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บทคั ดยํอ ภาษาไทย 

ญาณิศา วงศ์วานิช : การคัดแยก Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ไอโซเลท
ที่รอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล Nilaparvata 
lugens (Stål) (ISOLATION OF Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 
ISOLATES SURVIVING IN HIGH TEMPERATURE CONDITION WITH BROWN 
PLANTHOPPER Nilaparvata lugens (Stål) CONTROL CAPABILITY) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.ธีรดา หวังสมบูรณ์ดี, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์รํวม: ดร.พยอม 
โคเบลลี่{, 69 หน๎า. 

Beauveria bassiana เป็นราที่ใช๎ในการควบคุมแมลงอยํางแพรํหลาย อยํางไรก็ตาม เมื่อ
อุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้นจะสํงผลให๎ความสามารถในการควบคุมแมลงของราลดลง  การคัดแยก 
B. bassiana ที่มีความสามารถในการเจริญได๎ในท่ีอุณหภูมิสูงและมีความสามารถในการควบคุมแมลง
ที่อุณหภูมิที่สูงกวําอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของรา เป็นอีกหนทางหนึ่งในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่อุณหภูมิสูง B. bassiana จ้านวน 3 ไอโซเลท ที่มี
ความสามารถในการควบคุมแมลงสูง ได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว ถูกเลือกมาชักน้าให๎เกิด
การกลายพันธุ์ด๎วยสาร ethyl methanesulfonate (EMS) จากนั้นน้ามาคัดแยกที่อุณหภูมิ 31 33 
และ 35°C พร๎อมกับศึกษาความสามารถในการฟ้ืนฟูของราหลังจากที่ผํานอุณหภูมิ  33°C เป็น
ระยะเวลา 7 วัน จากนั้นย๎ายไปบํมที่ 25°C ดูประสิทธิภาพการงอกของสปอร์ที่ 25°C (หลังจากบํมที่ 
33°C เป็นระยะเวลา 5 10 และ 15 วัน) และน้าเชื้อสายพันธุ์กลายที่ได๎ไปทดสอบความสามารถในการ
ควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล จากผลการศึกษาพบไอโซเลท B. bassiana สายพันธุ์กลาย 1 
ไอโซเลท ที่มีขนาดโคโลนีที่ใหญํกวํา และสร๎างสปอร์ที่มากกวําราต๎นแบบ ที่อุณหภูมิ 33°C ซึ่งเป็น
อุณหภูมิที่สูงที่สุด เนื่องจากที่อุณหภูมิ 35°C ไมํพบการเจริญเติบโตของราในทุกไอโซเลท ผลทดสอบ
การฟ้ืนฟูของรา พบราสายพันธุ์กลายมีขนาดโคโลนีและปริมาณสปอร์ที่มากกวําราต๎นแบบ ผลการ
ทดสอบการงอกของสปอร์ที่อุณหภูมิ 33°C ไมํพบการงอกของสปอร์ราทั้งไอโซเลทสายพันธุ์กลายและ
ต๎นแบบ แตํเมื่อย๎ายสปอร์ไปเลี้ยงที่ 25°C (หลังจากการเลี้ยงที่ 33°C) ไอโซเลทสายพันธุ์กลายมี
เปอร์เซ็นต์การงอกที่มากกวําราต๎นแบบในทุกชุดการทดลอง และความสามารถในการควบคุมเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาล Nilaparvata lugens (Stål)  ของราสายพันธุ์กลายมีคํามากกวําราต๎นแบบ 

 

 
ภาควิชา พฤกษศาสตร์ 

สาขาวิชา พฤกษศาสตร์ 

ปีการศึกษา 2560 
 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษารํวม   
   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จ 

 

 

บทคั ดยํอ ภาษาอังกฤษ 

# # 5771964723 : MAJOR BOTANY 
KEYWORDS: BEAUVERIA BASSIANA / ETHYL METHANESULFONATE (EMS) / HIGH TEMPERATURE / 
MUTATION 

YANISA WONGWANICH: ISOLATION OF Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 
ISOLATES SURVIVING IN HIGH TEMPERATURE CONDITION WITH BROWN PLANTHOPPER 
Nilaparvata lugens (Stål) CONTROL CAPABILITY. ADVISOR: ASST. PROF.TEERADA 
WANGSOMBOONDEE, Ph.D., CO-ADVISOR: PAYORM COBELLI, Ph.D.{, 69 pp. 

Beauveria bassiana is an entomopathogenic fungus that is widely used to insect pest 
control. However, the increasing temperature has influenced the insect control capability of the 
fungus. Therefore, determination of thermotolerant isolates of B. bassiana that can grow and 
remain pathogenic at higher temperatures than its current optimum temperature may be a better 
way to insect pest control in a high temperature environment. Three isolates of B. bassiana with 
high insect control capability obtained from the Rice Department, Thailand were selected for 
mutagenesis using ethyl methanesulfonate (EMS) with subsequent screening at 31 33 and 35°C. 
In addition, the recovery of fungal growth after exposure to 33°C for 7 days and then transferring 
to 25°C was evaluated. Efficiency of spore germination at 25°C after incubating at 33°C for 5 10 
and 15 days was assessed. Then, pathogenicity against the brown planthopper, Nilaparvata 
lugens (Stål) (BPH) of mutant and its wild type isolates were tested. Results showed that one 
mutant isolate generated larger colony diameter and greater sporulation than its wild type at 
33°C which was the highest temperature because all isolates didn’t grow and sporulate at 35°C. 
Growth and spore production of the mutant isolate were greater than the wild type when 
incubated at 25°C for 14 days following exposure to 33°C for 7 days. In addition, the spore 
germination level of the mutant isolate was significantly higher than the wild type during culture 
at 25°C after prior exposure to 33°C. The pathogenicity against BPH presented that the mutant 
isolate had higher capability than the wild type to control BPH. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1. ที่มาและความส าคัญ 

เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (Brown planthopper, Nilaparvata lugens (Stål)) เป็นแมลง
ศัตรูข๎าวที่ส้าคัญชนิดหนึ่งที่ระบาดมากในแถบเอเชีย รวมถึงประเทศไทย (กรมการข๎าว, 2557: 
ออนไลน์; Pilavong et al., 2012: Online; The National Science and Technology 
Development Agency (NSTDA), 2013: Online) โดยพบการแพรํระบาดครั้งแรกในประเทศไทย
เมื่อปี พ.ศ. 2517 และพบการแพรํระบาดที่รุนแรงในชํวงปี พ.ศ. 2532 2541 และ 2553 (วันทนา  
ศรีรัตนศักดิ์, 2553; วันทนา ศรีรัตนศักดิ์, สุกัญญา อรัญมิตร และจินตนา ไชยวงศ์, 2554) ซึ่งเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลทั้งตัวอํอน และตัวเต็มวัยสามารถท้าลายข๎าวโดยการดูดกินน้้าเลี้ยงจากเซลล์ทํอ
ล้าเลียงบริเวณโคนต๎นข๎าว ระดับเหนือผิวน้้า ท้าให๎ต๎นข๎าวมีลักษณะ ใบเหลืองแห๎งเป็นหยํอม 
(hopperburn) ซึ่งพบมากในชํวงระยะที่ข๎าวแตกกอจนถึงระยะออกรวง นอกจากนี้ยังเป็นพาหะของ
ไวรัสโรคใบหงิก และโรคเขียวเตี้ยได๎อีกด๎วย (วันทนา ศรีรัตนศักดิ์ และคณะ, 2554; Kerchev et al., 
2012) 

การควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลสํวนใหญํ จะควบคุมโดยการใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลง
ท้าเขตกรรม และใช๎ข๎าวสายพันธุ์ต๎านทาน (วันทนา ศรีรัตนศักดิ,์ 2553) นอกจากนี้การใช๎ชีววิธียังเป็น
อีกวิธีหนึ่งที่สามารถควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลได๎ ศัตรูตามธรรมชาติของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล มี
หลายกลุํม อาทิ กลุํมของแมลง เชํน มวนเขียวดูดไขํ (Cyrtorhinus lividipennis Reuter) (วันทนา 
ศรีรัตนศักดิ์, 2553) กลุํมของรา เชํน ราเขียว Metarhizium anisopliae (Shaikh and Mohite, 
2015) และราขาว Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Lee et al., 2015) ซึ่งเป็นกลุํม
ราที่นิยมใช๎กันอยํางแพรํหลายในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล ในการศึกษาครั้งนี้มุํงเน๎นใน
การศึกษา B. bassiana โดยกลไกในการควบคุมแมลงของ B. bassiana เกิดจากการที่สปอร์ของ  
B. bassiana ที่อยูํบนตัวแมลงงอก และเจริญเข๎าไปในตัวแมลงโดยสร๎างเส๎นใย (vegetative hypha) 
ขึ้นภายในชํองวํางภายในล้าตัวของแมลง (hemocoel) แล๎วสร๎างสปอร์ (conidia) บนซากของแมลงที่
ตายแล๎ว (Broome, Sikorowski, and Norment, 1976; Thomas and Read, 2007) ซึ่งสาเหตุที่
ท้าให๎แมลงตาย เกิดได๎ทั้งการที่โครงสร๎างของรํางกายแมลงฉีกขาด ขาดสารอาหาร และการได๎รับ
สารพิษบางชนิด (Wan, 2003) สารพิษที่พบ ได๎แกํ beauvericin แตํกลไกในการออกฤทธิ์ตํอแมลงยัง
ไมํแนํชัด (Wang and Xu, 2012) โดยปัจจัยที่สํงเสริมการกํอโรคในแมลงของรามีได๎หลายปัจจัย เชํน 
แรํธาตุ น้้า อุณหภูมิที่เหมาะสม ความสามารถในการท้าให๎แมลงเกิดโรค ความสามารถในการ
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แพรํกระจายเข๎าไปในตัวของแมลง และปัจจัยอ่ืนๆ เป็นต๎น (Wan, 2003) จากการศึกษากํอนหน๎านี้
พบวํา B. bassiana สายพันธุ์ BCC6241 และ BCC2637 มีความสามารถในการท้าให๎เพลี้ยกระโดดสี
น้้าตาลตายได๎ประมาณ 60-67% เทํานั้น (28±2°C, ความชื้นสัมพัทธ์ 70–80%) (Krutmuang, 
2011: Online) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่ต่้า และยังพบอีกวําสภาพแวดล๎อมภายในแปลงที่มีอุณหภูมิสูงเกิน
กวําคําของอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตํอการเจริญของรา และการที่สปอร์ของ
ราได๎รับแสงแดดโดยตรงในชํวงกลางวันที่นานเกินไป สํงผลตํอความมีชีวิต และการงอกของสปอร์ของ 
B. bassiana ซึ่งท้าให๎ประสิทธิภาพในการกํอโรคของราในแมลงลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมที่
ทดสอบท่ีอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญของรา หรือสปอร์ที่ตกอยูํในต้าแหนํงที่ได๎รับรํมเงา ทั้งๆที่รา
ทั้งสองกลุํมเป็นราไอโซเลทเดียวกัน (Daoust and Pereirn, 1986; Inglis, Johnson, and Goettel, 
1997) โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการงอกของสปอร์และเจริญเติบโตของเส๎นใยของ B. bassiana อยูํ
ในชํวงประมาณ 25°C (Hywel-Jones and Gillespie, 1990; Hallsworth and Magan, 1999)  

สืบเนื่องจากอุณหภูมิเฉลี่ยของประเทศไทยในชํวง 35 ปี (2524- 2558) เพ่ิมขึ้นจาก 26.7 ไป
ถึง 27.6°C (กรมอุตุนิยมวิทยา, 2560: ออนไลน์) สํงผลให๎ประสิทธิภาพในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสี
น้้าตาลของ B. bassiana ลดลงในชํวงฤดูปลูกข๎าว โดยอุณหภูมิเฉลี่ยชํวงนาปรังในภาคกลางของ
ประเทศไทย (ธันวาคม-มิถุนายน) ในชํวงปี 2557-2559 เทํากับ 28.0 28.6 และ 29.4°C ตามล้าดับ 
ในขณะที่ชํวงนาปี (กรกฎาคม-พฤศจิกายน) เทํากับ 28.4 28.8 และ 28.6°C ตามล้าดับ ซึ่งเป็น
อุณหภูมิที่สูงกวําอุณหภูมิที่เหมาะสมของ B. bassiana วิธีการหนึ่งที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลได๎ดีในสภาพภูมิอากาศที่มีอุณหภูมิที่สูงขึ้นของประเทศไทยได๎ คือ การ
หาไอโซเลทของ B. bassiana ที่สามารถรอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิที่สูงกวําคําอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอ
การเจริญของรา และสามารถสร๎างสปอร์ได๎ดี  

การคัดแยกราท่ีสามารถรอดชีวิตได๎ในอุณหภูมิสูงนั้นท้าได๎หลายวิธี เชํน การคัดแยกราที่เลี้ยง
ในอุณหภูมิสูงกวําอุณหภูมิที่ เหมาะสมตํอการเจริญของรา การใช๎สารเคมีกํอการกลายพันธุ์ 
(chemical mutagen) หรือการใช๎แสงอัลตราไวโอเลต เป็นต๎น และจากการศึกษากํอนหน๎าพบวํา
สามารถชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ของ B. bassiana ด๎วยการใช๎ความร๎อนชื้น และแสง
อัลตราไวโอเลตท้าให๎ราสายพันธุ์กลายเจริญเติบโต และสร๎างสปอร์ (blastospores) ได๎ดีกวําพํอแมํที่
อุณหภูมิ 35°C (Avanti, Balaraman, and Gopinath, 2014) แตํอยํางไรก็ตามการใช๎ความร๎อนชื้น
สามารถท้าให๎โปรตีนเสื่อมสภาพได๎ (Wang et al., 2012) ซึ่งอาจไปกระตุ๎นให๎เกิดการเสื่อมสภาพใน
โปรตีนที่เกี่ยวข๎องกับการงอก หรือโปรตีนที่เกี่ยวข๎องกับความรุนแรงในการกํอโรคในแมลงของราได๎ 
นอกจากนี้ รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ใน Saccharomyces cerevisiae 
โดยเปอร์เซ็นต์การกลายพันธุ์ของรามีคําคํอนข๎างต่้า (Lawrence and Christensen, 1976) เพราะ
ราสามารถปรับเปลี่ยนดีเอ็นเอของตนเองกลับมาได๎ สํวนสารเคมีที่นิยมใช๎ในการชักน้าให๎เกิดการ
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กลายพันธุ์ชนิดหนึ่ง คือ Ethyl methanesulfonate (EMS) การกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตที่เกิดจากสาร 
EMS กระตุ๎นให๎เกิดการแทนที่ของคูํเบส โดยการเปลี่ยน GC เป็น AT และ AT เป็น CG แตํในบางครั้ง 
EMS อาจท้าให๎เกิดการเพ่ิมหรือลดของคูํเบส (based-pair insertion หรือ based- pair deletion) 
ได๎ (Sega, 1984) ตัวอยํางการใช๎ EMS ชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในรา เชํน การชักน้าให๎รา 
Metarhizium anisopliae สายพันธุ์กลายสร๎างกรดออกซาลิก (Leger, Nelson, and Screen, 
1999) และการชักน้าให๎รา Aspergillus oryzae สายพันธุ์กลายสร๎างสารที่มีฤทธิ์ต๎านทานแบคทีเรีย 
(Leonard, Brown, and Hayman, 2013) เป็นต๎น 
 
2. วัตถุประสงค์ 

การคัดแยก B. bassiana ไอโซเลทที่รอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถควบคุมเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลได๎ 
 
3. แผนการด าเนินการวิจัย 

3.1 คัดเลือกราเพ่ือน้ามาชักน้าให๎เกิดสายพันธุ์กลายของรา B. bassiana  
3.2 ท้าการชักน้าให๎เกิดราสายพันธุ์กลายของรา B. bassiana 
3.3 ท้าการทดสอบการกลายพันธุ์ของรา 
3.4 ทดสอบความสามารถในการเจริญในที่ที่มีอุณหภูมิสูง 
3.5 ทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของราสายพันธุ์กลาย 

 
4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

การสํงเสริม B. bassiana สายพันธุ์กลายเพื่อน้าไปใช๎ในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลใน
แปลงนาของประเทศไทย 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร 

 
1. เพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล (Brown planthopper) 

เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (Brown planthopper, Nilaparvata lugens (Stål)) เป็นแมลง
ศัตรูข๎าวที่ส้าคัญชนิดหนึ่งที่ระบาดมากในแถบเอเชีย รวมถึงประเทศไทย (กรมการข๎าว, 2557: 

ออนไลน์; Pilavong et al., 2012; The National Science and Technology Development 
Agency (NSTDA), 2013: Online)  
1.1 ลักษณะทางอนุกรมวิธาน 

Kingdom: Animalia 
Phylum: Arthropoda  

Class: Insecta  
Order: Hemiptera  

Family: Delphacidae 
Genus: Nilaparvata  

Species: N. lugens 
 
1.2 ลักษณะทั่วไป  

เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล มีวงชีพ 3 ระยะ ได๎แกํ ระยะไขํ ตัวอํอน และตัวเต็มวัย (ภาพท่ี 1) 
ระยะไข ํตัวเต็มวัยเพศเมียใช๎อวัยวะวางไขํ (ovipositor) ซึ่งมีลักษณะคล๎ายเลื่อย แทงต๎นข๎าว

เพ่ือวางไขํตามกาบใบหรือเส๎นกลางใบข๎าว วางแบบเดี่ยวและกลุํมเรียงกันเหมือนหวีกล๎วยหอม มีฝา
ปิด (egg cab) ไขํเม่ือวางใหมํๆ จะมีสีขาวขุํน หลังจากนั้น 3-4 วัน จะเกิดตาสีแดง และพัฒนาเป็นตัว
อํอน (nymph) โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการฟักไขํอยูํที่ประมาณ 28°C ที่ความชื้นสัมพัทธ์ 80% 
(สมคิด นุชปั้น, 2554) 

ระยะตัวอํอน จะมี 5 ระยะ ลอกคราบ 4 ครั้ง ตัวอํอนระยะที่ 1 เมื่อฟักออกมาจากไขํ ตัวจะ
มีสีเทา ตาสีแดงปนด้าใช๎เวลา 3-4 วัน ลอกคราบเป็นตัวอํอนระยะที่ 2 ตัวมีสีน้้าตาลอํอน รวม
ระยะเวลาการลอกคราบ ตั้งแตํระยะตัวอํอนที ่1-5 ประมาณ 16-18 วัน (สมคิด นุชปั้น, 2554) 

ระยะตัวเต็มวัย มี 2 ลักษณะคือ ชนิดปีกยาว (macropterous form) และชนิดปีกสั้น 
(brachepterous form) ซึ่งปีกจะหดสั้นกวําสํวนท๎อง เพศเมียตัวโตกวําเพศผู๎จะมีสีน้้าตาลอํอนถึงสี
น้้าตาลปนด้า ตัวเต็มวัยปีกยาว เพศเมีย (macropterous females) วางไขํได๎ 100 ฟอง และชนิดปีก

https://en.wikipedia.org/wiki/Arthropod
https://en.wikipedia.org/wiki/Insect
https://en.wikipedia.org/wiki/Hemiptera
https://en.wikipedia.org/wiki/Delphacidae
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Nilaparvata&action=edit&redlink=1
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สั้น (brachepterous females) วางไขํได๎ 300 ฟอง และสามารถเพ่ิมปริมาณ ประชากรได๎ 2-3 รุํน 
ในชํวงชีวิตที่เป็นตัวเต็มวัย ประมาณ 2 สัปดาห์ (สมคิด นุชปั้น, 2554)  

สีของตัวเต็มวัยและตัวอํอน มีตั้งแตํสีน้้าตาลอํอนถึงสีน้้าตาลด้า ขึ้นอยูํกับความหนาแนํนของ
ประชากรในขณะนั้น โดยประชากรเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลมีจ้านวนน๎อยกวํา 1 ตัว/ต๎น สีล้าตัวของ
แมลงจะเป็นสีน้้าตาลอํอน แตํหากประชากรของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลมีมากกวํา 100 ตัว/ต๎น สีล้าตัว
ของแมลงจะเป็นสีน้้าตาลด้า (วันทนา ศรีรัตนศักดิ,์ สุกัญญา อรัญมิตร และจินตนา ไชยวงศ์, 2554) 

 

 
ภาพที่ 1 วงจรชีวิตของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในประเทศไทย (กรมการข๎าว, 2559: ออนไลน์) 
 
1.3 ปัญหาที่เกิดจากเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 

เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลเป็นศัตรูข๎าวที่ส้าคัญชนิดหนึ่ง เข๎าท้าลายข๎าวได๎ในชํวงอายุข๎าวตั้งแตํ 
20 ไปจนถึง 120 วัน โดยตัวเต็มวัย และตัวอํอนทุกระยะจะดูดกินน้้าเลี้ยงจากทํอล้าเลียงอาหาร 
(phloem) ของต๎นข๎าวในระดับโคนต๎นข๎าวเหนือระดับน้้า ท้าให๎ต๎นข๎าวมีอาการใบแห๎งและเปลี่ยนเป็น
สีเหลือง ลักษณะอาการเสื่อมสภาพ (senescence) ของข๎าวที่เกิดขึ้นเรียกวํา “อาการไหม๎” (hopper 
burnd) (ภาพท่ี 2) โดยทั่วไปพบในระยะข๎าวแตกกอ-ออกรวง นอกจากนีย้ังเป็นตัวพาหะน้าไวรัส มาสูํ
ต๎นข๎าวท้าให๎ข๎าวเป็นโรคใบหงิก (ragged stunt) จากไวรัส Oryzavirus และโรคเขียวเตี้ย (grassy 
stunt) จากไวรัส Tenuivirus อีกด๎วย (วันทนา ศรีรัตนศักดิ์ และคณะ, 2554; Wilson and 
Claridge, 1991; Kerchev et al., 2012;) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 

 
ภาพที่ 2 ข๎าวที่แสดงอาการไหม๎จากการเข๎าท้าลายของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (กรมการข๎าว, 2559: 

ออนไลน์) 
 

1.4 การแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล  
พบการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในพื้นที่แถบเอเชีย ออสเตรเลีย และมหาสมุทร

แปซิฟิกบางสํวน ในทวีปเอเชียเขตร๎อน กํอนที่จะเข๎าสูํยุคการปฏิวัติเขียวในชํวงปี  พ.ศ. 2513 เพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลเป็นแมลงที่สร๎างความเสียหายให๎กับข๎าวในระดับความรุนแรงที่น๎อย แตํหลังจากที่มี
การน้าสารเคมปี้องกันก้าจัดแมลง มาใช๎ในการควบคุมหนอนกอข๎าว (rice stemborers) กลับพบการ
ระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่เพ่ิมมากขึ้นเนื่องมาจากการรบกวนระบบนิเวศระหวํ างเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลกับแมลงศัตรูธรรมชาติ เมื่อแมลงที่สร๎างความเสียหายให๎กับข๎าวเพ่ิมจ้านวนสูงขึ้น 
การใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลงและข๎าวพันธุ์ต๎านทานจึงเป็นหนทางที่จ้าเป็นส้าหรับการจัดการ
ปัญหาการรุกรานของแมลงศัตรูข๎าว (Dyck and Thomas, 1979; Sogawa, 2015) 

จากการศึกษาของ (Kenmore, 1980) ที่ศึกษาเกี่ยวกับวงชีพของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล และ
ศัตรูตามธรรมชาติ พบวํากลไกการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของศัตรูตามธรรมชาติได๎ถูกรบกวน
จากการใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลง ซึ่งสารเคมปี้องกันก้าจัดแมลงอาจเป็นปัจจัยที่สํงผลตํอการแพรํ
ระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในนาข๎าว จากเหตุการณ์ข๎างต๎นแสดงให๎เห็นวํา สารเคมีป้องกัน
ก้าจัดแมลงชนิดที่ชักน้าให๎การระบาดของแมลงเพ่ิมมากขึ้น เป็นสารที่ชักน้าให๎เกิดไบโอไทป์ใหมํที่มี
ความต๎านทานตํอวิธีการควบคุมแมลงเกิดขึ้น (Aquino and Heinrichs, 1979) ซึ่งการพัฒนาข๎าว
พันธุ์ที่ต๎านทานตํอเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในการแก๎ไขปัญหาสามารถท้าได๎คํอนข๎างยาก เนื่องจากพันธุ์
ต๎านทานเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่ประกอบด๎วยยีนต๎านทานหลายๆ ยีนที่ปลํอยออกมา ไมํสามารถ
ต๎านทานตํอไบโอไทป์ใหมํของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่สามารถเอาชนะยีนต๎านทานเหลํานั้นได๎  
(Sogawa, 1982; Gallagher, Kenmore, and Sogawa, 1994) 
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การแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในประเทศไทย พบครั้งแรกในปี พ.ศ. 2517 ใน
พ้ืนที่ที่ปลูกข๎าวพันธุ์อํอนแอ กข7 (วันทนา ศรีรัตนศักดิ์, สุกัญญา อรัญมิตร และจินตนา ไชยวงศ์, 
2554) ตํอมาในปี พ.ศ. 2521-2522 มีการใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลงเพ่ิมมากขึ้น สํงผลให๎ในปี 
พ.ศ. 2523-2524 พบการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในแปลงข๎าวพันธุ์อํอนแอ (Kenmore, 
1991) หลังจากนั้นในปี พ.ศ. 2525 มีการน้าข๎าวพันธุ์ต๎านทาน เชํน กข21 และ กข23 มาปลูกอยําง
แพรํหลาย อยํางไรก็ตามในปี พ.ศ. 2529 พันธุ์ดังกลําวได๎ถูกเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลเข๎าท้าลายอีกครั้ง 
ตํอมาในปี พ.ศ. 2530 ข๎าวพันธุ์ต๎านทานสุพรรณบุรี 60 ได๎ถูกน้ามาปลูกเพ่ือแก๎ไข ปัญหาการแพรํ
ระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล เพราะปริมาณผลผลิตมากและเมล็ดที่มีคุณภาพสํงผลให๎ข๎าว
สุพรรณบุรี 60 เป็นที่นิยม การระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในครั้งที่  2 เกิดขึ้นในปี พ.ศ. 2532-
2533 หลังจากที่ข๎าวพันธุ์สุพรรณบุรี 60 น้ามาปลูกได๎ 2 ปี (Braber and Meenakanit, 1992) การ
แพรํระบาดมีความเกี่ยวข๎องกับการใช๎สารสังเคราะห์กลุํม pyrethroid และ deltamethrin ใน
ปริมาณมาก ซึ่งเป็นสารในกลุํมที่ชักน้าให๎เกิดการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (Sogawa, 
2015) 

ในปี พ.ศ. 2534 หลังจากที่มีการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในครั้งที่ 2 มีการน้า
สารฆําแมลงในกลุํม neonicotinoid และ imidacloprid มาใช๎ในการควบคุมแมลง โดยสารในกลุํม 
imidacloprid ไมํชักน้าให๎เกิดการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล เพราะเป็นสารที่ออกฤทธิ์ใน
ระยะเวลาที่นาน หรือมากกวํา 40 วัน ซึ่งนานพอที่จะครอบคลุมตลอดชํวงวงชีพของแมลง และไมํท้า
ให๎เกิดการระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลจากไขํที่ยังรอดชีวิตอยูํ  ท้าให๎สามารถควบคุมเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลได๎ดีในชํวงปีแรก อยํางไรก็ตาม หลังจากใช๎ได๎ไมํนานเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลได๎เกิดการ
ปรับตัวให๎ต๎านทานสารในกลุํม imidacloprid (Sogawa, 2015) 

ในปี พ.ศ. 2546 พบวําประสิทธิภาพในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของสาร 
imidacloprid ลดลง จากนั้นเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่สามารถต๎านทานสาร imidacloprid มีการแพรํ
ระบาดไปทั่วพ้ืนที่นาในเอเชีย เนื่องมาจากศัตรูตามธรรมชาติของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลไมํสามารถ
ด้ารงชีวิตได๎เพราะความเป็นพิษของสาร imidacloprid ดังนั้นสาร abamectin cypermethrin และ 
chlorpyrifos ถูกน้ามาใช๎แทนสาร imidacloprid เพ่ือควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลสายพันธุ์กลายที่
เกิดขึ้น สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลงใหมํที่น้ามาใช๎ไมํสามารถออกฤทธิ์ได๎ครอบคลุมทั้งวงจรชีวิตของ
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล จึงท้าให๎เกิดการชักน้าให๎เกิดการระบาดของเพลี้ ยกระโดดสีน้้าตาลในเวลา
อันรวดเร็ว ในชํวงปี พ.ศ. 2553-2556 พบการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลในประเทศไทย
ครั้งที่ 3 ซึ่งมีความรุนแรงมากกวําในอดีต ซึ่งการแพรํระบาดในครั้งนี้เกิดจากการจัดการเพลี้ยกระโดด
สีน้้าตาลด๎วยสารเคมีป้องกันก้าจัดแมลง ซึ่งเป็นวิธีการแก๎ปัญหาที่ไมํยั่งยืน (Sogawa, 2015) 
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1.5 ปัจจัยที่ท้าให๎เกิดการระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 
1.5.1 การใช๎พันธุ์ข๎าวที่อํอนแอตํอการท้าลายของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (สมคิด นุชปั้น, 

2554; Chiu, 1979) 
1.5.2 การปลูกพืชหนาแนํน หรือปลูกพืชอยํางตํอเนื่องในพ้ืนที่เดิม (สมคิด นุชปั้น, 2554; 

Chiu, 1979) 
1.5.3 การใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลง ชนิดที่ชักน้าให๎เกิดการเพ่ิมระบาดของแมลง 

(resurgence inducing insecticides) และการใช๎ปุ๋ยที่มีธาตุไนโตรเจนปริมาณมาก (สมคิด นุชปั้น, 
2554; Chiu, 1979) เนื่องจากปุ๋ยที่มีไนโตรเจนมากจะสํงเสริมการพัฒนาตัวอํอน ตัวเต็มวัย เซลล์
สืบพันธุ์ และการฟักของไขํ (Lu et al., 2005) ในขณะที่ปุ๋ยไนโตรเจนที่มากเกินไปจะสํงผลให๎ต๎นข๎าว
มีลักษณะสูง อวบน้้าไมํแข็งแรง ท้าให๎เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลสามารถดูดน้้าเลี้ยงในข๎าวได๎งํายขึ้น 
(Prayana, Mudjiono, and Rahardjo, 2013)  

1.5.4 สภาพแวดล๎อมที่เหมาะสมตํอเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล เชํน ความชื้น ฝน ลม ปริมาณ
ของศัตรูตามธรรมชาติที่ลดลง เป็นต๎น (สมคิด นุชปั้น, 2554; Chiu, 1979)  
1.6 การควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล  

1.6.1 การใช๎ข๎าวพันธุ์ต๎านทาน เชํน พันธุ์ปทุมธานี 1 และพิษณุโลก 2 แตํสามารถใช๎ได๎ใน
ระยะที่ไมํนาน เพราะเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลมีการสร๎างไบโอไทป์ใหมํที่ท้าให๎สามารถเอาชนะยีน
ต๎านทานเหลํานั้นได๎ (Sogawa, 1982; Gallagher, Kenmore, and Sogawa, 1994) เชํน การใช๎
ข๎าวพันธุ์ต๎านทานสุพรรณบุรี 60 ในปี พ.ศ. 2530 เพ่ือแก๎ไขปัญหาการแพรํระบาดของเพลี้ยกระโดดสี
น้้าตาล แตํหลังจากปลูกข๎าวพันธุ์สุพรรณบุรี 60 ได๎ 2 ปี พบการระบาดของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล
เกิดข้ึนอีกครั้ง (Braber and Meenakanit, 1992) 

1.6.2 การใช๎สารเคมีป้องกันก้าจัดแมลง สามารถควบคุมการระบาดของเพลี้ยกระโดดสี
น้้าตาลได๎ในเวลารวดเร็ว แตํสารเคมีป้องกันก้าจัดแมลงที่ใช๎ในการควบคุมบางชนิด สามารถชักน้าให๎
เกิดการเพิ่มการระบาดของแมลงได๎ (Aquino and Heinrichs, 1979) นอกจากนี้ตามรายงานในอดีต
สาร imidacloprid ที่ใช๎ในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล เป็นพิษตํอศัตรูตามธรรมชาติของเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาล ในขณะที่เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลสามารถปรับตัว และต๎านทานตํอสารนั้นได๎ 
(Sogawa, 2015) 

1.6.3 การใช๎วิธีทางชีวภาพในการควบคุม เชํน การใช๎แมลงศัตรูธรรมชาติ โดยตัวเบียน และ
รากํอโรคของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลรายงานจาก ไต๎หวัน ญี่ปุ่น ไทย อินเดีย มาเลเซีย ศรีลังกา ฟิจิ 
ฟิลิปปินส์ และหมูํเกาะโซโลมอน  

การใช๎แมลงศัตรูธรรมชาติในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล พบแมลงในอันดับ 
Hymenoptera วงศ์ Eulophidae Mymaridae และ Trichogrammatidae เป็นตัวเบียนไขํ แมลง
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ในอันดับ Hymenoptera วงศ์ Dryinidae อันดับ Strepsiptera วงศ์ Elenchidae และอันดับ 
Diptera วงศ์ Pipunculidae เป็นตัวเบียนตัวอํอนและตัวเต็มวัย (Chiu, 1979) นอกจากนี้ยังพบ
แมลงตัวห้้า เชํน มวนเขียวดูดไขํ (Cyrtorhinus lividipennis Reuter วงศ์ Miridae อันดับ 
Hemiptera) ที่หากมีจ้านวนมากกวําเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 2-3 เทํา สามารถควบคุมปริมาณเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลให๎อยูํในระดับที่ไมํกํอความเสียหายกับข๎าวได๎ (วันทนา ศรีรันตศักดิ์ และคณะ, 2554)  

การใช๎รากํอโรคในแมลง พบราในวงศ์ Entomophthoraceae และ Stilbaceae แยกได๎จาก
ตัวอํอนและตัวเต็มวัยของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (Chiu, 1979) นอกจากนี้ยังพบการใช๎ราในวงศ์อ่ืน 
เชํน Metarhizium anisopliae Beauveria bassiana และ Verticillium lecanii ในการควบคุม
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (Shaikh and Mohite, 2015) ถึงแม๎วําแมลงจะสามารถอยูํในที่ที่มี
สภาพแวดล๎อมที่ไมํเหมาะสมที่มีรากํอโรคได๎ แตํโดยทั่วไปมักจะถูกฆําด๎วยราที่มีความจ้าเพาะกับแมลง
ชนิดนั้นๆ จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหวํางแมลงเจ๎าบ๎านกับรากํอโรค พบวําแมลงและรากํอโรคมี
การพัฒนารํวมไปด๎วยกัน โดยแมลงเจ๎าบ๎านจะพยายามฆําหรือก้าจัดสิ่งแปลกปลอมที่เข๎ามาภายใน
รํางกาย ขณะที่ราจะมีการพัฒนาเพ่ือให๎สามารถจัดการกับระบบภูมิคุ๎มกันและพยายามหาสารอาหาร
จากแมลงเจ๎าบ๎าน (Butt et al., 2016) 
 
2. Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 

B. bassiana เป็นราที่ถูกน้ามาใช๎ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายๆ ชนิด ถูกค๎นพบครั้งแรก
ในปี พ.ศ. 2378 โดย Agostino Bassi di Lodi ที่ประเทศอิตาลี ซึ่งเป็นการค๎นพบวําราสามารถท้าให๎
เกิดโรคกับแมลงได ๎ซากหนอนไหม Bombyx mori ที่พบการกํอโรคของ B. bassiana มีลักษณะขาว 
จึงเรียกลักษณะที่เกิดขึ้นวํา white muscardine (Zimmermann, 2007) 
2.1 ลักษณะทางอนุกรมวิธาน  

Kingdom: Fungi  
Division: Ascomycota  

Class: Sordariomycetes 
Order: Hypocreales  

Family: Clavicipitaceae  
Genus: Beauveria  

Species: B. bassiana 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://en.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://en.wikipedia.org/wiki/Sordariomycetes
https://en.wikipedia.org/wiki/Hypocreales
https://en.wikipedia.org/wiki/Clavicipitaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria
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2.2 ลักษณะทั่วไปของรา B. bassiana  
โคโลนีมีสีขาว จากนั้นจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง อาจพบมีสีแดง (ภาพที่ 3ก.) เมื่อกลับด๎านจะ

พบโคโลนีไมํมีสี สีเหลือง หรือสีชมพู (ภาพที่ 3ข.) ก๎านชูโคนิเดีย (conidiophore) (ภาพที่ 4) 
ประกอบด๎วยสํวนฐานที่กลมหรือลักษณะคล๎ายฟลาสค์ มีความยาวของก๎าน (rachis) 20 ไมโครเมตร 
ซึ่งจะมีลักษณะเป็นรูปซิกแซก (zigzag) บริเวณปลาย มีการแตกแขนงสั้นๆ แล๎วสร๎างโคนิเดียที่ปลาย 
1 โคนิเดีย (conidia) โคนิเดียไมํมีสี ลักษณะกลมไปจนถึงทรงรีกว๎าง โดยทั่วไปมีขนาด 2-3X2-2.5 
ไมโครเมตร โดยโคนิเดีย (ภาพที่ 4) จะมีการรวมอยูํเป็นกลุํมคล๎ายกระจุกฝ้าย จากการศึกษาเมื่อไมํ
นานมานี้พบวําสกุล Beauveria มีความเกี่ยวข๎องกับ Telomorph ของสกุล Cordyceps (ไฟลัม 
Ascomycota อันดับ Hypocreales วงศ์ Clavicipitaceae) พบลักษณะเป็นเส๎นใยสีขาวแนํน 
ปกคลุมอยูํด๎านบนโครงรํางแข็งภายนอก (exoskeleton) ของแมลงเจ๎าบ๎าน (Humber, 2005): 
Online; (Zimmermann, 2007) 

 

      
ภาพที่ 3 โคโลนีของ B. bassiana บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA)  

ก. โคโลนีบนจานเลี้ยงเชื้อ ข. โคโลนีเมื่อคว่้าจานเลี้ยงเชื้อ  
 

     

ภาพที่ 4ก.-ข. ก๎านชูโคนิเดีย และโคนิเดีย ของ B. bassiana เมื่อสํองด๎วยกล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน (Rehner et al., 2011) 

 

ก ข 

ก ข 
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2.3 การกระจายพันธุ์ของ B. bassiana 
B. bassiana ถูกพบกระจายอยูํทั่วโลก โดยทั่วไปพบในพ้ืนที่เขตอบอุํน และเขตร๎อน ถิ่นที่อยูํ

ของรา สามารถพบได๎ตั้งแตํดินในแถบเทือกเขาสูง พรุ ทุํงหญ๎าสะวันนาที่มีพืชขึ้น ป่า พ้ืนที่เพาะปลูก 
เนินทราย ดินทรายที่มีน้้าไหลผําน นอกจากนี้ยังสามารถแยกได๎จากบริเวณรอบๆ รากพืชในป่าพรุ 
หรือในอากาศ ซึ่งการแยกราจากพืช และดินสามารถท้าได๎โดยใช๎อาหารที่จ้าเพาะ (Zimmermann, 
2007; Jia et al., 2013)  
2.4 แมลงเจ๎าบ๎านของ B. bassiana 

B. bassiana สามารถกํอโรคในแมลงได๎ในหลายอันดับ (Order) อาทิ อันดับ Gastropoda 
Acari Orthoptera Dermaptera Isoptera Blattaria Thysanoptera Homoptera Heteroptera 
Diptera Coleoptera Hymenoptera Siphonaptera และ Lepidoptera (Goettel et al., 1990) 
แตํยังไมํพบวํา B. bassiana มีการกํอโรคในศัตรูตามธรรมชาติ และแมลงในดินที่เป็นประโยชน์ 
(Thungrabeab and Tongma, 2007)  
2.5 กลไกการกํอโรคของ B. bassiana ตํอแมลงเจ๎าบ๎าน 
 สปอร์ของ B. bassiana จะงอกและกํอให๎เกิดโรคได๎ขึ้นอยูํกับปัจจัยหลายอยําง เชํน ความ
อํอนแอของแมลงเจ๎าบ๎าน ระยะการเจริญเติบโตของแมลงเจ๎าบ๎าน สภาพแวดล๎อม เชํน อุณหภูมิ และ
ความชื้น โดยทั่วไปการงอกของสปอร์ของ B. bassiana จะเริ่มหลังจากผํานไป 10 ชั่วโมง และ
สมบูรณ์ที่ 20 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25°C จากนั้นสปอร์ที่งอกจะเจริญเข๎าไปยังสํวนที่ไมํได๎มี cuticle  
ปกคลุม เชํน ข๎อตํอ ปาก และบริเวณรอยตํอ โดยการสร๎าง extracellular protease และ chitinase 
เพ่ือสลายโปรตีนและไคติน หลังจากมีการเจริญเข๎าไปภายในตัวของแมลงได๎ส้าเร็จแล๎ว ราจะมีการ
ลุกลามไปยังเนื้อเยื่อสํวนอื่นๆ ของแมลงเจ๎าบ๎าน โดยการเจริญของเส๎นใย สร๎างสปอร์ (blastospore) 
และสร๎างสารพิษที่ท้าให๎แมลงเจ๎าบ๎านตาย โดยระยะเวลาที่ราใช๎ในขั้นตอนนี้จะขึ้นอยูํกับชนิดของ
แมลงเจ๎าบ๎าน ระยะการเจริญเติบโตของแมลง อุณหภูมิ และความรุนแรงในการกํอโรคของรา โดย
เฉลี่ยจะใช๎เวลาประมาณ 36-72 ชั่วโมง สํงผลให๎พบแมลงตายภายใน 4-10 วัน หลังจากการเข๎า
รุกรานของรา เมื่อแมลงตาย ราจะงอกเส๎นใยแทงทะลุผํานผิวของแมลงออกมาและสร๎างสปอร์ 
(conidia) ท้าให๎มองเห็นเป็นราสีขาวปกคลุมบนซากของแมลง (Zimmermann, 2007; Keswani, 
Singh, and Singh, 2013) 
 สารที่เกี่ยวข๎องกับเมแทบอลิซึม และสารพิษที่ B. bassiana สร๎างขึ้น ได๎แกํ สาร 
beauvericin bassianin tenollin และ bassianolide จากการศึกษากํอนหน๎าพบวํา beauvericin 
มีกลไกการท้างานคล๎ายสารเคมีป้องกันก้าจัดแมลงและยาปฏิชีวนะ เป็นพิษตํอเซลล์ และ 
ionophore  ซึ่งเป็นสารประกอบที่ท้าหน๎าที่ให๎สารที่มีประจุสามารถเคลื่อนที่ผํานชั้นไขมัน เชํน ผนัง
เซลล์ ไปได๎ สํวน bassianin และ tenellin เป็น secondary metabolite ที่ไมํใชํโปรตีน ท้าหน๎าที่
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ยับยั้ง ATPase ของผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง และ bassianolide ท้าหน๎าที่เป็น ionophore และยา
ปฏิชีวนะ (Keswani, Singh, and Singh, 2013)  
2.6 ปัจจัยของสิ่งแวดล๎อมตํอการกํอโรคของ B. bassiana ในแมลงเจ๎าบ๎าน 
 ปัจจัยสิ่งแวดล๎อมที่ส้าคัญตํอ B. bassiana มีทั้งปัจจัยทางชีวภาพและทางกายภาพ โดย
ปัจจัยทางกายภาพที่ส้าคัญได๎แกํ อุณหภูมิ ความชื้น และแสงอาทิตย์ อุณหภูมิสามารถสํงผลกระทบ
ตํอรากํอโรคในแมลงได๎ในหลายทาง โดยอาจสํงผลตํอการงอก การเจริญเติบโต ความมีชีวิตของราบน
และในแมลงเจ๎าบ๎าน และในสิ่งแวดล๎อม โดยอุณหภูมิสูงสามารถท้าให๎ราตายกํอนที่จะสัมผัสกับแมลง
เจ๎าบ๎าน หรือไปลดการเจริญเติบโตของราภายในตัวแมลงเจ๎าบ๎าน ในทางตรงกันข๎าม อุณหภูมิต่้าจะ
ไปลดหรือยับยั้งการงอก หรือการเจริญเติบโตของรา ท้าให๎เกิดความบกพรํองหรือยืดเวลาการกํอโรค
ในแมลงออกไป อุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญของ B. bassiana อยูํในชํวง อุณหภูมิ 23-28°C 
อุณหภูมิที่ต่้าที่สุดอยูํในชํวง 5-10°C อุณหภูมิที่สูงที่สุดอยูํในชํวง 30-38°C ขึ้นกับไอโซเลทของรา 
(Roberts and Campbell, 1977; Zimmermann, 2007) 

การงอกของสปอร์ของราบนตัวแมลงกํอนการกํอโรค และการสร๎างสปอร์ของราหลังจากที่
แมลงตายแล๎วต๎องการความชื้นสูง โดยทั่วไปความชื้นสัมพัทธ์ (Relative humidity; RH) ส้าหรับการ
งอกของสปอร์ (conidia) ของราอยูํที่ประมาณ 92-100% (Walstad, Anderson, and 
Stambaugh, 1970; Hallsworth and Magan, 1999) การงอกของสปอร์จะลดลงเล็กน๎อยเมื่อ
ความชื้นอยูํที่ความชื้นสัมพัทธ์ประมาณ 99% ในขณะที่การงอกของสปอร์ของราและการเจริญเติบโต
จะลดลงมากเม่ือความชื้นสัมพัทธ์มีคํา 94% และ 92% ตามล้าดับ อยํางไรก็ตามการเข๎ากํอโรคของรา
ในแมลงสามารถพบได๎ที่ความชื้นสัมพัทธ์มีคําต่้าประมาณ 60-70% (Zimmermann, 2007) จาก
การศึกษาของ (Clerk and Madelin, 1965) พบวําในอุณหภูมิสูง คําความชื้นสัมพัทธ์ที่ต่้า จะยิ่งยืด
อายุของสปอร์ได๎มากขึ้น จากการศึกษาของ (Krutmuang, 2011) ที่ศึกษาความสามารถในการ
ควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล ของ B. bassiana สายพันธุ์ BCC6241 และ BCC2637 ในประเทศ
ไทย (อุณหภูมิ 28±2°C ความชื้นสัมพัทธ์ 70–80%) พบวําราสามารถท้าให๎แมลงตายได๎ 60–67% 
แสดงให๎เห็นวําที่ความชื้นสัมพันธ์ประมาณ 70% B. bassiana สามารถกํอโรคในแมลงได๎ แตํ
ประสิทธิภาพในการกํอโรคมีคําไมํสูงมากนัก 

จากการศึกษาของ (Krieg et al., 1981) แสง UV-B (290-330 นาโนเมตร) และ UV-A 
(330-400 นาโนเมตร) เป็นปัจจัยสิ่งแวดล๎อมที่สํงผลตํอความทนทานของรากํอโรคในแมลง พบวํา 
99% ของสปอร์ของ B. bassiana ไมํสามารถกํอโรคในแมลงได๎หลังจากได๎รับแสง UV-C เป็น
ระยะเวลาประมาณ 16 นาที และแสง UV-A และ UV-B เป็นระยะเวลาประมาณ 31 นาที จาก
การศึกษาของ Fargues et al. (1997) โดยการให๎แสงที่ความยาวคลื่น 295-1,100 นาโนเมตร ใน B. 
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bassiana จ้านวน 65 ไอโซเลท พบวําจ้านวนสปอร์ที่รอดชีวิตมีคําลดลง เมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ให๎แสง
แกํสปอร์  

 
3. การชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์ในรา 
 เนื่องจากอุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้นของประเทศไทย จากข๎อมูลของกรมอุตุนิยมวิทยา (2560) 
รายงานวําในชํวง 35 ปี (2524-2558) อุณหภูมิเฉลี่ยของประเทศไทยเพ่ิมขึ้นจาก 26.7 ไปถึง 27.6°C 
สํงผลให๎ประสิทธิภาพในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของ B. bassiana ลดลงในชํวงฤดูปลูกข๎าว 
โดยอุณหภูมิเฉลี่ยชํวงนาปรังในภาคกลางของประเทศไทย (ธันวาคม-มิถุนายน) ในชํวงปี 2557-2559 
เทํากับ 28.0 28.6 และ 29.4°C ตามล้าดับ ในขณะที่ชํวงนาปี (กรกฎาคม-พฤศจิกายน) เทํากับ 28.4 
28.8 และ 28.6°C ตามล้าดับ ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่สูงกวําอุณหภูมิที่เหมาะสมของ B. bassiana วิธีการ
หนึ่งที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงในสภาพภูมิอากาศที่มีอุณหภูมิที่สูงขึ้นของ
ประเทศไทยได๎คือ การชักน้า B. bassiana ให๎เกิดการกลายพันธุ์และทนตํออุณหภูมิที่สูงได๎ ตัวอยําง
การชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในราสามารถท้าได๎หลายวิธี เชํน 

3.1 การใช๎ความร๎อนชื้น (Moist heat treatment) ในการชักน้า B. bassiana ให๎สร๎าง 
blastospore ในปริมาณมากท่ีอุณหภูมิ 35°C (Avanti, Balaraman, and Gopinath, 2014) 

3.2 การใช๎แสงอัลตร๎าไวโอเลต ในการชักน้า B. bassiana ให๎สร๎าง blastospore ในปริมาณ
มากที่อุณหภูมิ 35°C (Avanti, Balaraman, and Gopinath, 2014)  

3.3 การใช๎สารเคมีที่กํอให๎เกิดการกลายพันธุ์ โดยการชักน้า Saccharomyces cerevisiae 
ให๎ไวตํอการตอบสนองตํออุณหภูมิ ด๎วยสาร EMS (Momose and Gregory, 1998) 

 
4. เอธิลมีเทนซัลโฟเนต (Ethyl methanesulfonate; EMS)  

4.1 ลักษณะทั่วไปของสาร EMS  
 สาร EMS มีสูตรโครงสร๎างทางเคมี C3H8SO3 (ภาพที่ 4) เป็นสารในกลุํม ethylating agent 
หรือสารที่ท้าหน๎าที่เติมหมูํเอธิลให๎กับเบส เป็นของเหลวใสไมํมีสี ที่อุณหภูมิห๎อง มีจุดเดือดที่ 213-
213.5°C ความหนาแนํนเทํากับ 1.1452 ที่ 22°C มวลโมเลกุลเทํากับ 124.2 คําดัชนีหักเหเทํากับ 
1.4180 ที่ 20°C สาร EMS ถูกสังเคราะห์ได๎จากสาร methanesulfonic anhydride กับ 
ethylalcohol สาร EMS ถูกน้าไปใช๎ในการกํอการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตอยํางกว๎างขวาง ตั้งแตํไวรัส
จนกระท่ังถึงสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนม ซ่ึงสาร EMS เป็นสารกํอมะเร็งในสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนม (Sega, 1984) 
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ภาพที่ 5 โครงสร๎างทางเคมีของสาร EMS (UCLA Department of Chemistry and 

Biochemistry, 2017) 
 

กลไกการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตของ EMS เกิดจากการเติมหมูํเมธิล หรือ
เอธิล (alkylation) ให๎กับเซลล์ จากการท้างานรํวมกันของกลไก SN1/SN2 โดยปฏิกิริยาการเติมหมูํ
เอธิล (ethylation) ของดีเอ็นเอ จะเกิดที่ต้าแหนํงของไนโตรเจนของเบสเสมอ แตํปฏิกิริยาของ SN1 
ของสาร EMS มีความสามารถในการเติมหมูํเอธิลที่ออกซิเจน สํงผลให๎สาร EMS สามารถเติมหมูํเอธิล
ให๎ได๎ทั้งต้าแหนํงที่มีไนโตรเจน และออกซิเจน โดยบริเวณ reactive site ที่พบการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
ชักน้าด๎วยสาร EMS ได๎แกํ ต้าแหนํง N-7 ต้าแหนํง O6 (ภาพที่ 5) และต้าแหนํง N-3 ของเบส 
guanine ต้าแหนํง N-1 ต้าแหนํง N-3 และต้าแหนํง N-7 ของเบส adenine ต้าแหนํง O2 ต้าแหนํง 
O4 และต้าแหนํง N-3 ของเบส thymine ต้าแหนํง O2 และต้าแหนํง N-3 ของเบส cytosine และหมูํ
ฟอสเฟตของ DNA backbone (Sega, 1984) 

 
ภาพที่ 6 ต้าแหนํงการเกิด mutagenesis ด๎วยสาร EMS (Klug and Cummings, 1997) 

 
จากข๎อมูลทางด๎านพันธุศาสตร์ที่ศึกษาในจุลินทรีย์ (microorganisms) พบวํา สาร EMS 

สามารถเปลี่ยนล้าดับเบสจาก GC ไปเป็น AT และเปลี่ยน AT ไปเป็น GC ได๎ ในบางกรณีสาร EMS 
สามารถท้าให๎เกิดการเพ่ิม (insertion) หรือลด (deletion) จ้านวนเบสได๎ดีมากกวําการเกิดการลด
ของเบสบางตัวภายในยีน (intragenic deletions) ในสิ่งมีชีวิตที่สูงกวําจุลินทรีย์พบวําสาร EMS 
สามารถที่จะตัดโครโมโซมผํานกระบวนการบางอยํางได๎ แตํยังไมํทราบแนํชัดวําคือกระบวนการใด 
ทฤษฎีโดยทั่วไปอธิบายวําดีเอ็นเอถูกเติมหมูํเอธิลที่ต้าแหนํงของเบสโดยสาร EMS ซึ่งสํวนใหญํจะเป็น
ต้าแหนํง N-7 ของเบส guanine เกิดปฏิกิริยา hydrolysis เพ่ิมขึ้นอยํางช๎า จากเอนไซม์ 
deoxyribose บนโครงสร๎าง DNA backbone เหลือโครงสร๎างของ apurinic หรืออาจเป็น 
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apyrimidinic site ซึ่งเป็นโครงสร๎างที่ไมํเสถียร และท้าให๎เกิดการหลุดออกของสายคูํดีเอ็นเอ (Sega, 
1984) 
4.2 ตัวอยํางการใช๎สาร EMS ในการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในรา  

การใช๎สาร EMS ในการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในราพบได๎อยํางแพรํหลาย เชํน การชักน้า
ให๎รา Metarhizium anisopliae ผลิตกรดออกซาลิก (Leger, Nelson, and Screen, 1999) หรือ 
การชักน้าให๎รา Saccharomyces cerevisiae ไวตํอการตอบสนองตํออุณหภูมิ (Momose and 
Gregory, 1998) การชักน้าให๎รา Volvariella volvacea ที่เจริญได๎ดีที่อุณหภูมิ 30-35°C สามารถ
เจริญได๎ดีที่อุณหภูมิ 16°C (Liu et al., 2011) การชักน้าให๎รา Volvariella volvacea ที่เจริญได๎ดีที่
อุณหภูมิสูง สามารถสร๎าง fruiting body ได๎ที่อุณหภูมิ 10°C (Zhu et al., 2016) การชักน้าให๎ 
Aspergillus oryzae สร๎างสารที่สามารถยับยั้ง Staphylococcus aureus ที่ต๎านทานตํอยา
ปฏิชีวนะ Methicillin ได๎ (Leonard, Brown, and Hayman, 2013) ชักน้าให๎ Aspergillus 
brasiliensis สายพันธุ์กลายมีการผลิตเอนไซม์ xylanase ได๎ในปริมาณที่มากขึ้น (Ho and Ho, 
2015) และชักน้าให๎ Aspergillus oryzae สายพันธุ์กลายมีการผลิตเอนไซม์ amylase ในปริมาณสูง 
(Abdullah et al., 2013) เป็นต๎น 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 

 
การทดลองที่ 1 การแยกราจากแมลง 
1.1 การเก็บตัวอยํางซากเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 

เก็บซากตัวอยํางเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลที่ตาย และพบเส๎นใยราสีขาวปกคลุมอยูํ จากแปลง
ข๎าวของเกษตรกรและศูนย์วิจัยข๎าวในจังหวัดชัยนาท อยํางน๎อยจ้านวน 100 ตัว ใสํลงในหลอด 
ไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ท้าการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว ท้าให๎แมลงแห๎งโดยการใสํลงในจาน
เลี้ยงเชื้อที่มีกระดาษทิชชูนึ่งฆําเชื้อแล๎ว 1 ชั้น ปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อตั้งทิ้งไว๎ประมาณ 1-2 วัน จนกวํา
แมลงจะแห๎ง  
1.2 การแยกราให๎บริสุทธิ์จากซากแมลง 

แยกราจากซากแมลง ดัดแปลงวิธีของ (Goettlel and Inglis, 1997) โดยน้าซากแมลงที่แห๎ง
แล๎วในจานเลี้ยงเชื้อ ฆําเชื้อด๎วย 0.025% โซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ เป็นเวลา 1 นาที และ 70% 
เอทิลแอลกอฮอล์ เป็นเวลา 5 วินาที จากนั้นล๎างด๎วยน้้ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง ซับบนกระดาษ
กรองที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว น้ากระดาษกรองที่ท้าการฆําเชื้อแล๎ว ใสํลงในจานเลี้ยงเชื้อ พรมด๎วยน้้ากลั่นที่ฆํา
เชื้อแล๎วพอหมาด น้าซากแมลงไปวางบนกระดาษกรองที่เตรียมไว๎ ปิดจานเพาะเชื้อและบํมทิ้งไว๎ที่
อุณหภูมิห๎องเป็นระยะเวลา 3-5 วัน หมั่นพรมน้้า หากพบวํากระดาษกรองเริ่มแห๎ง สังเกตลักษณะ
ของเส๎นใยของราที่เกิดขึ้นบนตัวของแมลง ท้าการย๎ายแมลงที่แสดงเส๎นใยของราสีขาว ลงในอาหาร 
Sabouraud dextrose agar ที่ผสม 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรของ dodine (SDA-D50) ที่เตรียมไว๎ 
น้าไปบํมท่ี 25°C สังเกตการเจริญเติบโตของโคโลนีรา ลักษณะเส๎นใย และสปอร์ที่ได๎ทุกวัน หากพบวํา
ราที่ได๎ยังไมํบริสุทธิ์ให๎ท้าการย๎ายโคโลนีของราไปเลี้ยงในอาหาร SDA-D50 บนจานเลี้ยงเชื้อใหมํ
จนกวําจะได๎ราบริสุทธิ์  
 
การทดลองที่ 2 การระบุชนิดของรา 
2.1 ระบุชนิดของราที่แยกได๎ด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

เลี้ยงราบริสุทธิ์ที่แยกได๎จากซากแมลงในขั้นตอนกํอนหน๎าลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato 
dextrose agar (PDA) ที่ 25°C เป็นระยะเวลา 7-14 วัน ศึกษาลักษณะ และสีของโคโลนีราบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นท้าการเขี่ยเส๎นใย และสปอร์ของรามาสํองใต๎กล๎องแบบใช๎แสง วัดขนาดของ
เส๎นใย โครงสร๎างที่สร๎างสปอร์ และสปอร์ ท้าการระบุชนิดของราที่แยกได๎โดยใช๎ identification keys 
ของ Humber (2005: Online) และ Rehner et al. (2011) เนื่องจากไมํประสบความส้าเร็จในการ
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แยก B. bassiana ในการทดลองนี้ (ค้าอธิบายอยูํในผลการทดลอง) จึงขอความอนุเคราะห์  
B. bassiana จากกรมการข๎าว 6 ไอโซเลท และท้าการระบุชนิดของราเพ่ือยืนยันอีกครั้ง 
2.2 ระบุชนิดของราที่แยกได๎ด๎วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล 

ผลจากการระบุชนิดของราที่แยกได๎จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวําเป็น B. bassiana 
จ้านวน 6 ไอโซเลท (ภาคผนวก ข) ท้าการระบุชนิดของ B. bassiana ด๎วยไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับชนิด
ของรา โดยใช๎ B. bassiana ที่ได๎รับความอนุเคราะห์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํง
ประเทศไทย จ้านวน 1 ไอโซเลท จากส้านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงชาติ จ้านวน 1 
ไอโซเลท และจากกรมสํงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ จ้านวน 1 ไอโซเลท เป็นตัว
ควบคุมเชิงบวก และ รา Metarhizium spp. และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
และ X. oryzae pv. oryzicola ได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
เป็นตัวควบคุมเชิงลบ เพ่ือยืนยันวําไพรเมอร์ที่เลือกจ้าเพาะกับ B. bassiana และไมํพบในราชนิดอ่ืน 
หรือในแบคทีเรีย 

น้าราที่ระบุชนิดวําเป็น B. bassiana ด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาเลี้ยงเพ่ือสกัด 
ดีเอ็นเอ โดยดัดแปลงวิธีของ Carneiro et at. (2008) และ Safavi (2010) ด๎วยการเลี้ยงในอาหาร 
Sabouraud Dextrose Agar + Yeast extract (SDAY) เป็นระยะเวลา 14 วัน จากนั้นย๎ายมาเลี้ยง
ในอาหาร Sabouraud Dextrose Broth ผสม Yeast extract (SDBY) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมที่
อุณหภูมิ 27ºC เขยําด๎วยเครื่องเขยําจ้านวน 120 รอบตํอนาที เป็นเวลา 4-7 วัน น้าสารแขวนลอยรา
ที่ได๎มากรองด๎วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 เพ่ือแยกเส๎นใยกับอาหารเลี้ยงเชื้อ น้าเส๎นใยรามา
บดในโกรํงที่ เติมไนโตรเจนเหลว บดให๎ละเอียด จากนั้นย๎ายผงเส๎นใยราที่ได๎ใสํลงในหลอด 
ไมโครเซนทริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมสกัดดีเอ็นเอตํอไป เติมสารละลาย TES ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร 20% cethyl trimethylammonium bromide (CTAB) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ ß-mercaptoethanol ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ใสํผงเส๎นใยรา น้าไปบํมใน water 
bath ที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 
4ºC เป็นเวลา 5 นาที เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 1 เทําของ 
supernatant ปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทําของ supernatant ตกตะกอนดีเอ็นเอด๎วย 
absolute isopropanol ปริมาตร 1 เทําของ supernatant แล๎วล๎างดีเอ็นเอด๎วย 70% (v/v) 
ethanol 2 รอบ ท้าการตากผลึกดีเอ็นเอให๎แห๎ง และละลายผลึกดีเอ็นเอด๎วย TE buffer ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอด๎วย Nanodrop spectrophotometer รุํน ND-1000 
(NanoDrop Technologies, Inc., USA) 
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ระบุลักษณะทางชีววิทยาโมเลกุลด๎วยไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับต้าแหนํงของยีน translation 

elongation factor 1 alpha (EF1-α) ตามวิธีของ (Johny and Kyei-Poku, 2014) ปฏิกิริยาลูกโซํ
พอลิเมอเรสมีปริมาตรทั้งหมดเทํากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด๎วยไพรเมอร์แตํละชนิด (EFFO; 5’-
TCG ACC TCG ACG AGC AAT ACA TAC TG-3’ และ EFRO; 5’-GAT ACG ACG AAA AAA AAT 
TTG CGC AG-3’) 1X PCR Master mix (Promega Corporation, USA) และ 20 นาโนกรัมของ 
ดีเอ็นเอ ปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสจะเริ่มจากการแยกดีเอ็นเอสายคูํออกที่ 94°C เป็นเวลา 3 นาที 
จากนั้นให๎ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอต๎นแบบที่ 94°C เป็นเวลา 30 วินาที 60°C เป็นเวลา 30 วินาที และ 
72°C เป็นเวลา 1 นาที โดยท้าซ้้าทั้ง 3 ขั้นตอนนี้ 35 รอบ และขั้นตอนสุดท๎ายที่ 72°C เป็นเวลา 10 
นาที ผลของปฏิกิริยาจะท้าให๎เห็นภาพด๎วยวิธี อิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) (Gel Doc 2000, 
Bio-Rad, USA) ใน 1.5% วุ๎นอะกาโรส โดยมี low molecular weight เป็นตัวเทียบขนาดของแถบ 
ดีเอ็นเอ ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสถูกน้ามาท้าให๎บริสุทธิ์ และท้าการหาล้าดับ 
นิวคลิโอไทด์โดยบริษัท Bio basic Inc. ประเทศแคนาดา เปรียบเทียบล้าดับของนิวคลิโอไทด์กับ
ฐานข๎อมูลใน NCBI GenBank โดยใช๎โปรแกรม the BLASTn algorithm  
 
การทดลองที่ 3 การทดสอบความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิสูงของ B. bassiana 

วางแผนการทดลองแบบการทดลองที่มีแผนแบบสุํมสมบูรณ์ (Completely Randomized 
Design; CRD) 3 ซ้้า ท้าการเลี้ยงราทั้ง 6 ไอโซเลท (BCNT001-BCNT006) บนอาหาร PDA น้าไปบํม
ที่อุณหภูมิตํางๆ ดังนี้ 31 33 และ 35°C แบํงชุดการทดลองออกเป็น 24 ชุดการทดลอง ดังนี้ 

ชุดการทดลองที่ 1-6 ราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 บํมที่อุณหภูมิ 25°C ตามล้าดับ (ชุด
ควบคุม)  

ชุดการทดลองที่ 7-12 ราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 บํมที่อุณหภูมิ 31°C ตามล้าดับ  
ชุดการทดลองที่ 13-18 ราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 บํมที่อุณหภูมิ 33°C ตามล้าดับ  
ชุดการทดลองที่ 19-24 ราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 บํมที่อุณหภูมิ 35°C ตามล้าดับ  
เปรียบเทียบขนาดของโคโลนีและปริมาณสปอร์ของราแตํละไอโซเลทที่เลี้ยงในอุณหภูมิตําง ๆ 

โดยเก็บข๎อมูลในวันที่ 7 และ 14 หลังจากการบํม (ดัดแปลงจาก Fargues et al., 1997)) โดยวัด
ขนาดโคโลนีของราด๎วยไม๎บรรทัด และนับปริมาณสปอร์จากสารแขวนลอยสปอร์ของราที่เลี้ยงบน
อาหาร PDA ด๎วย hemocytometer เพ่ือคัดเลือกไอโซเลทของราที่สามารถเจริญได๎ดีที่อุณหภูมิสูง 
น้าไปพัฒนาประสิทธิภาพโดยการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสารเคมีในขั้นถัดไป เพ่ือให๎ได๎ 
ไอโซเลทที่สามารถเจริญได๎ดีในอุณหภูมิสูงยิ่งขึ้น 
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การทดลองที่ 4 การทดสอบความสามารถในการก่อโรคในแมลงของรา B. bassiana 
4.1 รา และแมลงที่ใช๎ในการทดลอง 

ราที่ใช๎ในการทดสอบ ได๎แกํ B. bassiana ได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ เป็นจ้านวน 6 ไอโซเลท (BCNT001-BCNT006) และจากกรมสํงเสริมการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เป็นจ้านวน 1 ไอโซเลท (BDOAE001) และเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล ได๎รับ
ความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (ภาคผนวก ข) 
4.2 การทดสอบความสามารถในการกํอโรคในแมลงของรา  

วางแผนการทดลองแบบการทดลองที่มีแผนแบบสุํมบล็อกสมบูรณ์ ( Randomized 
Complete Block Design; RCBD) 3 ซ้้า เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของราที่ความเข๎มข๎น 109 
สปอร์/มิลลิลิตร ตามวิธีของเอกรัฐ ปั่นก้าจร, สมเกียรติ ปั้นแตง และกฤษณา บุญศิริ (2555) ท้าการ
ผสมสปอร์ของราในสารละลาย 0.05% (v/v) Tween 80 ของราทั้ง 6 ไอโซเลท แบํงชุดการทดลอง
ออกเป็น 8 ชุดการทดลอง ดังนี้ 

ชุดการทดลองที ่1 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT001 
ชุดการทดลองที ่2 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT002 
ชุดการทดลองที ่3 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT003 
ชุดการทดลองที ่4 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT004 
ชุดการทดลองที ่5 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT005 
ชุดการทดลองที ่6 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT006 
ชุดการทดลองที่ 7 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BDOAE001  
ชุดการทดลองที่ 8 สารละลาย 0.05% (v/v) Tween 80 (ชุดควบคุม)  
จากนั้นฉีดพํนสารแขวนลอยสปอร์ลงบนเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลระยะตัวอํอน วัย 4-5 จ้านวน 

60 ตัว แล๎วปลํอยแมลงลงไปในกรงที่มีข๎าวพันธุ์ไทซุงเนทีฟ 1 อายุประมาณ 15 วัน (ดัดแปลงจาก Li 
et al. (2014)) เก็บซากแมลงและบันทึกการตายของแมลงทุกวัน เป็นเวลา 14 วัน เพ่ือค้านวณ
ประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงของราแตํละไอโซเลท ด๎วยการหาเปอร์เซ็นต์ตายที่แท๎จริงของแมลง
ด๎วย Schneider-Orelli’s formula (Valk, 2007) 
เปอร์เซ็นต์ตายที่แท๎จริงของแมลงที่พบรา  
= % การตายของแมลงจากชุดทดลองสารแขวนลอยสปอร์รา - % การตายจากชุดควบคุม x 100  
                                    100 - % การตายจากชุดควบคุม 
4.3 ระบุชนิดของราที่แยกได๎จากแมลงหลังการทดสอบความสามารถในการกํอโรคในแมลงของรา 

การระบุชนิดของราที่แยกได๎จากซากแมลงที่ตาย เพ่ือยืนยันวําแมลงที่ตายนั้น ตายเพราะราที่
ฉีดพํนไป เริ่มจากท้าการ re-isolation ราจากซากแมลงที่เก็บ ตามวิธีที่ 1.2 และตรวจสอบราที่กํอ
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โรคจากซากของแมลงจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได๎แกํ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ลักษณะโครงสร๎างที่สร๎างสปอร์ และสปอร์ โดยใช๎ identification keys ของ Humber (2005: 
Online) และ Rehner et al. (2011)  

 
การทดลองที่ 5 การชักน าให้เกิดการก่อการกลายพันธุ์ใน B. bassiana โดยใช้สารเอธิลมีเทน
ซัลโฟเนต (Ethyl methanesulfonate; EMS) (ดัดแปลงวิธีของ Ho and Ho (2015)) 
 เนื่องจากความสามารถในการเจริญเติบโตของราแตํละไอโซเลทที่แยกได๎ (BCNT001-
BCNT006) มีคําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่อุณหภูมิสูงจากผลการทดลองที่ 3 จึงท้าการ
เลือกราที่น้ามาชักน้าให๎กํอการกลายพันธุ์จากผลของประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงได๎ดีที่สุด
จ้านวน 3 ไอโซเลท จากผลการทดลองที่ 4 เนื่องจากวิธีการค้านวณประสิทธิภาพของราในครั้งแรก 
โดยการน้าจ้านวนแมลงที่พบการเจริญของ B. bassiana ในแตํละไอโซเลท หลังจากท้าการ  
re-isolation ตามวิธีที่ 1.2 พบวําราไอโซเลท BCNT001-BCNT003 มีประสิทธิภาพในการควบคุม
แมลงที่สูงสุดเป็น 3 อันดับแรก จึงได๎เลือกราไอโซเลท BCNT001 ถึง BCNT003 มาใช๎ศึกษาใน
ขั้นตอนนี้ 
 ในการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ใน B. bassiana โดย EMS แบํงชุดการทดลองออกเป็น 2 
สํวน โดยสํวนที่ 1 ท้าการหาความเข๎มข๎นของสาร EMS ที่ท้าให๎สปอร์ของ B. bassiana มีอัตราการ
ตายที่มากกวํา 80% เมื่อก้าหนดให๎ระยะเวลาที่ใช๎ในการบํมสปอร์รากับสาร EMS คงที่ ซึ่งเป็นความ
เข๎มข๎นที่สาร EMS กํอให๎เกิดการกลายพันธุ์ใน B. bassiana และสํวนที่ 2 คือการชักน้าให๎เกิดการ
กลายพันธุ์แกํราโดยใช๎ความเข๎มข๎นที่ได๎จากสํวนที่ 1 มาทดสอบ 

5.1 การหาความเข๎มข๎นของสาร EMS ที่เหมาะสมตํอการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์  
น้าราจ้านวน 2 ไอโซเลท คือ BCNT001 และ BCNT002 ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ 

25°C เป็นระยะเวลา 14 วัน จากนั้นเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของราแตํละไอโซเลทที่ความเข๎มข๎น 
106 สปอร์/มิลลิลิตร เติมสารละลายสปอร์ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสํลงในหลอด 
ไมโครเซนทริฟิวจ์ จากนั้นเติมสารละลาย EMS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่มีความเข๎มข๎น 0.3 0.5 
1.0 1.5 และ 2% (v/v) (Zhu et al., 2016) ในสารละลาย sodium phosphate buffer pH 7 ลง
ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ที่บรรจุสารแขวนลอยสปอร์ของรา โดยแบํงชุดการทดลองออกเป็น 12 ชุด
การทดลอง ดังนี้ 

ชุดการทดลองที่ 1-2 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT002 เติม 
sodium phosphate buffer pH 7 ตามล้าดับ (ชุดควบคุม)  

ชุดการทดลองที่ 3-4 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001- BCNT002 เติม 0.3% 
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  
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ชุดการทดลองที่ 5-6 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT002 เติม 0.5%  
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  

ชุดการทดลองที่ 7-8 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT002 เติม 1.0% 
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  

ชุดการทดลองที่ 9-10 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT002 เติม 1.5% 
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  

ชุดการทดลองที่ 11-12 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT002 เติม 
2.0% (v/v) ของ EMS ตามล้าดับ 

น้าหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ทั้งหมดไปบํมที่ 30°C เป็นระยะเวลา 60 นาที จากนั้นน้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 4,500 รอบตํอนาที ที่ 4°C เป็นระยะเวลา 10 นาที เทสารละลายออก ล๎าง pellet ด๎วยน้้า
กลั่นนึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง ท้าการละลาย pellet ด๎วย sodium phosphate buffer pH 7 ปริมาตร 
900 ไมโครลิตร จากนั้นท้า serial dilution ให๎มีความเข๎มข๎นของสปอร์เป็น 1x103 สปอร์/มิลลิลิตร 
น้าสารละลายที่ได๎ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไปเกลี่ยลงบน PDA ท้าทั้งหมด 3 ซ้้า น้าไปบํมที่อุณหภูมิ 
25°C เป็นระยะเวลา 7 วัน นับจ้านวนโคโลนีที่ได๎ในแตํละความเข๎มข๎น เพ่ือเลือกความเข๎มข๎นที่
เหมาะสม 
 5.2 การชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในรา 3 ไอโซเลท (BCNT001-BCNT003) 

โดยเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ 25°C เป็นระยะเวลา 14 วัน จากนั้นเตรียมสาร
แขวนลอยสปอร์ของราแตํละไอโซเลทที่ความเข๎มข๎น 106 สปอร์/มิลลิลิตร เติมสารละลายสปอร์
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสํลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ จากนั้นเติมสารละลาย EMS ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ที่มีความเข๎มข๎น 0.5 และ 1.0% (v/v) (จากผลการทดลองที่ 5.1) ในสารละลาย sodium 
phosphate buffer pH 7 ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ที่บรรจุสารแขวนลอยสปอร์ของรา โดยแบํง
ชุดการทดลองออกเป็น 9 ชุดการทดลอง ดังนี้ 

ชุดการทดลองที่ 1-3 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT003 เติม 
sodium phosphate buffer pH 7 ตามล้าดับ (ชุดควบคุม)  

ชุดการทดลองที่ 4-6 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT003 เติม 0.5% 
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  

ชุดการทดลองที่ 7-9 สารแขวนลอยสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT003 เติม 1.0% 
(v/v) ของ EMS ตามล้าดับ  

น้าหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ทั้งหมดไปบํมที่ 30°C เป็นระยะเวลา 60 นาที จากนั้นน้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 4,500 รอบตํอนาที ที่ 4°C เป็นระยะเวลา 10 นาที เทสารละลายออก ล๎าง pellet ด๎วยน้้า
กลั่นนึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้ง ท้าการละลาย pellet ด๎วย sodium phosphate buffer pH 7 ปริมาตร 
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900 ไมโครลิตร จากนั้นท้า serial dilution ให๎มีความเข๎มข๎นของสปอร์เป็น 1x103 สปอร์/มิลลิลิตร 
น้าสารละลายที่ได๎ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไปเกลี่ยลงบน PDA ท้าทั้งหมด 3 ซ้้า น้าไปบํมที่อุณหภูมิ 
25°C เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นท้าการตัดชิ้นวุ๎นที่มีเส๎นใยราในแตํละโคโลนีด๎วย cock borer 
น้ามาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบํมที่อุณหภูมิ 31 33 และ 35°C เป็นระยะเวลา 7 วัน วัดขนาดของ
โคโลนีราสายพันธุ์กลายเปรียบเทียบกับโคโลนีของราต๎นแบบ เลือกโคโลนีของราสายพันธุ์กลายที่
สามารถเจริญได๎ดีกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิสูง มาตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราในล้าดับถัดไป  
 
การทดลองที่ 6 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ชักน าการก่อการกลายพันธุ์ด้วยสาร EMS 

น้าราสายพันธุ์กลายที่สามารถเจริญได๎ดีกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิสูงมาแยกความเหมือนหรือ
ความแตกตํางของแตํละไอโซเลท จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ด๎วยเทคนิค RAPD (Carneiro et al., 2008) 
ด๎วยไพรเมอร์ 5 ไพรเมอร์ (Bio Basic Canada Inc., Canada) ได๎แกํ OPA02: TGC CGA GCT G 
OPA03: AGT CAG CCA G OPA09: GGG TAA CGC C OPA13: CAG CAC CCA C และ OPZ13: 
GACTAAGCCC โดยท้าการจับคูํไพรเมอร์ดังนี้ OPA02xOPA02 OPA03xOPA03 OPA09xOPA09 
OPA13xOPA13 OPZ13xOPZ13 OPA02xOPA03 OPA02xOPA09 OPA02xOPA13 
OPA02xOPZ13 OPA03xOPA09 OPA03xOPA13 และ OPA03xOPZ13 ปฏิกิริยาลูกโซํ 
พอลิเมอเรส (Carneiro et al., 2008) มีปริมาตรทั้งหมดเทํากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด๎วย 
ไพรเมอร์แตํละชนิด ปริมาตร 0.4 ไมโครโมลาร์ 1X PCR Master mix (Promega Corporation, 
USA) และ 25 นาโนกรัมของดีเอ็นเอ ปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสจะเริ่มจากการแยกดีเอ็นเอสายคูํออก
ที่ 94°C เป็นเวลา 15 วินาที จากนั้นให๎ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอต๎นแบบที่ 94°C เป็นเวลา 15 วินาที 
36°C เป็นเวลา 30 วินาที และ 72°C เป็นเวลา 1 นาที โดยท้าซ้้าทั้ง 3 ขั้นตอนนี้ 40 รอบ และ
ขั้นตอนสุดท๎ายที่ 72°C เป็นเวลา 7 นาที ผลของปฏิกิริยาจะท้าให๎เห็นภาพด๎วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(Electrophoresis) ใน 1.5% วุ๎นอะกาโรส  โดยมี low molecular weight และ 1 kb เป็นตัวเทียบ
ขนาดของแถบดีเอ็นเอ เปรียบเทียบรูปแบบของดีเอ็นเอของราต๎นแบบกับราที่ผํานการชักน้าด๎วยสาร 
EMS  
 
การทดลองที่ 7 การทดสอบคุณสมบัติของ B. bassiana ที่รอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิสูง  
 น้า B. bassiana สายพันธุ์กลายที่ได๎ และราไอโซเลทต๎นแบบ มาศึกษาคุณสมบัติของราเมื่อ
อยูํในภาวะอุณหภูมิสูง จากผลการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS พบวํามีราสายพันธุ์กลาย
เพียง 1 ไอโซเลท มีการเจริญของเส๎นใยที่มากกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิ 33°C ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่สูง
ที่สุดที่ราสามารถเจริญได๎จากการทดลองครั้งนี้ 
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ท้าการเปรียบเทียบขนาดโคโลนีของราสายพันธุ์กลายและราต๎นแบบ โดยการน้าราทั้ง 2  
ไอโซเลท ไปเลี้ยงบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 และ 33°C เป็นเวลา 14 วัน โดยท้าการวัดขนาด
โคโลนี และปริมาณสปอร์ของราในวันที่ 7 และ 14 โดยวัดขนาดโคโลนีของราด๎วยไม๎บรรทัด และนับ
ปริมาณสปอร์จากสารแขวนลอยสปอร์ของราที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ด๎วย hemocytometer จากผล
การทดสอบ พบวําราสายพันธุ์กลายมีอัตราการเจริญที่อุณหภูมิ 33°C คํอนข๎างต่้า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ที่อุณหภูมิ 25°C จึงได๎ปรับวิธีการทดสอบเป็นการทดสอบประสิทธิภาพในการฟ้ืนฟูตนเองของรา
หลังจากอยูํในภาวะอุณหภูมิสูง โดยน้าราสายพันธุ์กลาย และราต๎นแบบมาเลี้ยงบนอาหาร PDA ที่
อุณหภูมิ 33°C เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นย๎ายไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา 14 วัน ท้าการวัด
ขนาดโคโลนี และปริมาณสปอร์ของราในวันที่ 7 และ 14 และวัดเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ของรา
สายพันธุ์กลายเปรียบเทียบกับราต๎นแบบ โดยการน้าราสายพันธุ์กลาย และราต๎นแบบไปเลี้ยงใน
อาหาร Potato dextrose broth (PDB) ที่อุณหภูมิ 33°C โดยหลังจากการบํมเป็นระยะเวลา 5 10 
และ 15 วัน ท้าการนับจ้านวนสปอร์ท่ีงอก จากนั้นย๎ายไปบํมตํอที่อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา 5 วัน 
และท้าการนับจ้านวนสปอร์ท่ีงอกทุกวัน ค้านวณเปอร์เซ็นต์ของสปอร์ที่งอก และวิเคราะห์คําทางสถิติ
โดยใช๎ T-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด๎วยโปรแกรม SPSS Statistics (ver. 17.0, SPSS Inc., 
USA)  
 
การทดลองที่ 8 ทดสอบความสามารถในการควบคุมแมลงของ B. bassiana สายพันธุ์กลายท่ี
คัดเลือกแล้ว 
8.1 รา และแมลงที่ใช๎ในการทดลอง 

B. bassiana สายพันธุ์กลายได๎จากการทดลองครั้งนี้ และราไอโซเลทต๎นแบบ และเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
8.2 การทดสอบความสามารถในการกํอโรคในแมลงของรา  

วางแผนการทดลองแบบการทดลองที่มีแผนแบบสุํมบล็อกสมบูรณ์ ( Randomized 
Complete Block Design; RCBD) 3 ซ้้า เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของราที่ความเข๎มข๎น 108 109 
และ 1010 สปอร์/มิลลิลิตร ตามวิธีของเอกรัฐ ปั่นก้าจร, สมเกียรติ ปั้นแตง และกฤษณา บุญศิริ 
(2555) โดยท้าการผสมสปอร์ของราในสารละลาย 0.05% (v/v) Tween 80 โดยก้าหนดให๎ 
BCNT002WT แทนไอโซเลทต๎นแบบ และ BCNT002MT แทนไอโซเลทสายพันธุ์กลาย แบํงชุดการ
ทดลองออกเป็น 7 ชุดการทดลอง ดังนี้ 

ชุดการทดลองที ่1-3 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT002WT ความเข๎มข๎น 108 109 
และ 1010 สปอร์/มิลลิลิตร ตามล้าดับ  
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ชุดการทดลองที่ 4-6 สารแขวนลอยสปอร์ของไอโซเลท BCNT002MT ความเข๎มข๎น 108 109 
และ 1010 สปอร์/มิลลิลิตร ตามล้าดับ  

ชุดการทดลองที่ 7 สารละลาย 0.05% (v/v) Tween 80 (ชุดควบคุม)  
จากนั้นฉีดพํนลงบนเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลระยะตัวอํอน วัย 4-5 จ้านวน 60 ตัว แล๎วปลํอย

แมลงลงไปในกรงที่มีข๎าวพันธุ์ไทซุงเนทีฟ 1 อายุประมาณ 15 วัน (ดัดแปลงจาก Li et al. (2014)) 
เก็บซากแมลงและบันทึกการตายของแมลงทุกวัน เป็นเวลา 14 วัน เพ่ือค้านวณประสิทธิภาพในการ
ควบคุมแมลงของราแตํละไอโซเลท ด๎วยการหาเปอร์เซ็นต์ตายที่แท๎จริงของแมลงด๎วย Schneider-
Orelli’s formula (Valk, 2007) ดังที่แสดงไว๎ในข๎อ 4.2 
8.3 ระบุชนิดของราที่แยกได๎ด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ท้าตามวิธีในข๎อ 2.1  
8.4 ค้านวณคําความเข๎มข๎นของสปอร์ราที่ท้าให๎ เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลตายร๎อยละ 50 (Lethal 
concentration to 50% mortality: LC50) และเวลาที่ท้าให๎เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลตายร๎อยละ 50 
(Lethal time to 50% mortality: LT50) 

ค้านวณหาคําความเข๎มข๎นของสปอร์ราที่ท้าให๎แมลงศัตรูข๎าวตายร๎อยละ 50 (Lethal 
concentration to 50% mortality: LC50) และเวลาที่ท้าให๎แมลงศัตรูข๎าวส้าคัญตายร๎อยละ 50 
(Lethal time to 50% mortality: LT50) ของราสายพันธุ์กลายด๎วย probit analysis ด๎วย
โปรแกรม SPSS Statistics (ver. 17.0, SPSS Inc., USA) (Throne et al., 1995; Akmal et al., 
2013)  
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1. การแยกราจากแมลง และการระบุชนิดของรา 

เก็บแมลงที่มีเส๎นใยสีขาวของราปกคลุมจากแปลงนาในพ้ืนที่ของจังหวัดชัยนาท น้ามาแยกรา 
พบเส๎นใยสีขาวขึ้นปกคลุมตัวแมลงหลังจากบํมประมาณ 3-5 วัน หลังจากบํมไปประมาณ 5-7 วัน 
ลักษณะโคโลนีเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมเขียวหรือสีเขียว เมื่อท้า slide culture เพ่ือศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของราที่แยกได๎ พบวําราที่แยกได๎ทั้งหมดเป็น Metarhizium spp. มีลักษณะบน
อาหาร SDA ผสม Dodine และลักษณะสปอร์ ดังภาพที่ 7 ซึ่งเป็นราที่กํอโรคในแมลงเชํนกัน แตํไมํ
พบ B. bassiana จึงได๎ขอความอนุเคราะห์ B. bassiana ที่แยกได๎จากแปลงนาในพ้ืนที่ของจังหวัด
ชัยนาท จากกรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์จ้านวน 6 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท BCNT001 
BCNT002 BCNT003 BCNT004 BCNT005 และ BCNT006 (ภาคผนวก ข) ซึ่งมีลักษณะที่เจริญบน
แมลงดังภาพท่ี 8 และลักษณะเส๎นใยดังภาพที่ 9 
 

    
ภาพที่ 7 ตัวอยํางราที่แยกได๎จากแมลงในแปลงนาในพ้ืนที่ของจังหวัดชัยนาท  

ก. โคโลนีราบนอาหาร SDA ผสม Dodine 50 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร 
ข. โครงสร๎างสปอร์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง 
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ภาพที่ 8 ลักษณะของเส๎นใย B. bassiana ที่เจริญปกคลุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล:  

 ก. ภายใตก๎ล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง ข. ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 

     
ภาพที่ 9 ลักษณะของเส๎นใยและสปอร์ (โคนิเดีย) ของ B. bassiana ภายใตก๎ล๎องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอน: ก. ก้าลังขยาย 200 เทํา ข. ก้าลังขยาย 2,300 เทํา 
 

ระบุชนิดของ B. bassiana ที่ได๎รับจากกรมการข๎าวโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบวําราทั้ง 6 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนีสีขาวถึงครีมบนอาหาร PDA (ภาพที่ 10) สปอร์มีลักษณะ
คล๎ายผงแป้งสีขาว เมื่อท้า slide culture แล๎วน้าไปสํองใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พบเส๎นใยใสไมํมีสี มีผนัง
กั้น ลักษณะก๎านชูโคนิเดียมีลักษณะซิกแซก ซึ่งเป็นลักษณะเดํนของราในสกุล Beauveria โคนิเดียมี
ขนาดอยูํในชํวง 1.5-3.5 ไมโครเมตร ระบุวําเป็น B. bassiana (ภาพที่ 11-12) 
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ภาพที่ 10 ลักษณะโคโลนีของ B. bassiana ไอโซเลทตํางๆ บน PDA เมื่อเวลา 7 วัน  
   ก. ไอโซเลท BCNT001 ข. ไอโซเลท BCNT002 ค. ไอโซเลท BCNT003 
   ง. ไอโซเลท BCNT004 จ. ไอโซเลท BCNT005 ฉ. ไอโซเลท BCNT006 
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ภาพที่ 11ก.-ข. ก๎านชูโคนิเดีย และโคนิเดีย ของ B. bassiana เมื่อสํองด๎วยกล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน (Rehner et al., 2011) 

 
ภาพที่ 12 ลักษณะเส๎นใย ก๎านชูโคนิเดีย และโคนิเดียของรา 

   ก. ไอโซเลท BCNT001 ข. ไอโซเลท BCNT002 ค. ไอโซเลท BCNT003 
   ง. ไอโซเลท BCNT004 จ. ไอโซเลท BCNT005 ฉ. ไอโซเลท BCNT006 
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เมื่อท้าการระบุชนิดของราด๎วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล จากผลของปฏิกิริยาลูกโซํ 
พอลิเมอเรสด๎วยคูํไพรเมอร์ EFFO และ EFRO พบแถบดีเอ็นเอจ้าเพาะตํอ B. bassiana ขนาด 307 
bp (Johny and Kyei-Poku, 2014) ปรากฏขึ้นในทุกไอโซเลทของ B. bassiana ที่น้ามาศึกษาใน
ครั้งนี้ โดยที่ไมํพบแถบของดีเอ็นเอขนาดดังกลําวปรากฏขึ้นในไอโซเลทของ Metarhizium spp. และ
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae (ภาพที่ 13) จากผลการเปรียบเทียบล้าดับของนิวคลิโอไทด์กับ
ฐานข๎อมูลใน NCBI GenBank พบวํา ราทั้ง 6 ไอโซเลท ระบุชนิดเป็น B. bassiana โดยมีเปอร์เซ็นต์
เอกลักษณ์ (% identity) เทํากับ 100% ซ่ึงตรงกับผลจากการระบุด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

 

 
ภาพที่ 13 การระบุชนิดของ B. bassiana ด๎วยไพรเมอร์จ้าเพาะ EFFO และ EFRO ซึ่งแสดงแถบ 

ดีเอ็นเอขนาด 307 bp ของ B. bassiana; เลน LM Low molecular weight DNA 
ladder, เลน B1-B9 B. bassiana: B1 BCNT001, B2 BCNT002, B3 BCNT003, B4 
BCNT004, B5 BCNT005, B6 BCNT006, B7 TISTR3617, B8 BCC22355, และ B9 
BDOAE001, เลน M1-M3 Metarhizium spp.: M1 MNBKK039, M2 MNBKK040, และ 
M3 MNBKK037, เลน X1-X2 Xanthomonas oryzae pv. oryzae: X1 BB2014-288 
และ X2 BB2014-292, เลน X3 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola: BLS2014-5 
และ H2O 
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2. การทดสอบความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิสูงของ B. bassiana 
 การทดสอบการเจริญของราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการ
เจริญเติบโตของรา เปรียบเทียบกับอุณหภูมิสูงที่ 31 33 และ 35°C ณ วันที่ 7 และ 14 ของการเลี้ยง
รา พบวําขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางโคโลนีของราทั้ง 6 ไอโซเลท มีคําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทาง
สถิติในแตํละอุณหภูมิและทุกระยะเวลา (ภาพที่ 15 และภาคผนวก ก) แตํขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง
โคโลนีมีขนาดลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้น (ภาพที่ 14-15) โดยขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางที่ 25°C มี
คําประมาณ 3 และ 4 เซนติเมตร ในวันที่ 7 และ 14 ตามล้าดับ ที่ 31°C มีคําประมาณ 2 และ 3 
เซนติเมตร ในวันที่ 7 และ 14 ตามล้าดับ ที่อุณหภูมิ 33 และ 35 °C ราทั้ง 6 ไอโซเลทไมํมีการเจริญ
ของเส๎นใย สังเกตจากขนาดโคโลนีที่ไมํเพ่ิมขึ้นจากขนาดวุ๎นเดิมที่วางลงไปบนอาหารเลี้ยงราทั้ง 2 
ชํวงเวลาที่ท้าการศึกษา (ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางชิ้นวุ๎นเทํากับ 0.8 เซนติเมตร) 
 

    
ภาพที่ 14ก.-ง. โคโลนีราที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 31 33 และ 35°C ตามล้าดับ 
 

 
ภาพที่ 15 เส๎นผํานศูนย์กลางของโคโลนีเฉลี่ยของราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 หลังจากบํมที่ 

25 31 33 และ 35°C เป็นเวลา 14 วัน ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า  
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เมื่อวัดปริมาณสปอร์ของราพบวํามีคําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติในทุกอุณหภูมิ
และทุกชํวงเวลา (ภาพที่ 16 และภาคผนวก ก) และปริมาณสปอร์ของราลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้น 
โดยปริมาณสปอร์ที่ 25°C มีคําประมาณ 6x106 และ 1x107 สปอร์/มิลลิลิตร ในวันที่ 7 และ 14 
ตามล้าดับ ที่ 31°C มีคําประมาณ 3x106 และ 4x106 สปอร์/มิลลิลิตร ในวันที่ 7 และ 14 ตามล้าดับ 
ที่อุณหภูมิ 33 และ 35°C ราทั้ง 6 ไอโซเลทมีคําประมาณ 1x105 สปอร์/มิลลิลิตร ราทั้ง 6 ไอโซเลท มี
การสร๎างสปอร์ท่ีลดลง ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของโคโลนี 
 

 
ภาพที่ 16 จ้านวนสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 หลังจากบํมที่ 25 31 33 และ 35°C 

เป็นเวลา 14 วัน ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า  
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3. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคในแมลงของ B. bassiana 
การทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของ B. bassiana ท้าการ

ทดสอบในชํวงวันที่ 17-31 สิงหาคม 2559 (อุณหภูมิเฉลี่ย 31.5±1.2°C, ความชื้นสัมพัทธ์ในทรงพํุม 
76.8%) เนื่องจากวิธีการค้านวณประสิทธิภาพของราในครั้งแรก (ภาพที่ 17) โดยการน้าจ้านวนแมลง
ที่พบการเจริญของ B. bassiana ในแตํละไอโซเลท หลังจากท้าการ re-isolation พบวําราไอโซเลท 
BCNT001 BCNT002 และ BCNT003 มีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงที่สูงสุดเป็น 3 อันดับแรก 
จึงได๎เลือกราไอโซเลท BCNT001-BCNT003 ไปชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS โดย 
ไอโซเลท BCNT001 และ BCNT003 มีประสิทธิภาพในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลได๎ดีกวําชุด
ควบคุม (Tween 80) และไอโซเลทที่กรมสํงเสริมการเกษตรแนะน้าให๎เกษตรกรใช๎ (BDOAE001) 
 

 
ภาพที่ 17 เปอร์เซ็นต์การตายของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลจากการเข๎าท้าลายของรา B. bassiana แตํ

ละไอโซเลท ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า คําเฉลี่ยที่มีตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตํางกัน แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 
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แตํประสิทธิภาพของราที่ค้านวณจากจ้านวนแมลงที่พบการเจริญของ B. bassiana ในแตํละ
ไอโซเลท หลังจากท้าการ re-isolation มีคําที่ต่้า จึงได๎เปลี่ยนคําที่ใช๎ในการค้านวณ โดยใช๎จ้านวน
แมลงที่ตายตั้งแตํวันที่ 4-14 วัน ซึ่งเป็นชํวงเวลาที่พบวํารามีการกํอโรคในแมลงและท้าให๎แมลงตายมา
ค้านวณแทน ด๎วย Schneider-Orelli’s formula เป็นการน้าจ้านวนแมลงที่ตายจากชุดทดลองสาร
แขวนลอยสปอร์รา ลบด๎วยจ้านวนแมลงที่ตายจากชุดควบคุมเพ่ือหาจ้านวนของแมลงตายที่เกิดจากรา
อยํางแท๎จริงโดยไมํได๎ตายเพราะอุณหภูมิในกรงเลี้ยงที่สูงเกินไป หรือปัจจัยอ่ืนๆ คําที่ค้านวณใหมํ
แสดงไอโซเลทของ B. bassiana ที่ได๎รับมาจากกรมการข๎าว จ้านวน 5 ไอโซเลท (BCNT002-
BCNT006) มีความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลมากกวําราที่ได๎รับความอนุเคราะห์
มาจากกรมสํงเสริมการเกษตร (BDOAE001) ซึ่งไอโซเลท BDOAE001 เป็นไอโซเลทที่ทางกรม
สํงเสริมการเกษตรแนะน้าให๎เกษตรกรใช๎ในการควบคุมแมลงศัตรูข๎าวในประเทศไทย (ภาพที่ 18) 

 

 
ภาพที่ 18 เปอร์เซ็นต์การตายของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลจากการเข๎าท้าลายของรา B. bassiana  

แตํละไอโซเลท ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า คําเฉลี่ยที่มีตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตํางกัน แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95%  
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4. การชักน าให้เกิดการก่อการกลายพันธุ์ใน B. bassiana โดยใช้สารเอธิลมีเทนซัลโฟเนต 
(Ethyl methanesulfonate; EMS)  
 ผลการหาความเข๎มข๎นของสาร EMS ที่เหมาะสมตํอการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ พบวํารา
ทั้ง 2 ไอโซเลท มีสปอร์ที่รอดชีวิตใกล๎เคียงกันในแตํละความเข๎มข๎นของสาร EMS ดังแสดงในภาพที่ 
19-20 โดยไอโซเลท BCNT001 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเทํากับ 100.0 37.0 2.3 1.3 0.7 และ 1.0 
ที่ความเข๎มข๎นสาร EMS 0.0 0.3 0.5 1.0 1.5 และ 2.0% ตามล้าดับ ในขณะที่ไอโซเลท BCNT002 มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเทํากับ 100.0 33.3 4.3 2.3 1.3 และ 0.7 ที่ความเข๎มข๎นสาร EMS เทํากับ 
0.0 0.3 0.5 1.0 1.5 และ 2.0% ตามล้าดับ โดยคําความเข๎มข๎นของสาร EMS ที่ท้าให๎สปอร์ของ  
B. bassiana ที่บํมที่ 30°C นาน 60 นาที ตายมากกวํา 80% อยูํที่ความเข๎มข๎นตั้งแตํ 0.5% ขึ้นไป 
จากข๎อมูลที่ได๎ดังกลําวจึงท้าการเลือกความเข๎มข๎นที่ 0.5 และ 1.0% (v/v) EMS ส้าหรับการศึกษาใน
ล้าดับถัดไป 
 

      
 

            
 

 

ภาพที่ 19 โคโลนีราหลังท้าการเกลี่ยสารแขวนลอยสปอร์ลงบนอาหาร PDA และบํมที่อุณหภูมิ 25°C 
   ก. ชุดควบคุมหลังบํม 3 วัน  ข. ชุดที่ทดสอบด๎วย 1.0% (v/v) EMS หลังบํม 3 วัน 
   ค. ชุดควบคุมหลังบํม 7 วัน  ง. ชุดที่ทดสอบด๎วย 1.0% (v/v) EMS หลังบํม 7 วัน 
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ภาพที่ 20 ผลของสาร EMS ที่ความเข๎มข๎นตํางๆ ตํอการรอดชีวิตของสปอร์ของ B. bassiana 
 
 ผลการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS (ตารางท่ี 1) พบวําสปอร์ราที่ได๎รับสาร EMS 
ที่ความเข๎มข๎น 0.5% และ 1% มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของสปอร์อยูํในชํวง 7-9% เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมที่ไมํได๎รับสาร EMS ที่อุณหภูมิ 25°C และเมื่อบํมที่อุณหภูมิสูง พบเพียง 1 โคโลนี จาก 
B. bassiana ทั้งหมดท่ีน้ามาทดสอบสาร EMS สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตได๎ดีกวําราต๎นแบบที่
อุณหภูมิ 33°C (ภาพที่ 21) ซึ่งมาจากราไอโซเลท BCNT002 ที่ผํานการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์
ด๎วยสาร EMS ความเข๎มข๎น 0.5% ถึงแม๎วําที่อุณหภูมิ 31°C พบราที่น้ามาทดสอบด๎วยสาร EMS 
สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตได๎ แตํราต๎นแบบสามารถเจริญได๎ที่อุณหภูมิดังกลําวเชํนกัน และไมํ
พบโคโลนีของราทีส่ามารถเจริญได๎ที่อุณหภูมิ 35°C 
 

ตารางท่ี 1 จ้านวนโคโลนีของ B. bassiana ที่เจริญได๎ท่ีอุณหภูมิ 25 31 33 และ 35°C เป็น
ระยะเวลา 7 วัน หลังจากได๎รับสาร EMS  

ไอโซเลท 
ชุดควบคุม 0.5% EMS 1.0% EMS 

25°C 31°C 33°C 35°C 25°C 31°C 33°C 35°C 25°C 31°C 33°C 35°C 

BCNT001 300 300 0 0 29 23 0 0 27 17 0 0 

BCNT002 300 300 0 0 31 22 1 0 22 13 0 0 

BCNT003 300 250 0 0 24 12 0 0 22 14 0 0 

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

0 0.3 0.5 1.0 1.5 2.0 

สป
อร

์ที่ร
อด

ชีว
ิต 

(%
) 

ความเข้มข้นของสาร EMS (v/v) 

BCNT001

BCNT002



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

36 

 
ภาพที่ 21 ลักษณะโคโลนีที่เจริญที่อุณหภูมิ 33°C บนอาหาร PDA เป็นระยะเวลา 7 วัน 

   โดยที่ WT = ราต๎นแบบ (BCNT002WT) และ MT = ราสายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) 
 
5. การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ชักน าการก่อการกลายพันธุ์ด้วยสาร EMS 

ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์โดยใช๎เทคนิค RAPD ด๎วย
ไพรเมอร์จ้านวน 5 ไพรเมอร์ โดยจับคูํทั้งหมด 12 รูปแบบ (แสดงในวิธีการศึกษา) พบวํารูปแบบของ
แถบดีเอ็นเอของราสายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) แตกตํางกับราต๎นแบบ (BCNT002WT) เมื่อ
ตรวจสอบความแตกตํางของสารพันธุกรรมด๎วยคูํ ไพร เมอร์ 11 คูํ  ดังนี้  OPA02xOPA02 
OPA03xOPA03 OPA13xOPA13 OPZ13xOPZ13 OPA02xOPA03 OPA02xOPA09 
OPA02xOPA13 OPA02xOPZ13 OPA03xOPA09 OPA03xOPA13 และ OPA03xOPZ13 และไมํ
แตกตํางเมื่อทดสอบด๎วยคูํไพรเมอร์ OPA09xOPA09 และ OPA13xOPA13 ดังแสดงในภาพที่ 22-24 

โดยคูํไพรเมอร์ OPA02xOPA02 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทต๎นแบบแตํไมํพบ
ในไอโซเลทสายพันธุ์กลาย คือแถบดีเอ็นเอขนาด 1,000 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA13xOPA13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทต๎นแบบแตํไมํพบในไอ
โซเลทสายพันธุ์กลาย คือแถบดีเอ็นเอขนาด 1,500 bp  

คูํไพรเมอร์ OPZ13xOPZ13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทต๎นแบบแตํไมํพบใน 
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย คือแถบดีเอ็นเอขนาด 600 และ 1,800 bp และแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏใน
ไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํพบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 700 และ 800 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA02xOPA03 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 500 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA02xOPA09 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 250 และ 700 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA02xOPA13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 400 bp 

WT 
MT 
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คูํไพรเมอร์ OPA02xOPZ13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทต๎นแบบแตํไมํพบใน 
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย คือแถบดีเอ็นเอขนาด 450 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA03xOPA03 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 370 และ 1,000 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA03xOPA09 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 600 และ 1,000 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA02xOPA13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทต๎นแบบแตํไมํพบใน 
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย คือแถบดีเอ็นเอขนาด 250 bp 

คูํไพรเมอร์ OPA03xOPZ13 พบแถบของดีเอ็นเอที่ปรากฏในไอโซเลทสายพันธุ์กลายแตํไมํ
พบในไอโซเลทต๎นแบบ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 600 และ 1,000 bp 

ซึ่งการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสของ B. bassiana สายพันธุ์กลายเกิดจากการชักน้าด๎วยสาร 
EMS 

 

 
ภาพที่ 22 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ผํานการชักน้าด๎วยสาร EMS ด๎วยวิธี RAPD โดยที ่

BCNT002WT (WT), BCNT002MT (MT) และ H2O; เลน 1 Low molecular weight 
DNA ladder (LM), เลน 2-4 OPA02xOPA02 เลน 5-7 OPA09xOPA09, เลน 8-10 
OPA13xOPA13, เลน 11-13 OPZ13xOPZ13 และเลน 14 1 Kb ladder, โดยที่แถบ 
ดีเอ็นเอที่มีเครื่องหมาย * แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกันของราสายพันธุ์กลายและรา
ต๎นแบบ 
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ภาพที่ 23 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ผํานการชักน้าด๎วยสาร EMS ด๎วยวิธี RAPD โดยที ่
BCNT002WT (WT), BCNT002MT (MT) และ H2O; เลน 1 Low molecular weight 
DNA ladder (LM), เลน 2-4 OPA02xOPA03 เลน 5-7 OPA02xOPA09, เลน 8-10 
OPA02xOPA13, เลน 11-13 OPA02xOPZ13 และเลน 14 1 Kb ladder, โดยที่แถบ 
ดีเอ็นเอที่มีเครื่องหมาย * แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกันของราสายพันธุ์กลายและรา
ต๎นแบบ 

 
ภาพที่ 24 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของราที่ผํานการชักน้าด๎วยสาร EMS ด๎วยวิธี RAPD โดยที ่

BCNT002WT (WT), BCNT002MT (MT) และ H2O; เลน 1 Low molecular weight 
DNA ladder (LM), เลน 2-4 OPA03xOPA03 เลน 5-7 OPA03xOPA09, เลน 8-10 
OPA03xOPA13, เลน 11-13 OPA03xOPZ13 และเลน 14 1 Kb ladder, โดยที่แถบ 
ดีเอ็นเอที่มีเครื่องหมาย * แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกันของราสายพันธุ์กลายและรา
ต๎นแบบ 
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6. การทดสอบคุณสมบัติของ B. bassiana ที่รอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิสูง  
ราสายพันธุ์กลาย BCNT002MT มีการเจริญเติบโตที่มากกวําราต๎นแบบอยํางมีนัยส้าคัญทาง

สถิติที่อุณหภูมิ 33°C (ภาพที่ 25 และ 28) แตํอยํางไรก็ตามที่ 33°C อัตราการเจริญของรา 
BCNT002MT มีคําคํอนข๎างต่้าเม่ือเปรียบเทียบกับท่ีอุณหภูมิ 25°C (ภาพที่ 25-28) ดังนั้นการทดสอบ
ความสามารถในการฟื้นฟูของราสายพันธุ์กลาย โดยการเลี้ยงราที่อุณหภูมิสูง (33°C) เป็นระยะเวลา 7 
วัน จากนั้นท้าการย๎ายกลับมาเลี้ยงที่อุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของรา (25°C) (ภาพที่ 27 
และ 28) จากผลที่ได๎พบวําในวันที่ 7  ขนาดโคโลนีของราทั้งสองไอโซเลทมีการเจริญเติบโตที่ใกล๎เคียง
กัน (ไอโซเลทต๎นแบบ และไอโซเลทสายพันธุ์กลายมีคําเทํากับ 3.3 และ 3.4 เซนติเมตร ตามล้าดับ) 
ซึ่งมากกวําที่อุณหภูมิ 25°C (ไอโซเลทต๎นแบบ และไอโซเลทสายพันธุ์กลายมีคําเทํากับ 2.3 และ 2.4 
เซนติเมตร ตามล้าดับ) และ 33°C (ไอโซเลทต๎นแบบ และไอโซเลทสายพันธุ์กลายมีคําเทํากับ 0.8 
และ 1.1 เซนติเมตร ตามล้าดับ) ในขณะที่วันที่ 14 (ภาพที่ 27 และ 28) ราสายพันธุ์กลาย 
BCNT002MT มีความสามารถในการฟ้ืนฟูตนเองที่ดีกวําราต๎นแบบ BCNT002WT โดยขนาดเฉลี่ย
ของโคโลนีของราหลังจากการทดสอบความสามารถในการฟ้ืนฟูของราสายพันธุ์กลายมีคําเทํากับ 4.9 
เซนติเมตร ซึ่งมีคําใกล๎เคียงกับอุณหภูมิ 25°C ที่มีคําเป็น 4.6 เซนติเมตร ในขณะที่สายพันธุ์ต๎นแบบ 
เมื่อทดสอบความสามารถในการฟ้ืนฟูมีคําเทํากับ 3.9 เซนติเมตร ซึ่งน๎อยกวําที่อุณหภูมิ 25°C มีคํา
เทํากับ 4.5 เซนติเมตร สํวนปริมาณสปอร์ของรา เลี้ยงที่ 25°C ไมํพบความแตกตํางของจ้านวนสปอร์
ของทั้งสองไอโซเลท แตํที่ 33°C ไอโซเลทสายพันธุ์กลายสร๎างสปอร์ได๎มากกวําไอโซเลทต๎นแบบอยําง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ (วันที่ 14: 4.4x106 สปอร์/มิลลิลิตร และ 5.4x105 สปอร์/มิลลิลิตร ตามล้าดับ) 
หลังการทดสอบความสามารถในการฟ้ืนฟู พบวํา ในวันที่ 7 (ภาพที่ 29) ราทั้งสองไอโซเลทมีปริมาณ
สปอร์ที่ใกล๎เคียงกับที่อุณหภูมิ 25 °C (ประมาณ 5.2-6.1x106) สํวนในวันที่ 14 ราทั้งสองไอโซเลทมี
ปริมาณสปอร์ที่วัดได๎เพ่ิมข้ึน โดยที่ราสายพันธุ์กลาย (3.2x107 สปอร์/มิลลิลิตร) มีปริมาณของสปอร์ที่
มากกวําราไอโซเลทต๎นแบบ (1.5x107 สปอร์/มิลลิลิตร) อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
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ภาพที่ 25 ลักษณะโคโลนีราบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 33°C 

   ก. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 7 วัน     ข. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 7 วัน 
   ค. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 14 วัน   ง. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 14 วัน 
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ภาพที่ 26 ลักษณะโคโลนีราบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25°C 

   ก. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 7 วัน    ข. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 7 วัน 
   ค. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 14 วัน  ง. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 14 วัน 
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ภาพที่ 27 ลักษณะโคโลนีราบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25°C (หลังจากบํมที่ 33°C เป็นเวลา 7 วัน) 

   ก. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 7 วัน     ข. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 7 วัน 
   ค. ไอโซเลท BCNT002WT หลังบํม 14 วัน   ง. ไอโซเลท BCNT002MT หลังบํม 14 วัน 
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ภาพที่ 28 เส๎นผํานศูนย์กลางของโคโลนีเฉลี่ยในวันที่ 7 และ 14 ของราสายพันธุ์ต๎นแบบ 
(BCNT002WT) และราสายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) หลังจากบํมที่ 25 33 และ 25°C 
(หลังจากบํมที่ 33°C) ตามล้าดับ ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า คําเฉลี่ย
ที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษตํางกัน แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95%  

 
ภาพที่ 29 จ้านวนสปอร์เฉลี่ย ในวันที่ 7 และ 14 ของราสายพันธุ์ต๎นแบบ (BCNT002WT) และรา

สายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) หลังจากบํมที่ 25 33 และ 25°C (หลังจากบํมที่ 33°C) 
ตามล้าดับ ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า คําเฉลี่ยที่มีตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตํางกัน แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95%  
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เมื่อเลี้ยงสปอร์ที่อุณหภูมิ 33°C เพ่ือดูประสิทธิภาพในการงอกของสปอร์ โดยค้านวณคําจาก
จ้านวนสปอร์ท่ีงอก (ภาพที่ 30) และสปอร์ทั้งหมดที่นับ ผลปรากฏวําไมํพบการงอกของสปอร์ทั้งในรา
ไอโซเลทสายพันธุ์กลายและสายพันธุ์ต๎นแบบที่บํมไว๎ เป็นระยะเวลา 5 10 และ 15 วัน การทดสอบ
ความสามารถในการฟ้ืนฟูการงอกของสปอร์ของรา พบวําหลังจากย๎ายสปอร์จากอุณหภูมิ 33°C มา
เลี้ยงที่ 25°C สปอร์ในทุกชุดการทดลองมีการงอกภายใน 24 ชั่วโมง และประสิทธิภาพในการงอกของ
สปอร์ของราทั้งสายพันธุ์กลายและต๎นแบบ หลังจากบํมไว๎ที่อุณหภูมิสูงมีคําลดลงเมื่อระยะเวลาที่ใช๎
บํมเพ่ิมมากขึ้น โดยสปอร์ของราที่เลี้ยงไว๎ที่ 33°C เป็นระยะเวลา 5 วัน จากนั้นย๎ายไปบํมที่ 25°C มี
เปอร์เซ็นต์การงอกท่ีเพ่ิมข้ึนมากกวําที่บํมไว๎ที่ 33°C เป็นระยะเวลา 10 และ15 วัน ตามล้าดับ (ภาพที่ 
31) อยํางไรก็ตามเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์มีคํามากกวําราต๎นแบบอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติในทุก
ระยะที่ท้าการศึกษา ยกเว๎นสปอร์ที่บํมที่ 33°C เป็นระยะเวลา 5 วัน จากนั้นย๎ายไปบํมที่ 25°C เป็น
ระยะเวลา 5 วัน พบวํามีคําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ (งอกได๎ 100% ทั้ง 2 ไอโซเลท) 
ดังนี้ 

สปอร์ที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 33°C เป็นระยะเวลา 5 วัน ไมํพบการงอกของสปอร์ทั้งไอโซเลท
ต๎นแบบและไอโซเลทสายพันธุ์กลาย เมื่อย๎ายมาบํมที่อุณหภูมิ 25°C พบไอโซเลทต๎นแบบมีเปอร์เซ็นต์
การงอกเทํากับ 21.2 53.7 67.9 92.7 และ 100 เมื่อระยะเวลาผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ ในขณะที่
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย มีเปอร์เซ็นต์การงอกเทํากับ 27.7 62.8 84.0 99.3 และ 100 เมื่อระยะเวลา
ผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ 

สปอร์ที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 33°C เป็นระยะเวลา 10 วัน ไมํพบการงอกของสปอร์ทั้งไอโซเลท
ต๎นแบบและไอโซเลทสายพันธุ์กลาย เมื่อย๎ายมาบํมที่อุณหภูมิ 25°C พบไอโซเลทต๎นแบบมีเปอร์เซ็นต์
การงอกเทํากับ 20.4 43.2 54.0 76.2 และ 84.8 เมื่อระยะเวลาผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ ในขณะที่
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย มีเปอร์เซ็นต์การงอกเทํากับ 29.8 60.3 75.3 91.6 และ 95.4 เมื่อระยะเวลา
ผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ 

และสปอร์ที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 33°C เป็นระยะเวลา 15 วัน ไมํพบการงอกของสปอร์ทั้งไอโซเลท
ต๎นแบบและไอโซเลทสายพันธุ์กลาย เมื่อย๎ายมาบํมที่อุณหภูมิ 25°C พบไอโซเลทต๎นแบบมีเปอร์เซ็นต์
การงอกเทํากับ 10.1 16.7 42.1 53.8 และ 73.2 เมื่อระยะเวลาผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ ในขณะที่
ไอโซเลทสายพันธุ์กลาย มีเปอร์เซ็นต์การงอกเทํากับ 13.7 25.4 53.8 70.4 และ 88.1 เมื่อระยะเวลา
ผํานไป 1-5 วัน ตามล้าดับ 
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ภาพที่ 30 B. bassiana แสดงการงอก และไมํงอกของสปอร์ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง 
 

 
ภาพที่ 31 เปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์เมื่อบํมที่ 25°C เป็นเวลา 5 วัน (หลังจากบํมที่ 33°C เป็น

ระยะเวลา 5 10 และ 15 วัน) ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า คําเฉลี่ยที่มี
เครื่องหมาย * แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% เปรียบเทียบระหวํางคูํของราที่บํมในระยะเวลาเดียวกัน 
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7. ทดสอบความสามารถในการควบคุมแมลงของ B. bassiana สายพันธุ์กลายที่คัดเลือกแล้ว 
การทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของ B. bassiana ท้าการ

ทดสอบในชํวงวันที่ 13–27 มีนาคม 2560 (อุณหภูมิเฉลี่ย 35.0±2.5°C, ความชื้นสัมพัทธ์ในทรงพํุม 
63.8%) จากผลการทดลองพบวํา ราไอโซเลทสายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมแมลงที่ดีกวําราไอโซเลทต๎นแบบ (BCNT002WT) ในทุกความเข๎มข๎น (ภาพที่ 32) โดยที่ความ
เข๎มข๎นของสปอร์ราที่ท้าให๎เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลตายร๎อยละ 50 (LC50) มีคําเทํากับ 1x109.69 
สปอร์/มิลลิลิตร และเวลาที่ท้าให๎เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลตายร๎อยละ 50 (LT50) ที่ความเข๎มข๎น 109 
สปอร์/มิลลิลิตร มีคําเทํากับ 14.25 หรือประมาณ 15 วัน 
 

 

ภาพที่ 32 เปอร์เซ็นต์การตายของเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลจากการเข๎าท้าลายของ  B. bassiana ที่
ความเข๎มข๎น 108 109 และ 1010 สปอร์/มิลลิลิตร ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า 
คําเฉลี่ยที่มีตัวอักษรภาษาอังกฤษตํางกัน แสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 95%  
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการศึกษา 

 
จากการศึกษาราที่ใช๎ควบคุมแมลงศัตรูข๎าว โดยการแยกราจากแมลงที่เก็บมาจากแปลงของ

เกษตรกร ถึงแม๎วําในชํวงแรกพบเส๎นใยสีขาวปกคลุมตัวแมลง ที่คาดวําเป็นรา  B. bassiana แตํ
หลังจากราเจริญและมีการสร๎างสปอร์ เมื่อระบุชนิดจากลักษณะสัณฐานวิทยา พบวําราที่แยกได๎เป็น 
Metarhizium spp. ซึ่งเป็นราที่กํอโรคในแมลงชนิดหนึ่ง แตํไมํพบรา B. bassiana จากซากแมลงที่
ท้าการเก็บมาได๎ สาเหตุที่เป็นเชํนนี้อาจเนื่องมาจากอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของ 
Metarhizium spp. มีคําประมาณ 30°C ซึ่งมากกวํา B. bassiana ที่มีคําประมาณ 25°C (Dimbi et 
al., 2004) และความสามารถในการงอกของสปอร์ของ Matarhizium spp. ที่มีมากกวํา B. 
bassiana ที่อุณหภูมิสูงถึง 35°C (Bugeme et al., 2008) ซึ่งอาจสํงผลให๎ Matarhizium spp. 
สามารถเข๎าท้าลายแมลงได๎มากกวํา B. bassiana ในสภาพแวดล๎อมที่มีอุณหภูมิสูง ท้าให๎มีโอกาสพบ
แมลงที่ตายเพราะ Metarhizium spp. ในแปลงนามากกวํา B. bassiana ได๎ และอาจสํงผลตํอการ
อยูํรอดของ Metarhizium spp. ในตัวแมลงที่มากกวํา เพราะในการศึกษาครั้งนี้ผู๎ท้าการศึกษาไมํได๎
ท้าความสะอาดพ้ืนผิวของแมลงและบํมเชื้อในทันที แตํเก็บแมลงที่ตายแล๎วมาบํมที่ห๎องปฏิบัติการที่
กรมการข๎าว กรุงเทพมหานคร ซึ่งใช๎ระยะเวลาที่คํอนข๎างนาน อาจสํงผลให๎อุณหภูมิภายนอกของ
แมลงรบกวนตํอการมีชีวิตของสปอร์ B. bassiana  และอาจสํงผลให๎ราในกลุํมอ่ืนเจริญขึ้นปกคลุมบน
ซากแมลงได๎ นอกจากนี้เทคนิคของผู๎ท้าการศึกษาอาจมีผลตํอการแยกราจากแมลง เพราะพบแมลง
บางสํวนที่เกิดการปนเปื้อนราชนิดอ่ืนๆ เชํน Aspergillus spp. หรือ Penicillium spp. ในขั้นตอน
การแยกราจากแมลง ถึงแม๎วํา Matarhizium spp. จะทนตํออุณหภูมิที่สูงได๎ดีกวํา B. bassiana แตํ
จากรายงานของ Thungrabeab and Tongma (2007) Metarhizium anisopliae กํอโรคในแมลง
ศัตรูธรรมชาติ เชํน Chrysoperla carnea Stephens และ Dicyphus tamaninii Wagner ขณะที่
ไมํพบ B. bassiana กํอโรคในแมลงศัตรูตามธรรมชาติ และแมลงที่มีประโยชน์ในดิน  

การระบุชนิดของราที่ได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าวด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ระบุวําราทั้ง 6 ไอโซเลท เป็น B. bassiana และเพ่ือยืนยันผลการระบุชนิดด๎วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา โดยการใช๎เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล พบวําจากการทดสอบด๎วยไพรเมอร์ที่จ้าเพาะ EFFO 
และ EFRO ปรากฏแถบชิ้นสํวนของดีเอ็นเอขนาด 307 bp ใน B. bassiana ทั้ง 6 ไอโซเลท และใน 
B. bassiana ที่ใช๎เป็นชุดควบคุม (positive control) แตํไมํพบในรา Metarhizium spp. และใน
แบคทีเรีย Xanthomonas spp. ซึ่งสอดคล๎องกับการศึกษาของ Johny and Kyei-Poku (2014) ที่
ใช๎ไพรเมอร์คูํนี้ในการระบุชนิดของ B. bassiana ท้าให๎ผลการระบุด๎วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล
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สอดคล๎องกับผลการระบุด๎วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เนื่องจากการศึกษาของ Johny and Kyei-
Poku (2014) ไมํได๎แสดงผลการเปรียบเทียบล้าดับเบสของชิ้นสํวนดีเอ็นเอขนาด 307 bp กับ  
B. bassiana จากฐานข๎อมูลใน NCBI Genbank ในการศึกษาครั้งนี้ได๎ท้าการเปรียบเทียบล้าดับเบส
ของชิ้นสํวนดีเอ็นเอดังกลําวกับฐานข๎อมูลใน NCBI Genbank พบวําล้าดับดังกลําวตรงกับล้าดับเบส
ของดีเอ็นเอของ B. bassiana จากฐานข๎อมูลใน NCBI Genbank โดยมีเปอร์เซ็นต์เอกลักษณ์ เทํากับ 
100% ดังนั้นไพรเมอร์ที่จ้าเพาะคูํนี้  สามารถแนะน้าให๎ใช๎เป็นเครื่องมือในการระบุชนิดของ  
B. bassiana ได ๎

ความสามารถในการเจริญของเส๎นใย และการสร๎างสปอร์ที่อุณหภูมิสูงของราทั้ง 6 ไอโซเลท 
มีคําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกันในแตํละอุณหภูมิ ซึ่งอาจเกิดจาก
สถานที่ที่เก็บแมลงอยูํในเขตพ้ืนที่จังหวัดชัยนาทเหมือนกัน ท้าให๎รามีความแตกตํางกันน๎อย อยํางไรก็
ตามเมื่อเลี้ยงราแตํละไอโซเลทที่อุณหภูมิแตกตํางกัน พบวําขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางโคโลนี และ
ปริมาณสปอร์มีคําลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้น สอดคล๎องกับการศึกษาของ Bugeme et al. (2008) 
เมื่อเลี้ยงราที่อุณหภูมิ 20 และ 35°C B. bassiana มีการเจริญเติบโต (ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของ
โคโลนี) ที่น๎อยกวําที่อุณหภูมิ 25 และ 30°C เนื่องจากอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญของ  
B. bassiana อยูํในชํวงอุณหภูมิ 23-28°C อุณหภูมิที่ต่้าที่สุดอยูํในชํวง 5-10°C อุณหภูมิที่สูงที่สุดอยูํ
ในชํวง 30-38°C โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมขึ้นกับไอโซเลทของรา (Roberts and Campbell, 1977) 

ผลการทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของ B. bassiana ที่ได๎
รับมาจากกรมการข๎าว จ้านวน 5 ไอโซเลท (BCNT002-BCNT006) มีความสามารถในการควบคุม
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลมากกวําราที่ได๎รับความอนุเคราะห์มาจากกรมสํงเสริมการเกษตร (BDOAE001) 
ซึ่งเป็นไอโซเลทที่แนะน้าให๎เกษตรกรใช๎ในการควบคุมแมลงศัตรูข๎าวในประเทศไทย แตํมีเพียง 2  
ไอโซเลท (BCNT005 และ BCNT006) เทํานั้น ที่มีประสิทธิภาพมากกวําอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
ทั้งนี้การที่ราจากกรมการข๎าวสํวนใหญํมีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงที่มากกวําอาจเป็นผลมาจาก
เป็นไอโซเลทที่แยกได๎จากแมลงในนาข๎าวเมื่อไมํนานมานี้ จึงสํงผลให๎ความรุนแรงในการกํอโรคของรา
ในแมลงยังคงอยูํในระดับที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับราจากกรมสํงเสริมการเกษตร ที่มีการเลี้ยงเชื้อใน
อาหารเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน ซึ่งสอดคล๎องกับการศึกษากํอนหน๎าของ Ansari and Butt (2011) ที่
เมื่อท้าการ subculture ราในอาหารเลี้ยงเชื้อไปหลายครั้ง สํงผลให๎ความรุนแรงในการกํอโรคในแมลง
ของราลดลง อยํางไรก็ตามราไอโซเลท BCNT001–BCNT003 ถูกเลือกน้ามาใช๎ในการชักน้าให๎เกิดการ
กลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS ด๎วยเหตุผลที่กลําวมาแล๎วข๎างต๎น 

การพัฒนาประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงของรา ด๎วยการเพ่ิมความสามารถในการทนร๎อน
ของรา โดยชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS ไมํพบการเจริญเติบโตของราที่อุณหภูมิ 35°C ใน
ทุกไอโซเลท ราที่ชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS ที่ความเข๎มข๎น 0.5% (v/v) เลี้ยงที่
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อุณหภูมิ 33°C พบการรอดชีวิตจ้านวน 1 ไอโซเลท ที่มีการเจริญของเส๎นใยเพ่ิมมากขึ้น โดย
เปรียบเทียบขนาดโคโลนีของราสายพันธุ์กลาย (BCNT002MT) ที่มีมากกวําโคโลนีของราต๎นแบบ 
(BCNT002WT) ที่อุณหภูมิเดียวกัน จากการศึกษาของ Avanti, Balaraman, and Gopinath 
(2014) ที่ชักน้าให๎ B. bassiana ทนตํออุณหภูมิสูงได๎โดยใช๎ความร๎อนชื้นและแสงอัลตราไวโอเลต ซึ่ง
ท้าให๎ราสามารถสร๎าง blastospore ได๎มากกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิ 35°C แตํเนื่องจากความร๎อนชื้น
สามารถท้าลายโปรตีนบางชนิด ซึ่งอาจไปท้าลายโปรตีนที่ส้าคัญตํอการงอกของสปอร์ได๎ (Wang et 
al., 2012) และจากการศึกษาของ Lawrence and Christensen (1976) พบวําการชักน้าให๎เกิด 
การกลายพันธุ์ใน Saccharomyces cerevisiae ด๎วยแสงอัลตราไวโอเลต มีอัตราการกลายพันธุ์ที่ต่้า 
เพราะราสามารถฟ้ืนฟูดีเอ็นเอที่เปลี่ยนแปลงไปกลับมาได๎เอง การใช๎สาร EMS มีประสิทธิภาพในการ
ชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตที่สูง จึงนําจะเป็นทางเลือกที่ดีในการน้ามาใช๎ ถึงแม๎วําราสาย
พันธุ์กลายจากการศึกษาครั้งนี้จะเจริญได๎ที่อุณหภูมิต่้ากวําในการศึกษาของ Avanti, Balaraman, 
and Gopinath (2014) แตํเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทต๎นแบบแล๎ว ราสายพันธุ์กลายที่ได๎ นับวํามี
ประสิทธิภาพที่ดีกวํา นอกจากนี้ความสามารถในการทนตํออุณหภูมิสูงยังขึ้นกับไอโซเลทของราที่
ท้าการศึกษา เพราะราแตํละไอโซเลทจะมี อุณหภูมิที่ เหมาะสมตํอการเจริญที่แตกตํางกัน 
(Roberts and Campbell, 1977) หากราต๎นแบบที่น้ามาชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์มีอุณหภูมิที่
เหมาะสมอยูํในชํวงอุณหภูมิที่สูง เชํน ไอโซเลทที่ใช๎ในการศึกษาของ Bugeme et al. (2008) ที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมของราสูงถึง 30°C และราสามารถเจริญได๎ในอุณหภูมิที่สูงถึง 35°C นําจะชักน้าให๎
ทนตํออุณหภูมิที่สูงมากกวําในการศึกษาครั้งนี้ได๎ เพราะอุณหภูมิที่เหมาะสมของราไอโซเลทที่น้ามา
ทดสอบในการศึกษาครั้งนี้อยูํที่ประมาณ 25°C สังเกตได๎จากการเจริญเติบโตของราที่เลี้ยงไว๎ที่ 25 31 
33 และ 35°C มีการเจริญได๎ดีที่สุดที่ 25°C 

ในการตรวจสอบราสายพันธุ์กลาย เพ่ือแยกความเหมือนหรือความแตกตํางจากราต๎นแบบ
ด๎วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยเทคนิค RAPD พบวําราสายพันธุ์กลายกับราต๎นแบบมีลักษณะของแถบ 
ดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน ซึ่งโดยทั่วไป สาร EMS จะชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตด๎วยการท้า
ให๎เกิดการแทนที่ของเบส (base-pair substitution) (Sega, 1984; Shiwa et al., 2012) อยํางไรก็
ตาม แถบของดีเอ็นเอที่พบในไอโซเลท BCNT002MT แตํไมํพบในไอโซเลท BCNT002WT อาจมี
ความเกี่ยวข๎องกับยีนที่ทนตํออุณหภูมิสูงของ B. bassiana ได๎ ในการวิเคราะห์จีโนมทั้งหมดของ 
Lotus japonicas ที่ผํานการชักน้าให๎เกิดการกลายพันธุ์ด๎วยสาร EMS พบวํา มีซิงเกิลนิวคลีโอไทด์ 
โพลีมอร์ฟิซึมเป็นจ้านวนมาก ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์แบบสุํม และสํงผลให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Mohd-Yusoff et al., 2015) ผลการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาชิ้นสํวน
ขนาดเล็กแบบสุํมของทั้งจีโนม ด๎วยวิธี RAPD เทํานั้น การศึกษาเกี่ยวกับยีนที่เกี่ยวข๎องกับการทนตํอ
อุณหภูมิสูง อาจท้าได๎โดยการศึกษาความแตกตํางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นได๎ตํอไป 
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ราสายพันธุ์กลาย BCNT002MT มีขนาดโคโลนีและปริมาณของสปอร์มากกวําราต๎นแบบที่
อุณหภูมิ 33°C จากการศึกษากํอนหน๎านี้พบวําอุณหภูมิที่สูงจะไปชะลอหรือยับยั้งการงอกของสปอร์ 
การเจริญของเส๎นใย และการสร๎างสปอร์ของ B. bassiana ซึ่งสํงผลตํอความรุนแรงในการกํอโรคใน
แมลงของรา (Shimazu, 2004; Bugeme et al., 2008) แม๎วํามีการศึกษาที่พบวํา B. bassiana 
สามารถเจริญเติบโตได๎ที่อุณหภูมิสูงถึง 35°C (Shimazu, 2004; Bugeme et al., 2008; Avanti, 
Balaraman, and Gopinath, 2014) อยํางไรก็ตาม อุณหภูมิที่เหมาะสมตํอ B. bassiana  
(optimal temperature) อาจขึ้นอยูํกับแหลํงการกระจายตัวของราวําสามารถเจริญอยูํได๎ที่อุณหภูมิ
ชํวงใด จากการศึกษาของ Orduño-Cruz et al. (2015) พบวํา B. bassiana ที่สามารถเจริญเติบโต
ได๎ที่อุณหภูมสิูงถึง 35°C ถูกคัดแยกมาจากรัฐเบรากรุซ ในประเทศเม็กซิโก ที่มีอุณหภูมิเฉลี่ยประมาณ 
32°C  

การศึกษาการคัดแยกไอโซเลทของราที่รอดชีวิตในภาวะอุณหภูมิสูง เป็นการจ้าลอง
สภาพแวดล๎อมในธรรมชาติที่ราจะต๎องเผชิญ แตํในสภาพธรรมชาติอุณหภูมิจะไมํสูงตลอดเวลาและจะ
มีชํวงที่อุณหภูมิลดต่้าลง ให๎ราได๎มีการเจริญเติบโตเพ่ือกํอโรคในแมลงได๎ ซึ่งถ๎าหากราสามารถฟ้ืนฟู
ตนเองได๎เร็ว หรือทนตํออุณหภูมิที่สูงได๎ จะเป็นการเพ่ิมโอกาสหรือระยะเวลาในการกํอโรคในแมลงได๎
มากขึ้น จากผลการศึกษาในครั้งนี้ราสายพันธุ์กลายมีการเจริญเติบโตที่มากกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิ 
33°C แตํที่อุณหภูมิดังกลําวอัตราการเจริญของราสายพันธุ์กลายมีคําคํอนข๎างต่้า เมื่อท้าการทดสอบ
ความสามารถในการฟ้ืนฟูของราทั้ง 2 ไอโซเลท พบวําขนาดของโคโลนีของราหลังจากการทดสอบ
ความสามารถในการฟ้ืนฟู (ที่อุณหภูมิ 25°C หลังจากบํมที่ 33°C) มีคําใกล๎เคียงกับที่อุณหภูมิ 25°C 
สํวนปริมาณสปอร์ของรา หลังการทดสอบความสามารถในการฟ้ืนฟูพบวํา ราทั้ง  2 ไอโซเลท มี
ปริมาณสปอร์ที่วัดได๎เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิ 25 และ 33°C อาจเกิดจากการที่อุณหภูมิ
สูงไปกระตุ๎นให๎ราสร๎างสปอร์เพ่ิมมากขึ้น หลังจากที่ราถูกย๎ายกลับมาที่อุณหภูมิ 25°C เพ่ือความอยูํ
รอดของราตํอไป เพราะราในสภาพสปอร์จะทนตํอสภาพแวดล๎อมที่ไมํเหมาะสมได๎ดีกวําเส๎นใย 
(Shimazu, 2004; Liu et al., 2015) ราสายพันธุ์กลายสร๎างสปอร์ที่มากกวําราไอโซเลทต๎นแบบอยําง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ แสดงให๎เห็นวําราสายพันธุ์กลายมีความสามารถในการฟ้ืนฟูตนเองได๎ดีกวําราสาย
พันธุ์ต๎นแบบ ผลการศึกษาครั้งนี้สอดคล๎องกับการศึกษาของ Shimazu (2004) ที่ B. bassiana 
สามารถฟ้ืนฟูตนเองกลับมาได๎ หลังจากที่อยูํในสภาพแวดล๎อมที่มีอุณหภูมิสูง โดยอุณหภูมิที่สูงที่สุดที่
เส๎นใยของราสามารถทนได๎คือ 35°C ที่ระยะเวลา 8 วัน แตํถ๎าเพ่ิมเป็น 36°C ราจะสามารถทนได๎เพียง 
4 วัน หากนานกวํานั้นราจะตาย และไมํสามารถฟ้ืนฟูตนเองกลับมาได๎อีก (ไมํพบการเจริญเติบโตของ
ราเพิ่มขึ้นจากเดิม หลังย๎ายไปบํมที่ 25°C เป็นเวลา 7 วัน) จากผลการศึกษาการงอกของสปอร์ พบวํา
ที่อุณหภูมิ 33°C ราทั้ง 2 ไอโซเลทไมํมีการงอกของสปอร์เกิดขึ้น ที่ระยะเวลา 5 10 และ 15 วัน แตํ
เมื่อท้าการย๎ายรากลับไปเลี้ยงที่ 25°C พบการงอกของสปอร์ของราเกิดขึ้นทั้ง 2 ไอโซเลท สืบเนื่อง
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จากสปอร์ของราต๎องการอุณหภูมิที่จ้าเพาะส้าหรับการงอก และอุณหภูมิที่ไมํเหมาะสมตํอการงอก
ของสปอร์จะไปสํงเสริมให๎เกิดการพักตัวของสปอร์แบบไมํอาศัยเพศของรา (conidia) เพ่ือตอบสนอง
ตํอสภาวะที่ไมํเหมาะสม (Feofilova et al., 2012) โดยความสามารถในการทนตํออุณหภูมิสูงจะ
ขึ้นกับระยะการเจริญของรา โดยในระยะสปอร์ ราจะสามารถทนตํอความร๎อนได๎มากกวําในระยะการ
เป็นเส๎นใย ซึ่งอาจเกิดจากการที่สปอร์ของรามีการปรับตัวเพ่ือให๎สามารถมีชีวิตรอดในสภาพแวดล๎อม
ที่ไมํเหมาะสมได๎ดี (Shimazu, 2004; Liu et al., 2015) ส้าหรับ B. bassiana สํวนใหญํมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมตํอการงอกของสปอร์ของราอยูํในชํวงประมาณ 25°C ซึ่งชํวงของอุณหภูมิที่เหมาะสมจะ
ขึ้นอยูํกับไอโซเลทของราด๎วย จากการศึกษาของ Qazzaz, Al-Masri, and Barakat (2015) รายงาน
วําชํวงอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูํในชํวง 20–25°C ในขณะที่ Bugeme et al. (2008) รายงานวํา ชํวง
อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูํที่ 25–30°C หากสปอร์ของราอยูํในสภาพแวดล๎อมที่ชํวงอุณหภูมิไมํเหมาะสม
จะพบวําสปอร์ของรามีอัตราการงอกท่ีต่้า จากการศึกษาของ Sivasankaran, Eswaramoorthy, and 
David (1998) รายงานวํา B. bassiana ต๎องการน้้าเพ่ือใช๎ส้าหรับการงอกของสปอร์ ซึ่งผลการศึกษา
ครั้งนี้สนับสนุนวําอุณหภูมิสูง (33°C) สํงผลกระทบตํอการงอกของสปอร์ของราที่เลี้ยงในอาหารเหลว
แม๎วําสภาพแวดล๎อมจะมีความชื้นสูงเพียงพอตํอการงอกของสปอร์ก็ตาม  

จากการศึ กษากํ อนหน๎ าพบวํ า  อุณหภูมิ สู ง จะ ลดความมี ชี วิ ตของสปอร์ ของรา 
(Zimmermann, 2007) ซึ่งสามารถอธิบายสาเหตุของเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ของราที่
ท้าการศึกษาเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 33°C เป็นระยะเวลา 15 วัน มีเปอร์เซ็นต์การงอกที่ต่้ากวําการเลี้ยง
ไว๎เป็นระยะเวลา 10 และ 5 วัน ตามล้าดับ กํอนที่จะย๎ายไปเลี้ยงที่ 25°C สนับสนุนการศึกษาของ 
Shimazu (2004) ที่วํายิ่งระยะเวลาในการเลี้ยงราที่อุณหภูมิสูงเพ่ิมมากขึ้น อัตราการงอกของสปอร์
ของรายิ่งลดลง และเมื่ออุณหภูมิมากกวํา 36°C ไมํพบการงอกของสปอร์ จากการศึกษาครั้งนี้ การที่
ราสายพันธุ์กลายมีการเจริญของเส๎นใย การสร๎างสปอร์ และการงอกของสปอร์ ที่มากกวําราต๎นแบบ 
แสดงวําราสายพันธุ์กลายมีการปรับตัวตํอสภาพแวดล๎อมที่อุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลงได๎ดีกวําราสาย
พันธุ์ต๎นแบบ อยํางไรก็ตามความเสถียรของลักษณะดังกลําวยังคงไมํได๎ท้าการศึกษา 

ราสายพันธุ์กลาย และราต๎นแบบ ถูกน้าไปทดสอบความสามารถในการกํอโรคในตัวอํอนของ
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล พบวําราสายพันธุ์กลายมีประสิทธิภาพในการกํอโรคในเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล
มากกวําราต๎นแบบในทุกความเข๎มข๎น โดยที่ความเข๎มข๎น 109 สปอร์/มิลลิลิตร ราสายพันธุ์กลายมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงมากกวําราต๎นแบบอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ แตํที่ความเข๎มข๎น 1010 
สปอร์/มิลลิลิตร พบวําเปอร์เซ็นต์การตายของแมลงมีคําต่้ากวําที่ความเข๎มข๎น 109 สปอร์/มิลลิลิตร 
อาจเกิดจากการกระตุ๎นของอุณหภูมิและสารอาหารที่แมลงได๎รับ ซึ่งแตกตํางกันไปในแมลงแตํละตัว 
สํงผลตํอการตอบสนองตํอ B. bassiana ที่แตกตํางกันได๎ (Donegan and Lighthart, 1989) จาก
การศึกษาของ Bugeme et al. (2008) พบวําความรุนแรงของราที่กํอโรคในแมลงมีความเกี่ยวข๎องกับ
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ไอโซเลทและอุณหภูมิ จากการที่ B. bassiana แตํละไอโซเลทท้าให๎ไรแมงมุมในมะเขือเทศตายได๎
แตกตํางกันในแตํละอุณหภูมิ ตัวอยํางเชํน ไอโซเลท ICIPE278 ท้าให๎ไรแมงมุมตายมากกวําไอโซเลท 
ICIPE279 ที่อุณหภูมิ 25°C แตํไอโซเลท ICIPE278 ท้าให๎ไรแมงมุมตายน๎อยกวําไอโซเลท ICIPE279 ที่
อุณหภูมิ 30°C สอดคล๎องกับการที่ราไอโซเลทสายพันธุ์กลายสามารถกํอโรคในแมลงได๎มากกวําราสาย
พันธุ์ต๎นแบบในเรือนทดลอง (35.0 ± 2.5°C) นอกจากนี้ประสิทธิภาพการกํอโรคในแมลงของรายัง
ขึ้นกับปัจจัยหลายชนิด ได๎แกํ ประสิทธิภาพในการงอกของสปอร์ การเจริญของเส๎นใย และการสร๎าง
สปอร์ (Zimmermann, 2007)  

จากการศึกษาการเจริญของเส๎นใยของรา การสร๎างสปอร์ และการงอกของสปอร์ภายหลัง
จากที่ได๎รับอุณหภูมิสูง พบวําราสายพันธุ์กลายมีความเหมาะสมที่จะสํงเสริมเพ่ือใช๎ในการควบคุม
แมลงส้าหรับเกษตรกรในประเทศไทย อยํางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ยังไมํครอบคลุมถึงก าร
เปลี่ยนแปลงและการคงสภาพทางด๎านพันธุกรรมราสายพันธุ์กลาย และการทดสอบการควบคุมเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาลในแปลง ซ่ึงเป็นเรื่องทีเ่หมาะสมตํอการศึกษาเป็นล้าดับถัดไป 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 6 
สรุปผลการศึกษา 

 
1. คัดเลือกราเพ่ือน้ามาชักน้าให๎เกิดราสายพันธุ์กลายของรา B. bassiana 
 ความสามารถในการเจริญและสร๎างสปอร์ของ B. bassiana ที่รับมาจากกรมการข๎าวมี
ประสิทธิภาพไมํแตกตํางกัน แตํเมื่อทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล พบวํา
มีประสิทธิภาพแตกตํางกัน จึงใช๎ความสามารถในการควบคุมแมลงส้าหรับคัดเลือกไอโซเลทราเพ่ือ
ทดสอบตํอไป 
 
2. การชักน้าให๎เกิดราสายพันธุ์กลายของ B. bassiana ด๎วยสาร EMS 

สาร EMS สามารถชักน้าให๎ B. bassiana สายพันธุ์กลาย สามารถเจริญได๎ดีกวําราสายพันธุ์
ต๎นแบบที่อุณหภูมิสูงที่สุดที่ 33°C 
 
3. การทดสอบการกลายพันธุ์ของรา 

ราที่ผํานการชักน้าด๎วยสาร EMS และมีความสามารถในการเจริญได๎ที่อุณหภูมิสูงเมื่อน้ามา
ศึกษาลักษณะแถบดีเอ็นเอด๎วยวิธี RAPD พบวําราที่น้ามาทดสอบนั้นมีลักษณะแถบดีเอ็นเอที่แตกตําง
จากราต๎นแบบ 
 
4. ทดสอบความสามารถในการเจริญในที่ท่ีมีอุณหภูมิสูง 

ราสายพันธุ์กลายมีขนาดโคโลนีและปริมาณสปอร์มากกวําราต๎นแบบที่อุณหภูมิ 33°C และ 
25°C (หลังจากผํานการบํมที่อุณหภูมิ 33°C มากํอนเป็นเวลา 7 วัน) เมื่อวัดการงอกของสปอร์ของรา 
พบวําราสายพันธุ์กลายมีเปอร์เซ็นต์การงอกท่ีดีกวําราต๎นแบบที่ 25°C (หลังจากผํานการบํมที่อุณหภูมิ 
33°C) มากํอนเป็นเวลา 5 10 และ 15 วัน 
  
5. ทดสอบความสามารถในการควบคุมเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลของราสายพันธุ์กลาย 

ราสายพันธุ์กลายสามารถท้าให๎เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลตายได๎มากกวําราสายพันธุ์ต๎นแบบใน
ทุกความเข๎มข๎น แตํมากกวําอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ความเข๎มข๎น 109 สปอร์/มิลลิลิตร 
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ภาพที่ 1 เส๎นผํานศูนย์กลางของโคโลนีเฉลี่ย ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 หลังจากบํมที่ 25 

31 33 และ 35°C เป็นเวลา 7 วัน ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า  
 

 
ภาพที่ 2 จ้านวนสปอร์ของราไอโซเลท BCNT001-BCNT006 หลังจากบํมที่ 25 31 33 และ 35°C 

เป็นเวลา 7 วัน ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ±SE จากการทดลอง 3 ซ้้า  
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ตารางท่ี 1 จุลชีพที่ใช๎ในการศึกษา 

สปีชีส์ ไอโซเลท แหล่งที่มา 

Beauveria bassiana BCNT001 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BCNT002 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BCNT003 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BCNT004 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BCNT005 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BCNT006 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

TISTR3617 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงประเทศไทย 

BCC22355 ส้านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงชาติ  

BDOAE001 กรมสํงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

Metarhizium spp. Wangthong 1 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

Wangthong 4 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

Visead 1 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae 

BB288 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

BB292 กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

Xanthomonas 
oryzae pv. oryzicola 

BLS กรมการข๎าว กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
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ตารางท่ี 2 ข๎อมูล B. bassaiana ที่ได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมการข๎าว 

ไอโซเลท ชนิดของแมลง สถานท่ีเก็บแมลง 

เช้ือราท่ี 
แยกได้จาก 

อาหาร SDA-
Dodine50 

ระยะ
แมลง 

พันธุ์ข้าว ระยะข้าว พิกัด 
วันท่ีเก็บ
ตัวอย่าง 

วันท่ี
แยกรา

ได้ 

BCNT001 
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 
(Nilaparvata lugens) 

นางดาเรศ  
ม.11 ต.ทําชัย  
อ.เมือง จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย ปทุมธานี 1 ออกรวง 
47P  0620578 
UTM 1676185 

23 ก.พ. 
2558 

เม.ย. 
2558 

BCNT002 
แมลงหลํา 
(Scotinophara 
coarctata) 

นางแหม๋ว ม.3  
ต.ทําชัย อ.เมือง  
จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย กข41 ออกรวง 
47P  0620397 
UTM 1676541 

20 ก.พ. 
2558 

เม.ย. 
2558 

BCNT003 
แมลงหลํา 
(Scotinophara 
coarctata) 

ศูนย์วิจัยข๎าว
ชัยนาท ม.2  
ต.เขาทําพระ  
อ.เมือง จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย กข31 แตกกอ 
47P  0622327 
UTM 1680445 

26 ม.ค. 
2558 

เม.ย. 
2558 

BCNT004 
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 
(Nilaparvata lugens) 

ศูนย์วิจัยข๎าว
ชัยนาท ม.2  
ต.เขาทําพระ  
อ.เมือง จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย ชัยนาท 1 แตกกอ 
47P  0622327 
UTM 1680445 

26 ม.ค. 
2558 

เม.ย. 
2558 

BCNT005 
แมลงหลํา 
(Scotinophara 
coarctata) 

นายช้านาญ  
ม.2 ต.หนองน๎อย  
อ.วัดสิงห์  
จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย กข47 ออกรวง 
47P 0608617 
UTM 1680506 

30 มี.ค. 
2558 

เม.ย. 
2558 

BCNT006 
เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล 
(Nilaparvata lugens) 

ต.หนองหม๎อ  
อ.ตาคลี จ.ชัยนาท 

Beauveria sp. ตัวเต็มวัย กข31 ออกรวง 
47P   0635275 
UTM 1686925 

30 มี.ค. 
2558 

เม.ย. 
2558 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Potato dextrose agar (PDA) 

ใช๎ Potato dextrose agar ของบริษัท Merck KGaA (Germany) 

  

Sabouraud dextrose agar ที่ผสม 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรของ dodine (SDA-D50)  

สํวนประกอบ 

Dextrose (Glucose)  40  กรัม 

Peptone   10  กรัม 

Agar    15  กรัม 

น้้ากลั่น    1000  มิลลิลิตร 

Dodine ความเข๎มข๎น 500 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 

1. ใสํสํวนผสมทั้งหมด ยกเว๎น dodine ลงในหม๎อ ต๎มให๎สํวนผสมเข๎ากันทั้งหมด 

2. เทใสํ flask  

3. น้าไป autoclave ที่ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี

4. รอให๎อาหารอํุนประมาณ 45-50°C แล๎วเติม dodine 1 ไมโครลิตรตํออาหาร 1 มิลลิลติร 

 

Sabouraud dextrose agar ผสม Yeast extract (SDAY)  

สํวนประกอบ 

Dextrose (Glucose)  20  กรัม 

Peptone   5  กรัม 

Yeast extract   5 กรัม 

Agar    15  กรัม 

น้้ากลั่น    1000  มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 

1. ใสํสํวนผสมทั้งหมด ลงในหม๎อ ต๎มให๎สํวนผสมเข๎ากันทั้งหมด 

2. เทใสํ flask  

3. น้าไป autoclave ที่ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

68 

Sabouraud Dextrose Broth ผสม Yeast extract (SDBY) 

สํวนประกอบ 

Dextrose (Glucose)  20  กรัม 

Peptone   5  กรัม 

Yeast extract   5 กรัม 

น้้ากลั่น    1000  มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 

1. ใสํสํวนผสมทั้งหมด ลงในหม๎อ ต๎มให๎สํวนผสมเข๎ากันทั้งหมด 

2. เทใสํ flask  

3. น้าไป autoclave ที่ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
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ประวัติผ๎ูเขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวญาณิศา วงศ์วานิช เกิดเมื่อวันที่ 12 กรกฎาคม พ.ศ. 2534 ที่จังหวัดชุมพร 
ส้าเร็จการศึกษาในระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร์ จากภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปี พ.ศ. 2557 ซึ่งได๎รับกา ร
สนับสนุนทางการศึกษาจากทุนอุดหนุนการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เพ่ือเฉลิมฉลองวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระเจ๎าอยูํหัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษาใน
การศึกษาระดับปริญญามหาบัณฑิต 
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