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การสํารวจและรวบรวมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis  และเช้ือไวรัส NPV 
Survey, Collection and Identification of Bacillus thuringiensis and  

Nuclear Polyhedrosis Virus 
 

อิศเรส  เทียนทัด     อัจฉรา  ตันติโชดก     สมชยั  สวุงศศักด์ิศร ี

กลุมกีฏและสัตววทิยา     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

 ทําการเก็บรวบรวมตัวอยางดิน วัสดุทางการเกษตร และซากพืชจากจังหวัดสุราษฎ
ฐานี เพชรบุรี ขอนแกน นครราชสีมาและชัยภูมิ จํานวน 169 ตัวอยาง ไดเชื้อ Bt isolate 
จํานวน 143 isolates นําเชื้อ Bt isolate ที่แยกไดจากตัวอยางดินและทดสอบ insecticidal 
activity กับหนอนกระทูหอมและหนอนกระทูผักแลวจํานวน 48 isolates มาศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนพบวา เชื้อ Bt มีการสรางเซลลและสปอรเปนรูปแทง 
ซึ่งขนาดของเซลลและสปอรของแตละ isolate สวนใหญจะมีขนาดใกลเคียงกัน สวนผลึก
โปรตีน(parasporal inclusion body) ที่ Bt แตละ isolate สรางขึ้นจะมีรูปรางแบบ 
bipyramid เพียงรูปแบบเดียว และไดทําการศึกษาขนาดของผลึกโปรตีนโดยเทคนิค SDS-
PAGE โดยใชเชื้อ Bacillus thuringiensis subsp. aizawai และ B. thuringiensis subsp. 
kurstaki HD-1 เปนเชื้อมาตรฐานในการเปรียบเทียบ และใช protein molecular weight 
marker เปน standard marker ซึ่งประกอบไปดวยแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 116, 
66.2, 45, และ 35 กิโลดาลตัน จากการศึกษาพบวา ลักษณะของผลึกโปรตีนของ Bt isolate, 
B. thuringiensis subsp. aizawai และ B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 
ประกอบดวยโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 130-138 กิโลดาลตัน ซึ่งขนาดน้ําหนักของ
โมเลกุลดังกลาวจะเปนโปรตีนที่อยูในกลุมโปรตีน Cry1 ซึ่งเปนกลุมโปรตีนที่มีพิษตอแมลงใน
อันดับ Lepidoptera 
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คํานํา 

ปจจุบันทุกฝายไดตระหนักถึงอันตรายจากสารฆาแมลงท่ีมีตอสุขภาพของเกษตรกรและ
ผูบริโภค ตลอดจนผลกระทบตอสภาพแวดลอม จากการเขาเปนสมาชิกองคการการคาโลกประเทศ
ไทยตองปฏิบัติตามขอตกลง ที่วาดวยการใชมาตราการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Agreement 
on the Application of Sanitary and Phyto-sanitary Measures (SPS) โดยใชสุขอนามัยผูบริโภค
และปริมาณสารพิษตกคางของพืชผักและผลไมเปนตัวกําหนดคุณภาพของผลิตภัณฑ ประเทศไทย
จึงไดรับผลกระทบโดยตรง เนื่องจากมีการใชสารเคมีควบคุมศัตรูพืชมาก ปริมาณพิษตกคางบน
ผลิตภัณฑ มักพบวาสูงเกินคาความปลอดภัยอยูเสมอเปนผลใหผลิตภัณฑไมไดคุณภาพตามที่
ตองการ ทําใหไมสามารถสงออกไปจําหนายตางประเทศได กระทรวงเกษตรและสหกรณได
ดําเนินการที่จะลดปญหาดังกลาวโดยการหามการจําหนายสารฆาแมลงที่มีฤทธิ์รุนแรงและมีฤทธิ์
ตกคางนาน ใหมีการตรวจสอบและออกใบรับรองพืช 12 ชนิดที่พบวามีพิษตกคางสูงกอนที่จะ
สงออกไปตางประเทศ เพื่อลดปญหาดังกลาวการคนควาวิจัยและพัฒนาเพื่อนําเช้ือจุลินทรียมาใช
ควบคุมแมลงศัตรูพืชทดแทนสารเคมีกําจัดแมลง จึงเปนส่ิงที่จําเปน เพื่อใหเกษตรกรไดมีทางเลือก
นําไปใชในการปองกันกําจัดศัตรูพืช เช้ือ Bacillus thuringiensis เปนจุลินทรียที่พบในประเทศไทย 
มีความเฉพาะเจาะจงสูงตอแมลงเปาหมายปลอดภัยตอมนุษย สัตว แมลงศัตรูธรรมชาติและแมลง
ที่มีประโยชนและตอส่ิงแวดลอม ไดผานการทดสอบจาก US Environmental Protection Agency 
ประเทศสหรัฐอเมริกาและเปนที่ยอมรับและนําไปใชในประเทศที่พัฒนาแลว การนําเช้ือ Bacillus 
thuringiensis จะชวยแกปญหาผลกระทบของสารเคมีกําจัดแมลงตอประชาชน ทําใหเกษตรกร
สามารถนําไปใชเพื่อผลิตพืชที่ไดคุณภาพผลผลิตไมลดลงและตนทุนการผลิตไมเพิ่มข้ึน  

วิธีดําเนินการ 

ข้ันตอนที ่1 ทาํการสํารวจและเก็บตัวอยางดินในแหลงตาง ๆ ของประเทศ  สํารวจและ
รวบรวมเช้ือไวรัส SeNPV, HaNPV และ SlNPV ในแหลงที่มีการระบาดของหนอนกระทูหอม หนอน
เจาะสมอฝาย และหนอนกระทูผัก  

ข้ันตอนที ่2  ทําการแยกเช้ือ  Bacillus thuringiensis จากตัวอยางดินที่เก็บไดและนํา
ตัวอยางไวรัส SeNPV, HaNPV และไวรัส SlNPV มาทําใหบริสุทธิ ์และเก็บรวบรวมไว  

ข้ันตอนที่ 3   ตรวจจําแนกชนิดของ Bacillus thuringiensis โดยศึกษาโครงสราง
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติของของ crystal toxin ดวยวิธี sodium dodecyl sulfate 
polyacryamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ เทคนิค PCR และทําการศึกษารูปราง
ลักษณะของผลึกโปรตีนที่หอหุมอนุภาคไวรัส (polyhedral inclusion bodies) และอนุภาคไวรัส 
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(nucleocapsid) ดวยกลอง light microscope และ scanning electron microscope ศึกษา
โครงสรางของ polypeptide ของผลึกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
การบันทึกขอมูล 

- บันทกึขอมูลแหลงที่เกบ็ตัวอยางแมลง ชนิดพชืที่แมลงทําลาย ทองทีตํ่าบล อําเภอ  จังหวดั 

- บันทึกรูปรางและลักษณะ และขนาดของไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม หนอนเจาะสมอ
ฝายและหนอนกระทูผักที่พบจากตัวอยางหนอนที่เก็บไดดวยกลองจุลทรรศน บันทึกผลของ
ประสิทธิภาพของไวรัส NPV ที่แยกเช้ือบริสุทธิ์กับหนอนทดลองวิเคราะหประสิทธิภาพในรูปของ 
Median lethal dose 

- บันทึกรูปแบบและนํ้าหนักโมเลกุลของ crystal toxin ของ Bt แตละ isolate พรอม
บันทึกภาพของแถบโมเลกุลและโปรตีนที่แยกได 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 ทําการเก็บรวบรวมตัวอยางดิน วัสดุทางการเกษตร และซากพืชจากจังหวัดสุราษฎร
ฐานี เพชรบุรี ขอนแกน นครราชสีมาและชัยภูมิ จํานวน 169 ตัวอยาง ไดเชื้อ Bt isolate 
จํานวน 143 isolates นําเชื้อ Bt isolate ที่แยกไดจากตัวอยางดินและทดสอบ insecticidal 
activity กับหนอนกระทูหอมและหนอนกระทูผักแลวจํานวน 48 isolates มาศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนพบวา เชื้อ Bt มีการสรางเซลลและสปอรเปนรูปแทง 
ซึ่งขนาดของเซลลและสปอรของแตละ isolate สวนใหญจะมีขนาดใกลเคียงกัน สวนผลึก
โปรตีน(parasporal inclusion body) ที่ Bt แตละ isolate สรางขึ้นจะมีรูปรางแบบ 
bipyramid เพียงรูปแบบเดียว และไดทําการศึกษาขนาดของผลึกโปรตีนโดยเทคนิค SDS-
PAGE โดยใชเชื้อ Bacillus thuringiensis subsp. aizawai และ B. thuringiensis subsp. 
kurstaki HD-1 เปนเชื้อมาตรฐานในการเปรียบเทียบ และใช protein molecular weight 
marker เปน standard marker ซึ่งประกอบไปดวยแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 116, 
66.2, 45, และ 35 กิโลดาลตัน จากการศึกษาพบวา ลักษณะของผลึกโปรตีนของ Bt isolate, 
B. thuringiensis subsp. aizawai และ B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 
ประกอบดวยโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 130-138 กิโลดาลตัน ซึ่งขนาดน้ําหนักของ
โมเลกุลดังกลาวจะเปนโปรตีนที่อยูในกลุมโปรตีน Cry1 ซึ่งเปนกลุมโปรตีนที่มีพิษตอแมลงใน
อันดับ Lepidoptera 


