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บทที ่ 3 
 

 อุปกรณ์  และวธีิการทดลอง 
 

  

3.1  อุปกรณ์  และสารเคมี 
 

3.1.1     กลอ้งจุลทรรศน์ 
3.1.2 กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
3.1.3 กลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์
3.1.4 กระดาษกรองเสน้ผา่นศูนยก์ลาง  55 และ 90  มล. 
3.1.5 จานเพาะเช้ือ 
3.1.6 ตะเกียงแอลกอฮอล ์ และไมขี้ดไฟ 
3.1.7 ตูเ้ข่ียเช้ือ 
3.1.8 ถุงผา้ขนาด  
3.1.9 บีกเกอร์ขนาด  100  และ  200  มล. 
3.1.10 ผา้ขาวบางขนาด   9x20  ซม. 
3.1.11 ฟอกก้ี 
3.1.12 ขวดแกว้ทรงกระบอก และสเปรยห์วัฉีด 
3.1.13 เขม็เข่ียเช้ือ 
3.1.14 เคร่ืองชัง่ดิจิตอลทศนิยม  4  ตาํแหน่ง 
3.1.15 เคร่ืองผสมสาร 
3.1.16 เช้ือราสาเหตุโรคแมลง  Beauveria  bassina จาํนวน    12 ไอโซเลท 
3.1.17 ไมโครปิเปตขนาด  200 และ  1,000  ไมโครลิตร 
3.1.18 ไมโครปิเปตขนาด  5  มล. 
3.1.19 Cock  borer  ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง  0.5  ซม. 
3.1.20 แผน่แกว้ปิดสไลด ์
3.1.21 Haemacytometer 
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3.1.22  สารเคมี 
-  นํ้ากลัน่ 
-  แอลกอฮอล ์ 70% 
-  Chloral hydrate  
-  fuchsin acid  0.5%   
-  Malt  extracts  peptone  agar  (MEA) 
-  Tween - 80  ความเขม้ขน้ 0.1%  และ 0.05% 

   
 

3.2  การทดลองที่  1   ศึกษาความสามารถของเช้ือรา B.   bassiana ต่อเห็บโคระยะตัวเต็มวัยเพศ
เมียทีดู่ดเลอืดจนอิม่  เห็บระยะตัวอ่อน  และไข่เห็บในห้องปฏิบัติการ 
 
3.2.1   เช้ือรา  Beauveria   bassiana 
 ใชเ้ช้ือรา B. bassiana  จาํนวน  12  ไอโซเลท ท่ีมาจากแหล่งอาศยัต่างกนั(ตาราง 3-1)  ซ่ึง
รวบรวมโดยงานอารักขาพืช  สถาบนัวิจยัและฝึกอบรมการเกษตรลาํปาง  มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี
ราชมงคลลา้นนา  

 

ตาราง  3-1 เช้ือรา Beauveria   bassiana   ท่ีนาํมาใชใ้นการศึกษา 
 
เช้ือรา Beauveria   bassiana 

(ไอโซเลท) 

แหล่งทีพ่บ 

แมลง จังหวดั 

Bb.  2637 ไม่ทราบชนิดแมลง สุราษฏธ์านี 
Bb.  4591 ดว้งงวง จนัทบุรี 
Bb.  5082 ผึ้ง เพชรบูรณ์ 
Bb.  5335 มด เพชรบุรี 
Bb.  5436 ผึ้ง เพชรบูรณ์ 
Bb.  5736 ผึ้ง เพชรบูรณ์ 
Bb.  6241 เพล้ียจัก๊จัน่ นครราชสีมา 
Bb.  6243 เพล้ียจัก๊จัน่ นครราชสีมา 
Bb.  6966 ไม่ทราบชนิดแมลง สุราษฏธ์านี 
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ตาราง  3-1 (ต่อ) เช้ือรา Beauveria   bassiana   ท่ีนาํมาใชใ้นการศึกษา 
 

เช้ือรา Beauveria   bassiana 
(ไอโซเลท) 

แหล่งทีพ่บ 

แมลง จังหวดั 

Bb.  6988 ไม่ทราบชนิดแมลง สุราษฏธ์านี 
Bb.  7683 ไม่ทราบชนิดแมลง ตาก 
Bb.  7757 ไม่ทราบชนิดแมลง เชียงใหม่ 

 
 

3.2.2  วธีิการทดลอง 
3.2.2.1  การเตรียมสารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา  ความเข้มข้น 1x108  สปอร์ต่อมล.      
3.2.2.1.1  นาํเช้ือรา B.  bassiana  12 ไอโซเลท  จาก stock culture มาเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณบนอาหาร 
Malt  extracts peptone  agar  (MEA)  เม่ือเช้ือราอาย ุ14-21 วนั (ภาพ  3-1 A)    นาํมาลา้งสปอร์ ดว้ย 
Tween-80 ความเขม้ขน้ 0.1%  (ภาพ  3-1 B )     แลว้กรองดว้ยผา้ขาวบาง  (ภาพ  3-1 C )   จากนั้น
นาํมาคาํนวณหาความเขม้ขน้ของเช้ือราดว้ย  Haemacytometer 
 
 

               
 

ภาพ  3-1 เช้ือรา B.  bassiana ท่ีเล้ียงไวบ้นอาหาร MEA อาย ุ  14-21 วนั (A), การลา้งสปอร์ (B)    
 และสารแขวนลอยสปอร์ท่ีผา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบาง (C) 
 
 
 
 

A B C 
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3.2.2.1.2.  การคาํนวณหาความเขม้ขน้ของเช้ือราดว้ย Haemacytometer เร่ิมจากการดูดสาร
แขวนลอยสปอร์จากขอ้ 1  ปริมาตร  100  ไมโครลิตรลงในหลอดท่ีบรรจุ Tween-80 ความเขม้ขน้ 
0.1%   ในปริมาตร  900 ไมโครลิตร (หลอดท่ี 1  เจือจาง 10 เท่า)   จากนั้นดูดสารแขวนลอยสปอร์
จากหลอดท่ี 1  ปริมาตร  100  ไมโครลิตร  ลงในหลอดท่ีบรรจุ Tween-80 ความเขม้ขน้ 0.1%   ใน
ปริมาตร  900 ไมโครลิตร (หลอดท่ี 2  เจือจาง 100 เท่า)  (ภาพ  3-2) 
 
 
    

 100  ไมโครลิตร  100  ไมโครลิตร 
 
 
    สารแขวนลอยสปอร์        Tween-80  0.1%   Tween-80  0.1%   
       เช้ือรา    900 ไมโครลิตร   900 ไมโครลิตร  

 
สต๊อคเช้ือจากการล้างสปอร์    หลอดที ่1      หลอดที ่2  
             (เจือจาง 10 เท่า)          (เจือจาง 100 เท่า) 
 

ภาพ  3-2 การเจือจางสารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา 
 

 
 จากนั้นนบัจาํนวนสปอร์โดยใช ้Haemacytometer (ภาพ  3-3 A)   ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์    
Haemacytometer  รูปร่างเป็นรูปอกัษรตวั H  ท่ีมีพื้นท่ีสาํหรับการนบัอยู ่2 chamber  บริเวณท่ีใช้
สาํหรับนบัจะแบ่งออกเป็น 9  ช่อง(ภาพ  3-3 B)  ในช่องตรงกลาง (หมายเลข 5)  จะถูกแบ่งยอ่ย
ออกเป็น  25 ช่องเลก็  (ภาพ  3-3 C)   และแต่ละ 25 ช่องจะถูกแบ่งยอ่ยออกเป็น 16  ช่องเลก็  (ภาพ  
3-3 D)     
 การนบัจะนบัสปอร์ท่ีอยูใ่นช่องท่ี 5  ของแต่ละ chamber  โดยนบัทั้ง 2 chamber  สุ่มนบั 
chamber ละ 5 ช่องในแนวทแยงมุม (ภาพ  3-3 C)   จากนั้นหาค่าเฉล่ียทั้ง 2 chamber   แลว้นาํมา
คาํนวณหาความเขม้ขน้ของเช้ือราดงัน้ี 
 

ความเขม้ขน้ของเช้ือรา  =   ค่าเฉล่ียของจาํนวนสปอร์ท่ีนบัไดx้2.5x105xความเขม้ขน้ท่ีใชน้บั 
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ภาพ  3-3 การนบัสปอร์เช้ือราโดยใช ้Haemacytometer  
 A  คือ พื้นท่ีสาํหรับการนบัสปอร์เช้ือราอยู ่2 chamber      
 B  คือ  บริเวณท่ีใชส้าํหรับนบัจะแบ่งออกเป็น 9  ช่อง   
 C  คือ  การนบัสปอร์เช้ือราในแต่ละchamber จะนบัในแนวทแยงมุม  
  D  คือ  ลกัษณะของสปอร์เช้ือราท่ีทาํการนบั   
 
 

ตัวอย่าง 
 นบัจาํนวนสปอร์ได ้  =   33+29+40+39+35+45+27+40+33+39  
                          10   
  =   360 
                               10 
  =    36 

  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 102   มีจาํนวนสปอร์เฉล่ีย  36   สปอร์ 
 

  ความเขม้ขน้ของเช้ือรา  =    36x2.5x 105x102 

  =   90x107 

  =   9.0x108   สปอร์ต่อมล.      

A 

C D B 
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3.2.2.2.  การหาความสามารถของเช้ือรา Beauveria  bassiana ต่อเห็บโคระยะตัวเต็มวัยเพศเมียที่
ดูดเลอืดจนอิม่  เห็บระยะตัวอ่อน  และไข่เห็บในห้องปฏิบัติการ 

นาํเช้ือราท่ีผ่านการหาความเขม้ขน้ของเช้ือรา  มาคาํนวณให้ไดค้วามเขม้ขน้สาํหรับใชใ้น
การทดลอง คือ 1x108  สปอร์ต่อมล.   โดยใชสู้ตรดงัน้ี 

 
 

 สูตร    N1V1 = N2V2 

 

 

โดย   N1= ความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยสปอร์ของสตอ๊คเช้ือ 
V1= ปริมาตรสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราท่ีตอ้งการหา 
N2= ความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราท่ีตอ้งการ 
V2= ปริมาตรสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราท่ีนาํไปใชจ้ริง 

 
 
การปรับความเขม้ขน้  จะใช ้tween-80 ความเขม้ขน้ 0.05% ในนํ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้   
 
 

ตัวอย่าง    
ตอ้งการเตรียมสารแขวนลอยสปอร์  15  มล.  ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x108  สปอร์ต่อมล.      

 
N1V1    =    N2V2 
9x108xV1   =   1x108x15 
 V1   =    1x108x15 
       9x108 
       =    1.67   มล.   
 
 

ดงันั้น  ตอ้งดูดสารแขวนลอยสปอร์จาก Stock เช้ือรามา  1.67  มล.  และเติม tween-80  
ความเขม้ขน้  0.05% เท่ากบั 15-1.67   =   13.33  มล.  จึงไดส้ารแขวนลอยสปอร์เช้ือราความเขม้ขน้  
1x108  สปอร์ต่อมล.    ในปริมาตร 15  มล.  
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3.2.2.2.1   การทดสอบความสามารถของเช้ือรา B. bassiana ต่อเห็บโคระยะตัวเต็มวัยเพศเมียที่ดูด
เลอืดจนอิม่   
 ซ่ึงการทดสอบความสามารถมีทั้งหมด 12 กรรมวิธี  (12 ไอโซเลท)      จาํนวน 3 ซํ้ าๆ ละ 
20  ตวั   แต่ละซํ้ าโดยนาํเห็บตวัเตม็วยัเพศเมียท่ีดูดเลือดจนอ่ิม  จุ่มลงในสารแขวนลอยเช้ือราความ
เขม้ขน้ 1x108  สปอร์/มล. (ภาพ  3-4)  ใชน้ํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือผสม tween-80 ความเขม้ขน้ 0.1%  เป็น
ตวัเปรียบเทียบ วางเห็บโคท่ีผา่นการจุ่มวางบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีกระดาษกรองรองอยูท่ ั้งดา้นตวัจาน
และฝาจานเล้ียงเช้ือ  นาํจานเล้ียงเช้ือไปวางท่ีอุณหภูมิห้อง  โดยไม่ให้แสงแดดส่องถึง  บนัทึกการ
ตายของเห็บตวัเตม็วยัทุกวนั  นานจนกวา่เห็บไม่มีการตายเพิ่ม   
 

 
 
ภาพ  3-4 การจุ่มเห็บเพศเมียลงในสารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา  
 
3.2.2.2.2   การทดสอบความสามารถของเช้ือรา B.  bassiana  ต่อเห็บโคระยะตัวอ่อน  
 การทดสอบความสามารถมีทั้งหมด 12 กรรมวิธี  (12 ไอโซเลท)  จาํนวน 3 ซํ้ าๆ ละ 30 
ตวั     นาํเห็บระยะตวัอ่อนวางบนบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีกระดาษกรองรองอยูท่ ั้งดา้น 2 ดา้นของจาน
เล้ียงเช้ือ (ภาพ  3-5)   จากนั้นทาํการพ่นดว้ยสารแขวนลอยเช้ือราความเขม้ขน้ 1x108 สปอร์/มล. ลง
บนจานเล้ียงเช้ือ  ใชน้ํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือผสม tween-80 ความเขม้ขน้ 0.1%  เป็นตวัเปรียบเทียบ วาง
เห็บโคท่ีผา่นการพ่นวางบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีกระดาษกรองรองอยูท่ ั้งดา้นตวัจานและฝาจานเล้ียงเช้ือ  
นาํจานเล้ียงเช้ือไปวางท่ีอุณหภูมิห้อง  โดยไม่ให้แสงแดดส่องถึง  บนัทึกการตายของเห็บระยะตวั
อ่อนทุกวนั  นานจนกวา่เห็บไม่มีการตายเพิ่ม   
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ภาพ  3-5 เห็บระยะตวัอ่อนหลงัจากการพน่สารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา   
 
 
3.2.2.2.3 การทดสอบความสามารถของเช้ือรา B.  bassiana  ต่อไข่เห็บ  
 การทดสอบความสามารถมีทั้งหมด 12 กรรมวิธี (12 ไอโซเลท)   จาํนวน 3 ซํ้ าๆ ละ 30 
ฟอง    นาํไข่เห็บวางบนบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีกระดาษกรองรองอยูท่ ั้งดา้น 2 ดา้นของจานเล้ียงเช้ือ 
(ภาพ  3-6)     จากนั้นทาํการพ่นดว้ยสารแขวนลอยเช้ือราความเขม้ขน้ 1x108 สปอร์/มล. ลงบนจาน
เล้ียงเช้ือ  ใชน้ํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือผสม tween-80 ความเขม้ขน้ 0.1%  เป็นตวัเปรียบเทียบ ตรวจการติด
เช้ือราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอทุกวนั   นาน  15 วนั    
 
 

 
 

ภาพ  3-6 ไข่เห็บ หลงัจากการพน่สารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา   
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จากนั้นนาํขอ้มูลบนัทึกการตายของเห็บระยะต่างๆมาคาํนวณหาอตัราการตาย (%mortality)  
โดยใช ้Abbott’s  formula (Abbott,  1925)  ดงัน้ี 

 
อตัราการตายท่ีแทจ้ริง    =  (A-B)    x   100 

      (100-B) 

 

   A   = อตัราการตายของกลุ่มทดลอง 
   B   = อตัราการตายของกลุ่มควบคุม   
 
3.2.3    การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ของผลการทดลองตามแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบอตัราการตายท่ีแทจ้ริง
ของเห็บ ดว้ยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
 
 
3.3  การทดลองที ่ 2  การทดสอบความรุนแรงของเช้ือ B.   bassiana  ที่ใช้ควบคุมเห็บในโคระยะตัว
เต็มวัยเพศเมียที่ดูดเลอืดจนอิม่ (ค่า LC50  ; median  lethal  concentration และ LT50 ; median  
lethal  time)   
   
3.3.1  วธีิการทดลอง 

นาํเช้ือรา B.  bassiana   ไอโซเลท  5082  และ 5335 ท่ีมีความสามารถในการทาํใหเ้ห็บตาย
สูงสุด มาทดสอบหาความรุนแรงของเช้ือรา  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 ระดบั  ดงัน้ี 1x104, 1x106,  
1x108 , 1x109  และ  1x1010 สปอร์/มล. (ภาพ  3-7)  นาํเห็บตวัเตม็วยัเพศเมียท่ีดูดเลือดจนอ่ิมจุ่มลง
ในสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราท่ีเตรียมไว ้ โดยแต่ละความเขม้ขน้จะทาํ  3  ซํ้ าๆ ละ  30  ตวั  เห็บ
กลุ่มควบคุม (จาํนวน 3 ซํ้า)   จุ่มดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้  วางเห็บลงบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมี
กระดาษกรองรองอยูท่ ั้งดา้นตวัจานและฝาจานเล้ียงเช้ือ   นาํจานเล้ียงเช้ือไปวางท่ีอุณหภูมิหอ้ง  โดย
ไม่ให้แสงแดดส่องถึง  บนัทึกการตายของเห็บตวัเต็มวยัทุกวนั  นานจนกว่าเห็บไม่มีการตายเพ่ิม   
นาํขอ้มูลการตายท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  ในแต่ละวนัมาคาํนวณหาค่า LC50 (median  lethal  
concentration)  และ LT50 (median  lethal  time)    โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ M  stat C  
(Finney,  1971) 
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ภาพ  3-7 สารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา B.  bassiana ท่ีระดบัความเขม้ขน้  1x104, 1x106,  1x108, 
 1x109  และ  1x110 สปอร์ต่อมล. (เรียงจากซา้ยไปขวา) 
 
3.3.3   การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 คาํนวณหาค่า LC50  (median  lethal  concentration)  และ LT50 (median  lethal  time)  โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ M stat C  (Finney,  1971)  วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance)  
และเปรียบเทียบค่า LC50 (median  lethal  concentration)  และ LT50 (median  lethal  time)   โดยใช้
โปรแกรม SPSS version 15 
 
 

3.4   การทดลองที่ 3    ศึกษากลไกการเข้าทําลายของเช้ือรา B.   bassiana  ในเห็บระยะตัวเต็มวัย
เพศเมียทีดู่ดเลอืดจนอิม่  

 
3.4.1  วธีิการทดลอง 
 ใชเ้ช้ือรา B.  bassiana  ไอโซเลท 5082  และ 5335 ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัการศึกษา
ความสามารถของเช้ือราในการทาํใหเ้กิดโรคกบัเห็บโค   ทาํการเก็บตวัอยา่งเห็บไอโซเลทละ 2 ตวั 
ทุกๆ 6 ชัว่โมง  เป็นเวลา 72  ชัว่โมง  หลงัจาก 72 ชัว่โมงเก็บเห็บวนัละ 1 คร้ัง นาน 5  วนั  โดย
ตวัอย่างเห็บท่ีเก็บมาจะนาํไปใส่ในหลอดพลาสติกท่ีมี chloral hydrate บรรจุอยู่และแช่จนกว่า
ตวัอยา่งเห็บมีลกัษณะใส (ภาพ  3-8)  ตวัอยา่งท่ีเก็บทุก ๆ  6  ชัว่โมงจะถูกยอ้มดว้ย calcofluor ซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นสารเรืองแสงสีฟ้า  นาํไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์ ถ่ายรูปลกัษณะ
ของการเจริญเติบโตของเช้ือรา   ส่วนตวัอยา่งท่ีเก็บหลงั  72   ชัว่โมง จะยอ้มดว้ย fuchsin acid  

1x104 1x106 1x1010 1x108 1x109 
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0.5%  นาน 3 วนั (ภาพ  3-9)   แลว้นาํไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดา    ถ่ายรูปลกัษณะของ
การเจริญเติบโตของเช้ือรา  
 

                                                   
 
ภาพ  3-8 ลกัษณะของเห็บท่ีแช่ใน chloral hydrate จนมีลษัณะใส  และการวางตวัเห็บลงบนสไลด์

ท่ีจะนาํไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์ 
 
 

                            
 
ภาพ  3-9 ลกัษณะของการแช่เห็บลงใน fuchsin acid  0.5%  และการวางเห็บลงบนสไลดเ์พ่ือ

นาํไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  
 
 

3.5   การทดลองที่  4   ศึกษาความสามารถเช้ือรา B.   bassiana  ต่อการฟักออกของไข่เห็บในสภาพ
เลยีนแบบธรรมชาติ 
 
3.5.1   การเตรียมเช้ือรา  
 นาํเมลด็ธญัพืช เช่น ขา้วฟ่าง หรือ ขา้วสาลี  มาตม้ใหเ้มลด็อ่อนตวั  บรรจุลงถุงพลาสติกชนิด
ถุงร้อน  ถุงละ 200  กรัม  ใส่คอขวดพลาสติกและอุดดว้ยสําลี  และหุ้มดว้ยกระดาษปิดปากถุงให้
แน่น  น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัอตัโนมติัท่ีอุณหภูมิ 121°C    ความดนั  15  ปอนด/์ตารางน้ิว  
เป็นเวลา  30  นาที   เม่ือครบเวลานาํถุงขา้วฟ่างออกจาหมอ้น่ึง  ท้ิงไวใ้ห้เยน็  เปิดถุงขา้วฟ่างท่ีผา่น
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การน่ึงฆ่าเช้ือในตูเ้ข่ียเช้ือ  ตดัเช้ือรา B.  bassiana  จากท่ีเล้ียงไวใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ MEA  ท่ีมีอายุ
การเล้ียงไม่ตํ่ากวา่ 30 วนั ใหมี้ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางช้ินละ 1  ซม.  ใส่ลงในถุงถุงละ  3  ช้ิน  เขยา่
ใหเ้ช้ือรากระจายทัว่ถุงเมด็ขา้วฟ่าง   ปิดปากถุงใหส้นิท   นาํไปเล้ียงไวบ้นชั้นท่ีทาํความสะอาดดว้ย
แอลกอฮอลแ์ลว้  ในอุณหภูมิหอ้ง (25±2°C)  เขยา่ถุงทุก 3  วนั  (เพื่อใหเ้ช้ือราท่ีเจริญเติบโตดา้นบน
ไปผสมกบัเมด็ขา้วฟ่างทางดา้นกน้ถุง) เช้ือราจะข้ึนคลุมเมด็ขา้วฟ่างทุกเมด็ภายใน 10 วนั  

 
3.5.2     วธีิการทดลอง 
 ชัง่เช้ือรา B.  Bassiana ท่ีอยูบ่นวสัดุเล้ียงเช้ือ  ไอโซเลท 5082  และ 5335  ไอโซเลทละ 3 
กรัม ใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมีทรายซ่ึงผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ไว ้  เกล่ียเช้ือราใหท้ัว่จาน (ภาพ  3-10)  
จากนั้นเข่ียไข่เห็บใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือ  จาํนวน 100  ฟองต่อจานเล้ียงเช้ือ 1 จาน  (ไอโซเลทละ  3  
ซํ้า)   ส่วนกลุ่มควบคุมเข่ียไข่เห็บใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมีแต่ทรายท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ (จาํนวน 
3 ซํ้ าๆละ 100 ฟอง) จากนั้นนาํจานเล้ียงเช้ือไปวางท่ีอุณหภูมิหอ้ง  โดยไม่ใหแ้สงแดดส่องถึง  และ
พน่ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือทุกๆ 3 วนั (เป็นการใหค้วามช้ืนแก่ไข่เห็บ  เพื่อไม่ใหไ้ข่เห็บตาย
เน่ืองขาดความช้ืน) บนัทึกอตัราการฟักออกของไข่เห็บหลงัจากใส่เช้ือราไปแลว้  15  วนั (ช่วง
ระยะเวลาไข่ฟักออกเป็นเห็บระยะตวัอ่อนประมาณ 15-23 วนั) นานจนกว่าไข่เห็บไม่มีการฟัก
ออกเป็นตวัอ่อนเพิ่ม  จากนั้นนาํขอ้มูลท่ีไดม้าหาหาอตัราการฟักออกท่ีแทจ้ริง โดยใช้หลกัการ
เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1 

 

          
 

ภาพ  3-10  เช้ือรา B.  bassiana ในขา้วฟ่างวนัท่ี 1 ของการทดลอ ง(A) และไข่เห็บ (B) 
 
3.5.3   การวเิคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ของผลการทดลองตามแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบอตัราการฟักออกของไข่
เห็บ ดว้ยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
 

A B
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3.6   การทดลองที่ 5   ศึกษาเช้ือรา B.   bassiana  ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการทําลายเห็บตัวเต็ม
วยับนตัวโค 
 
3.6.1    สัตว์ทดลอง 

 3.6.1  เห็บเพศเมียท่ีดูดเลือดจนอ่ิม 
3.6.2  โคเน้ือลูกผสม  จาํนวน 10  ตวั 
 

3.6.2    วธีิการทดลอง 
 เตรียมสารแขวนลอยสปอร์เช้ือรา B.  bassiana   ไอโซเลท  5082  และ  5335   ท่ีความ

เขม้ขน้ 1x108   สปอร์ต่อมล.  (ระดบัความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการควบคุมเห็บจากการ
ทดลองท่ี  3)  นาํเห็บตวัเตม็วยัเพศเมียใส่ลงในถุงผา้ขนาด  9x20   ซม.    จาํนวน  20  ตวัต่อถุง  ปาก
ถุงทาํเป็นแบบหูรูด  ผกูติดกบัใบหูโคขา้งละ 1 ถุง  ท้ิงไว ้2 - 3  วนั เพื่อใหเ้ห็บเกาะบริเวณใบหูของ
โค   จากนั้นพ่นเช้ือรา  B.  Bassiana   ในปริมาณ 10  มล. ลงบนหูโค  1  ขา้ง และอีก 1 ขา้งพ่นดว้ย
นํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ในปริมาณ 10  มล.  (กลุ่มควบคุม) (ภาพ  3-11)    ใชโ้คจาํนวน 5 
ตวัต่อเช้ือรา 1 ไอโซเลท   บนัทึกอตัราการตายของเห็บตวัเตม็วยัเพศเมียหลงัจากพ่นเช้ือไปแลว้   3   
วนั   นานจนกว่าเห็บไม่มีการตายเพ่ิม     ทาํการทดลองเช้ือราไอโซเลทละ 5 ซํ้ า  โดยเวน้ระยะการ
ทดลองนาน  2 สัปดาห์ แลว้ทาํการทดลองซํ้ าอีกคร้ังหน่ึง     โดยเช้ือราแต่ละไอโซเลทใชโ้ค
สลบักนั นาํผลท่ีไดไ้ปคาํนวณหาค่าอตัราการตายท่ีแทจ้ริงของเห็บโดยใชห้ลกัการเช่นเดียวกบัการ
ทดลองท่ี 1 
 

      
 
ภาพ  3-11 การพน่สารแขวนลอยสปอร์เช้ือราลงบนใบหูโค 
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3.6.3     การวเิคราะห์ทางสถิติ 
  วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance)   ของผลการทดลองตามแผนการทดลอง
แบบสลบั (Change - Over Design)   และเปรียบเทียบอตัราการตายท่ีแทจ้ริงของเห็บ ดว้ยวิธีของ 
Duncan’s New   Multiple   Range   test (Steel and Torrie, 1980)    
 
 
3.7   สถานทีท่ีใ่ช้ในการดําเนินการวจัิยและรวบรวมข้อมูล  
  1.  ห้องปฏิบติัการงานอารักขาพืช  และห้องปฏิบติัการกลาง  สถาบนัวิจยัและฝึกอบรม
การเกษตรลาํปาง  มหาวิทยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลลา้นนา  
  2.  ฟาร์มโคเน้ือลูกผสมของคุณอารี  สุวรรณสุระ  ท่ีตาํบลนํ้ าอ่าง  อาํเภอตรอน    จงัหวดั
อุตรดิตถ ์
   
 
3.8 ระยะเวลาในการดําเนินการวจัิย  
 ใชร้ะยะเวลาในการทาํวิจยั 12 เดือน ระหวา่งเดือน พฤษภาคม 2551 –  พฤษภาคม 2552 


