
บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1 การเลีย้ง และการเพิม่ปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคแมลง  
  น ำเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง Beauveria spp. และ Metarhizium spp. จำกศูนยพ์นัธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภำพแห่งชำติ (BIOTEC) และสถำบันวิจัยและฝึกอบรมกำรเกษตรล ำปำง 
มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีรำชมงคลลำ้นนำ จ ำนวน 58 รหสั (ตำรำง 4) โดยเล้ียงบนอำหำร malt agar 
(MA) และ potato dextrose agar (PDA) (ภำคผนวก ก) เพื่อเพิ่มปริมำณเช้ือ หลงัจำกนั้นใช ้ cork 
borer ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะแยกเช้ือไปไวใ้นอำหำรใหม่ (fresh media) โดย
บ่มในสภำพอุณหภูมิหอ้ง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส 
  
ตาราง 4 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงรหสัต่ำง ๆ ในประเทศไทย 
ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของเช้ือ แหล่งอาศัย แหล่งทีม่า 

1 Bb1 BCC14532 Beauveria bassiana 
Coleoptera- 
ตวัเตม็วยั 

ภำคเหนือ 

2 Bb2 BCC14841 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ภำคเหนือ 

3 Bb3 BCC16041 B. bassiana 
Coleoptera- 
ตวัเตม็วยั 

ภำคเหนือ 

4 Bb4 BCC17599 Beauveria sp. Homoptera-จกัจัน่ เพชรบุรี 
5 Bb5 BCC17778 B. brongniartii ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
6 Bb6 BCC17906 B. brongniartii ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
7 Bb7 BCC17981 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
8 Bb8 BCC18054 B. bassiana ดิน ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
9 Bb9 BCC18058 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
10 Bb10 BCC18059 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 

11 Bb11 BCC18616 Beauveria sp. แมลง 
ภำค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 

12 Bb12 BCC18631 Beauveria sp. แมลง 
ภำค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของเช้ือ แหล่งอาศัย แหล่งทีม่า 

13 Bb13 BCC19012 B. bassiana Coleoptera 
ภำค 

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 
14 Bb14 BCC19058 B. amorpha Coleoptera-ตวัเตม็วยั ภำคเหนือ 

15 Bb15 BCC19337 B. amorpha Araneae-แมงมุม 
ภำค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 

16 Bb16 BCC20196 B. bassiana 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

ประเทศไทย 

17 Bb17 BCC22355 B. bassiana 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

ภำคเหนือ 

18 Bb18 BCC25950 B. bassiana แมลงตวัเตม็วยั 
ภำค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 
19 Bb19 BCC31676 Beauveria sp. Gryllotalpa orientalis เชียงใหม่ 
20 Bb20 Bb.2637 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 

21 Bb21 Bb.4591 B. bassiana 
Coleoptera-

Curculionidae 
จนัทบุรี 

22 Bb22 Bb.5082 B. bassiana Hymenoptera-ผึ้ง เพชรบูรณ์ 
23 Bb23 Bb.5335 B. bassiana Hymenoptera-มด เพชรบุรี 
24 Bb24 Bb.5436 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
25 Bb25 Bb.6241 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
26 Bb26 Bb.6243 B. bassiana ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
27 Bb27 B.6988 Beauveria sp. ไม่ทรำบแหล่งอำศยั สุรำษฎร์ธำนี 
28 Bb28 B.7683 Beauveria sp. ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ตำก 

29 Ma1 BCC1380 Metarhizium flavoviride 
Homoptera-
Delphacidae 

ภำค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ 

30 Ma2 BCC1399 M. flavoviride 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

ภำคใต ้

31 Ma3 BCC1402 M. anisopliae 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

ภำคใต ้

32 Ma4 BCC1552 M. anisopliae Araneae-แมงมุม นครนำยก 

33 Ma5 BCC1555 M. anisopliae 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

นครนำยก 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของเช้ือ แหล่งอาศัย แหล่งทีม่า 

34 Ma6 BCC1617 M. anisopliae 
Homoptera-ตวัอ่อน    

เพล้ียกระโดด 
จนัทบุรี 

35 Ma7 BCC1701 M. anisopliae 
Hemiptera- 
เพล้ียกระโดด 

ภำคใต ้

36 Ma8  BCC1705 M. anisopliae 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

ภำคกลำง 

37 Ma9 BCC1707 M. flavoviride Hemiptera-ตวัอ่อน ภำคกลำง 

38 Ma10 BCC1762 M. cylindrosporae 
Homoptera-ตวัอ่อน

จกัจัน่ 
ภำค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ 
39 Ma11 BCC1828 M. anisopliae แมลง นครรำชสีมำ 
40 Ma12 BCC1858 M. anisopliae Coleopter-ห่ิงหอ้ย เพชรบุรี 

41 Ma13 BCC2074 M. anisopliae 
Lepidoptera- 
หนอนไหม 

นครปฐม 

42 Ma14 BCC2335 M. flavoviride ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
43 Ma15 BCC2699 M. anisopliae แมลง ภำคตะวนัตก 
44 Ma16 BCC4810 M. anisopliae เศษไม ้ ประเทศไทย 
45 Ma17 BCC4849 M. anisopliae เศษไม ้ ประเทศไทย 

46 Ma18 BCC4951 
M. anisopliae 
var.anisopliae 

ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 

47 Ma19 BCC5797 M. anisopliae ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 

48 Ma20 BCC7672 Metarhizium sp. 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

สระบุรี 

49 Ma21 BCC12392 M. anisopliae 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

นครรำชสีมำ 

50 Ma22 BCC12636 M. anisopliae Coleoptera-ดว้งดีด ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 

51 Ma23 BCC16000 M. anisopliae 
Homoptera- 
เพล้ียกระโดด 

กำญจนบุรี 

52 Ma24 BCC17760 M. anisopliae ฟำงขำ้ว ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
53 Ma25 BCC17896 M. anisopliae ดิน ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
54 Ma26 BCC17908 M. anisopliae Tomaspis saccharina ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
55 Ma27 BCC18558 M. anisopliae ไม่ทรำบแหล่งอำศยั ไม่ทรำบแหล่งท่ีมำ 
56 Ma28 BCC22353 M. anisopliae Orthoptera-ตัก๊แตน ภำคกลำง 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของเช้ือ แหล่งอาศัย แหล่งทีม่า 

57 Ma29 M.6079 Metarhizium sp. Homoptera ระนอง 
58 Ma30 M.7965 Metarhizium sp. ไม่ทรำบแหล่งอำศยั นครรำชสีมำ 

  
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 
  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง Beauveria spp. และ Metarhizium 
spp. ในกำรก ำจดัหนอนใยผกั  
  3.2.1 การเลีย้ง และเพิม่ปริมาณหนอนใยผกั  
  หนอนใยผกัท่ีใช้ในกำรศึกษำเก็บตวัอย่ำงจำกแปลงเกษตรกรในเขต ต.สันผีเส้ือ อ.เมือง        
จ.เชียงใหม่ ต.หนองหอยใหม่ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ และ ต.หนองหำร อ.สันทรำย จ.เชียงใหม่ ท่ีไม่มี
กำรใช้สำรเคมีในกำรก ำจดัศตัรูพืช มำเล้ียงเพิ่มปริมำณในห้องปฏิบติักำรด้วยใบคะน้ำท่ีปลอด
สำรพิษ โดยเล้ียงหนอนใยผกัในกล่องพลำสติก จนกระทัง่แมลงเขำ้ดกัแด ้แลว้เก็บใส่กล่องขนำด
เล็กไปวำงในกล่องพลำสติกใสขนำด 19×30×10 เซนติเมตร เพื่อให้เจริญเป็นตวัเต็มวยัและผสม
พนัธ์ุกนั ซ่ึงขำ้งในกล่องจะใส่ตน้คะนำ้ท่ีปลูกโดยไม่ใชส้ำรฆ่ำแมลงอำยุ 2-3 สัปดำห์ เพื่อให้เป็นท่ี
วำงไข่ และให้น ้ ำผึ้งท่ีมีควำมเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นต ์เป็นอำหำรของตวัเต็มวยั ปล่อยให้ผีเส้ือท่ีออก
จำกดักแด้วำงไข่ตำมใบคะน้ำหลังจำกนั้นประมำณ 5-6 วนัท ำกำรยำ้ยต้นคะน้ำท่ีมีกลุ่มไข่ของ
หนอนใยผกัไปไวอี้กกล่องหน่ึงซ่ึงเป็นพลำสติกใสขนำด 19×30×10 เซนติเมตร เม่ือไข่ฟักเป็นตวั
หนอนแลว้เล้ียงดว้ยใบคะนำ้อำยุ 2-3 สัปดำห์ ท ำกำรเปล่ียนคะน้ำทุก ๆ 1-2 วนั เล้ียงจนหนอนเขำ้
ดกัแดอี้กรุ่น จึงเก็บดกัแดน้ั้นไปวำงไวใ้นกล่องพลำสติกใสขนำด 19×30×10 เซนติเมตรอีก เพื่อให้
เป็นตวัเตม็วยั ผสมพนัธ์ุ และวำงไข่ต่อไป (ภำพ 7) 
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ภาพ  7  กำรเล้ียงเพิ่มปริมำณหนอนใยผกั (ก) สภำพแปลงผกัตระกูลกะหล ่ำของเกษตรกรท่ีไม่ฉีด
  พ่นสำรเคมีในเขตจังหวดัเชียงใหม่เป็นแหล่งท่ีเก็บตัวอย่ำงหนอนใยผกัมำใช้ในกำร          
  ทดสอบ (ข-ค) กำรเล้ียงเพิ่มปริมำณหนอนใยผกัในกล่องพลำสติกใส ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
  3.2.2 การทดสอบความรุนแรงของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงกบัหนอนใยผกั  
  กำรทดสอบกบัหนอนใยผกัในสภำพหอ้งปฏิบติักำรจะแบ่งกำรทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ 
  ส่วนที ่1 เป็นกำรทดสอบถึงระยะเวลำท่ีเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงใชใ้นกำรก ำจดัแมลงเพื่อใช้
ในกำรแบ่งกลุ่มของควำมรุนแรง โดยมีวธีิกำรทดสอบดงัน้ี 
  1. ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือรำ Beauveria spp. และ Metarhizium spp. จ  ำนวน 
25 รหสั ซ่ึงมีอำย ุ15 วนัโดยเท Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ประมำณ 3-5 มิลลิลิตร ลงใน
จำนอำหำรเล้ียงเช้ือ และขูดเบำ ๆ ท่ีผิวหนำ้ของโคโลนีเพื่อเก็บโคนิเดียของเช้ือรำแลว้นบัจ ำนวน  
โคนิเดียภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก ำลงัขยำย 100 เท่ำ ดว้ย haemacytometer (ภำคผนวก ข) หลงัจำก
นั้นปรับควำมเขม้ขน้ของสำรแขวนลอยดว้ย Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ให้ไดค้วำม
เขม้ขน้เป็น 108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และน ำสำรแขวนลอยของเช้ือรำปริมำตร 1 มิลลิลิตรใส่ลงในขวด
สเปรยข์นำดเล็กไปฉีดพ่นลงบนตวัหนอนใยผกัวยั 2 โดยตรงในจำนอำหำรเล้ียงเช้ือขนำดเส้นผำ่น
ศูนย์กลำง 9 เซนติเมตรท่ีมีใบคะน้ำขนำด 6×7 เซนติเมตร ซ่ึงถูกฆ่ำเช้ือท่ีผิวใบด้วย sodium 
hypochlorite ควำมเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์1 คร้ัง คร้ังละ 10 วินำที และลำ้งดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ 
2 คร้ัง คร้ังละ 15 วนิำที (ภำพ 8) (Jun, 2000; Anand et al., 2009; Godonou et al., 2009) 

ก 

ข ค 
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  วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มีทั้งหมด 26 กรรมวิธี 
โดยในแต่ละกรรมวิธีมีทั้งหมด 3 ซ ้ ำ ซ ้ ำละ 10 ตวั ส่วนในชุดควบคุม (control) จะใชน้ ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำ
เช้ือแลว้ผสมกบั Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีใชใ้นกำรทดสอบ
มีดงัน้ี 
 
  กรรมวธีิที ่1 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb1  
  กรรมวธีิที ่2 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb2 
  กรรมวธีิที ่3 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb3 
  กรรมวธีิที ่4 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb4 
  กรรมวธีิที ่5 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb5 
  กรรมวธีิที ่6 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb10 
  กรรมวธีิที ่7 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb13 
  กรรมวธีิที ่8 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb17 
  กรรมวธีิที ่9 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb18 
  กรรมวธีิที ่10 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb20 
  กรรมวธีิที ่11 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb21 
  กรรมวธีิที ่12 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb23 
  กรรมวธีิที ่13 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb25 
  กรรมวธีิที ่14 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb28 
  กรรมวธีิที ่15 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma2 
  กรรมวธีิที ่16 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma7 
  กรรมวธีิที ่17 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma9 
  กรรมวธีิที ่18 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma12 
  กรรมวธีิที ่19 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma16 
  กรรมวธีิที ่20 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma17 
  กรรมวธีิที ่21 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma19 
  กรรมวธีิที ่22 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma22 
  กรรมวธีิที ่23 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma28 
  กรรมวธีิที ่24 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma29 
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  กรรมวธีิที ่25 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma30 
  กรรมวธีิที ่26 น ้ำกลัน่ผสมกบั Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์(control) 
 
  ตรวจนบักำรตำยของหนอนใยผกัทุก ๆ วนั เป็นเวลำ 7 วนัหลังจำกฉีดพ่นหำกมีกำรตำย
เกิดข้ึนในชุดควบคุมอยูใ่นช่วง 5-10 เปอร์เซ็นต์ให้ปรับเปอร์เซ็นตก์ำรตำยดว้ย Abbott’s formula 
(ภำคผนวก ข) (Abbott, 1925) น ำค่ำท่ีไดไ้ปวิเครำะห์หำค่ำ median lethal time (LT50) ดว้ย
โปรแกรม LOGIT PC และเปรียบเทียบค่ำเฉล่ียของระยะเวลำในกำรเขำ้ควบคุมหนอนใยผกัของ  
เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงดว้ยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซ็นต ์และ 99 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 16.0 
  2. กำรเจริญเติบโตเป็นเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง (%) ถูกแสดงโดยท ำกำรตรวจนบัจ ำนวน
หนอนใยผกัท่ีตำยแล้ว และมีเส้นใยข้ึนปกคลุมล ำตวัในวนัท่ี 7 หลงัจำกกำรฉีดพ่น โดยน ำซำก
หนอนใยผกัท่ีตำยในแต่ละวนัมำลำ้งผิวล ำตวัเพื่อให้ปรำศจำกเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ท่ีปนเป้ือนบริเวณผนงั
ล ำตวั ดว้ย sodium hypochlorite ควำมเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์1 คร้ัง เป็นเวลำ 5 วินำที ตำมดว้ยกำร
จุ่มลงในแอลกอฮอล ์ควำมเขม้ขน้ 75 เปอร์เซ็นต ์1 คร้ัง เป็นเวลำ 5 วนิำที และน ำไปลำ้งดว้ยน ้ ำกลัน่
ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้อีก 1 คร้ัง เป็นเวลำ 10 วินำที จำกนั้นน ำซำกแมลงท่ีผำ่นกำรลำ้งผิวล ำตวัมำวำงบน
กระดำษกรองท่ีหยดน ้ำใหชุ่้มในจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ (Petri dish) ปิดทบัขอบจำนอำหำรเล้ียงเช้ือดว้ย
ฟิลม์ห่ออำหำร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส  
  นบัจ ำนวนซำกหนอนใยผกัท่ีมีเส้นใยของเช้ือรำข้ึนปกคลุมล ำตวัในวนัท่ี 7 ภำยใตก้ลอ้ง 
stereo microscope น ำค่ำท่ีได้ไปปรับให้อยู่ในรูปของเปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบค่ำเฉล่ียของ
เปอร์เซ็นตด์ว้ยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
และ 99 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 16.0 
  ส่วนที ่2 เป็นกำรทดสอบควำมรุนแรงของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มจำก
กำรทดลองในส่วนท่ี 1 โดยมีวธีิกำรทดสอบดงัน้ี 
  น ำเฉพำะเช้ือรำท่ีมีประสิทธิภำพสูงสุด จ ำนวน 2 รหสั ไดแ้ก่ Bb23 และ Ma17 ซ่ึงท ำให้
แมลงตำยอยูใ่นช่วง 26.28-32.29 ชัว่โมง จำกกลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพสูง (high efficacy) หรือกลุ่ม H 
และเช้ือรำท่ีมีประสิทธิภำพต ่ำสุด จ ำนวน 2 รหัส ไดแ้ก่ Bb2 และ Ma28 ซ่ึงท ำให้แมลงตำยอยู่
ในช่วง 62.46-73.26 ชัว่โมง จำกกลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพต ่ำ (low efficacy) หรือกลุ่ม L ของแต่ละสกุล 
(genus) น ำมำทดสอบกบัหนอนใยผกัวยั 2 ดว้ยควำมเขม้ขน้ระดบัต่ำง ๆ อยำ่งนอ้ย 5 ควำมเขม้ขน้ 
ซ่ึงสำมำรถท ำให้หนอนใยผกัมีอตัรำกำรตำยอยู่ในช่วงประมำณ 10-90 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธีกำรน ำ
สำรแขวนลอยของเช้ือรำปริมำตร 1 มิลลิลิตรฉีดพ่นลงบนตวัหนอนใยผกัวยั 2 โดยตรงในจำน
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อำหำรเล้ียงเช้ือขนำดเส้นผ่ำนศูนยก์ลำง 9 เซนติเมตรท่ีมีใบคะน้ำขนำด 6×7 เซนติเมตร ซ่ึงถูกฆ่ำ
เช้ือท่ีผิวใบดว้ย sodium hypochlorite ควำมเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์1 คร้ัง คร้ังละ 10 วินำที และลำ้ง
ดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ 2 คร้ัง คร้ังละ 15 วินำที (Jun, 2000; Anand et al., 2009; Godonou et al., 
2009)  
   วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มีทั้งหมด 5 กรรมวิธี ใน
แต่ละกรรมวธีิมีทั้งหมด 5 ควำมเขม้ขน้ และแต่ละควำมเขม้ขน้มีทั้งหมด 3 ซ ้ ำ ซ ้ ำละ 10 ตวั ส่วนใน
ชุดควบคุม (control) จะใช้น ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ผสมกบั Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์   
เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีใชใ้นกำรทดสอบมีดงัน้ี 
 
  กรรมวิธีที่ 1 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria กลุ่ม high efficacy รหัส Bb23  
ทั้งหมด 5 ควำมเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 105, 106, 107, 108 และ 109 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
  กรรมวิธีที่ 2 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria กลุ่ม low efficacy รหัส Bb2       
ทั้งหมด 5 ควำมเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 105, 106, 107, 108 และ 109 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
  กรรมวิธีที่ 3 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium กลุ่ม high efficacy รหัส Ma17 
ทั้งหมด 5 ควำมเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 105, 106, 107, 108 และ 109 โคนิเดีย/มิลลิลิตร    
  กรรมวิธีที่ 4 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium กลุ่ม low efficacy รหัส Ma28 
ทั้งหมด 5 ควำมเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 105, 106, 107, 108 และ 109 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
  กรรมวธีิที ่5 น ้ำกลัน่ผสมกบั Tween 80 ควำมเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์(control) 
 
  ตรวจนบักำรตำยของหนอนใยผกัหลงัจำกฉีดพ่น 4 วนั หำกมีกำรตำยเกิดข้ึนในชุดควบคุม
อยูใ่นช่วง 5-10 เปอร์เซ็นตใ์หป้รับเปอร์เซ็นตก์ำรตำยดว้ย Abbott’s formula (ภำคผนวก ข) (Abbott, 
1925) น ำค่ำท่ีไดไ้ปวเิครำะห์หำค่ำ median lethal concentration (LC50) ดว้ยโปรแกรม LOGIT PC  
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ภาพ  8  กำรทดสอบกบัหนอนใยผกัวยั 2 ในสภำพห้องปฏิบติักำร (ก-ข) กำรทดสอบในจำนอำหำร
      เล้ียงเช้ือ (ค-ง) กำรเตรียมโคนิเดียของเช้ือรำในรูปของสำรแขวนลอย เพื่อกำรฉีดพน่ 
 
3.3 ทดสอบการผลติเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง 
  กำรทดสอบกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงจ ำนวน 10 รหสั โดยแยก
เป็นกลุ่ม high efficacy จ ำนวน 5 รหสั ไดแ้ก่ Bb4, Bb20, Bb23, Ma17 และ Ma16 และกลุ่ม low 
efficacy จ  ำนวน 5 รหัส ไดแ้ก่ Bb2, Ma9, Ma12, Ma22 และ Ma28 ซ่ึงมีอำยุ 5 วนั โดยกำร 
subculture ดว้ย cork borer ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร ไปเล้ียงบน colloidal chitin agar 
ควำมเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต์ (ภำคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ซ่ึงถำ้มีกำรผลิตเอนไซม ์ 
ไคติเนส เอนไซม์น้ีจะสำมำรถตดัพนัธะ -(1-4)-glycosidic ของไคตินท่ีผสมอยู่ในอำหำรให้เป็น
หน่วยเล็ก ๆ คือ N-acetylglucosamine (GlcNAc) เพื่อน ำไปใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอนและไนโตรเจน จึง
ท ำให้เกิด clear zone โดยถำ้มีกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสในปริมำณท่ีแตกต่ำงกนัก็จะปรำกฏ clear 
zone ท่ีมีขนำดลดหลัน่กนัไป  
  วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มีทั้งหมด 10 กรรมวิธี
โดยในแต่ละกรรมวิธีมีกำรเปรียบเทียบชุดควบคุมกบักรรมวิธี โดยใน plate จะมีกำรวำงเช้ือรำ
สำเหตุโรคแมลง 3 จุด และมีชุดควบคุม คือ เช้ือรำ M. anisopliae รหสั Ma19 เป็น positive control 
(ภำพ 9) ท ำทั้งหมดจ ำนวน 3 ซ ้ ำ โดยเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงท่ีใชใ้นกำรทดสอบมีดงัน้ี 
   

ก ข 

ค ง 
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  กรรมวธีิที ่1 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb2  
  กรรมวธีิที ่2 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb4 
  กรรมวธีิที ่3 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb20 
  กรรมวธีิที ่4 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Beauveria รหสั Bb23 
  กรรมวธีิที ่5 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma9 
  กรรมวธีิที ่6 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma12 
  กรรมวธีิที ่7 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma16 
  กรรมวธีิที ่8 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma17 
  กรรมวธีิที ่9 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma22 
  กรรมวธีิที ่10 เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium รหสั Ma28 
 
  ท ำกำรวดัขนำดของโคโลนี และขนำดของ clear zone ของเช้ือรำ ทุก ๆ วนั เป็นเวลำ 7 วนั 
เพื่อหำอตัรำส่วนตำมวิธีของ Sridevi and Mallaiah (2008) โดยวดั clear zone ดว้ยไมบ้รรทดัจำก
ขอบของ clear zone ดำ้นหน่ึงไปยงัขอบของ clear zone ซ่ึงอยูฝ่ั่งตรงขำ้ม (X, Y) และให้ท ำกำรวดั 2 
คร้ัง แลว้น ำค่ำทั้ง 2 คร้ัง หำรดว้ย 2 จะเป็นค่ำของเส้นผำ่ศูนยก์ลำงของ clear zone ซ่ึงมีหน่วยเป็น
มิลลิเมตรตั้งฉำกกนั  และขนำดของโคโลนีท ำกำรวดัขนำดดว้ยวิธีเดียวกนั แต่เร่ิมวดัจำกขอบของ
เช้ือท่ีเจริญดำ้นหน่ึงไปจรดขอบอีกดำ้นหน่ึง (X, Y) โดยท ำกำรวดั 2 คร้ัง แลว้น ำค่ำทั้ง 2 คร้ัง หำร
ด้วย 2 จะเป็นค่ำของเส้นผ่ำศูนยก์ลำงของโคโลนีซ่ึงมีหน่วยเป็นมิลลิเมตรตั้งฉำกกนั ท ำกำร
วเิครำะห์ทำงสถิติโดยใชโ้ปรแกรม SPSS 16.0 และเปรียบเทียบอตัรำส่วนเฉล่ียดว้ยวิธี Tukey, HSD 
ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์และ 99 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั 
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ภาพ  9  กำรทดสอบกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ Metarhizium anisopliae รหสั Ma17 บน           
       อำหำรแข็งท่ีประกอบด้วย colloidal chitin ควำมเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 30             
      องศำเซลเซียส 
 
3.4 การเตรียม crude enzyme จากเช้ือราสาเหตุโรคแมลง       
  เช้ือรำสำเหตุโรคแมลง Beauveria spp. และ Metarhizium spp. ในกลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพสูง 
(กลุ่ม high efficacy) และกลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพต ่ำ (กลุ่ม low efficacy) ท่ีใช้ในกำรควบคุม       
หนอนใยผกั จ ำนวน 8 รหสั โดยแยกเป็นกลุ่ม high efficacy จ ำนวน 4 รหสั ไดแ้ก่ Bb4, Bb23, 
Ma17 และ Ma16 และกลุ่ม low efficacy จ  ำนวน 4 รหสั ไดแ้ก่ Ma9, Ma12, Ma22 และ Ma28 ท่ีมี
อำย ุ7 วนั ถูก subculture ดว้ย cork borer ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร จ ำนวน 10 ช้ิน ใส่
ลงไปในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอำหำรเหลว enzyme producing medium (EPM) pH 
5.0 ปริมำตร 75 มิลลิลิตร (ภำคผนวก ก) แลว้น ำไปเขยำ่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 200 
รอบ/นำที เป็นเวลำ 25 วนั (ภำพ 10) 
  3.4.1 การวดักจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (Chitinase activity) 
  เก็บตวัอยำ่ง crude enzyme จำกขวดรูปชมพู่โดยกำรดูดสำรละลำยในอำหำรเหลวปริมำตร 
1.5 มิลลิลิตร ทุก ๆ 48 ชัว่โมง เป็นเวลำ 25 วนั จำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
10,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อน ำส่วนของเหลวใสซ่ึงเป็น crude enzyme มำหำกิจกรรม
ของเอนไซม์ไคติเนส ซ่ึงเป็นกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลท่ีเกิดจำกกำรย่อยไคตินโดยเอนไซม์ไคติเนส 
(reducing sugar) ดว้ยวิธี 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) ของ Miller (1959) (ภำคผนวก ค) ซ่ึงใช ้
N-acetylglucosamine (GlcNAc) เป็นตวัมำตรฐำน โดยเอนไซม ์1 ยนิูต (IU) หมำยถึงปริมำณของ
เอนไซมท่ี์สำมำรถยอ่ยไคตินไปเป็น N-acetylglucosamine (GlcNAc) 1 ไมโครโมล ภำยในเวลำ 1 
นำที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 

control จุดที่ 1 

จุดที่ 2 จุดที่ 3 
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  3.4.2 การวดักจิกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (Protease activity)  
  ตวัอยำ่งของเหลวใสซ่ึงเป็น crude enzyme ท่ีเหลือจำกกำรทดลองท่ี 3.4.1 ถูกน ำมำศึกษำ
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส ซ่ึงเป็นกำรวดักำรท ำงำนของเอนไซม์โปรติเอสโดยกำรวดัปริมำณ
โปรตีนท่ีเกิดจำกกำรยอ่ยเคซีน (casein) โดยเอนไซมโ์ปรติเอส ตำมวิธีกำรของ Sundararajan et al. 
(2010) (ภำคผนวก ง) ดว้ยวิธี Folin-Lowry ของ Lowry et al. (1951) ซ่ึงใชไ้ทโรซีน (tyrosine) เป็น
ตวัมำตรฐำน โดยเอนไซม์ 1 ยูนิต (IU) หมำยถึงปริมำณของเอนไซม์ท่ีสำมำรถย่อยเคซีนไปเป็น         
ไทโรซีน 1 ไมโครโมล ภำยในเวลำ 1 นำที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
 

           
ภาพ 10  กำรเตรียม crude enzyme จำกเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงจ ำนวน 8 รหสั (ก) ขวดรูปชมพู่ขนำด
       250 มิลลิลิตร ท่ีมีอำหำรเหลว enzyme producing medium (EPM) pH 5.0 ปริมำตร 75            
       มิลลิลิตร (ข) กำรเขยำ่สำรละลำยดว้ยเคร่ือง low temperature shaking incubator ท่ีอุณหภูมิ
      30 องศำเซลเซียส 
 
3.5 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างประสิทธิภาพ และกจิกรรมของเอนไซม์ 
  เป็นกำรศึกษำค่ำควำมสัมพนัธ์ (r) ของประสิทธิภำพ และกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
และเอนไซมโ์ปรติเอส ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงในกลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพสูง (high efficacy) และ
กลุ่มท่ีมีประสิทธิภำพต ่ำ (low efficacy) ดงัน้ี 

1. กำรเจริญเติบโตเป็นเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง (%) กบัค่ำ LT50  
2. กำรเจริญเติบโตเป็นเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง (%) กบักิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และ

เอนไซมโ์ปรติเอส  
3. กำรเจริญเติบโตเป็นเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง (%) กับกิจกรรมสูงสุดของเอนไซม ์       

ไคติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอส 

ก 

ข 
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4. ค่ำ LT50 กบัอตัรำส่วนระหวำ่งขนำดของ clear zone และขนำดของโคโลนี 
5. ค่ำ LT50 กบักิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอส  

  ค่ำควำมสัมพนัธ์ (r) จะถูกวิเครำะห์กำรถดถอยเชิงเส้น (linear regression) ดว้ยโปรแกรม 
SPSS 16.0   
 
3.6 การศึกษายนีไคติเนส 
  พิจำรณำจำกกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งประสิทธิภำพ และกิจกรรมของเอนไซมข์อง
เช้ือรำสำเหตุโรคแมลงทั้ง 2 สกุล คือ Beauveria spp. และ Metarhizium spp. (กลุ่ม high efficacy 
และกลุ่ม low efficacy) เพื่อคดัเลือกเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงในสกุลท่ีปรำกฏควำมสัมพนัธ์กนัอยำ่งมี
นัยส ำคัญ และเปรียบเทียบค่ำเฉล่ียของระยะเวลำท่ีท ำให้หนอนใยผกัตำยไป 50 เปอร์เซ็นต ์          
(ค่ำ LT50) ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลงในสกุลท่ีปรำกฏควำมสัมพนัธ์กนัอย่ำงมีนัยส ำคญัด้วยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์และ 99 เปอร์เซ็นต ์
ตำมล ำดบั โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 16.0 
  กำรศึกษำยีนไคติเนส chit42 (chit1) ซ่ึงเป็น endochitinase ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง 
Metarhizium spp. จ ำนวน 6 รหสั โดยแยกเป็นกลุ่ม high efficacy จ ำนวน 3 รหสั ไดแ้ก่ Ma2, Ma16 
และ Ma17 และกลุ่ม low efficacy จ  ำนวน 3 รหสั ไดแ้ก่ Ma9, Ma22 และ Ma28 เพื่อศึกษำควำม   
ผนัแปรของยนีดว้ยเทคนิค PCR-SSCP 
  3.6.1 การสกดัดีเอน็เอ (ดดัแปลงบำงส่วนจำก Nishiguchi et al., 2002) 

1. ขูดตวัอย่ำงจำกผิวหน้ำของโคโลนีประมำณ 3-5 กรัม ใส่ในหลอดขนำด 1.5 
มิลลิลิตร และน ำไปบดใหแ้ตกละเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว 

2. เติม TE buffer ปริมำตร 570 ไมโครลิตร ลงในตวัอยำ่ง และผสมใหเ้ขำ้กนั 
3. เติม SDS (sodium dodecyl sulfate) ควำมเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 40

ไมโครลิตร เขย่ำให้เขำ้กนั แลว้เติม proteinase K (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
ปริมำตร 4 ไมโครลิตร  

4. น ำไปเขย่ำท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 1 
ชัว่โมง 

5. เติม 5 M NaCl ปริมำตร 100 ไมโครลิตร แลว้เขยำ่ใหเ้ขำ้กนั 
6. เติม CTAB/NaCl ปริมำตร 80 ไมโครลิตร 
7. น ำไปเขยำ่ท่ีอุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 

นำที 
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8. เติม chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมำตรเท่ำกบัสำรละลำยในหลอด 
แลว้เขยำ่ใหเ้ขำ้กนั 

9. น ำตวัอย่ำงไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 14,000 รอบ/
นำที เป็นเวลำ 5 นำที 

10. ดูดเฉพำะส่วนใสมำใส่ในหลอดขนำด 1.5 มิลลิลิตรอนัใหม่ และเติม phenol: 
chloroform: isoamyl alcohol (24: 24: 1) ปริมำตรเท่ำกบัสำรละลำยในหลอด 
แลว้เขยำ่ใหเ้ขำ้กนั 

11. น ำตวัอย่ำงไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 14,000 รอบ/
นำที เป็นเวลำ 5 นำที 

12. ดูดเฉพำะส่วนใสมำใส่ในหลอดขนำด 1.5 มิลลิลิตรอนัใหม่ และท ำซ ้ ำขอ้ 8 
อีกรอบหน่ึง โดยกำรเติม chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมำตรเท่ำกบั
สำรละลำยในหลอด แลว้เขยำ่ใหเ้ขำ้กนั 

13. น ำตวัอย่ำงไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 14,000 รอบ/
นำที เป็นเวลำ 5 นำที 

14. ดูดเฉพำะส่วนใสมำใส่ในหลอดขนำด 1.5 มิลลิลิตรอันใหม่ และเติม 
isopropanol ปริมำตร 0.6 เท่ำของสำรละลำยในหลอด แลว้เขยำ่เบำ ๆ 

15. น ำตวัอย่ำงไปไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที หลงัจำกนั้น
น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 14,000 รอบ/นำที เป็น
เวลำ 5 นำที 

16. เท isopropanol ทิ้ง และเติมเอทำนอลควำมเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 1 
มิลลิลิตร เขยำ่เบำ ๆ แลว้น ำไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 
14,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 5 นำที 

17. เทเอทำนอลทิ้ง และตำกใหต้ะกอนดีเอน็เอแหง้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
18. ละลำยตะกอนดีเอ็นเอท่ีแห้งแลว้ดว้ย TE buffer ปริมำตร 40 ไมโครลิตร แลว้

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
  3.6.2 การตรวจสอบคุณภาพ และวดัปริมาณของดีเอน็อ 
  น ำดีเอ็นเอท่ีไดไ้ปตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง spectrophotometer โดยวดัค่ำ 
optical density (OD) ท่ีควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร (A260) และ 280 นำโนเมตร (A280) เพื่อ
ประเมินคุณภำพจำกอตัรำส่วนระหวำ่ง A260 และ A280 โดยดีเอ็นเอท่ีมีควำมบริสุทธ์ิจะมีค่ำประมำณ 
1.8-2.0 ส ำหรับปริมำณของสำรละลำยดีเอ็นเอจะถูกวดัด้วยเคร่ือง spectrophotometer โดยวดัค่ำ 
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optical density (OD) ท่ีควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร (A260) และตรวจสอบลกัษณะของแถบ          
ดีเอ็นเอบน agarose gel ควำมเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ดว้ยวิธี gel electrophoresis แลว้ยอ้มช้ินดีเอ็นเอ
ดว้ย ethidium bromide และน ำไปส่องดว้ยแสงอุลตรำไวโอเลต 
  3.6.3 การออกแบบไพรเมอร์ 
  ขอ้มูลล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยีน chit42 (chit1) ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง M. anisopliae 
ทั้ง genomic DNA (accession number AF027498) มีควำมยำว 2,174 คู่เบส และ complementary 
DNA (accession number AF027497) มีควำมยำว 1,826 คู่เบส จำกฐำนขอ้มูล GenBank ถูกน ำมำ 
blast ดว้ยโปรแกรม DNAMAN 4.0 โดยจะแสดงส่วนท่ีเป็น exon (coding) และ intron (non-
coding) แล้วน ำข้อมูลดังกล่ำวมำใช้ประโยชน์ในกำรออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer 
Premier 5.0 เพื่อใช้เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีตอ้งกำรของยีน chit42 (chit1) ให้มีขนำด       
200-350 คู่เบส โดยให้ครอบคลุมส่วนท่ีเป็น exon ทั้งหมด ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดง
ในตำรำง 5 
 
ตาราง 5 ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในปฏิกิริยำ PCR เพื่อเพิ่มปริมำณช้ินดีเอ็นเอท่ี             
     ตอ้งกำรในยนี chit42 (chit1) 
ช่ือไพรเมอร์ ขนาด (bp) ล าดบัเบส อุณหภูม*ิ 

chit42-1 324 Forward: 5’-CCA CAT TCC TTC GAG GTA GT -3’ 60 
  Reverse:  5’-ACA AGA TGG ACC GGG AAG AA-3’ 60 

chit42-2 239 Forward: 5’-GAT ACT AAC CAG TAG ACA GG -3’ 58 
  Reverse:  5’-TAC AGT CAT TTG GGT AGT GC -3’ 58 

chit42-3 219 Forward: 5’-CTT GGA ATG ATG TCG GTA CA -3’ 58 
  Reverse:  5’-AAT CGA CGT CAA TGC CAT CA -3’ 58 

chit42-4 309 Forward: 5’-TCG AAG CAA CTT TGC GAA GT -3’ 58 
  Reverse:  5’-CTG GAG TTG CTC CAT GAA C -3’ 58 

chit42-5 274 Forward: 5’-GTT TGC TCA GGG ATA CCA TT -3’ 58 
  Reverse:  5’-TGG CAA TGC CAA GAC GAT C -3’ 58 

chit42-6 242 Forward: 5’-CAA CAC GGA TCA TGC TGT C -3’ 58 
  Reverse:  5’-CAG AGG GAT CGT AGC TGT A -3’ 58 

chit42-7 277 Forward: 5’-ACG GTG ACA AAG GGT ACT AC -3’ 60 
  Reverse:  5’-GCT GGC TAG AAC TAA GCC AT -3’ 60 

*Tm ในกำรเขำ้จบัของไพรเมอร์กบัดีเอน็เอ (annealing) หน่วยเป็น องศำเซลเซียส 
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  3.6.4 ปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเีมอเรสหรือพซีีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  สำรละลำยดีเอ็นเอควำมเขม้ขน้ 100 นำโนกรัม/ไมโครลิตร ของเช้ือรำสำเหตุโรคแมลง 
Metarhizium spp. จ ำนวน 6 รหสั โดยแยกเป็นกลุ่ม high efficacy จ ำนวน 3 รหสั ไดแ้ก่ Ma2, Ma16 
และ Ma17 และกลุ่ม low efficacy จ  ำนวน 3 รหสั ไดแ้ก่ Ma9, Ma22 และ Ma28 ถูกใชเ้ป็นดีเอ็นเอ
ตน้แบบ (template DNA) ในปฏิกิริยำ PCR เพื่อเพิ่มปริมำณยีน chit42 (chit1) ในบริเวณท่ีตอ้งกำร
โดยใชคู้่ไพรเมอร์ตำมตำรำง 5 โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยำดงัน้ี 
  Template DNA (100 นำโนกรัม/ไมโครลิตร)  1.00 ไมโครลิตร 
  10X PCR buffer      2.00 ไมโครลิตร 
  chit42-forward primer (10 พิโคโมล/ไมโครลิตร)  0.40 ไมโครลิตร 
  chit42-reverse primer (10 พิโคโมล/ไมโครลิตร)  0.40  ไมโครลิตร 
  dNTP (2.5 มิลลิโมล)     0.50 ไมโครลิตร 
  MgCl2 (25 มิลลิโมล)     1.20 ไมโครลิตร 
  Taq DNA polymerase (5 ยนิูต/ไมโครลิตร)  0.10 ไมโครลิตร 
  dH2O                 14.40 ไมโครลิตร 
  ปริมาตรรวมทั้งหมด               20.00 ไมโครลิตร 
โปรแกรมท่ีใชใ้นกำรควบคุมอุณหภูมิข้ึนลงของปฏิกิริยำ PCR มีดงัต่อไปน้ี 
   รอบที ่1  Denaturation  94 องศำเซลเซียส    4 นำที 
   รอบที ่2  Denaturation  94 องศำเซลเซียส       30 วนิำที   
     Annealing       56-60.6 องศำเซลเซียส       45 วนิำที        35 รอบ  
     Extension  72 องศำเซลเซียส             1 นำที 
   รอบที ่3  Final extention  72 องศำเซลเซียส            5 นำที 
  น ำผลิตผลของ PCR ท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ยวิธี gel electrophoresis เพื่อใชก้ระแสไฟฟ้ำแยก      
ดีเอน็เอบน polyacrylamide gel ควำมเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมำตรฐำนท่ีทรำบ
ขนำดควำมยำวท่ีแน่นอน (DNA marker) แลว้ยอ้มดว้ยวธีิ silver staining (ภำคผนวก ข) 
  3.6.5 การตรวจสอบความผนัแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน chit42 (chit1) ด้วยเทคนิค
เอสเอสซีพ ี(Single-Strand Conformation Polymorphism, SSCP) 
  ผลผลิต PCR ของยีน chit42 (chit1) ทั้ง 7 คู่ไพรเมอร์ จำกกำรทดลองท่ี 3.6.3 ปริมำตร 2 
ไมโครลิตร ผสมกบั SSCP loading buffer ปริมำตร 8 ไมโครลิตร และน ำไป denature ท่ีอุณหภูมิ 95 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที หลงัจำกนั้นน ำไปแช่ในน ้ ำแข็งทนัทีเพื่อรักษำสภำพกำรเป็นสำย
เด่ียว (single-stranded) ของดีเอ็นเอ จำกนั้นน ำส่วนผสมปริมำตร 10 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบกำร
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เคล่ือนท่ีของดีเอน็เอดว้ยวธีิ gel electrophoresis เพื่อใชก้ระแสไฟฟ้ำแยกดีเอ็นเอบน non-denaturing 
gel ควำมเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส โดยใช้ควำมแรงของ
กระแสไฟฟ้ำท่ี 100 โวลต ์200 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลำ 3 ชัว่โมง แลว้ยอ้มสีดว้ยวิธี silver staining 
(ภำคผนวก ข) 


