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ไวรัส เอ็นพีวี (Nucleopolyhedrovirus) ที่ผลิตในประเทศไทย มี 3 ชนิด ไดแก  ไวรัส เอ็นพีวี หนอน 
กระทูผัก Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus (SlNPV), ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูหอม Spodoptera exigua  
nucleopolyhedrovirus (SeNPV) และไวรัส เอ็นพีวี หนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera 
nucleopolyhedrovirus (HaNPV) จากการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัส เอ็นพีวี ทั้งสามชนิด ดวย
เทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร Polh-NPV-F และ Polh-NPV-R เพ่ือตรวจสอบยีน polh พบวาไวรัสทั้งสามชนิดมี 
ขนาด 530 คูเบส  ความสัมพันธทางพันธุกรรมของไวรัส เอ็นพีวี ทั้งสามชนิด เมื่อเปรียบเทียบจากฐานขอมูลใน 
GenBank แสดงวาไวรัส SlNPV และ SeNPV มีความเหมือนกับไวรัสสายพันธุ Spodoptera exigua โดยมีความ
เหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโน  97 และ100เปอรเซ็นตidentity ตามลําดับ นอกจากน้ี
ไวรัส SlNPV มีความใกลชิดกับไวรัส SeNPV มากกวาไวรัส HaNPV  โดยมีความเหมือนของลําดับนิวคลีไทด  90 
เปอรเซ็นต และลําดับกรดอะมิโน 97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ถึงแมวาไวรัส HaNPV จะแยกออกมาอยางชัดเจนจาก
ไวรัส SlNPV และ SeNPV แตก็มีความสัมพันธใกลชิดกับไวรัส Helicoverpa armigera  สายพันธุตางๆท่ีนํามา
เปรียบเทียบ  
              

 คุณสมบัติบางประการท่ีสําคัญของไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ไดแก ความทนทานตอแสงยูวี ชนิดบี 
ซึ่งเปนปจจัยหลักตอการเสื่อมประสิทธิภาพของเช้ือพบวา เช้ือไวรัสความเขมขนสูง 1.0x109 PIB/ml ซึ่งเปนความ
เขมขนมาตรฐาน มีประสิทธิภาพดีที่สุดในสภาพที่ตองรับแสงยูวี นานถึง 5 ช่ัวโมง เช้ือจึงลดประสิทธิภาพลง
ประมาณ 56.0 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือเทากับ 62.22 เปอรเซ็นต ในขณะที่ความ
เขมขนอื่น เช้ือสามารถทนตอแสงยูวีไดไมเกิน 3 ช่ัวโมง เช้ือจะมีประสิทธิภาพลดลงตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต และผล
ของอุณหภูมิทั่วไปไมมีผลตอประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี โดยเฉพาะอุณหภูมิในชวง 30-40 องศาเซลเซียส 
ที่เก็บไวนานถึง 72 ช่ัวโมง แตเมื่อเก็บเช้ือไวรัสที่อุณหภูมิสูงเกิน 45 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเก็บเช้ือไวเกิน 24 
ช่ัวโมง ประสิทธิภาพการกําจัดหนอนของเช้ือจะลดลงอยางชัดเจน มีคาเฉล่ียอยูระหวาง 50.88-71.93 เปอรเซ็นต 
และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือเหลืออยูระหวาง 53.70-75.92 เปอรเซ็นต อายุการเก็บรักษาชีว
ผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก พบวาการเก็บรักษาเช้ือที่อุณหภูมิตํ่า 5 องศาเซลเซียส จะชวยยืดอายุการ
เก็บรักษาไดดีกวาการเก็บไวในสภาพหอง โดยชีวผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพีวี ชนิดสําเร็จรูปจะเก็บไดนานถึง 12  
เดือน โดยยังคงมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดหนอน  
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The production of nucleopolyhedrovirus in Thailand deals with 3 isolates; namely, Spodoptera litura 

nucleopolyhedrovirus (SlNPV), Spodoptera exigua nucleopolyhedrovirus (SlNPV) and Helicoverpa armigera 
nucleopolyhedrovirus (HaNPV). Genetic characteristic study by PCR technique with Polh-NPV-F and Polh-
NPV-R primers was employed to identify these 3 isolates by polh gene. It showed that the 3 NPVs had 529 bp. 
Genetic relationship of the 3 NPVs with other strains in GenBank database indicated that SlNPV and SeNPV 
showed significant similarities with Spodoptera exigua isolate, the identity of nucleotide and amino acid 
sequence were 97 and 100 %, respectively. Furthermore, SlNPV was more closely related to SeNPV than 
HaNPV with 90 % identity of nucleotide sequence, and 97% identity of amino acid sequence. Although 
HaNPV was distantly related to SlNPV and SeNPV, it was more closely related to other Helicoverpa armigera 
isolates. 

 
The major environmental factor affected nucleopolyhedrovirus of common cutworm (SlNPV) was 

UVB persistence that significantly decreasing the efficacy of  SlNPV. The study showed that the standard 
concentration of 1.0x109 PIB/ml yielded the highest efficacy. The virus could persisted UVB exposure for 5 hrs. 
, after that its efficacy dropped for about 50 % and its original activity remaining percentage decreased to 62.22 
%. Others concentration maintained  UVB persistence for less than 3 hrs. while decreased their efficacy to less 
than 50%. In term of temperature, normal temperature, especially between 30-40 o C, had no effect on the 
efficacy of SlNPV, though keeping it for 72 hrs. . However, when storing it in the temperature over 45 o C, after 
24 hrs. storage, the efficacy for larvae controlling decreased significantly to 50.88-71.93 % and the average 
original activity remaining went down to 53.70-75.92%. For shelf-life storage of SlNPV bioproduct, the study 
showed that storing the virus in low temperature at 5 o C could prolong its shelf life than storing in room 
temperature. The finished bioproduct could be kept for 12 months and still showed good efficacy. 

 
 
 
 

 
     /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   



 

กิตติกรรมประกาศ 
 

       ขอบพระคุณ ดร.กฤตชญา อิสกุล อาจารยท่ีปรึกษาวทิยานิพนธหลัก  รองศาสตราจารย 
รอยเอก ชัยวัฒน กิตติกูล  และดร. วนัเพ็ญ เหลาศรีไพบูลย อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานพินธรวม ท่ีได
กรุณาสละเวลาอันมีคาใหคําปรึกษา และชวยแกไขปญหาระหวางการทําวิจยั ตลอดจนแกไข
วิทยานิพนธจนสําเร็จลุลวงดวยดี และขอบพระคุณ ดร.เทวินทร กุลปยะวัฒน ผูทรงคุณวุฒิ และ  
ดร.อรวรรณ ชุณหชาติ ประธานการสอบปากเปลาข้ันสุดทายท่ีกรุณาใหคําแนะนําเพิม่เติมเพื่อให
วิทยานิพนธนีส้มบูรณยิ่งข้ึน ขอบคุณเพื่อนรวมงานในหนวยวิจยัและพฒันาศัตรูธรรมชาติ  
สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช ท่ีใหความชวยเหลือในการทํางานวจิยัคร้ังนี้ และขอบคุณทุกคนใน
ครอบครัวท่ีเปนกําลังใจเสมอมา โดยเฉพาะคุณพอคุณแมและพ่ีชายผูลวงลับ ท่ีเปนแรงบันดาลใจ 
และกําลังใจใหตลอดเวลา 

 
ดวยความดหีรือประโยชนอันเนื่องจากวิทยานิพนธเลมนี ้ขาพเจาขอมอบแด

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรอันเปนท่ีรัก ครูบาอาจารย และเจาหนาท่ีทุกทาน และถามีขอผิดพลาด
ประการใดขาพเจาตองขออภัยมา ณ โอกาสนี้ 
 

สมชัย  สุวงศศักดิ์ศรี 
ตุลาคม  2554 

 



 

(1) 

สารบาญ 
                                                                                                                                              1111หนา 

                                                                                                                                              หนา 
                                                                                                                                                     หนา 

สารบาญ                                                                                                                                          (1) 
สารบัญตาราง                                                                                                                                  (2) 
สารบัญภาพ                                                                                                                                     (3) 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ                                                                                                         (4) 
คํานํา                                                                                                                                                  1 
วัตถุประสงค                                                                                                                                      3 
การตรวจเอกสาร        4 
อุปกรณและวธีิการ                                                                                                                          35 
              อุปกรณ                                                                                                                              35 
              วิธีการ                                                                                                                                36 
ผลและวิจารณ                                                                                                                                  49 
สรุปและขอเสนอแนะ                                                                                                                      77 
 สรุป                                                                                                                                    77 
 ขอเสนอแนะ                                                                                                                      78 
เอกสารและส่ิงอางอิง                                                                                                                      79 
ภาคผนวก                                                                                                                                        85 

 



 

(2) 

2222สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี หนา 
  
      1 ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยนี polh ของเช้ือ 

Nucleopolyhedrovirus  ดวย วิธี PCR 43 
      2 เช้ือไวรัส เอ็นพีวี สายพันธุตางๆจํานวน 13 สายพันธุท่ีมีรายงานในฐานขอมูล

ของ GenBank 45 
      3 การเปรียบเทียบเปอรเซ็นต identity ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh 

ไวรัส เอ็นพวี ี 53 
      4 การเปรียบเทียบเปอรเซ็นต identity ของลําดับกรดอะมิโนของยีน polh ไวรัส 

เอ็นพีว ี 56 
      5 ผลของแสงยูว ีชนิดบี ท่ีมีตอประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก

ท่ีระยะเวลาตางๆ 60 
      6 ผลของแสงยูว ีชนิดบี ท่ีมีตอประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี 

หนอนกระทูผักท่ีระยะเวลาตางๆ 63 
      7 ผลของอุณหภมิูตางๆในแตละชวงเวลาท่ีมีผลตอประสิทธิภาพไวรัส เอ็นพีวี 

หนอนกระทูผัก  68 
      8 อายุการเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพวี ีหนอนกระทูผัก วัดจาก

เปอรเซ็นตการตายของหนอน ท่ีเวลาตางๆ 72 
      9 อายุการเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก วัดจาก

เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือ ท่ีเวลาตางๆ 73 
   
ตารางผนวกท่ี  
   
      1 สูตรอาหารเทียมเล้ียงหนอนกระทูผักเพื่อนาํไปผลิตไวรัส  เอ็นพีว ี 87 
   
   
   



 

(3) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา 
  
    1 ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของไวรัส Nucleopolyhedrovirus ชนิด

อนุภาคเดีย่ว (Single-enveloped nucleocapsid) และอนภุาครวมกันเปนกลุม 
(multiple-enveloped nucleocapsid) 7 

    2 อนุภาคไวรัส เอ็นพีวี ท่ีมีผลึกโปรตีนหุม 8 
    3 ลักษณะการเขาทําลายของเช้ือไวรัส เอ็นพวี ี 10 
    4 หนอนกระทูผักขณะกัดกินใบเผือก 11 
    5 หนอนท่ีตายจากการกินรับเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี 13 
    6 ข้ันตอนสังเคราะหดเีอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR 20 
    7 สเปคตรัม (spectrum) ของคล่ืนแมเหล็กไฟฟาจากดวงอาทิตย 22 
    8 ความยาวคล่ืนแสงกลุมตางๆ 23 
    9 ความยาวคล่ืนแมเหล็กไฟฟาของแสงยูวีชนดิตางๆ 24 
  10 ดักแดของหนอนกระทูผักทีร่อฟกเปนผีเส้ือตัวเต็มวัย 38 
  11 ผีเส้ือของหนอนกระทูผักที่รอผสมพันธุแลววางไข 39 
  12 หนอนกระทูผักท่ีตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี 40 
  13 เช้ือไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ท่ีผานการปนละเอียดและกรองแลว 41 
  14 แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 530 คูเบส ท่ีตรวจพบจากปฏิกิริยาการเพิม่ปริมาณของ

ยีน polh ของ ไวรัส เอ็นพวี ีท้ัง 3 ตัวอยาง โดยวิธี PCR       50 
  15 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน 52 
  16 Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดยีน polh ของไวรัส เอ็นพีวีชนิดตางๆ 54 
  17 ลําดับกรดอะมิโนของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน           55 
  18 Phylogenetic tree ของลําดับกรดอะมิโนยนี polh ของไวรัส เอ็นพีวี ชนดิตางๆ 57 
  19 เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี หลังรับแสงยูวีท่ีเวลาตางๆ 64 
  20 เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ (%OAR) ของเช้ือ ท่ีเวลาตางๆ 74 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

 
qC                                                   degree celsius         
DMRT    Duncan ’s multiple range test 
DNA    deoxyribonucleic acid 
g    gram 
SlNPV    Spodoptera litura nucleopohedrovirus 
SeNPV    Spodoptera exigua nucleopohedrovirus 
HaNPV    Helicoverpa armigera nucleopohedrovirus 
mL    millilitre 
PCR    polymerase chain reaction 
PIBs/ml                                      polyhedron inclusion body per mililite 
RNA    ribonucleic acid 
SeNPV    Spodoptera exigua nucleopohedrovirus 
SlNPV                               Spodoptera litula nucleopohedrovirus 
UV                                              ultraviolet 
 % OAR   original activity remaining percentage 
μW.cm-2/s   micro watts. square centimeter/second 
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คํานํา 
 

 ประเทศไทยมีการใชสารฆาแมลงปองกันกําจัดศัตรูพืชในการเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร  
เพื่อใชบริโภคในประเทศและเพ่ือสงออกไปจําหนายตางประเทศ  เปนระยะเวลามากกวา 30 ป  
มีการใชสารฆาแมลงท่ีพัฒนาใหม ๆ อยางตอเนื่อง  แตปญหาแมลงศัตรูพืชกลับทวีความรุนแรงมาก
ข้ึนตามลําดับ สาเหตุมาจากการปลูกพืช เปนบริเวณกวางขวางข้ึน และเปนพืชอาหารของแมลงอยาง
ตอเนื่องตลอดป  ทําใหเกษตรกรตองใชสารฆาแมลงบอยคร้ังข้ึน  มีการพนสารฆาแมลงมากกวา 
 1 ชนิด  ในคราวเดยีวกัน  ท้ังนี้เพื่อลดความเสียหายจากแมลงศัตรูพืช  จึงเปนความเคยชินท่ี
เกษตรกรมกันยิมใชสารฆาแมลงท่ีมีฤทธ์ิรุนแรงเพ่ิมข้ึน  การใชสารฆาแมลงตางกลุม 2-3 ชนิดหรือ
มากกวาผสมพนในคราวเดียวกัน  ทําใหเกิดปญหาหลาย ๆ ดานตามมา  เชน  แมลงดื้อตอสารฆา
แมลงไดรวดเร็วจนไมสามารถพัฒนาผลิตสารฆาแมลงชนิดใหม ๆ มาใชไดทันตอความตองการ
ของเกษตรกร เกษตรกรตองเพิ่มตนทุนการผลิตจากการใชสารฆาแมลง  เกษตรกรไดรับอันตราย
จากสารฆาแมลงเพิ่มมากข้ึน  อันตรายจากพิษตกคางบนผลิตผลตอผูบริโภค  และตอส่ิงมีชีวิตตาง ๆ 
ในสภาพแวดลอม 
 

จากปญหาดังกลาว  รัฐบาลจึงมีนโยบายท่ีจะลดการใชสารเคมีทางการเกษตร  โดยมุงท่ีจะ
พัฒนาหาส่ิงทดแทนสารเคมีกําจัดแมลง  เพื่อท่ีจะอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม  
อันจะนําไปสูระบบการผลิตทางการเกษตรที่มีความปลอดภัยและยั่งยนื  เพื่อใหเกษตรกรมีความ
ม่ันคงในระบบการผลิต  มีรายไดเพิ่มข้ึน  และประชาชนมีความปลอดภัย มีสุขภาพท่ีดีข้ึน  
ขณะเดียวกนัจะตองชวยใหเกษตรกรสามารถพัฒนาการผลิตพืชท่ีมีคุณภาพเพื่อสามารถแขงขันกบั
ตลาดตางประเทศได  แนวทางการลดการใชสารเคมีทางการเกษตรนั้นเปนท่ียอมรับกันแลววา  
วิธีการควบคุมศัตรูพืชโดยวิธีผสมผสานจัดเปนวิธีการท่ีเหมาะสมท่ีจะนํามาใช  โดยการเลือกใช
วิธีการปองกันกําจัดหลาย ๆ วิธีการท่ีเหมาะสมเขามาประยุกตใชโดยเปล่ียนแปลงทัศนคติเดิมของ
เกษตรกรที่พึ่งพาสารเคมีกําจดัแมลงเพยีงอยางเดยีว  ใหหนัมาเลือกใชวธีิการอ่ืน ๆ เขามาควบคุม 
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แมลงศัตรูพืช การควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยจุลินทรีย ( microbial control ) จดัเปนวธีิการหนึ่งท่ี
เหมาะสมท่ีจะนํามาประยกุตใช  เนื่องจากจุลินทรียหลายชนิดมีคุณสมบัติตามความตองการของ
ผูบริโภค เชน เช้ือไวรัส เอ็นพีวี (nucleopolyhedrovirus ; NPV ) ท้ังนี้เนือ่งจากมีประสิทธิภาพสูง 
ปลอดภัยตอผูบริโภคและส่ิงแวดลอม ปจจบัุนประเทศไทยมีการผลิตและจําหนายชีวผลิตภัณฑ
ไวรัส เอ็นพวีี 3 ชนิด ไดแก ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus 
(SlNPV), ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูหอม Spodoptera exigua  nucleopolyhedrovirus (SeNPV) 
และไวรัส เอ็นพีวี หนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HaNPV) แต
ยังขาดขอมูลท่ีสําคัญบางประการ ไดแก ขอมูลดานพันธุกรรมของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี ปจจัยของ
แสงแดด โดยเฉพาะแสงยวูี ท่ีมีรายงานจากตางประเทศวาเปนปญหาสําคัญของการเส่ือม
ประสิทธิภาพของเช้ือ รวมถึง อุณหภูมิท่ีมีผลตอไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก และการเก็บรักษา 
ชีวผลิตภัณฑชนิดนี้อยางถูกวธีิ ดังนั้นการศึกษานีจ้ะชวยใหการใชไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก มี
ประสิทธิภาพสูงสุด ชวยใหเกษตรกรมีทางเลือกนอกจากการใชสารเคมีกําจัดแมลงศัตรูพืช และเปน
ขอมูลพื้นฐานสําหรับการนํามาปรับใชในการปองกันกําจดัแมลงศัตรูพชืท่ีสําคัญในอนาคต 

 
 
 
 



     

วัตถุประสงค 
 
          1. เพื่อศึกษาลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนจากยนี polh ของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี ใน
ประเทศไทย เปรียบเทียบกบัไวรัส เอ็นพวีี สายพันธุตาง ๆ ใน GenBank 
 
 2. เพื่อศึกษาผลของรังสีอัลตราไวโอเลตท่ีมีตอประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวหีนอน
กระทูผัก 
 
 3. เพื่อศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาของการไดรับอุณหภมิูนั้น ๆ ท่ีมีตอความคงทนของเช้ือ
ไวรัส เอ็นพวี ีหนอนกระทูผัก 
 
 4. เพื่อศึกษาหาอายุการเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพีว ีหนอนกระทูผัก 
 
 



     

 

การตรวจเอกสาร 
 
ชีวผลิตภัณฑ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก 
 

ไวรัสเปนอนุภาคท่ีมีชีวิตขนาดเล็กมาก อนุภาคเล็ก ๆ นี้ ประกอบดวยจีโนม 
(genome) ซ่ึงเปนกรดนิวคลีอิค (nucleic acid) ชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงชนิดเดียว คือ DNA 
(Deoxyribonucleic acid) หรือ RNA (Ribonucleic acid) กรดนิวคลีอิคนี้จะถูกหอหุมดวย
โปรตีนโมเลกุลยอย ๆ เรียกวา แคปสิดโปรตีน (capsid protein) ทําหนาท่ีปองกันอันตราย
และเปนตัวพากรดนิวคลีอิคออกจากเซลลของส่ิงมีชีวิตท่ีมันอาศัยอยูไปยังเซลลอ่ืน ๆ อนุภาค
ของไวรัสจะแตกตางจากเซลลของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ คือ จะไมมีสวนของไรโบโซม (ribosome)     
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria)  นิวเคลียส (nucleus) หรือสวนประกอบท่ัวไปอ่ืน ๆ อยางท่ี
เซลลส่ิงมีชีวิตอ่ืนควรมี ดังนั้นไวรัสจึงไมสามารถจะแบงตัวทวีจาํนวนออกไปเหมือนเชน
เซลลส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ จึงตองอาศัยเซลลของส่ิงมีชีวิตท่ีมันอาศัยอยูสรางหรือทวีจํานวน โดย
ไวรัสจะใช genome ไปควบคุมใหเซลลสรางและทวีจํานวนของกรดนิวคลีอิค (nucleic acid 
replication) เกิดเปนอนุภาคใหมข้ึนมาอยางมากมาย ในเซลลของส่ิงมีชีวิตท่ีมันอาศัยอยูซ่ึงมี
ลักษณะเหมือนการพิมพของแมพิมพ อนุภาคท่ีถูกสรางข้ึนมาใหมจะมีลักษณะเหมือนเดิมทุก
ประการ และพรอมจะออกจากเซลลเดิมไปทําลายและขยายพันธุในเซลลอ่ืน ๆ ตอไป 
 
ไวรัสโรคของแมลง 
 

โรคไวรัสของแมลง มีรายงานคนพบคร้ังแรกกับหนอนไหมในป ค.ศ.1856 และมีการศึกษา 
คนควาอยางจริงจังในชวง 30 ปท่ีผานมา ดวยความกาวหนาทางเทคโนโลยีท่ีพัฒนาอยูตลอดเวลา 
และมีเคร่ืองมือท่ีทันสมัยชวยใหการศึกษาวิจัยกาวหนามากข้ึน เชน กลองอิเลคตรอนไมโครสโคป 
ตลอดจนเทคนิคท่ีชวยในการศึกษาและตรวจสอบท่ีทันสมัย ทําใหเราไดรูจักไวรัสโรคของแมลง
เพิ่มข้ึนอยางมากมาย มีรายงานการพบไวรัสโรคแมลงประมาณ 600 ชนดิจากแมลงกวา 700 ชนิด 
ประมาณ 83 เปอรเซ็นต พบวาเปนโรคกับแมลงศัตรูพืชสําคัญทางเศรษฐกิจจําพวกหนอนผีเส้ือ 
ตาง ๆ  (Order Lepidoptera) ประมาณ 14 เปอรเซ็นต พบเปนโรคกับแมลงพวกผ้ึง ตอ แตน (Order 
Hymenoptera) และประมาณ 3 เปอรเซ็นต พบเปนโรคกบัแมลงพวกต๊ักแตน (Order Orthoptera) 
ดวง (Order Coleoptera) แมลงวัน (Order Diptera) และแมลงในอันดบัอ่ืนๆ อีกเล็กนอย เราสามารถ
พบการระบาดของเช้ือไวรัสของแมลงในสภาพธรรมชาติอยูเสมอ ๆ ในแหลงท่ีพบการระบาดของ
แมลงศัตรูพืชรุนแรง เม่ือพบการระบาดของไวรัส จํานวนประชากรของแมลงศัตรูพืชท่ีระบาดอยูใน 
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แหลงนั้นจะลดลงอยางรวดเร็ว จะเห็นไดวาธรรมชาติมีการควบคุมการระบาดของแมลงศัตรูพืช
เอาไวแลว แตเนื่องจากมนุษยเขาไปแทรกแซงระบบสมดุลของธรรมชาติ โดยมีเปาหมายท่ีจะลด
ประชากรของแมลงศัตรูพืชใหไดรวดเร็วกวาการเกิดข้ึนเองในธรรมชาติ เพื่อปกปองผลผลิต
ใหเสียหายนอยท่ีสุด ทําใหมีการคดิคนหาวิธีปองกนักาํจดัแมลงดวยวิธีตาง ๆ เชน การใชสารฆา
แมลง ซ่ึงแมจะไดผลด ีแตก็มีปญหาตดิตามมาอยางมากมายหลายประการ ดังนั้นจึงจาํเปนตอง
ทําการศึกษาคนควาหาวิธีการท่ีจะนําไวรัสโรคของแมลงมาใชควบคุมแมลงศัตรูพชืใหไดประโยชน
สูงสุด โดยอาศัยจดุเดนท่ีมีอยูแลวและมีความปลอดภยัสูงตอส่ิงแวดลอมและส่ิงมีชีวติอ่ืน ๆ  (อัจฉรา
และคณะ, 2551; Burges, 1981) 

 
ไวรัสโรคของแมลงในกลุมของบาคูโลไวรัส (Baculoviruses) 
 

เปนไวรัสท่ีพบกับแมลงศัตรูพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจมากท่ีสุด ไวรัสในกลุมนี้อยู
ในวงศ Baculoviridae พบวามีประสิทธิภาพสูงกวาไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคกับแมลงชนดิอ่ืน ๆ จึง
กลาวถึงไวรัสชนิดนี้เพียงชนิดเดยีว โดยไวรัสทําลายแมลงในระยะตัวออน ไวรัสชนดินี้แบงตาม
ลักษณะโครงสรางของอนุภาคออกเปน 2 กลุมยอย คือ 

 
1. มีผลึกโปรตีนหอหุมอนภุาคของไวรัส ไดแก Nucleopolyhedrovirus (NPV) และ 

Granulosis virus (GV) 
 
2. ไมมีผลึกโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส ไดแก Oryctes virus พบกับดวงแรดมะพราว 

Oryctes  rhinoceros Linnaeus 
 

ไวรัส เอ็นพีวี หรือนิวคลีโอโพลีฮีโดรไวรัส (Nucleopolyhedrovirus, NPV) 
 

เปนไวรัสท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงมากท่ีสุดจากจํานวนไวรัสโรคของแมลงท่ีมี
การคนพบในตางประเทศไดมีการผลิตออกมาเปนการคาไดสําเร็จหลายตัว เชน NPV ของ cotton 
bollworm (Helicoverpa zea (Boddie)), gypsy moth (Lymantria dispa (Linnaeus)), douglas fir 
tussock moth (Orgyia pseudosugata (McDunnough)), European pine saw-fly (Neodiprion sertifer 
(Geoffroy)), Cabbage looper (Trichoplusia ni (Hübner)), Spodoptera sp. เปนตน สํานักวจิัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร ไดคนควาวิจยัไวรัส เอ็นพวีี ของแมลงศัตรูพืชหลายชนดิ 
จนสามารถผลิตเพื่อใชควบคุมศัตรูพืชไดหลายชนิด เชน ไวรัส เอ็นพวีี ของ หนอนกระทูผัก  
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(Spodoptera litura (Fabricius)) หนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua (Hübner)) และหนอนเจาะ
สมอฝาย (Helicoverpa armigera (Hübner))    
 
ลักษณะโครงสรางของไวรสั เอ็นพีวี 
 

อนุภาคของไวรัส หรือนิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid) มีกรดนวิคลีอิคเปนดีเอ็นเอเสนคูท่ี
พันเปนเกลียววงกลม (circular supercoiled double-stranded DNA) รูปรางเปนทอนตรง (rod-
shaped) กวางประมาณ 30-40 นาโนเมตร (nm) ยาวประมาณ 250-400 นาโนเมตร ประกอบดวยกรด
นิวคลีอิค ชนิด double stranded DNA ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต้ังแต 50 ถึง 100 x 106 ดาลตัน นิวคลีโอ
แคปสิดจะถูกหอหุมดวยผนงัซ่ึงเปน triple layered lipoprotein เรียกวา วิริออน (virion) ไวรัส เอ็นพี
วี มีการเรียงตัวของวิริออนภายในผลึกโปรตีน (polyhedra) มีรูปแบบแตกตางกัน 2 ลักษณะ คือ 

 
ก.วิริออนท่ีประกอบดวยนิวคลีโอแคปสิดเพียงอนภุาคเดยีวเทานั้นกระจัดกระจายอยูภายใน 

ผลึกโปรตีน เรียกวา Single-embeded NPV (S-NPV) 
 
ข.วิริออนท่ีประกอบดวยนิวคลีโอแคปสิดต้ังแต 2 อนภุาคข้ึนไป ขนาดของวิริออนข้ึนอยู

กับจํานวนอนภุาคของนิวคลีโอแคปสิด เรียกวา Multiple-embedded NPV (M-NPV) ดังภาพท่ี 1 
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Single – enveloped 

Nucleocapsid (S-NPV) (ก) 
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ภาพท่ี 1  ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของไวรัส Nucleopolyhedrovirus ชนดิอนุภาคเดี่ยว 

                 (Single-enveloped nucleocapsid) และอนภุาครวมกันเปนกลุม (multiple-enveloped    
                  nucleocapsid) 
 
 ท่ีมา : อุทัย (2534) 
 

ผลึกโปรตีน (polyhedra) ท่ีหอหุมอนภุาคไวรัสมีขนาดเฉล่ีย 0.5-15 ไมโครเมตร 
ประกอบดวย poly-peptide ท่ีเรียกวา polyhedron มีน้ําหนักโมเลกุล 26,000-30,000 ดาลตัน โมเลกุล
ของโปรตีนมีการเรียงตัวเปนผลึก เรียกวา paracrystalline lattice เปนแบบจุดหรือเปนแถวตอกัน  
ในแตละผลึกโปรตีนมีจํานวนวิริออนแตกตางกันไปอาจมีมากกวา 100 วิริออน รูปรางของผลึก
โปรตีนอาจมีรูปเปนส่ีเหล่ียม หกเหล่ียม รูปทรงกลม หรือรูปเหล่ียมหลายดาน (polyhedra) (ภาพท่ี 
2) เม่ือตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนผลึกโปรตีนจะสะทอนแสงเหน็ไดชัดเจน ตรวจสอบโดยการยอม
สี Giemsa  ผลึกโปรตีนของ NPV จะไมตดิสี  (อุทัย, 2534)    
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ภาพท่ี 2  อนุภาคไวรัส เอ็นพวีี ท่ีมีผลึกโปรตีนหุม 

 
การเกิดโรคและลักษณะอาการโรค 
 
 ไวรัส เอ็นพวีี จะทําใหแมลงเกิดโรคไดตอเม่ือแมลงกินอาหารท่ีมีไวรัส เอ็นพีว ีปะปนอยู
เขาไป เม่ืออาหารเหลานี้เคล่ือนเขาสูกระเพาะอาหารสวนกลาง (mid gut) ของแมลงซึ่งมีสภาพเปน
ดาง pH ประมาณ 9-11 จะยอยสลายผลึกโปรตีนท่ีหอหุมอนุภาคไวรัส  แลวอนุภาคไวรัสก็จะหลุด
กระจายออกจากผลึกโปรตีนเขาทําลายเซลลบุผนังกระเพาะอาหารสวนกลาง (mid gut epithelial 
cells) เปนอันดับแรก เม่ืออนุภาคเขาไปทวีจํานวนในเซลลบุผนังกระเพาะอาหารแลว จึงคอย
แพรกระจายเขาสูภายในรางกายแมลงทําลายเม็ดเลือด เนือ้เยื่อไขมัน ทออากาศ ระบบประสาท 
ระบบกลามเนือ้ เซลลเนื้อเยื่อผนังลําตัว โดยไวรัสจะไปทวีจํานวนอยูเฉพาะในสวนของนิวเคลียส
ของเซลลท่ีมันเขาทําลายเทานั้น จึงมีช่ือเรียกวา nucleopolyhedrovirus สําหรับแมลงในอันดับ 
Hymenoptera (ผ้ึง, ตอ, แตน) ไวรัสจะเขาทําลายเฉพาะสวนของเซลลกระเพาะอาหารเทานั้น  
 

โดยท่ัวไปหลังจากหนอนกนิไวรัสเขาไป 3-6 วัน แมลงจะแสดงอาการโรคโดยมี
กระบวนการเกิดโรค ซ่ึงแบงไดเปน 2 ระยะ (ทิพยวดี, 2549; Hunter-Fujita et al., 1998) คือ  
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ระยะท่ีหนึ่ง primary infection ไวรัสจะเขาไปเพิ่มปริมาณในนิวเคลียสของเซลลรอบทอ
อาหารสวนกลาง โดยไมมีการสรางผลึกโปรตีนหอหุมตัวเอง โดยจะเพิม่ปริมาณอนุภาคไวรัสให
มากพอท่ีจะเขาทําลายเซลลอ่ืนตอไป (ภาพท่ี 3) 

 
ระยะท่ีสอง secondary infection อนุภาคไวรัสจะออกมาจากเซลลรอบทออาหารเขาไปใน

ชองวางลําตัวแมลง แลวแพรกระจายเขาทําลายเซลลและเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ และไวรัสจะสรางผลึก
โปรตีนในระยะน้ี โดยโปรตีนของไวรัสจะเร่ิมตกผลึกเปนจุด ๆ ท่ัวนิวเคลียส แลวรวมผลึกโปรตีน
ในบริเวณใกลเคียงทําใหมีขนาดใหญข้ึน ซ่ึงไวรัสแตละชนิดก็จะมีขนาดผลึกโปรตีนท่ีแตกตางกนั 

 
สวนลักษณะอาการภายนอกจะพบวา หนอนจะลดการกนิอาหาร เคล่ือนไหวเช่ืองชาลง 

ผนังลําตัวมีสีซีดลงหรือลักษณะผนังลําตัวเปนมัน ลําตัวเปล่ียนเปนสีขาวขุนหรือสีครีม ในระยะ
สุดทายของอาการโรคหนอนมักจะพยายามไตข้ึนสวนยอดของพืชเกาะอยูนิ่ง ๆ หยุดกินอาหารและ
จะตายในลักษณะใชขาเทียม 1 คูเกาะตนพืชเอาไวโดยหอยหวัและสวนทองลงมาลักษณะเปนรูปตัว 
V หัวกลับ เม่ือหนอนตายผนังลําตัวจะแตกเละงาย และผนังลําตัวเปล่ียนเปนสีดําอยางรวดเร็ว 
ลักษณะอาการของโรคภายในตัวแมลงพบวา สวนของนวิเคลียสของเซลลหรือเนื้อเยือ่ท่ีถูกไวรัสเขา
ทําลายจะบวมขึ้น (Hypertrophy)  เนื่องจากอนุภาคไวรัสจะถูกสรางข้ึนในนิวเคลียสจนภายใน
นิวเคลียสจะเห็นผลึกโปรตีนของไวรัสเปนจํานวนมาก และในระยะสุดทายนวิเคลียสจะโตมากจน
เกือบเต็มเซลลและเซลลจะแตกในท่ีสุด ทําใหการทํางานของเน้ือเยื่อตาง ๆ เสียไป ระยะน้ีจะพบ
ผลึกโปรตีนของไวรัสอยูเต็มภายในลําตัวของตัวออนของแมลงท่ีเปนโรค ตัวหนอนมีสีขาวขุนหรือ
สีครีม เม่ือหนอนตายผนังลําตัวจะแตกออก ผลึกโปรตีนท่ีหอหุมไวรัสจะแพรกระจายออกจากซาก
หนอนไปในสภาพแวดลอมโดยอาศัย ลม น้ํา แมลงหรือสัตวชนิดอ่ืน ๆ พาไป ทําใหเกิดการระบาด
โรคแพรออกไปอยางกวางขวาง (อุทัย, 2534; Sushil, 2000) 
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ภาพท่ี 3  ลักษณะการเขาทําลายของเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี
 
ท่ีมา : Hunter-Fujita, et al. 1998 
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หนอนกระทูผัก 
 

หนอนกระทูผัก Spodoptera litura (Fabricius) เปนผีเส้ือกลางคืน อยูในวงศ Noctuidae 
อันดับ Lepidoptera หนอนกระทูผักพบระบาดอยูในประเทศทางแถบเอเชีย มักมีช่ือเรียกแตกตาง
กันไป เชน cotton leafworm, common cutworm, tobacco cutworm, fall armyworm เปนตน 
เนื่องจากหนอนกระทูผัก เปนหนอนท่ีมีขนาดใหญ กินอาหารไดคอนขางเกงและในปริมาณมาก ๆ  
จึงกอความเสียหายแกพืชอยางรุนแรง (ภาพท่ี 4) 

 

 
 

ภาพท่ี 4  หนอนกระทูผักขณะกัดกินใบเผือก 
 

วงจรชีวิตของหนอนกระทูผัก  
 
แมผีเส้ือวางไขเปนกลุมใหญ ๆ ใตใบพืช แมผีเส้ือ 1 ตัวสามารถวางไขไดประมาณ 200-300 

ฟอง กลุมไขมีขนสีน้ําตาลปกคลุม ไขในระยะแรกจะมีสีขาวนวลและจะคอย ๆ เปล่ียนเปนสีเขมข้ึน
ตามลําดับจากสีน้ําตาลจนเปนสีดําเม่ือใกลจะฟกออกเปนตัวหนอน ระยะไข 3-7 วัน หนอนชนิดนี้
สามารถสังเกตไดงาย เพราะหลังลอกคราบคร้ังท่ีสองแลว จะพบจุดสีเขมท่ีอกปลองแรกขางละจุด 
หนอนโตเต็มท่ีมีขนาดใหญยาว 3.5-4 เซนติเมตร ระยะหนอน 14-21 วนั หนอนจะเขาดักแดในดิน
ตามรอยแตกระแหงหรือกองเศษวัชพืช ดักแดมีสีน้ําตาลดํา ขนาดยาวประมาณ 1.5-1.8 เซนติเมตร 
ระยะดักแดประมาณ 7-12 วัน ตัวเต็มวยัของหนอนกระทูผัก เม่ือกางปกวัดไดประมาณ 3 เซนติเมตร 
ลําตัวยาว 1.5 เซนติเมตร ปกคูหนาสีน้ําตาลเขมมีลวดลายเต็มปก ปกคูหลังสีขาวบางใส ลําตัวมีขนสี
น้ําตาลออนปกคลุม  
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หนอนท่ีฟกออกจากไขใหม ๆ จะอยูรวมกนัเปนกลุม และกัดกินผิวใบดานลางเหลือไวแต
ผิวใบดานบน เม่ือใบแหงจะเห็นใบพืชแหงเปนสีขาวไดอยางชัดเจน เม่ือหนอนเขาสูวยั 2-3 จะแยก
ออกจากกลุมออกไปหากินท่ัวไปในแปลงพืช ในเวลาอากาศรอนหนอนจะหาท่ีหลบซอนตัวในดิน
หรือตามกองเศษวัชพืช และจะออกมาหากนิอีกคร้ังในเวลาเย็นหรือเวลากลางคืน โดยจะกดักิน
ทําลายใบ ดอกและฝกออน กอใหเกิดความเสียหายอยางมากตอผลผลิต และยังสามารถกัดกินพืช
อาหารไดหลายชนิด รวมทั้งพืชผักชนิดตาง ๆ ท่ีปลูกกันอยูตลอดท้ังป จึงสามรถพบแมลงศัตรูชนิด
นี้ไดท่ัวไปของประเทศไทย (พิสิษฐ และคณะ, 2535) 

 
ในอดีตหนอนกระทูผักไมมีปญหาในการปองกันกําจดั แตเนื่องจากมีขนาดตัวโตและ

หนอนมีนิสัยหลบซอนตัวในตอนกลางวนั จึงมักรอดพนจากการถูกสารกําจัดแมลงเม่ือเกษตรกร
พนสาร ดังนั้นในระยะ 2-3 ปท่ีผานมาจึงพบวาหนอนกระทูผักเร่ิมเปนปญหาในการปองกันกําจดั
ของเกษตรกร สาเหตุเนื่องจากหนอนมีขนาดตัวโตกวาหนอนศัตรูพืชชนิดอ่ืน ๆ และสามารถสราง
ความตานทานตอสารฆาแมลงไดดี โดยเฉพาะอยางยิ่งในแหลงท่ีมีการปลูกผักตอเนื่องตลอดท้ังป 
ความสามารถในการสรางความตานทานตอสารฆาแมลงของหนอนกระทูผักจึงเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว
(อุทัย และคณะ, 2537) 

 
ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก 
 

ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก ( Spodoptera litura NPV ; SlNPV) มีผลึกโปรตีนท่ีหอหุม
อนุภาคไวรัสเปนรูปหลายเหล่ียม มีเสนผาศูนยกลางระหวาง 1.8-2.5 ไมโครเมตร หรือเฉล่ีย 2.24 
ไมโครเมตร ขนาดของอนุภาคไวรัส (virion) อยูระหวาง 81.24 x 234.79 นาโนเมตร อนุภาคของ
ไวรัสประกอบดวย nucleocapsids จํานวน 2-4 ทอน ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก เปนชนิด 
multiple enveloped nucleocapsid คือ nucleocapsid รวมเปนกลุมฝงอยูในผลึกโปรตีน (สมชัย และ
คณะ, 2550) 
 
ลักษณะอาการโรคของหนอนกระทูผัก 
 

เม่ือหนอนกระทูผักไดรับเช้ือไวรัส SlNPV โดยการกนิเขาไป ในชวงเวลาแรก 2-3 วนั 
หนอนจะลดการกินอาหารลง สีผนังลําตัวจะซีดลง ตอมาในชวงระยะท่ี 5-7 วัน หนอนจะหยุดกิน
อาหาร เกาะอยูบนใบพืชนิ่ง ๆ และคอย ๆ คืบคลานข้ึนสูสวนบนสุดของตนพืช และตายในลักษณะ 
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หอยหวัลงมาคลายตัววี (ภาพท่ี 5) เม่ือหนอนตายลําตัวจะเปนสีดํา แตกเละงาย โดยทั่วไปหนอน
กระทูผักจะเกดิเปนโรคและตายภายในระยะเวลา 5-10 วนั (อัจฉราและคณะ, 2551) 

 

 
 

ภาพท่ี 5  หนอนท่ีตายจากการกินเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี
 

ขอดีและขอจํากัดของการนาํไวรัส เอ็นพีวี มาใชควบคุมแมลงศัตรูพชื 
 

การนําไวรัสโรคของแมลงชนิด ไวรัส เอ็นพีวี มาพัฒนาเพ่ือใชควบคุมแมลงศัตรูพืช
บางชนิดในประเทศไทยมีจุดมุงหมายเพื่อเปนวิธีการปองกันกําจัดท่ีจะนําเขามาเสริมวิธีการ
ปองกันกําจัดโดยใชสารเคมี ซ่ึงเปนวิธีการปองกันกาํจัดท่ีมีการใชอยูตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน 
เพื่อชวยลดปญหามลภาวะเปนพิษท้ังตอเกษตรกรและปญหาพิษตกคางบนผลิตผลทาง
การเกษตร รวมถึงปญหาราคาของสารเคมีท่ีสูงข้ึนสงผลกระทบตอตนทุนการผลิต และ
ปญหาแมลงสรางความตานทานตอสารเคมีเปนตน แตไวรัส เอ็นพีวี ก็มีจุดออนในตัวของมัน
เองเนื่องจากเปนส่ิงมีชีวิตจึงตองมีองคประกอบหลายอยางมาเกื้อกูลเพื่อชวยใหการควบคุม
ไดผลดี ส่ิงเหลานี้จะเปนขอจํากัดตอการใชไวรัส เอ็นพีวี ใหมีประสิทธิภาพ การศึกษา
คนควาเพื่อนําขอดีมาใชประโยชนอยางเต็มท่ี และการศึกษาหาวิธีการหลีกเลี่ยงขอจํากัด
หรือจุดออนของไวรัส เพื่อการนํามาใชใหไดประโยชนสูงสุด นับเปนส่ิงสําคัญยิ่งตอการนาํ
ไวรัส เอ็นพีวี ไปใชใหประสบผลสําเร็จดังเชนการใชสารเคมีกาํจัดแมลง  

 
 
 
 
 



 14 

สารพันธุกรรม 
 

สารพันธุกรรม คือ สารชีวโมเลกุล (Biomolecules) ท่ีทําหนาท่ีเก็บขอมูลรหัสสําหรับการ
ทํางานของของส่ิงมีชีวิตตาง ๆ เอาไว และเม่ือส่ิงมีชีวิตมีการสืบพันธุ เชน เซลลมีการแบงเซลล ก็จะ
มีการแบงสารพันธุกรรมนี้ไปยังเซลลท่ีแบงไปแลวดวย โดยยังคงมีขอมูลครบถวน 

 
หนวยพนัธุกรรม หรือ ยีน ( Gene ) จะปรากฏอยูบนโครโมโซม ประกอบดวยดีเอ็นเอ ทํา

หนาท่ีกําหนดลักษณะ ทางพนัธุกรรมตาง ๆ ของส่ิงมีชีวิต หนวยพนัธุกรรม จะถูกถายทอดจาก
ส่ิงมีชีวิต รุนกอนหนาสูลูกหลาน เชน ควบคุมกระบวนการท่ีเกี่ยวกับกจิกรรมท่ัว ๆ ไปทางชีวเคมี
ภายในเซลลของส่ิงมีชีวิต ไปจนถึงลักษณะปรากฏที่พบเห็นหรือสังเกตไดดวยตา เชน รูปราง
หนาตาของเด็กท่ีมีบางสวนเหมือนกับแม สีสันของดอกไม รสชาติของอาหารนานาชนิด ลวน
แลวแตเปนลักษณะท่ีบันทึกอยูในหนวยพนัธุกรรมท้ังส้ิน 

 
สารชีวโมเลกุลท่ีทําหนาท่ีเปนสารพันธุกรรมในเซลลของส่ิงมีชีวิตช้ันสูง ซ่ึงพบไดจาก 

นิวเคลียสของเซลล เรียกรวมวา กรดนิวคลีอิค (Nucleic acids) โดยคุณสมบัติทางเคมีแบง กรด    
นิวคลีอิคลง ไดเปนสองชนดิยอย คือ อารเอ็นเอ (RNA – Ribonucleic acid) และ ดเีอ็นเอ (DNA –
Deoxyribonucleic acid) ส่ิงมีชีวิตสวนใหญมีสารพันธุกรรมเปน ดีเอ็นเอ ยกเวน ไวรัสบางชนิดเปน 
อารเอ็นเอ (ไวรัสสวนมาก มีสารพันธุกรรมเปน ดีเอ็นเอ) 

 
แหลงในการเก็บขอมูลทางพันธุกรรม (genetic information) ของส่ิงมีชีวิตคือกรดนวิคลีอิก

ชนิดดีเอ็นเอ (DNA, deoxyribonucleic acids) ซ่ึงนักวิทยาศาสตร 2 คน ช่ือ Watson และ Crick ได
เสนอแบบจําลองโครงสรางดีเอ็นเอเปนสายโพลีนิวคลีโอไทด (polynucleotide) 2 สาย พันกันเปน
เกลียวเวยีนขวาเรียกวา เกลียวคู (double helix) แตละสายประกอบดวยหนวยยอยของนิวคลีโอไทด
ท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร (phosphodiester bond) ระหวางหมูไฮดรอกซ่ี (OH 
group) ท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 3 ของน้ําตาลตัวแรกและหมูฟอสเฟต (phosphate group) ท่ีคารบอน
ตําแหนงท่ี 5 ของนํ้าตาลตัวถัดไป โดยพบวาสายโพลีนิวคลีโอไทดท้ังสองสายน้ีจะพนักันใน
ลักษณะวิ่งสวนทางตรงกันขามกัน (antiparallel) และถาดีเอ็นเอเปนสายปลายเปด (open-end linear 
strand) ท่ีปลายสายของดีเอ็นเอแตละขางจะพบปลาย 3’-OH (polyhedr group) ของสายหน่ึงและ
ปลาย 5’-OH (phosphate group) ของอีกสายหน่ึงเสมอ ดีเอ็นเอสามารถทําหนาท่ีเปนแหลงขอมูล
ทางพันธุกรรม (Heredity) ของส่ิงมีชีวิตไดโดยอาศยัการเก็บในรูปของรหัสพันธุกรรม (genetic 
code) ซ่ึงเม่ือถึงเวลาท่ีเซลลตองการแบงตัวน้ันสวนของดเีอ็นเอก็จะมีการจําลองตัวเอง (replication)  
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โดย ดีเอ็นเอ เกลียวคูจะแยกออกจากกันเปนสายเดีย่วเพื่อใชเปนตนแบบ (template) ใหกับการ
สังเคราะหโพลีนิวคลีโอไทดสายใหม โดยการเติมนวิคลีโอไทดทีละหนึ่งโมเลกุลในทิศทาง 
5’ – - > 3’ โดยอาศัยเอนไซม DNA polymerase ซ่ึงมีผลใหดีเอ็นเอเกลียวคูท่ีจําลองข้ึนใหมจะ
ประกอบดวยโพลีนิวคลีโอไทดจากสายตนแบบเดิมกับสายท่ีเกดิจากการสังเคราะหใหมเสมอ จึง
เรียกการจําลองตัวเองในลักษณะนีว้าการจาํลองตัวเองแบบกึ่งอนุรักษ (semiconservative 
replication) นอกจากนี้   ดีเอ็นเอ ยังมีหนาท่ีในการควบคุมการแสดงออกของส่ิงมีชีวิตโดยอาศัยการ
ทํางานของยีนซ่ึงเปนหนวยอยูบน ดีเอ็นเอ แตละยีนควบคุมลักษณะท่ีส่ิงมีชีวิตแสดงออกแตกตาง
กันออกไป ซ่ึงการท่ีส่ิงมีชีวิตมีลักษณะ (phenotype) แตกตางกันนัน้ การควบคุมอยางหน่ึงคือการท่ี
ส่ิงมีชีวิตนั้นมีการสรางโปรตีนหรือเอนไซมท่ีแตกตางกัน โดยเร่ิมตนขบวนการจากในนิวเคลียส
โดยยีนมีการถอดรหัส (transcription) เปนกรดนวิคลีอิคชนิดอารเอ็นเอ (RNA,ribonucleic acid) 
เรียกวา mRNA (messenger RNA) ซ่ึงเปนโพลีนิวคลีโอไทดสายเดีย่ว โดยอาศัยเอนไซม RNA 
polymerase จากนั้น mRNA จะออกจากนิวเคลียสมายังไซโตพลาสซึมเพื่อทําการแปลรหัส 
(translation) เปนโปรตีนหรือเอนไซมเพื่อทําหนาท่ีในเซลลอีกตอหนึ่ง โดยอาศัย tRNA (transfer 
RNA) กรดอะมิโน rRNA (ribosomal RNA) ไรโบโซม และ translation factors  ยีน (Gene)  คือ 
สวนหนึ่งของโครโมโซม (Chromosome segment) หรือ สวนหนึ่งของสายดีเอ็นเอ (DNA segment) 
ท่ีสามารถถอดรหัส (transcription) ไดเปนเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) แลวนําเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA)ท่ี
ไดมาแปลรหสั (translation) เปนสายโพลีเปปไตด (polypeptide) หนึ่งสายอีกทีหนึ่ง ยีน 
ประกอบดวย สวนท่ีสามารถถอดรหัสเปนเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA)ได เรียกวา แอกซอน (exon) และ
สวนท่ีไมสามารถถอดรหัสไดเรียกวา อินตรอน (Intron) (สุรินทร, 2552) 

 
ยีน (Gene) สามารถเปนไดท้ัง ดีเอ็นเอ (DNA) หรือวา อารเอ็นเอ (RNA) ก็ได แตใน

ส่ิงมีชีวิตช้ันสูงนั้นจะเปนดีเอ็นเอ (DNA) ท้ังหมด เพราะเสถียรมากเหมาะแกการเกบ็ขอมูล ขณะที่
อารเอ็นเอ (RNA) จะพบในพวกไวรัส (Virus) บางชนิด ยีน (Gene) ท้ังหมดของส่ิงมีชีวิตหรือเซลล
จะรวมเรียกวา จีโนม (genome) และโครงสรางของจีโนม (genome)ในพวกโพรคารีโอตและยูคารี
โอตจะแตกตางกัน ถายีน (Gene) เกิดผิดไปจากปกติเรียกวา การกลายพันธุ (Mutation) ซ่ึงเกิดเอง
ตามธรรมชาติหรือถูกกระตุนใหเกิดก็ได โดยสวนมากแลวเม่ือยีนเกิดผิดปกติไปจะสงผลเสียตอ
ส่ิงมีชีวิต นั้นมากกวาผลดี เชน ในคน สามารถทําใหปวย เจ็บไข หรือถึงแกชีวิตได โรคท่ีเกิดจาก
สาเหตุนี้เรียกวา โรคทางพันธุกรรม (genetic disease) ซ่ึงจะถายทอดไปยังรุนตอไปหรือไมก็ได 
โครโมโซม (chromosome) สามารถพบไดในนวิเคลียสของเซลลส่ิงมีชีวิตท่ัวไป โดยส่ิงมีชีวิตแตละ
ชนิดอาจมีจํานวนและรูปรางโครโมโซม แตกตางกัน แตโดยท่ัวไปแลวทุก ๆ เซลลภายในของ
ส่ิงมีชีวิตจะมีจาํนวนโครโมโซม  เทากัน ยกเวนในเซลลสืบพันธุ ซ่ึงจะมีจํานวนโครโมโซมลดลง 
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คร่ึงหนึ่ง และในเซลลท่ีไมมีนิวเคลียสซ่ึงจะไมพบโครโมโซม ถาหากตัดโครโมโซม  ระยะเมตา
เฟส (metaphase) ออกมาสวนหนึ่งจะพบวามีลักษณะเปนเสนใยโครมาติน (chromatin fiber) ท่ีอัด
ตัวกันแนน ซ่ึงหากยดืเสนใยเหลานี้ออกจะพบวาเปนสวนของนิวคลีโอโซม (nucleosome) ท่ี
เช่ือมตอกันและขดเปนวงแหวนโซลีนอยด (solenoid) เรียกวา ซุปเปอรคอยด นวิคลีโอโซม 
(supercoiled nucleosome) ถายืดเสนใยน้ีออกอีกจะพบวาแตละนวิคลีโอโซม (nucleosome) มีสายดี
เอ็นเอ (DNA) พันอยู 2 รอบเรียก coiled nucleosome ซ่ึงนิวคลีโอโซมเหลานี้แทจริงคือโปรตีนฮิส
โตน (histone protein) 8 กอนท่ีเกาะติดกนัเรียกท่ัวไปวา histone octamer และยังมีโปรตีนฮิสโตน 1 
ซ่ึงทําหนาท่ีเปนตัวเช่ือมใหสายดีเอ็นเอท่ีพนัรอบนั้นคงอยูได และทําใหนิวคลีโอโซม เช่ือมเปนสาย
ตอเนื่องกันดวยจีโนม ซ่ึงเปนขอมูลทางพันธุกรรมท้ังหมดท่ีจําเปนใชในการสรางและจําเปนตอการ
ดํารงชีวิตอยางปกติของส่ิงมีชีวิตชนิดใดชนิดหนึ่ง (สุรินทร, 2543) 

 
จีโนม (Genome) อยูบนดีเอ็นเอ (DNA) ในส่ิงมีชีวิตช้ันสูง จีโนม คือ ชุดของ ดีเอ็นเอ 

(DNA) ท้ังหมดท่ีบรรจุอยูในนิวเคลียสของทุก ๆ เซลลนั่นเอง จีโนม ของส่ิงมีชีวิตชนิดเดยีวกันจะ
แตกตางกันและส่ิงมีชีวิตแตละชนิดมีขนาดของจีโนม แตกตางกันโดยมีคํากลาววา จโีนม คือ “แบบ
พิมพเขียว” (blueprint) ของส่ิงมีชีวิต ในจีโนม ของ มนุษย พืช และ สัตวนั้น นอกจาก ดีเอ็นเอ 
(DNA) ในสวนซ่ึงเรียกกนัวายีน (Gene) แลว ยังมีสวนของ ดีเอ็นเอ ท่ีไมใชยีนอยูอีก และยังไม
ทราบหนาท่ีท่ีแนชัดทั้งหมด แตในการศึกษาจีโนมนัน้ ตองศึกษาท้ังหมดท้ังสวนท่ีเปนยีนและไมใช
ยีน ในคนปกติจะมีจีโนม 2 ชุด โดยมาจากทางพอ 1 ชุด จากทางแม 1 ชุด โครโมโซมเปนท่ีอยูของ
หนวยพนัธุกรรม ซ่ึงทําหนาท่ีควบคุมและถายทอดขอมูล เกี่ยวกับ ลักษณะทางพันธุกรรมตาง ๆ 
ของส่ิงมีชีวิต เชน ลักษณะของเสนผม ลักษณะดวงตา เพศ และผิว การศึกษาลักษณะ
โครโมโซม จะตองอาศัยการดูดวยกลองจลุทรรศนท่ีมีกําลังขยายสูง ๆ จึงจะสามารถมองเห็น
รายละเอียดของโครโมโซมได (สุรินทร, 2545) 

 
การวิเคราะหชนิดและลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ 
 
              เปนท่ีทราบกันอยูแลววายีนเปนแหลงขาวสารทางพันธุกรรม ทําหนาท่ีบงช้ีลักษณะของ
ชีวิตที่สืบทอดจากบรรพบุรุษไปสูลูกหลาน หรือจากเซลลรุนหนึ่งไปสูอีกรุนหนึ่ง ความกาวหนา
ทางวิทยาศาสตรจึงทําใหทราบถึงบทบาทและความสําคัญของยีนท่ีมีตอการดํารงอยูของส่ิงมีชีวิต  
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โครงสรางท่ัวไปของนิวคลีโอไทด 
 
 หนวยยอยของดีเอ็นเอ และอารเอ็นเอ คือ นวิคลีโอไทด (nucleotide) ประกอบดวยหนวย
ยอย 3 สวน ไดแก สารประกอบพวกเบส น้ําตาลและหมูฟอสเฟต ซ่ึงสารประกอบพวกเบสมี 2 
ประเภท คือ พวิรีน (purine) ไดแก  adenine (A), guanine (G) และพวกไพริมิดีน (pyrimidine) 
ไดแก cytosins (C), thymine (T) ซ่ึงพบเฉพาะในดีเอ็นเอ แตถาเปนอารเอ็นเอ จะเปน uracil (U) เบส
นี้จะตออยูกับน้ําตาลดีออกซีไรโบส (deoxribose) ในกรณีของดีเอ็นเอ หรือน้ําตาลไรโบสในกรณี
ของอารเอ็นเอ โดยมีหมูฟอสเฟตเปนตัวเช่ือมตอระหวางตําแหนง 5/ ของนํ้าตาลโมเลกุลหนึ่งกับ
ตําแหนง 3/ ของนํ้าตาลอีกโมเลกุลหนึ่งดวยพันธะฟอสเฟตไดเอสเทอร ทําใหสายโพลีนิวคลีโอไทด
ท่ีเกิดขึ้นมีทิศทางปลายหนึ่งเปนปลาย  5/ และอีกปลายหนึ่งเปนปลาย 3/   
 
 คุณสมบัติพื้นฐานท่ีจําเปนสําหรับการดํารงชีวิตของไวรัสในเซลลแมลงจะถูกควบคุมโดย
ยีน การเขาทําลายเซลลแมลงและการเพ่ิมปริมาณไวรัสในเซลลเกิดจากการทํางานของยีนตาง ๆ บน
จีโนมของไวรัส ท้ังส้ิน การศึกษาลําดับเบสของจีโนมของไวรัสในวงศ Baculoviridae จะทําให
ทราบวา ไวรัสแตละชนดิมีชุดของยีนท่ีอนรัุกษไวและมีอยูในสมาชิกในวงศเดยีวกันท้ังหมด และมี
ชุดของยีนท่ีอาจมีในไวรัสบางชนิดแตไมมีในไวรัสอีกชนิดในวงศเดียวกัน  (ทิพยวด,ี 2549; 
สุรินทร, 2545) 
 

การวิเคราะหชนิดและลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ ประกอบดวยขบวนการหลัก 2 
ประการ คือ การสังเคราะหดเีอ็นเอช้ินยอยตามรหัสของดีเอ็นเอตนแบบท่ีตองการวิเคราะห และการ
แยกขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดออกตามขนาดเล็กใหญ เรียงลําดับกันลงมาดวยสารเคมี
ยอยดเีอ็นเอของ Maxam และ Gilbert (1977) และวิธีการใชเอนไซมสังเคราะหดเีอ็นเอ เทคนิค    
เจล อิเล็คโตรโฟริซิส การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด มีอยู 2 วิธี ท่ีนยิม กระทํากัน คือ การใช       
ดีเอ็นเอ ท่ีเรียกวา dideoxyribonucleotide chain termination (Sanger et al., 1977) ในปจจุบันไดมี
การนําเทคนิคทางดานพีซีอาร มาใชรวมกบังานทางดานการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ดีเอ็นเอ โดยการรวมเทคนิคท้ังสองวิธีการนี้เขาดวยกันเปน automatic DNA sequencing โดยการใช
สารเรืองแสง (fluorescence) ติดฉลากดีเอ็นเอรวมกับเทคนิค dideoxyribonucleotide chain 
termination สารเรืองแสงท่ีใชมี 4 ชนิด แตละชนิดนํามาตอเขากับโมเลกุลของไพรเมอร (primer) 
เพื่อแยกทําปฏิกิริยา จัดใหมีการหยุดการสังเคราะหดีเอ็นเอสายคูสมท่ีนิวคลีโอไทดจําเพาะแตชนิด
ในหลอด 4 หลอด แลวรวมปฏิกิริยาท้ัง 4 เขาดวยกัน กอนนําไปแยกขนาดดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค 
เจลอิเล็คโตรโฟริซิส สายดีเอ็นเอแตละสายท่ีไดจากปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอนั้นจะมีขนาดไม 
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เทากันข้ึนกับจํานวนนิวคลีโอไทด นอกจากน้ีดีเอ็นเอสายท่ีมีการหยุดการสังเคราะหนิวคลีโอไทด
ตางชนิดกันจะมีสารเรืองแสงท่ีตางชนิดกันติดอยู ดังนั้นเม่ือสายดีเอ็นเอแตละขนาดเรียงลําดับจาก
สายส้ันท่ีสุดเคล่ือนที่ลงมา เคร่ืองตรวจจับท่ีเปนระบบเลเซอรก็จะตรวจจับความยาวชวงคล่ืนของ
สารเรืองแสงแตละชนิดได ทําใหทราบวาสายดีเอ็นเอแตละสายนั้นมีปลายสายเปนนิวคลีโอไทด
ชนิดใด และเก็บขอมูลไวโดยคอมพิวเตอรและสามารถวิเคราะหขอมูลไดโดยไมตองทําภาพรังสีใน
ตัว (สุรินทร, 2545; Smith et al., 1986) 

 
การศึกษาจีโนมเพื่อจําแนกไวรัส เอ็นพีวี 
 
 ลักษณะสําคัญท่ีใชเปนพืน้ฐานในการจําแนกไวรัสของแมลงในวงศ Baculoviridae จาก
ไวรัสวงศอ่ืน คือ สารพันธุกรรมหรือจีโนมแบบดีเอ็นเอสายคูพันเปนเกลียววงกลม (supercoil 
circular double standed DNA) นิวคลีโอแคพสิดมีรูปรางเปนทอนตรงและมีผนังลอมรอบ ไวรัสใน
วงศนี้มีเพยีงสกุลเดียว คือ Genus Baculovirus เดิมไดแบงออกเปน 3 สกุลยอย subgenus A ไดแก 
ไวรัส เอ็นพวีี (nucleopolyhedrovirus; NPV), subgenus B ไวรัส จีวี (granulosis virus; GV) และ 
subgenus C เปนกลุมท่ีไมสรางผลึกโปรตีน nonoccluded virus (NOV)  
 

ในอดีตการจําแนกไวรัสท่ีกอใหเกดิโรคแมลงในวงศ Baculoviridae จะใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสและผลึกโปรตีนเปนหลัก ตอมาการพัฒนาดานพนัธุวิศกรรมมีการ
พัฒนากาวหนาอยางรวดเร็ว มีการศึกษายีนตาง ๆ บนจีโนม จึงไดใชความแตกตางทางพันธุกรรม
เปนหลักในการจําแนก และยังศึกษาถึงวิวฒันาการของไวรัสไดดวย โดยการวิเคราะหลําดับเบสของ
ยีน ความเหมือนหรือความแตกตางของลําดับเบส (sequence similarity) ของยีนนัน้ ๆ ในการ
จําแนกและบอกถึงความสัมพันธระหวางไวรัสแตละชนดิในแบบ Phylogenetic tree สวนมากใช
เบสของยีนเพยีงยีนเดยีวเปนหลัก (single gene phylogeny) (ทิพยวดี, 2549; Pang, 2001)  

 
ยีนท่ีนยิมใชในการจําแนกมากท่ีสุดของไวรัส เอ็นพีวี คือ polyhedron gene (polh) เนื่องจาก

ไวรัสจะผลิต polyhedron ในปริมาณท่ีสูงในระยะสุดทายของการเขาทําลายเซลของแมลง และ 
polyhedron ก็เปนองคประกอบหลักท่ีมีการศึกษามาอยางดีแลว สาร polyhedron เปนโปรตีนที่
ประกอบดวยกรดอะมิโน 245-250 ชนิด ซ่ึงเปนโปรตีนที่พบในปริมาณมากของไวรัสกลุมนี้ ดวย
คุณสมบัตินี้จึงไดนํามาศึกษาลําดับของ polyhedron  (Zanotto et al ., 1993., Ward et al., 2010)      
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ปจจุบัน Lange  et al. (2004) ไดพัฒนาระบบวิเคราะหและจําแนกไวรัสในวงศ 
Baculoviridae ดวยการศึกษาลําดับเบสของจีโนม โดยอาศัยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) เพิ่มปริมาณยนีหรือดีเอ็นเอ ช้ินส้ัน ๆ โดยไมจําเปนตองทําใหดีเอ็นเอนั้นบริสุทธ์ิกอน ชวย
ใหสามารถวิเคราะหหรือตัดแยกช้ินดเีอ็นเอท่ีสนใจโดยไมตองนําไปขยายเพ่ิมปริมาณในเซลลหรือ
นํามาโคลนกอน ยีนท่ีมีการอนุรักษไวมากที่สุดไดถูกนํามาใชเปนหลักในการออกแบบไพรเมอร 
ไดแก ยีน polh, gran, late expression factor 8 (lef-8) และ expression factor 9 (lef-9) (Kaewwises 
et al., 2006., Woo et al., 2006 ) 

 
เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 เทคนิค PCR เปนปฏิกิริยาท่ีมีประโยชนมาก เนื่องจากสามารถทําใหเพิม่จํานวนดีเอ็นเอให
มีจํานวนมากกอนนําไปศึกษาข้ันตอไป แมวาจะมีดีเอ็นเอที่สนใจเร่ิมตนเพียง 1 โมเลกุล แตตอง
ทราบวาลําดับเบสท่ีเฉพาะเจาะจงบางสวน ท่ีบริเวณหัวและทายบางสวน เชน 20-25 เบส  หลักการ
ทํา PCR คือ แยกดเีอ็นเอท่ีสนใจ (template DNA)  ใหเปนสายเดีย่วโดยใชความรอน เรียกข้ันตอนนี้
วา Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ในครั้งแรก ตอมาอีก 30 วนิาที เติมเบส
สายส้ันๆ ประมาณ 20 เบส ซ่ึงสามารถจับกับปลายของดเีอ็นเอท่ีสนใจไดอยางเฉพาะเจาะจง  และ
ปลอยใหจับตัวกันท่ีอุณหภมิู 30-36 องศาเซลเซียส เรียกข้ันตอนนีว้า Annealing ในสภาวะท่ีมี DNA 
polymerase  และ dNTPs  DNA polymerase จะตอสายยาวโดยลอกแบบจากดีเอ็นเอท่ีสนใจท่ีละ
เบส ไปจนสุดสายของดีเอ็นเอท่ีสนใจนั้น เรียกวา Extension ท่ีอุณหภูมิ 65-45 องศาเซลเซียส นาน 
2-5 นาที จากนั้นดีเอ็นเอท่ีสนใจและดีเอ็นเอท่ีถูกสรางข้ึนจากการจําลองแบบ ตางทําหนาท่ีเปน
ตนแบบ จนครบ 1 รอบ แลวจึงเวียนกลับมาสูข้ันตอน denature ใหม แลวเกดิวนเวยีนซํ้า ๆ อยางนี้
หลาย ๆ รอบ ประมาณ 30-35 รอบ โดยหลังจากเกดิ ปฏิกริิยา PCR 1 รอบ จะทําใหเกดิการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอจาก 1 โมเลกุลเปน 2 โมเลกุล และหลังจากเกิดปฏิกิริยา PCR 2 รอบ จะทําใหเกดิ
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก 2 โมเลกุลเปน 4 โมเลกุล ดังนั้นหากเกดิปฏิกิริยา n รอบ จะเกิดดีเอ็นเอ
จํานวน 2n โดยเร่ิมจากดีเอ็นเอเร่ิมตนเพียง 1 โมเลกุล (นภา, 2547) (ภาพท่ี 6) 
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ภาพท่ี 6  ข้ันตอนสังเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
 
ท่ีมา : http://www.bio.miami.edu/~cmallery /150/gene/c7.20.7.pcr.jpg 
 

ดังนั้นเทคนิค PCR จึงเปนเทคนิคท่ีเลียนแบบการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิต 
(DNA replication) เพื่อเพ่ิมปริมาณของสายดีเอ็นเอเฉพาะสวนในสภาพของหลอดทดลอง (in vitro) 
แบบซํ้าๆกันหลายรอบ (repeat cycles) ซ่ึงในหลอดทดลองจะประกอบดวย 

 
1. ดีเอ็นเอ ตนแบบ (DNA Template) 
2. เอนไซม Taq DNA polymerase เปนเอนไซมท่ีทนอุณหภูมิสูง แยกไดจากแบคทีเรีย 

Thermus aquaticus 
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3. ไพรเมอร (primer) เปนโอลิโกนิวนวิคลีโอไทดสายส้ัน ประมาณ 10-25 นิวคลีโอไทด 
4. dNTPs (deoxyribonucleotide triphosphate) 4 ชนิด ไดแก dATP, dTTP, aGTP และ 

dCTP 
5. 10x Amplication buffer  
 

ขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอ 
 

1. DNA denaturation เปนการทําใหดเีอ็นเอสายคูแยกออกจากกันเปนสายเด่ียวท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 

 
2. Primer annealing เปนการจบัตัวของไพรเมอรกับดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเปนตนแบบ ท่ี

อุณหภูมิประมาณ 40-65 องศาเซลเซียส 
 
3. Primer extension เปนการสังเคราะหดเีอ็นเอตอจากสวนของไพรเมอรท่ีอุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส โดยนิวคลีโอไทดจะตอเขาท่ีปลาย 3´- OH ของไพรเมอร ดวยปฎกิิริยา
ของเอนไซม Taq DNA polymerase ชนิดท่ีทนความรอนสูง (Thermostable DNA 
polymerase) 

 
เม่ือทําซํ้าหลายๆรอบ ดีเอ็นเอจะเพ่ิมจํานวนอยางทวีคูณแบบ exponential โดยจํานวนช้ิน

ผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR product) คํานวณไดเทากับ 2n (n= จํานวนรอบ) ดังนั้นการทําปฏิกิริยา PCR 
จํานวน 30 รอบ จะไดช้ินดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนเปน 1,073,741,824 ช้ิน (สุรินทร, 2543.,นภา, 2547) 
 
 

ผลของส่ิงแวดลอมทีมีตอไวรัส เอ็นพีวี 
 
แสงแดดและแสงยูวี 
 
 แสงแดดเปนพลังงานรูปแบบหนึ่ง เกดิจากปฏิกิริยา nuclear fusion บนดวงอาทิตย เกิดจาก
การรวมตัวกันจากอะตอมของธาตุไฮโดรเจนกลายเปนอะตอมของธาตุฮีเล่ียม ปฏิกิริยานี้จะให
พลังงานมหาศาล พลังงานรูปหนึ่งท่ีเกดิข้ึนจะแผรังสีในรูปคล่ืนแมเหล็กไฟฟามายังโลก ในรูปของ
ความรอนและแสง ท่ีเราเรียกวา แสงแดด หรือแสงอาทิตย คล่ืนแมเหล็กไฟฟาท่ีแผรังสีมาจากดวง 
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อาทิตยมีความยาวคล่ืนแตกตางกัน ตั้งแตความยาวคลื่นมากกวา 1,000 ไมครอน จนถึงนอยกวา 0.2 
ไมครอน (200 นาโนเมตร) ในบรรดาคล่ืนแสงท่ีแผมาจากดวงอาทิตยท้ังหมดแสงสีเหลืองจะมี
ความเขมสูงสุด มีความยาวคล่ืน 0.55 ไมครอน (550 นาโนเมตร) ซ่ึงแสดงไวในเสนกราฟสเปคตรัม 
ในภาพท่ี 7 จะเห็นไดวา คล่ืนแสงสวนหนึง่ถูกสะทอนกลับโดยไอน้ํา ฝุนละออง เมฆ และกาซ 
ประมาณ 31 เปอรเซ็นต และถูกดูดกลืนโดยโมเลกุลของน้ํา คารบอนไดออกไซด ออกซิเจน และ
โอโซน ประมาณ 23 เปอรเซ็นต เหลือตกกระทบพ้ืนโลกประมาณ 45 เปอรเซ็นต และแสงแดดเปน
คล่ืนแสงท่ีเหมาะสมตอพืชสําหรับการสังเคราะหแสงสรางชีวมวล (Biomass) และมีสวนทําใหพืช
และสัตวดํารงชีวิตอยูบนโลกนี้ได  
 

 
 
ภาพท่ี 7  สเปคตรัม (spectrum) ของคล่ืนแมเหล็กไฟฟาจากดวงอาทิตย 
               A    สเปคตรัมเสนบนเปนความเขมของคล่ืนแสงกอนเขาสูบรรยากาศ  ของ พื้นโลก 
               B    เปนสวนของคล่ืนแสงท่ีถูกสะทอนกลับออกจากช้ันบรรยากาศ 
               C    พื้นที่สวนแรเงา เปนคล่ืนแสงสวนท่ีถูกดูดกลืนโดยโมเลกุลของไอน้ํา 
                      คารบอนไดออกไซด ออกซิเจน และโอโซนในช้ันบรรยากาศ 
               D    สเปคตรัมเสนลางเปนความเขมคล่ืนแสงท่ีสองถึงผิวโลกท่ีระดับน้ําทะเล วัดขณะท่ี 
                      ดวงอาทิตยอยูเหนือศีรษะ (พื้นที่ขาวใตเสนกราฟลางสุด) 
 
ท่ีมา : http://ozone.tmd.go.th/uvbasic.htm 
 
 
 
 
 



 

คล่ืนแมเหล็กไฟฟาท่ีมาจากดวงอาทิตย (คล่ืนแสง) สามารถแบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ได 3 กลุม 
ตามขนาดของความยาวคล่ืนได ดังภาพที่ 8 
 

 
 

ภาพท่ี 8  ความยาวคล่ืนแสงกลุมตาง ๆ 
 

ท่ีมา : ozono.tmd.go.th/uvbasic.htm 
 

1. กลุมคล่ืนแสงท่ีตามองเห็น (visible light) มีความยาวคล่ืน 0.4-0.8 ไมครอน (400-800 นา
โนเมตร) เปนกลุมคล่ืนแสงสีตางๆ ตั้งแตคล่ืนแสงสีมวง สีคราม สีน้ําเงิน สีเขียว สีเหลือง สีแสด 
และสีแดง เรียงตามลําดับจากความยาวคล่ืนจากนอยไปมาก คล่ืนแสงกลุมนี้เปนคล่ืนแสงท่ีประสาท
ตาของมนุษย สามารถรับรูได ทําใหเราสามารถมองเห็นส่ิงตาง ๆ ได และเปนคล่ืนแสงท่ีพืชใช
สังเคราะหแสง   

 
2. กลุมคล่ืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืนยาวกวาความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็น เปนคล่ืนท่ีมีความยาว

คล่ืนมากกวา 0.8 ไมครอนข้ึนไป ไดแก คล่ืนรังสีความรอน คล่ืนรังสีอินฟาเรด (infrared) คล่ืนชวง
นี้ ประสาทสัมผัสของเราสามารถรับรูไดในรูปความรอน  

 
3. กลุมคล่ืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืนส้ันกวาความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็น เปนคล่ืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืนนอยกวา 0.4 ไมครอนลงไป ไดแก รังสีหรือคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต หรือแสงยูว ี
แสงอัลตราไวโอเลต หรือแสงยูวี เปนพลังงานในรูปคล่ืนแมเหล็กไฟฟา ท่ีมีความยาวคล่ืนต้ังแต 0.4 
ไมครอน ลงไปถึงนอยกวา 0.28 ไมครอน (400-280 นาโนเมตร) ซ่ึงตามนุษยไมสามารถมองเห็น 
แบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ได 3 กลุม ดังนี้  

ยูว-ีเอ (UV-A) มีความยาวคล่ืน 0.31 ถึง 0.40 ไมครอน (315-400 นาโนเมตร) 
ยูว-ีบี (UV-B) มีความยาวคล่ืน 0.28 ถึง 0.31 ไมครอน (280-315 นาโนเมตร) 
ยูว-ีซี (UV-C) มีความยาวคล่ืนนอยกวา 0.28 ไมครอน (280 นาโนเมตร) แสดงในภาพท่ี 9 
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ภาพท่ี 9  ความยาวคล่ืนแมเหล็กไฟฟาของแสงยูวีชนิดตาง ๆ 
 
ท่ีมา:  stvision.wordpress.com/2011/01/15/รังสียูว ี
 

แสงอัลตราไวเลตเปนแสงท่ีมีความยาวคล่ืนส้ัน ประมาณ 180 ถึง 380 นาโนเมตร 
แสงอาทิตยท่ีสองลงมายังพื้นโลกแตละวนัจะมีพลังงานแสงอัลตราไวโฮเลตอยูประมาณ 1 – 5 
เปอรเซ็นต ของพลังงานแสงอาทิตย แสงยวูีท่ีตกลงถึงพืน้โลกนั้นมีความยาวคล่ืนต้ังแต 290 นาโน
เมตรข้ึนไป แสงยูวีทุกชวงความยาวคล่ืนสามารถฆาหรือลดประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียตาง ๆ 
ได สวนหลอดยูวีท่ีใชทดลองกําจัดจุลินทรียชนิดตาง ๆ จะเปนหลอดยูวีความดันตํ่า (Low-pressure 
mercury vapor lamps) มีรายงานวาแสงยูวใีนแสงแดดมีผลตอการเส่ือมสภาพของไวรัส เอ็นพีวี
อยางชัดเจน (Shapiro et al., 2002., Elnagar, 1982.) และแสงยูวีท่ีมีคล่ืนแสงชวง 290-320 นาโน
เมตร เปนปจจยัสําคัญท่ีสุดท่ีทําใหไวรัส เอ็นพีวีเส่ือมประสิทธิภาพ เชน ไวรัสท่ีใชกาํจัดหนอนคืบ
กระ หลํ่าปลีสามารถคงประสิทธิภาพบนใบกระหลํ่าปลีไดเพยีง 2 วัน แตอาจสามารถอยูไดนานถึง 
10 วัน เม่ืออยูใตใบ หรือในกรณีในสภาพทีเ่ปนปาไม ไวรัสจะคงทนไดนานกวาในสภาพไรของ
เกษตรกร ไวรัส เอ็นพีวี ของหนอน gypsy moth สามารถอยูไดนานเปนปบนตนโอค ในสวนปา 
หรือ ไวรัส เอ็นพีวี ของหนอน European spruce sawfly อยูไดนานในปาสนตลอดฤดูหนาวและ
สามารถกอใหเกิดการระบาดไดใหมในฤดถัูดไป (ทิพยวดี, 2549., Young and Yearian, 1986) 

 
สําหรับเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ของหนอนสกุลอ่ืน เชน Heliothis   มีรายงานวา แสงยูวีมีผลตอ

ประสิทธิภาพการทําใหเกิดโรคตอหนอนเปนอยางมาก และมีหลักฐานอยางชัดเจนวาการเส่ือม 
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ประสิทธิภาพหรือเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ (original activity remaining percentage, % 
OAR) ของเช้ือไวรัสจะเส่ือมลงจากแสงยวูีท่ีมีอยูในแสงแดด  (Griego et al., 1985)  

 
สําหรับไวรัส เอ็นพีวีของแมลงชนิดอ่ืน Morris (1971) ไดทดลองกับเช้ือไวรัสของ weatern 

humlock looper พบวา เปอรเซ็นตการตายของหนอนจะลดลง เม่ือใหเช้ือถูกแสงแดดกอนทดสอบ
หนอน  และไดศึกษาถึงอิทธิพลของพลังงานแสงแดดตอเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ของ Neodiprion swainei  
Middleton พบวา แสงแดดมีผลทําใหเช้ือไวรัสเส่ือมประสิทธิภาพอยางเปนสัดสวนตรงกับเวลาท่ี
ถูกแสงแดด  Timas (1983) ไดศึกษาผลของแสงยูวีตอเช้ือไวรัส เอ็นพวีขีอง gypsy moth; Lymantria 
dispar  (Linnaeus) ซ่ึงพบวา แสงยูวีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร ทําใหเช้ือไวรัสเส่ือม
ประสิทธิภาพอยางมากหลังจากไดรับแสงนานกวา 30 วินาที สวนความยาวคล่ืน 366 นาโนเมตร 
เช้ือจะเส่ือมประสิทธิภาพหลังไดรับแสงนาน 40 ช่ัวโมงไปแลว ดังนั้นแสงยูวใีนธรรมชาติท่ีมีอยูใน
แสงแดดจะทําใหเช้ือไวรัสเส่ือมประสิทธิภาพมากในชวงความยาวคล่ืน 280-320  นาโนเมตร และ
เม่ือกําลังแสงมีคา 400 mW/cm2 จะทําใหเช้ือไวรัส เอ็นพีวี เส่ือมประสิทธิภาพเกือบสมบูรณ 

 
อุณหภูมิ 

 
ไดมีการศึกษาอิทธิพลของความรอนและความเย็นท่ีมีตอเช้ือ Granulosis virus ของ 

Pieris brassicae (Linnaeus) พบวา เช้ือไวรัสบริสุทธ์ิจะเส่ือมประสิทธิภาพเม่ือไดรับอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที, 65 องศาเซลเซียสนาน 60 นาที, 60 องศาเซลเซียส นาน 24 
ช่ัวโมง แตจะไมเส่ือมประสิทธิภาพเม่ืออยูท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสนาน 5 วัน หรือ 40 
องศาเซลเซียสนาน 20 วัน และพบวา เช้ือไวรัส เอ็นพีวี บริสุทธ์ิท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับเช้ือท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 0-3 องศา
เซลเซียส  Gudauskas and Canerday (1968) พบวา อุณหภูมิท่ีทําใหเช้ือไวรัส เอ็นพีวีของ
ผีเส้ือ Heliothis เส่ือมประสิทธิภาพอยูระหวาง 75 -80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที สวนใน
หนอนคืบกระหลํ่าปลี Trichoplusia ni (Hübner)  จะเส่ือมประสิทธิภาพเม่ืออยูในอุณหภูมิ  
82 -88 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที แตเชื้อไวรัส เอ็นพีวีของผีเส้ือ Heliothis virescens 
(Fabricius) ยังสามารถทนอยูไดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นานเปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยไม
สูญเสียความสามารถในการเกิดโรคในหนอน และยังมีประสิทธิภาพเหลืออยูในการทําใหเกิด
โรคเม่ืออยูในอุณหภูมิ 93.3 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 30 นาที Lawrence et al. (2008)  ได
ศึกษาไวรัสท้ังชนิด NPV และGV บางชนิด พบวา ไวรัสของ หนอน Pieris brassicae  L. 
(Linnaeus) ท่ีอุณหภูมิชวง 40-70 องศาเซลเซียส ประสิทธิภาพของเช้ือไวรัสลดลงเพียง  

 



 

เล็กนอยเม่ือท้ิงเช้ือไวนาน 10  นาที  และท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เช้ือสามารถอยูไดนาน
ถึง 10 วัน 
 

McLeod et al. (1977) พบวา การเพิ่มอุณหภูมิจาก 15 องศาเซลเซียส  เปน 45 องศา
เซลเซียส ไมมีผลตอประสิทธิภาพของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี แตจะสูญเสียประสิทธิภาพอยางมาก
ถาเพิ่มอุณหภูมิสูงถึง45 องศาเซลเซียสพรอมกับใหรับแสงยูวี 

 

Martignoni and Iwai (1977) พบวา เช้ือไวรัส เอ็นพีวี ของ Douglas-fir Tussock 
Moth , Orgyia pseudotsugata strain BV (Multiple embedded type) จะเส่ือมประสิทธิภาพ
หมดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง สวน strain SV (Single embedded type) 
จะเส่ือมประสิทธิภาพหมดท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง โดยทั่วไปในสภาพ
ธรรมชาติอุณหภูมิมีผลนอยตอไวรัสพวก Baculovirus  

 
การเก็บรักษาเชื้อไวรัสในสภาวะตางๆท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของเชื้อ 
 

David and Gardiner (1967) รายงานวาเช้ือไวรัสของ Pieris brassicae (Linnaeus)  
ยังคงมีประสิทธิภาพสูงนานถึง 4 ปเม่ือเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 0 ถึง 3 องศาเซลเซียส และ
เม่ือเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง (20 องศาเซลเซียส) นาน 1 ป โดยเชื้อยังคงมีประสิทธิภาพเชนเดิม 
แตถาเก็บไวนาน 2 ป อัตราการตายของหนอนจะลดลงเหลือ 29 เปอรเซ็นต และถาเก็บไวท่ี
อุณหภูมิเปล่ียนแปลงอยูระหวาง 15 ถึง 28 องศาเซลเซียส และมีแสงสวาง เช้ือไวรัสจะลด
ประสิทธิภาพเหลือ 22 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวนาน 4 เดือน และเหลือเพียง 28 เปอรเซ็นต เม่ือ
เก็บนาน 1 ป  Lawrence et al. (2008)  ไดรายงานถึงการเก็บรักษาเช้ือไวรัส เอ็นพีวี วาข้ึนอยู
กับชนิดและวิธีการเตรียมเชื้อ รวมถึงอุณหภูมิท่ีใชเก็บ กรณี Bombyx mori (Linnaeus) ท่ีเก็บ
ในขวดแกวในตูเย็น สามารเก็บไดนานถึง 20 ป แตบางกรณีกลับพบวาไวรัสบางชนิดท่ีผลิต
เพื่อการคา แมวาจะเก็บในตูเย็นเชนกัน ประสิทธิภาพกลับลดถึง 46 เปอรเซ็นตในเวลา 2 ป  
 

การทดสอบประสิทธิภาพสารกําจัดแมลงศัตรูพืช 
 
 สารกําจัดแมลงศัตรูพืชชนิดตาง ๆ ในปจจบัุน ถือวาเปนปจจัยหนึ่งในขบวนการผลิตพืชผล
ทางการเกษตร เนื่องจากการระบาดทําลายจากแมลงเกิดข้ึนอยางตอเนือ่งและเปนประจําเกือบทุก
ฤดูกาลปลูก ถึงแมจะมีวิธีการปองกันกําจดัแมลงศัตรูพืชอยูหลายวิธี แตการฉีดพนสารไมวาจะเปน
สารฆาแมลง สารสกัดจากพชื รวมถึงจุลินทรียท่ีใชกําจัดแมลงท้ังหลายก็ยังเปนส่ิงจําเปนเม่ือพบการ 
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ระบาดของแมลง การทดสอบหาประสิทธิภาพของสารกาํจัดแมลงศัตรูพืชจึงเปนส่ิงจาํเปนเพื่อ
ศึกษาประสิทธิภาพ และใชเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับวางแผนปองกันกําจัดแมลงตอไปในอนาคต 
และวิธีการทดสอบท่ีใหผลอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพนั้น สามารถทดสอบในสภาพ
หองปฏิบัติการกอนแลวจึงนําผลทดสอบนี้ไปใชในสภาพไรตอไป 
 
 ปจจัยท่ีมีผลตอการทดสอบสารกําจัดแมลงในหองปฏิบัติการ 
  
        1. แมลงท่ีใชในการทดสอบ  แมลงเปนส่ิงท่ีมีชีวิตเหมือนกับส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ซ่ึงจะมีความ
แตกตางผันแปร แมแตใน species เดียวกนั  และความแตกตางเหลานีเ้นื่องมาจาก 
 
                  ก. ขนาดของลําตัว  แมจะเปนแมลงใน species เดียวกัน  แตถามีขนาดโตกวา จะทําให
แมลงมีความตานทานตอสารฆาแมลงมากกวา  อยางไรก็ตามในหองปฏิบัติการ  เราสามารถควบคุม
ขนาดของแมลงไดดี โดยการควบคุม population density ของแมลงกับปริมาณอาหารท่ีใชเล้ียง 
 
                   ข. เพศของแมลง  ปกติการทดสอบสารฆาแมลง  มักพบวาแมลงเพศผูแพฤทธ์ิสารฆา
แมลงมากกวาเพศเมีย  อาจเปนสาเหตุมาจากแมลงเพศเมียมีขนาดใหญกวาเพศผู  นอกจากนั้นใน
แมลงบางชนิดถึงแมวาเพศผูและเพศเมียจะมีขนาดเทากนั  แตผลในการแพฤทธ์ิสารฆาแมลงตางกัน  
ซ่ึงเนื่องมาจากแมลงเพศผูและเพศเมียมี  enzyme ซ่ึงมีความสามารถในการสลายตัวสารฆาแมลงได
แตกตางกัน 
 

      ค. ระยะการเจริญเติบโตของแมลง  สารฆาแมลงบางอยางอาจใหผลดีในการฆาแมลง
บาง stage เทานั้น สารฆาแมลงบางอยาง เชน arsenate หรือพวกสารหนู มีผลในการฆาพวกหนอน
สูง แตไมสามารถฆาแมลงในระยะไข ดักแดและตัวเต็มวัย สวน DDT มีพิษสูงกับตัวหนอน  
ตัวเต็มวัย แตไมมีผลในการฆาแมลงในระยะไขและดักแด เปนตน 

 
       ง. อายุของแมลง  อายุของแมลงก็มีผลในการแพฤทธ์ิสารฆาแมลงแตกตางกันออกไป  
เชนพวกไรแดง ในระยะไขใกลฟกจะออนแอตอสารพวกนํ้ามันมากข้ึน  แมลงวันท่ีออกจากดกัแด
ใหมๆ จะตานทานตอสารฆาแมลงพวก Pyrethrin มากกวาพวกท่ีฟกออกมานานแลว ปกติแมลงจะมี
ความตานทานสูงในชวงกอนมีการลอกคราบ และหลังการลอกคราบแลวจะออนแอตอสารฆาแมลง
สูง  
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สวนแมลงท่ีตาง species กัน ถึงแมจะมีรูปรางใกลเคียงกนัมาก  แตก็ยังมีความแตกตางกัน
ซ่ึงเปนผลทําใหออนแอสารฆาแมลงตางกนัไปดวย ไดแก 
       ก. ระบบยอยอาหาร 
       ข. อัตราความเร็วในการขับถาย 
       ค. ความสามารถในการอาเจียน หรือคายอาหารท่ีกนิออกมา 
 
 ลําไสแมลงท่ีมี pH สูง 6 – 10  จะเรงปฏิกิริยาการสลายตัวของกรด arsenic ไดดี อัตราการ
ขับถายจะแตกตางกันไป  เนือ่งจากการกนิอาหารถาใหกนิจนอ่ิมการขับถายจะเร็ว ถาใหอดอาหาร
จะขับถายชา พวกตัก๊แตนมีความสามารถในการสํารอก ถานํามาทดสอบเก่ียวกับสารฆาแมลง
ประเภทกินตายก็อาจใหผลการทดลองท่ีไมดี 
 
  2. สภาพแวดลอมซ่ึงมีผลทําใหสารฆาแมลงมีพิษตอแมลงมากหรือนอย  ไดแก อาหาร 
อุณหภูมิ ความช้ืน และแสง 
 
      ก. อาหาร  อาหารที่มีคุณคาตํ่า ทําใหการเจริญเติบโตของแมลง และขนาดลําตัวตางกัน 
มีผลตอการแพฤทธ์ิสารฆาแมลงตางกันออกไป 
 
      ข. อุณหภูมิ  ปกติแมลงท่ีจะใชทดสอบจะเล้ียงในอุณหภูมิคงท่ี ระหวาง 25-27 องศา
เซลเซียส  เพราะอุณหภูมิจะมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตของแมลง  แมลงท่ีเล้ียงในอุณหภูมิเยน็จะ
มีขนาดโตกวาเม่ือเล้ียงท่ีอากาศรอน นอกจากนี้อุณหภูมิกอนการทดสอบ ขณะทดสอบ และหลัง
ทดสอบสารฆาแมลงก็มีผลทําใหแมลงแพฤทธ์ิสารฆาแมลงไดตางกนั กลาวคือ กอนทดลอง ถาให
อุณหภูมิต่ําจะทําใหแมลงแพฤทธ์ิสารฆาแมลงมากกวาอุณหภูมิสูง สวนขณะทําการทดลอง ถา
อุณหภูมิสูงจะทําใหแมลงมีความตานทานสารฆาแมลงสูง สวนหลังจากการทดลองสารฆาแมลง  
ถาเก็บแมลงไวท่ีอุณหภูมิเยน็ การสลายตัวของสารฆาแมลงจะชา การขับถายจะชา แมลงก็จะแพ
ฤทธ์ิสารฆาแมลงไดสูงข้ึน 
 
 ค. ความช้ืน  มีผลไมมากตอการแพฤทธ์ิสารฆาแมลงของแมลงท่ีใชทดสอบ แตจะไปมี
ผลทางออมตอการเจริญเติบโต ในกลุมของแมลงท่ีกินพชืเปนอาหารความช้ืนจะมีผลตอการ
เจริญเติบโตนอย ไมเหมือนกับพวกแมลงศัตรูในโรงเกบ็ (store insect)   
 
 
 



 
 

 ง. แสง  จะมีผลตอการเจริญเติบโตของแมลงเชนกัน  สําหรับแมลงบางชนิด เชน เพล้ีย
ออน ถาเล้ียงในท่ีไมมีแสงจะทําใหมีเพล้ียออนพวกมีปกมาก  แตถาเล้ียงในท่ีมีแสงบางมืดบาง พวก
มีปกจะลดนอยลง  นอกจากนั้นแสงยังเปนตัวเปล่ียนกิจกรรมของแมลงซ่ึงจะมีผลตอการแพฤทธ์ิ
สารฆาแมลงเชนกัน 
 

3. คุณสมบัติทางเคมีของสารฆาแมลง  ท่ีมีอิทธิพลตอการเปนพิษ ไดแก 
ความสามารถในการแทรกซึมไปตามผิวลําตัวแมลง                   - 

                  - ความสามารถในการแทรกซึมผานลําไส 
                  - ขนาดอนภุาค มีอิทธิพลตอความเปนพิษของสารฆาแมลง  ถามีขนาดอนภุาคเล็กก็มี
โอกาสไปสัมผัสแมลงไดมากข้ึน คลุมไดท่ัวถึงเทาขนาดอนุภาคใหญ ๆ  
 
  4. หนทางท่ีสารฆาแมลงจะเขาทําลาย  สวนใหญสารฆาแมลงเขาสูรางกายแมลงโดยผาน
ทางผนังลําตัว (cuticle) นอกจากนั้นสามารถเขาทางระบบการหายใจ ทางปาก ทางอวัยวะอ่ืน ๆ การ
ท่ีสารฆาแมลงจะเขาสูรางกายของแมลงทางอวัยวะสวนใด  ยอมข้ึนอยูกับชนิดของสารฆาแมลง
และชนิดของแมลงเปนสําคัญ เชนพวก pyrethrum เขาสูรางกายแมลงทางรูหายใจ   malathion  เขาสู
รางกายแมลงสาบทางขามากท่ีสุด  สวนแมลงวัน ยุงและผ้ึง จะเขาทาง tarsi มากท่ีสุด (ธรรมนูญ 
และเกรียงไกร, 2528., Busvine, 1971) 
 
วิธีการทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีว ี

 
วิธีการทดสอบมีหลายวิธี ข้ึนอยูกับชนิด ประเภทของสาร กลาวคือ ถาเปนสารเคมีกาํจัด

แมลง สามารถแบงไดเปน 8 วิธี คือ 
 

 1. โดยวิธีการฉีดสารฆาแมลงเขาไปในลําตัวแมลง (Injection method) เปนการฉีดสารฆา
แมลงเขาไปในชองวางระหวางลําตัว  (body cavity) ของแมลงตามปริมาณท่ีกําหนด  วิธีการนี้เปน
การทดสอบกบัแมลงแบบตัวตอตัว และแมลงท่ีใชตองมีขนาดโตพอสมควร การฉีดสารฆาแมลงเขา
ไปในลําตัวแมลงโดยตรงน้ี ทําใหสารฆาแมลงผานผนังลําตัวเขาไปทางสายเลือดโดยตรงเทากับเปน
การวัดประสิทธิภาพสูงสุดของสารฆาแมลงแตละชนดิ  ความละเอียดถูกตองของวิธีการนี้คอนขาง
สูงและไมจําเปนตองใชแมลงเปนจํานวนมาก วิธีการ Injection จะใหผลท่ีแนนอนและแมนยําสูง ใช
สารฆาแมลงจํานวนนอย ความเขมขนตํ่า และใหผลรวดเร็วโดยใชเคร่ืองมือ Microsyringe 
applicator 
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 2. โดยวิธีการหยดสารฆาแมลงบนตัวแมลง (Topical application) เปนวิธีการท่ีทําใหสาร
ฆาแมลงสัมผัสโดยตรงกับตัวแมลง ใหประโยชนอยางเห็นไดชัด ในการศึกษาถึงปฏิกิริยาท่ีสารฆา
แมลงมีตอแมลงโดยตรง  เปนการทดสอบสารฆาแมลงกับแมลงแบบตัวตอตัว โดยใชเคร่ืองมือ 
Microsyringe applicator เชนกัน โดยหยดสารฆาแมลงลงไปบนสวนอกของแมลง ซ่ึงเปนสวนท่ี
เปนจุดรวมของปมประสาท  และเปนสวนท่ีแมลงไมสามารถท่ีจะกําจดัสารฆาแมลงออกไปไดจาก
ลําตัว 
 
  สองวิธีท่ีกลาวมานี้ทดสอบโดยใชเคร่ืองมือ Microsyringe applicator ซ่ึงกอนทําการ
ทดลองตองวัดประสิทธิภาพของเคร่ืองเสียกอน  โดยใชสารปรอทเปนตัววดั เนื่องจากปรอทเปน
สารท่ีไมเกาะติดแกว และไมเปล่ียนสภาพไดงายในสภาพแวดลอมท่ีเปล่ียนไป 
 
 3. โดยวิธีการใหแมลงกิน ( Feeding method ) มีหลายวิธีแตท่ีนิยมใชมากคือวิธี Sandwich  
method  ซ่ึงอาหารท่ีใหอาจเปนใบพืช เปนวิธีการซ่ึงเหมาะสําหรับการทดสอบสารฆาแมลงชนิดกนิ
ตาย  โดยใบพชืท่ีใหแมลงกนิควรพอดี แมลงกินหมดสําหรับการทดสอบแบบตัวตอตัว  โดยนําใบ
พืชท่ีมีขนาดเทากันหรือตัดใหมีขนาดและรูปรางเทากนั  ใบหนึ่งนําไปหยดสารฆาแมลงท่ีใช
ทดสอบ นําอีกใบไปประกบใหสนิท  โดยไมใหสารฆาแมลงท่ีหยดไวไหลออกมา ใชเข็มหมุดเสียบ
ไว ถาเปนสารฆาแมลงชนิดผงก็ใชวิธีฉีดพนไปบนใบพืชใบหนึง่  สวนอีกใบทาดวยแปงเปยกแลว
นํามาประกบใหสนิทกับใบที่ฉีดพนสารฆาแมลงไว  จากน้ันปลอยแมลงลงไปกิน เม่ือกินหมดก็
เปล่ียนใบใหมใหแทน 
 
     สําหรับแมลงปากดูด พวกมวนตาง ๆ จะผสมสารฆาแมลงกับน้ําแลวชุบแทงสําลีไวให
แมลงดื่มพรอมกับใสพืชอาหารไวตางหากอีกทีหนึ่ง 
 
 4. วิธีการจุมตัวแมลง ( Dipping method ) ใชทดสอบเปนบางกรณี ซ่ึงการทดสอบดวยวิธี
ดังกลาวไมสามารถกระทําได เชน การทดสอบกับแมลงท่ีอาศัยอยูในน้าํ ไมสามารถทนตอสภาพ
ปกติได  โดยการคีบแมลงท่ีใชทดสอบจุมลงในสารฆาแมลงตามเวลาท่ีกําหนด นําข้ึนมาอยูใน
สภาพเดิม  วิธีการนี้สามารถนํามาใชกับแมลงชนิดอ่ืน ๆ ได ซ่ึงไมตองการความละเอียดมากนัก  
ใหผลท้ังในแงสารฆาแมลงประเภทถูกตวัตายและกินตาย  แตเปนวิธีการท่ีเราไมทราบปริมาณสาร
ฆาแมลงท่ีแทจริง  ท่ีติดตัวแมลงและเปนผลทําใหแมลงตาย 
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 5. วิธีการจุมใบพืช (Leaf dipping method) โดยการจุมใบพืชอาหารของแมลงท่ีใชทดสอบ
ไปในสารฆาแมลงตามเวลาท่ีกําหนด นําข้ึนมาท้ิงไวใหแหงแลวนําแมลงมาปลอยใหกินและ
ปริมาณของสารฆาแมลงท่ีแทจริงท่ีแมลงกนิเขาไปไมทราบแนนอน 
 

 6. โดยการใหสัมผัสสารฆาแมลง (Contact หรือ Residual exposure method) เปนอีกวิธี
หนึ่งท่ีทดสอบสารฆาแมลงท่ีมีพิษในทางสัมผัส โดยละลายสารฆาแมลงในตัวทําละลายท่ีระเหยงาย 
ใสในภาชนะที่ใชทดสอบ นําไประเหยใหแหงแลวปลอยแมลงท่ีตองการทดสอบลงไป จากนัน้
ภายในเวลาท่ีกําหนดจึงนําแมลงกลับมาสูสภาพเดิม หรืออาจเรียกวา Dry film method ก็ได 
 

 7. โดยการพนสารฆาแมลงโดยตรง (Direct spray) ใชทดสอบไดกับแมลงเปนกลุม โดยการ
ฉีดพนสารฆาแมลงใหถูกตวัแมลง หรือพืชอาหารโดยใหปริมาณของสารฆาแมลงตกลงบนแมลง
หรือพืชอาหารเปนมาตรฐานเดียวกนั โดยการกําหนดเวลาและความดนัของเคร่ือง สําหรับแมลงจะ
ใสไวในภาชนะท่ีสารฆาแมลงสามารถผานได เพื่อทําการ spray สารฆาแมลงจะผานไปตกตามตัว
ของแมลงในอัตราท่ีเทากัน ซ่ึงเคร่ือง spray ท่ีใชอาจเปน Potter’s spray tower หรือ turn table spray  
 

 8. โดยการพนผง (Dusting) เคร่ืองมือท่ีใชอาจเปน Bell jar Dusting Dusting tower หรือ 
Dusting tunnel ก็ได แตท้ังสามชนิดก็มีหลักการเหมือนกนัคือ การเปาลมในภาชนะจํากัด เพื่อใหตวั
สารฆาแมลงในรูปผงกระจายไปอยางท่ัวถึงบนพ้ืนผิวท่ีเราตองการ และปริมาณของสารฆาแมลงท่ี
ตกบนพื้นท่ีนัน้ ๆ สามารถคํานวณไดจากการช่ังน้ําหนัก โดยเฉพาะ Bell jar Dusting จะมีการ
กระจายของสารฆาแมลงดีกวาอันอ่ืน ๆ  
 

 โดยปกติ ในการทดสอบสารฆาแมลงกับแมลงแบบตัวตอตัว มักใชปริมาณแมลงตํ่ากวา 25 
ตัว ตอ treatment สวนการทดสอบสารฆาแมลงกับแมลงแบบกลุมจะใชแมลง 40 – 50 ตัวเปนอยาง
ต่ํา  แตสําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ ไวรัส เอ็นพีวี จะมีความแตกตางคอนขางมากจาก
สารเคมีฆาแมลงซ่ึงสวนใหญมาจากขบวนการสังเคราะหทางเคมี เนื่องจากไวรัส เอ็นพีวี ผลิตจาก
แมลงอาศัย (host) จึงมีความแปรปรวนตามปจจัยส่ิงแวดลอมตาง ๆ ไวรัสท่ีผลิตไดในแตละคร้ังอาจ
มีประสิทธิภาพแตกตางกัน การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัสกับแมลงอาศัยจึงเปนส่ิงสําคัญ โดย
มีวัตถุประสงคดังนี้  
 

 1. เพ่ือใหทราบวาไวรัส เอ็นพีวี ท่ีผลิต มีความสามารถทําใหแมลงเปนโรคตายไดดีมาก
นอยเพียงใด รวมถึงระยะเวลาที่ทําใหแมลงตายนาน 
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2. ทําใหทราบคุณภาพและประสิทธิภาพวาไดมาตรฐานตามขอกําหนดหรือไม เพื่อให
สามารถปรับอัตราความเขมขน หรืออัตราการนําไปใชในสภาพไรไดอยางเหมาะสม โดยท่ัวไปแลว 
ผลจาก Bioassay ในหองปฏิบัติการจะนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปปรับใชในสภาพไร
ตอไป 

 
3. สามารถใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี สายพันธุตาง ๆ เพื่อคัดเลือกสาย

พันธุท่ีดีท่ีสุด 
 
การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส ตองมีการตรวจนับปริมาณไวรัส เอ็นพีวี กอนนาํไป

ทดสอบ ซ่ึงไวรัสกลุมนี้สามารถตรวจนับไดงาย เพราะสรางผลึกโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสเอาไว 
เพื่อปกปองตัวเองจากสภาพแวดลอมภายนอก ผลึกโปรตีนนี้เรียกวา polyhedral inclusion bodies 
(PIBs) หรือ occlusion bodies (OBs) หนวยท่ีใชวัดเรียกเปนจํานวน PIBs หรือ OBs ตอปริมาตรเชน 
มิลลิลิตร หรือ มิลลิกรัม  

 
เทคนิคการทํา Bioassay 
               
  การทํา Bioasay กับแมลงทดลองชนิดตาง ๆ จําเปนตองศึกษาอัตราความเขมขนของไวรัส 
ลักษณะอาการเกิดโรค ระยะเวลาท่ีทําใหแมลงทดลองตาย แตเนื่องจากแมลงมีขนาดท่ีหลากหลาย 
อุปนิสัยการกนิท่ีแตกตางกนั ทําใหการทํา bioasay จึงมีหลายวิธีตามความเหมาะสมกับชนิดและ
ขนาดของแมลง รวมถึงวิธีการท่ีจะใชในทดลอง ซ่ึงมีหลายวิธี แตท่ีนิยมใชในปจจุบัน คือ การใช
ไวรัสเคลือบบนผิวหนาของอาหาร (Surface contamination) เปนวิธีท่ีไมยุงยาก สามารถปฏิบัติกับ
อาหารเทียมหรือใบพืช โดยเตรียมสารละลายแขวนลอยของไวรัส ในอัตราท่ีตองการ  
 

กรณีท่ีใชใบผักทดสอบ ถาเปนพืชท่ีมีไข (Wax) เคลือบบนใบ เชน ใบคะนา ควรผสมสาร
จับใบลงไปเล็กนอย เพื่อลดความตึงผิวของใบผัก ชวยใหไวรัสเกาะติดบนใบผักไดดีข้ึน เม่ือจุมใบ
ผักลงในสารละลายแขวนลอยของไวรัส เอ็นพีวี แลวนําข้ึนผ่ึงในหองปกติรอจนใบแหง จึงนําใบผัก
ใสจานแกวหรือกลองพลาสติกเพื่อใหหนอนท่ีใชทดสอบกินตอไป เม่ือหนอนทดสอบกินใบผัก
ครบ 24 ช่ัวโมง ใหเปล่ียนใบผักใหมท่ีไมมีเช้ือไวรัส ตรวจผลการตายของหนอนทุกวนั ประมาณ  
7-15 วัน ข้ึนอยูกับชนดิของแมลงท่ีใชทดสอบ 
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สําหรับการใชอาหารเทียมแทนใบผัก มีวิธีปฏิบัติเชนเดียวกัน แตใหเคลือบผิวหนาของ
อาหารเทียมท่ีบรรจุอยูในภาชนะเล้ียงดวยสารละลายแขวนลอยไวรัสท่ีเตรียมไวในอัตราท่ีตองการ 
ปลอยหนอนทดลองลงไปกินตลอดการทดลองโดยไมตองเปล่ียนอาหารเทียมตลอดการทดสอบ 
ตรวจผลการตายของหนอนทุกวัน ประมาณ 7-15 วัน ข้ึนอยูกับชนิดของแมลงท่ีใชทดสอบ วิธีนี้
คอนขางสะดวกในการดําเนนิการ ใชไดดกีับแมลงท่ีมีนสัิยกัดกนิผิวหนาของอาหาร โดยเฉพาะ
หนอนกระทูผัก และหนอนกระทูหอม ยกเวนหนอนท่ีมีนิสัยกัดกินเจาะเขาไปในอาหารเทียม ทําให
หนอนไดรับเช้ือนอยกวาอัตราท่ีกําหนด ทําใหเกิดความแปรปรวนสูงตอเปอรเซ็นตของหนอน
ทดลอง (อุทัย, 2534, สมชัย, 2542) 

 
การประเมินผลกําหนดอัตราการตายของแมลง 
 
 ในการทดสอบสารฆาแมลงจําเปนตองทํามาตรฐานของการวัดอัตราการตายไว และแมลง
มักมีการตายท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติ  ซ่ึงถามีการตายของแมลงเกิดข้ึนใน control ก็จําเปนตองใช 
Abbott ’s formula (1925) 
 
 % corrected mortality = % test mortality - % control mortality 
                                                           100 - % control mortality 
 

สวนการกําหนดวาแมลงท่ีทดสอบตายหรือไมตาย อาจดูจาก  
 
 1. ขาบิดหรือไม เชนพวกไรเมื่อใกลลอกคราบจะเหยยีดขาและเกาะนิ่งอยูเฉย ๆ ตองอาศัยดู
จากขา ถาขาบิดแสดงวาตาย ถาไมบิดแสดงวายังไมตาย 
 
 2. เดินไดหรือไม  ในการทดสอบ บางคร้ังจะพบวาแมลงที่ใชทดสอบสามารถขยับตัวได ถา
เพียงแตขยับตัวแตไมสามารถเดินไดก็ถือวาแมลงตายแลว 
 
 3. ความสามารถในการลากลําตัวเคล่ือนยาย ใชสําหรับพิจารณาแมลงท่ีทดสอบพวกหนอน  
ถาไมสามารถลากลําตัวเคล่ือนยายไปไดใหถือวาตาย 
 
 
 



 

 4. ความสามารถในการเคล่ือนยายหนีความรอน หรือเคล่ือนเขาหาแสง  แมลงท่ีใชทดสอบ
บางอยาง  อาจเปนแมลงท่ีชอบเกาะนิ่ง ๆ ไมคอยมีการเคล่ือนยาย  เรากทํ็าการทดสอบวาแมลงตาย
หรือไม โดยใชความรอน ถายังไมตายจะเคล่ือนหนีความรอน สวนพวกลูกน้ํายุงจะเคล่ือนเขาหา
แสง เปนตน 
 
 5. ความสามารถในการบินและเกาะ  ใชสําหรับพิจารณาแมลงท่ีบิน เชน แมลงหวี่  บางคร้ัง
เราจะพบวาแมลงหวี่ยังบินไดแตเปนเพยีงบินข้ึนไป หมุนแลวตกลงมา ไมสามารถบินข้ึนเกาะได  
ใหถือวาตายแลว 
 

     การประเมินผลการทดสอบสารฆาแมลงวาแมลงท่ีทดสอบตายหรือไม  ปกติจะตรวจผล
การทดสอบภายใน 24 ช่ัวโมง  หลังจากการทดสอบ หรือ 24 ช่ัวโมงหลังจากแมลงท่ีทดสอบไดรับ
สารฆาแมลงเขาไป  (James, 1971)
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1. อุปกรณท่ีใชในการเตรียมวัตถุดิบและการผลิตไวรัส เอ็น พี ว ี
 

1.1 เคร่ืองช่ังไฟฟา PB1502-5 (Mettler, Switzerland) 
1.2 ภาชนะชนิดตาง ๆ เชน ถาดพลาสติก และถาดโลหะ 
1.3 เทอรโมมิเตอร 
1.4 เคร่ือง Ultracentrifuge SW 27 (Roter, United Kingdom) 
1.5 อุปกรณสําหรับเล้ียงหนอนชนิดตาง ๆ ไดแก อาหารเทียม ถวยพลาสติกเล้ียงหนอน 
1.6 กลองจุลทรรศน ชนิดคอนทราส Model BX 50 (Olympus, Japan) 

 
2. อุปกรณในการศึกษาอายุเก็บรักษา 
 
     2.1 เคร่ืองผนึกถุง 
     2.2 ขวดพลาสติกขาว  
     2.3 ตูควบคุมอุณหภูมิ  

 
3. อุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ  
 
     3.1 อุปกรณสําหรับการศึกษาอายกุารเก็บรักษา 
 
           3.1.1 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ B 50 (Memmert, Germany) 
           3.1.2 หลอดยูวีบี ชนดิบี 26W (Phillip, Netherlands) 
           3.1.3 เคร่ืองวัดแสงยวูี ชนิด บี UV-340 (LT Lutron, Taiwan)  
 
     3.2 อุปกรณท่ีใชในการวเิคราะหขอมูล 
 
           3.2.1 เคร่ืองคอมพิวเตอร Satellite 200 (TOSHIBA , Japan) 
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 3.3.2 โปรแกรมวิเคราะหทางสถิติ  ไดแก  SPSS เวอรช่ัน 14   
 
4. วัตถุดิบอ่ืนๆ 
 
      4.1 เช้ือไวรัส เอ็นพีวี 3 ชนิดไดแก ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก Spodoptera litura 
nucleopolyhedrovirus (SlNPV), ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูหอม Spodoptera exigua  
nucleopolyhedrovirus (SeNPV) และไวรัส เอ็นพีวี หนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera 
nucleopolyhedrovirus (HaNPV) 
      4.2 ชีวผลิตภัณฑสําเร็จรูปไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก (BIO DOA V3) 
      4.3.สารผสมหรือสารเพ่ิมฤทธ์ิชนิดตาง ๆ ไดแก Anti microbial, Spreader และ UV protectants          
      4.4 หนอนกระทูผัก Spodoptera litura (Fabricius) 
      4.5 อาหารเทียมเล้ียงหนอน (รายละเอียดในภาคผนวก) 

 
วิธีการ 

 
1.  การเล้ียงหนอนกระทูผักเพ่ือผลิตไวรัส เอ็นพีวี  
 
             หนอนกระทูผัก Spodoptera litula (Fabricius) ท่ีใชในการศึกษานี้ เก็บจากแปลงพืชผักชนิด
ตางๆ ของเกษตรกร ในเขตอําเภอกําแพงแสน จังหวดันครปฐม นํามาเล้ียงดวยอาหารเทียมใน
หองปฏิบัติการของอาคารวิจัยและพัฒนาศัตรูธรรมชาติ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานกัวิจยัพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร โดยเล้ียงในหองปรับอากาศท่ีมีอุณหภมิูประมาณ 27±1 องศา
เซลเซียส และความชื้นสัมพทัธ 70 เปอรเซ็นต จนหนอนเขาดักแดออกเปนตัวเต็มวยั ผสมพันธุและ
วางไขตามลําดับ 
 

1.1 ระยะไข 
 
        หลังจากปลอยใหตวัเต็มวัยตัวผูและตัวเมียผสมพันธุกันแลว ตวัเมียจะวางไขตดิกับ

กระดาษไขท่ีบุขางกลอง และวางขางถวยใสน้ําผ้ึงท่ีเปนอาหารของตัวเต็มวัย เก็บไขทุกวันโดย
เปล่ียนกระดาษไขท่ีบุขางกลองและเปล่ียนถวยใสน้ําผ้ึงใหมแทน นําไขใกลฟกท่ีเร่ิมเปล่ียนเปนสีดาํ
แชลงในฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลานาน 10 นาที เพื่อทําลายเช้ือจุลินทรียตางๆ ท่ี
เปลือกไข ลางดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง ผ่ึงใหแหง นํามาใสกลองพลาสติกส่ีเหล่ียมผืนผา ขนาด 6x10x2.5  
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นิ้ว หรือถวยพลาสติกกลมเสนผาศูนยกลาง 1 นิ้ว สูง 3 นิว้ ซ่ึงมีอาหารเทียมท่ีผสมฟอรมาลินตาม
สูตรของอุทัย (2525) โดยคว่าํใหตวักลองท่ีมีอาหารอยูดานบนและฝากลองท่ีมีกระดาษไขและถวย
วางอยูดานลาง 

 
1.2 ระยะหนอน 
 
        เม่ือตัวหนอนฟกออกจากไขจะไตข้ึนไปกินอาหารเทียม และเจริญเติบโตในภาชนะ

เล้ียงจนเขาวัย 2-3 คือมีอายุระหวาง 6-9 วัน แยกหนอนไปเล้ียงในถวยพลาสติก ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2 นิ้ว สูง 2.5 นิ้ว ซ่ึงบรรจอุาหารเทียมหนา 1 เซนติเมตร ใสหนอนถวยละ 2-3 ตัว 
เพื่อไมใหแออัดเกินไป สําหรับหนอนที่ใชเปนพอแมพนัธุ ใชอาหารเทียมซ่ึงผสมฟอรมาลิน แต
หนอนท่ีจะนําไปใชผลิตขยายเช้ือไวรัส จะเล้ียงดวยอาหารเทียมท่ีไมใสฟอรมาลิน เนือ่งจาก
ฟอรมาลินมีคุณสมบัติในการลดประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส  และหนอนจะเจริญเติบโตจนกระท่ัง
เขาดักแดท่ีกนถวยอาหาร  

 
1.3 ระยะดักแด 
 
        เก็บดักแดจากกนถวยอาหารมารวมกนั แชในฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต นาน 10 

นาที เพื่อทําลายจุลินทรียตางๆ ท่ีติดมาตามผิวนอกของดกัแด ปลอยท้ิงไวใหแหงนําไปใสโหลแกว
หัวทายเปดขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.5 นิ้ว สูง 5.0 นิ้ว ปดปากดานบนดวยผาขาวบางที่ผานการนึ่งฆา
เช้ือแลว (ภาพท่ี 10) เก็บกลองไวในท่ีมืดจนกระท่ังดักแดออกเปนตัวเต็มวัย 
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ภาพท่ี 10  ดักแดของหนอนกระทูผักท่ีรอฟกเปนผีเส้ือตัวเต็มวัย 
 

1.4 ระยะตัวเต็มวยั 
 
        เม่ือดักแดออกเปนตัวเต็มวัยในโหลแกว  คัดตัวเต็มวัยใหเหลือท้ังเพศผูและเพศเมีย

โหลละ 10 คู ปดปากกลองดวยผาขาวบาง บุภายในดวยกระดาษไขใสถวยพลาสติกท่ีมีสําลีชุบน้ําผ้ึง
ไวในกลอง เพือ่เปนอาหารของผีเส้ือ ดานลางของกลองหลอน้ําไวเพื่อใหความช้ืนแกตัวเต็มวัย
ในชวงผสมพันธุ (ภาพท่ี 11) เล้ียงในหองที่มีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส และมีความช้ืนสัมพัทธ 70 
เปอรเซ็นต เล้ียงจนถึงผีเส้ือผสมพันธุกันแลววางไข 
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ภาพท่ี 11  ผีเส้ือของหนอนกระทูผักท่ีรอผสมพันธุแลววางไข 
 

2.  แหลงของเชื้อและการเพิ่มปริมาณของเชื้อ 
  
 2.1  แหลงของเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี
 
         เช้ือไวรัส เอ็นพีวี ของหนอนกระทูผักท่ีใชในการศึกษานี้ ไดมาจากเช้ือบริสุทธ์ิของ
กรมวิชาการเกษตร ซ่ึงเก็บรวบรวมจากหนอนท่ีเปนโรคตายดวยไวรัส เอ็นพีวี จากแหลงเพาะปลูก
พืชชนิดตาง ๆ ของประเทศไทย 

 
2.2  การเพิ่มปริมาณเช้ือไวรัส 
 
       เพิ่มปริมาณเช้ือไวรัสโดยใชหนอนกระทูผักวยั 3 ซ่ึงมีอายุประมาณ 8-9 วันเปนแมลง

อาศัย ดวยการทาเช้ือไวรัสลงบนอาหารเทียม ในถวยพลาสติกใสสําหรับใชเช้ือขนาด
เสนผาศูนยกลาง 2.5 นิ้ว สูง 1.5 นิ้ว ใสหนอนกระทูผักลงไปถวยละ 1 ตัว ใชเวลาประมาณ 5-7 วัน
หนอนจะแสดงอาการติดโรคตาย (ภาพท่ี 12) และเปนระยะท่ีใหจํานวนผลึกของไวรัสสูงท่ีสุด  

 
 
 



 40 

 

 
 

ภาพท่ี 12  หนอนกระทูผักทีต่ายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส เอ็นพีว ี
 

เก็บหนอนท่ีตายดวยเช้ือบรรจุในขวดสีชา แตถาตัวหนอนแตกเละ กใ็หหยดน้ํากล่ันลงไป
เล็กนอยแลวดดูซากหนอนดวย pasteur pipette บรรจุในขวด เก็บไว ในตูเย็น อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส เม่ือไดปริมาณมากพอแลว จึงทําการปนซากหนอนท่ีเก็บไวใหละเอียดดวยเคร่ืองปน 
(blender)  แลวกรองดวยผาขาวบางซอนกนั ๒ ช้ัน เพื่อแยกสวนท่ีไมตองการออก เชน ซากหนอน 
หรือเศษอาหารเทียม (ภาพท่ี 13) แลวนําสารละลายท่ีผานการกรองนี้มาตรวจนับจํานวนผลึก ดวย
เคร่ืองนับเม็ดเลือด (hemacytometer) โดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา เพื่อปรับอัตรา
ความเขมขนของจํานวนผลึกใหเทากับ 1x109 ผลึกตอมิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 13  เช้ือไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก ท่ีผานการปนละเอียดและกรองแลว 
 
3.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก 
 

3.1  การทําเชื้อใหบริสุทธ์ิ (purification) 
 

       นําเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีไดมาทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี sucrose density gradient 
centrifugation โดยทํา gradient ของสารละลายนํ้าตาล 6 ช้ันในหลอด centrifuge โดยใหน้ําตาลแต
ละช้ันมีความหนาเทากบั 6 มิลลิลิตร และใหความเขมขนของน้ําตาลมีคา 60, 58, 56, 54, 52 และ 50 
เปอรเซ็นต (น้าํหนัก/ปริมาตร) ตามลําดับ ตั้งท้ิงไวในตูเย็น 1 คืนใหน้าํตาลละลายเขาหากันจนมอง
ไมเห็นการแบงช้ัน จากนัน้ใสเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีผานการกรองดังกลาวขางตนแลวลงไปบนผิวหนา
สารละลายน้ําตาลประมาณ 2 มิลลิเมตร นําไปปนดวยเคร่ือง Ultracentrifuge ใชหัว Roter SW 27 ท่ี
ความเร็วประมาณ 25,000 รอบตอนาที (rpm) นาน 1.5  ช่ัวโมง จะเห็นช้ันของผลึกโปรตีนของเช้ือ 
ไวรัส เอ็นพวีี เปนช้ันสีขาวขุนท่ีระยะสูงประมาณ 3.3 เซนติเมตร จากกนหลอด ดูดช้ันของเช้ือ 
ไวรัส เอ็นพวีข้ึีนมา เติมน้ํากล่ันท่ีสะอาดลงไปเพื่อเจือจางสารละลายนํ้าตาล นํามาปนท่ีความเร็ว 
5,000 รอบ นาน 20 นาที ผลึกโปรตีนของเช้ือ ไวรัส เอ็นพีวี จะตกตะกอนท่ีกนหลอด เทน้ําท้ิงแลว
ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันปริมาณ 2-3 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวจนตะกอนละลายข้ึนมาหมด นํามา 
dialysis โดยแชน้ํากล่ันในตูเย็นขามคืน เพือ่ลางน้ําตาลท่ียังคงเหลืออยูออก จากนัน้มาทําใหบริสุทธ์ิ
ซํ้าอีกคร้ังตามวิธีการขางตน แลวนําเช้ือ NPV ท่ีไดไปคํานวณหาความเขมขนของผลึกโปรตีนดวย 
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เคร่ือง hemacytometer นําเช้ือไวรัส เอ็นพวีี นี้เก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อไวใช
ในการทดลองตอไป (อุทัย, 2534) 

 
3.2  การศึกษาจีโนมและลําดบัเบส 
 

                     3.2.1  การสกัด DNA ของเช้ือ Nucleopolyhedrovirus (NPV) และการตรวจสอบยีน  
Polyhedrin (polh) ดวยกระบวนการ PCR  
 
                  นําไวรัสท่ีเตรียมไวจากขอ 3.1 มาปนตกตะกอนเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีแขวนลอย
อยูในน้ํากล่ันดวยความเร็ว12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จากนั้นสกัด total DNA โดยบดตัวอยางตะกอนเช้ือ Nucleopolyhydrovirus ใน extraction buffer 
(2% CTAB, 0.1 M Tris pH 8.0, 0.02 M EDTA, 1.4 M NaCl) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใหละเอียด
ดวยแทงบดพลาสติก ในหลอด microcentrifuge tube จากน้ันเติม 25 mM B-mercaptoethanol ผสม
ใหเขากนัโดยใช vortex นําไปบมท่ีอุณหภมิู 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปปนเหวีย่งท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส ดูดน้ําใสใสในหลอด
ใหม เติม phenol: chroloform: isoamyl alcohol (25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสวน 
น้ําใสท่ีดูดได ผสมใหเขากันโดยใช vortex นําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
5 นาที ดูดน้ําใสใสในหลอดใหม เติม 0.1 เทา โดยปริมาตรของ 3 M CH 3COONa (pH 5.2) และ 1 
เทา โดยปริมาตรของ isopropanol ท่ีเย็นจดั พลิกหลอดไปมาเบา ๆ นําไปบมท่ี -20 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เทสารละลายท้ิงใหหมด ลางตะกอน DNA ดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศา
เซลเซียส เทสารละลายท้ิง จากน้ันทําตะกอนใหแหงโดยใช vacuum แลวละลายตะกอนดวย TE 
buffer (0.01 M Tris-pH 8.0, 0.001 M EDTA) ท่ีเติม RnaseA (ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) (Fluton et al., 1995)  แลวนาํ DNA ท่ีสกัดไดไปใชในข้ันตอนการตรวจสอบการมีอยูของ
ยีน Polyhedrin (polh) ดวยกระบวนการ PCR โดยใชไพรเมอร Polh-NPV-F  และ Polh-NPV-R 
สําหรับตรวจสอบยีน polh (Seufi, 2008) (ตารางท่ี 1)  
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  ตารางท่ี 1  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีน polh ของเช้ือ Nucleopolyhedrovirus  ดวย 
วิธี PCR 

primer name primer sequence 

Polh-NPV-F 5’ –GG(GT) CC(GT) GGC AAG AAT CAG AA- 3’ 

Polh-NPV-R 5’ –GCG TC(TG) GG(TG) GCG AAC TCT TT(TG) ATT TT- 3’ 

 
ปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
 
        10 x PCR buffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl2 , 100 mM Tris HCl, (pH 8.3),  
        1 mg /ml BSA, 100 mM (NH4)2SO4)                                                                2.5 ไมโครลิตร  
        2 mM dNTP mixture                                                                                        1.25 ไมโครลิตร 
        20 mM ไพรเมอร แตละเสน                                                                              0.25 ไมโครลิตร 
          5 ยูนิตตอไมโครลิตรของ Taq DNA polymerase (RBC bioscience, Taiwan)    0.1 ไมโครลิตร 
 

 เร่ิมปฏิกิริยา PCR ในรอบแรกสําหรับ DNA denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 
นาที จากนั้นทําปฏิกิริยา จํานวน 35 รอบ โดยใชอุณหภูมิสําหรับ DNA denaturation ท่ี 94 องศา
เซลเซียส 1 นาที, primer annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส 2 นาที, และ DNA extension ท่ี 72 องศา
เซลเซียส 2 นาที ตามลําดับ และทําปฏิกิริยาสําหรับ final DNA extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 
7 นาที จากนัน้นํา PCR product ท่ีไดไปตรวจสอบดวย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5 x 
TBE (0.045 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.045 M Boric acid, 0.013 M EDTA). 

 
                    3.2.2  การโคลน DNA ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยา PCR 
 

                 ทําการโคลน PCR products ของยีน polh  ท่ีไดเขาสูพลาสมิดพาหะ pJET1/blunt 
vector (Fermentas, Lithuania) ขนาด 3,128 คูเบส ตามคําแนะนําในคูมือของบริษัทผูผลิต จากนั้นนาํ 
recombinant plasmid ท่ีไดถายเขาสูเช้ือแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ XL1-blue ดวยวิธี heat shock 
transformation คัดเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญไดบนอาหารคัดเลือกมาตรวจสอบยีนท่ีโคลนเขาไป
ในพลาสมิดดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเฉพาะเจาะจงกับยีน polh (ตารางท่ี 1) 

 
 



 

                3.2.3  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product  
 

                 วิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด (DNA sequencing) ของยีนท่ีอยูใน recombinant 
plasmid โดยใชบริการของ Genome institute ศูนยพันธุวศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
และตรวจวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASTAR Software (Laser gene, Wisconsin, USA.) 
เปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดกับลําดับนวิคลีโอไทดของเช้ือไวรัส เอ็นพีว ีสายพันธุ 
ตาง ๆ จํานวน 13 สายพันธุ ท่ีมีรายงานใน GenBank (ตารางท่ี 2) 

 
                   จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ัง 3 โคลนท่ีไดมาเปรียบเทียบกับ

ฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัส เอ็นพีวีท่ีมีรายงานอยูใน GenBank ผานระบบเครือขาย
อินเตอรเน็ท โดยการวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม  Blastn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)   แลวทําการเปรียบเทียบระดับกรดอะมิโน โดยการแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะมิโน ผานระบบเครือขายอินเตอรเน็ท ดวยโปรแกรม Blastx 
(website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTX) และนําลําดับจีโนมเหลานี้มาจําแนก
ความสัมพันธโดยการสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม ClustalW (website: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview) ผานเครือขายระบบอินเตอรเน็ท 
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ตารางท่ี 2  เช้ือไวรัส เอ็นพวีี สายพันธุตาง ๆ จํานวน 13 สายพันธุท่ีมีรายงานในฐานขอมูลของ   

                   GenBank 
 

Viruses Abbreviations Accession 
numbers 

Authors 

Thailand : 
Unknow 1 : HaNPV DOA 
Unknow 2 : SeNPV DOA 
Unknow 3 : SlNPV DOA 
1. Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 
 
China  : 
2. Bombyx mandarina nucleopolyhedrovirus 
3. Helicoverpa armigera   
     nucleopolyhedrovirus 
India : 
4. Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda 
 
5. Helicoverpa armigera NPV strain Jodhan 
 
6. Helicoverpa armigera NPV strain PAU 
 
7. Helicoverpa armigera NPV strain PDBC 
 
Netherland : 
8. Spodoptera exigua nucleopolyhedrovirus 
Newzealand : 
9. Epiphyas postvittana  
     nucleopolyhedrovirus 
 

 
HaNPV DOA 
SeNPV DOA 
SlNPV DOA 

BmoNPV 
 

 
BmoNPV 
HaNPV 

 
 

HaNPV strain 
Bathinda 

HaNPV strain 
Jodhan 

HaNPV strain 
PAU 

HaNPV strain 
PDBC 

 
SeNPV 

 
EpNPV 

 

 
- 
- 
- 

AY779044 
 

 
NC012672 
NC003094 

 
 

FJ157292 
 

FJ157294 
 

FJ157291 
 

FJ157293 
 

 
AF169823 

 
NC003083 

 
 

 
 

 
 
 
 

Kaewwises et 
al., 2004 
 
Xu et  al.,2010 
Zhang et al., 
2005 
 
Gupta et 
al.,2008 
Gupta et 
al.,2008 
Gupta et 
al.,2008 
Gupta et 
al.,2008 
 
Van et al.,1992 
 
Hyink et al., 
2002 
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ตารางท่ี 2 (ตอ) 
 

Viruses Abbreviations Accession 
numbers 

Authors 

United Kingdom : 
10. Autographa califomica 
nucleopolyhedrovirus 
11. Autographa califomica 
nucleopolyhedrovirus clone C6 
United state of America : 
12. Bombyx mori NPV polyhedron gene 
 
13. Plusia orichaicea nucleopolyhedrovirus 
 

 
AcNPV 

 
AcNPV clone 

C6 
 

BmoNPV 
 

PoNPV 
 

 
NC001623 

 
L22858 

 
 

NC001962 
 

AF019882 
 

 
Ayres et 
al.,1994 
Ayres et 
al.,1994 
 
Gomi et 
al.,1999 
Carner et 
al.,1998 

 
4.  การศึกษาผลของแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ท่ีมีตอประสิทธิภาพของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี หนอน
กระทูผัก 
 
     เตรียมตูฉายแสง UV ชนิด B ความยาวคล่ืนแสง ประมาณ 290 นาโนเมตร เปนแหลงกําเนิด
แสงใชหลอดยูวี Phillip 26 W ท่ีมีกําลังสองสวาง (output) 26 วัตตตอ 100 ช่ัวโมง จาํนวน 2 หลอด 
ติดต้ังหลอดใหมีระยะครอบคลุมทุกตัวอยางเทากนัท่ัวพื้นท่ีสําหรับวางตัวอยาง  และวดัระดับแสง
ดวยเคร่ืองวัดแสงยูวี  LT Lutron UV-340 ใหไดพลังงานแสงตกลงพ้ืนท่ีเทากับ 1 μW/cm2 เทากัน
หมด  ระยะหางของตัวอยางถึงแหลงกําเนดิแสงประมาณ 19 เซนติเมตร แลวนําเช้ือไวรัส เอ็นพวีี 
หนอนกระทูผัก ท่ีเตรียมไวในขอ 2 ปรับความเขมขนใหได 3 ระดับ คือ 0.25x109, 0.5x109 และ
1x109ผลึกโปรตีนตอมิลลิลิตร ผสมสารจับใบ (sticky) 0.1 % (TeepolTM) หยดสารละลายแขวนลอย
ของเช้ือไวรัสท่ีเตรียมไวลงบนอาหารเทียมท่ีเตรียมไวแลวในถวยพลาสติกขนาด 20 ออนซ  ซ่ึงมี
พื้นที่ผิวหนาอาหารเทียมประมาณ 8 ตารางเซนติเมตร หนาประมาณ 2 มิลลิเมตร หยดสารละลายลง
ไปถวยละ 15 ไมโครลิตร แลวเกล่ียสารละลายท่ีหยดลงไปใหท่ัวพื้นผิวหนาของอาหารเทียม  ท้ิงให
แหงในสภาพหองท่ีปลอดเช้ือ แลวนําไปฉายแสงตูใหแสง UV ตามวิธีของ Hienton et al. (1958) 
เก็บตัวอยางทุกช่ัวโมงจนครบ 12 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดเวลาแลว นําอาหารเทียมท้ังหมด มา
ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทําใหเกิดโรคโดยการทํา bioassay กับหนอนกระทูผัก วยั 3  
อายุประมาณ 7-9 วัน ปลอยหนอนกระทูผักท่ีเตรียมไวลงไปถวยละ 1 ตัว ใชหนอนทดสอบ 40 ตัว  
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ตอกรรมวิธี นาํถวยอาหารซอนกันเพื่อใหมีพื้นที่ระหวางถวยประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพื่อบังคับให
หนอนท่ีทดสอบกินอาหารและไมคลานหนีไปจากอาหาร (สมชัยและคณะ, 2542) เปรียบเทียบกับ
ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผักท่ีไมไดรับแสง และนํ้ากล่ัน วางแผนการทดลองแบบ CRD กรรมวิธี
ละ 4 ซํ้า ใชเช้ือ ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผักท่ีไมไดรับแสงและนํ้ากล่ันเปนตัวควบคุม บันทึกการ
ตายของหนอนทุกวนัหลังจากใหเช้ือจนหนอนตายหรือเขาดักแดหมด ถามีหนอนตายใน control ให
ทําการปรับเปอรเซ็นตการตายของหนอนโดยใชสูตรของ Abbott (1925) แลวนาํเปอรเซ็นตการตาย
ของหนอนท่ีปรับคามาวิเคราะหผลทางสถิติ 
 
 5.  การศึกษาผลของอุณหภมิูในระดับตาง ๆ และชวงความยาวนานของการไดรับอุณหภูมิท่ีมีตอ
ประสิทธิภาพของเชื้อ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก  
 
           นําเช้ือ ไวรัส เอ็นพวีี ท่ีเตรียมตามวธีิการในขอ 2 มาปรับความเขมขนใหไดประมาณ 1x109 
ผลึกโปรตีนตอมิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง (vial) หลอดละ 15 มิลลิลิตร นําไปวางไวในตู 
incubator GCA corporation อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส ตูละ 3 หลอด วางหลอด
ไวนาน 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง นําหลอดออก 1 หลอดทุก ๆ 24 ช่ัวโมง จากนั้นนาํเช้ือไวรัส เอ็นพีวี 
ท่ีผานการทดลองแลวท้ังหมดมาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือดวยการทํา bioassay กับหนอนกระทู
ผักแบบเดยีวกบัอุปกรณและวิธีการขอ 4 วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลองกรรมวิธีละ 4 
ซํ้า ใชเช้ือ ไวรัส เอ็นพีวีท่ีไมไดรับการ treat และนํ้ากล่ันเปนตัวควบคุม (control) บันทึกจํานวน
หนอนท่ีตายทุกวันจนหนอนตายหรือเขาดกัแดหมด ถามีหนอนตายใน control ใหทําการปรับ
เปอรเซ็นตการตายของหนอนโดยใชสูตรของ Abbott (1925) แลวนําเปอรเซ็นตการตายของหนอน
ท่ีปรับคามาวิเคราะหผลทางสถิติ 
 
 6.  การศึกษาอายุการเก็บรักษา ชีวผลิตภณัฑ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักท้ังรูปสารละลาย
แขวนลอยและสูตรสําเร็จรูป 
 
            นําไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ท่ีผลิตในรูปสารละลายแขวนลอยและชีวผลิตภัณฑ
สําเร็จรูปของกรมวิชาการเกษตร  (Bio DOA V3) ใสขวดพลาสติกขาวขนาด 30 มิลลิลิตร ขวดละ 
25 มิลลิลิตร ตัวอยางละ 24  ขวด  รวมท้ังหมด 48 ขวด แบงไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองซ่ึงมีอุณหภูมิ
ประมาณ 30 องศาเซลเซียส   และในตูเยน็อุณหภูมิประมาณ 5 องศาเซลเซียส ในจํานวนเทา ๆ กัน 
โดยเก็บไวนาน 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน เม่ือครบกําหนดนําเช้ือท่ีเก็บไวท้ัง 2 สภาวะ อยางละขวด มา
ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือดวยการทํา bioassay กับหนอนกระทูผัก แบบเดยีวกับ 
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อุปกรณและวธีิการในขอ 4 วางแผนการทดลองแบบ CRD ใชเช้ือไวรัส เอ็นพีวีท่ีแยกมาจากแปลง
ใหมๆ และน้ํากล่ันเปนตัวควบคุม (control) บันทึกจํานวนหนอนท่ีตายทุกวันจนกวาหนอนจะตาย
หรือเขาดักแดหมด ถามีหนอนตายใน control ใหทําการปรับเปอรเซ็นตการตายของหนอนโดยใช
สูตรของ Abbott (1925) แลวนําเปอรเซ็นตการตายของหนอนท่ีปรับคามาวิเคราะหผลทางสถิติ 
 
7.  การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 
           นําขอมูลท่ีไดจากการทดลองดวยการตรวจนับจํานวนหนอนท่ีตายมาวิเคราะหเปรียบเทียบคา
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) ตามแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวาง treatment ดวยการทดสอบแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
โดยโปรแกรม SPSS เวอรช่ัน 14 (ภาคผนวก ค.) 
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สถานท่ีและระยะเวลาทําการวิจัย 
 

สถานท่ี 
 
 - หองปฏิบัติการ อาคารวิจัยและพัฒนาศัตรูธรรมชาติ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร 
 

- หองปฎิบัติการ สายวิชาวิทยาศาสตร คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม  
 

ระยะเวลาทําการวิจัย 
 
            การทดลองเร่ิมต้ังแต เดือนมกราคม พ.ศ. 2552 ส้ินสุดการทดลองเดือน ธันวาคม พ.ศ. 2553 
 



     

ผลและวิจารณ 
 
1.  การศึกษาจีโนมและลําดับเบสของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี  
 
  1.1 PCR product ของยีน polh ของไวรัส เอ็นพีวี 
 

        จากการเพ่ิมปริมาณยีน polh ของไวรัส เอ็นพีว ีท้ัง 3 ตัวอยางดวยกระบวนการ PCR 
โดยใช ไพรเมอร Polh-NPV-F  และ Polh-NPV-R พบวาไวรัส เอ็นพวีี ท้ัง 3 ตัวอยางใหแถบ DNA 
ขนาดประมาณ 530 คูเบส ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของยีน polh สําหรับใชในการจําแนกไวรัส เอ็นพีว ี
(ภาพท่ี 14)  

 
 

 ภาพท่ี 14  แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 530 คูเบส ท่ีตรวจพบจากปฏิกริิยาการเพิ่มปริมาณของยีน    
polh ของ ไวรัส เอ็นพีว ีท้ัง 3 ตัวอยาง โดยวิธี PCR       

                  M  =  1 kb ladder-DNA marker (Fermentas, Lithuania) 
     1    =  PCR product ของ ยนี polh ซ่ึงเปน positive control 
     2    =  deionized water ซ่ึงเปน negative control  
     3    =  HaNPV เปน unknown 1 
     4    =  SeNPV เปน unknown 2 
    5    =  SlNPV เปน unknown 3 

 
 



 

เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ัง 3 โคลนท่ีไดมาเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทดของไวรัส เอ็นพีวีท่ีมีรายงานอยูใน GenBank โดยการวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลี
โอไทดดวยโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)   พบวา ยนี polh  ของSlNPV 
มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh ของเช้ือ Spodotera exigua MNPV ท่ีรายงานโดย 
Van Strien et al. (1992) โดยมีคา score bits เทากับ 693 คา expect value เทากับ 0 และมีคา identity 
เทากับ 98 เปอรเซ็นต     

 
สวนยนี polh  ของ SeNPV มีความเหมือนกบัลําดับนิวคลีโอไทดของยนี polh ของเช้ือ 

Spodoptera exigua MNPV polyhedron gene ท่ีรายงานโดย Van Strien et al. (1992) โดยมีคา score 
bits เทากับ 749 คา expect value เทากับ 0 และมีคา identity เทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 
 และยนี polh  ของ HaNPV มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh ของเช้ือ 

Helicoverpa armigera SNPV ท่ีรายงานโดย Zhang et al. (2005) โดยมีคา score bits เทากับ 743 คา 
expect value เทากับ 0 และมีคา identity เทากับ 99 เปอรเซ็นต  

 
 จากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดท้ัง 3 โคลน พบวามีคาระดับความเช่ือถืออยูในเกณฑ
สูง คือ มีคา score bit อยูในชวง 693-749  คา expect value เทากับ 0 และมีคา identities อยูในระดับ
ตั้งแต 98-100 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวา gene ท้ัง 3 โคลน ท่ีไดเปนยีน polh   จริง โดยมีความ
เหมือนกนักับยีน polh  ท่ีมีรายงานอยูแลวใน GeneBank (ระดับความเช่ือม่ันจะตองมีคา score bits  
มากกวา 200 และคา Expect value  มีคาใกล 0 ) (ภาพท่ี 15)
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SeNPV       GTCAAACCGGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCCGCGAA 60 
SlNPV       GTCAAGCCCGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCAGGGAA 60 
HaNPV       GTTAAGCCCGACACAATGAAGCTTGTAGTTAACTGGAGCGGTCGCGAATTTCTTCGCGAA 60 
            ** ** ** ***** ***** ** ** ** ***********    ** *****  * *** 
 
SeNPV       ACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGCTTTCCCATCGTCAACGATCAAGAAATCATGGAC 120 
SlNPV       ACTTGGACCCGTTTCATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTCAACGATCAAGAAATAATGGAC 120 
HaNPV       ACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGTTTTCCCATTGTAAACGACCAAGAAATTATGGAC 120 
            ******** ***************** ** ***** ** ***** ******** ****** 
 
SeNPV       GTTTTCCTCGTAATCAACATGAGACCAACGAGACCTAACCGTTGCTTCCGATTTTTGGCT 180 
SlNPV       GTCTATCTCGTCATCAACATGAGGCCCACTAGACCCAACCGATGCTACAGATTCTTGGCG 180 
HaNPV       GTGTTTCTGTCTGTTAATATGCGACCAACCAAACCGAACCGTTGTTACCGATTCTTAGCG 180 
            ** *  **     * ** *** * ** ** * *** ***** ** * * **** ** **  
 
SeNPV       CAGCACGCTCTCCGTTGCGATCCCGACTACGTTCCTCACGAAGTCATCCGCATCGTCGAG 240 
SlNPV       CAACACGCTCTCCGTTGCGATCCTGACTACGTTCCTCACGAAGTGATCCGCATCGTCGAG 240 
HaNPV       CAACACGCTCTGCGTTGTGATCCCGACTATATTCCTCACGAAGTCATTCGTATTGTAGAA 240 
            ** ******** ***** ***** *****  ************* ** ** ** ** **  
 
SeNPV       CCCGTGTACGTCGGCACCAACAACGAATACCGCATCAGTTTAGCCAAAAAGGGCGGCGGT 300 
SlNPV       CCCGTATACGTCGGCTCCAACAACGAGTACCGCATCAGCTTGGCCAAAAAGGGCGGCGGC 300 
HaNPV       CCTTCCTATGTAGGCAGTAACAACGAGTACAGAATTAGTTTAGCCAAAAAATACGGCGGT 300 
            **    ** ** ***   ******** *** * ** ** ** ********   ******  
 
SeNPV       TGCCCCGTCATGAATCTCCACTCCGAGTACACCAACTCGTTCGAGGAATTCATCAACCGC 360 
SlNPV       TGCCCGGTCATGAATCTACACTCTGAGTACACGCACTCTTTCGAAGAATTCATCAACCGC 360 
HaNPV       TGTCCCGTTATGAACTTGCACGCTGAATACACTAATTCCTTTGAAGATTTCATTACCAAC 360 
            ** ** ** *****  * *** * ** *****  * ** ** ** ** ***** * *  * 
 
SeNPV       GTCATTTGGGAGAACTTTTACAAACCCATCGTTTACGTAGGAACC 405 
SlNPV       GTCATCTGGGAAAACTTCTACAAACCCATCGTGTACGTAGGAACC 405 
HaNPV       GTAATTTGGGAGAACTTCTACAAACCAATCGTTTACGTAGGCACT 405 
            ** ** ***** ***** ******** ***** ******** ** 

 
 ภาพท่ี 15  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน 
 

เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี polh ของตัวอยางไวรัส เอ็นพีว ีในประเทศไทย 
จากกรมวิชาการเกษตร จํานวน 3 ตวัอยาง คือ HaNPV DOA, SeNPV DOA และ SlNPV DOA กับ
ไวรัส เอ็นพวี ีสายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีไดมีรายงานใน Genbank ดวยวิธี Multiple Alignment โดยใช
โปรแกรม Megalign ของ DNASTAR Software พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh ของไวรัส 
เอ็นพีว ีท่ีศึกษาท้ังหมด มีคาเปอรเซ็นต identity ตั้งแต 72-100 เปอรเซ็นต  โดยเปรียบเทียบจากตาราง
กอนหนานี้ ซ่ึงไวรัส HaNPV มีคาเปอรเซ็นต identity เทากับ 99 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับไวรัสสาย
พันธุอ่ืน 4 สายพันธุ คือ Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda, Helicoverpa armigera NPV 
strain Jodhan, Helicoverpa armigera NPV strain PAU และ Helicoverpa armigera NPV strain  
PDBC  และมีคาเปอรเซ็นต identity สูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับ Helicoverpa armigera 
NPV (NC001962) จากสาธารณรัฐประชาชนจีน  สวนไวรัส SeNPV DOA มีคาเปอรเซ็นต identity 
สูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับ SeNPV (AF169823) ราชอาณาจักรเนเธอรแลนด  แตไวรัส  
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SlNPV DOA มีคาเปอรเซ็นต identity สูงสุดเทากับ 90 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับ SeNPV (AF169823) 
จากแหลงเดยีวกัน (ตารางท่ี 3)  

  
ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นต identity ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh  ของ             

ไวรัส เอ็นพวี ี

     

 
polh gene 

Viruses/Genes 
HaNPV DOA SeNPV DOA SlNPV DOA 

Unknown 1  : HaNPV DOA - 79 77 
Unknown 2  : SeNPV DOA 79 - 90 
Unknown 3  : SlNPV DOA 77 90 - 
1. Autographa californica NPV 75 79 82 
2. Autographa californica NPV clone C6 75 79 82 
3. Bombyx mori NPV 72 77 77 
4. Bombyx mandarina NPV 72 77 77 
5. Epiphyas postvittana NPV 76 78 79 
6. Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda 99 77 76 
7. Helicoverpa armigera NPV strain Jodhan 99 78 76 
8. Helicoverpa armigera NPV strain PAU 99 78 76 
9. Helicoverpa armigera NPV strain  PDBC 99 79 77 
10. Bombyx mori NPV  _olyhedron gene 72 77 77 
11. Helicoverpa armigera NPV 100 79 77 
12. Plusia orichalcea NPV 77 82 82 
13. Spodoptera exigua NPV 79 100 90 
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เม่ือนําลําดับนวิคลีโอไทด จโีนมของไวรัสเอ็นพีท้ัง 16 ชนิด คือ Unknown 1 HaNPV DOA, 
Unknown 2 SeNPV DOA, Unknown 3 SlNPV DOA, Autographa californica NPV, Autographa 
californica NPV clone C6, Bombyx mori NPV, Bombyx mandarina NPV, Epiphyas postvittana 
NPV, Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda, Helicoverpa armigera NPV strain Jodhan, 
Helicoverpa armigera NPV strain PAU, Helicoverpa armigera NPV strain  PDBC, Bombyx mori 
NPV polyhedron gene, Helicoverpa armigera NPV, Plusia orichalcea NPV และ Spodoptera 
exigua NPV มาจําแนกกลุมโดยการสราง phylogenetic tree สามารถจําแนกความสัมพันธออกเปน 2 
กลุมใหญ โดยมี Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda, Helicoverpa armigera NPV strain 
Jodhan, Helicoverpa armigera NPV strain PAU, Helicoverpa armigera NPV strain  PDBC, 
Helicoverpa armigera NPV เปน กลุมแรก และกลุมท่ีสองเปนกลุมของไวรัส เอ็นพวีี กลุมท่ีเหลือ 
โดยท่ี Unknown 2 SeNPV DOA  มีความสัมพันธใกลชิดกับ Spodoptera exigua NPV จาก
สาธารณรัฐประชาชนจนีมากท่ีสุด รองลงมา คือ Unknown 3 SlNPV DOA (ภาพท่ี 16) 

 

 

I 

II 

 
ภาพท่ี 16  Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดยนี polh ของไวรัส เอ็นพีวีชนดิตางๆ 

 

 1.2 การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของยีน polh ของไวรสัท้ัง 3 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับ
ไวรัส เอ็นพีวี สายพันธุอ่ืน ๆ   
 
 ทําการเปรียบเทียบระดับกรดอะมิโน โดยการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะ
มิโน ดวยโปรแกรม Blastx (website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blastx) พบวายนี polh  ของท้ัง 3 
โคลน มีลําดับกรดอะมิโนดังนี้ (ภาพท่ี 17) 
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SeNPV           VKPDTMKLVVNWSGKEFLRETWTRFMEDSFPIVNDQEIMDVFLVINMRPTRPNRCFRFLA 60 
SlNPV           VKPDTMKLVVNWSGKEFLRETWTRFMEDSFPIVNDQEIMDVYLVINMRPTRPNRCYRFLA 60 
HaNPV           VKPDTMKLVVNWSGREFLRETWTRFMEDSFPIVNDQEIMDVFLSVNMRPTKPNRCYRFLA 60 
                **************:**************************:* :*****:****:**** 
 
SeNPV           QHALRCDPDYVPHEVIRIVEPVYVGTNNEYRISLAKKGGGCPVMNLHSEYTNSFEEFINR 120 
SlNPV           QHALRCDPDYVPHEVIRIVEPVYVGSNNEYRISLAKKGGGCPVMNLHSEYTHSFEEFINR 120 
HaNPV           QHALRCDPDYIPHEVIRIVEPSYVGSNNEYRISLAKKYGGCPVMNLHAEYTNSFEDFITN 120 
                **********:********** ***:*********** *********:***:***:**.. 
 
SeNPV           VIWENFYKPIVYVGT 135 
SlNPV           VIWENFYKPIVYVGT 135 
HaNPV           VIWENFYKPIVYVGT 135 
                *************** 

 
ภาพท่ี 17  ลําดับกรดอะมิโนของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน           
 
 ผลจากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ ยีน polh ของ SlNPV มีความเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนของยีน polh ของเช้ือ Spodoptera exigua MNPV ท่ีรายงานโดย Rowley, et al. (2010) 
โดยมีคา score bits เทากับ 285 คา expect value เทากับ 7e-98 และมีคา identity เทากบั 98 เปอรเซ็นต  
 

ยีน polh ของ SeNPV มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของยีน polh ของเช้ือ Spodoptera 
exigua MNPV ท่ีรายงานโดย El-Dougdoug, et al. (2009) โดยมีคา score bits เทากับ 288 คา expect 
value เทากับ 1e-98 และมีคา identity เทากบั 100 เปอรเซ็นต   

 
และยนี polh  ของ HaNPV มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของยนี polh ของเช้ือ 

Helicoverpa armigera SNPV ท่ีรายงานโดย Lange, et al. (2004) โดยมีคา score bits เทากับ 288 คา 
expect value เทากับ 2e-99  และมีคา identity เทากับ 100 เปอรเซ็นต   

 
 จากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของท้ัง 3 โคลน วิเคราะหโดยโปรแกรม Blastx พบวามี
คาระดับความเช่ือถืออยูในเกณฑสูง คือมีคา score bit อยูในชวง 285-288 คา expect value เทากับ   7e-

98-2e-99 และมีคา identity ระหวาง 98-100 เปอรเซ็นต จึงสรุปไดวายีน polh ของไวรัส เอ็นพีวี ท้ัง 3 
โคลนท่ีไดมีความเหมือนกันกับไวรัส เอ็นพีวี ท่ีมีอยูแลวในระดับสูงมาก (รายละเอียดในภาคผนวก) 
 

เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับไวรัส เอ็นพีว ีสายพันธุตาง ๆ พบวามีคาเปอรเซ็นต 
identity แปรผันต้ังแต 82-100 เปอรเซ็นต  โดยไวรัส HaNPV มีคาเปอรเซ็นต identity สูงสุดเทากับ 
100 เปอรเซ็นต  เม่ือเทียบกบัไวรัส เอ็นพวีี จากสาธารณรัฐอินเดีย 3 สายพันธุ คือ Helicoverpa 
armigera NPV strain Jodhan, Helicoverpa armigera NPV strain PAU, Helicoverpa armigera NPV  
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strain PDBC และ Helicoverpa armigera NPV (NC001962) จากสหรัฐอเมริกา รองลงมาคา
เปอรเซ็นต identity เทากับ 99 เปอรเซ็นต  เม่ือเทียบกับไวรัสสายพันธุอ่ืนเพียงชนิดเดยีว คือ 
Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda จากสาธารณรัฐอินเดีย เชนเดียวกัน สวนไวรัส SeNPV 
DOA มีคาเปอรเซ็นต identity สูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต  เม่ือเทียบกับ SeNPV (AF169823) จาก
ราชอาณาจักรเนเธอรแลนด สําหรับ ไวรัส SlNPV DOA มีคาเปอรเซ็นต identity สูงสุดเทากับ 97 
เปอรเซ็นต  เม่ือเทียบกับ SeNPV (AF169823) จากราชอาณาจักรเนเธอรแลนดเชนเดยีวกัน (ตารางท่ี 
4)   

 
ตารางท่ี 4  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นต identity ของลําดับกรดอะมิโนของยีน polh ของไวรัส เอ็นพีว ี

 
polh gene   

 Viruses/Genes HaNPV DOA SeNPV DOA SlNPV DOA 
Unknown 1  : HaNPV DOA - 90 90 
Unknown 2  : SeNPV DOA 90 - 97 
Unknown 3 : SlNPV DOA 90 97 - 
1. Autographa californica  NPV 87 97 89 
2. Autographa californica NPV clone C6 87 89 89 
3. Bombyx mori NPV 82 86 87 
4. Bombyx mandarina NPV 82 86 87 
5. Epiphyas postvittana NPV 84 89 88 
6. Helicoverpa armigera NPV strain Bathinda 99 90 90 
7. Helicoverpa armigera NPV strain Jodhan 100 90 90 
8. Helicoverpa armigera NPV strain PAU 100 90 90 
9. Helicoverpa armigera NPV strain PDBC 100 90 90 
10. Bombyx mori NPV polyhedron gene 82 86 87 
11. Helicoverpa armigera NPV 100 90 90 

12. Plusia orichalcea NPV 90 96 95 

13. Spodoptera exigua NPV 90 100 97 

 
เม่ือนําลําดับกรดอะมิโน จีโนมของไวรัส เอ็นพีวี ท้ัง 16 ชนิดนี้ มาจําแนกกลุมโดยการสราง 

phylogenetic tree สามารถจําแนกความสัมพันธออกเปน 2 กลุมใหญ คลายกับการใชลําดับของ 
นิวคลีโอไทด โดยกลุมแรกประกอบดวย Unknown 1 HaNPV  ซ่ึงอยูในกลุมเดยีวกับ Helicoverpa 
armigera NPV strain Bathinda, Helicoverpa armigera NPV strain Jodhan, Helicoverpa armigera 
NPV strain PAU, Helicoverpa armigera NPV strain  PDBC จากสาธารณรัฐอินเดยี , Helicoverpa  

 



 57 

armigera NPV  จากสหรัฐอเมริกาและ Helicoverpa armigera NPV จากสาธารณรัฐประชาชนจนี  
เปนกลุมแรก และกลุมท่ีสองเปนกลุมของไวรัส เอ็นพวีี กลุมท่ีเหลือ โดยท่ี Unknown 2 SeNPV DOA  
มีความสัมพันธใกลชิดกับ Spodoptera exigua NPV จากสาธารณรัฐประชาชนจนีมากท่ีสุด รองลงมา 
คือUnknown 3 SlNPV DOA ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับการใชลําดับนิวคลีโอไทดมาหาสายสัมพันธ (ภาพ
ท่ี 18) 
 

 

I 

II 

 

ภาพท่ี 18  Phylogenetic tree ของลําดับกรดอะมิโนยีน polh ของไวรัส เอ็นพีวีชนิดตางๆ 
  

การนําสารพันธุกรรมหรือ DNA มาใชจําแนกหมวดหมูของไวรัส เอ็นพีวี กําจัดแมลง ซ่ึงแต
เดิมใชลักษณะทางสัณฐานวทิยา เชน ขนาด น้ําหนักของอนุภาคไวรัส รวมถึงชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ี
ไวรัสใชเปนเซลลอาศัยตามธรรมชาติ ซ่ึงไมเพียงพอตอการระบุจําแนกชนิดของไวรัสเหลานี้  
เนื่องจากไวรัส เอ็นพีวีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางมาก โดยเฉพาะไวรัส เอ็นพีวีของ
หนอนผีเส้ือในอันดับ Lepidoptera และเปนปญหาท่ีถกเถียงกนัมาตลอด เนื่องจากบางคร้ังพบวา 
ไวรัสท่ีแยกจากแมลงชนิดเดยีวกันแตตางสถานท่ี อาจมีลักษณะทางชีววิทยาและพันธุกรรมท่ีตางกัน 
หรือบางคร้ังกลับพบวา ไวรัสท่ีแยกจากแมลงตางชนิดกนั แตอยูในสภาพแวดลอมเดยีวกัน กลับมี
ลักษณะทางพนัธุกรรมท่ีเหมือนกัน (ทิพยวดี, 2549) ดังนั้นการใชสารพันธุกรรมไดแก ยนี polh ท่ีมี
หนาท่ีควบคุมการสรางผลึกโปรตีนท่ีหุมหออนุภาคไวรัส เอ็นพีวี เพื่อปองกันอนภุาคไวรัสจาก
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมเม่ืออยูนอกตัวแมลง และเปนยีนอนุรักษในสมาชิกของไวรัส เอ็นพวีี 
เพราะไวรัสตางชนิดกัน ก็จะมียีน polh ท่ีตางกัน ทําใหสรางโปรตีนหุมหออนุภาคไวรัส เอ็นพีวี ตาง
ชนิดเชนกัน มาใชในการจําแนกรหัสพันธุกรรมของไวรัส เอ็นพีวแีตละชนิด และการวิเคราะห 
 

 



 

ความสัมพันธดวย phylogenetic tree โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน เพื่อหา
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ จะชวยใหการจําแนกชนิดของไวรัส เอ็นพีวีท้ังสามชนดิถูกตองแมนยํา
ข้ึน และยังเปนขอมูลพื้นฐานท่ีจําเปนสําหรับการศึกษาพนัธุกรรมของไวรัส เอ็นพีวี ชนิดอ่ืนใน
ประเทศไทยตอไป 

 

 จากการเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของไวรัส เอ็นพวี ีท้ัง 3 ตัวอยางนี้เปรียบเทียบกับสาย
พันธุอ่ืนๆใน GenBank พบวา มีคาเปอรเซ็นต identity แปรผันต้ังแต 77-90 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน มีคาเปอรเซ็นต identity ตั้งแต 90-97 เปอรเซ็นต โดยพบวาไวรัส 
SeNPV DOAและ SlNPV DOA มีความใกลชิดกันมากกวาไวรัส HaNPV DOA มีคาเปอรเซ็นต 
identity ของลําดบันิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน เทากับ 90 และ 97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นอกจากนี้เม่ือพิจารณา phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน พบวา ไวรัส 
SlNPV DOA และSeNPV DOA จัดอยูในกลุมเดียวกันซ่ึงเปนกลุมเดยีวกับไวรัสของ Spodoptera 
exigua ใน GenBank สอดคลองกับคาเปอรเซ็นต identity ของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิ
โนซ่ึงมีคาต้ังแต 90-100 เปอรเซ็นต และ 97-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะท่ีไวรัส HaNPV DOA 
ถูกจัดแยกออกมาอยางชัดเจน โดยอยูในกลุมเดียวกับไวรัส Helicoverpa armigera สายพันธุตาง ๆ ใน 
GenBank เชนเดียวกัน สอดคลองกับคาเปอรเซ็นต identity ของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะ
มิโนซ่ึงมีคาต้ังแต 99-100 เปอรเซ็นต ท้ังลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน อาจสรุปไดวา 
ไวรัส SlNPV มีความเหมือนและความสัมพันธท่ีใกลชิดกับไวรัส SeNPV มากกวาไวรัส HaNPV และ
ท้ังไวรัส SeNPV และไวรัส HaNPV มีความเหมือนและความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดไวรัส 
เอ็นพีวี ท่ีมีรายงานอยูแลวใน GenBank 
  

2.  การศึกษาผลของแสงอัลตราไวโอเลตชนดิ บี (UVB) ท่ีมีตอประสิทธิภาพของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี  
     หนอนกระทูผัก                                       
 

 การศึกษาผลของแสงยูวี ชนดิบี ท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก 
หลังจากเช้ือไวรัสไดรับแสงยูวี ชนดิบี ความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร ท่ีระยะเวลาตางๆ โดยใช
ประสิทธิภาพในการฆาหนอน (bioassay) เปนตัววัดประสิทธิภาพ ผลการศึกษาเม่ือเร่ิมทดสอบ พบวา
เช้ือมีประสิทธิภาพในการกําจัดหนอนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเช้ือไวรัส เอ็นพีวี จะ
มีประสิทธิภาพลดลงตามระยะเวลาท่ีไดรับแสงยูวี ข้ึนอยูกับระดับความเขมขนของเช้ือเปนสําคัญ 
กลาวคือไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ท่ีมีอัตราความเขมขนปกติ คือ 1x109 PIBs/ml  สามารถทน
แสงยูวีชนิดบี ไดนานท่ีสุดถึง 10 ช่ัวโมง รองลงมาคือไวรัส เอ็นพีวี อัตราความเขมขน 0.5 x109 
PIBs/ml  สามารถทนแสงยูวชีนิดบี ไดนานถึง 7 ช่ัวโมงและ ไวรัส เอ็นพีวี อัตราความเขมขน 
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0.25 x109 PIBs/ml  สามารถทนแสงยวูีชนดิบี ไดนานเพียง 5 ช่ัวโมงตามลําดับ โดยไวรัส เอ็นพีวี ท่ี
ความเขมขนปกติ 1x109 PIBs/ml  ซ่ึงเปนอัตราแนะนําใหใชในการปองกันกําจัดแมลง และมีความ
เขมขนสูงท่ีสุดในการทดลองนี้ พบเปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักที่เวลาเร่ิมตน (0 ช่ัวโมง) 
กอนฉายแสงยวูี เทากับ 90.0 เปอรเซ็นต และหลังจากเช้ือผานการฉายแสงยูวีไปแลวในระยะเวลาหนึ่ง 
โดยนําเช้ือท่ีผานการฉายแสงทุกช่ัวโมงไปทดสอบ Bioassay กับหนอนกระทูผัก วยั 3 พบวา ใน 2 
ช่ัวโมงแรกของการรับแสงยวูี เปอรเซ็นตการตายของหนอนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติกับท่ีเวลา 0 ช่ัวโมง แตหลังจาก 3 ช่ัวโมงไปแลวพบวาเปอรเซ็นตการตายของหนอนเร่ิมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเปอรเซ็นตการตายของหนอนจะลดลงตามลําดับ และตํ่ากวา 50 
เปอรเซ็นตเม่ือเช้ือไดรับแสงยูวีไปแลว 5 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือรับแสงยูวีนานถึง10 ช่ัวโมง พบวาหนอนมี
เปอรเซ็นตการตายเหลือเพียง 6.58 เปอรเซ็นต และไมพบการตายของหนอนอีกเลยท่ี 11 ช่ัวโมงเปน
ตนไป  เม่ือพิจารณาท่ีความเขมขนลดลงคร่ึงหนึ่งของอัตราปกติ คือ 0.5 x10 9 PIBs/ml  พบวา 
เปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักท่ีเวลาเร่ิมตน (0 ช่ัวโมง) กอนฉายแสงยวูี เฉล่ีย 76.0 
เปอรเซ็นต ไมแตกตางจากเช้ือท่ีผานแสงยูวนีาน 1 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉล่ีย 70.0 
เปอรเซ็นต และเร่ิมพบความแตกตางทางสถิติท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง เปนตนไปและหลังจากเช้ือผานการ
ฉายแสงไปแลวในระยะเวลาหน่ึงโดยปฏิบัติการทดสอบเชนเดียวกนั พบวาเปอรเซ็นตการตายของ
หนอนลดลงอยางรวดเร็ว ภายในเวลาเพียง 3 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตการตายของหนอนลดลงตํ่ากวา 50 
เปอรเซ็นต และเช้ือยังมีประสิทธิภาพนานถึง 7 ช่ัวโมงโดยมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเทากับ 
14.0 เปอรเซ็นต  
 

เม่ือลดความเขมขนของเช้ือไวรัสลงหนึ่งในส่ีของความเขมขนปกติ คือ 0.25 x10 9 PIBs/ml   
พบวา ประสิทธิภาพของเช้ือไวรัสหลังผานแสงยูวไีปแลว 2 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของหนอน
ไมแตกตางทางสถิติกับเปอรเซ็นตการตายของหนอนท่ีเวลาเร่ิมตน (0 ช่ัวโมง) กอนฉายรังสี เฉล่ีย
เทากับ 68.0, 52.0 และ 48.0 เปอรเซ็นตตามลําดับ และหลังจากเช้ือผานการฉายแสงตอไปใน
ระยะเวลาหนึง่ พบวาเปอรเซ็นตการตายของหนอนลดลงตามลําดับโดยไมพบความแตกตางทางสถิติ
จนถึง 4 ช่ัวโมง หลังจากนัน้เปอรเซ็นตการตายของหนอนจึงลดตํ่าลงอยางรวดเร็วและเชื้อยังมี
ประสิทธิภาพนานถึง 5 ช่ัวโมง โดยมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉลี่ย 6.0 เปอรเซ็นต  (ตารางท่ี 5) 
สอดคลองกับการศึกษาของ Shapiro et al., (2002) ในไวรัส เอ็นพีวีในกลุมใกลเคียงกัน ท่ีทดสอบใน
หนอนเจาะฝกขาวโพด Helicoverpa armigera และหนอนกระทูหอม Spodoptera exigua    โดย
ประสิทธิภาพของเช้ือไวรัสท่ีมีความเขมขนสูงจะมีการเส่ือมประสิทธิภาพลดลงชากวาเช้ือไวรัสความ
เขมขนตํ่า แมวาจะเปนไวรัสตางชนิดกัน แตไวรัส เอ็นพวีีของ Spodoptera litula มีความใกลชิดทาง
สายพันธุกับไวรัส เอ็นพีวีของ Spodoptera exigua    จึงอาจมีความสามารถท่ีคลายคลึงกัน  
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ตารางที่ 5  ผลของแสงยูวี ชนิดบี ที่มีตอประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักที่ระยะเวลาตาง ๆ 
 

 
เปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักที่เวลาตางๆ (ชม.)1 

ความเขมขนของ
ไวรัส เอ็นพวีี 
(PIBs/ml) 0 1 2 3 4 5 6 
0.25 x10 9 68.0± 1.30 b2A3 52.0± 1.30 cA 48.0± 0.84 cAB 32.0± 0.84 bB 26.0± 0.89 bB 6.0± 0.71 cC 0 c 
0.5 x10 9 76.0± 1.00 bA 70.0± 1.00 bAB 62.0± 0.84 bBC 44.0± 1.14 bC 38.0± 0.84 bD 30.0± 0.71 bDE 22.0± 0.83bEF 
1x10 9 90.0± 0.55 aA 86.0± 0.55 aA 78.0± 0.84 aAB 72.0± 1.67 aB 64.0± 1.67 aBC 56.0± 1.14 aCD 44.0± 1.14aD 
น้ํากลั่น 6.0± 0.68 c 0 d 4.0± 0.54 d 0 c 0 c 2.0±0.44 c 0 c 

C.V. (%) 19.94 16.65 16.14 31.30 32.40 32.37 42.85 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

 
เปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักที่เวลาตางๆ (ชม.)1 

ความเขมขนของ
ไวรัส เอ็นพวีี 
(PIBs/ml) 7 8 9 10 11 12 

 
C.V. 
(%) 

0.25 x10 9 0 b 0  0 0 0 0 8.80 
0.5 x10 9 14.0± 0.67 aF 0 0 0 0 0 19.60 
1x10 9 24.0± 1.00aD 20.0± 1.52E 10.0± 2.12EF 6.58± 1.02EF 0 0 19.70 
น้ํากลั่น 0 b 0 0 0 0 0 ns 

C.V. (%) 0.99 - - - - -  

 
1 เปอรเซ็นตการตายของหนอนปรับดวยคา Abbott’s formula 
2 เปอรเซ็นตการตายของหนอนที่ตามดวยอักษรตัวพิมพเล็กที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตโดยวิธี 
DMRT 
3 เปอรเซ็นตการตายของหนอนที่ตามดวยอักษรตัวพิมพใหญที่เหมือนกันในแนวนอนไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตโดย
วิธี DMRT 
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เม่ือพิจารณา เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส (Original activity remaining 
percent ;% OAR ) เพื่อบงบอกถึงความคงอยูของเช้ือไวรัส (active virus remaining ) และเปนคา
อางอิงท่ีข้ึนกบัประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี กอนทดลองและหลังทดลองในอัตราความเขมขน
ท่ีเทากัน (Shapiro et al., 2002) ในการทดลองนี้ใชคาจากอัตราสวนระหวางคาเปอรเซ็นตการตายของ
หนอนจากเช้ือไวรัส เอ็นพวีี ท่ีไดรับแสงยวู ีณ เวลาตางๆ หารดวย คาเปอรเซ็นตการตายของหนอน
จากเชื้อไวรัส เอ็นพีวี ท่ีไมไดรับแสงยูวี เม่ือเร่ิมการทดลอง ผลการทดลองพบวา  % OAR ของเช้ือ
ไวรัส มีแนวโนมลดลงในทุกความเขมขน โดยเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีความเขมขนตํ่าสุดหรือความ
เขมขนลดลงเหลือหนึ่งในส่ีของความเขมขนมาตรฐาน มี % OAR ลดลงอยางรวดเร็วมากท่ีสุด 
รองลงมาท่ีความเขมขนลดลงคร่ึงหนึ่งจากความเขมขนมาตรฐาน และความเขมขนมาตรฐาน โดยมี
คา % OAR เทากับ 0 ภายใน 6 ช่ัวโมง,  8 ช่ัวโมงและ 11 ช่ัวโมงตามลําดับ  โดยพบวาเช้ือไวรัสท่ี
ความเขมขนตํ่าท่ีสุด ใน 1 ช่ัวโมง มี % OAR ลดลงเหลือ 76.47 เปอรเซ็นต และลดลงเหลือ 47.06 
เปอรเซ็นตใน 3 ช่ัวโมง เม่ือรับแสงยูวนีาน 5 ช่ัวโมง มี % OAR เหลือเพียง 8.82  เปอรเซ็นต   

 
เช้ือไวรัสท่ีความเขมขนลดลงคร่ึงหนึ่งจากความเขมขนมาตรฐานมีคา % OAR คอยๆลดลง

เชนเดยีวกัน เม่ือเช้ือรับแสงยูวีนาน 1-2 ช่ัวโมงแรก เช้ือไวรัส เอ็นพวีี ยังมี % OAR สูง มีคาอยู
ระหวาง 81.58-92.11 เปอรเซ็นต และมีคาลดลงเหลือ 50.0 เปอรเซ็นต ท่ีเวลา 4 ช่ัวโมง หลังจากนัน้
เม่ือเช้ือรับแสงนาน 7 ช่ัวโมง คา % OAR เหลือเพียง 18.42 เปอรเซ็นต  

 
สวนเชื้อท่ีมีความเขมขนมาตรฐานพบวาคา % OAR นานถึง 9 ช่ัวโมงโดยมีคาสูงเกนิ 50 

เปอรเซ็นต ในชวง 5 ช่ัวโมงแรกของการรับแสงยูวี มีคา % OAR เฉล่ียอยูระหวาง 62.22-95.56 
เปอรเซ็นต หลังจากนั้นคา % OAR ลดตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นตตามลําดับ และเช้ือไวรัสมีคา % OAR 
นานถึง 10 ช่ัวโมงโดยมีคา % OAR เฉล่ียเทากับ 7.31 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 6)  
  
 



     

ตารางที่ 6  ผลของแสงยูวี ชนิดบี ที่มีตอประสิทธิภาพคงเหลือของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักที่ระยะเวลาตางๆ 
 

เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของหนอนกระทูผัก ที่เวลาตางๆ (ชม.) 1 ความเขมขนของไวรัส เอ็นพีวี 
(PIBs/ml) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

0.25 x10 9 100 76.47 70.59 47.06 38.24 8.82 0 0 0 0 0 0 0 
0.5 x10 9 100 92.11 81.58 57.89 50.00 39.47 28.95 18.42 0 0 0 0 0 
1x10 9 100 95.56 86.67 80.00 71.11 62.22 48.89 26.67 22.22 11.11 7.31 0 0 

 
1 เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ  (% OAR) =     % การตายของหนอนที่ระยะเวลาตางๆ   x100 

การตายของหนอนที่ 0 ชม.                                                                                          % 
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เม่ือพิจารณาจากกราฟในภาพท่ี 19 จะเห็นวา เช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีความเขมขนตํ่าท่ีสุด คือ 
0.25x109 PIBs/ml มีความลาดชันของเสนกราฟมากท่ีสุด แสดงวาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ
ของเช้ือไวรัส ลดตํ่าลงอยางรวดเร็วเม่ือไดรับแสงยูวีตามระยะเวลาท่ีไดรับแสง มีเปอรเซ็นต
ประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือนานถึง 5 ช่ัวโมง รองลงมา เปน ไวรัส เอ็นพีวี ท่ีความเขมขนปาน
กลาง คือ 0.50x109 PIBs/ml มีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัสลดลงในลักษณะคอยๆ
ลดลงใกลเคียงกับไวรัส เอ็นพีวี ท่ีความเขมขนสูงสุด คือ 1.0 x109 PIBs/ml  แตหลังจากรับแสงยวูี
ไปแลว 4 ช่ัวโมง เช้ือไวรัสมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือลดลงอยางรวดเร็ว มี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือถึง 7 ช่ัวโมง สวนเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ท่ีความเขมขนสูงสุดจะ
มีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือในลักษณะคอยๆลดลงในอัตราท่ีนอยท่ีสุด เม่ือพิจารณา
จากกราฟจะพบวา เสนกราฟมีความลาดชันนอยท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของ
เช้ือนานถึง 10 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 19  เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี หลังรับแสงยูวีท่ีเวลาตาง ๆ 

 
โดยท่ัวไปแสงยูวีจะกอใหเกดิความเสียหายตอ DNA ของไวรัส เอ็นพวี ีโดยสาร Thymine 

ท่ีเปนองคประกอบพื้นฐานของสาย DNA เกิดการรวมตัวของวงแหวน cyclobutane ระหวางเบส ทํา
ใหเกิดการปดกั้นการสังเคราะห DNA และเกิดการกลายพันธุ (mutation) ในอัตราสูง (Harm, 1980) 
ดังนั้นเม่ือ DNA ท่ีเปนส่ิงจําเปนในการดํารงชีวิตและการรักษาลักษณะสําคัญตาง ๆ รวมถึงการ
ควบคุมการเขาทําลายแมลงของหนอนเสียหาย จึงทําใหกลไกการเขาทําลายหนอนเปล่ียนแปลงไป 
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ในท่ีสุด ซ่ึงการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา แสงยูวีมีผลตอความทนทานของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี อยาง
ชัดเจนสอดคลองกับการศึกษาของ Hienton  et al. (1958) ไดเคยรายงานถึงพลังงานแสงอาทิตยท่ี
สองมาสูพื้นโลกในแตละวนั พลังงานของแสงอัลตราไวโอเลตเพียง 1-5 เปอรเซ็นตสามารถ
กอใหเกิดผลกระทบตอเช้ือไวรัส เอ็นพีวี  และจากการประมาณคาพลังงานของแสงอุลตราไวโอเลต 
ในระดบั 1-5 เปอรเซ็นต ของศิรินันธ (2528) ไดคํานวณพลังงานแสงอัลตราไวโอเลต 1 เปอรเซ็นต
มีคาพลังงาน 16,800 μW.cm-2/s , 5 เปอรเซ็นต มีคาพลังงาน 84,000 μW.cm-2/s  และ 10 เปอรเซ็นต
มีคาพลังงาน 168,000 μW.cm-2/s  แตหลอดยูวี ชนิดบี ท่ีใชในการทดลองนี้ใหพลังงานคิดเปน 4,333 
μW.cm-2/s  เพราะฉะน้ันการรับแสงอุลตราไวโอเลตเพยีง 1 เปอรเซ็นตจะใชเวลา 3 นาที 9 วินาที  
การรับแสงอัลตราไวโอเลต 5 เปอรเซ็นตใชเวลา 19 นาที 38 วินาที และการรับแสงอัลตราไวโอเลต 
10 เปอรเซ็นตใชเวลา 39 นาที 17 วินาที  ดงันั้นจะเหน็ไดวา ถาพลังงานแสงอัลตราไวโอเลตท่ี 1 
เปอรเซ็นต พบวาไวรัส เอ็นพีวีท่ีมีความเขมขนตํ่าท้ังสองอัตรา คือ 0.25x109 และ 5.0 x109 PIBs/ml 
สามารถอยูไดนานเกนิ 3 นาที แตก็เส่ือมประสิทธิภาพลงตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต มีเปอรเซ็นตการตาย
ของหนอนเหลือเพียง 32.0 และ 44.0 เปอรเซ็นต ภายใน 3 นาที ตามลําดับ แตไวรัสความเขมขนสูง 
1 x109 PIBs/ml สามารถทนแสงอัลตราไวโอเลตไดเพยีง 10 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 5) ก็เส่ือม
ประสิทธิภาพหมดแลว ซ่ึงยงัรับพลังงานแสงไมถึง 5 เปอรเซ็นต เนื่องจากตองรับพลังงานแสงนาน
ถึง 19 นาที 38 วินาที ถึงแมวาการทดลองนีอ้าจใชพลังงานแสงอัลตราไวโอเลตตํ่ากวาความเปนจริง 
ทําใหเปอรเซ็นตการตายของหนอนจากการทดลองต่ํากวากวาท่ีควรเปน แตจากการศึกษานีก้็ทําให
ทราบวา ในกรณีเช้ือไวรัส เอ็นพีว ีหนอนกระทูผักท่ีมีความเขมขนมาตรฐาน เม่ือไดรับพลังงานแสง
ยูวีชนดิบีเกือบ 5 เปอรเซ็นตก็เส่ือมประสิทธิภาพ 100 เปอรเซ็นต ภายใน 11 ช่ัวโมงแลว แตใน
สภาพธรรมชาตินอกจากแสงยูวีชนดิบีแลว ยังมีพลังงานแสงในยานความถ่ีอ่ืน ๆ ท่ีมีผลตอความ
คงทนของเช้ือเชนกัน ซ่ึงยังไมไดนํามาศึกษา แตก็สามารถสรุปในเบ้ืองตนไดวา แสงยูวีชนดิบี มีผล
ตอความทนทานของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักอยางมาก และความเขมขนของเช้ือก็มีผลตอ
ระดับความทนทานตอแสงยูวี เพราะจะชวยยืดระยะเวลาใหเช้ือคงอยูไดในสภาพธรรมชาตินาน
กวาเดิม 

  
อยางไรก็ตามการเพ่ิมความเขมขนของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี อาจจะไมใชวธีิการท่ีเหมาะสม

ท่ีสุด เนื่องจาก อุทัย (2534) ไดทําการทดสอบการเพ่ิมอัตราการใชไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูหอม
และหนอนเจาะสมอฝาย พบวา ความเขมขนของไวรัส ท่ีเพิ่มข้ึน มีผลนอยมากตอเปอรเซ็นตการ
ตายของหนอนอาศัย (host) การใชไวรัสในอัตราท่ีเหมาะสมรวมถึงชวงเวลาท่ีเหมาะสม จะชวยให
การใชไวรัส เอ็นพีวกีําจัดหนอนไดมีประสิทธิภาพมากข้ึนโดยการปฎิบัติตามคําแนะนําของ อัจฉรา 
และคณะ (2551) ท่ีแนะนําวาควรหลีกเล่ียงแสงแดดเม่ือจาํเปนตองใชเช้ือไวรัส เอ็นพวีี กําจัดแมลง  
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การฉีดพนในเวลาเย็นต้ังแต 15.00 น.เปนตนไป จะชวยปองกันเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ใหมีประสิทธิภาพ
คงเหลือพอท่ีจะกําจดัหนอนได  นอกจากนีค้วามเขมขนของเช้ือท่ีต่ําเกินไป จะทําใหความคงทนใน
สภาพแวดลอมตอนกลางวนันอยเกินไป เช้ืออาจตายหมดกอนท่ีหนอนจะรับเช้ือเขาไป ดังนั้นการ
พิจารณาถึงความเขมขนท่ีเหมาะสมจึงเปนอีกปจจยัท่ีตองคํานึง แตการเพิ่มเช้ือใหมีความเขมขน
สูงๆก็อาจกระทบตอราคาตนทุนของชีวผลิตภัณฑนี ้

 
3.  การศึกษาผลของอุณหภูมิในระดับตาง ๆ และชวงความยาวนานของการไดรับอุณหภูมิท่ีมีตอ 
     ประสิทธิภาพของเชื้อ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก 
 
 ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีระดับตาง ๆ ไดแก 30, 35, 40, 45, และ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงตามลําดับ เพื่อดูผลของอุณหภูมิกับระยะเวลาตางๆตอประสิทธิภาพ
ของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก (ตารางท่ี 7)  ผลการศึกษาพบวา เช้ือไวรัส เอ็นพีวีท่ีอยูใน
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทุกระยะเวลา เช้ือไวรัส เอ็นพีวีท่ีอยูในอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสและ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงมีประสิทธิภาพไมแตกตางทางสถิติกับเช้ือไวรัส 
เอ็นพีวี ชนิดสด (ผลิตใหม) โดยมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนอยูเฉล่ียระหวาง 85.96-92.98 
เปอรเซ็นต และของเช้ือชนิดสดมีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉล่ีย 94.74 เปอรเซ็นต โดยมี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส คอนขางสูง อยูระหวาง 90.73-98.14 เปอรเซ็นต เม่ือ
เทียบกับเช้ือสดท่ีมีคาเทากับ 100 เปอรเซ็นต  
 
    รองลงมาคือ การเก็บเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 
48 และ 72 ช่ัวโมงประสิทธิภาพของเช้ือเร่ิมแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมมี
ความแตกตางกับการเก็บไวนาน 24 ช่ัวโมงของแตละอุณหภูมิท่ีศึกษา มีเปอรเซ็นตตายของหนอน
เฉล่ียอยูระหวาง 77.19-84.21 เปอรเซ็นต และมีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือเช้ือไวรัสอยู
ระหวาง 81.48-88.89 เปอรเซ็นต  และยังพบวาไมแตกตางทางสถิติกับเช้ือท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 45 
และ 50 องศาเซลเซียส ท่ีเกบ็เช้ือนาน 24 ช่ัวโมง ท้ังสองอุณหภูมิ มีเปอรเซ็นตตายของหนอนเฉล่ีย
อยูระหวาง 82.46 และ 78.75  เปอรเซ็นตตามลําดับ มีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือ
ไวรัสอยูระหวาง 87.04 และ 83.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
  เม่ืออุณหภูมิการเก็บเช้ือไวรัสสูงข้ึนเปน 45 และ50 องศาเซลเซียส พบวาการเก็บเช้ือนาน
เกิน 24 ช่ัวโมง จะทําใหประสิทธิภาพของเช้ือลดลงอยางชัดเจน โดยประสิทธิภาพของเช้ือท่ีเก็บ
นาน 48 ช่ัวโมง ข้ึนไปมีประสิทธิภาพลดลงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับการเก็บเช้ือท่ี 
 
 



 67 

อุณหภูมิเดยีวกันท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตตายของหนอนเฉล่ียอยูระหวาง 50.88-68.42 
เปอรเซ็นต และมีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัสอยูระหวาง 53.70-72.21 
เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 7) 
  
   



 

  ตารางท่ี 7  ผลของอุณหภูมิตางๆในแตละชวงเวลาท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี  

                    หนอนกระทูผัก  
 

เปอรเซนตการตาย1 อุณหภูมิ (°C) เวลาตางๆ (ชม.) % OAR2 

24 92.98± 0.52 ab3 98.14 
48 89.47±  0.63 abc 94.43 

30 °C 

72 85.96 ±  0.52 abcd 90.73 
24 91.23±  0.75 abc 96.30 
48 82.46± 0.52 cd 87.04 

35 °C 

72 84.21± 0.55 bcd 88.89 
24 85.96± 0.52 abcd 90.73 
48 78.95± 0.89 de 83.33 

40 °C 

72 77.19± 0.75 def 81.48 
24 82.46± 0.82 cd 87.04 
48 71.93± 0.82 efg 75.92 

45 °C 

72 68.42± 0.63 fgh 72.21 
24 78.95± 0.89 de  83.33 
48 64.91± 0.82 gh 68.51 

50 °C 

72 50.88± 0.82 h 53.70 
- 94.74± 0.55 a 100 เช้ือสด 

น้ํากลั่น - 5.00± 0.55 - 
C.V. (%) - 7.72 - 

 
1  เปอรเซ็นตการตายของหนอนปรับดวย Abbott’s formula 

 2  % OAR(Original activities remainding percentage) ไดจาก อัตราสวนเปอรเซ็นตการตาย 
    ของหนอนจากอุณหภูมิตางๆ กับเปอรเซ็นตการตายของหนอนดวยเช้ือสด 

 3  คาเฉล่ียท่ีตามดวยอักษรเหมือนกันในแนวต้ังไมมีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 
    เปอรเซ็นโดยวิธี  DMRT 

  68 



 69 

ดังนั้นท่ีอุณหภูมิหองท่ัวไปประมาณ 30  องศาเซลเซียส การเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพีวนีาน 72 
ช่ัวโมงไมทําใหประสิทธิภาพของเช้ือลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมีแนวโนมลดลงตาม
ระยะเวลาท่ีนานข้ึน และเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนเปน 35 และ 40 องศาเซลเซียส ใน 24 ช่ัวโมงแรก ยังไม
แสดงความแตกตางทางสถิติ แตเม่ือเก็บเช้ือนานข้ึนเปนเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมงประสิทธิภาพของ
เช้ือเร่ิมมีแนวโนมลดลงเชนกัน แตเม่ือพิจารณาจากคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ พบวามีคา
ลดลงตามลําดับ และยิ่งชัดเจนมากข้ึนเม่ือเก็บเช้ือไวท่ีอุณหภูมิสูงต้ังแต 45 องศาเซลเซียสข้ึนไป 
ประสิทธิภาพของเช้ือลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ประสิทธิภาพของเช้ือลดลงอยางรวดเร็ว 
พบวาประสิทธิภาพของเช้ือตํ่าท่ีสุดเม่ือเทียบกับกรรมวธีิท้ังหมด มีเปอรเซ็นตการตายของหนอน
เฉล่ียเทากับ 50.88 เปอรเซ็นต มีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือเพียง 53.70 เปอรเซ็นต 

 

เนื่องจากอุณหภูมิท่ีกําหนดในการศึกษานี้ เปนชวงอุณหภมิูท่ีครอบคลุมอุณหภูมิเฉล่ียของ
ประเทศไทยในปจจุบัน คืออยูระหวาง 30 -45 องศาเซลเซียส และจากผลกระทบของสภาวะโลก
รอนในปจจุบัน จึงไดปรับใหสูงข้ึนอีกระดับ คือ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิท่ีพบไดยากใน
สภาพไรของไทยในปจจุบัน แตเพื่อใหการทดลองครอบคลุมไดมากข้ึน จึงไดทําการทดสอบวา 
สภาพอุณหภูมิตางๆจะมีผลตอประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักอยางไร จากการ
ทดลอง อุณหภูมิสูงต้ังแต 45 องศาเซลเซียสข้ึนไป และเก็บนานเกิน 48 ช่ัวโมง จะมผีลกระทบตอ
ประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ถึงแมจะมีรายงานโดย Tinsley (1979) วา อุณหภูมิท่ี 43 องศา
เซลเซียสในอากาศ หรืออุณหภูมิของดนิท่ี 50 องศาเซลเซียสจะไมมีผลกระทบตอประสิทธิภาพของ
ไวรัส เอ็นพวีี แตการทดลองนี้แสดงใหเหน็วาเม่ือเก็บเช้ือไวท่ีอุณหภูมิดังกลาวติดตอกันเกนิ 24 
ช่ัวโมงประสิทธิภาพของเช้ือจะลดลง และยิ่งอุณหภูมิสูงมากข้ึน การเก็บเช้ือไวนานเกิน 24 ช่ัวโมง 
จะทําใหประสิทธิภาพของเช้ือลดลงอยางชัดเจนสอดคลองกับรายงานของ Gudauskas and 
Canerday (1968) ท่ีกลาวถึงไวรัส เอ็นพวีขีองหนอน Heliothis  ท่ีเปนหนอนในตระกูลเดียวกนั คือ 
Family Noctuidae จะลดประสิทธิภาพลงอยางรวดเร็วเม่ือเช้ืออยูท่ีอุณหภูมิ 70-75 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 10 นาที และประสิทธิภาพของไวรัส เอ็นพีวีของหนอน Trichoplusia ลดลง 70 
เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ซ่ึงผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา 
อุณหภูมิสูงมีผลตอประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี แตก็ข้ึนอยูกับชนิดของไวรัสเชนกัน และ
นอกจากนี้ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก เปนไวรัสชนดิ multiple enveloped nucleocapsid คือ มี 
nucleocapsid รวมเปนกลุมฝงตัวอยูในผลึกโปรตีน (สมชัยและคณะ, 2550) และ Burges (1981) 
รายงานวาไวรัส เอ็นพีวี ชนดิ multiple enveloped nucleocapsid มีแนวโนมทนทานตออุณหภูมิสูง
ไดดีกวาไวรัส เอ็นพีวี ในกลุม single enveloped nucleocapsid  ในกรณนีี้ สําหรับประเทศไทยซ่ึงมี 

 

 



 
 

อุณหภูมิในแตละฤดูกาลไมสูงแตกตางกันมากนัก แตสภาพอากาศท่ีเปล่ียนไปในปจจบัุน 
โดยเฉพาะชวงฤดูแลงท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 40 องศาเซลเซียส การใชเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ฉีดพน
ในแปลงพืชอาจเปนอีกปจจยัท่ีตองคํานึง โดยเฉพาะในเรื่องความถ่ีของการใชไวรัส เอ็นพีวี ฉีดพน
ในแปลง ถาอุณหภูมิสูงเกิน 40 องศาเซลเซียส อาจจําเปนตองฉีดพนเช้ือไวรัส ซํ้าภายใน 2-3 วัน  

 
4.  การศึกษาอายุการเก็บรักษา ชีวผลิตภณัฑ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผักท้ังรูปสารละลาย 
     แขวนลอยและสูตรผงสําเร็จรูป 
 
 การศึกษาอายกุารเก็บรักษาชีวผลิตภัณฑ ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก ท้ังรูปสารละลาย
แขวนลอยซ่ึงเปนเช้ือธรรมดาท่ียังไมไดผสมสารเพ่ิมฤทธ์ิใดๆ และสูตรผงสําเร็จรูปท่ีผสมสารเพ่ิม
ฤทธ์ิชนิดตางๆแลว (สําหรับจําหนาย)  โดยศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดหนอนกระทูผัก หลังจาก
เก็บท่ีอุณหภูมิต่ํา 5 องศาเซลเซียส ในตูเย็น  และสภาพหองซ่ึงมีอุณหภมิูเฉล่ีย 30 องศาเซลเซียส ผล
การศึกษาซ่ึงแสดงไวในตารางท่ี 8 มีดังนี ้ 
 

การเก็บรักษาเช้ือไวรัส เอ็นพีวี เม่ือเร่ิมทําการทดสอบ (ท่ีเวลา 0 เดือน) พบวาเช้ือไวรัส เอ็น
พีวีท้ังชนดิธรรมดาและชนิดท่ีผสมสําเร็จรูปแลว มีประสิทธิภาพไมแตกตางกันทางสถิติ พบหนอน
ตายเฉล่ีย 90.00-94.00 เปอรเซ็นต แตจะแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุม ท่ีพบหนอนตายเพยีง
เล็กนอย เฉล่ีย 1.20 เปอรเซ็นต   

 

 การเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพีวี นาน 3 เดือน พบวาประสิทธิภาพของเช้ือลดลงทุกกรรมวิธี โดย
การเก็บเช้ือสูตรสําเร็จรูปยังคงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธี
ท่ีเหลือ มีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉลี่ย 90.00 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บ
ในตูเย็น เช้ือไวรัส สูตรสําเร็จและเช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บในสภาพหอง มีเปอรเซ็นตการตายของ
หนอนเฉล่ีย 85.20, 78.40 และ 60.80 เปอรเซ็นต ตามลําดับทุกกรรมวธีิ โดยกรรมวธีิควบคุม มี
เปอรเซ็นตการตายของหนอนตํ่าท่ีสุดเฉล่ีย 2.00 เปอรเซ็นต 
 
 เม่ือเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพีวี นาน 6 เดือน พบวาทุกกรรมวิธีประสิทธิภาพของเช้ือมีแนวโนม
ลดลงเชนเดียวกับการเก็บท่ีระยะ 3 เดือน โดยยังคงพบวาการเก็บเช้ือสูตรสําเร็จรูปในสภาพ
อุณหภูมิต่ําเช้ือยังคงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด และแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีท่ี
เหลือ มีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉล่ีย 87.60 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บ
ในตูเย็น เช้ือไวรัส สูตรสําเร็จและเช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บในสภาพหอง มีเปอรเซ็นตการตายของ 
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หนอนเฉล่ีย 80.80, 66.40 และ 36.80 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยกรรมวิธีควบคุม มีเปอรเซ็นตการ
ตายของตํ่าท่ีสุดเฉล่ีย 2.40 เปอรเซ็นต 
 

การเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพีวี นาน 9 เดือน พบวา ประสิทธิภาพของเช้ือลดลงคอนขางมาก มี
บางกรรมวิธี พบวาเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉล่ีย ต่ํากวา 50.00 เปอรเซ็นต โดยพบวาการเก็บ
เช้ือสูตรสําเร็จรูปในสภาพอุณหภูมิต่ํายังคงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด มีเปอรเซ็นตการตายของหนอน
เฉล่ีย 79.20 เปอรเซ็นต แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีท่ีเหลือ รองลงมาคือ เช้ือไวรัส
ธรรมดาท่ีเก็บในตูเย็น เช้ือไวรัส สูตรสําเร็จและเช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บในสภาพหอง มีเปอรเซ็นต
การตายของหนอนเฉล่ีย 74.00, 45.60 และ 19.20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยกรรมวิธีควบคุม มี
เปอรเซ็นตการตายตํ่าท่ีสุดเฉล่ีย 1.20 เปอรเซ็นต 

 
และการเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพวีี นาน 12 เดือน พบวาประสิทธิภาพของเช้ือลดลงทุกกรรมวิธี 

โดยการเก็บเช้ือสูตรสําเร็จรูปยังคงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
กรรมวิธีท่ีเหลือ มีเปอรเซ็นตการตายของหนอนเฉล่ีย 74.40 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เช้ือไวรัส
ธรรมดาท่ีเก็บในตูเย็น เช้ือไวรัส สูตรสําเร็จและเช้ือไวรัสธรรมดาท่ีเก็บในสภาพหอง มีเปอรเซ็นต
การตายของหนอนเฉล่ีย 60.00, 32.80 และ 11.20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยกรรมวิธีควบคุม มี
เปอรเซ็นตการตายของตํ่าท่ีสุดเฉล่ีย 1.60 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 8) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 



     

ตารางที่ 8  อายุการเก็บรักษาชีวผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก วัดจากเปอรเซ็นตการตายของหนอน ที่เวลาตาง ๆ 
 

เปอรเซ็นตการตายของหนอนที่ระยะเวลาตาง ๆ (เดือน) 1 ชนิดเชื้อไวรัส 
เอ็นพีวี 

อุณหภูมิเก็บ 
(OC) 

0 3 6 9 12 

C.V. (%) 

ธรรมดา 5 92.00±1.58 a2A3 85.20±1.14 bA 80.80±1.14 bB 74.00±1.58 bC 60.00±1.58 bB 8.50 
 30 90.00±1.14 aA 60.80±1.14 dB 36.80±1.14dC 19.20±1.14 dD 1.20±1.52 dE 5.60 
สําเร็จรูป 5 94.00±1.58 aA 90.00±1.87 aAB 87.60±1.30aB 79.20±14 aBC 74.40±1.30 aC 3.40 
 30 92.00±1.30 aA 78.40 ±1.30 cB 66.40±1.92cC 45.60±1.92 cD 32.80±1.14 cE 4.90 
น้ํากลั่น 1.20 ±0.89 b 2.00±  1.22 e 2.40 ± 0.83 e 1.20 ±0.89 e 1.60±1.30 e ns 

C.V. (%) 3.64 17.18 4.81 6.32 7.66  
 

1 เปอรเซ็นตการตายของหนอนปรับดวย Abbott’s formula 
2 คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรตวัพิมพเล็กที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตโดยวิธี DMRT 
3 คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรตวัพิมพใหญที่เหมือนกนัในแนวนอน ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตโดยวิธี DMRT  
  ns = ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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เม่ือพิจารณาจากคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของชีวผลิตภัณฑจากตารางท่ี 9 พบวา 
การอยูรอดของเช้ือไวรัส มีเปอรเซ็นตท่ีลดลงในทุกกรรมวิธี แตการเกบ็รักษาชีวผลิตภัณฑท้ังสอง
ชนิด คือ ชนิดธรรมดาและชนิดสูตรสําเร็จ ท่ีอุณหภูมิต่ํา (5 องศาเซลเซียส) ชีวผลิตภัณฑมี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือเกิน 50 เปอรเซ็นตนานถึง 12 เดือน มีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพ
คงเหลือเทากบั 65.22 และ 79.15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง (30 องศา
เซลเซียส) มีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือลดลงอยางมากเม่ือเทียบกบัการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา 
มีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นตท้ังสองชนิด โดยชนดิสูตรสําเร็จรูปมี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ 49.57 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวนาน 9 เดือน และชนิดธรรมดา มี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ 40.89 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวนาน 6 เดือน และเม่ือครบ 12 เดือน 
ชีวผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพีวีท่ีเก็บในสภาพหองท้ังสองชนิด  มีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของ
เช้ือตํ่ามาก มีคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือเพียง 35.65 และ 12.44 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 9) 

 
ตารางท่ี 9  อายุการเก็บรักษาชีวผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก วัดจากเปอรเซ็นต  
                  ประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือ ท่ีเวลาตาง ๆ 
 

เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ 1 (% OAR) ชนิดเช้ือ
ไวรัส เอ็นพวี ี

อุณหภูมิท่ีเก็บ 
(oC) 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

5 100 92.61 87.83 80.43 65.22 
ธรรมดา 

30 100 67.56 40.89 21.33 12.44 
5 100 95.74 93.19 84.26 79.15 

สําเร็จรูป 
30 100 85.22 72.17 49.57 35.65 

 
1 % OAR คิดจากอัตราสวนเปอรเซ็นตการตายของหนอนในแตละเดือนเทียบกับเปอรเซ็นตการ 
  ตาย ของหนอนท่ีเร่ิมตนทดสอบ (0 เดือน) 
 
 เม่ือนําเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือท่ีเวลาตางๆมาเขียนเปนกราฟแทงเปน
ตัวช้ีวดั เพื่อใหพิจารณาไดชัดเจนยิ่งข้ึน จากภาพท่ี 20 พบวา กราฟแทงมีแนวโนมลดลงตาม
ระยะเวลาการเก็บและอุณหภมิูท่ีใชเก็บรักษา โดยไวรัส เอ็นพีวี ชนิดสูตรสําเร็จรูป ท่ีเก็บในตูเย็น 
(กราฟแทงสีไขไก) พบวาคาเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือมีแนวโนมลดลงอยางชาๆตามลําดับ 
รองลงมาคือ ไวรัส เอ็นพีวี ชนิดธรรมดาท่ีเก็บในตูเย็นเชนเดียวกนั (กราฟแทงสีน้ําเงิน) มีแนวโนม 
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ของเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือลดลงในอัตราท่ีสูงข้ึนเล็กนอยในชวงแรกของการเก็บ และ
แตกตางอยางชัดเจนเม่ือครบ 12 เดือน สวนการเก็บรักษาในสภาพหอง พบวา ไวรัส เอ็นพีวี ท้ังสอง
ชนิดใหผลในอัตราคลายคลึงกัน โดยไวรัส เอ็นพีวี ชนดิธรรมดา (กราฟแทงสีเลือดหมู) มี
เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือลดลงอยางรวดเร็วมากทีสุ่ด โดยพบวาตั้งแตเดือนท่ี 3 เปอรเซ็นต
ประสิทธิภาพคงเหลือลดลงอยางมาก แตกตางอยางชัดเจนเม่ือเทียบกับไวรัส เอ็นพวีี ชนิดธรรมดาท่ี
เก็บในตูเยน็ รองลงมา คือ ไวรัส เอ็นพีวี ชนิดสูตรสําเร็จรูป ท่ีเก็บในสภาพหอง (กราฟแทงสีฟา) มี
อัตราการลดลงของเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือคอยๆลดลงในชวงแรก คือ 3-6  เดือน หลังจาก
นั้นเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือจึงลดลงอยางรวดเร็วแตในอัตราท่ีนอยกวาไวรัส เอ็นพีวี ชนิด
ธรรมดาท่ีเก็บในสภาพหอง 
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ธรรมดา 5 องศาเซลเซียส ธรรมดา 30 องศาเซลเซียส
สูตรสําเร็จ 5 องศาเซลเซียส สูตรสําเร็จ 30 องศาเซลเซียส

 
ภาพท่ี 20  เปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือ (%OAR) ของเช้ือ ท่ีเวลาตาง ๆ 

 
ดังนั้นจะเห็นไดวา การเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ชนิดสูตร

สําเร็จรูปท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส (ในตูเย็น) ซ่ึงเปนวธีิท่ีปฏิบัติกันอยูแลว สําหรับชีวผลิตภัณฑ
ไวรัส เอ็นพวีี ชนดิอ่ืน ไดแก ไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูหอม และหนอนเจาะสมอฝาย จะชวยยืด
อายุชีวผลิตภณัฑนีไ้ดนานถึง 12 เดือนโดยยังคงมีประสิทธิภาพกําจดัหนอนสูงถึง 74.40 เปอรเซ็นต  
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และเช้ือมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือถึง 79.15 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เช้ือไวรัส เอ็น
พีวี ธรรมดา ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ําเชนกัน แมวาจะสามารถเก็บไดนานถึง 12 เดอืน แต
ประสิทธิภาพในการกําจัดหนอนลดลงเหลือเพียง 60.00 เปอรเซ็นต ต่ํากวาผลิตภณัฑสูตรสําเร็จ
อยางชัดเจน ซ่ึงนาจะมีสาเหตุจากสวนผสมในสูตรสําเร็จท่ีเติมสาร ซ่ึงประกอบดวย สารเสริมฤทธ์ิ 
(adjuvant) และสารตานจุลชพีตางๆโดยเฉพาะแบคทีเรียและยีสต (antimicrobs) เปนตน เพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพและปองกันการเส่ือมสภาพของเช้ือไวรัสท่ีอาจมีสาเหตุเนื่องจากกระบวนการผลิต 
เนื่องจากเช้ือไวรัส เอ็นพีวจีะตองแยกสกัดเช้ือออกจากหนอน จึงมีโอกาสสูงท่ีจะมีการปนเปอนจุล
ลินทรียชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะแบคทีเรียชนดิตางๆท่ีมีอยูแลวในกระเพาะอาหารของหนอน ซ่ึงในการ
ผลิตชีวผลิตภัณฑชนดินี้จึงมีขอกําหนดวา ถามีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืน จะตองอยูใน
ระดับท่ียอมรับได คือตองไมเกิน 107 โคโลนีตอกรัม เพราะถาจุลินทรียท่ีปนเปอนเหลานี้มีมาก
เกินไป จะไปทําลายผลึกโปรตีนที่หอหุมอนุภาคไวรัส สงผลใหประสิทธิภาพของไวรัสลดลง 
(Shieh and Bohmfalk, 1980; อุทัยและคณะ, 2537 )  ดังน้ันถาเก็บเช้ือไวรัส เอ็นพีวี ในสภาพหองท่ี
อุณหภูมิท่ัวๆไป จะสงเสริมใหจุลินทรียท่ีมีอยูแลวในเช้ือเจริญเติบโตไดดีข้ึน สอดคลองกับ
การศึกษานี้ท่ีพบวา เม่ือเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑท้ังสองชนดิ คือ ชนิดธรรมดา และสูตรสําเร็จ ท่ีเก็บ
ในสภาพหอง พบวา ประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพวีี ลดลงอยางรวดเร็วท้ังสองชนิด  โดยเช้ือ
ไวรัส เอ็นพวีี ชนิดธรรมดามีประสิทธิภาพกําจัดหนอนต่ํากวา 50 เปอรเซ็นต เม่ือเกบ็นานถึง 6 
เดือน ในขณะท่ีไวรัส เอ็นพวีี สูตรสําเร็จ ถึงแมจะเติมสารเคมีตานจุลชีพลงไป แตอาจมีฤทธ์ิไม
เพียงพอในการยับยั้งจุลชีพเหลานี้ แตก็สามารถยืดอายุการเก็บเช้ือไดนานข้ึนกวาเช้ือธรรมดาโดย
ประสิทธิภาพกําจัดหนอนและเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต เม่ือ
เก็บนานถึง 9 เดือน  และเหลือไมถึง 40.00 เปอรเซ็นต เม่ือครบ 12 เดือน (ตารางท่ี 9)  

 
แมวาการศึกษานี้จะแสดงใหเห็นวาการเกบ็รักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทู

ผักในตูเย็น จะเปนวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด แตก็ไมไดหมายความวาเช้ือไวรัสจะคงมีประสิทธิภาพ
เหมือนเดิมทุกประการ การเก็บในตูเย็นจะชะลอการเส่ือมสภาพของเช้ือใหชาลง เช้ือก็ยังคง
เส่ือมสภาพตลอดเวลา ซ่ึงเปนเร่ืองปกติของเซลลท่ีมีชีวิตทั้งหลายท่ีตองเส่ือมสภาพไปตามกาลเวลา 
นอกจากนี้สภาพที่เย็นก็ไมจาํเปนตองเก็บรักษาในตูเยน็เสมอไป การเกบ็ในหองท่ีอุณหภูมิตอน
กลางวันไมสูงมาก สามารถถายเทอากาศไดดี หรือฝงไวใตดินก็สามารถรักษาเช้ือไวรัสใหคงทนอยู
ไดนานหลายเดือน (ทิพยวดี, 2549) แตโดยท่ัวไปวิธีการเก็บของเกษตรกรเม่ือเปดใชผลิตภัณฑท่ียัง
ใชไมหมด มักจะเก็บผลิตภณัฑท่ีเหลือโดยขาดความระมัดระวัง สวนใหญจะเก็บผลิตภัณฑเหลานี้
ในลักษณะท่ีหยิบฉวยไดสะดวก ไมไดคํานึงสภาพแวดลอมของการเก็บ ทําใหผลิตภัณฑไดรับ
อุณหภูมิสูงตลอดวัน และบางคร้ังอาจโดนแสงแดดรวมดวย ยิ่งทําใหผลิตภัณฑเส่ือมสภาพอยาง 
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รวดเร็ว ซ่ึงสารเคมีกําจัดแมลงก็ใหผลเชนเดียวกัน เพราะฉะนัน้การแนะนําใหใชชีวผลิตภัณฑไวรัส 
เอ็นพีวี กําจัดแมลง จึงเปนท่ีตองทําความเขาใจใหกับเกษตรกรใหเขาใจถึงคุณลักษณะของจุลินทรีย
แลว ยังตองใหเขาใจถึงการเกบ็รักษาอยางถูกวิธี จึงจะชวยใหการใชชีวผลิตภัณฑชนิดนี้ประสบ
ความสําเร็จ สามารถนําไปใชในการปองกนักําจัดแมลงไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 



 
 

9999สรุปและขอเสนอแนะ 

 

สรุป 
 

จากการศึกษาการจําแนกสายพันธุไวรัส SlNPV DOA, SeNPV DOA และ HaNPV DOA 
ของกรมวิชาการเกษตรท่ีเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank สรุปไดวา ไวรัส SlNPV DOA 
และ SeNPV DOA เปนเช้ือในกลุมเดยีวกบัไวรัส Spodotera exigua NPV สวนไวรัส HaNPV DOA 
เปนเช้ือในกลุมเดียวกับ Helicoverpa armigera NPV โดยเปรียบเทียบจากลําดับนวิคลีโอไทด
กรดอะมิโน และ phylogenetic tree ซ่ึงสอดคลองกันอยางชัดเจน โดยไวรัส เอ็นพีวี ท้ังสามชนิดท่ี
นํามาศึกษานี้ มีเพยีง 2 ชนิด ไดแก ไวรัส SlNPV DOA และ SeNPV DOA มีความสัมพันธคอนขาง
ใกลชิดทั้งลําดบัของนิวคลีโอไทดและลําดบัของกรดอะมิโน และแตกตางจากไวรัส HaNPV DOA 
อยางชัดเจน มีคาเปอรเซ็นต identity ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน polh เทากับ 90 เปอรเซ็นต 
และคาเปอรเซ็นต identity ของลําดับกรดอะมิโน เทากับ 97 เปอรเซ็นต   

 
 คุณสมบัติบางประการท่ีสําคัญของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ไดแก ความทนทาน
ตอแสงยูวี ชนดิ บี ท่ีเปนปจจัยหลักตอการเส่ือมประสิทธิภาพของเช้ือพบวา เช้ือไวรัสความเขมขน
สูง 1.0x109 PIBs/ml ซ่ึงเปนความเขมขนมาตรฐาน มีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในสภาพทีต่องรับแสงยูว ี
นานถึง 5 ช่ัวโมง เช้ือจึงลดประสิทธิภาพลงประมาณ 50 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพ
คงเหลือของเช้ือเทากับ 62.22 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีความเขมขนอ่ืนเช้ือสามารถทนตอแสงยูวไีดไม
เกิน 3 ช่ัวโมงเชื้อก็มีประสิทธิภาพลดลงตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพ
คงเหลือของเช้ือเทากับ 57.89 เปอรเซ็นต 
 
 อุณหภูมิท่ัวไปไมมีผลตอประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพีวี โดยเฉพาะอุณหภูมิในชวง 30
องศาเซลเซียส แมจะเก็บไวนานถึง 72 ช่ัวโมง เช้ือยังคงมีประสิทธิภาพในการฆาหนอนสูงเฉล่ียอยู
ระหวาง 85.96-92.98 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือสูงถึง 90.73-98.14 
เปอรเซ็นต แตเม่ือเก็บเช้ือไวรัสท่ีอุณหภูมิสูงเกิน 35 องศาเซลเซียส พบวา เม่ือเกบ็เช้ือไวเกนิ 24 
ช่ัวโมง ประสิทธิภาพการฆาหนอนของเช้ือจะลดลงอยางชัดเจน มีคาเฉล่ียอยูระหวาง 50.88-84.21 
เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ืออยูระหวาง 53.70-88.89 เปอรเซ็นต โดย
เปอรเซ็นตการตายของหนอนและเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือจะลดลงตามอุณหภูมิและเวลาท่ี
เพิ่มมากข้ึน 
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 อายุการเก็บรักษาชีวผลิตภณัฑไวรัส เอ็นพวีี หนอนกระทูผัก พบวาการเก็บรักษาเช้ือท่ี
อุณหภูมิต่ํา 5 องศาเซลเซียส จะชวยยืดอายกุารเก็บรักษาไดดีกวาการเกบ็ไวในสภาพหอง โดยชีว
ผลิตภัณฑไวรัส เอ็นพีวี ชนดิสําเร็จรูปจะเก็บไดนานถึง 12 เดือน โดยยังคงมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดหนอนถึง 74.40 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือสูงถึง 79.15 
เปอรเซ็นต สวนการเก็บเช้ือธรรมดาท่ียังไมผสมสวนผสมอื่นๆ พบวา มีประสิทธิภาพลดลงแตกตาง
จากชีวผลิตภณัฑสําเร็จรูป มีประสิทธิภาพในการกําจัดหนอนเม่ือเก็บนาน 12 เดือน เทากับ 60.00 
เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือ 65.22  เปอรเซ็นต 
 

ขอเสนอแนะ 
 

จากสถานการณในปจจุบัน หนอนกระทูผักจัดเปนแมลงศัตรูพืชท่ีเปนปญหามากข้ึนอยาง
ตอเนื่อง การแกปญหาดวยการใชสารเคมีกําจัดแมลงเปนหลัก ซ่ึงสวนใหญเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต
อ่ืน ๆ ตั้งแตเกษตรกร ผูบริโภค แมลงตามธรรมชาติท่ีมีประโยชน รวมถึงส่ิงแวดลอมตาง ๆ ดังนั้น
การนําชีวผลิตภัณฑ ไวรัส เอ็นพีวี หนอนกระทูผัก ไปใชทดแทนสารเคมีกําจัดแมลง ก็เปน
ทางเลือกหนึ่งใหแกเกษตรกร ซ่ึงการทดลองนี้ไดศึกษาชนิดของไวรัส เอ็นพีวี และปจจัยสําคัญท่ี
เปนประโยชน ชวยใหการใชชีวผลิตภัณฑนี้มีประสิทธิภาพมากข้ึน วิธีการเก็บรักษาตลอดจนปจจยั
ของแสงท่ีเปนตัวการสําคัญของการเส่ือมสภาพของชีวผลิตภัณฑ ไวรัส เอ็นพีวี เปนส่ิงท่ีตอง
ระมัดระวัง และคําแนะนําของกรมวิชาการเกษตรไดแนะนําใหใชเช้ือชนิดนี้ฉีดพนในแปลงพืชหลัง 
15.00 น.เปนตนไป จะชวยใหเช้ือปลอดภยัจากแสงยวูี แตเนื่องจากสภาพอากาศท่ีเปล่ียนแปลงอยาง
มากในปจจุบันทําใหแสงอาทิตยและแสงยวูีท่ีตกมาสูผิวโลกอาจมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน เพราะช้ัน
โอโซนในบรรยากาศรอบโลกท่ีเปนตัวกัน้แสงยวูีไดลดลงอยางตอเนือ่ง ดังนั้นพลังงานแสงยวูีท่ีใช
ในการทดลองนี้อาจตํ่ากวาสภาพความเปนจริง จึงอาจทําใหเปอรเซ็นตการตายของหนอนคอนขาง
ต่ํากวาเทาท่ีควรเปน ดังนั้นจงึมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีควรจะศึกษาพลังงานแสงยวูีท่ีแทจริงในแตละ
วัน เพื่อใหสามารถประมาณการถึงพลังงานท่ีแทจริงของแสงยูวีท่ีแผมาท่ีผิวโลก จะชวยใหสามารถ
ประเมินประสิทธิภาพคงเหลือของเช้ือไวรัส เอ็นพีวีไดอยางแมนยําข้ึน นอกจากนี้เคร่ืองมือท่ีใชใน
การตรวจวัดแสงยูวี ชนดิบี ท่ีมีความแมนยํามีราคาคอนขางสูง และเคร่ืองวัดแสงยวู ีชนิดบี ท่ีใชใน
การทดลองนี้ใหคาการวดัท่ีคอนขางหยาบ เม่ือนําไปเทียบกับขอมูลแสงยูวีจากกรมอุตนุิยมวิทยา จึง
อาจมีความคลาดเคล่ือนอยูบาง แตก็สามารถนําผลการทดลองนี้มาศึกษาเพ่ือดูแนวโนมและประเมิน
ความเส่ียงในดานปจจยัท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของเช้ือไวรัส เอ็นพวีตีอแสงยูวี ชนดิบีไดในเบ้ืองตน 
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ภาคผนวก 

 
 
 
 
 
 



 

วิธีการเตรียมอาหารเทียมเลี้ยงแมลง 
 

1. อาหารเทียม (สูตรของอาหารเทียมแสดงอยูในตารางผนวกท่ี 1) 
 
2. อุปกรณท่ีจําเปนในการเตรียมอาหารเทียม ไดแก เตาไฟเพื่อใชเค่ียววุน เคร่ืองปนผสม 

อาหารเทียมขนาดจุ 1.5 ลิตร หรือ 3.75 ลิตร ภาชนะใชเค่ียววุน ภาชนะตวง (beaker) ขนาด 1,000, 
500, 100 และ 50 มิลลิลิตร อยางละ 2 ช้ิน กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 25 มิลลิลิตร 1 อัน เคร่ือง
ช่ังชนิดหยาบ 1 เคร่ือง ไมพายใชเค่ียววุน 1 อัน ภาชนะเล้ียงแมลง ตะกราบรรจุภาชนะเล้ียงแมลง 

 
3. ข้ันตอนในการเตรียมเร่ิมตนดวยการชั่งสวนประกอบของอาหารเทียมตามสูตร (ตารางท่ี 

6) จากนั้นแบงน้ําออกเปน 2 สวน สวนหนึ่งนําไปใสภาชนะเพื่อใชเค่ียววุน อีกสวนหนึ่งนําไปใส
เคร่ืองปนผสมอาหาร จากนั้นเทสวนประกอบของอาหารเทียมชุดแรกเขาเคร่ืองผสมอาหารเทียม 
เชน ถ่ัวเขียวบด ยีสต casein และ formalin เดินเคร่ืองผสมอาหารเทียม 1-2 นาที นํา methyl 
parahydroxy benzoate และ sorbic acid ไปละลายใน ethyl alcohol อัตรา 30% W/V แลวเทลงใน
เคร่ืองผสมอาหารเทียมเดินเคร่ืองผสมนาน  1 นาที จากน้ันนําวุนท่ีเค่ียวจนเดือดปลอยท้ิงเอาไวจน
ความรอนลดลงเหลืออุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส นํามาเทลงในเคร่ืองผสมอาหาร
เดินเคร่ือง 1-2 นาที ระหวางท่ีเดินเคร่ืองผสมอาหารคอย ๆ เติม ไวตามินรวม และ ascorbic acid ลง
ไปทีละนอยจนหมด เดินเคร่ืองผสมอาหารตออีก 1 นาที เม่ืออาหารผสมจนเปนเนื้อเดียวกันแลวรีบ
เทใส บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร แลวนําไปเทใสภาชนะเล้ียง โดยท่ัว ๆ ไป จะเทอาหารเทียมหนา
ประมาณ 0.7-1 เซนติเมตร ปลอยใหอาหารเทียมเย็นอาหารเทียมจะแข็งตัว เก็บท้ิง คางคืนไว 1 คืน 
เพื่อใหสวนประกอบของอาหารเทียมซึมเขาเปนเนื้อเดียวกันกอนท่ีจะนําไปเล้ียงแมลงตอไป 
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ตารางผนวกท่ี 1  สูตรอาหารเทียมเล้ียงหนอนกระทูผักเพือ่นําไปผลิตไวรัส เอ็นพีว ี (อุทัย, 2534) 

 
สวนผสม Ingredient ปริมาณของสวนผสม 

ถั่วเขียวบด Mung bean meal 130.0 g 
- 

10.0 g 
2.5 g 
1.5 g 
3.0 g 
3.0 g 
0.5 g 

- 
13.0 g 
2.0 ml 

10.0 ml 
750.0 ml 

ใบกะหลํ่าปลีแหงบดละเอียด  
Dried baker’s yeast 
Methyl parahydroxybenzoate 
Sorbic acid 
Ascorbic acid 
Casein 
Choline chloride 
Wesson’s salt mixture 
Agar 
Formalin 40% 
Vitamin stock* 
น้ํากรอง 

 
 

*  Vitamin stock (สวนผสมตอน้าํ 100 มิลลิลิตร) 
Niacin    600 mg. 
Inositol    500 mg. 
Calcium panthothenate   600 mg. 
Thiamine    150 mg. 
Riboflavin    300 mg. 
Pyridoxin    150 mg. 
Folic acid    150 mg. 
Biotin        12 mg. 
Vitamin B12             2  mg.
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ลําดับนิวคลีโอไทด ของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน 
 

Partial polyhedrin gene (polh) of SlNPV sized 405 bp 
 
GTCAAGCCCGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCAGGGAA
ACTTGGACCCGTTTCATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTCAACGATCAAGAAATAATGGACG
TCTATCTCGTCATCAACATGAGGCCCACTAGACCCAACCGATGCTACAGATTCTTGGCGCA
ACACGCTCTCCGTTGCGATCCTGACTACGTTCCTCACGAAGTGATCCGCATCGTCGAGCCCG
TATACGTCGGCTCCAACAACGAGTACCGCATCAGCTTGGCCAAAAAGGGCGGCGGCTGCCC
GGTCATGAATCTACACTCTGAGTACACGCACTCTTTCGAAGAATTCATCAACCGCGTCATCT
GGGAAAACTTCTACAAACCCATCGTGTACGTAGGAACC 

> Spodotera litura nuclear polyhydrosis virus polh gene for polyhedrin 
Length=1057 
 Score =  693 bits (375),  Expect = 0.0 
 Identities = 398/408 (98เปอรเซ็นต), Gaps = 6/408 (1เปอรเซ็นต) 
 Strand=Plus/Plus 
 

Partial polyhedrin gene (polh) of SeNPV sized 405 bp 
 
GTCAAACCGGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCCGCGAA
ACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGCTTTCCCATCGTCAACGATCAAGAAATCATGGACG
TTTTCCTCGTAATCAACATGAGACCAACGAGACCTAACCGTTGCTTCCGATTTTTGGCTCAG
CACGCTCTCCGTTGCGATCCCGACTACGTTCCTCACGAAGTCATCCGCATCGTCGAGCCCGT
GTACGTCGGCACCAACAACGAATACCGCATCAGTTTAGCCAAAAAGGGCGGCGGTTGCCC
CGTCATGAATCTCCACTCCGAGTACACCAACTCGTTCGAGGAATTCATCAACCGCGTCATTT
GGGAGAACTTTTACAAACCCATCGTTTACGTAGGAACC 

> Spodoptera exigua MNPV polyhedrin gene, Length=608 
 Score =  749 bits (405),  Expect = 0.0 
 Identities = 405/405 (100เปอรเซ็นต), Gaps = 0/405 (0เปอรเซ็นต) 
 Strand=Plus/Plus 
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Partial polyhedrin gene (polh) of HaNPV sized 405 bp 
 
GTTAAGCCCGACACAATGAAGCTTGTAGTTAACTGGAGCGGTCGCGAATTTCTTCGCGAAA
CTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGTTTTCCCATTGTAAACGACCAAGAAATTATGGACGT
GTTTCTGTCTGTTAATATGCGACCAACCAAACCGAACCGTTGTTACCGATTCTTAGCGCAAC
ACGCTCTGCGTTGTGATCCCGACTATATTCCTCACGAAGTCATTCGTATTGTAGAACCTTCC
TATGTAGGCAGTAACAACGAGTACAGAATTAGTTTAGCCAAAAAATACGGCGGTTGTCCCG
TTATGAACTTGCACGCTGAATACACTAATTCCTTTGAAGATTTCATTACCAACGTAATTTGG
GAGAACTTCTACAAACCAATCGTTTACGTAGGCACT 

> Helicoverpa armigera SNPV isolate 3010 polyhedrin(polh) gene Length=511 
 Score =  743 bits (402),  Expect = 0.0 
 Identities = 404/405 (99เปอรเซ็นต), Gaps = 0/405 (0เปอรเซ็นต) 
 Strand=Plus/Plus 
 
ลําดับกรดอะมิโนของไวรัส เอ็นพีวี ในประเทศไทยท้ัง 3 โคลน 
 
> SlNPV  
GTCAAGCCCGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCAGGGAA
ACTTGGACCCGTTTCATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTCAACGATCAAGAAATAATGGACG
TCTATCTCGTCATCAACATGAGGCCCACTAGACCCAACCGATGCTACAGATTCTTGGCGCA
ACACGCTCTCCGTTGCGATCCTGACTACGTTCCTCACGAAGTGATCCGCATCGTCGAGCCCG
TATACGTCGGCTCCAACAACGAGTACCGCATCAGCTTGGCCAAAAAGGGCGGCGGCTGCCC
GGTCATGAATCTACACTCTGAGTACACGCACTCTTTCGAAGAATTCATCAACCGCGTCATCT
GGGAAAACTTCTACAAACCCATCGTGTACGTAGGAACC 

polyhedrin [Spodoptera frugiperda MNPV] 
Length=170 
 Score =  285 bits (728),  Expect = 7e-98 
 Identities = 132/135 (98เปอรเซ็นต), Positives = 135/135 (100เปอรเซ็นต), Gaps = 0/135 
(0เปอรเซ็นต) 
 Frame = +1 
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> SeNPV  
GTCAAACCGGACACGATGAAACTGGTCGTCAACTGGAGCGGCAAAGAGTTTCTCCGCGAA
ACTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGCTTTCCCATCGTCAACGATCAAGAAATCATGGACG
TTTTCCTCGTAATCAACATGAGACCAACGAGACCTAACCGTTGCTTCCGATTTTTGGCTCAG
CACGCTCTCCGTTGCGATCCCGACTACGTTCCTCACGAAGTCATCCGCATCGTCGAGCCCGT
GTACGTCGGCACCAACAACGAATACCGCATCAGTTTAGCCAAAAAGGGCGGCGGTTGCCC
CGTCATGAATCTCCACTCCGAGTACACCAACTCGTTCGAGGAATTCATCAACCGCGTCATTT
GGGAGAACTTTTACAAACCCATCGTTTACGTAGGAACC 

polyhedrin [Spodoptera exigua MNPV] 
Length=201 
 Score =  288 bits (736),  Expect = 1e-98 
 Identities = 135/135 (100เปอรเซ็นต), Positives = 135/135 (100เปอรเซ็นต), Gaps = 0/135 
(0เปอรเซ็นต) 
 Frame = +1 
 
>  HaNPV  
GTTAAGCCCGACACAATGAAGCTTGTAGTTAACTGGAGCGGTCGCGAATTTCTTCGCGAAA
CTTGGACGCGTTTCATGGAAGACAGTTTTCCCATTGTAAACGACCAAGAAATTATGGACGT
GTTTCTGTCTGTTAATATGCGACCAACCAAACCGAACCGTTGTTACCGATTCTTAGCGCAAC
ACGCTCTGCGTTGTGATCCCGACTATATTCCTCACGAAGTCATTCGTATTGTAGAACCTTCC
TATGTAGGCAGTAACAACGAGTACAGAATTAGTTTAGCCAAAAAATACGGCGGTTGTCCCG
TTATGAACTTGCACGCTGAATACACTAATTCCTTTGAAGATTTCATTACCAACGTAATTTGG
GAGAACTTCTACAAACCAATCGTTTACGTAGGCACT 

polyhedrin [Busseola fusca nucleopolyhedrovirus] 
  Length=170 
 Score =  288 bits (738),  Expect = 2e-99 
 Identities = 135/135 (100เปอรเซ็นต), Positives = 135/135 (100เปอรเซ็นต), Gaps = 0/135 
(0เปอรเซ็นต) 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นายสมชัย  สุวงศศักดิ์ศร ี
วัน เดือน ป ท่ีเกิด วันท่ี 23 มีนาคม 2504 
สถานท่ีเกิด  จังหวดัตรัง 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิตเกษตรศาสตร สาขากีฏวิทยา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
นิเทศศาสตรบัณฑิต(ส่ือส่ิงพมิพ)
มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 

ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน นักกีฏวิทยาชํานาญการพิเศษ 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ - 
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