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รายงานความก้าวหนา้ 
 

คัดเลือกหนอนกระทู้ผักที่ติดเช้ือโปรโตซัว โดยจะมีลําตัวสีซีดมาทําการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ
และเวลาต่างๆ จากน้ันทํา sucrose gradient centrifugation สามารถแยกเศษซากหนอน และ
เช้ือจุลินทรีย์อื่นๆ ได้ ทําให้เช้ือโปรโตซัวบริสุทธิ์ ทําป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm 5 นาที และ 
5,000 rpm 10 นาที ได้เช้ือโปรโตซัวมากที่สุด คือ 61.11 x107 PIBs/ml การป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ
1,500 rpm 5 นาที และ 5,000 rpm  20 นาที ได้เช้ือโปรโตซัวน้อยที่สุด คือ 38.75 x107 PIBs/ml แต่
กรรมวิธีอ่ืนๆ ให้ผลไม่แตกต่างกันมากนัก การใช้ความเร็วรอบ 1,000 rpm 3 นาที และ 2,000 rpm 10 
นาที จะเป็นกรรมวิธีที่ประหยัดและสิ้นเปลืองเวลาน้อยที่สุด และจากการศึกษาพบว่าเช้ือโปรโตซัวสามารถ
ถ่ายทอดจากหนอนรุ่นพ่อแม่ สู่รุ่นลูก (F1) ได้ โดยหนอนที่ได้รับเช้ือโปรโตซัวสามารถเจริญเติบโตและ
ขยายพันธ์ุได้เช่นเดียวกับหนอนปกติ แต่จะมีสีซีดกว่า และจะทําการศึกษาผลของโปรโตซัวต่อหนอนในรุ่น
ต่อๆ ไป  
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คํานาํ 
 

 ไวรัส nuclear polyhedrosis virus ของหนอนกระทู้หอม Spodoptera exigua (SeNPV) 
จัดเป็นไวรัส NPV ชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพสูง ที่สามารถนําไปใช้ทดแทนสารเคมีกําจัดแมลงในการควบคุม
หนอนกระทู้หอมในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น หอมแดง หอมหัวใหญ่ หน่อไม้ฝร่ัง กระเจี๊ยบเขียว ฝ้าย 
องุ่น และผักตระกูลกะหล่ํา เป็นต้น จากปัญหาของการดื้อต่อสารเคมีกําจัดแมลงของหนอนกระทู้หอมและ
สารเคมีทีราคาสูงขึ้น การนําไวรัส SeNPV ไปใช้ควบคุมหนอนกระทู้หอมจะเป็นการช่วยแก้ปัญหาให้แก่
เกษตรกรได้ จากกระแสความต้องการผลิตผลทางการเกษตรที่ปลอดภัยจากสารพิษตกค้างของผู้บริโภคทั้ง
ในประเทศและต่างประเทศ ทําให้ไวรัส SeNPV จึงเป็นทางเลือกในการป้องกันกําจัดหนอนกระทู้หอมท่ี
ช่วยเพิ่มคุณภาพของผลผลิตพืชผักและผลไม้ให้แก่เกษตรกรได้ ดังนั้นการพัฒนาเพ่ือผลิต SeNPV ในเชิง
พาณิชย์ จะเป็นการช่วยให้เกษตรกรได้นําไปใช้กว้างขวางขึ้น จากนโยบายของรัฐบาลที่จะช่วยสร้างความ
เข้มแข็งให้แก่เกษตรกร เช่นช่วยตัวเองในการป้องกันกําจัดแมลงศัตรูพืชและลดต้นทุนการผลิต ไวรัส 
SeNPV จึงมีบทบาทสําคัญ เนื่องจากเป็นจุลินทรีย์ชนิดเดียวที่เกษตรกรสามารถทําการต่อเชื้อไวรัสใช้เอง
ในแปลงเกษตรกรได้ โดยมีวิธีการที่ไม่ยุ่งยาก การพัฒนาเพิ่มขีดความสามารถในการผลิตไวรัส SeNPV ใน
เชิงพาณิชย์ ยังประสบปัญหาของการปนเปื้อนของเชื้อโปรโตซัว (Nosema sp.) ซึ่งเป็นอุปสรรคสําคัญต่อ
ระบบการผลิตหนอนกระทู้หอม เพื่อนําไปใช้ผลิตขยายเชื้อไวรัส SeNPV ที่ไม่สามารถทําการผลิตหนอน
กระทู้หอมได้อย่างต่อเนื่อง การหาวิธีการควบคุมไม่ให้เกิดการระบาดของเชื้อโปรโตซัว จึงมีความสําคัญยิ่ง
ต่อระบบการผลิตเชื้อไวรัส SeNPV ของหนอนกระทู้หอม   
 โดยหลักการแล้วไวรัส NPV จะทําให้ตัวอ่อนของแมลงในตระกูลผีเสื้อตายจากการเกิดโรคและเกิด
การแพร่ระบาดไปสู่ประชากรของหนอน โดยการถ่ายทอดไปทางไข่ของแม่ผีเสื้อ ดังนั้นการผลิตไวรัสต้อง
แยกอาคารที่ผลิตแมลงอาศัยออกจากอาคารที่ผลิตขยายเชื้อไวรัส แต่เนื่องจากมีพ้ืนที่จํากัดทําให้ต้องเลี้ยง
แมลงอาศัยและผลิตขยายเชื้อไวรัสในอาคารเดียวกันแต่แยกช้ัน ดังนั้นเมื่อเพิ่มปริมาณการผลิตขยายเชื้อ
ไวรัสจึงมีปัญหาการปนเป้ือนของเชื้อแบคทีเรียและโปรโตซัวซึ่งสามารถถ่ายทอดโรคโดยผ่านทางไข่ เริ่ม
แสดงอาการในหนอนรุ่นที่ 2 และเกิดการระบาดรุนแรงในหนอนรุ่นที่ 3 ทําให้ผลผลิตไวรัส NPV ที่ได้มีการ
ปนเปื้อนสปอร์ของโปรโตซัว ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อคุณภาพของไวรัสที่ผลิตได้ (อุทัยและคณะ, 2543)   
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วธิดีาํเนนิการ 
 
อปุกรณ ์สารเคม ี

1. เคร่ืองผสมอาหารเทียม 
2. กล้องจุลทรรศน์ 
3. เคร่ืองปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
4. เคร่ือง ultra centrifuge 
5. หลอดเก็บตัวอย่างหนอน 
6. แผ่นสไลด ์
7. sieve ขนาด 150 micrometer 
8. haemacytometer 
9. สารเคมผีลติอาหารเทียม 
10. sucrose 
 

วิธกีาร 
คัดเลือกตัวอย่างหนอนกระทู้ผักที่แสดงอาการเป็นโรคที่เกิดจากเช้ือโปรโตซัวในห้องปฏิบัติการ 

นําหนอนที่ได้มาบดในน้ํากลั่น นําสารแขวนลอยที่ได้มากรองด้วย sieve ขนาด 150 micrometer เพ่ือ
แยกเอาเนื้อเยื่อหนอนออก นําของเหลวส่วนบนท่ีได้มาแบ่งเป็นส่วนๆ นําไปป่ันที่ความเร็วรอบต่างๆ ดังนี้  

1 อัตราความเร็ว 1,000 RPM 3 นาที และ 2,000 RPM 10 นาท ี
2 อัตราความเร็ว 1,000 RPM 3 นาที และ 2,000 RPM 20 นาท ี
3 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 2,000 RPM 10 นาที 
4 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 2,000 RPM 20 นาที 
5 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 3,000 RPM 10 นาที 
6 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 3,000 RPM 20 นาที 
7 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 5,000 RPM 10 นาที 

  8 อัตราความเร็ว 1,500 RPM 5 นาท ีและ 5,000 RPM 20 นาท ี 
จากนั้นนําไปทําให้บริสุทธิ์อีกครั้งด้วยเครื่อง ultra centrifuge โดยวิธี sucrose gradient 

centrifugation นําเช้ือโปรโตซัวที่ป่ันแยกได้มาตรวจนับความเข้มข้นของสปอร์เช้ือโปรโตซัวในแต่กรรมวิธี 
ด้วยเครื่องนับเม็ดเลือด haemacytometer ใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กําลังขยาย 1,000 
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เท่า กรรมวิธีละ 10 ครั้ง บันทึกข้อมูลปริมาณสปอร์เชื้อโปรโตซัวท่ีนับได้ ลักษณะของตะกอนเชื้อโปรโตซัว
ที่ได้คํานวณหาค่าเฉลี่ยนําข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ   

 
เวลา สถานที ่ ตุลาคม 2554-กันยายน 2555 ณ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ 
กลุ่มกีฏและสตัววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 
 

 จากการคัดเลือกหนอนกระทู้ผักที่แสดงอาการติดเช้ือโปรโตซัว โดยลําตัวมีสีผิดปกติ ขาวซีด นํามา
ป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบและเวลาต่างๆ เพ่ือทําเช้ือโปรโตซัวให้บริสุทธิ์ และใช้น้ําตาลซูโครส ในการแยก
เช้ือจุลินทรีย์และเศษซากหนอนที่เหลืออยู่ ทําให้ได้เชื้อโปรโตซัวที่บริสุทธ์ิ จากนั้นนํามานับจํานวนโปรโต
ซัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ได้ผลดังตาราง 
 
ตาราง ผลการปั่นเหวี่ยงเชื้อโปรโตซัว ที่ความเร็วรอบและระยะเวลาต่างๆ  

อตัราความเรว็และระยะเวลาในการปั่นเหวีย่ง ปรมิาณเชือ้โปรโตซวัทีไ่ด ้(PIBs/ml) 
1. 1,000 rpm 3 นาท ีและ 2,000 rpm 10 นาที 57.09x107 
2. 1,000 rpm 3 นาท ีและ 2,000 rpm 20 นาที 53.75 x107 
3. 1,500 rpm 5 นาท ีและ 2,000 rpm 10 นาที 56.11 x107 
4. 1,500 rpm 5 นาท ีและ 2,000 rpm 20 นาที 54.86 x107 
5. 1,500 rpm 5 นาที และ 3,000 rpm 10 นาที 58.47 x107 
6. 1,500 rpm 5 นาที และ 3,000 rpm  20 นาท ี 54.86 x107 
7. 1,500 rpm 5 นาท ีและ 5,000 rpm  10 นาท ี 61.11 x107 
8. 1,500 rpm 5 นาท ีและ 5,000 rpm  20 นาท ี 38.75 x107 

 
จากตารางจะพบว่าการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1,500 rpm 5 นาที และ 5,000 rpm 10 นาที 

ได้เช้ือโปรโตซัวมากที่สุด คือ 61.11 x107 PIBs/ml การปั่นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ1,500 rpm 5 นาที และ 
5,000 rpm  20 นาที ได้เช้ือโปรโตซัวน้อยที่สุด คือ 38.75 x107 PIBs/ml ซึ่งวิธีการนี้สามารถทําเชื้อโปร
โตซัวให้บริสุทธิ์ได้ แต่กรรมวิธีอ่ืนๆ ให้ผลไม่แตกต่างกันมากนัก การใช้ความเร็วรอบ 1,000 rpm 3 นาที 
และ 2,000 rpm 10 นาที จะเป็นกรรมวิธีท่ีประหยัดและสิ้นเปลืองเวลาน้อยที่สุด 
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สรปุผลการทดลองและคาํแนะนาํ 
 

เช้ือโปรโตซัวสามารถถ่ายทอดจากหนอนรุ่นพ่อแม่ สู่รุ่นลูก (F1) ได้ โดยหนอนที่ได้รับเช้ือโปรโต
ซัวสามารถเจริญเติบโตและขยายพันธุ์ได้เช่นเดียวกับหนอนปกติ แต่จะมีสีซีดกว่า และจะทําการศึกษาผล
ของโปรโตซัวต่อหนอนในรุ่นต่อๆ ไป การป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบและเวลาเหมาะสม และวิธี sucrose 
gradient centrifugation สามารถทําให้เช้ือโปรโตซัวบริสุทธิ์ได้ การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm 
5 นาที และ 5,000 rpm 10 นาที ได้เช้ือโปรโตซัวมากที่สุด คือ 61.11 x107 PIBs/ml แต่การป่ันเหวี่ยงท่ี 
1,000 rpm 3 นาที และ 2,000 rpm 10 นาที จะเป็นกรรมวิธีที่ประหยัดและสิ้นเปลืองเวลาน้อยที่สุด 
เหมาะกับการนําไปใช้งานต่อไป  
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ผลิตไวรัส NPV เชิงพาณิชย์ในประเทศไทยเพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืชท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจ. 
รายงานผลการวิจัยโรค  ไวรัส NPV ปี พ.ศ. 2541 กองกีฏและสัตววิทยา  กรมวิชาการเกษตร 
86 หน้า. 

 


