
 
 

บทท่ี  3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวจัิย 

 
3.1  การเพาะเลี้ยงเชื้อราเขียว 

  3.1.1     การคัดเลือกเชื้อราเขียวในการทําใหเกิดโรคกับหนอนกระทูผัก                                                           
                            นําเชื้อราเขียว M.  anisopliae จํานวน 10 ไอโซเลท ไดแก   Maejo,   Chonburi,  
Suphan,  Khon Kaen,  BCC4849,  BCC4951,  BCC1707,  BCC4810,  BCC2074, BCC1858  
(ตารางที่ 2) มาเลี้ยงบนอาหาร PDA จนเจริญเต็มที่ สรางสปอร แลวไมมีการปนเปอนของเชื้อรา 
หรือจุลินทรียอ่ืนๆ นาน 7  วัน จากนั้นนําหนอนกระทูผักวัย 2 ใสใน plate เชื้อราเขียว ประมาณ 30 
นาที แลวเขี่ยหนอนใสใน plate ที่มีใบคะนา  ซ่ึงแตละกรรมวิธีทํา 4 ซํ้า หลังจากนั้นตรวจนับผลการ
ตาย 
ตารางที่  2  แหลงที่มาของเชื้อราเขียว  M. anisopliae   สายพันธุตางๆ 

 
 

ลําดับ รหัส สายพันธุ ตัวอยางที่เก็บ สถานที่ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
 
7 
8 
9 
10 

BCC1707 
BCC1858 
BCC2074 
BCC4810 
BCC4849 
BCC4951 
 
Maejo 
Chonburi 
Suphan 
Khon Kaen 

M. flavoviride 
M. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 

var. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 
M. anisopliae 

 

Homoptera-nymph 
Coleoptera-Lampyridae 
Lepidoptera-silkworm 

- 
- 
- 
 

ตัวอยางดิน 
ตัวอยางดิน 
ตัวอยางดิน 
ตัวอยางดิน 

ศูนยพนัธุวิศวกรรม
และเทคโนโลย ี
ชีวภาพแหงชาติ 

,, 
,, 
,, 

 
   สภาวิจยัแหงชาติ 
สภาวิจยัแหงชาติ 
สภาวิจยัแหงชาติ 
สภาวิจยัแหงชาติ 
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3.1.2  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตาง ๆ ตอการเจริญเติบโตของเชื้อราเขียว 
  นําเชื้อราเขียว M.  anisopliae  จํานวน 3 ไอโซเลท  ที่ไดจากการทดลองที่ 1   มา
เปรียบเทียบผลการเจริญเติบโต  ในอาหารชนิดตาง ๆ  จํานวน  8  ชนิด คือ  Sabouraud  dextrose   
agar (SDA),  Sabouraud  dextrose   agar   with yeast  extract (SDAY),  Sabouraud  maltose   agar   
with yeast  extract (SMAY),   Potato dextrose  agar (PDA),  Malt agar  (MA),  Mungbean   agar   
(MU),  Fungus  agar (FA),  Latch ’ s   medium  (L)โดยใช   cork borer   ขนาดเสนผานนศูนยกลาง  
1 ซม.  ตัดเชื้อที่เล้ียงบนอาหาร PDA  อายุ  7 วัน   นําไปเลี้ยงบนอาหารชนิดตางๆ  ที่กลาวมาขางตน  
8 ชนิด ในจานแกวเล้ียงเชื้อ (petridish) ขนาดเสนผานศูนยกลาง   9  เซนติเมตร  ที่อุณหภูมิหอง 
(ประมาณ 28+ 2  องศาเซลเซียส)  นาน 15  วัน  แตละกรรมวิธีทํา   4  ซํ้า หลังจากบมเชื้อได 
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อแตละไอโซเลต โดยวัดเสนผานนศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ แต
ละไอโซเลต ที่ 7,  11  และ  15  วัน  (สําหรับการทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ factorial 
experiment,  10x8x3)  นําคาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติ  และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี  LSD  โดย
ใช   program statistix  for  windows  

  
  3.1.3  ผลของอุณหภูมิตาง ๆ ตอการเจริญเติบโตของเชื้อราเขียว 
                            นําเชื้อราเขียว 3 ไอโซเลท  ที่ไดจากการทดลองที่ 1  ซ่ึงเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 3  

ชนิด  คือ  PDA  ,   SDAY   และ  MU  จากนั้นบมเชื้อไว ที่อุณหภูมิตาง ๆ   คือ  25  องศาเซลเซียส  30     องศา-

เซลเซียส   และ  35    องศาเซลเซียส   แตละกรรมวิธีทํา   4  ซํ้า  เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อแต
ละไอโซเลต โดยวัดเสนผานนศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ แตละไอโซเลต ที่ 7,  11  และ  15  วัน  
(สําหรับการทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ factorial experiment,  3x3x3)  นําคาที่ไดไปวิเคราะห
ทางสถิติ  และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี  LSD  โดยใช   program statistix  for  windows  
               
              3.1.4   ผลของแสงตอการเจริญเติบโตของเชื้อราเขียว 

                            นําเชื้อราเขียว 3 ไอโซเลท   ที่ไดจากการทดลองที่ 1  ซ่ึงเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 3  

ชนิด  คือ  PDA  ,   SDAY   และ  MU  จากนั้นบมเชื้อไว  ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 28+  2  องศาเซลเซียส)    
และ 1) ที่มีแสง  12  ช่ัวโมงสลับกับที่มืดอีก  12  ช่ัวโมง  2)  ที่มีแสงตลอด  24 ช่ัวโมง  และ  3)  ที่
มืด  24 ช่ัวโมง  แตละกรรมวิธีทํา   4  ซํ้า  ทําการวัดการเจริญเติบโตของเชื้อรา  โดยวัดขนาดของ
โคโลนีของเชื้อราเขียว ในแตละ plate ที่ 7,  11  และ 15  วัน (สําหรับการทดลองนี้วางแผนการ
ทดลองแบบ factorial experiment,  3x3x3)  นําคาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติ  และเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยโดยวิธี  LSD โดยใช  program statistix  for  windows  
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3.2 การเพาะเลี้ยงหนอนกระทูผัก 
                            เก็บใบคะนาที่มีกลุมไขและตัวหนอนขนาดตางๆ จากแปลงปลูกผักของเกษตรกร 
ต.สันผีเสื้อ จังหวัดเชียงใหม ใสกลองพลาสติกขนาด 24.5 x 17  x 9  เซนติเมตร  โดยสามารถสังเกต
ไดจากใบพืชจะมีลักษณะรอยทําลายและโปรงแสง  เมื่อพลิกดูใตใบจะพบกลุมหนอนรวมอยูกนัเปน
กลุม (ภาพที่ 1)    จากนั้นนําหนอนกระทูผักที่เก็บมาจากแปลงมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการ  ที่อุณหภูมิ
ต่ําสุดเฉลี่ย  26.21  องศาเซลเซียส  อุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ย   31.71  องศาเซลเซียส   โดยนําหนอนกระทู
ผักเปลี่ยนไปใสกลองพลาสติกใหมขนาดเดิม  พรอมใบคะนา (ภาพที่ 2)  จนกระทั่งเขาดักแด  จึง
แยกไปเก็บไวในกลองพลาสติกขนาด  8 x 10 x  8   เซนติเมตร  เปดฝา  แลวนําไปใสในกรงที่มีหญา
มาเลเซีย  (ภาพที่ 3)  เมื่อดักแดออกเปนตัวเต็มวัย  (ภาพที่ 4)  จึงใหอาหารผีเสื้อ  ซ่ึงเปนน้ําผ้ึงที่มี
ความเขมขน  10 %    โดยผีเสื้อผสมพันธุและวางไขบนหญามาเลเซีย  (ภาพที่ 5)  จึงตัดใบหญา
มาเลเซียไปใสกลองพลาสติกขนาด  17 x 24 x 11  เซนติเมตร  แลวใหอาหารดวยยอดคะนา  รอ
จนกระทั่งหนอนที่เล้ียงในหองปฏิบัติการ  เจริญเปนหนอนวัยที่  1, 2  และ  3  (ภาพที่ 6)  จึงนํา
หนอนไปทดสอบกับเชื้อราเขียว 
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ภาพที่ 1  กลุมหนอนกระทูผักบนใบคะนา                 ภาพที่ 2  การเลี้ยงหนอนกระทูผักใน หอง 
                                                                                   ปฏิบัติการ 
 

                
 
ภาพที่ 3  กลองดักแด เปดฝาไวในกรงที่ม ี                  ภาพที่ 4  ผีเสื้อหนอนกระทูผัก ตัวผู (ซาย) 
หญามาเลเซีย  เพื่อเปนทีว่างไข  ในระยะ                    ตัวเมีย  (ขวา) 
ที่เจริญเปนผีเสื้อ 
 

                                                
 
ภาพที่ 5  กลุมไขหนอนกระทูผักบนหญา                    ภาพที่ 6   หนอนกระทูผักวยั 1, 2 และ 3  ตาม 
มาเลเซีย                                                                       ลําดับ                 
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3.3 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเขียวในการทําใหเกิดโรคกับหนอนกระทูผัก 
นําเชื้อราเขียวจํานวน  3  ไอโซเลต   ที่ไดจากการทดลองที่1  มาเล้ียงบนอาหาร  MU  

จนเจริญเต็มที่ สรางสปอร แลวไมมีการปนเปอนของเชื้อรา หรือจุลินทรียอ่ืน ๆ มาทดสอบ  หา
ระดับความเขมขนที่เหมาะสม  ในการควบคุมหนอนกระทูผัก    

เตรียม spore suspension ของเชื้อราเขียว  3  ไอโซเลต ที่สรางสปอรบนอาหาร แลว
ขูดออกจากอาหารมาผสม กับน้ํากลั่น กรองดวยผาขาวบางที่นํามาทบกัน 2 ช้ัน (ทําใหผาเปยกกอน
นํามากรอง)      การใช  haemacytometer  ในการนับสปอร  นั้นทําไดโดยการปด  cover  slip  ให
คลุม scale   ทั้งสอง จากนั้นใช  loop  จุมลงใน  spore suspensions ที่เขยาจนเขากันดีแลวและยาย  
loop  ไปแตะตรงบริเวณขอบสไลดทั้ง สองดาน spore  suspensions  จะซึมเขาไปจนเต็มบริเวณ  
scale ทั้งสอง อยาใช  dropper  ในการยาย   spore  suspension   มาใส haemacytometer   เพราะจะได  
spore  suspension    มากเกินไปและไหลลนลงชองขาง scale  ซ่ึงจะพาเอาสปอรที่นับไดไมตรงตาม
ความเปนจริง  เมื่อใส  spore suspensions  แลวก็ทิ้งไวประมาณ  1-2  นาที  เพื่อใหสปอรนอนกน
กอนจึงนับจํานวนสปอร 
 
การคํานวณหาความเขมขนโดยใช   haemacytometer (ภาพที่7) 

1. ในกรณีที่สปอรหรือเซลลที่ตองการนับมีขนาดเล็ก  การนับควรใชบริเวณ  E  ตรงกลาง              
ซ่ึงประกอบดวยชองส่ีเหล่ียมขนาดเล็ก (small squares) ทั้งหมด  25  ชอง  และแตละ
ชองเล็กนั้นจะประกอบดวยชองขนาดเล็กที่สุด  (smallest  squares) อยู  16  ชอง  การ
นับสปอรจํานับจํานวนทั้งหมดที่อยูในบริเวณนี้  รวมทั้งสปอรที่อยูบริเวณขอบของ
ตารางทุกชองดวย 

2.  พื้นที่บริเวณ E  เทากับ  25 x 16 x 1/400  ตารางมิลลิเมตร 
3. หากคิดเปนปริมาตร (มีความลึก 1/10 มิลลิเมตร)  จะเทากับ  25 x 16 x 1/400 x  1/10 

ลูกบาศกมิลลิเมตร หรือ  0.1 ลบ.มม. 
4. สมมุตินับสปอรในบริเวณ  E  ไดรวมทั้งหมดเทากับ  Y  สปอร ใน  0.1 ลบ.มม. 
5. ตองการเทียบความเขมขนในหนวย  1 ลบ.ซม.  หรือ  1 มล.  ซ่ึง  1 มล. เทากับ 1000 

ลบ.มม. 
                      ดังนั้น  ในปริมาตร  0.1  ลบ.มม.  นับสปอรได   =  Y                            สปอร 
                      ถาใน  1000  ลบ.มม. ( 1  มล.)  จะมีสปอร          =  Y  x 1000 x 1/0.1 สปอร 

                                                                          =  Y x  1 x  104          สปอร/มล. 
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6. ในกรณีสปอร  หรือเซลลมีขนาดใหญ ควรนับจํานวนสปอรหรือสปอรหรือเซลลทุก
บริเวณ  A  B  C  D  และ  E  จากนั้นนําคาที่ไดมารวมกัน  และหาคาเฉลี่ยโดยหารดวย  
5  อีกครั้ง  กอนนําไปคํานวณความเขมขน  เชน  สมมุตินับจํานวนสปอรไดรวมกัน
เทากับ  Z  สปอร  ดังนั้นความเขมขนของสปอรตอ  1  มล.  =  Z/5 x 1 x  104  สปอร/
มล. 

7. การตรวจนับความเขมขนจะใหผลใกลเคียงมากที่สุด จะตองทําให  Suspension  
กระจายตัวมากที่สุด  หรืออาจจําเปนจะตองมีการนับมากครั้งขึ้น  เชน  5 – 10  คร้ัง  
แลวจึงนํามาหาคาเฉลี่ยภายหลัง  หรืออาจจําเปนตองเติม  wetting  agent  เชน  Tween 
20  ลงไปเพื่อชวยใหสปอร  หรือเซลล  กระจายตัวไดดีขึ้น  (ทั้งนี้เพื่อใหการคํานวณ
ความเขมขน ถูกตองแมนยํามากขึ้น)   

8. นําสไลดที่เตรียมไดไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรรศน  นับจํานวนสปอร  หรือเซลล
ของเชื้อแลวนําไปคํานวณหาความเขมขนโดยวิธีคํานวณขางตน 

 โดยในการทดลองไดใชความเขมขน  4  ระดับ คือ 6x107 สปอร/มล.,   6x108  
สปอร/มล.,  6x109 สปอร/มล.  และ  6x1010  สปอร/มล.   

 

 
 

 
ภาพที่7   สไลดนับสปอร  (haemacytometer) 
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นําหนอนวัย 1, 2 และ หนอนวัย 3 ใสใน plate ที่มีเสนผานศูนยกลาง 9 ซม. ฉีดพนเชื้อรา
เขียวที่ระดับความเขมขนตาง ๆ (ภาพที่8)  หลังจากนั้นตรวจนับผลการตายที่ 3, 5 และ 7 วัน 
 

 
 
ภาพที่ 8  Plate  ที่มีหนอนกระทูผักวัย 1, 2 และ 3  ถูกพนดวยเชื้อราเขียวที่ระดับความเขมขนตาง ๆ   
 
การวิเคราะหขอมูล 

แปลงคาจํานวนหนอนกระทูผักวัย 1, 2 และ 3  ที่ตายในทุกกรรมวิธีเปนเปอรเซ็นต 
การตายตามสูตร 
%  การตายของหนอนกระทูผัก        =  

 

(จํานวนหนอนกอนทดสอบเชื้อราเขียว-จํานวนหนอนหลังทดสอบเชื้อราเขียว) x100 
       จํานวนหนอนกอนทดสอบเชื้อราเขียว 
ถามีการตายของกรรมวิธีควบคุม (control) มากกวา 5 % ใหทดลองใหม 

ถามีการตายของกรรมวิธีควบคุม (control) อยูในชวง 0-5 %ใหปรับคาเปอรเซ็นต  การตายของ
หนอนกระทูผักดวย Abbott’s formula  ดังนี้  
                              
                            Abbott’s  formula,  Pt = Po-Pc x 100 
                                                                       100-Pc 
               
                 Pt  = % Corrected  mortality 
                 Po  = % Observed  mortatity 
                 Pc  = % Control mortatity 

       (สําหรับการทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ factorial experiment,  3x3x3x4)  นํา
คาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติ  และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี  LSD  โดยใช  program statistix  for  
windows   บันทึก  รูปรางลักษณะ  สีของโคโลนี  และสปอรของเชื้อแตละไอโซเลต แลวนําไป
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วินิจฉัยเพื่อยืนยันขอมูลเปรียบเทียบกับที่เคยรายงานไวจากสัณฐานวิทยา และลักษณะการเขาทําลาย
แมลงของเชื้อราเขียว ดวยกลองอิเล็คตรอนแบบสแกนนิ่ง 
 
สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและการรวบรวมขอมูล 
                     หองปฏิบัติการ  ภาควิชากีฏวิทยา  คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม  และ
หองปฏิบัติการกลาง   คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม   
 
ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
                      พฤษภาคม   2548  -   เมษายน 2550 

 
 


