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บทคัดย่อ

	  เชื้อราเขียว Metarhizium sp. เป็นเชื้อก่อโรคแมลงที่สำ�คัญชนิดหนึ่ง โดยสามารถทำ�ลายแมลงได้มากมายทั่ว

โลก จึงได้มีการสุ่มนำ�เชื้อราเขียว Metarhizium spp. จำ�นวน 16 ไอโซเลต ซึ่งรวบรวมได้จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย สำ�หรับใช้ทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณ รวมทั้งประสิทธิภาพในการควบคุมแมลง

ศัตรูที่สำ�คัญคือ ตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญ (Culex quinquefasciatus) พาหะนำ�โรคเท้าช้างหรือโรคฟิลาเรีย และหนอนกระทู้

หอม (Spodoptera exigua) แมลงศัตรูที่สำ�คัญทางการเกษตร โดยที่ในระหว่างการเข้าทำ�ลายแมลงนั้น เชื้อราจะมีการ

สร้างเอนไซม์หลายชนิดขึ้นมา ซึ่งไคติเนสเป็นเอนไซม์อีกชนิดหนึ่งที่มีบทบาทสำ�คัญในขั้นตอนการทำ�ลายแมลง จึง

มีการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส พบว่ามีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อยู่ในช่วง 6.88 - 127.75 GlcNAc- 

ไมโครโมลตอ่มลิลกิรมัโปรตนีตอ่ชัว่โมง  และไอโซเลตทีม่กีจิกรรมของเอนไซมไ์คตเินสสงูสามอนัดบัแรกคอื ไอโซเลต 

IPKKU222, IPKKU184 และ IPKKU241 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 127.75, 70.61 และ 57.39 GlcNAc-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม 

โปรตีนต่อชั่วโมง ตามลำ�ดับ โดยไอโซเลต IPKKU222 มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) กับเชื้อไอโซเลตอื่นๆ 

ส่วนการทดสอบกับแมลงศัตรูในสภาพห้องปฏิบัติการที่อุณหภูมิ 28±2 °ซ ความชื้นสัมพัทธ์  75-83 %  เมื่อทดสอบ

กับตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญ ด้วยความเข้มข้นของเชื้อเท่ากับ 6x108 สปอร์/มล ให้ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตายอยู่ในช่วง 6.00 

- 80.67 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลต IPKKU234 มีประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลายสูงที่สุดคือ 80.67% และมีความแตกต่าง

กันทางสถิติ (P<0.05) กับไอโซเลต IPKKU178 (70.67%) และ IPKKU230 (66.00%) ส่วนการทดสอบกับหนอนกระทู้

หอมที่ความเข้มข้นเชื้อเท่ากับ 1x108 สปอร์/มล พบว่าค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเข้าทำ�ลายหนอนกระทู้หอมอยู่ในช่วง  

3.33-40.00% ซึง่ไอโซเลตทีส่ามารถทำ�ลายหนอนกระทูห้อมไดม้ากทีส่ดุคอื ไอโซเลต IPKKU249 (40.00%) รองลงมาคอื 

ไอโซเลต IPKKU234 (36.67%) และ IPKKU178 (33.33%) โดยเชือ้ทัง้ 3 ไอโซเลต ไมม่คีวามแตกตา่งกนัทางสถติ ิ(P>0.05) 
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5	 กลุ่มวิจัยการเพาะเลี้ยงและพัฒนาผลิตภัณฑ์ไหมป่าเพื่อสร้างมูลค่าเพิ่ม มหาวิทยาลัยขอนแก่น
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Abstract

	 Green muscardine fungus, Metarhizium sp. is one of the most important entomopathogenic fungi. It is able 

to infect diverse insects worldwide. Therefore, this study was undertaken  with 16 randomized isolates of Metarhizium 

spp., collected from the northeast of Thailand. Of these, the  quantitative chitinase activity and effectiveness on 

control of the major insect pests were carried out. The adults of Culex mosquito (Culex quinquefasciatus) (vector 

of elephantiasis or filariasis) and larvae of beet armyworm (Spodoptera exigua) (Agricultural key insect pest) were 

the representative test insects. During the infection process of the fungus, there were various produced enzymes. 

Chitinase is one of the enzymes, which plays an important role in infection process. Hence, the quantitative chitinase 

activity was investigated. It was found that average chitinase activities were among 6.88-127.75 GlcNAc-µmol/mg 

protein/hr. The three highest chitinase activities were isolates IPKKU222, IPKKU184 and IPKKU241 with values of 

127.75, 70.61 and 57.39 GlcNAc-µmol/mg protein/hr, in descending order. Chitinase activity of isolate IPKKU222 

was significantly different (P<0.05) with other isolates. In addition, the ability on infection of insect pests under 

laboratory conditions at 28±2°C, 75-83 % RH was tested. The results showed that the adult of Culex mosquito had 

average mortality percentages of 6.00-80.67 by using spore concentration of 6x108 spore/ml. Of these, the most ef-

fective isolate was IPKKU234 (80.67%) followed by IPKKU178 (70.67%) and IPKKU230 (66.00%). The infection 

rate of  IPKKU234 was significantly different (P<0.05) with IPKKU178 and IPKKU230. On beet armyworm using 

spore concentration of 1x108 spore/ml., the average infection was 3.33-40.00%. The highest infection was IPKKU249 

(40.00%) followed by isolates IPKKU234 (36.67%) and IPKKU178 (33.33%), which were not significantly different 

(P>0.05).

คำ�สำ�คัญ:		 เชื้อราเขียว, ตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญ, ประสิทธิภาพ, หนอนกระทู้หอม, เอนไซม์ไคติเนส 

Keywords: 	 adult Culex mosquito, beet armyworm, chitinase, efficiency, Metarhizium spp. 

บทนำ�

	 เชื้อ Metarhizium spp. หรือเชื้อราเขียว (green 

muscardine fungus) เป็นเชื้อที่ทำ�ให้เกิดโรคกับแมลง 

ซึ่งมีการรายงานถึงความสามารถในการทำ�ลายแมลงได้

มากกว่า 200 ชนิด (species) (Zimmerman, 1992) อีกทั้ง

เป็นเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ง่าย และพบทั่วไปในดิน จึงได้รับ

ความนยิมนำ�ไปใชใ้นรปูแบบของสารชวีนิทรยีฆ์า่แมลง 

(mycoinsecticide) (Valaderes-Inglis et al., 1997) จาก

ลกัษณะการเขา้ทำ�ลายของเชือ้ราเขยีวทีจ่ะตอ้งมกีจิกรรม

ของเอนไซมย์อ่ยผนงัลำ�ตวัแมลง และเพือ่ชว่ยเสรมิความ

รนุแรงของเชือ้ในการเขา้ทำ�ลายแมลง  ซึง่ไคตเินสจดัเปน็

เอนไซม์ชนิดหนึ่งที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับความรุนแรง

ในเข้าทำ�ลายแมลงของเชื้อ (Murad et al., 2006) อีกทั้ง

พบวา่เอนไซมไ์คตเินสยงัเปน็ตวัหลกัในการเปลีย่นแปลง

ผนังเซลล์และการงอกของสปอร์เชื้อราอีกด้วย โดยจะ

พบกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสอยู่ในระยะที่สองของ

การเข้าทำ�ลายแมลง (St. Leger  et al., 1996; Santi et al., 

2010) ต่อจากเอนไซม์โปรตีเอส 

	 สำ�หรับยุงรำ�คาญ (Culex quinquefasciatus) 

นั้น จัดเป็นแมลงศัตรูที่สำ�คัญชนิดหนึ่ง ซึ่งมักจะอาศัย

ในบริเวณที่อยู่อาศัยของมนุษย์ และออกหากินใน

เวลากลางคืน จึงทำ�ความเสียหาย และก่อความรำ�คาญ 

อีกทั้งเป็นแมลงพาหะนำ�โรค เช่น โรคเท้าช้างหรือโรค

ฟิลาเรียที่เกิดจากหนอนพยาธิตัวกลม ซึ่งนับเป็นปัญหา

ด้านสาธารณสุขที่สำ�คัญของมนุษย์ การป้องกันกำ�จัด
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สามารถทำ�ได้หลายวิธี เช่น การปล่อยปลาที่กินลูกนํ้า 

การใช้สารสังเคราะห์ DEET (diethyltoluamide) ในการ

ควบคุมยุงตัวเต็มวัยหรือตัวอ่อน(ลูกนํ้า) การใช้สารเคมี

ฆ่าแมลง อาทิ Abate® ใส่ลงในภาชนะต่างๆ ซึ่งการใช้

สารเคมีนั้นได้รับความนิยมสูง เนื่องจากให้ผลรวดเร็ว 

แต่สิ่งที่ต้องตระหนักคือ จะต้องมีพิษน้อยต่อคนและ

สัตว์ และต้องใช้อย่างถูกวิธี (สำ�นักโรคติดต่อจากแมลง, 

2553) อยา่งไรกต็าม สารเคมฆีา่แมลงมกัมอีนัตรายสงูตอ่ 

คน สัตว์ และสิ่งแวดล้อม ดังนั้นเพื่อเป็นการลดอัตรา

เสี่ยงดังกล่าว การควบคุมทางชีววิธี โดยเฉพาะการใช้

เชื้อจุลินทรีย์จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่มีการนำ�มาใช้กัน

อย่างแพร่หลาย เช่น การใช้เชื้อแบคทีเรียและรา เป็นต้น

	 โดยที่หนอนกระทู้หอม (Spodoptera exigua) 

เป็นแมลงศัตรูอีกชนิดหนึ่งที่มีความสำ�คัญทางการ

เกษตรทั่วโลก ทั้งนี้เพราะสามารถทำ�ลายพืชได้หลาย

ชนิด มีการระบาดค่อนข้างเร็ว การป้องกันกำ�จัดจึงเป็น

ไปไดย้าก นอกจากนัน้ยงัสามารถสรา้งความตา้นทานตอ่

สารเคมฆีา่แมลงไดด้ ี ซึง่การใชส้ารเคมฆีา่แมลงเปน็ทาง

เลอืกทีเ่กษตรกรนำ�มาใชป้อ้งกนักำ�จดัเสมอ แตก่ลบัเปน็

อันตรายต่อผู้บริโภคและเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมอย่างยิ่ง 

ดังนั้นการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี อาทิ การใช้

เชื้อรา Metarhizium spp. จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ได้

รับความสนใจในปัจจุบัน เพื่อการนำ�มาประยุกต์ใช้ใน

การปอ้งกนักำ�จดัแมลงศตัร ูโดยเฉพาะยงุในระยะตวัเตม็

วัยให้มีประสิทธิภาพและยั่งยืนต่อไป  

วิธีการวิจัย

	 1.	 การรวบรวมเชื้อราเขียว

	 เชื้อราเขียวที่นำ�มาศึกษาทั้งหมดจำ�นวน 99 

ไอโซเลตนี้ ได้มาจากการรวบรวม ของห้องปฏิบัติการ

โรควิทยาของแมลง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ขอนแกน่ (ศวิลิยั สริมิงัครารตัน,์ อลงกต โพธิด์ ีและอทิธิ

เดช พิริยะนิติ ติดต่อส่วนตัว) ซึ่งเป็นการแยกเชื้อได้จาก

ตัวอย่างดินหรือตัวอย่างแมลงที่สำ�รวจและรวบรวมได้

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และอีก 1 ไอโซเลตเป็นเชื้อ 

Metarhizium sp. ทีม่ชีือ่การคา้วา่ “เมทาไรเซยีม” จากนัน้

นำ�เชือ้ทัง้หมดดงักลา่วนีม้าสุม่เลอืกไดเ้ชือ้จำ�นวน 16 ไอ- 

โซเลต เพื่อใช้ในการศึกษาวิจัยนี้ โดยเพาะเลี้ยงและเพิ่ม

ปริมาณในอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) ที่

อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 75-83 

เปอร์เซ็นต์ ส่วนการเก็บรักษาเชื้อเพื่อเป็นสต็อกนั้นได้

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

	 2. 	 แมลงศัตรูสำ�คัญทางเศรษฐกิจ

		  2.1	ยุงรำ�คาญ

			   ตวัเตม็วยัของยงุรำ�คาญเพือ่ใชส้ำ�หรบั

ทดลอง โดยรวบรวมลูกนํ้าและดักแด้ (ไอ้โม่ง) จาก

แหล่งนํ้าขังและบ่อบำ�บัดนํ้าเสียของมหาวิทยาลัย

ขอนแก่น นำ�มาเพาะเลี้ยงในกล่องพลาสติกใสขนาด 

15x23x8 เซนติเมตร ที่วางไว้ในกรงตาข่ายขนาด 

30x30x30 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 23-30 องศาเซลเซียส 

ความชื้นสัมพัทธ์ 64-82 เปอร์เซ็นต์ ของห้องเลี้ยงแมลง 

สาขาวิชากีฏวิทยา ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากร

การเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

เมื่อเจริญเป็นตัวเต็มวัย ให้อาหารโดยใช้สำ�ลีชุบนํ้าผึ้ง

ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 

	 	 2.2	หนอนกระทู้หอม 

			   เพาะเลี้ยงและเพิ่มปริมาณหนอน

กระทู้หอมด้วยอาหารเทียม ในถ้วยพลาสติกที่มีฝา

ปิดสูง 5 เซนติเมตร และมีเส้นผ่าศูนย์กลางของปาก

ถ้วย 5 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 23-30 องศาเซลเซียส 

ความชื้นสัมพัทธ์ 64-82 เปอร์เซ็นต์ ในห้องเลี้ยงแมลง 

เพื่อใช้สำ�หรับทดลองและเพื่อเป็นสต็อก

	 3.	 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์

ไคติเนสในเชิงปริมาณ

		  เพาะเลี้ยงเชื้อราเขียว Metarhizium spp. 

ในอาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB) ที่อุณหภูมิ  

28 ± 2  องศาเซลเซียส ในที่มืด เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบ

ตอ่นาท ีนาน 14 วนั กรองเอา culture filtrate เพือ่วเิคราะห์

หาปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) โดย

ใช ้bovine serum albumin เปน็โปรตนีมาตรฐาน สว่นการ

ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณ 
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โดยนำ� culture filtrate มาจำ�นวน 1 มิลลิลิตร บ่มร่วม

กับสารละลาย colloidal chitin 1 เปอร์เซ็นต์ ใน acetate 

buffer pH 5.0 จำ�นวน 1 มิลลิลิตร (reaction mixture) ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยา

โดยต้มหลอด reaction mixture ในนํ้าเดือด 20 นาที แล้ว

นำ� reaction mixture จำ�นวน 0.2 มิลลิลิตร ไปวิเคราะห์

นํ้าตาลรีดิวซ์ โดยใช้ N-acetylglucosamine (GlcNAc) 

เปน็นํา้ตาลรดีวิซม์าตรฐานตามวธิขีอง Somogyi (1952) 

และประเมินกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส จากปริมาณ 

นํ้าตาลรีดิวซ์ ที่ถูกย่อยออกจาก colloidal chitin คิดเป็น

ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD (completely randomized design) มี 

16 กรรมวิธี (ไอโซเลต) แต่ละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า วิเคราะห์

ความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรม

เอนไซม์ไคติเนส ด้วย least significant difference (LSD) 

	 4.	 การศกึษาประสทิธภิาพของเชือ้ราเขยีวใน

การทำ�ลายแมลงศัตรูที่สำ�คัญทางเศรษฐกิจ

	 	 4.1	ยุงรำ�คาญ

			   การปลูกเชื้อราเขียวให้กับตัวเต็มวัย

ของยุงรำ�คาญนั้นประยุกต์ตามวิธีของ Scholte  et al. 

(2003; 2007) โดยดูดสารแขวนลอยสปอร์ที่มีความเข้ม

ข้น 6 x 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ใน Tween 20® เข้มข้น 

0.05 เปอร์เซ็นต์ จำ�นวน 5 มิลลิลิตร ปาดลงบนกระดาษ

ถ่ายเอกสารที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ขนาด 12x20 เซนติเมตร 

หยดเชื้อให้กระจายทั่วกระดาษ รอจนกระดาษแห้ง

หมาดๆ นำ�กระดาษมาวางด้านในแก้วพลาสติกขนาด 

20 ออนซ์  (เส้นผ่าศูนย์กลางปากแก้ว 9.5 เซนติเมตร สูง 

17.5 เซนติเมตร) หลังจากนั้นปล่อยตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญ

ใส่ในแก้วที่เตรียมไว้จำ�นวน 50 ตัวต่อซํ้า ทำ� 3 ซํ้าต่อไอ- 

โซเลต ปดิปากแกว้ดว้ยแผน่พลาสตกิใส และใชย้างรดัที่

พลาสติก ในส่วนกรรมวิธีควบคุม (control) ใช้ Tween 

20® เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ แทนการใช้สารแขวนลอย

สปอร ์โดยปฏบิตัเิชน่เดยีวกนักบักรรมวธิทีดลอง และใช้

สำ�ลชีบุนํา้ผึง้ความเขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์วางภายในแกว้

พลาสติกเพื่อเป็นอาหารตัวเต็มวัย รวมทั้งใส่สำ�ลีชุบนํ้า

กลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเพื่อให้ความชื้น โดยให้นํ้าผึ้งและ

ความชืน้เทา่ๆ กนัทกุซํา้ตลอดชว่งของการทดลอง บม่ที่

อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 75-83 

เปอรเ์ซน็ต ์เปน็เวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลายา้ยกระดาษ

ทีม่สีปอรข์องเชือ้ราออกจากแกว้ และตรวจสอบการตาย

ของยุงทุกวัน เพื่อนำ�ไปตรวจหาและคำ�นวณเปอร์เซ็นต์

การตายทีแ่ทจ้รงิเนือ่งจากเชือ้ Metarhizium  spp. วางแผน

การทดลอง วิเคราะห์ความแปรปรวน และเปรียบเทียบ

ค่าเฉลี่ยทางสถิติ ปฏิบัติเช่นเดียวกับข้อ 3 โดยมีจำ�นวน

ตัวเต็มวัยของยุงรำ�คาญ 50 ตัวต่อซํ้า

		  4.2	หนอนกระทู้หอม

			   สำ�หรับการปลูกเชื้อ Metarhizium 

spp. ให้กับหนอนกระทู้หอม ดัดแปลงตามวิธีการของ 

Hartwig และ Oehmig (1992) และ Lezama-Gutierrez 

et al. (2000) โดยใช้หนอนกระทู้หอมวัย 3 จำ�นวน 

10 ตัวต่อซํ้า และมี 3 ซํ้า ต่อไอโซเลต ทดสอบโดยนำ�

หนอนกระทู้หอมจุ่มนาน 5 วินาที ในสารแขวนลอย

สปอร์ของเชื้อ Metarhizium spp. แต่ละไอโซเลต ซึ่งมี

ความเข้มข้นเท่ากับ 1x108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร สำ�หรับ

กรรมวิธีควบคุม ใช้สารละลาย Tween 20® เข้มข้น 0.05 

เปอร์เซ็นต์ จากนั้นย้ายหนอนกระทู้หอมไปเลี้ยงด้วย

อาหารเทียมในกล่องฟิล์ม (ฝาเจาะรูปิดด้วยตาข่ายทอง

เหลือง) สำ�หรับเลี้ยงหนอน และให้ความชื้นด้วยสำ�ลี

ชุบนํ้ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 28+2 

องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 75-83 เปอร์เซ็นต์ โดย

ไมใ่หแ้สงสวา่ง ตรวจสอบการตายของหนอนกระทูห้อม 

ทุกวัน เพื่อนำ�ไปหาเปอร์เซ็นต์การตายเนื่องจากเชื้อ 

ราเขยีว Metarhizium spp. ทีป่ลกูให ้วางแผนการทดลอง 

วิเคราะห์ความแปรปรวน และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยทาง

สถิติปฏิบัติเช่นเดียวกับข้อ 3

ผลการวิจัย

	 1.	 การรวบรวมเชื้อ Metarhizium spp.

	 เชื้อ Metarhizium spp. ที่สุ่มคัดเลือกได้ 16 ไอ-

โซเลตสำ�หรบัใชใ้นการทดลองเปน็ไอโซเลตทีแ่ยกไดจ้าก

ตัวอย่างดิน และได้เก็บรักษาเชื้อไว้ที่ห้องปฏิบัติการโรค

วิทยาของแมลง มหาวิทยาลัยขอนแก่น ภายใต้โครงการ
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วิจัยของศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตรมหาวิทยาลัย

ร่วม มหาวิทยาลัยขอนแก่น จำ�นวน 15 ไอโซเลต ได้แก่ 

IPKKU165, IPKKU170, IPKKU175, IPKKU178, 

IPKKU184, IPKKU198, IPKKU204, IPKKU205, 

IPKKU221, IPKKU222, IPKKU230, IPKKU234, 

IPKKU241, IPKKU242 และ IPKKU249 และอีก 1 

ไอโซเลตแยกได้จากดินแปลงปลูกยางพาราในจังหวัด

หนองบัวลำ�ภูคือ ไอโซเลต Npp2/1

	 2. 	 กจิกรรมของเอนไซมไ์คตเินสในเชงิปรมิาณ

		  จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไค

ตเินสในเชิงปรมิาณ คำ�นวณโดยเปรียบเทยีบกับปรมิาณ

โปรตนีใน culture filtrate  พบวา่เชือ้ราเขยีวทัง้ 16 ไอโซเลต  

มีกิจกรรมของเอนไซม์ ไคติเนส ซึ่งวัดค่าได้อยู่ในช่วง 

6.88-127.75 GlcNAc-ไมโครโมลตอ่มลิลกิรมัโปรตนีตอ่ 

ชั่วโมง โดยไอโซเลต IPKKU222 มีค่าเฉลี่ยกิจกรรม

ของเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณสูงที่สุดคือ สามารถ

ย่อยสลาย colloidal chitin ได้ GlcNAc 127.75 ไมโคร

โมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง ซึ่งมีความแตกต่าง

กันทางสถิติ (P<0.05) กับไอโซเลตอื่นๆ และไอโซเลต

ที่มีค่าสูงเป็นลำ�ดับรองลงมา 2 อันดับ คือไอโซเลต 

IPKKU184 และ IPKKU241 ที่มีค่าเท่ากับ 70.61 และ 

57.39 GlcNAc-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่ว 

โมง ตามลำ�ดับ ส่วนไอโซเลตที่ตรวจพบกิจกรรมของ

เอนไซม์ไคติเนสน้อยที่สุดคือ ไอโซเลต IPKKU249 โดย

มคีา่เทา่กบั 6.88 GlcNAc-ไมโครโมลตอ่มลิลกิรมัโปรตนี

ต่อชั่วโมง  (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1.  กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณของเชื้อ Metarhizium spp. 
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	 3. 	 ประสทิธภิาพของเชือ้ราเขยีวตอ่แมลงศตัรู

		  เมือ่นำ�เชือ้ Metarhizium spp. ทัง้ 16 ไอโซเลต 

ไปทดสอบกับแมลงศัตรูคือ ตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญและ

หนอนกระทู้หอม โดยในตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญ พบว่ามี

เปอร์เซ็นต์การตายเฉลี่ยอยู่ในช่วงระหว่าง 6.00-80.67 

เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 2) ซึ่งไอโซเลต IPKKU234 ให้

เปอร์เซ็นต์การตายสูงที่สุดเท่ากับ 80.67 เปอร์เซ็นต์ 

ทัง้นีส้ามารถสงัเกตไดจ้ากเสน้ใยและสปอรส์เีขยีวเจรญิ

ปกคลุมยุง(รูปที่ 1) โดยมีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(P<0.05) กับไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงรองลงมาคือ 

ไอโซเลต IPKKU178 และ IPKKU230 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์

การตายเท่ากับ 70.67 และ 66.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ 

โดยเชื้อราเขียวไอโซเลต Npp2/1 นั้น มีประสิทธิภาพ

ในการทำ�ลายยุงรำ�คาญตํ่าที่สุดคือ มีค่าเท่ากับ 6.00 

เปอร์เซ็นต์ 

 

รูปที่ 1.  	 ลกัษณะยงุรำ�คาญทีถ่กูเชือ้ราเขยีว Metarhizium 

	 sp. (ไอโซเลต IPKKU234) ทำ�ลาย

	 สว่นการทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้ราเขยีว

กับหนอนกระทู้หอมนั้น แสดงให้เห็นว่าเชื้อราเขียว

สามารถทำ�ลายหนอนกระทูห้อมไดท้ัง้ 16 ไอโซเลต โดยมี

เปอรเ์ซน็ตก์ารตายเฉลีย่อยูใ่นชว่ง 3.33-40.00 เปอรเ์ซน็ต ์

(ตารางที่ 2) ซึ่งเปอร์เซ็นต์การตายสูงที่สุด (40.00 

เปอร์เซ็นต์) เกิดจากไอโซเลต IPKKU249 (รูปที่ 2) ทั้งนี้

ให้ค่าที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) กับไอโซเลต

รองลงมา 2 ไอโซเลตคือ IPKKU234 (36.67 เปอร์เซ็นต์) 

และ IPKKU178 (33.33 เปอร์เซ็นต์) ส่วนไอโซเลตที่มี

ประสิทธิภาพตํ่าที่สุดคือ IPKKU175, IPKKU205 และ 

IPKKU241 ซึ่งทั้ง 3 ไอโซเลตให้เปอร์เซ็นต์การตายของ

หนอนเท่ากันคือ 3.33 เปอร์เซ็นต์ 

รูปที่ 2.	 ลักษณะหนอนกระทู้หอมที่ถูกเชื้อราเขียว 

	 Metarhizium sp. (ไอโซเลต IPKKU249) ทำ�ลาย
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ตารางที่ 2.  ประสิทธิภาพของเชื้อ Metarhizium spp. ในการทำ�ลายตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญและหนอนกระทู้หอม

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย

	 เชื้อราเขียว Metarhizium spp. ไอโซเลตภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือทุกไอโซเลตที่สุ่มมาศึกษา จำ�นวน 

16 ไอโซเลต มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสใน

เชงิปรมิาณอยูใ่นชว่ง 6.88-127.75 GlcNAc-ไมโครโมลตอ่ 

มลิลกิรมัโปรตนีตอ่ชัว่โมง โดยไอโซเลต IPKKU222 มคีา่

กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด (127.75 GlcNAc -

ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง) รองลงมาคือ 

IPKKU184 และ IPKKU 241 ซึง่มคีา่กจิกรรมเอนไซมใ์น

เชงิปรมิาณเทา่กบั 70.61 และ 57.39 GlcNAc-ไมโครโมล 

ต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง ตามลำ�ดับ โดยกิจกรรม

เอนไซม์   ไคติเนสของไอโซเลต IPKKU222 มีความ

แตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) กับเชื้อทุกไอโซเลต ซึ่ง

การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซมไ์คตเินสนัน้ มปีจัจยั

ที่เข้ามาเกี่ยวข้องหลายปัจจัย เช่น สารตั้งต้นที่ใช้ในการ

ทดลอง สอดคล้องกับรายงานของ Barreto et al. (2004) 

ที่พบว่าเชื้อ Metarhizium spp. จะผลิต extracellular 

chitinase ออกมา เมื่ออาหารตรวจสอบมีไคตินเป็นส่วน

ประกอบ ทั้งนี้เพราะไคตินมีส่วนต่อการชักนำ�ให้มีการ
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สร้างเอนไซม์ไคติเนส และพบว่านํ้าตาล GlcNAc มี

บทบาทพิเศษในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสด้วย นอกจาก

นั้นยังมีปัจจัยอื่นๆ ที่ส่งผลต่อความสามารถในการ

ทำ�งานของเอนไซม์ไคติเนส ดังเช่นจากการศึกษาของ 

St. Leger  et al. (1998) พบว่าความสามารถในการสร้าง

เอนไซม์ย่อยผนังลำ�ตัวของเชื้อ M. anisopliae ยังขึ้นอยู่

กับค่าpH โดยค่า pH ที่เหมาะสมในการสร้างเอนไซม์ไค

ติเนสนั้นมีค่าเท่ากับ 5 ซึ่งอยู่ในช่วงที่เป็นกรด 

	 ส่วนการทดสอบการเข้าทำ�ลายของเชื้อรา 

Metarhizium spp. กับแมลงศัตรูที่สำ�คัญทางเศรษฐกิจ

คือ ตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญและหนอนกระทู้หอมนั้น พบว่า

ในการทดสอบกบัตวัเตม็วยัยงุรำ�คาญนัน้ มกีารตายเฉลีย่

ของยุงอยู่ในช่วง 6.00 - 80.67 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลต 

IPKKU234 สามารถเข้าทำ�ลายตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญได้สูง

ที่สุดเท่ากับ 80.67 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งมีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ (P<0.05) กับเชื้อทุกไอโซเลต และไอโซเลต

ที่เข้าทำ�ลายยุงรำ�คาญรองลงมา 2 อันดับ คือ ไอโซเลต 

IPKKU178 (70.67 เปอร์เซ็นต์) และ IPKKU230 (66.00 

เปอร์เซ็นต์) ส่วนในหนอนกระทู้หอมมีเปอร์เซ็นต์การ

ตายเฉลีย่อยูใ่นชว่ง 3.33 - 40.00 เปอรเ์ซน็ต ์และไอโซเลต  

IPKKU249 มีประสิทธิภาพมากที่สุดเท่ากับ 40.00 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05)  

กับสองไอโซเลตรองลงมาคือ IPKKU234 (36.67 

เปอรเ์ซน็ต)์ และ IPKKU178 (33.33 เปอรเ์ซน็ต)์ สำ�หรบั

ประสิทธิภาพของเชื้อในการเข้าทำ�ลายหนอนกระทู้

หอมในการศกึษาครัง้นี ้จดัวา่การตายสงูสดุมคีา่เพยีง 40 

เปอรเ์ซน็ตน์ัน้ จดัวา่ยงัอยูใ่นระดบัตํา่ ทัง้นีอ้าจขึน้อยูก่บั

วธิกีารในการควบคมุหรอืทดสอบ หรอืความเขม้ขน้ของ

เชือ้ รวมทัง้ความรนุแรงของเชือ้ ซึง่เปน็ไปไดว้า่ไอโซเลต 

ของเชื้อที่สุ่มมา สำ�หรับใช้ในการศึกษานี้จำ�นวน 16  

ไอโซเลต จาก 100 ไอโซเลต อาจยงัไมเ่หมาะสมตอ่แมลง

ชนดินี ้หรอือาจขึน้อยูก่บัความแขง็แรงของหนอนกระทู้

หอมที่แตกต่างกัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับพันธุกรรมของแมลง

ที่นำ�มาทดสอบ (biotype ของแมลง) ดังรายงานการ

ทดสอบกับหนอนกระทู้หอมของ Lin และ Leu (n.d.) 

ที่ฉีดพ่นสปอร์เชื้อราเขียว M. anisopliae ให้กับหนอน

กระทู้หอม ด้วยการฉีดพ่นทุกวัน และเว้นระยะห่าง

กัน 1 วัน พบว่าหนอนมีเปอร์เซ็นต์การตายที่สูงเท่ากับ 

70.0-73.3 และ 73.3-78.9 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ จึงควร

มีการทดสอบกับไอโซเลตอื่นๆ ที่ไม่ได้รับการสุ่มร่วม

ด้วยในโอกาสต่อไป เมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธ์ของ

กจิกรรมเอนไซมไ์คตเินสกบัประสทิธภิาพในการทำ�ลาย

แมลงศตัรนูัน้ แสดงใหเ้หน็วา่เชือ้ Metarhizium spp. ตา่ง

ไอโซเลตกนั มปีระสทิธภิาพในการเขา้ทำ�ลายแมลงชนดิ

เดยีวกนัไดแ้ตกตา่งกนั และแมว้า่จะมกีจิกรรมเอนไซมไ์ค

ติเนสในปริมาณสูงแต่ก็ไม่ได้มีประสิทธิภาพในการเข้า

ทำ�ลายสูงตามไปด้วยเสมอ ดังเช่น ไอโซเลต IPKKU222 

ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณที่สูงที่สุด 

(127.75 GlcNAc-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อ 

ชั่วโมง) แต่กลับมีประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลายตัวเต็ม

วัยยุงรำ�คาญและหนอนกระทู้หอมค่อนข้างตํ่าคือ 9.33 

และ 10.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ และในบางไอโซเลต

ของเชื้อ Metarhizium spp. ที่นำ�มาศึกษานี้ให้ผลในทาง

กลับกัน กล่าวคือ ไอโซเลต IPKKU234 สามารถทำ�ลาย

ตัวเต็มวัยยุงรำ�คาญและหนอนกระทู้หอมได้ จากผลการ

ทดสอบกบัแมลงศตัรแูตล่ะชนดิภายใตเ้งือ่นไขทีก่ำ�หนด

ในครั้งนี้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การตายเท่ากับ 80.67 และ 

36.67 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ ซึ่งถือว่ามีประสิทธิภาพ

ในการควบคุมอยู่ในระดับมากที่สุดและมาก แต่พบว่า

มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสที่ตํ่าคือ 16.38 GlcNAc- 

ไมโครโมลตอ่มลิลกิรมัโปรตนีตอ่ชัว่โมง หรอืในไอโซเลต  

IPKKU178 ทีม่กีจิกรรมเอนไซมไ์คตเินสอยูใ่นระดบัปาน

กลาง (51.49 GlcNAc-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีน 

ตอ่ชัว่โมง) แตม่ปีระสทิธภิาพในการควบคมุตวัเตม็วยัยงุ

รำ�คาญอยูใ่นระดบัเกอืบมากทีส่ดุ (70.67 เปอรเ์ซน็ต)์ และ

สามารถทำ�ลายหนอนกระทูห้อมไดใ้นระดบัมาก (33.33 

เปอร์เซ็นต์) ใกล้เคียงกับไอโซเลต IPKKU234 (36.67 

เปอร์เซ็นต์) โดยไม่แตกต่างกันทางสถิติกับไอโซเลต  

IPKKU234 ในการทำ�ลายหนอนกระทู้หอม จากผลการ

ทดลองกับไอโซเลตต่างๆ ดังกล่าวข้างต้นนี้ ชี้ให้เห็นว่า

กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในเชิงปริมาณไม่มีความ

สัมพันธ์กับประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลายตัวเต็มวัยยุง

รำ�คาญและหนอนกระทู้หอม อย่างไรก็ตาม ในแมลง

บางชนิดมีรายงานว่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสนั้น 
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มีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลายของ

เชื้อราเขียว เช่น จากรายงานการศึกษาในการใช้เชื้อ 

Metarhizium spp. ไอโซเลตต่างๆ ควบคุมด้วงถั่วเขียว 

(cowpea weevil, Callosobruchus maculates) พบว่าเชื้อ 

Metarhizium sp. ไอโซเลต CG34 ทำ�ให้ด้วงถั่วเขียวตาย

มากที่สุดเท่ากับ 26.7 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อนำ�ไปตรวจ

สอบกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสพบว่าเชื้อไอโซเลตนี้

สามารถผลิตไคติเนสได้สูง (Murad et al., 2006)  โดยใน

การศึกษาของ Murad และคณะนี้ยังจัดว่ามีเปอร์เซ็นต์

การตายที่อยู่ในระดับตํ่า ส่วน St. Leger et al. (1996) 

พบว่าระหว่างการเข้าทำ�ลายผนังลำ�ตัวหนอนใบยาสูบ 

(Manduca sexta) ในระยะเริ่มแรก เชื้อ Metarhizium 

spp. มีการผลิตเอนไซม์ไคติเนสในระดับตํ่ามาก และจะ

เพิ่มขึ้นในช่วงที่มีกิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอส (protease) 

ลดลง ซึ่งการปลดปล่อยเอนไซม์ไคติเนสนั้น จะขึ้นอยู่

กับการย่อยสลายของโปรตีนของแมลงอันเนื่องมาจาก

เอนไซม์โปรตีเอสก่อน อีกทั้งพบว่าเอนไซม์ไคติเนสไม่

เพียงแต่เกี่ยวข้องกับการเข้าทำ�ลายแมลงเท่านั้น ยังป็น

เอนไซมห์ลกัในการเปลีย่นแปลงผนงัเซลลแ์ละการงอก

ของสปอร์เชื้อรา โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสนั้น 

อยู่ในระยะที่สองของการเข้าทำ�ลายแมลง (St. Leger et 

al., 1996; Santi et al., 2010) ซึ่งสอดคล้องกับ Liu et al. 

(1999) ที่สรุปว่าเชื้อ Metarhizium spp. จะสร้างเอนไซม์

โปรตเีอสในชว่งแรกของการเขา้ทำ�ลายแมลง เพือ่ใชย้อ่ย

สลายโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของผนังลำ�ตัว  ซึ่ง

จะถูกผลิตขึ้นโดยมีความเข้มข้นที่สูงและรวดเร็วกว่า

เอนไซม์ที่ย่อยสลายผนังลำ�ตัวชนิดอื่นๆ โดยในผนังลำ�

ตัวของแมลง พบว่ามีโปรตีนเป็นส่วนประกอบมากถึง 

70 เปอร์เซ็นต์ (Clarkson and Charnley, 1996) อย่างไร

กต็ามเอนไซมไ์คตเินสกย็งัคงเปน็อกีปจัจยัหนึง่ทีช่ว่ยสง่

เสริมในการเข้าทำ�ลายแมลงของเชื้อ Metarhizium spp.  

ซึ่งจากผลการศึกษาของ Boucias และ Penland (1998) 

รายงานถึงเอนไซม์ของเชื้อ M. anisopliae ที่ใช้ในการ

ย่อยผนังลำ�ตัวของแมลงมีหลายชนิด เช่น โปรตีเอส,  

ไคติเนส, ไดเปปติดิลเปปติเดส (dipeptidylpeptidase), 

อะมิโนเปปติเดส (aminopeptidase) และคาร์บอกซี 

เปปตเิดส (caboxypeptidase) นอกจากนีอ้าจมปีจัจยัอืน่ๆ 

ทีส่ง่ผลตอ่การเขา้ทำ�ลายแมลงของเชือ้นอกจากเอนไซม์

ไคติเนส และค่า pH ซึ่งมีผลต่อการแสดงออกของ

เอนไซม์ไคติเนส (St. Leger et al., 1998) รวมทั้งสารพิษ  

destruxin เปน็ตวัแปรทีส่ำ�คญัอกีประการหนึง่ ทีจ่ะสง่ผล

ตอ่ประสทิธภิาพในการเขา้ทำ�ลายของเชือ้ Metarhizium 

spp. ไดเ้ชน่กนั (Boucias and Pendland, 1998) จากขอ้มลู

ดังกล่าวนี้สามารถใช้เป็นแนวทางนำ�ไปสู่การศึกษาถึง 

ความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส

ของเชือ้ราเขยีวนี ้และประสทิธภิาพในการควบคมุแมลง

ศตัรตูา่งๆ ในโอกาสตอ่ๆ ไปไดอ้ยา่งดยีิง่อกีทางหนึง่ โดย

เฉพาะอยา่งยิง่กบัยงุรำ�คาญ หรอืยงุชนดิอืน่ๆ ในชว่งทีม่ี

โรคทีเ่กดิจากยงุเปน็พาหะระบาด จำ�เปน็ตอ้งรบีควบคมุ

ประชากรยุงให้ลดลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งการควบคุมตัว

เต็มวัยยุงนี้ จะเป็นแนวทางลดประชากรของยุง โดยไม่

ใช้สารเคมีได้อย่างดียิ่งอีกทางหนึ่งในเวลาอันสั้น ทั้งนี้

จัดว่าเป็นแนวทางใหม่ที่กำ�ลังได้รับความสนใจในต่าง

ประเทศ (Mohanty et al., 2008) นอกจากนั้นยังเป็น 

แนวทางสำ�คญัเพือ่การประยกุตใ์ชเ้ชือ้รานี ้ซึง่เปน็ไอโซเลต 

ท้องถิ่นโดยเฉพาะของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เพื่อให้

ได้แนวทางควบคุมที่เหมาะสมกับแมลงเฉพาะพื้นที่ ทั้ง

ทางตรงและโดยการผสมผสาน หรอืโดยการนำ�เชือ้ไอโซ

เลตที่มีประสิทธิภาพสูงไปพัฒนา โดยอาศัยเทคนิคทาง

พนัธวุศิวกรรม เพือ่ปรบัปรงุการปอ้งกนักำ�จดัแมลงศตัรู
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