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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด         
----------------------- 

 

1.  ชื่อชุดโครงการวิจัย : วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ. 
2.  ชื่อโครงการ : การใช้เทคโนโลยีชวีภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช  จลินทรีย์  และผลิตภัณฑ์ 
 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) :  การจ าแนกเชื้อราเขียว Metharhizium spp.  จากยีนไคติเนสด้วย
เทคนิคชีวโมกุล 
   ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ): Identification of Metharhizium spp. from chitinase gene 
by molecular teachnique  
4.   หัวหน้าการทดลอง:    
นางสาวมัลลิกา  แก้ววิเศษ      สังกัด  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ        
ผู้ร่วมงาน:  
นางเสาวนิตย์  โพธิ์พูนศักดิ์       สังกัด  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                            
นางสาวจีรภา  ปัญญศิริ           สังกัด  ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ         
นางสาวอัจฉราพรรณ  ใจเจริญ   สังกัด  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                     
 
 

5. บทคัดย่อ:   
 เชื้อราเขียวที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 14 ตัวอย่าง  ซึ่งจากการจ าแนกเบื้องต้นพบว่า
เป็น Metarhizium anisopliae 11 ตัวอย่าง M. flavoride 1 ตัวอย่าง  และ Metarhizium spp. 2 
ตัวอย่าง  จากการจ าแนกเชื้อราเขียวโดยใช้ยีนไคติเนสและส่วนของ ITS พบว่า การท าพีซีอาร์ในส่วน
ของ ITS โดยใช้ไพร์เมอร์ ITS 1 และ ITS 4 สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ทุกตัวอย่าง  และสามารถ
จ าแนกตัวอย่างได้เป็น M. majus, M. anisopliae และ M. flaviride  และในการท าการเพ่ิม
ปริมาณยีนไคติเนส  โดยใช้ไพร์เมอร์ Ch4F และ Ch4R พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เพียง 9 
ตัวอย่าง ซึ่งจ าแนกได้เป็น M. majus ทั้งหมด 
 There were 14 samples of green muscadine from this study.  The 
fundamental identification showed that  11 samples were Metharhizium anisopliae, 
one sample was M. flavoride and 2 samples were Metarhizium spp.  The results of 
identification from chitinase gene and ITS showed that ITS part of all samples can be 
amplified by using ITS1 and ITS 4.  Samples were M. majus, M. anisopliae and M. 
flaviride.  Moreover, there were 9 samples can be amplified by using Chi4F and 
Chi4R.  All of them were M. majus.  
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6. ค าน า :  
เชื้อ Metarhizium spp. หรือเชื้อราเขียว (green muscardine fungus) เป็นเชื้อที่ท าให้

เกิดโรคกับแมลงหลายชนิด (Tangthirasunun et al., 2010) อีกท้ังเป็นเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ง่ายและ
พบทั่วไปในดิน จึงได้รับความนิยมน าไปใช้ในควบคุมแมลงแบบชีววิธี (Biological Control) 
(Zimmermann, 1993)  
 ในประเทศไทยเชื้อราเขียว Metarhizium anisopliae เป็นจุลินทรีย์ประเภทหนึ่งที่ได้รับ
ความสนใจจากเกษตรกรผู้ปลูกมะพร้าวและปาล์มน้ ามัน ในเอกสารค าแนะน าการป้องกันก าจัดแมลง
และศัตรูพืชของกรมวิชาการเกษตร(2553)  ได้แนะน าให้เกษตรกรใช้เชื้อราเขียวในการควบคุมด้วง
แรดมะพร้าว  ซึ่งในปัจจุบันมีการขยายพ้ืนที่ปลูกมะพร้าวและปาล์มน้ ามันกันมากในเขตภาคใต้ การ
กองเศษซากพืช ขุยมะพร้าว หรือกากปาล์มน้ ามันทิ้งไว้เป็นเวลานานๆ จะกลายเป็นแหล่งขยายพันธุ์
ของด้วงแรดชนิดนี้ การป้องกันก าจัดในปัจจุบันมักใช้วิธีป้องกันก าจัดแบบผสมผสาน เชื้อราเขียวเป็น
จุลินทรีย์ที่ได้รับความสนใจผลิตใช้ทางการค้าในหลายประเทศ เช่น ได้แก่ แอฟริกาใต้ ภายใต้ชื่อ
การค้า Green Muscle (Thomas et al., 2000) ออสเตรเลีย และอเมริกา ภายใต้ชื่อการค้า 
BioGreen และ Bioblast (Milner, 2000)  
 เสาวนิตย์และคณะ (2553) ได้ศึกษาและรวบรวมเชื้อราเขียวตั้งแต่ปี 2547 ถึงปัจจุบัน ได้
รวบรวมเชื้อราเขียวจากแหล่งต่างๆ จ านวน 10  สายพันธุ์ซึง่น ามาทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนด้วง
แรดมะพร้าวแล้ว ส่วนศูนย์พันธุวิศวกรรมและศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติได้มี
โครงการร่วมกับกรมวิชาการเกษตรที่จะน าเชื้อราเขียวจ านวน 7 สายพันธุ์ไปท าการทดสอบที่ศูนย์วิจัย
พืชไร่สุพรรณบุรี  แต่ทั้งนี้ยังขาดข้อมูลในการจ าแนกสายพันธุ์ว่าสายพันธุ์ที่มีอยู่นั้นเป็นสายพันธุ์
เดียวกันหรือต่างกัน 

 ยีนที่ส าคัญในราเขียวคือยีนไคติเนส ซึ่งยีนนี้จะะมีผลต่อขบวนการลอกคราบโดยกลไกการเข้า
ท าลายแมลงของเอนไซม์ไคติเนสเกิดข้ึนเมื่อแมลงกินชิ้นส่วนของพืชที่มีไคติเนสเข้าไปในทางเดิน
อาหาร เอนไซม์ท าลายเยื่อบุผนังทางเดินอาหาร เนื่องจากผนังทางเดินอาหารมีไคติเนสเป็น
ส่วนประกอบ (ทิพย์วดี, 2549) 

เชื้อราเขียวที่ทางกลุ่มงานปราบศัตรูทางชีวภาพน ามาศึกษาด้วงแรดมะพร้าว  ยังขาดข้อมูล
พ้ืนฐานทางด้านชีวโมกุล  หากมีข้อมูลลายพิมพ์ดีเอนเอและล าดับเบส 
 ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่ยีนนี้จะมีความสัมพันธุ์กับประสิทธิภาพของเชื้อราเขียว  
การศึกษาความ แตกต่างของสายพันธุ์เชื้อราเขียวโดยวิเคราะห์ความสัมพันธุ์ของล าดับเบสของยีนไค
ติเนสอาจจะน ามาใช้เป็นโมเลกุลเครื่องหมายในหาตรวจสอบสายพันธุ์เชื้อราเขียวที่มีประสิทธิภาพได้ 
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7. วิธีด าเนินการ :  
-อุปกรณ์ 
 -สารเคมี 
 -ตู้ควบคุมระดับความเย็นที่ 4, –20 และ -80 องศาเซลเซียส  

- เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
 - เครื่อง electrophoresis  
 - เครื่อง centrifuge 
 - vortex mixer 
 - water bath 

- หม้อนึ่งความดัน 
 - ไมโครปิเปต  ขนาด 2 l, 20 l, 200 l และ 1000 l 
 - เครื่อง incubate shaker  

- ตู้ laminar flow 
 - เครื่องกวนสาร 
 -. ตู้ไมโครเวฟ 
 - เครื่อง spectrophotometer  
 - เครื่องชั่งชนิดละเอียด 
 - ตู้อบ 
 

-วิธีการ 
1. การรวบรวมตัวอย่างและเพ่ิมปริมาณเชื้อราเขียว 

1.1 รวบรวมตัวอย่างเชื้อราเขียว Metarhizium spp.  จาก กลุ่มงานวิจัยการปราบ
ศัตรูพืชทางชีวภาพ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชที่ผ่านการทดสอบประสิทธิภาพกับ
แมลงศัตรูพืชแล้วจ านวน 10 ตัวอย่าง   และตัวอย่างจากศูนย์พันธุกรรมวิศวกรรมแห่งชาติ
จ านวน 7 ตัวอย่าง  

1.2  น าเชื้อราเขียวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  เพ่ือเพ่ิมปริมาณในการ
สกัดดีเอ็นเอ 

 2. การสกัดดีเอ็นเอ 
                     การสกัดดีเอ็นเอโดยการใช้ชุดสกัด DNeasy Plant   Mini kit  ของ   QIAGEN ®    
           น าดีเอ็นเอมาวิเคราะหค์ุณภาพและปริมาณ  โดยใช้เทคนิค agarose gel electrophoresis   
           และวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer 

 3.  การเพ่ิมปริมาณยีนไคติเนสและส่วนของ ITS ด้วยเทคนิค PCR 
  3.1  ท า PCR  เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนไคติเนส  จากไพร์เมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีนไค 
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           ติเนส ของเชื้อ Metarhizium    spp. โดยใช้ไพร์เมอร์ Chi-4F (ATCCGGCACGGCTAC) และ  
           Chi-4R (CTTGGATCCGTCCCAGTTG)      โดยใช้สภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมกับ ไพร์เมอร์                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
                     3.2  ท า PCR  เพ่ือเพ่ิมเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีนที่ต้องการบริเวณ ITS  
          ท าการเพ่ิมปริมาณยีนในส่วน ITS  ด้วยวิธีพีซีอาร์  โดยใช้ primer ITS 1    
          (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) และ ITS 4 (AGGCATCCACTTGGACGCC)   

   4 การหาล าดับเบสและการวิเคราะห์ยีนไคติเนสและ ITS  
                     ท า PCR ให้บริสุทธิ์   โดยใช้ชุด kit  Wizard ®SV Gel and PCR clean-up  
            System  (Promega)   แล้วส่งตัวอย่างดีเอ็นเอที่ท าให้บริสุทธิ์แล้วไปหาล าดับเบสที่บริษัท  
            ทีร่ับวิเคราะห์ล าดับเบส  น าล าดับเบสที่ได้จากยีนไคติเนสและ ITS มาวิเคราะห์ 
            เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของเห็ดชนิดอ่ืนใน GenBank    ท า alignment  
 
-เวลาและสถานที่ทดลอง 
ตุลาคม 2556-กันยายน 2558 
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
    
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การรวบรวมตัวอย่างและเพ่ิมปริมาณเชื้อราเขียว 
1.1 ท าการรวบรวมตัวอย่าง รวบรวมตัวอย่างเชื้อราเขียว Metarhizium spp.  จาก 

กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชที่ผ่านการ
ทดสอบประสิทธิภาพกับแมลงศัตรูพืช (ตารางที่ 1)   และตัวอย่างจากศูนย์พันธุกรรม
วิศวกรรมแห่งชาติ (ตารางที่ 2)  
 

ตารางที่ 1 แสดงเชื้อราเขียวไอโซเลทต่างๆ ที่แยกจากแมลงอาศัยและแหล่งที่มาแตกต่างกันจาก 
ส านักวิจัยอารักขาพืช 
ชนิดของเชื้อรา
เขียว 

ไอโซเลท
เชื้อรา
เขียว 

แมลงอาศัย แหล่งที่มา อัตราการตายของ
หนอนด้วงแรดมะพร้าว 

(100%) 
M. anisopiae M0 แมลงในกลุ่ม 

Coleoptera อุทยาน
แห่งชาติเขาใหญ ่

ศูนย์พันธุวิศวกรรม (รหสั BCC 
2841) 

100 

M. anisopiae M1 Brontispa 
longissima Gestro 

จ. ประจวบครีีขันธ ์ 49.47 

M. anisopiae M2 Orytes rhinoceros 
Linnaeus 

กรมส่งเสรมิการเกษตร 100 
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M. anisopiae M3 Dorysthenes 
buqueti Guerin 

ศูนย์วิจัยควบคุมศตัรูพืชโดย 
ชีววินทรีย์แห่งชาติ 

91.77 

M. anisopiae M4 Brontispa 
longissima Gestro 

จ. สมุทรปราการ 17.11 

M. anisopiae M5 Orytes rhinoceros 
Linnaeus  

จ. ปทุมธาน ี 100 

M. anisopiae M6 Dorysthenes 
buqueti Guerin 

จ. นครสวรรค ์ 100 

M. anisopiae M7 Orytes rhinoceros 
Linnaeus 

จ. ราชบุร ี 100 

M. anisopiae M8 Lepidiota stigma 
Fabricius 

จ. ประจวบครีีขันธ ์ 8.33 

M. anisopiae M9 Lepidiota stigma 
Fabricius 

จ. ประจวบครีีขันธ ์ 31.84 

 

ตารางที่ 2 แสดงเชื้อราเขียวไอโซเลทต่างๆ ที่แยกจากแมลงอาศัยและแหล่งที่มาแตกต่างกันจาก 
Metarhizium ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

 
ชนิดของเชื้อรา
เขียว 

รหัส 
เชื้อรา
เขียว 

แมลงอาศัย แหล่งที่มา 

M. flavovide 1707 Hemiptera - nymph อุทยานแห่งชาติคลองลาน (ก าแพงเพชร) 
M. anisopiae 1858 Coleoptera - Lampyridae อุทยานแห่งชาติแก่งกระจาน (เพชรบุรี) 
Metarhizium 

spp. 
19520 Hemiptera - Pentatomidae bug เขตรักษาพันธุ์สตัว์ป่าทุ่งใหญ่นเรศวร 

(ด้านตะวันตก) (กาญจนบุรี) 
Metarhizium 

spp. 
25948 Lepidoptera - larva อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ (นครราชสีมา) 

 

1.2 เมื่อน าเชื้อราเขียวแต่ละชนิดมาเพ่ิมปริมาณในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบว่า
สามารถขยายเชื้อราเขียวได้  โดยจะได้เส้นใยสีเขียว   

       2. การสกัดดีเอ็นเอ 
                 การสกัดดีเอ็นเอ  โดยใช้   DNeasy Plant   Mini kit  ของ   QIAGEN ®  เชื้อราเขียว
ทุกชนิดสามารถให้แถบดีเอ็นเอได้ชัดเจนในการสกัดด้วยวิธีนี้ 

 3.  การเพ่ิมปริมาณยีนไคติเนสและส่วนของ ITS ด้วยเทคนิค PCR 
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  3.1  การท า PCR  เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนไคติเนส  พบว่าไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยีนไค
ติเนส โดยใช้ไพร์เมอร์ Chi-4F และ Chi-4R ทุกตัวอย่าง  มีเพียงตัวอย่างที่ M0, M1, M2, M3, M4, 
M5, M6, M7 และ M8 เท่านั้นที่สามารถเพ่ิมปริมาณยีนไคติเนสได้  
                     3.2  การท า PCR  เพ่ือเพ่ิมเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีนที่ต้องการบริเวณ ITS  โดยใช้ไพร์
เมอร์ ITS 1 และ 4 พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีนที่ต้องการได้ทุกตัวอย่าง 
        4 การหาล าดับเบสและการวิเคราะห์ยีนไคติเนสและ ITS 
           เมื่อน าล าดับเบสของยีนไคติเนสไปของเชื้อราเขียวแต่ละตัวอย่างไปเทียบกับฐานข้อมูลใน 
GenBank  จะได้ข้อมูลตามตารางที่ 3  ซึ่งทุกชนิดที่จ าแนกได้จะเป็น M. majus   
 
ตารางที่ 3 แสดงข้อมูลล าดับเบสจากยีนไคติเนสของเชื้อราเขียวเพื่อเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
 
รหัสเชื้อราเขียว % identity ข้อมูลใน GenBank 

M0 98 M.  majus 
M1 98 M. majus 
M2 99 M. majus  

        M3               98  M majus M. majus 
M4 99 M. majus 
M5 99 M. majus 
M6 99 M. majus 
M7 99 M. majus 
M8 99 M. majus 

 
      เมื่อน าล าดับเบสทุกสายพันธุ์มาวิเคราะห์ alignment จะพบว่าทุกสายพันธ์มีล าดับเบสที่
เหมือนกันต่างกันไม่กี่เบส  ยกเว้นสายพันธุ์ M4 ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์อื่นอย่างเห็นได้ชัด 
(ภาพที่ 1)  ซึ่งเมื่อท า phylogenic tree จะพบว่า M4 จะแยกสายออกมาและมีความห่างจากเชื้อรา
เขียวสายพันธุ์อื่นๆ (ภาพที่ 2) 
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                 1                                               50 

  M0-Chi4    (1) ----------------------------------------TCT-TGGATC 

  M2-Chi4    (1) ----------------------------------------TCT-TGGATC 

  M1-Chi4    (1) -------------------------------------------------- 

  M3-Chi4    (1) ------------------------------------TTTTTCCTGGGATT 

  M8-Chi4    (1) -------------------------------------TTTTTCTTGGAT- 

  M4-Chi4    (1) TCTATCTGGGCACACGCTACAATGTGATCAGCGCCGCCTTCCCCGTGATC 

  M5-Chi4    (1) ----------------------------------------TCT-TGGATC 

  M6-Chi4    (1) ----------------------------------------TCT-TGGATC 

  M7-Chi4    (1) ----------------------------------------TCTCTGGATC 

Consensus    (1)                                         TCT TGGATC 

                 51                                             100 

  M0-Chi4   (10) C-GTCC-------CAGT--TGATGGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M2-Chi4   (10) CCGTCC-------CAGT--TGATGGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M1-Chi4    (1) -------------CAGT--TGATAGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M3-Chi4   (15) CCCGCC-------CAGT--TGATAGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M8-Chi4   (13) CCGTCA-------CAGT--TGATAGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M4-Chi4   (51) CTGTCCGACGGAACAGCCCTGTGGGAGGACGGCATGGACGCCAACGTCAA 

  M5-Chi4   (10) C-GTCC-------CAGT--TGATGGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

  M6-Chi4   (10) CCGTCC-------CAGT--TGATGGACCACGTCATG-AGGCCCTTGAGAG 

  M7-Chi4   (11) CCGTCC-------CAGT--TGATGGACCACGTCATG-AGGCCTTTGAGAG 

Consensus   (51) CCGTCC       CAGT  TGATGGACCACGTCATG AGGCCTTTGAGAG 

                 101                                            150 

  M0-Chi4   (49) AGCCGTTGTAATGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M2-Chi4   (50) AGCCGTTGTAATGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M1-Chi4   (35) AGCCGTTGTAACGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M3-Chi4   (55) AGCCGTTGTAACGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M8-Chi4   (53) AGCCGTTGTAACGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M4-Chi4  (101) GGTCGCGACGCCGGCGGAAATGTGCCGGGCCAAGGCGGCCGGGGCGACCA 

  M5-Chi4   (49) AGCCGTTGTAATGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M6-Chi4   (50) AGCCGTTGTAATGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

  M7-Chi4   (51) AGCCGTTGTAATGATCCCA---TGCTTGTCCAAC-CAGACTCGGCGAC-A 

Consensus  (101) AGCCGTTGTAATGATCCCA   TGCTTGTCCAAC CAGACTCGGCGAC A 

                 151                                            200 

  M0-Chi4   (94) TGTATCCG-CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M2-Chi4   (95) TGTATCCG-CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M1-Chi4   (80) TGTATCCG-CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M3-Chi4  (100) TGTATCCG-CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M8-Chi4   (98) TGTATCCG-CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M4-Chi4  (151) TGGTCATGTCCATCGGTGGC-GCCGCCGCGGGCATCGACCTGAG-CTCGA 

  M5-Chi4   (94) TGTATCCG-CCACCAGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M6-Chi4   (95) TGTATCCG-CCACCRGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

  M7-Chi4   (96) TGTATCCG-CCACCRGCGCCCGACTGCGCAGGCA--GACCGGGGACTTGC 

Consensus  (151) TGTATCCG CCACCGGCGCCCGACTGCGCAGGCA  GACCGGGGACTTGC 

                 201                                            250 

  M0-Chi4  (141) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

  M2-Chi4  (142) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

  M1-Chi4  (127) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTATC 

  M3-Chi4  (147) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTATC 

  M8-Chi4  (145) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTATC 

  M4-Chi4  (199) GCAGCGTCGCCGACA-GGTTCGTCTCGACCATTGTGCCCATTCTGAAGCG 

  M5-Chi4  (141) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

  M6-Chi4  (142) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

  M7-Chi4  (143) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

Consensus  (201) TTGTCGTAAGGGACCCGGATCGTGGTGCCCTGGATCACGAGTCCTTTGTC 

                 251                                            300 

  M0-Chi4  (191) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC-ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

  M2-Chi4  (192) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC-ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

  M1-Chi4  (177) CAGGCAGTCGGTCTGGGCC-ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCTGCGTAC 

  M3-Chi4  (197) CAGGCAGTCGGTCTGGGCC-ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCTGCGTAC 

  M8-Chi4  (195) CAGGCAGTCGGTCTGGGCC-ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCTGCGTAC 

  M4-Chi4  (248) GTACAACTTTGACGGCGTCGACATTGACATCGA----GACGG--GCTTGA 
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  M5-Chi4  (191) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC-ACGAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

  M6-Chi4  (192) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC-ACRAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

  M7-Chi4  (193) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC-ACRAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

Consensus  (251) CAAGCAGTCGGTCTGGGCC ACAAAGCCCTCGACGGTGCCGGCCGAGTAT 

                 301                                            350 

  M0-Chi4  (240) GAGTCTCCCG-AGCATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M2-Chi4  (241) GAGTCTCCCG-AGCATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M1-Chi4  (226) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M3-Chi4  (246) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M8-Chi4  (244) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M4-Chi4  (292) GCGGCAGCGGCAACATGGGCACGCTGTCCGCCTCGCAGGCCAACCTGGTG 

  M5-Chi4  (240) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M6-Chi4  (241) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

  M7-Chi4  (242) GAGTCTCCCG-AACATCCGTACA-TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

Consensus  (301) GAGTCTCCCG AACATCCGTACA TGGCGCCGTTGTAGTACTGCATGTTG 

                 351                                            400 

  M0-Chi4  (288) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M2-Chi4  (289) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M1-Chi4  (274) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M3-Chi4  (294) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M8-Chi4  (292) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M4-Chi4  (342) CGC-ATCATTGACGGC-ATTCTCGCGCAGATGCCGTCCAACTTTGGCCTG 

  M5-Chi4  (288) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M6-Chi4  (289) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

  M7-Chi4  (290) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG-GCATACTTCTTG-ATGATGGG---G 

Consensus  (351) AGCCACCACAGCCGGCCATTGTCG GCATACTTCTTG ATGATGGG   G 

                 401                                            450 

  M0-Chi4  (333) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M2-Chi4  (334) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M1-Chi4  (319) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M3-Chi4  (339) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M8-Chi4  (337) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M4-Chi4  (390) ACCATGGCGCCCGAGACGG---CCTACGTGACGGGGGGCAGCGTGACGTA 

  M5-Chi4  (333) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M6-Chi4  (334) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

  M7-Chi4  (335) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

Consensus  (401) AGATAGGCGCCCCAGATGGATCCGTACGTCACGCTGCCCCCCGTCACGTA 

                 451                                            500 

  M0-Chi4  (383) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M2-Chi4  (384) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M1-Chi4  (369) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M3-Chi4  (389) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M8-Chi4  (387) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M4-Chi4  (437) CGGATCCATCTGGGGCGCCTATCTC---CCCATCATCAA-GAAGTATGC- 

  M5-Chi4  (383) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M6-Chi4  (384) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

  M7-Chi4  (385) GG---CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

Consensus  (451) GG   CCGTCTCGGGCGCCATGGTCAGGCCAAAGTTGGACGGCATCTGCG 

                 501                                            550 

  M0-Chi4  (430) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M2-Chi4  (431) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M1-Chi4  (416) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M3-Chi4  (436) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M8-Chi4  (434) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M4-Chi4  (482) CGACAATGGCCGGCTGTGGTGGCTCAACATGCAGTACTACAACGGCGCCA 

  M5-Chi4  (430) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M6-Chi4  (431) CGAGAATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

  M7-Chi4  (432) CGAGRATG-CCGTCAATGATG-CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

Consensus  (501) CGAGAATG CCGTCAATGATG CGCACCAGGTTGGCCTGCGAGGCGGACA 

                 551                                            600 

  M0-Chi4  (478) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M2-Chi4  (479) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 
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  M1-Chi4  (464) GCGTGCCCATGTTGCCGCTCCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M3-Chi4  (484) GCGTGCCCATGTTGCCGCTCCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M8-Chi4  (482) GCGTGCCCATGTTGCCGCTCCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M4-Chi4  (532) T-GTACGGATGTTCGGGAGACTCATACTCGGCCGGCACCGTCGAGGGCTT 

  M5-Chi4  (478) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M6-Chi4  (479) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

  M7-Chi4  (480) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT-CAAGCCCGTC----TCGATGTCAA 

Consensus  (551) GCGTGCCCATGTTGCCGCTGCCGCT CAAGCCCGTC    TCGATGTCAA 

                 601                                            650 

  M0-Chi4  (523) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M2-Chi4  (524) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M1-Chi4  (509) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAAAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M3-Chi4  (529) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAAAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M8-Chi4  (527) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAAAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M4-Chi4  (581) TGT-GGCCCAGACCGACTGCTTGGACAAAGGACTCGTGATCCAGGGCACC 

  M5-Chi4  (523) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M6-Chi4  (524) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

  M7-Chi4  (525) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

Consensus  (601) TGTCGACGCCGTCAAAGTTGTACCGCTTCAGAATGGGCACAATGGTCGAG 

                 651                                            700 

  M0-Chi4  (573) ACGAACCTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M2-Chi4  (574) ACGAACCTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M1-Chi4  (559) ACGAACTTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M3-Chi4  (579) ACGAACTTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M8-Chi4  (577) ACGAACTTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M4-Chi4  (630) ACGATCCGGGTCCCTTACGACAAGCAAGTCCCCGGTC--TGCCTGCGCAG 

  M5-Chi4  (573) ACGAACCTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M6-Chi4  (574) ACGAACCTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

  M7-Chi4  (575) ACGAACCTG-TCGGCGACGCTGCTCGAG-CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

Consensus  (651) ACGAACCTG TCGGCGACGCTGCTCGAG CTCAGGTCGATGCCCGCGGCG 

                 701                                            750 

  M0-Chi4  (621) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

  M2-Chi4  (622) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

  M1-Chi4  (607) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCTGGC 

  M3-Chi4  (627) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCTGGC 

  M8-Chi4  (625) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCTGGC 

  M4-Chi4  (678) TCGGGCGCYGGTGG-CGGATACATG-TCGCCGAGTCTGG-TTGGACAAGC 

  M5-Chi4  (621) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

  M6-Chi4  (622) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

  M7-Chi4  (623) GCGC-CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

Consensus  (701) GCGC CACCGATGGACATGACCATGGTCGCCCCGGCCGCCTTGGCCCGGC 

                 751                                            800 

  M0-Chi4  (670) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M2-Chi4  (671) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M1-Chi4  (656) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M3-Chi4  (676) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M8-Chi4  (674) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M4-Chi4  (725) AC--TGGGATCATTACAACGGCTCTCTCAAAGGCCTC-ATGACGTGGTCC 

  M5-Chi4  (670) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M6-Chi4  (671) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

  M7-Chi4  (672) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

Consensus  (751) ACATTTCCGCCGGCGTCGCGACCTTGACGTTGGCGTCCATGCCGTCCTCC 

                 801                                            850 

  M0-Chi4  (720) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 

  M2-Chi4  (721) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 

  M1-Chi4  (706) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 

  M3-Chi4  (726) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 

  M8-Chi4  (724) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGAG 

  M4-Chi4  (772) ATCAACTGGAGGAGAATTCAAAGAAAAAACGAAAGCCGGCGGGGAAAGCA 

  M5-Chi4  (720) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCAN------CGGGGAAGGCG 

  M6-Chi4  (721) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 

  M7-Chi4  (722) CACAG--GGCTGTTCCGTCG--GACAGGATCA-------CGGGGAAGGCG 
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Consensus  (801) CACAG  GGCTGTTCCGTCG  GACAGGATCA       CGGGGAAGGCG 

                 851                                            900 

  M0-Chi4  (759) GCGCTGATCACATTGTAGCCGTTGCCGGAATA------------------ 

  M2-Chi4  (760) GCGCTGATCACATTGTAGCCGTGGCCGGA-TAGAAA-------------- 

  M1-Chi4  (745) GCGCTGATCACATTGACG-------------------------------- 

  M3-Chi4  (765) GCGCTGATCACATTGTAGCGGGTGCCCCAGATAGAAA------------- 

  M8-Chi4  (763) GCGCTGATCACATTGTAGCCCGGGCCG----------------------- 

  M4-Chi4  (822) ACCCCACCAAAATTCACACCACCTCCCCCTTTGGTGGCCGCGACCGACAT 

  M5-Chi4  (760) GCGCTGATCACATTGTAGCCGTGGCCGGA-TA------------------ 

  M6-Chi4  (760) GCGCTGATCACATTGTAGCCGTTGCCGGA-TA------------------ 

  M7-Chi4  (761) GCGCTGATCACATTGTAGCCGT-GCCGGA-TA------------------ 

Consensus  (851) GCGCTGATCACATTGTAGCCGT GCCGGA TA                   

                 901 

   

ภาพที่ 1 การท า alignment ของยีนไคติเนสจากเชื้อราเขียวทั้ง 8 สายพันธุ์ ได้แก่ M0, M1, M2, 
M3, M4, M5, M6, M7 และ M8 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 2 Phylogenic tree ของเชื้อราเขียวทั้ง 8 สายพันธ์จากยีนไคติเนส ได้แก่ M0, M1, M2, M3, 
M4, M5, M6, M7 และ M8 
 
          เมื่อน าล าดับเบสของยีน ITS ของเชื้อราเขียวแต่ละตัวอย่างไปเทียบกับฐานข้อมูลใน 
GenBank  จะได้ข้อมูลตามตารางที่ 4  จะพบว่ามี 2 สายพันธุ์ที่เป็น M. flavoviride คือ B1707 
และ B25948  ส่วนสายพันธุ์ ที่จ าแนกเป็น M. majus คือ M0, M2, M3, M4, M5, M6, M7  
ในขณะที่ สายพันธุ์ M1, M8, M9, B1858, และ B19520 เป็น M. anisopiae 
 
ตารางที่  4 แสดงข้อมูลล าดับเบสจากยีนไคติเนสของเชื้อราเขียวเพื่อเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
รหัสเชื้อราเขียว % identity ข้อมูลใน GenBank 

M0 98 M. majus 
M1 98 M. anisopliae  
M2 99 M. majus  

        M3               96  M majus M. majus 
M4 99 M. majus 

M0-Chi4 (0.0006)

M2-Chi4 (0.0006)

M1-Chi4 (-0.0042)

M3-Chi4 (0.0068)

M8-Chi4 (0.0040)

M4-Chi4 (0.4352)

M5-Chi4 (0.0018)

M6-Chi4 (0.0016)

M7-Chi4 (0.0010)
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M5 98 M. majus 
M6 98 M. majus 
M7 99 M. majus 
M8 99 M. anisopliae  
M9 98 M. anisopliae 

B1707 99 M. flavoviride 
B1858 96 M. anisopliae 
B19520 99 M. anisopliae 
B25948 99 M. flavoviride 

 
 

                                                                      

 เมื่อน าข้อมูลของเชื้อราเขียวทั้ง 14 สายพันธุ์มาเทียบเคียงกันจะพบว่า M2, M4, M5, M7, 
M1, M8 และ M9 มีล าดับเบสที่เหมือนกันมาก และพบว่าทั้ง 14 สายพันธุ์มีความเหมือนกันทุกเบส
เฉพาะในบางช่วงเท่านั้น (ภาพท่ี 3)  เมื่อน ามาท า phylogenic tree พบว่า สามารถแบ่งเชื้อราเขียว
ทั้ง 14 สายพันธุ์ได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ กลุ่มแรกได้แก่  B1707 และ B25748  กลุ่มที่ 2 ได้แก่ B1858, 
B19520, M0, M3 และ M6  กลุ่มท่ี 3 ได้แก่ M2, M4, M5, M7, M1, M8 และ M9 (ภาพที่ 4) 
                  1                                               50 

    B1707     (1) -------------------------------------------------- 

   B25748     (1) -------------------------------------------------- 

    B1858     (1) -------------------------------------------------- 

   B19520     (1) -------------------------------------------------- 

       M0     (1) CAACAAATTGATGAGCAATTATTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAGAA 

       M3     (1) ------------------------------------------CAAAAAAG 

       M6     (1) -------------------------------------------------- 

       M2     (1) -------------------------------------------------- 

       M4     (1) ----CAAATTGATGAGCAATTCTTGTTGAGGAATGCAACTTTGTACAAAA 

       M5     (1) -------------------------------------------------- 

       M7     (1) -----------------------------------------CTAGAAAGA 

       M1     (1) ---------------CAAAAAACTTTGTTCTACAGCTAGGACTTCCATGA 

       M8     (1) -------------------------------------------------- 

       M9     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus     (1)                                                    

                  51                                             100 

    B1707     (1) --------------------TTCCTCCGGCTTATTGATAT--GCTTAAGT 

   B25748     (1) ---------------------TCTTCCGGGTTATTGATAT--GCTTAAGT 

    B1858     (1) --------TTCCTACCTGATTTCCTCCG-ATTATTGATAT--GCTTAAGT 

   B19520     (1) -------------------------------TATTGATAT--GCTTAAGT 

       M0    (51) AGCTGGGTCGAATTCGCCCTTTCCTCCG-CTTATTGATAT--GCTTAAGT 

       M3     (9) CAGATTTTAGAAATCGCCCTTTCTTCCG-ATTATTGATATACGCTWWAGT 

       M6     (1) ----------------------------------------GCGCTAAAG- 

       M2     (1) ----------------------------------TGSGGRGRRMTCA--- 

       M4    (47) AAGCAGCATCCTAATTTGCCCTTGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCA--- 

       M5     (1) --------------------------------CGTGGGGGGGGATCA--- 

       M7    (10) -TTTTATGA-ATTTACCCTTTCCGTAGTTGAACGTTAGGAGGGATCA--- 

       M1    (36) ATTCTATTACATTGGACCATTTGATAAATTTACCTGCGGAGGGATCA--- 

       M8     (1) ------------------------------TGCCTGCGGAGGGATCA--- 

       M9     (1) ------------------------------TGCCTGCGGAGGGATCA--- 

Consensus    (51)                      T  T     T   TGAGG G GCTCAAG  
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                  101                                            150 

    B1707    (29) TCAGCGGGTATTCC---TACCTGATTCGAGGTCAACTGTAAAAAAAGTTG 

   B25748    (28) TCAGCGGGTATTCC---TACCTGATTCGAGGTCAACTGTAAAAAAAGTTG 

    B1858    (40) TCAGCGGGTAGTCC---TACCTGATTAGAGGTCAACTATAAAAA--GTTG 

   B19520    (18) TCAGCGGGTAGTCC---TACCTGATTCGAGGTCAACTATAAAAA--GTTG 

       M0    (98) TCAGCGGGTAGTCC---TACCTGATTCGAGGTCAACTATAAAAA--GTGG 

       M3    (58) TCAGCGGGTAGTGTCTATACSAGATT-GAGGTCA-CTATAAAAA--GTTG 

       M6    (10) -CAGCGGGTAGTGT-TACACGTGAT--GAGGTCTCATATATAAAAAGTTG 

       M2    (14) TTMGMGAKTTATCCAWCTCCC--AACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTG 

       M4    (94) TTACCGAGTTATCCAACTCCC--AACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTG 

       M5    (16) TTCGAGAGTTATCCATCTCCC--AACCCCTGATGATTATACCTTTAATTG 

       M7    (55) TTACCGAGTTATCCAACTCCC--AACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTG 

       M1    (83) TTACCGAGTTATCCAACTCCC--AACCCATGTGAATTATACCTTTCATTG 

       M8    (18) TTACCGAGTTATCCAACTCCC--AACCCATGTGAATTATACCTTTCATTG 

       M9    (18) TTACCGAGTTATCCAACTCCC--A-CCCATGTGAATTATACCTTTCATTG 

Consensus   (101) TTAGCGGGTTATCCA CTCCC GATCCGATGTCAATTATACCTTTAGTTG 

                  151                                            200 

    B1707    (76) GTGCGTTTTACGGCAGTGG-CCGCGCCGCGCTCC----AGCTGCGAGGTG 

   B25748    (75) GTGCGTTTTACGGCAGTGG-CCGCGCCGCGCTCC----AGCTGCGAGATG 

    B1858    (85) GGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC----TGTTGCGAGTGT 

   B19520    (63) GGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC----TGTTGCGAGTGT 

       M0   (143) GGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC----TGTTGCGAGTGT 

       M3   (104) GGGTGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC----TGTTGCGAGTGT 

       M6    (56) GGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC----TGTTGCGAGTGT 

       M2    (62) TTGCYTCGGCGGGACTTCGCGCYCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M4   (142) TTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCTCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M5    (64) TTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M7   (103) TTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCTCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M1   (131) TTGCTTCGGCGGGACCTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M8    (66) TTGCTTCGGCGGGACCTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

       M9    (65) TTGCTTCGGCGGGACCTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT 

Consensus   (151) TTGCGTTTTCGGGCCGTGGCGCGCGCCGGGGTCCCAAACGTTGTGAGTTT 

                  201                                            250 

    B1707   (121) TGTGCTACTACGCAGAGGGAGGCCGCGACGGGGCCGCCAATTCA---TTT 

   B25748   (120) TGTGCTACTACGCAGAGGGAGGCCGCGACGGGGCCGCCAATTCA---TTT 

    B1858   (131) TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAA---TTT 

   B19520   (109) TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAA---TTT 

       M0   (189) TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCGCGGCGAGACCGCCAATCAA---TTT 

       M3   (150) TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAAWCAA---TTT 

       M6   (102) TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATCAA---TTT 

       M2   (112) TTTAATAAGGATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAA-TGAATCAAAACTTT 

       M4   (192) TTTAATAAGGATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAA-TGAATCAAAACTTT 

       M5   (114) TTTAATAAGGATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAA-TGAATCAAAACTTT 

       M7   (153) TTTAATAAGGATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAA-TGAATCAAAACTTT 

       M1   (181) TTTAATAAGTATATTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAAATGAATCAAAACTTT 

       M8   (116) TTTAATAAGTATATTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAAATGAATCAAAACTTT 

       M9   (115) TTTAATAAGTATATTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAAATGAATCAAAACTTT 

Consensus   (201) TTTACTACTGCTCTTCTGAGTGGTTCGACGAGACCGTGAATCAAAACTTT 

                  251                                            300 

    B1707   (168) CGGGGGCGGCCGGGC-GC--CTGCCGCCGAAGCAGCAGGGCACCGGTGGC 

   B25748   (167) CGGGGGCGGCCGGGC-GCGCCTGCCGCGGAAGCAGCAGGGCACCGGTGGC 

    B1858   (178) AAGGGACGGCTG---------TGCTGGAAAACCAGCC---------TCGC 

   B19520   (156) AAGGGACGGCTG---------TGCTGGAAAACCAGCC---------TCGC 

       M0   (236) AAGGGACGGCTG---------TGCTGGAAAACCAGCC---------TCGC 

       M3   (197) AAGGGACGGCTG---------TGCTGGAAAACCAGCC---------TCGC 

       M6   (149) AAGGGACGGCTG---------TGCTGGAAAACCAGCC---------TCGC 

       M2   (161) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

       M4   (241) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

       M5   (163) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

       M7   (202) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

       M1   (231) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

       M8   (166) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 
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       M9   (165) CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG-CAGCGAAATG 

Consensus   (251) CAGGGACGGCTGTCTTGGTTCTGGCGTCGATGCAGCACG CAGCGATATG 

                  301                                            350 

    B1707   (215) CGGTCCCCAACACCAAGCCCGTTTCCCGCTGCCGGGGGGCTTGAGGGTTG 

   B25748   (216) CGGTCCCCAACACCAAGCC--------------GGGGGGCTTGAGGGTTG 

    B1858   (210) CGATCCCCAACACCAAGTCCA-----------CAGGGGACTTGAGGGGCG 

   B19520   (188) CGATCCCCAACACCAAGTCCA-----------CAGGGGACTTGAGGGGCG 

       M0   (268) CGATCCCCAACACCAAGTCCA-----------CAGGGGACTTGAGGGGCG 

       M3   (229) CGATCCCCAACACCAAGTCCA-----------CAGGGGACTTGAGGGGCG 

       M6   (181) CGATCCCCAACACCAAGTCCA-----------CAGGGGACTTGAGGGGCG 

       M2   (210) CGATAAGTAATGTGAATYGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M4   (290) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M5   (212) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M7   (251) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M1   (280) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M8   (215) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

       M9   (214) CGATAAGTAATGTGAATTGCA----------------GAATTCAGTGAAT 

Consensus   (301) CGATCCGTAATGTGAATTGCA             GGGGACTTGAGTGAAT 

                  351                                            400 

    B1707   (265) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCA 

   B25748   (252) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCA 

    B1858   (249) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCA 

   B19520   (227) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCA 

       M0   (307) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCA 

       M3   (268) TAATGACGCTC-TAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCA 

       M6   (220) TAATGACGCTC-GAACAGGCAT---GCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCA 

       M2   (244) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M4   (324) CATCGAATCTTTGAACGCACRTTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M5   (246) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M7   (285) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M1   (314) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M8   (249) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

       M9   (248) CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC--- 

Consensus   (351) TATTGACTCTTTGAACGGGCATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCGCA 

                  401                                            450 

    B1707   (311) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

   B25748   (298) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

    B1858   (295) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

   B19520   (273) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

       M0   (353) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

       M3   (314) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

       M6   (266) ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC 

       M2   (291) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

       M4   (371) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCRAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

       M5   (293) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

       M7   (332) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACYTGGT 

       M1   (361) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

       M8   (296) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

       M9   (295) ATGCCTGTTCGA-GCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGT 

Consensus   (401) ATGTGTGTTCGAAGCTTCGTTGCTTCCCTGAATTCTGCTGTTGACATTGT 

                  451                                            500 

    B1707   (361) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

   B25748   (348) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

    B1858   (345) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCRGAACCAAGAGATCCGT 

   B19520   (323) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

       M0   (403) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

       M3   (364) TTATCGCATTTCGCTGCGTTYTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

       M6   (316) TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT 

       M2   (340) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGGT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

       M4   (420) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

       M5   (342) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

       M7   (381) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 
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       M1   (410) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

       M8   (345) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

       M9   (344) GTTGGGGAT----CGGCGAGGCTGGTT--TTCCAGCAC------AGCCGT 

Consensus   (451) TTTTGGGATTTCGCTGCGTTGTTGGTTGATTCCAGCACCAAGAGATCCGT 

                  501                                            550 

    B1707   (411) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTGTATGATTCCACTCAGAC-ATGCCAA 

   B25748   (398) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTATGATTCCACTCAGAC-ATGCTAA 

    B1858   (395) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTT--AACCACTCAGAAGATACTTA 

   B19520   (373) TGTYGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTT--AACCACTCAGAAGATACTTA 

       M0   (453) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTTTTAACCACTCAGAATATACTTA 

       M3   (414) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTT--AACCACTCARAAGATCCTTW 

       M6   (366) TGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTTT-AACCACTCAGAAGATCCTTA 

       M2   (378) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M4   (458) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M5   (380) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M7   (419) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M1   (448) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGCGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M8   (383) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGCGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

       M9   (382) CCCTTAAA---TTGATTGGCGGTCTCGCCGCGGCCCTCCTCTGCGCAGTA 

Consensus   (501) TGTTTAAAGTTTTGATTGGTTTTTTTGTCG GGCCCTCCTCTGCTCCGTA 

                  551                                            600 

    B1707   (460) AAGATAGAAATACAAGAGTTTATTTGTCGGTCCCACGGCGGGCG----AA 

   B25748   (447) A-GATAGAAATACAAGAGTTTATTTGTCGGTCCCTCGGCGGGCG----AA 

    B1858   (443) T--TAAAAAATTCAGAAGGTT-----TGGGTCCC-CGGCGGGCGCGAAGT 

   B19520   (421) T--TAAAAAATTCAGAAGGTT-----TGGGTCCC-CGGCGGGCGCGAAGT 

       M0   (503) T--TAAAAAATTCAGAAGGTT-----TGGGTCCC-CGGCGGGCGCGAGGT 

       M3   (462) T--TAAAAAATTCARAAGGTT-----TGGGTCCC-CGGCGAGCGCGAART 

       M6   (415) T--TAAAAAATTCAGAAGGTT-----TGGGTCCC-CGGCGAGCGCGAAGT 

       M2   (425) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M4   (505) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M5   (427) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M7   (466) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M1   (495) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M8   (430) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

       M9   (429) G--TAAAACACTCGCAACA---------GGAGCC-CGGCGCGGTCCA-CT 

Consensus   (551) G  TAAAACATTCGCAAGATT     T GGTGCC CGGCGCGGTCCA CT 

                  601                                            650 

    B1707   (506) CCCGCCGAGGCAACGGTAGACTGGTATGGT-CACAT-GGGTTGGGATCTG 

   B25748   (492) CCCGCCGAAGCAACGGTAGACAGGTATAGTTCACATTGGGTTGGGTGCCG 

    B1858   (485) CCCGCCGAAGCAACAAT-TAAAGGTATAATTCACAG-GGGTTGGGAGTTG 

   B19520   (463) CCCGCCGAAGCAACAAT-TAAAGGTATAATTCACAG-GGGTTGGGAGTTG 

       M0   (545) CCCGCCGAAGCAACAAT-GAAGGGTATAAT-CACAT-GGGT-GGGAGGTG 

       M3   (504) CCCSCCSAARCAACAAT-TWAAGGTATAATTCACAG-GGGTTGGGAGTTG 

       M6   (457) CCCGCCGAAGCAACAAT-TAAAGGTATAATTCACAG-GGGTTGGGAGTTG 

       M2   (462) GCCGTAAAACACCCCAA--CTTTTTATAGT-GACCTCGAATCAGG----- 

       M4   (542) GCCGTAAAACACCCCAA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTA--G 

       M5   (464) GCCGTAAAACACCCCAA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTR--G 

       M7   (503) GCCGTAAAACACCCCAA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTA--G 

       M1   (532) GCCGTAAAACCCCCCCA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTA--G 

       M8   (467) GCCGTAAAACCCCCCCA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTA--G 

       M9   (466) GCCGTAAAACCCCCCCA--CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTA--G 

Consensus   (601) GCCGTCAAACCCCCCAT  CTTTTTATAGTTGACCTCGGGTCGGGT   G 

                  651                                            700 

    B1707   (554) C-CTGCCTTCG---TTGCCGA----------------------------- 

   B25748   (542) CACTGC--TCG---ATGCCCC----------------------------- 

    B1858   (533) GATAAC--TCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAATGGCAAA 

   B19520   (511) GATAAC--TCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTA------------------ 

       M0   (591) GA-AAT--TCG--AAACCCCC----------------------------- 

       M3   (552) GATAAC--TCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAAGGGCGA 

       M6   (505) GATAAC--TCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAAGGGCGA 

       M2   (504) -ACTAC--TSACWGAACA-AMRC-TGTGATCTTGCATATATCAT------ 

       M4   (588) GACTAC--CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGAA 
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       M5   (510) GASWAC--CCSCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGAA 

       M7   (549) GACTAS--CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGTG 

       M1   (578) GACTAC--CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGAA 

       M8   (513) GACTAC--CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGAA 

       M9   (512) GACTAC--CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGGGCGAA 

Consensus   (651) GACTAC  TCGCTGAAC TAA C T T A TA GC  A G AA GGC  A 

                  701                                            750 

    B1707   (571) -------------------------------------------------- 

   B25748   (558) -------------------------------------------------- 

    B1858   (581) AG------------------------------------------------ 

   B19520   (541) -------------------------------------------------- 

       M0   (607) -------------------------------------------------- 

       M3   (600) ATTCGATCCAGCTTTCTTGTCCCAAGTTGGACTTATAGAAAATACTT-GC 

       M6   (553) ATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATT-GC 

       M2   (543) -------------------------------------------------- 

       M4   (636) TTCG-ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATT-GC 

       M5   (558) TTCG-ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGTATTATTATAA--TATTTGT 

       M7   (597) TTCGGAGCCTGCTTTTTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTTGC 

       M1   (626) TTCGGAGCCTGCTTTTTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATT-GC 

       M8   (561) TTCG-ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATT-GC 

       M9   (560) TTCG-ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATT-GC 

Consensus   (701)  T   A CC GCTTT TTGTACAAAGTTGG ATTATAAAAAA  ATT GC 

                  751                                            800 

    B1707   (571) -------------------------------------------------- 

   B25748   (558) -------------------------------------------------- 

    B1858   (583) -------------------------------------------------- 

   B19520   (541) -------------------------------------------------- 

       M0   (607) -------------------------------------------------- 

       M3   (649) TCATCAATTTGATTGTAACTT-CACCGGTC-------------------- 

       M6   (602) TCATCAATTTGTTGCAACGAA-CAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCA 

       M2   (543) -------------------------------------------------- 

       M4   (684) TCATCAATTTGTTGCAACGAA-CAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCA 

       M5   (605) TCATACTATT---------------------------------------- 

       M7   (647) TCATCAA------------------------------------------- 

       M1   (675) TCATCAATTTGTTGCAACGAA-CAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCA 

       M8   (609) TCATCAATTTGTTGCAACTAAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCA 

       M9   (608) TCATCAATTTGTTGCAACTAAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCA 

Consensus   (751) TCATCAA TT                                         

                  801                                            850 

    

   

ภาพที่ 3  การท า alignment จากยีน ITS ของเชื้อราเขียวทั้ง 14 สายพันธุ์ ได้แก่ M0, M1, M2, M3, 
M4, M5, M6, M7, M8, M9, B1707, B1858, B19520 และ B25748  
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ภาพที่ 4 Phylogenic tree จากยีน ITS ของเชื้อราเขียวทั้ง 14 สายพันธุ์ ได้แก่ M0, M1, M2, M3, 
M4, M5, M6, M7, M8, M9, B1707, B1858, B19520 และ B25748  
 

      การศึกษาครั้งนี้พบว่าสามารถจ าแนกชนิดของเชื้อราเขียวได้เป็น 3 ชนิดด้วยกันคือ M. majus 
M. anisopliae  และ M. flavoviride  ซึ่งมี 2 ตัวอย่างที่ไม่สามารถจ าแนก specie ได้ก่อนหน้านี้คือ 
B19520 และ B25748 แต่หลังจากการจ าแนกด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  สามารถจ าแนกชนิดของ
เชื้อราเขียวทั้งสองตัวอย่างได้ โดย B19520 คือ M. anisopliae  และ B25748 คือ M. flavoviride  
นอกจากนี้ยังสามารถจ าแนกเชื้อราเขียวได้ถึงระดับ variety ซึ่งพบว่าเมื่อใช้ยีนไคติเนสจ าแนก
สามารถแยกเชื้อราเขียว M. majus ซึ่งเป็นชื่อที่เรียกใหม่ในกลุ่มเชื้อราที่ใช้ก าจัดด้วง ซึ่งราชนิดนี้จะมี
ขนาด spore ที่ใหญ่ ชื่ออ่ืนๆของเชื้อชนิดนี้คือ M. anisopliae f. major, M. anisopliae f. 
oryctophagum, M. anisopliae var. majus (Bischoff et al., 2009)  ผลครั้งนี้สอดคล้องกับการ
ทดลองของเสาวนิตย์และคณะ (2553) ที่ท าการทดสอบเชื้อราเขียวทั้ง 10 ชนิดกับด้วงแรดมะพร้าว    
ในขณะที่การจ าแนกด้วยส่วนของ ITS จะแยกได้เป็น M. majus บางตัวเท่านั้น  การศึกษาเชื้อรา
เขียวชนิดต่างๆ โดยการหาล าดับเบสในส่วน ITS มีการศึกษาโดยนฤมลและคณะ (2552) ได้ศึกษากับ
เชื้อราเขียวที่เก็บรวบรวมได้ในไทยที่จังหวัดต่างๆ 14 สายพันธุ์ Velasquez et al. (2007) ได้ศึกษา
ความแตกต่างของของเชื้อราเขียวในประเทศชิลี 39 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิค ITS  RAPD และSSR   
Destifano et al. (2004) ได้ศึกษาเชื้อราเขียว 6 สายพันธุ์จากประเทศบราซิล  ออสเตรเลีย  ฝรั่งเศส
และอินโดนีเซีย  ด้วยเทคนิค PCR-RFLP และหาล าดับเบสในส่วน ITS    
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 การจ าแนกเชื้อราเขียว Metarhizium ด้วยวิธีทางชีวโมเลกลุ  โดยใช้ยีนไคติเนส  สามารถ
จ าแนกเชื้อราเขียว 9 ตัวอย่างเป็นชนิด M. majus ทั้งหมด ในขณะที่การจ าแนกด้วยส่วนของ ITS จะ
สามารถจ าแนกเชื้อได้ทั้ง 14 ตัวอย่าง แยกได้เป็น M. anisopliae, M. majus และ M. flavoviride 
แต่มีบางตัวอย่างที่ผลของยีนไคติเนสและ ITS ไม่ชัดเจน  ดังนั้นในการจ าแนกเชื้อราเขียวควรจะใช้
หลายๆยีนเข้าจ าแนกเพ่ือให้ผลการจ าแนกชัดเจนยิ่งขึ้น   
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : 
      -สามารถจ าแนกเชื้อราของกรมวิชาการเกษตรและศูนย์พันธุวิศวกรรมที่เก็บรวบรวมไว้ 

B1707 (0.0183)

B25748 (0.0106)

B1858 (0.0081)

B19520 (-0.0007)

M0 (0.0199)

M3 (0.0382)

M6 (0.0078)

M2 (0.0398)

M4 (0.0243)

M5 (0.0181)

M7 (0.0217)

M1 (0.0288)

M8 (0.0000)

M9 (0.0000)
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