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การใชด้ีเอน็เอบารโ์คด้เพื่อจดัจ าแนกเชื้อรา Beauveria bassiana 
DNA Barcode for Identification of Beauveria bassiana 
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3/  กลุ่มวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพทางการเกษตร  ส านักวจิัยพฒันาเทคโนโลยชีวีภาพ 
 

รายงานความก้าวหน้า 
 

แยกเชื้อราโรคแมลง Beauveria bassiana ทึ่มีศักยภาพในการควบคุมแมลงและราแมลงในกลุ่ม 
Cordycep militaris ที่น าจะมาทดสอบการท าดีเอ็นเอบาร์โค๊ดจ านวน 15  ไอโซเลท จากบริเวณแปลงปลูก
พืชของเกษตรกรในเขตจังหวัดภาคเหนือ จังหวัด เชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง และ ภาคตะวันตก ราชบุรี 
เพชรบุรี และกาญจนบุรี และภาคใต้ จังหวัด ชุมพร โดยวิธี bating technique โดยใช้ Tenebrio molitor 
พบจ านวน 15 ไอโซเลท แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์โดยวิธี single spore เพ่ือสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีชีวโมเลกุล คือ 
Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primer ITSF1-ITSF2 ในยีนบริเวณ the internal 
transcribed spacer (ITS) พบว่าสามารถเพ่ิมบริมาณดีเอ็นเอได้ดี และจากการถอดระหัสล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้จากการท า DNA sequencing และ Blast เปรียบเทียบกับข้อมูลพ้ืนฐานบน Gene Bank ใน 
NCBI เบื้องต้นได้เชื้อราในกลุ่ม Beauveria จ านวน 9 ไอโซเลท คือ Beauveria sp. stain DOA – B4, 
Beauveria sp. stain DOA – B7, Beauveria sp. stain DOA – B6 และ Beauveria sp. stain DOA – 
C6 อยู่ในกลุ่มของ B. bassiana และนอกจากนั้นยังสามารถระบุชนิดเชื้อราแมลงเบื้องต้น เช่น Cordyceps 
militaris strain DOA-B10, Isaria fumosorosea strain DOA-B13, I.tenuipes strain DOA-B12, 
Cordyceps cicadae strain DOA-B16, และ Ophiocordyceps sobolifera strain DOA-B1 ซึ่งได้จาก
ผลจากการวิเคราะห์จัดล าดับวิวัฒนาการโดยวิธี Maximum likelihood phylogentic tree ต่อไป 
 

ค าหลัก : เชื้อราแมลง  ดีเอ็นเอบาร์โค้ด  ชีวโมเลกุล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-03-00-08-60 
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ค าน า 

 

ปัจจุบันการควบคุมแมลงศัตรูพืชในธรรมชาติโดยการใช้ ชีวินทรีย์ (biological control 
agents) ซึ่งเป็นวิธีการที่น าเอาความหลากหลายทางด้านชีวภาพ ประกอบด้วยตัวห้ า (predator)  
ตัวเบียน (parasite or paracitoid) และเชื้อโรค (pathogen) ไม่ว่าจะเป็นแมลงศัตรูพืช โรคพืช หรือ 
วัชพืชทางการเกษตร รวมทั้งที่เป็นแมลงพาหะ (vectors) มาใช้ในการจัดการระบบปลูกพืช โดยเน้น
การควบคุมศัตรูพืชแบบธรรมชาติโดยอาศัยหลักของนิเวศวิทยาเพ่ือทดแทนการใช้สารเคมี หรือ การ
ควบคุมศัตรูพืชโดยชีววิธี (biocontrol)  

การใช้สารชีวินทรีย์หรือชีวภัณฑ์ต่างๆ ในปัจจุบันยังมีความจ ากัดอยู่มากเช่น ไม่สามารถชื้อได้
ตามท้องตลาด มีขบวนการที่ยุ่งยากซับซ้อนในการผลิต หรือ ผลิตภัณฑ์ที่วางขายตามท้องตลาดไม่มี
คุณภาพ ท าให้เกษตรกรขาดความเชื่อถือในการใช้ผลิตภัณฑ์ดังกล่าว ในปัจจุบันกรมวิชาการเกษตร
เริ่มมีการผลักดันให้มีการขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์มากขึน้ เพ่ือควบคุมคุณภาพของสารชีวภัณฑ์ และให้
ผลิตภัณฑ์ถูกต้องเป็นไปตามข้อกฎหมาย โดยทั้งนีใ้ห้ขึ้นทะเบียนวัตถุอันตรายทางการเกษตร ซึ่งหน้าที่
หลักกรมวิชาการเกษตรได้มอบหมายให้กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตว
วิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชเป็นผู้รับผิดชอบตรวจสอบผลิตภัณฑ์เชื้อราโรคแมลงที่น ามาขึ้น
ทะเบียนดังกล่าว 

 เชื้อรา B. bassiana เป็นเชื้อราอยู่ในกลุ่มของ entomopathogenic fungi มีความ
คล้ายคลึงกันทางด้านสัณฐานวิทยา (cryptic species) และอยู่ในกลุ่มที่เรียกว่า species complex คือ
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ท าให้ไม่สามารถตรวจสอบสายพันธุ์เชื้อราระดับพันธุ์กรรมได้ โดย
วิธีสัณฐานวิทยา (morphological studies) จากปัญหาดังกล่าวจึงท าให้ระบบการตรวจสอบเชื้อราโรค
แมลงในสารชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์ที่น ามาขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตรไม่มี แม่นย าและถูกต้อง
ตามมาตรฐานสากล 

ดังนั้นการประยุกต์ใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ให้เป็นระบบ
มาตรฐานมาช่วยระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตและสิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ จึงมีความส าคัญมากเพราะเนื่องจาก
เทคนิคดังกล่าวมีความถูกต้อง รวดเร็ว และแม่นย า ตรวจสอบและจ าแนกได้ตรงตามลักษณ์ทาง
พันธุกรรมได้ถูกต้องเป็นที่ยอมรับในระบบสากล ซึ่งผลการตรวจสอบดังกล่าวจะช่วยในการสนับสนุน
งานวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ประโยชน์ของชีวินทรีย์สู่เชิงพาณิชย์ของกรม
วิชาการเกษตรนอกจากนั้นเทคนิคดังกล่าวยังช่วยในการปกป้องทรัพย์สินทางปัญญาของกรมวิชาการ
เกษตรได้ ในกรณีที่มีการน าเชื้อราสายพันธุ์กรมวิชาการเกษตรไปผลิตเป็นสารชีวภัณฑ์เชิงพาณิชย์โดย
ไม่ได้รับอนุญาต และ                           ทผู้               ที่ผสมเชื้อราสายพันธุ์อ่ืนที่ไม่
ตรงกับฉลากที่ระบุเอาไว้ รวมทั้งยังเป็นประโยชน์มากในการตรวจสอบเชื้อราแมลงสายพันธุใหม่ที่จะ
ค้นพบในอนาคต และเป็นประโยชน์ต่อการสร้างฐานข้อมูลเชื้อราโรคแมลงของกรมวิชาการเกษตรใน
ระบบสากล International code of nomenclature อีกด้วย 
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วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ ์ 

1.  ชุดส าหรับสกัดดีเอ็น (Pepman Ultra DNA extraction) 
2.  ค่าสังเคราะห์ไพร์เมอร จ านวน 6 คู่  
3.  ค่าหลอดไมโครทูป 0.2 ml และ 1.5 ml   
4.  ค่าทิบ (Tip) ดูดสารเคมี (10 µl, 200 µl, 1000µl) 
5.  เอการ์โรสเจล (agarose gel) 100 กรัม 
6.  เอ็นเอ มาค์เกอร์ (DNA marker 100 base pair) 75 UG 
7.  ชุดสกัดดีเอ็นเอจากพีซีอาร์โปรดัก (High pure PCR product Purification kit) 50 rxns  
8.  ชุดดีเอ็นเอ ตรวจสอบ Red gel  
9.  สีย้อมสารพันธุกรรม   
10. สารเคมี (น้ ากลั่นส าหรับท าปฏิกิริยา พีซีอาร์, อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, MEA, 
       Tris-HCL, EDTA, NaCl, Na2SO3, Isomyl alcohol, Isopropanol) 
11. พีซีอาร์, เอมไซม์ และเทคโพลีเมอร์เรส PCR & enzyme &Tag polymerase 
12. เชื้อรา B. bassiana 

 

วธิกีาร  
1. การเก็บตัวอย่างและแยกเชื้อรา B. bassiana จากแมลงที่เปน็โรคตามธรรมชาต ิดิน และสารชีวภัณฑ์    

เก็บตัวอย่างแมลงที่เป็นโรค ดินจากแปลงปลูกพืชแปลงเกษตรกร ในเขตจังหวัดภาคเหนือ 
(จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ ล าปาง และอุตรดิตถ์) ภาคอีสาน (เลย หนองคาย และอุบลราชธานี) ภาค
กลาง (เพชรบูรณ์ ก าเพชร) ภาคตะวันตก (ราชบุรี เพชรบุรี และกาญจนบุรี) ภาคตะวันออก (ตราด 
ระยอง และจันทร์บุรี) และภาคใต้ (นครศรีธรรมราช สงขลา และชุมพร) และสารชีวภัณฑ์ มาแยกเชื้อรา
ดังกล่าวในอาหารเลี้ยงเชื้อรา MEA (malt extract agar) ผสมสารปฏิชีวนะเพ่ือป้องกันการปนเปื้อน
แบคทีเรีย โดยวิธีแยกจากโครงสร้างของเชื้อราโดยตรง และส าหรับตัวอย่างดินจะท าการแยกเชื้อราโดย
วิธี insect – baiting technique บ่มเชื้อราไว้ที่อุณหภูมิห้องในสภาพปลอดแสงประมาณ 2-3 วัน 
หลังจากนั้นแยกเชื้อราบริสุทธิ์ โดยวิธี hypal trip isolation ลงในอาหาร MEA และตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของเชื้อราชนิดอ่ืนๆ อย่างละเอียด ก่อนเก็บเชื้อราไว้เป็น stock culture และเพ่ือจัดจ าแนก 
(identification) ทางด้านสัณฐานวิทยาเบื้องต้น และบันทึกผลการทดลอง 
2. การตรวจสอบและจัดจ าแนกเชือ้ Beauveria spp. ในระดบัชวีโมเลกลุ  

   เลี้ยงเชื้อรา Beauveria spp. บนอาหาร MEA (Malt extract Agar) ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 
7-10 วัน จากนั้นสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Prep man ultra (Applied Biosystems) โดย
วิธีการขูดเส้นใยปริมาณเล็กน้อย ลงใน Eppendorf tube ขนาด 100 μl ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ จากนั้นท า
การบดเส้นใยแล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ปั่นด้วยเครื่องปั้นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว
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รอบ 12,000 รอบต่อนาที (rpm) ประมาณ 10 นาที เก็บสารแขวนลอยดีเอ็นเอที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอต่อไป วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ โดยเครื่องวัดคุณภาพดีเอ็นเอ Nano Drop 
spectrophotometer เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีการ PCR (polymerase chain reaction) คัดเลือก 
primer และหาอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยใช้ primer ในส่วนของ rDNA (ITS1, 
ITS2, และ 5.8 S rRNA Gene) คือ primer ITS F1(5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3)-ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (Gardes and Brun 1993, White et al., 1990) และ protein-code 
gene ได้แก่ partial of β-tubulin ; Bt2a (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCT-3)-Bt2b(5'-
ACCCTCAGTGTAGTG ACCCTTGGC-3') (Glass and Donaldson, 1995) และtranslation 
elongation factor 1α  ได้แก่ primer EF1F(5-TGCGGTGGTATCGA CAAGCGT-3 และ EF1R (5- 
AGCATGTTGTCGCCGTTG AAG-3) (Linnakoski et al., 2010) 

 ส่วนผสมปฏิกิริยา PCR 25 μl เพ่ิมปริมาณดีเอ็น (Linnakoski et al., 2010) 

ประกอบไปด้วยสารเคมีต่อไปนี้ (Mytag buffer, Bioline,USA)  

 PCR grade water 16.5 l 

PCR buffer    5    l 

Forward primer 0.5 l 

Reverse primer 0.5 l 

Tag polymerase  0.5 l 

DNA template   2 l 

จากนั้นน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง thermocycle ในสภาวะปฏิกิริยาดังนี้  

Primer hot start denature annealing Extension final extension 

ITSF1-ITSF4 95 °C 4 

นาที  

 

95 °C 1 นาที              50-52°C 30 วินาที          72 

°C 1 นาที  

35 รอบ 

72 °C 4 นาที  

     

Bt2a-Bt2b 95 °C 4 

นาที  

 

95 °C 1 นาที              54-57°C 30 วินาที          72 

°C 1 นาที  

35 รอบ 

72 °C 4 นาที  

 

EF1F-ER1R 95 °C 4 

นาที  

 

95 °C 1 นาที              55-60°C 30 วินาที          72 

°C 1 นาที  

35 รอบ 

72 °C 4 

นาที  
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บนัทกึผลการทดลอง  
ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอ ภายใต้ UV light บน 1% agarose gel ในสารละลาย 0.5 x TAE 

buffer (40 mM Tris, 4mM sodium acetate, 1mM EDTA, pH 8)และย้อมสีดีเอ็นเอด้วย Gelred 
TM nucleic acid (Biotium) จากนั้นท าดีเอ็นเอให้มีความบริสุทธิ์โดยใช้ชุดส าเร็จรูป DNA Clean and 

Concentrator TM
─25 Kit, (Zumo Research) ส่งตัวอย่าง PCR product ที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ (DNA sequencing)  
 

วเิคราะหผ์ลการทดลอง 

วิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้โปรแกรม Bioinformatics เปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ Basic local alignment search tool (BLAST) เพ่ือให้ทราบสายพันธุ์ของเชื้อ
ราในระบบ Gene bank ของ NCBI (National central for biotechnology information) จัดเตรียม
ข้อมูล DNA consensus โดยใช้โปรแกรม MEGA 6.5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
(Tamura et al., 2013) และ MAFFT V7. (a multiple sequences alignment program) (Katoh, 
2013) วิเคราะห์จัดล าดับวิวัฒนาการโดยวิธี Maximum likelihood  phylogentic tree และลงทะเบียน
เชื้อราใน NCBI (national central for biotechnology information) เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงในระบบ
สากล 
 

เวลาและสถานที่    ตุลาคม 2559 สิ้นสุด เดือนมกราคม 2561 

1. ห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลง กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ 

    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2. ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

ผลและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 

แยกเชื้อราโรคแมลง B. bassiana ที่มีศักยภาพในการควบคุมแมลง ในเบื้องต้นพบว่าเชื้อรา
ในดินที่เก็บจากบริเวณแปลงปลูกพืชของเกษตรกรในเขตจังหวัดภาคเหนือ จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ 
ล าปาง และภาคตะวันตก ราชบุรี เพชรบุรี และกาญจนบุรี และภาคใต้ จังหวัดชุมพร โดยวิธี bating 
technique แยกได้จ านวน 15 ไอโซเลต ท าเชื้อราให้บริสุทธิ์โดยวิธี single spore และ hyphal trip 
เพ่ือเตรียมท าการตรวจสอบโดยวิธีชีวโมเลกุลต่อไป ผลจากการทดสอบในเบื้องต้นการสกัดดีเอ็นเอและ
ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) พบว่า primer ITSF1-ITSF2 ในยีนบริเวณ the 
internal transcribed spacer (ITS) สามารถเพ่ิมบริมาณดีเอ็นเอได้ดี และจากการถอดรหัสล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการท า DNA sequencing และ Blast เปรียบเทียบกับข้อมูลพ้ืนฐานบน Gene 
Bank ใน NCBI  
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15 ไอโซเลต จ านวน 9 ไอโซเลท พบว่าอยู่ในกลุ่มของเชื้อราโรคแมลง คือ Beauveria sp. stain DOA – B4, 
Beauveria sp. stain DOA – B7, Beauveria sp. stain DOA – B6 และ Beauveria sp. stain 
DOA – C6 อยู่ในกลุ่มของ B. bassiana ซึ่งสามารถบ่งชี้ได้โดยใช้ ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS โดยดู
จากจากการสร้าง phylogenetic tree ของกลุ่มเชื้อราโรคแมลง พบว่าเบื้องต้นสามารถใช้ ITS เป็นดี
เอ็นโอบาร์โค้ทเบื้องต้นได้ ในกรณีที่แยกเชื้อราแมลงจากธรรมชาติ แต่อย่างไรก็ตามต้องอาศัยชิ้นส่วน
ยีนส์ในส่วนของ code protein มาประกอบเพ่ือศึกษาในกลุ่ม B. bassiana complex ต่อไป และ
นอกจากนั้นยังสามารถระบุชนิดเชื้อราแมลงเบื้องต้น เช่น Cordyceps militaris strain DOA-B10, 
Isaria fumosorosea strain DOA-B13, I.tenuipes strain DOA-B12, Cordyceps cicadae strain 
DOA-B16 และ Ophiocordyceps sobolifera strain DOA-B17 การเพ่ิมปริมาณยีนส์ในส่วนอ่ืนๆ 
เช่น BT และ EF ซึ่งอยู่ในช่วงด าเนินการ (รูปที่2) 
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Table และ Figure 
 

 
             รปูที ่1 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลพื้นฐานบน Gene Bank ใน NCBI 
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รปูที ่2  การสร้าง Maximum likelihood phylogentic tree โดยใช้ข้อมูลพ้ืนฐานของ the internal  

transcribed spacer (ITS)  

 C.heteropoda AY245630

 Beauveria sp. B4

 B.bassiana AF291872

 Beauveria sp. B7

 Beauveria sp. B6

 Beauveria sp.C1

 B.bassiana ARSEF1564 T

 B.lii ARSEF11741 T

 B.varroae ARSEF8257 T

 B.asiatica ARSEF4850 T

 B.kipukae ARSEF7032 T

 B.australis ARSEF4598 T

 C.brongniartii AY245628

 C.brongniartii ARSEF617 T

 C.brongniartii NR111595 ARSEF617 T

 B.pseudobassiana ARSEF3405 T

 B.amorpha ARSEF2641 T

 B.caledonica BCRC T

 B.caledonica NR077147 T

 B.sungii ARSEF1685 T

 C.scarabaeicola AY245639

 C.confragosa JN049836

 C.nutans AF224274

 Lecanicillium psalliotae JN049846

 2278612 Pp17 ITS4

 2278608 Pp12 ITS4

 2278609 Pp14 ITS4

 2278607 Pp11 ITS4

 2278603 Pp04 ITS4

 2278615 Pp20 ITS4

 C.militaris AF153264 EFCC-C738

 C.militaris EU825995

 C.militaris KP721251

 Cordyceps militaris B10

 C.ningxiaensis NR137117 T

 Isaria fumosorosea B13

 P.ninchukispora AY245642

 C.sphingum AY245641

 Cordyceps cicadae B16

 C.bifusispora AY245627

 C.ochraceostromata AY245646

 Isaria tenuipes B12

 I.tenuipes KJ004029 ASPPHP1

 Isaria japonica AF200370

 Paecilomyces tenuipes AF224689

 P.farinosus AF237664

 Hirsutella longicolla FJ973071

 Ophiocordyceps myrmecophila AY245646

 Metacordyceps taii GZUH2012HK6

 C.japonica AY245645

 Cephalosporium curtipes AJ292404

 I.japonica AF200370

 M.atrovirens JN049882

 M.martialis JN049871

 C.ophioglossoides AF208524

 Elaphocordyceps ophioglossoides JN943322

 C.sinensis AF291749

 Tolypocladium parasiticum FJ973068

 Drechmeria coniospora AF106018

 O.heteropoda FJ973068

 C.militaris AY245634 CCRC

 Ophiocordyceps sobolifera B17

 C.agriota AY245626

 O.stylophora FJ973068

 O.sinensis FJ973068

 Metacordyceps liangshanensis

 M.liangshanensis KJ021176

 C.memorabilis AY245632

 Podostroma cordyceps AY245647

 C.dipterigena AY245629

 C.ophioglossoides AY245636

 P.variotii AF291869

 P.variotii AF291870

82

72

46

84

84

54

34

74

74

24

20

42

100

48

48

100

100

100

74

56

6

96

100

100

64

98

98

44

100

80

58

86

84

98

100

100

88

88

46

70

100

100

100

84

40

100

62

100

84

40

30

56

18

30

92

100

0.10




