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การจ าแนกสายพันธ์ุ Bacillus thuringiensis  
ที่พบในประเทศไทย โดยเทคนิค PCR 

The Isolation of Bacillus thuringiensis  
strains in Thailand by PCR Identification 

 
ภัทรพร สรรพนุเคราะห์   อิศเรส  เทียนทัด  สมชัย สุวงศ์ศักด์ิศรี 

รัตนา นชะพงศ์  
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพันนาการอารักาาพ ช 

 
 

รายงานความก้าวหน้า 
 จากคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตรที่สามารถควบคุม
หนอนกระทู้หอมและหนอนกระทู้ผักได้มากกว่า 80% จ านวน 11 และ 103 isolate ตามล าดับ น ามา
เพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงเช้ือ ก่อนน าไปทดสอบกับหนอนกระทู้หอมและหนอนกระทู้ผักวัย 2 
พบว่า ไม่มี isolate ใดสามารถท าให้หนอนกระทู้หอมตายมากกว่า 80% มี 33 isolate ที่ท าให้หนอน

กระทู้ผักตายต้ังแต่ 80% เช่น 320-3 14-14 281-4 27-1 7-1 26/45 1
4
-22 26/45 2

3
-3 27/45 2

3
-14 

27/45 1
3

-11 ทดลองน าเช้ือทั้ง 7 isolate ไปตรวจสอบด้วยวิธี PCR โดยใช้อุณหภูมิ 94๐C 3 นาที จ านวน 
1 รอบ อุณหภูมิ 94๐C 1 นาที อุณหภูมิ 55๐C 32 นาที อุณหภูมิ 72๐C 2 นาที จ านวน 30 รอบ และใช้
อุณหภูมิ 72๐C 7 นาที จ านวน 1 รอบ จากน้ันน าไปตรวจสอบด้วยวิธี electrophoresis พบว่าเช้ือทั้ง 7 
isolate มี cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถควบคุมหนอนผีเส้ือได้ดี และจะน าเช้ือ 
Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตรซ่ึงมีจ านวนมาก มาท าการศึกษาต่อไป 
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ค าน า 
แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis (Bt) เป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติพิเศษท่ีสามารถสร้างสาร toxin  

ภายในเซลล์พร้อม ๆ กับการสร้าง spore สาร toxin น้ีมีคุณสมบัติท าลายแมลงศัตรูพืชหลายชนิดได้ดี โสธร 
(2512) ได้รายงานว่าเช้ือ Bacillus thuringiensis ได้ถูกน าเข้ามาในประเทศไทย ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2512 โดย
มีจุดประสงค์เพื่อน ามาใช้ควบคุมหนอนใยผัก Plutella xylostella และหนอนคืบกะหล่ าปลี Trichoplusia 
ni   ซึ่งด้ือต่อสารฆ่าแมลง ต่อมาได้มีการน า Bt สายพันธ์ุใหม่ ๆ เช่น aizawai สามารถควบคุมแมลงศัตรูพืช
ได้กว้างขวางข้ึน (อัจฉรา, 2539) จากปัญหาของหนอนใยผักด้ือต่อสารเคมีก าจัดแมลงได้อย่างรวดเร็ว เป็น
ผลท าให้กสิกรต้องใช้สารเคมีก าจัดแมลงที่มีฤทธ์ิรุนแรงมากขึ้น พิษตกค้างของสารฆ่าแมลงบนพืชผักจึงมี
สูงขึ้น ผู้บริโภคประสบอันตรายจากสารพิษบนพืชผักเพิ่มมากขึ้น อัจฉราและคณะ (2527) ได้น า Bt ที่ผลิต
ได้มาควบคุมหนอนใยผักบนกะหล่ าปลีอย่างได้ผล วินัย (2533) ได้น า Bt ไปใช้ในการบริหารแมลงศัตรู
พืชผักตระกูลกะหล่ า โดยน าไปใช้ลดและทดแทนสารฆ่าแมลง และได้มีการแนะน าให้ใช้ Bt ควบคุมแมลง
ศัตรูผักมากขึ้น อัจฉราและคณะ (2536) น า Bt มาใช้ควบคุมหนอนผีเส้ือศัตรูส้มเขียวหวานได้ 3 ชนิด คือ 
หนอนแปะใบส้ม หนอนผีเส้ือกินใบส้ม และหนอนเจาะสมอฝ้าย การน า Bt ไปใช้ประโยชน์ในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชช่วยลดปัญหาผลกระทบของสารฆ่าแมลงและพิษตกค้างของสารฆ่าแมลงได้เป็นอย่างดี  

การคัดเลือกสายพันธ์ุ Bt จากแหล่งต่าง ๆ ของประเทศไทย นอกจากจะได้สายพันธ์ุใหม่ที่เป็น
ข้อมูลของความหลากหลายทางชีวภาพแล้ว อาจได้สายพันธ์ุที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้น และสามารถท าลาย
แมลงได้มากชนิดขึ้นอีกด้วย เน่ืองจากเช้ือ Bt แต่ละสายพันธ์ุสร้างโปรตีนที่มีความเป็นพิษต่อแมลงศัตรูพืช
ต่างชนิดกัน  ซึ่งการสร้างน้ีถูกควบคุมโดยยีนที่ต่างกัน Höfte และ Whiteley (1989) จึงได้จัดระบบ
อนุกรมวิธานของโปรตีนและยีนที่ควบคุมแต่ละชนิดว่า “cry ”  และเรียกโปรตีนที่สร้างขึ้นว่า “Cry”  การ 
ในการจ าแนกสายพันธ์ุของ Bt  โดยการศึกษารูปร่างลักษณะของผลึกโปรตีนของสารพิษ  (toxin)  จาก
กล้องจุลทรรศน์  electron microscope การจ าแนกสายพันธ์ุของเช้ือ Bt ในปัจจุบันได้น าเทคนิค
ทางด้านอิมมูโน (H-antigen) เทคนิคทางชีวเคมี (Barjac และ Frachon, 1990) และเทคนิคทางด้านพันธุ
วิศวกรรมมาใช้ โดย Chak และคณะ (1994) รายงานการศึกษาการจ าแนกเช้ือ Bt จากดินด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้ specific oligonucleotide primer สามารถค้นพบเช้ือ Bt จ านวน 225 ชนิด (isolates) 
ด้วยต้นทุนและแรงงานที่ต่ า สามารถจ าแนกเช้ือ Bt ที่มียีน cry แตกต่างกัน 6 ชนิด ประกอบด้วย  
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
การศึกษาการจ าแนกเช้ือ Bt โดยใช้ multiplex polymerase chain reaction และ primers ที่น ามาใช้
มีความจ าเพาะเจาะจงต่อกลุ่มผลึกโปรตีนของเช้ือ Bt. สามารถจ าแนกยีน cry ได้ 3 ชนิด  คือ cry 1 A(a), 
cry 1 A(b) และ cry 1 A(c)   
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณแ์ละสารเคมี 

1. อุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ 
2. ตู้เขี่ยเช้ือ 
3. กล้องจุลทรรศน์ 
4. เครื่องแยกเช้ือบริสุทธ์ิ (centrifuge) 
5. เครื่องผสมอาหารเทียม 
6. เครื่อง PCR 
7. เครื่อง electrophoresis 
8. สารเคมีผลิตอาหารเทียม 
9. สารเคมีเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย บีที 
10. สารเคมีท า PCR 

วิธีการ 
ขั้นตอนที่ 1   
1. คัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ของกรมวิชาการเกษตร ที่ท าให้หนอนกระทู้ผัก

และหนอนกระทู้หอมตายต้ังแต่ 80% ขึ้นไป 
2. น าเช้ือ Bt ที่ได้มาเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ NA บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 72

ช่ัวโมง 
3. น าเช้ือแต่ละ isolate มาทดสอบโดยหยดเช้ือบนอาหารเทียมส าหรับหนอนกระทู้ผักหรือหนอน

กระทู้หอมวัย 2 Isolate ละ 30 ตัว บันทึกข้อมูลหนอนที่ตายทุก 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 7 วัน วิเคราะห์
ข้อมูล 

ขั้นตอนที่ 2   
1. ใช้ไพรเมอร์จ านวน 6 คู่ ที่สามารถจ าแนก cry ต่างๆ ได้แก่ cry1Aa, cry1Ab,  cry1Ac,  

cry1I, cry2 และ cry3  
2. น าเช้ือ 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 โดยมีข้ันตอนดังน้ี  
 

 Initial denaturation  ที่ 94๐C   3 นาที  
 Denaturation  ที่ 94๐C   1 นาที  
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 Annealing  ที่ 55๐C   2 นาที       35 รอบ  
 Extension  ที่ 72๐C   2 นาที  
 Final extension ที่ 72๐C   7 นาที  
 จากน้ันน า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบด้วย gel วิเคราะห์ผล 

5. น าดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบโดยวิธี electrophoresis โดยใช้ agarose gel วิเคราะห์ข้อมูล
และสรุปผลการทดลอง 
เวลา สถานที่ ตุลาคม 2553-กันยายน 2555 ณ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ 
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ขั้นตอนที่ 1 คัดเลือกเช้ือ Bt ของกรมวิชาการเกษตร ได้เช้ือที่ท าให้หนอนตายต้ังแต่ 80% โดย               

ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย 103 isolate และหนอนกระทู้หอมตาย 11 isolate เพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณ
หนอนกระทู้ผักและหนอนกระทู้หอมในห้องปฏิบัติการโดยใช้อาหารเทียม น าเช้ือ Bacillus thuringiensis 
จ านวน 126 isolate มาเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth 72 ช่ัวโมง เพื่อให้เช้ือ
สร้างผลึกโปรตีน ตรวจสอบผลึกของแต่ละ isolate ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเช้ือทั้งหมดสร้างผลึก
โปรตีน และทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนกระทู้ผักหรือหนอนกระทู้หอม วัย 2 จ านวน 30 ตัว
ต่อ isolate เปรียบเทียบกับชุดควบคุมและเช้ือ Bt ทางการค้า พบว่าเช้ือที่ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย  
0-25% 25.01-50% 50.01-75% และ 75.01-100% มีจ านวน 15 9 14 และ 65 isolate ตามล าดับ โดย
มีเช้ือที่ท าให้หนอนกระทู้ผักตายต้ังแต่ 80% 33 isolate และจะน าเช้ือดังกล่าวไปจ าแนกสายพันธ์ุโดย
เทคนิค PCR ต่อไป 
ตารางที่ 1 แสดงเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้ผักท่ีได้รับเช้ือ isolate ต่างๆ 

ช ่อ isolate 
เปอร์เซ็นต์การตายาอง

หนอนกระทู้ผัก 
สถานที่เก็บตัวอย่างเช ้อ 

7-1 83.33 ต.ห้วยไร่ อ.คอนสวรรค์ จ.ชัยภูมิ 

14-4 80 อ.เมือง จ.อุดรธานี 

14-14 93.33 อ.เมือง จ.อุดรธานี 

27-1 86.67 ต.โพนสา อ.ท่าบ่อ จ.หนองคาย 

281-4 89.66 ต. วังหมี อ.วังน้ าเขียว จ.นครราชสีมา 

ตารางที่ 1 (ต่อ) แสดงเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้ผักที่ได้รับเช้ือ isolate ต่างๆ 
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ช ่อ isolate 
เปอร์เซ็นต์การตายาอง

หนอนกระทู้ผัก 
สถานที่เก็บตัวอย่างเช ้อ 

7-1 83.33 ต.ห้วยไร่ อ.คอนสวรรค์ จ.ชัยภูมิ 

14-4 80 อ.เมือง จ.อุดรธานี 

14-14 93.33 อ.เมือง จ.อุดรธานี 

27-1 86.67 ต.โพนสา อ.ท่าบ่อ จ.หนองคาย 

281-4 89.66 ต. วังหมี อ.วังน้ าเขียว จ.นครราชสีมา 

320-3 96.66 อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 

320-20 86.66 อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 

26/45 1
4
-22 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

26/45 2
3

-3 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

27/45 2
3

-14 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

27/45 1
3

-11 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

28/45 1
3

-6 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

28/45 2
4
-2 100 อ.แม่สอด จ.ตาก 

29/45 2
4
-28 93.10 อ.แม่สอด จ.ตาก 

 
การเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณและหาความเข้มข้นของเช้ือบีที 65 ไอโซเลท เป็นเซลล์รูปแท่ง มี

โคโลนีสีขาวขุ่น ผิวด้าน ขอบไม่เรียบ ขนาดประมาณ 0.5-0.8 เซนติเมตร เมื่อน าเช้ือที่เพาะเล้ียงในอาหาร 
NA 48-72 ช่ัวโมง จะสร้างสปอร์และผลึกโปรตีนเป็นรูปพีระมิดคู่(Bipyramid) ขนาดเล็ก และขนาดใหญ่ 
ปะปนกัน 
 ขั้นตอนที่ 2  น าเช้ือ 7 isolate มาสกัดดีเอ็นเอ จากน้ันน าไปท า PCR พบว่ากระบวนการ PCR ที่
เหมาะสมคือใช้อุณหภูมิ 94๐C 3 นาที จ านวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94๐C 1 นาที อุณหภูมิ 55๐C 32 นาที 
อุณหภูมิ 72๐C 2 นาที จ านวน 30 รอบ และใช้อุณหภูมิ 72๐C 7 นาที จ านวน 1 รอบ เมื่อน าไปตรวจสอบ
ด้วยวิธี electrophoresis พบว่าเช้ือทั้ง 7 isolate มี cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC  
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รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
จากการศึกษาพบว่า เช้ือ Bt ของกรมวิชาการเกษตรที่สามารถควบคุมหนอนกระทู้หอมได้

มากกว่า 80% จ านวน 11 isolate เมื่อน ามาทดสอบกับหนอนกระทู้หอมวัย 2 พบว่า ไม่มี isolate ใด
สามารถท าให้หนอนตายมากกว่า 80% ส่วนหนอนกระทู้ผักน าเช้ือ Bt จ านวน 103 isolate มาทดสอบกับ
หนอนกระทู้ผักวัย 2 พบว่ามี 33 isolate ที่ท าให้หนอนตายต้ังแต่ 80% เมื่อน าไปตรวจสอบด้วยวิธี PCR 
จ านวน 7 isolate พบว่าเช้ือทั้ง 7 isolate มี cry โปรตีนเป็นชนิด Cry 1AC ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถควบคุม
หนอนผีเส้ือได้ดี นอกจากน้ีเช้ือ Bt ของกรมวิชาการเกษตรยังมีอีกเป็นจ านวนมาก ซึ่งจะได้ท าการศึกษา
ต่อไป  
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