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การสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสของเชื้อแอคติโนมัยซีสสายพันธุ์
ท้องถิ่นที่มีคุณสมบัติฆ่าแมลง

Chitinase and Protease production from indigenous insecticidal 
Actinomycetes varieties
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บทคดัย่อ: การศกึษาเชือ้แอคตโินมยัซสีสายพนัธุท้์องถิน่ทีแ่ยกได้จากดนิบรเิวณรอบรากต้นพชืในมหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์ 
อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา ซึ่งมีคุณสมบัติฆ่าแมลงจ�านวน 8 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ไคติเนสและ
โปรติเอส พบว่าเช้ือแอคติโนมัยซีสทั้ง 8 ไอโซเลท มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส โดยที่ระยะ 
เวลา 7 วัน เช้ือแอคติโนมัยซีสที่มีการผลิตเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด 3 อันดับแรก คือ ไอโซเลท PSUAc015 PSUAc009  
และ PSUAc032 มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 3.45 ± 0.11, 3.21 ± 0.20 และ 3.07 ± 0.04 ตามล�าดับ แตกต่างจากเชื้อ
แอคติโนมัยซีสไอโซเลทอื่นๆ อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ ส�าหรับการสร้างเอนไซม์โปรติเอส พบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีสทั้ง 8 
ไอโซเลท มกีารผลติเอนไซม์โปรตเิอสทีใ่กล้เคยีงกนั โดยมค่ีาดชันกีารสร้างเอนไซม์อยูร่ะหว่าง 2.06 - 3.42 ทีร่ะยะเวลา 7 วนั
ค�ำส�ำคัญ: เชื้อแอคติโนมัยซีส, ไคติเนส, โปรติเอส

ABSTRACT: Eight isolates of indigenous insecticidal actinomycetes bacteria from rhizosphere soil at Prince of 
Songkla University, Hat Yai, Songkhla was studied of enzymatic productions. All isolated actinomycetes bacteria 
were tested the enzymatic production of chitinase and protease. At day seven after incubation, three isolates of 
actinomycetes bacteria (PSUAc15, PSUAc9 and PSUAc32) were produced high chitinase with enzymatic index 3.45 
± 0.11, 3.21 ± 0.20 and 3.07 ± 0.04, respectively, and high significantly different from other isolates. For the protease 
production, all isolates of actinomycetes bacteria showed similar of protease production with enzymatic index value 
ranged 2.06 - 3.42 at day seven after incubation. 
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บทน�ำ

เชือ้จลุนิทรย์ีกลุม่แอคตโินมยัซีส (Actinomycetes) 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะใกล้เคียงกับเชื้อรา 

พบได้ท่ัวไปในสิ่งแวดล้อมทั้งบริเวณดิน น�้า กองปุ๋ย

หมัก และมูลสัตว์ (Servin et al., 2008) เป็นกลุ่มเชื้อ

จุลินทรีย์ท่ีน่าสนใจส�าหรับน�ามาใช้ประโยชน์ในการ

ควบคุมแมลงศตัรพูชื มคีณุสมบตัใินการผลติสารทตุยิ

ภูมิ (secondary metabolite) ที่มีฤทธิ์ในการฆ่าแมลง

หลายชนิด มีรายงานเชื้อแอคติโนมัยซีสสกุล Strepto-

myces tendae สามารถสร้างสาร macrolide ยับยั้ง

การลอกคราบของแมลง และสร้างสาร nikkomycin ซึง่

ส่งผลต่อการสงัเคราะห์ไคตนิของแมลง (Muller et al., 

1981) พบการสร้างสาร milbemectin และ doramec-

tin ซึง่เป็นอนุพนัธ์ของ lactone ของเช้ือแอคตโินมยัซีส

สกลุ S. avermitilis มคีณุสมบตัใินการฆ่าแมลงและไร

ศัตรูพืช (Wang et al., 2011) นอกจากนี้เชื้อแอคติโน

มัยซีสสามารถสร้างเอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ xyla-

nase, cellulase, amylase และ chitinase เป็นต้น 

(Dahiya, 2006) เนื่องจากแมลงมีผนังล�าตัวเพื่อช่วย

ในการปกป้องอวัยวะต่างๆ ที่อยู่ภายในล�าตัว ช่วย

ป้องกันการสูญเสียน�้าของร่างกาย และแมลงทุกชนิด

มีการลอกคราบเพื่อการเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงรูป

ร่าง(metamorphosis) อย่างสมบูรณ์ โดยผนังชั้นนอก

ของแมลงหรือโครงสร้างภายนอก (exoskeleton) 

ประกอบด้วย สารพวกไคตนิ โปรตนี และไขมนั เป็นต้น 

(Leger et al.,1986) มีรายงานการศึกษาเช้ือราโรค

แมลง Metarhizium anisopliae ที่เข้าท�าลายหนอน

เจาะสมอฝ้าย Helicoverpa armigera พบว่าสามารถ

สร้างเอนไซม์ ไคตเินสและโปรตเิอสท่ีระดบั 2.91 U/ml 

และ 2.49 U/ml ตามล�าดับ ส่งผลให้เกิดอัตราการตาย

มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ (Nahar, 2004) การทดสอบ

เชื้อราโรคแมลง Beauveria bassiana เพื่อใช้ควบคุม

ผีเสื้อหนอนกะหล�่าใหญ่ Pieris brassicae พบว่าเชื้อ

ราโรคแมลง B. bassiana MTCC 4495 สามารถสร้าง

เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสที่ระดับ 0.51 U/ml และ 

1.12 U/ml ตามล�าดับ ส่งผลให้เกิดอัตราการตายใน

แมลงเท่ากับ 88.66 เปอร์เซ็นต์ (Dhawan and Joshi, 

2017) การท�างานของเอนไซม์พบว่าช่วยย่อยผนังล�า

ตวัแมลง จงึเป็นปัจจยัซึง่ช่วยส่งเสรมิให้เชือ้จลุนิทรย์ีมี

ศักยภาพในการฆ่าแมลงเพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะกลุ่ม

เอนไซม์ทีส่ามารถย่อยไคตนิและโปรตนีได้ ซ่ึงสามารถ

ย่อยผนังล�าตัวแมลงก่อนท่ีจะใช้สารอาหารในตัวแมลง

เพื่อการเจริญเติบโต การน�าเชื้อแอคติโนมัยซีสที่มี

คุณสมบัติฆ่าแมลง ซึ่งได้รับการคัดเลือกจากงานวิจัย

การคัดกรองเชื้อแอคติโนมัยซีสสายพันธุ์ท้องถิ่นท่ีมี

คุณสมบัติฆ่าแมลง (เบญจวรรณ และนริศ, 2560) มา

ศกึษาเพิม่เตมิถงึความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไค

ติเนสและโปรติเอส จึงเป็นประเด็นที่น่าสนใจ ส�าหรับ

เป็นข้อมูลสนับสนุนและแสดงถึงคุณสมบัติในการฆ่า

แมลงของเชื้อแอคติโนมัยซีสท่ีได้รับการคัดเลือก ว่ามี

บทบาทของเอนไซม์ไคตเินสและโปรตเิอส ช่วยส่งเสรมิ

กลไกการฆ่าแมลงร่วมด้วยหรอืไม่ อกีทัง้เพือ่ประโยชน์

ในการน�าเชือ้แอคตโินมยัซสีทีม่คีณุสมบตัฆ่ิาแมลงไป

ศกึษาเพิม่เตมิและประยกุต์ใช้ในการควบคมุแมลงศตัรู

ทางการเกษตรและเป็นแนวทางส�าหรับลดการใช้สาร

เคมี

วิธีกำรศึกษำ

กำรเตรียมเชื้อแอคติโนมัยซีส

น�าเชือ้แอคตโินมยัซสีทีม่ศีกัยภาพในการฆ่าแมลง 

ซึ่งได้รับการคัดเลือกจากงานวิจัยการคัดกรองเช้ือแอ

คติโนมัยซีสสายพันธุ์ท้องถิ่นที่มีคุณสมบัติฆ่าแมลง 

(เบญจวรรณ และนริศ, 2560) มาศึกษาคุณสมบัติใน

การสร้างเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์โปรติเอส 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely 

randomized design, CRD) กรรมวิธทีดสอบประกอบ

ด้วยเชื้อแอคติโนมัยซีสจ�านวน 8 ไอโซเลท และชุด

ควบคุม เล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีสในอาหารเทียม Glu-

cose Yeast Malt extract Agar (GYMA) แล้วน�าไป

บ่มไว้ท่ีตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ใน

สภาพมืดเป็นเวลา 10 วัน หรือจนกว่าเชื้อแอคติโนมัย

ซีสสร้างสปอร์เพื่อเตรียมทดสอบ 
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กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์ของเชือ้แอคตโินมยั

ซีสทีม่คีณุสมบตัฆ่ิำแมลงในสภำพห้องปฏบิตักิำร

กำรทดสอบกำรสร ้ำงเอนไซม ์ไคติ เนส 

(Chitinase)

เตรยีมอาหารเทยีม GYMA + colloidal chitin 1% 

และเตมิสาร bromocresol purple 0.015% (Agrawal 

and Kotasthane, 2009) เพือ่ทดสอบการสร้างเอนไซม์

ไคติเนส น�าเชื้อแอคติโนมัยซีส ที่เลี้ยงในจานอาหาร 

GYMA อายุ 10 วัน เจาะด้วย cock borer ปลอดเชื้อ

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 มิลลิเมตร ย้ายลงตรงจุด

กึ่งกลางของจานอาหารส�าหรับทดสอบการสร้าง

เอนไซม์ไคติเนส โดยมีอาหาร GYMA เป็นชุดควบคุม 

บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 28.0 ± 2.0 องศาเซลเซียส ในสภาพ

มดื ส�าหรบัการวัดการสร้างเอนไซม์ไคตเินสของเชือ้แอ

คติโนมัยซีส หากเช้ือแอคติโนมัยซีสสามารถสร้าง

เอนไซม์ ไคติเนสเพื่อย่อยไคตินได้จะเปลี่ยนสีอาหาร

เป็นสีม่วงรอบโคโลนี (Agrawal and Kotasthane, 

2009) สังเกตและบันทึกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

โคโลนีและวงสีม่วงรอบโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 

หลังจากการบ่มเชื้อที่ 3, 5 และ 7 วัน 

กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์โปรติเอส 

(Protease)

เตรียมอาหารเทียม GYMA + skim milk 3% เพื่อ

ทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรตเิอส เตรียมเชือ้แอคตโิน

มัยซีส ที่เลี้ยงบนจานอาหาร GYMA อายุ 10 วัน เจาะ

ด้วย cock borer ปลอดเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

0.7 มิลลิเมตร ย้ายลงตรงจุดกึ่งกลางของจานอาหาร

ส�าหรบัทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรตเิอส โดยมีอาหาร 

GYMA เป็นชุดควบคุม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 28.0 ± 2.0 

องศาเซลเซียส ในสภาพมืด ส�าหรับการวัดการสร้าง

เอนไซม์โปรติเอสของเช้ือแอคติโนมัยซีส สามารถ

สงัเกตวงใสจากการย่อยของ skim milk บนจานอาหาร 

(Nadeem et al., 2010) โดยน�าจานอาหารที่มีการ

เจริญของเชื้อแอคติโนมัยซีส ที่อายุ 3, 5 และ 7 วัน วัด

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีและวงใสรอบโค

โลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

กำรวิเครำะห์ผลกำรทดลอง

วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ จ�านวน 3 ซ�า้ 

วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้ดัชนีเอนไซม์ 

(enzymatic index) (Florencio et al., 2012) น�าค่าที่

ได้มาวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถติ ิ(ANOVA) และ

เปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ระหว่างทรทีเมนต์โดยวธิ ีTukey’s 

HSD test โดยใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน่ 17.0 (SPSS, 

2007)

ผลกำรศึกษำ

ผลกำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์ของเชือ้

แอคติโนมัยซีสที่มีคุณสมบัติฆ่ำแมลงในสภำพ

ห้องปฏิบัติกำร

การทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนส ท่ีระยะเวลา 

3, 5 และ 7 วัน (Table 1) เชื้อแอคติโนมัยซีสทั้ง 8 ไอ

โซเลท ได้แก่ PSUAc001, PSUAc009, PSUAc014, 

PSUAc015, PSUAc016, PSUAc017, PSUAc032 

และ PSUAc034 (Figure 1) มีความสามารถในการ

สร้างเอนไซม์ไคติเนส ที่ระยะเวลา 7 วัน เชื้อแอคติโน

มัยซีสไอโซเลท PSUAc015 เปลี่ยนสีอาหารเป็นสีม่วง

รอบโคโลนมีากทีส่ดุ โดยมค่ีาดชันเีอนไซม์เท่ากบั 3.45 

± 0.11 รองลงมาคือ ไอโซเลท PSUAc009 PSUAc032 

และPSUAc014 มค่ีาดชันเีอนไซม์เท่ากับ 3.21 ± 0.20, 

3.07 ± 0.04 และ 2.93 ± 0.11 ตามล�าดับ (Figure 2) 

ไอโซเลท PSUAc016 มีการสร้างเอนไซม์ได้ช้ากว่าไอ

โซเลทอืน่ๆ  พบกจิกรรมของเอนไซม์ในวนัที ่7 แตกต่าง

จากเชื้อแอคติโนมัยซีสไอโซเลทอื่นๆ และชุดควบคุม

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (F = 4.47, P < 0.01)

การทดสอบเอนไซม์โปรติเอส ท่ีระยะเวลา 3, 5 

และ 7 วัน (Table 2) เชื้อแอคติโนมัยซีสทั้ง 8 ไอโซเลท 

มคีวามสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรตเิอส โดยทัง้ 8 

ไอโซเลท ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ที่ระยะเวลา 

7 วนั เชือ้แอคตโินมยัซสีไอโซเลท PSUAc034 สร้างวง

ใสมากที่สุด มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 3.42 ± 0.15 รอง

ลงมาคือ ไอโซเลท PSUAc001, PSUAc009, PSU-

Ac014 และมค่ีาดชันเีอนไซม์เท่ากบั 2.96 ± 0.08, 2.91 

± 0.33 และ 2.66 ± 0.32 ตามล�าดับ (Figure 3) 
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Figure 1 Colonial morphology of eight Actinomycetes isolates on GYMA plate and incubated at 28ºC for 10 
days, and these isolates were used for enzymatic production of chitinase and protease.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Chitinase (a) and protease (b) production by some Actinomycetes bacteria on GYMA + colloidal 
chitin 1% and GYMA + skim milk 3% shown by clear zone (halo) around the colony.  
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ระยะดักแด้และมีอัตราการรอดชีวิตลดลง (Gadelhak et al., 2005) นอกเหนือจากเอนไซม์ไคติเนสแล้วเชื้อแอคติโนมัย
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ให้เกิดความผิดปกติในระยะไข่ของพยาธิใบไม้ตับ (El-Gammal et al., 2014) อีกทั้งมีการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์กลุ่มแอ
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ศัตรูพืชที่มีศักยภาพทดแทนการใช้สารเคมี ได้แก่ S. griseus, S. rimosus และ S. thermovulgari (Harrison and 
Bonning, 2010) จากการศึกษาคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์สามารถน าเชื้อแอคติโนมัยซีสที่มีคุณสมบัติในการฆ่าแมลง
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วิจำรณ์

จากการทดสอบการสร้างเอนไซม์ของเชือ้แอคตโิน

มัยซีสที่มีคุณสมบัติฆ่าแมลงในสภาพห้องปฏิบัติการ 

พบว่าเชือ้แอคตโินมยัซีสทัง้ 8 ไอโซเลท ทีไ่ด้มาจากการ

คั ด เ ลื อ ก คุ ณ ส ม บั ติ ใ น ก า ร ฆ ่ า แ ม ล ง เ บื้ อ ง ต ้ น 

(เบญจวรรณ และนริศ, 2560) มีความสามารถในการ

สร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส ซ่ึงสอดคล้องกับ

หลายงานวิจัยท่ีแสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการผลิต

เอนไซม์ของจุลินทรีย์กลุ ่มแอคติโนมัยซีส จากการ

ทดสอบความสามารถในการผลติ เอนไซม์ไคตเินสของ

เชือ้ S. exfoliatus MT9 บน อาหารแขง็ทีผ่สม colloidal 

chitin พบว่า S. exfoliatus MT9 มีความสามารถใน

การผลิตเอนไซม์ไคติเนส โดยใช้ไคตินเป็นแหล่ง

พลังงาน (Choudhary et al., 2015) จากการทดสอบ

เอนไซม์ไคติเนสจากเชื้อแอคติโนมัยซีส 38 ไอโซเลท 

พบ 3 ไอโซเลท ได้แก่ Actinoplanes philippinensis, 

A. missouriensis และ S. clavuligerus ผลิตเอนไซม์

ไคติเนสได้ในปริมาณสูง ส่งผลให้แมลงหวี่ Drosoph-

ila melanogaster เกดิความผดิปกตใินระยะดกัแด้และ

มีอัตราการรอดชีวิตลดลง (Gadelhak et al., 2005) 

นอกเหนือจากเอนไซม์ไคติเนสแล้วเชื้อแอคตโินมัยซีส

สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอส ซ่ึงส่งผลต่อการย่อย

สลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของผนังล�าตัวแมลง

และการเปลีย่นแปลงรปูร่างของแมลงหรอืสิง่มชีวีติทีม่ี

โปรตนีเป็นองค์ประกอบ โดยเอนไซม์โปรตเิอสจากเชือ้ 

S. griseolus ส่งผลให้เกดิความผดิปกตใินระยะไข่ของ

พยาธใิบไม้ตบั (El-Gammal et al., 2014) อกีทัง้มกีาร

ใช้ประโยชน์จากจลุนิทรีย์กลุม่แอคตโินมยัซสีสายพนัธ์ุ

ท่ีผลิตเอนไซม์โปรติเอสและมีประสิทธิภาพในการฆ่า

แมลง โดยมีการน�าใช้ประโยชน์เป็นสารก�าจัดศัตรูพืช

ที่มีศักยภาพทดแทนการใช้สารเคมี ได้แก่ S. griseus, 

S. rimosus และ S. thermovulgari (Harrison and 

Bonning, 2010) จากการศึกษาคุณสมบติัในการสร้าง

เอนไซม์สามารถน�าเชือ้แอคตโินมยัซสีท่ีมคีณุสมบตัใิน

การฆ่าแมลงและสามารถผลติเอนไซม์ไคตเินสและโปร

ติเอสได้ไปประยุกต์และศึกษาเพิ่มเติมเพื่อน�าไปใช้ใน

การควบคุมแมลงศัตรูพืชต่อไป
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Table 1 Enzymatic index of chitinase (mean ± SE) of eight Actinomycetes isolates

Isolate
Enzymatic index (day)1/

3 5 7
PSUAc001 1.30 ± 0.14b 1.69 ± 0.10b 2.80 ± 0.09abc
PSUAc009 1.61 ± 0.07ab 2.04 ± 0.11ab 3.21 ± 0.20ab
PSUAc014 1.34 ± 0.05ab 1.97 ± 0.09ab 2.93 ± 0.11abc
PSUAc015 1.27 ± 0.06b 2.26 ± 0.12a 3.45 ± 0.11a
PSUAc016 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00c 2.59 ± 0.26bc
PSUAc017 1.35 ± 0.04ab 1.79 ± 0.11ab 2.45 ± 0.16c
PSUAc032 1.71 ± 0.08a 1.97 ± 0.10ab 3.07 ± 0.04abc
PSUAc034 1.46 ± 0.11ab 1.76 ± 0.17ab 2.87 ± 0.14abc
F value 43.78 41.40 4.47

1/There were three replicates per treatment mean within columns with different letter are significantly different 

according to the Tukey’s HSD test (P < 0.01). 

Table 2 Enzymatic index of protease (mean ± SE) of eight Actinomycetes isolates

Isolate
Enzymatic index (day)1/

3 5 7
PSUAc001 1.89 ± 0.10a 2.74 ± 0.05a 2.96 ± 0.08a
PSUAc009 2.36 ± 0.36a 2.82 ± 0.26a 2.91 ± 0.33a
PSUAc014 1.39 ± 0.01a 2.22 ± 0.02a 2.66 ± 0.32a
PSUAc015 2.04 ± 0.46a 2.56 ± 0.31a 2.49 ± 0.29a
PSUAc016 1.62 ± 0.27a 2.25 ± 0.55a 2.18 ± 0.61a
PSUAc017 1.43 ± 0.03a 2.07 ± 0.09a 2.06 ± 0.32a
PSUAc032 1.79 ± 0.33a 2.52 ± 0.29a 2.49 ± 0.27a
PSUAc034 2.47 ± 0.29a 3.16 ± 0.21a 3.42 ± 0.15a
F value 2.05 1.75 1.82

1/There were three replicates per treatment mean within columns with different letter are significantly different 

according to the Tukey’s HSD test (P < 0.01). 

สรุป

เชือ้แอคตโินมยัซีสทีม่คีณุสมบตัฆ่ิาแมลงทัง้ 8 ไอ

โซเลท สามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสได ้

โดยเชือ้แอคตโินมยัซสีไอโซเลท PSUAc015 มค่ีาดชันี

การสร้างเอนไซม์ไคติเนสมากท่ีสุด ส่วนเช้ือแอคติโน

มยัซสีทัง้ 8 ไอโซเลท สามารถผลติเอนไซม์โปรตเิอสได้

ใกล้เคียงกัน

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ

ทางการจัดการศัตรูพืชและสรีรวิทยาของพืช, ภาค

วชิาการจดัการศตัรพูชื, ศนูย์ควบคมุศตัรพูชืโดยชวีนิท

รย์ีแห่งชาต ิภาคใต้, สถานวจิยัความเป็นเลศิเทคโนโลยี

ชวีภาพเกษตรและทรพัยากรธรรมชาต ิระยะที ่2 คณะ

ทรพัยากรธรรมชาต ิและบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยั

สงขลานครินทร์ ที่สนับสนุนเงินทุนวิจัย อุปกรณ์ และ

สถานที่ส�าหรับการด�าเนินงานวิจัย
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