
บทท่ี 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการเก็บตัวอยางดินเพื่อท่ีจะนํามาแยกเช้ือ Bt นั้น เนื่องจากวาตามธรรมชาติท่ัวไปมี
โอกาสพบเช้ือ Bt ไดทุกแหงไมวาจะเปนใน แมลง สัตว ใบไมหรือบนตนไม แตสุดทายแลวก็จะ
โดนชะลางตกลงสูพื้นดิน ดังนั้นแหลงของเช้ือ Bt สวนใหญจึงอยูในดิน โดยท่ีสปอรของเช้ือ Bt 
สามารถคงอยูในดินไดมากกวา 1 ป และงอกสูระยะ vetgetative ไดถามีการกระตุนดวยสิ่งเราตาง  
ๆ เชน เกิดสภาวะ pH ท่ีเปนกลางในพื้นท่ีนั้น ๆ (De Lucca  et  al., 1981) สวนสภาพแวดลอมท่ีเปน
น้ํานั้น มีโอกาสพบเช้ือ Bt ไดนอย ซ่ึง Menon and De Mestral (1985) รายงานวา ในน้ํากล่ันและ
น้ําประปาหลังจากผานไป 20 วัน จะพบเช้ือ Bt ท่ีอยูรอดเพียง 50 เปอรเซ็นต ในน้ําท่ีมาจาก
ทะเลสาบน้ําจืด ประชากรของเช้ือ Bt ยังคงท่ี เม่ือเวลาผานไป 50 วัน และในน้ําทะเล ประชากรของ 
Bt จะลดลงไป 90 เปอรเซ็นต หลังจากผานไป 30 วัน ดังนั้นความเปนไปไดท่ีจะพบเช้ือ Bt ท่ีอยูใน
ดินจึงมีมากกวา และในการเก็บตัวอยางดินนั้นไดเลือกพื้นท่ีท่ีทําการเก็บดิน โดยเลือกพื้นท่ีท่ีไมมี
การทําการเกษตรอยูในขณะนั้น หรือเปนพื้นท่ีท่ีไมเคยมีประวัติในการทําการเกษตรมากอน เพราะ
เนื่องจากวาถาเปนพื้นท่ีท่ีมีการทําการเกษตรโอกาสที่เกษตรกรจะพนเช้ือ Bt เพื่อปองกันกําจัดแมลง
ศัตรูพืชมีอยูสูง ถาเก็บดินในพื้นท่ีดังกลาว ก็จะได isolate ท่ีเปน Bt การคา ไมใช  isolate ท่ีมีอยูตาม
ธรรมชาติจริง 
 จากตัวอยางดินท่ีเก็บมาจากในอําเภอตาง ๆ ของจังหวัดเชียงใหม เม่ือตรวจสอบลักษณะ
ของดินท่ีสามารถทําการแยกเช้ือ Bt ออกมาไดมากน้ัน พบวาดินมีลักษณะรวนซุย ในเนื้อดินมี
อินทรียวัตถุอยูสูง สวนดินเหนียวหรือดินปนทราย พบเช้ือ Bt อยูนอยมากหรือไมพบเลย และ
ลักษณะดินท่ีไมสามารถแยกเชื้อ Bt ออกมาได เปนดินลูกรังหรือดินท่ีมีหินปะปนอยูมากและเนื้อ
ดินแหงมีความชื้นอยูในเน้ือดินตํ่ามาก ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของเพ็ญลักษณ และคณะ (2546) 
และ Theunis et al. (1998) ซ่ึงพบวา สามารถแยกเช้ือ Bt ไดมาจากดินท่ีมีความอุดมสมบูรณสูง ใน
ทํานองเดียวกัน Martin and Travers (1989) ไดรายงานวา สภาพพื้นท่ีท่ีมีลักษณะเปนหาดทราย 
ทะเลทราย หรือดินท่ีอยูในช้ันดินลึก ๆ พบ Bt ไดนอยมาก และจากการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา พบวาเช้ือ Bt isolate บาง isolate ท่ีได มีการสรางผลึกโปรตีนมากกวา 1 รูปแบบแสดง
เปนเช้ือ Bt ท่ีมี gene ท่ีควบคุมการสรางผลึกโปรตีนมากกวา 1 gene (Aronson et al., 1986) จึงทําให
เช้ือ Bt สามารถสรางผลึกโปรตีนไดมากกวา 1 รูปแบบ 
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ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bt isolate นั้นเช้ือ Bt ท่ีใชนํามาทดสอบตองเล้ียง ใหเจริญ
จนถึงชวง free spore คือเปนระยะท่ี สปอรและผลึกโปรตีนหลุดออกมาจากเซลล เพื่อใหเช้ือ Bt มี
ความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการเกิดพิษกับแมลง นั่นคือผลึกโปรตีนพรอมท่ีเปล่ียน
รูปเปนสารพิษ เม่ือเขาไปอยูในตัวแมลง ซ่ึงผลการตายของหนอนท่ีชัดเจนเน่ืองจากเช้ือ Bt อยูท่ี
ประมาณ 3 วัน เพราะถาใชเช้ือ Bt ท่ียังไมอยูในชวง free spore เม่ือเขาไปอยูในตัวแมลง เช้ือ Bt จะ
ใชเวลาในการเจริญตออีกระยะหนึ่งเพื่อทําการพัฒนาใหกลายเปนสปอรและผลึกโปรตีนท่ีสมบูรณ 
ทําใหระยะเวลาท่ีจะทําใหหนอนตายเพ่ิมข้ึนไปอีก 1-2 วันหรือหนอนอาจไมตายเลย เนื่องจากวา
หนอนมีการเจริญเติบโตเปล่ียนวัยมีความแข็งแรงพอท่ีจะตานทานตอเช้ือ Bt ได ในการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเช้ือ Bt ท่ีแยกไดมาจากดินจําเปนตองมีการทําทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน 
(preliminary screening test) กอน เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและสะดวกรวดเร็วในการตรวจสอบความ
เปนพิษเบ้ืองตนของ Bt isolate กับแมลงอาศัย  แตเพื่อความถูกตองของผลการตรวจสอบตองทําการ
ทดสอบอยางนอยท่ีสุด isolate ละ 2 การทดลอง (Attathom et al., 1996; Chang et al., 1998; Porcar 
and Caballero, 2000) ซ่ึงในการทดลองคร้ังนี้ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนจํานวน 3 คร้ัง 
คร้ังแรกใชเช้ือ Bt ปริมาณมากคือ 4 loopfull เพราะตองการคัดเลือกเช้ือ Bt ท่ีมีความสามารถในการ
ฆาหนอนไดจริง สวนในการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนคร้ังท่ี 2 และคร้ังท่ี 3 จะใชปริมาณเช้ือ
แค 1 loopfull เพราะตองการคัดเลือกเช้ือ Bt ท่ีมีความรุนแรงในการฆาหนอน เนื่องจากการใชเช้ือ 
Bt ปริมาณนอยยังสามารถฆาหนอนได ก็สามารถนําไปศึกษาวิจัยตอทําเปนสารชีวภัณฑกําจัด
ศัตรูพืชตอไปไดในอนาคต และจากผลการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนในคร้ังท่ี 2 และคร้ังท่ี 3 
ในเช้ือ Bt isolate เดียวกันมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนแตกตางกัน เนื่องจากวามีเช้ือ Bt isolate ท่ี
จะทดสอบมาก จึงตองใชปริมาณหนอนในการทดลองมาก บางคร้ังหนอนในรุน F2 มีไมพอทําการ
ทดลอง ตองใชหนอนรุน F3 นํามาทดลอง ดังนั้นความแข็งแรงของหนอนจึงไมเทากัน หนอนท่ี
แข็งแรงกวาสามารถตานทานตอเช้ือ Bt ไดดีกวาหนอนท่ีออนแอ สาเหตุอีกประการหนึ่งท่ีสําคัญคือ 
เปนการทดสอบโดยใชเช้ือเคลือบผิวหนาของกอนอาหารเทียม ซ่ึงหนอนแตละตัวมีพฤติกรรมการ
กินอาหารไมเหมือนกัน หนอนบางตัวกัดแทะกินบริเวณผิวหนาของอาหารเทียมไปรอบ ๆ จนหมด
กอน ทําใหไดรับปริมาณเช้ือเขาไปมาก แตบางตัวกัดกินเขาไปในกลางกอนอาหาร เม่ือมีการให
อาหารเพิ่มหนอนจะยายไปกินอาหารใหม ทําใหไดรับปริมาณเช้ือเขาสูรางกายไดนอย ดังนั้นเหลานี้
จึงเปนสาเหตุที่ทําใหเปอรเซ็นตการตายของหนอนในการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ Bt isolate 
เดียวกันในการทดลองแตละคร้ังมีความแตกตางกัน 
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จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของผลึกโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE ผลท่ีไดมักพบวา 
การที่โปรตีนชนิดเดียวแยกเปนหลาย ๆ แถบใน SDS-PAGE มักเกิดจากการใช SDS ท่ีไมบริสุทธ์ิ มี
สารพวก C10, C14 และ C14 alkyl sulfates เจือปนอยู นอกจากนี้การไดผลท่ีแตกตางไปจากเดิมท่ีควร
เปนมักเกิดจากการใช reagent ท่ีคุณภาพไมดี ดังนั้นเพื่อใหการแยกโปรตีนมีคุณภาพสูงเหมือนกับ
ทุกคร้ังตองใช acrylamide ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และสารตาง ๆ ท่ีใชสําหรับเตรียม buffer ก็ตองเปน 
analytical grade จากการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของผลึกโปรตีนของ Bt แตละ isolate พบวามี
ความสัมพันธกับรูปแบบของผลึกโปรตีน กลาวคือ Bt ทุก isolates ยกเวน Bt subsp. israelensis จะ
สรางผลึกโปรตีนรูป bipyramid เพียงรูปแบบเดียว เปนโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 130-
138 กิโลดาลตัน ซ่ึงแสดงวาเปนโปรตีนท่ีอยูในกลุม Cry1 (Aronson et al., 1991) เชนเดียวกับท่ี 
Chilcott and Wigley (1994) รายงานวา เช้ือ Bt ท่ีผลิตผลึกโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลในชวง
ดังกลาวนี้ถูกกําหนดการสรางดวยยีนในกลุม cry 1 พบไดในเช้ือ Bt หลาย subspecies เชน kurstaki, 
aizawai, sotto, berliner และ kenyae เปนตน ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการฆาตัวออนของแมลงใน
อันดับ Lepidoptera  สอดคลองกับผลการทดสอบประสิทธิภาพการฆาหนอนกระทูหอมของ isolate 
cm-f2(6), cm-jt2(7), cm-ss4(5) และ cm-ss6(5) ท่ีมีเปอรเซ็นตการตาย 100 เปอรเซ็นต หลังไดรับ
เช้ือ 7 วัน 
 


