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บทคัดย่อ 
 จากคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตรที่สามารถควบคุมหนอนกระทู้
หอมและหนอนกระทู้ผักได้มากกว่า 80% จ านวน 11 และ 153 isolate ตามล าดับ น ามาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าโคโลนีมีสีขาวขุ่น ผิวด้าน ขอบไม่เรียบ ขนาดประมาณ 0.5-0.8 เซนติเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงใน
อาหาร NB 72 ชั่วโมง พบว่าเชื้อทั้งหมดสร้างผลึกโปรตีนเป็นรูป พีระมิดคู่ (Bipyramid) ขนาดเล็ก และขนาดใหญ่ 
ปะปนกัน และเชื้อบางไอโซเลท มีผลึกโปรตีนทั้งรูป bipyramid และ rhomboid ปะปนกัน เมื่อน าไปทดสอบกับ
หนอนกระทู้หอมและหนอนกระทู้ผักวัย 2 พบว่า ไม่มี isolate ใดสามารถท าให้หนอนกระทู้หอมตายมากกว่า 80% มี 
63 isolate ที่ท าให้หนอนกระทู้ผักตายตั้งแต่ 80% ทดลองน าเชื้อ 5 isolate ไปตรวจสอบด้วยวิธี PCR จากนั้นน าไป
ตรวจสอบด้วยวิธี electrophoresis พบว่าเชื้อทั้ง 5 isolate มี cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถ
ควบคุมหนอนผีเสื้อได้ดี  

ค าน า 
แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis (Bt) เป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติพิเศษที่สามารถสร้างสาร toxin  ภายใน

เซลล์พร้อมๆ กับการสร้าง spore สาร toxin นี้มีคุณสมบัติท าลายแมลงศัตรูพืชหลายชนิดได้ดี โสธร (2512) ได้รายงาน
ว่าเชื้อ Bacillus thuringiensis ได้ถูกน าเข้ามาในประเทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2512 โดยมีจุดประสงค์เพ่ือน ามาใช้ควบคุม
หนอนใยผัก Plutella xylostella และหนอนคืบกะหล่ าปลี Trichoplusia ni  ซึ่งดื้อต่อสารฆ่าแมลง ต่อมาได้มีการน า Bt 
สายพันธุ์ใหม่ๆ เช่น aizawai สามารถควบคุมแมลงศัตรูพืชได้กว้างขวางขึ้น (อัจฉรา, 2539) จากปัญหาของหนอนใยผัก
ดื้อต่อสารเคมีก าจัดแมลงได้อย่างรวดเร็ว เป็นผลท าให้กสิกรต้องใช้สารเคมีก าจัดแมลงที่มีฤทธิ์รุนแรงมากขึ้น พิษ
ตกค้างของสารฆ่าแมลงบนพืชผักจึงมีสูงขึ้น ผู้บริโภคประสบอันตรายจากสารพิษบนพืชผักเพ่ิมมากขึ้น อัจฉราและ
คณะ (2527) ได้น าBt ที่ผลิตได้มาควบคุมหนอนใยผักบนกะหล่ าปลีอย่างได้ผล วินัย (2533) ได้น า Bt ไปใช้ในการ



บริหารแมลงศัตรูพืชผักตระกูลกะหล่ า โดยน าไปใช้ลดและทดแทนสารฆ่าแมลง และได้มีการแนะน าให้ใช้ Bt ควบคุม
แมลงศัตรูผักมากขึ้น อัจฉราและคณะ (2536) น า Bt มาใช้ควบคุมหนอนผีเสื้อศัตรูส้มเขียวหวานได้ 3 ชนิด คือ หนอน
แปะใบส้ม หนอนผีเสื้อกินใบส้ม และหนอนเจาะสมอฝ้าย การน า Bt ไปใช้ประโยชน์ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชช่วยลด
ปัญหาผลกระทบของสารฆ่าแมลงและพิษตกค้างของสารฆ่าแมลงได้เป็นอย่างดี  

การคัดเลือกสายพันธุ์ Bt จากแหล่งต่างๆ ของประเทศไทย นอกจากจะได้สายพันธุ์ใหม่ที่เป็นข้อมูลของ
ความหลากหลายทางชีวภาพแล้ว อาจได้สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้น และสามารถท าลายแมลงได้มากชนิดขึ้นอีก
ด้วย เนื่องจากเชื้อ Bt แต่ละสายพันธุ์สร้างโปรตีนที่มีความเป็นพิษต่อแมลงศัตรูพืชต่างชนิดกัน  ซึ่งการสร้างนี้ถูก
ควบคุมโดยยีนที่ต่างกัน Höfte และ Whiteley (1989) จึงได้จัดระบบอนุกรมวิธานของโปรตีนและยีนที่ควบคุมแต่ละ
ชนิดว่า “cry”  และเรียกโปรตีนที่สร้างขึ้นว่า “Cry”  การ ในการจ าแนกสายพันธุ์ของ Bt  โดยการศึกษารูปร่าง
ลักษณะของผลึกโปรตีนของสารพิษ (toxin) จากกล้องจุลทรรศน์ electron microscope การจ าแนกสายพันธุ์ของ
เชื้อ Bt ในปัจจุบันได้น าเทคนิคทางด้านอิมมูโน (H-antigen) เทคนิคทางชีวเคมี (Barjac และ Frachon, 1990) และ
เทคนิคทางด้านพันธุวิศวกรรมมาใช้ โดย Chak และคณะ (1994) รายงานการศึกษาการจ าแนกเชื้อ Bt จากดินด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ specific oligonucleotide primer สามารถค้นพบเชื้อ Bt จ านวน 225 ชนิด (isolates) ด้วย
ต้ น ทุ น แ ล ะแ ร งงาน ที่ ต่ า  ส าม ารถ จ า แ น ก เชื้ อ  Bt ที่ มี ยี น  cry แ ต ก ต่ า งกั น  6 ช นิ ด  ป ร ะก อ บ ด้ ว ย  
cry 1 A(a), cry 1 A(b), cry 1 A(c), cry 1 C, cry 1 D และ cry 4  

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์ในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ 
2. ตู้เขี่ยเชื้อ 
3. กล้องจุลทรรศน์ 
4. เครื่องแยกเชื้อบริสุทธิ์ (centrifuge) 
5. เครื่องผสมอาหารเทียม 
6. เครื่อง PCR 
7. เครื่อง electrophoresis 
8. สารเคมีผลิตอาหารเทียม 
9. สารเคมีเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย บีที 
10. สารเคมีท า PCR 

วิธีการ 
การเพาะเลี้ยงแมลงอาศัยของเชื้อ Bt 
1. เก็บหนอนกระทู้ผัก และหนอนกระทู้หอม จากแปลงปลูกพืชมาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในห้องปฏิบัติการ

ด้วยอาหารเทียมสูตรของกรมวิชาการเกษตร จนครบวงจรชีวิต 



2. เพาะเลี้ยงหนอนศัตรูพืช ให้อยู่ในวัย 2 (อายุประมาณ 3 วัน) ก่อนน าไปทดสอบประสิทธิภาพการก าจัด
แมลงของเชื้อ Bt 

การทดสอบประสิทธิภาพในการท าให้หนอนตาย 
1. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตร ที่ท าให้หนอนกระทู้ผักและหนอน

กระทู้หอมตายตั้งแต่ 80% ขึ้นไป 
2. น าเชื้อ Bt ที่ได้มาเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 30๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

เพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวๆ ไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เพ่ือเพ่ิมปริมาณ บ่มเชื้อใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 30๐C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เพ่ือให้เชื้อสร้างผลึกโปรตีน น าไปตรวจสอบผลึก หรือการปนเปื้อน
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

3. น าเชื้อที่ได้ไปตรวจสอบความเข้มข้นและปรับความเข้มข้น 
4. น าเชื้อ Bt แต่ละ isolate มาทดสอบโดยหยดเชื้อบนอาหารเทียม น าไปใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก ใส่

ห น อ น ที่ ต้ อ งก า รท ด ส อ บ ห ล อ ด ล ะ  1  ตั ว  ปิ ด ฝ า  โด ย ท ด ส อ บ ห น อ น จ า น ว น  3 0  ตั ว ต่ อ เชื้ อ  1  
ไอโซเลท เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และเชื้อบีทีที่ผลิตเป็นการค้า 

5. บันทึกข้อมูลจ านวนหนอนตายทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 7 วัน น าข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์และสรุปผล 
การจ าแนกสายพันธุ์โดยเทคนิคพีซีอาร์ 
1. ใช้ไพรเมอร์จ านวน 6 คู่ ที่สามารถจ าแนก cry ต่างๆ ได้แก่ cry1Aa, cry1Ab,  cry1Ac,  cry1I, cry2 และ 

cry3  
2. น าเชื้อ Bt ที่ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย 80% ขึ้นไป มาสกัดดีเอ็นเอ 
3. ท า PCR โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย 1 µl DNA, 12.5 µl PCR mixture, primers จ านวน 2 สาย สายละ 

1.25 µl และ Dye 2.5 µl  
4. น าดีเอ็นเอ ที่ได้ไปท าปฏิกิริยา PCR โดยมีขั้นตอนดังนี้  

 Initial denaturation  ที่ 94๐C   5 นาท ี 
 Denaturation  ที่ 94๐C   1 นาที  
 Annealing  ที่ 54๐C   5 นาท ี       30 รอบ  
 Extension  ที่ 72๐C   1 นาท ี 
 Final extension ที่ 72๐C   10 นาท ี 
 จากนั้นน า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบด้วย gel วิเคราะห์ผล 

5. น าดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบโดยวิธี electrophoresis โดยใช้ agarose gel วิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผลการ
ทดลอง 
เวลาและสถานที่ ตุลาคม 2553-กันยายน 2556 ณ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏ
และสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  



ผลการทดลองและวิจารณ์ 
คัดเลือกเชื้อ Bt ของกรมวิชาการเกษตร ได้เชื้อที่ท าให้หนอนตายตั้งแต่ 80%  โดยท าให้หนอนกระทู้ผัก

ตาย 153 isolate และหนอนกระทู้หอมตาย 11 isolate เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหนอนกระทู้ผักและหนอนกระทู้หอม
ในห้องปฏิบัติการโดยใช้อาหารเทียม น าเชื้อ Bacillus thuringiensis จ านวน 164 isolate มาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA จะได้โคโลนีสีขาวขุ่น ผิวด้าน ขอบไม่เรียบ ขนาดประมาณ 0.5-0.8 เซนติเมตร เมื่อน าเชื้อที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร NB 72 ชั่วโมง เพ่ือให้เชื้อสร้างผลึกโปรตีน ตรวจสอบผลึกของแต่ละ isolate ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ พบว่าเชื้อทั้งหมดสร้างผลึกโปรตีนเป็นรูป พีระมิดคู่ (Bipyramid) ขนาดเล็ก และขนาดใหญ่ ปะปนกัน และ
เชื้อบางไอโซเลท มีผลึกโปรตีนทั้งรูป bipyramid และ rhomboid ปะปนกัน เมื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ควบคุมหนอนกระทู้ผักหรือหนอนกระทู้หอม วัย 2 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมและเชื้อ Bt ทางการค้า พบว่าเชื้อที่ท าให้
หนอนกระทู้ผักตาย 0-25% 25.01-50% 50.01-75% และ 75.01-100% มีจ านวน 20 11 19 และ 104 isolate 
ตามล าดับ โดยมีเชื้อ 63 ไอโซเลทที่ท าให้หนอนตายมากกว่า 80% 

           
ภาพที่ 1 ผลึก Bt อยู่ภายในเซลล์        ภาพที่ 2 ผลึก Bt และสปอร์อยู่ภายในเซลล์ 

           
ภาพที่ 3 ผลึก Bt               ภาพที่ 4 ผลึก Bt 

น าเชื้อ Bt จ านวน 5 isolate ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนกระทู้ผัก มาตรวจสอบด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 6 คู่ ท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพที่อุณหภูมิ 94๐C 5 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นท าดีเอ็นเอ
เสียสภาพที่อุณหภูมิ 94๐C 1 นาที ท าให้ไพรเมอร์จับกับสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 54๐C 5 นาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอสาย
ใหม่ที่อุณหภูมิ 72๐C 1 นาที จ านวน 30 รอบ สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ อุณหภูมิ 72๐C 10 นาที จ านวน 1 รอบ 



จากนั้นน าไปตรวจสอบด้วยวิธี electrophoresis โดยใช้ DNA Marker ขนาด 100 bp จะได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 230-250 bp พบว่า cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งสามารถควบคุมแมลงในอันดับ Lepidoptera ได้ด ี

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 จากการศึกษาโคโลนีของเชื้อ Bt พบว่ามีสีขาวขุ่น ผิวด้าน ขอบไม่ เรียบ ขนาดประมาณ 0.5-0.8 
เซนติเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร NB 72 ชั่วโมง และตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเชื้อทั้งหมดสร้างผลึก
โปรตีนเป็นรูป พีระมิดคู่ (Bipyramid) ขนาดเล็ก และขนาดใหญ่ ปะปนกัน และเชื้อบางไอโซเลท มีผลึกโปรตีนทั้งรูป 
bipyramid และ rhomboid ปะปนกัน  
 เชื้อ Bt ของกรมวิชาการเกษตรที่สามารถควบคุมหนอนกระทู้หอมได้มากกว่า 80% จ านวน 11 isolate 
เมื่อน ามาทดสอบกับหนอนกระทู้หอมวัย 2 พบว่า ไม่มี isolate ใดสามารถท าให้หนอนตายมากกว่า 80% ส่วนหนอน
กระทู้ผักน าเชื้อ Bt จ านวน 153 isolate มาทดสอบกับหนอนกระทู้ผักวัย 2 พบว่ามี 104 isolate ที่ท าให้หนอนตาย
ตั้งแต่ 75.01% และมี 63 ไอโซเลท ที่ท าให้ท าให้หนอนตายมากกว่า 80% เมื่อน าไปตรวจสอบด้วยวิธี PCR จ านวน 5 
isolate พบว่าเชื้อทั้ง 7 isolate มี cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถควบคุมหนอนผีเสื้อได้ดี  

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
น าสายพันธุ์เชื้อ Bacillus thuringiensis ที่มีประสิทธิภาพท าลายแมลงสูงไปผลิตและเผยแพร่ข้อมูลให้

เกษตรกรหรือนักวิจัย นักวิชาการด้านการเกษตรน าไปใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช  
ค าขอบคุณ   

ขอขอบคุณบุคลากรในอาคารวิจัยและพัฒนาศัตรูธรรมชาติ กลุ่มกีฏและสัตววิทยาที่ให้ความช่วยเหลือ 
ความร่วมมือ และอ านวยความสะดวกในการท างานวิจัย 
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