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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1  การศึกษาผลของอาหารเทียม และวัสดุเพาะ ชนิดตางๆ ตอการเจริญการสรางสปอร และ

ระดับ ความสามารถ ในการกอโรคของเช้ือรา Pandora neoaphidis ไอโซเลท Pd105 

กับเพล้ียออนผัก (Lipaphis erysimi) และเพล้ียออนยาสูบ (Mizus persicae) 

(Hemiptera: Aphididae) 

 

  3.1.1  การศึกษาผลของอาหารเทียมตอความสามารถในการกอโรคกับเพลี้ยออนในเปาหมาย 

        จากการวิจัยเรื่องการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมและความรุนแรงใน

ระดับโมเลกุล ของเชื้อรา Pandora neoaphidis (Entomophthorales: Entomophthoraceae) 

ซ่ึงใชประโยชนในการควบคุมเพลี้ยออนศัตรูพืชผักวงศกะหล่ําอยางยั่งยืน ซ่ึงไดรับทุนสนับสนุนการ

วิจัยในปงบประมาณ 2555 – 2556 โดยคณะผูวิจัยไดทําการรวบรวมสายพันธุของเชื้อรา P. 

neoaphidis ซ่ึงกอโรคกับเพลี้ยออนชนิดตางๆ และพบวาเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 

เปนไอโซเลท ท่ีประสิทธิภาพสูงสุดในการกอโรคกับเพลี้ยออน ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนการศึกษาตอ

ยอด ในการท่ีจะศึกษาผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะตอระดับความรุนแรงของเชื้อราชนิดนี้ ดัง

รายละเอียดของวิธีการดังนี้ 

 
การเตรียมประชากรและ/หรือหนวยทดลอง 
 
เพาะเลี้ยงเพลี้ยออนยาสูบ (Mizus persicae) โดยเริ่มจากเตรียมตนพริกมาเพาะในกระถาง

พลาสติกขนาด เสนผาศูนยกลาง x สูง เทากับ 15 x 10 เซนติเมตร ในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 50 x 50 
เซนติเมตร และใหแสงจากหลอดไฟฟลูออเรสเซนต ขนาด 14 วัตต ในชวงแสง:มืด เทากับ 14: 8 
ชั่วโมง เพ่ือใหพริกมีการเจริญเติบโตทางใบสําหรับการใชเพาะเลี้ยงเพลี้ยออนยาสูบตอไป โดยการเก็บ
ตัวอยางเพลี้ยออนดังกลาวจากแปลงเกษตรโดยเก็บใบพริก มันฝรั่ง หรือมะเขือเทศ ท่ีมีวัยตางๆ ของ
เพลี้ยออนทําลายอยูมาวางบนตนพริกท่ีเตรียมไว และปลอยใหเพลี้ยออนยาสูบขยายพันธุ 1-2 รุน 
(เพลี้ยออนจะใชเวลา 10-15 วันสําหรับการขยายพันธุตอรุน) โดยสังเกตจากการพบกลุมตัวออนระยะ
ท่ี 1-2 ของเพลี้ยออนบนตนมันฝรั่งตนใหม (รุนท่ี 1) จากนั้นยายตนผักท่ีเริ่มปลอยเพลี้ยออนครั้งแรก
ออกจากกรง  และนําพริกตนใหมวางในกรงเลี้ยงเพ่ือใหมีเพลี้ยออนรุนท่ีสองตอไป (ภาพท่ี 3.1) 

เตรียมเพลี้ยออนผักตามวิธีของ รุงเกียรติ และ ศมาพร (2557) โดยเพาะเลี้ยงเพลี้ยออนผัก 
(Lipaphis erysimi)  ใหปลอดเชื้อโดยเก็บตัวอยางเพลี้ยออนดังกลาวจากแปลงเกษตรโดยเก็บใบ
ผักคะนา และกะหล่ํา ท่ีมีวัยตาง ๆ ของเพลี้ยออนทําลายอยูมาวางบนตนคะนา (อายุ 30 วัน) ท่ี
เตรียมไวในกระถางปลูกในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 50 x 50 เซนติเมตร ในเรือนทดลองกรงละ 1 ตน 
และปลอยใหเพลี้ยออนดังกลาวขยายพันธุ 1-2 รุน (20-30วัน) โดยสังเกตจากการพบกลุมตัวออน
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ระยะท่ี 1-2 ของเพลี้ยออนบนตนผักตนใหม (รุนท่ี 1) จากนั้นยายตนผักท่ีเริ่มปลอยเพลี้ยออนครั้งแรก
ออกจากโรงเรือน จากนั้นนําตนผักตนใหมมาวางในกรงเลี้ยงเพ่ือใหมีเพลี้ยออนรุนท่ีสองตอไป 

 

 
 
ภาพท่ี 3.1  ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงเพลี้ยออนยาสูบ (Myzus persicae) เพ่ือทดสอบความสามารถใน  

 การกอโรคของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ในหองปฏิบัติการโดยใชตน 
 พริก  
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เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณของเชื้อรา P. neoaphidis บนอาหารเทียมชนิดตางๆ ตามวิธีของ รุง
เกียรติ และคณะ (2557) ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar 
(SDA), Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract 
Agar (MEA) และ Nutrient Agar (NA) นาน 15 วัน และเตรียมสารละลายสปอรของเชื้อรา  P.  
neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ซ่ึงเพาะเลี้ยงไดจากอาหารเทียมแตละชนิด โดยขูดสปอรจากผิว
อาหารเลี้ยงเชื้อมาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อท่ีมีสารจับใบ Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน 0.02 
เปอรเซ็นต นับจํานวนสปอรโดยใชเครื่องนับจํานวนสปอร Neybauer Hemocytometer และปรับ
ความเขมขนของสปอร 1010 สปอรตอมิลลิลิตร ตามวิธีของ Poinar and Thomas (1984) โดยใชน้ํา
กลั่นนึ่งฆาเชื้อท่ีมีสารจับใบ Tween 20 เขมขน 0.1 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย (Uziel and 
Kenneth, 1999, pp. 153-163)   

ปลูกเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 โดยใชสารแขวนลอยสปอรท่ีไดจากเชื้อราท่ี
เพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ กับเพลี้ยออนท่ีเตรียมไวตามวิธีซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lacey 
(1997) และ Tanada and Kaya (1993)  โดยนําตนพืช (มันฝรั่งในกรณีทดสอบกับ เพลี้ยออนยาสูบ 
และคะนาในกรณีทําการทดสอบเพลี้ยออนผัก) มีเพลี้ยออนรุนท่ีสอง ท่ีเพาะเลี้ยงไวมาตัดใบท่ีมีกลุม
ของเพลี้ยออนท่ีตองการทดสอบอยูจํานวนหนึ่งใบ ใชพูกันเบอร 2 เข่ียเพลี้ยออนออกจนเหลือ 50 ตัว
ตอใบ วางใบพืชท่ีมีเพลี้ยออนในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ท่ีปูดวย
กระดาษกรอง (Wattman No 1) ชุมน้ําเพ่ือใหมีระดับความชื้นสัมพันธประมาณ 80 - 90 เปอรเซ็นต 
และพนสารแขวนลอยสปอรของเชื้อราท่ีความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร) โดยมีวิธีควบคุม 
(control) คือการพนน้ํากลั่น ผสม Tween 20 เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต) หลังจากการปลูกเชื้อแลว 
และวางจานอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาพอุณหภูมิ 20 + 2 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ 80 
เปอรเซ็นต ในสภาพมืด และบันทึกจํานวนเพลี้ยออนท่ีตาย และ ท่ีมีชีวิตอยูทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 
120 ชั่วโมง  
 

การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล 
 

ทําการรวบรวมขอมูลและคํานวณเปอรเซ็นตการตายสะสม (Percent Cumulative 
Mortality – PCM) ของแมลงท่ีทดสอบโดยนําขอมูลการตายมาปรับเปนคาการตายท่ีถูกตอง 
(corrected control mortality) ตามขบวนการทางพิษวิทยาโดยใช Abbott’s Correction 
Formula (Abbott, 1925, pp. 265-267) ดังนี้ 

 

การตายของแมลงท่ีทดสอบ (%)   = 
%การตายของแมลงท่ีไดรับเช้ือ - % ตายของแมลงท่ีไมไดรับเช้ือ X100 

%การตายของแมลงท่ีไมไดรับเช้ือ X100 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซํ้าวิธีการทดลองละ 5 ซํ้า นําคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการ

ตายสะสมของเพลี้ยออนในเวลาท่ีกําหนดท่ีวัดไดจากท้ังสองการทดลองมาวิเคราะหความแปรปรวน
เพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ ทําการ 
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เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT   

 

 3.1.2  การศึกษาผลของวัสดุเพาะตอการเจริญของเสนใย การสรางสปอร และความสามารถ 

                   ในการกอโรคกับเพลี้ยออนในเปาหมาย 
        เนื่องจากยังไมมีรายงานและการทดสอบเพาะเลี้ยงเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท 

Pd105 บนวัสดุเพาะชนิดตางๆ ดังนั้นการศึกษานี้จึงไดทําการวัดการเจริญ ของเสนใยและการสราง
สปอรของเชื้อรานี้ บนวัสดุเพาะท่ีสามารถหาไดในทองถ่ิน และเคยมีการทดสอบเพาะเลี้ยงเชื้อรา
สาเหตุโรคแมลง ไดแก เมล็ดขาวฟาง เมล็ดขาวเปลือก และ ขาวสวย ตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก รุงเกียรติ 
และคณะ (2557ข, 65 หนา) และ Li and Feng, (2003, pp. 344-317) โดยเริ่มจากเตรียม
ขาวเปลือกโดยนําขาวหอมมะลิมาหุงโดยการนึ่งใหสุกเพียง 50 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาเกลี่ยใหเย็น
ในถาดซ่ึงสานดวยไมไผเพ่ือลดความชื้นสวนเกิน นําขาวเปลือกไปลางน้ําใหสะอาด นําแชน้ํานาน 24 
ชั่วโมง จากนั้นนํามาตมนาน 15 นาที และนํามาผึ่งลมใหหมาดในถาดไมไผนาน 30 นาที Sabouraud 
Deatrose Broth (SDB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตอน้ําหนักขาวทุก 150 กรัม เตรียมขาวฟาง
เชนเดียวกับการเตรียมขาวเปลือก สวนอาหารสุนัขเตรียมโดยการนําอาหารสุนัข (พลีโม สําหรับสุนัข
โตทุกชนิดรสตับ) นํา มาแชน้ําสะอาดนาน 1.5 นาที และนําออกมาผึ่งใหสะเด็ดน้ําในถาดท่ีสานดวย
ไมไผ นําวัสดุเพาะแตละชนิดมาวางในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณ 25 กรัมตอจาน และนําไปนึ่งฆา
เชื้อท่ีระดับอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และนําออกมาผึ่งใหเย็นในสภาพอุณหภูมิหอง 
ยายเชื้อบริสุทธิ์มาวางบนอาหาร SDAY หลังจากเชื้ออายุ 10 วัน โดยใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตรเจาะชิ้นวุนท่ีมีเสนใยของเชื้ออยูมาวางในจานวัสดุเพาะท่ีเตรียมไว 
วางบนชั้น ในสภาพอุณหภูมิ 20 + 2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด ความชื้นสัมพัทธประมาณ 80 
เปอรเซ็นต จนกวาจะพบวาเชื้อราเจริญจนเต็มวัสดุเพาะชนิดใดชนิดหนึ่ง  

 
การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล  

 
การวัดการเจริญของเสนใยของเชื้อรา ดําเนินการโดยบันทึกจํานวนชั่วโมงท่ีเสนใยของเชื้อรา

ใชในการเจริญ และอาศัยขอมูลสวนนี้ในการคํานวณหาเปอรเซ็นตการเจริญเติบโตของเชื้อราบน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ดังนี้ 

 

 เปอรเซ็นตการเจริญเติบโตของเช้ือรา   = 
จํานวนวันท่ีเช้ือใชเจริญ x 100 

จํานวนวันท่ีเช้ือมีการเจริญเต็มถุงเพาะถุงแรก 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซํ้าวิธีการทดลองละ 5 ซํ้า จากนั้นนําคาเฉลี่ย

เปอรเซ็นตการเจริญเติบโตของของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 บนวัสดุเพาะเลี้ยงแตละ
ชนิดมาวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 
เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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การตรวจหาปริมาณการผลิตสปอรของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ท่ีเลี้ยงบน
วัสดุเพาะแตละชนิดนําอาหารท่ีมีเชื้อราเจริญอยูท้ังหมดมาละลายน้ํา ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
นํามา 0.05 มิลลิลิตรไปตรวจนับบนเครื่องนับจํานวนสปอร (hemacytometer) และหาจํานวนสปอร
เปนหนวยสปอรตอมิลลิลิตร ตามวิธีในขอ 3.1.1 โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซํ้าวิธีการ
ทดลองละ 5 ซํ้า จากนั้นนําคาเฉลี่ยจํานวนสปอร ของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ท่ี
สรางบนวัสดุเพาะเลี้ยงแตละชนิด มาวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวย
วิธี DMRT  

เตรียมสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 จากเชื่อท่ีเลี้ยงดวย
วัสดุเพาะดังท่ีกลาวมาขางตน และหลังจากเตรียมพืชอาศัยและเพลี้ยออนยาสูบซ่ึงจะทดสอบตามวิธี
ในขอ 3.1.1 และการทดสอบความสามารถของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ในการกอ
โรคกับเพลี้ยออนเพลี้ยออนผักและเพลี้ยออนยาสูบ โดยนําวัสดุเพาะซ่ึงมีเชื้อราเจริญอยูมาละลายใน
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อท่ีมีสารจับใบ Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร กรองดวยผาขาวบางเพ่ือนํา กากของวัสดุเพาะท่ีเหลือออก นับจํานวนสปอรโดยใชเครื่องนับ
จํานวนสปอรและปรับความเขมขนของสปอร 1010 สปอรตอมิลลิลิตร ตามวิธีของ Lacey (1997) โดย
ใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อราท่ีมีสารจับใบ Tween 80 เขมขน 0.02 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย ปลูกเชื้อรา
กับเพลี้ยออน วัดเปอรเซ็นตการตาย และวิเคราะหความแตกตางทางสถิติ ตามวิธีในขอ 3.1.1 สําหรับ
การแปรผลการศึกษาตอไป 

 
3.2  ผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะตอการผลิตเอนไซมของเช้ือรา P. neoaphidis ไอโซเลท  
      Pd105 
 
 3.2.1 ผลของอาหารเทียมตอการผลิตเอนไซมของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลทซ Pd105 
 

การเตรียมประชากรและหรือหนวยทดลอง และการวิเคราะหขอมูล 
 
วัดปริมาณการสรางเอนไซมของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 บนอาหารเทียม

ชนิดตางๆ โดยเริ่มจากการเตรียมอาหารเทียมจํานวน 5 ชนิดไดแก Potato Dextrose (PDB), 
Sabouraud Dextrose Broth (SDB), Sabouraud Dextrose Broth Supplemented with 
Yeast Extract (SDBY), Malt Extract Broth (MEB) และ Nutrient Broth (NB) โดยนําสูตรสําเร็จ
ของอาหารเหลานี้มาละลายน้ํากลั่น 1 ลิตร บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 100 
มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพาะเลี้ยงเชื้อรา P. 
neoaphidis ไอโซเลท Pd105 บนอาหาร SDAY นาน 10 วัน และขูดสปอรของเชื้อรามาละลายใน
น้ํากลั่นและปรับความเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิเมตร และเพาะ เลี้ยงใหเชื้อผลิตเอนไซม 
protease และวิเคราะหกิจกรรมของเอ็นไซมตาม วิธีซ่ึงดัดแปลงจาก Kucera (1971, pp. 211-215) 
โดยบมในเครื่องเขยา ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียน ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน จากนั้น
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นําของเหลวท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงดวยฝาขาวบาง และนําไป centrifuge ท่ี 10,000 รอบตอนาที 
นาน 15 นาที และนําไปตรวจยืนยันการสรางเอ็นไซมโดยอาศัยน้ําหนักโมเลกุลของ protease โดยวิธี  
acrylamide gel electrophoresis ใช SDS-PAGE 12.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงประกอบดวย เจล 0.3 
เปอรเซ็นต ในสภาพท่ีไมมีการชักนํา ในสภาพอุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ใน Triton X -100 
solution 2.5 เปอรเซ็นต เพ่ือลาง SDS และทําใหเอ็นไซมเสียสภาพ นําเจลมาบมในบัฟเฟอร (Tris-
HCl (pH 8) 0.01 โมล – CaCl2 10 มิลลิโมล) นาน 5-8 ชั่วโมง นํามา fixed และยอมดวย 
Coomassie brilliant blue R – 250 นาน 3 ชั่วโมง และยับยั้งปฏิกิริยาดวย methanol และ 
acetic acid 1 ชั่วโมง และนําไปสองบนพ้ืนหลังสีฟาเขม โดยวัดขนาดโมเลกุลของแถบโปรตีนดวย
ตัวชี้วัดมาตรฐาน (standard marker) ท้ังนี้จากการดําเนินการผลปรากฏวาการสกัดเอนไซมดวย
วิธีการดังกลาวไมประสบผลในการสกัดเอนไซม protease จากเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท 
Pd105 ดังนั้นทางคณะผูวิจัยจึงไดปรับเปลี่ยนวิธีการศึกษาโดยการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีผลิต
โดยเชื้อรานี้ ดวยชุดทดสอบกิจกรรมของเอนไซม API ZYM® – Semiquantitation of enzymatic 
activities โดยเริ่มจากการเพาะเลี้ยงเชื้อดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ ชนิดเหลว และนําอาหารเหลวท่ี
ไดจากการเพาะเลี้ยงมาหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และ
นํามาตัวอยางละ 65 ไมโครลิตร มาทดสอบกับชุดทดสอบตามวิธีการท่ีใหมาโดยบริษัทผูผลิต โดย
ปลอยใหเอนไซมเกิดกิจกรรมนาน 5 ชั่วโมง ท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นหยดสาร ZYM ใน
แตละแถบของชุดทดสอบ ปลอยใหเกิดการพัฒนาของสีนาน 5 นาที และวางใตแสงจากหลอดไฟ
ฟลูออเรสเซนต และวัดสีตามระบบของชุดทดสอบ กลาวคือ คาตั้งแต 0 – 5 ซ่ึง 0 คือไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมชนิดใด (negative) ท่ีระดับ 1 คือคา 5 นาโนโมล 2 คือ คา 10 นาโนโมล 3 คือ20 นาโน
โมล 4 คือ 30 นาโนโมล และ 5 คือ 40 นาโนโมล เปนตนไป โดยมีการทําซํ้าตัวอยางละสองซํ้า  
 
 3.2.2 ผลของวัสดุเพาะตอการผลิตเอนไซมของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 
  

เตรียมวัสดุเพาะเลี้ยงตางๆ ตามวิธีของรุงเกียรติ และคณะ (2557ก) โดยเตรียมเตรียมขาว
สวยโดยการหุงขาวหอมมะลิโดยใชหมอหุงขาวไฟฟาจนสุก 50 เปอรเซ็นต และเตรียมขาวเปลือกโดย
นําขาวหอมมะลิมาหุงโดยการนึ่งใหสุกเพียง 50 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาเกลี่ยใหเย็นในถาดซ่ึงสาน
ดวยไมไผเพ่ือลดความชื้นสวนเกิน นําขาวเปลือกไปลางน้ําใหสะอาด นําแชน้ํานาน 24 ชั่วโมง จากนั้น
นํามาตมนาน 15 นาที และนํามาผึ่งลมใหหมาดในถาดไมไผนาน 30 นาที เตรียมขาวฟางเชนเดียวกับ
การเตรียม นํามาแชน้ําสะอาดนาน 1.5 นาที และนําออกมาผึ่งใหสะเด็ดน้ําในถาดท่ีสานดวยไมไผ นํา
วัสดุเพาะแตละชนิดมาบดใหละเอียดดวยเครื่องบดอาหารโดยการเติมน้ํากลั่นระหวางบด จากนั้นนํา
วัสดุท่ีบดแลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมอาหาร 
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และขูดสปอรของเชื้อมาละลายในน้ํากลั่น
และปรับความเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิเมตร 1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยง วัดกิจกรรมของเอ็นไซม 
และการเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูลตามวิธีในขอ 3.2.1  
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3.3  การศึกษาความสัมพันธระหวางความสามารถในการกอโรคของเช้ือรา P. neoaphidis ไอ

โซเลท Pd105 ท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือรา และ วัสดุเพาะเล้ียงท่ีแตกตางกันตอปริมาณ
กิจกรรมของเอนไซม  

 
นําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอ็นไซม protease และหรือเอนไซมท่ีเก่ียวของ และ

ความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเทียม 
ซ่ึงไดแก Potato Dextrose (PDB), Sabouraud Dextrose Broth (SDB), Sabouraud Dextrose 
Broth Supplemented with Yeast Extract (SDBY), Malt Extract Broth (MEB) และ Nutrient 
Broth (NB) มาหาคาความสัมพันธระหวางปริมาณการสรางเอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอ
โรค กับเพลี้ยออนในเปาหมาย โดยใชสมการถดถอย (regression equation) ซ่ึงกําหนดใหคา log 
ของคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease y และ เปอรเซ็นตการกอโรค x และ วัดคาสัมประสิทธิ์
ความสัมพันธ (r และ R) ในสมการ เปนตัวชี้วัดระดับและแนวโนมความสัมพันธ (LeClerg et al., 
1966, Snedecor and Cochran, 1967, Wadley, 1967) จากนั้นนําขอมูลชุดดังกลาวมาแสดงคา
เปนระดับความสัมพันธของคาเฉลี่ย จากนั้นนําเขามูลมาพลอตกราฟเพ่ือแสดงความสัมพันธเชิงเสนให
เปนแนวโนมความสัมพันธท่ีเกิดข้ึน  

นําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease และหรือเอนไซมท่ีเก่ียวของ และ
ความสามารถ ในการกอโรคของเชื้อรา P. neoaphidis ไอโซเลท Pd105 ท่ีเพาะเลี้ยงในวัสดุเพาะ ซ่ึง
ไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟางและอาหารสุนัข มาหาคาความสัมพันธระหวางปริมาณการสราง
เอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอโรคกับเพลี้ยออนในเปาหมาย โดยการใชสมการถดถอย 
(regression equation) ซ่ึงกําหนดใหคา log ของคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอ็นไซม protease y และ 
เปอรเซ็นตการกอโรค x และ วัดคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (r และ R) เปนตัวชี้วัดระดับ และ
แนวโนมความสัมพันธ (LeClerg et al., 1966; Snedecor and Cochran, 1967; Wadley, 1967) 
จากนั้นนําขอมูลชุดดังกลาวมาแสดงคาเปนระดับความสัมพันธของคาเฉลี่ย จากนั้นนําเขามูลมาพลอต 
กราฟเพ่ือแสดงความสัมพันธเชิงเสนใหเปนแนวโนมความสัมพันธท่ีเกิดข้ึน  
 
3.4 เครื่องมือในการวิจัยและการตรวจสอบคุณภาพเครื่องมือ  
 

ตูสําหรับเข่ียเชื้อจุลินทรีย (Laminar flow) ท่ีมีการรับรองมาตรฐานตามมาตรฐานของ NSF
ไดแก การทดสอบความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน โดยวัดปริมาณของสปอรของแบคทีเรียท่ีออกมา
จากพ้ืนท่ีการทํางานภายในตูสูสิ่งแวดลอม ทดสอบความปลอดภัยของชิ้นงาน โดยวัดปริมาณของ
สปอรของแบคทีเรียภายนอกท่ีเขามาในพ้ืนท่ีการทํางานภายในตู และ ทดสอบการปองกันการเกิด 
Cross Contamination โดยวัดปริมาณสปอรของแบคทีเรียท่ีตกคางภายในตูหลังจากการทํางาน
รวมท้ังการทดสอบตางๆนี้จะวัดท้ังความเร็วของการไหลเวียนอากาศภายในและภายนอกตู วัด
ความเร็วของอากาศท่ีหมุนเวียนในหองปฏิบัติการ ทดสอบการรั่วของแผนกรอง HEPA นอกจากนี้ยัง
ทดสอบไปถึง การสั่นและความดังของตูขณะทํางาน และวัดปริมาณความเขมแสงในหองปฏิบัติงาน 
โดยชางดูและอุปกรณ 
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หมอนึ่งความดันไปน้ํา (Tomy autoclave ss-320, Tomy Seiko Co. Ltd., Japan) ซ่ึง
ไดรับการประกันคุณภาพและบํารุงรักษาจากบริษัทผูจําหนาย ผูเชี่ยวชาญ หรือผูผลิต ไดแก 1) ตัว
บงชี้ทางกายภาพ ประกอบไปดวย โลหะอัลลลอยด ท่ีสามารถทนอุณหภูมิสูงท่ี 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาทีได โดยไมเกิดการเปลี่ยนแปลง ถาโลหะนี้เกิดหลอมเหลวหรือเสียหายจากการ
ทํางานของเครื่องจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีสามารถมองเห็นได 2) ตัวบงชี้ทางเคมีไดแก การมี
เทปสําหรับนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave tape) ซ่ึงจะมีแถบสีท่ีจะเปลี่ยนจากสีขาวเปนสีดําหรือน้ําตาลเขม 
เม่ือผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 3) ตัวบงชี้ทางชีวภาพ โดยตัวบงชี้ชนิดนี้คือการบรรจุสปอรของแบคทีเรียท่ี
ทนความรอนไดสูงมาก ถาเครื่อง Autoclave ไมสามารถทําอุณหภูมิท่ีถูกตอง สปอรเหลานี้จะ
เจริญเติบโตตอไปได ซ่ึงตัวบงชี้ทางชีวภาพนี้จะไดกลาวถึงอยางละเอียดในหัวขอตอไป อีกท้ังมีการ
ทดสอบเครื่อง Autoclave ทุกๆ 6 เดือน โดยการทํา Spore test โดยใชชุดทดสอบแบบสําเร็จ 
(spore strips) ของเชื้อแบคทีเรียพวก Bacillus stearothermophilus ซ่ึงเปนจุลินทรีย ท่ีทนความ
รอนไดสูงมาก โดยใสชุดทดสอบซ่ึงภายในมีอาหารเลี้ยงเชื้ออยู หลังจากเริ่มการทํางานเครื่องแลว จะ
ทําใหหลอดแกวภายในชุดทดสอบแตกสปอรท่ีอยูภายในก็จะตกลงไปในอาหารเหลวภายใน หลังจาก
นึ่งฆาเชื้อแลว นําชุดทดสอบไปบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ถาสปอรถูกทําลาย
ท้ังหมดสีของอาหารจะยังคงเปนสีฟาเชนเดิม แตถาสปอรมีการเจริญเติบโตและมีกระบวนการเมตา
บอลิซึมเกิดข้ึนจะทําใหอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลือง อีกท้ังมีการใชเครื่องมือ และมีการบรรจุสิ่งท่ีจะฆา
เชื้ออยางปลอดภัยตามคําแนะนําของผูผลิต 

กลองจุลทรรศนแบบ Compound microscope และกลองจุลทรรศนแบบ Stereo 
microscope ซ่ึงมีการตรวจสอบคุณภาพโดยบริการหลังการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายใน
ประเทศ รวมท้ังมีการจัดการดานพ้ืนฐานการใชและการดูแลเบื้องตนโดยผูใชและดูแลอุปกรณ
วิทยาศาสตร ในหองปฏิบัติการเชน การเก็บกลองจุลทรรศนไวในท่ีท่ีปราศจากฝุนละออง ไมมี
ความชื้นสูง ในหองมีอากาศถายเทไดสะดวก หลีกเลี่ยงจากสถานท่ีท่ีมีเชื้อรา การเตรียมสไลดท่ี
เหมาะสมกับการใชกลอง การเช็ดเลนสตองใชกระดาษเช็ดเลนสทุกครั้งโดยน้ํายาท่ีใชเช็ดเลนส ไดแก 
xylene 85% ผสม ether 15% หรือ alcohol 80% ผสม ether 20% สวนไมโครมิเตอรท่ีใชวัด
ขนาดของสิ่งท่ีสองใตกลอง ไดมีการเทียบคาระยะหางของแตละชองกัน stage micrometer เม่ือ
ตองการวัดขนาดวัตถุ ใหใสแผนกระจกกลมในกระบอกเลนสใกลตา วางแผน stage micrometer 
บนแทนวางสไลด หลังปรับกลองใหเห็นภาพขีดแบงบนสไลด แลวเทียบระยะหางแตละชองบนแผน
กระจกกลมกับขีดแบงบนแผนสไลด และ คํานวณคาของระยะหางของชองบนแผนกระจกกลมตาม
สูตร คา 1 ชองของ ocular micrometer = จํานวนชองของ stage micrometer / จํานวนชองของ 
ocular micrometer x คา 1 ชองของ stage micrometer 

อุปกรณพ้ืนฐานในหองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยาอ่ืนๆ เชนเครื่องแกวและเครื่องมือ
วิทยาศาสตรขนาดเล็ก มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายใน
ประเทศ รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด 

อุปกรณพ้ืนฐานสําหรับ gel electrophoresis มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทาง
บริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด 
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เรือนทดลอง กรง กลอง และและอุปกรณพ้ืนฐาน สําหรับเพาะเลี้ยงแมลงมีการตรวจสอบ
คุณภาพกอนการขายจากทางผูรับเหมาจัดทําและผูตรวจรับ รวมท้ังมีการปฏิบัติงานตามความ
เหมาะสมในระดับท่ีทดสอบ  

อุปกรณสําหรับฉีดพนเชื้อราโรคแมลงมีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทางบริษัท
ตัวแทนจําหนายในประเทศ 

อุปกรณสําหรับใหความชื้น (Devatec Stream Humidifier) มีการตรวจสอบคุณภาพกอน
การขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ 

เครื่องวัดอุณหภูมิและความชื้น 4 6(Temperature and Humidity Data Logger รุน 
SKL200THIIa, SK Sato, Japan) ซ่ึง 4 6มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทางบริษัทตัวแทน
จําหนายในประเทศ 

4 6เครื่องชั่งดิจิตอล (Digital Scale 3000g, GM-3KG, Lutron, Taiwan) ซ่ึง 4 6มีการตรวจสอบ
คุณภาพกอนการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ 

เครื่องเขยาสารและควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) KS 4000 ic control, Germany 
มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศทุก 6 เดือน รวมท้ังมี
การปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด 

เครื่องมือสําหรับการปนเหวี่ยง (Centrifuge, Z206A with 6x50ml, Hermle, Germany) 
มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศทุก 3 เดือน รวมท้ังมี
การปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด 

อุปกรณ วิ ทยาศาสตร ขนาด เล็ ก ท่ี จํ า เ ป น  สํ าห รั บการส กัด โปรตี นและการ ทํ า 
electrophoresis รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด 

 
สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดมีการสั่งชื้อจากตัวแทนจําหนวยท่ีไดรับความเชื่อถือ รวมท้ังมี

การคัดเลือกบริษัทผูผลิตท่ีมีคุณภาพ มีการตรวจสอบสภาพและอายุการใชงาน และการใชในอัตรา
และวิธีการตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด โดยสารเคมีท่ีใชในการศึกษานี้ไดแก  

1. Potato Dextrose Agar (PDA) Hi-Media Laboratories PVt. Ltd., Mumbai-400 086, 
India 

2. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) BIOMARK Laboratory, Pune 411011,India 
3. Nutrient Agar Yeast Extract (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spain. Made in 

European Union) 
4. Malt Extract Agar (MEA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spain. Made in 

European Union) 
5. Beef Extract (Becton Dickinson Microbiolog Systems Company, Spatks, USA) 
6. Peptone (Hi Media Laboratories PVt. Ltd., Mumbai400 086, India ) 
7. Casein Acid Hydrolysate (Hi-Media Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai 400-086 

India 
8. Agar (ผงวุน) 
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9. Malt Extract (Fluka biochemika) 
10. Magnesium sulphate, Maso47H2O) (CARLO ERBA REAGENTI, France) 
11. K2HPO4 (CARLO ERBA REAGENTI, France) 
12. Glycerol 
13. Dextrose (DIFCO, BECTON DICKINSON, MD, USA) 
14. สารจับใบ Tween 80 
15. สารเคมีพ้ืนฐานท่ีใชในการฆาเชื้อในหองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยา 
16. PCR Buffer  
17. Iso amyl alcohol 
18. Chloroform 
19. Agarose  
20. Ethidium bromide 
21. acrylamide gel 
22. Tyrosine 
23. Coomassie brilliant blue R – 250 
24. Ethanol 70 % 
25. methanol  
26. acetic acid 
27. Cacl2 
28. Tris EDTA 
29. สารเคมีอ่ืน ๆ ท่ีจําเปนตอการวัดกิจกรรมของเอ็นไซม protease 
30. API ZYM® – Semiquantitation of enzymatic activities, bioMérieux, Inc, Durham, 

NC, USA 
31. น้ํามันพืช 
32. สารจบัใบ Tween 80 
33. ปุยเคมี สูตร 15-0-0 
34. เมล็ดธัญพืชท่ีใหเปนวัสดุเพาะ ไดแก เมล็ดขาวฟาง เมล็ดขาวเปลือก และ ขาวสวย  
35. สารเคมีพ้ืนฐานท่ีใชในการฆาเชื้อในหองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยา 
36. กรงเพาะเลี้ยงแมลง ตาขายซาราน (Saran wrap) ขนาดกวาง x ยาวx สูง 4x 5x 4 เมตร 

และชุดหลอดไฟขนาด 14 วัตต ซ่ึงติดตั้งเครื่องจับเวลา (timer) ปดเปดไฟฟา 
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