
 

 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 

1.  การเพาะเลี้ยงแมลงหวี่ขาวเพื่อการทดลองและศึกษาวงจรชีวิต 
 1.1 ทําการเพิ่มปริมาณแมลงหวี่ขาว โดยปลอยแมลงหวี่ขาวจํานวน 100 ตัว โดยใชตนมะเขือเทศ

อายุประมาณ 1 เดือน เปนพืชอาศัย วางไวในกรงตาขายขนาด 40 x 50 x 60 เซนติเมตร (ภาพ 9) เม่ือครบ 24 

ช่ัวโมง ทําการเปล่ียนถายตนมะเขือเทศเพื่อใหไดอายุของแมลงหวี่ขาวที่เทากัน และแยกเล้ียงไวในกรง

ตาขายขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 เมตร (ภาพ 10) โดยเล้ียงที่อุณหภมิูหอง (28 ºC ± 3 ºC) ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 

เปนเวลา 13 วัน ไดตัวออนระยะที่ 2 เพื่อใชในการทดลอง  

 1.2 ศึกษาวงจรชีวิตแมลงหวี่ขาวโรงเรือน โดยนําแมลงหวี่ขาวตัวเต็มวัยปลอยลงบนตนมะเขือเทศ

เพื่อใหวางไขเปนเวลา 1 วัน จากนั้นนําตัวเต็มวัยออกจากมุงตาขาย ตรวจดูและบันทึกการเจริญเติบโตของ

แมลงหวี่ขาวโรงเรือนทุกวัน ตลอดระยะการเจริญเติบโต ตั้งแตระยะไขจนถึงระยะตัวเต็มวัย ภายใต

กลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

 

 

 

 

 

 
 

   ภาพ 9 กรงตาขายเพื่อใหแมลงหวี่ขาวผสมพันธุและวางไข 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพ 10 กรงตาขายและตนมะเขือเทศที่ใชเล้ียงเพิ่มปริมาณแมลงหวี่ขาว 
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2.  การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค 
2.1 เชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่ใชทดสอบ ประกอบดวย เช้ือรา จํานวน 5 สกุล 17 ชนิด 29 ไอโซเลท 

(ตาราง 3) ซ่ึงไดรับความอนุ เคราะหจากผูชวยศาสตราจารย ดร.มาลี  ตั้งระเบียบ สถาบันวิจัย

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลลานนา 3 สกุล 5 ชนิด 11 ไอโซเลท และรับ

ความอนุเคราะหจากสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 4 สกุล 15 ชนิด 

18 ไอโซเลท ท้ังนี้เชื้อราแตละสกุลมีลักษณะโคโลนีท่ีแตกตางกัน (ภาพ 11) 

 

ตาราง 3 เชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่ใชทดสอบ 
 

Fungal species Isolate 
number 

 Fungal species Isolate 
number 

Aschersonia  marginata  BCC 18646  Metarhizium  flavoviride   M. fl 1964 

Aschersonia placenta     BCC 18647  Metarhizium  flavoviride   Mf. 5744 

Aschersonia samoensis     BCC 19756  Metarhizium  anisopliae    Ma.7965   

Aschersonia sp.     BCC 19766  Metarhizium  anisopliae    BCC 4849 

Aschersonia badia   BCC 20305  Paecilomyces lilacinus   BCC 19368 

Beauveria amorpha   BCC 19337  Paecilomyces cinnamomeus  BCC 19341 

Beauveria bassiana   BCC 19012  Paecilomyces sp.   BCC 19790 

Beauveria bassiana  BCC 25950  Paecilomyces farinosus BCC 25949 

Beauveria bassiana     Bb 6241  Paecilomyces tenuipes    BCC 28245 

Beauveria bassiana     Bb 5335  Paecilomyces tenuipes   Pt 8003 

Beauveria bassiana     Bb 5082  Paecilomyces tenuipes     Pt 6073 

Beauveria bassiana      Bb 4591  Verticillium hemipterigenum    BCC 27990 

Beauveria sp.   BCC 31676  Verticillium hemipterigenum    BCC 32173 

Beauveria sp.   2637  Verticillium hemipterigenum    BCC 33172 

   Verticillium sp.   BCC 18660 
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ภาพ 11 ลักษณะโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคแมลงแตละสกุล 

ก. เช้ือราสกุล Aschersonia 

ข. เชื้อราสกุล Beauveria 

ค. เชื้อราสกุล Metarhizium 

ง. เชื้อราสกุล Paecilomyces 

จ. เชื้อราสกุล Verticillium 

ก ข 

ค ง 

จ 
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2.2 ทําการเพิ่มปริมาณเชื้อราที่ใชทําการทดสอบ  โดยนําเชื้อราที่อยูใน stock culture มาเพิ่ม

ปริมาณในอาหารเล้ียงเชื้อ  malt extract peptone agar  (MEA) ซ่ึงประกอบดวย malt extract 3 กรัม 

peptone form soymeal 0.5 กรัม agar 1.5 กรัม และน้ํา 100 มิลลิลิตร สําหรับเชื้อราสกุล  Beauveria, 
Metarhizium,  Paecilomyces และ Verticilium  สวน เชื้อรา Aschersonia เล้ียงและเพิ่มปริมาณดวย

อาหาร  potato dextrose agar (PDA)  ประกอบดวย มันฝรั่ง 200 กรัม กลูโคส 20 กรัม  วุน 15 กรัม 

น้ํากล่ัน 1000 มิลลิลิตร. (ภาพ 12) 

 
 
 

 
 

 
         
       
   

ภาพ 12  สวนประกอบทําอาหารเล้ียงเชื้อ และประเภทของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ก. malt extract,  agar,  peptone form soymeal   

ข. malt extract peptone agar  (MEA)  

ค. potato dextrose agar (PDA)   

 

2.3 เตรียมเชื้อราสําหรับใชทดสอบ ความสามารถในการทําใหเกิดโรค โดยนําเชื้อราที่มีอายุ

ได 10 – 21 วัน ขึ้นกับชนิดของเชื้อ มาทําสปอรแขวนลอยในน้ํากล่ันผสม tween 80 ความเขมขน 

0.1 เปอรเซ็นต (ภาพ 13) ท่ีนึ่งฆาเชื้อแลวกรองสารแขวนลอยสปอรดวยผาขาวบาง  นับดวย 

hemacytometer เพื่อคํานวณหาความเขมขนของเชื้อรา (ภาพ 14) ปรับความเขมขนใหได 1x108 

สปอร/มิลลิลิตร ฉีดพนสารแขวนลอยสปอรลงบนแมลงหวี่ขาวที่อยูบนใบพืชอาหาร (ภาพ 15) 

สําหรับตัวออนแมลงหวี่ขาวที่พนเชื้อราเรียบรอยแลวนําไปวางบนถาดที่ใสน้ําเพื่อเพิ่มความชื้น 

ดูการงอกของเสนใยเชื้อราบนตัวแมลงหวี่ขาว สวนแมลงหวี่ขาวที่ยังไมมีเสนใยขึ้นปกคลุมบน

ตัวแมลงเก็บไวในกระดาษกรองที่ช้ืนที่อยูในจานเล้ียงเชื้อ (ภาพ 16) เพ่ือใหเสนใยของเชื้อรา

เจริญเติบโต  วางแผนการทดลองแบบ completely  randomized  design  (CRD)  โดยแตละเชื้อทํา  3 

ซํ้า แตละซํ้าใชแมลงหวี่ขาว 100 ตัว ใชน้ํากล่ันผสม Tween 80 ความเขมขน 0.1% เปนตัว

เปรียบเทียบ บันทึกจํานวนแมลงหวี่ขาวที่ตายทุก 1 วัน เปนเวลา 7 วัน นําแมลงหวี่ขาวที่ตาย

ก ข ค 
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ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอเพื่อตรวจสอบวาเปนเชื้อราชนิดเดียวกันกับที่พน  

คํานวณหาเปอรเซ็นตการตายดวย Abbott’s formula  (Abbott, 1925) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 

ภาพ 13  การลางสปอรเชื้อราเพื่อการทดสอบ 

ก. หยดน้ํากล่ันผสม tween 80 ความเขมขน 0.1 % ลงบนเชื้อราทดสอบ 

ข. ขูดเชื้อราผสมน้ํากล่ัน 

ค. สปอรแขวนลอยเชื้อรา 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพ 14 อุปกรณการคํานวณความเขมขนของสปอรเชื้อรา 

ก. อุปกรณใชนับจํานวนสปอร (hemacytometer) 

ข. กลองจุลทรรศน 

ก ข 

ค 

ก ข 
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ภาพ 15 อุปกรณฉีดพนสารแขวนลอย 

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพ 16 อุปกรณใหความชื้นหลังการพนเชื้อราบนตัวออนแมลงหวี่ขาวโรงเรือน 

ก. ถาดใสน้ําวางกลองหลังพนเชื้อรา 

ข. จานเพาะเลี้ยงใชสังเกตการเกิดเสนใยเชื้อราบนตัวออนแมลงหวี่ขาวโรงเรือน 

 
3. การทดสอบความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคแมลงในการทําใหเกิดโรคกับแมลงหวี่ขาว 

นําเชื้อราทดสอบในการทําใหเกิดโรคกับแมลงหวี่ขาวที่มีเปอรเซ็นตการตายมากวา  50  เปอรเซ็นต

จากขอ 3 มาทดสอบความรุนแรงที่ความเขมขน 5 ระดับ คือท่ีระดับความเขมขน 1x102 , 1x104, 1x106, 

1x107 และ 1x108  สปอรตอมิลลิลิตร ทําการทดสอบกับตัวออนแมลงหวี่ขาว 20 ตัวตอซํ้า จํานวน 3 

ซํ้า ของแตละระดับความเขมขน สําหรับชุดควบคุมใชน้ํากลั่นผสม Tween 80 เขมขน 0.1 

เปอรเซ็นต เปนตัวเปรียบเทียบ  บันทึกจํานวนแมลงหวี่ขาวที่มีเสนใยขึ้นปกคลุม เปนเวลา 7 วัน 

นํามาคํานวณหาคา median lethal concentration (LC50) ดวยโปรแกรม LOGIT PC 

 
 

ก ข 
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4. การทดสอบเปรียบเทียบเชื้อราที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมแมลงหวี่ขาวกับชีวภัณฑ
กําจัดแมลงหวี่ขาวทางการคา 

 นําตนพืชท่ีไดทําการเพาะเลี้ยงแมลงหวี่ขาวจํานวน 30 ตน ตรวจนับจํานวนแมลงหวี่ขาว

บนใบพืช 3 จุด (ยอด กลาง และลางของตนพืช) จุดละ 3 ใบ จากนั้นฉีดพนสารตามกรรมมวิธีดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1  พนเชื้อราที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากการทดลองที่ความเขมขน 108 สปอรตอมิลลิลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2  พนสารชีวภัณฑทางการคา ใชอัตราแนะนํา 

กรรมวิธีท่ี 3  ชุดควบคุม (ใชน้ํากล่ันฆาเชื้อผสม tween 80 เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต) 

บันทึกผลการทดลองหลังจากพนสาร 3, 5 และ 7 วัน โดยตรวจนับตัวออนแมลงหวี่ขาวตาย

ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอเพื่อตรวจสอบวาเปนเชื้อราชนิดเดียวกันกับที่พน  คํานวณหา

เปอรเซ็นตการตาย และปรับเปอรเซ็นตการตายดวย Abbott’s formula หากพบการตายของแมลงใน

ชุดควบคมุ 

 

5. เปรียบเทียบเชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมแมลงหวี่ขาวโรงเรือน 
T. vaporariorum บนพืชอาศัยตางชนิดกัน 

ทําการทดลองในสภาพโรงเรือนโดยปลูกแตงกวา และ มะเขือเทศในกระถาง (เสนผาน

ศูนยกลาง 13 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร) (ภาพ 17) เมื่อแตงกวาและมะเขือเทศมีใบจริงอยางนอย 

4 ใบ ฉีดพนดวยสารแขวนลอยของเชื้อราทดสอบที่มีประสิทธิภาพสูงสุดทําใหแมลงหวี่ขาวตาย ท่ี
ระดับความเขมขน 1 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ท้ังดานบนใบและใตใบใหท่ัว ทําเครื่องหมายใบทีพ่น

สารแขวนลอยเชื้อราไว  ทําการเก็บใบพืชทันทีหลังจากพนเชื้อ และเก็บซํ้าทุกๆ 3 วันจนครบ 30 

วัน หลังการพนเชื้อรา ( 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 และ 30 วัน) แตละครั้งเก็บใบพืช จํานวน 3 

ใบ (ซํ้า) นําใบพืชท่ีเก็บมาแตละครั้งดําเนินการทดลอง ดังนี ้

5.1. ศึกษาความมีชีวิตของสปอรเชื้อรา  
นําใบพืชท่ีเก็บมาในแตละครั้งหลังจากพนเชื้อรา ตัดใบเปนชิ้นเล็ก ๆ จากนั้นวาง

ลงบนแผนสไลด หยดสารละลาย FDA และ PI อยางละ 20 ไมโครลิตร ลงบนชิ้นสวนใบพืช ปด

ดวยท่ีปดไสด จากนั้นนําไปสองดูใตกลองจุลทรรศนฟลูโอเรสเซนต ท่ีระดับความยาวเคลื่อนแสง

และฟวเตอร  BP 355-425-FT455-LP460 (Leitz- microscope) สปอรเชื้อราที่มีชีวิต จะติดสีเขียว

เหลือง สวนสปอรเชื้อราท่ีตายแลวจะติดสีแดง นับจํานวนสปอรท้ังท่ีมีชีวิตและตายแลวรวมกัน

อยางนอย 200 สปอร โดยแตละใบนับ 3 ครั้ง (รวม 600 สปอรตอกรรมวิธี) คํานวณหาเปอรเซ็นต

การมีชีวิตของสปอรเชื้อราในแตละกรรมวิธี 
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 5.2. การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อราทีค่งทนบนใบพืชในระยะเวลาตาง ๆ กันในการทําให

เกิดโรคกับแมลงหวี่ขาวโรงเรือน 

นําใบพืชท่ีเก็บมาในแตละครั้งหลังจากพนเชื้อรา ตัดลงในกลองพลาสติกขนาด

เสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตรที่ใหความชื้นดวยวุน (ภาพ 18) โดยในแตละพืชทํา 3 กลอง จากนั้น

นําแมลงหวี่ขาววัยท่ี 1 ซ่ึงเปนวัยท่ีสามารถเคล่ือนยายไดโดยไมสงผลกระทบตอการทดลอง ในการ

สังเกตความสามารถในกอโรคของเช้ือรา ท่ีเพาะเล้ียงในขอ 1ใสลงไปในกลอง จํานวนกลองละ 30 

ตัว บันทึกจํานวนแมลงหวี่ขาวที่ตายทุกวัน นําแมลงหวี่ขาวที่ตายมาตรวจภายใตกลองจุลทรรศน

เพ่ือตรวจสอบเสนใยและสปอรเชื้อราที่ขึ้นปกคลุมเปนเชื้อราตัวเดียวกันกับที่ทดสอบ คํานวณ

เปอรเซ็นตการตายที่ถูกตองโดยใช Abbott’s formula (Abbott, 1925) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพ 17 ตนมะเขือเทศและแตงกวาเตรียมงานทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
                          ภาพ  18  อุปกรณท่ีใชในการทดสอบความคงทนของเชื้อรา Paecilomyces tenuipes 


