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2.1 หนอนใยผกั (Plutella xylostella (Linnaeus), Lepidoptera: Plutellidae) 
หนอนใยผกั เป็นศตัรูท่ีส ำคญัของพืชตระกูลกะหล ่ำในเขตอบอุ่น และเขตร้อน มีกำร

แพร่กระจำยไปทัว่โลก สำมำรถท ำลำยพืชไดอ้ยำ่งกวำ้งขวำงทั้งท่ีเป็นพืชธรรมชำติ และท่ีปลูกเพื่อ
กำรเก็บเก่ียว  

ตวัเตม็วยัเพศเมียจะวำงไข่เป็นฟองเด่ียวหรือกลุ่มเล็ก ๆ ประมำณ 2-8 ฟอง บริเวณเส้นกลำง
ใตใ้บ ลกัษณะของไข่จะมีสีเหลืองขนำดเล็กกวำ่ 1 มิลลิเมตร และกลม หลงัจำกกำรฟักตวัหนอนจะ
มีสีเขียวใส และจะเปล่ียนไปเป็นสีเขียวเขม้เม่ือเจริญเติบโต ส่วนหัวและทำ้ยเรียวแหลมเป็นแฉก 
ล ำตัวปกคลุมไปด้วยขนสั้ นสีด ำคล้ำยหนำม มีขำเทียม 5 คู่ หนอนใยผกัอำจมีล ำตวัยำวถึง 13 
มิลลิเมตร เม่ือถูกรบกวนจะบิดตวัไปมำอยำ่งรวดเร็ว เคล่ือนท่ีถอยหลงั และจะทิ้งตวัลงขำ้งล่ำงโดย
ใชเ้ส้นใย ขนำดล ำตวัของหนอนวยั 1-4 มีขนำด 1.7, 3.5, 7.0 และ 11.2 มิลลิเมตร เม่ือเจริญเติบโต
เต็มท่ีตวัหนอนก็จะสร้ำงเส้นใยเป็นดกัแด้ ยึดเกำะกบัใบ ล ำตน้ หรือฝักของพืช ในระยะเร่ิมแรก
ดกัแด้จะมีสีเขียวอ่อน หลงัจำกนั้นก็จะเปล่ียนไปเป็นสีน ้ ำตำลเม่ือใกล้ออกจำกดกัแด้ ขนำดของ
ดกัแดย้ำวประมำณ 7-9 มิลลิเมตร และอยูใ่นระยะดกัแดเ้ฉล่ีย 8.5 วนั ตวัเต็มวยัเป็นผีเส้ือกลำงคืนมี
ขนำดเล็ก 6-10 เซนติเมตร สีน ้ ำตำลปนเทำ มีลำยรูปสำมเหล่ียม สีน ้ ำตำลอ่อนถึงสีขำว 3 จุดท่ีขอบ
ปีกดำ้นหนำ้ เม่ือเกำะน่ิงอยูก่บัท่ีจะสังเกตเห็นวำ่มีลกัษณะคลำ้ยเพชร 3 เม็ดเรียงกนัตรงกลำงหลงัจึง
มกัเรียกผีเส้ือชนิดน้ีว่ำ diamondback moth (ภำพ 1) ตวัเต็มวยัสำมำรถบินได้สูงถึง 2 เมตรจำก
พื้นดิน (IPM DANIDA, 2547; Capinera, 2000; Knodel and Ganehiarachchi, 2008) หนอนใยผกัมี
วงจรชีวติข้ึนอยูก่บัสภำพอำกำศและพืชอำหำรท่ีเหมำะสม ตั้งแต่ระยะไข่ไปจนถึงตวัเต็มวยัใชเ้วลำ 
23-38 วนั ท่ีอุณหภูมิ 20-25 องศำเซลเซียส (Ahmad et al., 2008; Golizadeh et al., 2009) ตวัเต็มวยั
มกัผสมพนัธ์ุกนัในช่วงเวลำกลำงคืน เพศเมียสำมำรถวำงไข่ไดใ้นระยะเวลำ 10 วนัและวำงไข่เฉล่ีย 
150 ฟอง ตลอดช่วงอำยุขยั ไข่จะฟักภำยใน 5-6 วนั ระยะหนอนมีทั้งหมด 4 ระยะใชเ้วลำประมำณ 
21-30 วนั ตวัเต็มวยัเพศผูจ้ะมีอำยุขยัสั้ นกว่ำเพศเมียเฉล่ีย 12 และ 16 วนั ตำมล ำดบั (Capinera, 
2000; Knodel and Ganehiarachchi, 2008; Golizadeh et al., 2009) ควำมเสียหำยของพืชเกิดจำก
หนอนข้ึนอยูก่บัควำมหนำแน่นของหนอน และระยะกำรเจริญเติบโตของพืช โดยหนอนจะกินใบ 
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ตำดอก ดอกฝัก และส่วนอ่ืน ๆ ของล ำตน้ซ่ึงสำมำรถท่ีจะแยกกำรเขำ้ท ำลำยของหนอนใยผกัได ้
โดยหนอนท่ีฟักออกมำใหม่จะกินอยูใ่นเน้ือเยือ่ใบคลำ้ยหนอนชอนใบ เม่ือหนอนเจริญเติบโตไดส้ัก
ระยะหน่ึงจะกัดกินใตใ้บพืช และกินเฉพำะเน้ือใบจึงเหลือแต่เส้นใบมองเห็นเป็นช่องหน้ำต่ำง                 
(window type) โดยหนอนใยผกัในรุ่นท่ี 2 จะท ำควำมเสียหำยเป็นอยำ่งมำก (Rushtapakornchai and 
Vattanatangum, 1986; Wakisaka et al., 1990; Capinera, 2000) ดงันั้นเกษตรกรไทยจึงมีแนวโนม้ท่ี
จะใชป้ริมำณสำรเคมีในกำรก ำจดัแมลงเพิ่มมำกข้ึนเร่ือย ๆ เพื่อป้องกนัควำมเสียหำยท่ีจะเกิดข้ึนกบั
พืชผกั (Jungbluth, 1996) ส่งผลให้หนอนใยผกัซ่ึงเป็นแมลงศตัรูท่ีส ำคญัชนิดหน่ึงของพืชผกัเกิด
กำรตำ้นทำนต่อสำรเคมีก ำจดัแมลงในหลำยกลุ่ม คือ organophosphate, synthetic pyrethroid และ 
insect growth regulator (Rushtapakornchai and Vattanatangum, 1986) ซ่ึงเป็นกลุ่มเดียวกนักบัท่ีมี
รำยงำนกำรตำ้นทำนของหนอนใยผกัต่อสำรเคมีก ำจดัแมลงในประเทศมำเลเซีย (Syed, 1992) 
ในขณะท่ีประเทศญ่ีปุ่นมีกำรรำยงำนวำ่หนอนใยผกัเกิดกำรตำ้นทำนต่อสำรเคมีก ำจดัแมลงในกลุ่ม 
organophosphate, carbamate และ pyrethroid รวมทั้งยงัเกิดกำรตำ้นทำนต่อเช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
thuringiensis (Hama, 1992) เช่นเดียวกบัประเทศบรำซิลหนอนใยผกัเกิดกำรตำ้นทำนต่อสำรเคมี
ก ำจดัแมลงในกลุ่ม organophosphate, carbamate และ pyrethroid (Branco and Gatehouse, 1997) 
นอกจำกน้ีในประเทศออสเตรเลียหนอนใยผกัยงัเกิดกำรตำ้นทำนต่อสำรเคมีก ำจดัแมลงในกลุ่ม 
pyrethroid (Endersby and Ridland, 2001) 
 จำกปัญหำควำมตำ้นทำนสำรเคมีก ำจดัแมลงท่ีเกิดข้ึนกบัหนอนใยผกั Talekar and Shelton 
(1993) ไดเ้สนอแนวทำงอ่ืนในกำรควบคุมหนอนใยผกั คือ กำรเขตกรรม กำรใชพ้ืชตำ้นทำน กำร
ใช้ฟีโรโมน และกำรควบคุมโดยชีววิธี ซ่ึงเป็นวิธีท่ีหลำย ๆ ประเทศน ำไปปฏิบติั และประสบ
ควำมส ำเร็จ เช่นประเทศนิวซีแลนด์มีกำรพฒันำฟีโรโมนเพศเพื่อใช้ในกำรควบคุมหนอนใยผกั   
เพศผูซ่ึ้งให้ผลในกำรควบคุมหนอนใยผกัดีกว่ำเดิม (Suckling et al., 2002) ในประเทศจีนใช้
กระเทียม และผกักำดหอมปลูกแซมกบัผกัคะนำ้สำมำรถลดปริมำณของหนอนใยผกัได้ ซ่ึงสำมำรถ
ให้ผลในระยะยำว (Cai et al., 2011) ในประเทศไทยมีกำรใชแ้ตนเบียน Cotesia plutellae ในกำร
ควบคุมหนอนใยผกัในสภำพแปลง ซ่ึงมีอตัรำกำรเบียนถึง 74 เปอร์เซ็นต ์(Rowell et al., 2005) ใน
ประเทศเบนิน ซ่ึงอยู่ในทวีปแอฟริกำมีกำรใช้เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria และ 
Metarhizium ควบคุมหนอนใยผกั โดยท ำให้เกิดอตัรำกำรตำยสูงถึง 94 เปอร์เซ็นต ์และยงัสำมำรถ
ลดควำมเสียหำยของผลผลิตจำกกำรเขำ้ท ำลำยของหนอนใยผกัได้อีกดว้ย (Godonou et al., 2009)
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 ภาพ 1 กำรพฒันำระยะต่ำง ๆ ของหนอนใยผกั (Plutella xylostella (L.)) (ก) ระยะไข่ (ข) ระยะ                  

หนอน (ค) ระยะดกัแด ้และ(ง) ระยะตวัเตม็วยั       
  
2.2 ผนังล าตัวของแมลง 
 Romoser (1981); Chapman (1998); Triplehorn and Johnson (2005) ไดอ้ธิบำยวำ่แมลงมี
ผนงัล ำตวัเพื่อช่วยในกำรปกป้องอวยัวะต่ำง ๆ ท่ีอยูภ่ำยในล ำตวั และช่วยป้องกนักำรสูญเสียน ้ ำของ
ร่ำงกำย รวมทั้งสร้ำงพลงังำนจำกกำรหดตวัของกลำ้มเน้ือท่ียดึเกำะกบัผนงัล ำตวั มีลกัษณะเป็นแผน่
แขง็ (sclerites) และมกัเรียกวำ่เป็นกระดูกภำยนอกล ำตวั (exoskeleton) นอกจำกน้ีแมลงยงัมีกระดูก
แข็งภำยในล ำตวั (endoskeleton) เป็นท่ียึดเกำะของกลำ้มเน้ือ ผนงัล ำตวัของแมลงสำมำรถแบ่งออก
ไดเ้ป็น 3 ชั้น (ภำพ 2) โดยผนงัล ำตวัชั้นนอก (cuticle) ถือวำ่เป็นชั้นแรกท่ีป้องกนัอวยัวะภำยใน   
ต่ำง ๆ ไม่ใหไ้ดรั้บควำมเสียหำยจำกปัจจยัภำยนอกร่ำงกำย 
 ผนังล ำตัวชั้ นนอกประกอบด้วยองค์ประกอบทำงเคมีหลัก ๆ ไปด้วยไคติน (chitin) 
ประมำณ 40 เปอร์เซ็นต์ของน ้ ำหนักแห้งล ำตวั ซ่ึงถูกหุ้มดว้ยโปรตีน (protein metrix) ซ่ึงมีอยู่
ประมำณ 20-50 เปอร์เซ็นต ์(ภำพ 3) (Klowden, 2002) และองคป์ระกอบอ่ืน ๆ คือ ฟีนอล (phenol) 
ไขมนั และควินนิน (quinine) (Romoser, 1981; Klowden, 2002) โดยเฉพำะไคติน ซ่ึงพบในชั้น 
procuticle เป็นโครงสร้ำงท่ีมีคุณสมบติัไม่สำมำรถละลำยดว้ยน ้ ำ กรดอ่อน ด่ำงแก่ แอลกอฮอล์ และ
สำรละลำยอินทรียไ์ด ้(Klowden, 2002; Gullan and Cranston, 2005) จึงเป็นสำรเคมีท่ีท ำให้ผนงั

ก ข 

ค ง 
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ล ำตวัชั้นนอกของแมลงแข็งแรง (Triplehorn and Johnson, 2005) โดยไคตินท่ีพบในแมลงนั้น
สำมำรถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 แบบ คือ γ-chitin, β-chitin และ -chitin โดย γ-chitin และ β-chitin พบ
ในดกัแดข้องดว้งบำงชนิด และสัตวมี์กระดูกสันหลงับำงชนิด นอกจำกน้ียงัพบ γ-chitin ในส่วน
ของ peritrophic membrane ของแมลงบำงชนิด ในขณะท่ี -chitin พบไดใ้นแมลงทัว่ไป (Klowden, 
2002) ซ่ึงกำรจดัเรียงตวัของแท่งไคตินแบบ -chitin จะแข็งแรงกวำ่กำรจดัเรียงตวัของแท่งไคติน
แบบ γ-chitin และ β-chitin (ภำพ 4) (Merzendorfer and Zimoch, 2003) อยำ่งไรก็ตำมไคติน ซ่ึงเป็น
โครงสร้ำงท่ีทนทำนแต่สำมำรถถูกย่อยด้วยเอนไซม์หลำยชนิดจำกเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง เช่น 
lipase, protease, esterase, aminopeptidase, carboxypeptidase A, N-acetylglucosaminidase และ 
chitinase เป็นตน้ (St. Leger et al., 1986b) 
 

 
ภาพ  2 ภำพตัดขวำงของผนังล ำตัวของแมลง ท่ีประกอบไปด้วยผนังล ำตัวชั้ นนอก (cuticle)        

ผนงัล ำตวัชั้นกลำง (epidermis) และผนงัล ำตวัชั้นใน (basement membrane) (Klowden, 
2002) 
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ภาพ  3 แท่งไคติน (chitin chain) ประมำณ 20 แท่ง จับกันด้วยพนัธะไฮโดรเจนเป็น                                

chitin microfibril หนำประมำณ 2.8 นำโนเมตร และถูกหุ้มดว้ยโปรตีนท่ีอยู่ในชั้น                
cuticle (Klowden, 2002) 

 
                     

                           
ภาพ  4 กำรจดัเรียงตวัของแท่งไคติน (chitin chain) ในชั้น cuticle ของแมลง (A) กำรเรียงตวัของ            
ผ          ไคตินแบบ -chitin (B) กำรเรียงตวัของไคตินแบบ β-chitin (C) กำรเรียงตวัของไคตินแบบ
    γ-chitin (Klowden, 2002)       
 
2.3 เช้ือราสาเหตุโรคแมลง 

เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria ท ำให้เกิดโรคท่ีเรียกวำ่ white muscardine และสกุล
Metarhizium ท ำให้เกิดโรคท่ีเรียกว่ำ green muscardine จดัอยูใ่น subdivision Deuteromycotina; 
class Hyphomycetes (Tanada and Kaya, 1993) ซ่ึงเป็นเช้ือรำท่ีมีวงจรชีวิตท่ีไม่สมบูรณ์โดยจะไม่
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พบช่วงของกำรสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศ (sexual) แต่จะขยำยพนัธ์ุโดยกำรสร้ำงโคนิเดียแทน ดงันั้นจึง
เรียกเช้ือรำกลุ่มน้ีวำ่ Fungi imperfecti (ทิพยว์ดี, 2535; Boucias and Pendland, 1998)  

2.3.1 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria  
Rehner (2005) ไดอ้ธิบำยลกัษณะของเช้ือรำสกุล Beauveria วำ่เป็นเช้ือรำสกุลแรกท่ีพบวำ่

สำมำรถก่อให้เกิดโรคกบัแมลงได ้โดยพบในอุตสำหกรรมกำรผลิตไหมช่วงศตวรรษท่ี 18 และ
ศตวรรษท่ี 19 ซ่ึงท ำให้หนอนไหมเกิดเส้นใย และโคนิเดีย (conidia) ปกคลุมล ำตวัจนเป็นสีขำว
ทั้งหมด เรียกวำ่ white muscardine หลงัจำกกำรคน้พบไดมี้กำรศึกษำเพิ่มมำกข้ึน และพบวำ่เช้ือรำ
ชนิดน้ียงัสำมำรถใชค้วบคุมแมลงศตัรูส ำคญัทำงเศรษฐกิจไดอี้กหลำยชนิด จึงถูกน ำมำใชเ้ป็นหน่ึง
ในวธีิกำรควบคุมโดยธรรมชำติดว้ยคุณลกัษณะต่ำง ๆ คือสำมำรถแพร่กระจำยไปไดท้ัว่โลกโดยพบ
ไดท้ัว่ไปในแหล่งธรรมชำติ มีแมลงอำศยัหลำยชนิด และสำมำรถปรับตวัไดดี้ในทุกสภำพ Boucias 
and Pendland (1998); Glare and Inwood (1998) ไดอ้ธิบำยลกัษณะของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล 
Beauveria ว่ำลกัษณะโคโลนีของเช้ือรำท่ีเล้ียงในอำหำรเล้ียงเช้ือมีสีขำวไปจนถึงสีเหลืองอ่อน 
บำงคร้ังพบวำ่เป็นสีแดง ส่วนของโคนิเดียมีลกัษณะเห่ียวแห้ง ใสไม่มีสี และมีรูปร่ำงกลมไปจนถึง
รูปวงรี โดยกำ้นชูสปอร์รวมกนัเป็นกลุ่มคลำ้ยกบัปุยนุ่น บริเวณฐำนของกำ้นชูสปอร์มีลกัษณะพอง
ขยำยออกคลำ้ยกบัขวดรูปชมพู่ ส่วนของกำ้นมีขนำดเรียวยำว และงอ ส่วนปลำยแตกออกเป็นแฉก
อยำ่งชดัเจน และมีโคนิเดียติดอยูท่ี่ปลำยสุด 

2.3.2 ความปลอดภัยในการใช้เช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria 
ในปัจจุบนัมีกำรใช้เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria ในกำรควบคุมแมลงศตัรูชนิด

ต่ำง ๆกันอย่ำงแพร่หลำย เช่นกำรใช้ควบคุมหนอนเจำะล ำต้นอ้อยในรัฐเทกซัส ประเทศ
สหรัฐอเมริกำ (Legaspi et al., 2000) หนอนท ำลำยผกักะหล ่ำ Crocidolomia pavonana (F.) ใน
ประเทศอินโดนีเซีย (Trizelia and Nurdin, 2010) หนอนเจำะผลแอปเปิล Synanthedon 
myopaeformis ในประเทศแคนนำดำ (Cossentine et al., 2010) และปลวก จำกประเทศ
สหรัฐอเมริกำ และจีน (Wang and Powell, 2002) เป็นตน้ ซ่ึงกำรใชเ้ช้ือรำสกุล Beauveria อยำ่ง
แพร่หลำยมีมำกข้ึนตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั ท ำให้ในอดีตเกิดกำรตั้งขอ้สังเกตของ Steinhaus เม่ือปี 
1975 ถึงควำมปลอดภยัในกำรใชเ้ช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีมีต่อมนุษย ์สัตวมี์กระดูกสันหลงั และพืช
ชนิดอ่ืน ๆ (Zimmermann, 2007a) ซ่ึงปัจจุบนัท ำให้นกัวิชำกำรหลำย ๆ ท่ำนท ำกำรศึกษำเก่ียวกบั
ผลกระทบของกำรใชเ้ช้ือรำชนิดน้ีกบัส่ิงมีชีวติชนิดต่ำง ๆ มำกข้ึนเช่นกนั ดงัตำรำง 1  
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ตาราง 1 ตวัอยำ่งกำรทดลองดำ้นควำมปลอดภยัในกำรใชเ้ช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria กบั
 ส่ิงมีชีวติชนิดต่ำง ๆ  
ส่ิงมีชีวติ วธีิการทดลอง ผลการทดลอง ผู้ท าการทดลอง/ปี 

1. ดว้งเต่ำ จุ่มดว้งเต่ำในสำรแขวนลอย
โคนิเดียควำมเขม้ขน้ 104-
108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 

1. ดว้งเต่ำในพื้นท่ีอ่อนแอต่อ
เช้ือรำ  
2. ดว้งเต่ำจำกพื้นท่ีอ่ืนมีควำม
ทนทำนต่อเช้ือรำ 

Cottrell and 
Shapiro-Ilan, 2003 

2. ผึ้ง พน่สำรแขวนลอยโคนิเดีย
ควำมเขม้ขน้ 108-109 CFU/
กรัมใส่ในกรง และรังผึ้ง 

มีอัตรำกำรตำยต ่ ำ  ซ่ึงไม่มี
ควำมแตกต่ำงกบัชุดควบคุม 

Al mazráawi, 2007 

3. ดว้งเต่ำ 
4. แมลงชำ้ง
ปีกใส 
5. แตนเบียน
แมลงหวีข่ำว 
6. แมลงหำง
ดีด 

พน่ดว้ยสำรแขวนลอย     
โคนิเดียควำมเขม้ขน้ 108 
โคนิเดีย/มิลลิลิตร 

ไม่ก่อใหเ้กิดโรคกบัแมลงท่ีมี
ประโยชน์ และแมลงหำงดีด 

Thungrabeab and 
Tongma, 2007 

7. นก ผสมสำรแขวนลอยโคนิเดีย
ควำมเขม้ขน้ 109 โคนิเดีย/
อำหำรไก่ 1 กรัม 

1. มีอตัรำกำรรอดตำย 100 
เปอร์เซ็นต ์
2. พฤติกรรมปกติ 
3. ไม่พบกำรงอกของเช้ือรำ
ในกอ้นมูลท่ีถ่ำยออกมำ 

Haas-Costa et al., 
2010 

 

2.3.3 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium 
ในช่วงปี 1878 และ ปี 1879 มีนกัวทิยำศำสตร์ช่ือ Metchnikoff ไดส้ังเกต และคดัแยกเช้ือรำ

จำกแมลงศตัรูพืช wheat cockchafer, Anisoplia austriaca ท่ีเป็นโรคโดยมีเส้นใยสีขำวข้ึนปกคลุม
ทัว่ตวั ยกเวน้ส่วนหวั หลงัจำกนั้นเส้นใยสีขำวจะเปล่ียนเป็นสีเขียวเขม้ จึงเรียกวำ่ green muscardine 
(ทิพยว์ดี, 2535; Tanada and Kaya, 1993) ลกัษณะของโคโลนีขณะท่ียงัอ่อนจะเป็นสีขำว หลงัจำก
นั้นจะเปล่ียนเป็นสีเขียวเขม้ กำ้นชูสปอร์เป็นช่อ และส่วนปลำยสุดสำมำรถหลุดออกมำเพื่อสร้ำง
เป็นโคนิเดียโดยจะต่อกนัเป็นเส้นยำว และเกำะกนัอยู่อยำ่งหนำแน่นจนเป็นแท่งคลำ้ยปริซึมอยูบ่น
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กำ้นชูสปอร์ ลกัษณะของโคนิเดียเป็นรูปทรงกระบอกหรือยำวเป็นวงรี มี 2 แบบ คือ โคนิเดียท่ีมี
ขนำดสั้น 3.5 ถึง 9 ไมโครเมตร และโคนิเดียท่ีมีขนำดยำว 9 ถึง 18 ไมโครเมตร (Tanada and Kaya, 
1993; Zimmermann, 2007b) 

2.3.4 ความปลอดภัยในการใช้เช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium 
กำรศึกษำดำ้นควำมปลอดภยัในกำรใชเ้ช้ือรำสกุล Metarhizium เร่ิมข้ึนคร้ังแรกในปี 1968 

ซ่ึง Schaerffenberg ไดศึ้กษำควำมปลอดภยั และผลกระทบของกำรใชเ้ช้ือรำต่อสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
(Zimmermann, 2007b) หลงัจำกนั้นเป็นตน้มำนักวิชำกำรหลำย ๆ ท่ำน ท ำกำรศึกษำเก่ียวกับ
ผลกระทบของกำรใชเ้ช้ือรำชนิดน้ีกบัส่ิงมีชีวิตชนิดต่ำง ๆ มำกข้ึน (ตำรำง 2) เน่ืองจำกกำรใชเ้ช้ือรำ
ในกำรควบคุมแมลงศตัรูชนิดต่ำง ๆ แพร่หลำยมำกยิง่ข้ึน เช่น ใชใ้นกำรควบคุมเห็บ ในประเทศไทย 
และประเทศนำมิเบีย (มำลี และกรกฎ, 2552; Hedimbi et al., 2011) แมลงศตัรูป่ำไม ้ในประเทศ
อินเดีย (Remadevi et al., 2010; Bai et al., 2010) แมลงวนัผลไม ้ในประเทศไทย (นริศ และอนุชิต, 
2551) ยุงกน้ปล่องในประเทศแถบแอฟริกำ (Scholte et al., 2005) และหนอนเจำะสมอฝ้ำยใน
ประเทศอินเดีย (Kulkarni et al., 2008) เป็นตน้ 

 
ตาราง 2 ตวัอยำ่งกำรทดลองดำ้นควำมปลอดภยัในกำรใชเ้ช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium     
ก          กบัส่ิงมีชีวติชนิด ต่ำง ๆ  

ส่ิงมีชีวติ วธีิการทดลอง ผลการทดลอง ผู้ท าการทดลอง/ปี 
1. Carabidae 
2.Tenebrionidae 
3. Formicidae 
4. Ephydridae 

ฉีดพน่สำรแขวนลอย 
โคนิเดียควำมเขม้ขน้ 
51012 โคนิเดีย/เฮกแตร์ 

มีผลกระทบนอ้ยกวำ่ 25 
เปอร์เซ็นต ์(มีอตัรำควำม
เส่ียงต ่ำ) 

Peveling et al., 
1999 

5. แมลงหำงดีด จุ่มในสำรแขวนลอย         
โคนิเดียควำมเขม้ขน้ 107  
โคนิเดีย/มิลลิลิตร 

มีควำมเป็นพิษต ่ำต่อแมลง
หำงดีด 

Dromph and 
Vestergaard, 2002 

6. ผึ้ง พน่ และเคลือบสำร
แขวนลอยโคนิเดียควำม
เขม้ขน้ 1010บนแถบ
พลำสติกในสภำพแปลง 

ไม่พบผลกระทบต่อกำร
ด ำรงชีวิตของผึ้ง 

Kanga et al., 2003 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
ส่ิงมีชีวติ วธีิการทดลอง ผลการทดลอง ผู้ท าการทดลอง/ปี 

7. หนู ใหท้ำงปำกดว้ยสำร
แขวนลอยโคนิเดียควำม
เขม้ขน้ 2.2108 โคนิเดีย/
มิลลิลิตร และใหสู้ดดม
ดว้ยสำรแขวนลอยโคนิเดีย
ควำมเขม้ขน้ 1.1108        
โคนิเดีย/มิลลิลิตร 

ไม่พบอตัรำกำรตำย และไม่
พบอำกำรติดเช้ือใด ๆ 

Mancebo et al., 
2005 

 
2.3.5 การพฒันาของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงภายในแมลงอาศัย 
Batko (1974) ไดแ้บ่งกระบวนกำรพฒันำของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงในแมลงอำศยัออกเป็น 

6 ระยะดงัน้ี  
1. Infection phase เป็นระยะท่ีโคนิเดียของเช้ือรำจะงอก และเจำะทะลุผำ่นผนงัล ำตวัของ

แมลง โดยใชก้ระบวนกำรของเอนไซม์ เร่ิมตน้จำกโคนิเดียของเช้ือรำตกลงบนผนงัล ำตวัแมลง เม่ือ
มีควำมช้ืนท่ีเหมำะสมสปอร์จะเร่ิมงอก โดยสร้ำงเป็น germ tube แทงทะลุผนงัล ำตวัเขำ้ไปตำมรอย
ขอ้ต่อระหวำ่งปลอ้ง หรือขอ้ต่อรยำงค์ต่ำง ๆ อำจจะอำศยัเอนไซม์  ต่ำง ๆ เช่น lipase เพื่อช่วยยอ่ย
สลำย wax layer ซ่ึงเป็นส่วนบนสุดของผนงัล ำตวัของแมลง เอนไซมโ์ปรติเอส (protease) และ
เอนไซม์ไคติเนส (chitinase) เพื่อช่วยย่อยสลำยส่วนของเน้ือเยื่อ epidermis ท ำให้ germ tube 
สำมำรถแทงทะลุผ่ำนเขำ้ไปถึง basement membrane ได ้ (ทิพยว์ดี, 2535) โดยจะเร่ิมภำยใน 7 
ชัว่โมงแรก (Masuda, 2000) 

2. Lipolytic phase และ localized development หลงัจำกท่ีโคนิเดียงอกผำ่นเขำ้ไปภำยในตวั
แมลงไดแ้ลว้ เช้ือรำยงัมีกำรเจริญเติบโตชำ้ และไม่สำมำรถแพร่กระจำยตวัเองภำยในล ำตวัแมลงได ้
เช้ือรำจะผลิตเอนไซม์ lipase ย่อยกอ้นไขมนั (fat body) ตำมผนงัล ำตวัของแมลง เพื่อใช้ในกำร
เจริญเติบโต และเพิ่มปริมำณตวัเองภำยในล ำตวัของแมลง 

3. Colonization of host body เป็นระยะท่ีเช้ือรำมีกำรสร้ำงเส้นใยภำยในล ำตวัของแมลง
อย่ำงรวดเร็ว และพฒันำไปเป็น hyphal body จ ำนวนมำก โดยใชส้ำรอำหำรท่ีมีภำยในล ำตวัของ
แมลง 

4. Proteolytic phase เม่ือภำยในล ำตวัของแมลงเต็มไปดว้ย hyphal body เช้ือรำจะผลิต
เอนไซมช์นิดต่ำง ๆ เพื่อยอ่ยส่วนของกลำ้มเน้ือ และเน้ือเยือ่ส่วนต่ำง ๆ ของแมลงอยำ่งรวดเร็วท ำให้



12 
 

ล ำตวัของแมลงเปล่ียนเป็นสีขำวขุ่น ซ่ึงเกิดจำกหยดไขมนัรวมกบัเส้นใยของเช้ือรำ ลกัษณะดงักล่ำว
ล ำตวัของแมลงจะเตม็ไปดว้ยของเหลว อ่อนนุ่ม และเห่ียวยน่ 

5. Phase of host’s body mummification หลงัจำกเอนไซมย์อ่ยส่วนต่ำง ๆ ของแมลง ส่วน
ของ hyphal body ท่ีแขวนลอยอยูใ่นของเหลวจะดูดซบัของเหลวท่ีอยูร่อบ ๆ อยำ่งรวดเร็ว เพื่อใชใ้น
กำรเจริญเติบโต และพฒันำไปเป็นเส้นใย ท ำให้ล ำตวัของแมลงท่ีอ่อนนุ่มเปล่ียนไปเป็นล ำตวัท่ีแข็ง 
และเป็นกอ้น 

6. Sporulation ในระยะน้ียงัสำมำรถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ช่วงเวลำคือ ช่วงแรก เส้นใยของ  
เช้ือรำแทงทะลุผนังล ำตวัของแมลงออกไปเจริญเติบโตภำยนอกล ำตวั และพฒันำไปเป็นก้ำนชู
สปอร์ กบัโคนิเดียโดยกำ้นชูสปอร์อำจเป็นสำยเด่ียว หรือแตกแขนง ท่ีปลำยของกำ้นชูสปอร์จะโป่ง
ออกมีผนงักั้น และแยกตวัออกเป็นโคนิเดีย และถูกดีดออกจำกกำ้นชูสปอร์ตกไปยงัผนงัล ำตวัของ
แมลงตวัอ่ืนและงอกผ่ำนผนังล ำตวั และเร่ิมวงจรชีวิตใหม่อีก (ทิพยว์ดี, 2535) และช่วงท่ีสอง 
Hyphal body หรือ กลุ่มเซลลท่ี์คลำ้ยเส้นใยจะรวมกนัเป็นกลุ่ม และพฒันำไปเป็น resting zygospore  

2.3.6 ลกัษณะอาการของแมลงอาศัยทีเ่กดิจากการเข้าท าลายของเช้ือรา 
ลกัษณะของโรคสำมำรถเกิดข้ึนได้หลำยรูปแบบ เช่น แมลงท่ีถูกเช้ือเขำ้ท ำลำยโดยท่ีไม่

แทงทะลุผ่ำนผนงัล ำตวัเขำ้ไปจะสังเกตเห็นเฉพำะเส้นใยบริเวณภำยนอกล ำตวัของแมลงเท่ำนั้น 
และไม่แสดงอำกำรใด ๆ ออกมำ โดยปกติแลว้ในขณะท่ีเส้นใยของเช้ือรำแทงผำ่นส่วนของ cuticle 
จะท ำให้บริเวณท่ีผิวหนงัปรำกฏเป็นจุดสีด ำ พร้อมกบัแสดงอำกำรหยุดกินอำหำร กระวนกระวำย 
และระส ่ ำระสำย ลกัษณะดงักล่ำวอำจเกิดข้ึนร่วมกบัอำกำรอ่อนแอ และเป็นอมัพำตของแมลงซ่ึง
อำจจะเกิดจำกสำรพิษท่ีเช้ือรำผลิตออกมำ ในระยะสุดทำ้ยของกระบวนกำรกำรก่อโรคของเช้ือรำ   
สีของล ำตวัแมลงอำจจะเกิดกำรเปล่ียนสี เช่นเช้ือรำก่อโรค Entomopthora ท ำให้ล ำตวัแมลง
เปล่ียนเป็นสีเหลือง หรือสีด ำ ในขณะท่ีเช้ือรำก่อโรค Sorosporella ท ำให้ล ำตวัแมลงเปล่ียนเป็นสี
ขำว หลงัจำกนั้นล ำตวัของแมลงจะเร่ิมแข็ง เน่ืองจำกถูกดูดน ้ ำ และสำรอำหำรจำกตวัแมลงท ำให้
ตำยในท่ีสุด เส้นใยท่ีแทงทะลุออกจำกแมลงจะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีต่ำง ๆ ซ่ึงข้ึนอยู่กับกำรแสดง
ลกัษณะเฉพำะของโคนิเดียของเช้ือชนิดนั้น ๆ เช่นล ำตวัของแมลงท่ีถูกปกคลุมดว้ยโคนิเดียสีขำว
อำจจะเกิดจำกเช้ือรำสกุล Beauveria หรือ Hirsutella ในขณะท่ีล ำตวัของแมลงท่ีปกคลุมด้วย        
โคนิเดียสีเทำ สีเหลือง หรือสีชมพู เกิดจำกเช้ือรำสกุล Paecilomyces และเช้ือรำ M. anisopliae และ 
Nomuraea rileyi ท ำให้ล ำตวัของแมลงถูกปกคลุมดว้ยโคนิเดียสีเขียว (มำลี, 2551; Boucias and 
Pendland, 1998) 
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2.3.7 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเกดิโรคของแมลงโดยเช้ือรา 
 กำรก่อโรคของเช้ือรำกบัแมลงนั้นจะมีควำมรุนแรงมำกนอ้ยต่ำงกนัข้ึนอยูก่บัควำมสัมพนัธ์
ของเช้ือรำ แมลง และพืช หรือเรียกวำ่ trithrophic ดงันั้นเช้ือรำบำงชนิดไม่สำมำรถใชค้วบคุมแมลง
ไดเ้น่ืองจำกปัจจยัท่ีมีผลต่อกำรเกิดโรคดงัน้ี 
 1. สำยพนัธ์ุของเช้ือรำ  

เช้ือรำแต่ละสำยพนัธ์ุมีควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิดโรคกบัแมลงไดแ้ตกต่ำงกนั ซ่ึงเป็น
ลกัษณะทำงพนัธุกรรม เช้ือรำสำยพนัธ์ุใดท ำใหแ้มลงเกิดโรคไดข้ึ้นอยูก่บั 

1.1 ควำมสำมำรถในกำรท ำใหแ้มลงเกิดโรค (pathogenicity) คือ เช้ือรำสำมำรถเขำ้
ท ำลำยแมลงได ้และท ำลำยระบบภูมิคุม้กนัในตวัแมลงท ำให้แมลงเป็นโรคตำย เช้ือรำบำง
ชนิดผลิตสำรพิษท่ีรุนแรงท ำใหแ้มลงตำยเร็วข้ึน บำงชนิดเพียงแค่ใชแ้ร่ธำตุ และสำรอำหำร
ในตวัแมลงเพื่อกำรเจริญเติบโตเท่ำนั้น หรือบำงชนิดแมลงสำมำรถท่ีจะก ำจดัเช้ือรำออก
จำกตวัแมลงได ้ซ่ึงควำมแตกต่ำงน้ีข้ึนอยูก่บั สกุล และชนิดของเช้ือรำนั้น ๆ 

1.2 ควำมรุนแรงของเช้ือรำ (virulence) คือ เช้ือรำท่ีสำมำรถท ำให้แมลงเกิดโรค 
และท ำให้แมลงตำยได้มำก หรือน้อยแตกต่ำงกนั ซ่ึงข้ึนอยู่กบั สกุล ชนิด และสำยพนัธ์ุ 
ดงันั้นเช้ือรำในสกุลเดียวกนัแต่ต่ำงชนิดกนัจึงท ำใหแ้มลงเกิดโรค และตำยไดแ้ตกต่ำงกนั 

 2. ชนิดของแมลง 
 ผนงัล ำตวัของแมลงประกอบดว้ยไคติน และโปรตีนในปริมำณท่ีแตกต่ำงกนัไปในแมลง
แต่ละชนิด ซ่ึงสำรเหล่ำน้ีมีผลต่อกำรงอกของโคนิเดีย และกำรแทงทะลุผ่ำนผนังล ำตวัแมลง 
นอกจำกน้ีสำรอำหำรท่ีอยูภ่ำยในตวัแมลงท่ีมีปริมำณแตกต่ำงกนัจะมีผลต่อกำรเจริญเติบโตต่อเช้ือ
รำ องคป์ระกอบเหล่ำน้ีจึงเป็นตวัก ำหนดควำมเฉพำะเจำะจงของเช้ือรำต่อแมลงชนิดนั้น ๆ 
 3. พืช 
 พืชแต่ละชนิดมีลกัษณะทำงสรีรวิทยำ สัณฐำนวิทยำ และสำรเคมีภำยในพืช ท่ีแตกต่ำงกนั 
ควำมช้ืนบริเวณใบพืช หรือกำรคำยน ้ ำของพืช เป็นตวัช่วยให้เช้ือรำเขำ้ท ำลำยแมลงได้ดี เพรำะ     
โคนิเดียของเช้ือรำตอ้งกำรควำมช้ืนในกำรงอก โดยควำมช้ืนบริเวณใบพืช และควำมช้ืนบริเวณผนงั
ล ำตวัแมลงมีผลต่อกำรงอกของสปอร์มำกกว่ำควำมช้ืนในบรรยำกำศ สัณฐำนวิทยำของพืช เช่น 
รูปทรง เน้ือใบ ขนำดรูปร่ำงของใบ และทรงพุ่ม มีผลท ำให้เช้ือรำคงทนอยู่บนพืชได้นำนข้ึน 
ส ำหรับสำรเคมีภำยในพืชส่งผลโดยตรงต่อกำรเจริญเติบโตของเช้ือรำ ในพืชบำงชนิด เช่น ฝ้ำย มี
สำร terpenoid gossypol ท่ียบัย ั้งกำรเจริญเติบโตของเช้ือรำได ้
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4. ต ำแหน่ง และวธีิกำรเขำ้สู่ตวัแมลง 
 ลกัษณะกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือรำจะแตกต่ำงจำกเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ โดยสำมำรถเขำ้สู่
ตวัแมลงไดท้ำงผนงัล ำตวั และเขำ้ไดทุ้กส่วนของตวัแมลง เช่น หวั ตำ ขำ ปีก โดยเฉพำะตำมรอยต่อ
ของขอ้ ปลอ้งของแมลง เช่น ปลอ้งอก ปลอ้งทอ้ง ปลอ้งขำ  และปลอ้งหนวด เป็นตน้ แมลงท่ีมีผนงั
ล ำตวัหนำจะทนทำนต่อกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือรำไดดี้กวำ่แมลงท่ีมีผนงัล ำตวัอ่อนนุ่ม 
 5. สภำพแวดลอ้ม 
 ได้แก่ อุณหภูมิ ควำมช้ืน และแสงอุตรำไวโอเลต ล้วนมีผลต่อกำรท ำให้แมลงเกิดโรค   
(มำลี, 2551)  
 
2.4 เอนไซม์ไคติเนส (Chitinase enzyme)  

เอนไซม์ไคติเนสสำมำรถพบได้ทัว่ไปในพืช แมลง เช้ือจุลินทรีย์ และสัตว์ โดยมีมวล
โมเลกุลประมำณ 30 ถึง 120 kDa และค่ำ pI อยูใ่นช่วง 3.0 ถึง 10.0 ส่วนค่ำ pH ท่ีเหมำะสมนั้นอยู่
ในช่วง 3.5 ถึง 9 ซ่ึงข้ึนอยู่กบัสำรตั้งตน้ท่ีใช้ (Koga et al., 1999) ไคติเนสเป็นเอนไซม์ท่ีอยู่ใน    
กลุ่มของ glycoside hydrolase มีช่ือทำงวิทยำศำสตร์ว่ำ poly[1,4-(Nacetyl-b-D-glucosaminide)] 
glycanohydrolase มีบทบำทในกำรเร่งปฏิกิริยำกำรสลำยพนัธะ β-1,4-glycosidic ซ่ึงเช่ือมต่อกบั N-
acetlyglucosamine ของไคตินให้ไดเ้ป็น N-acetylglucosamine (GlcNAc) (Henrissat, 1991, 1999; 
Merzendorfer and Zimoch, 2003; Andersen et al., 2005) จ  ำแนกตำมระบบ NC-IUBMB enzyme 
number คือ EC 3.2 ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม 3 คือกลุ่ม hydrolase โดยจะสลำยพนัธะ glycosidic (NC-IUBMB, 
2011) จำกกำรเปรียบเทียบของล ำดบัอะมิโนถึงต ำแหน่ง catalytic domain สำมำรถแบ่งไดเ้ป็น 2 
กลุ่มหลกั ๆ คือ family 18 ท่ี catalytic domain เป็น (/)8 ซ่ึงพบในส่ิงมีชีวิตพวก eukaryote, 
prokaryote และ ไวรัส ส่วน family 19 ท่ี catalytic domain เป็น (-helical)10 และ (β-sheet)3 ซ่ึงพบ
ในพืช และในเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces griseus โดยเอนไซม์ไคติเนสยงัสำมำรถจ ำแนกตำม
ระบบของเอนไซมอ์อกไดเ้ป็น endo-chitinases (EC 3.2.1.1.4) ซ่ึงจะตดัสำยยำวของไคตินเป็นแบบ
สุ่มได ้N-acetyl glucosamine มวลโมเลกุลต ่ำ exo-chitinase (EC 3.2.1.14) จะตดัสำยไคตินได ้
diacetylchitobiose ในขณะท่ี βN-acetyl hexosaminidase (EC 3.2.1.52) จะตดัสำยของ 
diacetylchitobiose, chitotriose และ chitotetraose ท่ีไดจ้ำกกำรตดัสำยไคตินจำก exo-chitinase และ 
endo-chitinase ก่อนหนำ้นั้นให้ไดเ้ป็น N-acetyl glucosamine ส ำหรับ chitobiase (EC 3.2.1.30) จะ
ตดัสำยของ diacetylchitobiose โดยทัว่ไปแล้วเอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตจำกเช้ือรำจะอยู่ในกลุ่มของ 
family 18 ซ่ึงประกอบดว้ย 5 โดเมน หรือ 5 ส่วน คือ N-terminal signal peptide region, catalytic 
domain, serine/theronine-rich region, chitin-binding domain และ C-terminal extension region   
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เช้ือรำส่วนใหญ่มกัจะขำด 3 โดเมน คือ serine/theronine-rich region, chitin-binding domain และ 
C-terminal extension region แต่เอนไซมย์งัสำมำรถท ำงำนไดอ้ยูโ่ดยสลำย GlcNAc-GlcNAc และ 
GlcNAc-GlcN lingkage ดว้ยน ้ ำ นอกจำกน้ีแลว้เอนไซมใ์นกลุ่มน้ียงัไวต่อตวัยบัย ั้งคือ allosamidin 
(Henrissat, 1999; Robertus and Monzingo, 1999; Duo-Chuan, 2006; Matsumoto, 2006; Saguez et 
al., 2008) 

2.4.1 กระบวนการย่อยไคติน 
 Howard et al. (2003) ไดอ้ธิบำยถึงกระบวนกำรยอ่ยไคตินของพวกแบคทีเรีย และรำว่ำ 
polymer ของไคตินถูกย่อยโดยเอนไซม์ไคติเนส {EC 3.2.1.14, poly[1,4-(N-acetyl-β-D-
glucosaminide] glycanohydrolase}ได้เป็น N-acetylglucosamine (GlcNAc), chitobiose และ 
chtiooligosaccharide ซ่ึง chtiooligosaccharide จะเคล่ือนท่ีผ่ำนเขำ้ไปในส่วนของ periplasm โดย
อำจจะผ่ำนทำง specific outer membrane porin และจะถูกย่อยให้เป็น GlcNAc โดยเอนไซม ์
chitodextrinase ในขณะท่ี chitobiose จะเคล่ือนท่ีผำ่นเขำ้ไปใน periplasm โดยผำ่นทำง non specific 
porins และถูกย่อยให้เป็น GlcNAc โดยเอนไซม์ N-acetylglucosaminidase จำกส่วนของ 
periplasmic บำงส่วนของ chitobiose จะผำ่น inner membrane เขำ้ไปใน cytoplasm และถูกยอ่ยดว้ย
เอนไซม ์N-acetylglucosaminidase ของ cytoplasmic ให้เป็น GlcNAc ส่วน GlcNAc ท่ีถูกยอ่ยโดย
เอนไซมไ์คติเนสก็จะผำ่นส่วนของ outer membrane และ inner membrane เขำ้ไปจนถึง cytoplasm 
ซ่ึงเป็นบริเวณสุดท้ำยท่ีส่ิงมีชีวิตมีกำรเผำผลำญสำรประกอบเพื่อน ำไปใช้ประโยชน์ในกำร
ด ำรงชีวติ (ภำพ 5) 
 

 
ภาพ 5 เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนกำรยอ่ยสลำยไคติน (Howard et al., 2003) 

 



16 
 

 วิธีกำรศึกษำกำรผลิตเอนไซม์เบ้ืองตน้ของเช้ือรำบนอำหำรแข็งท่ีพบในกำรทดลองของ 
Maketon et al. (2008) ไดศึ้กษำประสิทธิภำพในกำรควบคุมไร Polyphagotarsonemus latus 
(Banks) ท่ีพบบนตน้หม่อนโดยกำรใช้เช้ือรำจำกดินจ ำนวน 88 ตวัอย่ำง ซำกเพล้ียจ ำนวน 75 
ตวัอยำ่ง ซำกปลวกจ ำนวน 220 ตวัอยำ่ง และซำกมวนจ ำนวน 86 ตวัอยำ่ง โดยน ำเช้ือรำมำคดัเลือก
เบ้ืองตน้จำกกำรงอกของโคนิเดียเช้ือรำในจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ sabouraud dextrose agar with yeast 
(SDAY) หรือ semi-syntheic media ท่ีมีไรอำศยัอยู ่และน ำไปทดสอบกบัไรในระยะตวัอ่อน และตวั
เตม็วยั เพื่อหำค่ำ LC50 ดว้ยควำมเขม้ขน้ 2106-2108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และค่ำ LT50 ท่ีควำมเขม้ขน้ 
2108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร จำกนั้นจึงน ำเช้ือรำไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภำพสูงสุดมำทดสอบกำรผลิต
เอนไซมโ์ปรติเอส และไคติเนส ในอำหำรแข็งโดยกำรวดัอตัรำส่วนระหวำ่งขนำดของ clear zone 
และขนำดของโคโลนี และอำหำรเหลวโดยวดักิจกรรมเอนไซม์ พบว่ำเช้ือรำ M. anisopliae          
ไอโซเลท CKM-048 มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมไรดีท่ีสุดโดยมีค่ำ LC50 อยู่ในช่วง 8.71106-
1.32107  โคนิเดีย/มิลลิลิตร และมีค่ำ LT50 อยูใ่นช่วง 2.36-3.82 วนั เม่ือทดสอบเบ้ืองตน้บนอำหำร
แขง็ พบวำ่เช้ือรำมีอตัรำส่วนระหวำ่งขนำด clear zone ของเอนไซมโ์ปรติเอส และขนำดโคโลนีของ
เช้ือรำ เท่ำกบั 1.36 และมีอตัรำส่วนระหว่ำงขนำด clear zone ของเอนไซม์ไคติเนส และขนำด
โคโลนีของเช้ือรำ เท่ำกบั 1.09 แสดงให้เห็นวำ่เช้ือรำไอโซเลทน้ีสำมำรถผลิตเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดได ้
โดยมีกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสูงสุดในวนัท่ี 7 เท่ำกบั 0.0475 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร และกิจกรรม
เอนไซมไ์คติเนสสูงสุดในวนัท่ี 7 เท่ำกบั 0.1056 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร เช่นเดียวกบักำรวดัอตัรำส่วน
ในวิธีกำรของ Nopparat et al. (2007) ไดน้ ำเช้ือรำในดินจ ำนวน 145 ไอโซเลท จำกจงัหวดั
กำญจนบุรีมำคดัเลือกโดยใชอ้ตัรำส่วนสูงสุดระหวำ่งขนำดของ clear zone และขนำดของโคโลนี 
และควำมสำมำรถในกำรย่อยฟอสเฟตในอำหำรเหลว โดยน ำเช้ือรำทั้งหมดมำทดสอบบนอำหำร
แข็ง pikrovskaya agar ท่ีเติม rose bengal ควำมเขม้ขน้ 0.003 เปอร์เซ็นต ์และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37    
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 วนั จำกนั้นน ำไปวดักิจกรรมของเอนไซม์ฟอสฟำเตส (phosphatese) 
พบว่ำสำมำรถคดัเลือกเช้ือรำท่ีมีอตัรำส่วนระหว่ำงขนำดของ clear zone และขนำดของโคโลนี
สูงสุด ไดจ้  ำนวน 30 ไอโซเลท โดยวธีิ z test เพื่อน ำไปทดสอบในอำหำรเหลวในกำรคดัเลือกเช้ือรำ
ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์ฟอสฟำเตสสูงสุด พบว่ำมีจ ำนวน 4 ไอโซเลท คือ SA07P3332, 
SA22P3406, SA14P2418 และ SA19P2120  

ในขณะท่ีวิธีกำรวดัอตัรำส่วนระหวำ่งขนำดของ clear zone และขนำดของโคโลนีในเช้ือ
แบคทีเรียซ่ึงเป็นวิธีท่ีพบมำกในกำรทดสอบกบัเช้ือแบคทีเรีย เช่นกำรทดลองของ Sridevi and 
Mallaiah (2008) ได้ศึกษำกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือแบคทีเรีย Rhizobium จ ำนวน 26         
ไอโซเลท จำกปมรำกของ Sesbania sesban โดยวดัขนำดของ clear zone และขนำดของโคโลนีของ
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เช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบบนอำหำรแข็ง (chitin agar) เป็นเวลำ 7 วนั เพื่อแสดงเป็นอตัรำส่วน และวดั
กิจกรรมของเอนไซมใ์นอำหำรเหลวท่ีมีไคตินเป็นองค์ประกอบ ทุก ๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลำ 3 วนั 
พบวำ่เช้ือแบคทีเรีย Rhizobium ไอโซเลท strain 1 มีอตัรำส่วนระหวำ่งขนำดของ clear zone และ
ขนำดของโคโลนีสูงสุด คือ 2.25 และมีกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด คือ 1.10 ยนิูต/มิลลิลิตร 
เช่นเดียวกบั Hatami et al. (2008) ไดศึ้กษำควำมสำมำรถในกำรยอ่ยเซลลูโลส (cellulose) ของเช้ือ
แบคทีเรียจำกดินท่ีอยูใ่นป่ำ จ ำนวน 15 ตวัอยำ่ง และในแปลงเกษตรกรรม จ ำนวน 15 ตวัอยำ่ง บน
อำหำรแข็งท่ีมี carboxy metyl cellulose เป็นองค์ประกอบ โดยวดัขนำดของ clear zone ของ
แบคทีเรียหลงัจำกหยด hexa decyl trimetyl anonium bromide ควำมเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 5 
มิลลิลิตร ไปแลว้ 20 นำที และวดัขนำดของโคโลนี พบวำ่ค่ำเฉล่ียอตัรำส่วนระหวำ่งขนำดของ clear 
zone กบัขนำดของโคโลนี ในตวัอยำ่งดินท่ีไดจ้ำกแปลงเกษตรกรรมเท่ำกบั 2.10 และตวัอยำ่งดินท่ี
ไดจ้ำกป่ำ เท่ำกบั 1.60 ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียในดินท่ีไดจ้ำกแปลงเกษตรกรรมมีควำมสำมำรถในกำรยอ่ย
เซลลูโลสดีกวำ่เช้ือแบคทีเรียในดินท่ีไดจ้ำกป่ำ 
 Fang et al. (2005) ไดศึ้กษำกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนสโดยใชว้ิธีทำงพนัธุวิศวกรรม (genetic 
engineering) โดยน ำยีนไคติเนส Bbchit1 จำกเช้ือรำ B. bassiana ไอโซเลท Bb0062 มำเช่ือมต่อกบั 
promoter จำกเช้ือรำ Aspergillus nidulans ไดย้ีนใหม่ คือ gpd-Bbchit1 ซ่ึงมีกำรผลิตไคติเนสไดม้ำก
ข้ึนกวำ่เดิม จำกนั้นจึงน ำกลบัเขำ้ไปใส่ในจีโนมของเช้ือรำ B. bassiana ไอโซเลท Bb0062 ตำมเดิม 
พบว่ำเม่ือน ำไปพ่นทดสอบกบัเพล้ียอ่อน เปรียบเทียบกบัเช้ือรำท่ีไม่ผำ่นกำรตดัต่อทำงพนัธุกรรม 
(B. bassiana ไอโซเลท Bb0062) สำมำรถลดค่ำ LC50 และค่ำ LT50 ได ้50 เปอร์เซ็นต ์นอกจำกน้ีกำร
ใช้น ้ ำกรองท่ีไดจ้ำกกำรเล้ียงเช้ือรำ M. anisopliae ไอโซเลท M408 ในอำหำรเหลวท่ีมีไคตินเป็น
องคป์ระกอบมำศึกษำกำรเจริญเติบโต และกระบวนเปล่ียนแปลงรูปร่ำงของหนอนใยผกัดว้ยควำม
เขม้ขน้ต่ำง ๆ ของเอนไซมไ์คติเนส คือ 600, 400, 200, 100 และ 50 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร ท่ีเคลือบบน
ใบคะนำ้ พบวำ่เอนไซมไ์คติเนสท่ีควำมเขม้ขน้ 600 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร สำมำรถลดกิจกรรมกำรกิน
อำหำร และท ำให้หนอนใยผกัมีอตัรำกำรตำยสูงสุด 67.89 เปอร์เซ็นต ์น ้ ำหนกัลดลง 75 เปอร์เซ็นต ์
รวมทั้งลดปริมำณไคตินท่ีเป็นองคป์ระกอบของผนงัล ำตวัหนอน 69 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุมท่ีเป็นน ้ ำกลัน่ (Wu et al., 2010) ในขณะท่ี Wiwat et al. (2000) ไดท้ดสอบกำรผลิต
เอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองต้นบนอำหำรแข็งท่ีมีไคตินเป็นองค์ประกอบในเช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
thuringiensis ssp. kurstaki จ ำนวน 150 ไอโซเลท เพื่อใชค้วบคุมหนอนใยผกั พบวำ่มีจ ำนวน 14    
ไอโซเลท ท่ีสำมำรถผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอำหำรแข็งท่ีมีไคตินเป็นองค์ประกอบ เม่ือน ำมำ
ทดสอบในอำหำรเหลวท่ีมี colloidal chitin ควำมเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต์ พบว่ำเช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki ไอโซเลท HD-1 (G) มีกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสสูงสุด คือ      
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19 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร และเม่ือน ำเช้ือแบคทีเรียในไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมสูงสุด (HD-1 (G)) และเช้ือ
แบคทีเรียในไอโซเลทท่ีไม่ผลิตเอนไซมไ์คติเนส (wa-p-2) มำเปรียบเทียบค่ำ LC50 พบวำ่มีค่ำ LC50 
เท่ำกบั 4.93104 และ 1.32105 สปอร์/มิลลิลิตร ตำมล ำดบั นอกจำกน้ีเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท HD-1 
(G) ยงัท ำให้ส่วนของ epithelial cell ในหนอนใยผกัมีลกัษณะเปล่ียนไปคือ ยืดยำว และบวม เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มของเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่ผลิตเอนไซมไ์คติเนส 
   
2.5 เอนไซม์โปรติเอส (Protease enzyme) 
  โปรติเอสเป็นกลุ่มเอนไซมท่ี์สำมำรถยอ่ยโปรตีนให้เป็นกรดอะมิโน ซ่ึงข้ึนอยูก่บัต ำแหน่ง
ของพนัธะเปปไทด์ในสำย polypeptide สำมำรถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มหลกั ๆ คือ endopeptidase 
ซ่ึงแยกพนัธะเปปไทด์ภำยในสำยโปรตีนท่ีเกิดจำกกำรรวมตัวของสำย polypeptide และ 
exopeptidase ซ่ึงจะแยกเฉพำะท่ีส่วนปลำยสุดของกรดอะมิโน หรือท ำกำรยอ่ย oligopeptides ขนำด
เล็ก (Rovensky et al., 2009) จ ำแนกตำมระบบ NC-IUBMB enzyme number คือ EC 3.4 ซ่ึงอยูใ่น
กลุ่ม 3 คือกลุ่ม hydrolase โดยจะสลำยพนัธะเปบไทด ์(NC-IUBMB, 2011) สำมำรถพบไดท้ัว่ไปใน 
พืช สัตว ์และเช้ือจุลินทรีย ์(Nirmal et al., 2011) จำกควำมแตกต่ำงของ active site และรูปแบบของ
กำรท ำงำนเอนไซม์ สำมำรถแบ่งไดเ้ป็น 8 กลุ่ม คือ asparagine protease, aspartic protease, cysteine 
protease, glutamic protease, metallo protease, serine protease, threonine protease และ unknown 
โดยเอนไซมก์ลุ่ม serine protease เป็นกลุ่มท่ีใหญ่ และถูกน ำมำศึกษำมำกท่ีสุด (Yike, 2011) โดยใน
กลุ่มของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงมีกำรศึกษำเอนไซม ์subtilisin-like (Pr1) และ trypsin-like (Pr2) 
มำกท่ีสุด ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม serine protease (St. Leger et al., 1987a; Cole et al., 1993; St. Leger, 1995)  

Dias et al. (2008) ไดศึ้กษำกำรผลิตเอนไซมใ์นกลุ่ม serine protease คือ Pr1 และ Pr2 ใน
เช้ือรำ B. bassiana ไอโซเลท CG425 ซ่ึงมีประสิทธิภำพสูงในกำรควบคุมมอดเจำะผลกำแฟ พบวำ่
สำมำรถผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมำณมำกท่ี pH 5.5 หรือมำกกวำ่ เม่ือมี cuticle ของมอดเจำะผลกำแฟ
เป็นส่วนประกอบในอำหำรเล้ียงเช้ือ ในขณะท่ี Mohanty et al. (2008) รำยงำนวำ่ปริมำณเอนไซม์
โปรติเอส Pr1 จำกเช้ือรำ M. anisopliae ไอโซเลท 892 ท่ีเล้ียงในอำหำรท่ีมีตวัชกัน ำ (inducer) ท่ี
เหมำะสมในกำรผลิตเอนไซม ์Pr1 และ Pr2 คือ cuticle ของแมลง 3 ชนิด คือ Anopheles stephensi, 
Aedes aegypti และ Culex quinquefasciatus นอกจำกน้ียงัมี gelatin casein, peptone และ BSA มี
ควำมสัมพนัธ์กบัอตัรำกำรตำยของยุง เม่ือน ำเช้ือรำควำมเขม้ขน้ 3.48103 โคนิเดีย/มิลลิลิตร มำ
ทดสอบแลว้ท ำใหย้งุมีอตัรำกำรตำยประมำณ 50 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกบักำรศึกษำของ Zhang et al. 
(2008) พบวำ่เม่ือน ำเฉพำะเอนไซมโ์ปรติเอส Pr1 ท่ีไดจ้ำกวิธีกำร recombinant DNA ควำมเขม้ขน้ 
0-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มำผสมกบัเช้ือรำ B. bassiana ไอโซเลท Bb0062 ฉีดพ่นบนเพล้ียอ่อน 
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Myzus persicae สำมำรถเพิ่มควำมรุนแรงในกำรควบคุม โดยค่ำ LC50 ลดลง 1.5-2.5 เท่ำ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซ่ึงเป็นเช้ือรำ B. bassiana เพียงอยำ่งเดียว และยงัพบอีกวำ่หำกน ำเฉพำะ
เอนไซม์โปรติเอส Pr1 มำฉีดพ่นแมลงกลบัไม่มีควำมแตกต่ำงของอตัรำกำรตำยกบัชุดควบคุมซ่ึง
เป็นน ้ำกลัน่ ในขณะท่ี Castellanos-Moguel et al. (2007) ไดน้ ำเอนไซมโ์ปรติเอส Pr1 และ Pr2 ท่ีได้
จำกกำรเล้ียงเช้ือรำ Paecilomyces fumosoroseus ในอำหำรเหลวท่ีประกอบไปดว้ยซูโครส กลูโครส 
peptone และ yeast extract (SGPYE) จ ำนวน 3 ไอโซเลท คือ EH-506/3, EH-503/3 และ EH-502/3 
มำทดสอบกบัตวัอ่อนแมลงหวี่ขำวระยะท่ี 2 Trialeurodes vaporariorum โดยใชค้วำมเขม้ขน้ของ  
เช้ือรำท่ี 4.7102-4.7106 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และน ำใบถัว่แขก Phaseolus vulgaris ท่ีมีตวัอ่อนแมลง
หวีข่ำวมำท ำกำรก ำหนดจุดบริเวณท่ีตวัอ่อนแมลงหวี่ขำวระยะท่ี 2 ปรำกฏดว้ยปำกกำ จำกนั้นน ำใบ
ถัว่แขกด้ำนท่ีมีแมลงหวี่ขำวไปลอยอยู่บนสำรแขวนลอยของโคนิเดียเช้ือรำแล้วยำ้ยไปวำงบน
อำหำรแข็ง Knop’s agar ทิ้งไวท่ี้ 24 ชั่วโมง พบว่ำไอโซเลท EH-506/3 มีประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมดีท่ีสุด โดยมีค่ำ LC50 เท่ำกบั 1.1103 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และมีกิจกรรมของเอนไซม์ Pr1 
มำกท่ีสุด ท่ี 120 ชัว่โมง เท่ำกบั 745.7 ยูนิตPr1/มิลลิลิตร ซ่ึงเหมำะส ำหรับน ำไปเป็นตวับ่งช้ีทำง
พนัธุกรรมเก่ียวกบัควำมรุนแรงของเช้ือรำ P. fumosoroseus ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบังำนทดลองของ 
Gillespie et al. (1998) ซ่ึงรำยงำนวำ่เอนไซมโ์ปรติเอส Pr1 ไม่พบควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งปริมำณของ
เอนไซม ์Pr1 และระยะเวลำท่ีท ำใหแ้มลงตำยไป 50 เปอร์เซ็นต ์(LT50) โดยทดสอบกำรผลิตเอนไซม์
โปรติเอส Pr1 ของเช้ือรำ Metarhizium spp. จ ำนวน 19 ไอโซเลท ในอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีมี
ส่วนประกอบ cuticle จำกตวัอยำ่งแมลง คือดกัแดข้อง tobacco hornworm (Manduca sexta)  ปีก 
และส่วนทอ้งของตัก๊แตนตวัเต็มวยั Schistocerca gregaria และหำค่ำ LT50  ในกำรเขำ้ควบคุม
ตัก๊แตน S. gregaria แลว้วิเครำะห์หำควำมสัมพนัธ์ของตวัแปรทั้งสอง นอกจำกน้ียงัพบวำ่ Pr1 มี
ควำมจ ำเพำะเจำะจงกบัตวัอำศยัอีกดว้ย 
 
2.6 การควบคุมหนอนใยผัก และการศึกษาความสัมพันธ์ของประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงกับ
กจิกรรมของเอนไซม์  

Loc and Chi (2007) ไดศึ้กษำหำประสิทธิภำพของเช้ือรำ M. anisopliae และเช้ือรำ            
B. bassiana ไอโซเลท M.a (OM1-R), M.a (OM3-STO), B.b (VL1-SCL) และ B.b (OM2-SDO) 
โดยฉีดพ่นเช้ือรำท่ีมีควำมเข้มข้น 107 โคนิเดีย/มิลลิลิตร  กับหนอนใยผกัวยั 2 ในสภำพ
ห้องปฏิบติักำร ห้องเรือนกระจก และในแปลงกะหล ่ำดอก พบวำ่ไอโซเลท M.a (OM3-STO) ซ่ึง
เป็นเช้ือรำ M. anisopliae ท ำให้เกิดอตัรำกำรตำยสูงท่ีสุด ซ่ึงไม่มีควำมแตกต่ำงกบั Crymax® 35WP 
ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringinesis var. kurstaki และ Atabron 5 EC ซ่ึงมีสำรออกฤทธ์ิคือ 
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chlorfluazuron และอยู่ในกลุ่มของ insect growth regulator ท่ีใช้เป็นกำรคำ้ นอกจำกน้ียงัพบว่ำ   
เช้ือรำ M. anisopliae มีประสิทธิภำพดีกวำ่ในกำรควบคุมหนอนใยผกั โดย Jun (2000) ไดศึ้กษำหำ
ประสิทธิภำพของเช้ือรำ M. anisopliae และ Nomuraea rileyi ไอโซเลท FI63, FI1248, FI1186, 
FI985, FI1037 และ FI610 กบัหนอนใยผกัวยั 2-3 ในสภำพห้องปฏิบติักำรโดยกำรทำเช้ือรำท่ีมี
ควำมเข้มข้น 108 ลงบนใบคะน้ำขนำดเส้นผ่ำนศูนยก์ลำง 12 มิลลิเมตรทั้งสองด้ำนเพื่อท ำกำร
คดัเลือกเช้ือรำท่ีสำมำรถท ำให้เกิดอตัรำกำรตำยมำกท่ีสุด พบว่ำเช้ือรำ M. anisopliae ไอโซเลท 
FI1248 มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมหนอนใยผกัโดยท ำให้เกิดอตัรำกำรตำย 100 เปอร์เซ็นต ์ใน
ระยะเวลำท่ีรวดเร็วกวำ่ไอโซเลทอ่ืน ๆ โดยในวนัท่ี 9 ดว้ยควำมเขม้ขน้ 102-107 โคนิเดีย/มิลลิลิตร มี
ค่ำ LC50 เท่ำกบั 2.03105 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และท่ีควำมเขม้ขน้ 105, 106  และ107 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
ค่ำ LT50

 อยูใ่นช่วง 4.97-7.81 วนั แต่ในบำงสถำนท่ี ท่ีมีกำรศึกษำประสิทธิภำพในกำรควบคุมหนอน
ใยผกัโดยใชเ้ช้ือรำ B. bassiana จ ำนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Bba5644, Bba5645, Bba5653, Bba5654, 
Bba5655 และ Bba14 และเช้ือรำ M. anisopliae จ ำนวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Ma178 และ Ma 182 กบั
หนอนใยผกัวยั 3 ดว้ยกำรจุ่มหนอนลงในสำรแขวนลอยโคนิเดียควำมเขม้ขน้ 108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
พบวำ่เช้ือรำ B. bassiana มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมดีกวำ่เช้ือรำ M. anisopliae โดยมีอตัรำกำร
ตำย ซ่ึงเป็นค่ำกลำงอยูท่ี่ 69 เปอร์เซ็นต์ และ 53 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั (Godonou et al., 2009) 
อยำ่งไรก็ตำมจำกกำรศึกษำของนกัวิชำกำรหลำย ๆ ท่ำนเก่ียวกบัระยะเวลำท่ีท ำให้แมลงตำยไป 50 
เปอร์เซ็นต์ (LT50) ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงในกำรควบคุมหนอนใยผกัวยั 2 ดว้ยควำมเขม้ขน้ 
1108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร โดยแสดงผลในตำรำง 3 

 
ตาราง 3 กำรหำค่ำ LT50 ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีใชค้วบคุมหนอนใยผกัวยั 2 ดว้ยควำมเขม้ขน้
 1108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 

ล าดบั 
ค่า LT50 (วนั) 

Metarhizium Beauveria 
1 4.972* 1.3-3.61 
2 0.7-1.43 1.1-1.213 
3 - 1.57-4.504 

เฉลีย่ 0.7-1.4 1.32-3.10 
1 Yoon et al., 1999 
2 Jun, 2000; * ควำมเขม้ขน้ 1107 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
3 Silva et al., 2003 
4 Lihong et al., 2009 
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Sassá et al. (2009) ไดท้  ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนส และ
ควำมรุนแรงของเช้ือรำ โดยหำอตัรำกำรตำยของมอดเจำะผลกำแฟ Hypothenemus hampei จำกกำร
ใชเ้ช้ือรำสำเหตุโรคแมลง B. bassiana ควำมเขม้ขน้ 2.5107 จ  ำนวน 30 ไอโซเลท มำควบคุม และ
วดักิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสทุกไอโซเลท พบวำ่อตัรำกำรตำยอยูใ่นช่วง 3.33-83.33 เปอร์เซ็นต ์ไม่มี
ควำมสัมพนัธ์โดยตรงกบักิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส ซ่ึงอยูใ่นช่วง 0-1,510.835 ยนิูต/มิลลิลิตร
สอดคล้องกบั สืบศกัด์ (2539) ได้ศึกษำควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงประสิทธิภำพในกำรเขำ้ท ำลำยไข่
ไส้เดือนฝอยรำกปม และกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือรำ Paecilomyces lilacinus จ ำนวน 5 สำย
พนัธ์ุ ซ่ึงแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีสำมำรถท ำลำยไข่ไส้เดือนฝอยได ้100 เปอร์เซ็นต ์จ ำนวน 4 
สำยพนัธ์ุ  และกลุ่มท่ีท ำลำยไข่ไส้เดือนฝอยได ้66.6 เปอร์เซ็นต ์จ ำนวน 2 สำยพนัธ์ุ เปรียบเทียบกบั
กลุ่มท่ีไม่สำมำรถท ำลำยไข่ไส้เดือนฝอย พบว่ำอำจไม่มีควำมสัมพนัธ์กนัแต่น่ำจะมีควำมเก่ียวขอ้ง
กบักำรเขำ้ไปในไข่ได ้เน่ืองจำกผนงัไข่ไส้เดือนฝอยมีไคตินเป็นองคป์ระกอบ ในขณะท่ี Gupta et 
al. (1994) ไดศึ้กษำหำควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งอตัรำกำรตำย ค่ำ LT50 และกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนส 
ของเช้ือรำ B. bassiana จ ำนวน 5 ไอโซเลท โดยจุ่มหนอนผีเส้ือกินไขผึ้ง Galleria mellonella และ 
หนอนคืบกะหล ่ำ Trichoplusia ni ในสำรแขวนลอยของเช้ือรำท่ีควำมเขม้ขน้ 6107 โคนิเดีย/
มิลลิลิตร และวดักิจกรรมของเอนไซม ์endochitinase, chymoelastase, chymotrypsin, esterase และ 
N-acetyl glucodaminidase พบวำ่ในกำรศึกษำส่วนของเอนไซม ์endochitinase นั้นมีควำมสัมพนัธ์
กนั 

กำรทดลองดว้ยวธีิทำงพนัธุวศิวกรรม (genetic engineering) ของ Fang et al. (2009) ในกำร
ควบคุมหนอนกินไขผึ้ง G. mellonella ดว้ยกำรตดัต่อยีนของเอนไซม์โปรติเอส Pr1 รวมกบัยีน
เอนไซมไ์คติเนส Bbchit1 (CDEP1:Bbchit1) เปรียบเทียบกบักำรใชเ้อนไซมโ์ปรติเอส Pr1 (CDEP1) 
และเอนไซมไ์คติเนส Bbchit1 (Bbchit1) เพียงอยำ่งเดียว ซ่ึงทั้งหมดถูกควบคุมโดย promoter ท่ีได้
จำกเช้ือรำ Aspergillus nidulans โดยมีชุดควบคุมเป็นเช้ือรำ B. bassiana ท่ีไม่ผำ่นกำรตดัต่อทำง
พนัธุกรรม แสดงให้เห็นวำ่ CDEP1:Bbchit1 สำมำรถลดค่ำ LT50  ได ้24.9 เปอร์เซ็นต ์และค่ำ LC50 
ได ้60.5 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ี CDEP1 สำมำรถลดค่ำ LT50  ได ้12.5 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่สำมำรถลดค่ำ 
LC50 ได ้ส่วน Bbchit1 สำมำรถลดค่ำ LC50 ได ้28.5 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรำยงำนกำรสังเกต
ในกำรทดลองของ St. Leger et al. (1996) วำ่เอนไซมไ์คติเนสจะผลิตออกมำในปริมำณท่ีต ่ำมำก
ขณะท่ีเร่ิมแทงทะลุผำ่น cuticle และจะมีปริมำณเอนไซมม์ำกข้ึนเม่ือมีเอนไซมโ์ปรติเอสเกิดข้ึนใน
กระบวนกำร เช่นเดียวกบังำนทดลองของ St. Leger et al. (1987b) ท่ีไดศึ้กษำกำรผลิตเอนไซม์       
ท่ียอ่ย cuticle ของแมลงวนั Calliphora vomitoria และ tobacco horn worm (Manduca sexta) จำก
เช้ือรำ M. anisopliae พบวำ่มีกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส Pr1, Pr2, esterase, aminopeptidase 
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และ N-acetylglucosaminidase (exochitinase) เกิดข้ึนระหว่ำงกระบวนกำรแทงเส้นใยเช้ือรำผ่ำน 
cuticle ของแมลงโดยเอนไซมโ์ปรติเอสจะผลิตก่อนเอนไซมไ์คติเนส 

 
2.7 เทคนิคเอสเอสซีพ ี(SSCP, Single-Strand Conformation Polymorphism) 
 เอสเอสซีพีเป็นเทคนิคท่ีง่ำยท่ีสุดในกำรช่วยตรวจสอบเพื่อหำจุด หรือบริเวณเล็ก ๆ ท่ีเกิด
กำรเปล่ียนแปลง เช่นกำรแทนท่ี กำรถูกลบ กำรแทรก หรือกำรสลับท่ีของล ำดับเบส โดย          
อำศยัหลกักำรกำรเคล่ือนท่ีท่ีเปล่ียนแปลงของโครงสร้ำง gDNA (genomic DNA) หรือ cDNA 
(complementary DNA) สำยเด่ียว (single-stranded) บนตวักลำง คือโพลีอะคริลำไมด์เจล 
(polyacrylamide gel) ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) (ภำพ 6) ท่ีอุณหภูมิประมำณ          
5 องศำเซลเซียส กำรตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคน้ีมีขอ้จ ำกดั คือควรใชดี้เอ็นเอท่ีมีควำมยำว
ขนำดน้อยกว่ำ 300 คู่เบส ดงันั้นจึงใช้ร่วมกบัวิธีกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง คือ
ปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรสหรือพีซีอำร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) เรียกวำ่ PCR-SSCP 
เป็นวิธีกำรตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ง่ำย และมีรำคำถูก โดยจะตรวจสอบควำมผนัแปรของช้ินดีเอ็นเอ
ในช่วง หรือบริเวณท่ีต้องกำรซ่ึงใช้ไพรเมอร์เป็นตัวก ำหนดขอบเขตของช้ินดีเอ็นเอนั้ น 
ประสิทธิภำพกำรตรวจสอบดว้ยวธีิน้ีข้ึนอยูก่บัรูปแบบกำรเปล่ียนแปลงของล ำดบัช้ินดีเอ็นเอ ขนำด
ของช้ินดีเอ็นเอ รวมทั้งปริมำณของ GC ท่ีประกอบในช้ินดีเอ็นเอ อุณหภูมิของเจล ส่วนประกอบ
ของเจลส่วน ประกอบของบฟัเฟอร์ และควำมเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ (Hayashi, 1991; Vorechovsky, 
2005) 
 Kuo et al. (2005) ไดศึ้กษำหำจุดกลำยพนัธ์ุ (SNPs) โดยเทคนิค PCR-SSCP บนยีน internal 
spacer 2 (ITS2) ในกลุ่มของเช้ือรำสกุล Cordyceps จ ำนวน 7 ไอโซเลท ท่ีใช้เป็นอำหำร และ          
ยำรักษำโรคในเอเชีย คือ BCC1386, ARSEF4870, ARSEF5689, CCRC36421, BCC1519, 
CCRC32221 และ BCC1443 เพื่อจ ำแนกชนิดของเช้ือรำท่ีใชเ้ป็นยำรักษำโรค พบวำ่ผลิตภณัฑ์ PCR 
จ ำนวน 5 ใน 7 ไอโซเลท ท่ีเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ 5.8SR และ ITS4 ซ่ึงมีขนำด 334     
คู่เบส และ 400 คู่เบส ตำมล ำดบั อำจจะมีศกัยภำพน ำไปใชต้รวจสอบจุดกลำยพนัธ์ุ และจ ำแนกชนิด
ของเช้ือรำ เช่นเดียวกบั Hegedus and Khachatourians (1995) ไดพ้ฒันำเทคนิคกำรจ ำแนกชนิด และ
ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ Beauveria spp. จำกตัก๊แตน Melanoplus sanguinipes จ ำนวน 37 ไอโซเลท 
โดยใชเ้ทคนิค PCR-SSCP และไพรเมอร์ทั้งหมด 3 คู่ คือ P1-P3, P1-P5 และ P1-P6 พบวำ่ผลิตภณัฑ์
ท่ีเพิ่มปริมำณดว้ยคู่ไพรเมอร์ P1-P3 เม่ือถูกน ำมำตดัดว้ยเอนไซมจ์ ำเพำะ AluI, HaeIII และ TaqI เกิด
ควำมผนัแปรของยีนจึงน ำผลิตภณัฑ์ท่ีได้จำกคู่ไพรเมอร์ P1-P3 มำตรวจสอบจุดกลำยพนัธ์ดว้ย
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เทคนิค SSCP ปรำกฏว่ำสำมำรถน ำมำใช้ในกำรจ ำแนกชนิดของเช้ือรำ Beauveria spp. และ
ตรวจสอบควำมแตกต่ำงไดช้ดัเจนเฉพำะในเช้ือรำ B. bassiana เท่ำนั้น 
 
 

 
ภาพ  6 หลกักำรวิเครำะห์ดว้ยเทคนิคเอสเอสซีพี โดยอำศยัหลกักำรกำรเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอสำย
     เด่ียวบน non-denaturing gel electrophoresis (Gasser et al., 2007) 


