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บทคัดย่อ 
โปรตเิอสเป็นเอนไซม์ท่ีมีบทบาทสําคญัในกลไกการเข้าทําลายแมลงและไส้เดือนฝอย

ศตัรูพืช โดยเชือ้ราแมลงส่วนใหญ่ผลิตเอนไซม์ชนิดนีข้ึน้เพ่ือย่อยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของ
ผนงัลําตวัของเหย่ือ ในงานวิจยัครัง้นีมี้วตัถุประสงค์เพ่ือให้ได้เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบท่ีมีค่า
กิจกรรมเอนไซม์สูงจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ในสภาวะการเลีย้งด้วย
อาหารแบบแข็ง และให้ทราบถึงประสิทธิภาพของสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบและ
สปอร์ของเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมในสภาพ
ห้องปฏิบตัิการ จากการจดัจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมในหวัมนัขีห้นูทัง้ทางด้านสณัฐาน
วิทยาและเทคนิคอณูชีววิทยาพบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita และนํา
ไส้เดือนฝอยรากปมชนิดนีม้าใช้ทดสอบในการศึกษาครัง้นี ้จากการทดสอบปัจจัยต่างๆ ท่ี
เหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ในสภาวะการเลีย้ง
ด้วยอาหารแบบแข็งพบวา่ รําข้าวสาลีและเพปโตนเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่
การผลิตเอนไซม์โปรติเอสซึ่งแตกต่างจากแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนชนิดอ่ืนอย่างมีนยัสําคญั
ทางสถิติ (P < 0.05) ส่วนปัจจยัอ่ืน ๆ ได้แก่ อตัราส่วนระหว่างของแข็งกบัของเหลว 1:3 ความเข้มข้น
ของเพปโตนอย่างน้อย 2.5% (w/v) คา่ pH 5.0 - 7.0 บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 11 วนั 
และใช้ acetate buffer หรือ potassium phosphate buffer (KPB) ท่ี pH 6.0 - 8.0 ในการสกดั
เอนไซม์ สามารถกระตุ้นการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสให้มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุถึง 354.1±2.2 
ยูนิต/มิลลิลิตร ซึ่งเอนไซม์โปรติเอสท่ีได้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือ 84.5% เม่ือบ่มไว้ท่ี
อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง และเม่ือบม่ท่ีอณุหภูมิสงูกว่า 65 องศาเซลเซียส ไม่พบ
คา่กิจกรรมของเอนไซม์ นอกจากนีอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาเอนไซม์โปรติเอสคือ 10 
และ -20 องศาเซลเซียส โดยสามารถเก็บรักษาได้นานมากกว่า 6 เดือน โดยไม่เปล่ียนแปลงค่า
กิจกรรมเอนไซม์ และจากการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE แสดงให้เห็นว่ามีโปรตีนเพียง
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แถบเดียวซึง่บง่ชนิดเป็นเอนไซม์โปรตเิอสโดยมีขนาดโปรตีน 33 kDa ในการศกึษาครัง้นีชี้ใ้ห้เห็นว่า
การใช้เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบร่วมกบัสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 มีประสิทธิภาพใน
ยบัยัง้การฟักไข่และควบคุมตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม (ระยะเข้าทําลาย) โดยมี
อตัราการฟักไข่เท่ากบั 0% หลงัจากบ่ม 24 ชัว่โมง และมีอตัราการตายของตวัอ่อนไส้เดือนฝอย 
100% ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ซึง่แตกตา่งจากการใช้ KPB สารฟิโปรนิล สารละลายเอนไซม์โปริเอสสกดั
หยาบ หรือสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เพียงอย่างเดียว และชดุควบคมุ (นํา้กลัน่) 
อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) และเม่ือนําไข่และตวัอ่อนระยะท่ี 2 ท่ีบม่ด้วยสารละลาย
เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบร่วมกบัสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
มาส่องดดู้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM) แสดงให้เห็นถึงความผิดปกติของเปลือกไข่
และผนงัลําตวัของไส้เดือนฝอยรากปม ส่วนการใช้สปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เพียง
อย่างเดียวมีประสิทธิภาพในการควบคุมไข่ในระยะไข่อ่อนเท่านัน้ ดังนัน้ปัจจัยต่าง ๆ ล้วนมี
ความสําคญัตอ่การผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ในสภาวะการ
เลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็ง และการใช้สารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบร่วมกับสปอร์เชือ้รา
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคมุไส้เดือนฝอยรากปมได้ดี ทัง้นีจ้ึงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม
และทดสอบในสภาพแปลงทดลองตอ่ไป  
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ABSTRACT 
Protease is an enzyme which plays as an important role in the infection 

process of many entomopathogenic fungi by lysis protein of insect and plant-parasitic 
nematode cuticle. This research aimed to obtain crude protease with high activity 
produced from Metarhizium guizhouense PSUM02 under solid-state cultivation and to 
examine the efficiency of the crude protease and spores of M. guizhouense PSUM02 to 
control root-knot nematode under laboratory condition. The tested nematodes in this 
study were isolated from Chinese potato (Coleus parvifolius Benth.) and identified as 
Meloidogyne incognita by morphological and molecular characteristics. Under solid 
state cultivation of M. guizhouense PSUM02, the optimal factors for protease production 
were wheat bran and peptone used as carbon and nitrogen sources, respectively 
significantly different at an alpha level of 0.05 when compared with any other carbon 
and nitrogen sources. Moreover, the highest protease activity was 354.1±2.2 U/ml when 
cultured on solid state media contained 1:3 of solid to liquid ratio, at least 2.5% (w/v) of 
peptone, pH 5.0 - 7.0, incubated at 25 °C for 11 day and used acetate buffer or 
potassium phosphate buffer (KPB) pH 6.0 - 8.0 for protease extraction. In addition, the 
stability of enzyme activity was tested. The activity decresed when incubated at 
temperature over 55 °C for 1 hr (84.5% remained) and no enzyme activity when 
incubated at 65 °C. The optimal storage temperatures were 10 and -20 °C, the protease 
activity was stable for over 6 months long. SDS-PAGE analysis showed one protein band 
that indicated as protease with molecular mass 33 kDa. In this study, crude protease in 
combination with spores of M. guizhouense PSUM02 exhibited the efficiency for 
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controlling egg hatching and mortality of 2nd stage juvenile (infective stage). No hatching 
of nematode eggs after 24 hr of incubation and the mortality rate of nematodes was 
100% at 48 hr, which was significantly different (P < 0.05) with KPB, Fipronil, crude 
protease only, spores of M. guizhouense PSUM02 only and control (distilled water).  
The observation from scanning electron microscopic (SEM) demonstrated abnormal 
structures of egg shell and cuticle of M. incognita treating with crude protease and 
spore of M. guizhouense at 24 hours post incubation. In contrast, the use of  
spores of M. guizhouense PUM02 affected to early-stage eggs of M. incognita only.  
In conclusion, the optimal cultural factors were significant to the protease production 
from M. guizhouense PSUM02. Crude proteases in combination with spores of the 
fungus promoted the efficiency to control root-knot nematode. Furthermore, the potential 
of M. guizhouense PSUM02 and its crude protease to control root-knot nematode in the 
field need to be conducted.  
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วิทยานิพนธ์ ตลอดจนเพ่ือน ๆ พ่ี ๆ น้อง ๆ ท่ีเรียนปริญญาโท ปริญญาเอกทกุท่าน ท่ีเป็นกําลงัใจ 
ให้คําปรึกษา และรับฟังชีแ้นะนําแนวทางการแก้ปัญหา 

สุดท้ายนีข้้าพเจ้าขอขอบพระคุณทุกท่านท่ีไม่ได้ระบุนาม ท่ีคอยให้ความ
ชว่ยเหลือท่ีเป็นประโยชน์แก่การทําวิทยานิพนธ์ในครัง้นี ้ให้สําเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 
 
 

 
 

อภิวิชญ์ ทองแก้วยวน 
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1 ลกัษณะของมนัขีห้น;ู ต้นมนัขีห้น ู(ก) และ หวัมนัขีห้น ู(ข)         4 

2 อาการรากปมของต้นมนัขีห้นท่ีูเกิดจากการเข้าทําลายของไส้เดือนฝอยรากปม 5 

3 ระยะการพฒันาตวัอ่อน (embryonic development) ของไส้เดือนฝอยรากปม 7 
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11 การวดับริเวณจดุวงใส (clear zone) รอบโคโลนีเชือ้รา 22 

12 ลกัษณะไส้เดือนฝอยรากปมตวัเตม็วยัเพศผู้  33 

13 ลกัษณะตวัออ่นไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 34 

14 ลกัษณะตวัเตม็วยัเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากปม 36 

15 ลกัษณะรอยย่นสว่นก้นของเพศเมียตวัเตม็วยัของไส้เดือนฝอยรากปม 37 

16 แผนภมูิแสดงสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปม 39 

17 วงใสท่ีเกิดจากการย่อยเคซีนโดยเอนไซม์โปรตเิอสของเชือ้รา Metarhizium 40 
guizhouense PSUM02 บนอาหาร casein agar 

18 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 42 
บนอาหารแบบแข็งท่ีใช้แหลง่คาร์บอน(วตัถดุิบ)แตกตา่งกนั 

19 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 43 
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21 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 45 
ในระยะเวลาการบม่เชือ้ตา่ง ๆ บนอาหารแบบแข็ง 
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รายการภาพ (ต่อ) 
ภาพท่ี หน้า 
22 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 46 

ในอตัราสว่นของแข็ง : ของเหลวท่ีแตกตา่งกนั 
23 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 46 
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24 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 47 

ในอตัราความเข้มข้นของเพปโตนท่ีแตกตา่งกนั 
25 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 48 

ท่ีสกดัด้วยบฟัเฟอร์แตกตา่งกนั 
26 ผลของอณุหภมูิตอ่คา่ความเสถียรของกิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 49 

27 ระยะเวลาการเก็บรักษาเอนไซม์โปรตเิอสท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ ท่ีสง่ผลตอ่คา่กิจกรรม 50 
เอนไซม์ 

28 การวิเคราะห์ขนาดโปรตีนในสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบจากเชือ้รา 51 
M. guizhouense PSUM02 ด้วยวิธี SDS-PAGE 

29 อตัราการฟักไขข่องไส้เดือนฝอยรากปมเม่ือกระตุ้นด้วยสารเคมีท่ีความเข้มข้น 52 
3 มิลลิโมลาห์ บม่ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วนั 

30 ลกัษณะของไขไ่ส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากทดสอบด้วยสารในแตล่ะกรรมวิธีท่ี 56 
ระยะ 24 ชัว่โมงภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) 

31 ลกัษณะไขไ่ส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากบม่ท่ีระยะเวลา 36 ชัว่โมง 57 

32 ไขไ่ส้เดือนฝอยรากปมท่ีถกูเข้าทําลายโดยเชือ้รา Metarhizium guizhouense 57 
PSUM02 (ลกูศรสีดํา) ท่ีระยะเวลา 120 ชัว่โมง 

33 ลกัษณะการงอกเส้นใยของสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 61 

34 ลกัษณะผนงัลําตวัของตวัออ่นระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากแช่ 62 
สารละลายตา่ง ๆ นาน 24 ชัว่โมงภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) 

35 ลกัษณะการตายของตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 63 
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บทที่ 1 
บทน า 

บทน าต้นเร่ือง 
มนัขีห้น ู(Coleus parvifolius Benth.) เป็นพืชล้มลกุขนาดเล็กท่ีปลกูในบางพืน้ท่ี

ในภาคใต้ของประเทศไทย เช่น ปลกูแซมในสวนยางพารา และสวนปาล์มนํา้มนัท่ีอายไุม่เกิน 3 ปี 
ส่งผลให้หารับประทานได้ยากและมีราคาสงู โดยในฤดเูพาะปลกูมีราคากิโลกรัมละ 20 – 30 บาท 
ส่วนนอกฤดมีูราคาสงูถึงกิโลกรัมละ 60 – 80 บาท ปัจจบุนัจึงมีการปลกูเพ่ือเป็นการค้ามากขึน้ทํา
ให้เกษตรกรมีรายได้เสริมจากการปลูกพืชหลักได้อีกด้วย เอมอร เพชรทอง และคณะ (2557) 
พบว่าโรครากปมสาเหตจุากไส้เดือนฝอย (root-knot nematode disease) เป็นปัญหาสําคญัท่ี
สง่ผลกระทบตอ่ผลผลิตมนัขีห้น ูโดยเกิดจากไส้เดือนฝอยเข้าทําลายรากและหวัมนัขีห้น ูทําให้เกิด
อาการรากบวมพองเป็นปุ่ มปม ท่อลําเลียงนํา้และอาหารอดุตนั ลําต้นแคระแกร็น หวัมนัเจริญผิด
รูปร่าง มีขนาดเล็ก คณุภาพและปริมาณผลผลิตลดลง (Baicheva et al., 2002) จึงถือเป็นศตัรูพืช
ท่ีสําคญัทางเศรษฐกิจของมนัขีห้นชูนิดหนึง่ (มนตรี เอ่ียมวิมงัสา และคณะ, 2554)  

การควบคมุไส้เดือนฝอยรากปมทําได้หลายวิธี เช่น การเขตกรรม วิธีกล วิธีทาง
กายภาพ และการใช้สารเคมี เป็นต้น ซึ่งการใช้สารเคมีเป็นวิธีท่ีแพร่หลายเน่ืองจากสะดวกและ
รวดเร็ว แตก่ารใช้สารเคมีก่อให้เกิดสารพิษตกค้างในระบบนิเวศ ส่งผลกระทบโดยตรงตอ่ผู้บริโภค 
สว่นการควบคมุโดยชีววิธี เป็นทางเลือกหนึ่งท่ีมีการศกึษาอย่างตอ่เน่ืองโดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้
เชือ้รา Metarhizium sp. ซึ่งเป็นเชือ้ราแมลง (entomopathogenic fungus) ท่ีสามารถเพาะเลีย้ง
ง่าย มีชีวิตอยูใ่นดินได้นานกว่า 3 ปี (Milner et al., 1997) จากการศกึษาของ นริศ ท้าวจนัทร์ และ
อนชุิต ชินาจริยวงศ์ (2551) พบว่าเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 สามารถฆ่าแมลงวนัผลไม้
ได้ภายในระยะเวลา 5.3±0.6 วนั นอกจากใช้ควบคมุแมลงแล้ว Ghayedi และ Abdollahi (2013) 
รายงานว่าสามารถควบคมุตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอย Heterodera avenae ได้อีกด้วย 
ทัง้นีเ้น่ืองจากเชือ้รา Metarhizium sp. สามารถสร้างเอนไซม์หลายชนิดเพ่ือย่อยสลายผนงัลําตวั
ของแมลง แล้วเข้าไปเจริญอยู่ภายในตวั จนแมลงตายในท่ีสดุ St. Leger และคณะ (1996) รายงานว่า 
Metarhizium sp. สร้างเอนไซม์โปรติเอสซึ่งเป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งท่ีมีบทบาทสําคญัในการย่อย
สลายโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของผนงัลําตวัแมลง และพบว่าเป็นเอนไซม์ชนิดแรกท่ีเชือ้ราผลิต
ขึน้ ซึ่งเป็นจุดน่าสนใจเน่ืองจากผนังลําตัวของไส้เดือนฝอยคล้ายกับผนังลําตัวของแมลง คือ 
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ประกอบด้วยโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลกั (ร้อยละ 70) รองลงมาได้แก่ ไคติน และอ่ืน ๆ (Boucias 
and Penland, 1998) 

งานวิจยัครัง้นีจ้ึงให้ความสนใจศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้รา M. guizhouense 
PSUM02 และเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ (crude protease) ท่ีผลิตได้จากเชือ้ราชนิดดงักล่าว 
เพ่ือควบคมุไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในห้องปฏิบตัิการ ซึ่งคาดหวงัว่าการใช้
สปอร์ของเชือ้ราโดยตรง และเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบท่ีได้จากจุลินทรีย์นีจ้ะสามารถเป็น
ทางเลือกเพ่ือใช้ในการควบคมุไส้เดือนฝอยรากปมอยา่งปลอดภยั และนําไปสู่การเพิ่มปริมาณและ
คุณภาพผลผลิตมันขีห้นู ตลอดจนเพิ่มรายได้ให้กับเกษตรกรในภาคใต้นอกเหนือจากการปลูก
ยางพาราและปาล์มนํา้มนั 
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ตรวจเอกสาร 

มันขีห้นู (Chinese potato) 
มนัขีห้นเูป็นพืชผกัพืน้บ้านท่ีสําคญัชนิดหนึ่ง สามารถปลกูได้ทกุภาคของประเทศ

ไทยแต่นิยมปลูกมากในภาคใต้ (จิระ สุวรรณประเสริฐ และคณะ, 2535 ก) ซึ่งมันขีห้นูมีช่ือ
วิทยาศาสตร์ Coleus parvifolius Benth. (synonym C. tuberosus Benth.) อยู่ในวงศ์ Labiatae 
มีถ่ินกําเนิดในทวีปแอฟริกา มีช่ือสามัญแตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ เช่น Chinese potato, 
Country potato, Coleus potato, Frafra potato, Hausa potato, Native potato, Sudan potato 
และ Zulu potato  

ปัจจบุนัมนัขีห้นเูป็นพืชท่ีทํารายได้ให้กบัเกษตรกรทางภาคใต้ เน่ืองจากเกษตรกร
ปลกูเป็นพืชแซมในสวนยางพารา และสวนปาล์มนํา้มนัท่ีอายไุม่เกิน 3 ปี หรือปลกูแบบหวัไร่ปลายนา 
(จิระ สวุรรณประเสริฐ, 2536 ข) มนัขีห้นเูป็นพืชล้มลกุขนาดเล็ก มีหวัใต้ดินท่ีพฒันามาจากรากจน
มีลกัษณะเรียวหวัท้ายคล้ายขีห้น ูมีขนาดยาวประมาณ 2 – 3 เซนติเมตร เปลือกบางมีสีนํา้ตาล
(ภาพท่ี 1 ก) ใบมีลกัษณะเป็นวงรี ขอบใบหยักเป็นฟันเล่ือยคล้ายกับใบสะระแหน่ (ภาพท่ี 1 ข) 
ดอกมีสีม่วงรวมกนัเป็นช่อแทงขึน้บริเวณปลายลําต้น เก็บเก่ียวได้ในฤดฝูน มนัขีห้นสูามารถนําไป
ประกอบอาหารคาวหวาน เช่น แกงกะทิ แกงส้ม แกงไตปลา ต้มกบัเกลือ หรือเช่ือมเป็นขนมหวาน 
และสามารถนํามาผลิตแปง้ (ฎายิน ทศันเสถียร, 2543)  

นอกจากนีม้ันขีห้นูยังเป็นพืชทางการแพทย์ เน่ืองจากมีการศึกษาท่ีพบว่า สาร
สกดัจากหวัมนัขีห้นสูามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของเชือ้ HIV-1 ได้ (Supinya et al., 2003) และสาร
สกดัจากใบมนัขีห้นสูามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมบวกได้ดี (สปุรียา ยืนยงสวสัดิ์ และสภิุญญา 
ติว๋ตระกลู, 2548) โรคสําคญัท่ีเกิดการระบาดของต้นมนัขีห้น ูคือโรคเน่าเปียก (wet rot) ท่ีเกิดจาก
เชือ้รา Choanephora sp. (เอกรินทร์ ชชู่วย, 2553) และโรครากปมมีสาเหตเุกิดจากไส้เดือนฝอย 
(มนตรี เอ่ียมวิมงัสา และคณะ, 2554)  

 
ไส้เดือนฝอยรากปม (Meloidogyne spp.) 

ปัจจุบันในประเทศไทยมีการรายงานพบไส้เดือนฝอยรากปมทัง้หมด 9 ชนิด
ประกอบด้วย Meloidogyne arenaria, M. exigua (อรุณ จนัทนโอ, 2505), M. graminicola,  
M. hapla, (สืบศกัดิ์ สนธิรัตน และคณะ, 2530 ก), M. incognita, M. javanica (จรัส ช่ืนราม และ
อานนท์ บุญครอง, 2526), M. microcephala (Cliff and Hirschmann, 1984), M. naasi  
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(ประชา ลีป้ระเสริฐ, 2515) และ M. thailandica (Handoo et al., 2005) โดยชนิดท่ีพบมากท่ีสดุใน
ประเทศไทย คือ ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ซึง่ตวัเต็มวยัเพศเมียสามารถผลิตไข่ท่ีสามารถ
ฟักออกมาได้โดยไม่ต้องรับการผสมพันธุ์  (parthenogenesis) ทําให้ไส้เดือนฝอยรากปมเพิ่ม
ปริมาณประชากรได้อย่างรวดเร็ว (Triantaphyllou, 1979) ประกอบกับเป็นสัตว์ท่ีมีจํานวน
โครโมโซมหลายชดุ (polyploid) จึงทําให้เกิดความผนัแปรภายในชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมได้
ง่าย ส่งผลตอ่ความสามารถปรับตวัเข้ากบัสภาพแวดล้อมหรือความอยู่รอดในธรรมชาติได้ดียิ่งขึน้ 
(Taylor and Sasser, 1978)  

 

ภาพท่ี 1 ลกัษณะของมนัขีห้น;ู หวัมนัขีห้น ู(ก) และต้นมนัขีห้น ู(ข)  

นอกจากนีไ้ส้เดือนฝอยรากปมสามารถเข้าทําลายพืชอาศยัได้หลายชนิด ไม่ว่าจะ
เป็นไม้ผล ไม้ดอกไม้ประดบั พืชไร่ พืชสวน และวชัพืช โดยเฉพาะพืชท่ีสร้างหวัใต้ดินจะได้รับความ
เสียหายมากท่ีสุด ซึ่งความรุนแรงของอาการขึน้อยู่กับหลายปัจจยั เช่น พนัธุ์พืช อายุพืช จํานวน
ประชากรของไส้เดือนฝอย ระยะเวลา สภาพแวดล้อม รวมทัง้ลกัษณะของดิน เช่น อณุหภูมิ และ
คา่ความเป็นกรด-ดา่ง เป็นต้น (สืบศกัดิ์ สนธิรัตน, 2541 ข) โดยลกัษณะอาการท่ีเกิดจากไส้เดือน
ฝอยรากปมท่ีสําคญัคือ อาการรากปม (root gall หรือ root knot) (ภาพท่ี 2 ก) ท่อลําเลียงนํา้และ
อาหารถูกทําลาย พืชชะงักการเจริญเติบโตและเน่ืองจากไส้เดือนฝอยรากปมใช้หลอดดดูอาหาร 

1 cm 

ก ข 
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(stylet) เจาะดดูกินนํา้เลีย้งของพืช (ภาพท่ี 2 ข) ทําให้เกิดช่องเปิดท่ีทําให้เชือ้ก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ เข้า
ทําลายซํา้ตามบาดแผลท่ีมีการดดูกินของไส้เดือนฝอยรากปม สง่ผลให้พืชมีผลผลิตลดลง และตาย
ในท่ีสดุ (Mai,1985; Baicheva et al., 2002)  

 

ภาพท่ี 2 อาการรากปมของต้นมนัขีห้นท่ีูเกิดจากการเข้าทําลายของไส้เดือนฝอยรากปม; ลกัษณะ
รากปม (ก) และไส้เดือนฝอยรากปมภายในเนือ้เย่ือพืชท่ีย้อมสี acid fuchsin (ข) 

ลักษณะสัญฐานวิทยา และวงจรชีวิต 
ไส้เดือนฝอย Meloidogyne จัดอยู่ในไฟลัม Nematoda อันดับ Tylenchida  

วงศ์ Meloidoynidae วงศ์ย่อย Meloidogyninae สกุล Meloidogyne (Hirschmann, 1985)  
ซึ่งไส้เดือนฝอยในสกุลนีช้นิดท่ีสําคญัคือ M. incognita (สืบศกัดิ์ สนธิรัตน และคณะ, 2530 ก) 
ไส้เดือนฝอยรากปมเป็นสตัว์ไมมี่กระดกูสนัหลงั (invertebrate) ไม่มีข้อปล้อง มีขนาดเล็ก ผนงัลําตวั
ชัน้นอกสุดอาจมีรอยย่นคล้ายปล้อง (annule) ลําตวัโปร่งแสง และมีระบบต่าง ๆ ภายในร่างกาย
เหมือนกับสัตว์ชัน้สูงเกือบครบ ได้แก่ ระบบทางเดินอาหาร (digestive system) ระบบสืบพนัธุ์ 
(reproductive system) ระบบขบัถ่ายของเสีย (excretory system) ระบบกล้ามเนือ้ (musculatory 
system) และระบบประสาท (nervous system) ส่วนระบบท่ีไม่มี คือ ระบบหายใจ (respiratory 
system) และระบบไหลเวียนโลหิต (circulatory system) (Eisenback and Triantaphyllou, 1991) 
ไส้เดือนฝอยศตัรูพืชมีอวยัวะท่ีสําคญัเรียกว่า stylet หรือหลอดดดูอาหารซึ่งมีลกัษณะคล้ายหอก
ปลายแหลมใช้ในการเจาะเข้าทําลายและดดูอาหารจากเซลล์พืช  

วงจรชีวิตของไส้เดือนฝอยรากปมเร่ิมจากไข่ไส้เดือนฝอยซึ่งมีรูปร่างยาวรี ผิวเรียบ 
ขนาดประมาณ 0.40 × 0.80 มม. อยู่ติดกนัเป็นจํานวนมากมองเห็นเป็นกลุ่มไข่ (egg mass) ห่อหุ้ม
ด้วยสารเหนียวคล้ายวุ้น (gelatinous matrix) ซึ่งไข่มีการแบ่งเซลล์เพ่ือพัฒนาให้ได้เป็นตวัอ่อน 
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(juvenile) ระยะท่ี 1 (1ststage juvenile; J1) โดยมีการลอกคราบ (molting) ภายในไข่ 1 ครัง้ และ
ออกจากนอกไข่เป็นตวัอ่อนระยะท่ี 2 (2ndstage juvenile; J2) (ภาพท่ี 3) ซึ่งเปลือกไข่และผนงัลําตวั
ของไส้เดือนฝอยรากปมมีส่วนประกอบเป็นชัน้ตา่ง ๆ หลายชัน้ดงัภาพท่ี 4 โดยมีชัน้ chitinous เป็น
ชัน้ท่ีหนาท่ีสุด มีโปรตีนและไคตินเป็นองค์ประกอบท่ีสําคญัอยู่ในรูปของ chitin/protein complex 
และ lipoprotein ท่ีเป็นองค์ประกอบในชัน้อ่ืน ๆ (Wharton, 1986; Orion et al., 2001)  
ตวัอ่อนระยะท่ี 2 เป็นระยะเร่ิมต้นท่ีสามารถเข้าทําลายพืชได้ (infective stage) โดยมีลกัษณะ
เหมือนหนอนตวักลม ความยาวประมาณ 300 – 500 ไมโครเมตร ส่วนหวัและหลอดดดูอาหารมี
ขนาดเล็ก ซึ่งในระยะนีย้งัไม่มีการพฒันาระบบสืบพนัธุ์ (Eisenback and Triantaphyllou, 1991) 
หลงัจากฟักออกจากไขป่ระมาณ 18 ชัว่โมง ตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 เร่ิมเคล่ือนท่ีเข้าหารากพืช 
ซึง่พืชบางชนิดมีการหลัง่สาร (root exudate) บางอย่างไปกระตุ้นให้ไส้เดือนฝอยเคล่ือนท่ีเข้าหาราก 
(Thorne, 1961) จากนัน้ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ใช้หลอดดดูอาหารแทงบริเวณรากท่ียงัอ่อน และเข้าไป
อาศยัอยู่ภายในรากพืช (Stirling, 1991) ไส้เดือนฝอยหลัง่เอนไซม์ทําให้พืชแบง่เซลล์มากกว่าปกต ิ
(hyperplasia) เกิดเป็นเซลล์ขนาดใหญ่ (giant cell) เน่ืองจากเกิดการหลอมรวมเซลล์ใกล้เคียง
บริเวณรอบส่วนหวัของไส้เดือนฝอยรากปมจํานวน 5 – 9 เซลล์ ทําให้รากบวมพองออก จากนัน้
ไส้เดือนฝอยพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 3 (3rdstage juvenile; J3), 4 (4thstage juvenile; J4) และตวั
เต็มวยั ซึ่งตวัเต็มวยัเร่ิมมีรูปร่าง (body shape) แตกตา่งกนัระหว่างเพศผู้และเพศเมีย โดยตวัเต็ม
วยัเพศเมียฝังตวัอยู่ในเซลล์พืช มีรูปร่างลกัษณะอ้วนกลม (saccate form) คล้ายลูกแพร์ (pear 
shaped) (ภาพท่ี 5 ก) ส่วนตัวเต็มวัยเพศผู้ มี รูปร่างเรียวยาวคล้ายเส้นด้าย (vermiform) 
เช่นเดียวกบัตวัอ่อนระยะท่ี 2 แตส่ามารถมองเห็นอวยัวะสืบพนัธุ์ (spicule) ได้ชดัเจน (ภาพท่ี 5 ข) 
เพศเมียตวัเต็มวยัมีลายเส้นท่ีเรียกว่ารอยย่นส่วนก้น (perineal pattern) ในตําแหน่งรอบอวยัวะ
สืบพนัธุ์ (vulva) และช่องขบัถ่าย (anus) ซึ่งลกัษณะรอยย่นส่วนก้นของตวัเต็มวยัเพศเมียสามารถ
ระบุชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมได้ เน่ืองจากแตล่ะชนิดมีลายเส้นท่ีมีความแตกต่างกนั (ภาพท่ี 6) 
และสามารถวางไข่ได้โดยไม่ต้องอาศยันํา้เชือ้ของเพศผู้  โดยส่วนก้นถูกดนัออกมาอยู่ใกล้ผิวรากพืช
เพ่ือสร้างกลุ่มไข่ออกมาภายนอกราก (ภาพท่ี 7) ซึ่งไข่รวมกนัอยู่ภายในถงุ มีประมาณ 300 – 1000 
ฟองต่อถุงไข่ ส่วนไส้เดือนฝอยรากปมเพศผู้ เม่ือเจริญเป็นตวัเต็มวยัจะออกมาภายนอกรากพืช ซึ่ง
วงจรชีวิตของไส้เดือนฝอยรากปมตัง้แตร่ะยะไขจ่นเป็นตวัเต็มวยัและวางไข่อีกครัง้นัน้ใช้เวลาตา่งกนั
โดยเฉล่ียประมาณ 3 – 5 สปัดาห์ (ภาพท่ี 8) ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัปัจจยัตา่ง ๆ เช่น อณุหภูมิ ความชืน้ และ
ชนิดของพืช เป็นต้น (Taylor and Sasser, 1978) 
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ภาพท่ี 3 ระยะการพฒันาตวัออ่น (embryonic development) ของไส้เดือนฝอยรากปม 

 
ภาพท่ี 4 ภาพตดัตามขวางแสดงลําดบัชัน้ตา่งๆ ของเปลือกไข่ (egg shell) และผนงัลําตวัของตวั

ออ่นไส้เดือนฝอยอบัดบั Tylenchida ท่ีอยูภ่ายในไข ่(ท่ีมา: Stirling,1991) 
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ภาพท่ี 5 รูปร่างของไส้เดือนฝอยรากปมตวัเตม็วยั; เพศเมีย (ก) และ เพศผู้  (ข) (ท่ีมา : Mitkowski 
and Abawi, 2003) (bar = 100 µm) 

 

ภาพท่ี 6 รูปแบบรอยย่นส่วนก้น (perineal pattern) ของตวัเต็มวยัเพศเมียของไส้เดือนฝอยราก
ปม (Meloidogyne spp.) ท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิด; M. incognita (ก), M. javanica (ข), 
M. arenaria (ค) และ M. hapla (ง) (ท่ีมา : Eisenback, 1985) 
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ภาพท่ี 7 ลกัษณะกลุม่ไขไ่ส้เดือนฝอยรากปม  

 
ภาพท่ี 8 วงจรชีวิตของไส้เดือนฝอยรากปม (ท่ีมา : Agrios, 2005) 

1 mm 

egg mass 
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การตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมด้วยสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา 
การจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมสามารถทําได้ทัง้การศึกษาทางสณัฐาน

วิทยา ซึ่งลกัษณะท่ีสําคญัได้แก่ การดลูกัษณะรอยย่นส่วนก้น และการใช้วิธีทางอณูชีววิทยา ซึ่ง
การจัดจําแนกไส้เดือนฝอยด้วยสัณฐานวิทยาจะต้องอาศยัผู้ เช่ียวชาญ และใช้เวลามากในการ
ตรวจสอบเพ่ือเปรียบเทียบรายละเอียดต่าง ๆ ส่วนการจําแนกด้วยอณูชีววิทยาสามารถทําได้
รวดเร็ว ดังนัน้ในการจัดจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมควรทําทัง้ 2 วิธีควบคู่กัน ซึ่งมี
การศกึษาแล้วว่าให้ผลการจดัจําแนกท่ีตรงกนั (ธนากร จนัทร์มาลี และวราภรณ์ ประกอบ, 2553) 
จงึได้ยกตวัอยา่งการจดัจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในประเทศไทยดงันี ้

ธนากร จนัทร์มาลี และวราภรณ์ ประกอบ (2553) ศกึษาการจําแนกชนิดไส้เดือน
ฝอยรากปม Meloidogyne spp. บางไอโซเลทท่ีแยกจากดินบางพืน้ท่ีของภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจําเพาะเจาะจงตอ่ไส้เดือนฝอยแตล่ะชนิด 
พบวา่ทัง้ 10 ไอโซเลทท่ีแยกได้สามารถจดัจําแนกชนิดของไส้เดือยฝอยรากปมโดยให้ผลสอดคล้อง
กบัการจําแนกด้วยลกัษณะรูปแบบรอยยน่ส่วนก้น  

สรุศกัดิ์ แสนโคตร และคณะ (2554) ได้จดัจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม 
ในพืน้ท่ีเพาะปลกูภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบว่าเม่ือนําไปตรวจสอบชนิดโดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาโดยศกึษารูปแบบรอยย่นส่วนก้นของตวัเต็มวยัเพศเมีย สามารถจดัจําแนกไส้เดือน
ฝอยรากปมได้ 2 ชนิด คือ M. incognita และ M. javanica 

สญชยั ขวญัเกือ และบญัชา ชิณศรี (2557) ศกึษาการใช้วิธีทางอณูชีวโมเลกลุในการ
จําแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมท่ีเข้าทําลายมนัสําปะหลงั ในอําเภอด่านขุนทด จงัหวดันครราชสีมา 
โดยอาศยัไพร์เมอร์ TRNAH/MRH 106 ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ซึ่งแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการจําแนกมี
ขนาดเท่ากับ 561 base pair (bp) บ่งชีว้่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในเขตร้อนชืน้ ได้แก่  
M. incognita, M. javanica และ M. arenaria และแยกความแตกตา่งระหว่างชนิดของไส้เดือนฝอยราก
ปมทัง้ 3 ชนิด โดยการนําผลิตภณัฑ์ PCR มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ MnlI ให้แถบดีเอ็นเอมีขนาด
เทา่กบั 344 และ 217 bp พบวา่ตวัอย่างทัง้ 10 ไอโซเลท เป็นไส้เดือนฝอยรากปมชนิด M. incognita 

Ruanpanun และ Khun-In (2015) ได้จดัจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีเข้า
ทําลายต้นข้าวบริเวณท่ีราบสูงโดยใช้ลกัษณะรอยย่นส่วนก้นของตวัเต็มวยัเพศเมีย พบว่าเป็นไส้เดือน
ฝอยรากปมชนิด M. incognita และเป็นรายงานแรกของประเทศไทยท่ีไส้เดือนฝอยชนิดนีเ้ข้าทําลาย
ต้นข้าว 
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การควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม 

วิธีการควบคมุไส้เดือนฝอยรากปมสามารถทําได้หลายวิธี เชน่ การเขตกรรรม โดย
ทําการไถพรวนดนิตากแดดในชว่งฤดแูล้งนาน 2 – 4 สปัดาห์ สามารถทําลายไข่และตวัอ่อนระยะท่ี 
2 ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ แต่สามารถควบคุมได้เฉพาะบริเวณผิวดินเท่านัน้ และเหมาะสม
สําหรับในบางพืน้ท่ีและบางฤดกูาล (Taylor and Sasser, 1978) ส่วนการปลูกพืชหมุนเวียน
สามารถลดจํานวนประชากรไส้เดือนฝอยรากปมให้อยู่ในระดบัต่ํา และไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย
ทางเศรษฐกิจ โดยเลือกปลกูพืชท่ีไม่ใช่พืชอาศยัสลบักบัการปลกูพืชหลกัเพ่ือลดประชากรไส้เดือน
ฝอยในดิน จากการทดลองของ Belcher และ Hussey (1977) พบว่าการปลูกพืชสกุลคราม 
(Indigotera hirsuta) ในดินท่ีมีการระบาดของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita และ  
M. javanica ก่อนปลูกต้นแตงกวา ทําให้ต้นแตงกวาเกิดโรครากปมน้อย และให้ผลผลิตสูงกว่า
แปลงท่ีปลกูแตงกวาหลงัจากปลูกต้นข้าวฟ่าง หรือการใช้ต้นดาวเรือง โดยครามเป็นพืชท่ีขบัสาร 
thiophen ออกจากรากซึ่งเป็นสารออกฤทธ์ิคล้ายสารเคมีกําจดัไส้เดือนฝอยเพ่ือไล่ไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืชได้ (สืบศกัดิ ์สนธิรัตน, 2541)  

การใช้สารเคมีเป็นวิธีหนึ่งท่ีสะดวกและมีประสิทธิภาพสูง แต่ข้อเสียของการใช้
สารเคมีคือ มีราคาแพง สง่ผลเสียในระบบนิเวศหากใช้ตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลานานและใช้เกินความ
จําเป็น (Jatala, 1985) การควบคมุไส้เดือนฝอยโดยชีววิธีเป็นวิธีท่ีนําสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นศตัรูธรรมชาติ
มาใช้ควบคุมหรือทําลายไส้เดือนฝอยศตัรูพืช ซึ่งให้ผลในการควบคุมช้าแต่สามารถควบคุมได้
อย่างยัง่ยืน และไม่เป็นอนัตรายตอ่สิ่งแวดล้อม มนษุย์ ตลอดจนสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ โดยศตัรูธรรมชาติ
ของไส้เดือนฝอยท่ีมีการศกึษาส่วนใหญ่เป็นเชือ้รา ซึ่งเชือ้รา 15 สกุล มากกว่า 400 ชนิด สามารถ
ควบคุมไส้เดือนฝอยได้ (Stirling, 1984) เช่น เชือ้รา Beauveria bassiana, Gliocladium 
catenlatum, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus, Trichoderma harzianum 
และVerticillium chlamydosporium (Olivares-Bernabeu and Lopez-Lorca, 2002; Eapen et 
al., 2005; Sun et al., 2006) ต่อมาได้มีการนําสารชีวภาพมาใช้ในการควบคมุโรค และแมลง
ศตัรูพืช เพ่ือทดแทนการใช้สารเคมี เช่น นําเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิท่ีแยกได้จากการกรองนํา้เลีย้ง
เชือ้ (culture filtrate) ของเชือ้รา Paecilomyces sp. (Bonants et al., 1995), Verticillium 
sucblasporium (Lopez-Llorca,1990) และ Arthrobotrys oligospora (Minglian et al., 2004) 
มาควบคุมไส้เดือนฝอย นอกจากนี ้ฤทธิไกร จันทะบุตร และคณะ (2554) พบว่านํา้เลีย้งเชือ้รา 
Neonothopanus nambi และ Pochonia sp. ท่ีความเข้มข้น 50% และ 100% สามารถควบคมุตวั
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อ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมได้อย่างสมบูรณ์ในห้องปฏิบัติการ เน่ืองจากสาร 
secondary metabolites ท่ีเชือ้ปลดปล่อยออกสู่ภายนอกเซลล์ในระหว่างการเพาะเลีย้งซึ่งอาจ
เป็นทัง้เอนไซม์ และสารพิษมีผลตอ่การควบคมุไส้เดือนฝอย (Sterner et al., 1997) 

 
เชือ้รา Metarhizium guizhouense 

เชือ้รา M. guizhouense เป็นเชือ้ราสาเหตุโรคของแมลง โดยจัดอยู่ในชัน้ 
Sordariomycetes อันดับ Hypocreales วงศ์ Clavicipitaceae (Global Biodiversity 
Information Facility; GBIF) สามารถแยกได้จากดิน และแมลง สร้างสปอร์สีเขียวเข้มมีรูปร่าง
ทรงกระบอกขนาดประมาณ 3 – 5 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 9) สามารถเจริญได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ เช่น 
potato dextrose agar (PDA) และพบว่าสามารถสร้างสปอร์ได้เพิ่มขึน้บนอาหาร sabouraud 
dextrose agar with yeast extract (SDAY) หลงัจากบม่ท่ีอณุหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
14 วนั (นริศ ท้าวจนัทร์ และอนชุิต ชินาจริยวงศ์, 2551) M. guizhouense มีลกัษณะสปอร์ และ
การเข้าทําลายแมลงศตัรูพืชคล้ายคลึงกบั M. anisopliae ซึ่งเป็นท่ีรู้จกัและศกึษาอย่างแพร่หลาย 
เชือ้ราสร้างเส้นใย (germ tube) แทงทะลุผ่านผนงัลําตวัแมลง โดยอาศยัการทํางานของเอนไซม์
ช่วยในการย่อยผนงัลําตวัแมลง เช่น โปรติเอส และไคติเนส (Clarkson and Charmley, 1996) 
หรือสร้างสารพิษ (toxin) ในการศกึษาของ Sun และคณะ (2006) มีรายงานการเป็นปรสิตของเชือ้
รา M. anisopliae ตอ่ไส้เดือนฝอยรากปม M. hapla และพบว่าเชือ้รา M. anisopliae สามารถ
ทําลายไขไ่ส้เดือนฝอยได้มากถึง 83.4% มีอตัราการฟักไข่ได้เพียง 49% และทําลายตวัอ่อนระยะท่ี 
2 ได้ 32% จากการศกึษาของ ภารตี ศรีลาศกัดิ ์และคณะ (2556) ชีใ้ห้เห็นว่าเชือ้รา M. anisopliae  
มีประสิทธิภาพในการเข้าทําลายกลุ่มไข่ไส้เดือนฝอยรากปม โดยพบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
โปรตเิอสสงูถึง 36.77 ยนูิต/มิลลิลิตร ซึง่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติอย่างนยัสําคญัยิ่ง (P < 0.01) 
กบัเชือ้ราชนิดอ่ืน นอกจากนี ้Thaochan และ Chandrapatta (2016) ได้แสดงให้เห็นว่าการเลีย้ง
เชือ้รา M. guizhouense บนอาหารเทียมแบบตอ่เน่ือง ส่งผลให้เชือ้ราลดความสามารถในการเข้า
ทําลายแมลง ลดความรุนแรงของโรค รวมถึงลดการผลิตเอนไซม์อีกด้วย ซึ่งแตกตา่งจากการเลีย้ง
เชือ้ราผา่นแมลง พบวา่เชือ้ราผลิตเอนไซม์โปรตเิอสและไคติเนสได้สงูกว่าการเลีย้งบนอาหารเทียม
แบบตอ่เน่ือง  
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ภาพท่ี 9 ลกัษณะสปอร์ของ Metarhizium guizhouense PSUM02 

 
เอนไซม์โปรตเิอส 

โปรติเอสเป็นเอนไซม์ท่ีย่อยสลายพนัธะเปปไทด์ (peptide bond) ของโปรตีน  
ให้เป็นโอลิโกเปปไทด์และกรดอะมิโนต่าง ๆ มี ช่ือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่าเอนไซม์เปปติเดส 
(peptidase) ซึ่งสามารถพบได้จากสิ่งมีชีวิต ได้แก่ พืช สตัว์ รวมถึงเชือ้จุลินทรีย์ ซึ่งเป็นแหล่งท่ีดี
และง่ายต่อการผลิตเอนไซม์โปรติเอสให้ได้ในปริมาณมาก เอนไซม์โปรติเอสมีความสําคญั เชิง
พาณิชย์โดยมียอดจําหน่ายสงูถึงร้อยละ 60 ของยอดขายเอนไซม์ทัง้หมด (Merheb et al., 2007) 
เน่ืองจากโปรติเอสสามารถนํามาใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมหลาย ๆ ประเภท เช่น การผลิตสาร
ทําความสะอาด การผลิตสารซกัฟอก และอุตสาหกรรมเคร่ืองหนงั (Rao et al., 1998) โดยทัว่ไป
เอนไซม์โปรติเอสแบ่งกลุ่มใหญ่ ๆ ได้ 2 กลุ่มตามตําแหน่งการเกิดปฏิกิริยา คือ เอนโดโปรติเอส 
(endoprotease) และเอ็กโซโปรติเอส (exoprotease) (Monod, 2002) ซึ่งทัง้ 2 กลุ่มต่างกันท่ี
ตําแหน่งการเกิดปฏิกิริยา โดยเอนโดโปรติเอสทําหน้าท่ีสลายพนัธะเปปไทด์ภายในโมเลกุลของ
โปรตีน ซึ่งตรงกันข้ามกับเอ็กโซโปรติเอสสลายพันธะเปปไทด์บริเวณปลายของกรดอะมิโน  
(end-pieces of terminal amino acid) จลุินทรีย์ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์กลุ่มเอนโดโปรติเอสได้แก่ 
Aspergillus spp., Metarhizium anisopliae (St. Lager et al., 1989) และ Verticillum dahalia 
(Dobinson et al., 1997) ส่วนจลุินทรีย์ท่ีมีรายงานว่าสร้างเอ็กโซโปรติเอสได้ เช่น Aspergillus 

10 µm 
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oryzae (Labbe et al., 1987), Bacillus sp. (Gupta et al., 2002), Pochonia rubescens และ 
P. chlamydosporia (Larriba et al., 2012) 

การผลิตเอนไซม์โปรติเอสแบบปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ ( extracellular 
protease) (Ikasari and Mitchell, 1994) ทําให้เก็บเก่ียวผลผลิตได้ง่ายและให้ผลผลิตเอนไซม์สงู 
ซึง่การศกึษาของ Segers และคณะ (1994) ได้รายงานผลการศกึษาการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจาก 
V. chlamydosporium พบว่าเชือ้ราชนิดนีส้ามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอส และสามารถย่อยสลาย
สารตัง้ต้น (substrate) ท่ีเป็นพอลิเมอร์ได้หลายชนิด นอกจากนีเ้ชือ้รา M. anisopliae สามารถ
สร้างเอนไซม์โปรติเอสท่ีทํางานได้เหมาะสมตา่งกนั 3 ชนิด ตามคา่ pH ได้แก่ เอนไซม์โปรติเอสท่ี
ทํางานได้ดีใน pH 5.5, 8.0 และ 9.0 โดยทัง้ 3 ชนิดถูกปลดปล่อยออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้  
อิทธิเดช และคณะ (2553) พบว่าเชือ้รา Metarhizium spp. ไอโซเลท IPKKU 218 สร้างเอนไซม์ 
โปรติเอสสูงสุดถึง 379.21 ยูนิต/มิลลิกรัม และสามารถควบคุมยุงลายตัวเต็มวัยได้ 78% 
นอกจากนี ้จิตรานนท์ สินประเสริฐ (2550) และ Liu และคณะ (2004) ศึกษาการสร้างเอนไซม์ 
โปรติเอส และไคติเนสของเชือ้รา Metarhizium spp. ทําให้ทราบว่าเอนไซม์โปรติเอสเป็นเอนไซม์
ชนิดแรกท่ีเชือ้ปลดปลอ่ยออกมาในกระบวนการเข้าทําลายแมลงอาศยั 
 
การผลิตเอนไซม์ด้วยวิธีการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) 

การเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบแข็งเป็นวิธีการนําเชือ้จลุินทรีย์มาเลีย้งลงในวตัถดุิบ
แข็งท่ีปราศจากนํา้อิสระหรือมีอยู่น้อย (absence or near-absence of free water) นัน่คือ 
ประกอบด้วย 2 ส่วนหลกั ได้แก่ วตัถดุิบท่ีเป็นของแข็ง (solid) และส่วนท่ีเป็นของเหลว (liquid) ซึ่ง
เติมลงไปเพียงเล็กน้อยให้อยู่ในรูปความชืน้ท่ีถูกดดูซบัไว้ด้วยของแข็งเท่านัน้ วิธีการดงักล่าวถูก
นํามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม เช่น การผลิตขนมปัง เนยแข็ง อาหารหมกัต่าง ๆ และปุ๋ ยหมัก
ชีวภาพ นอกจากนีย้งัสามารถนํามาใช้เพ่ือผลิตเอนไซม์จากจลุินทรีย์เพ่ือใช้ทางการเกษตร โดยการ
เพาะเลีย้งเชือ้ราสามารถนําเมล็ดธัญพืช และวสัดเุหลือใช้ทางเกษตรมาใช้เป็นวตัถดุิบในการผลิต
เอนไซม์เพ่ือชว่ยลดต้นทนุการผลิตได้ (Singh et al., 2009) ซึ่งการเพาะเลีย้งแบบอาหารแข็งทําให้
เชือ้ราสามารถสร้างเอนไซม์ในเชิงปริมาณท่ีสงูมากกว่าการเพาะเลีย้งแบบอ่ืน ๆ (Dunaevsky et 
al., 2000) และการแยกเอนไซม์ออกจากอาหารเลีย้งเชือ้ทําได้ง่ายโดยการสกัดด้วยสารละลาย 
(Mitchell and Lonsane, 1992) ซึง่ปัจจยัตา่ง ๆ เช่น แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจน รวมถึงสภาวะ
ตา่ง ๆ ในการเพาะเลีย้งเชือ้รามีผลตอ่การเจริญและส่งผลตอ่การผลิตเอนไซม์ (Shivakumar, 2012) 
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จากการศกึษาของ Agrawal และคณะ (2005) พบว่ารําข้าวสาลีเหมาะสําหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดยเชือ้รา Beauveria feline ในสภาพเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็ง และ 
Sandhya และคณะ (2005) ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดยเปรียบเทียบ
ระหว่างการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว และอาหารแบบแข็ง พบว่า A. oryzae NRRL 1808 ท่ีเลีย้งใน
อาหารแบบแข็ง สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ดีกว่าการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว โดยมีคา่กิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสสูงถึง 31.2 ยูนิต/กรัมวัสดุหมัก Ali และคณะ (2011) ทดสอบการผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอสจาก M. anisopliae M408 ในอาหารเหลวท่ีมี N-acetylglucosamine และคิวติเคิลของ
หนอนใยผกัเป็นส่วนผสม พบวา่มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส 261.0±2.4 ยนูิต/มิลลิลิตร 
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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ืออธิบายปัจจัยท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium 
guizhouense PSUM02  

2. เพ่ือให้ได้เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบท่ีมีคา่กิจกรรมเอนไซม์สงูจากเชือ้รา Metarhizium 
guizhouense PSUM02 ในสภาวะการเลีย้งด้วยอาหารแข็ง 

3. เพ่ือทราบประสิทธิภาพของเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบและเชือ้รา Metarhizium 
guizhouense PSUM02 ในการควบคมุไส้เดือนฝอยรากปม (Meloidogyne incognita) ในมนั
ขีห้น ู(Coleus parvifolius Benth.) 
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บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1 การเตรียมต้นมันขีห้นูและการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปมเพ่ือใช้ในการทดสอบ 

1.1 การเตรียมต้นมันขีห้นู 
นําหวัมนัขีห้นท่ีูแตกหน่อ ยาว 3 – 5 เซนติเมตร ลกัษณะสมบรูณ์ ไม่เป็นโรค จาก

พืน้ท่ีแปลงเกษตรกร ตําบลเคร็ง อําเภอชะอวด จังหวัดนครศรีธรรมราช  ปลูกลงในกระถาง
พลาสตกิขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 6×6 นิว้ บรรจดุนิ (ตราดนิยายดวล) ผสมทรายหยาบอตัรา 1 : 1 
และนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 30 นาที และ
เก็บท่ีอณุหภูมิห้องนาน 24 ชัว่โมง ก่อนนําไปปลกู หวัมนัขีห้นหูนึ่งหวัตอ่กระถาง เม่ือต้นมนัขีห้นู
อายคุรบ 8 สปัดาห์ นําก่ิงพนัธุ์ขนาดความยาวจากปลายยอดต้นมนัขีห้นปูระมาณ 15 เซนติเมตร 
ไปใช้ในการเพิ่มปริมาณต้นมนัขีห้นเูพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป (ภาพท่ี 10) 

1.2 การเตรียมไส้เดือนฝอยรากปมด้วยเทคนิค single isolation 
นําหัวมันขีห้นูท่ีได้จากพืน้ท่ีเก็บตวัอย่าง ซึ่งมีลักษณะเป็นปุ่ มปมไปเตรียมเชือ้

บริสุทธ์ิ โดยแยกกลุ่มไข่ออกจากไส้เดือนฝอยรากปมเพศเมียท่ีเข้าทําลายในหัวมนัขีห้นูจํานวน  
1 กลุ่ม และย้ายกลุ่มไข่ไปแช่ในนํา้กลัน่ท่ีนึ่งฆ่าเชือ้ ทิง้ไว้ 3 วนั เพ่ือให้ไข่ฟักออกมาเป็นตวัอ่อน
ระยะท่ี 2 ตามวิธีการของ สญชยั ขวญัเกือ และ บญัชา ชิณศรี (2557) จากนัน้นําตวัอ่อนระยะท่ี 2 
ไปปลกูถ่ายลงในต้นต้นมนัขีห้นท่ีูได้เตรียมไว้  

1.3 การเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม 
แยกไส้เดือนฝอยจากรากต้นมันขีห้นูในข้อ 1.2 ด้วยการดดัแปลงวิธี blending 

and sieving (Coyne and Ross, 2014) โดยนํารากต้นมนัขีห้นมูาล้างนํา้ให้สะอาด ตดัรากให้มี
ความยาวประมาณ 1 เซนตเิมตร และนําไปใส่ในเคร่ืองป่ันเติมนํา้ให้ท่วม ใช้ความเร็วต่ําในการป่ัน 
นาน 10 วินาที จากนัน้เทผ่านตะแกรงร่อนละเอียด (sieve เบอร์ 200 และ 325) และเตรียม
ไส้เดือนฝอยแขวนลอยในนํา้ (ภาพท่ี 10) จากนัน้ทําการปลกูถ่ายลงในต้นมนัขีห้นท่ีูเตรียมไว้ ส่วน
ไส้เดือนฝอยรากปมตวัเต็มวยัเพศเมียบางส่วนนําไปจําแนกชนิดด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
และอณชีูววิทยาถงึระดบัชนิดตอ่ไป  
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1.4 การปลูกถ่ายไส้เดือนฝอยรากปมลงในต้นมันขีห้นู  
ก่อนปลูกถ่ายไส้เดือนฝอยต้องรดนํา้ต้นมันขีห้นูให้ชุ่ม จากนัน้เจาะดินให้เป็นรู

ห่างโคนต้น 1 เซนติเมตร จํานวน 3 รู เทไส้เดือนฝอยแขวนลอยลงไปในรูแล้วกลบดิน งดรดนํา้ 24 
ชั่วโมง เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยยังอยู่ตรงบริเวณท่ีต้องการจากนัน้ดูแลรดนํา้ วันละ 1 ครัง้ ใส่ปุ๋ ย  
(15 - 15 - 15) ทกุ ๆ เดือน ๆ ละครัง้ และตรวจสอบการเกิดรากปมเม่ือมนัขีห้นอูาย ุ4 สปัดาห์ 

 

ภาพท่ี 10 แผนผงัการเพิ่มปริมาณต้นมนัขีห้นแูละไส้เดือนฝอยรากปม 
 
2 การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมในมันขีห้นู 

2.1 การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยด้วยสัณฐานวิทยา  
2.1.1 ไส้เดือนฝอยเพศผู้   
นําตวัอยา่งดนิปลกูมนัขีห้นมูาแยกไส้เดือนฝอยรากปมเพศผู้ ด้วยตะแกรง

กรองละเอียดเบอร์ 325 จากนัน้เข่ียตวัอย่างไส้เดือนฝอยเพศผู้ลงบนสไลด์ นําสไลด์ลนผ่านไฟ
เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยหยดุการเคล่ือนไหว และวดัขนาดอวยัวะตา่ง ๆ ได้แก่ ความยาวและความกว้าง
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ของลําตวั ความยาวส่วนหวั ความยาวหลอดดดูอาหาร ความยาวส่วนหาง และความยาวอวยัวะ
เพศ เป็นต้น นําข้อมลูท่ีวดัได้ไปเปรียบเทียบกบัวิธีการของ Jepson (1987)  

2.1.2. ไส้เดือนฝอยเพศเมีย  
นํารากต้นมันขีห้นูท่ีเกิดปมท่ีมีกลุ่มไข่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 

ตดัเอาส่วนของรากบริเวณปมขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร และแช่ใน 45% (v/v) กรดแลคติก นาน 

24 ชัว่โมงจากนัน้เข่ียเอาไส้เดือนฝอยรากปมตวัเต็มวยัเพศเมียออกจากราก นําไปวดัขนาดของ

อวยัวะต่าง ๆ ได้แก่ ความกว้างและยาวของลําตวั ขนาดส่วนคอ และขนาดหลอดดดูอาหาร เป็น

ต้น จากนัน้ย้ายลงบนสไลด์ท่ีหยด mineral oil นําไปตดัรอยย่นส่วนก้นภายใต้กล้องสเตอริโอ โดย

ใช้เข็มปลายแหลมปากฉลามตดัระหว่างส่วนหัวและส่วนก้น (ธนากร จันทร์มาลี และวราภรณ์ 

ประกอบ, 2553) แล้วนํามาเปรียบเทียบกับภาพมาตรฐานของ International Meloidogyne 

Project (IMP) (Taylor and Sasser, 1978; Eisenback et al., 1981)  

2.1.3 ตวัออ่นไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2  
นําตวัออ่นไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 เข่ียลงบนสไลด์ และวดัขนาด

อวยัวะตา่ง ๆ ได้แก่ ลําตวั ความยาวสว่นหน้าของลําตวั (anterior body length) สว่นใสของหาง 
(hyaline tail) ความยาวของหาง และความยาวของหลอดดดูอาหาร แล้วนํามาเปรียบเทียบกบั
วิธีการจําแนกชนิดของ Jepson (1987)  

2.2 การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
2.2.1 การสกดัดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอยรากปม  
นําปมรากมนัขีห้นท่ีูมีกลุม่ไข ่โดยเข่ียเอาตวัเตม็วยัเพศเมียจํานวน 20 ตวั 

บดในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ท่ีเติม 2X CTAB buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และเติม 2% (w/v) 
protease K ปริมาตร 5 ไมโครลิตร นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 °C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้
เติม chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วนําไปหมุนเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 13,500 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดดูเอาของเหลวส่วนบน (epiphase) ใส่ลงในหลอด
ใหม่แล้วเติม isopropanol ซึ่งแช่เย็นในปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหว่ียงเป็นเวลา 15 
นาที เทส่วนลอย (supernatant) ทิง้ แล้วล้างตะกอนด้วยแอลกอฮอล์ (ethanol 70%) นําไปหมนุ
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เหว่ียงอีกครัง้โดยใช้เวลา 5 นาที หลงัจากนัน้นําตะกอนท่ีได้ไปเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซี
อาร์ตอ่ไป (ดดัแปลงวิธีจาก ภรณี สวา่งศรี, 2543)  

2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ประยุกต์ใช้เทคนิค PCR ตามขัน้ตอนของ Stanton และคณะ (1997) 

โดยใช้ไพร์เมอร์ RK28S(F) (5’-CGGATAGAGTCGGCGTATC-3’) และ MR(R) (5'-
AACCGCTTCGGACTTCCACCAG-3’) สารละลายท่ีใช้ในปฎิกริยาทัง้หมด 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย DNA template 2 ไมโครลิตร Forward Primer 1 ไมโครลิตร Reward Primer 1 
ไมโครลิตร Dreamtaq Mastermix (Thermo Scientific™, Lithuania) 25 ไมโครลิตร และ RNase-
free water 21 ไมโครลิตร นําไปเข้าเคร่ือง Thermal Cycler (BIO-RAD T100™) ตัง้คา่โปรแกรม
ระยะเวลาและอณุหภูมิดงันี ้initial denaturation ท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 
1 รอบ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส นาน 45 นาที extension ท่ีอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ทําซํา้จํานวน 40 รอบ 
และ terminal extension ท่ีอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที (Ye et al., 2015) จากนัน้
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ท่ีมีความ
เข้มข้น 1% กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที นําไปตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV 
Transilluminator (BLooK LED transilluminator, Taiwan) 

2.2.3 การหาลําดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) และวิเคราะห์
ความเหมือนของนิวคลีโอไทด์  

หาลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ ณ บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ หลังจากนัน้นําข้อมูลลําดับเบสท่ีได้เทียบกับฐานข้อมูลโดยใช้
โปรแกรม BLAST จากฐานข้อมลูใน GenBank (website http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพ่ือหา
ชนิดของไส้เดือนฝอยท่ีมีความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกนัมากท่ีสดุ 

2.2.4 การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ  
นําลําดบันิวคลีโอไทด์ของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีได้จากการทดลอง และ

จากฐานข้อมูล GenBank ท่ีมีความใกล้เคียงกับตวัอย่าง มาจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วย 
Clustal W (alignment) ในโปรแกรม BioEdit (Thompson et al., 1994) จากนัน้นําข้อมลูท่ีได้มา
สร้างแผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ด้วยวิธี neighbor joining ด้วยโปรแกรม MEGA 7 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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กําหนดค่าความเช่ือมั่น (Bootstrap analysis) ให้มีค่าเท่ากับ 1000 ซึ่งค่า Bootstrap มี
ความสมัพนัธ์กับความเช่ือมัน่ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการโดยค่า Bootstrap ≥ 
85% แสดงถึงความเช่ือมัน่ระดบัท่ีสงู 

3 การเตรียมเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 
นําเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัย

ควบคุมศตัรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ ศูนย์ภาคใต้ (นริศ ท้าวจันทร์ และคณะ, 2554) มาเพิ่ม
ปริมาณโดยเพาะเลีย้งในจานเลีย้งเชือ้ขนาด 90 มิลลิเมตร บนอาหาร sabouraud dextrose agar 
with yeast extract (SDAY) ท่ีมีส่วนผสมได้แก่ dextrose 10.0 กรัม peptone 2.5 กรัม yeast 
extract 2.5 กรัม ผงวุ้น 20.0 กรัม และนํา้ 1 ลิตร โดยบม่ในตู้บม่เชือ้อณุหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 14 วัน หรือจนกว่าเชือ้ราสร้างสปอร์ (นริศ ท้าวจนัทร์ และอนุชิต ชินาจริยวงศ์, 2551) 
จากนัน้เตรียมเป็นสปอร์แขวนลอยเพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ (inoculum) โดยนํานํา้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ผสม 
0.1% Tween 20 เทลงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใช้กระจกสไลด์ขดูผิวหน้า
โคโลนีเชือ้ราเบา ๆ เทสปอร์ใส่ลงบีกเกอร์ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ จากนัน้นบัสปอร์ด้วย hemacytometer 
แล้วปรับความเข้มข้นให้ได้ 1×104 สปอร์/มิลลิลิตร 
 

4 การคัดเลือกสูตรอาหาร และหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรตเิอส  

4.1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอสของเชือ้ Metarhizium guizhouense 
PSUM02 เบือ้งต้น 

นําเชือ้ราเขียว M. guizhouense PSUM02 ท่ีเลีย้งในอาหาร SDAY นาน 7 วนั 
จากนัน้เจาะชิน้วุ้นและนํามาวางบนอาหาร casein agar ท่ีมี 1% (w/v) เคซีน (casein) ใน
สว่นประกอบดงันี ้NaCl 3 มิลลิกรัม MgSO4 30 มิลลิกรัม KH2PO4 15 มิลลิกรัม และผงวุ้น 2 กรัม 
ต่อนํา้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 14 วัน เพ่ือทดสอบการสร้างเอนไซม์ 
โปรติเอสโดยวดัขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางวงใส (clear zone) รอบโคโลนีเชือ้ราบนจานอาหาร 
casein agar (ภาพท่ี 11) 
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ขนาดของวงใส = X - Y 

X = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของวงใส 
Y = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีเชือ้รา 

ภาพท่ี 11 การวดับริเวณจดุวงใส (clear zone) รอบโคโลนีเชือ้รา 

4.2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการสร้าง
เอนไซม์โปรตเิอสในสภาวะการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) 

4.2.1 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ 
โปรตเิอสโดย Metarhizium guizhouense PSUM02 

เตรียมอาหารแข็งโดยนําเมล็ดธัญพืชและวัสดุเหลือใช้ทางเกษตร 11 
ชนิด ได้แก่ ข้าวโอ๊ต ข้าวกล้อง จมูกข้าวสาลี ถั่วลิสง ถั่วเขียว ถั่วเหลือง ถั่วดํา ปลาป่น ผงนมถั่ว
เหลือง รําข้าวสาลี และลูกเดือย มาใช้เป็นวตัถดุิบ (แหล่งคาร์บอน) ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
จากการเพาะเลีย้งเชือ้ M. guizhouense PSUM02 ด้วยอาหารแบบแข็ง โดยนําวัตถุดิบมา
บดละเอียดด้วยเคร่ืองป่ันนํา้ผลไม้ให้มีขนาดเล็ก จากนัน้ละลาย 1% เพปโตน (w/v) ผสมลงใน 
mineral solution ท่ีมีส่วนประกอบคือ NaCl 0.1 กรัม MgSO4 0.1 กรัม และ KH2PO4 0.2 กรัม และ
นํามาผสมกับวตัถุดิบเข้าด้วยกัน โดยมีอตัราส่วนผสมปริมาตรนํา้หนกั 1 : 4 (วตัถุดิบ 2.5 กรัม/ 
mineral solution 10 มิลลิลิตร) ตอ่ขวดชมพู่ 1 ขวด นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที จากนัน้ปลูกเชือ้ราโดยใส่ชิน้วุ้นเชือ้ราขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 ชิน้ 
ตอ่ขวดชมพู ่1 ขวด บม่ไว้นาน 7 วนั ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้สกดัสารละลายเอนไซม์
ตามวิธีข้อ 6 และนําไปวดัคา่กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสตอ่ไป 
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4.2.2 การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ 
โปรตเิอสของเชือ้ Metarhizium guizhouense PSUM02 

หลงัจากคดัเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีให้ผลดีท่ีสดุจากการทดลอง 4.2.1 จึง
นํามาเป็นวัตถุดิบในการทดสอบหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการกระตุ้ นให้เชือ้ราสร้าง
เอนไซม์โปรติเอส โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีนํามาทดสอบ 5 ชนิด ได้แก่ ammonium chloride 
(NH4Cl), ammonium sulfate ((NH4)2SO4), peptone, potassium nitrate (KNO3) และ yeast 
extract โดยผสมแหล่งไนโตรเจน 1% (w/v) ในสารละลาย mineral solution 10 มิลลิลิตร ส่วนชดุ
ควบคุมใช้ mineral solution เพียงอย่างเดียว โดยปลูกถ่ายเชือ้ราเหมือนกับวิธีการทดลองท่ี 
กล่าวมาแล้วข้างต้น นําอาหารท่ีมีส่วนผสมของแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิดไปเลีย้งเชือ้รา  
M. guizhouense PSUM02 ด้วยวิธีเดียวกบัการคดัเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม จากนัน้เม่ือ
ครบ 7 วนั สกดัสารละลายเอนไซม์และนําไปวดัคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 

4.3 การทดสอบปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา 
Metarhizium guizhouense PSUM02 

4.3.1 อณุหภมูิ 
เตรียมอาหารแบบแข็งท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนจากการทดลอง

ข้อ 4.2 ในอตัราส่วน 1:4 จากนัน้นําไปเลีย้งเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 บม่ท่ีอุณหภูมิท่ี
แตกตา่งกนั ได้แก่ 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั จากนัน้เม่ือครบระยะเวลาทํา
การสกดัสารละลายเอนไซม์และนําไปวดัคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอส  

4.3.2 ระยะเวลาการบม่เชือ้ 
เตรียมอาหารแบบแข็งท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนจากการทดลอง

ข้อ 4.2 ในอตัราส่วน 1:4 จากนัน้นําไปเลีย้งเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 บม่ท่ีอณุหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส แล้วสกดัสารละลายเอนไซม์ไปวดัคา่กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสทกุ ๆ 2 วนั เป็น
เวลาประมาณ 3 สปัดาห์ 

4.3.3 อตัราสว่นระหวา่งของแข็งและของเหลว (S:L ratio)  
เตรียมอาหารแบบแข็ง ท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนได้จากการ

ทดลองข้อ 4.2 จากนัน้ทดสอบอตัราส่วนระหว่างวตัถดุิบของแข็งและของเหลว (mineral solution) 
ดงันี ้คือ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 แล้วนําไปเลีย้งเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 บม่
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เชือ้ไว้ท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 11 วนั จากนัน้สกดัสารละลายเอนไซม์เพ่ือไปวดัคา่
กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสตอ่ไป  

4.3.4 ปริมาณไนโตรเจน 
เลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดจากการทดลอง 4.2.2 นํามาทดสอบหา

ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยผสมลงใน mineral solution ในความเข้มข้น 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 
และ 4% (w/v) นําอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตล่ะความเข้มข้นไปเลีย้งเชือ้รา M. guizhouense 
PSUM02 บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 11 วนั จากนัน้สกดัสารละลายเอนไซม์เพ่ือนําไปวดั
คา่กิจกรรมเอนไซม์ตอ่ไป  

4.3.5 คา่ความเป็นกรด - ดา่ง (pH) 
ตรวจสอบคา่ pH ใน mineral solution ซึง่ผสมเพปโตน 2.5% (w/v) โดย

ปรับคา่ pH ตัง้แต ่ 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ด้วยสารละลาย 1 N NaOH และ 1 N HCl สว่นชดุ
ควบคมุไมมี่การปรับ pH จากนัน้นําอาหารแบบแข็งท่ีเติม mineral solution แตล่ะ pH ไปเลีย้งเชือ้รา 
M. guizhouense PSUM02 บม่เชือ้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 11 วนั และสกดั
สารละลายเอนไซม์เพ่ือไปวดัคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอสตอ่ไป 

4.4 การทดสอบบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์โปรตเิอส 
เตรียมอาหารแข็งโดยมีรําข้าวสาลี และ 2.5% (w/v) เพปโตนท่ีผสมใน mineral 

solution ในอตัราส่วน 1:3 บม่ท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 11 วนั จากนัน้นําสารละลายบฟัเฟอร์ 
50 mM acetate buffer (pH 5.0 และ 6.0), 50 mM potassium phosphate buffer; KPB (pH 6.0, 7.0, 
และ 8.0), 50 mM glycine – NaOH buffer (pH 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0) และ 50 mM hydroxide – 
chloride buffer (pH 11.0 และ 12.0) (Nakagawa et al., 1985) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติมลงไปใน
ขวดอาหารเลีย้งเชือ้ราเพ่ือสกัดสารละลายเอนไซม์ จากนัน้บดเชือ้ราท่ีเกาะบนอาหารให้มีขนาด
เล็กและกวนให้เข้ากันทําในถังท่ีบรรจุนํา้เย็น โดยบ่มไว้นาน 1 ชัว่โมง นําไปวัดค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์โปรตเิอสตอ่ไป 
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4.5 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียร (stability) ของค่ากิจกรรม
เอนไซม์โปรตเิอส 

นําสารละลายเอนไซม์โปรติเอสท่ีทราบคา่กิจกรรมของเอนไซม์แล้วเป็นคา่เร่ิมต้น 
(initial activity; ia) จากนัน้ตรวจสอบความเสถียรของคา่กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะ
ตา่ง ๆ ดงันี ้

4.5.1 ผลของอณุหภมูิในการบม่ 
นําสารละลายเอนไซม์โปรติเอสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด 

ไมโครเซนตริฟิวส์แล้วนําไปบม่ใน heat box รุ่น MD-mini (Major Science, U.S.A.) ท่ีอณุหภูมิ 
30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้วดัคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส
ท่ีเหลืออยู ่(remaining activity)  

4.5.2 ผลของอณุหภมูิในการเก็บรักษา 
เก็บรักษาเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบท่ีอณุหภูมิ -20, 10 องศาเซลเซียส 

และอุณหภูมิห้อง (ประมาณ 28±2 องศาเซลเซียส) โดยวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสท่ี
เหลืออยูท่กุ ๆ 2 สปัดาห์ เป็นระยะเวลานาน 6 เดือน 

 
5 การตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอส (protease activity) ในเชิงปริมาณ  

วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสโดยใช้เคซีน (casein) เป็นสารตัง้ต้น  
มีส่วนผสม (reaction mixture) ประกอบด้วยสารละลายเอนไซม์สกัดหยาบ 1 มิลลิลิตร และ
สารละลายเคซีนเข้มข้น 0.65% ใน 50 mM KPB pH 7.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เกิดปฎิกิริยา นาน 10 นาที แล้วหยุดปฎิกิริยาด้วย 110 mM 
Trichloroacetic acid (TCA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วทิง้ตัง้ไว้ให้ตกตะกอน นําไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที นําส่วนใส 2 มิลลิลิตร มาใส่หลอดทดลอง 
จากนัน้เติม 500 mM Na2CO3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติม 500 mM (v/v) Folin-Ciocalteu 
reagent (Folin and Ciocalteu, 1929) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั บม่ไว้ 30 นาที ท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําไปวดัคา่ดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer รุ่น 
UV 5300 (METASH, China) ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (Anson, 1938) ซึ่งคา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ (enzyme activity) 1 ยนูิต (Unit; U) เป็นปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยเคซีนได้เป็น
กรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  
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การสร้างกราฟมาตรฐานของกรดอะมิโนไทโรซีน ทําได้โดยเตรียมสารละลาย  
1.1 mM ไทโรซีนใส่ในหลอดทดลอง ซึ่งเติมสารละลายไทโรซีนความเข้มข้น 1.1 mM ปริมาตร 
0.05, 0.10, 0.20, 0.40 และ 0.50 มิลลิลิตร ส่วนหลอด blank ไม่ใส่สารละลายไทโรซีน จากนัน้
เติมนํา้กลั่นให้ได้ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติม 500 mM Na2CO3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติม  
500 mM (v/v) Folin-Ciocalteu reagent 1 มิลลิลิตร นําไปบม่ท่ี อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที นําไปวดัคา่ดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer (METASH, UV5300) ท่ี
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และนําไปสร้างกราฟมาตรฐานของกรดอะมิโน คํานวณคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสเทียบกับคา่ท่ีได้จากกราฟมาตรฐานของกรดอะมิโนไทโรซีน ดงัสมการดงันี  ้
(Cupp-Enyard, 2008) 

 
Protease activity (U/ml) = 

A  = ความเข้มข้นของไทโรซีนท่ีได้จากการคํานวณจากกราฟมาตรฐานไทโรซีน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
VT = ปริมาตรของสารละลายทัง้หมดในหลอดทดลอง (มิลลิลิตร) 
VE = ปริมาตรของเอนไซม์ตวัอย่างท่ีใช้ในหลอดทดลอง (มิลลิลิตร) 
T = เวลาท่ีเอนไซม์ทําปฏิกิริยากบัสบัสเตรท (นาที) 
VU = ปริมาตรของสารละลายในหลอดควิเวทท์ 
 
6 การสกัดเอนไซม์โปรตเิอสแบบสกัดหยาบ 

หลงัจากบม่เลีย้งเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 บนอาหารแข็งท่ีได้ทดสอบ
ในระยะเวลาท่ีกําหนดแตล่ะการทดลองแล้ว นํามาสกดัเอนไซม์ด้วยการเติม 50 mM KPB pH 7.0 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บดเชือ้ราท่ีเกาะบนอาหารให้มีขนาดเล็กและกวนให้เข้ากนัทําในถงัท่ีบรรจุ
นํา้เย็น บม่นาน 1 ชัว่โมง นําไปป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บส่วนใส ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ท่ีอณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไปกรองอีกครัง้ด้วยเคร่ืองกรองแบคทีเรียท่ีมีกระดาษ
กรองขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร (Millipore filter) แบบสญูญากาศ จากนัน้เก็บส่วนใสท่ีได้ไว้ใน
หลอดไมโครเซนตฟิิวส์ขนาด 50 มิลลิลิตร และนําไปวดัเอนไซม์โปรตเิอสตอ่ไป  

 

A×(VT) 
(VE)×(T)×(VU) 
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7 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 

การแยกขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ด้วยเค ร่ือง  Vertical 
Electrophoresis (OmniPage Mini, Cleaver Scientific, UK) จะประกอบด้วยเจล 2 ส่วน คือ 
12% separating gel และ 4% stacking gel (ตางรางท่ี 1)  

ตารางท่ี 1 สว่นประกอบการเตรียมเจล SDS-PAGE 

ส่วนประกอบ 
4% Stacking gel  

(มิลลิลิตร) 
12%Separating 
gel (มิลลิลิตร) 

30%Acrylamide-0.8% Bis-acrylamide (w/v) 0.67 4 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25 - 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 - 2.6 
10% (w/v) SDS  0.05 0.1 
10% (w/v) ammonium persulphate  0.05 0.1 
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 0.005 0.01 
Distilled water 2.975  3.2 
Total 5.0 10.0 

จากนัน้ดดูเอนไซม์สกัดหยาบ (crude enzyme) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดไมโครเซนติฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมกบั 5X loading dye (0.05%(w/v) bromophenol 
blue, 10% SDS, 20% glycerol, 10 mM mercaptoethanol และ 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8) 
อตัราส่วน 1:1 และนําไปต้มในนํา้เดือดนาน 5 นาที จากนัน้นําตวัอย่างท่ีผ่านการต้มไปแยกขนาด
โปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าตามวิธีการของ Laemmil (1970) โดยนําตวัอย่างท่ีเตรียมไว้ดดูลงใส่ใน
ช่องเจล โดยช่องแรกใส่โปรตีนมาตรฐาน (Protein ladder 10-250 kDa, BioLabs, UK) และช่อง
ถดัไปใสต่วัอยา่งเอนไซม์สกดัหยาบท่ีได้จากการทดลอง จากนัน้เติม 1X SDS buffer ลงในอปุกรณ์
ให้ท่วมเจล และตัง้คา่กระแสไฟฟ้าโดยใช้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์ เวลา 15 นาที เม่ือตวัอย่างถึง
ชัน้เจล separating gel ให้ปรับกระแสไฟฟ้าเพิ่มขึน้เป็น 120 โวลต์ นาน 60 นาที จากนัน้เม่ือครบ
ระยะเวลาให้นําเจลออกมาย้อมสีด้วย staining solution (0.3% (w/v) Coomassie Brilliant Blue 
R-250, 45% methanol, 10% glacial acetic acid และ 45% distilled water) เป็นเวลา 10 นาที 
ล้างเจลด้วย destaining solution (20% methanol, 10% glacial acetic acid และ 70% 
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distilled water) 3 - 5 ครัง้ แช่ในนํา้เปล่าข้ามคืนแล้วตรวจดกูารปรากฏของแถบโปรตีนเทียบกบั
โปรตีนมาตรฐาน 

 
8 การคัดเลือกสารละลายเคมี (chemical solution) ที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นการฟักไข่
ไส้เดือนฝอยรากปม  

เข่ียกลุ่มไข่ออกจากตวัเต็มวยัเพศเมียท่ีเข้าทําลายรากมนัขีห้นูประมาณ 15 – 20 
กลุ่ม จากนัน้นํามาแช่ 1% sodium hypochlorite (NaOCl) นาน 3 นาที แล้วเขย่าแรง ๆ นาน 3 
นาที กรองผ่านตะแกรงเบอร์ (mesh number) 500 แล้วล้างด้วยนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้ 3 ครัง้ ครัง้ละ  
5 นาที (กนกพรรณ, 2544) หลงัจากนัน้ทําการนบัจํานวนไข่ทัง้หมด ปรับความเข้มข้นไข่แขวนลอย
ให้ได้ 20 ฟอง/ไมโครลิตร ใช้ไมโครปิเปตดูดไข่ไส้เดือนฝอยใส่ในจานเลีย้งเชือ้ ขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลาง 6 เซนติเมตร จํานวน 20 ฟองต่อจานเลีย้งเชือ้ซึ่งไข่ท่ีใช้ในการทดสอบมีระยะแตกต่าง
กัน จากนัน้ทําการทดสอบสารละลายเคมีท่ีเหมาะสมต่อการกระตุ้นการฟักไข่ไส้เดือนฝอย โดย
สารละลายเคมีทดสอบได้แก่ zinc sulfate (ZnSO4), zinc chloride (ZnCl2), potassium nitrate 
(KNO3), magnesium sulfate (MgSO4) และ calcium chloride (CaCl2) โดยแตล่ะชนิดใช้ความ
เข้มข้น 3 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเตมิลงในจานเลีย้งเชือ้ท่ีมีไข่ไส้เดือนฝอยจากการเตรียมใน
ขัน้ตอนแรก (Tefft et al., 1982) จากนัน้บนัทึกผลค่าเฉล่ียอตัราการฟักไข่ไส้เดือนฝอยทกุ 24 
ชัว่โมง เป็นเวลา 10 วนั โดยเปรียบเทียบกับนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมับูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) ทําการทดลอง 3 ซํา้ตอ่กรรมวิธี และ
วิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิต ิ

 
9 การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ และสปอร์เชือ้รา Metarhizium 
guizhouense PSUM02 ต่ออัตราการฟักไข่ และการตายของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม
ระยะที่ 2  

9.1 การเตรียมไข่และตัวอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 
วิธีการเตรียมไข่ทําเช่นเดียวกับข้อ 8.1 จากนัน้เก็บไข่ไว้เพ่ือการทดสอบผลของ

เอนไซม์โปรติเอสตอ่อตัราการฟักไข่ และนํากลุ่มไข่บางส่วนไปกระตุ้นให้ฟักเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 2 
โดยแช่ในสารละลายเคมีจากข้อ 8.2 บม่ไว้ท่ีมืด อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Okada, 1971) และ
ทําการแยกตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 ท่ีฟักออกจากไข่ทกุ ๆ 24 ชัว่โมง ด้วยวิธี Baermann tray 
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(Whitehead and Hemming, 1965) และนบัจํานวนตวัอ่อนระยะท่ี 2 ภายใต้กล้องสเตอริโอ ให้ได้
ตวัออ่นไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 จํานวน 20 ตวั/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปใช้การทดลองตอ่ไป  

9.2 การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่ออัตราการฟักไข่
ของไส้เดือนฝอยรากปม 

นําไข่ไส้เดือนฝอยท่ีเตรียมจากข้อ 9.1 มาล้างด้วยสารปฏิชีวนะ streptomycin 
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นาน 1 นาที แล้วล้างด้วยนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้อีก 2 ครัง้ ครัง้ละ 5 
นาที จากนัน้ดดูไขแ่ขวนลอยใสล่งในไมโครเพลท 96 หลมุ หลมุละ 1 ไมโครลิตร ซึ่งแบง่การทดลอง
เป็น 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํา้ ซํา้ละ 100 ฟอง จากนัน้เติมสารละลายแต่ละกรรมวิธี โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ ได้แก ่
กรรมวิธีท่ี 1 นํา้กลัน่ฆา่เชือ้ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ไขไ่ส้เดือนฝอย 
กรรมวิธีท่ี 2 เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบท่ีได้จากการทดลองท่ี 4 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ไข่

ไส้เดือนฝอย 
กรรมวิธีท่ี 3 สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM02 104 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร+ ไขไ่ส้เดือนฝอย 
กรรมวิธีท่ี 4 สารเคมีฟิโปรนิล (fipronil 5% (w/v) SC ความเข้มข้น 1 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ไขไ่ส้เดือนฝอย 
กรรมวิธีท่ี 5 เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ + สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM02 104 

สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร+ ไขไ่ส้เดือนฝอย 

จากนัน้วิเคราะห์ผลโดยคํานวณอตัราการฟักไข่เป็นตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือน
ฝอยรากปมโดยตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบหวักลบั (ย่ีห้อ Leica Microsystems รุ่น IDMll) 
ทกุ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 7 วนั และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียในแตล่ะกรรมวิธี 

9.3 การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่ออัตราการตายของ
ตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่ 2  

นําตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 ท่ีได้จากการกระตุ้นให้ฟักไข่ด้วยสารละลายเคมีใน
ข้อ 8.2 เพ่ือให้ได้ตวัอ่อนไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 ท่ีอายเุท่ากนัมาใช้ในการทดสอบ จากนัน้ล้างด้วยนํา้
กลัน่ฆ่าเชือ้ 1 ครัง้ และล้างด้วยสารปฏิชีวนะ streptomycin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
นาน 1 นาที แล้วล้างด้วยนํา้กลั่นฆ่าเชือ้อีก 2 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ดูดตวัอ่อนไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2  
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ใส่ในไมโครเพลท 96 หลมุ หลมุละ 1 ไมโครลิตร ซึ่งแบง่การทดลองเป็น 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํา้ 
ซํา้ละ 100 ตวั จากนัน้เตมิสารละลายแตล่ะกรรมวิธี โดยวางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ ได้แก่ 
กรรมวิธีท่ี 1 นํา้กลัน่ฆา่เชือ้ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 
กรรมวิธีท่ี 2 เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบท่ีได้จากการทดลองท่ี 4 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ตวั

ออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 
กรรมวิธีท่ี 3 สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM02 104 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร+ ตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 
กรรมวิธีท่ี 4 สารเคมีฟิโปรนิล (fipronil 5% (w/v) SC ความเข้มข้น 1 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร + ตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี2 
กรรมวิธีท่ี 5 เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ + สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM02 104 

สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร+ ตวัออ่นไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 

จากนัน้วิเคราะห์ผลโดยคํานวณอตัราการตายของตวัอ่อนระยะท่ี 2 โดยตรวจสอบ
ด้วยกล้องจลุทรรศน์ ทกุ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 1 สปัดาห์และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียใน
แตล่ะกรรมวิธี  

9.4 การศึกษาความผิดปกติของเปลือกไข่และตัวอ่อนระยะที่  2 ของ
ไส้เดือนฝอยรากปมภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

นําตวัอย่างไข่ และตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากบม่นาน 24 
ชัว่โมงในแตล่ะกรรมวิธีดงัข้อ 9.2 และ 9.3 มาศกึษาลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope; SEM) โดยนําตวัอย่างมาแช่ลงในสารละลายท่ีมี 2.5% 
glutaraldehyde ใน 0.1M phosphate buffer นาน 4 ชัว่โมง ล้างด้วย 0.1M phosphate buffer 
3-4 ครัง้ จากนัน้นําตวัอย่างมาดงึนํา้ออก (dehydrate) ด้วย ethanol ท่ีความเข้มข้น 50, 60, 70, 
80, 90 และ 100 % ตามลําดบั โดยแช่แตล่ะความเข้มข้น 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที แล้วทําตวัอย่าง
ให้แห้งด้วยเคร่ือง critical point drier (CPD) หลงัจากนัน้นําตวัอย่างแห้งมาติดบนแท่น stub ทํา
การเคลือบตวัอย่างด้วยอนุภาคทองคํา แล้วจึงนําไปศึกษาความผิดปกติของเปลือกไข่ และผนัง
ลําตวัของตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด รุ่น Quanta 400  
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10 การวัดปริมาณโปรตีน 
นําตวัอย่างไข่ และตวัอ่อนไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 จากการทดลองข้อ 9.2 และ 9.3 

ในวนัสุดท้ายของการบนัทึกผล โดยดดูตวัอย่างแต่ละกรรมวิธีมา 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดเซนติฟิวส์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียง 10,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เพ่ือให้ตวัอย่าง
ตกตะกอนลงก้นหลอด แล้วดูดของเหลวออก 500 ไมโครลิตร แล้วเติมด้วยนํา้กลั่นอีก 500 
ไมโครลิตร ทําซํา้อีก 2 ครัง้ เพ่ือล้างเอนไซม์ท่ีได้ทดสอบไว้ออกให้หมด นําไปบดให้ละเอียดด้วย
เคร่ือง Homogenizer (รุ่น D-160, DLAB) จากนัน้วดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการท่ีดดัแปลงมาจาก 
Bradford (1976) โดยดดูตวัอยา่งแตล่ะกรรมวิธีมา 500 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แล้วเติมสาร 
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 
5 นาที จากนัน้นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 
595 นาโนเมตรและคํานวณเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของโบวินซีรัมอลับมูิน (bovien serum 
albumin; BSA) 
 
11 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

แต่ละการทดลองวิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิธี Analysis of Variance; ANOVA 
โปรแกรม statistical package for the social sciences (IBM SPSS version 22) โดย
เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียในแตล่ะกรรมวิธีด้วย Tukey’s Range Test ส่วนในการ
คํานวณอตัราการฟักไข่และอตัราการตายของตวัอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 (%) ดงัวิธีการ
ของ Sun และคณะ (2006)  

อตัราการฟักไขข่องไส้เดือนฝอยรากปม (%) =  
 

อตัราการตายของตวัอ่อนระยะท่ี 2 (%) = 
  

ตวัอ่อนระยะท่ี 2 
จํานวนไขท่ัง้หมด 

ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ท่ีตาย 
จํานวนไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 ทัง้หมด 

× 100 

× 100 
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บทที่ 3 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
1 ผลการจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมในมันขีห้นู 

เม่ือนําตวัอย่างไส้เดือนฝอยรากปมท่ีเข้าทําลายมันขีห้นูมาจัดจําแนกชนิดโดย
เทียบเคียงกับคู่มือหนังสือของ Jepson (1987) และภาพมาตรฐานของ International 
Meloidogyne Project (Taylor and Sasser, 1978; Eisenback et al., 1981) ซึ่งจําแนกได้เป็น
ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita โดยมีลกัษณะสณัฐานวิทยาดงันี ้ 

ไส้เดือนฝอยรากปมตวัเตม็วยัเพศผู้   
ลักษณะไส้เดือนฝอยรากปมตวัเต็มวัยเพศผู้ มีลําตัวเป็นเส้นด้าย (vermiform) 

เช่นเดียวกบัตวัอ่อนระยะท่ี 2 แตมี่ขนาดท่ียาวกว่า (ภาพท่ี 12 ก) ส่วนปลายหางมีลกัษณะคล้าย
คร่ึงวงกลมและมองเห็นอวยัวะเพศ (spicule) ได้อย่างชดัเจน ซึ่งจากการวดัขนาดอวยัวะต่าง ๆ 
พบว่ามีความยาวลําตัวเฉล่ีย 1733.1±127.2 ไมโครเมตร ความกว้างของลําตัว 33.0±2.6 
ไมโครเมตร ส่วนหวัมีลกัษณะพิเศษต่างจากไส้เดือนฝอยชนิดอ่ืน สามารถสงัเกตไุด้จากริมฝีปาก
ด้านในกลมใหญ่ ตรงกลางเว้าและคอ่นข้างสงูกว่าริมฝีปาก โดยมีความยาวส่วนหวัเฉล่ีย 6.7±0.2 
ไมโครเมตร และความยาวส่วนต้นของลําตัว (ระยะห่างจากหัวถึงปลายท่อหลอดดูดอาหาร) 
24.9±0.9 ไมโครเมตร สําหรับหลอดดูดอาหาร (stylet) มีลกัษณะรูปร่างคล้ายกรวย แข็งแรง  
มีรูเปิดของทอ่ทางเดินอาหารอยู่ด้านล่างห่างจากปลายของหลอดดดูอาหารประมาณ 1 ใน 4 ของ
ความยาวรูปกรวย บริเวณปลายหลอดดูดอาหารมีลักษณะทู่ ไม่แหลม และส่วนหน้าของปุ่ ม 
(knob) มีลักษณะคล้ายใบมีด ส่วน knob มีลักษณะกลมมนและยืดยาวออกทางด้านข้าง  
(ภาพท่ี 12 ข) โดยวดัขนาดความยาวหลอดดดูอาหารเฉล่ียได้ 18.8±0.7 ไมโครเมตร และขนาด
ของอวยัวะเพศ มีความยาวเฉล่ีย 31.3±2.0 ไมโครเมตร ซึ่งอยู่บริเวณใกล้กับส่วนหางมีลกัษณะโค้ง
เล็กน้อย (ภาพท่ี 12 ค) 
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ภาพท่ี 12 ไส้เดือนฝอยรากปมตวัเตม็วยัเพศผู้ ; ลําตวั (ก), หลอดดดูอาหาร (ข) และอวยัวะเพศ (ค)  
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ตวัอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2  
ตวัออ่นไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 มีลกัษณะหวัท้ายเรียว (ภาพท่ี 13 ก) และมี

ริมฝีปากเหมือนดมัเบล (dumbbell) สามารถวดัขนาดความยาวของลําตวัเฉล่ียได้ 423.2±23.2 
ไมโครเมตร ความกว้างลําตวัมีขนาดเฉล่ีย 12.81±1.6 ไมโครเมตร หลอดดดูอาหารสัน้กว่าเพศผู้
ตวัเตม็วยั (ภาพท่ี 13 ข) โดยวดัขนาดความยาวเฉล่ียได้ 11.2±1.5 ไมโครเมตร ส่วนความยาวส่วน
ต้นของลําตวัมีคา่เฉล่ีย 15.2±0.5 ไมโครเมตร สําหรับขนาดความยาวของหาง (ส่วนคอดลําตวัถึง
ปลายหาง) วดัได้ 49.8±2.3 ไมโครเมตร และลกัษณะปลายหางมีรูปร่างเรียวยาว (ภาพท่ี 13 ค) 
และจะมีช่องว่างระหว่างปลายหางท่ีไม่มีสี เรียกว่า hyaline tail ซึ่งสามารถวดัความยาวเฉล่ียได้ 
9.2±0.8 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 13 ง) 

 

 

ภาพท่ี 13 ตวัอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2; ลําตวั (ก), หลอดดดูอาหาร (ข), ส่วนหาง (ค) 
และปลายหางสว่นใส (ง) 
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ไส้เดือนฝอยรากปมตวัเตม็วยัเพศเมีย  
ตวัเต็มวยัเพศเมียในสกุล Meloidogyne spp. มีลกัษณะแตกต่างจากเพศผู้  และ

ไส้เดือนฝอยศตัรูพืชสกุลอ่ืน ๆ เช่น Aphelenchoides spp., Hirschmanniella spp. และ 

Radophorus spp. (Dropkin, 1980) เป็นต้น โดยตวัเต็มวยัเพศเมียเปล่ียนแปลงรูปร่างคล้ายลกูแพร์ 
(ภาพท่ี 14 ก) ซึ่งมีขนาดความยาวลําตวั 665.9± 35.3 ไมโครเมตร และมีความกว้างลําตวั 450.5± 
39.4 ไมโครเมตร ส่วนหลอดดดูอาหารมีลกัษณะเช่นเดียวกับเพศผู้  (ภาพท่ี 14 ข) ซึ่งมีขนาดความ
ยาวเฉล่ีย 16.0±1.0 ไมโครเมตร และความยาวส่วนคอ 237.6±23.4 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 14 ค) 

อีกหนึ่งลกัษณะท่ีสําคญั และได้รับการยอมรับอย่างแพร่หลายในการจดัจําแนก
ชนิดของไส้เดือนเดือนฝอยรากปม คือ รูปแบบของรอยย่นส่วนก้น (perineal pattern) ของเพศเมีย
ตัวเต็มวัย ซึ่งลักษณะลายเส้นสามารถบ่งบอกได้ถึงระดับชนิด โดยดูจากรูปแบบการเรียงตัว  
การขาดตอน และความเรียบของลายเส้น จากการจดัจําแนกลกัษณะรอยย่นส่วนก้นของไส้เดือน
ฝอยรากปมในมนัขีห้น ูมีลกัษณะแนวเส้นกรอบด้านหลงั (dorsal arch) สงู เส้นรอยย่นค่อนข้าง
ละเอียด และขาดเป็นเส้นสัน้ ๆ เรียบจนเป็นแบบคล่ืนหรือหยกัศกเล็กน้อย (ภาพท่ี 14 ง) ซึ่งมีลกัษณะ
ตรงกบัไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita และต่างจากไส้เดือนฝอยรากปมชนิดอ่ืน (ภาพท่ี 15) และ
จากการจดัจําแนกชนิดทางสณัฐานวิทยาของไส้เดือนฝอยรากปม พบว่าอวยัวะส่วนตา่ง ๆ ของตวั
เต็มวยัเพศผู้  และตวัอ่อนระยะท่ี 2 มีขนาดอยู่ในช่วงเดียวกบังานวิจยัของ Kaur และคณะ (2016) 
(ตารางท่ี 2) 

เม่ือนําตวัเต็มวยัเพศเมียมาจดัจําแนกชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา และจาก
แผนภูมิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (ภาพท่ี 16) พบว่าตวัอย่างไส้เดือนฝอยรากปมในครัง้นีจ้ดั
อยู่ในกลุ่มเดียวกับไส้เดือนฝอย Meloidogyne incognita และมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ 
M. javanica และ M. arenaria ซึ่งไส้เดือนฝอยในกลุ่มท่ีกล่าวมานัน้มีความใกล้ชิดทาง
วิวฒันาการกับไส้เดือนฝอยรากปมชนิด M. hapla, M graminis, M. exigua, M.minor, 
M. chiwoodi และ M. ichinohei โดยสอดคล้องกบัแผนภูมิวิวฒันาการของ McClure และคณะ 
(2012) ท่ีรายงานว่าไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มีวิวฒันาการความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกับ
ไส้เดือนฝอย M. arenaria, M. javanica, M. paranaensis และ M. konaensis 
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ภาพท่ี 14 ลกัษณะตวัเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากปม; รูปร่างตวัเต็มวัยเพศเมีย (ก), 
หลอดดดูอาหาร (ข), สว่นคอ (ค) และ รอยยน่สว่นก้น (ง) 
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ภาพท่ี 15 ลกัษณะรอยยน่ส่วนก้นของเพศเมียตวัเตม็วยัของไส้เดือนฝอยรากปม 
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ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบลกัษณะสว่นตา่ง ๆ ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita  

ลกัษณะ (ไมโครเมตร) 
การศกึษาใน 

ครัง้นี ้

Kaur และคณะ 
(2016) 

Jepson  
(1987) 

Chiwood 
(1949) 

เพศเมีย     

- ความยาว 630.6–701.2 482.4–746.2 510.0–690.0 510.0–690.0 

- ความกว้าง 411.1–489.9 289.0–487.0 300.0–430.0 300.0–430.0 

- ความยาวของคอ 214.2–261.0 175.0–311.0 – – 

- ความยาวของหลอดดดูอาหาร 15.0–17.0 12.2–17.4 15.0–16.0 15.0–16.0 
เพศผู้     

- ความยาว 1605.9–1860.3 1727.0–2128.0 – 1200.0–2000.0 

- ความกว้าง 30.4–35.6 20.4–39.6 – – 

- ความยาวสว่นหวั 6.5–6.9 5.9–8.0 – – 

- ความยาวของหลอดดดูอาหาร 18.1–19.5 18.6–20.9 23.0–26.0 23.0–26.0 

- ความยาวลําตวัสว่นต้น 24.0–25.8 24.8–28.3 – – 

- ความยาวอวยัวะเพศ 29.3–33.3 20.4–39.8 – 34.0–36.0 
ตวัอ่อนระยะท่ี 2     

- ความยาว 400.0–446.4 335.0–428.0 337.0–403.0 360.0–393.0 

- ความกว้าง 11.2–14.4 10.1–13.0 – – 

- ความยาวของหลอดดดูอาหาร 9.7–12.7 9.6–12.4 9.6–11.7 10.0 

- ความยาวลําตวัสว่นต้น 14.7–15.7 12.5–15.3 – – 

- ความยาวของหาง 47.5–52.1 40.1–58.7 45.0–52.2 – 

- ความยาวสว่นใสของหาง 8.4–10.0 5.6–11.7 6.3–13.5 – 
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ภาพท่ี 16 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีได้จากการ

วิเคราะห์ด้วยวิธี neighbor joining มีคา่ bootstrap 1,000 รอบ  

 
2 การสร้างเอนไซม์โปรตเิอสของเชือ้ Metarhizium guizhouense PSUM02  

หลงัจากนําเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 มาเลีย้งบนอาหารวุ้นท่ีมีเคซีนเป็น
องค์ประกอบหลัก พบว่าเชือ้ราสามารถย่อยเคซีนในอาหารวุ้น แสดงให้เห็นเป็นวงใสล้อมรอบ
โคโลนีของเชือ้รา โดยมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 5.9±0.1 เซนติเมตร (ภาพท่ี 17) ดงันัน้เชือ้รา  
M. guizhounese PSUM02 สามารถสร้างเอนซม์โปรติเอสได้ สอดคล้องกับการรายงานของ 
Thaochan and Chandrapatya (2016) พบว่าเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 สร้างเอนไซม์ 
โปรตเิอสบนอาหาร SDAY ผสม 3% skim milk ซึ่งบม่เป็นเวลา 5 วนั โดยมีคา่เฉล่ียของการเกิดวง
ใสอยูท่ี่ระหวา่ง 1.06 - 1.17 เซนตเิมตร 
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ภาพท่ี 17 วงใส ท่ี เ กิดจากการย่อยเคซีนโดยเอนไซม์โปรติ เอสของเชื อ้รา  Metarhizium 
guizhouense PSUM02 บนอาหาร casein agar หลงับม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 14 วนั  

 
3 แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์โปรตเิอสในสภาวะการ
เลีย้งเชือ้แบบแข็ง (solid state cultivation) 

การเพาะเลีย้งในสภาวะอาหารแข็งเหมาะสมกบัเชือ้รามากกว่าการเพาะเลีย้งใน
อาหารเหลว เน่ืองจากเชือ้รามีลกัษณะการเจริญเป็นเส้นใยทําให้การยดึเกาะ การดดูซึมสารอาหาร
จากแหล่งอาหารได้ดีกว่าในอาหารเหลว และผลิตเอนไซม์โปรติเอสแบบปลดปล่อยออกมานอก
เซลล์ (Ikasari and Mitchell, 1994) สง่ผลให้ได้ผลผลิตในปริมาณมากกว่าและใช้ต้นทนุต่ําในการ
ผลิต (Ali and Vidhale, 2013) ผลการทดสอบในครัง้นีพ้บว่ารําข้าวสาลีเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี
กระตุ้นให้เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดจากแหล่ง
คาร์บอนทัง้หมด 11 ชนิด โดยให้ค่าเอนไซม์โปรติเอส 167.1±12.9 ยูนิต/มิลลิลิตร รองลงมาได้แก่ 
ถั่วดํา และจมูกข้าวสาลี มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 87.8±8.3 และ 85.5±13.0 ยูนิต/มิลลิลิตร 
ตามลําดบั (ภาพท่ี 18) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ (ไม่ใส่เชือ้รา) ของแหล่งคาร์บอนแต่ละ
ชนิด พบว่าไม่มีการสร้างเอนไซม์โปรติเอสแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) ทัง้นี ้
เน่ืองจากรําข้าวสาลี และเมล็ดธัญพืชมีองค์ประกอบของโปรตีนไม่ต่ํากว่าร้อยละ 15 – 33  
(Ralet et al., 1990; กองโภชนาการ, 2544) ซึ่งการใช้รําข้าวสาลีเป็นวตัดุิบในการผลิตเอนไซม์ 
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โปรติเอสเหมาะสมมากกว่าการใช้เมล็ดธัญพืช โดยยืนยนัได้จากการทดลองของ Agrawal และ
คณะ (2005) ท่ีพบว่ารําข้าวสาลีเหมาะสําหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส
โดยเชือ้รา Beauveria feline ในสภาพเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็ง นอกจากนีย้งัพบว่ารําข้าวสาลี
เหมาะสมต่อการนํามาใช้เป็นวตัถุดิบเพ่ือการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดยเชือ้จุลินทรีย์หลายชนิด 
เช่น Apergillus sp. (Ellaiah et al., 2002), Pseudomonas aeruginosa (Meena et al., 2013), 
Bacillus sp. (Uyar and Baysal, 2004) รวมถึงเชือ้รา M. anisopliae (Bhanu Prakash and 
Padmaja, 2012) 

เม่ือใช้รําข้าวสาลีเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัเพ่ือทดสอบแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม
ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 19 ชีใ้ห้เห็นว่า เม่ือใช้เพปโตนเป็น
แหล่งไนโตรเจนทําให้เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สงูสดุ 305±10.2 
ยูนิต/มิลลิลิตร แตกต่างจากแหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคัญท่ีความเช่ือมั่น 95% 
รองลงมาได้แก่ yeast extract, KNO3, NH4Cl และ (NH4)2SO4 ซึ่งมีค่าเอนไซม์โปรติเอสวดัได้ 
155.1±4.5, 67.93±1.4, 27.4±4.3 และ 25.9±1.6 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามลําดบั ส่วนชดุควบคมุ (ใส ่
mineral solution เพียงอยา่งเดียว) มีคา่เอนไซม์โปรตเิอส 55.2±2.3 ยนูิต/มิลลิลิตร ซึ่งเพปโตนเป็น
สารอินทรีย์ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญและผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชือ้ราได้ (Kaur, 2011)  
จากรายงานของ Wiriya และคณะ (2014) พบว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีเพปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ทําให้เชือ้รา Termitomyces clypeatus CMUTM005 เจริญได้ดี และ Bhunia และ
คณะ (2010) รายงานถึงการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้แบคทีเรีย Bacillus licheniformis 
NCIM-2042 โดยใช้เพปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ดีกว่าใช้
แหลง่ไนโตรเจนอ่ืน ๆ คือ โพแทสเซียมไนเตรต ยีสต์ แอมโมเนียมซลัเฟต และแอมโมเนียมคลอไรด์ 
ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาในครัง้นี ้

ดงันัน้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสม มีส่วนสําคญัทําให้เชือ้จุลินทรีย์
ผลิตเอนไซม์โปรตเิอสได้เพิ่มมากขึน้ (Nehra et al., 2002) โดยการผลิตเอนไซม์โปรติเอสขึน้อยู่กบั
ชนิดของแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีนํามาเป็นแหล่งอาหารในการบ่มเชือ้รา (Chu et al., 
1992) จากการทดลองครัง้นี ้เม่ือใช้รําข้าวสาลีเป็นแหล่งคาร์บอนและเพปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ทําให้เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงสดุถึง 305.8±10.2 ยูนิต/
มิลลิลิตร ซึ่งแตกต่างจากการทดลองอ่ืน ๆ เช่น Ali และคณะ (2011) ทดสอบการผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอสจาก M. anisopliae M408 ในอาหารเหลวท่ีมี N-acetylglucosamine และคิวติเคิลของ
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หนอนใยผกัเป็นสว่นผสม พบวา่มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 261.0±2.4 ยนูิต/มิลลิลิตร และ 
Nahar และคณะ (2004) ทดสอบการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา M. anisopliae ในอาหาร 
YPG และ chitin พบว่าสามารถผลิตได้เพียง 0.01 ยนูิต/มิลลิลิตร นอกจากนี ้Tremacoldi และ
คณะ (2004) รายงานการสร้างเอนไซม์โปรติเอสของเชือ้รา Aspergillus clavatus ในสภาพการ
เลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็ง ท่ีมีกลูโคสและโปรตีนเป็นแหล่งคาร์บอน พบค่ากิจกรรมของเอนไซม์  
โปรตเิอสเพียง 80 ยนูิต/มิลลิลิตร 

 

 

ภาพท่ี 18 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02        
บนอาหารแบบแข็งท่ีใช้แหลง่คาร์บอน(วตัถดุิบ)แตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test  
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ภาพท่ี 19 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 บน

อาหารแบบแข็งท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจนแตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05)  
โดยวิธี Tukey’s Range Test 

 
4 ปัจจัยที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense 
PSUM02 

นอกจากแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีนํามาเป็นส่วนผสมของอาหารเลีย้งเชือ้
แล้ว ยังมีสภาวะแวดล้อมอ่ืน ๆ ท่ีเป็นปัจจัยต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชือ้จุลินทรีย์  
ซึ่งอณุหภูมิเป็นหนึ่งปัจจยัท่ีมีบทบาทสําคญัต่อการผลิตเอนไซม์ (Kamath et al., 2010) จากการ
ทดลองพบว่า ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใย และการผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ โดยให้คา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเท่ากบั 279.4±4.2 
ยูนิต/มิลลิลิตร รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 
โปรติเอส 169.7±8.0 และ 141.4±1.0 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามลําดบั (ภาพท่ี 20) สอดคล้องกับการ
ทดลองของ Lu และคณะ (2004) ท่ีชีใ้ห้เห็นว่าอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอ่การเลีย้งเชือ้รา M. anisopliae WZW3 บนอาหารแข็ง และเม่ือนําไปเลีย้งท่ีอณุหภูมิ
เพิ่มขึน้ทําให้เชือ้ราผลิตเอนไซม์ได้น้อยลงอย่างตอ่เน่ืองสาเหตเุพราะเอนไซม์เส่ือมสภาพโดยเกิด
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การสูญเสียคณุสมบตัิของตวัเร่งปฏิกิริยาส่งผลให้โครงสร้างภายในของเอนไซม์อ่อนแอ ทําให้ไม่
สามารถทําลายพนัธะไฮโดรเจนของโปรตีนได้ (Nagamani et al., 2012) นอกจากนีร้ะยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 คือ 11 วนั ทําให้
เอนไซม์โปรตเิอสมีคา่กิจกรรมสงูสดุถึง 354.1±2.2 ยนูิต/มิลลิลิตร และหลงัจากวนัท่ี 11 พบว่าเชือ้
ราผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ลดลงอย่างตอ่เน่ือง (ภาพท่ี 21) โดย Alagarsamy และคณะ (2006) 
พบวา่ในชว่งเร่ิมต้นของการเลีย้งเชือ้เป็นชว่งท่ีเชือ้จลุินทรีย์ผลิตเอนไซม์มาก เพ่ือใช้ย่อยสารอาหาร
ท่ีใช้ในการเจริญ และเม่ือระยะเวลาเพิ่มขึน้ส่งผลให้เชือ้จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ในปริมาณลดลงอย่าง
เห็นได้ชดัเจน เน่ืองจากการสงัเคราะห์เอนไซม์เพ่ือย่อยสารอาหารลดลง ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากปริมาณ
ของอาหาร หรือความชืน้ในอาหารเร่ิมหมดไป (Yeoman and Edwards, 1994)  

ปัจจัยอ่ืน ๆ ซึ่งเป็นองค์ประกอบสําคัญท่ีสามารถกระตุ้ นการผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอสจากเชือ้ราให้มีปริมาณท่ีมากขึน้ เช่น pH และความชืน้ เป็นต้น (Jenitta et al., 2015) 
จากการทดลองในครัง้นี ้พบว่าอตัราส่วนระหว่างของแข็งและของเหลว (รําข้าวสาลีและ mineral 
solution) ท่ี 1:3 เป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของอาหารเลีย้งเชือ้ เน่ืองจากสามารถกระตุ้นให้เชือ้รา
สร้างเอนไซม์โปรติเอสถึง 161.6±3.2 ยูนิต/มิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าอตัราส่วนอ่ืน ๆ อย่างมีนยัสําคญั
ทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% (ภาพท่ี 22) ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่าความชืน้เหมาะสมมีผลตอ่การเจริญของ
เชือ้รา (Divaker et al., 2006) และทําให้การผลิตเอนไซม์เพิ่มขึน้ ตรงกบัการทดลองของ Bakri 
และคณะ (2013) ท่ีพบวา่อตัราสว่นระหวา่งรําข้าวสาลีและ mineral solution ท่ี 1:3 เป็นอตัราส่วน
ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสของเชือ้รา Fusarium solani นอกจากนีค้า่ pH ในอาหาร 
และปริมาณความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์และ
การเจริญของเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เช่นกนั ซึ่งคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ
การสร้างเอนไซม์โปรติเอสอยู่ท่ี 5.0 - 7.0 ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสระหว่าง 232.8±2.2 - 
237.2±1.7 ยูนิต/มิลลิลิตร ซึ่งมีความแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัสําคญัท่ีความเช่ือมัน่ 95% เม่ือ
เปรียบเทียบกบัคา่ pH อ่ืน (ภาพท่ี 23) สอดคล้องกบัการรายงานของ Hallsworth และ Magan 
(1996) พบวา่ pH 5.0 - 8.0 เป็นชว่งท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชือ้ Metarhizium spp. เน่ืองจาก
คา่ pH ในอาหารมีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ การขนสง่สารอาหารผา่นเซลล์เมมเบรนและส่งเสริมการ
เจริญของเชือ้รา รวมถึงการผลิตเอนไซม์มาย่อยอาหารภายนอกเซลล์ (Ellaiah et al., 2002; 
Paranthaman et al., 2009) ซึ่งจากการทดลองในครัง้นีแ้หล่งไนโตรเจนท่ีเหมะสมคือเพปโตนโดยมี
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ปริมาณความเข้มข้นท่ีเหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 2.5 - 4.5% (w/v) สามารถกระตุ้นให้เชือ้ราผลิตเอนไซม์
โปรตเิอสได้สงูขึน้ถึง 329.3±4.8  - 350.6±17.5 ยนูิต/มิลลิลิตร ดงัภาพท่ี 24 

 
ภาพท่ี 20 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ท่ีบม่

เลีย้งไว้ในอณุหภมูิท่ีแตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05)  
โดยวิธี Tukey’s Range Test 

 
ภาพที่ 21 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ใน

ระยะเวลาการบม่เชือ้ตา่ง ๆ บนอาหารแบบแข็ง  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 
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ภาพท่ี 22 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ใน

อตัราสว่นของแข็ง : ของเหลวท่ีแตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติท่ี (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 

 

 
ภาพท่ี 23 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 โดยมี 

pH ใน mineral solution ท่ีตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 
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ภาพท่ี 24 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ใน

อตัราความเข้มข้นของเพปโตนท่ีแตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 

 
5 บัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์โปรตเิอส 

โดยทั่วไปในธรรมชาติเชือ้ราปลดปล่อยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์เพ่ือย่อย
สารอาหารให้มีโมเลกุลเล็กลง ทําให้ง่ายต่อการดูดซึมและนําพลังงานท่ีได้ไปใช้ในการเจริญ 
(Maciorowski et al., 2007) ซึง่การเลีย้งเชือ้ราบนอาหารแข็งมีข้อได้เปรียบกว่าวิธีการเลีย้งด้วยวิธี
อ่ืน ๆ คือมีปริมาณเอนไซม์ท่ีปลดปล่อยออกมาจากเชือ้รามากกว่า และยงัเป็นวิธีท่ีนิยมเพาะเลีย้ง
เชือ้ราในทางอตุสาหกรรมเพ่ือการผลิตเอนไซม์ ซึง่นอกจากอาหาร รวมถึงปัจจยัตา่ง ๆ ท่ีเหมาะสม
ตอ่การผลิตเอนไซม์จากเชือ้ราแล้ว ยงัมีอีกหนึ่งปัจจยัท่ีสําคญัคือบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการสกดัเอนไซม์
เพ่ือให้ได้ปริมาณเอนไซม์สูงท่ีสุด จากการทดลองครัง้นีพ้บว่าการสกัดเอนไซม์โปรติเอสด้วย 
acetate buffer, pH 6.0 และ KPB, pH 6.0 - 8.0 ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสงูกว่าการสกดั
เอนไซม์ด้วยบฟัเฟอร์อ่ืน ๆ ท่ีใช้ทดสอบอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) ซึ่งมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสระหว่าง 206.0± 3.8 - 212.7±1.4 ยนูิต/มิลลิลิตร (ภาพท่ี 25) โดยสอดคล้องกบั
การทดลองของ Nafi และคณะ (2013) รายงานไว้ว่าช่วง pH 7 - 9 เป็นช่วงท่ีเหมาะสมตอ่การ
ทํางานของเอนไซม์โปรติเอส และการสกดัเอนไซม์ด้วยบฟัเฟอร์ท่ีมี pH เป็นกรดหรือดา่งสงู จะทํา
ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอสลดลง เน่ืองจากเกิดการเส่ือมสภาพของโปรตีนทําให้โครงสร้างของ
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โปรตีนเปล่ียนไป (Sivaprakasam et al., 2011) และ pH ระหว่างกลางถึงดา่งอ่อนสามารถรักษา
ความเสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอสได้ดีกว่า pH ในช่วงกรด (Ishwarya and Sangeetha, 2013; 
Singh et al,. 2015; Wang et al., 2016)  

 
ภาพท่ี 25 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้รา Metarhizium guizhouense PSUM02 ท่ีสกดั

ด้วยบฟัเฟอร์แตกตา่งกนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 

 
6 ความเสถียร (stability) ของค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอสในสภาพแวดล้อมต่างๆ 

ความเสถียรของค่ากิจกรรมเอนไซม์มีความสําคญัอย่างมากต่อเศรษฐกิจของ
อตุสหกรรมท่ีผลิตเอนไซม์เพ่ือรักษาคณุภาพให้คงเดิม (Deb et al., 2013) จากการทดสอบความ
เสถียรของคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสท่ีผลิตได้จากเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ภายใต้
การเพาะเลีย้งด้วยอาหารแบบแข็ง ผลการทดลองพบว่าสารละลายเอนไซม์โปรติเอสมีคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์เพิ่มสงูขึน้ร้อยละ 20 เม่ือบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 40 – 45 องศาเซลเซียสแตกตา่งกบัการบม่ท่ี
อณุหภูมิอ่ืน ๆ อย่างมีนยัสําคญัทางสถิคิ (P > 0.05) และมีคา่กิจกรรมลดลงเร่ือย ๆ จนไม่พบ
กิจกรรมของเอนไซม์อยู่เลยท่ีอุณหภูมิมากกว่า 65 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 26) สอดคล้องกับการ
ทดลองอ่ืน ๆ เชน่ สภุทัรษร และคณะ (2559) ศกึษาความเสถียรของคา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสจาก
เชือ้รา B. bassina LARTC2 พบว่าเอนไซม์โปรติเอสสามารถทนต่ออุณหภูมิท่ี 20 - 50 องศา
เซลเซียส โดยให้ค่าความเสถียรของเอนไซม์มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ Bhanu Prakash และ 



49 

 

55 

Padmaja (2012) พบว่าท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คา่ความเสถียรของกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส
ท่ีผลิตจากเชือ้รา M. anisopliae สูงแตค่วามเสถียรของกิจกรรมเอนไซม์ลดลงถึง 47.8 เปอร์เซนต์ 
เม่ือถกูบม่ไว้ท่ี 70 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้Silva และคณะ (2016) รายงานว่าอณุหภูมิท่ีเหมะสม
ต่อความเสถียรของเอนไซม์โปรติเอส คืออุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียส และความเสถียรของค่า
กิจกรรมเอนไซม์ลดลงอยา่งตอ่เน่ืองท่ีอณุหภมูิสงูขึน้ (Usharni and Muthuraj, 2009)  

อุณหภูมิยังเป็นปัจจัยท่ีสําคัญต่อการเก็บรักษาเอนไซม์ดังภาพท่ี 27 ผลการ
ทดลองพบว่าเก็บสารละลายเอนไซม์โปรติเอสไว้ท่ีอุณหภูมิ 10 และ -20 องศาเซลเซียส มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไม่แตกต่างกับค่าเ ร่ิมต้น แต่สารละลายเอนไซม์โปรติเอสท่ีเก็บไว้ ท่ี
อณุหภูมิห้อง (28.0±2.0 องศาเซลเซียส) มีคา่กิจกรรมลดลงถึง 72% เม่ือเก็บรักษานาน 6 เดือน 
สอดคล้องกับการทดลองของ Sarker และคณะ (2013) พบว่าเอนไซม์ท่ีถูกเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 28 วนั ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์ลดลง 66% แตเ่ม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิห้องคา่กิจกรรม
ลดลงเหลือเพียง 46% ดังนัน้การเก็บรักษาเอนไซม์ให้มีความคงท่ีสูงนัน้จึงไม่ควรถูกเก็บไว้ท่ี
อณุหภูมิห้องเพราะทําให้เอนไซม์เส่ือมสภาพได้ (Paul et al., 2007; Dep et al., 2013) นอกจาก
อุณหภูมิท่ีส่งผลต่อความเสถียรของเอนไซม์แล้ว ยงัมีไอออนโลหะบางชนิดท่ีสามารถช่วยให้เอนไซม์
รักษาความเสถียรมากขึน้อีกด้วย (Beg and Gupta, 2003; Padma and Ananthanarayan, 2008) 

ภาพท่ี 26 ผลของอณุหภมูิตอ่ความเสถียรของกิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 

*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test 
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ภาพที่  27 ระยะเวลาการเก็บรักษาเอนไซม์โปรติเอสท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ท่ีส่งผลต่อค่ากิจกรรม

เอนไซม์ 
 
7 ผลการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 

นําตวัอย่างสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบท่ีมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
เท่ากบั 188.7±1.4 ยนูิต/มิลลิลิตร มาแยกโปรตีนตามขนาดมวลโมเลกลุด้วยวิธี SDS-PAGE และ
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบว่าเอนไซม์โปรติเอสในการศึกษาครัง้นี ้มีขนาดโมเลกุลประมาณ 
33 kDa และปรากฏเพียงแค่แถบเดียวเท่านัน้ (ภาพท่ี 28) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Keppanan และคณะ (2017) ท่ีพบว่าโปรตีนจากนํา้เลีย้งเชือ้รา M. anisopliae มีขนาดโมเลกลุ
ระหว่าง 30 - 40 kDa ซึ่งในกลุ่มนีเ้อนไซม์โปรติเอสมีขนาด 32 kDa ถกูผลิตขึน้มาในความเข้มข้น
ท่ีสงูและรวดเร็วกว่าเอนไซม์ชนิดอ่ืน ๆ นอกจากนี ้Li และคณะ (2006) พบว่าเอนไซม์โปรติเอสท่ี
ผลิตได้จากเชือ้รา Clonostachys rosea มีขนาด 33 kDa อีกทัง้ Lopez-Lloca และ Robertson 
(1992), Segers และคณะ (1994) และ Bonants และคณะ (1995) ก็เคยรายงานว่า 
โปรติเอสท่ีผลิตได้จากเชือ้รา Pochonia chlamydosporium และ Paecilomyces lilacinus มี
ขนาดโมเลกลุระหวา่ง 32 - 33 kDa เช่นกนั ซึ่ง Fernandez-Lahore และคณะ (1998) ได้สรุปไว้ว่า
เอนไซม์โปรตเิอสท่ีเชือ้ราสร้างขึน้สว่นใหญ่ จะมีขนาดโมเลกลุระหวา่ง 32 - 34 kDa  

นอกจากเอนไซม์โปรติเอสแล้ว เอนไซม์อ่ืน ๆ ท่ีเชือ้รา Metarhizium spp. และรา
แมลงอ่ืน ๆ มักสร้างขึน้เพ่ือทําลายแมลงและไส้เดือนฝอย ได้แก่ เอนไซม์ไคติเนส และสาร 
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destruxins ก็สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธี SDS-PAGE ซึ่งมีขนาดโมเลกุลต่างจากเอนไซม์ 
โปรตเิอส นัน่คือเอนไซม์ไคติเนสมีขนาดระหว่าง 40 - 60 kDa (Kang et al., 1999; Baratto et al., 
2003) และสารพิษ destruxins มีขนาดเพียง 22 kDa (Strasser et al., 2000) ตามลําดบั 

 
ภาพท่ี 28 การวิเคราะห์ขนาดโปรตีนในสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบจากเชือ้รา  

M. guizhouense PSUM02 ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยหมายเลข 1 คือ โปรตีน
มาตรฐาน หมายเลข 2 - 4 คือ เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบปริมาตร 5, 10 และ 15 
ไมโครลิตร ตามลําดบั มีขนาด 33 kDa (ลกูศรสีดํา) 

 
8 สารละลายเคมีที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นการฟักไข่ไส้เดือนฝอยรากปม 

จากการทดสอบสารละลายเคมีต่อการกระตุ้ นการฟักไข่ไส้เดือนฝอยรากปม 
พบว่าสารละลาย ZnSO4 ท่ีความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการฟักไข่
ไส้เดือนฝอยรากปมได้ดีกว่าในชดุควบคมุ (นํา้กลัน่) โดยให้อตัราการฟักไข่ถึง 25.0±4.6% แตไ่ม่มี
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตท่ีิคา่ความเช่ือมัน่ 95% กบัสารละลาย MgSO4 และ KNO3 
ซึ่งมีอตัราการฟักไข่ 15.3± 3.8 และ 15.0± 3.2 % ตามลําดบั (ภาพท่ี 29) จากผลการทดลองใน
ครัง้นีส้อดคล้องกับการศึกษาของ Behm และคณะ (1995) พบว่าสารละลาย ZnSO4 สามารถ
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กระตุ้ นการฟักไข่ของไส้เดือนฝอย Heterodera glycines ได้ดีกว่าในนํา้กลั่น ชีใ้ห้เห็นว่า
สารละลาย ZnSO4 มีผลต่อการฟักไข่ไส้เดือนฝอยรากปมต่างจากการฟักไข่ตามธรรมชาต ิ
เน่ืองจากทําให้องค์ประกอบของเปลือกไข่ถกูทําลายส่งผลให้ไส้เดือนฝอยแทงตวัออกมาจากไข่ได้
ง่ายขึน้(Ogunfowora and Evans, 1976) ทัง้นีป้ระสิทธิภาพการฟักไข่ไส้เดือนฝอยไม่ได้มีเพียงแต่
สารละลายเคมีแต่ยงัมีกับปัจจยัอ่ืน ๆ ท่ีสามารถกระตุ้นการฟักไข่ไส้เดือนฝอยได้ดีขึน้ เช่น ความ
เข้มข้นของสาร อุณหภูมิ ระยะเวลา เป็นต้น (Clark and Shepherd, 1966; Wallace, 1966; 
Thompson and Tylka, 1997) นอกจากสารละลายเคมีตา่ง ๆ แล้ว ยงัมีการรายงานของ Inserra 
และคณะ (1983) พบว่าสารท่ีพืชหลัง่ออกจากรากสามารถกระตุ้นการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยได้
ดีกว่านํา้กลัน่ แตใ่ห้ผลไม่ดีเท่าสารละลาย ZnSO4 (Levene et al, 1998) และยงัมีการรายงานถึง
สารเคมีกําจดัไส้เดือนฝอยศตัรูพืช เช่น aldicarb และ carbofuram ท่ีความเข้มข้นน้อยสามารถ
กระตุ้นการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยได้ แต่ยับยัง้การฟักไข่ได้ท่ีความเข้มข้นสูง (Hough and 
Thomason, 1975) 

 
ภาพท่ี 29 อัตราการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยรากปมเม่ือกระตุ้ นด้วยสารเคมี ท่ีความเข้มข้น  

3 มิลลิโมลาร์ บม่ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วนั  
*ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) โดย
วิธี Tukey’s Range Test  
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9 ผลของประสิทธิภาพสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ และสปอร์เชือ้รา 

Metarhizium guizhouense PSUM02 ต่ออัตราการฟักของไส้เดือนฝอยรากปม 

เ ม่ื อ ใ ช้ส า ร ล ะล า ย เอ น ไ ซ ม์ โ ป ร ติ เ อ ส ส กัด ห ย า บ ร่ ว ม กับ ส ป อ ร์ เ ชื อ้ ร า  
M. guizhouense PSUM02 พบวา่ยบัยัง้การฟักไขข่องไส้เดือนฝอยรากปมได้ 100% (อตัราการฟัก
ไข่เท่ากับ 0%) หลังจากการบ่ม 24 ชั่วโมง ส่วนกรรมวิธี อ่ืนทัง้การใช้สปอร์ของเชือ้รา  
M. guizhouense PSUM02 สารฟิโปรนิล และเอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบเพียงอย่างเดียว มีอตัรา
การฟักไข่เพิ่มขึน้เล็กน้อยจนถึง 168 ชั่วโมง มีอัตราการฟักไข่ 19.3±15.6, 23.1±2.7 และ 
27.0±2.8% ตามลําดบั ตา่งจากชดุควบคมุ (นํา้กลัน่) และบฟัเฟอร์ท่ีใช้สกดัเอนไซม์ (KPB) อย่าง
มีนยัสําคญัทางสถิติความเช่ือมัน่ 95% โดยทัง้ 2 กรรมวิธี มีอตัราการฟักไข่เพิ่มสงูขึน้เร่ือย ๆ ถึง 
48.2±4.0 และ 49.2±0.5% ตามลําดบั (ตารางท่ี 3) และเม่ือนําไข่ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีแช่ใน
สารละลายแต่ละกรรมวิธีนาน 24 ชัว่โมง มาตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าไข่
ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีแช่ในสารละลายเอนไซม์สกดัหยาบร่วมกบัสปอร์เชือ้รา M. guizhouense 
PSUM02 เกิดความเสียหายมากท่ีสดุ โดยมีลกัษณะเห่ียวย่นและลีบแบน ซึ่งส่งผลทําให้อตัราการ
ฟักไข่เท่ากับ 0% ดงัท่ีกล่าวมาข้างต้น ส่วนกรรมวิธีท่ีใช้สารฟิโปรนิล สารละลายเอนไซม์สกัด
หยาบ และสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เกิดความเปล่ียนแปลงท่ีเปลือกไข่แตกตา่ง
จากไขไ่ส้เดือนฝอยในชดุควบคมุ และการใช้ KPB (ภาพท่ี 30)  
 เอนไซม์ท่ีผลิตจากเชือ้ราเป็นกลไกหนึ่งท่ีสําคญัในการย่อยผนังเปลือกไข่ของ
ไส้เดอืนฝอยรากปมสง่ผลตอ่การแบง่เซลล์ และการพฒันาตวัอ่อนภายในไข่ให้ผิดปกติ (Tikhonov 
et al., 2002; Khan et al., 2004) โดย Tikhonov และคณะ (2002) รายงานว่าพืน้ผิวของเปลือกไข่
ไส้เดือนฝอย Globodera pallida ถูกทําลายด้วยเอนไซม์บริสุทธ์ิท่ีผลิตได้จากเชือ้รา Pochonia 
chlamydosporium ซึ่งหนึ่งในเอนไซม์นัน้คือโปรติเอส และ Nguyen และคณะ (2007) พบว่า
เอนไซม์สกดัหยาบจากเชือ้รา Lecanicillium antillanum ทําให้ผนงัเปลือกไข่ชัน้ในสดุของไส้เดือน
ฝอยรากปม M. incognita ถูกย่อยสลาย อากาศแทรกเข้าไปจนเห็นฟองอากาศและยบัยัง้การ
พฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 1 ( Perry and Trett, 1986; Mercer et al., 1992) เช่นเดียวกบัการ
ทดลองในครัง้นี ้(ภาพท่ี 31)  
 ในการศกึษาครัง้นีชี้ใ้ห้เห็นว่าสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 งอกเส้น
ใยแล้วเข้าทําลายไข่ของไส้เดือนฝอยท่ีอยู่ในระยะแบ่งเซลล์เท่านัน้ (ภาพท่ี 32) สอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Jatala และคณะ (1979) ท่ีรายงานไว้ว่าเชือ้รา P. lilacinus สามารถเข้าทําลายไข่
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ระยะออ่น (embryo) ได้สงูถึง 80 – 90% โดยเส้นใยเชือ้ราเจริญแทงผ่านเปลือกไข่ไส้เดือนฝอยราก
ปมสง่ผลให้ชัน้ในสดุของเปลือกไข่ท่ีเป็นชัน้ไขมนัถกูทําลายและเป็นแหล่งอาหารให้กบัเชือ้ราใช้ใน
การเจริญ แตเ่ม่ือไข่มีการพฒันาเปล่ียนแปลงจนกลายเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 1 เชือ้ราไม่สามารถแทง
เส้นใยทะลผุา่นผนงัไข่ไส้เดือนฝอยได้ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะเปลือกไข่ไส้เดือยฝอยรากปมแตล่ะชัน้มี
ความหนาต่างกัน (Wharton, 1980) และเม่ืออายุระยะไข่ไส้เดือนฝอยรากปมเพิ่มขึน้ ความ
แข็งแรงของชัน้เปลือกไข่ก็เพิ่มขึน้เช่นกนั (Blaxter and Robertson, 1998; Fanelli et al., 2005) 
ดงันัน้อายรุะยะไข่ไส้เดือนฝอยมีผลตอ่การเข้าทําลายของเชือ้รา ซึ่งยืนยนัได้จากการทดลองของ 
Chen และคณะ (2009) นําเอนไซม์สกดัหยาบท่ีผลิตจากเชือ้รา Trichoderma pseudokoningii 
SMF2 มาทดสอบกบัไขไ่ส้เดือนฝอยรากปม โดยแชไ่ว้นาน 24 ชัว่โมง สง่ผลให้เกิดความผิดปกติตอ่
ไข่ท่ีอยู่ในระยะแบ่งเซลล์แตไ่ม่ส่งผลกบัไข่ท่ีพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 1 และยงัสอดคล้องกบัการ
ทดลองของ สมลกัษณ์ วงษ์ตานี (2556) ท่ีรายงานไว้ว่าเชือ้รา Aspergillus sp. (EM01-07), 
Fusarium sp. (EM04-09), Penicillium sp. (SR04-12) และ Trichoderma sp. (SR03-03)  
มีศกัยภาพในการเข้าทําลายไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ท่ีอยู่ในระยะแบง่เซลล์ แต่
เส้นใยเชือ้ราไม่สามารถแทงเข้าไปทําลายตวัอ่อนของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีอยู่ภายในไข่ได้ จึงไม่
สง่ผลกระทบตอ่อตัราการฟักไขข่องไส้เดือนฝอยรากปม  

หลงัจากบ่มไว้นาน 168 ชัว่โมง จึงนําไข่ของไส้เดือนฝอยรากปมไปวดัปริมาณ
โปรตีนรวม พบวา่หลงัจากบม่ด้วยเอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบร่วมกบั
สปอร์เชือ้รา และสปอร์ของเชือ้ราเพียงอย่างเดียวไม่สามารถวดัปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกัดจากไข่
ไส้เดือนฝอยได้ ทัง้นีค้าดว่าเป็นผลมาจากเอนไซม์โปรติเอสย่อยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของไข่ 
ซึง่จากการวิจยัของ Tikhonov และคณะ (2002) พบวา่โปรตีนของเปลือกไข่ไส้เดือนฝอยรากปมถกู
ย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสท่ีผลิตจากเชือ้รา Verticillium suchlasporium ทําให้ความหนาของชัน้
โปรตีนไข่ไส้เดือนฝอยบางลง ดงันัน้เอนไซม์โปรติเอสจึงทําให้ปริมาณโปรตีนไข่ของไส้เดือนฝอย
รากปมลดลงอย่างมากจนไม่สามารถวดัค่าได้ แตกต่างจากวิธีการบ่มด้วยนํา้กลั่น KPB และ 
ฟิโปรนิล ท่ีพบว่ามีปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกดัได้จากไข่เท่ากบั 13.3±5.8×10-3, 12.0±6.2×10-3 และ 
12.3±4.8×10-3 µg/ml ตามลําดบั (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 3 อตัราการฟักไข ่(%) ของไส้เดือนฝอยรากปมในห้องปฏิบตัิการ 

เวลา (ชัว่โมง) 
กรรมวิธี 

อตัราการฟักไขข่องไส้เดือนฝอยรากปม (%)*,** 

24 48 72 96 120 144 168 
ชดุควบคมุ (นํา้กลัน่ฆา่เชือ้) 1.6±1.5a 7.7±2.2ab 17.0± 2.3b 23.8±1.4c 32.3±1.6d 40.3± 3.7c 48.2± 4.0c 
โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์  3.1±0.8a 7.2±1.5ab 11.9±3.1b 20.2±2.5bc 28.6±1.7cd 36.8±2.2bc 49.2±0.5c 
สารฟิโปรนิล 2.3±1.3a 5.0±2.4ab 8.2±4.3ab 12.0±4.4b 15.1±0.7b 20.5±4.0bc 23.1±2.7b 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ 4.9±1.8a 9.3±1.5b 11.3±3.9b 15.5±2.4bc 18.6±1.7bc 23.0±4.9bc 27.0± 2.8b 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ + สปอร์ของเชือ้รา 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 
สปอร์ของเชือ้รา 4.3±3.9a 7.3±4.6ab 10.3±5.7b 13.3±8.6bc 15.5±10.8b 18.7±15.8b 19.3±15.6b 
*คา่เฉล่ีย (5ซํา้) ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
**ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัภายในคอลมัน์เดียวกนั ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียด้วยวิธี Tukey’s 
Range Test 
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ภาพท่ี 30 ลกัษณะของไข่ไส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากทดสอบด้วยสารในแต่ละกรรมวิธีท่ีระยะ 

24 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM); ชุดควบคุม (นํา้กลั่น) (ก), 
โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์ (ข), สารฟิโปรนิล (ค), เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ (ง), 
เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบร่วมกับสปอร์ของเชือ้รา (จ) และสปอร์ของเชือ้รา (ฉ)  
(bar = 20 µm) 
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ภาพท่ี 31 ลกัษณะไขไ่ส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากบม่ท่ีระยะเวลา 36 ชัว่โมง; ในนํา้กลัน่ (ก) และ 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ (ข) (bar = 20 µm) 

 

ภาพท่ี 32 ไข่ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีถูกเข้าทําลายโดยเชือ้รา Metarhizium guizhouense 
PSUM02 (ลกูศรสีดํา) ท่ีระยะเวลา 120 ชัว่โมง  
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ตารางท่ี 4 ปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกดัได้จากไขข่องไส้เดือนฝอยรากปมหลงัจากบม่ด้วยสารละลาย
ท่ีตา่งกนันาน 168 ชัว่โมง 

กรรมวิธี ปริมาณโปรตีนรวมทัง้หมด (µg/ml)* 

ชดุควบคมุ (นํา้กลัน่ฆา่เชือ้) 13.3±5.8×10-3 
โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์ 12.0±6.2×10-3 
สารฟิโปรนิล 12.3±4.8×10-3 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ nd** 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ + สปอร์ของเชือ้รา nd** 
สปอร์ของเชือ้รา nd** 

*คา่เฉล่ียของปริมาณโปรตีนรวม ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (3 ซํา้) 
**nd คือ ไมส่ามารถวดัคา่ได้ 
 
10 ประสิทธิภาพของสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ และสปอร์เชือ้รา  M. 
guizhoense PSUM02 ต่ออัตราการตายของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 

เม่ือใช้เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบร่วมกับสปอร์เชือ้รา M. guizhouense 
PSUM02 ทําให้ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมมีอตัราการตาย 49.7±6.8% หลงัจาก
การทดสอบ 24 ชัว่โมง และมีอตัราการตาย 100% ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ซึ่งแตกตา่งกบักรรมวิธีอ่ืน ๆ
อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% และหลงัจากท่ีบม่ไว้นาน 168 ชัว่โมง กรรมวิธีท่ีใช้
เอนไซม์สกดัหยาบเพียงอยา่งเดียวและการใช้สารฟิโปรนิลมีอตัราการตายของตวัอ่อนไส้เดือนฝอย
รากปมระยะท่ี 2 ไม่แตกตา่งกนั โดยมีอตัราการตายสงูถึง 79.9±6.2 และ 74.5±3.8% ตามลําดบั 
ส่วนกรรมวิธีท่ีใช้ KPB การใช้สปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 เพียงอย่างเดียว และชดุ
ควบคุม (นํา้กลั่นฆ่าเชือ้) ทําให้ตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะท่ี 2 มีอัตราการตายเพียง 
6.1±0.4, 3.2±0.8 และ 1.7±0.0% ตามลําดบั ซึง่ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิต ิ(ตารางท่ี 5)  
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ตารางท่ี 5 อตัราการตาย (%) ของตวัออ่นระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมในห้องปฏิบตัิการ 

เวลา (ชัว่โมง) 
กรรมวิธี 

อตัราการตายของไส้เดือนฝอยระยะท่ี 2 (%)*,** 

24 48 72 96 120 144 168 
ชดุควบคมุ (นํา้กลัน่ฆา่เชือ้) 1.0±0.9b 1.0±0.9d 1.6±0.1d 1.6±0.1d 1.6±0.1c 1.6±0.1c 1.7±0.0c 
โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์  0.9±0.5b 3.2±0.9d 3.9±2.1d 4.2±1.7d 6.0±0.9c 6.1±0.4c 6.1±0.4c 
สารฟิโปรนิล 7.6±3.1b 13.4±5.8c 33.0±7.7b 52.1±7.0b 54.8±7.8b 64.8±6.6b 74.5±3.8b 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ 4.9±3.5b 20.1±2.3b 23.5±1.9c 27.7±0.6c 50.9±5.0b 61.8±4.2b 79.9±6.2b 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ + สปอร์ของเชือ้รา 49.7±6.8a 100.00±0a 100.0±0.0a 100.0±0.0a 100.0±0.0a 100.0±0.0a 100.0±0.0a 
สปอร์ของเชือ้รา 0.0±0.0b 0.1±0.0d 1.7±1.2d 3.2±0.8d 3.2±0.8c 3.2±0.8c 3.2±0.8c 

*คา่เฉล่ีย (5ซํา้) ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
**ตวัอักษรท่ีเหมือนกันภายในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี  Tukey’s 
Range Test 
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จากการทดสอบในครัง้นีย้งัพบวา่เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบสามารถกระตุ้นให้
สปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 งอกเส้นใยได้มากกว่าสปอร์เชือ้ราท่ีอยู่ในนํา้ (ภาพท่ี 
33) ทําให้ประสิทธิภาพในการเข้าทําลายไขไ่ส้เดือนฝอยรากปมเพิ่มขึน้ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะสปอร์
เชือ้ราได้รับสารอาหารท่ีปะปนอยู่ในสารละลายเอนไซม์ (Ji et al., 2008)  
 เม่ือนําตัวอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีแช่ในสารละลายแต่ละ
กรรมวิธีนาน 24 ชัว่โมง มาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศ์อิเล็กตรอน แสดงให้เห็นว่าสารละลาย
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบร่วมกบัสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 ทําให้ผนงัลําตวัของ
ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมถกูย่อยจนกลายเป็นบาดแผลอย่างเห็นได้ชดั ซึ่งส่งผล
ทําให้มีอตัราการตายสูงดงัท่ีกล่าวมาข้างต้น ส่วนกรรมวิธีท่ีใช้ KPB สารฟิโปรนิล สารละลาย
เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ และสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02 มีลกัษณะผนงัลําตวั
ปกตซิึง่ไมแ่ตกตา่งกบัชดุควบคมุ (ภาพท่ี 34)  
 เอนไซม์โปรตเิอสเป็นหนึ่งในเอนไซม์ท่ีเชือ้ราสร้างออกมาจึงมีบทบาทสําคญัตอ่
การเข้าทําลายผนงัเซลล์ของไส้เดือนฝอยรากปม (Balaji et al., 2002; Beg and Gupta, 2003; 
Lian et al., 2007) เน่ืองจากผนงัลําตวัของไส้เดือนฝอยรากปมส่วนใหญ่มีองค์ประกอบเป็น
โปรตีน และไคตินเป็นหลัก (Peteira-Delgado and Hidalgo-Diaz, 2009) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจยัอ่ืน ๆ เชน่ Wang และคณะ (2009) รายงานไว้ว่าเอนไซม์โปรติเอสสามารถยบัยัง้ตวัอ่อน
ระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอย Heterodera glycine เช่นเดียวกบัเอนไซม์โปรติเอสท่ีแยกได้จากเชือ้
รา Arthrobotrys oligospora (Minglian et al., 2004) Meyer และคณะ (2000) พบว่านํา้เลีย้ง
เชือ้ (culture filtrates) ท่ีได้จากเชือ้รา Trichoderma virens G1-3 สามารถยบัยัง้ตวัอ่อนระยะท่ี 
2 ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ และการทดลองของ รัติกาล และคณะ (2554) พบว่านํา้เลีย้งเชือ้ 
Streptomyces PR87 ท่ีเลีย้งในอาหาร arginine glycerol mineral salt broth นาน 7 วนั 
สามารถยับยัง้ตัวอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ 100% ภายใน 48 ชั่วโมง โดยมี
ลักษณะการตายคือลําตวัเหยียดตรง ภายในลําไส้โปร่งใส แต่ผนังลําตวัไม่ย่อยสลายภายใต้
กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอเช่นเดียวกับการทดลองในครัง้นี ้(ภาพท่ี 35) เม่ือทดสอบใช้เชือ้รา 
M. guizhouense PSUM02 เพียงอย่างเดียวพบว่าไม่สามารถทําให้ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของ
ไส้เดือนฝอยรากปมตายได้เน่ืองจากตวัอ่อนมีการเคล่ือนท่ีหาอาหาร ส่งผลให้การแทงเส้นใยของ
เชือ้ราเป็นไปได้ยากจึงไม่สามารถเข้าทําลายตวัอ่อนได้ (Olivares-Bernabeu et al., 2002; Sun 
et al., 2006) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Stirling และ Mankau (1979) ท่ีพบว่าเชือ้รา 
Dactylella oviparasitica ไม่สามารถเข้าทําลายตัวอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม  
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M. incognita และจากการทดลองของ อาภรณ์ และคณะ (2560) ชีใ้ห้เห็นว่าเชือ้รา Trichoderma 
harzianum ไมส่ามารถยบัยัง้ตวัออ่นระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมได้เชน่เดียวกนั  
 

 

ภาพท่ี 33 ลกัษณะการงอกเส้นใยของสปอร์เชือ้รา M. guizhouense PSUM02; สารละลาย
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ (ก) และนํา้กลัน่ (ข) 
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ภาพท่ี 34 ลักษณะผนังลําตัวของตัวอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมหลังจากแช่
สารละลายต่าง ๆ นาน 24 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM); ชุด
ควบคมุ (นํา้กลัน่) (ก), โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์ (ข), สารฟิโปรนิล (ค), เอนไซม์
โปรติเอสสกัดหยาบ (ง), เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบร่วมกับสปอร์ของเชือ้รา (จ) และ
สปอร์ของเชือ้รา (ฉ) (bar = 5 µm) 
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ภาพท่ี 35 ลกัษณะการตายของตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม; นํา้กลัน่ (ก) และ

เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ (ข) (bar = 50 µm) 

หลงัจากตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยถกูแช่ในสารละลายของกรรมวิธีตา่ง ๆ 
นาน 168 ชัว่โมง จึงนําไปวดัปริมาณโปรตีนรวมพบว่าหลงัจากบม่ด้วยเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ 
เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบร่วมกบัสปอร์เชือ้รา และสปอร์ของเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 
เพียงอย่างเดียว ไม่สามารถวดัปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกัดได้จากตวัอ่อนไส้เดือนฝอยได้ ซึ่งปริมาณ
โปรตีนท่ีหายไปนัน้อาจเป็นไปได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสย่อยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของตวัอ่อน
ไส้เดือนฝอย (Stirling; 1991; Khan et al., 2004; Morton et al., 2004) จึงทําให้ปริมาณโปรตีน
ลดลงอยา่งมากจนไมส่ามารถวดัคา่ได้ (ตารางท่ี 6)   

ตารางท่ี 6 ปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกัดได้จากตวัอ่อนระยะท่ี 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมหลงัจาก
บม่ด้วยสารละลายตา่งกนันาน 168 ชัว่โมง 

กรรมวิธี ปริมาณโปรตีนรวมทัง้หมด (µg/ml)* 

ชดุควบคมุ (นํา้กลัน่ฆา่เชือ้) 11.4±4.9×10-3 
โพแทสเซียมฟอตเฟสบฟัเฟอร์ 11.4±4.4×10-3 
สารฟิโปรนิล 10.1±3.2×10-3 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ nd** 
เอนไซม์โปรตเิอสสกดัหยาบ + สปอร์ของเชือ้รา nd** 
สปอร์ของเชือ้รา nd** 

*คา่เฉล่ียของปริมาณโปรตีนรวม ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (3 ซํา้) 
**nd คือ ไมส่ามารถวดัคา่ได้ 
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บทที่ 4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้รา Metarhizium 

guizhouense PSUM02 ภายใต้การเลีย้งเชือ้แบบแข็ง ได้แก่ รําข้าวสาลี เพปโตน อัตราส่วน
ระหวา่งของแข็งกบัของเหลวคือ 1:3 ปริมาณเพปโตนอย่างน้อย 2.5% (w/v) คา่ pH ระหว่าง 5.0 
- 7.0 บม่เชือ้ท่ี 25 องศาเซลเซียส นาน 11 วนั ทําให้ได้คา่กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสงู ซึ่งการใช้
เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบร่วมกบัสปอร์ของเชือ้รา M. guizhouense PSUM02 มีประสิทธิภาพ
ในการควบคมุไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในมนัขีห้น ูในสภาพห้องปฏิบตัิการ
ทัง้นีเ้ป็นการศกึษาทีละปัจจยั (single factor) ซึ่งแตล่ะปัจจยัอาจจะมีผลกระทบซึ่งกันและกัน 
และส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ของเชือ้รา ดงันัน้ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยการทดสอบแบบ
หลายปัจจยั (multiple factors) เพ่ือให้ทราบถึงปฏิสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยัตา่งๆ และจึงต้องมี
ทดสอบในสภาพแปลงการทดลองตอ่ไป 
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