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การจาํแนกสายพนัธุ�การจาํแนกสายพนัธุ�การจาํแนกสายพนัธุ�การจาํแนกสายพนัธุ�    Bacillus thuringiensisBacillus thuringiensisBacillus thuringiensisBacillus thuringiensis    ทีพ่บในประเทศไทย โดยเทคนคิ ทีพ่บในประเทศไทย โดยเทคนคิ ทีพ่บในประเทศไทย โดยเทคนคิ ทีพ่บในประเทศไทย โดยเทคนคิ PCRPCRPCRPCR    
The Isolation of The Isolation of The Isolation of The Isolation of Bacillus thuringiensisBacillus thuringiensisBacillus thuringiensisBacillus thuringiensis    strains in Thailand by PCR Identificationstrains in Thailand by PCR Identificationstrains in Thailand by PCR Identificationstrains in Thailand by PCR Identification    

ภทัรพร สรรพนเุคราะห� ภทัรพร สรรพนเุคราะห� ภทัรพร สรรพนเุคราะห� ภทัรพร สรรพนเุคราะห�                     อิศเรส  เทียนทัด อิศเรส  เทียนทัด อิศเรส  เทียนทัด อิศเรส  เทียนทัด                         
สมชัย สุวงศ�ศักดิ์ศรีสมชัย สุวงศ�ศักดิ์ศรีสมชัย สุวงศ�ศักดิ์ศรีสมชัย สุวงศ�ศักดิ์ศรี                    รัตนา นชะพงศ�รัตนา นชะพงศ�รัตนา นชะพงศ�รัตนา นชะพงศ�    

กลุ?มกฏีและสักลุ?มกฏีและสักลุ?มกฏีและสักลุ?มกฏีและสัตววิทยาตววิทยาตววิทยาตววิทยา    สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืสํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืสํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืสํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพชื    
 
    

รายงานความกDาวหนDารายงานความกDาวหนDารายงานความกDาวหนDารายงานความกDาวหนDา    
 

 จากคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตรท่ีสามารถควบคุม
หนอนกระทูDหอมและหนอนกระทูDผักไดDมากกว?า 80% จํานวน 11 และ 55 isolate ตามลําดับ นํามา
เพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงเช้ือ ก?อนนําไปทดสอบกับหนอนกระทูDหอมและหนอนกระทูDผักวัย 2 
พบว?า ไม?มี isolate ใดสามารถทําใหDหนอนกระทูDหอมตายมากกว?า 80% มี 7 isolate ท่ีทําใหDหนอนกระทูD
ผักตายต้ังแต? 80% ไดDแก? 320-3 14-14 281-4 27-1 7-1 และ 320-20 14-4 ตามลําดับ เม่ือนําเช้ือท้ัง 7 
isolate ไปตรวจสอบดDวยวิธี PCR โดยใชDอุณหภูมิ 94๐C 5 นาที จํานวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94๐C 1 นาที 
อุณหภูมิ 54๐C 1 นาที อุณหภูมิ 72๐C 1 นาที จํานวน 30 รอบ และใชDอุณหภูมิ 72๐C 10 นาที จํานวน 1 
รอบ จากน้ันนําไปตรวจสอบดDวยวิธี electrophoresis พบว?าเช้ือทั้ง 7 isolate มี cry โปรตีนเปXนชนิด 
Cry 1AC ซึ่งเปXนชนิดที่สามารถควบคุมหนอนผีเส้ือไดDดี และจะนําเช้ือ Bacillus thuringiensis ของกรม
วิชาการเกษตรซึ่งมีจํานวนมาก มาทําการศึกษาต?อไป 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
 

แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis (Bt) เปXนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติพิเศษท่ีสามารถสรDางสาร toxin  
ภายในเซลล�พรDอม ๆ กับการสรDาง spore สาร toxin น้ีมีคุณสมบัติทําลายแมลงศัตรูพืชหลายชนิดไดDดี โสธร 
(2512) ไดDรายงานว?าเช้ือ Bacillus thuringiensis ไดDถูกนําเขDามาในประเทศไทย ต้ังแต?ป̀ พ.ศ. 2512 โดยมี
จุดประสงค�เพื่อนํามาใชDควบคุมหนอนใยผัก Plutella xylostella และหนอนคืบกะหลํ่าปลี Trichoplusia ni   
ซ่ึงด้ือต?อสารฆ?าแมลง ต?อมาไดDมีการนํา Bt สายพันธุ�ใหม? ๆ เช?น aizawai สามารถควบคุมแมลงศัตรูพืชไดD
กวDางขวางข้ึน (อัจฉรา, 2539) จากปgญหาของหนอนใยผักด้ือต?อสารเคมีกําจัดแมลงไดDอย?างรวดเร็ว เปXนผล
ทําใหDกสิกรตDองใชDสารเคมีกําจัดแมลงท่ีมีฤทธ์ิรุนแรงมากข้ึน พิษตกคDางของสารฆ?าแมลงบนพืชผักจึงมี
สูงข้ึน ผูDบริโภคประสบอันตรายจากสารพิษบนพืชผักเพิ่มมากข้ึน อัจฉราและคณะ (2527) ไดDนํา Bt ท่ีผลิต
ไดDมาควบคุมหนอนใยผักบนกะหลํ่าปลีอย?างไดDผล วินัย (2533) ไดDนํา Bt ไปใชDในการบริหารแมลงศัตรู
พืชผักตระกูลกะหลํ่า โดยนําไปใชDลดและทดแทนสารฆ?าแมลง และไดDมีการแนะนําใหDใชD Bt ควบคุมแมลง
ศัตรูผักมากข้ึน อัจฉราและคณะ (2536) นํา Bt มาใชDควบคุมหนอนผีเส้ือศัตรูสDมเขียวหวานไดD 3 ชนิด คือ 
หนอนแปะใบสDม หนอนผีเส้ือกินใบสDม และหนอนเจาะสมอฝmาย การนํา Bt ไปใชDประโยชน�ในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชช?วยลดปgญหาผลกระทบของสารฆ?าแมลงและพิษตกคDางของสารฆ?าแมลงไดDเปXนอย?างดี     

การคัดเลือกสายพันธุ� Bt จากแหล?งต?าง ๆ ของประเทศไทย นอกจากจะไดDสายพันธุ�ใหม?ที่เปXน
ขDอมูลของความหลากหลายทางชีวภาพแลDว อาจไดDสายพันธุ�ที่มีประสิทธิภาพสูงข้ึน และสามารถทําลาย
แมลงไดDมากชนิดข้ึนอีกดDวย เน่ืองจากเช้ือ Bt แต?ละสายพันธุ�สรDางโปรตีนที่มีความเปXนพิษต?อแมลงศัตรูพืช
ต?างชนิดกัน  ซึ่งการสรDางน้ีถูกควบคุมโดยยีนท่ีต?างกัน Höfte และ Whiteley (1989) จึงไดDจัดระบบ
อนุกรมวิธานของโปรตีนและยีนท่ีควบคุมแต?ละชนิดว?า “cry ”  และเรียกโปรตีนที่สรDางข้ึนว?า “Cry”  การ 
ในการจําแนกสายพันธุ�ของ Bt  โดยการศึกษารูปร?างลักษณะของผลึกโปรตีนของสารพิษ  (toxin)  จาก
กลDองจุลทรรศน�  electron microscope การจําแนกสายพันธุ�ของเช้ือ Bt ในปgจจุบันไดDนําเทคนิค
ทางดDานอิมมูโน (H-antigen) เทคนิคทางชีวเคมี (Barjac และ Frachon, 1990) และเทคนิคทางดDานพันธุ
วิศวกรรมมาใชD โดย Chak และคณะ (1994) รายงานการศึกษาการจําแนกเช้ือ Bt จากดินดDวยเทคนิค 
PCR โดยใชD specific oligonucleotide primer สามารถคDนพบเช้ือ Bt จํานวน 225 ชนิด (isolates) 
ดDวยตDนทุนและแรงงานท่ีตํ่า สามารถจําแนกเช้ือ Bt ท่ีมียีน cry แตกต?างกัน 6 ชนิด ประกอบดDวย  
cry 1 A(a), cry 1 A(b), cry 1 A(c), cry 1 C, cry 1 D และ cry 4 Bourque และคณะ (1993)  รายงาน
การศึกษาการจําแนกเช้ือ Bt โดยใชD multiplex polymerase chain reaction และ primers ท่ีนํามาใชD
มีความจําเพาะเจาะจงต?อกลุ?มผลึกโปรตีนของเช้ือ Bt. สามารถจําแนกยีน cry ไดD 3 ชนิด  คือ cry 1 A(a), 
cry 1 A(b) และ cry 1 A(c)   
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
    
อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�และสารเคมีและสารเคมีและสารเคมีและสารเคมี    

1. อุปกรณ�ในการเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณเช้ือจุลินทรีย� 
2. ตูDเข่ียเช้ือ 
3. กลDองจุลทรรศน� 
4. เครื่องแยกเช้ือบริสุทธ์ิ (centrifuge) 
5. เครื่องผสมอาหารเทียม 
6. เครื่อง PCR 
7. เครื่อง electrophoresis 
8. สารเคมีผลิตอาหารเทียม 
9. สารเคมีเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย บีที 
10. สารเคมีทํา PCR 

    
วิธีการวิธีการวิธีการวิธีการ    

ข้ันตอนท่ี 1   
1. คัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตร ท่ีทําใหDหนอนกระทูDผัก

และหนอนกระทูDหอมตายต้ังแต? 80% ข้ึนไป 
2. นําเช้ือ Bt ที่ไดDมาเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณดDวยอาหารเล้ียงเช้ือ NA บ?มในตูDควบคุมอุณหภูมิ 72

ช่ัวโมง 
3. นําเช้ือแต?ละ isolate มาทดสอบโดยหยดเช้ือบนอาหารเทียมสําหรับหนอนกระทูDผักหรือหนอน

กระทูDหอมวัย 2 Isolate ละ 30 ตัว บันทึกขDอมูลหนอนที่ตายทุก 24 ช่ัวโมง เปXนเวลา 7 วัน วิเคราะห�
ขDอมูล 

ข้ันตอนท่ี 2   
1. ออกแบบ primers  
2. นําเช้ือ Bt ที่ทําใหDหนอนกระทูDผักตาย 80% ข้ึนไป มาสกัดดีเอ็นเอ 
3. ทํา PCR  โดยปฏิกิริยาประกอบดDวย 1 µl DNA, 12.5 µl PCR mixture, primers จํานวน 2 

สาย สายละ 1.25 µl และ Dye 2.5 µl  
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4. นํามาเพิ่มปริมาณในเครื่อง PCR โดยใชDอุณหภูมิ 94๐C 5 นาที จํานวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94๐C 
1 นาที อุณหภูมิ 54๐C 1 นาที อุณหภูมิ 72๐C 1 นาที จํานวน 30 รอบ และใชDอุณหภูมิ 72๐C 10 นาที 
จํานวน 1 รอบ  

5. นําดีเอ็นเอท่ีไดDมาตรวจสอบโดยวิธี electrophoresis โดยใชD agarose gel วิเคราะห�ขDอมูล
และสรุปผลการทดลอง 
 
เวลา สถานที่เวลา สถานที่เวลา สถานที่เวลา สถานที ่ ตุลาคม 2554-กันยายน 2555 ณ หDองปฏิบัติการกลุ?มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ 
กลุ?มกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
  

ผลและวิจารณ�ผลการทดลองผลและวิจารณ�ผลการทดลองผลและวิจารณ�ผลการทดลองผลและวิจารณ�ผลการทดลอง    
    

ผลการทดลองผลการทดลองผลการทดลองผลการทดลอง  
ข้ันตอนที่ 1 คัดเลือกเช้ือ Bt ของกรมวิชาการเกษตร ไดDเช้ือที่ทําใหDหนอนตายต้ังแต? 80% โดย               

เปXนหนอนกระทูDผัก 55 isolate และหนอนกระทูDหอม 11 isolate เม่ือนํามาทดสอบประสิทธิภาพพบว?ามี 
7 isolate ที่ทําใหDหนอนกระทูDผักตายมากกว?า 80% และไม?มี isolate ใดทําใหDหนอนกระทูDหอมตาย
มากกว?า 80 % ดังตารางท่ี 1  
    
ตารางที่ ตารางที่ ตารางที่ ตารางที่ 1111 แสดงเปอร�เซ็นต�การตายของหนอนกระทูDผักท่ีไดDรับเช้ือ isolate ต?างๆ 

ชื่อ ชื่อ ชื่อ ชื่อ isolateisolateisolateisolate    
เปอร�เซน็ต�การเปอร�เซน็ต�การเปอร�เซน็ต�การเปอร�เซน็ต�การตายของตายของตายของตายของ

หนอนกระทูDผกัหนอนกระทูDผกัหนอนกระทูDผกัหนอนกระทูDผกั    
สถานสถานสถานสถานที่เกบ็ตัวอย?างเชื้อที่เกบ็ตัวอย?างเชื้อที่เกบ็ตัวอย?างเชื้อที่เกบ็ตัวอย?างเชื้อ    

7-1 83.33 ต.หDวยไร? อ.คอนสวรรค� จ.ชัยภูมิ 
14-4 80 อ.เมือง จ.อุดรธานี 

14-14 93.33 อ.เมือง จ.อุดรธานี 
27-1 86.67 ต.โพนสา อ.ท?าบ?อ จ.หนองคาย 
281-4 89.66 ต. วังหมี อ.วังนํ้าเขียว จ.นครราชสีมา 
320-3 96.66 ฮ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 
320-20 86.66 ฮ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 

  
 เม่ือนําเช้ือท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร NA 72 ช่ัวโมง ส?องดูภายใตDกลDองจุลทรรศน� พบผลึกโปรตีนเปXน
รูปป|รามิดคู?ฐานชนกัน (Bipyramid)  
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ข้ันตอนท่ี 2  นําเช้ือทั้ง 7 isolate มาสกัดดีเอ็นเอ จากน้ันนําไปทํา PCR พบว?ากระบวนการ PCR 
ท่ีเหมาะสมคือใชDอุณหภูมิ 94๐C 5 นาที จํานวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94๐C 1 นาที อุณหภูมิ 54๐C  
1 นาที อุณหภูมิ 72๐C 1 นาที จํานวน 30 รอบ และใชDอุณหภูมิ 72๐C 10 นาที จํานวน 1 รอบ เม่ือนําไป
ตรวจสอบดDวยวิธี electrophoresis พบว?าเช้ือท้ัง 7 isolate มี cry โปรตีนเปXนชนิด Cry 1AC  
 

สรปุผลกสรปุผลกสรปุผลกสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํารทดลองและคําแนะนาํารทดลองและคําแนะนาํารทดลองและคําแนะนาํ    
    

จากการศึกษาพบว?า เช้ือ Bt ของกรมวิชาการเกษตรท่ีสามารถควบคุมหนอนกระทูDหอมไดD
มากกว?า 80% จํานวน 11 isolate เมื่อนํามาทดสอบกับหนอนกระทูDหอมวัย 2 พบว?า ไม?มี isolate ใด
สามารถทําใหDหนอนตายมากกว?า 80% ส?วนหนอนกระทูDผักนําเช้ือ Bt จํานวน 55 isolate มาทดสอบกับ
หนอนกระทูDผักวัย 2 พบว?ามี 7 isolate ที่ทําใหDหนอนตายต้ังแต? 80% ไดDแก? 320-3 14-14 281-4 27-1 
7-1 และ 320-20 14-4 ตามลําดับ เมื่อนําไปตรวจสอบดDวยวิธี PCR พบว?าเช้ือทั้ง 7 isolate มี cry 
โปรตีนเปXนชนิด Cry 1AC ซึ่งเปXนชนิดที่สามารถควบคุมหนอนผีเส้ือไดDดี นอกจากน้ีเช้ือ Bt ของกรม
วิชาการเกษตรยังมีอีกเปXนจํานวนมาก ซ่ึงจะไดDทําการศึกษาต?อไป  
 

เอกสารอDางองิเอกสารอDางองิเอกสารอDางองิเอกสารอDางองิ    
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