
บทท่ี 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการเก็บตัวอยางดินเพื่อท่ีจะนํามาแยกเช้ือ Bt นั้น เนื่องจากวาตามธรรมชาติท่ัวไปมี
โอกาสพบเช้ือ Bt ไดทุกแหงไมวาจะเปนใน แมลง สัตว ใบไมหรือบนตนไม แตสุดทายแลวก็จะ
โดนชะลางตกลงสูพื้นดิน ดังนั้นแหลงของเช้ือ Bt สวนใหญจึงอยูในดิน โดยท่ีสปอรของเช้ือ Bt 
สามารถคงอยูในดินไดมากกวา 1 ป และงอกสูระยะ vetgetative ไดถามีการกระตุนดวยสิ่งเราตาง  
ๆ เชน เกิดสภาวะ pH ท่ีเปนกลางในพื้นท่ีนั้น ๆ (De Lucca  et  al., 1981) สวนสภาพแวดลอมท่ีเปน
น้ํานั้น มีโอกาสพบเช้ือ Bt ไดนอย ซ่ึง Menon and De Mestral (1985) รายงานวา ในน้ํากล่ันและ
น้ําประปาหลังจากผานไป 20 วัน จะพบเช้ือ Bt ท่ีอยูรอดเพียง 50 เปอรเซ็นต ในน้ําท่ีมาจาก
ทะเลสาบน้ําจืด ประชากรของเช้ือ Bt ยังคงท่ี เม่ือเวลาผานไป 50 วัน และในน้ําทะเล ประชากรของ 
Bt จะลดลงไป 90 เปอรเซ็นต หลังจากผานไป 30 วัน ดังนั้นความเปนไปไดท่ีจะพบเช้ือ Bt ท่ีอยูใน
ดินจึงมีมากกวา และในการเก็บตัวอยางดินนั้นไดเลือกพื้นท่ีท่ีทําการเก็บดิน โดยเลือกพื้นท่ีท่ีไมมี
การทําการเกษตรอยูในขณะนั้น หรือเปนพื้นท่ีท่ีไมเคยมีประวัติในการทําการเกษตรมากอน เพราะ
เนื่องจากวาถาเปนพื้นท่ีท่ีมีการทําการเกษตรโอกาสที่เกษตรกรจะพนเช้ือ Bt เพื่อปองกันกําจัดแมลง
ศัตรูพืชมีอยูสูง ถาเก็บดินในพื้นท่ีดังกลาว ก็จะได isolate ท่ีเปน Bt การคา ไมใช  isolate ท่ีมีอยูตาม
ธรรมชาติจริง 
 จากตัวอยางดินท่ีเก็บมาจากในอําเภอตาง ๆ ของจังหวัดเชียงใหม เม่ือตรวจสอบลักษณะ
ของดินท่ีสามารถทําการแยกเช้ือ Bt ออกมาไดมากน้ัน พบวาดินมีลักษณะรวนซุย ในเนื้อดินมี
อินทรียวัตถุอยูสูง สวนดินเหนียวหรือดินปนทราย พบเช้ือ Bt อยูนอยมากหรือไมพบเลย และ
ลักษณะดินท่ีไมสามารถแยกเชื้อ Bt ออกมาได เปนดินลูกรังหรือดินท่ีมีหินปะปนอยูมากและเนื้อ
ดินแหงมีความชื้นอยูในเน้ือดินตํ่ามาก ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของเพ็ญลักษณ และคณะ (2546) 
และ Theunis et al. (1998) ซ่ึงพบวา สามารถแยกเช้ือ Bt ไดมาจากดินท่ีมีความอุดมสมบูรณสูง ใน
ทํานองเดียวกัน Martin and Travers (1989) ไดรายงานวา สภาพพื้นท่ีท่ีมีลักษณะเปนหาดทราย 
ทะเลทราย หรือดินท่ีอยูในช้ันดินลึก ๆ พบ Bt ไดนอยมาก และจากการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา พบวาเช้ือ Bt isolate บาง isolate ท่ีได มีการสรางผลึกโปรตีนมากกวา 1 รูปแบบแสดง
เปนเช้ือ Bt ท่ีมี gene ท่ีควบคุมการสรางผลึกโปรตีนมากกวา 1 gene (Aronson et al., 1986) จึงทําให
เช้ือ Bt สามารถสรางผลึกโปรตีนไดมากกวา 1 รูปแบบ 



 47

ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bt isolate นั้นเช้ือ Bt ท่ีใชนํามาทดสอบตองเล้ียง ใหเจริญ
จนถึงชวง free spore คือเปนระยะท่ี สปอรและผลึกโปรตีนหลุดออกมาจากเซลล เพื่อใหเช้ือ Bt มี
ความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการเกิดพิษกับแมลง นั่นคือผลึกโปรตีนพรอมท่ีเปล่ียน
รูปเปนสารพิษ เม่ือเขาไปอยูในตัวแมลง ซ่ึงผลการตายของหนอนท่ีชัดเจนเน่ืองจากเช้ือ Bt อยูท่ี
ประมาณ 3 วัน เพราะถาใชเช้ือ Bt ท่ียังไมอยูในชวง free spore เม่ือเขาไปอยูในตัวแมลง เช้ือ Bt จะ
ใชเวลาในการเจริญตออีกระยะหนึ่งเพื่อทําการพัฒนาใหกลายเปนสปอรและผลึกโปรตีนท่ีสมบูรณ 
ทําใหระยะเวลาท่ีจะทําใหหนอนตายเพ่ิมข้ึนไปอีก 1-2 วันหรือหนอนอาจไมตายเลย เนื่องจากวา
หนอนมีการเจริญเติบโตเปล่ียนวัยมีความแข็งแรงพอท่ีจะตานทานตอเช้ือ Bt ได ในการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเช้ือ Bt ท่ีแยกไดมาจากดินจําเปนตองมีการทําทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน 
(preliminary screening test) กอน เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและสะดวกรวดเร็วในการตรวจสอบความ
เปนพิษเบ้ืองตนของ Bt isolate กับแมลงอาศัย  แตเพื่อความถูกตองของผลการตรวจสอบตองทําการ
ทดสอบอยางนอยท่ีสุด isolate ละ 2 การทดลอง (Attathom et al., 1996; Chang et al., 1998; Porcar 
and Caballero, 2000) ซ่ึงในการทดลองคร้ังนี้ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนจํานวน 3 คร้ัง 
คร้ังแรกใชเช้ือ Bt ปริมาณมากคือ 4 loopfull เพราะตองการคัดเลือกเช้ือ Bt ท่ีมีความสามารถในการ
ฆาหนอนไดจริง สวนในการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนคร้ังท่ี 2 และคร้ังท่ี 3 จะใชปริมาณเช้ือ
แค 1 loopfull เพราะตองการคัดเลือกเช้ือ Bt ท่ีมีความรุนแรงในการฆาหนอน เนื่องจากการใชเช้ือ 
Bt ปริมาณนอยยังสามารถฆาหนอนได ก็สามารถนําไปศึกษาวิจัยตอทําเปนสารชีวภัณฑกําจัด
ศัตรูพืชตอไปไดในอนาคต และจากผลการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนในคร้ังท่ี 2 และคร้ังท่ี 3 
ในเช้ือ Bt isolate เดียวกันมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนแตกตางกัน เนื่องจากวามีเช้ือ Bt isolate ท่ี
จะทดสอบมาก จึงตองใชปริมาณหนอนในการทดลองมาก บางคร้ังหนอนในรุน F2 มีไมพอทําการ
ทดลอง ตองใชหนอนรุน F3 นํามาทดลอง ดังนั้นความแข็งแรงของหนอนจึงไมเทากัน หนอนท่ี
แข็งแรงกวาสามารถตานทานตอเช้ือ Bt ไดดีกวาหนอนท่ีออนแอ สาเหตุอีกประการหนึ่งท่ีสําคัญคือ 
เปนการทดสอบโดยใชเช้ือเคลือบผิวหนาของกอนอาหารเทียม ซ่ึงหนอนแตละตัวมีพฤติกรรมการ
กินอาหารไมเหมือนกัน หนอนบางตัวกัดแทะกินบริเวณผิวหนาของอาหารเทียมไปรอบ ๆ จนหมด
กอน ทําใหไดรับปริมาณเช้ือเขาไปมาก แตบางตัวกัดกินเขาไปในกลางกอนอาหาร เม่ือมีการให
อาหารเพิ่มหนอนจะยายไปกินอาหารใหม ทําใหไดรับปริมาณเช้ือเขาสูรางกายไดนอย ดังนั้นเหลานี้
จึงเปนสาเหตุที่ทําใหเปอรเซ็นตการตายของหนอนในการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ Bt isolate 
เดียวกันในการทดลองแตละคร้ังมีความแตกตางกัน 
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จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของผลึกโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE ผลท่ีไดมักพบวา 
การที่โปรตีนชนิดเดียวแยกเปนหลาย ๆ แถบใน SDS-PAGE มักเกิดจากการใช SDS ท่ีไมบริสุทธ์ิ มี
สารพวก C10, C14 และ C14 alkyl sulfates เจือปนอยู นอกจากนี้การไดผลท่ีแตกตางไปจากเดิมท่ีควร
เปนมักเกิดจากการใช reagent ท่ีคุณภาพไมดี ดังนั้นเพื่อใหการแยกโปรตีนมีคุณภาพสูงเหมือนกับ
ทุกคร้ังตองใช acrylamide ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และสารตาง ๆ ท่ีใชสําหรับเตรียม buffer ก็ตองเปน 
analytical grade จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของผลึกโปรตีนของ Bt แตละ isolate พบวามี
ความสัมพันธกับรูปแบบของผลึกโปรตีน กลาวคือ Bt ทุก isolates ยกเวน Bt subsp. israelensis จะ
สรางผลึกโปรตีนรูป bipyramid เพียงรูปแบบเดียว เปนโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 130-
138 กิโลดาลตัน ซ่ึงแสดงวาเปนโปรตีนท่ีอยูในกลุม Cry1 (Aronson et al., 1991) เชนเดียวกับท่ี 
Chilcott and Wigley (1994) รายงานวา เช้ือ Bt ท่ีผลิตผลึกโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลในชวง
ดังกลาวนี้ถูกกําหนดการสรางดวยยีนในกลุม cry 1 พบไดในเช้ือ Bt หลาย subspecies เชน kurstaki, 
aizawai, sotto, berliner และ kenyae เปนตน ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการฆาตัวออนของแมลงใน
อันดับ Lepidoptera  สอดคลองกับผลการทดสอบประสิทธิภาพการฆาหนอนกระทูหอมของ isolate 
cm-f2(6), cm-jt2(7), cm-ss4(5) และ cm-ss6(5) ท่ีมีเปอรเซ็นตการตาย 100 เปอรเซ็นต หลังไดรับ
เช้ือ 7 วัน 
 


