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หัวข้อวิจัย ความหลากหลายทางชนิด การแพร่กระจาย ตัวอาศัย และสารซึ่งมี
คุณสมบัติทางยาของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงในสกุล Ophiocordyceps 
(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) ในอุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 
จังหวัดเชียงใหม่ (ระยะที่ 2)         
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 การวิจัยในครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคของ
แมลงในสกุล Ophiocordyceps (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติ
ดอยอินทนนท์ ในจังหวัดเชียงใหม่ (ระยะที่ 2) โดยการสํารวจและรวบรวมตัวอย่าง ระบุช่ือ
วิทยาศาสตร์พบว่าส่วนใหญ่เป็น Ophiocordyceps nutans รองลงมาคือ O.myrmecophila และ 
O.sphecocephala ตามลําดับ ส่วน O.irangiensis และที่ไม่สามารถระบุช่ืออีก 3 สปีชีส์ คือ 
Ophiocordyceps  sp.1 Ophiocordyceps  sp.2 และ  Ophiocordyceps  sp.3 นํ า ตั วอ ย่างที่
รวบรวมได้มาแยกเช้ือบริสุทธ์ิโดยวิธี single spore isolation และ tissue culture จากน้ันนําเช้ือ
บริสุทธ์ิที่แยกได้ไปเพาะเลี้ยงเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตในอาหารวุ้นที่มีสูตรอาหาร 
อุณหภูมิ และ pH ต่าง ๆ เป็นเวลา 15-60 วันในที่มืด พบว่าเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps ทุก 
สปีชีส์เจริญได้ดีในอาหาร potato dextrose agar ที่อุณหภูมิ 25° C และที่ pH ในช่วง 5-6 และ
สามารถสร้างโครงสร้างสืบพันธ์ุแบบเทียมได้ แต่ O.nutans ไม่พบการสร้างโครงสร้างสืบพันธ์ุแบบ
เทียม เมื่อนําเช้ือ Ophiocordyceps มาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร
เช้ือด้วยเทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) และ repetitive sequence-
based polymerase chain reaction (rep-PCR) ด้วยไพรเมอร์ REP และ ERIC เมื่อนําลายพิมพ์ดี
เอ็นเอมาวิเคราะห์ความเหมือนด้วย Dice’s coefficient และจัดกลุ่มด้วยวิธี unweighted pair 
group method with arithmetic averages (UPGMA) ที่ค่า similarity 0.80 พบว่าเทคนิค AFLP, 
Rep-PCR ไพรเมอร์ REP และ ERIC มีค่า cophenetic correlation (r) เท่ากับ 0.95180, 0.95928 
และ 0.85325 ตามลําดับ โดยผลการศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือด้วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR 
ด้วยไพรเมอร์ REP ให้ผลสอดคล้องกัน ซึ่งช้ีให้เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ 
Ophiocordyceps มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากระบบนิเวศของพ้ืนที่มี
ความหลากหลายแตกต่างกัน 
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The objectives of this project are to investigate the species diversity, distribution 

and hosts of the entomopathogenic fungi in the genus Ophiocordyceps (Hypocreales: 
Ophiocordycipitaceae) in Doi Inthanon National Park, Chiang Mai Province (Phase II). 
The investigation was carried out by surveying and field collecting, found that, the 
majority specimens were identified as O. nutans, O. myrmecophila and O. 
sphecocephala respectively; a few specimens were identified as O. irangiensis and 
three specimens collected i.e. Ophiocordyceps sp.1, Ophiocordyceps sp.2 and 
Ophiocordyceps sp.3 could not be identified. All species were isolated as pure cultures 
by single spore isolation and tissue culture techniques. Each of the Ophiocordyceps 
cultures were tested for growth on various media, temperature and pH levels in the 
dark for 15-60 days. It was found that all of them except O. nutans grew well on potato 
dextrose agar at 25° C, pH 5-6 and pseudostroma were developed. Amplified fragment 
length polymorphism (AFLP) and the repetitive sequence-based polymerase chain 
reaction (rep-PCR) techniques were employed for the genetic diversity assessment 
among Ophiocordyceps isolates. The polymorphic bands were recorded and 
comparative analyzed. Similarity coefficients were calculated by using Dice’s 
coefficient and the cluster analysis was calculated by using unweighted pair group 
method with arithmetic averages (UPGMA). Based on AFLP analysis, Ophiocordyceps 
were indentified by REP primer and ERIC primer analysis. The fitness of dendrograms 
was determined by cophenetic correlation (r). The matrix revealed high reliable values 
of these techniques at r-0.95180, 0.95928 and 0.85325 respectively. This results show 
that populations of Ophiocordyceps are highly diverse, geographical diverse conditions 
may have influence on this fungal variation.   
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บทท่ี 1 
 บทนํา  

 
1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญ 
 

วินันท์ดา หิมะมาน และคณะ (2554, น.13) รายงานว่ามีเช้ือราสาเหตุโรคของแมลง หรือ   
เช้ือราโรคแมลง (entomopathogenic fungi) มากกว่า 400 ชนิดในประเทศไทย ซึ่งรวมถึงเช้ือราใน
สกุล Cordyceps และ Ophiocordyceps ด้วย และ Sung et al. (2007, pp. 5-59) ได้ทําการวิเคราะห์
ทางชีวโมเลกุล ทําการแยกวงศ Clavicipitaceae เสนอวงศ์ใหม่คือวงศ์ Ophiocordycipitaceae      
ทําการปรับช่ือวิทยาศาสตร์บางสกุล เช่น Cordyceps ให้เป็น Ophiocordyceps และเสนอสกุลใหม่
ของเช้ือราในสกุล Cordyceps จากกลุ่มต่าง ๆ และรายงานว่าต้ังแต่ด้ังเดิมเช้ือราในสกุล Cordyceps 
ทั้งหมด ถูกจัดไว้ในวงศ์ Clavicipitaceae แต่จากการวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุลและความสัมพันธ์
ทางการวิวัฒนาการชาติพันธ์ (phylogenetic relationships) ของกลุ่มอนุกรมวิธาน 162 กลุ่ม   
Sung et al. (2007, pp. 5-59) พบว่าวงศ์ Clavicipitaceae ประกอบด้วย 3 แขนงย่อยทางอนุกรมวิธาน 
(clades)  จึงแก้ไขและแยกออกเป็น 3 วงศ์ คือ Clavicipitaceae, Cordycipitaceae พร้อมกับเสนอ
ต้ังวงศ์ใหม่ขึ้นมาคือวงศ์ Ophiocordycipitaceae ซึ่งใช้เช้ือราโรคแมลงสาบ Ophiocordyceps 
blattae (Petch) Petch (1931) เ ป็นรูปแบบชนิด  (type species) พร้อมปรับ เ ช้ือราในสกุล 
Cordyceps หลายชนิด ให้ยังคงอยู่ในสกุล Cordyceps ในวงศ์ Cordycipitaceae แต่อีกหลายชนิด
ย้ายไปอยู่ในสกุล Ophiocordyceps กับสกุลที่เสนอข้ึนมาใหม่ คือ Elaphocordyceps และให้อยู่ใน
วงศ์ Ophiocordycipitaceae กับเสนอ Metacordyceps ให้เป็นสกุลใหม่อีกสกุลหน่ึงอยู่ในวงศ์ 
Clavicipitaceae โดยทําให้ช่ือวิทยาศาสตร์ของเช้ือรา “ถั่งเช่า” ที่เคยมีการใช้คือ Cordyceps 
sinensis เปลี่ยนไปเป็น Ophiocordyceps sinensis กับทั้งได้จัดทําบัญชีรายช่ือที่เป็นที่ยอมรับ 
(accepted names) ของเช้ือราชนิดต่าง ๆ ในสกุล Cordyceps, Elaphocordyceps, Metacordyceps 
และ Ophiocordyceps พร้อมกันไปไว้ด้วยในรายงานดังกล่าว   

ประเทศไทยเป็นแหล่งซึ่งมีความหลากหลายทางชนิดของเช้ือราโรคแมลงสูงแหล่ง           
หน่ึง  โดยเฉพาะอย่าง ย่ิ ง เ ช้ือราโรคแมลงในวงศ์  Cordycipitaceae, Clavicipitaceae และ 
Ophiocordycipidae ใน  Division (Phylum) Ascomycota และ  อันดับ  Hypocreales โดยใน
ประเทศไทยมีรายงานว่าเช้ือราโรคแมลงสกุล Cordyceps ในวงศ์ Cordycipitaceae และสกุล 
Ophiocordyceps ในวงศ์ Ophiocordycipidae เป็นสกุลที่พบมากที่สุด (สุชาดา มงคลสัมฤทธ์ิ และ
คณะ, 2553, น.163) กับมีรายงานการพบเช้ือรา Cordyceps spp. สามชนิด ลงทําลายหนอนจักจั่น 
(cicada larvae) [ซึ่ งที่ถูกต้องควรเป็นตัวอ่อนจักจั่น (cicada nymphs)] เป็นครั้ งแรกในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยพบที่อําเภอกุฉินารายณ์ จังหวัดกาฬสินธ์ุ หน่ึงชนิด และ 
อําเภอเมือง จังหวัดมหาสารคามสองชนิด แต่มิได้ต้ังช่ือใหม่หรือแยกชนิดออกมา (Srivilai et al., 
2013, pp.587-595) ซึ่งอาจจะเป็น Cordyceps cicadae ที่พบในประเทศไทย (Hsu et al. 2015, 
p.432) หรื อ เ ป็ น เ ช้ื อ ร าที่ เ รี ย ก ว่ า  cicada flower (Cordyceps sobolifera) ใ น อ ดี ต  หรื อ 
Ophiocordyceps sobolifera (Zhu et al., 2016, pp.619-627) ในปัจจุบันก็ได้  
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อน่ึงเช้ือราโรคแมลง Ophiocordyceps spp. หลายชนิดสามารถนํามาใช้ประโยชน์ทั้งใน
ด้านการเกษตร ทางการแพทย์และเภสัชกรรม เช่นการใช้เป็นยาเช้ือ (microbial insecticides) ทั้งใน
รูปสูตรสําเร็จ (formulations) และโดยการผลิตด้วยเทคโนโลยีพ้ืนบ้านอย่างง่าย สําหรับการควบคุม
แมลงศัตรูพืช เช่นเดียวกับเช้ือราขาว Beauveria bassiana เช้ือราเขียว Metarhizium anisopliae 
และ Paecilomyces spp. เป็นต้น (Copping, 2001, p.702) ส่วนด้านการแพทย์และเภสัชกรรม      
มีรายงานเก่ียวกับคุณสมบัติทางยาของเช้ือรา Ophiocordyceps spp. โดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือรา 
Ophiocordyceps sinensis (=Cordyceps sinensis) หรือเช้ือราที่รู้จักกันดีในช่ือ “ถั่งเช่า” (Dōng-
chóng-xià-căo หรือสั้นๆ  คือ  Chóng căo) บนตัวหนอนผี เสื้ อกลางคืนในสกุล  Thitarodes 
(Lepidoptera: Hepialidae) ที่เรียกว่า “ghost moth” ซึ่งมีรายงานว่ามีการนําเช้ือราน้ีได้มาใช้เป็น
สมุนไพรจีนมาต้ังแต่ยุคจีนโบราณ (Jone, 1993) ในด้านข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ มีรายงานพบว่า     
เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps บางชนิด สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive 
compounds) ที่มีฤทธ์ิทางยาและเภสัชกรรม ได้แก่ สาร cordycepin, ophicordin, galactomannan 
และ polysaccharide ซึ่งเป็นสารชีวภาพที่สามารถตรวจพบได้จากส่วนก้านชูสปอร์ (fruiting body) 
ของเช้ือรา โดยหลังจากการทดสอบพบว่าสารเหล่าน้ีมีฤทธ์ิต้านเช้ือการก่อเซลล์เน้ือร้าย (antitumor) 
ต่อต้านแบคทีเรีย (antibacterial) และต่อต้านเช้ือรา (antifungal) เป็นต้น (Jin et al., 1999, pp. 
891-898) โดยเฉพาะอย่างย่ิง O. sinensis ซึ่งเป็นชนิดที่พบทําลายหนอนผีเสื้อในสกุล Thitarodes 
ในพ้ืนที่สูงในแถบเขตปกครองตนเองธิเบต ประเทศจีน ที่มีรายงานอ้างถึงมูลค่าทางการตลาดซึ่งสูง
มาก (Evans and Samson, 1982, pp.431-453)  นอกจากน้ียังมีรายงานอ้างว่ามีการตรวจพบกรดอ
มิโนที่จําเป็น (essential amino acids) ไวตามิน K ไวตามิน B1 ไวตามิน B2 และ ไวตามิน B12 ใน
เช้ือราสกุล Ophiocordyceps  ด้วย (Holliday and Cleaver, 2008, pp.219-234) ดังน้ันเช้ือรา
โรคแมลงในสกุล Ophiocordyceps จึงนับว่าเป็นจุลินทรีย์ชนิดหน่ึงที่ ให้ประโยชน์แก่มนุษย์
โดยเฉพาะด้านการแพทย์และเภสัชกรรม    

มี รายงานกล่ าว อ้าง เ ก่ียว กับจํ านวนชนิดและความหลากหลายของเ ช้ือราสกุล 
Ophiocordyceps บางส่วนแล้วทั้งในและต่างประเทศ (สุชาดา มงคลสัมฤทธ์ิ และคณะ, 2553, 
น .163; Evans and Samson, 1982, pp.431-453; Hywel-Jones, 1994, pp.939-942) แ ต่ แ ม้
กระนั้นก็ตามจากการที่ประเทศไทยเป็นประเทศหน่ึงซึ่งมีความหลากหลายทางชนิดของจุลินทรีย์สูง 
อีกทั้งการมีแหล่งข้อมูลเก่ียวกับการจําแนกชนิดเช้ือรา Ophiocordyceps  spp. อย่างเป็นระบบ      
ซึ่ ง เ พียงพอ  สํ าหรับการศึกษาต่อยอดเ พ่ือใ ห้ เ กิดอง ค์ความ รู้ เ พ่ือการใ ช้ประโยชน์จาก
ทรัพยากรธรรมชาติทีมีอยู่ ดังน้ันในโครงการวิจัยน้ี จึงได้ทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของเช้ือราในสกุล Ophiocordyceps ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ โดย
การสํารวจและเก็บตัวอย่างเช้ือรา Ophiocordyceps spp. ที่พบทําลายแมลงชนิดต่าง ๆ  
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1.2 วัตถุประสงคข์องการวิจัย 
1.2.1 ศึกษาการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเช้ือราสกุล Ophiocordyceps ที่พบและรวบรวมได้       

ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ ด้วยวิธีการที่เหมาะสม 
1.2.2 ศึกษาลักษณะพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือราโรคแมลงสกุล 

Cordyceps ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 
 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 
ในปีที่สองนี้ (ปีงบประมาณ พ.ศ. 2559) จะทําการศึกษาแนวทางการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ

บนอาหารเทียมและจําแนกชนิด ตลอดจนศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในระดับชีวโมเลกุลของ
เช้ือราสกุล Ophiocordyceps ที่พบและรวบรวมได้  

กลุ่มเป้าหมายที่จะนําผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ เกษตรกร ประชาชนโดยทั่วไปที่มี
ความสนใจ นักวิชาการและนักวิจัย ในหน่วยงานต่าง ๆ ที่ศึกษา วิจัยและทํางานเก่ียวข้องกับการใช้
ประโยชน์จากทรัพยากรชีวภาพ ด้านความหลากหลายทางชีวภาพ ทางการเกษตรเช่น กรมส่งเสริม
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร ทางการแพทย์ ภายใต้กระทรวงสาธารณสุข เช่น กรมวิทยาศาสตร์  
การแพทย์ และกรมการแพทย์แผนไทย หน่วยงานที่เก่ียวข้องกับการศึกษา รวมทั้งนิสิตและนักศึกษา 
และ สถาบันการศึกษาที่มีการเรียนการสอนที่เก่ียวข้อง  

 
1.4 สมมติฐานการวิจัย  

เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps เป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลงสกุลหน่ึงซึ่งมีความหลากหลาย
ทางชนิดสูง อีกทั้งสามารถพบได้ในพ้ืนที่ประเทศไทยเป็นจํานวนกว่า 400 ชนิด ทั้งน้ียังมีรายงานว่า
เช้ือรา Ophiocordyceps หลายชนิดสามารถนําไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้ โดยมีการผลิตสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compounds) ที่มีฤทธ์ิทางยาและเภสัชกรรมบางชนิด ที่มีฤทธ์ิ
ต่อต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง ต่อต้านเช้ือรา และแบคทีเรีย ซึ่งก่อโรคกับมนุษย์ รวมทั้งการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันของร่างกายมนุษย์ เช่นสาร cordycepin สาร ophicordin สาร galactomannan และ 
สาร polysaccharide รวมทั้งอาจผลิตสารซึ่งอาจมีสรรพคุณทางยาอีกหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างย่ิง
เช้ือราที่ช่ือสามัญภาษาอังกฤษ คือ “caterpillar fungus” หรือ Ophiocordyceps  sinensis หรือ 
“ถั่งเช่า” ซึ่งพบในพ้ืนที่ซึ่งมีอากาศเย็นในพ้ืนที่สูงในแถบเทือกเขาหิมาลัย   

แต่ทั้งน้ียังมีเช้ือราสกุล Ophiocordyceps ชนิดอ่ืน ๆ ที่สามารถตรวจพบว่าสามารถผลิต
สารชีวภาพดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้นได้เช่นกันในประเทศไทย เช่น พ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 
อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งเป็นพ้ืนที่หน่ึงที่มีความอุดมสมบูรณ์ของทรัพยากรความ
หลากหลายทางชีวภาพ รวมทั้งจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ อีกทั้งยังเป็นพ้ืนที่ซึ่งมีสภาพอากาศเย็น จึงน่าที่
จะมีความเหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อรา Ophiocordyceps spp. ซึ่งบางชนิดอาจมีการผลิตสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ที่มีฤทธ์ิทางยาและเภสัชกรรม  
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1.5 คําจํากัดความที่ใช้ในงานวิจัย 
การแพร่กระจายเชิงพื้นที่ (Spatial distribution) หมายถึง รูปแบบการกระจายตัวหรือ

กระจุกตัว (การจัดเรียง) ของสิ่งมีชีวิตชนิดใดชนิดหน่ึงในพ้ืนผิวโลกและลักษณะภูมิศาสตร์ โดยเป็นไป
ตามปรากฏการณ์ธรรมชาติ (Wikipedia, 2014) 

ถ่ังเช่า (Chóng căo) หรือ ตังถ่ังเช่า (Dōng chóng căo) หรือ ตังถ่ังแห่เช่า (Dōng 
chóng xià căo) หมายถึง สมุนไพรจีน มีความหมายว่า “หญ้าหนอน” หรือ “ฤดูหนาวเป็นหนอน   
ฤดูร้อนเป็นหญ้า” เกิดจากหนอนผีเสื้อแถบที่ราบสูงธิเบต ที่จําศีลอยู่ใต้ดินในฤดูหนาว ถูกสปอร์ของ
เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps อาศัยเป็นปรสิตและเติบโตสร้างเส้นใยออกมาทางส่วนหัวของตัว
หนอนในฤดูร้อน เช้ือราชนิดน้ีมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Ophiocordyceps sinensis (สารานุกรมเสรี, 
2557) 

เชื้อราโรคแมลง (Entomopathogenic fungi) หมายถึง เ ช้ือราที่ เข้าทําลายแมลง 
สามารถเจริญเติบโต ขยายพันธ์ุ และเพ่ิมปริมาณได้ในตัวของแมลง ซึ่งทําให้เกิดโรคกับแมลงโดย
ขบวนการต่าง ๆ เช่นการใช้อาหารจากตัวแมลง และ/หรือ การสร้างสารพิษกับแมลง (Steinhaus, 
1967, p.756) 

แผนท่ีการแพร่กระจาย หรือ แผนท่ีแสดงลักษณะเฉพาะเรื่อง (Distribution Map) หรือ
แผนท่ีการแพร่กระจายแบบจุด (Dot distribution map หรือ Dot density map) หมายถึง 
แผนที่ประเภทหนึ่งซึ่งแสดงลักษณะตามธรรมชาติของสิ่งที่เราสนใจ เช่น จุดที่พบสิ่งมีชีวิตที่เป็น
เป้าหมายในการศึกษา ซึ่งจะเช่ือมโยงและบ่งบอกการแพร่กระจายเชิงพ้ืนที่ได้ 

เทเลโอมอร์ฟ (Teleomorph) หมายถึง ระยะการเจริญซึ่งมีการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศของ
เช้ือราชนิดใดชนิดหน่ึง 

เพอริเธเซีย (Perithecia) หมายถึง ส่วนผลิตสปอร์ของเช้ือรากลุ่ม Ascomycota ซึ่งห่อหุ้ม 
asci โดยอาจมีรูปร่างคล้ายขวดรูปชมพู่ (flask-shaped) หรือรูปทรงกลม (globose) (Dictionary.com, 
2014) 

นิเวศวิทยาประชากร (Population ecology) หมายถึง การศึกษานิเวศวิทยาในระดับ
ประชากรของสิ่งมีชีวิตในด้านจํานวน การแพร่กระจาย ความสัมพันธ์ภายในชนิดเดียวกันและระหว่าง
ชนิด และความสัมพันธ์กับสิ่งแวดล้อมในบริเวณที่อยู่อาศัย (กนก เลิศพานิช, 2557) 

ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์  (Geographic Information System: GIS) หมายถึง 
กระบวนการทํางานเก่ียวกับข้อมูลในเชิงพ้ืนที่ด้วยระบบคอมพิวเตอร์ ที่ใช้กําหนดข้อมูลและ
สารสนเทศ ที่มีความสัมพันธ์กับตําแหน่งในเชิงพ้ืนที่ เช่น ที่อยู่ บ้านเลขที่ สัมพันธ์กับตําแหน่งในแผนที่ 
ตําแหน่ง เส้นรุ้ง เส้นแวง (คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2557) 

สโตรมา (Stroma) หมายถึง กลุ่มเส้นใยซึ่งมีการรวมตัวกันอย่างแน่นหนา ซึ่งผลิตโดยเช้ือรา 
โดยมีหน้าที่สําหรับเป็นก้านชูอวัยวะสําหรับสร้างสปอร์ของเช้ือราน้ัน (Thefreedictionary, 2014)  

สารคอร์ดิเซพิน (Cordycepin) หมายถึง สารเคมี 3'-deoxyadenosine ซึ่งเป็นสาร
อนุพันธ์ของ nucleoside adenosine มีมีความแตกต่างจาก nucleoside adenosine ตรงการที่ไม่
พบออกซิเจนในตําแหน่ง 3' ในส่วน ribose โดยสารน้ีสกัดได้ครั้งแรกจากเช้ือราในสกุล Cordyceps 
millitaris แต่ปัจจุบันสามารถผลิตได้ในรูปแบบสารสังเคราะห์เลียนแบบแล้ว (Wikipedia, 2014) 
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สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive compounds) คือ สารจากสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติที่
มีผลต่อสิ่งมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืช สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ดีต้องเป็นสารที่มีผลจําเพาะเจาะจง 
เช่น มีฤทธ์ิจําเพาะต่อเซลล์ของมะเร็งเต้านม มีฤทธ์ิจําเพาะต่อเช้ือวัณโรค มีฤทธ์ิจําเพาะต่อเช้ือ
มาลาเรีย เป็นต้น (วรรณฤดี หิรัญรัตน์, 2557) 

แอสคัส (Ascus) หมายถึง โครงสร้างที่มีรูปร่างคล้ายถุง ซึ่งผลิตสปอร์ที่เรียกว่าแอสโคสปอร์ 
(ascospores) ที่โดยมากมี 8 สปอร์ต่อแอสคัส (ascus) ระหว่างการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศของเช้ือรา
ในคลาส  

อะนามอร์ฟ (Anamorph) หมายถึง ระยะการเจริญซึ่งมีการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศของ
เช้ือราชนิดใดชนิดหน่ึง 
 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.6.1 สามารถสํารวจ รวบรวม จําแนกชนิด และศึกษาความหลากหลายทางชนิด ของเช้ือรา   
โรคแมลงในสกุล Ophiocordyceps ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ 

1.6.2 เกิดองค์ความรู้เพ่ิมเติมเร่ืองความหลากหลายทางชนิด และตัวอาศัยของเช้ือราโรค
แมลงในสกุล Ophiocordyceps ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่  

1.6.3 สามารถเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเช้ือราสกุล Ophiocordyceps ที่พบด้วยวิธีที่เหมาะสม 
และทราบลักษณะพันธุกรรม และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือราโรคแมลงสกุล Cordyceps 
ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์  
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บทท่ี 2  
แนวคดิ ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
2.1 เชื้อราโรคแมลงในสกุล Ophiocordyceps  

การจัดหมวดหมู่ทางอนุกรมวิธาน (classification) ของเช้ือราในสกุล Cordyceps มี
วิวัฒนาการพอสมควร จากการจัดด้ังเดิมใน Steinhaus (1967, p.756)  มีการเปลี่ยนแปลงไปบ้างใน 
Tanada and Kaya (1993, p.666)  ต่อมามีการปรับเปลี่ยนอีกโดยเช้ือราในสกุล Cordyceps  ถูก
จัดให้อยู่ใน Kingdom Fungi หรือ Mycota ใน Division หรือ Phylum Ascomycota (sac fungi), 
Class Sordariomycetes อั น ดั บ  Hypocreales และ ว ง ศ์  Clavicipitaceae  เ มื่ อ  Sung et al. 
(2007, pp.5-59) แยกวงศ์ Clavicipitaceae ออกเป็น Clavicipitaceae และ Cordycipitaceae 
พร้อมกับเสนอต้ังวงศ์ใหม่ขึ้นมาอีกวงศ์หน่ึงคือ Ophiocordycipitaceae และจากการทบทวนช่ือสกุล 
Cordyceps หลายชนิดออกเป็นสกุลใหม่ คือ Ophiocordyceps ส่วนสกุล Cordyceps เดิมหลาย
ชนิดยังคงจัดไว้ในวงศ์ Cordycipitaceae  

เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps  จัดเป็นเช้ือราที่ก่อกับโรคแมลง หรือ เช้ือราสาเหตุโรค
แมลง  หรือ เ ช้ือราโรคแมลง  (entomopathogenic fungi หรือ  entomopathogens) เ ช้ือรา 
Ophiocordyceps  เป็นเช้ือราที่มีการบันทึกถึงครั้งแรกในประเทศจีน ในสมัยราชวงศ์ถัง และมีการ
บันทึกเก่ียวกับสรรพคุณทางยาในเขตปกครองตนเอง ธิเบตในช่วงต้ังแต่ศตวรรษที่ 15 ถึง 18 จากน้ัน
จึงมีรายงานการศึกษาในเชิงวิทยาศาสตร์มาต้ังแต่ปี พ.ศ. 2300 (Holliday and Cleaver, 2008, pp. 
219-234) โดยคําว่า “Cordyceps” มีรากศัพท์มาจากภาษากรีกคําว่า “kordyle” หรือภาษาละติน
คําว่า “cord” ซึ่งแปลว่า “ไม้กระบอง (Club)” และภาษาละติน คําว่า “ceps”  ซึ่งแปลว่า “หัว 
(head)” โดยเป็นความหมายซึ่งอธิบายลักษณะของสโตรมา (Stroma) ก้านชูสปอร์ (fruiting body) 
รูปไม้กระบอง ซึ่งงอกออกจากตัวของแมลงที่ติดเช้ือดังกล่าว ซึ่งมักพบเจริญออกจากหนอนผีเสื้อ
หิ ม า ลั ย  ( Himalayan ghost moth, Thitarodes armoricanus = Hepialis armoricanus) 
โดยเฉพาะอย่างย่ิงgเช้ือรา O. sinensis ซึ่งรู้จักกันในช่ือ ถั่งเช่า (ภาพที่ 2.1) ซึ่งมีการนํามาใช้เป็น
สมุนไพรจีนโดยเข้าใจว่าเป็นเห็ดชนิดหน่ึงที่ใช้เพ่ือรักษาโรค และบํารุงสมรรถนะทางเพศ และบํารุง
กําลังมาเป็นเวลานานมาแล้ว (Jone, 1993)  

ในธรรมชาติแมลงที่ติดเช้ือรา Ophiocordyceps โดยเฉพาะอย่างย่ิง O. sinensis สามารถ
พบได้ในบริเวณพ้ืนที่สูง ในแถบเทือกเขาหิมาลัย เขตปกครองตนเองธิเบต ประเทศจีน (ภาพที่ 2.2) 
ซึ่งมีความยากลําบากในการเก็บรวบรวม จึงทําให้ O. sinensis กลายเป็นยาสมุนไพรที่มีราคาสูงโดย
ในปี พ.ศ. 2547 มีรายงานอ้างว่าการขายหนอนที่ติดเช้ือราน้ีในปริมาณ 5,000 กิโลกรัม รวมเป็น
มูลค่าถึง 225 ล้านเหรียญสหรัฐ (Winkler, 2008, pp. 291–305) ในปัจจุบันมีข้อมูลเชิงวิทยาศาสตร์
ช้ีว่าเช้ือราดังกล่าวเป็นเช้ือราสาเหตุโรคแมลง โดยมีรายงานว่าเช้ือราในสกุล Ophiocordyceps และ
สกุลใกล้เคียงทั่วโลก ซึ่งมีจํานวนชนิดมากกว่า 680 ชนิดนั้น มีชนิดที่มีการศึกษาเก่ียวกับสรรพคุณ  
ทางยา ได้แก่ Cordyceps militaris, Ophiocordyceps sobolifera, Tolypocladium inflatum.  
(=  Cordyceps subssesilus) และ Tolypocladium ophioglossoides (Cordyceps ophioglossoides)  
เป็นต้น (Blackwell, 1984, pp.763-765; Hobbs, 1995; Mizuno, 1998) ส่วนในประเทศไทยมี
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รายงานพบเช้ือราแมลงเหล่าน้ีกว่า 400 ชนิด (สุชาดา มงคลสัมฤทธ์ิ และคณะ, 2553, น.163) และยัง
มีการพบเช้ือราที่สกุลเดิมคือ Cordyceps และที่เปลี่ยนไปเป็น Ophiocordyceps  ชนิดต่างที่มี
รายงานในประเทศไทยอีกหลายชนิด ซึ่งมีการรายงานเป็นครั้งแรกในประเทศไทย เช่น Cordyceps 
khaoyaiensis, C. pseudomilitaris, O. sphecocephala, O. nutans, O. myrmecophila และ 
C. cylindrica (Hywel-Jones, 1994, pp.939-942; Hywel-Jones, 1995a, pp.154-158; Hywel-
Jones, 1995b, pp.724-726; Hywel-Jones, 1996, pp.613-619; Hywel-Jones, 2002, pp.2-3; 
Hywel-Jones and Sivichai 1995, pp.809-812; Srivilai et al., 2013, pp.587-595)  

วินันท์ดา หิมะมาน และคณะ (2554, น.13) ในรายงานผลงานวิจัยเร่ือง “ราทําลายแมลง
และแมงมุมในกลุ่มป่าแก่งกระจาน” รายงานว่าในพื้นที่ศึกษาต่าง ๆ สามารถพบเช้ือราทําลายมด 
เพลี้ยหอย มวน แมลงสาบ แมลงวัน เพลี้ยกระโดด ต่อ แตน จักจั่น จิ้งหรีด ผีเสื้อ แมงเม่า และแมงมุม 
รวม 2,433 ตัวอย่าง ที่สามารถจําแนกได้รวม 44 ชนิด  ซึ่งนอกจากเช้ือราชนิดต่าง ๆ แล้ว ได้พบเช้ือ
ราในสกุล Cordyceps รวม 4 ชนิดคือ Cordyceps buaoides บนแมงมุม C. martialis บนแมลงใน
อันดับ Coleoptera, C. tuberculata บนแมลงในอันดับ Lepidoptera และ Cordyceps sp. บน
แมลงในอันดับ Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera และ Lepidoptera รวมทั้งเช้ือราในสกุล 
Ophiocordyceps รวม 11 ชนิดคือ Ophiocordyceps  communis บนปลวก; O. dipertigena 
บนแมลงในอันดับ Diptera; O. humbertii บนแมลงในอันดับ Hymenoptera; O. irangiensis     
บนแม ล ง ใ น อั น ดั บ  Hymenoptera; O. irangiensis myrmecophila บนแม ล ง ใ น อั น ดั บ 
Hymenoptera; O. myrmecophila บนแมลงในอันดับ Hymenoptera; O. nutans บนแมลงใน
อันดับ  Hemiptera; O. pseudolloydii บนแมลงในอันดับ  Hymenoptera; O. sobolifera บน
แมลงใน อัน ดับ  Hemiptera; O. sphaecocephala บนแมลงใน อัน ดับ  Hymenoptera และ           
O. unilateralis บนแมลงในอันดับ Hymenoptera 

ส่วนวิธีการจําแนกชนิดของเช้ือราในสกุลเหล่าน้ี สามารถดําเนินการได้ต้ังแต่การศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological study) เช่น Evan and Samson (1982, pp.431-453) 
ได้อธิบายลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา Cordyceps spp. ที่พบทําลายมดในระบบนิเวศในป่า
เขตกึ่งร้อน นอกจากน้ีได้อธิบายลักษณะทางสัณฐานของเช้ือรา O. gracilis, C. ishikariensis, C. 
liangshanensis, C. martialis, C. militaris, O. nutans, O. pruinosa, O. sinensis, O. 
sphecocephala และ O. tricentri ที่พบทําลายแมลงชนิดต่างๆ เช่น หนอนผีเสื้อ Hepialus sp. ตัว
อ่อนจักจั่น หนอนผีเสื้อ หนอนด้วง ตัวอ่อนมวน ดักแด้ผีเสื้อในวงศ์ Limacodidae ผึ้ง และต่อ รวม
ทั้งตัวเต็มวัยของต่อ ในประเทศเนปาล โดยใช้ความแตกต่างของสี จํานวน และลักษณะรูปร่างของส
โตรมา (stroma) ร่วมกับขนาดและรูปร่างของ perithecia ในการจําแนกชนิด (Shrestha and Sung, 
2005, pp.235-239) (ภาพที่ 2.3) นอกจากน้ัน Baral and Maharjan (2012, pp.38-42) รายงานว่า
สามารถจําแนกชนิดของเช้ือราในสกุล Cardyceps ออกจากเช้ือราสกุลอ่ืน ๆ เช่น Aspergillus 
flavus, Colletotrichum gloeosporiodes, Verticillium sp., Alternaria solani, Acremonium 
strictum, Trichoderma virens, Curvularia lanata และ  Thielaviopsis sp. ไ ด้  จาก รูปร่ า ง
ลักษณะของ stroma ขนาดและรูปร่างของสปอร์ และลักษณะการเรียงตัวของสปอร์ใน ascus (ภาพ
ที่ 2.4) รวมทั้งสามารถนําไปใช้สําหรับการจําแนกชนิดของเช้ือราในสกุล Cordyceps ได้อีกด้วย ซึ่ง
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เหล่าน้ีนอกจากน้ีการศึกษาพันธุกรรมในระดับชีวโมเลกุล เช่น การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยวิธี PCR 
และการหาลําดับเบสบริเวณ internal transcribe spacer (ITS) และการจัดกลุ่มสายพันธุกรรม 
(phylogenetic tree) เช่นในกรณีของเช้ือรา O. cuboidea, C. sensu lato,  C. alboperitheciata 
และ O. prolifica (Ban et al., 2009, pp.261-272; Sung et al., 2007, pp.   5-59) เป็นต้น 

เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps เข้าสู่ตัวแมลงอาศัย (host insects) โดยตรง ผ่านทาง
ผิวหนังของแมลง (cuticle) โดยมีการปล่อยเอ็นไซม์หลายชนิดซึ่งถูกผลิตขึ้นในขณะที่สปอร์ของเช้ือรา
กําลังงอก ทั้งน้ีสปอร์มักมีการปรับเปลี่ยนแปลงสภาพโครงสร้างทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี เพ่ือให้
สามารถยึดติดแน่นอยู่กับผิวของแมลง และเมื่อเข้าไปในช่องว่างในตัวแมลงอาศัย (haemocoel) แล้ว 
เช้ือราจะใช้สารอาหารในร่างกายแมลงเพ่ือการดํารงชีวิต และขยายพันธ์ุ ซึ่งเป็นขบวนการที่เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็ว จากน้ันเช้ือจะแพร่กระจายจนเต็มช่องว่างลําตัวแมลงโดยการสร้างเส้นใยและหน่วย
สืบพันธ์ุ  ทําให้แมลงขาดอากาศ หรือ อดตาย หรือ ตายเน่ืองจากสารพิษที่เช้ือราผลิตขึ้น ในอีกทาง
หน่ึง ในขณะที่เส้นใยของเช้ือราเจริญเติบโต จะดูดน้ําและสารอาหารจากแมลงอาศัย ทําให้ซากแมลง
แห้ง เช้ือราทําลายแมลงส่วนใหญ่ เส้นใยจะแทงออกมาจากตัวแมลงอาศัยหลังจากแมลงตายแล้ว ยึด
ซากแมลงให้ติดกับต้นพืชหรือถูกทําให้ยึดติดโดยขบวนการเกิดโรค จากน้ันไมซีเลียมที่อยู่ภายนอกจะ
สร้างสปอร์ และสปอร์จะค่อยๆ ถูกปล่อยฟุ้งกระจายเข้าสู่วงจรการเข้าทําลายต่อไป (ภาพที่ 2.5)  
ทั้งน้ีเช้ือราสกุล Ophiocordyceps สามารถก่อโรคกับแมลงหลากหลายชนิด เช่นหนอนของด้วงชนิด
ต่าง ๆ เช่น O. prolifica, C. alboperitheciata และ O. cuboidea (Ban et al., 2009, pp. 261-
272) หนอนผีเสื้อ ได้แก่ หนอนผีเสื้อหิมาลัย (Himalayan ghost moth, Thitarodes armoricanus 
(= Hepialis armoricanus) และหนอนผีเสื้อชนิดต่าง ๆ (Holliday and Cleaver, 2008, pp. 219-
234; Hywel-Jones, 1994, pp.939-942) ในมด เ ช่น O. kniphofioides และ O. cucumispora  
(Evan and Samson, 1982, pp.431-453) ในผึ้งและต่อ เช่น O. sphecocephala (Hywel-Jones, 
1995a., pp.154-158) และปลวก  ไ ด้ แ ก่  O. bispora และ  O. octospora (Blackwell, 1984, 
pp.763-765) เป็นต้น โดยสามารถพบเช้ือราชนิดน้ีบนซากแมลงที่อาศัยตามพ้ืนดิน เช่นหนอนของ
ด้วงชนิดต่าง ๆ เศษซากใบไม้แห้ง เช่นผีเสื้อตัวเต็มวัยและหนอนผีเสื้อ ใต้ทรงพุ่มไม้ ตามยอดหญ้า 
เช่น O. sinensis หรือถั่งเช่า และตามส่วนต่าง ๆ ของต้นพืชซึ่งมักมีความสูงไม่เกิน 2 เมตร โดย
สามารถพบได้ในต้ังแต่พ้ืนที่สูงในเทือกเขาหิมาลัย ในประเทศจีน เขตปกครองตนเองธิเบต ประเทศจีน 
และเนปาล ที่ราบเขตอบอุ่น เขตกึ่งร้อน และเขตร้อนช้ืน (Evan and Samson, 1982, pp.431-453; 
Holliday and Cleaver, 2008, pp.219-234; Steinhaus, 1967, p.756)  อีกทั้งมีรายงานการพบ
เช้ือราชนิดน้ีแพร่กระจายในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทย เช่น อุทยานแห่งชาติในภาคเหนือ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคตะวันตก รวม 22 แห่งรวมทั้งอุทยาน
แห่งชาติดอยอินทนนท์ อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ 

เช้ือราในสกุล Ophiocordyceps หลายชนิดสามารถเพาะเลี้ยงได้บนอาหารเทียมเช่น 
Potato dextrose agar (PDA), Corn meal agar (CMA), Malt extract agar (MEA), Protease 
peptone agar (PPA) และ Brain heart infusion agar (BIFA) เป็นต้น (Ban et al., 2009, pp.261-
272; Blackwell, 1984, pp.763-765; Evan and Samson, 1982, pp.431-453)  ทั้ ง น้ี ส า รออก
ฤท ธ์ิทาง ชี วภาพ  ( bioactive substances) ที่ ต รวจพบโดย วิ ธี  HPLC ใน เ ช้ื อรา เ ช่น เ ช้ือรา 
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Ophiocordyceps spp. มีหลากหลายชนิด เช่น สาร cordycepin, ophicordin, galactomannan  
และ polysaccharide ที่สามารถตรวจพบได้จากส่วนก้านชูสปอร์ (fruiting body) ซึ่งมีฤทธ์ิต่อต้าน
เ ช้ือการก่อเซลล์มะเร็ง (antitumor) ต่อต้านแบคที เรีย (antibacterial) และต่อต้านเ ช้ือรา 
(antifungal) (Bok et al., 1999, pp. 891-898)  อีกทั้งมีรายงานยืนยันว่าสารสกัดบางชนิดที่มี
คุณสมบัติเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulators) ซึ่งควบคุมเซลล์ที่เจริญมากผิดปรกติ 
(Chen et al., 1997, pp. 2349–2359) ที่พบในเช้ือรา Ophiocordyceps spp. นอกจากน้ียังมีการ
ตรวจพบกรดอมิโนและไวตามินหลายชนิดในเช้ือราน้ี เช่น กรดอมิโนที่จําเป็น (essential amino 
acids) ไวตามิน K ไวตามิน B ไวตามิน B1 ไวตามิน B2 และ ไวตามิน B12 อีกด้วย (Holliday and 
Cleaver, 2008, pp.219-234) ซึ่งข้อมูลเหล่าน้ี ช้ีให้เห็นว่าเช้ือราโรคแมลงในสกุล Ophiocordyceps 
เป็นจุลินทรีย์ชนิดหน่ึงที่ให้ประโยชน์แก่มนุษย์โดยเฉพาะด้านการแพทย์และเภสัชกรรม  
 

 
 

ภาพท่ี 2.1 ลักษณะของหนอนผีเสื้อที่ถูกทําลายจากเช้ือรา Ophiocordyceps sinensis 
หรือที่เรียกว่า ถั่งเช่า (Dōng-chóng-xià-căo) 

ที่มา: TCM Wiki (2014) 
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ภาพท่ี 2.2 แผนที่การแพร่กระจายของเช้ือรา Ophiocordyceps sinensis ในเขตปกครองตนเอง   
ธิเบต ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 

ที่มา: Boesi and Cardi (2009, pp. 52-61) 
                 

 
 

ภาพท่ี 2.3 เช้ือราสกุล Cordyceps และ Ophiocordyceps ชนิดต่างๆ ที่มีการเก็บตัวอย่างได้จาก
ประเทศเนปาล ได้แก่ O. gracilis (a); C. ishikariensis (b); C. liangshanensis (c); O. martialis 
(d);  C. militaris (e);  O. nutans (f); O. pruinosa  (g); O. sinensis (h); O. sphecocephala 

(i) และ O. tricentri (j) ตามลําดับ 
ที่มา: Boesi and Cardi (2009, pp. 52-61) 
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ภาพท่ี 2.4 ลักษณะส่วน stroma (A), สปอร์ (B) และ ascus (C) ของเช้ือรา Ophiocordyceps       

ที่สามารถนํามาใช้ในการจําแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะสณัฐานวิทยา 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Baral and Maharjan (2012, pp. 38-42) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.5 การเข้าทําลายแมลงและวงจรชีวิตของเช้ือรา Ophiocordyceps sinensis 
(Cordyceps sinensis) 

ที่มา: Chang Gung Biotechnology (n.d.) 
 

2.2 เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

แบบหน่ึง พ้ืนฐานของเทคนิค AFLP คือ การตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ โดย
การเพ่ิมปริมาณปฏิกิริยาพีซีอาร์ เทคนิค AFLP พัฒนาขึ้นโดย Zabeau และ Vos และได้จดสิทธิบัตร
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ในปี 1993 การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่มาจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะทําได้โดยการเชื่อมต่อ
กับอะแดบเตอร์ (adapter) เข้าที่ปลายของช้ินดีเอ็นเอต่อจากตําแหน่งที่ตัดจําเพาะของเอนไซม์ 
โดยอะแดบเตอร์เป็นดีเอ็นเอสายคู่ ช้ินสั้น ๆ ที่มีปลายด้านหน่ึงเป็นปลายเหนียว (sticky end) 
เหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะที่เลือกใช้ ดังน้ันจึงสามารถเช่ือมต่อ
กับช้ินดีเอ็นเอที่ตัดไว้โดยใช้ปลายเหนียว (sticky end ligation) และทําหน้าที่เป็นตําแหน่งที่จับของ
ไพรเมอร์ในการทําพีซีอาร์ต่อไป ด้วยวิธีการดังกล่าวน้ีช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จําเพาะสามารถเพ่ิมปริมาณขึ้นได้ โดยใช้ไพรเมอร์ซึงมีลําดับเบสตรงกับบริเวณของอะแดบเตอร์รวม
กับบริเวณของเบสท่ีตําแหน่งตัดจําเพาะของเอนไซม์ อย่างไรก็ตามจํานวนช้ินดีเอนเอที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณได้ในคราวเดียวกับมีมาก ไม่สามารถแยกจากกันหรือตรวจสอบโดยวิธีทั่วๆ ไป เช่น การทํา 
อิเล็กโทรโฟลิซิส ดังน้ันการสังเคราะห์ไพรเมอร์ในการทํา AFLP จึงเพ่ิมเบสเพ่ือคัดเลือกเข้าไปที่ปลาย 
3’ ของไพรเมอร์ต่อจากเบสท่ีตําแหน่งตัดจําเพาะของเอนไซม์ เพ่ือให้เลือกจับกับช้ินดีเอ็นเอที่มีลําดับ
เบสท่ีอยู่ต่อจากบริเวณตัดจําเพาะสอดคล้องกับเบสที่เพ่ิมเข้าไปที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์เท่าน้ัน ทําให้
เกิดการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเพียงบางส่วน และสามารถกําหนดจํานวนช้ินดีเอ็นเอที่ต้องการเพ่ิม
ปริมาณได้โดยจํานวนเบสที่เพ่ิมเข้าไปน้ันเอง ในทางปฏิบัติต้องการให้มีจํานวนช้ินดีเอ็นเอในช่วง 50-
100 แถบ ซึ่งเป็นช่วงที่สามารถตรวจสอบได้โดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสไน denaturing polyacrylamide 
gel (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2545) 

ปัจจุบันมีการใช้เทคนิค AFLP ในการศึกษาลักษณะทางจีไนโทป์ของสิ่งมีชีวิต เช่น การศึกษา
พันธุศาสตร์ประชากร การศึกษาเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการความ
หลากหลายทางชีวภาพ และยังมีการนําไปใช้ทําแผนที่จีโนม โดยข้อดีของเทคนิคน้ี คือ ไม่ต้องทราบ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา ทําได้รวดเร็วและใช้ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นจํานวน
น้อย ในการทําปฏิกิริยาแต่ละคร้ังสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้หลายตําแหน่ง (Multilocus) ทําให้
เกิดโพลิมอร์ฟิซึมจํานวนมาก สามารถใช้บอกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละตัวอย่างได้ และเทคนิค
น้ียังสามารถใช้กับสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใดก็ได้ (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2545)  

 
2.3 โปรแกรมจําลองการทดลอง AFLP (In Sillico AFLP analysis) ของจีโนมจุลินทรีย์ 

ปัจจุบันได้มีการนําเทคนิค InSiloco analysis มาใช้ทําการทดลองเสมือนจริงและการ
คาดคะเนผลการทดลอง โดยอาศัยคอมพิวเตอร์กับฐานข้อมูลลําดับเบสจีโนมของสิ่งมีชีวิตและ
เช้ือจุลินทรีย์ โดยโปรแกรม In Siloco AFLP พัฒนาขึ้นโดย Bikandi et al. (2004) ซึ่งเป็นโปรแกรม
จําลองการทดลองด้วยเทคนิค AFLP ผ่านเครือข่ายอินเตอร์เน็ต โดยอาศัยฐานข้อมูลลําดับเบสของ
เช้ือที่ เ ก็บอยู่ใน National Center for Biotechnology Information (NCBI) ผู้ ใ ช้สามารถเลือก
เอนไซม์ตัดจําเพาะและกําหนดเบสคัดเลือกในส่วนของไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองได้ ซึ่งโปรแกรมจะ
แสดงผลเป็นข้อมูลจํานวนช้ินดีเอ็นเอ ขนาด และลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอพร้อมทั้งภาพเสมือนจริง
ของอะคริลาไมต์เจล ช่วยในการวางแผนก่อนการทดลองจริงได้ ซึ่งช่วยประหยัดทั้งเวลาและทรัพยากร 
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2.4 เทคนิค Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction (rep-PCR) 
Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction หรือ rep-PCR เป็นเทคนิค

ที่นิยมนํามาใช้ในการจําแนกเช้ือ โดยไพรเมอร์เป็นส่วนของ Repetitive sequence ซึ่งไนจีโนมของ
เช้ือมีชุดลําดับเบสที่ซ้ํา ๆ (Repetitive DNA sequence) การกระจายอยู่ทั่วไปในจีโนม และมีลักษณะ
อนุรักษ์สูง เช่น Repetitive extragenic palindromic sequence (REP) และ Enterobacterial 
repetitive intergenic consensus (ERIC) โดยมีลําดับเบสขนาด 35-40 คู่เบส และ 124-127 คู่เบส 
มีโครงสร้างเป็น Stem-loop (Louws et al., 1994) 

REP จากรายงานโดย Versalovic et al. (1991) พบ REP ในเช้ือแบคทีเรีย Escherichia 
coli, Salmanella typhimurium และ eubacteria ซึ่งออกแบบจากดีเอ็นเอตัวตรวจ REPALL โดย
ใช้ลําดับเบสทางปลายแต่ละข้างของ palindromic sequence ของดีเอ็นเอตัวตรวจจากการศึกษา
กับแบคทีเรียแกรมลบ เช้ือ E.coli พบว่าไพรเมอร์ REP ของเช้ือ E.coli ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่จําเพาะ 
(strain-specific) ในแต่ละสายพันธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย E.coli ส่วนไพรเมอร์ ERIC หรือเรียกอีกช่ือหน่ึง
ว่า Intergenic repeat unit (IRUs) พบใน E.coli และ S.typhimurium เช่นเดียวกับ REP ซึ่ง ERIC 
มีการแพร่กระจายทั่วไปในบริเวณท่ีมีการถอดรหัส (transcribed region) (Wilson and Sharp, 
2006) โดยไพรเมอร์ ERIC ออกแบบจากส่วนนิวคลีโอไทด์ ERICALL ซึ่งอยู่ในส่วนกลางของลําดับเบส
ซ้ํา ๆ ที่มีการอนุรักษ์ (core inverted repeat) ไพรเมอร์ ERIC (ERIC และ ERIC2) ออกแบบมาจาก
ลําดับเบสแต่ละข้างของ Core invested repeat (Versalovic et al., 1991) 

หลักการของ  rep-PCR คือ  การสั ง เคราะห์  oligonucleotide primer ที่ เข้ าคู่ กันกับ 
repetitive element (rep-element) เมื่อนําไพรเมอร์ดังกล่าวร่วมกับการใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอ
เรส จะทําให้เกิดการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จําเพาะชัดเจน เฉพาะช่วงลําดับที่อยู่
ระหว่าง REP, ERIC และ BOX เท่าน้ัน (ตําแหน่งต่าง ๆ ของ repetitive elements ซึ่งกระจายรอบ
จีโนมจะจําเพาะแน่นอนและเหมือนกันสําหรับสายพันธ์ุเดียวกัน แต่แตกต่างกันเมื่อเป็นคนละสาย
พันธ์ุ) ซึ่งเรียกปฏิกิริยาน้ีว่า REP-PCR, ERIC-PCR และ BOX-PCR ตามลําดับ โดยเรียกรวมกันว่า 
rep-PCR และผลที่ ไ ด้จากปฏิกิริยาน้ีคือผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR products หรือ amplification 
products) ที่มีขนาดของช้ินส่วนโมเลกุลดีเอ็นเอที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับตําแหน่งบนจีโนมที่ไพรเมอร์
เข้าไปจับ เมื่อนําผลผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมาแยกขนาดของโมเลกุลผ่านอะกาโรสเจลโดยใช้ปฏิกิริยา 
electrophoresis จะได้ rep-PCR genomic fingerprinting patterns คล้ายกับบาร์โค้ด (barcode) 
ซึ่งเป็นสัญลักษณะเฉพาะตัวแต่ละสายพันธ์ุ สามารถนํามาใช้ในการเปรียบเทียบความเหมือนและ
ความต่างของลักษณะพันธุกรรมของเช้ือได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

จากคุณสมบัติของไพรเมอร์ REP (REP1R และ REP2) กับไพรเมอร์ ERIC (ERIC2 และ 
ERIC1R) (Versalovic et al., 1991) ได้มีการนําไปใช้ในการจัดจําแนกชนิดเช้ือหลายชนิด สามารถ
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในระดับสายพันธ์ุ และ pathovar และยังพบว่า
สามารถจําแนกเช้ือได้ในระดับ Pathovar และสายพันธ์ุ (Strain) เช่นเดียวกับเทคนิคโมเลกุลอ่ืน ๆ 
(Louws et al., 1994)  
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2.5 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยการวิเคราะห์จัดกลุ่มข้อมูล

และตัวอย่าง (Cluster analysis) เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์ที่ใช้ในการจําแนกแบ่งข้อมูล หรือ
ตัวอย่างที่ศึกษาออกเป็นกลุ่มย่อยต้ังแต่ 2 กลุ่มขึ้นไป กลุ่มที่แบ่งออกจะแสดงให้เห็นว่าข้อมูลหรือ
ตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันมีลักษณะที่คล้ายกันหรือมีความสัมพันธ์กันมาก ขณะที่ข้อมูลหรือ
ตัวอย่างที่อยู่ต่างกลุ่มกันจะมีลักษณะที่ต่างกันหรือมีความสัมพันธ์กันน้อยหรือไม่มีความสัมพันธ์กัน 
ข้อมูลที่เป็นการปรากฏหรือไม่ปรากฏของแถบดีเอ็นเอของกลุ่มตัวอย่างที่ได้ทําการศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค AFLP สามารถนํามาจัดกลุ่มด้วยวิธีการต่าง ดังน้ี (สํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 

2.5.1 การจัดกลุ่มข้อมูลหรือตัวอย่าง 
วิธีการที่ใช้ในการวิเคราะห์การจัดกลุ่มมี 3 วิธี ได้แก่ Distance function, Maximum 

likelihood และ  Maximum parsimony โดย  Distance function หรื อ วิ ธี  UPGMA เ ป็นการ
คํานวณหาระยะห่างจากตัวอย่างที่ต้องการจัดกลุ่มไปยังค่ากลางของกลุ่ม ถ้าระยะห่างของตัวอย่างน้ัน
ห่างจากค่ากลางของกลุ่มใดตํ่าที่สุดสามารถจัดตัวอย่างน้ันให้อยู่ในกลุ่มเดียวกันได้ (สํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 

วิธีการทั้ง 3 น้ี นําไปใช้การวิเคราะห์การจัดกลุ่มข้อมูลแตกต่างกัน โดยการจัดกลุ่มและแสดง
ความสัมพันธ์ของตัวอย่างหรือสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษาเป็นการประเมิน (Estimate) ความสัมพันธ์
หรื อประ วั ติ วิ วัฒนาการ  (Evolutionary relationship) แสดง ใน รูปแบบไฟ โล จี เน ติกทรี  
(Phylogenetic tree) หรือไฟโลแกรมแบบต่างๆ โดยมี 2 แนวทางในการศึกษา ได้แก่ Cladistic และ 
Similarity โดย Cladistic เป็นการศึกษาเน้นถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ มีการอ้างอิงถึงบรรพบุรุษ
ร่วม (ancestor) ภาพที่ ใ ช้ในการแสดงนั้นเรียก Cladogram ขณะที่ ไฟโลแกรมที่ ใ ช้แนวทาง 
Similarity หรือ Distance เป็นการประเมินความสัมพันธ์กันของตัวอย่างหรือสิ่งมีชีวิตที่ศึกษาโดย
อาศัยความสัมพันธ์ (Correlation) และความน่าจะเป็น (Popability) ในการจัดกลุ่ม โดยใช้วิธีการจัด
กลุ่มแบบ Distance function ที่จะคํานวณความเหมือน (Similarity) หรือความต่าง (Distance) ของ
ตัวอย่างหรือสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา จากน้ันนําค่าที่ได้มาจัดกลุ่มตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่มีค่าความเหมือนกัน
มากที่สุดหรือมีค่าความต่างกันมากจะจัดให้อยู่ในกลุ่มเดียวกัน ขณะที่ตัวอย่างที่มีค่าความเหมือนกัน
น้อยหรือมีค่าความต่างกันมากจะจัดให้อยู่ต่างกลุ่มกัน วิธีการ Similarity หรือ Distance สามารถ
บอกได้ว่าสิ่งมีชีวิตที่ศึกษามีความเหมือนหรือแตกต่างกันมากหรือน้อย แต่ไม่สามารถอ้างอิงเป็น
วิวัฒนาการได้ เน่ืองจากข้อมูลที่ใช้ในการจําแนกน้ันไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นลักษณะที่มีการถ่ายทอด
จากบรรพบุรุษร่วม (Homologous) หรือเป็นลักษณะวิวัฒนาการที่ไม่ได้เก่ียวข้องกับบรรพบุรุษร่วม 
(Homophasy) ภาพที่ใช้แสดงความสัมพันธ์ของการจัดกลุ่มแบบนี้เรียก Dendrogram ข้อมูลที่ใช้ใน
การจัดกลุ่มแบบนี้ เช่น ผลผลิตต่อพ้ืนที่ จํานวนรวงต่อพ้ืนที่ ความสูงต้น ลักษณะต้านทานต่อโรคหรือ
แมลง และข้อมูลลักษณะการปรากฏหรือไม่ปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ที่ได้จากเทคนิคต่าง ๆ เช่น 
RAPD, AFLP หรือ RFLP เป็นต้น (สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 
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2.5.2 การตรวจสอบความถูกต้องของเดนโดรแกรม (Dendrogram) 
วิธีการที่ใช้ตรวจสอบความถูกต้องและความน่าเช้ือถือของเดนโดแกรมท่ีสร้างได้ ได้แก่ 

1) Cophenetic Correlation หรือค่า r เป็นค่าที่บอกถึงการจัดกลุ่มที่ได้ดีเพียงใด ซึ่ง
ดูได้จากค่า goodness of fit โดยคํานวณค่า r ถ้าหากมีค่ามากกว่า 0.9 ถือว่าจัดกลุ่มได้ดีมาก ถ้าค่า r 
มีค่าอยู่ระหว่าง 0.8-0.9 ถือว่าการจัดกลุ่มได้ดี ส่วนค่า r มีค่าอยู่ระหว่าง 0.7-0.8 ถือว่าจัดกลุ่มได้ปาน
กลาง แต่ถ้าหากค่า r น้อยกว่า 0.7 ถือว่าการจัดกลุ่มได้ไม่ดี  

2) Bootstrap เป็นค่าความน่าเช่ือถือของกลุ่มที่จัดได้ว่ามีมากน้อยเท่าไร โดยบอก
เป็นเปอร์เซ็นต์ของโอกาสที่จะมีการจัดกลุ่มเหมือนเดิม เมื่อมีการสุ่มตัวแปร (Variable) ใดตัวแปร
หน่ึงที่ใช้ในการคํานวณการจัดกลุ่มออกตามจํานวนคร้ังที่ต้องการ กลุ่มตัวอย่างที่มีค่า Bootstrap มาก
แสดงให้เห็นว่ากลุ่มที่จัดได้มีความน่าเช่ือถือ โอกาสท่ีการจัดกลุ่มจะเปลี่ยนไปน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มที่มีค่า Bootstrap น้อย ตัวอย่างที่แยกออกเป็นกลุ่มเด่ียวไม่สามารถคํานวณเป็นค่า Bootstrap ได้  

2.5.3 วิธีการสําหรับใช้จัดกลุ่มความสัมพันธ์ด้วยวิธี Principal Components Analysis 
(PCA) 

การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal Component Analysis) เป็นวิธีการทางสถิติ
วิธีการหน่ึงใช้วิเคราะห์ข้อมูลหลายตัวแปร (Multivariate data) ซึ่งทําให้เห็นว่าข้อมูลอยู่ในรูปหลาย
มิติ (Dimension) การจะอธิบายข้อมูลโดยรวมทําได้ยาก การลดมิติของข้อมูลให้สามารถอธิบายได้
โดยจํานวนน้อยมิติจึงเป็นสิ่งจําเป็น แต่การลดมิติน้ันจะต้องสามารถคงรายละเอียดของข้อมูลโดยส่วน
ใหญ่ไว้ได้หรือมีข้อมูลหายไปพร้อมกับการลดมิติน้อย ดังน้ัน PCA จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือลดจํานวนตัว
แปร โดยยังคงรักษาความแปรปรวนของข้อมูล และนําตัวแปรมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ และอธิบาย
การกระจายของข้อมูล และโครงสร้างความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรโดยใช้องค์ประกอบหลักที่อยู่ในรูป 
Linear combination ของตัวแปรเดิม หากจํานวนแกนองค์ประกอบหลักที่คํานวณได้มีน้อยกว่า
จํานวนตัวแปรเดิมทั้งหมด อาจใช้องค์ประกอบหลักจํานวนน้อยแกนน้ันแทนตัวแปรเดิมได้ โดยจํานวน
มิติข้อมูลจะลดลงเหลือเท่ากับจํานวนแกนองค์ประกอบหลักน้ัน ๆ นอกจากน้ี PCA ยังช่วยให้เห็น
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรได้ดีขึ้น (สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเชื้อราสกุล Ophiocordyceps ที่พบจากแมลงตามพิกัด
ต่าง ๆ ในพื้นที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ โดยคัดเลือกอาหารเทียมที่
เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเช้ือราแต่ละชนิด  
 

 
 

ภาพท่ี 3.1 แผนที่จุดที่พบเช้ือรา Ophiocordyceps spp. จากแมลงชนิดต่างๆ 
ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 

ที่มา: รุ่งเกียรติ แก้วเพชร และศมาพร แสงยศ (2559) 
 

3.1.1 การแยกเช้ือบริสุทธิ์ 
นําตัวอย่างของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์มาแยกให้ได้เส้นใยบริสุทธ์ิด้วยวิธี single 

spore isolation และ tissue culture 
                1) single sprore isolation มีวิธีการดังต่อไปน้ี 

        ล้างเศษดิน หรือสิ่งสกปรกต่าง ๆ ออกจากตัวอย่างด้วยนํ้าสะอาด ฆ่าเช้ือบริเวณผิว
นอกของตัวอย่างโดยใช้วิธี triple surface sterilization ดังน้ี แช่ในแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1 
นาที และแช่ใน sodium hypochlorite 5.25% เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันแช่ในแอลกอฮอล์ 95% 
เป็นเวลา 30 วินาที ล้างสารละลายส่วนเกินออก โดยการแช่นํ้าในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 1 นาที แล้ว
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นําตัวอย่างวางบนจานเพาะเช้ือที่มีกระดาษทิชชูปราศจากเช้ือเพ่ือซับนํ้าให้แห้ง ตัดตัวอย่างตรงส่วน 
fertile part ตามขวางด้วยใบมีดโกน หยดน้ํากลั่น ปราศจากเช้ือลงบนสไลด์ 1-2 หยด ใช้ปากคีบคีบ
ตัวอย่างควํ่าด้านที่เป็นรอยตัดบนหยดนํ้ากลั่น 2-3 ครั้ง จะมองเห็น asci ลักษณะขุ่นขาวแขวนลอยใน
น้ํากลั่น ใช้เข็มเขี่ยให้ asci แตกออก ใช้ Pasteur pipette ดูดสารแขวนลอยของสปอร์บนสไลด์ ใส่ลง
ในสารละลาย chloramphenicol 0.01% ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 2 มิลลิลิตร เพ่ือกําจัดแบคทีเรีย   
ที่ติดมากับสปอร์ บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบการงอกของ
สปอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบใช้ micro pipette ดูดสปอร์หรือ part-spores ที่มี
การงอกใส่ลงในจานเพาะเช้ือที่มีอาหารวุ้น potato dextrose agar (PDA) 5 จุดๆ ละ 1 สปอร์ หรือ 
1 part-spore บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 15-60 วัน สังเกตการเจริญของเส้น
ใย ยืนยันผลการแยกเช้ือบริสุทธ์ิโดยเส้นใยของเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือจะต้องมีลักษณะเหมือนกัน    
ทุกจุด และไม่พบการปนเป้ือนจากแบคทีเรียหรือยีสต์ เก็บเช้ือบริสุทธ์ิในหลอดทดลองที่มีอาหาร      
วุ้นเอียง potato dextrose agar ในตู้เย็น (อุณหภูมิประมาณ 10° C) เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
 2) การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ (tissue culture) มีวิธีการดังต่อไปน้ี 
 ล้างเศษดิน หรือสิ่งสกปรกต่าง ๆ ออกจากตัวอย่างด้วยนํ้าสะอาด ฆ่าเช้ือบริเวณผิว
ภายนอกของตัวอย่าง โดยใช้วิธี triple surface sterilization ดังน้ี แช่ในแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 
1 นาที แช่ใน sodium hypochlorite 5.25% เป็นเวลา 1 นาที และแช่ในแอลกอฮอล์ 95% เป็น
เวลา 30 วินาที จากน้ันล้างสารละลายส่วนเกินออก โดยการแช่ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 1 นาที แล้ว
นําตัวอย่างวางบนจานเพาะเช้ือที่มีกระดาษทิชชูปราศจากเช้ือเพ่ือซับนํ้าให้แห้ง และผ่าตรงส่วน 
fertile part ด้วยใบมีดโกน ใช้เข็มเขี่ยเขี่ยเน้ือเย่ือที่อยู่ภายใน วางเป็น 5 จุดบนจานเพาะเช้ือที่มี
อาหาร potato dextrose agar และบ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 15-60 วัน
จากน้ันสังเกตการเจริญของเส้นใยออกมาจากเน้ือเย่ือ ยืนยันผลการแยกเช้ือบริสุทธ์ิ โดยเส้นใยของ
เช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือจะต้องมีลักษณะเหมือนกันทุกจุด และไม่พบการปนเป้ือนจากแบคทีเรียหรือ
ยีสต์เก็บเช้ือบริสุทธ์ิในหลอดทดลองท่ีมีอาหารวุ้นเอียง patato dextrose agar ในตู้เย็น (อุณหภูมิ
ประมาณ 10° C) เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

3.1.2 การศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้น 
เพ่ือหาชนิดของอาหารวุ้นที่เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์ สามารถเจริญได้

ดีที่สุด มีวิธีการดังต่อไปน้ี  
นําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์ เพาะเลี้ยงในจานอาหารวุ้น potato 

dextrose agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 15-60 วัน ใช้ cork borer ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะเส้นใยบริเวณขอบโคโลนี นํามาวางบนอาหารวุ้นที่ใช้ศึกษาการ
เจริญของเช้ือบริสุทธ์ิชนิดต่าง ๆ ดังน้ี corn meal agar, Czapek’s agar, malt exract agar (MEA), 
oat meal agar (OA) และ potato dextrose agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็น
เวลา 15 วัน สําหรับเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps บางสปีชีส์ที่เจริญ ได้ช้าได้เพ่ิมระยะเวลาการ
บ่มเป็น 30-60 วัน สังเกตและวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีโดยใช้ไม้บรรทัด บันทึกผล 
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3.1.3 การศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้นที่อุณหภูมิต่างๆ 
เพ่ือหาอุณหภูมิที่เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์ สามารถเจริญได้ดีที่สุดบน

อาหารวุ้น มีวิธีการดังต่อไปน้ี  
นําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์ เพาะเลี้ยงในจานอาหารวุ้น potato 

dextrose agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 15-60 วัน ใช้ cork borer ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีนํามาวางบนอาหารวุ้นที่เช้ือบริสุทธ์ิของ 
Ophiocordyceps  สปีชีส์น้ัน ๆ สามารถเจริญได้ดีที่สุด จํานวน 6 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 
3 ซ้ํา และนําจานอาหารวุ้นแต่ละชุดการทดลองบ่มที่อุณหภูมิ 20, 25, 30, 37, 45° C และอุณหภูมิห้อง 
(27 ± 2° C) ตามลําดับ ในที่มืด เป็นเวลา 15 วัน สําหรับเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps บางสปี
ชีส์ที่เจริญช้าได้เพ่ิมระยะเวลาการบ่มเป็น 30-60 วัน จากน้ันสังเกตและวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนี
และบันทึกผล 

3.1.4 การศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้นที่ pH ต่างๆ  
เพ่ือหา pH เริ่มต้นที่เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์ สามารถเจริญได้ดีที่สุด

บนอาหารวุ้น มีวิธีการดังต่อไปน้ี 
นําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  แต่ละสปีชีส์ เพาะเลี้ยงในจานอาหารวุ้น potato 

dextrose agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) ในที่มืด เป็นเวลา 15-60 วัน จากน้ันใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีนํามาวางบนอาหารวุ้นที่เช้ือบริสุทธ์ิ
ของ Ophiocordyceps สปีชีส์น้ัน ๆ สามารถเจริญได้ดีที่สุด จํานวน 6 ชุดการทดลอง แต่ละชุดการ
ทดลองจะปรับ pH เป็น 4, 5, 6, 7 และ 8 โดยใช้ lactic acid หรือ hydrogen peroxide และชุด
การทดลองที่ไม่ได้ปรับ pH ตามลําดับ ทําการทดลองชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา และนําจานอาหารวุ้นแต่
ละชุดการทดลอง บ่มที่อุณหภูมิที่เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps สปีชีส์น้ัน ๆ สามารถเจริญได้ดี
ที่สุด ในที่มืดเป็นเวลา 15 วัน สําหรับเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps บาง สปีชีส์ที่เจริญช้าได้เพ่ิม
ระยะเวลาการบ่มเป็น 30-60 วัน จากน้ันสังเกตและวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีโดยใช้ไม้บรรทัด 
บันทึกผล 
 
3.2 ศึกษาลักษณะพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราโรคแมลงสกุล 
Ophiocordyceps  ในพื้นที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 

3.2.1 การตรวจลักษณะพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้ อ 
Ophiocordyceps ด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) 

ตรวจเช้ือที่แยกได้จากตัวอย่างด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยเลี้ยงเช้ือบนอาหาร PDA เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง ใช้ตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบเพียงเล็กน้อย ใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็กที่มีนํ้าปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เขย่าให้เช้ือกระจายในน้ํา นําไปต้มเป็นเวลา 5 นาที ใช้สารแขวนลอยเช้ือที่ต้ม 2 
ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอต้นแบบทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร โดยมีองค์ประกอบ
อ่ืน ๆ ดังน้ี 1XPCR buffer, MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์ XOR-F (5’-
GCATGACGTCATCGTCCTGT-3’) และ  XOR-R2 (5’-CTCGGAGCTATATGCCGTGC-3’) (Naoto 
and Takashi, 2000) ชนิดละ  0 .24 ไมโครโมลาร์  และ  Taq DNA polymerase® (Promega, 
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Madison, USA) 0.1 ยู นิต  นํ า เข้ า เค ร่ือง  Thermal cycler (Biometra®, Gotingen, Germany) 
โปรแกรมในการทําปฏิกิริยา ดังน้ี Predenaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
Denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Annealing อุณหภูมิ 63 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทําซ้ําขั้นตอน 
Denaturation ถึงขั้นตอน Extension เป็นจํานวน 30 รอบ และ Final extension อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส  เ ป็น เวลา  7  นาที  ตรวจสอบการเพิ่ มป ริมาณดีเ อ็นเอด้วย  Agarose gel 
electrophoresis ด้วย agarose 1.0% ใน 0.5X TBE buffer เปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(FastRulerTM DNA Ladder, Middle Range, Fermentas) 200 นาโนกรัม ใช้ความต่างศักย์คงที่ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ทํา Agarose gel ย้อมด้วยสารละลาย Ethidium bromide เป็นเวลา 
10 นาที  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง  UV ด้วยเค ร่ือง  UV-Transiliuminator (Vilber 
Lourmat®, Germany) 

3.2.2 การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps 
 1) การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วย In Silico AFLP-PCR นํา
ข้อมูลลําดับเบสของจีโนมเช้ือ Ophiocordyceps มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR 
(http://inSilico.ehu.es) เลือกกําหนดคู่เอนไซม์ตัดจําเพาะที่มีตําแหน่งจดจํา 4 และ 6 คู่เบส จํานวน 
10 คู่ เอนไซม์  ดัง น้ี  EcoRI/MSeI, EcoRI/TaqI, BgIII/MseI, BgIII/TaqI, ApaI/MseI, Apal/TaqI, 
HindIII/MseI,HindIII/TagI,PstI/MseI และ PstI/TaqI โดยคู่ไพรเมอร์ที่เพ่ิมเบสคัดเลือกหน่ึงเบส คือ 
A, C, G, T และ 0 (ไม่เติมเบสใดๆ) ที่บริเวณปลาย 3’ จากน้ันเลือกผลการทดลองที่มีคู่เอนไซม์และคู่
ไพรเมอร์ที่ให้จํานวนแถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 100-200 แถบ นําไปทดสอบในห้องปฏิบัติการต่อไป 
 2) การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค AFLP 
 
 การเตรียม Genomic DNA 
 เลี้ยงเช้ือ Ophiocordyceps ในอาหาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่า 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ CTAB method 
นําเช้ือป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,727 x g เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือตกตะกอนและเทส่วนใสทิ้ง ละลาย
ตะกอนด้วย TE buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 9,727 x g เป็นเวลา 5 นาที 
ทําเช่นเดิมจํานวน 3 ครั้ง เพ่ือลดปริมาณสาร Polysaccharide ของเช้ือ เก็บตะกอนและละลาย
ตะกอนด้วย TE buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่งเป็นหลอดละ 500 ไมโครลิตร เติมสารละลาย 
sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ Protenase K (20 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร) และ RNase ชนิดละ 3 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ บ่มในอ่าง
นํ้าอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันเติม NaCI 5 โมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเลา ๆ นํามาเติม CTAB 10%/NACI 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันและนําไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันเดิม Phenol : 
Chloroform : Isoamyl alcohol (PCI; 25:24:1) pH 8.0 เติมในปริมาตรที่เท่ากับของเหลวที่ได้ผสม
ให้เข้ากันเบา ๆ ป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,727 x g เป็นเวลา 30 นาที แล้วย้ายส่วนนํ้าใสใส่หลอด
ใหม่ เติม Isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่าของปริมาตรที่ได้ นําไปป่ันเหว่ียง 9,727 x g เป็นเวลา 5 
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นาที เพ่ือเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ล้างตะกอนด้วย Ethanol 70% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปป่ันเหว่ียง 3 
นาที ทิ้งส่วนที่เป็นของเหลวและตากตะกอนให้แห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร (Ausubel et al., 1999) 
 การเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 นําจีโนมิคดีเอ็นเอของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุจํานวน 150 นาโนกรัม ตัดด้วยเอนไซม์      
ตัดจําเพาะ EcoRI 5 ยู นิต และ Msel 1.25 ยู นิต (FastDigese® Fermentas, Maryland, USA)             
ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร จากน้ันต่อช้ินดีเอ็นเอด้วย EcoRI-adaptor และ MseI-adaptor     
ชนิดละ 5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร และ 25 พิโคโมลต่อไมโครลิตร ตามลําดับ ATP I มิลลิโมลลาร์ และ
ใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase 1.2 ยูนิต ใน 1XT4 ligase buffer (10 x ligase buffer 2 ไมโครลิตร, 
0.5 M NaCI 2 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร BSA 1.0 ไมโครลิตร) นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง นําดีเอ็นเอเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทําปฏิกิริยา
พีซีอาร์ต่อไป 
 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้จีโนมิคที่ตัดและเช่ือมต่อกับ adapter 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร คู่ ไพรเมอร์จากการทดลองในโปรแกรม In Silico AFLP-PCR ได้แก่ 
EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+0/MseI+T, EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, 
EcoRI+C/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G และ EcoRI+0/MseI+0 โดยใช้ไพรเมอร์ EcoRI ชนิดละ 0.1 
ไมโครโมลลาร์ และไพรเมอร์ MseI ชนิดละ 0.1 ไมโครโมลลาร์ ทําปฏิกิริยาใน 1X PCR buffer, 
dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์ MgCI2 0.75 มิลลิโมลาร์ และ Taq DNA polymerase® (Promega) 0.5     
ยูนิต ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร โดยโปรแกรมในการทําปฏิกิริยา ดังน้ี Predenaturation 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Annealing 56 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทําซ้ําขั้นตอน 
Denaturation ถึง Extension เป็นจํานวน 30 รอบ และ Final extension 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที 
 แยกขนาดชิ้ น ดี เ อ็ น เ อ ด้ ว ย  Polyacrylamide gel electrophoresis แล ะ
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี Silver straining 
 นํ า ผ ล จ า กป ฏิ กิ ริ ย า พี ซี อ า ร์ ต ร ว จ สอบแถบ ดี เ อ็ น เ อ โ ด ย ใ ช้  Denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis 5% ประกอบ ด้ ว ย  acrylamide 30% (acrylamide : 
bisacrylamide อัตราส่วน 19 : 1 ในยูเรีย 7.5 โมลาร์) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร, 5X TBE ปริมาตร 8 
มิลลิลิตร, ยูเรีย 18 กรัม, นํ้ากลั่น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, Ammonium persulfate (APS) 10% 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล N, N, N’, N’-tetramethlethylendiamine (TEMED) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ประกอบกระจกเข้ากับชุดอิเล็กโทรโฟริซิส (Life Technologies/Gibco BRL Model S2) 
ขนาด 33 x 40 ตารางเซนติเมตร เติมบัฟเฟอร์ 1XTBE buffer ลงในช่องด้านบน 400 มิลลิลิตร และ
ด้านล่าง 600 มิลลิลิตร ทํา Prerun ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ 1,500 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที หรือ
จนกว่าอุณหภูมิสูงถึง 55-58 องศาเซลเซียส นําดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์หยดดีเอ็นเอ
ตัวอย่างละ 3 ไมโครลิตร ลงในแต่ละช่องเปิดเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้าใช้ความต่างศักย์ 1,500 โวลต์ 
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เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หรือจนกระทั่งสีของ Xylene cyanol เคลื่อนที่ลงมา 2 ใน 3 ส่วนของเจลปิด
เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า ดูดบัฟเฟอร์ออกและแยกกระจกทั้งสองแผ่นออกจากกัน 
 
ตารางที่ 3.1  อะแดบเตอร์และไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 

ช่ือ ลําดับเบส ที่มา 
EcoRI-adaptor 
 
Msel-adaptor 
 
EcoRI+0 
MseI+0 
EcoRI+A 
EcoRI+C 
EcoRI+G 
MseI+A 
MseI+C 
MseI+T 
MseI+G 

5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’ 
5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
5’-TACTCAGGACTCAT-3’ 
5’-GACTGCGTACC-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAG-3’ 
5’-GACTGCGTACCAμ-3’ 
5’-GACTGCGTACCC-3’ 
5’-GACTGCGTACCG-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGA-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGC-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGT-3’ 
5’-GATGAGTCCTGAGG-3’ 

Vos et al.,1999 
 

Vos et al.,1999 
 

Vos et al.,1999 
Vos et al.,1999 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 
งานวิจัยโครงการน้ี 

หมายเหตุ 1ชนิดเบสคัดเลือกที่เพ่ิมบริเวณปลาย 3’ของไพรเมอร์ 
 

จากน้ันย้อมกระจกด้วยวิธี Silver staining นํากระจกที่มีเจลติดอยู่แช่ในสารละลาว Fixative 
เป็นเวลา 20 นาที เขย่าเบา ๆ บนเครื่องเขย่า จากน้ันล้างด้วยนํ้า Deionization (DI) 2 ครั้ง ครั้งแรก
เป็นเวลา 30 นาที และครั้งที่ 2 เป็นเวลา 5 นาที บนเครื่องเขย่า จากน้ันแช่ในสารละลายซิลเวอร์ไน
เตรต เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างด้วยนํ้า DI อย่างรวดเร็ว เพ่ือล้างซิลเวอร์ที่มากเกินพอแล้วนําแผ่น
เจนแช่ในสารละลาย Developer เขย่าเป็นเวลา 5-10 นาที หรือจนกว่าจะเห็นแถบดีเอ็นเออย่าง
ชัดเจน หยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 10% Acetic acid ล้างด้วยนํ้ากลั่นและตากให้แห้งเพ่ือนําไป
วิเคราะห์ต่อไป (ดัดแปลงจากสุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2545) นําคู่ไพรเมอร์ และคู่เอนไซม์ที่ให้จํานวน
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (Polymorphysm) มากสุด นํามาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
เช้ือ Ophiocordyceps ต่อไป 

3.2.3 การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค rep-PCR 
ในการศึกษาลายพิมพ์ดี เ อ็นเอของเ ช้ือ  Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค  Repetitive 

sequence-based Polymerase Chain Reaction หรือ rep-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ      
ไพรเมอร์ REP คือ REPIR-I;5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’ และ REP2R-I; 5’-ICGIGTTATCIGGCCTAC-
3’ (Louws et al.,1994) และไพรเมอร์ ERIC ได้แก่ ERICIR; 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-
3’ และ ERIC2R; 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ (Versalovic et al., 1991) 
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เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วย 1X PCR buffer, dNTP 625 ไมโครโมลลาร์ MgCI2 1 
มิลลิโมลาร์, Tag DNA polymerase® (Promega) 2 ยูนิต, ไพรเมอร์ REP (REP1R-I และ REP2R-I) 
ชนิดละ 2 ไมโครโมลลาร์ และดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตรโดยใช้โปรแกรม
ในการทําปฏิกิริยาใน 1 รอบ ดัง น้ี Predenaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Annealing สําหรับไพรเมอร์ REP เป็น 45 องศา
เซลเซียส และไพรเมอร์ ERIC เป็น 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Extension 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 8 นาที ทําซ้ําขั้นตอน Denaturation ถึง Extension เป็นจํานวน 30 รอบ และ Final 
Extension 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (Vera Cruze et al., 1996) ตรวจสอบการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์เบ้ืองต้นด้วย 1.1% agarose gel electrophoresis ใน 
0.5X TBE โดยนําดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ 6X Loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช้ความ
ต่างศักย์คงที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วจึงนําไปตรวจสอบอีกคร้ังด้วย 5% Aerylamide gel 
โดยนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมกับ Sequencing dey แยก
ขนาดบน 5% Acrylamide gel และตรวจสอบด้วยแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี Silver stain  

3.2.4 การวิเคราะห์ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
1) การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิธี UPGMA ด้วยโปรแกรม NTSYS 
รวบรวมข้อมูลจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิค AFLP และข้อมูลจากไพรเมอร์ 

REP และ ERIC จากเทคนิค rep-PCR โดยให้ข้อมูลเป็นแบบ Binary data คือมีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
ให้คะแนนเป็น “1” หากไม่มีแลบดีเอ็นเอปรากฏให้คะแนนเป็น “0” แล้วจึงนําผลไปวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์สําเร็จรูป Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
(NTSYS) version 2.0 1d (Serial number, EY2489QP.Applied Biostatistics, Inc) (Rohlf, 1998) 

การเตรียมข้อมูลเพื่อวิเคราะห์ 
เตรียมข้อมูลที่ได้จากการประเมินลายพิมพ์ดีเอ็นเอในโปรแกรม Excel ในแนวสดมภ์ 

(Column) โดยช่อง A1 ใส่ตัวเลข 1 เพ่ือบอกลักษณะของข้อมูล (Type of matrix) ซึ่งหมายเลข 1 
คือข้อมูลจัดรูปแบบเป็น Rectangular data matrix ส่วนของ B1 ระบุจํานวนตัวอย่างในแถว (Rows) 
ช่อง C1 ให้ระบุจํานวนดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในแนวคอลัมน์และช่อง D1 เป็นช่องที่ระบุว่ามีข้อมูลสูญ
หายหรือไม่ ซึ่งหมายเลข 0 คือ ไม่มีข้อมูลสูญหาย และหมายเลข 1 คือ มีข้อมูลสูญหายเว้นหน่ึงแถว
ในแนวนอน เริ่มป้อนข้อมูลช่ือไอโซเลทเช้ือในแนวคอลัมน์ เริ่มต้ังแต่ช่อง A3 ของไอโซเลทแรก ช่อง 
A4 เป็นไอโซเลทท่ีสอง ช่อง A5 เป็นไอโซเลทท่ีสาม จนครบทุกไอโซเลท และป้อนข้อมูลดีเอ็นเอ
เครื่องหมายของไอโซเลทแรกในแนวนอน เริ่มต้ังแต่ช่อง B3, C3, D3… เป็นต้นไป ส่วนดีเอ็นเอ
เครื่องหมายของไอโซเลทที่สอง เริ่มต้ังแต่ช่อง B4, C4, D4… เป็นต้นไปจนครบทุกไอโซเลท จากน้ัน
บันทึกไฟล์ที่ต้องการวิเคราะห์ในนามสกุล .xls 

การประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ Ophiocordyceps โดยใช้โปรแกรม

คอมพิวเตอร์ NTSY version 2.01d คํานวณค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนของเช้ือสาเหตุโรคแล้วนําไป
สร้างแผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในรูปแบบไฟโลจิ เนติกทรี ด้วยวิธี UPGMA 
( Unweighted Pairgroup Method with Arithmetic Average) ก า ร ส ร้ า ง แ ผ น ภู มิ แ ส ด ง
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ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในรูปแบบไฟโลจี+เนติกทรีโดยใช้วิธีการจัดกลุ่มแบบ Distance function 
ที่จะคํานวณความต่าง (Distance) ของตัวอย่าง 

ย้ายข้อมูลในโปรแกรม Excel ที่มีนามสกุล .xls ตามวิธีการเตรียมข้อมูลในข้อ 5.1.1 
เมื่อเข้าสู่โปรแกรม NTSYS verson 2.01d โดยเข้าโปรแกรมย่อย NT edit เลือก File/Import Excel 
จากน้ันเลือกไฟล์ที่ต้องการ บันทึกข้อมูล file/save file as ซึ่งไฟล์ที่ได้จะมีนามสกุลเป็น .nts นํา
ไฟล์ข้อมูลที่ได้จาก NT edit สร้างเดนโดรแกรมโดยเข้าโปรแกรมย่อย Similarity วิเคราะห์หาค่า 
Similarity โดยเลือกโปรแกรม NTSYS version 2.01d และเข้าโปรแกรมย่อย SimQual (similarity 
for qualitative data) ใช้ในการคํานวณหาค่า Similarity ของข้อมูลที่เป็นลักษณะคุณภาพหรือเป็น
มาตรวัดแบบ Nominal scale เช่น ข้อมูลที่เป็นการปรากฏของแถบดีเอ็นเอบนเจล หากมีแถบดีเอ็น
เออ่านค่าเป็น 1 ถ้าไม่มีมีแถบดีเอ็นเออ่านค่าเป็น 0 ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกใช้สัมประสิทธ์ิ Dice’s 
coefficient บันทึกไฟล์ที่ได้จากการวิเคราะห์ค่า Similarity โดยมีสมการดังน้ี (สํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 

 

Dice’scoefficient :   

โดยที่ a, b และ c คือค่าเปรียบเทียบข้อมูลของตัวอย่างที่ i และ j 
 

จากน้ันเลือกวิธีการจัดกลุ่มโดยเลือกโปรแกรมย่อย Clustering เข้าโปรแกรมย่อย 
SHAN (Sequential Agglomerative Hierarchical Nestedcluster Method) นําไฟล์ที่ได้จากการ
วิเคราะห์ว่า Similarity มาใช้วิเคราะห์การจัดกลุ่มโดยเลือกวิธีการจัดกลุ่ม UPGMA จากน้ันดูผลการ
จัดกลุ่ม โดยเลือกดู tree ได้ที่ tree plot 

 
การวิเคราะห์ Cophenetic Correlation 
การคํานวณหาค่า Cophenetic correlation (r) ซึ่งเป็นค่าที่ใช้ในการตรวจสอบ     

เดนโดรแกรม วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS version 2.01d โดยใช้ข้อมูลจากไฟล์ที่ใช้ในการสร้าง
เดนโดรแกรม คือไฟล์ที่ได้จากการคํานวณ Simmilarity (SimQ) และ Clustering (SHAN) โดยเข้าที่ 
Clustering เลือกโปรแกรมย่อย Coph เลือกไฟล์ที่ได้จาก SAHN บันทึกไฟล์ที่ได้จาการคํานวณ 
จากน้ันไปที่ Graphics เลือก MaxCoph นําไฟล์ที่ได้จากการคํานวณค่า Simmilarity (SimQ) และ
ไฟล์ ที่ ไ ด้ จ าก  Coph เ พ่ื อคํ า น วณหา  Cophenetic correlation การ อ่ านค่ า  Cophenetic 
correlation ที่ได้ โดยค่า r มีค่ามากกว่า 0.9 ถือว่าจัดกลุ่มได้ดี ถ้ามีค่าอยู่ระหว่าง 0.8-0.9 ถือว่า   
การจัดกลุ่มใช้ได้ หากมีค่าอยู่ระหว่าง 0.7-08 ถือว่าการจัดกลุ่มได้ดีปานกลาง และหากค่า r มีค่าน้อย
กว่า 0.7 ถือว่าจัดกลุ่มได้ไม่ดี 

การคํานวณค่า Bootstrap ด้วยโปรแกรม Winboot 
การวิเคราะห์ค่า Bootstrap ด้วยโปรแกรม WinBoot (Yap and Nelson, 1996) 

การเตรียมข้อมูลในไฟล์ Excel จะแตกต่างจากการเตรียมข้อมูลเพ่ือวิเคราะห์ในโปรแกรม NTSYS 
เล็กน้อย โดยการเตรียมข้อมูลใน Excel ช่อง A1 ระบุจํานวนแถวของข้อมูล เว้น 2 เคาะ ระบุจํานวน
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สดมภ์ของข้อมูล การป้อนข้อมูลที่ต้องการวิเคราะห์เริ่มต้ังแต่ช่อง B2 เป็นต้นไป จากน้ันบันทึกไฟล์
เป็นนามสกุล .prn และต้ังช้ือไฟล์สําหรับบันทึก ซึ่งไฟล์จะมีนามสกุล .txt จากน้ันกําหนดค่า
สัมประสิทธ์ิเลือก Dice’s coefficient เช่นเดียวกับที่ กําหนดในการวิเคราะห์การจัดกลุ่มด้วย
โปรแกรม NTSYS เลือกจํานวนคร้ังที่ต้องการวิเคราะห์ในช่อง Samples จํานวน 1,000 เพ่ือให้
โปรแกรมคํานวณค่า Bootstrap 

การวิ เคราะห์ข้อ มูล ด้วยวิธี  Principal Component Analysis (PCA) ด้วย
โปรแกรม NTSYS 

นําข้อมูล Binary data ที่เตรียมใน Excel ตามข้อ 5.1.1 โดย Import ไฟล์ Excel เข้า
โปรแกรม NTedit ที่เป็นโปรแกรมย่อยใน NTSYS แปลงไฟล์เป็นนามสกุล .nts หรือจะเลือกใช้ไฟล์ 
NTedit จากวิธี UPGMA มาวิเคราะห์ก็ได้จากน้ันเลือกฟังก์ช่ัน general เข้าโปรแกรมย่อย stand 
และ Input file ที่ได้จาก NTedit ทําการวิเคราะห์เพ่ือคํานวณค่า Standard บันทึกไฟล์ที่ได้จากการ
วิเคราะห์ stand ขั้นตอนต่อมาเลือกฟังก์ช่ัน similarity เข้าโปรแกรมย่อย simint และ Input file     
ที่ได้จาก stand โดยเลือกสัมประสิทธ์ิ (coefficient) CORR วิเคราะห์และบันทึกไฟล์ที่ได้จาก simint 
จากน้ันเลือกฟังก์ช่ัน Ordination เข้าโปรแกรมย่อย Eigen และ Input file ที่ได้จากการวิเคราะห์ 
simint วิ เคราะห์และบันทึกไฟล์ที่ ไ ด้จาก Eigen โดยข้ันตอนน้ี การวิเคราะห์จะคํานวณค่า 
eigenvector และ eigenvalue บันทึกไฟล์ที่ได้ในนามสกุล .txt และโปรแกรมจะแสดงภาพ 3 มิติ 
หมุนแกนภาพ 3 มิติ ตามความเหมาะสม 
 
3.3 เครื่องมือในการวิจัยและการตรวจสอบคณุภาพเคร่ืองมือ  

 กล้องจุลทรรศน์แบบ  Compound microscope และกล้องจุลทรรศน์แบบ  Stereo 
microscope ซึ่งติดต้ังเคร่ืองมือสําหรับบันทึกภาพถ่ายดิจิตอล ย่ีห้อ Olympus ที่มีการตรวจสอบ
คุณภาพโดยบริการหลังการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหน่ายในประเทศ รวมทั้งมีการจัดการด้าน
พ้ืนฐานการใช้และการดูแลเบ้ืองต้นโดยผู้ใช้และดูแลอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ในห้องปฏิบัติการ เช่น การ
เก็บกล้องจุลทรรศน์ไว้ในที่ที่ปราศจากฝุ่นละออง ไม่มีความช้ืนสูง ในห้องมีอากาศถ่ายเทได้สะดวก 
หลีกเลี่ยงจากสถานที่ที่มีเช้ือรา การเตรียมสไลด์ที่เหมาะสมกับการใช้กล้อง การเช็ดเลนส์ต้องใช้
กระดาษเช็ดเลนส์ทุกคร้ังโดยนํ้ายาที่ใช้เช็ดเลนส์ ได้แก่ xylene 85% ผสม ether 15% หรือ alcohol 
80% ผสม ether 20% ส่วนไมโครมิเตอร์ที่ใช้วัดขนาดของสิ่งที่ส่องใต้กล้อง ได้มีการเทียบค่า
ระยะห่างของแต่ละช่องกัน stage micrometer เมื่อต้องการวัดขนาดวัตถุ ให้ใส่แผ่นกระจกกลมใน
กระบอกเลนส์ใกล้ตา วางแผ่น stage micrometer บนแท่นวางสไลด์ หลังปรับกล้องให้เห็นภาพขีด
แบ่งบนสไลด์ แล้วเทียบระยะห่างแต่ละช่องบนแผ่นกระจกกลมกับขีดแบ่งบนแผ่นสไลด์ และ คํานวณ
ค่าของระยะห่างของช่องบนแผ่นกระจกกลมตามสูตร ค่า 1 ช่องของ ocular micrometer = จํานวน
ช่องของ stage micrometer / จํานวนช่องของ ocular micrometer x ค่า 1 ช่องของ stage 
micrometer 

อุปกรณ์พ้ืนฐานในห้องปฏิบัติการด้านจุลชีววิทยาอ่ืน ๆ เช่นเคร่ืองแก้วและเครื่องมือ
วิทยาศาสตร์ขนาดเล็ก และอาหารเลี้ยงเช้ือ มีการตรวจสอบคุณภาพก่อนการขาย จากทางบริษัท
ตัวแทนจําหน่ายในประเทศ รวมทั้งมีการปฏิบัติตามคําแนะนําของผู้ผลิตอย่างเคร่งครัด  
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ตู้ให้ความเย็น Mirage รุ่น F2-269, ซันโย (ยูนิเวอร์แซลอิเล็กทริค ประเทศไทย) 
อุปกร ณ์สํ าหรั บจั ดทํ าส ไล ด์ ตั วอ ย่ า งของสปอ ร์  รวมทั้ ง ส่ วน ต่ า งๆ  ของ เ ช้ื อรา 

Ophiocordyceps spp. เช่น แผ่นสไลด์ และแผ่นปิดสไลด์ (cover slip) นํ้ายาสําหรับจัดทําสไลด์
ถาวร เช่น Hoyer’s solution และ Canada balsam เข็มเขี่ย ตะเกียงแอลกอฮอล์ และพู่กัน เป็นต้น 
อุปกรณ์สําหรับให้ความช้ืน Devatec Stream Humidifier (Energy Solution & Technology  บาง
ขุนเทียน กรุงเทพฯ) ที่มีการตรวจสอบคุณภาพก่อนการขายจากทางบริษัทตัวแทนจําหน่ายในประเทศ 

เครื่องวัดอุณหภูมิและความช้ืน (Temperature and Humidity Data Logger รุ่น SKL200THIIa, 
(SK Sato, Japan) ซึ่งมีการตรวจสอบคุณภาพก่อนการขาย จากทางบริษัทตัวแทนจําหน่ายในประเทศ 

ภาชนะบรรจุที่ให้ความเย็น (cooler) และสารเคมีให้ความเย็น ได้แก่ นํ้าแข็งแห้ง (dry ice) 
แบบสําเร็จรูป 

วัสดุและอุปกรณ์ คอมพิวเตอร์ สําหรับการจัดเก็บ และวิเคราะห์ข้อมูลดิจิตอล และการจัดทํา
ข้อมูลสารสนเทศภูมิศาสตร์ ได้แก่คอมพิวเตอร์ต้ังโต๊ะ ย่ีห้อ Acer รุ่น Pavilion 20 สําหรับการบันทึก
และวิเคราะห์ข้อมูลในห้องปฏิบัติการ คอมพิวเตอร์แบบ laptop ย่ีห้อ Dell รุ่น Inspiron N4050 
สําหรับบันทึกและวิเคราะห์ข้อมูลระหว่างการทํางานภาคสนามเมื่อมีความจําเป็นต้องพักค้างคืน
ระหว่างการเก็บตัวอย่าง เครื่องพิมพ์ย่ีห้อ Fuji Xerox รุ่น C Ducuprint CP 105b รวมทั้งอุปกรณ์
สําหรับการเก็บรวบรวมข้อมูลดิจิตอล เช่น USB drive ซึ่งมีความจุต้ังแต่ 1 - 32 GB และแผ่น CD 
Rom เป็นต้น 

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเช้ือ ได้มีการสั่งช้ือจากตัวแทนจําหน่วยที่ได้รับความเช่ือถือ รวมทั้งมี
การคัดเลือกบริษัทผู้ผลิตที่มีคุณภาพ มีการตรวจสอบสภาพและอายุการใช้งาน และการใช้ในอัตรา
และวิธีการตามคําแนะนําของผู้ผลิตอย่างเคร่งครัด โดยสารเคมีที่ใช้ในการศึกษานี้ ได้แก่  

1. corn meal agar 
2. Czapek’s agar 
3. Malt extract agar 
4. Oat meal agar 
5. Potato dextrose agar 
6. Melzer’s iodine reagent  
7. Lactophenol cotton blue 
8. Immersion oil 
9. Sodium hypochlorite (5.25%) 
10. Ethyl alcohol (70% และ 95%) 
11. Chloramphenicol 
12. นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 
13. Ammonium persulfate 
14. Bovine serum albumin 
15. Calcium hyporchloride 
16. Cophenetic 
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14. Hexadecyltrimethylammonium bromide 
15. Cupric nitrate 
16. Ethylenediaminetetraacetic acid 
17. Hydrogen peroxide 
18. Hydrogen sulfide 
19. Potassium hydroxide 
20. Magnesium chloride 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเชื้อราสกุล Ophiocordyceps ที่พบโดยคัดเลือก
อาหารเทียมที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเช้ือราแต่ละชนิด 
 

4.1.1 ผลการแยกเชื้อบริสุทธิ์ 
จากการนําตัวอย่างของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์มาฆ่าเช้ือบริเวณผิว โดยใช้วิธี triple 

surface sterilization แล้วแยกให้ไ ด้ เ ช้ือบริสุท ธ์ิ ด้วยวิ ธี  single spore isolation และ  tissue 
culture ในอาหารวุ้น potato dextrose agar จากการทดลองในขั้นต้นพบว่าการแยกเช้ือบริสุทธ์ิ
โดยวิธี single spore isolation ให้ผลที่ดีกว่าวิธี tissue culture เน่ืองจากพบการปนเป้ือนจาก
แบคทีเรียหรือยีสต์น้อยกว่า จึงใช้เลือกใช้วิธีการน้ีในการแยกเช้ือและสามารถแยกเช้ือบริสุทธ์ิของ 
Ophiocordyceps ได้ทุกสปีชีส์ 

 
4.1.2 ผลการศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้นชนิดต่าง ๆ 
จากการนําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  แต่ละสปีชีส์เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 5 ชนิด 

คือ corn meal agar, Czapek’s agar, malt extract agar, oat-meal agar และ potato dextrose 
agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) เป็นเวลา 15-60 วัน พบว่าเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  
ส่วนใหญ่เจริญได้ดีในอาหาร potato dextrose agar รองลงมาคืออาหาร malt extract agar, corn 
meal agar, oat meal agar และ Czapek’s agar ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาการเจริญ
ของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์พบว่า Ophiocordyceps sp.1 Ophiocordyceps  sp.2 และ 
Ophiocordyceps  sp.3 เจริญได้อย่างรวดเร็วในอาหารเลี้ยงเช้ือ ในขณะที่ O. nutans เจริญได้
ค่อนข้างช้า (ตารางที่ 4.1) 

 
ตารางที่ 4.1 เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของ Ophiocordyceps ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดต่าง ๆ บ่มที่

อุณหภูมิ ห้อง (27 ± 2° C) เป็นเวลา 15-60 วัน 

Ophiocordyceps 
ระยะเวลา
บ่ม (วัน) 

เสน้ผา่ศนูย์กลางโคโลนีในอาหารเลี้ยงเช้ือ (mm) 
Corn 
meal 
agar 

Czapek’s 
agar 

Malt 
extract 

agar 

Oat 
meal 
agar 

Potato 
dextrose 

agar 
O.irangiensis 
O.myrmecophila 
O.nutans 
O.sphecocephala 
Ophiocordyceps  
sp.1 

30 
30 
60 
30 
15 

15 
7.4 
8 
16 
47 

 

7.5 
5.5 
5.5 
6.5 
24.5 

 

19.5 
10 

15.5 
18.5 
51.5 

 

17.5 
7.5 
8 
13 

46.5 
 

18.5 
16 
18 

22.5 
54 
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ตารางที่ 4.1 เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของ Ophiocordyceps ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดต่าง ๆ บ่มที่
อุณหภูมิ ห้อง (27 ± 2° C) เป็นเวลา 15-60 วัน (ต่อ) 

Ophiocordyceps 
ระยะเวลา
บ่ม (วัน) 

เสน้ผา่ศนูย์กลางโคโลนีในอาหารเลี้ยงเช้ือ (mm) 
Corn 
meal 
agar 

Czapek’s 
agar 

Malt 
extract 

agar 

Oat 
meal 
agar 

Potato 
dextros
e agar 

Ophiocordyceps  
sp.2 
Ophiocordyceps  
sp.3 

15 
 

15 

49.5 
 

48 

26.5 
 

25 

53 
 

52 

49 
 

47 

57 
 

54 

 
4.1.3 ผลการศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้นที่อุณหภูมิต่างๆ 
เมื่อนําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์เลี้ยงในอาหาร potato dextrose 

agar ซึ่งเป็นอาหารที่เช้ือเจริญได้ดีที่สุด บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 15-60 วัน พบว่า เช้ือบริสุทธ์ิ
ของ Ophiocordyceps  ส่วนใหญ่เจริญได้ที่อุณหภูมิ 20, 25 และที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° C) โดย
เ จ ริญ ไ ด้ ดีที่ อุณห ภูมิ  2 5 °  C แ ต่มี  4  ส ปี ชี ส์  ไ ด้ แ ก่  O. iranensis, Ophiocordyceps sp.1 
Ophiocordyceps sp.2 และ Ophiocordyceps sp.3 เจริญได้ที่อุณหภูมิ 30° C จากการทดลองไม่
มีสปีชีส์ใดที่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 37 และ 45° C (ตารางที่ 4.2) 
 
ตารางที่ 4.2 เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของ Ophiocordyceps ในอาหารเลี้ยงเช้ือ potato dextrose 

agar บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 15-60 วัน 

Ophiocordyceps 
ระยะเวลา
บ่ม (วัน) 

เสน้ผา่ศนูย์กลางโคโลนี (mm) * 
อุณหภูมิห้อง 
(27 ± 2° C) 

20° C 25° C 30° C 37° C 45° C 

O.irangiensis 
O.myrmecophila 
O.nutans 
O.sphecocephala 
Ophiocordyceps  
sp.1 
Ophiocordyceps  
sp.2 
Ophiocordyceps  
sp.3 

30 
30 
60 
30 
15 
 

15 
 

15 

20.5 
17 
18 

22.5 
54 
 

57 
 

56 

19 
17.5 
21 
23 

55.6 
 

59.5 
 

57 

20 
19 

22.5 
25 
59 
 

63 
 

60 

7 
- 
- 
- 
6 
 

37 
 

37 

- 
- 
- 
- 
- 
 
- 
 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
 
- 
 
- 

* - หมายถึง ไม่มีการเจริญ 
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4.1.4 การศึกษาการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์บนอาหารวุ้นที่ pH ต่างๆ  
เมื่อนําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps แต่ละสปีชีส์เลี้ยงในอาหาร potato dextrose 

agar ซึ่งเป็นอาหารที่เช้ือเจริญได้ดีที่สุด ที่ปรับ pH เป็น 4, 5, 6, 7 และ 8 เทียบกับชุดควบคุม บ่มที่
อุณหภูมิ 25° C ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps เจริญได้ดีที่สุด เป็นเวลา 15-60 
วัน พบว่าเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  ส่วนใหญ่เจริญได้ดีในอาหาร potato dextrose agar 
ที่มี pH เริ่มต้น 5-6 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี pH 8 เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps เจริญได้ไม่ดีนัก 
(ตารางที่ 4.3) 

 
ตารางที่ 4.3 เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของ Ophiocordyceps  ในอาหารเลี้ยงเช้ือ potato dextrose 

agar ที่ pH ต่าง ๆ บ่มที่อุณหภูมิ 25° C เป็นเวลา 15-60 วัน 

Ophiocordyceps 
ระยะเวลา
บ่ม (วัน) 

เสน้ผา่ศนูย์กลางโคโลนี (mm) * 
ชุดควบคุม 
(pH ~5.6) 

pH 
4 

pH 
5 

pH 
6 

pH 
7 

pH 
8 

O.irangiensis 
O.myrmecophila 
O.nutans 
O.sphecocephala 
Ophiocordyceps 
sp.1 
Ophiocordyceps  
sp.2 
Ophiocordyceps  
sp.3 

30 
30 
60 
30 
15 
 

15 
 

15 

21 
18 

23.5 
25 
59 
 

63 
 

59 

18 
17 
20 

23.5 
56 
 

59.5 
 

57 

21 
18.5 
22 
25 
59 
 

62.5 
 

58 

21.5 
18 

22.5 
25.5 
61 
 

63 
 

62 

16.5 
14.5 
13 
22 
54 
 

56.5 
 

55 

15 
13.5 
10.5 
21 

52.5 
 

54.5 
 

53 

 
4.2 ศึกษาลักษณะพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราโรคแมลงสกุล 
Ophiocordyceps  ในพื้นที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ 

 
4.2.1 การตรวจเชื้อด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
จากการตรวจเช้ือจํานวน 105 ไอโซเลท ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ XOR-F และ 

XOR-R2 เพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 คู่เบส ของบริเวณ 16S-23S rDNA spacer ที่จําเพาะต่อ
เช้ือ Ophiocordyceps (Naoto and Takashi, 2000) พบว่ามีเช้ือที่สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
ที่มีขนาด 470 คู่เบส เช่นเดียวกับเช้ือ Ophiocordyceps -0019 ที่เป็นสายพันธ์ุอ้างอิง ในขณะที่มี
เช้ือ 8 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโลเลท CM L4-4, NW L1-1, NW L1-2, PRL2-1, PRLL4-1, CH L8-2, BR 
L1-1 และ PG L1-1 ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 คู่เบส 
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ภาพท่ี 4.1 ผลการตรวจเช้ือด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แถบดีเอ็นเอของสายพันธ์ุเช้ือ Ophiocordyceps 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน 16S-23S spacer ขนาด 470 คู่เบส (ลกูศรช้ี) ช่องที่ 1-14, M: Middle 

range DNA marker (Fermentas, Ontario, Canada) 
 
4.2.1 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ophiocordyceps 
การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR 
จากการวิเคราะห์คู่เอนไซม์และคู่ไพรเมอร์ ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR (Bikandi et 

al., 2004) โดยอาศัยข้อมูลจีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps จากฐานข้อมูล NCBI และข้อมูลของ
เอนไซม์ตัดจําเพาะจาก Roberts et al. (2003) การทดสอบน้ี พบว่าเอนไซม์ EcoRI และ MseI โดย
มีไพรเมอร์ที่มีการเพ่ิมเบสคัดเลือกที่บริเวณปลาย 3’ จํานวน 6 คู่ ให้จํานวนแถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 
100-200 แถบ  ไ ด้แ ก่  คู่ ไพร เมอร์  EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+0/MseI+A, 
EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G และ EcoRI+0/MseI+T แต่ละคู่ไพรเมอร์ให้แถบดีเอ็นเอ
จํานวน 131, 198, 136, 182, 111 และ 183 แถบ ตามลําดับ โดยมีช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญ่สุด 2,987 
bp. จากคู่ไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0 และขนาดเล็กสุด 12 bp. จากคู่ไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+C 
จึงนําข้อมูลทั้ง 6 คู่ไพรเมอร์ที่ได้มาทดสอบจริงในห้องปฏิบัติการ นอกจากน้ียังมีคู่เอนไซม์และคู่      
ไพรเมอร์อ่ืน ๆ ที่ให้จํานวนแถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 100-200 แถบ ซึ่งมีจํานวนและขนาดที่เหมาะสม
ต่อการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนอะคริลาไมด์เจล  

1) การวิเคราะห์จีโนมของเชื้อ Ophiocordyceps เพื่อหาคู่เอนไซม์และคู่ไพร
เมอร์ที่เหมาะสมด้วยเทคนิค AFLP 

นําข้อมูลคู่ไพรเมอร์ที่ได้จาก In Silico AFLP-PCR จํานวน 6 คู่ ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G 
และ EcoRI+0/MseI+T ร่วมกับอีก 2 คู่ไพรเมอร์ ที่ใช้ในการเปรียบเทียบ ได้แก่ EcoRI+0/MseI+0 
และ EcoRI+0/MseI+G โดยนํามาทดสอบจริงในห้องปฏิบัติการกับเช้ือ Ophiocordyceps พบว่า
สามารถแบ่งคู่ไพรเมอร์ออกเป็นสามกลุ่ม ดังน้ี กลุ่มแรก คู่ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมด (total 
band) จํานวนมาก ไม่สามารถประเมินได้ด้วยสายตา ได้แก่ EcoRI+0/MseI+0 และ EcoRI+0/MseI+G 



31 
 

กลุ่มสอง เป็นกลุ่มคู่ไพรเมอร์ที่ให้จํานวนแถบดีเอ็นเอ ทั้งหมดที่สามารถประเมินได้ด้วยสายตา แต่ให้
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (polymorphism band) น้อย ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+A, 
EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+0/MseI+T มีจํานวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดเท่ากับ 105 แถบ, 105 แถบ 
และ 102 แถบ และให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง เท่ากับ 11 แถบ, 8 แถบ และ 10 แถบ ตามลําดับ และ
กลุ่มสามเป็นกลุ่มคู่ไพรเมอร์ที่ให้จํานวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดสามารถประเมินได้ด้วยสายตา และให้
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างมากสุดจากไพรเมอร์ที่ทดสอบ ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0, 
EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G ให้จํานวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดเท่ากับ 81 แถบ, 81 แถบ 
และ 94 แถบ และให้จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างเท่ากับ 18 แถบ 16 แถบ และ 13 แถบ ตามลําดับ 
โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง เท่ากับ 22.22% 19.51% และ 13.82% ตามลําดับ  

ผลการทดสอบการวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps ในห้องปฏิบัติการด้วย 
คู่ ไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+0 และ EcoRI+0/MseI+G ให้ผลการทดสอบสอดคล้องกับผลการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR คือให้จํานวนแถบดีเอ็นเอมากกว่า 200 แถบ ซึ่งไม่
สามารถประเมินบนอะคริลาไมด์เจลได้ แต่ในการศึกษาคร้ังน้ี เพ่ิมเบสคัดเลือกหน่ึงเบสเพียงหนึ่งข้าง
ของไพรเมอร์แต่ละชนิด (+1/0 หรือ 0/+1) จึงทําให้แถบดีเอ็นเอที่ได้ยังมีจํานวนมาก หากเลือกคู่ไพร
เมอร์จากการทดลองในโปรแกรม In Silico AFLP-PCR ที่ให้แถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 50-100 แถบ    
อาจช่วยลดจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการทดสอบจริงบนอะคริลาไมด์ 

จากการใช้เทคนิค In Siloco AFLP-PCR ช่วยในการวิเคราะห์หาคู่เอนไซม์และคู่ไพร
เมอร์ที่เหมาะสม เมื่อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการทดลองด้วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR 
กับเทคนิค AFLP พบว่าการทดลองด้วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR ให้แถบดีเอ็นเอมากกว่าการ
ทดสอบ AFLP ในห้องปฏิบัติการบนอะคริลาไมด์เจล เน่ืองจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค In Silico 
AfLP-PCR จากเว็บไซด์สามารถวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กกว่า 20 bp. และนับจํานวนแถบดี
เอ็นเอที่มีขนาดเท่ากัน แต่มีลําดับเบสต่างกันเข้าไปด้วย ดังน้ัน ผลการวิเคราะห์จํานวนแถบดีเอ็นเอที่
แสดงใน In Silico AFLP-PCR analysis จึงมากกว่าการทดลองในห้องปฏิบัติการ ซึ่งใช้อะคริลาไมด์   
เจลในการตรวจแยกแถบดีเอ็นเอ โดยที่แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กอาจเคลื่อนออกนอกแผ่นเจลไป หรือ
แถบดีเอ็นเอที่ขนาดเท่ากัน แต่ลําดับเบสที่แตกต่างกันก็ไม่สามารถแยกแถบดีเอ็นเอได้จากเจล 

จากข้อมูลการทดสอบเบ้ืองต้นนี้จึงคงได้นําทั้ง 3 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G ทดสอบกับเช้ือ เพ่ือประเมินความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ Ophiocordyceps ที่รวบรวมได้ 
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ตารางที่ 4.4 เปรียบเทียบจํานวนแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR โดย
อ าศั ย ฐ านข้ อ มู ล จี โ น ม เ ช้ื อ  Ophiocordyceps กั บ ก า ร วิ เ ค ร า ะห์ จี โ น ม เ ช้ื อ 
Ophiocordyceps ที่รวบรวมได้ ด้วยเทคนิค AFLP 

ไพรเมอร ์
In Silico 

AFLP-PCR 

AFLP gel 
แถบดีเอ็นเอ

ทั้งหมด 
แถบดีเอ็นเอที่

แตกต่าง 
% ความ
แตกต่าง 

EcoRI+0/MseI+0 
EcoRI+0/MseI+G 
EcoRI+0/MseI+A 
EcoRI+0/MseI+C 
EcoRI+0/MseI+T 
EcoRI+A/MseI+0 
EcoRI+C/MseI+0 
EcoRI+G/MseI+G 

734 
235 
136 
182 
183 
131 
198 
111 

- 
- 

105 
105 
102 
81 
82 
91 

- 
- 

11 
8 
10 
18 
16 
13 

- 
- 

10.47 
7.61 
9.08 
22.22 
19.51 
13.82 

หมายเหตุ – ไม่สามารถประเมินแถบดีเอ็นเอได้ 
 

2) วิเคราะห์จีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค AFLP 
วิเคราะห์จีโนมของเชื้อ Ophiocordyceps มาทดสอบกับเช้ือ Ophiocordyceps 

จํานวน 31 ไอโซเลท ด้วยคู่ไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G 
พบจํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างเท่ากับ 17 แถบ 24 แถบ และ 20 แถบ ตามลําดับ (ตารางที่ 4.5) 
รวมจํานวนดีเอ็นเอที่แตกต่างได้ทั้งสิ้น 61 แถบ และให้เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างเฉลี่ย เท่ากับ 
24.69% โดยพบว่าคู่ไพรเมอร์ EcoRI+C/MseI+0 ให้เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างสูงสุดคือที่ 
30.76% 
 
ตารางที่ 4.5 เปรียบเทียบจํานวนแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ Ophiocordyceps จํานวน 

31 ไอโซเลท 

ไพรเมอร ์
AFLP gel 

แถบดีเอ็นเอทัง้หมด แถบดีเอ็นเอทีแ่ตกต่าง %ความแตกต่าง 
EcoRI+A/MseI+0 
EcoRI+C/MseI+0 
EcoRI+G/MseI+G 

80 
78 
89 

17 
24 
20 

21.25 
30.76 
22.47 

รวม 247 61 24.69 
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3) การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ophiocordyceps จาก
เทคนิค AFLP ด้วยวิธี UPGMA 

เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค 
AFLP โดยใช้แถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ได้จากการทําปฏิกิริยาด้วยคู่ไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0, 
EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS version 2.01d 
(Applied Biostatistics, Inc) จัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA และคํานวณค่า
สัมประสิทธ์ิความเหมือนด้วย Dice’s coefficient โดยใช้เช้ือ Ophiocordyceps เป็นเช้ือ out-
group พบว่าสามารถแยกเช้ือทั้งสองได้ที่ค่าความเหมือน (similarity) เท่ากับ 0.35 และพบว่า
ประชากรเช้ือ Ophiocordyceps ที่รวบรวมได้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง และมีค่า 
goodness of fit ของการจัดกลุ่มโดยคํานวณได้จาก cophenetic correlation (r) ได้ค่าเท่ากับ 
0.95180 (ภาพที่ 4.2) หากค่า r มีค่ามากกว่า 0.9 แสดงถึงกลุ่มที่จัดได้อยู่ในระดับที่ดีมาก และมี
ความน่าเช่ือถือ (สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2544) 

 

 
 

ภาพท่ี 4.2  การกระจายของข้อมูลในการจดักลุ่มด้วยเทคนิค AFLP คํานวณด้วยโปรแกรมย่อย 
MxComp ของโปรแกรม NTSYS version 2.01d ผลคํานวณได้ค่า cophenetic correlation (r) 

เท่ากับ 0.95180 
 

4) การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค rep-PCR 
จากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยเทคนิค rep-PCR พบว่าไพรเมอร์ 

REP ให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมดจํานวน 36 แถบ โดยมีจํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง 23 แถบ คิดเป็น
เปอร์เซ็นต์ความแตกต่าง เท่ากับ 63.9% ขณะที่ไพรเมอร์ ERIC ให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมดจํานวน 30 
แถบ และมีจํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง 14 แถบ คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความแตกต่าง 46.7% (ตารางที่ 
4.6) 
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ตารางที่ 4.6 จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ Ophiocordyceps ด้วยไพรเมอร์ 

REP และ ERIC 
ไพรเมอร ์ แถบดีเอ็นเอทัง้หมด แถบดีเอ็นเอทีแ่ตกต่าง %ความแตกต่าง 

REP 
ERIC 
รวม 

36 
30 
76 

23 
14 
37 

63.9 
46.7 
48.68 

 
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ophiocordyceps จากไพรเมอร์ REP 

1) การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ophiocordyceps จากไพร
เมอร์ REP ด้วยวิธี UPGMA 

จากเดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ของเช้ือ Ophiocordyceps ที่ได้จาก ไพรเมอร์ 
REP พบว่าสามารถแยกเช้ือ Ophiocordyceps ได้ชัดเจน เมื่อคํานวณค่า cophenetic correlation 
ได้เท่ากับ 0.95928 ซึ่งเป็นค่าที่ใกล้เคียงกับการจัดกลุ่มด้วยเทคนิค AFLP (ภาพที่ 4.3)  
 

 
 

ภาพท่ี 4.3 การกระจายของข้อมูลในการจดักลุ่มของเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ REP คํานวณ
ด้วยโปรแกรมย่อย MxComp จากโปรแกรม NTSYS version 2.01d ได้ค่า cophenetic 

correlation (r) เท่ากับ 0.95928 
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2) การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ophiocordyceps จาก      
ไพรเมอร์ REP ด้วยวิธี PCA 

การจัดกลุ่มแบบสามมิติด้วยวิธี PCA พบว่ามี 5 ตัวแปรที่ให้ค่า Eigenvalues มากกว่า 1 
ได้แก่ ตัวแปรที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยมีค่า Eigenvalue เท่ากับ 21.19, 2.58, 1.89, 1.48 และ 1.15 
และให้เปอร์เซ็นต์อธิบายความผันแปรได้ (% of Varience) 66.23%, 8.07%, 5.89%, 4.64% และ 
3.61 ตามลําดับ โดยตัวแปรทั้งห้าอธิบายค่าความแปรปรวนทั้ง 32 ตัวอย่างได้ เท่ากับ 88.43% 
(ตารางที่ ก-11) ในทั้งสามมิติ (ภาพที่ 4.4) สําหรับการจัดกลุ่มภายใน กลุ่มประชากรเช้ือ 
Ophiocordyceps พบว่าสามารถแบ่งได้ 7 กลุ่ม โดยกลุ่ม 1 และกลุ่ม 2 มีกลุ่มละหน่ึงไอโซเลท คือ 
ไอโซเลท UNL2-1 และไอโซเลท NPL3-3 ตามลําดับ กลุ่ม 3 ได้แก่ ไอโซเลท CRL2-1 และไอโซเลท 
PLL2-1 กลุ่ม 4 ประกอบด้วยไอโซเลท LPL1-1 ไอโซเลท SKL1-2 และไอโซเลท NBL7-8 กลุ่ม 5 และ
กลุ่ม 6 มีจํานวน 21 ไอโซเลท คิดเป็น 62.52% ของประชากรเช้ือที่ทดสอบ และกลุ่ม 7 คือ CML3-1 
และ CML4-1 เมื่อพิจารณาการจัดกลุ่มจากวิธี UPGMA พบว่าไม่สอดคล้องกับวิธี PCA โดยวิธี 
UPGMA จัดกลุ่มได้ 5 กลุ่ม ในขณะที่การจัดกลุ่มด้วยวิธี PCA จัดกลุ่มได้ 7 กลุ่ม เน่ืองจากประชากร
เช้ือที่จัดอยู่ในกลุ่มที่ 5 ที่มีจํานวนเช้ือคิดเป็น 80.65% ของประชากรเช้ือทั้งหมด จากการจัดกลุ่มด้วย
เทคนิค UPGMA สามารถแบ่งจํานวนกลุ่มย่อย ๆ เพ่ิมขึ้นด้วยวิธี PCA ทําให้เห็นการกระจายตัวของ
เช้ือได้ดีกว่าด้วย 

 

 
  

ภาพท่ี 4.4 การกระจายข้อมูลแบบ PCA ด้วยเทคนิค rep-PCR จากการใช้ไพรเมอร์ REP คํานวณ
ด้วยโปรแกรมย่อย Eigen ในโปรแกรม NTSYS version 2. 

 
  

DIM-2 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

การสํารวจ รวบรวม จําแนกชนิด และระบุจุดพิกัด ของแมลงที่ถูกเช้ือรา Ophiocordyceps 
spp. ลงทําลาย ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ ต้ังแต่เดือนกันยายน 2558 - กันยายน 2559 
ในช่วงพิกัด เส้นรุ้งที่ 18 องศา 24 ลิปดา 00 พิลิปดาเหนือ (พิกัด UTM; 2034381 N) ถึง 18 องศา 
40 ลิปดา 00 พิลิปดาเหนือ (พิกัด UTM; 2063808 N) และเส้นแวงที่ 98 องศา 24 ลิปดา 00 พิลิปดา
ตะวันออก (พิกัด UTM; 436635 E) ถึง 98 องศา 41 ลิปดา 00 พิลิปดาตะวันออก (พิกัด UTM; 
466609 E) ความสูงจากระดับทะเลปานกลาง 2,565 เมตร ครอบคลุม พ้ืนที่บริเวณอ่างกา ก่ิวแม่ปาน 
และน้ําตกวชิรธาร ของอุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ สามารถเก็บรวบรวม Ophiocordyceps spp. 
จั ดจํ า แนก ไ ด้  4  ส ปี ชีส์  คื อ  Ophiocordyceps nutans, Ophiocordyceps myrmecophila, 
Ophiocordyceps sphecocephala และ Ophiocordyceps irangiensis และที่ไม่สามารถระบุช่ือ
ได้อีก 3 สปีชีส์ คือ Ophiocordyceps sp.1 Ophiocordyceps sp.2 และ Ophiocordyceps sp.3 
แยกเช้ือบริสุทธ์ิจากตัวอย่างที่เก็บรวบรวมได้ทุกสปีชีส์นําไปเพาะเลี้ยงเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตในอาหารวุ้นที่มีสูตรอาหาร pH และอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 15-60 วันในที่มืด พบว่า
ทุกสปีชีส์ได้ดีในอาหาร potato dextrose agar ที่มี pH เริ่มต้น 5-6 ที่อุณหภูมิ 25° C และสร้าง
โครงสร้างสืบพันธ์ุแบบเทียมได้ ยกเว้น Ophiocordyceps nutans 

การศึกษาลักษณะพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือราโรคแมลงสกุล
Ophiocordyceps ในพ้ืนที่อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ ทําให้จัดกลุ่ม Ophiocordyceps ด้วย
เทคนิค  AFLP และ  rep-PCR โดยเทคนิค  AFLP ใ ช้ไพรเมอร์  จํานวน  3 คู่ ไพรเมอร์  ไ ด้แก่  
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G ส่วนเทคนิค rep-PCR ใช้ไพรเมอร์ 
REP และ ERIC เมื่อแบ่งกลุ่มด้วยวิธี UPGMA ที่ค่า similarity 0.80 พบว่าเทคนิค AFLP แบ่งกลุ่มเช้ือ
ได้ 9 กลุ่ม ขณะที่เทคนิค rep-PCR พบว่าไพรเมอร์ REP จัดแบ่งกลุ่มเช้ือได้ 5 กลุ่ม และไพรเมอร์ 
ERIC จัดแบ่งได้ทั้งหมด 9 กลุ่ม โดยทั้งผลการศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือด้วยเทคนิค AFLP และ rep-
PCR ให้ผลสอดคล้องกันคือต่างช้ีให้เห็นถึงความหลากหลายทางพันธ์ุกรรมของเช้ือ Ophiocordyceps 
ที่รวบรวมได้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เมื่อพิจารณาจากค่า r พบว่าทั้งสองเทคนิคมีค่า
ความน่าเช่ือถือของการจัดกลุ่มสูง โดยเทคนิค AFLP และ REP ไพรเมอร์ มีค่า r ใกล้เคียงกันคือ ที่ 
0.95180 และ 0.95928 ในขณะที่ ERIC ไพรเมอร์มีค่า r เท่ากับ 0.85325 ซึ่งน้อยกว่าวิธีอ่ืน ๆ 
นอกจากน้ียังพบว่าผลการศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือด้วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ 
REP มีเช้ือจํานวน 24 ไอโซเลทจาก 31 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 77.41 ของประชากรเช้ือที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งน้ี 
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5.2 อภิปรายผล 
 การแยกเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps ทําได้ด้วยวิธี single spore isolation และ 

tissue culture บนอาหาร potato dextrose agar จากการศึกษาในขั้นต้นพบว่าการแยกเช้ือด้วยวิธี 
tissue culture ใช้เวลานานในการเพาะเลี้ยงจากเน้ือเย่ือให้เจริญเป็นเส้นใย และมักเกิดการปนเป้ือน
จากเช้ือแบคทีเรียหรือยีสต์บนช้ินเน้ือเย่ือที่วางบนอาหาร การแยกให้ได้เช้ือบริสุทธ์ิจึงทําได้ยาก 
สําหรับการแยกเช้ือโดยวิธี single spore isolation พบว่าสปอร์สามารถงอกเป็นเส้นใย และเจริญใน
อาหารเลี้ยงเช้ือได้รวดเร็วกว่า รวมท้ังมีการปนเป้ือนเกิดขึ้นน้อยกว่าด้วย วิธีน้ีจึงน่าจะเป็นวิธีการที่
เหมาะสมสําหรับการแยกเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  

 จากการทดลองเลี้ยงเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  บนอาหารวุ้น corn meal agar, 
Czapek’s agar, malt extract agar, oat meal agar และ potato dextrose agar ที่อุณหภูมิห้อง
พบว่า Ophiocordyceps เจริญได้ดีบนอาหาร potato dextrose agar ได้ดีกว่าอาหารชนิดอ่ืน ๆ 
อาจเน่ืองมาจากอาหารชนิดน้ีมีสารอาหารต่าง ๆ ที่เหมาะสมกับการเจริญของ Ophiocordyceps  
มากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดอ่ืน (corn meal agar, malt extract agar และ 
oat meal agar) หรืออาจเป็นเพราะว่าอาหาร potato dextrose agar มีแหล่งคาร์บอนที่เป็นนํ้าตาล
โมเลกุลเด่ียว เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps จึงนําไปใช้ได้ง่ายกว่าในขณะที่แหล่งคาร์บอนใน
อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดอ่ืนต้องผ่านกระบวนการย่อยสลายก่อนจึงจะนําไปใช้ได้ สําหรับอาหารสังเคราะห์ 
(Czapek’s agar) เช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps เจริญได้ไม่ดี อาจเป็นเพราะอาหารชนิดน้ีมี
แหล่งคาร์บอนท่ีย่อยสลายยากและยังขาดแคลนวิตามินและแร่ธาตุที่จําเป็นต่อการเจริญของเส้นใย
ด้วย เช้ือ Ophiocordyceps จึงเจริญได้เพียงเล็กน้อย ถ้าหากมีการปรับสูตรอาหาร Czapek’s agar 
ให้มีความเหมาะกับการเจริญของ Ophiocordyceps ก็อาจนําอาหารชนิดน้ีไปใช้ในการทดสอบความ
ต้องการแหล่งอาหารของเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps ได้ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการ
ทดลองของ Wang (1989) ที่ได้เพาะเลี้ยงเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps 7 สปีชีส์ และ Sung 
and Hyun (1995) เพาะเลี้ยงเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps 6 สปีชีส์ ก็พบว่าสามารถเจริญได้ดี
บนอาหาร potato dextrose agar เช่นเดียวกัน 

 เมื่อเทียบอัตราการเจริญเติบโตในอาหาร potato dextrose agar ของเช้ือบริสุทธ์ิของ 
Ophiocordyceps กับการเจริญของฟังไจชนิดอ่ืนพบว่าเช้ือ Ophiocordyceps  เจริญได้ค่อนข้างช้า 
สาเหตุที่เป็นเช่นน้ีอาจเป็นเพราะ Ophiocordyceps  ต้องการสารอาหารบางอย่างจากแมลงในการ
เจริญของเส้นใยด้วย ดังจะเห็นได้จากการทดลองของ Sung (2000) ที่ทดลองเลี้ยง Ophiocordyceps 
militaris ในอาหารที่มีข้ าวและดักแด้ของแมลงเป็นส่วนประกอบ  พบว่าเ ช้ือบริสุท ธ์ิของ 
Ophiocordyceps  เจริญเติบโตได้ดีและยังสร้างโครงสร้างสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศในอาหารเลี้ยงเช้ือ
ด้วย 

 เมื่อนําเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar 
ที่ อุณห ภูมิ แตก ต่าง กันคื อ  20, 25, 30, 37 45°  C และที่ อุณห ภูมิห้ อ ง  (27 ± 2°  C) พบว่า 
Ophiocordyceps  ทุกสปีชีส์สามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ 20, 25 และที่อุณหภูมิห้อง (27 ± 2° 
C) โดยเจริญได้ดีที่ 25° C มีบางสปีชีส์เจริญได้ที่ 30° C แต่เจริญได้ไม่ดีนัก ที่อุณหภูมิ 37 และ 45° C 
ไม่พบการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ ผลการทดลองนี้ใกล้เคียงกับการเลี้ยงเช้ือ Ophiocordyceps  ของ 
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Hywel-Jones (1994) และ Sung et al. (1995) ที่รายงานว่าเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps 
เจริญได้ที่อุณหภูมิ 22 และ 20° C ตามลําดับ 

 จากการทดลองเลี้ยงเช้ือบริสุทธ์ิของ Ophiocordyceps  บนอาหาร potato dextrose agar 
ที่ปรับ pH เริ่มต้นเป็น 4, 5, 6, 7, 8 และ ไม่ปรับ pH (pH 5.6) ที่อุณหภูมิ 25° C พบว่าเช้ือบริสุทธ์ิ
ของ Ophiocordyceps  เจริญได้ในอาหารทุก pH ที่ทดลอง กล่าวคือมีความกว้างของโคโลนีใกล้เคียง
กัน โดยอาหารที่มี pH 5-6 จะเป็นอาหารที่เส้นใยของเช้ือบริสุทธ์ิเจริญได้ดีที่สุด แสดงให้เห็นว่าเช้ือ 
Ophiocordyceps  เจริญได้ในอาหารท่ีมี pH ทั้งที่เป็นกรดและเบส โดยจะเจริญได้ดีในอาหารที่มี
สภาพเป็นกรดอ่อน 

 เทคนิค AFLP และ rep-PCR เป็นเคร่ืองมือที่มีการนํามาใช้ประเมินความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในประชากรเช้ือ Ophiocordyceps ก่อนหน้าน้ีได้มีการใช้เทคนิค AFLP หรือ rep-PCR 
(Adhikari et al., 1999; Chen et al., 2012) เพียงเทคนิคใดเทคนิคหน่ึงเท่าน้ันในการศึกษา ด้วย
วิธีการที่มีประสิทธิภาพทั้งสองวิธีทําให้สามารถศึกษาความสัมพันธ์ของประชากรเช้ือได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น เน่ืองจากมีการสุ่มคัดเลือกดีเอ็นเอในจีโนมเช้ือ Ophiocordyceps จากส่วนที่
แตกต่างกันได้มากขึ้น ดังน้ันลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือที่นํามาศึกษาจึงเป็นแถบดีเอ็นเอที่มีทั้งชนิด 
ขนาดและจํานวนที่แตกต่างกัน  

เน่ืองจากเทคนิค AFLP และ rep-PCR มีหลักในการสุ่มเลือกและเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของ
จีโนมเช้ือ Ophiocordyceps ที่แตกต่างกัน โดยแถบดีเอ็นเอที่ได้จาก AFLP เป็นการสุ่มเลือกช้ินดีเอ็น
เอที่ขึ้นอยู่กับชนิดของเอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ชนิดและจํานวนเบสคัดเลือกที่อยู่ที่
ปลายไพรเมอร์ที่นํามาใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ในขณะที่ rep-PCR จะทําให้
เกิดการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จําเพาะชัดเจน โดยอาศัยการเข้าคู่กันระหว่างไพรเมอร์
กับ repetitive element (rep-element) เมื่อนําไพรเมอร์ดังกล่าวร่วมกับการใช้ปฏิกิริยาพีซีอาร์จะ
ทําให้เกิดการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จําเพาะชัดเจน เฉพาะช่วงลําดับที่อยู่ระหว่าง REP, 
ERIC และ BOX เท่าน้ัน ตําแหน่งต่าง ๆ ของ repetitive elements ซึ่งกระจายรอบจีโนมของเช้ือจะ
จําเพาะแน่นอนและเหมือนกันสําหรับสายพันธ์ุเดียวกัน แต่แตกต่างกันเมื่อเป็นคนละสายพันธ์ุทําให้ใช้
ในการจัดจําแนกเช้ือในระดับ races หรือ strains ได้อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีขั้นตอนการ
ปฏิบัติงานยังสะดวกกว่าเทคนิค AFLP เน่ืองจากใช้เทคนิคพีซีอาร์ และการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็น
เอด้วยอะกาโรสเจลได้ ทําให้เหมาะกับการนํามาศึกษาความผันแปรของประชากรเช้ือจํานวนมากและ
หากต้องการเพ่ิมประสิทธิภาพในการแยกแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันให้ดีขึ้น สามารถเลือกวิเคราะห์
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยอะคริลาไมด์เจลได้เช่นเดียวกับเทคนิค AFLP อย่างไรก็ตาม rep-PCR มีข้อจํากัด
คือมีจํานวนช้ินดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณ ได้มีจํานวนจํากัด ในขณะที่เทคนิค AFLP สามารถสุ่มเลือก
จํานวนช้ินดีเอ็นเอที่ต้องการจะศึกษาเพ่ิมได้ไม่จํากัด เพียงแค่เปลี่ยนชนิดของเอ็นไซม์หรือไพรเมอร์ 
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5.3 ข้อเสนอแนะในการนาํผลงานวิจัยไปใช้และการทําวิจัยครั้งต่อไป 
การศึกษาในโครงการน้ี เป็นงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการสํารวจความหลากหลายทางชนิดของ

เช้ือราทําลายแมลงชนิดต่าง ๆ ในสกุล Ophiocordyceps ที่พบในพ้ืนที่วนอุทยานแห่งชาติดอยอิน
ทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ ทําให้ทราบว่า การศึกษา Ophiocordyceps  ในประเทศไทยยังมีไม่มากนัก 
และยังอยู่ในวงจํากัด ข้อมูลต่าง ๆ รวมท้ังหนังสือ หรือรูปวิธานมีอยู่น้อย จึงเกิดปัญหาในการบ่งบอก
ช่ือวิทยาศาสตร์ในระดับสปีชีส์ จึงควรสอบถามข้อมูลโดยตรงจากผู้ เ ช่ียวชาญหรือผู้ที่ศึกษา 
Ophiocordyceps มาก่อนควรทําฐานข้อมูลและ pictorial key เพ่ือให้งานอนุกรมวิธานทําได้รวดเร็ว 
และมีประสิทธิภาพดีย่ิงขึ้น 

ปัจจัยที่พบว่ามีผลต่อความหลากหลายทางพันธ์ุกรรมของเช้ือ Ophiocordyceps ได้แก่ 
สภาพพ้ืนที่ของอุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์ สภาพแวดล้อมของป่าไม้ และระบบนิเวศท่ีแตกต่างกัน 
โดยพบว่าประชากรเช้ือที่รวบรวมได้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 

หากต้องการศึกษาประชากรเช้ือจํานวนมากเทคนิค rep-PCR เป็นเทคนิคปฏิบัติงานได้
สะดวกและมีประสิทธิภาพกว่าเทคนิค AFLP โดยมีสามารถจําแนกและให้ความถูกต้องของข้อมูลใน
การศึกษาความหลากหลายของประชากรเช้ือ Ophiocordyceps ได้ไม่แตกต่างจากเทคนิค AFLP 
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อาหารเลี้ยงเชือ้และวิธเีตรียม 
 
corn meal agar 

 ข้าวโพดอบ   30  กรัม 
 agar    20  กรัม 
 นํ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
 ห่อข้าวโพดที่นําไปบดจนละเอียดด้วยผ้าขาวบาง ต้มในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร ประมาณ 30 

นาที กรองเอากากออก เติมวุ้น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยนํ้ากลั่น นําไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
Czapek’s agar 

 NaNO3    3  กรัม 
 K2HPO4    1  กรัม 
 KCI    0.5  กรัม 
 MgSO4 7H2O   0.5  กรัม 
 FeSO4 7H2O   0.01  กรัม 
 Sucrose   30  กรัม 
 agar    15  กรัม 
 นํ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่น ยกเว้น K2HPO4ให้เติมหลังจากส่วนผสมอ่ืน ๆ ละลายจน

หมดแล้ว เติมนํ้าตาลและวุ้น ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยนํ้ากลั่นต้มจนวุ้นละลาย น่ึงฆ่า
เช้ือที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
malt extract agar (MEA) 
 malt extract   20  กรัม 
 agar    20  กรัม 
 นํ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่น ต้มจนวุ้นละลาย นําไปน่ึงฆ่าเช้ือที่ 121ºC ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
oat meal agar (OA) 
 ข้าวโอ๊ตอบ   20  กรัม 
 salt solution   1  มิลลิลิตร 
 agar    18  กรัม 
 นํ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
 pH    7.2 
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 salt solution 100 มิลลิลิตร : FeSO4 7H2O 0.1 กรัม 
     MnCI2 4H2O 0.1 กรัม 
     ZnSO4 4H2O 0.1 กรัม 
 ต้มข้าวโอ๊ตอบในนํ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร เป็นเวลา 15-20 นาที คนตลอดเวลา จากน้ันกรอง
เอากากออกด้วยผ้าขาวบาง เติมวุ้น และ salt solution แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ด้วยนํ้ากลั่น น่ึงฆ่าเช้ือที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
potata dextrose agar (PDA) 

 มันฝรั่ง    200  กรัม 
 dextorse   20  กรัม 
 agar    20  กรัม 
 นํ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
 pH    5.6 
 ล้างหัวมันฝรั่งให้สะอาด ปอกเปลือก แล้วห่ันเป็นช้ินเล็กๆ ขนาด 1 x 1 x 1 เซนติเมตร ช่ังให้

ได้ 200 กรัม แล้วนํามาต้มกับนํ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร นาน 15-20 นาที กรองเอาส่วนที่เป็นกากออก 
เติมนํ้าตาลและวุ้น ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร ด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้มจนวุ้นละลาย น่ึงฆ่า
เช้ือที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

น้ํายาทดสอบและวิธีการเตรียม 
 
น้ํายาทดสอบการติดสีของ ascospores 
Melzer’s iodine reagent 

chloral hydrate  100  กรัม 
 potassium iodine  5  กรัม 
 iodine    5  กรัม 
 นํ้ากลั่น    100  มิลลิลิตร 
  
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่น เก็บไว้ในขวดสีชา 
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ตารางที่ ก-1 คู่ไพรเมอร์ที่ได้จํานวนแถบดีเอ็นเอในช่วง 200 แถบ เมื่อทดสอบในโปรแกรม In Silico 
 

คู่เอนไซม์ คู่ไพรเมอร์ที่ได้จํานวนแถบดีเอ็นเอในช่วง 100-200 
แถบ 

จํานวนคู่ที่ได้ 

EcoRI/MseI 
 
 
EcoRI/TaqI 
 
 
 
PstI/MseI 
 
 
PstI/TaqI 
HindIII/MseI 
HindIII/TaqI 
 
 
ApaI/MseI 
 
 
ApaI/TaqI 
 
 

EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, 
EcoRI+0/MseI+T, EcoRI+A/MseI+0, 
EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+G/MseI+G 
EcoRI+A/TaqI+0, EcoRI+C/TaqI+G, 
EcoRI+G/TaqI+A, EcoRI+G/TaqI+C, 
EcoRI+G/TaqI+T, EcoRI+T/TaqI+A, 
EcoRI+G/TaqI+T 
PstI+A/MseI+0, PstI+C/MseI+A, PstI+C/MseI+C, 
PstI+C/MseI+G, PstI+C/MseI+T, PstI+G/MseI+A, 
PstI+G/MseI+G, PstI+G/MseI+T 
PstI+A/TaqI+A 
HindIII+C/MseI+0 
HindIII+0/TaqI+A, HindIII+0/TaqI+C, 
HindIII+0/TaqI+T, HindIII+A/TaqI+0, 
HindIII+G/TaqI+0 
ApaI+0/MseI+A, 
ApaI+0/MseI+C,ApaI+0/MseI+G, 
ApaI+A/MseI+0, ApaI+C/MseI+0,ApaI+T/MseI+0 
ApaI+0/TaqI+G,ApaI+C/TaqI+A,ApaI+C/TaqI+C, 
ApaI+G/TaqI+0 

6 
 
 
7 
 
 
 
8 
 
 
 
1 
1 
5 
 
 
6 
 
 
4 
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ตารางที่ ก-2 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ MseI จาก
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 

Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
EcoRI+0 EcoRI+A EcoRI+C EcoRI+G EcoRI+T 

MseI+0 
MseI+A 
MseI+C 
MseI+G 
MseI+T 

734 
136 
183 
235 
183 

131 
30 
36 
38 
27 

198 
38 
53 
63 
47 

331 
55 
73 
111 
93 

74 
13 
22 
23 
16 

  
ตารางที่ ก-3 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ TaqI จาก

การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 
Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
EcoRI+0 EcoRI+A EcoRI+C EcoRI+G EcoRI+T 

TaqI+0 
TaqI+A 
TaqI+C 
TaqI+G 
TaqI+T 

1841 
489 
568 
322 
622 

192 
52 
47 
35 
58 

800 
214 
252 
146 
290 

519 
118 
170 
82 
167 

336 
103 
78 
57 
105 

 
ตารางที่ ก-4 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ PstI และ MseI จาก

การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 
Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
PstI +0 PstI +A PstI +C PstI +G PstI +T 

MseI +0 
MseI +A 
MseI +C 
MseI +G 
MseI +T 

1613 
458 
456 
364 
339 

189 
59 
59 
53 
36 

574 
193 
133 
104 
146 

649 
172 
162 
162 
117 

202 
53 
64 
45 
40 
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ตารางที่ ก-5 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ PstI และ TaqI จาก
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 

Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
PstI +0 PstI +A PstI +C PstI +G PstI +T 

TaqI +0 
TaqI +A 
TaqI +C 
TaqI +G 
TaqI +T 

7739 
1710 
2245 
1389 
2409 

944 
164 
269 
212 
290 

2493 
535 
737 
444 
756 

3212 
758 
943 
513 
998 

1084 
238 
269 
205 
347 

 
ตารางที่ ก-6 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ HindIII และ MseI 

จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 
Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
HindIII +0 HindIII +A HindIII +C HindIII +G HindIII +T 

MseI +0 
MseI +A 
MseI +C 
MseI +G 
MseI +T 

295 
78 
87 
76 
60 

76 
25 
16 
21 
16 

109 
29 
32 
27 
24 

93 
19 
37 
21 
16 

18 
5 
3 
7 
4 

 
ตารางที่ ก-7 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ HindIII และ TaqI จาก

การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 
Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
HindIII +0 HindIII +A HindIII +C HindIII +G HindIII +T 

TaqI +0 
TaqI +A 
TaqI +C 
TaqI +G 
TaqI +T 

601 
145 
193 
88 
175 

151 
45 
40 
25 
44 

232 
49 
78 
33 
72 

179 
38 
70 
25 
49 

37 
13 
22 
10 
23 
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ตารางที่ ก-8 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ ApaI และ MseI จาก
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 

Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
ApaI +0 ApaI +A ApaI +C ApaI +G ApaI +T 

MseI +0 
MseI +A 
MseI +C 
MseI +G 
MseI +T 

446 
126 
129 
105 
85 

102 
32 
36 
17 
18 

181 
51 
48 
46 
36 

49 
10 
15 
18 
7 

112 
34 
30 
24 
24 

 
ตารางที่ ก-9 จํานวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Ophiocordyceps ตัดด้วยเอนไซม์ ApaI และ TaqI จาก

การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR amplication 
Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
ApaI +0 ApaI +A ApaI +C ApaI +G ApaI +T 

TaqI+0 
TaqI+A 
TaqI+C 
TaqI+G 
TaqI+T 

1162 
276 
145 
331 
410 

237 
52 
71 
40 
76 

517 
120 
134 
54 
208 

135 
41 
36 
14 
44 

273 
63 
90 
37 
81 

 
ตารางที่ ก-10 แสดงค่า Eigenvalue ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCA จากเทคนิค AFLP 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of 
variance3/ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

20.53 
1.99 
1.44 
1.09 
0.94 
0.84 
0.76 
0.72 
0.62 
0.46 
0.41 
0.29 

64.17 
6.24 
4.49 
3.41 
2.92 
2.62 
2.38 
2.26 
1.93 
1.44 
1.29 
0.94 

64.17 
70.41 
74.91 
78.33 
81.25 
83.87 
86.25 
88.51 
90.44 
91.88 
93.17 
94.11 
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ตารางที่ ก-10 แสดงค่า Eigenvalue ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCA จากเทคนิค AFLP (ต่อ) 
Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of 

variance3/ 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 

0.29 
0.28 
0.24 
0.19 
0.16 
0.12 
0.11 
0.09 
0.08 
0.06 
0.06 
0.05 
0.04 
0.04 
0.02 
0.02 
0.01 
0.01 
0.003 
0.001 

0.91 
0.89 
0.75 
0.60 
0.512 
0.38 
0.36 
0.27 
0.26 
0.19 
0.18 
0.17 
0.12 
0.11 
0.06 
0.05 
0.03 
0.02 
0.01 
0.004 

95.02 
95.90 
96.65 
97.25 
97.76 
98.15 
98.50 
98.78 
99.04 
99.24 
99.42 
99.59 
99.71 
99.83 
99.89 
99.93 
99.96 
99.99 
99.99 
100.00 

 
หมายเหตุ 1/ Eigenvalues = ค่าความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร 
 2/ % of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แต่ละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได้ 
 3/ Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience 
 
ตารางที่ ก-11 แสดงค่า Eigenvalue ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCA จากเทคนิค REP 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of 
variance3/ 

1 
2 
3 
4 
5 

21.19 
2.58 
1.89 
1.48 
1.15 

66.23 
8.07 
5.89 
4.64 
3.61 

66.23 
74.29 
80.19 
84.82 
88.43 
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ตารางที่ ก-11 แสดงค่า Eigenvalue ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCA จากเทคนิค REP (ต่อ) 
Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of 

variance3/ 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 

0.88 
0.69 
0.49 
0.46 
0.39 
0.26 
0.19 
0.16 
0.08 
0.06 
0.04 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 

2.74 
2.18 
1.53 
1.43 
1.22 
0.81 
0.62 
0.49 
0.26 
0.18 
0.11 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 

91.17 
93.35 
94.88 
96.32 
97.53 
98.34 
98.96 
99.45 
99.70 
99.89 

>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 

  
หมายเหตุ 1/ Eigenvalues = ค่าความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร 
 2/ % of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แต่ละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได้ 
 3/ Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience 
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ตารางที่ ก-12 แสดงค่า Eigenvalue ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCA จากเทคนิค ERIC 
Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of 

variance3/ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 

18.09 
4.36 
3.12 
1.99 
1.54 
1.20 
0.71 
0.56 
0.22 
0.18 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 

56.54 
13.64 
9.76 
62.3 
4.83 
3.76 
2.23 
1.75 
0.69 
0.55 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 

56.54 
70.18 
79.94 
86.18 
91.00 
94.77 
97.00 
98.75 
99.45 

>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
>100% 
100.00 

 

หมายเหตุ 1/ Eigenvalues = ค่าความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร 
 2/ % of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แต่ละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได้ 
 3/ Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience 



55 
 

ประวตัิผู้วิจยั  
 
ชื่อ นายรุ่งเกียรติ  แก้วเพชร 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2542  ระดับปริญญาตรี วท.บ. (โรคพืชวิทยา) 
 พ.ศ. 2547  ระดับปริญญาโท วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) 
 ด้วยทุนสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
สาขาวิชาที่มีความชํานาญพิเศษ เ ทค โน โล ยีของ เอน ไซม์  ( Enzyme Technology) การ ใ ช้   

จุลินทรีย์ควบคุมแมลงศัตรู พืชทางการเกษตร (Microbial  
Control of Agricultural Pests) 

ประสบการณ์การทํางาน 
-  รองผู้อํานวยการสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนดุสิต พ.ศ. 2548 - 2551 
-  เลขานุการคณะกรรมการพัฒนางานวิจัย มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนดุสิต พ.ศ.2548 - 2551 

ผลงานวิจัยทีส่ําคัญ 
Kawpet, R., W. Sridokchan and A. Aungsuratana. (2011). Performance of Entomopathogenic 

Fungi Endogenous Strains in Rice Pest Control towards Biological Method,           
p. 104. In Proceeding of ISSAAS International Symposium & Congress on A 
Holistic Approach in Establishing Food Security Securing   Food Supplies to Meet 
the Future Demand of the Increasing Population. 7-10 November 2011, 
International Society for Southeast Asian Agricultural Sciences. Bogor Agricultural 
University (IPB), Bogor, Indonesia. 

Kawpet, R. and W. Sridokchan.  (2012). Entomopathogenic Fungi Endogenous Strains 
Efficiency on Rice Pest Management towards Organic Farming, p.7. In Proceeding 
of JKTC Seminar 2012 Natural Environment and Sustainable Agriculture in Asian 
Countries. 10-12 November 2012, Okayama   University, Okayama, Japan. 

Detection of Genetic Exchange of Formulated and Indigenous Strains of Entomopathogenic 
Fungi in the Agro-ecosystem (หัวหน้าโครงการ, พ.ศ.2555; วช.) 

ตําแหน่งปัจจุบัน อาจารย์ประจํา  
สถานที่ทํางาน คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยสวนดุสิต  
 228-228/1-3 ถนนสิรินธร บางพลัด เขตบางพลัด กรุงเทพฯ 10700   
 โทรศัพท์/โทรสาร: 0 2423 9403                                    
 Email: rungkiat99@yahoo.com 
 
 
 
 
 



56 
 

ชื่อ นางสาวศมาพร แสงยศ  
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2542 - ปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (โรคพืชวิทยา) 
 มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 พ.ศ. 2546 - ปริญญาวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต (กีฏวิทยา) 
 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
 พ.ศ. 2554 - ปริญญาดุษฎีบัณฑิต (กีฏวิทยา) 
    มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  
 (ทุนโครงการ Biodiversity Research and Technology Program (BRT 

Program) ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ) 
สาขาวิชาที่มีความชํานาญพิเศษ กีฏวิทยาทางการเกษตร (Agricultural Entomology) การควบคุม

แมลงศัตรูพืชและวัชพืชโดยชีววิธี (Biological Control of Insect 
Pests and Weeds) และความปลอดภัยทางชีวภาพของพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม (Biosafety of Genetically Modified crops) 

ประสบการณ์การทํางาน 
- นักวิจัย ศูนย์วิจัยควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และ

สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (พ.ศ. 2543-2555)  
- รองคณบดีฝ่ายวิชาการและมาตรฐานการศึกษา คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลัย  

แม่โจ้ (พ.ศ. 2557 – 2559) 
ผลงานตีพิมพ์และงานวิจัยที่สําคัญ 
Saengyot, S. and B. Napompeth. 2008. Simple technique for mass propagation of 

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) for 
microbial control in Thailand. Journal of ISSAAS. 13 (Supplement): 96-102. 

Saengyot S. and I. Burikam.  2011. Host plants and natural enemies of papaya    
mealybug, Paracoccus marginatus (Hemiptera: Pseudococcidae) in Thailand. 
Thai Journal of Agricultural Science 44(3): 197-205. 

Saengyot, S. and I. Burikam. 2012. Development and growth ratio of predaceous  
coccinellid, Sasajiscymnus quinquepunctatus (Weise) on papaya mealybug,  

Paracoccus marginatus Williams & Granara de Willink.  Kasetsart Journal 
(Natural Science) 46(3): 418-426. 

Species Diversity and Utilization of Predatory Thrips for Biological Control of  
Insect Pests. (หัวหน้าโครงการ, พ.ศ. 2556; สวทช.) 

ตําแหน่งปัจจุบัน อาจารย์ประจํา  
สถานที่ทํางาน หลักสูตรอารักขาพืช คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 ตู้ ปณ. 49 แม่โจ้ ตําบลหนองหาร อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ 50290  
 โทรศัพท์/โทรสาร: 0 5387 5840 
 Email: samaporn@mju.ac.th 


