
 

บทคัดยอ   
 
ในการศึกษานี้ไดทําการศกึษาถึงบทบาทและความสาํคัญของยีนไคติเนสของ Helicoverpa 
armigera nucleopolyhedrovirus ในการฆาหนอนแมลง โดยไดทําการศึกษายนีไคติเนสของแบค
คิวโลไวรัสสายพันธุทองถิ่นที่แยกไดจากหนอนเจาะสมอฝายในประเทศไทย เม่ือเปรียบเทียบกรดอะ
มิโนของไคติเนสของไวรัสสายพันธุไทยคลายคลึงกบักรดอะมิโนของไคติเนสจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งกับไคตเินสของ HaSNPV-Aus, HaSNPV-Af, HaSNPV-G4 และ HzSNPV-
Elcar ในงานวิจัยนี้ไดทําการสราง HaSNPV recombinant baculovirus ที่ไมสามารถสรางเอนไซม
ไคติเนสได โดยทําการแทรกยีน Green fluorescent protein ที่อยูภายใตการควบคุมการทํางานของ 
polyhedrin promoter  เขาไปในยีนไคตเินส โดยอาศัยกระบวนการ homologous recombination  
จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของไวรัสดังกลาวในการฆาหนอนแมลง พบวาหนอนแมลงที่ติด
เชื้อสายพันธุด้ังเดิม (wildtype) จะมีลักษณะตัวที่เปราะบาง ผิวมีสดํีาคล้ํา และมีการยอยสลายของ
ตัวหนอนที่รวดเร็ว (liquefied) ในขณะที่หนอนที่ติดเชื้อไวรัสทีไ่มสามารถสรางเอนไซมไคติเนสนั้น 
ลักษณะของตวัหนอนที่ตายอยูในสภาพทีดี่ ผิวมีสีครมีและมีสีดําคอนขางชา และมีการยอยสลาย
ของตัวหนอนที่ชากวามากโดยใชเวลาหลายวัน นอกจากนี้ยังพบวาเวลาที่ใชในการฆาหนอนแมลง
ของเชื้อไวรัสที่ไมสามารถสรางเอนไซมไคติเนสเพิ่มขึน้ และในขณะเดียวกบัจําเปนตองใชปริมาณ
ไวรัสเพิ่มขึ้นในการฆาหนอนแมลงเชนกนั โดยมีคา LC50 และคา LT50  มากกวา 99% และ 77% 
ตามลําดับเม่ือเปรียบเทียบกบัไวรัสสายพนัธุด้ังเดิม ในการศึกษานี้ไดมีความพยายามที่จะสรางแบค
คิวโลไวรัสที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมไคติเนสเพิ่มมากขึ้น โดยไดทําการเปลี่ยน 
chitinase promoter ดวย polyhedrin promoter ใหมาควบคุมการทาํงานของยีนไคติเนส อยางไรก็
ตามไวรัสที่ไดไมสามารถที่จะสรางเอนไซมไคติเนสได  



 

ABSTARCT 
 
This study examines the role and importance of the Helicoverpa armigera 
nucleopolyhedrovirus (HaSNPV) chitinase gene in viral pathogenesis in H. amrmigera 
larvae.  A putative chitinase gene of a Thai-isolated HaSNPV (HaSNPV-Th) was identified 
and characterized.  The deduced amino acid of the HaSNPV-Th chitinase showed a 
significant homology with a wide range of chitinase sequences, with the greatest degree of 
homology being to the chitinase of HaSNPV-Aus, HaSNPV-Af, HaSNPV-G4 and HzSNPV-
Elcar strains.  To investigate the HaSNPV-Th chitinase function in insect infection, a 
chitinase-negative recombinant baculovirus was constructed by inserting a green 
fluorescent protein gene (gfp) driven by a polyhedrin promoter into the chitinase locus of 
the HaSNPV-Th genome.   Insects infected with the virus mutant lacking chitinase 
remained intact several days after death.  HaSNPV-encoded chitinase played an essential 
role in the liquefaction of virus-infected insect larvae In addition, bioassay data showed a 
significant increase in the viral dose and time required for the virus mutant lacking chitinase 
to kill second instar larvae.  The LC50 and LT50 were 99% and 77% respectively, higher than 
those of the wild type HaSNPV-Th.  Our results strongly suggest that the HaSNPV-Th 
chitinase gene is required for the infectivity of the virus and plays an important role in virus 
pathogenesis.  Attempts have been made to generate a chitinase-overproducing HaSNPV 
by replacing the chitinase promoter with the polyhedron promoter. However, the 
recombinant virus obtained from the cotransfection was failed to produce chitinase.   
 
 
 
 
Keywords: Chitinase; HaSNPV; Baculoviruses; Chitinase-negative Baculovirus; Green 
fluorescent protein


	รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์TRG4680030.pdf
	รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์
	รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์
	กิตติกรรมประกาศ
	บทคัดย่อ
	ABSTARCT
	บทที่ 1 บทนำ
	(INTRODUCTION)
	บทที่ 2
	ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (THOERY AND RELATED WORKS)
	บทที่ 3
	วิธีการดำเนินงานวิจัย (MATERIALS AND METHODS)
	ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ (RESULTS AND DISCUSSION)
	สรุปผลการดำเนินงานของโครงการและข้อเสนอแนะ
	เอกสารอ้างอิง (References)
	[1] นโยบายพัฒนาการเกษตรในกำมือกลุ่มธุรกิจสารเคมี. หนังสือพิม
	[2] Black, B.C., Brennan, L.A., Dierks, P.M. and Gard, I.E. 
	[3] Chejanovsky, N., Zilberberg, N., Rivkin, H., Zlotkin, E.
	[4] Popham, H.J.R., Li, R.Y. and Miller, L.K. (1997) Genetic
	[5] Stewart, L.M.D., Hirst, M., Ferber, M. L., Merryweather,
	[6] Tomalski, M.D. and Miller, L.K. (1992) Expression of a p
	[7] Yuthavong, Y. (1999) An overview of biotechnology and bi
	[8] Gritsun, T.S., Mikhailov, M.V., Roy, P. and Gould, E.A. 
	[9] Maeda, S., Volrath, S.L., Hanzlik, T.N., Harper, S.A., M
	[10] Chen, X., Li, M., Sun, X., Arif, M.B., Hu, Z.H. and Vla
	[11] O'Reilly, D.R. and Miller, L.K. (1989) A baculovirus bl
	[12] O'Reilly, D.R. (1995) Baculovirus-encoded ecdysteroid U
	[13] O'Reilly, D.R. and Miller, M.K. (1991) Improvement of a
	[14] Slavicek, J.M., Popham, H.J.R. and Riege, C.I. (1999) D
	[15] Popham, H.J.R., Li, Y. and Miller, L.K. (1997) Genetic 
	[16] Chen, X., Sun, X., Hu, Z., Li, M., O'Reilly, D.R., Zuid
	[17] Murphy, F.A., Fauquet, C.M., Bishop, D.H.L., Ghabrial, 
	[18] Granados, R.R. and Federici, B.A. (1986) The Biology of
	[19] Volkman, L.E. and Blissard, G.W. (1995) Baculoviridae: 
	[20] http://www.nysaes.cornell.edu.edu/ent/biocontrol/pathog
	[21] King, L.A. and Possee, R.D. (1992) The Baculovirus Expr
	[22] Braunagel, S.C. and Semmers, M.D. (1994) Autographa cal
	[23] Lua, L.H.L.a.R., S. (2000) Virus morphogenesis of  Heli
	[24] Jarvis, D.L., Wills, L., Burow, G.L.W. and Bohlmeyer, D
	[25] Blissard, G.W. (1996) Baculovirus insect cell interacti
	[26] Horton, H.M. and Burand, J.P. (1993) Saturable attachme
	[27] Braunagel, S.C., Elton, D.M., Ma, H. and Summers, M.D. 
	[28] Theilmann, D.A., Chantler, J.K., Stewart, S., Flipsen, 
	[29] Hong, T., Braunagel, S.C. and Summers, M.D. (1994) Tran
	[30] Russel, R.L.Q. and Rohrmann, G.F. (1993) A 25 kDa prote
	[31] Faulker, P., Kazio, J., Williams , G.V. and Wilson, J.A
	[32] Kuzio, J., Jaques, R. and Faulkner, P. (1989) Identific
	[33] Slack, J.M., Dougherty, E.M. and Lawrence, S.D. (2001) 
	[34] Shuler, M.L., Hammer, D.A., Granados, R.R. and Wood, H.
	[35] Dee, K.U. and Shuler, M.L. (1997) A mathmetical model o
	[36] Shuler, M.L., Wood, H.A., Granados, R.R. and Hammer, D.
	[37] Oppenheimer, D.I. and Volkman, L.E. (1997) Evidence for
	[38] Feighny, R., Burrous, J. and Putnak, R. (1994) Dengue t
	[39] Williams , G.V. and Faulker, P. (1996) Replication patt
	[40] Yang, S.a.M., L. K. (1998) Control of baculovirus polyh
	[41] Hammer, D.A., Wickham, T.J., Shuler, M.L., Wood, H.A. a
	[42] Hubner, M., Cabib, E. and Miller, L. (1991) Malaria par
	[43] Schlein, Y., Raymond, L.J. and Shlomai, J. (1991) Chiti
	[44] Fuhrman, J.A., Lee, J. and Dalamagas, D. (1995) Structu
	[45] Hawtin, R.E., Zarkowska, T., Arnold, K., Thomas, C.J., 
	[46] Flyg, C. and Boman, H.G. (1988) Drosophila gene cut and
	[47] Shapiro, M., Preisler, H. k. and Robertsom, J. L. (1987
	[48] Wiwat, C., Lertcanawanichakul, M., Siwayapram, P., Pant
	[49] Sneh, B., Schuster, S. and Gross, S. (1983) Improvement
	[50] Sampson, M.N. and Gooday, G.W. (1998) Involvement of ch
	[51] Chen, X., Ijkel, W.F.J., Tarchini, R., Sun, X., Sandbri
	[52] Chen, X., Zhang, W.J., Wong, J., Chun, G., Lu, A., McCu
	[53] Posayapisit, N., Poomputsa, K., Mekvichitsaeng, P. and 
	[54] Le, T.H., Wu, T., Robertson, A., Bulach, D., Cowan, P.,
	[55] McCreath, K.J. and Gooday, G.W. (1992) A rapid and sens
	[56] Lissemore, J.L., Jankowski, J.T., Thomas, C.B., Mascott
	[57] Techkarnjanaruk, S. and Goodman, A.E. (1999) Multiple g
	[58] Finney, D.J. (1971) Probit Analysis Cambridge Universit
	[59] Chaeychomsri, S., Tantirungkij, M., Chaeychomsri, W. an
	[60] Lua, L.H.L., Pedrin, M.R.S., Reid, S., Robertson, A. an
	[61] Braunagel, S.C., Burks, J.K., Rosas-Acosta, G., Harriso
	[62] Beames, B. and Summers, M.D. (1988) Comparisons of host
	[63] Beames, B. and Summers, M.D. (1989) Location and nucleo
	[64] Wang, H.H., Fraser, M.J. and Cary, L.C. (1989) Transpos




