
บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การเลีย้ง และการเพิม่ปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคแมลง  
เช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง Beauveria spp. และ Metarhizium spp. ท่ีน ามาจาก                     

ศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) และสถาบนัวิจัยและฝึกอบรม
การเกษตรล าปาง มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลลา้นนา ทั้งหมดจ านวน 58 ไอโซเลท สามารถท่ี
จะท าการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเหมาะสมไดจ้  านวน 41 ไอโซเลท โดยปรากฏแต่เส้นใยของเช้ือราซ่ึง
ไม่สามารถสร้างโคนิเดียได ้และสามารถเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใชใ้นการทดสอบกบัแมลงไดจ้  านวน 
25 ไอโซเลท (ตาราง 6) โดยสามารถสร้างโคนิเดียบนอาหารเล้ียงเช้ือไดใ้นปริมาณท่ีมากพอส าหรับ
การน าไปใชป้ระโยชน์ในการควบคุมหนอนใยผกั 

 
ตาราง 6 การเ ล้ียงเพิ่มปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคแมลงภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมในสภาพ                         
 หอ้งปฏิบติัการ                                                           

ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของอาหาร อุณหภูมิ (°C) 
1 Bb1 BCC14532 PDA 30 
2 Bb2 BCC14841 PDA 25 
3 Bb3 BCC16041 PDA 30 
4 Bb4 BCC17599 PDA 25 
5 Bb5 BCC18058 PDA 30 
6 Bb10 BCC18059 MA 30 
7 Bb13 BCC19012 PDA 30 
8 Bb17 BCC22355 PDA 25 
9 Bb18 BCC25950 PDA 30 

10 Bb20 Bb.2637 PDA 25 
11 Bb21 Bb.4591 PDA 30 
12 Bb23 Bb.5335 PDA 25 
13 Bb25 Bb.6241 PDA 30 
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ตาราง 6 (ตอ่) 

   
4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือสาเหตุโรคแมลง 
  การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง Beauveria spp. และ Metarhizium 
spp. ในการก าจดัหนอนใยผกั  
  4.2.1 การเลีย้ง และเพิม่ปริมาณหนอนใยผกั  
  หนอนใยผกัท่ีใช้ในการศึกษาเก็บตวัอย่างจากแปลงเกษตรกรในเขต ต.สันผีเส้ือ อ.เมือง        
จ.เชียงใหม่ ต.หนองหอยใหม่ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ และ ต.หนองหาร อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ ซ่ึง
เป็นแหล่งในการเพาะปลูกผกัตระกลูกะหล ่า พบวา่บางแหล่งหนอนใยผกัถูกแตนเบียนในธรรมชาติ
เขา้ท าลาย และเกิดติดเช้ือไวรัสบา้ง (ภาพ 11) ส่งผลให้ปริมาณแมลงพ่อและแม่พนัธ์ุลดลง แกไ้ข
ปัญหาน้ีโดยการเก็บตวัอย่างหนอนใยผกัเพิ่มเติม และคดัแยกแมลงโดยเลือกเฉพาะตวัท่ีแข็งแรง
น ามาเล้ียงเพิ่มปริมาณ    

ล าดับ รหัส ไอโซเลท ชนิดของอาหาร อุณหภูมิ (°C) 
14 Bb28 B.7683 PDA 30 
15 Ma2 BCC1399 PDA 25 
16 Ma7 BCC1701 PDA 25 
17 Ma9 BCC1707 PDA 25 
18 Ma12 BCC1858 PDA 25 
19 Ma16 BCC4810 PDA 30 
20 Ma17 BCC4849 PDA 30 
21 Ma19 BCC5797 MA 30 
22 Ma22 BCC12636 PDA 30 
23 Ma28 BCC22353 PDA 25 
24 Ma29 M.6079 MA 30 
25 Ma30 M.7965 MA 30 
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ภาพ 11 ปัญหาท่ีพบในการเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณหนอนใยผกั (Plutella xylostella) ในสภาพ               
      หอ้งปฏิบติัการ (ก) แตนเบียนเขา้ท าลายหนอนใยผกั (ข) ลกัษณะของหนอนใยผกัท่ีติดเช้ือ
        ไวรัสขณะเขา้ดกัแด ้  
   
  4.2.2 การทดสอบเช้ือราสาเหตุโรคแมลงกบัหนอนใยผกั 
 ในการทดสอบส่วนท่ี 1 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง Beauveria spp. และ Metarhizium spp. 
จ  านวน 25 ไอโซเลท (ตาราง 6) ถูกน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัวยั 2 ใน
สภาพอุณหภูมิห้อง (ภาพ 12, 13) พบว่าเช้ือรา Beauveria spp. มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 32.29-73.26 
ชั่วโมง และเช้ือรา Metarhizium spp. มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 26.28-144.74 ชั่วโมง เม่ือน า
ประสิทธิภาพของเช้ือรามาพิจารณาในการคดัเลือกสามารถแบ่งกลุ่มของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 
2 สกุล ออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพสูง (high efficacy หรือ H) โดยเช้ือรากลุ่ม high 
efficacy มีค่า LT50 อยูใ่นช่วง 26.28-34.98 ชัว่โมง มีจ านวน 5 ไอโซเลท คือ BCC17599, Bb.2637, 
Bb.5335, BCC4810 และ BCC4849 ในขณะท่ีกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy หรือ L) โดย
เช้ือรากลุ่ม low efficacy มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 73.26-144.74 ชัว่โมง มีจ านวน 5 ไอโซเลท คือ 
BCC14841, BCC1707, BCC1858, BCC12636 และ BCC22353 (ตาราง 7) 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ภาพ 12  ลกัษณะของหนอนใยผกั (Plutella xylostella) ท่ีพบเช้ือราสกุล Beauveria เขา้ท าลาย            
  (ก) ลกัษณะเส้นใยท่ีปกคลุมล าตวั (ข-ค) เส้นใยเช้ือราท่ีมีการสร้างโคนิเดียปกคลุมล าตวั
   (ง) เส้นใยของเช้ือราข้ึนปกคลุมล าตวัหนอนใยผกัในระยะเขา้ดกัแด ้
 

        
 

       
ภาพ 13 ลกัษณะของหนอนใยผกั (Plutella xylostella) ท่ีพบเช้ือราสกุล Metarhizium เขา้ท าลาย 
 (ก-ข) ลกัษณะของเส้นใยเช้ือราท่ีก าลงัเปล่ียนจากสีขาวเป็นสีเขียวเขม้ (ค-ง) ลกัษณะของ
 เส้นใยเช้ือราท่ีก าลงัสร้างโคนิเดียปกคลุมล าตวัหนอนใยผกั 
 

ก 

ค ง 

ข 

ก ข 

ค ง 
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ตาราง 7 ค่า LT50 ในการทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 ท่ีอุณหภูมิเฉล่ีย 25.2±2.4
 องศาเซลเซียสและความช้ืนสัมพทัธ์เฉล่ีย 23.07±0.3 % RH (ภาคผนวก จ) 

ล าดบั รหัส ไอโซเลท LT50 (ช่ัวโมง)±SE1 ช่วงความเช่ือมัน่ที ่95%  
ระดบัของ

ประสิทธิภาพ 
1 Ma2 BCC1399 41.03±11.02ab2 19.65-60.30 Medium 
2 Ma7 BCC1701       52.05±4.02ab 28.42-71.15 Medium 
3 Ma9 BCC1707     112.63±25.62cde   87.65-176.87 Low 
4 Ma12 BCC1858       86.69±3.97bcd   70.70-101.05 Low 
5 Ma16 BCC4810       31.04±0.87a 19.65-41.43 High 
6 Ma17 BCC4849       26.28±2.28a   7.09-40.25 High 
7 Ma19 BCC5797       62.80±16.36abc           37.93-94.21 Medium 
8 Ma22 BCC12636     117.33±14.18de   89.11-185.28 Low 
9 Bb1 BCC14532       57.31±14.66ab  37.89-73.83 Medium 
10 Bb2 BCC14841       73.26±14.72abcd  54.98-91.32 Low 
11 Bb3 BCC16041       56.95±2.57ab  42.07-69.82 Medium 
12 Bb4 BCC17599       34.98±2.31ab  17.80-48.60 High 
13 Bb5 BCC18058       41.20±8.47ab  13.01-63.55 Medium 
14 Bb10 BCC18059       49.50±4.41ab  32.91-63.51 Medium 
15 Bb13 BCC19012       49.94±18.91ab  36.12-61.71 Medium 
16 Ma28 BCC22353     144.74±9.33abc   55.66-240.70 Low 
17 Bb17 BCC22355       62.46±8.31e 42.50-79.76 Medium 
18 Bb18 BCC25950       38.21±3.32ab 26.27-49.51 Medium 
19 Bb20 Bb.2637       33.18±8.63ab 11.73-49.58 High 
20 Bb21 Bb.4591       64.15±23.42abc 27.62-56.03 Medium 
21 Bb23 Bb.5335       32.29±6.76ab 16.43-45.02 High 
22 Bb25 Bb.6241       38.24±6.34ab 24.47-50.19 Medium 
23 Ma29 M.6079       71.00±1.57abcd 55.48-84.66 Medium 
24 Bb28 B.7683       47.59±19.62ab 31.15-60.61 Medium 
25 Ma30 M.7965       47.79±7.09ab 33.31-60.74 Medium 

P value 0.000** 
1 ค่าเฉล่ียจาก 3 ซ ้ า 
2 ค่าเฉล่ียในคอลมัน์ท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยวธีิ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
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ตาราง 8 อตัราการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) บนล าตวัหนอนใยผกั (Plutella             
 xylostella) วยั 2 ท่ีอุณหภูมิเฉล่ีย 25.2±2.4 องศาเซลเซียสและความช้ืนสัมพทัธ์เฉล่ีย       
 23.07±0.3 % RH 
ล าดบั รหัส ไอโซเลท การเจริญเตบิโตเป็นเช้ือราสาเหตโุรคแมลง (%)±SE1 

1 Ma2 BCC1399                                      10.00±5.77abc2 
2 Ma7 BCC1701  20.00±10.00abcd 
3 Ma9 BCC1707                                      10.00±10.00abc 
4 Ma12 BCC1858  52.87±12.47abcd 
5 Ma16 BCC4810                                        6.67±3.33ab 
6 Ma17 BCC4849                                      23.33±8.82abcd 
7 Ma19 BCC5797                                      33.33±6.67abcd 
8 Ma22 BCC12636                                        4.17±4.17ab 
9 Bb1 BCC14532                                      45.00±10.41abcd 
10 Bb2 BCC14841  40.00±26.46abcd 
11 Bb3 BCC16041                                      66.67±6.67d 
12 Bb4 BCC17599  55.00±16.07abcd 
13 Bb5 BCC18058  43.33±17.64abcd 
14 Bb10 BCC18059                                      60.00±20.00cd 
15 Bb13 BCC19012  46.67±17.64abcd 
16 Ma28 BCC22353                                        3.33±3.33a 
17 Bb17 BCC22355                                      65.70±7.20d 
18 Bb18 BCC25950                                      48.53±9.35abcd 
19 Bb20 Bb.2637  16.67±12.02abcd 
20 Bb21 Bb.4591                                      27.77±4.00abcd 
21 Bb23 Bb.5335                                      56.67±6.67bcd 
22 Bb25 Bb.6241                                      16.67±6.67abcd 
23 Ma29 M.6079                                      17.03±2.97abcd 
24 Bb28 B.7683                                      64.30±13.77d 
25 Ma30 M.7965  27.03±11.77abcd 

P value 0.000** 
1 ค่าเฉล่ียจาก 3 ซ ้ า 
2 ค่าเฉล่ียในคอลมัน์ท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยวธีิ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
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 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงจ านวน 25 ไอโซเลท ความเขม้ขน้ 108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร น ามาฉีด
พ่นลงบนหนอนใยผกั พบว่าการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราจ านวน 25        
ไอโซเลท บนตวัหนอนใยผกัอยู่ในช่วง 3.33-66.67 เปอร์เซ็นต์ โดยเช้ือรา Beauveria spp. มีการ
เจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงอยู่ในช่วง 16.67-66.67 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีเช้ือรา 
Metarhizium spp. มีการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงอยูใ่นช่วง 3.33-52.87 เปอร์เซ็นต ์
(ตาราง 8) นอกจากน้ียงัพบว่าเส้นใยของเช้ือรา Metarhizium spp. ปรากฏบนตวัแมลงในวนัท่ี 3 
หลงัจากการฉีดพ่น และเส้นใยของเช้ือรา Beauveria spp. ปรากฏบนตวัแมลงในวนัท่ี 4-5 หลงัจาก
การฉีดพน่ 

ในการทดสอบส่วนท่ี 2 เช้ือราท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด (high efficacy) และต ่าสุด (low 
efficacy) ของแต่ละสกุล (genus) ในสกุล Beauveria จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Bb.5335 และ 
BCC14841 และสกุล Metarhizium จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC4849 และ BCC22353 น ามา
ทดสอบกบัหนอนใยผกัวยั 2 เพื่อยืนยนัผลในการคดัเลือกจากการทดสอบในส่วนท่ี 1 และทดสอบ
ความรุนแรงของเช้ือราท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในแต่ละสกุล พบวา่เช้ือราท่ีอยูใ่นกลุ่ม high efficacy 
ทั้ง 2 สกุล คือไอโซเลท Bb.5335 และ BCC22353 มีค่า LC50 เท่ากบั 2.66×106 โคนิเดีย/มิลลิลิตร 
และ 3.11×105 โคนิเดีย/มิลลิลิตร ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ตามล าดบั ในขณะท่ีกลุ่ม low efficacy ทั้ง 2 
สกุล คือไอโซเลท BCC14841 และ BCC22353 มีค่า LC50 เท่ากบั 9.44×106 โคนิเดีย/มิลลิลิตร และ 
2.88×108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ตามล าดบั (ภาคผนวก จ) 
 
4.3 ทดสอบการผลติเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง 
  จากการน าเช้ือราสาเหตุโรคแมลงท่ีผา่นการคดัเลือกประสิทธิภาพในการก าจดัแมลงในการ
ทดลองท่ี 4.2.2 ส่วนท่ี 1 ไดแ้ก่กลุ่ม high efficacy จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC17599, Bb.2637, 
Bb.5335, BCC4849 และ BCC4810 และกลุ่ม low efficacy จ  านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC14841, 
BCC1707, BCC1858, BCC12636 และ BCC22353 มาทดสอบการผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหาร
แข็ง colloidal chitin agar ความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต์ (ภาพ 14) โดยแสดงอตัราส่วนระหวา่งขนาด
ของ clear zone กบัขนาดของโคโลนี พบวา่มีเช้ือราสาเหตุโรคแมลงจ านวน 8 ไอโซเลท ท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซมไ์คติเนสไดคื้อ BCC17599, Bb.5335, BCC1707, BCC1858, BCC4810, BCC4849, 
BCC12636 และ BCC22353 โดยเช้ือราไอโซเลท BCC17599 มีอตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear 
zone กบัขนาดของโคโลนีสูงท่ีสุดในวนัแรกในขณะท่ีเช้ือราในสกุล Beauveria จ านวน 2 ไอโซเลท 
คือ BCC14841 และ Bb.2637 ไม่สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้บนอาหารแข็งโดยพบค่า
อตัราส่วนระหว่างขนาดของ clear zone และขนาดของโคโลนีเป็นศูนย ์เม่ือเปรียบเทียบกับ
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อตัราส่วนของเช้ือราไอโซเลทต่าง ๆ ในวนัอ่ืน แต่พบว่าไม่มีความแตกต่างกบัเช้ือราไอโซเลท 
Bb.5335, BCC1858 และ BCC4849 (ตาราง 9) 
 

 
ภาพ 14 ลกัษณะของ clear zone ท่ีเกิดจากเช้ือราสาเหตุโรคแมลง Metarhizium anisopliae               
  ไอโซเลท BCC4849 ท่ีผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็งท่ีมีส่วนผสมของ colloidal          
  chitin ความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 
4.4 การวดักจิกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) 
  การวดักิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในอาหารเหลว EPM พบว่าเช้ือราในกลุ่ม high 
efficacy มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสอยู่ในช่วง 6.58-181.05 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร โดยเช้ือรา       
B. bassiana ไอโซเลท Bb.5335 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสสูงสุดคือ 181.05 มิลลิยูนิต/
มิลลิลิตร ในวนัท่ี 11 ขณะท่ีเช้ือราในกลุ่ม low efficacy มีกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสอยูใ่นช่วง 
4.39-68.58 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร โดยเช้ือรา M. anisopliae ไอโซเลท BCC1858 มีกิจกรรมของ
เอนไซมไ์คติเนสสูงสุดคือ 68.58 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร (ภาพ 15) 
  ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสของเช้ือราทั้งกลุ่ม high efficacy และกลุ่ม low 
efficacy เร่ิมมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสตั้งแต่วนัท่ี 1 และมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส  
สูงสุดอยู่ในช่วงวนัท่ี 9-10 โดยเช้ือราในกลุ่ม high efficacy มีกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสอยู่
ในช่วง 50.24-55.24 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร โดยเช้ือรา M. anisopliae ไอโซเลท BCC12636 มีกิจกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดคือ 55.24 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร และเช้ือราในกลุ่ม low efficacy มี
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสอยูใ่นช่วง 54.41-57.93 มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร โดยเช้ือรา Beauveria sp. 
ไอโซเลท BCC17599 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดคือ 57.93 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร (ภาพ 
16) นอกจากน้ีพบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสจะเกิดข้ึนหลงัจากเอนไซมโ์ปรติเอสมีกิจกรรม
สูงสุดในวนัท่ี  9-10 
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ตาราง 9 อตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear zone และขนาดของโคโลนีบนอาหารแข็งท่ีมีส่วนประกอบของ colloidal chitin ความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต์                  
  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 7 วนั 

ล าดับ รหัส 
               วนั   
ไอโซเลท 

อตัราส่วน (mean±SE)1 ระดับของ 
ประสิทธิภาพ 1 2 3 4 5 6 7 

1 Bb4 BCC17599 1.63±0.03c 1.47±0.13b   0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a High 
2 Bb20 Bb.2637    0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a High 
3 Bb23 Bb.5335   0.4±0.47ab 1.39±0.08b 1.25±0.24c 1.24±0.03c 1.26±0.06c 1.13±0.03b 1.23±0.03c High 
4 Ma16 BCC4810 1.48±0.03c 1.15±0.03b 1.34±0.01c 1.28±0.01c  1.05±0.00b 1.07±0.03b 1.02±0.02b High 
5 Ma17 BCC4849  1.36±0.12bc 1.14±0.00b    0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a High 
6 Bb2 BCC14841     0±0.00a     0±0.00a    0±0.00a      0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a Low 
7 Ma9 BCC1707      0±0.00a2 1.30±0.02b  1.22±0.06bc      0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a Low 
8 Ma12 BCC1858  1.30±0.10bc 1.22±0.04b  1.23±0.01c      0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a Low 
9 Ma28 BCC22353     0±0.00a 1.44±0.10b 1.11±0.00b      0±0.00a  1.26±0.03c 1.08±0.01b 1.00±0.00b Low 
10 Ma22 BCC12636     0±0.00a     0±0.00a     0±0.00a  1.11±0.06b     0±0.00a     0±0.00a   0±0.00a Low 

P value 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000**  
1 อตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear zone/ขนาดของโคโลนี จากค่าเฉล่ียจาก 3 ซ ้ า 
2 ค่ า เฉ ล่ียในคอลัมน์ ท่ีตามด้วยตัวอักษรท่ี เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ท่ีระดับความเ ช่ือมั่น  99  เปอร์เ ซ็นต์ ด้วยวิ ธี  Tukey, HSD
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ภาพ 15 กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือราสกุล Beauveria และ Metarhizium ในอาหารเหลว Enzyme Producing Medium (EPM) ทุก ๆ 2 วนั ให้อากาศ

200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ภาพ 16 กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสของเช้ือราสกุล Beauveria และ Metarhizium ในอาหารเหลว Enzyme Producing Medium (EPM) ทุก ๆ 2 วนั ให้
อากาศ 200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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4.5 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างประสิทธิภาพ และกิจกรรมของเอนไซม์ของเช้ือราสาเหตุโรค
แมลง 
  ความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) และค่า LT50 ท่ี
ทดสอบกบัหนอนใยผกัวยั 2 ทั้ง 25 ไอโซเลท พบวา่มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งมีนยัส าคญั ค่า r=0.397 
(P<0.05, n=25) (ภาพ 17) นอกจากน้ียงัไดศึ้กษาเพิ่มเติมถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญเติบโต
เป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) และกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอสในอาหาร
เหลว EPM พบวา่การศึกษาในเช้ือราทั้ง 8 ไอโซเลท มีความสัมพนัธ์กนัระหวา่งการเจริญเติบโตเป็น
เช้ือราสาเหตุโรคแมลง และกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสอยา่งมีนยัส าคญัในวนัท่ี 15 ค่า r=0.734 
(P<0.05) และในวนัท่ี 23 พบวา่ความสัมพนัธ์เป็น 0.717 (P<0.05) ตามล าดบั ในขณะท่ีการศึกษา
กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสเฉพาะกลุ่มของเช้ือราสกุล Metarhizium ไม่พบความสัมพนัธ์อยา่งมี
นยัส าคญั (P>0.05) กบัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) แต่เร่ิมมีความสัมพนัธ์ใน
วนัท่ี 5-25 (ตาราง 10) 
 

 

ภาพ 17 ความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) และค่า LT50 ของ
 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงท่ีทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 ในสภาพ
 หอ้งปฏิบติัการ 
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ตาราง 10 ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหวา่งการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) ของเช้ือรา
  สาเหตุโรคแมลงทั้ง 8 ไอโซเลท ท่ีทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 และ      
  กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอสในอาหารเหลว EPM 

วนั 

ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหว่างกจิกรรมของเอนไซม์ต่อการการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) 

กจิกรรมของเอนไซม์ ไคตเินส กจิกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส 

Overall1 Metarhizium2 Overall1 Metarhizium2 
0 0.000 0.000 0.000 0.000 
1 0.502 0.000 0.425 0.721 
3 0.502 0.000 0.276 0.238 
5 0.448 0.137 0.515 0.600 
7 0.101 0.224 0.079 0.236 
9 0.329 0.425 0.001 0.492 
11 0.522 0.073 0.401 0.454 
13 0.656 0.230 0.000 0.119 
15   0.734* 0.699 0.209 0.450 
17 0.661 0.320 0.201 0.387 
19 0.589 0.359 0.129 0.492 
21 0.378 0.206 0.143 0.293 
23   0.717* 0.271 0.356 0.127 
25 0.683 0.696 0.145 0.434 

1 ค่าความสมัพนัธ์ของกิจกรรมเอนไซมก์บัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 
8 ไอโซเลท (Beauveria spp., n=2; Metarhizium spp., n=6) 
2 ค่าความสมัพนัธ์ของกิจกรรมเอนไซมก์บัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง
สกลุ Metarhizium 6 ไอโซเลท (Metarhizium spp., n=6) 
*=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี P<0.05, **=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ท่ี P<0.01 

   
  หากพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในต าแหน่งท่ีสูงสุดในแต่ละไอโซเลทของ   
เช้ือราท่ีท าให้เกิดโรคในแมลงทั้ง 8 ไอโซเลท (Beauveria=2, Metarhizium=6) ความสัมพนัธ์ของ
การเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงกับกิจกรรมสูงสุดของเอนไซม์ไคติเนสมีค่า
ความสัมพนัธ์ r=0.616 (P>0.05) เม่ือหาความสัมพนัธ์ระหวา่งเอนไซมไ์คติเนสกบัการเจริญเติบโต
เป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสกุล Metarhizium มีค่า r=0.395 
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  ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสในต าแหน่งท่ีสูงสุดแต่ละไอโซเลทของเช้ือราท่ีท า
ให้เกิดโรคในแมลงทั้ง 8 ไอโซเลท (Beauveria=2, Metarhizium=6) ความสัมพนัธ์ของการ
เจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงกบักิจกรรมสูงสุดของเอนไซม์โปรติเอสมีค่าความสัมพนัธ์ 
r=0.296 (P>0.05) เม่ือหาความสัมพนัธ์ระหว่างเอนไซม์โปรติเอสกบัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือรา
สาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสกุล Metarhizium มีค่า r=0.837 (P<0.05) (ตาราง 11) 
 
ตาราง 11 ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหวา่งการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) ของเช้ือรา
  สาเหตุโรคแมลงทั้ง 8 ไอโซเลท ท่ีทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 และ   
  กิจกรรมสูงสุดของเอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอสในอาหารเหลว EPM  

ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหว่างกจิกรรมสูงสุดของเอนไซม์ต่อการเจริญเตบิโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (%) 

กจิกรรมสูงสุดของเอนไซม์  
ไคตเินส 

Overall1 0.616 
Metarhizium2 0.395 

กจิกรรมสูงสุดของเอนไซม์ 
โปรตเิอส 

Overall1 0.296 
Metarhizium2   0.837* 

1 ค่าความสมัพนัธ์ของกิจกรรมสูงสุดของเอนไซมก์บัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสาเหตุ
โรคแมลง 8 ไอโซเลท (Beauveria spp., n=2; Metarhizium spp., n=6) 
2 ค่าความสมัพนัธ์ของกิจกรรมสูงสุดของเอนไซมก์บัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงของเช้ือราสาเหตุ
โรคแมลงสกลุ Metarhizium 6 ไอโซเลท (Metarhizium spp., n=6) 
*=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี P<0.05, **=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ท่ี P<0.01 

 
  ในการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า LT50 กบัอตัราส่วน (ขนาด clear zone กบัขนาดของ
โคโลนี) ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 10 ไอโซเลท (Beauveria=4, Metarhizium=6) เป็นเวลา 7 
วนั พบวา่ไม่มีความสัมพนัธ์กนั (P>0.05) เม่ือท าการวิเคราะห์แยกในแต่ละสกุลของเช้ือราสาเหตุ
โรคแมลงในวนัท่ี 1 พบวา่เช้ือราสกุล Metarhizium มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งมีนยัส าคญั ระหวา่งค่า 
LT50 กบัอตัราส่วนระหว่างขนาดของ clear zone กบัขนาดของโคโลนี โดยค่า r=0.891 (P<0.05) 
ในขณะท่ีเช้ือราสกุล Beauveria ไม่พบความสัมพนัธ์ (P>0.05) (ตาราง 12) 
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ตาราง 12 ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหวา่งค่า LT50 ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 10 ไอโซเลท ท่ี           
  ทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 และอตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear
  zone กบัขนาดของโคโลนี 

ตวัแปร 
                    วนั
เช้ือรา           

1 2 3 4 5 6 7 

LT50 

(ชัว่โมง) 
อตัราส่วน1 
(มิลลิเมตร) 

Overall2  0.579 0.033 0.236 0.178 0.037 0.005 0.043 
Metarhizium spp.  0.891* 0.111 0.147 0.244 0.105 0.027 0.014 
Beauveria spp.  0.413 0.565 0.373 0.373 0.373 0.373 0.373 

1 อตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear zone และขนาดโคโลนี 
2 ค่าความสมัพนัธ์ของระยะเวลาในการเขา้ควบคุมหนอนใยผกั (LT50) กบัอตัราส่วนระหวา่งขนาดของ clear  zone 
และขนาดของโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 10 ไอโซเลท (Beauveria spp., n=4; Metarhizium spp., n=6) 
*=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี P<0.05, **=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ท่ี P<0.01 

  
ความสัมพนัธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ ง 8       

ไอโซเลท (Beauveria=2, Metarhizium=6) กบัระยะเวลาในการเขา้ควบคุมหนอนใยผกั (ค่า LT50) 
ของเช้ือราทั้งกลุ่ม high efficacy และกลุ่ม low efficacy พบวา่มีความสัมพนัธ์กนัในวนัท่ี 17-23 มีค่า
ความสัมพนัธ์ r=0.805, r=0.830, r=0.783 และ r=0.750 (P<0.05) ตามล าดบั เม่ือหาความสัมพนัธ์
ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสกบัระยะเวลาในการเขา้ควบคุมหนอนใยผกั (LT50) ในเช้ือรา
สกุล Metarhizium พบวา่มีความสัมพนัธ์กนัในวนัท่ี 11 ค่า r=0.844 (P<0.05), 17-19 มีค่า r=0.923 
และ r=0.978 (P<0.01) ตามล าดบั (ตาราง 13) 
 เม่ือหาความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 
8 ไอโซเลท (Beauveria=2, Metarhizium=6) กบัระยะเวลาในการเขา้ควบคุมหนอนใยผกั (ค่า LT50) 
ของเช้ือราทั้งกลุ่ม high efficacy และกลุ่ม low efficacy พบว่าไม่มีความสัมพนัธ์กนั (P>0.05) 
ในขณะท่ีความสัมพนัธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสกับระยะเวลาในการเขา้ควบคุม    
หนอนใยผกั (LT50) ในเช้ือราสกุล Metarhizium พบว่ามีความสัมพนัธ์กนัในวนัท่ี 7-9 ค่า r=0.850 
และ r=0.871 (P<0.05) ตามล าดบั (ตาราง 13) 
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ตาราง 13 ค่าความสัมพนัธ์ (r) ระหว่างค่า LT50 ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 8 ไอโซเลท ท่ี         
  ทดสอบกบัหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วยั 2 และกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และ
  เอนไซมโ์ปรติเอสในอาหารเหลว EPM 

วนั 

ค่าความสัมพนัธ์ (r) 

LT50 (ช่ัวโมง) 

กจิกรรมของเอนไซม์ไคตเินส กจิกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส 

Overall1 Metarhizium2 Overall1 Metarhizium2 
0 0.000 0.000 0.000 0.000 
1 0.347 0.000 0.045 0.034 
3 0.347 0.000 0.299 0.256 
5 0.324 0.015 0.094 0.090 
7 0.030 0.069 0.323    0.850* 
9 0.019 0.207 0.458    0.871* 
11 0.656  0.844* 0.480 0.704 
13 0.590 0.655 0.554 0.722 
15 0.605 0.671 0.483 0.640 
17  0.805*      0.923** 0.531 0.696 
19  0.830*      0.978** 0.400 0.639 
21  0.783* 0.769 0.198 0.544 
23  0.750* 0.738 0.082 0.298 
25 0.391 0.272 0.002 0.366 

1 ค่าความสัมพนัธ์ของกิจกรรมของเอนไซม์กับประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัของเช้ือราสาเหตุ        
โรคแมลง 8 ไอโซเลท (Beauveria spp., n=2; Metarhizium spp., n=6) 
2 ค่าความสัมพนัธ์ของกิจกรรมของเอนไซม์กับประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัของเช้ือราสาเหตุ          
โรคแมลงสกลุ Metarhizium 6 ไอโซเลท (Metarhizium spp., n=6) 
*=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี P<0.05, **=มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ท่ี P<0.01 
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4.6 การศึกษายนีไคติเนส 
  เม่ือพิจารณาจากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างประสิทธิภาพ และกิจกรรมของเอนไซม์
ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 2 สกุล คือ Beauveria spp. และ Metarhizium spp. (กลุ่ม high 
efficacy และกลุ่ม low efficacy) พบว่าเช้ือราสกุล Metarhizium spp. มีความสัมพนัธ์ระหว่าง
ประสิทธิภาพ และกิจกรรมของเอนไซมดี์กวา่เช้ือราสกุล Beauveria spp.  
  เม่ือพิจารณาการคดัเลือกดว้ยประสิทธิภาพของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงจ านวน 11 ไอโซเลท 
สามารถคดัเลือกเช้ือราออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพสูง (high efficacy หรือ H) โดย
เช้ือรากลุ่ม high efficacy มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 26.28-41.03 ชั่วโมง มีจ านวน 3 ไอโซเลท คือ 
BCC1399, BCC4810 และ BCC4849 ในขณะท่ีกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy หรือ L) โดย
เช้ือรากลุ่ม low efficacy มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 112.63-144.74 ชัว่โมง มีจ านวน 3 ไอโซเลท คือ 
BCC1707, BCC12636 และ BCC22353 (ตาราง 14) 
   
ตาราง 14 ค่า LT50 ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium spp. จ านวน 11 ไอโซเลท ท่ี         
 ทดสอบกับหนอนใยผกั (Plutella xylostella) วัย 2 ท่ีอุณหภูมิเฉล่ีย 25.2±2.4                      
 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์เฉล่ีย 23.07±0.3 % RH 

ล าดบั รหัส ไอโซเลท LT50 (ช่ัวโมง)±SE1 ช่วงความเช่ือมัน่ที ่95%  
ระดบัของ

ประสิทธิภาพ 
1 Ma2 BCC1399  41.03±11.02ab2 19.65-60.30 High 
2 Ma7 BCC1701          52.05±4.02ab 28.42-71.15 High 
3 Ma9 BCC1707        112.63±25.62cde   87.65-176.87 Low 
4 Ma12 BCC1858          86.69±3.97bcd   70.70-101.05 Medium 
5 Ma16 BCC4810          31.04±0.87a 19.65-41.43 High 
6 Ma17 BCC4849          26.28±2.28a   7.09-40.25 High 
7 Ma19 BCC5797 62.80±16.36abc 37.93-94.21 Medium 
8 Ma22 BCC12636        117.33±14.18de   89.11-185.28 Low 
9 Ma28 BCC22353        144.74±9.33e    55.66-240.70 Low 
10 Ma29 M.6079          71.00±1.57abcd  55.48-84.66 Medium 
11 Ma30 M.7965          47.79±7.09ab  33.31-60.74 High 

P value 0.000** 
1 ค่าเฉล่ียจาก 3 ซ ้ า 
2 ค่าเฉล่ียในคอลมัน์ท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยวธีิ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
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  4.6.1 คุณภาพ และปริมาณของดีเอน็เอจากการสกดัดีเอน็เอ 
  ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือราสาเหตุโรคแมลงจ านวน 6 ไอโซเลท คือกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพ
สูง (high efficacy หรือ H)  จ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC1399, BCC4810 และ BCC4849 และ
กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy หรือ L) จ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC1707, BCC12636 
และ BCC22353 เม่ือน ามาตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอ พบว่าเช้ือรากลุ่ม high 
efficacy มีอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสง (Optimal Density, OD) ระหวา่งความยาวคล่ืนท่ี 260 
และ 280 นาโนเมตร หรือ A260/A280 อยูใ่นช่วง 1.88-1.92 และมีความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอ 
255.5-608.3 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ในขณะท่ีเช้ือรากลุ่ม low efficacy มีอตัราส่วนของ A260/A280 อยู่
ในช่วง 1.84-2.04 และมีความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอ 235.9-1876.5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
(ตาราง 15) นอกจากน้ียงัพบว่าเช้ือราท่ีมีความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอสูงมีแนวโน้มท่ี
อตัราส่วนของ A260/A280 จะสูงตามไปดว้ย ไดแ้ก่ เช้ือราไอโซเลท BCC1399 และ BCC1707 
 
ตาราง 15 การตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได้จากการสกัดดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ือง   
 spectrophotometer 

ล าดับ รหัส ไอโซเลท 
ระดับของ

ประสิทธิภาพ 
ความเข้มข้น  

(นาโนกรัม/ไมโครลติร) 
A260/A280

1 

1 Ma2 BCC1399 High 608.3 1.92 
2 Ma16 BCC4810 High 255.5 1.88 
3 Ma17 BCC4849 High 279.4 1.92 
4 Ma9 BCC1707 Low 1876.5 2.04 
5 Ma22 BCC12636 Low 352.6 1.90 
6 Ma28 BCC22353 Low 235.9 1.84 

1 อตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสง (Optimal Density, OD) ระหวา่งความยาวคล่ืนท่ี 260 นาโนเมตร (A260)  และ 
280 นาโนเมตร (A280) เม่ือวดัดว้ยเคร่ือง spectrophotometer 

 
  เม่ือน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดไ้ปตรวจสอบลกัษณะของแถบดีเอ็นเอบน agarose gel ความเขม้ขน้ 
1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ลกัษณะของแถบดีเอน็เอในกลุ่มเช้ือราท่ีมีอตัราส่วนของ A260/A280 สูง และความ
เขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอสูงจะปรากฏลกัษณะของแถบดีเอ็นเอเดินทางเป็นทางยาวติดต่อกนั 
(smear) ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอในกลุ่มเช้ือราท่ีมีอตัราส่วนของ A260/A280 สูง และความเขม้ขน้ของ
สารละลายดีเอน็เอต ่าจะปรากฏแถบของดีเอน็เอไดช้ดัเจน (ภาพ 18) 
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ภาพ 18 ลกัษณะของแถบดีเอน็เอของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium จ านวน 6 ไอโซเลท
      ท่ีเคล่ือนท่ีบน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ 
 

  4.6.2 การเพิ่มปริมาณของช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนไคติเนส chit42 (chit1) ด้วยไพรเมอร์
จ าเพาะโดยเทคนิคพซีีอาร์ 
  เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูลของ genomic DNA และ complementary DNA 
มาเปรียบเทียบกนั พบวา่ส่วนของ exon มีความยาวทั้งหมด 1,398 คู่เบส และส่วนของ intron สั้น ๆ 
อีก 3 ส่วน โดยมีขนาด 101, 68 และ 80 คู่เบส ตามล าดบั โดยมีส่วนท่ีเหมือนกนั (conserve) คือ 
5’GT และ 3’AG 
  บริเวณส่วน exon ของยีนไคติเนส chit42 (chit1) ในเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล 
Metarhizium จ านวน 6 ไอโซเลท คือ กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพสูง (high efficacy หรือ H)  จ านวน 3   
ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC1399, BCC4810 และ BCC4849 และกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy 
หรือ L) จ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC1707, BCC12636 และ BCC22353 ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 7 คู่ คือ chit42-1, chit42-2, chit42-3, chit42-4, chit42-
5, chit42-6 และ chit42-7 พบวา่เช้ือรากลุ่ม high efficacy จ านวน 2 ไอโซเลท คือ BCC4810 และ 
BCC4849 และเช้ือรากลุ่ม low efficacy จ านวน 2 ไอโซเลท คือ BCC12636 และ BCC22353 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1, chit42-2, chit42-3 และ chit42-4 โดยแต่ละคู่
ไพรเมอร์ใชอุ้ณหภูมิในช่วง annealing คือ 60.2, 57.5, 56 และ 56 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ในขณะ
ท่ีเช้ือราเช้ือรากลุ่ม high efficacy จ านวน 1 ไอโซเลท คือ BCC1399 และเช้ือรากลุ่ม low efficacy 
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จ านวน 1 ไอโซเลท คือ BCC1707 ไม่สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอในช่วงอุณหภูมิ annealing 
ดงักล่าวได ้โดยเช้ือราไอโซเลท BCC1399 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1, 
chit42-2, chit42-3 และ chit42-4 โดยแต่ละคู่ไพรเมอร์ใชอุ้ณหภูมิในช่วง annealing คือ 58, 57.5, 
57.5 และ 58 องศาเซลเซียส ตามล าดบั และเช้ือราไอโซเลท BCC1707 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1, chit42-2, chit42-3 และ chit42-4 โดยแต่ละคู่ไพรเมอร์ใชอุ้ณหภูมิในช่วง 
annealing คือ 57.5, 58, 58 และ 58 องศาเซลเซียส ตามล าดบั (ตาราง 16) 
 ส าหรับการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงด้วยคู่ไพรเมอร์ 
chit42-5, chit42-6 และ chit42-7 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได ้โดยแต่ละคู่ไพรเมอร์ของเช้ือรา
จ านวน 6 ไอโซเลท มีอุณหภูมิในช่วง annealing อยูท่ี่ 56-60.2, 58-60.2 และ 56-59.1 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั (ตาราง 16) แต่มีความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอนอ้ยกวา่การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์
chit42-1, chit42-2, chit42-3 และ chit42-4 นอกจากน้ีพบว่าความเขม้ขน้ดีเอ็นเอของเช้ือราบาง      
ไอโซเลท (85.7 เปอร์เซ็นต)์ ท่ีปรากฏเป็นแถบดีเอ็นเอบนเจลในคู่ไพรเมอร์ chit42-5 และ chit42-7 
มีความเขม้ขน้ของดีเอน็เอนอ้ยกวา่ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีถูกเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-
1, chit42-2, chit42-3, chit42-4 และ chit42-6 ตามล าดบั 
 อย่างไรก็ตามการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีนไคติเนสด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช ้       
ไพรเมอร์เป็นตวัก าหนดขนาดของช้ินดีเอ็นเอ พบว่าเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล Metarhizium 
จ านวน 6 ไอโซเลท สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอในบริเวณท่ีตอ้งการได ้โดยช้ินดีเอ็นเอท่ีเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1, chit42-2, chit42-3, chit42-4, chit42-5, chit42-6 และ 
chit42-7 มีขนาด 324, 239, 219, 309, 274, 242 และ 277 คู่เบส ตามล าดบั (ภาพ 19) 
 
ตาราง 16 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของคู่ไพรเมอร์ในการเขา้จบักบัดีเอน็เอ (annealing) ของเช้ือราสาเหตุ
 โรคแมลงสกุล Metarhizium จ านวน 6 ไอโซเลท ในการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอ 

ล าดบั รหัส 
        คู่ไพรเมอร์ 
ไอโซเลท 

อุณหภูมทิีไ่พร์เมอร์เข้าจบักบัดเีอน็เอ (annealing) (องศาเซลเซียส) 
chit42-1 chit42-2 chit42-3 chit42-4 chit42-5 chiti42-6 chiti42-7 

1 Ma2 BCC1399 58 57.5 57.5 58 58 60.2 59.1 
2 Ma16 BCC4810 60.2 57.5 56 56 57.5 58 58 
3 Ma17 BCC4849 60.2 57.5 56 56 58 60.2 59.1 
4 Ma9 BCC1707 57.5 58 58 59.1 56 58 59.1 
5 Ma22 BCC12636 60.2 57.5 56 56 58 60.2 56 
6 Ma28 BCC22353 60.2 57.5 56 56 60.2 58 57.5 
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ภาพ 19 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนไคติเนส chit42 (chit1) ในส่วน exon ของเช้ือราสาเหตุโรค
       แมลง Metarhizium anisopliae ไอโซเลท BCC4849 ด้วยไพรเมอร์ทั้ง 7 คู่ โดยเทคนิค               
  พีซีอาร์  
 
  4.6.3 การตรวจสอบความผนัแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน chit42 (chit1) ด้วยเทคนิค
เอสเอสซีพ ี(Single-Strand Conformation Polymorphism, SSCP)       
  จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนไคติเนส chit42 (chit1) ในบริเวณส่วนของ exon ดว้ย       
ไพรเมอร์ทั้งหมด 7 คู่ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ท่ีไดจ้ากเช้ือราสาเหตุโรคแมลงจ านวน 6 
ไอโซเลท คือ กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพสูง (high efficacy หรือ H)  จ านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ 
BCC1399, BCC4810 และ BCC4849 และกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy หรือ L) จ านวน 3 
ไอโซเลท ไดแ้ก่ BCC1707, BCC12636 และ BCC22353 ถูกน ามาตรวจสอบการเคล่ือนท่ีของแถบดี
เอ็นเอสายเด่ียวบน non-denaturing gel ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ผลการเปรียบเทียบระหวา่งเช้ือ
ราท่ีมีประสิทธิภาพสูง (high efficacy หรือ H) กบัเช้ือราท่ีมีประสิทธิภาพต ่า (low efficacy หรือ L) 
พบวา่ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของเช้ือราในกลุ่ม high efficacy และเช้ือราในกลุ่ม low efficacy ซ่ึงถูกเพิ่ม
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-2 และ chit42-3 พบความผนัแปรของยีนไคติเนส (single 
nucleotide polymorphisms, SNPs) โดยปรากฏการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีแตกต่างกนั 
(ภาพ 21, 22) ในขณะท่ีผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1, chit42-
4, chit42-5, chit42-6 และ chit42-7 ไม่พบ SNPs หรือการเคล่ือนท่ี ท่ีแตกต่างกนัของแถบดีเอ็นเอ
สายเด่ียว (ภาพ 20, 23, 24, 25, 26) นอกจากน้ีพบวา่แถบดีเอ็นเอของเช้ือรา M. flavoviride ไอโซเลท 
BCC1399 และ BCC1707 มีการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอต่างจากกลุ่มของเช้ือรา M. anisopliae     
ไอโซเลท BCC4810, BCC4849, BCC12636 และ BCC22353 (ภาพ 21, 22, 23) 
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ภาพ 20 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-1 บน
      non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล              
      Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ  านวน 3
    ไอโซเลท 
 
 
 

 
ภาพ 21 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-2 บน
       non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล              
     Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และ low efficacy จ านวน 3      
  ไอโซเลท 
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ภาพ 22 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-3 บน
      non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล                 
  Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ านวน 3
     ไอโซเลท 
 
 
 

 
ภาพ 23 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-4 บน
       non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล                 
  Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ านวน 3 
    ไอโซเลท 
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ภาพ 24 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-5 บน
      non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล                 
  Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ านวน 3
    ไอโซเลท 
 
 
 

 
ภาพ 25 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-6 บน
  non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล                 
  Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ านวน 3
    ไอโซเลท 
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ภาพ 26 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยคู่ไพรเมอร์ chit42-7 บน
      non-denaturing gel ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุล                 
  Metarhizium ในกลุ่ม high efficacy จ านวน 3 ไอโซเลท และกลุ่ม low efficacy จ านวน 3
     ไอโซเลท 
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