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บทที่ 1 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญ 

 

เชื้อรา ที่เปนสาเหตุ โรคของแมลงชนิดตาง ๆ เชน เชื้อรา Beauveria bassiana 

(Balsamo) Vuillemin, B. brongniatii (Saccardo) Petch, B. amorpha, Metarhizium spp. 

และ Hirsutella spp. ไดมีการนํามาใชประโยชน ในการควบคุมแมลงศัตรู พืชในระบบการเกษตร

อยางกวางขวาง (Lacey, 1997) อีกท้ังเชื้อราเหลานี้ ยังนับเปนองคประกอบที่สําคัญอยางหนึ่งของ

การบริหารจัดการศัตรูพืชแบบบูรณาการ (Integrated pest management - IPM) โดยมีงานวิจัย

หลายงานพยายามศึกษาวิธีการตางๆ ในการเพิ่มความรุนแรง (virulence) ของเชื้อราเหลาน้ี เพื่อ

เพิ่มศักยภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืช (Gerding-Gonzalez et al., 2007, pp. 105-110; 

Tinzaara et al., 2007, pp. 111-124) แตในอีกดานหน่ึง เชื้อราเหลานี้  เปนเชื้อรา ชั้นตํ่าที่มี

โครโมโซมแบบเด่ียว (haploid imperfect fungi) ซึ่งสามารถดํารงชีวิตอยูได  ทั้งในระยะที่อยูแบบ

อิสระ (endophytic phage) และระยะที่สามารถกอโรคกับแมลง  (entomopathogenic phage) 

ซึ่งมีความซับซอน  และความ แปรปรวน  ภายในชนิดพันธุ เดียวกันอยางมาก  ทั้งน้ี เปนผลมาจาก

พันธุกรรม  ดังเชนการกลาวอางในรายงานการศึกษาที่พบวา  ความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อรา

โรคแมลงขึ้นอยูกับพื้นที่ซึ่งพบเชื้อราชนิดนั้นๆ (pathogenic ecotype or geographical isolate) 

รูปแบบของพันธุกรรม และ พิศัยของแมลงที่เปนตัวอาศัย (insect host range) ของเชื้อชนิดน้ัน 

(Brad et al., 2002, pp. 125-132; Devi et al., 2006, pp. 495-504; Neuveglise et al., 1994, 

pp. 322-328; Viaud et al., 1996, pp. 175-183) นอกจากน้ัน มีรายงาน วา เชื้อราโรคของแมลง

เปนเชื้อที่ มีการรวมกันของหนวยพันธุกรรม (genetic recombination) ในระยะที่มีการสืบพันธุ

แบบไมอาศัยเพศ ได หรือ เปนการสืบพันธุ แบบการสืบพันธุ โดยอาศัยเพศแบบเทียม (parasexual 

cycle) โดยมีการแลกเปลี่ยนชิ้นสวน พันธุกรรม  (genetic material exchange) เกิดเปนเชื้อราสาย

พันธุใหม ที่อาจมีความรุนแรงเพิ่มขึ้นหรือลดลง ได (Corell et al., 1987, pp.1640-1646) โดยการ

ตรวจสอบการแลกเปลี่ย นพันธุกรรมนี้ เชน การใชวิธีการ รวมโปรโตพลาสต (protoplast fusion) 

(Couteaudier et al., 1996, pp.175-182) การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 

(Couteaudier et al., 1997) และ การวิเคราะหความเหมือนกันทางพันธุกรรมดวยวิธี Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers (Muriel et al., 1998, pp. 88-93) สามารถ



2 

 

ดําเนินการได ในหองปฏิบัติการ แตในการตรวจหา ในประชากรตาม ธรรมชาติ  มีความยากมาก  

(Paccola-Meirelles and Azevedo, 1991, pp.172-176), pp.175-182) 

การศึกษาเรื่องการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม  สวนใหญจะศึกษาการเขากันได 

(compatibility) ในโครงสรางของประชากร แตยังไมมีการศึกษาวาการเกิดขึ้นของการแลกเปลี่ยน

พันธุกรรมเกิดขึ้นมากนอยเพียงใด และ  ที่สําคัญ การเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม ที่อาจเกิด

โดยเชื้อราสายพันธุจากตางประเทศ เปนสิ่งสําคัญ ที่อาจมีผลกระทบ ตอการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมของจุลินทรียทองถ่ิน จนอาจนําไปสูความเปลี่ยนแปลงของความหลากหลายทางชีวภาพ

ในระยะยาวได ทั้งน้ี ไดมีตัวอยางของผลจากการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมของเชื้อรา เชน รายงานการ

พบเชื้อโรคพืชสายพันธุใหม ที่มีความรุนแรงของเชื้อเปลี่ยนไป เนื่องจากการแลกเปลี่ยนทาง

พันธุกรรมแบบ parasexual คือ เชื้อรา Puccinia recondita f. sp. tritici ซึ่งเปนสาเหตุของโรครา

สนิมของขาวสาลี (brown rust of wheat) โดยพบวาการแลกเปลี่ยนพันธุกรรม แบบ parasexual นี้

ทําให P  recondita f. sp. tritici มีพันธุกรรมตางกัน ถึงสามแบบ ซึ่งสงผลตอลักษณะ ความรุนแรง

ของการกอโรค  (pathotype) ที่ตางกัน (Park et al., 1999, pp.715-723) ดังนั้นผลกระทบของการ

แลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของเชื้อราโดยเฉพาะที่ใชเปนยาเชื้อ (microbial insecticides) ที่มีการ

นํามาใชในการควบคุมศัตรูพืช อาจเปนผลดี  ไดแก การเพิ่มความรุนแรง (hyper virulence) เชน 

การเพิ่มความเร็วในการการกอโรค  เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียสายพันธุเดิม หรือ  ผลเสีย  ไดแก 

การทําใหเชื้อมีความรุนแรงตํ่าลง (hypo virulence) ซึ่งปจจัยเหลานี้ นอกจากจะมีความสําคัญตอ

การนําเชื้อ รามาใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชแลว ยังมีผล ตอความเปลี่ยนแปลงของ ความ

หลากหลายทางชีวภาพ  รวมทั้ง การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากรตามธรรมชาติ ของ

เชื้อจุลินทรีย ในพื้นที่ดวย อีกทั้งเนื่องจากในปจจุบัน  ในระบบนิเวศทางการเกษตรในประเทศไท ย 

ในหลายพื้นที่ เกษตรกรไดนํายาเชื้อในรูปแบบสูตรสําเร็จ (formulations) ที่สวนมากเปนเชื้อที่ มี

การผลิตเปนการคา และ เปนสายพันธุตางประเทศมาใช อยางกวา งขวาง  แมจะเปนเชื้อที่ไมมี

อันตราย ก็ตาม  แตทวา หากมีการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมเกิดขึ้น อาจมี ผลกระทบ ตอความรุนแรง

ของเชื้อจุลินทรียในทองถ่ินท่ีมีอยูแลว  อีกท้ังในแงของความหลากหลาย ทางชีวภาพ  เชื้อสายพันธุ

ใหมที่เกิดขึ้น  อาจมีศักยภาพในการเพิ่ มปริมาณ  และความสามารถในการดํารง ชีวิตสูงกวาเชื้ อไอ

โซเลทซที่มีอยูแลวในทองถ่ิน และอาจครอบครองพื้นที่ จนทําใหไอโซเลทซที่มีอยูแลวลดลง และลด

ดัชนีความหลากหลายในพื้นที่นั้นๆ ลง ดังนั้นสิ่งท่ีตองคํานึงถึง ไดแก: 
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 1)  ในระบบนิเวศที่มีการนํายาเชื้อจากตางประเทศมาใช จะเกิดการผสม  หรือการ

แลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม กับเชื้อชนิดเดียวกัน ซึ่งเปนจุลินทรียทองถ่ินหรือไม ? 

2)  หากเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม หรือ การผสมกัน จะมีผลอยางไ รตอความ

รุนแรงของเชื้อท่ีผสมเหลาน้ัน  

3)  หากมีการแลกเปลี่ย นพันธุกรรมเกิดขึ้น  จะสงผลอยางไร ตอโครงสรางของประชากร

ของเชื้อเหลานี้  ในระบบนิเวศทางการเกษตร  รวมทั้ง  มีผลดี หรือผลเสียตอความหลากหลายทาง

ชีวภาพหรือไม และ อยางไร?  

 

ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้ จึงทําการสํารวจ รวบรวม และเก็บตัวอยางของเชื้อราสาเหตุ

โรคแมลง ที่พบในสภาพธรรมชาติ รวมท้ัง ที่มีการนํามาใชในการควบคุมแมลง  ไดแก เชื้อรา 

Beauveria spp. และ Metarhizium spp. ซึ่งมีการนํามาใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยการใช

ในรูปสูตรสําเร็จ ในระบบนิเวศทางการเกษตร จากนั้นนําเชื้อมาศึกษาลักษณะสั ณฐานวิทยาทั้งท่ี

พบในระดับแปลงเกษตร และระดับหองปฏิบัติการ การทดสอบ ความรุนแรง กับแมลง ศัตรูพืชใน

เปาหมาย  (target insect pests) และ ลักษณะพันธุกรรม กอนและหลังการผสม รวมท้ังศึกษา

ระดับความเปนไปไดในการเขากันไดทางพันธุกรรม  ผานวงจรการเกิด parasexual cycle เพื่อเปน

การทดสอบความเปนไปได  ของการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมตามธรรมชาติของเชื้อ  และหากมี

ความเปนไปได  การแลกเปลี่ยนพันธุกรรมดังกลาวจะมีผลตอความรุนแรงของเชื้อหรือไม และ

แนวโนมของการมีผลตอความหลากหลายทางชีวภาพ ในอนาคตตอไป  
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วัตถุประสงค 

 

1. เพื่อศึกษาชนิด และลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา ซึ่งกอโรคกับแมลง ที่พบ

ในระบบนิเวศแปลงผัก ในเขตพื้นท่ีจังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง 

2. เพื่อทดสอบความสามารถในการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม  ของเชื้อราสาเหตุ

โรคของแมลงที่พบ  

3. เพื่อศึกษาลักษณะพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคแมลง กอ นและหลังการ

แลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม หากมีการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมเกิดขึ้น 

4. เพื่อ ทดสอบความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคแมลง กอนและหลังการ

แลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม หากมีการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมเกิดขึ้น 

5. เพื่อศึกษาความเปนไปได  ของผลกระทบของการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม

ของเชื้อราโรคของแมลง ตอความหลากหลายทางชีวภาพของเชื้อราโรคของ

แมลงในทองถ่ิน 

 

กรอบแนวคิด และสมมุติฐานการวิจัย 

 

เชื้อรา สาเหตุ โรคของแมลง  เปนเชื้อ ราที่พบไดตามธรรมชาติ  รวมทั้งแหลงปลูกพืช

โดยทั่วไป ทั้งน้ีเชื้อราเหลานี้  โดยมากเปนเชื้อ ราที่อยูในกลุม Deuteromyces ซึ่งหลายชนิดมีการ

สืบพันธุแบบการ อาศัยเพศ  และแบบอาศัยเพศเทียม (parasexual cycle) ซึ่งคือการท่ีเสนใยใน

ระยะ การ เจริญ  สามารถผสมกันและเขากันได  เกิด เปนเชื้อที่ เซล ลมีสองนิวเคลียส 

(heterokaryons) ที่มีการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนพันธุกรรม  (genetic material exchange) สงผลใหได

เชื้อราชนิดใหม ที่อาจมีลักษณะพันธุกรรม และคุณสมบัติเฉพาะตัว เปลี่ยนแปลงไป  ทั้งน้ีมีหลาย

รายงานชี้วา การสืบพันธุในลักษณะดังกลาวอาจเกิดขึ้นไดในธรรมชาติ และ มีผลตอความสามารถ

ในการกอโรคกับแมลง และอาจรวมถึง ความหลากหลายทางชีวภาพของเชื้ อราชนิดน้ัน ๆ รวมทั้ง

โครงสรางของประชากร ของจุลินทรียในระบบนิเ วศดวย ทั้งน้ี ในปจจุบันไดมีการนําเชื้อราโรคของ

แมลงหลายชนิดเชนเชื้อรา Beauveria spp., Metarhizium spp. และ Hirsutella spp. มา

ประยุกต ใชในระบบการบริหารจัดการ แมลงศัตรูพืช และ ถึงแมวาเชื้อ ราเหลาน้ีจะไมเปนพิ ษตอ

มนุษยและสิ่งแวดลอม แต ก็ยังไมมีการศึกษาถึงผล กระทบตอระบบนิเวศ  และความหลากหลาย

ทางชนิด ของจุลินทรียทองถ่ิน  ในระยะยาว อีกท้ังในแงของประสิทธิภาพของการควบคุม  ที่อาจ

เพิ่มขึ้นหรือลดลง และท่ีสําคัญคือ สายพันธุ ที่ใชเปนยาเชื้อที่ มีจําหนายในตลาดผลิตภัณฑป องกัน
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กําจัดแมลงศัตรูพืช สวนใหญ  มีการ ผลิตและนําเขามาจากตางประเทศ ดังนั้นการศึกษาความ

เปนไปไดของการเกิดการผสมกันของเชื้อสายพันธุตางๆ ของเชื้อราโรคแมลง รวมทั้งผลกระทบของ

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น ไมวาจะเปนการลดหรือเพิ่มความรุนแรง หรือ  ตอ

โครงสรางประชากรของจุลินทรียทองถ่ิน ลวนแตเปนสิ่งที่อาจจะเกิดขึ้นได และอาจมีผลกระทบตอ

ความเปลี่ยนแปลงของระบบนิเวศในทองถ่ิน ในระยะยาว  ซึ่งหลายฝายและภาคสวน ควร ตระหนัก

และ ใหความสําคัญท้ังในขณะนี้ และตอไปในอนาคต 

 

ขอบเขตการวิจัย 

 โครงการวิจัยนี้ เปนโครงก ารตอเนื่องรวมส องป เริ่ม ดําเนินการต้ังแต ป งบประมาณ  พ.ศ. 

2553 และ ปงบประมาณ  พ.ศ. 2554 และในการวิจัยนี้เปนการวิจัยปแรก  กิจกรรมของการวิจัย มี

ขอบเขตต้ังแตการสํารวจชนิดของเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคแมลง ทั้งท่ีพบตามธรรมชาติ และชนิดที่ มี

การใชเปนยาเชื้อประเภทเชื้อราโรคแมลง  ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช  เชน ในผักวงศกะหล่ํา  และ

พริกในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง โดยการจําแนกชนิด ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา  ทั้งท่ี

พบตามธรรมชาติ และในห องปฏิบัติการ  การทดสอบความสามารถในการกอโรคกอนการ

แลกเปลี่ยนพันธุกรรม การทดสอบความเขากัน ไดทางพันธุกรรมของเชื้อ (genetic compatibility) 

ในหองปฏิบัติการ เพื่อ เปนขอมูลพื้นฐาน เก่ียวกับโอกาสการเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้ นสวนพันธุกรรม 

ซึ่งอาจมีผลตอความหลากหลายทางชีวภาพ และเพื่อ ประกอบการตัดสินใจ ในการที่จะ นําเชื้อรา

โรคแมลง  ไปใชประโยชนในการควบคุมแมลงศั ตรูพืช  อยางเหมาะสม และไมมีผลเสียตอ ความ

หลากหลายทางชีวภาพ ของเชื้อราโรคของแมลงในทองถ่ิน  รวมทั้งเพื่อใชทําเปน “DNA barcode” 

หรือ “รหัสแถบ  ดีเอ็นเอ ” ซึ่งเริ่มมีการใชเปน มาตรฐาน ใหมในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต ทาง

อนุกรมวิธาน  แทนการใช ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ของเชื้อราสาเหตุโรคของแมลง ในอนาคต 

ตอไป 
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นิยามศัพท 

 

แถบรหัสดีเอ็นเอ  (DNA barcode) หมายถึง แถบรหัสซึ่งเกิดจากการใชลําดับเบสสั้น ๆ ของยีน 

(short gene sequence) ซึ่งไดมาจากตําแหนงหน่ึงที่ถูกใชเปนมาตรฐานบนจีโนม (standardized 

position in the genome) โดยวิธีน้ีเปนการเลียนแบบการใชแถบสีดําของรหัส Universal Product 

Code (UPC) ทีนํามาใชแยกสินคาตางๆ ออกจากกัน โดยกําหนดใหใชบริเวณท่ีเรียกวา “Folmer 

Region” หรือ 648-bp ของ mitochondrial gene ซึ่งรูจักกันในชื่อ  ไซโตโครม ซี อีอกซิเดส วัน 

(Cytochrome C Oxidase I – COI) ซึ่งเปนสวนของยีนที่มีการเสนอมาแตแรก ใหใชเปน  

“barcode” หรือ “รหัสแถบ” มาตรฐาน  ที่จะใชเปนลักษณะทางอนุกรมวิธาน  แทนลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดได 

การสรางลายพิมพดีเอ็นเอ  (DNA fingerprinting) หมายถึง วิธีการสรางลายพิมพดีเอ็นเ อ เชน

การใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนดีเอนเอเชน Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

หรือ Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งใชวิเคราะหหรือศึกษารูปแบบของแถบดีเอ็นเอ ท่ี

แตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละหนวย 

ลายพิมพดีเอ็นเอ  (DNA fingerprint) หมายถึง รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (DNA band pattern) 

ซึ่งแสดงความแตกตางของขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอ ในสิ่งมีชีวิตแตละตัวหรือบุคคล ที่เปนเอกลักษณ

ของแตละตัวหรือบุคคล 

การแลกเปลี่ยนชิ้นสวนทางพันธุกรรม (Genetic material exchange) หมายถึง การ

แลกเปลี่ยนชิ้นสวนของหนวยพันธุกรรม และทําใหเกิดเปนสิ่งมีชีวิตรุนลูกท่ีอาจมีพันธุกรรม

เปลี่ยนไป 

การวมเขากันไดทางพันธุกรรม (Genetic recombination) หมายถึง การรวมกันเปนแบบใหม

ของแอลลีล  (allele) ของยีนตางตําแหนงเนื่องจากกระบวนการ แลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอ  บน

โครโมโซมคูเหมือน (crossing over) ในการแบงเซล แบบยูแคริโอต ส (eukaryotes) หรือ  บน

โครโมโซมของโ ปรคาริโอตส (prokaryotes) ทําใหไดรูปแบบของยีนหรือจีโนไทปท่ีตางไปจากพอ

หรือแม เปนกระบวนการแลกเปลี่ยน และเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอ จากดีเอ็นเอตางสาย 

ไฮเปอรวิรูเลนซ (Hyper virulence) หมายถึง การ ที่เชื้อโรคบางสายพันธุมีความรุนแรงสูงกวา

ประชากรปรกติของเชื้อโรคน้ัน 

ไฮโปวิรูเล นซ (Hypo virulence) หมายถึง การท่ีเชื้อโรคบางสายพันธุมีความรุนแรงตํ่ากวา

ประชากรปรกติของเชื้อโรคน้ัน 



7 

 

เฮทเทอรโรคารริออนส (Heterokaryons) หมายถึง เซลลที่มีนิวคลิไอ (nuclei) ต้ังแตสองนิวคลิ

ไอขึ้นไป อันเปนผลมาจากการรวมกันของเซลล 

พาราเซ็กซวล ไซเคิล (Parasexual cycle) หมายถึง วงจรการสืบพันธุที่เก่ียวกับการ

เปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม แตตางเวลาและสถานที่จากการใชการสืบพันแบบอาศัยเพศ ซึ่ง ใน

เชื้อราคือการที่เสนใยในระยะเจริญ (vegetative mycelium) สามารถผสมกัน และเขากันได

กลายเปน heterokaryons มีการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนทางพันธุกรรม  (genetic material exchange) 

และเกิดเปนเชื้อสายพันธุใหม  

โปรโตพลาสต (Protoplast) หมายถึง เซล ลของสิ่งมีชีวิต  ที่ถูกยอยหรือแยกผนังเซล ลออกโดย

เอ็นไซม จนเหลือแตเพียงสวนของไซโทพลาสซึม ที่หอหุมดวยเย่ือ peripheral membrane 

การรวมโปรโตพลาสต (Protoplast fusion) หมายถึง  การรวมตัว กันของโปรโตพลาส ต ต้ังแต

สองโปรโตพลาสตขึ้นไป ของสิ่งมีชีวิตชนิดที่มีถ่ินกําเนิดเดียวกัน หรือ ตางถ่ินกําเนิด ซึ่งโปรโตร 

พลาสต ที่รวมกันแลวสามารถเกิดเปนสิ่งมีชีวิตใหมขึ้น  โดยสิ่งมีชีวิตที่เกิดใหมมีโอกาสมีพันธุกรรม

แบบใหมได 

ความห ลากรูป  หรือ ภาวะพหุสัณฐาน  (Polymorphism หรือ genetic polymorphism) 

หมายถึง  ความแปรผันทางพันธุกรรมทางธรรมชาติ ของลําดับนิวคลีโอไทด  ซึ่งคือ การมีลักษณะ

ปรากฏที่แตกตางกัน สองลักษณะ หรือมากกวาในประชากร ซึ่งเกิดจากแอลลีลท่ีตางกัน จะถือวา

ยีนท่ีตําแหนงหนึ่งมีความหลากหลาย เมื่อความถ่ีของแอลลลีลที่มีนอย ไมตํ่ากวา 0.01 หรือ 1 

เปอรเซ็นต 

พาโทไทพ (Pathotype) หมายถึง เชื้อโรคสายพันธุ ที่กอโรคใหกับสิ่งมีชีวิตหนึ่งๆ 

RAPD-PCR (Random amplified polymorphic DNA) หมายถึง เทคนิคการวิเคราะหลายพิมพดี

เอ็นเอดวย PCR เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซึ่งจีโนมตนแบบถูกเพิ่มจํานวน  (amplified) ดวยการ

สุมเลือก ไพรเมอรเด่ียวท่ีสั้น (single, short primer) ซึ่งจะไดผลผลิตจากการเพิ่มจํา นวนที่มีความ

ยาวถึง 2 คูเบส ซึ่งจะถูกแยกดวยการทํา อิเล็กโตรโฟเรซีส 

เสนใยเจริญ (Vegetative mycelium) หมายถึง  เสนใยของเชื้อราชนิดที่ ไมมีความเก่ียวของกับ

การสืบพันธุแบบอาศัยเพศ หรือไม เก่ียวของกับการเกิดไมโทซีสต การปฏิสนธิ หรือการใชหนวย

สืบพันธุจากตางเพศ  

การเขากันไดของสวนเจริญ (Vegetative compatibility) หมายถึง ความสามารถในการ เขากัน

ไดของหนวยสืบพันธุ ที่ไมเก่ียวของกับการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับสําหรับการศึกษาในปแรก 

1. ทราบถึง ชนิดของเชื้อราโรคแมลง  ที่พบในแปลงเกษตร ในแปลงผั ก ในเขตพื้นที่

จังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง 

2. ทราบถึง ชนิด  และ ลักษณะสัณฐานวิทยา  ของเชื้อโรคแมลงท่ีพบ  ทั้งในระดับ

แปลงเกษตร และที่เพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ 

3. ทราบถึงคว ามรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคแมลง  กอนการแลกเปลี่ยนทาง

พันธุกรรม ที่อาจเกิดขึ้น 

4. ทราบถึงลักษณ ะพันธุกรรม  ของเชื้อราสาเหตุโรคแมลง บางชนิด  กอน การ

แลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม ที่อาจเกิดขึ้น 

5. ทราบถึงความสามารถ ในการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคของ

แมลง ที่พบในระบบนิเวศทางการเกษตรของเชื้อราที่พบ 

6. ทราบถึงความเปนไปได  และแนวโนม ของผลกระทบ  ของการแลกเปลี่ ยนทาง

พันธุกรรมของเชื้อราโรคของแมลง ซึ่งอาจมีผล ตอ ประชากร  และ ความ

หลากหลายทางชีวภาพของเชื้อราโรคของแมลง ในทองถ่ิน  

7. เปนขอมูลพื้นฐาน  ของผลของการนําเชื้อจุลินทรียจากทองถ่ินอ่ืน มาใชอยาง

เหมาะสม  โดยไมสงผลเสียตอความหลากหลายทางชีวภาพของเชื้อจุลินทรีย ใน

ทองถ่ินในระยะยาว 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไ ปใชประโยชนไดแก หนวยงานตาง ๆ ที่ทํางานเก่ียวของกับ

การควบคุมแมลงศัตรูพืช  และ การบริหารจัดการศัตรูพืช  เชน กรมสงเสริมการเกษตร กรมวิชาการ

เกษตร รวมทั้งสถาบัน การศึกษา ที่มีการเรียนการสอน  และการฝกอบร  เก่ียวกับการค วบคุมศัตรูพืช 

การผลิตอาหารปลอดภัยจากสารพิษ และการทําการเกษตรโดยอาศัยหลักธรรมชาติ  เชน เกษตร

อินทรีย  รวมถึงหนวยงานที่เก่ี ยวของกับการ บริหารจัดการความหลากหลายทางชีวภาพ  และระบบ

นิเวศของจุลินทรีย  

 

 

 

 

 

 



9 

 

บทที่ 2 

แนวคิด ทฤษฎี เอกสาร และ งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

เชื้อราท่ีเปนสาเหตุโรคของแมลง 

เชื้อราที่เปนสาเหตุ โรคของแมลง  (entomopathogenic fungi) เปนเชื้อ ราที่พบได

โดยทั่วไปตามธรรมชาติ  เปนเชื้อราท่ีกอโรคแกแมลงชนิดตางๆ  โดยการทําใหแ มลงติดเชื้อ เขา

ทําลายอวัยวะตาง ๆ ของแมลง และทําใหแมลงตายในที่สุด  โดยกลไกการทําลายแม ลงของเชื้อรา

จะแตกตางจากจุลินทรียอ่ืนคือ มีผนังเซลลท่ีประกอบดวยโพลีแซคคาไรดไคติน รวมกันเปนเสน ใย 

เรียกวา ไฮฟ (hyphae) ซึ่งรวมกันเปนกลุมใหญ เรียกวาไมซีเลียม  (mycelium) การขยายพันธุ ของ

เชื้อราโรคแมลงสวนใหญจะเกิดขึ้นโดยการสรางสปอรทั้งแบบมีเพศแล ะไมมีเพศ ทั้งน้ีเชื้อราท่ีเปน

สาเหตุโรคแมลง สวนใหญ จะ อยู ใน Subdivision Mastigomycotina, Zygomycotina, 

Ascomycotina และ Deuteromycotina เชื้อราโรคแมลงเกือบทุกชนิด สามารถเขาสูแมลงอาศัย  

(host insect) โดยตรง  ผานทางผิวหนังของแมลง (cuticle) โดยมีการปลอยเอ็น ไซมหลายชนิด

ขณะท่ีสปอรงอก  โดยสปอรมักมีการปรับเปลี่ยนโครงสรางสภาพทางชีวเคมี  เพื่อใหสามารถติด

แนนอยูกับผิวของแมลง  เมื่อเขาไปในชองวาง (haemocoel) ในตัวแมลงอาศัย แลว เชื้อราจ ะใช

สารอาหารในรางกายแมลง  ในการดํารงชีวิต และขยายพันธุอยางรวดเร็ว แพรกระจายไป ทั่วตัว

แมลง ทําใหแมลงขาดอากาศ หรือ อดตาย หรือ ตายเนื่องจากสาร พิษที่เชื้อรา ผลิตขึ้น จากนั้นไม

ซีเลียมจะสรางเสนใยบนซากแมลง  ในขณะที่เสนใยของเชื้อราเจริญเติบโต จะดูดน้ําและ

สารอาหารจากแมลงอาศัย  ทําใหซากแมลงแหง  เชื้อราทําลายแมลงสวนใหญ เสนใยจะ แทง

ออกมาจากตัวแม ลงอาศัย  หลังจากแมลงตายแลว  ยึดซากแมลงใหติดกับตนพืชหรือถูกทําใหยึด

ติดโดยขบวนการเกิดโรค  จากนั้นไมซีเลียมท่ีอยูภายนอกจะสรางสปอร และสปอรจะคอยๆ  ถูก

ปลอยฟุงกระจายอยางรวดเร็วเขาสูวงจรการเขาทําลายตอไป  เปนวงจรชีวิต (ภาพที่ 1.) โดยทั่วไป

เชื้อราสวนใหญมี ตัวอาศัยหลากหลายท้ังแมลง  และสัตวที่มีรยางคชนิดอ่ืนๆ  แตบางชนิดมีความ

แตกตางกันมากในเรื่องของความเฉพาะเจาะจง ตัวอาศัย (host specificity) ดังนั้นเชื้อราหลาย

สายพันธุ จะสามารถทําลายตัวอาศัยไดเพียงไมก่ีชนิด ที่ใกลเคียงกันเทานั้น  

 

 

   



10 

 

 

 
สปอรในแมลงท่ีเปนโรค หรือจาก

สูตรสําเร็จผลิตภัณฑการคา 

 

 
แมลงตายและปกคลุมด วย 

ไมซีเลียม และ สปอรของ           

เชื้อรา 

   
สปอรตกลงบนตัวแมลง งอก

และเจาะเขาไปในผิวหนังแมลง 

 

 
เชื้อราเจริญเติบโตภายในตัว

แมลง 

 

 

  ภาพท่ี 1. วงจรชีวิตของเชื้อราโรคแมลง (ที่มา: กรมวิชาการเกษตร, 2550, ม.ป.ป.) 

 

  เชื้อราที่ลงทําลายแมลงนั้น  สามารถพบไดท่ัวไปในปาธรรมชาติ  หรือ แมกระท่ังใน

สวนผลไม และ ไรนา โดยเฉพาะอยางย่ิงในสภาพปาที่มีความอุดมสมบูรณ ความหลากหลายของ

เชื้อราทําลายแมลงจะเพิ่มมากขึ้น  ในทางกลับกัน ถาสภาพปาที่มีการบุกรุกทําลายหรือถูกรบกวน

มาก จะพบเชื้อราทําลายแมลงลดนอยลงไป เนื่องจากสภาพแวดลอม ณ แหลงนั้นไดสูญเสียความ

สมดุล (มาลี สุวรรณอัตถ, 2543, หนา 1-5) 

 

   จากรายงานที่เก่ียวของชี้วาเชื้อราโรคของแมลง  เปนเชื้อที่มีการรวมกันของหนวย

พันธุกรรม (genetic recombination) ในระยะเจริญทางเสนใย (vegetative growth) หรือระยะที่มี

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการสืบพันธุลักษณะนี้จะเกิดในรูปแบบ การสืบพันธุ ที่เรียกวา

แบบอาศัยเพศ เทียม  (parasexual cycle) ซึ่งคือการท่ีเสนใยในระยะเจริญ (vegetative 

mycelium) สามารถผสมกันและเขากันไดกลายเปน เสนใยที่มีสองนิวเคลียส  heterokaryons หรือ



11 

 

เซลท่ีมีนิวคลิไอ (nuclei) ต้ังแตสองนิวคลิไอขึ้นไป อันเปนผลมาจากการรวมกันของเซล ล (Zaid et 

al., p.139) โดยผลจากการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนทางพันธุกรรม  (genetic material exchange) จะ

ทําใหเกิดเปนเชื้อสายพันธุใหม ได (Corell et al., 1987, pp. 1640-1646) การแลกเปลี่ยนทาง

พันธุกรรมดังกลาว  สามารถ ตรวจสอบและ ดําเนินการได  อีกทั้งใหผลชัดเจน เมื่อทําการศึกษา ใน

หองปฏิบัติการ แตในการตรวจหา ในกลุมประชากร ตามธรรมชาติมีความยากมาก  (Paccola-

Meirelles and Azevedo, 1991, pp. 172-176) การศึกษาการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมอาจ ใชวิธีการ

หลอมโปรโตพลาสต (protoplast fusion) ซึ่งคือ การรวมตัว ต้ังแตสองโปรโตพลาสตขึ้นไป ของ

สิ่งมีชีวิตชนิดที่มีกําเนิดเดียวกัน หรือตางถ่ินกําเนิด ซึ่งโปรโตพลาสตที่รวมกันแลว สามารถเกิดเปน

สิ่งมีชีวิตใหมขึ้น โดยสิ่งมีชีวิตที่เกิดใหมมีโอกาสมีพันธุกรรมแบบใหม  และ มีผลการศึกษาชี้วาการ

หลอม โปรโตพลาสต มีสวนชวยในการเพิ่มความรุนแรงของเชื้อรา  Beauveria bassiana ดวย 

(Couteaudier et al., 1996) จากการศึกษาความสามารถของการเขากันไดทางพันธุกรรมของสวน

เจริญ (vegetative compatibility groups - VCGs) ในโครงสรางของประชากรของเชื้อราโรคแมลง  

โดยใชการตรวจลายพิมพ ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) และ Southern blot hybridization พบวา

ปรากฏการณดังกลาว  มีผลตอ การเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม ของเชื้อ รา และมีรายงานอางวาการ

แลกเปลี่ยนพันธุ กรรมดังกลาว  มีผลตอ การมีความหลากหลายทางลักษณะทางสั ณฐาน  หรือ 

ภาวะพหุสัณฐาน ของ เชื้อ  (polymorphism (ชอฟา ทองไทย และ คณะ , 2549) (ดวย  

(Couteaudier et al., 1997, pp. 175-182) สวน Castrillo et al. (2004, pp. 24-36) ไดทําการ

ตรวจหา VCG ในกลุมของเชื้อรา Beauveria bassiana ซึ่งเปนสายพันธุทองถ่ินในอเมริกาเหนือ  

ดวยการวิเคราะหความเหมือนกันทางพันธุกรรมดวยวิธี การใชตัวชี้วัด  Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD) Markers และสามารถตรวจพบ VCGs ถึง 23 สายพันธุ จากจํานวน

ทั้งหมด ที่ทดสอบ 34 สายพันธุ  ดังแสดงใน ภาพที่ 2. นอกจากน้ียังมีรายงานวา เชื้อราที่มีการ

เปลี่ยนแปลงพันธุกรรมจากการผสม นี้ มีการเปลี่ยนแปลง ระดับของความรุนแรงดวย  (Muriel et 

al., 1998, pp. 88-93) 
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ภาพท่ี 2. ตัวอยางของผลการวิเคราะหดวยวิธี Random amplified polymorphic DNA(RAPD) 

ของเชื้อรา Beauveria  bassiana สายพันธุที่เก็บตัวอยางได ในแถบอเมริกาเหนือ  และ

สายพันธุที่มีการกลายพันธุ  และ heterokaryons ที่เกิดจากการผสมระหวางสายพันธุที่

เก็บตัวอยาง โดยใชไพรเมอร OPB-10 ซึ่งสรางจากเชื้อ B. bassiana สายพันธุ 5813 ซึ่ง

มีขนาด 1.45 คูเบส ซึ่งเปนตัวบงบอกการเกิด heterokaryons ระหวางสายพันธุ  5813 

และ 252 และ 5807 Wild type strains, nit 1 (ที่มา: Castrillo, et al. 2004, pp. 26-37) 

 

รายงานเก่ียวกับการนําเชื้ อราโรคแมลง  มาใชในการปองกันกําจัดแมลงศัตรูพืชได

เกิดขึ้นอยางตอเนื่อง เชน การทดสอบการใชเชื้อราควบคุมปลวก ไดแกการใชเชื้อราควบคุมดวงดีด 

คือ เชื้อราเขียว  (green muscardine) M. anisopliae และ เชื้อราขาว  (white muscardine) B. 

bassiana ในการกําจัดดวงดีด  Ctenicera destructor และ Hypolithus bicolor ที่ระดับอุณหภูมิ

ตางๆ  กัน พบวาที่ระดับอุณหภูมิตํ่ากวา  28 oซ พบการตายในตัวออนของดวง  (Zacharuk and 

Tinline, 1968, pp. 4-309) การใช Metarhizium sp. ควบคุมดวงแรดและเพลี้ยกระโดดสี น้ําตาล 

(มลิวัลย ปนยารชุน, 2539,หนา 183-197; Samuels et al., 1989; Zimmermann, 1992, pp. 

113-128) โดยเฉพาะอยางย่ิง  ในการนําไปควบคุมดวงแรดมะพราว  (Oryctes rhinoceros ) ใน

ประเทศไทยมีการสงเสริมใหมีการใช และ  ใหมีการผลิตเชื้อขึ้นมาใชอยางแพรหลายมานานแลว  

(มลิวัลย ปนยารชุน , 2523; มลิวัลย ปนยารชุน และ สุรพล  จตุรยานนท , 2526) นอกจากนี้  ไดมี

รายงานศึกษาวิธีการผลิตมวลชีวภาพของเชื้อราเขียว Metarhizium spp. ที่ทําลายเพลี้ยกระโดดสี

น้ําตาล  และดวงแรดมะพรา   และปจจุบันไดมีการนําเชื้อราหลายชนิดมาใชประโยชนในการ



13 

 

ควบคุมแมลงศัตรูพืชในรูปแบบยาเชื้ อ (microbial insecticides) เชน เชื้อรา Beauveria 

bassiana (Rehner, 2005), B. brongniartii (Saccardo) Petch และ Beauveria amorpha 

Samson & Evans (Lacey, 1997) และ Metarhizium spp. โดยยาเชื้อที่มีจําหนายเปนการคา

ไดแก Ostrinil, Naturalis, Boveral, Naturalis-L, Naturalis-O, Naturalis-T, BotaniGard, 

Ghamycotrol, Mycotrol, Bio-Power, Conidia, Proecol, Beauverin, Boverol, Boverosil และ 

Racer จาก Beauveria bassiana  และ Engerligspilz, Betel, Melocont-Pilzgerste และ 

Schweizer Beauveria จาก Beauveria brongniartii เปนตน (Copping, 2009) 

 

ขอดีของการใชเชื้อจุลินทรียในการควบคุมศัตรูพืช คือ  

1. มีความปลอดภัย และ ไมเปนพิษตอสัตวชนิดอ่ืนนอกเปาหมาย ไมเปนอันตราย ไมมีพิษ

ตกคาง 

2. ความจําเพาะเจาะจงคอนขางสูง ทําใหปลอดภัยตอแมลงที่เปนประโยชนชนิดอ่ืน ๆ 

3. สามารถนําไปใชรวมกับสารกําจัดแมลงได 

4. จุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตไดงาย และมีราคาถูก 

5. ศัตรูพืชสรางความตานทานชา 

6. ความเขมขนในการใชตํ่า 

 

การใชยาเชื้ออาจจะมีการแบงออกเปน 4 แบบไดแก 

1. โดยการนําเชื้อใหเขาไปต้ังหลักแหลงอยูในกลุมของแมลงศัตรูพืช 

2. การฉีดพนหรือทําเปนเหย่ือลอ 

3. ใชรวมกับสารกําจัดศัตรูพืช ที่สามารถใชรวมกันได หรือ เมื่อใชแลวจะทําใหเกิดผลดี

เพิ่มขึ้น 

4. ใชรวมกับตัวหํ้า ตัวเบียน และ จุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ได  
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การเพาะปลูกพืชผักในจังหวัด เชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง 

จังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ  ลําปาง เปนจังหวัดทางภ าคเหนือตอนบนของประเทศไทย  

ที่นับเปนพื้นท่ีสําคัญในการผลิตผลผลิตทางการเกษตรทั้ง การดําเนินการสืบทอดมาต้ังแตบรรพ

บุรุษ ตลอดจนมีการสงเสริมดานการเกษตร  ทั้งจากภาครัฐและเอกชน  โดยในดานการเกษตร ใน

พื้นที่ศึกษา เหลาน้ี  เปนพื้นที่หลักของการผลิต ไมผล คือลําไย ลิ้นจี แล ะสม รวมท้ังการปลูก ขาว

ตามฤดูกาล  และการปลูกพืชผักชนิดตาง ๆ เปนพืชเสริมนอกฤดูปลูก การปลูกแซมตามสวนผลไม 

อีกท้ัง ในพื้นที่บางสวนที่มีการชลประทาน เขาถึง  มีการปลูกพืชผัก เปนอาชีพ ตลอดท้ังป โดย

เกษตรกรสวนหนึ่ง  มีการปลูกพืชผักเพื่อบริโภคภายในครัวเรือน บางสวนได รับการสนับสนุนจาก

ภาครัฐและองคกรที่เก่ียวของ  ในการปลูกผักปลอดภัยจากสารพิษ เชนโครงการในพระราชดําริ ฯ 

และจากกรมสงเสริมการเกษตร  และสวนหนึ่งไดรับการสงเสริมใหปลู ก และรับซื้อโดยบริษัททาง

การเกษตร  เพื่อการ แปรรูปผลผลิตเกษตร หรือการ สงออก และ  ผลิตเมล็ดพันธุ ทั้งนี้พืชผักที่

เพาะปลูกในพื้นท่ีดังกลาว ไดแก หอม กระเทียม พืชผักวงศกะหล่ํา พริก มะเขือเปราะ มะเขือเทศ 

กระเจี๊ยบเขียว ถ่ัวฝกยาว และ  พืชวงศแตง เปน ตน  (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร , 2552 , 

ม.ป.ป.) จากรายงานประจําป พ .ศ. 2551 ของ 0ศูนยขอมูลดานการเกษตรและสหกรณ 0 (ศูนยขอมูล

ดานการเกษตรและสหกรณ 0, 2552, ม.ป.ป.) จังหวัด เชียงใหมมีพื้นที่ถือครอง ทางการเกษตร

จํานวน 1.685 ลานไร (รอยละ 13.4 ของพื้นที่จังหวัด ) ทั้งน้ีเปนพื้นที่ปลูกผัก จํานวน  367,105 ไร 

จังหวัดลําพูนมีพื้นท่ีเกษตรรวม จํานวน  613,634 ไร โดยเปนพื้นที่ปลูกผั กจํานวน  28,276 ไร สวน

จังหวัดลําปาง มีพื้นที่เกษตรจํานวน 696,035 ไร และ มีพื้นที่ปลูกผักจํานวน 37,080 ไร (ภาพท่ี 3.) 
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ภาพท่ี 3. แสดงปริมาณพื้นที่ปลูกผักในจังหวัด เชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง 
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บทท่ี 3 

วิธีการศึกษา 

 
3.1  สถานท่ี และ ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 

 

การวิจัยครั้ งนี้ เปนการศึกษาในระยะเริ่มตนในปแรกของโครงการ  ไดเริ่มดําเนินการ

ต้ังแตเดือนตุลาคม พ .ศ. 2552 ถึง กันยายน พ .ศ. 2553 รวมระยะเวลา 1 ป โดยมีสถานที่ทําการ

วิจัยไดแก โปรแกรมวิชาชีววิทยาประยุกต คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฎ

สวนดุสิต กรุงเทพฯ และ  ศูนยวิจัยควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรียแหงชาติ ภ าคเหนือตอนบน 

มหาวิทยาลัยแมโจ จ. เชียงใหม  หองปฏิบัติการ ดีเอ็นเอเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาเขตกําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ. นครปฐม และ พื้นที่เกษตรในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน  และ 

ลําปาง 

 

3.2 อุปกรณ และเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

 

1. ตูสําหรับเขี่ยเชื้อจุลินทรีย (Laminar flow) 

2. หมอนึ่งความดันไปน้ํา (Tomy autoclave ss-320, Tomy Seiko Co.Ltd., Japan) 

3. กลองจุลทรรศนแบบ Compound microscope 

4. กลองจุลทรรศนแบบ Stereo microscope 

5. อุปกรณพื้นฐานในหองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยา 

6. กลองเพาะเลี้ยงแมลง 

7. เครื่องพนสารเคมีกําจัดแมลงในแปลงแบบหัวฉีด 

8. อุปกรณพื้นฐานในการเก็บตัวอยางแมลที่เปนโรค และเชื้อจุลินทรียทีมีประโยชนใน

ภาคสนาม 

9. อุปกรณสําหรับฉีดพนเชื้อราโรคแมลง 

10. อุปกรณสําหรับใหความชื้น (Humidifier) 

11. เครื่องวัดอุณหภูมิและความชื้น 

12. เครื่องมือสําหรับ centrifuge 

13. เครื่อง Thermal cycler สําหรับการทํา PCR 
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14. วัสดุวิทยาศาสตรขนาดเล็กที่จําเปน สําหรับการสกัด DNA การทํา electrophoresis และ

การทํา PCR 

 

สารเคมีและอาหารเทียมท่ีใชในการทดลอง 

 

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

India 

2. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) BIOMARK Laboratory, Pune 411011,India 

Nutrient agar 

3. 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. โปรตัสเซียมคลอเรต 

15. น้ํามันพืช 

16. สารจับใบ 

17. สูตรสําเร็จของเชื้อรา Beauveria sp. 

18. สารเคมีพื้นฐานที่ใชในการฆาเชื้อในหองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยา 

19. Protease K และเอ็นไซมที่จําเปนตอการสกัด DNA 

20. PCR Buffer  
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21. Iso amyl alcohol 

22. Chloroform 

23. Tween 20 

24. Agarose  

25. Ethidium bromide 

26. DNA polymerase 

27. DNA template 

28. Primer POA -3 และ universal primer 

29. Ethanol 70 % 

30. Tris EDTA 

31. สารเคมีอ่ืนๆ ที่จําเปนสําหรับการสกัด DNA การทํา electrophoresis และ การทํา PCR 

 
3.4 การสํารวจและจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคของแมลงในระบบนิเวศเกษตรใน

แปลงเกษตร และ หองปฏิบัติการ 

สํารวจเชื้ อราสาเหตุโรคของแมลงในแปลง ปลูกพืชผัก  ไดแก ผักวงศ กะหล่ํา  พริก 

มะเขือเปราะ มะเขือเทศ ถ่ัวฝกยาว และ  พืชวงศแตง ในเขตจังหวัด เชียงใหม  ลําพูน และ ลําปาง  

โดยสุมเก็บตัวอยาจํานวน 50 ตน/จุด บันทึกขอมูลเปนจํานวนรวมของแมลงศัตรูพืช  และแมลงที่

เปนโรคแตละชนิดที่พบ ในการ เก็บตัวอยางโรคแมลง ที่เกิดจากเชื้อรา  พิจารณาจากการที่โรคของ

แมลงสามารถกอโรคไดกับแมลงทุกระยะของการเจริญเติบโต และทุกชนิด  แมลงที่ตายจะแหงและ

แข็ง อาจพบไมซีเลียม หรือสปอร เจริญอยูบนซากเหย่ือ  ซึ่งยึดติดกับใบ  หรือสวนตางๆ ของตนพืช 

เมื่อพบตัวอยางแมลงที่เปนโรค ทําการเก็บรวบรวมตัวอยางโดยตัดชิ้นสวนตนพืชที่มีแมลงที่ตายอยู 

และเก็บในกลองพลาสติกใสขนาด 6 X 3 เซนติเมตร ที่เจาะเปนชองระบายความชื้นที่ฝากลอง  ติด

กาวดวย ตาขายลวดทองแดง รองกนกลอง ดวยกระดาษทิชชูที่แหง  และผานการอบฆาเชื้อแลว 

จากนั้นเก็บกลองดังกลาวใสภาชนะเก็บความเย็น  (cooler) ซึ่งภายในบร รจุน้ําแข็งแหง  เพื่อนํา

กลับไปแยกเชื้อ และจําแนกชนิด ในหองปฏิบัติการ ตอไป 

นําตัวอยางแมลงที่เปนโรคตายจากเชื้อราซึ่งเก็บจากแปลงเกษตรกร มาตรวจหาสปอร 

ใตกลองจุลทรรศน  ถาพบสปอรสามารถนําสปอร ไปแยกเชื้อในขั้นตอนตอไป ไดทันที  หากไมพบ

สปอร นําตัวอยางมาวางในกลองชื้น ที่รองดวยกระดาษ ทิชชูอยางหนาที่นึ่งฆาเชื้อ  และพนน้ํากลั่น

ที่น่ึงฆาเชื้อแลว จนมีความชื้นสัมพัทธประมาณ 80-90 เปอรเซ็นต ทิ้งไวจนกวาจะพบสปอร และ

เมื่อพบการสรางสปอร แลว จึงนํามาทําการแยกเชื้อดวยวิธี dilution plate technique โดยใช
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ชิ้นสวนของแมลง ที่ตายและมีสปอรติดอยู มาละลายในน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว เจือจางแบบเปน

ชุดลดหลั่นตามความเขมขน (series) ใหไดความเขมขน  104-106 ขึ้นอยูกับปริมาณการสราง สปอร

ของเชื้อราแตละชนิด นําสารละลายสปอรปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเกลี่ยลงบนผิวหนาของอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ที่เตรียมไว บมในสภาพอุณหภูมิหอง (20-28 องศา

เซลเซียส ) จากนั้นประมาณ  4-7 วัน เมื่อพบโคโลนี เด่ียวของเชื้อราเจริญบนผิวอาหาร  ใชเข็มเขี่ย

แยกมาเพาะเลี้ยง (subculture) บนผิวของอาหาร Malt extract agar หรือ PDA (ขึ้นกับชนิดของ

เชื้อรา) บมในสภาพอุณหภูมิหอง (20-28 องศาเซลเซียส ) นาน 5-7 วัน เมื่อพบการสรางสปอรของ

เชื้อ นํามาแยกเชื้อบริสุทธิ์อีกครั้งดวยวิธี dilution plate technique โดยใช loop ที่ปลอดเชื้อแตะ

สปอรที่เกิด นํามาละลายในน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว ทําการเจือจาง แบบเปนชุดลด หลั่นตามความ

เขมขน (series) ใหไดความเขมขน 1x104 และ  นํามาเกลี่ยลงบนผิวหนาของอาหาร  Potato 

Dextrose Agar (PDA) หรือ Water Agar (WA) หรือ Sabouraud Dextrose Agar (SDA) และ 

Sabouraud Dextrose Agar with Yeast Extract (SDA+Y Nutrient Agar (NA) (ขึ้นอยูกับชนิด

ของเชื้อรา) บมในสภาพอุณหภูมิหองปฏิบัติการ (20 -28 องศาเซลเซียส ) จากนั้น 3-5 วัน เมื่อพบ

โคโลนีเด่ียวจึงทําการ  subculture เชื้อไปเก็บในอาหารวุน  Malt extract agar หรือ PDA ที่บรรจุใน

หลอดทดลองในลักษณะ เอียง (slant agar) และ เก็บในเครื่องทําความเย็นที่ 4-5 องศาเซลเซียส  

เพื่อรอการทดสอบตอไป พรอมกันน้ี  ไดมีการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนี เสนใย และ

สปอร ของเชื้อรา  เพื่อการจําแนกชนิดท่ีถูกตอง โดย อาศัยเอกสารอางอิง (Steinhaus, 1967, p. 

207; Poinar and Thomas, 1984, p. 134; Tanada and Kaya, 1993, p. 352 และ Lacey, 

1997) รวมทั้งปรึกษาผูเชี่ยวชาญ  

นอกจากนั้ น มีการเก็บตัวอย างดิน จากแปลงปลูกพืชผัก โดยการสุ มตัวอยางในพื้นที่

ขนาด 50 x 50 เมตร ที่ระดับความลึก 0–15 เซนติเมตร พื้นที่ละจํานวน 5 จุด ๆ ละ 500 กรัม ตอ

จุด รวมเปน  2,500 กรัมตอหนึ่ง ตัวอบาง  นําตัวอยางแยกบร รจุถุงพลาสติกใส  ติดฉลากแสดง

ตําแหนงท่ีเก็บ และ  รายละเอียดเก่ียวกับลักษณะนิเวศวิทยาของพื้นที่ เก็บในท่ีเย็น และนําไป

ศึกษารายละเอียดตอ ในหองปฏิบัติการ  โดยทําการ แยกเชื้อราที่เจริญอยูในดินตอไป  ดวยวิธีใช

แมลงเปนเหย่ือ (insect baiting) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Lacey (1997) โดยนําตัวอยางดินจากแต

ละจุดมาบรรจุในกลองพลาสติกใสขนาด 19 x 22 x 10 เซนติเมตร กลองละ 500 กรัม จํานวน 5 

กลองตอหน่ึง จุดสํารวจ  พนน้ํากลั่นท่ีนึ่งฆาเชื้อแลว  จนดินมีความชื้นประมาณ 80-90 เปอรเซ็นต 

และปลอยหนอนไหม (Bombyx mori) วัย 3-4 จํานวน 20 ตัวตอกลอง ใหใบหมอนเปนอาหารตาม

ความเหมาะสม ปดกลองดวยฝา กลอง ที่มีตาขายระบายอากาศ บมกลอง ไว ณ อุณหภูมิหอง 
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(ประมาณ 20-28 องศาเซลเซียส ) โดยมีการ เปลี่ยนอาหาร  และพนละอองน้ําตามความจําเปน 

จากนั้นต้ังแตวันที่ 14 หลังการบม เริ่มทําการตรวจหาหนอนท่ีตาย  โดยมีลักษณะแข็งและแหง 

ลําตัวปกคลุมดวยเสนใยและสปอรสี ของเชื้อรา  และนําไปแยกเชื้อบริสุทธิ์ดวยวิธี dilution plate 

technique ทําการจําแนกชนิด แลศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา 

 

3.5 การศึกษาลักษณะ สัณฐานวิทยา ทดสอบความสามารถ ในการกอโรค และ ตรวจสอบ

พันธุกรรมของเชื้อราโรคแมลง ในหองปฏิบัติการ 

ทําการทดสอบความสามารถในการกอโรคกับแมลงเปาหมาย (pathogenicity test) 

ของเชื้อราแตละชนิดที่พบ โดยการปลูกเชื้อบน หนอนไหมวัยท่ี 1-2 และ ประเมินการเกิดโรคเปน

เปอรเซ็นตการกอโรค เพื่อหาคาความเปนพิษที่ทําให หนอนไหมตาย โดยหนอนไหมที่นํามาทําการ

ทดสอบ เปนหนอนท่ีมีการเพาะเลี้ยงดวยใบหมอน และใหมีการขยายพันธุจนครบวงจนชีวิตจากรุน

หน่ึงสูรุนหนึ่ง (generation to generation) ประมาณ 2-3 ชั่ว เพื่อใหแนใจวาเปนแมลงที่ไมมีการ

ติดเชื้อ (ปลอดโรค) และนํามาทดสอบพนสารละลายสปอรของเชื้อท่ีความเขมขน 108–1010 สปอร

ตอมิลลิลิตร จํานวน 50 ตัว ตอซ้ํา จํานวน 4 ซ้ํา (Poinar and Thomas, 1984, p. 145) 

เปรียบเทียบกับวิธีการที่ไมไดปลูกเชื้อ (control) จากนั้น นําหนอนไหมที่ไดรับการทดสอบไปเลี้ยง

ตอในกลองเลี้ยงแมลงขนาด 10 x 15 x 8 เซนติเมตร  โดยมีการใหอาหาร เปนใบหมอนตามความ

เหมาะสม วางกลองในสภาพอุณหภูมิหอง (ประมาณ 20-28 องศาเซลเซียส ) สังเกตอาการของ

แมลง และนับจํานวนแมลงที่มีอาการปวยและเปนโรค  ทุก 24 ชั่วโมง หาเปอรเซ็นตการตายของ

แมลงที่ ทดสอบ โดยนําขอมูลการตาย มาปรับคาเปนคาการตายที่ถูกตอง  (corrected control 

mortality) กับ การตายในตัวเปรียบเทียบ โดยใช สูตร Abbott’s Correction (Abbott, 1925) ดังนี้ 

 

เปอรเซ็นตตายของแมลงท่ีทดสอบ 

= %การตายของแมลงที่ไดรับเชื้อ - % ตายของแมลงที่ไมไดรับเชื้อ X100 

           %ตายของแมลงที่ไมไดรับเชื้อ X100 

 

ศึกษารายละเอียด ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของเสนใย ขนาดและรูปราง สปอรของ

เชื้อที่พบ โดยการเพาะเลี้ ยงเชื้อในอาหาร PDA และ SDA จนเชื้อสรางโคโลนีและสปอร  นําสปอร

ไปสองใตกลองจุลทรรศนแบบ compound microscope เพื่อศึกษารูปรางและขนาดสปอร 

ประกอบกับการพิจารณารายละเอียดในเอกสารอางอิง  รวมทั้งปรึกษาผูเชี่ ยวชาญ เพื่อการจําแนก

ชนิด และ รวบรวมเปนขอมูลรายละเอียดเก่ียวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากน้ันนําเชื้อบริสุทธิ์
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ของเชื้อราแตละชนิดไปเตรียมตัวอยางสปอร เพื่อนําไปสกัด DNA โดยนําไปแยกสปอรเด่ียวตามวิธี

ของ Veen’s protocol (1967, pp. 276-278) ซึ่งปรับวิธีการโดยเจื อจางสารละลายสปอรเปน 102 

สปอรตอมิลลิลิตร นํามาหยด ลงบนผิวอาหารเ ลี้ยงเชื้อ SDA ซึ่งเติมยีสตสกัด (yeast extract) 1 

เปอรเซ็นต บมที่ อุณหภูมิ  24 องศาเซลเซี ยส จากนั้น 2-4 วันนํามาตรวจสอบใ ตกลองจุลทรรศน  

เมื่อพบการเจริญของโคโลนีเด่ียวซึ่ง เจริญจากสปอรเด่ียว ตัดชิ้นวุนที่มีโคโลนีเด่ียว ดังกลาว  และ

ยายไปวางบนผิวอาหาร SDAY โดยมีการแยกไอโซเลท ซละ 5 ซ้ํา และเก็บตัวอยางที่จะนําไปสกัด 

DNA เพื่อศึกษาลักษณะพันธุกรรมในหลอดที่มีกลีเซอรอล 10 % ตามวิธีของ  Humber (1997, pp. 

269–279) และ สงตัวอยางเชื้อไปวิเคราะห ลักษณะทางพันธุกรรม  โดยดวยวิธีตรวจสอบลายพิมพ

ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ดวยวิธี RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNAs) 

ซึ่งเริ่มจากการแยกโค โลนีเด่ียวของเชื้อแตละไอโซเลท  และเพาะเลี้ยงในอาหาร PDA และเก็บ

ตัวอยางสปอรของเชื้ออายุ 30 วันมาสกัด genomic DNA ของเชื้อราแตละไอโซเลท ตามวิธีของ 

Moller et al. (1992, pp. 6115-6116) กลาวคือนําตัวอยางมาสลายสวนที่เปนโปรตีนใน lysis 

buffer ที่มีเอ็นไซม Protease K โดยบมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาสกัดโดย

ใช chloroform: isoamyl alcohol หรือ isopentyl alcohol ในอัตรา 24:1 โดยทําซ้ํา 3 รอบ นํา 

DNA ที่ไดไป centrifuge ที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางดวย ethanol 70 เปอรเซ็นต  

และปลอยใหแหงในสูญญากาศ จากนั้นนํา DNA ที่ไดไปละลายใน Tris EDTA buffer ปริมาตร 

300-500 ไมโครลิตร  นํา DNA ที่สกัดไดมาเพิ่มจํานวนด วยวิธี PCR (Polymerase Chain 

Reaction) เพื่อเพิ่มปริมาณ marker RAPD สําหรับเปรียบเทียบความแตกตางทางพันธุกรรมของ

เชื้อรา Beauveria spp. แตละไอโซเลท ดวยการใช primer OPA3 ตามวิธีของ Castrillo et al. 

(2004 pp. 26-37) และเพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR ในสภาพ PCR denaturation เริ่มตน 4 นาที ท่ี 95 

องศาเซลเซียส โดยใชสภาพ denaturation 40 วินาที ที่ 94 องศาเซลเซียส  annealing 40 นาทีที่ 

37 องศาเซลเซียส  extension 40 วินาที ที่ 72 องศาเซลเซียส  รวมจํานวน 35 cycles และ final 

extension 4 นาที ท่ี 72 องศาเซลเซียส  และนําผลผลิต PCR ดําเนินการ electrophoresis โดยใช 

agarose gel 1.5 % และ ยอมดวย ethidium bromide และ ตรวจสอบแถบ DNA ภายใตแสงอุล

ตราไวโอเลท 
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3.6 การทดสอบความเขากันไดของสวนเจริญ  (Vegetative compatibility) ในกลุมตัวอยาง

ในหองปฏิบัติการ 

ทดสอบความเขากันไดของสวนเจริญ  ในกลุมตัวอยางที่เก็บจากแปลงเกษตร กร ดวย

วิธีการ complementation tests ระหวางเชื้อที่เปน  nitrate non-utilizing หรือ (nit) mutants ซึ่ง

สามารถนํามาทํา การจับคูผสม บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ในสภาพที่ เหมาะสม  และสังเกตการเกิด 

heterokaryons ซึ่งสังเกตุไดจากการเห็นเสนของเสนใยตรงบริเวณที่มี การสัมผัสกันของโคโลนีของ

เชื้อ โดยเริ่มจากการ สราง nit mutants โดยนําสารละลายสปอรของเชื้อ  ซึ่งละลายในน้ํากลั่นไร

ประจุซึ่งน่ึงฆาเชื้อแลว (sterile deionized water) ที่มี Tween 0.2 เปอรเซ็นต  ที่ระดับความเขมขน 

106 สปอรตอมิลลิเมต ร และนํามาเกลี่ยลงผิวอาหาร  minimal medium (MM) (Bayman and 

Cotty, 1991, pp. 311-316) ที่มีโปตัสเซียมคลอเรต 5 เปอรเซ็นต (MMCA) และบมท่ีอุณหภูมิหอง  

(20-25 องศาเซลเซียส ) 10 วัน จากนั้น เก็บโคโลนีที่ เจริญ บนอาหารซึ่งนับเปนเชื้อท่ีตานทาน

โปตัสเซียมคลอเ รต จากนั้นยายโคโลนีดังกลาวสูอาห าร minimal medium และตรวจหาโคโลนีที่

สรางเฉพาะสปอรแตไมสรางเสนใย ซึ่งเปน (nit) mutants ทั้งน้ี การกลายที่เกิดขึ้นดังกลาวเปนการ

กลายของระบบการใช สาร ไนเตร ทของเชื้อ  ซึ่งสงผลใหเชื้อที่กลายมีความทนทานตอพิษของ 

chlorate โดยการทํางานของเอ็นไซม nitrate reductase จากนั้นทําการทดสอบการเขากันไดของ

สวนเจริญ ในกลุมของเชื้อ ราแตละชนิด โดยการทดสอบแบบ complementation tests ซึ่งใช nit 

mutants เพื่อดูการสราง heterokaryons โดยเริ่มจากการจับคูโดยเจาะโคโลนีของเชื้อ  (nit) 

mutants ทั้งท่ีเก็บมาจากแปลงที่ทําการศึกษาและที่มี จําหนายเปนการคา  (inter-isolate pairings) 

โดยวาง nit M mutant ตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และวาง nit mutant ไอโซเลทซท่ีนํามาจับคู

รอบๆ ใหมีระยะหางกันประมาณ 1.5 เซนติเมตร (ตามภาพท่ี 4.) จากนั้นวางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดังกลาว ในสภาพอุณหภูมิหองนาน 1-3 สัปดาห  ขึ้นกับความ สามารถในการเจริญ ของเชื้อแตละ   

ไอโซเลท โดยมีการดําเนิน การจับคูซ้ําอยางนอยคูละ 3 ครั้ง เมื่อสามารถสังเกต เห็นการเขากันได

ของเสนใยโดยการพบ heterokaryons คือ เปนการที่พบเสนใยสัมผัสกันระห วางสองโคโลนีที่วาง

บนจานอาหาร นับเปนกลุมเชื้อที่สวนเจริญสามารถเขากันได (vegetative compatible group - 

VCG) strains สวนโคโลนีที่มีการแยกเจริญเติบโตในโชนของตน  ถือวาไมมีการเขากันได ของสวน

เจริญ  นํา VCG. strains มาแยกเชื้อบริสุทธิ์  โดยการทําการแยกสปอรเดียว และเพาะเลี้ยงบน

อาหาร MM plates และ อาหาร PDA เพื่อนําไปทําการทดสอบความสามารถในการกอโรค และ

ศึกษาลักษณะ สัณฐานวิทยาและพันธุกรรมของเชื้อ ที่ไดจากการผสม  ตามวิธีในขอ 3.2 ในการ

ทดลองในป 2554 
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ภาพท่ี 4.  รูปแบบการจับคู (nit) mutants เพื่อศึกษาการเขากันไดของสวนเจริญของเชื้อราโรค

แมลง 

 

3.7 การรวบรวมขอมูลจัดทําเอกสารวิชาการ และ การเผยแพรขอมูล  

รวบรวมขอมูลท้ังหมดที่ได เพื่อเผยแพรใหกับเกษตร กรและผูสนใจ โดยผานทางสื่อ

ตางๆ เชน วิทยุ และ โทรทัศน รวมทั้ง ระบบออนไลน  ตลอดจน การสาธิต และ  การฝกอบรม  และ

การนําลายพิมพ ดีเอ็นเอของเชื้อท่ีศึกษาในการทดลองน้ี  เพื่อใชในการรวบรวม ทํา DNA barcode 

กับโครงการ  Fungal Barcode Initiative under the Barcode of Life Initiative under the 

Consortium for the Barcode of Life (CBOL), Smithsonian Institute, Washington, D.C. เพื่อ

เปนขอมูลพื้นฐานตอการศึกษาที่เก่ียวของตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5 ซม. 1.5 ซม. 
หรือ 
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บทท่ี 4 

ผลการศึกษา 

 
4.1 ผลการสํารวจและจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคของแมลง  ในระบบนิเวศเกษตร

ในแปลงเกษตร และหองปฏิบัติการ 

จากการสํารวจเชื้อราสาเหตุโรคของแมลงในระบบนิเวศเกษตร แปลงปลูกในเขต จังหวัด

เชียงใหม ลําพูน และ  ลําปาง ซึ่งพืชผักที่ปลูกโดยท่ัวไปไดแก ผักวงศกะหล่ํา พริก มะเขือยาว  และ

มะเขือเปราะ มะเขือเทศ และ  พืชวงศแตง  พบเชื้อราโรคแมลงในอันดับ Deuteromycota: 

Hyphomycest ที่ทําลายแมลงศัตรูผัก  ไดแก เชื้อรา Beauveria sp.  ซึ่งกอโรคกับเพลี้ ยออนผัก 

Lipaphis erysimi (Kaltenbach) (Homoptera: Aphididae) แมลงหว่ีขาวยาสูบ Bemisia tabaci 

(Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae) และ หนอนของแมลงในอันดับ Lepidoptera โดย

พบวาแมลงที่เปนโรคตายเกาะน่ิงบนใบพืช และปกคลุ มดวยเสนใยและสปอรสีขาว นอกจากน้ัน 

ยังส ามารถตรวจพบเชื้อรานี้ในตัวอยางดินในสวนผักดวย (ตารางท่ี 1. ภาพที่ 5.) พบเชื้อรา 

Hirsutella sp. ลงทําลายเพลี้ยออนผัก เพลี้ยจักจั่นมะเขือ และ แมลงหว่ีขาวยาสูบ  แมลงที่เปนโรค

ตายเกาะน่ิงบนใบพืชหรือสวนตางๆ ของพืช เชน ลําตน กานใบ และผล ถูกปกคลุมดวยเสนใยแล ะ

สปอรสีขาวอมเทา (ตารางท่ี  1. ภาพที่ 6.) เชื้อรา Metarhizium sp. สามารถตรวจพบไดใน

ตัวอยางดินในแปลงปลูก  ซึ่งใชหนอนไหมเปนแมลงเหย่ือ (insect baiting) แมลงที่ไดรับเชื้อน้ีจะ

ตายเกาะนิ่ งบนใบพืช มีอาการแหงแข็ง  และปกคลุมดวยสปอรสีเขียวเขม  (ตารางท่ี 1. ภาพที่ 7.) 

เชื้อรา  Nomuraea rileyi พบวา กอโรคกับหนอนคืบกะหล่ํา (Trichoplusia ni (Hubner) 

(Lepidoptera: Noctuidae) และหนอนผีเสื้อขาว (Pieris rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae) 

โดยแมลงท่ีถูกทําลาย ถูกปกคลุมดวยเสนใยสีขาวในระยะแรก  และสรางสปอรสีเขียวหมนในระยะ

ตอมา (ตารางท่ี 1. ภาพที่ 8.) นอกจากน้ียังพบเชื้อราในอันดับ Zygomycota: Entomophthorales 

สองชนิดไดแก Zoophthora aphidis (ตารางท่ี 1. ภาพที่ 9.) พบทําลายเพลี้ยออนผัก  โดยเพลี้ย

ออนที่ตายถูกยึดติดกับใบพืชดานลางดวยเสนใยของเชื้อรา จากนั้นเชื้อราสรางเสนใยสีขาวมีสปอร

สีสมปกคลุม และ  Erynia neoaphidis ลงทําลายเพลี้ยออนผัก  โดยเพลี้ยออนที่ตายถูกยึดติดกับ

ใบพืชดานลางดวยเสนใยของเชื้ อรา จากน้ันเชื้อรา สรางเมือกสีสมปกคลุมตัวแมลง (ตารางท่ี 1. 

ภาพที่ 10.) 
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ตารางท่ี  1.  เชื้อราโรคแมลงซึ่งพ บลง ทําลายแมลงศัตรูพืชในแ ปลงปลูกผักที่พบ ในจังหวัด

เชียงใหม  ลําพูน และ ลําปาง 
 

 

 

โรคแมลงที่พบในแปลงปลูกพืชผัก  

เชื้อจุลินทรีย แหลงที่พบเชื้อ 

เชื้อรา Beauveria sp. เพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) แมลงหว่ีขาว (Bemisia 

tabaci) หนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera จากตัวอยาง

ดิน 

เชื้อรา Metarhizium sp. จากตัวอยางดินในแปลงปลูก 

 

เชื้อรา Hirsutella sp. จากเพลี้ยจักจั่น แมลงหว่ีขาวยาสูบ และ เพลี้ยออน 

 

เชื้อรา Nomuraea rileyi หนอนคืบกะหล่ํา (Trichoplusia ni) และ หนอนกะหล่ําเล็ก  

(Pieris rapae) 

  

เชื้อรา Erynia neoaphidis เพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) 

 

เชื้อรา Erynia neoaphidis เพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi) 
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ภาพท่ี 5. เพลี้ยออนผัก (ซาย) และ แมลงหว่ีขาว (ขวา) ซึ่งถูกเชื้อรา Beauveria sp. ลงทําลาย 

 

 
 

                   ภาพท่ี 6 เพลี้ยจักจั่นซึ่งถูกเชื้อรา Hirsutella sp. ลงทําลาย 

 

 
                   ภาพท่ี 7.  หนอนไหมซึ่งถูกเชื้อรา Metarhizium sp. ลงทําลา 



27 

 

  
 

                   ภาพท่ี 8.  หนอนกะหล่ําซึ่งถูกเชื้อรา Nomuraea rileyi ลงทําลาย 

 

 
 

                  ภาพท่ี 9.  เพลี้ยออนผักซึ่งถูกเชื้อรา Erynia neophidis ลงทําลาย  

 

 
 

                  ภาพท่ี 10.  เพลี้ยออนผักถูกเชื้อรา Zoophthora aphidis ลงทําลาย 
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4.2 ผลการศึกษาลักษณะ สัณฐานวิทยา ทดสอบความสามารถ ในการกอโรค  และ

ตรวจสอบพันธุกรรม ของเชื้อราโรคแมลงในหองปฏิบัติการ 

จากกาศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราโรคแมลงที่พบในแปลงปลูก พืชผัก ซึ่ง

เก็บไดในจังหวัดเชียงใหม โดยการตรวจสอบจากตัวอยางแมลงท่ีไดรับเชื้อ  หากไมสามารถ

เพาะเลี้ยงไดในอาหารเทียม หรือ  ทําการแยกเชื้อบริสุทธิ์  และนํามาเพาะเลี้ยง  หากเชื้อชนิดใด

สามารถเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมได เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญของโคโ ลนี และ

สปอร พบวา เชื้อรา  Beauveria sp. ซึ่งเก็บตัวอยางไดจาก เพลี้ยออนผัก แมลงหว่ีขาว และ

ตัวอยางดินในแปลงผัก  เมื่อเปรียบเทียบกับลั กษณะในเอกสารอางอิงที่ใชแลว คือ B. bassiana  

ซึ่งมีลักษณะเสนใยที่เจริญไดดีบนอาหาร PDA และ SDA มีโคโลนีสีขาว สรางกลุ มสปอรสีขาวใน

เวลา 7-10 วัน เมื่อนํามาตรวจ ใตกลองจุลทรรศน  พบวาเสนใยเปนแบบมีผนังก้ัน ใส มีการสราง

กานซูโอสปอรบริเวณปลายเสนใย สรางสปอรบนสวนปลายของกานชู  เปนกลุมหรือแบบเด่ียว ใส 

รูปรางคอนขางกลม รูปไข ขนาดเล็กมาก  ขนาดเสนผ าศูนยกลาง 2.3 -3.4 ไมโครเมตร (ภาพที่ 

11.) เชื้อรา Hirsutella sp. พบวาเสนใยสามารถเจริญไดในอาหาร PDA แตไมพบการสรางสปอร

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตอยางไรก็ตาม  จากการศึกษาลักษณะสปอรท่ีผลิตขึ้น บนตัวแมลง  ซึ่งเก็บ

ตัวอยางจากแปลงใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยเปนแ บบมีผนังก้ัน ใส มีก ารสรางกานซูโอสปอร

ซึ่งมีฐานกลมปลายแคบตอ นปลายบริเวณปลายเสนใย สปอรใส มีผนังก้ัน  รูปรางกลมแบบผลสม

หรือ รีแบบแคบซูล หัวและทายมน สรางเปนกลุม  หรือ เด่ียวบนกานซูโอ สปอร โดยสปอรมีขนาด

เสนผาศูนยกลาง 3.1- 4.2 ไมโครเมตร  (ภาพที่ 12.) เชื้อรา Metarhizium sp. เปนเชื้อราอีกชนิด

หน่ึง ซึ่งสามารถเจริญไดดีบนอาหารเลี้ ยงเชื้อ PDA โคลีนีของเชื้อมีสีขาวในระยะแรก และ  เริ่มมี

การสรางกลุมสปอรสีเขียวเขม เมื่อสองใตกลองจุลทรรศน เสนใยเปนแ บบมีผนังก้ัน ใส มีการสราง

กานซูโอสปอรบริเวณปลายเสนใย สปอรของเชื้อใส รูปรางแบบกระบอก  หัวและทายมน ขนาดยาว 

7.5-8.6 ไมโครเมตร คว ามกวางเปนหนึ่งในสามของความยาว  สรางเปนกลุมเปนฐานรอง ซึ่งมี

ลักษณะเปนชอ ซึ่งในบางกรณีที่สปอร หลุดออกจากกานชู จะมีการเรียงตัวกันคลายโซ ซึ่งตรงกับ

ลักษณะของเชื้อรา M  anisopliae (ภาพที่ 13.) เชื้อรา Nomuraea sp. สามารถเจริญ  และ สราง

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แตมีการเจริญที่ชามาก รวมทั้งพบปญหาการปนเปอนจากเชื้อรา

ชนิดอ่ืน ดังน้ันในการศึกษาลักษณะของสปอรของเชื้อ ราจึงไดมีการตรวจสอบจากตัวอยางแมลงที่

ติดเชื้อซึ่งเก็บตัวอยางไดจากแปลงผัก และพบวาเส นใยเปนแบบมีผนังก้ัน ใส มีการสรางกานซูโอ

สปอร  ซึ่งมีรูปรางคอนข างสั้น  สรางสปอรหนึ่งสปอรตอกานบริเวณปลาย สปอรรูปกลม ใส ไมมี

ผนังก้ัน ขนาด 3.1-4.5 ไมโครเมตร เสนใยมีลักษณะ  ซึ่งตรงกับลักษณะของ N. lileyi (ภาพที่ 14.) 

สวนเชื้อราในอันดับ Zygomycota: Entomophthorales ซึ่งเปนเชื้อ ราอันดับสําคัญ  ซึ่งกอโรคกับ
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แมลงหลายชนิด โดยในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อครั้งน้ี ไมสามา รถแยกเชื้อ

บริสุทธิ์ หรือ เพาะเลี้ยงในอาหารเทียม ได เนื่องจากในการแยกเชื้อ ราดังกลาว ตองมีการใชวิธีการ

จําเพาะ ซึ่งอยูนอกเหนือจากขายงานการศึกษาครั้งนี้ และ จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาใต

กลองจุลทรรศน เสนใยเปนแ บบมีผนังก้ัน ใส มีการสรางกานซูโอ สปอรบริเวณปลายเสนใย สวน

สปอรของเชื้อรา Erynia neoaphidis ซึ่งเสนใยมีรูปรางเปนแทง หรือแบบเสน และแตกสาขาเปน

กานซูโอสปอร  สปอรใส มีรู ปรางแบบกร วยเหลี่ยมถึงแบบยาวและหัวทายมน หรือรูปกลม รี แล ะ

คลายผลมะนาว มีขนาดต้ังแต 29-75 x 13-14.5 ไมโครเมตร (ภาพที่ 15.) สวนเชื้อรา Zoophthora 

aphidis เสนใยมีผนังก้ัน รูปรางเปนแทงเรียงตอ กัน และ แตกสายเปนกานซูโอ สปอร สปอรใส มี

รูปรางต้ังแตแบบก ระบอง หรือ  แบบกระบอกหัวทายมน มีผนังหนา สามารถมองเห็นนิวเค ลียส

ภายในไดอยางชัดเจน มีขนาด 3.5-3.8 x 14.5-29.6 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 16.) 

 

  

  
 

ภาพท่ี 11 ลักษณะโคโลนี  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA (บนซาย) PDA (บนขวา) และสปอร (ลาง) 

ของเชื้อรา Beauveria bassiana 
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              ภาพท่ี 12.  ลักษณะโคโลนี (ซาย) และสปอร (ขวา) ของเชื้อรา Hirsutella sp. 

 

  
 

 

ภาพท่ี 13. ลักษ ณะโคโลนี บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (ซาย ) และสปอร (ขวา ) ของเชื้อรา  

Metarhizium anisopliae 
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        ภาพท่ี 14.  ลักษณะสปอรของเชื้อรา Nomuraea rileyi ที่พบบนหนอนคืบกะหล่ํา 

 

 

 
 

 

         ภาพท่ี 15.  ลักษณะสปอรของเชื้อรา Erynia neoaphidis ซึ่งพบบนตัวเพลี้ยออนผัก 
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ภาพท่ี 16.  ลักษณะสปอรของเชื้อรา Zoophthora aphidis ซึ่งพบบนตัวเพลี้ยออนผัก 

 

การทดสอบความสามารถของเชื้อราโรคพืชในการกอโรคกับ แมลงเปาหมายซึ่งในที่นี้คือ

หนอนไหม  (Bombyx mori) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้  พบวามีเพียงเชื้อรา B. bassiana และ M. 

anisopliae เทานั้น ที่สามารถนํามาเพิ่มปริมาณไดเพียงพอตอการนําไปทดสอบความสามารถใน

การกอโรค กอนการนําไปทดสอบความเขากันไดของสวนเจริญ และ พบวาหลังไดรับเชื้อนาน 5 วัน 

B. bassiana จากเพลี้ยออน แมลงหว่ีขาว ตัวอยางดินในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน ลําปาง  และ จาก

หนอนผีเสื้อ  และสูตรสําเร็จ  สามารถกอโรคแกหนอนไหมเปน 31.12+2.45, 43.82+3.41, 

30.6+5.89, 46.75+3.32, 38.12+1.54, 42.42+1.77 และ 45.40+4.14 เปอรเซ็นต ตามละดับ ใน

วันที่ 7 เปอรเซ็นตการตายเพิ่มขึ้นเปน 62.02+2.93, 72.50+2.46, 58.17+4.16, 71.92+2.16, 

50.0+1.77, 65.42+1.78 และ 66.20+11.17 และ ในวันที่ 10 เปอรเซ็นตการตายของหนอนไหม

เพิ่มขึ้นเปน 71.35+2.62, 81.45+2.0, 68.27+2.42, 80.47+2.43, 61.3+2.06, 74.32+3.61 และ 

72.70+3.42 ตามลําดับ  สวนเชื้อร า M. anisopliae ซึ่งแยก ไดมา จากตัวอยาง ดินในจังหวัด

เชียงใหม ลําพูน ลําปาง  และ  จากเชียงใหมจุดที่สอง และ  ที่มีการใชประโยชนในรูปยาเชื้อ  มี

ความสาม ารถในการกอโรค กับหนอนไหมหลังไดรับเชื้อ 5 วัน  39.1+1.4, 52.9+72.22, 

46.70+1.12, 51.00+0.96 และ 49.02+6.33 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ ในวันท่ี 7 การตายของหนอน

ไหมเพิ่มขึ้นเปน  68.82+0.99, 77.07+1.47, 65.97+1.43, 74.92+1.63 และ 70.10+6.69 และ ใน

วันที่ 10 มีเปอรเซ็นตการตายเปน  80.62+1.60, 87.40+1.56, 72.72+1.94, 81.07+1.44 และ 

76.90+7.50  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ตารางที่ 2.) จากนั้น  เมื่อนําไป วิเคราะหลักษณะทาง

พันธุกรรมตรวจสอบลายพิม ดีเอ็นเอ  (DNA fingerprinting) ดวยวิธี  RAPD-PCR ดวยการใช 
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primer ที่เหมาะสม พบวาเชื้อรา Beauveria sp. ที่เก็บตัวอยางและสามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณ

ไดทั้งหมด  ในการศึกษาครั้งนี้ มีลักษณะพันธุกรรมเดียว กันกับเชื้อรา B. bassiana โดยพบวา

ผลผลิต RAPD-PCR จากการใชไพรเมอร  OPA-3 ของเชื้อรา B. bassiana แสดงใหเห็นวา        

B. bassiana ที่แยกไดจากเพลี้ยออนผัก มีพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อ B. bassiana ที่แยกไดจาก

แมลงหว่ีขาวยาสูบ และ B. bassiana ที่แยกไดจากหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera สูตรสําเร็จ 

และ ตัวอยางดินที่แยกไดจากแปลงผักในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง มีลักษณะพันธุกรรม

เดียวกัน  (ภาพที่ 17.) สวนเชื้อรา Metarhizium sp. ที่เก็บตัวอยางและสามารถเพาะเลี้ ยงเพิ่ม

ปริมาณไดทั้งหมดในการศึกษาครั้งนี้ ที่พบมีลักษณะทางพันธุกรรมตรงกับเชื้อรา M . anisopliae 

(ภาพที่ 18.) และเมื่อทําการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช universal primer ผลชี้วา มีลักษณะ

พันธุกรรมเดียว กันกับยาเชื้อที่ ทดสอบดวย สวนเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ ที่พบในการศึกษาครั้ งนี้  ไม

สามารถนํามาทดสอบความสามารถในการกอโรค  และศึกษาพันธุกรรมในระดับโมเลกุลได

เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้  ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณ ดวยอาหารเทียมที่มีอยูใ  นการ

ศึกษาครั้งนี้ไดเพียงพอ ถึงระดับที่สามารถนํามาสกัด genomic DNA ตามวิธีการท่ีไดมีการกําหนด

ในการศึกษาครั้งนี้ 
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ตารางท่ี   2  ผลการทดสอบความสามารถในการกอโรคกับหนอนไหมของเชื้อรา Beauveria 

bassiana และ Metarhizium anisopliae ที่ระดับความเขมขน 108 สปอรตอ

มิลลิลิตร ในหองปฏิบัติการ 

ไอโซเลทซของเชื้อราโรค

แมลง 

ระยะเวลาหลังการไดรับเชื้อ (วัน) 

วันที่ 5 วันที่ 7 วันที่ 10 

Beauveria sp. จากเพลี้ย

ออน 

31.12 + 2.45 62.02 + 2.93 71.35 + 2.62 

Beauveria sp. จากแมลง

หว่ีขาว 

43.82 + 3.41 72.50 + 2.46 81.45 + 2.00 

Beauveria sp. จากดินที่ 

ในจังหวัดเชียงใหม 

30.6 + 5.89 58.17 + 4.16 68.27 + 2.42 

Beauveria sp. จากดินใน

จังหวัดลําพูน 

46.75 + 3.32 71.92 + 2.16 80.47 + 2.43 

Beauveria sp. จากดินใน

จังหวัดลําปาง 

38.12 + 1.54 50.0 + 1.77 61.3 + 2.06 

Beauveria sp. จากหนอน

ผีเสื้อ 

42.42 + 1.77 65.42 + 1.78 74.32 + 3.61 

Metarhizium sp. จากดิน

ในจังหวัดเชียงใหม 

39.1 + 1.43 68.82 + 0.99 80.62 + 1.60 

Metarhizium sp. จากดิน

ในจังหวัดลําพูน 

52.97 + 2.22 77.07 + 1.47 87.40 + 1.56 

Metarhizium sp. จากดิน

ในจังหวัดลําปาง 

46.70 + 1.12 65.97 + 1.43 72.72 + 1.94 

Metarhizium sp. จากดิน

ในจังหวัดเชียงใหมจุดที่ 2 

51.00 + 0.96 74.92 + 1.63 81.07 + 1.44 

Beauveria sp. สูตรสําเร็จ 45.40 + 4.14 66.20 + 11.17 72.70 + 3.42 

Metarhizium sp.ในรูปยา

เชื้อที่มีการนํามาใช 

49.02 + 6.33 70.10 + 6.69 76.90 + 7.50 

หมายเหตุ  คาเฉลี่ยจากการทดสอบ 4 ซ้ํา + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 
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      M    1    2        3       4     5        6    7 

        

 
 

ภาพท่ี  17 ผลผลิต RAPD-PCR ซึ่งใช ไพรเมอร OPA-3 ของเชื้อรา Beauveria bassiana (M) 1

และ พันธุกรรมของ B. bassiana ที่แยกไดจากเพลี้ยออน ผัก (1) แมลงหว่ีขาวยาสูบ 

(2) หนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera (3) สูตรสําเร็จ  (4) และ ตัวอยางดินที่แยกไ ด

จากแปลงผักในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน และ ลําปาง ตามลําดับ (5-7) 

 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 
ภาพท่ี 18. ผลผลิต PCR จากการใช universal primer ในการตรวจสอบพันธุกรรม ของเชื้อรา 

Metarhizium anisopliae เลนท่ี 1-2, 3-4, 5-6, 7-8 และ 9-10 คือตัวอยางที่เก็บจาก

ดินจุดที่ 1, 2, 3, 4 และ สูตรสําเร็จ ตามลําดับ  

1000 bp 

100 bp 

500 bp 
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4.3 การทดสอบความเขากนไดของสวนเจริญ  (Vegetative compatibility) ในกลุมตัวอยาง

ในหองปฏิบัติการ 

ทดสอบความเขากันไดของสวนเจริญในกลุมตัวอยางที่เก็บจากแปลงเกษตร ดวย

วิธีการ complementation tests ระหวางเชื้อราที่เปน nitrate non-utilizing (nit) mutants และ 

การจับคูผสม บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาพท่ีเหมาะสม และ คัดเลือกเชื้อที่มีลักษณะการเขากัน

ไดคือเกิด heterokaryons ซึ่งสังเกตุไดจากการเห็นเสนของเสนใย  ตรงบริเวณที่มีการสัมผัสกันของ

โคโลนีของเชื้อ พบวา B. bassiana เปน VCG จํานวน 3 จาก 9 ไอโซเลทซ โดยจากกา รจับคูใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Minimum Medium เชื้อรามีการเจริญผสมเสนใยดังแสดงในภาพท่ี 19 ข. และ

สวนที่ไมสามารถผสมได  โคโลนีของเชื้อจะเจริญแยกกันดังแสดงใน  ภาพที่ 19 ค. หรือบางเชื้อ ไม

สามารถเจริญตอไปได ดังแสดงใน  ภาพที่ 19 ก. สวนเชื้อรา M. anisopliae ยังไมพบไอโซเลท ที่

สวนเจริญสามารถผสมรวมกันได  ซึ่งจะมีการดําเนินการเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณ  เพื่อการทดสอบ

ความสามารถของการกอโรค และการศึกษาลักษณะพันธุกรรมที่อาจเปลี่ยนแปลงไป รวมทั้งความ

คงที่ของลักษณะพันธุกรรม ที่อาจเปลี่ยนไปตอไป 

   

 

 

 
ก.  ข.  ค.  

 

ภาพท่ี 19. โคโลนีของเชื้อรา Beauveria bassiana ที่เจริญบนอาหาร MM ซึ่งไมสามารถเจริญ 

บนอาหารได เมื่อนํามาผสม (ก.) ที่มีการผสมกันของหนวยเสนใย หรือ เสนใยที่เขากัน

ได (VCG) (ข.) และ ที่หนวยเสนใยที่เขากันไมได (ค.) 
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บทที่ 5 

สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

ผลการสํารวจ  และจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคของ แมลง  ในระบบนิเวศเกษตรใน

แปลงเกษตรกร ในจังหวัดเชียงใหม  ลําพูน แล  ะลําปาง และ หองปฏิบัติการ โดยเนนการศึกษาใน

แปลงพืชผักที่ปลูกโดยท่ัวไปไดแก ผักวงศกะหล่ํา  พริก มะเขือยาว  และ มะเขือเปราะ มะเขือเทศ 

และ พืชวงศแตง พบเชื้อราโรคแมลงหลายชนิดคอยควบคุมปริมาณประชากรของแมลงศัตรูพืชผัก 

ไดแก เชื้อรา Beauveria sp. ซึ่งกอโรคกับเพลี้ยออนผัก (Lipaphis erysimi (Kaltenbach) 

(Homoptera: Aphididae) แมลงหว่ีขาวยาสูบ (Bemisia tabaci) (Gennadius) (Homoptera: 

Aleyrodidae) และหนอนของแมลงในอันดับ Lepidoptera เชื้อรา Hirsutellra sp. พบทําลาย

เพลี้ยออนผัก เพลี้ยจักจั่นมะเขือ  และ แมลงหว่ีขาวยาสูบ  เชื้อรา Metarhizium sp. สามารถตรวจ

พบไดในตัวอยางดินในแปลงปลูก เชื้อรา Nomuraea rileyi พบวากอโรคกับหนอนคืบกะหล่ํา 

(Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) และหนอนผีเสื้อขาว (Pieris rapae (L.) 

(Lepidoptera: Pieridae) อีกท้ังยังพบเชื้อราในอันดับ Zygomycota: Entomophthorales  สอง

ชนิดไดแก Zoophthora aphidis และ Erynia neoaphidis ทําลายเพลี้ยออนศัตรูผักหลายชนิด 

โดยเฉพาะ อยางย่ิง ในแปลงที่มีการปลูกพืชผั กแบบผสมผสาน ซึ่งผลการศึกษาน้ี ชี้ใหเห็นวาใน

สภาพแปลงปลูกพืชผักในจังหวัด ทางภาคเหนือของประเทศไทย มีความหลากหลายทางชนิดของ

เชื้อราโรคแมลงในระ ดับสูง และมีหลายชนิดท่ีสามารถนํามาใชประโยชน  ในการควบคุมแมลง

ศัตรูพืชไดอยางปลอดภัยในรูปแบบยาเชื้อ  (Stephen, 2005; Copping, 2009) และ  จาก

การศึกษาลักษณะ ทางสัณฐานวิทยา การทดสอบความสามารถ ในการกอโรค และ การตรวจสอบ

พันธุกรรม  ของเชื้อราโรคแมลงในหองปฏิบัติการ พบวาเชื้อรา B. bassiana และ Metarhizium sp. 

เปนเชื้อราโรคแมลงที่สามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณได  ในอาหารเทียมพื้นฐานที่ใชในการศึกษาน้ี

ซึ่งไดแก PDA และ SDA ในปริมาณท่ีเพียงพอตอการนํามาทดสอบความสามารถในการกอโรค 

และ การนํามาสกัด DNA จึงทําใหสามารถศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อดังกลาวไดอยาง

ละเอียด  ทั้งในกรณีที่พบบนตัวแมลงและท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเทียม สวน เชื้อรา Hirsutella sp. 

ถึงแมจะพบวาเสนใยสามารถเจริญไดในอาหาร PDA แตไมพบการสรางสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ดังนั้นจึงสามารถศึกษาลักษณะสปอรของเชื้อได  จากสวนท่ีเจริญบนแมลงตัวอาศัย เชนเดียวกับ

เชื้อราโรคแมลง เชื้อรา Nomurea sp. และ เชื้อราในอันดับ Zygomycota: Entomophthorales ซึ่ง
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ไดแกเชื้อรา Erynia neopahidis และ Zoophthora aphidis โดยในการศึกษาครั้งนี้พบวาเชื้อรา 

B. bassiana เปนเชื้อรา ที่มีความถ่ีของการพบในธรรมชาติสูงที่สุด สวนเชื้อรา Metarhizium sp. 

นับเปนเชื้อ ราอีกชนิด หน่ึง  ที่สามารถนํามาเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณไดงาย โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ

พื้นฐานไดแก PDA แตอยางไรก็ตาม  ความถ่ีในการพบเชื้อดังกลาวมีนอยกวา B. bassiana ทั้งน้ี 

Metarhizium sp. ที่เก็บตัวอยาง และ สามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณ ไดทั้งหมดในการศึกษาครั้งนี้ 

พบวามีลักษณะทางพันธุกรรมตรงกับเชื้อรา M . anisopliae (ภาพที่ 18.) และเมื่อทําการเพิ่ม

ปริมาณ DNA โดยใช universal primer ผลชี้วามีลักษณะพันธุกรรมเดียว กันกับยาเชื้อที่ทดสอบ

ดวย สวนเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ ที่พบในการศึกษาครั้งน้ี  ไมสามารถนํามา ทดสอบความสามารถในการ

กอโรค และ ศึกษาพันธุกรรมในระดับโมเลกุลได  เนื่องจากในการศึกษา ไมสามารถเพาะเลี้ยงเพิ่ม

ปริมาณไดเพียงพอ ถึงระดับท่ีสามารถนํามาสกัด genomic DNA ได สวนการทดสอบความเขา กัน

ไดของสวนเจริญ  (Vegetative compatibility) ในกลุมตัวอยาง ในหองปฏบัิติการ ในกลุมตัวอยางที่

เก็บจากแปลงเกษตร ดวยวิธีการ  complementation tests ระหวางเชื้อ ราที่เปน nitrate non-

utilizing (nit) mutants และ การจับคูผสม  บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาพท่ีเหมาะสม และ

คัดเลือกเชื้อราที่มีลักษณะการเขากันได  คือเ กิด heterokaryons ซึ่งสังเกตุไดจากการเห็นเสนของ

เสนใย ตรงบริเวณที่มีการสัมผัสกันของโคโลนีของเชื้อ  พบวา B. bassiana เปนเชื้อราโรคแมลง ที่มี

แนวโนมการเกิดการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมหรือ เปน VCG จํานวน 3 จาก 9 ไอโซเลทซ ทั้งน้ีเชื้อ

รา M. anisopliae ยังไมพบไอโซเลท ที่สวนเจริญสามารถผสมรวมกันได 

การทดสอบความสามารถของเชื้อราโรคพืชในการกอโรคกับแมลงเปาหมาย  ซึ่งในที่นี้คือ

หนอนไหม  (Bombyx mori) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้พบวามีเพียงเชื้อรา B. bassiana และ M. 

anisopliae หลังไดรับเชื้อนาน 5, 7 และ 10 วัน เปอรเซ็นตการตาย ของหนอนไหมที่ทด สอบ มีการ

เพิ่มขึ้นเปนลําดับ แล  ะระดับเปอรเซ็นตการทําลาย ไมมีความแตกตางกันมาก (ตารางที่ .) เมื่อ

นําไปวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมตรวจสอบลายพิมพ ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ดวยวิธี 

RAPD-PCR โดยใชไพรเมอร  OPA-3 ของเชื้อรา B  bassiana แสดงใหเห็นวา  เชื้อที่แยกไดจาก

เพลี้ยออนผัก มีพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อ B. bassiana ที่แยกไดจากแมลงหว่ีขาวยาสูบ ซึ่งอาจ

เปนไปไดวาเชื้อดังกลาวเปนเชื้อ ราสายพันธเดียวกั น และในอีกดานหนึ่งคือแมลงทั้งสองชนิดเปน

แมลงในอันดับเดียวกันคืออันดับ Homoptera ในเรื่องนี้ ไดมีรายงานการศึกษาชี้วาความรุนแรงใน

การกอโรคของเชื้อราโรคแมลง ขึ้นอยูกับพื้นที่ซึ่งพบเชื้อราชนิดนั้น ๆ (pathogenic ecotype หรือ

geographical isolate) รูปแบบของพันธุกรรม และ พิสัยของแมลงที่เปนตัวอาศัย (insect host 

range) ของเชื้อ (Brad et al., 2002, pp. 125-132; Devi et al., 2006, pp. 495-504; 
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Neuveglise et al., 1994, pp. 322-328) สวนกลุมท่ีสองคือ  B. bassiana ที่แยกไดจากหนอน

ผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera สูตรสําเร็จ และ ตัวอยางดินที่แยกไดจากแปลงผักในจังหวัดเชียงใหม 

ลําพูน และ  ลําปาง มีลักษณะพันธุกรรม ใกลเคียงกัน  (ภาพท่ี 17.) แตอยางไรก็ตาม  ในการศึกษา

ครั้งน้ีนาจะยังใหผลไมชัดเจนนัก เนื่องจาก มีการใชไพรเมอรเพียงหน่ึงชนิด คือ POA-3 เทานั้น ซึ่ง

อาจยังไมเพียงพอในการยืนยันความเก่ียวของทางพันธุกรรมของเชื้อ ราตัวอยาง ไดอยางหนักแนน

เนื่องจากในระยะเริ่มตนของการศึกษาไดมุงเนนศึกษาชนิดของเชื้อราโรคแมลง  ที่พบในระบบนิเวศ

แปลงผัก เพื่อทราบชนิด  และความหลากหลายของเชื้อราโรคแมลง  ในสภาพธรรมชาติ อีกท้ังเปน

การคัดเลือกเชื้อราที่เหมาะสม  และมีความเปนไปได  ในการนํามาวิเคราะหการแลกเปลี่ยนทาง

พันธุกรรม นอกจากน้ัน ขอมูลจากผลการศึกษาส วนนี้ นาจะเปนประโยชนอยางมาก  ในการศึกษา

ตอยอด  ในการนําเชื้อราเหลานี้มาใชประโยชนในการควบคุมศัตรูพืชอยางย่ังยืน รวมทั้งการ

พิจารณาวิธีการอนุรักษใหเชื้อ ราที่มีประโยชนเหลานี้  คงอยูในธรรมชาติในระดับประชากรที่

เหมาะสมได ดังนั้นจากผลการศึกษาครั้งน้ี ทําใหคณะผูวิจัยมีขอมูลสนับสนุนการตัดสินใจคัดเลือก

ศึกษาการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของเชื้อรา B. bassiana เนื่องจากมีความถ่ีของการพบสูง 

และ สามารถนํามาเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณได  ในระดับท่ีเพียงพอตอการนําไปขยายผลการศึกษา  

ทั้งดานการทดสอบความสามารถในการกอโรค และ  การศึกษาขอมูลทางพันธุกรรม นอกจากนี้ยัง

มีรายงานชี้วา เชื้อราดังกลาวมีความหลากหลาย  และ มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมในระดับสูง 

(Corell et al., 1987, pp.1640-1646; Devi et al., 2006, pp. 495-504; Hadapad et al., 2006, 

pp. 71-76) จึงควรมีการศึกษาแนวโนมการเกิดกา รแลกเปลี่ยนชิ้นสวนพันธุกรรมของเชื้อ ราชนิดนี้

โดยเฉพาะในประเทศไทย  ซึ่งอาจมีผลตอ ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมทั้ง การนําสายพัน ธุ

ทองถ่ินมาใชประโยชนในอนาคต  โดยในการศึกษาในปที่ผานมา  คณะผูวิจัยไดใชตัวชี้วัดทาง

โมเลกุล (Molecular marker) Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD – PCR) ซึ่งเปน

การตรวจสอบความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอซึ่ง มีการทําใหเพิ่มปริมาณโดย ปฏิกิริยา PCR แบบสุม 

โดยทําใหสารพันธุกรรมจําลองตัวเองไดในหลอดทดลอง ที่มีองคประกอบสําคัญคือ เอ็นไซม

จําลองตัวชนิดทนความรอน (Taq DNA polymerase) สารพันธุกรรมตนแ บบ (DNA template) 

ไพรเมอร และ องคประกอบยอยของดีเอ็นเอ (deoxynucleotide; dNTPs) โดยอาศัยหลักการ  ที่ชิ้น

ดีเอ็นเอท่ีใช  เปนรหัสเริ่มตนมีขนาดที่สั้น (ประมาณ 10 เบส) สามารถเขาคูกับสารพันธุกรรม

ตนแบบ ไดหลายตําแหนงแบบสุม หากการเขาคูนั้น  เกิดขึ้นในทิศทางที่เหมาะสม  จะทําใหเกิดการ

จําลองตัวของชิ้นดีเอ็นเอ  ซึ่งความแตกตางของสารพันธุกรรมนี้  ไดกอใหเกิดความแตกตาง  ใน

ความสามารถของการเกิดการจําลองตัว  และ ขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกจําลองตัว  ดังนั้นในการศึกษา
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ตอยอดในปตอไป คณะผูศึกษาจะมีการใชไพรเมอรอ่ืนๆเพิ่มเติม สําหรับ RAPD-DNA เพิ่มเติมโดย

ขึ้นอยูกับงบประมาณ  และ  ความ สามารถในการจัดหาไพร เมอรที่เก่ียวของ  ดังในรายงานของ 

Castrillo et al. (2004 pp. 26-37) เชน POA-8, POA-10, POA-1, POB-07, POC-9 และ POC-

10 เปนตน ในอีกทางหนึ่ง อาจมีการสังเคราะหไพร เมอรจากตัวอยางเชื้ อท่ีรวบรวมไดในการศึกษา

ครั้งน้ี เพื่อการจําแนกชนิดของเชื้อรา  B. bassiana โดยเฉพาะอยางย่ิง สายพันธุที่พบในประเทศ

ไทย อนึ่ง ในสวนของวิธีการ  หรือ marker ที่ใชศึกษาการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนพันธุกรรมของเชื้อรา 

B. bassiana คณะผูศึกษาพบวา  นอกจาก RAPD–PCR แลว marker ที่สามารถใชจําแนกความ

แตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อราโรคแมลง ไดดี อีกวิธีการหน่ึงที่นาสนใจ  และ คณะผูวิจัยคาดวา

อาจนํามาใชในการจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อรา  B. bassiana ในการศึกษาครั้ง

นี้ไดซึ่งไดแก วิธีการ RFLP (restriction fragment length polymorphism - RFLP) ซึ่งเปนวิธีท่ีใช

ตัวตรวจสอบ  (probe) ซึ่งเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอสายเด่ียวขนาดเล็กที่ทราบลําดับเบส  และมี

ความสามารถในการเขาคูกับส ายดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปน คูสม รวมกับดีเอ็นเอเปาหมายที่ถูกตัด

ยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ โดยอาศัยหลักการการเ ขาคูกันของดีเอ็นเอ คูสม  (DNA 

hybridization) ความแตกตางที่ตรวจพบแสดงถึงความหลากหลายของตําแหนงจดจํา 

(recognition site) ของเอ็นไซมตัดจําเพาะบนจีโนมน้ันๆ  ทั้งน้ี RFLP เปนวิธีที่คณะผูเชี่ยวชาญ

ทางดานดีเอ็นเอเทคโนโลยี  ซึ่ง ใหความอนุเคราะหใหคําแนะนําในการวิจั ยครั้งน้ี  จาก

หองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี  ใหความเห็น วาเปน molecular marker ที่มีความจําเพาะ

เจาะจงสูง มากกวา RAPD อีกท้ังผลจากการใช  RFLP มีความสะดวกตอการนําไป แสดงผลเปน

ความใกลชิดทางพันธุกรรม (Genetic distance) และ  แผนภูมิตนไม  (Phylogenetic tree) ตาม

วัตถุประสงคของการศึกษา  นอกจาก นั้น ยังมีรายงานการศึกษาเก่ียวกับการวัดความแปรปรวน

ทางพันธุกรรมของ B. bassiana และ B. brongniartii ที่เก็บรวบรวมตัวอยางไดจากแมลงอาศัย  

และ สถานที่ซึ่งแตกตางกัน รวมทั้งมีระดับความรุน แรงตางกัน และพบวาวิธีการดังกลาวสามารถ

แยกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อตัวอยางไดอยางชัดเจน (Hadapad et al., 2006, pp. 

71-76) สวน Devi et al., (2006,pp. 495-504) ไดใช RFLP ในการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมชีววิทยาการขยายพันธุ  และ ความจําเพาะเจาะจงของของเชื้อรา B. bassiana และ

พบวา molecular marker RFLP ใหผลชัดเจน  ดังนั้นทางคณะผูวิจัยจึงเห็นวานอกจากการศึกษา

แนวโนมการเกิดการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมของเชื้อน้ีแลว  หากมีงบประมาณและปจจัยจําเปน

เพียงพอ อาจมีการศึกษาเปรียบเทียบ  ผลการวัดความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อรา           
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B. bassiana สายพันธุในประเทศไทยของ  molecular marker ทั้งสองวิธีนี้  โดยพิจารณาขอดีและ

ขอเสียทั้งสองชนิดดังที่กลาวมาขางตน เพื่อเปนขอมูลในการตัดสินใจศึกษาที่เก่ียวของในอนาคต  
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ภาคผนวก  
สูตรอาหารเทียมสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อราท่ีใชในการศึกษา 

 

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วนผสมที่แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอ

นึ่งความดันที่ 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วนผสมที่แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปน่ึงฆาเชื้อดวยหมอ

นึ่งความดันที่ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA) 

 

Beef extract  3 กรัม 

Peptone  5 กรัม 

Agar  15 กรัม 

น้ํากลั่น   1 ลิตร 

    

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมที่แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอ

นึ่งความดันที่ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth (NB) 

 

Beef extract  3 กรัม 

Peptone  5 กรัม 

น้ํากลั่น   1 ลิตร 

    

วิธีเตรียมอาหาร ผสมสวนผสมที่แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอ

นึ่งความดันที่ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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5. อาหารเลี้ยงเชื้อ Minnimum Medium (MM) แบบเหลว 

 

   NaNO  6.0 กรัม 

KC1  0.52 กรัม 

MgSO4. 7H20  0.25 กรัม 

KH2PO4  1.25 กรัม 

glucose (dextrose)     10 กรัม 

Hutner's trace elements  2 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียมอาหาร เติม 1 ml of 1 N NaOH เพื่อปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 6 ผสมสวนผสมที่

แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปน่ึงฆาเชื้อดวยหมอน่ึงความดันที่ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อ Minnimum Medium (MM) แบบแข็ง 

 

 NaNO3  6.0 กรัม 

KC1  0.52 กรัม 

MgSO4. 7H20  0.25 กรัม 

KH2PO4  1.25 กรัม 

glucose (dextrose)     10 กรัม 

Hutner's trace elements  2 มิลลิลิตร 

Agar  15 กรัม 

วิธีเตรียมอาหาร เติม 1 ml of 1 N NaOH เพื่อปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 6 ผสมสวนผสมที่

แหงเขาดวยกัน ใสน้ํากลั่น และนําไปน่ึงฆาเชื้อดวยหมอน่ึงความดันที่ 221 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที 

 


