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บทคัดย่อ

	 ยุงลายบ้าน (Aedes aegypti) ตัวเต็มวัยเป็นแมลงพาหะนำ�โรคที่สำ�คัญหลายชนิดสู่คน การลดจำ�นวน

ประชากรตัวเต็มวัยของยุงลายบ้านโดยเฉพาะช่วงที่มีการระบาด จะเป็นแนวทางการควบคุมการแพร่ระบาดของโรค

ได้อย่างดียิ่ง การวิจัยนี้จึงได้มุ่งเน้นการป้องกันกำ�จัดเพื่อลดอันตรายจากการใช้สารเคมีฆ่าแมลง โดยการนำ�เชื้อรา

เขียว Metarhizium spp. จำ�นวน 15 ไอโซเลตที่รวบรวมได้จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมาใช้ศึกษา

และทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมตัวเต็มวัยของยุงลายบ้าน ซึ่งจากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส 

(Pr1) ในเชิงปริมาณ พบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 3.36 - 379.21 ไทโรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง โดยไอโซ

เลตที่มีกิจกรรมของเอนไซม์สูงคือ IPKKU 218, Lop2/2  และ IPKKU 216 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 379.21, 100.07  และ 64.43  

ไทโรซนี - ไมโครโมลตอ่มลิลกิรมัโปรตนีตอ่ชัว่โมง ตามลำ�ดบั สว่นความสามารถของเชือ้ราในการทำ�ลายตวัเตม็วยัยงุนัน้  

อยู่ในช่วง 28.67 - 81.33 เปอร์เซ็นต์  และไอโซเลต Lop2/2  มีประสิทธิภาพสูงสุด (81.33 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคือ

ไอโซเลต IPKKU 218 (78.00 เปอร์เซ็นต์) และ IPKKU 216 (71.33 เปอร์เซ็นต์) โดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(P>0.05) ทั้ง 3 ไอโซเลต สำ�หรับการโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์โปรตีเอส (pr1) ของเชื้อ ไอโซเลต Lop2/2 ที่มี

ประสทิธภิาพในการทำ�ลายตวัเตม็วยัยงุลายบา้นสงูสดุและมกีจิกรรมของเอนไซม ์Pr1 สงูนัน้ ดำ�เนนิการโดยเพิม่ชิน้สว่น

ดีเอ็นเอของยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ Pr1F1 และ Pr1R1  แล้วนำ�ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้เชื่อมเข้ากับพลาสมิด 

 pDrive cloning vector  ส่งถ่ายเข้าสู่ QIAGEN EZ competent cell คัดเลือกโคลน สกัดพลาสมิดที่มีส่วนผลิตภัณฑ์ PCR 

1	 นักศึกษาปริญญาโท, 2,3รองศาสตราจารย์, 4,5นักวิชาการเกษตร 
1,2,3	 สำ�นักพัฒนาบัณฑิตศึกษา และวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี สำ�นักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา(AG-BIO/PERDO-CHE)
2,3	 ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตรเพื่อเศรษฐกิจที่ยั่งยืน มหาวิทยาลัยขอนแก่น
2	 กลุ่มวิจัยการเพาะเลี้ยงและพัฒนาผลิตภัณฑ์ไหมป่าเพื่อสร้างมูลค่าเพิ่ม มหาวิทยาลัยขอนแก่น
4,5	 สำ�นักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร จังหวัดปทุมธานี
*	 corresponding author, e-mail: sivilai@kku.ac.th
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เปา้หมายนำ�ไปหาลำ�ดบันวิคลโีอไทด ์แลว้เปรยีบเทยีบลำ�ดบันวิคลโีอไทดก์บัฐานขอ้มลู GenBank  พบวา่มคีวามเหมอืน

กับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์   ของยีน elastase-like serine protease ของเชื้อรา Metarhizium anisopliae (AB073327) ถึง 96 

เปอร์เซ็นต์  ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพที่ดีของเชื้อราเขียว M. anisopliae เพื่อการนำ�ไปใช้ป้องกันกำ�จัด

ตัวเต็มวัยยุงลายบ้านโดยตรง แนวทางการนำ�ไปใช้ร่วมกับวิธีอื่นแบบผสมผสาน และการประยุกต์ใช้ยีน pr1 เพื่อผลิต

เอนไซม์โปรตีเอส โดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม  เพื่อเพิ่มศักยภาพในการควบคุมยุงลายบ้านและแมลงศัตรูชนิด

อื่นอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 

Abstract

	 Adult dengue mosquito (Aedes aegypti) is an important vector of human diseases. Reduction of adult 

mosquito population, especially in dissemination time is an effective control method of disease epidemic. This study 

was emphasized on reduction of insecticide application to control mosquito by using entomopathogenic fungus. The 

green muscardine fungi, Metarhizium spp. 15 isolates selected from collection in the northeast of Thailand were 

investigated for efficiency on controlling adult dengue mosquito. Quantitative protease (Pr1) activity was evaluated 

among Metarhizium isolates. Enzyme activities were ranked 3.36 to 379.21 tyrosine (μmol) / mg protein / hr. The 

3 high protease activities were isolates IPKKU 218, Lop2/2 and IPKKU 216 with values 379.21, 100.07 and 64.43 

tyrosine (µmol)/mg protein/hr, respectively. The pathogenic test of these fungi on dengue mosquito revealed percent 

mortality rates of 28.67 - 81.33%. The highly effective isolates with mortality percentage in parenthesis were Lop2/2 

(81.33 %), IPKKU 218 (78.00 %) and IPKKU 216 (71.33%), which were not significantly different (P>0.05). DNA 

fragment coding protease gene (pr1) from the most effective isolate    (Lop 2/2) against Ae. aegypti and the high Pr1 

activity was amplified by polymerized chain reaction (PCR) using primers, Pr1F1 and Pr1R1. The obtained PCR 

product was ligated to plasmid (pDrive cloning vector) and transformed to QIAGEN EZ competent cell. The selected 

clone was isolated, extracted for plasmid containing target PCR product and submitted for base sequencing. The base 

sequences were compared by subjection the sequence to GenBank database and found that it was similar to elastase-like  

serine protease from Metarhizium anisopliae (AB073327) with 96% similarity. This research indicates the good 

effectiveness of green muscardine fungus, M. anisopliae in controlling adult dengue mosquito directly. It can also be 

exploited in integrated management including the application of protease encoding gene (pr1) for increasing either 

the protease production using genetic engineering technology or the effective control on adult dengue mosquito and 

other pests.

คำ�สำ�คัญ : 	 การควบคุม, การโคลนยีนโปรตีเอส, เชื้อราเขียว, ตัวเต็มวัยยุงลายบ้าน 

Keywords: 	 Adult dengue mosquito, control, Metarhizium spp., protease gene cloningIntroduction
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บทนำ�

	 ยุงลายบ้าน ( Aedes aegypti L.) จัดเป็นแมลง

พาหะที่มีความสำ�คัญต่อมนุษย์อีกชนิดหนึ่ง โดยเป็น

พาหะนำ�เชื้อไวรัสสาเหตุโรคที่สำ�คัญหลายชนิด เช่น 

โรคไข้เลือดออก (dengue fever) โรคไข้เหลือง (yellow 

fever) และ โรคชิคุนกุนยา (chikungunya) (Platt et al., 

1997; Harrington et al., 2001; MacKenzie et al., 2004) 

ในการป้องกันกำ�จัด ตั้งแต่ระยะตัวอ่อนจนถึงตัวเต็มวัย

นั้นสามารถทำ�ได้หลายวิธี เช่น การลดแหล่งเพาะพันธุ์

ของยุง การใช้สารเคมีซึ่งการใช้สารเคมีนั้นได้รับความ

นิยมสูง เนื่องจากให้ผลรวดเร็ว แต่สิ่งที่ต้องตระหนัก

คือ สารเคมีควรมีประสิทธิภาพสูง ขณะเดียวกันมีพิษ

น้อยต่อคนและสัตว์ การใช้ต้องมีความระมัดระวังและ

ถูกวิธี (สำ�นักโรคติดต่อจากแมลง, 2553) อย่างไรก็ตาม

ไปสารเคมฆีา่แมลงมกัมอีนัตรายสงูตอ่ คน สตัว ์และสิง่

แวดล้อม ดังนั้นเพื่อเป็นการลดอัตราเสี่ยงดังกล่าว การ

ควบคุมทางชีววิธี โดยเฉพาะการใช้เชื้อจุลินทรีย์จึงเป็น

อกีทางเลอืกหนึง่ทีม่กีารนำ�มาใชก้นัอยา่งแพรห่ลาย เชน่ 

การใช้เชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส และเชื้อรา

	 สำ�หรับเชื้อราสาเหตุโรคแมลงชนิดที่ได้รับ

ความนิยมทั่วโลกคือ เชื้อราเขียว Metarhizium spp. 

ซึ่งมีรายงานถึงความสามารถในการเข้าทำ�ลายแมลง

ได้มากกว่า 200 ชนิด (species) (Zimmermann, 1992) 

รวมทั้งมีการรายงานถึงความสามารถในการควบคุมยุง

หลายชนิด เช่น ยุงลายบ้าน ยุงลายสวน (Ae. albopictus) 

ยุงรำ�คาญ (Culex quinquefasciatus) และยุงก้นปล่อง 

(Anopheles gambiae s.s.)  (Scholte et al., 2003; Scholte 

et al., 2007) ดว้ยเหตนุีก้ารนำ�เชือ้ Metarhizium spp. มาใช้

ในการควบคมุตวัเตม็วยัของยงุลายบา้นจงึเปน็ทางเลอืก

ทีก่ำ�ลงัไดร้บัความสนใจ เพือ่ลดประชากรในชว่งทีม่กีาร

ระบาดของโรคทีต่วัเตม็วยัของยงุลายบา้นเปน็พาหะ การ

วิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลายตัวเต็ม

วัยยุงลายบ้าน กิจกรรมของเอนไซม์จากเชื้อราในการ

ย่อยผนังลำ�ตัวแมลงโดยเฉพาะเอนไซม์โปรตีเอส (Pr1) 

เนือ่งจากผนงัลำ�ตวัของแมลงมโีปรตนีเปน็สว่นประกอบ

มากถงึ 70 % (Clarkson and Charnley, 1996) รวมทัง้การ

โคลนยีนควบคุมการผลิตเอนไซม์โปรตีเอส (pr1) ของ

เชื้อราเขียวจาก ไอโซเลตท้องถิ่นที่มีประสิทธิภาพสูงใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เพื่อการนำ�ไปประยุกต์อย่าง

มีประสิทธิภาพ โดยอาศัยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

และการนำ�ไปใช้เพื่อการควบคุมโดย ชีววิธีโดยตรงหรือ

โดยการผสมผสาน ซึ่งจะเป็นแนวทางในการอนุรักษ์

สภาพแวดล้อม และช่วยลดการใช้สารเคมีกำ�จัดแมลง

ได้อย่างดียิ่งอีกทางหนึ่งต่อไป

วิธีการวิจัย

	 1.	 เชื้อราเขียว

		  เชื้อราเขียว Metarhizium spp. จำ�นวน 100 

ไอโซเลตทีร่วบรวมนัน้ ไดร้บัความอนเุคราะหจ์ากศวิลิยั 

สิริมังครารัตน์และอลงกต โพธิ์ดี ห้องปฏิบัติการโรค

วิทยาของแมลง มหาวิทยาลัยขอนแก่น และได้จากการ

แยกเชือ้จากตวัอยา่งดนิหรอืตวัอยา่งแมลงทีส่ำ�รวจ     และ

รวบรวมได้ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากนั้นนำ�มา 

สุ่มเลือกเชื้อราดังกล่าวจำ�นวน 15 ไอโซเลต เพื่อใช้ใน

การศึกษาวิจัยนี้ โดยนำ�มาเพาะเลี้ยงและเพิ่มปริมาณ

ในอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) ที่อุณหภูมิ  

28 ± 2 องศาเซลเซียส ส่วนการเก็บรักษาเชื้อเพื่อเป็น 

สต็อกนั้นจะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

	 2. 	 ยุงลายบ้าน

		  สำ�รวจและเก็บตัวอ่อน (ลูกนํ้า) ยุงลาย 

บ้าน (Ae. aegypti) จากภาชนะที่ใช้รองนํ้าในเขตที่อยู่

อาศัยของคน นำ�มาเพาะเลี้ยงด้วยอาหารกระต่ายแบบ

เม็ด และให้อาหารตัวเต็มวัย (ยุง) ด้วยนํ้าหวาน 10 

เปอร์เซ็นต์ผสมวิตามินรวม เลี้ยงในกรงขนาด 30 x 30 

x 30 เซนติเมตร ที่มีฝาเป็นตาข่าย ในการเพาะเลี้ยงยุง

ลายบา้นนัน้ไดร้บัความอนเุคราะหจ์ากสำ�นกังานปอ้งกนั

ควบคุมโรคที่ 6  จังหวัดขอนแก่น

	 3.	 การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตี

เอสในเชิงปริมาณ

		  เพาะเลี้ยงเชื้อราเขียว Metarhizium spp. 

ในอาหาร Sabouraud dextrose  broth (SDB)   ที่อุณหภูมิ 

28 ± 2  องศาเซลเซียส ในที่มืด เขย่าที่ความเร็วรอบ 120 
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รอบต่อนาที นาน 14 วัน กรองเอา culture filtrate มา

วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford 

(1976) โดยใช้ bovine serum albumin เป็นโปรตีน

มาตรฐาน นำ� culture filtrate จำ�นวน 0.5 มิลลิลิตรต่อ       

ไอโซเลต ไปบ่มร่วมกับสารละลายเคซีน (casein) 1 

เปอร์เซ็นต์ ใน 0.1 M phosphate buffer,   pH 7.0 จำ�นวน 

1.0 มลิลลิติร ทีอ่ณุหภมู ิ35  องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง 

หยุดปฏิกิริยาด้วย Trichloroacetic acid 10 เปอร์เซ็นต์ 

จำ�นวน 3.0 มิลลิลิตร ดูดส่วนนํ้าใส 0.5 มิลลิลิตร ผสม

กับ 0.4 M โซเดียมคาร์บอเนต (Na
2
CO

3
) 2.5 มิลลิลิตร 

และ Folin Ciocalteu phenol reagent 0.5 มิลลิลิตร นำ�ไป 

บ่มที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที สารละลายที่ได้

นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) ที่ความยาวคลื่น 660 

นาโนเมตร ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส 

(Pr1) โดยการวิเคราะห์กิจกรรมจากปริมาณกรดอะมิโน

คิดเป็นไมโครกรัมโมเลกุล (µmol) ที่ถูกย่อยออกจากเค

ซีน ซึ่งใช้ tyrosine เป็นมาตรฐาน (tyrosine equivalent) 

ต่อมิลลิกรัมของโปรตีนในเวลา 1 ชั่วโมง (ดัดแปลงตาม

วิธีของ Yang and Wang, 1999) วางแผนการทดลองแบบ 

completely randomized design (CRD) โดยการทดลอง

ทั้งหมด มี 15 กรรมวิธี (ไอโซเลต) จำ�นวน 3 ซํ้า เปรียบ

เทยีบคา่เฉลีย่โดยใช ้Duncan’s multiple range test (DMRT)       

	 4.	 การศกึษาประสทิธภิาพของเชือ้ราเขยีวตอ่

ยุงลายบ้าน

		  การปลูกเช้ือราเขียวให้กับตัวเต็มวัยของยุง

ลายบ้านน้ันประยุกต์ตามวิธีของ Scholte et al. (2003) โดย

ใช้ไมโครปิเปตดูดสารแขวนลอยสปอร์ความเข้มข้น 1 x 108 

สปอร์ต่อมิลลิลิตรใน Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

จำ�นวน 5 มิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษถ่ายเอกสารท่ีน่ึงฆ่า

เช้ือแล้ว ขนาด 12 x 20 เซนติเมตร หยดเช้ือให้กระจายท่ัว

กระดาษ รอจนกระดาษแห้งหมาดๆ นำ�กระดาษมาวางด้าน

ในแก้วพลาสติกขนาด 20 ออนซ์  (เส้นผ่าศูนย์กลางปากแก้ว 

9.5 เซนติเมตร สูง 17.5 เซนติเมตร) หลังจากน้ันปล่อยตัว

เต็มวัยยุงลายบ้าน ใส่ในแก้วท่ีเตรียมไว้จำ�นวน 50 ตัวต่อซ้ํา 

ทำ� 3 ซ้ําต่อไอโซเลต ปิดปากแก้วด้วยแผ่นพลาสติกใส และ

ใช้หนังยางรัดท่ีพลาสติก ในส่วนกรรมวิธีควบคุมใช้ Tween 

20 เข้มข้น0.05 เปอร์เซ็นต์ แทนการใช้สารแขวนลอยสปอร์ 

โดยปฏิบัติเช่นเดียวกันกับกรรมวิธีทดลอง ใช้สำ�ลีชุบน้ําผ้ึง

ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ วางภายในแก้วเพ่ือเป็นอาหารตัว

เต็มวัย และใส่สำ�ลีชุบน้ํากล่ันท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแล้วเพ่ือให้ความช้ืน 

โดยให้น้ําผ้ึงและความช้ืนเท่าๆ กันทุกซ้ําๆ ตลอดช่วงของ

การทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาย้ายกระดาษท่ีมีสปอร์ของเช้ือรา

ออกจากแก้ว และตรวจสอบการตายของยุงทุกวัน เพ่ือนำ�

ไปตรวจหาและคำ�นวณเปอร์เซ็นต์การตายท่ีแท้จริงจากเช้ือ  

Metarhizium spp.

	 5.	 การเตรียมดีเอ็นเอ 

		  นำ�เส้นใยของเชื้อ Metarhizium spp. 

ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมยุงลาย

บ้านมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้วิธี CTAB ตามวิธีการของ

สำ�นักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยี ชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

จงัหวดัปทมุธาน ีเกบ็ดเีอน็เอทีไ่ดไ้วท้ีอ่ณุหภมู ิ-20 องศา

เซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป

	 6. 	 การโคลนยีนควบคุมการผลิตเอนไซม์

โปรตีเอส 

		  เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอจากยีนที่

ควบคุมการผลิตเอนไซม์โปรตีเอส ของเชื้อ ไอโซเลต 

Lop2/2 ดว้ยไพรเมอร ์ซึง่ไดอ้อกแบบจากบรเิวณอนรุกัษ์

ของยนี pr1 จากฐาน ขอ้มลูของ GenBank ซึง่ไดไ้พรเมอร์

ทีม่ลีำ�ดบันวิคลโีอไทดค์อื 5'-CTCAGGCTGAGAGCAT  

CATT-3' (Pr1F1) และ 5'-TCATAATGTACTTGGT-

GAAG-3' (Pr1R1) สารละลายปฏิกิริยา (master mix) 

ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบจำ�นวน 200 นาโนกรัม

ต่อมิลลิลิตร จำ�นวน 2 ไมโครลิตร, ดีออกซีนิวคลีโอ

ไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) 1 มิลลิโมลาร์ จำ�นวน 1.5 

ไมโครลิตร, 10X ImmoBuffer จำ�นวน 1.5 ไมโครลิตร, 

แมคนีเซียมคลอไลด์ (MgCl
2
) 50 มิลลิโมลาร์ จำ�นวน 

0.5 ไมโครลิตร, เอนไซม์ Tag DNA polymerase 

(IMMOLASETM DNA Polymerase; Bioline USA 

Inc.) 500 ยูนิตต่อไมโครลิตร จำ�นวน 0.1 ไมโครลิตร 

และไพรเมอร์ 5 ไมโครโมลาร์ อย่างละ 1 ไมโครลิตร  

ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 15 ไมโครลิตร ด้วยนํ้า

ปราศจากไอออน (deionized water)  แลว้นำ�ไปเขา้เครือ่ง 

Thermal cycle ด้วยโปรแกรม ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 
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นาน 10 นาท ีจำ�นวน 1 รอบ  ตามดว้ย  95  องศาเซลเซยีส 

นาน 30 วินาที 58 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  และ 

72  องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  จำ�นวน 35 รอบ  

ขัน้สดุทา้ย  72  องศาเซลเซยีส นาน 7 นาท ี จำ�นวน 1 รอบ 

	 เชื่อมต่อผลิตภัณฑ์ PCR กับเวคเตอร์ pDrive 

cloning vector  และใช้ชุด QIAGEN PCR Cloning kit  

เพือ่สง่ถา่ยเขา้คอมพเีทนตเ์ซลล ์(QIAGEN EZ competent  

cell) เลี้ยงคอมพีเทนต์เซลล์ดังกล่าวบนอาหาร Luria 

Bertani medium (LB) ที่มี ampicillin อยู่ 80 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ซึ่งได้ spread สาร IPTG (isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside) และ X-gal (5-bromo-4-chloro-3-

indoyl-β-D-galactopyranoside) บม่ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียส ข้ามคืนจึงคัดเลือกโคโลนี (โคลน, clone) ที่มีสี

ขาวซึง่มผีลติภณัฑ ์PCR ในเซลล ์(blue - white selection)  

นำ�โคลนที่คัดเลือกได้มาทำ�ให้บริสุทธิ์และเพิ่มปริมาณ 

จากนั้นสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด Gene Jettm Plasmid 

Miniprep kit  ส่งพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนผลิตภัณฑ์ PCR 

เป้าหมายที่สกัดไปหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริการ

ของบริษัท 1st BASE  จากนั้นนำ�ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ 

ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในฐาน

ข้อมูลของ GenBank 

ผลการวิจัย

	 1. 	 การรวบรวมและคดัเลอืกเชือ้ Metarhizium 

spp.

		  เชื้อ Metarhizium spp. ที่สุ่มคัดเลือกได้ 

15 ไอโซเลตนี้เพื่อใช้ในการทดลอง โดยเป็น ไอโซเลต

ที่แยกได้จากตัวอย่างดิน และได้เก็บรักษาเชื้อไว้ที่ห้อง

ปฏิบัติการโรควิทยาของแมลง มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

ภายใต้โครงการวิจัยของศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพทางการ

เกษตรมหาวิทยาลัยร่วม มหาวิทยาลัยขอนแก่น จำ�นวน 

13 ไอโซเลต ได้แก่ IPKKU 169 IPKKU 178, IPKKU 

186, IPKKU 200, IPKKU 208, IPKKU 210, IPKKU 

212, IPKKU 214, IPKKU 215,  IPKKU 216, IPKKU 

218, IPKKU 219 และ IPKKU 242 (อลงกต โพธิ์ดี และ

ศิวิลัย สิริมังครารัตน์ ติดต่อส่วนตัว) และอีก 2 ไอโซเลต

แยกไดจ้ากดนิจากแปลงปลกูยางพาราในจงัหวดัเลยและ

หนองบัวลำ�ภูคือ ไอโซเลต Lop2/2 และ Npp2/6

	 2.	 กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ โ ป ร ตี เ อ ส ใ น

เชงิปรมิาณและประสทิธภิาพในการควบคมุยงุลายบา้น

ของเชื้อ Metarhizium spp.

		  จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์

โปรตีเอสในเชิงปริมาณ คำ�นวณโดยเปรียบเทียบกับ

ปริมาณโปรตีนใน culture filtrate และความสามารถ

ในการย่อยสารละลาย เคซีน (casein) แสดงให้เห็น

ถึงค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสมีค่าอยู่ระหว่าง  

3.36 - 379.21ไทโรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีน

ต่อชั่วโมง โดยไอโซเลต IPKKU 218 มีกิจกรรมของ

เอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุด (379.21 ไทโรซีน-ไมโครโมล

ต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง) ซึ่งแตกต่างกันทางสถิติ 

(P < 0.05) กับ 2 อันดับรองลงมาคือ Lop2/2 (100.07 ไท

โรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง) และ IP-

KKU216 (64.43 ไทโรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีน 

ต่อชั่วโมง) ตามลำ�ดับ โดยไอโซเลต IPKKU 219 มีกิจกรรม

ของเอนไซม์ โปรตีเอสตํ่าที่สุด (3.36  ไทโรซีน-ไมโครโมล

ต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง) และเมื่อนำ�เชื้อมาทดสอบ

ประสทิธภิาพการควบคมุตวัเตม็วยัของยงุลายบา้น แสดงให้

เห็นว่าไอโซเลต Lop2/2 มีประสิทธิภาพสูงที่สุด โดยทำ�ให้

ยุงตายมีค่าเท่ากับ 81.33 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสามารถสังเกตจาก

เสน้ใยและสปอรส์เีขยีวเจรญิปกคลมุยงุ (รปูที ่1 และตาราง

ที ่1)  แตก่ไ็มม่คีวามแตกตา่งกนัทางสถติ ิ(P>0.05) กบัไอโซ

เลต IPKKU 218 และ IPKKU 216 ที่ทำ�ให้ยุงมีเปอร์เซ็นต์

การตายด้วยเชื้อ 78.00 และ 71.33 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ 

รปูที ่1.  ลกัษณะยงุลายบา้นทีถ่กูเชือ้ราเขยีว Metarhizium 

sp. (Lop2/2) เข้าทำ�ลาย
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     ตารางที่ 1  กิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสในเชิงปริมาณและประสิทธิภาพของเชื้อ Metarhizium spp. ใน         1
การทําลายตัวเต็มวัยของยุงลายบาน 2

 3

ไอโซเลต 
กิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสในเชิงปริมาณ  

[ไทโรซีน-ไมโครโมลตอมิลลิกรัมโปรตีนตอช่ัวโมง] 1 เปอรเซ็นตการตาย1,2 

IPKKU 169 
IPKKU 178 
IPKKU 186 
IPKKU 200 
IPKKU 208 
IPKKU 210 
IPKKU 212 
IPKKU 214 
IPKKU 215 
IPKKU 216 
IPKKU 218 
IPKKU 219 
IPKKU 242 
Lop 2/2 
Npp 2/6 

10.46 efg 
20.88 d-g 
14.55 efg 
5.81 fg 

39.51 cde 
25.56 d-g 
27.42 d-g 
35.98 c-f 
32.09 d-g 
64.43 c 

379.21 a 
3.36 g 
7.11 fg 

100.07 b 
51.03 cd 

35.33 e 
69.33 bc 
47.33 d 
64.67 c 
68.00 bc 
50.00 d 
61.33 c 
67.33 bc 
62.00 c 

71.33 abc 
78.00 ab 
35.33 e 
28.67 e 
81.33 a 
64.00 c 

C.V. (%) 30.24 9.88 
 4
1/ คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรที่เหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P > 0.05, 5

DMRT) 6
2/เปอรเซ็นตการตายแกไขโดยใช Abbott’s formula (Abbott, 1925) 7

 8

3. การโคลนยีนควบคุมการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อ Metarhizium sp. 9

เนื่องจากประสิทธิภาพในการเขาทําลายยุงลายบานของเชื้อรา Metarhizium sp.         10

ไอโซเลต Lop 2/2 นั้นมีคาสูงสุด จึงไดคัดเลือกเชื้อไอโซเลตนี้มาเพิ่มปริมาณในสวนของยีน11

ควบคุมการผลิตเอนไซมโปรตีเอส ดวยไพรเมอรท่ีไดออกแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ12

ของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมโปรตีเอส พบวาผลิตภัณฑ PCR (PCR product) ท่ีไดมีขนาด13

ประมาณ 1,500  คูเบส (รูปที่ 2) จึงนําผลิตภัณฑ PCR ของเชื้อรา Metarhiziumไอโซเลต Lop2/2 14

ซ่ึงเปนไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดยุงลายบานไปโคลน แลวสกัดดีเอ็นเอ15

ตารางที่ 1.	 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสในเชิงปริมาณและประสิทธิภาพของเชื้อ Metarhizium spp. ในการทำ�ลาย

		  ตัวเต็มวัยของยุงลายบ้าน

1/ 	 ค่าเฉลี่ยที่กำ�กับด้วยอักษรที่เหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05, DMRT)
2/	 เปอร์เซ็นต์การตายแก้ไขโดยใช้ Abbott’s formula (Abbott, 1925)

	 3. 	 การโคลนยนีควบคมุการผลติเอนไซมโ์ปร

ตีเอสของเชื้อ Metarhizium sp.

		  เนื่องจากประสิทธิภาพในการเข้าทำ�ลาย

ยุงลายบ้านของเชื้อรา Metarhizium sp. ไอโซเลต Lop 

2/2 นั้นมีค่าสูงสุด จึงได้คัดเลือกเชื้อไอโซเลตนี้มาเพิ่ม

ปริมาณในส่วนของยีนควบคุมการผลิตเอนไซม์โปรตี

เอส ด้วยไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบสำ�หรับการเพิ่มปริมาณ

ดเีอน็เอของยนีทีค่วบคมุการสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส พบ

ว่าผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ที่ได้มีขนาดประมาณ 

1,500  คู่เบส (รูปที่ 2) จึงนำ�ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อรา  

Metarhizium ไอโซเลต Lop2/2 ซึ่งเป็นไอโซเลตที่มี

ประสิทธิภาพสูงสุดในการกำ�จัดยุงลายบ้านไปโคลน 

แลว้สกดัดเีอน็เอจากพลาสมดิทีม่ยีนีเปา้หมาย นำ�ยนีเปา้

หมายนั้นไปหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งได้ลำ�ดับ นิวคลีโอ

ไทด์จำ�นวน 1,439 คู่เบส จากนั้นนำ�ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

ที่ได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในฐาน

ข้อมูล GenBank  ผลการเปรียบเทียบแสดงให้เห็นว่า

ลำ�ดับ นิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความเหมือนกับลำ�ดับนิว

คลีโอไทด์ของยีน pr1 elastase-like serine protease ของ

เชื้อรา M. anisopliae (accession number AB073327) 
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96 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 3)  พบว่า ยีน pr1 ประกอบด้วย 4 

exon (1..192, 269..454, 514..1026, 1099..129) หรอืเรยีก

ว่าเป็นส่วนของ coding sequence ซึ่งสามารถแปรเป็น 

รหัสโปรตีน (translation) ได้กับ 3 intron (193..268, 

455..513, 1027..1098) และพบวา่ความยาวนวิคลโีอไทด์

ของ intron มีความผันแปรตั้งแต่ 58-75 คู่เบส และมีลำ�

ดับเบสซํ้าที่อยู่ระหว่าง exon : intron  คือ NGGTAAGT 

อยู่ช่วงต้นของทุก intron เหมือนกันทั้งสามแห่ง

9

จากพลาสมิดที่มียีนเปาหมาย นํายีนเปาหมายนั้นไปหาลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงไดลําดับ            1

นิวคลีโอไทดจํานวน 1,439 คูเบส จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบกับขอมูล2

ลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank  ผลการเปรียบเทียบแสดงใหเห็นวาลําดับ              3

นิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pr1 elastase-like serine 4

protease ของเชื้อรา M. anisopliae (accession number AB073327) 96 เปอรเซ็นต (รูปที่ 3)  5

พบวา ยีน pr1 ประกอบดวย 4 exon (1..192, 269..454, 514..1026, 1099..129) หรือเรียกวาเปน6

สวนของ coding sequence ซ่ึงสามารถแปรเปนรหัสโปรตีน(translation)ไดกับ 3 intron 7

(193..268, 455..513, 1027..1098) และพบวาความยาวนิวคลีโอไทดของ intron มีความผันแปร8

ตั้งแต 58-75 คูเบส และมีลําดับเบสซ้ําที่อยูระหวาง exon : intron  คือ NGGTAAGT อยูชวงตน9

ของทุก intron เหมือนกันทั้งสามแหง 10

 11

 12

 13

 14

 15

 16

 17

 18

 19

 20

 21

 22

 23

 24

 25

รูปที่ 2  ช้ินสวนดีเอ็นเอของเชื้อรา Metarhizium sp. เมื่อเพิ่มปริมาณในสวนของยีน pr1 ดวยไพรเมอร Pr1F1 26
และ Pr1R1 27
เลนที่ 1   : 1 kb DNA Ladder Plus  28
เลนที่ 2   : เชื้อรา Metarhizium sp.ไอโซเลต Lop2/2 29

1 2 

รปูที ่2.  ชิน้สว่นดเีอน็เอของเชือ้รา Metarhizium sp.  เมือ่เพิม่ปรมิาณในสว่นของยนี pr1 ดว้ยไพรเมอร ์Pr1F1 และ Pr1R1

เลนที่ 1   : 1 kb DNA Ladder Plus 

เลนที่ 2   : เชื้อรา Metarhizium sp.ไอโซเลต Lop2/2
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10

 1

 2

 3

 4

 5

 6

 7

 8

 9

 10

 11

 12

 13

 14

 15

 16

 17
 18

 19
รูปท่ี 3  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pr1 ของเชื้อรา Metarhizium sp.   ไอโซเลตLop2/2 กับยีน 20

pr1 elastase-like serine protease จากเชื้อ M. anisopliae (AB073327) ในฐานขอมูล GenBank 21
(บริเวณที่มีเครื่องหมาย * แสดงความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด) 22

 23

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 24

เชื้อราเขียว Metarhizium spp. ไอโซเลตภาคตะวันออกเฉียงเหนือจํานวน 15 ไอโซเลต 25

เพื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพในการทําลายตัวเต็มวัยของยุงลายบานนั้น พบวามีการตายอยู26

ในชวง 28.67 - 81.33 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลต Lop 2/2 มีประสิทธิภาพสูงสุด ซ่ึงมีคาเทากับ 27

รูปที่ 3.	 การเปรียบเทียบลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน pr1 ของเชื้อรา Metarhizium sp. ไอโซเลตLop2/2 กับยีน 

	 pr1 elastase-like serine protease จากเชื้อ M. anisopliae (AB073327) ในฐานข้อมูล GenBank (บริเวณที่มี

	 เครื่องหมาย * แสดงความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์)
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สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย

	 เชื้อราเขียว Metarhizium spp. ไอโซเลตภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือจำ�นวน 15 ไอโซเลต เพื่อนำ�ไป

ทดสอบประสิทธิภาพในการทำ�ลายตัวเต็มวัยของยุง

ลายบ้านนั้น พบว่ามีการตายอยู่ในช่วง 28.67 - 81.33 

เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลต Lop 2/2 มีประสิทธิภาพสูงสุด 

ซึ่งมีค่าเท่ากับ 81.33 เปอร์เซ็นต์ และจากการทดลองยัง

พบวา่อายขุองยงุลายตวัเตม็วยัทีไ่ดร้บัการปลกูเชือ้มอีายุ

สั้นลง เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ซึ่งผลการทดลอง

นี้สอดคล้องกับการทดลองของ Scholte et al. (2007)  

ที่พบว่าวงจรชีวิตของยุงลายบ้านและยุงลายสวนที่ปลูก

ด้วย เชื้อ M.anisopliae มีอายุสั้นลง เมื่อเปรียบเทียบกับ

กรรมวธิคีวบคมุ และจากผลการทดสอบพบวา่ไอโซเลต 

Lop 2/2  และไอโซเลต IPKKU 218 มีประสิทธิภาพสูง

ทีส่ดุและสงูในการควบคมุยงุลายบา้นเทา่กบั 81.33 และ 

78.00 เปอรเ์ซน็ต ์ตามลำ�ดบั และมกีจิกรรมของเอนไซม์

โปรตเีอสทีส่งู-สงูทีส่ดุ โดยไอโซเลต Lop2/2 มคีา่เทา่กบั 

100.07 ไทโรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อ

ชั่วโมง และไอโซเลต IPKKU 218 มีค่าเท่ากับ 379.21 

ไทโรซีน-ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อชั่วโมง และ 

จากการวิจัยของ Sirimungkararat et al. (2009)  

พบว่าเชื้อราเขียวไอโซเลต IPKKU 218 มีประสิทธิภาพ

ในการควบคุมหนอนนก (yellow mealworm; Tenebrio 

molitor) สูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 90.48% ซึ่งให้ผล

ที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ Liu et al. (2007) ที่  

รายงานถงึความสำ�คญัของเอนไซมโ์ปรตเีอสวา่ มผีลตอ่

ความรุนแรงของเชื้อ Metarhizium spp. โดยเชื้อจะปลด

ปล่อยเอนไซม์โปรตีเอสในช่วงแรกของการเข้าทำ�ลาย

แมลง เพื่อใช้ย่อยสลายโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบ

ของผนังลำ�ตัวในแมลง  และยังพบว่าเอนไซม์โปรตีเอส 

ที่เรียกว่า Pr1 ถูกผลิตขึ้นโดยมีความเข้มข้นที่สูงและ

รวดเร็วกว่าเอนไซม์ย่อยสลายผนังลำ�ตัว (cuticle- 

degrading enzyme) ชนิดอื่นๆ  เพื่อย่อยสลายโปรตีนที่

เป็นส่วนประกอบของผนังลำ�ตัวของแมลง ซึ่งในผนัง

ลำ�ตวัของแมลงพบวา่มโีปรตนีเปน็สว่นประกอบมากถงึ 

70% (Clarkson and Charnley, 1996)  ดงันัน้เอนไซมโ์ปร

ตีเอสจึงเป็นอีกปัจจัยที่สำ�คัญมากที่จะช่วยส่งเสริมใน

การเข้าทำ�ลายแมลงของเชื้อ แต่ก็ไม่เสมอไป ซึ่งจะเห็น

ได้จากการที่ไอโซเลต IPKKU200 แม้จะมีประสิทธิภาพ

ในการควบคุมยุงลายบ้านที่สูง คือมีค่าเท่ากับ 64.67 

เปอร์เซ็นต์ แต่กลับมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสตํ่า

มาก (5.81 ไทโรซีนไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อ

ชั่วโมง) เมื่อเทียบกับไอโซเลตอื่นๆ จึงไม่สัมพันธ์กับ

ความสามารถในการเข้าทำ�ลาย และเมื่อทดสอบเชื้อรา

เขียวไอโซลต Lop 2/2 ที่มีกิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสที่

สูง (100.07 ไทโรซีนไมโครโมลต่อมิลลิกรัมโปรตีนต่อ

ชั่วโมง) มาทดสอบกับหนอนนกกลับพบเปอร์เซ็นต์

การตายของหนอนนกที่ตํ่า (39.88%) (Sirimungkararat 

et al., 2009) แม้ว่าจะมีประสิทธิภาพสูงสุดกับตัวเต็ม

วัยยุงลายบ้านก็ตาม ทั้งนี้ยังอาจจะมีปัจจัยอื่นที่ส่งผล

ต่อการเข้าทำ�ลายแมลงของเชื้อนอกจากเอนไซม์โปร 

ตีเอส เช่นเดียวกับผลของ Wang et al. (2002) ที่  

ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ M.  anisopliae ที่ไม่มียีน

สร้าง Pr1 แต่ก็สามารถเข้าทำ�ลายแมลงได้เช่นกัน ทั้งนี้

อาจจะมเีอนไซมช์นดิอืน่ๆ ทีเ่ชือ้ใชใ้นการยอ่ยผนงัลำ�ตวั

ของแมลง เช่น dipeptidyl peptidase, carboxypeptidase,  

chitinase, lipase, esterase และ aminopeptidase  

(Boucias and Penland, 1998) อกีทัง้คา่ความเปน็กรดและ

ด่าง (pH) ยังเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการแสดงออก

ของเอนไซม์ เช่น เอนไซม์ไคติเนสนั้นค่า pH ที่เหมาะสม 

อยู่ในช่วง 5 ในส่วนของเอนไซม์อะมิโนเพ็พติเดสค่า pH 

ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 6 – 8  ส่วนที่ pH 8 จะเป็นค่าที่

เหมาะสมของเอนไซม์ subtilisin-like และ trypsin-like 

(St. Leger et al., 1997) นอกจากนี้สารพิษ destruxin อาจ

จะเป็นตัวแปรที่สำ�คัญอีกประการหนึ่ง ที่จะส่งผลต่อ

ประสิทธิภาพการเข้าทำ�ลายของเชื้อ Metarhizium spp.

เช่นกัน ดังนั้นประสิทธิภาพของเชื้อ Metarhizium sp.  

ไอโซเลต Lop 2/2 ต่อตัวเต็มวัยยุงลายบ้านนั้นอาจขึ้น

อยู่กับปัจจัยเหล่านี้ร่วมกัน  นอกจากนั้นในการควบยุง

ลายบา้นนัน้สามารถทำ�ไดโ้ดยใชเ้ชือ้จลุนิทรยีช์นดิอืน่ ๆ  

ซึ่งสามารถกำ�จัดได้ตั้งแต่ระยะตัวอ่อนถึงตัวเต็มวัย โดย

มีการรายงานต่างๆ เช่น การทดสอบของ Mercer et al. 

 (1995) ในการใช้เชื้อ Bacillus thuringiensis, B. 
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sphaericus, Clostridium bifermentans serovar. malaysia 

ซึ่งมีความเป็นพิษต่อตัวอ่อนของยุง 3 ชนิดคือ Ae. 

polynesiensis, Ae. aegypt, และ Culex  quinquefasciatus 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่การทดสอบของ Scholte  et al. (2007) 

ซึ่งนำ�เชื้อ M. anisopliae มาทดสอบกับตัวเต็มวัยของยุง

ลายบา้นและยงุลายสวน (Ae. albopictus) โดยการทาเชือ้

บรเิวณทีย่งุตวัเตม็วยัเกาะพกั (resting site) เมือ่ยงุตดิเชือ้

และตายไปจะไม่สามารถวางไข่ได้ ทำ�ให้ลดประชากร

ของยุงลงได้มาก ชี้ให้เห็นว่าเชื้อ M. anisopliae สามารถ

เข้าทำ�ลายยุงลายบ้านและยุงลายสวนได้เช่นกัน จากการ

รายงานดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการ

ควบคุมตัวเต็มวัยของยุงลายบ้านโดยชีววิธี ซึ่งอาจจะ

มีการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น โดยนำ�ไปใช้ร่วม

กับเชื้อชนิดอื่นๆ หรือวิธีอื่นโดยการผสมผสาน อีกทั้ง

โดยการพัฒนาให้สามารถควบคุมยุงได้หลายชนิดต่อไป

	 ส่วนการโคลนยีน pr1 โดยใช้ชุดทดสอบ (kit) 

QIAGEN PCR  Cloning kit ได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มี

ขนาดใกล้เคียงกับขนาดของยีน pr1 คือประมาณ 1,500 

คู่เบส นำ�ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อรา Metarhizium 

ไอโซเลต Lop2/2 ซึ่งเป็นไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูง

ในการกำ�จัดยุงลายบ้านไปโคลน แล้วสกัดดีเอ็นเดจาก

พลาสมิดที่มียีนเป้าหมาย แล้วนำ�ยีนเป้าหมายนั้นไป

หาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งได้ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์จำ�นวน 

1,439 คู่เบส นำ�ดีเอ็นเอที่ได้นี้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูล

ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ GenBank พบว่ามี

ความเหมือนกับ pr1 elastase-like serine protease จาก

เชื้อรา M. anisopliae (AB073327)  ถึง 96 เปอร์เซ็นต์    

ผลการโคลนยีนโปรตีเอสในการวิจัยที่นำ�เสนอในครั้ง

นี้ สามารถนำ�ไปพัฒนาต่อยอดในแง่ของการตัดต่อยีน

โปรตีเอสนี้ให้กับเชื้อ Metarhizium ในชนิดเดียวกัน

หรือชนิดอื่น แม้กระทั่งให้กับเชื้อจุลินทรีย์และสิ่งมี 

ชีวิตอื่นๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงได้

มากชนดิขึน้ หรอืทำ�ใหม้เีปอรเ์ซน็ตก์ารตายไดม้ากยิง่ขึน้  

ซึ่งงานวิจัยประเภทนี้ในต่างประเทศได้มีการศึกษา 

ดังเช่น St. Leger et al. (1996) ซึ่งได้โคลนยีนที่ทำ� 

หน้าที่สังเคราะห์เอนไซม์ cuticle-degrading protease 

ใส่เพิ่มเข้าไปในจีโนม (genome) เชื้อ M. anisopliae แล้ว

นำ�มาทดสอบกับหนอนใบยาสูบ (Manduca sexta) วัย 5 

มีผลทำ�ให้ค่า median survival time (ST
50

) มีค่าอยู่ที่ 93 

ชั่วโมง ในขณะที่สายพันธุ์ดั้งเดิม (wild-type) ที่ไม่มีการ

ตัดต่อยีนควบคุมการผลิตเอนไซม์โปรตีเอสมีค่าเท่ากับ 

120 ชั่วโมง ผลการวิจัยนี้ แสดงให้เห็นว่าควรที่จะต้อง

มีการศึกษาถึงประสิทธิภาพของเอนไซม์ Pr1 รวมทั้ง

ปัจจัยอื่นๆ ที่ส่งผลต่อการเพิ่มความรุนแรงของเชื้อ             

เพื่อการนำ�ไปพัฒนาให้เชื้อราเขียวมีศักยภาพมากยิ่งขึ้น

โดยอาศัยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ รวมทั้งการนำ�

ไปประยุกต์ใช้ในงานด้านการควบคุมแมลงศัตรูโดยชีว

วิธีโดยตรง หรือใช้ผสมผสานร่วมกับวิธีอื่นได้อย่างดียิ่ง

อีกทางหนึ่งต่อไป
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