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Abstract: Chitinase and protease produced from two effective entomopathogenic fungi (Aspergillus flavus 
isolate L21A and Beauveria bassiana isolate LARTC2, respectively), exhibited potential properties against pink 
cassava mealybug (Phenacoccus manihoti).  In this study, B. bassiana isolate LARTC2 was selected to test the 
virulence of the entomopathogenic fungus supplemented with crude enzyme chitinase and crude protease 
against 3rd instar nymph of pink cassava mealybug in the laboratory.  Virulence was evaluated by percent 
mortality and median lethal time (LT50).  The highest effective treatment was found from the condition by using 
crude enzyme of both chitinase and protease with spores of B. bassiana isolate LARTC2 for a 1 x 107 spores/ml.  
The percent mortality at day 3 and LT50 were 65.56 ± 4.55% and 2.52 days, respectively.  The physical 
evaluation of dead pink cassava mealybug exposed with spores of B. bassiana isolate LARTC2 supplemented 
with crude chitinase and crude protease at day 3 showed the deterioration of insect and mycelium of fungus 
covering on the insect.  The increasing mycelium with white spores of B. bassiana isolate LARTC2 on dead pink 
cassava mealybug was observed when this insect was incubated at 30 ºC for 3 days.  These results showed the 
potential of chitinase and protease in increasing the virulence of entomopathogenic fungi against pink cassava 
mealybug. 
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ค าน า 
 

มนัส ำปะหลงัเป็นพืชที่ท ำรำยได้ให้ประเทศไทย
เป็นล ำดับ 4 รองลงมำจำกยำงพำรำ อ้อย และข้ำว ซึ่ง
สำมำรถสร้ำงมูลค่ำเข้ำสู่ประเทศมำกกว่ำ 6 หมื่นล้ำน
บำทต่อปี ปัจจุบันกำรผลิตมันส ำปะหลังตัง้แต่ปี   พ.ศ. 
2553 ถึง 2557 นัน้ จะพบพื น้ที่ ในกำรเพำะปลูกและ
ปริมำณผลผลิตที่ได้โดยเฉลี่ยเพิ่มขึน้ คิดเป็นร้อยละ 3.4 
และ 8.4 ตำมล ำดับ ในขณะที่ผลผลิตต่อไร่โดยเฉลี่ย
เพิ่มขึน้ร้อยละ 4.4 (สถำบันอำหำร, 2558) หำกวิเครำะห์
สถำนกำรณ์ในแต่ละปีจะพบปัญหำที่เกิดขึน้ในกำรปลูก
มนัส ำปะหลงั คือกำรระบำดของเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสี
ชมพูที่รุนแรงและต่อเนื่องตัง้แต่ปลำยปี พ.ศ. 2551 และ
ต้นปี พ.ศ. 2552 และขยำยพืน้ที่อยำ่งรวดเร็วจนถึงปัจจุบนั 
ซึ่งก่อให้เกิดควำมเสียหำยทำงเศรษฐกิจในทุกภำคของ
พืน้ที่ปลกูมนัส ำปะหลงั ในปี พ.ศ. 2559 ได้มีกำรท ำระบบ
ภมูิศำสตร์เพื่อสร้ำงแบบจ ำลองถ่ินอำศยั เพื่อท ำนำยพืน้ที่
ที่ มี ควำมเสี่ยงต่อกำรระบำดของของเพลี ย้แป้ งมัน
ส ำปะหลงัสชีมพเูพื่อใช้ในกำรตดัสนิใจและจดักำรปอ้งกนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กำรระบำด (รัชฎำวรรณ และ เบญจคณุ, 2559) แต่ก็ยงัไม่
สำมำรถลดกำรระบำดได้ เนื่องจำกกำรก ำจดัเพลีย้แปง้มนั
ส ำปะหลังสีชมพูนัน้ท ำได้ยำก เนื่องจำกตำมล ำตัวของ
เพลีย้แป้งสีชมพู ปกคลุมด้วย โปรตีน ไคติน แป้ง และ
ไขมัน ท ำให้ยำกต่อกำรท ำลำย กำรก ำจัดเพลีย้แป้งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพูโดยทั่วไปใช้สำรเคมีในกำรป้องกันและ
ก ำจัด แต่ ปัญหำจำกกำรใช้สำรเคมีพวกนี ม้ี ผลเสีย
มำกมำย กำรใช้จุลนิทรีย์ก ำจดัแมลงเป็นอีกทำงเลอืกหนึ่ง
ที่นิยมน ำมำใช้ เพรำะจุลินทรีย์หลำยชนิดมีประสิทธิภำพ
ในกำรท ำลำยสูง ท ำลำยเฉพำะแมลงศัตรูพืชที่ เป็น
เป้ำหมำย และปลอดภัยต่อผู้ ใช้  รำก่อโรคในแมลง 
(entomopathogenic fungi) เป็นจลุินทรีย์กลุม่ที่ได้รับกำร
พฒันำเพื่อใช้ในกำรก ำจดัแมลง เนื่องจำกรำในกลุม่นีจ้ะมี
ควำมจ ำเพำะเจำะจงกับแมลงโดยตรง สำมำรถเข้ำสู่
ร่ำงกำยของแมลงโดยแทงทะลุผ่ำนเข้ำทำงผนังล ำตัว
แมลง และจะเจริญภำยในตัวแมลง ท ำลำยเนือ้เยื่อและ
ระบบต่ำง ๆ ท ำให้แมลงตำย (ทิพย์วดี, 2535) ปัจจุบนัมี
กำรศกึษำเอนไซม์ที่ผลติจำกจลุนิทรีย์ เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ 
รวมทัง้รำ โดยเฉพำะกลุม่ของเอนไซม์ที่สำมำรถยอ่ยไคติน 

บทคัดย่อ: กำรศึกษำคุณลกัษณะเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสที่ผลิตจำกรำที่มีศักยภำพในกำรท ำลำยเพลีย้แป้ งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพ ู(pink cassava mealybug หรือ Phenacoccus manihoti) ก่อนหน้ำนี ้พบว่ำเอนไซม์ไคติเนสที่ผลิตจำก 
Aspergillus flavus ไอโซเลท L21A และ โปรติเอสที่ผลติจำก Beauveria bassiana ไอโซเลท LARTC2 มีศกัยภำพน ำไปใช้
ในกำรท ำลำยเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสชีมพ ูซึ่งเอนไซม์ทัง้สองชนิดนีเ้ป็นปัจจยัส ำคญัในกำรท ำลำยเพลีย้แปง้โดยเอนไซม์
จะเข้ำย่อยท ำลำยผนงัล ำตวัของเพลีย้แป้งในขัน้ตอนแรก จำกนัน้รำจะเจริญโดยใช้ของเหลวในตวัแมลงเป็นอำหำรและ
ท ำลำยเพลีย้แปง้ในที่สดุ กำรศกึษำครัง้นีไ้ด้ทดลองน ำสำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสที่ผลิตจำกรำทัง้สองชนิดมำ
ใช้ร่วมกบัสำรแขวนลอยสปอร์รำ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 ที่ควำมเข้มข้น 1 x 107 สปอร์ต่อมิลลิตร เพื่อเพิ่มควำม
รุนแรงในกำรท ำลำยตวัอ่อนวยัที่ 3 ของเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพ ูในระดบัห้องปฏิบตัิกำร ผลกำรทดลองพบวำ่กำรใช้
สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส ร่วมกบัสำรแขวนลอยสปอร์รำมีเปอร์เซ็นต์กำรตำย (percent mortality) ในวนัที่ 3 
เทำ่กบั 65.56 ± 4.55% และมีคำ่ LT50 เทำ่กบั 2.52 วนั ซึง่เปอร์เซ็นต์กำรตำยนีม้ีคำ่สงูกวำ่กำรใช้เฉพำะสำรละลำยเอนไซม์
หรือสำรแขวนลอยสปอร์รำเพียงอย่ำงเดียว จำกกำรสังเกตกำรเปลี่ยนแปลงลักษณะทำงกำยภำพบนเพลีย้แป้งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพู และกำรเจริญของรำ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 หลงักำรพ่นด้วยสำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและ       
โปรติเอสร่วมกบัสำรแขวนลอยสปอร์รำเป็นเวลำ 3 วนั พบว่ำแมลงถกูท ำลำย และมีเส้นใยรำปกคลมุตวัเพลีย้แปง้ ภำยหลงั
จำกกำรน ำเพลีย้แปง้ไปบม่ 3 วนั ที่อณุหภมูิ 30 องศำเซลเซียส พบวำ่เส้นใยรำหนำแนน่ขึน้และสปอร์ของรำสขีำวแทงทะลุ
ออกมำและปกคลมุทัว่ผนงัล ำตวัของเพลีย้แปง้ สรุปได้วำ่สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสช่วยเพิ่มควำมรุนแรงของ
รำในกำรเข้ำท ำลำยเพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพ ู
 
ค าส าคัญ: เพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพ ู รำก่อโรคในแมลง ไคติเนส  โปรติเอส Beauveria bassiana 
 

วารสารเกษตร 34(2): 205 - 214 (2561) 

ส ำปะหลงัสีชมพเูพื่อใช้ในกำรตดัสนิใจและจดักำรปอ้งกนั 
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โปรตีน และไขมันได้ เพื่อเช่ือมโยงกับควำมรุนแรงในกำร
ก่อโรคของจุลินทรีย์ก่อโรคในแมลงเนื่องจำกเอนไซม์
เหล่ำนีท้ ำหน้ำที่ในกำรย่อยผนังล ำตัวแมลงก่อนที่จะใช้
สำรอำหำรในตัวแมลงเพื่อกำรเจริญเติบโต (St. Leger et 
al., 1986a, b) มีรำยงำนกำรศึกษำเอนไซม์ที่ผลิตโดยรำ
ก่อโรคในแมลงพบว่ำมีกำรผลิตเอนไซม์ที่ส่งออกนอก
เซลล์ (extracellular enzyme) ได้แก่  ไคติเนส โปรติเอส 
และไลเปส เพื่อใช้ย่อยผนังชัน้นอกของแมลง ท ำให้รำ
สำมำรถเข้ำไปเจริญเติบโตและเพิ่มจ ำนวนภำยในแมลงได้ 
(Isaka et al., 2005; Firouzbakht et al., 2015) ดั ง นั ้น
กลไกเบือ้งต้นในกำรเข้ำท ำลำยแมลงของรำจะต้องมีกำร
สงัเครำะห์เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสเพื่อท ำลำยผนัง
ล ำตัวก่อนท่ีรำจะเข้ำไปใช้สำรอำหำรในตวัแมลง ซึ่งจำก
กระบวนกำรนีจ้ะใช้เวลำนำน งำนวิจยันีจ้ึงมีแนวคิดในกำร
ใช้สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสที่ผลิตจำกรำ 
Aspergillus flavus ไอ โซ เล ท  L21A แ ล ะ  Beauveria 
bassiana ไอโซเลท  LARTC2 ที่  Tabsri et al. (2016) ได้
ศึกษำคุณสมบัติแล้วพบว่ำมีศกัยภำพสำมำรถน ำมำใช้
ร่วมกับสำรแขวนลอยสปอร์รำ B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 ในกำรทดสอบประสิทธิภำพและควำมรุนแรง เพื่อ
ลดระยะเวลำในกำรท ำลำยเพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพ ู
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1. ราที่ใช้ในงานวิจัย 

รำที่มีประสิทธิภำพในกำรท ำลำยเพลีย้แป้งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพูจ ำนวน 1 สำยพันธุ์  ได้แก่ B. bassiana 
ไอโซเลท LARTC2 ได้รับควำมอนุเครำะห์จำก ผศ. ดร.
มำลี ตัง้ระเบียบ สถำบันวิจัยและฝึกอบรมกำรเกษตร
ล ำปำง มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีรำชมงคลล้ำนนำ ใช้ใน
กำรผลิตสปอร์ และเอนไซม์โปรติเอส ส่วนรำ A. flavus  
ไอโซเลท L21A ที่คัดแยกได้จำกเพลีย้แป้งมันส ำปะหลงั 
(ภทัรภำ, 2556) น ำมำใช้ผลติเอนไซม์ไคติเนส 

 
2. การเต รียมสารแขวนลอยสปอร์ของรา B. 
bassiana ไอโซเลท LARTC2  

เลีย้งรำในอำหำร potato dextrose agar (PDA) 
ที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 วนั หรือจนรำ

เจริญและสร้ำงสปอร์ จำกนัน้เตรียมสำรแขวนลอยสปอร์
ของรำ โดยชะสปอร์ของ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 
ด้วยน ำ้กลัน่ปลอดเชือ้ และปรับจ ำนวนสปอร์ให้มีควำม
เข้มข้นสดุท้ำย 8.15 x 107 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 

 
3. การเตรียมสารละลายเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส 

เตรียมสำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติ
เอสตำมวิธีของ Tabsri et al. (2016) โดยมีรำยละเอียด
ดงันี ้น ำสำรแขวนลอยสปอร์รำ A. flavus ไอโซเลท L21A 
และ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 เติมลงในอำหำร
เ ห ล ว  Sabouraud’s dextrose yeast extract (SDY) 
ปริมำตร 25 มิลลิลิตร ให้มีควำมเข้มข้นเร่ิมต้นเข้มข้น 
1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยสปอร์ของ A. flavus ไอโซ
เลท L21A ใช้ในกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส ส่วนสปอร์ของ 
B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 ใช้ในกำรผลิตเอนไซม์     
โปรติเอส บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เขย่ำที่ 150 
rpm เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จำกนัน้ถ่ำยไมซีเลียมของ A. 
flavus ไอโซเลท L21A พร้อมอำหำรลงในอำหำรเหลว 
basal salt broth 200 มิลลิลิตร ที่มี  2% (w/v) colloidal 
chitin เพื่อเหนี่ยวน ำให้ผลิตเอนไซม์ไคติเนส ส่วนไมซี
เลียมของ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 พร้อมอำหำร
ถ่ำยลงในอำหำรเหลว basal salt broth 200 มิลลิลติร ที่มี 
1% (w/v) skim milk powder เพื่ อ เหนี่ ย วน ำ ให้ ผลิ ต
เอนไซม์โปรติเอส จำกนัน้น ำไปเขย่ำที่ 200 rpm อณุหภูมิ 
30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 16 และ 12 วนั ตำมล ำดบั ป่ัน
เหวี่ยงแยกเอำส่วนใสซึ่งเป็นสำรละลำยเอนไซม์ (crude 
enzyme) ที่มี กิจกรรมเอนไซม์ไคติ เนส 3.52 U/ml และ
เอนไซม์โปรติเอส 187.35 U/ml ไปใช้ศกึษำในขัน้ตอนตอ่ไป 
 
4. การเตรียมเพลีย้แป้งมันส าปะหลังสีชมพู  

เพลีย้แป้งมันส ำปะหลังสีชมพู  ได้ รับควำม
อนเุครำะห์จำกศนูย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น สถำบนัวิจัยพืชไร่
และพืชทดแทนพลังงำน กรมวิชำกำรเกษตร กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ จังหวัดขอนแก่น โดยมีขัน้ตอนกำร
เลีย้งเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพูให้ได้วยัเดียวกัน โดย
เร่ิมจำกกำรปลกูต้นมนัส ำปะหลงัให้มีอำย ุ2 เดือน แล้วใช้
พูก่นัเขี่ยถงุไขเ่พลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพลูงบนยอดมนั
ส ำปะหลังต้นละ 2 ถึง 3 ถุง ปล่อยให้ เพลี ย้แป้งมัน
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ส ำปะหลังสีชมพูเจริญเติบโตบนต้นมันส ำปะหลัง เป็น
ระยะเวลำ 14 ถึง 16 วนั ซึง่อยูใ่นวยั 3 เพื่อใช้ในกำรศกึษำ
ในขัน้ตอนตอ่ไป (ภทัรภำ, 2556) 

 
5. ทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายเอนไซม์ไค
ติเนส โปรติเอส และสปอร์รา B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 ในการท าลายเพลีย้แป้งมันส าปะหลังสี
ชมพู 

กำรทดลองนีท้ ำตำมวิธีของ ภัทรภำ (2556) มี
กำรดัดแปลงเล็กน้อย โดยน ำใบมันส ำปะหลังที่ล้ำงจน
สะอำดแล้วมำตดัเป็นชิน้วงกลมขนำดเส้นผ่ำนศนูย์กลำง 
5.0 เซนติเมตร น ำมำวำงลงบนผิวหน้ำแผ่นวุ้ นเข้มข้น 
0.7% (w/v) ในกล่องพลำสติ กโดยหันด้ ำนใต้ ใบขึ น้ 
จำกนัน้เขี่ยตัวอ่อนวัยที่ 3 ของเพลีย้แป้งมันส ำปะหลงัสี
ชมพ ูลงบนใบมนัส ำปะหลงั จ ำนวน 30 ตวัตอ่ 1 กลอ่ง ท ำ
กำรทดลอง 3 ซ ำ้ต่อกรรมวิธี จำกนัน้เตรียมสำรละลำย             
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอนไซม์ไคติเนส โปรติเอส และสปอร์ของรำ B. bassiana 
ไอโซเลท LARTC2 ตำมตำรำงที่ 1 โดยมีกรรมวิธีทัง้หมด 8 
ก รรม วิ ธี  ดั งนี ้ T1 control (0.1% (v/v) tween 80) T2 
(crude chitinase) T3 (crude protease) T4 (crude 
chitinase + crude protease) T5 (สปอร์รำ B. bassiana 
ไอโซเลท LARTC2) T6 (สปอร์รำ B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 + crude chitinase) T7 (สปอร์รำ B. bassiana 
ไอโซเลท LARTC2 + crude protease) และ T8 (สปอร์รำ 
B. bassiana ไอ โซ เลท  LARTC2 +  crude chitinase + 
crude protease)  โดยกรรมวิธีที่มีสปอร์รำมีควำมเข้มข้น
สดุท้ำย 1x107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จำกนัน้พ่นสำรละลำย
ตวัอย่ำงที่เตรียมไว้ 1 มิลลิลิตร ของแต่ละกรรมวิธี โดยใช้
หัวสเปรย์พ่นฝอยขนำดจุขวด 5 มิลลิลิตร มีระยะกำร
สเปรย์ห่ำงจำกกล่องพลำสติก 30 เซนติเมตร เก็บกล่องที่
พ่นแล้วในกรงที่มีมุ้ งลวดป้องกันแมลงที่อุณหภูมิห้อง 
หลงัจำกนัน้ตรวจนบัจ ำนวนเพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพู 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Composition of crude chitinase, crude protease and spores Beauveria bassiana isolate LARTC2 
of treatment T1 to T8 

Treatments 

Spore 
suspension 
(8.15 x 107 

spores/ml) (µl)1 

Tween 80 
(10% (v/v)) 

(µl)2 

0.1 M 
phosphate 

buffer pH 6.0 
(µl) 

Crude enzyme3 

Protease  
(µl) 

Chitinase  
(µl) 

T1 (0.1% (v/v) Tween 80) - 10 990 - - 
T2 (crude  chitinase) - 10 590 400 - 
T3 (crude protease) - 10 590 - 400 
T4 (crude chitinase + crude 
protease) - 10 190 400 400 

T5 (spores of B. bassiana isolate 
LARTC2) 122 10 868 - - 

T6 (spores of B. bassiana isolate 
LARTC2 + crude  chitinase)  122 10 468 400 - 

T7  (spores of B. bassiana isolate 
LARTC2 + crude protease) 122 10 468 - 400 

T8  (spores of B. bassiana isolate 
LARTC2 + crude protease + 
crude chitinase) 

122 
 

10  
 

68 400 400 

1 Final concentration is 1 x 107 spores/ml in 1 ml of each treatment 
2 Final concentration is 0.1 %(v/v) Tween 80 in 1 ml of each treatment 
3 Activities of chitinase and protease are 3.52 U/ml and 187.35 U/ml, respectively 
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ที่ตำยหลังจำกพ่นเป็นเวลำ 1, 2, 3, 4, 5 และ 7 วัน โดย
แยกเพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพทูี่ตำยในวนัที่ 3 ออกมำ
บ่ม เพื่อตรวจสอบกำรเข้ำท ำลำยของสำรละลำยเอนไซม์
ไคติเนส โปรติเอส และสปอร์รำ B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 โดยใช้พู่กันเขี่ยเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพูที่
ตำยวำงลงบนกระดำษกรองเบอร์ 1 ในจำนแก้วปลอดเชือ้
เส้นผ่ำนศูนย์กลำง 5.5 เซนติเมตร ให้ควำมชืน้โดยใช้
ฟองน ำ้ชุบน ำ้กลั่นปลอดเชือ้ บ่มที่อุณหภูมิ  30 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 3 วัน สงัเกตและบันทึกลักษณะกำร
ตำยของเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพู และลกัษณะของ
รำที่เจริญปกคลมุตวัเพลีย้แป้งสีชมพ ูเปรียบเทียบผลกำร
ทดลองกับกรรมวิธี T1 น ำข้อมูลที่ได้มำหำเปอร์เซ็นต์กำร
ตำย (percent mortality) และวิเครำะห์หำระยะเวลำใน
กำรท ำให้ เพลี ย้แป้ งมันส ำปะหลังสี ชมพูตำย 50 
เปอร์เซ็ นต์  (median lethal time: LT50) ด้ วยวิ ธี  probit 
analysis (Finney, 1971) ที่ ระดั บ ควำม เช่ื อมั่ น  95% 
(P<0.05) โดยใช้โปรแกรมส ำเร็จรูป StatPlus 
 
เปอร์เซ็นต์ 
กำรตำย (%) 

= 
จ ำนวนเพลีย้แปง้สีชมพท่ีูตำย x 100 
จ ำนวนเพลีย้แปง้สีชมพเูร่ิมต้น 

 
         . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. การวิเคราะห์ข้อมูล 
กำรทดสอบในห้องปฏิบัติกำรวำงแผนกำร

ทดลองแบบสุ่ ม สมบู รณ์  (completely randomized 
design, CRD) เปรียบเทียบค่ำเฉลี่ยโดยวิธี  Duncan’s 
multiple range test (DMRT) ที่ระดับควำมเช่ือมั่น 95% 
(P<0.05) โดยใช้โปรแกรมส ำเร็จรูป IBM SPSS Statistics 
17.0 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 

 
1. ผลการทดสอบความสามารถของรา B. bassiana 
ไอโซเลท  LARTC2 ร่วมกับสารละลายเอนไซม์             
ไคติเนสและ โปรติเอสในการเข้าท าลายเพลีย้แป้ง
มันส าปะหลังสีชมพูในระดับห้องปฏิบัติการ 

ผลกำรทดสอบสำรแขวนลอยสปอร์ของรำ B. 
bassiana ไอโซเลท LARTC2 ร่วมกับสำรละลำยเอนไซม์
ไคติเนสและ โปรติเอสในกำรเข้ำท ำลำยตัวอ่อนวัยที่ 3 
ของเพลี ย้แป้งมันส ำปะหลังสีชมพู เปรียบเทียบกับ
กรรมวิ ธีที่ ฉีดพ่นด้วย 0.1% (v/v) Tween 80 (T1) เป็น
เวลำ 7 วัน ดังแสดงในภำพที่  1 พบว่ำทุกกรรมวิธี  มี
เปอร์เซ็นต์กำรตำยของเพลีย้แปง้สงูขึน้ตำมระยะเวลำที่ใช้ 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเพิ่มศักยภาพการยับยัง้เพลีย้แป้งมันส าปะหลังสีชมพู 
ด้วยสารสกัดหยาบไคติเนสและโปรติเอสร่วมกับเชือ้รา Beauveria bassiana 

Figure 1. Percent mortality of 3rd instar nymph of pink cassava mealybug after exposed with treatment T1 to 
T8 for 7 days: T1 = 0.1% (v/v) tween 80, T2 = crude chitinase, T3 = crude protease, T4 = crude 
chitinase + crude protease, T5 = spores of B. bassiana, T6 = spores of B. bassiana + crude 
chitinase, T7 = spores of B. bassiana +  crude protease and T8 = spores of B. bassiana +  crude 
chitinase + crude protease 
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ในกำรทดสอบ แต่กรรมวิธีที่มีสำรแขวนลอยสปอร์รำ B. 
bassiana ไอโซเลท LARTC2 ใช้ ร่วมกับสำรละลำย
เอนไซม์ ไคติ เนส และ/หรือโปรติ เอส (T6, T7, T8) มี
อตัรำเร็วในกำรตำยสูงกว่ำกลุ่มอื่น ๆ โดยดูได้จำกควำม
ชันของเส้นกรำฟในช่วง 1-4 วนั เมื่อพิจำรณำเปอร์เซ็นต์
กำรตำยของเพลีย้แป้งมันส ำปะหลังสีชมพู ของวันที่ 3 
หลงักำรฉีดพ่น ผลกำรทดลองแสดงในตำรำงที่ 2 พบว่ำ
เปอร์เซ็นต์กำรตำยของเพลีย้แปง้เพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสี
ชมพูของกรรมวิ ธี  T2-T8 อยู่ ในช่ วง 21.11 ± 10.47 - 
65.56 ± 4.55% ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์กำรตำยสูงกว่ำกรรมวิธี 
T1 อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่  P<0.05 ส่วนกลุ่มที่ใช้
เฉพำะสำรละลำยเอนไซม์ (T2-T4) มีเปอร์เซ็นต์กำรตำย
ต ่ำกวำ่ กลุม่ที่มีสำรแขวนลอยสปอร์รำ B. bassiana ไอโซ
เลท LARTC2 อย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติที่ P<0.05 แม้ว่ำ
ในกลุ่ มที่ มี สำรแขวนลอยสปอร์รำ (T5-T8) ไม่พบ
เปอร์เซ็นต์กำรตำยที่แตกต่ำงอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติที่ 
P<0.05 แต่อย่ำงใรก็ตำมกรรมวิธี T8 ที่มีสำรแขวนลอย
สป อ ร์ รำ  B. bassiana ไอ โซ เลท  LARTC2 ร่ วม กั บ
สำรละลำยเอนไซม์ทัง้สองชนิด (ไคติเนสและโปรติเอส) มี
ควำมสำมำรถในกำรท ำลำยเพลีย้แปง้มนัส ำปะหลงัสชีมพู
ได้สูงที่สุด โดยมี เปอร์เซ็นต์กำรตำยเท่ำกับ 65.56 ± 
4.55% และจำกกำรหำระยะเวลำในกำรท ำให้เพลีย้แป้ง
มนัส ำปะหลงัสีชมพตูำย 50 เปอร์เซ็นต์ (LT50) ดงัแสดงใน
ตำรำงที่  2 พบว่ำ กลุ่มของสำรแขวนลอยสปอร์รำ                        
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 ที่ ระดับควำมเข้มข้น 
1x107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ที่ใช้ร่วมกับสำรละลำยเอนไซม์
ไคติเนสและโปรติเอส (T8) มีค่ำ LT50 น้อยที่สุด เท่ำกับ 
2.52 วนั หมำยควำมว่ำเพลีย้แป้งสีชมพูถูกท ำลำยได้เร็ว
ที่สุด  ซึ่งสอดคล้องกับเปอร์เซ็นต์กำรตำยที่มีค่ำสูงที่สุด 
สรุปได้ว่ำสำรละลำยเอนไซม์ช่วยเพิ่มควำมรุนแรงของเชือ้
รำ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 ในกำรท ำลำยเพลีย้
แป้งมันส ำปะหลังสีชมพู ผลกำรทดลองนีส้อดคล้องกับ
รำยงำนของ Ortiz et al. (2010) ได้หำควำมสมัพันธ์ของ
ปริมำณโปรตีนที่สังเครำะห์จำก B. bassiana ที่เลีย้งใน
อำหำรต่ำงชนิดกัน ในกำรท ำลำยหนอนผีเสือ้กินไขผึง้ 
(Galleria mellonella) พบว่ำเปอร์เซ็นต์กำรตำยที่เพิ่มขึน้
สมัพันธ์กับปริมำณโปรตีนที่รำผลิตได้ และจำกรำยงำน
ของ Pelizza et al. (2012) ได้ศึกษำควำมสมัพนัธ์ระหว่ำง
รำก่อโรคกับกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส โดยทดสอบรำ
ก่ อ โรค  59 ไอ โซ เลท  พบว่ ำ  B. bassiana ไอ โซ เลท 
LPSC1067 สำมำรถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้สงูสดุ และมี
ควำมสำมำรถในกำรท ำลำยตั๊กแตนซึ่งมีเปอร์เซ็นต์กำร
ตำย 97.7% และใช้ระยะเวลำในกำรเข้ำท ำลำยตั๊กแตน 
3.19 วัน และจำกรำยงำนของ Zhang et al. (2011) ได้
คั ด เลื อ ก รำ  B. bassiana จ ำ ก ด้ ว ง เป ลื อ ก แ ข็ ง 
Dendroctonus valens ที่สำมำรถผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
ทัง้หมด 12 ไอโซเลท และพบว่ำ B. bassiana ไอโซเลท 
Bb1801 สำมำรถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สงูและสำมำรถ 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2. Percent mortality of 3rd instar nymph of pink cassava mealybug at day 3 after exposed with T1 
to T81 and LT50 of 1x107 spores/ml of B. bassiana 

Treatments Percent mortality (%) ± SD 
LT50 (day)  

(95% fiducial limits) 
T1 (0.1% Tween 80) 1.11 ± 1.72a - 
T2 (crude chitinase)  21.11 ± 10.47b 6.54 (6.12-6.96) 
T3 (crude protease) 22.22 ± 6.89b 6.17 (5.43-6.91) 
T4 (crude chitinase + crude protease) 25.56 ± 6.89b 5.61(4.82-6.40) 
T5 (spores of B. bassiana) 42.22 ± 4.55c 4.46 (4.05-4.87) 
T6 (spores of B. bassiana + crude chitinase) 54.44 ± 9.58cd 3.18 (2.66-3.70) 
T7 (spores of B. bassiana + crude protease) 53.33 ± 0.00cd 3.13 (3.02-3.24) 
T8 (spores of B. bassiana + crude chitinase + 
crude protease) 

65.56 ± 4.55d 2.52 (2.40-2.64) 

1 Different superscripts within the same column indicate significant differences (P<0.05) 
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ท ำให้ ด้วง D. valens ตำย 100% มีค่ำ LT50 4.6 วัน ที่
ควำมเข้มข้น 1x107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร นอกจำกนัน้ Fang 
et al. (2009) ได้ท ำกำรตดัต่อยีนโปรติเอสและไคติเนสเข้ำ
ไปในยีนของ B. bassiana เพื่อให้ผลติเอนไซม์ทัง้สองชนิด
เพิ่มมำกขึน้  ผลกำรทดลองพบว่ำสำมำรถเพิ่มควำม
รุนแรงของรำ B. bassiana ในกำรท ำลำย G. mellonella 
ได้อยำ่งมีประสิทธิภำพ และ Fan et al. (2010) ได้รำยงำน
กำรตดัต่อยีนของไคติเนสเข้ำไปใน B. bassiana ซึ่งท ำให้
มีกำรสังเครำะห์ไคติเนสมำกกว่ำสำยพันธุ์ดัง้เดิมท ำให้
ศักยภำพในกำรท ำลำยไคตินที่เป็นส่วนประกอบที่ผนัง
ของแมลงได้เพิ่มขึน้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเพลีย้แป้ง
มั นส าปะหลั งสี ชมพู ที่ ต ายหลั งการทดสอบ
ความสามารถของรา B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 
ร่วมกับสารละลายเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสใน
การเข้าท าลาย 

ผลกำรศึกษำลกัษณะกำรท ำลำยเพลีย้แป้งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพู หลงัจำกกำรฉีดพ่น 3 วนั และกำรเจริญ
ของเชือ้รำ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 บนเพลีย้แป้ง
มันส ำปะหลังสีชมพู  เมื่ อน ำไปบ่มเป็นเวลำ 3 วัน ที่
อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียสของกรรมวิธี T1, T4, T5 และ 
T8 (ตำรำงที่ 3) สรุปได้วำ่หลงักำรฉีดพน่ 3 วนั กรรมวิธี T5 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3. Physical and morphological changes of 3rd instar nymph of pink cassava mealybug after 3 days 
exposed to treatment T1, T4, T5 and T8 and the growth of B. bassiana isolate LARTC2 after 
incubated at 30 oC for 3 days 

Treatments 3 days after exposure After 3 days of incubation 
T1 (0.1% Tween 80)  

 
 
 

 

T4 (crude chitinase + 
crude protease)1  

 
 
 
 

 

T5 (spores of B. 
bassiana)2  
 

 
 
 
 

 

T8 (spores of B. bassiana 
+ crude chitinase + crude 
protease  
 

 
 
 
 

 

1 Activities of chitinase and protease are 1.40 U (400 µl) and 74.94 U (400 µl), respectively. 
2 Spore concentration is 1x107 spores/ml  
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ที่มีเฉพำะสำรแขวนลอยสปอร์รำ B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 และ T8 ที่ มีสำรแขวนลอยสปอร์รำร่วมกับ
สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส มีผลท ำให้ผนัง
ล ำตวัของเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพูถูกท ำลำยและมี
เส้นใยรำเร่ิมปกคลุมตัวเพลีย้แป้ง โดยเฉพำะ T8 ผนัง
ล ำตัวถูกท ำลำยมำกกว่ำ ซึ่งน่ำจะเก่ียวข้องกับกำรที่
สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนส และโปรติเอสที่เติมเข้ำไปจะ
ย่อยผนังล ำตวัแมลงก่อนโดยไม่ต้องรอให้รำสร้ำงเองซึ่ง
ต้องใช้เวลำนำนกว่ำ ซึ่งแตกต่ำงจำก T1 และ T4 ที่ผนัง
ล ำตวัของเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพูยงัสมบูรณ์ และ
รำเจริญไม่ชดัเจน เมื่อน ำไปบ่มเป็นเวลำ 3 วนั ที่อุณหภูมิ 
30 องศำเซลเซียส พบว่ำ T5 และ T8 ผนงัล ำตวัถกูท ำลำย
มำกขึ น้  เนื่ องจำกรำใช้อำหำรในตัวเพลี ย้แป้ งมัน
ส ำปะหลงัสีชมพู โดยสงัเกตเห็นเส้นใยและสปอร์ของรำสี
ขำว B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 แทงทะลุออกมำ
และปกคลุมผนังล ำตัวของเพลีย้แป้งเพิ่มขึน้ ซึ่งผลกำร
ทดลองสอดคล้องกับผลของสำรละลำยเอนไซม์เพิ่ม
ควำมเร็วในกำรท ำลำยเพลีย้แป้งมนัส ำปะหลงัสีชมพูของ
กำรทดลองข้ำงต้น และสอดคล้องกบังำนวิจยัที่พบว่ำกำร
เพิ่มปริมำณเอนไซม์โปรติเอสและไคติเนส สำมำรถเพิ่ม
ควำมรุนแรงของรำ B. bassiana ในกำรท ำลำยผนัง
ชัน้นอกของแมลง ท ำให้รำสำมำรถท ำลำยและเข้ำไป
เจริญเติบโตและเพิ่มจ ำนวนภำยในแมลงได้อย่ำงรวดเร็ว 
(Fan et al., 2010; Fang et al., 2009; Firouzbakht et 
al., 2015; Ortiz et al., 2010) จำกรำยงำนของ El-Sinary 
(2002) และ Quesada et al. (2006) พบว่ำแมลงที่ได้รับ
เชือ้ก่อโรคเข้ำไป 3-5 วนั เส้นใยของรำจะเจำะเข้ำไปในตวั
แมลงและปลดปลอ่ยเอนไซม์ไคติเนสมำขดัขว้ำงกำรสร้ำง
ไคติน ซึง่จะเห็นได้ชดัเจนหลงักำรพน่ 2 วนั โดยเส้นใยของ
รำจะเข้ำไปทำงหลอดลม เยื่อบุผิวบำง ๆ และผิวหนัง
ก ำพร้ำของเซลล์ หลงัจำก 3 วนั รำที่เข้ำไปในตวัแมลงจะ
เจริญสร้ำงเส้นใยแผ่กระจำยจนเต็มตัวแมลงแย่งแร่ธำตุ
อำหำร และท ำลำยอวยัวะรวมถึงกลไกลตำ่ง ๆ ในระบบตวั
แมลง และหลงัจำก 4 วนั ที่แมลงได้รับเชือ้รำก่อโรค แมลง
จะตำย 100% 
 
 
 

สรุป 
 

จำกกำรใช้สำรละลำยเอนไซม์ไคติเนสและโปรติ
เอสจำกรำที่มีศักยภำพในกำรท ำลำยเพลีย้แป้งมัน
ส ำปะหลงัที่ผลิตจำกรำ A. flavus ไอโซเลท L21A และรำ 
B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 ตำมล ำดบั ร่วมกบัสปอร์
รำ B. bassiana ไอโซเลท LARTC2 พบว่ำสำรละลำย
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสสำมำรถเพิ่มประสิทธิภำพ
และควำมรุนแรง ลดระยะเวลำในกำรเข้ำท ำลำยเพลีย้แป้ง
มันส ำปะหลังสี ชมพู ของรำ B. bassiana ไอโซเลท 
LARTC2 อย่ำงมีนัยส ำคัญ  เป็นไปได้ว่ำสำรละลำย
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสที่เติมลงไปจะเร่ิมท ำงำนโดย
กำรย่อยผนงัของแมลงในขัน้ตอนแรกทนัที โดยไม่ต้องรอ
ให้รำสร้ำงสำรละลำยเอนไซม์ทัง้สองชนิดมำเพื่อย่อยผนงั
แมลง ท ำให้ลดระยะเวลำในกำรเข้ำท ำลำยแมลงโดยที่รำ
จะแทงเส้นใยเข้ำสูต่วัแมลง และท ำให้แมลงตำยในที่สดุได้
อยำ่งรวดเร็ว 
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