงออก 

 
ประเทศตาง ๆ จําเปนตองมีขอมูลศัตรูพืชท่ีเชื่อถือได  
เพื่อสามารถนํามาใชวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช  
และเพื่อจัดทําแผนการควบคุมสุขอนามัยพืช  
ตลอดจนแผนการปองกันศัตรูพืชเขาประเทศและการแพรกระจายของศัตรูพื
ช 

                                                 
2  ‘pest’ หมายความรวมถึง แมลง เชื้อโรคพืชและไสเดือนฝอย 
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จากเอกสาร ISPM หมายเลข 8 บันทึกไววา 
“ขอมูลศัตรูพืชและการประเมินศัตรูพืชท่ีเชื่อถือไดจะเปนองคประกอบที่สําคั
ญตอกิจกรรมตาง ๆ ภายใต IPPC และภายใต ISPM No. 1: Principles of plant 
quarantine as related to international trade และ ISPM ท่ีใชปฏิบัติรวมกัน 
 
ISPM 8 บันทึกไววา “ทุกประเทศควรมีขอมูลสถานภาพศัตรูพืชเพื่อ 

• ใชวิเคราะหความเสี่ยงศัตรูพืช 
• ใชจัดทําแผนการจัดการศัตรูพืชระดับภูมิภาค ระดับชาติ 

และระดับประเทศ 
• ใชจัดทําบัญชีรายชื่อศัตรูพืช 
• ใชจัดทําและรักษาพื้นท่ีปราศจากศัตรูพืช (Pest free 

areas) 

 
ประเทศที่ทําการคาเสรี  ภายใตขอตกลง WTO 
ตองยินยอมปฏิบัติตามเงื่อนไขของ IPCC และ WTO ภายใตมาตรการ SPS 
Agreement 
ถาตองทําการวิเคราะหความเสี่ยงของศัตรูพืชท่ีติดไปกับสินคาเกษตร 
หนวยงานกักกันศัตรูพืชของประเทศสมาชิกจะตองมีศักยภาพในการดําเนิน
การได 
 

1.2 สถานภาพของศนูยเกบ็รกัษาทางชวีวทิยาในภมูภิาคเอเซยี 
(The status of biological collections in ASEAN 
countries) 

 
ระหวางป 2001 - 2002 หนวยงาน Australian Agency for International 
Development (AusAID) ไดจัดการประชุม ASEANET3 LOOP (Locally 
Organised and Operated Partnership) ครั้งท่ี 2 
ขึ้นและมีการสนับสนุนใหจัดตั้งศูนยเก็บรักษาตัวอยางแมลงและตัวอยางโรค
พืชในประเทศภูมิภาคเอเซียหลายประเทศ 
 

                                                 
3 ASEANET is the Southeast Asian LOOP of BioNET INTERNATIONAL, a body that works 
collaboratively to develop self-reliance in taxonomy and biosystematics.   
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คณะทํางานไดตรวจสอบศูนยเก็บรักษาตวัอยางศัตรูพืชในประเทศภูมิภาคเอ
เซีย 
และพบวาไมมีประเทศใดเลยที่สามารถใหขอมูลสถานภาพสุขอนามัยพืชได
ครบถวน 
เนื่องมาจากตัวอยางโรคพืชท่ีเก็บรักษาไวมีจํานวนนอยกวาตัวอยางแมลง 
และนักกีฏวิทยามีความสามารถในการเก็บรักษาตัวอยางแมลงและมีการจัดก
ารศูนยรวบรวมตัวอยางแมลงไดดีกวา  
 

1.3 ความสําคญัของฐานขอมลูทีอ่างองิดวยตวัอยางพชื (The 
importance of specimen-based records) 

 
ขอมูลของศัตรูพืชและจุลินทรียโรคพืชไดมีการบันทึกไวในแหลงขอมูลตาง 
ๆ ซึ่งขอมูลเหลานั้นมีระดับความนาเชื่อถือแตกตางกัน 
อยางไรก็ตามในการคาสากลขอมูลที่ปรากฏบนกระดาษบันทึกขอมูลที่เก็บไว
กับตัวอยางศัตรูพืชท่ีดูแลโดยเจาหนาท่ีประจําศูนยเก็บรักษาตัวอยาง 
เปนขอมูลศัตรูพืชท่ีเชื่อถือไดมากท่ีสุด 
ตัวอยางโรคพืชและกระดาษบันทึกขอมูลท่ีมีรายละเอียดเชน สถานที่เก็บ 
วันที่เก็บ ชื่อผูเก็บ ชื่อพืชอาศัย และการจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุ 
จะเปนขอมูลที่สําคัญ ศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชท่ีมี 
ตัวอยางศัตรูพืชจํานวนมาก ตัวอยางโรคพืชท่ีมีสาเหตุชนิดเดียวกัน 
เม่ือพบบนพืชอาศัยหลายชนิด และเก็บจากหลายทองที่  
จะใชขอมูลนี้ตรวจสอบชนิดเชื้อสาเหตุ 
และไดขอมูลการแพรกระจายของจุลินทรียโรคพืช 
ในทางกลับกันเอกสารที่ไมมีตัวอยางศัตรูพืชเก็บไว 
จะเปนเอกสารที่ไมมีคุณคาและเปนเครื่องกีดขวางการคาระหวางประเทศ 
การรายงานที่ผิดพลาดจะทําใหการตรวจสอบและพิสูจนสถานภาพศัตรูพืช
ลําบากและสิ้นเปลืองคาใชจายสูง  ตัวอยางท่ีเก็บอยางถูกตอง  
มีการบันทึกขอมูลที่ดี และเก็บไวในสถานที่ปลอดภัย 
สามารถนํามาใชประโยชนในการตอรองในการทํา market access 
และการประเมินความเสี่ยงศัตรูพืช 
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1.4 การสรางศนูยเกบ็รกัษาตวัอยางโรคพชืในประทศตาง ๆ 
ของภมูภิาคเอเซยี  (Building and Populating Plant 
Disease Herbarium in ASEAN Countries) 

 
การสรางศนูยรวบรวมตัวอยางจะเกิดขึ้นไดถานักโรคพืชทราบถึงความจําเป
นของศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช  
รัฐบาลประเทศออสเตรเลียไดเห็นความสําคัญของเรื่องนี้  
จึงไดจัดฝกอบรมเชิงปฏิบัติการ 
โดยมีเปาหมายใหความรูแกนักวิชาการและผูบริหารไดรับทราบถึงความสําคั
ญของตัวอยางโรคพืชท่ีมีบทบาทตอการคาระหวางประเทศ 
การฝกอบรมนี้มีจุดมุงหมายใหนักวิชาการฝกฝนวิธีการเก็บตัวอยาง 
การรักษาและดูแลตัวอยาง  
วิธีการสงตัวอยางไปยังศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช  
เอกสารวิชาการเลมนี้เปนขอมูลท่ีชวยนักโรคพืชท่ีปฏิบัติงานในศูนยเก็บรักษ
าตัวอยางโรคพืชไดเปนอยางดี 
ตลอดจนเปนเอกสารอางอิงท่ีเปนประโยชนตอผูดูแลศูนยเตัวอยางโรคพืชให
สืบคนขอมูลเพิ่มเติมไดตอไป 
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บทที ่2  ศนูยเก็บรกัษาตวัยางโรคพืช 

(Plant Pathogen Collections) 
 

2.1 ศนูยเกบ็รกัษาตวัอยางโรคพชื (Herbaria) 
 
ศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช เปนสถานที่เก็บรักษา 
และรวบรวมตัวอยางของโรคพืชเก็บแหง โดยการอัดทับใหเรียบรอย 
หรือตัวอยางราที่เก็บรักษาไวแบบถาวรพรอมกับขอมูลที่เกี่ยวของกับตัวอยางนั้
น ศูนยเก็บรักษาตัวอยางพืชท่ัวไป 
มีการเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชและราไวไมมากนัก 
 
ศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช ยังมีการเก็บตัวอยางของจุลินทรียสาเหตุโรคพืช  
ไดแก รา  แบคทีเรีย  ไวรัส  ไวรอยด ไสเดือนฝอย 
ไฟโตพลาสมาและริคเกตเซีย ไวควบคูกันนักอนุกรมวิธาน นักโรคพืช 
นักวิชาการสุขอนามัยพืช นักวิชาการกักกันพืช นักชีววิทยา และนักกฎหมาย  
กลุมบุคคลเหลานี้จะเปนผูใชขอมูลราสาเหตุโรคพืชและตัวอยางแหงโรคพืช 
เพื่อประกอบการทํางาน 
ตลอดจนงานดานความปลอดภัยและความหลากหลายทางชีวภาพ 
ศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชท่ีรูจักกันทั่วไปใช อักษรยอ  ไดแก  Herbarium 
Bogoriense (BO) และ CABI Bioscience, UK Centre (IMI) 
ตัวอยางท่ีเก็บรักษาและรวบรวมไวจะตองมีรหัสเลขหมายและอักษรยอของพิพิ
ธภัณฑกํากับไวดวย  รหัสเลขหมายที่กําหนดนี้สามารถนําไปเพิ่มในเอกสาร 
Index Herbariorum  
ซึ่งเปนเอกสารที่ตีพิมพรหัสเลขหมายของตัวอยางโรคพืชไวแลวมากกวา 3,000 
ตัวอยางจากพิพิธภัณฑตัวอยางแหงโรคพืชท่ัวโลก  
ซึ่งมีเจาหนาท่ีปฏิบัติงานอยูมากกวา 9,000 คน 
รหัสเลขหมายของตัวอยางโรคพืชนี้ สามารถสืบคนขอมูลไดจากเวบไซด 
[http://sciweb.nybg.org/science2/IndexHerbariorum.asp]  
โดยเลือกสืบคนจาก สถาบัน คํายอของพิพิธภัณฑ  เลขหมายสมาชิก  
และชื่อโครงการ Index Herbariorum  นั้นเปนโครงการความรวมมือระหวาง 
International Association for Plant Taxonomy และ The New York Botanical 
Garden. 



 

2.2 ศนูยเกบ็รกัษาจลุนิทรยีสาเหตโุรคพชืทีม่ชีวีติ (Culture 
collections) 

 
ศูนยเก็บรักษาตัวอยางจุลินทรียสาเหตุโรคพืชจะรวบรวมและเก็บรักษาตวัอย
างราและแบคทีเรียท่ีมีชีวิตในสภาพที่สามารถนํากลบัมาศึกษาไดอีกในอนาค
ต  
วิธีการเก็บรักษาโดยการเลี้ยงจลุินทรียสาเหตุโรคพืชใหเจริญเติบโตอยางตอ
เนื่อง 
หรือเก็บตัวอยางจุลินทรียสาเหตุโรคพืชในลักษณะที่เชื้อลดกิจกรรมภายใน
ตัวเชื้อนั้น The World Federation for Culture Collections (WFCC) 
[www.wfcc.info] เปนหนวยงานท่ีมีบทบาทเกี่ยวกับการรวบรวม การรับรอง 
การเก็บรักษา และการแจกจายจุลินทรียและเซลลมีชีวิต 
โดยมีวัตถุประสงคเพื่อการสงเสริมและสนับสนุนกิจกรรมของศูนยเก็บรักษาจุ
ลินทรีย ตลอดจนการใหบริการสายพันธุจุลินทรียและขอมูลท่ีเกี่ยวของ เพื่อ 
ใหเกิดการติดตอเชื่อมโยง 
และเปนเครือขายของขอมูลระหวางหนวยงานที่มีการเก็บรักษาและรวบรวม
จุลินทรีย 
และผูท่ีใชประโยชนและเพื่อการอนุรักษจลุินทรียใหมีชีวิตอยูไดยั่งยืน 
หนวยงาน WFCC แหงนี้  
ไดจัดทําฐานขอมูลของแหลงกําเนิดจุลินทรียท่ัวโลกไวท่ี  the National 
Institute of Genetics ในประเทศญี่ปุน  โดยรวบรวมขอมูลจุลินทรียอยูเกือบ 
500  ตัวอยาง จาก 62  ประเทศ  ขอมูลประกอบดวยวิธีการเก็บรักษา  
การจัดการ การบริการ  และขอมูลตาง ๆ ของจุลินทรีย 
 

2.3 การกอตัง้ศนูยเกบ็รกัษาตวัอยาง (Establishing a 
collection) 

 
ตัวอยางแหงโรคพืชและตัวอยางจุลินทรียสาเหตุโรคพืชมีความแตกตางกันใ
นดานการดูแลรักษา  
นักวิจัยของศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชจะตองปฏิบัติงานกับตัวอยางท้ัง 2 
ชนิดควบคูกันไป  
แตในหนวยงานอาจมีนักวิจัยที่ปฏิบัติงานเฉพาะตัวอยางชนิดใดชนิดหนึ่ง  
อยางไรก็ตามทั้ง 2 
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หนวยงานควรมีความเชื่อมโยงติดตอกันอยางใกลชดิท้ังระดับประเทศและระ
ดับภูมิภาค 
 
ศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช และจุลินทรีย  
ตองมีอุปกรณพื้นฐานที่จําเปนตอการปฏิบัติงานในศูนยท้ัง 2 
ดังแสดงไวในภาพที่ 1 โดยมีหนวยงานบริหารและบริการรวมกัน เชน 
การใชฐานขอมูลของสิ่งท่ีไดรวบรวมไว เปนตน 
 

2.4 บญัชรีายชื่อศตัรพูชื  (Pest lists) 
 
บัญชีรายชื่อศัตรูพืช 
เปนขอมูลศัตรูพืชและโรคพืชท่ีเขาทําลายพืชอาศัยแตละพืช   
ในแตละประเทศ หรือแตละภูมิภาค 
ขอมูลเหลานี้มีความสําคัญเนื่องจากเกี่ยวของกับสุขอนามัยของพืชอาหาร  
ปาไม  สิ่งแวดลอม และสิ่งมีชีวิตที่มีการนําเขาและสงออก  ประเทศตาง ๆ  
ท่ีจะสงสินคาไปตางประเทศจะตองจัดทําบัญชีรายชื่อศัตรูพืชนี้  
 

ความนาเชื่อถือของบัญชีรายชื่อขึ้นอยูกับตัวอยางโรคพืชและจุลินทรียสาเห
ตุโรคพืชท่ีมีอยูจริง ในขณะที่บัญชีรายชื่อที่ไมนาเชื่อถือ 
ไดแกบัญชีรายชื่อที่ไมมีตัวอยางจริงเปนหลักฐาน  
เปนเพียงรายชื่อที่ปรากฏในตํารา  หรือเอกสารตาง ๆ  ของสถาบันเทานั้น 
นอกจากนัน้ความนาเชื่อถือยังประกอบดวยสมรรถนะของผูเก็บรวบรวม 
ผูวินิจฉัยตัวอยาง  วิธีการจําแนก  และความนาเชื่อถือของเอกสารเผยแพร 
ซึ่งเอกสารที่ไดตีพิมพในวารสารระหวางประเทศจะมีความนาเชื่อถือกวา 
(ภาพที่ 2) 
 

ผูใชบัญชีรายชื่อศัตรูพืชจะเปนผูกําหนดรูปแบบของบัญชีรายชื่อ  ภาพที่ 3 
แสดงใหเห็นตัวอยางรายละเอียดของบัญชีรายชื่อ  
ท่ีประกอบดวยจุลินทรียโรคพืชและพืชอาศัยในแตละทองถิ่น  
พรอมทั้งชื่อสามัญของ โรคนั้น ๆ 
 

บัญชีรายชื่อไดมาจาก 
• การสํารวจศัตรูพืช  
• ตัวอยางโรคพืชท่ีมีการรวบรวมไว  
• ตัวอยางท่ีไดรับการดูแลอยางดีในศูนยเก็บรักษาตวัอยาง 

หรือพิพิธภัณฑ 
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• การสํารวจโดยมีการวางแผนการสํารวจในพื้นท่ีเปาหมายขอ
งพืชท่ีตองการ  

• ความรวมมือระหวางหนวยงานตาง ๆ 
• ความม่ันใจในการรวบรวมขอมูลตามมาตรฐาน ISPM 8 

 
 ศูนยเก็บรกัษาตัวอยางแหงโรคพชื 
(Herbarium) 

  หองเก็บตัวอยางปลอดแมลง 
  เครื่องปรับอากาศ (20-23°C) 
   เครื่องดูดความชื้น (40-60%) 
  ชั้นและตูเก็บตัวอยาง( โลหะ ) 
  สัญญาณแจงเหตุเพลิงไหม 

 
 งานธรุการ  (Administrative and external equipment) 

  คอมพิวเตอร เครื่องพิมพ  เครื่องสแกนเนอร 
  โปรแกรมฐานขอมูล 
  กลองจุลทรรศนแสงสองผาน 
  กลองจุลทรรศนสเตอริโอ 
 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

กลองถายภาพดิจิตอล  
(ใชถายภาพจากลองจุลทรรศนไดดวย) 

 กลองตัวอยาง ซองตัวอยาง กระดาษบันทึก 
(ปราศจากกรด) 

  ตํารา  หองสมุด   ไปรษณีย  
  หองพัสดุ 

 
 ศูนยเก็บรกัษาจุลนิทรยี(Culture collection) 

  ตูเขี่ยเชื้อ laminar flow 
  หมอน่ึงความดัน 
  ตูเย็น 
  ตูแชแข็งความเย็นต่ํา  
  หลอดแกวทนความเย็น 
  เครื่องแชแข็งตัวอยาง/ ถังไนโตรเจนเหลว 
  ชั้นเก็บตัวอยาง 

 

ภาพที ่1 
อปุกรณทีจ่าํเปนในศนูยเกบ็รกัษาตวัอยางแหงโรคพชืและพิพธิภณัฑเชือ้จลุิ
นทรยี 
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แหลงขอมลูที่เชือ่ถอืได  (ตามลาํดบัความนาเชือ่ถอื) 
 

1.  ตวัอยางศัตรพูืชของกรมวชิาการเกษตร  ศูนยวจิยัเกษตร  มหาวิทยาลยั  
และหนวยงานตาง ๆ 

2.  ขอมลูปฐมภูมจิากเอกสาร :  วารสารวิทยาศาสตร  รายงานผลการวจิัย  
หนงัสือ รายงานศัตรพูืช จากหนวยงานกกักนัศตัรูพชื  
เอกสารจากหนวยวจิยัศตัรูพชืและกกักนัพชื 

3.  ขอมลูทุติยภมูจิากตาํรา : หนงัสอืรวบรวมรายชือ่ศตัรูพชืของ CABI 
4.  รายงานที่มกีารอางอิงไมชัดเจน : รายงานการประชุม  แผนพบั  

เอกสารวเิคราะหความเสีย่ง ศตัรูพชื 
5.  ขอมลูจากแหลงอืน่ ๆ :  

คาํปรกึษาจากผูเชีย่วชาญจากในและตางประเทศ  
หนงัสือพิมพรายงานในอนิเตอรเนต  
 

ภาพที ่2 แหลงขอมลูสาํหรบัใชในการทาํบญัชรีายชือ่ศตัรูพชื 
 
 

CARICACEAE 
Carica papaya L. (Pawpaw) 

Alternaria tenuis Nees – Leathery fruit spot. 
Ascochyta caricae Pat. – Black spot. 
Botryosphaeria rhodina (Berk. & M.A. Curt.) Arx – Fruit rot. 
Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds – Ripe fruit spot. 
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curt.) C.T. Wei – Leaf spot. 
Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk – Ripe fruit  

    spot. 
Macrophomina phaseolina (Tassi.) Goid. – Stem girdling. 
Phytophthora cinnamomi Rands – Root rot. 
Sclerotium rolfsii Sacc. – Damping off. 
Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk – Damping off. 
Verticillium dahliae Kleb. – Wilt. 

 

 

ภาพที ่3 ตัวอยางบญัชีรายชือ่โรคของมะละกอ 
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การจัดทําและเพิ่มขอมูลในบัญชีรายชื่อศัตรูพืชในอดีตทําไดยาก 
เนื่องจากขอมูลกระจัดกระจายอยูในแหลงเก็บตัวอยางโรคพืชของหนวยงาน
ตาง ๆ  ดังนี้ 
 

• กรมวิชาการเกษตร กรมปาไม 
• พิพิธภัณฑประวัติศาสตร 
• ศูนยวิจัยการเกษตรตาง ๆ 
• สถาบันวิจยั และมหาวิทยาลัย 

 
ขอมูลที่เก็บไวในศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช 
และศูนยรวบรวมตัวอยางจุลินทรีย  
ท่ีจะเปนประโยชนตอผูอื่นตองเปนขอมูลที่บันทึกไวในฐานขอมูลที่สมบูรณ  
และงายตอการคนหาโดยผานทางเครื่องมือสื่อสารอิเล็กโทรนิค  
ปจจุบันระบบสารสนเทศมีสวนเพิ่มความสะดวกและรวดเร็ว  
และโปรแกรมที่ใชในการบันทึกขอมูลมีราคาคอนขางถูก  
แตการเพิ่มเติมขอมูลลงในฐานขอมูลจะเสียคาใชจายสูง  
ในระยะแรกการพัฒนาฐานขอมูลมีความลาชาและขอมูลที่ไดมีปญหามาก  
การพัฒนาขอมูลตองทําอยางตอเนื่อง  
และในการบันทึกขอมูลตองพิจารณาคุณภาพและปริมาณของขอมูล  
ในสถาบันหลายแหงใหความสําคัญมากในดานการจัดจําแนกจุลินทรีย  
ท้ังดานการบันทึกขอมูล 
และการตรวจสอบตัวอยางท่ียังไมสามารถจําแนกชนิดได  
นอกจากนีแ้ตละประเทศควรจัดทํามาตรฐานของฐานขอมูลศัตรูพืชใหเปนมา
ตรฐานสากล  ตามแบบของ  IPCC (ISPM 8) 
ซึ่งเปนขอมูลพื้นฐานของการจดัทํารายชื่อศัตรูพืช  (ภาพที่ 4) 
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 10. เอกสารอางอิง 

9. การแพรระบาด 
8. สวนที่พืชอาศัยถูกทําลาย 
7.  ชื่อวิทยาศาสตรของพืชอาศัย 

ตําแหนงพิกัดของสถานที่เก็บตามคา  GPS 
สถานที่  (ตําบล  อําเภอ จังหวัด)   ประเทศ 

6. สถานที่เก็บ 
5. วันที่เก็บตัวอยาง 
4. วิธีการจําแนก (และชื่อผูจําแนก) 
3. อนุกรมวิธาน 
2. วงจรชีวิต 
1. ชื่อวิทยาศาสตรของศัตรูพืช 

รายละเอยีดการขอมลูศตัรพูชื 

 
 
ภาพที ่4 รายละเอียดการบนัทกึขอมลูศตัรูพชื (ดัดแปลงจาก ISPM 8) 
 
บางประเทศไมมีหนวยงานที่รับผิดชอบขอมูลสุขอนามัยพืชโดยตรง  
ทําใหการถายทอดขอมูลเปนไปดวยความลําบาก 
เนื่องจากศูนยเก็บรักษาตัวอยางโรคพืช  
กระจายอยูในหนวยงานหลายหนวยงาน  
และแตละหนวยงานใหความสําคัญตอขอมูลสุขอนามัยพืชแตกตางกัน 
คุณภาพของขอมูลจึงมีความหลากหลาย  
ปจจุบันเทคโนโลยีสารสนเทศไดมีการพัฒนาอยางมากทําใหปญหาเหลานี้ล
ดลง การสงขอมูลผานเครือขายทําใหสามารถเชื่อมโยงขอมูลระหวางกันได  
หรืออีกนัยหนึ่ง 
เทคโนโลยีสารสนเทศทําใหเกิดฐานขอมูลเดียวที่สามารถเพิ่มเติมขอมูลใหทั
นสมัย  ตลอดจนสามารถควบคุมการเผยแพรขอมูลไดโดยการใชรหัสผาน   
ผูใชสามารถคนหาขอมูลไดจากการสืบคนจากชื่อของตัวอยางจะไดขอมูลข
องแหลงแพรระบาดและพืชอาศัย 
 
ระบบฐานขอมูลที่มีประสิทธิภาพในการเก็บขอมูลของสถาบันตาง ๆ  
จะประกอบดวย 
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• สถาบันท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการรวบรวมตัวอยางโรคพืช 
มีขอมูลบรรจุอยูในฐานขอมูลอีเล็กโทรนิคที่เชื่อมตอกับอินเตอร
เนตได 

• ขอมูลที่มีอยูสามารถปรับใหเขากับโปรแกรมที่ใชเชื่อมโยงกับแ
หลงฐานขอมูลอื่น ๆ ได 

• สถาบันตาง ๆ 
พรอมที่จะแลกเปลี่ยนขอมูลและมีขอตกลงรวมกันท่ีจะรักษาระบ
บเครือขายและเปนสวนหนึ่งของเครือขาย 
ตลอดจนมาตรฐานของขอมูลที่ไดตกลงกันไว 
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บทที่ 3 
การจดัตัง้สถานทีเ่ก็บตวัอยางโรคพืช 

(How to establish collections) 
 

3.1 การเพิม่ปรมิาณตวัอยางในสถานทีเ่กบ็ตวัอยาง (Populating 
a collection) 

 
แหลงของตัวอยางโรคพืช เริ่มตนจากนักวิจัยที่เกี่ยวของกับงานสุขอนามัยพืช 
ทําหนาท่ีตรวจวินิจฉัยโรคพืชในหองปฏิบัติการ  
สวนใหญเปนนักวิชาการจากกรมวิชาการเกษตร ศูนยวิจัยทางการเกษตร 
หรือนักวิจัยในมหาวิทยาลัยตาง ๆ ตัวอยางโรคพืชท่ีไดจากแปลงปลูก  
โดยเฉพาะอยางยิ่งตัวอยางท่ีไดจากการออกไปสํารวจ  
มักถูกสงไปวินิจฉัยในหองปฏิบัติการ  
ซึ่งตัวอยางเหลานี้จะไดรับการพิจารณาวาสมควรเก็บรักษาไวตอไปหรือไม  
ตัวอยางทุก ๆ ตัวอยางท่ีไดรับการวินิจฉัยวาเปนขอมูลใหม 
ท้ังชนิดของเชื้อสาเหตุ พืชอาศัยหรือทองที่การพบโรคใหม 
สมควรไดรับการเก็บรักษาไวในสถานที่เก็บตัวอยางท่ีไดรับการยอมรับ  
สถานท่ีเก็บตัวอยางบางแหงมีเจาหนาท่ีทําการตรวจวินิจฉัยโรคพืชได 
และเกือบทุกแหงมีผูเชี่ยวชาญที่สามารถจําแนกและจัดกลุมเชื้อสาเหตุได 
 
ตัวอยางโรคพืชสวนใหญไดมาจากนักวิชาการและนักศึกษาในมหาวิทยาลัย 
และนักวิจัยจากศูนยวิจัยตาง ๆ  
ตัวอยางท่ีนํามาเผยแพรไดรับการตีพิมพในวารสารตาง ๆ 
จะตองระบุสถานที่ท่ีเก็บตัวอยาง  
ตัวอยางโรคพืชเหลานี้จะเปนหลักฐานที่เชื่อถือไดในการตรวจสอบกลับของเชื้
อสาเหตุของตัวอยางดังกลาว 
ตลอดจนสามารถใชสืบคนขอมูลของการสํารวจและการศึกษา 
(ดานนิเวศวิทยา  ระบาดวิทยา  การจัดกลุมทางพันธุกรรม 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และชีวโมเลกุล) 
 
เม่ือตัวอยางเพิ่มมากขึ้น ทําใหตัวอยางมีซ้ํากัน  
จึงมีการแลกเปลี่ยนกันระหวางสถานที่เก็บตัวอยาง 
นอกจากนีต้ัวอยางท่ีเพิ่มขึ้นอาจไดมากจาก การขอยืม การซื้อขาย 



 

และไดรับเปนของขวัญ  
กรณีสถานที่เก็บรักษาไมสามารถจัดเก็บตัวอยางไดดีพอหรือสถานที่เก็บไมพอเ
พียง  
จะมีการนําตัวอยางไปฝากยังสถานที่เก็บอื่นท่ีเหมาะสมในการรักษาตัวอยางโร
คพืชท่ีมีคุณคาและเปนตัวอยางท่ีไมสามารถหาพบไดอีก 
 

3.2 การเกบ็ตวัอยางจากแปลงปลกู (Collection of specimens 
from the field) 

 
ตัวอยางโรคพืชสวนใหญไดมาจากแปลงปลูกพืช ท้ังแปลงเกษตรกร 
หรือพืชท่ีขึ้นตามธรรมชาติ  พืชเปนโรคสังเกตไดจากลักษณะอาการ 
(symptom) ท่ีปรากฏบนสวนของพืช และลักษณะของเชื้อสาเหตุ (sign)  
ท่ีเกิดขึ้นบนอาการของโรคพืชนั้น ๆ (ตารางที่ 1)  
ลักษณะอาการของโรคอาจเปนผลมาจากความสามารถในการสังเคราะหแสงข
องพืชลดลง การใหผลผลิต  การดูดน้ําลดลง 
และการเคลื่อนยายธาตุอาหารของพืชถูกขัดขวาง 
 
ลักษณะของเชื้อโรคพืช ที่ปรากฏใหเห็น (Sign)  เชน 
สวนขยายพันธุของจุลินทรีย 
สวนที่ใชผลิตและปลดปลอยสปอร ลักษณะท่ีพบทั่วไปไดแก 
 

• Ascomata, acervuli, pycnidia      
    สวนขยายพันธุมีลักษณะพิเศษ 

 Conidiophores  กานชูสปอร 
• Basidiocarp  สวนขยายพันธุของรากลุมเห็ด 
• Mycelium (เสนใย ) เปนกลุมของเสนใยของรา 
• Ooze( เมือก)  เปนของเหลว เหนียวขน    

    ท่ีถูกปลอยออก  
                                         มาจาก บาดแผล หรือรอยเปดบนตนพืช 
• Rhizomorph  เสนใยของราที่เปนเสนยาว (มักมีสีดํา) 
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ชือ่ของอาการ ลกัษณะทีป่รากฏ 

แอนแทรคโนส 
(Anthracnose) 

อาการสดีาํ รอยแผลแสดงอาการตาย  
เชือ้สาเหตไุดแก Colletotrichum 

ราดาํ   
(Black mildew) 

เสนใยของรา เปนกลุมสีดาํฟขูึ้นมาเหนอืผวิพชื มกัพบ 
บนใบของ 
พืชในเขตรอนชืน้  ราสาเหตอุยูในกลุม Meliolales 

อาการไหม  (Blight) เนือ้เยื่อพชืตายรวดเรว็ 

แคงเกอร  (Canker) รอยแผลยบุตัวลง มกัพบบนลาํตน กิง่กานและรากพชื  

ตนกลาเมื่องอกพนผิว 
(Damping off) 

อาการเนาคอดินตนกลาแสดงอาการเนาระดับผวิดิน 
ดิน ยบุตวัหรอืตายเกดิจากรา Pythium  และ  
Rhizoctonia 

อาการตายจากปลายยอด 
(Die back) 

พืชแสดงอาการใบรวงบางสวน  กิง่ กานพชืบางสวน  
ตาย  หรือตายทัง้ตน 

ราน้าํคาง  
(Downy Mildew) 

เสนใยสีขาวฟบูนใบ หรอืลาํตน เนือ่งจากกานชูสปอรและ
สปอรของราในกลุม  Peronosporales 

อาการพอง  
(Enation) 

เนือ้เยื่อพชืสวนเลก็ ๆ บริเวณเสนใบหรือเสนบนกลบีดอก 
พองขึ้นมาจากผิวพชืปกต ิลกัษณะเปนติ่งแบน 

Fasination ยอดแตกเปนฝอย ยอดโคงงอเปนแผนบาง ๆ หรือยอดหงกิ

อาการบวม (Gall) เนือ้เยื่อพชืขยายใหญผิดปกต ิ

ยางไหล (Gummosis) ยางของตนพชืไหลซึมออกมาจากลาํตน 

รอยแผล (Lesion) เนือ้เยื่อพชืผิดปกตมิีขอบเขตชัดเจน 

อาการดาง (Mosaic) ลกัษณะปนสเีขยีวออนสลบัสีเขียวเขมบนใบ 
อาการจากไวรสั 

พุมไมกวาด (Phyllody) กลบีดอกเปลี่ยนรปูเปนลักษณะคลายใบ 

ราแปง 
(Powdery Mildew) 

ลกัษณะคลายผงแปงสีขาวบนผวิดานบนของใบ  
ซึง่เปน สวน 
ของเสนใย กานชสูปอร (conidiophore) และสปอร 
(conidia) 
 ของราในอันดับ  Erysiphales 
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แผลจดุนนู (Pustule) รอยแผลนนูเกิดจากผิวพชืบริเวณที่ราดันออกมา 

โรคราปม (root-knot) อาการรากบวมหรอืเปนปมเกิดจากไสเดอืนฝอย  
Meloidigyne  

เนา (Rot) เนือ้เยื่อพชืนิ่ม 
และสลายตัวเนือ่งจากเอนไซมที่เชือ้สาเหต ุ 
ผลิตขึน้(อาจพบวาผวิพชื แขง็ นิ่ม แหง เปยก 
สีดาํหรอืสขีาว) 

ราสนมิ (Rust) รอยแผลแตกลักษณะนูนขึ้นเนือ่งจากราสนมิ  
(Uredinales) 

สแคป (Scab) รอยแผลแตก  
ขรขุระนูนขึ้นมาบนผวิพชืมลีกัษณะเปนสะเก็ด 

ตายนึง่ (Scald) เนือ้เยื่อพชืมีลกัษณะคลายถูกน้าํรอนลวก 

รอยแผลกระสนุ 
(Shothole) 

อาการบนใบพชืบริเวณที่เนื้อเยื่อพชืถกูทาํลายแล-
ะหลดุรวงออกจากเนื้อใบ เกิดเปนชองวางวงกลม 

ราเขมาดาํ  (Smut) กลุมสปอรสีดาํบนใบพืช ลาํตนและดอก ทีเ่กิดจากรา 
เขมาดาํ (Ustilago scitaminea) 

ราดาํ ( Sooty Mold) แผนของเสนใยราทีส่านตวักันบนผวิใบพชื หรอืกิง่ 
กานพชื 
อาศยัอาหารจากมลูของแมลง (กลุมเพลีย้ออน 
หรอืเพลี้ยแปง) 

อาการเหีย่ว อาการเหีย่วเกิดจากใบหรอืลาํตนขาดน้าํ  ทําใหใบ 
(wilt) สญูเสยีความเตงและเหีย่วเนือ่งจากราเจรญิเตบิโตอยูใน 

ระบบทอน้าํทออาหารของพชื 
อาการดางเขียว  
(Virescence) 

รอยแผลสเีขียวปรากฏบนสวนทีข่องพชืที่ไมมีสเีขยี-
วโดยเฉพาะเกิดบนดอก 

พุมแจ พุมไมกวาด  
(witches’ broom ) 

ตาดอกและตายอดแตกแขนงมากผิดปกต ิ

 

ตารางที่ 1 ลกัษณะอาการของโรคและคาํอธิบาย 
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3.3 การเกบ็และดแูลตวัอยางโรคพชื  (Handling specimens) 
 
ตัวอยางโรคพืช สามารถใชเปนตัวอยางเพื่อการวินิจฉัยโรค 
หรือเพื่อใชในการจาํแนกชนิดของเชื้อสาเหตุ   
ดังนั้นการตัดสินใจเลือกเก็บตัวอยางก็มีความสําคัญ  
ตัวอยางพืชท่ีดีควรเปนตัวอยางท่ีเริ่มแสดงอาการของโรค 
และเชื้อสาเหตุยังมีชีวิตอยู 
ตัวอยางพืชท่ีเปนโรคอยางรุนแรงมักพบวาไมสามารถแยกเชื้อสาเหตุได   
เนื่องจากจะพบเชื้อจุลินทรียชนิดอื่น ๆ ขึ้นปะปนบนสวนที่ถูกทําลาย    
ความรูพื้นฐานเกี่ยวกับลักษณะอาการและสาเหตุท่ีทําใหเกิดโรคมีความสําคัญ
และเพิ่มความมั่นใจในการเลือกสวนของพืชท่ีจะเก็บเปนตัวอยาง เชน  
โรคเหี่ยวที่อาการปรากฏทางใบ  
แตเชื้อสาเหตุเขาทําลายในระบบทอน้ําทออาหารและสวนราก   
 
 
 
 
 
 
 
 

เครือ่งวดัระดับเสนรุงเสนแวง  
กรรไกร  แผนที ่ กรอบไมอดัตวัอยาง 
ปากกาหมกึถาวร เลือ่ยมอื กระดาษหนงัสอืพิมพ  
ซองกระดาษ  แวนขยาย กระดาษบนัทกึขอมลู 
ถงุพลาสตกิ  ดินสอ  กลองเกบ็ความเย็น 
เอกสารอางอิง พลั่วมอื ไมขดีไฟ เสยีม 

ภาพที ่5 อปุกรณทีใ่ชในการไปเกบ็ตัวอยางโรคพชื 
 

หลักการสําคัญในการเลือกเก็บตัวอยางโรคพืช 
 

• ตองทราบชนิดพืชอาศัยอยางถูกตอง  
ถาไมทราบชนิดพืชตองเก็บสวนของดอกและผลของพืชปกติเ
พื่อนําไปจําแนกชนิด  
แตตองม่ันใจวาเปนพืชชนิดเดียวกับพืชท่ีเปนโรค   ตัวอยาง 
เชน 
โรคเขมาดําของหญาซึ่งปรากฏอาการบนชอดอกและตนหญา
สวนใหญอยูรวมกันหลาย ๆ ชนิด  
เพราะฉะนั้นอาจทําใหสับสนในการเก็บตัวอยางได 

• หอตัวอยางพืชดวยกระดาษหนังสือพิมพ   
ตัวอยางพืชอวบน้ําไมควรใสในถุงพลาสติก 
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เพราะทําใหพืชคายน้ําเกิดความชื้นในถุง  
เปนสาเหตุใหจุลินทรียอื่นเขาทาํลายพืชไดอยางรวดเรว็  
ทําใหตวัอยางพืชเนาเสีย  
กรณทีีต่องการเก็บตัวอยางที่เปยกสามารถใชถุงพลาสติ
กไดแตตองเก็บไวในระยะเวลาสั้น ๆ 

• ควรเก็บตัวอยางพืชอยางระมัดระวัง  อยาใหเกิดการอัดทับ  
และกระทบกระแทก  
ไอน้ําบนผิวพืชจะทําใหจุลินทรียอื่นเจริญอยางรวดเร็วและเ
ปนเหตุใหตัวอยางใชการไมได 

• บันทึกขอมูลบนกระดาษบันทึกดวยดินสอ  
ไมควรใชหมึกในการบันทึก  
เพราะความชื้นจะทําใหหมึกถูกลบได 

• ในบางทองที่ 
อาจมีการเขมงวดในการจัดเก็บตัวอยางทางชีววิทยา 
ควรจัดเตรียมเอกสารขออนุญาตในการเก็บ 
และเคลื่อนยายตัวอยางโรคพืช   
เชนอุทยานแหงชาติและสถานที่สวนบุคคล  
ในกรณีการเคลื่อนยายตัวอยางโรคพืชระหวางประเทศอาจต
องการใบอนุญาตนําเขาและสงออกตัวอยาง 
รวมทั้งใบอนุญาตของหนวยงานกักกันศัตรูพืชดวย 

 

3.3.1  การเกบ็ตวัอยาง ใบ ลาํตนและผล 
 
การเก็บตัวอยางใบพืชไมควรเก็บตัวอยางท่ีเปยกน้ํา  
แตถาไมสามารถหลีกเลี่ยงไดควรซับตัวอยางดวยกระดาษหนังสือพิมพใหแหง  
(หามใชกระดาษทิชชูซับใบพืช  เพราะเยื่อกระดาษจะเปอยยุย 
ทําใหแกะออกจากผวิใบพืชไดยาก) นําไปสอดระหวางหนังสือพิมพแผนใหม 
หรือกระดาษซับ 
การวางตัวอยางควรวางใหหางกันเม่ือปดทับดวยกระดาษหนังสือพิมพ  
ตัวอยางจะไดไมซอนกัน  
ถาใบพืชมีความชื้นสูงมากควรเปลี่ยนกระดาษหนังสือพิมพทุกวัน 
จนกวาใบพืชท่ีเก็บไวจะแหงสนิท 
 
การเก็บตัวอยางลําตน  
ควรเลือกเก็บลําตนบริเวณรอยตอระหวางรอยแผลของโรคและสวนปกติของพื
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ช  ใชกระดาษหนังสือพิมพหอลําตนแตละตนไมนํามาปนกัน   
เพราะตัวอยางอาจเกิดความเสียหายถาเก็บรวมกันไว 
 
สําหรับการเก็บตัวอยางพืชอวบน้ํามาก  เชนผลไม  
ใหเลือกตัวอยางผลที่เริ่มแสดงอาการ  หรืออาการของโรคที่กําลังพัฒนา  
เนื่องจากอาการของโรคระยะรุนแรงจะพบจุลินทรียอื่น ๆ  เขาทําลายซ้ํา 
ทําใหการวินิจฉัยสาเหตุโรคพืชเปนไปไดยาก  
เม่ือเลือกเก็บผลไมท่ีแสดงอาการของโรคแลวควรหอผลไมดวยกระดาษหนังสือ
พิมพแตละผล หามเก็บตัวอยางผลไมท่ีเปนโรคในถุงพลาสติก 
 
การเก็บตัวอยางโรคราสนิมและโรคราเขมาดํา 
การเก็บตัวอยางโรคราสนิม  ควรสังเกตหา teliospore สีน้ําตาลดํา และ 
urediniospore  สีเหลืองอมสมท้ังดานบนใบและดานใตใบ  
สําหรับโรคราเขมาดํา  จะตองบันทึกชื่อพืชอาศัยอยางถูกตอง  
ซึ่งชนิดของพืชอาศัยจะชวยใหการวินิจฉัยโรคราเขมาดําเปนไปไดอยางแมน
ยํายิ่งขึ้น  
เนื่องจากโรคราเขมาดําเขาทําลายชอดอกจึงเปนการยากที่จะจําแนกชนิดของ
พืชอาศัย  การเก็บตัวอยางโรคราสนิมและโรคราเขมาดํา  
ทําไดโดยการมวนตนพืชแลวหอดวยกระดาษหนังสือพิมพ 
เพื่อปองกันไมใหราสนิมและราเขมาดําฟุงกระจาย 
 
 การเกบ็ตวัอยางโรคทีเ่กดิจากแบคทเีรยี 
เปนการยากที่จะเก็บและดูแลตัวอยางโรคพืชท่ีเกิดจากแบคทีเรีย  
การเก็บและดูแลตัวอยางทําไดยาก  
เพราะเนื้อเยื่อพืชท่ีเปนโรคจะถูกยอยสลายไดอยางรวดเร็ว  
วางตัวอยางโรคในถุงกระดาษและหอดวยกระดาษหนังสือพิมพท่ีชื้น  
เพื่อปองกันไมใหตัวอยางแหง  
ควรเก็บตัวอยางในสภาพที่เย็นและไมถูกตากแดด  
โรคใบจุดและโรคใบไหมท่ีเกิดจากแบคทีเรียสามารถอัดเปนตัวอยางใหแหง  
เพื่อเก็บเปนตัวอยางพืชในพิพิธภัณฑและใชเปนหลักฐานอางอิงได  
แบคทีเรียหลายชนิดมีชีวิตอยูไดหลายเดือนหรือหลายปบนตัวอยางแหงท่ีเก็บไ
วในอุณหภูมิหอง 
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 การเกบ็ตัวอยางโรคทีเ่กิดจากไวรสั 
ตัวอยางโรคพืชท่ีเกิดจากไวรัสสามารถเก็บรักษาไวไดชั่วคราวในหองที่มีอุณห
ภูมิ 0 – 4 องศาเซลเซียส  
หรือเก็บในอุณหภูมิหองโดยเก็บไวในหลอดพลาสติกท่ีเตรียมดวยวิธีการดังนี้   
เติม  calcium chloride (CaCl2)  ลงในหลอดประมาณ  1/3 สวนของหลอด  
ปดทับดวยสําล ี  1/3 สวน ใชกรรไกรหรือมีดท่ีคมและสะอาด ตัดใบพืช  
ขนาดประมาณ 3 – 5 มิลลิเมตร  โดยเลือกบริเวณกลางใบ  
วางชิ้นพืชลงบนสําลใีนหลอดพลาสติก 5 – 10 ชิ้น  (ดังภาพแสดง)   
ลางกรรไกรหรือใบมีดท่ีใชตัดตัวอยางพืชดวยแอลกอฮอล หรือ sodium 
hypochlorite10% กอนใชตัดตัวอยางตอไปเพื่อปองกันการปนเปอนของเชื้อ 
 
การเก็บตัวอยางโรคพืชท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสอีกวิธีหนึ่งคือ 
นําตัวอยางใสในถุงพลาสติกรวมกับกระดาษที่ชื้น 
ใสลงในกลองเก็บความเย็นระหวางการขนสงไปตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติก
าร  การเกบ็รักษาโดยวิธีนี้จะทําใหตัวอยางพืชสดอยู 
 
 
 
 

ฝาเกลียว 
 
 
 

ชิ้นพืช  
 สําล ี

แคลเซียมคลอไรด 

 
 
 
 
 
ภาพที ่6 หลอดพลาสตกิเกบ็รกัษาตัวอยางใบพชืทีไ่วรัสเขาทาํลาย 
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3.3.2  การเกบ็ตวัอยางรากพชืและตวัอยางดนิ 
 
การเก็บตัวอยางรากพืชไมควรดึงตนพืชขึ้นจากดินโดยตรงเพราะจะทําใหเนื้อเ
ยื่อพืชบริเวณที่เปนโรคฉีกขาด จุลินทรีย 
สาเหตุหลุดออกจากรากพืช  ทําใหวินิจฉัยไดยาก 
 
ทําความสะอาดรากพืชดวยการเขยาเบา ๆ ใหเศษดินหลุดออก  
หรือลางรากดวยน้ําอยางระมัดระวัง  
(ยกเวนตัวอยางท่ีตองการตรวจหาไสเดือนฝอย) 
เนื่องจากในธรรมชาติในดินมีจุลินทรียจํานวนมาก  
ซึ่งพรอมที่จะเขามาอาศัยบริเวณรอบเนื้อเยื่อพืชท่ีกําลังจะตายหรือบริเวณเนื้อเ
ยื่อที่ตายแลว  ขณะที่ทําการลางดินออกจากราก หามขัดถูรากพืช 
เพราะจะทําใหเนื้อเยื่อรากพืชฉีกขาด  
ไมสามารถนําไปการตรวจหาสาเหตุของโรคได 
 
หอรากดวยกระดาษหนังสือพิมพเพื่อนํากลับไปหองปฏิบัติการควรเก็บตัวอยาง
ดินใหมากพอเพื่อใชในการตรวจหาจุลินทรียสาเหตุโรคและเปนตัวแทนในการ
วินิจฉัยการเกิดโรค  ขอจํากัดของการเก็บตัวอยางดินจํานวนมาก ๆ 
คือน้ําหนักและปริมาณของดิน  
ดังนั้นควรพิจารณาถงึเวลาที่ใชในการเก็บและพื้นท่ีท่ีใชในการเก็บตัวอยางดิน
ดวย 
 
ราสาเหตุโรคพืชท่ีอาศัยอยูในดิน   สวนใหญรวมอยูเปนกลุมกัน  
โดยอยูในบริเวณท่ีมีสภาพแวดลอมเหมาะสม  หรืออาจอยูบริเวณรอบ ๆ 
รากพืชท่ีเขาทําลาย  วิธีการเก็บตัวอยางท่ีดีควรเก็บโดยการสุม  
เพื่อหลีกเลี่ยงการกระจายตัวอยางไมมีระบบของจุลินทรียสาเหตุโรคพืช  
ดังนั้นถาไดตัวอยางดินจํานวนมากยิ่งทําใหการวินิจฉัยถูกตองยิ่งขึ้น 
 
จํานวนตัวอยางท่ีเก็บสามารถเปลี่ยนแปลงไดขึ้นกับความหนาแนนของจุลินทรี
ยสาเหตุโรคพืช   
โดยท่ัวไปตัวอยางแตละตัวอยางท่ีเก็บจะนํามารวมกันและผสมคลุกเคลาใหเปน
เนื้อเดียวกัน  แลวสุมตัวอยางมาใชเพื่อการตรวจวนิิจฉัยเพียงเล็กนอย  
ถาเปนตัวอยางเพื่อใชตรวจวินิจฉัยไสเดือนฝอย  
ตองมีความระมัดระวังในการเก็บและรักษาตัวอยางดิน  
เพื่อไมใหไสเดือนฝอยตายไป 
 

 31



 

ควรหลีกเลี่ยงการเก็บตัวอยางดินท่ีเปยกชื้นมาก ๆ หรือแหงมาก ๆ 
ควรเก็บดินที่ระดับความลึก 5 – 10 เซนติเมตร  
จากผิวหนาดินซึ่งเปนบริเวณท่ีมีรากพืชและมีจุลินทรียสาเหตุโรคพืชอาศัยอยู
จํานวนมาก  ถาพืชแสดงอาการของโรคเปนหยอม ๆ 
ควรแยกตัวอยางดินที่เก็บจากบริเวณพืชแสดงอาการรุนแรงและบริเวณพืชปก
ติออกจากกัน   เพื่อนํามาเปรียบเทียบไดในภายหลัง  
ปริมาณดินที่เก็บในแตละจุด  ควรมีน้ําหนักประมาณ  250 – 300 กรัม 
ตัวอยางดินท่ีเก็บ ควรมีเศษรากพืชปนมาดวยประมาณ 25 – 100 กรัม  
ในกรณีพืชผักอาจมีรากปนมานอย  
แตพืชลําตนขนาดใหญอาจมีรากพืชจํานวนมาก  เชน  รากของตนกลวย  
บรรจุตัวอยางดินไวในกลองพลาสติกท่ีแข็งแรง 
และบันทึกขอมูลดวยดินสอบนกระดาษ หรือพลาสติก 
และวางไวในกลองหรือถุงท่ีเก็บตัวอยาง เก็บตัวอยางดินไวในที่เย็น  
ไมใหถูกแสงแดดหรือไมควรเก็บไวในรถยนตท่ีจอดในที่แจงและมีแสงแดดสอง 
นําตัวอยางดินกลับไปตรวจวินิจฉัยโดยเร็วท่ีสุด  
ถายังไมสามารถทําไดควรเก็บตัวอยางในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 – 8 องศาเซลเซียส 
ซึ่งสามารถเก็บไวไดหลายวันโดยไมเสียสภาพ 
 

3.3.3  การเกบ็ราขนาดใหญ 
 
พวกเห็ดราสามารถเห็นไดงาย 
แตการเก็บตัวอยางกลับมายังหองปฏิบัติการทําไดคอนขางยาก  
ควรเก็บตัวอยางหลาย ๆ ระยะของการเติบโต 
ไมควรเก็บตัวอยางดวยการถอนขึ้นมา  
ใหใชอุปกรณชวยในการขุดเพื่อปองกันความเสียหายบริเวณโคนดอกเห็ด  
หอดอกเห็ดดวยกระดาษหนังสือพิมพตัวอยางละหนึ่งหอ  
และวางในภาชนะเพื่อปองกันการกระแทก 
 
การทําใหตัวอยางราขนาดใหญแหงมีหลายวิธี เชน 
 

• เก็บในตูอบชนิดมีพัดลมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส   
• การใชเครื่องอบผลไม 
• ใหความรอน เชน ไอความรอนจากกองไฟ  

เครื่องทําความรอน  ตะเกียงน้ํามัน หรือการผึ่งแดด 
 
การทําลายพิมพสปอรจะทําใหเห็นรายละเอียดการเรียงตัวของครีบและสีขอ
งสปอรไดชัดเจน  
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ซึ่งมีความสําคัญในการจําแนกชนิดของราขนาดใหญท่ีสรางครีบ 
เชนรากลุมเห็ดไดดี  การทําลายพิมพสปอรโดยการตัดกานดอกเห็ดออก 
นําสวนหมวกเห็ดวางบนกระดาษแข็งสีขาว (ดานท่ีเปนสวนครีบคว่ําลง) 
วางไวเปนเวลา 15 นาที หรือ  2 - 3 ชั่วโมง  
ควรมีภาชนะวางครอบหมวกเห็ดไวดวยเพื่อปองกันลม  
ถาสปอรมีสีขาวจะมองเห็นไดยากจึงควรใชกระดาษสีดําแทน 
 

3.4  การบนัทกึตวัอยาง (Labeling specimens) 
 
ตัวอยางโรคพืชท่ีบันทึกอยางไมถูกตองถือไดวาไมมีประโยชน  
แมวาจะเปนตัวอยางท่ีอยูในสภาพที่ดีก็ตาม 
ขอมูลและรายละเอียดที่ควรบันทึกติดไวกับตัวอยางประกอบดวย 
 

• ชื่อพืชและสวนของพืชท่ีเปนโรค 
• สถานที่เก็บโดยละเอียด หมูบาน  ตําบล  อําเภอ  จังหวัด  ประเทศ   

ถามีขอมูล เสนรุงเสนแวงและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
จะเปนประโยชนมากขึ้น เครื่องมือวัดตําแหนง (Global positioning 
System/GPS) 
เปนเครื่องมือชวยในการหาตําแหนงจุดท่ีตองการบนผิวโลก 
โดยเครื่องมือนี้จะติดตามการเคลื่อนที่ของดาวเทียมที่โคจรไปรอ
บผิวโลก เมื่อมีการใชวงโคจรของดาวเทียม 3 ดวง 
เครื่องมือนี้จะคํานวณพิกัดของตําแหนงและใชทําแผนที่ท่ีแมนยําเ
พื่อพัฒนาเปนแผนที่การระบาดของโรคพืช 

 
• วันที่เก็บ 
• ชื่อผูเก็บ  
• หมายเลขตัวอยาง  
• ลักษณะอาการ  ความรุนแรงของโรค เชน 

จํานวนของตนพืชท่ีแสดงอาการ 
 
ตัวอยางโรคพืชท่ีเก็บรักษาในสถานที่เก็บตัวอยาง  
ตองบันทึกรายละเอียดอยางสมบูรณ (ภาพที่ 7) 
ชื่อผูเก็บและที่อยูท่ีสามารถติดตอไดมีความสําคัญและ  
ควรบอกถงึเหตุผลในการเก็บอยางชัดเจน เชน วัตถุประสงคเพื่อการจําแนก 
หรือเพื่อการเก็บรักษา 
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ภาพที ่7 ตัวอยางกระดาษบันทกึขอมลูที่ใชในพิพธิภัณฑ BRIP 
 

3.5  การสาํรวจและสุมเกบ็ตวัอยาง (Surveys and sampling) 
 
การสํารวจมีวัตถุประสงคเพื่อวินิจฉัยโรคและประเมินความรุนแรงของโรค  
ซึ่งจําเปนตอง 
 

• ติดตามการระบาดและสถานภาพศัตรูพืชในแตละทองที่ 
เพื่อกําหนดพื้นท่ีปลอดโรค    
สําหรับใชในการพิจารณาการนําเขาและสงออกสินคา  

• จัดระดับความสําคัญของโรค  เพื่อพิจารณาถึงวิธีการควบคุมโรค 
• ตรวจสอบโรคที่สูญหายไปและโรคที่ปรากฏขึ้นใหม 
• ประเมินความเสียหายของพืชท่ีเกิดจากเชื้อสาเหตุนั้น ๆ  
• เขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงของศัตรูพืช 
• จําแนกชนิดพืชอาศัย 
• ประเมินประสิทธิภาพของการควบคุมโรค 
• ประเมินความรุนแรงและความเสียหายของพืช   
• จําแนกชนิดของศัตรูธรรมชาติ 

 
การสํารวจอาจดําเนินการทั้งดานคุณภาพและปริมาณ การสํารวจดานคุณภาพ  
เปนการพิจารณาวามีเชื้อสาเหตุปรากฏอยูหรือไม การสํารวจดานปริมาณ   
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เปนการพิจารณาจาํนวนตนพืชท่ีเปนโรความีอยูเปนจํานวนเทาใด   
และปริมาณความเสียหายที่เกิดจากเชื้อสาเหตุนั้น ๆ 
 
การสํารวจจะตองดําเนินการในพื้นท่ีท่ีเปนตัวแทนของทองที่และมีขนาดเพียง
พอที่ทําใหการประเมินเกิดความแมนยํา  
นอกจากนีก้ารกําหนดขนาดและพื้นท่ีสํารวจตองพิจารณาถึงเครื่องมือที่มี  
เทคนิคที่ใชในการสํารวจและระดับของความแมนยํา 
 
วิธีการเก็บตัวอยางควรเปนวิธีท่ีงาย ๆ   
ตัวอยางท่ีเก็บตองเปนตัวแทนที่ดีและมีความเชื่อถือได    
การกําหนดจํานวนตัวอยางท่ีควรเก็บไดมาจากขอมูลนํารอง  
โดยการเปรียบเทียบจํานวนตัวอยางท่ีเก็บจากการสาํรวจนํารองเพื่อใชตัดสินใ
จใหเลือกเก็บตัวอยางจํานวนนอยที่สุดที่จะใหผลการประเมินโรคไดอยางแมน
ยํา 
 
รูปแบบของการเก็บตัวอยางมีความสําคัญ  
จําเปนตองใชวิธีการเก็บตัวอยางอยางเปนระบบเพราะตองสัมพันธกับการกระจ
ายตัวของตนพืชเปนโรค  ซึ่งอาจพบวาตนพืชเปนโรคแบบสุม 
หรือเปนโรคแบบสม่ําเสมอ หรืออาจเกิดโรคเปนกลุม  
การเก็บตัวอยางแบบสุมจะไดขอมูลที่ดี  
แมวาการเกิดโรคจะมีการกระจายตัวเปนแบบกลุม  
 
การสํารวจที่ตองการขอมูลอยางละเอียด  
ตองออกแบบการสํารวจที่มีการเก็บขอมูลอยางครบถวน  
นอกจากนีต้องพิจารณาชวงเวลาของการสํารวจและสวนของพืชท่ีเหมาะสมที่จ
ะนํามาเปนตัวอยาง  
เอกสารที่มีรายละเอียดของการเก็บขอมูลจากการสํารวจหาอานเพิ่มเติมไดจาก  
Guidelines for Plant Pest Surveillance in Asia and the Pacific, โดย Dr Teresa 
McMaugh4  (The Office of the Chief Plant Protection Officer (OCPPO), Australian 
Government Department of Agriculture, Fisheries and Forestry (DAFF). 

                                                 
4 Dr McMaugh is coordinating the production of a publication, Guidelines for Plant Pest Surveillance in 
Asia and the Pacific, funded by the Australian Centre for International Agricultural Research (ACIAR) 
and the Rural Industries Research and Development Corporation (RIRDC). 
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บทที่ 4 
การวนิจิฉยัตวัอยางโรคพืช  

(How to examine specimens) 
 
การวินิจฉัยตัวอยางโรคพืชเริ่มตั้งแตการตรวจสอบภายนอกดวยตาเปลา 
แลวจึงตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  
ขั้นตอไปเตรียมตัวอยางบนแผนสไลดเพื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขย
ายสูง  เพื่อศึกษาโครงสรางตาง ๆ ของรา  
ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนที่มีความสําคัญ 
เม่ือตรวจสอบพบเชื้อสาเหตุจะตองทําการวัดขนาด  
วาดภาพและถายภาพราสาเหตุโรคพืชนั้นไว  
โดยภาพวาดและภาพถายควรเก็บรวบรวมไวดวยกันกับตัวอยางแหง 
 

4.1 การยอมสรีาและแบคทเีรยี (Staining fungi and bacteria) 
 

การตรวจสอบราและแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชสามารถตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศน  
โดยการเขี่ยเชื้อสาเหตุวางในหยดน้ําบนแผนสไลดและปดทับดวย cover slip 
สามารถใชกรดแลกติคแทนน้ําในการเตรียมตัวอยางเชื้อสาเหตุก็ได  
เสนใยราที่ใส ไมมีสี  จําเปนตองยอมสี เพื่อใหเห็นโครงสรางไดชัดเจนขึ้น  
สียอมรา มี 2 ชนิดท่ีนิยมใช  ไดแก cotton blue  และ  lacto fuchsin  
 

  
Cotton blue (or trypan blue) 
  
Cotton blue (or trypan blue) 0.1 g 
Lactic acid 25 ml 
Glycerol 50 ml 
Distilled water 25 ml 
  

 
  
Lacto-fuchsin 
  
Acid-fuchsin 0.1 g 
Lactic acid 100 ml 
  

 



 

เปนการยากที่จะตรวจสอบแบคทีเรียท่ีอยูในเนื้อเยื่อพืช  การใชสารละลาย  
Toluidine blue  O  0.1%  ชวยในการตรวจสอบแบคทีเรียใหไดงายขึ้น  
โดยตัดชิ้นพืชตรงบริเวณรอยตอของแผลและเนื้อเยื่อพืชปกติเปนชิ้นเล็ก ๆ  
วางลงบนแผนสไลดท่ีสะอาด  หยดสารละลาย Toluidine blue  O  0.1%  
ลงบนเนื้อเยื่อพืช  
ปดกระจกทับแลวตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 400  เทา  
ถาชิ้นพืชมีแบคทีเรียอยูจะเห็นแบคทีเรียเคลื่อนไหวอยูรอบ ๆ 
ขอบของรอยแผล  โดยเซลลของแบคทีเรียจะติดสียอมเปนสีน้ําเงิน  
สวนเนื้อเยื่อพืชมีสีเขียวจาง 
 

  
Toluidine blue O 
  
Toluidine blue O 0.05 g 
Distilled water 50 ml 
  

 
การจําแนกแบคทีเรียออกเปนกลุมใหญ ๆ สามารถทําไดดวยการยอมสี  
กลุมแบคทีเรียที่ติดสียอม  Crystal violet และ  iodine   
และไมสามารถลางออกดวย แอลกอฮอล เรียกวา  “แบคทีเรียแกรมบวก”  
สวนแบคทีเรียที่ลางสีออกไดดวยแอลกอฮอล เรียกวา  “แบคทีเรียแกรมลบ”  
การยอมสีแกรมนี้  เปนการประเมินลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียในเบื้องตน  
สารเคมีและวิธีการยอมสีแกรมมีดังนี้ 
 

ละลาย Crystal violet 2 กรัม  ลงใน ethyl alcohol 95 %  ปริมาณ 20 
มิลลิลิตรละลาย Ammonium oxalate 0.8 กรัม  ลงในน้ํากลั่น  80  มิลลิลิตร 
จากนั้นผสมสารละลายทั้ง  2  สวน  เขาดวยกัน 
 

  
Crystal violet solution 
  
Crystal violet 2 g 
95% ethanol 20 ml 
Ammonium oxalate 0.8 g 
Distilled water 80 ml 
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บด Iodine และ Potassium iodine เขาดวยกันแลวเติมน้ํากลั่นลงไป 
ผสมสารละลายใหเขากัน ซึ่งตองใชเวลาหลายชั่วโมง 

 
  
Lugol’s iodine solution 
  
Iodine 1 g 
KI 2 g 
Distilled water 300 ml 
  

 

เตรียมสารละลายเขมขนโดยละลาย Safranin O 2.5  กรัมใน ethyl alcohol  95 
%  จํานวน  100  มิลลิลิตร  เมื่อตองการใชยอมสี เติมน้ํากลั่น 1:10 เทา 

 
  
Safranin counterstain 
  
Safranin O 2.5 g 
95% ethanol 20 g 
  

 
เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียในน้ํากลั่น  
จากแบคทีเรียที่เลี้ยงไวบนอาหารเปนเวลา   24 – 48  ชั่วโมง  
หยดสารแขวนลอยแบคทีเรียลงบนแผนสไลด  เกลี่ยใหกระจายบาง ๆ 
บนแผนสไลด  ประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร  และสามารถเห็นแบคทีเรียบาง 
ๆ  ทิ้งไวใหแหง  นําแผนสไลดผานเปลวไฟอยางเร็ว  
โดยใหดานท่ีมีแบคทีเรียอยูดานบน  ระวังอยาใหแผนสไลดรอนจนเกินไป  
การลนไฟเพื่อใหเซลลของแบคทีเรียติดแนนอยูบนแผนสไลดระหวางขั้นตอ
นการยอมสี 
 
หยดสารละลาย  Crystal violet  ใหทวมเซลลแบคทีเรีย  ทิ้งไวนาน  1 นาที  
เทสารละลายออก  ใชน้ําลางสียอมเบา ๆ 
จนไมมีสียอมละลายออกไปกับน้ําอีก  หยดสียอม  Lugol’s iodine  ใหทวม  
ท้ิงไว  1  นาที  ลางน้ําอีกครัง้ ซับใหแหง  หยด ethyl alcohol  95 % 
ลงบนเซลลแบคทีเรีย 2 – 3 วินาที  (อยาใหนานเกิน 30 วินาที)  
ซับแผนสไลดใหแหง  หยดสียอม Safranin O  ทิ้งไวนาน 20 วินาที  
ลางน้ําอีกครั้ง  แลวซับแผนสไลดใหแหง 
ตรวจสอบแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนชนิด  compound microscope 
กําลังขยาย 1,000 เทา  โดยใช  oil immersion  
แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีฟามวง  สวนแกรมลบจะติดสีแดงอมชมพู 
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การทดสอบปฏิกิริยาของแบคทีเรียที่ติดสียอมแกรม  อาจทําไดอีกวิธีหนึ่งคือ  
ทดสอบความสามารถในการละลายใน  Potassium hydroxide  (KOH) 
นําแบคทีเรียที่มีอายุประมาณ 24 ชั่วโมง จากอาหารเลี้ยงเชื้อจํานวน 1  loop  
ผสมลงใน Potassium hydroxide  3%  ที่หยดไวบนแผนสไลดท่ีสะอาด  
คนใหแบคทีเรียและสารละลายเขากันดี  ยก loop ขึ้นจากแผนสไลด 2 – 3 
เซนติเมตร  ถาสารละลายเหนียวและถูกยกขึ้นมาได (ประมาณ 5 – 20 
มิลลิเมตร)  แบคทีเรียจะเปนกลุมแกรมลบ  ถาสารละลายไมเหนียวเปนเมือก  
แบคทีเรียจะเปนกลุมแกรมบวก  ทั้งนี้ผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ 
จะปลอยดีเอ็นเอออกมาและละลายไดใน  Potassium hydroxide  
สวนผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจะทนตอสารละลาย Potassium 
hydroxide และไมมีดีเอ็นเอไหลออกมาใน Potassium hydroxide  
การทดสอบนี้มีประโยชนในกรณีท่ีการทดสอบดวยการยอมสีใหผลไมชัดเจ
น 
 

4.2 กลองจลุทรรศน  (Light Microscopy) 
 
กลองจุลทรรศนชนิด stereomicroscope  
มีประโยชนในการใชตรวจสอบตัวอยางเบื้องตน  กลองจุลทรรศน compound 
microscope  ชนิดกําลังขยายสูงใหภาพท่ีกําลังขยายมากถึง 1,000 เทา  
เพื่อใชตรวจสอบสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียและราขนาดเล็ก 
 
การตรวจสอบโรคพืชท่ีเกิดจากรา  วางราใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  
ใชเข็มปลายแหลม หรือปลายมีดเขี่ยราสวนที่เปนโรค 
ลงบนหยดสียอมบนแผนสไลด  สียอมที่คือ Lacto fuchsin (acid fuchsin 1 กรัม 
และ lactic acid 100 มิลลิลิตร)   หรือสารละลายที่ใชเมาทสไลด  เชน lactic 

acid  (lactic acid  100 มิลลิลิตร glycerol  200 มิลลิลิตร และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
100 มิลลิลิตร)  ถาสวนที่เปนโรคมีความหนา ใหกด cover slip เบา ๆ 
เพื่อชวยใหสวนของรากระจายออกและบางลง  
เม่ือมีฟองอากาศใหนําแผนสไลดผานเปลวไฟเบา ๆ 
(ระวังอยาใหเกิดเขมาบนแผนสไลด) ถาแผนสไลดรอนเกินไป cover slip 
จะแตกและระเบิดออก 
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การใชเทปกาวมีประโยชน เมื่อตองการศึกษาการจดัเรียงตัวของสปอร 
(สปอรท่ีเรียงตอกันเปนลูกโซและกานชูสปอร)  ใชปากคีบคีบเทปกาวชิ้นเล็ก 
ๆ แตะลงบนกลุมของรา (หรือบนผิวใบพืช) 
วางชิ้นเทปกาวบนหยดของสารเมาทสไลดบนแผนสไลดท่ีสะอาดโดยใหสวน
กาวเหนียวอยูดานบน  ปดทับดวย cover slip 
และตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
 
สปอรของราบางชนดิจะหลุดออกไดงาย  เพราะฉะนั้นควรทํา  slide culture  
โดยการทํา moist chamber 
วางแทงแกวบนกระดาษกรองที่มีความชื้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ตัดชิ้นอาหารวุนขนาด 1 ตารางเซนติเมตร 
วางบนแผนสไลดท่ีฆาเชื้อโดยผานเปลวไฟ  
และวางแผนสไลดท่ีมีชิ้นวุนบนแทงแกวในจานเลี้ยงเชื้อ  
วางเสนใยราบนขอบทั้ง 4 ดานของชิ้นอาหารวุน ปดทับดวย  cover slip 
ท่ีผานการฆาเชื้อแลว ทิ้งไว  2 – 3 วัน 
นําสวนของรามาเมาทสไลดเพื่อดูลักษณะตาง ๆ โดยนําชิ้นวุนอาหารออก  
วิธีการนี้สามารถทําสไลดเพื่อตรวจสอบเชื้อได  2 แผน 
คือจากแผนสไลดและ cover slip  
ถาจานเลี้ยงเชื้อไมมีความชื้นและราแหงไปกอนจะไมสามารถมองเห็นโครงส
รางราได 
 
การจําแนกชนิดของราสาเหตุโรคพืชบางชนิด  
ตองอาศัยลักษณะของสวนขยายพันธุของเชื้อราที่เกิดบนเนื้อเยื่อพืช  
หรือตําแหนงของการเกิดกานชูสปอรภายในโครงสรางของสวนขยายพันธุ  
การตัดเนื้อเยื่อพืชเปนชิ้นบาง ๆ 
ตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนจะเห็นลักษณะโครงสรางไดชัดเจนขึ้น  
การตัดเนื้อเยื่อทําไดโดยการใชใบมีดตัดดวยมือภายใตกลองจุลทรรศนสเตอ
ริโอ  หรือการใชเครื่องมือตัดเนื้อเยื่อพืช  (microtome) 
หรือการใชเครื่องมือตัดเนื้อเยื่อพืชชนิดใชความเย็นจัด (freezing microtome)  
เครื่องมือตัดเนื้อเยื่อพืชชนิดใชความเย็นจัดนี้มีประโยชนในการตัดเนื้อเยื่อที่
แชแข็งไดบางมาก 
เครื่องมือนี้ติดตั้งพรอมกับแทนท่ีวางเนื้อเยื่อสําหรับทําใหเนื้อเยื่อกลายเปน
น้ําแข็ง ดวยกลไก thermoelectric  หรือ การใชความเย็น แบบ low 
temperature re-circulating coolant 
 

 40



 

การตรวจสอบแบคทีเรียบนเนื้อเยื่อพืชเปนโรคทําไดไมงายนัก  
การใชสารเคมี Toluidin Blue O อาจชวยในการตรวจหาแบคทีเรียไดงายขึ้น  
การยอมสีแกรมมีประโยชนมากในการจดักลุมแบคทีเรียเปน  2 กลุม 
ท่ีมีความแตกตางในคุณสมบัติทางชีวเคมีคือกลุมแบคทีเรียแกรมบวกและกลุ
มแบคทีเรียแกรมลบ กลุมแบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีเปนสีมวง 
ในขณะที่กลุมแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง  
ขอมูลเกี่ยวกับเทคนิคนี้บรรยายไวในบทที่  7  การวินจิฉัยเชื้อสาเหตุโรคพืช 
 
การดูแลรักษากลองจุลทรรศนใหคงสภาพดีมีความจําเปนมาก  
กลองจุลทรรศนควรไดรับการทําความสะอาดทุก 6-12 เดือน 
ประเทศในเขตรอนชื้นมีสภาพอากาศที่เหมาะสมตอราจึงทําใหราเจริญไดบน
เลนสและผิวหนาของอุปกรณ ทําใหคุณสมบัติของกลองจุลทรรศนเสียไป   
ถาไมไดรับการดูแลรักษาท่ีดีความเสียหายจะเกิดขึ้นอยางถาวร 
ดังนั้นควรเก็บกลองจลุทรรศนไวในหองที่มีเครื่องปรับอากาศ 
 
กรณีเม่ือไมมีการใชงานกลองจลุทรรศน  
อาจเก็บกลองจุลทรรศนไวในกลองดูดความชื้น (dehumidifying box) หรือ  
“กลองรอน “ (hot box)  
กลองรอนนี้ทําดวยกลองไมหรือกลองพลาสติกท่ีอับอากาศและใหญพอสําหรั
บเก็บกลองจุลทรรศนได   ภายในกลองติดตั้งหลอดไฟขนาด  25 วัตต   
ซึ่งหลอดไฟจะทําหนาท่ีคลายเครื่องดูดความชื้น  
โดยความรอนจากหลอดไฟจะทําใหไอน้ําในกลองระเหยไปและทําใหภายใ
นกลองแหง     การเก็บรักษาอปุกรณการถายภาพ ควรเก็บไวใน 
“กลองรอน” เชนเดียวกัน 
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4.3 การถายภาพ (Photography) 
 

ควรมีการถายภาพ (ภาพสไลดสี  ภาพสี  หรือภาพจากกลองดิจิตอล) 
ของตัวอยางโรคพืชในแปลงปลูกพืช 
ภาพถายในแปลงปลกูจะชวยเพิ่มขอมูลท่ีใชอางอิงของอาการโรคพืชท่ีเก็บม
าอยางเปนรูปธรรม  ควรถายภาพไวหลาย ๆ ภาพแลวเลือกภาพที่ดีท่ีสุด   
บันทึกรายละเอียดของภาพทุกภาพเพื่อปองกันการสบัสนเมื่อกลับถึงหองปฏิ
บัติการ 
 
การถายภาพตัวอยางโรคพืชในหองปฏิบัติการตองมีการควบคุมสภาพแวดล
อมใหดี  อาจจะตองมีการเพิ่มแสงชวย 
บางครั้งแสงจากหลอดไฟจะทําใหเกิดเงาท่ีไมตองการ  
การใชสีเทาออนเปนพื้นหลังเหมาะสมที่สุด  การใชสีดําและสีขาว ทําใหการ 
ภาพมืดหรือสวางเกินไป  
การถายภาพตัวอยางโรคพืชดวยกลองดิจิตอลมีประโยชนมาก  
เพราะสามารถสงภาพเหลานี้ไปยังผูรวมงานอื่น ๆ ไดอยางรวดเร็ว  
ภาพสไลดและภาพสีท่ีเก็บไวเปนเวลานานโดยเฉพาะอยางยิ่งในเขตรอนชื้น
นั้น ภาพอาจเสียหายเนื่องจากมีราเขาทําลาย  
ภาพถายดิจิตอลอาจไดมาจากกลองถายภาพโดยตรง  
จากการสแกนภาพถายหรือสไลดสี  
หรือจากการสแกนจากตัวอยางพืชโดยตรง 
 

4.3.1  การทาํชือ่แฟมภาพและการจดัการ 
 
กลองถายภาพดิจิตอลตั้งชื่อแฟมภาพไดโดยอัตโนมัติ  ตัวอยางเชน  IMG-
001.jpg, IMG-002.jpg   เมื่อบันทึกลงบนเครื่องคอมพิวเตอร   
ควรเปลี่ยนชื่อแฟมใหม ชื่อที่ใชอาจเปนชื่อแสดงลักษณะอาการ หรือชื่อพืช  
เชน  anthracnose on mango.jpg เปนตน 
 

ถาตัวอยางภาพดิจิตอลในเครื่องคอมพิวเตอรมีปริมาณมาก   
ควรใชตัวเลขกํากับไวดวย  อยาลืมนําหนาตัวเลขที่กํากับดวยเลข 0  
ตัวอยางเชน 001  แทนการใชเลข 1  เพราะเครื่องคอมพิวเตอรจะอานเลข 
100 กอน  เลข 99 
การใชหมายเลขเดียวกันระหวางภาพและตัวอยางพืชในศูนยรวบรวมตัวอย
าง  ทําใหงายตอการใชอางอิง 
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การเก็บแฟมภาพไมควรเก็บไวหลาย ๆ แฟม  ในโฟลเดอรเดียว  
ถามีแฟมจํานวนมาก จะตองเสียเวลาในการคนหาภาพที่ตองการ   
การตั้งชื่อโฟลเดอรสําหรับโครงการใหมและแบงแฟมออกเปนกลุมตามชนิดเ
ชื้อสาเหตุ  พืชอาศัย ประเทศ หรือวันท่ี   เปนตน     
การใชโปรแกรมสําเร็จรูปเปนอีกวิธีการหนึ่งท่ีชวยในการจัดเก็บภาพ  
สามารถเพิ่มเติมรายละเอียด  เพิ่มเติมภาพสี และสไลดและการจัดการอื่น ๆ 
ท่ีจําเปน สามารถสงภาพเขาสูระบบเครือขายไดงายขึ้น     
โปรแกรมการจัดการภาพถายที่ใชไดดีประกอบดวย 
 

• การสงภาพออกจากกลองถายภาพ 
• การมองภาพ 
• การจัดแฟมภาพ 
• การแกไขและตกแตงภาพ 
• การสงภาพเขาสูระบบเครือขาย 

 
โปรแกรมการจัดการภาพสําเร็จรูปบางโปรแกรมที่มีใหเลือกใชไดแก  
Ablaze Image Manager, ThumbsPlus, Cumulus, Epson’s File Factor, Piccolo, 
PhotoWallet, Polybytes Polyview, Thumber, PIE, ACDSee (PC and Mac), 
PicaView32, Image Fox, Graphic Workshop, Professional, GraphicConverter, 
Power Browser, IrfanView32, Photopage, Quisknailer, Compupic, Image 
Viewer, Photo Recall, Photo Explorer, EXIFRead, VuePrint, ImageAXS, iView 
Multimedia, Compupic Pro, Sony PictureGear, FlipAlbum, PictureWorks 
MediaCenter, JASC Media Center, Pictureshow, Qpict Media Organizer and 
DigiPic 
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บทที่ 5 
การแยกรา แบคทเีรยี และไสเดอืนฝอย 

(How to isolate fungi, bacteria and nematodes in 
laboratory) 

 
หลังจากการเก็บตัวอยางโรคพืช ควรแยกตัวอยางโรคพืชออกเปนกลุมหลัก 
ๆ ตามชนิดของตัวอยาง 
ตัวอยางท่ีจะตองเลือกดําเนินการกอนไดแกตัวอยางท่ีเสียหายงาย  เชน  
เห็ดท่ีมีขนาดใหญและอวบน้ําหรือกลุมตัวอยางท่ีตองการแยกเชื้อบริสุทธิ์ 
เพื่อตรวจสอบรายละเอียดสําหรับการจําแนกชนิดตัวอยางอื่น ๆ 
ท่ีไมจําเปนตองตรวจสอบในทันที  และสามารถเก็บเอาไวไดในชวงเวลาหนึ่ง  
เชน  
ตัวอยางของโรคราสนิมและโรคราเขมาดําใหนําไปอัดแหงและเก็บในตูแชแ
ข็ง  -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  และนํามาตรวจสอบไดในภายหลัง 
ตัวอยาง 
โรคพืชจากไวรัสสามารถเก็บรักษาไวชั่วคราวดวยหลอดดูดความชื้นตามวิธี
การที่ไดอธิบายไวในสวน  
 

3.3.1 ในบทนี้จะไมกลาวถึงการแยกเชื้อบริสุทธิ์ของไวรัส  
เนื่องจากตองใชเทคนิคเฉพาะในการแยก 
 

การจําแนกชนิดแบคทีเรียและราตองแยกเชื้อจากตัวอยางพืชท่ีเปนโรคใหไ
ดเชื้อบริสุทธิ์กอน  
ในตัวอยางท่ีเชื้อสาเหตุของโรคมีจุลินทรียอื่นปะปนอยูดวย   
ท้ังชนิดจุลินทรียปฏิปกษท่ีตองอาศัยอยูบนสิ่งมีชีวิต necrotroph  
ก็สามารถนํามาแยกเชื้อได  
ถึงแมวาเชื้อสาเหตุบางชนิดจะตองการการพักตัวกอน (fastidious)  
การแยกราจากตัวอยางพืช โดยวางชิ้นเนื้อเยื่อพืชชิ้นเล็ก ๆ  
บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่อยูในจานเลี้ยงเชื้อ  
อาจใชเข็มท่ีสะอาดเขี่ยสปอรท่ีอยูบนสวนของพืชท่ีเปนโรควางบนอาหารเลี้
ยงเชื้อโดยตรง ราและแบคทีเรียอื่น ๆ 
หลายชนิดท่ีไมใชเชื้อสาเหตุของโรคพืช  อาจเจริญอยูบนเนื้อเยื่อพืช  
หรือปนเปอนมาบนรอยแผลของพืช 
ดังนั้นการแยกเชื้อสาเหตุตองใชเทคนิคปลอดเชื้อโดยการฆาเชื้อภายนอกที่



 

ผิวของเนื้อเยื่อพืชกอน นํากระดาษซับหรือสําลีจุมลงในแอลกอฮอล 70 %  
ท้ิงไวพอหมาดเช็ดเนื้อเยื่อพืชบริเวณท่ีตองการแยกเชื้อ  
วางเนื้อเยื่อพืชบนผิววัสดุท่ีเรียบ แข็ง ไมขรุขระ เชน แกว หรือกระจก  
ทําความสะอาดปากคีบและใบมีดดวยการจุมในแอลกอฮอล 95 %  และคอย ๆ  
ผานเปลวไฟ  
อุปกรณท่ีใชเหลานี้ไมควรลนไฟโดยตรงเพราะจะทําใหอุปกรณเสียหายเนื่อ
งจากแอลกอฮอลเปนสารติดไฟงาย   
ดังนั้นจึงตองระมัดระวังอยาใหอุปกรณท่ีมีไฟลุกอยูเขาไปใกลภาชนะที่ใสแอ
ลกอฮอล   
เข็มเขี่ยเมื่อลนไฟแลวตองรอใหเข็มเขี่ยเย็นลงกอนนําไปใชงานทุกครั้ง 
 
การฆาเชื้อภายนอกที่ผิวของเนื้อเยื่อพืชท่ีเปนโรค 
เปนการกําจัดจุลินทรียท่ีไมตองการบนผิวหนาพืช  
แตเชื้อสาเหตุของโรคยังมีชีวิตและสามารถเจริญเติบโตไดเม่ือนําไปวางบนอา
หารเลี้ยงเชื้อ  การทําความสะอาดโดยใชสําลีจุมแอลกอฮอล 70 %   
เช็ดผิวพืชท่ีเปนโรค หรือการจุมตัวอยางพืชในแอลกอฮอล 70 % นั้น  
ไมจําเปนตองลางแอลกอฮอลออก  เพราะแอลกอฮอลจะระเหยไปไดเอง  
หรือเปลวไฟจะเผาไหมแอลกอฮอลใหหมดไปได 
 
การฆาเชื้อภายนอกตัวอยางพืชนิยมใชสาร Sodium hypochlorite 
เนื่องจากเปนสารที่มีประสิทธิภาพสูงในการฆาเชื้อจุลินทรีย  สาร Sodium 
hypochlorite  ที่ขายเปนการคาสําหรับซักผาขาวจะมี chlorine 10 – 14 %  
เม่ือตองการใชเปนสารฆาเชื้อผิวภายนอกพืช จะผสมใหเปนสารละลาย 10 % 
(สารละลาย  10 %  มี chlorine อยูประมาณ 1.0 – 1.4 %)   แชตัวอยางเปนเวลา 1 

– 5 นาที  สารละลายที่เตรียมไวควรเก็บไวในตูเย็น  เพื่อปองกันการเสื่อมสภาพ  
ควรเตรียมสารละลายนี้ ทุก  2 – 3 สัปดาห  ขอจํากัดของการใชสารละลาย 
Sodium hypochlorite นี้คือ สารละลายจะมีกลิ่นรุนแรง  
มีผลตกคางและหากเปอนเสื้อผาจะทําใหผาเสียหาย 
 
วิธีการแยกแบคทีเรียและรามีหลายวิธี  
การเลือกใชวิธีแยกเชื้อวิธีใดวิธีหนึ่งขึ้นอยูกับชนิดของตัวอยางพืชท่ีเปนโรค  
ตลอดจนชนิดของเชื้อสาเหตุนั้น ๆ 
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5.1 วธิกีารแยกรา (Isolation of fungi) 
 
ทําการฆาเชื้อที่ผิวภายนอกพืชเนื่องจากมีจุลินทรียหลายชนิดอยูบนพืช  
โดยใชสําลีชุบ 

1. แอลกอฮอล   70 % เช็ดผิวพืช   
วิธีการนี้แนะนําใหใชเฉพาะการทําความสะอาดผิวของเนื้อไมเทานั้น 

2. ตัดชิ้นสวนบริเวณรอยตอระหวางเนื้อเยื่อพืชท่ีเปนโรคและไมเปนโรค 
และนําชิ้นสวนเหลานี้มาฆาเชื้อภายนอกดวยสาร  Sodium hypochlorite 
1% ที่ละลายในเอทธิล  แอลกอฮอล 10 %  
(อาจมีการปรับเปลี่ยนอัตราใหเหมาะสมซึ่งขึ้นกับชนิดของพืช   เชน  
ตัวอยางพืชท่ีมีรูพรุนจะดูดซับสารละลายมาก 
ควรตัวอยางในสารละลายเปนเวลา 1– 5 นาที) 

3. ลางชิ้นสวนพืชท่ีฆาเชื้อภายนอกแลวดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวนําไปซับ
ใหแหงบนกระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อ ควรปฏิบัติในตู lamina flow 
ขั้นตอนการซับใหแหงนี้มีความสําคัญมาก   
เพราะจะทําใหไมเกิดการปนเปอนของแบคทีเรียท่ีปนเปอน 
จากนั้นตัดตัวอยางพืชท่ีฆาเชื้อแลวนี้เปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 2 X 2 
มิลลิเมตร  นําไปวางบนอาหาร TWA (Tap Water Agar) หรือ PDA (Potato 
Dextrose Agar)  ในขณะที่วางชิ้นตัวอยางบนอาหารในจานเลี้ยงเชื้อ  
ควรยกฝาจานเลี้ยงเชื้ออยางระมัดระวังเพื่อปองกันการปนเปอน 

4. คว่ําจานเลีย้งเชื้อลงเพื่อปองกันไอน้ําท่ีจับตัวบนฝาจานเลี้ยงเชื้อหยดลง
บนอาหาร  ราสาเหตุโรคพืชเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส 

5. ราบริสุทธิ์ไดจากการคัดเลือกโคโลนีของราที่เจริญออกมาจากชิน้ตัวอย
างพืชดวยวิธีการทํา single spore isolation หรือจากปลายเสนใย  
วิธีการทํา single spore isolation  
โดยนําสปอรจากโคโลนีของราใสในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเพื่อเตรียม spores 
suspension เขยาใหเขากันและนํา spores suspension  
ท่ีไดไปเกลี่ยบนผิวหนาอาหาร WA 
หรืออาหารอื่นท่ีเหมาะสมบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
นําไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  
ใชเข็มท่ีสะอาดยายสปอรท่ีงอกไปวางบนอาหารที่เหมาะสม 

6. ขั้นตอนดังกลาวขางตนสามารถเปลี่ยนแปลงไดตามประสบการณของผู
ปฏิบัติ  
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 การแยกราจากใบ 

เลือกใบทีเ่ริ่มแสดงอาการของโรคเนือ่งจากเปนระยะทีร่ามีการเจริญเ
ติบโตด ี ตัดใบพืชออกเปนช้ินเล็ก ๆ  
โดยเลือกตัดบรเิวณขอบของแผลดวยกรรไกร 
หรือใบมดีทีฆ่าเช้ือแลว  ฆาเช้ือผิวภายนอกพืชโดยการแชในสาร 
Sodium hypochlorite 10 % เปนเวลา 1 – 3 นาที  
ลางออกดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเช้ือ  
ใชปากคีบที่สะอาดคีบชิ้นใบพืชไปวางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
 การแยกราจากลําตน 

การเลือกสวนของพืชเพื่อแยกเชื้อบริสุทธิ์  
ในกรณีท่ีรอยแผลอยูลึกลงไปในลําตนหรือเปนอาการที่เกิดขึ้นบริเวณทอน้ําท
ออาหาร  
ใชปลายมีดสะอาดตัดเนื้อเยื่อบริเวณขอบของรอยแผลที่เกิดขึ้นในสวนดานใน
ของลําตนเปนชิ้นขนาด  3 - 5 มิลลิเมตร 
ใชปากคีบท่ีสะอาดคีบชิ้นพืชวางลงในจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะ
สมโดยตรง 
 
สวนลําตนท่ีมีรอยแผลขนาดเล็กอยูเฉพาะดานนอก 
หรือในสภาพที่ไมสามารถตัดชิ้นเนื้อเยื่อที่อยูดานในได 
ใหตัดชิ้นเนื้อเยื่อบริเวณรอยตอของแผลกับเนื้อเยื่อพืชปกติดวยใบมีดสะอาด  
ฆาเชื้อผิวภายนอกพืชโดยใชสาร  Sodium hypochlorite 10% เปนเวลา 1 – 3 
นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวนําไปวางบนอาหารในจานเลี้ยงเชื้อ 
 
 การแยกราจากราก 

การแยกราจากรากทีมี่ขนาดเล็ก  ลางรากพืชใหดินท่ีติดอยูหลุดออก  
หยดน้ํากลั่นไวกลางจานเลี้ยงเชื้อพื้นท่ีประมาณ  2 – 3 ตารางเซนติเมตร  
วางรากพชืลงไปเพื่อใหมองเห็นอาการของโรคที่ไดชัดเจน  
ใชใบมีดหรือปากคีบท่ีสะอาดฉีกเปลือกรากออก 
แลวตัดรากพืชบริเวณรอยแผลขนาดประมาณ 5  มิลลิเมตร   
อาจฆาเชื้อผิวภายนอกรากพืชโดยใชสารละลายทําความสะอาดอยางเจือจาง    
แตตองทําดวยความระมัดระวังเพราะผิวรากพืชบอบบาง  
วิธีการที่ดีท่ีสุดคือนํารากไปวางบนตะแกรงรอนที่มีรู ขนาดเล็ก 
วางตะแกรงใตน้ําท่ีไหลผานได เปดน้ําเพียงเบา ๆ เปนเวลา 30 – 90 นาท ี
ใชใบมีดหรือปากคีบยายรากพืชไปวางบนอาหารที่เหมาะสมในจานเลี้ยงเชื้อ 
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5.1.1  การเกบ็ตวัอยางในสภาพชืน้ (Moist chamber) 
 
ในกรณีท่ีตัวอยางพืชแสดงอาการของโรคไมสามารถแยกเชื้อได 
เนื่องจากไมพบสวนของเชื้อราบนพืชจะตองทํา Moist chamber กอน 
โดยนําตัวอยางพืชเปนโรควางในภาชนะที่มีความชื้นเพื่อกระตุนใหเชื้อสาเหตุ
สรางสวนขยายพันธุและสปอร 
แตมักพบปญหาเนื่องจากจุลินทรียอื่นที่อาศัยอยูบนผิวพืชเจริญขึ้นมาดวย 
การใชน้ํายาฆาเชื้อเชน แอลกอฮอล หรือ Sodium hypochlorite 10% 
เช็ดทําความสะอาดใบพืชกอนอาจชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียอื่นไดบาง  
แตก็จะทําลายโครงสรางบางอยางของเชื้อสาเหตุท่ีอยูบนผิวพืชได 
สามารถใชการวิธีการอื่น เชน 
การลางตัวอยางพืชดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อและซับใหแหงกอนนําไปบมในสภาพ
ชื้น 
 
การเก็บตัวอยางในสภาพชื้น  ไมควรวางตัวอยางพืชไวในหองที่มีอุณหภูมิสูง 
ควรเก็บในที่มีแสงสวาง  เชน วางบนโตะในหองปฏิบัติการ  
แตตองไมใหแสงแดดสองโดยตรง  
และตองมีอุณหภูมิคอนขางสม่ําเสมอเพื่อปองกันไอน้ํากลั่นตัวเปนหยดน้ํา 
ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนสเตอริโอทุกวันเพื่อดูการสรางสปอรของรา  
เม่ือราสรางสปอรจึงใชเข็มสะอาดเขี่ยสปอรมาตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศ
น  หรือวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการแยกเชื้อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ตอไป 
 
จานเลี้ยงเชื้อชนิดแกวหรือพลาสติกเหมาะสําหรับใชบมตัวอยางพืชขนาดเล็ก  
เชน ใบพืชหรือกิ่งไมขนาดเล็ก  สวนกลองพลาสติกหลาย ๆ 
ขนาดเหมาะที่จะใชบมตัวอยางพืชขนาดใหญ  
ถาเปนตัวอยางขนาดใหญมากอาจบมดวยถุงพลาสตกิใบใหญหรือถุงพลาสติก
ท่ีใชเปนถุงนึ่งฆาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เลิกใชแลว เปนตน 
 
อุปกรณท่ีใชสําหรับการบมตัวอยางควรทําความสะอาดดวยการนึ่งหรืออบดวย
ความรอน  ถานึ่งหรืออบไมไดควรเช็ดดวย แอลกอฮอล 70 % แลวผึ่งใหแหง 
ถุงพลาสตกิท่ีใชควรเปนใบใหม 
ใชกระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อแลววางลงในจานเลี้ยงเชื้อหรือในกลองพลาสติกแ
ละใสน้ํากลั่นสะอาดนึ่งฆาเชื้อผสมกลีเซอรอล ลงไป 2 – 3 หยด 
ลงบนกระดาษกรอง   กลีเซอรอลจะชวยทําใหน้ําระเหยไดชาลง  
ในกรณีท่ีใชกลองพลาสติกขนาดใหญควรใชกระดาษซับที่ใชในหองปฏิบัติกา
รแทนกระดาษกรอง 
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วางตัวอยางพืชบนแทงพลาสติกหรือวัสดุท่ีใชรองที่ทําความสะอาดแลวดวยแอ
ลกอฮอล 70% บนกระดาษชื้น 
 

5.1.2  การแยกราโดยวธิ ี(Dilution techniques) 
 
การแยกราจากดินหรือจากผิวพืช เชน บนใบพืชหรือดอก  
โดยลางสวนท่ีเปนโรคดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ  แลวนําน้ําท่ีไดไปทําใหเจือจาง 
(dilution) อัตราตาง ๆ 
ถาสารแขวนลอยมีจุลินทรียอยูมากก็อาจใชความเจือจางต่ําเพื่อใหไดราบริสุท
ธิ์เปนโคโลนีเด่ียว ๆ (single colony) บนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  
ควรหลีกเลี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความสมบูรณสูงเพราะจะทําใหราสรางเสนใย
มากและไมสรางสปอร 
 
ควรใชสารปฏิชีวนะ เชน  streptomycin sulfate เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เพื่อยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียปนเปอน 
 
การแยกราจากดินโดยวิธี  Dilution techniques 
สามารถทําไดโดยใชดินจํานวนเล็กนอยบด หรือรอนดินผานตะแกรงละเอียด 
ใสดินลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 10 มิลลิลิตร ในขวดแกว 
 
การแยกราจากตัวอยางพืชโดยวิธี  Dilution techniques   
ดําเนินการโดยใสตัวอยางพืชท่ีตองการแยกเชื้อลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเชนเดี
ยวกัน ใชไปเปตสะอาดดูดสารแขวนลอย 1 มิลลิลิตร 
ใสในหลอดแกวซึ่งมีน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 9 มิลลิลติร เขยาใหเขากัน 
ใชไปเปตสะอาดอันใหมดูดสารแขวนลอยนี้ 1 มิลลิลิตร 
นําไปใสในหลอดแกวซึ่งมีน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร หลอดใหม 
เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน 
 
ปฏิบัติตามขั้นตอนดังกลาวจนได  dilution ท่ีเหมาะสม  
นําสารแขวนลอยที่ความเจือจางสุดทายหยดลงอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้
อ  ใชแทงแกวท่ีลนไฟฆาเชื้อแลว  
เกลี่ยสารแขวนลอยที่หยดไวนั้นใหท่ัวผิวหนาอาหาร   
นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมจนราเจริญสรางกลุมเสนใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
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แยกราที่เกิดขึ้นไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  กอนที่ราตาง ๆ 
ในจานเลี้ยงเชื้อจะเจริญปะปนกัน 
 
ราบางชนดิอาจสรางสปอรไดนอย  ตัวอยางเชนรากลุม Ascomycetes หรือ 
รากลุมท่ีสราง  pycnidia  กรณีเชนนี้ 
อาจใชวิธีนําสวนขยายพันธุใสลงในหยดน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อบนแผนสไลดท่ีสะอ
าด และทิ้งใหราปลอยสปอรออกมา 
ตรวจดูสปอรภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง 
นําสปอรแขวนลอยในน้ํากลั่นไปเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TWA  
เม่ือเสนใยเจริญออกมาใหทําการยายลงเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอ
ไป 
 

การเจรญิเตบิโตและการสรางสปอรของรา 
ราสวนใหญสรางสปอรเพื่อใชขยายพันธุและแพรระบาดไปในธรรมชาติ 
ความสามารถในการสรางสปอรของราขึ้นกับสภาพแวดลอม  
ราสวนใหญเจริญเติบโตไดดีในอุณหภูมิของหองปฏิบัติการ  
การจําแนกชนิดของราจําเปนตองใชลักษณะของสปอรในการจาํแนก 
นอกจากนีส้ปอรยังจําเปนตองใชในการปลกูเชื้อเพื่อการพิสูจนโรคอีกดวย 
 
 หลอดไฟแสงสีดํา 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

บัลลาดทกวาง 
100 มิลิเมตร 

บัลลาดท 
ชองระบายอากา
ศ กวาง 50 
มิลลิเมตร 

450 มิลลิเมตร 

500 มิลลิเมตร 

350 มิลลิเมตร 

จานเลี้ยงรา 

เครื่องตั้งเวลาอั
ตโนมัติ 24 

 
 
 

ภาพที ่8 โครงสรางของกลองบมเชือ้ ภายใตแสง black light 

 50



 

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการสรางสปอรของเชื้อรา เชน 
หองบมเชื้อที่มืดและรอนอบอาว  และอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความสมบูรณสูง  
การชักนําใหราสรางสปอรโดยใชใบพืช เชน ใบขาวโพด ใบคารเนชั่น 
ฟางขาวสาลี ซึ่งเปนพืชอาศัย นึ่งฆาเชื้อแลวใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
จะชวยใหราสรางสปอรไดดีขึ้น 
 
ราหลายชนิดสามารถชักนําใหสรางสปอรไดภายใตแสงสีใกลมวง (black light) 
แมวาแสงชนิดนี้จะมีผลตอเม็ดสี  ลักษณะของโคโลนี 
และอาจมีผลตอสัณฐานวิทยาของรา  
แตผลกระทบนี้ไมมากพอที่จะทําใหการจําแนกชนิดของราผิดไป  
การจัดทํากลองสําหรับบมเชื้อ  ติดตั้งหลอดไฟ  black light ดังแสดงในภาพ 
 
ขอมูลสําหรับการใชกลองบมเชื้อ  เพื่อชักนําการสรางสปอรของรา 

• หลอดไฟ black light  แบบ fluorescent  มีขนาด 20 watt 40 
watt และ  80 watt  ถาไมมีสามารถใชหลอดไฟ  cool light  
ท่ีมีแสง  ultraviolet  เกือบเทากันแทนหลอดไฟ  black light  ก็ได  
การติดตั้งอาจใชหลอดไฟทั้ง 2 ชนิดติดตั้งรวมกัน  โดยใชหลอด  
black light  2 หลอดประกบทั้ง 2 ดานของหลอด cool white day 
light  ไมควรใชหลอดไฟฟาทังสเตน (สีเหลืองสม) 

•  ทําการเปดแสง ultraviolet 12 ชั่วโมง สลับมืด 12 ชั่วโมง 
โดยการติดตั้งสวิตชอัตโนมัติ 

• ราบางชนดิตองการความมืดเพื่อการสรางสปอร  
ดังนั้นกลองที่ใชบมตองไมใหแสงผานเขาไปได 

• อาจใช  black light  หลังการบมเชื้อ  1 – 4  วัน  
และเปดตลอดไปจนสิ้นสุดการทดลอง 

• ถาอุณหภูมิรอนเกินไปราบางชนิดไมสามารถสรางสปอรภายใตแ
สง ultraviolet  ได 

 51



 

5.2  การแยกแบคทเีรยี (Isolation of bacteria) 
 
ถาแบคทีเรียเปนสาเหตุของโรคจะพบเซลลของแบคทีเรียจํานวนมากบริเวณข
อบของรอยแผล  
หรือบีบใหเซลลแบคทีเรียไหลออกมาจากทอน้ําทออาหารของพืชท่ีแสดงอากา
รเปลี่ยนสี 
ขั้นตอนพื้นฐานของการตรวจสอบและแยกแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชมีดังนี้ 
 

1. ลางตัวอยางพืชโดยผานน้ําไหล เพื่อลางดิน เศษผง หรือสิ่งสกปรกอื่น ๆ 
ออกจากผวิพืช 
ถาหากตัวอยางพืชไมมีดินติดมาไมจําเปนตองทําความสะอาดผิวพืช 
ถาตัวอยางพืชคอนขางแหงหรือแหงสนิท 
ก็ไมจําเปนตองทําความสะอาดเชนกัน  
เพราะสารเคมีท่ีใชในการฆาเชื้อจะซึมเขาไปทําลายเซลลแบคทีเรียไดอยา
งรวดเร็ว  หากจําเปนตองทําความสะอาดตัวอยาง อาจจุมตัวอยางพืชเร็ว ๆ 
ในสารละลาย Sodium hypochlorite 10% หลังจากการจุมในสารละลาย 
Sodium hypochlorite 10%  แลว 
ลางตัวอยางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้ออีกครั้งหนึ่ง  
ถาตัวอยางพืชเปนสวนของพืชท่ีมีความหนา เชน ตาดอก ผล แผลแคงเกอร 
หรือ gall อาจลางตัวอยางเหลานี้ใน เอทธิล แอลกอฮอล 70 % 
และลนไฟกอนการแยกเชื้อบริสุทธิ์ 

 

2. ตัดตัวอยางพืชเปนชิ้นเล็ก ๆ 
บริเวณรอยตอของแผลระหวางเนื้อเยื่อปกติและบริเวณท่ีแสดง 
อาการของโรค  
หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลดท่ีผานการทําความสะอาดดวยการลนไฟมาแล
ว วางชิ้นตัวอยางลงในหยดน้ํากลั่น  
ตัวอยางพืชท่ีมีความหนาควรฉีกใหขาดออกหลังจากวางบนหยดน้ํากอนปด
ดวย cover slip ที่ผานการลนไฟแลว วางบนตัวอยางพืชเบา ๆ 
แลวตรวจสอบทันทีภายใตกลองจุลทรรศน โดยใชกลองจุลทรรศน ชนิด  
phase contrast  ที่กําลังขยาย  400 เทา  อาจจําเปนตองลดระดับ  condenser 
ลง หรือปดแผนปรับแสงใตกลอง  (substage diaphragm)  
เพื่อใหมองเห็นเซลลของแบคทีเรียชัดเจนขึ้น  
แบคทีเรียจะไหลเปนกลุมออกมารอบรอยแผลที่ตัดไว  
การตรวจสอบตองพิจารณาใหแนใจวาสิ่งท่ีมองเห็นไมใชวัสดุอื่น เชน 
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น้ํายางของพืช  พลาสมิด หรือเม็ดแปงท่ีปนมากับแบคทีเรีย  
ถามองเห็นกลุมของแบคทีเรียไหลออกจากรอยแผลที่ตัดใหยก  cover slip 
ออก  ใช loop แตะน้ําบนแผนสไลดไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
บางครั้งอาจจําเปนตองปลอยใหชิ้นตัวอยางวางอยูบนหยดน้ํานานหลายชั่ว
โมงจึงสามารถนําน้ําบนแผนสไลดไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อได 

 
3. การเกลี่ยแบคทีเรียใหกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ควรใช loop 

แตะหยดน้ําท่ีมีเซลลแบคทีเรีย 1 loop 
วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ  
วิธีการทําใหเซลลแบคทีเรียกระจายไปบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อมีหลายวิธี   
เชน 

 
วิธีการที่ 1 การลาก loop เปนลักษณะซิกแซกบนเนื้อที่ 1 ใน 4 
ของจานเลี้ยงเชื้อ  โดยตั้งตนจากขอบจานเลี้ยงเชื้อ  การลาก  loop 
ครั้งตอมาทําในเนื้อที่ 1 ใน 4 ของสวนที่ 2 
โดยใหลากทับกับเสนของการลาก loop ในสวนที่ 1 (ภาพที่ 7) loop ที่ใช 
ตองลนไฟฆาเชื้อและปลอยใหเย็นกอนนําไปแตะบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ
ครั้งตอไปทุกครั้ง  
 

วิธีการที่ 2 หยดแบคทีเรีย 1 loop ลงบนอาหารในจานเลี้ยงเชื้อแลวใช loop 

ลากหยดน้ําใหท่ัวท้ังจานเลี้ยงเชื้อเบา ๆ 
ตั้งแตขอบบนจนถึงขอบลางอยางรวดเร็ว  
 

จุดประสงคของการเกลี่ยแบคทีเรียทั้ง 2 วิธีนี้ 
เพื่อใหเซลลของแบคทีเรียกระจายตัวเปนเซลเดี่ยว ๆ 
และสรางกลุมของเชื้อจากเซลลเซลลเดียว 

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชจะตองเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสาเห
ตุ 
ควรทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อที่เทไวในจานเลี้ยงเชื้อเย็นและไมมีหยดน้ําเกาะบ
นผิวอาหาร โดยวางจานเลี้ยงเชื้อคว่ําไว 24 ชั่วโมง  
หรือแงมฝาจานเลี้ยงเชื้อที่วางในตูเขี่ยเชื้อชนิดลมเปาออก (lamina flow)  
นาน  30  นาที  ระมัดระวังอยาใหมีการปนเปอนของจุลินทรียอื่น 
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5. จานเลี้ยงเชื้อควรวางไวในลักษณะคว่ําลงเพื่อปองกันไอน้ําจับตัวเปนหยด
น้ําบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชสวนใหญเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 25 – 28 
องศาเซลเซียส   

 

6. ขั้นตอนที่กลาวมาขางตน  
สามารถปรบัเปลี่ยนไดตามประสบการณของผูปฏิบัติ 

 
 

1 

2 

3 

4 

 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่9 การแยกแบคทีเรยี 
(1) หยดน้าํที่มเีซลลแบคทเีรีย  (2) การลาก loop ครัง้แรก  (3) การลาก loop  
ครัง้ที ่2  (4) การลาก loop ครัง้ที ่3 เกดิแบคทีเรยี โคโลนีเดีย่วบริเวณนี ้
 
หลังจากเกลี่ยใหแบคทีเรียกระจายไปทั่วอาหารบนจานเลี้ยงเชื้อแลว  
นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 4 – 5 วัน  
ถาแบคทีเรียเปนชนิดท่ีเจริญชามาก  อาจบมเปนเวลา  10 – 14 วัน 
การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยใชลักษณะอาการของโรคเปนบรรทัดฐานสามา
รถเลือกแยกเชื้อบริสุทธิ์จากกลุม colony 
ของแบคทีเรียที่คาดวาจะเปนสาเหตุของโรคไดแมวาจะมีแบคทีเรียอีกหลายชนิ
ดเจริญอยูดวยกันบนอาหารในจานเลี้ยงเชื้อ  
ในกรณีท่ีไดตัวอยางพืชท่ีดีและเลือกตัวอยางพืชไดถูกตองก็จะไดแบคทีเรียสาเ
หตุบนอาหารทดสอบ  ถาพบ colony ของแบคทีเรียมากกวา 1 ชนิด  
ควรสังเกตจํานวนกลุมของแบคทีเรียทุกชนิดท่ีพบบนอาหาร 
ควรตรวจสอบแบคทีเรียที่พบบอย ๆ 
จากการแยกเชื้อยกเวนกลุมแบคทีเรียท่ีไมใชเชื้อสาเหตุโรคพืช  
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การเลือกกลุมแบคทีเรียไปเลี้ยงเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ควรเลือกจาก colony 
ท่ีเกิดเด่ียว ๆ 
 
วิธีการอื่นท่ีใชในการแยกแบคทีเรียใชวิธีเดียวกับการแยกราโดยการวางชิน้ตั
วอยางพืชโดยตรงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะพบกลุมแบคทีเรียเจริญรอบ ๆ ชิน้พืช  
วิธีการนี้จะเหมาะสมในกรณีท่ีมีจุลินทรียอื่นปะปนมาบนชิ้นตัวอยางพืช  
ซึ่งเชื้อเหลานี้มักเปนกลุมจุลินทรียท่ีพบเสมอในธรรมชาติ (saprobes) 
ดังนั้นวิธีการเกลี่ยแบคทีเรียบนอาหารจะใชไมไดผลเนื่องจากแบคทีเรียสาเหตุ
ท่ีเจริญชากวาจะตายไปกอน 
 

5.3  การแยกไสเดอืนฝอย (Isolation of nematodes) 
 
ไสเดือนฝอยเปนสัตวขนาดเล็ก ลําตัวไมมีขอปลอง 
อาศัยอยูไดทุกแหลงท่ีมีน้ําถึงแมวาจะมีน้ําอยูเพียงชั่วคราว  
ไสเดือนฝอยบางชนิดมีพืชอาศัยกวาง 
ไสเดือนฝอยหลายชนิดเขาทําลายพืชโดยเฉพาะเจาะจงกับพืชอาศัย 
พืชและสัตวสวนใหญอาจจะมีไสเดือนฝอยเขาทําลายไดตั้งแต 1 
ชนิดหรือมากกวา 
อาจกลาวไดวาไสเดือนฝอยเปนศัตรูพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ 
สําหรับไสเดือนฝอยกลุมท่ีเรียกวา free-living 
อาศัยแบคทเีรียและราเปนอาหารจะมีบทบาทที่สําคัญในระบบนิเวศนในดิน  
 
ไสเดือนฝอยศัตรูพืชโดยทั่วไปแบงออกเปน 2 กลุม คือ 
1. กลุมท่ีสามารถเคลื่อนที่ไดและอาศัยหากินบนพืชหรือในสวนของพืช 

(Migratory nematodes) ไสเดือนฝอยกลุมนี้มีพืชอาหารหลายชนิด 
ตองมีไสเดือนฝอยในปริมาณมากจึงจะทําใหเกิดความเสียหายและมีความสําคั
ญทางเศรษฐกิจ  
2. 
กลุมท่ีอาศัยฝงตัวอยูกับท่ีบนรากพืชและมีโครงสรางพิเศษเพื่อใชดูดสารอาหาร
และใชปองกันตัว (Sedentory nematodes) 
เปนกลุมท่ีมีมีพืชอาศัยในวงแคบแตมีความเฉพาะเจาะจงกับพืชอาศัยและมีควา
มสัมพันธกับพืชอาศัยในระดับโมเลกุล ตลอดจนมีความสําคัญตอผลผลิตพืช  
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การแยกไสเดือนฝอยออกจากดินหรือพืชเพื่อจําแนกชนิด 
 

5.3.1 การแยกไสเดอืนฝอยจากดิน (Soil samples) 
 
วัตถุประสงคเพื่อการจําแนกชนิดและการเก็บตัวอยางไวในศูนยเก็บรักษาตวัอย
างโรคพืช นําดินบริเวณรอบรากพืชท่ีเปนโรคมาทําการศึกษา  
ในกรณีท่ีพืชแสดงอาการผิดปกติ ใหสุมเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ ราก 
และเก็บดินบริเวณท่ีพืชแสดงอาการปกติมาตรวจเพื่อเปนการเปรียบเทียบ   
ความลึกของดินและจํานวนของตัวอยางดินท่ีเก็บจะมีความสําคัญอยางยิ่งในกา
รเก็บตัวอยางนั้น 
 
ควรเก็บตัวอยางดินท่ีมีความชื้นสูงเนื่องจากไสเดือนฝอยบางชนิดท่ีอยูในระยะ
พักตัวอาจถูกทําลายไดเม่ือดินมีสภาพแหงมาก  เกบ็ตัวอยางดินใสถุงพลาสติก  
เก็บไวในสภาพที่เย็นในระหวางการเดินทาง 
เม่ือกลับถึงหองปฏิบัติการใหรีบดําเนินการแยกไสเดือนฝอยโดยเร็วท่ีสุดเทาท่ีจ
ะทําได  หรือเก็บตัวอยางดินไวในตูเย็นกอนนํามาแยก  
อยางไรก็ดีไสเดือนฝอยบางชนิดไมสามารถเก็บไวในตูเย็นได  
ในกรณีท่ีดินรวน ใหนําดินมารอนผานตะแกรงขนาด 10 มิลลิเมตร 
เพื่อแยกเศษซากพืชออก คลุกเคลาดินใหเขากัน 
แตไมสามารถใชวิธีนี้ในกรณีทีเปนดินเหนียว 
 

วิธีการแยกไสเดือนฝอยอาจทําไดท้ังแบบแยกโดยตรง (active methods) 
ซึ่งเปนการแยกไสเดือนฝอยที่เคลื่อนที่ได และแบบแยกทางออม  (passive 
methods)  ซึ่งเปนการแยกโดยใชขนาดและน้ําหนักของไสเดือนฝอย  
วิธีการที่งายที่สุดคือการแยกไสเดือนฝอยที่เคลื่อนที่ไดโดยการใช  
Whitehead tray  หรือการใช  Baermann funnel  แตการแยกโดยวิธีท้ัง 2 
แบบนี้ใชเวลา 2 – 4 วนั  
และอาจไดจํานวนไสเดือนฝอยที่เคลื่อนที่ชาหรือมีขนาดใหญไดนอย 
 
การแยกไสเดือนฝอยแบบแยกโดยทางออมเปนการแยกไสเดือนฝอยโดยใชหล
ายวิธีรวมกัน คือ การกรองผานตะแกรง  
และการลอยตัวของไสเดือยฝอยในสารละลายความหนาแนนสูง  
การแยกโดยวิธีนี้มีความแปรปรวนสูง และอาจขาดประสิทธิภาพ   
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วิธแียกไสเดือนฝอยโดยใช  Whitehead tray (Whitehead tray 
extraction) 

เกลี่ยตัวอยางดินบนกระดาษทิชชูหรือผาเนื้อละเอียดท่ีวางบนตะแกรงที่มีรูข
นาดใหญ วางตะแกรงบนถาดที่หลอน้ําใหพอดีใหดินเปยกหมาด ๆ  (ภาพที่ 
10) วางทิ้งไว  1 – 4 วัน 
ไสเดือนฝอยที่มีชีวิตจะเคลื่อนที่ลงดานลางผานกระดาษทิชชูลงในน้ํา  
ปริมาณของดินที่ใชขึ้นอยูกับขนาดของถาด  ดิน  200  กรัม 
จะใชถาดขนาดใหญ  450 X 300  มิลลิเมตร  การเกลี่ยดินบาง ๆ 
บนกระดาษทิชชูจะชวยใหการแยกไสเดือนฝอยมีประสิทธิภาพและลดเวลาก
ารปฏิบัติงาน 
 

ดิน ผา ตะแกรงแ
กแกรงแ 

น้ํา ถาด  

 
ภาพที ่10 Whitehead tray  ที่ใชแยกไสเดือนฝอยจากดนิและพืช 
 
กอนเก็บตัวอยางไสเดือนฝอยคอย ๆ 
ยกตะแกรงขึ้นจากน้ําระวังอยาใหดินไหลลงไปในน้ํา  เทน้ําในถาดลงภาชนะ 
เชน cylinder วางท้ิงไวหลาย ๆ ชั่วโมง 
ดูดน้ําออกจากภาชนะใหเหลือประมาณ  5 – 20 มิลลิลิตร  
ระวังอยาใหไสเดือนฝอยลอยขึ้นมาบนผิวน้ํา  
การปฏิบัติอีกวิธีหนึ่งคือเทน้ําผานตะแกรงที่มีรูขนาดเล็ก (20 - 38 µm)  
แตตะแกรงดังกลาวมีราคาแพงและปฏิบัติงานไดยาก  
วิธีเทน้ําผานตระแกรงนี้อาจทําใหไสเดือนฝอยหลุดลอดผานตะแกรงไปในระห
วางการปฏิบัติงาน  
การลดการสูญเสียไสเดือนฝอยจากการแยกวิธีนี้โดยนําน้ําท่ีผานการกรองแลว
มากรองผานตะแกรงใหมอีกหลาย ๆ ครั้ง   
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วิธแียกไสเดือนฝอยโดยใชกรวย (Baermann funnel) 
 
นําดินมาวางลงบนกระดาษทิชชูหรือผาเนื้อละเอียดที่วางไวบนกรวยแกว  
สวมทอพลาสติกไวท่ีปลายกรวย  ใชลวดหนีบหนีบปลายทอพลาสติกไว  
เติมน้ําในกรวยใหเปยกพอดี  (ภาพที่ 11) 
การปฏิบัติงานแตละครั้งจะใชดินเพียงเล็กนอย 
ความไดเปรียบของวิธีการนี้คือไสเดือนฝอยจะรวมกันอยูในทอพลาสติกเหนือล
วดหนีบและพรอมท่ีจะผานลงภาชนะรองรับซึ่งใช vial ปริมาตร  5 – 10 
มิลลิลิตร 
 

ผา 

ดิน 

ตระแกรง 

น้ํา 

ทอพลาสติกพลาสติก

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่11 กรวย Baermann funnel ที่ใชแยกไสเดอืนฝอยจากดินและพชื 
 
การรอนดนิดวยน้าํและการหมนุเหวี่ยง (Wet sieving and differential 
centrifugation) 
ละลายดินในน้ําในอางขนาด 4 ลิตร  วางทิ้งไว 10 วินาที 
เพื่อใหตะกอนดินขนาดใหญจมลงกนอาง 
เทน้ําท่ีไดจากการละลายดินนี้ผานตะแกรงขนาด  38 µm  ลงในอางใบที่ 2  
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ลางไสเดือนฝอยออกจากตะแกรง  นําไปหมุนเหวี่ยง  
น้ําท่ีใชลางไสเดือนฝอยออกมามีปริมาณไมมากนักและไสเดือนฝอยจํานวน
หนึ่งจะลอดผานตะแกรงลงไปได  
ใหนําน้ําสวนที่รองไวไปรอนผานตะแกรงอีกครั้งเพื่อกรองไสเดือนฝอย 
และถายังมีไสเดือนฝอยคางอยูในน้ําอีกใหปฏิบัติเชนนี้อีกเปนครั้งท่ี 3   
นําน้ําสวนที่มีไสเดือนฝอยนี้ไปหมุนเหวี่ยง 
ดูดน้ําสวนบนออกดวยความระมัดระวังและเหลือน้ําท่ีมีไสเดือนฝอยไวเล็กนอ
ย  นาํไปแขวนลอยในสารละลายน้ําตาล (450 กรัม / ลติร)  
และหมุนเหวี่ยงอีกครั้งหนึ่ง  นําอินทรียวัตถุท่ีลอยอยูสวนบนออก  
เทสวนน้ําซึ่งเปนสารละลายน้ําตาลลงบนตะแกรงรอนขนาด  38 µm  
และลางไสเดือนฝอยออกจากตะแกรง 
นําสวนน้ําท่ีผานตะแกรงออกไปนั้นกลับมารอนผานตะแกรงอีกครั้งหนึ่ง 
เพื่อเก็บไสเดือนฝอยที่หลุดออกจากการรอนครั้งแรก  
 
ความเขมขนของสารละลายน้ําตาลอาจทําลายตัวไสเดือนฝอยได    
ดังนั้นควรปฏิบัติงานโดยเร็วท่ีสุด สารเคมีชนิดอื่นท่ีใชแทนน้ําตาลได  ไดแก 
NaCl, MgSO4 or colloidal silica (Ludox, DuPont de Nemours). 
 
การแยก Cysts Nematodes (Extracting cysts) 

ละลายดินที่ผึ่งลมใหแหงแลวในน้ําใน beaker ขนาด  4  ลิตร ตั้งท้ิงไว  10 
นาที เพื่อใหดินจมลงกน beaker  เทผานลงในตะแกรงรอนขนาดใหญ  (710 

µm) ที่วางซอนบนตะแกรงขนาด 250 µm 
ลางดินท่ีเหลือและรอนเชนเดียวกันนี้อีก 2 ครั้ง  
นําเศษอินทรียวัตถุและไสเดือนฝอยที่คางบนตะแกรงละเอียด (250 µm) 
ไปวางบนกระดาษกรองที่วางอยูบนกรวยแกว Buchner funnel 
โดยใชปมสุญญากาศ กอนนําไปตรวจสอบใตกลองจุลทรรศน ถาใชกรวย 
Conical funnel อินทรียวัตถุจะแขวนลอยอยูในเอททิลแอลกอฮอล 70% cyst 
ของไสเดือนฝอยจะลอยขึ้นมาเรียงเปนแถบบริเวณสวนบนของกระดาษกรอง 
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5.3.2  การแยกไสเดอืนฝอยจากตวัอยางพชื (Plant samples) 
 
ไสเดือนฝอยสามารถอาศัยอยูในราก ลําตน ใบ และเมล็ด 
วิธีแยกไสเดือนฝอยจึงแตกตางกันขึ้นกับสวนของตัวอยางและชนิดของไสเดื
อนฝอย 
ไสเดือนฝอยชนิดเคลื่อนที่อาศัยหากินในชิ้นสวนพืชควรใชวิธีแยกแบบพนห
มอก (mist) จะใหผลดีท่ีสุด  แมวาจะสามารถใชถาด  Whitehead tray  
หรือใชกรวย Baermann funnel ไดก็ตาม 
การแยกไสเดือนฝอยชนิดอาศัยฝงตัวในพืช 
อาจใชวิธีนําไสเดือนฝอยออกมาจากสวนของพืชท่ีถูกทําลายหรือเก็บรักษาไ
สเดือนฝอยไวในเนื้อเยื่อพืชการแยกไขของไสเดือนฝอยกลุมนี้โดยการใชต
ะแกรงรอน สวนไสเดือนฝอยระยะวัยออนและไสเดือนฝอยเพศผูตัวเต็มวัย 
ซึ่งเคลื่อนที่ไดจะสามารถแยกไดดวยวิธีการพนหมอก 
 

วิธกีารพนหมอก (Mist Extraction) 

ติดตั้งกรวยแกวท่ีมีการวางตะแกรงไวดานบนในตูพนหมอก  (ภาพที่ 12)  
ตัดชิ้นพืชใหมีความยาวประมาณ 10 มิลลิเมตร  
วางบนกระดาษทิชชูหรือผาเนื้อละเอียดที่วางบนตะแกรงภายในกรวยแกว 
พนน้ําเปนหมอกละเอียดทุก 10 นาที เปนเวลาครั้งละ 10 วินาที  
น้ําท่ีไหลลงในหลอดแกวใตกรวยจะลนออกจากหลอดแกวในอัตราที่ชามาก 
ไสเดือนฝอยที่ออกมาจากรากจะไหลลงมาและตกตะกอนอยูกนหลอดแกว  
และจะเก็บไสเดือนฝอยไดในเวลา 2 – 4 วัน 
จากนั้นทําการลดปรมิาณน้ําในหลอดแกวลงโดยการดูดน้ําสวนบนออกดวย
ความระมัดระวัง  
ละอองหมอกมีออกซิเจนที่สามารถลดสารพิษท่ีปลดปลอยจากชิ้นสวนพืชขณ
ะสลายตัว จึงทําใหไสเดือนฝอยที่ไดอยูในสภาพสมบูรณ  
การแยกไสเดือนฝอย อาจใชวิธีใชถาด  Whitehead tray  หรือการใชกรวย 
Baermann funnel ก็ได  แตมีขอจํากัดตอชนิดของไสเดือนฝอย 
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ตะแกรง

หลอดแกว

 หัวพนหมอก 

รากพืช 
ผา

น้ํา

  
ภาพที ่12 การแยกไสเดอืนฝอยดวยการพนหมอกบนเนื้อเยือ่พชื 
 

การตดัชิ้นพืช (Dissection) 

นําตัวอยางพืชท่ีตัดเปนชิ้นวางลงในจานเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําใสไวเล็กนอย  
ใชเข็มเขี่ยหรือปลายมีดตัดชิ้นพืชภายใตกลองจุลทรรศน  
กลองจุลทรรศนท่ีใชควรมีแสงไฟสองทั้งดานบนและดานลาง 
วางตัวอยางพืชไวชั่วครูเพื่อใหไสเดือนฝอยเคลื่อนที่ออกมาจากเนื้อเยื่อพืช 
ไสเดือนฝอยที่หลุดออกมาจากชิ้นพืชจะมองเห็นไดชัดเจนจากแสงไฟที่สอง
จากดานลาง  
แสงท่ีสองทางดานบนจะทําใหมองเห็นไสเดือนฝอยกลุมท่ีฝงตัวในพืชซึ่งลัก
ษณะตัวอวนกลม เชนไสเดือนฝอยรากปม  (Heterodera spp. และ 
Meloidogyne spp.) และไสเดือนฝอยบนเมล็ดและใบ (Anguina spp.) 
ไดชัดเจน 
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5.3.3  การเกบ็รกัษาและการทาํสไลดถาวร (Preservation and 
mounting) 

 

การฆาดวยความรอน (Heat killing) 
กอนการเก็บรักษาหรือการทําสไลดตองทําใหไสเดือนฝอยตายกอนโดยที่ไส
เดือนฝอยยังคงมีโครงสรางภายในที่สมบูรณวิธีการนี้ปฏิบัติไดโดยใชความร
อน เติมน้ํารอนหรือสาร fixative เพื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นถึง 60 

องศาเซลเซียส แลวทําใหเย็นลงโดยเร็วดวยน้ําเย็นหรือสาร fixative ถาไมมี 
water bath การทําใหน้ําท่ีมีไสเดือนฝอยมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ไดดวยการเติมน้ําเดือดลงไปในปริมาตรที่เทากันจะไดอุณหภูมิพอเหมาะใน
การฆาไสเดือนฝอย  อีกวิธีหนึ่งคือการใชเตาอบ (55 - 60  องศาเซลเซียส)  
เปนการใหความรอนกับไสเดือนฝอยที่อยูในน้ําปริมาตรไมมากนัก  
ตรวจดูทุก 1 นาที จนกวาไสเดือนฝอยจะตายหมด  
การฆาไสเดือนฝอยดวยความรอนนี้ตองไมใชความรอนมากจนเกินไปและไ
มควรตมไสเดือนฝอยเพราะความรอนจะทําลายโครงสราภายในตัวของไสเดื
อนฝอยได 
 

การรกัษาสภาพของตัวอยางไสเดือนฝอย (Fixing) 
วิธีการที่งายที่สุดในการทําใหไสเดือนฝอยคงสภาพคือการเติม 
formaldehyde  เขมขนลงไปใหไดสารละลายสุดทายที่มีความเขมขนของ 
formaldehyde ประมาณ 2 - 5 % หรือการใชความรอนรวมกับ 
formaldehyde ที่มีความเขมขน 2 เทา  
ควรแชตัวอยางไวในสารคงสภาพนี้อยางนอย 12 ชั่วโมง  
แตโดยทั่วไปจะแชไวเปนเวลา 2 สัปดาห 
กอนที่จะปฏิบัติการในขั้นตอนตอไป  การเก็บรักษาตัวอยางเปนเวลานาน ๆ 
อาจจะใชสารละลาย  formaldehyde นี้ก็ได 
 
สาร fixative ชนิดอื่น ๆ เชน  TAF (3% formaldehyde, 0.2% triethanolamine  
ในน้ํากลั่น)  และ  FA 4:1 (4% formaldehyde, 0.1% acetic acid ในน้ํากลั่น)  
แตสาร fixative ดังกลาวไมเหมาะสมสําหรับเก็บไสเดือนฝอยเปนเวลานาน 
และไมควรใชเอทธิลแอลกอฮอลเปนสาร fixative 
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เพื่อการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ยกเวนการเก็บรักษาเพื่อวิเคราะหดีเอ็นเอเทานั้น 
 

การปดผนกึสไลด (Mounting) 
การทําสไลดตัวอยางถาวร  
ปฏิบัติไดโดยใสตัวอยางไสเดือนฝอยที่แขวนลอยอยูในน้ําลงในหยดกลีเซอ
รอลความเขมขน 2 – 5 % ประมาณ  2 – 3 มิลลิลิตร ใสไวในจานแกวกนตื้น 
วางจานตัวอยางไสเดือนฝอยในเตาอบ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
หรือในโถดูดความชื้น  น้ําจะระเหยไปในเวลา 1 สัปดาห  
ขณะที่วางจานไวควรเปดฝาจานเพียงเล็กนอย  
เพื่อใหน้ําระเหยออกไปอยางชา ๆ 
 
การเตรียมสไลดตัวอยางไสเดือนฝอยโดยการตักไสเดือนฝอยแตละตัวภายใ
ตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ ใชเข็มปลายแหลม ขนนก 
ขนตาที่ใชกาวติดไวกับปลายเข็ม หรือวัสดุท่ีคลายกัน  
ใชวัสดุปลายแหลมนี้เขี่ยใหไสเดือนฝอยลอยขึ้นมาบนผิวน้ําและตักขึ้นใหพ
นแรงตึงผิวของน้ําดวยการตวัดขึ้นมาเร็ว ๆ  
การใสน้ําท่ีมีไสเดือนฝอยในภาชนะกนตื้นจะชวยใหทํางานสะดวก  
แตตองปรับระยะกลองจุลทรรศนใหพอเหมาะ 
ขั้นตอนนี้ควรหมั่นฝกซอมใหเกิดทักษะ  
แตเม่ือทําไดคลองแลวการทํางานจะมีประสิทธิภาพมาก 
 
ยายตัวอยางไสเดือนฝอยในแตละระยะการเจริญเติบโตประมาณ 10 ตัว 
วางลงในหยดกลีเซอรอลเขมขนบนแผนสไลดท่ีสะอาด  
ใชปลายเข็มเขี่ยตัวไสเดือนฝอยใหเรียงกันกึ่งกลางสไลด  
โดยแนใจวาไสเดือนฝอยไมลอยขึ้นมาบนผิวกลีเซอรอล ใชแทงแกว (glass 

rod) หรือ เศษ cover slip (เบอร 0) ท่ีแตก  วางรอบ ๆ ตัวไสเดือยฝอย  
เพื่อปองกันไมให cover slip กดตัวไสเดือนฝอยใหแบน ควรใช cover slip 
ชนิดกลม  การวาง  cover slip  บนหยดกลีเซอรอลตองระวังอยาให 
 

กลีเซอรอลไหลออกมาเปอน cover slip ถาตองการปดผนึกสไลดดวยไข 
(wax) ตองวางแผนสไลดบนแผนความรอนที่มีอุณหภูมิพอดีท่ีไขเริ่มละลาย  
การใชกลีเซอรอลเปนวิธีการท่ีใชท่ัวไป  แตปจจุบันหาซื้อกลีเซอรอลไดยาก  
สารชนิดอื่นท่ีสามารถใชแทนกลีเซอรอลได  เชน epoxy resin (เชน  Araldite 
ชนิดแหงใน 5 นาที) หรือ DePeX ก็ได  

 63



 

อาจใชน้ํายาทาเล็บเพื่อการปดผนึกอาจทําไดแตในสภาพอากาศรอนสไลดจ
ะไมคงทน 
 

5.4 อาหารเลี้ยงเชือ้ (Growth media) 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเตรียมไดจากสวนผสมพื้นฐานทั่วไป 
หรือไดจากอาหารสําเร็จรูปที่มีขายเปนการคา   
อาหารสําเร็จรูปจะมีสวนผสมที่คงที่มากกวาอาหารจากสวนผสมพื้นฐาน 
การเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะสามารถยับยั้งแบคทีเรียไมใหเ
จริญบนอาหาร แตสารปฏิชีวนะสวนใหญจะถูกทําลายดวยความรอน   
ดังนั้นจึงควรเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหารหลังจากนึ่งฆาเชื้อแลวกอนอาหาร
จะแข็งตัวเล็กนอย 
 

Penicillin (50  หนวย ตอ มิลลิลิตร) , streptomycin (50  หนวย ตอ มิลลิลิตร) 
และ  
Tetracycline  (30  หนวย ตอ มิลลิลิตร)  อาจใชเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง 
หรือหลายชนิดรวมกันก็ได  
Chloramphenicol (50  หนวย ตอ มิลลิลิตร)  
ใสในขณะเตรียมอาหารเพราะสามารถนึ่งฆาเชื้อได  

 
 
 
 
 
 
 
ปริมาณวุนท่ีเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจแตกตางกันขึ้นอยูกับบริษัทผูขาย  
ควรเติมผงวุนใหมากพอที่จะทําใหอาหารแข็งตัวสําหรับการลากเข็มเขี่ยบน
ผิวอาหารไดโดยอาหารไมแตก  
ถาน้ําไมสะอาดพอใหใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในการเตรียมอาหาร 
 
อาหาร Potato dextrose agar (PDA) เปนอาหารที่ดี  
เหมาะสําหรับเลี้ยงเชื้อและแยกราบริสุทธิ์  
เตรียมโดยลางหัวมันฝรั่งโดยไมตองปอกเปลือก  ตัดออกเปนชิ้นเล็ก ๆ 
ตมในน้ําเปนเวลา ประมาณ 1 ชั่วโมง  
นําไปกรองผานภาชนะกรองนําน้ําท่ีไดไปเตรียมอาหาร 
ท้ิงสวนที่เปนเนื้อมันฝรั่งไป  
หรืออีกวิธีหนึ่งคือปนสวนผสมทั้งหมดดวยเครื่องบดไฟฟา  
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เติมน้ําตาลเด็กโตรสหรือกลูโคส และวุนผง  และเติมน้ําใหไดปริมาตร  1 
ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  นาน  20  นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
อาจมีการปรับสูตรอาหารดวยการใชผักหรือธัญพืชชนิดอื่น   
การเตรียมอาหาร PDA ครึ่งสูตร (half PDA) หรือเศษหนึ่งสวนสี่สูตร 
ดวยการลดสัดสวนของมันฝรั่งและน้ําตาล 
 
อาหาร Tap water agar (TWA) เปนอาหารที่ดีเหมาะสําหรับการแยกราบริสุทธิ์ 
หลาย ชนิด อาจเติมฟางขาว เมล็ดธัญพืช 
หรือสวนของพืชท่ีนึ่งฆาเชื้อแลวลงในอาหารเพื่อชวยชักนําใหราสรางสวนข
ยายพันธุและสปอรมากขึ้น   
ผสมวุนผงลงในน้ําประปาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที 

Dextrose/Glucose   20   กรัม 
วุนผง      20   กรัม 
น้าํ       1   ลติร 

สวนผสมของอาหาร TWA 
วุนผง     20   กรัม 
น้าํประปา    1   ลติร 

สวนผสมของอาหาร  PDA 
 มันฝรั่ง     200  กรมั, 

 
 
 
 
 
อาหาร V-8 juice agar (V-8J) เปนอาหารที่ดีเหมาะสําหรับการเลี้ยงรา 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง รา  Phytophthora  เตรียมโดย กรอง  V-8J  เพื่อใหใส 
ผสมสัดสวนท้ังหมดเขาดวยกัน  นึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 20  นาที ถาไมสามารถหา V-8J ไดอาจใชน้ําคัน้ของมะเขือเทศ  
แครอต และผักคื่นชายมาปนรวมกัน 
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อาหาร King's B agar (KBA) 
เปนอาหารที่เหมาะสําหรับการแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียกลุม fluorescent pseudomonads และ Erwinia 

spp  ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหาร ที่ 7.2  และนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  25  นาที 
 

 
 
 
 
 
 
 
อาหาร  Nutrient agar (NA)  เปนอาหารที่เหมาะสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย  
ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหาร ที่ 7.4  และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 
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สวนผสมของอาหาร  KBA 
Proteose Peptone  20   กรัม, 
Glycerol     10   กรัม 
K2HPO4     1.5   กรมั 
MgSO4 . 7 H2O   1.5   กรัม 
วุนผง     15   กรัม 
น้าํกลั่น    1   ลติร 

วุนผง      20   กรมั 
น้าํกลั่น    800  มลิลลิติร 

สวนผสมของอาหาร  NA 
Yeast extract    3 กรัม 
Peptone    3   กรัม 
NaCl     5  กรัม 
วุนผง     5   กรัม 
น้าํกลั่น    1  ลติร 

CaCO3    3   กรัม 
V-8J     200  มลิลลิติร 
สวนผสมของอาหาร  V-8J 



 

อาหาร Sucrose peptone agar (SPA) 
เปนอาหารที่เหมาะตอการแยกและเลี้ยงแบคทีเรียบริสุทธิ์  
ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหาร ที่ 7.2 -  7.4 และนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
อาหาร Malt extract agar (MEA) 
เปนอาหารที่เหมาะตอการเลี้ยงและแยกราและยีสต  ปริมาณของ  malt 
extract อาจเปลี่ยนแปลงได  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  
20  นาที 

K2HPO4     0.5    กรมั 
MgSO4 . 7 H2O   0.25   กรมั 
วุนผง     12     กรมั 
น้าํกลั่น    1     ลติร 

สวนผสมของอาหาร  MEA 
malt extract   2 - 20  กรมั 
วุนผง     20   กรัม 
น้าํกลั่น    1   ลติร 

สวนผสมของอาหาร  SPA 
Sucrose     20    กรัม 
Peptone    5       กรัม 

 
 
 

 
 
 
อาหาร Glycerol agar (GA) 
ใชในการเลี้ยงราเพื่อการเก็บตัวอยางราแหงในศูนยรวบรวมเชื้อ 
และตัวอยางโรคพืช  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  
นาที 
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นําราท่ีเลี้ยงบนอาหารที่คอนขางแหงมาวางบนอาหาร GA 
ซึ่งเทลงบนฝาของจานเลี้ยงเชื้อ ตั้งจานเลี้ยงเชื้อไว ใหแหงนาน 2 – 3 วัน 
อาหาร GA จะยืดหยุนและเปนยางมากกวาอาหารอื่น ที่แหง 

 
สวนผสมของอาหาร  GA 
Glycerol    25   กรัม 
วุนผง     20   กรัม 
น้าํประปา    1   ลติร 
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บทที่ 6 
การเก็บรกัษาและรวบรวมตวัอยางโรคพชื 

(How to preserve and store specimens) 
 

6.1 ตวัอยางแหงโรคพชื (herbarium specimens) 
 
ตัวอยางแหงโรคพืชหมายถึงชิ้นพืช 
และ/หรือราที่เก็บไวในซองหรือหอที่มีการบันทึกขอมูล  
ตัวอยางโรคพืชอาจรวมถึงราท่ีอัดแหงไว สไลดตัวอยาง  
ภาพถายหรือภาพวาด  ซองและหอของตัวอยาง   อาจมีรายละเอียดตาง ๆ 
ของตัวอยาง 
 

6.1.1  ตวัอยางทีท่าํแหง (Dried specimens) 
 
การทําใหพืชและสวนของราแหงจากการอัดทับโดยการสอดตัวอยางไวระห
วางแผนกระดาษซับหรือกระดาษหนังสือพิมพ 
นําไปวางระหวางแผนอัดตัวอยาง 2 แผน ซึ่งอาจทําดวยไม  
หรือวัสดุอื่นท่ีแข็งเพียงพอ ใชเชือกมัดเพื่อใหมีแรงอัดพืชท่ีสอดไว  
ดังนั้นตัวอยางพืชจะแหงและเรียบไมเสียรูปราง  
ถาตองการใหตัวอยางพืชแหงเร็วขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งในสภาพรอนชื้น 
อาจใชความรอนหรือแรงลมเขาชวย  
ควรเปลี่ยนกระดาษซับความชื้นหรือกระดาษหนังสือพิมพทุกวัน 
 
ควรเก็บตัวอยางพืชไวในแผนอัดตัวอยางจนแนใจวาพืชแหงสนิท  
อาจวางแผนอัดตัวอยางไวในที่ท่ีมีแดดหรือใกลแหลงความรอนหรือในหอง
ปรับอากาศ ซึ่งจะชวยใหตัวอยางพืชแหงเร็วยิ่งขึ้น  
เวลาที่ใชในการอัดตัวอยางจะแตกตางกันขึ้นกับชนิดของตัวอยางและความ
ชื้นที่มีในตัวอยาง  ถานําตวัอยางพืชออกจากแผนอัดตัวอยางเร็วเกินไป  
จะทําใหตัวอยางยนหรือมีราอื่นเขาทําลายในภายหลัง  
โดยปกติตัวอยางพืชจะแหงในเวลา 5 – 10 วัน 
กอนนําตัวอยางพืชไปเก็บในหองรวบรวมตัวอยางควรนําไปรมดวยสารเคมี  
หรือใสในตูแชแข็ง  เพื่อปองกันไร 
และแมลงเขาไปในหองเก็บรวมรวมตัวอยาง 
 



 

วิธีการรักษาสภาพของราขนาดใหญ (macro fungi) เชน  Agaricales และรา  
Ascomycetes ท่ียังสด  ตองทําใหตัวอยางแหงโดยเร็วท่ีสุด  
การทําใหตัวอยางแหงมีผลตอสี  รปูราง  และขนาดของตัวอยาง  
การจัดการและการเก็บรักษาตัวอยางแหงจะงายกวาการเก็บในของเหลว  
สําหรับราขนาดใหญอาจใชวิธีทําใหแหงดวยจุดเยือกแข็ง (freeze dry) 
ซึ่งจะรักษาสี และรูปรางไวได  แตตัวอยางจะฉีกขาดงายและดูแลยาก  
เนื่องจากราขนาดใหญไมเหมาะที่จะเก็บไวในซองกระดาษเพราะแตกหักงา
ย ดังนั้นจําเปนตองใชกลองกระดาษขนาดเล็ก  
หรือถุงพลาสติกชนิดปดผนึกปากถุงและใส silica gel  เพื่อรักษาความชื้น  
จะทําใหเก็บตัวอยางไวไดเปนเวลานานตัวอยางแหงและราแหงควรเก็บไวใ
นหอกระดาษหรือซองกระดาษที่ไมมีสวนผสมของกรดซึ่งมีขนาด 10-15 X 10 
เซนติเมตร  
โดยเฉพาะซองกระดาษที่หอตัวอยางชั้นแรกตองเปนกระดาษบาง  
กระดาษบันทึกขอมูล ปาย กาว หมึกท่ีใชเขียน 
และพลาสติกท่ีใชในหองเก็บรวบรวมตัวอยางก็ควรปราศจากกรดเชนกัน  
เพื่อปองกันไมใหกรดทําลายตัวอยางได  
วิธีการตรวจสอบวากระดาษมีสวนผสมของกรดหรือไมโดยใชปากกาวัดควา
มเปนกรด – ดาง 
 
ซองกระดาษบรรจุตัวอยางตองมีขอมูลกํากับบนหนาซองซึ่งประกอบดวย 
(ภาพที่ 13) 

- รหัสเลขหมายของศูนยเก็บรักษาตัวอยาง 
- ชื่อวิทยาศาสตรของเชื้อสาเหตุ 
- ชื่อวิทยาศาสตรของพืชอาศัย  หรือสิ่งท่ีราอาศัยอยู 
- สถานที่เก็บ  ประกอบดวย  ประเทศ  จังหวัด  เสนรุง 

เสนแวงของสถานที่เก็บ 
- ชื่อผูเก็บ และรหัสประจําตัวผูเก็บ 
- วันที่เก็บ 
- ชื่อผูวินิจฉัยโรค และจําแนกตัวอยาง 
- เอกสารอางอิงท่ีเกี่ยวของกับตัวอยางนั้น ๆ  
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ภาพที ่13 ตวัอยางการบนัทกึขอมูลละรหสัเลขหมายบนซองใสตวัอยางของ  
  BRIP 
 
ตัวอยางในศูนยเก็บรักษาฯ จะมีรหัสเลขหมายประจําแตละตัวอยาง  
บนซองใสตัวอยางจะมีรหัสเลขหมายซึ่งประกอบขึ้นดวยเลขท่ีตัวอยาง  
และรหัสประจําศูนยเก็บรักษา ซึ่งไดจาก Index Herbariorum  
เพื่อทําใหตัวอยางท่ีเก็บไวแตกตางจากตัวอยางอื่นทั่วโลก   
ถาในศูนยเก็บรักษาฯ 
แตละแหงมีตัวอยางของโรคที่มีเชื้อสาเหตุเดียวกันมากกวา 1 ชุด  
ใหเติมอักษรลงทายเลขหมาย (เชน a, b, c. ฯลฯ)  
เพื่อเปนการแสดงลําดับของชุดตัวอยางท่ีเหมือนกัน  
รหัสเลขหมายนี้จะปรากฏควบคูกับตัวอยางแหงโรคพืชและราที่เปนสาเหตุข
องโรคนั้น  (ภาพที่ 13) 
 
ถาหากจําเปนตองทําตัวอยางซ้ําขึ้นอีก  
จะตองใสรหัสเลขหมายของตัวอยางและรหัสศูนยเก็บรักษาฯ  
ลงบนซองเชนเดียวกับซองตัวอยางเดิม  ตัวอยางท่ีทําซ้ํานี้อาจจะเก็บไว  
หรือเพื่อแลกเปลี่ยนกับตัวอยางจากศูนยเก็บรักษาฯ อื่น  
 
ตัวอยางโรคพืชท่ีเก็บไวในศูนยเก็บรักษา ฯ  
สวนใหญจะเปนตัวอยางโรคพืชท่ีเกิดจากรา  
การเรียงลําดับเลขหมายตัวอยางเหลานี้มักเรียงตามวิวัฒนาการของรา  
(Phylogeny) ตัวอยางสวนใหญจะอยูในกลุม Ascomycotina หรือ  
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Basidiomycotina แตละกลุมมีการเรียงลําดับราตามอักษรภาษาอังกฤษของ 
Genus  รากลุมท่ีมีจํานวนมากจะเก็บแยกออกจากกลุมอื่นท่ีเรียงลําดับไว  
เชน  กลุมราสนิม  (Uredinales) กลุมราเขมาดํา (Ustilagiomycetes) 
และกลุมราแปง (Erysiphales) 
และจะจัดกลุมโดยเรียงลําดับอักษรภาษาอังกฤษของชื่อพืชอาศัย  
เพราะราในกลุมเหลานี้สวนใหญมีพืชอาศัยจําเพาะเจาะจง 
 

ราที่เปน Anamorph (ไดแก Deuteromycetes, Fungi Imperfecti, asexual fungi, 

conidial fungi)  ควรจัดกลุมรา โดยใชชื่อ Teleomorph ของรานั้น  รา 
Teleomorph บางชนิดมีชื่อ  Anamorph มากกวา 1  ชื่อ (Synanamorph)  
ควรจัดตัวอยางรวมอยูภายใตชื่อ Teleomorph  นั้น ๆ  แมวาจะไมพบระยะ 
Teleomorph ของรา (stage) ดังกลาวอยูในตัวอยางโรคพืช  
และควรบันทึกหมายเหตุไวบนซองตัวอยางดวย 
 
ตัวอยางท่ีมีขนาดใหญมากและไมสามารถนํามารวมไวในกลุมได  
(Phylogenetic) จะตองนําไปไวท่ีอื่น 
ควรมีการบันทึกบัตรอางอิงหรือซองเปลาท่ีมีขอความระบุรายละเอียดและสถ
านท่ีเก็บรักษาตัวอยางนั้นไวอยางชัดเจน  
เชนเดียวกับตัวอยางท่ีถูกขอยืมไป  
ควรทําบัตรสอดไวในตําแหนงท่ีตัวอยางนั้นควรจะตั้งอยู 
 

6.1.2  ตวัอยางตนแบบ (Type Specimens) 
 

ตัวอยางตนแบบ เปนตัวอยางเดียว  (หรือภาพวาด) 
ท่ีพบครั้งแรกและตั้งชื่อวิทยาศาสตรไว  
เม่ือพบราชนิดใหมตองเขียนคําอธิบายลักษณะของตัวอยางและตั้งชื่อไว  
เพื่อใชตัวอยางนี้เปนตัวอยางอางอิง   
ตัวอยางตนแบบนี้ตองทําใหแหงและเก็บรักษาไวอยางถาวร  
ตัวอยางจุลินทรียท่ีมีชีวิตใชเปนตัวอยางตนแบบไมได  
อยางไรก็ตามจุลินทรียท่ีเก็บรักษาไวในรูปที่ทําใหหมดกิจกรรมทางเมตาโบ
ลิซึม  เชนการแชแข็ง  สามารถใชเปนตัวอยางตนแบบได 
 
ตัวอยางตนแบบ ตองเก็บไวในซองสีแดง  
หรือมีขอบและเครื่องหมายสีแดงกํากับ 
เพื่อใหมองเห็นและสังเกตไดงาย  ตัวอยางตนแบบชนิดตาง ๆ  มีดังนี้ 
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• Holotype 
ตัวอยางเดียวหรือภาพวาดที่พบครั้งแรกและตั้งชื่อวิทยาศาสตร
ไวโดยผูตั้งชื่อ (auther) 

• Isotype  ตัวอยางราใด ๆ ที่แบงมาจาก Holotype 
• Lectotype  ตัวอยางราหรือภาพวาด  

ท่ีเก็บมาใหมจากตัวอยางด้ังเดิม  ในกรณีท่ีไมพบ  Holotype 
เปนหลักฐาน ตามที่ไดอางถึงไวในเอกสาร  หรือกรณี Holotype  
หายสาบสูญไป  หรือถูกตั้งชื่อไวมากกวา  1 ชื่อ 

• Isolectotype  ตัวอยางราที่แบงมาจาก  Lectotype 
• Syntype  ตัวอยางใด ๆ 

ท่ีมีเอกสารอางอิงวามาจากสถานที่เดียวกับ  holotype 
และไมมีการกําหนด Holotype ไว  หรือเปนตัวอยางท่ีมีหนึ่ง 
หรือหลายตัวอยาง  

• Paratype ตัวอยางใด ๆ ตัวอยางใด ๆ 
ท่ีมีเอกสารอางอิงวามาจากสถานที่เดียวกับ  holotype 
แตไมใชตัวอยางท่ีเปน  Holotype, Isotype  หรือ  
ตัวอยางใดตัวอยางหนึ่งของ Syntype 

• Neotype ตัวอยางเดียว หรือภาพวาด  
ท่ีถูกตั้งขึ้นเปนชื่อใหมเปนตัวแทนของตัวอยางเดิม  
ถาตัวอยางเดิมไดสูญหายไป หรือถูกทําลายไป 

• Epitype ตัวอยางหรือภาพวาดใด ๆ 
ท่ีถูกเลือกใหเปนตัวแทนเพื่อการอธิบายถึง Holotype, Lectotype 
หรือ Neotype  
หรือตัวอยางท่ีเปนตนฉบับถูกอางถึงในเอกสารเผยแพรซึ่งถูกจั
ดแสดงไว  
และไมสามารถนํามาอางเพื่อจุดประสงคในการขอตั้งชื้อใหม 

• Topotype  ตัวอยางใด ๆ ที่เก็บมาจากตําแหนงเดียวกันกับ 
Holotype 

 

 

6.1.3  ตวัอยางราแหง  (Dried Cultures) 
 
การจัดจําแนกชนิดของราจําเปนตองศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา   
การเก็บตัวอยางราไวในสภาพแหงเปนวิธีเดียวที่จะสามารถเก็บราที่แยกมาจ
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าก ดิน  น้ํา  สัตวและพืชอาศัยไวไดอยางถาวร   
ควรเก็บตัวอยางราแหงไวกับตัวอยางแหงโรคพืชเนื่องจากอาจพบสปอรของ
ราสาเหตุบนตัวอยาง 
 
การเตรียมตัวอยางราแหง  
โดยการเลี้ยงราบนอาหารที่เหมาะสมในจานเลี้ยงเชื้อ  
จนถึงระยะท่ีราสรางสวนขยายพันธุท่ีใชในการจําแนกชนิด  
ท้ิงราไวในจานเลี้ยงเชื้อจนกวาราแหงและสามารถลอกออกจากจานเลี้ยงเชื้
อได  อาจทําใหแหงดวยการวางไวภายใน laminar flow  2 – 3 วัน  
ลอกราที่แหงแลวออกจากจานเลี้ยงเชื้อ 
นําไปเก็บไวในซองตัวอยางโรคพืชท่ีเปนพืชอาศัย   
ราที่มีโครงสรางบอบบาง  อาจเก็บไวในจานเลี้ยงเชื้อขนาดบางได 
 
ตัวอยางราแหงอาจมวนงอและแตก  
และไมสามารถลอกออกจากจานเลี้ยงเชื้อไดโดยไมทําใหเกิดความเสียหาย  
วิธีแกไขคือลอกราออกมาบางสวน  แลวนําไปวางบนอาหาร glycerol agar 
(GA) ที่กําลังรอน  ที่เทไวบนฝาจานเลี้ยงเชื้อจานเดียวกับตัวอยางรา 
เพราะอาจมีสวนของราติดอยู ทิ้งไวใหแหงโดยไมตองมีสิ่งปกปด 
ลอกราแหงออกจากฝาของจานเลี้ยงเชื้อและนําไปเก็บรวบรวมไวกับซองตัว
อยางแหงโรคพืช 
 
การทําใหราแหงอาจไมไดทําใหราเสียชีวิต   
ราบางชนดิสรางสปอรจํานวนมากและสามารถฟุงกระจายโดยลมไปปนเปอน
ตัวอยางราชนิดอื่นในหองปฏิบัติการจึงจําเปนตองฆารานั้น  
โดยนําตัวอยางราแหงไปวางในโถดูดความชื้นท่ีมีฟอรมาลินบรรจุไวเพื่อฆา
รา  อีกวิธีหนึ่งคือ  หยดฟอรมาลินลงบนฝาจาน 1.5 มิลลิลิตร  
คว่ําจานเลีย้งเชื้อที่มีราลงบนฝาดังกลาว วางทิ้งไวในตูดูดควัน 1 – 3 วัน 
 

6.1.4  การทาํสไลดถาวร (Microscope slides) 
 
การปดผนึกขอบ cover slip บนแผนสไลดท่ีใชกรดแลกติคเปนสารเมาทสไลด  
โดยการใชน้ํายาทาเล็บทา 2 - 3 ชั้น  
จะชวยปองกันไมใหสไลดแหงไดหลายป  วิธีการอื่น เชน ละลาย   polyvinyl 
acid  ชนิดผง  ในกรดแลกติคเพื่อใชเปนสารเมาทสไลดในการทําสไลดถาวร 
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การลดปรมิาณน้ําในตัวอยางราเพื่อใชในการทําสไลดถาวรไดดวยการลดป
ริมาณน้ําในตัวอยางลงเปนระดับ  
โดยการจุมตัวอยางลงเอทธิลแอลกอฮอรท่ีมีความเขมขนระดับตาง ๆ  เชน  
40 %  50%  60%  70%  80% 90% และแอลกอฮอรบริสุทธิ์   
โดยจุมตัวอยางในแตละระดับเปนเวลาระดับละ 2-3 นาที  
เพื่อใหน้ําในตัวอยางลดลงทีละนอย  
หลังจากนั้นนําไปทําใหตัวอยางใสโดยการใช  xylene 
และเตรียมสไลดถาวรดวยสารเมาท  Canada balsam ตามหลักการ  
ไมควรนําสไลดถาวรเก็บรวมไวในซองตัวอยางโรคพืช  
ดังนั้นควรจัดทําลิ้นชักเฉพาะสําหรับเก็บสไลดดังกลาว  
สไลดแตละแผนจะมีรหัสเลขหมายที่อางอิงถึงตัวอยางโรคพืชท่ีเก็บในศูนยเ
ก็บรักษาฯ 
 

6.1.5  การบรรจแุละการขนสง (Packing and transport) 
 
ตัวอยางโรคพืชท่ีจะเก็บในพิพิธภัณฑควรบรรจุอยูในซองกระดาษที่ปราศจา
กกรด (acid free paper) หรือใสไวในซองกระดาษแข็ง (card packet)  
ตัวอยางโรคพืชขนาดใหญควรเก็บไวในกลองขนาดใหญ 
เพื่อปองกันการถูกกระแทก   ทุกตัวอยางท่ีเก็บในศูนยเก็บรักษา ฯ  
ประกอบดวย  กระดาษบันทึกขอมูลของตัวอยาง ภาพวาด 
สไลดถาวรของเชื้อสาเหตุ  เปนตน (ภาพที่ 14)   
ควรเขียนขอความไวอยางชัดเจนและมีรหัสเลขหมายตัวอยางอยูดวยทุกชิ้น  
ตัวอยางราแหงควรวางบนกระดาษกรองและหอดวยกระดาษใสเก็บรวมไวกั
บตัวอยางโรคพืช สวนสไลดตัวอยางเชื้อสาเหตุ 
ควรเก็บในกลองกระดาษแข็ง หรือกลองพลาสติก เพื่อปองกันการแตกหัก 
การเคลื่อนยายตัวอยาง  
ตัวอยางควรเก็บอยูในกระดาษหอหรือซองที่บรรจุอยูเสมอ  
มัดซองตัวอยางท่ีจะทําการเคลื่อนยายไวรวมรวมกัน  
หอดวยกระดาษหนังสือพิมพ หรือกระดาษกันกระเทือน (Bubble wrap)  
บรรจุลงในกลองกระดาษอีกชั้นหนึ่ง  
ตัวอยางเชื้อจุลินทรียแหงดวยวิธีแชเย็น (Freeze dried) 
ท่ีเก็บไวในหลอดแกวสูญญากาศ 
หรือในหลอดแกวปดฝาเกลียวควรหอดวยสําลีและบรรจุลงในกลองสําหรับข
นสง 
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ภาพที ่14 ตัวอยางซองเกบ็ตวัอยางโรคพชืทีใ่ชในพพิิธภณัฑ 
Ustilaginales Vánky (HUV) และ QDPI&F Plant 
Pathology Herbarium (BRIP) 

 

6.2 การรกัษาสภาพตวัอยางรามีชวีติ (Cultures) 
 
วัตถุประสงคหลักของการเก็บตัวอยางราหรือแบคทีเรียใหมีชีวิตและคงสภาพ
ของลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาหรือ 
ลักษณะทางพันธุกรรมไมใหมีการเปลี่ยนแปลงใหนานที่สุดตามที่ตองการ 
อยางนอยก็ในชวงท่ีทําการศึกษา  
ถาจุลินทรียมีการเปลี่ยนแปลงไปจากตนแบบหรือจากที่ไดตีพิมพไวในเอกส
าร  โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรีย  
จะไมสามารถนําไปใชเพื่อการเปรียบเทียบและการตั้งชื่อใหมของจุลินทรียช
นิดใหมได 
 

ตามขอกําหนดของความหลากหลายทางชีวภาพที่มีการลงนามระหวาง 180 
ประเทศ  ทําใหมีการรวบรวม  เก็บรักษา จุลินทรีย มาตั้งแตป 1995  
ขอกําหนดนี้ใหสิทธิแกประเทศที่เปนถิ่นกําเนิดใหมีการแลกเปลี่ยนจุลินทรีย
ระหวางกันอยางยุติธรรมและเสมอภาคโดยเฉพาะอยางยิ่งการแลกเปลี่ยนจุลิ
นทรียท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ   
การแลกเปลี่ยนตัวอยางจุลินทรียระหวางพิพิธภัณฑตาง ๆ 
ตองเปนไปตามความตกลงเรื่องการแลกเปลี่ยน (material transfer Agreement/ 
MTA) เนื่องจากความหมายของความตกลง MTA นี้ยังไมชัดเจน  
ดังนั้นหนวยงานเก็บรักษาเชื้อจลุินทรีย 
จึงควรรวมกันพิจารณาในรายละเอียดของความตกลงนี้ 
วิธีการเก็บรักษาจุลินทรียมีชีวิตมีดังตอไปนี้    
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6.2.1  การเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ (Growth on agar) 
 
การเลี้ยงจลุินทรียมักใชภาชนะ เชน ขวดปากกวาง 
ซึ่งเหมาะสมตอการยายเชื้อชุดใหม  อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม เชน อาหาร  
PDA ครึ่งสูตร สําหรับเลี้ยงรา และ NA สําหรับเลี้ยงแบคทีเรีย  
ราหรือแบคทีเรียบางชนิดเลี้ยงบนอาหารลี้ยงเชื้อชนิดจําเพาะ  
โดยเทอาหารที่ตองการลงในขวดปากกวางประมาณครึ่งขวด  
นําไปนึ่งฆาเชื้อ  นําไปวางเอียงระหวางท่ีรอใหอาหารเย็นลง  
ดังนั้นอาหารวุนท่ีอยูในขวดจะแข็งอยูในลักษณะเอียง 
 
ยายราหรือแบคทีเรียไปวางบนผิวหนาอาหารที่เอียงไวนําไปบมในหองปรับอ
ากาศ   สถานที่บมเชื้อที่เหมาะสมที่สุดคือในตูเย็นหรือในหองที่มีอุณหภูมิ  5-
8 องศาเซลเซียส  ในกรณีท่ีราหรือแบคทีเรียบางชนิดไมชอบอากาศเย็น  
ใหนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  15  องศาเซลเซียส ทําการตรวจการเจริญเชื้อทุกวัน  
เพราะอาหารวุนจะแหงอยางรวดเร็วในสภาพที่มีความชื้นต่ํา  
การเก็บราตองระวังเขาไร ทําลาย  
ควรใชเทปพลาสติกหุมปากขวดกอนทําการเขาบมหรือการเก็บรักษาควรยา
ยเชื้อทุก 6  เดือน ตองมีการตรวจสอบเพื่อปองกันการสูญเสียจุลินทรียท่ีมีคา 
แมวาการยายเชื้อบอยครั้งจะทําใหสัณฐานวิทยาของจุลินทรียเปลี่ยนไปอยา
งรวดเร็ว  และสูญเสียความสามารถในการทําใหเกิดโรคพืช  
ตลอดจนลดการสรางสปอรก็ตาม 
 

6.2.2  การเกบ็รกัษาในน้าํมนั  (Under mineral oil) 
 
วิธีการเลี้ยงเชื้อปฏิบัติตามขั้นตอนที่กลาวในขั้นตน 
แตการวางขวดใหการเอียงของอาหารวุนมีชวงความเอียงสั้น ๆ  
ในกรณีท่ีเปนรา ตองเปนราที่มีการสรางสปอรจํานวนมาก  
เทน้ํามันท่ีผานการนึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส  นาน  15 นาที  2  ครั้ง  
ลงในขวดอาหาร  โดยใหระดับน้ํามันสูงกวาผิวหนาของเชื้อ 1 เซนติเมตร 
การเทน้ํามันลงในขวดอาหาร  ควรเทครั้งละ 1 ขวด  
เพื่อปองกันการปนเปอนของเชื้อขามไปยังขวดอื่น ๆ 
ฝาขวดอาจใชเปนฝาพลาสติก  
แตถาขวดตกลงบนพื้นหรือไดรับการกระแทก  อาจทําใหฝาแตก  
วิธีการบมเชื้อในน้ํามันนี้  เปนวิธีท่ีเหมาะสมในสภาพอากาศรอนชื้น  
เพราะจะปองกันไมใหเชื้อแหง  ปองกันไรเขาทําลาย   
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อุปกรณหรือสารเคมีท่ีใชราคาไมแพง  และสามารถปฏิบัติไดงาย  
การเก็บรักษาในน้ํามันนี้  จุลินทรียมีชีวิตอยูได 2 - 40 ป 
ขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย แมวาจะตองเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 5 ป 
เพื่อใหจุลินทรียคงสภาพ 
 

6.2.3  การเกบ็รกัษาในน้าํ (Water storage) 
 
ตัดชิ้นอาหารวุนบริเวณขอบโคโลนีของราที่มีอายุประมาณ 1 สัปดาห 
ใสในขวดขนาดเล็ก   
เติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวลงไปใหทวมชิ้นอาหารวุนท่ีมีรา สูง 5 เซนติเมตร  
ปดฝาขวด  ใชเทปพลาสติกพันรอบปากขวด  เก็บไวในหองอุณหภูมิปกติ  
วิธีการเก็บรักษาจุลินทรียในน้ํา นี้พบวาสามารถเก็บเชื้อไวไดหลายป  
และใชไดผลดีกับรา  โดยเฉพาะอยางยิ่งรา  Pythium sp. และ  Phytophthora 
sp.  การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียดวยวิธีนี้ก็ใชไดผลเชนกัน  โดยใช  loop 
ยายเชื้อแบคทีเรียท่ีมีอายุ  24 –  48 ชั่วโมง  ใสลงไปในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
 

6.2.4  การแชแขง็ดวยความเยน็ (Freezing dry) 
 
วิธีการทําใหจุลินทรียแหงดวยความเย็นนี้ 
เปนการดึงน้ําออกจากตัวอยางในสภาพลดความดันภายใตความเย็นที่จุดเยื
อกแข็ง  ดวยวิธีการท่ีเรียกวา Sublimation 
ซึ่งจะเกิดขึ้นเม่ือไอน้ําท่ีแข็งตัวเปลี่ยนสภาพเปนแกสโดยไมไดเปลี่ยนสภาพเ
ปนของเหลวกอน 
 
เก็บตัวอยางราในหลอดแกวสูญญากาศ (ampoules หรือ vials) ที่ปดผนึกอยู  
วิธีการแชแข็งดวยความเย็นเหมาะสําหรับเก็บราที่สรางสปอรจํานวนมากและ
แบคทีเรีย  สามารถเก็บราไวไดมากกวา 10 ป และ 
ไมตองเก็บตัวอยางนี้ไวในตูเย็น สามารถเก็บไวในอุณหภูมิหองได  
แตขอเสียคือเครื่องมือสําหรับการเก็บตัวอยางและการบํารุงรักษาราคาคอนข
างแพงหลังการทําตัวอยางแหงดวยวิธีแชแข็ง   
ควรนําราแตละไอโซเลทมาตรวจสอบความมีชีวิตและความบริสุทธิ์  
เพราะราแตละชนิดทนสภาพการทําแหงและแชแข็งไดไมเทากัน  
ยายตัวอยางท่ีแชแข็งดวยความเย็นลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   
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สวนแบคทีเรียและยีสตตองทําใหชื้นกอนดวยการเติมน้ําหรืออาหารเหลว 
ตั้งท้ิงไว  30  นาทีกอนนําไปเลี้ยงบนอาหาร 
 

6.2.5  การเกบ็รกัษาจลุนิทรยีในดนิ (Soil storage) 

 
นําดินมารอนและอบแหงดวยความรอน  อาจใชการนึ่งดวยหมอนึ่งความดัน 
ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15  นาที 2 ครั้ง  ใสดินลงในขวดขนาด 20 
มิลลิลิตร ใสสปอรแขวนลอยในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวลงในดินที่เตรียมไว  
บมไวท่ีอุณหภูมิ  20 –  25 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 5 –  10  วัน  
จากนั้นนําไปเก็บในตูเย็น 
ตัวอยางราที่เก็บดวยวิธีนี้จะมีชีวิตอยูไดเปนเวลานาน   
การตรวจสอบการมีชีวิตรอดโดยแบงดินออกมาเล็กนอย  
วางบนอาหารที่เหมาะสม  วิธีการนี้เหมาะสําหรับการเก็บตัวอยางรา  
Fusarium  spp. ซึ่งมีการกลายพนัธุไดงายเม่ือเลี้ยงบนอาหารเปนเวลานาน ๆ 
 

6.2.6  การเกบ็รกัษาจลุนิทรยีใน Silica gel (Silica gel 
 storage) 

 
นํา Silica gel บริสุทธิ์ ขนาด 6 –  22 mesh 
ใสลงในขวดแกวฝาเกลียวประมาณครึ่งหลอด  นําไปฆาเชื้อในเตาอบ 
นําออกมาวางทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองจน Silica gel 
ตกผลึกแยกออกจากกัน (ประมาณ 14 วัน)  
เตรียมสารแขวนลอยของสปอรหรือแบคทีเรียดวยน้ํานม 5% (skimmed milk)  
เทสารแขวนลอยลงใน  Silica gel ที่เย็นแลว  
ปดฝาขวดนําไปเก็บในขวดปากกวางบรรจ ุ  Silica gel  อบแหง (Silica gel  
อบแหงมีสีขาวเมื่อเกิดความชื้น Silica gel เปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน) 
เก็บไวในตูเย็นท่ี 4-6 องศาเซลเซียส ซึ่งจะเก็บไดนานมากกวา 11 ป 
ขึ้นกับชนิดของรา  การตรวจสอบการมีชีวิตรอด นําผลึก Silica gel ออกมา  2 
–  3 ผลึก วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  
วิธีการการเก็บรักษาจลุินทรียใน  Silica gel 
เหมาะในการเก็บราที่ไมสามารถทนความเย็นจากการแชแข็งได  
ตลอดจนราที่สราง  sclerotia  หรือ  chlamydospores 
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6.2.7  การเกบ็รกัษาราบนกระดาษกรอง (Filter paper storage) 
 
นํากระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อแลววางลงในจานเลี้ยงเชื้อ  
หยดน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวลงบนกระดาษกรอง 2-3 หยด  
ตักชิ้นวุนท่ีเลี้ยงราวางลงบนกระดาษกรอง  นําจานเลีย้งเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียสจนราเจริญขึ้นปกคลุมกระดาษกรอง   
ท้ิงไวจนกระดาษกรองแหงสนิท  (ประมาณ 2 –  4 สัปดาห ) 
ตัดกระดาษกรองดวยวิธีปลอดเชื้อ เปนชิ้นเล็ก ๆ  
นําไปเก็บในขวดแกวฝาเกลียว  นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
การตรวจสอบการมีชีวิตรอด โดยการนําชิ้นกระดาษกรองไปวางบนอาหาร  
PDA ราจะงอกเสนใยภายใน  2 –  4 วัน  
การเก็บรักษาราบนกระดาษกรองนี้เหมาะสําหรับเก็บ รา Fusarium  spp. 
 

6.2.8  การเกบ็รกัษาจลุนิทรยีภายใตความเยน็ยิง่ยวด  
(Cryopreservation) 

 
การเก็บรักษาตัวอยางจุลินทรีภายใตอุณหภูมิต่ํามาก (Cryopreservation)  
ตั้งแต –  20 ถึง –  85 องศาเซลเซียส  
เปนวิธีการท่ีเหมาะในการเก็บราเกือบทุกชนิด   
วิธีท่ีงายและเปนท่ีนิยมคือการแชลูกปดกระเบื้องที่มีรูพรุน (cryobeads) 
ลงในสารปองกันการแข็งตัว (cryopreservative fluid) 
ซึ่งบรรจุอยูในขวดพลาสติกขนาดเล็ก (plastic vial) เชนกลีเซอรอล   
ใชไปเปตดูดสารละลายที่มากเกินไปออก  
หลังจากบมเชื้อแลวนําไปเก็บรักษาในตูแชแข็ง  
การตรวจสอบการมีชีวิตรอด โดยนําลูกปดกระเบื้องออกมาใสในอาหารเหลว 
หรือวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
 

6.2.9  การเกบ็รกัษาเชือ้ภายใตไนโตรเจนเหลว (Liquid 
Nitrogen) 

 
วิธีการเก็บรักษาราหรือแบคทีเรียภายใตสภาพความเย็น ระหวาง –  190 ถึง  
- 196 องศาเซลเซียส ในไนโตรเจนเหลว หรือเหนือผิวไนโตรเจนเหลว  
เปนวิธีการเก็บรักษาจลุินทรียท่ีดีท่ีสุด  การเก็บโดยใชสารปองกนัการแข็งตัว 
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(cryoprotectant) เชนกลีเซอรอล 10% 
เพื่อใหจุลินทรียยังทนตอสภาพความเย็นได  
นําเชื้อจุลินทรียท่ีผานการชุบดวยสารปองกันการแข็งตัวแลว 
ใสลงในหลอดแกวเล็ก ๆ ที่ใชสําหรับเก็บในถังไนโตรเจนเหลว  
ดวยวิธีการปลอดเชื้อ  
นําไปเก็บลงในถังบริเวณไอระเหยเหนือไนโตรเจนเหลว   
การลดระดับความเย็นลงอยางชา ๆ 
มีความสําคัญตอการรักษาความมีชีวิตของจุลินทรียไวมากท่ีสุด 
ระดับอุณหภูมิท่ีต่ํามากนี้จะยับยั้งเมตาโบลิซึมของจุลินทรีย  
ถาจุลินทรียมีชีวิตรอดไดในสภาพนี้  การเก็บรักษาจะไดเปนเวลานาน   
วิธรการเก็บรักษาเชือ้ภายใตไนโตรเจนเหลวนี้ใช 
อุปกรณราคาแพงและมีขนาดใหญ 
และตองการแหลงบริการไนโตรเจนเหลวที่เชื่อถือได  
ตลอดจนผูปฏิบัติงานตองมีประสบการณสูง   
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บทที่ 7 
การจาํแนกเชือ้สาเหตุโรคพืช 

(How to identify pathogens) 
 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุโรคพืชมีมากมายแตยังไมส
ามารถครอบคลุมการจําแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดท้ังหมด 
และคอนขางยุงยากตอการใช 
นักวิจัยเทานั้นจึงจะคุนเคยกับการใชขอมูลที่มีอยูนี้ 
ถึงแมวานักวิจัยจะคุนเคยตอการจําแนกแตการตรวจสอบตัวอยางและเอกสา
รอางอิงก็จาํเปนตอการจําแนกเพื่อใหเกิดความแมนยํา 
 

7.1 การจาํแนกราสาเหตโุรคพชื  (Fungi) 
 
ราเปนสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กมีเยื่อหุมนิวเคลียส (eukaryotic) 
สวนใหญมีลักษณะโครงสรางเปนเสนใย (mycelium) เสนใยเดี่ยว ๆ 
หรือแขนงของเสนใยเรียกวา hyphae  ราสรางสปอร  ไมมีคลอโรฟลล  
ผนังเซลลประกอบดวยไคติน  หรอืเซลลูโลส หรือทั้ง 2 ชนิด  
และการเจริญเติบโตของเสนใยจะอยูบริเวณปลายของ hyphae 
 
ราขยายพันธุไดดวยการสรางสปอร  
ซึ่งประกอบดวยหนึ่งเซลลหรือหลายเซลล 
สปอรอาจเกิดขึ้นมาจากการขยายพันธุแบบไมมีเพศ หรือแบบมีเพศก็ได   
ราชั้นต่ําท่ีมีการขยายพันธุแบบไมมีเพศ สราง  zoospore 
ท่ีเคลื่อนที่ไดในถุงท่ีเรียกวา sporangium  ราบางชนิดสรางสปอรท่ีเรียกวา 
conidia  บนปลายเสนใยที่เรียกวา  conidiophore  ราบางชนดิสราง conidia 
ภายใน  fruiting body ผนังหนาเรียกวา pycnidia 
 
ราพบเกือบทุกกลุมมีการขยายพันธุแบบมีเพศที่เกิดจากการรวมกันของ 2  
gametes เกิดเปน zygote  ที่เรียกวา  zygospore  ราในกลุม ascomycetes  
สรางสวนขยายพันธุภายในเซลลของ zygote เรียกวา ascus  
และสรางสปอรภายใน ascus  เรียกวา ascospore  ราในกลุม basidiomycetes  
สรางสวนขยายพันธุ เรียกวา  basidium  และสรางสปอร เรียกวา  
basidiospore 



 

ราสาเหตุโรคพืชอาจมีมากถึง 250,000 ชนิด  
ราสวนใหญใชชีวิตชวงหนึ่งอาศัยบนพืชท่ีมีชีวิตและใชชีวิตบางชวงในดินห
รือบนเศษซากพืช 
 
นักราวิทยาศึกษาราโรคพืชท่ีอยูใน Kingdom Fungi   
แตมีราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดถูกจัดไวใน Kingdom Protozoa  และ 
Kingdom Chromista  ใน Kingdom Protozoa ประกอบดวยราเมือก (slime 
mould)  ใน Kingdom Chromista ประกอบดวย  Oomycetes  ซึ่งรวมถึง 
ราน้ําคาง ตลอดจนรา  Pythium และ Phytophthora  สําหรับ Kingdom Fungi  
ประกอบดวยรา  4 กลุมหลักไดแก Zygomycota  Chytridiomycetea  
Ascomycota   และ Basidiomycota 
 
โรคพืชท่ีมีสาเหตุจากราสาเหตุโรคพืช   
เกิดจากราเขาทําลายสวนใดสวนหนึ่งของพืชและแสดงลักษณะอาการของโ
รค (symptom)  ลกัษณะอาการของโรคที่เกิดจากราที่พบโดยท่ัวไปไดแก  
อาการตนกลาเนา (damping off) รากเนา (root rot) เหี่ยว (vascular wilt)  
ราน้ําคาง (downy mildew) ราแปง (powdery  mildews) ใบจุด (leaf spot)  
ใบไหม  (blights)  ราสนมิ (rust) ราเขมาดํา (smut) แอนแทรคโนส 
(anthracnose) ปุมปม (galls) ยอดแหงตาย (dieback) 
และโรคหลังการเก็บเกี่ยว (post harvest disease)  ( ตารางที่ 1) 
 

7.1.1  ราทีท่าํลายระบบราก (Root pathogens) 
 
ราที่เขาทําลายระบบรากพืชจะรบกวนการดูดน้ําและการลําเลียงธาตุอาหาร
ของพืช  ทําใหพืชแคระแกรน  แสดงอาการใบเหลืองและเหี่ยว  
รากพืชท่ีเกิดใหมจะออนแอตอการเขาทําลายของรา  
เชนเดียวกันรากพืชท่ีไดรับการกระทบกระเทือนเนื่องจากการไถพรวนหรือย
ายปลูกพบวาราสามารถเขาทําลายไดงาย    ดินท่ีมีธาตุอาหารต่ํา (ธาตุ P 
หรือ ธาตุ K) ดินเค็ม หรือดินมีความเปนกรดดางไมสมดุล เหลานี้ 
ชวยสงเสริมใหพืชแสดงอาการรากเนาได 
 
การวินิจฉัยสาเหตุของอาการรากเนาของพืชทําไดยาก  
เพราะอาการเหลานี้อาจเกิดขึ้นจากการเขาทําลายของราหลายชนิด 
หรือเกิดจากราหลายชนิดเขาทําลายรวมกัน  เชน  Fusarium, Pythium,  
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Macrophomina  เขาทําลายรากพชืรวมกับไสเดือนฝอย หรือราอื่น   
ในสภาพดินเปยกชื้นจะพบ  Pythium และ  Phytophthora  เสมอ   
ในสภาพอากาศรอนและในดินที่มีอินทรียวัตถุสูง  จะพบ Rhizoctonia  และ  
Fusarium  แมวา Fusarium และ  Phytophthora   
เปนสาเหตุของโรครากเนาของไมยืนตนบางชนิด  
แตอาการรากเนาของพืชเหลานั้นอาจเกิดจากเนื้อไม (cellulose) 
ถูกทําลายโดยเห็ดรา  (Basidiomycetes)   เชน  Armillaria,   Ganoderma,   

Rigidoporus  และ Phellinus  ก็ได  (ขอมูลเพิ่มเติมจาก Phytophthora diseases  
ของ Erwin and Ribeiro, 1996) 
 

7.1.2  ราทีท่าํลายลาํตน (Stem Pathogens) 
 

อาการเหีย่วของทอน้าํทออาหาร (vascular wilt) 
ราสาเหตุโรคเหี่ยวนี้ จะพบอยูในบริเวณทอน้ํา (xylem) 
พืชแสดงอาการใบเหี่ยว  ใบเปลี่ยนสี (yellowing)   
กรณีอาการของโรครุนแรงพืชลมพับและตายในที่สุด 
หลังจากเนื้อเยื่อพืชตายลงราสาเหตุจะเจริญไปสูเนื้อเยื่อสวนอื่นและสรางสว
นขยายพันธุและสปอร ในเนื้อเยื่อนั้น   รา  4 ชนิดท่ีเปนสาเหตุโรคเหี่ยว 
ไดแก  Fusarium,  Verticillium,  Ceratocystis  และ Ophiostoma   
(ขอมูลเพิ่มเติมจาก Wingfield et al., 1999) 
 
รา  Fusarium  เปนสาเหตุโรคเหี่ยวของพืชผัก  ไมดอก ไมผล และพืชเสนใย  
ราที่สําคัญในกลุมนี้คือ   Fusarium  oxysporum  Complex  รา  Fusarium   
แตละชนิดจะมีพืชอาศัยจําเพาะ (formae speciales,  f.sp.) และมี pathogenic 

races   อีกหลาย   race ดวย  (ขอมูลเพิ่มเติมจาก Burgess et al., 1994) 
 

อาการแคงเคอร  (Canker) 
อาการแคงเคอรบนลําตนของไมเนื้อออน (herbaceous plant)  
เกิดจากราสาเหตุ  เชน  Colletotrichum และ Phomopsis  นอกจากนี้ราทั้ง 2  
ชนิดสามารถเขาทําลายใบและผลได  รา  Rhizoctonia  solani  และ Corticium 
rolfsii  เปนสาเหตุของอาการรอยแผลบนลําตนของพืชตระกูลถั่ว  นอกจากนี้ 
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Phytophthora  และ Fusarium  
ทําใหเกิดอาการบนลาํตนพืชไมเนื้อแข็งแตการตรวจสอบทําไดยาก 
 
อาการปุมปม (Galls) 
อาการปุมปมเกิดขึ้นจากการทีพ่ืชเจริญเติบโตผิดปกติ 
หรืออาการบวมขึ้นเนื่องจากเนื้อเยื่อพืช  
ขยายตัวมากกวาปกติจากการชักนําของแมลง  แบคทีเรีย ไวรัส และ รา  
เชน  Exobasidium และ  รา  Synchytrium 
 
อาการพุมแจ หรือพุมไมกวาด (Witches’ broom) 
ลักษณะอาการผิดปกติท่ีเกิดจากการที่ยอดหรือรากแขนงที่แตกยอดหรือราก
ออกมามาก  มีลักษณะคลายไมกวาด  เชน  รา  Crinipellis  pernicosa   
สาเหตุโรคพุมไมกวาดของโกโก 
 

อาการราสชีมพ ู(Pink crust or pink disease) 
อาการราสชีมพูเกิดจาก รา  Corticium salmonicolar  ซึ่งจัดอยูในกลุม 
Basidiomycetes  
สรางเสนใยสีชมพูเปนแผนแบนราบบนกิ่งและแขนงของตนไมเนื้อแข็งหลาย
ชนิดในเขตรอนชื้นและเขตกึ่งรอนชื้น  ราเจริญเขาไปในเนื้อไม  
เขาทําลายกิ่งและแขนง  ทําใหเกิดอาการใบหดยน 
 

7.1.3  ราทีท่าํลายใบ  (Leaf pathogens) 
 
การวินิจฉัยโรคพืช อาการของโรคบนใบนับวามีความสําคัญมาก   
เนื่องจากโรคบนใบพืชบางโรคมีสาเหตุจากราที่อาศัยบนเศษซากพืชหรืออิน
ทรียวัตถุ  (saprobes)  บางโรคมีสาเหตุจากราที่อาศัยบนสิ่งมีชีวิตเทานั้น 
(obligate fungal pathogens)  
ลักษณะอาการบนใบที่พบเห็นโดยทั่วไปอาจเกิดจากราสาเหตุโรคพืชมากมา
ยหลายชนิด 
แตในแตละอาการที่เดนชัดจะเกิดจากราสาเหตุท่ีเฉพาะเจาะจงเทานั้น 
 

อาการแหงตาย (necrotic spots)  และแผลช้าํ (blotches)  
เกิดจากเชื้อจุลินทรียหลายชนิด    
ลักษณะรอยแผลมีรูปรางและขอบแผลที่ชัดเจน   
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การวินิจฉัยโรคที่แสดงอาการแหงตายและแผลช้ํานี้โดยใชสวนขยายพันธุข
องเชื้อรา (fungal fruiting bodies)  อายุของใบ  
และขนาดของพื้นท่ีท่ีถูกทําลาย 
 

อาการใบจดุ (leaf spots)  
ลักษณะเนื้อเยื่อแหงตายเปนจุด   
รอยแผลอาจถูกลอมรอบดวยวงสีเหลืองก็ได  
ในบางกรณีเนื้อเยื่อไมตายเพียงแตสีเปลี่ยนไปเนื่องจากมีจุลินทรียอาศัยอยู    
ราหลายชนิดทําใหเกิดอาการจุดแผลได  
นอกจากนีแ้มลงบางชนิดก็ทําใหพืชแสดงอาการใบจดุไดเชนกัน   
 
จุดแผลเปากระสนุ (target spot)   แผลมีลักษณะเปนวงซอนกันหลาย ๆ ชั้น    
จุดแผลวงแหวน (ring spot)  
แผลมีขอบแผลสีน้ําตาลเขมลอมรอบแผลจดุเหลี่ยม (angular leaf spot) 
แผลถูกลอมรอบดวยเสนใบจุดแผลรปูตา (eye spot) 
แผลมีลักษณะเปนวงรีบริเวณตรงกลางแผลมีสีเขม  จุดแผลขาดเปนร ู (shot 
hole)  เปนลักษณะของจุดแผลที่ตายแลวและบริเวณแผลหลุดหายไป  
ลักษณะอาการดังกลาวเปนผลจากการที่พืชตอตานการเขาทําลายของเชื้อส
าเหตุ  โดยการยับยั้งการแพรของเชื้อไวตรงบริเวณรอยแผลนั้น 
 

อาการแอนแทรคโนส (anthracnose) 
อาการ  anthracnose  มีลักษณะเปนจุดแผลสีเขม 
รอยแผลยุบตัวลงเนื้อใบตาย  บางครั้งขอบแผลนูนสูงขึ้น  
อาจจะพบสวนขยายพันธุของรา  เรียกวา  acervuli  
เรียงเปนวงซอนกันบนรอยแผล  
นอกจากเกิดอาการบนใบแลวยังพบอาการบน  ลําตน และผล  
ในกรณีท่ีเชื้อสาเหตุ เขาทําลายพืชอยางรุนแรงจะทําใหกิ่งหรือแขนงตายได   
สวนใหญนักโรคพืชเรียกลักษณะอาการแอนแทรคโนส 
เม่ือมีสาเหตุมาจากรา  Colletotrichum  แตไมใชท้ังหมด 
 

อาการราสนิมขาว (White rust) 
อาการราสนิมขาวเกิดจากราในกลุม  Peronosporales ราสราง sporangia 
สีขาวเกิดใตผิวใบพืชทําใหเกิดรอยแผลนูนโปงออกมาเปนแนว อาจพบ 

 86



 

oospore เกิดอยูภายในเนื้อเยื่อพืช  เชน  โรคราสนิมขาวของผักกาด   
เกิดจากรา Albugo  candida  
 

อาการไหม (Blight) 
อาการไหม  เปนอาการที่พืชแสดงการตายอยางเฉียบพลันของใบ ดอก ยอด 
ผล หรือการตายของพืชท้ังตน  
โดยท่ัวไปราสาเหตุโรคพืชจะเขาทําลายสวนที่ออนของพืชกอน  
อาการไหมเกิดจากราหลายชนิด เชน รา  Colletotrichum gloeosporioides  
ทําใหเกิดโรคดอกไหมของมะมวง  และรา  Phytophthora colocaciae  
ทําใหเกิดโรคใบจุดตาเสือของเผือก 
 

อาการตายนึง่ (Scald) 
อาการตายนึ่งท่ีเกิดบนใบทําใหใบมีลักษณะคลายถูกน้ํารอนลวก 
แผลแสดงอาการซีดไมมีสีแตบางสวนอาจโปรงแสง    เชน โรคขาวตายนึ่ง  
(rice leaf scald) เกิดจากรา Gerlachia oryzae  และโรคตายนึ่งของขาวบารเลย 
เกิดจากรา  Rhynchosporium secalis 
 

อาการไหม (blast) 
อาการไหมมีลักษณะเปนปนสีดําจาง ๆ บนใบ เกิดจากรา หรือแบคทีเรีย   
อาการดังกลาวอาจมีสาเหตุมาจากเชื้อโรคพืชหรือเกิดจากการทําลายของแ
มลงหรืออาจเปนเพราะสภาพแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลง  
ตัวอยางอาการไหมท่ีเกิดจากรา เชน  
โรคไหมของขาวหรือพืชตระกูลหญาบางชนิด  เกิดจากรา  Pyricularia 
oryzae 
 

อาการสแคป (scab) 
รอยแผลสแคป   มีลักษณะขรุขระเปนสะเก็ดหรือมีลักษณะคลายหนามเล็ก ๆ 
นูนขึ้นมาจากผิวพืช  
สวนใหญอาการเกี่ยวของกับการผิดปกติของเซลลผิวพืชชั้นบน  
บางครั้งอาจไมพบรอยแผลตกสะเก็ด  อาการสแคปสวนใหญเกิดจากรา 
Elsinoe, Fusicladium, Sphaceloma, Venturia  และ Cladosporium  
อาการอาจพบไดบนผลและลําตน 
 

 87



 

อาการราน้ําคาง (downy mildew) 
อาการราน้าํคางมีลักษณะเปนรอยแผลสีขาวดานใตใบพืช 
และพบกานชูสปอรของรา (conidiophore) บนแผล  ซึ่งลักษณะของ  
conidiophore ใชในการจาํแนก genera ของเชื้อรา  
โรคราน้ําคางของพืชตระกูลหญา   ซึ่งมีสาเหตุจากราในอนัดับ 
Sclerosporales  และโรคราน้ําคางของพืชใบเลี้ยงคูมีสาเหตุจากราในอันดับ  
Peronosporales  
ราในกลุมนี้เกือบทุกชนิดอาศัยความชื้นเพียงเล็กนอยในการเคลื่อนที่ไปบน
ผิวพืชอาศัยและเขาทําลายเนื้อเยื่อพืช  
ในสภาพการปลูกท่ีมีความชื้นสูงเชื้อสาเหตุโรคราน้ําคางสามารถทําใหเกิดค
วามเสียหายไดอยางมาก เชน  โรคราน้ําคางของมิลเลต เกิดจากรา 
Sclerospora graminicola  และโรค white blister ของพืชตระกูลผักกาดเขียว 
เกิดจากรา Albugo candida  
 

อาการราแปง (powdery mildew) 
ราสาเหตุของอาการราแปงเปนราที่อาศัยอยูบนสิ่งมีชีวิตเทานั้น (obligate 
parasite)  จัดอยูในตระกูล  Erysiphaceae   เชน  Blumeria graminis  
เปนสาเหตุโรคราแปงของธัญพืชและพืชตระกูลหญา   
อาการราแปงสังเกตไดจากลักษณะเสนใยสีขาวฟูขึ้นมาบนผิวพืชและสรางส
วนขยายพันธุคลายผงแปงบนผิวใบ  บางครั้งพบ ascomata 
ขนาดเล็กบนผิวหนาของใบ   ราสราง  haustoria  แทงเขาสูเนื้อเยื่อพืช 
บริเวณใตชั้นเซลลผิวพืช  (epidermis) และราสราง conidia เซลลเดียว 
ตอกันเปนสายลูกโซบริเวณปลาย conidiophore  
รากลุมนี้ความเฉพาะเจาะจงกับพืชอาศัย (formae specialis, f.sp,)  
สามารถปรบัตัวไดดีในสภาพอากาศที่คอนขางแหงแลง  
และเปนราสาเหตุโรคพืชเพียงกลุมเดียวที่ conidia 

สามารถงอกไดแมวาจะไมมีความชื้น  (ขอมูลเพิ่มเติมจาก Braun ,1987) 
 

อาการราดาํ (sooty moulds) 
อาการราดาํ sooty moulds นี้เกิดจากราสาเหตุโรคพืชในอันดับ Capnodiales  
และ Chaetothyriales  
พบกลุมเสนใยสีดําสานกันเปนแผนบนผิวใบพืชและสวนของลําตน   
โดยอาศัยมูลขับถายของแมลงเปนอาหาร  
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อาการราดาํมักเกี่ยวของกับการทําลายของแมลงชนิดปากดูด  ไดแก 
เพลี้ยออนและเพลี้ยแปง  ราดําทําใหการสังเคราะหแสงของพืชลดลง 
ทําใหพืชออนแอและผลผลิตลดลง (ขอมูลเพิ่มเติมจาก Hughes (1976) 
 

อาการราดาํ (black mildew) 
อาการราดาํ black mildew  มีสาเหตุจากราในอันดับ  Meliolales  

ลักษณะอาการของราดํา black mildew จะสับสนกับลักษณะอาการราดาํ 
sooty mould พบโรคราดํานี้ในเขตรอนชื้นและเขตมรสุม    
ความเสียหายจากโรคทําใหพืชหมดความสวยงาม  
อาการที่สังเกตไดคือพบเสนใยหยาบ สั้น  สีดํา  ราสราง lateral hyphopodia  
และสวนขยายพันธุ ascomata  ชูขึ้นมาบนใบพืช  และ ascospore  สีดํา 
ขนาดใหญ (ขอมูลเพิ่มเติมเรื่อง  Meliolales จาก Hansford, 1961 และ 
Hansford, 1963) 
 

7.1.4  ราทีท่าํลายผลและเมลด็ (Fruit and seed pathogens) 
 
ราสาเหตุของโรคที่ทําใหเกิดอาการผลเนา เชน  รา Colletotrichum  
gloeosporiodes (telemorph : Glomerella  cingulata) เปนสาเหตุโรคผลเนาและ  
anthracnose มากที่สุด   รอยแผลนี้เม่ืออายุมากขึ้นปริและแตก  รา  
Phytophthora spp.  เปนสาเหตุโรคผลเนาของพืชหลายชนิด  เชน โกโก 
และมะพราว   รา Phomopsis  และ  Fusiccocum  
มีเปนสาเหตุโรคลําตนเนาของไมผลเขตรอนหลายชนิด 

ผลไมหลังเก็บเกี่ยวสวนใหญจะออนแอตอจุลินทรียสาเหตุโรค  
ซึ่งเชื้อสาเหตุอาจติดมาระหวางการบรรจ ุ  การเก็บรักษา และการขนสง  
โรคพืชท่ีพบหลังเก็บเกี่ยวมีสาเหตุจากการเขาทําลายในระยะแปลงปลูกแตยั
งไมแสดงอาการใหปรากฏ 
อาการของโรคจะพัฒนาไดแมวาจะอยูในสภาพของตูเย็นและลักษณะอาการ
ของโรคเหลานี้จะปรากฏใหเห็นในขั้นตอนใดก็ไดเม่ือสภาพ 
แวดลอมเหมาะสมตอโรคนั้น ๆ 

ตัวอยางโรคพืชหลังเก็บเกี่ยว  ไดแกโรค transit rot  เกิดจากรา  Rhizopus  
stolonifer  โรค blue mold  เกิดจาก รา  Botrytis cinerea  
โรคผลเนาเกิดจากรา  Aspergillus spp.  และโรค stem end rot  เกิดจากรา 
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Phomopsis  spp.  และ  Fusicoccum spp. 
(ขอมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับโรคพืชหลังเก็บเกี่ยวที่เกิดจากเชื้อรา ของ Pitt and 

Hocking,1999) 
 

โรคเออกอตส (Ergots) 
โรคเออกอตสมีสาเหตุจากราในอันดับ Clavicipitales พบบนพืชตระกูลหญา 
รวมทั้งธัญพืชตาง ๆ ราสราง conidia ระยะ spacelia  เขาทําลายรังไขของพืช   
การแพรกระจายของเชื้อสาเหตุสวนใหญอาศัยแมลงเปนพาหะแพร  โดย  
conidia  ปะปนอยูในน้ําหวานในรังไข  ซึ่งมีลักษณะคลายน้ําผึ้ง 
น้ําหวานนี้เกิดจากกลไกการตอบสนองของพืชท่ีตอตานการเขาทําลายของเ
ชื้อเออกอตส  ราสาเหตุโรคเออกอตสราง sclerotia  
ท่ีมีสารอัลคาลอยสซึง่เปนพิษตอคนและสัตว  (ขอมูลเพิ่มเติมจาก White, et al. 

2003) 
 

7.1.5  ราสนมิ (Rust fungi) 
 
โรคราสนิมเกิดจากราในอันดับ Uredinales  
ลักษณะอาการของโรคจะเกิดแผลบนใบและลําตน  
ราสรางสปอรบนแผลมีลักษณะเปนผงละเอียด  สีเหลือง สีสม 
หรือสีน้ําตาลคลายสนิมเหล็ก     เชน รา Puccinia polysora บนขาวโพด   รา  
Puccinia pupurea  บนขาวฟาง  และ  รา Phakopsora pachyrhizi  บนถั่วเหลือง 
เปนตน 
 
โรคราสนิมมีความสําคัญตอพืชเศรษฐกิจเปนอยางมาก  
เนื่องจากรากลุมนี้มีมากกวา  7,000 species 
เปนสาเหตุของโรคราสนิมของพืชกวา 160 ชนิด  โดยรากลุมใหญท่ีสุดไดแก 
Genus Puccinia ทําลายพืชใบเลี้ยงเเดี่ยวกวา 30 ชนิด  
ราสนิมสรางสปอรไดถึง 5 แบบ ในรอบวงจรชวีิต  สปอรท้ัง 5 
แบบมีชื่อเรียกเปนภาษาโรมันดังนี้ 
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0 Spermatia           สรางใน   spermagonia 
I Aecidiospores      สรางใน  aecidia 
II  Urediniospores      สรางใน uredinia 
III Teliospores       สรางใน  telia 
IV Basidiospores   เกิดบน basidium 

 โดยการงอกของ   teliospore 

 

ราสนิมท่ีมีการสรางสปอรท้ัง 5 แบบ มีชื่อเรียกวา macrocyclic rust   
ราสนิมหลายชนิดไมสามารถสรางสปอรไดครบทั้ง 5 แบบ  
โดยอาจสรางสปอร เพียง 1 ถึง 2  แบบ เชน ราสนิมท่ีสรางสปอรแบบ III และ 
IV มีชื่อเรียกวา  microcyclic rust  ราสนิมหลายชนิดมีพืชอาศัย 2 
ชนิดท่ีตางชนิดกัน  ราสรางสปอรแบบที่ II, III  และ IV บนพืชอาศัยชนิดแรก 
และราสรางสปอรแบบที่ 0 และ  I บนพืชอาศัยชนิดท่ี 2 
ราสนิมท่ีตองอาศัยบนพืชอาศัยทั้ง 2 ชนิดท่ีตางกันนี้  มีชื่อเรียกวา  
heteroecious  สวนราสนิมท่ีอาศัยบนพืชอาศัยชนิดเดียว มีชื่อเรียกวา  
autoecious 

 

วงจรชีวิตของราสนิมชนิด heteroecious ท่ีเปน macrocyclic rust  มีดังนี้ 
 

1. basidiospore  งอกและเขาทําลายใบพืชอาศัย 
2. ราสรางสปอร  เรียกวา spermatia   ภายใน spermagonia   ในใบพืช   

spermatia  มีลักษณะเปนเซลลเล็ก ๆ   ซึ่งแพรกระจายไปไดโดยแมลง    
spermagonia  งอกเสนใยแทงทะลุผานเซลลใบพืชออกมาภายนอก 
และไดรับการผสมพันธุจาก spermatia  ของเพศตรงขาม 

3. ผลจากการผสมพันธุของ  spermatia จากเพศตรงกันขามท้ัง 2 สวน 
เกิดเปน aecia  และ  aeciospores  ซึ่งแพรกระจายไปโดยลม หรือแมลง  
สปอร aeciospores  จะเขา  ทําลายพืชอาศัยชนิดท่ี 2 เทานั้น 
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4. หลังจาก aeciospores  งอกเปนเสนใยเขาทําลายพืชอาศัยที่ 2  
เสนใยจะสราง uredinia และ  urediniospore   
ลักษณะคลายฝุนสีสมหรือสีน้ําตาล  urediniospore   
แพรกระจายไปโดยลม เขาทําลายพืชอาศัยชนิดเดียวกันและสราง 
urediniospore  ไดหลายรุนตลอดฤดูการปลูกพืช 

5. เม่ือสิ้นสุดฤดูการปลกูพืชราสราง telia  และ  teliospores  บางครั้ง 
urediniospore และ  teliospores   อาจเกิดขึ้นบน sorus  เดียวกัน   
teliospores  จะเปนสปอรท่ีอยูขามฤดูได แตละเซลลของ  teliospores  
จะงอกเปน basidium  ที่มีผนังกั้น 1 - 3 septate  ซึ่ง  basidium สราง 
sterigmata และสราง basidiospore  บน  sterigmata  สปอร   
basidiospore  นี้แพรไปไดโดยลม 

 
การตรวจสอบตัวอยางพืชท่ีเปนโรคราสนิม ใหตรวจหาสิ่งตอไปนี้ 
 

• ตรวจดู  uredinia  และ telia วาเกิดบนดานใดของใบ 
หรือเกิดบนสวนใดของพืช  

• ตรวจดูรูปรางและผิวของ  urediniospore   ถาพบ paraphyses 
(sterile cells)  ใหตรวจดูรูปรางและขนาดของ  paraphyses  

• ดูจํานวนและตําแหนงของ germ pore บน urediniospores    
• ตรวจดูรูปราง และจํานวนเซลลของ teliospore  และ มี pedicels telia 

หรือไม 
 

7.1.6  ราเขมาดาํ (Smut) 
 
โรคราเขมาดําเกิดจากราในชั้น  Ustilaginomycetes  
สามารถตรวจวินิจฉัยไดงาย จากผงสปอรท่ีมีสีดําภายใน  sori  พบ sori  ได 
ในราก ลําตน ใบ ชอดอก ดอก เกสรตัวผู และรังไข   
 
ราเขมาดํามีความสําคัญตอพืชไร  ไมดอก ไมประดับ ราเขมาดํามีมากกวา  
2,000 species ใน 90 genera 
ในชวงเวลาที่ผานมามีการเปลี่ยนแปลงการจําแนกอันดับของรานี้หลายครั้ง   
โดยใชโครงสรางและเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการจําแนก   
ซึ่งแตเดิมการจําแนกราเขมาดําใชการงอกของสปอรเปนหลัก  
(ขอมูลเพิ่มเติมจาก Vanky, 2002) 
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ลักษณะสําคัญของราเขมาดํา คือ สปอรมีลักษณะเปนกลุมผงสีดํา  
(teliospores) เกิดภายใน sori  บนสวนของพืชท่ีจําเพาะเจาะจง  
สปอรของรากลุมนี้ไมมีกาน (pedicellate)  ซึ่งแตกตางจาก  teliospore 
ของราสนิม  สปอรของราเขมาดําแพรระบาดโดยลม 
 
Teliospore  จะงอกและสรางสปอรท่ีเรียกวา  basidiospores  (sporidia) 
ซึ่งมีการงอกคลายกับยีสต  ในสภาพธรรมชาติ basidiospores 2 สปอร 
งอกและรวมตัวกันเปนเสนใยสําหรับการเขาทําลายพืช  (infection hyphae) 
โดยท่ัวไปราเขมาดําเขาทําลายของสวนของพืชท่ีออนแอ  
ซึ่งมักเปนสวนที่เฉพาะเจาะจงตอรานั้น ๆ เชน  รังไข  หรือดอก 
 
การจําแนกราเขมาดําในชวงเวลาที่ผานมา  
ทําใหชื่อของราเขมาดําเปลี่ยนแปลงไปหลายชนิด  ดังนี้ 
 

• Sporisorium   มีความเฉพาะเจาะจงตอพืชตระกูลหญา และ genus 
นี้ใชแทนชื่อราเขมาดําหลาย  genera  เชน  Spacelotheca  และ 
Sorosporium 

• Sphacelotheca  มีความเฉพาะเจาะจงตอพืชตระกูล  Polygonaceae  
และปจจุบันรา genus นี้ ถูกจัดไวในชั้น Urediniomycetes   
(ซึ่งรวมทั้งราสนิมดวย) 

• Sorosporium  มีความเฉพาะเจาะจงกับสวนของดอกของพืชตระกูล 
Caryophyllaceae 

• Ustilago  มีความเฉพาะเจาะจงตอพืชตระกูลหญา  แตการเรียก 
species ของรา 
จะใชตามชื่อของพืชอาศัยซึ่งสวนใหญเปนพืชใบเลี้ยงคู     รา 
Ustilago  ใชแทนชื่อราเขมาดํา Microbotryum  ในชั้น 
Urediniomycetes 
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การตรวจสอบตัวอยางโรคราเขมาดํา 
 

• สวนของพืชท่ีถูกเชื้อเขาทําลาย 
• เนื้อเยื่อที่บวมพองขึ้นมาบนผิวพืช (hypertrophied tissue) 
• ลักษณะการเกาะกันของสปอรเปนแบบอัดกันแนนหรือรวมกันอยูห

ลวม ๆ 
• ลักษณะ  รปูราง  ขนาด และผิวของสปอร 
• มี sterile cell  อยูในกลุมของสปอรหรือไม 
• มี peridium  และ columella  อยูภายใน  sori  หรือไม 

 

7.2   การจําแนกแบคทเีรยี  (Bacteria) 
 
แบคทีเรียเปนจุลินทรียท่ีมีเซลลเดียว  นิวเคลียสมีผนังหุม  (Prokaryotic)  
ไมมีคลอโรฟลล และขยายพันธุไดอยางรวดเร็ว  
แบคทีเรียอาศัยอยูท่ัวไปในสภาพนิเวศทุกชนิด   
และสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมไดงาย 
แบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุโรคพืชพบไดท่ัวโลก   
เนื่องจากแบคทีเรียชอบความชื้นและรอนอบอาว  จึงเปน 
จุลินทรียท่ีมีความสําคัญอยางยิ่งในเขตรอน เขตอบอุน  
และพื้นท่ีท่ีมีอุณหภูมิคอนขางสูง 
 
แบคทีเรียสวนใหญอาศัยอยูบนเศษซากพืช  บนเมล็ด หรือบนตนพืชท่ีมีชีวิต  
แบคทีเรียเขาทําลายพืชโดยผานเขาทางบาดแผลหรือชองเปดตามธรรมชาติ  
เชน  ปากใบ  และชองคายน้ํา (lenticels)  แบคทีเรียสามารถติดไปเมล็ด  
สวนขยายพันธุ  น้ําฝน  แมลง  และเครื่องมือในแปลงปลูก 
 
การจําแนกชนิดของแบคทีเรียยังไมมีระบบใดเปนทางการ   
การควบคมุการตั้งชื่อแบคทีเรียมีขอกําหนดไวในเอกสาร  The International 
Code of Nomenclature of Bacteria (Bacteriological Code)   ในป  1975  
ไดมีระบบการตั้งชื่อแบคทีเรียอยูในเอกสาร  Bacteriological Code (1975 
Revision)  ซึ่งตอมามีการเปลี่ยนแปลงวิธีการตั้งชื่อใหมตามเอกสาร  the 
Approved Lists of Bacterial Names (International Journal of Systematic 
Bacteriology, 1980, 30, 225-420)     
ในปจจุบันการตั้งชื่อแบคทีเรียไดใชเอกสาร  The International Code of 
Nomenclature of Bacteria (1990 Revision)  ซึ่งเปนฉบับที่ใหมท่ีสุด 
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ในเอกสารนี้มีชื่อของแบคทีเรียท่ีไดรับการตั้งชื่อและตีพิมพในวารสารที่ไดรั
บการยอมรับ   การตัง้ชื่อแบคทีเรียชนิดใหมมีกฎเกณฑดังนี้  

• ตรวจสอบชื่อแบคทีเรียในเอกสาร the Approved Lists of Bacterial 
Names 

• ตองมีการตีพิมพรายละเอียดของแบคทีเรียในวารสาร The 
International Journal of Systematic Bacteriology (IJSB) หรือ  ใน the 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 
(IJSEM)  และ  มีการเปรียบเทียบกับชื่อแบคทีเรียใน Bacteriological 

Code.  ตั้งแตเดือนสิงหาคม 2002 เปนตนมา 
นักวิจัยที่ตองการตั้งชือ่แบคทีเรียชนิดใหม  (new species, new 
subspecies  และ new combinations)  จะตองปฏิบัติตามกติกาของ 
IJSEM โดยตองเก็บตัวอยางตนแบบแบคทีเรียบริสุทธิ์ไวใน  culture 
collection   ที่ไดรับการยอมรับอยางนอย  2  แหง  ใน 2 ประเทศ 

• ตองมีการตีพิมพขอมูลของแบคทีเรียใน Validation List.  
ซึ่งจัดพิมพโดย  IJSB  หรือไดรับการตีพิมพใน  IJSEM validating 

bacterial names  ซึ่งเผยแพรในวารสารทั่วไป เอกสาร  ”Approved 

Lists of Bacterial Names“ เปนเอกสารที่บันทึก 
ชื่อและรายละเอียดของแบคทีเรีย  จํานวน  2,212 genera, species, 
subspecies และ 124 ชื่อของ  higher taxa  ไวโดยละเอียด  ในป 2002  
ไดรวบรวมจํานวนแบคทีเรียไวเพิ่มขึ้นเปน  5,806  species ใน 1,094  
genera  ซึ่งเปนแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 132 species  ใน  29  genera 
ซึ่ง  genera  ที่สําคัญ ไดแก  Agrobacterium, Clavibacter, Erwinia, 
Pseudomonas, Streptomyces, Xanthomonas และ  Xylella.  
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชหลายชนิดมีความเฉพาะเจาะจงกับพืชอาศัย 
มีการจําแนกถึงระดับ pathovars  เชน   Pseudomonas syringae   
ถูกจําแนกไวมากกวา  40  pathovars   Xanthomonas campestris   
ถูกจําแนกไวมากกวา  123 pathovars 

 

ในวงจรการเกิดโรคของแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชหลายชนิด  
แบคทีเรียสามารถอยูบนพืชอาศัยแบบ  epiphyte  
กอนจะเปนสาเหตุของโรคพืช   
แบคทีเรียโรคพืชหลายชนิดเพิ่มปริมาณอยูในชองวางระหวางเซลลพืช  
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ซึ่งแบคทีเรียกลุมนี้จะเขาสูพืชทางชองเปดธรรมชาติ  เชน ปากใบ  
ชองคายน้ํา (hydrathodes) และรอยแผล  
ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากแบคทีเรียมีหลายระดับ  
ขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียนั้น ๆ  รวมไปถึงชนิดของ  เอ็นไซม extracellular 
enzymes, toxins, phytohormones  และ   extracellular polysaccharides 
 
การวินิจฉัยโรคที่เกิดจากแบคทีเรียตองพิจารณาลักษณะอาการรวมกับปจจั
ยอื่นท่ีอาจมีความสําคัญดวย  
การตรวจโรคพืชท่ีเกิดจากแบคทีเรียอาจสังเกตไดเมือกเยิ้ม (ooze) 
ของแบคทีเรีย  
และการตรวจภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อดูเซลลของแบคทีเรียท่ีไหลออกจา
กบาดแผลของพืชท่ีถูกตัดและแชน้ําไว 
 
วิธีการแยกแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชนิยมใชเทคนิคการทําสารละลายลดระดับ
ความเขมขน  (dilution method)  จุดประสงคเพื่อการคัดเลือกโคโลนีเด่ียว ๆ 
ของแบคทีเรียที่สงสัยวาเปนเชื้อสาเหตุเพื่อใหไดแบคทีเรียบริสุทธิ์และเปนแ
บคทีเรียชนิดท่ีตองการ 
อาหารที่ใชเลี้ยงแบคทีเรียตองเหมาะสมกับชนิดของแบคทีเรีย  
ผิวหนาของอาหารตองแหงสนิท  
และกอนทําการทดสอบตองม่ันใจวาไมมีเชื้อชนิดอื่นปนเปอน 
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชสามารถจําแนกไดคราว ๆ  
ดวยวิธีการทดสอบเพียงไมกี่วิธี 
 
กอนทําการจําแนกแบคทีเรีย  ควรตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อกอน  
ดวยเทคนิคการลดระดับความเขมขน  
โดยละลายเซลลแบคทีเรียจํานวนหนึ่งในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อหรือน้ําเกลือ  
แลวนําแบคทีเรียแขวนลอยจํานวน  1 loop  
เกลี่ยลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อที่แหง  
เชนเดียวกับวิธีการแยกเชื้อบริสุทธิ์    ทําการตรวจสอบเชื้อทุกวัน  
เปนเวลาหลาย ๆ 
วันเพื่อใหแนใจวาแบคทีเรียท่ีเกิดใหมทุกโคโลนีเปนชนิดเดียวกัน  
บางครั้งโคโลนีท่ีเกิดเด่ียว ๆ  มีลักษณะแตกตางจากโคโลนีท่ีเกิดขึ้นเปนกลุม  
แมวาลักษณะโคโลนีภายนอกจะเหมือนกันก็ตาม  
ถาเกิดความไมแนใจวาเชื้อบริสุทธิ์จริง  ควรแยกเชื้อบริสุทธิ์ใหม  
จนกวาจะแนใจวาไดเชื้อบริสุทธิ์จริง 
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การแยกเชื้อโดยวิธีนี้นอกจากเพื่อเปนการแยกเชื้อบริสุทธิ์แลวยังสามารถใช
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีได  ควรสังเกตและบันทึก  ลักษณะ  
รูปราง  ขนาด  ผิวหนา  ความสูงของขอบโคโลนี ความแนน  ส ี 
ความโปรงใสหรือทึบแสง  และอัตราการเติบโตของโคโลนีไวดวย  
การพบเม็ดสี  การสะสมเม็ดสี (precipitates)  
หรือการเกิดผลึกในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ก็ควรบันทึกไวเชนกัน 
 
คูมือการจําแนกเชื้อแบบ dichotomous keys  
เปนคูมือจําแนกแบคทีเรียในยุคแรก ๆ 
การจําแนกดําเนินตามคูมือเปนขั้นตอนเรียงกันไป    
แมวาคูมือนี้จะใชในการจําแนกแบคทีเรียไดไมกวางขวางนัก  
แตสําหรับแบคทีเรียโรคพืชยังใชไดดี  
ซึ่งวิธีการจาํแนกจะตองใชความระมัดระวังเปนพิเศษ  
โดยจะตองปฏิบัติตามขั้นตอน  โดยเฉพาะในขั้นตอนเริ่มตน  
การจําแนกแบคทีเรียวิธีอื่น เชน การวิเคราะหกรดไขมัน phage-typing, 
monoclonal antibodies และ nucleic probes 
 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยามีขอจํากัดในการจําแนกเชื้อแบคทีเรีย  
ขนาดของโคโลนี  อัตราการเติบโต  สีและเนื้อของโคโลนี  
ความทึบแสงของโคโลนี  
ไมสามารถใชเปนขอมูลเพื่อการจําแนกแบคทีเรียได  
การจําแนกจําเปนตองอาศัยการทดสอบอื่น ๆ เชน 
ตรวจสอบวาแบคทีเรียมีการสรางเอนไซมบางชนิดหรือไม 
 

7.3 การจาํแนกไฟโตพลาสมา  (Phytoplasmas) 
 
ไฟโตพลาสมาเดิมเรียกวา Mycoplasma-like organisms 
เปนจุลินทรียท่ีไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส (prokaryotes) อยูในชั้น Mollicutes   
ไฟโตพลาสมามีลักษณะคลายกับแบคทีเรีย 
แตไมมีผนังเซลลและไมสามารถอาศัยอยูอยางอิสระโดยปราศจากพืชอาศัย  
และไมสามารถเลี้ยงไดดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ   
จะพบไฟโตพลาสมาในชั้นของทอน้ําทออาหารของพืช   
และสวนใหญถายทอดไดดวยเพลี้ยจักจั่น  (leafhoppers)  และเพลี้ยกระโดด   
(plant hoppers)  ไฟโตพลาสมาเปนศัตรู 
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พืชท่ีตองอาศัยอยูในตนพืชตลอดวงจรชีวิต  เชื้อกลุมนี้มีพืชอาศัยกวาง  
ลักษณะอาการโดยทั่วไปของโรคที่เกิดจากไฟโตพลาสมาพบวา  
ใบพืชเหลืองและมีขนาดเล็กลง  ตนแคระแกร็น  กิ่งและยอดแหง  
อาการพุมแจ และชอดอกบวมโต 
 
วิธีการวินิจฉัยไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคพืช  
ในอดีตใชวิธีสังเกตลักษณะอาการของโรค  พืชอาศัย  พาหะที่เฉพาะเจาะจง  
และการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนตรวจสอบเนื้อเยื่อพืชท่ีตัดใหบางเปน
พิเศษตอมามีวิธีการตรวจสอบโดยการใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลตรวจสอบดีเ
อ็นเอ  โดย เฉพาะไฟโตพลาสมาท่ีมีดีเอ็นเอตัวตรวจ  (phytoplasmas-specific 
PCR primers)  ซึ่งเฉพาะเจาะ จงกับลําดับเบส อารเอ็นเอ ของ 16s ribosomal 
RNA  ที่มีประสิทธิภาพสูงในการวินิจฉัยไฟโตพลาสมา 
 

7.4  การจําแนกชนดิไวรสัและไวรอยด (Viruses and Viroids) 
 
ไวรัสเปนจุลินทรียท่ีมีขนาดเล็กมากและมองเห็นไดดวยกลองจุลทรรศนอิเล็ก
ตรอน 
เทานั้น  ไวรัสมีลักษณะตางจากราและแบคทีเรียตรงที่ไวรัสไมมีเซลล  
ไวรัสเปนเพียงสวนประกอบของโปรตีนท่ีเปนปลอกหุมเรียกวา capsid  
ลอมรอบสวนของยีนที่อาจเปน  ribonucleic  acid  (RNA)  หรือ  
deoxyribonucleic acid  (DNA)  
ไวรัสจะขยายพันธุไดในเซลลของสิ่งมีชีวิตเทานั้น   
โดยการสั่งการของยีนของพืชอาศัย  
ดังนั้นแหลงของพลังงานจากพืชจึงถูกนําไปใชในการเพิ่มปริมาณไวรัสแทน  
การที่ไวรัสเขาทําลายพืชจะรบกวนกลไกการทํางานของพืช  เชน  
การสังเคราะหแสงและการเจริญเติบโตของพืช 
 
แมลงปากดูด  เชนเพลี้ยออน และเพลี้ยจักจั่น  
เปนพาหะในการระบาดของโรคไวรัสตาง ๆ  
สาเหตุในการแพรระบาดโรคไวรัสสวนใหญเปน สวนขยายพันธุพืช เชน 
กิ่งพันธุ  ทอนพันธุ  ตาขยายพันธุ    
นอกจากนีไ้วรัสยังสามารถมีชีวิตอยูบนพืชอาศัยอื่น ๆ  เชนวัชพืชไดดวย  
เนื่องจากไวรัสอาศัยอยูในเซลลของสิ่งมีชีวิต  
จึงไมอาจเก็บตัวอยางไวรัสไวในตัวอยางแหงโรคพืชได    
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ไวรอยด (Viroids) เปนสิง่มชีวีติขนาดเลก็ มีโมเลกลุประกอบดวย  
ribonucleic acid  (RNA)  ตอกันเปนวงกลม ไมมีโปรตนีเปนผนงัหุม 
สามารถเขาทาํลายและเพิ่มปริมาณในเซลลพืช  
และเปนสาเหตขุองโรคพืช  
การแพรระบาดไวรอยดเกิดในระหวางการตัดแตงกิง่  
ติดไปกบัเมล็ดพนัธุ  หรอืการขยายพันธุดวยวิธ ี ตอน หรือติดตา 

 
 
 
 
 
 
 

7.4.1  ชนดิของไวรสัและการบนัทกึขอมลู (Virus species and 
records) 

 
การจัดหมวดหมูของไวรัสโดยใชคุณสมบัติของไวรัสหลายประการตามที่  
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)   
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV/), ไดอธิบายไวดังนี้ 
 

• พืชอาศัยที่ไวรัสเขาทําลายตามธรรมชาติ 
• ลักษณะอาการทุกระยะของการเขาทําลายบนพืชอาศัยตาม

ธรรมชาติ 
• วิธีการถายทอดเชื้อ  เชน  วิธีสัมผัส  ติดไปกับเมล็ด   

ติดไปกับเกสรตัวผู  และแมลงพาหะ  เปนตน   
• พืชอาศัยที่แสดงอาการออนแอเมื่อทําการปลูกเชื้อในหองป

ฏิบัติการ 
• รูปรางของ ไวรัส 
• คุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรตีนและกรดนิวคลิอิก 
• การเปรียบเทียบลําดับเบสและการเรียงตัวของลําดับเบสกับไ

วรัสท่ีรูจักมากอน 
• วิธีทางเซรุมวิทยา 

 
ขอมูลเกี่ยวกับไวรัสสาเหตุโรคพืชจะไมรวมไวกับตัวอยางแหงโรคพืชท่ีเกิดจ
ากไวรัส  เนื่อง 
จากไวรัสไมสามารถมีชีวิตอยูบนตัวอยางแหงได  
สวนใหญจะไมสามารถรักษาคุณสมบัติเดิมไวไดแมวาจะนําไปเก็บในสภาพค
วามเย็นยิ่งยวด  แตปจจุบันมีวิธีการเก็บไวรัสไดเปนเวลานาน  
เชนการโคลนเขาไวในจีโนมของแบคทีเรีย  เปนตน 
ดังนั้นขอมูลไวรัสสาเหตุโรคพืชจึงไมยึดถือตามตัวอยางพืชแตใชคุณสมบัติอื่
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น  ๆ  เชน คาํอธิบาย ภาพถาย  ขอมูลงานวิจัย  ลําดับเบส 
และขอมูลเซรุมวิทยา    
ขอมูลที่เกี่ยวของกับสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากไวรัสสมารถคนไดจากเอกสาร  
the VIDE (Virus Identification Data Exchange) database 
(http://image.fs.uidaho.edu/vide/refs.htm#descriptions). 
 

ไวรสัรปูรางแทงยาว (rod shape viruses) 
ไวรัสรูปรางแทงยาว  เชน Tobacco mosaic virus (TMV)  มีเสนผาศูนยกลาง  
3 – 25 นาโนเมตร  และความยาว  150-2000 นาโนเมตร  
ซึ่งขึ้นกับความยาวของ  RNA รูปรางของไวรัสอาจเปนแทงยาวตรง 
หรือแทงโคงงอ  ลักษณะโครงสรางท่ัวไปของไวรัสกลุมนี้  ประกอบดวย  
RNA  และ โปรตีนมีลักษณะเปนแบบ เกลียว  เรียกวา  helix 
 
ไวรสัรปูรางแบบ Isometric viruses 
ไวรัสชนิดนี้มีขนาดเสนผาศูนยกลาง  20 – 70 นาโนเมตร พบอยูเด่ียว ๆ 
หรืออยูเปนคู  
เม่ือตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาไวรัสจะจับตัวกันแบบ 
icosahedral symmetry ( เชน  มี  12 vertices  และ 20 triangular faces)   
เชน  Cauliflower mosaic virus (CaMV). 
 

ไวรสัรปูแทงมน  (Bacilliform viruses) 
ไวรัสกลุมนี้มีรูปรางคลายแบคทีเรียใน genus Bacillus  
ซึ่งอาจมีเปลือกหุมหรือไมก็ได  เชน  Alfalfa mosaic virus (AMV)  และ   
Sugarcane bacilliform virus (SCBV). 
 
การวินิจฉัยไวรัสสาเหตุโรคพืชมีหลายวิธี  นักไวรสัวิทยามักเตรียมพืชดัชนี   
(herbaceous indicator plants) ไวในเรือนทดลองกันแมลง   
เพื่อใชในการจําแนกชนิดของไวรัสและศึกษาคุณสมบัติในการทําลายพืช 
เม่ือทําการปลูกไวรัสตางชนิดลงไปพืชดัชนีจะแสดงลักษณะอาการตางกนั   
การใชลักษณะอาการเพียงอยางเดียวไมพอเพียงตอการจําแนกชนิดไวรัสได
ถูกตอง การใชเทคนิคในหองปฏิบัติการ เชน เซรุมวิทยา  
การตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอีเล็กตรอน ตลอดจนการวิเคราะห  
nucleic acid  จะชวยในการจําแนกเชื้อไวรัสไดดีขึ้o 
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7.4.2  ลกัษณะอาการทีเ่กดิจากไวรสั (Virus symptoms) 
 
นักวิจัยที่มีประสบการณสามารถวินิจฉัยโรคเบื้องตนไดโดยใชลักษณะอากา
รของโรค  ลักษณะอาการของโรคแบงออกไดกวาง ๆ  2 แบบ ไดแก  
ลักษณะอาการที่เปนผลมาจากการเขาทําลายเซลลพืชอาศัย เชน  
อาการรอยแผล   
และลักษณะอาการที่เกิดจากการทําลายอยางตอเนื่องหรือการทําลายทั่วท้ังต
น  (systemic infection)  เชน อาการดาง (mosaic)   
การเขาทําลายพืชของไวรัสตางจากการเขาทําลายของราเพราะไวรัสจะเขา
ทําลายพืชทางบาดแผล  เชน  รอยขาดของเซลลขนบนผิวใบพืช  
รอยแตกเล็ก ๆ  
หรือรอยแยกของเซลลชั้นผิวหนาพืชซึ่งมักเกิดจากการกัดกินของแมลง 
 
ลักษณะอาการเริ่มแรกที่ไวรัสเขาทําลายพืชเรียกวา อาการเฉพาะแหง (local 
symptoms)  ซึ่งมีขอบเขตของการทําลายเรียกวารอยแผล  (lesions)  
รอยแผลนี้มีขนาดตางกันตั้งแตเล็กเทาปลายเข็มหมุดหรือมีขนาดใหญเปนแ
ถบซึ่งพบวามีสีซีดจางเนื่องจากขาดคลอโรฟลลหรือเกิดแผลแหงตาย  
(necrotic)  เมื่อมีการถายทอดไวรัสผานทางน้ําคั้นบนใบพืช  
ในบางครั้งจะพบรอยแผลเนื่องจากเซลลพืชตายหลังจากการปลอยแมลงพา
หะ  เชน เพลี้ยออน ใหดูดกินพืชเพื่อถายทอดไวรัสเขาสูพืช 
 
กลไกการตอบสนองระหวางไวรัสกับพืชอาศัย  
ในบางกรณีไวรัสไมสามารถแพรออกจากจุดท่ีเชื้อเขาสูพืชอาศัยไดทําใหพื
ชยังคงแสดงอาการจดุแผลปรากฏอยู  กลไกการตอบสนองนี้เรียกวา   
hypersensitive reaction  
ถาไมมีกลไกการตอบสนองดังกลาวไวรัสจะแพรขยายเขาไปในชั้น 
mesophyll ของใบพืช  เมื่อใดก็ตามที่ไวรัสแพรเขาสูระบบทอน้ําทออาหาร 
ซึ่งไวรัสสวนใหญเคลื่อนที่ไปไดในทออาหารของพืช 
ไวรัสก็จะแพรไดอยางรวดเร็วไปทั่วท้ังตนเปนผลใหตนพืชถูกทําลายตอเนื่อ
ง ซึ่งเรียกการทําลายนี้วา  secondary or systemic infection 
 
อาการที่เกิดขึ้นท่ัวท้ังตนของไวรัสมีลักษณะแตกตางกัน เชน  
อาการสีซดีเหลือง   อาการเหี่ยว  หรือมีการเปลี่ยนแปลงภายในตนพืช  เชน  
การเปลี่ยนแปลงของโครงสรางเซลลท่ีผิดปกติไป  
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ซึ่งสามารถตรวจสอบไดดวยการใชกลองจุลทรรศน compound microscope  
หรือกลองจุลทรรศนอีเล็กตรอนเทานั้น 
 
อาการดาง (mosaic) 
เกิดขึ้นในเซลลท่ีไวรัสเขาทําลายซึ่งโดยทั่วไปมักเปนเซลลบนใบ 
ทําใหเซลลสีซีดลงเนื่องจาสรางคลอโรฟลลลดลงในขณะที่เซลลปกติมีสีเขีย
ว รูปแบบและขนาดของอาการดางจะแตกตางกันในพืชแตละชนิด  
พืชใบเลี้ยงเด่ียวจะแสดงอาการดางเปนแถบ  หรือเปนริ้ว  
พืชใบเลี้ยงคูแสดงอาการสีซีด เแผลมีลักษณะกลมหรือเปนหยอม  
รอยแผลสีเหลืองเปนแตม  เปนจุด หรือเปนวง 
 
กลไกการตอบสนองระหวางพืชอาศัยกับไวรัสบางกลไก  
พบวาเนื้อใบทั้งใบมีสีเหลือง  
เนื่องจากพืชลดการสรางคลอโรฟลลและคลอโรพลาสตแตกเสียหายทําใหเกิ
ดอาการเหลืองของไวรัส  เชน  beet yellows and barley yellow dwarf  
อาการเหลืองนี้ 
ในระยะแรกจะมักพบอาการเสนใบมีสีซีดจางในขณะที่บริเวณพื้นท่ีรอบ ๆ 
เสนใบยังคงมีสีเขียวอยู  
ไวรัสชนิดที่ทําใหเกิดอาการเสนใบเหลืองและเสนใบซีดจาง  เชน  lettuce 
big vein disease และ Turnip mosaic virus 
 
อาการจุดวงแหวน 
เกิดจากการที่สวนท่ีเปนโรคถูกจํากัดพื้นท่ีทําใหมีลักษณะแผลเปนวงกลม  
เซลลท่ีไดรับไวรัสจะมีสีซีดจางหรือเซลลตาย (ภาพที่ 15)  
อาการจุดวงแหวนอาจเกิดขึ้นบนลําตน 
หรือบนผลแมวาจะพบเชื้อไวรัสท่ัวไปบนใบพืช  เชน  Tomato spotted wilt 
virus (TSWV) และโรคจุดวงแหวนของมะละกอ (Papaya ringspot virus / 
PRSV). 
 

อาการแผลที่มเีซลลตาย (cell necrosis) 
รอบจุดท่ีถูกทําลายหรือแสดงอาการแบบ  systemic  ในสวนอื่นของตนพืช  
เชน อาการบนผลและเมล็ด  หรือบนใบ   โรคที่เกิดจากไวรัสกลุมนี้  เชน  
 
Turnip mosaic virus   
ทําใหเกิดอาการเซลลตายในเนื้อใบของพืชตระกูลกะหล่ํา 
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อาการแคระแกรนและพืชเจริญเตบิโตผิดปกติ 
จะพบเสมอเมื่อมีไวรัสเขาทําลาย  โดยทั่วไปจะเกิดรวมกับอาการอื่น ๆ   
พืชหยุดการเติบโตไดทุกสวนของพืชหรือเฉพาะสวนใดสวนหนึ่ง  เชน  
บริเวณสวนยอดที่กําลังเจริญเติบโต  จะสังเกตลักษณะอาการเชนนี้ไดยาก  
นอกเสียจากตนพืชท่ีไดรับไวรัสจะอยูติดกับตนปกติ 
โรค   Bean common mosaic virus และ Strawberry latent ringspot virus  
เปนเพียง 2 โรค  ที่ทําใหพืชแสดงอาการเจริญเติบโตผิดปกติเม่ือไดรับไวรัส  
อาการที่พบคือสวนของใบและลําตนบิดเบี้ยว  
การเปลี่ยนแปลงดังกลาวเกิดจากฮอรโมนในใบไมสมดุล      
อาการผิดปกติอื่น ๆ เชน การสรางเซลลมากกวาปกติของตนโกโก  
ทําใหเกิดอาการยอดบวม มีสาเหตุจากไวรัส  Cacao swollen shoot virus     
อาการผิดปกติท่ีพืชเพิ่มปริมาณเซลลมากกวาปกติเรียกวา  hyperplasia   
การเพิ่มขนาดของเซลลใหญกวาปกติเรียกวา hypoplasia    
ตัวอยางของอาการผดิปกติเนื่องจากการเพิ่มขนาดของเซลล เชน stem 
pitting ของตนสม ท่ีเกิดจากเชื้อ Citrus tristeza virus 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15 อาการที่เกดิจากไวรสั อาการใบจดุ อาการจุดวงแหวน 
และอาการใบดาง 

 

ไวรัสบางชนิดทําใหเกิดอาการบวมหรือเจริญมากกวาปกติบนใบหรือราก   
เชน  enations และ  tumours  การที่ใบเติบโตมากกวาปกติเรียกวา  enations   
มีลักษณะเปนติ่ง   พบไดท้ังบนใบและใตใบ  ลักษณะ  enations 
ท่ีพบบนถั่วลันตา เกิดจากไวรัส  Pea enation mosaic virus (PEMV)  
สําหรับอาการบวมของใบและลําตนเกิดจากการชักนาํของไวรัสท่ีทําใหฮอรโ
มนไมสมดุล  
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อาการกลบีดอกดางของทวิลปิ  (Color break) 
มีการวินิจฉัยวาเกิดจากไวรัส ตั้งแตศตวรรตที่ 17 โรคนี้เกิดจากไวรัส Turnip 
mosaic virus  ทําใหสีดอกของทิวลิปไมสมํ่าเสมอ   
ในประเทศเนเธอรแลนดหัวพันธุท่ีไดรับไวรัสจะมีราคาสูงมาก 
ปจจุบันยังพบโรคนี้อยูเสมอ ไวรัสท่ีทําใหเกิดดอกดางในพืชอื่น ๆ เชน  
Turnip mosaic virus  และ  Bean yellow mosaic virus 
 
การทําลายของไวรัสท่ีทําใหพืชติดผลลดลง 
ขนาดของผลเล็กลงหรือบิดเบี้ยวผิดรูปราง   เชน  ไวรสั Lettuce mosaic virus  
ทําใหผลแตงรูปรางผดิปกติ  หรือ ไวรัส Lettuce mosaic virus  
ทําใหผลผลิตผักกาดลดลง นอกจากนี้ยังทําใหเกสรตัวผูเปนหมันดวย 
 
ไดกลาวถึงการสลายของคลอโรพลาสและการผิดปกติของเซลลไวแลวในต
อนตน  อยางไรก็ตามยังพบวามีการเปลี่ยนแปลงใน  cytology และ histology  
ของเซลลพืช  เชน  ไวรัสชักนําการสราง inclusion bodies ในเซลลพืช  
จะพบไวรัสหลายชนิดอยูในนิวเคลียสของเซลลพืช  
ไวรัสเหลานี้ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของคลอโรพลาสโดยจะทําลายสารเค
มีในพืช  เชนทําใหสี และรูปรางของพืชเปลี่ยนไป  
ตัวอยางการเปลี่ยนแปลงใน  histology เชน  การเพิ่มหรือลดจํานวนเซลลพืช  
การตายของเซลลภายในเนื้อเยื่อ   การสรางสารลิกนินในสวนของทอน้ํา  
และการตายของเซลลทออาหาร 
 
ไวรัสอาจเพิ่มปริมาณและสะสมอยูในเซลลพืชเปนจํานวนมาก  
เพื่อสรางสวนที่เรียกวา inclusion bodies 
ซึ่งประกอบขึ้นจากอนุภาคของไวรัสเกือบทั้งหมด  inclusion bodies 
อาจถูกสรางอยูในนิวเคลียสแตสวนใหญพบทั่วไปใน cytoplasm ของพืช  
การเรียงตัวของอนุภาคของไวรัสอาจเรียงตัวแบบสุม  
เรียงตัวไปตามดานขาง  เรียงตัวตอปลายกันและกัน  
หรืออาจเรียงตัวในรูปสามมิติก็ได  
 
การที่พืชไมไดแสดงอาการของโรคใหปรากฏก็ไมไดหมายความวาพืชนั้นจะ
ปราศจากไวรัส  
ไวรัสหลายชนิดสามารถเขาสูพืชอาศัยและเพิ่มปริมาณภายในเซลลของพืช
อาศัยไดโดยไมแสดงอาการ  ซึ่งเปนระยะแฝงตัว  (latent infection)  
จะพบเสมอเมื่อไวรัสเขาอาศัยในพืชปาหรือวัชพืช  
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ไวรัสสามารถมีชีวิตอยูรอดไดในพืชอาศัยอื่น  (alternate hosts)   
และเขาทําลายพืชเศรษฐกิจไดในภายหลังดวยการติดไปกับน้ําคั้นพืชซึ่งมีแ
มลงเปนพาหะ 
 
การพัฒนาของอาการที่เกิดจากไวรัสจะแตกตางกันขึ้นกับ strain  
และระดับความรุนแรงของยีนของไวรัส    
พืชอาศัยอาจเปนพืชพันธุตานทาน  ทนทาน  หรือออนแอ  
ตอการเขาทําลายของไวรัส  
อายุของพืชและชวงเวลาของการเขาทําลายมีบทบาทสูงตอการแสดงออกขอ
งอาการ  โดยทั่วไปพืชอายุนอยมักออนแอตอการเขาทําลายกวาพืชอายุมาก 
การเขาทําลายพืชตั้งแตพืชยังเล็ก ๆ 
มีแนวโนมวาผลผลิตพืชจะเสียหายมากกวาการเขาทําลายในชวงหลังของฤ
ดูปลูกพืช 
 
อาการของโรคพัฒนาไดชาเม่ือมีอุณหภูมิสูงเนื่องจากไวรัสเพิ่มปริมาณชา 
อยางไรก็ตามอุณหภูมิท่ีสูงอาจทําใหพืชลดความตานทานลงได  
ดังนั้นเม่ืออุณหภูมิลดลงการเขาทําลายจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  
พืชท่ีเติบโตภายใตสภาพท่ีมีความเขมของแสงสูงจะออนแอตอการทําลายขอ
งไวรัสนอยกวาพืชท่ีเติบโตภายใตสภาพมีแสงนอย  เชน 
เดียวกับพืชท่ีไดรับสารอาหารจากดินท่ีอุดมสมบูรณมักออนแอตอโรคมากกว
า  เชน  พืชท่ีไดรับไนโตรเจนสูงจะออนแอมากกวา 
 
ลักษณะอาการของโรคที่เกิดจากไวรัสจะคลายกับอาการขาดธาตุอาหารของ
พืช หรือคลายกับอาการพืชท่ีไดรับพิษของสารเคมี เชน  
การทําลายของสารกําจัดวัชพืช  
มีวิธีสังเกตความแตกตางของอาการที่เกิดจากไวรัส  
กับอาการที่เกิดจากการขาดธาตุอาหารหรือพิษจากสารเคมี  2  วิธี  คือ 

• สังเกตรูปแบบของตนพืชท่ีแสดงอาการ  
โดยท่ัวไปถาพืชขาดธาตุอาหารจะมีรูปแบบการแสดงความผิด
ปกติสัมพันธกับชนิดของดิน  หรืออาการที่เกิดจากพิษสารเคมี  
รูปแบบจะสอดคลองกับลักษณะการพนสารเคมี  
สวนอาการที่เกิดจากไวรัสมีรูปแบบการเกิดโรคแบบสุม  
เพราะมีแมลงเปนพาหะ 

• การทาบกิ่งกับพืชปกติ  
หรือการปลูกเชื้อโดยใชน้ําคั้นจากพืชท่ีแสดงอาการ   
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ซึ่งเปนวิธีการเบื้องตนของการวินิจฉัยโรคตามวิธีของ Koch’s 
postulates  นั่นเอง 

 

7.5  ไสเดอืนฝอย (Nematodes) 
 
การจําแนกไสเดือนฝอยทําไดโดยการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
กับลักษณะตัวอยางไสเดือนฝอยที่ได 
รับการตีพิมพไวในเอกสารโดยอาศัยคูมือในการจําแนกประกอบ  
วิธีการนี้จะตองเตรียมตัวอยางและทําสไลดถาวรที่สามารถมองเห็นลักษณะข
องไสเดือนฝอยทุกสวนอยางชัดเจน  
ตองวัดขนาดของตัวไสเดือนฝอยภายใตกลองจุลทรรศนท่ีมีประสิทธิภาพสูง    
ตองใชไสเดือนฝอยทั้งเพศผูและเพศเมียอยางนอย  5 – 10 ตัว  
เพราะบางลักษณะมีความผันแปร  
ดังนั้นการนับจํานวนไสเดือนฝอยที่แสดงลักษณะตาง ๆ 
จึงมีความจําเปนตอการจําแนกไสเดือนฝอย 
 
การจําแนกไสเดือนฝอยศัตรูพืชในระดับ genus 
อาจใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไสเดือนฝอย  ชนิดของพืชอาศัย  
และไสเดือนฝอยที่อยูบริเวณเดียวกันก็จะเปนขอมูลที่เพียงพอตอการจําแนก 
genus ของไสเดือนฝอย 
และในบางกรณีขอมูลเหลานี้สามารถใชจําแนกตัวอยางไสเดือนฝอยไดถึงร
ะดับ species 
 
อยางไรก็ตามไสเดือนฝอยบาง species จําแนกไดยาก   
แมกระท่ังนักวิจัยไสเดือนฝอยที่มี 
ประสบการณสูงก็ไมสามารถจําแนกได  
ดังนั้นในปจจุบันมีการจําแนกชนิดและวินิจฉัยไสเดือนฝอยที่มุงเนนถึงระดับ
โมเลกุลและใชเทคนิคทางชีวเคมีจึงมีมากขึ้น การจําแนกไสเดือนฝอยบาง 
genera  
ตองใชขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอในการจําแนกเพื่อประกอบคําอธิบายในก
ารตั้งชื่อไสเดือนฝอยชนิดใหม    
นอกจากนีย้ังมีการใชเทคนิคทางเคมีเพื่อการจําแนกไสเดือนฝอยกลุมท่ีมีลัก
ษณะทางสัณฐานวิทยาไมแนนอน 
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7.5.1  เหตผุลของการการจําแนกไสเดอืนฝอย (Need for 
identification) 

 
การจําแนกไสเดือนฝอยขึ้นกับวัตถุประสงค  
ตัวอยางไสเดือนฝอยที่เก็บรักษาไวในศูนยรวบรวมตัวอยางท้ังในและตางปร
ะเทศตองไดรับการตรวจสอบจากนักอนุกรมวิธานไสเดือนฝอยที่ชํานาญ 
 
ถาวัตถุประสงคของการจําแนกไสเดือนฝอยที่ไดจากการสํารวจ  
นักวิจัยไสเดือนฝอยอาจไมสามารถจําแนกชนิดไดท้ังหมด  
นักอนุกรมวิธานจะเลือกศึกษาเฉพาะไสเดือนฝอยชนิดใหมท่ียังไมเคยมีขอมู
ลมากอน  
ในกรณีท่ีพบไสเดือนฝอยชนิดใหมตองเก็บตัวอยางไวท่ีศูนยรวบรวมตัวอยา
ง เพื่อตรวจสอบยอนกลับไดอีกหากจําเปน 
ในกรณีท่ีตรวจพบไสเดือนฝอยศัตรูพืชท่ีดานกักกันศัตรูพืช  
ควรมีการตรวจสอบและยืนยันอีกครั้งกอนมีการเผยแพรเอกสารออกไป 
 
ถาวัตถุประสงคเพื่อการจัดการหรือการศึกษานิเวศ  
ควรพิจารณาศึกษาสตัวตัวเล็ก 
ๆและพืชอาศัยที่อยูในบริเวณเดียวกันเปนสวนประกอบในการจําแนกชนิด   
อยางไรก็ตามตองไดรับการยืนยันจากนักอนุกรมวิธานวาตัวท่ีกําลังศึกษาอยู
เปนชนิดใด 
 

7.5.2  ความแตกตางของไสเดอืนฝอยศตัรพูชื (Distinguishing 
plant parasitic nematodes) 

 
วัตถุประสงคเพื่อใชในการผลิตพืชและการควบคุมศัตรูพืชจะตองจําแนกชนิ
ดวาเปนไสเดือนฝอยศัตรูพืชหรือไม 
ไสเดือนฝอยศัตรูพืชจะมีโครงสรางท่ีใชดูดกินน้ําเลี้ยงพืช (Stylets) 
ในชองปาก การตรวจสอบและจัดกลุมตัวอยางไสเดือนฝอย  
โดยใชภายใตกลองจุลทรรศนท่ีใชแสงสองทั้งดานบนและดานลาง  ภาพที่  
16   จะเห็นความแตกตางของ  stylets  ของไสเดือนฝอย  
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ภาพที ่16 การจัดกลุมไสเดอืนฝอยโดยการเปรยีบเทียบ stylets 

A B C - tylenchid, aphelenchid, dorylaimid – styletbearing nematodes 
อาศัยดูดน้ําเลี้ยงบนพืช ราและสาหราย บางชนิดเปนศัตรูตัวหํ้า  
D, E -  rhabditid, cephalobid  อาศัยดูดกินแบคทีเรีย  F – mononchid – 
ศัตรูตัวหํ้า 

 
ไสเดือนฝอยบางชนิดมี stylets  สําหรับดูดกินน้ําเลี้ยงพืช  บางชนิดมี stylets  
สําหรับดูดกินรา  สาหราย และไลเคน  บางชนิดอาศัยดูดกินสัตวตัวเล็ก ๆ 
ในดิน  
ดังนั้นควรพิจารณาถงึความสัมพันธระหวางลักษณะทางสัณฐานวิทยาและพื
ชอาศัยเพื่อการจัดกลุมไสเดือนฝอยศัตรูพืช 
 

7.5.3  การจาํแนกชนดิของไสเดอืนฝอย  (Species 
identification) 

 
การจาํแนกดวยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
วิธีการจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยโดยอาศัยรูปราง  
จํานวนของอวัยวะสืบพันธุ  ขนาด และสัดสวน  
เอกสารคูมือการจัดจําแนกชนิดไสเดือนฝอยจะอธิบายถึงโครงสรางตาง ๆ 
ท่ีใชในการจําแนกชนิดถึงระดับ genera และ species  
นอกจากนีย้ังมีคูมือการจัดจําแนกชนิดท่ีสามารถหาอานไดจากเวบไซดทางร
ะบบเครือขายอินเตอรเนต  เชน   www.lucidcentral.org  และ  Nematodes of 
Australia (see www.ento.csiro.au) 
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การจาํแนกดวยเทคนคิโมเลกลุและชีวเคม ี
ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการจําแนกไสเดือนฝอย เชน 
การใชลําดับเบสดีเอ็นเอตัวตรวจ  
หรือลําดับดีเอ็นเอจําเพาะมาใชในการแกปญหาการจําแนกชนิดไสเดือนฝอ
ยและวินิจฉัยโรคพืชท่ีเกิดจากไสเดือนฝอยได   
บางเทคนิคใชการสกัดและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากไสเดือนฝอยเพียงตัวเดีย
ว   บางเทคนิคใชไสเดือนฝอยหลาย ๆ 
ตัวจากกลุมไสเดือนฝอยที่แยกจากดิน  
ปญหาสําคัญอยูท่ีการจําแนกชนิดนี้จํากัดขอบเขตอยูเฉพาะไสเดือนฝอยไม
กี่ชนิด   อยางไรก็ตามเทคนิคนี้มีแนวโนมวาจะมีการพัฒนามากขึ้น 
 

การพัฒนาวิธีการทางเคมีอื่นๆในการจําแนกชนิดไสเดือนฝอยเชนการวิเครา
ะห   Isozyme  การวิเคราะหโปรตีน   เซรุมวิทยา  
แตวิธีเหลานี้ไมไดรับความนิยมมากนัก  อยางไรก็ตามการใช  isozyme 
เพื่อการจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยรากปมชนิดตาง ๆ    เปนวิธีท่ีสะดวก  
กวาการจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
การจําแนกชนิดไสเดือนฝอยโดยการใชดีเอ็นเอตัวตรวจและสารเคมี  
เปนวิธีการท่ีตองใชอุปกรณราคาแพงเหมาะสําหรับการทํางานท่ีเปนลักษณะ
งานประจําท่ีไมตองใชผูชํานาญการในการจําแนกมากนัก  
อยางไรก็ตามการพัฒนางานดานนี้จะชวยใหการจําแนกชนิดไสเดือนฝอยมี
ความแมนยําและกาวหนาขึ้น 
 

7.6 การตรวจสอบตวัอยางโรคพชื (Diagnostic techniques) 
 

7.6.1  การใชกลองจลุทรรศนสแกนนิง่อเิลก็ตรอน (Scanning  
  electron microscope) 
 
กลองจุลทรรศนสแกนนิ่งอิเล็กตรอน 
แตกตางจากกลองจลุทรรศนชนิดแสงสองผานคือ 
ใชรังสีอิเล็กตรอนทําใหเกิดภาพของตัวอยางท่ีตองการตรวจสอบ  
กลองจุลทรรศนสแกนนิ่งอิเล็กตรอน ใหภาพปรากฎคมชัดมากกวา  
เพราะคลื่นแสงอิเล็กตรอนเล็กกวาคลื่นแสงธรรมดาถึงหนึ่งแสนเทา 
 
ความคมชัดของการใชคลื่นแสงธรรมดามีประมาณ  0.2 ไมโครแกรม หรือ 
200 นาโนเมตร  ในขณะที่ความคมชัดของคลื่นแสงอิเล็กตรอนมีได 3-6 
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นาโนเมตร  ซึ่งดีกวาการใชแสงธรรมดา 100 เทา  
กลองจุลทรรศนสแกนนิ่งอิเล็กตรอนจะไดภาพท่ีแสดงรายละเอียดของผิวหน
าตัวอยางไดดีกวา  และมีความชัดลึกมากกวา  
ในการมองแตละครั้งจะเห็นรายละเอียดไดมากกวา 
 
กลองจุลทรรศนสแกนนิ่งอิเล็กตรอน 
ใชลําแสงอิเล็กตรอนที่ฉายลงบนผิวหนาของตัวอยาง  
ทําใหเกิดเปนภาพสามมิติ  ลําแสงอิเล็กตรอนนี้เล็กมาก  
และถูกสะทอนกลับดวยโมเลกุลของกาซในอากาศ  
ดังนั้นเม่ือตองการใหแสงอิเล็กตรอนสองลงถึงตัวอยาง  
ชองทางที่ใหแสงผานถึงตัวอยางตองเปนสูญญากาศ 
 
การเตรียมตัวอยางในสภาพสูญญากาศเพื่อใหโครงสรางท่ีตองการตรวจสอ
บอยูในลักษณะที่สมบูรณ จะตองเตรียมตัวอยางอยางระมัดระวัง 
ตัวอยางตองแหงสนิท  
โดยการใชคารบอนไดออกไซดเหลวในเครื่องมือที่เรียกวา  
เครื่องเปาแหงท่ีจุดวิกฤติ (critical point dryer) 
เตรียมตัวอยางโดยการวางตัวอยางบนแผนโลหะเล็กท่ีมีเทปกาวสองหนาชนิ
ดพิเศษติดไว  เคลือบผิวตัวอยางบาง ๆ ดวยผงโลหะ เชน ทอง 
เพื่อเปนตัวนําลําแสงอิเล็กตรอน  ผิวหนาของสปอรท่ีมีความหนา  เชน 
สปอรของราสนิมและราเขมาดํา  อาจไมจําเปนตองแหงถึงจุดวิกฤติ  
จึงสามารถวางตัวอยางของสปอรราสนิมและราเขมาดําลงบนแผนโลหะและเ
คลือบดวยผงทองไดโดยตรง 
 

7.6.2  การใชเทคนคิชวีเคมแีละชวีโมเลกลุ (Biochemical and 
 molecular techniques) 

 
การที่เราไมเห็นอาการของโรคก็ไมไดหมายความวาพืชนั้นจะไมมีเชื้อสาเห
ตุ  
ดังนั้นนักโรคพืชจึงจาํเปนตองใชเทคนิคทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลในการตร
วจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชบางชนิด    ดัชนีชี้วัด  (Indexing)  
เปนการทดสอบจุลินทรียโรคพืชท่ีทราบชนิด   เชน ไวรัสสาเหตุโรคพืช  
ดัชนีชี้วัดทําใหการควบคุมโรคเปนไปไดอยางรวดเร็วและลดการระบาดของ
โรค  
ดัชนีชี้วัดนี้ยังมีความสําคัญอยางยิ่งในดานการกักกนัพืชในกรณีท่ีจะปองกัน
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ไมใหเชื้อโรคตางถิ่นเขาสูประเทศ   
และการออกใบรับรองปลอดศัตรูพืชของพืชและสวนขยายพันธุพืช 
 

7.6.3  วธิกีารเซรุมวทิยา (Serology/Immunology) 
 

เซรุมวิทยาเปนหลักการใช  antibodies  ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับ antigen  
ของเชื้อโรคที่ตองการตรวจสอบ antibodies เหลานี้อาจเปนชนิด polyclonal  
ซึ่งไดจากการนําสารสกัดของเชื้อสาเหตุโรคพืชฉีดเขาไปในสัตวเพื่อใหสัตว
สราง antibodies แลวนําเลือดสัตวมาสกัดเอา antibodies  ท่ีอยูในเลือดมาใช    
antibodies มีหลายชนิด  antibodies  ท่ีเปนชนิด  monoclone  
จะไดจากเซลลบริเวณมาม (spleen) 
ของสัตวท่ีไดรับสารสกัดจากเชื้อสาเหตุโรคพืช 
 
วิธีการตรวจสอบดวยเทคนิคเซรุมวิทยาอีกวิธีหนึ่งท่ีนิยมกันมาก คือ  
วิธีท่ีใชเอนไซมรวมกับสารภูมิคุมกัน  (ELISA  enzyme linked immunosobent 
assay) โดยใส antibodies ลงในจานแกวท่ีมีหลุมเล็ก ๆ antibodies 
จะเคลือบหลุมบนจานแกว  เทสารสกัดท่ีตองการตรวจสอบลงไปในหลุม  
ถาสารสกดัท่ีตองการตรวจสอบมี  antigen  อยูก็จะติดอยูกับ antibody  
ท่ีเคลือบบนผิวจาน  ลางหลุมดวยน้ําสะอาด  เติมเอนไซมท่ีใชเกาะติดกับ 
antibody ลางหลุมดวยน้ําสะอาดอีกครั้งหนึ่ง  
เทสารละลายที่ทําปฏิกิริยากับเอนไซมลงไปในหลุม  ถามี  antigen  
สวนเอนไซมท่ีใชเกาะอยูกับ  antibody  จะเกิดปฏิกิริยา  
เปนผลใหสารละลายที่ทําปฏิกิริยากับเอนไซมจะเรืองแสง  แสดงวามี 
antigen  อยู 
 

7.6.4  วธิกีารตรวจสอบลาํดับกรดนวิคลอิกิ (Nucleic acid based 
methods) 

 
สิ่งมีชีวิตที่มีเยื่อหุมนิวเคลียส (eukaryotes) หลายชนิดมียีนที่ใชรวมกัน  
แตยีนท่ีควบคุมลักษณะเฉพาะบางยีนมีลําดับแตกตางกันออกไป  
ความแตกตางดังกลาวนี้อาจนํามาใชประโยชนในการจําแนกชนิดของสิ่งมีชี
วิตนั้น ๆ โดยเทคนิคตาง ๆ   เชน  การตรวจกรดนิวคลิอิก (nucleic acid 
hybridization)  หรือการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิก (polymerase chain 
reaction/PCR) 
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ในปจจุบันเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ใชในการวิเคราะหกรดนิวคลิอิกมีความแ
มนยําเม่ือใชภายใตเงื่อนไขที่กําหนดสามารถตรวจหากรดนิวคลิอิก  
แมวาจะมีความเขมขนเปนพิโคกรัม 
 
ขั้นตอนการพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิกดวยเทคนิค PCR 
ใชหลักการใหความรอนแก DNA (denaturisation)  ใชเอนไซม  DNA 
polymerase ที่ทนตอความรอนในการตอลําดับ dNTP เขากับ DNA primers 
(annealing) ในสารละลาย buffer  ที่เหมาะสมท่ีอุณหภูมิมากกวา 90 
องศาเซลเซียส ในขณะที่ DNA คลายตัว  เมื่ออุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ  
50 – 6 0 องศาเซลเซียส  สําหรับให  DNA  primers เขาไปสัมผัสกับสาย DNA 
ท่ีคลายตัวนั้น จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเปน 72 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมิ 
ท่ีเหมาะสมสําหรับการตอสาย DNA ดวย dNTP ทาย DNA primers (extension) 
ใหเกิดคูสมกับสาย DNA ตนแบบ  เมื่อจบขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ DNA  ทั้ง 3 
ขั้นตอนทุก ๆ รอบ  จะไดปริมาณ DNA มากขึ้นเปน 2 เทาจากปริมาณเดิม  
เม่ือทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  รอบที่ 30 
จะไดดีเอ็นเอที่มีความเขมขนมากพอและสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  
เม่ือยอมดีเอ็นเอดวยสียอม ethidium bromide  และผานดีเอ็นเอไปในแผนวุน  
agarose 
 
วิธีการตรวจสอบลําดับกรดนิวคลิอิกนี้มีขอดีคือ  
ทําไดรวดเร็วและมีความแมนยําในการตรวจสอบมากกวาการใชเทคนิคทางเ
ซรุมวิทยา  แตขอเสียของวิธีการนี้คือตองใชอุปกรณ  สารเคมี 
ตลอดจนหองปฏิบัติการที่มีราคาแพง  
เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการทางเซรุมวิทยา  
นอกจากนีถ้าตัวอยางมีการปนเปอน  
ประสิทธิภาพของความแมนยําของวิธีการก็จะทําใหเกิดปญหาความผิดพลา
ดของการตรวจสอบได  
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บทที่ 8 
การรกัษาฐานขอมูลตวัอยาง 

(How to maintain specimen records) 
 

8.1 ระบบฐานขอมลู (Databases) 
 
การบันทึกขอมูลของโรคพืชเขาสูระบบฐานขอมูลมีความสําคัญมาก  
เพราะจะทําใหเจาหนาท่ีท่ีปฏิบัติงานในศูนยรวบรวมตัวอยางโรคพืชสามารถ
ประมวลผลขอมูลตัวอยางได  โดยไมจําเปนตองใชแรงงานในการคนหามาก   
ขอมูลจะถูกจัดลําดับไวอยางเปนระเบียบเรียบรอย  ซึ่งงายตอการคนหา  
นําออกมาใชงาน  นํามาวิเคราะหและเพิ่มเติมขอมูลใหทันสมัยตามที่ตองการ 
 
ขอมูลที่เก็บรวบรวมไวในระบบฐานขอมูล  
สามารถนําออกมาทําแผนที่การแพรระบาดของเชื้อสาเหตุโรคพืช  
และขอมูลมีความสําคัญตองานกักกันศัตรูพืชและการวิเคราะหความเสี่ยงศัต
รูพืช  
ฐานขอมูลท่ีใชอาจเรียบงายเชนเดียวกับงานที่ทําบนโปรแกรมการสรางตาร
าง  เชน  โปรแกรม  Microsoft Excel  
หรือขอมูลอาจเกี่ยวของกับโปรแกรมที่ซับซอนยิ่งขึ้น เชนโปรแกรม 
Microsoft Access,  Oracle,  BioLink  หรือ  KE EMu   
โปรแกรมเหลานี้ทําใหการจัดการ multimedia  เชน  ภาพถายดิจิตอล 
และเครื่องมือที่ชวยในการทํารายงาน  
จะสามารถแลกเปลี่ยนและถายขอมูลไปมาไดรวดเร็วยิ่งขึ้น 
 

ระบบฐานขอมูล  เชน  KE EMu  (ภาพที่ 17)  เปนโปรแกรมที่มีคุณคา 
เพราะโปรแกรมจะอนุญาตสามารถการเปลี่ยนแปลงได   
โปรแกรมนี้มีประโยชนมากเม่ือสามารถเปลี่ยนแปลงขอมูล เชน เชื้อสาเหตุ 
และชื่อของพืชอาศัย 
 
ระบบฐานขอมูล  ไมเพียงแตจะเก็บภาพถายดิจิตอลไดดวยเทานั้น  แตยังมี  
multimedia  ใหเลือกใชอีกหลายแบบ เชน  text file,  การพิมพขอความ 
(Word.doc)  PDFs,  html,  ภาพวีดิโอ เปนตน   ขอมูลที่มีรายละเอียดอื่น ๆ 
เชน  ผูเก็บตัวอยาง  ผูวินิจฉัย  และเกษตรกร ผูปลูกพืช  ตัวอยางเชน  



 

สถานที่เก็บตัวอยาง  หมายเลขโทรศัพท  หมายเลขแฟกซ  e-mail, 
ประวัติสวนตัว  สิ่งอางอิง  เปนตน  สวนของ  Task template  
ก็สามารถตั้งระบบเตือนเจาหนาท่ีในศูนยรวบรวมตัวอยาง 
เกี่ยวกับการขอยืมตัวอยางท่ีเกินกําหนดเวลาขอยืม  
เวลาที่กําหนดการยายเชื้อ  และกิจกรรมสําคัญ ๆ ที่ตองปฏิบัติ เปนตน 
 
ขอมูลของตัวอยางโรคพืชท่ีถูกนําไปเก็บไวในระบบฐานขอมูล 
ตองม่ันใจวาเปนขอมูลที่ถูกตอง   
ปจจุบันมีขอมูลการจําแนกเชื้อสาเหตุในระบบเครือขายอินเตอรเนตที่สามาร
ถคนหาไดงาย 
 
เครือขายขอมูลระดับภายในประเทศ 
ฐานขอมูลท่ีกระจายอยูในหนวยงานสามารถนํามาเชื่อมตอกันเขากับระบบเ
ครือขายบนเวปไซต 
ท่ีถูกสรางขึ้นสําหรับงานเก็บรักษาตัวอยางโรคพืชเหมือน ๆ กัน ตัวอยางเชน  
The Australian Plant Pest Database (APPD, http://appd.cmis.csiro.au/)   
มีกรอบสําหรับกรอกขอมูลศัตรูพืชท่ีเหมือนกัน  โปรแกรม APPD 
มีขอมูลของตัวอยางกวา 9 แหงท่ัวประเทศ 
และสามารถสงขอมูลระหวางกันไดรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 
 

 
 

ภาพที ่17 ภาพแสดงลกัษณะของระบบฐานขอมลู  KE Emu 
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www.indexfungorum.org - CABI Bioscience Database of 
Fungal Names 
 

   
 

www.ipni.org - The International Plant Names Index 
 

ภาพที ่18 ภาพแสดงเวบไซดของระบบฐานขอมลู 2 ชนิด   
  ในการจาํแนกรา 
 
สําหรับเครือขายขอมูลระดับตางประเทศ หนวยงาน  Global Biodiversity 
Information Facility (GBIF, http://www.gbif.org/) 
มีจุดมุงหมายเพื่อเปนฐานขอมูลเบื้องตนในดานความหลากหลายทางชีวภาพ
ท่ีผูตองการขอมูลทั่วโลกสามารถผานเขาสูระบบและนําขอมูลออกไปใชไดอ
ยางอิสระ  GBIF  ใช postal 
ของตัวเองที่สามารถคนหาขอมูลดานความหลากหลายทางชีวภาพไดท่ัวโลก  
และมีฐานขอมูลในสวนของเชื้อสาเหตุโรคพืชรวมอยูดวย 
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บทที่ 9 
การดูแลรกัษาศนูยเกบ็รกัษาตวัอยางโรคพืช 

(Care of collections) 
 

9.1 สิง่อํานวยความสะดวกของศนูยเกบ็รกัษาตวัอยางแหงโรคพื
 ช (Herbarium facilities) 

 
สถานที่เก็บตัวอยางโรคพืชควรเปนสถานที่ท่ีปลอดภัยและเปนสถานที่ถาวรใ
นการเก็บรักษาตัวอยางตาง ๆ  ควรสามารถปองกันแมลง  
ปองกันไฟและน้ําไดเปนอยางดี  
โดยท่ัวไปสถานที่ท่ีเหมาะสมตอการเก็บตัวอยางท่ีมีจํานวนปานกลาง 
ประมาณ 50,000 ตัวอยางควรเปนหองเดียว มีพื้นที่ประมาณ  9  ตารางเมตร  
โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือใชตูเก็บที่แนนหนาและเลื่อนเขาออกไดเพื่อการเก็บตั
วอยาง  
ตูเก็บและชั้นวางตัวอยางท่ีทําจากโลหะจะปองกันแมลงไดดีกวาตูท่ีทําจากไม 
 
ตัวอยางโรคพืชควรเก็บรักษาในหองที่ควบคุมอุณหภูมิและความชื้นได 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 20 – 23 องศาเซลเซียส และความชื้น ระหวาง 
40 – 60 % ซึ่งสามารถปองกันการทําลายของแมลงได  
โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือปฏิบัติรวมกับการนําตัวอยางแหงท่ีทําใหมไปแชแข็ง
กอนนํามาเก็บรวบรวมไวดวยกัน  
หองที่ใชเก็บตัวอยางควรมีเครื่องปรับอากาศเพื่อควบคุมอุณหภูมิ 
และมีเครื่องดูดความชื้นเพื่อลดความชื้นภายในหอง  
ควรปดประตูหนาตางเพื่อปองกันไมใหแมลงเขาไปภายในหองไดงาย  
ปดเทปกันความรอนที่รอบขอบหนาตางเพื่อสะทอนความรอนออกไป 
 

9.2 การควบคุมแมลงปกแขง็ (Control of herbarium beetles) 
 
สภาพภูมิอากาศในเขตรอนซึ่งมีอุณหภูมิและความชื้นสูงเหมาะตอพัฒนาการ
และการเขาทําลายของแมลงอยางยิ่ง  แมลงบางชนิด 
โดยเฉพาะอยางยิ่งแมลงปกแข็งกินใบไมแหงและสามารถทําลายตัวอยางโร
คพืชท่ีรวบรวมไวไดอยางรวดเร็ว  การแชแข็งตัวอยางแหงท่ีอุณหภูมิ  - 20 



 

องศาเซลเซียสหรือต่ํากวา  อยางนอย 7 วัน  
เปนเทคนิคที่มีประโยชนท่ีสุดในการจัดการแมลงศัตรูตัวอยางพืชอยางมีศักย
ภาพ  ดังนั้นกอนนําตัวอยางใหมเขาไปเก็บในหองเก็บตัวอยาง  
ควรนําไปแชแข็งอยางนอยหนึ่งสัปดาห  
ตัวอยางแหงท่ีรวบรวมอยูภายในหองเก็บก็ควรนําไปแชแข็งเปนบางครัง้บาง
คราว 
 
ควรหอตัวอยางแหงดวยถุงพลาสติกหรือวางในกลองโฟมท่ีมีฝาปดสนิท  
เพื่อปองกันความชื้นควบแนนเปนหยดน้ําเกาะบนตัวอยางแหงขณะที่นําไปใ
สในตูแชแข็ง  หลังจากแชแข็งแลวควรทําใหตัวอยางแหงอุนขึ้นอยางชา ๆ  
ดวยการวางไวในหองปรับอากาศจนกวาจะมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง 
ตัวอยางโรคพืชสดมักถูกสงไปยังศูนยรวบรวมตัวอยางเพื่อการตรวจวินิจฉัย
โรค  ตัวอยางเหลานี้ไมควรนํามาเก็บไวใกลตัวอยางแหง  
และควรทําการตรวจวนิิจฉยัจากหองเก็บตัวอยางแหง   
ตัวอยางโรคพืชท่ีถูกนําออกจากหองเก็บรักษาซึ่งควบคุมอุณหภูมิและความชื้
นอยูนั้น  เพื่อการนําไปตรวจสอบหรือการใหยืม  
ควรนําไปแชแข็งอยางนอย 7 วันกอนนําไปเก็บไวในที่เดิม 
 
ศูนยรวบรวมตัวอยางหลาย ๆ 
แหงไดรับการรมดวยสารเคมีจากผูเชี่ยวชาญปละครั้ง  
สารเคมีท่ีผานการรับรองใหใชได เชน methyl bromide, carbon bisulphide, 
carbon tetrachloride, ethylene dichloride, hydrocyanic gas, lindane, dichlorvos 
strips หรือ paradichlorobenzene. 
 
เม่ือทําการรมดวยสารเคมี  ตองกระทําดวยความระมัดระวัง  
เพราะสารเคมีเหลานั้นเปนพิษตอมนุษย  และสารเคมีบางชนิดติดไฟงาย  
อยางไรก็ตามการรมดวยสารเคมีวิธีเดียวไมสามารถปองกันแมลงไดสมบูรณ  
เพราะมีไขและตัวออนของแมลงที่ทําลายไมหมดหลงเหลืออยู 
 

9.3 การควบคุมไรศตัรเูชือ้จลุนิทรยี (Control of culture mites) 
 
ในการเก็บรักษาตัวอยางรา  ไรศัตรูรานับวาเปนปญหาสําคัญอยางหนึ่ง  
ไรเหลานี้เขามาในหองเก็บรักษาตัวอยาง  
และหองปฏิบัติการโดยติดมากับใบพืชสด  รองเทาและเสื้อผา  
แมลงและตัวอยางราที่นํามาจากหองปฏิบัติการอื่น  
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ไรศัตรูราชอบอากาศรอนชื้น พวกมันไมเพียงแตกินรา  
แตยังเปนพาหะนําสปอรของราหรือแบคทีเรียไปบนลําตัว 
และในกระเพาะอาหารไปปนเปอนตัวอยางจุลินทรียอื่น ๆ 
 
ถาไรที่ไมผานการตรวจพบมีโอกาสเขามาในหองปฏิบัติการ   
จะเปนปญหาสําคัญในชวงเวลาไมกี่วัน  
ไรจะเคลื่อนที่จากจานเลี้ยงเชื้อหนึ่งไปยังจานเลี้ยงเชื้ออื่นในหองบมเชื้อ  
หรือบนโตะปฏิบัติการอาศัยกินรา  เราจะพบเห็นจุดสีขาวเล็ก ๆ 
บนโคโลนีของราบนอาหาร  ซึ่งเห็นไดดวยตาเปลา  
เรามักพบเห็นรองรอยของไรจากการปนเปอนบนราหรือแบคทีเรียที่ท้ิงไวบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  หรือรองรอยบนหยดน้ําบนฝาจานเลี้ยงเชื้อ  
เม่ือพบเห็นรองรอยนี้บอยครั้ง  
พบวาไดเกิดการระบาดของไรอยางมากมายแลว 
 
วิธีการปองกันดวยหลักสุขอนามัยเปนวิธีท่ีดีกวาการกําจัด  
วิธีปองกันท่ีไดผลมีดังนี้ 
 

• เม่ือนําตัวอยางราเขามาในหองปฏิบัติการตองตรวจดูวามีไรติด
มาดวยหรือไมทุกครั้ง  ถาตองการเก็บรักษาราไว  
ใหทําการยายเชื้อลงบนอาหารใหม  
และนําจานเลี้ยงเชื้อที่มีไรไปอบฆาเชื้อทําลาย 

• หองบมเชื้อตัวอยางและหองเก็บราที่แยกใหม  
ตองแยกเปนคนละหองกัน 

• อบฆาเชื้อทําลายตัวอยางเชื้อราเกาและตัวอยางพืชท่ีไมตองกา
รใหเร็วท่ีสุดเทาท่ีจะทําได 

• ทําความสะอาดโตะปฏิบัติการดวย  alcohol 70% ทุกวัน  
และเช็ดภายในตูบมเชื้อดวยสารกําจัดไรทุกสัปดาห   

• ทําลายตัวอยางราที่ปนเปอนและมีไรเขาอาศัยนั้นดวยหมอนึ่งฆ
าเชื้อ  ถาตัวอยางราเปนตัวอยางท่ีมีคาและหาไดยาก 
จําเปนตองเก็บไว  ใหนําไปใสในตูแชแข็งนาน 24 ชั่วโมง  
เพื่อทําลายไขและตัวเต็มวัยของไร  
แลวทําการแยกเชื้อไปไวบนอาหารเลี้ยงเชื้อใหม  
แลวรีบทําลายจานเลีย้งเชื้อเกาโดยทันที  
แตราบางชนิดอาจถูกทําลายเมื่ออยูในสภาพแชแข็ง 
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9.4 การขอยมืตวัอยางโรคพชื (Loans) 
 
ตัวอยางโรคพืชอาจถกูขอยืมเพื่อการคนควาวิจัยในชวงเวลาสั้น ๆ  
ขั้นตอนในการระวังรักษาตัวอยางโรคพืชตองแนใจวามีความปลอดภัยตอตัว
อยางท่ีถูกขอยืมไป  
ขอแนะนําวาการใหยืมตัวอยางไปยังศูนยรวบรวมตัวอยางแหงโรคพืชอื่น  
ตองแนใจวาระบบรักษาความปลอดภัยในระหวางการเดินทางและการเก็บรัก
ษาท่ีดีเทานั้น  การขอยืมตัวอยางอาจถูกปฏิเสธ  
ถาผูดูแลศูนยรวบรวมตัวอยางพิจารณาวาคํารองขอที่มีมานั้นไมถูกวัตถุประ
สงค  หรือรบกวนโครงการที่กําลังดําเนินการอยู  
หรือผูดูแลมีความรูสึกวาผูขอยืมใชตัวอยางอยางผิดวิธี  
ตัวอยางอาจถูกทําลายหรือเสียหายได 

 

 
 
ภาพที ่19 ลกัษณะการทาํลายของไรบนฝาจานเลีย้งเชือ้ 
 
ตัวอยางแหงโรคพืชท่ีถูกสงไปตางประเทศอาจถูกปฏิบัติในขั้นตอนการกักกั
นศัตรูพืชเม่ือถึงจุดหมายปลายทาง  
การปฏิบัติเหลานี้อาจรวมถึงการใชความรอน  การรมดวยสารเคมี  
และการฉายรังสีแกมมา  การปฏิบัติเชนนี้อาจทําลายตัวอยางแหง  
หรือมีผลตอดีเอ็นเอของเชื้อโรคพืช   
เรื่องนี้เปนความรับผิดชอบของผูดูแลศูนยรวบรวมฯ 
ท่ีตองม่ันใจวาตัวอยางท่ีถูกขอยืมไปไดรับการดูแลเปนอยางดี  
ถาหากมีความไมแนใจเกี่ยวกับการปฏิบัติตอตัวอยาง  
หรือวิธีการปฏิบัติมีผลทําลายตัวอยาง ก็ไมควรใหมีการขอยืม 
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ชวงเวลาของการใหยืมตัวอยาง  ปกติจะอยูระหวาง 6 - 12  เดือน  
แตอาจขยายเวลาใหยืมไดถามีการขอรองมา  ผูดูแลศูนยรวบรวม ฯ  
ท่ีใหยืมตัวอยางควรเสนอวา  ผูขอยืมตองรีบนํามาคืนโดยเร็วท่ีสุด  
เม่ือการศึกษาวิจัยเสร็จสิ้นแลว  การสงคนืตัวอยางเปนบางสวนก็อาจทําได  
แตตองทําความตกลงกับผูดูแลศูนยรวบรวมฯใหชัดเจนกอน 
 
ขอกําหนดของการขอยืมตัวอยางโรคพืชตองระบุวา  
ตัวอยางท่ีขอยืมไปจะตองไดรับการดูแลใหปลอดภัย  ตองไมมวนหรืองอ 
หรือพับหอตัวอยางในอันท่ีจะทําใหตัวอยางเสียหาย  
ตัวอยางท่ีนําไปจะตองอยูในหอหรือซองที่ใชเก็บรักษาตลอดเวลา 
ยกเวนในขณะที่ทําการตรวจสอบเทานั้น  
เม่ือคืนตัวอยางกลับมายังศูนยรวบรวมฯ 
ตองคืนหอหรือซองที่ใสตัวอยางไปใหครบถวน  
ตัวอยางท้ังหมดจะตองเก็บในหีบหอที่บรรจุไวและปองกันการเสียหายระหวา
งเดินทางและการพักระหวางทางดวย 
 
การขอยืมตัวอยางโรคพืชสําหรับ  non destructive exam  
ของตัวอยางโรคพืช  และการตรวจดูใตกลองจุลทรรศน  
เพื่อการศึกษารายละเอียดดานสัณฐานวิทยาเพื่อการจําแนกชนิดในงานวิจัย
เทานั้น  
จะตองไมนําสวนใดสวนหนึ่งออกจากตัวอยางท่ีขอยืมไปเพื่อเก็บรักษาไวเอง  
หรือสงตอไปใหบุคคลที่สามโดยไมไดรับการยินยอมเปนลายลักษณอักษรจา
กผูดูแลศูนยรวบรวมฯ เจาของตัวอยางเปนอันขาด   การแบงตัวอยาง 
หรือตัดบางสวนออกจากตัวอยางท่ีขอยืมไป   
หรือการสกัดดีเอ็นเอออกจากตวัอยาง 
เพื่อจุดประสงคของการวิจัยบางครั้งอาจอนุญาตใหทําได  
แตตองทําดวยความระมัดระวัง  
และทําไดเม่ือสวนของตัวอยางท่ีสนใจมีปริมาณมากพอ  
และเหลือตัวอยางเดิมไวในสภาพที่สมบูรณ   
ตัวอยางท่ีถูกตัดออกไปตองเปนสวนที่ตองการเทานั้น 
ควรมีกระดาษบันทึกขอมูลตาง ๆ 
ท่ีสําคัญตลอดจนการจําแนกตัวอยางและขอมูลอนุกรมวิธานของเชื้อสาเหตุโ
รคพืช  และกระดาษที่ใชตองมีคุณภาพดี 
ขอความตอไปนี้เปนรายละเอียดของขอมูลที่จําเปนสําหรับบันทึกการขอยืมตั
วอยางโรคพืช จัดทําสําเนาอีก 1 ชุด  แนบไปกับตัวอยางท่ีใหยืม  
และผูดูแลศูนยรวบรวมฯ เก็บไว  1 ชุด 
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1. หมายเลขตัวอยางท่ีใหยืม  (เพื่อใชในการสืบคน) 
2. ชื่อและรายละเอียดของนักวิจัยที่ขอยืมตัวอยาง  

ท่ีสามารถติดตอได 
3. จุดประสงคของการขอยืม  (รายละเอียดโครงการ  

และอนุกรมวิธาน) 
4. วันที่ขอยืมและวันท่ีกําหนดสงคืน 
5. ตัวอยางท่ีขอยืม  

(รายชื่อตัวอยางโรคพืชแตละชนิดท่ีขอยืมไปทั้งหมด) 
การขอยืมตัวอยางตองไดรับการยินยอมจากผูดูแลศูนยรวบรวมฯ  
รายการบนัทึกตาง ๆ  ตองมีลายเซ็น  
และวันท่ีของผูดูแลกอนสงตัวอยางโรคพืชออกไป 

 

9.4 การรกัษาความปลอดภยั (Security) 
 
วิธีการรักษาความปลอดภัยตอศูนยรวบรวมตัวอยางแหงโรคพืช  มี  2  วิธีคือ  
วิธีแรกเปนความมั่นใจจากระบบการระวังทางภายนอก  และวิธีท่ี 2 
คือความปลอดภัยดานจริยธรรมและความคุมครองทางกฎหมาย 
 

การรักษาความปลอดภัยภายนอก (Physical security) 
เพื่อเปนการรักษาความปลอดภัยของศูนยรวบรวมตัวอยางแหงโรคพืช  
มีขอแนะนําวา  ไมควรเปดเปนสถานที่สาธารณะ  ศูนยรวบรวมฯ 
ควรตั้งอยูในอาคารที่ปองกันสภาพการแปรปรวนของอากาศไดเปนอยางดี  
มีรั้วรอบขอบชิด  และมียามรักษาการณในยามวิกาล 
 
ตัวอยางโรคพืชควรเก็บไวในชั้นเก็บที่ทําดวยเหล็กอยางดี  
หรือตูเหล็กปดมิดชิด  
ควรติดตั้งอุปกรณเตือนภัยและอุปกรณดับเพลิงอัตโนมัติ  
ซึ่งควรเปนระบบที่ใชแกส เพราะน้ําจะเปยกตัวอยางทําใหตัวอยางเสียหาย  
ควรมีอุปกรณดับเพลิงท่ัวไปติดไวตามจุดตาง ๆ นอกอาคาร  
และฝกหัดเจาหนาท่ีท่ีปฏิบัติการ  
ใหรูจักวิธีใชอุปกรณดับเพลิงดังกลาวเปนอยางดี 
 
ความปลอดภัยของขอมูลก็มีความสําคัญเชนกัน  
ขอมูลควรเก็บไวในโปรแกรมอิเล็กโทรนิค  เชน  โปรแกรม spreadsheet 
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และฐานขอมูล  ควรมีการเก็บสํารองขอมูลทุก ๆ วัน โปรแกรมฐานขอมูล  
เชน  KE EMu  จะชวยใหเจาหนาท่ีผูปฏิบัติงาน  
และผูใชขอมูลสามารถตรวจสอบแกไขขอมูลไดสะดวกยิ่งขึ้น 
 

ความปลอดภัยดานจริยธรรมและความคุมครองทางกฎหมาย  (Ethical and 
legal responsibility) 
สถาบันทุกแหงท่ีเปนแหลงรวบรวมและเก็บรักษาตัวอยางท่ีมีคาทางวิทยาศา
สตร  ตองม่ันใจวาไดรับความคุมครองทางจริยธรรมและทางกฎหมาย 
ดังนั้นจึงจําเปนท่ีสถาบันตองลดระดับเทคนิคที่ทําใหเกิดความเสี่ยง  
สิ่งแวดลอมที่ไมดี 
และการดูแลที่ต่ําเพื่อใหตัวอยางท่ีมีคุณคาเหลานั้นไดรับการปกปกรักษาทั้ง
ปจจุบันและอนาคต 
 
สถาบันท่ีทําหนาท่ีดูแลศูนยรวบรวมตัวอยางทุกประเภท  
ควรมีการตั้งกฎระเบียบและขั้นตอนการทํางานท่ีเปนลายลักษณอักษร  
ในการจัดการดูแลและการใชประโยชน  
จําเปนท่ีสถาบันตองไดรับบุคลากรที่มีคุณสมบัติตรงตามลักษณะงาน  
ไดรับเงินทุนสนับสนุน  
พื้นที่ทํางานและอุปกรณท่ีเหมาะสมท่ีจําเปนสําหรับงานอนุรักษระยะยาว  
บางรัฐบาลไดเห็นคุณคาของการรวบรวมตัวอยางโรคพืช 
และไดออกกฎหมายเพื่อปองกันความเสียหายของศูนยรวบรวมตัวอยางของ
กฎหมายเชน  Agricultural Scientific Collections Trust Act 1983 (NSW) เปนตน 
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