
บทที ่5 
วจิารณ์ผลการทดลอง 

 
5.1 การเลีย้ง และการเพิม่ปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคแมลง  

เช้ือราบางไอโซเลทสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือไดแ้ต่เจริญเติบโตเพียงเส้นใย
เท่านั้นไม่สามารถท่ีจะสร้างโคนิเดียได้ ซ่ึงอาจเกิดจากสภาพอากาศท่ีไม่เหมาะสมกบัเช้ือราบาง      
ไอโซเลทท าให้เช้ือราต้องมีการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะนั้ น ๆ  จึงเจริญเติบโตอย่างช้า ๆ
(Zimmermann et al., 1994) Onofre et al. (2001) รายงานวา่การเปิดไฟตลอดเวลาช่วยให้การเจริญ
ของเส้นใย และการงอกของโคนิเดียดีข้ึน เป็นการช่วยให้โคนิเดียของเช้ือรามีอตัราการรอด และมี
ประสิทธิภาพมากข้ึน (Inglis et al., 1995) จึงท าให้การเจริญเติบโตดีข้ึน แต่ในการทดลองคร้ังน้ีให้
แสงเพียง 10 ชัว่โมงต่อวนัเท่านั้น ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการทดลองของ Welling et al. (1994) ท่ีรายงานวา่
เช้ือรา M. anisopliae และ M. flavoviride เจริญเติบโตไดดี้ท่ีมีแสง 8 ชัว่โมง สลบักบัท่ีมืด 16 ชัว่โมง 
แต่อาจจะเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าใหเ้ช้ือราบางไอโซเลทไม่สามารถสร้างโคนิเดียได ้โดยในการทดลอง
น้ีเช้ือรา Beauveria spp. ท่ีเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มี 41.7 เปอร์เซ็นต ์และเจริญไดดี้ท่ี 
30 องศาเซลเซียส มี 58.3 เปอร์เซ็นต ์ ส าหรับเช้ือรา Metarhizium spp. ท่ีเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส มี 38.5 เปอร์เซ็นต์ และเจริญได้ดีท่ี 30 องศาเซลเซียส มี 61.5 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึง 
Hallsworth and Magan (1999) ไดร้ายงานถึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ M. anisopliae วา่มีช่วง
อุณหภูมิของการเจริญท่ีกวา้งมาก แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 30 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเช้ือรา            
B. bassiana มีช่วงอุณหภูมิของการเจริญท่ีแคบ และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 25 องศาเซลเซียส ซ่ึง
ไม่สอดคลอ้งกบัการทดลองคร้ังน้ีท่ีพบเพียง 41.7 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น อีกปัจจยัหน่ึงท่ี Kassa et al. 
(2008) กล่าวถึงคือส่วนประกอบของอาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือวา่มีผลต่อการผลิตโคนิเดียเม่ือเพาะเล้ียงใน 
sabouraud dextrose broth (SDB) และในหางนม (whey) แสดงวา่ส่วนประกอบท่ีใชใ้นการเตรียม
อาหารมีผลต่อการเจริญเติบโต แมจ้ะอยูใ่นช่วงอุณหภูมิท่ีไม่เหมาะสมก็ตาม แต่อาจจะผลิตโคนิเดีย
ไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยกวา่ปกติ เช่นเดียวกบั Bidochka et al. (1990) รายงานวา่ในอาหารท่ีผสมดว้ย 
กลูโคส กลีเซอรอล หรือ ทรีฮาโลส สามารถเพิ่มมวลสารของเส้นใยเช้ือรา และเก่ียวขอ้งกบัปริมาณ
ของคาร์โบไฮเดรตท่ีเช้ือราเก็บไวใ้นเส้นใย ซ่ึงสอดคล้องกับการทดลองในคร้ังน้ีท่ีใช้ potato 
dextrose agar (PDA) ซ่ึงมีส่วนประกอบของน ้ าตาลเด็กซ์โตส และ malt agar (MA) ซ่ึงมี 
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ส่วนประกอบของคาร์โบไฮเดรตเป็นหลกั พบว่าสามารถเล้ียงเช้ือราใน PDA ได ้84 เปอร์เซ็นต ์
ในขณะท่ี MA เล้ียงเช้ือราไดเ้พียง 16 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้นแสดงให้เห็นวา่ปัจจยัดา้นแสง อุณหภูมิ 
และส่วนประกอบในอาหาร มีผลต่อการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา 
 
5.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือสาเหตุโรคแมลง 
   5.2.1 การเลีย้ง และเพิม่ปริมาณหนอนใยผกั  
  หนอนใยผกัท่ีใช้ในการศึกษาเก็บตวัอย่างจากแปลงเกษตรกรในเขต ต.สันผีเส้ือ อ.เมือง        
จ.เชียงใหม่ ต.หนองหอยใหม่ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ และ ต.หนองหาร อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ 
ในช่วงหนา้หนาว ซ่ึงเป็นแหล่งในการเพาะปลูกผกัตระกลูกะหล ่าท่ีไม่ใชส้ารเคมีในการก าจดัแมลง
ศตัรูพืชท าให้พบแตนเบียนเป็นจ านวนมาก ซ่ึงเป็นลกัษณะการเขา้ท าลายของแตนเบียน Cotesia 
plutellae สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Rowell et al. (2005) ท่ีส ารวจแตนเบียน C. plutellae ในแปลง
ปลูกผกัตระกูลกะหล ่าแบบไม่ใชส้ารเคมีในเขตภาคเหนือของประเทศไทยมีอตัราการเบียนหนอน
ใยผกัสูงถึง 78 เปอร์เซ็นต ์ในช่วงเดือนพฤศจิกายน  
  อุปกรณ์ท่ีใช้ในการเล้ียงหนอนใยผกัท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วย Clorox ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต ์ช่วยลดอตัราการตายของหนอนใยผกัลงเกือบ 100 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ีการเปล่ียนใบ
คะนา้ท่ีใชเ้ป็นอาหารของหนอนใยผกั และกล่องเล้ียงแมลงทุกวนัช่วยลดการติดเช้ือไวรัสไดอี้กดว้ย 
Htwe et al. (2009) ไดแ้นะน าให้เล้ียงหนอนใยผกัดว้ยอาหารเทียมในสภาพห้องปฏิบติัการเพื่อ
ป้องกนัการปนเป้ือนจากเช้ือราชนิดอ่ืน ๆ ท าให้เหมาะสมต่อการพฒันาระยะต่าง ๆ ของหนอน     
ใยผกัท่ีจะน าไปใชป้ระโยชน์ 
  5.2.2 การทดสอบเช้ือราสาเหตุโรคแมลงกบัหนอนใยผกั 
  เช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง Beauveria spp. และ Metarhizium spp. จ  านวน 25 ไอโซเลทถูก 
น ามาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัวยั 2 ในสภาพอุณหภูมิห้องดว้ยความเขม้ขน้ 
108 โคนิเดีย/มิลลิลิตร พบว่าเช้ือ Beauveria spp. มีค่า LT50 อยู่ในช่วง 1.3-3.1 วนั และเช้ือรา 
Metarhizium spp. มีค่า LT50 อยูใ่นช่วง 1.1-6.0 วนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Yoon et al. 
(1999) ท่ีเช้ือรา B. bassiana มีค่า LT50 อยูใ่นช่วง 1.3-3.6 วนั และเช้ือรา M. anisopliae มีค่า LT50 อยู่
ในช่วง 0.7-1.4 วนั (Silva et al., 2003) เปรียบเทียบกบั Masuda (2000) ไดร้ายงานผลการทดสอบ
เช้ือรา B. bassiana กบัหนอนใยผกัว่าโคนิเดียของเช้ือราจะเร่ิมแทงเขา้ไปในตวัหนอนภายใน 7 
ชั่วโมงแรก และสามารถท่ีจะท าให้หนอนตายได้ภายใน 15 ชั่วโมง ซ่ึงพบว่าท่ีอุณหภูมิ 25          
องศาเซลเซียส หนอนใยผกัวยั 4 ตาย 100 เปอร์เซ็นตท่ี์ 15 ชัว่โมง และตายประมาณ 50 เปอร์เซ็นต ์
ท่ี 11 ชัว่โมง ในขณะท่ีการทดลองคร้ังน้ีท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หนอนใยผกัวยั 2 ตาย 50 
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เปอร์เซ็นต์ ท่ี 26 ชั่วโมง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่ามีปัจจยัหลายอย่างท่ีเขา้มาเก่ียวขอ้งกบัการตายของ
หนอนใยผกั เช่น ระยะเวลาในการแทงผ่านผนงัล าตวัแมลง ระยะการเจริญเติบโตของแมลง และ
อุณหภูมิ Loc and Chi (2007) ไดแ้สดงให้เห็นวา่หนอนใยผกัอ่อนแอต่อเช้ือรา Metarhizium spp. 
มากกวา่เช้ือรา Beauveria spp. ซ่ึงในการทดลองน้ีเช้ือราสกุล Metarhizium ไอโซเลท BCC4849 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัมากท่ีสุด แตกต่างจากงานทดลองของ Godonou et al. 
(2009) รายงานวา่เช้ือรา B. bassiana มีประสิทธิภาพในการก าจดัแมลงดีกวา่เช้ือรา M. anisopliae 
ในขณะท่ีอตัราการงอกของโคนิเดียในเช้ือรา Beauveria spp. บนหนอนใยผกัมีอตัราท่ีสูงกวา่อตัรา
การงอกของโคนิเดียในเช้ือรา Metarhizium spp. แต่กลบัมีประสิทธิภาพต ่ากวา่ นอกจากน้ียงัพบวา่
ระยะเวลาในการงอกของเช้ือรา Beauveria spp. ใชเ้วลามากกวา่เช้ือรา Metarhizium spp. ซ่ึงอาจจะ
อธิบายดว้ยผลการทดลองของ Hernandez et al. (2010) ท่ีไดอ้ธิบายถึงปรากฏการณ์ของเช้ือรา      
M. anisopliae ในการผลิตเอนไซม์ catalase ท่ีเกิดจากการควบคุมของยีน cat1 ท าให้ระหวา่งการ
งอกของเช้ือรามีการผลิตเอนไซม ์catalase ในปริมาณท่ีสูงส่งผลให้ hydrogen peroxide ไม่สามารถ
ผ่านเขา้ไปในเซลล์ของเช้ือราได ้จึงท าให้ไม่มีน ้ า และออกซิเจนท่ีจะน าไปใช้ในการเจริญเติบโต
ต่อไปได ้ในทางตรงกนัขา้มกลบัเพิ่มความรุนแรงของเช้ือรา จึงท าให้ไม่สามารถเห็นเส้นใยแทง
ทะลุผ่านผนงัล าตวัแมลงออกมาได ้ในขณะท่ี Sun et al. (2002) ไดแ้สดงให้เห็นว่าพบปริมาณ       
โคนิเดียเฉล่ียของเช้ือรา M. anisopliae บนปลวกในวนัท่ี 2-3 อยู่ในช่วง 1.95×105-35.68×105         
โคนิเดีย/มิลลิลิตร ในขณะท่ีเช้ือรา B. bassiana พบปริมาณโคนิเดียเฉล่ียอยู่ในช่วง 3.77×105-
9.53×105 โคนิเดีย/มิลลิลิตร แสดงว่าเช้ือรา M. anisopliae มีการงอกของโคนิเดียไดเ้ร็วกวา่เช้ือรา   
B. bassiana  ซ่ึงในการทดลองคร้ังน้ีพบเส้นใยของเช้ือรา Metarhizium spp. บนตวัแมลงในวนัท่ี 3 
ในขณะท่ีพบเส้นใยของเช้ือรา Beauveria spp. บนตวัแมลงในวนัท่ี 4-5 อย่างไรก็ตามการทดลอง
ของ Talaei-Hassanloui et al. (2006) รายงานวา่ระยะเวลาการงอกของโคนิเดีย หรือความเร็วของ
การงอกโคนิเดียของเช้ือรา B. bassiana ไม่มีผลต่ออตัราการตายของหนอนใยผกั แสดงให้เห็นว่า  
โคนิเดียของเช้ือรา Metarhizium spp. แมจ้ะงอกเร็วแต่ไม่มีผลต่ออตัราการตายของหนอนใยผกัจึง
ท าใหเ้ช้ือราบางไอโซเลทมีประสิทธิภาพสูงกวา่เช้ือรา Beauveria spp. เช่น เช้ือราสกุล Metarhizium 
ไอโซเลท BCC4810 และ BCC4849 ในขณะท่ีบางไอโซเลทมีประสิทธิภาพต ่ากวา่เช้ือรา Beauveria 
spp. เช่นเช้ือราสกุล Metarhizium ไอโซเลท BCC12636 และ BCC22353  
 
5.3 กจิกรรมของเอนไซม์ของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 
  ผนงัล าตวัของแมลงประกอบดว้ยโครงสร้างไคตินเป็นองค์ประกอบหลกั และถูกห่อหุ้ม
ดว้ย protein matrix (Chapman, 1998; Klowden, 2002; Gullan and Cranston, 2005) ในการแทง
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ทะลุผ่านผนังล าตวัแมลงนั้นเช้ือราตอ้งการเอนไซม์เพียงปริมาณเล็กน้อยเท่านั้นในการผ่านผนัง
ล าตวัเขา้ไป (St. Leger et al., 1996a) ในการทดลองน้ีไดต้ั้งขอ้สังเกตถึงความชดัเจนของ clear zone 
ท่ีเกิดข้ึนจากการยอ่ยไคตินของเช้ือราในแต่ละไอโซเลทวา่อาจจะสามารถบ่งบอกถึงการมีกิจกรรม
ของเอนไซมไ์คติเนสในเบ้ืองตน้ได ้แต่จากการทดลองของ Gupta et al. (1991) ท่ีทดสอบการผลิต
เอนไซมข์องเช้ือรา M. anisopliae บนอาหารแข็งท่ีผสมดว้ย cuticle ของหนอน Galleria mellonella 
และ Trichoplusia ni แสดงให้เห็นวา่ยงัมีเอนไซม ์หรือเมตาบอไลท ์(metabolite) ตวัอ่ืนท่ีสามารถ
ยอ่ยผนงัล าตวัแมลงไดอี้ก เช่น esterase และ chymoelastase  เช่นเดียวกบั Roberts et al. (1992) ได้
รายงานว่าเช้ือราสาเหตุโรคแมลงผลิตเมตาบอไลท์ตวัอ่ืน ๆ ซ่ึงมีศกัยภาพเป็นตวัควบคุมแมลงได ้
เช่น สารอินทรียท่ี์เป็นพิษ และกลุ่มของ depsipeptide อย่างไรก็ตามการวดัขนาดของ clear zone 
โดยแสดงอยูใ่นรูปของอตัราส่วนระหวา่ง clear zone และขนาดของโคโลนี อาจจะไม่สามารถบ่งช้ี
ปริมาณเอนไซมท่ี์แทจ้ริงได ้ซ่ึง Draganova et al. (2010) ไดแ้สดงให้เห็นถึงความผนัแปรของขนาด
โคโลนีในเช้ือรา Beauveria spp. ท่ีใชค้วบคุมมอดเจาะเปลือกไม ้(bark beetle) มีความผนัแปรของ
ขนาดโคโลนีตั้งแต่ 17.7-34 มิลลิเมตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส 
เช่นเดียวกบัในเช้ือรา M. anisopliae มีความผนัแปรของขนาดโคโลนีตั้งแต่ 4.69-6.33 มิลลิเมตร ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ mungbean agar (MU) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (สุภสัสา, 2550) ในขณะท่ี Shah 
et al. (2005) ไดร้ายงานถึงอตัราการเจริญเติบโตของโคโลนี (growth rate) ในเช้ือรา M. anisopliae 
อยูใ่นช่วง 4.1-4.19 มิลลิเมตร/วนั ในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกบั 
Parker et al. (2003) ไดแ้สดงถึงอตัราการเจริญเติบโตของโคโลนีในเช้ือรา Beauveria spp. ซ่ึงอยู่
ในช่วง 0.36-1.18 มิลลิเมตร/วนั (เฉล่ีย 0.87 มิลลิเมตร/วนั; n=19) ในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดงันั้นการแสดงปริมาณการสร้างเอนไซมโ์ดยการวดั clear zone อาจไม่
สามารถระบุปริมาณท่ีแทจ้ริงได้ อยา่งไรก็ตามวิธีการน้ีสามารถท่ีจะน ามาใช้ในการตรวจสอบการ
สร้างเอนไซม์ไคติเนสในเช้ือราเชิงคุณภาพได ้ซ่ึงสามารถระบุถึงความสามารถของเช้ือราในการ
ยอ่ยไคตินเท่านั้น โดยจะปรากฏเป็น clear zone (Nopparat et al., 2007; Maketon et al., 2008) 
  นอกจากน้ีพบว่าเช้ือราสกุล Beauveria ไอโซเลท Bb.5335 มีกิจกรรมของเอนไซม ์           
ไคติเนสดีท่ีสุดในวนัท่ี 11 ของการเล้ียงในอาหารเหลว นอกจากน้ีเช้ือราทั้ง 8 ไอโซเลท มีกิจกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสตั้งแต่วนัแรกของการเล้ียงในอาหารเหลว และมีกิจกรรมสูงสุดในช่วงวนัท่ี   
9-11 ซ่ึงแตกต่างกบัผลการทดลองของ Dhar and Kaur (2010) ท่ีเล้ียงเช้ือรา B. bassiana ในอาหารท่ี
มีเคซีนเป็นส่วนประกอบ พบวา่มีกิจกรรมสูงสุดในช่วงวนัท่ี 4-6 แสดงให้เห็นวา่ส่วนประกอบใน
อาหารสามารถชกัน าการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส นอกจากน้ียงัพบแนวโนม้วา่กิจกรรมของเอนไซม ์        
ไคติเนสจะเกิดข้ึนหลงัจากการมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส เน่ืองจากส่วนประกอบของผนัง
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ล าตวัแมลงประกอบไปด้วยโปรตีนมากกว่าคร่ึงหน่ึงของน ้ าหนักแห้งของผนังล าตวั (Klowden, 
2002; Nation, 2008) และยงัประกอบไปดว้ยไคติน ฟีนอล และไขมัน (Nation, 2008) ดงันั้น
เอนไซมโ์ปรติเอสน่าจะเก่ียวขอ้งโดยตรงในกระบวนการย่อยโปรตีนบริเวณผนงัล าตวัแมลง และ
อาจจะมีบทบาทส าคญัในการช่วย หรือส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ไคติเนสท าลายผนงัเซลล์
ล าตวัของแมลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ St. Leger et al. (1986b)  
  นอกจากน้ีในการทดสอบการผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง และอาหารเหลวท่ีมี     
ไคตินเป็นองคป์ระกอบในคร้ังน้ีเช้ือราสามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแข็งไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1 
ในขณะท่ีในอาหารเหลวเช้ือราเร่ิมผลิตเอนไซมไ์คติเนสในวนัท่ี 7 ซ่ึงผลการทดลองไม่สอดคลอ้ง
กนัอาจจะเกิดจากวธีิการทดสอบท่ีต่างกนัคือในสภาพปกติ และในสภาพของเหลว อาจจะอธิบายได้
จากงานทดลองของ Purwanto et al. (2009) ท่ีแสดงให้เห็นวา่ความเร็วรอบท่ีเพิ่มข้ึนในการเล้ียงเช้ือ
ในอาหารเหลวนั้นสามารถเพิ่มปริมาณของเช้ือรา โดยเป็นการเพิ่มปริมาณออกซิเจนเข้าไปใน
อาหารเหลว (Abd-Aziz et al., 2008) ท าใหเ้ช้ือราเจริญไดดี้ และเร็วข้ึน ดงันั้นหากเพิ่มความเร็วรอบ
ในการเล้ียงเช้ือรามากกว่า 200 รอบ/นาที วนัท่ีเร่ิมผลิตเอนไซม์ไคติเนสอาจจะเร็วข้ึนจากเดิม 
นอกจากน้ีปริมาณของคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีอยู่ในอาหารแข็ง และอาหารเหลวท่ีต่างกนั มีผล
ต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (Dhar and Kaur, 2009) 
 
5.4 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างประสิทธิภาพ และกิจกรรมของเอนไซม์ของเช้ือราสาเหตุโรค
แมลง 
  ในการทดลองคร้ังน้ีได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างประสิทธิภาพ และกิจกรรมของ
เอนไซม์ ซ่ึงพบว่าระยะเวลาในการเข้าควบคุมหนอนใยผักของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงทั้ง 25         
ไอโซเลท ซ่ึงอยูใ่นช่วง 26.28-144.7 ชัว่โมง นั้นมีความสัมพนัธ์กบัการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราบนตวั
แมลงอยูใ่นช่วง 3.33-66.67 เปอร์เซ็นต ์แสดงใหเ้ห็นวา่การเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงมี
ความส าคญัต่อกระบวนการเขา้ควบคุมแมลง แสดงวา่มีเอนไซมโ์ปรติเอส และไคติเนสเก่ียวขอ้งใน
ขณะท่ีเส้นใยของเช้ือรา M. anisoplise แทงผ่านผนังล าตวัแมลง Calliphora vomitoria และ 
Manduca sexta (St. Leger et al., 1987b) ในการทดลองน้ีจึงไดท้  าการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 
2 ชนิด และได้พบความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญเติบโตเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง และกิจกรรม
สูงสุดของเอนไซม์โปรติเอส เช่นเดียวกบั Dias et al. (2008) พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม ์            
โปรติเอสต่อผนงัล าตวัของมอดเจาะผลกาแฟในสภาพห้องปฏิบติัการ ในขณะท่ี Roberts et al. 
(1992) รายงานวา่เอนไซมโ์ปรติเอสส าคญัท่ีสุดในกระบวนเจาะผา่นผนงัล าตวัแมลง ส่วนเอนไซม์
ไคติเนสมีความส าคญัรองมา แต่ในการทดลองของ Gupta et al. (1994) ไดศึ้กษาหาความสัมพนัธ์
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ระหวา่งอตัราการตาย ค่า LT50 และกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือรา B. bassiana ในการควบคุม 
Galleria mellonella และ Trichoplusia ni พบวา่มีความสัมพนัธ์กนั เช่นเดียวกบั Gupta et al. (1994) 
พบความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการตาย ค่า LT50 และกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส ของเช้ือรา              
B. bassiana นอกจากน้ียงัพบวา่เอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมโ์ปรติเอสท างานร่วมกนั (St. Leger et 
al., 1986b) ดงัผลการทดลองน้ีท่ีพบวา่ค่า LT50 ของเช้ือรา Metarhizium spp. มีความสัมพนัธ์กบั
กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสในวนัท่ี 7-9 หลังจากนั้นจะพบความสัมพนัธ์กับกิจกรรมของ
เอนไซมไ์คติเนสในวนัท่ี 11 และ 17-19 เน่ืองจากโครงสร้างไคตินถูกห่อหุ้มดว้ย protein matrix 
(Chapman, 1998; Klowden, 2002; Gullan and Cranston, 2005) ดงันั้นเอนไซมโ์ปรติเอสน่าจะยอ่ย
โปรตีนก่อนจนเหลือแต่โครงสร้างไคติน ตามดว้ยการท างานของเอนไซมไ์คติเนส 
 
5.5 การศึกษายนีไคติเนส 

  จากการศึกษายีนไคติเนส chit42 (chit1) ในเช้ือรา Metarhizium spp. ด้วยวิธีการ
เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ genomic DNA และ complementary DNA จากฐานขอ้มูลใน gene 
bank ดว้ยโปรแกรม DNAMAN 4.0 ท าให้ทราบวา่ส่วนของ exon (coding) มีขนาด 1,398 คู่เบส 
ประกอบดว้ยส่วนของ intron ท่ีแทรกอยูจ่  านวน 3 ส่วน แต่ละส่วนมีขนาด 101, 68 และ 80 คู่เบส 
โดยมีส่วนท่ีเหมือนกนั (conserve) คือ 5’GT และ 3’AG คลา้ยกบัการรายงานของ Bogo et al. 
(1998) เก่ียวกบัยีนไคติเนส chit42 (chit1) ในส่วนของ open reading frame (ORF) หรือส่วนของ 
exon มีขนาด 1,521 คู่เบส ซ่ึงมีความแตกต่างกบัการทดลองคร้ังน้ีประมาณ 123 คู่เบส ซ่ึงอาจจะเกิด
จากการใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีต่างกนั ในขณะท่ีส่วนของ intron และ
ส่วนท่ีเหมือนกนั คือ 5’GT และ 3’AG พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนั ในการศึกษาความผนัแปรของ
ยนีไคติเนสดว้ยเทคนิค PCR-SSCP นั้น พบ SNPs ในคู่ไพรเมอร์ chit42-2 และ chit42-3 โดยปรากฏ
ชดัเจนในกลุ่มของเช้ือรา M. anisopliae ซ่ึงทั้งกลุ่ม high efficacy และกลุ่ม low efficacy มีแถบแบน
ดีเอ็นเอหลกัร่วมกนัอยู ่1 แถบ และมีการปรากฏแถบแบนดีเอ็นเออีก 1 แถบ ในต าแหน่งท่ีแตกต่าง
กนัซ่ึงปรากฏในคู่ไพรเมอร์ chit42-2 เช่นเดียวกนัในคู่ไพรเมอร์ chit42-3 มีแถบแบนดีเอ็นเอหลกั
ร่วมกนัอยู ่2 แถบ และมีการปรากฏแถบแบนดีเอ็นเออีก 1 แถบในต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั แสดงให้
เห็นว่าช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกเพิ่มปริมาณด้วยคู่ไพรเมอร์ทั้ ง 2 คู่ เป็นบริเวณท่ีมีการแปลรหัสทาง
พนัธุกรรมเก่ียวกบัการควบคุมการแสดงออกของยีนไคติเนส chit42 (chit1) ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบั
ประสิทธิภาพของเช้ือราในการควบคุมหนอนใยผกั โดยในการทดลองน้ีพบความสัมพนัธ์ระหวา่ง
กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส และประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกัของเช้ือราสกุล 
Metarhizium สอดคลอ้งกบั Gupta et al. (1994) ท่ีไดศึ้กษาหาความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการตาย 



72 
 

ค่า LT50 และกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส ของเช้ือรา B. bassiana ท่ีใช้ควบคุมหนอนผีเส้ือกินไขผึ้ง 
Galleria mellonella และหนอนคืบกะหล ่า Trichoplusia ni เช่นเดียวกบังานทดลองของ Boldo et al. 
(2009) พบว่าปริมาณของเอนไซม์ไคติเนสท่ีถูกควบคุมด้วยยีนไคติเนส chi2 จากเช้ือรา                 
M. anisopliae มีความสัมพนัธ์กบัระยะเวลา (LT50) ในการเขา้ควบคุมมวนแดงฝ้าย แสดงให้เห็นวา่
ยีนไคติเนส chti42 (chit1) จากเช้ือรา M. anisopliae สามารถน าไปใชเ้ป็นตวับ่งช้ีในการคดัเลือก   
เช้ือรา M. anisopliae ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณหรือ
กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสได ้ในขณะท่ีกลุ่มของเช้ือรา M. flavoviride มีรูปแบบของแถบดีเอ็น
เอสายเด่ียวแตกต่างกบักลุ่มของเช้ือรา M. anisopliae แต่ไม่มีความแตกต่างภายในชนิดเดียวกนั 
แสดงให้เห็นวา่ส่วน coding ของเช้ือรา M. flavoviride อาจจะอยูต่  าแหน่งอ่ืนของเส้นดีเอ็นเอ และ
บริเวณท่ีตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่น้ี อาจจะเป็นส่วนของ non-coding  เน่ืองจากไม่พบความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอสายเด่ียวระหวา่งกลุ่ม high efficacy และกลุ่ม low efficacy สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Screen and St. Leger (1999) ไดท้  าการศึกษาส่วน coding ในยีนไคติเนส chi1 จาก
เช้ือรา M. flavoviride ซ่ึงไม่อยูใ่นบริเวณท่ีท าการศึกษายีนไคติเนสในคร้ังน้ี จากความแตกต่างของ
แถบดีเอ็นสายเด่ียวของเช้ือรา M. anisopliae และ M. flavoviride อาจจะน ามาใชป้ระโยชน์ในการ
จ าแนกชนิดของเช้ือราได ้(Hegedus and Khachatourians, 1995; Kuo et al., 2005) ดงันั้นหาก
ท าการศึกษายีนไคติเนสของเช้ือราสกุล Metarhizium จ านวนหลาย ๆ ชนิด ดว้ยเทคนิค PCR-SSCP 
อาจจะไม่เหมาะสม ซ่ึง Enkerli et al. (2009) ไดร้ายงานถึงวิธีการตรวจสอบยีนไคติเนสดว้ยเทคนิค 
PCR-RFLP ในเช้ือราสกุล Metarhizium ว่าเป็นวิธีท่ีอาจจะน าไปใช้กบัเช้ือราสกุล Metarhizium 
ชนิดอ่ืน ๆ ไดใ้นคราวเดียวกนั จึงเป็นวธีิการท่ีสะดวกมากข้ึนในการน าไปใชป้ระโยชน์ 
 


