
 
 

บทที ่3 
 

อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1. การเกบ็รวบรวมตัวอย่างเพลีย้ไฟทีต่าย และตัวอย่างดินเพาะปลูกพริกในจังหวดัเชียงใหม่ 
ส ำรวจพื้นท่ีปลูกพริกในจงัหวดัเชียงใหม่  โดยสืบคน้ขอ้มูลพื้นท่ีปลูกพริกจำกส ำนกังำน

เกษตรจงัหวดัเชียงใหม่ (2553) ท ำกำรเก็บขอ้มูลและตวัอยำ่งในพื้นท่ีท่ีมีกำรปลูกพริกมำกท่ีสุด สุ่ม
นับจ ำนวนเพล้ียไฟบนต้นพริก โดยกำรเคำะยอด และนับจ ำนวนเพล้ียไฟท่ีอยู่บนผลอ่อน เพื่อ
ประเมินกำรระบำดของเพล้ียไฟบนตน้พริก เก็บตวัอยำ่งเพล้ียไฟท่ีเขำ้ท ำลำยพริก  และเพล้ียไฟท่ีเป็นโรค
ตำย ในพื้นท่ีปลูกพริกของเกษตรกร ในจงัหวดัเชียงใหม่ น ำแมลงท่ีเก็บไดใ้ส่ไวใ้นกล่องท่ีรองกน้กล่อง
ดว้ยกระดำษทิชชูหยดน ้ ำเล็กนอ้ยเพื่อให้ควำมช้ืนกบัตวัอยำ่ง และเก็บดินบริเวณแปลงปลูกและโคนตน้
พริก โดยขุดบริเวณผิวหน้ำดินลึกประมำณ 10-15 เซนติเมตร ใส่ถุงพลำสติกประมำณ 200 กรัม น ำ
กลบัมำท ำกำรแยกเช้ือในห้องปฏิบติักำร ส่วนตวัอยำ่งเพล้ียไฟท่ีเขำ้ท ำลำยพริกหวำน น ำมำท ำสไลด์
และจ ำแนกชนิด กำรจ ำแนกชนิดจะใชห้ลกักำร กำรจ ำแนกชนิดของ ศิริณี (2544) และ Mound and 
Gillespie (1997) 

 
2. การแยกเช้ือรา วเิคราะห์และเพาะเลีย้งเช้ือทีไ่ด้จากการเกบ็รวบรวม 
2.1  กำรแยกเช้ือรำจำกแมลง  

2.1.1  น ำเพล้ียไฟตำยท่ีเก็บมำจำกโรงเรือน จุ่มลงในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ (Samuels 
et al., 2002; Maneesakorn et al., 2011)   เพื่อท ำลำยเช้ืออ่ืนท่ีอำจติดมำกบัตวัแมลงและปนเป้ือนอยู่
บนผนงัล ำตวัแมลง จำกนั้นน ำไปวำงบนกระดำษทิชชูท่ีฆ่ำเช้ือเพื่อให้ตวัแมลงแห้ง หยดน ้ ำกลัน่ลง
บนส ำลีท่ีผ่ำนกำรน่ึงฆ่ำเช้ือเพื่อให้ควำมช้ืน บ่มเช้ือรำสำเหตุท่ีพบโดยน ำซำกเพล้ียไฟท่ีตำย ใส่ไว้
ในจำนแกว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ประมำณ 3-4 วนั แมลงท่ีตำยดว้ยเช้ือรำคำดว่ำเป็นเช้ือรำสำเหตุ
โรคแมลงเจริญเส้นใยปกคลุมบนล ำตวัแมลง น ำซำกแมลงท่ีตำยมำตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ 
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ภาพที ่3 ลกัษณะของเพล้ียไฟท่ีมีเช้ือรำข้ึนปกคลุม 
 

2.1.2  ท ำกำรแยกเช้ือรำจำกแมลง โดยวำงแมลงท่ีมีเช้ือรำข้ึนปกคลุมทัว่ตวัแมลง (ภำพท่ี 3) 
ลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) ซ่ึงเติมกรดแลกติก 25 เปอร์เซ็นต์ ประมำณ 1-2 
หยด เพื่อยบัย ั้งกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (นุชนำรถ, 2540) เม่ือเช้ือรำเจริญบนผิวหนำ้อำหำร
เล้ียงเช้ือ (ภำพท่ี 4) ท ำกำรแยกเช้ือในตูเ้ข่ียเช้ือ โดยใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนยก์ลำง 0.5 
เซนติเมตร เจำะลงบนส่วนของเช้ือรำบริเวณท่ีก ำลงัเจริญไปวำงในจำนเล้ียงเช้ือใหม่ท่ีมีอำหำร PDA 
บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง ประมำณ 5-7 วนั 
 

 
 

ภาพที ่4 ลกัษณะของโคโลนีท่ีข้ึนปกคลุมแมลงท่ีตำยดว้ยเช้ือรำและเจริญบนผวิหนำ้ของอำหำร 
 

2.1.3 เม่ือเช้ือรำเจริญ เข่ียเช้ือไปเล้ียงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA อีกคร้ัง เพื่อให้ได้
เ ช้ือบริสุท ธ์ิ  น ำเช้ือรำท่ีแยกไดม้ำจ ำแนกชนิดของเช้ือรำ โดยน ำเช้ือรำท่ีเล้ียงจนบริสุทธ์ิแลว้มำ
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เล้ียงโดยวิธี slide culture เป็นเวลำ 5-7 วนั จ  ำแนกชนิดของเช้ือรำท่ีเจริญบนสไลด์ โดยตรวจดู
ลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำ ไดแ้ก่ ลกัษณะของ โคโลนี กำ้นชูสปอร์(conidiophores)  และ โคนิเดีย  
 
2.2 กำรแยกเช้ือรำจำกตวัอยำ่งดิน 

2.2.1 น ำตวัอย่ำงดินท่ีเก็บมำจำกพื้นท่ีปลูกพริกท่ีพบเพล้ียไฟตำยด้วยเช้ือรำจ ำนวน 30 
ตวัอยำ่ง  ท ำกำรแยกเช้ือดว้ยวิธี Dilution pour plate  ตำมค ำแนะน ำของกรมวิชำกำรเกษตร (2554) 
(ภำพท่ี 5) เพื่อวนิิจฉยัเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงจำกลกัษณะโคโลนีของเช้ือรำท่ีปรำกฏบนอำหำรเล้ียง
เช้ือ โดยน ำดินจ ำนวน 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ ผสมกบัน ้ ำกลัน่ท่ีน่ึงฆ่ำเช้ือแลว้ปริมำตร 90 
มิลลิลิตร เขย่ำให้ดินกระจำยตวัประมำณ 10-20 นำที ใช้ปิเปตดูดสำรแขวนลอยดินปริมำตร 10 
มิลลิลิตร น ำไปเจือจำงดว้ยน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ 90 มิลลิลิตร เขยำ่ให้เขำ้กนันำน 1 นำที ท ำกำรเจือจำง
ท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ 10-2-10-4 มิลลิลิตร   

 

 
 

ภาพที ่5 กำรแยกเช้ือดว้ยวธีิ Dilution pour plate (Kirkman, 2010) 
 

2.2.2 ดูดสำรแขวนลอยดินจ ำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในจำนเล้ียงเช้ือ เทอำหำรเล้ียงเช้ือ 
PDA ท่ีอุ่น (ประมำณ 42-45 องศำเซลเซียส) ลงไป หมุนจำนเพื่อใหส้ำรแขวนลอยดินและอำหำรเขำ้
กนั บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ประมำณ 7 วนั  

2.2.3 เม่ือกลุ่มเช้ือรำเจริญบนผิวหนำ้ของอำหำร แยกเช้ือในตูเ้ข่ียเช้ือ โดยใช ้cork borer 
ขนำด 0.5 เซนติเมตร เจำะลงบนส่วนของเช้ือรำ น ำไปวำงในจำนเล้ียงเช้ือใหม่ท่ีมีอำหำร PDA บ่ม
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เช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เม่ือเช้ือเจริญเตม็ท่ีเข่ียเช้ือไปเล้ียงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA ใหม่อีกคร้ัง เพื่อให้ได้
เช้ือบริสุทธ์ิมำกยิง่ข้ึน น ำเช้ือรำท่ีแยกไดม้ำท ำกำรจ ำแนกชนิดเช่นเดียวกบักำรจ ำแนกจำกตวัแมลง  

กำรวเิครำะห์ช่ือวทิยำศำสตร์และกำรจดัจ ำแนกทำงอนุกรมวิธำน อำ้งอิงตำมหลกักำรของ 
Samson (1974); Humber (2005); Blackwell et al. (2006); Sung et al. (2007) และ Barnett and 
Hunter (2011) 

 
 

ภาพที ่6 โคโลนีของเช้ือรำท่ีแยกไดจ้ำกดินโดยวธีิ Dilution pour plate   
 

3.  การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิโรคของเช้ือรากบัเพลีย้ไฟ 
 ท ำกำรเพำะเล้ียงเพล้ียไฟ โดยเก็บเพล้ียไฟจำกแปลงปลูกพริกในพื้นท่ีท่ีท ำกำรส ำรวจมำ
ท ำกำรเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมำณบนตน้พริกหนุ่ม หรือพริกช้ีฟ้ำ ซ่ึงอยูใ่นกล่องพลำสติกขนำด 43 x 63 x 
36 เซนติเมตร เจำะช่องระบำยอำกำศทั้งส่ีดำ้นและฝำดำ้นบนกล่องปิดทบัดว้ยผำ้ตำข่ำย (ภำพท่ี 7) 
ปล่อยเพล้ียไฟลงบนตน้พริกประมำณ 50 ตวัต่อตน้ ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง เพื่อใหเ้พล้ียไฟวำงไข่ หลงัจำก
นั้นยำ้ยตน้พืชอำศยัท่ีเพล้ียไฟวำงไข่แลว้ไวใ้นกล่องใหม่ เพื่อให้ไดเ้พล้ียไฟท่ีมีอำยุเท่ำ ๆ กนัเพื่อใช้
ในกำรทดลอง เปล่ียนตน้พริกท่ีใชเ้ป็นพืชอำหำรของเพล้ียไฟทุกสัปดำห์ ใชต้วัอ่อนเพล้ียไฟในกำร
ทดลอง 
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ภาพที ่7 กล่องท่ีใชเ้พำะเล้ียงเพล้ียไฟ 
น ำเช้ือรำท่ีเล้ียงบนอำหำร PDA จนเจริญเตม็ท่ีและสร้ำงสปอร์แลว้ อำยุ 10-21 วนั และไม่

มีกำรปนเป้ือนของเช้ือรำหรือเช้ือชนิดอ่ืนมำทดสอบ ท ำกำรลำ้งสปอร์เช้ือรำ โดยขดูเอำสปอร์เช้ือรำ
ท่ีเจริญบนอำหำร ผสมกบัน ้ ำกลัน่ผสม Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีน่ึงฆ่ำเช้ือแล้ว 
(ภำพท่ี 8) กรองสำรแขวนลอยสปอร์ดว้ยผำ้ขำวบำง นบัสปอร์เช้ือรำดว้ย haemacytometer (ภำพท่ี 
9) เพื่อค ำนวณหำควำมเขม้ขน้ ปรับควำมเขม้ขน้ให้ได ้1 x 108  โคนิเดียต่อมิลลิลิตร (มำลี, 2552)  
เตรียมกล่องพลำสติกใสท่ีมีฝำปิด ลำ้งใหส้ะอำดและเช็ดดว้ยแอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์ใส่ใบพริกท่ี
สะอำดลงไปในกล่องเพื่อใช้เป็นอำหำรของเพล้ียไฟ ให้ควำมช้ืนโดยตม้วุน้ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (ท่ี
อุณหภูมิ 25±1 องศำเซลเซียส มีควำมช้ืนสัมพทัธ์ 60-70 เปอร์เซ็นต)์ (Patrick and Kearns, 2009) เท
ลงในกล่องก่อนใส่ใบพริกลงไป (ภำพท่ี 10) ใชพู้่กนัเข่ียตวัอ่อนของเพล้ียไฟลงไปกล่องละ 20 ตวั 
ฉีดพ่นสำรแขวนลอยสปอร์ลงบนตัวอ่อนเพล้ียไฟ วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) แต่ละกรรมวิธีท ำ 3 ซ ้ ำ มีชุดควบคุม 1 ชุด โดยน ้ ำกลัน่ผสม Tween 80 
ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์เป็นตวัเปรียบเทียบ บนัทึกจ ำนวนเพล้ียไฟท่ีตำยทุกวนั เป็นเวลำ 7 วนั 
น ำเพล้ียไฟท่ีตำยมำส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรน์สเตอริโอเพื่อตรวจสอบวำ่เป็นเช้ือรำชนิดเดียวกนักบัท่ี
พน่ ค ำนวณหำเปอร์เซ็นตก์ำรตำยท่ีถูกตอ้งโดยใช ้Abbott’s formula (Abbott, 1925) 
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ภาพที ่8 เช้ือรำท่ีผำ่นกำรลำ้งสปอร์แลว้ 
 
    
 
 
 
 

ภาพที ่9 อุปกรณ์ในกำรค ำนวณหำควำมเขม้ขน้ของเช้ือรำ 
   ก.  อุปกรณ์ใชน้บัจ ำนวนสปอร์ (hemacytometer) 
   ข.  กลอ้งจุลทรรศน์ 
 

 
 

ภาพที ่10 กล่องพลำสติก ใชใ้ส่เพล้ียไฟในกำรพน่เช้ือรำ 
 
  

4.  การทดสอบความรุนแรงของเช้ือทีเ่ข้าก่อโรคกบัเพลีย้ไฟ  
น ำเช้ือรำทดสอบท่ีสำมำรถเขำ้ก่อโรคกบัเพล้ียไฟได้มำกกว่ำ 50 เปอร์เซ็นต์ จำกขอ้ 4 มำ

ทดสอบควำมรุนแรงท่ีควำมเขม้ขน้ 5 ระดบั คือ 1×103, 1×105, 1×107, 1×108 , 1×109 และ 1×1010 โค
นิเดียต่อมิลลิลิตร ท ำกำรทดสอบกบัเพล้ียไฟ 20 ตวัต่อซ ้ ำ จ  ำนวน 3 ซ ้ ำ ของแต่ละระดบัควำม

ก ข 
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เขม้ขน้ โดยใช้น ้ ำกลัน่ผสม Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นตวัเปรียบเทียบ บนัทึก
จ ำนวนเพล้ียไฟท่ีมีเส้นใยข้ึนปกคลุม เป็นเวลำ 7 วนั แล้วน ำมำค ำนวณหำค่ำ median lethal 
concentration (LC50) ดว้ยโปรแกรม Logit PC 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราและสารเคมีฆ่าแมลงในการควบคุมเพลีย้ไฟในแปลงทดลอง 

ท ำกำรทดลองโดยปลูกพริกหวำนในถุงปลูก จ ำนวน 100 ตน้ แบ่งเป็น10 แถว แถวละ 10 
ตน้ เม่ือตน้พริกมีอำยุหลงักำรยำ้ยปลูก 2 เดือน ท ำกำรสุ่มนบัจ ำนวนเพล้ียไฟโดยกำรเคำะบริเวณ
ส่วนยอดของตน้พริก แถวละ 5 ตน้ จำกนั้นฉีดพน่สำรตำมกรรมวธีิ ดงัน้ี 

กรรมวธีิท่ี 1 พน่เช้ือรำท่ีมีประสิทธิภำพสูงสุดจำกกำรทดลองในขอ้ 4 ท่ีควำมเขม้ขน้ 
1x108 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร  

กรรมวธีิท่ี 2 พน่เช้ือรำ B. bassiana ท่ีเป็นผลิตภณัฑท์ำงกำรคำ้ ตำมอตัรำแนะน ำ 
กรรมวธีีท่ี 3 พน่สำรอิมิดำคลอพริด (imidacloprid) ตำมอตัรำแนะน ำ 
กรรมวธีิท่ี 4 พน่สำรฟิโปรนิล (fipronil) ตำมอตัรำแนะน ำ 
กรรมวธีิท่ี 5 ชุดควบคุม (ใชน้ ้ำผสมสำรจบัใบ) 
วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) บนัทึกผลกำร

ทดลอง โดยนบัจ ำนวนเพล้ียไฟก่อนพ่นและหลงัจำกพ่นสำรในแต่ละกรรมวิธีแลว้ 1, 3, 5, 7 และ 9  
วนั โดยสุ่มเก็บเพล้ียไฟจ ำนวน 10 ตน้ ๆ ละ 2 ใบ บนัทึกกำรตำยโดยตรวจนบัตวัอ่อนและตวัเต็มวยั
ของเพล้ียไฟท่ีตำยในแต่ละกรรมวิธี ส่วนกรรมวิธีท่ีพ่นด้วยเช้ือรำให้น ำมำตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโออีกคร้ัง เพื่อตรวจสอบลกัษณะเส้นใยและสปอร์เช้ือรำท่ีข้ึนปกคลุมเป็นเช้ือรำ
ชนิดเดียวกันกับท่ีพ่น ค ำนวณหำเปอร์เซ็นต์กำรตำย และปรับเปอร์เซ็นต์กำรตำยด้วย Abbott’s 
formula หำกพบกำรตำยของแมลงในชุดควบคุม 
 

 
 


