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การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของอาหารเทียม ซึ่งไดแก Potato Dextrose
Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with
Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA) และ Water Agar (WA) และ
วัสดุเพาะเชื้อไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ อาหารสุนัข ตอการเจริญและ ความรุนแรงใน
การกอโรคของเชื้อรา Beauveriabassiana (Balsamo)Vuillenim (Ascomycota: Hypocreales) ไอโซเลท
01 (Bbs01) รวมท้ังตรวจสอบปจจัยท่ีเก่ียวของกับการกอโรคในระดับโมเลกุล ในระดับลักษณะปรากฏ
(phenotypic level) พบวาเสนใยของเชื้อรา Bbs01 เจริญไดดีท่ีสุดบนอาหาร NA (3.04 + 0.17 มิลลิเมตร
ตอวัน) ในขณะท่ีสรางสปอรไดปริมาณสูงสุดบนอาหาร SDA (8.80 + 0.55 สปอรตอมิลลิลิตร) และ
เชื้อราสามารถกอโรคกับเพลี้ยออนผัก Lipaphis erysimi, (Hemiptera: Aphididae) ดวงหมัดผัก
Phyllotreta sinuate, (Coleoptera: Chrysomelidae) และ หนอนกระทูผัก Spodoptera litura
(Lepidoptera: Noctuidae) ไดในระดับสูงสุด เม่ือเพาะเลี้ยงบน SDAY โดยมีคาเฉลี่ยการตายสะสม
7 วัน (Percent Cumulative Mortality - PCM) เทากับ 94.20 + 4.02, 71.4 + 3.85 และ 79.00 + 1.58
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนในระดับชีวโมเลกุล (Molecular biological level) การตรวจสอบพันธุกรรมดวย
วิธี RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNAs) และ acrylamide gel electrophoresis
แสดงใหเห็นวาชนิดของอาหารเทียม และ วัสดุเพาะไมมีผลตอแบบชนิดพันธุกรรม (genotypic level)
ของเชื้อรานี้ ในขณะท่ีผลการศึกษาดานเอนไซม พบวาเชื้อรา Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียม
และ/ หรือ วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีแตกตางกัน มีการผลิตเอนไซม protease แตกตางกัน (p=0.01) โดยการเพ่ิมข้ึน
ของความสามารถในการกอโรคกับแมลงเปาหมายบางชนิด แปรผันตามระดับการผลิตเอนไซม
protease สวนผลการวิเคราะหความสัมพันธชี้ใหเห็นวาอาหารเทียม และ วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสม
ตอการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อราBbs01 คือ SDAY และ อาหารสุนัขตามลําดับ
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The objective of this study is to evaluate the effects of artificial media comprising
of Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud Dextrose Agar
Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA) and Water
Agar (WA), and sterilized mass production media consisting of cooked rice, unmilled rice,
sorghum seed and dog feed on growth, virulence and molecular characteristics of entomopathogenic
fungus, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillenim (Acomycota: Hypocreales) isolate 01 (Bbs01). The
studies showed that NA gave highest growth rate (3.04 + 0.17 mm. per day) while SDAY
induced highest sporulation (8.80 + 0.55 spore per ml.). The fungus cultured on SDAY
was highest at 7 days Percent Cumulative Mortality (PCM) to aphids, Lipaphis erysimi
(Hemiptera: Aphididae), flea beetle, Phyllotreta sinuata (Coleoptera: Chrysomelidae) and
cutworm, Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) averaging 94.20 + 4.02, 71.4 + 3.85
and 79.00+1.58 percent respectively. The molecular biological studies, DNA fingerprinting and
enzymatic studies based on RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNAs), and acrylamide
gel electrophoresis were conducted. Neither the artificial nor mass production media affected
Bbs01’s genetic stability while the artificial or mass production media affected protease
enzyme associated with the virulence of Bbs01 (p=0.01). Correlation study indicated that
pathogenicity of the fungus increased with protease enzymatic activity. According to the
correlation analysis, it could be concluded that SDAY and dog feed were suitable for
respective artificial and mass production media of Bbs01.
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1

บทที่ 1
บทนํา

1.1 ความเปนมาและความสําคัญ

เชื้อรา Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillenim (Ascomycota: Hypocreales) เปน
เชื้อรากอโรคในแมลง ท่ีมีการนํามาศึกษาและใชประโยชนเพ่ือการควบคุมแมลงศัตรูพืชมากท่ีสุด
ชนิดหนึ่ง เนื่องจากเชื้อดังกลาวสามารถทําลายแมลงศัตรูพืชไดหลากหลายชนิด เชน แมลงในอันดับ
Hemiptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera และ Coleoptera (Tanada and Kaya,
1993) ท้ังนี้มีรายงานวามีการนําเชื้อราชนิดนี้มาใชประโยชนในรูปแบบยาเชื้อ (microbial
insecticides) ใหผลดีในการควบคุมแมลงศัตรูพืชซึ่งมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน หนอน
เจาะลําตนขาวโพดยุโรป European corn-borers, Ostrinia nubilalis (Lewis et al., 1996, pp.
387-393) และในปจจุบันเชื้อราชนิดนี้หลายไอโซเลท ไดถูกพัฒนาเปนสูตรสําเร็จ (formulations)
เพ่ือจําหนายเปนการคา เชน ไอโซเลท Bb147 ท่ีแยกไดจาก O. nubilalis ซึ่งไดมีการแนะนําใหใช
ควบคุมหนอนเจาะลําตนขาวโพดเอเซีย Asiatic corn borer (O. furnacalis) หนอนเจาะเมล็ดกาแฟ
ดวงเจาะเมล็ดกาแฟ (coffee berry borer) หนอนดวงสีขาวกินราก (white grubs) หนอนเจาะ
สมอฝาย (bollworm) หนอนกระทู (cutworm) เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล (brown planthopper)
ในชื่อทางการคา เชน Bio-Power, Beauverin, Boverol, Boverosil, Naturalis-O, Naturalis-T
และ Back-off (Copping, 2009, 702 pp.) แตอยางไรก็ตาม สูตรสําเร็จทางการคาท่ีกลาวมาขางตน
นั้น ยังไมเปนท่ีแพรหลายและยังมีสวนแบงการตลาดในตลาดสารปองกันกําจัดศัตรูพืชไมมากนัก
อีกท้ังอาจยังมีราคาแพงเกินไป ไมเหมาะตอการนํามาใชโดยเกษตรกรท่ีมีรายไดนอย ดังนั้นในการนํา
เชื้อราโรคแมลงมาใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืชในหลายประเทศ โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ประเทศท่ีกําลังพัฒนา จึงมีการนําไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพสูงซึ่งพบในทองถ่ินมาใช โดยใชวัสดุ
เพาะเลี้ยงขยายปริมาณเทาท่ีจะสามารถหาไดในทองถ่ินนั้นๆ (Lopez-Llorca et al., 1999, pp.
325-333; Sahayaraj and Namasivayam, 2008, pp. 1907-1910;  Posada-Flores, 2008)
สวนในประเทศไทยเอง ไดมีความพยายามศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana
ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมแมลงศัตรูพืชซึ่งพบในทองถ่ินประเทศไทย โดยใชวัสดุ
เพาะเลี้ยงท่ีสามารถหาไดจากทองถ่ินดวยเชนกัน (Saengyot and Napompeth, 2007, 7 pp.)

ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของเชื้อรา ท่ีนํามาใชประโยชนในรูปยาเชื้อโดยเฉพาะอยางยิ่ง
ในแปลง เพาะปลู ก  ได แก  ความรุ นแรง (virulence) หรื อความสามารถในการก อ โ รค
(pathogenicity) และ ความทนทานตอสภาพแวดลอม (environmental tolerance) เชน แสง
อุณหภูมิ และความชื้น ของเชื้อรา ซึ่งโดยมากไดรับอิทธิพลโดยตรงจากแบบชนิดพันธุกรรม
(genotypes) (Butt et al., 2001, 390 pp.) นอกจากนั้นยังมีรายงานอีกวาอาหารเทียม (artificial
media) มีอิทธิพลตอความรุนแรงของ B. bassiana และอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง
พันธุกรรมของเชื้อดวย (Rodríguez-Gómez et al.,  2009, pp. 513-518) จากขอมูลสวนนี้ ทําให
เกิดคําถามคือ ถึงแมวาเชื้อราโรคแมลงไอโซเลททองถ่ินนั้นๆ จะถูกคัดเลือกนํามาใชประโยชน
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เนื่องจากสามารถควบคุมแมลงศัตรูพืชไดดีในระดับหองปฏิบัติการ อีกท้ังสามารถสรางสปอรได
ในปริมาณมากพอในวัสดุเพาะเลี้ยงบางชนิด แต เปนไปได ท่ีความรุนแรงของเชื้ออาจลดลง
เนื่องมาจากผลของอาหารเทียมหรือวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีนํามาใช ท้ังนี้ตัวชี้วัดทางชีววิทยาระดับโมเลกุล
ท่ีเก่ียวของกับระดับความรุนแรงของเชื้อราโรคแมลงอยางหนึ่งไดแก การผลิตเอนไซม (Butt et al.,
1998, pp. 149-169; Wang et al., 2002, pp. 251-255; Gillespie et al., 1998, pp.
128 - 137) ซึ่งเชื่อมโยงกับลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ ดังนั้นหากชนิดของวัสดุเพาะเลี้ยง มีผลตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซม และ/ หรือ ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อราแลว นอกจากจะมีผลกระทบ
ตอการนําไปใชประโยชนโดยท่ัวไปเทานั้น แตยังอาจมีผลตอเนื่อง ไปถึงเรื่องของการคุมคาตอการ
ลงทุน ในแงเศรษฐศาสตรอีกดวย หากมีการนําเชื้อท่ีผลิตในอาหารเทียมท่ีไมเหมาะสมอยางแทจริง
ไปพัฒนาสูตรสําเร็จเพ่ือเปนการคา

โครงการวิจัยนี้  เปนการตอยอดการศึกษาของคณะผูวิจัยซึ่ ง มีการคัดเลือกเชื้อรา
B. bassiana ท่ีพบในทองถ่ิน เพ่ือการใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืช ซึ่งไดรับทุนอุดหนุน
การวิจัยจากงบประมาณแผนดิน มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนดุสิต พ.ศ. 2552 โดยพบวา B. bassiana
ไอโซเลท Bbs01 เปนเชื้อราท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด เชน
เพลี้ยออนผัก หนอนใยผัก และหนอนกระทูผัก (รุงเกียรติ และ ศมาพร, 2549, หนา 375) และ
ในปงบประมาณ พ.ศ. 2555 ไดรับการจัดสรรทุนวิจัยเพ่ือศึกษาความรุนแรงในการกอโรค และ
พันธุกรรมระดับโมเลกุลของเชื้อรา B. bassiana สายพันธุทองถ่ิน ท่ีเปนผลมาจากอาหารเทียมและ
วัสดุ เพาะเลี้ยงเ พ่ิมปริมาณ สําหรับใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรู พืชอยางยั่ งยืน ซึ่ ง
ในปงบประมาณ 2555 ไดมีการคัดเลือกชนิดของวัสดุเพาะเลี้ยง ท่ีเหมาะสมตอการนํามาเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 โดยพิจารณาจากตัวชี้วัด ท้ังในเชิงปริมาณของ
ลักษณะภายนอกของเชื้อรา คือความสามารถในการเจริญ การผลิตสปอร รวมท้ังศึกษาระดับ
ความสัมพันธระหวางตัวชี้วัดเชิงปริมาณดังกลาวกับวัสดุเพาะเลี้ยง ซึ่งเชื่อมโยงกับตัวชี้วัดเชิงคุณภาพ
คือระดับความรุนแรงของการกอโรคของเชื้ อด วย และเ พ่ือการนําไปสู แนวทางการนํา
ทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยูแลว มาใชใหเกิดประโยชนสูงสุดและคุมตอการลงทุน  ดังนั้นการหาขอสรุป
ท่ีชัดเจน เก่ียวกับความสัมพันธ และผลกระทบของวัสดุเพาะ ตอความสามารถในการผลิต
(productivity) และความรุนแรงของเชื้อ จึงจําเปนตองมีการศึกษาตอยอดในปงบประมาณ 2556 นี้
ซึ่งคือ การศึกษาปจจัยในระดับชีวโมเลกุลท่ีมีผลตอการกอโรคของเชื้อ ซึ่งไดแกปริมาณการผลิต
เอนไซม และลักษณะพันธุกรรมของเชื้อรานี้  ท้ังนี้ขอมูลท่ีไดในปท่ีดําเนินการนี้ ไดมีการนําไป
เชื่อมโยงกับผลท่ีไดรับจากการศึกษาในป 2555 เพ่ือนํามาซึ่งขอสรุปรวมท้ังเปนขอมูลยืนยันท้ังในดาน
ปริมาณและคุณภาพ ท้ังระดับการเจริญท่ีแสดงออก (phenotype) และระดับชีวโมเลกุล มีผลโดยตรงตอ
ประสิทธิภาพ และความสําเร็จในการควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชของเชื้อราชนิดนี้ และทําให
สามารถระบุชนิดของอาหารเทียม และวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการนําเชื้อราสายพันธุทองถ่ินมา
ใชประโยชน ซึ่งลวนแตจะมีผลตอความสําเร็จของการนําไปใชประโยชนท้ังในรูปแบบของการเพ่ิม
ปริมาณโดยใชวัสดุเพาะเลี้ยง และ การพัฒนาสูตรสําเร็จท่ีมีคุณภาพอีกดวย นอกจากนี้ขอมูล
ทางพันธุกรรมของเชื้อรา ซึ่งไดแก ลําดับนิวคลีโอไทด หรือรหัสพันธุกรรม อาจจะไดรับการเก็บ
รวบรวม ไวในฐานขอมูลของลําดับเบสของยีนใน Gene Bank, National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) European Molecular Biology Laboratories (EMBL), Nucleotide
Sequence Database และ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) และอาจรวมเปนสวนหนึ่งของการ
จัดทํา DNA Barcode ซึ่งเปนเครื่องมือใหมทางอนุกรมวิธานระดับชีวโมเลกุล ภายใตโครงการ
“การริเริ่มรหัสแถบของสิ่งมีชีวิต” (Barcode of Life Initiative – BOLI) ภายใตอนุสัญญาวาดวย
ความหลากหลายทางชีวภาพ (Convention on Biological Diversity - CBD) ในอนาคตดวย

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย

การศึกษานี้ท้ังหมดเปนโครงการวิจัย 2 ปคือป พ.ศ. 2555 และ 2556 และ วัตถุประสงค
ท่ีสอดคลองกับระยะเวลาและงบประมาณท่ีไดรับการจัดสรรคือ

1. เพ่ือคัดเลือกอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินท่ีเหมาะสมตอการ
เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 เพ่ือใช
ประโยชนในการควบคุมปริมาณประชากรของแมลงศัตรูพืช ทดแทนการใชสารเคมี
สังเคราะห โดยพิจารณาจากตัวชี้วัดเชิงปริมาณ โดยใชตัวชี้วัดเปนการเจริญเติบโต

2. เพ่ือคัดเลือกอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินท่ีเหมาะสมตอการ
เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 เพ่ือใช
ประโยชนในการควบคุมปริมาณประชากรของแมลงศัตรูพืช ทดแทนการใชสารเคมี
สังเคราะห โดยพิจารณาจากตัวชี้วัดเชิงปริมาณ โดยใชตัวชี้วัดเปนความสามารถในการ
กอโรคแกแมลงเปาหมาย 3 ชนิดไดแก เพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) ดวงหมัดผัก
(Phyllotreta sinuata) และหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura)

3. เพ่ือศึกษาผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินท่ีมีตอปจจัยควบคุม
ความรุนแรงของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับโมเลกุล เชนปริมาณ
การผลิตเอนไซม และลักษณะพันธุกรรม

4. ศึกษาความสัมพันธระหวางผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยง ท่ีมีตอตัวชี้วัด
เชิงปริมาณและระดับชีวโมเลกุลคือการผลิตเอนไซม เพ่ือแสดงถึงรายละเอียดปจจัย
ความรุนแรง และท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของ B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีไดรับ
จากชนิดของอาหารเทียมและวสัดุเพาะเลี้ยงนั้น

5. ศึกษาความสัมพันธระหวางผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยง ท่ีมีตอตัวชี้วัดเชิง
ปริมาณและคุณภาพในระดับการแสดงออก (phenotypic levels) และระดับพันธุกรรม
(genotypic level) เพ่ือแสดงถึงรายละเอียดปจจัยความรุนแรง และท่ีมีผลตอ
ประสิทธิภาพของ B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีไดรับจากชนิดของอาหารเทียมและ
วัสดุเพาะเลี้ยงนั้น
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1.3 กรอบแนวคิดในการวิจัย

การเกษตรในปจจุบัน นอกจากท่ีจะเนนการลดการใชสารเคมีสังเคราะหซึ่งมีความเปนพิษตอ
มนุษย สิ่งมีชีวิตฺท่ีเปนประโยชน และสิ่งแวดลอม ในการปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืชแลว ยังให
ความสําคัญกับการนําทรัพยากรในทองถ่ินมาใชประโยชนเพ่ือลดการใชปจจัยจากภายนอกซึ่งนําสู
ความพอเพียงในระบบการเกษตร ซึ่งสอดคลองกับยุทธศาสตรการวิจัยท่ี 6 ท่ีเ ก่ียวกับการ
ทําการเกษตรเพ่ือความยั่งยืน มุงเนนการวิจัยเก่ียวกับการเพ่ิมมูลคาสินคาเกษตร และเพ่ิมผลิตภาพ
การผลิตเพ่ือพัฒนาศักยภาพสินคาเกษตรท่ีสรางรายไดหลักจากการสงออกและสรางรายไดใหกับ
ชุมชน รวมท้ังการพัฒนาเทคโนโลยีใหมและการพัฒนาคุณภาพสินคา มาตรฐานสินคา ตลอดจนความ
ปลอดภัยของอาหาร (Food Safety) ของนโยบายและยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ ฉบับท่ี 8
(พ.ศ. 2555-2559) (คณะกรรมการวิจัยแหงชาต,ิ 2554, 90 หนา)

การนําเชื้อราโรคแมลงมาใชในรูปแบบของยาเชื้อ โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อรา B. bassiana
ซึ่งเปนเชื้อราโรคแมลงท่ีมีประวัติอันยาวนานควบคูไปกับการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยจุลินทรีย
(Microbial control) (Tanada and Kaya, 1993, 666 pp.) ซึ่งปจจุบันไดมีความพยายามนํามาใช
ในรูปยาเชื้ อ (microbial insecticides) แบบตางๆ ไปจนถึงการพัฒนาเปนสูตรสํ า เร็ จ
(formulations) เพ่ือใชเปนการคา (Copping, 2009, 702 pp.) ทวาในประเทศกําลังพัฒนารวมท้ัง
ประเทศไทย เกษตรกรสวนใหญยังมีรายไดต่ํา บางรายอาจไมสามารถใชยาเชื้อสูตรสําเร็จซึ่งนําเขา
จากตางประเทศท่ีมีราคาแพงและหาซื้อไดยาก เนื่องจากยาเชื้อสูตรสําเร็จเหลานั้นยังมีสวนแบง
การตลาดท่ียังนอยอยูเม่ือเปรียบเทียบกับสารเคมีสังเคราะห  ดังนั้นจึงมีความพยายามท่ีจะนําเชื้อรา
ท่ีมีอยูแลวในทองถ่ินภายในประเทศ มาใชประโยชนโดยการนํามาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณดวยวิธี
ท่ีเหมาะสมอีกท้ังสามารถใชวัสดุเพาะท่ีราคาไมแพงและสามารถหาไดในทองถ่ิน ท่ีเอ้ือประโยชนสูงสุด
ตอการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณและการกอโรคตอแมลงเปาหมาย (Lopez-Llorca et al., 1999, pp.
325-333; Saengyot and Napompeth, 2009, 7 pp.) และในการท่ีจะคัดเลือกวัสดุท่ีเหมาะสม
อยางแทจริงเพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดตอการนํามาใชนั้น นอกจากวิธีวัดแบบชนิดพันธุกรรมหรือ
จีโนไทปท่ีแสดงออกโดยตรง เชน อัตราการเจริญเติบโต และปริมาณการสรางสปอรแลว การ
วัดทางออมในระดบัชีวโมเลกุล เชนปริมาณการผลิตเอนไซม และหรือความเปลี่ยนแปลงของลักษณะ
พันธุกรรมของเชื้อ นับเปนวิธีการท่ีสามารถชวยอธิบายสาเหตุ หรือปจจัยท่ีมีผลตอความรุนแรงและ
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อราโรคแมลงซึ่งอาจสามารถนํามาพัฒนาเพ่ือการใชประโยชนในการ
ควบคุมแมลงศัตรูพืชแบบยั่งยืนตอไปได

1.4 ขอบเขตการวิจัย

ในปแรก (ปงบประมาณ พ.ศ. 2555) ของโครงการวิจัยนี้มีขอบเขตตั้งแตคัดเลือกชนิดของ
อาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana
ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งผานการคัดเลือกแลววาเปนไอโซเลททองถ่ินท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชบางชนิด โดยพิจารณาจากตัวชี้วัดในทางตรง ดานปริมาณซึ่งไดแกอัตราการเจริญและ
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ปริมาณการผลิตสปอร ความสามารถในการกอโรค ซึ่งพิจารณาจากเปอรเซ็นตการตายสะสม และ
คาเฉลี่ยเวลาถึงการตายของแมลงท่ีทดสอบ เชนเพลี้ยออนผัก เปนตน  หลังการเพาะเลี้ยงดวยวัสดุ
เพาะเลี้ยงท่ีแตกตางกัน และดานคุณภาพซึ่งไดแกความสามารถในการกอโรค แบบชนิดพันธุกรรม
และความคงท่ีของลักษณะพันธุกรรมในระดับโมเลกุลกอนและหลังการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในวัสดุ
เพาะเลี้ยงชนิดตางๆ สวนในปท่ีสอง (ปงบประมาณ พ.ศ. 2556) หากพบวาอาหารเทียมและวัสดุ
เพาะเลี้ยงใดมีผลกระทบตอความรุนแรงหรือพันธุกรรมของเชื้อราดังกลาว ทางคณะผูวิจัยจะดําเนิน
การศึกษารายละเอียดของปจจัยความรุนแรงของ เชื้อราท่ีไดรับผลกระทบจากอาหารดังกลาว เชน
ปริมาณและอัตรากิจกรรมการผลิตเอนไซม ตลอดจนลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีผลตอ
ความสามารถในการกอโรค และความทนทานตอสิ่งแวดลอม รวมท้ังความสัมพันธระหวางแบบชนิด
พันธุกรรมซึ่งอาจเปลี่ยนแปลงไปหลังการเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมหรือวัสดุเพาะเลี้ยงบางชนิด และ
การผลิตเอนไซมของเชื้อราดังกลาว

1.5 ขอจํากัด

ในการวิจัยครั้งนี้ในปแรกของโครงการฯ ซึ่งมีระยะเวลาตามกําหนดซึ่งถาจะสามารถนํา
ผลการศึกษามาสังเคราะหเพ่ือใชประโยชน หรือตอยอดการศึกษา จําเปนตองดําเนินการตอเนื่อง
อยางนอย 2 ปงบประมาณ ดังนั้นผลในการศึกษาครั้งนี้ซึ่งมีระยะเวลาและงบประมาณสําหรับหนึ่ง
ปงบประมาณ จึงไดดําเนินการตามวัตถุประสงคซึ่งไดแก การคัดเลือกชนิดของอาหารเทียม
และวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01
โดยพิจารณาจากตัวชี้วัดในทางตรง ดานปริมาณซึ่งไดแกอัตราการเจริญและปริมาณการผลิตสปอร
ความสามารถในการกอโรค และดานคุณภาพ ซึ่งไดแกความสามารถในการกอโรคและความคงท่ี
ของแบบชนิดพันธุกรรมในระดับโมเลกุลกอนและหลังการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในวัสดุเพาะเลี้ยงชนิด
ตางๆ รวมท้ังในข้ันตอนการเตรียมตัวอยาง รวมท้ังขอมูลท่ีจําเปนเพ่ือนําไปศึกษาในระดับชีวโมเลกุล
เชนปริมาณการผลิตเอนไซม และความสัมพันธระหวางลักษณะท่ีแสดงออกท้ังในระดับท่ัวไป ระดับ
ชีวโมเลกุล และ แบบชนิดพันธุกรรม ในปท่ีสองของการวิจัย

1.6 สมมติฐานการวิจัย

ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพ ความสําเร็จ และความคุมคาตอการนําเชื้อราโรคแมลงมาใช
ควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธีและหรือทดแทนการใชสารเคมี ไดแก ความสามารถในการเจริญเติบโต
ความแข็งแรงและทนทนตอสภาพแวดลอม ปริมาณการผลิตหนวยสืบพันธุ รวมท้ังความรุนแรง หรือ
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อราท่ีนํามาใชประโยชน  ท้ังนี้จากรายงานท่ีเก่ียวของชี้ใหเห็นวา
วัสดุเพาะเลี้ยงอาจมีผลตอความรุนแรงของเชื้อ รวมท้ังอาจมีผลตอลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อรา
ได และ ความรุนแรงดังกลาวอาจเชื่อมโยงกับลักษณะและความคงท่ีทางพันธุกรรม ซึ่งเกิดข้ึนกับ
เชื้อราโรคแมลง B. bassiana ดวยเชนกัน (Butt et al., 2001, 390 pp.) เหลานี้นับวาเปนปจจัย
หนึ่งท่ีมีความสําคัญอยางยิ่งตอการนําเชื้อราไปใชในสภาพแปลงเพาะปลูก ดังนั้นการศึกษาผลของ
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ชนิดของวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีใชเพาะเลี้ยงเชื้อราโรคแมลง B. bassiana ในครั้งนี้ นอกจากทําใหทราบ
ผลกระทบของชนิดของวัสดุเพาะเลี้ยงตอความรุนแรง เชนการเกิด ไฮเปอรวิรูเรนซ (Hyper
virulence) ไฮโปวิรูเรนซ (Hypo virulence) และความคงท่ีของลักษณะพันธุกรรมซึ่งเชื่อมโยงกับความ
รุนแรงและความสามารถในการกอโรคแลว ผลการศึกษานี้จะนับไดวาเปนองคความรูในการท่ีจะนําไป
ประกอบการตัดสินใจเลือกวัสดุท่ีเหมาะสมในการนําเชื้อรา B. bassiana ไปขยายปริมาณเพ่ือนําไปใช
ประโยชน และ/ หรือ ปรับปรุงสูตรสําเร็จไดอยางคุมคาทางเศรษฐกิจ อีกท้ังขอมูลท่ีไดจากการวิจัยนี้
จะเปนการใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใชในการจําแนกชนิดของเชื้อรา B. bassiana สายพันธุ
ทองถิ่น ซึ่งอาจมีประโยชนอยางยิ่งตอการศึกษาตอยอดดานอื่นๆ ในอนาคต เชน การสามารถ
นําไปเปนฐานขอมูลเก็บรวบรวมไวในฐานขอมูลของลําดับเบสของยีนใน GenBank, National
Center for Biotechnology Information (NCBI) European Molecular Biology Laboratories
(EMBL), Nucleotide Sequence Database และ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) และอาจรวม
เปนสวนหนึ่งของการจัดทํา DNA Barcode ซึ่งเปนเครื่องมือใหมทางอนุกรมวิธานระดับชีวโมเลกุล
ภายใตโครงการ “การริเริ่มรหัสแถบของสิ่งมีชีวิต” (Barcode of Life Initiative – BOLI) ภายใต
อนุสัญญาวาดวยความหลากหลายทางชีวภาพ (Convention on Biological Diversity - CBD) ใน
อนาคตดวย

1.7 คําจํากัดความท่ีใชในงานวิจัย

การควบคุมศัตรูพืชโดยชีววิธี (Biological control) หมายถึง การควบคุมจํานวนพืชหรือสัตว โดย
ปจจัยท่ีทําใหตายเปนสิ่งมีชีวิต ไดแกศัตรูธรรมชาติ เชน ตัวห้ํา ตัวเบียน และเชื้อโรค รวมไปถึงการท่ี
มนุษยนําศัตรูธรรมชาติมาใชในการควบคุมจํานวนของศัตรูพืช หรือ วัชพืช ดวยการควบคุมแมลง
ศัตรูพืชโดยจุลินทรีย (microbial control)
การเกษตรแบบย่ังยืน (Sustainable agriculture) หมายถึง การทําการเกษตรโดยไมทําลาย
ทรัพยากรธรรมชาติ และสภาพแวดลอม เชน การเลือกปลูกพืชผักโดยวิธีธรรมชาติ โดยการใชปุย
อินทรีย ไมใชปุยเคมี หรือสารเคมีสังเคราะหในการควบคุมศัตรูพืช
การสรางลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) หมายถึง วิธีการสรางลายพิมพดีเอ็นเอ เชนการ
ใชเทคนิคการเพ่ิมจํานวนดีเอนเอเชน Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
หรือ Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งใชวิเคราะหหรือศึกษารูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละหนวย
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (Percent cumulative mortality - PCM) หมายถึง เปอรเซ็นต
หรือ รอยละของการตายสะสม ของแมลงเปาหมาย ในชวงเวลาใดเวลาหนึ่งท่ีกําหนด จากสาเหตุท่ี
กําหนด เชน จากการไดรับสารพิษ
คิวติเคิล (Cuticle) หมายถึง ผนังสําตัวของแมลงท่ีประกอบจากสารโพลี่แซกคาไรด เปนสวนท่ีปกปอง
รางกายของแมลงจากสิ่งแวดลอมภายนอกซึ่งอาจมีอันตรายตอแมลง
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ความเขมขนท่ีทําใหแมลงตาย 50 เปอรเซ็นต (Lethal concentration 50 - LC 50) หมายถึง
ความเขมขนของสารเคมีปองกันกําจัดแมลงหรือยาเชื้อท่ีมีผลใหแมลงท่ีไดรับสารนั้นๆ ตาย
50 เปอรเซ็นต
ความรุนแรง (Virulence) หมายถึง ระดับของความสามารถของจุลินทรียในการเปนสาเหตุของโรค
หรือความสามารถของเชื้อในการเอาชนะความตานทานของเมแทบอลิซึมของตัวอาศัยของเชื้อนั้นๆ
(Zaid, et al., 2001, p. 297)
ความทนทานตอสภาพแวดลอม (environmental tolerance) หมายถึง ความสามารถของ
เชื้อจุลินทรียในการทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต เชนความแหงแลง
รังสีอุลตราไวโอเลต และอุณหภูมิซึ่งสูงตัวต่ําจนเกินไป โดยมีขีดจํากัดของความสามารถในความ
ทนทานดังกลาว ซึ่งอาจข้ึนอยูกับลักษณะทางพันธุกรรม และฟโนไทป เฉพาะของเชื้อจุลินทรีย
ชนิดนั้น ๆ
ความสามารถในการกอโรค (pathogenicity) หมายถึง ระดับซึ่งเชื้อจุลินทรียสามารถกอโรคแกตัว
อาศัยของเชื้อนั้น ๆ
ความสามารถในการคงอยูของเช้ือโรค (persistence) หมายถึง ความสามารถของเชื้อจุลินทรียใน
การ คงอยูในสภาพแวดลอมท่ีอาจไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต และขยายพันธุของเชื้อจุลินทรีย
แตละชนิด ท่ีอาจเกิดข้ึนโดยการสรางโครงสรางเพ่ือการปกปอง และหรือ หนวยสืบพันธุชนิดพิเศษท่ีมี
ความทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม
ความหลากรูป (Polymorphism หรือ genetic polymorphism) หมายถึง ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม ซึ่งคือ การมีลักษณะปรากฏท่ีแตกตางกัน 2 ลักษณะ หรือมากกวาในประชากร ซึ่งเกิด
จากแอลลีลท่ีตางกัน จะถือวายีนท่ีตําแหนงหนึ่งมีความหลากหลาย เม่ือความถ่ีของแอลลีลท่ีมีนอย
ไมต่ํากวา 0.01 หรือ 1 เปอรเซ็นต
ความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity) หมายถึง ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตจากทุกๆ แหลง
ครอบคลุมท้ังบนพ้ืนดิน (terrestrial) มหาสมุทร (marine) และระบบนิเวศแหลงน้ําอ่ืนๆ รวมท้ังระบบ
นิเวศท่ีหลากหลายซับซอนท่ี มนุษยเปนสวนหนึ่งของระบบ โดยความหลากหลายทางชีวภาพดังกลาว
ครอบคลุมท้ังความหลากหลายของชนิด (species diversity) และความหลากหลายทางระบบนิเวศ
(ecological diversity) ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity)
จีโนไทป (genotype) หมายถึง แบบชนิดพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ประกอบดวยคูแอลลีลของยีน
รูปแบบตางๆ ท่ีเปนขอมูลท่ีบงบอกถึงลักษณะพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต
เช้ือราโรคของแมลง (Entomopathogenic fungi) หมายถึง เชื้อราท่ีกอใหเกิดโรคในแมลงชนิด
ตางๆ เปนจุลินทรียชนิดหนึ่ง ท่ีพบไดโดยท่ัวไปตามธรรมชาติ กอโรคโดยการทําใหแมลงติดเชื้อ
เขาทําลายอวัยวะตางๆ ของแมลง และทําใหแมลงตาย ในท่ีสุด
ฟโนไทปหรือลักษณะปรากฏ (phenotype) หมายถึง คุณสมบัติหรือลักษณะปรากฏของสิ่งมีชีวิต
ท่ีสามารถสังเกตหรือตรวจสอบได อันเปนผลเนื่องจากพันธุกรรม และสภาพแวดลอม เชน
สีของใบพืช ความสูง และความสามารถในดานตางๆ
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แถบรหัส DNA (DNA barcode) หมายถึง แถบรหัสซึ่งเกิดจากการใชลําดับเบสสั้นๆ ของยีน (short
gene sequence) ซึ่งไดมาจากตําแหนงหนึ่งท่ีถูกใชเปนมาตรฐานบนจีโนม (standardized position
in the genome) โดยวิธีนี้เปนการเลียนแบบการใชแถบสีดําของรหัส Universal Product Code
(UPC) ท่ีนํามาใชแยกสินคาตางๆ ออกจากกันโดยกําหนดใหใชบริเวณท่ีเรียกวา “Folmer  Region”
หรือ 648-bp ของ mitochondrial gene ซึ่งรูจักกันในชื่อ ไซโตโครม ซี ออกซิเดส วัน (Cytochrome
C Oxidase I – COI) ซึ่งเปนสวนของยีนท่ีมีการเสนอมาแตแรกใหใชเปน “barcode” หรือ “รหัสแถบ”
มาตรฐาน ท่ีจะใชเปนลักษณะทางอนุกรมวิธาน แทนลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสิ่งมีชีวิตแตละ
ชนิด
ไมซีเลียม (mycelium) หมายถึง กลุมของเสนใยของเชื้อรา (hyphare) ซึ่งอัดตัวรวมกันเปนกลุม เปน
เอกพจน ซึ่งมีพหูพจนคือ mycelia (สิริพงศ, 2508, 225 หนา)
ยาเช้ือ (Microbial pesticide) หมายถึง สารกําจัดศัตรูพืช ท่ีผลิตข้ึนมาดวยการใชเชื้อจุลินทรียจาก
ธรรมชาติ  หรือ สารพิษท่ีจุลินทรียผลิตข้ึนมา สําหรับใชในการควบคุมศัตรูพืช
ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) หมายถึง รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (DNA band pattern) ซึ่ง
แสดงความแตกตางของขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอ ในสิ่งมีชีวิตแตละตัวหรือบุคคล ท่ีเปนเอกลักษณของแต
ละตัวหรือบุคคล
เวลาเฉลี่ยเวลาถึงการตาย 50 เปอรเซ็นต (Mean time to death – MTD50) หมายถึง เวลา
เฉลี่ยท่ีเชื้อราโรคแมลง หรือ สารเคมีท่ีทดสอบ ทําใหแมลงตาย 50 เปอรเซ็นต
เอนไซม (enzyme) สารประกอบจําพวกโปรตีนท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาเคมีท่ีจําเพาะตอสารและ
ปฏิกิริยานั้น แตไมมีการเปลี่ยนแปลงโมเลกุลและคุณสมบัติของเอนไซม
ไฮเปอรวิรูเรนซ (Hyper virulence) หมายถึง การท่ีเชื้อโรคบางสายพันธุมีความรุนแรงสูงกวา
ประชากรปรกติของเชื้อโรคนั้น
ไฮโปวิรูเรนซ (Hypo virulence) หมายถึง การท่ีเชื้อโรคบางสายพันธุมีความรุนแรงต่ํากวา
ประชากรปรกติของเชื้อโรคนั้น

1.8 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ทราบชนิดอาหารเทียมวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 เพ่ือใชประโยชน
ในการควบคุมปริมาณประชากรของแมลงศัตรูพืชทดแทนการใชสารเคมีสังเคราะห
ในเชิงคุณภาพและปริมาณ

2. ทราบถึงผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินในการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณตอความรุนแรงของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับ
ฟโนไทปท่ัวไป ซึ่งจะมีผลอยางมากตอการนําเชื้อไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเพ่ือใช
ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชในระดับงานวิจัย ระดับเกษตรกรในทองถ่ิน รวมถึง
การพัฒนาสูตรสําเร็จเพ่ือการคาในอนาคต
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3. ทราบถึงผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินในการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณตอความรุนแรงของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับ
ฟโนไทปในระดับโมเลกุล ไดแกปริมาณการผลิตเอนไซมท่ีมีความสําคัญตอระดับ
การกอโรคของเชื้อ เชน เอนไซม protease และ chitinase เปนตน ซึ่งสามารถ
ทําใหทราบรายละเอียดปจจัยความรุนแรงและปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของ
B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีไดรับจากชนิดของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยง

4. ทราบพันธุกรรมซึ่งอาจเชื่อมโยงกับลักษณะภายนอก ดานสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา
และการกอโรค และระดับโมเลกุล ของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งเปน
เชื้อราโรคแมลงท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมแมลงศัตรูพืชผักวงศกะหล่ํา

หนวยงานท่ีจะนําผลการวิจัยไปใชประโยชนไดแก หนวยงานตางๆ ท่ีทํางานเก่ียวของกับการ
ควบคุมแมลงศัตรูพืช และการบริหารจัดการศัตรูพืช เชน กรมสงเสริมการเกษตร กรมวิชาการเกษตร
หนวยงานท่ีเก่ียวของกับการศึกษาดานพันธุกรรมและความหลากหลายทางชีวภาพ รวมท้ัง
สถาบันการศึกษา ท่ีมีการเรียนการสอนและฝกอบรมเก่ียวกับการควบคุมและการบริหารจัดการ
ศัตรูพืช การผลิตอาหารปลอดจากสารพิษ เทคโนโลยีชีวภาพ รวมท้ังการทําการเกษตรโดยอาศัย
หลักธรรมชาติ รวมท้ังหนวยงานภาครัฐและเอกชนท่ีกําลังพยายามในการนําเชื้อรา B. bassiana
มาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ และพัฒนาสูตรสําเร็จ
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บทที่ 2
แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

2.1 การใชเช้ือราโรคแมลงในการควบคุมแมลงศัตรูพืช

เชื้อราท่ีเปนสาเหตุโรคของแมลงเปนเชื้อรากลุมหนึ่งท่ีพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ หรือแมกระท่ัง
ในพ้ืนท่ีการเกษตร เชน สวนผลไมและไรนา โดยเฉพาะอยางยิ่งในสภาพปาท่ีมีความอุดมสมบูรณ
ความหลากหลายทางชนิดของเชื้อราทําลายแมลงจะเพ่ิมมากข้ึน ในทางกลับกัน ถาสภาพปาท่ีมีการ
บุกรุกทําลายหรือถูกรบกวนมาก จะพบวาความหลากหลายของเชื้อราทําลายแมลงลดนอยลงไป
เนื่องจากสภาพแวดลอม ณ แหลงนั้นไดสูญเสียความสมดุลไป (มาลี, 2543, 5 หนา) เชื้อราโรคแมลง
สามารถอยูไดท้ังในสภาพแซบโพรไฟต (saprophyte) หรือพืชกินซาก หรือตัวเบียนและเปนปรสิต
(parasite) ของแมลงและหรอืสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด โดยมากเชื้อราสามารถกอโรคแกแมลง
ชนิดตางๆ  โดยเชื้อราโรคแมลงเกือบทุกชนิดเขาสูแมลงอาศัย (host insect) โดยตรงผานทางผิวหนัง
ของแมลง (cuticle) เม่ือแมลงซึ่งออนแอตอเชื้อไดรับเชื้อจากการท่ีสปอรของเชื้อตกลงบนผนังลําตัว
ของแมลง สปอรของเชื้อจะยึดติดและยอยสลายสวนของผนังเซล เพ่ือการแทงผานของเสนใยท่ีงอก
หรือไมซีเลียม (mycelium) โดยมีการปลอยเอนไซมหลายชนิดท่ีถูกผลิตข้ึนในขณะท่ีสปอรของเชื้อรา
งอก ท้ังนี้สปอรมักมีการปรับเปลี่ยนแปลงสภาพโครงสรางทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี เพ่ือให
สามารถยึดติดแนนอยูกับผิวหนังของแมลงหรือคิวติเคิล (cuticle) และเม่ือเสนใยของเชื้อสามารถเขา
ไปในชองวาง (haemocoel) ในตัวแมลงอาศัยแลว จะเขาไปใชสารอาหารในตัวแมลงเพ่ือการ
เจริญเติบโต เพ่ิมปริมาณ และสวนขยายพันธุหรือสปอรท้ังแบบมีเพศและไมมีเพศ ทําลายอวัยวะตางๆ
ของแมลง และทําใหแมลงตาย เนื่องจากขาดอากาศ อดตาย หรือ เนื่องจากสารพิษที่ เชื้อราผลิตข้ึน
จากนั้นไมซีเลียมจะสรางเสนใยบนซากแมลง ในอีกทางหนึ่งในขณะท่ีเสนใยของเชื้อราเจริญเติบโต
จะดูดน้ําและสารอาหารจากแมลงอาศัย ทําใหซากแมลงแหง เชื้อราโรคแมลงสวนใหญ เสนใยจะแทง
ออกมาจากตัวแมลงอาศัย หลังจากแมลงตายแลว ยึดซากแมลงใหติดกับตนพืชหรือถูกทําใหยึดติดโดย
ขบวนการเกิดโรค จากนั้นไมซีเลียมท่ีอยูภายนอกจะสรางสปอร และสปอรจะคอยๆ ถูกปลอย
ฟุงกระจายอยางรวดเร็วเขาสูวงจรการเขาทําลายตอไป (ภาพท่ี 2.1) เชื้อราโรคแมลงสวนใหญอยูใน
subdivision Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina และ Deuteromycotina
โดยท่ัวไปเชื้อราเหลานี้ มีตั วอาศัยหลากหลายชนิด ท้ังแมลงและสัตว ท่ี มีรยางคชนิด อ่ืนๆ
แตบางชนิดจะมีความแตกตางกันมากในเรื่องของความเฉพาะเจาะจงตัวอาศัย (host specificity)
ดังนั้น เชื้อราหลายสายพันธุจึงสามารถทําลายตัวอาศัยไดเพียงไมก่ีชนิดท่ีใกลเคียงกัน เทานั้น
(Steinhaus, 1967, 757 pp.)
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ภาพท่ี 2.1 กลไกการเขาทําลายแมลงของเชื้อราโรคแมลง (ท่ีมา Steinhaus, 1967, p. 318)

เชื้อราท่ีเปนเชื้อราสาเหตุโรคของแมลง มีบทบาทอยางมากตอประสิทธิภาพในการควบคุม
แมลงศัตรูพืช อีกท้ังมีประวัติควบคูไปกับศาสตรของโรควิทยาของแมลง (insect pathology) รวมท้ัง
การควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธีมาเปนเวลายาวนาน (Tanada and Kaya, 1993, 666 pp.) และ
ไดรับความสนใจนํามาใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชเพ่ือลดปญหาจากการใชสารเคมีซึ่งเปนพิษ
เนื่องจากการใชเชื้อราโรคแมลง มีความปลอดภัยตอมนุษยและสิ่งแวดลอมเพียงพอ จึงเกิดโปรแกรม
การนํามาปรับใชประโยชนข้ึนหลายโครงการ และมีระดับความสําเร็จในระดับตางๆ กันในแตละ
โครงการ (Burges and Hussey, 1971) ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยใชเชื้อราโรคแมลงไดแก การ
ใชในรูปแบบยาเชื้อ (microbial insecticides) ท้ังในระดับทองถ่ินซึ่งผลิตใชเองดวยวิธีอยางงาย
ในบางทองถ่ิน โดยอาจใชเชื้อท่ีเก็บไดจากพ้ืนท่ีนั้นๆ การไดรับการสนับสนุนจากหนวยงานราชการ
ในทองถ่ิน หรืออาจใชสูตรสําเร็จท่ีมีการจําหนายเปนการคาซึ่งสามารถศึกษารายละเอียดของยาเชื้อ
สูตรสําเร็จดังกลาวไดใน Copping (2001, 702 pp.) รวมท้ังปจจุบันไดมีความพยายามพัฒนา
สายพันธุ โดยการดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืชบางชนิด
(Viaud et al., 1996, pp. 175-183) ท้ังนี้ในประเทศไทยไดมีบริษัทเอกชนบางรายไดนํายาเชื้อสูตร
สําเร็จนี้ เขามาจําหนายใหแกเกษตรกร เชน ในจังหวัดสุพรรณบุรี ราชบุรี นครปฐม รวมท้ัง
จังหวัดเชียงใหม เชน การใชควบคุมแมลงศัตรูพืชในพืชผักวงศกะหล่ํา (รุงเกียรติ และ ศมาพร, 2553,
71 หนา) มีรายงานเก่ียวกับการใชเชื้อรา B.bassiana รวมกับเชื้อราเขียวMetarhizium anisopliae
ควบคุมดวงดีด Ctenicera destructor และ Hypolithus bicolor โดยหลังจากศึกษาระดับอุณหภูมิ
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ท่ีเหมาะสมตอการใชในการควบคุมแมลงเปาหมาย ผลการศึกษาปรากฏวาท่ีระดับอุณหภูมิต่ํากวา 28
องศาเซลเซียส พบการตายในตัวออนของดวงดีดสูงสุด (Zacharuk and Tinline, 1968, pp. 3044-
3049) นอกจากนี้ไดมีรายงานถึงการนําเชื้อรา Metarhizium sp. ควบคุมดวงแรด และ เพลี้ยกระโดด
สีน้ําตาล และประสบผลสําเร็จในการควบคุมแมลงเหลานี้ท้ังในและตางประเทศ (มลิวัลย, 2539, หนา
183-197; Samuels et al., 1986; Zimmermann, 1992, pp. 113-128) โดยเฉพาะอยางยิ่งการ
ใชเชื้อนี้ควบคุมดวงแรดมะพราว (Oryctes rhinoceros) ในประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2525-2526
(มลิวัลย และ สุรพล, 2537, หนา 6-15) ท้ังนี้ขอดีของการใชเชื้อจุลินทรียในการควบคุมศัตรูพืช คือ
มีความปลอดภัย ไมเปนพิษตอสัตวชนิดอ่ืนนอกเปาหมาย ไมเปนอันตราย การไมมีพิษตกคาง
มีความจําเพาะเจาะจงคอนขางสูง ทําใหปลอดภัยตอแมลงท่ีเปนประโยชนชนิดอ่ืนๆ อีกท้ังเชื้อราโรค
ของแมลงในรปูยาเชื้อสามารถนําไปใชรวมกับยาฆาแมลงได หลายชนิดสามารถผลิตไดงาย และมีราคา
ถูก ศัตรูพืชสรางความตานทานชา ความเขมขนในการใชต่ํา ซึ่งโดยท่ัวไปการใชยาเชื้อในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชสามารถใชไดมากกวาหนึ่งวิธีการ ไดแก การนําเชื้อใหเขาไปตั้งหลักแหลงอยูในกลุมของ
แมลงศัตรูพืช การฉีดพนหรือทําเปนเหยื่อลอ ใชรวมกับสารกําจัดศัตรูพืชท่ีสามารถใชรวมกันได
ดังเชนในรายงานการใชรวมกับสารไพรีทรอยดสังเคราะห (synthetic pyrethroids) เพ่ือการควบคุม
หนอนวัยสามของหนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) และพบการตายของหนอนมากกวาคาความเขมขนท่ีทําใหแมลงตาย 50 เปอรเซ็นต
(LC50) ของการใชยาเชื้อ B. bassiana อยางเดียวโดยมีคาอยูระหวาง 2.67-16.99 และ 7.17-26
เปอรเซ็นต ตามลําดับ หรือ เม่ือใชแลวจะทําใหเกิดผลดีเพ่ิมข้ึน อีกท้ังยังสามารถใชรวมกับตัวห้ํา ตัว
เบียน และจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดอีกดวย (Duraimurugan and Regupathy, 2005, pp. 65-67)

2.2 เช้ือรา Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillenim (Ascomycota: Hypocreales)

เชื้อรา Beauveria spp. รวมท้ัง B. bassiana มีชื่อเรียกอีกอยางหนึ่งวารามัสคารดีน
ขาว (white muscardine) อันเนื่องมาจากการท่ีแมลงซึ่งตายโดยมีสาเหตุจากเชื้อนี้จะมีลักษณะแหง
แข็งและ ปกคลุมดวยเสนใยและโคนิเดียสีขาวของเชื้อ (ภาพท่ี 2.2 ก) เปนเชื้อโรคของแมลงท่ีมีการ
กลาวถึงในยุคตนๆ ของประวัติการศึกษาเก่ียวกับโรคของแมลง และเปนเชื้อราท่ีมีความสําคัญทาง
บรรพชีวินวิทยา (paleontology) โดยมีการพบในกอนอําพัน (amber) ซึ่งติดอยูกับซากมด มีอายุ
ถึง 25 ลานป ท่ีตอมามีการยืนยันวา เชื้อราในอําพันดังกลาวมีลักษณะคลายกับเชื้อรา B. bassiana
โคนิเดีย (conidia) ของ B. bassiana มีลักษณะใส รูปรางกลมถึงรูปไข เกิดบนกานชูสปอร
(zoospore) ท่ีมีลักษณะรูปรางไมแนนอน เกิดแบบเดี่ยวๆ หรืออาจเกิดเปนกลุมสีขาว (ภาพท่ี 2.2 ข)
โดยฐานของกานชูโอสปอรจะมีลักษณะแบนราบ และมีสปอร หรือโคนีเดีย เกิดเรียงกันในแนวซิกแซก
ท่ีขยายออก (rachis) (ภาพท่ี 2.2 ค) เชื้อรา Beauveria spp. ท่ีรวบรวมตัวอยางมาจากธรรมชาติ
เชนจากดิน หรือแมลงท่ีเปนโรค สามารถเพาะเลี้ยงไดในอาหารเทียม เชน SMY agar, oatmeal agar
และ PDA (ภาพท่ี 1.3) และสามารถเก็บรักษาไดในสภาพเย็นจัดถึง -70 องศาเซลเซียส ไดเปน
เวลานาน แตอยางไรก็ตามในการแยกเชื้อราชนิดนี้จากธรรมชาติ อาจตองใชอาหารคัดเลือก
(selective media)ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ เชนสาร streptomycin, tetracyclin, gentamycin และ
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cycloheximide เพ่ือยับยั้งการปนเปอนจากเชื้อแบคทีเรีย ท้ังนี้ในทางสัณฐานวิทยา เชื้อรา
B. bassiana สามารถแยกออกจาก Beauveria ชนิดอ่ืนโดย B. bassiana จะมีโคนิเดียเปนรูปกลม
สวนชนิดอ่ืน เชน B. brongniartii จะมีโคนิเดียเปนรูปไข นอกจากนี้ยังมีวิธีการอ่ืนท่ีใชในการจําแนก
ชนิดของเชื้อรา Beauveria เชน การศึกษากิจกรรมของเอนไซม จากการสกัดโปรตีน การศึกษาทาง
วิทยาอิมมูน หรือ วิทยาภูมิคุมกัน (immunology) การศึกษาขนาดโครโมโซม และในปจจุบัน มีการ
ใชเทคนิค RAPD (random amplified polymorphic DNA) และ RFLP (restriction fragment
length polymorphism) ในการแยกความแตกตางของชนิดของ Beauveria spp. (Brad and
Lewis, 2002, pp. 125-132) นอกจากนี้มีรายงานวาเชื้อราชนิดนี้สามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ
ได ในวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีสามารถหาไดในทองถ่ิน เชน เมล็ดขาวฟางและขาวโพด (Saengyot and
Napompeth, 2008, 7 pp.; มลิวัลย และ สุรพล, 2537, หนา 6-15 )

ก ข ค

ภาพท่ี 2.2 ลักษณะอาการมัสคาดีนสีขาวของแมลงท่ีตายจากการติดเชื้อรา Beauveria bassiana
(ก) ภาพขยายของกลุมกานชูสปอรของเชื้อราท่ีเจริญออกจากตัวแมลง (ข) และ ลักษณะ
รูปรางสปอรของเชื้อ (ค) (ท่ีมา: www.uoguelph.ca)
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ภาพท่ี 2.3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา Beauveria bassiana บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA
(ท่ีมา:www.uoguelph.ca)

ความพยายามในการใชเชื้อรา B. bassiana ควบคุมผีเสื้อยิปซี (Lymantria monacha L.)
โดย Franz Tangl ตั้งแตป ค.ศ. 1893 นับเปนจุดเริ่มตนของการนําเชื้อรานี้มาใชประโยชนใน
การควบคุมแมลงศัตรูพืช (Steihaus, 1967, 756 pp.) B. bassiana จึงนับเปนเชื้อราโรคแมลงท่ี
ถูกนํามาศึกษาและนํามาใชประโยชนเพ่ือควบคุมแมลงศัตรูพืชมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง โดยเชื้อราชนิดนี้
สามารถทําลายแมลงศัตรูพืชไดหลากหลายชนิด ไดแกแมลงในอันดับ Hemiptera, Lepidoptera,
Diptera, Hymenoptera และ Coleoptera (Tanada and Kaya, 1993, 666 pp.) ในขณะท่ี
Lewis et al. (1996, pp. 387-393 ) รายงานวาเชื้อรา B. bassiana เปนเชื้อราสาเหตุโรคของแมลง
ซึ่งเปนท่ียอมรับแลววามีความปลอดภัยตอมนุษยและสิ่งแวดลอม สวนกระทรวงเกษตรสหรัฐ (USDA)
ไดแนะนําใหเกษตรกรใชเชื้อรา B. bassiana ในรูปของ ยาเชื้อ (microbial insecticides) ท่ีมีชื่อ
การคาวา Microtrol ในการปลูกผักอินทรีย โดยระบุวาสามารถใชในการควบคุม เพลี้ยไฟ แมลงหวี่
ขาว เพลี้ยออนผัก ดวงมันฝรั่ง เพลี้ยแปง และหนอนใยผัก (Appropriate Technology Transfer
for Rural Areas, 2007; Vandenberg et al. ,1998, pp. 624-630) นอกจากนี้ ในเอกสารเผยแพร
เก่ียวกับการปลูกผักอินทรียของมหาวิทยาลัยคอรเนลล (Cornell University) ไดแนะนําใหเกษตรกร
ท่ีปลูกพืชอินทรีย ใชเชื้อ Bt., NPV และ B. bassiana รวมกันในการบริหารจัดการศัตรูพืช ในระบบ
เกษตรอินทรียหรือระบบการปลูกท่ีปลอดสารเคมี แตถึงแมวาเชื้อราชนิดนี้ จะพบอยูท่ัวๆ ไปใน
ธรรมชาติ แตจากรายงานตางๆ มักพบวาการแพรระบาดและทําลายแมลงศัตรูพืชตามธรรมชาติยัง ไม
เพียงพอ โดยเฉพาะอยางยิ่งชวงท่ีแมลงศัตรูพืชเปาหมายมีการระบาดมาก การเพ่ิมปริมาณประชากร
ของเชื้อรานี้ และการพัฒนาวิธีการท่ีจะประยุกตใชใหเกิดประโยชนสูงสุด จึงเปนแนวทางหนึ่ง
ท่ีจะผลักดันใหมีการใชสิ่งมีชีวิตท่ีปลอดภัย มาทดแทนการใชสารเคมี (Copping, 2009, p. 43)

การศึกษาเก่ียวกับการประยุกตใชประโยชน และประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืช
เปาหมายของเชื้อรา Beauveria spp. ซึ่งสวนใหญเปนการดําเนินการในตางประเทศ เชน การ
ทดสอบใชเชื้อรา B. bassiana สายพันธุตางๆ จํานวน 7 สายพันธุ ซึ่งมีสูตรสําเร็จตางๆ กัน
ไดแก สูตรผสมน้ํามัน สูตรสารแขวนลอยในน้ํา และแบบผงแปง ในการควบคุมหนอนผีเสื้อ
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Populus xeuramericana (Lepidoptera: Noctuidae) ซึ่งเปนแมลงศัตรูปาไม และพบวาสูตร
ผสมน้ํามันใหผลในการควบคุมไดดีท่ีสุด กลาวคือ จากการพนดวยแบบปริมาตรต่ํา หรือ ULV
(ultralow volume) ท่ีความเขมขน 1.5x1013 และ 2.0x1013 สปอรตอมิลลิลิตร ตอเฮกแตร เชื้อราท่ี
ทดสอบสามารถกอการตายใหแมลงดังกลาวสูงถึง 95.4 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Jinshui
et al., 2007, pp. 218-223) การใช B. bassiana สูตรสําเร็จในรูปผงท่ีละลายน้ําได (wet able
powder) ท่ีระดับความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร ในการปองกันกําจัดไร broad mite,
Poluphagosonemus latus (Bank) (Acari: Tarsonemidae) ซึ่งทําลายยอดพริก ผลปรากฏวา
เชื้อดังกลาวสามารถลดความเสียหายของยอดพริกไดถึง 93.33 เปอรเซ็นต (Nugroho and Ibrahim,
2007, pp. 1-11) สวน Tinzaara et al. (2007, pp. 111-124) ไดพบวาการใชเชื้อรา B. bassiana
รวมกับฟโรโมนการรวมกลุม (aggregating pheromone) เพ่ือลอใหแมลงมารวมกลุมและติดเชื้อ เปน
การเพ่ิมประสิทธิภาพในการควบคุมดวงงวงเจาะเหงากลวย banana weevil, Cosmopolites
sordidus (Germar) (Coleoptera: Curculionidae) โดยเชื้อรานี้มากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับการใช
เชื้อราแตเพียงอยางเดียว และ Ugine et al. (2007, pp. 193-219) ไดศึกษาวิธีการใชเชื้อรา
B. bassiana ท่ี เหมาะสมสําหรับการควบคุมเพลี้ยไฟดอกไม Frankliniella occidentalis
(Thysanoptera: Thripidae) ในเรือนทดลอง โดยมีการพิจารณาจากความถ่ีของการพนเชื้อรานี้
อัตราท่ีใชพน ปริมาณท่ีใชพน และโปรแกรมการพนท่ีถูกตอง ซึ่งผลจากการทดสอบพบวาการพนใน
อัตรา 1-2 x 1014 ท่ีปริมาตร 3,740 ลิตรตอเฮกแตร จํานวน 3-4 ครั้ง โดยการพนแตละครั้ง มี
ระยะเวลาหางกัน ไมเกิน 7 วัน มีผลชวยลดปริมาณประชากรของเพลี้ยไฟ ใหอยูระดับต่ําจนอยูใน
ระดับท่ีควบคุมได อีกท้ังมีรายงานถึงความสําเร็จในการการนําเชื้อนี้มาใชประโยชนในการควบคุม
หนอนเจาะ ลําตนขาวโพดยุโรป European corn borer (Ostrinia nubilalis, Lepidiptera:
Noctuidae) อีกท้ังมีการนําเชื้อนี้ทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมดวงมันฝรั่ง (Colorado potato
beetle) ท้ังในรูปแบบการใชเดี่ยวๆ และการใชรวมกับสารเคมีบางชนิด เชน DDT หรือการใชรวมกับ
เชื้อโรคแมลงชนิดอ่ืน เชน Bacillus thuringiensis (Bt.) ซึ่งพบวาไดผลดี (Butt et al., 2001, 390
pp.) ในท่ีนี้ รุงเกียรติ และ ศมาพร (2553, 71 หนา) ไดศึกษาชนิด และประสิทธิภาพของจุลินทรีย
ทองถ่ิน ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชผักวงศกะหล่ํา และพบวา เชื้อรา B. bassiana สายพันธุท่ีแยกได
จากจังหวัดเชียงใหม และ สุพรรณบุรี ท่ีมีประสิทธิภาพในการทําลายดวงหมัดผัก และ เพลี้ยออนผัก
ในหองปฏิบัติการ เรือนทดลอง และภาคสนาม และพบวาใหผลดีในการควบคุมแมลงศัตรูสําคัญของ
พืชผักวงศกะหล่ําบางชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งเพลี้ยออนผัก ท้ังนี้ เชื้อรา Beauveria spp. สายพันธุ
ตางๆ หลายชนิดไดรับการการข้ึนทะเบียนใชเปนยาเชื้อเปนการคา (commercial microbial
insecticides) เชน B. bassiana สายพันธุ Bb-147-NPP ซึ่งแยกไดจากหนอนเจาะลําตนขาวโพด
ยุโรป ในแควนBeauceประเทศฝรั่งเศส และ สายพันธุ ATCC-74040 ซึ่งแยกไดจากดวงงวงเจาะสมอ
ฝาย boll weevil, Anthonomus grandis (Boheman) ซึ่งเปนของกระทรวงเกษตรสหรัฐ (USDA)
และ สายพันธุ GHA จากประเทศอินเดีย ซึ่งมีการแนะนําใหใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชสวน
ไมประดับ พืชผัก และไมผลบางชนิด (Copping, 2009, p.43) นอกจากนี้มีรายงานอีกวา การทดสอบ
ใชสูตรสําเร็จของ B. bassiana ในชื่อ Microtrol® ในการปลูกผักอินทรีย ทําใหเพลี้ยไฟหอมท่ีลง
ทําลายผักตายถึง 69 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีการไมใชเชื้อราชนิดนี้ (control) ไมพบการตายของแมลง
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ดังกลาวเลย การรายงานถึงการใช Mycotrol ซึ่งเปนสูตรสําเร็จในรูปผงแปงท่ีละลายน้ําไดฉีดพนเพ่ือ
ควบคุมแมลงหวี่ขาว silver leaf whitefly, Bemisia argentifolii ซึ่งทําลายพืชวงศแตง และพบวา
สามารถควบคุมแมลงดังกลาวไดถึง 65-75 เปอรเซ็นต (Wright et al., 2000, pp. 203-217)
นอกจากนี้ยังมียาเชื้ออ่ืนๆ ท่ีผลิตจาก B. bassiana เชน ยาเชื้อในชื่อการคา Bio-Power จาก
ไอโซเลท Bb147 ซึ่งถูกนํามาใชควบคุมหนอนเจาะลําตนขาวโพดยุโรป (O. nubilalis) และหนอน
เจาะลําตนขาวโพดเอเชีย Asiatic corn borer, (O. furnacalis) แมลงหวี่ขาว เพลี้ยออน เพลี้ยแปง
และ เพลี้ยไฟ ตลอดจนใชควบคุมหนอนเจาะเมล็ดกาแฟ หนอนผีเสื้อชนิดตางๆ และเพลี้ยกระโดด
สีน้ําตาล และยาเชื้อในชื่อการคา Beauverin, Boverol และ Boverosil ไดถูกแนะนําใหใชควบคุม
ดวงมันฝรั่งโคโลราโด Colorado potato beetle และใหใชในพืชสวนและพืชอาหารสัตว โดยมีการ
ใชในชื่อการคา Naturalis-O และ Naturalis-T และในชื่อ Back-off ตางเปน B. bassiana ในรูป
ยาเชื้อซึ่งถูกนํามาใชใน สวนชา กาแฟ ฝาย มะเขือเทศ มะเขือ ขาว และกระเจี๊ยบ (Copping, 2009, p. 43)
สวนในประเทศไทยเริ่มมีการนํายาเชื้อสูตรสําเร็จเขามาจําหนายใหแกเกษตรกร เชน ในจังหวัด
สุพรรณบุรี ราชบุรี นครปฐม และ จังหวัดใกลเคียง โดยเฉพาะอยางยิ่งเกษตรกรท่ีปลูกผักวงศกะหล่ํา
แตอยางไรก็ตามการใชยาเชื้อดังกลาว ยังไมเปนท่ีรูจักแพรหลายนัก แตอยางไรก็ตามสวนแบง
การตลาดในตลาดสารปองกันกําจัดศัตรูพืชนั้นยังไมมาก รวมท้ังสําหรับในประเทศท่ีกําลังพัฒนาซึ่ง
เกษตรกรสวนใหญยังมีฐานะยากจน ยาเชื้อซึ่งนําเขาจากตางประเทศอาจมีราคาแพงเกินไปและอาจ
ไมเหมาะสมตอการนํามาใชในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางไปจากประเทศท่ีพบเชื้อในประเทศท่ีพัฒนา
แลว ดังนั้นในการนํามาใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืช ในหลายประเทศมักมีการนํา
ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพท่ีพบในทองถ่ินโดยใชวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีสามารถหาไดในทองถ่ินนั้นๆ มาใช
ประโยชน รวมท้ังในประเทศไทยดวย (Saengyot and Napompeth, 2007, 7 pp. ; Sahayaraj Posada-
Flores, 2008)

2.3 ปจจัยท่ีเกี่ยวกับความรุนแรงและความสามารถในการกอโรคของเช้ือราโรคแมลง

ความสําเร็จในการนําเชื้อราโรคแมลงไปใชประโยชนในรูปยาเชื้อนั้น มีหลายปจจัย
ท่ีเก่ียวของ ไดแก ปจจัยภายนอก อันไดแกสิ่งแวดลอมซึ่งตองเหมาะสมตอการนําเชื้อไปใช เชน แสง
ความชื้น และอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสม ในอีกทางหนึ่ง ลักษณะเฉพาะตัวของเชื้อราโรคแมลง อันไดแก
ความสามารถในการปรับตัว และความทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม ของเชื้อรา ถือวาเปน
ปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอความสําเร็จในการใชเชื้อราท่ีเพ่ิมปริมาณไดในการควบคุมแมลงศัตรูพืชดวย
(Butt et al., 2001, pp. 109-112) ท้ังนี้มีรายงานอางวาความสามารถในการคงอยู (persistence)
และความทนทานตอสภาพแวดลอมก็ถูกควบคุมดวยลักษณะทางพันธุกรรม (Bidochka et al., 2002,
pp. 531–537) นอกจากนี้ ความสามารถในการกอโรคของเชื้อราโรคแมลง ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะอีก
อยางหนึ่งของเชื้อราโรคแมลงแตละชนิด นับเปนปจจัยท่ีมีความสําคัญอยางมาก ตอความสําเร็จ และ
ความคุมทุนของการนํายาเชื้อไปใชประโยชน ท้ังนี้องคประกอบสําคัญท่ีมีผล ตอความสามารถในการ
กอโรคของเชื้อราโรคแมลงอยางหนึ่ง ไดแก ความสามารถในการผลิตเอนไซม (Butt et al., 1998, pp.
149-169) รวมท้ังการยึดติดของสปอรของเชื้อรากับตัวอาศัย ท้ังนี้มีรายงานชี้วาเอนไซมกลุมท่ียอย
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สลายโปรตีน (proteinases) เปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีความสําคัญตอความสามารถในการยึดเกาะกับ
ผนังลําตัวแมลงของเชื้อราโรคของแมลง ซึ่งทําใหระดับความรุนแรงของเชื้อราโรคแมลงแตละชนิดมี
ความแตกตางกัน (St. Leger et al., 1996, pp. 221-232 ) ปจจัยท่ีมีผลตอความสามารถในการกอโรค
ของเชื้อราโรคแมลงในสวนของสภาพของอาหารหรือ วัสดุเพาะเลี้ยง ถือวาเปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอ
ความสําเร็จในการใชเชื้อราท่ีเพ่ิมปริมาณไดในการควบคุมแมลงศัตรูพืช (Buttetal., 2001, 390pp.)

ท้ังนี้ความสามารถในการคงอยู (persistence) และความทนทานตอสภาพแวดลอมท่ี
ถูกควบคุมดวยลักษณะทางพันธุกรรม (Bidochka et al., 2002, pp. 531–537) และปจจัยท่ีสําคัญ
อยางหนึ่งคือ ความสามารถในการผลิตเอนไซม ซึ่งไดรับผลโดยตรงจากแบบชนิดพันธุกรรม
(genotypes) มีรายงานระบุวาเอนไซมโดยเฉพาะอยางยิ่ง protease มีความจําเปนตอการกอโรคของ
เชื้อราโรคแมลงอยางมีนัยสําคัญ (Shah et al., 2005, pp. 259–266; Wang et al., 2002, pp. 251-255)
โดยเฉพาะอยางยิ่งตอการยอยสลายผนังลําตัว (cuticle) ของแมลง (Butt et al., 1998, pp. 149-169;
Gillespie et al., 1998, pp. 128-137) โดยเชื้อราโรคของแมลงแตละชนิดจะมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมท่ีสามารถยอยผนังเซลลโดยเฉพาะเอนไซมในกลุม protease ของผนังสําตัวของแมลงเพ่ือ
ชวยใหเชื้อสามารถงอกและแทงเสนใยไปทําลายแมลงได (ภาพท่ี 2.4) รวมท้ังเชื้อท่ีเขาไปขางในตัว
แมลงยังสามารถผลิตเอนไซมชนิดตางๆ เพ่ือยอยสลายสวนตางๆ ภายในตัวของแมลงเพ่ือใชในการ
ดํารงชีวิตและขยายพันธุ (Steinhaus, 1967, pp.17-68) ท้ังนี้ระดับความรุนแรงของการกอโรคของเชื้อ
มักข้ึนอยูกับปริมาณ และความสามารถของเชื้อแตละชนิดหรือสายพันธุ ซึ่งอาจไดรับผลโดยตรงจาก
แบบชนิดพันธุกรรม (genotypes) (Maurer et al., 1997, pp. 159–164) อีกท้ังมีรายงานยืนยันวาการผลิต
เอนไซมมีความสัมพันธกับความรุนแรงในการอโรคกับแมลงอาศัย (Dias et al., 2008, pp. 301-306)

นอกจากนี้มีรายงานชี้วาอาหารเทียมมีอิทธิพลตอความรุนแรงของ B. bassiana อีกดวย
(Rodríguez-Gómez et al.,  2009, pp. 513-518) และ จากรายงานของ Namasivayam et al. (2010)
ซึ่งศึกษาผลของอาหารเทียม casein media ซึ่งเติม bovine serum albumin วุน antiserum ไข
ขาว ไขแดง ไขท้ังฟองบด ปลาปน ขาวสาลี horse gram extract, green gram extract,
blackgram extract และ Bengal gram extract อยางใดอยางหนึ่ง ตอปริมาณการผลิตเอนไซมของ
เชื้อรา B. bassiana พบวา เชื้อราท่ีเจริญบนอาหาร casein media ท่ีเติม horse gram extract
สามารถผลิตเอนไซมไดปริมาณสูงสุด โดยใชการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม โดยใชตัวชี้วัด
ขนาด 66 KD ในเจลแบบ SDS-PAGE ของเอนไซม อีกท้ังโดยท่ัวไป การเพาะเลี้ยงเชื้อราในสภาพ
อาหารเทียมรวมท้ังวัสดุเพาะเลี้ยง มักพบปรากฏการณการลดลงของความสามารถในการกอโรค และ
ความทนทานตอสภาพแวดลอมไดเปนประจํา ซึ่งแมวาปรากฏการณดังกลาวจะมีความสําคัญอยาง
มากตอความสําเร็จในการนําเชื้อราชนิดนี้มาใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืชและการลงทุน
พัฒนาสูตรสําเร็จ แตอยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานยืนยันชัดเจนถึงสาเหตุและปจจัยท่ีมีความสัมพันธ
กับปรากฏการณดังกลาว

นอกจากนี้มีรายงานชี้วาความรุนแรงของเชื้อ B. bassiana มีความสัมพันธรวมและมี
วิวัฒนาการรวมกับชนิดของแมลงตัวอาศัย (insect hosts) ซึ่งหมายความวาพันธุกรรมของเชื้อรา
สามารถปรับเปลี่ยนตามตัวอาศัยหรืออาหารของเชื้อได (Fan et al., 2007, pp. 295–302) เชน
ความสามารถในการผลิตเอนไซม protease ซึ่งมีความสําคัญตอการแทงผานผิวของแมลงตัวอาศัย
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ท่ีถูกควบคุมโดยลักษณะพันธุกรรม (Zhang et al., 2009, pp. 787-795) อีกท้ังมีรายงานชี้วาการ
ผลิตเอนไซม protease ของเชื้อรา B. bassiana ซึ่งเปนเอนไซมท่ีเชื้อนี้ใชในการยอยสลายผนังลําตัว
ของแมลงถูกควบคุมดวยยีน CDEP-1 ซึ่งสามารถตรวจสอบและจําแนกชนิดของ เอนไซมนี้ ดวยวิธี
Polymerase Chain Reaction (PCR) (ภาพท่ี 2.5) (Zhang, et al., 2008, pp. 543-555) นอกจากนี้ยังมี
รายงานอีกวาเอนไซมอีกชนิดหนึ่งท่ีมีสวนชวยในการกอโรคกับเชื้อรา B. bassiana คือ chitinase ซึ่ง
สามารถตรวจหาโดยวิธีโครมาโตกราฟฟเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (ภาพท่ี 2.6) (Fan et al., 2007,
pp. 363-370) รวมท้ังสามารถจําแนกยีนท่ีเก่ียวของกับการผลิตเอนไซมของเชื้อรา B. bassiana โดย
การวิ เคราะหการหาลําดับเบส ซึ่ งสามารถอางอิงผลการจําแนกโดยอาศัยฐานขอมูลของ
The European Nucleotide Archive (ENA) (ภาพท่ี 2.7) (The European Nucleotide Archive,
2011) เปนตน
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ภาพท่ี 2.4 ข้ันตอนซึ่งเซลลของผนังลําตัวของแมลงถูกยอยสลายโดยเอนไซม protease ท่ีผลิตจาก
เชื้อราโรคแมลงอยางชาๆ ทําใหผนังลําตัวสวนท่ีถูกยอยสลายของแมลงคอยเสียสภาพ
และบางลงตามลําดับจากภาพ ก – จ (ท่ีมา: Steinhaus, 1967, p. 18)



20

ภาพท่ี 2.5 ผลการจําแนกยีน CDEP-1 ซึ่งควบคุมการผลิตเอนไซม protease ของเชื้อรา
Beauveria bassiana ดวยวธิี PCR; เลนท่ี 1 ตัวชี้วัดยีน CDEP-1 เลนท่ี 2 - 7
ตัวอยางเอนไซมท่ีของเชื้อราแตละไอโซเลท (ท่ีมา: Zhang et al., 2008, pp. 543-555)

ภาพท่ี 2.6 การพบเอนไซม chitinase SDS-PAGE ท่ีผลิตจากเชื้อรา โดยการตรวจดวยวิธี แถบท่ี
1, anion-exchange chromatography บน DEAE-cellulose column; แถบท่ี 2, gel
filtration chromatography บน Ultragel AcA54 column; แถบท่ี 3, ammonium
sulfate precipitation; แถบท่ี 4, ตัวชี้วัดน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Bio-Rad),
ไดแก rabbit phosphorylase b (น้ําหนักโมเลกุล 97,4000 Da), bovine serum
albumin (น้ําหนักโมเลกุล 66,200 Da), rabbit actin (น้ําหนักโมเลกุล 43,000
Da), bovine carbonic anhydrase (น้ําหนักโมเลกุล 31,000 Da) และ trypsin
inhibitor (น้ําหนักโมเลกุล 20,100 Da) (ท่ีมา: Fang et al.,  2005)
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ATGCGTCTATCAATCATTGCTGCCGCTCTTCCCCTGGCCATTGCGGCTCCGGTCGTTGAG
CCTGCTCCTCTCATCGAGGCCCGCGGGCAGACCATTGCCGGCAAGTACATTGTCAAGCAC
AAGGACACTGCGACCATTGGTATCATGGATGCTGCGTCCAAGGTGCCCAACACCGAACTC
GTCTATGAAAATGTCCTCAAGGGATTCTCGGCCACTCTTAACCAGGAACAACTTGACCGT
CTCCGCCACGATCCTGATACCATCGAGCAGGATGCCATTGTTAGCATCAACGCCGTTGTC
CGGCAAGCCGGAGCTCCCTGGGGTCTAGGTCGCATCTCGCACAGGGCACGAGGCGCGACC
ACGTATGACTACGACTCGAGCGCCGGCGCGGGTACATGCGTATATGTCATTGACACTGGC
GTCTATGACTCTCACCCTGATTTCGAAGGACGTGCCAAGCAAATCAAATCCTTTGTCTCT
GGCACTTCAGATGGTCACGGCCACGGCACACACTGCGCCGGAACTATTGGCTCCAAGACT
TACGGCGTAGCCAAGAAGGCGTCCATTTTTGGCGTCAAGGTGCTCGAAGACAGTGGCTCG
GGTTCGCTCAGCGGCGTCATTGCCGGAATGGACTTTGTCGCTACGGACCGGAAATCCCGT
CCATGCAGCAAAGGCACCGTCGCCAGCATGTCCCTTGGCGGTGGCTACTCGGCCACCGTG
AACCAGGCCGCCGCGCGTCTGCAGGCTTCGGGCGTTTTTGTCGCCGTCGCCGCCGGCAAC
GACAATAGGGATGCCGCCCAGACCTCGCCCGCCTCGGAGCCGTCCGTCTGCACCGTCGGA
GCTACCGACTCGTCTGACCGCCGCTCCAGCTTCTCCAACTTTGGAAAAGCTGTCGACATT
TTCGCACCTGGCACTGGCATTCTGTCGACCTGGAATAACGGCGGCACTAATACCATCTCG

GGCACTTCGATGGCCACTCCTCACATTGCCGGTCTCGGTG

ภาพท่ี 2.7 ผลการจําแนกลําดับเบสจากยีน CDEP-1 ของเชื้อรา Beauveria bassiana จาก
ฐานขอมูลของ The European Nucleotide Archive (ENA) (ท่ีมา: The European
Nucleotide Archive, 2011)

2.4 กรอบแนวคิดในการวิจัย

การเกษตรในปจจุบันนอกจากท่ีจะเนนการลดการใชสารเคมีสังเคราะหซึ่งมีความเปนพิษ
ตอมนุษย สิ่งมีชีวิตท่ีเปนประโยชน และสิ่งแวดลอม ในการปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืชแลว ยังให
ความสําคัญกับการนําทรัพยากรในทองถ่ินมาใชประโยชนเพ่ือลดการใชปจจัยจากภายนอกซึ่งนําสู
ความพอเพียงในระบบการเกษตร ซึ่งสอดคลองกับยุทธศาสตรการวิจัยท่ี 6 ท่ีเก่ียวกับการทํา
การเกษตรเพ่ือความยั่งยืน มุงเนนการวิจัยเก่ียวกับการเพ่ิมมูลคาสินคาเกษตร และเพ่ิมผลิตภาพการ
ผลิตเพ่ือพัฒนาศักยภาพสินคาเกษตรท่ีสรางรายไดหลักจากการสงออกและสรางรายไดใหกับชุมชน
รวมท้ังการพัฒนาเทคโนโลยีใหมและการพัฒนาคุณภาพสินคา มาตรฐานสินคา ตลอดจน
ความปลอดภัยของอาหาร (Food Safety) ของนโยบายและยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ ฉบับท่ี 8
(พ.ศ. 2555-2559) (สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาต,ิ 2554)
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การนําเชื้อราโรคแมลงมาใชในรูปแบบของยาเชื้อ โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อรา B. bassiana ซึ่ง
เปนเชื้อราสาเหตุโรคแมลงท่ีมีประวัติอันยาวนานควบคูไปกับการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยจุลินทรีย
(Microbial control) (Tanada and Kaya, 1993, 666 pp.) เชนปจจุบันไดมีความพยายามนํามาใชในรูป
ยาเชื้อ (microbial insecticides) แบบตางๆ ไปจนถึงการพัฒนาเปนสูตรสําเร็จ (formulations) เพ่ือ
ใชเปนการคา (Copping, 2009, 702 pp.) ทวาในประเทศกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย เกษตรกร
สวนใหญยังมีรายไดต่ํา บางรายอาจไมสามารถใชยาเชื้อสูตรสําเร็จซึ่งนําเขาจากตางประเทศท่ีมีราคา
แพงและหาซื้อไดยาก เนื่องจากยาเชื้อสูตรสําเร็จเหลานั้นยังมีสวนแบงการตลาดท่ียังนอยอยูเม่ือ
เปรียบเทียบกับสารเคมีสังเคราะห

ดังนั้นจึงมีความพยายามท่ีจะนําเชื้อราท่ีมีอยูแลวในทองถ่ินภายในประเทศ มาใชประโยชน
โดยการนํามาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณดวยวิธีท่ีเหมาะสมอีกท้ังสามารถใชวัสดุเพาะท่ีราคาไมแพง
และสามารถหาไดในทองถ่ิน ท่ีเอ้ือประโยชนสูงสุดตอการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณและการกอโรค
ตอแมลงเปาหมาย (Lopez-Llorca et al., 1999, pp. 325-333; Saengyot and Napompeth, 2009, pp.
1-7) และในการท่ีจะคัดเลือกวัสดุท่ีเหมาะสมอยางแทจริงเพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดตอการนํามาใชนั้น
นอกจากวิธีวัดแบบชนิดพันธุกรรม (genotype) ท่ีแสดงออกโดยตรง เชน อัตราการเจริญเติบโต และ
ปริมาณการสรางสปอรแลว และการวัดทางออมในระดับชีวโมเลกุล เชน ปริมาณการผลิตเอนไซม ยัง
สามารถวัดความเปลี่ยนแปลงของแบบชนิดพันธุกรรม (genotype) ของเชื้อราเหลานี้ นับไดเปน
วิธีการท่ีสามารถชวยอธิบายสาเหตุหรือปจจัยท่ีมีผลตอความรุนแรง และความสามารถในการกอโรค
ของเชื้อราโรคแมลง ซึ่งอาจสามารถนํามาพัฒนาเพ่ือการใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืชแบบ
ยั่งยืนตอไปได
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บทที่ 3
วิธีดําเนินการวิจัย

3.1 การคัดเลือกอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถิ่นซ่ึงเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง
เพิ่มปริมาณของหัวเช้ือรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

3.1.1 การคัดเลือกชนิดของอาหารเทียมท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อ

ประชากรและกลุมตัวอยาง

การคัดเลือกชนิดของอาหารเทียมท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อ คัดเลือก
ชนิดของอาหารเทียมท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อรา B. bassiana โดยพิจารณาจาก
ความสามารถในการเจริญและการผลิตสปอรบนอาหารเทียม ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA),
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with Yeast
Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA) และ Water Agar (WA)

การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล

หาอัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยวบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ โดยใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะชิ้นวุนท่ีมีเสนใยของเชื้อรา B. bassiana มาเลี้ยงบนอาหาร PDA
นาน 3 – 5 วัน หรือจนพบวาไมมีการปนเปอนจากเชื้อแบคทีเรียและหรือเชื้อราชนิดอ่ืน ตอจากนั้น
ยายเชื้อมาวางบนอาหาร PDA จนเชื้อมีอายุ 5 วัน ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7
เซนติเมตรเจาะชิ้นวุนท่ีมีเสนใยของเชื้ออยูมาวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีอาหารเทียมซึ่งตองการ
ทดสอบ ท้ัง 6 ชนิด นําจานอาหารดังกลาวมาวางบนชั้น ท่ีมีการใหชวงแสง:มืด ในอัตราเวลา 12:12
ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 + 3 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดเสนผาศูนยกลางของเชื้อทุก 24 ชั่วโมงจนกวาจะ
พบจานอาหารท่ีมีเชื้อ B. bassiana เจริญเต็มจานอาหาร (เสนผาศูนยกลางประมาณ 9 เซนติเมตร)
วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซ้ําวิธีการทดลองละ 5 ซ้ํา

หาอัตราการสรางสปอรของเชื้อรา B. bassiana โดยยายเชื้อบริสุทธิ์มาวางบนอาหาร PDA
จนเชื้อมีอายุ 5 วัน ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตรเจาะชิ้นวุนท่ีมีเสนใยของ
เชื้อราอยูมาวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีอาหารเทียมซึ่งตองการทดสอบ นําจานอาหารดังกลาวมา
วางบนชั้น ท่ีมีการใหแสง:มืด ในอัตราเวลา 12:12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 + 3 องศาเซลเซียส นาน
10 วันจากนั้น ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตรสุมเจาะชิ้นวุนท่ีมีเสนใยและ
สปอรของเชื้ออยูจากแตละจานอาหารเลี้ยงเชื้อจานละ 3 ชิ้น นํามาวางลงในน้ํากลั่นปริมาตร
10 มิลลิลิตร และนําไปตรวจนับบนเครื่องนับจํานวนสปอร (hemacytometer) และหาจํานวนสปอร
เปนหนวยสปอรตอมิลลิลิตร (n=5) โดยในแตละซ้ําหาจากจํานวนสปอรท่ีนับจาก C cell (ภาพท่ี 3.1)
ซึ่งเทากับ 0.02 x 0.02 x 0.01 เซนติเมตร = 4.0x106 ลูกบาศกเซนติเมตร หารดวย (2.5x105)
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(Goettel and Inglis, 1997, pp. 213–249) วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซ้ําวิธีการทดลอง
ละ 5 ซ้ํา

นําคาเฉลี่ย อัตราการเจริญตอ 24 ชั่วโมงของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแตละชนิดมาวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ
99 เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
จากนั้นนําคาเฉลี่ยจํานวนสปอรของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีสรางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แตละชนิดมาวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99
เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ภาพท่ี 3.1 Neubaure hemocytometer ท่ีใชในการนับจํานวนสปอรของเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

C cell
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3.1.2 การคัดเลือกวัสดุเพาะเลี้ยง ท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อ

ประชากรและกลุมตัวอยาง (การเตรียมตัวอยางศึกษา)

เตรียมวัสดุเพาะท่ีสามารถหาไดในทองถ่ินไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ อาหาร
สุนัข เตรียมขาวเปลือกโดยนําขาวหอมมะลิมาหุงโดยการนึ่งใหสุกเพียง 50 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามา
เกลี่ยใหเย็นในถาดซึ่งสานดวยไมไผเพ่ือลดความชื้นสวนเกิน เตรียมขาวเปลือกโดยนําขาวเปลือกไป
ลางน้ําใหสะอาด นําแชน้ํานาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาตมนาน 15 นาที และนํามาผึ่งลมใหหมาด
ในถาดไมไผนาน 30 นาที เตรียมขาวฟางดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมขาวเปลือก สวนอาหารสุนัข
เตรียมโดยการนําอาหารสุนัข (ยี่หอพลีโม สําหรับสุนัขโตทุกชนิดรสตับ) นํามาแชน้ําสะอาดนาน
1.5 นาที และนําออกมาผึ่งใหสะเด็ดน้ําในถาดท่ีสานดวยไมไผ นําวัสดุเพาะแตละชนิดไปบรรจุ
ถุงพลาสติกทนรอน ถุงละ 150 กรัม สวมดวยคอขวดพลาสติก และอุดคอขวดดวยสําลี จากนั้นครอบ
ดวยกระดาษทิชชูอยางหนาและรัดยางวง และนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีระดับอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
นาน 30 นาที และนําออกมาผึ่งใหเย็นในสภาพอุณหภูมิหอง ยายเชื้อบริสุทธิ์อายุ 7 วัน มาวางบน
อาหาร PDA หลังจากเชื้อ โดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตรเจาะชิ้นวุน
ท่ีมีเสนใยของเชื้ออยูมาวางในถุงวัสดุเพาะท่ีเตรียมไว วางบนชั้น ท่ีมีการใหแสง:มืด ในอัตราเวลา
12:12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 + 3 องศาเซลเซียส จนกวาจะพบวาเชื้อราเจริญจนเต็มอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดใดชนิดหนึ่ง

เตรียมและปลูกเชื้อราบนวัสดุเพาะ และบมเชื้อราตามวิธีการท่ีกลาวมาขางตน นําเชื้อราท่ีบม
นาน 240 ชั่วโมง มาตรวจหาปริมาณการผลิตสปอรของเชื้อราท่ีเลี้ยงบนวัสดุเพาะเลี้ยงแตละชนิด

การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล

การวัดการเจริญของเสนใยของเชื้อรา ดําเนินการโดยบันทึกจํานวนชั่วโมงท่ีเสนใยของเชื้อรา
ใชในการเจริญ และอาศัยขอมูลสวนนี้ในการคํานวณหาเปอรเซ็นตการเจริญเติบโตของเชื้อราบน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ ดังนี้

เปอรเซ็นตการเจริญเติบโตของเชื้อรา = จํานวนวันท่ีเชื้อใชเจริญ x 100
จํานวนวันท่ีเชื้อมีการเจริญเต็มถุงเพาะถุงแรก

วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซ้ําวิธีการทดลองละ 5 ซ้ํา จากนั้นนําคาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
การเจริญเติบโตของของเชื้อรา B. bassiana บนวัสดุเพาะเลี้ยงแตละชนิดมาวิเคราะหความแปรปรวน
เพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ
เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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การตรวจหาปริมาณการผลิตสปอรของเชื้อราท่ีเลี้ยงบนวัสดุเพาะแตละชนิดนําอาหารท่ีมี
เชื้อราเจริญอยูท้ังหมดมาละลายน้ํา ในปริมาตร 500 มิลลิลิตร และนํามา 0.05 มิลลิลิตรไปตรวจนับ
บนเครื่องนับจํานวนสปอร (hemacytometer) และหาจํานวนสปอรเปนหนวยสปอรตอมิลลิลิตร
ตามวิธีในขอ 3.1.1 โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซ้ําวิธีการทดลองละ 5 ซ้ํา จากนั้น
นําคาเฉลี่ยจํานวนสปอร ของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีสรางบนวัสดุเพาะเลี้ยงแตละชนิด
มาวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต
และหากพบนัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

3.2 การศึกษาผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณตอระดับความรุนแรงของ
การกอโรคกับแมลงศัตรูพืชของเช้ือรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

3.2.1 การประเมินความรุนแรงของเชื้อราในการกอโรคแกเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi
Hemiptera: Aphididae)

เพาะเลี้ยงเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) ใหปลอดเชื้อโดยเก็บตัวอยางเพลี้ยออนผัก
ดังกลาวจากแปลงเกษตรโดยเก็บใบผักคะนา และกะหล่ํา ท่ีมีวัยตางๆ ของเพลี้ยออนผักทําลายอยูมา
วางบนตนคะนา (อายุ 30 วัน) ท่ีเตรียมไวในกระถางปลูกในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 50 x 50 เซนติเมตร
ในเรือนทดลองกรงละ 1 ตน และปลอยใหเพลี้ยออนผักดังกลาวขยายพันธุ 1-2 รุน (60-90 วัน) โดย
สังเกตจากการพบกลุมตัวออนระยะท่ี 1-2 ของเพลี้ยออนผักบนตนผักตนใหม (รุนท่ี 1) จากนั้นยายตน
ผักท่ีเริ่มปลอยเพลี้ยออนผักครั้งแรกออกจากโรงเรือน จากนั้นนําตนผักตนใหมมาวางในกรงเลี้ยง
เพ่ือใหมีเพลี้ยออนผักรุนท่ีสองตอไป (ภาพท่ี 3.2)

ภาพท่ี 3.2 ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงเพลี้ยออนผักเพ่ือทดสอบความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01
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เตรียมสารละลายสปอรของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งเพาะเลี้ยงไดจากอาหาร
เทียมแตละชนิด ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA),
Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar
(MEA), Nutrient Agar (NA) และ Water Agar (WA) ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเทียมนาน 15 วัน โดย
ขูดสปอรจากผิวอาหารเลี้ยงเชื้อรามาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อท่ีมีสารจับใบ Tween 80 ท่ีระดับ
ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต นับจํานวนสปอรโดยใชเครื่องนับจํานวนสปอร Neybauer Hemocytometer
และปรับความเขมขนของสปอร 1010 สปอรตอมิลลิลิตร ตามวิธีของ Poinar and Thomas (1984, 392
pp.) โดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลวซึ่งมีสารจับใบ Tween 80 เขมขน 0.02 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย

เตรียมสารละลายสปอรของเชื้อราจากวัสดุเพาะชนิดตางๆ ไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาว
ฟาง และ อาหารสุนัข ตามวิธีในขอ 3.3.3 จากนั้นนํามาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อท่ีมีสารจับใบ
Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยผาขาวบางเพ่ือ
นํากากของวัสดุเพาะท่ีเหลือออก นับจํานวนสปอรโดยใชเครื่องนับจํานวนสปอรและปรับความเขมขน
ของสปอร 1010 สปอรตอมิลลิลิตร ตามวิธีของ Lacey (1997) โดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อราท่ีมีสารจับใบ
Tween 80 เขมขน 0.02 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย

ปลูกเชื้อราเพ่ือทดสอบความสามารถในการกอโรคกับเพลี้ยออนผัก โดยแบงการทดลอง
ออกเปน 2 ชุดไดแก สารละลายสปอรท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารเทียมชนิดตางๆ และท่ีได
จากการเพาะเลี้ยงในวัสดุเพาะชนิดตางๆ แกเพลี้ยออนผักท่ีเตรียมไว โดยนําตนคะนาท่ีมีเพลี้ยออนผัก
รุนท่ี2 ท่ีเพาะเลี้ยงไวมาตัดใบมีกลุมของเพลี้ยออนผักอยูเพียงหนึ่งใบ ใชพูกันเบอร 2 เข่ียเพลี้ยออนผัก
ออกจนเหลือ 50 ตัวตอใบ จากนั้นทําการทดสอบความสามารถในการกอโรคกับแมลงเปาหมาย
(pathogenicity test) ดัดแปลงจากวิธีของ Lacey (1997) โดยวางใบพืชท่ีมีเพลี้ยออนผักในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ท่ีปูดวยกระดาษกรอง (Wattman No 1) ชุมน้ํา
พนสปอรของของเชื้อราท่ีเตรียมไว ตามวิธีของ Tanada and Kaya (1993) เปรียบเทียบกับวิธีการท่ีไมได
ปลูกเชื้อ (control, น้ํากลั่น ผสม Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต) หลังจากการปลูกเชื้อ
และวางจานอาหารเลี้ยงเชื้อใน growth chamber ท่ีอุณหภูมิ 20-23 องศาเซลเซียส ชวงการให
แสง:มืด ในอัตราเวลา 12:12 ชั่วโมง และบันทึกจํานวนเพลี้ยออนผักท่ีมีชีวิตอยูทุก 24 ชั่วโมง เปน
เวลา 168 ชั่วโมง

การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล

ทําการรวบรวมขอมูลและคํานวณเปอรเซ็นตการตายของแมลงท่ีทดสอบโดยนําขอมูลการ
ตายมาปรับเปนคาการตายท่ีถูกตอง (corrected control mortality) ตามขบวนการทางพิษวิทยา
โดยใช Abbott’s Correction Formula (Abbott, 1925, pp. 265-267) ดังนี้

เปอรเซ็นตตายของแมลงที่ทดสอบ = % การตายของแมลงที่ไดรับเชือ้รา - %ตายของแมลงที่ไมไดรับเชื้อรา X100
% ตายของแมลงที่ไมไดรับเชื้อ X 100
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วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทําซ้ําวิธีการทดลองละ 5 ซ้ํา นําคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการ
ตายสะสมของเพลี้ยออนผักในเวลาท่ีกําหนดท่ีวัดไดจากท้ังสองการทดลองมาวิเคราะหความ
แปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบ
นัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

3.2.2 การประเมินความรุนแรงของเชื้อในการกอโรคแกดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata,
Coleoptera: Chrysomelidae)

เพาะเลี้ยงดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata ) ใหปลอดเชื้อโดยเก็บตัวอยางดวงหมัดผัก
ดังกลาวจากแปลงเกษตรโดยใชเครื่องดูดแมลง (aspirator) จากใบผักกาดกวางตุงตามแปลงเกษตรมา
ปลอยในกรงขนาด 200 x 200 เซนติเมตร (ในเรือนทดลอง) ซึ่งมีตนผักกาดกวางตุง (อายุ 20-30 วัน)
ท่ีเตรียมไวในกระถางปลูก 25 กระถางตอกรง ปลอยใหดวงหมัดผัก ขยายพันธุ 1-2 รุน (ประมาณ
70-100 วัน) โดยมีการดูแลตนพืชโดยการรดน้ําทุก 24 ชั่วโมง และมีการเพ่ิมจํานวน และหรือ เปลี่ยน
กระถางตนพืชตามความจําเปน (ภาพท่ี 3.3)

ภาพท่ี 3.3 ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงดวงหมัดเพ่ือทดสอบความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

เตรียมสารละลายสปอรของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งเพาะเลี้ยงไดจาก
อาหารเทียม ตามวิธีในขอ 3.4.1 และเตรียมดวงหมัดผักโดยใชเครื่องดูดแมลงดูดดวงหมัดท่ีเพาะเลี้ยง
ได มาปลอยในกลองเลี้ยงแมลง (ขนาด กวาง x ยาว x สูง  เทากับ 10 x 15 x 8 เซนติเมตร)
ปูดวยผาฝายชุบน้ําพอหมาด ท่ีมีใบผักกาดกวางตุง (ปลูกในสภาพเรือนทดลองเดียวกับกรงเพาะเลี้ยง)
บนลําตนท่ีมี 4-5 ใบตอตน พันดวยสําลีชุบน้ําพอหมาดและหอดวยกระดาษอลูมิเนียมฟอลย จํานวน
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50 ตัวตอกลอง จากนั้นปลูกเชื้อรา จากสารละลายสปอรท่ีเตรียมไว ตามวิธีของ Tanada and Kaya
(1993) เปรียบเทียบกับวิธีการท่ีไมไดปลูกเชื้อรา (control น้ํากลั่น ผสม Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน
0.02 เปอรเซ็นต) หลังจากการปลูกเชื้อรา และวางจานอาหารเลี้ยงเชื้อราใน growth chamber ท่ี
อุณหภูมิ 20-23 องศาเซลเซียส ชวงการใหแสง:มืด ในอัตราเวลา 12:12 ชั่วโมง โดยแบงเปนสองการ
ทดลองเปน 2 ชุด เชนเดียวกับขอ 3.4.1 บันทึกจํานวนดวงหมัดผัก ท่ีมีชีวิตอยูทุก 24 ชั่วโมง เปน
เวลา 168 ชั่วโมง

รวบรวมขอมูล และคํานวณเปอรเซ็นตการตายของแมลงท่ีทดสอบโดยนําขอมูลการตายมา
ปรับเปนคาการตายท่ีถูกตอง (corrected control mortality) และวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหา
นัยสําคัญทางสถิติตามวิธีในขอ 3.4.1

3.2.3 การประเมินความรุนแรงของเชื้อในการกอโรคแกหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura,
Lepidoptera: Noctuidae)

เพาะเลี้ยงหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) ใหปลอดเชื้อโดยเก็บตัวอยางหนอนวัยท่ี 3-4
จากแปลงเกษตรโดยเก็บใบผักคะนา และกะหล่ํา มาเพาะเลี้ยงดวยใบคะนาซึ่งปราศจากสารพิษ
(ปลูกในเรือนทดลอง) ในกลองเลี้ยงแมลงขนาด กวาง x ยาว x สูง เทากับ 20x 30 x 15
เซนติเมตร) โดยทําความสะอาดกลองและเปลี่ยนอาหารตามความจําเปน จนแมลงเจริญเปนระยะ
ดักแด จากนั้นยายดักแดมาวางในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 100 x 100 เซนติเมตร ซึ่งมีตนกะหล่ําซึ่งปลูก
ในกระถาง 3 กระถางตอกรง จํานวน 10 ดักแดตอกรง ในอัตราสวนเพศผูตอเพศเมีย 1:1 ตัว ในเรือน
ทดลอง (ประมาณ 45-50 วัน) จนพบกลุมไขของหนอนกระทูผัก เริ่มทําการสังเกตทุก 24 ชั่วโมงเม่ือ
พบการฟกของหนอนวัยท่ีหนึ่ง จึงนําไปทดสอบความสามารถในการกอโรค (ภาพท่ี 3.4)

ภาพท่ี 3.4 ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงหนอนกระทูผักเพ่ือทดสอบความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01
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เตรียมสารละลายสปอรของเชื้อรา B. Bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งเพาะเลี้ยงไดจากอาหาร
เทียม ตามวิธีในขอ 3.4.1 เตรียมหนอนกระทูผักวัยท่ี 1 โดยตัดใบกะหล่ําท่ีมีหนอนวัยหนึ่งอยู ใชพูกัน
เข่ียหนอนออกจนเหลือใบละ 20 ตัว นําไปวางในกลองเลี้ยงแมลง (ขนาด กวาง x ยาว x สูง เทากับ
10 x 15 x 8 เซนติเมตร) ปูดวยผาฝายชุบน้ําพอหมาด ท่ีมีใบกะหล่ํา (ปลูกในสภาพเรือนทดลอง
เดียวกับกรงเพาะเลี้ยง) บนลําตนท่ีมี 4-5 ใบ พันกานใบดวยสําลีชุบน้ําพอหมาดและหอดวยกระดาษ
อลูมิเนียมฟอยล จากนั้นปลูกเชื้อรา จากสารละลายสปอรท่ีเตรียมไว ตามวิธีของ Tanada and Kaya
(1993) เปรียบเทียบกับวิธีการท่ีไมไดปลูกเชื้อ (control น้ํากลั่น ผสม Tween 80 ท่ีระดับความเขมขน
0.02 เปอรเซ็นต) หลังจากการปลูกเชื้อรา และวางจานอาหารเลี้ยงเชื้อรา ใน growth chamber ท่ี
อุณหภูมิ 20-23 องศาเซลเซียส ชวงแสง:ความมืด (12:12) โดยแบงเปน 2 การทดลอง

การรวบรวมและวิเคราะหขอมูล

บันทึกจํานวนดวงหมัดผัก ท่ีมีชีวิตอยูทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 168 ชั่วโมง จากนั้นทําการ
รวบรวมขอมูล และคํานวณเปอรเซ็นตการตายของแมลงท่ีทดสอบโดยนําขอมูลการตายมาปรับเปน
คาการตายท่ีถูกตอง (corrected control mortality) และวิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญ
ทางสถิติตามวิธีในขอ 3.2.1

3.3 การศึกษาผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถิ่นตอพันธุกรรมของเช้ือรา
B. bassiana ไอโซเลท Bbs01

การตรวจสอบพันธุกรรมของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 โดยนําตัวอยาง
เชื้อราไปวิ เคราะหลักษณะทางพันธุกรรม โดยดวยวิธีตรวจสอบลายพิมพดี เ อ็นเอ (DNA
fingerprinting) ดวยวิธี RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNAs) ซึ่งเริ่มจาก
เพาะเลี้ยงเชื้อ Bbs01 บนอาหารเทียมในรูปของเหลวโดยดัดแปลงจากวิธขีอง Alves, et al. (2002, pp. 70-77)
ไดแก Potato Dextrose Broth (PDB), Sabouraud Dextrose Broth (SDB), Sabouraud Dextrose Broth
Supplemented with Yeast Extract (SDBY), Malt Extract Broth (MEB), Nutrient Broth (NB) และ
Water Broth (WB) และเตรียมสารสกัดจากวัสดุเพาะเชื้อไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ
อาหารสุนัข โดยนํามาบด ในน้ํา 1:1 สวน บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ในปริมาตร 100
มิลลิลิตร

จากนั้นนํามานึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันตามขบวนการในขอ 3.2 และเก็บตัวอยางสปอร
ของเชื้อท่ีอายุ 30 วัน มาสกัด genomic DNA ของตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก Maureret al. (1997, pp. 159-164)
กลาวคือนําตัวอยางมาสลายสวนท่ีเปนโปรตีนใน lysis buffer ท่ีมีเอนไซม protease K โดยบมท่ี 65
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาสกัดโดยใช chloroform: isoamyl alcohol หรือ isopentyl
alcohol ในอัตรา 24:1 โดยทําซ้ํา 3 ครั้ง นํา DNA ท่ีไดไป ปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 12,000 รอบ
ตอนาที นาน 15 นาที จากนั้นลางดวย ethanol 70 เปอรเซ็นตและปลอยใหแหงในสภาพสุญญากาศ
นํา DNA ท่ีไดมาละลายใน Tris EDTA buffer ปริมาตร 300-500 ไมโครลิตร และนํา DNA ท่ี
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สกัดไดมาเพ่ิมจํานวนดวยวิธี PCR (Polymerase Chain Reaction) เพ่ือเพ่ิมปริมาณ marker RAPD
โดยใชไพรเมอรไดแก OPA-3 และ OPB -10 (โดย Operon Technologies, Alabama, USA) สําหรับการ
ตรวจเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและตรวจสอบพันธุกรรมของเชื้อนี้ ตามวิธีของ Castrillo et al. (2003,
pp. 75–83) ในสภาพ PCR denaturation เริ่มตน 4 นาที ท่ี 95 องศาเซลเซียส โดยใชสภาพ
denaturation 40 วินาที ท่ี 94 องศาเซลเซียส annealing 40 นาทีท่ี 37 องศาเซลเซียส extension
40 วินาที ท่ี 72 องศาเซลเซียส รวมจํานวน 35 cycles และ final extension 4 นาที ท่ี 72 องศาเซลเซียส
จากนั้นนําผลผลิต PCR ดําเนินการ electrophoresis โดยใช agarose gel 1.5 เปอรเซ็นต และ
ยอมดวย ethidium bromide และ ตรวจสอบแถบ DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลท และใช ladder
ขนาด 500 และ ใช ladder ขนาด 1000 คูเบส เปนตัวชี้วัดขนาดโมเลกุล

3.4 ผลของชนิดอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณตอความสามารถในการกอโรค
กับแมลงศัตรูพืชของเช้ือรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 (ตัวช้ีวัดเชิงคุณภาพ)

3.4.1 การตรวจหาเอนไซม protease ซึ่งเปนปจจัยความรุนแรงในการกอโรคกับแมลงศัตรูพืชของ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับชีวโมเลกุล

ตรวจหาการสรางเอนไซมซึ่งเปนปจจัยในระดับชีวโมเลกุลท่ีมีผลตอความสามารถในการ
กอโรคกับแมลงศัตรูพืชของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับชีวโมเลกุลในการศึกษาครั้งนี้
วัดโดยการวัดประมาณการผลิตเอนไซมของเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีแตกตาง
กันโดยวิธีซึ่งดัดแปลงจาก Kucera (1971, pp. 211-215) โดยเริ่มจากการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร
ชนิดตางๆ ตามขบวนการในขอ 3.3 จากนั้นทําการปลูกเชื้อรา Bbs01 ลงในอาหารแตละชนิด ชนิดละ
3 ซ้ํา บมในเครื่องเขยา ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน
จากนั้นนําของเหลวท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงมากรองดวยฝาขาวบาง และนําไป centrifuge ท่ี 10,000
รอบตอนาที นาน 15 นาที และนําไปตรวจยืนยันการสรางเอนไซมโดยอาศัยน้ําหนักโมเลกุลของ
protease โดยวิธี acrylamide gel electrophoresis ใช SDS-PAGE 12.5 เปอรเซ็นต ซึ่งประกอบดวย
เจล 0.3 เปอรเซ็นต ในสภาพท่ีไมมีการชักนํา ท่ีสภาพอุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ใน Triton X -100
solution 2.5 เปอรเซ็นต เพ่ือลาง SDS และทําใหเอนไซม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วยตัวชี้วัดมาตรฐาน
(standard marker)
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3.4.2 การวัดปริมาณการผลิตเอนไซม protease ซึ่งเปนปจจัยความรุนแรงในการกอโรคกับแมลง
ศัตรูพืชของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ในระดับชีวโมเลกุล

วัดปริมาณการผลิตเอนไซมของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหาร
เทียมและวัสดุเพาะชนิดตางๆ โดยเริ่มจากการเตรียมอาหารเทียมจํานวน 6 ชนิดไดแก Potato
Dextrose (PDB), Sabouraud Dextrose Broth (SDB), Sabouraud Dextrose Broth Supplemented
with Yeast Extract (SDBY), Malt Extract Broth (MEB), Nutrient Broth (NB) และ Water  Broth (WB)
โดยนําสูตรสําเร็จของอาหารเหลานี้มาละลายน้ํากลั่น 1 ลิตร บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250
มิลลิลิตร ขวดละ 100 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที

เพาะเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 บนอาหาร PDA นาน 15 วัน และขูดสปอรของ
เชื้อรามาละลายในน้ํากลั่นและปรับความเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิเมตร นํามา 1 มิลลิลิตร มา
บมในอาหารท่ีเตรียมไวบนเครื่องเขยา ท่ี 28 + 1 องศาเซลเซียส ท่ี 180 รอบตอนาที นาน 24 ชั่วโมง
ปรับระดับ pH ของอาหารเทียมแตละชนิดใหเปน 8.0 และบมท่ี 28 องศาเซลเซียส ท่ี 180 รอบ
ตอนาที นาน 56 ชั่วโมง และเก็บเสนใย โดยการกรองดวยผาขาวบาง และลางดวยน้ํากลั่น
2 รอบ นํามาแยกเสนใยดวยการหมุนเหวี่ยง (centrifugation) 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที
และนําของเหลว (supernatant) มาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีของ Kunitz (1947, pp. 291-310)
โดยเตรียมสารตั้งตนการยอยสลายของเอนไซม (substrate) ซึ่งคือ casein (Sigma) ปริมาณ 2 กรัม
ใน 0.01 M Tris HCl เขมขน 1 โมล (pH 8.0) ซึ่งมี CaCl2 (pH 8.0) 10 มิลลิโมล ปรับปริมาตรเปน
100 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น นํา substrate ท่ีเตรียมไวนี้ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใสในเชื้อท่ีเตรียม
ไวขางตนท่ีละลายใน Tris HCl 0.01 โมล (pH 8) และ 10 mM CaCl2 10 มิลลิโมล (รวม 200 ไมโครลิตร)
บมท่ี 35 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และหยุดปฏิกริยาดวย TCA 1.2 โมล นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 4,000
รอบตอนาที นาน 5 นาที และนําของเหลวไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีระดับชวงแสง 280 นาโนเมตร
เทียบกับน้ํา โดย 1 หนวยกิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอส (protease) วัดเปนปริมาตรเอนไซมท่ีผลิต
สาร Tyrosine ตอนาที ในสภาพท่ีศึกษา

โดยใชสารนี้เปนสารมาตรฐานสําหรับการคํานวณกิจกรรมเอนไซมนําขอมูลหนวยกิจกรรม
ของเอนไซมมาหาคาเฉลี่ยจากการ ทําซ้ําวิธีการทดลอง (อาการเทียมแตละชนิด) ละ 5 ซ้ํา โดยมีการ
วางแผนการทดลองแบบ CRD โดย วิเคราะหความแปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบนัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี
DMRT

เตรียมวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ โดยเริ่มจากการเตรียมขาวเปลือกโดยนําขาวหอมมะลิมาหุง
โดยการนึ่งใหสุกเพียง 50 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาเกลี่ยใหเย็นในถาดซึ่งสานดวยไมไผเพ่ือลดความชื้น
สวนเกิน นําขาวเปลือกไปลางน้ําใหสะอาด นําแชน้ํานาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาตมนาน 15 นาที
และนํามาผึ่งลมใหหมาดในถาดไมไผนาน 30 นาที เตรียมขาวฟางเชนเดียวกับการเตรียมขาวเปลือก
สวนอาหารสุนัขเตรียมโดยการนําอาหารสุนัข (ยี่หอพลีโม สําหรับสุนัขโตทุกพันธุรสตับ) นํามาแชน้ํา
สะอาดนาน 1.5 นาที และนําออกมาผึ่งในถาดท่ีสานดวยไมไผใหสะเด็ดน้ํา นําวัสดุเพาะแตละชนิดมา
บดใหละเอียดดวยเครื่องบดอาหารโดยการเติมน้ํากลั่นระหวางบด จากนั้นนําวัสดุท่ีบดแลวปริมาตร
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100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร และขูดสปอรของเชื้อมาละลายในน้ํากลั่น
และปรับความเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิเมตร 1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงในอาหาร บมใน
เครื่องเขยา ท่ี 150 รอบตอนาที ท่ี 35 องศาเซลเซียส นานา 72 ชั่วโมง และนํามากรองผานผา
ขาวบาง เก็บเสนใยโดยการกรอง และลางดวยน้ํากลั่น 2 รอบ และนําเสนใยท่ีกรองไดไปหมุนเหวี่ยง
ท่ี 10,000 รอบตอนาทีนาน 15 นาที และนําไปตรวจสอบการผลิตเอนไซมของเชื้อราบนวัสดุเพาะ
แตละชนิดโดยวิธี acrylamide gel electrophoresis และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีท่ี
กลาวมาขางตน นําขอมูลหนวยกิจกรรมของเอนไซมมาหาคาเฉลี่ยจากการ ทําซ้ําวิธีการทดลอง
(วัสดุเพาะแตละชนิด) ละ 5 ซ้ํา โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD โดย วิเคราะหความ
แปรปรวนเพ่ือหานัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 และ 99 เปอรเซ็นต และหากพบ
นัยสําคัญ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

3.5 การศึกษาความสัมพันธระหวางความสามารถในการกอโรคของเช้ือรา Beauveria bassiana
ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือรา และ วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีแตกตางกันตอปริมาณ
กิจกรรมของเอนไซม protease

นําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease และความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา
B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเทียม ซึ่งไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), SDA with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA)
มาหาคาความสัมพันธระหวางปริมาณการสรางเอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอโรค กับแมลง
เปาหมายท้ังสามชนิด (เพลี้ยออนผักดวงหมัดผัก และ หนอนกระทูผัก) โดยการใชสมการถดถอย
(regression equation) ซึ่งกําหนดใหคา log ของคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease y และ
เปอรเซ็นตการกอโรค x และ วัดคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (r และ R) ในสมการ เปนตัวชี้วัดระดับ
และแนวโนมความสัมพันธ (LeClerg et al., 1966, Snedecor and Cochran, 1967, Wadley, 1967)
จากนั้นนําขอมูลชุดดังกลาวมาแสดงคาเปนระดับความสัมพันธของคาเฉลี่ย จากนั้นนําเขามูลมา
พลอตกราฟเพ่ือแสดงความสัมพันธเชิงเสนใหเปนแนวโนมความสัมพันธท่ีเกิดข้ึน

นําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease และความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา
B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงในวัสดุเพาะชนิดตางๆ ซึ่งไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟางและอาหาร
สุนัข มาหาคาความสัมพันธระหวางปริมาณการสรางเอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอโรค
กับแมลงเปาหมายท้ังสามชนิด (เพลี้ยออนผัก ดวงหมัดผัก และหนอนกระทูผัก) โดยการใชสมการ
ถดถอย (regression equation) ซึ่งกําหนดใหคา log ของคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease y
และ เปอรเซ็นตการกอโรค x และ วัดคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (r และ R) เปนตัวชี้วัดระดับ
และแนวโนมความสัมพันธ (LeClerg et al., 1966; Snedecor and Cochran, 1967; Wadley, 1967) และ
นําขอมูลชุดดังกลาวมาแสดงคาเปนระดับความสัมพันธของคาเฉลี่ย จากนั้นนําเขามูลมาพลอตกราฟ
เพ่ือแสดงความสัมพันธเชิงเสนใหเปนแนวโนมความสัมพันธท่ีเกิดข้ึน
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3.6 เครื่องมือในการวิจัยและการตรวจสอบคุณภาพเครื่องมือ

ตูสําหรับเข่ียเชื้อจุลินทรีย (Laminar flow) ท่ีมีการรับรองมาตรฐานตามมาตรฐานของ
Nation Science Foundation (NSF) ไดแก การทดสอบความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน โดยวัด
ปริมาณของสปอรของแบคทีเรียท่ีออกมาจากพ้ืนท่ีการทํางานภายในตูสูสิ่งแวดลอม ทดสอบความ
ปลอดภัยของชิ้นงาน โดยวัดปริมาณของสปอรของแบคทีเรียภายนอกท่ีเขามาในพ้ืนท่ีการทํางาน
ภายในตู และทดสอบการปองกันการเกิด cross contamination โดยวัดปริมาณสปอรของแบคทีเรีย
ท่ีตกคางภายในตูหลังจากการทํางานรวมท้ังการทดสอบตางๆ นี้จะวัดท้ังความเร็วของการไหลเวียน
อากาศภายในและภายนอกตู วัดความเร็วของอากาศท่ีหมุนเวียน ในหองปฏิบัติการ ทดสอบการรั่ว
ของแผนกรอง HEPA นอกจากนี้ยังทดสอบไปถึง การสั่นและความดัง ของตูขณะทํางาน และ
วัดปริมาณความเขมแสงในหองปฏิบัติงาน โดยเจาหนาท่ีดูแลอุปกรณ

หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Tomy autoclave ss-320, Tomy Seiko Co. Ltd., Japan) ซึ่งไดรับการ
ประกันคุณภาพและบํารุงรักษาจากบริษัทผูจําหนาย ผูเชี่ยวชาญ หรือผูผลิต ไดแก 1) ตัวบงชี้ทาง
กายภาพ ประกอบไปดวย โลหะอัลลอยด ท่ีสามารถทนอุณหภูมิสูงท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา
15 นาทีได โดยไมเกิดการเปลี่ยนแปลง ถาโลหะนี้เกิดหลอมเหลวหรือเสียหายจากการทํางานของ
เครื่องจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีสามารถมองเห็นได 2) ตัวบงชี้ทางเคมีไดแก การมีเทปสําหรับนึ่ง
ฆาเชื้อ (Autoclave tape) ซึ่งจะมีแถบสีท่ีจะเปลี่ยนจากสีขาวเปนสีดําหรือน้ําตาลเขม เม่ือผานการ
นึ่งฆาเชื้อแลว 3) ตัวบงชี้ทางชีวภาพ โดยตัวบงชี้ชนิดนี้คือการบรรจุสปอรของแบคทีเรียท่ีทนความ
รอนไดสูงมาก ถาเครื่อง Autoclave ไมสามารถทําอุณหภูมิท่ีถูกตอง สปอรเหลานี้จะเจริญเติบโต
ตอไปได ซึ่งตัวบงชี้ทางชีวภาพนี้จะไดกลาวถึงอยางละเอียดในหัวขอตอไป อีกท้ังมีการทดสอบเครื่อง
Autoclave ทุกๆ 6 เดือน โดยการทํา Spore test โดยใชชุดทดสอบแบบสําเร็จ (spore strips) ของ
เชื้อแบคทีเรียพวก Bacillus stearothermophilus ซึ่งเปนจุลินทรียท่ีทนความรอนไดสูงมาก โดยใส
ชุดทดสอบซึ่งภายในมีอาหารเลี้ยงเชื้ออยู หลังจากเริ่มการทํางานเครื่องแลวจะทําใหหลอดแกวภายใน
ชุดทดสอบแตกสปอรท่ีอยูภายในก็จะตกลงไปในอาหารเหลวภายใน หลังจากนึ่งฆาเชื้อแลว นําชุด
ทดสอบไปบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ถาสปอรถูกทําลายท้ังหมดสีของอาหารจะ
ยังคงเปนสีฟาเชนเดิม แตถาสปอรมีการเจริญเติบโตและมีกระบวนการเมแทบอลิซึมเกิดข้ึนจะทําให
อาหารเปลี่ยนเปนสีเหลือง อีกท้ังมีการใชเครื่องมือ และมีการบรรจุสิ่งท่ีจะฆาเชื้ออยางปลอดภัยตาม
คําแนะนําของผูผลิต

กลองจุลทรรศน แบบ compound microscope และกลองจุลทรรศนแบบ stereomicroscope
ซึ่งมีการตรวจสอบคุณภาพโดยบริการหลังการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ รวมท้ังมี
การจัดการดานพ้ืนฐานการใชและการดูแลเบื้องตนโดยผูใชและดูแลอุปกรณวิทยาศาสตร ใน
หองปฏิบัติการเชน การเก็บกลองจุลทรรศนไวในท่ีท่ีปราศจากฝุนละออง ไมมีความชื้นสูง ในหองมี
อากาศถายเทไดสะดวก หลีกเลี่ยงจากสถานท่ีท่ีมีเชื้อรา การเตรียมสไลด ท่ีเหมาะสมกับการใชกลอง
การเช็ดเลนสตองใชกระดาษเช็ดเลนสทุกครั้งโดยน้ํายาท่ีใชเช็ดเลนส ไดแก xylene 85 เปอรเซ็นต
ผสม ether 15 เปอรเซ็นต หรือ alcohol 80 เปอรเซ็นต ผสม ether 20 เปอรเซ็นต สวนไมโครมิเตอรท่ีใช
วัดขนาดของสิ่งท่ีสองใตกลอง ไดมีการเทียบคาระยะหางของแตละชองกัน stage micrometer เม่ือ
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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านจุลชีววิทยาอ่ืน ๆ เชนเครื่องแกวและเครื่องมือ
วิทยาศาสตรขนาดเล็ก มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการจําหนายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายใน
ประเทศ รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด

อุปกรณพ้ืนฐานสําหรับ gel electrophoresis มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการจําหนายจาก
ทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด

เรือนทดลอง กรง กลอง และและอุปกรณพ้ืนฐาน สําหรับเพาะเลี้ยงแมลงมีการตรวจสอบ
คุณภาพกอนการจําหนายจากทางผูรับเหมาจัดทําและผูตรวจรับ รวมท้ังมีการปฏิบัติงานตามความ
เหมาะสมในระดับท่ีทดสอบ

อุปกรณสําหรับฉีดพนเชื้อราโรคแมลงมีการตรวจสอบคุณภาพกอนการจําหนายจากทาง
บริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ

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

เครื่องวัดอุณหภูมิและความชื้น (Temperature and Humidity Data Logger รุน SKL200THIIa,
SK Sato, Japan) ซึ่งมีการตรวจสอบคุณภาพกอนการจําหนายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนาย
ในประเทศ

เครื่องชั่งดิจิตอล (Digital Scale 3000g, GM-3KG, Lutron, Taiwan) ซึ่งมีการตรวจสอบคุณภาพ
กอนการจําหนายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ

เครื่องเขยาสารและควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) KS 4000 ic control, Germany
มีการตรวจสอบคุณภาพกอนการจําหนายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศทุก 6 เดือน
รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด

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

เครื่อง PCR Model MJ Research DYAD ALD สําหรับการทํา PCR มีการตรวจสอบคุณภาพกอน
การจําหนายจากทางบริษัทตัวแทนจําหนายในประเทศ รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิต
อยางเครงครัดโดยผูปฏิบัติงาน

อุปกรณวิทยาศาสตรขนาดเล็กท่ีจําเปน สําหรับการสกัดโปรตีนและการทํา electrophoresis
รวมท้ังมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดมีการสั่งชื้อจากตัวแทนจําหนวยท่ีไดรับความเชื่อถือ รวมท้ังมี
การคัดเลือกบริษัทผูผลิตท่ีมีคุณภาพ มีการตรวจสอบสภาพและอายุการใชงาน และการใชในอัตรา
และวิธีการตามคําแนะนําของผูผลิตอยางเครงครัด โดยสารเคมีท่ีใชในการศึกษานี้ไดแก
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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)
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านจุลชีววทิยา
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 เปอรเซ็นต
25. methanol
26. acetic acid
27. CaCl2
28. Tris EDTA
29. สารเคมีอ่ืน ๆ ท่ีจําเปนตอการวัดกิจกรรมของเอนไซม protease
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บทที่ 4
ผลการวิจัย

4.1 การคัดเลือกอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถิ่นซ่ึงเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง
เพิ่มปริมาณของหัวเช้ือรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

4.1.1 อาหารเทียมท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อ

ผลการคัดเลือกชนิดของอาหารเทียมท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 โดยพิจารณาจากความสามารถในการเจริญและการผลิตสปอร
บนอาหารเทียมไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud
Dextrose Agar Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar
(NA) และ Water Agar (WA) พบวาอัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยวของเชื้อรา B. bassiana ตอชั่วโมง มี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p = 0.01) (ตารางท่ี 4.1) โดย มีคาเฉลี่ยสูงสุดและต่ําสุดเปน 3.21
และ 0.53 มิลลิเมตรตอ 24 ชั่วโมง เม่ือเลี้ยงบนอาหาร NA และ WA ตามลําดับ เชื้อราสามารถขยาย
เสนรอบวงของโคโลนีไดเร็วท่ีสุด บนอาหาร NA คือ 3.04 + 0.17 มิลลิเมตรตอ 24 ชั่วโมง แตไม
แตกตางตามนัยทางสถิติจากการเจริญบนอาหาร MEA สวนผลการวัดปริมาณการสรางสปอรตอหนวย
มิลลิลิตร พบวาชนิดของอาหารเทียมท่ีใชเลี้ยงเชื้อรา มีผลตอปริมาณการสรางสปอรของเชื้อรา
B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 อยางมีนัยสําคัญ โดยในเวลา 10 วันในสภาพหองปฏิบัติการ เชื้อรา
สามารถสรางสปอรไดสูงสุด 9.35 และต่ําสุดท่ี 1.57 สปอรตอมิลลิเมตรเม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหาร SDA
และ WA ตามลําดับ และปริมาณการสรางสปอรบนอาหารเทียมแตละชนิดของเชื้อรา B. bassiana
ไอโซเลท Bbs01 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ท้ังนี้การเพาะเลี้ยงบนอาหาร SDA เปนวิธีท่ีพบวา
มีคาเฉลี่ยสูงสุดคือ 8.80 + 0.55 สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.2)
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ตารางท่ี 4.1 อัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยวของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01
บนอาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดตางๆ

อาหารเลี้ยงเช้ือ อัตราการเจริญ (มิลลิเมตรตอ 24 ช่ัวโมง)
Potato Dextrose Agar (PDA) 2.36 + 0.30c
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 2.72 + 0.08b
SDA with Yeast Extract (SDAY) 2.70 + 0.17b
Malt Extract Agar (MEA) 2.78 + 0.19a
Nutrient Agar (NA) 3.04 + 0.17a
Water Agar (WA) 0.68 + 0.15d

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ตารางท่ี 4.2 ปริมาณการสรางสปอรของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 บนอาหารเลี้ยง
เชื้อราชนิดตางๆ

อาหารเลี้ยงเช้ือ ปริมาณการสรางสปอร (สปอรตอมิลลิลิตร)
Potato Dextrose Agar (PDA) 6.62 + 0.27d
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 8.80 + 0.55a
SDA with Yeast Extract (SDAY) 7.40 + 0.43c
Malt Extract Agar (MEA) 8.10 + 0.45b
Nutrient Agar (NA) 7.40 + 0.84c
Water Agar (WA) 2.20 + 0.45e

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึงมี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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4.1.2 การคัดเลือกวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและเตรียมหัวเชื้อรา

วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีสามารถหาไดในทองถ่ินไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ อาหาร
สุนัข ซึ่งผานการนึ่งฆาเชื้อแลว พบวาเปอรเซ็นตการเจริญของเชื้อรา B.  bassiana ไอโซเลท Bbs01 บน
วัสดุเพาะเลี้ยง 150 กรัม มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.01) (ตารางท่ี 4.3) โดยมี
คาสูงสุดและต่ําสุดอยูท่ี 99.89 และ 66.49 เปอรเซ็นตตามลําดับ วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเสนใยของเชื้อรา
สามารถครอบครองพ้ืนท่ีไดดีท่ีสุดไดแก เมล็ดขาวฟางนึ่งสุก แตท้ังนี้ไมมีความแตกตางจากการใช
ขาวสวยเปนวัสดุเพาะเลี้ยง โดยมีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการเจริญของเชื้อราบนวัสดุเพาะเลี้ยง
98.80+1.09 และ 94.60+3.65 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนปริมาณการสรางสปอรของเชื้อราในวัสดุ
เพาะเชื้อพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยมีสูงสุดอยูท่ี 11.49 สปอรตอมิลลิลิตร เม่ือ
เพาะเลี้ยงบนเมล็ดขาวฟาง 6.85 สปอรตอมิลลิลิตร เม่ือเพาะเลี้ยงดวยอาหารสุนัข ท้ังนี้เชื้อรา
สามารถสรางสปอรไดสูงสุดบนเมล็ดขาวฟางในระดับคาเฉลี่ยเปน 10.60+0.89 สปอรตอมิลลิลิตร
และรองมาคือขาวสวย 10.20+1.30 สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.4) ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติ
ตามลําดับ



40

ตารางท่ี 4.3 เปอรเซ็นตการเจริญของเชื้อราบนวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ ของเชื้อรา Beauveria
bassiana ไอโซเลท Bbs01

วัสดุเพาะ เปอรเซ็นตการเจริญ (เปอรเซ็นต)
ขาวสวย 94.60 + 3.65a
ขาวเปลือก 87.60 + 8.26b
ขาวฟาง 98.80 + 1.09a
อาหารสุนัข 70.40 + 3.91c

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึงมีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต โดยเปรียบเทียบ
ความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ตารางท่ี 4.4 ปริมาณสปอรสปอรตอมิลลิลิตร ของเชื้อราบนวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ ของเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

วัสดุเพาะ ปริมาณการสรางสปอร (สปอรตอมิลลิเมตร)
ขาวสวย 10.20 + 1.30a
ขาวเปลือก 8.60 + 1.34b
ขาวฟาง 10.60 + 0.89a
อาหารสุนัข 7.40 + 0.55b

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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4.2 ผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณตอระดับความรุนแรงในการกอโรคกับ
แมลงศัตรูพืชโดยเช้ือรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01

ความรุนแรงของเชื้อในการกอโรคแกเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi, Hemiptera: Aphididae)
ของเชื้อรา B. bassiana ซึ่งเพาะเลี้ยงไดจากอาหารเทียมแตละชนิด ไดแก Potato Dextrose Agar
(PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with Yeast
Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA) และ Water Agar (WA) ท่ีเพาะเลี้ยงใน
อาหารเทียมนาน 10 วัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.01) (ตารางท่ี 4.5) โดยคา
เปอรเซ็นตการตายสะสมในเวลา 7 วันของเพลี้ยออนมีคาสูงสุดอยูท่ี 98.22 เปอรเซ็นต และคาต่ําสุด
อยูท่ี 74.14 เปอรเซ็นต เม่ือนําเชื้อรา B. bassiana ท่ีเลี้ยงบนอาหาร SDAY และ NA มาปลูกเชื้อแก
เพลี้ยออนผักท่ีปลอดโรคตามลําดับ ท้ังนี้ผลชี้วา เชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหาร SDAY สามารถกอโรค
แกเพลี้ยออนผักไดสูงสุดโดยมีคาเฉลี่ยอยูท่ี 94.20 + 4.02 และ 78.80 + 4.66 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
จากนั้นหลังจากทดลองปลูกเชื้อราท่ีผานการเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีตางกัน 4 ชนิดไดแก
ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และอาหารสุนัข ปรากฏวา เชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยง
ท่ีแตกตางกัน สามารถกอโรคแกเพลี้ยออนผักไดตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.01) (ตารางท่ี
4.6) โดยเชื้อท่ีผานการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณดวยเมล็ดขาวฟางนึ่งสามารถกอโรคไดสูงสุดโดยคาเฉลี่ย
เปอรเซ็นตการตายสะสมของเพลี้ยออนผักอยูท่ี 96.00 + 2.92 เปอรเซ็นต ท้ังนี้คาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
การกอโรคโดยรวมมีคาอยูท่ี 98.92 เปอรเซ็นต และมีคาต่ําสุดอยูท่ี 78.16 เปอรเซ็นต เม่ือนําเชื้อท่ี
เพาะเลี้ยงดวยขาวฟางนึ่งสุกและอาหารสุนัขตามลําดับมาปลูกเชื้อแกเพลี้ยออนผัก

ความรุนแรงในการกอโรคแกดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuate, Coleoptera: Chrysomelidae)
ของเชื้อราท่ีเลี้ยงบนอาหารเทียมชนิดตางๆ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P= 0.01) จากตาราง
ท่ี 4.7 แสดงใหเห็นวา เชื้อราท่ีไดจากการเลี้ยงบนอาหาร SDAY สามารถกอโรคแกดวงหมัดผักไดดี
ท่ีสุดโดยมีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม 7 วันของดวงอยูท่ี 79 + 1.58 เปอรเซ็นต ท้ังนี้โดยรวมคา
เปอรเซ็นตการตายสะสมของดวงอยูท่ี 80. 58 เปอรเซ็นต และคาต่ําสุดอยูท่ี 58.54 เปอรเซ็นต เม่ือ
เพาะเลี้ยงดวย SDAY และ PDA ตามลําดับ จากนั้นเม่ือทดสอบปลูกเชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยง
บนวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ พบวาคาเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลงท่ีทดสอบมีคาอยูระหวาง
61.10 – 82.00 เปอรเซ็นต โดยท่ีคาเปอรเซ็นตการตายสะสมของดวงหมัดผักมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.01) และผลจากตารางท่ี 4.8 ชี้วาเชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงบนขาวฟาง
นึ่งสุกสามารถกอโรคไดในระดับสูงสุดในขณะท่ีเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวยขาวสวยสามารถกอโรคได
ในระดับต่ําสุด

ความรุนแรงในการกอโรคแกหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura, Lepidoptera: Noctuidae)
ของเชื้อรา B.  bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดตางๆ ชี้วาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผล
ตอความแตกตางของคาเปอรเซ็นตการตายสะสมของหนอนกระทูผักอยางมีนัยสําคัญ (P= 0.01)
(ตารางท่ี 4.9) และโดยรวมเชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงบน SDAY สามารถกอโรคไดสูงสุด และท่ี
เพาะเลี้ยงบน NA สามารถกอโรคไดต่ําสุด โดยมีคาอยูระหวาง 43.92 – 75.25 เปอรเซ็นต สวนผล
การเปรียบเทียบความความสามารถในการกอโรคตอหนอน กระทูผักของเชื้อรา B. bassiana พบวา
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เชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีตางกันมีความสามารถในการกอโรคแกแมลงท่ีทดสอบอยางมี
นัยสําคัญ (P = 0.01) ดังขอมูลซึ่งแสดงในตารางท่ี 4.10 ท้ังนี้จากการทดลองพบวาคาเปอรเซ็นต
การกอโรคมีคาอยูระหวาง 47.36 - 74.96 เปอรเซ็นต โดยเชื้อ B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงดวยเมล็ดขาว
ฟางนึ่งสุกสามารถกอโรคไดในระดับสูงสุด และท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารสุนัขสามารถกอโรคไดใน
ระดับต่ําสุด
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ตารางท่ี 4.5 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) จากการไดรับเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ ท่ีระดับ
ความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
Potato Dextrose Agar (PDA) 86.00 + 2.74b
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 82.00 + 2.55b
SDA with Yeast Extract (SDAY) 94.20 + 4.02a
Malt Extract Agar (MEA) 84.20 + 3.19b
Nutrient Agar (NA) 78.80 + 4.66c
Water Agar (WA) ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไดเพียงพอสําหรับการ

ทดสอบ

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ตารางท่ี 4.6 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) จากการไดรับเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ ท่ีระดับ
ความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
ขาวสวย 87.40 + 2.51a
ขาวเปลือก 79.80 + 1.64b
ขาวฟาง 96.00 + 2.92a
อาหารสุนัข 83.00 + 2.00b

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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ตารางท่ี 4.7 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata) จากการไดรับ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ
ท่ีระดับความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
Potato Dextrose Agar (PDA) 63.80 + 5.26b
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 65.40 + 2.61b
SDA with Yeast Extract (SDAY) 79.00 + 1.58a
Malt Extract Agar (MEA) 68.80 + 3.35a
Nutrient Agar (NA) 63.80 + 3.96b
Water Agar (WA) ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไดเพียงพอสําหรับการ

ทดสอบ

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ตารางท่ี 4.8 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata) จากการไดรับเชื้อรา
Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ
ท่ีระดับความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
ขาวสวย 63.40 + 2.30c
ขาวเปลือก 66.40 + 2.88c
ขาวฟาง 80.00 + 2.00a
อาหารสุนัข 67.20 + 3.11b

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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ตารางท่ี 4.9 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) จากการไดรับ
เชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมชนิด
ตางๆ ท่ีระดับความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
Potato Dextrose Agar (PDA) 67.20 + 4.15b
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 56.00 + 3.81b
SDA with Yeast Extract (SDAY) 71.40 + 3.85a
Malt Extract Agar (MEA) 50.60 + 4.22c
Nutrient Agar (NA) 49.60 + 5.68c
Water Agar (WA) ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไดเพียงพอสําหรับการ

ทดสอบ

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึงมี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

ตารางท่ี 4.10 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) จากการไดรับเชื้อ
รา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ
ท่ีระดับความเขมขน 1010 สปอรตอมิลลิลิตร

อาหารเลี้ยงเช้ือ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสม (เปอรเซ็นต + SD)
ขาวสวย 65.40 + 4.56b
ขาวเปลือก 56.00 + 2.00c
ขาวฟาง 72.60 + 2.30a
อาหารสุนัข 48.20 + 0.84d

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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4.3 ผลของอาหารเทียมในระดับโมเลกุลและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถิ่น ในการเพาะเลี้ยง
เพื่อเพิ่มปริมาณตอตัวช้ีวัดในระดับโมเลกุลของเช้ือรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01

4.3.1 ผลของอาหารเทียมในระดับโมเลกุลและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ิน ในการเพาะเลี้ยงเพ่ือ
เพ่ิมปริมาณตอพันธุกรรมของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01

ผลการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ดวยตัวชี้วัด RAPD-PCR โดยใช RAPD
primer; OPA-3 OPB-10 และ Universal primer (ITS4) ตามลําดับ พบวาเชื้อรา B. bassiana ท่ีเลี้ยงบน
อาหารเทียมชนิดตางๆ ซึ่งไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) (1), Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(2), Potato Dextrose Agar (PDA) (3), Malt Extract Agar (MEA) (4) และ Nutrient Agar (NA) (5)
มีลักษณะพันธุกรรมไมแตกตางกัน โดยพบวาสามารถสราง (generated) แถบ DNA จํานวน 5 แถบ
ขนาดตั้งแต 500-1000 คูเบส (ภาพท่ี 4.1) สวนเชื้อรา B. bassiana ซึ่งเพาะเลี้ยงบนวัสดุเพาะเลี้ยงตาง
ชนิดกันซึ่งตรวจสอบพันธุกรรมดวยวิธีการเดียวกัน พบวาเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงโดยใชวัสดุเพาะเลี้ยง
ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ อาหารสุนัข (4) มีลักษณะพันธุกรรมไมแตกตางกัน (ภาพท่ี 4.2)

ภาพท่ี 4.1 ผลผลิต RAPD-PCR ซึ่งใชไพรเมอร OPA-3 ของเชื้อรา Beauveria bassiana (M) และ
พันธุกรรมของ B. bassiana กลุมท่ีหนึ่งซึ่งมีพันธุกรรมไมแตกตาง ไดแก เชื้อราท่ีแยก
ไดจาก Potato Dextrose Agar (PDA) (1), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (2),
Potato Dextrose Agar (PDA) (3), Malt Extract Agar (MEA) (4) และ Nutrient
Agar (NA) (5) ตามลําดับ โดย M หมายถึงตัวชี้วัดขนาดโมเลกุลตั้งแต 500-1000 คูเบส
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ภาพท่ี 4.2 ผลผลิต RAPD-PCR ซึ่งใช ไพรเมอร OPA-3 ของเชื้อรา Beauveria bassiana (M) และ
พันธุกรรมของ B. bassiana กลุมท่ีหนึ่งซึ่งมีพันธุกรรมไมแตกตาง ไดแก เชื้อราท่ีแยกได
จาก ขาวสวย (1) ขาวเปลือก (2) ขาวฟาง (3) และ อาหารสุนัข (4) ตามลําดับ โดย M หมายถึง
ตัวชี้วัดขนาดโมเลกุล ตั้งแต 500-1000 คูเบส

4.3.2 ผลของอาหารเทียมในระดับโมเลกุลและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ิน ในการเพาะเลี้ยง
เพ่ือเพ่ิมปริมาณตอการผลิตเอนไซมของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01

4.3.2.1 การตรวจยืนยันการสรางเอนไซมท่ีผลิตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด

หลังจากการทดสอบเพาะเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana บนอาหารเทียมชนิดตางๆ ซึ่งผานการ
ตรวจสอบเบื้องตนวาเปนอาหารเทียมซึ่งสามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหัวเชื้อราดังกลาวไดในระดับท่ี
เพียงพอ เพ่ือการตรวจสอบตรวจยืนยันการสรางเอนไซม protease ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีอิทธิพลโดยตรง
ตอความสามารถในการกอโรค และจากสมมุติฐานท่ีวาอาหารเลี้ยงเชื้อราและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีแตกตาง
กันอาจมีผลตอระดับการสรางเอนไซมดังกลาว ดังนั้นกอนจะทําการดําเนินการวัดระดับเอนไซมเพ่ือ
เปรียบเทียบ ทางคณะผูศึกษาจึงทําการตรวจสอบการผลิตเอนไซมของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อราแต
ละชนิด โดยวิธี acrylamide gel electrophoresis ใช SDS-PAGE 12.5 เปอรเซ็นต และสามารถ
ตรวจสอบยืนยันไดวา เชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียมท้ัง 5 ชนิด ซึ่งได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) ผลิตเอนไซมซึ่งมีขนาด
โมเลกุล 66 KD ในระดับท่ีสามารถตรวจสอบได ดังแสดงในภาพท่ี 4.3 และ 4.4
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4.3.2.2 กิจกรรมของเอนไซม ท่ีผลิตจากเชื้อซึ่งเจริญบนอาหารเทียมและวัสดุเพาะชนิดตางๆ

จากการวัดปริมาณการผลิตเอนไซม protease ซึ่งผลิตจากเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่ง
สามารถวัดไดจากการเกิดกิจกรรมการยอยสลาย casein ซึ่งเปนแหลงโปรตีน ในหองปฏิบัติการ
ชี้ใหเห็นวา อาหารเลี้ยงเชื้อรา รวมท้ังวัสดุเพาะเลี้ยงมีผลตอปริมาณการผลิตเอนไซมนี้อยางมี
นัยสําคัญ (p = 0.01) ปริมาณการผลิต protease บนอาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดตางๆ มีคาอยูระหวาง
0.69 หนวยตอมิลลิลิตร (เลี้ยงเชื้อราบนอาหาร PDA) ถึง 2.08 หนวยตอมิลลิลิตร (U/ml) โดย
อาหารเลี้ยงเชื้อราท่ีเชื้อเจริญและสามารถผลิต protease ไดสูงไดแก SDA with Yeast Extract (SDAY)
ซึ่งสามารถผลิตไดไมแตกตางจากเชื้อราท่ีเลี้ยงบน Malt Extract Agar (MEA) (ตารางท่ี 4.11) สวนวัสดุเพาะ
ท่ีเชื้อ B. bassiana สามารถผลิต เอนไซม protease ไดในระดับสูงท่ีสุด คือ อาหารสุนัข (1.86 + 0.08
หนวยตอมิลลิลิตร ) ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติกับระดับกิจกรรมเอนไซมของเชื้อรา B. bassiana ท่ี
เพาะเลี้ยงดวยเมล็ดขาวฟางนึ่ง (1.79 + 1.16 หนวยตอมิลลิลิตร) และโดยรวมเชื้อ ท่ีเจริญบนวัสดุ
เพาะเลี้ยงชนิดตางๆ มีระดับการผลิต อยูระหวาง 1.07 หนวยตอมิลลิลิตร (เพาะเลี้ยงดวยขาวสวย)
ถึง 1.94 หนวยตอมิลลิลิตร (เพาะเลี้ยงดวยอาหารสุนัข) (ตารางท่ี 4.12)

ภาพท่ี 4.3 ผลการตรวจสอบการสรางเอนไซม protease ของเชื้อรา Beauveria bassiana
ไอโซเลท Bbs01 ดวยวิธี acrylamide gel electrophoresis โดยใช SDS-PAGE 12.5
เปอรเซ็นต และยอมดวย Coomassie brilliant blue R – 250 นาน 3 ชั่วโมง แถบท่ี 1 คือ
protein marker สวนแถบท่ี 2, 3, 4, 5 และ 6 คือโปรตีนท่ีสกัดจากเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวย
อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud
Dextrose Agar Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA)
และ Nutrient Agar (NA) ตามลําดับ
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ภาพท่ี 4.4 ผลการตรวจสอบการสรางเอนไซม protease ของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท
Bbs01 ดวยวิธี acrylamide gel electrophoresis โดยใช SDS-PAGE 12.5 เปอรเซ็นต และ
ยอมดวย Coomassie brilliant blue R – 250 นาน 3 ชั่วโมง แถบ ท่ี 1 คือ protein marker
สวนแถบท่ี 2, 3, 4 และ 5 คือโปรตีนท่ีสกัดจากเชื้อ ท่ีเพาะเลี้ยงดวยขาวสวย ขาวเปลือก
ขาวฟาง และอาหารสุนัข ตามลําดับ

ตารางท่ี 4.11 คาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease ท่ีผลิตจากเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท
Bbs01 ซึ่งเจริญบนอาหารเทียมชนิดตางๆ

อาหารเลี้ยงเช้ือ กิจกรรมเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร + SD)
Potato Dextrose Agar (PDA) 0.85 + 0.16c
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 1.43 + 0.08a
SDA with Yeast Extract (SDAY) 1.99 + 0.09b
Malt Extract Agar (MEA) 1.91 + 0.06a
Nutrient Agar (NA) 1.32 + 0.08b
Water Agar (WA) ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไดเพียงพอสําหรับการ

ทดสอบ

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT
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ตารางท่ี 4.12 คาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease ท่ีผลิตจากเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท
Bbs01 ซึ่งเจริญบนวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ

วัสดุเพาะ กิจกรรมเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร + SD)
ขาวสวย 1.40 + 0.25b
ขาวเปลือก 1.17 + 0.10c
ขาวฟาง 1.79 + 0.16a
อาหารสุนัข 1.86 + 0.08a

หมายเหตุ คาเฉลี่ย + SD จากการทําซ้ํา วิธีทดลองละ 5 ซ้ํา ซึ่งตามดวยอักษรตางกันหมายถึง
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับชวงความเชื่อม่ัน 99 เปอรเซ็นต
โดยเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT

4.4 การศึกษาความสัมพันธระหวางความสามารถในการกอโรคของเช้ือรา B. bassiana ท่ีเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเช้ือและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีแตกตางกันตอปริมาณกิจกรรมของเอนไซม protease

จากการนําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease และความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา
B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเทียม ซึ่งไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) SDA with Yeast Extract (SDAY) Malt Extract Agar (MEA) Nutrient Agar (NA) มาหาคา
ความสัมพันธระหวางปริมาณการสรางเอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอโรค กับแมลงเปาหมาย
ท้ังสามชนิด (เพลี้ยออนผัก ดวงหมัดผัก และหนอนกระทูผัก) โดยการใชสมการถดถอย (regression
equation) ตามวิธีของ LeClerget al. (1966); Snedecor and Cochran (1967) และ Wadley (1967)
พบวาในภาพรวมการเพ่ิมข้ึนของกิจกรรรมของเอนไซม protease มีความสัมพันธในเชิงบวกกับระดับ
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา B. bassiana ตอแมลงเปาหมายแตละชนิดซึ่งไดแก เพลี้ยออน
ผัก และดวงหมัดผักโดยมีคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเปน 0.42 และ 0.438 ตามลําดับซึ่งแสดงให
เห็นวาระดับการกอโรคมีแนวโนมเพ่ิมตามการเพ่ิมปริมาณหรือกิจกรรมของเอนไซมในกรณีของ
การศึกษากับหนอนกระทูผักซึ่งคาพบสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเปน 0.01 ดังนั้นแนวโนมความสัมพันธ
อาจไมเปนเชนเดียวกันกับผลการทดสอบกับแมลงในเปาหมายสองตัวแรกท่ีกลาวมา (ภาพท่ี 4.5 – 4.7)
สวนผลการนําขอมูลคาเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม protease และความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา
B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงในวัสดุเพาะ ซึ่งไดแก ขาวสวยขาวเปลือก ขาวฟางและอาหารสุนัข มาหาคา
ความสัมพันธระหวางปริมาณการสรางเอนไซม protease กับเปอรเซ็นตการกอโรค กับแมลงเปาหมาย
ท้ังสามชนิด โดยการใชสมการถดถอย (regression equation) พบวาในกรณีของแมลงในเปาหมาย
จํานวน 2 ชนิดซึ่งไดแก เพลี้ยออนผัก และดวงหมัดผัก การเพ่ิมข้ึนของกิจกรรมของเอนไซม
protease มีความสัมพันธในเชิงบวกกับระดับความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา B. bassiana โดย
มีคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเปน 0.447 และ 0.772 ตามลําดับ จึงแสดงใหเห็นวาระดับการกอโรคมี
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แนวโนมเพ่ิมตามการเพ่ิมปริมาณหรือกิจกรรมของเอนไซม สวนในกรณีของหนอนกระทูผัก
ซึ่งคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเปน 0.027 ดังนั้นแนวโนมความสัมพันธจึงอาจไมเปนเชนเดียวกับผล
การทดสอบกับแมลงสองชนิดแรกท่ีกลาวมา (ภาพท่ี 4.8 – 4.10)

ภาพท่ี 4.5 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธระหวาง
ระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อราBeauveriabassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเลี้ยง
ดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการกอโรค (คาเปอรเซ็นตการตาย
สะสม) ตอเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi)

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลง
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ภาพท่ี 4.6 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธระหวาง
ระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อราBeauveriabassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเลี้ยง
ดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการกอโรค (คาเปอรเซ็นตการตาย
สะสม) ตอดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata)

ภาพท่ี 4.7 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธระหวาง
ระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อราBeauveriabassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเลี้ยง
ดวยอาหารเทียมชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการกอโรค (คาเปอรเซ็นตการตาย
สะสม) ตอหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura)
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คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลง

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลง
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ภาพท่ี 4.8 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธระหวาง
ระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01
ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการกอโรค
(คาเปอรเซ็นตการตายสะสม) ตอเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi)

ภาพท่ี 4.9 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธระหวาง
ระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01
ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการกอโรค
(คาเปอรเซ็นตการตายสะสม) ตอดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata)
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คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลง
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ภาพท่ี 4.10 กราฟจากสมการถดถอยเชิงเสน (Linear regression) ซึ่งแสดงแนวโนมความสัมพันธ
ระหวางระดับกิจกรรมของเอนไซม Protease ของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท
Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะชนิดตางๆ กับระดับความสามารถในการ กอ โรค
(คาเปอรเซ็นตการตายสะสม) ตอหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura)

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายสะสมของแมลง
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บทที่ 5
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ

5.1 สรุปผลการวิจัย

การคัดเลือกอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ินซึ่งเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท Bbs01 จากอาหารท่ีใชทดสอบจํานวน 6 ชนิดไดแก
Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Sabouraud Dextrose Agar
Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA), Nutrient Agar (NA) และ Water
Agar (WA) และวัสดุเพาะท่ีหาไดในประเทศ ไดแก ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ  อาหารสุนัข
โดยพิจารณาอัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยว และปริมาณการสรางสปอรของเชื้อรา B. bassiana
พบวาเชื้อสามารถขยายเสนรอบวงของโคโลนีไดเร็วท่ีสุดบนอาหาร NA (3.04 + 0.17) วัสดุเพาะท่ีเสน
ใยของเชื้อสามารถครอบครองพ้ืนท่ีไดดีท่ีสุดไดแก เมล็ดขาวฟางนึ่งสุก (98.80+1.09) สําหรับการวัด
การสรางสปอรพบวาเชื้อมีการสรางสปอรสูงสุดบนอาหารเทียมสูตร Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(8.80 + 0.55 เปอรเซ็นต) และเม่ือเพาะเลี้ยงบนเมล็ดขาวฟาง (11.49 สปอรตอมิลลิลิตร) สวน
การศึกษาผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะตอความรุนแรงในการกอโรค กับเพลี้ยออนผัก ดวงหมัด
ผัก และหนอนกระทูผัก พบวาชนิดของอาหารเทียมและวัสดุเพาะมีผลตอความสามารถในการกอโรค
โดย B. bassiana ท่ีเลี้ยงบนอาหาร SDAY สามารถกอโรคกับเพลี้ยออนผักไดสูงสุด (94.20 + 4.02
เปอรเซ็นต) ดวงหมัดผัก (79.00+1.58 เปอรเซ็นต) และ หนอนกระทูผัก (71.40+3.85 เปอรเซ็นต)
B. bassiana เชื้อท่ีเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณดวยเมล็ดขาวฟางนึ่งสามารถกอโรคแกแมลงท้ังสามชนิดได
สูงสุด (96.00 + 2.92 8.00 + 2.00 และ 72.6 + 2.30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) สวนการตรวจสอบผล
ของอาหารเทียม และวัสดุเพาะตอพันธุกรรมของเชื้อรา B. bassiana พบวาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA
fingerprinting) จากตัวชี้วัด RAPD-PCR ท่ีใช RAPD primer; OPA-3 OPB-10 และ Universal primer (ITS4)
แสดงใหเห็นวาเชื้อท่ีเลี้ยงดวยอาหารเทียมและวัสดุเพาะตางชนิดกัน มีลักษณะพันธุกรรมไมแตกตาง
กัน อีกท้ังสามารถตรวจสอบพบวาเชื้อมีการสรางเอนไซม protease ซึ่งเปนปจจัยท่ีเก่ียวของกับความ
รุนแรงในการกอโรคของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bs01 โดยปริมาณการผลิตเอนไซม protease ของ
เชื้อราดังกลาวมีความแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของอาหาร และ/ หรือ วัสดุเพาะ กลาวคือเชื้อรา
สามารถผลิตอาหารเอนไซม protease ไดดีท่ีสุดบนอาหารเทียม และวัสดุเพาะ ตามลําดับ นอกจากนั้น
ผลการวิเคราะหความสัมพันธยังแสดงแนวโนมใหเห็นวาปริมาณการเกิดกิจกรรมของเอนไซม
protease ของเชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเทียม มีความสัมพันธในเชิงบวกกับระดับ
ความสามารถในการกอโรคตอเพลี้ยออนผัก และ ดวงหมัดผัก หรืออาจกลาวไดวาระดับความสามารถ
ในการกอโรคเพ่ิมข้ึนตามระดับกิจกรรมของเอนไซม protease โดยระดับคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ
คือ 0.438 และ 0.420 ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามในกรณีของหนอนกระทูผัก ท่ีพบวาคาสัมประสิทธิ์
ความสัมพันธคือ 0.01 ซึ่งเปนคาเขาใกลศูนย โดยอาจหมายถึงการไมเกิดความสัมพันธระหวางคา
ท่ีวิเคราะห ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับปจจัยอ่ืนๆ ท่ีอาจมีผลตอขอมูลท่ีวัดในโอกาส
ตอไป เชนเดียวกันในกรณีของการวัดระดับความสัมพันธระหวางระดับความสามารถในการกอโรคกับ
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แมลงในเปาหมายของเชื้อรา B. bassiana ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะชนิดตางๆ ท่ีใหผลสอดคลองกับ
กรณีการศึกษาโดยใชอาหารเทียม กลาวคือคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธระหวางระดับความสามารถ
ในการกอโรคกับแมลงในเปาหมายสองชนิดแรกซึ่งคือ เพลี้ยออนผัก และดวงหมัดผัก แสดงแนวโนม
ใหเห็นวา การผลิตเอนไซม protease ของเชื้อท่ีเพาะในวัสดุเพาะ มีแนวโนมแปรผันตามกันในเชิงบวก
กับระดับความสามารถในการกอโรคตอแมลงท้ังสองชนิด (คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเปน 0.470
และ 0.772) และกรณีของการทดสอบกับหนอนกระทูผัก มีคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเทากับ 0.027
ซึ่งเปนคาท่ีไมสามารถระบุแนวโนมความสัมพันธดังกลาวไดชัดเจนในเชิงสถิติ ดังนั้น ในผลการทดสอบ
กับแมลงดังกลาวอาจมีปจจัยอ่ืนมาเก่ียวของ จึงอาจตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยละเอียดตอไป

5.2 อภิปรายผล

ผลของอาหารเทียม Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA),
Sabouraud Dextrose Agar Supplemented with Yeast Extract (SDAY), Malt Extract Agar (MEA),
Nutrient Agar (NA) และ Water Agar (WA) และวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีหาไดในทองถ่ิน (ขาวสวย ขาวเปลือก
ขาวฟาง และอาหารสุนัข) ตอการเจริญ และการสรางสปอร ของเชื้อรา Beauveria bassiana ไอโซเลท
Bbs01 เม่ือพิจารณาอัตราการเจริญของโคโลนี เดี่ยว และปริมาณการสรางสปอรของเชื้อรา
B. bassiana ในกรณีของอัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยว จากตารางท่ี 4.1 และ 4.2 จะพบความไม
สอดคลองกันของผลการศึกษา กลาวคือ อัตราการเจริญของโคโลนีเดี่ยว ตอ 24 ชั่วโมง พบวาเชื้อรา
สามารถขยายเสนรอบวงของโคโลนีไดเร็วท่ีสุดบนอาหาร NA (3.04 + 0.17) แตไมแตกตางตามนัย
ทางสถิตจิากการเจริญบนอาหาร MEA (p = 0.01) สวนปริมาณการสรางสปอรตอหนวยมิลลิลิตรของ
สารแขวนลอยสปอร ในผลการทดลองชี้ใหเห็นวา ขาวฟางนึ่งซึ่งปลอดเชื้อมีความเหมาะสมตอการ
นําไปผลิตสปอรของเชื้อรา ท้ังนี้ปริมาณการผลิตสปอรของเชื้อราโรคแมลงนับวาเปนสวนสําคัญอยาง
มากตอการนําเชื้อราไปใชประโยชน รวมท้ังมีอิทธิพลตอความสามารถในการกอโรคในเชิงปริมาณ
(Fargues et al., 1994, pp. 173-178) ในการศึกษาครั้งนี้ปรากฏวาการเพาะเลี้ยงบนอาหาร SDA
เปนวิธีท่ีใหคาเฉลี่ยจํานวนสปอรสูงสุด (8.80 + 0.55 สปอรตอมิลลิลิตร) ในสวนนี้หลังจากการสังเกต
ลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อรา พบวาแมวาเชื้อราจะขยายเสนผาศูนยกลาง
ไดรวดเร็วบนอาหาร NA และหรือ MEA แตเสนใยของเชื้อรามีลักษณะฟู รวมตัวเปนโคโลนีโดยไมอัด
แนน ซึ่งแตกตางจากเชื้อราท่ีเจริญบนอาหาร SDA และ SADY ซึ่งเสนใยมีการเจริญอัดแนนกันบน
โคโลนี ซึ่งจุดนี้นาจะเปนการสงผลใหเชื้อราท่ีเจริญบนอาหารดังกลาวสามารถสรางสปอรไดในปริมาณ
ท่ีสูงกวา เนื่องจากมีปริมาณเสนใย ซึ่งเปนตนกําเนิดของสวนสืบพันธุเชน conidiophore และสปอร
ไดมากกวา

ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และ อาหารสุนัข เปนวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีสามารถหาไดในทองถ่ิน
รวมท้ังมีราคาไมสูง หากสามารถนํามาใชประโยชนในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana
อยางเหมาะสมอีกท้ังหากมีขอมูลทางวิทยาศาสตรยืนยันถึงความเหมาะสมแลว จะเปนผลดีอยางมาก
สําหรับการนําไปใชผลิตเชื้อรา B. bassiana เพ่ือใชควบคุมแมลงศัตรูผักอยางปลอดภัย ในระบบ
เกษตร หลังจากพิจารณาตัวชี้วัดสองปจจัยไดแก เปอรเซ็นตการเจริญของเชื้อราและปริมาณการสราง
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สปอรบนวัสดุเพาะเลี้ยงซึ่งมีปริมาณ 150 กรัม ซึ่งผลชี้ใหเห็นวาวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเสนใยของเชื้อรา
สามารถครอบครองพ้ืนท่ีไดดีท่ีสุดไดแก เมล็ดขาวฟางนึ่งสุก และ/หรือ ขาวสวย (98.80+1.09 และ
94.60+3.65 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) โดยในท่ีนี้ผลสอดคลองกับการวัดปริมาณการสรางสปอรของเชื้อ
ราในวัสดุเพาะซึ่งพบวามีเชื้อรามีการสรางสปอรสูงสุดเม่ือเพาะเลี้ยงบนเมล็ดขาวฟาง (11.49 สปอรตอ
มิลลิลิตร) และรองมาคือขาวสวย (10.20+1.30 สปอรตอมิลลิลิตร) ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติ
ตามลําดับ (ตารางท่ี 4.3 และ 4.4) ดังนั้นในเบื้องตน วัสดุดังกลาวจึงนับวามีความเหมาะสมสําหรับ
การนําไปใชเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana

มีรายงานหลายรายงานอางวาความสามารถในการกอโรคของเชื้อรามีความแตกตางกันโดย
ข้ึนอยูกับไอโซเลทของเชื้อรา และชนิดของอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ (Alves et al., 2002, pp.
70-77; Moino et al., 1998, pp. 301-305) การศึกษาครั้งนี้ไดวัดผลของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยง
เพ่ือเพ่ิมปริมาณตอความสามารถในการกอโรคกับแมลงศัตรูพืชของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท
Bbs01 ซึ่งนับเปนตัวชี้วัดเชิงปริมาณท่ีวัดไดจากการประเมินเปอรเซ็นตการกอโรค โดยคาเปอรเซ็นต
การตายสะสมในเวลา 7 วัน กับแมลงศัตรูผักท่ีพบเปนประจําสามชนิด คือ เพลี้ยออนผัก (Lipaphis
erysimi) ดวงหมัดผัก (Phyllotreta sinuata) และหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) เปนอีกผลการวิจัย
หนึ่งท่ียืนยันวาเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารท่ีแตกตางกัน มีระดับความสามารถในการกอโรคแตกตาง
กันโดยนัยทางสถิติ (ตารางท่ี 4.5 -4.9) จากตารางท่ี 4.5 การกอโรคกับเพลี้ยออนผักของเชื้อรา
B. bassiana ท่ีเลี้ยงบนอาหาร SDAY สามารถกอโรคกับเพลี้ยออนผักไดสูงสุด (98.22 เปอรเซ็นต) และ
คาต่ําสุดคือเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงดวยอาหาร NA (74.14 เปอรเซ็นต) ซึ่งมีความสอดคลองกับผลการ
ทดสอบความรุนแรงในการกอโรคแก หนอนกระทูผักซึ่งผลชี้ใหเห็นวาเชื้อราท่ีเพาะเลี้ยงบน SDAY
สามารถกอโรคไดสูงสุด (43.92 – 75.25 เปอรเซ็นต) (ตารางท่ี 4.7) รวมท้ังดวงหมัดผัก ท่ีเชื้อราท่ีไดมาจาก
การเลี้ยงบนอาหาร SDAY สามารถกอโรคแกดวงหมัดผักไดดีท่ีสุด (79 + 1.58 เปอรเซ็นต) (ตารางท่ี 4.9)
อนึ่งเม่ือนําเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ท่ีเพาะเลี้ยงดวยวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีตางกัน 4 ชนิด
(ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และอาหารสุนัข) ดังขอมูลซึ่งแสดงในตารางท่ี 4.6, 4.7 และ 4.8 เชื้อรา
ท่ีผานการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณดวยเมล็ดขาวฟางนึ่งสามารถกอโรคแกเพลี้ยออนไดสูงสุด (96.00 + 2.92
เปอรเซ็นต) โดยมีความสอดคลองกับผลการทดสอบใน ดวงหมัดผัก และหนอนใยผัก ซึ่งผลโดยรวม
จากการศึกษาสวนนี้ชีใ้หเห็นวาอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงมีผลตอความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อรา และมีความสอดคลองกับการศึกษาท่ีรายงานกอนหนาท่ีมีการวัดและทดสอบจากอาหารเลี้ยง
เชื้อราชนิด casein media + ไข, casein media + bovine serum albumin และ casein media
+ gelatin เปนตน โดยรายงานเหลานี้ระบุวาเชื้อราแตละชนิดจะมีความสามารถในการกอโรคแกแมลง
แตละชนิดแตกตางกันโดยข้ึนอยูกับชนิดของแมลงรวมท้ังอาหารท่ีใชเลี้ยงเชื้อรา (Lane et al. 1991,
pp. 829-833; Steinhaus,1967, 756 pp.) และถึงแมวาจะมีรายงานอางวาระดับความรุนแรงถูกควบคุม
โดยลักษณะพันธุกรรม (Zhang et al., 2009, pp. 787-795) ในการศึกษานี้ไดมีการตรวจสอบพันธุกรรม
ของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 โดยตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ดวยวิธี
RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNAs) ผลการศึกษาพบวาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ
และวัสดุเพาะเลี้ยงไมมีผลตอแบบพันธุกรรม (genotype) ของเชื้อราดังกลาว ซึ่งในท่ีนี้อาจตีความ
เบื้องตนไดวา อาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงไมมีผลทําใหเกิดความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม แมวาระดับ



58

ความรุนแรงของเชื้อราจะถูกควบคุมโดยพันธุกรรมเปนหลักก็ตาม ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดทําการ
ตรวจหาปจจัยอ่ืนท่ีอาจไดรับผลจากชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและวัสดุเพาะเลี้ยง ท้ังนี้ มีรายงานยืนยัน
วากิจกรรมของเอนไซม protease ของเชื้อรา B. bassiana มีความแตกตางกันโดยไดรับอิทธิพลจาก
หลายปจจัย เชน สายพันธุ (strain) สถานท่ีซึ่งเปนแหลงกําเนิดของเชื้อ (geographical origin) รวมท้ังอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวย (Kucera, 1971, pp. 211-215) ในการศึกษานี้จึงไดพิสูจนสมมุติฐานท่ีวาอาหารเลี้ยงเชื้อ
และวัสดุเพาะท่ีแตกตางกันอาจมีผลตอระดับการสรางเอนไซมซึ่งเปนตัวชี้วัดในระดับโมเลกุลโของ
เชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 รวมท้ังมีความเก่ียวของโดยตรงกับประสิทธิภาพของเชื้อในการกอ
โรค แกแมลง โดยเอนไซม protease นับเปนเอนไซมท่ีมีอิทธิพลโดยตรงตอความสามารถในการกอโรค
(Inglis et al., 2011, pp. 23-69) ซึ่งในการศึกษานี้ในปงบประมาณ 2555 ไดมีการการตรวจพบและ
ยืนยันการสรางเอนไซมท่ีผลิตบนอาหารเลี้ยงเชื้อรา (PDA, SDA, SDAY, NA และ MEA) และ
วัสดุเพาะเลี้ยง (ขาวสวย ขาวเปลือก ขาวฟาง และอาหารสุนัข) แตละชนิดโดยใชวิธี acrylamide gel
electrophoresis ใช SDS-PAGE 12.5 เปอรเซ็นต และ protein marker ขนาด 66 KD ชี้ใหเห็นวาเชื้อมีการ
สรางเอนไซมดังกลาวบนอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงทุกชนิดท่ีทดสอบ (ภาพท่ี 4.1 และ 4.2) ซึ่ง
จากผลการศึกษาในระยะท่ีสองนี้ พบวาระดับกิจกรรมของเอนไซม protease ซึ่งสามารถใชเปน
ตัวชี้วัดระดับการผลิตเอนไซมดังกลาวนั้น มีความแตกตางกันตามชนิดของอาหารเทียมท่ีใชเลี้ยงเชื้อรา
และ/หรือ วัสดุเพาะเลี้ยง ซึ่งไดแก SDA with Yeast Extract (SDAY) (1.99 + 0.99 หนวย) ซึ่งไมแตกตาง
จากการเลี้ยงดวย Malt Extract Agar (MEA) (1.91 + 0.06) และอาหารสุนัข (1.86 + 0.08) ซึ่งไมแตกตาง
จากการเพาะเลี้ยงในเมล็ดขาวฟางนึ่งสุก (1.79 + 0.16) และในเรื่องนี้ไดมีรายงาน ชี้วาชนิดของอาหาร
เลี้ยงเชื้อรามีผลตอความสามารถในการกอโรคของเชื้อรา B. bassiana (Fan et al. 2007, pp.
295 - 302) โดยในการศึกษาครั้งนี้ ไดทําการวิเคราะหระดับความสัมพันธระหวางระดับการเกิด
กิจกรรมของเอนไซม protease มีความสัมพันธในเชิงบวกกับระดับความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 โดยมีการทดสอบสองการทดลองไดแกการใชอาหารเทียมชนิด
ตางๆ และวัสดุเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ ซึ่งเหลานี้ใหผลการวิเคราะหในแนวโนมเดียวกันกลาวคือ อาหาร
เทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงมีความสัมพันธกับการกอโรคตอเพลี้ยออนผัก ดวงหมัดผัก และหนอนกระทู
ผัก ในเชิงบวก กลาวคือเชื้อ B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 จะสามารถกอโรคเพ่ิมข้ึนเม่ือมีการผลิต
เอนไซม protease

5.3 ขอเสนอแนะในการนําผลการวิจัยไปใช

หลังจากการตรวจสอบในระดับหองปฏิบัติการซึ่งไดรับผลวา ชนิดของอาหารเทียม และ
วัสดุเพาะมีผลอัตราการเจริญของเสนใยและปริมาณการสรางสปอร และระดับความสามารถในการ
กอโรคของตอแมลงเปาหมาย ของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 ซึ่งเปนเชื้อราสาเหตุโรคแมลงท่ี
สามารถนําไปใชประโยชนในการควบคุมแมลงศัตรูพืชไดอยางปลอดภัย ดังนั้นผลการวิจัยในสวนนี้จึง
สามารถท่ีจะนําไปใชประโยชนสําหรับการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อราชนิดนี้ท้ังในการผลิตหัวเชื้อรา
ในอาหารเทียม รวมท้ังการเพาะเลี้ยงขยายปริมาณของเชื้อราเพ่ือการนําไปใชประโยชนในการฉีดพน
ในแปลง ท้ังในระดับงานวิจัย และการทําการเกษตร กลาวคือหากผูปฏิบัติงานตองการเพาะเลี้ยงเพ่ือ
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เพ่ิมปริมาณเสนใย เชนเพ่ือการทดสอบหรือสกัดสารบางชนิด จากเสนใยโดยเฉพาะ ควรใชอาหารเทียม
Malt Extract Agar (MEA) หรือ Nutrient Agar (NA) แตหากตองการเพ่ิมปริมาณสปอรในการศึกษาควรใช
อาหารเทียม Sabouraud Dextrose Agar (SDA) สวนวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการผลิตสปอรเพ่ือ
นําไปใชสําหรับการเพ่ิมปริมาณของเชื้อรานี้ไดแก ขาวฟางนึ่ง และขาวสวย ท่ีตองมีการนึ่งฆาเชื้อแลว
และหากพิจารณาดานชีวโมเลกุลอาหารเทียม SDA with Yeast Extract (SDAY) และ/หรือ Malt Extract
Agar (MEA) รวมท้ัง อาหารสุนัข (1.86 + 0.08) และ/หรือ เมล็ดขาวฟางนึ่งสุก (1.79 + 0.16) คืออาหาร
เทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อรา B. bassiana
ไอโซเลท Bbs01 เนื่องจากอาหารเทียมและ/หรือ วัสดุเพาะเลี้ยงเหลานี้สามารถนําไปผลิตเชื้อราท่ีมี
ระดับความรุนแรงในการกอโรคและท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซม protease ไดดี

5.4 ขอเสนอแนะในการทําวิจัยครั้งตอไป

ในการศึกษาครั้งนี้ไดรับผลในการศึกษาท้ังในระดับลักษณะปรากฏ (phenotype) และระดับ
แบบชนิดพันธุกรรม (genotype) ท่ีเปนขอมูลสําหรับการตอยอดท่ีจะสามารถยืนยันวาชนิดของอาหาร
เทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงมีผลตอระดับความรุนแรงของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลท Bbs01 หรือไมและ
มีผลอยางไร โดยผลในระยะแรกชี้ใหเห็นวา ชนิดของอาหารเทียมและวัสดุเพาะเลี้ยงท่ีใชผลิตหัวเชื้อ
รามีผลตอการเจริญของเสนใย การผลิตสปอร แตไมมีทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ
เชื้อรา และในระยะขยายผล พบวาเอนไซม protease เปนปจจัยระดับชีวโมเลกุลท่ีสงผลตอระดับการ
กอโรคตอ เพลี้ยออนผัก ดวงหมัดผัก และหนอนกระทูผัก โดยปริมาณการผลิตเอนไซม protease มี
ความสัมพันธกันในเชิงบวกกับชนิดของอาหารเทียม และ/หรือ วัสดุเพาะเลี้ยงท่ีใชเพ่ิมปริมาณเชื้อรา
โดยการวิจัยในครั้งตอไปเนื่องจากการพบวา ซึ่งนอกจากนี้ ยังเปนท่ีสังเกตดวยวาการทดสอบในวัสดุ
เพาะเลี้ยงยังมีระดับความสัมพันธ (วัดโดยคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ, R) ในระดับท่ีสูงกวาเม่ือ
เปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหในกรณีของอาหารเทียม ซึ่งในกรณีนี้ควรท่ีจะมีการศึกษาโดยละเอียด
ตอไปในอนาคตเนื่องจากอาจสามารถตอบคําถามท่ีวาวัสดุเพาะเลี้ยงอาจมีผลตอระดับการผลิตเอนไซม
protease ของเชื้อรานี้มากกวา
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Dextrose Agar with Yeast extract  (SDA+Y)

Neopeptone 10 กรัม
Dextrose 40 กรัม
Yeast extract 2 กรัม
Agar 15 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมท่ีแหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน ท่ีอุณหภูมิ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Dextrose Broth with Yeast extract  (SDA+Y)

Neopeptone 10 กรัม
Dextrose 20 กรัม
Yeast extract 2 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมท่ีแหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน ท่ีอุณหภูมิ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA)

Beef extract 3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Agar 15 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมท่ีแหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อ ดวยหมอนึ่ง
ความดัน ท่ีอุณหภูมิ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อ Malt Extract Agar (MAE)

Malt extract 20 กรัม
Peptone 10 กรัม
Glucose 20 กรัม
Agar 20 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมท่ีแหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อ ดวยหมอนึ่ง
ความดัน ท่ีอุณหภูมิ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

5. อาหารเลี้ยงเชื้อ Water Agar (WA)

Agar 20 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมท่ีแหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน ท่ีอุณหภูมิ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

ประวัติผูวิจัย

ชื่อ: นายรุงเกียรติ  แกวเพชร
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